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Investigation of the Expression and the Effect of SPTBN4-
miR1 in Process of Nerve Differentiation of NT2 Cells

[1] βIV spectrin, a new spectrin localized at axon initial segments and nodes of Ranvier in 
the central and peripheral ... [2] A recessive mutation in beta-IV-spectrin (SPTBN4) 
associates with congenital myopathy, neuropathy, and central ... [3] Spectrin: Structure, 
function and ... [4] βIV spectrinopathies cause profound intellectual disability, congenital 
hypotonia, and motor axonal ... [5] Identification of mammalian microRNA host genes and 
transcription ... [6] Conserved seed pairing, often flanked by adenosines, indicates that 
thousands of human genes are ... [7] MicroRNA biogenesis and ... [8] MicroRNA biogenesis: 
Coordinated cropping and ... [9] The widespread regulation of microRNA biogenesis, 
function and ... [10] Origins and mechanisms of miRNAs and ... [11] Transcription and 
processing of human microRNA ... [12] Noncoding RNAs in the mammalian central nervous  
... [13] miRNA and ... [14] Non‐coding RNAs in the nervous ... [15] Functional profiling 
reveals critical role for miRNA in differentiation of human mesenchymal stem ... [16] 
MicroRNAs in skeletal and cardiac muscle ... [17] OCT4 spliced variants are differentially 
expressed in human pluripotent and nonpluripotent ... [18] A novel multi-gene detection 
platform for the analysis of miRNA ... [19] Posttranscriptional regulation of microRNA 
biogenesis in ... [20] MicroRNAs as regulators of differentiation and cell fate ... [21] 
MicroRNA-145 regulates OCT4, SOX2, and KLF4 and represses pluripotency in human 
embryonic stem ... [22] Concise review: Harmonies played by microRNAs in cell fate ... [23] 
Arrayed functional genetic screenings in pluripotency reprogramming and ... [24] Postnatal 
development of spasticity following transgene insertion in the mouse ... [25] The expressions 
of stem cell markers: Oct4, Nanog, Sox2, nucleostemin, Bmi, Zfx, Tcl1, Tbx3, Dppa4, and 
Esrrb ... [26] A novel human pluripotent stem cell-derived neural crest model of Treacher 
Collins Syndrome shows defects in ... [27] Eyes: Variety, development and ... [28] Functional 
dissection of the paired domain of Pax6 reveals molecular mechanisms of coordinating 
neurogenesis and ... [29] MicroRNAs to Nanog, Oct4 and Sox2 coding regions modulate 
embryonic stem cell ... [30] Opposing microRNA families regulate self-renewal in mouse 
embryonic ... [31] Hes1 is a target of microRNA-23 during retinoic-acid-induced neuronal 
differentiation of NT2 ... [32] MicroRNA-125b promotes neuronal differentiation in human 
cells by repressing multiple ... [33] Mechanisms of TGF-β signaling in regulation of cell 
growth and ... 

The SPTBN4 gene, a part of the spectrin protein family, plays important roles in various 
cellular processes, including cell cycle, nerve cell development, and so on. Recently, a new 
miRNA has been found in this SPTBN4 gene, which was registered at the NCBI database. The 
aim of the present study was to investigate the expression of this miRNA, called SPTBN4-
miR1, in the process of differentiation of human embryonal carcinoma cell line NT2 and 
also the overexpression effect of this miRNA on the differentiation of these cells. RT-qPCR 
results indicate that SPTBN4-miR1-5p and SPTBN4-miR1-3p show a significant increase in 
expression in the process of neural differentiation from day three until the 8th and 14th day 
of differentiation. Then, after overexpressing the SPTBN4-miR1 precursor in NT2 cells and 
retinoic acid treatment, the expression of pluripotent and differentiation revealed the role of 
SPTBN4-miR1-5p and SPTBN4-miR1-3p in promoting differentiation and exclusion from the 
pluripotent state. It seems that by making further studies and finding out the possible targets 
of these miRNAs, a distinctive marker can be achieved and used to improve the differentiation 
process.
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  چکيده
 لیندهای مختلف سلوآاز اعضای خانواده پروتئینی اسپکترین در فر  SPTBN4ژن 

 یراً اخکند. های عصبی و غیره نقش ایفا میاز جمله چرخه سلولی، تکوین سلول
به ثبت  NCBIپیدا شده که در پایگاه  SPTBN4جدید در این ژن  miRNAیک 

‐SPTBN4ا نام ، بmiRNAبررسی بیان این  ،رسیده است. هدف از مطالعه حاضر

miR1 جنینی یکارسینوما یبنیاد یهادر روند تمایز سلول NT2  و همچنین
 RT‐qPCRست. نتایج ا هابر روند تمایزی این سلول نآبیانی بررسی اثر بیش

 در روند تمایز SPTBN4‐miR1‐3pو  SPTBN4‐miR1‐5pکه  بودبیانگر آن 
 یتمایز  ۱۴ و ۸ سوم شروع و تا روزهای داری را از روزافزایش بیان معنی عصبی

ی هادر سلول SPTBN4‐miR1ساز پیشاز بیش بیان  بعد سپس،دهند. نشان می
NT2 بیانگر  ،بررسی بیان مارکرهای پرتوانی و تمایزی ،اسیدو تیمار با رتینوئیک
پیشبرد تمایز و خروج از  رد SPTBN4‐miR1‐3pو  SPTBN4‐miR1‐5p نقش

رسد با انجام مطالعات بیشتر و پیداکردن اهداف نظر میه ب. بودحالت پرتوانی 
برای توان به یک مارکر تمایزی دست یافت و از آن میها، miRNAاحتمالی این 

  بهبود روند تمایز بهره برد.
  miRNA ،SPTBN4تمایز، ، NT2 جنینی یکارسینوما یبنیاد یهاسلول :هاکلیدواژه

  

  ۱۶/۱۰/۱۳۹۷ دريافت:تاريخ 
  ۲۲/۱۲/۱۳۹۷ تاريخ پذيرش:

  modares.ac.irsoltanib@نويسنده مسئول: *
  

  مقدمه
که یکی از اعضای خانواده پروتئینی اسپکترین بتا را  SPTBN4ژن 

م اعصاب محیطی، پانکراس و کند؛ در مغز، سیستکد می
نین در چها هماسپکترین .[1]شودهای اسکلتی بیان میماهیچه
های ها و وزیکولگلژی، لیزوزوم مانندهای داخل سلولی ارگانل

تترامر شامل دو  لکول اسپکترین یکوم .]1[شوندترشحی یافت می
واحد بتا را زیر SPTBN4 واحد آلفا و دو زیرواحد بتا است که ژنزیر

 ۳۶ و قرار گرفته است ۱۹این ژن که روی کروموزوم  .کندکد می
نوروپاتی و جهش در این ژن با میوپاتی مرکزی،  .]1[دارداگزون 

های مختلف همچنین در بیماری .]2[ناشنوایی مرکزی همراه است
 .]3[موتاسیون در این ژن گزارش شده است ،دیگری از جمله سرطان

ایی های غشگیری پروتئینژن بسیار مشابه در موش برای موضعیک 
  .]4[خاص در مناطق قطبی نورون مورد نیاز است

ای با های کوچک غیرکدکنندهRNA، ها)miRNA( هاRNAریز 
 بیشتر یا ٪۳۰که بیان  ]5[نوکلئوتید هستند ۳۷تا  ۱۰اندازه تقریبی 

های رمزگذار از ژن .]5	,6[کنندمی تنظیم را حیوانی هایژن

miRNAشود که داری رونویسی میآدنینای پلیهها رونوشت
خورده و سپس با انتقال به ای دروشا برش هسته RNAsIIIتوسط 

دایسر  RNAseIIIتوسط  ،۵لکول اکسپورتین وسیتوپلاسم توسط م
این  .]7	,8[شودای تولید میرشتههای دوپردازش شده و دابلکس

و در  ]9[زمان بیان صدها ژن هستندها قادر به تنظیم هملکولوم
سلولی از جمله تمایز، مرگ های یندآتنظیم بسیاری از فر 

  .]10	,11[خالت دارندشده، تکثیر، نمو و غیره دریزیبرنامه
RNAmi12[طور فراوانی در مغز بزرگسالان بیان شدهها همچنین به[ 

حفظ صفات عصبی بالغ و پلاستیک  رسد که درو به نظر می
دهد مطالعات متعدد نشان می .]13[کنندمینقش  یسیناپسی ایفا

سیناپسی در هنگام  هایشدت در عملکرد و ویژگیها بهmiRNAکه 
دهد مطالعات اخیر نشان می .]14[گیری حافظه دخیل هستندشکل
های مختلف سلول از جمله ها در تعیین سرنوشتmiRNAکه 

که نقش  ییاز آنجا .]15	,16[عصبی، عضلات و غیره دخیل هستند
miRNAهای عصبی کمتر شناخته شده است و سلول ها در تمایز

 SPTBN4درون ژن  3p)	(5p,	SPTBN4‐miR1 که با توجه به این
عصبی سیستم  عنوان یک نقطه داغ ژنی درواقع شده است و به

شود؛ هدف از مطالعه حاضر بررسی بیان و نقش این تلقی می
miRNA های بنیادی کارسینومای جنینی در مسیر تمایز سلولها

نها در روند تمایز بنابراین ابتدا الگوی بیانی آ .است NT2انسان 
ها بر روند miRNAعصبی بررسی و سپس تاثیر افزایش بیان این 

  .تمایز عصبی بررسی شد
  

  هامواد و روش
از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و  NT2رده سلولی : کشت سلول

 DMEM‐LG بیولوژیکی ایران خریداری و در محیط کشت
سیلین این محیط با پنی .کشت داده شد) ایالات متحده(اینویتروژن؛ 

لیتر میلیبر  گرممیلی۱۰۰لیتر، استرپتومایسین میلیواحد بر ۱۰۰
ایالات (اینویتروژن؛  %۱۰جنین گاوی ) و سرم ایالات متحده؛ (سیگما
  .، تکمیل شداکسیدکربندی %۵با  C۳۷° در دمای ،)متحده

ژنوم  DNAدر  بازجفت۱۵۰تقریباً : ساخت سازه بیانی و ترنسفکشن
 ، دربود SPTBN4‐miR1ساز دهنده توالی پیشانسان، که نشان

منظور به .کلون شد GFPتر از توالی پایین pEGFP‐C1 وکتور
  .شد یابینظر، سازه نوترکیب حاصل توالیمورد  بررسی صحت سازه
 SPTBN4‐miR1منظور بیش بیان به: NT2های ترنسفکشن سلول

 ۱۰۵×۲/۱( چاهکه ۶روی پلیت ها ، این سلولNT2های در سلول
 ها باساعت سلول۲۴ر چاهک) کشت داده شدند؛ پس از سلول در ه

ساز حاوی پیش pEGFP‐C1میکروگرم از وکتور بیانی ۲
SPTBN4‐miR1  ندتیمار شدلیپوفکتامین و معرف ترانسفکشن. 

ساعت پس از ۲۴ (GFP) بیان ژن پروتئین فلورسنت سبز
	Eclipses مدل میکروسکوپ فلورسنتترانسفکشن با استفاده از 

Te2000‐s )Nikon (ها برای بررسی قرار گرفت و سلولمورد ؛ ژاپن
  .شدند استفادههای بعدی آزمایش

تمایز عصب اکتودرم از ی منظور القابه: NT2های تمایز سلول



  NT2۶۱۱  هایدر روند تمایز عصبی سلول SPTBN4‐miR1 بررسی بیان و اثرـــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Modares Journal of Biotechnology                                                                                                                                              Volume 10, Issue 4, Fall 2019 

ورت ص(بهها ین سلولدر ا دیاسیکنوئیبا رت تیمار، NT2 یهاسلول
با  ]17[ارانکو هم اطلسیشده توسط روش انجام مطابقبار تکرار)  دو
ظت اسید در غلبرای این منظور، رتینوئیک .ام شداصلاحات انج یبرخ

مدت و دو بار در هفته بهمتری، به محیط کشت اضافه میلی۱۰نهایی 
ن سپس بیا .م تجدید شدروز، محیط تمایز در فواصل زمانی منظ ۱۴

  .نظارت قرار گرفتبنیادین و تمایزی تحت نشانگرهای 
از ها با استفاده تام از سلول RNAاستخراج : RNAاستخراج 

دستورالعمل شرکت ) طبق کره جنوبی؛ GeneAllریبوکس (
شده تا زمان استفاده های استخراجRNA تمام .تولیدکننده انجام شد

شده با های استخراجRNA کیفیت .نگهداری شدند -C۸۰°در فریزر 
اه از دستگ الکتروفورز ژل آگارز، و غلظت آن با استفادهاستفاده از 

 هایدر نمونه DNA حذف آلودگی .گیری شداسپکتروفومتری اندازه
RNA شده، با تیمار آنزیماستخراج DNaseI )ایالات ؛ فرمنتاز
منظور بهسپس  .انجام شد C۳۷° دقیقه در۲۸مدت به) متحده
مولار میلی۵۸با غلظت  EDTA از، DNaseI نمودن آنزیمغیرفعال
  .استفاده شد C۶۵° در دمای

 پلیمراز -Aبا استفاده از پلی، cDNAقبل از سنتز : cDNAسنتز 
ا ب( ها اضافه شدRNA کلیه ۳´ انتهایبه  Aپلیدم )ژاپنتاکارابیو؛ (

 ل شرکتطبق پروتکسپس  .)کنندهتوجه به دستورالعمل شرکت تولید
	Thermo؛ RT(کریپتاز معکوس ترانس آنزیمسازنده  Fisher	

Scientific با استفاده از  و )ایالات متحده؛RT  استفاده از پرایمر و
  .انجام شد cDNAسنتز  Anchored‐Oligo‐dTاختصاصی 

 واکنش :(PCR	Time	Real)ای پلیمراز کمی واکنش زنجیره
PCR  با استفاده از دستگاه کمیABI یبه کمک پرایمرها 
سیکل در  ۴۸شده و در حضور شناساگر سایبرگرین برای طراحی

 C۷۲°ثانیه و ۲۸مدت به C۶۸° ،ثانیه۱۵مدت به C۸۵° شرایط دمایی
ها miRNAسطح بیان کردن برای نرمال .ثانیه انجام شد۲۸مدت به

های داده .استفاده شد GAPDH از ژنها mRNAو برای  U48 از ژن
 .شد آنالیز GraphPadافزار نرمو  ΔΔCt‐2با استفاده از روش حاصل 

تمام  .شده است ذکر ۱لیست پرایمرهای مورد استفاده در جدول 
  .انجام شد صورت دو بار تکرارآزمایشات به

  

  استفاده مورد پرایمرهای لیست )۱جدول 
  (از چپ به راست) ۳´به  ۵´توالی پرایمر 	نام پرایمر

U48	رفت:	TGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGT	

Universal	برگشت:	AACTCAAGGTTCTTCCAGTCACG	

SPTBN4‐miR1‐5p	رفت:	CCCAGAGAGGGTGGTGAGG	

SPTBN4‐miR1‐3p	رفت:	CCCGGCCCAGGGCGGCTCCGCC	

SOX2	
	GACTAGGACTGAGAGAAAGAAGAG	:رفت
	AAGAGAGAGGCAAACTGGAATC	:برگشت

POU5F1(OCT4)	
	TCGCAAGCCCTCATTTC	:رفت
	CCATCACCTCCACCACCT	:برگشت

NANOG	
	AATACCTCAGCCTCCAGCAGATG	:رفت
	TGCGTCACACCATTGCTATTCTTC	:برگشت

GAPDH	
	GCCACATCGCTCAGACAC	:رفت

	GGCAACAATATCCACTTTACCAG	:برگشت

  

  هایافته
های در روند تمایزی سلول SPTBN4‐miR1 منظور بررسی بیانهب

NT2 یکارسینوما یبنیاد یها، سلولعصبیهای شبههبه سلول 
با استفاده از و روزه ۱۴طی روندی  (NT2) جنینی انسان

 یراب .ندعصبی تمایز داده شدهای شبهبه سلول ،اسیدرتینوئیک
 یمارکرهاطی این روند تمایزی، بیان اطمینان از تحصیل تمایز 

طی روند  .گرفتند مورد ارزیابی قرار ،عصبینیز و  نگییبنیادمولکولی 
ترین مارکرهای عنوان یکی از اصلیبه OCT4ژن تمایز عصبی، 

داری را نسبت کاهش بیان معنی ۱۴ و ۸، ۳طی روزهای  نگی،بنیادی
همچنین شاهد کاهش بیان  .دادبه روز صفر تمایزی (کنترل) نشان 

علاوه  اخیراً  .بودیمتمایزی  ۱۴و  ۸های در روز  SOX2دار ژن معنی
و تمایزی بنیادینگی عنوان مارکر ها نیز بهmiRNAها، mRNAبر 

 miR‐302 گیتوان به مارکر بنیادیناز جمله می .اندشناخته شده
کاهش بیان  ،اشاره کرد که در مطالعه حاضر طی روند تمایزی

 نمودار( دادتمایزی از خود نشان  ۱۴و  ۸های داری را در روز معنی
های تمایز یکی از مارکر عنوان هب PAX6ژن تمایزی، طی این روند  .)۱

نشان  ۱۴و  ۸، ۳داری را در روزهای افزایش بیان معنی نیز، عصبی
در دیگر، عنوان یک مارکر تمایزی به miR‐145بیان  ،همچنین .داد

  .)۱ نمودار( بوددچار افزایش بیان شده  ۸و  ۳روزهای 
  

  
طی تمایز عصبی و تمایز عصبی بنیادینگی بررسی بیان ماکرهای  )۱نمودار 
شاهد کاهش بیان مارکرهای  NT2های طی روند تمایز سلول؛ NT2های سلول

. همچنین مارکرهای تمایزی بودیم miR‐302و  OCT4 ،SOX2مانند بنیادینگی 
داری را نشان کر تمایز عصبی) افزایش بیان معنی( مار  PAX6و  miR‐145مثل 
را نسبت  ****p* ،۰۱/۰<p** ،۰۰۱/۰<p*** ،۰۰۰۱/۰<p>۰۵/۰ داری. سطح معنیدادند

  دهند.نشان می T‐test وسیلهبه کنترل ماک به

  
 به دنبال بررسی بیان؛ شودمشاهده می ۲ نمودارکه در  یطور ناهم

SPTBN4‐miR1 عصبی سلولدر روند تمایز شبه NT2،  شاهد
 و SPTBN4‐miR1‐3p(هر دو فرم  دارکاهش بیان معنی
SPTBN4‐miR1‐5p تمایزی نسبت به روز صفر (کنترل)  ۳) در روز

طور بیان آنها به ۱۴و  ۸تمایز در روزهای  اما در ادامه روند .بودیم
  .)۲ رنمودا( کردداری نسبت به روز صفر (کنترل) افزایش پیدا معنی
بر روند تمایز  SPTBN4‐miR1منظور بررسی تاثیر بیش بیان به
 آنکننده ها با سازه بیش بیان، این سلولNT2عصبی سلول شبه

حاکی از بیش بیان  RT‐qPCRنتایج حاصل از  .ترنسفکت شدند
 هایدر سلول SPTBN4‐miR1‐3Pو  SPTBN4‐miR1‐5pموفق 

ها در کنار سپس این سلول .)۳ نموداربود ( NT2 شدهترانسفکت
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ستفاده با ا عنوان کنترل)،ه(ب ماکشده با وکتور ترنسفکت هایسلول
 PCRبا استفاده از روش  .اسید تمایز داده شدنداز تیمار رتینوئیک

و تمایزی در نمونه بنیادینگی تغییرات مارکرهای کمی 
‐SPTBN4شده و کنترل بررسی شد تا اثر بیش بیان ترنسفکت

miR1 که  دبونتایج حاکی از آن  .ها بررسی شودبر تمایز این سلول
کاهش  miR‐302و  OCT4بنیادینگی های ایز مارکر در روز سوم تم
در  همچنین .اندکردهداری نسبت به نمونه کنترل پیدا بیان معنی

 SOX2و  OCT4دار مارکرهای تمایز شاهد کاهش بیان معنی ۱۴وز ر
  .)۴ نمودار( بودیم

  

  
 NT2های روند تمایز عصبی سلولطی  SPTBN4‐miR1بیان نسبی ) ۲نمودار 

در روز سوم تمایز کاهش  SPTBN4‐miR1‐3Pو  SPTBN4‐miR1‐5pبیان (
داد. از روز سوم به بعد تا روز هشتم داری را نسبت به روز صفر نشان معنی
نسبت به روز صفر تمایزی  miRNAداری در بیان این افزایش معنی ،تمایزی

 اینهر دوی یافته بیان میزان افزایشسپس از روز هشتم . شدمشاهده 
miRNA ۰۵/۰ داریسطح معنیخر ثابت ماند. آتا روز ها<p* ،۰۱/۰<p** ،

۰۰۰۱/۰<p**** وسیلهرا نسبت به کنترل ماک به T‐test دهند.نشان می(  

  

  
 NT2های سلول ؛NT2های در سلول SPTBN4‐miR1بیش بیان  تایید )۳نمودار 

ترنسفکت شده و سپس با  SPTBN4‐mir1کننده با استفاده از سازه بیش بیان
و  SPTBN4‐miR1‐5pهر دوی بیش بیان  RT‐qPCRاستفاده از روش 
SPTBN4‐miR1‐3P  ۰۱/۰ داریسطح معنیشد.  تاییدروز سوم تمایزی در<p** 

	دهند.نشان می T‐test وسیلهرا نسبت به کنترل ماک به

  

  

  

  

  
های بر روند تمایزی سلول SPTBN4‐mir1بررسی تاثیر بیش بیان  )۴نمودار 
NT2 های به دنبال ترنسفکت موفق سلول؛NT2 ها با استفاده و تمایز این سلول

 و تمایز عصبی بررسی شد. نتایج بنیادینگی اسید، مارکرهای از ماده رتینوئیک
های بنیادین ، مارکر SPTBN4‐mir1که به دنبال بیش بیان  بودحاکی از آن 

OCT4  ۱۴و  ۳(روز های( ،SOX2 ) و ۱۴روز (miR‐302  روز)کاهش بیان ۳ (
 داریسطح معنی .دهندنشان میماک کنترل  داری را نسبت به نمونهمعنی
۰۵/۰<p*  وسیلهماک بهرا نسبت به کنترل T‐test دهند.نشان می  
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  بحث

متعلق به خانواده  کنندهکدکوچک غیر  RNA هایلکولوم
microRNA کننده وان یک کلاس جدید از عوامل تعیینعنبهها

 miRNA ۰۰۵۲بیش از تاکنون  .]15[اندسلولی ظهور کرده سرنوشت
مانند عوامل رونویسی، یک ه و ]18[استدر انسان شناخته شده 

miRNA 9[های متعدد را تنظیم کندتواند بیان ژنمی تنهاییبه[. 
 به منجرطور معمول های مربوطه بهmRNAبا  miRNAتعامل 

مانند  .]9[شودمیهای هدف mRNAشدن یا سرکوب ترجمه ثباتبی
از لحاظ مکان و زمان ها miRNAبیان الگوی  فاکتورهای رونویسی،

اسخ در وضعیت سلولی پ شدهایجاد بسیار تنظیم شده و به تغییرات
ها در شرایط مختلف miRNAشناسایی الگوی بیانی  .]19[ددهمی

 شبردپیهای کوچک برای به درک ما از پتانسیل این مولکولسلولی 
کنند، سرنوشت و شخصیت سلول را تعریف میهایی که برنامه
  .افزایدمی
هش با کا های سلولی مشخصسلول پرتوان به ردهو تبدیل  تغییر

 ردهی صاختصاهای شدن ژنمارکرهای پرتوانی و خودنوسازی و فعال
های miRNAاین تغییرات چشمگیر با تغییرات بیان  .همراه است

طور ها بهmiRNAدهد که نتایج نشان می .]20[زیادی همراه است
 .ستندضروری ههای پرتوانی و تمایزی کلی برای دستیابی به ویژگی

، در ترویج خروج miR‐145ها، مانند miRNAدر حالی که برخی از 
وان عنالت پرتوانی با هدف قراردادن عوامل چندگانه پرتوانی (بهحاز 

ها miRNAدیگر  ،]21[ندکن) عمل میCT4Oو  KLF4 ،SOX2مثال، 
 در مطالعه حاضر به بررسی .]22	,23[نقش دارند پرتوانیثبات حالت در 
تولید  SPTBN4ایم که از ژن ای پرداختهmiRNA و نقش بیان
نقش مهمی در است ها این ژن که از خانواده اسپکترین .شودمی
 حفظ این ژن برای اهمیت مچنینه .]1[داردها گیری نورونشکل
 تکوین زمانی دورهکردن فراهم و مفاصل حرکتی مسیر کنترل

 miRNAبنابراین بررسی بیان و نقش این  .]24[مشخص شده است
نتایج حاصل در تحقیق حاضر،  .در تمایز عصبی حائز اهمیت است

و تمایز عصبی حاکی از تمایز بنیادینگی از بررسی بیان مارکرهای 
 .بودساز عصبی های پیشبه سمت سلول NT2 یهاسلول موفق
اهش شاهد ک اسیدها با رتینوئیکطوری که به دنبال تیمار سلولبه

و همچنین  OCT4، SOX2چشمگیر مارکرهای پرتوانی همچون 
 در سلولی تکثیر .)۱ نمودار( بودیم miR‐302 میزان کاهش
 زا کوچک مجموعه یک فعالیت طریق از جنینی بنیادی هایسلول
 بیان و دارند قرار SOX2 و OCT4 اطراف در که رونویسی عوامل
 .]25[شودمی حفظ کنند،می کنترل را" تمایز" و" خودتجدید" هایژن

که ( miR‐145 بیان نیز و )اختصاصی رده عصبی( PAX6 بیان ژن
افزایش طی این روند  )،در ترویج خروج از حالت پرتوانی نقش دارد

 طی حاضر رونویسی فاکتور کی PAX6ژن  .دکرده بودنبیان پیدا 
 هکنندتنظیم کدشده توسط این ژن پروتئین .]26[است جنین رشد

  .]27	,28[است مغز و چشم اصلی طی تکوین
های به سمت سلول NT2های به دنبال تمایز موفق سلول

‐SPTBN4و  SPTBN4‐miR1‐5Pبه بررسی بیان  ،عصبیشبه

miR1‐3P  این  که هر دودر این دوره تمایزی پرداختیمmiRNA ها
شده تولید ساز کلونمربوط به پیشساقه  -از یک ساختار حلقه

ها به دنبال یک کاهش miRNAکه این  دادنتایج نشان  .شدندمی
 یتمایز  ۸روز  تارا داری افزایش بیان معنی ،بیان در روز سوم تمایزی

مانند سپس در بقیه دوره در همین سطح میو  دندهنشان می
در ها miRNAاین  بالقوهنقش  دهندهاین نتایج نشان .)۲نمودار (

در روز سوم  miRNAاز آنجایی که بیان این  .استتمایز عصبی 
بر  در روز سوم تمایزیرا  هااثر بیش بیان آن ،شوددچار کاهش می

 RT‐qPCRنتایج حاصل از  .ها سنجیدیمتمایز این سلول روند
ها به داخل miRNAکننده این حاکی از انتقال موفق سازه بیش بیان

 .)۳ نمودار( بودو بیش بیان آن در روز سوم تمایزی  NT2سلول 
 مجدداً  ،هاآنها بر روند تمایز این سلول منظور بررسی تاثیرسپس به

 .ها اختصاصی رده را بررسی کردیمبیان مارکرهای پرتوانی و ژن
نشان داده شده است بیش بیان این  ۴ نمودارطور که در همان

miRNA های در سلولNT2 روج از تمایز و خ روند تسریع باعث
 هایکاهش بیان مارکر طوری که شاهد به .پرتوانی شده استحالت 
در  SOX2 در روز سوم تمایزی و ژن miR‐302و  OCT4 پرتوانی

 SPTBN4‐miR1کننده های بیش بیاندر سلول تمایزی ۱۴روز 
، اندترنسفکت شده mockکنترل هایی که با سازه نسبت به سلول

آمده از مطالعه حاضر نقش دستبنابراین نتایج به .)۴نمودار ( بودیم
 NT2های عصبی سلولرا در پیشبرد تمایز شبه miRNAاین 

 قاتتحقی تمرکز بنیادی، هایسلول تمایز فرآیند .دهدپیشنهاد می
 .ستا بنیادی هایسلول درمان و بافت مهندسی برای پزشکیزیست
 ،ستا هامکانیزم این تعریف تنهانه زمینه این در جاری لهمسا یک
 یزن هاسلول انواع و تمایز به رشد مختلف مراحل شناسایی بلکه
بر روند  SPTBN4‐miR1های دیگری شبیه به miRNA .است

‐miR‐134، miR همانند .انددخیل بوده بنیادی هایتمایزی سلول

296، miR‐470، miR‐145 و let‐7 برنامه شدنخاموش در که 
]21	,29	,بنیادی دخیل هستندهای سلول تمایز پیشبرد یا خودگردانی

ر شناسایی ها دmiRNAاین  چه بیشتر شناسایی هربنابراین  .30[
  .ها سودمند استها و روشهر چه بیشتر این مکانیزم

 

 Hes1بیان  miR‐32در مطالعات گذشته نشان داده شده است که 
اسید تنظیم توسط رتینوئیک NT2های طی القای تمایز سلولرا 
طوری که کند بهدر تکوین نقش مهمی را ایفا می و احتمالاً  کرده

مانع از تمایز این  NT2های در سلول miRNAمهار بیان این 
  .]31[اسید شدها پس از القا با رتینوئیکسلول

 

ظیم تمایز عصبی حائز اهمیت در تن miR‐125bعلاوه بر این 
سری از طی تمایز عصبی یک miRNAبیش بیان این  .است

mRNAاز آنجایی که  .کندرا تنظیم منفی می های هدف
صورت شوند بهها بیان میmRNAهایی که توسط این پروتئین

منجر به افزایش  miR‐125bکند، القای نرمال تمایز را مهار می
  .]32[شودهای عصبی مهمی میبیان ژن
عنوان به β/SMAD‐(TGF)ها در مسیر سیگنالینک اسپکترین

یک  β‐TGFلکول وم .]3[دخیل هستند SMAD3/4لکول آداپتور وم



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکاران ینیحس ساداتمهیفه ۶۱۴

   ۱۳۹۸، پاییز ۴، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                                فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

 هایپروتئین ترشحی است که تکثیر، تمایز و مرگ را در سلول
از  miRNAاز آنجایی که میزبان این  .]33[کندمختلف تنظیم می
راستا هم miRNAرسد که این ها است به نظر میدسته اسپکترین

این  بنابراین .با ژن میزبانش در تمایز سلولی نقش داشته باشند
نیز از طریق این مسیر  SPTBN4‐miR1احتمال وجود دارد که 

 رهای موثر دبین ژنتوان نقش خود را در مسیر تمایز ایفا کند و می
های هدف احتمالی این این مسیر سیگنالینگ به دنبال ژن

miRNA پرداخت.  
  

  گیرینتیجه
ها miRNAشناسی اگرچه زمینه زیست توان گفتدر مجموع می

ثیر آن در درک ما از تنظیم عملکرد سلول اجوان است، اما ت نسبتاً 
 هاmiRNAدهد که این این مطالعه نشان می .بسیار وسیع است

این  کنند ودر پیشبرد تمایز و خروج از حالت پرتوانی نقش ایفا می
درک  بتوانیمها miRNAامید وجود دارد که با بررسی اهداف این 

های تنظیمی عملکرد سلول و مسیرهای مز به مکانی تری نسبتعمیق
 miRNA دهد که دوما نشان می نتایج .تمایزی به دست بیاوریم

 اند و با هم رونویسیساقه مشتق شده -بالغ که از یک ساختار حلقه
این  .شوند دارای عملکردهای بیولوژیکی یکسانی هستندمی
در زمینه مارکرهای تمایزی  ایهای جدید پیامدهای بالقوهیافته
  .دارند
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