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Effect of miR-579 overexpression on the BAX and CDKN1A 
genes in the Glioblastoma cell line
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Aims Glioblastoma multiforme is a type of brain cancers that do not respond well to 
treatment. The poor prognosis of this disease is due to the presence of radiation resistance and 
chemotherapy. The purpose of the present study was to produce miR-579 precursor carriers 
and investigate the effect of increased expression of miR-579 on the expression of BAX and 
CDKN1A genes in the glioblastoma cell line.
Materials & Methods In this experimental study, in order to produce recombinant lentiviral 
vectors, a gene containing the miR-579 precursor sequence was cloned into pCDH the plasmid. 
The recombinant structure was transmitted to the cells of HEK293T with psPAX and pMD2 
plasmids. Viral particles were concentrated using Ultra Centrifuge. Viral titration was calculated 
by flow cytometry. The viral particles produced were transferred to the A-172 cell line. Finally, 
by using Real-Time PCR, changes in expression levels of miR-579 and BAX and CDKN1A genes 
were investigated.
Findings The presence of miR-579 gene precursor in the plasmid was confirmed by colony 
PCR and sequencing methods. The study showed that the level of miR-579 expression in 
infected cells with the recombinant virus was found to be up-regulated seven-fold compared to 
the control group. miR-579 increased the BAX gene expression by three times. But, there was 
no significant change in the expression of CDKN1A gene expression.
Conclusion Increased expression of miR-579 in the A-172 cell line could increase the 
expression of BAX gene. However, the CDKN1A gene expression does not change significantly.
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  چکيده

مغزی است که پاسخ  یها فرم یکی از انواع سرطان گلیوبلاستوما مولتی ف:اهدا
وجود حالت دلیل  آگهی بد این بیماری به پیش .دهد یمناسبی به درمان نشان نم
حاضر تولید ویروس لنتی  مطالعههدف  .تدرمانی اس مقاومت به پرتو و شیمی

بر بیان  miR-579افزایش بیان  یرثاو بررسی ت miR-579ساز  حامل پیش
  .بوددر رده سلولی گلیوبلاستوما  CDKN1A و BAXی ها ژن

تولید ویروس لنتی نوترکیب قطعه  در مطالعه تجربی حاضر برای ها: مواد و روش
 .شد سازی همسانه pCDHدر پلاسمید  miR-579ساز  ژنی حاوی توالی پیش
تغلیظ  اولتراسانتریفیوژ روشذرات ویروسی با  .انتقال داده شد HEK293T یها به سلول pMD2و  psPAXهمراه پلاسمیدهای  سازه نوترکیب به

ذرات ویروسی  .شدتیتر ویروسی با روش فلوسایتومتری محاسبه  .شدند
از  یریگ با بهره یتنها در .ندانتقال داده شد A-172سلولی  دومانبه  یدشدهتول

 BAX یها و ژن miR-579سطوح بیانی  تغییرات در زمان واقعی PCR روش
  .دندبررسی ش CDKN1Aو

کلونی  یها با کمک روش در پلاسمید miR-579ساز ژن  حضور پیش :ها یافته PCR ح بیان که سط ددننشان داها  یبررس .ایید قرار گرفتتیابی مورد  یو توال miR-579 کنترلشده با ویروس نوترکیب در مقایسه با گروه  آلوده یها در سلول 
ژن  منجر به افزایش بیان miR-579افزایش بیان  .یافتبرابری  افزایش هفت

BAX  بیان ژنداری در  یمعنتغییر  مقابل در اما، شدبرابر  سهتا CDKN1A 
  .مشاهده نشد

تواند بیان ژن  یم A-172 در رده سلولی miR-579افزایش بیان  :گیری یجهنت
BAX  ژنرا افزایش دهد اما در بیان CDKN1A  کند ینمداری ایجاد  یمعنتغییر.  

  BAX ،CDKN1A، یوبلاستوماگل ،miR-579 :ها کلیدواژه
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  مقدمه
ی مغزی ها یکی از انواع سرطان (GBM) فرم گلیوبلاستوما مولتی

موارد گلیوما را  %۷۰و  مغزیتومورهای % ۱۵تا  ۱۲که حدوداً  است
سازمان بهداشت  بندی براساس طبقه .به خود اختصاص داده است

آگهی بد این  پیش شود. یگلیوما اطلاق م IV گرید به آن جهانی
وجود دلیل  ماه) اکثراً به ۱۵میزان بقا کمتر از ؛ (متوسط بیماری

نام گلیوبلاستوما  درمانی است. حالت مقاومت به پرتو و شیمی
بالای (هتروژنیتی) برگرفته از وجود حالت ناهمگنی  فرم مولتی
نظر مولکولی و  این ناهمگنی هم از .این نوع تومور استهای  سلول
 .[2 ,1]است توجه های کروموزومی مورد نظر ناهنجاری هم از

 و دنووآ اولیه یانوع ایجاد به دو ا نظر منش از GBMتومورهای 
آن نوع اولیه ین تومورها ترین نوع ا شوند. شایع ثانویه تقسیم می

تکثیر قطعه ژنی یا  .شود یموارد ابتلا را شامل م% ۹۰است که 
شود. این در حالی  یموارد آن دیده م% ۵۰در  EGFRافزایش بیان 

شوند و  موارد ابتلا را شامل می% ۱۰ تنها تومورهای ثانویه است که
. براساس [3]هستند RBو  p53 ،PDGFR یها ژن دچار جهش در

در پیشبرد  ثرومفرآیندهای مولکولی  گرفته مطالعات صورت
افزایش بیان یا یوبلاستوما سه دسته هستند. دسته اول شامل گل

که افزایش بیان این  طوری هباست  EGFRتکثیر قطعه ژنی 
در ایجاد  EGFRبد بیماران مرتبط است زیرا  آگهی یشپروتئین با پ

بنابراین دارد. ) نقش پرتو -یاییحالت مقاومت به درمان (شیم
دسته  حساب آید. لوب بهعنوان یک هدف درمانی مط تواند به می

 است PTEN بنام کننده تومور رفتن ژن سرکوب ازدستدوم شامل 
 PIP3کردن  در دفسفاته و شد ییشناسا ۱۹۹۷در سال  ربا یناولکه 

بوده و با  یجرا یهاول یتومورها یشتردر ب نوع جهش ینا دارد.نقش 
دسته  ) مرتبط است.پرتو - یاییمقاومت به درمان (شیم یشافزا

 مرتبط است. AKT-PI3K شدن مسیر فعالسوم این فرآیندها به 
 دهند یرا نشان م AKTهای گلیوما سطح بالایی از فعالیت  سلول
شامل ای  های کوچک غیرکدکنندهRNA، کننده مداخله هایRNA .[4]و مقاومت به درمان مرتبط است PI3Kبا افزایش فعالیت  که microRNA و siRNA ها در  امر تنظیم بیان ژن که در هستندها

واقع  در هاmicroRNA. [5]مرحله بعد از رونویسی فعالیت دارند RNAناحیه  ها را از طریق هدف قراردادن هستند که بیان ژن هایی
 یابا این عملکرد  کنند. یمتنظیم ها نآ mRNA نشونده ترجمه۳´

یجه از نت درشود.  ییا مانع ترجمه آن م mRNAتخریب  موجب
میزان پروتئین ژن هدف را کاهش  ژن ممانعت نموده وبیان 
 های یتها با این عمل خود سبب تنظیم فعالmiRNA. دهند یم

مرگ  چون تکثیر، تمایز، متابولیسم،همبیولوژیکی سلول 
  .[6]شوند یپیری م وشده  ریزی برنامه

با سرطان گلیوبلاستوما  miRNAsاولین مطالعه در خصوص ارتباط 
 یلهوس آنها به .و همکاران صورت گرفتسیافر یله وس به ۲۰۰۵در سال 

بررسی  GBMدر ها را miRNA بیانی پروفایل اوری میکروآرایهفن
در بافت توموری از ها miRNAنشان دادند که بیان  آنهاکردند. 

توان از این  بافت نرمال گلیوبلاستوما متفاوت است؛ بنابراین می
قدرتمند و مفید در درمان عنوان یک روش  ها در آینده به مولکول

همکاران عملکرد  و چانسپس  .[7]این بیماری استفاده کرد
بررسی کردند و به را  GBMرا در یک رده سلولی  miR-21مولکولی 

وقوع مرگ  miRNAاین نتیجه رسیدند که با مهار بیان این 
در یک مطالعه . [8]یابد یها افزایش م در این سلولشده  ریزی برنامه

که در  شدمشخص  ،صورت گرفت مولر یلهوس سامانمند که به
به این سرطان در مقایسه با بافت نرمال  تومورهای بیماران مبتلا

ها  بعضی( تغییر بیان miRNAعدد  ۲۵۶گلیوبلاستوما حدود 
که علاوه بر نقش آنها در  یافتند )دیگر کاهش بیان یافزایش و بعض

ین چگونگی پاسخ بیماران به تومور و تولید سرطان در تعی ایجاد
یکی از  یی کهآنجا از .[9]توان از آنها بهره برد درمان نیز می

یی آدرمانی قدرت و کار یا شیمی پرتوهای مقاومت به  مزمکانی
ها قادر miRNAگفت که  توان یاست م DNAسیستم ترمیم 

د و نم را تغییر دهزهای دخیل در این مکانی بیان پروتئین هستند
های سرطانی به درمان کمکی سرطان  منجر به تغییر پاسخ سلول

و  AKT ،EGFRمنجر به کاهش بیان  miR-7افزایش بیان  شوند.
نتیجه سبب افزایش  و در DNA-PKکاهش فسفریلاسیون 

 ی سلولیها . همچنین در ردهشود می پرتوها به  حساسیت سلول
-miRیش بیان که افزا مشاهده شدهکلورکتال سرطان مربوط به 
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و کاهش  ۳و کاسپاز  p53 پروتئین منجر به افزایش بیان 100
ها را  نتیجه حساسیت سلول در ،خواهد شد NF-KB و Bcl2بیان 

طبق سایت  miR-579 جایگاه .[10]به پرتو ایجاد خواهد کرد
در  .داد قرار 5p13.3 یدر ناحیه کروموزوم (Ensemble)انسمبل 
روی عملکرد این برای اولین بار  که در سرطان ملانوما یا مطالعه miRNA  که شدصورت گرفت مشخص miR-579  خاصیت

و بافت توموری ملانوما  ی سلولیها رده و در اردد مهارکننده توموری
قادر است  طوری که افزایش بیان آن  به دهد. یکاهش بیان نشان م

و  p21و  p53ی ها ژنسبب افزایش بیان  MDM2بیان ژن  با مهار
  .[11]شود یسلولیزی و توقف چرخه ر برنامهموجب القای مرگ 

 CDKمهارکننده  یها عنوان یکی از ژن به p21 یا CDKN1A ژن
به دو صورت قابل تنظیم است  CDKN1Aها بیان  در سلول. است

رخ  p53صورت مستقل از  و دیگری به p53یک روش وابسته به 
مهم  یها است با مهار کمپلکس قادر CDKN1Aدهد. پروتئین  می
شود. برنده چرخه سلولی سبب توقف و مهار چرخه سلولی  یشو پ

 CDK4,6/cyclinDاین پروتئین قادر است با مهار کمپلکس 
همچنین  .شود Sبه  G1 ازسبب توقف چرخه سلولی در مرحله عبور 

سبب مهار چرخه  CDK2/cyclinEبا مهار کمپلکس  تواند یم
یی که در ها ژن جمله از. [12]شود Mبه  G2گذر از  سلولی در مرحله

 توان یمشده نقش دارند  ریزی تنظیم بقا، رشد سلولی و مرگ برنامه
اشاره کرد. این دو ژن عملکرد مخالف  BAXو  BCL2ی ها ژنبه 

سبب القای  BAXطوری که محصول ژن  نسبت به یکدیگر دارند به
  .[13]شود شده سلولی وابسته به میتوکندری می ریزی مرگ برنامه

بر بیان  miR-579افزایش بیان  یرثاحاضر بررسی ت مطالعههدف 
مربوط به سرطان  A-172در رده سلولی  BAXو  CDKN1A یها ژن

گرفته با استفاده  در بررسی بیوانفورماتیکی صورت. بودگلیوبلاستوما 
هیچ گزارشی مبنی بر تغییر پروفایل بیانی  GEOنتی از سایت اینتر miR-579  یوبلاستوما گلی سلولی سرطان ها ردهدر بافت توموری و
که یکی از وجوه مشترک بین سرطان  ییآنجا ازاما ؛ یافت نشد

که  امید است ،است PTENملانوما و گلیوبلاستوما جهش در ژن  miR-579  با مهار بیان ژن بتواند در رده سلولی گلیوبلاستوما
MDM2  ی ها ژنو القای بیانp53 ،BAX  وp21  عملکرد
پروتئین یی که آنجا ازتوموری خود را نیز اعمال نماید.  مهارکننده P21 سبب . افزایش بیان آن منفی چرخه سلولی است کننده یمتنظ

قادر است  BAX ینپروتئ شود. یم G1مهار چرخه سلولی در مرحله 
 ی مرگاز میتوکندری و القا Cسبب آزادشدن سیتوکروم 

زمان این دو  هم افزایش بیان. [15 ,14]شودسلولی  شده یزیر برنامه
گلیوبلاستوما و ایجاد پاسخ  سرطانی یها در مهار سلول تواند یم

  نقش داشته باشد. مناسب به درمان
  

  اه مواد و روش
  مطالعه حاضر یک پژوهش تجربی است.

و رده سلولی سرطان  HEK293Tرده سلولی : سلولی یها کشت رده
از بانک سلولی انستیتو پاستور ایران تهیه  A-172گلیوبلاستوما 

و % ۹۵در شرایط انکوباتور کشت سلولی با رطوبت  ها سلولشدند. 
کشت و نگهداری شدند. برای  C۳۷° در دمای% ۵کربن  اکسید ید

 G سیلین یپن لیتر یلیواحد در م ۱۰۰مولار،  میلی۲ ینگلوتام (FBS) جنین گاوی سرم% ۱۰حاوی  DMEM کشت یطکشت سلولی از مح
(گیبکو؛ ایالات  یسیناسترپتوما لیتر یلیمیکروگرم در م۱۰۰و 

 یضها تعو کشت سلول یطساعت مح۴۸هر  و شداستفاده متحده) 
  .[16]تا به تراکم مطلوب برسند شد می

 PCR :DNAبا استفاده از روش  miR-579تکثیر قطعه ژنی 
(کره  GENE ALL ستونی یتاز خون کامل با استفاده از ک یژنوم
سپس  شد.) طبق دستورالعمل شرکت سازنده استخراج یجنوب
از نمونه را با  تریلکرویمDNA ،۲غلظت  نییمنظور تع به
موج  آن در طول ینموده و جذب نور قیآب مقطر رق تریلکرویم۹۸
. دستگاه با شد یریگ اندازه وفتومترینانومتر توسط دستگاه ب۲۶۰

 بر کروگرمیمرا برحسب  DNAرقت، غلظت  بیتوجه به ضر
جذب  میاز تقس زین DNAو خلوص  دینما یمشخص م تریل یلیم
نانومتر به دست ۲۸۰در  ینانومتر به جذب نور۲۶۰در  DNA ینور
 یاز توال یباشد. قسمت ۸/۱- ۲ نیب دیآن با آل هدیا زانیمکه  دیآ یم
باز از فرادست و فرودست  جفت۲۵۰(شامل  miR-579ساز  شیپ

قرار دارد  5p13.3که در ناحیه کروموزومی  RNAمیکرو بالغ یتوال
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Geneاز سایت اینترنتی 

-miRتوالی بالغ  آنهامحصول طراحی شدند که  یا گونه به oligo7 (version 7.6)افزار  دریافت، سپس آغازگرها با استفاده از نرم ها با استفاده از آغازگربعد از طراحی و انتخاب  .ردیگ را در بر 579
نظر دمایی و تشکیل  ها ازآغازگرتک  تک oligoAnalyzer 3.1 (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer)سایت اینترنتی 

 یها یبه توال آغازگرهااتصال  شدند. یبررسساختارهای ثانویه 
بلاست ژنوم  دیگر یها در بخش یراختصاصیغ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)  شدبررسی و .

آغازگر  ۵´ یبه انتها EcoR1کننده  هضم یها میتوالی برش آنز
شد. آغازگر معکوس اضافه  ۵´به انتهای  BamHIمستقیم و 

باز  جفت۴۴۸به طول  یا قطعه این آغازگرها باید PCRمحصول 
 یتریلکرویم۲۵از مخلوط واکنش  PCRباشد. برای انجام واکنش 

) از هریک از تریلکرویدر م کومولیپ ۱۰( تریلکرویم یکشامل 
، 10Xبافر  تریلکرویم۵/۲شده،  ژنومی استخراج DNA کروگرمیم یکمول)،  میلیdNTP )۴۰ تریلکرویم۵/۰آغازگرها، 

واحد از آنزیم  ۵/۰مولار) و  میلی۱۰۰کلریدمنیزیم ( تریلکرویم۴/۰ DNA مراز  پلیTaq ایران) استفاده شد. واکنش - (سیناژنPCR (PEQLAB,USA)  با واکنش واسرشتگی اولیهDNA مدت  به
سیکل واکنش تکثیر  ۳۵سپس در و شروع  C۹۵°دقیقه در دمای ۷

 C۷۲°ثانیه و ۳۰مدت  به C۶۰°ثانیه، ۴۵مدت  به C۹۴°( شداجرا 
  .پایان یافت C۷۲°دقیقه در ۷مدت  به تینها و در )ثانیه۳۰مدت  به

با روش : pCDHدر پلاسمید  miR-579سازی ژن  همسانه
در  شد.نظر در پلاسمید درج  سازی ژن قطعه ژنومی مورد همسانه
-pCDH-CMV-MCS-EF1-cGFPحاضر از پلاسمید  مطالعه T2A-Puro  که حاوی کاست ژنی  متحده)(بیوساینس؛ ایالات
و ژن برای بیان  سیلین یپورومایسین، آمپ بیوتیک یبرای آنت

از  پس ).۱استفاده شد (شکل ، پروتئین فلورسنت سبز است
و تعیین  MNکیت استخراج پلاسمید  یلهوس استخراج پلاسمید به

و  EcoRIثر لامحدودا های یمغلظت و خلوص آن، با استفاده از آنز BamHI )محصول تاز؛ لیتوانیفرمن (PCR  وDNA برش  یدپلاسم
 یساز پاک؛ آلمان) Clean Up )MNبا استفاده از کیت  .داده شد

مطابق دستورالعمل شرکت سازنده فرمنتاز؛ لیتوانی) لیگاز (T4 DNAواکنش اتصال توسط آنزیم  صورت گرفت. هضممحصول 
  .)۱(شکل  انجام شد

 های یباکتر پلاسمید نوترکیب بهشوک حرارتی با استفاده از روش 
دقیقه در ۹۰و انتقال داده شدند  DH4aسویه  اشریشیا کلی مستعد

شده  ی ترانسفورمها . کلونکشت داده شدند بیوتیک یفاقد آنت (LB) براث لیزوژنی محیط مایع درشیکردار  C۳۷°با دمای انکوباتور 
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  ۱۳۹۷، زمستان ۱، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                                    شناسی زیستی های آسیب پژوهش

 انتخاب سیلین یآمپ بیوتیک یپلیت آگار حاوی آنت با استفاده از
کلونی های مثبت با استفاده از روش  یکلونایید تاز  بعدشدند.  PCR شده  حصول اطمینان از صحت توالی قطعه ژنی درجمنظور  به

شد.  ، مقداری از پلاسمید نوترکیب استخراجیددر ساختار پلاسم
شد. بلاست یابی به شرکت پیشگام (ایران) ارسال  توالیسپس برای 
  شد. انجامپایگاه اینترنتی با استفاده از آمده  دست توالی به

  

 
کاست ؛ pCDH-CMV-MCS-EF1-cGFP-T2A-Puroنقشه پلاسمید  )١شکل 

 CMVسازی چندگانه در فرودست پروموتر  ژنی مورد نظر توسط جایگاه همسانه
  قرارگرفته است.

  
به کمکی و پلاسمیدهای  miR-579انتقال سازه نوترکیب حاوی 

تولید  برای :ذرات ویروسی یظو تغل HEK293T یها سلول
ساعت قبل از ۲۴ابتدا  miR-579ویروس لنتی نوترکیب حاوی 

 انتقال پلاسمیدهای لازم برای تولید ویروس در یک پلیت
کشت داده  HEK293Tعدد سلول  ۵/۴×۱۰۶تعداد متری  سانتی۱۰

(اینویتروژن؛  ۲۰۰۰ شد. سپس با استفاده از کیت لیپوفکتامین
، miR-579انتقال پلاسمیدهای نوترکیب حاوی ایالات متحده) 

)، یروسساختار و های ین(کدکننده پروتئ psPAX2پلاسمید 
پوششی ویروس) به  های ین(کدکننده پروتئ pMD2پلاسمید 

محیط  .ها طبق دستورالعمل شرکت سازنده صورت پذیرفت سلول
ساعت محیط کشت ۷۲مدت  . بهشدساعت تعویض ۶کشت پس از 

با استفاده  شد. یآور جمع است ها که حاوی ویروس نوترکیب سلول
در  شدند و سپسلنتی تغلیظ  های یروساولتراسانتریفیوژ و از

 - C°۸۰ نگهداری به فریزر منظور بهحل و  FBSفاقد  DMEMمحیط 
  .انتقال داده شد

منظور  بهفلوسایتومتری:  روش از استفاده با ویروسی تیتر محاسبه
شده،  از ویروس تغلیظ لیتر یلیم در یک یتعیین تعداد ذرات ویروس
 HEK239Tسلول  ۷×۱۰۴خانه تعداد ۲۴ابتدا در هر چاهک پلیت 

 ۳، ۲، ۱( شدهس تغلیظ از ویرو ی مختلفیها حجم .کشت داده شد
استفاده از  ابتدا با ،ساعت بعد۷۲ شد.به آنها اضافه  میکرولیتر)۴و 

از کف پلیت کنده شدند. تریپسین با استفاده از  ها سلولتریپسین  FBS  خنثی و سوسپانسیون سلولی با استفاده از سانتریفیوژ در دورrpm۱۲۰۰  رسوب داده شد. رسوب سلولی در مقداریPBS  حل و با
درصد  ؛ ایالات متحده)ABIاستفاده از دستگاه فلوسایتومتری (

با استفاده از فرمول ار گرفت. مورد ارزیابی قرمثبت  GFP یها سلول
ሺୱୣୣୢୣୢ ୡୣ୪୪ୱ ൈ%ୋ ୭ୱ୧୲୧୴ୣ ୡୣ୪୪ୱሻൈଵ  شدند:تعداد ذرات ویروسی محاسبه  زیر

μ୪ ୭ ୴ୣୡ୲୭୰  =Tu/ml 
  لیتر محیط کشت یلیمروش محاسبه تعداد ذرات ویروسی در یک 

 ویروس لنتی نوترکیب یلهوس به A-172 یها سازی سلول آلوده
با ویروس  A-172 یها سازی سلول آلودهمنظور  بهداکشن):  (ترانس

 عدد سلول ۴×۱۰۵تعداد  T25 سکشده، در یک فلا نوترکیب ساخته
میزان ، ها هنوز معلق بودند سلول که  یحال و در شد بذرپاشی

برن  یتر پلیلیکروم۴و  (MOI=2)شده  ویروس تغلیظ یترلیکروم۱۰۰
ساعت ۴۸بعد از  شد.به آن اضافه میکروگرم/میکرولیتر ۲ با غلظت

 یها در سلول GFP ینمیزان بیان پروتئ، C°۳۷انکوباسیون در 
شد.  یفلورسنت بررس یکروسکوپشده با استفاده از م ترانسداکت

 یلهوس شد که به هعنوان سلول آزمونه در نظر گرفت به یگروه سلول یک
ترانسداکت شدند و گروه دوم گروه  miR-579 یحاو یروسو

 miR-control یلنت یروسو یلهوس به که دندبو کنترل یها سلول
  شدند.ترانسداکت 

 یساز ساعت از آلوده۷۲پس از : cDNAو سنتز  RNAاستخراج 
 یها تام سلول RNAکنترل،  یروسو و یبنوترک یروسها با و سلول
) طبق یرانایناژن؛ (س RNX plusگر  نظر توسط واکنش مورد

خلوص آن با دستورالعمل شرکت سازنده استخراج، غلظت و 
آغازگر  یلهوس شد. به یریگ اندازه یوفتومتراستفاده از دستگاه ب

مربوط  cDNA شده یطراح یاختصاص (Stem loop) ساقه -حلقه
با  ینهمچنو  (Snord47)آن  یو کنترل داخل miR-579به 

 تیاز ک cDNAسنتز  یحاضر برا قیدر تحق .ندساخته شد cDNA یزن یسلول یها ژن یبرا یتصادف ییتا شش یهاآغازگراستفاده از 
 سازنده شرکت دستورالعمل مطابق) رانیا ؛ژننایس( cDNAسنتز 
  شد. استفاده

در زمان  PCR نظر توسط روش مورد یها ژن یانب ییراتتغ یابیارز
در  PCRواکنش  snord47و  miR-579 یرمنظور تکث بهواقعی: 

 یمو آغازگر مستق یتوسط آغازگر معکوس عموم زمان واقعی
 یانب با یسهدر مقا miR-579 یانیب ییراتانجام شد. تغ یاختصاص

 یها تغییرات بیانی ژن .سنجیده شد Snord47زاد  کنترل درون
BAX  وCDKN1A زاد  در مقایسه با کنترل درونB2M  با استفاده از

آغازگر معکوس اختصاصی و آغازگر مستقیم اختصاصی آنها انجام 
مسترمیکس ؛ ایالات متحده)، آغازگرها و step one plus )ABI از دستگاه در زمان واقعی PCRواکنش منظور انجام  . بهشد

 .شد استفادهایران) طبق دستورالعمل شرکت سازنده ؛ یکتاتجهیز(
بار تکرار بیولوژیکی  سهو در  ییتا صورت تکرارهای سه به ها یشآزما

گرفته منحنی تکثیر رسم  صورت گرفتند. برای هر واکنش صورت
 ,BAX یها بررسی تغییر بیان ژنو ها  تحلیل دادهو تجزیه  شد.

CDKN1A و miR-579 ) توسط روش مقایسه چرخه آستانهCT 
-2فرمول با کمک  )زاد آنها هدف در مقایسه با کنترل درون یها ژن ΔΔCt [17]انجام شد.  
توسط  مطالعهنتایج حاصل از این ی: آمار های و تحلیل  یهتجز
با  ها بودن داده توزیع نرمال بررسی شدند. SPSS 19ر افزا نرم

به دست آمد با  p<۰۵/۰و  one sample k-sاز آزمون استفاده 
بودن  فرضیه مساوی p>۰۵/۰ و استیودنیتt استفاده از آزمون

آمده در این  دست نتایج به. گروه سلولی بررسی شد دومیانگین 
  .تکرار استوار است مطالعه براساس حداقل سه

  
  ها یافته

 و miR-579ساز  نتایج تکثیر ناحیه ژنی حاوی توالی ژن پیش
  لبا محصول واکنش اتصا ها یترانسفورماسیون باکتر

توسط  miR-579ساز  نتیجه تکثیر قطعه ژنی حاوی توالی پیش
روی بازی  جفت۴۴۸ ، طبق انتظار وجود تنها یک باندPCRروش 



 ۳۱ گلیوبلاستومایی A-172در دودمان سلولی  miR-579تاثیر ـــــــــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Pathobiology Research                                                                                                                                                             Volume 22, Issue 1, Winter 2019  

دمایی واکنش  -زمانیبودن شرایط  ژل الکتروفورز بود که اختصاصی
 PCRمحصول  ینکها ازپس را نشان داد.  شده یو آغازگرهای طراح

لیگاز T4ثر و آنزیم الامحدود های یمتوسط آنز pCDHپلاسمید  در
 اشریشیا کلیمستعد  باکتری ، پلاسمید نوترکیب به درونالحاق شد

گرفته روی  صورت PCR ینتایج کلون .ترانسفورم شد DH5αسویه 
آمده  دست والی بهت که کلونینگ انجام شده است.نشان داد  ها یکلون

با  NCBIاز تعیین توالی پلاسمید نوترکیب در پایگاه اینترنتی 
-miRتوالی که شده در آن مقایسه و مشخص شد  ثبت های یتوال و بدون وقوع هیچ جهشی در  یدرست شده در پلاسمید به درج 579

 توان یراین با اطمینان کامل م)؛ بناب۲آن اتفاق افتاده است (شکل 
  .)۲کرد (شکل استفاده  miR-579از این پلاسمید نوترکیب برای ساخت ویروس نوترکیب لنتی حاوی 

  

  
  NCBIیابی پلاسمید نوترکیب در سایت اینترنتی  آمده از توالی دست نتیجه بلاست توالی به) ٢شکل 

  
و تعیین تیتر  miR-579 ساخت سازه ویروسی حاوینتایج 
  بنوترکی های یروسو لنتی

زمان پلاسمید  تولید ویروس نوترکیب لنتی مبتنی بر انتقال هم
 (psPax, pMD2) یلاسمیدهای ساختارپ و (miR-579)بیانی 

ویروس است؛ زیرا  یبند و بسته HEK293T یها به داخل سلول
دلیلی بر تولید ) A؛ ۳(شکل  HEK293T یها صرفاً سبزشدن سلول
تا  ۴۸ لولی طیمحیط س ینکها از بعد یست.ویروس نوترکیب ن

نیاز است تیتر ویروس و تعداد  شدو تغلیظ  یآور جمع ساعت۷۲
ی مختلفی از ویروس ها حجمشود. پس از اینکه ذرات آن محاسبه 

ساعت درصد ۷۲بعد از زده شد.  HEK293Tی ها سلولبه 
دستگاه فلوسایتومتری محاسبه  یلهوس مثبت به GFP یها سلول
 HEK293Tی ها سلولترانسداکت نتایج  ).Cو  B؛ ۳(شکل  شدند

نشان  شده از ویروس تولیدی تغلیظ یترلیکروم۲حجم  با استفاده از
شدن ویروس  ساخته اند که بر مثبت شده GFPها  سلول %۲۹داد که 
حاوی توالی  RNA صورت بهزیرا ژنوم ویروس در ابتدا ؛ دارد دلالت

در  cDNAشدن به  یلتبد بعد ازکه  است GFP پروتئینکدکننده 
توسط  ها سلولیان شده است بنابراین بژنوم سلول درج و 

 فرمول از استفاده با. شوند یمدیده  سبزرنگمیکروسکوپ فلورسنت 
  .)۳(شکل شت دا TU/mL (Transducing Unit) ۱۰۶×۸/۹معادل  یتریکه ت شدمحاسبه  یروسیو ذرات تعداد ۱

  

 
شدن  بررسی میزان ترانسفکت Aشکل ؛ نتایج ساخت سازه ویروسی )٣شکل 
، دهد ساعت از تولید ویروس را نشان می٢٤بعد از گذشت  HEK293Tهای  سلول

-Lenti miRشده  شده با ویروس تغلیظ آلوده HEK293Tهای  سلول Bشکل  درصد  Cشکل دهد،  یکروسکوپ فلورسنت را نشان میرا با استفاده از م 579
با  Lenti miR-579شده  س تغلیظشده با ویرو مثبت آلوده GFPهای  سلول

  دهد استفاده از دستگاه فلوسایتومتری را نشان می
  

  A-172 یها سلول تترانسداک از پس miR-579 یانب سطح تغییر
 A-172 یها ترانسداکت سلول ساعت از۷۲شدن  یاز سپر پس
-miR یروس لنتیو و Lenti miR-control یروسو یلهوس به فلورسنت نشان داد  یکروسکوپها با استفاده از م سلول یبررس 579

. همچنین نتایج است یان شدهها ب سلولدر اکثر  GFP ینکه پروتئ
با استفاده از دستگاه فلوسایتومتری نشان داد که در ها  سلولبررسی 

یان شده است که حاکی از ب GFPی پروتئین ها سلول% ۹۰بیش از 
 ییرتغ توان یو مبود  یروسو لهیوس ها به سلولترانسداکت موفق 

  ).۴نمود (شکل  یابیرا در آنها ارزها  ژن یانب
  

 
بعد از گذشت  A-172های  در سلول GFPبررسی میزان بیان پروتئین  )٤شکل 
-Lenti miRشده با ویروس  های آلوده سلول Aشکل ؛ ساعت از ترانسداکت٧٢ با میکروسکوپ نوری  Cبا استفاده از میکروسکوپ فلورسنت و شکل  579

-Lenti miRشده با ویروس  های آلوده سلول Bدهد، شکل  معکوس نشان می Control  با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت و شکلD  با میکروسکوپ نوری
  دهد. با استفاده از دستگاه فلوسایتومتری نشان می Lenti miR-Controlمثبت را در گروه  GFPهای درصد سلول Fدهد، شکل  نشان می Lenti miR-579مثبت را در گروه  GFPهای  درصد سلول Eدهد، شکل  معکوس نشان می

  



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکاران یمحمدرضا کلهر ۳۲
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-Lenti miR یها در سلول miR-579 یانیسطح ب ییراتتغ control یروسو یلهوس شده به آزمونه (ترانسداکت یها سلول و 
 (snord47)زاد  با ژن کنترل درون یسه) در مقاmiR-579 یحاو
با  یسهدر مقا داری یمعن یشآزمونه افزا یها در سلول miR-579 یاننشان داد که سطح ب یجقرار گرفت. نتا یابیو ارز یبررس مورد

با  miR-579 یانمحاسبه نسبت ب ).p>۰۰۱/۰داشت ( کنترلگروه 
سه تکرار حاصل از  جینتا د.انجام ش ΔΔCt-2استفاده از فرمول 
  ت.شده اس نشان داده ۱نمودار در  بیولوژیکی مستقل
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های مورد آزمایش با استفاده از  در سلول miR-579میزان نسبی بیان ) ١نمودار 
در  miR-579نتایج نشان داد که میزان بیان ؛ در زمان واقعی PCRروش 
افزایش هفت برابر در  Lenti miR-579شده با ویروس  های آزمونه آلوده سلول

هر ستون یافت؛  Lenti miR-controlشده با  های آلوده مقایسه با سلول
داربودن تفاوت گروه  میانگین سه آزمایش مستقل است و علامت ستاره *معنی

  ).p>٠٠١/٠دهد ( آزمونه با گروه کنترل را نشان می
  

 تپس از ترانسداک CDKN1Aو  BAX یها ژن بیان سطح ییرتغ
  A-172 یها سلول

با  یسهبرابر در مقا هفتتا  miR-579 یانب یشبه افزا A-172 یها در سلول miR-579 یحاو یروسترانسداکت و پس از اینکه
و  BAX یها ژن یانیب ییراتتغ شد،کنترل منجر  یها سلول

CDKN1A نشان داد که  یج. نتاندشد بررسینظر  مورد یها در سلول
با  یسهدر مقا BAX یها ژن یانیآزمونه سطح ب یها در سلول
یافت  داری یمعن یشافزا Lenti miR-control یها سلول

)۰۰۱/۰<p.( ژن  یبرا یبرابر سه یانب یشافزا ی کهطور هبBAX 
گروه آزمونه در  CDKN1Aبیان ژن  شد. در مقابل کاهش مشاهده

که البته این کاهش بیان از نظر  رخ داد مقایسه با گروه کنترل
  ).p=۷۲/۰؛ ۲دار نبود (نمودار  یمعنآماری 
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های مورد  در سلول CDKN1Aو  BAXهای  میزان نسبی بیان ژن) ٢نمودار 
های  در سلول BAXمیزان بیان ؛ در زمان واقعی PCRآزمایش با استفاده از روش 

برابر در مقایسه با  شده با ویروس لنتی نوترکیب افزایش سه آزمونه آلوده
در  CDKN1Aداشت. میزان بیان ژن  Lenti miR-controlهای آلوده با  سلول
های  در مقایسه با سلول miR-579شده با ویروس لنتی  های آزمونه آلوده سلول

هر ستون )؛ p=٧٢/٠ان داد (کاهش بیان نش Lenti miR-controlآلوده با 
داربودن تفاوت گروه  میانگین سه آزمایش مستقل است و علامت ستاره *معنی

  ).p>٠٠١/٠دهد ( آزمونه با گروه کنترل را نشان می

  بحث
  

   - ی مقاوم به درمان (پرتوها سرطانگلیوبلاستوما یکی از انواع 
  

  دهد و در نهایت  ینمبنابراین به درمان پاسخ ؛ درمانی) است شیمی
  

منظور  ی بسیاری بهها تلاشبیمار خواهد شد.  زودهنگامسبب مرگ 
یجادکننده این بیماری و افزایش اهای مولکولی  یزممکانیافتن 

ترین  جمله مهم از. [18]پاسخ تومور به درمان در حال انجام است
توان مسیر  فعالیت بالایی دارند می GBMکه در  ی مولکولیمسیرها
EGFR  وAKT .را نام برد miRNA جمله مواردی هستند که  ازها

 یرتوانند سبب افزایش یا کاهش فعالیت این مس می تنها نه
را نیز  ی شوند بلکه قادر هستند دیگر مسیرهای مولکولیمولکول

هایی هستند که با miRNA مثال طور بهدستخوش تغییر نمایند، 
  و Bcl2مانند  شده یریز مرگ برنامه دخیل در یها تغییر بیان ژن

  

BAX شده در  ریزی مرگ برنامه فرار از ی را برایفرد قابلیت منحصربه
و کاهش  Bcl2افزایش بیان ژن  کنند. یمی سرطانی ایجاد ها سلول

 .شده سلولی است یزیر برنامه مرگ مهارمرتبط با  BAXبیان ژن 
های یک یا چند مسیر  این توانایی را دارد که ژن miRNAیک 

   که دارند را، بنابراین قابلیت آن دهد مولکولی مختلف را هدف قرار
  

های  یبررس. طی [20 ,19]استفاده کرد عنوان درمان مولکولی از آنها به
قادر است  miR-579گرفته مشخص شد که  بیوانفورماتیکی صورت

و مسیر  PTENجهش در ژن  وقوع اثریی که در ها ژنتعدادی از  PI3K-AKT  کنند را مهار کند،  یمافزایش بیان یا فعالیت پیدا
  بنابراین این احتمال وجود دارد که بتواند با مهار رشد سلول، القای 

  

 عنوان بهو توقف چرخه سلولی  شده سلولی یزیر برنامهمرگ 
از ه کرد. ی از آن برای درمان سرطان گلیوبلاستوما استفاددرمان ژن
 ردهدر  miR-579دیگر با توجه به اینکه تاکنون افزایش بیان  طرف

بود  قرار نگرفته و مطالعهی بررس موردسلولی سرطان گلیوبلاستوما 
  برای بررسی انتخاب شد. miRNAاین 

  

 در miR-579در مطالعه حاضر سعی شد به مطالعه افزایش بیان 
پرداخته شود. از  A-172ی سلولی این سرطان بنام ها ردهیکی از 

یی ها ژنتوان به جهش در  یمهای ژنتیکی این رده سلولی  یژگیو
در  PTENو عدم بیان پروتئین  p14ARF, p16(CDKN2A) مانند

در این رده  p53 یی جهش در ژناز سواین سلول اشاره نمود. 
. مراحل انجام پروژه به این صورت بود که [21]سلولی وجود ندارد

-miRساز  قطعه ژنی حاوی پیش PCRابتدا با استفاده از روش  سازی شد. یکی از  همسانه pCDHتکثیر، سپس در پلاسمید  579
پروتئین  کدکنندههای این وکتور پلاسمیدی داشتن توالی  یژگیو GFP  ن را با توان تولید این پروتئی یمی راحت بهکه  استدرخشنده

میکروسکوپ فلورسنت مشاهده کرد. این وکتور پلاسمیدی 
توان ویروس  یم ی شده است که با استفاده از آنطراحی ا گونه به

های سیستم بیانی  یژگیولنتی نوترکیب تولید نمود. از 
ی ها ژنمدت  یطولانویروسی توانایی آن در بیان پایدار و  لنتی

. این نوع وکتورهای ویروسی ی پستانداران استها سلولخارجی در 
یی ها سلولتواند  یمو هم  شوندهیرتکثی ها سلول  همقادر هستند 

 براساس. [22]ی عصبی) را آلوده نمایندها سلولکه تکثیر ندارند (
 در سازه miR-579 کدکنندهی ژنوم بند بستهها با  یژگیوهمین 
 در آن رامدت  یطولانپایدار و  طور بهتوان  یمویروسی  لنتی
 RNA صورت بهبیان نمود. ژنوم ویروس در ابتدا  A-172ی ها سلول
 بعد ازکه  است GFP پروتئینکدکننده ی حاوی توالی ا رشته تک
شود. بنابراین  یمدر ژنوم سلول درج و بیان  cDNAشدن به  یلتبد

ی اتفاق درست بهی ذرات ویروسی بند بستهچنانچه مرحله ساخت و 
 سبزرنگی آلوده توسط میکروسکوپ فلورسنت ها سلولافتاده باشد 
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آمیز ویروس لنتی  شوند. در مرحله بعد اقدام به تولید موفق یمدیده 
طوری که حجم کمی از ویروس  شد، به miR-579ساز  حاوی پیش

یان ب بارا آلوده و  HEK293Tی ها سلول% ۲۹توانسته بود 
و نماید. نتایج میکروسکوپ فلورسنت  سبزرنگ GFPپروتئین 

ی خوب به A-172ی ها سلولفلوسایتومتری نشان داد که ترانسداکت 
ی ها سلولدر  miRNAصورت گرفته است و سبب بیش بیان این 

است. در مرحله بعد، تغییر  شده کنترل برابر گروهآزمونه تا هفت 
 miR-579شد که افزایش بیان  موردنظر مشاهدهی ها ژنبیان 

ی ها سلولدر مقایسه با  BAXدار ژن  یمعنسبب افزایش بیان 
کنترل، شده است تا احتمال وقوع و پیشرفت فرآیند مرگ 

شدن کاسپازها را القا کند. اما  و فعال شده سلولی یزیر برنامه
  ایجاد کند. CDKN1Aداری در بیان ژن  یمعننتوانست تغییر 

برای اولین بار  صورت گرفت محققین ۲۰۱۶ی که در سال ا مطالعهدر 
در  miR-579 ی برایکننده تومور سرکوب خاصیت موفق به کشف

ابتدا با استفاده از فناوری میکروآرایه به  اهآنسرطان ملانوما شدند. 
ی سلولی ها ردهدر بافت توموری و  miR-579مطالعه تغییر بیان 

 آنهای نرمال پرداختند. نتایج ها سلولسرطانی در مقایسه با بافت و 
 آنهادر بافت سرطانی بود.  miRNAحاکی از کاهش بیان این 

در  miR-579مصنوعی میزان بیان  صورت بههمچنین توانستند 
ی سلولی سرطان ملانوما افزایش دهند. سپس با استفاده از ها رده

 miRNAروش وسترن بلات متوجه شدند که افزایش بیان این 
ین پروتئیش میزان بیان و افزا MDM2سبب مهار بیان پروتئین  p21 و p53 توقف چرخه  به همراه ی تیمار شده،ها سلول در

. در تحقیق [23]شود یم سلولی ریزی مرگ برنامهسلولی و القای 
با  صرفاً  CDKN1Aژن حاضر با توجه به اینکه تغییرات بیان 

در زمان واقعی ارزیابی شد اما شواهدی  PCRاستفاده از روش 
تواند سبب افزایش  یم miR-579مبنی بر اینکه افزایش بیان 

گلیوبلاستوما  A-172این ژن در رده سلولی  mRNAمیزان بیان 
 miR-579رود این تفاوت رفتار  یمشود مشاهده نشد، که احتمال 

ی سلولی ملانوما ها رده بادر رده سلولی گلیوبلاستوما در مقایسه 
ناشی از وجود گوناگونی و تنوع ژنتیکی بین این دو نوع رده سلولی 

برابر  را تا سه BAXتوانسته بود بیان  miR-579 در مقابلد. باش
  افزایش دهد.

یی مانند ها روشتوان امیدوار بود که با استفاده از  یمدر پایان 
ی حامل خود را ها ژنوکتورهای لنتی ویروسی که بیان پایداری از 

ی سرطانی ها سلولهایی را به miRNAکنند.  یمبرای ما فراهم 
سبب توقف رشد، مهار چرخه  زمان هم طور بهبتوانند  انتقال داد که

شده سلولی شوند، تا شاید در آینده  یزیر برنامه سلولی و القای مرگ
  نزدیک تاثیر شایانی در درمان کمکی سرطان داشته باشند.

  
  گیری نتیجه

تواند بیان ژن  یم A-172 در رده سلولی miR-579افزایش بیان 
BAX ژناما در بیان  ؛را افزایش دهد CDKN1A  داری  یمعنتغییر
  کند. ینمایجاد 
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