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  چكيده
هاي درماني موجود،  ترين تومورهاي سيستم عصبي مركزي شناخته شده است. در كنار روش ترين و تهاجمي گليوبلاستوماي چند شكل، به عنوان يكي از رايج مقدمه:

ها مؤثر واقع شده است.  نبيني نرخ نجات و نيز گسترش انواع گوناگوني از سرطا ها جهت پيشMicroRNAژنتيك و به ويژه بررسي تغيير بيان  استفاده از عوامل اپي
  .) مورد بررسي قرار گرفت™U87MG )ATCC® HTB-14ي سلولي  در رده Snailو  MicroRNA34aدر اين مطالعه، اثر داروي رزوراترول بر تغيير بيان 

) و Fetal bovine serumيا  FBSدرصد سرم جنين گاوي ( 10در محيط كشت حاوي  U87MGي سلولي  در اين پژوهش آزمايشگاهي از رده ها: روش
ها با  درصد رشد سلول 50هاي مختلف جهت بررسي اثر غلظت مهار كنندگي  سيلين و استرپتومايسين استفاده شد. از داروي رزوراترول با غلظت هاي پني بيوتيك آنتي

با  Snailو بيان ژن  MicroRNAان تغييرات ) استفاده گرديد. ميز2,5-diphenyltetrazolium bromide )MTT-(Dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3روش 
براي آناليز  CT∆∆) انجام شد. روش Qualitative real-time polymerase chain reactionيا  qRT-PCRسنجي در زمان واقعي ( استفاده از روش كميت

 .هاي حاصل از بيان ژن استفاده شد داده

ليتر قادر  ميكروگرم در ميلي 23/43ساعت در محيط كشت نشان داد كه غلظت  48هاي مختلف به مدت  در غلظت ارزيابي اثر مهار كنندگي داروي رزوراترول ها: يافته
 Snailهاي تيمار شده كاهش و بيان ژن  در سلول MicroRNA34a. آناليز بيان ژن نيز نشان داد كه ميزان سطح بودهاي تيمار شده  درصد از سلول 50به مهار رشد 

 .هاي شاهد افزايش يافت هي نسبت به سلولبه مقدار قابل توج

شود و در نتيجه، اثر مثبتي بر كنترل مسير متاستاز  نمي Snailرا دارد، اما سبب كاهش بيان  microRNA34aداروي رزوراترول توانايي افزايش بيان  گيري: نتيجه
  .نخواهد داشت

  Real-time polymerase chain reaction ،MicroRNAگليوبلاستوما،  واژگان كليدي:

  
. U87MGهاي سرطاني  ي سلول در رده MicroRNA34aبررسي اثر داروي رزوراترول بر تغيير بيان  .شاهسوني نرجس، مظاهري مهتا ارجاع:
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  مقدمه
ترين انـواع تومورهـاي سيسـتم     گليوبلاستوماي چند شكل، از رايج
اي شـكل بافـت گليـال     هاي ستاره عصبي مركزي است كه از سلول

). اين نوع تومور، داراي درجات متفـاوتي از چنـد   1گيرد ( منشأ مي
تـرين انـواع تومورهـا     شكلي اسـت و بـه عنـوان يكـي از تهـاجمي     

ي  اي در زمينـه  عمـده هـاي   شـود. هـر چنـد پيشـرفت     محسوب مي
درمـاني و   ي پرتودرمـاني، شـيمي   تشخيص ايـن سـرطان در حـوزه   

آگهي چندان مناسبي براي بيماران مبتلا  جراحي وجود دارد، اما پيش
). علاوه بر نقش عوامل محيطـي  2به گليوماي بدخيم وجود ندارد (

مانند آسيب مكـانيكي و پرتوهـاي الكترومغناطيسـي در بـروز ايـن      
 مسـير تلال در مسيرهاي تحـت سـلولي بسـياري ماننـد     سرطان، اخ

RAS/PI3K  وPI3K/PTYEN/AKT/mTOR  در بروز اين سرطان
هاي كوچـك كـد   RNAي  ها از دستهMicroRNA. )3(باشند  مؤثر مي

باشند كه عملكـرد خـود را در    نوكلئوتيد مي 18- 25كننده با طول حدود 
ها با اتصـال  MicroRNAكنند. اين  ي پس از رونويسي اعمال مي مرحله

) هـدف،  Messenger RNA )RNAmترجمـه نشـدني از    3به بخش 
. اخـتلال و تغييـر   )4(شوند  ي آن مي سبب تخريب و ممانعت از ترجمه

ها از جمله گليوبلاستوما، قابل  ها در تمامي سرطانMicroRNAدر بيان 
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هـا   باشد؛ به طوري كـه الگـوي بيـاني برخـي از آن     رديابي و بررسي مي
هـا مـورد اسـتفاده     سريع سـرطان  تواند به عنوان عاملي جهت رديابي مي

ــرد  ــرار بگي ــوان يكــي از عمــده  MicroRNA34a. )5(ق ــه عن ــرين  ب ت
MicroRNA ــواع ســرطان ــه در ان ــان يافت ــر بي ــه  هــاي تغيي ــا از جمل ه

  ).  6- 7باشد ( ح ميگليوبلاستوما، سرطان كلون و ريه مطر
 Snailمطالعات تجربي و آزمايشگاهي حاكي از اين است كه ژن 

و يكـي از اجـزاي اصـلي     MicroRNA34aيكي از اهداف مسـتقيم  
. )8(باشد  ) ميEpithelial-mesenchymal transition )EMTمسير 

ي اين واقعيت اسـت كـه القـاي     به علاوه، مطالعات اخير نشان دهنده
اسـتاز در  تواند سبب كاهش تهـاجم و مت  مي Snailكاهش بيان در ژن 

  . )9-10(هاي گليومايي شود  سلول
ها  ، تأثير آنها و همچنين به تازگي، نقش مؤثر تغذيه و ريز مغذي

مطـرح شـده اسـت و بـه عنـوان       DNAها غير از توالي  بر ساير جنبه
. در )11(باشـد   اي تازه در كنترل فرايندهاي مولكولي مطرح مي پديده

فنوليك اسـت و بـه    اين ميان، رزوراترول كه جزء تركيبات طبيعي پلي
شود، داراي اثرات ضد التهابي و  ميزان زيادي در انگور قرمز يافت مي

دهايي نظيـر جلـوگيري از تمـايز و    زايي و همچنين، در فراين ضد رگ
باشد. اين تركيب، تحت عنـوان انـواعي از    القاي مرگ سلولي مؤثر مي

ي  هاي مختلف در گستره داروها مطرح است كه تأثير آن بر بيان ژن اپي
رود ايـن   هاي سلولي به اثبات رسيده است و انتظار مـي  وسيعي از رده

هـاي   غيير در ميـزان گـروه  تركيب طبيعي، با تأثير بر مواردي همچون ت
نظير متيل و استيل كه تحت عنـوان   DNAي جانبي  حاضر در زنجيره

متيل  DNAخاصيت مهار كنندگي هيستون داستيلازي و مهار كنندگي 
  . )12(ها را تحت تأثير قرار دهد  شود، بيان ژن ترانسفراز شناخته مي

در اين مطالعه، اثر داروي رزوراترول به عنوان عامـل مـؤثري در   
كـه داراي   Snailو ژن  MicroRNA34aمهار متاستاز بر تغييـر بيـان   

در  IVي  هــاي گليوبلاســتوماي درجــه بيــان بســيار بــالايي در ســلول
اسـت، مـورد بررسـي و     U87MGي سلولي  هاي شيمريك رده سلول

ژنتيكـي و   ز از طريق اعمـال اثـر اپـي   توانايي مهار عوامل اصلي متاستا
  .ي سلولي مورد ارزيابي قرار گرفت تأثير بر بيان ژن در اين رده

  
  ها روش

از انستيتو پاستور ايران خريداري  U87MGي سلولي  رده كشت سلولي:
 Dulbecco’s modified Eagle’s mediumهـا در محـيط    شد و سلول

)DMEM high glutamax-Gibco, USA درصد سـرم   10) حاوي
) و FBS) (Gibco, USAيـا   Fetal bovine serumجنـين گـاوي (  

درصــد كــربن  5ســيلين در انكوبــاتور حــاوي  بيوتيــك پنــي آنتــي
ــا  CO2اكســيد ( دي ي  درجــه 37) در دمــاي Carbon dioxideي

سـاعت   48ها هـر   گراد كشت داده شد و محيط كشت سلول سانتي

عـدد   2×  104ها به تعداد  سلوليك بار با محيط تازه جايگزين گرديد. 
   ميكروليتـر  200خانه بـه همـراه    96هاي  هاي پليت در هر يك از چاهك
جهــت تيمــار دارويــي كاشــته شــد.  DMEMاز محــيط كشــت 

گـراد بـا    ي سانتي درجه 37ساعت در دماي  24ها به مدت  سلول
سـاعت، محـيط كشـت     24انكوبـه شـدند. پـس از     CO2 درصد 5

ــا محــيط حــا ســلول ــه عــلاوه FBSدرصــد  3وي هــا ب ي داروي  ب
 )Trans-resveratrol (3,5,4'-trihydroxy-trans-stilbene( رزوراترول

)Sigma-Aldrich, St. Louis, USA  ــت ــا غلظـــ   ) بـــ
سـاعت   48ليتر جايگزين و بار ديگر به مـدت   ميكروگرم/ميلي 23/48

ه، ها به صورت سه بار تكرار بـود و بـه عـلاو    انكوبه شد. تيمار سلول
Dimethyl sulfoxide )DMSO) (Sigma Aldrich, USA در (

  ليتر تهيه و به عنوان شاهد استفاده شد. گرم/ميلي ميلي 128غلظت 
جهـت تعيـين    :MTT assayها توسـط   تعيين درصد بقاي سلول

   هــا و يــافتن غلظــت مناســب تــأثير دارو، از روش درصــد بقــاي ســلول
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

)MTTسلول شـمارش شـد و در هـر     2×  104 . به تعداد) استفاده شد
كشت كامل ميكروليتر محيط  200خانه حاوي  96هاي  چاهك از پليت

ها به كف چاهـك،   ساعت، جهت اتصال سلول 24قرار داده شد. پس از 
 ليتـر از دارو، بـه   ميكروگرم/ميلـي  160و  80، 40، 20، 10، 5هاي  غلظت
 20ها اثر داده شد. پس از انكوباسيون،  ساعت بر روي سلول 48مدت 

گرم در ليتر به هر چاهك  ميلي 5با غلظت  MTTميكروليتر از محلول 
 DMSOافزوده گرديد. هر غلظت، به صورت سه بار تكرار شـد و از  

سـاعت   4گرديـد. پـس از    بـه عنـوان شـاهد اسـتفاده     1/400با رقت 
 MTTميكروليتر حـلال   200انكوباسيون، محيط كشت تخليه شده و 

هـاي فورمـازان    به هر چاهك افزوده شد تا كريسـتال  DMSOحاوي 
ي زماني مشـخص گـردد.    ها در اين بازه حل شود و ميزان بقاي سلول

نانومتر خـوانش و نسـبت    570ميزان جذب هر چاهك در طول موج 
  هك در مقايسه با حالت شاهد سنجيده شد.بقاي هر چا

 Quality realtime-polymerase آنـاليز بيـان ژن بـا روش    

chain reaction )qRT-PCR:( هاي تيمار شده بـا غلظـت    از سلول
بـه عنـوان تيمـار شـاهد جهـت       DMSOدارويي مناسب و همچنين، 

 TRIzol بـا اسـتفاده از كيـت تجـاري     RNAهـاي   استخراج مولكول
)Invitrogene,USAهاي مورد مطالعـه   ) استفاده شد. بررسي بيان ژن

 Light syclereبا استفاده از دسـتگاه   qRT-PCRبا استفاده از روش 
)Applied Bio system, USA     انجام شـد. محلـول واكـنش شـامل(  
  )، cDNA( Complementary DNAنــانوگرم)  50ميكــرو ليتــر ( 2
  ميكــرو ليتــر   10يكومــولار)، پ 20ميكروليتــر از هــر آغــازگر (   1

Hot Tag EvaGreen )Biotium, USA و حجم محلول واكنش با (
ــزيم    ــاري از آن ــر ع ــار تقطي ــر دو ب ــتفاده از آب مقط ــه  RNaseاس   ب
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ها، واكـنش   جهت ارزيابي كارايي آغازگرها و تعيين دماي ذوب آن
و دماهـاي گراديـان    cDNAهاي  اي پليمراز با استفاده از مولكول زنجيره

ترين دما براي جفت ژن انتخاب گرديـد. بهتـرين دمـاي     انجام و مناسب
گراد و بـراي   ي سانتي درجه 80دماي  MicroRNA34aذوب براي ژن 

ي  گراد تعيـين گرديـد و در برنامـه    ي سانتي درجه 7/81دماي  Snailژن 
جهت بررسـي   .دمايي، بيان ژن در زمان واقعي مورد استفاده قرار گرفت

  ميزان بازدهي واكنش، منحني استاندارد رسم گرديد.  
بررسـي اثـر    :Snailو ژن  MicroRNA34aتأثير دارو بر بيان 

 U87MGهاي  در سلول MicroRNA34aداروي رزوراترول بر بيان 
در  MicroRNA34aنشان داد كه سطح بيان نسبي  mRNAدر سطح 

يابـد، امـا از لحـاظ     مقايسه با گروه شاهد به ميزان اندك افـزايش مـي  
  ). 4) (شكل P < 050/0باشد ( دار نمي آماري معني

  

  
هاي سرطاني  در سلول MicroRNA34a. ميزان تغييرات بيان 4شكل 

U87MG  ساعت 48تيمار شده با رزوراترول به مدت  
  

ــان ژن  ــزايش  در ســلول Snailبررســي بي ــه، اف هــاي تيمــار يافت
را در مقايسه با گروه شاهد تيمـار شـده بـا     Snailگيري از بيان  چشم

DMSO ) 050/0نشان داد < P 5) (شكل.(  
  

  
 U87MGهاي سرطاني  در سلول Snail. ميزان تغييرات بيان 5شكل 

ساعت در مقايسه با گروه شاهد  48تيمار شده با رزوراترول به مدت 
  )Dimethyl sulfoxide )DMSOتيمار شده با 

  
  بحث

ي چهــارم  بــا توجــه بــه وضــعيت ســرطان گليوبلاســتوما كــه درجــه
باشـد،   هاي متاسـتاز يافتـه مـي    آستروسيتوما با تعداد بسيار زياد سلول

متاستاز سلولي جهـت افـزايش   سركوب مسيرهاي دخيل در تهاجم و 
ــد بــود (       ــد فايــده خواه ــن بيمــاري مفي ــرخ نجــات از اي  .)14ن

MicroRNA34a  به عنوان يكي از سركوبگرهاي تومور شناخته شده
هـا از جملـه گليوبلاسـتوما دچـار       است كه در تعداد زيادي از سرطان

از اهـداف مسـتقيم ايـن     Snail). ژن 6، 15-16شود ( كاهش بيان مي
محسوب  EMTترين عوامل مسير  و به عنوان يكي از اصلي RNAريز
، به عنوان مسيري است كه در آن بـه سـبب فقـدان و از    EMTشود.  مي

ي ايجـاد تهـاجم و متاسـتاز     هاي بين سلولي، زمينه كنش دست رفتن ميان
ترين مسـيرهاي   ). اين مسير، به عنوان يكي از اساسي17گردد ( فراهم مي

و ســرطان تخمــدان  )18(در ســرطان معــده  مــؤثر در تهــاجم ســلولي
، اما مطالعات اندكي در رابطه با ميـزان نقـش آن   )19(شود  محسوب مي

ي گسـترده از   ليوبلاستوما انجـام شـده اسـت. بـر اسـاس اسـتفاده      در گ
هـا و نيـز قابليـت كنتـرل      تركيبات گياهي به دليل تأثيرات منفي اندك آن

هـاي   ها، از اين تركيبات در جهت درمـان بيمـاري   ي عملكرد آن گسترده
هـا اسـتفاده    گيري و بهبود انـواع سـرطان   مختلف و به خصوص در پيش

فنوليك كه بـه ميـزان    ول، به عنوان يكي از تركيبات پليشود. رزوراتر مي
شــود، داراي اثــرات ضــد ســرطاني  فـراوان در انگــور قرمــز يافــت مـي  

  .)12(باشد  گوناگوني با به كارگيري مسيرهاي مولكولي متعدد مي
بر اساس مطالعات انجام شده، رزوراترول توانايي القاي مرگ سلولي 

 را دارد. بـه منظـور   هـاي بـالا   به ويژه در غلظت U87MGهاي  در سلول
و  MicroRNA34a، تغييرات بيـان  EMTبررسي تأثير اين ماده بر مسير 

مورد بررسي قرار گرفت. اين مطالعـه نشـان داد كـه     Snailژن هدف آن 
را در سـطح رونويسـي در    Snailرزوراترول، توانايي كاهش بيان نسـبي  

ندارد و در نتيجه، توانايي كاهش تهـاجم و متاسـتاز    U87MGهاي  سلول
سلولي را نيز نخواهد داشت. مطالعات اخير، حاكي از تأثير مثبت اين دارو 

هاي سـرطان معـده بـا بـه كـارگيري       در سركوب تهاجم و متاستاز سلول
  ). 20باشند ( مي EMTو  Hedgehogمسيرهاي 

نـايي مهـار مسـير    به علاوه، مشاهده شده است كـه رزوراتـرول، توا  
EMT ي كاهش ميزان بيان  هاي سرطان تخمدان به وسيله در سلولSnail 

ي ديگري، ثابت شده است كه رزوراترول، توانايي مهار  را دارد. در مطالعه
و  Snailي كاهش سطح بيـان   در سرطان كلوركتال به وسيله EMTمسير 

E-cadherin  در مســـيرTransforming growth factor beta 1   
)TGF-β1 ()21(  و همچنين، مسيرWnt/β–Catenin  را دارد)22( .  

بر مبناي مطالعات قبلي انجام شده، رزوراترول از دسته تركيبـات  
 DNA methyltransferaseداراي خاصـيت   inhibitor )DNMTi (

. ايـن  )12(هـاي سـركوب را دارد    باشد كه توانايي افزايش بيان ژن مي
هاي سـركوب  MicroRNAمطالعات اشاره دارند كه رزوراترول، بيان 

دهد  هاي سرطان سينه را افزايش مي شده و مربوط به آپوپتوز در سلول
بـا   MicroRNA34aدهـد كـه سـطح بيـان      ها نشان مي . بررسي)23(
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ي  آگهي در افـراد داراي درجـه   ر ارتباط است و پيشي گليوما د درجه
بسيار انـدك   MicroRNA34aبالاي گليوما و همچنين، سطوح پايين 

ــي ــان   20باشــد ( م ــزايش بي ــه اف ــده اســت ك ــات ش ــين، اثب ). همچن
MicroRNA34a توانــد بــر تمــايز، تهــاجم و مــرگ ســلولي در  مــي

  . )5(هاي سلولي گليوبلاستوما مؤثر باشد  رده
در ايــن مطالعــه، رزوراتــرول ســبب افــزايش انــدك بيــان       

MicroRNA34a ي سلولي  در ردهU87MG توانـد   شده است كه مي
ي بيشـتري   اين تركيب باشد. مطالعات گسـترده  DNMTiناشي از اثر 

جهـــت بررســـي ايـــن دارو بـــر ميـــزان متيلاســـيون پرومـــوتر ژن 
MicroRNA34a باشد. در قبل و بعد از تيمار دارويي مورد نياز مي  

افزايش اندك بيان ژن توسط اين دارو، نشانگر اين واقعيت است كـه  
ر بيان ژن و يـا بـه صـورت    دارو بايد به همراه ساير تركيبات با اثر بيشتر ب

هاي تهاجمي جهت اثربخشـي بيشـتر مـورد     تركيبي به كمك ساير روش
استفاده قرار بگيرد. در غير اين صورت، به دليل قدرت تهاجم بالاي ايـن  

  .ها، اين تركيب اثر چنداني جهت تغيير در بيان نخواهد داشت سلول
  

  تشكر و قدرداني
ي  كارشناسي ارشد ژنتيـك بـه شـماره   ي  نامه اين مقاله، بخشي از پايان

باشد كه در دانشگاه علـوم پزشـكي شـهيد صـدوقي يـزد       مي 123/93
 .تصويب و انجام گرديد
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The Effect of Resveratrol on Expression of microRNA34a  

in U87MG Cancerous Cells Line 
 

Narjes Shahsavani1, Mahta Mazaheri2 
 
Abstract 
Background: Glioblastoma multiform (GBM) is known as the most current and invasive kind of central nervous 
system tumors. In addition to existing therapy methods, using epigenetic factors specially investigation of microRNAs 
expression level has been known to predict prognosis, survival rate, and prevalence of a variety of cancers. In this 
study, the effect of resveratrol on expression level of miRNA34a and Snail gene in U87MG (ATCC® HTB-
14™) cell line was investigated. 

Methods: In this experimental research, U87MG (ATCC® HTB-14™) cell was used in culture medium 
content of 1% fetal bovine serum (FBS) with penicillin and streptomycin antibiotics. Resveratrol at 
different concentrations was used to determine 50% inhibitory effect on cell growth in cultured cells using 
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT assay) method. Changes in microRNA and 
Snail gene expression were assessed using qualitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) method. 
∆∆CT method was used to analyze gene expression data. 

Findings: Assessing inhibitory effect of resveratrol at different concentration for 48 hours in culture medium 
showed that the concentration of 43.23 µg/ml was able to inhibit growth of 50% of treated cells. Gene expression 
analysis indicated that expression level of microRNA34a decreased while Snail gene expression significantly 
increased compared to control cells. 

Conclusion: Resveratrol has ability to increase expression of microRNA34a but this increase did not resulted to 
decrease of Snail gene expression. So, it has not positive effect to control of metastasis pathway. 

Keywords: Glioblastoma, Real-time polymerase chain reaction, MicroRNA 
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