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  23/4/87 :پذيرش مقاله  25/3/87 :دريافت مقاله

  چكيده
 جنيني، عصبي   نهاي بنيادي  ي است كه به ميزان زيادي در سلول       هاي هستك  اي از پروتئين    نوكلئوستمين جزء خانواده   :هدف

هـاي سـلولي سـرطاني     بيان اين ژن در رده بيش. ها نقش دارد شود و در تنظيم خودبازسازي اين سلول  و مزانشيمي بيان مي   
 حاضـر،   هـدف از مطالعـه    . پروستات نشان داده شـده اسـت        تومورهاي معده، كبد و    هاي توموري چون    و نيز بافت   متعدد

  . استRNAiبررسي آثار سركوب بيان اين ژن در رده سلولي سرطاني مثانه با روش 
بر  تايي   21، اليگونوكلئوتيدهاي   5637  در رده سلولي سرطاني    نوكلئوستمين ييد بيان ژن  أپس از ت   :ها روش و مواد

شيمي و وسترن بلات    ، ايمونوسيتو RT-PCRعليه آن به داخل سلول ترانسفكت شده و سركوب بيان ژن با روش              
مـرگ  رخـداد  سـلولي و   چرخـه  تغييـرات در  .هـا انجـام گرفـت    سلولي با شـمارش سـلول   رشد آناليز. ييد شدأت

 مـورد   V-FITC آنكـسين و آيوديـد  پروپيـوديم  ها بـا رنـگ     آميزي سلول   به ترتيب با رنگ    ريزي شده سلول   برنامه
  .بررسي قرار گرفت

 روش بـا  نوكلئوسـتمين  ژن بيان بررسي .شود مي بيان 5637 هاي سلول در يبالاي ميزان به نوكلئوستمين ژن :نتايج
 درصـد را در  85اختصاصي بر عليـه ايـن ژن، كاهـشي در حـدود      اليگونوكلئوتيدهاي با تيمار از پس و كمي نيمه

ده سـركوب  ييدكننأبلات نيز ت ايمونوسيتوشيمي و وسترن نتايج اين، بر علاوه. هاي كنترل نشان داد مقايسه با گروه
 كـاهش قابـل   سـاعت،  72 گذشـت  بـا  كـه  داد هـا نـشان   سلول رشد منحني بررسي.  بودپروتئينبيان ژن در حد 

بررسـي  . اسـت  مـشاهده  قابلنوكلئوستمين گروه تيمار شده با اليگونوكلئوتيدهاي  هاي سلول تعداد در اي ملاحظه
آميـزي   نوكلئوسـتمين بـود كـه رنـگ     مهـار   پـس از ريزي شده سـلول  مرگ برنامه رخداد   بيانگرچرخه سلولي نيز    

 .ييد نمودأ نيز اين يافته را تV-FITC  آنكسيناختصاصي با
ريـزي شـده سـلول در     نوكلئوستمين نقش مهمي در تكثير سلولي و جلوگيري از مرگ برنامه           بيان ژن  :گيري نتيجه
توانـد    مـي   بدن ن اين ژن در محيط    مطالعات بيشتر در زمينه سركوب بيا     . كند  ايفا مي  5637هاي رده سرطاني     سلول

  .هاي درماني بالقوه براي سرطان مثانه شود در آينده راهگشاي يافتن هدف
  

  .RNAi، 5637 مثانه سرطان سلولي  نوكلئوستمين، رده:گانكليدواژ
   مقدمه-1

شده تومورهـا بـه      هاي قبلي سرطان، رشد غيرتنظيم     در مدل 
  شد كه اين وقايع    ياكتساب تدريجي وقايع ژنتيكي نسبت داده م      

  

هاي  برنده تكثير، خاموشي ژن    هاي پيش  منجر به روشن شدن ژن    
  هـاي دخيـل در مـرگ        درگير در ممانعت از تكثير و غلبه بر ژن        
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در مدل جديد براي توجيـه سـرطان تحـت عنـوان            . شد  مي وليسل
، يك واقعه كليدي در تومورزايي،      »مدل سلول بنيادي براي سرطان    «

هاي درگيـر در تنظـيم خودبازسـازي         اختلال در بيان و عملكرد ژن     
)Self-renewal(ــادي اســت  ســلول ــابراين بعــضي از . هــاي بني بن

بنيـادي طبيعـي از ايـن       هاي سرطاني در يك تومور، با سلول         سلول
اند كه توانايي تقسيم بدون از دست دادن ظرفيت تكثير           جهت مشابه 

  .]1[را دارند 
نـام   بـه  جديـدي  ژن همكـاران،   و(Tsai) سـاي   تـي اخيراً

بنيـادين   هاي سلول در را )Nucleostemin :NS(نوكلئوستمين 
]. 2[اند  كرده شناسايي هاي سرطاني سلولهاي  و تعدادي از رده

. يـابي شـده اسـت      هـا موقعيـت     در هستك سـلول    NS وتئينپر
 به NS پروتئين،  GTPمطالعات نشان داده است كه با اتصال به

 متـصل  p53داخل نوكلئوپلاسم مهاجرت نموده و بـه پـروتئين     
ــي ــو م ــرد   . دش ــداخل در عملك ــبب ت ــصال، س ــن ات ــاهراً اي ظ

با ايـن حـال تـاكنون       . دشو  مي p53پروتئين  مهاركنندگي تومور   
 ـأيچ شواهد آزمايشگاهي مبني بر ت ه جـز ايـن    هييد اين فرضيه، ب

ــن دو  ــه كــه اي ــروتئينيافت ــا هــم در هــسته هــم پ رســوب - ب
)Coimmunopercipitate(هــاي  شــوند و طــي آزمــايش  مــي

ــاتوگرافي ــايليكروم ــه (Affinity chromatography)  تم  ب
 ،هاي اخيـر   يافته. ]2[ده است   شه ن ياشوند، ار  يكديگر متصل مي  

هـاي سـلولي سـرطاني        بيان ايـن ژن در شـماري از رده         نگرنشا
 ،)SGC-7901(هـاي سـلولي سـرطاني معـده      انساني نظير رده

ــينوما  ــم ، )HepG2(هپاتوكارسـ ــه رحـ ــينه ، )Hela(دهانـ سـ
)MMK-7( هاي بنيادين مزانشيمي مـشتق شـده از    و نيز سلول

 ...صـحرايي و  اسـتخوان مـوش   مغـز خون بندناف انساني و نيز 
 در تعـدادي از  NSبيـان ژن    علاوه بـر ايـن، بـيش      . ]6-3[ است
نيز ... هاي سرطاني نظير پروستات، كليه، كبد، لوزالمعده و        بافت

  .]9-3،7[گزارش شده است 
 از تعـدادي  و هاي بنيادي سلول در NSژن واقعيت كه  اين

 هـاي  سـلول  در نـه  و هـاي سـرطاني   و بافـت  سـلولي  هاي رده

 اسـت  اين پيشنهاددهنده شود، مي يانب بالغ هاي بافت تمايزيافته

 بـا . دارد دخالت سلولي چرخه كننده تنظيم مسيرهاي در  NSكه

تـاكنون  ]. 2 [ اسـت نامشخص ژن اين دقيق نقش هنوز اين حال
انـه مـورد بررسـي قـرار     بيان اين ژن و نقـش آن در سـرطان مث       

  .نگرفته است

 سرطاني مثانه   در رده سلولي   NSدر مطالعه حاضر، بيان ژن      
منظور بررسي نقش اين ژن، استراتژي      سپس به . شدييد  أ ت 5637

(RNA interference) RNAi سركوب بيان براي NSـ  كـار   ه ب
رده  در بـالايي  ميـزان  بـه   NSنتايج نشان داد كـه ژن . گرفته شد

شود و سـركوب بيـان آن سـبب     مي بيان 5637 سلولي سرطاني
مرگ اه افزايش به همر ها سلول تعداد در اي ملاحظه كاهش قابل

  .دشو  مي(Apoptosis)ريزي شده سلول  برنامه
 

  ها روش و مواد -2
  سلولي رده كشت -2-1

) تهران-پاستور انستيتو(مثانه  كارسينوماي 5637سلولي  رده
درصـد،   5 سرم، RPMI (Invitrogen) 1640 كشت محيط در
  دمـاي  در ليتـر و  گـرم در ميلـي    ميلي100سيلين  آمپي/سيلين پني
 سـلولي  انكوباتور كـشت  CO2درصد  5 و گراد سانتي رجهد 37

  .شد نگهداري و كشت
 

2-2- RNAi  
نـتز شـده      نوكلئوتيدهاياليگو  زيرواحـدي بـر عليـه تـوالي         21 س
mRNA ژن NS انساني و نيز يك توالي نـامرتبط  )Irrelevant :IR (
اي در ژنوم انسان دارا نبود، بـا كمـك    گونه مكمل شناخته شده    كه هيچ 

 سـايت  در وب  siRNA (Small interfering RNA)ه انتخـاب برنام
 )/Whitehead) http://jura.wi.mit.eduانستيتو تحقيقـات بيومـديكال      

تــوالي .  ســنتز شــد QIAGENوســيله شــركت  طراحــي و بــه] 6[
siRNA  اختصاصي انتخاب شده برايNSداراي ترادف زير است .  

  GAACUAAAACAGCAGCAGAdTdT: سنس
  UCUGCUGCUGUUUUAGUUCdTdT:سنس آنتي

 :استنيز به شرح زير-siRNA  IRتوالي 

  CUGAUGCAGGUAAUCGCGUdTdT: سنس
  ACGCGAUUACCUGCAUCAGdTdT: سنس آنتي
 تعداد به ها سلول ،(Transfection) ترانسفكشن انجام براي

 ـ خانه 6 ظرف چاهك هر يازا به هزار سلول 150  3 همـراه  هب
 كـشت  بيوتيك آنتي فاقد و سرم حاوي كشت محيط ليتر از ميلي

بـا   و تخليـه  هـا  سـلول  كـشت  محـيط  بعـد،  روز در .شدند داده
(Phosphate Buffered Saline) PBS  شـدند  داده شستـشو .
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 ميزان بهميكرومول  20غلظت  در siRNAاليگونوكلئوتيدهاي  سپس
 اضـافه  Opti-MEMوليتر  ميكر175به ) IR يا NS( ميكروليتر 10

اليگوفكتـامين   از  ميكروليتـر 4جداگانـه،   لولـه  يـك  در. شـد 
(Invitrogen)محيط  از ميكروليتر 11  وOpti-MEMيازا  به 

 كامـل  (Pipitaj) پيپتاژاز  پس و مخلوط يكديگر با چاهك، هر

 ايـن  گـاه  آن. شـدند  انكوبـه  دقيقـه  5 مـدت  بـه  ثابت مكان در

 20 مدت به حاصل سوسپانسيون و طمخلو يكديگر با ها محلول

 آن، پـي  در .دش ـ ثابت نگهداري صورت به اتاق دماي در دقيقه

 فاقـد  كشت از محيط  ميكروليتر800همراه  به سوسپانسيون كل

 شـده  آمـاده  هاي سلول حاوي هر چاهك بيوتيك به آنتي و سرم

ليتر   ميلي5/0ساعت،  4 گذشت از پس. شد ترانسفكشن منتقل براي
هـر   در و اضـافه  چاهـك  هر به سرم درصد 15 حاوي تكش محيط
  .شد تعويض تازه محيط با ها سلول كشت محيط روز

  

ــتخراج  -2-3 ــام RNAاس ــنش  ت ــلولي و واك س
(Reverse Transecriptase-PCR) RT-PCR 

RNA شـده  ترانسفكت هاي سلول گروه سه تام سلولي از 

(Transfected cells) بــا siRNA اختــصاصي عليــه ژن NS ،
siRNA- IRبدون تيمـار  و گروه) C ( 72 و 48هـاي   در زمـان 

 RNXplusساعت پـس از ترانسفكـشن، بـا اسـتفاده از محلـول              
)Cinnagen ( سـاخت   براي. دشاستخراجcDNAاليگـومر   از 

 RevertAid™ M-MuLV و آنـــزيم (oligo-dT) تيميـــدين
)Fermentas (شركت مربـوط  توسط شده ارايه براساس برنامه و 

تكثير  منظور به معكوس، رونويسي واكنش انجام از پس .شد استفاده
 cDNA ميكروليتـر از  2از  استفاده با PCRواكنش  نظر، مورد قطعه

، )Fermentas( پليمـراز  Taq واحـد آنـزيم   1تهيه شده بـه همـراه      
MgCl2  ،dNTP  بافر، آغازگر ، (Primer)    و در حجم نهـايي      و آب

 شـرح  به رفته كار به ازگرهايآغ ترادف. گرفت  ميكروليتر انجام25

  :است زير
NS (NM_014366)انساني   

:CAGCAGCAGAAACTTGACAG  وجلويي  
:CCTTCACACGCTTGGTTATCبرگشتي   

 439 برابـر بـا   آغـازگر با اين جفـت   PCRقطعه حاصل از    
  .استجفت باز 

 β2m (NM_004048)انساني  

:CTACTCTCTCTTTCTGGCCTG  وجلويي  
:GACAAGTCTGAATGCTCCACگشتي بر  

 190 برابـر بـا   آغـازگر  با اين جفـت  PCRقطعه حاصل از    
  .استجفت باز 
 عنوان كنترل به β2m (β2 microglobulin) ژن بيان ميزان

 ژل روي PCRمحـصولات  . گرفـت  قرار استفاده مورد داخلي

 اتيـديوم  بـا  آميـزي  رنـگ  از پس و جداسازي  درصد5/1 آگارز

  .شدند برداري عكس  (Ethidium bromide)برومايد
  

  ايمونوسيتوشيمي -2-4
 هـاي  روي لامـل هـا   لسـلو  ابتدا ايمونوسيتوشيمي، انجام براي

 تيمارهـاي  از انجـام  پـس  و شده داده كشت كلاژن با شده پوشانده

  پارافرمالدهيـد  بـا محلـول   ترانسفكشن از پس ساعت 48 نظر، مورد
 مراحـل  طـي  از پـس  .شـدند  تثبيـت  دقيقـه  20 مـدت  به  درصد4

  مهــار و داخلــي كــردن پراكــسيدازهاي غيرفعــال زي،نفوذپذيرســا
 ،BSA (Bovine Serum Albumin) كمك با غيراختصاصي اتصالات

 بـا  سپس  وNS (R&D system) اختصاصي كلونال پلي بادي آنتي با

 HRP (Horseradish Peroxidase)بـه   متـصل  ثانويـه  بـادي  آنتـي 
)Abcam (ــه ــت در و انكوبــ ــم نهايــ ــا علايــ تـفاده بــ  از اســـ

(Diaminobenzidine) DAB شدند شناسايي.  
  

  ينگوسترن بلات -2-5
ــروتئين ــول   پـ ــتفاده از محلـ ــا اسـ ــلولي بـ ــام سـ  RIPA تـ

)Radioimmuno-precipitation Assay Buffer (اســـتخراج  
ــورز در ژل   ــس از الكتروف ــده و پ   SDS-PAGE)درصــد12(ش

)(Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gel electrophoresis 
 منتقل )PVDF) Amersham (Polyvinylidene Fluoride)كاغذ به روي 

  ساعت در محلول2مدت   بهPVDF يغشا،  پس از مرحله انتقال   .شد
 ،)Blocking solution() ECL advanced kit, Amersham(مسدودكننده 

 بـادي   سـاعت بـا آنتـي   5مدت  انكوبه شد و سپس بهدر دماي اتاق 

 بـادي  آنتي با سپس  وNS (R&D system)اختصاصي  كلونال پلي

 در و انكوبـه مدت يك ساعت  به) HRP) Abcamبه  متصل ثانويه

 )ECL advanced kit )Amersham محلـول از  استفاده با نهايت علايم
 اكتين - غشاي مذكور سپس با آنتي بادي بر عليه بتا.شدند شناسايي
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(β-actin)) Abcam (            انكوبه شـد تـا از ميـزان يكـسان بارگـذاري
)loading( ها در ژل اطمينان حاصل شود پروتئين.  

  

  سلولي رشد آناليز -2-6
 كمكبا  ها سلول ترانسفكشن، انجام از پس ساعت 72 و 48

ــازي (Trypsin) تريپــــسين ــا و جداســ ــتفاده بــ  لام از اســ
  .دندش  شمارش (Haemocytometer)هموسيتومتر

  

  سلولي چرخة بررسي -2-7
 شده تريپسينه ترانسفكشن، از پس ساعت 72 و 48 ها سلول

در  گرم ميلي 60 محلول در سپس .شدند تثبيت درصد 70 اتانول با و
حاوي ) Sigma ((Propidium Iodide) ليتر پروپيديوم آيوديد ميلي

RNAse A) Fermentas (كمك باساعت انكوبه شد و  مدت نيم به 

 آناليز )Becton Dickinson ((Flocytometer)فلوسيتومتر  دستگاه

  . تفسير شد8/2 ويرايش WIN-MDIافزار  نرمو نتايج با 
 

  ريزي شده سلول مرگ برنامه بررسي رخداد -2-8
هـا تريپـسينه شـده و        ن، سلول  ساعت پس از ترانسفكش    72

   آنكـسين   ميكروليتـر محلـول    100، در   PBSپس از شستشو بـا      
V-FITCداي  (Annexin V-FITC dye)  پروپيـديوم   حـاوي

 ـ) Roche(شـونده    آيوديد و بافر متـصل      دقيقـه در    15مـدت    هب
 ميكروليتـر ديگـر از      400پس از افـزودن     . تاريكي انكوبه شدند  

 مثبت و   V-FITC  آنكسين هاي بافر متصل شونده، درصد سلول    
هـا در مراحـل اوليـه     كه نمايانگر سلول(پروپيديوم آيوديد منفي   

  آنكسينهاي درصد سلولو ) است ريزي شده سلول مرگ برنامه
V-FITC   هـا در    كه نمايانگر سـلول    (مثبتپروپيديوم آيوديد    و

 دسـتگاه با كمك ) است ريزي شده سلول مرگ برنامهمراحل انتهايي 

 WIN-MDIافـــزار  نـــرمو ) Becton Dickinson(ومتر فلوســـيت
  .دش تعيين 8/2ويرايش 

  

  نتايج -3
  5637 در رده سلولي NSبيان ژن  -3-1

كننـــده  هــاي تنظــيم    بــه عنــوان يكــي از ژن   NSژن 
بـا  . ]2[هاي بنيادين پيشنهاد شده اسـت        خودبازسازي سلول 

 مدل سلول بنيادي براي سرطان، احتمال بيـان ايـن ژن          توجه به   
 كه مشتق شده از كارسينوماي مثانه اسـت،   5637سلولي  در رده   

 در ايـن رده     NSژن  بـالاي   دهنـده بيـان      نتايج نشان . بررسي شد 
كننـده بيـان    وسـترن بـلات نيـز تأييد      ). الف1شكل  (سلولي بود   
ــروتئين ــي حــدود  NS پ ــدازه تقريب ــا ان ــون60 ب ــود كيلودالت    ب

مونوسيتوشـيمي  كارگيري روش اي   علاوه بر اين، به   ). ب1شكل  (
هـاي    و در هستك سـلول پروتئين در سطح NSنيز نشان داد كه     
  ).ج1شكل (شود  مذكور بيان مي

  

  siRNA بعد از تيمار با NS مهار اختصاصي ژن -3-2
 از، RNAiاحتمالي فرآينـد   غيراختصاصي بررسي آثار منظور به

 siRNAبـر   عـلاوه  كـه  طـوري  بـه  شـد؛  اسـتفاده  كنتـرل  گـروه  دو
 گـروه  يـك  نيـز  و siRNA-IR، از يك NSبر عليه ژن اختصاصي 
 هاي ژن مقايسه بيان و بررسي .شد استفاده) C(تيمار  گونه بدون هيچ
 بـا اليگونوكلئوتيـد آثـار    تيمـار  كه داد نشان گروه سه هر در متفاوت

 بررسـي  ايـن حـال   با. شود نمي سبب را توجهي قابل غيراختصاصي
 بـا  تيمـار  از پـس  وي كم ـ  نيمـه RT-PCRروش  بـا  NS ژن بيـان 

بيان  سطح در كاهش  درصد85حدود  در اختصاصي اليگونوكلئوتيد
mRNA NS الف1شكل (داد  را نشان.(  
 سلولي  mRNA اثر تغييرات كاهش در بيان       همنظور مطالع  به

 وسـترن بـلات     روش، از   NS پـروتئين  روي ميزان بيان     NSژن  
 IRگـروه   نتايج وسترن بلات نـشان دادنـد كـه در           . استفاده شد 
 كـه معـادل بـا وزن مولكـولي           كيلودالتـون  60حـدود   باندي در   
 در همـان    NSاما در گروه    . دشو  است، مشاهده مي   NS پروتئين

محدوده تنها يك بانـد بـسيار ضـعيف وجـود دارد كـه بيـانگر                
ــا پــروتئينكــاهش ميــزان بيــان ايــن   siRNA در اثــر تيمــار ب

قابـل  ايـن در حـالي اسـت كـه تفـاوت            . است NSاختصاصي  
)  كيلودالتـون  42 انـدازه    هب(اكتين   -بتااي در شدت باند      ملاحظه

 تـساوي در ميـزان      بيـانگر د كـه    شـو  در دو نمونه مشاهده نمـي     
 بر علاوه .)ب1شكل ( استها در دو چاهك  پروتئينبارگذاري 

 كمي تعداد كه در داد نشان ايمونوسيتوشيمي بررسي نتايج اين،

 هـستكي  علايم ،IRگروه  با مقايسه در NSگروه  هاي سلول از

 در كـه  باشـد  آن نـشانگر  تواند مي موضوع اين. اند مشاهده قابل

 NS پـروتئين   بيان،NS-siRNAبا  شده ترانسفكت هاي سلول

  ).ج1شكل (است  يافته كاهش شدت به نيز
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 بررسي  )الف(. NS-siRNA ساعت پس از مهار با       NS 48 كاهش بيان ژن     1شكل  
ــان  ــا روش NSي mRNAبيـ ــروه RT-PCR بـ و ) NS-siRNA) NS در دو گـ

Irrelevant-siRNA) IR( .   ژنβ2m            به عنوان كنترل داخلي در نظـر گرفتـه شـده 
  ژن.  بـا روش وسـترن بـلات پـس از مهـار      NSئين   بررسي بيـان پـروت     )ب(. است
 )ج(. اكتين به عنوان كنترل ميزان بارگذاري پروتئين در نظر گرفتـه شـده اسـت               -بتا

  . با روش ايمونوسيتوشيميNSبررسي بيان و جايگاه درون سلولي پروتئين 
  

  اي نرخ تكثير سلولي  مقايسههمطالع -3-3
 ساعت پس 72و  48هاي  ها در زمان   شمارش سلول  همقايس

هـا در دو گـروه       از انجام ترانسفكشن، نشان داد كه تعداد سلول       
IR و C ســاعت، از گــروه 72 در زمــان NSگيــرد  پيــشي مــي  

ــكل ( ــ.)2ش ــوري ه ب ــت    ط ــس از گذش ــه پ ــاعت از 72ك  س
 26 بـه ميـزان      C و   IRها در دو گروه      ترانسفكشن، تعداد سلول  

آمـده توسـط    دست  ههاي ب داده. است NSدرصد بيش از گروه     
  (Anova)آنـووا اسـاس آزمـون آمـاري      و بـر SPSSافـزار   نرم

دسـت آمـده از لحـاظ        هد كه تفاوت ب   شبررسي شد و مشخص     
  .دار است يآماري نيز معن

  
  
  
  
  
  

  

  هاي بعد از ترانسفكشن ساعت
  

 پس ساعت 72 و C، 48 و NS ،IRهاي گروه در سلولي رشد نمودار 2شكل 

  .تيدهااز ترانسفكشن اليگونوكلئو
  

 سلولي در پي    ه تغييرات در چرخ   همطالع -3-4
  NSمهار بيان 

ــا دســتگاه فلوســيتومتري هنتــايج تحليــل چرخــ  ســلولي ب
، سـبب تغييـر در      NS آن بود كه اختلال در بيان ژن         هدهند نشان

  دشـو   مختلـف چرخـه مـي      مراحـل هـا در     الگوي توزيع سـلول   
ز  پـس ا 72بر اين اساس مشخص شد كه در ساعت    . )3شكل  (

 كه نمايـانگر    pre-G1 مرحلههاي موجود در     مهار، ميزان سلول  
 درصد 6/44، از ]10[ است ريزي شده سلول مرگ برنامهرخداد 

.  افزايش يافتـه اسـت  NS درصد در گروه   3/84 به   IRدر گروه   
 چرخه مراحلاي در مورد ساير    با اين حال تفاوت قابل ملاحظه     

  .)3شكل ( مشاهده نشد NS و IRبين دو گروه 
  

 ريزي شده سلول مرگ برنامهييد رخداد   أت -3-5
  NS پس از مهار بيان ژن

مرگ  رخداد   بيانگر سلولي،   هآناليز چرخ هاي حاصل از     داده
از آنجايي  .  بود NSپس از مهار بيان ژن       ريزي شده سلول   برنامه
 ـ  هـا و در معـرض    هـم خـوردن نامتقـارني غـشاي سـلول         هكه ب
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مرگ هاي اوليه وقوع     قرارگيري فسفاتيديل سرين، يكي از نشانه     
ييد وقوع  أمنظور ت   به بنابراين ،]11[ است ريزي شده سلول   برنامه

هـا در دو     ، سـلول  NSهار  در پي م   ريزي شده سلول   مرگ برنامه 
 و  V-FITC  آنكـسين  هاي اختـصاصي    با رنگ  IR و   NSگروه  

   آنكـسين  هـاي  درصـد سـلول   . پروپيديوم آيوديد، تيمـار شـدند     
V-FITC    ها  كه نمايانگر سلول  (پروپيديوم آيوديد منفي     مثبت و

در گـروه   ) اسـت  ريزي شده سـلول    مرگ برنامه در مراحل اوليه    
IR   و NS آنكـسين  هاي ميزان سلول و  رصد   د 18 و   8ترتيب    به  

V-FITC   هـا در    كه نمايانگر سـلول    (مثبتپروپيديوم آيوديد    و
در دو گـروه    ) است ريزي شده سلول   مرگ برنامه مراحل انتهايي   

IR و NSنتــايج . )4شــكل ( درصــد بــود 55 و 18ترتيــب   بــه
وضوح نشان داد كه مهار       به ريزي شده سلول   مرگ برنامه بررسي  

ــان ژن  ــلولي  رده  درNSبي ــوع  5637س ــه وق ــر ب ــرگ  منج م
  .شود مي ريزي شده سلول برنامه
  

  
  

 مختلـف  مراحـل  در هـا  سـلول  درصـد  و توزيع. سلولي چرخة آناليز 3شكل 
  .IRو  NS  هاي تيمار شده با اليگو نوكلئوتيدهاي چرخه در گروه

 

  
صي  اختـصا  آزمون با انجام    ريزي شده سلول   مرگ برنامه آناليز رخداد    4شكل  
 .پروپيديوم آيوديد و V-FITC  آنكسينها با آميزي سلول رنگ

  بحث -4
  

عنوان يك بافت غيرمعمول در      تواند به  يك توده توموري مي   
 ـ       وسـيله يـك سـلول سـرطاني تومـورزا           هنظر گرفته شـود كـه ب

)Tumorigenic (    ـ  طـوري كـه ايـن سـلول         هآغاز شده اسـت؛ ب
هـا پيـدا كـرده       هـش وسيله تجمع ج   هتوانايي تكثير نامحدود را ب    

در نظـر    طبيعـي عنـوان يـك بافـت غير       هوقتي تومور را ب   . است
توانـد    مي طبيعيهاي بنيادي     سلول شناسي زيستبگيريم، اصول   

  .]14-12[كار رود  هبراي فهم بهتر توسعه و رشد تومور ب
  

هـاي بنيـادين،     شناسي سـلول   ل مهم در زيست   ئيكي از مسا  
. اســت خودبازســازي هــاي مربــوط بــه تنظــيم فهــم مكانيــسم
   نوعي از تقسيم سلولي است كه در آن يك يا هـر            خودبازسازي

  

صورت غيرمتمايز باقي مانده     ههاي دختري حاصل، ب    دوي سلول 
و توانايي ايجاد يك سلول بنيادي ديگر با همان توانـايي تكثيـر             

، بـرخلاف  )Proliferation(تكثيـر  . نظير سلول مـادري را دارد    
 سلول بنيـادين  هاي دختري،     دارد كه سلول    نه نياز  خودبازسازي

كه توانايي ايجـاد يـك زاده تمايزيافتـه را داشـته             باشند و نه اين   
 معادل هم نيستند، اما     خودبازسازيبنابراين تكثير و    . ]15[باشند  

مـدل  . شـود  خودبازسازي محـسوب مـي    يند  آتكثير بخشي از فر   
يـادي  مدل سـلول بن   «جديد براي توجيه سرطان كه تحت عنوان        

هـاي سـرطاني     نمايد كه سـلول    ، پيشنهاد مي  است »براي سرطان 
شـوند كـه مـشابه فراينـد         تومورزا، فراينـدهايي را متحمـل مـي       

عبـارت   به.  است طبيعيهاي بنيادي     و تمايز سلول   خودبازسازي
عنـوان سـلول بنيـادي       تواننـد بـه    هاي تومـورزا مـي     ديگر، سلول 

رغـم   علي. فته شونددر نظر گر) Cancer stem cells(سرطاني 
هاي بنيادي طبيعـي و نيـز در     در سلول خودبازسازياهميت فرآيند   

 سرطان، هنوز نحوه تنظيم اين واقعه كاملاً مـشخص نـشده اسـت   

هـاي    سلول خودبازسازيها در    هايي كه نقش آن    فهرست ژن . ]16[
شـود، روز بـه روز در حـال گـسترش             مختلف گزارش مي   نبنيادي

 Oct3/4  ،Nanog  ،Bmi-1ها مـي تـوان بـه         ناست؛ از ميان اين ژ    
  هـاي عملكـردي    با اين حال نقش دقيق و مكانيسم      .  اشاره نمود  ...و

  

  .]19-17[ خوبي مشخص نشده است ها به اغلب اين ژن
  

NS   اسـت  خودبازسـازي يند  آهاي دخيل در فر    ، يكي از ژن 
بيان بالايي از اين    . ]2[ شناسايي شد    2002كه اولين بار در سال      

سـاز،   هاي بنيادين سيـستم عـصبي مركـزي، خـون          ر سلول ژن د 
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علاوه . ]6-2،4[ گزارش شده است... مزانشيمال مغز استخوان و
هـاي   هاي سـلولي و بافـت      بر اين، بيان آن در انواع مختلف رده       

مطالعات روي سركوب بيان    . ]9-3[سرطاني مشاهده شده است     
سـلولي  هـاي    هـاي بنيـادين و هـم در رده         اين ژن هم در سلول    

، ولي تاكنون نقش اين     ]7،6،3،2[سرطاني صورت پذيرفته است     
هاي سلولي مشتق شده از آن بررسـي         ژن در سرطان مثانه و رده     

  . استشدهن
سـرطاني    در رده سـلولي    NSدر مطالعة حاضر، بيان بالقوه ژن       

منظور بررسي نقش اين ژن، استراتژي        بررسي شد و به    5637مثانه  
RNAi   ن   براي سركوب بياNS نتايج، بيانگر بيـان    . كار گرفته شد    به

عـلاوه بـر ايـن،    .  به ميزان بالايي در ايـن رده سـلولي بـود     NSژن  
 در سـطح    NSكارگيري روش ايمونوسيتوشيمي نيز نشان داد كه         به

وسـترن  . شـود  هـاي مـذكور بيـان مـي         و در هستك سلول    پروتئين
انـدازه تقريبـي     بـا    NSبلاتينگ نيز مجدداً تأييدكننده بيان پروتئين       

در راستاي مطالعات قبلي مبني      اين يافته .  بود  كيلودالتون 60حدود  
هاي سلولي سـرطاني متنـوع نظيـر رده سـلولي             در رده  NSبر بيان   

رده سلولي سرطاني هپاتوكارسينوما  ،)SGC-7901(سرطاني معده 
)HepG2(  ،       رده سلولي سرطاني دهانه رحـم)Hela( ،  رده سـلولي

اسـت  ... هاي سـلولي پروسـتات و      ، رده )MMK-7(سرطاني سينه   
تـر در    طـور دقيـق     در هـسته و بـه      NSجايگاه درون سلولي    . ]3،7[

 را علاوه بر هـسته      NSكه برخي محققان، بيان      هستك است، درحالي  
، با اين حال در مطالعه      ]20، 8 ،7[اند   در سيتوپلاسم نيز گزارش نموده    

 رده سلولي ون هستك   ، تنها در  NS پروتئينحاضر، علامت مربوط به     
استفاده  با  NSپس از تأييد بيان، ژن.  مشاهده شد5637سرطاني مثانه 

با موفقيـت مهـار     ) siRNA(بر عليه آن     از اليگونوكلئوتيد اختصاصي  
حـدود   در  پس از مهار، بيانگر كاهشيNSكمي بيان  بررسي نيمه .شد
  و اين يافته با انجام وسترن بـلات      .  بود mRNAدر سطح     درصد 85

 .د نيز تأييد شپروتئينايمونوسيتوشيمي در سطح 

، منجر بـه  5637در رده سلولي سرطاني مثانه NS  ژنمهار 
 ـ   كاهش شديد در نرخ تكثير سلول      طـوري كـه تعـداد       هها شد، ب

بـر   ها در گروه تيمار شده بـا اليگونوكلئوتيـد اختـصاصي    سلول
هـاي كنتـرل      درصدي نسبت بـه گـروه      26 كاهشي   NS عليه ژن 

ــش ــار ژن . ان دادن ــتات  NSمه ــرطاني پروس ــلولي س  در رده س
)PC3(    دهانه رحم ،)Hela( استئوساركوما ، (Osteosarcoma) 
)U2OS ( هاي مزانشيمي بنيادين مغز اسـتخوان مـوش         و سلول

ي نتايج مشابهي از نظر كاهش نرخ تكثير سـلولي نـشان            يصحرا
 ينـه  كاف اي توسـط   با اين حـال، در مطالعـه      . ]7،8،21[داده است   

(Kafienah)     سركوب بيان ژن     و همكاران باNS   هاي  سلول در
اي در   مزانشيمي بنيادين مغز استخوان انسان، تغيير قابل ملاحظه       

توانـد بـا     ايـن يافتـه مـي     . ]22[نرخ تكثير سلولي مشاهده نـشد       
هـاي سـلولي     ردههاي ذاتي اين رده سلولي با ديگر انواع          تفاوت

بنيـادين مغـز اسـتخوان مـوش        هاي مزانشيمي    سلولسرطاني و   
  .ها قابل توجيه باشد ي يا تفاوت در طراحي آزمايشيصحرا

دهنـده   نتايج آناليز چرخه سلولي با دستگاه فلوسيتومتري، نشان       
اي در   سبب افزايش قابل ملاحظهNSآن بود كه اختلال در بيان ژن     

 كه نمايانگر رخـداد    ،pre-G1هاي موجود در مرحله      ميزان سلول 
حـال،   بـا ايـن   . شـود  است، مي ريزي شده سلول     نامهمرگ بر 

اي در مورد ساير مراحل چرخه بـين دو          تفاوت قابل ملاحظه  
ريزي شـده    مرگ برنامه رخداد  .  مشاهده نشد  NS و   IRگروه  
هـا بـا     آميـزي سـلول     با انجام آزمون اختـصاصي رنـگ       سلول

  . مجدداً تأييد شدV-FITCآنكسين 
 هــاي  در ردهNSژن يــان مطالعــات قبلــي در زمينــه ســركوب ب

 G0/G1سلولي مختلف، مهار و توقف چرخه سلولي در مرحله         
امــا در مطالعــه حاضــر، چنــين . ]3،6،7[انــد  را گــزارش نمــوده

توانـد در تفـاوت      اي حاصل نشد كه علت احتمالي آن مي        نتيجه
ــا ديگــر مطالعــات باشــد  . ذاتــي رده ســلولي مــورد آزمــايش ب

رده سـلولي سـرطاني مثانـه       ه  ك ـ خصوص با مدنظر داشتن اين     هب
چرخـه سـلولي،    كننده   هاي تنظيم  ترين پروتئين  ، فاقد مهم  5637
  .]23،24[ است Rb (Retinoblastoma) و p53يعني 

 در رده ســلولي مــذكور، منجــر بــه القــاي NSژن مهــار 
تاكنون تنها در يك    . ريزي شده سلول شد    شديد مرگ برنامه  

، )PC3(اني پروسـتات    مطالعه با استفاده از رده سلولي سرط      
 گزارش  NS پس از مهار     ريزي شده سلول   مرگ برنامه وقوع  

 در رده   p53 پـروتئين بـا توجـه بـه فقـدان         . ]7[شده اسـت    
 و نيــز رده ســلولي ســرطاني 5637ســلولي ســرطاني مثانــه 

پس از  ريزي شده سلول     مرگ برنامه ، رخداد   PC3پروستات  
 p53ه بـه     احتمـالاً از طريـق مـسيرهاي غيروابـست         NSمهار  

مطالعات اوليه، مفروض به وابستگي عملكرد      . گيرد انجام مي 
حــال مــشاهده  ، بــا ايــن]2[ بــود p53 بــا پــروتئين NSژن 

تغييرات فنوتيپي مشابه نظير كاهش نرخ تكثير سـلولي پـس           
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ــروتئين   در ســلولNSاز مهــار   p53هــاي واجــد و فاقــد پ
 بــا NSعملكــردي، فرضــيه عــدم وابــستگي عملكــردي ژن 

  .]3،7[بخشد  قوت ميرا  p53 تئينپرو
 NS پـروتئين مطالعه حاضر براي اولين بـار، نـشان داد كـه            

 رده  ريزي شده سـلول    مرگ برنامه نقش مهمي در تنظيم تكثير و       
كند و بـا توجـه بـه فقـدان            ايفا مي  5637 سلولي سرطاني مثانه  

 در اين رده سلولي، اين فرضـيه كـه عملكـرد ژن             p53 پروتئين
NS پروتئين از مسيرهاي غير وابسته به       تواند  مي p53   نيز تنظيم 
هاي درگير   بررسي بيان و عملكرد ديگر ژن     . گيرد د، قوت مي  شو

توانـد    يا توموري، مي   طبيعيهاي بنيادي    در خودبازسازي سلول  
هاي تشخيص و درمان سرطان مثانـه و         گشاي روش  در آينده راه  
  .ها شود ديگر سرطان
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