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چکیده
سابقه و هدف: اثر خاموش سازی ژن با siRNA به طور قابل توجهی به یک روش مناسب جهت عرضه آن به سلول ها بستگی دارد. در 
پژوهش حاضر، اثر لیپوزوم ها در انتقال کمپلکس 177Lu - siRNA به سلول های سرطانی کولون به طور کمی مورد مطالعه قرار گرفته است.

مواد و روش ها: siRNA با p-SCN-Bn-DTPA کونژوگه و با لوتسیم نشاندار شد. کمپلکس های 177Lu - siRNA پس از تخلیص با 
 siRNA .بررسی شدند PAGE و ITLC به منظور تعیین در صد خلوص و سالم بودن به ترتیب با ،G25 و سفادکس Vivaspin ستون های
های نشاندار با استفاده از لیپوفکتامین و siPORT Neo FX به سلول های سرطانی کولون ترانسفکت شدند، سپس در صد ترانسفکشن با 
شمارشگر گاما به طور کمی محاسبه گردید. از تصاویر میکروسکوپی و شمارش سلولی برای بررسی اثرات سیتوتوکسیک کمپلکس های نشاندار 

روی سلول های سرطانی استفاده شد.
یافته ها: ITLC نشان داد که خلوص کمپلکس های 177Lu - siRNA تولید شده، بیش از %95 بود. در صد ترانسفکشن کمپلکس 
 .)P < 0.01( به طور معنی دار بالا بود siPORT Neo FX 177 به سلول های سرطانی کولون توسط لیپوفکتامین در مقایسه باLu - siRNA

روی  داری  معنی  سیتوتوکسیک  اثر   IGF-1R ضد  177Lu -  siRNA کمپلکس  كه  داد  نشان  میكروسكوپی  تصاویر  و  سلولی  شمارش 
.)P < 0.001( سلول‌های مورد مطالعه نسبت به گروه کنترل دارد

نتیجه گیری: پژوهش حاضر نشان می دهد که کارایی لیپوفکتامین در انتقال کمپلکس 177Lu - siRNA به سلول های سرطانی کولون 
در مقایسه با siPORT Neo FX بیشتر است و 177Lu - siRNA ضد IGF-1R اثر سیتوتوکسیک بر روی سلول های سرطانی کولون دارد.
کلمات کلیدی: ترانسفکشن، سرطان کولون، رسپتور فاکتور رشد شبه انسولین نوع یک، RNA مداخله گر کوچک، لوتسیم، سیتوتوکسیک

مقدمه
سرطان کولون سومین سرطان شایع و دومین سرطان کشنده 
به  مربوط  میر های  و  از مرگ   10% است که حدود  در جهان 
 .)1( است  داده  اختصاص  خود  به  جهان  سطح  در  را  سرطان 

پرتو-  شامل  کولون،  سرطان  درمان  در  متداول  رویکردهای 
بیمار،  بقاء  در  ها  آن  اثر  ولی  است؛  درمانی  شیمی  و  درمانی 
به طور قابل توجهی پایین است. از این رو، در سال های اخیر 
ارزیابی  درمان  برای  درمانی  ژن  اساس  بر  جدید  های  روش 
مناسب  روش  یک  انتخاب  درمانی،  ژن  فرآیند  در  است.  شده 
جهت عرضه ژن به سلول های سرطانی و انتخاب ژن مناسب از 
به آن ها بستگی دارد نتیجه درمان  و  اثر  پارامتر هایی هستند که 

تکنولوژی  جدیدترین  گر(  مداخله   RNAi ) RNA.)14  ،11(
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خاموش سازی ژن در سطح رونویسی است که در آن مولکول 
عمل کننده، یک siRNA) RNA مداخله گر کوچک مولکول( با 
طول 23-21 جفت باز است که پس از انتقال به داخل سلول، به 
یک کمپلکس پروتئینی به نام RISC )کمپلکس خاموش سازی 
القاء شده باRNA( متصل می گردد سپس با فعالیت هلیکازی 
دو رشته siRNA باز می گردد. یکی از رشته ها که آنتی سنس 
در  مکمل   mRNA سمت  به  را   RISC کمپلکس  دارد،  نام 
داخل سلول راهنمایی می کند. پس از چسبیدن کمپلکس به 
mRNA هدف، اندونوکلئاز موجود در آن mRNA را تجزیه می 

کند و باعث می گردد که به پروتئین مورد نظر ترجمه نگردد 
به  توجه  قابل  طور  به  ژن  سازی  خاموش  اثر   .)16  ،5  ،4  ،3(
 siRNA انتقال مؤثر آن در سلول ها بستگی دارد. اندازه بزرگ
که  شود  می  موجب  آن  منفی  بار  و  دالتون(  کیلو   13 )حدود 
از غشاء سلول به سختی عبور کند. از این رو برای انتقال آن در 
in vitro و in vivo از روش های متعددی از قبیل کونژوگاسیون 

نانو  از  استفاده  اتیلن گلیکول،  پلی  و  با مشتقات کلسترول  آن 
چنین  ردیابی  در  است.  شده  گرفته  کمک  لیپوزوم  و  ذرات 
مثل  فلوروفور  اساس  با  های  تکنیک  از  هایی،  مولکول 
اکتیو  رادیو  اساس  با  های  روش  همچنین  و  بیولومینسانس 
استفاده شده است. روش های اخیر ارجحیت دارند چون ردیابی 
با آن ها حساس تر و کمی است و چشم انداز استفاده در کلینیک 
را دارا هستند، در حالی که روش های فلوروفور به خاطر انرژی 
پایین حساسیت پایینی داشته و امکان استفاده در بدن انسان 
است  داده  نشان  مطالعات   .)17،10( ندارد  وجود  ها  آن  برای 
 IGF-1R که در بیش از %90 سلول های سرطانی کولون، رسپتور
)رسپتور فاکتور رشد شبه انسولین نوع یک( افزایش بیان دارد. 
این افزایش مرتبط با حفظ فنوتیپ بدخیمی، ویژگی های ضد 
آپوپتوزی، تکثیر غیر قابل کنترل، متاستاز و آنژیوژنز در سرطان 
کولون است )15،7(. به ویژه، مطالعه قبلی ما نشان می دهد که 
خاموش سازی این رسپتور با RNAi، سلول های سرطانی کولون 
را به عوامل شیمی درمانی و پرتو درمانی حساس می کند. به 
علاوه این که تکثیر سلولی را کاهش و آپوپتوز را افزایش می دهد 
)8 ،13(. در پژوهش حاضر، RNA مداخله گر کوچک مولکول بر
 ضد IGF-1R با لوتسیم )177Lu( نشاندار گردید تا درصد ورود 

به  ها  لیپوزوم  توسط  کولون  سرطانی  های  سلول  به   siRNA

صورت کمی ارزیابی گردد. مطالعه حاضر، برای اولین بار، نشان 
داد که لیپوزوم کاتیونی لیپوفکتامین در انتقال RNA مداخله گر 
کوچک مولکول به رده سلول سرطانی کولون SW480 مؤثرتر از 
siPORT AMINE عمل می کند. از این رو، می تواند به عنوان 

 in vitro در درمان سلول های سرطانی کولون در siRNA ناقل
مورد استفاده قرار گیرد.

مواد و روش ها
تجربي شامل siRNA های  اين مطالعه  در  استفاده  مورد  مواد 
از  که  است  آنتی سنس  5َ رشته  آمین درسمت  حاوی هگزیل 
شرکت )MWG (Germany خریداری شدند. رده سلول سرطاني   
Carcinoma cell line of the colon) sw480 ( از انستيتو پاستور 

سرم   ،RPMI 1640 سلولی  محیط کشت  شد.  خريداري  ایران 
تترااستیک  امین  دی  اتیلن  ترسپسین-  و   )FBS(گاوی جنین 
شدند.  تهیه   )Germany( گیبکو  شرکت  از   )EDTA( اسید 
پلیت های کشت سلولی هم از شرکت نانک )Denmark( خریداری 
شد. محلول )diethyl-pyrocarbonate (DEPC از شرکت سیگما 
بیوتکنولوژی  شرکت  از   Vivaspin های  ستون   ،)Germany(
سارتوریوس )Germany(، ستون های PD-10 از شرکت آمرشام 
)Germany( خریداری شدند. دی اتیلن تری آمین پنتا-استیک 
،)USA( از شرکت مایکروسایکلیک )p-SCN-Bn-DTPA( اسید

از   SYBR® Green II RNA Gel Stain (Cat No: S-7564  (

اینویتروژن )USA( تهیه شد. بقیه مواد مصرفی از شرکت سیگما 
تهیه شدند و کشت ردۀ سلول های سرطانی در انکوباتور کشت 
سلولي ) O C 37  و CO2 %5( انجام و براي اطمينان از حيات 
با تريپان بلو و لام نئوبار انجام شد.  سلول ها، شمارش سلولي 
با تريپسين 0/25 درصد در PBS و0/1 درصد  پاساژ سلول ها 
EDTA صورت گرفت. بخشي از آزمايش ها در گروه بیوشیمی 

دانشگاه تربيت مدرس و بخشی از آن در پژوهشگاه علوم و فنون 
تخلیص  و  تولید  است.  شده  انجام   1390 سال  در  ای  هسته 
های  توالی   p-SCN-Bn-DTPA شلاتور  با  کونژوگه   siRNA

با وزن مولکولی حدود 13/5کیلودالتون  استفاده شده   siRNA

کولون  سرطان  در  که   IGF-1R ضد  بر  یکی  هستند،  نوع  دو 
افزایش بیان دارد و دیگری بر ضد لوسیفراز که به عنوان کنترل 
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منفی در آزمایش ها استفاده گردید. توالی سنس و آنتی سنس  
برای IGF-1R به ترتیب:

   5َ-UAGAUAUCUCGCGUCAUACdTdT-3َو 

 5َ-GUAUGACGCGAGAUAUCUAdTdT-3َ

و برای لوسیفراز به ترتیب: 
5َ-CACAAGUAGGAAGUUCGGAdTdT-3ََ و

5َ-UCCGAACUUCCUACUUGUGdTdT-3َ 

 siMAX (1nmol/µl( بافر  در   siRNA دو  هر  باشند.  می 
در شده  حل   p-SCN-Bn-DTPA با  و  شدند  حل  جداگانه 

نسبت  که  طوری  به  گردیدند  مخلوط   DMSO (2 mg/mL(
siRNA به شلاتور در محلول نهایی 1 به 50 بود. pH محلول 

رسانده   8/5 به   )0.2 M(  NaHCO3 بافر  از  استفاده  با  نهایی 
شرایط  این  در  شود.  شروع  ها  آن  بین  آمینی  واکنش  تا  شد 
مدت  به  مخلوط  گردند.  می  متصل  شلاتور  به  ها   siRNA

واکنش  توقف  برای  گردید.  انکوبه  اتاق  دمای  در  ساعت   12
تخلیص  شد.  استفاده   )pH 4.5; 0.1 M( استات  بافر  از 
ستون  با  آزاد،  شلاتورهای  از  کونژوگه  های   siRNA

اولترافیلتراسیون Vivaspin صورت گرفت. به طور خلاصه، مخلوط 
در ستون ریخته شد و با آب مقطر حجم ستون تا mL 2 پر شد و 
به مدت 20 دقیقه در دور RPM 4000 سانتریفیوژ گردید. این 
عمل 4 بار تکرار شد. با توجه به cut-off ستون )3 کیلودالتون( و 
وزن مولکولی siRNA ها که حدود 13/5 کیلودالتون است، پس 
از سانتریفیوژ، مولکول های کوچک تر از 3 کیلودالتون از ستون 
عبور می کنند و مولکول های siRNA در ستون باقی می مانند.

تولید لوتسیم رادیواکتیو )177Lu( و نشاندار کردن siRNA های 
 )176Lu2O3( 177، اکسید لوتسیمLu کونژوگه با شلاتور برای تولید
در اسید کلریدریک 0/2 مولار حل شد و در راکتور تحقیقاتی 
)ضد   siRNA دو  هر  گردید.  پرتودهی  روز  به مدت 14  تهران 
شدند.  نشاندار  یکسان  روش  یک  با  لوسیفراز(  و ضد   IGF-1R

به  رادیواکتیو  لوتسیم  از   10  MBq/nmol خلاصه،  طور  به 
مول  نانو   3 حاوی   )  pH 4.5; 0.1 M( استات  بافر   µL  250
siRNA های کونژوگه اضافه شد و پس از 45 دقیقه اکوباسیون 

در دمای اتاق، با ستون سفادکس G25 تخلیص گردید. اساس 
ابتدا مولکول های  این ستون، ژل فیلتراسیون است که در آن 

بزرگ و سپس مولکول های کوچک خارج می گردند. ستون با 
pH 7.2) PBS( به تعادل رسانده شد و مخلوط حاوی siRNA و 

لوتسیم در آن قرار داده شدند. شستشوی ستون با PBS انجام 
و فرکشن های 9 قطره ای جمع آوری گردید. رادیوا کتیویته در 
فرکشن ها با یک کوریمتر )RAMS- Iran( و جذب فرکشن ها در 
OD260 با بیوفتومتر )Ependorf( اندازه گیری شد. فرکشن هایی 

177Lu- )کمپلکس  داشتند  بالا  کتیویته  رادیوا  و   OD260 که 
siRNA( جمع آوری و آن هایی که فقط رادیوا کتیویته داشتند 

)177Lu آزاد( از آنالیز خارج شدند. 
177Lu-siRNA خلوص رادیو شیمیایی کمپلکس

177Lu- کمپلکس   ،G25 سفادکس  ستون  با  تخلیص  از  پس 
در  تعیین  برای   )ITLC( نازک  لایه  کروماتوگرافی  با   siRNA

صد خلوص آنالیز گردید. محلول حاوی کمپلکس در ورق سیلکا 
ژل ) cm 12 ×5 ( لکه گذاری شد. آب- متانول )v/v ,45:55( به 
عنوان حلال اجازه داده شد تا 10 سانتی متر حرکت کند. دراین 
شرایط، لوتسیم رادیواکتیو در محل لکه گذاری می ماند و کمپلکس 
177Lu-siRNA به همراه siRNA کونژوگه که نشاندار نشده است 

با Rf به ترتیب 0.9-0.8 و 0.6-0.5 همراه حلال حرکت می کنند. 
سیلیکا ژل به 12 قطعه یک سانتی متری بریده و رادیواکتیویته 
 )ORTEC ,Germany( گاما  گر  شمارش  توسط  به  قطعات 
 Rf=0.8-0.9 محاسبه گردید. نسبت شمارش های ثبت شده در
به کل شمارش به عنوان در صد خلوص رادیوشیمی کمپلکس 

در نظر گرفته شد.
بررسی کمپلکس 177Lu-siRNA با ژل پلی آکریل آمید 

غیر احیایی
توسط  به  تجزیه  معرض  در  ها   RNA که  این  به  توجه  با 
نوکلئازهای محیطی هستند و طی مراحل مختلف دست کاری 
مثل تخلیص، احتمال تجزیه آن ها وجود دارد؛ ژل پلی آکریل 
آمید )PAGE( استفاده گردید تا نشان داده شود که کمپلکس 
آمید  آکریل  پلی   17% است. ژل  و تجزیه نشده  نخورده  دست 
و  شد  درست   )EDTA اسید-  بوریک  )تریس-   TBE بافر  با 
گرفتند.  قرار  ها  چاهک  در  کمپلکس  از  میکروگرم  یک  حدود 
ژل به مدت پنج ساعت در ولتاژ 80 انجام و باندها پس از رنگ 
گردیدند.  آشکار   UV.Doc وسیله  به  گرین  سایبر  با  آمیزی 
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بررسی در صد ورود کمپلکس 177Lu-siRNA به سلول های 
سرطانی کولون 

در   SW480 (ATCC: CCL-22  ( کولون  سرطاني  سلول‌  رده 
و   )FBS( گاو  جنین  سرم   10% حاوی   RPMI کشت  محیط 
جنتامایسین )µg/mL 40 ( در انکوباتور CO2 5% و 37oC  کشت 
داده شد. یک روز قبل از ترانسفکشن، سلول ها در فاز لگاريتمي 
رشد در پليت شش خانه )103×350 سلول در هر چاهک( در 
محیط بدون آنتی بیوتیک كشت داده شدند. برای ترانسفکشن، 
 )Invitrogen, Cat. No. 11668-019( آمین  لیپوفکت 
 siPORT Neo FX, Ambion,( که یک لیپوزوم کاتیونی است و
استفاده  است،  معمولی  لیپوزوم  یک  که   )Cat. No. AM1631

گردید. ترانسفکشن با هر دو محلول طبق دستور شرکت سازنده 
هر  ازاء  به  آمین،  لیپوفکت  مورد  در  شد.  انجام  تغییر  کمی  با 
چاهک پلیت شش خانه µL 6 محلول ترانسفکشن با 0/5 نانو 
مول کمپلکس 177Lu-siRNA در 500 میکرو لیتر محیط کشت 
 siPORT مورد  در  و  )0/3 در صد( مخلوط گردید  با سرم کم 
Neo FX، 5 میکرولیتر محلول با 0/5 نانومول کمپلکس در 200 

با سرم کم مخلوط گردید. سلول ها  لیتر محیط کشت  میکرو 
انکوبه  ترانسفکشن  های  محلول  در حضور   37oC انکوباتور  در 
شدند. چاهک ها در زمان های 2، 4، 6، 8، 10، 12 و 14 ساعت 
پس از ترانسفکشن برداشت شدند. پس از برداشت محیط رویی، 
چاهک ها دو بار با PBS شستشو شدند و رادیوا کتیویته مربوط 
به محیط رویی و PBS توسط شمارشگر گاما شمارش شد. پس 
 ،SDS 1% از لیز سلولی به توسط هیدروکسید سدیم 0/5 مولار و
به  مربوط  های  شمارش  تعداد  شدند.  شستشو   PBS با  بار  دو 
عنوان در صد  به  و  تقسیم شد  ها  به کل شمارش  لیز  محلول 
انتقال کمپلکس به سلول ها در نظر گرفته شد  )تعداد آزمایش‌ها= 6(. 

داده ها به صورت SD ± mean مورد بررسی قرار گرفتند. 
های  سلول  در  سلولی  رشد  روی   177Lu-siRNA اثر 

سرطانی کولون
جهت شمارش سلولی، فلاسک های 25 میلی لیتری با سلول ها 
کمپلکس مولار  نانو   200 غلظت  با  و  شدند  داده  کشت 

Lu-siRNA 177 با لیپوفکت آمین ترانسفکت شدند. پس از 12 

ساعت، محیط بدون آنتی بیوتیک آن ها عوض شد و با محیط 
در  انکوباسیون  روزا  سه  از  پس  گردید.  جایگزین  کامل  کشت 
اينورت  مكيروسكوپ  با  چاهک ‌ها   ،%5  CO2 و   37oC دمای 
بررسي و ميکروگراف تهيه شد و از هر چاهک شمارش سلولی 
انجام گرفت )تعداد آزمایش‌ها = 5( كه از میانگین آن ها برای 

آنالیز داده‌ها استفاده گردید.
آنالیز داده ها

و   Student’s t- test روش  و   16 ويراست   SPSS نرم‌افزار  از 
داده‌ها  و  شد  استفاده  داده‌ها  آنالیز  برای   one way ANOVA

 )Mean ± SD( مشخص  معیار  انحراف‌  با  میانگین  به ‌صورت 
 P Value محاسبه گردید. مقادیر میانگین در گروه‌های مختلف با

مشخص، اختلاف معنی‌داری نشان می‌داد. 
یافته ها

کروماتوگرافی لایه نازک )ITLC( نشان داد که تخلیص کمپلکس 
177Lu-siRNA با موفقیت انجام شده است 

از  استفاده  با  آزاد   177Lu از   177Lu-siRNA کمپکس  تخلیص 
شد.  انجام   PBS شستشوی  محلول  و   G25 سفادکس  ستون 
تر  بزرگ  مولکول-های  اول  فیلتراسیون،  ژل  اصول  اساس  بر 
گردند؛  می  خارج  ستون  از  تر  کوچک  های  مولکول  سپس  و 
های  مولکول  که  را  نشاندار  های   siRNA توان  می  این  بنابر 
بزرگ تری هستند از لوتسیم های اضافی در مخلوط جدا سازی 
177Lu- نمود. همان طوری که شکل 1 نشان می دهد، کمپلکس

siRNA در فرکشن های اول )6-12( و سپس لوتسیم آزاد در 

اطمینان  فرکشن های 15-20 خارج می گردد. جهت حصول 
نازک  لایه  کروماتوگرافی   ،177Lu-siRNA کمپلکس  تخلیص  از 
است،  شده  داده  نشان   2 شکل  در  که  گونه  همان  شد.  انجام 
به  مربوط  که   )  Rf  =  0.8  -  0.9( انتهایی  قطعات  در  اکتیویته 
به  است  بیشتر  قطعات  بقیه  از  است   177Lu-siRNA کمپلکس 
طوری که در صد آن نسبت به کل، به بیش از %95 می رسد که 

بیانگر تخلیص خوب کمپلکس می باشد.

.... با  siRNA نشاندار  - مولکولی دوره دوم، شماره ششم، بهار 1391، انتقال  تازه های بیو تکنولوژی سلولی 
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 و لوتسيم متصل siRNA: مخلوط حاوي 177Lu-siRNA تخليص كمپلكس .1شكل

 شستشو داده شد. همانگونه كه PBS قرار گرفت و با G25به آن، در ستون سفادكس 

 كه اندازه بزرگتري دارد در فركشنهاي 177Lu-siRNAشكل نشان ميدهد كمپلكس 

 كه 15-20 خارج مي گردد كه داراي جذب و اكتيويته بالا ميباشند. فركشنهاي 12-6

فقط اكتيويته بالا دارند مربوط به لوتسيم است كه اندازه كوچكتري دارد و پس از 

 كمپلكس خارج مي گردد.

شکل1- تخلیص کمپلکس 177Lu-siRNA: مخلوط حاوی siRNA و لوتسیم متصل به آن، در ستون سفادکس 
G25 قرار گرفت و با PBS شستشو داده شد. همان گونه که شکل نشان می دهد کمپلکس 177Lu-siRNA که 
اندازه بزرگتری دارد در فرکشن های 12-6 خارج می گردد که دارای جذب و اکتیویته بالا می باشند. فرکشن های 
20-15 که فقط اکتیویته بالا دارند مربوط به لوتسیم است که اندازه کوچک تری دارد و پس از کمپلکس خارج 

می گردد. 

 

: مخلوط تخليص 177Lu-siRNA در صد خلوص راديوشيميايي كمپلكس .2شكل

شده در ورق سيليكاژل لكه گذاري گرديد، همانطوري كه در شكل مشخص است 

-177Luكه مربوط به كمپلكس  )Rf= 0.8-0.9بيشترين اكتيويته در قطعات انتهايي (

siRNA  .است تجمع مييابد 

   

شکل 2- در صد خلوص رادیو شیمیایی کمپلکس 177Lu-siRNA: مخلوط تخلیص شده در ورق سیلیکاژل لکه 
 ) Rf = 0/8 - 0/9( گذاری گردید، همان طوری که در شکل مشخص است بیشترین اکتیویته در قطعات انتهایی

که مربوط به کمپلکس 177Lu-siRNA است تجمع می یابد.

- مولکولی دوره دوم، شماره ششم،مجتبی فتحی و همکاران... تازه های بیوتکنولوژی سلولی 
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را  کمپلکس  بودن  سالم   )PAGE( آمید  آکریل  پلی  ژل 
تأیید کرد 

داده  نشان  اینکه  برای  ترانسفکشن،  از  قبل  و  تخلیص  از  پس 
شود siRNA نشاندار تجزیه نشده است، PAGE انجام شد. پس 

از انجام ژل، باند های رنگ آمیزی شده با سایبر گرین نشان داد 
که باند های siRNA بین 20 و 25 جفت باز قرار می گیرند که 
با وزن مولکولی آن یعنی حدود 22 جفت باز مطابفت دارد. این 

اطلاعات در شکل 3 نشان داده شده است.
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 ضد 177Lu-siRNA ژل غير احيايي پلي اكريل آميد: كمپلكسهاي .3شكل

IGF-1R آناليز شدند. 17 جفت باز در ژل %5 و لوسيفراز به همراه لدر 

 جفت باز حاكي از آن است كه 20قرارگيري كمپلكسها درحوالي 

كمپلكسها تجزيه نشدهاند. 

به   177Lu-siRNA کمپلکس  انتقال  در  آمین  لیپوفکت 
سلول های سرطانی کولون موثرتر عمل می کند.

ها، همان گونه  بیرون سلول  و  اکتیویته داخل  از محاسبه  بعد 
تفاوت  که در شکل 4 نشان داده شده است؛ مشخص شد که 
به   177Lu-siRNA کمپلکس  انتقال  صد  در  در  داری  معنی 
مقایسه  در  آمین  لیپوفکت  توسط  کولون  سرطانی  های  سلول 
انتقال  در صد   .)P < 0. 01( دارد  وجود   siPORT Neo FX با
کمپلکس  به  نسبت  مورد  دو  هر  در   IGF-1R ضد  کمپلکس 
177Lu-siRNA ضد لوسیفراز بیشتر است و این تفاوت ها از 12-4 

ساعت پس از ترانسفکشن به لحاظ آماری معنی دار می باشد 
)P < 0. 01(. با توجه به این که حداکثر انتقال کمپلکس ها در 
12 ساعت پس از ترانسفکشن صورت می گیرد، در آزمایش های 
بعدی، حداکثر مجاورت سلول ها با کمپلکس ترانسفکشن 12 
انتخاب شد. در صد ترانسفکشن پس از 12 ساعت، در  ساعت 
با   IGF-1R ضد   177Lu-siRNA با  شده  ترانسفکت  های  سلول 
ترتیب4/7  به   siPORT Neo FX و  لیپوفکتامین  از  از  استفاده 
 177Lu-siRNA 75/08 درصد و 4/3 ± 46/31 درصد و برای ±
ضد لوسیفراز به ترتیب 2/89 ± 31/4 در صد و 3 ± 26/12 

در صد بود.  

 

 و لوسيفراز به توسط IGF-1R ضد 177Lu-siRNA در صد ترانسفكشن كمپلكسهاي .4شكل

 و لوسيفراز IGF-1R ضد 177Lu-siRNA: كمپلكسهاي siPORT Neo FXليپوفكتامين و 

 درپليتهاي شش خانه siPORT Neo FXجداگانه ، با دو محلول ترانسفكشن ليپوفكتامين و 

 siPORT Neo ساعت، در صد ترانسفكشن به توسط ليپوفكتامين و 12ترانسفكت شدند. پس از 

Fx 177 برايLu-siRNA ضد IGF-1R درصد و براي 31/46 ± 3/4 و 08/75 ± 7/4 به ترتيب 

- در صد ميباشد. به لحاظ آماري اختلاف معني12/26 ± 3 و 4/31 ± 89/2لوسيفراز به ترتيب 

 siPORT Neoداري در درصد ترانسفكشن كمپلكسها به توسط ليپوفكتامين و تراسفكشن آنها با 

FX) وجود دارد P < 0.01.به طوري كه درصد ترانسفكشن با ليپوفكتامين بيشتر است ،( 

های  سلول   ،177Lu-siRNA کمپلکس  با  تیمار  از  پس  روز  سه 
بررسی  و  مشاهده  مورد  اینورت  میكروسكوپ  توسط  سرطانی‌ 
قرار گرفتند، سپس تریپسینه و شمارش شدند. همان‌گونه كه 
ضد   177Lu-siRNA کملکس  است،  مشخص  الف   5 شكل  در 
IGF-1R اثر سیتوتوکسیک روی رده سلولی SW480 دارد و از 

تكثیر آن ها ممانعت میك‌ند، در صورتیك‌ه تكثیر سلول ها در 
فلاسک های تیمارشده با  کمپلکس كنترل )177Lu-siRNA ضد 
این  تیمار صورت می‌گیرد.  بدون  مثل فلاسک های  لوسیفراز( 
مشاهدات با شمارش سلولی از فلاسک‌های مرتبط با تصاویر و 
آنالیز داده‌ها تأیید شدند. شکل 5 ب نشان می دهد که متوسط 

177Lu-siRNA تعداد سلول ها در پلیت تیمار شده با کمپلکس
با   شده  تیمار  و  نشده  تیمار  پلیت  با  مقایسه  در   IGF-1R ضد 
پیدا  کاهش  داری  معنی  طور  به  لوسیفراز  ضد   177Lu-siRNA

.)P < 0.001( کرده است

 177Lu-siRNA شکل3- ژل غیر احیایی پلی اکریل آمید: کمپلکس های
آنالیز   17% ژل  در  باز  جفت   5 لدر  همراه  به  لوسیفراز  و   IGF-1R ضد 
شدند. قرار گیری کمپلکس ها درحوالی 20 جفت باز حاکی از آن است که 

کمپلکس ها تجزیه نشده اند.

ضد   177Lu-siRNA های  کمپلکس  ترانسفکشن  صد  در  شکل4- 
 :siPORT Neo FX و  لیپوفکتامین  به توسط  لوسیفراز  و   IGF-1R
 ، گانه  جدا  لوسیفراز  و   IGF-1R 177Lu-siRNA ضد  های  کمپلکس 
با دو محلول ترانسفکشن لیپوفکتامین و siPORT Neo FX درپلیت 
های شش خانه ترانسفکت شدند. پس از 12 ساعت، در صد ترانسفکشن 
  177Lu-siRNA برای   siPORT Neo Fx و  لیپوفکتامین  توسط  به 
ضد IGF-1R به ترتیب 4/7 ± 75/08 و 4/3 ± 46/31 درصد و برای 
لوسیفراز به ترتیب 2/89 ± 31/4 و 3 ± 26/12 در صد می باشد. به لحاظ 
آماری اختلاف معنی داری در درصد ترانسفکشن کمپلکس ها به توسط 
 P( وجود دارد siPORT Neo FX لیپوفکتامین و تراسفکشن آن ها با

0.01 >(، به طوری که درصد ترانسفکشن با لیپوفکتامین بیشتر است.

.... با  siRNA نشاندار  - مولکولی دوره دوم، شماره ششم، بهار 1391، انتقال  تازه های بیو تکنولوژی سلولی 
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  الف5ب 5 

شکل5. اثر سیتوتوکسیک siRNA های نشاندار با لوتسیم بر روی سلول های سرطانی کولون. الف( تصاویر میکروسکوپی: سلول های سرطانی کولون با غلظت 
200 نانومولار از کمپلکس های siRNA نشاندار با لوتسیم ترانسفکت شدند. سه روز پس از ترانسفکشن، سلول ها با میکروسکوپ اینورت تصویربرداری شدند. 
از چپ به راست به ترتیب سلول های بدون تیمار، سلول های تیمار شده با 177Lu-siRNA ضد لوسیفراز و تیمار شده با 177Lu-siRNA ضد IGF-1R نشان 
داده شده است. کاهش رشد سلولی در پلیت تیمار شده با 177Lu-siRNA ضد IGF-1R صورت می گیرد. ب( شمارش سلولی. پس از تصویربرداری، پلیت 
های تیمار شده و تیمار نشده تریپسینه شدند و با لام نئوبار شمارش گردیدند )تعداد آزمایش ها = 5(. از متوسط تعداد سلول ها و انحراف معیار آن ها برای 
 IGF-1R 177 ضدLu-siRNA رسم شکل استفاده شد. آنالیز آماری نشان داد که اختلاف معنی داری در تعداد متوسط سلول ها در پلیت های تیمار شده با

.)P < 0.001( 177 ضد لوسیفراز و پلیت تیمار نشده وجود داردLu-siRNA در مقایسه با

بحث
آن  از  کولون  سرطان  برای  جدید  درمانی  های  روش  به  نیاز 
متداول،  درمانی  های  روش  کارایی  که  گردد  می  ناشی  جا 
گاما  و  بتا  کننده  نشر  ایزوتوپ  یک  وقتی   .)4،9( است  پایین 
گردد،  می  متصل   siRNA مثل  دهنده  هدف  مولکول  یک  به 
امکانی را فراهم می آورد که رد یابی مولکول هدف دهنده از طریق 
مولکول هدف دهنده  آن،  بر  مقدور گردد علاوه  گاما  پرتو های 
ایزوتوپ عمل می کند و آن را به داخل  برای  به عنوان حامل 
پرتوهای  اثر سیتوتوکسیک  تا  داده  انتقال  سلول های سرطانی 
 siRNA بتا، روی سلول ها ظاهر شود )7،10(. انتقال کمپلکس
با تکنسیم )99mTc( به داخل سلول های سرطانی نشان داده 
که لیپوفکت آمین، ورود کمپلکس های نشاندار siRNA را به 

سلول های سرطانی تسهیل می کند )5 ،6(. مطابق آن، تحقیقات 
 177Lu-siRNA ما نشان داد که لیپوفکت آمین، انتقال کمپلکس
را به داخل سلول های سرطانی کولون تسهیل می کند ضمن 
 siPORT این که، اثر آن در انتقال کمپلکس به طور معنی داری از

های  گروه  حضور  آن،  دلیل  احتمالا  که  بود  بیشتر   Neo FX

عاملی مثبت آمین در لیپوفکت آمین است که پیوندهای یونی 
تشکیل شده بین محلول ترانسفکشن و siRNA نقش مهمی در 
ضد   177Lu-siRNA کمپلکس  انتقال  کند.  می  بازی  آن  انتقال 
با کمپلکس  با هر دو محلول ترانسفکشن در مقایسه   IGF-1R

کنترل یعنی لوسیفراز بیشتر بود که دلیل آن هم این است که 
در  هدف   mRNA دارای   IGF-1R 177 ضدLu-siRNA کمپلکس 
سلول های سرطانی کولون برای اتصال به آن است در صورتی 
و  ندارد  حضور  کولون  سرطانی  ها  سلول  در  لوسیفراز  ژن  که 
در  کند.  نمی  پیدا  تجمع  مربوطه  کمپلکس  خاطر  همین  به 
 siRNA دهد  نشان  که  ندارد  وجود  ای  مطالعه  حاضر،  حال 
های سرطانی  تکثیر سلول  از  لوتسیم  با  نشاندار   IGF-1R ضد
ضد  منوکلونال  بادی  آنتی  چه  اگر  کند،  می  ممانعت  کولون 
تکثیر  از  که  است  داده  نشان  لوتسیم  با  نشاندار   Her-2/neu

سلول های سرطانی سینه جلوگیری می کند )12(. مطالعه ما 
نشان داد که اثر سیتوتوکسیک 177Lu-siRNA ضد IGF-1R روی 

-مولکولی دوره دوم، شماره ششم، مجتبی فتحی و همکاران... تازه های بیوتکنولوژی سلولی 
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ضد   177Lu-siRNA گروه  با  مقایسه  در  سرطانی  های  سلول 
لوسیفراز و پلیت تیمار نشده بیشتر است. ظاهرًا، علاوه بر این 
تجزیه  با  کند،  می  عمل  لوتسیم  نافل  عنوان  به   siRNA که 
mRNA هدف و کاهش بیان IGF-1R نقش مهمی در کاهش 

رشد سلول های سرطانی کولون دارد، چون مطالعات مکرر نشان 
داده که افزایش بیان آن در سلول های سرطانی کولون با تکثیر 
به طور کلی   .)13،16( دارد  ارتباط  ها  کنترل سلول  قابل  غیر 
انتقال  در  لیپوفکتامین  کارایی  که  دهد  می  نشان  تحقیق  این 
siRNA نشاندار با لوتسیم، بیشتر از siPORT Neo FX است و 

می توان از آن در انتقال siRNA نشاندار به سلول های سرطانی 
177Lu- استفاده کرد؛ همچنین کاهش رشد سلولی با in vitro در

siRNA ضد IGF-1R که با شمارش سلولی تأیید شد بیان گر 
کارایی کمپلکس نشاندار در مهار رشد سلولی می باشد.

.... با  siRNA نشاندار  - مولکولی دوره دوم، شماره ششم، بهار 1391، انتقال  تازه های بیو تکنولوژی سلولی 
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