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Abstract 
 

Background and purpose: Humanin is a 24-aa peptide that is considered as one of the probable 

players of autophagy. Its inevitable role in the inhibition of apoptosis in cells is revealed, but its probable 

importance in autophagy is under evaluation. This study evaluated the role of humanin protein in 

induction of autophagy and efficacy of chemotherapy drug etoposide. 

Materials and methods: HN3 gene was synthesized and cloned in pcDNA3.1 vector and 

electroporated in AGS cell line. Expression analysis in AGS cell line was done by SDS-PAGE and Real-

time PCR using specific primers. HN3 gene inhibition was done using specific siRNA molecules. siRNAs 

transfection to the recombinant AGS cell line was done using Lipofectamine. The effects of the humanin 

inhibition on efficacy of chemotherapy agents was studied using Real-time PCR and MTT assay. 

Results: Our data showed that dose of 100 nm of siRNA caused about 40% increase in the 

mortality of cancer cells. 

Conclusion: To the best of our knowledge the current research was the first on the role of 

humanin gene in induction of autophagy in stressful cancer cells that evaluated its exact mechanism in 

autophagy induction. In addition, HN3 inhibition could increase the efficacy of chemotherapy agents in 

cancer cells. 
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 پژوهشي
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  چكيده
در نظــر گرفتــه  ينقش اتوفــاژ يكنندهفايباشد كه به عنوان فاكتور ايم يدينواسيآم 24 ديپپت كي نيهومان و هدف: سابقه

اســت. در  يدر حــال بررســ يآن در اتوفاژ تيا اهمها مشخص شده است، امآن در مهار آپوپتوز در سلول يهيشود. نقش بديم
  پرداخته شد. دياتوپوزا يدرمان يميش يدارو يو اثر ده ياژدر القاء اتوف نيهومان نينقش پروتئ يمطالعه به بررس نيا

. با روش دياستفاده گرد pcDNA3.1ژن از وكتور  نيجهت سنتز و كلون كردن ا ،يمطالعه تجرب نيدر ا ها:مواد و روش
بــا اســتفاده از  Real-time PCRوSDS-PAGE يهــاروش يلهيبــه وســ انيــب زانيــشــد. م AGS يوارد رده سلول شنيكتروپورال
اســتفاده  ياختصاصــ siRNA يهــامولكــول ژن از نيــشــد. جهــت مهــار ا يابيارز AGS يسلول يدر رده ياختصاص يهامريپرا

 ييبــر كــارآ نياستفاده شد و اثرات مهار هومان نيپوفكتاميز لا بينو ترك AGS يبه رده سلول siRNA. جهت وارد كردن ديگرد
  قرار گرفت. يمورد بررس Assay MTTو Real-time PCR يهابا استفاده از آزمون يدرمان يميعوامل ش
مــرگ و  شيدرصد، باعث افــزا 40حدود  siRNAنانو مول از  100مطالعه، دوز  نيا يهاداده جيبا توجه به نتا ها:يافته

  ).>05/0pشد ( يسرطان يهالولس ريم
بوده است و بــه  يسرطان يهادر سلول autophagy يدر القا نيدر مورد نقش ژن هومان هياول يمطالعه، مطالعه ا نيا استنتاج:

تواند اثــر عوامــل يم HN3مطالعه مشاهده شد، مهار  نيقرار گرفت. در ا يمورد بررس autophagyآن در القاء  سميمكان قيطور دق
  ش دهد.يرا افزا يسرطان يهادر سلول يدرمان يميش

  
  siRNA د،ياتوپوزا ن،يژن هومان ،يسرطان معده، اتوفاژواژه هاي كليدي: 

  

  مقدمه
وابســته بــه ســرطان،  ريــمرگ و م عيعلت شا نيسوم

ــبعــد از ســرطان ر و پســتان در جهــان، ســرطان معــده  هي
درمــان  جيمورد مــرگ در ســال ). نتــا 740000باشد (يم

 30از  شيبخــش نبــوده و بــ تيان معده چندان رضاسرط
 شــرفتهيدر مراحــل پ ص،يدر زمان تشخ مارانيدرصد از ب

استخوان متاستاز  اي هيبه كبد، ر ترشيهستند كه ب يماريب

اندروژن اســت كــه بــه  ديكوپپتيگل كي نياند. هومانداده
بوده و  نهيام دياس 24 يشده است و دارا ييشناسا يتازگ

از  ياديــباشــد. تعــداد زيمــ يار مرگ ســلولمربوط به مه
نشــان داده اســت كــه  يشــگاهيآزما طيمطالعات در شــرا

ــان ــ نيهوم ــاد يباعــث ســركوب آنت ــ يناشــ يب  رگاز م
 يهــاســلول افتــهين زيتمــا PC12و  F11 يعصب يهاسلول
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 پژوهشي

بــا  ديــپپت كي) HN( نيهومان. )1(شوديم توميفئوكروموس
بــار در ســال  نياســت كــه نخســت ويتوپروتكتيســ تيخاص

ــ 2001 ــ يتوســط گروه ــوان  يژاپن ــه عن ــب ــاكتور  كي ف
القــا  يمحافظت كننده از نورون كه مــرگ ســلول نــورون

 يليفــام مــريآلزا يماريمرتبط با ب يهاژن انيشده در اثر ب
 يكنــد، در مغــز فــرديرا ســاپرس مــ ديلوئيو تجمع بتا آم

ها نشــان ي. بررس)2(شد ييشناسا مر،يآلزا يماريمبتلا به ب
 كيــتوانــد يمتفاوت م يهابا غلظت نياند كه هومانداده

داشته باشــد.  يعصب هايدر سلول ژهيبه و ينقش محافظت
مطالعات متعدد نشان داده است كه  ه،ياز زمان كشف اول

اســت  عيوس يسلول با دامنه  يمولكول بقا كي نيهومان
مورد توجه قرار  يهدف درمان كيتواند به عنوان يكه م
 يهــاســتميس مــر،يآلزا يمــاريدر ب ديــپپت نيــا انيــ. برديگ
 5(اســت دهمثل گزارش ش ديو تول يعصب ،يعروق -يقلب
ــ)3، منشــا  ينــهيدر زم كــه ياريرغــم مطالعــات بســي. عل

DNA كــه  ســتيصورت گرفته، هنوز مشخص ن نيهومان
. بــر )6(باشــديمــ ياهســته ايــ ييايتوكنــدريمنشــا م يدارا

 يژگــيو نيو همكاران، هومــان موتوياساس مطالعات هاش
 نيروزيــت يســازفعــال قيــنوروپروتكشــن خــود را از طر

 يهــاكننــدهو فعــال اميپ يهاسندهيتراد ،خاص يهانازيك
 ياعمال م STAT3) به خصوص STATs( يبردارنسخه 
متعدد  يهاريرا در مس يها نقش مهم نازيك نيروزيت. كند
به  ينسخه بردار يهاكنندهكنند. فعاليم فايا اميپ تيهدا

در  يمهمــ يهــاكه نقش يتوپلاسميس يهانيعنوان پروتئ
رشد  يهاها و فاكتورنيتوكيبه س يسلولنرمال  يهاپاسخ

 ينرمال اعضــا ريغ تيشوند. فعاليد، شناخته مكننيم فايا
در  STAT3 ژهيــها به وSTAT ياز خانواده يبه خصوص
كه قــادر بــه  ني. هومان)8(گزارش شده است ييسرطان زا

 ريــو غ كيآپوپتوت رياز هر دو مس يسركوب مرگ سلول
 تيآبشــار هــدا ريمســ ازاست، ممكن اســت  كيآپوپتوت

بــا ســرطان  زيــ، نSTAT3وابسته بــه  كيضد آپوپتوت اميپ
دال بــر اثــرات ضــد  ي. شــواهد)7(در ارتبــاط باشــد ييزا

 نيچنــ. هــم)9(بــه دســت آمــده اســت زين نيهومان يالتهاب
 ميدر تنظــ نيدهــد كــه هومــانينشــان مــ ريــمطالعــات اخ

. )10(كنــديمــ فــايرا ا ينقــش مهمــ زيــهمئوستاز گلوكز ن
 توانــد مربــوط بــهيهــا مــدر سرطان نيهومان انيب شيافزا

 يســرطان يهــاســلول طيمحــ زيــشــده در ر جادياسترس ا
آغــاز  كيــباشد كه ســبب تحر ييمانند كمبود مواد غذا

ژن  انيب شيبا افزا يسرطان يهاگردد و سلوليآپوپتوز م
 نيــبــر ا ك،يــآپوپتوت يفاكتور آنت كيبه عنوان  نيهومان

و  يي. به عــلاوه، كمبــود مــواد غــذانديآيم ئقآپوپتوز فا
دهد كــه يم شيرا افزا يبه انرژ ازين يسلولمداوم  ميتقس
 يســرطان يهــادر ســلول يانــرژ ديتول شيبا افزا نيهومان

گــردد. بــا در يم كيمتابول يهارفتن استرس نيسبب از ب
 كيــآپوپتوتيو آنتــ يمحــافظ ســلول تيــنظر گــرفتن فعال

ژن در رده  نيــو مهــار ا انيــبــا ب العــهمط نيدر ا ن،يهومان
ژن بــر  نيــا ي)، نقش احتمــالAGSسرطان معده ( يسلول
 Etoposideبه خصوص  يدرمان يميش يهادارو ياثر ده

و مهــار آپوپتــوز  ياتوفــاژ يســازژن در فعال نيو نقش ا
ــ ــد. اتوپوزا يبررس ــش ــ دي ــتق گل كي ــكوزيمش ــهين دي  م
ــنتت ــياز پودوف كيس ــگ هاســت و از عصــار نيلوتوكس  اهي

mondark بــه ديــ. در حال حاضر اتوپوزاديآيبه دست م 
هــا بــه از ســرطان يدرمان انواع متعدد يطور گسترده برا

زنــد. يمــ بيآســ يسلول ســرطان DNAرود و به يكار م
مهــار آزاد  قيــآپوپتوز بــوده و از طر قياز طر بيآس نيا

 يهاريمســ يسازو با فعال ATP زيدرولياز ه ADP يساز
 ميكه به صورت مســتق يمشتقات ديتول يبرا ايو اح دياكس
ــه  ــ DNAب ــيوصــل م ــوند م ــد. متابوليش ــباش  -O تي

demethylated را  رياخ يهامشابه دارو يريتاث دياتوپوزا
 – semiآزاد واســطه مثــل  يهــاكــاليدارد و حضور راد

quinone  به شكستن رشتهDNA شكستن تك  قي(از طر
 ديــاتوپوزا گــريد يكند. از ســوي) كمك م DNAرشته 

 يمــيآنز دازيلوپراكســياست. م دازيلوپراكسيم يسوبسترا
الكتــرون  كيــ ونيداسيكه اكس نازيروزيت تياست با فعال

 ليكنــد. تشــكيمــ زيكاتــال ليفنوكس كاليرا به شكل راد
حــاد  يلــوكم جــاديمطــرح شــده بــه خطــر ا يهاكاليراد
 ديمدت اتوپوزا يكه توسط مصرف طولان 2نوع  ديلوئيم
ــاديا ــ ج ــرتبط م ــت م ــده اس ــام يش ــه تم ــر چ ــود. اگ ش
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ــ ــانگيگناليس ــ يه ــ ياهريمس ــوز ناش ــطه آپوپت از  يواس
را  P53تواند يم ريمس كي يول ستيمشخص ن دياتوپوزا
شــده بــه  جاديا DNA بيكه آس ييجاكند. از آن ريدرگ
دهد پس از يرا نشان م P53فعال شدن  د،ياتوپوزا لهيوس
 ،يســيرات پــس از رونوييتغ لهيبه وس DNA ،P53 بيآس

و  ونيلاسيفرد فس ون،يلاسيشود كه همانند فسفريفعال م
 وعيمطالعه با توجه به ش نيدر ا .)11، 12(است ونيلاسياست
 ريــمــرگ و م يبــالا زانيسرطان معده در كشور، م يبالا
ــ ــخ يناش ــان تش ــدم امك ــام ا صياز آن، ع ــزود هنگ  ني

 نيــا زدر پــاتوژن ليــدخ يهــاژن يبررســ تياهم ،يماريب
در  ترشينوع سرطان و به منظور فراهم نمودن اطلاعات ب

ــهيزم ــاژن ين ــتغ يه ــهي ريي ــا  افت ــده كــه ب در ســرطان مع
ســرطان در  نيــا يكننــده جــاديا يمولكــول يهاسميمكان

در ســرطان معــده  نينقــش هومــان يارتباط اند، بــه بررســ
كــه AGS يهــاسلول ي. با انجام مطالعات بر روميپرداخت

ـــلول ـــاز س ـــاپتل ياه ـــده ب الي ـــاريمع ـــه  م ـــتلا ب ـــه مب ك
شــد پــس از  ياست جداسازمعده بوده  ينومايآدنوكارس

و ساخت وكتور مــورد نظــر ژن  يها و طراحكشت سلول
و توسط دو روش  ميها وارد كردسلول نيرا به ا نيهومان

را مــورد  ياتوفــاژ انيب Realtime-PCRو  يتومتريفلوسا
اطلاعات  گاهياز پا نيژن هومان يتوال .ميقرار داد يبررس
 نيــااســتخراج شــد و جهــت كلــون كــردن  NCBIژنوم 

آن بـــــــه شـــــــماره  mRNA ياز تـــــــوال نيپـــــــروتئ
NM_001190472.11(جدول شــماره .دياستفاده گرد.( 

توانــد مربــوط بــه  يهــا مــدر سرطان نيهومان انيب شيافزا
 يســرطان يهــاســلول طيمحــ زيــشــده در ر جادياسترس ا

آغــاز  كيــباشد كه ســبب تحر ييمانند كمبود مواد غذا
ژن  انيب شيبا افزا يسرطان يهاگردد و سلوليآپوپتوز م

 نيــبــر ا ك،يآپوپتوت-يفاكتور آنت كيبه عنوان  نيهومان
و  يي. به عــلاوه، كمبــود مــواد غــذانديآيآپوپتوز فائق م

دهد كــه يم شيرا افزا يبه انرژ ازين يمداوم سلول ميتقس
 يســرطان يهــادر ســلول يژانــر ديتول شيبا افزا نيهومان

گــردد. بــا در يم كيمتابول يهارفتن استرس نيسبب از ب
 كيــآپوپتوتيو آنتــ يمحــافظ ســلول تيــنظر گــرفتن فعال

ژن در  نيــو مهــار ا انيــب يمطالعه بــه بررســ نيا ن،يهومان
ــده ( يرده ســلول ــ) و نقــش اAGSســرطان مع ژن در  ني

  و مهار آپوپتوز پرداخته است. ياتوفاژ يسازفعال

  
 نياطلاعات مربوط به ژن هومان:1جدول شماره 

   كروموزومي قرارگيري محل   ديگر هاي نام  Accession Number     ژن كد  ژن نام

 MTRNR2L3  100462983   NM_001190472.1  HN3  20 كرموزوم  

  

  مواد و روش ها
ــدر ا ــ ني ــه تجرب ــلول ،يمطالع ــه  AGS ياز رده س ب
 نيمطالعــه ژن هومــان يبــرا CRL-1739 ATCCشــماره 

بــا  يرده ســلول نيــا ).2(جــدول شــماره .ديــاستفاده گرد
جهــت  مناســب يبــوده اســت. مــدل ســلول يمنشــا انســان

و  ديــگرد يسرطان معده از بافت معــده جداســاز يبررس
منشــا گرفتــه  اليــتل ياپــ يهــانوع آن چسبنده و از ســلول

 ديســف يســاله بــا نــژاد 54از زن  يرده ســلول نيــاســت. ا
ــ ــرطان آدنوماكارس ــه س ــتلا ب ــت و مب ــده  ينومايپوس مع

 شد. يجداساز

 
مورد استفاده بــه  AGS يمشخصات رده سلول :2جدول شماره 

 عنوان مدل سرطان معده

  تايپ كاريو

باشند. عدد  يم )Hyperploidيپرپلوئيدي(ها ها سلول بودن، سرطاني يلدل به
 يكروموزوم يها ييباشد. جابجا يعدد م 49آنها برابر با  يكروموزوم

der(8)t(1;8) (q12;p23), der(19)t(19;?)(q13.6;?) مشاهده ها آن در 
  .است گرديده

  درمان از قبل معده آدنوماكارسينوماي سرطان از  تومور منشا

  بار يك روز 3 هر محيط تعويض  كشت مشخصات

 RPMI1640+10% FBS  كشت محيط

  ساعت 20  شدن برابر دو زمان

 



     
  و همكاران محمدشكرزاده     

  1396 دي،  156دوره بيست و هفتم، شماره                                                                           مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                            5

 پژوهشي

 ولــب،ي(با pcDNA™3.1 Vector يكــياز ابــزار ژنت
 يســلول در رده نيكلون كــردن ژن هومــان ي) برا كايآمر

AGS ورود  يبــرا).1ي (تصــوير شــماره. دياستفاده گرد
 يمناســب بــرا يتوال ديبه وكتور مورد نظر با نيژن هومان

مــورد نظــر  يو خاتمــه آن را بــه تــوال ،يســيشــروع رونو
 يتــوال زا Kozakاضــافه كــردن قطعــه  ياضافه نمود. بــرا

ACCATGG يو از تــــوال TCTAGA خاتمــــه  يبــــرا
 يهــا در ابتــدا و انتهــايتوال نيه ااستفاده شد ك يسيرونو

cDNA دياضافه گرد نيژن هومان.  
 

 
 pcDNA3.1وكتور مــورد اســتفاده  يكل ينما :1شماره  ريتصو

 نيجهت كلون كردن ژن هومان

  
از وكتور اتصــال داده  يژن مورد نظر با مقدار مناسب

ــاكتر ــه ب ــترانســفورم گرد E.coli يشــد و ب ــرادي  ي. ب
ــپ ــاترانســفورم داكردني ــور نوترك يدارا يه ــوكت از  بي
 50 ي) دارا رانيــا -ناژني(ســLB طيمح يحاو يهاتيپل
 نيليســ يآمپــ كيــوتيب ياز آنتــ تــريليلــيگرم بر م كرويم

ژن  كيــ يدارا pcDNA3.1 . وكتــورديــاســتفاده گرد
كــه  ييهــاسلول نيباشد. بنابرايم نيليس يمقاومت به آمپ

ه باشــند، شــد ديپلاســم يدارا ونيترانسفورماس نديدر فرا
هســتند. ابتــدا  نيليســ يآمپــ يدارا طيقادر به رشد در مح

 LB تيــدر پل pcDNA3.1 وكتــور يحــاو يهــايباكتر

 هشــب انكوبــ كيــبــه مــدت  ن،يليســ يآمپــ يآگار دارا
 طيرشد كرده را بــه محــ يهايعدد از كلن ستي. بديگرد

منتقــل كــرده و بــه  نيليســ يآمپــ يحاو عي، ماLB كشت

كشــت  گــراديدرجــه ســانت 37 يساعت در دمــا 1مدت 
ــيم 1داده شــد.  ــريليل ــه  طياز محــ ت  50كشــت فــوق را ب

و در  ديــمنتقــل گرد نيليســ يآمپــ ي، حــاوLB تــريليليم
كه كشت  يو زمان دادهكشت  گراديدرجه سانت 37 يدما
 نيــاز ا تــريل يلــيم 4 دينانو متر رس OD600 واحد از 1به 
 يســازكشــت برداشــته شــد و وكتــور آن خــالص طيمح
اتصال وكتور و  يچسبنده برا يانتها جادي.جهت اديگرد

ها مولكول نيا يهر دو ن،يقطعه ساخته شده از ژن هومان
)و از  ايــتالي(فرمنتــاز، ا BamHI ميتوســط آنــز 5΄از نقطه 

) بــرش داده  ايــتالي(فرمنتــاز، ا EcoRI ميبــا آنــز 3΄نقطــه 
ژن مــورد  يكــه دارا يهايكلن )2(تصوير شماره ي شد.
كشــت رشــد نمــوده بودنــد بــا  طيمح يوده و بر رونظر ب
ــا مــريپرا ــتا PCR و توســط روش ياختصاصــ يه  ديي

وكتــور حضــور  ياختصاصــ يهــامري. از پرادنــديگرد
 PCR اكــنشهــا، و از ويدر كلن بينوترك يدهايپلاسم

  .ها استفاده شدحضور ژن دييجهت تا
  

 
 از قطعــه ســاخته شــده بــه همــراه قطعــه يينمــا :2شماره  ريتصو

 BamHIمحدود كننده  يهاميبرش آنز يمحل ها يكوازك و معرف
 قطعه. يدر دو انتها EcoRIو 

  
ــا ي برنامــه آمــده  3در جــدول شــماره  PCR ييدم

  است.
  

  PCR ييبرنامه دما :3جدول شماره 
   دقيقه 3   گراد سانتي درجه 94   اوليه دناتوراسيون

  ازدياد سيكل 30

  ثانيه 30  گراد سانتي درجه 94

  ثانيه 30  گراد سانتي درجه 68

  ثانيه 45  گراد سانتي درجه 72

  دقيقه 5  گراد سانتي درجه 72  قطعات تكميل 
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شده جهــت مشــخص شــدن نحــوه  دييتا يهايكلون
ــرا ــوال يورود ژن ب ــ يت ــاژن يابي ــرار  ه ــتفاده ق مورداس

و  يژن وارد شده با باكتر يقطعه زيبه منظور آنال گرفتند.
ــا ييشناســا صــورت گرفــت  ديتخراج پلاســمژن اســ ني

(مطابق دستورالعمل شرح داده شده در قسمت اســتخراج 
 يابيــ يحاصل توال يهادي). پلاسمpcDNA3.1 ديپلاسم
بــا  ،يابيــيتــوال نديبه دست آمده از فرا يهايو توال. شد

و  nucleotide blast، بخــش BLASTاســتفاده از ابــزار 
قــرار  زينــالمــورد آ megablastو  blastn يهــاتميالگــور

ــور ــاگرفــت. وكت ــون يه ــده از كل ــه دســت آم ــايب  يه
 شــنيشده بــا اســتفاده از روش الكتروپور دييتا بينوترك

 بيــنوترك يها. وكتورديگرد AGSرده  يهاوارد سلول
 يبــه دســت آمــده از مرحلــه قبــل خــالص ســاز حيصــح

از  AGS يهــا. جهت وارد كردن وكتور به سلولديگرد
 ميتوســط آنــز DNAده شد و استفا شنيروش الكتروپور

ژن مورد نظر بر اساس  اني. بديگرد يمحدود كننده، خط
 دييــتا يجــانور يهــادر ســلول Real-Time PCRروش 
از صــحت  نانيوجود و اطم ديي. سپس به منظور تاديگرد

RNA ــورز رو ــده، ژل الكتروف ــتخراج ش  ينمونــه ياس
RNA در طــول  ي. از اســپكتروفوتومتر نــورديانجام گرد
مقــدار نمونــه اســتفاده  نيــينــانو متــر جهــت تع 260 مــوج
 1 ارههــا بــا اســتفاده از فرمــول شــمو غلظــت آن ديــگرد

نســبت  يخلوص نمونه بــا محاســبه نيچنمحاسبه شد. هم
واحــد  كيــشــد.  نيــينــانومتر تع 280بــه  260جــذب در 

 كــرويم 44نــانومتر، بــا  260در طــول مــوج  RNAجذب 
  باشد.يمعادل م RNA تريليليگرم در م

  

                                )   1(فرمول شماره  
 

ــفيك يابيــجهــت ارز اســتخراج شــده، از  RNA تي
اســتفاده  TAEدرصــد بــا بــافر  1آگــارز ژل الكتروفــورز 

و  18S يهاشــدت بانــد يابيــروش با ارز ني. در اديگرد
28S  كه مربــوط بــهRNA تيــفيباشــد كيمــ يبــوزومير 

RNA كــه  ييهــاگرفــت. در نمونــه قــرار يمــورد بررســ
 شــد،اســتخراج شــده با حيبه صورت صــح RNA يمحتو

باشــد. يمــ 1بــه  2بــه صــورت  18Sبــه  28Sشــدت بانــد 
 100، بــا ولتــاژ TAE (1X)الكتروفورز با استفاده از بــافر 

ســنتز  تيــانجــام شــد. از ك قــهيدق 45ولــت و بــه مــدت 
ــــا عنــــوان cDNAمولكــــول   Expand Reverseب

Transcriptase (RocheApplieSciences, USA) 
مطابق جدول  ميزمواد و آن ياصل كسي. مدياستفاده گرد

   .ديگرد هيته 4شماره 
  

  كل RNAاز  cDNAمواد لازم جهت سنتز :4جدول شماره 
RNAِ� گرم ميكرو 1  كل  

  ليتر ميكرو 1  ) مولار ميكرو Oligo dT )10 پرايمر 

  ليتر ميكرو 5X Expand RT 4 بافر 

 DTT   2 ليتر يكروم  

  ليتر ميكرو 2  ) مولار ميلي dNTP )10 نوكلئوتيد 

  ليتر ميكرو 5/0  ) ليتر ميكرو در واحد RNase )40 مهاركننده 

  ليتر ميكرو 1  ) ليتر ميكرو در واحد 50( معكوس بردار نسخه آنزيم 

  ليتر ميكرو 20 حجم تا   استريل مقطر آب

  
وان بــه عنــ oligo dT يهــامريروش از پرا نيــدر ا

 .دياستفاده گرد cDNA رشته نيجهت ساخت اول مريپرا
 يدر بافــت ســالم و ســرطان 3 نيژن هومــان ينســب انيــب از

هــا بــه كمــك روش در نمونــه ياتوفــاژ صيتشــخجهت 
Real-Time PCR 5(جــدول شــماره .ديــاســتفاده گرد.( 

و  يطراحــ PrimerSelectها به كمــك نــرم افــزار مريپرا
 يدمــا زيآنــال يمنحنــ ).7(جــدول شــماره .دنديسنتز گرد
گــراد بــا يدرجه سانت 95به  65دما از  شيبا افزا زيذوب ن

بــوده  هيگراد در هر ثانيدرجه سانت 1/0 يجيش تدريافزا
مذكور با اســتفاده از  يهاژن يواكنش برا يياست. كارا

 يهــانقطــه از رقــت 5رد و در نظر گــرفتن استاندا يمنحن
ــوال ــه  1 يمت ــدا 10ب ــت ابت ــرم از  100 يياز غلظ ــانو گ ن
ها با اســتفاده از ژن انيب زاني. مديگرد هي) تهcDNAالگو(

ز ا كيــهر  ينسب انيو ب دينرمال گرد نياكت تاژن كنترل ب
محاســبه  2,0,7نســخه  RESTافزار ها با استفاده از نرمژن
  .شد

  
 real time PCRتست  ييدما جدول :5شماره  جدول

  دقيقه 10   گراد سانتي درجه 95   اوليه دناتوراسيون

  ثانيه 30  گراد سانتي درجه 95  ازدياد سيكل 40

  ثانيه 60  ها پرايمر اتصال دماي
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بــه همــراه مهــار ژن  دياتوپوزا يدارو ياثر ده زيآنال
 ايـنMTT Assay به روش AGS يهادر سلول نيهومان

هــاي تبديل نمك تترازوليوم به كريستالروش بـراسـاس 
ــــط ــــازان توسـ ـــي فورم ــــينات  رنگ ــــزيم سوكسـ آنـ

هــــاي زنــــده و هيـــــدروژناز ميتوكنـــــدريايي ســـلولد
هاي مختلــف يـزان رنـگ توليـد شـده در نمونهمقايسـه م

ــــدازه ـــه كمـــك ان ــــوري آنب ــــري جــــذب ن ـــا گي ه
 MTT گــرم از پــودريلــيم 5 ركا نيا ي. برا)13(اشدبمي

حســاس وزن  يرا بــا تــرازو Sigma Aldrich شــركت
فاقــد فنــل  RPMI 1640 از تــريليليم 1را در نموده و آن 
 22/0 لتــريمحلول را با گذرانــدن از ف ني. اديرد حل گرد

شد. هنگام  ينگهدار خچاليكرده و در  لياستر كرونيم
 محلــولهــا، به چاهــك MTT كار كردن و اضافه نمودن

 قيــرق RPMI 1640 بــا 10:1به نسبت  دياستوك آن را با
  .نمود

، ابتــدا MTT Assayنجام تست انجام مراحل ا يبرا
 نــاريهــود لام ريآورده و در ز رونيرا از انكوباتور ب تيپل

دار قرار گرفت. سپس بــا دقــت  بيسطح ش كي يبر رو
كنترل و تســت را بــا  يهاكشت مربوط به چاهك طيمح

شــد. ســپس محلــول كــار  دهيكشــ يكمك سمپلر با آرام
MTT Assay  و  ختــهياپنــدرف ر درونرا آماده كرده و
 كيــ. به هــر ديپوشانده گرد يومينيآلوم ليدور آن با فو
از  تريل كرويم 100 زانيكنترل و تست به م يهااز چاهك

 ليــفو تيــ. اطــراف پلديــاضــافه گرد MTTمحلول كــار 
ساعت در انكوباتور قرار  4و به مدت  دهيكش يومينيآلوم

به هر  DMSO تريل كرويم 100زمان  نيداده شد. بعد از ا
 قهيدق 15به مدت  ليفو چاندنيوده و پس از پچاهك افز

زمــان دســتگاه  نيــروتاتور قرار گرفت. پــس از ا يبر رو
 630و  450 يهــاگرفتن جذب در طول مــوج يبرا زايالا

اه قرار داده شــد و در دستگ تيو پل ديگرد مينانو متر تنظ
دســتگاه  نتــريو توســط پر ديــگرد يريگجذب آن اندازه

  گزارش شد. جينتا
  

  ه هايافت
مقــدار مناســب از قطعــه  بر اساس فرمول ارائــه شــده

ــراوارد  ــده ب ــور  يش ــرم  pcDNA3.1 ،3/4وكت ــانو گ ن
وكتـــور  زانيـــم ).1(فرمـــول شـــماره .ديـــمحاســـبه گرد
pcDNA3.1 ــاكتر ــده از ب ــتخراج ش ــورد E.coli ياس ، م

بوده است كــه نســبت  تريلكروينانو گرم بر م 125استفاده 
 ريصو. در تديمحاسبه گرد 79/1نانو متر آن  280به  260

 1ژل آگــارز  يوكتــور اســتخراج شــده بــر رو 3شــماره 
از بــالا  بيــباند بــه ترت 3شده است كه  يدرصد بارگذار

از حركــت )،  يي(ممانعت فضــا يمربوط به وكتور حلقو
تــر عيسر يتر، كمكم ييممانعت فضا لي(به دل ينوع خط

 ليــ) و نوع متراكم (كــه بــه دلدر ژل حركت نموده است
تر توانسته در ژل بــه كوچك يو ساختار اديو تاب ز چيپ
  دهد.ي) را نشان مدينما يشرويپ يترشيب زانيم

  

  
  استخراج وكتور :3شماره  ريتصو

  
ــانياطم يبراســ ــ ن ــه ژن ســاخته شــده  ياز ورود قطع
پــس از مرحلــه اتصــال  pcDNA3.1 وكتــوربــه  نيهومــان

بــا  بيــوكتــور نوترك گــاز،يل ميهــا توســط آنــزمولكــول
بــرش داده شــد. وكتــور  EcoRI و BamHI يهــاميآنــز

 ليــبــه دل يبــا وكتــور حلقــو ســهيبرش داده شــده در مقا
 تنســبت بــه حالــ يحالــت كــرو ييحذف ممانعت فضا

ژل الكتروفورز  يبر رو نيو خارج شدن ژن هومان يخط
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تر از فــرم بــدون بــرش قــرار گرفتــه نييپا يدرصد، كم 1
 ميبعد از برش با دو آنز نيقطعه ژن هومان نيچناست. هم

متناسب  يطول يشده از وكتور خارج شد و در نقطه  ادي
تصويرشماره ژل متوقف شده است.  يبا طول خود بر رو

 بيــوكتــور نوترك زيــآم تيــكننده ســاخت موفق دييتا 4
pcDNA3.1 باشديم نيو قطعه ژن هومان.  

  

  
و  pcDNA3.1 بيــوكتور نوترك يميبرش آنز :4شماره  ريتصو

  هومانين ساخته شده ژنطعه ق
  

 يدر بــاكتر نياز حضــور ژن هومــان نــانيجهــت اطم
 يآمپــ يحــاو LB كشــت طيمحــ يرشــد كــرده بــر رو

 pcDNA3.1 وكتــور ياختصاصــ يهــا مرياز پرا ن،يليس

كــه وكتــور مــورد  يروش در صورت نياستفاده شد. در ا
  باشد، اندازه محصول نيژن هومان يو حاو بينظر نوترك

 PCR باشــد  يلكه وكتــور خــا ينسبت به حالت يبزرگتر
 نيحضــور ژن هومــان 5شماره  ري. در تصودينمايم جاديا

  pcDNA3.1 وكتــور ياختصاص يهامريبا استفاده از پرا
بــه دســت آمــده از  PCR محصــولنشان داده شده است. 

از حفــظ  نــانيمثبــت جهــت اطم يهــايكلنــ دييمرحله تا
، بــه همــراه اضــافه شــده بــه قطعــه يقالب خوانش و اجزا

 يابيــ يآن توال ياختصاص يهامريو پرا بيوكتور نوترك
 BioEditبيوانفورمــاتيكي  شد و بــا اســتفاده از نــرم افــزار

 خــوانش ييو انتهــا يينقاط ابتــداو پس از حذف  بررسي
 يتــوال نييحاصل از تع جينتا .نداشت يمطلوب تيفيكه ك

 نــگيپروسه كلون يط نينقطعه ژن هوما تياز ماه يحاك
  .باشديم pcDNA3.1 ر وكتورد

  

  
) با استفاده از روش يد مثبت (سف يها يكلن يزآنال :5شماره  تصوير
PCR  

  
 يبــرا ديــآم ليــاكر يژل پلــ يفيو ك ياز روش سنت
روش عصاره  ني. در ادياستفاده گرد نيحضور ژن هومان

درصــد  15ژل  يبــر رو هيــمــورد نظــر پــس از ته يســلول
بــا فراكشــن  سهينها در مقاشد و ت يبارگذار ديآم ليآكر
روش  نيــكه گــروه كنتــرل در ا يسلولداخل  گريد يها
ژن  انيــحضــور و ب يفــيتــوان بــه طــور ك يباشند، مــ يم

  ).6.(تصويرشماره كرد دييها را تادر سلول نيهومان
  

  
بــا اســتفاده از روش  AGSدر  ينژن هومان يانب يزآنال :6 شماره تصوير

SDS-PAGE  
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ــرا ــ يب ــ افتني ــه خ ــازمنطق ژن، از روش  ياموش س

وجــود  ليــ. بــه دل)14(ديــاســتفاده گرد Tuschl يشنهاديپ
اســتفاده  ازمندين ك،يژنوم يها در توالنترونيها و ااگزون
 يها اســت، مــ نترونياز ا يژن كه عار mRNA ياز توال
بعد از  ن،يژن هومان mRNA ياستخراج توال ي. براميباش

 كــا،يآمر NCBI كيــاطلاعــات ژنوم گــاهيمراجعــه بــه پا
. ســپس ديــگرد رهيــذخ FASTA مربوطه بــا قالــب يتوال

 يهــايتــوال افتنيكه جهت  ،يابي siRNA تميطبق الگور
و مــورد  ديــگرد دايــباشد نقاط هدف را پ يم RNAi اثر

 21تا  19 يهاينقاط، شامل توال نيقرار گرفت. ا يبررس
ــنوكلئوت ــ يدي ــپس يم ــند. س بــا اســتفاده از برنامــه باش

BLAST ايگــــاه داده در پNCBIــــواحي  off-target ، ن
 ت،يو در نها شدهحذف  شناسايي و ذكورم يهايتوالدر
. ديـــانتخـــاب گرد mRNA يمـــورد نظـــر رو ةيـــناح

به كار  تميحاصل از الگور جينتا )6(جدول شماره جدول
ــرا ــه ب ــان يرفت ــار ژن هوم ــ نيمه ــه از ميم ــد ك ــباش  اني

 تركبــه شــ زجهــت ســنت 1شماره  يفوق، توال يهايتوال
GenScript  6.(جدول شماره ارسال شد.(  
  همــان ايــ نيكنترل ژن هومان siRNA يطراح جهت

 Scramble ــــور ــــركت تمياز الگ ــــزار ش ــــرم اف   و ن
 siRNA Wizard v3.1 ــتفاده گرد ــاس ــوال دي   5 يو ت

' GATCCAAGATACACCGTTAAA 3'  به عنــوان
  ).6.(جدول شماره ديگرد شنهاديكنترل پ

از  پس نيژن هومان انيبكاهش  زانيم يبررس جهت
 نيژن هومان ياختصاص siRNA يهاوارد كردن مولكول

 نيهومــان mRNA كــه باعــث تكــه تكــه شــدن مولكــول
ــــ ــــد، از روشيم ــــا Real-Time PCR گردن   ب

 SYBR Green انيــب يريگ. جهت اندازهدياستفاده گرد 
 رآن كــه د ياختصاصــ يهــامريروش از پرا نيــها با اژن

ــدول ــماره ي  ج ــردآ 7ش ــتفاده  يورگ ــت، اس ــده اس ش
 شده با اســتفاده از نــرم افــزار يطراح يهامري. پراديگرد

PrimerSelect ــاوران يطراحــ  و توســط شــركت ژن فن
  .ديسنتز گرد

  
  ينجهت مهار ژن هومان siRNA يمولكول ها طراحي :6شماره  جدول

No. Sequence Start GC% Scores ΔE/Thermodynamic 
1. AAGGAACTCAGCAAATCTTAC 621 38.10 22.50 3.08/-31.90 
2. AAGAGGCGGATATAAACAAAT 846 33.33 16.67 8.05/-30.20 
3. AACAGCGCAATCCTATACTAG 1084 42.86 14.45 3.88/-33.90 
4. AACATCACATTGGACTAATCT 408 33.33 8.95 2.04/-31.10 
5. AATTCTAACCAGTCTACTGAA 382 33.33 4.75 0.70/-31.10 
6. AATGGTGTAGCCGCTATTAAG 1157 42.86 4.39 4.78/-33.60 
7. AACCTTATGGAGCTTTAATTC 877 33.33 3.90 2.02/-29.70 
8. AAAGGAACTCAGCAAATCTTA 620 33.33 2.90 3.68/-30.60 
9. AATCCTATACTAGAGTCCATA 1092 33.33 2.25 3.88/-32.20 

10. AAATTGATCTATCCGTGAAGA 829 33.33 2.00 0.53/-30.60 

  

  .استفاده مورد پرايمرهاي مشخصات :7جدول شماره 

Primer Name Accession Number  Length Sequence (5’ to 3’) Annealing Temp 
CPCR F  20 TAATACGACTCACTATAGGG 

60 °C 
CPCR R  18 ATCTTCCGTGTCAGCTCC 

HN3-F NM_001190472.1 20 GGTGATAGCTGGCTGGCTTA 
62 °C 

HN3-R NM_001190472.1 20 ATTAGTGGCTGCTTTTGGGC 
ACTB-F NM_001101.3 21 ATGGCCACGGCTGCTTCCAGC 

60 °C 
ACTB-R NM_001101.3 21 CAGGAGGAGCAATGATCTTGA 

LC3-F NM 002647.2 20 GGCACACAGAGTGAGCAGTA 
59.5 °C 

LC3-R NM 002647.2 20 CACAGCCTCTTCATCCGACA 
Beclin1-F NM_003766.3  20 GCTGAAGACAGAGCGATGGT 

59.5 °C 
Beclin1-R NM_003766.3  20 CATGGTGCTGTTGTTGGACG 
ATG12-F NM_004707.3 20 TGCTGGAGGGGAAGGACTTA 

59.5 °C ATG12-R NM_004707.3 20 GTTCGCTCTACTGCCCACTT 
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ــدازه ــت ان ــگجه ــب يري ــان اني ــه روش نيژن هوم   ب
 Real-Time PCR ســتيبايدر مرحلــه اول مــ mRNA 

اســتخراج  siRNA يهــامولكــول ريتحــت تــاث يهاسلول
اســتفاده  RNA جهــت اســتخراج Trizol گردد. از روش

اســتخراج شــده نشــان  RNA 7شــماره ري. در تصوديگرد
درصـــد  1ژل آگـــارز  يداده شـــده اســـت كـــه بـــر رو

ژل  يكــه بــر رو 18sو  28s ي. باند هاديگرد يارذبارگ
اســتخراج  RNA تيــكننــده ماه دييــشده اســت تا انينما

نــانوگرم  860استخراج شــده  RNA زانيباشد. ميشده م
 280بــه  260طول موج  جذب و نسبتبوده  تريلكرويبر م

  .باشديم 78/1 برابرنانومتر 
  

  
 يلكــول هــامو يرتحت تاث يسلول ها mRNA :7 شماره تصوير

siRNA  
  

ــا  نيژن هومــان Amplification، 1نمــودار شــماره  ب
آن، در حالــت اســتاندارد را نشــان  ياختصاص يهامريپرا
ژن در نقــاط  انيــب يتميلگــار شيافــزا انگريــدهد كه بيم

 زانيــم 3/3باشــد. اخــتلاف يمختلف نمودار، استاندارد م
برابــر كــاهش غلظــت در نمــودار  10در هــر  كل،يســ

 يهــامــريقابل قبول توسط پرا ادياز ازد يد، حاكاستاندار
  باشد.يم نيژن هومان ياختصاص

  

  
 مــريبــا پرا نيژن هومان Amplificationنمودار  :1نمودارشماره 

  آن ياختصاص يها
  

بــا  نيژن هومــان Melting Curve، 2نمودار شــماره 
آن در حالــت اســتاندارد را نشــان  ياختصاصــ يهامريپرا
ــدهــد كــه بيمــ ــورد  يهــامريپرا تياختصاصــ گــراني م

 يو بانــد هــا يجــانب يهــاواكــنش جــادياســتفاده، عــدم ا
 كســانيباشــد. نقطــه ذوب يم PCRواكنش  نيح ياضاف

تنهــا  جــادياز ا يكمختلف استاندارد حــا يهاغلظت انيم
درجـــه  77/82ذوب  يبــا دمــا يبانــد اختصاصـــ كيــ
 مــريگونه واكنش پراچيه نيچنباشد و هميگراد ميسانت
  .ديمشاهده نگرد زين نگي مريدا

  

  
 مــريبا پرا نيژن هومان Melting Curveنمودار : 2نمودارشماره 

  آن ياختصاص يها
  

 يهامريبا پرا ني، استاندارد ژن هومان3نمودارشماره 
آن در حالــت نمــودار اســتاندارد را نشــان  ياختصاصــ
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مورد استفاده  يهامريپرا تياختصاص گرانيدهد كه بيم
اســتفاده  Real-Time PCR نــهيو به حيو واكــنش صــح

اســتفاده شــده بــر  يهــاغلظــت يريباشد. قرارگيشده، م
نشــان دهنــده واكــنش  r2=0/98 يخط و همبســتگ يرو
 زانيــباشــد. ميهــا مــساخت واكــنش هيو دقت ته حيصح
خــط در حــدود  بيبــر اســاس شــ زيــواكــنش ن ييكــارا

  .ديدرصد مشخص گرد 68/100
  

  
 يهــا مــريبــا پرا نياستاندارد ژن هومــانر نمودا: 3نمودارشماره 

  آن ياختصاص
  

ــان ــان ينســب بي ــا اســتفاده از پرا ينژن هوم  يمرهــايب
 يدارا يهــادر گروه ســلول SYBR Greenو ياختصاص

كننــده ژن  يافــتگــروه در ين،ژن هومان بيوكتور نوترك
ــان ــانو 20غلظــت  ين،هوم ــول از  ن  ياختصاصــ siRNAم
 100و غلظت  ينومانكننده ژن ه يافتگروه در ين،هومان
شــد.  يبررســ ينهومــان ياختصاصــ siRNAمــول از  نــانو
 66/4، 59/13 يبفوق به ترت يهاژن در گروه يانب يزانم

ژن در  يــانب )4نمودارشــماره (.يــدمشخص گرد 072/1و 
 يهــافوق در رابطه با گروه كنتــرل كــه ســلول يهاگروه

 يافــتدر siRNA يچ گونــهو هــ ينفاقد وكتور ژن هومــان
برابــر شــدن  چند يزانو به صورت م يسهده بودند، مقانكر

به عنوان كنترل  يناكت از ژن بتا ينچن. هميدگزارش گرد
غلظــت  يــانم يم،رابطــه مســتقيــد و اســتفاده گرد يداخلــ

siRNA ينژن هومــان يــانمهــار ب يــزاناســتفاده شــده و م 
  .يدمشاهده گرد

  

  
 پرايمــر از اســتفاده بــا هومــانين ژن نســبي بيان :4 شماره نمودار

  اختصاصي هاي
  
 يهــادر ســلول نيمهــار ژن هومــان ياثــر دهــ زانيــم
AGS با اســتفاده از روش  نيكننده ژن هومان انيبMTT ،

 يهــاگــروه.ديــگرد يزنده بررس يهادرصد سلول انيو ب
 افــتيكنتــرل، گــروه در siRNAشامل سه گروه  يبررس

 siRNAكننــده  افــتيو گروه در siRNA 20nMكننده 

100 nM از  كيــهــر  ).5، 6، 7(نمودار شماره باشند .يم
 3جداگانــه كاشــته و بــه صــورت  يهــاتيــها در پلهگرو
كننــده  افــتيدر نمونه مار،يو در قالب نمونه بدون ت ييتا

 siRNAو  ديــكننــده اتوپوزا افــتيو نمونــه در دياتوپوزا
 نيبدون وكتــور هومــان AGS يهامطالعه شدند. از سلول

 يهــاهــا از گــروهنمونــه يبه عنوان كنترل استفاده و تمام
 افــتيدر يهــا. در گــروهدنــديگرد سهيمقامختلف با آن 

ــده  ــت siRNA يكنن ــادر غلظ  nM 100و  nM 20 يه
 ديــاتوپوزا يدارو ياثر ده شيدر افزا ياختلاف معنادار
  )p<0.05. (ديمشاهده گرد
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به همراه مهار  ديوپوزاات يدارو ياثر ده زيآنال :5نمودار شماره 

  كنترل ) MTT)siRNAبه روش  AGS يدر سلول ها نيژن هومان
  

  
 ژن مهــار همــراه به اتوپوزايد داروي دهي اثر آناليز :6 شماره نمودار
كننــده  يافــت(گــروه درMTT روش به AGS هاي سلول در هومانين

siRNA 20nM (  

  

  
 ژن مهــار همــراه بــه اتوپوزايد داروي دهي اثر آناليز :7 شماره نمودار
كننــده  يافــت(گــروه درMTT روش به AGS هاي سلول در هومانين

siRNA 100 nM (  

  

  بحث
 يهــاژن ييژن، شناسا انياز اهداف مطالعات ب يكي
 يبــه منظــور آگــاه يمــاريو ب يســلامت طيدر شــرا ليدخ
 يهــايهــا و بهبــود اســتراتژيمــاريب اتيــاز جزئ تــرشيبــ

مطالعه بر  نيباشد. در ايم يريشگيو پ يدرمان ،يصيتشخ
در ســرطان  انيــب شيافزا يدارا يهااز ژن يكي ييشناسا

نوع سرطان در كشــور،پرداخته  نيترعيمعده، به عنوان شا
و  عيســرطان شــا نيشد. ســرطان معــده بــه عنــوان چهــارم

محســوب  ايــاز ســرطان، در دن يعلت مــرگِ ناشــ نيدوم
 گــردد. بــر اســاس آمــار وزارت بهداشــت، درمــان ويمــ

از  يعلــت مــرگ ناشــ نيترعيشا ران،يا يآموزش پزشك
 نيــامربوط به سرطان معــده بــوده و در  ران،يسرطان در ا

مــرگ و  ينخســت جهــان يدر رتبــه رانيــكشــور ا انيــم
ــم ــاري ــ يه ــاكنون،  يناش ــرار دارد. ت ــرطان ق ــواع س از ان

ژن در ســرطان معــده  انيــب راتييــتغ ينهيدر زم يمطالعات
 نيــطلاعات به دست آمده از اا يصورت گرفته است ول

 نيــا يروشن شدن كامل پــاتوژنز مولكــول يمطالعات برا
 ونيداســيبرياســتفاده از ه تيــم. اهســتين يســرطان كــاف

ــيتفر ــب يدر مطالعــه  يق ــدان  اني ژن در ســرطان معــده ب
 انيــكردن تفاوت ب دايروش قادر به پ نيجهت است كه ا

منجر بــه  تحت مطالعه بوده و لذا يهاگروه نيژن ها در ب
ســرطان،  يدر پــاتوژنز مولكــول ليــدخ يهــاژن ييشناسا

 ايو  يدرمان ژن اي يدارو درمان يهدف برا يهاژن افتني
ســرطان  ياختصاص يترشح اي يسطح يهاماركر يمعرف

ــ ــده م ــات پ يمع ــردد. در مطالع ــيگ ــتريب نيش ــرات  ش اث
و  يدر نقاط مختلــف بــدن بررســ نيژن هومان يعملكرد

و بــه طبــع آن  يرات مهار مــرگ ســلولبر اث يمبن يجينتا
 نيدر ا ياز آن گزارش شد ول يناش ياثرات مثبت و منف

 يريــگبا هدف اندازه نيعملكرد ژن هومان ارمطالعه با مه
بهبود در سرطان معده مورد  ،يمرگ سلول شيافزا زانيم

مشاهده شــد كــه  جيقرار گرفت كه با توجه به نتا يبررس
 يبــه صــورت معنــا دار يزنــده ســرطان يهــاتعداد سلول
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 پژوهشي

ريــزي شــده است. آپوپتوز يــا مــرگ برنامــه افتهيكاهش 
 كــه در آن اجســام باشــديها نوعي مرگ سلولي مــسلول

هاي كناري هضــم آپوپتوتيك تشكيل شده، توسط سلول
هــا بــراي اي در ســلولهــاي پيچيــدهگردند. مكانيســممي

پتوزي وجود دارد. يكــي از پاسخ در برابر تحريكات آپو
تــرين اتفاقــات ســلولي در آپوپتــوز، فعــال شــدن تــدايياب

گردند مي DNA آندونوكلئازها كه باعث تكه تكه شدن
مطالعــات  ن،يژن هومــان هيــباشــد. از زمــان كشــف اوليم

 يمولكــول بقــا كيــ نيمتعدد نشان داده است كه هومــان
 كيــتواند به عنــوان ياست كه م عيوس يبا دامنه  1سلول

 -يقلبــ يهــاستميس مر،يآلزا يارميب يبرا ،يهدف درمان
 18(رديــمثل مــورد توجــه قــرار گ ديو تول يعصب ،يعروق

و  نيمهــار ژن هومــان ين مطالعــه بررســيــ. هــدف از ا)15،
در بهبــود  يدرمان يميش يهااثر دارو شيآن در افزا ريتاث

 نيهومــان cDNA .ســرطان معــده اســت يو درمان علامتــ
 ياا قطعــهبــ يدرصد 99شباهت  يآن، دارا ORF همراه
 واحد ريز يكدكننده MT-RNR2 ييايتوكندرياز ژن م

s16RNA يحــال، حتــ نيــ. بــا ا)19(باشــديمــ يبوزومير 
عملكــرد كامــل در  يهــم دارا يكوتاه شده ا ديپپت نيچن

 يمــ BAX يآپوپتــوز بــا واســطه  ريارتبــاط بــا مهــار مســ
تــا  92دال بر شباهت  يشواهد گر،ياز طرف د ).20(باشد

مختلف  يهادر كروموزوم يمشخص يحنوا يدرصد 95
 نيوجود دارد و ا نيهومان cDNA با X و 11، 5از جمله 
تنهــا بــا  نيهومان mRNA ديشود كه شايمطرح م لاحتما

 ديــتول ياهســته كيــژنوم DNA از ينســخه بــردار
انجــام شــده،  كيــوانفورماتيبا مطالعات ب .)21، 22(شوديم

كه به عنــوان  لوكوس در ژنوم شناخته شد 13در مجموع 
در نظــر گرفتــه  نيشبه هومان يهاديمختلف پپت يهايتوال
 ياهســته يهــا mtDNA ها، جزءيالتو نيا ).23(شونديم
 يهــا قطعــات NUMT .شوند يم يبندها طبقه NUMT اي
 يهســتند كــه احتمــالا طــ ييايتوكنــدريم يهــا DNA از
 3تكرار شونده اي 2ييبا واسطه عناصر قابل جابجا ينديفرا

                                                 
1 Cell survival molecul 
2 Transposable elements 
3 Repetitive elements 

ـــوم هســـته وارد شـــده در ـــد ژن ـــ)24(ان   رغـــم آن ي. عل
NUMT  هدر نظــر گرفتــ 4كــاذب يهــاها بــه عنــوان ژن 

و  يكيوانفورمــاتي، بــر اســاس مطالعــات ب)24، 25(شونديم
 يهــاياز توال يبه دست آمده، برخ يشگاهيشواهد آزما

 يدارا يهــاممكــن اســت ژن MT-RNR2L ياهســته
نجام شده در مدل . بر اساس مطالعات ا)23(عملكرد باشند

ســبب  نيهــا، مشــخص شــد كــه هومــانتيلنفوســ يانســان
 يانــرژ ديــتول شيو با افــزا ودشيم ATP غلظت شيافزا
 شيو افــزا كيــمتابول تيــسبب بهبــود فعال ييايتوكندريم
مطالعــه  نيــدر ا جينتا .)26، 27(گردديها مسلول نيا يبقا

، ATPبا كاهش ســطح نيدهد كه مهار ژن هومانينشان م
فرســوده و  يهــاســلول يكاهش پروســه اتوفــاژ قيطر از

دهــد. يمــ وقبــه ســمت آپوپتــوز ســ تــرشيرا بــ يسرطان
 يهــاســلول يكــه بــر رو يگــريدر مطالعــات د نيچنهم

صــورت  يانســان يعروقــ -يقلبــ ســتميعضلات صــاف س
ها سبب محافظت سلول نيگرفت، مشخص شد كه هومان

 نيبنــابرا شــوديمــ ديلوئيآم -بتا كيتوتوكسياز اثرات سا
مــوثر  مــريدر آلزا يوپــاتياز آنژ يريشــگيتوانــد در پيمــ

داشته و سبب  5وينوروپروتكت تين خاصي. هومان)28(باشد
اخــتلال  جــادياز ا يريو جلــوگ ينورون مهار مرگ سلول
بــا  نيدر واقــع هومــان ).29، 30(گــردديدر عملكــرد آن مــ

ــرا يبهتــر طيشــرا ATP ســطح شيافــزا  ســتيز يرا ب
و  ييكمبود مواد غذا طيكند و در شرايهم مها فراسلول
 يتر به سمت آپوپتــوز و مــرگ ســلولكم يبحران طيشرا

 يتوان برايژن م نيبا مهار ا يژگيو نيخواهد رفت. از ا
 قــاتياستفاده نمــود. تحق يسرطان يهابردن سلول نياز ب

 كيــآپوپتوت ياثرات آنتــ يدارا نيدهد كه هومانينشان م
 جــاديا قيــخــود را از طر كيــپوپتوتآ يبوده و اثرات آنت
 بســتهو سركوب آپوپتــوز وا BAX يسازاختلال در فعال

بــا  نيهومــان قــتي. در حق)30(كنــدياعمــال مــ BAX بــه
  ييمــانع جابجــا توپلاســم،يدر س BAX بــه ياتصال انتخاب

 BAX نيشــود بنــابرايمــ يتوكنــدريبــه م توپلاســمياز س 

                                                 
4 Pseudogenes 
5 Neuroprotective 
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ســبب  ديــپتپ نيــا نيچنــگردد. هــميسبب مهار آپوپتوز م
  يشــده بــه واســطه جــاديا يسركوب مرگ سلول نــورون

 c-Jun N-terminal kinase (JNK) و ASK/JNK 

 ديــپپت كيــبــه عنــوان  ني. بــه عــلاوه هومــان)31(گــردديم
بــا  نيكند. هومــانيها عمل منيترشح پروتئ يبرا گناليس

-Human Formyl Peptide Receptor رندهياتصال به گ

Like-1 (FPRL-1) و FPRL2 نيپــروتئ يهــارندهيكه گ 
مهــار  ســبب يباشند، به صورت رقابتيم زين ديلوئيآم -بتا

 مهـــار جـــهيو در نت رنـــدهيبـــه گ ديـــلوئيآم -اتصـــال بتـــا

ـــيتي ـــا نوروتوكسيس ـــا الق ـــط بت ـــده توس ـــلوئيآم -ش  دي
مطالعه با مهار عملكــرد  نيدر ا ني. بنابرا)32، 34(گردديم

 -توســط بتــا ياحتمــال تهيســيوالقــا توكس نيژن هومــان
 يســرطان يهــاســلول تــرشيكه باعــث مــرگ بــ ديلوئيآم
 يدرمــان يميش يهادارو ياثر بخش شيفزاگردد و با ايم

حــال در  نيــ. بــا اديــبه بهبود سرطان معــده، كمــك گرد
صورت گرفــت،  F11 يعصب يهاكه در سلول يمطالعات

 نيــا قيــتنهــا از طر نيهومــان تيــمشــخص شــد كــه فعال
ــدهيگ ــا صــورت نگررن ــالا مكانه ــه و احتم ــميفت ــاس  يه

در  نيهومـــان يدر بـــروز عملكـــرد محـــافظت يگونـــاگون
ــاســلول ــمختلــف دخ يه ــر اســاس  .)35، 36(هســتند لي ب

 يژگـــيو ن،يو همكـــاران، هومـــان موتويهاشـــمطالعـــات
 نيروزيــت يســازفعــال قيــنوروپروتكشــن خــود را از طر

 يهــاكننــدهو فعال اميپ يهاسندهيخاص و تراد يهانازيك
اعمال   STAT3به خصوص (STATs)     6يبردارنسخه 

را در  يمهمــ يهــانقــش اهــنازيك نيروزيت ).7،37(كنديم
هــا بــه  STAT .كننــديم فايا اميپ تيمتعدد هدا يهاريمس

كــه  يمهمــ يهادر نقش يتوپلاسميس يهانيعنوان پروتئ
 يهــاهــا و فاكتورنيتوكيبه ســ ينرمال سلول يهادر پاسخ
نرمــال  ريــغ تيــشــوند. فعاليشناخته مكنند، يم فايرشد ا
  ژهيــبــه و اهــ STAT ياز خــانواده يبــه خصوصــ ياعضا

 STAT3 ــرطان زا ــيدر س ــده اســت ي  ).38(گــزارش ش
 يليفــام مــريآلزا يمــاريكــه در ب يمــرگ ســلول نيهومــان

 ديــلوئيآم -از بتــا يناش تيشود را مستقل از سميم جاديا
                                                 
6 Signal transducers and activators of transcription 

به سركوب  كه قادر ني. هومان)21، 22، 37(كنديساپرس م
و  كيــــآپوپتوت رياز هــــر دو مســــ يمــــرگ ســــلول

 تيآبشار هدا رياست از مس ممكناست،  كيرآپوپتوتيغ
بــا ســرطان  زيــ، نSTAT3 وابسته بــه كيضد آپوپتوت اميپ
دال بر اثرات ضد  يشواهد .)38، 39(در ارتباط باشد ييزا

 نيچنــ. هــم)40(به دســت آمــده اســت زين نيهومان يالتهاب
 ميدر تنظــ نيدهــد كــه هومــانيشــان مــن ريــمطالعــات اخ

. )40(كنــديمــ فــايرا ا ينقــش مهمــ زيــهمئوستاز گلوكز ن
 يگلــوكز بــا اتصــال رقــابت ســميبــر متابول نياثرات هومــان

 insulin-like growth factor-binding بــه نيهومــان

protein-3 (IGFBP-3) شود. يم ميتنظ پوتالاموسيدر ه
 ميعامل تنظــ يمركز ديپپت كيبه عنوان  نيهومان نيبنابرا
 ختهشــنا يبرداشت گلــوكز در عضــلات اســكلت يكننده

ــ ــوديم ــرات تنظ)40(ش ــلاوه اث ــه ع ــي. ب ــان يم ــر  نيهوم ب
 ياثـــرات محـــافظت ي رنـــدهيگلـــوكز در برگ ســـميمتابول
نشان  پانكراس است. مطالعات يبتا يهابر سلول نيهومان
ــ نيدهــد كــه هومــانيمــ ــرا يقــو يفــاكتور بقــا كي  يب

تواند شروع يباشد و ميپانكراس م نيدوكران يهاسلول
 ي. عملكــرد و بقــاانــدازديب ريتــاخ هرا در مــوش بــ ابتيد

و  يمختلف درون يهاپانكراس به فاكتور يبتا يهاسلول
هــا در پــاتوژنز ســلول نيوابسته است و آپوپتوز ا يطيمح
 نيــا ليــبه دل ر،يدارد. در مطالعات اخ ينقش مهم ابتيد

 يتــر شــدن بقــايآپوپتوز سبب طولان با مهار نيكه هومان
 نيگــردد، هومــانيمــ نيانسول يبتا و آزاد ساز يهاسلول

مطــرح شــده  ابــتيد يبــرا يهــدف درمــان كيبه عنوان 
در  رييسبب تغ IGFBP-3 به نياتصال هومان ).41،42(است
، شــامل (IGF) نيفاكتور رشد شــبه انســول يستيز تيفعال

ــ يرشــد و بقــا ــاز طر IGFBP-3 .گــردديســلول م  قي
  ، -TNF از جملــه ام،يــپ تيهــدا كيپروآپتوت يهاريمس

TGF-و P53 ـــزا ـــب شيدچـــار اف ـــ اني   شـــوديم
. IGFBP-3 با اتصال به IGF-1 يسبب مهار رشــد ســلول 

ــا ــ يو الق ــوز م ــانيآپوپت ــردد و هوم ــه نيگ ــا اتصــال ب   ب
 IGFBP-3 القــا  يبالا ســبب مهــار مــرگ ســلول يتينيبا اف
  ).43(شوديم IGFBP-3 شده توسط
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 پژوهشي

 نيپــروتئ كيــ IGFBP-3 شــده اســت كــه مشخص
 نيباشــد، بنــابرايدر بدن م نيو هومان IGF-1 يحامل برا

 ميرا در بــدن تنظــ نيسطح هومان IGFBP-3 ممكن است
خــارج  يطــيمح يهاشده در بافت ديتول نيو هومان دينما
 CNS بــه IGFBP-3 لهيبه وســ يمركز يعصب ستمياز س

شــود يكه تصــور مــ تاس ليلد نيانتقال داده شود. به هم
 ميتنظــ كيــبــه عنــوان  نيهومــان يبــرا IGFBP-3كــه، 
 43(عمــل كنــدبافت  ياختصاص تيو فعال عيتوز يكننده

در  IGFBP-3 و نيهومــان نيب يبرهم كنش قو كي .)37،
وجود دارد. مشــخص  ضهيدر ب ايهموستاز سلول زا ميتنظ

ــده اســت كــه ــوان  IGFBP-3 ش ــه عن ــب ــاكتور  كي ف
 كيــآپوپتوت يآنتــ تيــبــا فعال نيهومــانو  كيپروآپوپتوت
نــر  يايــدر آپوپتوز سلول زا يمهم يهاكننده ميخود تنظ

انجام شده در موش، فقدان  يباشند. بر اساس مطالعه يم
 يســبب القــا IGFBP-3 شيبــا افــزا ضــهيهورمــون در ب

داخــل  زيگــردد. تجــويم ضهيدر ب ايآپوپتوز در سلول زا
در  يمــرگ ســلول وعن نياسبب كاهش  نيهومان ياضهيب

از نقــش پــر رنــگ  يها حاكافتهي نيشود. ايم ايسلول زا
از عملكــرد  يرياســپرماتوژنز و جلــوگ ميدر تنظ نيهومان
. بــر اســاس مطالعــات صــورت )44(باشــديمــ ضــهياشتباه ب

 ديــتول شيسبب افــزا cAMP و يتوزوليس ميگرفته، كلس
 كيلوژويزينقش ف انگريتواند ب يگردد كه ميم نيهومان

اســترس  طيتحــت شــرا ســلول يبقــا شبرديدر پ ديپپت نيا
ــ ــد دژنراس ــورون ونيمانن ــاب  ،ين ــالته ــرژ اي ــود ان  يكمب

هنــوز  زيــن نيســنتز هومــان يمــيتنظ سمي. مكان)14، 23(باشد
. بــر اســاس مطالعــات انجــام شــده ســتيكاملا مشــخص ن

  توســــــط يداخــــــل ســــــلول نيســــــطح هومــــــان
 Tripartite Motif Protein 11 (TRIM11) ميتنظــ 

واكنش  نياست كه با هومان ينيپروتئ TRIM11 .شوديم
دهــد و از يقــرار مــ E3 گــازيداده و آن را مورد هــدف ل

 نيســطح هومــان ميســبب تنظــ پروتئوزومال بيتخر ريمس
در ســرطان معــده  نيهومــان انيــب شيافزا .)6، 37(گردديم
 طيمحــ زيــشــده در ر جــاديتواند مربــوط بــه اســترس ايم

باشــد كــه  ييمانند كمبــود مــواد غــذا يطانرس يهاسلول

 يهــاگــردد كــه ســلوليآغاز آپوپتــوز مــ كيسبب تحر
فاكتور  كيبه عنوان  نيژن هومان انيب شيبا افزا يسرطان

. به علاوه، نديآيآپوپتوز فائق م نيبر ا ك،يآپوپتوت يآنت
 يبــه انــرژ ازين يمداوم سلول ميو تقس ييكمبود مواد غذا

در  يانرژ ديتول شيبا افزا نيهومان هدهد كيم شيرا افزا
ــ يســرطان يهــاســلول  يهــارفــتن اســترس نيســبب از ب
اثــر بــه همــراه  نيــمطالعــه ا نيــگــردد. در ايمــ كيمتابول
قرار گرفت و مشاهده شد  يمورد بررس دياتوپوزا يدارو

 ديــضــد ســرطان اتوپوزا يژن اثــر دارو نيــكه بــا مهــار ا
ــزا ــلول ش،ياف ــداد س ــاو تع ــرطا يه ــده س كــاهش  ينزن

كرد. در مجموع با توجه به مطالب مطــرح  دايپ يمعنادار
 يرود كه اثرات محــافظت يگمان م نيهومان رامونيشده پ
ــ ياز ســلول، ناشــ نيهومــان  ك،يــآپوپتوت ياز اثــرات آنت

) و  يتوكنــدريم يســتيز تيــ(بهبود فعال كياثرات متابول
كــار  نيبوده است و ا نيهومان ياحتمالا اثرات ضد التهاب

 ايــهــا حامــل هورمــون يهــا نيرقابت با پروتئ قياز طر ار
دهــد. بــه يانجــام مــ يســلول يهــارســپتور يهاستيآگون

 يعمــل، فراهمــ قيــدق ســميمنظــور مشــخص شــدن مكان
اندوژن مطالعــات  نيو سرنوشت هومان انيب ميتنظ ،يستيز
ــتريب ــورد ن يش ــم ــا ازي ــار نت ــت. در كن ــل از  جياس حاص

 ويتوپروتكتيســ تيفعال يدهندهمطالعات گذشته كه نشان
اثــر  يهــاســميمكان ع،يوســ يعملكــرد فيــبــا ط نيهومان
 يهــانورون ها (مانند سلولاز  ريغ ييهادر سلول نيهومان
 كيــولوژي) و اثــرات بپــانكراس يبتا يهاو سلول يجنس

  ايــ IGFBP3 بــرهم كــنش بــا قيــاز طر) نيمهــم هومــان
 STAT3 ) همطالعــ نيــحاصــل از ا يهــاافتــهيباشــد، يم 

(بــه  نيهومــان ياز نقــش احتمــال تيــرا در حما يشواهد
در پــاتوژنز ســرطان معــده ) 1، 3، 6، 10( يهــازوفرميا ژهيو

(بــه  نيهومــان قيــنقــش دق يبررســ نيفراهم نمــود. بنــابرا
 يدر پــاتوژنز مولكــول )1، 3، 6، 10( يهازوفرميخصوص ا

هــا و در مهــاجرت ســلول نيسرطان معده، دخالت هومــان
 صيتشخ يبرا وماركرياستفاده به عنوان ب تيلقابمتاستاز، 

 ليــضــد ســرطان (بــه دل يهــادارو ياثــر بخشــ يابيارز اي
)، مــارانيبــه آن در ب يابيحضور در خون و سهولت دســت



  اثرات آن يجهت بررس نيمهار ژن هومان
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(بــا  يــيمقاومــت دارو جــاديژن در ا نيــا ييتوانــا يبررس
 تيــ) و در نهانيهومــان كيآپوپتوت يآنت يژگيتوجه به و

تــر انجام مطالعات جــامع ازمندين ن،ينهوما يدرمان ليپتانس
كــه  ديــانجام شده مشــاهده گرد يهايباشد. در بررسيم
 ياختصاص يهامريبا استفاده از پرا نيژن هومان ينسب انيب

 يدارا يهــادر گــروه ســلول SYBR Green يميو شــ
كننــده ژن  افــتيگــروه در ن،يژن هومان بيوكتور نوترك

 يتصاصــاخ siRNA نــانو مــول از 20و غلظــت  نيهومــان
 100و غلظت  نيكننده ژن هومان افتيگروه در ن،يهومان

 بيــبــه ترت ن،يهومــان ياختصاصــ siRNA نــانو مــول از
 فوق يهاژن در گروه انياست. ب 072/1و  66/4، 59/13

فاقــد وكتــور ژن  يهــادر رابطه با گروه كنترل كه ســلول
نكرده بودند،  افتيدر siRNA گونه چيبوده و ه نيهومان
 ديــچند برابر شدن گزارش گرد زانيصورت م به سهيامق

اســتفاده شــده و  siRNA غلظــت انيم يميكه رابطه مستق
مطالعــه  نيوجود داشت. در ا نيژن هومان انيمهار ب زانيم
 انيب AGS يهادر سلول نيمهار ژن هومان ياثر ده زانيم

ــا اســتفاده از روش نيكننــده ژن هومــان  انيــو ب MTT ب
و مشاهده شــد كــه  ديگرد يسبرر نده،ز يهادرصد سلول
 يهــادر غلظــت siRNA يكننــده افتيدر يهادر گروه

20 nM  100و nM شيدر افــزا يدارياخــتلاف معنــ 
  )>05/0p( .وجود دارد دياتوپوزا يدارو ياثرده

مطالعــه، مهــار  نيــبه دست آمده در ا جياساس نتا بر
 بهبــود يآن رو ريتــاث تيــمطلوب ژن مورد نظر و در نها

ــاتوپوزا يدارو ياثــر بخشــ ــ دي ــه صــورت معن ــا يب دار، ب
Pvalue مــورد  يهــادرصد در رده ســلول 05/0تر از كم

 نيــنخســت جهــت اســتفاده از ا ياســتفاده بــود كــه قــدم
باشد. بــا مطالعــات يها منسرطا نيدر درمان ا يتكنولوژ

 يونياست فرمولاس ديام يكنون يهابيو با رفع ع ترشيب
 هيته ينيبال يهاييكارآزما يها برا siRNA نيمناسب از ا
 نيمطالعه مشخص شد كه مهــار ژن هومــان نيگردد. در ا

بــا  نيبخشــد. بنــابرايرا بهبود م ديدارو اتوپوزا ياثر بخش
آن  يدرمــان يهاتوان به كاربرديم ترشيانجام مطالعات ب

  توجه نمود.
  

  سپاسگزاري
كــار  نيــكه ما را درانجام ا يكسان يازتمام نيمحقق

وتشــكر را  يقــدردان تيــرســاندند، نها ياريــ يقــاتيتحق
  دارند.
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