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 تاريخ:

 امضاي دانشجو

 

 مالكيت نتايج و حق نشر

  ،ايرايانه هايبرنامهكليه حقوق معنوي اين اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج، كتاب ،

شهد مي باشد. اين م( متعلق به مؤسسه آموزش عالي كاويان شدهساختهو تجهيزات  افزارهانرم

 مطلب بايد به نحو مقتضي در توليدات علمي مربوط ذكر شود.

  يست.نبدون ذكر مرجع مجاز  نامهايانپاستفاده از اطلاعات و نتايج موجود در 
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 يشناسستیزي گروه ولمولکی دانشجوی دوره كارشناسي ارشد رشته سلولي و آبادسهلاكرم زوار  اینجانب                                       

 مشتق شده از اگزوزوم های  MiR19-bمیزان بیان ژن  برر سي نامهانیپا موس                             موسسه آموزش عالي كاویان مشهد نویسنده 

 :شوميمد ده ثمره موسوی متعهتحت راهنمایي دكتر سعیی بافتي هاشاخصالقای سکته قلبي با تعیین  براثرنمونه                            حیواني اثر  

 

  است و از صحت و اصالت برخوردار است. شدهانجامتوسط اينجانب  نامهپايانتحقيقات در اين 

  ام.استناد كرده مورداستفادهمحققان ديگر به مرجع  هايپژوهشدر استفاده از نتايج 

  رائه در هيچ جا ا تاكنون توسط خود يا فرد ديگري براي دريافت هيچ نوع مدرك يا امتيازي نامهپايانمطالب مندرج در

 نگرديده است.

  شناسي گروه زيست» باناماست. مقالات مستخرج  مؤسسه آموزش عالي كاويان مشهدكليه حقوق معنوي اين اثر متعلق به

 Department of Biology, Kavian Institute of»يا و « مؤسسه آموزش عالي كاويان مشهد

Higher Education, Mashhad, Iran  ».به چاپ خواهد رسيد 

  نامهپايان را در مقالات مستخرج از اندبوده تأثيرگذار نامهپايانحقوق معنوي تمام افرادي كه در به دست آمدن نتايج اصلي 

 ي الكترونيكيان( مشاور و نشان) استادنويسنده مسئول و نيز نام  عنوانبهان( راهنما ) استادنام  هاآنرعايت كنم و در تمامي 

 دانشگاهي آنان را قيد نمايم.

  استفاده  هاآنا از ، در مواردي كه به حوزه اطلاعات شخصي افراد دسترسي داشته ينامهپاياندر كليه مراحل انجام اين
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م وا روشنی بخشیدند و گلشن سرای عل چون خورشید، سرزمین دل ر  یباکرامت که   

.کر نمایمازنده بارور ساختند ; تقدیر و تش و س کارساز هایییباراهنمادانش را  . 
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 خلوص و غلظت نانودراپ کمك با گردید. استفاده نور دینامیكی پراکندگی روش و عبوری الكترونی میكروسكوپ برداریعكس

RNA درنتیجه و سنجیده شده استخراج MiR19-b واکنش توسط آن بیان و استخراج Real-TimePCR از پس و قبل 

 .گرفت قرار ارزیابی مورد قلبی حاد سكته

 گروه و( شاهد) کنترل گروه میوکارد بافت روی بر ائوزین-هماتوکسیلین آمیزیرنگ از استفاده با شناسیبافت بررسی :نتایج

 انسجام عدم و لكوسیتی هایسلول نفوذ نكروز، علائم و کرده تغییر قلب طبیعی مورفولوژیكی ساختار که داد نشان مدل

 تحت گروه در MiR19-b بیان داد، نشان پژوهش این از حاصل نتایج سایر همچنین. شد مشاهده قلبی عضلانی فیبرهای

 در تفاوت رسدمی نظر به. است نبوده معنادار (P<0.05) در سطح اختلاف این اگرچه بوده بالاتر کنترل گروه به نسبت سكته

 از استفاده و عروقی -قلبی هایبیماری در دخیل های MicroRNA سایر از زمانهم استفاده عدم سكته، القای ینحوه

RNA اگزوزوم از شده مشتق (از مستقیم استفاده مقابل در RNA سلول در موجود) مطالعه در ژن، بیان تفاوت دلایل ازجمله 

 بیماری با مرتبط هایژن بین کنشبرهم سلولی، فرایندهای بهتر درك منظوربه پژوهش این پیشنهاد می گردد لذا .است حاضر

 .یابد ادامه هم با ژن چند زمانهم بیان بررسی و

 

 MicroRNA ،MiR19-b ،اگزوزوم قلبی، حاد سكته عروقی، -قلبی : بیماریکلیدی هایواژه
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 هستند و ناجهدر ومیرمرگعلل  ترینهممعروقی  -قلبی  هایبیماری( WHO) یبر اساس گزارش سـازمان بهداشـت جهـان

ت خواهند داد. سال جان خود را به دلیل این بیماری از دس میلیـون نفـر در 30 حـدود 2030تا سال پیش بینی می شود 

سلامت  و نظام هاخانوادهرای این بیماران چالش مالی بسیار بزرگـی بـ هنگفت درمـان هایهزینهو  مدتطولانی هایدرمان

 که دهدمی رخ انیزم و است زندگی تهدیدکننده وضعیت یك قلبی سكته بیشتراست. هاآندر  کشورهایی است که افراد مبتلا

 طور به کرونر عروق هایشریان. داشت خواهد همراه به را بافتی آسیب امر این و شده قطع ناگهان قلب عضله به خون جریان

 جریان ،شوندمی تنگ یا دهش مسدود پلاك، ایجاد علت به هاسرخرگ این کههنگامی. رسانندمی قلب عضله به را خون خاص

 درد شامل کلینیكی، یا بالینی اولیه علائم. شودمی متوقف کامل طوربه یا و یابدمی کاهش توجهیقابل طوربه قلب به خون

 روش آزمایشگاهی، هایتست: شامل قلبی یاآنفارکتوس سكته معمول تشخیصی هایروش و است... و نفس تنگی سینه، قفسه

 تست) آزمایشگاهی تشخیصی هایتست مانند موارد این از بسیاری در البته که ،باشدمی... و( اکو) تصویربرداری الكتروگاردیوم،

 گیریاندازهقابل سكته ایجاد از پس معمولاً و ندارند تشخیصی ارزش سكته ایجاد از قبل ) CK-MB) تست و تروپونین(

 . هستند

 یوکاریوت هایلولس مایعات از زیادی تعداد در که هستند پلاسمایی غشای شبیه توپولوژی با کوچك های ویزیكول ها اگزوزوم

 ،هاپروتئین بر هوعلا. نانومتراست 40-100 ها اگزوزوم اندازه عموماً. دارند وجود غیره و سرم منی، مایع بزاق، خون، ادرار،: شامل

 در. دهستن کوچك های  RNA همچنین شونده ترجمه ی ها mRNAسلول،  انتقال در درگیر لیپیدهای شامل هااگزوزوم

 .دارند وجود ها اگزوزوم در بیشتری نسبت با ها A miRN، کوچك های RNA میان

MicroRNA اختصاربه یا ها miRNA هایمولكول RNA کنترل طریق از هک هستند نوکلوتید 23 تا 19 طول با کوتاه 

 توسعه و بروز به منجر هاآن امنظمن تنظیم و کنندمی عمل گسترده اصلی یکنندهتنظیم عنوانبه مختلف هایژن بیان

 بندیطبقه در همچنین و هابیماری آگاهیپیش و زیستی نشانگرهای عنوانبه ها RNA میكرو امروزه. شودمی هابیماری

 .دارند کاربرد هاسرطان مختلف انواع شناسایی

 جایگاه روی بر انسان در که است MiRNA-17-92 ، خوشهشدهشناخته انكوژنتیك های MiRNA اولین از یكی

و  MiR-17-3P و MiR-17-5P: شامل ههفت شاخ به سیسترونیك پلی رونوشت یك از و قرارگرفته 13q31.3 کروموزومی

MiR-18a  وMiR-19a  وMiR-19b , MiR-20 و MiR-92a مقدار که است شده تائید امروزه. شودمی بندی تقسیم 

... و قلب ضربان نامنظمی کاردیومیوپاتی، قلبی، تهسك مثل عروقی – قلبی هایبیماری از بسیاری در MiR-17-92 شاخه

 طی در را مختلفی هایوسهپر خوشه است. این نشده شناخته کامل طوربه هنوز هاآن عملكرد مكانیسم اگرچه کندیم ییرتغ

 درمانی هایکنندهتنظیم عنوانهب  MiR19-b ویژهبه خوشه، این اعضای از تعدادی و کرده تنظیم قلب یعضله ترمیم

 تكثیر فرایند MiR-17-92 یخوشه عضایا بین در، MiR19-b.اندشدهشناخته قلب ایسكیمیك بیماری درمان در ارزشمند

 .داشت خواهد همراه به ار قلبی سكته از ناشی هایآسیب از قلب حفاظت امر این که داده افزایش را کاردیومسیت هایسلول
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 اهداف پروژه

نهایی سكته با  یدتائ ،حیوانی مدل خون سرم نمونه از ها اگزوزوم جداسازی و استخراج اول، مرحله در پروژه این انجام از هدف

 پروتوکلباشد. یمهماتوکسیلین ائوزین  یزیآمرنگتكنیك توسط  یشناسبافتآزمایشگاهی و مقایسه  یهاتستسنجش 

 قرار استفاده مورد تخصصیی کارهای آزمایشگاهتحقیقات مدل مناسبی جهت  عنوان به تواندیم سرم نمونه از اگزوزوم استخراج

 بوده است. قلبی حاد سكته القای از پس و قبل آن بیان میزان مقایسه و MiR19-b    پروژه، استخراج این دیگر از اهداف  .گیرد

 

 

 

 

 



 

 
 
 

 «فصل اول»

 شدهماانج تحقيقاتمروری بر 
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 عروقی –قلبی  یهایماریب 1-1

 عروقی -بی تعریف بیماری قل 1-1-1

 هاییشریانعروق،  ترینمهمعروقی است که شامل تعداد زیادی عروق خونی است. برخی از  –قلب، عضو اصلی سیستم قلبی 

 .(1)رسانندمیبدن  هایقسمتهستند که خون را از قلب به تمام 

و  گذارندمیکه بر روی کیفیت زندگی ما اثر  شوندمیگرفته از شرایطی در نظر  ایمحدوده عنوانبهعروقی  –قلبی  هایبیماری

که در آن جریان  هستند شرایطیل شام معمولاًعروقی  –قلبی  هایبیماری .آیندمی حساببهدر جهان  ومیرمرگ علت اصلی

 .(2)منجر شود. به سكته قلبی که ممكن است شدهتنگمسدود و یا  هارگخون در 

 سکته قلبی 2-1-1 

زندگی  دکنندهیتهدسكته قلبی یك وضعیت  .(3)است شدهشناختهکتوس حاد میوکارد سكته قلبی با اصطلاح پزشكی انفار

 .(4)مراه داردهبافتی را به  آسیب امر و این شده قطعکه جریان خون به عضله قلب ناگهان  دهدمیاست و زمانی رخ 

ود به علت ایجاد پلاك، مسد هاسرخرگاین  کههنگامی. رسانندمیخاص خون را به عضله قلب  طور بهعروق کرونر  هایشریان

 ایماده. پلاك، شودمیکامل متوقف  طوربهو یا  یابدمیاهش ک توجهیقابل طوربهخون به قلب  جریان، شوندمیشده یا تنگ 

 (.2) است شدهتشكیلسلولی  زائداز چربی، کلسترول و مواد  عمدتاًکه است 

 علت حمله قلبی 1-2-1-1

 الف( بیماری عروق کرونری قلب

 یاندازهبهقلب  هایهماهیچکه جریان خون حاوی اکسیژن، به قسمتی از قلب مسدود شود و  افتدمیحمله قلبی زمانی اتفاق 

 .(5, 2) دهدمیبیماری عروق کرونری قلب رخ  براثرکافی اکسیژن دریافت نكنند. اکثر موارد حمله قلبی 

  ب( اسپاسم و گرفتگی عروق کرونری قلب

دن شمسدود  اسپاسم شدید و تنگ شدن عروق کرونری قلب است. این اسپاسم باعث یك دلیل کمتر شایع برای حمله قلبی،

نباشد اما علت اسپاسم  هارگتجمع رسوب در  اثر بر تواندمیاسپاسم و گرفتگی عروق قلب  .شودمیجریان خون در رگ 

 .(5)همیشه مشخص نیست

 قلبی یا انفارکتوس حاد قلب سکته علائم 1-1-2-1-1 

 متفاوت باشند. کاملاً تواندمی علائماما  ؛استایجاد درد در ناحیه قفسه سینه ، کلاسیك سكته قلبی علائمیكی از 

 ز:اند اعبارتسكته قلبی  علائم ترینشایع

 احساس فشار یا تنگی در قسمت قفسه سینه -
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 هرچندقه طول بكشد یا دقی فوقانی بدن که ممكن است چند هایقسمتدر قفسه سینه، پشت و یا سایر  درداحساس  -

 احساس درد ایجاد شود. مجدداً باریكوقت 

 تنگی نفس -

 عرق کردن -

 حالت تهوع -

 ضربان شدید قلب -

 سرفه -

 سرگیجه -

 از یكی. کندنمی تجربه را شدت همان با علائم یهمه همگی ،شوندمی قلبی سكته دچار که افرادی تمام که داشت توجه باید

 .(6, 5)است سینه قفسه ناحیه در درد مردان و زنان بین مشابه علائم

 

 عروق کرونری مسدودکنندهعوامل  2-2-1-1

  Low Density Lipoprotein کلسترول بد

 یمادههستند. کلسترول  هاشریاندر  ، یكی از دلیل اصلی انسدادشودمینامیده نیز  (LDL) لیپوپروتئینکه کلسترول بد، 

 هاشریان یدیوارهبه  تواندمی LDLبد نیستند، اما کلسترول  هاکلسترول یهمهروزانه وجود دارد.  است که در غذای رنگبی

 (.4) کندبچسبد و پلاك تولید 

 شدهاشباعچربی 

تی و بیشتر در محصولات گوش شدهاشباعممكن است به ایجاد پلاك در عروق کرونری کمك کنند. چربی  شدهاشباع هایچربی

ان خون و کاهش میز سیستم با افزایش کلسترول بد در هاچربیاین  .شودمیگوشت گاو، کره و پنیر یافت  ازجملهلبنی، 

 (.4) شود اهشریانمنجر به انسداد  تواندمیخوب کلسترول 

 ترانس چرب

نوعی صم معمولاً چربیچربی ترانس یا چربی هیدروژنه است. ترانس  شودمینوع دیگری از چربی که سبب مسدود شدن عروق 

مواد غذایی  هایبرچسبی بر رو معمولاً چربی ترانس در انواع غذاهای فرآوری شده یافت شود. تواندیمو  شودیمتولید 

 .(7) شودمی بردهنامروغن هیدروژنه  عنوانبه

  Risk factors یسک فاکتورهار 3-2-1-1

قابل گروهی مبوده و در  پذیرحاصلاو  پیشگیریقابلعروقی  –قلبی  هایبیماریبرخی از عوامل مستعد کننده سكته قلبی و یا 

 .(8)باشندنمی پیشگیریقابلاصلاح و  از این عوامل قابل
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   Modifiable risk factor ریسک فاکتورهای قابل اصلاح 1-3-2-1-1 

 فعالیت ورزشی

 تنظیم وزن

 رژیم غذایی

 .(7, 5, 2) مصرف دخانیات

 Non- Modifiable risk factor اصلاح غیرقابلریسک فاکتورهای  2-3-2-1-1 

 سن

 جنسیت

 سابقه خانوادگی

 (. (7, 5, 2)9ن)  در سرطا پرتودرمانیداروهای شیمیایی و 

 عروقی –قلبی  یهایماریبمعرفی برخی از  2-1
  Coronary artery diseases عروق کرونری بیماری

 .(9)شوندمیباریك  رسانندمیبه قلب  که اکسیژن و خون را هاییشریاندر این بیماری 

  Valvar heart disease قلب ایدریچهبیماری 

 .(10)عمل نكنند  خوبی بهند دریچه قلب ممكن است یك یا چ

  Congenital Heart Detect بیماری مادرزادی قلب

  heart arrhythmia ریتم قلبهای قلبی یا نامنظمی آریتمی

 Heart failure نارسایی قلبی

 .(10)کند پمپاژکافی خون را  اندازه به و قدرت با تواندنمیدر این بیماری عضله قلب 

 Heart muscle قلبمربوط به عضله  هایبیماری
 .(5)شودمی تربزرگحد نرمال  ازدیواره قلب ضخیم شده و یا خود عضله قلب  معمولاًدر این نوع نارسایی 

 

 1(AMI) سکته حاد قلبی 1-3 

 امل،میوکارد و انتهای دیگر آن ش برگشتقابلآسیب باشد که یك سر آن، ای میگستردهف طی شامل بیماری عروق کرونر قلب

 لذا ،گذارندمیتم سلامت عروقی بار سنگین بر دوش سیس _ قلبی هایبیماری کهازآنجایی .(11)انفارکتوس حاد میوکارد است
 هایآسیبدقیقه  20 تا 15 به دنبال انسداد عروق قلبی در محدوده باشد. مهمبسیار  تواندمی هاآن موقع بهتشخیص 

 
                                                           
1 Acute myocardial infarction 
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در ارزیابی و  هانآ از توانمیمارکرهای جدید  امروزه با شناخته شدن بیو. (12)شودمیبر ماهیچه قلب وارد  ناپذیر برگشت 

کلینیكی  یا اولیه بالینی علائم .(13, 12)سكته قلبی استفاده نمود ازجمله هابیماریانواع  مدتطولانیو  مدتکوتاه آگهیپیش

 هایتستآنفارکتوس قلبی شامل:  تشخیصی معمول سكته یا هایروششامل درد قفسه سینه و ، جهت تشخیص اولیه بیماری

تشخیصی  هایتستالبته در بسیاری از این موارد مانند  که باشد،)اکو( و... می تصویربرداری، 1آزمایشگاهی، روش الكتروگاردیوم

پس از ایجاد سكته  معمولاً( قبل از ایجاد سكته ارزش تشخیصی ندارند و 2MB-CPKآزمایشگاهی )تست تروپونین و تست 

و جلوگیری از سكته حاد  هابیماریفاکتورهای تشخیصی در درمان برخی  عنوان بهبنابراین بیومارکرها  هستند. گیریاندازهقابل

 .(6)هستند  مؤثرقلبی 

 3(EV) های خارج سلولی وزیکول 1-4 

. اجسام آپوپتوزی زمانی تشكیل (14) هستند 6و اجسام آپوپتوزی 5ها، میكرویزیكول4های خارج سلولی شامل: اگزووزمویزیكول 

باشند. اندازه  DNAمانند هیستون و  ممكن است حاوی مواد داخل هسته،که سلول وارد فرایند آپوپتوز شده و  شوندمی

 .(14) نانومتر است 500-1000اجسام آپوپتوزی بین 

جوانه زدن از غشای پلاسمایی تشكیل  وسیلهبهنانومتر هستند که  50-1000های با اندازه ها، ویزیكولیكروویزیكولم

 .(15)شوندمی

 دن واندازه، مسیر تشكیل ش واسطهبهها اگزوزوم ومتر دارند.ننا 30-100در حدود  ایاندازهها هستند که دسته سوم، اگزوزوم 

 .(14)هستند تشخیصقابلو اجسام آپوپتوزی  هامارکرهای سطحی از میكرو ویزیكول

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1 EKG (Electrocardiogram) 

 
2 Creatine phosphokinase-MB 
3Extra cellular vesic 
4 Exosome 
5 micro vesicles 
6apoptotic bodies 
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 (.16ها و اگزوزوم )تشكیل میكروویزیكول ی مراحلمقایسه 1-1شكل 

 تعریف اگزوزوم 1-4-1

 هایسلولیعات د زیادی و شاید همه مااهستند که در تعداگزوزوم ها ویزیكول های کوچك با توپولوژی شبیه غشای پلاسمایی 

 در نانومتر است. اگرچه 40-100وم ها اندازه اگزوز عموماًادرار، بزاق، مایع منی، سرم و غیره وجود دارند. یوکاروت شامل: خون، 

شك  هایپروتئین مانند هاپروتئیناگزوزوم ها شامل: انواعی از . (16, 14)اندشدهگزارشنیز  نانومتر 200تا  تربزرگ هایاندازه

 هاو تترااسپانین (Annexin و ATPase’s) ترانسپورترهای غشایی و اتصالی، (HSP70, HSP90حرارتی )

(CD9.CD63,CD81,CD82 هستند )(17). سلول، انتقال ، اگزوزوم ها شامل لیپیدهای درگیر هاپروتئینه بر وعلا
1mRNA همچنین ها ی ترجمه شونده RNA  های کوچك هستند. در میان RNA 2های کوچك ،miRNA  ها با نسبت

 .(18)دارند بیشتری در اگزوزوم ها وجود

 تشکیل و ترشح اگزوزوم ها 2-4-1

 .دهندیمرار ق دسته دودر  طورکلی بهرا  هاآنویزیكول های خارج سلولی  ،ترشحیروش مسیر تشكیل و  اساس بر

 .شوندمیدا مستقیم از غشای پلاسمایی ج طور بهمیكروویزیكول: که  -1

 .(15)شوندمیاگزوسیتوز ترشح  وسیله بهیوز شدند مولتی ویزیكول ها با غشای پلاسمایی ف کههنگامیاگزوزوم ها:  -2

، سپس شودمیوارد به سلول آندوسیتوز  صورتبه. ابتدا غشای سلول شوندمیآندوسیتوز تشكیل  وسیله بهاگزوزوم ها در اصل 

و سرانجام  گویندمی 3که به این آندوزوم اجسام مولتی ویزیكولار شودمیتعداد زیادی ویزیكول در داخل خود آندوزوم، تشكیل 

که به اگزوزوم ها  کنندمیاین اجسام با غشای سلولی فیوز شده و ویزیكول های داخلی خود را در فضای خارج سلولی ترشح 

 .(20, 19) شوندمیتبدیل 

 

                                                           
1 messenger RNA 

2 Micro RNA 
3Molti vesicular 
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 .(21)شناسایی اگزوزم هابیوزنز و  2-1شكل 
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 اگزوزوم ها با سلول هدف کنشبرهم 3-4-1

 پیدا کنند. کنشبرهمبا سلول گیرنده  تواندمیمكانیسم  3 اگزوزوم از طریق طورکلی به

سیگنالی غشای سلول هدف متصل  هایگیرندهمستقیم به  طوربه توانندمیغشایی اگزوزوم ها  هایپروتئین مكانیسم اول، 

 شوند.

ــوز   مكانیســم  ــدف فی ــا غشــای پلاســمایی ســلول ه ــا ب ــزوزوم ه ــیدوم، اگ  ــ شــوندم ــه س ــات خــود را ب ــدف و محتوی لول ه

 .ریزندمی

اگـزوزوم  نـد داشـت.   خواهبـه سـلول هـدف وارد شـوند کـه خـود دو سرنوشـت         تواننـد مـی سوم اینكه اگـزوزوم هـا   مكانیسم  

مجـاور منتقـل شـوند. یـا      هـای سـلول بـا آنـدوزوم هـا ادغـام شـوند و بـه        تواننـد مـی توسـط سـلول هـدف     شـده  بلعیدههای 

 .(22)تا در آنجا تخریب شوند اینكه اگزوزوم ها وارد آندوزوم سلول هدف شوند و به لیزوزوم هدایت

 

 اگزوزوم هاعملکرد بیولوژی  4-4-1

 منشأمختلف  هایسلولز ااگزوزوم ها  ازآنجاکهولوژی نقش مهمی دارند. بیولوژی و پات هایپردازشاگزوزوم ها در انواعی از 

در  هاآن، نقش در نظر گرفت توانمیاولین عملكردی که برای اگزوزوم ها  بود.ترکیبات مختلفی خواهند  لذا حاوی گیرندمی

است که اگزوزوم ها در عملكرد  شدهمشخصامروزه  .(23)پردازش بلوغ سلولی استدر دخالت غیرضروری و  هایپروتئینحمل 

اره ید دوبرکزی و تول. همچنین در تكوین و فیزیولوژی طبیعی سیستم عصبی مکنندمیایفا  ایدوگانهسیستم ایمنی نقش 

قلبی و  هایبافتمجدد  دجهت تولیبنیادی  هایسلولاگزوزوم های مشتق شده از  از نرمال نیز نقش مهمی دارند. هاینورون

بین  رتباطااگزوزوم ها باعث  .(22)است  شدهاستفادهسكته قلبی و صدمات کلیوی  مبتلابهرگ زایی در بیماران 

 .(24) شوندمی هانورونها و سیتوالیگودندر

 حامل عنوانبهمزیت اگزوزوم ها  5-4-1

رد ارو و ژن در نظر گرفته شوند، شامل موادبرای انتقال  هاییحاملنانو  عنوان بهکه باعث شده اگزوزوم ها  هاییویژگی ترینمهم

 ذیل هستند:

 .(25)کنندنمیپس سیستم ایمنی را فعال اگزوزوم ها ساختاری شبیه غشای پلاسمایی دارند،  -

 .رندگیدر دسترس قرار  و شوندتولید  آسانیبهبه مقدار زیاد و  توانمی، بنابراین شوندمیترشح  هالولستوسط بیشتر  -

 در مایعات بیواوژی پایداری بالایی دارند. -

تقل و محتویات داخلی خود را به سلول هدف من ردهکمغزی عبور  -خونی سداز  توانندمی راحتیبهاندازه کوچك  واسطه به -

 کنند.

ی ایفا نقش مهم زایی تومورها در اگززوم .(22) شوندمیاختصاصی به هدف متصل  طوربهسطحی  هایگیرندهبه خاطر داشتن  -

 .(26)است  شدهگزارشدر بیماران سرطانی  هاآنو افزایش ترشح  کنندمی
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 گزوزوم ها و بیماریا 6-4-1 

یمنی سیستم افی از طر و تحقیقات نشان داده است اگزوزم ها توانایی انتقال اسید نوکلیك را از یك سلول به سلول دیگر دارند

 بسیار مناسب درمانیژنن برای ، بنابرایشوندمیاختصاصی به هدف متصل  طور به حالدرعین، اما کنندنمیمیزبان را فعال 

 هابیماریجهت تشخیص  توانندمیو لیپید هستند بنابراین  RNAن، تئیها حاوی پروکه اگزوزومازآنجایی(. 1شكل ) هستند

از  شودمیل سبب ها ی اگزوزومی بین بیماران و افراد نرما RNAها و  microRNAمفید واقع بشوند. البته الگوی متفاوت 

 .(26) دنبیومارکر استفاده شونوعی  عنوان به هاآن

 ها RNA میکرو 5-1 

 RNAمعرفی میکرو  1-5-1 

MicroRNA  اختصار بهیا miRNA هایمولكول RNA  ق کنترل بیان نوکلوتید هستند که از طری 23تا  19کوتاه با طول

با تكثیر و مرگ سلولی، تمایز، آپوپتوز،  هاآن .(27)کنندمیاصلی گسترده عمل  یکنندهتنظیم عنوان بهمختلف  هایژن

 .(28)هستندو سرطان مرتبط  چربی وسازسوخت

هان، حیوانات و ( هستند که در گیانوکلوتید 22در حدود )ای غیر کد شونده و کوچكی  RNA هایتوالی، ها RNA میكرو

 .(27)باشندمیلكرد و بیان ژن دارای عمتنظیمات بعد از رونویسی  ،RNAو در مهار  شوندمییافت  هاویروسبعضی از 

در بیرون سلولی دش که در حال گرها   miRNAدیگری از  یقرار دارند، تعداد هستهدرونها در  miRNAاکثر  کهدرحالی

نوم انسان در ژ .(29)دارند حضور سلولیمختلف و محیط کشت  بیولوژیكبیرون سلولی، مانند مایعات  های محیطدر بوده 

درصد  60 حدود درو  اندفراوانپستانداران  هایسلولکه در بسیاری از  کندمیرا کد   miRNA رونوشت 1000حدود بیش از 

 .(30) دهندمیانسانی و سایر پستانداران را مورد هدف قرار  هایژن

 

 miRNA تولید 2-5-1
MiRNA  وسیلهبهیا درون ژنی  ژنیها ابتدا در هسته سلول از نواحی بین RNA از پلیمر II به فرم miRNA اولیه با  های

 ن متصل شونده،و پروتئی Droshaبه نام  RNAase III وسیلهبه. در ادامه در هسته شوندمیکلیو باز، رونویسی  3 تا 1طول 

. در این حالت به آن شودمینوکلوتید تبدیل  100تا  70ساقه و لوپ با طول تقریبی  ساختارهای با ایرشتهدو  RNAبه 

Per-miRNA  این عمل برش توسط  .شودمیگفتهPasha ه شده را از قطعات شكست 5-ه اکسپورتین در ادام .گیردمینجام ا

 24تا  18لیوتیدهای به الیگونوک Dicer با عنوان  RNAaseIIIاین قطعات توسط آنزیم  .کندمیهسته به سیتوپلاسم منتقل 

 .(31, 30) شودمیبالغ ایجاد  ایرشته دو miRNAو  شوندمی، شكسته ایرشتهبازی دو 
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 .MicroRNA (32)مراحل تولید  3-1 شكل

 

 MicroRNA گیریشکل 3-5-1

 اساسی کشف شدند: راهسهبا  ها RNA  این نوع از

 1کلونینگ مستقیم

 2ژنتیك پیش رو

 .شودمیبیوانفورماتیكی که به دنبال آن ارزیابی آزمایشی انجام  هایبینیپیش

 RNAکلون کردن  .استوار است هاآنو کلون کردن  شده تهیه هاینمونهاز  های کوچك RNA جداسازی  اساس برکلونینگ 

و به شناسایی تعداد زیادی  شده استفادهاست که به این منظور  هاییروشهای غیر کد شونده از اولین  RNAیافتن  منظور به

از  کارکردهای اعضای یك خانواده احتمالاً ژنتیك پیش رو این است که هایروش یعمدهمحدودیت  . (31) انجامدمی هاآناز 

MiRNA  دارند و فقدان عملكرد یك  پوشانیهمیكدیگر با   MiRNA  (33) گیردمیرار قعملكرد سایر اعضا  تأثیرتحت. 

ژنوم برای یافتن  وجویجست، هاروشبوده است. اساس این  توجه مورد MiRNAبیوانفورماتیك نیز در شناسایی  بینیپیش

 .(33) اندشده شناساییهایی است که بیشتر  MiRNAمشابه  هایتوالی

 

                                                           
1 Direct cloning 
2 Forward 
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 های قلبی RNAاهمیت میکرو  4-5-1
 ترشپیوهشی که . پژ(34)شوندمیو در هنگام تكامل قلب به فراوانی یافت  کنندمیرا کنترل  هاژنها عملكرد  RNAمیكرو 

 شودمینامیده  MiR-17-92     ها که  RNA میكروکه یك خوشه از  دهدمینشان رهبری شد،  Wangتوسط پروفسور 

 .(31) کندمیتكثیر کاردیومسیت ها را کنترل 

 عروقی –قلبی  هایبیماریو  ها RNA میکروارتباط  5-5-1

و  مدائناشی از انهدام و مرگ سلولی  آورمرگو  کنندهناتوانقلبی  هایبیماری ترینشایعیكی از  عنوان بهانفارکتوس میوکارد 

 کنندگانتنظیماهمیت این  رفتهرفته MiRNAنوع  2500در بخشی از عضله قلب است. بعد از کشف بیش از  ناپذیر برگشت

عروقی  –در سیستم قلبی  خصوصبهسلولی  مكانیسم و هاپروسهو مسیرهای ژنی در  مولكولی هایسیگنالمكانیسم و 

 .(27) است شدهمشخص

ایپرتروفی هچربی، تكامل قلبی،  ژنتیكی مانند عملكرد اندوتلیال، متابولیسم هایبرنامهکلیدی  کنندهتنظیمها،  RNA میكرو 

 .(4-1 )شكلبطنی و اختلال ضربان قلب پس از انفارکتوس میوکارد هستند 

MiRNA عنوان به  RNA  ،وژیك سرکوب وبیول هایپروسههای کوچك غیر کد کننده در مرحله پیش از ترجمه و بیان ژنی 

 .(35) ژنی دارند و مولكولیهای ژنی نقش تنظیمی و مهمی در مسیرهای یا تنظیم سیگنالینگ

های زیادی وجود دارند که  MiRNA را نام برد. همچنین MiR-133و  MiR I  توانمیهای اختصاصی قلب  MiRNAاز 

در پاسخ به  I RMi و MI1در پاسخ به  MiR-15مانند  ،کنندمیوقی افزایش یا کاهش پیدا عر –قلبی  هایبیماریدر 

 .(27)ندکمیتغییر  هاپاسخ به آپوپتوز سلولی در میوسیتدر  MiR-21بیماران با جراحی قلب باز و ایسكیمی حاد قلب و در 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 .(32)عروقی -های قلبی ها و بیماری MicroRNAارتباط  4-1شكل 

                                                           
1 myocardial infarction 
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 MiR-19b معرفی 6-5-1

 MiR-17-92نقش بیولوژیکی شاخه  1-6-5-1

شد. این  گذارینام Oncomir-I در ابتدا با عنوان  MiR-17-92ها، خوشه  RNA  میكرو های خوشه یهمه میان در

ویژه در رشد قلب نقش  طوربهو  2تومورزایی 1چربی، رشد ریه، رگ زایی، هایسلولدر تمایز ، شده محافظتبسیار  یخوشه

 .(36) ددارن

در انسان بر روی جایگاه  است که MiRNA-17-92، خوشه شده شناختهنتیك ژهای انكو MiRNAیكی از اولین 

 شامل: MiRNAو از یك رونوشت پلی سیسترونیك به هفت  قرارگرفته 13q31.3کروموزومی 

 MiR-17-5P  وMiR-17-3P و MiR-18a  وMiR-19a  وMiR-19b, MiR-20a  وMiR-92a بندی تقسیم 

 .(37) (1-1)جدول  خورندمی برش  IIپلی مراز نوع  RNAتوسط آنزیم  هاآن یهمهکه  شودمی

سكته قلبی،  مثلعروقی  –قلبی  هایبیماریدر بسیاری از  MiR-17-92شده است که مقدار شاخه  تائیدامروزه 

است  نشده شناختهکامل  طوربههنوز  هاآناگرچه مكانیسم عملكرد  کندمی تغییرو...  4، نامنظمی ضربان قلب3کاردیومیوپاتی

 .(36)کنندمیکاردیومسیت ها ایفا  هایسلولنقش مهمی در تكثیر و تمایز  MiR-17-92همچنین شاخه 

 

 

 

 .MiR-17-92 (37) یخوشهمروری بر  1-1جدول  

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1Angiogenesis 
 
2 Tumorigenesis 
3 cardiomyopathy 
4 Arrhythmias 

microRNA 
Seed 

sequence 
Mature miRNA sequence(5′—3′) 

has-miR-17 AAAGUG CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG 

has-miR-18a AAGGUG UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG 

has-miR-19a GUGCAA UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA 

has-miR-19b GUGCAA UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA 

has-miR-20a AAAGUG UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG 

has-miR-92a AUUGCA UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU 
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. اندشده شناختهعروق کرونری  هایبیماریبیومارکرها در  عنوان بهگسترده بسیار  طور به ،ها MiR اخیر هایسالدر 

نقش  مثال عنوان به است. قرارگرفته بررسی مورد ایگسترده بسیار طوربهسرطان  و MiR-17-92ن خوشه یاهمچنین ارتباط 

ای ملاحظه قابل طوربهکلون و سرطان سینه سرطان ، سرطان ریه، 1لنفوم مانند هاسرطاناعضای این خوشه در انواع مختلف 

 .(37, 36)است  قرارگرفته بررسی مورد

 2(CHD) مادرزادی قلب هایبیماریو  MiR-17-92 خوشه 1-5-6-2
طبق  .شودمی، یك بیماری بالینی است که با اشكال مختلف ظاهری در نوزادان ظاهر CHD یابیماری نقص مادرزادی قلب 

به  قبل از تولد ومیرمرگ درصد 40 یك بهدر یك ماه پس از تولد و نزد نوزادان ومیرمرگ درصد 25حدود  شده انجاممحاسبات 

مولد قلب  هایسلول غیرطبیعیعلت اصلی بیماری نقص مادرزادی قلب، رشد ضعیف قلب، تمایز  این بیماری مربوط می باشد.

(CPC)3  17-92باشد که خوشه می قلب غیرمعمولکاردیومسیت و افزایش  هایسلولبه-MiR  در این پروسه نقش مهمی

 .(36) نمایدمیایفا 

 Myocardial Infarction یا  MI در MiR-17-92 نقش خوشه 3-6-5-1

 عنوان بهه، عدادی از اعضای این خوشقلب تنظیم کرده و ت یعضلهرا در طی ترمیم مختلفی  هایپروسهین خوشه ا

 یخوشهین اعضای ، در بMiR-19.اندشدهشناختهدرمانی ارزشمند در درمان بیماری ایسكیمیك قلب  هایکنندهتنظیم

MiR-17-92  قلبی ناشی از سكته  هایآسیباده که این امر حفاظت قلب از دکاردیومسیت را افزایش  هایسلولفرایند تكثیر

 .(37, 36)را به همراه خواهد داشت

 MiR19-b اختصاصی معرفی 7-5-1

 هب مبتلا بیماران در باشدمی MiR-17-92 یخوشه اعضای از یكی که MiR19-b  بیان ،دهدمی نشان شده انجام تحقیقات

 سرطان کوبسر و مهار به منجر که مسیرهایی بین پیچیده تعادل حفظ برای همچنین و ؛(38)دهکر تغییر قلبی نارسایی

 .(37)کندمی عمل خوبیبه ،دشومی

 و 4کاردیومسیت هیپرتروفی مثبت تنظیم و پیری با مرتبط قلبی نارسایی در MuRF-1 و atrogin-1 دادن قرار هدف با

در   )α1-PGC(6سرکوب طریق از b-19MiR  که است کرده گزارش شدهانجام تحقیقات نتایج. (39)دارد نقش 5آپوپتوز

این ژن در  ،مطالعات نشان داده است علاوه بهو  گرددمیآندوتلیال  هایسلولسبب ایجاد اختلال عملكرد  7دوران آترواسكلروز

ضد ترومبیك  نقش 8(TFقرار دادن ) باهدف تواندمیو  شودمیناپایدار تنظیم  طور بهآنژین صدری  مبتلابهپلاسمای بیماران 

 .(40)داشته باشد

                                                           
1 Lymphoma 
2 Congenital Heart Detect 
3 Cardiac progenitor cell 
4Cardiomyocyte hypertrpphy 
5Apoptosis 
6 proliferator-activated receptor γ coactivator 1α 
7 Atherosclerosis 
8 Tissue factor 
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 مشخص سلولی ارجخ ماتریكس در غالب بسیار مقدار به و I کلاژن ازجمله ، پروتئین سنتز افزایش با فعال قلب فیبروبلاست

 (.44)کندیمج تروی را قلبی فیبروبلاست مهاجرت و تكثیر تواندمی  MiR19-b. (41)شودمی

 قلب شناسیبافت معرفی 6-1

 قلبی هایسلول و گیرندمی قرار شكل ایزنجیره هایشعاع صورت به احشایی مزودرم هایسلول جنین تكامل اولیه مراحل در

 به و اندقرارگرفته هم ارکن در که است سلولی دسته شامل قلب درنتیجه. کنندمی ایجاد خود زواید بین ایپیچیده اتصالات

 قلب هایبطن کامل انقباض به منجر که کنند ایجاد را ایویژه انقباضی موج قادرند که دارند پیوستگیهم به ایگونه

 .(42)دنشومی

 نامنظم فواصل در را قلبی هایسلول هایزنجیره که است رنگیتیره عرضی خطوط وجود قلبی عضله فرد به منحصر ویژگی یك

 نیا شوندیم مجاور یهاسلول نیب یونی ارتباط سبب که دارند قرار دار شكاف اتصالات ،یجانب صفحات نیب در .کندمی قطع

 ملكردع و ساختمان. شود منتقل گرید سلول به سلول كی از موج صورت به یانقباض امیپ شودیم سبب یونی ارتباط

 در ،یکوپلاسمسار شبكه و یعرض لوله ستمیس اما است یاسكلت عضله مشابه یقلب یهاسلول در یانقباض یهانیپروتئ

 .(42)ستین برخوردار یاسكلت عضلات در موجود منظم شیآرا از یقلب یهاتیوسیم

 

 

انقباض شدید  هم متصل و های طولیی دیسكوسیله شده است که بهتشكیل نامنظم شاخه هایسلول از قلب عضله 5-1 شكل

 .(43)دهدو غیرارادی را نشان می
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 پروژه حاضر یمروری بر تحقیقات گذشته درزمینه 7-1

Tang  ارتباط بین خوشه  2015همكارانش در وMiR-17-92 و TNF-A  های آندوتلیال نشان دادند. وز سلولرا در آپپت

ن مبتلابه بیماری عروق کرونری در بیمارا MiR-92aو  MiR-19bمشخص کرد که سطح  RT-PCRآمده از دست نتایج به

حساب  های ویژه در این بیماری بهاز شاخص MiRNAتر بود و این ای پایینملاحظهطور قابلنسبت به گروه کنترل به

 .(37)آیند می

كثیر و مهاجرت ت MiR-19bو همكاران صورت گرفت مشخص شد  Zhongواسطه به 2016در تحقیقی که در سال 

ومیر تواند به مرگحیح قلب است که میل اصلی در عملكرد ناصکند. فیبروز قلبی عامفیبروبلاست های قلبی را کنترل می

اری نیاز ین بیماوسیع در همین زمینه منجر شود. اگرچه هنوز درمان مؤثری برای فیبروز قلبی در دسترس نیست اما برای 

 .(44) شوددرمانی بسیار بالایی احساس می

که عامل  1توانایی حفاظت از فیبروبلاست های قلبی را در مقابل هیدروژن پراکسید b19-MiR اده است که تحقیقات نشان د

استراتژی درمانی جدیدی را برای  MiR-19bشده است افزایش القاکننده آپپتوز می باشد را دارا است. همچنین مشخص

 MiR-19b های هدف در این بررسی ژن. کنداد میهای ایسكیمیك میوکارد قلب ایجتضعیف آپپتوز سلولی در طی جراحی

 دهدتكثیر و مهاجرت فیبروبلاست های قلب را افزایش می MiR-19bهرحال محققین دریافتند که  شناسایی شدند و به

(44). 

ود در های موج MiRNAو همكاران صورت گرفت نشان داد که  Uribeتوسط،  2017نتایج حاصل از تحقیقی که در سال 

 .(45)قرار گیرد مورداستفاده تواندمیقلبی  هایبیماریانواع  آگهیپیشبیومارکرهای مناسب در  عنوانبهپلاسما 

Feng Gao  به نقش کلیدی خوشه  2019به همراه همكارانش در سالMiR-17-92 های کاردیومیست در تكثیر سلول

قلبی دخیل بوده  یهاباشند در آسیبیکه یكی از اعضای خوشه فوق م MiR-19a/19bاشاره کردند. محققین گزارش کردند 

میدوارکننده بود مدت و هم در درازمدت بسیار اهم در کوتاه RNA انتقال میكرو .(38)کند ها تغییر میو میزان بیان آن

های التهابی که در طی العملها مرگ سلولی را کاهش داده و عكس RNA روز پس از حمله قلبی، میكرو 10که طوریبه

 .(38)رسانند را، متوقف کردند سكته به عضله قلب آسیب می

SunLing   3شرایط اکسیژن نرمال و کمبود اکسیژن مجاری ادراری را در 2های مزانشیمالسلول 2020و همكاران در سال 

های ها را جهت تعیین نقش و عملكرد اگزوزوم ها در محافظت از جراحیشده از این سلول کشت دادند و اگزوزوم های استخراج

مارکرهای سطحی این های مزانشیمال از قلب و عروق و همچنین سكته حاد قلبی موردبررسی قراردادند و برای تائید سلول

ها، مارکرهای سطحی اگزوزوم ها شامل پس از تائید نهایی سلول. ( استفاده کردندCD73,CD44,CD105ها )سلول

(CD81,CD63شناسایی و اگزوزوم ها از این سلول )روش  ها استخراج و بیان ژن موردنظر باReal-Time PCR 

-lncRNA دریافتند میزان بیان ژن Real-Time PCR. محققین با بررسی نمودارهای (46)موردسنجش قرار گرفت 

4UCA1 درواقع اگر براثر یافته است. های مزانشیمال افزایشدر شرایط کمبود اکسیژن نسبت به شرایط نرمال در خود سلول

 های سالم و زنده که ممكن است تحت طرف سایر سلول به دیدههای آسیباکسیژن سكته حاد قلبی رخ دهد سلولکاهش 

                                                           
1 H202 
2 mesenchymal stem cells (hMSCs(   
3 hypoxic 
4Long noncoding RNA urothelial carcinoma associated 1 
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 یابد. بهها نیز افزایش میهای مختلفی ارسال کرده، همچنین بیان ژن موردنظر در این سلولآپپتوز واقع شوند، سیگنال

های متفاوت از آپپتوز سایر و ارسال پیام lncRNA-UCA1ن بیان ژن دیده با افزایش میزاهای آسیبدیگر، سلولعبارت

یزان پروتئین ، مlncRNA-UCA1ژوهش نشان داد، ژن پنتایج حاصل از این  .آورندهای سالم ممانعت به عمل میسلول

BCL2 داد در شرایط شده نشان نهایت مطالعات انجام دهد. درشود را افزایش میکه یك پروتئین ضد آپپتوز محسوب می

 به (AMI) عمل کرده و در بیماران مبتلابه سكته حاد قلبی miR-873-5p/XIAPاکسیژن ژن موردبررسی، همراه با  کمبود

 .(46)عنوان بیومارکرهای نوین تشخیصی معرفی شدند 
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 هاو روش مواد
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 .است شده یمتقس بخش چهارپژوهش، فصل دوم به  ینمراحل انجام ا یانب جهت

 آزمایش عمومی مراحل - 1

 آن یدتائ و اگزوزوم جداسازی - 2

 Real-Time PCR واکنش انجام و cDNA سنتز ،RNA خراجاست - 3

 ی.شناسبافت مطالعات - 4

 مراحلبه  همچنین .است شده پرداخته آزمایش مراحل مختلف مشترکات و مورداستفاده مواد و وسایل معرفی به اول بخش در

 ایینه یدتائ جهت آزمایشگاهی یهاتست انجام سرم از خون، یجداساز و یریگخون ،هوشییب ی،سكته قلب یالقا یدارو یقتزر

 .شد خواهد اشاره نیز سكته

 یینها یدتائجهت  یشگاهیآزما هاییكتكن و قبل از مرحله آمدهدستبهسرم  یهانمونهبخش دوم استخراج اگزوزوم از  در 

 .شد خواهد بیان هاوجود اگزوزوم

 .باشد می Real-Time PCRانجام واکنش  و cDNAو سنتز  RNAسوم شامل استخراج  بخش

 .است شده پرداخته یشناسبافت مطالعات به پایانی بخش در و
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 مراحل عمومی آزمایش 1-2

 مورداستفادهفهرست وسایل  1-1-2

 

 شده استفادهمشخصات وسایل  1-2جدول 

 

 

 كشور سازنده شركت سازنده دستگاه

 Exirhirad Iran انكوباتو معمولي

 بتاژن، مشهد NUNC ميكروتيوپ

 Bio hit Finland سمپلر

 Olympus,IX70 Japan ميكروسكوپ نوري

 Cordouan France دستگاه پراكندگي ديناميكي نور

 Leo Germany گذاره ميكروسكوپ الكتروني

 Danesh pajoohesh fajr Iran يخچال آزمايشگاهي

 Farzaneh arman Iran يوژفسانتري

 vortex Iran ورتكس

 Poyan teb khadem Iran ميكروتوم

 Nanodrope thermo USA نانودراپدستگاه 

 Behdad Iran حمام آب گرم() يماربن 

 Hettich Germany گراددرجه سانتي 4سانتريفيوژ 

 Nano pajouhan raga Iran ترازوي ديجيتال

 Alameh rayaneh sana Iran حمام پارافين

 Canon Japn دوربين عكاسي ميكروسكوپ

 C°80- Eppendorf USAفريزر 

 Real-Time PCR ABI USAدستگاه 

 BIO RAD USA دستگاه ترموسايكلر
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 فهرست مواد مورداستفاده 2-1-2

 مورداستفادهمواد  2-2جدول 

 

 

 كشور سازنده شركت سازنده نام ماده

 واكرمن، مشهد L-Oab-Wax پارافين

 Anacell Iran كيت استخراج اگزوزوم

 cDNA bonyakhte Iranكيت سنتز 

 RNA Sinaclon Iranكيت استخراج 

 Real-Time PCR bonyakhte Iranكيت 

 واكرمن، مشهد Merck الكل اتانول

 - جوانه خراسان غذاي صنعتي استاندارد

 بتاژن، مشهد البرز مقطر آب

 Sigma USA داروي ايزوپرنالين

 Laboratoires Sterop Belgium كتامين

 Laboratoires Sterop  Belgium زايلزين

 واكرمن، مشهد Erma بارمصرفيکتيغه ميكروتوم 

 واكرمن، مشهد pearl لام

 واكرمن، مشهد pearl لامل

 واكرمن، مشهد Merck چسب انتلان

 واكرمن، مشهد Merck (Art4302)هماتوكسيلين 

 واكرمن، مشهد Merck (C.I.Nr. 45380)ائوزين 
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 حیوان آزمایشگاهی عنوانبهپرورش و نگهداری موش  2-2

در مدت انجام  شد. فادهاست گرم 400 تا 300 یبیتقر وزن با Wistar ادژن ،بالغ نر صحرایی یهاموش از پروژه این اجرای در 

بودند در  شده تهیهشهد دانشكده علوم پزشكی م یخانههفته که از حیوان  8تا  4تقریبی  با سن موردنظر هایموشآزمایش، 

و با دسترسی آزاد به  گرادسانتی یدرجه 25 در دمای انفرادی در قفس و صورت بههمان مكان و تحت رژیم غذایی استاندارد و 

 هاموشغذای  نگهداری شدند. ساعت، 12 روشنایی–استرس محیطی و چرخه تاریكی  دوراز بهآب و غذای مخصوص جوندگان، 

وی حیوان منطبق با صورت گرفته بر ر هایآزمایشلازم به ذکر است  .(1-2 شكل) شدنیز از شرکت جوانه خراسان تهیه 

 IR.MUMS.REC.1400.022شناسه اخلاق  و با دریافت زیست پزشكی هایپروژهدر کمیته اخلاق  هایفعالیت

 است. گرفتهانجام

 

 

 

 

 

 

 

 نر نژاد ویستار موش 1-2شكل 

 

 یردهو  nimalsA      ، در سلسله جانورانبندیردهجوندگان به لحاظ . است جوندگان یراستهکوچك از  موش پستانداری 

 دارجفت ، گروهی از پستاندارانگیرندمیحیواناتی که در راسته جوندگان قرار . اندشده واقع Mammalians پستانداران

تاکسونومی این  . موقعیت(47)دارای جثه کوچكی هستند هاآنو اغلب  کنندمیزندگی  جمعی دسته صورت بههستند که 

 .شده استآورده  3-2جانور در جدول 
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 Wistar بندی موش نژادرده 2-3جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 قلبی تزریق داروی القای سکته 3-2
ده گردید. ایزوپرنالین یك تجاری ایزوپرنالین استفا بانام، Isoproterenolحیوانی از داروی  ینمونهبرای القای سكته قلبی در 

تگاه لتی و دسكه اسضلرد آن با اثر بر قلب، ریه و عکه عملك ین و یك بتا سمپاتوسیستمك استآنالوگ ایزوپروپیل از اپی نفر

 .(48)می باشدمرتبط  ...گوارش و

)به شكل  یزوپرنالیناسپس داروی شد،  یریگاندازهك ترازوی دیجیتال ابتدا وزن حیوانات به کم، برای القای سكته حاد قلبی

 به mg/kg150به میزان ریق تزآب مقطر حل کرده و  لیتریلیم 2از دارو را در  گرمیلیم 150کرده و مقدار  توزین پودر( را نیز

 صورت گرفت. متوالی روز 2زیر جلدی در  صورت

 

 قلبی هاییمآنز یریگاندازهه از سکته قلبی با استفاد یدتائ 1-3-2

ت ا سرم خون جهتاز حیوانات کرده  یریگخوناقدام به  قلبی، آخرین تزریق داروی القای سكتهساعت از  24پس از گذشت 

زایلزین  و( mg/kg50)مین استفاده از کتا ابتدا باقلبی به آزمایشگاه ارسال گردد. برای این کار  هاییمآنز یریگاندازه

(mg/kg10)  یریگخونانات اقدام به حیو و دم کرده و در ادامه با استفاده از لوله مویینه از گوشه چشم هوشیبحیوانات را 

 5به مدت  rpm2800رعت سسانتریوفیوژ با  استفاده ازو با  خون آماده شد سییس 2مقدار  یریگخونگردید. با انجام مراحل 

 یتشخیص طب هی به آزمایشگاقلبی و آزمایشات بیوشیم هاییمآنزمیزان  یریگاندازهدقیقه، سرم از نمونه خون جدا شد و برای 

( مطابق با پروتكل کیت cTnI) Iو تروپونین  CK-MBدر این پژوهش، میزان  ارسال گردید. واقع در بیمارستان مهر مشهد

 قرار گرفت. یریگاندازهسكته قلبی مورد ارزیابی و  یدتائ منظوربه آزمایشگاه،

 

 

Chordata Phylum 

Vertebrata Subphylum 

Mammalia Class 

Rodents Order 

Muridea Family 

Wistar Genus 

Mus Species 
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 اگزوزوماستخراج  4-2

کت پرتو آزمون جوانه که در شر سرم خون ینمونهاز  ،ها و جداسازی اگزوزوم استخراججهت  شدهانجام هاییتفعالشرح  

 خراسان واقع در شهرك صنعتی مشهد انجام گرفت.

جداسازی اگزوزوم برای  شد اشارهآزمایشگاهی که در بخش قبلی به آن  یها تستنهایی سكته قلبی با استفاده از  یدتائپس از 

و  بندییمتقسگروه کنترل یا نرمال(  Bشده و  یدتائ هاآن گروهی که سكته در R) Bو  Rگروه  2در سرم خون  یهانمونه ها،

دقیقه با  10به مدت  درجه 4دستگاه سانتریوفیوژ  درسپس شد،  انتقال داده ml 2میكروتیوپ های به  و شد یگذارعلامت

 Exosome Isolation Kit اگزوزومکیت استخراج  سانتریوفیوژ انجام شد.و  دادهقرار  rpm 3000سرعت 

Supernatants) ANACELL _) شامل دو محلول  بود شده خریداریکت آناسل تهیه و تجاری اگزوسیب که از شر نام با

A  وB  محلول مطابق با دستورالعمل ارسالی،فاصله زمانی انجام سانتریفیوژ،  دربوده که A گرادسانتیدرجه  37 را در دمای 

 پتری بزرگیك برای این کار درون شفاف حاصل شود.  کاملاً یمحلول چ کریستالی در محلول باقی نمانده وتا هی گرم کرده

از  پس و داشتهنگه با دست در آبچند دقیقه محلول را ظرف ، ادهدقرار  معمولی دماسنج یكآندرون  و آب ریخته مقداری

و برحسب سمپلر با استفاده از ابق با پروتوکل شرکت سازنده کیت،مط حاصل شود.ورتكس کرده تا محلول شفاف  چند دقیقه

و  5)نمونه سرم  5:1به میزان  اگزوزوم موجود در کیت استخراجA  نمونه سرم موجود در هر دو گروه و محلولاز  ،مكرولیتر

به مدت چند  هاتیوب د و پس از هر رقت سازی میكروگردیجدید منتقل میكروتیوپ داخل  برداشت کرده و( A 1محلول 

حاصل از  هاینمونهانكوبه شدند.  ساعت 12 زمانمدتمنتقل و برای  درجه 4دقیقه ورتكس شده سپس به یخچال با دمای 

درجه با سرعت  4در دمای  دقیقه 40 زمانمدتورتكس کرده سپس برای  دقیقه 1 به مدت شدن، یكدسترا برای  مرحله قبل

rpm 3000 سپس از محلول  .شد گذاشته کنار بالاییسانتریفیوژ انجام شد و محلول  مجددB مطابق با پروتوکل استاندارد ،

 منتقل و نگهداری شدند. -C° 20 دمایاضافه و میكروتیوب ها به  ماندهباقیبه محلول  لیتر میكرو 50کیت به مقدار  سازنده
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در آب با  Aنگهداری محلول ( Bکیت استخراج اگزوزوم.  Bو  A( محلول A سرم ینمونهاستخراج اگزوزوم از  روند 2-2شكل 

 سانتریوفیوژ.از شدن پس( دو فاز D .گرادسانتی درجه 4یوفیوژ در دمای سانتر (C. گرادسانتی درجه 37دمای 

 

 از نمونه سرم جداشدهتعیین خصوصیات اگزوزوم های  1-4-2

 الکترونی میکروسکوپ توسط برداریعکس 1-1-4-2

 دانشگاه مرکزی آزمایشگاه در واقعTEM 1برای مشاهده مورفولوژی و شكل ظاهری اگزوزوم ها از میكروسكوپ الكترونی

ابتدا سوسپانسیون اگزوزوم با  ، دربرای مشاهده توسط میكروسكوپ الكترونی عبوری سازیآماده منظور به .شد استفاده فردوسی

دمای اتاق قرار گرفت تا  درصد فیكس شده و یك قطره بر روی گرید کت شده با کربن قرار داده و در 1 استفاده از گلوتارالدهید

 10درصد به مدت  2یورانیل استات  بارنگو  استریل شسته شدند PBS با دقیقه 5 خشك شود. سپس گرید ها دو بار به مدت

مدل  LEO فاده از میكروسكوپ الكترونیمربوط به اگزوزوم با است لوژیمورفو هاییبررسانجام شد.  یزیآمرنگدقیقه 

912AB  120در ولتاژ ساخت کشور آلمانKW آماده بررسی شدند. هاعكسانجام گرفت و  (2-2 )شكل 

                                                           
1 Transmission electron microscope 

 

(D) (C) 

(A) (B) 
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 فردوسی دانشگاه -مرکزی آزمایشگاه درمستقر  مورداستفادهالكترونی عبوری  میكروسكوپ 3-2 شكل

  

 (DLS)و درصد اگزوزوم با استفاده از روش پراکندگی دینامیکی نور  تعیین اندازه 2-4-1-2

 Particle تعیین اندازه ذراتسایز )از دستگاه پارتیكل  DLSاندازه قطر اگزوزوم ها با تكنیك  در این تحقیق برای تعیین

Size Analyzerحلال مطالعه ندازه ذرات موجود با استفاده از تابش و پراکندگی نور مشخص شد. در این ا شد. ( استفاده

-2 شكل) واقع در آزمایشگاه مرکزی دانشگاه فردوسی  DLSبرای تعیین اندازه ذرات از دستگاه  .بافر فسفات بود مورداستفاده

 .است شدهاستفاده (3
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 انشگاه فردوسید -در آزمایشگاه مرکزیمستقر  مورداستفاده اندازه ذرات( یینتع) یزسا پارتیكل تصویر دستگاه 4-2 كلش

 RNAاستخراج  2-5

یك محلول  RNA-x Plusاز کیت مخصوص استخراج استفاده گردید.  هانمونهو جداسازی آن از  RNAبرای استخراج 

نمك گوانیدین و با  این ماده از طریق اثرگرفت.  قرار مورداستفاده RNAباشد که برای جداسازی کامل فنول می /گوانیدین 

 .رودمیبه کار  پروتئینو  DNA با زمانهم طوربه RNAفنول برای جداسازی  فاز درکمك ایجاد رسوب 

 می زیر شرح به وانجام گرفت شرکت پرتو آزمون جوانه خراسان  در ،مورداستفاده پروتوکل با مطابق  RNA جداسازی مراحل

 :باشد

 ای حاوی نمونههمیكروتیوپ به  RNA-Plusاز محلول  milt 1اضافه کردن -1

 دقیقه 5دمای اتاق به مدت  در هانهنموانكوبه ثانیه و  5-10ورتكس به مدت  -2

 کردن نمونه با کلوروفورم با کمك تكان دادن و بدون استفاده از ورتكس مخلوط 1کلوروفورم، µl 200 اضافه کردن-3

 دقیقه 15به مدت  گرادسانتیدرجه  4در دمای  هانمونه انكوبه -4

 دقیقه 15 مدتبه  C° 4 در دمای rpm 12000 سانتریوفیوژ -5

 نزنید( هم بهتوجه: فاز میانی را ) 2و اضافه کردن مقدار برابر ایزوپروپانول ml5/1 انتقال فاز آبی به میكروتوپ جدید - 6

 دقیقه 15 مدت به یخ در انكوبه و آرامی به مواد کردن مخلوط -7

 دقیقه 15به مدت  C° 4 در دمای rpm 12000سانتریوفیوژ  -8

 rpm 7500دقیقه در  8به مدت  درجه 4، سانتریوفیوژ در دمای %75اتانول  ml 1ضافه کردن ااوت کردن مایع رویی و  -9

 پذیریانحلال کاهش ولی اتاق جهت خشك شدن در دمای معمو هانمونه اوت کردن مایع رویی و نگهداری-10

 دقیقه 10به مدت  (C 60-55°)رم آب گ حمام درشده و نگهداری مواد  نشینتهبه مواد  3آب مقطر µl 50اضافه کردن  -11

                                                           
1Chloroform 
2Isopropanol 
3DEPC treated water 
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 .RNA- PLUS محلول کیت استخراج (RNA B قبل از اضافه کردن کیت استخراج A)   .RNA استخراج روند 5-2شكل 

 C) اضافه کردن کیت استخراج  RNA به نمونه D) نمونه حاصل پس از استخراج RNA 

 

(C) (D) 

(B) (A) 
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 (1)نانودراپvoluspectrophotometer-Micro توسط RNA غلظت تعیین 2-6

اس اس گردید. هاستفاد مشهد پزشكیمرکزی دانشكده علوم  آزمایشگاهدر  واقعاز دستگاه نانودراپ  ،RNAغلظت  تعیین جهت

ز روش ا تفادهاس. در سنجش غلظت اسیدهای نوکلئیك دارد لاییسرعت و دقت باکار این دستگاه اسپكتروفتومتری بوده که 

 ورداراست.برخ زیادی اهمیت بالا از دقت با و زمانهم طوربهنانودراپ به دلیل تعیین جذب چندین نمونه 

 

 نانودراپ با RNAنمودار بررسی تعیین غلظت  6-2شكل 

 

 cDNA2سنتز  2-7

 مخلوط گردید. مطابق با آنچه در جدول زیر آمده، با یكدیگر برای واکنش پلی آدنیلاسیون، نیاز مورددر ابتدا مواد 

 

 برای واکنش پلی آدنیلاسیون مورداستفادهمواد  4-2 جدول

 

 

 

 

 

 
                                                           
1 Nano drope 
2 cDNA synthesis 

 ماده حجم يا وزن

µg 1-5 Total RNA 

µl 1 r ATP (10Mm) 

µl 2 10X polymerase buffer 

 µl 2/0 - 1/0 Poly A polymerase 

µl 20Up to RNase-free water 
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 :باشد می زیر روش اجرا به شرح

دقیقه  30به مدت  C° 37شده و در دمای  مخلوط آرامی به پیپت از استفاده با شدهمشخص مقادیر با بالا در ذکرشده مواد

پس از ه بلافاصل cDNA سنتزدر ادامه واکنش  گردید. غیرفعال C° 65 دقیقه در دمای 20انكوبه شده، سپس به مدت 

 .شد پلی آدنیله انجام RNAواکنش پلی آدنیلاسیون، با استفاده از ترکیبات زیر برای هر نمونه 

µl - 10  ازRNA پرایمراز  لیتر میكرو 1دنیله، با پلی آ (µM 10 BON-RT adaptor) هر تیوپ ریخته و حجم  در

 شد. میكرولیتر رسانده 13به  RNAase-DNase freeهر تیوپ با آب 

 ه ترموسایكلر قرار داده شد.در دستگا گرادسانتیدرجه  75دقیقه در دمای  5 زمانمدتبسته شد و به  هاتیوپدرب  -

مواد  ذکرشدهجدول  بر روی یخ قرار داده و مطابق پرو توکل که در سرعت بهرا از دستگاه خارج کرده و  هاتیوپ -

 دیگری به آن اضافه شد.

 

 

 miRNA cDNAمقادیر و مواد لازم برای تهیه مخلوط کلی واکنش سنتز  5-2جدول 

 ماده حجم يا وزن

µl 1 RT enzyme 

µl 2 dNTP 

µl 4 5 x RT buffer 

µl 20 To bring final volume to RNase-free water 

 

 

 (6-2 جدول) شد استفاده ترموسیكلر دستگاه از موجود، دستورالعمل با مطابق بالا مراحل انجام از پس

 

 miRNA cDNAجهت سنتز ی یدماچرخه  6-2جدول 

Cycles Duration Temperature(C°) 

 

1 min10 25 

1 min60 42 

1  min10 70 
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 ( دستگاه ترموسایكلرD آنزیم، dNTPآداپتور،  (C ( بافر آنزیمcDNA B ( کیت سنتزcDNA Aروند سنتز  7-2شكل 

 

   

 

 

 

(C) 

(A) (B) 

(D) 
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 Real- Time PCRواکنش  8-2

Real-time PCR كه Quantitative PCR های کمی گسترده در بررسی طور بهشود، تكنیكی است که نیز نامیده می

با انجام گرفتن آزمایش و با استفاده از گزارشگرهای  زمانهم DNA امكان بررسی تكثیر قطعاتو  رودبیان ژن به کار می

 Real-time اگر هدف، سنجش میزان بیان یك ژن خاص باشد، کندیمرا فراهم  ((fluorescent reporters فلوئور سنت

RT-PCR قرار خواهد گرفت. به این صورت که مجبوریم پیش از آغاز فرایند مورداستفاده Quantitative PCR ،

رونویسی شده به میزان بیان  RNA را انجام دهیم. اساس این تكنیك، ارتباط مقدار cDNA و تبدیل آن به RNA استخراج

 .ها را در شرایط مختلف مقایسه کردنتوان با استفاده از آن میزان بیان ژژن موردنظر است و می

 BON-Mir QPCRاز کیت  SYBR Green  حاویبا استفاده از مخلوط اصلی واکنش،  Real –Time PCRواکنش 

 بر روی QPCR. این کیت شامل ترکیبات لازم برای انجام واکنش انجام گرفتبود،  شده تهیهفناوری بن یاخته که از شرکت 

cDNA  سنتز شده از miRNAمورداستفادهمثبت استفاده از این کیت حساسیت بالای مواد  هایویژگی ها می باشد. یكی از 

 Real-Timeمربوط به واکنش  ذکرشده مراحل کلیه ضمن در حتی در مقادیر بسیار کم می باشد. miRNAدر شناسایی 

PCR است. گرفتهانجام مشهد پزشكی علوم دانشكده مرکزی آزمایشگاه در 

 

 QPCRواکنش  2-7-1

 cDNA شده در مرحله قبل، با استفاده از مواد و ترکیبات و مطابق با پروتوکل، تحت واکنش  سنتز هایQRT-PCR  قرار

 Step one)دستگاه در  قرارگیریترکیبات و  سازیآماده ازجمله مراحل یکلیه سازیآمادهداده و اطمینان لازم جهت 

company ABI-USA) دور از نور حاصل شد. در شرایط 

 به واکنش اضافه گردید. µl 25/0به مقدار  ROXاز رنگ  ABI هایدستگاهلازم به ذکر است برای 

 زیر انجام شد. قرار به 7-2 مراحل انجام واکنش مطابق جدول

 

 

 miRNA real time PCR master mixمقادیر و مواد لازم برای تهیه  7-2جدول 

 ماده حجم يا وزن

µl 1 cDNA 

µl 5/0 MiRNA-specific forward primer 

µl 5/0 Universal reverse primer 

µl 5/6 2x miRNA QPCR master mix 

µl 13 Up to Nuclease-free, PCR-grade H2O 

  



 
 

 33 

 

 

در  شـــده شـــخصمرا بـــا یكـــدیگر مخلـــوط کـــرده و طبـــق برنامـــه   هـــاآنترکیبـــات بـــالا،  ســـازیآمـــادهپـــس از 

 .داده شددر دستگاه قرار  (2-8)جدول

 miRNA real time PCRچرخه نمایی واکنش  8-2جدول 

Cycles Duration Temperature(C°) 

 

1 Min 2 95 

 Sec 5 95 

40 Sec 30 60 

 

تطبیق داده  MiR baseه از پایگاه داده تهیه و با استفاد (Bon yakhte)از کمپانی   pre-design صورت بهر پرایم توالی

 شده اشاره آن به 2-9 جدول در که باشدمی زیر صورت به Real –Time PCR  واکنش در مورداستفادهتوالی پرایمر  شد.

 .است

 Real –Timeپرایمر مورداستفاده در واکنش  PCR 9-2جدول 

Annealing 

temperature (◦C) 

Primer sequence (5ʹ→ 3ʹ) Gene name 

 

 

60 F (5ʹ- GGTGGCTGAGCAAA 3ʹ) 

 

U6-R (5ʹ-AAGGATGACACGCAAA-3ʹ) 

MiR19-b 

 

 شناسیبافتمطالعات  2-9

 سازیآماده برای لازم اقدامات ها، اگزوزوم در موجود ی ها MiRNA عملكرد تعیین و قلبی حاد سكته اثر بررسی منظور به

 انجام آریا سلول زیستا رکتش در ئوزینا- هماتوکسیلین آمیزیرنگ هیستوشیمیایی فن از استفاده با قلب چپ بطن از هانمونه

 .شودمی اشاره ذیل درروش کار آن  که گردید

 پاساژ بافت 1-9-2

 1ثابت کردن 1-1-9-2

 1ین محلول، برای تهیه ا استفاده شد. هانمونهجهت فیكس کردن  %10، از محلول فرمالین شناسیبافتبرای انجام مطالعات 

 آب مقطر مخلوط کردیم. لیترمیلی 9از فرمالین خالص را با  لیترمیلی

 
 
 
 

                                                           
1Fixation 
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 1گیریآب 2-1-9-2

 هامونهنب موجود در با کمك از درجات صعودی اتانول، آ هانمونهجلوگیری از ایجاد چروك و تخریب در ساختار  منظور به

( می ساعت 5ه مدت ب هرکدام) 95%، %90 ،%80 ،%70 ،%50این شیب صعودی اتانول شامل:  از بافت خارج گردید. آرامیبه

 باشد.

 

 سازیشفاف 3-1-9-2

و  ول موجود در بافت شدهدر بوتانل قرار داده شدند تا بوتانل جایگزین اتان ساعت 3به مدت  هانمونهپس از مرحله آبگیری، 

 برای نفوذ پارافین آماده گردند. هانمونه

 

 2با پارافین و آغشتگی گیریقالب 4-1-9-2

 وسیلهبه هاحلال قرار گرفتند. گرادسانتیدرجه  65-85در داخل بشر محتوی پارافین مذاب در داخل انكوباتور با دمای  هانمونه

 24ا پارافین به مدت آغشته سازی ب .کندمیکامل پر  طور بهتبخیر شده و پارافین فضای داخل بافت را  شده ایجادحرارت 

پس ینیومی ریخته شد سکوچك آلوم هایقلبپارافین مایع در داخل  ،گیریقالبجهت  ساعت در داخل انكوباتور انجام شد.

سرد شدن،  قبل از شد. به شكل عرضی و طولی قرار دادهو با کمك پنس در پارافین مایع  از انكوباتور خارج گردید هانمونه

 کاغذی روی قالب قرار داده شد. هایبرچسباطلاعات نمونه با استفاده از 

 

 تهیه مقطع بافتی 2-9-2

 ها لام کردن ژلاتینه
 مراحل سایر در هاآن شدن داج از و چسبیده لام به مناسب طور به ها نمونه تا کرده ژلاتینه را ها لام برش، مرحله انجام از قبل

 به جوشان مقطر آب لیترمیلی 200 در را ژلاتین پودر گرم 2 ابتدا ها، لام کردن ژلاتینه برای. آید عمل به ممانعت آمیزیرنگ

 لام و شد منقل بوکال اخلد به محلول شدن، سرد از پس. آمد دست به شفافی کاملاً محلول که ایگونهبه شد حل کامل طور

 محیط در شده لاتینهژ های لام. گردد آغشته ژلاتین به لام سطوح تمام تا گرفتند قرار ژلاتین بوکال داخل در بار چندین ها

 .شوند خشك کاملاً تا شدند نگهداری روز یك مدت به آزمایشگاه

 

 

 

 

 

                                                           
1dehydration 
2 Paraffin embedding 
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 ها لام کردن ژلاتینه 8-2 شكل

 

 1گیری برش 1-2-9-2

قبل از برش  م برش زدن،گاد نتیجه بهتر در هنابرای ایج پارافینی از دستگاه میكروتوم استفاده شد. هایقالببرای برش زدن 

 ه گردید.میكرون تهی 5-7نازك به ضخامت  هاییبرشمدتی در یخچال نگهداری شدند. میكروتوم را تنظیم کرده و  ها قلب

را به لام های  هابرشدر ادامه  ( شناور کرده،گرادسانتی درجه 42را در حمام آب گرم ) هاآن، هانمونهبرای باز شدن چروك 

مرحله،  نبعدازای ساعت در مقابل جریان هوا قرار داده شد. 24مدت جهت خشك شدن، لام ها به  تمیز منتقل گردید.

تا در زمان مطالعات به آن  شدهدادهدر جعبه مخصوص قرار  شده آمادهگردید و لام های  یادداشتلام  دررویمشخصات نمونه 

 مراجعه گردد.

 

 

 مراحل برش گیری 9-2 شكل

 

 

                                                           
1Sectioning 
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 آمیزیرنگ 3-9-2

طابق با دستور عمل ن ائوزین مهماتوکسیلس آمیزیرنگ، از شناسیبافت هایجنبهاز  شده تهیههای  لامبررسی  منظور به

 استفاده گردید. آمیزیرنگ

 ( H&E) 1ائوزین رنگ هماتوکسیلین 2-9-3-1

. در این روش شودیممحسوب  هابافت انواعهمه  یزیآمرنگیك روش عمومی برای  ائوزینهماتوکسیلین  یزیآمرنگ

ار مثبت دارای ب ائوزین رنگ .آیدیدرم فش و سیتوپلاسم به رنگ صورتیسلول به رنگ آبی و تا حدودی به رنگ بن یهاهسته

به رنگ  هاپروتئین یجهدرنتو  شودیمتصل آمینه مانند لیزین و آرژنین م یدهایاسآمین موجود در  یهاگروهاست که به 

را  ها آن و شودیملیك متصل فسفات موجود در اسیدهای نوک یها گروهمثل  هایییونآنهماتوکسیلین به  .آوردیم درصورتی 

 .(49)آوردیم دربه رنگ آبی 

 

 ائوزینروش تهیه رنگ هماتوکسیلین 

 تهیه گردید. لیتر الكل خالص 1پودر هماتوکسیلین در  گرم 5، شامل Aالف( روش تهیه هماتوکسیلین: در ابتدا محلول 

سپس از  دست آمد.ه به کمك حرارت بلیتر آب مقطر  1گرم سولفات آلومینیوم پتاسیم در  100از حل کردن  Bمحلول 

بعد به این  حلمراحرارت داده شد. در  جوش نقطهرسیدن به مخلوط کرده و تا زمان  هم بابه مقدار برابر  Bو  Aمحلول 

از  لیتریلیم 100حل شد. پس از سرد شدن به ازای هر  کاملاًگرم اکسید مرکوریك قرمز اضافه و به کمك حرارت  3محلول 

 فت.قرار گر استفاده دموراسید استیك اضافه شد. بعد از صاف کردن رنگ حاصل  لیتریلیم 3محلول حاصل 

 الكی ائوزین رنگب( 

قرار  استفاده مورداف کردن صحل گردید و پس از  %80اتانول  لیتریلیم 100در  ائوزین الكلی، یك گرم پودر ائوزینتهیه  یبرا

 گرفت.

 است: شده انجامبه شرح زیر  یزیآمرنگروش 

 دقیقه 10 زدایی توسط زایلن در دو نوبت پارافین

 3 به مدت هرکدام رب مقطآ یتدرنها و %70، %80، %90، %96 نزولی اتانول شامل: یهاغلظتبا استفاده از  ها لامآب دهی 

 یقهدق

 دقیقه 3-5 با هماتوکسیلین یزیآمرنگ

 دقیقه 10 جاری آبشستشو با 

 یقهدق 3 %70شستشو با اتانول 

 دقیقه 1-2 با ایوزین الكی یزیآمرنگ

  یقهدق 3 شستشو با اتانول مطلق

                                                           
1 hematoxylin and eosin 
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 یقهدق 3 با زایلن در دو نوبت یسازشفاف

درجه روی لام قرار داده و پس از گذشت  45نمونه ریخته و لامل را با زاویه  یرو 1، از چسب انتلانیدائمبرای تهیه لام 

 است. استفادهقابل یشناسبافتو برای مطالعات  شده خشك کاملاًدر حدود چند ساعت لام  یزمانمدت

 ساخت Olympus,IX70در زیر میكروسكوپ نوری  ائوزین، هماتوکسلین یزیآمرنگ پروتوکل مطابق شده آماده های لام

 گرفت صورت یبردارعكس، دوربین با هانمونه از و گرفت قرار مطالعه و مشاهده مورد Japan کشور 

                                                           
1 Entellan 



 

 
 
 

 «سومفصل »

 نتایج

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
 

 

 است. شدهپرداختهبخش  چهار در پژوهش این از حاصل نتایج بررسی به فصل این در

 حاصل از تست سكته که شامل: یجنتا -1

 .قلبی حاد سكته یدتائ جهت یقلب هاییمآنز یریگاندازه: الف

 .ائوزین - هماتوکسیلین یزیآمرنگ تكنیك توسط یشناسبافت مقاطع از حاصل نتایج بررسی :ب

 .DLSاگزوزوم ها با روش  اندازه تعیینو  یالكترون یكروسكوپم تصاویرحاصل از  یجنتا -2

 .MiR-19bژن  یانب یزانم یبررس منظوربه Real Time PCR یكحاصل از تكن یجنتا -3

 آنالیز آماری. -4

 یقلب هاییمآنز یریگاندازهحاصل از  یجاول نتا بخش 1-3

و  یابیمورد ارز یسكته قلب یدتائ منظوربه I ینو تروپون CK-MB یزانپژوهش، م ینا در قلبی حاد سكته یدتائ جهت

 .گرفت قرار یریگاندازه

 کیناز فسفو کراتینین آزمایش 1-1-3

 CPK-MB. سطح آنزیم رودمییك نشانگر قلبی است که برای تشخیص انفارکتوس حاد قلب، به کار  CKP- MBآزمایش  

ت آن اس دهندهنشان گر سطح این آنزیم بالا باشدا ن وسعت و نیز زمان شروع انفارکتوس میوکارد بسیار مفید است.یجهت تعی

 .(50)است شده ایجاد توجهقابلیك انفارکتوس وسیع و  اخیراًکه 

 تروپونین آزمایش 2-1-3

 خـــون در ینتروپـــون بـــالای مقـــادیر. شـــودمـــی یافـــت قلـــب یماهیچـــه در کـــه اســـت پـــروتئین نـــوعی تروپـــونین

 اســـتفاده قلبـــی حملـــه تشـــخیص بـــرای اغلـــب آزمـــایش ایـــن. باشـــد قلبـــی یحملـــه معنـــای بـــه اســـت ممكـــن

 .(50)شودمی

ــه ــت مقایسـ ــزیم فعالیـ ــراتین آنـ ــاز کـ ــت و کینـ ــونین غلظـ ــروه در تروپـ ــرل گـ ــكته و کنتـ ــا در سـ ــر ینمودارهـ  زیـ

 µl ســـكته و کنتـــرل گـــروه رد CK-MB فعالیـــت میـــانگین. (Bو  A 1-3شـــكل ) شـــودمـــی داده نمـــایش

 را درصـــد 05/0 از کمتـــر اطمینـــان ســـطح در را داریمعنـــی اخـــتلاف کـــه بـــود µl  8825/222 و 16846/86

ــان ــین. داد نشـ ــانگین همچنـ ــت میـ ــونین غلظـ ــی تروپـ ــروه در قلبـ ــرل گـ ــكته و کنتـ ــه سـ ــب بـ  µl 295385/0 ترتیـ

 .داد شاننرا  درصد 05/0 از کمتر اطمینان سطح در را داریمعنی اختلاف که بود µl 244167/1 و
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گروه  در تروپونین غلظت مقایسه نمودار (B)سكته   و کنترل گروه در کیناز کراتین آنزیم فعالیت مقایسه نمودار (A) 1-3 شكل

 سكته و کنترل

 

 یشناسبافتمطالعات  نتایج 3-1-3

 این در .گرفت قرار ارزیابی و مقایسه مورد سكته و سالم یهانمونه از شده یهته بافتی مقاطع سكته قلبی، بروز اطمینان از جهت

بخش از مطالعه نشان  این نتایج .شدسم به رنگ صورتی مشاهده به رنگ آبی تا بنفش و سیتوپلا هاهسته ،یزیآمرنگ تكنیك

در  عروق خونی که علاوه به اندقرارگرفتهکاملاً منسجم در کنار یكدیگر  صورت بهعضلانی بافت قلبی  هایرشتهکه  دهدمی

 را نشان داد.نفوذ لنفوسیتی در داخل بافت قلبی  ،خونریزی داخل بافتی مشاهده شد صورت بهگروه مدل 
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 مشخص در کنار یكدیگر قرار دارند. نظم باقلب سالم. فیبرهای قلبی  بافت طولی برش  مقطع (A 2-3 شكل

B)  شودمیدر توالی استقرار فیبرهای قلبی مشاهده  ریختگیهمبه نمونه با ایجاد سكته قلبی. طولی بافتبرش  مقطع. 

C ) وD ) شودمیسكته مشاهده  هاینمونهبافتی در بین فیبرهای قلبی در  ریختگی هم بهمقاطع طولی نكروز بافتی و. 

 x400بزرگنمایی 

Mمیوکاردیومیست : 

 Nهسته : 

D: بافت دژنره قلب 
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 بررسی هیستولوژی بافت قلب 1-3-1-3

مدل سكته قلبی انسجام  هایموش، در شودمیکه مشاهده طور هماناست.  شده داده نشان 3تغییرات بافتی قلبی در شكل 

التهابی به داخل  هایسلولخونریزی داخل بافت و نفوذ  صورت بهاست. همچنین عروق خونی  یافته کاهش ایماهیچه بافت

 .دادنشان  را توجهیقابل بافت افزایش

سكته  هو گرو )شاهد(ی بافت میوکارد گروه کنترل ائوزین بر رو-هماتوکسیلین آمیزیرنگبا استفاده از  شناسیبافتبررسی 

 وغییر کرده تی طبیعی قلب ، ساختار مورفولوژیك)ایزوپرنالین( ایزوپرتونول صحرایی تحت تأثیر هایموشنشان داد که در  قلبی

 .شودمیقلبی مشاهده  لكوسیتی و عدم انسجام فیبرهای عضلانی هایسلولنكروز، نفوذ  علائم

 یریگاندازهمیکروسکوپ الکترونی و  تصاویرنتایج حاصل از بررسی دوم  بخش 2-3

 DLSاگزوزوم ها با روش 

 عبوری بررسی اگزوزوم ها با استفاده از میکروسکوپ الکترونی 1-2-3

 دولایه با شكل کروی تیذرا ها اگزوزوم. گرفت قرار ارزیابی مورد ها اگزوزوم ساختار TEM الكترونی میكروسكوپ از استفاده با

 طی در آن رویک شكل و اگزوزوم غشای شد مشخص بررسی این در .دارند اندازه نانومتر 100 الی 30 بین که هستند لیپیدی

 .است مشاهدهقابل TEM میكروسكوپ از آمده دست به تصاویر در هاآن کروی شكل و است شده حفظ جداسازی فرایند

 

 

 nm100 (B) بزرگنمایی با( استات یورانیل آمیزیرنگ) TEM توسط میكروسكوپ اگزوزوم میكروسكوپی تصویر (A) 3-3 شكل

 nm 200 بزرگنمایی با( استات یورانیل آمیزیرنگ) TEM تكنیك با اگزوزوم میكروسكوپی تصویر
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 (DLS) نوربررسی اگزوزوم ها با استفاده از روش پراکندگی دینامیکی  2-2-3

 جداشده ایه اگزوزوم حاوی سوسپانسیون در موجود ذرات قطر Vasco3 مدل ،DLS دستگاه از استفاده با پژوهش این در

 شد. مشاهده رینانومت 80 حدود اوج نقطه با ذرات اندازه توزیع است، آمده 7شكل  در که گونههمان. گردید تعیین

 

 تعدادبر اساس قطر اگزوزوم سنجش اندازه 

 

 را نشان داد. نانومتری 80اوج  ینقطهشكل با  یازنگوله، توزیع DLSسنجش اندازه اگزوزوم ها توسط  4-3 شكل
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 نمودارهاردید که این گاستفاده  Real-Time از منحنی ذوب و منحنی تكثیر  Real-Time PCRجهت سنجش دستگاه 

 ائیدت ده است.رسم گردی غیراختصاصیو اطمینان از نبود محصولات  بودن محصول انجام واکنش و اختصاصی تائید منظور به

 81دمایدر  ذوب اختصاصی منحنیپیك بررسی با ژنومی  DNA بهآلودگی  عدمنیز و پرایمرها عملكرد بودن اختصاصی 

 .شد داده نشان گرادسانتیدرجه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 است. تكثیرشدهو بدون مشكل اختصاصی  محصولتك دهدمیتك نشان  باندهایوجود نمودار منحنی ذوب.  5-3شكل 
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 یت بالاتكثیر با اختصاص دهندهنشان .ژن تكثیرمنحنی نمودار  6-3شكل 

 

 MiR-19bژن  یانب یزانم یبررس منظوربه Real Timeحاصل از  یجنتا 3-3

مناسبی  شده تمامت بالا، دارای کاربردی آسان، سرعت زیاد و قیم دقتحساسیت و  برداشتن علاوه Real- time PCR روش

هت ج ب در مراکز تولید دارویك روش مناس عنوانبهبه توان از آن  که شودمیباعث  هاویژگیباشد که مجموع این نیز می

این قابلیت برای  زااستفاده نمود. همچنین  هاآننوترکیب و کنترل کیفی  محصولات در DNA هایناخالصیتشخیص میزان 

 .(51)دگردمیمهم نیز استفاده  هایبیماریدر درمان بعضی از  هاآندر زمان ارزیابی اثر  هاژنتعیین میزان بیان برخی 

فاده اســــت prism softwar(version8)  از هــــادادهجهــــت رســــم نمــــودار تغییــــرات بیــــان ژن و آنــــالیز 

 گردید.

ــایج  ــه ایـــن  Real Time PCRاز واکـــنش  آمـــدهدســـت بـــهنتـ ــ microRNAنشـــان داد کـ  یادر گـــروه القـ

 .ه اســـتنبـــود دارمعنـــیامـــا ایـــن بیـــان  ؛داشـــته اســـت ســـكته قلبـــی نســـبت بـــه گـــروه کنتـــرل بیـــان بـــالاتری 

(pv>0.05) 
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 قلبی سكته تحت گروه ودر دو گروه کنترل  MiR-19b نسبی بیان نمودار 7-3شكل 

Control :سكته بدون نمونه: CAD    نمونه همراه با سكته قلبی 

 

 بخش چهارم آنالیز آماری 4-3

   -tc=ct(target)∆        فرمول از تحت سكته هاینمونه و کنترل هاینمونهدر  هاژن بیان سازینرمال برایدر این مطالعه  

ct(control)  هاژن بیان تغییرات چگونگی درك برای گروهدو از  یكهر استفاده شد. در ∆ tc از یكهر برای شده محاسبه 

 مقایسه هم با آماری هایروشاز  استفاده با گروه دو در حاصل هایداده نهایتدر وارد شد. ΔΔCT-2 ، در فرمول هانمونه

 محاسبه شد و  value p-برای همه روابط استفاده شد.   t-test و Prism(version8)  افزارنرماز  هاداده. جهت آنالیز گردید

 p< 0.05شد. تلقی معنادار 

 P>0.05افزایش معنادار را نشان داد و میزان بیان ژن مورد نظر با     P<0.05با   CK-MBبر این اساس، مقدار تروپونین و 

نشان نداد. راافزایش معناداری    
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 اهداف پروژه 1 -4
 را قلبی سكته. شودیم محسوبنیز  مزمن بیماری یك که است جهان سراسر در ومیرمرگ دلایل ترینعمده از قلبی سكته

 برداریتصویر توسط همچنین و یستیز نشانگرهای مقادیر افزایش ،الكتروکاردیوگرافی هاییافته: ازجمله بالینی علائم با توانمی

 درمانیشپ یهاروش و شناسایی ینبنابرا ؛(52)شود تعریف شناسیآسیب هایروش توسط است ممكن حتی یا و داد تشخیص

 .دباش می برخوردار زیادی اهمیت از بیماری این از ناشی یروممرگ آمار کاهش در آگهییشپ و قطعی

کم  هاروش ریبا سا یسهبود که در مقا یسكته حاد قلب یالقا روش مناسب یافتن ی، تلاش براتحقیق حاضر  اول بخشدر 

 به یقتزر و یدستفاده گردا یزوپرنالینا یجهت از دارو ینداشته باشد. به هم یزلازم را ن عملسرعت  حالیندرعو  تریتهاجم

از روش سنجش  یبسكته حاد قل یدتائادامه جهت  در .گرفت صورت متوالی روز 2 در جلدی زیر صورتبه mg/kg150 یزانم

 .گردید استفاده یشگاهیآزما

 این. شوندمی رشحت سلولی خارج فضای در هاسلول اکثر توسط که هستند غشایی هایوزیكول انواع از یكی ها اگزوزوم

 با را ها ویزیكول این که زمانی .دندار نقش سلولی بین هایارتباط و بیولوژیكی فرایندهای از بسیاری در ها ویزیكول

. شوندمی دیده انومترن 150 تا 30 قطر با شكل فنجان مسطح هایکره صورتبه کنندمی مشاهده الكترونی میكروسكوپ

 بدن هایسلول انواع توسط ها اگزوزوم. (53) باشند نانومترمی 5 متوسط ضخامت با لیپیدی یلایهیك صورتبه ها اگزوزوم

 اصلی نقش. شودمی یدهد مادر شیر همچنین و ادرار خون، بزاق، مانند بدن مایعات در وفوربه همچنین و شوندمی ترشح

 .(54)است سیگنالینگ هایمولكول یا مختلف اثرات تحویل با اطلاعات حمل ها اگزوزوم

 اکنون که است شده عادی قدری به جراحی اعمال در همچنین و بالینی و اساسی حقیقاتت در زیستی نشانگرهای از استفاده

 ینشانگرها از امروزه. (55)است شده پذیرفته سؤال بدون تقریباً بالینی آزمایشات در اولیه نهایی نقاط عنوان به هاآن حضور

 دنبال به یدجد مارکرهای از بیشتری تعداد که درحالی است شده استفاده بیماری موقع به تشخیص به کمك برای زیستی

 قلبی سكته آگهیپیش و تشخیص برای که بیومارکرهایی ازجمله .اندشدهشناسایی کرونر حاد سندرم یا حاد قلبی سكته

 قلبی سكته تشخیص به تواندمی بقل تروپونین با ترکیب که در کوپتین و چرب اسیدهای دهندهاتصال پروتئین: برد نام توانمی

 .(56)کند کمك علائم اولیه ساعات در کرونر حاد سندرم یا

 یمهم یاربس اتیبترک یبود که حاو یکوچك خارج سلول یها یزیكولو عنوان بهتخراج اگزوزوم ها ، تلاش جهت اسیبعد گام

 ها RNA ومیكر. (57)هستند رمزگذار غیر های RNA از ایدسته ها RNA میكرو .باشندیم Micro RNA ازجمله

 در هاآن بیان. کنندمی تنظیم رونویسی از پس سطح در را ژن بیان تنظیم کار که هستند نوکلئوتیدی 22 کوچك هایمولكول

  RNA میكرو امروزه. شودمی هابیماری توسعه و بروز به منجر ها RNA میكرو نامنظم تنظیم .است موقتی هابافت و هاسلول

 کاربرد هاسرطان مختلف انواع شناسایی بندی طبقه در همچنین و هابیماری آگاهیپیش و زیستی نشانگرهای عنوان به ها

 .(58)کرد مشاهده بدن مایعات و خون در توانمی را ها RNA میكرو .دارند
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 موجـود  هـای ینگران و هاچالش از بسیاری ،هاسلول از مستقیم کاربرد یجا به خون ازسرم شده مشتق ی ها اگزوزوم جایگزینی

 ترکیبات از بسیاری حمل واناییت لیپیدی، یهدولا غشایی ویزیكول یك عنوانبه تنها نه هااگزوزوم. بردیم بین از را زمینه این در

 .(59)دکنن حفظ نیز شیمیایی مواد و تخریبی هاییمآنز اثر از را خود محتویات توانندیم بلكه دارند را

 هایبیماری و سرطان مانند هاییبیماری در ایعمده نقش ها Micro RNA که است شده آشكار اخیر های دهه طی در

 زیستی نشانگرهای برای دلخواه هدف یك به را هاآن خون، گردش در هاآن آسان تشخیص این، بر علاوه. دارند عروقی-قلبی

 جهان رسسرا در ومیرمرگ مهم عوامل از یكی قلبی سكته امروزه کهازآنجایی. (60) است کرده تبدیل هابیماری از بسیاری

 عنوان به هاآن از توانمی دارند سزایی به نقش قلب هایپرتروفی در که ها   Micro RNA شناخت به توجه با و باشدمی

 گفته تاکنون که طورهمان. (61)کرد استفاده جدید درمانی ابزار عنوانبه قلب هایپرتروفی در آگهیپیش و زیستی نشانگرهای

 از آگهی پیش توانندمی همچنین و کنندمی کمك ما به قلبی هایبیماری بهبود و درمان برای زیستی نشانگرهای برخی شد

 نیز هابیماری درمان برای همچنین و هاآن بودن تهاجمی میزان مورد در گیریتصمیم در که بگذارند ما اختیار در بیماری این

 هاییشاخص عنوان به که هستند کمی و گیریاندازهقابل بیولوژیكی پارامترهای زیستی نشانگرهای .بود خواهند کنندهکمك

 میوکارد آنفارکتوس تشخیص بهبود منظور به زیستی نشانگرهای از استفاده. کنندمی عمل فیزیولوژی و سلامت ارزیابی برای

 این از بسیاری در البته. (56)اندشدهشناخته قلبی سكته تشخیص در مهم نشانگر دو کیناز کراتین و تروپونین. باشد می مهم

 تشخیصی ارزش سكته ایجاد از قبل( 1MB-CPK تست و تروپونین تست) آزمایشگاهی تشخیصی هایتست مانند موارد

 برخی درمان در تشخیصی فاکتورهای عنوانبه بیومارکرها بنابراین .هستند گیریاندازهقابل سكته ایجاد از پس معمولاً و ندارند

 .(6)هستند مؤثر قلبی حاد سكته از جلوگیری و هابیماری

با ه قلبی، )رای سكتافت قلب نرمال با بافت دانهایی سكته حاد قلبی از روش مقایسه هیستولوژی ب تائیددر این تحقیق جهت 

 اده گردید.آزمایشگاهی استف هایتست همچنین از روش معمول سنجش ائوزین(-هماتوکسیلین آمیزیرنگتكنیك 

 برای زیادی بسیار امیدواری، بنیادی هایسلول عملكرد از اصلی جزء عنوانبه ها اگزوزوم ازجمله سلولی خارج هایوزیكول

 فتیا بدن مایعات از یاریبس در ها اگزوزوم. (62)است کرده ایجاد قلبی هایسلول احیا و درمان_درترمیم هاآن از استفاده

 در که هستند بسیاری یبیولوژیك عملكردهای دارای فرد به منحصر هایپروتئین و RNA حمل با ها ویزیكول این ،شوندمی

وارد  سرعتبه RNA یكروم یهامولكول ،یدرمانژن برخلاف .(63)است دركقابل هاآن از کوچكی بخش تنها حاضر حال

 .(64)دارند دیدهیبآسقلب  میدرترماثر ماندگار  یك، اما مانندینم یو بعد از انجام دادن کار خود در قلب باق شوندیم

بود که بـا   القاشده یكته قلبس یدر دو گروه کنترل و نمونه سرم حاو MiR-19bژن  یانب یزانم یبررس ،پروژه ینا یاساس گام

 Micro RNA یبرخ یانب میزانکه  آنجایی از .یدرسم گرد هادادهانجام گرفت و نمودار حاصل از  Real Time PCRروش 

را قبل و پس از سكته  Mir-19b یانب میزان تا شدیم بر آن شودیم یرتغدچار  یقلب یهاعارضه یرو سا یها در طول سكته قلب

 ای ـ و بودن معنادار و کرده هیسمقا کنترل گروه در ژن این بیان میزان بارا  آمده دستبه یجقرار داده و نتا یابیمورد ارز یحاد قلب

 .ماییمن گزارش را نتایجبودن  معنییب

 

                                                           
1 Creatine phosphokinase-MB 



 
 

 50 

 

 

 جهت القای سکته قلبی و استخراج اگزوزوم موردمطالعههای  بررسی شیوه  2-4

از  یاریاست. در بس شدهمطرح یسكته حاد قلب یژهوبهو  یعروق – یقلب هاییماریب یجهت بررس یمختلف یهاروش تاکنون

و  یقعرو – یقلب هاییماریب اگزوزوم و یزانم ینارتباط معنادار ب یافتن یاستخراج اگزوزوم و برا ینهدر زم شدهانجام یقاتتحق

از  استفاده یجابه هامارییباز  یاریدر درمان بس ییکوچك غشا یها یزیكولو یكروم عنوانبهها استفاده از اگزوزوزم ینهمچن

 شدهاستفاده زنی حیوانی یهانهنمو از موارد برخی در اما؛ است یدهاستفاده گرد یمارستانیب یهااز نمونه یشترب یوانیح یهامدل

تحت  ماه 16خود را به مدت  یشتحت آزما یهاموش  2017و همكارانش در سال  Camila Uribe copie مثال برای است

 رسیبر در .(45) دو کاهش عملكرد قلب مبتلا شدن یقلب یپرتروفیبه ه هاموشآن،  یجهدرنتکه  دادند قرار یپرچرب یمرژ

 روز دو در ایزوپرنالین یجلد زیر تزریق از قلبی حاد انفارکتوس ایجاد جهت ورزشی، تمرینات با قلب یسازآماده پیش یراتتأث

 جلدی زیر صورتهب ایزوپرنالین داروی تزریق از نیز پژوهش این انجام در. (65)کردند استفاده ساعت 24 فاصله با متوالی

 .باشدمی تریتهاجم کم و خطرترکم گیرندیم قرار مورداستفاده معمولاً که جراحی یهاروشبه نسبت که گردید استفاده

 به زیادی های اگزوزوم وشر این در. است اولتراسانتریوفیوژ روش از استفاده ها اگزوزوم جداسازی برای معتبر یهاروش از یكی

 نمودار رسم در و داشته آلودگی ،هاینپروتئ ازجمله دیگر یستیز یهامولكول سایر با ها اگزوزوم است ممكن اما آیدیم دست

 .(63)کند ایجاد پراکندگی نیز

ه سبب محبوس کردن کاست  یمریپلگكیكول  اتیلنیپل. می باشد یكولگل اتیلنیپل مبتنی بر استفاده از یگرد روش

 یونه با محلول حاوروش نم ینا شوند. در کمتر از محلول جدا یتبا محلول یباتترک شودیمو باعث  شده آب یهامولكول

م اگزوزو یو سپس رسوب حاو گیردیمقرار  روز شبانه یك زمان مدتبه  درجه چهاردمای  انكوبه شده و در یكولگل اتیلنیپل

لترافیلتریشن نیز استفاده دیگری مانند ا یهاروشاز  .(18)شودیم جدا پایین دور با سانتریوفیوژتوسط  یلتراسیونها با ف

 .(66)کندیمفیلترهای غشایی، جدا  یریکارگبهها را برحسب اندازه با شود که اگزوزومیم

به نظر . دهندیمد برای جداسازی اگزوزوم ها را پیشنها برخی مطالعات روش مبتنی بر کروماتوگرافی مایع با عملكرد بالا

م انتخاب ابراین در هنگابن؛ متفاوت جداسازی و استخراج اگزوزوم، مزایا و معایبی داشته باشد یهاروشاز  هرکدام رسدیم

 .(53)استفاده شود پروتوکل مناسب ممكن است ترکیبی از چند روش مختلف

بی سكته قل تجاری اگزوسیب جهت استخراج اگزوزوم از نمونه سرم حاوی نام بادر پژوهش پیش رو از کیت شرکت آناسل 

مچنین هلول و استفاده گردید. استفاده از این کیت تجاری روشی سریع برای استخراج و تصفیه اگزوزوم از محیط کشت س

داسازی کیت امكان ج ینارسالی از شرکت سازنده، امطابق دستورالعمل  .کندیممانند سرم خون را فراهم  بیولوژیكمایعات 

زی انجام سانتریوفیوژ جداسا تریینپا یهاسرعتاگزوزوم در محیط استریل را فراهم کرده ضمن اینكه در زمان کوتاه و با 

 باشد.یر میپذ امكانتری اگزوزوم بالا امكان دسترسی به مقادیر حجم کم محیط کشت وجود باهمچنین حتی  .گیردیم
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 cDNA و سنتز RNA استخراججهت  موردمطالعهبررسی پروتوکل های  3-4

MiRNA  ها تنها بخش کوچكی از کل نمونهRNA  غلظت شوندیمرا شامل ،MiRNA  در حد  تواندیمدر سلول حتی

الی است که حسنجش دقیق و حساس است این در  یهاروشها نیازمند  MiRNA فراوانی پایین  .(67) باشد مولكولچند 

از  تواندیمها  MiRNAسطح بیان . کندیمرا دشوارتر نیز  هاآنشباهت بالای توالی در بین اعضای یك خانواده، تشخیص 

ر دسیع ضروری است. ود ر گسترده دینامیكی  هاآندر سلول تغییر کند، بنابراین شناسایی  یکپ 50000چند کپی تا بیش از 

ویژه برای  یهاروش یریکارگبهتنظیم شود، بنابراین  MiRNA چندین  یلهوسبه زمانهم طوربه تواندیمضمن یك ژن 

 .(68)کوچك لازم است هایکنندهیمتنظعملكرد این اهمیت و پیچیدگی  درك منظوربه MiRNAتشخیص چندین 

 ها MiRNA شناسایی یهاروش 1-3-4

 زمـان  هـم امكـان آنـالیز    یتكنولـوژ ها است. ایـن   MiRNAبرای شناسایی  مورداستفاده یهاروش ینمؤثرتر جز 1میكرو آرایه

یـا   RNA سازیخالص، MiRNA میكرو آرایهمرحله اول در  .(69)کند یمرا در طی یك آزمایش فراهم  MiRNA  هزاران 

MiRNA .استخراج  منظور بهپروتوکل های بسیاری  از سلول یا بافت استRNA اگرچه امكان  .اندیافته توسعهبالا،  باکیفیت

با  ها MiRNA در شناسایی بالایی نیاز است. دقت به هاآنبرای آنالیز وجود دارد، جداسازی و استخراج  RNAاستفاده از کل 

 .(69)است بسیار ضروری طراحی پروب مناسب، میكرواری استفاده از آنالیز

بـه   RNAاست. این واکنش با رونویسی معكـوس   Real-Time PCRها، آنالیز  MiRNAیص تكنیك برای تشخ ترینرایج

cDNA طول کوتاه  .(64)شود می، آغازMiRNA  ها، فقدان دم پلیA    و این واقعیت کـه تـوالی  MiRNA   در بـالغPri-

MiRNA  وPre-miRNA  ،بـا ایـن حـال     .(69)کند میمتعددی را برای رونویسی معكوس ایجاد  هایچالشنیز وجود دارد

 .ها MiRNAرونویسی معكوس استفاده می شود: روش معكوس اختصاصی یا عمومی  یامروزه از دو روش متفاوت برا

پرایمـر سـاقه و    .شـوند مـی معكوس رونویسی  صورت بهاختصاصی  2پرایمرهای ساقه و لوپ وسیلهبه MiRNAاول، هر  درروش

اسـت.   MiRNA، َ 3در انتهـای   شـده شناختهکوتاه، که مكمل توالی  ایرشتهتكدارای سه بخش مختلف هستند: بخش  لوپ

یـك   وسـیله بـه حاصـل سـپس    cDNA )ساقه( و لوپ که توالی عمومی متصل شونده به پرایمر اسـت.  ایرشتهقسمت دوم دو 

. طراحی پرایمرهای سـاقه و لـوپ بسـیار سـخت     رودمیبه کار  PCRو یك پرایمر عمومی، برای   MiRNAپرایمر اختصاصی 

 .دهدمیاست که اختصاصیت روش فوق را افزایش  ایگونهبه هاآناست ولی ساختار 

 صورت بههای عمومی وسیله پرایمربه MiRNAو سپس  شدهاضافهها   MiRNA دوم، یك توالی عمومی به همه درروش

کمك مواد  مختلف با MiRNAزمانی که به آنالیز چندین  ویژهبهروش کاربرد بسیاری دارد  این .شودمیمعكوس رونویسی 

 .(69) اولیه محدود نیاز باشد

 3شرکت سیناکلون ساخت Plus-RNA، از کیت هانمونهو جداسازی آن از  RNAبرای استخراج  شده انجامدر مطالعه 

 گرفت.  قرار استفاده مورد RNAیك محلول گوانیدین / فنول می باشد که برای جداسازی کامل  RNA-Plusگردید.  استفاده
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 و DNA با زمان هم طوربه RNAفنول برای جداسازی  فاز دراین ماده از طریق اثر نمك گوانیدین و با کمك ایجاد رسوب 

 .رودمیبه کار  پروتئین

 حاکی از کیفیت بالای nm260تا  nm230 هاموجطولدر  آمده دست بهبا توجه به اعداد نانودراپ  نمودارهاینتایج حاصل از 

RNA  داشت موردنظر. 

در گروه تحت سكته حاد قلبی نسبت به گروه   MiR19-bبیان  افزایش Real-Time PCRدر نمودار حاصل از واکنش 

میزان بیان این ژن همراه با مسیرهای  اندداده، مطالعات قبلی نشان حاضر مطالعه باشاهد( مشاهده شد. همسو ) کنترل

-MiR19 کنترلینقش  به توانمی مثال عنوان بهکنترل مختلف افزایش داشته است.  های گروهسیگنالینگ متفاوت نسبت به 

b   (70) سرطان ریه هایسلولنقش افزایشی آن در تكثیر و خاصیت ضد آپپتوز در و  (44)فیبرو بلاست هادر تكثر و مهاجرت ،

 اشاره کرد. ،(38)قلبی  قلب در برابر سكته هایسلول ازهمچنین نقش درمانی آن در بازسازی و محافظت 

 سبت به گروه کنترل معنادار بوده ودر گروه حاوی سكته ن MiR19-bتفاوت میزان بیان  شدهانجامدر بسیاری از تحقیقات 

 بیان تغییرات ضرحا مطالعه دراست این در حالی بود که  شده معرفیبیوماکر مناسب جهت مطالعات بعدی  عنوان بهاین ژن 

MiR-19b سایر از زمانهم استفاده عدم ی،سكته قلب القای ینحوه در تفاوت رسدمی نظر به .نبود دارمعنی خیلی 

MicroRNA فاده از است و مطالعه مورد های گروهتعداد ، پایین بودن عروقی -قلبی هایبیماری در دخیل های  RNA 

 مطالعه در ژن، بیان در تفاوت دلایل ازجمله (ود در سلولموج RNAدر مقابل استفاده مستقیم از )مشتق شده از اگزوزوم 

 .است حاضر

 چند زمان هم بیان ررسیب و بیماری با مرتبط هایژن بین کنشبرهم سلولی، فرایندهای بهتر درك منظور به پژوهش این لذا

 .دارد ادامه هم با ژن

 پیشنهادات 4-4

 .گردندمی ارائه تكمیلی تتحقیقا انجام جهت زیر پیشنهادات

 وش به بدن انسانداخلی بدن خرگ هایدستگاهمانند خرگوش به دلیل شباهت بیشتر  ترمناسباستفاده از نمونه حیوانی  .1

 نمونه بیشتر تعدادانجام مطالعات آتی با . 2

 MiR-19bمربوط به  مولكولیسیگنالینگ و فرایندهای سلولی و  مسیرهایبررسی . 3

 عروقی -قلبی هاییماریبهای دخیل در  MicroRNAبا سایر  MiR19-b  یهاکنشبرهم بررسی .4

از هر  دهاستفامقایسه با پروتوکل  وبا سكته حاد قلبی  مرتبط MicroRNA ترکیب چند  یاثربخش پروتوکل بررسی. 5

MicroRNA ییتنهابه 

 رایندفشده در  درگیر یهافتبابررسی سایر  و یزیآمرنگ هاییكتكنبافتی با استفاده از سایر  یهاشاخص به بیشتر توجه. 6

 کبد و کلیه بافت تغییرات بررسی مثالعنوانبه قلبی حاد سكته

 MicroRNAچند  یهاکنشبرهم( در هنگام SEM و TEM) میكروسكوپی الكترون مطالعات. 7
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Evaluation of MiR-19b expression from Exosomes derived from animal 

samples induced by Myocardial infarction by determination of tissue 

markers 
 

By 

Akram Zavar Sahle abadi 

 

Cardiovascular disease is the most cause of death in all countries. In recent years the 

replacement of new methods for timely detection with proper prognosis and the use of 

exosomes as membrane-like particles capable of carrying various compounds has been 

considered. The use of exosomes containing MicroRNA has fewer risks and more benefits 

compared to cell therapy. MicroRNA control the function of genes and are abundantly found 

during the development of the heart. Furthermore, they regulators of critical cardiovascular 

function and biology and are potential biomarkers for cardiovascular disease. This study 

aimed to evaluation of MiR-19b expression from Exosomes derived from animal samples 

before and after, induction of acute myocardial infarction. In this study 20 male Wister rats 

were given myocardial infarction by isoprenaline injection. Myocardial infarction was 

confirmed by blood tests using standard enzyme tests (CK-MB and cTnI). Histological 

comparison was perfoemed using H&E staining on controland stroke sample. Exosomes were 

then isolated and their size and morphology were examined by dynamic light scattering (DLS) 

and scanning Electron microscope and size respectively. RNA extraction and after cDNA 

synthesis. Real-Time PCR steps were performed. scanning electron microscope images 

confirmed the structure and size measurement by dynamic light scattering analysis also 

showed a single bell_ shaped size distribution with a peak of 80 nm. Satistical analysis was 

performed using software SPSS and t-tast. Significant p< 0.05 were considered. The results 

showed the Real-Time PCR, MiR-19b in the induction myocardial infarction group had a 

higher expression that the control group (pv>0.05). However, in the present project, according 

to the protocol, the expression MiR19-b was not Significant. It seems, difference in the 

method of induction of AMI, non-simultaneous use of other MicroRMAs, low study groups, 

use of exosome derived RNA (in contrast to the direct use of cell RNA), among the reasons 

for the difference in gene expression in the present study. 

The hope goes away due to the high capacity of the use of exosomes and the role of 

MicroRNAs in regulating genes expression, in the not too distant future of them as tools for 

the prognosis and treatment of diseases and diagnosis benefited when the cardiovascular 

disease
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