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Abstract 
Objective: In an attempt to develop safer and more effective gene therapy approaches as 
a realistic treatment for various forms of cancer, researchers are increasingly using tumor-
specific promoters (TSP) to drive the expression of the gene of interest and eradicate 
cancer cells. In this study, for the first time we introduce the Oct-4 promoter as a cancer-
specific promoter with a high efficacy.  
Methods: We cloned Oct-4 promoter and enhancers into a pGl3 control reporter vector 
and analyzed the expression of luciferase as a reporter gene in an AGS gastric cell line. 
Next, we used a suicide-inducing vector that included an Oct-4 promoter and the TK gene 
in the presence of the non-toxic prodrug, ganciclovir, to eradicate cancer cells. Cells were 
treated with PI and connexin V. FACS analysis was conducted to assess the effect of the 
system on cell cycle and apoptosis induction. 
Results: Under the activity of the Oct-4 promoter, luciferase expression was three-fold 
higher than the SV40 promoter. The HSV/TK/GCV system activated by the Oct-4 
promoter and enhancers induced apoptosis (86.17%) in the AGS cell line. We verified 
that this system induced S-phase/G2-phase cell cycle arrest in the AGS cell line.  
Conclusion: These data indicate that the Oct-4 promoter is active in the AGS cell line. 
Oct-4 gene is expressed in a wide variety of tumors but not in normal cells. Thus, Oct-4 
appears to be a promising tumor-specific promoter for numerous tumors. 
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  چكيده

 يبراي   تومور ةژي و ينانه، پروموتورها يب ك درمان واقع  يتر به عنوان     منيثرتر و ا  ؤ م ي ژن درمان  يكارها جاد راه ي ا ي برا :هدف
 ـ يبراق  ين تحق يدر ا . دشو ي استفاده م  ي سرطان يها  سلول يان ژن مورد نظر و نابود     ي ب يالقا  بـه   Oct4ن بـار پروموتـور      ي اول

  .دش ي بالا معرفيي با كاراي تومورةژيك پروموتور ويعنوان 
ان ي ـ كنتـرل كلـون شـد و ب        pGL3 در ناقل گزارشـگر      Oct4 يها كننده ديق پروموتور و تشد   ين تحق ي در ا  :ها مواد و روش  

 ي مرگ كـه دارا ةسپس از ناقل القا كنند   . شد يبررس) AGS(ك  ي گاستر ي سلول ةك ژن گزارشگر در رد    يفراز به عنوان    يلوس
 ـ) مپلكسيروس هرپس سيناز و يميدين ك يت (TK و ژن    Oct4پروموتور   كلووير اسـتفاده  ي گانـسا يش داروياست به همراه پ

 يبررس ـ بـراي تومتري  ي فلوس ـ تجزيه و تحليل  ن،  يت كانكس يودايد و ك  يديم آ ي به كمك رنگ پروپ    يمار سلول يشد و پس از ت    
  . انجام شدي سلولة چرخيستم روين سي و اثر اي شده سلوليريز مرگ برنامه

تومتري نشان ي فلوستجزيه و تحليل. است SV40 سه برابر پروموتور Oct4ت پروموتور ژن يفراز تحت فعاليان لوسي ب :نتايج
  نكـروز  ي و درصد انـدك    ريزي شده سلولي   مرگ برنامه   درصد HSV/TK/GCV 17/86ستم  ي، س Oct4داد تحت پروموتور    

  . سازد  متوقف ميS/G2 را در فاز ي سلولةستم چرخين سيا. كند يالقا مي گاستريك  سلولةدر رد
 Oct4ان ژن ي ـعلت به  فعال است و بگاستريك ي سرطاني سلولة در رد Oct4دهد كه پروموتور     يج نشان م  ي نتا :رييگ نتيجه

 ـتواند به عنوان     ي، پروموتور آن م   عيطبي يها ان آن در سلول   ي و عدم ب   ي سرطان ي سلول يها ردهاز   يدر تعداد  ك پروموتـور   ي
  .كار رود ه در انواع تومورها بي تومورةژيو
 

  Oct4لوسيفراز، گانسايكلووير، ، هاي بنيادي سرطاني، تيميدين كيناز  سلول:كليدواژگان
  

  

  مقدمه
ــم ــت  )Neoplasm (نئوپلاس ــاوي جمعي ــت ح ــافتي اس  ب

 شـناختي  زيـست هـاي     كه ازنظر ويژگـي    ييها هتروژني از سلول  
بـر طبـق مـدل      ]. 1[اند و پتانسيل خودبازسـازي دارنـد         متفاوت

  هـاي تومـوري سـرطان از طريـق تجمـع            تكامل كلونال سـلول   

  
  
  
  
  
  

هـاي   هـا و انتخـاب تـدريجي كلـون      تغييرات ژنتيكي در سـلول    
 بـراي هاي درمـاني مرسـوم       اغلب روش . شوند موجود ايجاد مي  

 شـود   اين تئوري طراحي مـي     ةايهاي سرطاني، برپ   نابودي سلول 
آگهي ضـعيف بـراي      ها از جمله پيش    محدوديت اين روش  ]. 2[

 سرطان قرار دارند، اين پيـشنهاد       ةبيماراني كه در مراحل پيشرفت    

 72-61: ، صفحات1391 تابستان، 2، شماره 15، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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   جهت القاي مرگ سلوليOct4ناقل حاوي پروموتور 
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ها  هاي توموري حاوي جمعيتي از سلول      را مطرح كرد كه سلول    
هستند كه مسئول آغاز رشد و گـسترش تومـور و نيـز توانـايي               

هـايي   به دليل شباهت  . هستند و عود مجدد تومور      ايجاد متاستاز 
هـاي بنيـادي وجـود داشـت،         هـا و سـلول     كه ميان ايـن سـلول     

 )Cancer Stem Cells: CSCs(هـاي بنيـادي سـرطاني     سلول
 CSCsهـاي زيـر را بـراي         اين مـدل ويژگـي    . گذاري شدند  نام

  هتروژن بودن، مانند پتانسيل    )2 خودبازتواني   )1: زند تخمين مي 
ريـزي شـده     مـرگ برنامـه    مقاومت بـه     )3 زيابي چندجهتي تماي

هـا منجـر     رسد كه اين ويژگي    نظر مي ه  ب. )Apoptosis(سلولي  
كـه بيـشتر روي     د  شـو  هـاي مرسـوم مـي      ثير درمـان  أبه كاهش ت  

. كنـد  يافته يا در حال تمايز عمـل مـي         هاي توموري تمايز   سلول
 ةتـود نيافتـه، كـسر انـدكي از         هاي بنيادي تمـايز    جمعيت سلول 

زند كه اين     تخمين مي  CSCنظريه  . دهند توموري را تشكيل مي   
هاي  سلول(هاي پروژنيتور    هاي بنيادي يا سلول    ها از سلول   سلول

انــد و  يافتــه كــه تاحــدي تمــايز) Progenitor Cells  :پيــشرو
 ].3[اند  پتانسيل تكثير محدود دارند، ايجاد شده

ي رونويـسي   آن اسـت كـه فاكتورهـا      بيانگر  مطالعات اخير   
 نقـش   Nanog  و Oct4 هاي بنيادي جنينـي ماننـد      خاص سلول 

 بـراي كنـد و      ايفا مي   ها CSCبسيار مهمي در پايداري عملكرد      
بـه  . آيد شمار مي ه  ها اهداف بسيار مهمي ب     مهار تكثير اين سلول   

هاي بنيادي جنينـي      سلول نشانگر به عنوان يك     Oct4 طور مثال 
امـا  . ]5،  4[شود   ان زيادي بيان مي   مثانه و سينه به ميز     در سرطان 

ــزارش در حــال حاضــر ــايگ ــدكي  ه ــيان ــتفاده از  مبن ــر اس ب
وجـود   ها   CSC توموري براي از بين بردن       ةپروموتورهاي ويژ 

تري در اين زمينه صـورت       هاي جامع  دارد در نتيجه بايد بررسي    
 ]. 6[پذيرد 

Oct4فاكتورهــاي رونويــسي متــصل ة عــضوي از خــانواد 
هـاي   ايي است و از طرفي بيان ايـن ژن در سـلول            چهارت ةشوند

ييد رسيده اسـت    أهاي بنيادي بالغ نيز به ت      بنيادي جنيني و سلول   
 و  )Pluripotency( تـواني پر حفظ خاصيت  درنقشي حياتي   و  

در سطحي خـاص، بـراي       اين فاكتور . كند ها ايفا مي   بازتواني آن 
هــاي   ســلول)Self-Renewal(  خودبازســازيحفــظ خاصــيت

يادي جنيني حياتي است و هرگونه افزايش يا كاهش در بيـان            بن
و در روند ايجـاد سـرطان        دهد ميآن، سرنوشت سلول را تغيير      

هاي گفته شده ناشي از      لازم به ذكراست كه ويژگي    . دخيل است 
 در ايجـاد خاصـيت بنيـادي        Oct-4B اسـت و     Oct-4Aفعاليت  

هـاي   تبـه هنگـام بررسـي بيـان ايـن ژن در باف ـ              و دخيل نيست 
 مبنـي كنون گزارشـي     تا. مختلف بايد به اين موضوع توجه داشت      

  .]8، 7[نشده است ه ياراهاي تمايز يافته   در سلولOct4بر بيان 
 در سطح   OCT4 بيان ژن    نشانگربسياري از تحقيقات اخير     

 هاي مثانه، سينه، پـانكراس و استئوسـاركوما        پروتئين در سرطان  
)Osteosarcoma( تاي ؛نآ علاوه بر  .است  )Tai( همكارانش   و 

هاي سـرطاني از جملـه     سلولة را در چندين ردOCT4حضور  
 ـ      ييـد  أ رحـم و اسـتخوان ت      ةسرطان كبد، كليه، گاستريك و دهان

 بيـان  طبيعـي هاي  سلول حاليست كه اين ژن در     اين در . اند كرده
مناسـب   شود و همين امر آن را به عنوان يك كانديد بـسيار           نمي

 .]11-8 [كند معرفي مي

ــسخه  ژن ــق ن ــاني از طري ــدف  درم ــرداري ه ــده   ب ــري ش گي
)Transcriptional Targeting (كارگيري پروموتورهـاي   ه بةبرپاي

 بـافتي  ة يـا ويـژ  )Tumor Specific Promoters(  توموريةويژ
ن وناهمگيك بافت    هاي درماني را در    تواند بيان ژن    كه مي  است

ثر ؤدرماني م ـ  يك ژن .  به تومور محدود كند     مستقيماً )هترولوگ(
هاي  نظر در تومور و عدم بيان آن در بافت         نيازمند بيان ژن مورد   

توانـد   تركيبـي از ايـن دو ويژگـي مـي         . استويژه كبد    ه ب طبيعي
هـا و    منجر به افزايش شاخص درماني و محدوديت سميت ناقل        

تـاكنون  . دشـو  )In vivo(  درون بـدني هـا در حالـت   ژن ترانس
ــسياري از پروموتورهـ ـ ــق    ب ــاني از طري ــور ژن درم ــه منظ ا ب

. سـت ا گيري شده مورد آزمايش قرار گرفتـه     برداري هدف  نسخه
 Alpha(فتـوپروتئين    -توان بـه پروموتـور آلفـا       از آن جمله مي   

Fetoprotein Promoter: AFP(    ،بـراي كارسـينوماي كبـدي 
  Prostate-Specific( پروســـتات ةژن ويــژ  پروموتــور آنتـــي 
Antigen: PSA(پروموتور  طان پروستات و به تازگي براي سر

  براي سـرطان )Cyclooxygenase 2: Cox-2( 2-سيكلواكسيژناز
 تومـور بـراي   ) MidKine( معدي، پروموتور ميدكاين     -اي روده
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  و همكارانروشنك نجفي
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ــز ــ) Wilms( ويلمـ ــتومايـ  و )Neuroblastoma (ا نوروبلاسـ
 )Melanoma ( براي سرطان سينه و ملانومـا      CXCR4پروموتور  
  ].15-11[اشاره كرد 

ــتراتژي ژن ــسخه   اس ــق ن ــرطان از طري ــاني س ــرداري  درم ب
به عنـوان مثـال     . دنبال دارد ه  هايي را نيز ب    گيري شده زيان   هدف

هـاي سـينه افـزايش       در بسياري از سـرطان     CXCR4پروموتور  
اي در   طـور قابـل ملاحظـه     ه   ب CXCR4بيان دارد، از طرفي ژن      

ي، هـاي خـون محيط ـ     ها از جملـه در لنفوسـيت       انواع لوكوسيت 
بيان هاي دندريتيك     و سلول  Bساز   هاي پيش  ها، سلول  مونوسيت

  ].11[شود  مي
   تومـوري  ةهدف اصلي اين تحقيق يافتن يك پروموتـور ويـژ   

  

اي از تومورها بيان شود و درعين حـال          است كه در طيف گسترده    
 آن  نمايانگرتحقيقات اخير   .  بيان نداشته باشد   طبيعيهاي   در بافت 

  و Nanog ،OCT4كتورهاي رونويسي مانند هاي فا است كه ژن

SOX2    بنيادي نقش اساسـي     هاي هاي سلول   كه در حفظ ويژگي 
 در  و بيان بالايي دارند      ها CSCهاي سرطاني و     دارند، در سلول  

هـاي   شـوند، كانديـد     بيـان نمـي    طبيعيهاي تمايز يافته و      سلول
 ـ   حاضر در تحقيق . ]17،  16[آيند   شمار مي ه  مناسبي ب  ين  براي اول

 تومـوري   ة به عنوان يك پروموتـور ويـژ       Oct-4بار پروموتور ژن    
  Suicide Gene(درماني وابسته به خودكشي  همراه سيستم ژنه ب

Therapy ( سلولي گاستريك    ةدر رد AGS  طبيعـي  سلولي   ة و رد 
  .استه شدفيبروبلاستي جنين موش بررسي 

  
  

 )M؛   درصـد  1 روي ژل    TK/HSV ژن   PCR الكتروفـورز محـصول      1شكل  
DNA 1بــازي،   جفــت1نــشانگر( محــصول PCR ژن TK/HSV) 1131 
  )بازي جفت

  
  

 با روش هـضم  pGL3/Oct4 promoter/TK پلاسميد درستيييد أ ت2 شكل
 pGL3/Oct4 پلاسـميد  )1نـشانگر،   M( DNA؛ تك آنزيمـي و دو آنزيمـي  

promoter/TK      هـاي     هضم شده بـا آنـزيمEcoRI   و BamHI  ،2(   پلاسـميد 
pGL3/Oct4 promoter/TK هــضم شــده بــا آنــزيم BamHI ،3( پلاســميد 

pGL3/Oct4 promoter/TK  
  

  ها مواد و روش
  ها ساخت پلاسميد

ژن تيميــدين كينــاز ويــروس هــرپس ســيمپلكس بــه منظــور 
رهاي پيشرو  آغازگ با استفاده از     pGL3-controlكلونينگ در ناقل    

)Forward (5’ TACCCATGGCTTCGTACCCC 3’ و 
 با اسـتفاده   و’CCGTCTAGATCAGTTAGCCT 3 ’5 پيرو

  از پلاسميد حاوي اين ژن كه از انستيتو پاستور تهيـه شـده بـود      
 ـ  ةبه عنوان نمون    تكثيـر شـد و محـصول        PCRكمـك   ه   اصلي ب

 الكتروفورز و بانـد اختـصاصي        درصد 1حاصل روي ژل آگارز     
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 پـس از    PCRمحـصول   ). 1 شكل(بازي مشاهده شد      جفت 1131
 DNAي ژل آگارز با استفاده از كيت استخراج         تكثير و مشاهده رو   
كيـت  (د  ش كلون   TAسپس در ناقل كلونينگ     . از ژل تخليص شد   

و )  كانـادا Fermentas، شركت InsTAclone™ PCRكلونينگ 
 بـه ناقـل     HindIII و   BamHIهـاي    پس از هضم آنزيمي با آنزيم     

كلون شد    ساب Oct4 ژن   )Enhancer( افزاينده حاوي پروموتور و  
از طرف ديگر ژن تيميدين كيناز پـس از هـضم           ).  ج 3  و 2ل  شك(

 پايين دست پروموتور ة در ناحيXbaI و NcoIهاي  آنزيمي با آنزيم

SV40 ــل ــون pGL3 ناق ــ كل ــكل(د ش ــاوي  ).  ب3 ش ــل ح ناق
 ـ       Oct4 ژن   افزايندة -پروموتور  ة و نيز ژن گزارشگر لوسـيفراز هدي

ــاوايارزشـــمندي از جانـــب دكتـــر   Yusuke( وســـوكه ماريكـ

Marikawa(   بود )  توالي ژن تيميدين كينـاز      درستي ). الف 3شكل
 تأييد) كره جنوبي  (Bioneerبا تعيين توالي اين ژن توسط شركت        

 انتقـال  پلاسميدهاي مورد نياز براي      ةلازم به ذكر است كه كلي     . شد
 مربوط به   Endotoxin-freeها با كيت استخراج پلاسميد       به سلول 
  .دشستخراج  ا آلمانQiageneشركت 

  

       
  

  
 

پلاسـميد  ) ، جTK حـاوي ژن  pGL3پلاسـميد  ) ب) هديه از از دكتر يوسوكه ماريكاوا (Oct4 promoter-enhancer/Lucپلاسميد حاوي ) ها؛ الف  نقشة ناقل3شكل 
  TK و ژن Oct4 ژن افزايندة -پروموتورحاوي 
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  سلوليةكشت رد
ي گلوكز   حاو RPMI در محيط    AGS سلولي سرطاني    ةرد

 و  درصـد FBS) Fetal Bovine Serum( 10بـالا بـه همـراه    
  و استرپتومايـسين   )Penicillin (سـيلين  هـاي پنـي    بيوتيـك  آنتي

)Streptomycin(     كشت داده شد )ًشـركت   از محصولات تماما
Invitrogen/GIBCO كشت  هاي ها در فلاسك   سلول).  آمريكا 

ــاي   ــلول و در دم ــ37س ــانتية درج ــراد و   س ــد5گ  دي  درص
 70ها به تراكم     كه سلول  پس از اين  . اكسيدكربن نگهداري شدند  

 2000ة ليپوفكتـامين    بـه وسـيل   هاي مختلف    ناقل رسيدند   درصد
)Lipofectamin 2000(ها ترانسفكت شد  به آن.   

  
  Oct4 فعاليت پروموتور ژن تجزيه و تحليل

 100  ×104، ابتـدا    Oct-4به منظور بررسي كارايي پروموتور      
كـه بـه     كشت داده شد و پـس از ايـن  يچاهك 6ر فلاسك  سلول د 

 سـازه  و   pGl3/Oct4/Luc سـازه  رسيدند،    درصد 90تراكم بالاي   
pGL3-control         ليپوفكتـامين    به عنوان كنترل مثبت بـا اسـتفاده از 

هاي سلولي ذكر شده     ده به ر  )آمريكا (Invitrogeneت   شرك 2000
يفراز بـا دسـتگاه      ساعت ميزان بيـان لوس ـ     30 زپس ا . ترانسفكت شد 

  .سه بار تكرار شد ها آزمايش وبررسي  )Luminometer(لومينومتر 
  

  ريزي شده سلولي مرگ برنامهتشخيص 
ــلول از رد100  ×104 ــلولي ة س ــتAGS س ــاي   در پلي   ه

 Oct-4هـاي    ساعت بعد پلاسميد24 خانه كشت داده شدند، 6

promoter/TK1   و pGL3/TK1    2000ليپوفكتـامين    از طريق 
،  سـاعت  30 بعد پس از گذشت      ةدر مرحل . ها ترانسفكت شد    آن به

  ميكروگرم 500 هاي  با غلظت  )Ganciclovir( داروي گانسايكلووير 
هـا   ساعت بعد سـلول    72. ها اضافه شد   به چاهك ليتر   در هر ميلي  

  :Propidium Iodide(ودايد يديم آيپروپ پس از تريپسينه شدن با
PI(آنكسين  و V )Annexin V(ميزي شـدند تـا ميـزان    آ  رنگ

 ايـن   آثارنيز    و نكروز و   ريزي شده  مرگ برنامه هاي دچار    سلول
در هر فلوسايتومتري   . دشو سلولي مشخص    ةسيستم روي چرخ  

  . )آمريكا) (Becton–Dickinson( شدهزار سلول بررسي  10
  

  نتايج
 بـه   Oct4  فعاليـت پروموتـور    تجزيه و تحليـل   

   ژن گزارشگر لوسيفرازةوسيل
 سـلولي   ة در رد  Oct4 بررسي فعاليـت پروموتـور ژن        براي
 pGL3/Oct4promoter-enhancer، پلاسميد   AGSسرطاني  

 اسـت بـه     SV40 كه حاوي پروموتور     pGL3و ناقل گزارشگر    
دهـد   نتايج حاصل نشان مـي    .  سلولي مذكور ترانسفكت شد    ةرد

برابـر   Oct4 3كه بيان لوسيفراز تحـت فعاليـت پروموتـور ژن           
فعاليت آنزيم لوسيفراز ). 1نمودار  (است SV40وموتور بيشتر از پر
دار   معني >P 05/0  قرار گرفت و   تجزيه و تحليل   مورد   Tبا آزمون   

  .نظر گرفته شد در
  

  
 

هاي سـلولي     در رده  Oct4بررسي فعاليت لوسيفراز تحت پروموتور       1نمودار  
AGS) است سلولي سرطاني بدون تيمار ةكنترل منفي رد.(  

  

هاي سـلولي     چرخه سلولي رده   حليلتجزيه و ت  
 فلوسـيتومتري    روش ترانسفكت شده با كمـك    

  پس از تيمار با پيش داروي گانسايكلووير
 ريـزي شـده سـلولي      مرگ برنامه براي بررسي كارايي القاي     

نتـايج نـشان    . شد، دو كنترل استفاده     Oct4توسط پروموتور ژن    
موتـور ژن   القا شده توسط پرو   ريزي شدة  مرگ برنامه دهد كه    مي

Oct4 4 ــور ــر پروموت ــودار  (اســت SV40 براب پــس از ). 2نم
 و تيمـار بـا   pGL3/Oct4 promoter/TK1ترانـسفكت ناقـل   
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هـاي   اي در درصـد سـلول      گانسايكلووير، كاهش قابل ملاحظـه    
 كــه شــد ســلولي مــشاهده ة چرخــG2 وS مرحلــهموجــود در 

 G2 و S مراحل بر   HSV-tk1/GCV اثر مهاري سيستم     نشانگر
  ).3نمودار  (بود سلولي ةچرخ

  

       
  

     
  

هـاي   سـلول ) M1؛  با گانسايكلووير بر فازهاي مختلف چرخه سلولي      )  آدنوكارسينوماي معده  أبا منش  (AGS هاي ثير تيمار سلول  أتومتري از ت   هيستوگرام فلوساي  2نمودار  
 )الـف ، G2هـاي موجـود در فـاز     سـلول ) S ،M4هاي موجود در فاز  سلول، G0/G1 ،M3هاي موجود در فاز  سلول) M2، ريزي شده سلولي مرگ برنامهموجود در فاز  

هـاي سـرطاني ترانـسفكت شـده بـا       سلول )جو،  بدون تيمار با دارpGL3/TKهاي سرطاني ترانسفكت شده با   سلول)ب، )كنترل مثبت(هاي سرطاني بدون تيمار     سلول
pGL3/TK هاي سرطاني ترانسفكت شده با ناقـل   سلول )دميكروليتر،  ميكروگرم در 500 با تيمار دارويي با غلظتpGL3/Oct4 promoter/TK     بـا تيمـار دارويـي بـا 

   ميكروگرم در ميكروليتر500 غلظت
  

  
  

 سلولي ة مختلف چرخمراحلهاي موجود در   مقايسه درصد سلول3نمودار 
  AGS سلولي ةرد

  
 و  ريزي شده سلولي   مرگ برنامه  تجزيه و تحليل  

  Vآنكسين  ةوسيل هنكروز ب
ــگ  ــا رن ــزي آ ب   Annexin V- FITC )Fluoresceinمي

Isothiocyanate (ريـزي شـده     مـرگ برنامـه   تـوان فراينـد      مي

ســـاده  روش را در همـــان مراحـــل اوليـــه توســـط ســـلولي
دچـار مـرگ    هـاي     اين روش ميان سـلول     .فلوسيتومتري سنجيد 

 هـاي دچـار    سـلول  و)Apoptotic Cells (ريـزي شـده   برنامـه 
شود، به همين دليـل   تمييز قايل نمي) Necrotic Cells( زنكرو

نتـايج نـشان    . شـد  استفاده   PIميزي با   آ همراه رنگ ه  اين روش ب  
 )Late( تـأخيري    هـاي موجـود در فـاز       دهد كه تعداد سلول    مي

 بيـشتر از    زنكـرو  دچـار    هـاي   و سـلول   ريزي شـده   مرگ برنامه 
ريـزي   نامهمرگ بر  )Early (هنگام زود هاي موجود در فاز    سلول

  ).4نمودار  (است  درصد18 و 42  و به ترتيبشده سلولي
حـاوي ژن تيميـدين     سـازه   براي اطمينان از اين موضوع كـه        

 فاقد اثـر كـشندگي      طبيعيهاي    در سلول  Oct4كيناز و پروموتور    
هاي سرطاني   هاي سلول   انجام شده روي رده    هاي هستند، آزمايش 

نيـز بـه انجـام رسـيد        هاي فيبروبلاست جنيني مـوش       روي سلول 
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  . قرار دارندريزي شده مرگ برنامهها در مراحل ابتدايي  سلول از   درصـد  28 شـود حـدود    طور كه مشاهده مي    همان). 5نمودار  (
  

      
  

هـاي سـرطاني      سـلول  )ب،  )يكنتـرل منف ـ  (هاي سرطاني بدون تيمـار       سلول )الف؛  V آنكسين    با استفاده از   AGS ةهاي رد  مرگ سلولي سلول  ل  تجزيه و تحلي   4نمودار  
 pGL3/Oct4هاي سرطاني ترانسفكت شـده بـا ناقـل      سلول)ج، )كنترل مثبت (ليتر گرم در هر ميلي  ميكرو500  با تيمار دارويي با غلظتpGL3/TKترانسفكت شده با 

promoter/TK ليتر گرم در هر ميلي  ميكرو500تيمار دارويي با غلظت  با  
  

      
  

  V آنكسين ين موش با استفاده ازنهاي فيبروبلاست ج  مرگ سلولي سلول تحليلوتجزيه  5نمودار 
  

  بحث
ريـزي   مـرگ برنامـه   القـاي    برايهاي مختلفي    تاكنون روش 

 ةاز جمل ـ . گرفتـه شـده اسـت      كار ههاي سرطاني ب    به سلول  شده
  hTERT) Humanتوان بـه اسـتفاده از پروموتـور ژن          ها مي  آن

Telomerase Reverse Transcriptase (بيان ژن يبراي القا 
 به  Nature ةنتايج آن در مجل    كه    اشاره كرد  Baxآپوپتوزي   پيش

هـاي    فعاليت اين پروموتـور هـم در سـلول         .ستچاپ رسيده ا  
 بررسـي شـده، نتيجـه       پيشروهاي بنيادي     و هم در سلول    طبيعي
  هاي سرطاني اسـت      فعاليت بالاي اين پروموتور در سلول      بيانگر

  
  

  
  
  
  
  
  

پيــشرو  هماتوپوئيتيــك +CD34هــاي  كــه در ســلول  حــاليدر
)Hematopoietic Progenitor(ــار كمتــر  100  فعاليــت آن ب

 القـا شـده بـه       ريـزي شـده    مرگ برنامـه  در نهايت درصد    . است
از ايـن طريـق     ) فيبروساركوماي موشـي   (UV2237هاي   سلول

  ].19[گزارش شده است  درصد 2/58 ساعت، 72پس از 
 RNAi )RNAيقات انجام شده، استفاده از      كي ديگر از تحق   ي

interference( ــژ ــور  ةوي ــط پروموت ــده توس ــان ش ــوري بي   توم
 در   كـه اخيـراً    اسـت  eIF4E براي مهار    )Surviving( يويناسورو
در ايـن  .  به چاپ رسيده استBreast Cancer Researchمجله 
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 و اطمينـان     سورويوين تحقيق پس از بررسي فعاليت ژن و پروتئين       
 سلولي كارسينوماي سينه، از ةرا بودن پروموتور آن در چهار رداز كا
 short hairpin(يـي   shRNA كـه داراي  pSUPER.retro ناقل

RNA( دايسركه پس از برش توسط  )Dicer( ،mRNA eIF4E 
آزمـون  . بـرد، اسـتفاده شـده اسـت        قرار داده و از بين مي      را هدف 
ريـزي شـده     رنامـه مرگ ب  ي القا نشان دهنده  انجام شده    Vآنكسين  
  ].20[است درصد  3/18+7/1سلولي 

درمـاني وابـسته بـه       دهد كـه ژن    بسياري از تحقيقات نشان مي    
هاي سـرطاني    ثري براي نابودي سلول   ؤتواند روش م   خودكشي مي 

 ؛ باشد)In vivo(  درون بدني و)In vitro( شرايط آزمايشگاهي در
ه افزايش كارايي ايـن     هاي باليني نياز ب    با اين وجود نتايج كارآزمايي    

 بـراي هاي جديـدي كـه       از جمله استراتژي  . دهد روش را نشان مي   
افزايش اثر ضدتوموري اين روش پيشنهاد شده است، تركيب آن با           

 در تحقيقـي كـه توسـط      . اسـت داروهاي مختلف يا با ژن درمـاني        
 بـه چـاپ   Cancer Letter ة و همكارانش در مجل ـ)Park( پارك
درمــاني وابــسته بــه  درمــاني ســرطان و ژن تركيبــي از ژن ،رســيد

 MDR )Multidrug ژن   shRNAخودكشي با استفاده از اتـصال       

Resistance(  ــستم ــيمي ،HSVtk/GCVو سي ــا   و ش ــاني ب درم
كارگرفته شـد كـه منجـر بـه          ه ب )Doxorubicin (دوكسوروبيسين

هـاي سـرطاني     سـلول ة مرگ سلولي به رد  درصد 80القاي بيش از    
دهد كه  مطالعات انجام شده نشان مي . ]21[ شدعه  كولون مورد مطال  

درمــاني وابــسته بــه خودكــشي تنهــا بــا روش  در مــواردي كــه ژن
 به عنوان يك ضدمتابوليت tk-GCVشود،  درماني تركيب مي شيمي
 اثر سمي خود با داروهـايي كـه اثـر    ي سلولي براي القاة چرخ ةويژ

نـد بـه    كن  سـلولي اعمـال نمـي      ةطور خاص روي چرخ   ه  خود را ب  
هاي  در نتيجه افزايش محسوسي در كارايي روش       ؛پردازد رقابت مي 

  ].22، 21[شود  درماني تركيبي مشاهده نمي
 ة به همراه پروموتور ويـژ HSV tkدر تحقيق حاضر از ژن 

پـس از ترانـسفكت پلاسـميدهاي       .  استفاده شـد   Oct4توموري  
هـا بـه      سلولي سرطاني گاستريك، ايـن سـلول       ةمورد نظر به رد   

هاي مختلف داروي گانسايكلووير تيمار      مدت سه روز با غلظت    
ــدند ــلولي از    . ش ــرگ س ــي م ــور بررس ــه منظ ــپس ب  روشس

  . استفاده شدV  آنكسينفلوسيتومتري و كيت تشخيصي

 AGS سلولي   ة سلولي در رد   ةنتايج حاصل از بررسي چرخ    
 بـا القـاي توقـف    HSVtk/GCV آن است كـه سيـستم     نشانگر
هـاي    منجـر بـه مـرگ سـلول        S/G2 مرحلـه  سـلولي در     ةچرخ

كه بسته به ميزان بيان ژن كانكسين در هر يـك  د  شو سرطاني مي 
هاي سلولي مذكور كارايي اين سيـستم متفـاوت خواهـد            از رده 

 بيشتر باشد ميزان بيان كانكسين      Oct4ه بيان ژن    هرچ]. 23[ود  ب
هـا تحـت     در سلول  tkنتيجه اگرچه بيان ژن      يابد، در  كاهش مي 

 Gap (هاGJICدليل كاهش  ه  يابد اما ب   موتور افزايش مي  اين پرو 

Junctional Intercellular Communication( مرگ سلولي ،
مرگ سلولي القـا شـده از طريـق ايـن           . شود كمتري مشاهده مي  

ريـزي   مـرگ برنامـه    هم از طريـق      AGS سلولي   ةدر رد  سيستم
مـرگ  كـه   ايـن  كيـد بـر   أ بـا ت   اسـت  و هم از طريق نكروز       شده
  . نقش غالب را داراستريزي شده امهبرن

 به همـراه    Oct4در تحقيق حاضر براي اولين بار از پروموتور         
 استفاده شد، HSVtk/GCVدرماني وابسته به خودكشي  سيستم ژن
 سـلولي  ةكه براي اولين بار فعاليت اين پروموتـور در رد       ضمن اين 

ــرطاني  ــستم AGSسـ ــط سيـ ــيفراز ژن  توسـ ــگر لوسـ   گزارشـ
)Luciferase Gene Reporter Assay(  پـس از  . شـد  بررسـي

 تجزيـه و تحليـل    هاي سلولي مذكور با گانـسايكلووير و         تيمار رده 
 فلوسـيتومتري و كيـت تشخيـصي     روشمرگ سلولي با استفاده از      

 AGS سلولي سرطاني ةهاي رد از سلول  درصدV ،17/86 آنكسين
 درصد بالاي مـرگ سـلولي در      .  شدند ريزي شده  مرگ برنامه دچار  

نتيجه  علت بيان بالاي كانكسين و دره  بAGS سلولي سرطاني ةرد
درمـاني وابـسته بـه       افزايش اثرسيستم مجاورتي و بهبود سيستم ژن      

ــشي  ــستم   بررســي. اســتخودك ــه سي ــشان داد ك ــايي ن ــاي نه ه
HSVtk/GCV   مرحلـه  سـلولي در     ةلقاي توقف چرخ ـ  ا با S/G2 

لي حاصل از و مرگ سلود شو هاي سرطاني مي منجر به مرگ سلول
  ].24[دهد   و نكروز رخ ميريزي شده مرگ برنامهدو طريق 

ها و نيز افـزايش       در بسياري از انواع سرطان     Oct4بيان ژن   
هــاي بنيــادي ســرطاني و عــدم بيــان آن در  بيــان آن در ســلول

، پروموتور آن را كانديد مناسبي براي اسـتفاده         طبيعيهاي   سلول
 زيرا عامل عود    ؛گرداند ري مي  تومو ةبه عنوان يك پروموتور ويژ    
هـاي   درماني و پرتودرمـاني، سـلول      مجدد سرطان پس از شيمي    
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توان با اسـتفاده از پروموتـور ايـن        بنيادي سرطاني هستند كه مي    
ه  ب HSVtk/GCVدرماني وابسته به خودكشي      ژن و سيستم ژن   

هـا را هـدف قـرار داد و راهـي بـراي           طور خـاص ايـن سـلول      
  .]32-25، 4[ماري يافت كن كردن اين بي ريشه
  

   و قدردانيتشكر
وسـيله مراتـب تقـدير و تـشكر خـود را از              نويسندگان بـدين  

هاي بنيادي كشور و دانشگاه تربيـت مـدرس          مسئولين شبكه سلول  
. دارنـد  انـد، ابـراز مـي      مين نمـوده  أهاي اين طرح را ت      هزينه ةكه كلي 

علوم همچنين از خانم حيات در بخش تحقيقات مولكولي دانشگاه          
را يـاري   فلوسايتومتري مـا  هاي   آزمايش كه در انجام     تهرانپزشكي  

 pGL3/Oct4 promoter/TK ناقـل  .دشو كردند، سپاسگزاري مي
هاي صنعتي ثبت   در سازمان مالكيت75297/390110777با شمارة 
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