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دانشور

پزشكي
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 دانشگاه شاهد

78 شماره–سال شانزدهم
 1387دي

به وسـيله تـداخل GFPمهار بيان ژن

RNA (RNAi) ــلولي ــان سـ در دودمـ

 P19 كارسينوماي جنيني
 دكتر فريبا اسماعيلي:هنويسند

 شناسي دانشكده علوم دانشگاه شهركرد استاديار گروه زيست

 :esmail_far@yahoo.com E-mail:نويسنده مسئول

 چكيده

اي رشـته دوRNA نـوعي پديـده خاموشـي ژن اسـت كـه در آن  RNA (RNAi) تـداخل:مقدمـه

(dsRNA) با تخريب مؤثر mRNAواسـطه ايـن. كنـد به طور اختصاصي، از بيان ژن جلوگيري مي
شد. هستند نوكلئوتيدي21-23 (siRNA) كوچكرگ هاي تداخل RNAتخريب،   ـاسـتهنشان داده ه ك

در ممانعت عنوانبه siRNAفاده از است كننـده بيـان ژن، روشـي مـؤثر بـراي مطالعـه عملكـرد ژن
. هاي پستانداران است سلول
 در سـلول بنيـادي كارسـينوماي جنينـي eGFP براي خاموشي ژن siRNA بررسي قابليت:هدف

(EC)،P19.
و  بـر اسـاس وكتـوري بـه نـام siRNAكننده از نوعي سيستم بيان در اين مطالعه:ها روشمواد

pSUPER كه قادر به القايشد استفاده RNAi دودمـان( در سـلول پـستاندارP19 سـلول بنيـادي ،
 (shRNA)سـنجاق سـر كـوچكي RNA اين وكتور قادر بـه بيـان. است) كارسينوماي جنيني موش

 در سلول eGFPبيان. دهد را مورد هدف قرار مي eGFPزاد به نام است كه نوعي ژن گزارشگر برون
. فلوسايتومتري مورد ارزيابي قرار گرفتو با استفاده از ميكروسكوپ فلورسنت

كننـده ژن گزارشگر، نشان داده شـد كـه وكتـور بيـان عنوان بهeGFP با استفاده از پروتئين:نتايج

siRNA به طور اختصاصي بيان ژن تواندمي eGFPهـاي انتقال اين پلاسميد بـه سـلول. را مهار كند
P19 كننده هاي بيان به طور قابل توجهي تعداد سلولeGFP هـا را كـاهشو خاصيت فلورسنتي آن
و پايدار به طور موفقيت RNAاثر تداخل. داد آميز مـشاهده در هر دو نوع ترانسفكت سلولي موقت
. شد

مي:گيري نتيجه ك نتايج نشان و استه دهد  سنجاق سري بـه منظـور siRNAكننده كتور بيان فاده از
RNAiهاي پستانداران است براي مهار بيان ژن در سلولي روش اميدبخش.

، سلول (siRNA) كوچكرگ هاي تداخلRNAi) RNA(،RNAخاموشي ژن، تداخل:هاي كليدي واژه

 P19بنيادي كارسينوماي جنيني

 مقدمه

و همكارانش در سـال فتنـد كـه تزريـق دريا1998فاير

RNA ايه دو زنجير(dsRNA) به نوعي نماتود بـه نـام –C 

 به طور مؤثر منجـر بـه(Caenorhabditis elegans)الگانس

ايـن نـوع. شود خاموشي ژن به طور وابسته به توالي مي

را اصــطلاحاً تــداخل   (RNA interference)خاموشــي ژن

(RNAi) RNA در پديده مـذكو،پيش از اين.]1[گويند ر

بـرداري گياهان تحت عنوان خاموشي ژن پـس از كپـي

(Post transcriptional gene silencing) (PTGS) ــزارش  گ

همچنــين در موجــودات تــك ســلولي، RNAi].2[شــد

5/6/86:وصول
30/4/87: ارسال اصلاحات
10/6/87: دريافت اصلاحات

13/9/87: پذيرش
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و اخيراً متازوئن  پـستانداران مـشاهده ها مانند دروزوفيلا

در.]7و6،5،4،3[ استهشد بـر اسـاس مطالعـات اخيـر

و  از جملـه شـود كـه حدس زده مـي C.elegansگياهان

هـاي دفـاع در برابـر انگـل RNAiهاي بيولـوژيكي نقش

و اسيدهاي نوكلئيك بيماري ].8[زاي بروني است دروني

عمل ملكول هـاي RNA، سـازوكار كننده در اين هاي

هاي كوتاه RNAاين. لئوتيدي هستند نوك23تا21كوتاه 

(Short interfering RNA) siRNA آنـزيم. شـوند مـي ناميده

Dicer-عضوي از خانوادهRNase III -در با ايجاد بـرش

مي اين ملكول dsRNAهاي طويل زنجيره . كند ها را توليد

هاي توليد شـده بـا روش شـيميايي، بـه dsRNAمعرفي

 ايـن.شـود همولوگ مـي mRNAسلول منجر به تخريب 

 ابزار جديدي براي مطالعه عملكـرد ژن در انـواع،يافته

هـاي پهـن، هيـدرها، شـامل گياهـان، كـرم،وجوداتم

و تخمك موش ها، مگس سركه، پشه تريپانوزوم فراهم ها

البته بايد دانست كه قابليت استفاده از اين روش].1[كرد

 dsRNAدر پستانداران محدود اسـت؛ چـرا كـه معرفـي 

ــل ــي طوي ــر از س ــخ ت ــاي پاس ــث الق ــد باع نوكلئوتي

هاي پـستانداران در سلول(IFN)غيراختصاصي اينترفرون 

دو آنـزيم پـروتئين در طي مسير اينترفـرون،].3[شود مي

 بـه (AS-'5-'2) اليگوآدنيلات سيكلاز-5'-2'و PKRكيناز 

آنــزيم].10و9[شــوند فعــال مــيطويــل dsRNAوســيله

و در فعـال PKR پروتئين كيناز  ، باعـث توقـف ترجمـه

مي،نهايت  AS-'5-'2 آنزيم؛ در حالي كه شود مرگ سلول

مي RNase L ديگري به نامآنزيم خـود كنـد كـهرا فعال

در].1[شـود مـي mRNAاختصاصي منجر به تخريب غير 

.كنـد مـي اين وضعيت، ميزان مرگ سلولي افزايش پيـدا

، در تحقيقات، بـا اسـتفاده از IFNبراي ممانعت از پاسخ

آميـز، به طور موفقيت نوكلئوتيديsiRNA 23-21تزريق

شد در سلول RNAi به روش مهار ژن  . هاي پستانداران القا

 ساخته siRNAو همكارانش (Tuschl) تاشل،بدين منظور

را به سلول هاي پستانداران معرفي شده به روش شيميايي

كههاآن].3[كردند هاي سـاخته شـده siRNAنشان دادند

، كارآمد بوده(in vivo)درون بدن موجود زنده در شرايط 

ژ را توانستند  RNAبه روش تداخلن گزارشگر لوسيفراز

محدوديتي كـه در ايـن روش وجـود].1[خاموش كنند

هاي منتقل شده تنها براي چنـد siRNAدارد اين است كه 

براي غلبه بر ايـن. روز در سلول پستاندار پايدار هستند 

 Suppression of)توان از نوعي وكتور بـه نـام مشكل، مي

endogenous RNA) pSUPER هـاي كه قادر به توليد نسخه

 است اسـتفاده كـرد siRNA (siRNA-like transcripts)شبه 

]11.[

با توجه به مراحل ابتدايي مطالعـات در پـستانداران،

 بـر مهـار بيـان ژن در siRNA اثـر،در پژوهش حاضـر 

كه نوعي سلول بنيادي كارسـينوماي P19 دودمان سلولي

 GFPاز ژن افزوده با استفاده]13و12[جنيني موش است 

(Enhanced green fluorescent protein) (eGFP) ژن عنوانبه 

. مورد ارزيابي قرار گرفت،هدف

و ها روشمواد

و ترانسفكشن روش ترانسفكشن، بـا:ها سلولكشت

 به طور خلاصـه]13[استفاده از پروتكل فسفات كلسيم 

و،P19 ECدودمان سلولي:به اين ترتيب بود چهار بيست

ساعت پيش از ترانسفكشن تحـت شـرايط مناسـب بـا 

ســلول در ظــروف كــشت شــش1-5/1×106غلظــت 

پـس از افـزودن محلـول.ي كـشت داده شـد متـر ميلي

CaCl2(ترانسفكشن  0.25M،2، پنج ميكروگرم پلاسميدX 

BES-buffered saline(تك لايه سلولي به مدت هفت تـا ،

و گـرادتيسـان درجـه37نه ساعت تحت شرايط دماي

در ترانسفكـشن. قـرار داده شـدCO2 فشار پنج درصـد

و در ترانسفكـشن پايـدار هـشت48موقت   ساعت بعد

. انجام گرفتها بررسي،روز بعد

بـه طـور هـا سـلول:پلاسميدهاي مورد استفاده

،  eGFP)كننـده بيان(pML8همزمان به وسيله پلاسميدهاي

pB17,  )ژن بيان  siRNAكننـده بيان( pJC2و)Pgk-1كننده

به)به عنوان كنترل( pSUPER يا eGFP)اختصاصي براي

:ترتيب زير ترانسفكت شدند

   pML8 + pB17 + pSUPER:گروه اول

   pML8 + pB17 + pJC2:گروه دوم

: انتخاب شدeGFP توالي زير براي pJC2در مورد
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5'-GCTGACCCTGAAGTTCATCT-3' 
ي از هـر يـك از نسبت مساوها در همه ترانسفكشن

در. بــه كــار بــرده شــد) پــنج ميكروگــرم(پلاســميدها

 ميكروگـرم 200ترانسفكشن پايدار با استفاده از غلظـت

انجـامها سلول انتخاب(puromycin) داروي پيورومايسين

. گرفت

 در ترانسفكـشن پايـدار، كـه ايـن براي اطمينـان از

از ناشـي- اثر سمي گونه هيچپلاسميدهاي مورد استفاده

 بر سلول ندارنـد شـمارش-فعال شدن مسير اينترفرون

به. كلني انجام شد هـاي كف پتري ديشكه اينبا توجه

، اسـته مربع يكسان تقـسيم شـد38 ميلي متري به 150

و ميانگين كلني هاي چهار مربع به طور تصادفي شمارش

شد38حاصل در عدد  هـاي سـلولي بـه كلنـي. ضرب

48 از ميكروسكوپ فلورسـنت، صورت زنده با استفاده 

و و يا هشت روز پـس از ترانسفكـشن مـشاهده ساعت

. تصويربرداري شدند

خاصيت فلورسنتي بـه وسـيله شدت: فلوسايتومتري

FACS (Fluorescent-Activated Cell Sorting) و تعيين شـد

و CELLQUEST افـزار توسط نـرمهاهداد  مـورد تجزيـه

. تحليل قرار گرفت

 نتايج

 در ايـن،P19 در سـلول RNAiبه منظور ارزيابي قابليت

بر اساس سيستم. استفاده شد pSUPERپژوهش از وكتور

pSUPER ــميد ــد pJC2، پلاس ــراي تولي ــست siRNA ب بي

 مــورد اســتفاده قــرار گرفــت eGFPنوكلئوتيــدي از ژن 

 بـا پلاسـميدهاي P19يها سلول،بدين ترتيب).1شكل(

pB17 ،pML8 وpSUPER)ــه ــوان ب ــرلعن ــا) كنت  pJC2ي

 eGFPبر بيان موقت pJC2در ابتدا اثر. ترانسفكت شدند

. بررسي شد

 خاصـيت گونـه هـيچي ترانـسفكت نـشدهها سلول

از48).2 شـكل(فلورسنتي نشان ندادنـد  سـاعت بعـد

 FACS مثبـت بـه وسـيله– GFPيها سلولترانسفكشن،

– GFPي هـا سـلول درصـد. مورد ارزيابي قرار گرفتنـد
ــا ــسفكت شــده ب pSUPER ،87/82و pML8مثبــت تران

 درصـد چنـين pJC2حـضور).الف3شكل( بود درصد

داد درصد98/55را به هايي سلول ).ب3شكل( كاهش

در پي بررسي نتايج بيان موقـت، بـر آن شـديم كـه

 ارزيـابي P19يها سلولرا در siRNAقابليت بيان پايدار 

از پلاسـميد هـا نسفكـشن منظور در همه ترا بدين. كنيم

pB17 ژن،پلاسميد مذكور. استفاده شد  محتوي بخشي از

Pgk-1 ژن موشي است كه به طـور قابـل تـوجهي بيـان

را افزايش مي  ساعت پـس48.]14[دهد ترانسفكت شده

بر اساس بيان ژن پيورومايـسينها سلولاز ترانسفكشن،

و تا زمان ارزيابي بـه مـدت هـشت روز ديگـر  انتخاب

. شت داده شدندك

دو،در ترانسفكشن پايدار  نتايج شـمارش كلنـي در

گـروه(و كنترل) كلني 1114:گروه اول(گروه آزمايش

را در تعداد كلني گونه هيچ) كلني 1055: دوم هـا تفاوتي

.نشان نداد

 H1-RNAپروموتـور:pJC2 طـرح شـماتيك پلاسـميد.����

ژنه دو رشترگ تداخل RNAدمنجر به تولي . شـود مي GFPاي از

 senseايــن تــوالي بيــست نوكلئوتيــدي، شــامل رشــته هــاي

به شـكل سـنجاق سـر اسـت كـه توسـط ناحيـه antisenseو

مي لوپ . شوند مانند كوتاهي از يكديگر جدا

www.SID.ir
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 ترانـسفكت نـشده P19 سـلول FACS نتيجه بررسـي.����

.ژن است GFPر عدم بيان نشانگ

)الف(

)ب(

 نتيجـه بررسـي  :pJC2ترانسفكشن موقت با پلاسـميد.����

FACS هـاي سلولEC ،48سـاعت پـس از ترانسفكـشن بـا 

علامـت).ب(pJC2يا) الف( pML8وpSUPER پلاسميدهاي

من نشان،بار هاي براي سلول)gated region( مسخصهطقهدهنده

GFP –از درصد چنين سلول. مثبت است  درصد87/82هايي

 درصد در گـروه آزمـايش كـاهش98/55در گروه كنترل به

. استRNAiدهنده اثر اين كاهش نشان. استهيافت

 درصــد48/93 نــشان داد كــه FACSهــاي بررســي

بو-GFPي گروه كنتـرل،ها سلول 4شـكل(دنـد مثبـت

 07.47 بـه pJC2؛ درحالي كه اين درصد در گـروه)الف

).ب4شكل( كاهش يافت درصد

را در RNAiتصاوير ميكروسكوپ فلورسنت نيز اثـر

باها سلول ).5 شـكل( نشان داد pJC2ي ترانسفكت شده

البته اين مشاهدات ميكروسكوپ فلورسـنت، حـاكي از

 خاموش كاملاً« از GFPبا دامنه بيان ژن هايي وجود كلني 

. بود» درخشانكاملاًتا

)الف(

)ب(

 نتيجـه بررسـي  :pJC2ترانسفكشن پايدار با پلاسـميد.	���

FACSهــاي ســلولEC هــشت روز پــس از ترانسفكــشن بــا 

).ب(pJC2يـا) الف( pML8وpB17 ،pSUPERپلاسميدهاي

 بـراي (gate gated region)دهنـده منطقـه نـشان،علامـت بـار

از سـلول درصـد چنـين. مثبت است-GFPهاي سلول هـايي

 درصـد در گـروه07/47 درصد در گروه كنتـرل بـه48/93

 RNAiدهنـده اثـر اين كاهش نشان. استهيافت آزمايش كاهش

. است

 بحث

ــتفاده از ــتRNAاسـ ــشتدر)dsRNA(ايه دو رشـ  كـ

 RNAiي پستانداران در خاموشـي ژن بـه روشها سلول

 تحريك سيستم،علت اين امر.]15و1[ نيستآميز موفقيت

سي طويل dsRNAاينترفرون در اثر . نوكلئوتيد است تر از

اين واكنش غيراختصاصي به واسطه نوعي پروتئين كيناز

 RNase Lو آنزيم ديگري به نام ) dsRNA)PKRوابسته به 

م فعاليـت ايـن دو آنـزيم منجـر بـه پاسـخ. دهـديرخ

 PKR آنـزيم پـروتئين كينـاز.]15و1[شود اينترفرون مي 

و در نهايـت مـرگ سـلول فعال، باعث توقف ترجمـه

 آنزيم ديگري به نام AS-'5-'2گردد؛ در حالي كه آنزيم مي

RNase L مي كند كـه خـود منجـر بـه تخريـبرا فعال

در اين وضعيت، ميزان.]1[شود مي mRNAغيراختصاصي 

ايــن واكــنش.كنــد مــي پيــدا مــرگ ســلولي افــزايش

 غيراختصاصي، مانعي بر سر راه مطالعات در پـستانداران 
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(ب( )الف)
���
س.  pML8وpB17 ،pSUPER ترانـسفكت شـده توسـط پلاسـميدهاي P19لول تصوير ميكروسكوپ فلورسنت از كلني زنده

به. هشت روز پس از ترانسفكشن)ب(pJC2يا) الف( .دهد نشان ميGFP را در خاموشي ژن RNAiوضوح اثر اين تصاوير

از آمـدن بـر ايـن مـشكل، مـي فائقبراي. است تـوان

RNA هــاي كوتــاه(siRNAs) 21-22در  نوكلئوتيــدي

 اخيـر نـشان داد كـه هاي گزارش. كرديقات استفاده تحق

siRNA قادر به القـاي خاموشـي ژن از طريـق RNAi در 

، ولـي ايـن خاموشـي؛]3[چند رده سلول پستاندار است

هـاي مـورد مطالعـه موقتي است؛ به طوري كه در جنين

و همچنين   اثـر،ي كشت شـده پـستاندارها سلولموش

شدممانعت از بيان ژن به طور موقت .]3[ مشاهده

 كـه توليـد pSUPERبا استفاده از وكتـوري بـه نـام

توان بـر ايـنمي]11[كندمي را كد siRNAاز هاييهنسخ

 H1-RNAاين وكتور محتوي پروموتـور. مشكل فائق آمد 

 بـه شـكل siRNAي هـاه براي توليد نـسخ III-مراز پلي

ي سنجاقهاهتشكيل نسخ].17و11،16[سنجاق سر است

 اهميـت)dsRNA(اي دو رشـته RNAنظـر توليـد سر از

ژن.دارد  هـدف، درخـشان عنـوان به eGFP دليل انتخاب

. بودن محصول پروتئيني آن بود

بنابراين، در پژوهش حاضر از سيستم مذكور استفاده

 حاوي تـوالي بيـست، مورد استفاده pJC2پلاسميد. شد

پـس از تـوالي. از ژن هدف اسـتاي نوكلئوتيدي ويژه

 كوتاهي، مكمـل معكـوس همـين (Spacer)دهنده اصلهف

 نـسخه،ترتيب بدين. توالي بيست نوكلئوتيدي قرار دارد

و سـاختار حاصل  پـس از توليـد، روي خـود برگـشته

. كندميسنجاق سري محتوي بيست جفت باز ايجاد

از در اين بنابراين ، سنجاق سريsiRNAجا با استفاده

- هـدف عنوانبه- eGFPامكان خاموشي ژن گزارشگر

 P19 در دودمان سلولي كارسينوماي جنيني RNAiدر اثر

و. نشان داده شد همچنين ويژگي عملكـرد اختـصاصي

هـاي siRNA شد؛ چرا كه تأييد نيز RNAiوابسته به توالي 

را بـه طـور GFPسنجاق سـري قـادر بودنـد بيـان ژن 

از طرف ديگر، نتايج شـمارش. اختصاصي خاموش كنند

را در تعــداد هــيچ،يكلنــ پــس از هــا ســلول تفــاوتي

،بنابراين با توجه به اين دو نكتـه. ترانسفكشن نشان نداد 

و ميـر و عدم مـرگ يعني خاموش شدن اختصاصي ژن

 در ايـن حاصـل كـه نتـايج كـرد توان ادعـا سلولي مي 

 نه فعـال شـدن، است RNAi سازوكارپژوهش تحت اثر

كه زيرا همان مسير اينترفرون؛ پيش از اين نيز تأكيد طور

هـاي وابـسته بـه خاموشي ژن از طريـق واكـنشه،شد

بر،اينترفرون و كه غير اين علاوه اختصاصي است مـرگ

را به دنبال دارد .]15و10،9،1[مير سلولي بالايي

داد به طوري كه بررسي هـاي فلوسـايتومتري نـشان

 از حدود نود درصـد در GFPكنندهي بيانها سلولميزان 

ي ترانـسفكت شـده بـا پلاسـميدها سلول( كنترل گروه

ژن كد  به حدود پنجـاه در صـد)pML8 يعني GFPكننده
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ي ترانسفكت شده با پلاسميدها سلول(در گروه آزمايش

ژن كد . كاهش يافت)pJC2 يعني GFPكننده بر عليه

تصاوير ميكروسكوپ فلورسنت نيز اثر خاموشي ژن

م. وضوح نشان دادرا به   ديده C.elegansانند آنچه در البته

ژن]4[استهشد به طور كامـلها در همه كلني مهار بيان

 شــدت خاصــيت،در ايــن تــصاوير. افتــد نمــياتفــاق

به نظر. فلورسنتي از يك كلني به كلني ديگر متفاوت بود

هـاي بـا رسد توزيع ژن ترانـسفكت شـده در كلنـي مي

بـه هـا سلولخاموشي نسبي ژن يكنواخت نبوده، برخي 

را دريافـت تـر بـيش ميزان  در؛ امـا نـد كردي كپـي ژن

،هكه خاموشي ژن به طور كامل اتفـاق افتـاد هايي كلني

پلاسميد ترانسفكت شده به طـور يكنواخـت بـين همـه

و هر سلولگرديي كلني توزيعها سلول  تعـداد كپـي،ده

بنـابراين. است كردهكمي از ژن ترانسفكت شده دريافت

تـرل داد كه در صورت دريافت تعداد كم توان احتما مي

 تـر بـيش RNAi تـأثير p19ي هـا سـلول كپي ژن توسط 

و مقايـسه شـدت. استهبود البته به منظور بررسي دقيق

و يا خاموشي ژن در كلني   لازم اسـت،هاي متفاوت بيان

.كرد استفاده northern blotمانند هايي روشاز

 گيري نتيجه

كده نتايج حاصل نشان مي فاده از سيـستم توليـد استهند

siRNAدري روش نويدبخــش  بــراي مهــار بيــان ژن

كه با توليد دودمان.ي پستاندار استها سلول هاي سلولي

شدها آن ژن مورد نظر در  ، استهبه طور پايدار خاموش

از مي هـاي بيوشـيميايي، بـه منظـور بررسـيها آن توان

و يافتن  بـراي درمـان هـايي روشمطالعات عملكرد ژن

ژن-ها بيماري . كرد استفاده– از طريق ممانعت از بيان

و قدرداني  تشكر

 Ottawa regional)اين پژوهش در مركز تحقيقات سرطان

cancer center) ORCCكانادا انجـام شـدي واقع در اتاوا .

ــدين ــه ب ــسندگان مقال از نوي و وســيله  كــارن جــاردين

بـه)Karen Jardine&Xiaofeng Yang(زيائوفنـگ يانـگ

ميبيهاي خاطر همكاري . كنند دريغشان تشكر
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