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  چكيده
يكـي از روشـهاي درمـان       . شـود  خـوني حـاد در افـراد مبـتلا مـي           بتاتالاسمي از بيماريهاي ژنتيكي است كه سبب كـم         :سابقه و هدف  

ير واحـد متـصل      از رپرسورهاي گاماگلوبين است كه از دو ز        DREDكمپلكس پروتئيني   . استبتاتالاسمي، القاي ژن گاماگلوبين جنيني      
 توسـط  4TR مهـار بيـان   ،يك روش جالب جهـت افـزايش بيـان گامـاگلوبين    . تشكيل شده است 4TRو TR 2نام ه ، بDNAشونده به 
هـاي اريتروئيـدي      سـلول  4TR به منظـور مهـار بيـان ژن          RNAiاندازي سيستم     راه ،اين تحقيق از  هدف  . باشد  مي siRNAهاي   مولكول

562Kباشد ميماگلوبين  و بررسي ميزان بيان گا.  
 جهـت بررسـي   pSV-β-Galactosidaseجهـت ترانسفكـشن و از پلاسـميد گزارشـگر           lipofectamineTM 2000ليپيداز   :اهمواد و روش  

هـاي   در سـلول  Real-time PCR و گامـاگلوبين بـا روش   4TR ميزان بيـان ژن  ،siRNA 4TRبعد از ترانسفكشن . راندمان استفاده شد
562Kتعيين شد .   
 siRNA توسـط    4TRبيـان   . ترانسفكت شـدند   562Kهاي   از سلول % LipofectamineTM،40 2000 نتايج نشان داد با تركيب     :ها فتهيا
4TR  برابر بود 18/1 گلوبينالقاي ژن گاماكاهش داشت اگرچه % 44حدود.   

براي عدم القـاي گامـاگلوبين دو       . ده نشد ژن گاماگلوبين مشاه  قابل ملاحظه   مهار شد ولي القاي     % 44 تا   4TRگرچه بيان    :گيري  نتيجه
دوم اينكه شايد مهـار  . سازد  را محدود مي4TR ، مهار بيان ژن 562K هاي اول اينكه ميزان ترانسفكشن در سلول     . مورد قابل بحث است   

4TR 2 وTR 562 بطور همزمان در سلولKسيستم با  در مجموع.  سبب القاي گاماگلوبين شودRNAi 562 در سلولK4ار ژن ، مهTR 
  . و در ژن درماني استفاده شودهتواند سبب القاي ژن گاماگلوبين شد  به تنهايي نميRNAiرخ داد ولي مهار بيان اين ژن با روش 

   K 562ي ها سلول گاماگلوبين، ،4TR، مهار siRNA 4TR ،بتاتالاسمي :گان كليديواژ
 :طفاً به اين مقاله به صورت زير استناد نماييدل

Asgharian AM, Banan M, Najmabadi H. Evaluation of knocking down of the RNAi mediated gamma globin repressor 
into K562 cells, for gene therapy of beta-thalassemia. Pejouhandeh 2011;16(5):234-40. 

  

  1مقدمه
 و دو   αهموگلوبين مولكـولي اسـت كـه از دو زنجيـره شـبه              

) Heme(گلوبين همراه بـا چهـار مولكـول هـم            βزنجيره شبه   
  متصل به آهن تشكيل شده اسـت و در انتقـال اكـسيژن و دي              

 ، جنينـي  دوراندر  . كنـد  اكسيد كربن نقش مهمي را ايفـا مـي        
  باشـد در حـالي كـه     مـي  2γ2αيـا   نـوع جنينـي  از هموگلـوبين  

                                                 
 ولـي  ، تنكـابن مازنـدران، ؛ محمد اصغريان عليدكتر  : نويسنده مسؤول مكاتبات *
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 اسـت 2β2 α  نـوع هموگلوبين اصلي در دوران بلوغ هموگلـوبين 

 هاي گلبول قرمز، غير فعال شدن      يند تمايز سلول  آرفدر  ). 4-1(
  مهــم يــك رخــدادگلوبينبتــا گامــاگلوبين و فعــال شــدنژن 

يند تغيير بيان ژن، اختلالي     آگردد و اگر در اين فر      محسوب مي 
 قبيــل هــايي ازيبيمارمنجــر بــه ايجــاد توانــد  مــي ايجــاد شــود

 شـود و بتاتالاسـمي    هاي داسي شـكل      خوني ناشي از سلول    كم
شايان ذكر است كه شمار مبتلايان به بتاتلاسمي در آسيا          ). 5(

بيمـاران مبـتلا بـه آنمـي        .  در ايران قابل توجه است     و خصوصاً 
داسي شكل دچار انسداد عروقي بوده و به مراقبتهـاي طـولاني            



 235/ و همكارانمحمد اصغريان  علي                            دكتر                                                   1390 دي و آذر، 83پي  در ، پي5شماره 

از ). 3( باشـد  مدت نياز داشته و طول عمر آنها نيـز كوتـاه مـي            
واره مـورد توجـه     هـاي هموگلـوبين هم ـ     نظمـي  اينرو درمان بي  

  . باشد مي
هاي ناشـي    نظمي  از روشهاي جديد مورد توجه براي درمان بي       

 و  گلوبيناز هموگلوبين، ژن درماني و تغيير الگوي بيان ژن گامـا          
باشد  هاي اريتروئيدي بالغ مي    سازي اين ژن در سلول     دوباره فعال 

 HPFHاين تئوري از شواهد طبيعي، كه به عنـوان فنوتيـپ  ). 2(

(Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin)ــده   نامي
، HPFHدر بيمـاران مبـتلا بـه        . ت گرفتـه اسـت    أشود، نـش   مي

هاي اريتروئيدي بالغ بيـان      گاماگلوبين برخلاف انتظار در سلول    
شود و علائم بيماري نيز در آنها تا حد زيادي كاهش داشته             مي

ــد  ــاره فعــال. و بيمــاران طــول عمــر بيــشتري دارن ســازي  دوب
هاي اريتروئيدي بـالغ     گلوبين كمبود بتاگلوبين را در سلول     گاما

هـاي   بيـان گامـاگلوبين در سـلول       در نتيجـه  . نمايد جبران مي 
خوني در بيماران    تواند در تخفيف حدت كم     اريتروئيدي بالغ مي  

  ). 6-8( خوني داسي شكل مفيد باشد بتاتالاسمي و بيماران كم
 DREDجموعـه پروتئينـي  در اين زمينه مشخص شده كـه م 

(Direct repeat erythroid-definitive) ــ ــوان ه ب ــاكتور عن ف
ن گلوبيگاما در تنظيم رونويسي بيان      مهاركنندهاكتينگ    ترانس

دو زيرواحد متصل شونده بـه       حاوي   اين مجموعه . دخالت دارد 
DNA2 نامه  بTR )Testicular Receptor (4 وTR  با است كه
ه در پروموتر ك)DR) Direct Repeat يال به توزياد ي اتصالميل
  در حاليكـه ،دنشـو  مـي  قرار دارد وصـل اپسيلون گلوبين و  گاما  
 DREDاشـته و بـه       ند DRهـاي   مكانگلوبين انساني   بتاهاي   ژن

  ). 9( دهند پاسخ نمي
 بــه واســطه مجموعــه پروتئينــي  بيــان ژن گامــاگلوبينمهــار

DRED   ات  توسط آزمايش  وOmeri     ايـشات   و همكارانش بـا آزم
 آنها نشان دادنـد كـه بـا مهـار           . است يد شده أيتزايي   موتاسيون

ــصال  ــواليدر DREDات ــوبين  DR  ت پرومــوتري، بيــان هموگل
در نتيجه اين تئوري مطـرح      . )10 و   9 (يابد جنيني افزايش مي  

گلوبين ممكـن   گامامهار  اريتروئيدي  هاي بالغ    در سلول شد كه   
ي نتـايج موشـهاي     از طرف . باشد DREDدليل عملكرد   ه  است ب 

تراريخت نشان داده كه ميزان افزايش بيان ژن گامـاگلوبين در           
 بـا   ت نسبت به موتان   -/-TR2-/+TR4جنينهاي موتانت با فنوتيپ     

 نسبت  4TRبنابراين نقش   . بيشتر است  -/-TR4-/+ TR2فنوتيپ  
   ).11( در القاي گاماگلوبين بيشتر است2TRبه 
هـاي مغـز     لولس ساني و هاي ان   در سلول  شايان ذكر است كه    

 mRNA 2TRتجمع  ، بيان و     بالغ 34CD- و   34CD+،  استخوان
توان از نتايج سيـستم      بنابراين مي . وجود دارد  mRNA 4TRو  

هـاي بنيـادي     در سـلول   562Kهاي    در سلول  RNAi مهار ژني 

در ســالهاي اخيــر روش ). 11 و 9 (خــوني نيــز اســتفاده نمــود
هاي  نظمي از قبيل بي  (تيكي   در ژن درماني بيماريهاي ژن     يجديد

ــوبين ــتفاده از    )هموگل ــا اس ــه در آن ب ــت ك ــده اس ــرح ش  مط
توان در مرحلـه بعـد از رونويـسي بيـان             مي siRNAهاي   مولكول

 اسـتفاده از    نيـز هدف اصـلي ايـن مطالعـه        . ها را كنترل نمود    ژن
 نظمي هموگلوبين بـود     به منظور ژن درماني  بي      RNAiسيستم  

 siRNAتوسط   4TR ثرات مهار بيان ژن   در اين تحقيق ا   ). 12(
4TR ــرات ــي و اث ــاگلوبين در   آنبررس ــان گام ــزايش بي  در اف

ايـن  .  بررسـي شـده اسـت     562Kهاي مدل اريتروئيـدي      سلول
كـه ناحيـه    ( 4TRكند كه آيا با مهار بيـان         مطالعه مشخص مي  

توسـط سيـستم    )  اسـت  DREDمتصل شونده اصـلي رپرسـور       
RNAi هاي اريتروئيـدي   ين را در سلول   توان القاي گاماگلوب   ، مي

   . يا خير دوباره فعال نمودK652بالغ 
  

   و روشهامواد
 كه از   562Kهاي  سلول استفاده از : 562Kهايكشت سلول 

 انـساني اسـت در      أهـاي مـدل اريتروئيـدي بـا منـش         رده سلول 
محـيط  . دباش ـ مـي مطالعات تنظيم بيان ژن هموگلوبين رايـج         

 1640RPMIي محــيط رده ســلولايــن مناســب بــراي  كــشت
 شـركت (  سرم جنـين گـاوي     %10 با   ههمرا) Biosera شركت(

Biosera ( ــسين -ســيلين بيوتيــك پنــي  آنتــي%1و استرپتوماي
 چاهكي  6 در ظروف كشت     ها  اين سلول . بود )Biosera شركت(

  . رطوبت كشت داده شدند%95 و 2CO 5%و انكوباتور با 
هاي  سلول در   pSV-β-Galactosidaseپلاسميد   ترانسفكشن

562K 2000  اسـتفاده از تركيـب   باLipofectamine TM:  ايـن 
آزمـايش بـه ايــن منظـور انجـام شــد تـا قبـل از ترانسفكــشن       

ــول ــاي  مولك ــدي   siRNAه ــب ليپي ــب از تركي ــزان مناس  مي
2000Lipofectamine TM)  ــركت ــين  )Invitrogeneاز ش تعي
 نيـاز بـه   ) انتقـال ژن  ( جهت بررسي راندمان ترانسفكشن   . شود

اين وكتور، از شـركت     . باشد  مي pSV-β-Galactosidaseوكتور  
Promega             تهيه شد كـه داراي ژن گزارشـگر بتـا گالاكتوزيـدار 

تحت كنترل پرومـوتر سـايتومگالوويروس اسـت و براحتـي در            
هاي  سلول. هاي سلولي پستانداران قابل بررسي و بيان است    رده

در مـشاهدات   پستانداران كه ايـن پلاسـميد را دريافـت كننـد            
  . شوند ميكروسكوپي آبي رنگ مي

 شده  و در شرايط ذكر    1640RPMI در محيط    562Kهاي    سلول
 105روز بـه    هـا بعـد از يـك شـبانه     دهي شدند تا تعداد سلول  گرما

 1سپس براي هر چاهك كشت مقدار       . ليتر برسد  سلول در هر ميلي   
و بـا   انتخـاب  pSV-β-Galactosidase پلاسميد  DNAميكروگرم از   

 بدون سرم مخلوط شـد و       1640RPMI ميكروليتر محيط    200
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  قـرار داده شــد تـا كمــپلكس   دقيقـه در دمـاي آزمايــشگاه  20
DNA- 2000Lipofectamine TM سـپس مقـدار  .  ايجاد شـود 
هـاي    به سلول  1640RPMI ميكروليتر محيط بدون سرم      600

 DNA-هـــر چاهـــك اضـــافه شـــد و در ادامـــه كمـــپلكس  
2000Lipofectamine TM  هـا ريختـه و     به آرامـي روي سـلول

 پليت چند بار بـه عقـب و جلـو تكـان داده شـد تـا كمـپلكس                  
DNA- 2000Lipofectamine TM در سطح پليت كاملا پخش 
 گرمادهي شد   oC37 ساعت در انكوباتور     4پليت به مدت    . گردد

 كامـل   1640RPMIليتـر محـيط       ميلـي  2 ، سـاعت  4و بعد از    
سـپس  . ها اضـافه گرديـد     به سلول همراه با سرم جنيني گاوي      

 %95 و 2CO 5% بــا oC37 ســاعت در انكوبــاتور 48هــا  ســلول
ــدند  ــرار داده ش ــت ق ــت   . رطوب ــضور فعالي ــي ح ــت بررس جه
 از شـركت (آميزي بتاگالاكتوزيـداز     بتاگالاكتوزيداز از كيت رنگ   

Roche ( 562هـاي    براي اين منظور ابتدا سلول    . استفاده شدK 
 سانتريوفوژ و سپس با محلول      g 1000ترانسفكت شده در دور     

آميزي مطـابق بـا روش منـدرج در كيـت            تثبيت كننده و رنگ   
  . رنگ آميزي شدند

 Negativeو siRNA 4TR هـاي  طراحي و سنتز مولكول

siRNA: هاي    مولكولsiRNA      مـورد آزمـايش شـامل  siRNA 
4TR) ــصورت  Negative و) siRNA 4TR Validated بـــ

siRNA)    ساخت شركتMWG( تـوالي   . دبوsiRNA 4TR  در
 طراحي شـده    Reynold و مطابق با معيارهاي      Ambionسايت  

 سـنتز  MWG نيز توسط شركت Negative siRNAتوالي . بود
 سـلول  mRNA بود كه با هيچ كـدام از         شده بود و شامل توالي    

در موش انـسان و رت مكمـل نبـوده و بعنـوان كنتـرل منفـي                 
هـاي   با حل كردن نمونه   سپس  . شد آزمايشات در نظرگرفته مي   

siRNA TR4  وNegative siRNA  ــدون ــتريل بـ   در آب اسـ
RNase توالي.نها تهيه شدآ نانومول از 20، محلولهاي با غلظت  
siRNA 4TR و Negative siRNA  آورده شــده 1در جــدول 

  .است
  

  Negative siRNAو  siRNA 4TRتوالي  -1 جدول
siRNA 4TR  GGAGGAAGTGATCCGAAAA  

Negative siRNA  AGGUAGUGUAAUCGCCUUG  
  

 در Negative siRNAو  siRNA 4TRترانسفكــــشن 
پـس از   :2000Lipofectamine TM توسط 562Kهاي  سلول

كـه   (2000Lipofectamine TMتعيين بهترين مقـدار تركيـب   
 تركيـــب  از ميكروليتـــر2، )مراحـــل آن در بـــالا ذكـــر شـــد

2000Lipofectamine TMــه ــر100  بـ ــي  ميكروليتـ  طمحـ
1640RPMI     5اين مخلـوط    . پت گرديد   بدون سرم اضافه و پي 

 ميكروليتـر از    100سـپس   . دقيقه در دماي اتاق قرار داده شـد       

ليتر اضـافه و     ميلي 5/1  بدون سرم در لوله    1640RPMI محيط
 Negative siRNA و siRNA 4TRهـاي   نمونـه . پت گرديد پي

ت ظ ـايـت غل  كـه در نه   )  ميكروليتر 4( اي برداشته شد   به اندازه 
 5بعـد از    .  نـانومول برسـد    100آنها در هر چاهك آزمايش بـه        

 رقيـق  siRNA و 2000Lipofectamine TMهـاي    نمونه،دقيقه
 دقيقـه   20 با يكديگر مخلوط و به مدت        1640RPMIشده در   

ــا كمـــپلكس   -siRNA در دمـــاي اتـــاق قـــرار داده شـــد تـ
2000Lipofectamine TMــردد ــه20بعــد از .  ايجــاد گ  ، دقيق

 بـه ميـزان   siRNA 2000Lipofectamine TM- هـاي  كمپلكس
سـپس  .  اضـافه گرديـد    562Kهـاي     ميكروليتر به سـلول    400

 پليت چند بار به عقب و جلـو حركـت داده شـد تـا كمـپلكس                
siRNA- 2000Lipofectamine TM در تمــام ســطح محــيط 

 2CO و  %90  بـا رطوبـت    oC37پليت به انكوبـاتور     . پخش شود 
 ليتــر محــيط  ميلــي2 ســاعت 4بعــد از . شــد انتقــال داده 5%

1640RPMI   پليـت بـه     مجدداً. ها اضافه گرديد    كامل به سلول 
 ساعت در انكوباتور قرار داده شـد تـا ميـزان كـاهش              72مدت  

  .بيان ژن بعد از اين مدت بررسي گردد
  از زمايـشات ترانسفكـشن   آلازم به توضيح است كه در كليـه         

 پلاســـميد                    كـــه در آناســـتفاده شـــد كنتـــرل مثبـــت  
pSV-β-Galactosidase در همــــان شــــرايطي كــــه بــــراي ،

ــول ــاي  مولك ــلول siRNAه ــد، در س ــال ش ــاي   اعم  K562ه
  . ترانسفكت گرديد

 سـاعت   72 بعد از    :cDNA و سنتز    RNAمرحله استخراج   
RNA 562هاي    سلولK     هـاي     كه بـا مولكـولsiRNA 4TR  و

Negative siRNA  شـده بودنـد اسـتخراج گرديـد     ترانـسفكت 
بـا اسـتفاده از     ).  سـيناژن  RNX-PLUSمطابق با روش كيـت      (

  سـلول از چاهكهـاي كـشت برداشـته و سـپس در دور              ،پت پي
پـس  .  دقيقه سانتريوفوژ شدند5مدت   دور در دقيقه به1000
مايع رويي برداشته و رسـوب سـلولي انتخـاب گـشت و             از آن،   

 به هر كـدام از      :م گرديد رت زير انجا   بصو RNAمراحل تخليص   
از  (RNX-Plusليتـر از محلـول        يـك ميلـي    ،رسوبهاي حاصـل  
در دمـاي اتـاق   دقيقه  10-5مدت ه اضافه و ب )شركت سيناژن

  ميكروليتـر كلروفـرم    200سپس بـه هـر نمونـه        . قرار داده شد  
)Merck (  دقيقـه در دور      5و بعـد از     شـده   افزوده rpm13000 

فـاز رويـي    پـس از آن،     . يـد گرد دقيقـه سـانتريوفوژ      15بمدت  
 اضـافه و كـاملاً    ) Merck( انتخاب و هم حجـم آن ايزوپروپانـل       

به .  سانتريوفوژ شد  rpm13000مخلوط گرديد و سپس در دور       
 سـرد اضـافه و  ) Merck( سـي اتانـل    سـي 1 ،رسوبهاي حاصل

ــانتريوفوژ rpm7000ســپس در  ــد س ــا. گردي  رســوب ،در انته
ونيزه اتـوكلاو شـده حـل     ميكروليتر آب مقطر دي  50حاصل در   
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گيـري جـذب نـوري        استخراج شده با اندازه    RNAكيفيت  . شد
 آگــــاروز، بــــا %1 داراي RNAو بررســــي در ژل  280/260

 سـپس .  ارزيابي شـد sRNA28 و  sRNA18شناسايي باندهاي   
ــه ــا نمون ــا اســتفاده از كيــت  RNAهــاي  ب  اســتخراج شــده، ب

OminiScript)    از شركتQiagen (   در كيـت    و با روش مندرج 
cDNAسنتز شد  .  

 جهت بررسي ميزان مهـار  Real-time PCRآزمايشات 
بـراي ايـن   :  و القاي ژن گاماگلوبين4TR بيان ژن رپرسور
ــت   ــور از كي ــركت  (Quanifast SYBR GREENمنظ از ش

Qiagen ( ــتگاه ــدل( Real-time PCRو دسـ ) ABI-7500مـ
 -Relative) نـسبي -در اين مطالعه از روش كمي. استفاده شد

quantification)              استفاده شد كـه در آن بيـان يـك ژن هـدف
نـام  ه ب) Housekeeping gene(دار  نسبت به بيان يك ژن خانه

GAPDH) Glyceraldehyde 3- phoshpodehydrogenase( 
مراحل واكنش مطابق با روشي كه در كيت قيد         . شود انجام مي 

: بـود  بـصورت زيـر      PCRشرايط واكنش   . شده بود انجام گرفت   
 دقيقـه، اتـصال در      5گـراد     درجه سـانتي   95دناتوراسيون اوليه   

 ثانيـه بـا     30 و   10گراد به ترتيب      درجه سانتي  60 و   95دماي  
روش رنـگ سـايبرگرين بـه        در ايـن  .  بـار  40 يها تعداد چرخه 

. كنـد  اي متصل و فلورسانس ساطع مي       دو رشته  DNAمولكول  
و با فرمول زير    ) نهيا سطح آستا  ( CT سپس با استفاده از معيار    

 شـود   ارزيابي مـي   GAPDH نسبت به ژن     4TRميزان بيان ژن    
 Real time PCRتـوالي پرايمرهـاي مـورد نيـاز جهـت       ).13(

  . آمده است2 جدول در primer Bankطراحي شده از سايت 
  

  

CT =2(ΔTR4-ΔGAPDH)ΔΔ2  
  

  Real time PCRبراي واكنش  GAPDH گلوبين و 4TR ، γهاي پرايمري  توالي: 2جدول
 اليتو پرايمر

-globin forward primerγ  GGGAAGGCTCCTGGTTGTCTA 3' 5'  
-globin Reverse primerγ  TCTTGCCATGTGCCTTGACTT 3' 5'  

Forward primer 4TR  TCCCCACGCATCCAGATAATC 3' 5'  
Reverse primer4 TR  GATGTGAAAACACTCAATGGGC 3' 5'  

GAPDH forward primer 5' GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA 3' 

GAPDH reverse primer  5' GCTGCATTGGTCATGGTTAATGT 3  
  

  ها يافته
 در pSV-β-Galactosidase پلاسميد نتيجه ترانسفكشن

: 2000Lipofectamine TM  بـا تركيـب  562Kهـاي   سلول
 ژن گزارشگر بتاگالاكتوزيداز را     ،اند رنگ شده  هايي كه آبي   سلول

الاكتوزيـداز مـشخص    آميـزي بتاگ   اند كه بـا رنـگ      دريافت كرده 
 562Kي  هـا   سـلول  از   %40در اين آزمـايش     ). 1شكل( اند شده

 هـا   سـلول تعـدادي از    . پلاسميد گزارشـگر را دريافـت داشـتند       
. دليل بيان كـم ژن گزارشـگر در آنهاسـت   ه كمرنگ بودند كه ب  

ي هـا  سـلول در مجموع راندمان ترانسفكشن با توجه بـه اينكـه          
562K لازم به . ند قابل قبول بودي معلق هستها سلول از دسته

 siRNA 4TR هاي در چاهكهاي ديگر مولكول    توضيح است كه  
توان انتظار داشـت    ترانسفكت شدند و ميNegative siRNAو 

 را siRNAهـاي   لمولكـو K 562ي هـا  سلول از %40كه حداقل 
  .دريافت داشتند

 ترانـسفكت   562Kهاي    از سلول  RNAنتيجه استخراج   
در : Negative siRNA و siRNA 4TR هـاي  شده با مولكول

 اسـتفاده  cDNAاي جهـت سـنتز    RNAتحقيـق   كليـه مراحـل  
بانـدهاي مربـوط بـه    . شد كه كيفيـت و كميـت آن بـالا بـود        مي

sRNA 18   و sRNA 28        شـكل  ( كاملاً مشخص و متمايز اسـت 

 
 K562هــاي   اســتخراج شــده حاصـل از ســلول RNAمقـدار  ). 2

ــا   ــه Negative siRNA و TR4 siRNAترانســسفكت شــده ب ، ب
. ليتــر بــوده اســت  ميكروگــرم بــر ميلــي1256  و1211ترتيــب 

 اسـتخراج شـده در      RNAچنين در كليه موارد، جذب نـوري        مه
 بود كـه نـشاندهنده كيفيـت        8/1 بيشتر از    280⁄260طول موج   

  .  استRNAبالاي 
 562K هـاي   در سـلول 4TRتعيين ميـزان كـاهش ژن   
 Negativeو siRNA4TR هـاي  ترانسفكت شده با مولكول

siRNA:هاي تكثير آزمايشات   منحنيReal-time PCR  مربـوط 
 siRNAهـاي     ترانسفكت شـده بـا مولكـول       562Kهاي   به سلول 

4TR    آزمايـشات تعيـين مهـار بيـان ژن     .  آمده اسـت   3در شكل
4TR   توسطsiRNA 4TR        در سه آزمايش مستقل تكرار شد كه

  .كاهش داشت% 44بطور متوسط به ميزان 
ــاگلوبين در ســلول  ــاي ژن گام ــزان الق ــاي  مي  562Kه

هـاي تكثيـر      منحني 4شكل   :siRNA 4TRترانسفكت شده با    
هاي  را در سلول   GAPDHمربوط به ژن گاماگلوبين نسبت به ژن        

K562      بعد از مهار بيان ژن TR4   البتـه لازم بـه   .دهـد  نـشان مـي 
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ر صورت مـستقل تكـرا  ه توضيح است كه اين آزمايش نيز سه بار ب      
  .  برابر بود18/1شده است كه ميانگين القاي ژن گاماگلوبين 

  

  
  

 ترنسفكت شده بـا پلاسـميد       562Kهاي   تصويري از سلول  : 1شكل
pSV-β-Galactosidase .هاي آبي رنگ، بـا شـدت رنگهـاي          سلول

هـاي   اند و سـلول    مختلف بسته به ميزان بيان ژن، ترانسفكت شده       
  .اند نگ ترانسفكت نشدهر بي
  

  
  

 562K يهــا ســلولاســتخراج شــده از  RNAكيفيــت : 2شــكل 
  .Negative siRNA و TR4 siRNA هاي ترانسفكت شده با مولكول

  

  بحث
 بدست  siRNAدر سالهاي اخير شواهد جالبي از پتانسيل درماني         

طريق فرآيند وابـسته    بيان ژن را از      siRNAهاي   مولكول. آمده است 
هـا   ايـن مولكـول   .كننـد  به آنزيم در مرحله بعد از رونويسي مهار مي

، HIVهاي پستانداران به ويروس از قبيل         توانند از آلودگي سلول    مي
هـاي    در ايـن روش مولكـول     . هپاتيت و آنفـولانزا جلـوگيري كننـد       

siRNA     12(شـوند    هاي بيماريزا مي    باعث خاموش سازي بيان ژن .(

ها  در ژن   باعث شده تا اين مولكولRNAiانسيل بالاي سيستم پت
هـاي هموگلـوبين نيـز مـورد         نظمي درماني بيماريهاي ناشي از بي    

 siRNAدر اين تحقيق پتانسيل مهار كننـدگي        . توجه قرار گيرند  
بررسي شده است و  4TR به منظور مهار ژن 562Kهاي  در سلول

  . ي قابل اجرا استهاي بنيادي خون نتايج تحقيق در سلول
هايي هستند كه مشخصات يك        از جمله سلول   562Kهاي   سلول

هــا و  آنهــا گليكوفــورين. دهــد ســلول اريتروئيــدي را نــشان مــي
هـاي اريتروئيـدي را توليـد         هـاي سـطحي سـلول      گليكوپروتئين

و سـديم بـوتيرات سـبب    (Hemin) دو تركيب همـين  . كنند مي
 تمــايزي در آنهــا تجمــع هموگلــوبين جنــين و پيــشرفت رونــد

سـاز اريتروئيـدي     هـاي پـيش      خصوصيات سلول  562K. گردد مي
دهد بطوري كه ژن اپسيلون و گاماگلوبين در         جنيني را نشان مي   

رو  از ايـن ). 14(گردد ولـي بتـاگلوبين بيـان نـدارد      آنها بيان مي
مطالعاتي كه با هدف بررسي تغيير بيان ژن   در562Kهاي  سلول

گلــوبين انجــام γهــدف افـزايش بيــان ژن  گلـوبين، خــصوصاً بــا  
از طرفـي طبـق     ). 14( باشـند  گيرد مدل سلولي مناسبي مـي      مي

 بيان بالايي دارد    562Kهاي     در سلول  4TR ژن   omeriگزارشات  
 و افـــزايش بيـــان ژن TR4و از اينـــرو اثـــرات مهـــار ژن ) 10(

  .ها قابل بررسي استگاماگلوبين در اين سلول

TR4 RNA   Negative RNA 

 در تحقيـق حاضـر   Real-time PCRنتايج حاصل از آزمايشات 
 توانستند بيـان    siRNA 4TR هاي حاكي از آن است كه مولكول     

 كـاهش  563Kهـاي مـدل    در سـلول % 44 را به ميزان    4TRژن  
دهند كه در آزمايشات بر پايه ترانسفكـشن مـوقتي قابـل توجـه              

سوران و همكاران نيز قابل مقايـسه        اين نتايج با مطالعات قره    . بود
 2 ميـزان بيـان ژن   siRNA 2 MBDنستند توسـط  است كه توا

MBD 15(كاهش دهند % 35هاي اريتروئيدي تا  را در سلول .(  

SrRNA ٢٨  
 
 

SrRNA    ١٨  

از مهمتـرين مراحـل    توجه بـه ايـن نكتـه ضـروري اسـت كـه      
هـاي    ، انتقـال مولكـول    RNAiمطالعات تنظيم بيـان ژن توسـط        

siRNA   مطالعـات مختلفـي نـشان      . ها مي باشـد      به داخل سلول
 و 562Kهاي سوسپانـسيون از قبيـل        كشن سلول داده كه ترانسف  

هاي چسبنده نيست و      هاي با منشأ خوني به سادگي سلول        سلول
با روشهاي انتقال ژن چون الكتروپوريشن و كلـسيم فـسفات بـه             

با توجه به مطالب فـوق،      ). 16- 18( شوند سادگي ترانسفكت نمي  
 بـا تركيـب     562Kدر اين تحقيـق ميـزان ترانسفكـشن مـوقتي           

بـود  % 40 در حـد مطلـوب   2000Lipofectamine TMنيك كاتيو
 . را داشتيم4TRمهار ژن % 44كه به تبع آن ميزان 

ــال      ــشتر از انتق ــزان بي ــه مي ــصول ب ــت ح ــوع جه در مجم
 بايد از روشهاي ترانسفكـشن دائمـي بـر          ،siRNAهاي    مولكول

هاي تراريخت بهره گرفت كه در اين  ويروس يا موتانت  پايه لنتي 
  ).19(هار ژن نيز بيشتر خواهد بود صورت ميزان م
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. Negative siRNA وsiRNA  4TRهاي  ترانسفكت شده با مولكول562K هاي  از سلولGAPDH و 4TRهاي تكثير مربوط به  اي از منحني نمونه : 3شكل

 ترانسفكت شده با K562هاي  مربوط به سلول CT.  و محور عمودي مربوط به ميزان افزايش فلورسانس سايبرگرين استPCRهاي  محور افقي تعداد چرخه
negative siRNA 4 براي ژنTR، 679/30 و CT براي ژن GAPDH، 643/23همچنين .  بودCTهاي   مربوط به سلولK562 ترانسفكت شده با siRNA 

4TR 4 براي ژنTR ،433/29 و CT براي ژن GAPDH، 675/21مقادير بدست آمده در فرمول .  بودCTΔΔ2شد گنجانده .  
  

  
 .Negative siRNA و siRNA 4TR هاي  ترانسفكت شده با مولكول562K هاي  از سلولGAPDH گلوبين و  γهاي تكثير مربوط به اي از منحني نمونه: 4شكل 

رانـسفكت شـده بـا       ت 562Kهـاي    مربوط به سلول   CT . و محور عمودي مربوط به ميزان افزايش فلورسانس سايبرگرين است          PCRهاي   محور افقي تعداد چرخه   
negative siRNAو 758/24  براي ژن گاماگلوبين CT براي ژن GAPDH، 643/23همچنين . باشد  ميCT562هاي   مربوط به سلولK    ترانـسفكت شـده بـا 

siRNA 4TRو 042/23  براي ژن گاماگلوبين CT براي ژن GAPDH، 675/21مقادير بدست آمده در فرمول.  بودCT ΔΔ2گنجانده شد .  
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نتايج القاي بيان ژن گاماگلوبين نـشان داد كـه بـا توجـه بـه                
 كاهش داشت ولي افـزايش      %44 به ميزان    4TRاينكه مهار ژن    

حـدود  ( ي در بيان ژن گاماگلوبين مشاهده نـشد       ا قابل ملاحظه 
تـوان در ايـن زمينـه در نظـر           چندين عامل را مي    ).برابر 18/1

محدودكننـده  اول اينكه ميزان ترانسفكشن يك عامـل         .داشت
اين فـاكتور رانـدمان مهـار بيـان          توان گفت  است در نتيجه مي   

4TR   توسط siRNA 4TR    بـا توجـه بـه      . سـازد   را محدود مـي
ــشن ــزان ترانسفك ــلول در pSV-β-Galactosidase مي ــا س  يه

562K اندازي شـده در ايـن       توان پي برد كه در سيستم راه       مي
 تمـام   ،وقتيهاي ترانسفكـشن م ـ    تحقيق و نيز در تمام سيستم     

 ـ  siRNA 4TRي  ها  مولكول 562Kجمعيت سلولي    طـور  ه   را ب
توانـد در    كننـد و ايـن مـي       نمي يكسان و به يك اندازه دريافت     

ــدف    ــان ژن ه ــزان بي ــاي ژن   4TRمي ــع آن در الق ــه تب  و ب
انـدازي   بـا راه  البته شـايد  .باشد گاماگلوبين اثر مستقيم داشته
يـدار ميـزان مهـار      هاي سـلولي پا    سيستم ويروسي و ايجاد رده    

 . افزايش يابد و سبب افزايش بيان گاماگلوبين شـود         4TRبيان  
 و همكاران نشان داد كه در موشـهاي         Tanabeگزارشات   بعلاوه

موتانـت    همزمان دابل  4TRو  2TR هاي  كه براي ژن   يتراريخت

 برابر بيشتر شده بود كه      3 الي   2بودند، بيان گاماگلوبين حدود     
  ).11(ت كمتر از حد انتظار اس
 4TR ژن بيـان دو  كه  توان پيشنهاد كرد      با مقايسه نتايج مي   

 مهار شوند و سـپس      RNAiهمزمان توسط روش     بطور 2TRو  
  . القاي بيان گاماگلوبين بررسي شود

  

 نتيجه  گيري
 داراي  562Kي  هـا   سـلول در   RNAiدر اين مطالعه سيـستم      

 562Kي  هـا   سـلول  را در    4TRعملكرد بود و توانست بيان ژن       
مهار بيان    ولي بايد توجه داشت كه     ؛ كاهش دهد  %44به ميزان   

تواند به تنهايي     نمي 562K در سلول    RNAi  به روش  4TRژن  
   .اي افزايش دهد بيان ژن گاماگلوبين را در حد قابل ملاحظه

  

  تشكر و قدرداني
 )Frank Grosveld( آقاي پروفسور فرانك گوسولدبدينوسيله از 

همچنـين از   . شـود  لند سپاسگزاري مـي   از دانشگاه اراسموس ه   
كليه اساتيد و همكـاران در مركـز تحقيقـات ژنتيـك دانـشگاه              

  .بهزيستي و توانبخشي كمال تشكر را داريم
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