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#,�&%2 �2�)2�� T�:���miR-146a �miR-150 ���� �� �����H����C�H+��FCD133+

I)�\ ]��U W�� .�� :�F C2 �.	 2.O .C�� I5� C2 R�,�)�J��M .��H��5�% �� ��I�H��T�H��B��
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2�-< /L3�6� ��� 2�-< %��". D) ���*") '��� '�����	 �)

 /�� D�) +����	 '������	 /����� D) �*MN	 3 �L�<��E ����
'6 '��<�"  L�5��E ���  .'<��) �) ��) /��  ,��P�� ���

2�-< DQ �  RS�6 %��S(<� +T6 �3� D�*�3� ��� �� ��
���) F�� ��'���-Q ���P�� D�) ����U D�Q ����� ��V3 ����

 W���6 ���X ���	 /����� DY�� � ����6 2���AZ �� L���5��E
'6 �" �))\BJ.(^*�5@	 L� >� DQ �<� ���U ���*") 2�-<

%��@(6B2�-< ����6 D)���6 'N� DQ �"Q ��P�� ��(E� ���
��  �&Y(6 +���	 ��< D) ��0�� 3)I.(�_E� '�� D�Q

2�-< `�S(�� ) L�5��E ���*") ��� D'6 ��Q '�(�a B�3� %�
CD133 �<� .��) F*�3�F*� 2��N��6 F��� b�����N�� 3

�� 'Ac< 3 /���Q '���<�"  %a ?�*�9�_E 7*�9�	 ��
����Q)�B�(.

��"d �� B%� '�5���3� �����(Q�� D*�3� b@� ��"Q ��
%� %�*) �� '�*e"	 �9�". L� ��0�� /�����E �*E� 2�< ���

 D�Q ��<� /��  /��� %���� 3 D�(��f ���U DV�	 ���6 +*�
/�� +���	 �� /�""Q F**Y	 '�@� '�6 �g�� '��-< ��� ��""Q .

'���*e"	 ���9�". F���� h��*(�� '����B/3���f ��RNA �����
3�N*6 3 D(��f ���U /�""Q�Q �*i hd�QRNA  (miRNA) 

������� ,����)jBC(.3���N*6RNA����B2���N��6 �����RNA 
D( � h	 3 hd�Q k��N6 DQ �"(5� ��mRNA %� h��

'6 �0�� F*l	3�� /�""Q �Q '6 3 �" �) h�� %��*) L� �"���	
�)�6 F*l	3�� �*��	 3 %��""Q ��*f�-V DZ.3��N*6RNA 

�� ��()� ,�# C.elegans 2��N��6 kN�  D) ����RNA ��)
 2���Z\I:Jm���*	�l-#�� b��S) k���N6 D��QmRNA 3'-

UTR /��� B����) n�� ��� k6��  3 ��� lin-4 3let-7 
'6 �" �))�Bo.(

2���< �� D��"*6L �� ������*� b��+���� ���) ���*E� �����
�3� �Y��c6 3 '��N��6 ���D���� �3� ��) /��  ,��P��

 3�N*6RNA �� h�*(�� '��� '��*e"	 �9�". F�� b@� B��
 2�-�< +���	 3 ����f ����U D�V�	 ����6 L��5��E ����

 3�N*6 DQ �  RS�6RNA ���B�� '&V��	 k�)�U ^&�<
�� F�� 2�Za������ '��-�< �"�)JJBJp.(�� ����6 F*��3�

��6 )�� %�*) b��+�� B�  /��� q�  ��D��VmiR-181 ��
2�-���< L����5��E �����(*��3�� ������Bb��+����� r���V�6

�*<�g"� ���B�6La s���  �����0�')in vitro ( kE�� 3
��)')in vivo (� )J\.(^�%���� D)���6 '� 3� �) F*"d

 D��Q ���  /���miR-223 '��Z ��a+�����	 ���"� '(*��<������f
'6 b��+�� b*� 3 �)�� %��5�� �� �� '(*�<�-*63�� ���L�<

��f /�� ��< D)'6 b*� '(*<���� ����)�;B�1.(
<��) D) ��"(<� �)'����� D�Q �  RS�6 /�  ,�P��
��) 2��Y6 ���X���	�") 2�-�< +�*���/�� D�) L��5��E

t�g"�*��TB����(Q�� %�3+�� �)�� u��E � � �� /�� F
A6 ��*2�-< D) ��Q s��B��F�6 ,��P�� ���Q'��� B��)
<��)')*6 %�*3�NRNA RS�6 ��� �� � �3� ���3� F

miR-146a 3miR-150 �+���) b*D( �� %� �� n�� �6� B���
��	 �v�X DY��c6�2�-< +���")�*���L��5��ECD133+

t�g"� /�� D)*��T�@�� �) s@��)*� %��6 3� F*3��NRNA 
2�-< �� ���")*����� � ��(Q��� %�3+��� %3�) L�5��E

A6 D)*2�-< ��Q s��) ��)��B��(.


 ��
��
� ��
L�<��V�2�-< ���")*���L�5��ECD133+�") %�E L�

n��:
)�P	 w�� L� /�  ,�P�� DY��c6'��) .� �� �� BD�Y��c6 F

2�-< ����")�*���L��5��ECD133+n��� ��") %��E L�
L�<��V���6 3 /� *") �*���%a�	 ��*���  �.���Z D�)

 6 ���Z D�) D�Q n��� ��") %�E D���� =� D9xE �*0��*F
3�X�C��	G�'-*6 �(*� ���@Y�� ��v /��6 �) %�ECPDA 
B��)� D(��f .�Y) D-X�6 ��;�6*-'�*��) %��E D���� �(
�� 6*��-'�*���(PBS )Phosphate buffer Saline ( k��(��<�

�  y*U�)D) D< �z5��h.(D�) /��  y�*U� %��E >{<
 '6��a D);'-*6 �(*� %�$��� �� 2�$�����/�3+�� B�  D�)

D�| =� ?��9 D) %�E D# ���Z ����U 2�$��� �3� �)
0)*��.?�6 D)1��3� �� D�@*U� 1��� ,��P�� ��g��(���<
�  .2�-< ���D(5� h	 ��2�z-f F*)�6 �� D�# +6�U ���

/��# `�<� D��� F*��� ��6 3 ����L }� �|��) �� D�# '0��
 }�V D�| =� ?��9 D) �<� D���'6D# ���  /��g(<� �)

 %�$���� D���� =�� k�E�� D) �� D�| F�� ��(<�� �� '� L�
 ���) 3 /����Q k��@("6 +��*�	PBS ������ ����(5  ����) h���^.

L���<��V�2�-��< �����CD133+L� /��g(��<� ���) �3� 



miR-146a 3miR-150 2�-< +���	 3��*t�g"� ���T%���$�� 3 qx� +�3�� 

��� 

L���<��V�Z�"T6*��5'����  ,���P�� 2�-���<)MACS =
Magnetic Cell Sorting of human cells(.��)�L�<��V�

�)MACS B2�-< ���D(5� h	 ��D�-X�6 �� /��  ��V
kzUB(�a �)'��)�-. ��*2�N��6 DCD133 ��  ������� D�Q
��(�a �) ?�3�P6 D-X�6 F'���)�B;�U�*���) D�@ .>{�<

2�-< ��D(5  3� 3 /�� �����  /���) %�(�< .� �� �� F
D��Q D��-X�6F���a k��E�� %�(��< /��� �����U ���)�'��6 ����  B

2�-< ���CD133+U��) %a k�E��'3 /����6CD133-���
6 ���E'���  .F��a L� %�(�< �Y) D-X�6 �� ����E ��)�

� /3��) ��) hPBS (� D�Q ��  ,��P�� ��(5 *%a D�P
2�-< �3�E ���CD133+��) .2�-< >{< ���CD133+

��) /�  ��V�MN	 �* �A6 �� �*���Q sStemspan %3��)
3�X B,�<�k(Q�Q �*M$	)expansion(��"(��f ����U .���F

k6�  k(Q�Qng/mL ���Stem cell factor Bng/mL ���
TPO 3��Q���("*F;�e-i �)ng/mL ����) .2�-< ����

?�6 8�����'G� �� L3��A6 F*MN	 s*L� �Y) B���  �
��) %a��	*��Q��6 �CD133 B��(6�(*<�-� �(�a �)'���)�

CD133 )Anti-CD133 (� ,�P�� .��) >{<��Y) D-X�6
 '"Y���	�+B%aA6 D) ��*���Q sDMEM )Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (���  /��� 2�@(��.

���S(<�Total RNA :
���S(�<� ����)Total RNA  2�-�< L�B��*# L� ����

���S(<�RNA  ��f���f'6 /��g(<�'�� .��Q F*���) �� 
,���-Q k"� L�� nx(E� !�<��Ng	 ?��U !�<� �) ��*h

%�(< ���L�<��V hd�Q�6 ��Q'�""Q .� ���3� ��� %�� 
�<� /��g(<� k)�U ���6 .Q Dd�f*����'D#�)k"� !�<�

 ,���-Q'6 ��# B�"#�����6*-S	 %�+*�	|��) R��"(�5�
�3'RNA ^��< %�(< L� k9�X 6 �	'�� �) .���# k�X��6
Q*����"(z6'6 ��L ?��9 D) ,���-Q k"� �)'� �):

'-*6 =� 	 2�-A6 L� �(*�*2�-< �3� �) 23L� D�(S�� ��
6'�� B6 ��-S6 ')�E D)'D�) s*�A6 ���6� �� 3 ���f

 ?�6�6 D)�$�� D@*U�'�� .
�6 k�@("6 `�*	3�$*6 D) 8�� ��-S6'%a D�) 3 ��� 

1�� �(*�3�$*66 D��v� ,��3�-#'D) �<� %�$	 �) 3 ���f
 ?�6������6 D�(S*6a 8�� ��-S6 �) ')�E D) D*'���  .

-S6�����v�X �)��6 D�?���@*U��D�6� ������	��8�
6 D)�$��'?�6 D) %a L� >� 3 ��  1���6� �� D@*U��
��V���D'(����< �����f �3� ���) 3�;1��rpm  ��g��(����<

6'���f .
L�� D(� ���) �� /�6a �<� D) �L�� D< 2�_A6 '�3�B

k@("6 ���V `�*	3�$*6 D)/��# %�+*6 D) 3�)��) 3� ^PX
 %a�	���2��< 6 D��v�'�� .

�6 /��� %��$	 '6��a D) /�6a �<� D) ��-S6'3 ���  
D��z  =� L3� ��1�:DV��'(��< ���f6 D)�$��'���f.
F����-S6 L� >� L3� D��z  =� <�)�N��*%�?�6 D)

�� D��@*U�B����6� ���D��V��'(����< �����f �3� ���) 3
�1���rpm  6 ��g��(��<'���f.

6 D(S�� �3� '�3� }��6'���� �*g< `�<� D) 3 �� 
�'-*6 k��	� L� �(*�G�%��<6 D��v�'3 ����f ')��E D�)

6 >$	�3'���f ��V `�*	3�$*6 D	 L� `�<� �	 �� .
?��6 D�) 8��� ��-S61����6� �� D�@*U��D�V��

'(��< ���f �3� �) 3�1��� rpm 6 ��g��(��<'���f .k��	�
6 D(S�� �3� `�<� �3�'/��� ���U 8�	� ��6� �� 3 �� 

6'���  =��E %�$6� �X �	 `�<� �	 �� .�� `��<�
1� `a �(*�3�$*6 k��(<�6 kX'��  .

�e-i >{<RNA  ���S(<�Y	 /�**� 3 /�  F*��'
��) %a L��<��)'mRNA ) 3*� 3 %� %�*�'�����) ��0�

<��)'miRNA 6 ���U /��g(<� ���6'f*��.

���-� b"���Q�3'�6����<�+*!����NY6 %�)RT =Reverse 

transcriptase :( 
'���-� b"���#�3 !����$Y6 %�*���<�+��6)RT ( L� '���$�

!�5X �3� F��	 ^# %�+*6 F**Y	 ���mRNA D�# �<�
D���� L� '�6 k�9�X �3�A6 3 =d�# ��� ���  .F��� ��)
'6 �3� D���� %��	 =�� ��X ��	 =d�# 3 %�f���f ���

 %�+*6 3 ��� ���U k*-A	 3 D�+P	 ���6 �� 2�-<mRNA ��
D���� �� �� ����� D�5��@6 ^�� �) %�f���f ��� .���Z D�)
L� 'Y*zZ �3� RT-PCR ���0�� %����� RS��6 ���)
%� %�*) ��� 3 ?3��g(6 �������*	 3 s����  �� �e� ���6

^� ��(E�< F**Y	 ���) F*"dRNA '6 /��g(<� ���  .����)
 D# � �� DV�	RT-PCR B�3� /�*�*� D*-# D# �<� ��



/�3�H/���  BI��$6 +*��� BHJ/K�3 B2�-< D6�� ���*") ��� 

��� 

D(�5)�3 ^�� D�) %a �� k�*E� '��*�*�  3 '$�+*� k6��.
��������$	 ��� �"(5�B'�fK�3 3 �*<�5X b���6La D�)

D"*&) �L�<�3� '0(�5) k6��. F�� F*) 2��Y	 ����U�) 3
����.

RNA '�� �� ��0�� %��". D) ����	PCR ���  /��g(�<�
 �3� L� !���$Y6 '��5���3� D��-X�6 F*���3� >���RNA 3

�*��	cDNA '6� �) .�) �0�� F�� >{<PCR ?���9 D)
'6 b��+�� %a %�+*6 3 D(��� �*M$	 '���� �)��.

>�����	 ���{��# ����BD������� �����(E���< k*$���	 �� ��
'6 '-� ^�+�a D# �"�� !�$Y6 L��6)RT(%���# L�) D) ���U 
%a >� �5*� ��cDNA r�<�"6 ���Z D�) �����6 F��� ��

'�� D(E�< ��  .��*g*# /����� F���RT-PCR b���# ��
'6 '6 'Y< ��� ��� %a ���P�� L� %�f���f 8�Z L� D# �� 

��  ��*f�-V.
^�+�a ��� !��$Y6 '�5���3� �"�a�� �� D# ����)RT(

'6 /��g(<� '�5���3� ^�+��a '�$� ��"(�5� w�� D< ��� 
 >�L�(�<x)�-*6 F�3a !3��3 !�$Y6)AMV =Avian 

Myeloblastosis Virus('���5���3� ^�+����a �����0�� 3
���*�#�� F�����6 '����-6 !3����3 !���$Y6)Mo-MLV =

Moloney Murine Leukemia Virus('6	 D�# �" �) ��A
^�+�a %��". �"(5� q�c6 k*�3+6 ���.
^�+�aAMV ^�+�a D) �z5�Mo-MLV ,3��@6 /���) ��	

 ��6� �	 '(X��'(��< DV�� ���f ���Z D�) �<� ���U ^�
'-� �*��Y� RS�6 ��"# ��gX �� ���E %�*<�+��6.^�� 

D������ �����(E��< D�# '	x$��6 ^�+�a F�� F*"dRNA 
'6 ��P�� '6 F*) L� �� �""# ��) .^�+��a k)�@6 ��Mo-MLV 

3^�+�a r*#�	�� ���B�*��Y�RNaseH ��E L� �� 'g*Yv
'6 %��� �"�� .)D���Z ��.�) ��*��Y� F��� b���# D�#

'6 ���f����6 '������	 ^�+��a D�# ��  D�(��� b��+��� ��
 ?���YcUcDNA �L���5) �� ����(f�+) .L� n���� ���f� �����

!�$Y6 '5���3� �*��Y�)RT(BF(E��<cDNA �#L� k�6
>�����	 k��# ���<� ���{��#B^�+���aMo-MLV ��&"���*�

'6 �� .
���0�� =� D) ^�+�a 3� ��RNA ���DNA /����� D�)

 =��� �fL���iaDNA ����RNA �� D��# ���<3' /3���f ����E
*5#3��*��'6 k�X k"#������ L�*� �.b@� %��@� 3'→5' 

��E �� �� ^�+�a 3� �� B�L�l-#��3+f/�z( � '6�"#.
Km )>*-*t�$*6 r��v (^�+�a F�� ���(�5)�< ���) ��
dNTP �<|�) '-*E .%��"*�Z� ����) ����) k�*�� F*�� D)

�{��$�5���	 k�6�# '�5���3� L� %���# k9�XB��e-i
 L� '�|�)dNTP ��  n�_6 .

,�< ^�+�a BDNA '-� ?���X D) ,3�@6 L��6Taq �<� .
��<3� �6�f ��(#�) =� s<�	 ^�+�a F��)Eubacterium 

thermus thermophilus('�6 D(E�< ����X �� D�# ��� 
1+Mn ��*��Y� ���E L�RT '�6 %����� ����� .^��&6 ���+6

 D�-X�6 3� ��� D�# ��<� F��� ^�+�a F�� L� /��g(<�RT 3
PCR '6 ?��9 ��*	 =� �� ���*f .F��� D��g�<�(6 '��3

 ��&"	 �<� ���U ^�+�a kb 1:�BcDNA �L��5) �� F��� D�#
����# L� %�+��*6a'�Mo-MLV �3���X D��#kb �������*��	

'6 �"#F*��� B��<� �	 %��� ��0�� n��Z L� +1Mn ��.�)
��# b��#a'��E��< DNA '�6 ����&� �� 3 ��� Tth 

L� D�# ��5*� ����U �����fL�ia ��0*�3� dTTP ,3������ 3
F�� ���L �"# /��g(<� �6�+0����fL�ia ^�+��a D# '��6� ��

'�� ������ �<� 2�Y� �" �).
����a�"�RT F(E�< ���)cDNABD)�fL�ia ���*(X�
���<� .������fL�ia '��(�a '��9�_(E� >"��<)Antisense 

specific primers(Bb�  ����*	�l-#���0*�� ?�YcU '���	
'��������_	)Random Hexamers(B3���������fL�ia
%�*�*	�0*��)Oligo dTTP(Bw�� D<��fL�ia �"(5� D�#

�� ��a�"�RT %a L� '�6 /��g(<� �� ���  .r�<�"6 `��S(��
�fL�ia ,�P�� �� %a �e-i r<�"6 %�+*6 F**Y	 3�*A�9

��a�"�RT �<� ��3�v.
�fL���ia Reverse %� '��9�_(E�B?����9 D��) �����M#�

 ��0�� D) '9�_(E�RNA '6 k_(6 ��<� D�) L� 3 �� 
 %�6acDNA ��*f�-V yZ�"6 �0�� ���'6�"# ./��g(�<�

 ���� ���6�+0� ,3������ L�����fL�ia��%�+��*6 F����*�*	�0*��
mRNA D������ =��� L� D��# k��*-A	 3 D���+P	 k��)�U �����

/�  ���S(<� '6 �M#��X D) �� ��� %�+*6 F��(�*) 3 B���<�
cDNA �3� L� F$�6RNA '6 D(E�< ���  .������6 ��

 D#RNA �����(E��< ��� 3 � �) /��(5f 3 '�|�Z ��*5)
 �� /�  ��P�� D�����RNA  �) ���L��B��������6�+0� ,3�

 %��". D)�fL�ia '6 D*9�	 ��� .



miR-146a 3miR-150 2�-< +���	 3��*t�g"� ���T%���$�� 3 qx� +�3�� 

��� 

�E�<cDNA +�a L� /��g(<� �)�^Mo-MLV :
kX��6 �E�<cDNA )D'6 ��L ?��9 � �):

� �����U�� D���� =RNase)RNase free(Bng ��� ��	 
ng ��� L�RNA � D��v� 2�	�	 .µL1L��fL�ia ,3����

�6�+0� ����f D��v� %a D) .��c@6 `a s<�	 '��&� ^PX
 ���U��RNase D��) µL1� �*��<� .�� D��.��P6G�D��V��
'(����< ?���6 D��) �����f�>{��< 3 ������f D��)�$�� D��@*U�

 �� �3� D-9��x)���f ���U .����)X]�[RTB^�PX D�)
µLC���  D����v�.mM ��BdNTPmix %�+��*6 D��) µL;

����f D��v� .1��!��$Y6 L��({��# >����	 ^�+�a �X�3
]M-Mul-V[2��Y6�6*�3�N*�(��  D��v�.��c@6 `a ��)

 �U��RNase '��&� ^PX D) µL;� � /���<�.?��6 D�)
 �� �.�< =��1'(��< DV�� � D)�$�� ���f .��D�@*U�

 ��6� ��G�'(���< D�V�� rz�< D�# ����f ����U ����f
�+�a %�  2�Y��*i����f ^.��� n��� D) D-9��x) >{<

 ��  k@("6 .2��_A6cDNA ��1�:'(���< D�V�� ����f
����f /�*E�.��)�<��)')*%�miR-150 L� /��g(�<� ��) B

Q*�Q�  �L��("6�� 3� L��Total RNA /��  ���S(�<�B
cDNA � D(E�<.

��.O �:c�[�2 ILO ���5>�2 ���
 ����&
Real Time- PCR 

�2�
(µL)�2.&

/���)�-V �fL�ia)pmol��(G�/�
!�$Y6 �fL�ia)pmol��(G�/�

Master Mix�/�1
Di H2O�

��.O-:c�[�2 #��
� �F�EReal Time-PCR 

�2��M:�
C�
�)#>��� �O���2�\(
�k$*<��D@*U���

�� k$*< ��D*�����
��D*���C�

,���P��Real Time-PCR %���*) '��<��) �����)miR-150 3
miR-146a :
b"Q�3Real Time-PCR ��)�<��)')*%�miR-150 3

miR-146a 3��cDNA ���) /���  D(E���< k�Y����(��<� 
D���) �����)�6Master Mix �Q����  L����("6�� ,����P��

���f)23��V�31(.

���*�<x� R*-S	:
)�*-S	 ����*�<x� R�*Q L� ��Q�  ���L���("6��� 

�  /��g(<� .'���*-U +�*� !��<� ��) ^(5*< F�� 3 ��(Q��)
 ����i D��) �*���<x� 2���_	�����<� ���(��<� 2��N*-*��< .

��(<����*-S	 k�Y�������  /��3a ����L �� �*���<x� R�/�
<���:

��(Q�) D��z  ��Q ^PX D)mL ����rpm ;��� �)D
�6 ?�� ��g��(��< D@*U�.s*�A6 %���� ���E L� >�

) ��Q D��(Q��) `��<� Bk�6�Q ?���9 ��� ��µL1�� 
2�-A6 /�""# %�*5��{<�< ��*	3�N*6 h� D) 3 /�  kX

 ��  k@("6.µL1�� +�*� 2��-A6 `��*	3�N*6 D�) /��""Q
 3 D��v�C:�'�6��a D) ��) �) ��	 ��  /������f�) D')��E

��  ��-S6.�) `�*	3�N*6 D�MQ���X ?��6��� D�@*U�
 ��  /��� ���U 8�	� ��6�.>{�< µL;�� '�M"E 2��-A6

 3 /�3+���� `���*	3�N*6 D��) /���""Q��:C'��6��a D��) ����) 
) �	 �  /�����f�) D���-S6 ')�E �����f.%a L� ��Y) ��

rpm ������6� 3�'(��< DV�� ���f)D?��6�D�@*U�
�  ��g��(��<.}��6'�3� '6��a D) R*�-S	 %�(�< h� D)

�  k@("6 �*�<x� 3�� >{<rpm �;��� �)D?��6C�
��g��(��< D*�������f ��  D(S�� �3� /�  ���E }��6 3.

%�(< D)BµLG�� kN��o�%D���v� 3k�zU D�-X�6 ��"��6 
�  ,�P�� ��g��(��<B>{�< �(<��) %��D?��6�D�@*U�

��E �&VkN�� k6�Q %�  �� ��g��(��<.
���@6µL�� ���) elution D) �*c@	 ��) 3� �c@6 `a ��

 �) 3 /��  D���v� %�(< D?��6��� D�@*U�rpm �;��� 
��g��(��< /�  ���E }��6 �� /�  R*-S	 �*�<x� B� 
���� ���U.e-i����*�<x�����F��� �� /��  R*�-S	

 D-X�6ng/µL;�� '6� �).

+�a 2�_	���'DYcUpri-miR-150 ��)pRETROSUPER 3
^� "d*DYcU Fpri-mir-146a �)pLEX-JRED :

'��+�a 2�_	� b"Q�3 ,�P�� ���)B?�YcU '��6 �z5� 



/�3�H/���  BI��$6 +*��� BHJ/K�3 B2�-< D6�� ���*") ��� 

��� 

3 ��(Q3insert )D?��9;:�� `�S(��)23�V;(.

��.O 
:�H*69 #H����J ��H7M2 ILO ���5>�2 ���
 ����&
pri-

miR-150 ��>B� ��pRETRO K� ��E��*69 0pri-miR-146a ��
��>B�pLEX-JRED 

�2�
T��
CJ)µL(
��(#3��
Insert 1�

T4 DNA ligase 1
���)10 x�

di H2O;
PEG �

�) 3 8�	� ��6� �� �.�< h� 8�� b"Q�3 D?��61�
���6� �� �.��<�'(���< D�V�� ����f /��� ����U ���  3

+�a�^�����6� �� >{< b"Q�3C�'(��< DV�� D�) ���f
 ?�6�����  2�Y� �*i D@*U�.

��-Q*�"miR-146a 3miR-150 :
�� DYcU %��Q %�-Q ��e"6 D)'miR-146a B���(Q3 L�

("�'3�<3�'pLEX-JRED )%�d�) ��(Q3 h*��'��<�
^� 3"d*l	3�� F*FJRED ) ��*�6 %�'�6 D�Q ��"Q'%���	

6 �) 2�-< �� �� %a ��V3*�<��) >��<��-� ��N<3�N'
��Q (��) 3��� DYcU'miR-150 33�	� ��(Q3 L���<3�'

pRETRO-SUPER )�) ��(Q3 h*��'(��  /��g(<� .��)�F
��) ��()� ��e"6���� D�YcU 3�'miR-146a 3miR-150 B
P�L b"Q�3*/���-�*L���)PCR ( ��  ,�P��)23��V�(.L�

� n�Z������(Q3 ��0�Q L� /��g(�<� ��) ��e� ����6 �* �
�<x� ���S(<�*L�("6�� �Q�  ����  ���S(<� .D6��� ��

 D��YcUmiR-146a 3����(Q3pLEX-JRED +���a ���)�^�����
/�""Q �3�A6Xho1 3Mlu1 D�YcU 3miR-150 ���(Q3 3

pRETRO-SUPER +��a �)�^����/��""Q �3��A6BglII 3
HindIII L�("6�� �Q�  D) y-Y(6 DQ�) �����) �� ����  /� .

'���+�a ^��� b"Q�3 ?��6 D�)����6� �� �.��<;G
'(��< DV�� ���f 3��) 2�_	� b"Q�3 %a L� �Y)�DYcU ��

 ��  ,�P�� ���E u�E ��(Q3 �) .b"�Q�3 ,��P�� ����)

'��+�a 2�_	� BD�YcU 3 ���(Q3 ?��YcU '��6 �z5� ����
��'?��9 D) �e� ���6�� `�S(�� D< D) h� D�Q �� F

+��a L� /��g(�<� �) b"Q�3�� ^*L��0T4 k�Y����(�<� y�zZ
< �Q� *� ,�P�� %��".

6 D) 2�@(��*�(Q�) %�)+��'�STBL4 :
V 'N��(N�� �3� L� y*@A	 F�� ��&�%�*<�6��g5���	 

�  /��g(<� .���@6�D�) %�*�<�0*� 2��_A6 L� �(*�3�$*6
��� �"({6�# ��(#�) �(*�3�$*6STBL4 3 ��  /�3+�� ��)

 s*A6 �3�LB-Agar �3�X 6a{'F*-*�< ���)���<x�*�
pRETROSUPER ^� 3"d*��) F3���A6*sLB-Agar 

3�X��6���Q��5*�6�tL 3 F��5*���) F���<x�*�pLEX-

JRED k@("6 ����f .s*A6 ,��	 =�� ?��6 D) ��# ���
 �� r ;G'(��< DV�� D�)�$�� ����f ����  .1��.��<

�Y)B'"-# L� ��� )D'�"-# =�� �*�<x� ���) /�6a �<� 
( ���)D/��g(�<� ���6 �*�<x� R*-S	 �"�a�� ���) 3 � 

���f ���U .

/��6a L�<�2�-< ��:
2�-< ��()� �����	*�3 /��""Q �� 2�-�< D�Q !3� ����

HEK )Human Embryonic Kidney ( 3HEK-GP B�����)
���  /��� ��Q .� D)�D�Q ?���9 F1�L� k�zU �.��<

<�6��g5���	*2�-< %� ��<x� ��) ���*�3��X B��6*-�*%�
2�-��<HEK �����-� h��* ����6*-*���(������)���("�'

3�^� 3 !3� "d*�� F*���@6 F2�-< L�HEK-GP ��)�
33�	�����  /��� ��Q !3�.A6*/��g(<� ���6 ��Q sB

DMEM /������ D��)��%FBS BmM 12�:F*6���	�-f 3
Pen-Strep 1X ��) .2�-< >{< ��	��)�N�� �� ��� CO2��

6����;GDV��'(��< ���f ��"(��f ���U .��Y) D�-X�6 ��
 �<�6��g5���	 L� kzU �.�< 3� �3�X*%�B�A6*���Q s

3��2�-��<���) ������A6*���6� D��) D��Q /L���	 s�;GD��V��
'(��< ���f<�*�Y	 ��) /��A6 �*��f s��.

?�g5� ^*5-Q �3� L� /��g(<� �) r*Q�	�� !3��3 �*��	:
���()� �3� F��� �� DNA �3��X s*�A6 �� ��� ����) 

g5��) ?��6��a D�')����  ��-S6 ^*5-Q ���-Q �.D)F�� 



%���$�� 3 qx� +�3�� 

�*69 �P� ���
 ��� 

�*69 ��3)bp(
F: 5'-CCGCTCGAGCCACATCAGCCTTCCAGAC 

R: 5'-CGACGCGTCTCACACTCCTTATACCTTCAG ��C
F: 5'-GGAAGATCTCCCTTGCTGGTTCTCTA TG

R: 5'-CCCAAGCTTGCAGGTACAATAGAA ACAGGT G�o1
5'- T11

�G

�*69#�f ���miR-150 �miR-146a 

�2�-��< ���*	�"� ���*��	 �����) �����

� L�F2�-< DQ ���")*���L��5��E
MACSV���  ���?��6 D) 3 ��L3�
�	�"� ��*�CD133 B��(6�(*�<�-� 
%RN2= (2�-< ��B	�"� �* �CD133 
%a��V '� ���(Q3 D�QpLEX-JRED 

+6�U() ��*6 %�'� L� B��Q ��+6 F���
2�-< D) ��Z D) �  /��g(<� �� �D�Q

D2�-< D) �� ���HEK ��)���	 �* �
6*"<3��-� ��N<3�N���N. ��>

��) %� 2��@(�� L� ��Y) L��5��E ����*") 
�:
�� L��5��E �* +1�L� ��Y) �.��<

miR-150 

bp���

2��*t�g"� ���T

��� 

:;J ]�7e$
��M �2�� �.	 #/2�3 ����\Cg*69 :��� d�e$M � ��

�\C�;J #%2�M
GCTCGAGCCACATCAGCCTTCCAGAC -3'
CGCGTCTCACACTCCTTATACCTTCAG -3'
AAGATCTCCCTTGCTGGTTCTCTA TG-3'
AGCTTGCAGGTACAATAGAA ACAGGT G-3'
TGAGAACTGAATTCCATGGGTT-3' 

5'- TCTCCCAACCCTTGTAC -3' 

kN�  ?�g5� ^*5-Q ����f .��
2�-�< �c< ����HEK D���v�

µgr ��:���) .�Y) D6��� ��
3� s'� 3�X DQ�3���!3�

��%a���3� ��) �� �g1;��� 

�D�V�� '(���< ����f ���(�3�
�  .

miR2�-��< D��) �����")��*���

"*���L�5��E CD133+���V
��1��5@	 D���E*��  ^3

��A6 *�����  D����v� s.����()�
miR-12�-< D) ��) D���v� ��

�("� '3��3��X D�Q !3��%�
��� %�  D��v� L� >�� L� h

��) ��	�)�N�� �� �.�<CO2

'�����f�����3� ?���Q�X ���) B'
3 ���  7��U�(6 %��3� �.���

3 ?�3�P6 �� �0�����U !3�
�E�) L� >3 ��) ��� ��!3�B

.

':
*P�L b�/�'-� �� L���6)PCR(

m)�o1 L��) ��gV (3miR-

�<� /�  /��� .

N�	�:h��>�PCR 69

��6La�%���(6�(*��<�-�
CD133+:
� ���� �Y) DY��c6 F

CD133+)��3� �ACS

MN	*���"(��B���)��	�*�
DQ �  ,�P����%)��%

�"( �� ��)k$ 1(.L�a
l	3��*0�� F'JRED )U
��)��	*��3�3 �%aD) ��

�Ng5���	 L� �Y)DNA

3�2�-< L� B!3� �) ��
�  D(��f )k$ ;(.

2�-< ')��L�� ��*") ����
�"<3��-� ��N<3�N*6

2�-< L� ����")�*���

miR-146a

bp ��� 

miR-146a 3miR-150 2�-< +���	 3

��.O8:

i����\C�;J c��
�pri-miR-146a 
1pri-miR-150 
;miR-146a 
�miR-150 

r*	�	>$-{�# DNA *5-Q 3
�Y) D-X�6Bc< D) 8�� r*Q�	

�  .%�+*6DNA /��g(<� ���6
L�1�B�o3G1�.�<BA6*s
)��V ���}�3a� ��.&(�� ���

��6� �� �.�< 3� ?�6 D)�
��g��(��< -T	 3 /��Q*,�P�� �

%� 2���@(��miR-150 3R-146a

L�5��E:
�&� �������×�") 2�-<

h���d ��� �� /�  ��-� h�*
������(Q3�3���<3�'A6 D��)

33�	��3�X DQ !3��%�150

 �� 3 ��L� >1��("� �.��<
miR-146a B��) � D��v� .>�

3�!3� 2�-< B�� ?�6 D) ���
�%���6� 3�;GD��V�� '(����<

�����  ����-S6 .L� >������<
2�-< �3�X ���C� �.�<��0

�@	 3 �"(��f���z 1�>�� �.��<
A6*%a ��Q s�Y	 ����  �

����� ��
���(�PCR DYcU ���) '�� ���

$  ���k���(��"#�3 ��b
DYcU ���) '��� ����miR-150

146a )��C L�) �gV (�� %���



/�3�H/���  BI��$6 +*��� BHJ/K�3 B2�-< D6�� ���*") ��� 

��� 

N�	-:j�M��) .���MCD133 ���� �2�� _�� �� �.	 2.O C�+��F ������ ���MACS 

N�	
:���� ����7M ���HEK Nk9)A(.*� �)B(���� C2DNA :J �� ��

N�	8:���� Nk9 C�+��F ������ ���)���7MA(,-8:f ��&>�2 C2 .*� I=��)���7MB(C�� I5� C2 R� �)���7MC(

P6� �3��) %��3 ���!3� �) �� 6*�"�<3��-� ��N�<3�N 
�  D(��f >$. �3�3 /�""# �*��	 D#3�!3� k�E�� D�) �� 

%a ��6'� �))k$ �(.^�"d*��_	 F��CB2�-�< ����
")*���L� �Y) �� L�5��EG%� 2�@(�� L� L3� 6 %���'����
Q�2�-< D����")*����^� D) ���X L�5��E z5d*� /�*���

/��Q ���.

%�*) '<��)miR-146a 3miR-150 y��Z L�RT-PCR :
D���� B�v�X DY��c6 �� ���RNA 2�-< L� ����	*��� 

2�-< 3 /�  ���L� >�� 2��("QG��f ���S(�<� L3� ���.
<��) L� >�'����Q'Q 3*g'3��RNA B/�  ���S(<�
��3� b"Q�3��5'b"�Q�3 %a 2��z�� D�) 3 !��NY6 Real 

Time-PCR )����fL�ia L� /��g(<� ��X��Z'��) /� ���
6*3�NRNA ���f ?��9 .

<��)'���) D�Q ��� %��� /�  ,�P�� �* 3� ��� %�miR-
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Abstract 
Background and Objectives 
Micro RNAs are a class of small non-coding RNAs which have been recently shown to play a 
crucial role in major cellular processes such as development and differentiation through post-
transcriptional regulation. The role of these epigenetic elements has been also demonstrated in 
hematopoietic lineage differentiation and there is a large body of evidence that miR-150 and 
miR-146a are responsible for T lymphocyte differentiation. Our goal was to examine the effect 
of miR-150 and miR-146a overexpression in hematopoietic stem cells and its ability to 
differentiate these cells into a T lymphoid cell.  
 
Materials and Methods 
In this experimental study CD133+ stem cells were employed as hematopoietic stem cells and 
permanent overexpression of miR-150 and miR-146a was established. The differentiation 
progress was tracked by flowcytometry for lymphocyte markers such as CD4 and CD8. 
Moreover, expression of miR-146a and miR-150 by RT-PCR and quantitative real time PCR 
after 7 days was studied.  
 
Results 
The cells showed T lymphoid characteristics 7 days after transduction. CD4  and especially 
CD8 expression significantly increased. 
 
Conclusions 
In conclusion, miR-150 and miR-146a overexpression is an effective factor in T cytotoxic 
differentiation and they have the ability of directing CD133+ hematopoietic stem cells to 
express T lymphoid characteristics. 
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