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( و پروتئین در mRNA) Messenger RNAدر سطح  (CD155)پروتئین ی پولیوویروس  بررسی بیان گیرنده

 ی سلولی سرطان کولورکتال رده

 
 5عبدالوهاب مرادی ،4، محسن سعیدی3، علیجان تبرائی2، سید مسعود حسینی1ساره ژند

 
 

‌چکیده

ها بیان  ( بر روی سطح بسیاری از انواع سلولCD155/PVRیا  Cluster of differentiation155/Poliovirus receptorی پولیوویروس ) گیرنده مقدمه:

های سلولی سرطانی، باعث تحت تأثیر قرار دادن  در رده CD155اند که تغییرات در بیان   دهد. مطالعات متعددی نشان داده های متنوعی را نشان می شود و فعالیت می
ی سلولی سرطانی آدنوکارسینوما کولون  در رده CD155عه، بررسی میزان بیان ژن و پروتئین شود. هدف از انجام این مطال متاستاز، پرولیفراسیون و مهاجرت سلولی می

 .باشد ( میFHCیا  Fetal human colonی سلولی طبیعی کولون ) در مقایسه با رده

ی سلولی طبیعی کولون به عنوان شاهد با استفاده  ی سلولی سرطانی آدنوکارسینومای کولون و رده در سطح رونویسی و پروتئین، در رده CD155میزان بیان  ها: روش

ز ها با استفاده ا ( و فلوسایتومتری بررسی گردید. آنالیز آماری یافتهReal-Time PCR) Real-Time polymerase chain reactionهای سایبرگرین  از روش
 .داری در نظر گرفته شد سطح معنیبه عنوان  P < 050/0انجام گردید و  SPSSافزار  نرم

ی سلولی سرطان کولون نسبت به سلول  داری در رده در سطح رونویسی به طور معنی CD155نشان داد که بیان  Real-Time PCRنتایج سایبرگرین  ها: یافته

به میزان  SW480بر روی سطح سلول سرطانی کولون  CD155(. نتایج آنالیز فلوسایتومتری نشان داد که بیان پروتئین P < 001/0باشد ) طبیعی کولون بیشتر می
 .(P < 001/0) درصد بود 3/1ی سلولی طبیعی کولون  درصد و در رده 0/98

، CD155توان پیشنهاد کرد که  ها، می ی سلولی سرطانی کولون، نسبت به سلول طبیعی کولون افزایش یافت. بر اساس این یافته در رده CD155بیان  گیری: نتیجه

 .درمانی با به کارگیری پولیوویروس مد نظر قرار گیرد تواند به عنوان هدفی مؤثر برای ویروس می

 ، فلوسایتومتریReal-Time polymerase chain reaction ، بیان ژن، سرطان کولورکتال،Cluster of differentiation155پروتئین  واژگان کلیدی:

 
در  (CD155)پروتئین ی پولیوویروس  بررسی بیان گیرنده .ژند ساره، حسینی سید مسعود، تبرائی علیجان، سعیدی محسن، مرادی عبدالوهاب ارجاع:

 453-462(: 427) 35؛ 1396مجله دانشکده پزشکی اصفهان . سلولی سرطان کولورکتالی  ( و پروتئین در ردهmRNA) Messenger RNAسطح 

 

 مقدمه

ها درکنار سرطان ریه      ترین سرطان یکی از شایع ،سرطان کولورکتال

سهومین  سهرطان کولورکتهال،    .(1) باشه   ی غربی می کره پستان در نیم

. بهر ز  (2)باشه    در زنهان مهی  مهورد  سرطان شایع در مردان   د مین 

مهوارد  برابهر   10 بهی  از با دنیا های مختلف  قسمتسرطان کولون در 

سهازمان بد اشهت    بر اساس آمار منتشر شه ه از . (3) استمتغیر بر ز 

، سهرطان کولورکتهال در   Global cancerجدانی در بانه  اطعاهاتی   

  کشهن یی   37/26، شیوع 05/11کشور ایران، از لحاظ آماری با بر ز 

ههای شهایع قهرار دارد   میهبان بهر ز         ، در جایگاه د م سرطان63/6

ی  ی چدارم، در زنان رتب  کشن یی این سرطان در ایران در مردان رتب 

 ی سههوم را بهه  اههود ااتدهها  داده   د م   در هههر د  جههنب رتبهه  

 . (4)است 

 مقاله پژوهشی
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ههای سهرطان ایدهاد     های اساسی که  در درمهان   پیشرفتبا  جود 

هها به  طهور     ش ه است، میبان مرگ   میر بهرای بسهیاری از به ایمی   

شه    پیشهرفت   ربالا باقی مان ه اسهت. مدهار   همچنان ای  کنن ه گرانن

های  . رژیم(5)باش   میپبشکی  یها ترین چال  یکی از ببرگ ،سرطان

 پرتودرمهانی    درمهانی،  هورمهون  جراحهی، کعسی  درمهان سهرطان )  

 به   باشهن .  می ااتداصی اغلب غیر بیولوژیکی( درمان یا درمانی ایمنی

 بهرد،  مهی  بین از را های سرطانی سلول تندا ن  درمان بیان دیگر، سمیت

مشهک    بیننه .  مهی  آسیب بیمار نیبفرد  سالم های بافت   ها بلک  سلول

کنی ناقص تومور مداجم ا لی  یها   ببرگ دیگر در درمان سرطان، ریش 

شهود.   های توموری است ک  مندر به  اهود بیمهاری مهی     انتشار سلول

های ج ی  ب  منظور درمهان سهرطان،    درمان ی ه ف رایج برای توسع 

ایی بهالا  طراحی اوام  درمانی است ک  شااص درمانی زیهادی )توانه  

بهرای   سهمیت کهم یها به  ن     سهمیت ههای به ایم بها     در برابر سلول

ج یهه  . بهها ودههور اببارهههای (6)طبیعههی( داشههت  باشههن  هههای  سههلول

شناسههی،  بیوتکنولههوژی   فدههم بدتههر بیولههوژی سههرطان    یههر س   

هها را اوهونی    های لایتی  طبیعی ب  کار یرفت  ش ن  تا سهلول   یر س

. (7) کننهه بیهه  تدههها را  ههها همانن سههازی   سههلول ، در ن آننماینهه 

ها، مسیرهای سلولی یکسانی  بسیاری از  یر س همانن سازی ی چرا 

 .(8)انه    های سرطانی تغییر پی ا کهرده  ان ازد ک  در سلول را ب  کار می

 یر سی است ک  توانایی ااتداصی برای آلهوده   ، یر س انکولایتی 

بهه  کهه   حههالی در ؛هههای سههرطانی را دارد سههلول ی تدبیهه کههردن   

بها  ایهن ااتداصهیت،   . (9)کنه    طبیعهی آسهیبی  ارد نمهی   های  سلول

 . (10) ی سطحی سلول مشتق ش ه است ییری از ییرن ه رهبد

 پیکورنا یریه ه  ی لق ب  اهانواده عی  انتر  یر س مت ،سپولیو یر 

 ههای کوچه ، به  ن پوشه ، بیسهت  جدهی حها ی ژنههوم         ) یهر س 

7.4 Kb RNA آپوپتهوز را در   توان  مسیر می ،پولیو یر س .(11)( است

ی پولیههو یر س   . ییرنهه ه (12) هههای آلههوده بهه  راه انهه ازد    سههلول

یها   Cluster of differentiation155/Poliovirus receptor)انسهانی 

CD155/PVR )ی  ااضههای سههوپر اههانواده  ،  همتههای میمههونی آن

ههای   لکهول ونکتهین از م  ی ها بها اهانواده   باشن . آن ایمونویلوبولین می

  . نشو ک  در اتدالات در ن سلولی یافت می هستن  ادهبین مرتبط

در  PVR/CD155نشهان داده اسهت که     نتایج مطالعات مختلف 

ههای   طیهف  سهیعی از رده     ههای سهرطانی انسهان    بسیاری از سلول

شود. بیان تنظیم  بی  از ح  بیان می (13-18)تغییر شک  یافت  سلولی 

توسههط آنههالیب ایمونوهیستوشههیمی در انههواع  CD155شهه ه متبههت از 

 ،(17، 19) های سرطانی انسان شام  سهرطان کولهون   مختلوی از بافت

ههای   ، سهرطان پر سهتات، سهرطان سهلول    (17، 20) به ایم  ییلیوما

ههای غیهر    کلیوی، کارسینوما پانکراس، سرطان تخم ان، سرطان سلول

ی  هییرنه  . (17)     سهرطان پسهتان مشهاه ه شه ه اسهت     کوچ  ری

CD155  ب  همراه اینتگرینavb3  ههای در حهال مدهاجرت     در سهلول

 رشههه  مشهههتق از پعکهههت  اامههه   سهههرم   نمایههه   تدمهههع مهههی

(Platelet-derived growth factor  یاPDGF)   ده  میرا افبای   

هها   مدهاجرت سهلول   یبااه  الاها   ،در ی  رفتار  ابست  ب  اینتگهرین 

دارای فعالیههت ادهههبین  مچنههین ، هCD155 ی ییرنهه ه شههود. مههی

 باشه    مهی  3سهلول به  طهور انتخهابی بها نکتهین        -هتر فیلی  سهلول 

  ااهه   اکههن  متاابهه ب ،3بهها نکتههین  CD155کههن   . میههان(18، 21)

E- شهود  مهی   سهلول  -چسبن یی سلول   افبای  3نکتین   کادهرین 

سهط  تمهاس   در  CD155 ابست  ب   تنظیم منوی ان  سیتوز. این (22)

 . (23)یردد  کاه  حرکت   پر لیوراسیون می باا  ،سلول -سلول

یا سرطانی  غییر شک  یافت های سلولی ت مطالعات با استواده از رده

کنن ، نشان داده است ک  تنظیم  می را بیان CD155ک  ب  طور  سیعی 

 ، پر لیوراسهیون (17، 24)مدهاجرت   ،هها  در این سهلول  CD155منوی 

ی پولیهو یر س، یه     ییرن ه ده . را کاه  می (24)  متاستاز  (25)

به    CD155، بر اسهاس تمهام شهواه  تدربهی    . توموری استژن  آنتی

هههای پسههتان اران بهه   تندههایی بههرای ااطهها کههردن حساسههیت سههلول 

طیف میببانی . (26)باش   پولیو یر س نوع  حشی لازم   ضر ری می

شهود که     ح  د میهای دنیای ق یم م پولیو یر س ب  انسان   پریمات

 . (27-28)ااتداصی یون  است  CD155م یون اتکای 

در تمام آدنوماهایی ک  دارای ضهایعات   CD155بیان بی  از ح  

 CD155 باشن ، مشاه ه ش ه است. بیهان  پی  سرطانی کولورکتال می

ی تومورزایی ناه  داشهت  باشه    از آن     ممکن است در مراح  ا لی 

بهالغین  طبیعهی   اضهای در بسهیاری از ا  CD155سط  بیهان  جایی ک  

از طریههق  سهترن بعتینهه ،   CD155 پهر تیین    اسههتبسهیار پهایین   

مسههتایم یهها   آمیههبی ایمونوفلورسههنت غیههر  رنهه هههای  نامهه  شههیوه

  باشهه  هههای طبیعههی قابهه  شناسههایی نمههی  ایمونوپراکسههی از در بافههت

ه ف از اندام این مطالع ، بررسی میبان بیان ژن   پر تیین . (14، 18)

ولی سرطانی ی سل در ی  رده CD155ی پولیو یر س انسانی  ییرن ه

ی سلولی طبیعی کولون ب  انوان شاه  با اسهتواده از   کولون   ی  رده

  فلوسایتومتری ب  منظهور کاربردههای    Real-Time PCRهای  ر ش

درمهانی بها به  کهارییری      درمانی بع ی ب  انوان ه فی برای  یهر س 

 .پولیو یر س بود

 

 ها روش

  ک  تت    یعتتینب و SW480 یستتان    یستتل   ی رده کشتت 

(Fetal human colon ی  FHC:)  سلولی سرطان کولون  ی رده ی

ی سههلولی  یهه  رده   SW480 (Pasture NCBI: C506)بهها نههام 

های سلولی  ب  انوان ردهFHC (ATCC CRL-1831 )طبیعی کولون 

، سرطانیسلولی  ی رده. این مورد استواده در این مطالع  انتخاب ش ن 
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ی    رده انیستیتو پاستور ایران اریه اری ب  صورت  یال فریب ش ه از 

سلولی طبیعی کولون ب  صهورت  یهال فریهب شه ه از بانه  سهلولی       

متعلهق به  کولهون     SW480ی سلولی  نام این رده .آمریکا تدی  یردی 

 KRAS، بها  3-4سال  مبتع ب  سرطان کولون در مراح   50مرد بیمار 

 wt   TP53از نههوع   G12V   BRAF ،PIK3CA   PTENنههوع  

R273H;P309S ( 29بود.) 

موجهود   ی ههای زنه ه   پب از شمارش سلول   تعیین تع اد سلول

سلول زنه ه   2-3×  104 لیتر از محیط کشت سلولی، تع اد در هر میلی

 ؛کشهت داده شه    ،از فعس  کشت سلولیمتر مربع  سانتی ب  ازای هر

 T25سلول زن ه برای فعس   1×  106ب  طوری ک  ی   یال حا ی 

باش . برای این منظور، ب  رسوب سهلولی به  دسهت آمه ه      مناسب می

 لیتههر محههیط کشههت اسههتری     میلههی 3پههب از سههانتریویوژ، ماهه ار  

    Roswell Park Memorial Institute (RPMI) حهههها ی

Fetal bovine serum (FBS) 10  استرپتومایسین/سیلین   پنی درص 

   اضاف  یردی .بود، در انکوباتور یرم ش ه  قب از ک  لیتر   اح  بر میلی 1

 اوامه   ،سلولی طبیعی کولهون  ی ب یدی است ک  برای کشت رده

یهرم بهر    میلهی  005/0لیتهر انسهولین،    یهرم بهر میلهی    میلی 005/0رش  

 بههها فرمهههول ) HEPES مهههولار میلهههی 10لیتهههر ترانسهههورین،  میلهههی
2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid 

   لیتهر کلراتوکسهین   نانویرم بر میلی 10 مولار(، میلی 25برای غلظت ندایی 

لیتهر هیه ر کورتیب ن، نیهب به  محهیط کشهت اضهاف          نانویرم بر میلی 100

سازی سوسپانسیون سلولی بها محهیط کشهت مهورد      یردی . پب از هموژن

  کاشهههت    در ن انکوبهههاتور حههها ی T25نظهههر، سهههلول در فعسههه  

CO2 5   یردیه . زمهان د     نکوبه  یهراد ا  ی سانتی درج  37 در دمایدرص

 بهه  ترتیههب  FHCسههلولی  ی   رده SW480برابههر شهه ن بههرای سههلول  

ههای سهلولی سهرطانی   طبیعهی      ، کشت رده1شک   .بودساات  96   38

 ده . نشان می 40نمایی  کولون مورد استواده در این تحایق را با ببرگ

 

  
سل  ی  ی ، سم  چپ: ردهSW480سل  ی  ی رده سم  راس : .1شکل 

 40 م یی  ( ب  بزرگFHCی   Fetal human colonنبیعی ک     )

 

  شت  را  یباا یت متایفل س  سنجش یباا ه  سل ل یس ز آم ده

CD155:     ب  منظور بررسی میهبان بیهان پهر تیینCD155    به  انهوان

از  ،در سط  سلول سهرطانی   طبیعهی کولهون     یر سپولیو ی ییرن ه

 ی رده. ر ش سند  فلوسایتومتری طبهق ر ش زیهر اسهتواده یردیه     

، ااتداصهی  ههای کشهت   سلول سرطانی   طبیعهی کولهون در محهیط   

 درصه   90ها ب  جمعیهت   سلولاین ک   کشت داده ش ن    پب از آن

 درصه   25/0با استواده از محلهول   یوت  پی های سلولی  رسی ن ، رده

تریپسهین   Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA ) -تریپسین

سههلول در هههر  5-10 × 106تعهه اد .   از فعسهه  ج اسههازی شهه ن 

آمیهبی فلوسهایتومتری    لیتر از محیط کشهت سهلولی، بهرای رنه      میلی

محیط کشهت  این از میکر لیتر  100ما ار  . از این ر ،باش  مناسب می

بهرای سهند  فلوسهایتومتری     بهود،  5-10 × 105 سلولی که  حها ی  

بها  دقیاه    5ها برای مه ت   سلولاین  ،برای این منظور  .استواده یردی

 (RPMیها   Revolutions per minuteد ر در دقیاه  )  3000شتاب 

 Phosphate buffered salineبهافر  میکر لیتر  1000 وژ   بایسانتریو

(PBS)  بهههها حدههههم در د  میکر تیههههوب ج ایانهههه    شستشههههو 

یه  میکر تیهوب بهرای اضهاف  کهردن       شه ن . اسیم میکر لیتر ت 500

   شاه  بود.بادی مورد نظر   میکر تیوب بع ی برای ایب تایپ  آنتی

 Cell staining bufferمیکر لیتهر   100 سلولی، ما ار ی برای هر رده

  anti-human CD155 (PVR) بهههادی از آنتهههیمیکر لیتهههر  5بههها 

Phycoerythrin (PE )       مخلوط کهرده   به  میکر تیهوب مربهوط به

دقیاه  در تهاریکی انکوبه      20بادی اضاف  یردیه    بهرای مه ت     آنتی

 سهلولی، ماهه ار   ی نیههب بهرای هههر رده  شهاه  بهرای ایب تایههپ  . شه ن  

 بهههها Cell staining buffer (eBioScience )میکر لیتههههر  100

 PE Mouse IgG2a, κ (Biolegend) شهاه  از ایب تایهپ  میکر لیتهر   5

اضهاف  یردیه       شاه   ب  میکر تیوب مربوط ب  ایب تایپ  یردی مخلوط 

تمههامی   آن یههاه، .دقیاهه  در تههاریکی انکوبهه  شهه     20بههرای مهه ت  

 ، بههرای مهه ت شههاه بههادی   ایب تایههپ  هههای حهها ی آنتههی میکر تیههوب

  سهوپرناتانت  شه ن   وژ یسهانتریو د ر در دقیاه ،   3000با شهتاب  دقیا   5

 PBSبهافر  میکر لیتر  1000ها د باره با  سلول ،در این مرحل  .یردی حذف 

د ر در دقیاه    3000بها شهتاب   دقیاه    5شستشو داده ش ن    برای مه ت  

ماه ار   ،ب  هر میکر تیهوب  .وژ ش ن    سوپرناتانت د ر ریخت  ش یسانتریو

اضاف  یردی    برای سهند  فلوسهایتومتری در    PBSبافر میکر لیتر  500

   .قرار یرفتن  BD Biosciencesفلوسایتومتر  گاهدست

( بت   PVR) CD155 اوسیو یت پ   ی ا تهه یژ  گ   یب زا یم نییتع

بهرای تعیهین میهبان بیهان ژن      :Real-Time PCR نیگابایاستف ده از س 

 از تکنیههه  سهههایبریرین  CD155 (PVR ) یر س پولیهههو ی ییرنههه ه

Real-Time PCR   با ب  کارییری پرایمرهای ااتداصی بهرای ژنCD155 

ابت ا استخراج  ،برای این منظور . یر س استواده یردی پولیو ی ب  انوان ییرن ه

RNA های سلولی سرطانی   طبیعی کولون با استواده از محلول ترایهب ل   رده

TRI Reagent sigma-Aldrich catalog number: T9242   طبهق

 .صورت یرفتی استواه از آن  نام  شیوه
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 (CD155)ویاوس پ  ی  ی ت ا ی پاایماه ی م رد استف ده باای آمپلیفیک سی   ژ  گیا هه. 1 جهول

 نام '3→'5توالی پرایمر ناحیه اتصال PCRطول محصول 

 959-940 TGGACGGCAAGAATGTGACC C1پرایمر 

bp 116 1055-1034 ATCATAGCCAGAGATGGATACC C2پرایمر 

 142-120 GTCTGCCTTGGTAGTGGATAATG β-actin/F 

bp 120 222-203 TCGAGGACGCCCTATCATGG β-actin/R 

 

 :ک  ت    یعت ینب و یسان   یسل   یه  رده از RNA استخااج

، بهر  بهود لول س 5-6×  106ب  رسوب سلولی ب  دست آم ه ک  حا ی 

 .لیتهر از محلهول ترایهب ل اضهاف  یردیه       میلی 1ما ار  نام ، شیوهطبق 

 ،دقیا  بر ر ی یخ انکوب  شه ن    سهپب   5ها برای م ت  میکر تیوب

کلر فهرم اضهاف    میکر لیتهر   200هها ماه ار    ب  هر ی  از میکر تیهوب 

 ثانی  ب  ش ت  رتکب یردیه     15ها برای م ت  میکر تیوب .یردی 

 بهرای مه ت    ،سهپب  .دقیا  بر ر ی یخ انکوبه  شه ن    15برای م ت 

 g 12000×  در د ر یههراد  ی سههانتی درجهه  4دقیاهه  در دمههای   15

 بخه  در ههر میکر تیهوب، سه      ،در ایهن مرحله    .سانتریویوژ شه ن  

رنه  حها ی    شواف   بهی  کام ب  طور بالایی ک   بخ  .ش  مشاه ه

   بودمیانی ک  سوی  رن    حا ی پر تیین بخ  ، بوداسی  نوکلیی  

 بخه  در این مرحله ، بها سهمپلر     بود.زیرین ک  همان ترایب ل  بخ 

آن ج ا   ب  میکر تیهوب ج یه  منتاه  شه    به  آن       1/3بالایی تا ح  د 

سهاات در   16ایب پر پان  سرد اضاف  یردی    برای مه ت  میکر لیتر  500

انکوبه    RNAنظهور افهبای  رسهوب    ب  میراد  ی سانتی درج  -20فریبر 

ی  درجه   4دقیا  در دمای  10ها برای م ت  تمامی میکر تیوب ،سپب. ش 

وژ، یپهب از سهانتریو   .سهانتریویوژ شه ن    g 12000×  در د ر یهراد   سانتی

مشهاه ه شه       RNAرسهوب   ،در این مرحل  .محلول ر یی االی یردی 

بهرای مه ت    .شستشو داده شه   درص  70ل ولیتر اتان میلی 1رسوب با این 

  دقیاه  در دمهای   5بهرای مه ت    . آن یهاه، ها  رتکب ش ن  نمون  ،کوتاهی

رسههوب  .سههانتریویوژ شهه ن  g 7500×  در د ر یههراد  ی سههانتی درجهه  4

RNA   دقیاه  در زیهر ههود قهرار یرفهت تها به  طهور          5-10برای مه ت

 ه بها از آب ماطهر تیمهار شه    میکر لیتهر   30ماه ار  . مختدری اش  شود

Diethyl pyrocarbonate (DEPC)       ب  هر میکر تیوب اضهاف  یردیه

یراد ب  منظهور حه  شه ن     سانتی ی درج  60دقیا  در  10-15برای م ت 

آنالیب کمهی   کیوهی    ،RNAپب از استخراج  .انکوب  ش ن  RNAرسوب 

 ت.های استخراج ش ه صورت یرف بر ر ی نمون 

 RNA یهت    م  ه یرو با cDNA سنتز و :DNaseI یمیآ ز هضم

 ماهه ار  :ک  تت   یعتتینب و یستتان   یستتل   ی رده ی شتتهه استتتخااج

  در DNaseI (Cinnagen )بهرای هضهم آنبیمهی     RNAمیگر یرم از  4

 مههورد اسههتواده قههرارComplementary DNA (cDNA ) ندایههت سههنتب

لازم اسهت که  از ر ی    Real-Time PCRبرای اندام سایبریرین . یرفت

های سلولی سرطانی   طبیعهی   تمام رده ی استخراج ش ه RNAهای  نسخ 

سهاات   cDNAاز کیت سهنتب   ،در این مطالع  .سنتب یردد cDNAکولون، 

  بههر طبههق  ThermoScientific catalog numer :K1621شههرکت 

 .دستورالعم  کیت استواده یردی 

 اوسیوپ  یت   ی ا ههیگ ژ  یباا Real-Time PCR نیباگایس 

CD155 (PVR): پولیهو یر س   ی ب  منظور تعیین میبان بیان ژن ییرن ه

اندهام شه     Real-Time PCRسایبریرین  از ر ش( CD155) انسانی

 ه اسهت   به    آمه  1 ک  در جه  ل  (30) ک  از پرایمرهای ااتداصی

انسانی با نواحی مختلف اسپعیسهین    CD155ژن  4   3های  ایب ن

اکتهین، به     βدر ایهن مطالعه  از ژن    .شون ، اسهتواده یردیه    متد  می

در ترموسهایکلر   Real-Time PCR. داالی استواده شه   شاه انوان 

ABI Prism 7300 (Applied Biosystems ) اندام ش . 

 Real Q Plus 2x Master Mix Greenشهام    مخلوط  اکن 

    C1 ،C2 ،β-actin/F میکر مههولار( 10) پرایمههر، 1xبهها غلظههت  

β-actin/R به  طهور     ر ر ی یهخ آمهاده   میکر مولار به  4/0لظت با غ

ههای   آن در دااه  میکر تیهوب  میکر لیتهر   22کام  مخلوط   حدهم  

PCR  هههای نمونهه  .یردیهه تاسههیم cDNA سههلولی  ی کهه  بههرای رده

 سههرطانی   سههلول طبیعههی کولههون بهها غلظههت یکسههان   بهه  غلظههت 

دارای  میکر تیهوب   ههر  میکر لیتهر به   3 تدی  ش ه ب  ما ارمیکر یرم  4

دقیاه  دمهای    15شهام    ای برنام . سپب، با مخلوط  اکن  اضاف  یردی 

سازی آنهبیم   به  دنبهال آن بهرای      یراد ب  منظور فعال ی سانتی درج  95

به  منظهور  اسرشهت الگهوی      95ثانیه  در دمهای    15د ره، ب  م ت  40

cDNA   1  یراد به  منظهور اتدهال       ی سانتی درج  60دقیا  در دمای

قههرار داده  Real Time ABI7300سههایکلر وترمدر یسههترش پرایمههر، 

انسهانی   پولیو یر س ی ییرن ه ژن های ذ ب   تکتیر برای ش ن . منحنی

CD155 سههلولی ی در رده SW480  طبیعههی سههلولی ی رده همههراه بهه 

 ان داده ش ه است.نش 3   2های  در شک  منوی شاه  ی نمون    کولون

های سلولی  در رده CD155ارتباط میان سط  بیان  :یآم ر زیآ   

ای  د  مرحله   ANOVAسرطانی   طبیعی کولون با استواده از آزمون 

(Post-Hoc بههها اسهههتواده از نهههرم   )  افهههبارSPSS  22ی  نسهههخ  

(version 22, IBM Corporation, Armonk, NY)     اندام یردی

050/0 > P  داری در نظر یرفت  ش . سط  معنیب  انوان 
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 نبیعی سل  ی ی رده همااه به sw480 سل  ی ی رده ذوب منحنی .2شکل 

ا س  ی  پ  ی ویاوس ی گیا هه ژ  باای منفی ش هه ی  م  ه و ک    

CD155 
 

ی  مطالعه   ااعقهی  معحظات ی کنن ه تأیی  منبع :یااعق معحظات

 بود. 931128253دانشگاه الوم پبشکی یلستان با ک  تدویب 

 

 
 نبیعی سل  ی ی رده همااه به SW480 سل  ی ی رده تکثیا . منحنی3 شکل

 CD155ا س  ی  پ  ی ویاوس ی گیا هه ژ  باای منفی ش هه ی  م  ه و ک    

 

 ها افتهی

 یستل    یهت   رده در CD155 یا ست    اوسیوپ  یت   ی ا ههیگ ژ 

بیهان ژن   :ش د یم   یب یعینب یسل   ی رده از شتایب ک     یسان  

CD155  داری معنهی  طور ب (001/0 > P )سهرطان  سهلولی  ی رده در 

در  که   طهور  همان. بود بالاتر طبیعی سلولی ی رده با ماایس  در کولون

سلولی  ی در رده CD155 ژن میبان بیان بالاترین آم ه است، 2 ج  ل

SW480    مربهوط به    ایهن ژن،  بیهان  میهبان  کمترین مشاه ه یردی 

داده  نشان 4چنانچ  در شک  . بود (FHC)کولون  طبیعی سلول ی رده

 به   نسهبت  SW480 سهلولی  ی رده در CD155 ژن بیهان  ش ، میهبان 

 .داد نشهان  را بیهان  افهبای   برابر 14/491 کولون، طبیعی سلولی ی رده

سهلولی سهرطانی      ی در رده CD155تغییرات لگاریتمیه  بیهان ژن   

به  طهور    CD155ژن  Log10طبیعی کولون نشان داد ک  میبان بیهان  

در ماایسهه  بهها سههلول طبیعههی  SW480سههلولی  ی داری در رده معنههی

 .(5)شک   (P < 001/0باش  ) کولون بالاتر می

 یهت   در رده CD155 یا ست    اوسیوپ  ی  ی ا ههیگ نیپاوتئ

   یت ب شتتا یب یعت ینب یسل   ی سان   ک      سب  به رده یسل  

 ههای  رده در CD155 پهر تیین  بیهان  میهبان  تعیهین  منظور ب  ش د: یم

 فلوسایتومتری از آم ه ب  دست نتایج کولون، طبیعی   سرطانی سلولی

منوههرد  هههای سههلول جمعیههت ابتهه ا، در. یردیهه  آنههالیب زیههر ر ش بهه 

(Single )ش   انتخاب جانبی مستایم   پراکن  اساس بر(P1 ) در ک 

 کهردن  حذف از بع  سپب،. است ش ه داده نشان 6شک   چپ سمت

  آمه ه اسهت،   میانی تدویر در ک  شاه  ایب تایپ کم  ب  زمین  رن 

 

 
 مق یسه در CD155 ا س  ی پ  ی ویاوس ی گیا هه ژ  بی   ارسی. ب4شکل 

 ک     نبیعی و سان  ی سل  ی ه ی رده در( اکتین β) ماجع ژ  ب 

 

 Real-Time Polymerase chain reactionه ی سل  ی سان  ی و نبیعی ک     ب  استف ده از س یباگاین  در رده CD155. تغییاات میزا  بی   ژ  2جهول 

(Real-Time PCR) 

 تغییرات بیان CD155 SD log10تغییرات بیان ژن  بیان ژن طبیعی شده های سلولی رده

FHC 31/1 1 0 0 

SW480 06/648 1432/491 0565609/0 691208/2 

2-ΔCT  2= بیان ژن طبیعی ش ه؛- ΔΔCT  = تغییرات بیان ژنCD155 
SD: Standard deviation; FHC: Fetal human colon 
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 در CD155 بهادی  آنتی با ش ه آمیبی رن  SW480 های سلول درص 

 به   اسهت،  شه ه  داده نشهان  راست سمت تدویر در ک  FL2A کانال

 دلیه   این ب  FL2A کانال. ش  ییری ان ازه فلوسایتومتر دستگاه کم 

 دار نشهان  بهرای  که   PE رنه   انتشار میبان ح اکتر ک  یردی  استواده

 کانال با ک  بود نانومتر 575 موج طول در ش ، استواده بادی آنتی کردن

FL2A  بود. شناسایی قاب 

 

 
 در CD155 ا س  ی پ  ی ویاوس ی گیا هه ژ  بی   میزا  . تغییا5شکل 

 ک     نبیعی سل ل ب  مق یسه در سان  ی سل  ی ی رده
FHC: Fetal human colon 

 

( PEبهها اسههتواده از فیتههواریترین ) CD155میههبان بیههان پههر تیین 

شناسایی یردی    CD155 (PVR )بادی مونوکلونال ض  انسانی  آنتی

سهلولی سهرطانی کولهون     ی بیان بهی  از حه  ایهن پهر تیین، در رده    

به  میهبان    SW480سهلولی   ی در رده CD155مشاه ه ش . پهر تیین  

 ی درص  بیان ش    این در حالی است ک  این پهر تیین، در رده  1/98

 (.6-7 های درص  بیان یردی  )شک  3/1سلولی طبیعی کولون، تندا 

   فلوسهایتومتری  آنهالیب  از حاصه   نتایج ب  توج  با کلی، طور ب 

 ی ییرنه ه  ژن بیهان  میبان بررسی برای Real-Time PCR یبریرینسا

 نوکلییه    پهر تیین،   اسهی   سهط   در CD155 انسهانی  پولیو یر س

 بهالاترین  ،SW480 سهلولی سهرطانی کولهون    ی رده که   ش  مشخص

 اهود  به   را CD155 انسهانی  پولیهو یر س  ی ییرنه ه  ژن بیهان  میبان

ی حاضهر نشهان داد که      همچنین، نتایج مطالعه   .است داده ااتدا 

داری  ب  طور معنهی  CD155 ی پولیو یر س انسانی میبان بیان ییرن ه

(001/0 > Pدر رده )   ی سلولی سرطانی کولون مورد مطالع ، نسبت ب

 باش . ی سلولی طبیعی کولون بیشتر می رده

 

 بحث

ههم در سهط     CD155ی  ی حاضر نشان داد ک  بیهان ییرنه ه   نتایج مطالع 

داری در سهط  سهلول    پر تیین   هم در سط  اسی  نوکلیی  ب  طور معنهی 

 باش .   سرطانی کولون، نسبت ب  سلول طبیعی کولون بالاتر می

در پیشهبرد راهبهرد    CD155/PVRرسه  میهبان بیهان     ب  نظر می

 درمانی سرطان کولورکتال مؤثر باش .  یر س

Nishiwada بیان ژن ،   همکارانCD155  بیمار مبتع  134را در

بینهی   را بها پهی    CD155ب  سرطان پانکراس بررسی کردن    ارتباط 

ایمنی تومور   آنژیوژنب مورد بررسی قهرار دادنه    مطهابق بها نتهایج      

های سرطان  در بافت CD155ک  بیان  ن های این پر ژه نشان داد یافت 

 CD155سهازی   ااموش ،اع ه بر این باش  پانکراس بسیار فرا ان می

ی حاضهر،   مبیهت مطالعه   . (31) شهود  باا  مدهار پر لیوراسهیون مهی   

استواده از سلول طبیعی کلون، ب  انوان شاه    نیب ب  کارییری ر ش 

 بود. CD155ییری میبان بیان پر تیین سطحی  نوین ان ازه

  همکاران نشان داد ک  سهط    Iguchi-Manakaنتایج مطالعات 

CD155 های  سرطانبیمار با  262داری در سرم  یترشحی ب  طور معن

های زنان در ماایسه  بها سهرم     ری ، یاستر اینتستینال، پستان   سرطان

به    CD155اع ه بر ایهن، سهط     باش . کنن یان سالم، بالاتر می اه ا

( 2   1مراحه   ) بیمهاری  ی داری در بیماران با مراح  ا لیه   یطور معن

  در  ه اسهت سرطان یاستری  نسبت ب  اه ا کنن یان سالم بالاتر بهود 

( نسبت ب  بیمهاران  4   3مراح  ) بیماریی  بیماران با مراح  پیشرفت 

داری  یبیماری   اهه ا کننه یان سهالم به  طهور معنه       ی با مراح  ا لی 

 .ه استبالاتر بود
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www.mui.ac.ir 

 و همکاران ساره ژند و پروتئین mRNA، در سطح CD155ی پولیوویروس، بررسی بیان گیرنده

 459 1396سوم خرداد ی / هفته427ی / شماره 35سال  –مجله دانشکده پزشکی اصفهان 

 
 

 
 

 فل س یت متای از استف ده ب  Fetal human colon (FHC) سل  ی ی رده در CD155ا س  ی  انف ل فلج ویاوس ی گیا هه پاوتئین بی   میزا  .7شکل 

 
ترشحی بعه  از جراحهی برداشهتن     CD155 اع ه بر این، سط 

. بنهابراین، سهط    یافته  اسهت  داری کهاه    ب  طهور معنهی   ،ها سرطان

CD155 ممکن است ب  صهورت بهالاوه به  انهوان      ،ترشحی در سرم

 .(32) آن موی  باشه   ی برای پیشرفت سرطان   توسع  نشانگر زیستی

ی سلولی سرطانی   طبیعی کولهون   ی حاضر، از رده ایر چ  در مطالع 

به  جهای    CD155ی پولیو یر س  ب  منظور بررسی میبان بیان ییرن ه

 ی  نتهههایج مطالعههه ههههای سهههرمی اسهههتواده شههه ه اسهههت،   نمونههه 

Iguchi-Manaka  حاضههر  ی بهها نتههایج مطالعهه   ( 32)  همکههاران

 ی سلولی سهرطانی  ؛ ب  طوری ک  نشان داده ش  ک  ردهدارداوانی  هم

SW480  باشهه    بههالاترین میههبان بیههان  ی بیمههاری مههی مرحلهه  4در

CD155       را هم در سط  پر تیین   هم در سهط  اسهی  نوکلییه  به

 .اود ااتدا  داده است

 در را  CD155سههط  بیههان  ،همکههاران   Atsumiای  مطالعهه  در

بافت نرم که  توسهط جراحهی برداشهت  شه ن ، بها       بیمار با تومور  43

. دادنه  پلیمراز کمی مهورد ارزیهابی قهرار     ی استواده از  اکن  زندیره

 Messenger RNA CD155 بههالینی پههاتولوژیکی کهه  بیههاناوامهه  

(mRNA CD155) دهنه ، بررسهی شه ن        ثیر قهرار مهی  أرا تحت ت

 ص شه  بینهی بیمهاری مشهخ      پهی   CD155ارتباط میان سط  بیان 

   Atsumiی  راسهتا بها مطالعه     ی حاضهر نیهب ههم    . نتایج مطالع (33)

ی پلیمهراز کمهی   نیهب آنهالیب      همکاران، با استواده از  اکن  زندیهره 

در د  سهط    CD155فلوسایتومتری، نشان داد ک  بالاترین میبان بیان 

 ی سلولی سرطان کولون مشاه ه یردی . ، در ردهmRNAپر تیین   

بافهههت  63  همکهههاران بهههر ر ی   Nakai  ی نتهههایج مطالعههه  

 CD155ریوی که  به  منظهور بررسهی بیهان       ی ا لی  یآدنوکارسینوما

ه اسهت  توسط ایمونوهیستوشیمی مورد مطالع  قرار یرفتن ، نشهان داد 

 بیمهار از   43ههای سهرطانی    سهلول در  CD155ک  بیان بهی  از حه    

ی حاضهر نیهب بها به       ه اسهت   نتهایج مطالعه    بیمار مشهاه ه شه    63

های مشهابدی   تر بیولوژی ملکولی، ب  یافت  های حساس کارییری ر ش

ی  مطالعه   ،اهع ه بهر ایهن    در ارتباط با سرطان کولون دست پی ا کرد.

Nakai که    دادنشهان  ضهر،  ی حا راستا با نتایج مطالع  هم ،  همکاران

CD155  بیههان بههی  از حهه   اسههت  بهها بهه ایمی تومههور در ارتبههاط

CD155 بینهی ارزیهابی بیمهاران بها      برای پی  ،های سرطانی در سلول

 .(34) اهمیت بالینی دارد، ریوی ی آدنوکارسینومای ا لی 

با اسهتواده از  اکهن  نیمه       همکاران  Massonی  نتایج مطالع 

 بههههردار معکههههوس   ی پلیمههههراز ر نوشههههت  کمههههی زندیههههره 

(Reverse transcription polymerase chain reaction  یههها 

RT-PCR هههای بافههت  (   آنههالیب ایمونوهیستوشههیمی بههر ر ی نمونهه

راستا بها نتهایج    بیماران با آدنوماها   آدنوکارسینوماهای کولورکتال، هم

 بافهت از   6در  mRNA CD155نشان داد ک  سهط   ی حاضر  مطالع 

ههای   ن کولورکتهال، در ماایسه  بها بافهت    سرطا ی بافت مورد مطالع  6

. آنهالیب  ه اسهت افهبای  پیه ا کهرد    ،کولهون  موکوزی اهاری از تومهور  

 در  CD155پههر تیین  ی سههط  افههبای  یافتهه   ،ایمونوهیستوشههیمی

  ذکر اسهت که    . لازم ب(19)ه است نمون  را نشان داد 12نمون  از  12

ی سلولی سرطانی کولون متوها تی نسهبت به      ی حاضر، رده در مطالع 

( 19  همکهاران )  Massonی  های سلولی استواده ش ه در مطالع  رده

ی حاضهر در اسهتواده از    ب  کار یرفت  ش    همچنهین، مبیهت مطالعه    

 باش . سلول طبیعی کولون، ب  انوان شاه  می

از طریق  CD155  همکاران نشان داد ک   Sloan ی نتایج مطالع 

تدهاجم سهلول تومهوری     ی تع ی  کننه ه  ،نا  آن در مداجرتایوای 

داری در  یمندهر به  کهاه  معنه     ،CD155باش . اهاموش کهردن    می

ههای   از طریهق جهاذب   HT1080 ههای فیبر سهارکوما   مداجرت سلول

 ی راستا با نتایج مطالع  هم ،همکاران   Sloan. (17) شیمیایی سرم ش 

 Fetal human colonنمودار هیستوگرام سلول 

(FHC) بادی  آمیزی شده با آنتی رنگCD155 

 Fetal human colonنمودار هیستوگرام سلول 

(FHC )شاهدآمیزی شده با ایزوتایپ  رنگ 

  سلولی ی رده FSC-SSCای  نمودار نقطه

Fetal human colon (FHC) 
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ای از  مدمواه   در زیهر  CD155سطوح بهالای بیهان پهر تیین     ،حاضر

 های پر ستات، کلی ، های توموری شام  سرطان انواع مختلوی از سلول

تهری   دادن    نا   سیع را نشانپانکراس، ری ، تخم ان، پستان   مغب 

 . (17) را در تومورزایی پیشنداد کردن  CD155از 

 SAGE   ESTهههای  پایگههاه داده ی تحایههق بههر ر ی کتابخانهه  

به  آدرس   CGAP)آناتومی ژنوم سهرطان   طرحش ه توسط نگد اری 

http://cgap.nci.nih.gov )بهها اسههتواده از معههرف منحدههر بهه  فههرد 

AACCACCCAG  ک  بیان ژن  نظری از اینCD155    ممکهن اسهت

های توموری شام  کولون، مغهب، کلیه ، پهانکراس،     در انواای از سلول

 .(17) ری    شکم افبای  پی ا کن ، حمایت کرد

 ی ههای مطالعه      همکهاران نیهب مطهابق یافته      Ochiai همچنین،

ههای سهلولی    در انهواای از رده  CD155حاضر نشان دادن  که  بیهان   

پستان ب  میهبان بهالایی تنظهیم     ی های پستان   تومورهای ا لی  سرطان

توانه  بهار    شود   ی  پولیو یر س نوترکیب انکولایتیه  که  مهی    می

ههای سهرطانی    توان  ب  صورت انتخابی سهلول  سمی را حم  کن ، می

 .(35) بکش  راپستان 

ههای    یر س ب  طور انتخابی سلولنشان داده ش ه است ک  پولیو

. همچنهین،  (27-28)دهه    انسانی را ه ف قهرار مهی   CD155حا ی 

ی ضهعیف   مطالعات مختلف نشان داده اسهت که  پولیهو یر س زنه ه    

   (36)ش ه، مرگ سلولی آپوپتوتی  را در تومورهها شهام  یلیوماهها    

 در شههرایط  CD155کههن  بهها  از طریههق میههان (37)نور بعسههتوماها 

in vitro   in vivo کن . در یذشت  نیب نشان داده شه ه اسهت    الاا می

ی ضعیف ش ه، ب  انهوان فرمهی از انکولایتیه      ک  پولیو یر س زن ه

را بیهان   CD155 یر تراپی، برای درمهان سهارکومای بافهت نهرم که       

 .(38)باش   کن ، دارای پتانسی  درمانی می می

های تومهوری   هایی مانن  پولیو یر س، سلول انکولایتی   یر س

ا ب  سرات از طریق اببارهای اودش برای کشتن سلول   ب  ن نیاز ر

ی  های متعه د تدبیه    کن . مکانیبم های اارجی، تخریب می ب  بیان ژن

سلولی  ابست  ب  پولیو یر س ب  طور کام  شناات  نشه ه اسهت، امها    

ههای   همراهی توقف سنتب پر تیین سلولی، مدار انتاهال یلیکهوپر تیین  

، مندهر به    (20)بهرداری    تیولیتی  اوام  ر نوشتسلولی   هضم پر

شود. پژ هشهگران در نظهر    ولی ا لی  میهای سل تخریب کام  رده

ی اایر   با توج  به  مناسهب    های مطالع  دارن  با استواده از یافت 

 رزی ژنی پولیو یر س ب  انوان ابباری  بودن   ا م نیاز ب  دست

درمانی سرطان، از این  یر س در تحایاهات بعه ی    برای  یر س

ین . ههر چنه    درمانی سرطان کولون استواده نما مربوط ب   یر س

بیشهتر     Invivoک  تحاق این ه ف نیازمن  مطالعهات بهالینی     

 باش .  تر می کام 

در ههر د    پولیهو یر س  ی ییرنه ه  بیانک   ینا ییندا ییری نتید 

سرطان کولون، نسهبت به     سلولی ی در رده پر تیین   mRNAسط  

 بیان افبای  این، همچنینباش     میکولون بالاتر  طبیعی سلولی ی رده

 بیشهترین که    طوریدارد؛ ب   مستایمسرطان کولون، نسبت  ی با درج 

 تهرین  پیشهرفت  بها   سهلولی  ی در رده پولیو یر س ی ییرن ه بیان میبان

 یافته ،  اینوان از ت می، نتید سرطان کولون مشاه ه ش    در  ی مرحل 

بها   درمهانی   یهر س مطالعهات   بهرای ق رتمنه    سهلولی ب  انوان اببار 

 .استواده کرد پولیو یر ساستواده از 

 

 تشکر و قدردانی

های مهالی دانشهگاه الهوم پبشهکی        نویسن یان این ماال  از حمایت

نماین . همچنهین، از   ا مات بد اشتی درمانی یلستان سپاسگباری می

های سرکار اانم دکتر فرزان    جناب آقهای دکتهر    زحمات   حمایت

نسیمیان از ذاایر ملی ژنتیکی   زیسهتی ایهران   جنهاب آقهای دکتهر      

ر اانم دکتر ماری  سااییان، ندایهت تاه یر     محم رضا کعنی   سرکا

 آی .   تشکر ب  ام  می
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Abstract 

Background: Poliovirus receptor (CD155 protein or PVR) expressed on many types of cells and exerts diverse 

functions. Several studies have demonstrated that changes in CD155 expression in cancer cell lines affect 

metastasis, proliferation, and migration. The purpose of the present study was to investigate the transcript and 

protein expression of CD155 in human colon adenocarcinoma cell lines in comparison to normal fetal human 

colon (FHC) cells.  

Methods: The CD155 expression levels in a human adenocarcinoma cell line and normal colon cell line were 

evaluated using the quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR) and flow cytometry. All statistical 

analyses were performed using SPSS software at the statistical significance level of P < 0.050. 

Findings: Real-time polymerase chain reaction indicated that CD155 significantly overexpressed in human 

adenocarcinoma cell line significantly more than normal fetal cells (P < 0.001). Flow cytometry showed that protein 

was strongly expressed in cancer cell line and SW480 cell line showed the highest CD155 protein expression level 

of 98.0%, whereas this protein expression was 1.3% in human normal colon cell line (P < 0.001). 

Conclusion: Collectively, these data indicate that CD155 expression is frequently elevated in cancer cell line. 

The preferential expression of CD155 on cancer cell line rather than on normal cell line suggests that CD155 

could be targeted for future poliovirus virotherapy. 

Keywords: CD155 protein, Gene expression, Colorectal cancer, Real-Time polymerase chain reaction, Flow 

cytometry 
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