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Abstract 

Background: Fetal hemoglobin (α2γ2) is the main oxygen transport protein in the human 
fetus. Fetal hemoglobin is nearly completely replaced by hemoglobin A, except in a few 
thalassemia cases and sickle cell anemia. Several studies have indicated that expression of γ-globin 
might be regulated post-transcriptionally. Small non-coding RNA called microRNAs which target 
mRNA can lead to translated repression or mRNA decay. The aim of this study is to investigate 
the effect of miR-940 up-regultion on γ-chain gene expression and erythroid markers in k562 cell 
line. 

Materials and Methods: In this experimental study, k562 cells were cultured in RPMI1640. 
Then pre miR-940 was transfected by electroporation method in k562 cell line. In 3, 7 and 14 days, 
RNA was extracted and cDNA synthesized in selected days. Up-regulation of miR-940 was 
confirmed by miRNA Quantitative real time PCR and then the expression γ of chains and GATA-
1 was investigated by QRT-PCR. Finally, erythroid markers were checked by flow cytometry. 

Results: In 3, 7 and 14 days after transfection, the GATA-1 and γ-chain expression were 
increased in comparison with untransfected cells. Also, the expression of erythroid markers was 
increased. 

Conclusion: The data show that up-regulation of miR-940 has a role in the increase of γ-
chain gene expression in k-562 cell line. We suggest that miR-940 may be a significant potent 
therapeutic target for increasing Hb F level. Patients with sickle cell anemia and β-thalassemia are 
suitable candidate for treatment in this way. 
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و شاخص هاي  Fبیان هموگلوبین  القايبر   miR-940تنظیم افزایشیتأثیر 
  k-562سلولی رده اریتروئیدي در رده 
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  چکیده
پس از تولد به جز  A هموگلوبیناست.  انسان جنین در اکسیژن دهنده انتقال اصلی پروتئین: هموگلوبین جنینی زمینه و هدف

 گاما زنجیره بیان که دهندمی نشانشود. مطالعات می	F	می داسی شکل، جایگزین هموگلوبینآن ها ودر موادي از تالاسمی
شونده نامیده  کد هاي کوچک غیرRNA	که هااي ان آر میکرو. باشد داشته نقش رونویسی از پس هايفعالیت تنظیم در تواندمی
شوند. هدف از  mRNA سرکوبی مرحله ترجمه یا تخریب توانند منجر بهدهند و میرا مورد هدف قرار می	mRNAشوند ،می

-k		و مارکرهاي رده اریتروئیدي در رده سلولی		F		بر روي بیان زنجیره گاما هموگلوبین		miR-940		بررسی اثر  ،این مطالعه
  باشد.می		562

پیشساز پس کشت داده شدند. س		RPMI1640		در محیط		k-562		هاي ردهسلول ،: در این مطالعه تجربیهامواد و روش
 گردید استخراج		RNA		، 14و 7، 3. در روزهاي شد		 k-562		به روش الکتروپوریشن وارد رده سلولی		miR-940		ژن

ید گردید و میزان أیت		real-time		توسط تکنیک		miR-940		بیان افزایش. شد ساخته شده انتخاب روزهاي در 		cDNA		و
 ،در نهایتشد.  		گیرياندازه	Quantitative Real-Time PCR		به روش		GATA-1		هاي گاما و فاکتوربیان زنجیره
  .شدند بررسی فلوسایتومتري توسط اریتروئیدي	مارکرهاي 

به  نسبت		 گاما زنجیره و 	GATA-1	بعد از انتقال ژن به داخل رده سلولی، میزان بیان فاکتور 14و  7، 3:در روزهاي هایافته
  پیدا کرد. اي رده اریتروئیدي افزایش هچنین بیان شاخصهم. گروه کنترل افزایش یافت

 توانمی		نقش دارد. 	هموگلوبین يدر بالا رفتن بیان زنجیزه گاما	miR-940		افزایشد که ده: شواهد نشان مینتیجه گیري
یان به کم مبتلا. باشد 	Hb F		یزانم بردن بالا در 		ممکن است یک هدف درمانی قابل ملاحظه	miR-940		که داشت اظهار

  درمان هستند.این نوع تالاسمی کاندیدهاي مناسب براي -ی شکل و بتاخونی داس
  K-562 ،هموگلوبین ، miR-940: واژگان کلیدي
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  مقدمه 
دو زنجیره الفــا و دو  ) بــاHb Fهموگلوبین جنینی(

ترین هموگلوبین تا زمان تولد است. )، اصلی2γ2αزنجیره گاما (
ــد، تولیــد   ــد و کــاهش می Hb Fدر نزدیکی زمــان تول ــاب ی

ــود. اختلالات زنجیره ) جایگزین می A )2β2αهموگلوبین  شـ
چون آنمی داسـی شـکل و تالاسمی بتا از    بتا درهموگلوبین هم

ــلی مرگ و میر در   ــمار می دلایـل اصـ آید. در این جهـان به شـ
عنوان یک ه ب ســودمند بوده و  Hb Fاختلالات افزایش مقدار 

مکانیسم جبرانی سبب کاهش قابل ملاحظه علائم بالینی بیماران 
تالاسمی β. یکی از مشـکلات اصلی که بیماران  )8، 5(شـود می

به دنبال آن و  βماژور با آن روبه رو هسـتند، عدم تولید زنجیره  
ــلی  ا 	αزنجیره تجمع  ــافی که این عمل منجر به عوارض اص ض

ــیزن واریتروئن  در این بیمـاران می  ــود مثل کاهش اکسـ ر غیشـ
ه   موثر تولیـد زنجیره ناقص  SCD . از طرفی در بیمـاران مبتلا بـ

انســـداد  هاي قرمز،منجر به داســـی شـــدن گلبولβ	ویا معیوب 
ن با ایشــود. به دنبال آن عوارض مربوط به انسـداد می  عروقی و

ــته از بیماران     ــیر یکی از راه کـارهاي درمانی در این دسـ تفـاسـ
 Fاست.افزایش سطح هموگلوبین F افزایش سطح هموگلوبین 

ــمی ماژور هم باعث جبران کاهش ت βدر بیماران مبتلا به  الاسـ
 αهم از طرفی عوارض ناشی از تجمع زنجیره  اکسیژن رسانی و

این SCD تلا بــه دهــد. در بیمــاران مبضــــافی را کــاهش میا
متعاقب آن کاهش عوارض  افزایش مانع از داسی شدن سلول و

ــدن می  ــی شـ ــود. براي افزایش هموگلوبین مرتبط با داسـ  Fشـ
چنـدین راه کـار درمــانی وجود دارد.یکی از این راه کــارهــاي   
ــت که بر پایه اپی ژنتیک کار   ــتفاده از داروهایی اسـ درمانی اسـ

 ــ  می  یار زیادي براي بیماران بهکننـد و البتـه عوارض جـانبی بسـ
ــه اثرات نــامطلوب داروهــا در افزایش   ــا توجــه ب همراه دارد. ب

ین       راه کــار درمــانی جــدیــدي براي افزایش  F هـمـوگـلـوبـ
HbF   ــامــل اهــداف ملکولی براي ــده کــه شــ ــخص شــ مشـ

 ). 4-1است( Fالقاءهموگلوبین 

microRNA اي کوچک و غیرهاي تک رشتهمولکول 
یز اند. این رنوکلئوتید ساخته شده 18-24کدکننده هستند که از 

ها در روندهاي حیاتی سلول مانند تکثیر، پیري سلول، مولکول
). تحقیقات اخیر 10 -9آپوپتوز، متابولیسم و تمایز نقش دارند(

 Fدر تنظیم بیان هموگلوبین  microRNAنشان داده است که 
ونه گو تعویض کلاس زنجیره گاما به بتا نقش دارند. در نتیجه هر

، 10شود(ها منجر به اختلالات خونی میبد تنظیمی یا بیان بد آن
  microRNAطیبی و همکارانش پروفایل 2016). در سال 11

که از بند ناف جدا شده بودند  CD133+ساز  هاي خونسلول
و با داروي سدیم بوتبرات تیمار شده بودند، بررسی کردند. 

miR-940 بود.  گیريییرات چشماز نظر بیان و غلظت داراي تغ
نقش  Hb Fدر افزایش بیان  miR-940نها متوجه شدند که آ
). هدف از انجام این مطالعه تعیین تاثیر 12سزایی دارد(ه ب

هاي از طریق آنالیز بیان ژن Hb F بر روي  miR-940افزایشی 
 K562زنجیره بتا و گاما در روزهاي مختلف در رده سلولی 

  باشد.می
  

  اهمواد و روش
از خون  DNAدر این مطالعه تجربی، براي استخراج 

 Genomic DNA Extractionکامل، از کیت 

(viogene)  طبق دستورالعمل کیت استفاده شد. براي تکثیر
). سپس 1دو پرایمر طراحی شد(جدول  pre-miR-940قطعه 

واکنش زنجیره  master mix Ampliconبا استفاده از 
بر روي ژل  PCRمحصول صورت گرفت.  (PCR)پلیمراز 
  الکتروفورز گردید و باند مورد نظر رویت شد. درصد 1آگارز 

  استخراج پلاسمید
 p-lentiIII-miR-GFPپلاسمید مورد مطالعه 

cloning باشد که با استفاده از کیت میEndotoxin free 

Ultrapure DNA midi (viogene)  طبق دستورالعمل از
مایع حاوي  LBر محیط د STBL4ساعته باکتري  16کشت 

μ݈انتی بیوتیک کانامایسین با غلظت
݈݉ൗ 50  استخراج شده

  است.
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  مرحله هضم و اتصال 
به طور جداگانه  pre-miR-940پلاسمید و قطعه 

(به  EcoRIو  XhoIمورد هضم دو آنزیم محدود کننده 
طیق  Tango10x) در حضور بافر double digestصورت 

  قرار گرفتند. Thermo scientificپروتکل کیت 
در داخل پلاسمید از  pre-miR-940براي کلون کردن ژن 

  استفاده شد.  T4DNA ligase (TAKARA)آنزیم 
  کشت سلول

(رده سلولی  K562هاي در این مطالعه، سلول
CML به صورت سوسپانسیون در محیط (

RPMI1640glutamax (Gibco)  ،FBS10% 

(Gibco) 100ی سیلین هاي پنبیوتیکو آنتیμ݃ ݈݉ൗ  و
μ݃استرپتومایسین 

݈݉ൗ100  گراد و درجه سانتی 37در دماي
از بانک  K562هاي کشت داده شدند. سلول 2CO %5فشار

  سلولی مرکز ذخایر ژنتیک ایران خریداري شد. 
  انتقال کلون سنتز شده به داخل سلول

براي انتقال پلاسمید حاوي ژن مورد نظر از روش 
الکتروپوریشن کمک گرفته شد با استفاده از کیت فیزیکی 

Nucleofector kits for cell line (Lonza) 
ار ب الکتروپوریشن تنها یک ترانسفورماسیون صورت گرفت.

ساعت زیر میکروسکوپ  6ها هر صورت گرفت و سلول
فلورسنت فاز معکوس از لحاظ مرفولوژي و زنده ماندن به مدت 

روز از انتقال وکتور  3از گذشت  ساعت بررسی شدند. پس 48
در روزهاي انتخاب شده آغاز  RNAبه داخل سلول استخراج 

  گردید.
   cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

از کیت  K562هاي از سلول RNAبراي استخراج 
High pure RNA Isolation (Invitrogen)  طبق

و  7، 3 هايدستورالعمل کیت استفاده شد. متعاقب گذشت زمان
ها سلول RNAز بعد از انتقال ژن به رده سلولی ، رو 14

اده ها با روش اسپکتروفتومتري با استفنآاستخراج شده و کمیت 
اندازه گیري شد. سپس  Thermo Nano dropاز دستگاه 

استخراج شده به طور جداگانه در روز مورد  RNAبراي هر 
(واکنش رونویسی  cDNAساخته شد. براي سنتز  cDNAنظر 

 Prime Script RT reagent kit) از معکوس

(TAKARA)  استفاده شد. حجم مورد نظر براي انجام این
میکرولیتر  2میکرولیتر بوده و محتویات آن شامل  10واکنش 

میکرولیتر رندوم  dNTP  ،5/0میکرولیتر  5x  ،5/0بافر 
 1میکرولیتر آنزیم ترانس کریپتاز معکوس،  5/0هگزامر، 

میکروگرم از  RNase )20U/ml ،(1ه میکرولیتر مهارکنند
RNA  باشد. محتوي زمایش به ازاي هر واکنش میآمورد

گراد و سپس درجه سانتی 37دقیقه در دماي  15مذکور به مدت 
سنتز  cDNAدرجه انکوبه شدند.  85ثانیه در دماي  5به مدت 

گراد نگهداري شد. براي سنتز درجه سانتی 20-شده در دماي 
cDNA  ژنpre-miR-940  از کیت اختصاصیmiRNA 

1 strand cDNA synthesis kit (Agilent)  استفاده
  تایید شد. Nano dropشد و خلوص آن توسط دستگاه 

  هاي زنجیره آلفا، بتا و گاماارزیابی کمی بیان ژن
 Lightدر دستگاه  Real time PCRآزمون 

cycler (Bioer)  20و در حجمµl انجام شد.ابتدا پرایمرهاي 
 10µlنانو مول تهیه شده است. به ازاي هر واکنش  50با غلظت 

از هر  SYBR premix Taq (TAKARA)  ،0.5µlاز 
ب عاري از نوکلئاز آ 7µlو  cDNAاز محصول  2µlپرایمر، 

استفاده شد. شرایط دمایی مورد استفاده شامل یک مرحله فعال 
شتی سیکل براي واسر 40ثانیه،  30به مدت  C◦95سازي اولیه 

ثانیه، مرحله اتصال و بازآرایی در  5به مدت  C◦95در دماي 
Pre-باشد. ارزیابی کمی ژن ثانیه می 20به مدت  C◦60دماي 

miR-940  5با استفاده از کیتX Hot FIREPOL Eva 

Green (Solis Bio Dyne) .طبق دستورالعمل انجام شد  
جهت هر ها منحنی ذوب نمودار منحنی ذوب: قبل از آنالیز داده

ها صحت پیک مربوط ژن به دست آمد و با بررسی این منحنی
  به ژن مورد نظر و فقدان پرایمر دایمر تایید گردید.

با روش شیب خط در نمودار: جهت  efficiencyمحاسبه 
بررسی بازده واکنش، نمودار استاندارد رسم گردید. براي این 



 وي و همکاران...                                                                                            هنگامه سادات رضو شاخص هاي Fبر القاي بیان هموگلوبین  miR-940ثیرأت

  29                                                                                                                                            1396، مرداد 5مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال بیستم، شماره 

براي تهیه کرده، سپس  cDNAهاي متفاوت از یک کار رقت
هاي حاصل Ctانجام داده و از  Real-time PCRها تست آن

و غلظت موجود جهت ترسیم نمودار استاندارد استفاده 
). بعد از تهیه نمودار استاندارد به وسیله فرمول 1گردید(نمودار 

 محاسبه گردید. Real-time PCRزیر بازدهی واکنش 
 1/slope]–[= 10 Efficiency   

) که نسبت بیان ΔΔCT-بر اساس فرمول ( هامحاسبه بیان ژن
کند. در این بررسی یک ژن هدف را به ژن رفرانس محاسبه می

) و چند ژن هدف وجود دارد. یک GAPDHژن رفرانس (
شود و بیان گروه (گروه کنترل) به عنوان کالیبراتور شناخته می

هاي یشود. تمام ارزیابها نسبت به این کالیبراتور سنجیده میژن
بار تکرار شدند. در انتها براي محاسبه نسبی تعداد  3ها می ژنک

استفاده شد.  ΔΔct-2تکثیر شده از فرمول  mRNAنسخه 
 1در جدول  Real timeپرایمرهاي مورد استفاده در آزمایش 

ها از نرم افزار آماري آورده شده است. براي تجزیه و تحلیل داده
spss  استفاده شد. 20نسخه  

 هاتوالی پرایمرهاي به کار رفته در واکنش. 1جدول 

Primer sequence gene 

                      Forward : 5’  GAATTCCTCTTAGGGCCTTGGGTTTG  3’ 

                Reverse : 5’  CTCGAGGTCACTTAGGCTGCTCAT  3’ 

Pre miR-940 

  Forward: 5’ GGAGGACAAGGCTACTATCA 3’ 

 Reverse: 5’ GAATTCTTTGCCGAAATGGA 3’ 
γ-chain  

           Forward: 5’ CCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTAC 3’ 

       Reverse: 5’ CCAGCACACAGACCAGCACG 3’   
Β-chain  

 Forward: 5’ AGACGACCACCACGACAC 3’ 

Reverse: 5’ CAGATGCCTTGCGGTTTC 3’ 
GATA-1  

       Forward: 5’ GCTGAGTACGTCGTGGAGTC 3’ 

Reverse: 5’ GCAGGAGGCATTGCTGATG 3’ 
GAPDH  

  
  

  فلوسیتومتري
ها از لحاظ بررسی تمایز سلول فاز نهایی کار،

هاي سطحی که با تکنیک فلوسیتومتري انجام شد. شاخص
از آنتی بادي  CD71و  CD235aجهت بررسی بیان سطحی 

 FITCاولیه غیرنشاندار که با آنتی بادي ثانویه نشاندار با 
ت ها از شرکگردد، استفاده شد. هر دو آنتی باديمی شناسایی

Exbio (Czech Republic)  510خریداري شد. ابتدا 

 100µlشستشو داده شدند. سپس  PBSسلول شمارش شد و با 
 Isoبادي اولیه (آنتی 10µlو  BSA 3%از 

antibody,anti-CD23545ها اضافه شد و به مدت ) به آن 
 PBSاز محلول  1mlردید. دوباره با دقیقه در یخچال انکوبه گ

معلق شدند. سپس  BSA3%از  100µlسرد شستشو داده و در 
2µl  دقیقه در یخچال  45آنتی بادي ثانویه اضافه شد و به مدت

  انکوبه گردید. سپس در دستگاه قرائت شد. 
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 هایافته
به منظور انتخاب  Colony PCRنتیجه مربوط به 

 هاي مثبتکلنی

و انتقال پلاسمیدهاي نوترکیب  Ligationواکنش پس از انجام 
ن هاي حاصل در پلیت حاوي کانامایسیبه درون باکتري، باکتري

ها ها چند ده مورد از آنکشت داده شده و پس از رشد کلونی

با   PCRانتخاب گردیده و پس از استخراج پلاسمید واکنش
ا صرفا تها انجام گرفت پرایمرهاي مشابه تکثیر قطعه بر روي آن

پلاسمیدهایی براي مراحل بعدي انتخاب گردد که داراي قطعه 
 آمده 1اي از محصول واکنش در شکل مورد نظر باشند نمونه

  است.

  

 
   miR-940مربوط به  colony PCR. الکتروفورز محصول 1شکل

  
   miR940باپلاسمید حاوي ژن   K-562آلودگی سلول

  )2 کند.(شکلرنگ سبز براق از خود ساطع می فلورسانس، پلاسمید در زیر میکروسکوپ معکوسهاي مورد نظر بعد از آلودگی با سلول

  

بعد از ترانسفکشن زیر  k-562هاي (راست) سلول40Xنمایی بعد از انتقال پلاسمید زیر میکروسکوپ فلورسانس با بزرگ k-562. سلول 2شکل 
  (چپ)40Xمیکروسکوپ نوري 
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  K-562بر سلول  miR-940ارزیابی تاثیر افزایشی 
جهت اطمینان از عملکرد کلون ساخته شده و بررسی پروفایل 

 Stratagenبا کیت  14و 7 ،3کلون سنتز شده در روز هاي
 miR-940انجام شد و بیان  Real Time PCRواکنش 

 9، 6، 4، 2 نسبت به نمونه کنترل بررسی شد که به ترتیب حدود
 برابرشده بود.  19، 4و 

 GATA-1هاي گاما، بتا و یان زنجیرهتغییرات ب
 14و  7، 3در روزهاي  K562پس از انتقال کلون به رده سلولی 

ها صورت گرفت و سپس سنتز از نمونه RNAجداسازي 

cDNA هاي هموگلوبین و انجام شد. به دلیل بیان زنجیره
با روش  K562هاي توسط سلول GATA1چنین فاکتور هم

RT-PCR افزایشی یا کاهشی ناشی از  توان تاثیراتنمی
miRNA اي که روي را مشاهده کرد. به همین منظور با مطالعه

 Real Time PCRهاي مختلف هموگلوبین با روش زنجیره
افزایش  GATA-1 ي گاما و فاکتورانجام شد، بیان زنجیره

  نمودارهاي الف و ب و ج).  3قابل توجهی داشت (شکل
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  نمودار ج
  

الف) در  (نمودار GATA-1ج) و فاکتور  هاي گاما (نمودار ب) و بتا هموگلوبین (نموداربر روي زنجیره miR-940. تاثیر 3شکل
 k-562پس از انتقال ژن هدف به داخل سلول  14و  7، 3روزهاي 

  
  نتایج فلوسیتومتري

و هفتم و چهاردهم تیمار شده هاي سوم هاي روزنمونه
و نمونه کنترل فلوسیتومتري  miR-940با پلاسمید حاوي ژن 

 CD71انجام گردید و نتایج جهت بیان مارکرهاي اریتروئیدي (

هاي کنترل مقایسه گردید. ) آنالیز شد و با سلولCD235aو 
سوم وهفتم و  در روز  CD235aو  CD71بیان مارکر 

  ).4-5است (شکل  ده شدهچهاردهم در زیر نشان دا
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  پس از انتقال پلاسمید  14و  7، 3به ترتیب از بالا به پایین در روزهاي  CD71. نتایج فلوسیتومتري مارکر 4شکل

٣روز 
 

١۴روز   

٧روز   



 وي و همکاران...                                                                                            هنگامه سادات رضو شاخص هاي Fبر القاي بیان هموگلوبین  miR-940ثیرأت

  34                                                                                                                                            1396، مرداد 5مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال بیستم، شماره 

  
  

  
  

 
 نتقال پلاسمیدپس از ا 14و  7، 3به ترتیب از بالا به پایین در روزهاي  CD235a. نتایج فلوسیتومتري مارکر 5شکل 

  

١۴روز   

٧روز   

٣روز   
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  بحث
-β	وSCAگلوبین نظیر -βاختلالات زنجیره 

کی از ی هاي ژنتیکی در دنیا وترین عامل بیماريشایع تالاسمی،
) . نشان داده 6 -5آیند(میر به حساب می ترین عامل مرگ ومهم

در این  )Hb Fشده است که سطوح بالاي هموگلوبین جنینی(
ابل کاهش ق ینیکی واختلالات باعث کاهش شدت عوارض کل

ترین درمان شود. در حال حاضر رایجمی میر توجه در مرگ و
واسطه ه که ب باشدمیF این بیماران القاگرهاي هموگلوبین 

که خود این داروها در دراز  شودداروهاي مختلفی انجام می
بر این  ).13باشند(مدت داراي عوارض سایتوتوکسیک می

مورد F هموگلوبین  راي القاءاساس مسیرهاي درمانی جدیدي ب
هایی توجه قرار گرفته است که براساس هدف قرار دادن ملکول

جائی یا (تعویض ه جاب و Fاست که در تنظیم بیان هموگلوبین 
چنین و هم گلوبین نقش دارند-کلاس)آن به زنجیره بتا

ا ي داروهواسطهه هاي تنظیمی بهایی که در مکانیسمملکول
 هاي ریز یا RNAها ز این ملکولنقش دارند. یکی ا

miRNAs  هستند که به عنوان یک هدف ملکولی جدید براي
-Kهاي اند. سلولبیان هموگلوبین مورد توجه قرار گرفته القاء

مورد مطالعه به دو گروه کنترل و تست با شمارش سلولی  562
 miR-940یکسان تقسم شدند و گروه تست با پلاسمید حاوي 

هفتم و  هاي هر دوگروه در روزهاي سوم وولتیمار شدند. سل
 Realچهاردهم از نظر افزایش بیان هموگلوبین با تکنیک 

Time-PCRري وسیله فلوسیتومته هاي اریتروئیدي ب، شاخص
-Kلول که سمورد بررسی و آنالیز قرار گرفتند. با توجه به این

د، دهها را نشان میبه طور اولیه بیان ضعیف از هموگلوبین 562
شد. ها با گروه کنترل مقایسه میباید میزان بیان این هموگلوبین

هاي هر دو گروه تست و در سلول -miR-940 preابتدا بیان 
کنترل، ارزیابی شد که میزان بیان آن در گروه تست نسبت به 

برابر  19، 4و  9، 6، 4، 2به ترتیب  14و  7 ،3 کنترل در روزهاي
وکتور کلون شده را نیز تایید شده بود که عملکردي بودن 

  کند.می

نتایج بیان زنجیره گاما بدین صورت بود که یک افزایش بیان در 
نسبت به نمونه کنترل مشاهده گردید.که این  7و  3روزهاي 

اما در روز  (P<0.05).دار بودهماري معنیآافزایش از لحاظ 
یک کاهش در بیان زنجیزه گاما نسبت به دو زمان قبلی  14
بیان آن را سرکوب  miRدر واقع به دلایلی  اهده گردید.مش

ل اولیه توان گفت که در مراحکرد.البته با توجه به نتایج بالا می
به طور نرمال بیان زنجیره گاما بالا است اما  ،اریتروپوئز و تمایز

گیرد در مراحل انتهایی که تغییر زنجیره از گاما به بتا صورت می
کند که تا حدودي با این نتایج ما هم یبیان آن کاهش پیدا م

در  GATA-1چنین در مورد بیان فاکتور ،خوانی دارد. هم
البته در  یک افزایش بیان مشاهده شد. 14 و 7، 3روزهاي 

روزهاي ابتدائی کم و در انتها افزایش زیاد مشاهده شد.که این 
به طور (P<0.05). دار بودافزایش خطی و از نظر آماري معنی

فاکتور اصلی دراریتروپوئز نرمال و بلوغ  GATA-1 کلی
باشد که در تمایز نهایی و در مراحل انتهایی به اریتروئیدي می

چنین در تعویض کلاس زنجیره یابد و همطور کلی افزایش می
 نآ). شاید به همین علت در ابتدا بیان 14گاما به بتا نقش دارد(

یی نزدیک شدیم بیان و بلوغ نها 14پائین و هر چه به روزهاي 
آن  چنین افزایشآن افزایش پیدا کرد که البته در این مرحله هم

تواند توجیهی براي تعویض و کاهش بیان زنجیزه گاما می
در مورد زنجیره بتا در روزهاي ذکر شده افزایش  کلاس باشد.

داري از لحاظ آماري نداشت البته نسبت به قابل توجه و معنی
در مرحله بعد نتایج  افزایش داشت.نمونه کنترل کمی 

فلوسیتومتري براي مارکرهاي اختصاصی رده اریتروئیدي 
CD71  وCD235a(GPA) هاي بررسی شدند. شاخص

 گیري در گروه تست نسبت به گروه کنترلمذکور افزایش چشم
و  CD71=10%میزان  3در روز  نشان دادند.

CD235a=3%  میزان  7در روزCD71=29% 
 CD71=32% میزان 14و در روز  CD235a=11%و
  بود. CD235a=25%و

CD71  به عنوان گیرنده ترانسفرین وCD235a  به عنوان دو
باشند که در طول مارکر اصلی در تمایز اریتروئیدي می
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ه به نتایج با توج کند.نها افزایش پیدا میآاریتروپوئز نرمال بیان 
ذکر شده  هايدر روز miR-940فوق و نتایج مربوط به بیان 

بیان  miR-940توان گفت که در طول تمایز با افزایش بیان می
دار داشته که اشاره این دو مارکر هم یک افزایش خطی و معنی

در تمایز اریتروئیدي دارد. در مورد نقش   miR-940به نقش 
miR-940  در تمایز به سمت رده اریتروئیدي، هنوز به خوبی

ور مستقیم مورد هدف هایی به طمشخص نشده که چه ژن
miR-940 ود.شگیرند که نهایت باعث این تمایز میقرار می 

 TPOهاي هدف توان احتمالاتی داد. یکی از این ژناما می
به عنوان یک فاکتور رشد اصلی مگاکاریوسیتی  TPOباشد.می
از  ).15-16باشد که در تمایز به سمت این رده نقش دارد(می

ی اریتروئیدي و مگاکاریوسیت رده هاي طرفی با توجه به اینکه
 miR-940این احتمال وجود دارد که  پیشساز مشترکی دارند

با سرکوب بیان این فاکتور باعث تمایز به سمت رده اریتروئیدي 
همکارانش در راستاي القاي  اي که علیزاده وشود. در مطالعه

ستفاده تمایز انجام دادند نشان داده شد که تفکر القاي تمایز با ا
  ).17گو باشند(تواند به تنهایی جوابمی microRNAاز 

 
  گیرينتیجه

ها در القاء تمایز به سمت یک رده  miRNAتوانایی 
هاي هاي خاصی مانند ژنها در بیان ژنخاص و یا توانایی آن

ازد. سها نقش بالقوه آنها را در ژن درمانی یاد آور میهموگلوبین
هاي هاي ناشی از اختلال در گلبولناگفته پیداست که بیماري

هاي انسان را به خود اختصاص داده قرمز دسته عظیمی از بیماري
 ها تنها ناشی از یک جهش یا بداست که درصد عظیمی از آن

هاي ها با توجه به هدف قرار دادن ژنmiRNAتنظیمی است. 
متعدد کاندید خوبی در این زمینه هستند. شاید در آینده بشر 

وچک و هاي کاند با مطالعات تکمیلی و دقیق از این مولکولبتو
حو بهره ترین نتوانمند در پزشکی و مهندسی بافت به شایسته

  ببرد.
  
  

  تشکر و قدردانی
این مقاله نتیجه طرح تحقیقاتی مصوب دانشگاه علوم 

 29424پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی تهران به شماره 
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