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چكیده
RNA interference) RNAi( که ازسوی siRNA) Small interfering RNA( میانجیگری می شود، ابزار قدرتمندی برای مهار بیان ژن در 

 )Pro-inflammatory) ها علاوه بر عمل خاموش کردن ژن در القای سایتوکاین های پیش التهابی siRNA .رده های مختلف سلولی است

و اینترفرون نوع I نیز دخالت دارند. گیرنده های ایمنی شناسایی کننده RNA شامل ( Toll-like receptor )TLR ها و پروتئین های 

سیتوزولی شناساگر RNA مانند: PKR1, RIG-I 2, MDA-5 3, 2'- 5'OAS4, IRF5, NF-κB6 می باشند. القای بیان اینترفرون ناشی از 

مسیرهای پیام رسانی است که به TLRها مربوط می شود. هرکدام از این رسپتورها در پاسخ به لیگاند های مختلف، توانایی القای پیام را 

دارند و سبب آغاز پاسخ سایتوکاین های پیش التهابی می شوند. در این مقاله درباره خاموش شدن ژن توسط siRNA، نقش فاکتورهای 

سلولی در تنظیم بیان ژن های سیستم ایمنی ذاتی و القای اینترفرون توسط siRNA دو رشته ای و تک رشته ای توضیح داده می شود. 
کلمات کلیدی:siRNA، RNAi، تنظیم بیان ژن، ایمنی ذاتی 

 مقدمه
RNA silencing عامل مهم و مکانیسم تنظیمی ژن می باشد که 

 Transcription) بیان رونویسی را یا از طریق مهار کردن رونویسی
gene silencing( و یا از طریق فعال سازی فرآیند تجزیه توالی 

 Post transcriptional gene silencing که به آن RNA خاصی از
انجام  شود،  می  گفته   RNA interference یا  و   )PTGA)

با فرآیند RNAi، یک  می دهد. خاموشی بیان ژن های خاص 
مکانیسم تنظیمی است که در سطح پس از نسخه  برداری در 
توسط  که  پدیده  این  می شود.  اعمال  یوکاریوتی  های  سلول 
 RNA مولکول های  نام  به   RNA رشته   ای  دو  های  مولکول 
لحاظ  از  می شود،  واسطه گری   siRNA کوچک  مداخله گر 

به  و  است  شده    حفظ  یوکاریوت  موجودات  میان  در  تکاملی 
ژن ها  تهدیدات  درمقابل  ژنوم  حفاظت  که جهت  می رسد  نظر 
ترانس  با منشاهای خارجی )اگزوژن( نظیر ژن های ویروسی و 
ژن ها همچنین ژن هایی با منشاء داخلی نظیر ترانسپوزون ها به 
کار می رود. علاوه بر این، فرآیند RNAi در برنامه های سلولی 
جهت تنظیم بیان ژن ها و کنترل رشد و نمو سلولی نیز نقش 
دارد )1(. وقتی dsRNA وارد سیتوپلاسم سلول می شود تحت 
 21 dsRNA قرار گرفته و به Dicer بنام RNase Ш تاثیر آنزیم
مولکول   3َ ناحیه  در  نوکلئوتید   2 و  تبدیل می شود  نوکلئوتید 
 RISC آویزان باقی می ماند سپس رشته آنتی سنس به siRNA

متصل شده و سبب تجزیه mRNA مکمل می شود )15،11(. 

1-Protein Kinase R 
2-Retinoic-acid Inducible Gene –I 
3-Melanoma  Differentiation-associated gene-5
4-Interferon Regulatory Factor 
5- 2'-5'  Oligo adenylate synthetase 
6- Nuclear Factor kappa 
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شکل 1- مکانیسم خاموشی ژن ) اقتباس از منبع 18(.

siRNA که در طی پردازش ازdsRNA طویل حاصل شده، اغلب 

منشاء اگزوژنی داشته و به عنوان ابزار ضد ویروسی قوی به شمار 
می آید )siRNA .)4 توانایی فعال کردن سیستم ایمنی ذاتی را با 
سایتوکاین های التهابی از قبیل فاکتور نکروز دهنده تومور آلفا 
(TNF-α(، اینترلوکین ها )ILs(، اینترفرون ها )IFNs( و به ویژه 

IFN-α را دارد. ایجاد پاسخ ایمنی ذاتی توسط siRNA وابسته 

به TLR و یا مستقل از آن می باشد )24(. در سیستم مستقل 
از TLR، dsRNA یک سوبسترای دو مسیری را که مربوط به 
آنزیم های OAS 5'- 2' و PKR است در سیتوپلاسم سلول به راه 
می اندازد که به ترتیب باعث تجزیه mRNA هدف و مهار ترجمه 
مسیرهای   ،TLR به  وابسته  سیستم  در  و  شوند  می  پروتئین 
در   .)10( شود  می  هدایت  ها  آن  آداپتور  از سوی  پیام  انتقال 
پستانداران حسگرهای پاتوژنی که بصورت گیرنده های پروتئینی 
در غشای سلولی یا درون وزیکول ها بیان می شوند، پاتوژن را 
شناسایی کرده و سیستم ایمنی ذاتی را فعال می کنند، همچنین 
صورت  به  که  گردند   I نوع  اینترفرون  بیان  سبب  توانند  می 
اتوکرین و پاراکرین مسیر آبشاری را هدایت نموده و منجر به 
افزایش رو نویسی از ژن های تحریک شده با اینترفرون از قبیل 
PKR و ریبونوکلئاز L و القاگر نیتریک اکسید سنتاز می شوند 

که به عنوان آنتی تومور و آنتی باکتری مطرح هستند )19(.   

siRNA مكانیسم خاموشي ژن ها توسط
ابزار  آمدترین  کار  و  جدیدترین  عنوان  به  گر  مداخله   RNA

برداری  نسخه   از  پس  ژن ها  بیان  اختصاصی  کننده  خاموش 
 ،RNA شناخته شده است. برای مکانیسم عمل فرآیند تداخل
ی  مرحله   شامل  که  است  شده  ارائه  مرحله ای  دو  مدل  یک 
 Effector) کننده  عمل   ی  مرحله   و   )Initiation step) شروع 
اندونوکلئازهایی  فعالیت  است. در مرحله ی شروع توسط   )step

 200 حدود  )پروتئینی   Dicer بنام   RNaseIII خانواده  از 
رشته ای  دو   RNA های  مولکول  دمین(  با چندین  کیلودالتون 
به طول حدودا" 500 -200 جفت نوکلئوتید ایجاد خواهد شد 
کوچک  قطعات   ATP مصرف  با  و  خود  هلیکازی  دمین  با  که 
راهنما  های   RNA عنوان  به  را   siRNA نوکلئوتیدی   21-23
 RNase بوجود خواهند آورد. خانواده آنزیم های )guide RNA)

III جزء معدود نوکلئازهایی هستند که فعالیت اختصاصی برای 
مولکول های dsRNA دارند و آن ها را در انتهای '3 به گونه ای 
برش می دهند که 3-2 نوکلئوتید به طور آویزان باقی  بماند و 
مرحله ی  در  ایجاد  کند. سپس  '3 هیدروکسیله  و   5 انتهاهای' 
عمل  کننده هرقطعه siRNA در مجموعه پروتئینی RISC قرار 
می گیرد. در این مرحله RISC فعال شده با فعالیت هلیکازی 
به  و  می کند  باز  هم  از  را   siRNA رشته  دو   ،ATP به  وابسته 
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 Antisense تک رشته ای که در این هنگام به آن siRNA مولکول
 RNA نیز گفته می شود و مکمل ناحیه ای برروی مولکول RNA

هدف (sense RNA( می باشد به سمت mRNA هدف راهنمایی 
شده تا زیر واحد اندوریبونوکلئازی موجود در ساختار RISC ، مولکول 
mRNA هدف را از وسط بریده بطوری که کاملا" تخریب نموده و سبب 

خاموش شدن بیان ژن هدف می شود )5 ، 6، 10، 18،16(. 
فاکتورهای سلولی و مسیرهای پیام رسانی آن ها

   Toll-like receptor

باشند  می  غشایی  بین  های  پروتئین  از  بزرگی  گروه  ها   TLR

نقش  و  شده  شناسایی  موش  و  انسان  در  ها  آن  نوع   13 که 
ایمنی ذاتی  بیماریزا، فعال سازی  الگوهای  مهمی در شناسایی 
و اکتسابی و هدایت مسیرهای پیام رسانی دارند. TLR حاوی 
دمین خارج سلولی غنی از لوسین است که اجزای میکروبی را 
به طور اختصاصی شناسایی می کند، دمین داخل سلولی انتقال پیام 
 Toll-interleukin( دمین  به  و  دارد  برعهده  را  آداپتورها  به 
 TIRAP  ،MyD88 آداپتورها  این  است  معروف   receptor )TIR

آبشاری،  مسیرهای  سازی  فعال  نهایت  در  که  بوده   ،TIRF

فاکتورهای  سازی  فعال  تیروزین،  واحد  زیر  فسفریلاسیون 
رونویسی و رونویسی از ژن های پاسخ ایمنی را سبب می شوند 
)26،22(. سه نوع ازTLR ها در شناسایی siRNA نقش دارند که 
به آن ها اشاره می شود: 'TLR3 گیرنده مناسب جهت شناسایی 
 ،MyD88 و   TRIF آداپتور  ی  واسطه  به  که  است   siRNA

فاکتورهای رونویسی ATF ،NF-κB ،c-Jun، IKK ،TBK فعال 
 TLR  8/7  .)15( کنند  می  القا  را  ها  سایتوکاین  بیان  و  شده 
 RNA ، siRNAالیگونوکلئوتیدهای ویروسی،   ssRNA توسط 
موتیف  و   GUنوکلئوتیدی های  توالی  یا  و  ثانویه  )ساختارهای 
آداپتور  توسط  و  شوند  می  فعال   )siRNA در   `3-UGU  -`5

MyD88 پاسخ ایمنی را ایجاد می کنند )20،10(.

از  متشکل   68  KDa پروتئینی   :R (PKR(کیناز پروتئین 
 ssRNA های  مولکول  یا   dsRNA به  شونده  متصل  دمین  دو 
حاوی بخش های مکمل و دمین کینازی دارای زیر واحد سرین/ 
شوند  می  فعال  شدن  فسفریله  عمل  با  که  باشد  می  ترئونین 
و  کم  مقدار  به  را   PKR انسانی  های  سلول  از  بسیاری   .)10(
و  دارند  بصورت غیر فسفوریله  یکنواخت در سیتوپلاسم  خود 

به مقدار کم نیز در هسته سلول ها یافت می شود. در حضور 
اینترفرون بیان PKR افزایش می یابد. امروزه مشاهده شده است 
که siRNA هایی که 21 تا 27 نوکلئوتید دارند فعالیت  PKR را 
افزایش می دهند. در مسیر وابسته به dsRNA، PKR مستقیما" 
به dsRNA متصل شده و تغییر ایجاد کرده در ساختار فضایی 
و  شده   eIF2α شدن  فسفریله  سبب  )اتوفسفریلاسیون(   PKR

از طریق  تا  eIFβ می گردد   به   eIF2α به متصل شدن  منجر 
کمپلکس ریبوزومی مانع ترجمه شود و از طرفی توسط اداپتور 
را  سلولی  اپوپتوز  نهایت  در  کاسپازها  سازی  بافعال   FADD

در  شده  فسفریله   PKR همچنین   .)29  ،7( اندازد  می  راه  به 
و  با فسفریله کردن   STAT1 توسط  dsRNA از  مسیر مستقل 
فعال نمودن IRF- 3 و IRF-7 منجر به تحریک بیان ژن های 
گردد  می   Interferon stimulated genes )ISGs) اینترفرون 
ای،  رشته  دو   RNA ها،  ویروس  همچون  عواملی   .)29،  20(
سایتوکاین ها، محرک های محیطی )استرس، باکتری ها( قدرت 

فعال سازی   PKR را دارند )29(.
از  ای  دسته   :RIG-I(DDX58( و   MDA-5 (IFIH1

گیرنده های شناساگر عوامل بیماریزا حاوی سه دمین با حسگر 
و  RIG-I باشند.  می  نوکلئیک  اسید  ازجنس  سیتوپلاسمیک 

کردن  فعال  برای  رفته  بکار  دمین  با  درصد   25  ،5-MDA

کاسپازها )CARD( و 4 درصد با دمین هلیکازی تشابه داشته 
ناحیه   باشند،  انتهای کربوکسیله می  و دارای دمین مهاری در 
CARD در هدایت مسیرهای پیام رسانی نقش دارد و در غیاب 

  RIG-I در ATPase ویروسی سبب تنظیم منفی فعالیت RNA

ناحیه  پیام جلوگیری می کند. RIG-I توسط  انتقال  از  و  شده 
انتهای کربوکسیل خود )CTD )C-terminal domain توانایی بر 
 RNA-RNA ،RNA -DNA  هم کنش دادن با دو رشته ای های
نوکلئوتیدهای  سوبسترا  که  زمانی  و  دارد  را   ppp RNA-'5 و 
 RIG-I را نداشته باشد siRNA آویزان در انتهای 3' موجود در
از طریق فعالیت ترانسلوکازی عمل کرده و سرعت ترانسلوکازی 
را در حضور گروه تری فسقاته 5' افزایش می دهد در حالی که 
اتصال به RNA دو رشته ای را دارد، به  MDA-5 فقط قدرت 

این ترتیب در نهایت سبب تنظیم بیان ژن های اینترفرون آلفا و 
بتا می شود )2 ،14 ،19(.
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 OAS 2'-5': این مولکول توانایی القای اینترفرون های آلفا، بتا 
و گاما را دارد. در سلول های مختلف نوع بیان ان متفاوت بوده 
 OAS .)10( و نقش اصلی را در پاسخ ایمنی سلولی ایفا می کند
درون ژنی فرم های الیگومریA`5-`2 را با تری فسفریله کردن 
RNase L می گردد )12(.  فعال شدن  فعال می کند و سبب 
سپس با دوتایی شدن RNase L , mRNA هدف تجزیه می شود، 
از طرفی OAS با اتصال به dsRNA های بزرگتر از 15 نوکلئوتید 
دارای دو دمین  زیرا  دارد،  نیز  را  اینترفرون  بیان  القای  توانایی 
می باشد که یکی سبب اتصال به dsRNA شده و دیگری سبب 

هیدرولیز ATP می گردد )7(.
های  واحد  زیر  شامل   NF-κB پروتئینی  خانواده   :NF-κB

 cRel و RelB ،RelA )p65( ،p52، p50 هومودایمر و هترودایمر
 p65 و p50 ترکیبی ازهترودایمرهای NF-κB است. بهترین شکل
می باشد که در سیتوپلاسم سلول این هترودایمرها از هم جدا 
متصل   IκB نام  به  مهاری  های  ازپروتیئن  گروهی  به  و  شده 
می شوند. پروتئین های IκB توسط IκB کیناز (IKK(  فسفریله 
می شوند، این کمپلکس کینازی دارای 2 زیر واحد کاتالیتیکی 
و زیر واحد تنظیمی IKKγ/NEMO می باشد، با فسفریله شدن 
و سبب  وارد هسته سلول می شود  و  رها شده   Iκ-B ،NF-κB

 NF-κB گردد.  می  مختلف  های  ژن  از  نویسی  رو  فعال شدن 
انواع مختلف محرک ها از قبیل تولید سایتوکاین های التهابی 
وقایع  و  استرس(  از  ناشی  رشد  فاکتورهای  و   TNF-α، IL-1(
DNA ( را منجر می شود. پیام های  به  داخل سلولی )آسیب 
ترتیب  به   IL-1 و گیرنده TNF )TNFR ( گیرنده  از  رسیده 
و   TNF receptor-associated factor 2 )TRAF2( واسطه  به 
Mitogen-( منتقل می شوند. بسیاری از خانواده پروتئینی TRAF6

  activated protein kinase kinase kinase (MAP3K

 TGF-β- activating  ،MEKK3  ،MEKK2  ،MEKK1 شامل 
وقتی   NF-κB-including kinase (NIK ( ،(TAK1)  kinase1
که بیان بالا داشته باشند می توانند IKK را فعال کنند، هر چند 
و   TNFR مسیر  هدایت  برای  ضروری  های  پیام   MEKK3که
IL-1R را جهت فعال سازی  NF-κB ارسال می کند )8(. فعال 

ژن  القای  برای  مهمی  عامل   IKKα/β توسط    NF-κB سازی 

اینترفرون بتا است )27(.
IRF: از میانجیگرهای رونویسی بوده که در مسیر پیام رسانی 

جهت القای اینترفرون های مربوط به شناسایی باکتری، ویروس، 
اپوپتوز، تنظیم پاسخ ایمنی و تنظیم رشد سلولی نقش دارند، 9 
نوع از آن ها شناسایی شده است که در 115 اسید آمینه انتهایی 
تشابه دارند. از IRF های ضد ویروسی که توانایی القای ژن های 
اینترفرون را دارند، می توان IRF5 ،IRF3 و IRF7 را نام برد 
که قدرت شناسایی dsRNA را دارند )21،17(. مطالعات بر روی 
 IRF-3 سلول های دندریتیک نشان داده که با فسفریله شدن
دایمریزاسیون نیز رخ می دهد و بعد از ورود به هسته، کمپلکس 
پروتئینی چند گانه از جمله P300 را تشکیل می دهند که این وقایع 

منجر به تولید و تنظیم بیان اینترفرون بتا و آلفای 4 می گردد )27(.
القای اینترفرون توسط siRNA دو رشته ای و تک رشته ای

نوع  به  اینترفرون  بیان  جهت  مختلف  مسیرهای  سازی  فعال 
منجربه  که  دارد  بستگی  آن  لیگاند  و  اختصاصی   TLR ،سلول
بیان سایتوکاین های مختلف می شود، وقتی siRNA از طریق 
اندوسیتوز وارد سلول می شود در داخل اندوزوم به TLR ها به 
فعال  سبب  و  شود  می  متصل   TLR9 و   TLR7  ،TLR8 ویژه 
سازی فاکتور رونویسی κB-NF و IRF3 می گردد، این مسیرهای 
پیام رسانی منجر به تولید سایتوکاین های پیش التهابی از قبیل 
     TNF  و IL-6 و اینترفرون نوع Ι می شوند، جالب توجه این 
 Bafilomycineو  Chloroquine از سوی  بالغ  اندوزوم  مهار  که 
صورت  اندوزوم(  غشای  در   H+ پمپ  شدن  فعال  )غیر   A1
می گیرد. Chloroquine فعالیت ایمونولوژیکی siRNA را بلوکه 
کرده و مسیر RNAi را فعال می کند )3 ، 11 ، 23(. مطالعات 
حاوی  ریبونوکلئوتیدهای  والیگوداکسی   TLR که  داده  نشان 
بالغ وجود داشته  اندوزوم های  ثانویه و  اندوزوم های  CpG در 

های  سلول  در  را   IgM و   IL-6  ،IL-10 پیام  انتقال  مسیر  و 
 siRNA در پاسخ به TLR3 .)26( دندریتیک  تولید می کنند
و poly(I:C ) )پلی اینوزینیک اسید و پلی سیتیدیلیک اسید( 
 IPAK را در مسیر مستقل از MAP-Kinase و NF-κB ،IRF3
فعال می کند، بیان بالای IRF3 رو نویسی از ISGs را زیاد می کند 
و  شود  تشکیل   IKK-ε/TBK1/TRIF/TRAF6 کمپلکس  تا 
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IKK-ε و TBK1  فعال کردند و که سبب فسفریله شدن زیر 

واحد سرین IRF3 و فعال نمودن NF-κB شده و ژن اینترفرون 
بتا بیان شود، در مسیر وابسته به IPAK، TAK1 و AP-1 فعال 
می شوند و به پروموترهای IL-6 ،TNF-α ،IL -1 وIL-12 متصل 
 ،9( است  ضروری   I نوع  اینترفرون  سنتز  برای   IL-6،شود می 
20 ، 25(. منشا دیگر dsRNA برای فعال سازی TLR3 می تواند 
RNA خارج سلولی باشد که در طی اپوپتوز و نکروز رها شده اند 

یا RNA داخل سلولی از قبیل RNA ریبوزومی،RNA هتروژن 
هسته ای یا tRNA و dsRNA ویروسی باشد )TLR7 .)22 در 
پاسخ به ssRNA و siRNA پیام دهی خود را با MyD88 شروع 
 IRF5 کرده و در انتقال پیام به شکل اندوزوم ها با میانجی گری
و IRF7 دخالت داشته و به این طریق اینترفرون آلفا وIL-12 را 

بیان کند )15، 20، 25(.

تشكر و قدردانی 
از همکاری صمیمانه مسئولین مرکز تحقیقات بیولوژی سلولی و 
مولکولی دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی قدردانی می شود.
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