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  دهيچک
 يکيآدرنرژ- يها گناليت سيوند و اهميمنظور پ   خونساز به  يادي بن يها ون سلول يزاسيلي موب يبررس  به يمختلف تاکنون در مطالعات     :نه و هدف  يزم

 ـ اثر اي  نحوهي  دربارهين وجود، اطلاعات کميبا ا. ند، پرداخته شده است  ين فرآ ي ا يدر القا   ـ بنيهـا  ون سـلول يزاس ـيليهـا در موب  گنالين س ـي  يادي
 ـ مغـز اسـتخوان انـسان تول     يمي مزانش يادي بن يها که توسط سلول   SDF-1ن  يکموکا. ستا دخونساز، موجو   ـ دي ون يزاس ـيلي موب رونـد درگـردد،   يم

 ـ .کنـد  يفا م ـ ي ا يدي خونساز، نقش کل   يادي بن يها سلول  در SDF-1ان ي ـم بيدر تنظ ـ miR-23aو   miR-886-3pمـشخص شـده کـه       ن  ي همچن
 هردو يان کميزان بيون، ميزاسيليند موبيدر فرآ miR-23aو  miR-886-3p نقش يمنظور بررس بهق ين تحقيدر ا. ند هست مذکور، موثر  يها سلول

miRNA   ستي مغز استخوان انسان با آگونيمي مزانشيادي بن يها مار سلول ي ت يدر ط  مذکور - ـ مـورد ارز ،زوپروترنـول يا يک ـيآدرنرژ   قـرار  يابي
  .گرفت

   بـا وسـته ي پمـار يتحـت ت ، يتومتريد فلوس ـيي ـپس از تا و کشت شده و   يان انسان جداساز   مغز استخو  يمي مزانش يادي بن يها  سلول :يروش بررس 
 ـ بنيها ن از سلوليچن مار و هم  ي ت ۴۸و   ۱۲ در ساعات    RNA Totalاستخراج  . رفتندگ  قرار زوپروترنوليا رکرومولايم ۱۰۰ مـار  ي تيمي مزانـش يادي

 ـب. عنوان کنترل، انجـام گرفـت   نشده به  Quantitative Reverse Transcriptase PCR بـا روش  miR-23aو  miR-886-3p يان کم ـي
  . ده شديسنج

. )P<0/05(دار بود  ي معنين اختلاف به لحاظ آماري، ادو حالت  هرش داشت که دريمار افزاي ت۴۸و  ۱۲ در ساعات miR-886-3pان ي ب:ها افتهي
افته و سـپس در  يکاهش کنترل حالت  مار نسبت بهي ت۱۲ در ساعت    ترنولزوپرويا با   يمي مزانش يادي بن يها مار سلول ي ت يز در ط  ي ن miR-23aان  يب

  .)P<0/05(دار را نشان داد  ي معنيشيمار، افزاي پس از ت۴۸ساعت 
تحت  ،هياول ي کاهش رغميعلز  ين miR-23a. کند يالقا م  انسان،   يمي مزانش يادي بن يها در سلول را   miR-886-3Pان  يب زوپروترنوليا :يريگ جهينت

  . ون باشنديزاسيليل در موبيتوانند، از عوامل دخ ي مذکور مmiRNAدو   قرار گرفته و لذا هرزوپروترنوليا ييقااثر ال
  زوپروترنوليا -miR-23a  وmiR-886-3p ،يمي مزانشيادي بنيها سلول: يدي کلواژگان

  

  مقدمه
ــد يپ      روش  HSC( Hematopoetic Stem Cell(ونـ

   يي نارسـا  يهـا  مو و سـندر   يسـم  انـواع لو   ي برا ي مهم يدرمان
  
  
  

  
  يمنيخــتلالات خــودا از ياريبـس  نيو همچنــاســتخوان مغـز  
   علاوه HSC امروزه وجود .)۱-۳( شود يمحسوب م يکيو ژنت
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٣۵

 ـ ن يط ـيخـون مح   استخوان، در  مغز  بر و بـا    دهيرس ـ اثبـات  ز بـه  ي
 در يا تـازه   ها، افـق  ن سلول يا  از  يريگ بهرهگرفتن امکان    نظر در

  در. )۴و۵( گرفتـه اسـت     دانشمندان قرار  يرو شيوند پ يبحث پ 
استخوان است  مغز  ،ني در بالغHSC يگاه اصلينکه جا يواقع باا 

 ونيزاس ـيلي که با عنوان موب  ينديها قادرند در فرآ    سلول نيا  يول
 .)۶(ند  يا مهاجرت نم  خون استخوان به شود، از مغز     يشناخته م 

 ـم اي مـستق ي بـودن جداسـاز  يبه سـبب سـخت و تهـاجم      ن ي
 خون يها ح بر استفاده از سلوليها از مغز استخوان، ترج سلول

گــسترش     دري و ســعباشــد يونــد مـ ـي پيبــرا يطــيمح
 مغـز اسـتخوان را بـا قـدرت          HSCاست که بتوان     ييها روش

ــب ــونيشتري ــرد  يطــيمح  وارد خ   ونيزاســيليموب. )۷و ۸ (ک
 يبـالا   يزهـا ود    از يري ـگ تواند با بهره   ي م +CD34 يها سلول
 ـ تقو G-CSFا استفاده از    ي و   يدرمان يمي ش يداروها  ت شـود  ي

 ـعوامـل مختلـف دخ     يبررس ـ  به يمتعدد در مقالات  .)۹( ل در ي
 ـاهم ان به نقـش پـر  ين ميون پرداخته شده و در ا   يزاسيليموب ت ي
 ـند اشاره گرد  ين فرآ ي در ا  يستم عصب يس  .)۱۰-۱۲( ده اسـت  ي

 ـ س يم ـينه با کشف اثرات تنظ    ين زم يمطالعات عمده در ا    ستم ي
 ـ از مغز اسـتخوان، از طر HSCک در خروج  ي سمپات يعصب ق ي

هـا و    ن، مهـار عملکـرد استئوبلاسـت      ي نفـر  ينگ نوراپ يگناليس
ــاهش ــب  ک ــرا،SDF-1ان ي ــول في در ش ــولوژيزيط معم ک و ي
 ـگرد ، آغـاز G-CSF يريکـارگ  ن متعاقـب بـه  يهمچن ـ . )۱۳ (دي
 يها نيتوکاي با سا  يهمراه   در ينيتکول آم اک يها ترينسمانوروتر

 و ي انــسانHSC ي ما مهــاجرت و توســعهي، مــستقيديــلوئيم
 را  ي موش ـ ش ساز ي پ يها ون سلول يزاسيلير و موب  يلاوه، تکث ع به

In Vivoيهـا  رنـده يگ قي را از طرياثرات نيکنند و چن يم  مي تنظ 
 مختلـف  يها ، که بر سلولژه انواع   ي مربوطه به و   يکيآدرنرژ
 ـزوپروترنـول   يا .)۱۴و  ۱۵( نـد ينما يدارند، اعمال م   وجود ک ي

 ياحتمـال  است که اثرات ير انتخابي غيکيرنرژآد-ست  يآگون
 ـهــا و آنتاگون ستيــآگون ريآن و سـا   يکــيآدرنرژ- يهــا ستي

 ـ    در مـوش   SDF-1ان  يون و ب  يزاسيليموب بر مـورد    تـر  شيهـا، پ
نوان ع ن به يهمچن  زوپروترنوليا. )۱۶( است  گرفته پژوهش قرار 

ــ ــل داروي ــيک عام ــتلالات  ي در تحقي ــا اخ ــرتبط ب ــات م   ق
ــ ــيقلبـ ــدي فرآي و برخـ ــا نـ ــان  يهـ ــاربرد  ،يدرمـ   دارد   کـ

موجـب   يک ـيآدرنرژ- يها ستيآگون يريکارگ به. )۱۷و  ۱۸(
 SDF-1 .)۱۴( شـود  ياستخوان م ـ   در مغز  SDF-1 انيب کاهش
 ـ يکموکا  محـسوب   ي و موش ـ  ي انـسان  HSC ي بـرا  يا لقوهان ب

ــ ــه)۱۴( شــود يم ــوان   و ب ــعن ــروتئي    توســطيترشــح نيک پ
MSC CD146+ يي اسـتروما يهـا   از سـلول   يگـر يانواع د    و 

ــاســتخوان ب مغــز   هيســو تعــاملات دو. )۱۹-۲۲( دشــو مــيان ي
SDF-1ــدهيگ   و ــط ســلول CXCR4 آن ي رن ــه توس ــا   ک  يه

 ـيگز مهـاجرت و لانـه    د،  شـو   مـي ان  ي ب HSC چون   يمختلف  ين
HSC ـ  ميتنظ ـ  مغـز اسـتخوان،    ما دري را مستق   ـنما يم . )۱۴( دي

، HSCون  يزاس ـيلينـد موب  يفرآ يدر ط ـ كـه   مطالعات نشان داده    
SDF-1   ب که در   ين ترت يگردد؛ به ا   ي م ينوسان رييک تغ ي دچار

افته يش يطور گذرا افزا  بهيمي مزانشيها ان آن در سلول   يابتدا ب 
ون هماننـد  يزاس ـيلي موبيـي  عوامـل اجرا ي برخ يو موجب القا  

ــ MMP-9م يآنــز  يســاز فعــال ريــ و در ادامــه بــا غگــردد يم
 ـ دايآن کاهش پ   انيد شده، ب  يتول يکيتي پروتئول يها ميآنز  کنـد  يم

ــ ب)۲۳و ۲۴( ــاهشيـــ ــه ي ان کـــ  و MSC در SDF-1افتـــ
ن ي ـک اي هموسـتات يرهاسـاز   گر،يد  يها و از سو    استئوبلاست

ون يزاسيليبه موب  منجر،ان خونيجر ن از مغز استخوان به  يکموکا
HSC  ـاثرات س    علاوه بر  )۱۴( شود يم   ـب   بـر  يعـصب  ستمي ان ي

SDF-1  ،تواند در مراحل مختلـف و بـا     ين م ين کموکا يان ا يب 
 ـ رونويهـا  چون فـاکتور  هم گوناگون يمير عوامل تنظ يتاث   يسي

ــ/و ــا RNAا ي ــ MicroRNAs(  کوچــکيه  )miRNAsا ي
 يهـا  RNA از   ي هـا گروه ـ   miRNA. )۲۵-۲۸( کنترل شود 

د ي نوکلئوت۲۲با يکننده کوچک هستند که تقر    ر کد ي غ يعملکرد
 ـان ژن هـدف را در مرحلـه پـس از رونو   يطول دارند و ب     يسي

  طــور معمــول   بــههــا miRNA .)۲۹( کننــد يکنتــرل مـ ـ
ه ي اوليها  به صورت رونوشتRNA Polymerase IIتوسط 

ــطو ــ Primary miRNA( لي ــرونو)  Pri-miRNAاي  يسي
ــ ــوند يم ــپ)۳۰( ش ــس  س ــام تق ــدونوکلئازيس باانج   يمات ان



 miR-23a و miR-886-3pان يزوپروترنول بر بياثر ا 
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 ،Dicer و RNase III Drosha يهــا مي توســط آنــزيمتــوال
ــالغ  ــييو نهــاســاختار ب ــ  دســت ه خــود را ب ــد  يم . )۳۱(آورن

miRNAــرا ــالغ بــ ــه عمــــل خــــود در ي بــ  ي مجموعــ
RISC)RNA-Induced Silencing Complex( قـــرار 

 شـود  يم متصل   هدف UTR'۳ mRNA  هيگرفته اغلب به ناح   
کند  يم  ن را مهاري پروتئ،ا ترجمه ي بودن، زان مکمل يبسته به م   و

ــو  ــه تجز ي ــر ب ــا منج ــmRNA ي هي ــود ي م . )۳۲و ۳۳( ش
miRNAـبـا هـدف گ    توانند   يم  ها    گونـاگون در يهـا   ژنيري

 ي چرخه يها نديفرآ  بريم، اثرات مهMSCها مانند  انواع سلول 
 ـتکث  چون هم  سلول   مثـال،   طـور  بـه . باشـند  ز، داشـته  ير و تمـا   ي

 مغـز  MSC ير و بقـا   يتکث تواند بر  ي م miR-210ان  يش ب يافزا
 ـگرد  مـشخص  )۳۴(بگـذارد     ريها، تـاث   استخوان موش  کـه    دهي
miR-886-3p   وmiR-23a ـب  دنتوان يز مين   را در SDF-1ان ي

و ۳۶( دن ـده کـاهش   ،استخوان انسان   مغز يي استروما يها سلول
 ـ ااتتوجـه بـه اثـر      با. )۳۵  ـ بـر ب miRNAدو ن ي  SDF-1 اني

 miR-23aو  miR-886-3pان يب که  نمود ن فرض يان چن تو يم
شود و   واقعيعصب ستميمات سيتحت تنظ  مايتواند مستق يم  زين
ون يزاســيليموب  ل دريــ از جملــه عوامــل دخmiRNAدو ن يــا

HSC ـه، در ا  ين فرض يمنظور آزمودن ا   به. دن باش  مطالعـه، در    ني
ز مغــز اســتخوان اMSC(  Mesenchy Stem Cell(ابتــدا 

ــ ــدا ســازيسانان ــشتي ج ــد   و ک ــا آگون. ش ــســپس ب   ستي
-زان ي ـمت،  يدر نها  و   ديمار گرد ي ت زوپروترنوليا يکيآدرنرژ
در مرحلــه قبــل و پــس از  miR-23aو  miR-886-3p انيــب
  . گرفت سه قراريگر مورد مقايکديمار با يت

  
  يروش بررس

ن يا  در :يمي مزانش يادي بن يها سلول  و کشت  يجداساز     
 يمجوز اخلاق پزشک  (نرمال   مغز استخوان    ي  نمونه سه   مطالعه

 ـترب  صادر شده از دانشگاه    د۳۶۹۱/۵۲شماره   به از ) مـدرس  تي
 يسـاز  قي ـپس از رق . شد  هيته  اختهي  بن يقات فناور يمرکز تحق 

 ،PBS (GIBCO-BRL, Grand Island, NY, USA)بـا   ۱ به ۱نمونه به نسبت 

 Sigma Aldrich, St(فالکون  ۱۵ به لوله يبه منظور جداساز

Louis, MO, USA(حجـم نمونـه    زان هميکول به مي فاي حاو
 g ۴۰۰قـه در دور     ي دق ۱۵مـدت    شـد و بـه     مغز استخوان بـرده   

 يا  تـک هـسته  يها  سلول يحاو ي   هيآنگاه لا . ديگرد فوژيسانتر
بـه   PBSبعد از انجام شستشو بـا  شد و    کول برداشته ي فا يرو

 ـگرد تقـل ط کـشت من   ي مح ـ ي حـاو  T75ک فلاسـک    ي د کـه   ي
درصد سرم ۱۰است که با  DMEM طيمح ه شامليصورت پا به

 ـ )FBS( يگاو متعاقـب  . (GIBCO-BRL) اسـت  شـده   ي غن
ن يپسيها با استفاده از تر    ين کلن ي، ا يسلول يها ي کلن يريگ شکل

  يدي ـفلاسـک جد  بـه    جدا و    (GIBCO-BRL)  درصد ۰۵/۰
 ـتا دند و به جهت   يگرد  منتقل ورد ، م ـ ي سـطح  يهـا  د مـارکر  يي

  . قرار گرفتنديتومتري فلوسيها يابيارز
ان يب  يابي ارزيبرا :يچرباستخوان و ز به ي و تمايتومتريفلوس
 يجداساز  شدن و  نهيپسيها پس از تر    ، سلول ي سطح يها مارکر

در  سـپس . گرفتنـد  شـمارش قـرار      کشت، مورد  يها از فلاسک 
ول سـل ۱*۱۰۵زان يکه م  يصورت  درصد، به  ۳ يگاو ن سرم يآلبوم

ــه ازا ــر يب ــريکرولي م۱۰۰ ه ــودت ــت      موج ــه حال ــد، ب باش
ــس ــد ون دريسوسپان ــد از ر. آمدن ــر از يکرولي م۱۰۰خــتن يبع ت
 ـ هـر  بـه  ش،ي آزمـا  يهـا  شده درون لوله    هيون ته يسوسپانس ک، ي

 و CD44 CD34 ,CD73, شـامل   مـورد نظـر  يهـا  يباد يآنت
 (eBioscience,San Diego, CA, USA)هـا   پ کنترل آنيزوتيا

و شستشو    خچالي در   يريگ قه قرار ي دق ۴۵و پس از    شده   اضافه
 بر (Partec, Munster, Germany) يتومتريفلوس زيآنال، PBSبا 
 ـ قابل يبررس ـ  جهـت  .گرفـت  انجام  ها  نمونه يرو  يزيت تمـا  ي

 ۱*۱۰۴ز، تعـداد    ي و استخوان ن   ير شده به چرب   ي تکث يها سلول
شـد و متعاقـب     ختـه ير  خانه ۴ت  يل پ يها سلول درون چاهک  

 اسـتخوان و  يزيط تمـا  يها به کف چاهک، مح     دن سلول يچسب
 روز هـر سـه روز   ۲۱مـدت   د و بـه يها اضافه گرد  به آن يچرب

بعـد از  . ها صورت گرفـت  طين مح يط با ا  يض مح يبار تعو  کي
کس ي درصد ف ـ۴د يفرم آلده ها با پارا ن زمان، سلول  يگذشت ا 

) Alizarin Red( ن قرمزيزاري با آليزيآم شدند و پس از رنگ
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ز بـه اسـتخوان و   يم در تمـا   يسوب کلس  وجود ر  يجهت بررس 
Oil Redيز به چربي در تماي داخل سلولي قطرات چربي برا ،

  .گرفتند  قراريکروسکوپيمورد مشاهده م
ــا  ســـلول  مـــاريت ــا بـ     ايزوپروترنـــول:Isoproterenolهـ

ــ ــورت  هب ــص ــک وي ــي م۱۰۰ال ي ــ يل ــويگرم ــودر  ي محت پ
Isoproterenol hidrochloride (Sigma-Aldrich) ديگرد هيته .

کرومـولار در  يم ۱۰۰، از غلظـت  يسـلول  مـار يبـار ت  هـر   يبـرا 
 يها به همشار که سلول ي زمان  .دش ها استفاده  کشت سلول  طيمح

)Confluency( ۸۵-۸۰   مختلف  يها دند، به گروه  يرسدرصد 
 ۱۰۰ پروترنــولزوياوســته بــا يمـار پ يم شــده و تحــت تيتقـس 

هـا،   سلول طيض محيکه با تعو  يگرفتند؛ به طور   قرار  کرومولاريم
 ـ  ط کـشت فلاسـک اضـافه   يمجددا به مح    زيدارو ن  در . شـد  يم

گونه  چيگرفته شده و ه عنوان کنترل در نظر   ک گروه به  يت،  ينها
مـدت   ز بـه  ي ن  گريگروه د  دونگرفت و     آن انجام  يرو   بر يماريت

 قـرار گرفتـه و کـشت      يـي مـار دارو  يت ساعت تحت    ۴۸ و   ۱۲
   .شدند

 ي  پس از انجـام مرحلـه      :cDNA و ساخت    RNAاستخراج  
 miR-23aو   miR-886-3pانيسه بيمقا منظور ، بهيسلول ماريت

ــ بنيهــا در ســلول ن ي گــروه کنتــرل و همچنــيميمزانــش يادي
ــا Total RNA ســاعته، ۴۸و  ۱۲شــده  مــاريت  يهــا گــروه  ب

 RNXTM(plus) (CinnaGen Inc, Tehran, Iran) از يريگ بهره
 ساخت ي برا.ديکلروفرم، استخراج گرد   فنل ه اختلاف فاز  يبر پا 

cDNA   از miRNA   ن ي کنترل و همچن   يها  مستخرج از نمونه
  تيــک، از زيــ ن ســاعته۴۸ و ۱۲شــده  مــاري تيهــا گــروه

High-Specificity miRNA QPCR Kit (Stratagene)  استفاده
 ـcDNA miRNA ساخت .شد  ـا اسـتفاده از ک  ب ت مـذکور،  ي
ن مرحلـه،   يدر نخـست  . اسـت    مجزا از هم   ي  مرحله  بر دو  يمبتن

ــ ــنش پل ــي آدنيواک ــورت )Poly Adenylation( ونيلاس  ص
 اسـتخراج  Total RNAموجـود در   miRNAطـول  گرفته و 

   ،آن ۳' ي بـه انتهــا Poly Aک دم يــبـا اضــافه شـدن    شـده، 
 ـ  شيافزا  ـ دوم ن  ي  در مرحلـه  . ابـد ي يم   ي   اتـصال قطعـه    ز، بـا  ي

Adaptor Primer ک بخش ي شاملOligo dT)  مکمل با دم
Poly Aــه) جــاد شــدهي ا ــوال  همــراه ب ــرد   يت ــه ف   منحــصر ب

)Unique Sequence(ــنــد رونوي قطعــه، فرآ۵' ي انتهــا  يسي
ــ   صــورتcDNA miRNA و ســاخت معکــوس . رديــگ يم

Unique Sequence ۵' ي در انتهــاموجــود cDNA ســاخته 
 ـقابلشـده،    Reverseفــرد  مــر منحـصر بـه  ي اسـتفاده از پرا تي

Reverse Primer) (Universal ــرايــک  در  موجــود  يت را ب
 مـورد نظـر،     miRNA انـواع    ي تمام يرو  بر يکم  يها يابيارز

 ـو تنهـا ن     آورده فراهم  Forward يهـا  مـر يپرا  ياز بـه طراح ـ   ي
  .باشد يم

Real Time PCR: يان کم ـيب miR-886-3p  وmiR-23a 
  سـاعته، بـا    ۴۸و   ۱۲شـده    ماري کنترل و ت   يها ز نمونه حاصل ا 

و  miRNA QPCR Master Mix (Stratagene)  ازاستفاده 
 Real Time PCRيهـا  يابيمورد ارزسه بار تکرار  به صورت

   موجـــود EvaGreenرنـــگ فلوئورســـنت . قـــرار گرفـــت
ــ کMaster Mix در ــد ي ــذکور، همانن   SYBR Greenت م
 ـکـه ن   است يا  دو رشته  DNAشونده به    ک رنگ متصل  ي از بـه   ي

محصولات،  يي شناساي را براي اختصاصيها استفاده از پروب  
 ـ رفع  ـنما يم   اسـتفاده  مـورد  Forward يهـا  مـر ي پرا يتـوال . دي

ــرا ــ ســــنجش بيبــ    hsa-miR-23 و hsa-miR-886ان يــ
ــه ــترت بـ و  CTCAAGCGGTTACCTCCTCATGب يـ

ATCACATTGCCAGGGATTT   يبران  يو همچن بوده 
  Universal Reverse Primerهمـان   از  زي نReverseمر يپرا

  ن پـــژوهش،يـــ در ا.شـــد گرفتـــه بهـــره تيـــموجـــود در ک
ــهU6از   ــ  ب ــرل داخل ــوان کنت ــضور يعن ــست ح  cDNA و ت

ــتفاده ــد اس ــوالش ــه ت ــر ي پراي ک ــهForwardم ــورت   آن ب ص
AAATTGGAACGATACAGAGAAGــت  . اســـــــ

 ه ازدست آمد ه بيها  دادهي آماريها ي بررسيبرا :يآمار ليتحل
Real Time PCRــا ــدا ب ــم  روش  ، در ابت ــب  زاني   اني

miR-886-3p  وmiR-23a   ــه ــسبت ب ــالU6ن ــاز  نرم   يس
 Quantitative Reverse Transcriptase PCRج يشـد و نتــا  
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 ـگرد  ژن، گـزارش   ينـسب  انيصورت ب  به   بـا انتخـاب    سـپس . دي
  گرفتن  نظر  در   وGraph Padافزار  از نرم ،T-test يآمار روش

P<0/05 هـا انجـام     داده يل آمـار  ي ـج، تحل ي نتا يدار ي معن ي برا
ــرا.گرفــت ــم ي بررســي ب ــا از م اخــتلاف دادهزان ي ــه   نيگاني

ــدگ  ــاخص پراکن ــراف معيش ــ انح ــتفاده)SD(ار ي ــد  اس   .ش
  
  ها افتهي

 در :يشده به استخوان و چرب  جدايها ز سلوليت تمايقابل      
 ـ اسـتخوان، کر يزيط تمـا يبا محز ي تمادوم ي   هفته  يهـا  ستالي
 ي شـد کـه نـشانه       مشاهده  ن قرمز يزاري آل يزيآم م با رنگ  يکلس
 ـز ا يت تمـا  يقابل .  اسـت  ي استئوبلاسـت  ي  هـا بـه رده     ن سـلول  ي

ط يشـدن مح ـ   اضـافه   هفتـه از   کي ـحدود  ن باگذشت   يهمچن
ها به  سلول  زيو تما ي چربيها ز، وجود واکوئلي ني چربيزيتما

  .)۱شکل  (ديگرد  ديي تاOil Red يزيآم با رنگ ،يتيسپويرده آد
هـاي بنيـادي مزانـشيمي در     هاي معمول سـلول  تاييد مارکر 

 ي مثبـت و منف ـ    يهـا   از مـارکر   ي پـانل  :شـده  هاي جـدا   سلول 
 ـ تاي بـرا  يمي مزانش يادي بن يها سلول    يهـا  سـلول   تي ـد ماهيي

  .گرفـت   انجـام  يتومتريز فلوس ـ يشـد و آنـال     شـده انتخـاب    جدا
 ـآمده، مو   دست ج به ينتا  ـبـودن ا   د مثبـت  ي  يهـا بـرا    ن سـلول  ي

  و CD44)  درصـد ۶۴/۹۲ ( شـامل يمي مزانش ي   رده يمارکرها
 يهــا بــرا بــودن آن ين منفــي و همچنــCD73 )درصــد (97/6
ــارکر ــا م ــد يخــون  ردهيه ــود CD34  )درصــد (0/45 مانن   ب

  ).۲شکل (
ــر ــشي  اث ــان    افزاي ــر بي ــول ب در  miR-886-3pايزوپروترن

ژن نشان  انيب زيآنال :استخوان اي بنيادي مزانشيمي مغز ه سلول
 ـ بنيهـا  مـار سـلول  ي تي در طmiR-886-3pان  يداد که ب     يادي

 ـ   يم  دايپ شيزوپروترنول افزا ي با ا  يميمزانش خـصوص   هکند و ب
ان يب. نمود يم  ريش چشمگين افزايا مار،ي پس از ت۴۸ساعت  در

miR-886-3p  ـبن ي هـا  مار سلولي ت ي در ط   بـا  يميمزانـش  يادي
ي هـا  سه بـا سـلول    ي در مقا  ۴۸ و   ۱۲زوپروترنول در ساعات    يا
 ـترت بـه ) کنتـرل (نـشده     ماريت ي  ميمزانش ي  اديبن  ۵/۳±۴۳/۰ بي

دو   آمده در هر دست ر بهي برابر بود و مقاد۲۳/۷۵±۷۹/۴برابر و 
  ).۱نمودار (دار بود  ي معنيمورد به لحاظ آمار

  

  
  

ن قرمز را نشان يزاريم رنگ شده با رنگ آلي رسوب کلس(A) شکل ي جدا شده به استخوان و چربياه ز سلوليت تمايقابل: ۱شکل 
دهد که  ي را نشان مOil Red رنگ شده با رنگ ي چربيها  واکوئل(B)شکل .  استيز به رده استخوانيدهد که نشانگر تما يم

. استي چربيها ز به سلوليمشخص کننده تما



  و همکارانهما زمانی

 

 ۱۳۹۴ارديبهشت  فروردين و, ۹۶ي  شماره, ۲۳ي  ره ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي درماني زنجـان، دو مجله

٣٩

  

  
 مثبت CD73 و CD44 ي مارکرهاي جدا شده برايها سلول.  شدهيساز جدايمي مزانشيادي بنيها  سلوليطح سيها مارکر: ۲شکل 

  .پ استيزوتي ای  نشان دهندهيگراف رنگ . هستندي منفCD34 مارکر يو برا
  

  
. کرومولاري م۱۰۰ زوپروترنوليمار با اي در طول تQuantitative Reverse Transcriptase PCR miR-886-3pج ينتا: ۱نمودار 

  .)P<0/05(  را نشان داديدار يش معنيط کنترل افزايسه با شراي، در مقازوپروترنوليامار با ي ت۴۸و  ۱۲ در ساعات miR-886-3pان يب
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در  miR-23aان يب زوپروترنول بريا يشيافزا  ويات کاهشاثر
 در miR-23aان يب : مغز استخوانيمي مزانشيادي بنيها سلول

 ـ بن يها لمار سلو ي ت يط  در  زوپروترنـول يا بـا    يمي مزانـش  يادي
دار  ي معن يمار نسبت به حالت کنترل دچار کاهش      ي ت ۱۲ساعت  

 پــس از ۴۸ در سـاعت  miR-886-3pماننـد  سـپس   گـشته و 
، يدار يمعن  ش با وجوديافزا ني ا يول  کند يم  دايش پ يمار، افزا يت

 miR-886-3p ين سـاعت بـرا    يهم  که در  يشيسه با افزا  يدر مقا 
 ـ  ز بـه نظـر    يمشهود است، نـاچ     ـب. رسـد  يم  در  miR-23aان  ي

 ـ بن يهـا  مار سلول يت يط  در  زوپروترنـول يا بـا    يمي مزانـش  يادي
 ـ بنيهـا  سه با سلول  ي در مقا  ۴۸ و   ۱۲ساعات    يمي مزانـش يادي

 ۵۷/۱±۰۶/۰ برابر و    ۱۳/۰±۰۶/۰ب  يبه ترت ) کنترل(نشده   ماريت
  ).۲نمودار (بود  برابر

  
   کرومولاريم ۱۰۰ زوپروترنوليمار با اي در طول تQuantitative Reverse Transcriptase PCR miR-23aج ينتا: ۲نمودار 

   رايدار يش معني افزا۴۸ط کنترل کاهش و در ساعت يسه با شراي، در مقازوپروترنوليامار با ي ت۱۲ در ساعاتmiR-23aان يب
  ).P<0/05(  نشان داد

  

  بحث 
ــا      ــت ينت ــه دس ــده از ا ج ب ــآم ــشان ن مطي ــه ن ــه الع  داد ک

 ـب شي باعـث افـزا  زوپروترنـول يا   ـ miR-886-3pان ي . شـود  يم
 ـا  يياثر القـا    نيهمچن  ـ بـر ب يک ـيآدرنرژ - ستي ـن آگوني   اني

miR-23a ـن  در . ديـده شـد  مـار،  ي پـس از ت ۴۸ز در سـاعت  ي
ون يزاس ـيلينـد موب يفرآ  بريستم عصبين، اثرات س يشيمطالعات پ 

HSC  ان  ي و بSDF-1ـ ايديک عامل کلينوان ع  به  نـد،  ين فرآي
 ـلوسك  . گرفته است   قرار ي مورد بررس  يفراوان به   درن بـار    ياول

 يلي نوتروف يها ميشد که در صورت نبود آنز      ي مدع ۲۰۰۴سال  
اسـتخوان، حرکـت    مغـز   هـا در  هـا و متالوپروتئـاز   مانند الاستاز 

HSC   ـا  همچنان ادامه خواهد داشت و به  شنهاد ي ـب پي ـن ترتي

 ـ ثانو يها سميکاندخالت م   را  يستم عـصب  ي ـخـصوص س   ه بـه  ي
 ـقـات ز ي تحقي نـه ين موضوع زميو ا )۳۷( مطرح کرد   در يادي

 ينيستم در خروج و لانه گزين سي پررنگ کردن نقش ايراستا
HSC منـدز   توسـط    ۲۰۰۸ کـه در سـال       يا در مطالعه . ديگرد
 در يط ـي خـون مح HSCمقـدار    که  ديگرد  شد، مشخص  انجام

 شي گـزارش داد کـه رهـا    يو. کنـد  ير م ـ ييطول شبانه روز تغ   
ــSDF-1ان يـــ و بHSC يا دوره  م ترشـــحات ي تحـــت تنظـ

 است و بـر  کي سمپاتيستم عصب يس از  ني نورآدرنال يروز شبانه
کـشت    مـار ين در اثـر ت يهمچن. باشد يم گذاراثر  SDF-1ان  يب

ان يب  ، مهار زوپروترنولياها با    ه موش يد اول يلوئيمغز استخوان م  
SDF-1ــه ــلول   را ب ــور برجــسته در س ــا ط ــترومايه  و يي اس
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 ـ  بــه شـده  زشيــ ريهـا  تـور يدار پروژن يش معنــين افـزا يهمچن
 يگـر بـر ادعـا    ي د يشـاهد  )۱۶( سوپرناتانت را مشاهده نمود   

 يا ون، مطالعهيزاسيلي و موبSDF-1ان ي بر ب  يستم عصب ير س يتاث
 ينوراپ به اثر مطالعه    نيا  در. رفتگ  انجام ۲۰۱۱بود که در سال     

ن ي نفـر  يق نـوراپ  يشد و با تزر     پرداخته SDF-1 يرو ن بر ينفر
نموده و نشان دادند    القاها آن را به ياسترس  طيها، شرا  به موش 
 ـدنبــال تزر کـه بـه   از مغــز  SDF-1ترشـح   ن،ينفــر يق نـوراپ ي

 افته و هم زمان از مقدار آنيش ي افزايطياستخوان به خون مح   
 حاضـر را    يهـا  افتـه ي )۱۴( شـود  يدر مغز استخوان کاسته م ـ    

 ـآگون  و يستم عصب يت س ي اهم ي  هيتوان بر پا   يم - يهـا  ستي
 .کـرد  ري تفس HSCون  يزاسيلي و موب  SDF-1ان  يب بر يکيآدرنرژ
شـد،    انجـام  ۲۰۱۰ کـه در سـال       يا گر، در مطالعـه   ي د ياز سو 
 يهـا   را در سـلول    SDF-1ان  يب miR-886-3pدادند که    نشان

 ـا. دهـد  يم  مغز استخوان انسان کاهش    يياستروما ن گـروه بـا    ي
شده از کشت     مشتق HS5 و   HS27a ي سلول ي   دو رده  يبررس

Primary     از  يان متفـاوت  ي مغز استخوان انسان که ب SDF-1 را 
 SDF-1ما ي مـستق miR-886-3pافتند کـه    يدادند، در  ينشان م 

 ـ ان و عملکرد آن   يد و ب  کن ي م يريگ را هدف   .دهـد  يرا کاهش م
 مغزاسـتخوان، در    CD146hi يي اسـتروما  يها سلولن،  يهمچن

و در مقابـل    SDF-1  از ييان بالا ي ب CD146loگروه    سه با يمقا
 ـکردنـد، کـه ا   يان م ـيرا ب miR-886-3p از يسطوح کمتر  ن ي

 ـ ا يم ـيتواند نشانگر اثر تنظ    يموضوع م   ـ بـر ب  miRNAن  ي ان ي
SDF-1 ــلو ــا لدر س ــد يه ــذکور باش ــ )۳۵(  م ن در يهمچن

بود،   انجام گرفته  ۲۰۰۸سال    در  نيش از ا  يگر که پ  ي د يا مطالعه
ــر ــاراث ــ نmiR-23a ي مه ــاهش ب ي ــر ک ــز ب در  SDF-1ان ي

MSC با توجه به    ديمغز استخوان، مشخص گرد    مشتق از    يها
 ـ آگونيلـب، احتمـال اثـر گـذار      ان مط يا  يک ـيآدرنرژ- ستي
 همطرح شد  miR-23aو   miR-886-3pان  ي بر ب  زوپروترنوليا

 بر  ي عصب يها ستين آگون يا ن فرض شد که احتمالا اثر     يو چن 
ماننـد  (م کننـده آن  يتنظ ـ يهاmiRNAق  ي از طر  ،SDF-1ان  يب

miR-886-3p   و miR-23a( و ممکن است رديگ ي، صورت م 

نـــد ي از عوامـــل مداخلـــه کننـــده در فرآmiRNAن دو يـــا
 مورد نظـر را  ي هيرضدست آمده ف   ج به ي نتا .ون باشند يزاسيليموب
، زوپروترنـول يا يري ساعت پس از به کـارگ      ۴۸د کردند و    ييتا
 ـافت کـه در ا    يش  ي مورد مطالعه، افزا   miRNAان هر دو    يب ن ي
 miR-23a. ، قابل توجه بود   miR-886-3pان  يش ب يفزاان، ا يم
مار نـشان داد،  ي پس از ت   ۴۸ساعت    که در  يشيز با وجود افزا   ين

 ـان داشت که ا  يب ، کاهش ۱۲در ساعت    تـوان بـا    يامـر را م ـ  ني
ر يتحت تـاث  ) SDF-1( هدف آن    mRNAان  ي ب يگذرا شيافزا
  مـرتبط  زوپروترنـول ياچون    هم يکيآدرنرژ - يها ستيآگون

 ـمطالعـه ب    نيا ج حاصله از  ي هرچند نتا  .نستدا  ييالقـا  انگر اثـر ي
 اسـت، بـا    ي مورد بررس ـ  miRNAان هردو   ي بر ب  زوپروترنوليا
 ـدر ا . ستي ـمـشخص ن  اثـر   ن  يا ي چگونگ ن حال يا نـه  ين زم ي

شـدن   فعـال   زوپروترنـول در  يا از جمله اثـر      ياحتمالات متنوع 
 ـببر توانند  يم که  يسي عوامل رونو  يبرخ  و miR-886-3pان ي

miR-23a يکيژنت يرات اپييانواع تغ  ا بروزيگذار باشند و    ري تاث 
 ـ ا يها ژن يمي تنظ ينواح بر  ـ،miRNAن دو   ي توانـد مطـرح    ي م

 يهـا  ازمنـد پـژوهش   ين مطلب خود ن   يروشن شدن ا     که گردد
  .است  يشتريب 

  
  يريگ جهينت

 را  miR-886-3P تـوان  يآمده م ـ  دست ج به يبا توجه به نتا        
 ـزگرفـت    ون در نظر  يزاسيليموب  در  ليمل دخ عوا  جز تحـت    راي
ش يزوپروترنـول دچـار افـزا     يا يونيزاسيليموب  ر عامل القاگر  يتاث
م يبا توجـه بـه نقـش شـناخته شـده آن در تنظ ـ          و  دهيگرد انيب

SDF-1 احتمـالا   مغـز اسـتخوان  يمي مزانشيادي بن يها سلول ،
 و هـد د کـاهش  مـذکور  يها در سلولرا  SDF-1ان يبتواند   يم
 ـ  بـه خـون    HSCونيزاس ـيليموب يموجـب القـا  ب ي ـن ترتيدب

ــ نmiR-886-3Pامکــان دارد  جــهيدر نت . شــوديطــيمح از ز ي
نـد دچـار   يفرآ ني ايو در طون باشد، يزاسيلي موب يياجراعوامل  

 دار ي معن ـ يش کم ول  ين، با توجه به افزا    يهمچن .شود انير ب ييتغ
miR-23a    ـمار، ا ي پس از ت   ۴۸ در ساعت   ـ را نmiRNAن ي ز ي
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  نـــديکننـــده در فرآ تـــوان از جملـــه عوامـــل مداخلـــه يمـــ
ــ تغو نظــر گرفــت درون يزاســيليموب    آن متعاقــب يانيــرات بيي

 ـ ب ي  کننـده  ميوانـد تنظ ـ  ت يم  زوپروترنوليا ريتاث    در SDF-1ان  ي
  .ند باشدين فرآي ايط
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Background and Objective: Mobilization of Hematopoietic Stem Cells (HSCs) for transplantation and the 

importance of -adrenergic signals in induction of this process have been well investigated. However, little is 

known about the role of -adrenergic signals in mobilization of HSCs and factors influenced by these 

signals. The Chemokine Stromal Derived Factor -1 (SDF-1) which is expressed by human bone marrow-

derived mesenchymal stem cells (hMSCs), has a key role in mobilization of HSCs. In addition, miR-886-3p 

and miR-23a can regulate the expression of SDF-1 in hMSCs. In this study, to investigate the role of miR-

886-3p and miR-23a in mobilization process, expression of both miRNAs was evaluated in hMSCs treated 

by Isoproterenol (a -adrenergic agonist). 

Materials and Methods: hMSCs were isolated from human bone marrow and cultured. Following 

flowcytometric analysis, the cells were treated with 100 M isoproterenol. Total RNA was extracted at 12 

and 48 hours post treatment, and also from untreated hMSCs as control. Then, miR-886-3p and miR-23a 

expression levels were quantified by quantitative Reverse Transcriptase PCR.  

Results: The expression level of miR-886-3p increased significantly at 12 and 48 hours post treatment 

(P<0.05). In addition, the expression level of miR-23a decreased at 12  hours post treatment and increased 

significantly at 48 hours post treatment (P<0.05). 

Conclusion: Isoproterenol induces miR-886-3p in hMSCs. MiR-23a is primarily decreased, and then 

increased due to treating with isoproterenol. So both miRNAs can contribute to mobilization process. 
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