
Original Article 

51  Modares Journal of Medical Sciences: Pathobiology, 14(4), Winter 2012 51 

 

Evaluation of the HSV-1 LAT Transcript Expression Effects on 
TGF-β Signaling Pathway in Human Neuroblastoma Cells 

Ehsan Arefian1, Taravat Bamdad2*, Masoud Soleimani3, Amir Atashi4, Parviz Fallah5 

1- Ph.D. Candidate, Department of Virology, Faculty of Medical Sciences, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran 
2- Associated Professor, Department of Virology, Faculty of Medical Sciences, Tarbiat Modares University, 
Tehran, Iran 
3- Associated Professor, Department of Hematology, Faculty of Medical Sciences, Tarbiat Modares University, 
Tehran, Iran 
4- Ph.D., Department of Stem Cell Biology, Stem Cell Technology Research Center, Tehran, Iran 
5- M.Sc., Department of Molecular Biology and Genetic Engineering, Stem Cell Technology Research Center, 
Tehran, Iran 

 
*Corresponding Address: P.O.Code: 1411713116, Department of Virology, Faculty of Medical Sciences, 

Tarbiat Modares University, Tehran, Iran 
Email: bamdad_t@modares.ac.ir 

 

Received: 12/Oct/2011, Accepted: 20/Dec/2011 

Abstract 
Objective: Infection with herpes simplex virus type 1 induces viral latency in neuron 
trigeminal ganglions. The late associated transcript (LAT) is uniquely expressed in 
infected neural cells, however no coding protein associated with these transcripts has been 
identified in infected cells.  It has been shown that six microRNAs transcribed from LAT 
have the capabilities to affect the cell signaling pathways, thus interfering in pathways 
such as those of cell differentiation and proliferation. Transforming growth factor beta 
(TGF-β) pathway is a critical pathway among cell signaling circuits. The Smad4 protein, 
as an important member of the TGF-β signaling pathway, mediates the connection 
between membrane receptors, cytoplasmic kinases, and nuclear transcription factors.  
Methods: This study bioinformatically and experimentally evaluated LAT microRNA 
expression and assessed microRNA targeting of Smad4 transcripts in human 
neuroblastoma cells by using real-time PCR.  
Results: Analysis of two different softwares results showed that the Smad4 gene was 
targeted by LAT-derived microRNAs at multiple sites. Over-expression of LAT 
microRNAs in BE2(c) cells caused reduction in Smad4 transcripts.  
Conclusion: The results of bioinformatical analysis with relative quantification of Smad4 
transcripts and its downstream-related genes such as cyclinD, CDK2, and Myc showed 
that the LAT transcript could control Smad4 expression.  
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  30/09/90 :پذيرش مقاله  21/07/90 :دريافت مقاله
  چكيده

صـورت طبيعـي در گـانگليون نـورون تريژمينـال             ويروس هرپس سيمپلكس تيپ يك پس از آلوده كردن ميزبان بـه            :هدف
وابسته بـه   در اين وضعيت تنها رونوشتي كه از ويروس در سلول قابل تشخيص است رونوشت               . دآي صورت خفته در مي    به

رساني در سـلول را      كند كه قادر است مسيرهاي پيام      هايي را توليد مي   microRNA است كه اين رونوشت      )LAT( نهفتگي
 در ايـن مـسير      . است )β-TGF(تومور  رساني سلول مسير فاكتور رشد       يكي از مسيرهاي كليدي پيام    . دستخوش تغيير نمايد  

اي  هاي غشايي كينازهاي سيتوپلاسمي و فاكتورهاي رونويسي هسته        عنوان يك پروتئين مهم رابط بين گيرنده        به 4Smadژن  
 بــا ايــن 4Smadگيــري ژن  هــاي ويروســي در ســلول ميزبــان هــدفmicroRNAايــن تحقيــق بــا بررســي بيــان . اســت

microRNAها را بررسي نموده است. 
 در اين LATهاي وابسته به microRNA، بيان c(2-BE(هاي   به داخل سلولLAT پس از ترانسفكت ژن :ها مواد و روش

هـاي مبتنـي بـر      ارزيـابي شـد و بـه كمـك روش    (Real-Time PCR)اي پليمـراز كمـي    ها به كمك واكنش زنجيره سلول
هـاي    و ژن  Smad4يـز بررسـي و در ادامـه بيـان ژن            ها ن microRNA با اين    Smad4گيري ژن    بيوانفورماتيك امكان هدف  

  . اي پليمراز كمي مطالعه شد دست آن به كمك واكنش زنجيره پايين
كنـد كـه تجزيـه و        هـايي مـي   microRNA در سلول ميزبان توليـد       LATدهد كه رونوشت      شواهد و نتايج نشان مي     :نتايج
دهد ايـن    ها مي microRNA توسط اين    4Smadگيري ژن    هدفهاي بيوانفورماتيكي دو الگوريتم متفاوت گواهي بر         تحليل

  .نيز تأييدي بر اين ادعاستاي پليمراز كمي  واكنش زنجيرهدر حالي است كه نتايج 
دستش  هاي پايين   و پروتئين  4Smadهاي بيوانفورماتيك و بررسي بيان رونوشت         نتايج مبتني بر تجزيه و تحليل      :گيري نتيجه

هاي ويـروس هـرپس سـيمپلكس       microRNA نشان دهنده كنترل بيان اين ژن توسط         Mycو   CyclinD  ،2CDKهمانند  
  .است تيپ يك

  
   Smad4، پروتئينmicroRNA، وابسته به نهفتگي ويروس هرپس سيمپلكس تيپ يك، رونوشت :كليدواژگان

  
  

 مقدمه
  ) Herpesعفونت هرپس سـيمپلكس ويـروس تيـپ يـك     

  
)1-HSV: 1Simplex Virus Type  انـسان و حيوانـات    در

وابـسته  رونوشـت   . آيد صورت خفته در مي    مدل آزمايشگاهي به  

  62-51 :، صفحات1390، زمستان 4، شماره 14، دوره آسيب شناسي زيستي:لوم پزشكي مدرسمجله ع

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
02

 ]
 

                             2 / 12

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-6628-en.html


   و همكاراناحسان عارفيان
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ــه نهفتگــي  )LAT:  Associated TranscriptLatency( ب
ــروس  ــه HSV-1وي ــروس ب ــي وي ــي دوره خفتگ ــورت   ط ص
شـود و در اعمـال       هـاي نـوروني بيـان مـي        اي در سلول   گسترده

از . ندك اي مي  خفتگي ويروس و عود مجدد آن ايفاي نقش ويژه        
صـورت وسـيعي نـشان       سويي ديگر تحقيقات گـسترده قبلـي بـه        

هاي بيان كننده آن مؤثر بـوده        بر سرنوشت سلول   LATاند كه    داده
ريزي شده سـلولي     و مسيرهاي ژني گوناگون، از قبيل مرگ برنامه       

(Apoptosis)     سـازه ژنـي حامـل ژن       . دهد  را تحت تأثير قرار مي
LAT  شـود،   سلول نوروني بيـان مـي     صورت پايدار در رده       كه به

هـاي    ژنmRNAهمانندسازي ويـروس را مهـار كـرده و ميـزان           
دهـد    ويروس را كاهش مي(Immediate Early Genes)فوري 

 داراي جهـش    LATويروس هرپـسي كـه در ناحيـه ژن          ]. 2،  1[
 Trigeminal)شــده قــادر اســت در گــانگليون تريژمينــال     

Ganglion)  ريـزي   رگ برنامـه  اي م ـ  صورت گـسترده    خرگوش به
شده سلولي را اعمال كند؛ اين در حالي است كه ويروس وحشي            

]. 3[كنـد    ريزي شـده را در سـلول ميزبـان مهـار مـي             مرگ برنامه 
هاي  مطالعات ديگر نشان داده است كه فعاليت كاسپازها در سلول         

هـايي بـا     كه توسط ويروس (Neuro-2A)نوروبلاستوماي موشي
LAT كـه در    يابـد در حـالي     اند افزايش مي   دهيافته، آلوده ش    جهش
هاي وحـشي كـاهش نـشان        هاي آلوده شده توسط ويروس     سلول
 قـادر  LATهـاي نوروبلاسـتوماي موشـي ژن        در سـلول  . دهد مي

 Bcl-x(L) (B-cell lymphoma-extraهاي ژن  است رونوشت

Large)       آپپتوتيـك     را محدود و فعاليـت آنتـي(Antiapoptotic) 
طي تحقيقات ديگر مـشخص شـده كـه         ]. 4[كند  اين ژن را مهار     

ــا ممانعــت از فعاليــت  LATرونوشــت     ويــروس قــادر اســت ب
 و قطعه قطعه شدن ژنـوم از اعمـال مـرگ            3-كاسپاز و   8-كاسپاز
  ].6، 5[ريزي شده سلولي جلوگيري به عمل آورد  برنامه

ي تنظـيم كننـده كـه       RNAعنـوان يـك       به LATرونوشت  
 sRNA و   microRNAبا توليد چنـد     كند   پروتئيني را بيان نمي   

(Small RNA)ها را تحـت تـأثير قـرار      قادر است رفتار سلول
ها بيـان     در آن  LATهاي نوروبلاستوماي موشي كه      سلول. دهد
 توليـد شـده توسـط       sRNA2 و   sRNA1شود بـه واسـطه       مي

LAT   نمايـد  ها جلـوگيري مـي     ريزي شده سلول    از مرگ برنامه .
 ويروس كه يك ICP0 (Infected Cell Protein 0)بيان پروتئين 

 (Transcriptional Activator)پروتئين فعـال كننـده رونويـسي    
گيـرد،   هاي فـوري ويـروس قـرار مـي         است و در دسته پروتئين    

 كـاهش   LAT توليـد شـده توسـط        miR-H2-3pتحت تـأثير    
يابد كه ايـن منـتج بـه خفتگـي ويـروس در سـلول عـصبي                  مي
هـاي  microRNAرسـد تـأثيرات      نظـر مـي    بـه ]. 9-7[شود   مي

تر از آن چيزي     هاي ميزباني به شدت گسترده     ويروسي در سلول  
  . كنون در مورد آن مطالعه شده است است كه تا

 Smad به عنوان يكي از اعضاي خـانواده         Smad4پروتئين  
 Tumor Growth)هاي فـاكتور رشـد تومـور     در پاسخ به پيام

Factor-β: TGF-β)تروئونين كيناز -رينهاي س  توسط گيرنده 
ايـن  . شـود  متصل به غشاي سلولي، فسفريله شـده و فعـال مـي           

 يـا   (Homomeric)صـورت تركيبـات همـسان        هـا بـه    پروتئين
 Smad با ديگـر اعـضاي خـانواده    (Heteromeric)غيرهمسان  

تـايي بـه    8هـاي تكـراري      وارد هسته شده و با شناسايي تـوالي       
DNA  كنـد  ان را تنظيم مي   هاي هدفش  شود و بيان ژن     متصل مي .

عنوان يك بـازوي عملكـردي بـراي مـسير            به Smad4پروتئين  
TGF-βهاي  در تمايز سلولSH-SY5Y هـاي    به سمت سلول

كنـد   نوروني ترشح كننده تيروزين هيدروكسيلاز ايفاي نقش مي       
ــروتئين  ]. 10[ ــر پ ــويي ديگ ــروتئين  4Smadاز س ــار پ ــا مه  ب
.2CRMP )2r Protein Collapsin Response Mediato( 

هـاي چنـد     هاي دوقطبي از نورون    فرايند گسترش و تشكيل نورون    
مطالعات نشان داده اسـت     ]. 11[دهد   قطبي را تحت كنترل قرار مي     

 )BMP ) ProteinsBone Morphogeneticرساني  كه مسير پيام
هـاي    قادر است كه تكثيـر و خفتگـي سـلول          4Smadبا واسطه   

زايــي را در هيپوكمــپ   نبنيــادي نــوروني و فراينــد نــورو   
)Hippocampus( 12[ تنظيم نمايد .[  

 بر رفتارهاي سـلولي صـرفاً       LATجا كه مطالعه نقش      از آن 
هاي خفتگي محدود شـده   به حوزه خودكشي سلولي و مكانيسم   

 ويـژه   بـه  LATاين پـژوهش در نظـر دارد كـه آثـار رونوشـت              
microRNA    هاي حاصل ازLAT    هـاي سـلولي      را بر پـروتئين
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 اسـت   4Smadهـا،    يكي از اين پروتئين   . د بررسي قرار دهد   مور
اســاس تحقيقــات انجــام گرفتــه در ايــن مطالعــه نحــوه  كــه بــر

  . شود  گزارش ميLATپذيري آن توسط  تأثير
  

 ها مواد و روش

  سلول و پلاسميد
ــلول ــشاء      SK-N-BE2(c)س ــا من ــلول ب ــك س ــه ي  ك

اد و  گـر   درجه سـانتي   37در دماي   نوروبلاستوماي انساني است    
 درصد و در اتمـسفر مرطـوب در محـيط كـشت             2CO 5ميزان  

.Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Gibco, USA) 
سـيلين    درصـد و پنـي     10تقويت شده توسط سرم جنين گاوي       

(Penicillin) 100ليتـــر و استرپتومايـــسين   واحـــد در ميلـــي
(Streptomycin) 50ليتر كشت داده شد  ميكروگرم در ميلي .  

 HSV-1 كه در واقع برشي از ژنـوم         LATعه رونوشت   قط
 اسـت در    EcoRV-BamHIهـاي     كيلوباز با آنزيم   3/8با طول   

اين ناقل تحت عنوان ناقل     .  كلون شده است   pcDNA3.1ناقل  
pcDNA3-LAT       كه در ادامه با نام LAT    از آن ياد خواهد شد 

 در   از دانـشگاه دوك    )Cullen(توسط آقاي دكتر بريـان كـولن        
 pcDNA3.1در ايـن آزمـون از ناقـل         ]. 7[ قرار گرفـت     ياراخت

عنوان كنترل منفـي      به (cont-vect)فاقد قطعه مورد نظر و با نام      
هـاي مـورد نظـر در بـاكتري اشريـشيا كلـي              ناقـل . استفاده شد 

(Escherichia coli) و ســويه Dh5α ترانــسفورم شــده و در 
و  (Zeocin)بيوتيـك زئوسـين    محيط كـشت محتـوي دو آنتـي       

پلاسـميد نوتركيـب    .  كشت داده شد   (Ampicillin)سيلين   آمپي
LAT        استخراج شده و بـا هـضم آنزيمـي BamHI   تأييـد شـد 

  ). اطلاعات مربوط نشان داده نشده است(
 106×1 در پليـت شـش خانـه بـه ميـزان             BE-2(c)سلول  

پس از طي زمـاني حـدود       . سلول در هر چاهك كشت داده شد      
 درصـد آمـاده     80م سـلولي     ساعت كـشت سـلول بـا تـراك         24

 2000ترانسفكشن پلاسميدها بـود كـه بـه كمـك ليپوفكتـامين             
(Lipofectamine 2000) (Invitrogene, USA) اسـاس    و بـر

 براي بررسي تكرارپـذيري   . دستورالعمل شركت سازنده انجام شد    

  . كار هر آزمون دوبار تكرار شد
  

  LATهاي توليد شده توسط  microRNAارزيابي بيان 
 c(2-BE( در سـلول     LATي مرتبط بـا      microRNAان  بي

.  ساعت پس از ترانسفكشن پلاسميدهاي مربوط بررسي شد        48
هاي سلولي به نحوي تغييـر  RNAدستورالعمل استخراج تمامي    

 درجـه   -20(هـاي سـرد      شكل يافت كه با افزايش انكوباسـيون      
هــاي microRNAو زمــان و دور ســانتريفوژها، ) گــراد ســانتي

ي سـلولي   RNA  پـس از اسـتخراج كـل      . يظ شـود  سلولي تغل ـ 
ي استخراج شـده و ميـزان غلظـت آن بـه كمـك      RNAكيفيت  

 .  و اسپكتروفوتومتري آن مشخص شدRNAالكتروفورز 

 1st-Strand cDNA Synthesis Kitبــه كمــك كيــت 
.(Agilent Technologies, Stratagene Products Division, USA) 

بـا ايـن كـار      .  متصل شـد   Aلي يك دم پ   RNA هر   3´به انتهاي   
. شـد  هـاي بعـدي طويـل        منظور ارزيـابي    به microRNAطول  

 سـنتز شـده توسـط       (Primer)سپس با استفاده از يك آغـازگر        
 طي واكـنش    RNAي هر    Aشركت سازنده و منطبق با دم پلي        

اسـاس دسـتورالعمل شـركت سـازنده         رونويسي معكـوس بـر      
cDNA   ه بدين شرح بـود     مراحل مختصر برنام  .  كلي ساخته شد

 بــراي واكــنش RNA ميكروگــرم از 1كــه در گــام اول ميــزان 
سـپس بـا    .  اسـتفاده شـد    (Polyadenylation)آدنيلاسيون   پلي

 cDNAآدنيلـه شـده،      استفاده از يك آغازگر مكمل ناحيـه پلـي        
ــد   ــاخته ش ــر س ــورد نظ ــر  . م ــابي ه ــراي ارزي    microRNAب

.(mir-H2, mir-H2*, mir-H3, mir-H4, mir-H4*, mir-

H5, mir-H7, miRH8)   ــنس ــصاصي س ــازگر اخت ــك آغ ي
(Sense) جدول (اساس دستوالعمل كيت طراحي و سنتز شد          بر

صورت ثابت بـراي      به (Antisense)سنس   آغازگر آنتي ).  الف 1
. ها توسط شركت سـازنده تهيـه شـده بـود     microRNAتمامي  

اي پليمراز كمي تناسـبي مبتنـي بـر رنـگ        طي يك واكنش زنجيره   
 microRNA، ميزان بيان هر (Sybr Green Stain) سايبر گرين

 High specificity miRNA QPCRاسـاس دسـتورالعمل    بـر 

core reagent kit )Agilent Technologies, Stratagene 
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Products Division, USA(در نهايت نتـايج هـر   .  تعيين شد
رونوشت يـك ژن   (U6–snoRNAآزمون به واسطه ميزان بيان   

بـاز در     جفـت  80-70نگهدار است و با طولي كوتاه حدود         نهخا

عنـوان يـك     به.) شود هاي سلولي يكسان بيان مي     تمامي وضعيت 
سازي و به كمك روش دلتا دلتـا سـي تـي             كنترل داخلي يكسان  

(ΔΔCT) تجزيه و تحليل و گزارش شد.  
  
ي  پليمـراز  اي زنجيـره  واكـنش منظـور    بـه . شد بررسي   كمي پليمراز اي نجيرهز واكنشهاي توليدي آن به كمك روش       microRNA و   LAT بيان   ) الف 1 جدول  ايـن   كمـ

microRNA     ،ر اختصاصي منطبق با توالي خود       آغازگها براي هر يكmicroRNA      هاي سلولي   براي بررسي بيان ژن)ب. است داده شده   طراحي شد كه در جدول نشان
  دش طراحي )ياگزون(در تقاطع نواحي كد كننده رهاي اختصاصي آن ژن آغازگها  ك از ژن براي هر يكمي پليمراز اي زنجيره واكنشبه كمك 

  
  آغازگرهاي اختصاصي براي بررسي بيان ژن: ب  هاmicroRNAآغازگرهاي اختصاصي براي تشخيص : الف
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گيـري   بيني امكـان هـدف     تجزيه وتحليل و پيش   
microRNA هايLAT  

 HSV-1 ويـروس    LATهاي مرتبط با    microRNAتوالي  
ــاتي     ــك اطلاعـــ ــع و بانـــ ــايت مرجـــ    mirbaseاز ســـ

)http://www.mirbase.org/( منظور دسـتيابي    به. دست آمد   به
، از دو الگوريتم گوناگون بـا       microRNAهاي هدف هر     به ژن 

افزارهـاي   نـرم زيـرا   اده شـد    اساس تصميم گيري متفاوت اسـتف     
هاي مختص خودشان، در پيشگويي اتصال       گوناگون با الگوريتم  

هاي هدفش داراي نتايج متنـوعي        به ژن يا ژن    microRNAهر  
ــستند ــرم . هــ ــن دو نــ ــي از ايــ ــوريتم   يكــ ــزار؛ الگــ افــ

TargetScanCustom )http://www.targetscan.org/(  بود 
 بخـش اصـلي متـصل شـونده        5´اساس نحوة اتصال سـر       كه بر 

(Seed) هر microRNAصورت كاملاً غيرمنعطف، امكان   به  

 را ارزيـابي    microRNAيابي يـك ژن توسـط يـك          هدف
اسـاس ايـن الگـوريتم هـر جايگـاه اتـصال از لحـاظ          بر. كند مي

كامـل  طوري كه در طـول ت  گيرد به تكاملي مورد بررسي قرار مي   
الگوريتم ديگري كه   . در موجودات گوناگون حفاظت شده باشد     

 و  )آمريكـا  (IBMدر اين مطالعه استفاده شد مربوط به شـركت          
ــوان   ــت عن  RNA22 microRNA target detectionتح

)http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22.html( اين  . است 
 5´افزار با تأكيد به تعداد نوكلئوتيدهاي شركت كننده در انتهاي            نرم

 و  microRNAاي تشكيل شده بـين       و انرژي كل زنجيره دو رشته     
شـدگي تـوالي     رونوشت مورد نظر و بدون توجه به امـر حفاظـت          

   .كند هدف در طول تكامل نتايجش را اعلام مي
 

 هاي مورد نظر ارزيابي بيان ژن
   LAT ساعت پس از ترانسفكـشن ژن        BE-2(c) 60 هاي سلول
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 ليز QIAzol Lysis Reagent (QIAGEN, Germany)به كمك 
ها  ي كل سلول RNAشدند و طبق دستورالعمل شركت سازنده

شرح برنامه به اختصار به اين ترتيب بود كه پـس     . استخراج شد 
 ي موجود در    RNA، محتوي   QIAZOLها توسط    از ليز سلول  

دهي بـا    شكيل شده روي سطح آلي، طي فرايند رسوب       فاز آبي ت  
 RNAسـپس رسـوب     . كنـد  گيري شده و رسوب مـي      الكل آب 

 درصد شستشو داده شده و پس از        70تشكيل شده توسط اتانل     
 ميكروليتر آب بـدون     20حذف الكل رسوب خشك شده و در        

RNase- DNaseميكروگرم از كل 5در گام بعد . شود  حل مي 
RNA  ه براي ساخت    ي استخراج شدcDNA       بـه كمـك كيـت 

.First strand cDNA synthesis kit (Fermentas, Lithuania) 
 واحـد آنـزيم     20 بـا    اسـاس دسـتورالعمل كيـت      بر. استفاده شد 

 ميكروگـرم   2/0 بـه همـراه      M-MuLVكريپتاز معكوس    ترانس
 بـا غلظـت     dNTP ميكروليتر از    2تايي تصادفي و     آغازگر شش 

بيان .  ساخته شد  cDNAي سلولي   RNAمول از روي      ميلي 10
 در دو گـروه سـلولي ترانـسفكت     Smad4هاي دخيل در مسير      ژن

واكــنش  و پلاســميد كنتــرل بــه كمــك روش pc-LATشــده بــا 
طبـق دسـتورالعمل شـركت      .  شـد  اي پليمراز كمي ارزيـابي     زنجيره

 master mix SYBR® Premix Ex ميكروليتـر از  25/6سازنده 

Taq™ II (TAKARA, Japan) ز  ميكرومـول ا 8/0 به همراه
از  ميكروليتـر    1و  )  ب 1جـدول   (سـنس    آغازگر سنس و آنتـي    

cDNAــه ــايي     ب ــه حجــم نه ــنش ب ــك واك ــو در ي ــوان الگ   عن
صورت دوبار تكرار    ها به  واكنش. كار برده شد   ميكروليتر به  5/12

 )6000Gene -Rotor )Corbett Life Sciencesدر دسـتگاه  
) Relative صورت ارزيابي نسبي ايج بهدر نهايت نت. انجام شد

Quantification)          در حالي مورد تجزيه و تحليل قرار گرفـت 
عنوان يك ژن     به Hprt-1كه بيان هر ژن در هر گروه با بيان ژن           

نتـايج حاصـل    . سازي شـد   كنترل داخلي در همان گروه يكسان     
 REST 2009 (Relative Expressionاسـاس الگـوريتم    بـر 

.Software Tool V2.0.13, QIAGEN, GmbH, Germany) 
 . ارزيابي و گزارش شد

 

  نتايج
   در سلولLATهاي microRNAبررسي بيان 

ــلول  LATژن  ــل س ــه داخ ــشن ب ــس از ترانسفك ــاي   پ ه
را توليــد  هــاي مــرتبطmicroRNAبلاســتوماي انــساني نورو
 بـا توليـد تعـدادي از        LATرونوشت غيـر كـد كننـدة        . كند مي

microRNA ــ  ــاي ويروس ــار   ه ــولي و رفت ــت مولك ي سرنوش
از . دهـد  هاي ميزبان خـود را دسـتخوش تغييـر قـرار مـي             سلول
 اسـتخراج شـد كـه       RNA به نحوي كـل      BE-2(c)هاي   سلول
. هاي سلولي و ويروسي در آن تغليظ شـود        microRNAميزان  
 در دو گـروه     LATهاي بيان شـده توسـط       microRNAميزان  

 بـا روش واكـنش      pc-LATسلولي كنترل و ترانسفكت شده با       
كليـه  نتـايج نـشان داد كـه        . اي پليمراز كمي ارزيابي شد     زنجيره

microRNA  هايLAT       شـود كـه بيـانگر        در سـلول بيـان مـي
هاي ترانـسفكت شـده       در سلول  LATعملكرد بياني رونوشت    

 كـه توسـط رونوشـت      mir-H6در اين آزمون عدم بيـان       . است
LATزيابي شدعنوان كنترل منفي ار شود به  توليد نمي .  
  

 Smad4گيـري ژن   بررسي بيوانفورماتيكي هدف 
  LATهاي microRNAبا 

 از لحــــاظ بيوانفورمــــاتيكي توســــط Smad4پــــروتئين 
microRNA  هايLAT  نتـايج بررسـي    . شـود  گيـري مـي     هـدف

ــوريتم ــته   الگ ــرژي دورش ــزان ان ــر مي ــي ب ــاگون مبتن ــاي گون اي  ه
microRNA-mRNA     ال هاي اتـص    يا محافظت شده بودن جايگاه
دهـد كـه     نـشان مـي   microRNA هـر    5'يا نحوه اتـصال انتهـاي       

microRNA هــاي ويروســي توليــد شــده از رونوشــتLAT در 
.  داراي جايگاه اتصال استSmad4 ژن UTR ´3نواحي گوناگون 

   با بخش اصلي متصل شونده تمام قـد حـداقل           RNA22الگوريتم  
ين دورشته   نوكلئوتيد ب  14باز    نوكلئوتيدي و حداقل اتصال جفت     6

microRNA-mRNA     كيلوكـالري بـر مـول    -25 و انرژي اتصال 
 روي LATهـاي  microRNA جايگاه اتصال را براي     10توانست  

3´ UTR ژن Smad4   چهـار جايگـاه   ). 1شـكل  ( معرفـي نمايـد
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 -30افـزار داراي انـرژي بـيش از          بيني شده توسـط ايـن نـرم        پيش
 ـ       كيلوكالري بر مول      (Folding) صالاست كه اين ميـزان انـرژي ات

ييد كننده احتمـال    أتواند ت   مي microRNA-mRNAبين دو رشته    
 در RNA22اسـاس نتـايج    بـر . اتصال اين دو رشته بـه هـم باشـد    

  گونــه جايگــاهي روي   هــيچmiR-H7 و miR-H2وضــعيتي كــه 
3´ UTR ژن Smad4 ندارد؛ miR-H3 4( داراي بيشترين جايگاه 

ها براي كنترل بيـان      جايگاهترين    داراي قوي  *miR-H2و  ) جايگاه
  . اين ژن است

  

  

  

  

  
  

  .بيني كرده است صورت فوق پيش  بهSmad4ژن  غير كد شونده 3´ را به ناحيه microRNA جايگاه اتصال هر RNA22افزار   نرم1شكل 
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 مـورد بررسـي     Smad4 ژن   UTR´3ي ويروسي را با ناحيه      هاmicroRNA با دو پايه محاسباتي گوناگون احتمال اتصال         Targetscan و   RNA22افزار   دو نرم  2 جدول
اسـت  آمده   اتصالاتي   در اين گزارش صرفاً   . كند هاي خود را نمايان مي     بيني  پيش microRNA-mRNA رشته  با تكيه بر انرژي اتصال دو      RNA22افزار   نرم. دهند قرار مي 

 microRNA هـر     بخش اصلي متصل شونده     نحوه اتصال  ركيد ب أ با الگوريتمي متفاوت و با ت      Targetscanافزار   نرم.  است  كيلوكالري بر مول   -25 ها بيش از   كه انرژي آن  
 باشـد   بخش اصلي متصل شونده8-2كه اتصال از جايگاه   در اين نرم افزار در صورتي   .كند بيني مي  پيش ميزان اتصال را    هدف طي تكامل   جايگاهشدگي   و ميزان حفاظت  

اگر اتصال از جايگاه  . ت خود قرار دارد   يترين وضع  يشود و در قو     گزارش مي  m8صورت    به بخش اصلي متصل شونده    باشد   Aنوكلئوتيد   هدف   1و به علاوه در جايگاه      
كه اتـصال از جايگـاه    كند و در زماني  گزارش مي7mer-m8 را  بخش اصلي متصل شونده     هم در اتصال شركت كند     8 باشد و نوكلئوتيد      بخش اصلي متصل شونده    2-7
  .دشو  گزارش مي 7mer-1Aصورت  بهبخش اصلي متصل شونده باشد A هم 1وكلئوتيد ن باشد و بخش اصلي متصل شونده 2-7
  

  TargetScanنتابج تجزيه و تحليل   RNA22نتايج تجزيه و تحليل   

 UTR´3جايگاه هدف بر روي   
  Smad4ژن 

انرژي اتصال بر اساس كيلوكالري 
  بر مول

 UTR´3جايگاه هدف بر روي 
  Smad4ژن 

نحوه اتصال بخش اصلي متصل 
  شونده به هدف

         microRNAنام 
miR-H2  -  -  210-220  8 mer  

5695 -5716  79/33-  -  -  
miR-H2*  3194 -3215  79/33-  -  -  

3975 -3994  29/35-  -  -  
2145 -2126  9/26-  -  -  
3945 -3964  79/26-  -  -  miR-H3  

3003 -3022  00/26-  -  -  
miR-H4  5200 -5221  00/26-  -  -  

2163 -2142  59/32-  626-637  7mer-m8  
miR-H4*  -  -  1407 -1400  7mer-1A  
miR-H5 3346 -3325 29/27- -  -  
miR-H7 - - -  -  
miR-H8 1482 -1463 00/28- -  -  

  
 نيـز بـا وجـود داشـتن الگـوريتمي           TargetScanافزار   نرم

 بـا  Smad4گيري رونوشـت    هدف RNA22متفاوت نسبت به
microRNA ــاي ــيشLATه ــي   را پ ــي م ــد بين ــاختار . كن س

 اگرچـه   TargetScanگيرانـه    منعطـف و سـخت     الگوريتمي غير 
بينـي   كند ولي درستي پيش    افزار را محدود مي    بيني نرم  دامنه پيش 

افـزار كـه بـر       اسـاس الگـوريتم ايـن نـرم        بـر . دهد را افزايش مي  
ر هاي تكاملي و سـاختا     ها در طول دوره    شدگي جايگاه  محافظت

 متمركز شده است و توجهي به سـطح         microRNA 5´انتهاي  
 قطعـه   3´شـدگي دو رشـته و نحـوه اتـصال سـر              انرژي جفـت  
microRNA  نـــدارد، تنهـــا دو microRNA يmiR-H2 و 

miR-H4*   با سه جايگاه در UTR ´3 Smad4   گـزارش شـده 
اي در  صـورت مقايـسه   افزار بـه  بيني اين دو نرم نتايج پيش . است

  .شود هده مي مشا2جدول 

اي  اساس واكـنش زنجيـره     ها بر  بررسي بيان ژن  
  پليمراز كمي

. دهـد   را كاهش مـي    Smad4 بيان پروتئين    LATرونوشت  
ــسفكت ســلول 60   هــاي نوروبلاســتوماي   ســاعت پــس از تران

BE-2(c)    توسط سازة pc-LAT عنوان گروه آزمـون و ناقـل         به
رسـي بيـان   منظـور بر   هـا بـه    عنوان گروه كنتـرل، سـلول      خالي به 

هـا   از سـلول  .  برداشـت شـدند    Smad4هاي دخيل در مسير      ژن
 بـراي   cDNAطـور همزمـان       استخراج شد و بـه     RNAتمامي  

 تهيـه شـد و بـه كمـك          mRNA و   microRNAبررسي بيـان    
هـاي   اي پليمـراز كمـي سـطح رونوشـت         روش واكنش زنجيـره   

ــاي  ژن ــون  Myc و Smad4 ،CDK2 ،cyclinDه ــروه آزم  گ
  تجزيـه و   . نسبي نسبت به گروه كنترل قرار گرفت      مورد ارزيابي   
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 نشان داد كه    RESTافزار   وسيله نرم  دست آمده به   تحليل نتايج به  
داري كـاهش    صـورت كـاملاً معنـي       به Smad4سطح رونوشت   

  صـورتي كـه نـسبت بـه گـروه كنتـرل بـه عـدد                 يافته است بـه   
تغيـرات  .  برابـر كـاهش اسـت      57/7 رسيده كه نـشانگر      132/0

ترتيـب    اگرچـه بـه  Myc و CDK2هـاي   ان ژن در ژن   سطح بي ـ 
 برابر نسبت به گروه كنترل افـزايش        1/2 و   5/2صورت ميانگين    به

دار محـسوب    اين ميزان تغيير را معنـي RESTافراز   يافت ولي نرم  
ــرد ــويي ديگــر ژن . نك ــاملاً  cyclinDاز س ــان ك ــزايش بي ــا اف  ب
   ).1نمودار (د  برابر مواجه بو72/6داري برابر با ميانگين  معني

  

 
  

 به كمك   CDK2  ،CyclinD  ،MYC  ،Smad4 ميزان بيان چهار ژن      1نمودار  
 نتـايج   RESTافـزار    وسـيله نـرم     آزمـوده و بـه     ياي پليمراز كم   واكنش زنجيره 
صـورت   افزارنتايج حاصل از تكرارهاي گوناگون را به       نرم. شد تجزيه و تحليل  

افـزار   ر كـه توسـط خـود نـرم        تصادفي نسبت به هم آزمون كرده و نتـايج كـا          
دارنـده    در بـر ،شود  ارايه مي(Whisker-Box Plot)  ويشكرصورت نمودار به

كه ميانگين هر وضـعيت       درحالي ؛كمينه و بيشينه و پراكندگي اين نتايج است       
ايـن نمـودار قـادر      . اسـت  چين در داخل نمودار مشخص شده      صورت نقطه  به

اسـاس   ا نسبت به وضعيت ميانـه و بـر        است علاوه بر ميانگين پراكنش نتايج ر      
  .)P>01/0(مشخص كند ها را داري تفاوت يميزان پراكنش نتايج معن

  

  بحث
ــت      ــأثير رونوش ــد ت ــعي ش ــق س ــن تحقي  و LATدر اي

microRNA        هاي توليدي آن بر تنظيم مـسيرTGF-β   ارزيـابي 
دهد كه   هاي گذشته نشان مي    نتايج حاصل از كليه پژوهش    . شود

 بر تأثير ايـن     LATشناسي    در مطالعه زيست   توجه اكثر محققين  
رونوشت بر مكانيسم خفتگي ويروس و ممانعت از اعمال مرگ          

تـاكنون  . هاي ميزبـان متمركـز اسـت       ريزي شده در سلول    برنامه
 غير كد كننـده روي      RNAتحقيق مشخصي روي آثار ديگر اين     

  . رساني داخل سلولي گزارش نشده است ديگر مسيرهاي پيام
 در بسياري از فرايندهاي سلولي اعم از رشد         TGF-βمسير  

ريــزي شــده و  و تكامــل جنينــي، تمــايز ســلولي، مــرگ برنامــه
 پـروتئين  TGF- βدر مـسير  . عملكردهاي سلولي دخيل اسـت 

Smad4 هـاي ايـن مـسير،       ترين پروتئين  عنوان يكي از كليدي     به
هـاي   عنوان يك فاكتور رونويسي حدواسط عمـل كـرده و ژن          به

  ]. 15-13[نمايد  نترل ميهدف را ك
شود   كيلوباز توليد مي   3/8 كه از ژني به طول       LATرونوشت  

شـود و     كيلوباز از آن حـذف مـي       2پس از پيرايش، طولي حدود      
تاكنون از اين رونوشـت     . شود صورت فعال وارد سيتوپلاسم مي     به

]. 17، 16[كــد شــدن پــروتئين مشخــصي گــزارش نــشده اســت 
هاي مـشتق شـده از      microRNAاند كه    مطالعات اخير نشان داده   

LAT عنوان بازوهاي عملكردي اين رونوشـت عمـل         تواند به   مي
در اين تحقيـق  ]. 7[هاي سلولي ميزبان را متأثر كند      كرده و سيستم  

 60 به داخل سلول پس از       LATپس از ترانسفكت سازه محتوي      
هـاي  microRNAساعت به دليل پروموتر قوي ناقل ميزبان، بيان         

هـاي كنتـرل كـه       صورت بسيار چـشمگيري از سـلول       سي به ويرو
ي ويروسـي بودنـد، افـزايش پيـدا         microRNAطور كلي فاقد     به

  ايــــن در حــــالي بــــود كــــه ميــــزان بيــــان      . كــــرد
miR-H6 كــه يــك microRNA ي ويــروسHSV-1 اســت و 
  . ها تغييري پيدا نكرد  نيست در اين سلولLATمشتق از 

 را در سـطح  microRNAصورت رايج محل اثـر     اگرچه به 
داننـد ولـي     بيان پروتئين و متوقـف كـردن فراينـد ترجمـه مـي            

هـا  microRNAتحقيقات نشان داده اسـت كـه در پـستانداران           
هـاي هدفـشان را پـايين       mRNAصورت چشمگيري سـطح      به
 و همكارانـشان ناپايـدار      )Guo(آورند وبه ادعاي دكتر جوو       مي

 در  microRNAتـرين نقـش      ي هـدف، اصـلي    mRNAكردن  
]. 18[هاي مـورد نظـر اسـت         منظور كنترل بيان ژن    پستانداران به 

 هدف با   mRNAاساس اين گزارش؛ بررسي كمي سطح بيان         بر
تواند شاخص مناسـبي بـراي       اي پليمراز كمي مي    واكنش زنجيره 

هـاي هـدفش     ي سـلولي بـر رونوشـت       microRNAآزمون اثر   
صـورت    بـه  LATنتايج آزمون نـشان داد كـه رونوشـت          . باشد
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.  را كـاهش داده اسـت      Smad4هـاي   mRNAداري سطح    معني
هـاي كليـدي و      براي تأييـد ايـن آزمـون گروهـي ديگـر از ژن            

عنوان   به CyclinDژن  .  نيز بررسي شد   Smad4دست ژن    پايين
يك پروتئين مهم در تنظيم رفتار و تكثير سلولي كه بـا حـضور              

هـايي   تئينشود، يكي از پرو    خود باعث افزايش تكثير سلولي مي     
 بـه   Smad4پـروتئين   .  قرار دارد  Smad4است كه تحت كنترل     

 كه يك ممانعت كننده كينازهاي وابسته به        p21كمك حدواسط   
طوري كه    را تحت كنترل دارد به     CyclinDسايكلين است بيان    

 منجـر بـه     Smad4تحقيقات نـشان داده كـه ممانعـت از بيـان            
  تحقيـق نيـز     ايـن  رد]. 20،  19[شود    مي CyclinDافزايش بيان   
از .  باشد Smad4تواند بيانگر كاهش      مي CyclinDافزايش بيان   

هايي ديگـر    كند كه ژن   سويي ديگر مطالعات گوناگوني تأييد مي     
 با مهـار  CDK2 و Myc از قبيل TGF- βدست مسير  در پايين

  ايـن  در]. 23-21[كنـد     افـزايش بيـان پيـدا مـي        Smad4شدن  
دار  عني باعث كاهش م   LATوشت  نشان داده شد كه رون     مطالعه
 Myc و CDK2 و بــه همــراه آن افــزايش بيــان Smad4بيــان 
ــا توجــه شــود؛ اگرچــه افــزايش بيــان ايــن دو ژن اخيــر   مــي ب

  .دار نبود  از نظر آماري معنيRESTبه محاسبات 
تـوان گفـت كـه       طور كلي با توجه به نتـايج حاصـل مـي           به

microRNA     هاي مشتق از رونوشتLAT    ويـروس HSV-1 
 Smad4 را با مهـار پـروتئين كليـدي          TGF-βقادر است مسير    

هـاي    در بيمـاري   TGF-βكه مـسير     با توجه به اين   . متوقف كند 
ها دخيل است، مهار ايـن       گوناگوني از قبيل فيبروزها و بدخيمي     

عنـوان   توانـد بـه     مـي  LATهـاي   microRNAمسير به كمـك     
ركيـب  مسيري كه هـدف بـسياري از داروهـاي شـيميايي و نوت            

  .است، مورد توجه قرار گيرد
  

  تشكر و قدرداني
شناسي دانـشكده    اين تحقيق از رساله دكتري رشته ويروس      

در . علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس اسـتخراج شـده اسـت        
هاي مالي دانشگاه    نويسندگان مقاله از حمايت   وسيله   ضمن بدين 

ياختـه تـشكر و       فنـاوري بـن    تربيت مدرس و مركـز تحقيقـات      
   .نمايند داني ميقدر
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