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  چكيده

 در اين. گرددتالاسمي β–به منظور درمان گلوبين - γتواند منجر به القاي ژن  است كه مييي دارو) HU( هيدروكسي اوره :سابقه و هدف

گلوبين در - γ بررسي و غلظت بهينه جهت القا ژن K562هاي  گلوبين در سلول- γميزان القاي ژن  هاي مختلف اين دارو بر مطالعه اثر غلظت

 .شدبررسي  K562در سلول هاي  HUبر ژن كانديداي مسير سيگنالي  siRNA چنين اثر مهاري همو ها تعيين  اين سلول

جهت . تيمار شدندهيدروكسي اوره  ميكرومولار 200و  100، 50 هاي با غلظت  K562هاي سلول، در اين مطالعه تجربي: يسروش برر 

وارد  Lipofectionبا روش  K562هاي  هدف طراحي و  به سلول siRNA، هيدروكسي اورهمطالعه ميزان مهار ژن كانديداي مسير سيگنالي 

  . گيري شد اندازه Real-time PCRبا روش هيدروكسي اوره اي مسير سيگنالي گلوبين و ميزان مهاري ژن كانديد - γميزان القاي  ژن  .شدند

 200و  100برابر و در غلظت  75/1ميكرومولار  50در غلظت گلوبين  -γبيان ژن ، هيدروكسي اوره با K562هاي  سلول تيمار :هايافته

 . درصدي را نشان داد 79، مهار K562هاي  روي سلول بر siRNAهاي حاصل از تاثير  يافته. يافتبرابر افزايش  5/2 ميكرومولار تا

 .استميكرومولار  200غلظت  مشابه هيدروكسي اورهميكرومولار  100ر غلظت گلوبين د- γالقا  كهمطالعه نشان داد اين : گيرينتيجه

 .مشاهده گرديد K562ر سلول هاي دهيدروكسي اوره با كارايي بالا در مورد ژن كانديداي مسير سيگنالي  siRNAچنين ميزان مهار با  هم

  .K562 ، Real time PCR  ،siRNAهاي  گلوبين، هيدروكسي اوره، سلولγ-ژن :واژگان كليدي

  

مقدمه
1

  

توانـد توسـط     هاي ژنتيكـي اسـت كـه مـي     تالاسمي از بيماري - بتا

در اثـر   ).1- 4( اي بـروز كنـد   نوع جهش نقطـه  175- 200 بيش از

گلوبين به هم خورده و افزايش  βه ب α ها نسبت زنجيره اين جهش

                                                 

، دانشگاه علوم بهزيستي و توانبخشي، مركز تحقيقات ژنتيك، زهرا ديلمـي  تهران، : نويسنده مسئولآدرس 

  )  email: zdeilami@yahoo.com(خياباني 

  26/9/87: تاريخ دريافت مقاله

  15/2/88 :مقالهتاريخ پذيرش 

گلوبين منجر بـه رسـوب آن و در نهايـت القـا      - αنامتعادل زنجيره 

در انسـان در  ). 3- 6( شـود  هـا مـي   مرگ سـلولي در اريتروبلاسـت  

كـه متشـكل از دو    (HbF)مرحله قبل از تولد، هموگلوبين جنيني 

هموگلـوبين عمـده را   باشـد،   مـي  α2γ2جفت زنجيـره بـه صـورت    

       چينگ ژنيبعــد از تولــد در اثــر ســوئ ).1- 8(دهــد مــي تشــكيل

γ - گلوبين خاموش شده و بيان ژن β -  گيـرد  گلوبين صـورت مـي 

تالاسمي قبل از تولد به دليـل حضـور   - βدرافراد مبتلا به ). 3- 8(
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HbF كـه   كند و زماني بيماري بروز نميHbF    بـاHbA (Adult 

Hb) شـود  مشاهده مي بيماريباليني عوارض  ،گردد جايگزين مي 

هايي است  تالاسمي از معدود بيماري- βبه اين ترتيب ). 5- 8، 3(

گلــوبين  - γكــه در آن ژن فعــال گــذرا در دوره جنينــي يعنــي  

گلـوبين   - βتواند با دوباره فعال شدن، جـايگزين ژن موتانـت    مي

، مشـتقات  Azasytidine-5داروهاي مختلفي مثل ). 5- 15( گردد

گلـوبين   - γتواند باعث القاي سنتز  ره ميبوتيرات و هيدروكسي او

از بـين داروهـاي فـوق هيدروكسـي اوره تنهـا       ).8 - 15، 5( گردد

 FDA  (Federal Drug Administration)ي است كه توسـط  يدارو

را در  HbFمطالعات نشـان داده كـه ايـن دارو،    . تصويب شده است

ود تالاسـمي افـزايش داده و منجـر بـه بهب ـ     - βبيماران مبـتلا بـه   

از طرفـي داروي هيدروكسـي    ).16، 15، 5 - 8( گـردد  بيماران مي

بـا  . ها مي گـردد  باشد و سبب كاهش رشد سلول اوره توكسيك مي

 نحداقل غلظتي از اين دارو كـه بيشـتري  د توجه با اين موضوع، باي

در . گلــوبين را منجــر شــود، اســتفاده گــردد – γالقــاي بيــان ژن 

گلوبين در اثـر هيدروكسـي    - γژن گزارشات منتشر شده، القا بيان 

ولـي تـاكنون    ،اوره با روش نورترن بـلات  نشـان داده شـده اسـت    

هاي مختلـف هيدروكسـي    گلوبين در غلظت - γ ميزان القا بيان ژن

ــا اســتفاده از روش  . انجــام نشــده اســت Real time PCRاوره، ب

ــان داده   ــات نش ــه مطالع  p38MAPK (Mitogen activatedك

protein kinase) ترئــونين كينازهــاي مهــم ســلول /كــه از ســرين

در . گـردد  باشد، در اثر هيدروكسـي اوره فسـفريله و فعـال مـي     مي

 و CREB ،ATF-2هـايي مثـل    پـروتئين  p38MAPKپايين دست 

CREM هـا  در اثـر فعاليـت كينـازي      اين پروتئين. قرار دارندp38 

ميك از ايـن  در رابطه با اينكه كدا. توانند فسفريله و فعال گردند مي

هيدروكسـي اوره قـرار    ها در پايين دست مسير سـيگنالي  پروتئين

گردنـد، هنـوز اطلاعـات زيـادي در      فعـال مـي   p38دارند و توسط 

 . باشد دسترس نمي

گلـوبين، در    - γمطالعات ما نشـان داد كـه  در رابطـه بـا القـا ژن      

تـوان بـه نتـايج     ميكرومولار هيدروكسي اوره هـم مـي   100غلظت 

بـه ايـن ترتيـب    . ميكرومـولار دسـت يافـت    200با غلظـت   مشابه

    تـوان در حـداقل غلظـت هيدروكسـي اوره، حـداكثر القـا ژن        مي

γ -هاي  گلوبين را در سلولK562   ايـن   هـدف از . مشـاهده نمـود

هـاي مختلـف    گلـوبين در غلظـت   - γبررسـي بيـان ژن    ،مطالعه

 بهينـه هيدروكسـي اوره جهـت    هيدروكسي اوره و تعيين غلظت

از طرف ديگـر  .  بود K562هاي  گلوبين در سلول - γالقا بيان ژن 

، ميزان مهار ژن كانديداي مسـير  siRNAبا استفاده از تكنولوژي 

بكـارگيري  . هيدروكسي اوره مـورد بررسـي قـرار گرفـت    سيگنالي 

siRNA    ــي ــالا م ــاري ب ــر مه ــا اث ــد ب ــايي   كارآم ــد در شناس توان

هيدروكسـي اوره مفيـد   هاي در گيـر در مسـير سـيگنالي     پروتئين

 CREB (cAMP responseبـا توجـه بـه اينكـه پـروتئين      . باشـد 

element binding protein)    يك پروتئين مهم در اكثـر مسـيرهاي

، در ايـن قسـمت از تحقيـق اثـر     )27( رود سيگنالي به شـمار مـي  

مـورد بررسـي قـرار     K562هـاي   در سلول siRNA CREBمهاري 

  . گرفت

  

  مواد و روشها

 RPMIدر محـيط   K562هـاي   سـلول ن پژوهش تجربـي  در اي

(Biosera)  ــا  FBS )Fetal Bovine Serum-Biosera (10بـ

ــد  ــد  ودرص ــك درص ــيي ــك از آنت ــيلين  بيوتي ــي س ــاي پن  ،ه

 درصـد،  95 درانكوباتور بـا رطوبـت   (Biosera) استرپتومايسين

CO2 5  كشت داده شـدند  گراد  درجه سانتي 37 و دمايدرصد

105 ها به تا سلول
x5   16،11،9،5( ليتـر برسـند   در هـر ميلـي.( 

  .انجام گرفت چاهكي 12هاي استريل  ها در پليت كشت سلول

كشت داده شده در سه چاهك مختلف پليت  K562هاي  سلول

ــاثير هيدروكســي اوره   6 ــه تحــت ت ــه طــور جداگان چــاهكي ب

(Sigma) ــا غلظــت ــرار  200و  100 ،50هــاي  ب ميكرومــولار ق

و درصـد   CO2 5 درصـد،  95 رطوبـت بـا   رگرفته و در انكوباتو

 ،سـاعت  24بعـد از   .قـرار گرفتنـد  گراد  درجه سانتي 37 دماي

محيط جديـد بـه آنهـا     ليتر ميلي 1 ها رسوب داده شده و سلول

ايـن عمـل    . اضافه شده و دوباره با هيدروكسي اوره تيمار شدند

لازم بـه ذكـر اسـت كـه يـك      . براي سه روز متوالي تكرار شـد 

لي به عنوان كنترل آزمـايش، بـدون اضـافه كـردن     چاهك سلو

  .هيدروكسي اوره انتخاب شد

siRNA  ژنCREB  با اسـتفاده روش ،Lipofection    بـه داخـل

مــورد  siRNAتــوالي . ترانســفكت شــدند  K562هــاي  ســلول

                   اســــــتفاده در ايــــــن تحقيــــــق بــــــه صــــــورت    

5' GGUGGAAAAUGGACUGGCU tt3'  طراحي اين . بود

siRNA  بــر اســاس معيارهــايReynolds  و همكــاران صــورت

هـدف   siRNAعـلاوه بـر    siRNAجهت مطالعات ). 24( گرفت

باشد كه اين  نيز مي (Negative siRNA)منفي  siRNAنياز به 

siRNA  با هيچmRNA  رابطه مكملي نداشته و بنابراين برروي

كمـپلكس   ،هـر نمونـه   بـراي . گذارد تاثير نمي هيچ ژني را بيان

پيكو مولار  100 مقدار: ليپوفكتامين به شرح ذيل آماده گرديد

بدون سرم، رقيق شده و  RPMIميكروليتر  100در  siRNAاز 

از  ميكروليتـر  2مقـدار   .شـود  به آرامي چنـد بـار مـيكس مـي    

در  (Lipofectamine TM 2000- Invitrogen)ليپوفكتــامين 

 بدون سرم مخلوط شده  RPMIمحيط كشت  ميكروليتر 100

ســپس  تركيــب  . در دمــاي آزمايشــگاه قــرار داده شــد هدقيقــ 5 و
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siRNA 20 رقيق شـده بـا يكـديگر مخلـوط شـده و      و ليپوفكتامين 

ــرار داده شـــد  ــا كمـــپلكس  دقيقـــه در دمـــاي آزمايشـــگاه قـ تـ

Lipofectamine-DNA   كمــپلكس تشـكيل شـده  بــه   . ايجـاد شـود

ه و پليت چند بار به آرامـي تكـان   ها اضافه شد آرامي به محيط سلول

پليـت  . شود تا كمپلكس در سطح پليت كاملا پخـش گـردد   داده مي

درجـه   37درصد و دمـاي   CO2 5 درصد، 95با رطوبت در انكوباتور 

جهـت كنتـرل   ). 25(گرفتنـد  سـاعت قـرار    48به مدت گراد  سانتي

 CREBهاي ترانسفكت شـده بـا    يي ترانسفكشن، در كنار سلولآكار

siRNA، جداگانــه بــا همــان شــرايط ترانسفكشــن  هــاي چاهــك در

نيز به داخل سلول هـا ترانسـفكت    pSV-β-Galactosidaseپلاسميد 

ــدند ــلول   . ش ــه س ــميد ب ــدن پلاس ــورت وارد ش ــان   در ص ــا، بي                ه

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

     هـاي ترانسـفكت شـده بـا      ي سـلول آميـز  رنـگ . شوند آبي نمايان مي

β-Gal pSV-  بــا اســتفاده از كيــت(Roche) Staining Set  β-Gal 

باشـد   مـي  X-Galو  Iron bufferاين كيت متشـكل  از  . انجام گرفت

تـوان بيـان ژن    كه با تركيب اين دو محلول با نسـبت مشـخص مـي   

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

هاي ترانسفكت شده و تعداد آنها با كمـك ميكروسـكپ    ترتيب سلول

فيكسـاتيو  تهيـه   جهـت . باشـند  نوري به راحتي قابل تشـخيص مـي  

ليتـر   ميلـي  38/9درصـد در   37ميكروليتـر فرمالدهيـد    540مقدار 

PBS گـراد گـرم    درجـه سـانتي  37دماي با ماري  اضافه شده و در بن

 19در  X-Galواحـد از   1 ،زيآمي ـ رنـگ جهـت تهيـه محلـول     .دش

مخلـوط  دقيقـه كـاملا    10رقيق شده و به مـدت  Iron buffer  واحد

رسـوب   ،K562هـاي سوسپانسـيون    آميزي سـلول  براي رنگ .گرديد

. حل شده و دوبـاره سـانتريفوژ گرديـد    PBSليتر  ميلي 10سلولي در 

ليتر فيكسـاتيو بـه    ميلي 1- 2ها در  حذف شده و سلول PBS محلول 

ها رسوب داده شـده   سلول .دقيقه در دماي اتاق قرار گرفتند 5مدت 

 PBSو بلافاصله فيكساتيو حذف گرديد و رسـوب سـلولي دو بـار بـا     

آميـزي حـل    ليتـر محلـول رنـگ    ميلي 1 - 2سپس در   . شسته شد

سـاعت   2- 24گـراد بـه مـدت     درجـه سـانتي   37و در دماي  گرديد

نـوري معكـوس    هاي رنـگ شـده بـا ميكروسـكپ     سلول .انكوبه شد

  .ندمطالعه گرديد

تيمار شده بـا هيدروكسـي اوره    K562هاي  از سلول RNAاستخراج 

 .)19، 18( انجـام گرفـت   RNX-Plusكنترل با استفاده از محلـول   و

ــا ســانتريفوژ  K562 يهــا ســلول دهــي  رســوب rpm1000 در دورب

ليتـر   هاي حاصل از چهار نمونه يك ميلي به هر كدام از رسوب .شدند

دقيقـه   10- 5اضافه و بـه مـدت    RNX-Plus (Cinagene)محلول  از

 200   سـپس بـه هـر نمونـه مقـدار      . در دماي اتاق قرار داده شدند

بـه   13000 دقيقـه در دور  5 ميكروليتر كلروفرم افزوده و بـه مـدت  

فاز رويي برداشته شد و هم حجـم  . دقيقه سانتريفوژ شدند 15مدت 

ه و كاملا مخلوط گرديد و سـپس بـه   اضاف (Merck)آن ايزو پروپانول 

هــاي  بــه رســوب .ســانتريفوژ شــدند rpm13000دقيقــه  15مــدت 

سرد اضافه و سپس بـه مـدت    (Merck) ليتر اتانول حاصله يك ميلي

هـاي    در انتهـا رسـوب  . سانتريفوژ شدند rpm7800با دور  دقيقه 10

 ميكروليتــر آب ديــونيزه اتــوكلاو شــده حــل گرديــد 50حاصــله در 

عـلاوه بـر    RNAجهت تعيين مقدار و كيفيـت اسـتخراج    ).19،18(

بوسـيله اسـپكتروفتومتر، در ژل     260/280گيري جذب نوري  اندازه

بـا   cDNAسـنتز   .نيـز بررسـي شـد    آگـارز  د رصـد  1الكتروفورز بـا  

 QuntiTect Reverse transcription (Qiagene)اســتفاده از كيــت 

 ميكروگـرم   1، مقـدار  بر طبق روش ذكر شده در كيت. انجام گرفت

RNAاستخراج شده جهت سنتز  cDNA 18( استفاده گرديد  .(  

هـاي   نمونـه ، و بررسـي بيـان ژن   Real-time PCRانجـام  به منظـور  

cDNA  ميكروليتـر از   5. رقيق شـدند  5:95به صورتcDNA    هـاي

 Quantifast SYBRميكروليتـر از محلـول پايـه     10رقيق شـده بـا   

Green PCR Kit (Qiagen)  ميكروليتــراز هرســه پرايمــر در  5/1و

 ABIتايي با اسـتفاده از   8هاي  ميكروليتر در چاهك 20حجم كلي 

PRISM7000 مـوارد زيـر   برنامه واكنش شـامل  . وارد واكنش شدند

دقيقـه كـه    15 به مدتگراد  سانتي درجه 95گرمادهي اوليه در : بود

.  شـود  ل مـي فعـا   Hot start Taq DNA polymeraseدر اين مرحله 

درجـه   55 ثانيـه، دمـاي   15بـه مـدت   گـراد   درجه سانتي 94 دماي

بـه مـدت   گراد  درجه سانتي 72 ثانيه و دماي 30به مدت گراد  سانتي

  ).20( انجام گرديد PCRچرخه  35ثانيه كه در طي  30
  

 نام ژن توالي پرايمري استفاده شده

5'-GGGAAGGCTCCTGGTTGTCTA-3' γ-globin_F 

5'-TCTTGCCATGTGCCTTTGACTT-3' Γ-globin_R 

5'-CACCTGCCATCACCACTGTAA-3' CREB _ F 

5'-GCTGCATTGGTCATGGTTAATGT-3' CREB _ R 

5'-GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA-3' GAPDH_F 

5'-GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT-3' GAPDH_R 
  

انجام گرديد كـه در آن   Relative quantificationاز نوع  ها واكنش

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

3-GAPDH (Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase)   بـه

سپس از فرمـول ذيـل جهـت    . عنوان كنترل داخلي مقايسه گرديد

  .)20،23( محاسبه بيان ژن استفاده گرديد

  
صـفر،  هـاي   گلوبين با غلظت- γدر مورد بررسي ميزان القا بيان ژن 

چنين بررسي  ميكرومولار هيدروكسي اوره  و هم 200و  100، 50

  :فرمول فوق به صورت ذيل بود CREBژن  siRNAميزان مهاري 

2∆∆CT= 2(∆γ-globin-∆GAPDH)  
2∆∆CT= 2(∆CREB-∆GAPDH) 
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  هايافته

نتـايج   ، شـود  مشاهده مـي  1و جدول  1شكل  طور كه در همان

.  بي برخـوردار اسـت  از كيفيـت خـو   RNAحاصل از اسـتخراج  

نشانگر خالص بـودن   8/1از  280/260بالاتر بودن جذب نوري 

RNA 18چنـين وجـود بانـدهاي     هم. باشد مي srRNA  28وs ،

  .باشد و عدم تخريب آن مي RNAبيانگر سالم بودن 

  

 K562هاي  از سلول RNAنتايج مربوط به استخراج  - 1جدول

   *.و كنترل (HU)تيمار شده با هيدروكسي اوره

HU  

)μM200(

HU  

)μM100(

HU  

)μM50(

  كنترل

)HUبدون (

 

RNA (μg/ml)مقدار  1000 950 1050 1200

82/1 85/1 80/1 80/1  OD 260/280 

 *1 μg  از هركدامRNA  ها جهت سنتزcDNA با توجه به ميـزان  .  استفاده شد

  .ها، از كيفيت خوبي برخوردار هستند RNA 260/280جذب نوري در 

  

 

  
 كنترل K562هاي  تخليص شده از سلول RNAبررسي    -1شكل

(C) ــلول ــا     و س ــده ب ــا ش ــاي الق ــولار  200و 100 ،50ه ميكروم

  .درصد 1 هيدروكسي اوره در ژل آگارز 

  

ميزان القـاي   Real-time PCRهاي حاصل از  گراف 2در شكل 

ــا غلظــت -γژن  ــوبين را ب ــرل،  گل  200و  100،  50هــاي كنت

با توجه به نتـايج  . دهد ميكرومولار هيدروكسي اوره را نشان مي

ــه در غلظــت   مشــاهده مــي 1نمــودار  و 2شــكل   50شــود ك

ــي اوره  ــولار هيدروكسـ ــت  75/1 ميكرومـ ــر، غلظـ  100 برابـ

 5/2 ميـزان ميكرومـولار   200 برابـر و  45/2ميزان ميكرومولار 

و  2شـكل  (د شـو  گلـوبين ديـده مـي    -γبرابر القا در بيـان ژن  

  .)1 نمودار

  

  

 الف

 

 ب

 

 ج

 

 

 د

 

بـه    Real-time PCRگـراف هـاي الـف، ب، ج و د      -2شـكل  

 200و  100، 50،  0گلــوبين، در غلظــت   -γترتيــب القــاي ژن   

  .  ميكرومولار هيدروكسي اوره را نشان مي دهد

  

  

18S 

28S 

     0 μM    50μM   100μM   200μM  
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-pSV- βترانسفكت شده با پلاسميد  K562سلول  - 3شكل 

Gal.  .اي ترانسفكت شده به رنگ تيره نمايان شده اندسلوله . 

  

آمـده   3در شكل  K562هاي  ويري از ميزان ترانسفكشن سلولتص

ــا شــمارش ســلول. اســت ــا پلاســميد هــاي ب        ترانســفكت شــده ب

.pSV- β- Gal تعـداد  .  يي ترانسفكشن بررسي گرديـد آ، ميزان كار

در رابطـه  . باشد هاي آبي رنگ نمايانگر ميزان ترانسفكشن مي سلول

. هـا آبـي رنـگ بودنـد     درصـد سـلول   K562، 40 -35هاي  با سلول

ــار   ــورد ك ــار تكــرار شــدند و در هــر ســه م يي آآزمايشــات ســه ب

رنـگ هـم    تعدادي سلول آبي كم .ترانسفكشن در همين حدود بود

هـا ترانسـفكت    مشاهده گرديد كه اين حاكي از آن است اين سلول

ــد شــده ــا ســلول ان             ژن  ميــزان بيــان ي پررنــگهــا ودر مقايســه ب

β –     مقـدار  ). 3شـكل  (گالاكتوزيداز كـم بـوده اسـتRNA   هـاي

 CREBو  Negative siRNAترانسـفكت شـده بـا      K562سـلول  

siRNA   ليتـر بـود   ميكروگـرم در ميلـي   1300و   900به ترتيب .

ــوري در  ــه در 280/260ميــزان جــذب ن ــوق   RNAهــاي  نمون     ف

ــود و  8/1- 9/1 ــالايي    RNAب ــت ب ــده از كيفي ــتخراج ش ــاي اس ه

 مهــار بيــان ژن كانديــداي مســير گيــري انــدازه. برخــوردار بودنــد

 GAPDH ، در كنار يك ژن آنـدوژنوس  (CREB)هيدروكسي اوره 

همچنـين آزمايشـات   . به عنوان كنترل داخلي صورت گرفته اسـت 

   .)4 شكل. (انجام گرديد (Duplicate)به صورت دوتايي 
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هاي  با غلظت K562گلوبين سلول  - γ مقايسه ميزان القا ژن - 1نمودار 

  .ميكرومولار هيدروكسي اوره را نشان مي دهد 200و  100، 50، 0

 

مربـوط بـه مهـار ژن     Real time PCRگـراف هـاي    - 4شكل 

CREB در سلول هاي ،K562   مي باشد .  

  

  بحث

ي تالاسـم  – βگلوبين راهـي مـوثر در درمـان بيمـاران      -γالقا 

هـاي   مشابه سـلول  K562هاي  با توجه به اينكه سلول .باشد مي

اريتروئيدي جنينـي بـوده و توانـايي  القـا شـدن بـا داروهـاي        

را دارنـد، مـدل    HbFمختلف مثـل هيدروكسـي اوره و توليـد    

 in vitroگلـوبين در شـرايط    -γمناسبي جهت مطالعـات القـا   

 ايج حاصـل از دهد كـه نت ـ  ها نشان مي يافته ).12،16( باشند مي

و  in vivoن در مطالعـات  آبـه   مربـوط  mRNAو  HbFساخت 

in vitro       با هم مرتبط بـوده و بـه ايـن ترتيـب نتـايجin vitro 

در مطالعاتي  ).15(باشد  in vivoهاي  تواند تاييدي بر پاسخ مي

 μmol/L 130 ،μmol/Lهـاي   كه قبلا صـورت گرفتـه،  غلظـت   

گلـوبين     -γه جهت القـا  از هيدروكسي اور μmol/L 40و  100

به اين ترتيـب  . هاي مختلف خوني استفاده شده است در سلول

بــا  K562هــاي  در ســلول گلــوبين -γمــا جهــت مطالعــه القــا 

ميكرومـولار از   200و  100، 50 هـاي  هيدروكسي اوره غلظـت 

با توجه به اينكه داروي هيدروكسي اوره  .اين دارو را بكار برديم

كمتـرين مقـدار    هـا دارد، تعيـين   سـلول اثر سمي بر روي رشد 

ــان  ژن      ــر روي بي ــا را ب ــترين الق ــه بيش ــي اوره ك          هيدروكس

γ- نتـايج   .ها  داشته باشـد، ضـروري اسـت    گلوبين را در سلول

كـه در   نشـان داد كمي  Relative Real-time PCR حاصل از  

ميكرومولار از هيدروكسـي اوره، بيـان    200و  100هاي  غلظت

بـه ايـن ترتيـب    . يابـد  برابر افـزايش مـي   5/2گلوبين تا  -γژن 

از اين دارو، بيـان   ميكرومولار 100توان با بكارگيري غلظت  مي

ــا     -γژن  ــابه ب ــي مش ــه ميزان ــوبين را ب ــولار  200گل ميكروم

 Real-timeدر مقايسـه بـا روش   . هيدروكسـي اوره القـا نمـود   

PCR و  سـت  ا، روش نورترن بلاتينگ از دقت كمتري برخوردار

گلـوبين پـي    -γبه طور دقيق به ميزان القا بيـان ژن   توان نمي

ميزان بيـان   Relative Real time PCRكه روش  در حالي. برد
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مطمـئن جهـت   روشـي  كنـد و   ژن را به طور دقيق نمايان مـي 

هاي ما، غلظت بهينه را جهت القـا   يافته. هاست مطالعه بيان ژن

از طرف ديگـر،   . ن دادنشا K562گلوبين در سلول هاي  -γژن 

با توجه به اينكه در زمينه مسير عملكردي هيدروكسي اوره در 

گلوبين اطلاعـات زيـادي در دسـترس نمـي باشـد،       -γالقا ژن 

هاي پايين دست مسير سيگنالي هيدروكسي  شناسايي پروتئين

 تواند كمك زيادي در بهبود درمان بيمـاران مبـتلا بـه     اوره مي

β- هـاي   يكـي از راه  .اسي شـكل ارائـه دهـد   تالاسمي و آنمي د

 siRNAمطالعه مسير عملكردي داروها، اسـتفاده از تكنولـوژي   

از ايـن جهـت كـه بـه طـور       siRNAهاي  ملكول ).26(باشد مي

اختصاصي بيان ژن هدف را در مرحله پـس از رونويسـي مهـار    

در قسـمت دوم ايـن   ). 26( باشـند  كننـد، مـورد توجـه مـي     مي

نديداي مسير سيگنالي هيدروكسـي اوره  ژن كا siRNAتحقيق 

و همكـارانش،   Reynoldsبـر اسـاس معيارهـاي     CREBيعني 

، ورود siRNAاز موارد مهم در بكارگيري  ).24( طراحي گرديد

بـا اسـتفاده از روش   . باشـد  موثر به سلول و مهار كارآمد آن مي

Lipofectamine 2000 ــول ــاي  ملكـ ــزان  siRNAهـ ــا ميـ بـ

ملكـول   ).25( شـدند  K562 د سـلول هـاي  ترانسفكشن بالا وار

CREB siRNA  مورد استفاده در اين تحقيق موجب مهار بيان

بـه ايـن ترتيـب در     .درصد گرديد 5/79به ميزان   CREBژن 

كارآمـد جهـت بررسـي     siRNAتوان از اين  مطالعات آينده مي

در مسير سـيگنالي هيدروكسـي اوره    CREBعملكرد پروتئين 

  . ستفاد نمودا K562هاي  در سلول

 

  تشكر و قدرداني

بدينوسيله از زحمات اساتيد و پرسنل محترم مركـز تحقيقـات   

ژنتيك دانشگاه علوم بهزيستي و توانبخشـي تهـران كـه در بـه     

انجام رساندن اين تحقيق بر گرفته از پايان نامه كمـك كـردن   

  .صميمانه سپاسگزاري مي شود
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