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 در CXCR4 و Connexin 43 هاي ژن بيان بر% 1 حاد هيپوكسي تاثير
  انسان استخوان مغز از مشتق يميمزانش بنيادي هاي سلول

  
   ،(M.Sc)2گنجگاه  يمعصوم فرزانه، *(Ph.D)1كديور  يمهد

 بيوشيمي  بخشايران،  پاستور انستيتو -1

 تحقيقات و علوم واحد دانشگاه آزاد اسلامي تهران، -2

 
  ده يچك
 از برخي بيان در يراتييتغ به منجر ،In vivo حالت به نسبت يسلول كشت در ژنياكس فشار شيافزا: قه و هدفساب

 بـر % 1 حاد يپوكسيه اثر بررسي مطالعه اين از هدف. گردد يم ها سلول يعيطب كرد عمل در اختلال آن متعاقب و ها ژن
  .است بوده In vitro طيشرا در انسان يمينشمزا ياديبن يها سلول در CXCR4 و Connexin 43 يها ژن بيان

 48 و 24 ،16 ،8 ،4 مـدت  بـه % 1 يپوكسيه ماريت تحت ياديبن يها سلول از يگروه كشت، از پس: ها مواد و روش  
 ينورموكس طيشرا در ساعت 8 مدت به ها سلول ،يپوكسيه طيشرا اعمال از پس گر،يد يگروه در. گرفتند قرار ساعت
 بيـان  ميزان ،Real-time PCR تكنيك كمك به ،cDNA سنتز و RNA استخراج از پس مورد هر در. شدند داده قرار
  .شد هيمقاس ينورموكس گروه با و يريگ اندازه مطالعه مورد يها ژن
 شيافـزا  نيا. يافت افزايش يتوجه قابل زانيم به هيپوكسي 16 و 8 ،4 ساعات در Connexin 43 ژن بيان :ها افتهي

 بيان چند هر Hypoxia/Re-oxygenation گروه در. شد مشاهده يپوكسيه 16 ساعت در فقط CXCR4 مورد در انيب
 نـسبت  يمعنادار رييتغ CXCR4 مورد در اما افتي شيافزا شدت به 8 و 4 يها ساعت در Connexin 43 مورد در ژن
  .نشد دهيد يپوكسيه گروه به

 ـ نقش آن اعمال دتم و ژنياكس غلظت ها، افتهي نيا به توجه با :يريگ جهينت  ـب در ياساس  و CXCR4 يهـا  ژن اني
Connexin 43 غلظـت  يسـاز  نـه يبه نيبنـابرا . دارد انـسان  استخوان مغز از مشتق يميمزانش ياديبن يها سلول در 

  .رسد يم نظر به يضرور ها سلول نيا در ژن هر مورد در انيب حداكثر به يابي دست منظور به ژنياكس
   

 Connexin 43، CXCR4 هيپوكسي، انشيمي،مز بنيادي ايه سلول: يدي كليها واژه
  

  مقدمه
 بنيــادي هــاي ســلول بــراي مهمــي منبــع اســتخوان مغــز

-3 [اسـت   (Mesenchymal stem cells: MSCs)يميمزانـش 
ــراي. ]1 ــيتع ب ــبن يهــا ســلول تيــهو ني  از يميمزانــش يادي

 ـو سطحي ماركرهاي وجود مانند ييمعيارها  ـن و ژهي  فقـدان  زي
 هـاي  سـلول  و هماتوپوئيتيـك  هـاي  سـلول  سطحي ماركرهاي
 ـ هم. شود يم استفاده اندوتليال  ييتوانـا  و يتمـايز  تـوان  نيچن
 ـارز هـا  آن در سـلول  كـشت  پلاسـتيك  حسـط  به اتصال  يابي

  نــوزايي خــود تــوان واســطه بــه هــا MSC ].4 [گــردد يمــ
 (Self-renewal)اميـدهاي  سـلولي  دودمان چندين به تمايز و 

 انـد  آورده وجـود  هب درماني ژن و درماني سلول براي را زيادي
]5،6.[  

 و رشد طول در ها ژن مهم كننده تنظيم مولكول يك اكسيژن
 بـر  گـذار  ريتـاث  عوامـل  نيتـر  مهـم  از و بوده زنده ودموج نمو
 ـبن هـاي  سلول ].7،8 [باشد يم ياديبن يها سلول كرد عمل  يادي
 ـيطب طيشرا در استخوان مغز يميمزانش  كـم  فـشار  بـا  بـدن  يع

  :kadivar@pasteur.ac.ir  Email                                021-66402770:نمابر 021-66969298  :تلفنسنده مسئول، ينو *
]   18/10/1390 :رشيخ پذي   تار26/6/1389 :افتيخ دريتار 
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 طيشـرا  در ژنياكـس  فشار كه يحال در اند شده سازگار اكسيژن
 ـ%) 21 (جو فشار معادل يسلول كشت يشگاهيآزما  .باشـد  يم

 اي و In vitro به In vivo از انتقال در ها سلول اين العمل عكس
 ـ اثـر  هـا  آن ييكارآ ميزان بر عكس، بر  وقتـي  ].9 [گـذارد  يم

 به شوند، مي منتقل كشت محيط به يميمزانش ياديبن يها سلول
  در اكـسيژن  فـشار  جملـه  از مختلـف  فاكتورهاي تفاوت دليل

 In vitro به نسبت In vivo تغييـر  دچـار  ها ژن زا بعضي بيان 
 هـا  ژن ميتنظ ـ يرو بر گذار ريتاث عامل نيتر مهم ].10 [شود مي
ــر در ــسيه اث ــاكتور يپوك ــل ف ــا قاب ــط الق ــسيه توس   يپوك

 (Hypoxia inducible factor, HIF) فــاكتور نيــا. اســت 
 نقـش  هـا  سلول از ياريبس در يپوكسيه به پاسخ در يسيرونو
  .]11-15 [دارد يمهم

 از ارتبـاط  سـلولي  پر دار جان يك در نرمال شرايط تحت
 فيزيولوژيك كرد عمل در را مهمي نقش يسلول اتصالات طريق
 نيتــر مهــم از ييكــConnexin 43  ].16،17 [كنــد مــي ايفــا

 و اسـت  سلولي اتصالات ساختار در كننده شركت يها پروتئين
 اتـصال  از كانال هر. شود مي يافت مختلف هاي سلول غشاء در
 هــاي مولكــول بــه كــه اســت شــده تــشكيل كانــال همــو دو

 يـك  از عبـور  اجـازه  دالتـون  لويك 2/1 از تر كم هيدروفيليك
 ـاخ. ]18-20[ دهنـد  مي را مجاور سلول به سلول  دخالـت  راًي

 گـزارش  آپوپتـوز  ميتنظ ـ زين و يسلول ريتكث در 43 كانكسين
 شد، يبررس مطالعه نيا در كه يگريد ژن ].21،22 [است شده

 عامـل  يـك  و SDF-1 فاكتور رندهيگ كه دبو CXCR4 رسپتور
 ـيگز لانـه  براي مهم  هـاي  بافـت  در اجـدادي  هـاي  سـلول  ين
 بـر  ها MSC از درماني استفاده ].23-28 [باشد مي سكميكيا

 ـيگز لانـه  جهـت  ها سلول اين ظرفيت  پيونـد  و (Homing) ين
 شده گزارش. ]29 [دارد تكيه هدف هاي بافت به مدت يطولان
 بـه  پاسـخ  در را هـا  MSC توانايي CXCR4 بيان كه كه است

. ]30،31 [دهد مي افزايش ،SDF-1 توسط شده القا كموتاكسي
 In vivo در كـه  ييهـا  MSC كه است شده مشخص نيچن هم

 ـيگز لانـه  نظـر  از كننـد،  مي بيان تر بيش را CXCR4 رندهيگ  ين
  .]32-36 [دارند برتري

 در يميمزانـش  بنيادي هاي سلول افزون روز كاربرد به نظر 
 عنوان به ژنياكس نقش تياهم زين و مختلف يپزشك يها نهيزم
 كـرد  عمـل  بـر  گـذار  ريتـاث  يط ـيمح عوامـل  نيتر مهم از يكي

 ـ هم و شده ادي يها سلول  ـاهم بـه  توجـه  بـا  نيچن  ژن دو تي

Connexin 43  ـن و   ـا يولـوژ يزيف در CXCR4 رنـده يگ زي  ني
 بـر %  1 يپوكـس يه ريتاث يبررس به حاضر مطالعه در ها، سلول

 از مـشتق  يميمزانش ياديبن يها سلول در ها ژن نيا انيب زانيم
  .ميا پرداخته انسان استخوان مغز

 
  ها مواد و روش

 مشتق يميمزانش ياديبن هاي سلول :ها سلول كشت و ذوب
 بـه  رويـان  پژوهـشگاه  يسلول بانك از انسان استخوان مغز از

 طيمح ـ از هـا،  سـلول  كـشت  جهـت . شد هيته منجمد صورت

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) 
 نيليس يپن تريل يليم در واحد 100 زين و FBS 10% با شده يغن

(Sigma) نيسيــاسترپتوما تــريل يلــيم در كروگــرميم 100 و 

(Sigma) را منجمد بنيادي هاي سلول از ويال يك. شد استفاده 
 درجه، 37 انكوباتور در شدن ذوب از پس بلافاصله و برداشته

 كـشت  محـيط  تريل يليم 10 حاوي فالكون داخل آن محتويات
 5 مـدت  بـه  و g300  دور بـا  هـا  سلول سپس. شود مي ريخته
 در موجـود  DMSO سـمي  اثـرات  تا شود مي سانتريفوژ دقيقه
 دور رويـي  مايع وفوژ،يسانتر از پس. شود حذف انجماد محيط
 ـيم 1 بـا  سـلولي  رسوب و شده ريخته  كـشت  محـيط  تـر يل يل
 تريپان با ها سلول بودن زنده ميزان مرحله نيا در. شد مخلوط

 داخـل  بـه  هـا  سلول تاًينها. بود% 95 يبالا كه شد سنجيده بلو
 كشت طيمح تريل يليم 6 يحاو cm2 25 يسلول كشت فلاسك
 فشار و گراد سانتي درجه 37 يدما با انكوباتور درون و منتقل

CO2 5 %تعـداد  بـه  ها سلول ريتكث و رشد از پس. گرفت قرار 
 بـه  فلاسـك  از هـا  سلول يپوكسيه طيشرا اعمال جهت ،يكاف

 به ها سلول تراكم كه يهنگام. شدند منتقل يا خانه 6 يها پليت
 مناسب يپوكسيه طيشرا اعمال براي برسد،% 90 تا% 80حدود

   .باشند يم
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 حـاد  هيپوكسي طيشرا جاديا براي :هيپوكسي شرايط يجاد
  شـــــــركت ســـــــاخت (Chamber) اتاقـــــــك از% 1
 Billups-Rothenberg يـك  داراي اتاقـك  ايـن . شد استفاده 
. اسـت  فلـومتر  كي با راه هم خروجي ريش يك و ورودي ريش

 ورودي ريش ـ اتاقـك،  داخل به يسلول تيپل دادن قرار از پس
 گـاز % 95 (گازهـا  از يمخلـوط  حـاوي  گاز كپسول به فلومتر

 ريش ـ و) ژنياكـس  زگـا % 1 و كـربن  دياكس يد گاز% 5 تروژن،ين
 مورد رطوبت تامين جهت. ديگرد متصل اتاقك به آن خروجي

 در اسـتريل  مقطر آب مقداري حاوي ظرفي قبلاً ها، سلول ازين
 داده اجازه يورود ريش كردن باز با سپس. شد داده قرار اتاقك

 پنج مدت به و دقيقه در ليتر 15 فشار با گازها مخلوط شود يم
  بـستن  بـا  زمـان  هم مدت، نيا از پس. شود اتاقك وارد دقيقه
 هاي گيره كمك به اتاقك يخروج و يورود ريش دو گاز، شير

 37 انكوبـاتور  درون اتاقـك  سـپس . شود مي مسدود موجود،
 پـس  يپوكـس يه شاتيآزما در. گيرد مي قرار گراد يسانت درجه

 ،16 ،8 ،4 (شيآزما هر در مشخص يها زمان مدت گذشت از
 بلافاصـله  و شـده  خـارج  اتاقك از تيپل ،)ساعت 48 و 24

Total RNA  شاتيآزما در. گردد يم استخراج آن يها سلول 

Hypoxia/Re-oxygenation، ـ يهـا  زمان گذشت از پس   ادي
 درون سـاعت  8 مـدت  بـه  و شده خارج اتاقك از تيپل شده،

 در CO2 5% فـشار  و گـراد  سانتي درجه 37 يدما با انكوباتور
 Total RNA آن از پـس  و گرفـت  يم قرار ينورموكس طيشرا

  .ديگرد يم استخراج ها سلول
 ـك از RNA Total اسـتخراج  جهـت  : RNAاسـتخراج   تي

 ـك نيا دستورالعمل مطابق و ژن نايس  طـور  بـه . شـد  عمـل  تي
 اضـافه  سـلولي  رسوب به RNX(Plus) تريل يليم 1 ابتدا خلاصه،

 يس ـ يس 5/1 ويال به حاصل مخلوط دقيقه 5 از پس. شود مي
. شـود  مـي  اضـافه  آن به كلروفرم ليتر ميكرو 200 و شده منتقل
 دقيقـه  5 مـدت  بـه  اتاق دماي در اليو كردن، مخلوط از پس

 ـمحتو سـپس . شـود  مي انكوبه  ـو اتي  درجـه  4 يدمـا  در الي
 سـانتريفوژ  دقيقـه  15 مدت بهrpm12000  دور با گراد يسانت
 آن بـه  و شـده  منتقـل  جديـد  تيوب يك به رويي فاز. شود مي
 بـه  سـپس . شـود  مـي  افزوده ايزوپروپانول آن حجم هم لمعاد

 دقيقـه  15 مدت به مجدداً و شده انكوبه يخ در دقيقه 15 مدت
 سـانتريفوژ  rpm 12000 دور و گـراد  يسانت درجه 4 دماي در
 ليتـر  ميلـي  1 و شـده  ريختـه  دور رويـي  شفاف مايع. گردد يم

 رد دقيقـه  8 مـدت  بـه  و شود مي اضافه رسوب به %75 اتانول
 سـانتريفوژ  rpm 7500 دور بـا  گـراد  يسـانت  درجـه  4 دمـاي 

 اتـاق  دمـاي  در رسوب و شده ريخته دور رويي مايع. شود مي
 تـر يكروليم 30-50سپس. شود مي انكوبه دقيقه 5-10مدت به

 تعيـين  از پـس  حاصـل  نمونه. شد اضافه تيوب به DEPC آب
 مـورد  cDNA سـنتز  جهـت  نـانودراپ  دسـتگاه  توسط غلظت
  .گيرد مي قرار استفاده

ــنتز ــت:  cDNAسـ ــنتز جهـ ــت ازcDNA  سـ   كيـ
 AccuPower CycleScript RT PreMix  مطـابق  و اسـتفاده 

 كيت اين در واكنش هاي تيوب. شد عمل تيك نيا دستورالعمل
 حرارت به مقاوم آنزيم حاوي تيوب هر و است آماده پيش از

CycleScript Reverse Transcriptas،dNTP ،پرايمــر هــا 
 و بـافر  ،)تيمـين  داكـسي  اليگومرهـاي  و تصادفي رهايهگزام(

 RNA كروگرميم كي كردن اضافه از پس. باشد مي كننده پايدار

 براي حاصل مخلوط تر،يكروليم 20 به يينها حجم رساندت و
 كلريترموسـا  دستگاه در زمان -دما چرخه وارد cDNA سنتز
 15،  25 ،1: اسـت  شـرح  نيا به دستگاه دمايي برنامه. شود مي

ــانت درجــه ــراد يس ــه گ ــدت ب ــه، 30م  درجــه 45،42 ،2 ثاني
 مـدت  به گراد يسانت درجه 55 ،3 دقيقه، 4 مدت به گراد يسانت
 تيوب آخر در. شوند مي تكرار بار 12 مرحله سه اين. ثانيه 30
 از پـس . شود مي انكوبه گراد يسانت درجه 95 در دقيقه 5 براي
  .شود مي هسنجيد دراپ نانو توسط آن غلظت  cDNA سنتز

 CXCR4وConnexin 43  يها ژن توالي :پرايمرها طراحي

 ژن عنـوان  هبRNA polΙΙ  ژن توالي و هدف هاي ژن عنوان به 
 http://www.ncbi-nlm.nih.gov اينترنتـي  سايت از رفرنس

 توسـط  ژن هـر  بـراي  معكـوس  و مـستقيم  پرايمرهاي و اخذ
  ).1جدول (شدند طراحي  Gene Runnerافزارهاي نرم

Real time PCR: 10ــريم  Master Mix ، 2كروليت

  4 و  cDNAتـر يكروليم 4 معكوس، و مستقيم پرايمر ماكروليتر
 نهـايي  حجـم  تـا  كرده مخلوط هم با را ديونيزه آب ليتر كرويم
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  دسـتگاه  در حاصـل  مخلـوط . برسد كروليتريم 20 به مخلوط
 Real Time PCR   مـدل Corbett 6000  دمـايي  برنامـه  بـا  

 Ct تفـاوت  واكنش از پس). 2 جدول( شد داده ارقر مشخص

 نمونـه  هـر  بـراي  CtΔ صـورت  بـه  رفـرنس  ژن بـه  هدف ژن
 نـسبت  و آمـد  دست هب ΔΔ2– مورد هر براي سپس. شد محاسبه
 كمـك  به. شد محاسبه درصد اساس بر نرمال، به حاصل اعداد

 Mean±SEM صورت به ها داده نتايج ، SPSSيآمار افزار نرم

 آمـاري  آزمـون  بـا  هـا  گروه ميانگين ختلافا و شده گزارش

ANOVA گـروه  دو مقايسه مورد در. آمد دست به طرفه كي 
 مـوارد  همه در. ديگرد استفاده يتوك Post Hoc تست از هم با

 ـ سطح عنوان به  (P<0.05)05/0 از تر كم  p مقدار   يدار يمعن
  .شد گرفته نظر در

 
 Real Time PCR شده و به كار رفته جهت يح طرايمرهاي پرااتيها و خصوص يتوال. 1جدول 

  Tm  طول  GCدرصد  توالي پرايمر  جهت پرايمر  ژن
F 5`ACTGAGAAGCATGACGGACAAGTAC 3` 48 25 59,7 

CXCR4 
R 3' GCATAGGAAGTTCCCAAAGTACCAG 5` 48 25 60,2 

F TGGCGTGACTTCACTACTTTTAAGC 3` 5` 44 25 59,8  
Connexin  43  

R CCTTCCCTCCAGCAGTTGAGTAG 3`    5`  57 23 6 60,2  
F 5`GCTGGTTTTGGTGACGACTTG 3` 52 21 59,2 

RNA pol II  
R 5`TCTTCCTCCTCTTGCATCTTGTTC 3`  46 24 59,8 

 
  Real Time PCR زماني به كار رفته در -برنامه دمايي. 2جدول 

  توضيحات  تعداد تكرار   زمان-شرايط دما  مرحله
  فعال شدن آنزيم HotStart  1  ثانيه Ċ95 ،15  واسرشتگي اوليه

  ثانيهĊ95 ،5  واسرشتگي

   ثانيهĊ60 ،25  بسط پرايمر/ اتصال
  سيكل هاي تكثير  40

 )تفكيك(تشكيل منحني ذوب 

Ċ95 ،15ثانيه   
Ċ60 ،30ثانيه   
Ċ95 ،15ثانيه   

1  
 تشخيص پرايمر دايمر

  )مطلوب(تشخيص تكثير قطعه هدف 
  

  

  جينتا
  ژن انيب شود، يم هدهمشا 1شكل  در چه چنان

Connexin 43 4 ساعات در% 1 حاد هيپوكسي شرايط در 
)01/0P<(، 8 16 و) 001/0P< (نرمال حالت به نسبت 
 حالت در ژن اين انيب نيچن هم. افتي افزايش ،)ينورموكس(

Hypoxia/Re-oxygenation 001/0 (8 و 4 ساعات درP< (
 در). 2 لشك( دهد يم نشان افزايش نرمال طيشرا به نسبت
  Hypoxia/Re-oxygenation و يپوكسيه حالت دو سهيمقا
-Hypoxia/Re  درشرايط  Connexin43 ژن بيان

oxygenation 8 و 4ساعات در هيپوكسي حالت به نسبت 
)001/0P< (است يافته افزايش ) ژن ).3شكل CXCR4 

 و بيان افزايش نرمال حالت به نسبت هيپوكسي 16 درساعت
شكل ) (>05/0P( است داده نشان بيان كاهش 48 ساعت در
  حالت در ژن همين بيان). 4
 Hypoxia/Re-oxygenation هيپوكسي 16 ساعت در 
)001/0P< (حالت به نسبت 48 و 8 ،4 ساعات در و افزايش 

 دو مقايسه در). 5شكل ) (>001/0P( دارد كاهش نرمال
 ژن مورد در Hypoxia/Re-oxygenation و هيپوكسي حالت

CXCR4 6شكل ( نشد مشاهده داري معني تفاوت.(  
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 8، 4هاي آزمايشي   در گروهConnexin 43 آناليز بيان ژن .1شكل 
 ساعت هيپوكسي نسبت به گروه نورموكسي به كمك آزمون 48 و 16،24،

   يك طرفه ANOVAآماري 
  
  
  
  
  
  
  
  

 8 ،4هاي آزمايشي   در گروهConnexin 43 آناليز بيان ژن .2شكل 
 و مقايسه آن با گروه Hypoxia/Re-oxygenation ساعت 48 و 16،24،

   يك طرفه ANOVAنورموكسي به كمك آزمون آماري 
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي هيپوكسي با   درگروهConnexin 43 مقايسه بيان ژن .3شكل 
 به كمك آزمون آماري Hypoxia/Re-oxygenationهاي  گروه

ANOVA يك طرفه   

  
 و 16،24 ،8، 4هاي آزمايشي  در گروهCXCR4ن ژن  آناليز بيا.4شكل 

 ساعت هيپوكسي نسبت به گروه نورموكسي به كمك آزمون آماري 48
ANOVAيك طرفه   

  

  
  
  
  
  
  
  
   

 و 16،24 ،8، 4هاي آزمايشي   در گروهCXCR4 آناليز بيان ژن .5شكل 
 و مقايسه آن با گروه Hypoxia/Re-oxygenation  ساعت 48

   يك طرفه ANOVAآزمون آماري نورموكسي به كمك 
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي  هاي هييپوكسي با گروه  در گروهCXCR4 مقايسه بيان ژن .6شكل 
Hypoxia/Re-oxygenation به كمك آزمون آماري ANOVA يك 

 Hypoxia/Re-oxygenation نشان دهنده hبالاي * علامت(طرفه 
  ).است

  
  يريگ جهيبحث و نت

  ،%1 يپوكـس يه طيشرا در حاضر، مطالعه يها افتهي طبق بر
 را يمعنـادار  افزايش هياول ساعات در Connexin 43 ژن انيب

 ،CXCR4 ژن مـورد  در. داد نشان نورموكسي شرايط به نسبت
 انيب در يفيخف افزايش يپوكسيه از ساعت 16 گذشت از پس

 زانيم Hypoxia/Re-oxygenation طيشرا تحت. شد مشاهده
 8 و 4 در ينورموكس طيشرا به نسبت Connexin 43 ژن انيب

 شيافـزا  نيا يحت و افتي شيافزا يتوجه قابل طور به ساعت
 اريبـس  زين يپوكسيه طيشرا در شده جاديا انيب شيافزا از انيب
 ـم طيشرا نيا تحت طرفي از). 5 شكل (بود تر شيب  ـب زاني  اني

 16 ساعت در و كاهش 48 و 8 و 4 ساعات در ،CXCR4 ژن
  .داد نشان شيافزا
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 نوع و زايي رگ ميزان به اكسيژن فشار  In vivo رايطش در
 ـن و) Microenvironment (محيط ريز  بـستگي  انـدام  نـوع  زي
 هـا  سـينوس  اطـراف  در اسـتخوان  مغز در اكسيژن سطح. دارد
 حدود در استخوان قشري قسمت دروني سطح در و% 5 حدود

 جملـه  از اسـتخوان  مغز در ساكن يها سلول نيبنابرا است% 1
 ـبن يها سلول  طيشـرا  تحـت  اسـتخوان  مغـز  يميمزانـش  يادي

 در ناچار به ها سلول In vitro شرايط در. دارند قرار يپوكسيه
% 21 معـادل  و بدن طبيعي حد از بالاتر اكسيژني فشار معرض
 انتقال در ها ژن بيان معمولاً دليل همين به]. 36 [رنديگ يم قرار
  .كند يم تغيير برعكس اي و In vitro به In vivo از

 بـا  تطـابق  در ،Connexin 43 ژن مـورد  در مـا  يها افتهي
 در Connexin 43 ژن بيـان  بـود  داده نشان كه است يا مطالعه
 ].37 [رود مـي  بـالا  گيري چشم طور هب مزمن هپيوكسي شرايط

 ماهيچـه  هـاي  سلول در ژن اين بيان ميزان گر،يد يا مطالعه در
. اسـت  شـده  بررسي حاد يپوكسيه طيشرا تحت عروق صاف

ــرايط ــسي ش ــن در هيپوك ــي15 بررســي اي ــر ميل ــوه مت  و جي
. اسـت  شـده  گرفتـه  نظـر  در جيـوه  متر ميلي 150 نورموكسي
 بيـان  هيپوكـسي  48 و 24 ،2 ،1 سـاعات  در كه شد مشخص
. افـت ي شيافـزا  نورموكـسي  شـرايط  بـه  نسبت ژن اين بالاي
 در سـاعته  24 هيپوكـسي  از پس ها سلول از تعدادي چنين هم

 كه گرفتند قرار ساعت 24 و 8 ،4 مدت به نورموكسي، معرض
   4 ســـــاعت در شـــــرايط ايـــــن در بيـــــان ميـــــزان

Hypoxia/Re-oxygenation 8 سـاعت  در امـا  افتهي شيافزا  
 هـاي  سـلول  در تفاوت ].38[ بازگشت پايه سطح به دوباره آن

 از برخـي  علـت  توانـد  مـي  تحقيـق  دو ايـن  در بررسـي  مورد
 ارتبـاط  ديگـر  اي مطالعـه  در. باشد هحاصل نتايج در ها تفاوت
ATP بيان ميزان با هيپوكسي شرايط در شده رها Connexin 

 گرفتـه  قرار يبررس مورد كانال همي اين فسفوريلاسيون و 43
 حاد هيپوكسي در متغيير مدت به ها سلول بررسي اين در. است

 بيـان  ميـزان  كـاهش  حاصـله  نتايج جمله از. گرفتند قرار% 2
Connexin 43 در كاهش و ساعته 24 هيپوكسي در ATP رها 

 رهـا  ميـزان  در كاهش علت. بود ساعت 48 در سلول از شده
 ايـن  فسفوريلاسيون و Connexin 43 بيان كاهش ATP شدن

 مشابه يا مطالعه در كه حالي در نيا. ]39 [شد ذكر كانال همي
ATP افـزايش  هيپوكـسي  شرايط در ريه اندوتليال از شده رها 
 اعمـال  تـاثير  نتـايج  بررسـي  در كلـي  طور به. ]40[ ددا نشان

 شرايط اين در درگير مختلف عوامل بايد ها سلول بر هيپوكسي
 بـه  يپوكـس يه نوع زين و شدت و زانيم سلول، نوع جمله از را
 نظـر  بـه  نهايتاً. داد قرار بررسي مورد) حاد اي مزمن (رفته كار
 محيط شرايط سلول، نوع به ژن بيان بر هيپوكسي تاثير رسد مي

 كـه  طـوري  بـه . است وابسته بسيار كشت زمان مدت و كشت،
 هـاي  تفـاوت  باعـث  توانـد  مي شرايط اين از يك هر در تغيير

 مختلف هاي ژن ديگر سوي از. شود حاصله نتايج در محسوس
 تفـسير  كـه . باشـند  داشـته  تـاثير  ژن كي بيان بر توانند مي نيز

  .]41 [كند مي تر پيچيده را ها يافته
 طيشـرا  تحـت  حاضـر  تحقيـق  در آن انيب كه ژني نيدوم

. بود CXCR4 ژن گرفت قرار بررسي مورد حاد% 1 يپوكسيه
 ـ طـور  بـه  رسـد  يم نظر به  Hypoxia/Re-oxygenation يكل

 به ندارد ژن نيا انيب بر يخاص ريتاث يپوكسيه حالت به نسبت
 طيشـرا  تحـت  CXCR4 انيب در يدار يمعن تفاوت كه يطور
 ـيه . نــشد  مــشاهده  Hypoxia/Re-oxygenation و يسپوكـ

 تواننـد  مـي  مزانشيمي بنيادي هاي سلول كه است شده مشخص
 ـ. كننـد  سازگار هيپوكسي شرايط با را خود  در مثـال  عنـوان  هب
 افـزايش  گلـوكز  مـصرف  يپوكسيه شرايط با سازگاري جهت
 گليكـوليز  بـه  حـدودي  تـا  ها آن يبقا توان بنابراين و يابد مي

 1 فـاكتور  بيـان  القـا  طريق از هيپوكسي. ]36 [شود يم وابسته
 اش رنـده يگ متعاقباً و) SDF-1 (استرومايي هاي سلول از مشتق

)CXCR4 (هـاي  سـلول  گزيني لانه و تحرك در را مهمي نقش 
 يگريد فاكتورهاي جمله از. ]38 [كند مي ايفا مزانشيمي بنيادي

 توانـد  يم هيپوكسي شرايط در CXCR4 رندهيگ ژن بيان بر كه
 طـول  در فـاكتور  ايـن . اسـت  HIF-1 فـاكتور  باشـد،  گذار اثر

 به دهنده پاسخ عناصر به و شده بيان زيادي ميزان به هيپوكسي
 ].41 [يابـد  مـي  اتصال )HERS (ها ژن پروموتور در هيپوكسي

HIF-1 بر علاوه CXCR4 وي ر بر SDF-1  تنظيمـي  اثـر  هـم 
 ـن CXCR4 بيـان  بر SDF-1 خود طرفي از. ]42-44 [دارد  زي
 كه مزانشيمي بنيادي هايي سلول در كه نحوي به گذارد مي تاثير
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 ميـان  عكسي رابطه بودند شده داده كشت يبعد سه شرايط در
 بـه  توجه با. ]35 [است شده مشاهده CXCR4 و SDF-1 بيان

 بـا  SDF-1 بيـان  زمان مدت نظر از مختلف هاي سلول كه نيا
 نتايج هيپوكسي شرايط در گفت توان مي ،]45 [دارند تفاوت هم

 زيـادي  حـد  تـا  CXCR4 نهايتاً و SDF-1 ژن بيان به مربوط
 ـ حـاد  (رفتـه  كـار  به يپوكسيه نوع سلول، نوع تاثير تحت  اي
 كـل،  در. گيـرد  مـي  قرار يپوكسيه شدت و زانيم زين و) مزمن

 يپوكـس يه طيشرا جاديا كه است آن از يحاك حاضر يها افتهي
  Hypoxia/Re-oxygenation طيشــرا جــاديا زيــن و% 1 حــاد

 باشـد  داشته Connexin 43 ژن انيب بر يا ندهيافزا اثر تواند يم
 نيا تر شيب چه هر انيب به لين هدف كه يمطالعات در نيبنابرا و
 اسـتخوان  مغـز  از مـشتق  يميمزانـش  ياديبن يها سلول در ژن
 ـا با. گردد يم شنهاديپ طيشرا نيا جاديا باشد، يم  در وجـود  ني

 ـ و حـاد % 1 يپوكسيه طيشرا جاديا CXCR4 ژن مورد  بـه  اي
ــال ــاث Hypoxia/Re-oxygenation آن دنب ــدان ريت ــر يچن  ب

  .باشد نداشته ژن نيا انيب شيافزا
 mRNA سـطح  در نژ انيب به فقط حاضر مطالعه چند هر
 يبررس ـ را مطالعـه  مورد يها ژن نيپروتئ سطح و بوده محدود

 ـ اضـر ح يهـا  افتـه ي مجمـوع  از امـا  كند ينم  ـ تـوان  يم  نيچن
 ـب در ژنياكـس  ياساس ـ نقش به توجه با كه كرد يريگ جهينت  اني

 ـ دسـت  منظـور  بـه  ژنياكـس  غلظت يساز نهيبه ها، ژن  بـه  يابي
 در Connexin 43 و CXCR4 يهـا  ژن مورد در انيب حداكثر
 به گونه هر انجام از قبل و يانسان يميمزانش ياديبن يها سلول
  .است يرورض ك،ينيكل در ها آن يريكارگ

  
  يقدردان تشكر و

 ـا پاستور انستيتو بيوشيمي بخش در مطالعه اين  بـه  و راني
 ـنو. شـد  انجـام   510 شـماره  يقاتيتحق طرح موجب  سندگاني
 تـشكر  بيوشيمي گروه محترم اعضاي كاري هم از دانند يم لازم
  .ندينما قدرداني و

  
  منابع

[1] Dvorkova J, Hruba A, Velebny V, Kubala L. Isolation and 
characterization of  mesenchymal stem cell population entrapped 
in bone marrow collection sets. Cell Biol Int 2008; 32: 1116-1125. 

[2] Ding DC, Shyu WC, Lin SZ. Mesenchymal stem cells. 
Cell Transplant 2011; 20: 5-14. 

[3] Pittenger MF, Mackay AM, Beck SC, Jaiswal RK, 
Douglas R, Mosca JD, et al.  Multi lineage potential of adult 
human mesenchymal stem cells. Science 1999; 284: 143-147. 

[4] Vemuri MC, Chase LG, Rao MS. Mesenchymal stem cell 
assays and applications. Methods Mol Biol 2011; 698: 3-8. 

[5] Zhu W, Xu W, Jiang R, Qian H, Chen M, Hu J, et al. 
Mesenchymal stem cells derived from bone marrow favor tumor 
cell growth in vivo. Exp Mol Pathol 2006; 80: 267-274. 

[6] Trounson A, Thakar RG, Lomax G, Gibbons D. Clinical 
trials for stem cell therapies. BMC Med 2011; 9: 52. 

[7] Grayson WL, Zhao F, Izadpanh R, Bunnell B, Ma T. 
Effects of hypoxia on human mesenchymal stem cell expression 
and plasticity in 3D constructs. J Cell Physiol 2006; 207: 331-339. 

[8] Mohyeldin A, Garzon-Muvdi T, Quinones-Hinojosa A. 
Oxygen in stem cell biology: a critical component of the stem cell 
niche. Cell Stem Cell 2010; 7: 150-161. 

[9] Das R, Jahr H, Van Osch GJ, Farrell E. The role of 
hypoxia in bone marrow- derived mesemchymal stem cells: 
considerations for regenerative medicine approaches. Tissue Eng 
Part B Rev 2010; 16: 159-168. 

[10] Abdollahi H, Harris LJ, Zhang P, McIlhenny S, Srinivas 
V, Tulenko T, DiMuzioPJ. The role of hypoxia in stem cell 
differentiation and therapeutics. J Surg Res 2011; 165: 112-117. 

[11] Kim H, Peng G, Hicks JM, Weiss HL, Vanmeir EG, 
Brenner MK, Yotnda P. Engineering Human Tumor- specific 
cytotoxic T cells to function in a Hypoxic environment. Mol Ther 
2008; 163: 599-606. 

[12] Shweiki D, Itin A, Soffer D, Keshet E. Vascular 
endothelial growth factor induced by hypoxia may mediate 
hypoxia-initiated angiogenesis. Nature 1992; 359: 843-845. 

[13] Glodberg MA, Glass GA, Cunningham JM, Bunn HF. 
The regulated expression of erythropoietin by two human 
hepatoma cell lines. Proc Natl Acad Sci U S A 1987; 84: 7972-
1976. 

[14] Semenza Gl, Wang Gl. A nuclear factor induced by 
hypoxia via de novo protein synthesis binds to the human 
erythropoietin gene enhancer at a site required for transcriptional 
activation. Mol Cell Biol 1992; 12: 5447-5454. 

[15] Kawanami D, Mahebeleshwar Gh, Lin Z, Atkins GB, 
Hami KA, Haldar SM, et al. Kuppel-like factor 2 inhibits hypoxia-
inducible factor 1& expression and function in the endothelium. J 
Biol Chem 2009; 284: 20522-20530. 

[16] Kandouz M, Batist G. Gap junctions and connexins as 
therapeutic targets in cancer. Expert Opin Ther Targets 2010; 14: 
681-692.  

[17] Miura T, Miki T, Yano T. Role of the gap junction in 
ischemic preconditioning in the heart. Am J Physiol Heart Circ 
Physiol 2010; 298: 1115-1125. 

[18] Segretaion D, Flak MM. Regulation of connexin 
biosynthesis, assembly, gap junction formation, and removal. 
Biochem Biophys Acta 2004; 1662: 3-21. 

[19] Girdia SF, Mikami M, Goubaeva F, Yang J. Connexin43 
confers resistance to hydrogen peroxide- mediated apoptosis. 
Biochem Biophys Res commun 2007; 362: 747-752. 

[20] Saex JC, Berthoud VM, Branes EC, Martinez AD, Beyer 
EC. Plasma membrane channels formed by connexins: their 
regulation and functions. Physiol Rev 2003; 83: 1359-1400. 

[21] Wang D, Shen W, Zhang F, Chen M, Chen H, Cao K. 
Connexin 43 promotes survival of mesenchymal stem cells in 
ischemic heart. Cell Bio Int 2010; 34: 415-423. 

[22] Bhattacharjee R, Kaneda M, Nakahama K, Morita I. The 
steady-state expression of connexin 43 is maintained by the 
pl3k/Akt in osteoblasts. Biochem Biophys Res Commun 2009; 
382: 440-444. 

[23] Bleu CC, Farzan M, Choe H, Parolin C, Clark-Lewis I, 
Sodroski J, Springer TA. The lymphocyte chemoattractant SDF-1 
is a ligand for Lester/fusin and blocks HIV-1 entry. Nature 1996; 
382: 829-833. 

[24] Abrantes J, Esteves PJ, Carmo CR, Muller A, Thompson 
G, Van der Loo W. Genetic Characterization of the chemokine 
receptor CxCR4 gene in lagomorphs: comparison between the 
families Ochotonidae and Leporidae. Int J Immunogenet 2008; 35: 
111-117. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

8-
04

 ]
 

                               7 / 9

https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-1492-fa.html


 گنجگاه و مهدي كديور                         فرزانه معصومي  ...        و Connexin 43 هاي ژن بيان بر% 1 حاد هيپوكسي يرتاث

 389

[25] Kryczek I, Wei SH, Keller E, Liu R, Zou W. Stroma-
derived factor (SDF-1/CXCL12) and human tumor pathogenesis. 
Am J Physiol Cell Physiol 2007; 292: 987-995. 

[26] Cheng Z, Ou L, Zhou X, Li F, Jia X, Zhang Y, et al. 
Targeted migration of mesenchymal steam cells modified with 
CXCR-4 gene to infarcted myocardium improves cardiac 
performances. Mol Ther 2008; 16: 571-579. 

[27] Doranz BJ, Orsini MJ, Turner JD, Hoffman TL, Berson 
JF, Hoxie JA, et al. Identification of CXCR-4 domains that support 
corrector and chemokine receptor functions. J Virol 1999; 73: 
2752-2761. 

[28] Wegner SA, Ehrenberg PK, Chang G, Dayhoff DE, 
Sleeker Al, Michael NL. Genomic organization and functional 
characterization of the chemokine receptor CXCR-4, a major entry 
co-receptor for human immunodeficiency virus typ 1. J Biol  Chem 
1998; 273: 4754-4760. 

[29] Shi M, Li J, Liao L, Chen B, Li B, Chen L, et al. 
Regulation of CXCR-4 experession in human mesenchymal stem 
cells by cytokine treatment: role in ho homing efficiency in 
NOD/SCID Mice. Hematologica 2007; 92: 897-904. 

[30] Sharma M, Afrin F, Satija N, Tripathi RP, Gangenahalli 
GU. Stromal-derived factor-1/CXCR4 signaling: indispensable 
role in homing and engraftment of hematopoietic stem cells in 
bone marrow. Stem Cells Dev 2011; 20: 933-946. 

[31] Moll NM, Ransohoff  RM. CXCL12 and CXCR4 in bone 
marrow physiology. Expert Rev Hematol 2010; 3: 315-322. 

[32] Kyriakou C, Rabin N, Pizzey A, Nathwani A, Yong K. 
Factors that influence short-term homing of human bone marrow-
derived mesenchymal stem cells in a xenogeneic animal model. 
Hematologica 2008; 93: 1457-1465. 

[33] Yu L, Hales CA. Effect of chemokine receptor CXCR-4 
on hypoxia- induced pulmonary hypertension and vascular 
remodeling in rats. Respir Res 2011; 12: 21. 

[34] Sehgal A, Ricks S, Boynton AL, Warrick J, Murphy GP. 
Molecular characterization of CXCR-4: A potential brain tumor- 
associated gene. J Surg Oncol 1998; 69: 239- 248. 

[35] Potapova IA, Brink PR, Cohen IS, Doronin SV. Culturing 
of human mesenchymal stem cells as three-dimensional aggregates 
induces functional expression of CXCR-4 that regulates adhesion 
to endothelial cells. J Biol Chem 2008; 283: 13100-13107. 

[36] Fehrer C, Brunauer R, Laschober G, Unterluggauer H, 
Reitinger S, Kloss F, et al. Reduced oxygen tension attenuates 

differentiation capacity of human mesenchymal stem cells and 
prolongs their lifespan. Aging Cell 2007; 6: 745-757. 

[37] Grayson WL, Zhao F, Bunnell B, Ma T. Hypoxia 
enhances proliferation and tissue formation of human 
mesenchymal stem cells. Biochem Biophys Res Commun 2007; 
358: 948-953. 

[38] Cowan DB, Jones M. Garcia LM, Noria S, del Nido PJ, 
McGowanir FX. Hypoxia and stretch regulate intercellular 
communication in vascular smooth muscle cells through reactive 
oxygen species formation. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2003; 
23: 1754-1760. 

[39] Faigle M, Seessle J, Zug S, El Kasmi KC, Eltzsching HK. 
ATP release from vascular endothelia occurs ocross CX43 hemi 
channels and is attenuated during hypoxia. PLoS One 2008; 3: 
2801. 

[40] Gerasimovskaya EV, Ahmad S, White CW, Jones PL, 
Carpenter TC, Stenmark KR. Extra cellular ATP is an auto crenel 
paracrine regulator of hypoxia induced adventitial fibroblast 
growth signaling through extra cellular signal regulated kinase- ½ 
and the EGr-1 transcription factor. J Bio Chem 2002; 227: 44638-
44650.  

[41] Semenza GL. HIF-1: mediatior of physiological and 
pathophysiological responses to hypoxia. I APPl Physiol 2000; 88: 
1474-1480. 

[42] Ratajczak MZ, Zuba-Surma E, Kucia M, Reca R, 
Wojakowski W, Ratajczak J. The pleiotropic effects of the SDF-1- 
CXCR4 axis in organogenesis, regeneration and tumor genesis. 
Leukemia 2006; 20: 1915-1924. 

[43] Liu H, Xue W, Ge G, Luo X, Li Y, Xiang H, et al. 
Hypoxia preconditioning advances CXR-4 and CXR-7 expression 
by activating HIF-1α in MSCS. Biochem Biophys Res Commun 
2010; 401: 509-515. 

[44] Page RL, Ambody S, Holmes WF, Vilner L, Kole D, 
Kashpur O, et al. Induction of stem cell gene expression in adult 
human fibroblast without transgenes. Cloning Stem Cells 2009; 11: 
417-426. 

[45] Stumm Rk, Rummel J, Juker V, Culmsee C, Pfeiffer M, 
Krieglstein J, et al. A dual role for the SDF-1/ CXCR-4 chemokine 
receptor system in adult brain: isoform-selective regulation of 
SDF-1 expression modulates CXCR-4 dependent neuronal 
plasticity and cerebral Leukocyte recruitment after focal ischemia. 
J Neurosci 2002; 22: 5865-5878. 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

8-
04

 ]
 

                               8 / 9

https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-1492-fa.html


 Koomesh                                                                                                                              Spring 2012, 13 (3): 

  51

Effects of %1 acute hypoxia on gene expression of connexin43 
and CXCR4 in human bone marrow derived mesenchymal 
stem cells 
 
Mehdi Kadivar (Ph.D)*1, Farzaneh Masoumi Ganjgah (M.Sc)2 
1- Dept of Biochemistry, Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran.  
2- Science and Research Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran   

 
(Received: 17 Sep 2010 Accepted: 8 Jan 2011) 

 
Introduction: Increased pressure of oxygen in cell culture condition in comparison with in vivo, leads to 

changes in expression of some genes and subsequently abnormality in some functions of cells. The aim of 
this study was to investigate the effect of in vitro %1 acute hypoxia on the expression of connexin 43 and 
CXCR4 in human bone marrow derived mesenchymal stem cells. 

Materials and Methods: After culturing, a group of stem cells were treated under %1 acute hypoxia for 
4, 8, 16, 24 and 48 hours. In another group (Hypoxia/Re-oxygenation), the cells were exposed to normoxia 
condition for 8 hours following mentioned hypoxia treatment. In each case, RNA was extracted and 
subsequently cDNA synthesised and then the expression of connexin 43 and CXCR4 genes were compared 
with normoxia group using real-time PCR technique. 

Results: Connexin 43 gene expression significantly increased at 4, 8 and 16 hours of hypoxia. This 
increase in CXCR4 expression was observed in only 16 hours hypoxia. In Hypoxia/Re-oxygenation group, 
although Connexin 43 gene expression was greatly increased at 4 and 8 hours, CXCR4 gene expression 
showed no significant change compared with normoxia group. 

Conclusion: Based on these results, O2 concentration, time of exposure to O2 and and type of it's 
administration play important roles in the expression of CXCR4 and Connexin 43 in human bone marrow 
derived mesenchymal stem cells. Regarding the main role of oxygen in expression of these genes, it would 
be necessary to optimise the O2 concentration to reach the maximum expression in each gene in these cells. 
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