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   بر بيان زنجيره آلفاي mir-150بررسي تاثير مهار 
  K562هموگلوبين در رده سلولي

  
  ، 3 علي اكبر پورفتح اله، دكتر2، دكتر مسعود سليماني 2كتر سعيد كاويانيد ، 1شعبان عليزادهدكتر 

    2 ، دكتر مهرداد نوروزي نيا2 ، دكتر سعيد آبرون5 ، فاطمه كوهكن4دكتر ناصر اميري زاده
  

  چكيده
هاي متعدد سلولي از قبيل  پروسهدر اي هستند كه  مولكولهاي كوچك غير كدكننده،  ها RNAريز  :زمينه و هدف

 را در تمايز پيش سازهاي mir-150مطالعات اخير كاهش سطح . ت دارند شركپروليفراسيون، تمايز، آپوپتوزيس و سرطان 
 دراين ،باشد از آنجايي كه بيان هموگلوبين شاخص مهمي در تمايز اريتروئيدي مي. اند خوني به رده اريتروئيدي نشان داده

  . بررسي شده استK562  در رده سلولي اريترولوكميكه هموگلوبين آلفا بر بيان زنجيرmir-150مطالعه تاثير سركوب 
.  در شرايط استاندارد كشت داده شده و پس از بهينه نمودن شرايط انتقال داده شدK562 رده سلولي:روش بررسي

. نشان داده شدRT-PCR  تاييد شدو سپس بيان زنجيره آلفا با روشmiRNA real time-PCR توسط روش mir-150سركوب 
  .تغييرات بيان زنجيره مزبور نسبت به سلول كنترل مورد سنجش قرار گرفت، كمي  RT-PCR  با استفاده از،در نهايت
 به طوري كه سطح اين زنجيره ، باعث افزايش بيان زنجيره آلفا گرديدmir-150 كاهش دادن سطح ،مطابق انتظار: يافته ها

آناليز داده ها نشان از معني دار .  برابر افزايش نشان مي داد10بيش از scramble هموگلوبيني در مقايسه با سلول كنترل و 
  .(P <0.05)بودن تغييرات بيان زنجيره آلفا نسبت به سلول كنترل بود

  پس از مطالعاتي سبب افزايش زنجيره الفا گرديد كه در نتيجه به طور چشم گيرmir-150 سركوب : نتيجه گيري
 هاي miRNAطالعات بيشتر و شناسايي ژنهاي هدف  همچنين با م.باشد ميكميلي هدف مناسبي در زمينه تالاسمي آلفا ت

هاي تشخيصي و درماني آنها بخصوص در ژن درماني و  توان در آينده از پتانسيل  مي،دخيل در روندهاي تمايز اريتروئيدي
  . بهره برد پزشكي ترميمي

   هموگلوبينيره آلفا، زنجmir-150ها ، RNAريز : واژه هاي كليدي
  

  
  89 بان آ:   پذيرش مقاله  -  89 شهريور :   دريافت مقاله -
 

  

 مقدمه
 و Lee اولين بار توسط (microRNA)ها RNAريز 

 در Victror ambrosهمكارانش در آزمايشگاه 
C.Elegansشناسايي شد . 

 
 

 دكتراي هماتولوژي و بانك خون گروه هماتولوژي و بانك خون  دانشكده پزشكي دانشگاه 1
 تربيت مدرس

 ه هماتولوژي و بانك خون دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس استاديارگرو2
 دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرسگروه ايمني شناسي  استاد 3
  استاديار هماتولوژي و بانك خون مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران4
   ژنتيك گروه ژنتيك دانشكده علوم پايه دانشگاه تربيت مدرسكارشناس ارشد 5

  
 روي داد با اين وجود واژه 1993 واقعه در سال اين

miRNA به كار گرفته شد 2001 اولين بار در سال .  
miRNAهاي اپي ژنتيكي را  اي از مكانيسم  ها دسته
تعداد اين مولكولها در موجودات . برند پيش مي

 1000 در موجودات پست تا 100-200مختلف بين 
اين . باشند ميعدد در موجودات تكامل يافته تر متغير 

 نوكلئوتيدي بوده و 19-23مولكولهاي حفاظت شده 
 UTR(untranslated region) ’3با اتصال به قسمت

 : نويسنده مسئول * 
  دكتر سيعد كاوياني؛ 

دانشكده پزشكي دانـشگاه تربيـت      
  مدرس

 Email :  
 kavianis@modares.ac.ir 
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 سطح پس از رونويسي  در سبب تنظيم بيان ژن
   ).1-5(شوند مي

اين مولكولها در فرايندهاي متعددي مانند تكامل، 
پروليفراسيون سلولي، مرگ سلولي، آپوپتوز، متابوليسم 

يها و تمايز سلولي نقش دارند و به همين دليل در چرب
موجودات تكامل يافته، در سطح مولكولي شبكه 

miRNAبا فاكتورهاي رونويسي (Transcription 

Factors) تاثير اساسي در تنظيم بيان ژنها داشته و بنظر 
  ).6-7(از ژنها باشند%30 تا 10رسد مسئول تنظيم مي

ي مختلف متفاوت  ها در بافتهاmiRNAالگوي بيان
 به صورت عمده mir-141, 181,223است بطوريكه 

در بافت خونساز بيان داشته كه از اين ميان 
 ,mir-17, 24, 146, 155, 128ها مانند  miRNAبرخي

  . در خونسازي اوليه نقش دارند181
Mir-223اصلي ترين miRNA در طي تمايز 

 NFIAگرانولوسيتي است كه اين كار را از طريق مهار
بيش از ). 1 و8-9(دهد  انجام ميC/EBP-αو افزايش

تنظيم   در روند مگاكاريوپوئز miRNA مورد19
توان   دارند از آن جمله مي(downregulation)كاهشي

 اشاره  mir-10a, 10b,30c,106,126,130a,32,143به
  ).2(كرد

لازم به ذكر است كه در طي تمايز رده منوسيتي فاكتور 
شود كه   ميmir-424فعال شدن باعث PU.1رونويسي

 AML نقش اساسي در تمايز رده سلوليmiRNAاين 
 / به سمت رده منوسيتي+CD34و همچنين سلولهاي

شود مكانيسم  تصور مي. كند ماكروفاژي بازي مي
اصلي اين روند فعال كردن ژنهاي اختصاصي رده 

همچنين در .  باشدM-CSF-Rمنوسيتي و از جمله
 ,mir-155, 222 هاي miRNAمطالعات ديگر نقش 

 نيز در تمايز رده منوسيتي مشخص شده 503 ,424
  ).2و10(است

 بيان بالايي در بافتهاي لنفوئيدي mir-150 در حاليكه 
دارد كه اين امر نشان دهنده نقش اساسي آن در 

 با كنترل بيان miRNAدر واقع اين . باشد لنفوپوئز مي
c-mybيز  در يك روند وابسته به دوز در تما

  ).11( نقش داردB,Tلنفوسيت
در روند تمايز اريتروئيدي الگوي بيان بسياري 

يابد كه برخي از آنها محدود به   ها تغيير ميmiRNAاز
به عنوان مثال در طي . باشند يز مرحله خاصي مياتم

 به ترتيب mir-155,221,222تمايز اريتروسيتي بيان 
يابد در حالي كه  برابر كاهش مي 10و20و200

 برابر افزايش 270 بيش از mir-451يانب
-mirرسد كه كاهش بنظر مي). 7و9و12(يابد مي

 باعث KIT با برداشن اثر مهاري از روي 221,222
در آزمايش ). 2(شود القاي تمايز اريتروسيتي مي

ديگري نشان داده شده است كه الگوي بياني بيش 
 در طي تمايز اريتروسيتي تغيير miRNA مورد 100از
-mir افزايش و بيان mir-451, 24ه و بطوريكه بيانيافت

  ).13-15(يابد  كاهش مي16,221,222,155,150
يانگ و همكارانش پس از القاء اريتروپويز در رده 

  و بررسي (Hemin) با تركيب همينK562سلولي
 افزايش و mir-126 دريافتند كه بيان miRNAآرايه 
هش  كاmir-103,130a,210,18bهاي miRNA بيان 
  ).16(دارند

 را در پيش mir-150تواند نقش  ميc-mybكنترل بيان 
-megakaryocyte)اريتروسيتي -مگاكاريوسيتيساز 

erythroid progenitors (MEP)) مشخص كند هرچند 
كه گزارشهاي متناقضي در مطالعات مختلف نشان 

 را به myb مستقيما  miR-150/MYBدهد كه  مي
وموتور اريتروسيتي و عنوان فعال كنده مستقيم پر
  ).17(دهد مهارگر مگاكاريوستي  قرار مي

Mir-150) MIMAT0004610 ( براي اولين بار درسال
 هاي بافتهاي miRNA طي بررسي الگوي بيان 2002

 سال مختلف موش معرفي گرديد و متعاقب آن در
 miRNA در انسان نيز شناسايي و تاييد شد اين 2007

  قرار گرفته و توالي آن به صورت19در كروموزوم 
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   شعبان عليزاده و همكاران دكتر
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CUGGUACAGGCCUGGGGGACAG  
 ).3و18(باشد مي

 يك رده برگرفته از لوسمي  K562رده سلولي
ميلوئيدي مزمن بوده و داراي خصوصيات اوليه 

ين سلولها كلونهاي مختلف ا. باشد  اريتروسيتي نيز مي
 , Hb Portland (ζ2γ2) , Gower1 (ζ2ε2) قابليت بيان 

Gower2 (α2ε2)و ميزان اندكي Hb F (α2γ2)ا را دار 
 شرايطي چهستند به هرحال با اطلاعات ما  تحت هي

بيان زنجيره بتا در اين سلولها گزارش نشده 
  ).19(است

از آنجايي كه تغييرات ميزان بيان زنجيره آلفا به عنوان 
ايع ترين اختلال تك ژني انسان بوده و بيماري ش

شود  اي با عنوان آلفا تالاسمي ها را شامل مي گسترده
بنابراين شناسايي عواملي كه قادر به افزايش بيان 
زنجيره الفا و اصلاح اين اختلالات شوند بسيار 

بنابراين در اين تحقيق رده . ارزشمند خواهد بود
ي بررسي تاثير  به عنوان مدلي براK562سلولي
 انتخاب α در ميزان بيان زنجيره mir-150كاهش
تا در صورت كسب نتايج رضايت بخش  گرديد

  .مطالعات تكميلي بعدي طراحي و اجرا شود
  

  روش بررسي
جامعه مورد مطالعه در اين تحقيق رده سلولي 

 بود كه از بانك سلولي انستيتو K562اريترولوكميك 
 RPMIاين سلولها در محيط. تهيه گرديدايران پاستور 

1640 (Gibco,USA)10 حاوي %FBS(fetal bovine 

serum) (Gibco-USA)آنتي بيوتيك پني سيلين ،  - 
 گلوتامين در شرايط 2mM و (1x)اسرپتومايسين

 كشت داده (C, 95% O2, 5% CO2�37)استاندارد 
روز قبل از انتقال آنتي سنس سلولها شمارش . شد

 آنها با تريپان بلو (Viability)شده و زنده ماني
سپس سلولها در فاز لگاريتمي با . مشخص گرديد

 ميلي ليتر 3 خانه و حاوي 6 در پليت 105×4شمارش
  .محيط فاقد آنتي بيوتيك كشت داده شدند

 ™miRCURY LNA از mir-150به منظور مهار 

microRNA Inhibitor و اسكرامبل )Scramble (
اين . Exiqon)كنشركت اگزي(مربوطه استفاده شد
برد كه ويژگي و   بهره ميLNAمحصول از تكنولوژي

اسيدهاي نوكلئيك . پايداري آن را بالاتر برده است
اي   دسته(Locked nucleic acid(LNATM))قفل شده

از آنالوگهاي اسيدهاي اسيد نوكلئيك هستند كه در 
 حلقه ريبوز با پل متيلني C-’4و اتم  O-’2آنها اتم 

   .قفل شده است
 قادرند همانند ساير بازهاي LNAاسيدهاي نوكئيك 

 اسيد نوكلئيكي به سادگي بر اساس قانون واتسون
در اين مطالعه از . كريك جفت باز تشكيل دهند

scramble به منظور جلوگيري از گزارش تاثير 
  .غيراختصاصي احتمالي استفاده گرديد

 K562 آنتي سنس در سلولهاي (Transfection)انتقال
 (Invitrogen,USA)2000ا استفاده از ليپوفكتامينب

بدين . براساس دستورالعمل كيت صورت گرفت
 6 سلول در پليت 105×4منظور روز قبل از انتقال، 

ميلي ليتر محيط كشت فاقد آنتي  3خانه و حاوي 
 100بطوريكه در يك لوله . بيوتيك كشت داده شدند

pmolاز مهاركننده mir-150 تر ميكرولي 250 در
OPTIMEM (Gibco, USA) رقيق شدند و در لوله 

 250 ميكروليتر ليپوفكتامين در 5ديگر همزمان 
 دقيقه 5پس از . ميكروليتر اپتي مم رقيق شد

 دقيقه ديگر 20انكوباسيون دو لوله مخلوط و به مدت 
  scrambleانتقال . انكوبه شده و به پليت اضافه گرديد

به منظور  .نيز به طريق مشابهي صورت گرفت
 روز 4نگهداشتن قدرت مهاري انتقال آنتي سنس  هر 

  .)1جدول (يكبار تكرار شد
هاي تست، كنترل و  روز هفتم پس از انتقال نمونه

scramble تمامي سلولها جمع آوري گرديده و با 
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 استخراج RNA از آنها BIOZOLاستفاده از معرف
، پس از شستشوي RNAجهت استخراج . گرديد

 اضافه Biozol ميكروليتر معرفPBS ،500سلولها با
كلروفرم مطابق /شده و با رسوب دادن بواسطه فنل

  . دستورالعمل مربوطه پيگيري گرديد
 RNAسپس جهت اطمينان از كميت و كيفيت 

 قرائت و ژل OD 260/280استخراج شده در  
  .الكتروفورز انجام شد

 RNA و عدم تداخل، DNAجهت اطمينان از حذف
 مطابق DNAseI (Fementas)ده بااستخراج ش

 .دستورالعمل سازنده تيمار شدند

، cDNA(Bioer) از كيت سنتزcDNAجهت سنتز 
20ng از RNA ميكروليتر 1 در مخلوطي از
 AMV،4 ميكروليتر آنزيمoligodt 18 ،0.5پرايمر

 RNAse ،1 ميكروليتر مهاركننده4x ،0.5ميكروليتر بافر
و با آب عاري از ، اضافه شده  dNTP mixميكروليتر

 ميكروليتر رسانده شد و سپس با 20نوكلئاز به حجم 
 .برنامه زير در دستگاه ترموسيكلر قرار گرفت

 mir-150از نمونه روز سوم جهت بررسي ميزان
  . متعاقب انتقال آنتي سنس استفاده گرديد

 miRNA QPCR(stratgene)بدين منظور از كيت 
 ها miRNAتاهاستفاده شد،  زيرا به دليل طول كو

 معمولي real time PCRرديابي آنها با استفاده از 
   .باشد امكان پذير نمي

 شرايط انكوباسيون در انتقال آنتي سنس. 1جدول 

 K562 در سلول هاي 

  )دقيقه( زمان   )درجه سانتي گراد( دما 
   دقيقه10  )25(دماي اتاق 

   دقيقه45   درجه سانتي گراد60-42
   دقيقه5   درجه سانتي گراد95

   دقيقه5  ) درجه4(حمام يخ 
  

ك ـ تcDNAتزـرف سنـدا معـاضر ابتـت حـدر كي
ش ـه در واكنـردن رشتـاي باعث طولاني ك هـرشت

ه ـس از رشتــود و سپـش يلاسيون ميـلي آدنـپ
   شــواكن ود و در ــش يـه مـاختـ سcDNAرـاضــح

(Q-PCR=Quantitive polymerase chain reaction) 
گيرد اين كيت حاوي  د بهره برداري قرار ميمور

باشد و   مي(universal) عمومي reverseپرايمر
  forward اختصاصي بودن واكنش از طريق پرايمر 

پرايمر اخير مورد استفاده براي . تعيين مي شود 
   : عبارت بود ازmir-150رديابي

  

TTAATGCTAATCGTGATAGGGGT  
  

 رف سايبرگرين كمي با استفاده از معPCRواكنش 
(Bioer)2جدول (  با پرايمرهاي زيرانجام شد( .  

  
  
 

 Q-PCRپرايمر واكنش . 2جدول 

 
Product  

size 
Annealing 

 temperature 
Primers Gene 

407  58  F: CCGACAAGACCAACGTCAAGG 
R: GGTATTTGGAGGTCAGCACG  hemoglobinα  

160  58 F: GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 
R: GAGTCAACGGATTTGGTCGT GAPDH 

  
  ) :3جدول (برنامه ترموسيكلر بر اساس دستورالعمل سازنده كيت به صورت زير تنظيم گرديد
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  برنامه ترموسيكلر. 3جدول 
  

 ]C�[دما   زمان  تكرار

  94   دقيقه2   سيكل1
  94   ثانيه10
   سيكل40  )مرحله قرائت( 58   ثانيه15
 72   ثانيه25

داخلي بررسي شد و  به عنوان كنترل GAPDHبيان ژن
بيان نسبي ژن آلفا در نمونه هاي كنترل و تست با 

  .محاسبه گرديد ct∆∆-2استفاده از رابطه 
  

  يافته ها
 RPMI 1640  + 10% در محيط k562رده سلولي

FBSسلولها .   در شرايط استاندارد كشت داده شدند
 viabilityدر روز انتقال آنتي سنس شمارش شده و

  .بود% 99 شد كه حدود آنها اندازه گيري
هاي مختلف  جهت انتقال بهينه از غلظت

 استفاده گرديد تا غلظت اپتيمم (scramble)اسكرامبل
كه بيشترين كارايي و كمترين سميت را داشته باشد 

پايش با استفاده از فلوسيتومتري و . انتخاب شود
ميكروسكوپ معكوس فلورسانس صورت گرفت و  

 سنس با معرف مورد درصد موفقيت انتقال آنتي
   .بود % 60استفاده  حدود 

 پس از انتقال آنتي سنس mir-150جهت بررسي سطح
شركت  (miRNAمربوطه از كيت اندازه گيري 

 U6 RNA استفاده از پرايمر fh (stratagene استراتاژن 
  .  استفاده شد(normalize)به عنوان  كنترل داخلي

-mir ، سطح روز از انتقال آنتي سنس3پس از گذشت 

 بيش از scrambleدر مقايسه با سلولهاي كنترل و 150
  .  مرتبه كاهش يافته بود23

همانطور كه ذكر شد جهت نگهداشتن حالت 
 تكرار 4 انتقال آنتي سنس، در روز mir-150سركوبي

  .شد

جهت بررسي بيان زنجيره آلفا و اطمينان از قطعيت 
 فوق واكنش واكنش كمي ابتدا با استفاده از پرايمرهاي

-RT)اي پليمراز با نسخه برداري معكوس زنجيره

PCR)هاي   بر روي نمونهcDNA كنترل و تست انجام 
   .شد كه در هر دو نمونه بيان زنجيره آلفا مشهود بود

 محصول واكنش را پس از الكتروفورز در ژل 1شكل 
و رنگ اميزي با اتيديوم برومايد نشان % 2آگاروز 

توليد شده براي زنجيره آلفا طول محصول . دهد مي
  . جفت باز است407

 
  

  ژن آلفا RT-PCRنتايج الكتروفورزمحصول: 1شكل 
  

   :از چپ به راست باندها مربوط هستند به 
1- ladder 100bp 2- نمونه كنترل منفي بدون رشته 

  (NPC) نمونه كنترل منفي بدون پرايمر -3 (NTC)الگو
 mir-150 antisenseافته با نمونه انتقال ي-5نمونه كنترل -4

از آنجايي كه بيان زنجيره آلفا در هر سه نمونه 
 و تست مثبت بود بنابراين بررسي  scrambleكنترل،

  . رسيد كمي بيان زنجيره آلفا ضروري به نظر مي
 نشان داد كه بيان real Time PCRبررسي با واكنش 

در  150زنجيره آلفا در نمونه انتقال يافته با آنتي سنس 
 مرتبه افزايش قابل 10مقايسه با نمونه كنترل بيش از 

دهد كه اين تفاوت به لحاظ آماري  توجهي را نشان مي
  ).1نمودار ( (P <0.05)باشد معني دار مي

 1      2         3       4       5       
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  بر mir-150تاثير سركوب  : 1نمودار 

  ميزان بيان زنجيره آلفا
  

 بر  mir-150 نشانگر تاثير سركوب   : شماره يك   نمودار  
پـس از   . دهـد  يـان زنجيـره آلفـا را نـشان  مـي           ميزان ب 

 بــه scambleروز از انتقــال  آنتــي ســنس و7گذشــت 
ــا   ــوبين بـ ــاي هموگلـ ــره الفـ ــان زنجيـ ــلولها، بيـ سـ

 مورد بررسي قرار quantitative real time PCRروش
 طه  ـا استفاده از رابـزان تغييرات بيان ژن بـرفت ميـگ

2-∆∆CT  3ده ميـانگين  نتايج نشان داده ش.  محاسبه شد 
باشند تفاوت بيان زنجيـره الفـا        بار آزمايش مستقل مي   

در نمونه كنترل و تست از جهت معنـي دار بـودن بـا               
 . (P<0.05) بررسي  شدstudent t-testروش

  
  بحث

گلبولهاي قرمز فراوان ترين نوع سلولها در بدن انسان 
هستند محل توليد اين سلولها در بزرگسالان، مغز 

باشد كه طي يك روند تمايزي با گذر از  استخوان مي
مراحل پرونورموبلاست تا گلبول قرمز بالغ وارد خون 

اصلي ترين سيتوكين دخيل در اريتروپوئز . شوند مي
باشد و  اي از كليه بنام اريتروپويتين مي فاكتور مترسحه

فاكتورهاي رونويسي مهم در اين روند نيز شامل 
GATA-1, SCL, EKLF-420-21(باشد  مي.(  

 ها در درون گلبولهاي قرمز يافته شده miRNAاخيرا 
اند و اين فرضيه كه اين مولكولها با تنظيم منفي برخي 
از ژنها در روند تمايز سلولهاي خوني دخالت دارند 

  .قوت گرفته است 

miRNAها مولكولهاي كوچكي هستند كه توسط  
RNA POl II رونويسي شده و باعث تنظيم بيان ژن 

نقش اين . شوند  پس از رونويسي ميدر سطح
پاتولوژيك  مولكولها در روندهاي فيزيولوژيك و

متعددي از قبيل پروليفراسيون، تمايز، آپوپتوزيس و 
  .بدخيمي ها به اثبات رسيده است

اي است كه  تمايز اريتروئيدي روند پيچيده
 هاي متعدد در آن به اثبات رسيده است miRNAنقش

از طريق برداشتن اثر مهاري از اين مولكولها معمولا 
ژنهاي اختصاصي اريتروئيدي و يا القائ اثر مهاري بر 

  .كنند روي ژنهاي ساير رده ها عمل مي
 هاي افزايش يافته در طي تمايز رده miRNAاز جمله 

 و از mir-451,144,210,21توان به  اريتروئيدي مي
miRNA هاي كاهش يافته به mir-150, 155, 221, 

  . اشاره نمود 24 ,223 ,222
 كه كاهش Bruchovaمطالعه اخير با مطالعه گروه 

mir-150 را طي تمايز اريتروئيدي نشان داده بودند 
دهد كاهش اين  همخواني كامل دارد و نشان مي

miRNA علاوه بر تمايز رده اريتروئيدي در بيان 
شايد بتوان .  نيز تاثير قابل توجهي دارد زنجيره آلفا
 در طي تمايز mir-150كه با كاهش سطح عنوان كرد 

رده اريتروئيدي فاكتورهاي مهاري از بيان زنجيره آلفا 
  ).14(شود برداشته شده و بيان آن آغاز و تشديد مي

Mir-150 يك miRNAهاي متعدد است كه   با نقش
در تمايز لنفوئيدي نقش آن به اثبات رسيده است و 

 نيز نقش Bهاياين مولكول در تمايز و بلوغ لنفوسيت 
همچنين نقش كاهش اين مولكول در  .مهمي دارد

تمايز اريتروئيدي طي مطالعات اندكي گزارش شده 
است  كه مطالعه حاضر اين نقش را تاييد كرده و با 

از طرفي درباره . اين دسته از مطالعات تطابق دارد
 درباره تعيين سمت miRNAنقش سركوب اين 

 يوسيتيتمايزي در پيش سازهاي مگاكار
 اين مطالعه با تمايز به سمت رده (MEP)يتروئيديرا
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-mir   اريتروئيد سازگارتر است و اين فرضيه را كه

150/MYB به عنوان روشن كننده پروموتور 
   ).17(كند  روشن را تاييد ميMEPاريتروئيدي در

تعهد پيش سازهاي خوني به سمت يك رده خاص با 
از . همراه استروشن و خاموش شدن بسياري از ژنها 

 ها با اتصال به ژنها سبب تنظيم miRNAآنجايي كه 
شوند بديهي است كه در تمايز نقش  بيان آنها مي

 و همكارانش Luدر همين راستا . اساسي داشته باشند
افزايش با استفاده از وكتور (mir150 با افزايش بيان 
با آنتي (و سركوب نمودن آن ) لنتي ويروسي

 سبب تعهد به mir-150ه افزايشنشان دادند ك)سنس
سمت رده مگاكاريوسيتي شده و رده اريتروئيدي را 

-mirركوبـال آنكه سـدهد ح يـكاهش م% 60بيش از

 با آنتي سنس نتيجه عكس داشته و باعث افزايش  150
شود آنها همچنين فاكتور  تمايز اريتروئيدي مي

 در mir-150 را به عنوان هدف اصليmybرونويسي
كه اين امر با مطالعه ). 22( معرفي نمودنداين قضيه

 موفق به افزايش mir-150اخير ما كه با كاهش سطح
بيان زنجيره آلفا شده ايم مطابقت دارد چرا كه مطابق 

 قابليت تمايز به k562گزارشهاي مختلف رده سلولي
  .هر دو رده اريتروئيدي و مگاكاريوسيتي را داراست

بيان  و همكارانش Testa طبق مطالعات
هاي مختلف در كلونهاي مختلف رده  هموگلوبين

باشد در هر   متفاوت و بسيار هتروژن ميK562سلولي
 را Portland , Gowerحال اين سلوها هموگلوبين هاي

نمايند ولي سنتز زنجيره الفا به ميزان بسيار  سنتز مي
گيرد و حال آنكه  اندك در اين سلوها صورت مي

 با آنتي سنس mir-150ار مطالعه ما نشان داد كه مه
  ).19(تواند اين قابليت را بارها افزايش دهد مي

Yoonو Prchalنشان دادند كه سطح mir-150 در پلي 
سيتمي ورا كه يك نوع پرخوني بدخيم است كاهش 

  . دارد

 كه به بيش A (α2ß2)در اين بيماري سطح هموگلوبين
رسد، يك يافته تشخيصي مهم  گرم در ليتر مي160از 
 در پلي mir-150كاهش سطح. شود حسوب ميم

-mirسيتمي ورا با مطالعه حاضر ما كه كاهش سطح

 سبب افزايش بيان زنجيره هموگلوبين آلفا شده 150
است همخواني دارد و شايد بتوان در آينده  از 

 به عنوان يك فاكتور تشخيصي و درماني miRNAاين
  ).23(ها استفاده نمود ها  و آنمي در پلي سيتمي

  
  نتيجه گيري

پي بردن به مكانيسم هاي دقيق ژنتيكي و اپي ژنتيكي 
كه سبب تنظيم بيان ژن در رويان، جنين و بزرگسالان 

شوند سبب توسعه آگاهي ما در تشخيص، درمان و  مي
مديريت بيماريهاي مختلف خوني و از جمله 

  . ها خواهد شد ها و هموگلوبينوپاتي تالاسمي
قاء تمايز به سمت يك رده  ها در الmiRNAتوانايي 

خاص و يا توانايي آنها در بيان ژنهاي خاصي مانند 
ها نقش بالقوه آنها را در ژن درماني  ژنهاي هموگلوبين

سازد شايد در آينده بتوان از نقش اين  ياد آور مي
مولكولهاي كوچك توانمند در پزشكي ترميمي و 

  .مهندسي بافت استفاده نمود
ي لازم است تا نقش اين مطالعات تكميلي متعدد

miRNA و ساير miRNA هاي دخيل در تمايز رده 
اريتروئيدي را به صورت دقيق تر بررسي كرده و 

   .ژنهاي هدف آنها را شناسايي نمايد
اي  تعميم اين مطالعات بر روي سلولهاي پايه

تواند اطلاعات   مي (Hematopetic stem cell)خونساز
  . ددقيق تري در اختيار ما بگذار

همچنين از آنجايي كه انتقال آنتي سنس ها به درون 
موجود زنده با مشكلات فراواني همراه است طراحي 

 و در in vivoروشي كه بتوان مطالعه را به صورت 
 .مدلهاي حيواني انجام داد ارزشمند خواهد بود
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Abstract 
 

Background and Aim: MicroRNAs (miRNA) are small noncoding 
RNA molecules that transcribed by RNA polymerase II. After 
biogenesis, these molecules act by incorporation into the RNA-induced 
silencing complex (RISC). MiRNAs are involved in multiple 
physiological and pathological processes such as proliferation, 
differentiation, apoptosis and cancer.  
Recently several studies reported down regulation of mir-150 during 
erythropoesis. Since hemoglobin expression is valuable indicator of 
erythroid differentiation we evaluated the mir-150 downregulation effect 
on alpha chain expression by Quantitative RT-PCR. 
Materials and Methods: K562cells were grown in RPMI1640 in 
standard condition. K562 cells were transfected by microRNA 150 
Inhibitor using transfection kit .Mir-150 downregulation was confirmed 
by miRNA Real time PCR, followed by Q-RT-PCR to investigate the 
alpha chain expression changes. 
Results: By relative QRT-PCR the alpha chain expression was 
increased 10 folds in comparison to untransfected and scramble cells. 
Furthermore, the differences were statistically significant (P<0.05) 
Conclusion:  Elevation of alpha chain expression in our study showed 
that mir-150 downregulation has a crucial role in erythroid 
differentiation and can introduce as a novel marker in alpha thalassemia.  
Further researches to find out the detail mechanism and miRNAs genes 
target could improve our knowledge about miRNAs potential in 
management of diseases and their applications in gene therapy and 
regenerative medicine. 
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