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Abstract 
Objective: Cardiac cell differentiation with the help of miRNAs has recently opened a 
promising window for the restoration of myocardial infarction. Independent miR-1-2/133a-1 
and miR-206/133b clusters are known to be expressed in cardiac and skeletal muscles, 
respectively. miR-133b differs from miR-133a by only one nucleotide. The sequence 
similarity of these two miRNAs suggests that they target the same pathways and similar 
mRNA targets. The present study seeks to determine if miR-133b is expressed during the 
cardiac cell differentiation and if its expression is in reverse correlation with the SRF and 
CCND2 (as potential target genes) expression patterns. 
Methods: Human cardiac progenitor cells were prepared from Royan Stem Cell Bank 
(RSCB) and differentiated into cardiomyocytes. To initiate differentiation, cells were 
treated with 5-azacytidine as a demethylation factor. Then, ascorbic acid and TGFB1 
were added every other day and twice per week, respectively. Differentiation into 
cardiomyocytes was confirmed by immunocytochemistry (ICC), flow cytometry and real-
time PCR for some of the cardiac marker genes. The expression profiles of hsa-miR-133b 
and two of its potential target genes were also analyzed during the cardiac differentiation. 
Results: Three weeks after the first differentiation induction, expression level of hsa-miR-
133b was approximately five times higher than early stage expression (p<0.05). During 
this process, the expression profile of SRF target gene was inversely correlated with hsa-
miR-133b expression. 
Conclusion: It is known that SRF is critically involved in the cell cycle. Considering 
increased miR-133b and decreased SRF expression levels during the late stages of heart 
cell differentiation, here we speculate that elevated expression of miR-133b blocks SRF 
expression and decreases cardiomyocytes proliferation in order to induce differentiation 
with direct targeting of SRF. Taken together, our data suggest that miR-133b along with 
miR-133a may be involved in cardiomyocytes differentiation. 
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 وي قلب ساز شيپي ها سلول زيتما روندي ط hsa-miR-133b انيبي الگو
 عامل پاسخ سرم ژن انيب بر آني مهار ريثأت

 5يمانيسل مسعود ،4ينيحس ديسع، 3زاده يصادق ديمج ،*2يسلطان محمد بهرام ،1يطوسي اختراع سمانه

  رانيا تهران، مدرس، تيربت دانشگاه ،يستيز علوم دانشكده ك،يژنت گروه ،يتخصصي دكتري دانشجو -1
  رانيا تهران، مدرس، تيترب دانشگاه ،يستيز علوم دانشكده ك،يژنت گروه ار،ياستاد -2
  رانيا تهران، مدرس، تيترب دانشگاه ،يستيز علوم دانشكده ك،يژنت گروه استاد، -3
  رانيا تهران، ران،تهي پزشك علوم دانشگاه ،ييرجا ديشه مارستانيب قلب، چهيدر قاتيتحق مركز ار،يدانش -4
  رانيا تهران، مدرس، تيترب دانشگاه ،يپزشك علوم دانشكده ،يهماتولوژ گروه ار،يدانش -5

  
  ژنتيكي، گروه گاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستدانش ،1411713116 تهران، كدپستي  ايران،: آدرس نويسنده مسئول*
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  29/02/92 :پذيرش مقاله  17/11/91 :دريافت مقاله
  چكيده

هـا، دريچـه جديـدي را بـراي تـرميم انفـاركتوس قلبـي گـشوده          RNAهاي بنيادي قلب با كمك ميكرو    تمايز سلول  :هدف
بــه ترتيــب در هــا هــستند كــه  RNA دو خوشــه مجــزا از خــانواده ميكــروmiR-206/133b و miR-1-2/133a-1.اســت
 تنها در يك نوكلئوتيد اخـتلاف دارنـد، احتمـالاً           miR-133a و   miR-133bچون  . شود هاي قلبي و اسكلتي بيان مي      ماهيچه

 در  miR-133bهدف تحقيق حاضر، بررسـي بيـان احتمـالي          . دهند  هاي يكساني را مورد هدف قرار مي       mRNAمسيرها و 
 . هاي قلبي است تمالي آن بر دو ژن هدف دخيل در تمايزسلولهاي در حال تمايز قلبي و نيز تأثير اح سلول

تهيه و ابتدا با عامل دمتيلاسـيون  ) RSCB(هاي بنيادي قلب انسان از بانك سلولي پژوهشكده رويان   سلول :ها مواد و روش  
)5- azacytidine ( با پروتئين به مدت سه روز تيمار و سپس يك روز در ميان با اسيد آسكوربيك و دو بار در هفتهTGF-

β1و فلوسـيتومتري  ايمنوسيتوشـيمي،  هاي  در هفته چهارم، روشدر نهايت .  تيمار شدندReal-Time PCR   بـراي برخـي 
 و نيـز  hsa-miR-133bسپس الگوي بياني . تأييد نمودرا هاي قلبي  هاي بنيادي به سلول    عوامل رونويسي قلبي، تمايز سلول    

ها  طي مراحل تمايزي اين سلول    ) هاي كنترل كننده چرخه سلولي     از ژن  (CCND2و  ) SRF(دو ژن هدف عامل پاسخ سرم       
  .بررسي شد

 حـدود پـنج برابـر سـطح آن در هفتـه اول بـود       hsa-miR-133bسه هفته پس از شروع رونـد تمـايز، سـطح بيـان         : نتايج
)05/0P< .(               ر هفتـه اول و سـوم نـشان داد          برعكس و طبق انتظار، بيان ژن عامل پاسخ سرم به ترتيب افزايش و كاهش را د
)05/0P<.(  

 افزايش و سطح رونوشت ژن عامـل  hsa-miR-133bكه در هفته سوم روند تمايزي، سطح بيان           با توجه به اين    :گيري نتيجه
 miR-133bجا كه عامل پاسخ سرم در تكثير سـلولي دخيـل اسـت، افـزايش سـطح                   كاهش يافته است، و از آن      پاسخ سرم 

-hsaكند كه    در نهايت نتايج پيشنهاد مي    . شود ساز قلبي و تمايز ماهيچة قلبي      هاي پيش  كنترل چرخه سلول  تواند منجر به     مي

miR-133b به همراه hsa-miR-133aهاي قلبي دخيل باشد تواند در تمايز سلول  مي.  
  

  hsa-miR-133b، هاي ماهيچه قلبي سلولهاي مولد قلبي، تمايز،   سلول:واژگان كليد
  

  
  

 9-1: ، صفحات1392، بهار 1، شماره16، دوره  زيستيآسيب شناسي:مجله علوم پزشكي مدرس
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 hsa-mir133bبيان 
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 همقدم
  Acute Myocardial(انفـــاركتوس حـــاد ميوكـــارديوم 

Infarction: AMI(     عامل اصـلي مـرگ و بيمـاري در جهـان ،
تا چندي پيش تصور بر اين بود كه قلب يـك انـدام             ]. 1[است  

كاملاً تمايز يافته است و قابليت تجديـد درونـي بـسيار انـدكي              
ــلول . دارد ــدن سـ ــدا شـ  ــ پيـ ــاي مولـ ــيتهـ  د كارديوميوسـ

)Cardiomyocyte ( در قلــب، ايــن بــاور را ايجــاد كــرده كــه
بنـابراين گـسترش و     ]. 2[پـذير اسـت      احتمالاً قلب نيز تجديـد    

هاي درماني نوين در درمان      ها براي ايجاد روش    تمايز اين سلول  
 ،+c-kitسلول مولد قلبـي  ]. 3[هاي قلبي ضروري است  بيماري

اولـــين ســـلول بنيـــادي قلبـــي گـــزارش شـــده اســـت كـــه 
    درون بـدني   هـاي تمـايز يافتـه از آن در محـيط           تكارديوميوسي

)In vivo(در هاي موجـود  ، از لحاظ فنوتيپي با كارديوميوسيت 
ايـن رده سـلولي بنيـادي،       . قلب بالغ غيـر قابـل تفكيـك اسـت         

هـاي ماهيچـه صـاف و        بوده و توانايي تمايز به سـلول      چندتوان  
 لد قلبـي هاي مو زماني كه سلول]. 4[اندوتليال قلبي را نيز دارد 

مبـتلا بـه انفـاركتوس تزريـق شـدند،       اي قلـب  به منطقة حاشيه
ــلول    ــلي س ــه رده اص ــه س ــايز ب ــا تم ــستند ب ــب  توان ــاي قل ه

، عملكـرد   )دوتليوم و ماهيچه صـاف عـروق      كارديوميوسيت، ان (
هايي در مورد    با وجود چنين گزارش   ]. 1[قلب را بهبود بخشند     

درونـي قابـل    توانايي ايـن رده سـلولي مولـد قلبـي، بازسـازي             
ــه ــال    ملاحظ ــاركتوس ميوكاردي ــد از انف   Myocardial(اي بع

Infarction (  هاي  از اين رو، احتمالاً سلول    . خورد به چشم نمي
اي نبوده يـا در پاسـخ     رشد منطقهعواملگوي  پاسخ بنيادي قلبي

ــستند   ــه مهــاجرت و تمــايز ني ــادر ب ــه انفــاركتوس، ق  ].6، 5[ب
 :MicroRNA(ها  RNAميكرودهد كه    مطالعات اخير نشان مي   

miRNA (بـه صـورت پـس       هاي هدفشان را   توانند بيان ژن   مي
تنظيم نمايند كه بـسياري     ) Post-Transcriptional(اي   ترجمه

در مـورد  ]. 7[كنـد   ها در تكوين قلب نقـش ايفـا مـي    از اين ژن  
ــش  ــه hsa-miR-133bنق ــوين ماهيچ ــكلتي    در تك ــاي اس ه
ر پــژوهش حاضــر بــراي د]. 9، 8[هــايي وجــود دارد  گــزارش

 در مسير تمـايز     hsa-miR-133bنخستين بار، نقش و عملكرد      

  .رسي شده استبه كارديوميوسيت برهاي مولد قلبي  سلول
  

  ها مواد و روش
  هاي مولد قلبي كشت و تمايز سلول

  Cardiac Progenitor(هاي مولد قلبـي انـسان    ابتدا سلول
Cells(   رويان هاي بنيادي پژوهشكده  از بانك سلول )RSCB (  تهيـه

كارديوميوسـيت، طبـق    هاي مولد قلبي به منظور تمايز بـه          سلول. شد
تحــت ] Nature Protocols] 10روش ارايــه شــده در مجلــه 

 10-4(، اسـيد آسـكوربيك      )رمـولا   ميلي aza) 5-5تمايزي با   تيمار  
) Transforming Growth Factor Beta (TGF-ß1 و )مـولار 

رده سلولي ميوسـيت قلبـي      . قرار گرفتند )  رليت  نانوگرم در ميلي   1(
به عنـوان نمونـه   ) Human Cardiac myocyte: HCM(انسان 
همچنين در حين تمايز،    . انتخاب شد ) ميوسيت تمايز يافته  (كنترل  

 مجهـز بـه     Olympus فـاز كنتراسـت   با استفاده از ميكروسكوپ     
هـاي در   برداري، تصاويري از تغيير ظـاهري سـلول        دوربين عكس 

  ).1شكل (ل تمايز گرفته شد حا
  

  ايمنوسيتوشيمي و فلوسيتومتري
ــون ايمنوسيتوشــيمي    ــي، آزم ــايز قلب ــد تم ــه منظــور تأيي ب

)Immunocytochemistry: ICC(   بـادي    بـا اسـتفاده از آنتـي
يكــي از اعــضاي ســاختار   ( قلبــي TrnIعليــه اختــصاصي 

هـاي   روي سـلول  )  يافتـه  كارديوميوسيت تمايز ساركومريك در   
هـاي   ار تمايزي در هفته چهارم و همچنين روي سلول  تحت تيم 

براي اين  . ]10[مولد قلبي تمايز نيافته به عنوان شاهد انجام شد          
 درصد  4آلدهيد   ها با استفاده از پارافرم     منظور در ابتدا اين سلول    

)  درصـد  100X )4/0تثبيت شده و با استفاده از محلول تريتون         
 درصـد بـراي مـدت       2گاوي  پذير و سپس با آلبومين سرم        نفوذ
بادي اوليـه    ها با آنتي   سپس اين سلول  .  دقيقه تيمار شدند   15-30

)TrnI ،HyTest Ltdدرجـه  4 يك شـب در  به مدت) ، فنلاند 
ها با آلبومين     روز بعد سلول   .قرار گرفتند گراد تحت تيمار     سانتي

بـادي ثانويـه     سرم گاو تيمار شده و سپس با محلول حاوي آنتي         
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)Anti-mouse IgG ،RAY Biotechتهيـه شـده در   )، آمريكا 
ــا مــاده     FITC) Fluoresceinميزبــان بــز و نــشان دار شــده ب

Isothiocyanate(    ساعت در تاريكي تحـت تيمـار        2 به مدت 
ــد ــرار گرفتن ــگ . ق ــين رن -DAPI) 4',6-diamidino-2همچن

phenylindole (  پـس  . آميزي هسته استفاده شـد     به منظور رنگ
ــگ ــزي اي از رن ــا،  ســلولمنوسيتوشــيمياييآمي ــا اســتفاده از ه  ب

مجهز ) NikonEclipse TE2000-U(ميكروسكوپ فلورسنت 
 )Nikondigital DXM 1200 camera(برداري  به دوربين عكس

 IgG1بـادي    همچنين آنتـي  ). 2شكل  (برداري انجام شد     تصوير
بـادي ايزوتايـپ     به عنوان آنتـي   ) ا، آمريك eBioscience(موشي  

بـادي ثانويـه بـه       ها با آنتي   به علاوه؛ تيمار سلول   .  شد كار برده  به
 .تنهايي به عنوان كنترل منفي انجام شد

به منظور تعيين كمي تمايز به كارديوميوسيت، آزمون فلوسيتومتري         
)Flow-cytometry(  هـا بـراي     سازي سـلول   براي آماده . انجام شد

درصـد   4ها تريپسينه و سپس با محلـول         فلوسيتومتري، ابتدا سلول  
 دقيقـه تثبيـت     15 به مـدت     )Paraformaldehyde (پارافرمالدئيد

 نفوذ پذير ) درصد100X) 4/0از محلول تريتون  شدند و با استفاده     
بـادي    شستشو داده شده و بـا آنتـي     PBSها با محلول     سلول. ندشد

گـراد    درجـه سـانتي  4 ساعت در 1 به مدت   TrnIاوليه اختصاصي   
و شـده و بـه      ش شست ـ PBS با محلـول     ها سپس سلول . تيمار شدند 

 تيمـار   FITCدار شـده بـا       بادي ثانويه نـشان     دقيقه با آنتي   40مدت  
 فلورسنت توسـط دسـتگاه       )Signals(هاي   پيامشدند و در نهايت     

بـه  .  تعيـين كمـي شـد   )، آمريكـا BD Biosciences(فلوسيتومتر 
 بـادي  آنتـي  قلبـي،    TrnIهاي بيان كننـده      منظور تعيين تعداد سلول   

IgG1 )eBioscience بادي ايزوتايپ براي    به عنوان آنتي   )، آمريكا
  . انتخاب شد)Negative Gate(تنظيم دروازه منفي 

  
 براي برخي از نشانگرهاي Real-Time PCRآزمون 

  hsa-miR-133bقلبي و 
هاي   كل از سلول   RNAبه منظور بررسي مراحل تمايز قلبي،       
وم پس از شروع تمايز با      در حال تمايز در هفته نخست، دوم و س        

، Trizol Reagent) (Invitrogen(اسـتفاده از محلـول ترايـزول    

نيافتـه مولـد   هاي تمـايز   در اين راستا سلول. استخراج شد ) آمريكا
 روز ،human Cardiac Progenitor Cells: hCPCs(قلبــي 
ــه مرجــع  ) صــفر ــوان نمون ــه عن  Real Time-PCR) Realب

Time- Polymerase Chain Reaction ( در نظر گرفته شـد .
 تهيـه شـده از بانـك سـلولي          هاي ميوسيت قلبي   همچنين سلول 

پاستور نيز به عنوان نمونه كنترل تمايز يافته قلبي براي استخراج           
RNA  يك ميكروگرم از هـر نمونـه        .  انتخاب شدRNA   تيمـار 

ــا  ــده ب ــنDNase I )TAKARAش ــسي ) ، ژاپ ــراي رونوي ب
و آغــازگر ) ، آمريكــاRevertAidTM) Fermentasمعكــوس بــا 

)Primer (Oligo dT ــد ــتفاده ش ــاي  هم.  اس ــين آغازگره چن
 SRFنشانگر قلبـي و دو ژن هـدف         هاي   اختصاصي برخي از ژن   

)Serum Response Factor( و CCND2)   انتخاب شده بـراي
miR-133b ( افـزار   نـرم با استفاده ازPrimer 3.0   طراحـي و بـا 
تمـامي  ). 1جـدول   (يه و تحليل شـد       تجز IDTافزار   استفاده از نرم  

استفاده از مخلوط اصلي واكنش  با Real-Time PCRهاي  واكنش
PCR ــاوي ــتگاه )SYBR® Green) TAKARA حـ  و دسـ

Applied Biosystems 7500 مراحـل دمـايي و    .گرفـت  انجام
  گـراد بـه مـدت       سـانتي   درجـه  95: زماني واكنش به اين شرح بود     

 درجـه   95( تكثيري    چرخه 40كه با    ثانيه براي واسرشت اوليه      30
 درجــه 51در  ثانيــه، اتــصال آغــازگر 5گــراد بــه مــدت  ســانتي
گـراد    سـانتي   درجه 72 ثانيه و گسترش در      10گراد به مدت     سانتي

 Real-Timeهـاي   تمامي واكنش. شد دنبال مي)  ثانيه30به مدت 

PCR   هاي فاقد الگو و كنتـرل رونويـسي نـشده            به همراه كنترل
دو تكرار زيستي و دو تكرار      (هاي آماري چهار بار      سيبراي برر 
  Hypoxanthine (HPRT1همچنـين ژن    . تكرار شد ) تكنيكي

Phosphoribosyltransferase (        به عنـوان ژن كنتـرل داخلـي
هـاي   كارآمـدي واكـنش   . ها انتخاب شـد     داده سازي همگنبراي  
PCRافزار   براي هر جفت آغازگر با نرمLinRegPCR (12.x) 
 بـراي   7500افزار   هاي خام به دست آمده از نرم       سبه شد و داده   محا

به منظور بررسـي  . وارد شد DataAssist v3.0افزار  بررسي به نرم
  نانوگرم 20طي مراحل تمايز قلبي،      hsa-miR-133bالگوي بياني   

 بـراي تهيـه رونوشـت    DNase I كل تيمـار شـده بـا    RNAاز 
اسـتفاده  ) ماركدان (Exiqon شركت   cDNAتوسط كيت سنتز    
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 افزوده شده   miRNA به   Aدر اين روش ابتدا يك دم پلي        . شد
و سپس از روي اين قطعه با كمك يك آغازگر كه داراي بخش             

در ) Universal tag( و دنبالــه عمــومي 3′ در ســمت Tپلــي 
بـراي انجـام واكـنش      .  سنتز شـد   cDNA است، قطعه    5′سمت  

ررسي، از  مورد بmiRNA براي Real-Time PCRاختصاصي 
، LNA) Locked Nucleic Acid) (Exiqonآغازگرهــاي 

 RNU48ها از ژن      داده سازي همگنبراي  . تفاده شد اس) دانمارك
بـراي   Real-Time PCRشرايط دمايي و زماني ]. 7[استفاده شد 

hsa-miR-133b    گراد به مدت     درجه سانتي  95:  به اين شرح بود
 95(چرخـه تكثيـري      40 براي واسرشت اوليه كـه بـا          دقيقه 10

 ثانيه، اتـصال آغـازگر و گـسترش    10گراد به مدت   درجه سانتي 
  . شد دنبال مي)  دقيقه1گراد به مدت   درجه سانتي60در 

  
 يافتـه  زيتمـا  كنترل نمونه عنوان به انساني قلب تيوسيمي ها سلول در ها ژن نيا انيب رييتغ مرتبه و Real-time PCR واكنش در استفاده موردي رهاآغازگي توال 1 جدول

  يقلب مولدي ها سلول با اسيق در
  

 )Reverse( برگشتي رآغازگ )Forward( جلويي رآغازگ  ژن
  واكنش محصول اندازه

  رييتغ مرتبه  )جفت باز(

Mef2c 5′-CTGGTGTAACACATCGACCTC -3′ 5′-GATTGCCATACCCGTTCCCT-3′ 105 17/0 ± 56/2  
GATA4 5′- CAGCAACTCCAGCAACG-3′ 5′- ATCGCACTGACTGAGAACG-3′ 126 07/0 ± 13/0  
Cnx43 5′-AGCTGCTGGACATGAATTAC-3′ 5′-CTAGATCTCCAGGTCATCAG-3′ 109 05/0 ± 22/0  
HPRT1 5′-CCTGGCGTCGTGATTAGTG-3′ 5′-TCAGTCCTGTCCATAATTAGTCC-3′ 125 1  

  
  ها تحليل بيوانفورماتيك و آماري داده

به دست آمده از بررسـي  ) Fold Change(ميانگين مرتبه تغيير 
هـاي هـدفش      و همچنـين ژن    miR-133b قلبي،   هاي ژنسطح بيان   

±SDEV) Standard Deviation :آزمـون از طريق ) انحراف معيار 
 :One- way Analysis of Variance(يـك طرفـه   آناليز واريانس 

ANOVA(   در SPSS   مورد تجزيه و تحليل آماري قـرار        16 نسخه 
  . تعريف شد05/0ها كمتر از  ي تفاوتدار سطح معني. گرفت
  

  نتايج
هــاي  شــواهد متعــدد بيــانگر موفقيــت رونــد تمــايز ســلول

در حـين   ) 1هـاي تمـايز يافتـه اسـت؛          ساز قلبي به سـلول     پيش
هاي مولد قلبـي از ظـاهر شـبيه بـه            مراحل تمايزي قلبي، سلول   

به ظاهري شـبيه بـه      ) دوكي شكل ) (Fibroblast(فيبروبلاست  
ند شاخه كارديوميوسيت تغيير     هاي چ  )Syncytium(سنسيتيوم  

  ).1شكل (شكل دادند 

                      
  

 چنـد ي  هـا  وميسنـست  هيشـب ي  ظـاهر  با چهارم هفته دري  زيتما ماريت تحتي  ها سلول) ب (بروبلاست،يف هيشبي  ظاهر باي  قلب مولد افتهين زيتماي  ها سلول) الف (1 شكل
  )×100 :ييبزرگنما (شاخه
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هـاي مولـد قلبـي بـدون تيمـار            عدم مشاهده رنگ سبز در سيتوپلاسم سلول       )الف( يافته، زيتما تيوسيوميكارد دري  قلب TrnIي  براي  تومتريفلوس و ICC آزمون 2 شكل
ي زيتما ماريت تحتي  ها سلول دري  قلب TrnIي  سلول درون نيپروتئ انيب) ب (بود افتهين زيتماي  اه سلول دري  قلب TrnIتمايزي، نشان دهنده عدم بيان قابل توجه پروتئين         

 Anti-mouse IgG, RAY (هي ـثانوي بـاد  يآنت ـ و )TrnI, Hy Test Ltd( موش زبانيم در شده هيته و بوده )Monoclonal (نوكلونالومبادي اوليه  آنتي. چهارم هفته در
Biotech( ماده با شده دار نشان و بز بانزيم در شده هيته FITC) رنگ سبز (با ها هسته. بود DAPI) درصـد  قي ـتفر باي  تومتريفلوس جينتا) د. (شدي  زيآم رنگ) رنگي  آب 

ي هـا  سـلول  درصد 30 حدود در كه داد نشان ،TrnIي  باد يآنت به متصلي  ها سلول از بودند متصل IgG1 پيزوتاياي  باد يآنت به كهي  منف دروازه از كرده عبوري  ها سلول
  ).ج (ندبود +TrnI زيني زيتما ماريت بدوني ها سلول از درصد 4 حدود در تنها نيهمچن. اند يافته زيتما تيوسيوميكارد به و ندبود مثبت TrnIي براي زيتما ماريت تحت

  
 را در   TrnI حضور پـروتئين     ICCآزمون سيتوشيميايي   ) 2

در هفته چهارم تمايز    هاي تحت تيمار تمايزي      سيتوپلاسم سلول 
همچنين نتايج حاصل از فلوسـيتومتري      ).  ب 2شكل  (نشان داد   

هاي تحـت تيمـار تمـايزي         درصد سلول  30نشان داد كه حدود     
  ). د2 شكل(به كارديوميوسيت تمايز يافتند 

ساز قلبي،   هاي پيش  براي تأييد مولكولي روند تمايز سلول     ) 3
سلول تمايز يافتـه قلبـي   بيان چند ژن كه نشانگرهاي شناخته شده  

ساز به سـلول     هاي پيش  طي روند تمايز سلول   . هستند بررسي شد  
دار و سـپس     كاهش معنـي    ابتدا GATA4مشابه قلبي، سطح بيان     

). >05/0P،  3شكل  (ام تمايز، افزايش بيان را نشان داد         21در روز   
ام  21 در روز    Mef2Cداري درمـورد     همچنين افزايش بيان معنـي    

، افـزايش   Cnx43در مـورد ژن     ). >05/0P،  3شكل  (مشاهده شد   
). >05/0P،  3شـكل   (بيان در هفته دوم تيمار تمايزي مشاهده شد         

هـاي مـورد بررسـي در هفتـه سـوم            مقدار مرتبه تغييـر بـراي ژن      
هـاي ميوسـيت قلبـي     تمايزي با مقادير به دست آمده براي سـلول   

  ).1جدول (قابل مقايسه است ) كنترل تمايزي(
  

  
  

 GATA4 اني ـب سـطح . Cnx43 و GATA4، Mef2Cي  انيب ليپروفا 3 شكل
 داد نـشان  را اني ـب شيافـزا  ز،يتما سوم هفته در سپس و دار يمعن كاهش ابتدا

)05/0P<.( مورد در راي  دار يمعن انيب شيافزا جينتا Mef2C و سوم هفته در 
Cnx43 05/0( دهد يم نشان دوم هفته درP<.( hCSCs ي هـا  سـلول  انگرينما

  .استي زيتما ماريت بدوني قلب ولدم

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

1-
31

 ]
 

                               6 / 9

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-5340-en.html


 hsa-mir133bبيان 
  

  

7  Modares Journal of Medical Sciences: Pathobiology, 16(1), Spring 2013 7 

 در هفتـه نخـست و در هفتـه          hsa-miR-133bسطح بيان   
 به ترتيب كاهش و افزايش      aza-5سوم پس از نخستين تيمار با       

 به عنوان يك    SRFاز طرفي الگوي بياني ژن      ). >05/0P(يافت  
 به ترتيب افزايش   hsa-miR-133aژن هدف شناخته شده براي      

شـكل  (هفته نخست و هفته سوم نـشان داد  و كاهش بيان را در    
4  ،05/0P<( با توجه به اخـتلاف تنهـا يـك           اين الگوي بيان    كه 

 قابل انتظار   hsa-miR-133b و   hsa-miR-133aنوكلئوتيد بين   
 حداكثر CCND2 سطح بيان ژن هدف     SRFبر خلاف ژن    . بود

  ).>05/0P، 4شكل (افزايش را در هفته سوم نشان داد 
  

  
  

ــكل ــپروفا 4 ش ــب لي ــزا. CCND2 و hsa-miR-133b، SRFي اني ــب شياف    اني
miR-133b انيب كاهش و SRF) 05/0 (21 روز در )هـدفش  مورد ژنP< ( اثـر 

 هي ـاول شيافـزا ي  طرف ـ از. سـازد  يم محتمل SRFي  رو بر را miR-133bي  مهار
SRF ـ موجب چهارم، روز در   miR-133b بـر  SRFي  شي ـافزا اثـر  فـرض  شيپ

  .استي زيتما ماريت بدوني قلب مولدي ها سلول انگرينما  صفرروز. شود يم
  

  
  

 SRF ژن همكـنش  بر دادن نشان منظور به شده هياراي  شنهاديپ مدل 5 شكل
 شـده  شـناخته  miR-133b پروموتر بر SRF شيافزا اثر. hsa-miR-133b و

 هـاي  شيآزمـا  بـا  كـه  است miR-133a هدف ژن SRF نيهمچن .]17[ است
 در تنهـا  miR-133b و miR-133aي  طرف ـ از. ]17[ اسـت  شده دييأتي  تجرب
 كـه  شـد  متـصور  توان يم رو نيا از. دارند تفاوت 3′ي  انتها در دينوكلئوت يك

SRF هدف ژن زين miR-133b مـدل  ني ـا طبـق . باشد miR-133b يـك  در 
  .دينما مهار را SRF اثر تواند يمي منف بازخورد چرخه

قعي و الگـوي     در زمان وا   PCRبا توجه به نتايج حاصل از       
توان يك مدل پيشنهادي در مورد        مي miR-133b و   SRFبياني  

 و  SRFاحتمال وجـود يـك چرخـه بـازخوردي منفـي مـابين              
miR-133b 5شكل ( ارائه داد.(  

  

 بحث
با بررسي الگوي بيان نـشانگرهاي قلبـي، افـزايش بيـان ژن        

Cnx43)   يكي از اعضاي اتـصالات سـلولي :Gap Junctiom (
هم نشان داد كه تمايز از حـدود هفتـه دوم آغـاز             در روز چهارد  

هاي عملكردي قلـب     بيان اين ژن در ايجاد سنستيوم     . شده است 
، مــؤثر هاسـت  كارديوميوســيتهــاي بـارز   كـه يكــي از ويژگـي  

ها از ظاهري فيبروبلاسـتي بـه        تغيير شكل سلول  . ]18 [باشد مي
 و  Cnx43هاي چند شاخه سنستيومي، افـزايش بيـان ژن           سلول

همچنين حضور پـروتئين    . كند نتيجه فرايند تمايز را تأييد مي     در  
TrnI     هـاي تمـايز قلـب اسـت، تمـايز            قلبي كه يكي از نشانگر
  .ييد نمودكارديوميوسيت تأهاي مولد قلبي را به  سلول

 منحـصر بـه     miR-133bهـاي موجـود بيـان        طبق گزارش 
 دار ، ولي تغييرات معنـي    ]9،  8[هاي ماهيچة اسكلتي است      سلول

)05/0P< (  اينmiRNA       هـاي    در حين مراحل تمـايزي سـلول
ــشان مــي  احتمــالاً در تمــايز miRNAدهــد كــه ايــن  قلبــي ن

-miRسازهاي   رونويسي پيش . هاي قلبي نيز دخالت دارد     سلول

1/miR-133            به طور مستقيم توسط عامـل پاسـخ سـرم)SRF (
بـه  ) SRF(عامـل پاسـخ بـه سـرم      ]. 12،  11،  9[شـود    تنظيم مـي  

هاي   و ژن  miR-1/miR-133خوشه ژني   ) Promoter(تر  پرومو
شـود   ها مـي   مختص ماهيچه متصل و باعث افزايش بيان اين ژن        

شـود   كه اين امر باعث تمايز سلولي و توقف چرخه سلولي مـي           
-miRاز طرفي گزارش شـده اسـت كـه عـدم بيـان              ]. 15،  14[

133a      هاي ماهيچه صاف در قلب و        منجر به بيان غير طبيعي ژن
هـاي   ايـن ناهنجـاري   . شـود  كارديوميوسيت مـي  جاي   كثير نابه ت

در  (SRFهـاي    تكويني ممكن است ناشي از افـزايش بيـان ژن         
هـاي   يكـي از ژن  (Cyclin D2و ) يك حلقه بازخوردي منفـي 
-miRباشد كه هر دو مورد هـدف        ) كنترل كننده چرخه سلولي   
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133a   همچنين از طرفي    ]. 16،  13[ استmiR-133b   با miR-

133a         تـشابه  . تفـاوت دارد   3′ تنها در يك نوكلئوتيد در انتهـاي
آورد كه اين دو      ها اين احتمال را به وجود مي       miRNAتوالي اين   
miRNA  با اين پيش فرض    . هاي هدف مشتركي هستند     داراي ژن

 miR-133bهاي تنظيمي و عملكردي قلبي را براي         توان، نقش  مي
-miRافـزايش بيـان     ]. 17[ متـصور شـد      miR-133aنيز همچون   

133b و كـــاهش بيـــان SRF) 21در روز ) ژن مـــورد هـــدفش 
)05/0P< (  ــاري ــر مهـ ــل SRF را روي miR-133bاثـ  محتمـ

 در روز چهـارم تمـايز، اثـر         SRFاز طرفي افـزايش     . سازد مي
 در  miR-133b را بر پروموتر     SRF افزايشي   - تنظيم كنندگي 

 افـزايش  همچنين بـا . سازد هاي ماهيچه قلبي محتمل مي    سلول
به عنـوان    (SRF، احتمال كاهش بيان     miR-133bسطح بيان   
ــدف ــن   ) ژن ه ــي توســط اي ــازخوردي منف ــه ب ــك حلق در ي
miRNA  توان گفـت كـه       در نهايت مي  .  وجود داردSRF  در 

 موجب  miR-133bابتداي فرآيند تمايز، با اتصال به پروموتر        
همچنين با توجه بـه  . شود  مي miRNAافزايش رونويسي اين    

 اسـت، بـا     miR-133bبيني شـده      ژن هدف پيش   SRFكه   ناي

 در مراحل پايـاني تمـايز، در يـك          miRNAافزايش بيان اين    
حلقه بازخورد منفي، بيانش در سطح پـس رونويـسي كـاهش           

در . آورد   يافته و موجبات توقف چرخه سلولي را فـراهم مـي          
 در حـين تمـايز قلبـي در         CCND2اين راستا الگـوي بيـاني       

 قابل انتظار نبوده و تنظيم      miR-133b الگوي بياني    مقايسه با 
. سـازد  غير مستقيم اين ژن را در سطح پـروتئين محتمـل مـي            

ــان   ــا كــاهش بي ــزايش ي ــا اف  در miR-133bواضــح اســت ب
هـاي هـدفش     هاي مورد بررسي و مطالعه تغيير بيان ژن        سلول

تـوان در    مـي ) هم در سطح رونوشت و هم در سطح پروتئين        (
 در روند تمايز قلبـي،      miRNAايي عملكرد اين    راستاي شناس 

  .اطلاعات بيشتري كسب نمود
  

  تشكر و قدرداني
تحقيق حاضر بخشي از رساله دكتري تخصصي رشته ژنتيك         
مولكولي مصوب دانشكده علوم زيستي دانـشگاه تربيـت مـدرس           

 .است كه با حمايت مالي آن دانشگاه انجام شده است

  

  منابع
[1] Oh H, Bradfute SB, Gallardo TD, Nakamura T, 

Gaussin V, Mishina Y, Pocius J, Michael LH, 

Behringer RR, Garry DJ, Entman ML, 

Schneider MD. Cardiac progenitor cells from 

adult myocardium: homing, differentiation, and 

fusion after infarction. Proc Natl Acad Sci U S 

A 2003; 100(21): 12313-8. 

[2] Beltrami AP, Barlucchi L, Torella D, Baker M, 

Limana F, Chimenti S, Kasahara H, Rota M, 

Musso E, Urbanek K, Leri A, Kajstura J, Nadal-

Ginard B, Anversa P. Adult cardiac stem cells 

are multipotent and support myocardial 

regeneration. Cell 2003; 114(6): 763-76. 

[3] Messina E, De Angelis L, Frati G, Morrone S, 

Chimenti S, Fiordaliso F, Salio M, Battaglia M, 

Latronico MV, Coletta M, Vivarelli E, Frati L, 

Cossu G, Giacomello A. Isolation and expansion 

of adult cardiac stem cells from human and 

murine heart. Circ Res 2004; 95(9): 911-21. 

[4] Hosoda T. C-kit-positive cardiac stem cells and 

myocardial regeneration. Am J Cardiovasc Dis 

2012; 2(1): 58-67. 

[5] Behfar A, Zingman LV, Hodgson DM, Rauzier 

JM, Kane GC, Terzic A, Pucéat M. Stem cell 

differentiation requires a paracrine pathway in 

the heart. FASEB J 2002; 16(12): 1558-66. 

[6] Leri A, Kajstura J, Anversa P. Cardiac stem cells 

and mechanisms of myocardial regeneration. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

1-
31

 ]
 

                               8 / 9

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-5340-en.html


 hsa-mir133bبيان 
  

  

9  Modares Journal of Medical Sciences: Pathobiology, 16(1), Spring 2013 9 

Physiol Rev 2005; 85(4): 1373-416. 

[7] Wilson KD, Hu S, Venkatasubrahmanyam S, Fu 

JD, Sun N, Abilez OJ, Baugh JJ, Jia F, Ghosh 

Z, Li RA, Butte AJ, Wu JC. Dynamic 

microRNA expression programs during cardiac 

differentiation of human embryonic stem cells: 

role for miR-499. Circ Cardiovasc Genet 2010; 

3(5): 426-35. 

[8] Chen JF, Mandel EM, Thomson JM, Wu Q, 

Callis TE, Hammond SM, Conlon FL, Wang 

DZ. The role of microRNA-1 and microRNA-

133 in skeletal muscle proliferation and 

differentiation. Nat Genet 2006; 38(2): 228-33. 

[9] Rao PK, Kumar RM, Farkhondeh M, 

Baskerville S, Lodish HF. Myogenic factors 

that regulate expression of muscle-specific 

microRNAs. Proc Natl Acad Sci U S A 2006; 

103(23): 8721-6. 

[10] Smits AM, van Vliet P, Metz CH, Korfage T, 

Sluijter JP, Doevendans PA, Goumans MJ. 

Human cardiomyocyte progenitor cells 

differentiate into functional mature cardio-

myocytes: an in vitro model for studying human 

cardiac physiology and pathophysiology. Nat 

Protoc 2009; 4(2): 232-43. 

[11] Zhao Y, Samal E, Srivastava D. Serum 

response factor regulates a muscle-specific 

microRNA that targets Hand2 during 

cardiogenesis. Nature 2005; 436(7048): 214-20. 

[12] Kwon C, Han Z, Olson EN, Srivastava D. 

MicroRNA1 influences cardiac differentiation 

in Drosophila and regulates Notch signaling. 

PNAS 2005; 102(52): 18986-91. 

[13] Turrini P, Corrado D, Basso C, Nava A, Bauce 

B, Thiene G. Dispersion of ventricular 

depolarization-repolarization: a noninvasive 

marker for risk stratification in arrhythmogenic 

right ventricular cardiomyopathy. Circulation 

2001; 103(25): 3075-80. 

[14] Edmondson DG, Lyons GE, Martin JF, Olson 

EN. Mef2 gene expression marks the cardiac and 

skeletal muscle lineages during mouse 

embryogenesis. Development 1994; 120(5): 

1251-63. 

[15] Miano JM. Serum response factor: toggling 

between disparate programs of gene expression. 

J Mol Cell Cardiol 2003; 35(6): 577-93. 

[16] Liu N, Bezprozvannaya S, Williams AH, Qi X, 

Richardson JA, Bassel-Duby R, Olson EN. 

microRNA-133a regulates cardiomyocyte 

proliferation and suppresses smooth muscle 

gene expression in the heart. Genes Dev 2008; 

22(23): 3242-54. 

[17] Cordes KR, Srivastava D. MicroRNA 

regulation of cardiovascular development. Circ 

Res 2009; 104(6): 724-32. 

[18] Valiunas V, Doronin S, Valiuniene L, 

Potapoval I, Zuckerman J, Walcott B, Robinson 

RB, Rosen MR, Brink PR, Cohen IS. Human 

mesenchymal stem cells make cardiac 

cennexins and form functional gap junction. J 

Physiol 2004; 555 (3): 617-26. 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

1-
31

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               9 / 9

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-5340-en.html
http://www.tcpdf.org

