
 Pejouhesh dar Pezeshki (i.e., Research in Medicine) 

2024; Vol. 48; No. 1; 28-37 

 

  

28  

Pejouhesh dar Pezeshki (i.e., Research in Medicine)                                               Original Article 

The Quarterly Journal of School of Medicine, Shahid Beheshti University of Medical Sciences                                                             2024; Vol. 48; No. 1 

Investigating the Effect of miR-302/367 Cluster Overexpression on the 

Expression of mTOR Signaling Pathway Genes in Human Adipose 

Tissue- Derived Stem Cells 

Maryam Khani
1,

 
2
, Arash Javeri

1
, Arezoo Bazargani

1
, Gilda Karimi

2
, Masoumeh Fakhr Taha

1*
 

1. Department of Stem Cells and Regenerative Medicine, Institute for Medical Biotechnology, National Institute of Genetic 

Engineering and Biotechnology (NIGEB), Tehran, Iran. 

2. Department of Cell and Molecular Biology, Faculty of Biological Sciences, Kharazmi University, Tehran, Iran. 

Received: August 23, 2023; Accepted: December 10, 2023 

 
 

 

Keywords: miR-302/367 cluster; Transfection; mTOR pathway; ADSC; AKT gene; MTOR gene; RICTOR gene; RAPTOR 

gene; Phosphorylated AKT; Phosphorylated MTOR 

Please cite this article as: Khani M, Javeri A, Bazargani A, Karimi G, Fakhr Taha M. Investigating the Effect of miR-

302/367 Cluster Overexpression on the Expression of mTOR Signaling Pathway Genes in Human Adipose Tissue- Derived 

Stem Cells. Pejouhesh dar Pezeshki. 2024;48(1):28-37. 

 
______________________________ 

*Corresponding Author: Masoumeh Fakhr Taha; Email: mftaha@nigeb.ac.ir 

Department of Stem Cells and Regenerative Medicine, Institute for Medical Biotechnology, National Institute of Genetic 

Engineering and Biotechnology (NIGEB), Tehran, Iran.  

Abstract 
Background and Aim: The miR-302/367 cluster plays a critical role in reprogramming of somatic cells into 

pluripotent stem cells and maintaining pluripotency. While, several studies have been conducted on the mechanism of 

miR-302/367 cluster in reprogramming, little research has been done specifically on the effect of this cluster on mTOR 

signaling pathway. The mTOR pathway not only controls various cellular processes, such as proliferation, 

differentiation and autophagy, but also plays a significant role in the reprogramming process. Therefore, the present 

study aimed to investigate the effect of miR-302/367 cluster on the mTOR pathway in adipose tissue- derived stem 

cells (ADSCs). 

Methods: In this experimental study, the third to fifth- passaged ADSCs were transfected with TDH101PA- GP vector 

expressing mir-302/367 cluster and the mock vector using a Neon Transfection Kit and Neon Transfection System. 

One week after transfection, the expression of some mTOR signaling molecules in the ADSCs was assessed by 

comparative Real- Time PCR. Relative gene expression between the miR-302/367 and mock groups (4 replicates) was 

calculated by REST 2009 software based on Pair Wise Reallocation Randomization Test. Also, the expression of some 

mTOR pathway proteins was assessed by western blot analysis. 

Results: The overexpression of miR-302/367 cluster significantly reduced the expression of AKT, MTOR, RAPTOR, 

and RICTOR genes; the expression of these genes in the miR-302/367 transfection group compared to the mock group 

decreased to 0.44, 0.51, 0.56 and 0.6, respectively (P< 0.05). The expression of genes in the mock group was assumed 

as one. Also, as revealed by western blot analysis, the expression of phosphorylated AKT and phosphorylated MTOR 

proteins decreased in the ADSCs transfected with miR- 302/367 cluster compared to the mock group. 

Conclusion: Overexpression of the miR-302/367 cluster appears to inhibit the activity of the mTOR signaling pathway 

in ADSCs affecting the cell reprogramming through this mechanism. 
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 مقاله پژوهشی                                                                                                                                                                                                                                پژوهش در پزشکی                                                

شتی -فصلنامه علمی  13تا  88شمسی، صفحات  1441، سال1، شماره 48دوره                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            درمانی شهید بهشتی                                                                     -پژوهشی دانشکده پزشکی، دانشگاه علىم پزشکی و خدمات بهدا

در  mTOR رسبى بمیپ ریهس یّب شى بىیبر ب  miR-302/367کلاستر  بىیب صیب تأثیر یبررس

  یاًسبً یببفت چرب یبدیبٌ یّب سلَل

 *1فخرطِ هعصَهِ ،2کریوی گیلذا ،1ببزرگبًی آرزٍ ،1جبٍری آرش ،1، 2خبًی هرین

 .ایزاى تْزاى، فٌبٍری، سیغت ٍ صًتیک هٌْذعی هلی پضٍّؾگبُ پشؽکی، ثیَتکٌَلَصی پضٍّؾکذُ ثبسعبختی، پشؽکی ٍ ثٌیبدی ّبی علَل گزٍُ -1

 .ایزاى تْزاى، خَارسهی، داًؾگبُ سیغتی، ػلَم داًؾکذُ هَلکَلی، ٍ علَلی ؽٌبعی سیغت گزٍُ -2

 19/09/1402 :زػیپذ خیتبر   01/06/1402: بفتیدر خیتبر
 

 
 

 AKT ؛RICTORصى  ؛RAPTORصى  ؛MTORصى  ؛AKT صى ؛یچزث ثبفت یبدیثٌ یّب علَل ؛mTOR هغیز ؛تزًغفکؾي ،miR-302/367کلاعتز  :یذیکلٍاشگبى

 یلِفغفز MTOR ؛یلِفغفز

 بِ ایي هقبلِ، بِ صَرت زیر استٌبد کٌیذ:

Khani M, Javeri A, Bazargani A, Karimi G, Fakhr Taha M. Investigating the Effect of miR-302/367 Cluster Overexpression 

on the Expression of mTOR Signaling Pathway Genes in Human Adipose Tissue- Derived Stem Cells. Pejouhesh dar 

Pezeshki. 2024;48(1):28-37. 

_________________ 
 mftaha@nigeb.ac.ir آدرس پست الکترًٍیکی: ؛ىِ فخز هؼقَهِ ًَیسٌذُ هسئَل هکبتببت:*

  .ایزاى تْزاى، پضٍّؼ، ثلَار فٌبٍری، سیغت ٍ صًتیک هٌْذعی هلی پضٍّؾگبُ پشؽکی، ثیَتکٌَلَصی پضٍّؾکذُ ثبسعبختی، پشؽکی ٍ ثٌیبدی ّبی علَل گزٍُ

 چکیذُ
 حبل، ثِ تب. کٌذیه یفبا یپزتَاى ٍ حفظ پزتَاً یبدیثٌ ّبیعلَلثِ  یکعَهبت ّبیعلَل ریشیثبسثزًبهِ در یهْو ًمؼ miR-302/367 کلاعتز: ٍ ّذف سببقِ

 هغیز ثز کلاعتز ایي اختقبفی تأثیزدرثبرُ  یچٌذاً یبفتِ اهب ؽذُ، اًدبم ریشیثبسثزًبهِ در miR-302/367ػول کلاعتز  یغنهکبً یٌِدر سه یهتؼذد ّبیهيبلؼِ

 ریشی ثبسثزًبهِ فزآیٌذ دررا  یهْو ًمؼ اتَفبصی، ٍ یشتوب تکثیز، ًظیز ،هختلف علَلی رًٍذّبی کٌتزلثز  ػلاٍُ mTOR هغیزٍخَد ًذارد.  mTOR رعبىپیبم

 .ؽذ یىزاح یثبفت چزث یبدیثٌ یّبعلَل در mTOR زیهغ یرٍ miR-302/367کلاعتز  تأثیز ؽٌبعبییهيبلؼِ حبمز ثب ّذف  اعبط، ایي ثزدارد.  ػْذُثز

 ٍکتَر ثبتزًغفکؾي ًئَى  یغتنٍ ع یتاعتفبدُ اس ک ثبپبعبص عَم تب پٌدن  هزحلِ در یچزث ثبفت یبدیثٌ یّبعلَل ی،هيبلؼِ تدزث یيا در :رٍش کبر

TDH101PA-GP کلاعتز کٌٌذُثیبى mir-302/367  ٍٍکتَر Mock  .رعبىپیبم یزهغ ّبیصىاس  یثزخ یبىّفتِ پظ اس تزًغفکؾي، ث یکتزًغفکت ؽذًذ 

mTOR رٍػ  ثب یثبفت چزث یبدیثٌ یّبعلَل درReal-Time PCR  ِّبیگزٍُ درّب صى یبىث ًغجتؽذ.  ثزرعی ای همبیغ miR-302/367 ٍ Mock (4 

 ثزخی ثیبى ّوچٌیي،ؽذ.  یغِدٍ گزٍُ همب ثیي Pair Wise Fixed Reallocation Randomization Testٍ آسهَى  REST 2009افشار تکزار( ثب اعتفبدُ اس ًزم

 ؽذ. ارسیبثی ثلات ٍعتزى رٍػ ثب mTOR یزهغ ّبیپزٍتئیي اس

 در ّبصى یيا یبىث ثِ ىَری کِ ؽذ، AKT، MTOR، RAPTOR  ٍRICTOR ّبیصى یبىث در دارهؼٌب کبّؼ عجت miR-302/367کلاعتز  ثیبىثیؼ ّب:بفتِی

در ًظز گزفتِ ؽذ.  یک Mockّب در گزٍُ صى ثیبى(. P<0.05) یبفتکبّؼ  6/0ٍ  56/0، 51/0، 44/0ثِ  یتثِ تزت Mockثِ گزٍُ  ًغجت miR-302/367گزٍُ 

-miR تزًغفکت ؽذُ ثب کلاعتز یچزث ثبفت یبدیثٌ یّبعلَلدر  یلِفغفز MTORٍ  یلِفغفز AKT ّبییيپزٍتئ یبىٍعتزى ثلات ث ثزرعیىجك  ّوچٌیي،

 ثَد. Mockگزٍُ  اس کوتز  302/367

 ثبٍ  کٌذ هْبر یثبفت چزث یبدیثٌ یّب علَل را در mTOR رعبىپیبم یزهغ فؼبلیت تَاًذهی miR-302/367 خَؽِ ثیبى ثیؼ کِ رعذیه ًظز ثِ :یریگجِیًت

 .لزار دّذ تأثیزتحت  راّب علَل یشیر ثبسثزًبهِ هکبًیغن ایي
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 هقذهِ
MicroRNAّب (miRNAs) اس گزٍُ یک RNAغیز ّبی 

 ّغتٌذ ًَکلئَتیذ 22-18 حذٍد ىَل ثب (ncRNAs) کٌٌذُ کذ

 اس پظ عيح در صى ثیبى افلی کٌٌذُ تٌظین ػٌَاى ثِ کِ

 UTR’3 ًبحیِ ثِ ّبmiRNA. (1) کٌٌذ هی ػول رًٍَیغی

 هْبر عجت ٍ ؽًَذ هی هتقل ّذف mRNA کذکٌٌذُ هٌيمِ

در  ّبmicroRNA. (2) ؽًَذ یه mRNA تخزیت یب تزخوِ

 ریشی ثبسثزًبهِهختلف، اسخولِ  ؽٌبختی سیغت یٌذّبیفزآ

 ،پزتَاى المب ؽذُ یبدیثٌ ّبی علَل یذتَل ٍ یکعَهبت ّبی علَل

گزٍُ  چٌذیي کِاعت  دادًُؾبى  یؾیيپ ّبی هيبلؼًِمؼ دارًذ. 

 ٍ miR-302/367 یّب، اس خولِ کلاعتزّبmiRNAاس 

miR-371، ثیبى پزتَاى یبدیثٌ ّبی علَلدر  یثِ ىَر اختقبف 

 ثبلغ ّبی ٍ در ثبفت یبثذ یکبّؼ ه یشآًْب ثب توب یبىٍ ث ؽًَذ یه

 ریشی ثبسثزًبهِ کبرایی ّب miRNA ایي. (3) ؽَد یه خبهَػ

( OCT4، SOX2، KLF4  ٍC-MYC) یبهبًبکب فبکتَرّبی تَعو

 فبکتَر چٌذ یب یک خبیگشیي تَاًٌذ هی یب دٌّذ هی افشایؼ را

پزتَاى المب  یبدیثٌ ّبی علَل یذتَل ثزای مزٍری ثزداری ًغخِ

 .(4)ؽذُ ؽًَذ 

 ،miR-302a ػنَ پٌحؽبهل  miR-302/367 کلاعتز

miR-302b، miR-302c، miR-302d  ٍmiR-367  .ایياعت 

 یاًغبً 4کزٍهَسٍم  یرٍ LARP7 صى اس ایٌتزٍى یک در کلاعتز

ٍ  خٌیٌی ثٌیبدی ّبی علَل در miR-302/367 کلاعتز .داردلزار 

 ٍ دارد ثبلایی ثیبى( iPSC) المبؽذُ پزتَاى یبدیثٌ ّبی علَل

 یؾیيپ ّبی هيبلؼِ. (5) یبثذ هی کبّؼ توبیش ىَل در آى ثیبى

 تَعو miR-302/367 کلاعتز یبىًؾبى دادُ اعت کِ ث

 ثِ ٍ (6) ؽَد یه المب پزتَاًی خبؿ ثزداری ًغخِ فبکتَرّبی

. (7-9) کٌذ یه کوک خٌیٌی ثٌیبدی ّبی علَل در پزتَاًی حفظ

 ریشی ثبسثزًبهِ در یهْو ًمؼ miR-302/367 کلاعتز ّوچٌیي،

 ییپزتَاى المب یبدیثٌ ّبی علَلثِ  یکعَهبت ّبی علَل

(iPSCs) هَخَد، ّبی یبفتِ ىجك. (10-12) کٌذ یه یفبا 

 ثٌیبدی ّبی علَل تَلیذ miR-302/367 کلاعتز ثیبى ثیؼ

 ،(EMT) یویثِ هشاًؾ یتلیبلرا ثب هْبر اًتمبل اپ المبیی پزتَاى

 هغیزّبی دادى لزار ّذف ٍ صًتیک اپی تغییزّبی یز،تکث یالمب

 یي،. ّوچٌ(12 ،11) کٌذ یه تغْیل TGF-βهغیز هبًٌذ هختلف

miR-302 در  یذاىاس اکغ یًبؽ یهزگ علَل هْبر عجت

 .(13) ؽَد یه یاًغبً یویهشاًؾ یبدیثٌ ّبی علَل

 ػول هکبًیغن یثِ ثزرع یؾتزکِ پ هتؼذدی ّبی هيبلؼٍِخَد  ثب

 یذٍ تَل ریشی ثبسثزًبهِ یالمب در miR-302/367 کلاعتز

 ،(14 ،12 ،11) اعت پزداختِ المبؽذُ پزتَاى ثٌیبدی یّب علَل

 یزکلاعتز ثز هغ یيا یاختقبف تأثیز یٌِدر سه یچٌذاً یبفتِ

 ًذارد.  ٍخَد ریشی ثبسثزًبهِ یى در mTOR رعبى بمیپ

 کیٌبس تزئًَیي یيعز یک MTOR یغیيّذف راپبهب پزٍتئیي

دالتَى اعت کِ در عبل  یلَک 289 یٍسى هَلکَل ثب علَلی داخل

 MTORاثز آى کؾف ؽذ.  یغنهيبلؼِ هکبً یدر ى 1994

 ،mTOR ؽبهل) mTORC1 ًبم ثِ هدشا هدوَػِ دٍ اس ثخؾی

Raptor، mLST8 ٍ PRAS40 )ٍ mTORC2 (ؽبهل mTOR، 

Rictor، mLST8 ٍ mSIN1 )ػولکزدّبی کل در ٍ اعت 

 تزخوِ ّب، صى یبىکِ ث کٌذ یه کٌتزل ّب علَل در را هتؼذدی

 یغنهتبثَل یزی،پ تکثیز، ی،رؽذ علَل یجَسم،ر ثیَصًش یي،پزٍتئ

ٍ  یؽبهل آپَپتَس، اتَفبص علَلی، هزگ اًَاعٍ  ثمب علَلی،

 رعبى پیبم هغیز تٌظین در اختلال .(15) اًذ خولِ آى اس ،ًکزٍپتَس

mTOR اس خولِ عزىبى، هزتجو اعت. ثِ  هختلف، ّبی یوبریثب ث

 تٌظین خولِاس هختلف، یّب یغنهکبً ثب mTOR یزػلاٍُ، هغ

 یز،( ٍ تکثMET) اپیتلیبل ثِ هشاًؾیوی تجذیل پیزی، اتَفبصی،

ثِ  یکعَهبت یّب علَل ریشی ثبسثزًبهِ فزآیٌذ در یهْو ًمؼ

 . (15-20) کٌذ یه یفبا ییپزتَاى المب یبدیثٌ ّبی علَل

 ینّذف هغتم یکثِ ػٌَاى  AKT1 یؾیي،ّبی پ هيبلؼِ در

miR-302 یعَثغتزا 100اس  یؼٍ ث  (21) ؽذُ ییؽٌبعب 

اس  یکی(. 30گشارػ ؽذُ اعت ) AKT یثزا یاحتوبل

 اعت TSC1/TSC2 یٌیهدوَػِ پزٍتئ AKTهْن  یعَثغتزاّب

 یٍ ًمؼ احتوبل (22) کٌذ یه  ػول mTORC1کِ در ثبلادعت 

 mTOR رعبًی یبمپ یزهغ ینرا در تٌظ miR-302/367کلاعتز 

اعبط، هيبلؼِ حبمز  یيا ثز. کٌذ یهيزح ه یشیر ثبسثزًبهِ یدر ى

 یّب صى بىیثز ث miR-302/367کلاعتز   تأثیز تؼیيثب ّذف 

 یچزث ثبفت یبدیثٌ یّب در علَل mTOR رعبى بمیپ زیهغ

 گزٍُ آسهبیؾگبُ در 1401 درعبل پضٍّؼ ایي. ؽذ یىزاح

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 p

ej
ou

he
sh

.s
bm

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
05

 ]
 

                             3 / 10

https://pejouhesh.sbmu.ac.ir/article-1-3319-fa.html


 ٍ ّوکبراى خبًیهزین                                                                                       … هغیز ّبی صى ثیبى ثز  miR-302/367 کلاعتز ثیبى ثیؼ تأثیز ثزرعی

 

 13تا  88شمسی، صفحات  1441، سال1، شماره 48دوره 
 

 پژوهش در پزشکی
 

   

31  

 هٌْذعی هلی پضٍّؾگبُ ثبسعبختی پشؽکی ٍ ثٌیبدی ّبی علَل

 .ؽذ اًدبم فٌبٍری سیغت ٍ صًتیک

 رٍش کبر
 پضٍّؼ يیا دراعتفبدُ  هَرد یچزث ثبفت یبدیثٌ یّب علَل

 یؽکو یچزث ثبفت اس کلاصًبس نیآًش اس اعتفبدُ ثب ؾتزیپ یتدزث

 تحت تْزاى ػزفبى وبرعتبىیثکِ در  عبلِ، 50 تب 40  خبًن چْبر

 ٍ یلزار گزفتٌذ، خذاعبس یاًتخبث یٌَپلاعتیاثذٍه یخزاح ػول

 اخلاق تِیکو تَعو فَق هيبلؼِ. (24 ،23) ثَد ؽذُ ییؽٌبعب

 یفٌبٍر غتیس ٍ کیصًت یهٌْذع یهل پضٍّؾگبُ

(IR.NIGEB.EC.1400.2.26.B )ؽذ ذییتأ . 

 یوهح یظزٍف کؾت حبٍ در چزثی ثبفت ثٌیبدی ّبی علَل

 ,DMEM (DMEM, Gibco, Life Technologiesکؾت 

USA )گبٍی خٌیي عزم درفذ 20 ثب (FBS, Gibco) کؾت 

درفذ ثب اعتفبدُ  80-90ثِ تزاکن  یذىّب پظ اس رع علَل .ؽذًذ

( پبعبصدادُ GIBCOدرفذ، ؽزکت  25/0) Trypsin-EDTAاس 

 5تب  3پبعبص   هزحلِ در چزثی ثبفت ثٌیبدی یّب ؽذًذ. علَل

کٌٌذُ کلاعتز  یبىث TDH101PA-GPثب ٍکتَر  تزًغفکؾي یثزا

miR-302/367  ٍکتَر ٍMock  ُتزاکن هیشاى. ؽذًذاعتفبد 

تزًغفکؾي  .ثَد درفذ 70-80 حذٍد تزًغفکؾي رٍس در ّب علَل

 ٍ( Invitrogen)ؽزکت  Neon Transfection kitثب اعتفبدُ اس 

 دعتگبُ اس اعتفبدُ ثب عبسًذُ ؽزکت پیؾٌْبدی رٍػ ىجك

Neon transfection system  ؽزکت(Invitrogen) اًدبم 

 ؽذ.  یفلٍَرعٌت ثزرع یکزٍعکَحتزًغفکؾي ثب ه یی. کبراگزفت

     همبٍهت صى یدارا TDH101PA-GPٍکتَر  ایٌکِ ثِ تَخِثب 

  دریبفت را ٍکتَر کِ ّبیی علَل حذف ثزای اعت، پَرٍهبیغیي ثِ

 ّب علَل یوهح الکتزٍپَریؾي، اس پظ عبػت 48 ثَدًذ، ًکزدُ

 Puromycin) پَرٍهبیغیي ثیَتیک آًتیٍ  تؼَیل

dihydrochloride , Bio Basic )1  غلظت ثب μg /ml  ِهحیوث 

 . ؽذ امبفِ کؾت

 چربی ببفت بٌیبدی ّبی سلَل در ّب شى بیبى بررسی

 Real-time PCR رٍش بب miR-302/367ترًسفکت ضذُ بب 

 کیتاعتفبدُ اس   ثب ؽذُ تزًغفکت ّبی علَل اس RNA اعتخزاج

RNX Plus ؽزکت دعتَرالؼول هيبثكٍ  یٌبکلَىؽزکت ع 

 ثب آى غلظت تؼییي ٍ RNA اعتخزاج اس پظ .ؽذ اًدبم عبسًذُ

 تزًغفکؾي ّبی گزٍُ اس  RNA هغبٍی همبدیز ًبًَدراح، دعتگبُ

تکزار  Mock (4ٍکتَرٍ  miR-302/367 خَؽِ حبٍی ٍکتَر ثب

 Sinaclon First Strand cDNA کیت ثِ ٍعیلِ( یَلَصیکث

Synthesis Kit  ثِ عیٌبکلَىؽزکت cDNA ی. ثزاؽذ یلتجذ 

 ٍ Quantitative real-time PCR اس ّب صى ثیبى کوی ثزرعی

 ثِ. ٍاکٌؼ ؽذ اعتفبدُ ای همبیغِ رٍػ هجٌبی ثز ّب دادُ آًبلیش

 ؽزکت اس SYBR Green qPCR Master Mix کیت ٍعیلِ

Ampliqon ٍ اس اعتفبدُ ثب cDNA پزایوزّبی ٍ ؽذُ عٌتش 

 اس. ؽذ(  اًدبم 1)خذٍل  ثزرعی هَرد ّبی صى ثزای اختقبفی

. ؽذ اعتفبدُ داخلی کٌتزل ػٌَاى ثِ GAPDH ٍ  B2M ّبی صى

 Rotor Gene-6000 Real-Time analyzer دعتگبُ ثب ٍاکٌؼ

(Corbett Research, Australia) هیشاى یت،. درًْبؽذ اًدبم 

 Relative Expression)افشار ًزم اس اعتفبدُ ثب ّب صى ثیبى

Software Tool, Qiagen)  REST 2009 ِآسهَى ثب ٍ هحبعج 

Pair Wise Fixed Reallocation Randomization Test® 
 افشار ًزم اس اعتفبدُ ثب ًْبیی ًوَدار. (25) ؽذ همبیغِ ّب گزٍُ ثیي

Microsoft Excel ؽذ رعن.  

 .Real- time PCR بب ّب شى یبىب یبررس یهَرد استفبدُ برا یورّبیپرا -1جذٍل 

Size Reverse Forward Accession Target 

113 5’-GTCAACTTCAATGTCGGATGGAT-3' 5’-TCCAGCGTACTCCAAAGATTCA-3' NM_004048 B2M 

116 5’-CAAATGAGCCCCAGCCTTCT-3' 5’-TCACCATCTTCCAGGAGCGA-3' NM_002046 GAPDH 

142 5’-CTTTCTGAGGACCCATCGAC-3' 5’-ATGAAGGATCGGATGAAGACAG-3' NM_020761 RPTOR 

133 5’-ATACTGGGTATCTGTGAAGGCA-3' 5’-GAAATTTGATCAGGTGTGCCAG-3' NM_004958 MTOR 

156 5’-TCTTCATCAGCTGGCACTGC-3’ 5’-ACAAACGAGGGGAGTACATCAA-3’ NM_005163.2 AKT 

168 5’-TCTACATCAGCTCGCACATACT-3' 5’-ACTAGCACTTCAGAATCCAGAG-3' NM_152756 RICTOR 
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 بلات ٍسترى بب ّب پرٍتئیي بیبى بررسی

 ،MTOR، AKT ّبی پزٍتئیي ثیبى ثزرعی هيبلؼِ ایي در

AKT-P  ٍMTOR-P یيثب ٍعتزى ثلات اًدبم ؽذ. پزٍتئ 

 هْبر حبٍی RIPA ثبفز اس اعتفبدُ ثب یبفتِ توبیش ّبی علَل

 ثب ّب پزٍتئیي غلظت. ؽذ اعتخزاج (Sigma) پزٍتئبس ّبیکٌٌذُ

 پزٍتئیي ػٌَاى ثِ BSA اس. ؽذ گیزی اًذاسُ Bradford رٍػ

 50 .ؽذ اعتفبدُ ّب پزٍتئیي غلظت گیزی اًذاسُ ثزای اعتبًذارد

 درفذ 10 اکزیلاهیذ پلی صل رٍی گزٍُ ّز اس یيپزٍتئ یکزٍگزمه

ثب  PVDF غؾبی ثِ صل اس پزٍتئیي اًتمبل. ؽذ الکتزٍفَرس

 کزدىثلَکِ  .ؽذاًدبم  BIO- RAD تزًغفز عیغتن اس اعتفبدُ

 هذتدرفذ ثِ  Skim milk 5  ثب اختقبفی غیز ّبی پزٍتئیي

 اٍلیِ ّبیثبدی آًتی ثب آهیشی رًگ .گزفت اًدبم یک عبػت

AKT (Elabscience; E-AB-30471،) mTOR (SantaCruz 

Biotechnology; sc-517464 ،)Phospho-Akt (Ser473) 

(Cell Signaling; 9271،) p-mTOR (59.Ser2448) 

(SantaCruz Biotechnology; sc-293133 ٍ )β-actin 

(SantaCruz Biotechnology; sc-47778 )ٍ ثبًَیِ ثبدی آًتی 

mouse anti-rabbit IgG-HRP (SantaCruz 

Biotechnology; sc-2357 )ثبًذّب هؾبّذُ ثزای. گزفت اًدبم 

 فیلن ٍ صى هتیي عیتَ ؽزکت ECL Western Blotting kit اس

 .ؽذ اعتفبدُ رادیَلَصی

 ّب یبفتِ
 اًسبًی چربی ببفت بٌیبدی ّبی سلَل ترًسفکطي ٍ کطت

(hADSCs) 

عَم تب پٌدن ثب  پبعبصدر هزحلِ  یثبفت چزث یبدیثٌ ّبی علَل

 Mockٍ ٍکتَر  miR-302/367کلاعتز  کٌٌذُ ثیبىٍکتَر 

تزًغفکت  یّب را در علَل GFP یبى، ث1تزًغفکت ؽذًذ. ؽکل 

اس  پظّفتِ  یک miR-302/367کلاعتز  یؽذُ ثب ٍکتَر حبٍ

  .دّذ یه ًؾبى پَرٍهبیغیي ثیَتیک آًتیثب  اًتخبةٍ  تزًغفکؾي

 
 تصَیر ٍmiR-302/367 (A )خَضِ  کٌٌذُ بیبىترًسفکت ضذُ بب ٍکتَر  یببفت چرب یبدیبٌ یّب در سلَل GFP یيپرٍتئ یبىب -1 ضکل

 .پَرٍهبیسیي بیَتیک یٍ اًتخبة بب آًت ترًسفکطي از پس ّفتِ یک(، B) آى فبزکٌترست

 

 در mTOR رسبى بمیپ ریهس یّب شى بىیب سِیهقب

ٍ  miR-302/367 یحبٍ ٍکتَر بب ضذُ ترًسفکت یّب سلَل

  Mock  ٍکتَر

 یزهغ یّب صى یبىثز ث  miR-302/367 کلاعتز ثیبى یؼث تأثیز

mTOR  ثب چزثی ثبفت ثٌیبدی ّبی علَلدر Real- time PCR 

 ّبی علَل در آهذُ، دعت ثِ ّبی یبفتِؽذ. ىجك  یثزرع

 miR-302/367 کلاعتز کٌٌذُ ثیبى ٍکتَر ثب ؽذُ تزًغفکت

 صى یبى، ث6/0 ± 14/0ثِ  AKT1  صى ثیبى ،Mockًغجت ثِ گزٍُ 

MTOR ِصى یبىث ،61/0 ± 13/0 ث RPTOR ِ58/0  ± 12/0 ث 

 یبفت کبّؼ 48/0 ± 08/0 ثِ RICTOR صى یبىث ٍ
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 (P-value<0.05 .)گزفتِ ًظز در 1 کٌتزل گزٍُ در ّب صى ثیبى 

 (.1 ًوَدار) ؽذ

 
 رسبى پیبم یردر هس یردرگ یّب شى یبىب یکو یسِهقب -1 ًوَدار

mTOR کلاستر حبٍی ٍکتَر بب ضذُترًسفکت  یّب در سلَل 

miR-302/367 ٍ ٍکتَر Mock رٍش  ببqPCR ّفتِ پس از  یک

در ًظر گرفتِ ضذُ ٍ  1ّب در گرٍُ کٌترل  شى بیبىترًسفکطي. 

-miRّب در گرٍُ  شى بیبىبب خط قرهس ًطبى دادُ ضذُ است. 

ًطبى  P-value بب داری هعٌب سطَحٍ  SD  +Mean بب  302/367

 .است دار هعٌب 00/0کوتر از  P-value یردادُ ضذُ است. هقبد

 در mTOR رسبى بمیپ ریهس یّب يیپرٍتئ بىیب یبررس

ٍ  miR-302/367 یحبٍ ٍکتَر بب ضذُ ترًسفکت یّب سلَل

  Mock  ٍکتَر

ثب ٍعتزى  mTOR رعبى پیبم یزهغ  ّبی پزٍتئیي ثیبى ثزرعی

 یبدیثٌ یّب در علَل AKT  ٍMTOR یبىثلات ًؾبى داد کِ ث

 Mockًغجت ثِ گزٍُ  miR-302تزًغفکت ؽذُ ثب  یثبفت چزث

ٍ  فغفزیلِ AKT یبىث کِ یًذارد، در حبل یهؾخق ییزتغ

MTOR ًغجت ثِ گزٍُ کٌتزل کبّؼ ًؾبى داد )ؽکل  یلِفغفز

2.) 

 
در  mTOR رسبى یبمپ یرهس ّبی یيپرٍتئ یبىب یبررس -2 ضکل

 یترًسفکت ضذُ بب ٍکتَر حبٍ یببفت چرب یبدیبٌ یّب سلَل

، بلات ٍسترىبب رٍش  Mockٍ ٍکتَر  miR-302/367کلاستر 

 ّفتِ پس از ترًسفکطي. یک

 بحث

کبّؼ  ثبػث miR-302/367 کلاعتز ثیبى ثیؼ ،حبمز هيبلؼِ در

 ،AKTؽبهل  ،mTOR رعبًی پیبم یزهغ یّب اس صى ثزخی ثیبى

MTOR، RPTOR  ٍRICTOR ً ٍّبی یيکبّؼ پزٍتئ یش AKT 

 یثبفت چزث یبدیثٌ یّب در علَل یلِفغفز MTORٍ  یلِفغفز

 لبثل تَخِ کلاعتز ًمؼ دٌّذُ ًؾبى تغییزّب یيا .ؽذ

miR-302/367 رعبًی یبمپ یزهغ یندر تٌظ mTOR  ٍ اعت

ػول  ّبی یغناس هکبً یکیرا ثِ ػٌَاى  mTOR یزهغ یتاّو

 کیعَهبت یّب علَل یشیر در ثبسثزًبهِ miR-302/367 کلاعتز

 .ذکٌ یپزتَاى هيزح ه یبدیثٌ یّب ثِ علَل

 ینّذف هغتم یکثِ ػٌَاى  را AKT1 یؾیيپ ّبی هيبلؼِ

miR-302 ثبلای یبىکزدُ اعت. ث ییؽٌبعب miR-302 در 

 UTR’3 هغتمین دادى لزار ّذف ثب پزتَاى ثٌیبدی ّبی علَل
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 فبکتَر هتؼبلجبً ٍ کٌذ هی عزکَة راصى  یيا AKT1 رًٍَؽت

 AKT. (21) کٌذ هی حفظ ثبلایی عيح در را OCT4 پزتَاًی

 AKT. اعت PIP3 دعت پبییي در هْن کیٌبس تزئًَیي یيعز یک

 ؽَد هی خذة غؾبء ثِ PIP3خَد ثِ  PHللوزٍ  اتقبل ىزیك اس

 ثِ ٍاثغتِ کیٌبس) PDK1 تَعو ؽذى فغفزیلِ دًجبل ثِ ٍ

3-phosphoinositide)، ثِ حغبط راپبهبیغیي کوپلکظ 

mTOR (mTORC2 )یي. در اؽَد هی فؼبل دیگز کیٌبسّبی یب 

 miR-302/367کلاعتز  ثیبى یؼث یدِدر ًت AKT1هيبلؼِ صى 

 ثِ. (21)اعت  یؾیيپ ّبی هيبلؼِکِ هٌيجك ثز  یبفتکبّؼ 

 کلاعتز ثیبى یؼکِ ث رعذ یه ًظز ثِ اگزچِ ػلاٍُ،

miR-302/367 یيپزٍتئ یبىثز ث تأثیزی AKT یلِفغفز یزغ 

کبّؼ  یهؾخق یشاىرا ثِ ه یلِفغفز AKT یيًذاؽت، پزٍتئ

اس  miR-302/367کِ کلاعتز  رعذ یه ثِ ًظز یي،داد. ثٌبثزا

 .(22) کٌذ یه یزیخلَگ AKT یيٍ فؼبل ؽذى پزٍتئ یلِفغفز

FOXO ٍ TSC2 (2 اعکلزٍسیظ تَثزٍط کوپلکظ )ٍّذف د 

( تَثزیي) TSC2 ٍ( ّبهبرتیي) TSC1. ّغتٌذ AKT افلی

 کَچک G پزٍتئیي فؼبلیت کِ دٌّذ هی تؾکیل را ای هدوَػِ

RHEB 2005. در عبل (22) کٌذ هی هْبر را ،Long  ٍ

 هغتمین ّذف TOR complex 1ّوکبراًؼ ًؾبى دادًذ کِ 

RHEB-GTP ؽذى فؼبل عجت آى اتقبل کِ اعت TOR کیٌبس 

للوزٍ  یثب ّز دٍ یبًکٌؼه یكىز اس RHEB. در ٍالغ، ؽَد هی

. ؽَد هی هتقل TOR هدوَػِ ثِ mTOR ٍ LST8 یتیککبتبل

 کیٌبسی فؼبلیت ؽذى فؼبل عجت mTOR ثِ Rheb-GTP اتقبل

mTOR یي،. ػلاٍُ ثز ا(26) ؽَد هی AKT پزٍتئیي PRAS40 

 رٍی را PRAS40 ثبسدارًذگی اثز ًتیدِ در ٍ کٌذ هی فغفزیلِ را

mTOR ٍ کوپلکظ mTORC1 ثب تَخِ (26) دّذ هی کبّؼ .

تزًغفکت  یثبفت چزث یبدیثٌ یّب در علَل AKTثِ کبّؼ 

 رعذ یه ًظز ثِ ،miR-302/367کلاعتز  کٌٌذُ یبىؽذُ ثب ٍکتَر ث

 یلِکبّؼ فزم فغفز یشٍ ً MTOR یّب کِ کبّؼ رًٍَؽت

 اعت.   یِدر هيبلؼِ هب لبثل تَخ MTOR یيپزٍتئ

mTOR ًبم ثِ هدشا هدوَػِ دٍ اس ثخؾی mTORC1 (ؽبهل 

mTOR، Raptor، mLST8 ٍ PRAS40 )ٍ mTORC2 (ؽبهل 

mTOR، Rictor، mLST8 ٍ mSIN1 )دّذ هی تؾکیل را .

mTORC1 ِتزخوِ ٍ عٌتش ٍ اعت حغبط راپبهبیغیي ث 

 هبؽیي هْنثز دٍ خشء  تأثیز ىزیك اس حذی تب حذالل را پزٍتئیي

 دّذ یه افشایؼ کیٌبس، 4E-BP1 ٍ p70S6 ؽبهل پزٍتئیي، عٌتش

تب ثز  عبسد یرا لبدر ه mTORC1 یتدر ًْب یٌذفزا ایي . (15)

هيبلؼِ  در. (27)ثگذارد  تأثیز یٍ اتَفبص یرؽذ علَل یز،تکث

کلاعتز  ثیبى یؼث یدِآى در ًت یبىکِ ث ّبیی صىاس  یکیحبمز، 

miR-302/367  یبفتکبّؼ RAPTOR ثَد .RAPTOR ثب 

 عَثغتزاّبی فزاخَاًذى ثزای دارثغتی ػٌَاى ثِ کزدى ػول

TORC1  ػولکزدmTORC1 (28) کٌذ هی تٌظین را . 

mTORC2  هبًٌذmTORC1 پزٍتئیي حبٍی mLST8 ،اهب اعت 

 غیز ّوزاُ) RICTOR  ّبی یيپزٍتئ اس RAPTOR خبی ثِ

 تؼبهلی پزٍتئیي) mTOR )ٍ SIN1 راپبهبیغیي ثِ حغبط

 ًظز. ثِ اعت ؽذُ تؾکیل( اعتزط ثب ؽذُ فؼبل کیٌبس پزٍتئیي

 تثجیت را یکذیگز اتقبل ىزیك اس RICTOR ٍ SIN1 کِ رعذ هی

. عبسًذ یرا ه mTORC2 یٍ ؽبلَدُ عبختبر کٌٌذ هی

mTORC2 اًکَصًی کیٌبس AKT در را S473 ِکٌذ، هی فغفزیل 

 یيپزٍتئ PDK1 ٍاعيِ ثب ؽذى فغفَریلِ ثب ّوزاُ کِ چیشی

AKT در T308 کبهل ؽذى فؼبل عجت AKT (29) ؽَد هی. 

 گشارػ AKT ثزای احتوبلی عَثغتزای 100 اس ثیؼ حبل ثِ تب

 هؾخـ ثیؾتز خشئیبت ثب آًْب اس ثغیبری حبل ایي ثب اعت، ؽذُ

 هدوَػِ یؼٌی AKT هْن عَثغتزاّبی اس یکی . (30) اًذ ًؾذُ

. کٌذ هی ػول mTORC1 ثبلادعتدر  TSC1/TSC2 پزٍتئیٌی

 اسرا  mTOR یبىث RHEBًؾبى دادُ ؽذُ اعت کِ  یيّوچٌ

 دٌّذُ اتقبل پزٍتئیي خبًَادُ اس ػنَی ،FKBP38 ىزیك

FK506 (FKBP)، در ٍالغ، کٌذ هی تٌظین .FKBP38 ِث 

mTOR کِ درحبلی کٌذ، هی هْبر را آى فؼبلیت ٍ ؽَد هی هتقل 

 ثب FKBP38 ارتجبه اس FKBP38 ثب RHEB هغتمین تؼبهل

mTOR تَاًذ هی ّب یبفتِ یي. ا(31-33 ،29) کٌذ هی خلَگیزی 

 ثیبى یؼدر اثز ث MTORکبّؼ  یلاس دلا یگزد یکی یيهج

 ی،در هيبلؼِ حبمز ثبؽذ. ثِ ػجبرت miR-302/367کلاعتز 

 عجت miR-302/367کلاعتز  ثیبى یؼدر اثز ث RHEBکبّؼ 
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 یدٍِ در ًت یبثذ یؼافشا MTOR ثب FKBP38 ارتجبه کِ ؽَد هی

 .یفتذاتفبق ث MTOR کبّؼ

 گیریًتیجِ

 کبّؼ عجت miR-302/367کلاعتز  ثیبى یؼث حبمز، هيبلؼِ در

 هغیز ّبی هَلکَلاس  ثزخیؽذى  یلِکبّؼ فغفز یب ثیبى

کِ  ؽذ یثبفت چزث یبدیثٌ ّبی علَل در mTOR رعبى پیبم

 رعبًی پیبم هغیز ایي ینتٌظ در را miR-302/367 کلاعتزًمؼ 

 یٌذفزا درىزف  یک اس mTOR هغیز آًدبکِ اس. دّذ هی ًؾبى

پزتَاى  یبدیثٌ ّبی علَلثِ  یکعَهبت ّبی علَل یشیر ثبسثزًبهِ

 ثب هغیز ایي یندر تٌظ اختلال یگز،ٍ اس ىزف د دارد ًمؼ ییالمب

اًدبم  اعت، هزتجو عزىبى، اسخولِ هختلف، ّبی ثیوبری

 کلاعتز ًمؼ تز یكدل یثزرع یثزا یلیتکو ّبی هيبلؼِ

miR-302/367 هحَر  نیتٌظ درAKT/mTOR ٍ آى ثز  تأثیز

 یویتزه ییتَاًب ٍ شیتوب ز،یتکث هْبخزت، ،یٌگیبدیثٌ یّب یضگیٍ

 .رعذ یه ًظز ثِ یمزٍر یچزث ثبفت یبدیثٌ یّب علَل

 هلاحظبت اخلاقی

ٍ  یکصًت یهٌْذع یاخلاق پضٍّؾگبُ هل یتِهيبلؼِ، در کو ایي

ثب کذ اخلاق  ثزرعی ٍ یفٌبٍر یغتس

IR.NIGEB.EC.1400.2.26.B ثجت ؽذُ اعت. 

 تطکر ٍ قذرداًی

 اخزای در کِ ثشرگَاراًی توبهی ٍ هحتزم کٌٌذگبىهؾبرکت اس

 .عپبعگشارین کزدًذ، یبری را هب حبمز پضٍّؼ

 تعبرض هٌبفع

 .اًذ ًکزدُ گشارػ را هٌبفؼی تؼبرك ًَیغٌذگبى،
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