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اي از فاکتورهاي رشد ترشحی هستند که عملکرد خود را از طریق اتصال به  ها خانواده نوروتروفین -چکیده
نقش مهمی در بقا،  P75ntr. دهند انجام می) p75ntr(و یا گیرنده عمومی خود ) هاTrk(هاي اختصاصی  گیرنده

اي هستند که باعث  هاي کوچک غیر کد کنندهRNAها MicroRNA. دارد ها سلولتمایز و تکثیر بسیاري از انواع 
نام ه ب miRNA کی P75ntrدر اینترون شماره چهار گیرنده اخیراً . شوند می mRNAتنظیم پس از رونویسی بیان 

hsa-miR-6165 ماتیکی حاکی از نقش این هاي بیوانفور بررسی. کشف شده استmiRNA  در تنظیم بسیاري از
-hsa-mirبنابراین در تحقیق حاضر، بیان . باشد میدهی سلولی و نیز مسیرهاي دخیل در تمایز  مسیرهاي پیام

هاي سلولی عصبی و  و همچنین در رده NT2ي بنیادي کارسینوماي جنینی ها سلولدر روند تمایز  6165
و  NT2ي ها سلولنه تنها در روند تمایز  hsa-miR-6165نتایج بیانگر آن است که . انسانی بررسی شد غیرعصبی

نیز بیان  Helaو  hFSFاز جمله  غیرعصبیي سلولی ها بلکه در بسیاري از رده ،شود میي عصبی بیان ها سلول
 NT2ي ها سلولحل پایانی تمایز بر خلاف ژن میزیانش، در مرا miRNA همچنین، بیان این. دهد میبالایی نشان 
مطالعات  .در تمایز سلولی عصبی است hsa-mir-6165این نتایج پیشنهاد کننده نقش داشتن . یابد افزایش می

  .بیشتري در این زمینه لازم است
  

  .تمایز عصبی ،hsa-miR-6165 ،P75ntr :کلید واژگان
  

  مقدمه -1
P75ntr  یک گیرنده سطح سلولی با عملکردهاي مختلف

ي انسانی از جمله ها سلولاست که در بسیاري از انواع 
این گیرنده . شود میي مغزي بیان ها ي ردهها سلول

تواند منجر به بروز پاسخ آپوپتوز و نیز تکامل و  می
همچنین بیش بیان این ]. 1[شود بازسازي سیستم عصبی 

ژن در بسیاري از شرایط پاتولوژیکی نظیر 
ها و سرطان دیده  آترواسکلروروز، ایسکمیا، انواع دیابت

تواند در بسیاري از انواع  می P75ntr]. 5-2[شده است 
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ها به عنوان یک مهار کننده تومور عمل کند و  سرطان
همچنین دیده . سبب آپوپتوز و مهار تهاجم متاستازي شود

شده است که این گیرنده در گلیوما و ملانوما باعث ایجاد 
لیگاندهاي ]. 6،7[شود  میهاي تهاجم و متاستاز  پاسخ

شناسایی شده است که بسته به  P75ntrمختلفی براي 
شرایط سلول با تاثیر در انواع مختلفی از مسیرهاي 

]. 8[پیامدهی سلولی، سبب بقا یا مرگ سلول می شود 
چنین عملکرد مستقل از لیگاند نیز براي این گیرنده هم

در اینترون  اخیراً]. 9[سطح سلولی گزارش شده است 
-has-miRتحت عنوان  MicroRNAیک  p75ntrچهار 

راه  هپیدا شده که مطالعات اولیه از نقش آن در ب 6165
  ].10،11[دهد  میانداختن مسیرهاي پیش آپوپتوزي خبر 

ي ها سلولدر مسیر تمایز  miRNAین در این تحقیق بیان ا
سلولی  يها رده و NT2 انسانی جنینی کارسینوماي بنیادي

  .انسان مورد بررسی قرار گرفت غیرعصبی عصبی و
  
  مواد و روشها -2
  ي سلولی جانوريها شت ردهک -2-1

، NT2 ،A172 ،SKNMC ،U87MG ي سلولیها رده
MCF7 ،HUH7 ،SW480  وFibroblast پوستی انسانی  

در  5637و سلول ) H-DMEM)Invitrogen در محیط 
در صد سرم  10به همراه  )RPMI )Invitrogenمحیط 

  . کشت داده شد) FBS ،Invitrogen(گاوي جنینی 
  
  NT2ي ها تمایز سلول -2-2

بر اساس پروتکل ارائه شده توسط پیتر  NT2ي ها سلول
 130000براي این کار، تعداد . انجام شد] 12[ 1984اندرو 
توزیع شد و داخل هر  T12ي ها در فلاسک NT2سلول 

ریخته  H-DMEMلیتر محیط کشت کامل  میلی 3فلاسک 
میکرولیتر از  3 ها شد سپس به هر کدام از این فلاسک

مولار اضافه شد، 2-10ترانس با غلظت - رتینوئیک اسید
، و در )حل شده بود DMSOرتینوئیک اسید در (

. انکوبه شد CO2% 5با  گراد سانتیدرجه  37انکوباتور 
. شد تجدید ها بار محیط داخل فلاسک اي یک هفته

محیط . شدتجدید اي دو بار  رتینوئیک اسید نیز هفته
پس از تمایز تخلیه شده و  21و  8در روزهاي  ها فلاسک

RNA ز یک فلاسک نی. استخراج شد توسط ترایزول آنها
 DMSOولی در حضور  ،بدون افزودن رتینوئیک اسید

 سازي نرمالکشت داده شد تا به عنوان کنترل براي 
 RNAپس از استخراج . استفاده شود qRT-PCRي ها داده

، الگوي تغییرات بیان مارکرهاي عصبی و cDNAو سنتز 
  .بررسی شد has-miR-6165بنیادي بودن و همچنین بیان 

  
  سازي پرایمرها طراحی و آماده -2-3

 IDTو  Primer3، Oligoافزارهاي  به کمک نرم

OligoAnalyzer پرایمرهاي مورد نیاز طراحی شد .  
  
 و انجام واکنش cDNA، سنتز RNAاستخراج  -2-4

Real-Time PCR 
RNA شرکت (ي سلولی مختلف به کمک ترایزول ها رده

Invitrogen( طبق دستورالعمل شرکت استخراج شد و .
شرکت ( DnaseIی و کیفی آن، با آنزیم بررسی کمپس از 
و رندوم هگزامر  dTتیمار و به کمک پرایمر الیگو) فرمنتاز

. سنتز شد cDNAبردار معکوس از روي آن  و آنزیم نسخه
) فرمنتاز( ATPپلیمراز و در حضور  Aبه کمک آنزیم پلی 

اضافه  Aها یک توالی پلی miRNAمجموعه  3‘به انتهاي 
دنباله دار و در حضور  dTشد، سپس به کمک پرایمر الگو 

 cDNAواکنش سنتز ) فرمنتاز(آنزیم نسخه بردار معکوس 
به کمک پرایمرهاي طراحی شده و در . صورت گرفت

. انجام شد qRT-PCRواکنش  Evagreenحضور شناساگر 
دوره به ترتیب زیر انجام  40برنامه دستگاه براي انجام 

 گراد سانتیدرجه  60ثانیه،  15 گراد سانتیرجه د 95: شد
ي واکنش ها داده. ثانیه 20 گراد سانتیدرجه  72ثانیه و  20

qRT-PCR  2به کمک روش-∆∆Ct افزار  و به کمک نرم
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GraphPad آنالیز آماري شد.   
  نتایج -3
  ي سلولی مختلفها در رده hsa-miR-6165بیان  -3-1

بیان ) qRT-PCR(در زمان واقعی  PCRبه کمک واکنش 
hsa-miR-6165 منشا عصبی  با ي سلولی مختلفها در رده

نتایج نشان داد که . مورد ارزیابی قرار گرفت غیرعصبیو 
 hsa-miR-6165 ، بیاني سلولی بررسی شدهها ردهمیان در 

بیشترین و  دارد SW480 سلولی در ردهکمترین بیان را 
که فیبروبلاست پوستی  hFSFرده سلولی بیان را در 

  ). 1شکل ( باشد میدارا  ،جنینی انسان است
  

  
  هاي سلولی مختلف در رده hsa-miR-6165بیان   1شکل 

 
ي ها سلولدر روند تمایز  hsa-miR-6165بیان  -3-2

   NT2بنیادي کارسینوماي جنینی انسانی 
بنیادي کارسینوماي ي ها سلولبه کمک رتینوئیک اسید، 

ي ها سلولروزه به  21طی روندي  NT2جنینی انسانی 
سپس، مارکرهاي بنیادي بودن . شبه عصبی تمایز داده شد

اطمینان از تحصیل تمایز مورد ارزیابی قرار  برايو عصبی 
-hsa-miR، بیان ها سلولپس از اطمینان از تمایز . گرفتند

در طول روند تمایز یعنی در روزهاي هشتم و  6165
). 2شکل (بیست و یکم مورد ارزیابی قرار گرفت 

به نظر  ،نشان داده شده است 3طور که شکل  همان

پس از یک کاهش در روز  miRNAرسد که بیان این  می
  .یابد میهشتم در روز بیست و یکم افزایش 

  

  
بیان مارکرهاي بنیادي بودن و تمایز عصبی در طول   2شکل 

  NT2هاي  تمایز سلول
  

  
در طول تمایز  p75و  hsa-miR-6165لگوي بیان   3شکل 

   NT2هاي  سلول
  
  بحث -4

hsa-miR-6165  در اینترون چهارم گیرنده نروتروفینی
p75ntr  مشخص شده است که ]. 11[قرار داردp75ntr  ر د
ي عصبی ها سلولي مختلفی از بدن و نه تنها در ها سلول

یی خارج از سیستم عصبی مرکزي نیز ها سلولبلکه در 
-hsa-miRر مطالعه حاضر نیز بیان ]. 13[شود  میبیان 

ي عصبی دیده شد بلکه بیشترین ها سلولنه تنها در  6165
یعنی فیبروبلاست پوستی  غیرعصبیي ها سلولبیان آن در 

پیش از این، ). 1 شکل(ید جنینی مشاهده گرد
ي جنینی ها سلولر تکامل د p75ntrبر نقش  هایی گزارش
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رسد بیان این  میکه به نظر  ؛]14[دیده شده است 
miRNA  بتواند توجیه کننده بخشی از عمکردهايp75ntr 

 . باشد ها سلولر این د

ي ها سلولبه  NT2ي بنیادي ها سلولکه طی تمایز  از آنجا
-hsa-miRو p75ntr عصبی، الگوي بیانی متفاوتی بین بیان 

به  ،)ب -2شکل (در انتهاي دوره تمایز دیده شد  6165
رسد که مطالعات بیشتري براي بررسی وجود  مینظر 

 .لازم باشد miRNAپروموتور مستقل در بالادست این 
نشان  miRNAبینی شده براي این  بررسی اهداف پیش

دهی  این اهداف در مسیرهاي سیگنالدهد که بیشتر  می
و مسیرهاي پیامدهی  Wnt ،PI3Kمهم و مختلفی از جمله 

این مطلب بیانگر اهمیت این . منتهی به سرطان نقش دارند
miRNA  و نیاز مبرم انجام مطالعات آزمایشگاهی بیشتر
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