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Atherosclerosis is a chronic vascular disease and remains the leading cause of death and 
morbidity worldwide. Endothelial dysfunction is an important factor in the progression of 
atherosclerotic disease. Increased expression of cell adhesion index genes and decreased 
cell-binding proteins lead to abnormal endothelial function. These molecular changes are 
one of the most important indicators of endothelial cell dysfunction and the progression of 
atherosclerosis. CXCR3 is a G-protein-coupled chemokine receptor expressed by endothelial 
cells. The role of the receptor CXCR3 and its ligands in endothelial cells and heart disease is not 
yet fully understood. In the current study, the effect of CXCR3 downregulation on the expression 
level of adhesion (I-CAM-1, V-CAM-1), tight junction (TJP1), related to endothelial dysfunction 
is evaluated.
In order to reduce the expression of the CXCR3 gene, the RNA-cleaving DNAzyme was used 
against the mRNA of the CXCR3 gene. DNAzyme was transfused into HUVEC cells by TurboFectTM. 
After confirmation of decreased CXCR3 gene expression, RNA extraction and cDNA synthesis 
were performed and then the expression of markers was evaluated by RT-qPCR technique.
The results depicted that the expression level of I-CAM-1 and V-CAM-1 were showed significant 
up-regulation in transfected cells compared with control cells, while the TJP1 gene was not 
showed significant change. It seems that reducing the CXCR3 gene expression could induce 
endothelial dysfunction through the change of adhesion markers genes expression. Therefore, 
this receptor can be considered as a potential molecular target for a better understanding of 
the mechanism of atherosclerosis.
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  چکيده

 جهان سراسر در میر و مرگ اصلی عامل و مزمن عروقی بیماری یک آترواسکلروز
 ایجاد در مهمی عامل اندوتلیال هایسلول عملکرد در اختلال .است

 کاهش و سلولی چسبندگی شاخص هایژن بیان افزایش .است آترواسکلروزیز
 اندوتلیوم غیرطبیعی عملکرد به منجر هاسلول کنندهمتصل هایپروتئین

 هایسلول در اختلال نشانگرهای ترینمهم از مولکولی تغییرات این .شودمی
 کموکاینی گیرنده یک CXCR3 .است آترواسکلروز بیماری پیشرفت و اندوتلیال

Gگیرنده نقش .شودمی بیان اندوتلیال هایسلول توسط که است پروتئینی 
CXCR3 هایبیماری ایجاد و اندوتلیالی هایسلول عملکرد در آن لیگاندهای و 
 بیان کاهش ثیرتا حاضر، مطالعه در .است نشده شناخته درستیبه هنوز قلبی
 و )V-CAM-1 و I-CAM-1( چسبندگی نشانگرهای بیان میزان بر CXCR3 ژن

  .گرفت قرار بررسی مورد سلولی بین (TJP1) محکم اتصال
 ژن mRNA علیه دهندهبرش DNAzyme از CXCR3 ژن بیان کاهش منظوربه

CXCR3 شد استفاده. DNAzyme هایسلول درون به توربوفکت توسط 
HUVEC ژن بیان کاهش تایید از بعد .شد ترانسفکت CXCR3، استخراج RNA 

 توسط هدف هایژن ترانسکریپت بیان سپس و شد انجام CDNA سنتز و
  .گرفت قرار ارزیابی مورد RT-qPCR تکنیک
 در یتوجه قابل طوربه VCAM-1 و ICAM-1 انیب سطح که داد نشان جینتا

 یحال در ،افتی شیافزا کنترل هایسلول با سهیمقا در شدهترانسفکت هایسلول
 ژن انیب کاهش که رسدمی نظر به .نداد نشان یتوجه قابل رییتغ TJP1 ژن که

CXCR3 از یالیاندوتل هایسلول عملکرد در اختلال ایجاد ساززمینه تواندمی 
 تواندمی رندهیگ نیا ،نیبنابرا .شود یدگنچسب هایمولکول انیب افزایش قیطر
 بیماری ایجاد ممکانیز  از بهتری درک یبرا بالقوه یمولکول هدف کی عنوانبه

  .شود گرفته نظر در آترواسکلروز
 نشانگرهای محکم، اتصالات ،CXCR3 اندوتلیال، عملکرد اختلال آترواسکلروز، ها:واژهکلید
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  مقدمه
 در میر و مرگ عوامل ترینمهم از (CAD) عروقی و قلبی بیماری
 جهان در دیابت و چاقی شیوع شافزای با که است جهان سراسر
 در میر و مرگ اصلی عامل عنوانبه زودیبه که شودمی بینیپیش
 ایجاد رد کنندهکمک و اصلی محرک .]1[گیرد قرار توجه مورد جهان
 همان یا عروق جدار شدنسخت عروقی و قلبی بیماری

 کلسترول افزایش همچون مختلفی فاکتورهای .است آترواسکلروزیز
 باعث سیگار و دیابت بالا، نخو فشار خون، در گلیسیریدتری و

 آترواسکلروز .]2, 3[شوندمی آترواسکلروزیز به ابتلا ریسک افزایش
 شدنضخیم با که است مزمن روندهپیش عروقی بیماری یک
 هالوکوسیت ماکروفاژها، کلسترول، تجمع نتیجهدر  و عروق دیواره
 رخ اینتیما در (vsmc) عروق صاف عضلانی هایسلول و
 پاتوژنز در وضوحبه سلول نوع چندین که حالی در .]4, 5[دهدمی
 در اختلال بین این در اما هستند، درگیر آترواسکلروتیک پلاک
  .است برخوردار یاویژه اهمیت از اندوتلیالی هایسلول عملکرد
 خون، سیالیت حفظ در ایپیچیده و فعال نقش عروق اندوتلیوم
 و صاف عضله هایسلول ریتکث کیتحر و مهار ،بافتی هموستاز
 عهده بر خون و عروق نیب تعادل و رشد فاکتور تولید آنها، مهاجرت
 عملکرد در اختلال ،رودمی بین از تعادل نیا که یهنگام .دارد
 انیشر وارهید به بیآس باعث و دهدمی رخ الیاندوتل هایسلول
 در عملکرد اختلال که است شده مشخص امروزه .]6, 7[شودمی
 در مهم فاکتور یک بلکه کنندهشروع تنهانه یالیاندوتل هایسلول

 در ومیاندوتل ریناپذییجدا نقش .است آترواسکلروزیز روند پیشرفت
 باعث آترواسکلروز در الیاندوتل عملکرد در اختلال و عروق سلامت
 الیاندوتل عملکرد عکوسم لیپتانس به زیادی توجه که است شده
  .]8[شود جلب اترواسکلروزیس درمان در

 لایه به ماکروفاژها و هالوکوسیت مهاجرت و نفوذپذیری افزایش
 پلاک نهایت در و هاسلفوم ایجاد در مهمی عامل زیراندوتلیالی
 به لوکوسیتی هایسلول نفوذپذیری افزایش .است آترواسکلروزیز

 نشانگرهای افزایش تاثیر تحت اندوتلیال هایسلول زیر لایه
 .]9[افتدمی اتفاق محکم اتصالی هایپروتئین کاهش و چسبندگی
 چسبندگی نشانگرهای جمله از که است آن بیانگر قبلی مطالعات

 بیان افزایش یابندمی افزایش اندوتلیالی عملکرد اختلال در که
 العاتمط همچنین .]10, 11[است VCAM‐1 و ICAM‐1 هایژن

 سلولی بین محکم اتصالات مقدار در تغییر که است داده نشان
 ایجاد و التهاب باعث و کندمی مختل را الیاندوتل سد عملکرد
 پروتئین ترینمهم جمله از .شودمی یالیاندوتل عملکرد در اختلال
 ZO1 (Zonula occludens-1) اتصالات نوع این دهندهتشکیل

 که شودمی کد TJP1 ژن توسط که است محکم اتصال خانواده از
 افزایش .]12[یابدمی کاهش آن مقدار اندوتلیالی عملکرد اختلال در

 پروتئین کاهش و VCAM-1 و ICAM-1 چسبندگی هایمولکول
ZO1 مهم مارکرهای از است محکم اتصالات ایجاد دهندهشکل که 

 اندوتلیالی هایسلول نفوذپذیری تغییرات در که هستند اندوتلیالی
 هایگزارش .دارند نقش زیراندوتلیال به هالوکوسیت مهاجرت و

 هایسلول شدنفعال از پس آنها بیان که است آن بر دال قبلی
  .]13[یابدمی افزایش التهابیپیش هایمحرک توسط اندوتلیالی

 هاکموکاین .هستند هاکموکاین التهابیپیش هایمحرک جمله از
 پروتئینی G هایگیرنده به که هستند کوچکی هایپروتئین

)GPCR( 14[کنندمی فعال را هاگیرنده این و شوندمی متصل[. 
GPCR7 هایگیرنده از متنوعی خانواده هاTM به که هستند 

Gمسیرهای و شوندمی متصل سلول داخل هایپروتئین 
 اتصال از پس هاGPCR .کنندمی فعال را سلول درون دهیسیگنال
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 عصبی، هایدهندهانتقال جمله از مختلف لیگاندهای به
 .شوندمی فعال کلسیم یون و هاهورمون ،هاسیتوکین ،هاکموکاین
 سیگنالینگ مسیرهای در مهمی نقش هاسلول در هاGPCR بیان
 و هاکموکاین و التهابی هایسیتوکین تولید به منجر که دارد

 کموتاکسی و بقا تکثیر، مانند فیزیولوژیکی فرآیندهای تنظیم
 هایگیرنده خانواده یاعضا از یکی یانسان 3CXCR .]15[شودمی

 ،CXCL9 ینیکموکا گاندیل ۴ به که است CXC ینیکموکا
CXCL10، CXCL11 و CXCL4 رندهیگ نیا .شودمی متصل 

 و A، B زوفرمیا شامل متفاوت زوفرمیا سه با نیپروتئ کی یدارا
alt 15[است[. Gشدنفعال از پس سلولی داخل هایپروتئین 

CXCR3، مانند نگیگنالیس یرهایمس از ایگسترده فیط 
 نازیک۳تولینوزیا لیدیفسفات ،C (PLC) پازیفسفول ،کلازیسلیلیآدن

(PI3K) نازیکنیپروتئ و (MAPK) زوفرمیا هر .کنندمی فعال را 
3CXCR نیپروتئ از یخاص زیرواحدهای هب αG 16[است مرتبط[. 

 یمارکرها شیافزا و التهاب شیافزا قیطر از CXCR3 رسپتور
 شیافزا در T هایسلول ژهیوبه هالوکوسیت سطح یاتصال
 بر علاوه .دارد نقش یالیاندوتلساب هیلا به هاسلول نیا یر ینفوذپذ
 ورود و شدنفعال در آن یگاندهایل و رندهیگ نیا نقش

 و رندهیگ نیا ،الیاندوتلساب لایه درون به هالوکوسیت
 موثر توانندمی هم یالیاندوتل هایسلول یرو بر شیگاندهایل

 .]17[تاس نشده مشخص یدرستبه هنوز آن نقش که باشند
CXCR3 اندوتلیالی هایسلول در هاگیرنده از بزرگی خانواده عضو 
 ایجاد در رسپتور این نقش بررسی به حاضر، مطالعه در .]18[است
 بیماری بروز در رسپتور این اهمیت و اندوتلیال عملکرد اختلال

 مطالعه نیا از هدف کلی طوربه .است شده پرداخته آترواسکلروزیز
 ،ICAM-1 اتصالی و چسبندگی نشانگرهای انیب اتر ییتغ یبررس

VCAM-1 و TJP1 عملکرد در اختلال نشانگرهای عنوانبه 
 کشت طیمح در CXCR3 رسپتور بیان کاهش طیشرا در اندوتلیالی

  .است HUVEC هایسلول
  

  هاروش و مواد
 بانک از (HUVEC) انسانی ناف بند ورید اندوتلیال هایسلول رده

 در HUVEC هایسلول .شد تهیه ایران پاستور انستیتو سلولی
 هاسلول نگهداری و رشد منظوربه .ندشد داده کشت T25 فلاسک

؛ DMEM )Dulbecco’s Modified Eagle Medium محیط از
Gibco (١٠ همراه به گلوکز مولارمیلی٥ حاوی؛ ایالات متحده٪ 
 بر گرممیلی١٠٠( سیلینپنی ٪١ و (FBS) گاوی جنین سرم
 استفاده )لیترمیلی بر گرممیلی١٠٠( استرپتومایسین و )لیترمیلی
 داده رشد انکوباتور در ٣٧°C در 2CO ٪۵ حضور در هاسلول .شد
 و رسیدند مطلوب حد به مورفولوژی و تعداد لحاظ از تا ندشد

  .گرفتند قرار استفاده مورد بعدی هایآزمایش انجام برای سپس
  CXCR3 گیرنده بیان کاهش

 دو از CXCR3 گیرنده بیان کاهش منظوربه
 ژن mRNA علیه شدهطراحی دهندهبرش دینوکلئوتیگودئوکسیال

CXCR3 رشتهتک هایتوالی طراحی .شد استفاده DNA طول با 
 هایواریانت بین مشترک ناحیه یافتن از پس نوکلئوتید ۳۱ و ۳۲

 NCBI-Blast و Oligo 7 افزارهاینرم توسط CXCR3 مختلف
 درون ثانویه ساختارهای تشکیل بررسی برای همچنین .شد انجام
 به RNA دوم ساختار بینیپیش افزارنرم از هدف، mRNA رشته
 ۱ جدول در هاDNAzyme توالی .شد استفاده RNAfold نام
  .استه شد آورده

  
 یتوال و CXCR3 ژن mRNA هیعل شدهیطراح یهاDNAzyme یتوال )۱ جدول
	شدهفادهتاس یمرهایپرا

  پرایمر توالی  پرایمر نام
 محصول اندازه

  باز) (جفت

CXCR3‐DZ1	
5'-

GGTACAGCAGGCTAGCTACAACGAGA
GTCACT-3' 

- 

CXCR3‐DZ2	
5'-

CACGTCTAGGCTAGCTACAACGACCTG
CTTT-3' 

- 

CXCR3	F	5ʹ-TCTGGCTCTCCCCAATATCCTCGC-3′۲۳۰ 
CXCR3	R 5ʹ-CTCTACGCCATGCCTTGTACTCCC-3′ ۲۳۰  

ICAM‐1	F	5ʹ-AACTGCAGCACCACCTGTAA-3′ ۲۶۶  

ICAM‐1	R	5ʹ-CTGCACTCAATGGTGAAGGA-3′ ۲۶۶  

VCAM‐1	F	5ʹ-GGGAACGAACACTCTTACCT-3′ ۲۴۰  

VCAM‐1	R	5ʹ-ATCCTCCAGAAATTCCTGACT-3′ ۲۴۰  

TJP1	F	5ʹ-AATCATCCGACTCCTCGTCGGG-3′ ۳۲۱  

TJP1	R	5ʹ-CGTCAATCACAAACATGCAGTG-3′ ۳۲۱  

ACTB	F	5ʹ-AGCCTTCCTTCCTGGGCATGG-3′ ۱۰۹  

ACTB	R	5ʹ-AGCACTGTGTTGGCGTACAGGTC-3′ ۱۰۹  

  
 ،HUVEC هایسلول درون به هاDNAzyme ترانسفکت منظوربه
 پلیت چاهک هر درون HUVEC سلول ۵۱۰ تعداد، قبل روز از
 چسبیدن از بعد .ندشد داده کشت ٤٨ و ٢٤ هایزمان برای خانه۱۲

 تراکم به رسیدن و پلیت هایچاهک کف به اندوتلیال هایسلول
 هایDNAzyme نانومولاریک چاهک، هر ازای به ادامه در ،۷۰%
 پیپتاژ خوبیبه سرم فاقد کشت محیط میکرولیتر۲۰ با شدهطراحی
TMTurboFect ) Thermo میکرولیتر۴ افزودن از بعد و شد

Fisher Scientific(مدتبه سریع حاصل مخلوط ؛ ایالات متحده 
 به تازه کامل محیط میکرولیتر۵۰۰ ادامه در .شد ورتکس ثانیه ۱۰
 چاهک هر به DNAzyme ترکیب سپس وشد  اضافه چاهک هر

 کردناضافه بدون اندوتلیالی هایسلول حاوی چاهک .شد اضافه
DNAzyme از نانیاطم یبرا .شد استفاده کنترل نمونه عنوانبه 
 GFP پروتئین کنندهبیان وکتور یک از هاسلول ترنسفکشن

  .شد استفاده نسفکشناتر  کنترل عنوانبه
 در نظر مورد هایژن بیان تغییرات میزان بررسی منظوربه

 این از RNA استخراج DNAzyme با ترانسفکت تحت هایسلول
 هایسلول از کل RNA .گرفت انجام کنترل هایسلول و هاسلول

 plus-TMRNX توسط و کلروفرم -لفنو روش براساس اندوتلیالی
 .شد استخراج سازنده شرکت دستورالعمل طبق و (سیناژن؛ ایران)



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همکاران  یسجاد فاطمهدهیس ۳۱۴

   ۱۳۹۹ تابستان، ۳، شماره ۱۱وره د                                                                                                                                                                          فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

 الکتروفورز توسط ترتیب به شدهاستخراج RNA کمیت و کیفیت
 .گرفت قرار سنجش مورد اسپکتروفتومتر دستگاه و آگارز ژل روی
 .شد انجام ؛ کره)cDNA )Biofact سنتز کیت توسط cDNA سنتز
 آنزیم واحد۲۰۰ و کل RNA میکروگرم۳ با cDNA ساخت
 Oligo(dT)18 پرایمرهای نانومولیک و معکوس برداررونوشت

)MWG(و ؛ آلمان ) رندوم هگزامرMWG (با مطابق و؛ آلمان 
 ۶۰ مدت به واکنش .شد انجام سازنده شرکت کیت دستورالعمل

 .به انجام رسید میکرولیتر٢٠ حجم در دقیقه
 ،CXCR3، ICAM‐1 هایژن توالی منظور طراحی پرایمر، ابتدابه

VCAM‐1، TJP1، ACT‐B ژن بانک از NCBI پس .مدآ دسته ب 
 هدف هایژن از تاییدشده هایترانسکریپت قراردادن هم کنار از

 از استفاده با و مشترک نواحی برای هاژن اختصاصی پرایمرهای
 با سپس .ندشد طراحی Allele ID و Oligo 7 هایافزار نرم

 لتصاا محل دنبوختصاصیا از NCBI BLAST از استفاده
 بتا ژن از مطالعه این در .)۱ (جدول شد حاصل نطمیناا یمرهااپر

 آنالیزهای کردننرمال برای داخلی کنترل ژن عنوانبه انسانی اکتین
 .شد استفاده ژن بیان
 و CXCR3، ICAM‐1، VCAM‐1 هایژن mRNA بیان سطح
TJP1 متد با qPCR شد گیریاندازه. PCR دستگاه توسط 

Applied Biosystems- StepOne )Applied Biosystem ؛
 میکرولیترcDNA، ۳ نانوگرم۱۰ از استفاده با و ایالات متحده)

 پیکومول۴ و ؛ استونی)Solis BioDyne؛ EvaGreen )X۵ مستر
 نهایی حجم در برگرداننده و برندهپیش پرایمرهای از کدام هر از
 هدف هایژن تکثیر واکنش انجام صحت .شد انجام میکرولیتر١٥
 %۱۲ ژل روی بر PCR محصولات باندبودنتک از اطمینان طریق از

 .گرفت قرار بررسی مورد محصول ذوب نمودار بررسی و آمیداکریل
 دمایی شرایط .گرفت انجام تکرار بار دو با حداقل هاواکنش تمام

 ۱۰ مدت به C۹۵° دمای در اولیه دناتوراسیون شامل واکنش
 مدت به C۹۵° دمای در دناتوراسیون سیکل ۴۰ آن دنبال به دقیقه،
 تکثیر و ثانیه ۲۰ مدت به C۶۰° دمای در پرایمرها اتصال ثانیه، ۱۵
 بار ۴۰ برای PCR سیکل .بود ثانیه ٣٠ مدت به C۷۲° دمای در

  .شد انجام
 Graph Pad prism افزارنرم توسط نمودارها رسم و آماری آنالیز

 –CTΔΔ و CTΔ–۲ فرمول زا استفاده با ژن بیان آنالیز .شد انجام 04.7

 همچنین .]20[شد انجام change fold مقدار محاسبه برای ۲
 unpaired Student T-test از گروه دو مقایسه منظوربه

 از استاندارد خطای و میانگین با گروه هر برای نتایج .شد استفاده
 از دارعنیم سطح عنوانبه >۰۵/۰p مقدار .دش داده نشان میانگین

  .گرفت قرار استفاده مورد آماری نظر
  

 هایافته
 سبز رنگ یابیرد منظوربه ترنسفکشن، از بعد ساعت ۴۸ و ۲۴

 با لیاستر کاملاً  طیشرا در هاسلول ،GFP ژن انیب به مربوط
 از شدهتابيده سبزرنگ نور .شدند مشاهده فلورسنت کروسکوپیم

 انجام روند آمیزبودنموفقيت بیانگر شدهترانسفکت یهاسلول
 هایسلول از یربردار یتصو به مربوط ریتصاو .بود ترنسفکشن
  .اندشده داده نشان ۱ شکل در شدهترانسفکت

  

   
 با GFP نیپروتئ کنندهانیب وکتور کی با HUVEC سلول ترنسفکشن )۱ شکل

 )X۱۰( فلورسنت نور ب) ؛)X۱۰( یمرئ نور الف) ؛توربوفکت از استفاده
  

 ۴۸ و ۲۴ زمانی بازه دو هر در که داد نشان کمی RT-PCR نتایج
 طوربه CXCR3 ژن بیان هاDNAzyme ترانسفکت از پس ساعت
 بیان کاهش میزان .یافت کاهش کنترل گروه به نسبت داریمعنی
 برابر p ،۷/۳= ۰۰۱۳/۰( ترانسفکت از بعد ساعت ۲۴ در CXCR3 ژن

 p، ۲/۳= ۰۰۱۴/۰( ترانسفکت از بعد ساعت ۴۸ از بیشتر کاهش)
 برای ساعت ۲۴ زمانی بازه از منظور همین به .بود کاهش) برابر

 هایژن بیان بر CXCR3 رسپتور ژن بیان کاهش تاثیر مطالعه
 .)۱نمودار (شد  استفاده شدهانتخاب هدف

  

	
 ترانسفکت توسط CXR3 ژن انیب کاهشمیانگین آماری  )۱نمودار 

DNAzymeتترانسفک از بعد ساعت ۴۸ و ۲۴ هایزمان در اختصاصی یها 
)٠٠١/٠p<**(*  
  

 ،VCAM‐1 هدف هایژن بیان کاهش مقدار تاثیر بررسی برای
ICAM‐1 ژن و TJP1 هایسلول از Huvec ژن هاآن در که 
 داد نشان نتایج .شد استفاده بود یافته کاهشی CXCR3 گیرنده
 بیان که یهایسلول در داریمعنی طوربه VCAM‐1 ژن بیان که
 نسبت بود یافته کاهش DNAzyme توسط آنها در CXCR3 ژن
افزایش؛  برابر p، ۸= ۰۱۴/۰( داشت افزایش کنترل هایسلول به

 در که هاییسلول در نیز ICAM‐1 ژن همچنین .)الف -۲نمودار 
 نسبت داریمعنی شکل به بود یافته کاهش CXCR3 ژن بیان آنها
 برابر p ،۱۲= ۰۱۲/۰( داشت بیان افزایش کنترل، هایسلول به

 ژن که هاییسلول در TJP1 ژن بیان ).ب -۲نمودار افزایش؛ 
CXCR3 کنترل هایسلول به نسبت بود یافته کاهش هاآن در 
 نبود دارمعنی آماری نظر از تغییر این اما بود یافته افزایش اندکی

)۰۳/۰ =p ج) -۲نمودار ؛.  
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