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استاد محترم راهنما جنـاب آقـاي دكتـر     مهرداد نوروزي نيا، دكتر امير آتشي، دكتر يوسف مرتضوي و

، آقاي دكتر مهدي شكري و سـركار  لوژيدانشجويان مقطع ارشد و دكتري گروه هماتو سعيد كاوياني،

آقـاي دكتـر سـعيد     خانم دكتر ناهيد آزاد، آقايان دكتر مجيـد فرشدوسـتي و دكتـر شـعبان عليـزاده،     
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  :چكيده

اي قرمز منجر به دستيابي بشر به مفاهيم پايـه و مهمـي در   تكاملي گلبوله مطالعات انجام شده روي مكانيسمهاي تكويني و

تروئيد و هر رده ديگري، يتمايز اختصاصي به رده ار .شكل گيري بافتها شده است ارتباط با مكانيسمهاي عمومي تنظيم بيان ژن و

نسخه بـرداري ويـژه، عناصـر    شديداً وابسته به تنظيم در سطح بيان ژن و فاكتورهاي كنترلي خاص نظير سيتوكين ها، فاكتورهاي 

حيـاتي در    ميباشد كه گروهي از ايـن فاكتورهـاي   آپوپتوز و عناصر سيگنالينگ داخل سلول  كنترل كننده چرخه سلولي، تكثير،

حال آنكه يكي از مكانيسم هاي مهم مرتبط بـا  . p15INK4bو   vHL  ،RUNX-3  ،E Cadherin  ،p16INK4a :خونسازي عبارتند از

يم تمايز بافتي توسط فاكتورهاي نسخه برداري خاص رده و ديگر عناصر دخيل در اين پروسه ها، يك كلاس بزرگ از چگونگي تنظ

RNA  هاي كوچك غير كد كننده به نامMicro RNAs  مي باشد كه بيانmRNA  هاي كد كننده پروتئينهاي عملكردي را تنظيم

غيرقابل انكار در تنظيم تمايز بافتي مطرح شده است كه يكي از مكانيسم  امروزه نيز بحث اپي ژنتيك به عنوان يك اصل .مي كنند

هاي مهم در رابطه با آن، متيلاسيون پروموتور ژنها و فاكتورهاي نسخه برداري مي باشد كه در نهايـت منجـر بـه خـاموش شـدن      

ده و در آنهـا پـس از كشـت، وضـعيت     در اين مطالعه ابتدا سلولهاي بنيادي از خون بند نـاف جـدا ش ـ   .ژنهاي مورد نظر مي گردد

CD34، سلولهاي بنيادي miR-451سپس  با استفاده از  .شدمتيلاسيون در پروموتور ژنهاي مذكور بررسي 
بـه سـمت    جدا شـده،   +

مجددا بررسـي شـده و در شـرايط      وضعيت متيلاسيون روي پروموتور همان ژنها و در نهايت در آنها شدرده اريتروييد تمايز داده 

ضمنĤ جهت تاييـد اينكـه همـه     .با استفاده از ليپوفكتامين بوده است روش انتقال مير .گرفتل و بعد از تمايز مورد مقايسه قرار قب

و  EPOاين تغييرات را در شرايطي كه تمـايز در حضـور    وده،ب  miR-451تغييرات الگوي متيلاسيون بعد از تمايز، صرفĤ مربوط به 

داراي  P15براي هر كدام از ژنها، مشخص شد كـه    MSPپس از انجام  .يمصورت گرفته نيز مورد بررسي قرار داد miR-451بدون 

بـا هـر دو     متيلاسيون نسبي و بيان متوسط در مرحله قبل از تمايز سلولي بوده كه وضعيت متيلاسيون آن در مرحله بعد از تمايز

و در حضور  كاهش ،miR-451با  ، در مرحله بعد از تمايزP15ضمنا بيان ژن . ميباشد به همين منوالنيز   EPOو  miR-451عامل  

EPOژن ديگر يعني . ميابد ، افزايشP16 ،در  نيز قبل از تمايز، فاقد متيلاسيون و داراي بيان كامل است كه در مرحله بعد از تمايز

 ژنهـاي . با كاهش بيان مواجه ميگردد نيز miR-451 حضور  در و ميباشدداراي متيلاسيون نسبي  حضور هر دو نوع عامل تمايزي،

Ecad  وRunx3  در حضـور   از تمايز سـلولي  و بعد قبل حلاداراي متيلاسيون نسبي و بيان متوسط در مرنيزmiR  و اريتروپـويتين 

، Ecad، بيـان  نيـز   EPOو در حضـور   افـزايش ميابـد    miR-451در حضور  ضمنا بيان هر دو ژن، در مرحله بعد از تمايز. دنميباش

، فاقد متيلاسـيون  در حضور هر دو عامل تمايزي نيز قبل و بعد از تمايز vHLژن ديگر يعني . ، كاهش ميابدRunx3افزايش و بيان 

 .مواجه ميگردد بيان ، با افزايشmiR-451در حضور تنها  و داراي بيان كامل است كه از نظر ميزان بيان در مرحله بعد از تمايز
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  فهرست جداول

  PBS 1X ……………………………………  74 هيته يمواد لازم برا ريمقاد. 1- 2 جدول

  TE ……………....………………………… 75 هيته يمواد لازم برا ريمقاد. 2- 2 جدول

  TAE 50X  …………………..………………   75هيته يمواد لازم برا ريمقاد. 3- 2 جدول

  MSP …………  81مورد مطالعه در  يژن ها ياختصاص لهيمت ريو غ لهيمت يمرهايپرا يتوال. 4- 2جدول 

  82  ..……………………مورد مطالعه يژن ها يبرا Real Time-PCR يمرهايپرا يتوال. 5-2جدول 

  Master mix …………………..……………………………………. 104تهيه  .6-2جدول 

  111  …………..…………………با سايزهاي متفاوت در ژل آگارز DNAتفكيك قطعات  .7-2جدول 

  114  …...……..…………………همه ژنها يبرا M مريبا پرا MSP يواكنش ريمواد و مقاد. 8-2جدول 

  P15 …………………..………………  114ژن  يبرا M مريبا پرا MSP ييبرنامه دما. 9-2جدول 

  P16 …………………..………..……  114ژن  يبرا M مريبا پرا MSP ييبرنامه دما. 10-2جدول 

  Ecad …………………..……………  114ژن  يبرا M مريبا پرا MSP ييبرنامه دما. 11-2جدول 

  vHL …………………..……………  115ژن  يبرا M مريبا پرا MSP ييبرنامه دما. 12-2جدول 

  Runx3 …………………..……….…  115ژن  يبرا M مريبا پرا MSP ييبرنامه دما. 13-2جدول 

  115  ………..………………… همه ژنها يبرا U مريبا پرا MSP يواكنش ريمواد و مقاد. 14-2جدول 

  P15 ………………….....……………  116ژن  يبرا U مريبا پرا MSP ييبرنامه دما. 15-2جدول 

  P16 …………………..………………  116ژن  يبرا U مريبا پرا MSP ييبرنامه دما. 16-2جدول 

  Ecad …………………..……………  116ژن  يبرا U مريبا پرا MSP ييبرنامه دما. 17-2جدول 

  vHL …………………..…………….  116ژن  يبرا U مريبا پرا MSP ييبرنامه دما. 18-2جدول 

  Runx3 …………………..……..……  117ژن  يبرا U مريبا پرا MSP ييبرنامه دما. 19-2جدول 

  quantitative Real Time-PCR …………………......…  117 يواكنش ريمواد و مقاد. 20-2جدول 

  quantitative Real Time-PCR …………………..………..…  118 ييبرنامه دما. 21-2جدول 

  121  …....………… ونيلاسيآدن يجهت واكنش پل هيمخلوط اول هيته يمواد لازم برا ريمقاد. 22-2 جدول
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  miRNA cDNA …………..…  122واكنش سنتز يمخلوط كل هيته يمواد لازم برا ريمقاد. 23-2 جدول

  miR-451 …..  140با  زيمورد مطالعه، قبل و پس از تما يژنها ي، براReal-Time يعدد جينتا. 1-3جدول 

  146  .… نيتيتروپويبا ار زيمورد مطالعه، قبل و پس از تما يژنها ي، براReal-Time يعدد جينتا. 2-3جدول 

  153  ......……………زي، قبل و پس از تماmiR451 ي، براQ-PCR miRNA يعدد جينتا. 3-3جدول 

  Scramble…………………..…….…   153، در حضور Q-PCR miRNA يعدد جينتا. 4-3جدول 

اختصاصـي رده كـه در پيشسـازهاي غيـر متعهـد و متعهـد       مرور مختصر بر ژنهاي مشـترك و  . 1-4جدول 

  ………………………………………………..………………… خونساز بيان ميشوند
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  فهرست نمودارها

  miR451 ……..  140در حضور  زي، قبل و پس از تماReal-Time PCRحاصل از  CT ريمقاد. 1-3نمودار 

  miR451 ………………  141در حضور  زيژن، قبل و پس از تما انيشده ب ينرمالساز ريمقاد. 2-3 نمودار

  miR451(  …………  141در حضور (به قبل از آن  زيژن ، پس از تما انيشده ب برينسبت كال. 3-3 نمودار

  146  …… نيتيتروپويدر حضور ار زي، قبل و پس از تماReal-Time PCRحاصل از  CT ريمقاد. 4-3 نمودار

  147  ......………… نيتيتروپويدر حضور ار زيژن، قبل و پس از تما انيشده ب ينرمالساز ريمقاد. 5-3 نمودار

  148  ………… )نيتيتروپويدر حضور ار(به قبل از آن  زيژن ، پس از تما انيشده ب برينسبت كال. 6-3 نمودار

  154  …….… زيقبل و پس از تما ،miR-451 يبرا Q-PCR miRNAحاصل از  CT ريمقاد. 7-3 نمودار

  154  ..… زي، قبل و پس از تماScrambleدر حضور   Q-PCR miRNAحاصل از  CT ريمقاد. 8-3 نمودار

  155  ………………………… زي، قبل و پس از تماmiR451 انيشده ب ينرمالساز ريمقاد. 9-3 نمودار

  155 …..…زي، قبل و پس از تماScrambleدر حضور  miR-451 انيشده ب ينرمالساز ريمقاد. 10-3 نمودار

  156  ………………………به قبل از آن زي، پس از تماmiR451 انيشده ب برينسبت كال. 11-3 نمودار

  156  ……به قبل از آن زي، پس از تماScrambleدر حضور  miR-451 انيشده ب برينسبت كال. 12-3 نمودار
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 ها فهرست شكل

  5   ………………………………………………ياديبن يسلولها ياصل اتيخصوص. 1-1شكل 

  8  ……………………………………كيتيسلول هماتوپو كي زياز تما كيشمات ينما. 2-1 شكل

  11  ..………………………در انسان نيجن يريشكلگ يط ياز انواع خونساز كيشمات ينما. 3-1 شكل

  12  .…………………كيتيگلبول قرمز بالغ از سلولهاي بنيادي هماتوپو ديمراحل مختلف تول. 4-1 شكل

  13  .………………………………………مغز استخوان طيزمحياز ر كياتيميش يينما. 5-1 شكل

  14  ..…………………………يمختلف خون يسلوها ديدر تول ليدخ يسيرونو يفاكتورها. 6-1 شكل

  miRNA ………………………………………………………  30 وژنزيپروسه ب. 7-1 شكل

  miRNA …………………………………………………………. 31عملكرد . 8-1 شكل

  32  .……………………………………مختلف بدن يدر بافتها  miRNAانيب يالگو. 9-1 شكل

  35  .…………………………………خونساز يسلولها زيدر تما miRNA انيب يالگو. 10-1 شكل

  47  .…………………………كيژنت يمختلف اپ يسمهايمكان يبرا يستونيكد ه پوتزيه. 11-1 شكل

  58  ..……………………………………………………ونيلاسيمت يسمهايمكان. 12-1 شكل

  60  …………………………………ترانسفراز ليمت يمهايتوسط آنز لينحوه انتقال مت. 13-1 شكل

  MSP ……………………………………………………...  106از واكنش  ييشما. 1-2 شكل

  Real-Time ……………………………………………  109مختلف انجام  يروشها. 2-2 شكل

روز صفر كه از خون بند ناف جدا شده  يزيتما ريغ يسلولها ي،  بر روCD34ماركر  انيب زانيم. 1-3 شكل

  ..………………………………………………………………………………است

  

126  

كـه   زيروز هفـتم تمـا   يسـلولها  ي، بر روCD71(Transferrin receptor(ماركر  انيب زانيم. 2-3 شكل

  .………………………………………………باشديم miR-451در حضور  زيمربوط به تما

  

127  

كـه   زيروز هفـتم تمـا   يسـلولها  ي، بر روCD71(Transferrin receptor( ماركر انيب زانيم. 3-3 شكل

  ………………………………………………باشديم نيتيتروپويدر حضور ار زيمربوط به تما

  

128  

  miR451 …………………………………………  129با  زيپس از تما PCR جهينت. 4-3 شكل
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  EPO ……………………………………………..  130با  زيپس از تما PCR جهينت. 5-3 شكل

 يژنهـا  يمختلـف بـرا   يدماهـا . يزيرتمـا يغ يمورد مطالعه در سلولها يژنها يبرا MSP جينتا. 6-3 شكل

  ...…………………………………………………شده است نيتام انيمتفاوت بصورت گراد

  

131  

.  miR451بـا   زيروز هفـت پـس از تمـا    يدر سـلولها  P16و  P15 يژنهـا  يبرا MSP جينتا. 7-3 شكل

  .…………………………شده است نيتام انيمتفاوت بصورت گراد يحالتها يمختلف برا يدماها

  

132  

 يدماهـا . miR451بـا   زيروز هفـت پـس از تمـا    يدر سـلولها  Runx3ژن  يبرا MSP جينتا. 8-3 شكل

  …………………………………شده است نيتام انيمتفاوت بصورت گراد يحالتها يمختلف برا

  

133  

مختلف  يدماها. miR451با  زيروز هفت پس از تما يدر سلولها Ecadژن  يبرا MSP جينتا. 9-3 شكل

  .………………………………………شده است نيتام انيمتفاوت بصورت گراد يحالتها يبرا

  

134  

 يدماهـا . miR451بـا   زيروز هفـت پـس از تمـا    يدر سـلولها  vHLژن  يبـرا  MSP جينتا. 10-3 شكل

  …………………………………شده است نيتام انيمتفاوت بصورت گراد يحالتها يمختلف برا

  

134  

. EPOبا  زيروز هفت پس از تما يموردنظر در سلولها يژنها لهيمت تيوضع يبرا MSP جينتا. 11-3 شكل

  .…………………………شده است نيتام انيمتفاوت بصورت گراد يحالتها يمختلف برا يدماها

  

135  

. EPOبا  زيروز هفت پس از تما يموردنظر در سلولها يژنها لهيمت تيوضع يبرا MSP جينتا. 12-3 شكل

  .…………………………شده است نيتام انيمتفاوت بصورت گراد يحالتها يمختلف برا يدماها

  

136  

 يدماها. EPOروز هفت با واسطه  يزيتما يمورد مطالعه در سلولها يژنها يبرا MSP جينتا. 13-3 شكل

  …………………………………گذاشته شده است انيمتفاوت بصورت گراد يژنها يمختلف برا

  

136  

، قبـل و پـس از   Real-Timeمـورد مطالعـه در    يژنهـا  يبرا Amplification Plot جينتا. 14-3 شكل

 .…………………………………………………………… miR-451در حضور  زيتما

  

138  

در  زي، قبل و پس از تمـا Real-Timeمورد مطالعه در  يژنها يبرا Melting Curve جينتا. 15-3 شكل

  …………………………………………………………………… miR-451حضور 

  

139  

، قبل و Real-Timeمورد مطالعه در  يگروه اول از ژنها يبرا Amplification Plot جينتا. 16-3 شكل

  .………………………………………………………نيتيتروپويدر حضور ار زيپس از تما

  

142  


