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  مقاله اصيل پژوهشي

  كارگيري بهبا استفاده از  ،در محيط كشت VEGFR-1پيشگيري از بيان ژن 
 siRNA چشم نئوواسكولاريزاسيون درمان در اختصاصي  

  

  ، 4، مهدي كمالي3، مجيد بهابادي2، معصومه معصومي كريمي1علي زارعي محمودآبادي
  9، جواد عليزاده8مسلم جعفري ثاني ،7، سامان سجادي6، مصطفي نادري5، نيما فرهادي5فريبا خليلي ،5رضاكوشكي

  
  چكيده

نقطه اصلي در . شود به بيماري منجر مي ،آن گونه اختلال در از مهمترين فرايندهاي زيستي است كه هر آنژيوژنز، :و هدف زمينه
در جهت  ،مطالعه حاضر. كند اثر مي هدايت سيگنالينگ اين فرايند، فاكتور رشد اندوتليال عروقي است كه از طريق رسپتورهايش اعمال

 تأثيربه منظور استفاده از  ،اختصاصي در محيط كشت siRNAبا استفاده از ، )VEGFR-1( اين فاكتور І مهار بيان رسپتور تيپ
  .چشم صورت گرفته است مهاري آن در درمان نئوواسكولاريزاسيون

و  Blast، عليه آن طراحي ،اختصاصي siRNAهاي  الي ژن هدف، تواليدر اين مطالعه تجربي، ابتدا با استفاده از تو :تحقيقروش 
به ميزان مورد  ،PCR و VEGFR1با كمك پرايمر اختصاصي ،سنتز و ژن هدف ،HUVECسلول cDNA ،از طرف ديگر. ساخته شد

 Helaبه سلول  ،ليپوفكتامين با استفاده از ،پلاسميد ناقل حاصل. يد شدأيكلون و ت، PEFGP-N1 سپس در وكتور بياني ؛نياز تكثير شد
 siRNAدر حضور و عدم حضور  ،شده در وكتور اوليه و وكتور كلونGFR ميزان بيان . انتقال داده شد ،كه فاقد بيان ژن هدف بود

، GFPاز طريق ارزيابي كاهش فلورسانس سبز رنگ ناشي از  ،مورد ارزيابي قرار گرفت و ميزان مهار ژن VEGFR1اختصاصي عليه
دار در  معني >05/0Pو  مورد آناليز قرار گرفتتست،  تيبا استفاده از آزمون  ،نتايج. مورد بررسي قرار گرفت RT-PCRبلات و  وسترن

  .نظر گرفته شد
و وسترن بلاتينگ از  SDS Page داشت كاهش در گروه هدف در مقايسه با گروه كنترل siRNAفلورسانت ناشي از اثر  :ها يافته

 ،رفتهبه كار siRNA دوحاصل از نتايج  .را نشان داد، كاهش ميزان پروتئين siRNAهر دو نوع يافته با   مواجههسلول حاوي وكتور 
  .)>05/0P( بيانگر كاهش بيان ژن در سطح رونويسي و ترجمه در مقايسه با گروه كنترل بود

داخل سلول منتقل و از ه طور مناسب به ب ،ينبا استفاده از ليپوفكتام ،VEGFR-1 شده عليه اختصاصي طراحي siRNA :گيري نتيجه
در جلوگيري و يا كاهش  ،عنوان يك فاكتور مناسب درماني جديده ب لذا احتمالاً ؛دار جلوگيري نمود طور معنيه ب ،بيان رسپتور

  .مطرح باشد ،نئوواسكولاريزاسيون در چشم
  HUVEC ، RT-PCR، نئوواسكولاريزاسيون، VEGFR-1 ،siRNA :هاي كليدي واژه
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   10/08/1391: پذيرش             14/12/1390: دريافت
                                                           

  .راني، تهران، ا)عج(االله هيبق يدانشگاه علوم پزشك ،ييايميش يها بيآس قاتيو مركز تحق يميوشيگروه ب ،ينيبال يميوشيب يتخصص يدكتر  1
  .رانيا ه،يدريح تيتر ه،يدريتربت ح يه علوم پزشكگادانش ،يمونولوژيگروه ا ،يمونولوژيكارشناس ارشد ا 2 
  .راني، تهران، ا)عج(االله هيبق يدانشگاه علوم پزشك ،يميوشيگروه ب ،ينيبال يميوشيكارشناس ارشد ب  3
  .راني، تهران، ا)عج(االله هيبق يدانشگاه علوم پزشك ،يوتكنولوژينانوب قاتيمركز تحق ،يوتكنولوژيب يدكتر 4
  .راني، تهران، ا)عج(االله هيبق يدانشگاه علوم پزشك ،يوتكنولوژينانوب قاتيمركز تحق ،يو مولكول يسلول يشناس ستيكارشناس ارشد ز ٥
  راني، تهران، ا)عج(االله هيبق يوم پزشكدانشگاه عل ،يگروه چشم پزشك ،هيفوق تخصص قرن 6
  .راني، تهران، ا)عج(االله هيبق يدانشگاه علوم پزشك ،يوتكنولوژينانوب قاتيمركز تحق ،يمولكول يولوژيكارشناس ب 7
  .رانيا ه،يدريح تيتر ه،يدريتربت ح يه علوم پزشكگادانش ،باليني يميوشيگروه ب ،ينيبال يميوشيب دانشجوي دكترينويسنده مسؤول،   8

  يميوشيگروه ب -تربت حيدريه يدانشكده علوم پزشك -يراز ابانيخ - هيدريتربت ح :آدرس
  moslem.jafarisani@gmail.com :يكيپست الكترون      0531-2242038: فكس       09365998426: تلفن
  .راني، اتهران، )عج(االله هيبق يدانشگاه علوم پزشك ،يوتكنولوژينانوب قاتيمركز تحق ،يوتكنولوژيكارشناس ارشد نانوب  ٩
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  مقدمه
 از مهمترين فرايندهاي زيستي است كه هرگونه ،آنژيوژنز

نقطه اصلي در . شود به بيماري منجر مي ،اختلال در آن
ر رشد اندوتليال عروقي هدايت سيگنالينگ اين فرايند، فاكتو

 ايجاد. كند است كه از طريق رسپتورهايش اعمال اثر مي
 فرايند يك عنوان به ،چشم در نشده كنترل و جديد هاي رگ
 :جمله از چشمي هاي بيماري مختلف انواع پاتوژنز در مهم

 و ديابتي رتينوپاتي ،HSVويروس هرپس أمنش با كراتيت
 و ضايعات همچنين و سن به ستهبوا مولكولي دژنراسيون
 ،ضايعه اين ).1( شود مي ديده فيزيكي و شيميايي صدمات
 زيستي فعال نوكلئوتيدهاي اليگودزوكسي وسيلهه ب همچنين
 درمان اين كه روند) 2( شود مي ايجاد نيز CPGحاوي 
 و نيست آميز موفقيت غالباً و بوده سخت ،چشمي هاي بيماري
از جمله ديگر ظواهر  ).1( شود مي منجر كوري به نهايتاً

، توسعه عروق خوني در محل رشد توده آنژيوژنزپاتولوژيك 
  .باشد بدخيم سرطاني مي

 آنژوِژنين، نوروفيلين،: مانند مختلفي هاي مولكول
 ،MCP-1، 1TGF-β، 2HIF-α، 8و  6 هاي اينترلوكين

 به همگي كه باشند مي مختلف اختلالات در رگزايي مسئول
 نشان ،اخير مطالعات ). 3( هستند باطارت در3VEGF  با نوعي
 عنوانه ب ،آن رسپتورهاي و VEGF پروتئين كه است داده
 در ،نئوواسكولاريزاسيون مهار يا و القا در كليدي نقاط
 و VEGF فاكتور يالقا .)4( هستند توموري هاي سلول

 هاي بادي آنتي و رگزايي به منجر ،ستهبوا هاي مولكول
 يالقا كاهش و آن تخريب يا و مهار موجب، مونوكلونال

 .)5( شود مي سازي رگ
VEGF هاي سلولتبديل  ،آزمايشگاهي شرايط در 

 تحريك ق لنفاوي عر حتي و شريان، وريد به را آندوتليال
 نقش ،ستهبوا هاي مكانيسم و VEGF وجود). 6(كند مي

 شرايط در آپپتوزيز از جلوگيري و حيات القاي در مهمي

                                                           
1 Tumor Growth Factor 
2 Hypoxia Induced Factor 
3 Vaso- Endothelial Growth Factor 

 با آپپتوزيز از جلوگيري). 7( است داشته باليني و آزمايشگاهي
 هاي سلول در A1 وBCL-2  هاي نيپروتئ سنتز القاي

  ).8( باشد مي همراه آندوتليال
VEGF ،هستند پپتيدي رشد فاكتورهاي از خانواده يك 

 پنج ،انساني VEGF ژن .دارند تأثير خوني عروق بر كه
 ،145 ،165 ،189 عناوين تحت يپروتئين مختلف ايزوفرم

 به ،مترشحه بافت به بسته كه كند مي توليد 206 و121
 .)9(اند  شده نامگذاري VEGF-A,B,..., VEGF-E هاي نام
 اثرات ،پروتئيني مدياتورهاي ساير مانند نيز ها مولكول اين
 سطح در خود رسپتور به اتصال طريق را از خود يكژبيولو
 شناسايي رسپتور سه تاكنون .كند مياعمال  آندوتليال سلول
 بر و دهند مي واكنش VEGF مختلف انواع با كه ستا شده

 عبارتند رسپتورها اين. اند  شده نامگذاري ،كشف مرتبه اساس
  ،VEGFR1 (FLT1)(fms Like Tyrosine Kinase) :از

VEGFR2 (FLK1)(Fetal Liver Kinase)، VEGFR3 (FLT4) ،

KDR (Kinase inserts Domain-containing Receptor) كه 

 از رسپتورها اين. )10(شود  مي كد واريانت دو در يك نوع البته
 داراي كه هستند كيناز تيروزين رسپتورهاي خانواده ابر

 سلولي خارج ناحيه .باشند مي ممبران ترانس واحد دومين يك
 داخل دومين و است ايمونوگلوبوليني شبه دومين 7 داراي ،آن

 ).10( باشد مي تيروزين اتوفسفريلاسيوني خاصيت با ،سلولي
. )10( هستند همولوگ شديداً ها VEGFRتمامي
 بوده VEGF براي بالا افينيتي داراي ،2 و 1 نوع رسپتورهاي

 حذف .شوند مي بيان شبكيه و قرنيه در خصوصاً كه
 بين ،موش جنين مرگ به منجر ،VEGFژن هتروزيگوت

 نيز و آنژيوژنز اختلال كه ناشي از گردد مي 9 و 8 روزهاي
 قابل ،ميكروسكوپي بررسي در است كه خوني جزاير تشكيل
 منجر نيزVEGFR2 هموزيگوت  حذف ).11( است مشاهده

هموزيگوت  حذف در اما ،شده 9و 8 روزهاي در جنين مرگ به
VEGFR1 ،است؛ هرچند  گرفته صورت آندوتليالي افتراق

 و هستند طبيعي غير شوند مي تشكيل كه وريدي هاي كانال
 يك عنوان به ،VEGF.كند مي فوت جنيني دوره در يوانح لذا
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نئوواسكولاريزاسيون  به منجر كه رتينال ايسكمي مدياتور
 نظير ييداروها از ااخيرً). 12، 11( است مطرح نيز شود مي
 و درمان منظور به VEGFعليه، مونوكلونال بادي آنتي

 طوره ب كه شود مي استفاده تومورها در سازي رگ از جلوگيري
  ). 13( كند مي جلوگيري جديد سازي رگ از، كامل

RNA گر كوچك مداخلهsmall interfering RNA) 
(SiRNA اي طي تكامل موجودات زنده  شده ، فرايند حفظ

در مرحله ترجمه  ،است كه به منظور كنترل بيان ژن
با الگوي  ،RNAاين رشته كوچك . شود كارگرفته مي هب

شده و  اختصاصي باند mRNAبه توالي  ،ريككواتسون و 
 RISCگر  سازي كمپلكس خاموش باعث فعال

(RNA Induced Silencing Complex) گردد كه  مي
لذا ژن در  ؛باشد مي  mRNAتخريب  ،سازي پيامد اين فعال

  ). 15 ،14( شود سطح ترجمه خاموش مي
در  ،اختصاصي siRNAهاي  با ساخت مولكول اخيراً

ي و حتي عفوني و نيز ژنتيكي هاي سرطان جهت درمان بيماري
 siRNAهاي  مولكول. هايي صورت گرفته است فعاليت

 هاي كارايي ،mRNAشده عليه يك  اختصاصي طراحي
 ،دهند؛ لذا در مرحله طراحي و سنتز مختلفي ار خود نشان مي

 ،بايد به نكاتي توجه كرد كه در بهبود كارايي اين مولكول
، Cگيري، محتواي قرار توان به محل جمله مي از. ثر استؤم

G   16( طول رشته اشاره كردو.(  
 بافت در آن ويژه رسپتور بيان به ،VEGFعمل كه آنجا از
 ،رسپتورها ژن كردن خاموش يا و بلاك با لذا ؛دارد بستگي

 در توان مي كه ابزارهايي جمله از. اثر آن را مهار نمود توان مي
 اين ويژه SiRNA از استفاده، برد كاره ب هدف اين راستاي

 mRNA به اختصاصي اتصال با كه باشد مي رسپتورها
 بيان و از فعال را mRNA تخريب سلولي مكانيسم، مربوطه

 اين از . كند مي جلوگيري هدف نئيسنتز پروت ،و در نهايت ژن
سلول  بلكه ؛گرفت را سازي رگ جلوي توان مي تنها نه طريق
  .كند مي پتوزوآپ فاز واردرا  لااندوتلي

اين  І هدف از انجام مطالعه حاضر، مهار بيان رسپتور تيپ

با  ،اختصاصي siRNAبا استفاده از ) VEGFR-1(فاكتور 
 GFP )Green استفاده از بررسي تغييرات بيان

Fluorescent Protien (عنوان انديكاتور در محيط كشت ه ب
هاي  توان رگزاييه ب ،اميد است با مهار بيان اين رسپتور. است
  .واسته در چشم را مهار و يا درمان كردناخ

  
  تحقيقروش 

سه گروه  ،باشد كه طي آن مطالعه از نوع تجربي مي
گروه كنترل كه فقط  :مورد مطالعه قرار گرفتند Helaسلول 

دريافت كردند و شده را به منظور توليد فلورسانت  وكتور كلون
از دو  با استفاده ،شده علاوه بر وكتور كلون دو گروه تيمار كه

siRNA به منظور بررسي ميزان مهار بيان ژن مورد  ،مختلف
نتايج حاصل از مقايسه ميانگين هر يك . تيمار قرار گرفتند

 وt-test با استفاده از آزمون ،گروه تيمار با گروه كنترل
مورد آناليز آماري ، )18ويرايش ( SPSS افزار گيري از نرم بهره

دار در نظر گرفته  معني >05/0P ،در اين مطالعه. قرار گرفتند
  .شد
  مواد

با درجه خلوص  ،كليه مواد مورد استفاده در اين تحقيق
هاي  با واسطه شركت ،Sigmaو  Merckهاي  بالا از كمپاني

  .داخلي خريداري گرديد
 SiRNA (small interfering RNA)طراحي 

با  ،عنوان ژن هدفه ب VEGFR1در ابتدا توالي ژن 
منظور بررسي ه تهيه و ب) NCBI(ژن استفاده از بانك 

مورد مطالعه قرار  ،siRNAهاي مناسب جهت سنتز  جايگاه
افزارهاي تخصصي آنلاين،  سپس با استفاده از نرم ؛گرفت
در مرحله . اختصاصي عليه آن طراحي شد siRNAهاي  توالي
افزارها  در بين محصول نرم ،هاي مشتركsiRNAبعد 

خصايص و تطبيق با ژن شناسايي و پس از بررسي دستي 
 %100ييد أشد و پس از ت NCBI ،Blastدر پايگاه ، هدف

توالي . هدف ساخته شدندفقط عليه ژن  ،بودن آن اختصاصي
siRNAشده به صورت زير بودهاي سنتز:  
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Si-Sense1: 5'- GCA, UAA, CUA, AAU, CUG, 
CCU, G -3' 
Si-AntiSense1: 5'- CAG, GCA, GAU, UUA, 
GUU, AUG, C -3' 
Si-Sense2: 5'- GAA, GGA, AAC, AGA, AUC, 
UGC, A -3' 
Si-AntiSense2: 5'- UGC, AGA, UUC, UGU, 
UUC, CUU, C -3' 

  تكثير ژن مورد نظر كشت سلول و تهيه و
از بانك  ،(HUVEC) سلول اندوتليال وريد بند ناف 

  RPMI-1640سلولي انستيتو پاستور ايران تهيه و در
)2/7=pH ( ها  سلول. استرپ، رشد و تكثير داده شدحاوي پن

بودن مورد  از نظر زنده ،بلو آميزي تريپان با استفاده از رنگ
ساعت در  24به مدت  ،بررسي قرار گرفتند و پس از اطمينان

منظور افزايش بيان ژن هدف انكوبه ه ب ،شرايط هايپوكسي
 RNAبا استفاده از كيت تخليص  ،پس از انكوباسيون. شدند

 HUVECتام از سلول  Roche، RNAكمپاني محصول 
سپس با منتقل گرديد؛  -80به فريزر  تخليص گشته و سريعاً
 محصول كمپاني cDNA (RT-PCR) استفاده از كيت سنتز

Roche، cDNA  سنتز شد و با كمك پرايمر اختصاصي
سنتز  و ه ژن هدف كه از قبل طراحي، بلاستعلي، )توالي زير(

  .ميزان لازم تكثير شد هژن هدف بانجام و  PCRشده بود، 

از روي ژل آگارز با  PCRپس از تخليص محصول 
پس  ، توالي آن بررسي شد وRocheاستفاده از كيت كمپاني 

  BamH-1و EcoR-1هاي محدودگر  ييد، با كمك آنزيمأاز ت
برش در ژن انجام شد  ،Jena Bioscienceمحصول كمپاني 

  .كلون شود GFPيين دست در پا ،سازي وكتور تا پس از آماده
  كلونينگ ژن در وكتور

كه از انستيتو پاستور ايران PEFGP-N1 وكتور بياني

ترانسفورم  DH5-αكامپيتنت ، در الكتروخريداري گرديده بود
 كانامايسين-حاوي نئومايسين  LB-Agarو در محيط

μg/ml20 ساعت پليت حاوي  24پس از . تكثير داده شد
تري مورد بررسي قرار گرفته و از نظر رشد باك ،باكتري
حاوي  LB-Broth به محيط ،هاي داراي صلاحيت كلني

هاي رشد كرده،  كلوني. منتقل شدند μg/ml40 كانامايسين
جهت تخليص وكتور مورد استفاده قرار  ساعت، 24پس از 
ييد با كمك الكتروفورز، أپس از ت ،شده وكتور تخليص. گرفتند

و  EcoR-1هاي محدودگر  ممورد هضم آنزيمي با كمك آنزي
BamH-1  ژن هدف كه از قبل در مرحله بعد .قرار گرفت ،

يد و أيت ،كلون، GFPاز  Nدر ناحيه انتهاي  ،برش خورده بود
  .تكثير شد

 SiRNAبررسي عملكرد 
از بانك سلولي انستيتوپاستور ايران  Helaسلول 

حاوي پن   pH(RPMI-1640=2/7( خريداري و در محيط
، RT-PCRسپس با استفاده از  ؛د و تكثير داده شداسترپ، رش

PCR  از جهت بيان ژن هدف مورد ارزيابي قرار گرفت و پس
يد أيعنوان ميزبان ته ب ،از اطمينان از عدم بيان ژن هدف

پلاسميد داراي قطعه ژن هدف ( پلاسميد ناقل حاصل. گرديد
فقط داراي ( پلاسميد فاقد ژن هدفو  )GFPانتهايي  -Nدر 
 Helaبه سلول  ،2000با استفاده از ليپوفكتامين) GFPنبيا

گروه انتقال داده شد و  4در  ،كه فاقد بيان ژن هدف بود
منظور حذف ه ب ،μg/ml 418 Gها در محيط حاوي سلول
از آنجا كه با قرارگيري . رشد داده شدند ،هاي فاقد وكتور سلول

دو ژن يك نسخه  از هر  ،GFPژن هدف متعاقب ژن
mRNA لذا با تخريب  ؛شود حد سنتز ميواmRNA،  ناشي از

از بيان فلورسنات سبز كاسته  ،VEGFR1عليه  siRNAاثر 
أييد ساعت پس از ترانسفكشن وكتور و ت 24لذا  ؛شود مي

 2در  ،هاي اختصاصيsiRNA تابش فلورسانت از سلول،
  .ترانسفكت شدند ،2000گروه با استفاده از ليپوفكتامين
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ها، ميزان siRNAاز ترانسفكت  ساعت پس 72و  48
وابسته شده  VEGFR1عبارتي به بيان ه كه ب GFPبيان 

 شده و وكتور كلون) فاقد ژن هدف( است، در وكتور اوليه
در حضور و عدم ) GFPانتهايي  -Nداراي ژن هدف در (

با استفاده از ميكروسكوپ  ،اختصاصي siRNAحضور 
ر حاصله با استفاده تصاوي .فلورسانس مورد ارزيابي قرار گرفت

مورد آناليز قرار گرفت تا شدت نور  Image Jافزار  از نرم
همچنين هاي مختلف با يكديگر مقايسه شود؛  تابشي در گروه
بادي اختصاصي  با آنتي از طريق وسترن بلات ميزان مهار ژن

جهت بررسي ميزان كاهش پروتئين و  ،Ab-camمحصول 
RT-PCR،  جهت بررسي ميزان كاهشmRNA  مورد

  .بررسي قرار گرفت
  

  ها يافته
تكثيرشده با استفاده از  VEGFR1بررسي قطعه ژن 

بيانگر سنتز  ،پرايمر اختصاصي با استفاده از الكتروفورز
است كه نشانگر صحت  bp501اي با وزن تقريبي  قطعه

پس از كلون ). 1شكل( عملكرد پرايمرهاي مورد استفاده است
داخل سلول، ه و ترانسفكت بداخل وكتور ه ب PCRمحصول 

شده در محيط كشت حاوي  رشد سلول ترانسفكت
 ؛صحت كلونينگ. بيانگر انجام ترانسفكت است ،بيوتيك آنتي

 تأثيربا استفاده از پس از تكثير و الكتروفورز محصول 
است كه  يبرش ،شده روي وكتور كلون بر هاي محدودگر آنزيم

باز براي وكتور و  جفت 4700وجود دو باند با وزن تقريبي 
همچنين  ؛)2شكل( را دربر داردجفت باز براي قطعه ژن  501

   .كند يد ميأيشده نيز اين مسئله را ت توالي قطعه كلون
مشاهدات ما بعد از ترانسفكشن وكتور حاوي ژن هدف و  
هاي اختصاصي عليه ژن هدف به siRNA متعاقباً
هاي  گروه ، حاكي از اين بود كه بيان ژن هدف درHelaسلول

داري نسبت به  ه طور معنيب ،siRNAسلول حاوي وكتور و 
   .كاهش يافته بود ،گروه كنترل كه فقط حاوي وكتور بود

  

با پرايمر  PCRمحصول  VEGFR1الكترفورز قطعه ژن  - 1شكل 
جفت باز در كنار  501اي به طول  قطعه %.5/1اختصاصي بر روي ژل آگارز 

 HUVECسلول  cDNAبر روي  PCRجفت باز كه محصول 100لدر 
  .باشد مي

  
تأييد صحت كلونينگ با استفاده از برش توسط آنزيم محدودگر بر  -2شكل 

، چاهك %5/1الكتروفورز بر روي ژل آگارز . روي محصول تخليص پلاسميد
شده دابل  وكتور كلون: ، چاهك سومbp100لدر: ، چاهك دومbp1000لدر : اول

: چاهك چهارم. شده جداشده است ر خطيشده؛ قطعه ژن از وكتو دايجست
  .وكتور برش نخورده: شده، چاهك پنجم وكتور خطي
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تصاوير پس . Image Jافزار و آناليز آن با نرم) 40بزرگنمايي (در گروه هدف در مقايسه با گروه كنترل  siRNAكاهش فلورسانت ناشي از اثر  -3شكل
 GFPفلورسانت ناشي از بيان پروتئين ) بRPMI-1640. در محيط  Helaسلول )الف. اليز قرار گرفتندمورد آن Image Jافزار  از تهيه عكس توسط نرم

كاهش شدت فلورسانت در گروه تحت ترانسفورم ) ج. siRNAشده حاوي قطعه ژن هدف بدون حضور  شده با وكتور كلون در سلول ترانسفورم
siRNA-1 روه تحت ترانسفورم كاهش شدت فلورسانت در گ) د. عليه قطعه ژن هدفsiRNA-2 بعدي فلورسانت  آناليز سه) ه. عليه قطعه ژن هدف

آناليز هيستوگرام ) ح. siRNA-1سلول تيمار با ) ز. siRNA-2سلول تيمار با ) و. ، در سلول كنترلImage Jافزار  توسط نرم GFPناشي از بيان 
آناليزها از . siRNA-1سلول تيمار با ) ي. siRNA-2سلول تيمار با ) ط. كنترل، در سلول Image Jتوسط نرم افزار GFPفلورسانت ناشي از بيان 

بيشتر است  siRNA-2هاي تيمار در مقايسه با گروه كنترل حكايت دارد كه اين كاهش در گروه تيمار با  دار شدت فلورسانت در گروه كاهش معني
)05/0P<.(  

 يطح
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  .كيلو دالتون است كه در دو گروه باهم مقايسه شده است 17باند پروتئيني مورد نظر تقريبا . Helaل و وسترن بلاتينگ از سلو SDS Page - 4شكل

1( SDS Page 3. لدر پروتئين )2. كننده و وسترن بلاتينگ از سلول حاوي وكتور بيان( SDS Page كننده و وسترن بلاتينگ از سلول فاقد وكتور بيان.  
4(SDS Page  يافته با  سلول حاوي وكتور مواجههو وسترن بلاتينگ ازsiRNA1، 5 .از كاهش ميزان پروتئين حكايت دارد( SDS Page  و وسترن بلاتينگ از

  .از كاهش ميزان پروتئين حكايت دارد ،siRNA2يافته با  سلول حاوي وكتور مواجهه
  )>05/0P( يمار و كنترلهاي ت در گروه VEGFR1و غلظت  mRNA مقاسيه ميزان فلورسانس تابشي و ميزان -1جدول 

 مؤيد اين ادعا، كاهش شدت فلورسانس سبز رنگ ناشي از
GFP  بود كه پس از فلورسانت اسكنينگ بر روي

هاي مختلف و سپس آناليز با  سوسپانسيون سلولي گروه
افزار به صورت پيكسل به پيكسل  اين نرم( image Jافزار  نرم

باشد، تصاوير  نقطه در تصاوير مي 700000ولاً بيش از كه معم
بعدي و  را آناليز و نتايج را به صورت هيستوگرام، آناليز سه
، در )كند جداولي به همراه ميانگين و انحراف معيار بيان مي

اختصاصي، در مجموع كاهش  siRNAهاي تيمار با  گروه
وه كنترل دار شدت فلورسانت تابشي را در مقايسه با گر معني

بيشتر از  siRNA2به همراه داشت كه اين ميزان براي 
siRNA1  05/0( )3شكل (بودP=(همچنين نتايج حاصل از  ؛

 بر رويVEGFR1بلات و متعاقباً سنجش غلظت وسترن
دار در بيان پروتئين هدف را در  سلول، در مجموع كاهش معني

اختصاصي در مقايسه با گروه  siRNAهاي تيمار با  گروه
 ، سهم بيشتري را بهsiRNA2كنترل نشان داد كه باز هم 

  ؛)=05/0P() 4شكل (خود اختصاص داده بود 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  الكتروفورز محصول. PCRو متعاقبا RT-PCRحاصل از  جينتا - 5شكل
RT-PCR  وPCR  بر روي سلول حاوي وكتور در حضور و عدم حضور

siRNA  لدر ) 1%. 5/1اختصاصي بر روي ژل آگارزbp100 .2 (PCR  از
cDNA  سلول حاوي وكتور در مواجهه باsiRNA2  از كاهش ميزانmRNA 

 siRNA1سلول حاوي وكتور در مواجهه با  cDNAاز  PCR) 3. حكايت دارد
سلول حاوي  cDNAاز  PCR) 4. حكايت دارد mRNAاز كاهش ميزان 

  .siRNAوكتور در عدم حضور 

  siRNA-1در مجاورت  siRNA-2در مجاورت   VEGFR-1كنندهگروه حاوي وكتور بيان  )كنترل(شده  گروه حاوي فقط وكتور كلون
82/13±88/100  *05/10±34/91  *29/9±5/93   GFP لوكس نور تابشي(فلورسانت(  

2/3±9/54  *93/0±2/15  *2/1±18  VEGFR1 mRNA)ng/μl(  
6/4±45/63  *3/2±71/19  *5/3±81/23  VEGF1 Concentration)μg/ml(  

                             7 / 11



  علي زارعي محمودآبادي و همكاران                                                                                                                                       VEGFR1مهار بيان 

 262

نيز از كاهش ميزان  RT-PCRاز طرفي نتايج حاصل از 
mRNA هاي تيمار با  در گروهsiRNA  اختصاصي، در

تقريباً  siRNAمقايسه با گروه كنترل حكايت دارد كه هر دو 
  .)=05/0P()1و جدول  5شكل (به يك ميزان تأثير داشتند 

  
  بحث

آمده از مطالعه حاضر به وضوح نشان  دسته نتايج ب
 VEGFR1ليه اختصاصي ع siRNAدهد كه استفاده از  مي

. است ثرتر عمل كردهؤهاي مهار آن، م در مقايسه با ساير روش
نهايي كه مورد بررسي آزمايشگاهي  siRNA از بين دو

ثرتري توانست ؤطور مه ب ،در مجموع siRNA2قرارگرفتند، 
 ،اين نتايج. را تحت تأثير منفي قراردهد VEGFR1بيان 

 VEGFR1كند كه روش جديد مهار ژن  خاطر نشان مي
عنوان يك درمان جديد در ه ب ،تواند مي siRNAتوسط 

  . گيرد سازي پاتولوژيك مورد استفاده قرار جلوگيري از رگ
 VEGFنحوي با ه ثر در آنژيوژنز بؤاز آنجا كه تمام عوامل م

با قطع  ،لذا جلوگيري از اعمال اثرات آن ؛)3(هستند  در ارتباط
 سطح سلولاز  VEGFR1با واسطه حذف ،مسير سيگنالينگ

تواند يك ابزار توانمند در جهت مهار  مي  ،siRNAبه وسيله
بر همين دليل در مطالعه حاضر ه ب ؛حساب آيده ب VEGFآثار 

كه از مهار بيان ليگاند به عنوان ) 3(خلاف مطالعه فروغيان 
استفاده گشت تا  ،از مهار رسپتور ،استفاده شده بودعامل مؤثر 

و  Liping با مطالعهروش  ناي اثر سايرين حذف گردد كه
اختصاصي و غير  siRNAكه اثرات ) 17)(2010(همكاران 

مورد را در موش  VEGF-Aو VEGFR2 اختصاصي عليه 
  .مشابهت دارد ،رزيابي قرار دادندا

 in vivoاز شرايط ، )11( و همكاران Kimدر مطالعه 
براي نيل به هدف استفاده شد كه مطابق با تحقيق حاضر 

 تأثيربيان ژن همواره تحت  ،شرايط طبيعي بدندر . نيست
توان كاهش بيان ژن هدف را  لذا نمي ؛عوامل متعددي است

مين دليل در مطالعه ه به .نسبت داد siRNAبه استفاده از 
سلول فاقد بيان ژن هدف انتخاب شد تا با بيان ژن  ،حاضر

پرداخته  siRNAمهاري  تأثيرمستقل از ژنوم، فقط به بررسي 
   .شود

  و نيز )18()2008( و همكارانJiang J  مشابه با مطالعات
 Jiang M نشان دادند، كه) 19()2005( و همكاران 

siRNA هاي باGC%  بيشترين كارايي را  ،60كمتر از
نقش   %GCمطالعه حاضر نيز نشان داد كه ميزان ،داشتند

  .ثري در كارايي داردؤم
يستم انتقال يك س اي نيل به هدف مطالعه، استفاده ازبر

 پژوهش حاضردر بدين منظور . مناسب ضروري است
در انتقال را  تأثيرليپوفكتامين انتخاب گرديد و بيشترين 

siRNA ها داشت. Xia نيز از اين ) 20()2008( و همكاران
ليپوفكتامين از آنجا كه محلول در چربي . سود بردندروش 

 ؛گردد گه ميخوبي كونژوه است و از طرفي با اليگونوكلئوتيد ب
ثري از ؤتواند ميزان م مي ؛راحتي از غشاها عبوركردهه لذا ب

siRNA  را به درون سلول انتقال دهد و لذا غلظت موضعي
siRNAًثر است را فراهم آوردؤدر نتيجه م ها كه مستقيما. 
 Kimو  )21()2009(و همكاران Jiang  است كه حالياين در 

 ،با استفاده از ويروساز ليپوزوم و حمل  ،)11( و همكاران
) 22()2012( و همكاران Hagigit. براي انتقال سود بردند

در انتقال  ،نشان دادند كه استفاده از كاتيونيك ليپوزوم
siRNA كند ثرتر عمل ميؤم. Liu  23)(2011(و همكاران( 

ذرات ليپيدي براي اين منظور استفاده كردند كه از نانو نيز
  .ر هستنددر راستاي تحقيق حاض ،همگي

و همكاران  Beazley-Longاز آنجا كه مطالعات 
از آپپتوز اشاره  VEGFكه به نقش محافظتي) 24()2010(

پيامدهي  ،)25()2011( و همكاران Leeكنند و مطالعات  مي
VEGFR1 لذا با قطع  ؛دانند را در مهاجرت سلولي دخيل مي
دهي كه در مطالعه حاضر با جلوگيري از بيان  مسير پيام

هاي اندوتليال  توان به مرگ سلول مي ،آمده دسته سپتور بر
  . ناشي از رگزايي اميدوار بود

  
  

                             8 / 11



 1391 ،3 ، شماره19 دوره                                                                                        مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي بيرجند                                  

 263

  گيري نتيجه
هاي  توالي ،مشابه نتايج حاصل از مطالعه ساير محققين

شده به عنوان  هاي طراحي و توالي VEGFR1 انتخابي از ژن
siRNA، ثر عمل كرده و از بيان اين ؤطور تخصصي و مه ب

به عنوان يك روش بالقوه  لذا احتمالاً ؛كند ي ميژن جلوگير
تواند  در درمان و جلوگيري از رگزايي در قرنيه و شبكيه مي

  .عمل نمايد
  

  تقدير و تشكر
هاي شيميايي  ولين پژوهشكده آسيبؤوسيله از مس بدين

مين نمودند و از كليه أرا ت يكه هزينه اين طرح بژوهش
سپاس و  ،م ياري كردندرا در انجام اين مه عزيزاني كه ما
از زحمات جناب آقاي دكتر پناهي كه . نماييم قدرداني مي

هماهنگي لازم در جهت استفاده از وسايل و امكانات را انجام 
  .كمال تشكر را داريم ،دادند
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Abstract                   Original Article 
 

Preventing the expression of VEGFR-1 in culture medium 
using specific SiRNA - as a potential therapeutic method in 

eye neovascularization 
 

Ali Zarei Mahmud abadi1, Masoomeh Masoomi Karimi2, Majid Bahabadi3, Mahdi Kamali4, 
 Reza Kushki5, Fariba Khalili5, Nima Farhadi5, Mostafa Naderi6, Saman sajadi7, 

 Moslem Jafari Sani8, Javad Alizadeh9 

 
Background and Aim: Angiogenesis is one of important biological processes any disruption in which leads 
to disease. The main signaling factor in this process is VEGF which acts through its receptors. The present 
study was done in order to inhibit the expression of receptor type1of this factor (VEGFR-1) using specific 
siRNA in the culture medium to use its inhibitory effect on neovascularization in the eye. 
Materials and Methods: In this experimental study; first, using target gene sequences, sequences of the 
specific siRNA were designed against them; blasted and manufactured. On the other hand, cDNA of 
HUVEC cell was synthesized and PCR, with specific primers for target gene, was reproduced as necessary. 
Then, PEFGP-N1 expression vectors were cloned and confirmed. Then, the obtained plasmid vector was 
transferred to  Hela cells  lacking target expressive genes through lipofectamin. GFR expression rate in the 
initial vector and in the cloned one, both in presence and in absence of specific VEGFR1 siRNA, was 
assessed. Evaluation of gene inhibition was carried out through decreasing of green fluorescence from GFR, 
Western blot and RT-PCR. Results were analyzed using T-test and P<0.05 was taken as the significant level. 

Results: The fluorescence emission from defined siRNA decreased compared to control group.  SDS pages 
and blots from vector cloned cells exposed to both siRNA showed reduced protein expression 

The outcome of applying two siRNA indicates gene expression in the form of transcription and translation, 
compared to the control group (P<0.05). 

Conclusion: Specifically designed siRNA against VEGFR1, through lipofectamin, was appropriately 
transferred into cell and significantly prevented from the receptor expression. In fact, by blocking 
angiogenesis signaling route, it was able to prevent neovascurization. Thus, this can be made use of as an 
appropriate factor in preventing or decreasing neovascularization in the eye. 

Key Words: VEGFR-1, siRNA Neovascularization, HUVEC, RT-PCR 
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