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 siRNA  توسطcAMP response element binding proteinمهار ژن 

  K562در رده سلولي 

  5آبادي حسين نجم، 4سوران  جلال قره،3محمد اصغريان  علي،2 مهدي بنان،*1خياباني زهرا ديلمي

  ان زنجان، زنجان، ايردانشگاه آزاد اسلامي واحددانشكده علوم پايه، ، ميكروبيولوژي، گروه استاديار -1
 ، تهران، ايران مركز تحقيقات ژنتيك، دانشگاه علوم بهزيستي و توانبخشي،استاديار -2

 واحد تنكابن، مازندران، ايراندانشگاه آزاد اسلامي دانشكده علوم پايه، ، شناسي زيستگروه  استاديار، -3

 تبريز، تبريز، ايران  علوم پزشكي، دانشگاهمربي، گروه ژنتيك، دانشكده پزشكي -4

  ،تهران، ايران مركز تحقيقات ژنتيك، دانشگاه علوم بهزيستي و توانبخشي،استاد -5
  

  27/11/87: پذيرش مقاله   28/8/87:دريافت مقاله

  چكيده
بـا طراحـي    . رود  شـمار مـي     دست بسياري از مـسيرهاي علامتـي بـه           يك فاكتور مهم پايين    CREB پروتئين   :هدف

siRNA     كارامد براي ژن CREB ويـژه    هـاي مختلـف بـه       اي علامتي بسياري از داروها را در سلول       توان مسيره    مي
 مختلف براي اين    siRNAكارگيري دو      با به  CREBدر اين تحقيق ميزان مهار بيان ژن        .  بررسي نمود  K562سلول  

  .ژن بررسي شد
  بـا روش ليپوفكـشن     K562هاي    سلول.  انجام گرفت  Reynolds براساس معيار    siRNA طراحي   :ها  مواد و روش  

 نـسبي  - كمـي Real-time PCR با استفاده از CREBبررسي اثر مهاري بيان ژن . ها ترانسفكت شدند siRNAبا 
  .انجام گرفت

 K562هـاي    در سـلول CREBها اثر مهاري بـالايي بـرروي بيـان          siRNAدست آمده يكي از        طبق نتايج به   :نتايج
  .كاهش يافت K562هاي   درصد در سلول87، تا CREBنشان داد، و بيان ژن 

 بـراي  K562هاي  كار رفته در سلول  بهsiRNA نشان داد كه از دو Real-time PCR نتايج حاصل از :گيري نتيجه
 مطابق  siRNAكه هر دو      با توجه به اين   . ها قدرت مهاري با كارايي بالا را دارد         ، فقط يكي از آن    CREB1مهار ژن   

براي مهار كارامـد    .  دخالت دارند  siRNAري هم در مؤثر بودن       است، احتمالاً عوامل ديگ    Reynoldsبا معيارهاي   
  .هاي مختلف آن طراحي و آزمايش شود  براي قسمتsiRNA بايستي بيش از يك siRNAيك ژن با 

  

  K562 ،Real-time PCRهاي  ، سلولCREB، پروتئين siRNA :كليدواژگان

  

   مقدمه-1

 كـه از  siRNA (small interfering RNA) هاي لكولوم

  ند،هست RNAi (RNA interference) اجزاي عملكردي مسير

  

 هـاي  سـازي ژن   هـاي خـاموش    ثرترين راه ؤترين و م   يكي از مهم  

  28 -21، قطعـات    هـا  siRNA. ]3-1[ استهاي جانوري    سلول
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اـر              ند و بيان ژن   هستنوكلئوتيدي   اـ را در مرحلـه پـس از رونويـسي مه ه

كننـده   خاموشهاي   مجموعها   ب siRNAسازي ژن،     خاموش براي. كنند مي

اـ  اـ   ءالق اـ RNA شـده ب  RISC (RNA-Induced Silencing Complex)  ي

 شـوند   موجب تجزيه آن مـي      هدف RNAهمراه شده و با اتصال به       

هاي يوكاريوتي وجود داشته     طور طبيعي در سلول     اين سيستم به   ].1[

. كنـد  ها در مرحله پس از رونويسي دخالت مـي         و در تنظيم بيان ژن    

 مطالعه عملكرد   براي يك روش جديد و مطمئن       siRNAاستفاده از   

  ].4[است هاي جانوري  ها در سلول ژن

 CREB (Ca2+/cAMP response element binding protein) پروتئين

از فاكتورهاي رونويسي است كه فعاليت آن در پاسخ بـه بـسياري از              

ي  مـاورا  ، هيپوكـسي، نـور    +cAMP  ،Ca2 هاي سلولي مثـل    محرك

. يابـد   و فاكتورهاي رشـد افـزايش مـي   (Ultra Violet: UV) بنفش

 CREB1 كـه    هژنيـك نـشان داد     هاي ترانس  مطالعات اخير در موش   

 از طرفي بيـان بـيش از انـدازه آن           .ها ضروري است    سلول ي بقا براي

 كند  مي ء القا Tهاي    را در سلول   (Apoptosis)ريزي شده    مرگ برنامه 

 ممكـن در    CREB1د گفتـه شـده پـروتئين        با توجه به موار   ]. 6،  5[

 بـراي .  اكثر فرايندهاي سلولي نقـش داشـته باشـد         علامتيمسيرهاي  

تـوان از     مـي  علامتـي  در انـواع مـسيرهاي       CREB1مطالعه عملكرد   

siRNA      ثير آن را روي سلول مـورد       أ اختصاصي آن استفاده كرده و ت

 كـه   هـايي اسـت     يكي از راه   Reynolds معيارهاي   .نظر بررسي نمود  

براسـاس آن، ويژگـي     .  اسـتفاده كـرد    siRNAتوان براي طراحي     مي

siRNA   درصد   52 -30 با GC     وجود سه نوكلئوتيد ،A/U   در ناحيه 

، عدم حضور تكرارهاي    19 در ناحيه    A و   10 در ناحيه    U،  19 تا   15

كـدام از ايـن      هـر .  اسـت  19 در ناحيه    G،  19 در ناحيه    G/Cداخلي،  

 طراحـي   siRNAتند و در نهايـت امتيـاز        موارد داراي يك امتياز هس    

 داراي امتيـاز بيـشتري      siRNA باشد و هـر      8 تا   1تواند بين    شده مي 

  ].6[تواند در مهار بيان ژن مؤثرتر باشد  باشد، مي

، لازم   با اختصاصيت بـالا    siRNA طراحي   علاوه بر با اين حال    

 حتماً در يك مدل سلولي مناسب مورد آزمايش قرار          siRNAاست  

 K562هـاي   هاي مورد استفاده در ايـن تحقيـق، سـلول       سلول. گيرد

 هستند و بـا     (Erythrolukemia)ها اريترولوكميا    اين سلول . هستند

ها مدل سلولي مناسبي براي مطالعـات        توجه به منشأ اريتروئيدي آن    

هدف از ايـن    ]. 7[مسيرهاي علامتي تنظيم توليد هموگلوبين هستند       

 بررسي دقيق ميزان مهـاري آن        و siRNA CREB1تحقيق طراحي   

  . بودK562هاي اريترولوكميا  در سلول

ها   كه در اين تحقيق استفاده شد، تنها يكي از آن          siRNAاز دو   

 ديگـر هـيچ اثـر       siRNAو   قابل تـوجهي از خـود نـشان داد         مهار

تواند در مطالعاتي كه      نتايج اين تحقيق مي    .مهاري از خود نشان نداد    

 بـا    احتمـالاً   كه ر عملكردي بسياري از داروها    در رابطه با درك مسي    

  .ثر باشدؤكنند، م  عمل ميCREB1فعال كردن 

  

  ها  مواد و روش-2

   كشت سلول-2-1

  از بخــــش ســــلولي، دانــــشگاه K562هــــاي  ســــلول

Erasmus ــدند ــه ش ــد تهي ــلول.  هلن ــا س ــيط ه  RPMI در مح

(Roswell Park Memorial Institute) (Biosera)  همراه با

FBS (Fetal Bovine Serum) 10 درصــد (Biosera) در 

 37 درصـد رطوبـت و دمـاي         95 و   CO2 درصد   5با   انكوباتور

 در هـر    106گراد كـشت داده شـدند تـا بـه تعـداد              درجه سانتي 

  .]8 [ليتر رسيدند ميلي
  

  siRNAطراحي  -2-2

افزارهــاي   اســتفاده از نــرمsiRNAهــاي طراحــي  يكــي از راه

 مهار بيان   براي. ]9[است   MWGركت  افزارهاي ش  مثل نرم ،  موجود

هاي مختلـف ژن    براي مكانsiRNA دو نوع مختلف     CREB1ژن  

CREB1   مولكول   .دش طراحي siRNA       طـور   اي كه نتوانـست بـه

ــد موجــب مهــار ژن  ــوالي CREB1كارام ــه ت  616 -598 شــود ب

mRNA   ژن CREB1         متصل شد و اتـصال مولكـول siRNA   بـا 

  . صورت گرفتCREB1ژن  1252 -1235كارايي بالا به ناحيه 

 لازم بـود از يـك       CREB1براي كنترل و تعيين ميزان مهار ژن        

siRNA منفي (Negative siRNA)      نيـز اسـتفاده شـود كـه ايـن 

siRNA    با هيچmRNA           اي رابطه مكملي نداشته و در نتيجه هـيچ

صـورت    منفي مورد استفاده بـه     siRNAتوالي  . كند ژني را مهار نمي   

5΄ AGGUAGUGUAAUCGCCUUG 3΄  بود كه از شـركت 

MWGتهيه شد .  
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5' UGACUUAUCUUCGAUGCA tt3'  تواليsiRNA

فاقد اثر مهاري

بيان ژن 

CREB 

 (Sense)سنس  

  سنس  آنتي 

 (Antisense) 

3' ACUGAAUAGAAGCUACGU 5'  

5' GGUGGAAAAUGGACUGGCU tt3'   تواليsiRNA

فاقد اثر مهاري

بالا بيان ژن 

CREB  

  سنس 

  سنس آنتي 
3' CCACCUUUUACCUGACCGA 5' 

  

  ها سلول (Transfection) ترانسفكشن -2-3

ليپوفكـشن   با استفاده روش     CREB1 ژن   siRNAدو نوع    هر

(Lipofection)    هـاي     به داخل سـلولK562    ترانـسفكت شـدند  .

 نيـز  منفي   siRNA ، هدف siRNA علاوه بر    siRNA ه مطالع براي

 اسـتفاده  ΄AGGUAGUGUAAUCGCCUUG 3΄5با توالي 

 رابطه مكملي نداشته و بنـابراين       mRNA با هيچ    siRNA اين   .شد

براي هـر نمونـه كمـپلكس        .گذارد ثير نمي أروي بيان هيچ ژني را ت     

: دش ـ به شرح ذيل آماده (LipofectamineTM 2000) ليپوفكتامين

 بدون  RPMI ميكروليتر   100 در   siRNA پيكومولار از    100مقدار  

 2 مقـدار    .شـود   مـي  مخلـوط و به آرامي چند بـار       سرم، رقيق شده    

محـيط    ميكروليتـر 100 در (Invitrogen)از ليپوفكتامين  ميكروليتر

 دقيقــه در دمــاي 5 و  بــدون ســرم مخلــوط شــدهRPMIكــشت 

 و ليپوفكتـامين    siRNAسـپس تركيـب     . آزمايشگاه قـرار داده شـد     

 ـ     20 رقيق شده با يكديگر مخلوط و      رار  دقيقه در دماي آزمايشگاه ق

ــپلكس   ــا كم ــد ت ــود Lipofectamine-DNAداده ش ــاد ش .  ايج

هـا اضـافه شـده و     كمپلكس تشكيل شده به آرامي به محيط سـلول      

شـود تـا كمـپلكس در سـطح          پليت چند بار به آرامي تكان داده مي       

 CO2 5پليـت در انكوبـاتور بـا شـرايط          . دشـو  پخـش    پليت كاملاً 

 48مدت    به گراد  درجه سانتي  37دماي    درصد و  95درصد، رطوبت   

 كنترل كـارايي ترانسفكـشن، در       براي. ]10 [ساعت قرار داده شدند   

ــلول ــار س ــا   كن ــسفكت شــده ب ــاي تران ، در CREB1 siRNAه

  هــاي جداگانــه بــا همــان شــرايط ترانسفكــشن پلاســميد چاهــك

pSV-β-Galactosidase      هـا ترانـسفكت      نيز به داخـل سـلول

  هــا، بيــان در صــورت وارد شــدن پلاســميد بــه ســلول. شــدند

β-  هـا بـه     آميزي سلول  گيرد كه با رنگ    گالاكتوزيداز صورت مي

  .شوند رنگ آبي نمايان مي

هاي ترانسفكت شده با     آميزي سلول   رنگ -2-4

pSV-β-Galactosidase 
 با استفاده   -β-Gal pSVهاي ترانسفكت شده با      آميزي سلول  رنگ

يـت  ايـن ك . انجـام گرفـت   β-Gal Staining Set (Roche) از كيـت 

ــشكل از   و (Roche) (Iron buffer)  بـــافر حـــاوي آهـــن  متـ
X-gal galactopyranoside) (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-  

 

 

تـوان بيـان ژن       كه با تركيب اين دو محلول با نسبت مشخص مي          است

lacZ         بـه ايـن    .  باكتريايي را در هر سلول ترانسفكت شده، مطالعه نمود

پ وها با كمك ميكروسك    ده و تعداد آن   هاي ترانسفكت ش   ترتيب سلول 

تثبيـت كننـده     تهيـه    بـراي . ندهـست راحتـي قابـل تـشخيص        نوري بـه  

(Fixative) ــدار ــد 540 مق ــر فرمالدهي ــد در 37 ميكروليت  38/9 درص

اضـافه شـده و در    PBS (Phosphate Buffered Saline) ليتـر  ميلي

محلـول   تهيـه    بـراي . شود گراد گرم مي   درجه سانتي  37ماري دماي    بن

 Iron buffer  واحد19 در X-gal واحد از 1، (Staining)آميزي  رنگ

  .دش مخلوط  دقيقه كاملا10ًمدت  رقيق شده و به

، رسـوب   K562هاي سوسپانـسيون     آميزي سلول  براي رنگ 

. دش حل شده و دوباره سانتريفوژ       PBSليتر    ميلي 10سلولي در   

تثبيـت  ليتـر    ميلي2  تا 1ها در     حذف شده و سلول    PBSمحلول  

هـا    سـلول  . دقيقه در دمـاي اتـاق قـرار گرفتنـد          5مدت    به كننده

د و رسـوب    ش حذف   تثبيت كننده رسوب داده شده و بلافاصله      

ليتـر    ميلـي  2  تـا  1سـپس در    .  شسته شد  PBSسلولي دو بار با     

گـراد    درجـه سـانتي    37د و در دماي     شآميزي حل    محلول رنگ 

هاي رنگ شده بـا      سلول. شود  ساعت انكوبه مي   24  تا 2مدت   به

 .دشپ نوري معكوس مطالعه وميكروسك
  

 cDNA و سنتز RNA استخراج -2-5

هاي  siRNAهاي ترانسفكت شده با      سلول  از RNAاستخراج  

CREB1   با روش   منفي   وRNX   1ها در    رسوب سلول . دش انجام 

 اضافه شد و مـدت      RNX-Plus (CinnaGen)ليتر از محلول     ميلي

سـپس بـه هـر نمونـه     . ي اتاق قرار داده شـدند  دقيقه در دما  10 -5

  دور ر دقيقـه د   5فرم افزوده شد و بعد از       و ميكروليتر كلر  200مقدار  

rpm 13000 رويـي بـه     محلـول .  دقيقه سانتريفوژ شدند   15مدت   به 

  اضافه و  (Merck)آرامي برداشته شد و هم حجم آن ايزوپروپانول         
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

1-
15

 ]
 

                               4 / 9

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-7520-en.html


   و همكارانديلمي خيابانيزهرا   K562 در رده سلولي  siRNAمهار ژن توسط  

52 

در . ريفوژ شـدند   سـانت  rpm 13000  مخلوط و سـپس در دور      كاملاً

 ميكروليتـر آب مقطـر ديـونيزه اتـوكلاو          50انتها رسوب حاصل در     

 عـلاوه   RNA تعيين مقدار و كيفيت اسـتخراج        براي .دششده حل   

توسـط   (Optical Density: OD)گيـري جـذب نـوري     بر اندازه

 درصـد نيـز     1، در ژل الكتروفورز بـا آگـارز         (Eppendorf)فتومتر  

 سـنتز   بـراي  اسـتخراج شـده      RNAز  يك ميكروگرم ا  . بررسي شد 

cDNA با استفاده از كيت RT-PCR (Bioneer)كار رفت  به. 

  

  siRNA بررسي اثر مهاري -2-6

ــه ــار ژن    ب ــزان مه ــي مي ــور بررس ــت   ازCREB1منظ كي

QuantiFast SYBR Green (QIAGEN) ــتگاه  و دسـ

Real-time PCR (ABI-7500) ها از نوع واكنش. دش استفاده 

 انجام شد كه در آن بيان (Relative quantification) نسبي-كمي

 (House keeping) دار  ژن خانـه ژن هدف در مقايسه با بيان يك

GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) 
 بـراي  زيـر  سپس از فرمـول  ؛دشمقايسه كنترل داخلي  عنوان  بـه 

  ]:12، 11[د شمحاسبه بيان ژن استفاده 
  

T2AT1AT2BT1BT

2AT1AT

2BT1BT
C)CC()CC(

CC

CC

22
2

2 ΔΔ−−−
−

−

  ــــــــــ=  ==

هاي اين تحقيق فرمـول فـوق بـه ايـن صـورت              در آزمايش 

  :خواهد بود
2��CT= 2(�CREB-�GAPDH)  

 CREB1و  ) كنترل داخلـي   (GAPDHتوالي آغازگري ژن    

صـورت    طراحي شـد، بـه  Primer Bankكه از سايت اينترنتي 

  :زير است
GAPDH- آغازگر

  جلويي
5'-GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA-3'

GAPDH- آغازگر

  برگشتي
5'-GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT-3'

CREB-5آغازگر جلويي'-CACCTGCCATCACCACTGTAA-3'  

CREB- آغازگر

  برگشتي
5'-GCTGCATTGGTCATGGTTAATGT-3'

: صورت زيـر بـود   هب Real-time PCRدما و شرايط انجام 

 دقيقـه كـه طـي ايـن         5مدت   گراد به  يت درجه سان  95گرمادهي اوليه   

 (Hot start Taq polymerase)  پليمـراز شـروع داغ  Taq حلـه مر

مـدت   گراد به   درجه سانتي  95در هر چرخه دماي     . شود  مي فعال

كه طي بود  ثانيه 30مدت  گراد به  درجه سانتي60 ثانيه، دماي 10

  . ادامه داشتچرخه 40 -35

ــايبرگرين   ــگ س ــتفاده از رن ــا اس ــزان (SYBR Green)ب  مي

رنـگ  .  در هر چرخه دنبال شـد (Amplification)فيكاسيون   آمپلي

اي علامـت فلورسـانت       دو رشـته   DNAسايبرگرين با اتـصال بـه       

اي كه واكنش تكثير وارد مرحله لگـاريتمي         در چرخه . كند ساطع مي 

شـود،    گفتـه مـي  CT (Threshold cycle)شود و تحت عنوان  مي

  .دشوگيري مي ميزان افزايش محصولات اندازه

  

   نتايج-3

 1  در شكل  K562هاي   تصويري از ميزان ترانسفكشن سلول    

هاي ترانسفكت شده بـا پلاسـميد        با شمارش سلول  . آمده است 

pSV-β-Gal        تعـداد  . دش ـ، ميزان كارايي ترانسفكـشن بررسـي

در رابطه  . استهاي آبي رنگ نمايانگر ميزان ترانسفكشن        سلول

 ـ      درصد سلول  K562 30- 40هاي   با سلول  . دها آبي رنـگ بودن

سه بـار تكـرار شـدند و در هـر سـه مـورد كـارايي                 ها   آزمايش

در هـر دو مـورد، تعـدادي        . ترانسفكشن در همين حـدود بـود      

  كـه آن است نشان دهنده   د كه   شسلول آبي كمرنگ هم مشاهده      

هـاي   در مقايـسه بـا سـلول       انـد و   ها ترانسفكت شـده    اين سلول 

  .گالاكتوزيداز كم بوده است–βپررنگ ميزان بيان ژن 
 

 
  

هـاي آبـي      سـلول  ؛pSV-β-Gal ترانسفكت شده با پلاسميد      K562 سلول   1شكل  

  .گالاكتوزيداز است–βها و بيان ژن  دهنده ترانسفكت شدن سلول رنگ نشان
  

 siRNA ترانسفكت شده با     K562هاي سلول    RNAمقدار  

 1نمونه

 2نمونه 
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ميكروگرم در  1500 و 1000ترتيب   بهCREB siRNA و منفي

 RNAهـاي     در هر نمونه   280/260 در   ODميزان  . ليتر بود  ميلي

ــوق  ــود9/1 -8/1ف ــزان .  ب ــود OD 280/260  درODمي  و وج

هاي استخراج شـده از      RNAكه  داد   نشان   28s و   18sباندهاي  

  .ها از كيفيت مطلوبي برخوردار است سلول
  )الف

  
  )ب

  
ــكل  ــي2ش ــاي   منحن ــار ژن Real-time PCRه ــوط مه ، در CREB1 مرب

هاي ترانسفكت شده بـا       منحني مربوط به سلول    :الف. است K562هاي   سلول

siRNA هــاي ترانــسفكت شــده بــا      منحنــي مربــوط بــه ســلول   :ب و

CREB1siRNAهـاي    مربوط به تعـداد چرخـه     افقي  محور   ؛PCR    و محـور 

هـاي    سـلول CT. است  سايبرگرينمربوط به ميزان افزايش فلورسانس عمودي  

K562     ترانسفكت شده با siRNA در رابطه بـا ژن        منفي GAPDH 21   و ژن

CREB1 28 و CTهاي ترانسفكت شده با   مربوط به سلولCREB1 siRNA 

ميــزان مهــاري ژن  . اســت CREB1 32 و ژن GAPDH 22در مــورد ژن 

CREB با استفاده از فرمول ΔΔCT شد محاسبه. 

  

  اول، اثـر بازدارنـدگي  CREB1 siRNAنتايج مربـوط بـه   

 87 ي دوم اثـر مهـار  CREB1 siRNA نـشان نـداده و   مؤثري

  . نشان دادK562در سلول درصد را 

 مربـوط بـه مهـار    Real time PCRهـاي   منحنـي  4شكل 

 دوم استفاده شده در اين تحقيق را siRNA با CREB1هاي  ژن

گيـري مهـار بيـان       انـدازه . دهـد   نشان مـي   K562هاي   در سلول 

CREB1ــك ژن ــار ي ــي  در كن ــرل داخل  (Endogenous) كنت

GAPDH همچنـين  . عنوان كنترل داخلي صورت گرفته است    به

  .)2شكل  (دش انجام (Duplicate)صورت دوتايي   بهها آزمايش
 

   بحث-4

 شـود  ي هدايت مي  علامتوسيله مسيرهاي    ههاي سلول ب   فعاليت

توانـد كمـك     ي مي علامتدست مسيرهاي    پايينهاي   ژن شناسايي   و

هاي مطالعه   يكي از راه .ها باشد  مان بسياري از بيماري   ربزرگي در د  

ــسيرهاي  ــم ــتفاده از ،يعلامت ــاوري اس ــت  siRNA فن  .]1[اس

 رونويسي ژن را در مرحله پس از رونويسي         siRNAهاي   لكولوم

 مهـار بيـان     براي به دليل اختصاصيت و كارايي بالا         و كنند مهار مي 

هاي جـانوري مـورد       امكان انتقال آن به انواع سلول       همچنين ژن و 

 ـ مطالعـه مـسير   بـراي هـاي اخيـر     در سـال   .دهـستن توجه     يعلامت

NF-κB (Nuclear Factor-kappa B) و p53  از سيـــستم

siRNA              استفاده شده است كه به دنبال آن چنـدين ژن درگيـر در 

  .]14، 13 [اند شناسايي شدهنيزاين مسيرها 

 در  CREB1 مهار بيان ژن     براي siRNAدر اين تحقيق دو     

كـار گرفتـه      بـه  Reynoldsرهاي   بر طبق معيا   K562هاي   سلول

 طراحي شده از امتياز     siRNAدو توالي   كه   اينبا توجه به     شد و 

 اي كـه بـه      siRNA، با ايـن حـال تنهـا         برخوردار بودند بالايي  

شد، با كارايي بـالا توانـست ژن          متصل مي  1252 -1235توالي  

CREB1   اريترولوكميـاي   هـاي     را در سلولK562    مهـار كنـد  .

ــاس مطا ــهبراس ــهاي  لع ــال  ك ــي2003در س ــاي   روي ويژگ ه

ده كه كمـپلكس    مشخص ش ،  شده انجام   siRNAترموديناميكي  

RISC تواند به يكي از دو انتهاي مولكـول           ميsiRNA   وصـل ،

شده، سپس با خاصيت هليكازي موجب جـدا شـدن دو رشـته             

پايـداري كامـل يـا نـسبي     . دشـو  siRNAسـنس    سنس و آنتـي   

كنـد كـه      تعيين مـي   siRNAته   دو رش  '5بازهاي انتهاهاي    جفت

سنس استفاده شده    عنوان آنتي   به siRNAهاي   كدام يك از رشته   

ــد    ــته باش ــت داش ــي ژن دخال ــين دو ]. 15[و در خاموش در ب

siRNA CREB1       د،  ش كه در اين تحقيق استفادهsiRNA   كـه 

ــا داراي      ــر دو انته ــداد، در ه ــشان ن ــود ن ــاري از خ ــر مه   اث
  

GAPDH 

CREB 

GAPDH 

CREB 
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 ـ    .  بود A=Uباز   جفت ممكـن   RISCب كمـپلكس    بـه ايـن ترتي

كـه در مـورد      در حـالي  . است به يكي از هر دو انتها متصل شود        

siRNA CREB       دوم با اثر مهاري بـالا، يكـي از انتهاهـا داراي 

بـه  . اسـت  U=Aباز   و انتهاي ديگر داراي جفتG≡Cباز   جفت

سنس صـورت     رشته آنتي  '5 با انتهاي    RISCاين ترتيب اتصال    

 mRNAور كارامــد توانــسته بــا طــ  بــهsiRNAگرفتــه و ايــن 

CREB              متصل شده و اثـر مهـاري را در بيـان ژن CREB1  در 

  .مرحله قبل از ترجمه انجام دهد

 در مطالعه عملكـرد     siRNA استفاده از    برايرسد   نظر مي  به

هم و همزمان براي     با siRNAلكول  و طراحي چند م   ،ژن خاص 

  .باشدهاي مختلف ژن لازم  قسمت

توانـد   عنوان يك فاكتور رونويسي مـي       به CREB1پروتئين  

ي درون سـلولي و مـسير       علامت ـدست اكثـر مـسيرهاي       در پايين 

 هـاي خـاص     در فعال كردن بيـان ژن      ي بسياري از داروها   علامت

  ]16 [.نقش داشته باشد

 بـراي   مد و مطمئن  ا كار siRNAبه اين ترتيب طراحي يك      

CREB1  ،يرها تواند نقش آن را در رابطه با بـسياري از مـس            مي

  .مشخص سازد
  

   تشكر و قدرداني-5

وسيله از تمام كساني كه در ايـن تحقيـق مـا را يـاري                بدين

  .كردند كمال تشكر را داريم
  

   منابع-6
  

[1] Dorsett Y, Tuschl T. siRNAs: application in 

functional genomics and potential as 

therapeutics. Nat Rev Drug Discov 2004; 

3(4): 318-28. 

[2] Bantounas I, Phylactou LA, Uney JB. RNA 

interference and the use of small interfering RNA 

to study gene function in mammalian systems. J 

Mol Endocrinol 2004; 33(3): 545-57. 

[3] Lee SH, Sinko PJ. siRNA--getting the message 

out. Eur J Pharm Sci 2006; 27(5): 401-10. 

[4] Mahmood-ur-Rahman, Ali I, Husnain T, 

Riazuddin S. RNA interference: the story of 

gene silencing in plants and humans. 

Biothechnol Adv 2008; 26(3): 202-9. 

[5] Shi Y, Venkataraman SL, Dodson GE, Mabb 

AM, LeBlanc S, Tibbetts RS. Direct 

regulation of CREB transcriptional activity by 

ATM in response to genotoxic stress. Proc 

Natl Acad Sci USA 2004; 101(16): 5898-903. 

[6] Reynolds A, Leake D, Boese Q, Scaringe S, 

Marshall WS, Khvorova A. Rational siRNA 

design for RNA interference. Nat Biotechnol 

2004; 22(3): 326-30. 

[7] Delgado-Cañedo A, Chies JA, Nardi NB. 

Induction of fetal haemoglobin expression in 

erythroid cells—a model based on iron 

availability signalling. Med Hypotheses 2005; 

65(5): 932-6. 

[8] Woessmann W, Zwanzger D, Borkhardt A. 

ERK signaling pathway is differentially 

involved in erythroid differentiation of K562 

cells depending on time and the inducing 

agent. Cell Biol Int 2004; 28(5): 403-10. 

[9] Schramm G, Ramey R. siRNA design 

including secondary structure target site 

production. MWG Biotech 2005; http: //www. 

nature.com/naturemethods. 

[10] Dalby B, Cates S, Harris A, Ohki EC, Tilkins 

ML, Price PJ, Ciccarone VC. Advanced 

transfection with Lipofectamine 2000 reagent: 

primary neurons, siRNA, and high-throughput 

applications. Methods 2004; 33(2): 95-103. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

1-
15

 ]
 

                               7 / 9

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-7520-en.html


 1387ستان پاييز و زم، 4و  3، شماره 11دوره   مجله علوم پزشكي مدرس  

55 

[11] Bustin, SA. Absolute quantification of mRNA 

using real-time reverse transcription 

polymerase chain reaction assays. J Mol 

Endocrinol 2000; 25(2): 169-93. 

[12] Kubista M, Andrade JM, Bengtsson M, 

Forootan A, Jonák J, Lind K, Sindelka R, 

Sjöback R, Sjögreen B, Strömbom L, 

Ståhlberg A, Zoric N. The real-time 

polymerase chain reaction. Mol Aspects Med 

2006; 27(2-3): 95-125. 

[13] Zheng L, Liu J, Batalov S, Zhou D, Orth A, 

Ding S, Schultz PG. An approach to 

genomewide screens of expressed small 

interfering RNAs in mammalian cells. Proc 

Natl Acad Sci U S A 2004; 101(1): 135-40. 

[14] Berns K, Hijmans EM, Mullenders J, 

Brummelkamp TR, Velds A, Heimerikx M, 

Kerkhoven RM, Madiredjo M, Nijkamp W, 

Weigelt B, Agami R, Ge W, Cavet G, Linsley 

PS, Beijersbergen RL, Bernards R. A large-

scale RNAi screen in human cells identifies 

new components of the p53 pathway. Nature 

2004; 428(6981): 431-7. 

[15] Khvorova A, Reynolds A, Jayasena SD. 

Functional siRNAs and miRNAs exhibit 

strand bias. Cell 2003; 115(2): 209-16. 

[16] Sangerman J, Lee MS, Yao X, Oteng E, Hsiao 

CH, Li W, Zein S, Ofori-Acquach SF, Pace 

BS. Mechanism for fetal hemoglobin 

induction by histone deacetylase inhibitors 

involves gamma-globin activation by CREB1 

and ATF-2. Blood 2006; 108(10): 3590-9. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

1-
15

 ]
 

                               8 / 9

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-7520-en.html


 

56  

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

1-
15

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               9 / 9

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-7520-en.html
http://www.tcpdf.org

