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مقدمه 
پروتئين CREB1 در همه سلولهاى بدن بيان ميشود واز فاكتورهاى 
رونويسى مى باشد كه فعاليت آن در پاسخ به بسيارى از محرك هاى 
سلولى مثل , +cAMP Ca2 ، هيپوكسى، نور UV و فاكتورهاى 
در  آن  فسفريلاسيون  CREBبا  شدن  فعال  مى يابد.   افزايش  رشد 
Ser-133 توسط Ser/Thr كينازهاصورت مى گيرد(1) پروتئين هاى 
 p38 ميتوانند در پايين دست مسير سيگنالى CREB2,CREB1
قرار  هستند،  Ser/Thr kinaseها  گروه  در  كه   2MAPK

بگيرند(2).
با استفاده از پديده RNAi3  مى توان جهت بررسى نقش اين ژن در 
مسيرهاى سيگنالى داخل سلولى استفاده كرد. RNAi يك پروسه 

سلولي جهت تنظيم بيان ژن ها مي باشد و در دفاع ذاتي بسياري از 
براي  ابزاري  عنوان  به  همچنين   RNAi است.  دخيل  ارگانيسم ها 

جستجو در مورد عملكرد ژن ها استفاده شده است (3).
حدودا 21-19   اي  رشته  دو  كوچك   RNA مولكولهاي   siRNA
 mRNA به  هدفمند  بصورت  توانند  مي  كه  هستند  نوكلئوتيدي 
به  منجر  و  شوند  متصل  رونويسي  از  بعد  مرحله  در  معين  ژنهاي 
مهار آن شوند (5و4). دو روش اصلى به منظور مهار ژنها وجود دارد: 
استفاده از  siRNA  واستفاده از وكتورهاى پلاسميدى  وكتورهاى 
ويروسى  بيان كننده يك shRNA  و اين shRNA در نهايت 
مى توان  حالت  دو  .به  مى شود(6)  پردازش  فعال    siRNA يك  به 
توالى shRNA رابراى تحقيقات انتخاب كرد،در حالت اول مى توان 

293T در رده سلولى Creb1 انتخاب بهترين وكتور ويروسى براى مهار اختصاصى ژن
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از توالى هايى كه قبلا مورد آزمايش گرفته و داراى مهار مطلوب براى 
ژن مورد نظر مى باشند استفاده كردوحالت ديگر استفاده از كتابخانه 
بهترين گزينش  جهت  آنها  غربالگرى  و   shRNA شده  طراحى 
shRNA با بيشترين اثر براى مهار ژن مورد نظر  مى باشد ،ما در اين 
 shRNA حاوى  PlKO بررسى از وكتورهاى رترووايرال انتقالى
(از شركت سيگما) استفاده كرديم. اين وكتورها علاوه بر توالى هاى 
 ،U6 پروموتر كنترل  تحت   Creb1 ژن براى   shRNA متفاوت 
وارد  ميزبان  ژنوم  بداخل  توانند  مي  كه  داشته  نيز  را   LTR توالي 
گردند. براى اين منظور نياز به سه وكتور ديگر ميباشد كه هر كدام 
بخش هاى مختلف ويروس را بيان مى كنند(7). در مطالعات گذشته 
سلولهاى  در  را  كيناز  تيروزين  خانواده  به  مربوط  عددژن   12 مهار 
از وكتورهاى  كتابخانه اى  از  با استفاده   A549 ريوى بنام سرطانى 
PLKO مورد بررسى قراردادندو در يافتند از پنج shRNA متفاوت 
مهارى  اثر  بيشترين  داراى   shRNA يك  حداقل  ژن  هر  براى 
انتقالى  وكتور  بهترين  انتخاب  براى  مطالعه  اين  در  ما  مى باشد(8). 
بصورت  ليپوفكتامين،  واكنشگر  از  استفاده  با  را  آنها  ابتدا    PlKO
از  استفاده  با  و  كرديم  وارد   293Tچسبنده سلولهاى  داخل  در  مجزا 

اين  در  Creb1را  ژن  مهار  ميزان   Real time PCR سيستم 
ميزان  با  را  وكتورها  اين  اثر  ميزان  نهايت  در  كرديم.   چك  سلولها 
مورد  رينلد  طراحى  معيارهاى  نظر  از  آنها،  شده  بينى  پيش  فعايت 

بررسى قرار داديم . 
روش بررسى : نوع مطالعه پايه اى- كاربردى مى باشد. مطالعات بر 
روى سلولهاى سرطانى رده 293T صورت گرفت و روش كار بطور 

كامل شرح داده شده است:
حاوى٪10   4DMEMمحيط از  استفاده  با   293Tسلولهاى كشت 
FBSو ٪1 آنتى بيوتيكهاى پنى سيلين در يك فلاسك 25 سانتى 
متر مكعب وتقسيم سلولها پس از 24 ساعت  در 5 چاهك از يك 
پليت 12 خانه (مقدار سلولها طورى انتخاب مى شوند كه پس از 24 

ساعت فقط 50درصد سطح پليت را پر كنند).
پس از 24 ساعت انتقال گذرا سلولها با پلاسميدهاى مربوطه توسط 
واكنشگر ليپوفكتامين صورت مى گرفت ( يك چاهك بعنوان كنترل 
 PSV-βGalويك چاهك باوكتور shRNAفاقد PlKo با وكتور
وبه بقيه چاهكها هر كدام، وكتورهاى PlKo حاوى shRNA از 
اين  در  پلاسميد  و  واكنشگر  مى شدند).نسبت  اضافه  تا  4  شماره 2 

Real Time PCR جهت انجام CREB1 ژن GAPDHجدول1- پرايمرهاى طراحى شده ژنهاى  و

.ABI7500(9)  در دستگاه Real Time PCR  جدول2- برنامه

4. Double Modify Eagle Media
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مرحله 3 به 1 انتخاب شد.
 βGal  24 ساعت بعداز عمل انتقال ،رنگ آميزى با استفاده از كيت
Staining–براى چاهك مربوط به وكتور βGal صورت مى گرفت. 
وكتور PSV-βGal بيان كننده ژن بتاگالاكتوزيداز مى باشد و جهت 
بررسى ميزان ورود وكتوربه سلولهااز اين آن استفاده مى شود.سلولهايى 
 X-Gal كه اين وكتور را دريافت كرده اند پس از رنگ آميزى با

رنگ آبى را ايجاد مى كنند.
استخراج سلولها،  به  وكتور  ورود  ميزان  بررسى  از  پس  ساعت   24
 Real واكنش   مى گرفت.  انجام  آنها  از   cDNA تهيه  و   RNA
Time PCRدر اين مرحله  با استفاده از پرايمرهاى CREB1 و 
GAPDH (كنترل داخلى) انجام مى شد. جهت اطمينان از صحت 
دوتايى5  بصورت  آزمايشها   ،Real Time PCR واكنش  انجام 

انجام مى گرفت.

يافته ها:
درشكل شماره 1 نتايج حاصل از آزمايش Real Time PCR در 
سه بار تكرار اين بررسى درج شده است همانطور كه مشاهده مى كنيد  
shRNA-3  در سه بار انجام آزمايشات بطور ميانگين %78 ميزان 
بيان ژن Creb1 را نسبت به بيان آن در سلولهاى كنترل كه فقط با 

وكتور PLKO ترانسفكت شده اند كاهش داده است.
 shRNA-4و shRNA-2 و ميزان كاهش بيان اين ژن توسط

بتريب %56 و%44 نسبت به سلول كنترل مى باشد.
بحث:

در اين تحقيق سه وكتور ويروسي PlKO با shRNA هاي متفاوت 
جهت كاهش بيان ژن Creb1 در سلولهاي 293T مورد بررسي قرار 
گرفتند .هدف از اين بررسي انتخاب بهترين shRNA با بيشترين 
 siRNA 180 رينلد پيش از اين. اثر براى مهار ژن Creb1 بود 
ژن   mRNAو  FireflyLuciferase ژن   mRNAبرعليه
 siRNA  90) بطول 179باز  كدام  هر   Cyclophilin Bانسانى
براى هر كدام) را بررسى كرد. رينلد با اين برسى دريافت كه عملكرد 
بهتر هر siRNA  به خصوصيات فردى آن مربوط ميشود ونه به 

محل اتصال آن بر روى mRNA ژن هدف (10). 
 با استفاده از معيارهاى امتيازدهى رينلد ،امتيازات siRNAs استفاده 
هر  امتياز  حداكثر  (جدول3-).  گرديد  محاسبه  تحقيق  اين  در  شده 

siRNA براساس اين معيارها 8 امتياز مى باشد.
در جدول شماره 4 توالى هاىshRNA استفاده شده در اين تحقيق 
شده  مشخص  رينلد  معيارهاى  اساس  بر  كدام  هر  دريافتى  امتياز  و 

شكلshRNA3 - 1 در سه بار انجام آزمايشات بطور ميانگين ٪ 78 ميزان بيان ژن Creb1 را نسبت به بيان 
آن در سلولهاى كنترل كه فقط با وكتور PLKO ترانسفكت شده اند كاهش داده است.

5. Duplicate
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.همانطور كه توضيح داده شد با استفاده ازshRNA  شماره  است 
3 بيشترين مهار براى ژن Creb1 را در سلولهاى 293T داشتيم و 
اين shRNA بالاترين امتياز (5 امتياز) را نسبت به shRNAهاى 

ديگر دريافت كرد.
 siRNA اين نتايج نشان مى دهد كه لحاظ شرايط رينلد در طراحى

مى تواند منجر به عملكرد بهتر آن گردد.

جدول3 - معيارهاى امتيازدهى رينلد (10).
امتيازتوضيحموارد

1 دارا بودن نوكلئوتيدهاى GC بميزان (٪30-٪52)1
1 امتياز به ازاى هر Aيا Uدارا بودن حداقل 3 نوكلئوتيدA ياU در موقعيت 219-15
1نبود توالى تكرارى در داخل ساختار (Tmپائين)3
1نوكلئوتيد A در موقعيت 419
1نوكلئوتيد A در موقعيت 53
1نوكلئوتيد Uدر موقعيت 610
1-نبودن نوكلئوتيد  Cيا G در موقعيت 719
1-نبودن نوكلئوتيد  C در موقعيت 813

جدول4 - توالى سهshRNA متفاوت براى مهارژن  Creb1وامتياز مربوط به هركدام
شماره توالىامتياز

4GCAAACATTAACCATGACCAACTCGAGTTGGTCATGGTTAATGTTTGC(2)shRNA
5CGTCTAATGAAGAACAGGGAACTCGAGTTCCCTGTTCTTCATTAGACG(3)shRNA
2CAGTGGATAGTGTAACTGATTCTCGAGAATCAGTTACACTATCCACTG(shRNA(4
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