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Abstract 
Objectives: Long non-coding RNAs (lncRNAs), a vast class of recently discovered non-
coding genes in the human genome, have been implicated in the regulation of several 
biological processes, including the maintenance of stem cell pluripotency and 
neurogenesis. New evidences have emerged that some long IncRNAs act as enhancers for 
their neighboring genes. Oct4, also known as POU5F1 and Oct3/4, functions as a master 
regulator in maintaining the properties of pluripotency and self-renewal of embryonic 
stem (ES) cells and embryonal carcinoma (EC) cells. Oct-4 expression must be tightly 
regulated; too much or too little expression can lead to cell differentiation.  
Methods: PSORS1C3, an IncRNA, is located upstream of the Oct4 gene. This IncRNA 
could potentially impact the level of Oct4 expression. Here, we have investigated 
potential expression of PSORS1C3 on 23 different human pluripotent and cancer cell 
lines by means of RT-PCR. 
Results: Our results revealed a noticeable expression of PSORS1C3 both in a well-known 
pluripotent cell line (NTera2/NT2) and five different cancer cell lines (AGS, 5637, Ht-29, 
HepG2 and PC3). 
Conclusion: We detected the expression of PSORS1C3 for the first time in both cancer 
cell lines and stem cells. 
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قرار گرفته در ناحيه  PSORS1C3غير كد كننده بلند  RNAارزيابي بيان 
 هاي بنيادي و سرطاني در سلول Oct4بالا دست ژن 
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  چكيده

از بخـش  سـت كـه   ا) lncRNA(هاي غيركدكننده بلنـد  RNAهاي شناخته شده در ژنوم انسان  گروه جديدي از ژن :هدف
هـاي بنيـادي و    جملـه پرتـواني سـلول   هاي متنوع زيستي از  در تنظيم فرآيند ها رونويسي شده و وسيعي از ژنوم يوكاريوت

هـاي مجاورشـان    هـا بـر بيـان ژن    lncRNAهاي جديد نشان دهنده نقش تشديد كنندگي  بررسي .زايي دخالت دارد نورون
هـاي   هـاي بنيـادي جنينـي و سـلول     ي و حفـظ حالـت پرتـواني در سـلول    يك عامل كليدي در خودبازسـاز  Oct-4. است

كند و بيان آن بايد بـه   ايفا مي هاي بنيادي در حفظ حالت تمايز نيافته سلول اين عامل نقش مهمي. كارسينوماي جنيني است
 .ي شودها م ها تنظيم شود، چرا كه بيان خيلي بالا و خيلي پايين آن باعث تمايز سلول دقت در اين سلول

است و احتمالاً نقش تنظيمـي   قرار گرفته Oct4دقيقاً در بالادست  PSORS1C3غير كدكننده بلند  RNA :ها مواد و روش
هاي بنيادي و سرطاني بررسي نشده است، در ايـن پـژوهش    در سلول lncRNAاما تاكنون الگوي بياني اين . روي آن دارد

  . بررسي شد RT-PCRواكنش  دودمان سلولي از طريق 23در  PSORS1C3بيان 

هـاي   و دودمـان ) NT2(هاي بنيادي جنينـي   غير كد كننده بلند در سلول RNAهاي ما نشانگر بيان متفاوت اين  يافته :نتايج
هاي سلولي  هاي پرتوان، بيان اين ژن در تعداد معدودي از رده در سلول PSORS1C3علاوه بر بيان . سلولي سرطاني است
، كارسـينوماي  )Ht-29(، آدنوكارسـينوماي كولوركتـال   )5637(، كارسـينوماي مثانـه   )AGS(هاي معـده  جدا شده از تومور

  .تأييد شد) PC3(و آدنوكارسينوماي پروستات ) HepG2(هاي هپاتوسيت  سلول
ن هـاي بنيـادي نشـا    هاي سرطاني و سلول را در سلول lncRNAاين پژوهش توانست براي اولين بار بيان اين  :گيري نتيجه
  .دهد

 
 ، سرطان، سلول بنياديPSORS1C3 ،IncRNA ،OCT4 :كليدواژگان

  

  

  مقدمه
وجود آمده در تكنولـوژي   هاي به هاي اخير پيشرفت در سال

ابزارهاي قدرتمندي را براي مطالعـه   RNAو  DNAيابي  توالي
  دست آمده از اين مطالعـات   بهنتايج  .ستكل ژنوم فراهم كرده ا

  
هـاي   ژنوم پسـتانداران در جهـت  نواحي يشتر كه ب دهد مينشان 

مطالعـات تعيـين   . ]3-1[ شـود  سنس رونويسي مي سنس و آنتي
 2نشـان داد كـه كمتـر از     cDNAهـاي   توالي گسترده كتابخانه

 117- 105: ، صفحات1393، پاييز 3، شماره 17، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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  Oct4 كننده بلند در بالادست ژن كد غير RNA ييد بيان يكأت
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كننـده   هـاي بـالغ كـد    RNAهاي ژنوم بـه   از كل توالي درصد
هـا بـه    از رونوشـت  اعظـم د و بخـش  شو پروتئين رونويسي مي

RNA همچنـين نسـبت   . شـود  كننده رونويسي مي كد هاي غير
DNA  غير كد شونده بهDNA    داراي  كد شـونده بـه پـروتئين

اهميت خاصـي اسـت، زيـرا ايـن نسـبت بـا درجـه پيچيـدگي         
 .]4[تر در ارتباط است  هاي عالي يوكاريوت

هـاي  RNAبا وجود توجه روزافزون به اهميت بيولوژيكي 
 ،)long non-coding RNAs: lncRNAs( بلندغير كد كننده 

كـه فاقـد    بـه دليـل ايـن    هـا  مولكول عملكرد نيمي از اين تقريباً
هـا را بـه    كـه آن  هـايي اسـت   هاي سـاختاري يـا تـوالي    موتيف
ناشـناخته  هاي موجود نسبت دهد،  ncRNAمختلف ي ها گروه
هـايي   ها شامل رونوشت lncRNAرو  ناز اي.]6 ،5[ است مانده

مشخصـي  ) ORF )Open Reading Frameكـه هـيچ    اسـت 
هـا را   هاي ژنـوم آن  از روي توالي توان ميندارد و خيلي سخت 

طور  ها به lncRNAشواهدي وجود دارد كه . ]7[رد بيني ك پيش
هاي طبيعي سلول نقش دارد فرآيندمستقيم در تنظيم بسياري از 

در هـا   بسـياري از بيمـاري   باها  و كاهش بيان يا افزايش بيان آن
اسـت  اين تفكر شـده  پيدايش منجر به ها  اين يافته.است ارتباط

ها در تنظيم عملكردهـاي حيـاتي سـلول     lncRNAكه اهميت 
  .ها نيست پروتئين كمتر از

ير كد كننـده  هاي غ RNAها،  گروه بزرگي از اين رونوشت
است كه از سراسـر ژنـوم    نوكلئوتيد 200بلندتر از  بلند با طولي
هـا مـورد    هاي اخيـر ايـن رونوشـت    در سال. شود رونويسي مي

مطالعـات مختلـف   است و  توجه بسياري از محققين قرار گرفته
ها در مراحـل مختلـف بيـان ژن     كه اين رونوشت دهد نشان مي

ايــن از جملــه . اســت هــاي نظــارتي و عملكــردي داراي نقــش
 ،8[ ژنتيكي در هسـته  توان دخالت در تغييرات اپي عملكردها مي

در  مداخلـه ها در سيتوپلاسـم،  mRNAدر پايداري  دخالت، ]9
ــرايش  ــد پي ــد  ، ]Splicing( ]10، 11( فرآين ــت در فرآين دخال

 )Remodeling( آرايشـي باز  هاي رونويسي از طريق كمپلكس
ــا ]12، 2[ ــد رونويســي  ي ــت مســتقيم در فرآين ــق  دخال از طري

، نقـش تشـديد   ]13 ،10[ هـاي رونويسـي ويـژه    عامل فراخوان

ــدگي  ــاور،   روي ژن) Enhancers(كننـ ــاي مجـ ــكيل هـ تشـ
ك يـا  كننـده كوچ ـ  كد غير RNAساختارهاي زيرسلولي، توليد 

هـا و مهـار    miRNA ، جذب و اتصال بـه ]15 ،14[ بلند ديگر
در . را نام برد ]17 ،16[ها در مراحل مختلف تكوين  عملكرد آن

كننده  كد هاي غيرRNAهاي مختلفي كه  با توجه به نقشنتيجه 
اي بــه ايــن دســته از  كنــد، امــروزه توجــه ويــژه بلنــد ايفــا مــي

ايـن  بـودن  هـا شـده اسـت و فرضـيه غيرعملكـردي       رونوشت
 . طور كامل رد شده است به ها تقريباً رونوشت

ــراً ــدين گــروه روش اخي ــراي چن ــهبرباز هــايي ب ــزي  نام ري
هاي بنيادي پرتوان القا  موشي و انساني به سلول بدنيهاي  سلول
معرفـي  ) Induced Pluripotent Stem Cells: IPS(شـده  
هـاي   اسـتراتژي  هاي انساني، معمـولاً  در سلول. ]21-18[ كردند

هاي مرتبط بـا پرتـواني    ريزي با معرفي تركيبي از عامل برنامهباز
، Oct4 ،Sox2يـا   Nanogو  Oct-4 ،Sox2 ،Lin28 خصوصاً
c-Myc  وKlf4 هـاي   بيان ايـن عامـل  . ]19، 18[ شود انجام مي
هـا ضـروري    پرتواني براي حفظ شرايط پرتواني سلولبا مرتبط 

هـا قـدم مهمـي در تمـايز      است و خاموش شدن بيـان ايـن ژن  
دهنــده  چنــدين مطالعــه مجــزا نشــان ].23، 22[ ســلولي اســت
كننده بلند در حفـظ و تقويـت    كد هاي غيرRNAاهميت نقش 
هـا در   lncRNAهاي بنيادين و همچنين اهميت  پرتواني سلول

طبيعـي  هـاي   هاي بنيادين به سـلول  دوران جنيني و تمايز سلول
اي كـه شـيخ محمـد و همكـاران روي      مطالعـه . ]24، 16[است 
هـا در   lncRNAهاي موشي انجام دادند، نشـان داد كـه    سلول

نقش دارد، در نتيجه اين  Nanogو  Oct-4تنظيم بيان دو عامل 
خود بـه   كننده بلند كد هاي غير احتمال وجود دارد كه رونوشت

ــانجي    ــق مي ــا از طري ــايي ي ــواني و    تنه ــيم پرت ــايي در تنظ ه
  . ]24[ ها نقش داشته باشد خودبازسازي سلول

، يك عامل رونويسي Oct4 ]POU5F1نقش و جايگاه ژن 
-POU )Pit-Octهاي رونويسي  كليدي متعلق به خانوادة عامل

Unc [(هاي  در حفظ خصوصيت خودبازسازي و پرتواني سلول
. نظيـر اسـت   نظيـر و شـايد بـي    محوري، كـم  ،بنيادي پستانداران

همچنين بدون حضور اين پروتئين در يك سلول امكـان القـاي   
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 مهشيد ملكوتيان و همكاران
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از سوي . پذير نيست صوصيات خودبازسازي و پرتواني امكانخ
تواند در ارتباط بـا سـاير عاملهـاي تنظيمـي در      مي Oct4ديگر؛ 
از تنظـيم  . هاي درگيـر در پرتـواني نقـش داشـته باشـد      بيان ژن
هـاي   در فعـال كـردن ژن   Oct4هاي رايج كه با همكـاري   كننده

ه يـك عامـل   اشاره كـرد ك ـ  Sox2توان به  هدف مؤثر است، مي
. اســت) Sox )SRY boxرونويســي متعلــق بــه خــانوادة ژن 

طــور متقابــل در تنظــيم رونويســي  بــه Oct4-Sox2كمــپلكس 
Oct4 ،Sox2 ،Nanog هاي مسئول پرتواني در  و تعدادي از ژن
  .]25[هاي بنيادين جنيني نقش دارد  سلول

RNA  غير كد كننده بلندPSORS1C3  براي اولين بار در
و همكـاران در ارتبـاط بـا    ) Holm(توسـط هـولم    2005سال 

ايـن ژن  . معرفي شـد ) Psoriasis(بيماري پوستي پسوريازيس 
با  CATداراي سه اگزون و دو اينترون است و يك جعبه توالي 

وجـود   1جفت باز در بالادست نقطه شـروع اگـزون   35فاصله 
جفـت   600آن طبق اين بررسي حـدود   RNAرونوشت  .دارد

مشاهده شـده در ايـن رونوشـت     ORFترين  باز است و بزرگ
ايـن پـروتئين پيشـنهاد شـده هـيچ      . اسيد آمينه است 58حاوي 

. هاي شناخته شده موجـود نـدارد   ها و دومين شباهتي با پروتئين
. اما توالي آن در انسان و شامپانزه و خوك حفاظت شـده اسـت  

بيـان ايـن ژن    RT-PCRبررسي انجام شده به كمك روش  در
همچنـين نتـايج   . در بيماران مبتلا به پسوريازيس مشـاهده شـد  

هاي مختلفـي از جملـه قلـب،     حاصل از نورترن بلات در بافت
مغز، جفت، ريه، كبد، ماهيچه صاف، كليه، پـانكراس، تيمـوس،   

ده پروستات، طحال، بيضه، تخمـدان، كولـون، لوكوسـيت، و رو   
هـاي بيضـه، پـانكراس و     تأييد كننده بيان محـدود آن در بافـت  

 ].26[ ماهيچه صاف بود

هـاي بنيـادي و    در سـلول  Oct-4با توجه به نقـش حيـاتي  
 PSORS1C3غير كد كننـده   RNAرسد كه  نظر مي سرطاني به

. هاي بنيادي و سرطاني داراي بيان و عملكرد باشد هم در سلول
اي در مورد امكان بيـان آن در   مطالعه جايي كه تاكنون هيچ از آن
رسـد كـه    نظـر مـي   هاي ياد شده صورت نگرفته است، به سلول

هــاي بنيــادي و انــواع  در ســلول lncRNAبررســي بيــان ايــن 

هاي سلولي سرطاني داراي كاربردهايي در زمينه  مختلف دودمان
  .هاي بنيادي باشد سلول شناسي زيستسرطان و 

  

  ها مواد و روش
تراتوكارسينوماي ( NTeara2هاي سلولي  شت دودمانتهيه و ك
هـاي بنيـادي اسـتخراجي از خـون      سلول( USSC ،)جنيني پرتوان

ــدناف ــلول( Huvec، )بن ــدناف   س ــدي بن ــدوتليال وري ــاي آن ، )ه
Fibroblast )ــت ــتوما( U-87MG، )فيبروبلاســـ  ،)گليوبلاســـ

1321N1 )آستروســيتوما( ،DAOY )مدولوبلاســتوما( ،A172 
ــتو( ــده ( AGS، )ماگليوبلاسـ ــينوماي معـ  A549، )آدنوكارسـ
 Ht-29، )كارســـينوماي مثانـــه( 5637، )كارســـينوماي ريـــه(
، )كارســينوماي مــري( KYSE، )آدنوكارســينوماي كولوركتــال(

LNCAP )كارسينوماي پروستات( ،SW480 ) آدنوكارسينوماي
ــال ــانكراس ( MIA-PaCa2، )كولوركتــ ــينوماي پــ ، )كارســ
HEK293T ) كليــه جنينــي( ،Huh-7 ) كارســينوماي كبــد( ،

MCF-7 )ــتان ــينوماي پس ــينوماي ( Hela، )آدنوكارس آدنوكارس
، )هـاي هپاتوسـيت   كارسـينوماي سـلول  ( HepG2، )دهانه رحم

PC3 )آدنوكارســـينوماي پروســـتات ( وSkmel3 ) ملانومـــاي
هـاي يوكـاريوتي    بر طبق شرايط عمومي كشـت سـلول  ) بدخيم

 .انجام پذيرفت

ــ NT2دودمــان ســلولي  ر پيتــر انــدروز از دانشــگاه را دكت
، USSCدودمـان سـلول بنيـادي    . بيرمنگام انگلستان اهدا كردند

توسـط دكتـر سـليماني از     HEK293Tو  A549فيبروبلاست، 
هاي سـلولي   دودمان. ياخته اهدا شد آوري بن مركز تحقيقات فن

را نيــز دكتــر  Skmel3و  LNCAP ،SW480 ،PC3ســرطاني 
هـاي   دودمـان . ت مـدرس اهـدا كردنـد   زاده از دانشگاه تربي صادقي

ــلولي  ، Huvec ،AGS ،U-87 MG ،1321N1 ،DAOYســ
A172 ،Ht-29 ،KYSE ،MIA-Pa-Ca2 ،Huh-7 ،MCF-7 ،
Hela  وHepG2 محيط . نيز از انسيتيتو پاستور ايران خريداري شد

، U-87MG(هـاي تومـوري مغـز     كشت اختصاصي براي دودمـان 
A172 ،1321N1 ،DAOY( ،PC3 ،LNCAP ،KYSE ،5637 ،
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SW480 ،KYSE  وAGS  ــيط ــراي RPMI-1640محـــ ، بـــ
، NT2 ،Huh-7 ،HEK293T ،HepG2هــاي ســلولي   دودمــان

Hela ،Ht-29 ،MCF-7 ،Huvec ،Fibroblast  وMIA-PaCa2 
ســلولي  دودمــانو بــراي  DMEM High Glucoseمحــيط 
USSC  محــيطDMEM Low Glucose  ــان ــراي دودم و ب
اسـتفاده   alpha-MEMهم محـيط كشـت    SKMEL3سلولي 

هاي مـورد اسـتفاده در ايـن     در همه موارد محيط كشت سلول. شد
 :Fetal Bovine Serum(درصد سرم جنين گاوي  10پژوهش با 

FBS ( استرپتومايسـين  / سـيلين  درصد پنـي  1و)Invitrogen ،
گـراد   درجه سانتي 37ها و در دماي  تكميل شد و سلول) آمريكا

  .نددرصد كشت داده شد CO2 5و 
  

 RNAاستخراج 
RNA  هـا بـا اسـتفاده از ترايـزول      كل سـلول)Invitrogen ،

هاي كشت  صورت خلاصه ابتدا به سلول به. استخراج شد) آمريكا
ليتر ترايزول اضافه شد و سپس با اضافه كـردن   داده شده يك ميلي

  دقيقـه در دمـاي    5مدت  ميكروليتر كلروفرم و انكوباسيون به 200
  و بـراي   g 12000اد، مخلـوط حاصـل در دور   گـر  درجه سانتي 4

بـه   RNAفاز رويي تشكيل شده حاوي . دقيقه سانتريفوژ شد 20
. ميكروتيوب جديد منتقل و هم حجم آن ايزوپروپانل اضـافه شـد  

دقيقه در  20مدت  دقيقه انكوبه شدن در يخ به 30ها پس از  نمونه
ر اتانول ليت ميلي 1به رسوب حاصل . سانتريفوژ شد g 12000دور 

دقيقـه سـانتريفوژ    10بـراي   g 7500درصد اضـافه و در دور   75
در انتها پس از خشك شدن نسـبي، رسـوب حاصـل در آب    . شد

گـراد انكوبـه    درجه سـانتي  56دقيقه در دماي  10حل شد و براي 
  كل با اسـتفاده از الكتروفـورز روي ژل آگـارز     RNAكيفيت . شد

ــدهاي   1 ــه  S28و  S18درصــد و مشــاهده بان ــوط ب  RNAمرب
استخراج شده نيز با استفاده  RNAكميت . شد بررسيريبوزومي 

نـــانومتر توســـط  260از ميـــزان جـــذب آن در طـــول مـــوج 
هــا تــا زمــان اســتفاده در  RNAاســپكتوفوتومتر بررســي شــد و 

  .گراد نگهداري شد درجه سانتي - 80برودت 

  واكنش رونويسي معكوس
 8، ميزان DNAي با منظور حذف هرگونه آلودگي احتمال به

ميكروليتـر از آنـزيم    8/0استخراج شده بـا   RNAميكروگرم از 
DNase I )Takaraــن ــر  20در حجــم نهــايي ) ، ژاپ ميكروليت

گـراد   درجه سـانتي  37دقيقه در دماي  30مدت  مجاور شد و به
 EDTAسـپس بـا اضـافه كـردن يـك ميكروليتـر       . انكوبه شـد 

)Ethylenediaminetetraacetic acid (50 مـــولار و  ميلـــي
دقيقـه بـا    10مدت  گراد به درجه سانتي 65انكوباسيون در دماي 

  .غيرفعال شد DNase Iآنزيم 
cDNA  با يك ميكروگرم ازRNA  تيمار شده باDNase 

I و بـــا اســـتفاده از آنـــزيمRT Prime Script  در حضـــور
و هگزامرهـــاي تصـــادفي  Primers (oligodT(آغازگرهـــاي 

و در دمـاي  ) ، ژاپـن Takara(ركت سازنده مطابق با پروتكل ش
  .گراد ساخته شد درجه سانتي 37

  

  اي پليمراز واكنش زنجيره
و  PSORS1C3طراحـــي آغازگرهـــاي مناســـب ژن 

GAPDH.  
تمامي آغازگرهاي مورد اسـتفاده در ايـن پـژوهش توسـط     

طراحي شد، سپس  perlprimerو  Gene runnerافزارهاي  نرم
وسيله  احي شده براي ژن هدف بهاختصاصي بودن اليگوهاي طر

اي طراحي شد  اين آغازگرها به گونه. آزمايش شد Blastبرنامه 
هـاي اسـتخراجي بـا     RNAكه حتي در صـورت عـدم تيمـار    

DNase I   توانـايي تكثيـر ،DNA      ژنـومي بـا انـدازه مشـابه را
عنـوان كنتـرل    به GAPDHدر اين پژوهش از ژن . نداشته باشد

ــد   ــتفاده ش ــي اس ــو. داخل ــراي ژن     اليت ــاز ب ــورد ني ــاي م ه
PSORS1C3  بـــا شـــماره بانـــك ژنـــيNR_026816.1  و

GAPDH  با شماره دسترسي بانك ژنيNM_001256799.2 
آورده  1توالي آغازگرهاي استفاده شده در جـدول  . دست آمد به

  .شده است
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  ها لي آغازگرها واندازه محصول تكثيري آنتوا 1جدول 
  

  ژن آغازگر توالي طول قطعه حاصل از تكثير

  CAACCCACTCTCTGTGCTATGAC  F  جفت باز 593
PSORS1C3 

GATACTTCACACACACCTTTATTATTAC  R 

  GTGAACCATGAGAAGTATGACAAC  F جفت باز 161
GAPDH 

CATGAGTCCTTCCACGATACC  R 

  
صـورت   نجـام چنـدين واكـنش بـه    براي ا PCRدر واكنش 

 موازي و براي كاهش خطاي احتمالي پيپـت كـردن، ابتـدا يـك    
 dNTPكلـي شـامل آب، بـافر،     )Master Mix( مخلوط اصلي

ــزيم   ــا و آن ــا، آغازگره ــداد  Taq polymeraseه ــه ازاي تع ب
ها و يك نمونه اضافي درست شد و پـس از تقسـيم در    واكنش
اختصاصي هـر سـلول    cDNAهاي جداگانه به هر تيوب  تيوب

اي پليمراز بـا شـرايط زيـر پـس از      اضافه شد و واكنش زنجيره
 . ها انجام شد براي كليه سلول چرخهتنظيم اوليه دما و 

درجـه   95در دماي  DNA واسرشتگيفعال شدن پليمراز و  -1
 دقيقه 5مدت  گراد به سانتي

مـدت   گـراد بـه   درجه سانتي 95در دماي  DNA واسرشتگي -2
 نيهثا 30

مـدت   گراد بـه  درجه سانتي 61اتصال آغازگرها در دماي  - 3
 ثانيه 30

مـدت   گراد به درجه سانتي 72طويل شدن محصول در دماي  -4
 ثانيه 42

بـار و بـراي    PSORS1C3 35براي ژن  4-2تكرار مراحل  -5
GAPDH 25 بار 

گـراد   درجه سـانتي  72طويل شدن نهايي محصول در دماي  -6
 دقيقه 10مدت  به

  

 PSORS1C3سازي قطعه تكثيرشده ژن  كلون
منظور تعيين توالي قطعه تكثير شده با انـدازه مـورد انتظـار     به

، اين قطعه از روي ژل آگـارز  PSORS1C3جفت بازي ژن  593
  سـپس  . تخليص شد )كره جنوبي( Gene all توسط كيت شركت

  

از كيــت كلونينــگ  pTZ57R/Tقطعــه تخلــيص شــده در ناقــل 
ــركت  ــواني( Fermentasش ــركت  ) ليت ــتورالعمل ش ــق دس و طب

طور خلاصه شامل اتصال  سازي به مراحل كلون. سازنده كلون شد
، pTZ57R/Tبه ناقل  PSORS1C3محصول خالص شده قطعه 

ــل   ــال ناق ــيون  [انتق ــه ترانسفورماس )] Transformation(مرحل
هـاي مسـتعد و تكثيـر بـاكتري حـاوي ژنـوم        نوتركيب به باكتري
ــي نوتركيــب روي پ دار  بيوتيــك ليــت حــاوي محــيط كشــت آنت

گـراد   درجـه سـانتي   37مدت يك شب در انكوباتور  سيلين به پني
ــود ــوني. ب ــوني   ســپس روي كل ــرده، كل ــا  PCRهــاي رشــد ك ب

هايي كه حـاوي   آغازگرهاي اختصاصي ناقل گذاشته شد و كلوني
بيوتيـك   قطعه تكثير شده بود، در محيط كشت مايع همراه با آنتـي 

مـدت يـك    دور بـه  250گراد و لـرزش   درجه سانتي 37در دماي 
سپس با استفاده از كيت استخراج پلاسـميد  . شب كشت داده شد

و بر اساس دستورالعمل شـركت   )كره جنوبي( Gene allشركت 
سازنده پلاسميد نوتركيب استخراج و براي انجام تعيين توالي بـه  

  .فرستاده شد) كره جنوبي( Macrogenشركت 
  

  نتايج
ژن  فاطـرا  يكرومـوزوم  ينـواح بيوانفورماتيكي  يبررسبا 
Oct4يك ، RNA  بـه طـول  اين ژن در بالادست غير كد كننده 
مشاهده شد كه به علت همبستگي اين ناحيه بـا   جفت باز 600

 يـن ا .معرفي شده بود PSORS1C3به نام  بيماري پسوريازيس
واقع شـده   21.33 يهدر ناح 6كوتاه كروموزوم  يبازو يژن رو
  ).1شكل ( است
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  Oct4در بالادست ژن  PSORS1C3غير كد كننده  RNA موقعيت كروموزومي 1شكل 
  

ــه ــان ژن    ب ــال بي ــي احتم ــور بررس در  PSORS1C3منظ
رده سلولي انتخـاب و كشـت    23هاي بنيادي و سرطاني،  سلول

ها استخراج و كميت آن  تام از اين سلول RNAداده شد؛ سپس 
نانومتر و كيفيت آن به  260طول موج  وسيله جذب نوري در به

نتايج نشـان داده  (كمك الكتروفورز روي ژل آگارز بررسي شد 
روي  S5و  S28 ،S18وجـود بانـدهاي مشـخص    ). نشده است

ــودن    ــالم ب ــده س ــان دهن ــارز نش ــتخراجي از  RNAژل آگ اس
   .هاي سلولي مورد بررسي بود دودمان
  

ــان  ــد بي ــان PSORS1C3تأيي هــاي  روي دودم
  هاي سرطاني ي بنيادي و سلولسلول

موقعيت آغازگرهاي طراحي شده بـراي شناسـايي بيـان ژن    
PSORS1C3  آغازگرهـا بـه   . نشان داده شده است 2در شكل  

  

اي طراحــي شــده بــود كــه در ضــمن تكثيــر ژن وجــود   گونــه
بـا ايـن   . آن را نيز بتوانـد شناسـايي كنـد    هاي احتمالي واريانت

هاي مختلف، ايـن   روي اگزون وجود به دليل طراحي آغازگرها
براي . نبود PSORS1C3ژنومي  DNAآغازگرها قادر به تكثير 

بـا   GAPDHو  PSORS1C3هاي  تكثير قطعات مربوط به ژن
براي اتصال  گراد سانتي درجه 60آغازگرها، دماي  Tmتوجه به 

 بـراي مناسـب   چرخـه تعـداد   .انتخاب شـد  PCRآغازگرها در 
 PSORS1C3 ،35براي ژن  و چرخه GAPDH ،25ژن  تكثير
تعيـين  اي  انتخاب شده به گونـه  چرخهتعداد . تعيين شد چرخه

هايي كه بيـان انـدكي دارد    در برخي نمونه پايينكه هم بيان  شد
هايي كه بيان بالايي  تشخيص داده شود و هم تكثير ژن در نمونه

ــازدارد، وارد  ــه فـ ــاز )Plateau( كفـ ــده و در فـ ــايي نشـ  نمـ
)Exponential( باقي بماند.  

  
  

  و جايگاه آغازگرهاي طراحي شده براي اين ژن PSORS1C3اينتروني ژن  -شكل شماتيك از نواحي اگزون 2شكل 
  

ــل از   ــايج حاص ــان ژن   RT-PCRنت ــايي بي ــراي شناس ب
PSORS1C3  دودمان سلولي مورد بررسي در شكل  23روي

دسـت   نتايج به. ج نشان داده شده است - 3ب و  - 3الف،  - 3
هـاي بنيـادي    ده براي اولين بـار بيـان ايـن ژن را در سـلول    آم

تنهـا در   IncRNAعلاوه بر اين؛ اين . تأييد كرد NT2جنيني 
دودمان سرطاني با منشأ  23دودمان سلولي سرطاني از ميان  6

عبارت ديگر؛ اين ژن تنهـا در   به. بافتي مختلف داراي بيان بود

عـده، مثانـه،   هـاي م  هاي سـرطاني جـدا شـده از بافـت     سلول
هـيچ بيـاني در   . كولوركتال، كبد، پستان و پروستات بيان دارد

دست  هاي سرطاني به براي اين ژن در سلول PCR چرخه 35
و  A172 ،U-87MG ،1321N1(هـاي مغـزي    آمده از بافـت 

DAOY ( جفت ،)Huvec( ريه ،)A549(  مـري ،)KYSE( ،
، پوســـت )HEK293T(، كليـــه )MIA-PaCa2(پـــانكراس 

)SKMEL-3 ( و دهانه رحم)Hela (همچنـين  . مشاهده نشد
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دودمان سلولي طبيعي فيبروبلاست هـم هـيچ بيـاني را نشـان     
هـاي سـلولي و بـا     هم براي كليه دودمان GAPDHژن . نداد

عنوان كنترل داخلـي   به PSORS1C3يكسان با  PCRشرايط 
  .استفاده شد

  

  
  

  
  

  
  

  .دهد با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي را نشان مي PSORS1C3جفت بازي تكثير ژن  593تيديوم برومايد، قطعه آميزي شده با ا درصد رنگ 2ژل آگارز  3شكل 
  

  
  

  .را اثبات نمود RT-PCRدر واكنش  PSORS1C3كه تكثير اختصاصي ژن  PCRتعيين توالي قطعه تكثير شده در  4شكل 
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تعيين توالي پلاسميد نوتركيب حاوي قطعـه تكثيرشـده در   
PCR  نشان دهنده تكثير اختصاصي اين ژن با آغازگرهاي مورد

است و تأييـدي بـر بيـان ايـن ژن در      PCRاستفاده در واكنش 
  ).4شكل (هاي سرطاني و بنيادي بود  سلول
  

 بحث
RNA هـاي   كننده بلند گـروه جديـدي از ژن   كد هاي غير

اسـت كـه در تنظـيم بسـياري از     شناخته شده در ژنـوم انسـان   
هـاي   فرآينـد  اي موجودات دخالت دارد و بسياري ازه پيچيدگي

زايي  هاي بنيادي و نورون جمله پرتواني سلولمختلف زيستي از 
همچنين اخيـراً توجـه زيـادي بـه نقـش ايـن        .كند را كنترل مي

RNA چيـده انسـاني از جملـه سـرطان و     هاي پي ها در بيماري
 مطالعات متعـددي نشـان دهنـده   . هاي عصبي شده است بيماري

هـا در تنظـيم    نقش و اهميت ويژه اين گروه جديـد از مولكـول  
  .]26[ بسياري از فرآيندهاي حياتي سلول است

هاي متنوع سلولي نشـانگر   نتايج مطالعات حاضر در دودمان
هـاي پرتـوان و غيـر پرتـوان      در سـلول  RNAتفاوت بيان اين 

كـه در   PSORS1C3دهـد كـه    ا نشـان مـي  ه ـ اين يافتـه . است
، قـرار گرفتـه در   Oct4بالادست عامل كليدي پرتـواني سـلول،   

دودمان سـلولي سـرطاني    6و  NTera-2دودمان سلولي بنيادي 
، كولـون  )5637(، مثانـه  )AGS(ناشي شده از تومورهاي معده 

)Ht-29( كبــد ،)HepG2( پســتان ،)MCF-7 ( و پروســتات
)PC3 (كنون هيچ گزارش قبلي مبني بر بيان اين  ات. شود بيان مي

در مقاله اوليـه  . هاي بنيادي و سرطاني وجود ندارد ژن در سلول
، بيـان ژن تنهـا در   ]26[كه وجود اين ژن را گزارش كرده بـود  

هاي بيضـه، پـانكراس و ماهيچـه صـاف بـه كمـك روش        بافت
هـاي بررسـي حاضـر نشـان      يافتـه . يد شده بودنورترن بلات تأي

هاي سرطاني  طور ويژه و در سلول به lncRNAدهد كه اين  مي
هـاي جديـد نشـان     از سويي ديگـر؛ يافتـه  . شود خاصي بيان مي

ي هـا RNAسطح بيان و الگوي توزيع بافتي  دهنده آن است كه
از الگوي بيـاني مخـتص بـه    است و  متفاوت غير كد كننده بلند

نشـانگرهاي  عنـوان   تـوان بـه   هـا مـي   RNAوموري اين بافت ت

آگهـي و درمـان    بندي، پـيش  بالقوه براي تشخيص، دسته زيستي
  .]27[د ها استفاده نمو انواع سرطان
OCT4   ــا نقــش محــوري ــيم شــبكه  ب هــاي  اش در تنظ

هـاي بنيـادي جنينـي     خودبازسازي و پرتواني سلولي در سـلول 
)Embryonic Stem: ES (  ــاني ــينوماي رويــ و كارســ
)Embryonic Carcinoma: EC (عـلاوه بـر   . شود شناخته مي

، زايـا هاي  و تومورهاي سلول زاياهاي  هاي روياني، سلول سلول
نيـز بـه    ]28[ بـدني ع سلول بزرگسال در چندين نو Oct4 بيان

هـاي سـلولي سـرطاني     همان ميزان تومورهاي اوليـه و دودمـان  
ــزا ــده اســت مختلــف گ ــين در  Oct4. ]30 ،29[رش ش همچن

، 31[شـود   هاي مثانه و پستان به ميزان زيـادي بيـان مـي    سرطان
 lncRNAدهد كـه ايـن    هاي بررسي حاضر نشان مي يافته. ]32

 5637و ســلول ســرطاني مثانــه  NT2هــاي پرتــوان  در ســلول
توانـد نشـان    مي OCT4بياني با عامل  شود و اين هم بيان مي هم

 غيــر كــد كننــده بلنــد RNAدهنــده ايــن باشــد كــه احتمــالاً 
PSORS1C3   داراي نقش تنظيمي بر بيـانOct4  تـه  الب. اسـت

هاي عملكردي  گيري نيازمند تحقيقات بيشتر و بررسي اين نتيجه
  .بيان يا مهار اين ژن است از طريق بيش

هـاي   نويسـي سـلول   در بازبرنامه OCT4با توجه به اهميت 
هاي پرتـواني و خودبازسـازي ايـن     ، تمايز و تنظيم عاملبنيادي
هـاي بنيـادي    يه سـلول فرض ـبـا توجـه بـه    ها و همچنـين   سلول
 عـواملي كـه بـه مهـار فرآينـد تمـايز يـا بـه تكثيـر و          ،انيسرط

هاي بنيادي بافتي منجر شـود از   خودبازسازي كنترل نشده سلول
شـمار   زايي به هاي دخيل در فرآيند سرطان ترين عامل جمله مهم

 هستند ييها ها رونوشتlncRNAجايي كه  از آن .]33[ رود مي
هـاي   از جمله تنظيم رونويسي ژن زيستيهاي مهم فرآيندكه در 

 )Imprinting(بسـت   نقش، Xسازي كروموزوم  لفعا ديگر، غير
 )Compartments(هـاي   بنـدي  حيطـه ژنومي، حفـظ تماميـت   

اي كوچــك و همچنــين در هــ ncRNAازش زيرســلولي، پــرد
، نـد نك هـاي انسـاني نقـش ايفـا مـي      ارتباط با بسياري از بيماري

هـاي پرتـواني    هـا روي عامـل   شناسايي و بررسـي عملكـرد آن  
ــلول ــادي از   س ــاي بني ــه ه ــا از    Oct4جمل ــر م ــه درك بهت ب
  .كند هاي دخيل در پرتواني سلول كمك مي مكانيسم
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  تشكر و قدرداني
هاي مـادي و معنـوي سـتاد توسـعه      وسيله از حمايت بدين

هاي بنيادي تشكر و قدرداني بـه عمـل    پژوهش و كاربرد سلول
  . شود آورده مي
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