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 ه به پروموتر ي شب ي پروموتر منطقه پروموتر كايمريك داراي يك طراحي
 هاي سلول مند در رونويسي هدف منظور به (Survivin) سوروايوين

 سرطاني سينه
 ۴ پور رضا مقدم ، غلام ۳ ، عباس كمالي * ۲ زاده ، فاطمه رهبري ۱ منش ساميلا فرخي

 وم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران گروه بيوتكنولوژي پزشكي، دانشكده عل كارشناس ارشد، - ۱
 استاديار، گروه بيوتكنولوژي پزشكي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران - ۲
 تهران، تهران، ايران علوم پزشكي استاديار، گروه ليزر، دانشكده دندانپزشكي، دانشگاه - ۳
 د اسلامي، واحد تهران شمال، تهران، ايران پزشك، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه آزا - ۴

 ۸۸ / ۰۴ / ۰۸ : پذيرش مقاله ۸۷ / ۱۲ / ۱۲ : دريافت مقاله

 چكيده
 گيـري بالاترين درجه اختصاصيت و كـارايي در هـدف دستيابي به درماني سرطان بزرگترين چالش در ژن : هدف
 هـاي سـرطاني اسـت و سـلول كن كـردن درماني سرطان ريشه كه هدف ژن دليل اين به . هاي سرطاني است سلول

 هايي استفاده از پروموتر ژن . توانند مضر باشند هاي طبيعي بيان شوند، مي هاي درماني اگر در سلول بسياري از ژن
 هاي طبيعي بيان بسيار بالاتري دارند، شوند يا نسبت به سلول هاي سرطاني بيان مي طور اختصاصي در سلول كه به

 در اين تحقيق استفاده از يك پروموتر خاص سرطان با . رد توجه قرار گرفته است درماني سرطان بسيار مو در ژن
 . بيان بالا بررسي شد

 منظور ايجاد يك سـازه بـراي مقاصـد به كارگيري پروموتر خاص سرطان در راستاي تكثير و به : ها مواد و روش
 درصـد بـه ۳۴ شـد كـه در حـدود پروموتري از ژنوم انساني جداسازي NestedPCR درماني، با استفاده از ژن

 ريـزي شـده هاي ضد مـرگ برنامـه يكي از اعضاي خانواده ژن سوروايوين . پروموتر سوروايوين شباهت داشت
 هاي اين قطعه ژني براساس بررسي . ت افزايش بيان آن مشاهده شده اس سينه هاي در بيشتر سرطان سلولي است و

 داراي دو جايگـاه اتـصال TRRD و Promoter Scan ، EPD ، Transfac ، Compel هـاي انجام شده در سايت
 اين . شد شناسايي مي STAT1 و E2F وسيله عوامل رونويسي رونويسي مشابه با پروموتر سوروايوين بود كه به

 هـاي سـرطاني ريزمحيط سـلول ( دهنده به شرايط محيطي هيپوكسي و استروژن هاي پاسخ همراه بخش پروموتر به
 . كلون شد + pCDNA3.1/Hygro در ناقل tBid زي آپوپتو و ژن پيش ) سينه
 شـبه ( دهد كـه ايـن قطعـه ژنـي هاي سرطاني ترانسفكت شده نشان مي ي سلول كم نيمه RTPCR نتايج : نتايج

 . است tBid بيان ژن براي CMV داراي توانايي تقريباً برابر پروموتر ) پروموتر سوروايوين
 هـاي آپوپتوزي براي از بـين بـردن سـلول در هدايت يك ژن پيش استفاده از يك پروموتر كايمريك : گيري نتيجه

 ريزي شده كننده در راستاي درمان سرطان است كه با القاي اختصاصي مرگ برنامه سرطاني ابزاري بسيار اميدوار
 ، سازه حاصل در مقايسه با دو سـازه كنتـرل . د شو ها مي ها به شكلي طبيعي باعث انهدام اين سلول در اين سلول

 . دهد آپوپتوزي از خود نشان مي وانايي بالايي در بيان ژن پيش ت

آپوپتوزي مند، پروموتر سوروايوين، ژن پيش رونويسي هدف : كليدواژگان
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 و همكاران ش من فرخي ساميلا سينه سرطاني هاي سلول در پروموتر كايمريك طراحي يك
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۷۴ 

 مقدمه - ۱
ــل شــيمي روش ــاني هــاي مرســوم درمــان ســرطان مث  درم

(Chemotherapy) درماني ، اشعه (Radiotherapy) و جراحي ، 
 در اين . ندارند درمان سرطان اي بر اختصاصيت و كارايي بالايي

 سرطان با ارائه انواع مختلفي از (Genetherapy) درماني ميان ژن
 هاي درماني توجه بسياري از محققان را به خود معطوف روش

 درماني داراي سه بخـش انتخـاب ژنِ هر روش ژن . كرده است
 گيـري انتقـال آن و هـدف بـراي درماني مناسب، ابزار مناسـب

 گيـري از ايـن ميـان هـدف . اسـت فت مورد نظـر اختصاصي با
 درمـاني ترين بخش هر روش ژن اختصاصي بافت سرطاني مهم
 . كند هاي درماني متمايز مي است كه آن را از ساير روش

 : گيري بافت بدخيم وجود دارد سه روش براي هدف
 : (Transcriptional targeting) هدف قرار دادن رونويسي - ۱

 هاي سرطاني بيان بالا و ها در سلول ضي ژن كه بع با توجه به اين
 هاي اختصاصي دارند، در اين استراتژي با استفاده از پروموتر ژن

 . توان بيان ژنِ درماني را منحصر به سلول سرطاني كرد فوق مي
 Transductional) هدف قرار دادن روش انتقال - ۲ targeting) : 

 در سـطح گيـر هـاي هـدف در اين روش با استفاده از مولكـول
 توان انتقال ژنِ درماني مورد نظـر را بـه مي ، ابزارهاي انتقال ژن

 . مند فراهم نمود صورت هدف هاي سرطاني به سلول
 هدف قرار دادن مسيرهاي سلولي درماني سومين روش - ۳

 ]. ۲ ، ۱ [ ت مرتبط با سرطان اس

 عبـارتي اسـتفاده از گيري رونويسي يـا بـه بهترين روش هدف

 ترين سطح بيان صي سرطان است، چون ابتدايي پروموترهاي اختصا
 پروموترهاي : شوند پروموترها به چند دسته تقسيم مي . ] ۳ [ ژن است

 Tissue specific) ويـژه بـافتي promoter) ، پروموترهـاي ويـژه 
 پروموترهـاي قابـل القـا ، (Tumor specific promoter) توموري

(Inducible promoter) ۵ ، ۴ [ شده مهندسي پروموترهاي و .[ 
 هاي خاص بيـان هايي كه در سرطان در اين راستا يافتن ژن

 استفاده از پرومـوتر براي كار بسيار مهمي كنند راه بالايي پيدا مي
 . كنـد گيري بافت توموري ايجـاد مـي هاي هدف ها در روش آن
 علاوه با استفاده از شرايط ريزمحيطي حاكم بر محيط توموري به

 كــه بــا ريــزمحيط ] و اســتروژن (Hypoxia) مثــل هيپوكــسي [
 توان كارايي و اختـصاصيت هاي طبيعي متفاوت است مي سلول

 ]. ۸ - ۶ [ پروموتر ويژه توموري را تقويت و تشديد نمود
ــستم ــي سي ــوتري طبيع ــاي پروم ــدوديت ه ــاي داراي مح  ه

 : زير هستند
 وسيله يك نـوع پرومـوتر درماني به ميزان بيان يك ژنِ - ۱

 ميـزان - ۲ . فراد مبتلا يكسان نيـست اختصاصي بافت در تمام ا
 هاي هاي اختصاصي تومور يا بافت حتي در توده سلول بيان ژن

 بــودن نـاهمگون تومـوري متفـاوت اســت كـه ايــن بـه ســبب
 هيچ پروموتر منفردي وجود ندارد - ۳ . هاي سرطاني است سلول

 هاي سلولي توموري در حد كـافي سـبب كه بتواند در تمام رده
 صـورت همگـاني در تمـام درماني شـود و بـه هدايت بيان ژنِ
 ]. ۹ [ كار گرفته شود ه ب خاص سرطان يك نوع بيماران مبتلا به

 بهبـود بـراي كارهايي سبب جستجوي راه ها اين محدوديت
 كه تحت عنـوان پروموترهـاي است هاي پروموتري شده توالي

 يافتن ، روش ترين بخش اين ساده . شود معرفي مي شده مهندسي
 در اي اســت كــه توانــايي بيــشتري يافتــه جهــش پروموترهــاي

 تومـوري - رونويسي دارند ولـي اختـصاصيت بـافتي اندازي راه
 روش بهتـر . اسـت بـالاتر طبيعـي نـوع نسبت به پروموتر ها آن

 ترين اندازه ممكن با كوچك تشديدگري - ايجاد توالي پروموتر
ــوتري ( ــسته پروم ــا ه ــزي ي ــوتر مرك ــوز اســت ) پروم  كــه هن

 ديگـر كـار راه . كـرده باشـد الي وحشي را حفـظ هاي تو ويژگي
 (Chimeric promoter) كايمريك شامل ساخت پروموترهاي

 متشكل از عناصر تنظيمي پروموترهاي متفاوت با اختـصاصيت
 كـدام از كارگيري مزايـاي هـر ه دنبال ب به روش اين . بافتي است

 ]. ۱۰ [ پروموترها و افزايش اختصاصيت بافتي است
 ا در نظـر گـرفتن دو نكتـه مهـم، طراحـي در اين تحقيق ب

 مورد اول نـوع بافـت منـشا ؛ پروموتر كايمريك صورت گرفت
 تومور و نكتـه دوم اختـصاصات آن بافـت از قبيـل ريـزمحيط

 بنابراين در راستاي ايجاد يك پروموتر كايمريـك . توموري بود
ــاهمگون آدنوكارســـينوماي ســـينه ــه بتوانـــد تـــوده نـ  كـ

(Lung  adenocarcinome) را هــــدف قــــرار داده و ژن
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۷۵ 

ــيش ــوزي پ ــراي را tBid (Proapoptotic) آپوپت ــرگ ب ــاي م  الق
 ها بيـان كنـد، در اين سلول (Apoptosis) ريزي شده سلولي برنامه

 در ايـن تحقيـق . يم دنبال انتخاب يك پروموتر ويژه سرطاني بود به
 شان در آدنوكارسـينوماي سـينه هايي كه بيان پس از بررسي انواع ژن

 و Unigene ، RefExA هـاي با اسـتفاده از برنامـه ( يابد يش مي افزا

GEO ( د ش پروموتر ژن سوروايوين انتخاب . 

 ريزي سوروايوين از اعضاي خانواده مهاركنندگان مرگ برنامه

 است (Inhibitor of Apoptosis Protein: IAP) شده سلولي

 بيان ايـن ژن در . شود مي (Caspases) كه سبب مهار كاسپازها

 هاي درصد نسبت به سلول ۷۰ هاي سرطاني سينه تا حدود ول سل

 براي تسهيل درج ايـن قطعـه، پرومـوتر . يابد طبيعي افزايش مي

 و مورد استفاده قرار گرفت ، مركزي اين ژن با استفاده از مقالات

 منظور افزايش توانايي و ويژگي اين پروموتر از تركيـب شـبه به

 دهنـده بـه بخـش پاسـخ پروموتر مركزي ژن سوروايوين و دو

 در سـاختار ) عنوان قطعات تـشديدگر به ( هيپوكسي و استروژن

 كـه هـيچ جـايي از آن . د شـ نهايي پروموتر كايمريـك اسـتفاده
 هـاي تـوده پروموتر منفردي وجود نـدارد كـه در تمـام سـلول

 در اين تحقيق هدف ، ناهمگون آدنوكارسينوماي سينه بيان شود

 چند اختصاصيتي بـوده ك يا كايمري اصلي طراحي يك پروموتر

ــك كــه اگــر در يــك ســلول تومــوري امكــان بهــره  وري از ي

 اختصاصيت ديگـر كمـك بـه بيـان ژنِ ، اختصاصيت پايين بود

 . درماني نمايد

 ها مواد و روش - ۲
 مواد - ۱ - ۲

ــلولي رده ــاي ســ ــساني هــ ــلولي ( MCF7 انــ  رده ســ

 رده سلولي آدنوكارسينوماي ( SKBR3 ، ) آدنوكارسينوماي سينه

 و ) رده سـلولي سـرطان دهانـه رحـم ( Hela هاي ، سلول ) سينه

AGO ) از بانـك ) رده سلولي غيرتوموري فيبروبلاست پوست 

 . د ش يتو پاستور ايران خريداري ت سلول انس

ــاكتري اشرشــياكلي  Escherichia) ب coli) ســوش TG1 

ــه  پلاســـميدي ناقـــل . عنـــوان ميزبـــان اســـتفاده شـــد بـ
pCDNA3.1/Hygro + از شركت Invitrogen ) د ش تهيه ) آمريكا . 

 هاي محدودكننده داخلـي، ليگاز، آنزيم T4 پليمراز، Taq هاي آنزيم
dNTPs آگــارز، انــواع پودرهــاي محــيط كــشت بــاكتري و ، 

RPMI1640 و اتيـــديوم برومايـــد (Ethidium  bromide) از 
 . تهيه شد ) آمريكا ( Sigma و ) آلمان ( Roche شركت

 ساخت سازه - ۲ - ۲

 cDNA و ساخت mRNA تخليص - ۱ - ۲ - ۲

 صورت اسـتريل گرفتـه شـد و بـا به انساني ليتر خون ميلي ۱۰
 EDTA (Ethylenediaminetetraacetic محلـول ضــدانعقاد acid) 

 هـاي لنفوسـيت خـون محيطـي در شـرايط سلول . د ش مخلوط
 . تخلـيص شـد (Ficoll) استريل با استفاده از محلول فـايكول

ــلول RNA اســتخراج ــه از س ــيت ب ــاي لنفوس ــت ه ــيله كي  وس
NucleoSpin RNA ІІ شركت MN ) صورت گرفت و ) آلمان 

 MMuLV با استفاده از آنزيم رونويسي معكوس cDNA سپس

ــايي ۱۹ و اليگــومر  ) آلمــان ( Fermentas از شــركت ) dT ( ت
 . صورت گرفت

 ژنومي DNA جداسازي - ۲ - ۲ - ۲
ــبلاً و لنفوســيت Hela از رده ســلولي  هــاي انــساني كــه ق
 ژنومي براي تكثير قطعه ژني منبع عنوان به ، د جداسازي شده بودن

 استفاده (Survivinlike promoter) شبه پروموتر سوروايوين
 شركت ( ® Tissue NucleoSpin با استفاده از كيت و ] ۱۱ [ شد
MN ( دند ش تخليص . 

 تكثير و كلونينگ قطعات ژني - ۳ - ۲
 tBid تكثير و كلونينگ ژن - ۱ - ۳ - ۲

 با استفاده ) Bid از ژن ز با جفت ۷۳۲ تا tBid ) ۳۲۲ ژن
و برگشتي جلويي (Primers) و آغازگرهاي cDNA الگوي از
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۷۶ 

Bidfor:  5'ACGGGATCCGCCGCCATGGATGGCAACCGCAGCAG3' . 

 :Bidrev و 5'TTCTCTAGATCAGTCCATCCCATTTCTGGCTAAGCTC3' 

 داراي جايگـاه شناسـايي آنـزيم Bidfor آغـازگر . تكثير شـد
BamHI تـوالي كـزاك و '5 در انتهـاي (Kozak  sequence) 

 داراي جايگـاه Bidrev آغـازگر . منظور ترجمه بهينه اسـت به
 وسـيله كيـت بـه PCR محـصول نهـايي . است XbaI شناسايي

QIAquick Gel Extraction ) شركت QIAGEN از ) ، آلمان 
 در XbaI/BamHI هـاي وسـيله آنـزيم ژل آگارز تخليص و بـه

 و ) pC/tB پلاسميد ( د ش كلون + pCDNA3.1/hygro پلاسميد
 وسيله تعيين توالي ژني بـا آغازگرهـاي اختـصاصي كلونينگ به

tBid تأييد شد . 

 دهنـده پاسـخ هاي بخش و كلونينگ تكثير - ۲ - ۳ - ۲

(Responsive modules) به هيپوكسي و استروژن 
 ها اليگومري شامل سه نـسخه از عناصـر براي قرار دادن اين بخش

 ('TGTCACGTCCTGCACGAC 3 '5) دهنده به هيپوكـسي پاسخ

ــخ ــر پاســ ــسخه از عناصــ ــتروژن و دو نــ ــه اســ ــده بــ  دهنــ
(CGTCACAGTGACC) ساخت بـه براي و ] ۱۲ [ د ش طراحي 

 ايـن اليگـومر بـا اسـتفاده از . سفارش داده شـد فناوران ژن شركت
 : د ش آغازگرهاي زير تكثير

Oligofor: 5'TAACACGCGTATTTGTCACGTCCTG3'. 

Oligorev: 5'TAACAAGCTTAGAGGTCACTGTGAC3' 

ــاي ــه Oligorev و Oligofor آغازگره ــب داراي ب  ترتي
 بودنـد و HindIII و MluI هـاي هاي شناسـايي آنـزيم جايگاه

 پلاسـميد ( دند شـ كلـون ۱ وسيله اين دو آنزيم در پلاسـميد به
pC/tBid/HE ( وسيله تعيين توالي ژني تأييد شد و كلونينگ به . 

 نگ شبه پروموتر سوروايوين تكثير و كلوني - ۳ - ۳ - ۲
 ژنــومي DNA از NestedPCR وسـيله بـه ايـن پرومـوتر

 بـا اسـتفاده از PCR اولين واكنش . د ش تكثير Hela هاي سلول
 : آغازگرهاي زير صورت گرفت

Sur1for: 5'AGAGAAGTGAGTGGATGTGATG3'. 

Sur1rev: 5'GAATGTAGAGATGCGGTGGTC 3' 

 و Sur2for غازگرهـاي با اسـتفاده آ PCR دومين واكنش
Sur2rev روي محصول PCR اول صورت گرفت . 

Sur2for: 5'ATCGAAGCTTCTCAAAGTGTTGGGATTAC3' 

Sur2rev: 5'ATAGGGATCCACGTCGGGGCAC3' 

ــاي ــه Sur2rev و Sur2for آغازگرهـ ــب داراي بـ  ترتيـ
 ند و هست BamHI و HindIII هاي هاي شناسايي آنزيم جايگاه

 كلون ۲ ها در پلاسميد وسيله اين آنزيم به PCR محصول نهايي
 در . گذاري شـد نام pC/tB/HE/Sur د و حاصل آن پلاسميد ش

 . وسيله تعيين توالي ژني مورد تأييد قرار گرفت پايان كلونينگ به
 . دهد تصوير شماتيك اين سازه را نشان مي ۱ شكل

 pC/tB/HE/Sur تصوير شماتيك سازه ۱ شكل

 ورماتيكي قطعـه ژنـي شـبه بررسي بيوانف - ۴ - ۲

 پروموتر سوروايوين
 افـزاري و هاي نـرم توالي اين قطعه ژني با استفاده از برنامه

ــن ــامل (Online) آنلاي  BLAST ، Map ش Viewer ، EPD ، 
TransFac ، Promoter  Scan ، Comple ، Prosite ، TRRD 

 . شد بررسي

 هاي يوكاريوتي انتقال سازه به سلول - ۵ - ۲
اليت رونويسي پروموتر كايمريك حاوي منظور تعيين فع به

 ۵ × ۴ ۱۰ ، ) تحـت تيمارهـاي مختلـف ( شبه پروموتر سوروايوين
 خانـه ۲۴ هاي سلولي طبيعي و سرطاني در پليـت سلول از رده

۲۰۰۰ انتقال سازه با اسـتفاده از ليپوفكتـامين . كشت داده شدند
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۷۷ 

(Lipofectamine  2000) (Invitrogen) طبق برنامه شـركت 
ــده ــد توليدكنن ــام ش ــا . انج ــشن ب ــايش ترانسفك ــن آزم  در اي

 پلاسميد ( هاي آزمون و كنترل يك از سازه ميكروگرم از هر يك
pC/tB و پلاســميد pC/tB/HE/Sur ( ميكروليتــر ۲ همــراه بــه 

ــامين ــت و ۲۰۰۰ ليپوفكت ــورت گرف ــرگ ص ــاي م ــزان الق  مي
 و MCF7 ، SKBR3 هاي سـرطاني ريزي شده در سلول برنامه
 پروموتر شبه با سازه كايمريك حاوي AGO طبيعي هاي سلول

 و سازه كنترل حـاوي ) pC/tB/HE/Sur پلاسميد ( سوروايوين
 و تيمارهاي مختلف مقايسه ) pC/tB پلاسميد ( CMV پروموتر

 شش ساعت بعـد از ترانسفكـشن تيمارهـاي اسـتروژن و . شد
 براي تيمـار اسـتروژن بـه محـيط كـشت . هيپوكسي اعمال شد

17β - ــانو ۲ اســتراديول ــار ن ــال تيم ــراي اعم  مولار اضــافه و ب
 . بسته شد استريل هيپوكسي روي پليت با پارافيلم

 tBid ي mRNA ارزيابي ميزان بيان - ۶ - ۲

 هاي تيمار شده شانزده ساعت بعد از ترانسفكشن سلول
 هـا، از اين سلول RNA آوري شدند و بعد از تخليص جمع

cDNA با استفاده از دو سري آغازگرهاي اختصاصي tBid 

 . كمي انجام شـد نيمه RTPCR اكتين، β و آغازگرهاي ژن
β عنوان كنترل داخلي استفاده شد كه آغازگرهـاي اكتين به 

 : آن شامل
BAfor: 5′AGTAGGCTTTGTGGTTGATG3′. 

BArev: 5′CTGTCAGGAAAGGAGAAATC3′. 

 . آناليز شد UVitec وسيله برنامه به PCR در پايان محصول . بودند

 ج نتاي - ۳
 نتايج تهيه سازه - ۱ - ۳
 تكثير نواحي ژني - ۱ - ۱ - ۳

ــكل ــايج ۲ ش ــي PCR نت ــات ژن ــاي بخــش ، tBid قطع  ه
 استروژن و شبه پرومـوتر سـوروايوين را - اليگومري هيپوكسي

 . دهد نشان مي

 - اليگومري هيپوكسي هاي بخش ) ۱ ستون قطعات ژني، PCR نتايج ۲ شكل
 ه پرومـوتر سـوروايوين؛ اول شـب PCR ) ۳ ستون ؛ tBid ) ۲ ستون استروژن؛

 دوم شبه پروموتر سوروايوين PCR ) ۴ ستون

 تأييد درج قطعات در ناقل - ۲ - ۱ - ۳
 محصول اتصال ژني به ناقل، در هر مرحله به داخل باكتري
 منتقل و توالي تمام قطعات بعد از كلون شدن در پلاسـميد، بـا

 . تعيين توالي تأييد شد

 عـه ژنـي نتايج بررسي بيوانفورماتيكي قط - ۲ - ۳

 شبه پروموتر سوروايوين
 درصد با توالي پروموتر ۳۴ حدود توالي اين قطعه ژني كه

 هــاي بعــد از بررسـي در پايگــاه سـوروايوين شــباهت داشـت،
 شونده به فاكتورهاي بيوانفورماتيكي و تأييد وجود مناطق متصل

 . ثبت شد زير رونويسي، در بانك ژن جهاني با آدرس و توالي

gi|169647618|gb|EU447346.1|  Homo  sapiens  BIRC5like 
gene, promoter region 
CTCAAAGTGTTGGGATCACAGGCATCAGCCATC 
ATGCCCAGCCCTATCCATCATTTTAGGAAGTACC 
AGGAAACCTGGAAACACAGAAGGTCTCCTACAT 
AGCTTGACATGGGAAGGGAGTGAGGCCCCTGGG 
CTGATCTAAGGATGAGGAAGAGGACAAGTCTCA 
CGCAGAAGTGCCCTCCATCCCTCTGCAGGCAGG 
ATGTGACAGCAGCTGGAACATTTTATGTCCCTTA 
TGTTTATTGGGTCTGTCTCCCCAGCCAGCCCAAG 
AGCTGCTTGTGGGCAGGGACTGTAACTTGTGCAT 
TATCCACCTCTGTGCCCCAACGT 

 افـزاري و آنلايـن نـشان هـاي نـرم نتايج حاصـل از برنامـه
 شـونده بـه دهـد كـه ايـن قطـه ژنـي داراي نـواحي متـصل مي

 هــــاي تــــوالي ( STAT1 و E2F فاكتورهــــاي رونويــــسي

TTAACCGCCAG و CGTTCTTTGAAAGCA ( است .
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۷۸ 

 كمي نيمه RTPCR نتايج - ۳ - ۳
 هـاي يوكـاريوتي و اعمـال پس از انتقال سـازه بـه سـلول

 ، تكثيـر cDNA و سـنتز RNA اي متفاوت، جداسـازي تيماره
 الـذكر اكتين بـا دو سـري آغازگرهـاي فـوق β و tBid قطعات

 شدت هر باند بـا اسـتفاده از برنامـه ). ۳ شكل ( صورت گرفت
UVitec تعيين و نسبت شدت خالص ژن tBid به ژن β اكتين 

 در شـرايط و tBid گـر بيـان نـسبي گيري شد كه نمايش اندازه
 ). ۴ شكل ( ي متفاوت بود تيمارها

 پلاسـميد ) ب ؛ pC/tB پلاسـميد ) الـف كمي، نيمه RTPCR نتايج ۳ شكل
pC/tB/HE/Sur ۸ ، ۵ ، ۲ هـاي ستون تيمار استروژن؛ ) ۷ ، ۴ ، ۱ هاي ستون ؛ ( 

 بدون تيمار ) ۹ ، ۶ ، ۳ هاي ستون تيمار استروژن و هيپوكسي؛

 لولي مختلـف هـاي سـ كمـي در رده نيمـه RTPCR مقايسه نتـايج ۴ شكل
 و پلاسميد ] CMV (pCMV) حاوي پروموتر [ pC/tB ترانسفكته با پلاسميد

pC/tB/HE/Sur ] حاوي شـبه پرومـوتر سـوروايوين (pSurvivinlike) [ در 
 شرايط تيمار با استروژن

 ميزان بيـان ژن دهد كه نتايج حاصل از اين آزمون نشان مي
tBid تحت هدايت پروموتر CMV يزان بيـان قابل مقايسه با م 

 جايي كه از آن . است سوروايوين آن تحت هدايت شبه پروموتر

 هدايت بيان ژن براي يكي از پروموترهاي قوي CMV پروموتر
 شـبه قـدرت بـالاي گـر نـشان دسـت آمـده بـه پس نتايج است

 تنهـايي تيمار اسـتروژن بـه همچنين . است سوروايوين پروموتر
 نوع دو حت هدايت هر ت tBid تأثير بيشتري در افزايش بيان ژن

 ميـزان بيـان و دارد MCF7 هـاي سـرطاني پروموتر در سلول
 SKBR3 و MCF7 سـينه هاي سرطان سازه حاصل در سلول

 . است AGO غيرسرطاني هاي بالاتر از سلول

 بحث - ۴
 بهبود براي اي كه در سه دهه اخير هاي قابل ملاحظه تلاش

 درمـاني و عه هاي مرسوم درمان سرطان يعني جراحي، اش روش
 تأثير زيادي در بهتر شدن نتيجه ه است، شد درماني انجام شيمي
 بنابراين . است نداشته پيشرفته بيماري درجات در ويژه به درمان

 از جمله در درمان سرطان هاي جديدي روش سمت محققان به
 درماني سـرطان تحويـل مـاده ژن . ] ۱۳ [ روي آوردند درماني ژن

 در . است منظور درمان به ترانسفورمه ژنتيكي به سلول بدخيم يا
 : كليـدي وجـود دارد بخـش دو آل درمـاني ايـده هر سيستم ژن

 توانــد درمــاني مناســب كــه مــي (Transgene) ژن تــرانس - ۱
 و باشـد ... كننـده ايمنـي و كننده، كـشنده يـا تحريـك تصحيح

 از ميـان ]. ۱۴ [ هـاي سـرطاني سـلول بيان اختصاصي ژن در - ۲
 ريـزي شـده كـه مـرگ برنامـه مواردي ختلف، هاي كشنده م ژن

 مـرگ . كننـده هـستند بـسيار اميـدوار ، كننـد سلولي را القـا مـي
 فرايندي است كه موجودات پرسـلولي ريزي شده سلولي برنامه

 . برنـد كار مي ه ديده يا مضر ب هاي زايد، صدمه براي حذف سلول
 ريـزي شـده مـرگ برنامـه تحريك مسيرهاي داخلي يا خارجي

 هــاي كننــده فعاليــت تنظــيم نجــر بــه افــزايش بيــان و م ســلولي
 توانايي طبيعي . كند آپوپتوزي شده و مرگ سلولي را القا مي پيش
 بـه هـا را هـا، آن آپوپتوزي براي از بين بردن سلول پيش هاي ژن

 از . نمـوده اسـت تبـديل درماني سرطان ژن براي ويژه اي گزينه
 ريزي شده سـلولي مرگ برنامه هاي ژني دخيل در ميان خانواده

 Bcl2 (Bcell خـانواده بـزرگ lymphoma 2) بـسيار مـورد 
آپوپتوزي پيش چندين عضو توجه محققان بوده است كه داراي
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 هـاي اي كه در اسـتفاده از ژن محدوديت بالقوه با اين وجود . است
 عنوان كشنده سـلولي وجـود دارد ايـن اسـت كـه آپوپتوزي به پيش

 ماننـد يله تغييـرات پـس از ترجمـه وسـ بـه شـدت به ها فعاليت آن
 ، ) Bax مثـــــل پـــــروتئين ( (Dimerization) دايمريزاســـــيون
 ، ) Bim مثـــل پـــروتئين ( (Translocation) ترانـــسلوكاسيون

 مثل پروتئين ( شكسته شدن و ) Bad مثل پروتئين ( فسفريلاسيون
Bid ( همـين دليـل پيـدا كـردن ژن به ]. ۱۵ [ شود تنظيم مي ... و 
 اي فعاليت كامل خود نياز به تغييرات اضافي آپوپتوزي كه بر پيش

 Bid ژن ، بود كه بـه دلايـل زيـر مورد توجه نداشته باشد بسيار

 ي به تغييرات پس از كار گرفته شود كه نياز ه صورتي ب تواند به مي
 Bid كه پـروتئين براي اين - ۱ . نداشته باشد ش فعاليت ترجمه براي

 انتهـاي آمينـوي برداشت بخـشي از ( (Cleavage) شكست نياز به
 فعاليت كامل خود نداشته باشد فقـط تـوالي ژنـي بخـش براي ) آن
 در پلاســميد ) tBid بريــده شــده يــا Bid ) Bid كيلودالتــوني ۱۵ / ۵

 خـانواده فقـط از اعضاي Bid پروتئين كامل - ۲ . د ش مربوطه كلون
 نـواحي داراي كـه است كه نسبت به ساير اعضا BH3 ناحيه داراي
 . تـر دارد اي كوچـك انـدازه ، هـستند ) BH1 و BH4 ، BH2 ( ديگر

 د شـو تر مي كوچك ۸ وسيله كاسپاز به شكست توالي آن پس از - ۳
 آپوپتــوزي بــا هــاي پــيش و در واقــع مبــدل بــه يكــي از پــروتئين

 د كه اين مسئله سـبب شو مرگ مي (Domain) ترين دومن كوچك
 طوري كه همان - ۴ . د شو مربوطه مي ناقل تسهيل كلون كردن آن در

 آپوپتوزي يكي از قدرتمندترين اعضاي پيش Bid گفته شد پروتئين
 ترمينـال N كننـده بالقوه است كه به محض برداشت ناحيه ممانعت

 . را دارد ريزي شده سلولي مرگ برنامه توانايي القاي
 ژن كشنده مناسـب با اين وجود براي استفاده از اين ترانس

 هاي ف قرار دادن سلول بايد از روشي استفاده شود كه قادر به هد
 هاي طبيعي هم از چون در غير اين صورت سلول ؛ بدخيم باشد

 طور كه پيش از اين گفتـه شـد بهتـرين همان . بين خواهد رفت
 . است ابزار آن پروموتر و روش تنظيم، هدف قرار دادن رونويسي

 هـاي سـرطان سـينه براي انتخاب پروموتر مناسب براي سـلول
 و (Pandha) پانـدها . گرفتـه اسـت مطالعات فراواني صـورت

 بـراي بيـان ErbB2 از پرومـوتر ژن ۱۹۹۹ همكاران در سـال

 هاي سرطاني سينه در سلول HSVtk اختصاصي ترانسژن كشنده
PPARgamma . ] ۱۶ [ ها شد استفاده كردند كه سبب مرگ آن 1 

(Peroxisome proliferatoractiated receptor gamma 1) . 
 كـه بيـان ] ۲۰۰۴ و همكاران در سـال (Wang) وانگ توسط [

ــان آن در افــزايش ــزان بي ــه در ســرطان ســينه داشــت و مي  يافت
 يد و كولـون و ريـه نيـز ئ هاي ديگري چون سرطان تيرو سرطان

 (αlactalbumin) لاكتـالبومين - آلفـا ]. ۱۷ [ يافـت افزايش مـي

 ، هپارانـاز ] ۱۸ [ ] ۲۰۰۵ و همكـاران در سـال (Li) لـي توسط [
(Heparanase) ] بريندنباچ سط تو (Breidenbach) و همكاران 

 توسـط [ (Mammaglobin) ، ماماگلوبين ] ۱۹ [ ] ۲۰۰۵ در سال
 و پروموترهـاي ] ۲۰ [ ] ۲۰۰۶ و همكـاران در سـال (Shi) شي

ــون ــري چــ ــتين - L ديگــ  CXCR4 و (Lplastin) پلاســ

(CXC chemokine receptor type 4) توسط محققان ديگر 
 ، MCF7 اني سـينه چـون هاي سرط هاي مختلف سلول در رده

MDAMB4355 ، T47D ، MDAMB361 با اسـتفاده ... و 
 د كـه داراي نتـايج شـ هاي كشنده مختلف مطالعـه ژن از ترانس

 ]. ۲۲ ، ۲۱ [ ند هست سرطان سينه سلولي هاي متفاوتي در رده
 شبيه پرومـوتر ژن شد پروموتري كه در اين تحقيق بررسي

 راه بـه بـراي لازم سوروايوين است و داراي هـسته پرومـوتري
 هـاي و در تركيـب بـا بخـش اسـت انداختن بيـان ژنِ درمـاني

 جداسـازي و چگونگي در اين تحقيق . شد استفاده دهنده پاسخ
 بـا . بررسـي شـد انـساني DNA تكثير يك ناحيه پروموتري از

 پروموتر ژن شد اي وسيعي كه انجام توجه به مطالعات كتابخانه
 نتايج خيلي خوبي داشت به اين ها سوروايوين را كه در گزارش

 بر اين اساس تنها گزارش موجود از تـوالي . شد منظور انتخاب
 ] ۲۳ [ ۱۹۹۹ و همكاران در سال (Li) مقاله لي در اين پروموتر

 . بود و هيچ گزارشي از توالي اين ژن در بانك ژن موجود نبـود
 انجـام اساس اطلاعات اين گزارش طراحـي آغـازگر بنابراين بر

 ن مناطق پروموتري ژن سوروايوين داراي نواحي غنـي چو . شد
 آن منطقـه PCR براي است با آغازگرهاي طراحي شده GC از

 و طراحـي NestedPCR دست نيامـد و در نتيجـه به اي نتيجه
آغازگر براي منـاطق فرادسـت و فرودسـت منطقـه پرومـوتري
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 نوكلئوتيـد بـالاتر از نوكلئوتيـد ۴۰۰ بـراي حـدود . انجام شـد
 انتهـايي نوكلئوتيد تر از پايين نوكلئوتيد ۳۲۱ ايي پروموتر و ابتد

 نوكلئوتيـد ۱۰۴۱ منطقه انتخاب شده حـاوي . آغازگر طراحي شد
 موفق به توليد باندي در همين منطقه وزنـي PCR بود كه در نتايج

 دوم با استفاده از آغازگرهاي PCR روي اين محصول عمل . شديم
 ن سوروايوين انجام شد و محـصول مكمل ابتدا و انتهاي پروموتر ژ

 از نظر وزنـي و باز جفت ۳۲۴ قطعه باندي با وزن حدود PCR اين
 قطعـه حاصـل دو بـار . بـود محققان حاضر مطابق ناحيه مورد نظر

 براي تعيين توالي ژن ارسال شد، ولي در هر دو دفعـه تـوالي ژنـي
 ه درصد با توالي پروموتر سوروايوين كه در مقالـ ۳۴ فقط در حدود

 با جستجو در محققان حاضر . شباهت داشت ، گزارش شده بود لي
,EPD) هاي آنلاين برنامه TransFac, Promoter Scan, Comple, 

Prosite,  TRRD) . شــونده بــه كــه نــواحي متــصل ند موفــق شــد 
 هاي ترتيب به توالي را كه به STAT1 و E2F فاكتورهاي رونويسي

TTAACCGCCAG و CGTTCTTTGAAAGCA ــصل  مت
 و از طرفي مطالعات عملكردي اين ند در اين توالي پيدا كن شوند ي م

 و مقايـسه HREEREpSurtBidpCDNA پروموتر در سـازه
 بيان بالا و اختصاصي ايـن دهنده نشان tBidpCDNA آن با سازه

 با توجه به نتايج فوق اين پروموتر . است هاي سرطاني ژن در سلول
 ار دارد و شباهت زيادي از نظر قر ۸ جديد كه در كروموزوم شماره

 پروموتر شبه سوروايوين ناميـده ، توالي با پروموتر سوروايوين دارد
 دهـد كـه نشان مي RTPCR نتايج حاصل از اين پروموتر در . شد

 قادر بـه CMV اين پروموتر با قابليت بسيار بالا و در حد پروموتر
 . است tBid آپوپتوزي بيان ژن پيش

 دهنده به هيپوكسي بايـد خاطرنـشان مورد عناصر پاسخ در
ــزمحيط ــد ري ــد واج ــاي جام ــسياري از توموره ــه ب ــرد ك  ك

 هــا يــك فــاكتور در ايــن شــرايط ســلول . هيپوكــسيك هــستند
 وسـيله هيپوكـسي يـا رونويسي تحت عنوان فاكتور قابل القا به

HIF (Hypoxiainducible  factor) كننـد كـه بيـان بيان مـي 
 به HIF . كند سخ به هيپوكسي فعال مي ها را در پا تعدادي از ژن

 دهنـده بـه هاي مورد توافقي تحت عنـوان عناصـر پاسـخ توالي
 HRE (Hypoxia هيپوكـسي يـا responsive  elements) در 

 دهنـده بـه عناصر پاسخ ]. ۲۴ [ شود ها متصل مي پروموتر اين ژن
 اين گيرنده . شناسايي شدند وسيله گيرنده استروژن به نيز استروژن

 ها در فعال كردن بيان بعضي ژن براي وان فاكتور رونويسي عن به
 هـاي از سرطان درصد ۷۰ حدود . كند حضور استروژن عمل مي

 در صـورتي كـه و كننـد هاي استروژن را بيـان مـي سينه گيرنده
 دهنده به استروژن باشد در حـضور داراي عناصر پاسخ پروموتر

 دهنده به اصر پاسخ علاوه استفاده از عن ه ب . شود استروژن فعال مي
 وسـيله استروژن امكان تنظـيم خـارجي بيـان ژن كـشنده را بـه

 فـراهم (Tamoxifen) استروژني مثل تاموكسيفن ضد داروهاي
 پروموتر شبه استفاده از دهد كه نتايج نشان مي . ] ۲۶ ، ۲۵ [ آورد مي

 هـدايت بيـان يـك ژن بـراي با شرايط گفته شـده سوروايوين،
 صورت اختصاصي با مرگ سلولي به آپوپتوزي سبب القاي پيش

 اميـد . شود مي ناهمگون هاي سرطاني كارايي بالا در توده سلول
 گشاي كارگيري سازه حاصل بتواند به شكل مؤثري راه است كه به

 . درمان سرطان سينه باشد

 تشكر و قدرداني - ۵
 نامـه كارشناسـي پايان بخشي از تحقيق حاصل گزارش اين

 زاده، عضو فاطمه رهبري دكتر به راهنمايي منش ساميلا فرخي ارشد

 . است هيأت علمي دانشگاه تربيت مدرس گروه بيوتكنولوژي
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