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 CD20 رسپتور بیان بر TUG1 کنندهکد غیر RNA بیان کاهش اثر
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 چکیده 

کنترل  جهتهای خودایمن در ایران و جهان است. ( یکی از شایعترین بیماریMSمالتیپل اسکلروزیس )

شرفت  ص عنوانبه MSپی ستم ع سی ید تول بی مرکزی، تاکنون داروهای زیادییک بیماری التهابی مزمن 

روی  CD20است که به رسپتور  انسانی-موشی کایمریک مونوکلونال بادیآنتی ریتوکسیماب. ه استشد

 کلیدیفراوانی نقش  هایپژوهشامروزه . شططودمیآپوپتوز  القای باعثو  متصططل Bی هاسططلولسطط   

RNA اندتایید کرده را از جمله آپوپتوز مولکولی مسطططیرهایو  هاژنهای غیر کدکننده را در تنظیم بیان. 

شدمی MSدر بیماران مبتلا به  TUG1 LncRNAگر تغییرات بیانی بیانآنالیزهای بیوانفورماتیکی  نتیجه  .با

سم عملکرد TUG1 LncRNAنقش احتمالی حاضر در م العه ، بنابراین در  ریتوکسیماب در تنظیم مکانی

سی تجربی  صورتبه پوپتوزالقای آ سی .شدبرر صی  DNAzyme، برای این برر صا  TUG1علیه اخت

انجام  پس ازدر ادامه نسططفکت شططد. تر Rajiی هاسططلولبه  در حضططور و عدم حضططور دارو طراحی و

شن سفک ستخراج ترن سنتز  RNA، ا سی  RT-qPCRی هدف با تکنیک هاژنبیان  ،cDNAو  به . شدبرر

کاهش بیان  ،همچنین .کاهش یافت SMAD2بیان  افزایش و CD20 ژن بیان ،TUG1دنبال کاهش بیان 

TUG1  در فاز  هاسلولتجمع و آپوپتوز  لقایامنجر بهG1 سدمی به نظر .شد نقش  TUG1بیان س    ر

 داشته باشد.ریتوکسیماب درمان با  اثربخشی و میزان Bی هاسلولدر  CD20 ژن بیانتنظیم در موثری 

 

 CD20  ،long non coding RNA ،TUG1: ریتوکسیماب، کلید واژگان
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  مقدمه-۱
( یک بیماری التهابی MS) 1مالتیپل اسطططکلروزیس بیماری

هاب به واس ه الت که با دمیلینه شدن و آسیب نورونیاست 

این بیماری  .شودمیایجاد  CNSدر سیستم عصبی مرکزی 

یک و  های اوتونوم ناتوانی در حرکت و عملکرد بب  سططط

شتر در جوانان MS. بیماری شودمی بیمار شناختی و به  بی

دهد و بار سطططال ری می 40تا  20بین سطططن  هاویژه خانم

مال یل میروانی و  عه تحم جام به  ندی فراوانی   .[2, 1]ک

ابی های التهپلاکگیری شکل در ابتدا با حملات وبیماری 

. این حملات معمولا با شودمیدر ماده سفید مغز مشخص 

ت پیشططرف . باشططوندهبود کامل یا نسططبی آسططیب همراه میب

هم تحلیل عصططبی ند و شططوها بیشططتر میبیماری آسططیب

ساس علائم بالینی به انواع  MS بیماری یابد.افزایش می برا

له مختلفی  (؛  RRMS)remitting MS-elapsingR,از جم
, PPMS progressive MS) -(secondarySPMS 

progressive MS)-Primary( سته مهم .[3]شودبندی مید

توسط م العات همراهی کل ژنوم  تاکنون یی کههاژنترین 

(GWAS)  برای اسططتعداد ابتلا بهMS  از ، اندشططدهگزارش

همراهی هسطططتند که  دولاس ک HLA ژنیکلاسطططترجمله 

ضحی شیوع بیماری وا  دارمعنیهای ژنی واریانتدارند.  با 

که با بیماری همراهی نشطططان دادند نیز شطططامل  HLAغیر 

IL2RA ،ILRA7 ،CYP27B1 ،MGAT5 ،STAT ،

CD40 ،IRF8 التهاب  و چندین ژن دیگر موثر در مسطططیر

که  دنشططان داو همکاران  Ivan Jelcicه م الع. [4] هسططتند

در بیماران  ،فعال شططده Tی هاسططلول خودیخود بهتکثیر 

MS کند. اینترکشطططن بین افزایش پیدا میB-cell  وHLA-

DR15    س شدن و سها  T-cellو سلول روی  بب فعال 

که نقش بسیار  شودمیی ایمنی هاسلولرشد خودبخودی 

هاب و همچنین در حفظ الت MSمهمی در پاسططا ایمنی در 

صبی مرکزی بازی می ستم ع سی سیکند. در  شان برر ها ن

کنند که در مغز یی را تولید میهاژنآنتیها  B-cell داده که

                                                           
1 Multiple Sclerosis 

در  CD4+دارای  Tی هاسطططلولو توسطططط  یابدمیافزایش 

این م العات نتایج شطططوند. حال رشطططد شطططناسطططایی می

مالی برای نقش مهم  حات احت و  Bی هاسطططلولتوضطططی

بیان کننده  Bهای علیه سطططلول هاموفقیت درمانهمچنین 

مانند  T-cellهای مرتبط با در بیماری CD-20آنتی  ررسپتو

MS [5]دهدرا ارائه می. 

سفوپروتئین گلیکوزیله CD20 مارکر ست که یک ف روی  ا

 Bهای و خود لنفوسسیت Bهای س   پیش ساز لنفوسیت

یان می ندیب گا تاکنون  شطططود. برای این پروتئین هیی لی

پایه رفته برو م العات زیاد صورت گ است نشدهشناسایی 

شان داده بادیآنتی نقش مهمی در تنظیم تکثیر  CD20که  ن

ضد  هایبادیآنتیاگرچه،  .دارد Bی هاسلول شده  تولید 

CD20 ، قای تاثیرات ضطططدتکثیری در  in vitroسطططبب ال

عملکرد و مولکولی  دقیق مکانیسططم همچناناما  شططوند،می

رای ایجاد ب، همچنین، CD20 مارکر آن روشطططن نیسطططت.

آنتی برعلیهویژه هب Bی هاسطططلولپاسطططا ایمنی مناسطططب 

قل از هاژن  هدف CD20 تاکنونکاربرد دارد.  Tی مسطططت

ی مونوکلونال زیادی، از هابادیآنتی مناسططبی برای طراحی

 ،Rituximab ،Obinutuzumabجطططططمطططططلطططططه 

Ofatumumab،Ibritumomab،  Tositumomab و

Ublituximab های مختلفی بیماریکه برای  بوده اسطططت

ند  ماریBلنفوم سطططلول مان خودایمنی های ، لوکمی و بی

 شوند. استفاده می

مونوکلونال مهندسططی شططده  بادیآنتیریتوکسططیماب یک 

ش سانی -یکایمریک مو ست کهان ن بیمارابرخی از برای  ا

MS  تیمار ریتوکسطططیماب باعث کاهش شطططودمیتجویز .

 در حال چرخش Bی هاسطططلولذخایر و همین ور کاهش 

ی هاسلولشود و در ادامه سبب کاهش می درجریان خون

T  هابی های التتکثیرشونده و کاهش پاسا سایتوکاینخود

ز پس ا هبا وجود تاثیرات مثبت مشاهده شد. [6, 5]شودمی

سیماب،  ستفاده از ریتوک سیا سا  هابرر شان دادند که پا ن
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درمانی به داروها از جمله ریتوکسیماب در هر فرد متفاوت 

ست صه. [7]ا شاخ ژنتیکی برای زمینه های در نتیجه یافتن 

سایی بیمارانی که درمان مورد  شت آنها یبرانظر شنا رین بی

 . [8]خواهد بود مفید و مهمفایده را دارد، بسیار 

ی ایمنی و هاسطططلولمسطططیر  هایترین تنظیم کنندهاز مهم

در سططط   رونویسطططی و  هاژنهمچنین تنظیم کننده بیان 

 Long non coding RNAs (lncRNAs) توانمی یژنتیکاپی

ی در یافتن دلایل هتروژنتیت توانندمیاحتمالا ، که نام بردرا 

رونوشططت LncRNAsبین افراد نقش مهمی را بازی کنند. 

که بیشطططتر از  ند  نده پروتئین هسطططت کدکن  200های غیر

، sense،antisenseنوکلئوتید طول دارند و به چند دسطططته 

intergenic ،intronic ،enhancer RNA  وcircular تقسیم

شان بندی می شواهد زیادی ن  LncRNAدهد که میشوند. 

ندمیها  مال و  توان یت نر عال حل مهم ف همچنین در مرا

ی ایمنی نقش داشططته باشططند. تاکنون هاسططلول غیرطبیعی

ندین  یان چ عات مختلف تغییر میزان ب از  LncRNAم ال

ی هاسلولم و را در سر NEAT1 ،TUG1 ،FAS-AS1 جمله

شان داده MSایمنی بیماران  سبت به نمونه کنترل ن  .[9]اندن

TUG1  شبکیه شم اولین بار در  شد و چ سایی  شنا موش 

ست. م العات در ن وجود آ ضروری ا شبکیه  شد  برای ر

به میزان زیادی  TUG1نشان دادند که  2020و  2019سال 

های شططدید در پاسططا التهابی در ایسططکمی قلبی و آسططیب

یاف .[10]ریوی دخیل اسطططت  های موجود،تهبراسطططاس 

LncRNA TUG1  اهژنمهمی در تنظیم بیان نقش بسططیار 

ندمیبازی  یان آن در در مورد  هایینقش و ک تغییرات ب

تنظیم تکثیر، مهاجرت سططلولی و آپوپتوز مشططاهده شططده 

برهمکنش  Polycombبا کمپلکس مهاری  TUG1اسطططت. 

نظیم در تژنتیکی اپی صطططورتبه تواندمی کند وبرقرار می

سیرهای مولکولی  شد.م شته با سینتیجه  نقش دا ی هابرر

پس از رونویسی  TUG1که  بیانگر آن استبیوانفورماتیکی 

در هططا  microRNA(miR)از طریق اسطططپططانی کردن نیز 

سم سیر هاژناز جمله  هاژندر تنظیم  سیتوپلا ی مهم در م

سططزایی بازی هنقش ب TNFα -6, IL-1β, IL-IL ,10التهابی 

 [11]کندمی

صی از  سته خا سیماب در درمان د ضر از ریتوک در حال حا

شود، اما بیماران پاسا یکسانی استفاده می MSمبتلایان به 

پاسطططا برای دهند.به دارو نمی یل مولکولی این   یافتن دل

هادر تنظیم LncRNAمتفاوت و با توجه به اهمیت بالقوه 

یکی های بیوانفورماتابتدا با بررسیدر این م العه ، هاژنبیان 

TUG1 یک کاندید برای ایفای نقش در پاسطططا  عنوانبه

ان ژن بیدر نتیجه  متفاوت به ریتوکسططیماب انتخاب شططد.

1TUG  رده لنفوئیدی ی هاسلولدرRaji  شد کاهش داده 

و میزان کارایی تیمار ریتوکسططیماب  CD20و سطط   بیان 

کشت  Rajiی هاسلولابتدا ، این بررسیبرای  .شد بررسی

شد و تیمار با دو غلظت  و گرممیکروگرم بر میلی 10 داده 

د ی کاندیهاژنو بیان  شدانجام  گرممیکروگرم بر میلی 40

مار بررسطططی شططططد. همچنین پس از طراحی  ،پس از تی

DNAzyme  اختصاصی برایTUG1 ،این ژن در ناک داون 
سیماب  هاسلول ضور داروی ریتوک ضور و عدم ح در ح

 Real-Timeآنالیز نتایج  . پس از ترنسططفکشططن،شططدانجام 

PCR  رسطططپتور ریتوکسطططیماب بیان نشطططان داد کهCD20 

یکی از  عنوانبه SMAD2 بیان و در مقابلداشطططت افزایش 

 ،. علاوه بر اینکاهش یافت CD20 منفی هایتنظیم کننده

 آپوپتوز بر چرخه سططلولی و میزان TUG1تاثیر کاهش بیان 

  بررسی شد. نیز

 هامواد و روش -۲

 کشت سلول ۲-۱

بانک از  Raji +CD20بورکیت  لنفومبا منشططا رده سططلولی 

  T25فلاسک در  خریداری و تیتو پاستور ایرانسلولی انس

شت داده شد و نگهداری  برایشد.  ک از محیط  هاسلولر

RPMI (Gibco حاوی )جنین گاوی سطططرم درصطططد  10

(FBS,Gibcoو ) حد بر  100)سطططیلین پنیدرصطططد  1 وا

 لیتر(بر میلی گرممیلی 100و اسططترپتومایسططین )لیتر( میلی

(Gibco)  .ها به حد م لوب برای رسیدن سلولاستفاده شد
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ضور هاسلولاز لحاظ تعداد و مورفولوژی،   CO2 5 در ح

نگهداری گراد در انکوباتور سططانتیدرجه  37در  و درصططد

های بعدی آزمایشبرای انجام  هاسلولاین ، سپسشدند. 

 .شدند استفاده

 داروی ریتوکسیماب با  Rajiسلول تیمار  ۲-۲
سیماب برای  سب داروی ریتوک شرکیافتن غلظت منا ت )

 MTT 1 آزمون(، لیترگرم برمیلیمیلی 50 آریوژن لططب،

 10 آمده دو غلظت دسططتبهو براسططاس نتایج شططد انجام 

از  گرممیکروگرم بر میلی 40و  گرممیکروگرم بر میلی

های دارویی غلظت. شطططد انتخاب داروی ریتوکسطططیماب

ل حلا عنوانبه کشططتمحیط وبا اسططتفاده ازتازه  صططورتبه

ده تکثیر شدند در شرایط ذکر شRaji ی هاسلولتهیه شد. 

شتسلول  5×410 به تعداد خانه 12و در پلیت  شدند.  ک

ها تیمار و از آن ساعت 24و  12به مدت  Rajiی هاسلول

سه با  ستفادی کنترهاسلولدر مقای ه ل برای آنالیز بیان ژن ا

  .[12]شد

 LncRNA TUG1کاهش بیان  ۲-۳

نده  ۲-۳-۱ ید برش ده طراحی الیگودئوکسییی نوکلتوت
(DNAzyme) 

یان  برای الیگودئوکسطططی  2از  LncRNA TUG1کاهش ب

طراحی شططده بر علیه  DNAzyme نوکلئوتید برش دهنده 

RNA LncRNA TUG1  پس از شد. برای طراحی استفاده

 TUG1 های مختلفیافتن نواحی مشطططترک بین واریانت

 های تکطراحی توالی،  Omega2Clustalسططایت  توسططط

ای هافزارنرمنوکلئوتید توسط  31و  32با طول  DNAرشته 

Oligo7  وNCBI-Blast برای بررسی  ،انجام شد. همچنین

شته  ساختارهای ثانویه درون ر شکیل  هدف، از  mRNAت

و  3RNAfoldبه نام  RNAسططاختار دوم  بینیپیش افزارنرم

rna.urme.rochester.edu  شد. توالی ستفاده   DNAzymeا

  .[13]شده است آورده 1شده در جدول های استفاده 

 در جدول زیر ارائه شده است. مورد استفاده در این تحقیق DNAzymeتوالی پرایمرها و  ۱جدول 

 

 

                                                           
1 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
2 https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ 

3 http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi 

 ژننام  توالی PCR (bp) Tmمحصول 

261 
66 F:TAAGGAGAAGCTGTGCTACGTC 

B actin, NM_001101.5 
72 R:AGCACTGTGTTGGCGTACAGGTC  

- 
 ACTGGCTTCAGGCTAGCTACAACGATCTCTACATCG 

TUG1 DNAzyme 
 AAACGCTGTCAGGCTAGCTACAACGACAGGATTCAAG 

304 
66 F:GCTCTCTTTACTGAGGGTGCTT 

TUG1,  
NR_152871.1 70 R:GGATCTGTCAAGTCTCAATGTTGG 

296 
62 F:TGCTCCAGACCCAAATCTAAC 

CD20, 

NM_152866.3 
58 R:CTCTTGGAAGCTATGAACAC 

266 
64 F:GTCAAAAGTACGATGTGGTTCC 

SMAD2, 
NM_001003652.4 62 R:CACAGGTAAGAGCAAACAAG 

156 

70 F:GCTCAGATAGCGATGGTCTGGC 
TP53,  
NM_001407269.1 58 R:AGTGGATGGTGGTACAGTCAGAG 
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کت  ۲-۳-۲ به درون  DNAzyme TUG1ترانسییی 

  Rajiیهاسلول

 ، تعدادRajiی هاسلول ها به DNAzymeترانسفکت  برای
 خانه 12پلیت در  درون هر چاهک  Rajiسطططلول  7×410

شد شت داده  شده با DNAzyme. درادامه ک  های طراحی 

ز او با اسطططتفاده فاقد سطططرم  کشطططتمحیطماکرولیتر  200

Thermo Fisher Scientific, USA )TMTurboFect  بططه

بدون اضافه  سلولچاهک حاوی شد. کت نسفاترها سلول

شد. برای  عنوانبه DNAzymeکردن  ستفاده  نمونه کنترل ا

صطططحی  م انجا اطمینان از عملکرد صطططحی  توربوفکت و

کننده  ، از یک وکتور بیانهاسطططلولترنسطططفکشطططن  روند

 استفاده شد. کنترل ترانسفکشن عنوانبه 5GFPپروتئین 

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج  ۲-۳-۳

یان  ی مورد نظر در هاژنبرای بررسطططی میزان تغییرات ب

، اسططتخراج  DNAzymeی ترانسططفکت شططده با هاسططلول

RNA  30پس از گذشت  کنترل ی تیمار شده وهاسلولاز 

کل از  RNA. شططدانجام  سططاعت از زمان ترنسططفکشططن

ساس روش فنول Rajiی هاسلول سط –بر ا کلروفرم و تو

RiboX (Gene All, Korea)  ستور العمل شرکت و طبق د

اسططتخراج  RNAکیفیت و کمیت  اسططتخراج شططد. سططازنده

شده به ترتیب توسط الکتروفورز روی ژل آگارز و دستگاه 

سپکتروفتومتر  شد.ا سیله کیت  cDNAسنتز  ارزیابی  به و

و  کل  RNAاز  3µg ( و باBiofact, Korea) cDNAسنتز 

وشطططت بردار معکوس و به کمک واحد از آنزیم رون 200

گو ی ل مرهططای ا ی  ,Random hexamer (MWGو  dTپرا

Germany سازنده شرکت  ستورالعمل کیت  ( و م ابق با د

 انجام شد. )بیوفکت( 

 طراحی پرایمر  ۲-۳-4

از بانک  TUG1, CD20, SMAD2 ،ACT-B  یهاژنتوالی 

کنطار هم قرار دادن  مطد. پس ازبطدسططططت آ NCBIژن 

                                                           
5 PGFP-V-RS scramble vector 
6 Forward 

سکریپت سایت هایتران ستفاده از  شده با ا  Clustal تایید 

Omega  هاژنپرایمرهای اختصطططاصطططی ی هدف هاژناز 

فاده از  با اسطططت  Oligo7 افزارنرمبرای نواحی مشطططترک و 

از  NCBI BLASTسطططپس با اسطططتفاده از طراحی شطططد.

 حاصل شدن طمیناایمرها اپرل تصاامحل دن ختصاصی بوا

 انعنوبهاز ژن بتا اکتین انسطططانی این م العه  در .(1)جدول

فاده است هاژنژن کنترل داخلی برای نرمال کردن آنالیز بیان 

  .ه استشد

  RT-qPCRبا تکنیک هاژنآنالیز بیان  ۲-۳-5

 با TUG1, CD20, SMAD2 ،ACT-B یهاژنسططط   بیان 
 دسطططتگاه توسطططط PCRاندازه گیری شطططد.  qPCR روش

StepOne Applied Biosystems (Applied Biosystem, 

USA از  نانوگرم 10( و با اسطتفاده ازcDNA ،2 میکرولیتر 

 4 و EvaGreen (5X, Solis BioDyne, Estonia)از مسططتر

یمرهططای پیکومولار پرا و   6برنططدهپیش از هر کططدام از 

تمام میکرولیتر انجام شططد.  10در حجم نهایی  7برگرداننده

. شططرایط دمایی شططدبار تکرار انجام  2 ها با حداقلواکنش

سیون اولیه در دمای  شامل: دناتورا  15به مدت  95واکنش 

سیون در  40دقیقه، به دنبال آن  درجه به  95سیکل دناتورا

صال پرایمر 15مدت  سانتی درجه 60ها در ثانیه، دمای ات

به  گرادسططانتیدرجه  72در  ثانیه و تکثیر 20به مدت  گراد

یه 30مدت  حت عملکرد بود.  ثان نان از صططط برای اطمی

آنالیز منحنی  PCRو تک باند بودن محصطططولات پرایمرها 

نیز  PAGEروی ژل  PCRو محصططولات  شططد ذوب انجام

 .بررسی شد

له  ۲-4 به وسییی بررسییی چر ه سییلولی و آپوپتوز 

 فلوسایتومتری 

سی ستی  اثر برای برر بر  LncRNA TUG1کاهش بیان زی

 هاسططلول ،Rajiچرخه سططلولی و میزان آپوپتوز در سططلول 

 با اسططتفاده از DNAzyme TUG1 شططدند وداده  کشططت

7 Revers 
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شد هاسلولبه  توربوفکت سفکت  شت ترن  و پس از گذ

مان  جام  30ز ند و برای ان عت سطططانتریفیوژ شطططد سطططا

یرات میزان تغیفلوسططایتومتری طبق پروتوکل آماده شططدند. 

و  Annexin-PI کیت با اسطططتفاده از هاسطططلولآپوپتوز در 

سایتومتری ستگاه فلو  ,BD FACS Calibur, San Jose) د

CA, USA)8 .ارزیابی شد 

 آنالیز آماری ۲-5

ها توسطططط  ماری و رسطططم نمودار های آ نالیز ) افزارنرمآ

Version 8 )Graph Pad prism شططد. آنالیز بیان ژن  انجام

ستفاده از فرمول  کمی صورتبه سبه  ΔCT– 2با ا جهت محا

  foldبرای محططاسطططبططه مقططدار  ΔΔCT– 2سططط   بیططان و

change سه دو گروه از برایهمچنین  .[41]شدانجام  مقای

ستفاده شد.  unpaired Student T-test ازمون اماری نتایج ا

برای هر گروه با میانگین و خ ای اسطططتاندارد از میانگین 

(Mean ± SEM)  شان شدندن  ≥Pی دارمعنیس   . داده 

 .در نظر گرفته شد 0.05

 نتایج -۳

تحت تیمار داروی  TUG1بررسی تغییرات بیان ژن  ۳-۱

 ریتوکسیماب

یان  مار داروی  TUG1برای بررسطططی تغییرات ب حت تی ت

شود. از  سب تعیین  ریتوکسیماب، لازم بود ابتدا غلظت منا

میکروگرم بر  40و  5،10،20 هایبا غلظت هاسلولاین رو 

 ،سپسساعت تیمار شدند.  24و  12 هایدر زمان لیترمیلی

سیماب با  هاسلولمانی زنده سیک ریتوک سایتوتوک و تاثیر 

ست  شد MTTکمک ت سی  شکل برر ساس  ، الف(1) برا

های کاندید تحت و بیان ژن MTTاز دسطططت آمده نتایج به

مار دارویی،  ظتتی  لیترمیکروگرم بر میلی 40و  10 دو غل

داروی ریتوکسیماب برای م العه انتخاب شد. آنالیز بیان از 

ظت TUG1ژن  دارو لیتر از میکروگرم بر میلی 10 در غل

که  ه این صورتافزایش بیان وابسته به زمان را نشان داد. ب

سطططاعت  12داری در افزایش معنیمیکروگرم  10 در دوز

(P-value= 0.0149 و در )24 ( ساعتP-value= 0.0001 )

در مقابل (. ب، 1مشاهده شد )شکل  TUG1در س   بیان 

سلول سبب کاهش  میکروگرم 40ز در دو Rajiهای تیمار 

 12سته به زمان در ابصورت وبه TUG1دار بیان ژن معنی

 =P-valueساعت ) 24( و در P-value= 0.0001ساعت )

 .(ج، 1)شکل ( شد0.0001
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8 BD FACS Calibur (BD biosciences, San Jose, CA, USA) 
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ساعت  24( و P value= 0.0149) 12پس از  10ug/ml ( در دوز بتحت تیمار داروی ریتوکسیماب.  LncRNA TUG1.بیان  بررسی ۱.شکل

(P value=0.0001 بیان )TUG1  .40( در دوز جبه صورت وابسته به زمان  به طور معنی دار افزایش یافتug/ml  12در هر دو زمان (P 

value=0.0001 24( و (P value= 0.0001ساعت )  کاهش بیانTUG1 .مشاهده شد 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Rajiب( سلول  ؛با نور مرئی Rajiبا استفاده از توربوفکت. الف( سلول  Rajiسلول به  GFPترنسفکشن وکتور بیان کننده  ۲شکل 

 . PGFP-V-RSترنسفکت شده به وسیله وکتور 

 

شن  ۳-۲ س ک صحت تران سی  با  Rajiی هاسلولبرر

DNAzyme  طراحی شیییده برایRNA  نده کدکن غیر 
TUG1  

 ،Raji یهاسطططلولدر  TUG1برای بررسطططی عملکرد ژن 

DNAzyme  صی ژن به صا شد.  هاسلولاخت سفکت  ترن

سمید کدکننده  شن از پلا سفک صحت روند ترن برای تایید 

شد.  عنوانبه GFPپروتئین  ستفاده   پسساعت  24کنترل ا

شن،  سفک سبز مربوط به بیان ژن  برایاز ترن ردیابی رنگ 

GFP ،سکوپ  هاسلول ستریل با میکرو شرایط کاملا ا در 

( مشاهده شدند. نور سبزرنگی Olympus IX53فلورسنت )

ر ، بیانگشططودمیی ترانسططفکت شططده تابیده هاسططلولکه از 

صاویرموفقیت آمیز بودن روند انجام تر ست. ت شن ا سفک  ن

صویربرداری از  سفکت هاسلولمربوط به ت ده در شی تران

 )الف، ب( نشان داده شده است. 2شکل 

  TUG1-DNAzyme  عملکردبررسی  ۳-۳

سی عملکرد  شده، بیان ژن  DNAzymeبرای برر ستفاده  ا

TUG1  سفکت کردنپس از شد آن با تران سی  شکبرر ل )

 DNAzymeکمی بیططانگر توانططایی  RT-PCR (. نتططایج3
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نسطططبت به گروه  TUG1کاهش بیان ژن در طراحی شطططده 

ساعت پس  30در بازه زمانی  (P- value= 0.07)دکنترل بو

کرد عمل برای بررسی ،همچنین .بود هاسلولاز ترانسفکت 

DNAzyme  در حضططور داروی ریتوکسططیماب نیز بیان ژن

TUG1  مورد بررسطططی قرار گرفت و نتایج نشطططان دهنده

یان  پس از تیمار  (P- value=0.0001)بود TUG1افزایش ب

 .بود
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 lncRNAکاهش س   بیان طراحی شده در کاهش دادن بیان ژن هدف.  DNAzyme میزان کاهش بیان ژن هدف به وسیله بررسی ۳شکل 

TUG1  در نمونه ترنسفکت شده نسبت به نمونه کنترل و افزایش س   بیانTUG1 طور همزمان تیمار ریتوکسیماب و بهای که در نمونه

DNzyme دریافت کرده است (P-value=0.0001).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

( میزان Foldchange:2.24( افزایش حدودا دوبرابری ). الفSMAD2و  CD20های بر بیان ژن TUG1بررسی تاثیر کاهش بیان  4شکل 

CD20  اثر ناک داوندر TUG1  کنترل نسبت به سلول(P-value=0.001). )کاهش س   بیان  بSMAD2  به حدود نصف

(Foldchange:0.41در اثر کاهش بیان ) TUG1  (P-value=0.0488). 
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س کت  ۳-4 سی اثر تران بربیان  TUG1-DNAzyme برر

CD20  وSMAD2 

یان ژن  کاهش ب تاثیر  عه  یان  TUG1برای م ال قدار ب بر م

، SMAD2گیرنده داروی ریتوکسططیماب و همچنین مسططیر 

بررسططی  DNAzymeی تیمار شططده با هاسططلولبیان ژن در 

بیانگر افزایش  SMAD2و  CD20ی هاژنآنالیز بیان شطططد. 

 CD20 (Foldchange:2.24 ,P-value= 0.001)میزان بیان 

یان ژن  دار صطططورت معنیبه SMAD2و همچنین کاهش ب

(P-value=0.0488 , Foldchange= 0.41 4( بود)شطططکل ،

  .(الف و ب

بررسی اثر ترنس کشن بر چر ه سلولی و آپوپتوز  ۳-5

  Rajiدر سلول 

بر سیکل سلولی  TUG1بررسی تاثیر کاهش بیان ژن  برای

شد. آو  ستفاده  سایتومتری ا صپوپتوز از فلو ل از نتایج حا

 TUG1کاهش بیان ژن  نشططان داد که آنالیز چرخه سططلولی

مقایسه  سیکل سلولی دروپتوز و آپمیزان سبب تغییراتی در 

ترین تغییرات عمده .شطططد  Rajiی هاسطططلولدر با کنترل 

و  (درصططد 8) G1 در فاز هاسططلولشططامل افزایش نسططبت 

یی هاسلولدر  ،بود. همچنین( درصد 1,26) SubG1کاهش 

ته، TUG1 هک یاف هایی فاز آپوپتوز در  کاهش  یه و انت اول

 .(5)شکل یافت (درصد 30)افزایش 
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-Annexinنمودارهای حاصل از فلوسایتومتری  (. الفRajiبر آپوپتوز و سیکل سلولی در سلول  TUG1اثر کاهش بیان ژن  بررسی 5شکل 

v FITC نشان  چرخه سلولینمودارهای حاصل از ب( های زنده پس از ترانسفکشن نشان دهنده افزایش آپوپتوز و کاهش تعداد سلول

دست آمده از انجام در سلول ترانسفکت شده. ج و د ( نمودار کمی حاصل از نتایج به SubG1و کاهش  G1دهنده افزایش 

 آپوپتوز و سیکل سلولی.مقدار آنالیزفلوسایتومتری برای ارزیابی 
 

 بحث -4

( شطططایع ترین اختلال مزمن MSمولتیپل اسطططکلروزیس )

تخمین  .( استCNSدمیلینه کننده سیستم عصبی مرکزی )

در  میلیون نفر 8/2بیش از  2020در سطططال که  زده شطططده

سر جهان شده که . نداشدهبه آن مبتلا .سرا شخص   درم

ی هاسططلول، Tهای این بیماری علاوه بر لنفوسططیتپاتوژنز 

B  ل شططام های سططایتوکاینیپاسططاو  بادیآنتینیز با تولید

که خود توانایی القای نقش دارند های التهابی سطططایتوکاین

کاهش در برخی موارد را دارد.  Th17و  Th1های پاسطططا

یکی  CD20ی ضد هابادیآنتیاز طریق  Bی هاسلولدادن 

 است.  MS در برخی از موارد های موثراز درمان

مونوکلونال و اولین داروی  بادیآنتیریتوکسطططیماب یک 

شده علیه  ست که در CD20طراحی   MS درمان بیماری ا

اسططتفاده از که  هنشططان داد هابررسططی. شططوده میاسططتفاد

ریتوکسطططیماب سطططبب کاهش فعالیت التهابی و همچنین 

کاهش تعداد حملات و جلوگیری از تشطططکیل ضطططایعات 

یمططاران  ب غز  م  .[15-17]شطططودمی RRMSجططدیططد در 

Czuczman های و همکاران نشطططان دادند که در بیماری

، احتمال عود مجدد و ایجاد لنفومو MSمختلف از جمله 

ی های مختلفمقاومت به ریتوکسیماب وجود دارد. مکانیسم

برای ایجاد مقاومت پیشططنهاد شططده اسططت که یکی از آنها 

 Bی هاسططلولبر روی سطط   رسططپتور دارو  یافتن کاهش

 یهاسططلولباشططد. م العات متفاوتی نشططان دادند که در می

ی حسطططاس به داروی هاسطططلولمقاوم شطططده نسطططبت به 

کاهش  CD20ریتوکسططیماب میزان بیان و سطط   پروتئینی 

پیططداکردن ، رواز این. [18]کنططدچشطططمگیری پیططدا می

سپتور از اهمیت بالایبیان های تنظیم کننده مولکول ی این ر

مالی تنظیم  های احت ید ند کا برخوردار اسططططت. یکی از 

نده ندمی، CD20یکن ند از RNA توا نده بل کدکن های غیر

 .باشد TUG1جمله 

نتایج م العه حاضططر نشططان داد که در ابتدا به دنبال تیمار 

 صططورتبه،  TUG1بیان  Rajiریتوکسططیماب در سططلول 

 ل که. بدین شططکوابسططته به غلظت تحت تاثیر قرار گرفت

ساعت تیمار  24و  12در  لیترمیکروگرم بر میلی 10 غلظت

سته به زمان  صورتبهدارو  س   بیان واب سبب افزایش 

TUG1 حالیشططططد، د ظتر  میکروگرم بر  40 که در غل
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اهش کوابسته به زمان  صورتبهدر همین ساعات  لیترمیلی

شد. شاهده  صال  یم العات مختلف بیان م شان دادند که ات ن

 هایسبب راه اندازی مسیر تواندمی CD20ریتوکسیماب به 

طور مثال، اتصططال به سططیگنالینگ متفاوتی در سططلول شططود.

سفولیپاز  CD20دارو به  شدن ف  شودمی Cγمنجر به فعال 

انجام  SRCاز طریق کینازهای خانواده  سططازیفعالکه این 

شططامل فعال سططازی  PLC-γ. اثرات پلیوتروپیک شططودمی

MAP به ناز و  خاص کی  p38MAPKو  JNK ،ERKطور 

ک یل  مسطططیر مولکولیه در اسططططت  ماب دخ ریتوکسطططی

ستند سال .[19]ه شخص  2017و  2016های در  که  شدم

سیماب سیر سبب القای  ریتوک صال به  Notch1م پس از ات

شد که سوییشود و از می CLLی هاسلول شان داده   ن

Notch1 یکی از مسطططیرهططای فعططال کننططده TUG1  در

 TUG1در نتیجه القای  .[12, 20]گلیوما اسططتی هاسططلول
 به دلیل ریتوکسططیماب ممکن اسططتمیکروگرم  10 در دوز

از جمله مسیر های حد واسط القا شده توسط دارو مولکول

Notch1 م العه پروموتر  ،باشد. همچنینTUG1  توسطE-

b Zhang  هدف برای و همکاران نشان دهنده حضور ناحیه

صال ستفاده از تکنیک در آن  P53به  ات ست. این گروه با ا ا

سوب سیفراز ر شان دادند کهدهی کروماتین و لو  TUG1 ن

ستقیم  طوربه سیله م  سوییاز  .[22]شودالقا می P53به و

و همکاران نیز بیانگر سطططرکوب  Zhong Weijie م العات

P53 ه ک ین ترتیبه ابد. باشططریتوکسططسططیماب می توسططط

و در  IL-6نشططان دادند تیمار ریتوکسططیماب سططبب القای 

 IL-17که در نهایت القای شطططود، می 17A-ILادامه القای 

یان  به سطططرکوب ب با توجه بر  .[23]شطططودمی P53منجر 

توسطططط  P53های م العات قبلی مبنی بر تنظیم منفی داده

سیماب تیمار در  پس از P53، در این م العه نیز بیان ریتوک

ند بررسی شد و رولیتر میکروگرم بر میلی 40و  10 دو دوز

شد P53 کاهش بیان شاهده   با افزایش دوز ریتوکسیماب م

ست( شده ا شان داده ن نکه به ای در نتیجه با توجه .)نتایج ن

P53 القای  سببTUG1 ریتوکسیماب  سوییشود و از می

سته به دوز  صورتبه P53کاهش  باعث  ، بنظرشودمیواب

با  TUG1کاهش بیان در م العه حاضطططر نیز رسطططد که می

ته وجود  افزایش دوز دارو، تایج و الب نده همین ن ید کن تای

 باشد.سایر عناصر تنظیمی احتمالی وابسته به دوز دارو می

سوی دیگر شان دادند که ، از  در چندین  TUG1م العات ن

سیر بیولوژیکی و در بیماری سانی نقش بهم زایی سهای ان

متفاوت از جمله  هایروشاز  LncRNAکند. این بازی می

مه  ی و کنترلژنتیکاپی ندمیترج ی توا بب تنظیم ب ان سططط

در این م العه برآن شدیم که  بنابراین،ی زیادی شود. هاژن

تور رسطططپ عنوانبه  CD20تاثیر این ژن را بر تنظیم بیان ژن

نتایج م العه حاضططر  .داروی ریتوکسططیماب بررسططی کنیم

شان داد ستفاده از  TUG1که کاهش بیان  ن  DNAzymeبا ا

 Rajiی هاسطططلولدر  CD20منجر به افزایش سططط   بیان 

حدواسططططشطططودمی مه  مالی بین این . در ادا های احت

LncRNA  وCD20 کی صططططورتبططه ی ت فورمططا ن یوا  ب

(https://starbase.sysu.edu.cn/مقططالات کمططک   ( و بططا 

عه  ندهیکی از . شطططدم ال حدواسططططاین تنظیم کن  های 

SMAD2/3 ا ب د که م العات بیانگر برهمکنش آنباشطططمی

TUG1  وCD20 عه باشطططد.می و  Kawabataای در م ال

نشططان دادند که فعال شططدن مسططیر سططیگنالینگ همکاران 

β-TGF  همبسططتگی منفی با میزان بیانCD20 در این  .دارد

 CD20به پروموتر  βTGFدر حضططور  3SMAD2/ مسططیر

سبب کاهش بیان آن می شده و  شود و از طرف فراخوانی 

سطططبب افزایش بیان  توانندمی βTGFدیگر مهارکننده های 

CD20 در نتیجه .شطططوند SMAD2/3  یک تنظیم گر منفی

CD20 2020ای در سال در م العه از سوی دیگر باشد.می 

که  پانی کردن TUG1نشطططان داده شطططد   از طریق اسططط

3p-microRNA 222  میتوانطدSMAD2/7 را تنظیم کنطد 

 SMAD2نیز کاهش س   بیان حاضر م العه  در .[25, 24]

پس از  Rajiی هاسلول در CD20و نیز افزایش س   بیان 

م العات  هایبا یافتهکه ، شططدمشططاهده  TUG1ناک داون 
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 هاSMADتوسط  CD20قبلی مبنی بر تنظیم منفی پروموتر 
 .م ابقت دارد TUG1 توسط هاSMADو تنظیم 

تیمار سططلولی با داروی ریتوکسططیماب باعث افزایش بیان 

TUG1 ژن  ی که بیانیهاسلولدر  شود.نسبت به کنترل می

TUG1  با ریتوکسطططیماب نیز تیمار یافته و  در آن کاهش 

احتمالا به شططد، که مشططاهده  TUG1افزایش بیان ، شططدند

وسططیله  های فعال شططونده بهمکانیسططمتاثیر بیشططتر دلیل 

 کاهش بیان القا شطططده توسططططریتوکسطططیماب نسطططبت به 

DNAzyme ست سلولی  ،همچنین .ا سا  ست پا ممکن ا

برای جبران این کططاهش بیططان بططه همراه تططاثیر تیمططار 

  هم افزون عمل کرده باشند. صورتبهریتوکسیماب 

گذاری برای یانکاهش  بررسطططی میزان اثر بر  TUG1 ب

های متفاوت چرخه سطططلولی و همچنین بر میزان سطططیکل

شد.، Raji یهاسلولآپوپتوز  سایتومتری انجام  در این  فلو

ناک داون کردن  عه  له  TUG1م ال  DNAzymeبه وسطططی

هایی سطططبب افزایش میزان آپوپتوز تدایی و انت فاز اب  و در 

از  Sمرحله  ،همچنین .شططد ،ی زندههاسططلولکاهش تعداد 

خه سطططلولی له  کاهش و چر افزایش  SubG1و  G1مرح

یافت، که نشان دهنده کاهش تکثیر سلولی و افزایش مرگ 

 TUG1 باشطططد.می TUG1برنامه ریزی سطططلولی با کاهش 

ندازی نایی راه ا ند بیولوژیکی یکسطططان را از  توا یک فرای

فاوت در انواع رده هاژنطریق تنظیم  هدف مت  هایی 

تنظیم بیان  TUG1اصططلی  هاینقشیکی از . دارد یسططلول

 یانب و تأثیرگذاری بر تکثیر سطططلولی اسطططت. تعدیل هاژن

TUG1    ی سططرطانی هاسططلولی متعددی را در هاژنسطط

 طوربططه هططاژندهططد. تعططداد متنوعی از مختلف تغییر می

ط توس ،حدواسطی هاژنها و مولکولمستقیم یا به وسیله 

TUG1  گیرند، از جملهمیمورد هدف قرار p57 ،KLF2  و

BAX ندهاز که ؛ تکثیر سطططلولی و آپوپتوز  هایتنظیم کن

شابه هستند.  یز ن ، در م العه ای دیگرحاضر م العه نتایجم

تلیالی سرطان تخمدان، ی اپیهاسلولدر نشان داده شد که 

TUG1 شودیمسلولی تکثیر  سبب مهار آپوپتوز و افزایش .

ی کارسططینوم هاسططلولدر  TUG1علاوه بر این، سططرکوب 

شی دهان منجر به کاهش  سنگفر شرایط سلول  تکثیر در 

ی سرطان پانکراس هاسلولدر  ،همچنین .آزمایشگاهی شد

د و تکثیر سطططلول باعث مهار رشططط TUG1نیز ناک داون 

سال  .[27, 26]شد  یی دیگرنیز در یک م العه 2019در 

شد که خاموش هاسلولروی  شان داده  ست ن ی تروفوبلا

 سطططبب مهار تکثیر سطططلولی و درمقابل TUG1کردن ژن 

. [28]شودمیافزایش بیان آن منجر به افزایش تکثیر سلولی 

 TUG1اما از سططوی دیگر نشططان داده شططده که ناک داون 

سرطان ریه را هاسلولقابل توجهی تکثیر  طوربه ی نوعی 

هدافزایش می CELF1با تنظیم منفی  عات . [26]د م ال

سی برر هاسلولتکثیر و آپوپتوز  را در 1TUGبسیاری نقش

 یا مدل بیماریروش تست و براساس رده سلولی و  کردند

 مورد م العه به نتایج متفاوتی دست یافتند.

 گیرینتیجه -5

منجر به  TUG1 نتایج م العه حاضر نشان داد که ناک داون

سططبب  شططود کهی میحدواسطط  هایفعالسططازی مکانیسططم

رسطططپتور داروی  عنوانبه ،CD20 ژن افزایش سططط   بیان

 مینهز تواندمیخود افزایش بیان این  .شودمیریتوکسیماب 

صال  ساز سیمابافزایش ات سلول  ریتوک و در نتیجه  Bبه 

 .ودشططاز طریق مسططیر مولکولی دارو  افزایش میزان آپوپتوز

سوی دیگر ،همچنین سلول TUG1 کاهش از  به خود  ،در 

هایی ندمی تن به توا کاهش تکثیرافزا منجر   یش آپوپتوز و 

تنظیمی  بررسططی اثر بهحاضططر ی در م العه شططود.سططلولی 

TUG1  بر بیانCD20 ن اینتایج  ،کلی طوربه. شطد پرداخته

شان میم العه  یکی از  تواندمی  TUG1LncRNAدهد که ن

سلولی به  اهداف درمانی برای جلوگیری از ایجاد مقاومت 

محسططوب شططود و بررسططی بیان این داروی ریتوکسططیماب 

LncRNA  در نمونه خون بیمارانMS  ساس به مقاوم و ح

در ادامه مسططیر مدنظر قرار  تواندمیداروی ریتوکسططیماب، 

 گیرد.
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حاضططر بخشططی از رسططاله  پژوهش تشییکر و ردردانی 

شکده علوم  شجویی دکتری ژنتیک مولکولی مصوب دان دان

 زیستی دانشگاه تربیت مدرس است.

 تیییییاییییییییییییدییییییه ا ییییی ریییییی 
http://ethics.research.ac.ir/IR.MODARES.REC.139

8.078 
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Abstract 

Multiple sclerosis (MS) is one of the most common autoimmune diseases in Iran and the world. 

To date, many drugs have been developed to control the progression of MS as a chronic 

inflammatory disease of the central nervous system. Rituximab is a chimeric mouse-human 

monoclonal antibody that binds to the CD20 receptor on the surface of B cells and induces 

apoptosis. Today, numerous studies have confirmed the increasing role of non-coding RNAs in 

regulating the expression of genes and molecular processes, including apoptosis. Furthermore, 

bioinformatic analysis results indicate that TUG1 LncRNA is differentially expressed in MS 

patients. Thus, in the present study the possible role of TUG1 in regulating rituximab 

mechanism of action and apoptosis induction was experimentally investigated. To do this, 

specific DNAzyme against TUG1 was designed and transfected into Raji cells in the presence 

or absence of the drug. After transfection, RNA extraction and cDNA synthesis were 

performed. Then, the expression of target genes was examined by Real-Time PCR technique. 

The results showed an increase in CD20 expression and a decrease in SMAD2 expression 

levels. Furthermore, decreased TUG1 gene expression led to an increase in apoptosis and cell 

accumulation in the G1 phase. It seems that TUG1 expression level can play a significant role 

in CD20 expression in B cells and therefore on the therapeutic efficacy of rituximab. 

 

Keywords: Rituximab, CD20, Long non coding RNA, TUG1 
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