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  هچکید

در این مطالعه  روند تمایز سلول هاي شبه سلول عضله اسکلتی مشتق از سلول هاي بنیادي مزانشیمی بافت :  ف و زمینه هد
  .در شرایط آزمایشگاه مورد بررسی قرار گرفت azacytidine-5چربی انسان تحت تاثیر 

مایز استئوژنیک و آدیپوژنیک، تحت تاثیر محیط هاي ایجاد تدي بافت چربی انسان بعد از تخلیص، براي سلول هاي بنیا :مواد و روش ها
 از طرف دیگر، براي بررسی توان تمایز این سلول ها به سلول عضله اسکلتی از فاکتور. کشت القایی استئوژنیک و آدیپوژنیک قرار گرفتند

5-azacytidine [5-aza] 3تحت تاثیر ساعت براي القاي تمایز به سلول عضله اسکلتی  24به مدت . استفاده شدµmol 5-azacytidine 
. انکوبه شدند azacytidine-5هفته با محیط کشت فاقد  4شسته شد و سلول ها تا  PBSسپس، این محیط کشت القایی با . قرار گرفتند

-Myogenin ،Myh، aژن هاي اختصاصی عضله اسکلتی شامل  mRNAبراي بررسی روند تمایز سلول ها از مقایسه الگو و میزان بیان 
actin ،Tropomyosin  وMyosin  با روشRT-PCR در پایان هفته هاي اول تا چهارم بعد از القا استفاده شد.  

سلول هاي بنیادي مزانشیمی بافت چربی چسبنده، توان تکثیري قابل ملاحظه اي را نشان دادند و مانند مطالعات پیشین  :یافته ها
به نحوي . هاي مورد بررسی به صورت الگویی وابسته به زمان بیان شدند ژن mRNA.یز داشتندپتانسیل تمایز استئوژنیک و آدیپوزنیک را ن

 2در هفته  Myhژن . افزایش یافته بودبا روندي صعودي به طور معنی دار ، 4تا  1در تمام نمونه هاي هفته  Myog ژن mRNAبیان که 
 a-actininهاي  ژن میزان بیان. به کمترین مقدار خود رسیده بود 4ر هفته نسبت به سایر هفته ها بیشترین میزان بیان خود را داشته و د

در  Tropomyosinژن . به طور معنی دار با روندي صعودي افزایش یافته بودند 4الی  2اما از هفته . پایین بود 1در هفته  Myosinو 
  .هیچکدام از نمونه ها بیان معنی داري نداشت

 azacytidine 3µmol-5ن داد که سلول هاي بنیادي مزانشیمی بافت چربی انسان می توانند تحت تاثیر مطالعه حاضر نشا :نتیجه گیري
  .به سلول عضله اسکلتی تمایز پیدا کنند و با افزایش مدت زمان القا، این سلول هاي عضلانی اسکلتی تکوین یافته تر می شوند

  عضله اسکلتیسلول یز، سلول بنیادي مزانشیمی، تمابافت چربی،  :واژه هاي کلیدي
    

پژوهشی مقاله  
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148 زینب نامجو گرمی و همکاران                                                     ...سلول هاي بنیاديبررسی روند تمایز سلول هاي شبه سلول عضله اسکلتی مشتق از  

 

  مقدمه
ترمیم ماهیچه اخیرا به عنوان تکرار تکامل ماهیچه در نظر 

اگرچه براي بدست آوردن دیدگاه هایی در . گرفته می شود
مورد تکامل پیش از تولد ماهیچه اسکلتی به دست آمده 
است که در چندین مرحله هم پوشان شده مختلف صورت 

ی با اتصال میوبلاست ها ساخت ماهیچه اسکلت. می گیرد
رویانی آغاز می شود و  9براي تشکیل میوتیوب در روز 

رویانی، میوتیوب ها براي تشکیل 12و11سپس در روز 
برخی از میوبلاست ها . میوفیبر به هم متصل می شوند

براي تشکیل میوفیبر به هم متصل نمی شوند و به تکثیر و 
دهند و در  رویانی ادامه می 15- 17تمایز خود تا روز 

که در نتیجه فیبرهاي جنینی و یا ثانویه را ایجاد می کنند 
در همین زمان غشاي پایه در اطراف . اصل کوچکتر هستند

هر فیبر شروع به تشکیل می کند و فقط بعد از این زمان 
است که سلول هاي قمري را به عنوان سلول هاي تک 

ر است هسته اي که بین غشاي پایه و غشاي پلاسمایی فیب
در انتهاي رشد بعد از تولد سلول هاي . می توان شناخت

وارد فاز خاموشی می شوند اما اگر بافت ماهیچه قمري 
آنها فعالیت میتوزي را  .آسیب ببیند دوباره فعال می شوند

از سر می گیرند و فیبرهاي آسیب دیده را ترمیم می کنند 
یجاد می و یا اینکه به هم متصل شده و فیبرهاي جدید را ا

تعداد این سلولها در بافت ماهیچه اي نسبتاً ثابت . ]1[کنند
از طرف دیگر فراوانی این سلولها در عضلات . ]1-5%[است 

مختلف متفاوت است که این احتمالاً به عملکرد متفاوت 
اکسیداتیو تند، [عضلات با توجه به نوع فیبرعضلانی 

تا  .]2[د مربوط می شو ]اکسیداتیو کند، گلیکولیتیک تند
مدت ها گمان می شد که سلول هاي ماهواره اي تنها 
منبع سلولها ي بنیادي در بازسازي عضله اسکلتی می 

اما مطالعات فراوانی نشان داده اند که تعداد این  .]3[ باشد
سلول ها به هنگام آسیب عضلانی در طول روند بهبود 

یب کاهش می یابد و به اتمام می رسد و در پی آن فاز تخر
به علاوه نسبت . عضله اسکلتی در پیش گرفته می شود

سلول هاي ماهواره اي در انواع عضلات با افزایش سن 
کاهش می یابد که این خود دلیلی بر کاهش توانایی ترمیم 

هم چنین، در تحقیقات  .عضلانی در افراد مسن می باشد
یر سلول هاي گوناگون این نتیجه حاصل شده است که تکث

به سختی in vitro   و in vivo اي در محیطماهواره 

انجام می شود و این سلول ها سریعاً وارد فاز پیري می 
لذا حل این مشکل راه حل جدیدي می طلبد تا . شوند

جهت ترمیم عضله اسکلتی، از دیگر منابع سلول هاي 
بنیادي در مهندسی بافت و سلول درمانی استفاده 

مهندسی بافت بیماري براي سلول درمانی و  .]2-9[نمود
تخریب کننده عضلانی، به منبعی از سلول ها با توانایی 

بافت چربی یکی از  .]3[ساخت فیبر عضلانی نیاز می باشد 
ایی است که امروزه مورد توجه بسیاري از بافت ه

ثابت شده است که علاوه بر . پژوهشگران قرار گرفته است
از قبیل  سلول هاي متعهد چربی زا و سلول هاي عروقی

سلول هاي عضله صاف و اندوتلیال، بافت چربی حاوي 
جمعیتی از سلول هاي چند ظرفیتی بوده که ویژگی هاي 
آنها مشابه به سلول هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان 

هاي  این سلول ها تحت عنوان سلول. ]10-15[است
نام گذاري  ]ADSCs[ بنیادي مشتق از بافت چربی

مانند مغز استخوان منشاً مزانشیمال این بافت ه .شدند
  :داشته و از چند جهت داراي مزیت می باشد

بافت چربی به راحتی و با حداقل روش تهاجمی و به -1
  .میزان فراوان قابل دست یابی است

جمعیت سلولی حاصل از بافت چربی داراي منشاً -2
مزانشیمال بوده و ناخالصی کمی از سلول هاي اندوتلیال، 

  .ي عضلانی صاف و پري سیت ها را داردسلول ها
سلول هاي بنیادي حاصل از بافت چربی حتی با -3

  .گذرانیدن چندین پاساژ، دیرتر وارد فاز پیري می شوند
سلول هاي بنیادي حاصل از بافت چربی قابلیت تمایز -4

به سلول هاي آدیپوژنیک، استئوژنیک، کندروژنیک و 
  .]16-21[میوژنیک را دارند 

ن نتایج آزمایشات بیانگر این بوده است که کشت تا کنو
کوتاه مدت سلول هاي بنیادي مشتق از بافت چربی و 
ترنس پلنت آن به عضله آسیب دیده ترمیم نسبی آن را 
باعث می شود و هنوز روشی که بتواند باعث تمایز کامل 
سلول هاي بنیادي بافت چربی به فنوتیپ میوژنیک شود 

از فاکتورهایی که در حال حاضر  .]22 [شناخته نشده است
به عنوان افزایش دهنده تمایز میوژنیک اسکلتال استفاده 

فایو  .اشاره کرد azacytidin-5 می شوند می توان به
آزاسایتیدین اساسا به عنوان یک آنتی تومور عمل کرده و 

این ماده . همچنین براي درمان سرطان استفاده می شود
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ر مطالعات اخیر به بررسی سیتوتوکسیک می باشد ولی د
توان القایی این فاکتور بر تمایز هاي میوژنیک، آدیپوژنیک 

در این مطالعه براي  و کندروژنیک پرداخته شده است
اولین بار به بررسی اثر این فاکتور بربیان ژن هاي 
اختصاصی عضله اسکلتی در سلول هاي تمایز یافته حاصله 

هفته  4ان در طی از سلول هاي بنیادي بافت چربی انس
امید است که با انجام این تحقیق و . تمایز پرداخته است

حصول روند تمایز طبیعی و تجزیه و تحلیل نتایج به دست 
در آینده جایگزین آمده، سلول هاي تولید شده بتوانند 

  .و آتروفی و نکروز شده شوند سلول هاي بیمار
  روش کار

با محلول  شستشونمونه بافت چربی احشایی انسانی بعد از 
تکه هایی با ابعاد کوچک  به [PBS]فسفات بافر سالین

  co2و 370دقیقه در دماي 50برش داده شد و به مدت 
 gr 075/0 1 در معرض کلاژناز تیپ% 95و رطوبت % 5

بافت چربی، جهت خنثی شدن  بعد از هضم. قرار گرفت
شدن عمل کلاژناز، دو برابر حجم نمونه، محیط کشت 

به آن اضافه کرده و حجم نهایی فیلتر  FBS%15داراي 
 مرتبهمنتقل شد و دو  15مایع حاصل به یک فالکون . شد

سلول هاي . دقیقه سانتریفوژ شد 5به مدت  2000در دور 
حاصل بعد از شمارش با استفاده از لام نئوبار، با تراکم 

سلول در هر سانتی متر مربع در فلاسک هاي  1200000
 و FBS15%و  DMEMع حاوي سانتی متر مرب 25

Pens/Trep کوبه شدندریخته شدند و در انکوباتوران .
روز یک بار جهت از بین رفتن محیط کشت فلاسک ها هر 

کف % 90پس از آنکه . بافت چربی موجود تعویض شد
پاساژ  4به  1فلاسک با سلول پر شد، سلول ها به نسبت 

راحل بعدي براي انجام م 4از سلول هاي پاساژ . داده شدند
   .استفاده شد

براي فلوسیتومتري سلول هاي جدا شده کشت داده شدند 
و در پاساژ چهار بعد از جدا شدن با تریپسین، در حدود ده 
. هزار سلول شمارش شده و به فالکون انتقال پیدا کردند

براي ممانعت از اتصال غیر اختصاصی آنتی بادي ها از 
% 5/0با غلظت  BSAبه وسیله  FCمرحله بلوك کننده 

تثبیت شده و براي % 4سپس با پافرمالدهید . استفاده شد
نفوذپذیر کردن نسبت به آنتی بادي هاي درون سلولی از 

Triton-X100  دقیقه استفاده  4به مدت % 5با غلظت

در نهایت سلول ها با آنتی بادي هاي کنژوگه شده با . شد
نتایج . ساعت انکوبه شدند 5/1به مدت  FITCیا  PEرنگ 

 WinMDIنرم افزار  Becton Dic  با استفاده از دستگاه
  .تفسیر شد

یکی از راه هاي اثبات وضعیت بنیادي در سلول هاي 
بنیادي مزانشیمی تمایز آنها به رده هاي مزانشیمی چربی 
و استخوان و غضروف می باشد که در این مطالعه، دو 

براي این . تمایز آدیپوژنیک و استئوژنیک انجام شده است
 4کار، سلول هاي بنیادي مزانشیمی بافت چربی در پاساژ 

بعد از رسیدن سلول ها به . مورد استفاده قرار گرفتند
محیط کشت القا کننده آدیپوژنیک و % 50تراکم 

روز  21روز و  14استئوژنیک هرکدام به ترتیب، به مدت 
براي تمایز . ه گردیدبه سلول هاي گروه آزمایش اضاف

 DMEM ،10% FBS ،0.5محیط کشت نیک از آدیپوژ
میکرومول  1میکرومول ایزوبوتیل متیل زانتین، 

میکروگرم در  5میکرومول ایندومتاسین و  60دگزامتازون، 
براي تمایز استئوژنیک، از . میلی لیتر انسولین استفاده شد

میکرومول  DMEM ،10 %FBS ،50محیط کشت 
لیسروفسفات، میلی مول بتا گ 10فسفات،  2آسکوربات 

، NaCl ،0.1 %N HCL %9میکرومول دگزامتازون،  0.1
میلی مول سدیم بیکربنات  50و  MgClمیلی مول  1

  .استفاده شد
براي القاي تمایز میوژنیک، از سلول هاي بنیادي بافت 

ه این ترتیب که سلول ها با ب. استفاده شد 4چربی پاساژ 
ه شده با خانه پوشید 4سلول در پلیت هاي  8000 تراکم

کشت داده شده و با چسبیدن سلول ها به % 2ژلاتین 
مرحله % 80ژلاتین کف پلیت و رسیدن سلول ها به تراکم 

خانه  4سلول ها به پلیت هاي . تمایز سلول ها آغاز شد
هفته  4انتقال یافتند و به مدت  %2پوشیده شده با ژلاتین 

انکوبه azacytidine   3µm -5در محیط کشت حاوي
در پایان هر هفته نمونه برداري از سلول ها به عمل . شدند

سلول هاي بنیادي مزانشیمی بافت چربی همچنین  .آمد
محیط کشت  براي گروه کنترل منفی با 4در پاساژ 
FBS15% در انتهاي هر هفته بیان ژن آن  و انکوبه شدند

بیوپسی گرفته شده از بافت عضله  .ها بررسی شدند
گروه کنترل مثبت در نظر عنوان اسکلتی انسان نیز به 

 .گرفته شد
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جهت مقایسه الگو و میزان بیان ژن هاي اختصاصی بافت 
عضله اسکلتی در سلول هاي در حال تمایز، شاخص هاي 

 ، Myog ،Myhبیان ژن هاي  تمایز عضله اسکلتی شامل
alpha-actin  ،Tropomyosin و Myosin  در پایان

هم . سی قرار گرفتهفته هاي اول تا چهارم مورد برر
ه عنوان کنترل داخلی استفاده ب GAPDH چنین از ژن

 1هزار تا  500براي این منظور در هر مورد حدود . شد
 شسته و توسط بافر PBS میلیون از سلول ها توسط

RNxplus 
سلول ها با این روش  RNA کل. لیز شدند 

  و آنزیم  Oligo dt استخراج شده و با استفاده از پرایمر
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 cDNA مکمل رشته MMULV نسخه بردار معکوس
 با استفاده از پرایمرهاي PCR سپس واکنش. ساخته شد

میکرولیتر و در  30، در حجم ]1جدول[اختصاصی  جدول
به  PCR سرانجام محصولات. سیکل انجام شد 30تا  25

درصد الکتروفورز شد و  2دست آمده روي ژل اگارز 
-UV ژل ها با استفاده از دستگاهتصاویر 

Transilluminator  در حضور سایبر گرین و تحت تابش
براي مقایسه نیمی کمی بیان ژن هاي . تهیه شد UVنور 

به  GAPDHمورد بررسی در زمان هاي مورد نظر از ژن 
  عنوان کنترل داخلی استفاده شد و میزان بیان ژن ها 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  )جدول پرایمرها( PCR مشخصات پرایمرهاي مورد استفاده در. 1جدول 

Length 
(bp) 

Primer sequences 
 Genes 

٢٣٠ F: 5’AGGCGAGTTTATGTTTGACT 3’ 
R: 5’ GGCTGTTTGTGAGCACAGTT 3’ HLA-DR 

٢٣٠ 
 

F:5’ TGTTGGAGTGGATCCGCCGCACAA 
3’ 

R5’ CATCCTGCCCTCAGAGGGGATGAA 
3’ 

Aipha-actinin 

٥١٠ 
 

F 5’ 
TATTGGGCGCCTGGTCACCAGGGCTGC

T 3’ 
R5’ 

GGTCATGAGTCCTTCCACGACGATACC 
3’ 

GAPDH 

٣٢٠ 
F:5’ ATAAGAAAGCCGCTGAGGACAAG 

3’ 
R:5’ CATGGCCCGGTTTTCTATC 3’ 

Tropomyosin 

٢٠٠ 
F:5’ GACAACCTGGCAGATGCTG 3’ 
R: 5’CTTGCGTGTTTCTCCTTCTC 3’ 

 
Myoh 

٤٠٠ F 5’ACAGCGCCTCCTGCAGTCCAG3’ 
R  5’ GGAGGCAGCTGGATGAGGGCG 3’ 

Myogenin 
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محاسبه  ]4سلول مزانشیم پاساژ [ه روز صفر نسبت ب
 Geneدر این مطالعه با استفاده  از نرم افزار ).1جدول (شد

Tools   میزان بیان ژن را در تکنیکRT-PCR   به
صورت داده هاي کمی پارارمتریک درامده و با استفاده از 

تجزیه  ANOVA  LSDروش آماري  و SPSS16برنامه 
  .فتتحلیل آماري  صورت پذیر

  یافته ها
در مطالعه با میکروسکوپ نوري، سلول هاي بنیادي 
مزانشیمی دوکی شکل و شبه فیبروبلاست بافت چربی، به 
هنگام جداسازي و کشت از لحاظ مورفولوژیک شبیه سلول 

دیگر تا به  هاي بنیادي مزانشیمی هستند که از بافت هاي
  .)1شکل(حال جداسازي شده است

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي اختصاصی سلولهاي مزانشیمی  CD-Markerبررسی 
 flow cytometryدر سلولهاي پاساژ چهارم با استفاده از 

درصد این سلول مارکر  6/98نشان داد که بطور میانگین 
CD105  درصد آن ها مارکر  6/99و حدودCD90  را بیان

مارکر هاي اختصاصی سلول  CD90و CD105  .کردند
درحالیکه همین سلولها . نشیمی هستندهاي بنیادي مزا

مارکرهاي اختصاصی سلول هاي بنیادي  تقریباً
. نکردندرا بیان  CD45و  CD34هماتوپوئتیک مانند 

بنابراین سلول هاي مورد استفاده در تحقیق حاضر سلول 
  .)1 نمودار( بودند هاي بنیادي مزانشیمی

کشت  پتانسیل تمایزي سلول هاي بنیادي مزانشیمی نیز با
  این سلول ها در محیط هاي آدیپوژنیک و استئوژنیک 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

)4سلول هاي بنیادي مشتق از بافت چربی در پاساز  (تصویر میکروسکوپ نوري : 1شکل   

  
  )تمایز استئوژنیک (رنگ آمیزي آلیزارین رد براي تمایز استئوژنیک: 2شکل 
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مزانشیمی بافت چربی انسان  هاي سلول هاي بنیادي CD-Marker نمودارهاي فلوسیتومتري بررسی: 1نمودار 
  .در پاساژ چهارم، که براي القاي تمایز به سلول عضله اسکلتی استفاده شدند

  
  )نیکز تمایز آدیپو( نیکز آدیپوبراي تمایز  Oil-redرنگ آمیزي : 3شکل 
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هفته کشت سلول ها در  2پس از . مورد ارزیابی قرار گرفت
ی در سیتوپلاسم سلول ها محیط آدیپوژنیک، قطرات چرب

ظاهر شدند که براي مشاهده محتواي تري گلیسیرید آنها 
در تمایز . )2شکل ( استفاده شد Oil redاز رنگ آمیزي 

سلول ها چند لایه شده و در  هفته 3بعد از  استئوژنیک،
اطراف خود ماتریکس معدنی ترشح کردند که با رنگ 

استخوانی به صورت کلونی هاي  Alizarin redآمیزي 
  .)3شکل (قابل رویت بودند

نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که سلول هاي 
بنیادي مزانشیمی بافت چربی تحت القاء محیط کشت 

قادر به بیان ژن هاي اختصاصی    azacytidine-5حاوي 
  هاي ژنبه طوري که میزان بیان  .اسکلتی می باشدعضله 

   
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

Myog ،Myh  ، a- actinو Myosin  در تمام نمونه هاي
گروه کنترل به  نسبت به طور معنی دار، 4تا  1هفته 
 ژن ولی میزان بیان. )>P 05/0(ندافزایش یافته بود منفی 

Tropomyosin  تفاوت معنی داري نسبت به گروه کنترل
در  Myog ژن mRNAان بی )>P 05/0(منفی نداشت

با روندي به طور معنی دار  ،4تا 1تمام نمونه هاي هفته
 2در هفته  Myhژن ). >P 05/0(افزایش یافته بودصعودي 

بیشترین میزان بیان خود را داشته  سایر هفته هانسبت به 
 .)>P 05/0(بوده به کمترین مقدار خود رسید 4و در هفته 
 1هفته  در Myosin و a-actinin هاي ژن میزان بیان

ه طور معنی دار با روندي ب 4ی ال 2اما از هفته   .پایین بود
  ).2نمودار ) (>P 05/0(بودندافزایش یافته صعودي 

 

  میزان بیان ژن هاي اختصاصی عضله اسکلتی درسلول هاي تمایز یافته: 2نمودار 
  حاصل ازسلول هاي بنیادي بافت چربی 
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  بحث
در سراسر طول عمر، عضلات بدن به طور مداوم در 

نراتیو ژمواجهه با نیروهاي بیومکانیکی و یا تغییرات د
در عضله اسکلتی . مرتبط با انواع بیماري ها قرار می گیرند

ولیه بعد از آسیب، ترمیم برخلاف عضله قلبی در مراحل ا
دوباره عضله آغاز می شود اما در شکل هاي شدیدتر آسیب 
عضله اسکلتی مانند بیماري دیستروفی دوشن روند ترمیم 

بازسازي اولیه  .]23[پس از چند سال از بین می رود 
نراتیو، توسط تکثیر و زعضله اسکلتی در هنگام آسیب د

در بافت خود عضله تمایز سلولهاي بنیادي میوژنیک واقع 
این سلول ها، سلول هاي اقماري . اسکلتی انجام می شود

و در زیر بازال لامیناي هر فیبر عضلانی قرار می  نام دارند
تعداد این سلولها در بافت ماهیچه اي نسبتاً  .]24[گیرند 

از طرف دیگر فراوانی این . ]1-5%[ثابت و کم می باشد 
است که این احتمالاً به سلولها در عضلات مختلف متفاوت 

عملکرد متفاوت عضلات با توجه به نوع فیبرعضلانی 
مربوط  )اکسیداتیو تند، اکسیداتیو کند، گلیکولیتیک تند(

تا مدت ها گمان می شد که سلول هاي  .]25[می شود 
ماهواره اي تنها منبع سلولها ي بنیادي در بازسازي عضله 

اوانی نشان داده اند اما مطالعات فر .]26[اسکلتی می باشد 
که تعداد این سلول ها به هنگام آسیب عضلانی در طول 
روند بهبود کاهش می یابد و به اتمام می رسد و در پی آن 

به . فاز تخریب عضله اسکلتی در پیش گرفته می شود
علاوه نسبت سلول هاي ماهواره اي در انواع عضلات با 

بر کاهش  افزایش سن کاهش می یابد که این خود دلیلی
هم چنین، . توانایی ترمیم عضلانی در افراد مسن می باشد

در تحقیقات گوناگون این نتیجه حاصل شده است که 
به  in vivo  و in vitro تکثیر سلول هاي ماهواره اي در

سختی انجام می شود و این سلول ها سریعاً وارد فاز پیري 
ن مشکل بنابراین راه حل جدیدي را براي رفع ای. می شوند

باید اتخاذ نمود تا جهت ترمیم عضله اسکلتی، از دیگر 
منابع سلول هاي بنیادي در مهندسی بافت و سلول 

براي سلول درمانی و  .]25-28[درمانی استفاده نمود
مهندسی بافت بیماري تخریب کننده عضلانی، به منبعی از 
سلول ها با توانایی ساخت فیبر عضلانی نیاز می باشد 

طی سال هاي اخیر، دانشمندان موفق به  در .]26[
جداسازي و کشت سلول هاي بنیادي، عمدتاً از مغز 

استخوان و بافت چربی و عروق خونی شده اند که قادراند 
به انواع مختلفی از سلول ها و بافت ها تبدیل شوند 

در مطالعات مختلف بسیاري از فاکتورهاي . ]30،29،7[
و مشخص شده است که  بالقوه میوژنیک بررسی شده اند

در تمایز سلول بنیادي به سلول عضله اسکلتی، فاکتورهاي 
سرم اسب، ، azacytidine-5 القایی مختلفی از قبیل

، TGF-β، دگزامتازون، هیدروکورتیزون، آمفوتریپسین بی
نقش  غیره ترکیبی از انسولین و ترنسفرین و سلنیوم و

له کننده اي عامل دمتی azacytidine-5فاکتور. ]31[دارند
است که به طور انتخابی موجب فعال شدن بیان ژن ها 
شده و بر وضعیت تمایزي ژن ها تاثیر می گذارد و نشان 
داده شده که موجب تمایز سلول هاي بنیادي مزانشیمی 
به میوبلاست هاي اسکلتی می شود بنابراین در این 

تمایز عضله  شرایط محیط کشتمطالعه براي بهبود 
شده استفاده  azacytidine -5 ماده شیمیایی ازاسکلتی 

   .]32[است 
نشان می دهد وقتی که سلول ها مطالعات مختلف نتایج 

 انکوبه شوند به سلول هاي شبه azacytidine-5در حضور 
اما تعیین غلظت دقیق  تمایز می یابنداسکلتال میوسیت 

تمایز میوژنیک آن هنوز نا معلوم ودر حال بررسی می 
براي  1982در سال  Jones و Taylor طوري کهباشد به 

سبب القاي  azacytidine-5 اولین بار گزارش دادند که
می شود  میوژنیک در سلول هاي بنیادي جنینی و بالغ

]33[.  
-5 میکرومول 10با به کار بردن  1جین فنگ هو

azacytidine  ساعت در دو گروه سلول بنیادي  24براي
لیزر و فاقد لیزر و انجام دادن مغز استخوان دریافت کننده 

ایمونوسیتوشیمی، نشان داد که بعد از دو هفته، پروتئین 
-هاي اختصاصی عضله اسکلتی از قبیل دسمین و آلفا

بدین ترتیب به اثبات . اکتین در هر دو گروه بیان شدند
نقش مهمی در تسهیل تمایز  azacytidine-5 رسانید که

وي در حد آنالیزهاي  بررسی هاي. میوژنیک ایفا می کند
سیتوتوکسیک بوده و بررسی تمایز میوژنیک، از نظر 

درمطالعه اي . ]34[نبوده است PCR ژنتیکی و انجام
را به  azacytidine-5 میکرومول 5/0، 2ریوسک، دیگر

                                                             
1- Jian-feng Hou 
2 -Ryusuke 
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ساعت براي القاي میوژنیک در سلول هاي  24مدت  
بعد از  RT-PCR نتایج. بنیادي پالپ دندان استفاده نمود

-up باعث MyoD هفته نشان داد که بیان ژن 3
regulate شدن بیان ژن Myog  شد و تشکیل میوتیوب

و تمایز نهایی سلول عضله اسکلتی با بیان زنجیره سنگین 
به  1ونرونگ آقاي ].32[می شود   مشخص Myosin ژن

میکرومول بر  10با غلظت  azacytidine-5  بررسی اثر
تمایز عضله قلبی و اسکلتی سلول هاي بنیادي مغز 
استخان پرداخته بود و مشاهده کرد که میزان بیان ژن 

در عضله اسکلتی در   alpha-actinو Myosin  هاي
با توجه به . ]35[انتهاي هفته دوم افزایش یافته بود

ز مطالعات یاد شده هنوز منبع سلولی بهینه جهت تمای
میوژنیک و میزان دقیق غلظت فاکتور القایی و بیان سایر 
ژن هاي اختصاصی عضله اسکلتی در تمایز هاي با مدت 

به . زمان بیشتر کشت سلول ها نامعلوم و مبهم می باشد
همین منظور در این مطالعه بیان چندین ژن اختصاصی 

،  Myog ،Myh ، alpha-actin عضله اسکلتی از قبیل
Tropomyosin وMyosin  در پایان هفته هاي اول تا

چهارم، در سلول هاي تمایز یافته حاصل از سلول هاي 
 بنیادي مزانشیمی بافت چربی انسانی تحت تاثیر

مورد بررسی قرارداده شد  3µmol  5-azacytidineغلظت
در همه  Myog ژن mRNA کهو نتایج به این گونه بود 

 up-regulate ثهفته ها بیان قابل توجه اي داشته و باع
   این نتایج مشابه کار. می شود Myh شدن بیان ژن

Ryusuke بود که نشان داد بیانMyogenin تحت تاثیر 
5-azacytidin ژن . 32افزایش می یابد Myh  2در هفته 

 4و  3به طور قابل توجهی افزایش یافته و سپس در هفته 
 Myh و Myog ژن هاي . .روند نزولی را نشان داده است

جزء فاکتورهاي تنظیمی میوژنیک بوده و بیان آن ها منجر 
به بیان ژن هاي اختصاصی سلول تمایز یافته عضله 

-alphaو  Tropomyosinو  Myosin اسکلتی مانند

actin در این مطالعه بیان ژن هاي. می شوند alpha-

actin وMyosin ، نسبت به گروه کنترل 4تا  1از هفته ،
افزایش یافت به گونه اي که  منفی به طور معناداري

 Myosin و alpha-actin بیشترین میزان بیان ژن هاي
                                                             
1 -WENRONG 

همانطور که گفته شد، . در انتهاي هفته چهارم می باشد
بیان این ژن ها در اوایل تمایز میوژنیک کم یا غیر قابل 
توجه می باشد و بیان آن ها تحت اثر القایی ژن هاي تمایز 

به تدریج افزایش می یابد  Myhو Myogenin اولیه، مثل
 3که این روند مشابه نتایج کار این مطالعه که در غلظت

با توجه به . انجام شد می باشد azacytidine-5 میکرومول
بر افزایش  azacytidine-5میکرومول 3اثر مثبت غلظت 

بیان ژن هاي یاد شده  می توان نتیجه گرفت که این 
اسکلتی می  غلظت یک غلظت مناسب براي تمایز عضله

باشد چرا که غلظت هاي بالا آن سیتوتوکسیک و پایین ان 
بی تاثیر بر تمایز سلول هاي عضله اسکلتی می باشد و می 

میکرومول به عنوان غلظت  3توان نتیجه گرفت غلظت 
البته باید .مناسب و متعادل براي تمایز این سلول ها باشد

ژن به عنوان یک  Tropomyosin گفت میزان بیان ژن
 alpha-actin ساختاري عضله اسکلتی بر خلاف ژن هاي

هفته کاهش یافته بود که این  4در طی  Myosin و
کاهش بیان ژن مارا به سمت انجام مطالعات بیشتر در این 
زمینه سوق می دهدتا به استفاده از سایر فاکتور هاي 
تمایزي و محیط هاي کشت بهترین تمایز عضله اسکلتی را 

بنیادي مشتق از بافت چربی داشته باشیم از  از سلول هاي
طرفی با مشخص کردن روند تمایزي سلول هاي بنیادي 
مزانشیمی به سلول عضله اسکلتی، می توانیم به راهکاري 
براي دست یابی به سلول هایی مناسبتر به منظور استفاده 

به گونه اي که سلولهاي . در سلول درمانی دست یابیم
به سلول عضله اسکلتی بالغ داشته  حاصله شباهت بیشتري

باشند، و همچنین درصد بیشتري از سلول هاي بنیادي به 
  .سلول هاي شبه سلول عضله اسکلتی تمایز یابند

  نتیجه گیري
حاصل از این مطالعه نشان داد که سلول هاي  نتیجه

قادر به  aza-5تحت بافت چربی انسان مزانشیمی بنیادي 
  .می باشند اسکلتیعضله بیان ژنهاي اختصاصی 

  تشکر و قدردانی
 176این مقاله نتایج حاصل از پایان نامه انجام شده با کد 

درگروه علوم تشریح و بیولوژي دانشکده علوم پزشکی 
دانشگاه شهید بهشتی می باشد و از همکاري صمیمانه  

  .اعضاي محترم گروه علوم تشریح کمال تشکر را داریم
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Abstract 
Background Objectives:  This study was carried out to evaluate the 
development of skeletal muscle-like cells derived from human 
adipose tissue mesenchymal stem cells induced by 5-azacytidine [5-
aza] under in vitro condition. 
Materials and methods: Human adipose tissue mesenchymal stem 
cells [ADSCs] were purified. These cells were cultured in osteogenic 
or adipogenic induction medium to induce osteogenic and 
adipogenic differentiation. On the other hand, the skeletal myogenic 
differentiation potential of these cells was investigated using 3µmol 
5-azacytidine [5-aza] treatment for 24 hours. Then the culture was 
washed out by PBS and were put in the culture medium free of 5-aza 
for another 4 weeks until sampling. RT-PCR assay was performed to 
detect the expression of specific skeletal muscle genes including 
Myogenin, Myh, alpha-actin, tropomyosin and myosin at 1-4 weeks 
after the first induction.  
Results: The adherent adipose tissue-derived mesenchymal stem 
cells exhibited a significant proliferative capacity and also showed 
osteogenic and adipogenic differentiation as seen in previous 
studies. The expression of four skeletal muscle cells genes was 
detected 1st to 4th week after induction in a time-dependent manner. 
There was a continuous increase in expression of Myogenin  gene 
from the 1st to 4th week, whereas that of the Myh was higher after 
two weeks and lower after 4 weeks in comparison to the other weeks. 
The levels of mRNA of alpha-actin and Myosin expression were at 
the highest level in the fourth week. Expression of  tropomyosin gene  
was not significant in the samples.   
Conclusion: The current study indicated that stimulating human 
adipose tissue-derived mesenchymal stem cells by 5-aza with the 
concentration of 3µmol under in vitro condition can lead to 
differentiating skeletal muscle-like cells. Furthermore prolonged 
culture duration may lead to more differentiated cells. 
Key words: Adipose tissue, Mesenchymal stem cells, differentiation, 
skeletal muscle cell 
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