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Abstract	
Aims:	 HIF‐1	 transcription	 factor	 is	 a	 key	 determinant	 of	 oxygen‐dependent	
gene	 regulation,	 which	 its	 role	 has	 been	 demonstrated	 for	 the	 survival	 and	
progress	 of	 cancer	 tumors.	 The	 effect	 of	 suppression	 of	 HIF‐1α	 on	 the	
evaluation	 of	 HIF‐1	 dependent	 processes	 and	 interference	 with	
pathophysiological	events	caused	by	hypoxia	is	important.	The	aim	of	this	study	
was	the	apoptosis	induction	in	glioma	cells	by	downregulation	of	Hif‐1α	gene.	
Materials	&	Methods:	In	this	experimental	study,	a	specific	siRNA	against	the	
HIF1α	gene	was	developed	using	OligoWalk	and	Mit	(siRNA.wi.mit.edu)	servers	
and	 the	 online	 design	 department	 of	 Invivogene	 and	Qiagene	 companies	 and	
the	 efficacy	 of	 its	 silencing	 in	 the	 U87	 glioma	 cell	 line	 was	 quantitatively	
investigated	by	the	Real‐time	PCR	technique.	In	order	to	find	out	the	effect	of	
reduction	of	expression	in	the	process	of	cell	cycle	and	apoptosis,	staining	with	
PI	and	Annexin‐PI	was	performed	and	 the	number	of	 cells	 in	 each	phase	and	
the	rate	of	cell	mortality	with	control	were	compared	by	flow	cytometry.	
Findings:	The	designed	HIF‐1a‐siRNA	was	able	to	reduce	HIF1α	expression	by	
40%.	The	treatment	of	U87	cells	after	24	hours	increased	the	cells	by	6%	and	
after	48	hours,	increased	them	by	12%	in	the	sub	G1	stage.	Confirming	the	cell	
cycle	changes,	48‐hour	treatment	induced	apoptosis	in	58%	of	cells;	regarding	
the	 1.5%	 rate	 of	 apoptosis	 in	 the	 control	 cells,	 this	 cell	 death	 rate	was	 very	
significant	and	showed	the	ability	of	the	designed	siRNA	to	induce	apoptosis.	
Conclusion:	The	apoptosis	induction	of	specific	siRNA	designed	against	HIF1α	
gene	 has	 a	 significant	 effect	 on	 the	 reduction	 of	HIF‐1α	 gene	 expression,	 cell	
growth,	and	apoptosis.	
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  چکيده

 ژن در تنظیم کلیدی کننده تعیین یک عامل ،HIF-1 رونویسی فاکتور :فاهدا
که نقش آن برای بقا و پیشرفت تومورهای سرطانی به  است اکسیژن به وابسته

 وابسته فرآیندهای بررسی برای HIF-1α اثبات رسیده است. بررسی تاثیر سرکوب
HIF-1 اهمیت دارد.  ناشی از هیپوکسیپاتوفیزیولوژیک  حوادث با تداخل و

-HIF ژن مهار وسیله به گلیوما های در سلول آپوپتوز هدف پژوهش حاضر القای

1α .بود  

 از HIF1αاختصاصی علیه ژن  siRNAدر این پژوهش تجربی، ها:  روش و مواد
 آنلاین طراحی بخش و Mit (siRNA.wi.mit.edu)و OligoWalk سرورهای

سازی آن در  طراحی شد و کارآیی خاموش Qiagene و Invivogene های شرکت
صورت کمَی مورد  آر به سی پی تایم وسیله تکنیک ریل به U87رده سلولی گلیومای 
بردن به تاثیر کاهش بیان در روند چرخه سلولی و  برای پیبررسی قرار گرفت. 

انجام و با تکنیک فلوسایتومتری،  PI - و انکسین PIآمیزی با  آپوپتوز، رنگ
  ومیر سلولی با کنترل مقایسه شد. ها در هر فاز و میزان مرگ تعداد سلول

قادر به کاهش بیان  HIF1αشده برای ژن  اختصاصی طراحی siRNAها:  یافته
ساعت سبب افزایش  ۲۴پس از  U87های  تیمار سلول. بود% ۴۰ژن به میزان 

 sub G1 مرحله در ها % افزایش سلول۱۲، سبب ساعت ۴۸و پس از  ها % سلول۶
ساعته، سبب القای آپوپتوز در ۴۸در تایید تغییرات چرخه سلولی، تیمار  .شد
های کنترل،  درصدی آپوپتوز در سلول۵/۱ها شد که با توجه به میزان  % سلول۵۸

شده را در  طراحی siRNAاین مقدار مرگ سلولی بسیار چشمگیر بود و توانایی 
  آپوپتوز نشان داد.القای 

بر  HIF1αشده علیه ژن  اختصاصی طراحی siRNAالقای آپوپتوز با  :گیری نتیجه
ها و افزایش آپوپتوز تاثیر قابل  ، روند رشد سلولHIF-1αکاهش بیان ژن 

   ای دارد. ملاحظه
 ، چرخه سلولی، آپوپتوزsiRNAگر،  مداخله HIF1 ،RNA ها: کلیدواژه
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  مقدمه

 زا مانند مواد عوامل جهش یا واسطه اختلال در اطلاعات ژنتیکی به
 های اشعه حد از بیش تابش یا سمی و شیمیایی مواد، رادیواکتیو

به سلول سرطانی تبدیل  است ممکن طبیعی سلول یونیزان، یک
 با سلول آن، کند می تغییر سلول یک DNA وقتی. [1]شود

 های سلول کار دیگر و یابد می تفاوت خود کنار سالم های سلول
 های سلول از تغییریافته سلول این. دهد نمی انجام را بدن طبیعی

 به. کند روند تکثیر مداومی را طی می و شود می جدا اش همسایه
 که داخلی علایم و دستورها از تغییریافته سلول دیگر، عبارت
 جای به و کند نمی پیروی، هستند آنها کنترل در دیگر های سلول

 سلول کند. وقتی می عمل خودسرانه دیگر، های سلول با هماهنگی

" یافته جهش" جدید سلول دو به، شود می تقسیم" یافته جهش"
 ها سلول از ای توده به سلول یک زمانی که همان تا شود می تبدیل

 تومور حجم زمانی که .[3 ,2]شود می تبدیل، شود می نامیده تومور که
، ها سلول یافته افزایش متابولیک بار رسد، می مکعب متر میلی۲ به

 تومور رشد برای مغذی مواد و ها متابولیت مناسب توزیع از مانع
 که شود می شروع سلولی هیپوکسی حالت زمان، این در. شود می

 . در[4]است موجود عروق از جدید خونی های رگ زنی جوانه القاگر
 به غذایی مواد و اکسیژن های خونی، گیری رگ نتیجه شکل

 .شود می آنها تکثیر و بقا سبب و رسیده تومور های سلول
 رونویسی فاکتور آلفای زیرواحد پایدارشدن سبب هیپوکسی،

شود، در حالی که وقتی  می (HIF1α) هیپوکسی زمان در القاشده
کافی در دسترس سلول باشد، این زیرواحد توسط آنزیم اکسیژن 

و پس از اتصال به  [5]هیدروکسیلاز، هیدروکسیله شده پرولیل
توسط سیستم یوبی کوئیتین  (VHL)لیندو  هیپل پروتئین فون

 . اما در زمان هیپوکسی، این[6]شود تجزیه می (UPS)پروتئازوم 
 فاکتور رونویسی انعنو به β زیرواحد با دایمرشدن از پس زیرواحد

 به مربوط های ژن رونویسی افزایش سبب و شده هسته وارد
 عروقی اندوتلیال رشد فاکتور مانند زایی رگ ساز پیش های پروتئین

(VEGF)پلاکت  از مشتق رشد ، فاکتور(PDGF)، فاکتور 
 و گلیکولیز مسیر به مربوط های آنزیم (TNFα) تومور نکروزدهنده

 موارد آپوپتوز و سلول داخل به گلوکز دهنده انتقال پروتئین
 و کرده حس را سلولی هیپوکسی به پاسخ ،HIF .[8 ,7]شود می

سه  از یکی از متشکل هترودایمر پروتئین یک HIF. کند می تنظیم
طور  به HIF1β است. زیرواحد βزیرواحد  یک و α زیرواحد نوع

 زمانی که در تنها HIF1-αحالی که بیان  در، شود می بیان دایم
 هیپوکسی وسیله رسد، به می% ۶ از کمتر به سلول اکسیژن غلظت

   .شود می القا

HIF-1α، خانواده عضو ترین شده حفظ HIF از نظر تکاملی است .
هلیکس  -لوپ - بزرگ هلیکس خانواده این از دیگر عضو دو

 که است HIF-2α ، یکی(bHLH-PAS) ای دهنده هسته انتقال
 گیرنده به و شده پایدار هیپوکسی وسیله به بوده، HIF1α شبیه
 ,9]شود می متصل (ARNT) ای هسته دهنده انتقال هیدروکربن آریل

 �HIF-2و  HIF-1αاست.  HIF-3α[11] هم عضو دیگر و [10
% تشابه در زنجیره آمینواسیدی و ساختار پروتئینی ۴۸دارای 

های زمانی کوتاه  ترین ایزوفرم در دوره فعال �HIF-1هستند. 
های سلولی  ساعت) در برخی از رده ۲- ۲۴؛  >۲O ۱/۰%( هیپوکسی

در شرایط هیپوکسی فیزیولوژیک یا  �HIF-2است، در حالی که 
ساعت هم  ۷۲تا  ۴۸) است و بعد از >۲O ۵%خفیف، فعال (

  .[12]تواند فعال باشد می
 روی بانک ژنی در NG_029606 دستیابی شماره با α زیرواحد

 دارای و گرفته قرار (q23.21) ۱۴ شماره کروموزوم بلند بازوی
 دهنده نام انتقال به β زیرواحد ژن. است جفت نوکلئوتید ۵۹۸۵۹

شود.  می شناخته هم (ARNT) ای هسته هیدروکربن آریل
 نیز انسان سرطان های بیوپسی از ایمنوهیستوشیمی آنالیزهای

 بافت به نسبت را HIF1 های پروتئین از ای یافته افزایش سطوح
 کرده آشکار متاستاتیک های سرطان اکثریت در اطراف نرمال
 HIF-1α بیان افزایش دارای که تومورهایی همچنین، .[13]است

های گردن و  خصوص در سرطان توموری به فنوتیپ لحاظ از، هستند
هستند.  مقاوم به درمانزا و  رگ بالایی میزان به رحم، مهاجم

های پستان، ریه،  همچنین افزایش بیان این پروتئین در سرطان
پوست، کولون، رحم، معده، پروستات و کلیه نیز ثابت شده 
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 کاهش به منجر HIF-1α عملکرد کاهش حالی که ، در[14]است
 که هایی استراتژی بنابراین .[15]شود می زایی رگ و تومور رشد

 سطح در ژن این بیان کاهش سبب درمانی ژن یا دارو وسیله به
 درمان عنوان کاندیدا در توانند به می شوند، ترجمه یا رونویسی

، HIF بیولوژی اساس از آگاهی. [16]شوند گرفته کار به سرطان
 های بیماری درمان برای، HIF مسیر دارویی گیری هدف در تواند می

  .[17]باشد مفید مربوطه
 های ژن شناسایی برای جذابی را راه ژن، سازی خاموش فناوری
های  شناسایی مسیرهای مولکولی و یافتن راه بیماری، با مرتبط

 انسان، ژنوم پروژه تکمیل زمان از. کند می فراهم جدید درمانی
 یک ، اگرچه[18]اند یافت شده زیادی بالقوه و جدید دارویی اهداف

 توسعه نوم برایاطلاعات حاصل از آنالیز ژ ترجمه برای مهم مانع
 که ژنی محصولات برای تعیین عملکرد واقعی. دارد وجود دارویی

 این سازی خاموش درمانی تاثیر و هستند درگیر بیماری یک در
 برای سنس آنتی اولیگونوکلئوتیدهای و ها ریبوزیم ژنی، محصولات

  اند.  شده استفاده خاص هدف mRNA یک
ها  یک پتانسیل بالقوه برای درک عملکرد ژن RNAiفناوری 

تواند  می ای است، دورشته RNAکه یک  RNAi .[19]است
. عملکرد [20]گری کند میانجی را خاصی ژنی توالی سازی خاموش

RNAi ای دورشته یک که شود می شروع زمانی RNA یک به ابتدا 
RNA کوچک کننده مداخله (si RNA)، ۲۱ محصول یک -

 انتهاهای و ۳اضافی در  نوکلئوتید دو با ای دورشته نوکلئوتیدی۲۳
 شکافته سیتوپلاسم در دایسر کمپلکس یک توسط فسفریله، ۵

چندجزئی  نوکلئازی کمپلکس یک به siRNA. سپس [21]شود می
 ملحق RNA (RISK)کننده القاشده توسط  نام کمپلکس خاموش به

برای بقای  HIF1-α با توجه به اهمیت حضور ژن .شود می
 siRNAهای سرطانی، در این مطالعه با استفاده از  سلول

، به مطالعه میزان کاهش HIF1-αشده علیه ژن  طراحی اختصاصی
و اثرات آن بر چرخه  U87بیان این ژن در رده سلولی گلیومای 

سلولی و مرگ سلولی پرداخته شد. بنابراین، پژوهش حاضر با هدف 
 HIF-1α ژن مهار وسیله به گلیوما های در سلول آپوپتوز القای

  انجام شد.
  

  ها مواد و روش

های  بررسی :HIF1α mRNA کننده خاموش siRNA طراحی
، سه واریانت را بیان HIF1 اند که ژن بیوانفورماتیک نشان داده

 هر سه واریانت های کند. در پژوهش تجربی حاضر، توالی می
mRNA ژن هدف برای یافتن بهترین مکان برای طراحی siRNA 

های بیو، از توالی آنها برای  کنار هم قرار داده شد. پس از بررسی
گر استفاده شد تا هر سه رونوشت  خاموش RNAطراحی 

(ترانسکریپت) ژن را شناخته و هدف تجزیه خود قرار دهد. با توجه 
ای طراحی  به گونه در داخل سلول، توالی siRNA به لزوم ردیابی

برای  متصل باشد. فلورسنت (Fam)فام  شد که سر آن با رنگ

 Mit و OligoWalk سرورهای از siRNAطراحی 

(siRNA.wi.mit.edu) های شرکت آنلاین طراحی بخش و 
Invivogene و Qiagene  استفاده شد و توالی مورد نظر به

 .)۱ داده شد (جدول(آلمان) سفارش  MWGشرکت 

 Gene افزارهای از نرم پرایمرها طراحی برایپرایمر:  طراحی

Runner 6.5.58 Beta و Oligo 7 پس از طراحی. شد استفاده 
 از تا شد انجام انسان ژنوم در Blast افزار نرم با وجو جست، پرایمرها

 نتایج. شود حاصل اطمینان پرایمرها شدن جفت محل یکتابودن
 باندشدن محل دارای پرایمرها همه که داد نشان ژنوم در وجو جست

 متصل هدف ژن به اختصاصی طور به و هستند فردی منحصربه
عنوان ژن کنترل داخلی  نیز به (β-Actin)از ژن بتااکتین  شوند. می

  ).۱در بررسی بیان ژن استفاده شد (جدول 
 هر ازای به خانه ۶ پلیت در یک U87 سلول ۱۰۵ها:  تیمار سلول

میکرولیتر ۲برای انجام تیمار سلولی از چاهک کشت داده شد. 
استفاده شد. از  Opti-MEMو محیط  ۲۰۰۰ لیپوفکتامین

ها استفاده و ورود  برای ترانسفکشن سلول siRNAپیکومول ۴۰
siRNA از پس فلورسنت میکروسکوپ وسیله به ها به داخل سلول 

  ساعت بررسی شد. ۱۲
 :cDNA (RT-PCR)و سنتز  U87های  از سلول RNAاستخراج 

نام  ، بهRNAها از محلول هموژن و پایدارکننده  برای لیزکردن سلول
RNXplus دادن رسوب (سیناژن؛ ایران) و برای RNA ، از

% ٧٠شده با اتانول  داده رسوب RNAایزوپروپانول استفاده شد. 
کربنات  پیرو اتیل آب دی در رسوب، در پایان .وشو داده شد شست

(DEPC) حاوی میکروتیوبشد.  حل RNA به استفاده زمان تا 
با استفاده از  cDNAبرای ساخت کتابخانه . شد منتقل -ºC٧٠ فریز

(فرمنتاز؛ آلمان) طبق دستورالعمل شرکت  cDNAکیت ساخت 
 & oligo (dT)تام و پرایمرهای  RNA میکروگرم۳سازنده، از 

random hexamer صحت ساخت  انجام وcDNA  با واکنش
عنوان  و تکثیر رونوشت ژن بتااکتین به (PCR)ای پلیمراز  زنجیره

  .کنترل داخلی بررسی شد

 بیان مهار مشاهده و تایید برای :siRNA سازی خاموش بررسی
mRNA ژن به مربوط HIF1α از cDNAعنوان به شده های ساخته 

-RT)معکوس  آر سی محصولات رونویسی پی. استفاده شد الگو

PCR) تر و  شدند. برای بررسی دقیق % مشاهده۲/۱ آگارز ژل روی
از  HIF1αدر کاهش بیان ژن  siRNAکردن میزان تاثیر  کمی

استفاده شد. در  (Real Time PCR) آر سی پی تایم ریلتکنیک 
؛ ایالات متحده) ABI( 7500تایم  این آزمایش از دستگاه ریل

، cDNAاز  نانوگرم۱۰شده،  استفاده شد. در واکنش انجام
 EvaGreen Rox Plus )Solisمیکرولیتر مستر میکس ۵

BioDyneپیکومول از هر کدام از آغازگرهای ۴همراه  ؛ استونی) به
میکرولیتر استفاده شد. صحت ۲۰ نهایی فوروارد و ریورس در حجم

باندبودن قطعات به کمک آنالیز ذوب محصول یا بردن  تکثیر و تک
  بررسی شد.  (PAGE)% ۱۲آمید  آکریل روی ژل پلی

  

  شده  استفاده siRNAتوالی پرایمرها و  )۱جدول 
  شماره دسترسی  توالیPCRطول محصول   نوع

´F:      5´- AGCCTTCCTTCCTGGGCATGG -3  نوکلئوتید ۱۱۵  بتااکتین

R:    5´- AGCACTGTGTTGGCGTACAGGTC-3´ 
NM_002046.5 

HIF1α  ۳۲۳ نوکلئوتید  F:   5´-GCTTGCTCATCAGTTGCCA-3´  
R: 5´-TCCAAATCACCAGCATCCAG-3´ 

NM_001243084.1 

HIF1α 
siRNA  

  
Sense 

sense5´  fam-  TGGTATCATATACGTGAATGTTT3´ 

Antisense    5´ACATTCACGTATATGATACCATT3´ 
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مدت  صورت دناتوراسیون اولیه به تایم به سیکل دمایی دستگاه ریل
ثانیه، ۲۰برای  ºC۹۴سیکل با ترتیب دمایی  ۴۰دقیقه و سپس ۵
Cº۶۰ ثانیه و تکثیر در دمای ۲۰مدت  برای اتصال آغازگرها بهCº۷۲ 

 بیان گیری اندازه از حاصل های داده ثانیه تنظیم شد. آنالیز۳۰برای 
در بررسی . [22]شد انجام ΔΔCt-2روش  از استفاده با مطالعه مورد ژن

های  در سلول HIF1αسازی بیان ژن  کمّی توان خاموش
 ینا که نجاییآ ، ازآر سی تایم پی ریلشده با دستگاه  ترنسفکت

 و ختصاصیا تمحصولا بین تمایز به درقا تنهایی به تکنیک
 تمحصولا ایبر (Melt-Curve) ذوب نالیزآ، نیست ختصاصیاغیر

  .شد منجاا تکثیر از حاصل

برای آنالیز فلوسایتومتری:  تکنیک کمک با سلولی چرخه آنالیز
 siRNA وسیله خانه به ۱۲در پلیت  U87 های چرخه سلولی، سلول

آوری شدند. سپس  ساعت جمع ۴۸و  ۲۴شده و در دو زمان  تیمار
 Cº۴ در دقیقه۵ مدت به دور در دقیقه،۱۵۰۰در  با انجام سانتریفیوژ

به  (PI) یدید کردن پروپیدیوم اضافه با. ها رسوب داده شدند سلول
 مخصوص های لوله ها به سلول سوسپانسیون سلولی،

  .شدند منتقل فلوسایتومتری

 هر توسط شده ساطع فلورسانس نور اندازه فلوسایتومتر براساس در
 با حاصل های شد. داده تعیین آن DNA محتوای، واحد سلول

  .شد آنالیز Flowing software 2.5.1 افزار نرم

برای آنالیز مرگ سلولی شامل آپاپتوز زودرس، آپاپتوز دیررس و 
آوری شدند.  جمع siRNAساعته با ۴۸ها پس از تیمار  نکروز، سلول

 وی (راچ؛ سوئیس) - محلول آنکسین میکرولیتر۵ در سلولی رسوب
 آن به PI محلول میکرولیتر۵ دقیقه،۱۰ از بعد و شده حل کاملاً 
 در. شد دهستفاا لکنتر انعنو به هنشدرتیما های لسلوشد.  اضافه
 قرار آنالیز مورد فلوسایتومتری دستگاه توسط ها  نمونه نهایت
  .شدند آنالیز دستگاه افزار نرم با ها  داده و گرفتند

  

  ها یافته

و نسبت بین غلظت آنها مؤید صحت  s۱۸و s۲۸باندهای حضور 
اختصاصی  siRNA). ۱ها بود (شکل  از سلول RNAاستخراج 

قادر به کاهش بیان ژن بود (شکل  HIF1αشده برای ژن  طراحی
۲.(  

  

  

  U87های  از سلولشده  استخراج RNAای از  نمونه )١شکل 

  

  

 تکنیک توسط ساعته۴۸ تیمار از پس HIF1α ژن بیان کاهش مشاهده) ۲شکل 
RT-PCR داخلی  کنترل عنوان به بتااکتین ژن؛ کنترل نمونه با مقایسه در

  استفاده شده است.

  

 عملکرد صحت از اطمینان منظور به تکثیر روند انجام از پس
 سیکل ۴۰ از پس ذوب منحنی آنالیز از شده طراحی پرایمرهای

تایم،  در ارزیابی کمی بیان ژن با ریل .)۱شد (نمودار  استفاده
siRNA نمودار  بود% ۴۰شده، قادر به کاهش بیان به میزان  طراحی)

۲.(   

  

  

  HIF1αهای بتااکتین و  ژن cDNAآنالیز منحنی ذوب محصولات حاصل از تکثیر اختصاصی  )۱نمودار 

  HIF1αالف) بتااکتین ب) 

  

 الفب
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 siRNA با ساعته۴۸ تیمار از پس HIF1α ژن بیان کاهش تاثیرات )۲نمودار 
  کنترل نمونه به نسبت HIF1α ژن علیه هشد حیاطر ختصاصیا

، تغییرات چرخه سلولی و مرگ HIF1αبا توجه به کاهش بیان 
سلولی نیز با تکنیک فلوسایتومتری بررسی شد و تغییرات چرخه 

ساعت،  ۲۴پس از  U87های  سلولی بیانگر این بود که تیمار سلول
ساعت،  ۴۸و پس از  sub G1 مرحله در ها % سلول۶سبب افزایش 

نسبی  شد. کاهش sub G1 مرحله در ها % افزایش سلول۱۲سبب 
 های سلول در S و sub G1 افزایش ،G1 مرحله در ها سلول

   .)۴و  ۳؛ نمودار ۲داده شد (جدول  نشان siRNA با شده ترنسفکت

  

 و ۲۴ترنسفکشن  از پس U87 های سلول در سلولی چرخه تغییرات )۲جدول 
  های کنترل ساعته و سلول۴۸

 (درصد) G2/M  (درصد) S  (درصد) Sub G1(درصد) G1  تیمار

  ۶۵/۱۹  ۲۸/۶  ۲۱/۱۲  ۷۹/۵۸کنترل

  ۰۹/۲۵  ۴۷/۱۱  ۱۲/۱۸  ۸۳/۳۹ساعته ۲۴تیمار

  ۲۴/۲۰  ۵۵/۶  ۶۸/۲۴  ۰۸/۴۶ساعته۴۸تیمار 

  

سبب  siRNAساعته با ۴۸در تایید تغییرات چرخه سلولی، تیمار 
درصدی ۵/۱ها شد که با توجه به میزان  % سلول۵۸القای آپوپتوز در 
های کنترل، این مقدار مرگ سلولی بسیار چشمگیر  آپوپتوز در سلول

داد  شده را در القای آپوپتوز نشان می طراحی siRNAبود و توانایی 
  ).۶و  ۵؛ نمودار ۳(جدول 

  

  

  ساعته و کنترل۴۸ساعته، ۲۴توزیع سلولی پس از تیمار  )۳مودار ن

  

  

  G2/Mو  G1 ،sub G1 ،Sدر مرحله و کنترل  ساعته۴۸ ،۲۴ تیمارپس از  U87های  سلولتغییرات چرخه سلولی در  )۴نمودار 
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  ساعت و کنترل ۴۸های تیمارشده پس از  در سلول U87های  آنالیز مرگ سلولی در سلول )۳جدول 

  های تیمارشده سلول  های کنترل سلول  نوع

  ۳۲/۳۱  ۸۵/۹۵ های سالم سلول

  ۴۳/۱۱  ۶/۲نکروز

  ۵۹/۲۹  ۵۸/۰ آپوپتوز اولیه

  ۶۶/۲۷  ۹۷/۰ آپوپتوز ثانویه

  

  

  ساعت ۴۸پس از  شدههای کنترل و تیمار سلولپراکندگی سلولی در  )۵نمودار 

  ی کنترلها ب) سلول U87های تیمارشده  سلولالف) 

  

  

  های کنترل و سلول در هر فاز ساعت ۴۸شده پس از های تیمار القای مرگ سلولی در سلولدر ها  درصد پراکندگی سلول )۶نمودار 

  

  بحث

 های در سلول آپوپتوز حاضر، بررسی امکان القایهدف پژوهش 
دلیل وجود ارتباط  بود. به HIF-1α ژن مهار وسیله به گلیوما
و سرطان وجود دارد، تا به حال  HIFای که بین  شده اثبات

اند  های متنوعی برای مهار مسیر آن مورد استفاده قرار گرفته مولکول
دارنده، پپتیدها، فناوری های باز توان به مولکول که از آن جمله می

. در این مطالعه، توانایی [24 ,23]درمانی اشاره کرد سنس و ژن آنتی
siRNA شده در کاهش بیان ژن  طراحیHIF1α تاثیرات کاهش ،

ومیر  دنبال آن مرگ عملکرد احتمالی ژنی بر چرخه سلولی و به
یر سلولی در رده گلیوما مورد بررسی قرار گرفت. در ابتدا، میزان تاث

siRNA وسیله  در کاهش بیان ژن بهRT-PCR  آر سی تایم پی ریلو 
% ۴۰شده به میزان  طراحی siRNAارزیابی شد. نتایج نشان دادند 

بردن  را داشت. برای پی mRNAکردن ژن در سطح  توانایی خاموش
به تاثیر این کاهش بیان در روند چرخه سلولی و آپوپتوز، 

انجام شد و با تکنیک  PI - و انکسین PIآمیزی با  رنگ
ومیر  ها در هر فاز و نیز میزان انواع مرگ فلوسایتومتری، تعداد سلول

سلولی با نمونه کنترل مقایسه شد. نتایج نشان داد که تعداد 
شدت افت کرد و  در مقایسه با نمونه کنترل به G1ها در مرحله  سلول

ن در روندی وابسته به زما sub G1ها در مرحله  تعداد سلول
 برای siRNA از که دیگری مطالعه افزایش یافت. همچنین، در

 و سلولی چرخه توقف است، شده استفاده HIF1α ژن خاموشی
  .[25]است شده مشاهده subG1مرحله  افزایش

 به تواند می سلولی چرخه روی HIF1α اثر که رسد می نظر به
 سلولی چرخه کننده تنظیم های پروتئین با پروتئین این کنش میان
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 چرخه توقف اند داده نشان که دارد نیز وجود اطلاعاتی. باشد مرتبط
 مرتبط P27 و P21 های پروتئین فعالیت به تواند می سلولی

 ژن کافی عملکرد عدم که داد نشان نیز . مطالعه حاضر[26]باشد
HIF1α به آسیب و سلولی چرخه شدن نامتعادل سبب تواند می 

DNA ها، نقص  شده در اکثر سرطان های شناخته یکی از نشانه. شود
ها در مرحله  % از سلول۵۸ساعته، ۴۸در آپوپتوز است. در تیمار 

 HIF1 αآپوپتوزقرار داشتند. تا کنون در مطالعات زیادی به نقش 
 ,27]های توموری اشاره شده است گری آپوپتوز در سلول در واسطه

. گویی با کاهش بیان این ژن، دفاع ضدآپوپتوزی سلول برداشته [28
شوند. در  برنده مرگ سلولی تحریک می شده و مسیرهای پیش

 sub G1های پیشین ثابت شده است که ظهور مرحله  پژوهش
و عواملی که به  [29]باشد DNAای از آسیب به  تواند نشانه می

DNA ند سبب آپوپتوز یا توان رسانند، می یا دوک تقسیم آسیب می
 یا G1/Sتوقف چرخه سلولی شوند که این توقف معمولاً در مرز 

G2/M [30]دهد رخ می.  
انجام شده است، مشخص شد  ۲۰۰۳در پژوهش مشابهی که در سال 

که کاهش بیان این ژن توانسته است، سبب افزایش آپوپتوز و 
ن القای مرگ سلولی از طریق مسیر سیگنالینگ همراه با پروتئی

BAX  و افزایش مرگ سلولی با واسطهP53 بنابراین [31]شود .
در  های ذکرشده همخوانی داشت. نتایج مطالعه حاضر با پژوهش

 HIF1α برای کاهش بیان ژن siRNAچندین پژوهش دیگر که از 
استفاده شده، مشخص شده است که بیان این ژن، بسیاری از 

سبب تغییر  مسیرهای متابولیکی را فعال کرده و مهار آن
نقش  . همچنین،[32]شود های متابولیکی سلول می فعالیت

نیز به اثبات  p53[33]و ارتباط آن با  HIF1α[27]ضدآپوپتوزی 
در مطالعه دیگری که از حامل آدنوویروسی برای  رسیده است.

%، ۹۰استفاده شده است، حدود  HIF1 αژن  siRNAانتقال 
مشاهده شده است.  و پروتئین mRNAکاهش بیان ژن در سطح 

دلیل  تواند به دلیل این مقدار کاهش بیان در این پژوهش می
صورت همزمان و توانایی بالای  به siRNAاستفاده از چندین توالی 

های آدنوویروسی باشد. در این مطالعه، بیان  ترنسفکشن حامل
کننده  که تنظیم bcl-X1که یک محرک آپوپتوز و نیز  ۳کاسپاز 

است، پس از تیمار مورد بررسی قرار گرفته است و منفی آپوپتوز 
افزایش  siRNAدر نتیجه عمل  ۳مشخص شده بود که بیان کاسپاز 

  .[34]یافته و سلول را به  سوی آپوپتوز هدایت کرده است
در مرحله آزمایشات  HIF1αهای  در حال حاضر برخی از بازدارنده

خاصی  هایsiRNAکلینیکی هستند و نشان داده شده است که 
 . در[36 ,35]تواند سبب کاهش بسیار زیاد در بیان این ژن شوند می

 HIF1α بیان افزایش گلیوما، جمله از انسانی های سرطان اکثر
 بنابراین. شود می بیماری پیشرفت و زایی رگ تومور، رشد سبب
 استراتژی یک عنوان به تواند می HIF1a از قراردادن هدف

. به [38 ,37]گیرد قرار توجه مورد درمان در استفاده قابل ضدسرطان
 کننده مداخله RNA فناوری وسیله به HIF1α مهار رسد که نظر می

 در ها سرطان از بسیاری درمان برای بالقوه استراتژی یک تواند می
تمسیرولیموس  مانند دیگر داروهای بازدارنده کنار

(temsirolimus) ، اورولیموس(everolimus)پلاتین  سیس و
(cisplatin) [39]باشد.   

 عمر نیمه کوتاه زمان به توان می حاضر مطالعه های محدودیت از
siRNA تاثیر تحت سریع تواند می که چرا کرد، اشاره بدن درون در 

 پیشنهاد لذا. باشد داشته پایینی عمر نیمه و شود تجزیه نوکلئازها
 و نانو فناوری بر مبتنی دهنده تحویل های سامانه از شود می

 زمان مدت بتوان تا شود گرفته کمک نزدیک آینده در نانوذرات
 داد افزایش خون گردش سیستم و بدن در را ها مولکول این حضور

 این شود می پیشنهاد .کرد جلوگیری آنها زودهنگام تجزیه از و
 انجام مختلف فازهای در تر متنوع سرطانی های رده روی مطالعه

  . شود انجام in vivo محیط در نهایت در و گیرد
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