
  

  

  

  

  



  

  نامه پايان

  براي دريافت درجه كارشناسي ارشد در رشته بيوتكنولوژي
  

  عنوان

ين و بررسي  تحت كنترل پروموتر ميدكاtBidساخت سازة حاوي ژن 

  HepG2بيان آن در ردة سلولي 

  
  نگارش

  سميرا احمدي
  

  استاد راهنما

  حسين عبدل تهرانيدكتر 
  

  استاد مشاور

  زاده دكتر فاطمه رهبري
  

  

  1389تابستان 
  





  دستورالعمل حق مالكيت مادي و معنوي در مورد نتايج پژوهشهاي علمي دانشگاه تربيت مدرس

  

هاي پژوهـشي دانـشگاه در راسـتاي تحقـق عـدالت و كرامـت انـسانها كـه لازمـه                با عنايت به سياست   

شكوفايي علمي و فني است و رعايـت حقـوق مـادي و معنـوي دانـشگاه و پژوهـشگران، لازم اسـت                       

آموختگان و ديگر همكاران طرح، در مـورد نتـايج پژوهـشهاي              لمي، دانشجويان، دانش  اعضاي هيات ع  

نامه، رساله و طرحهاي تحقيقاتي با هماهنگي دانشگاه انجـام شـده اسـت،                علمي كه تحت عناوين پايان    

  :موارد ذيل را رعايت نمايند

تعلـق بـه دانـشگاه اسـت و     هاي مـصوب دانـشگاه م   رساله/ ها  نامه  حقوق مادي و معنوي پايان    :1ماده  

هـاي مـصوب    هـا و دسـتورالعمل   نامـه  برداري از آن بايد با ذكر نام دانشگاه و رعايت آيـين       هرگونه بهره 

  .دانشگاه باشد

صورت چاپ در نـشريات علمـي و يـا        رساله به / نامه     انتشار مقاله يا مقالات مستخرج از پايان        :2ماده  

  .دانشگاه بوده و استاد راهنما نويسنده مسئول مقاله باشندبايد به نام  ارائه در مجامع علمي مي

صورت تركيبي از اطلاعات جديد و نتـايج حاصـل از             آموختگي به    در مقالاتي كه پس از دانش      :تبصره  

  .شود نيز بايد نام دانشگاه درج شود رساله نيز منتشر مي/ نامه  پايان

 رساله و تمامي طرحهاي تحقيقـاتي دانـشگاه بايـد بـا             /نامه     انتشار كتاب حاصل از نتايج پايان       :3ماده  

  . شود هاي مصوب انجام مي نامه مجوز كتبي صادره از طريق حوزه پژوهشي دانشگاه و براساس آيين

المللـي كـه    اي و بـين  هاي ملي، منطقـه      ثبت اختراع و تدوين دانش فني و يا ارائه در جشنواره             :4ماده  

هاي تحقيقاتي دانشگاه بايد با هماهنگي اسـتاد   رساله و تمامي طرح/ امه ن حاصل نتايج مستخرج از پايان  

  .راهنما يا مجري طرح از طريق حوزه پژوهشي دانشگاه انجام گيرد

 در شوراي پژوهـشي دانـشگاه       25/4/1384 ماده و يك تبصره در تاريخ        5 اين دستورالعمل در      :5ماده  

ا است و هرگونه تخلف از مفـاد ايـن دسـتورالعمل، از    الاجر  به تصويب رسيده و از تاريخ تصويب لازم       

  . طريق مراجع قانوني قابل پيگيري خواهد بود



  هاي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس )رساله(نامه  نامه پايان آئين
  

هاي تحصيلي دانشجويان دانـشگاه تربيـت مـدرس، مبـين       )رساله(نامه    نظر به اينكه چاپ و انتشار پايان      

بنـابراين بـه منظـور آگـاهي و رعايـت حقـوق           .  پژوهشي دانشگاه است   –هاي علمي     تبخشي از فعالي  

  : شوند دانشگاه، دانش آموختگان اين دانشگاه نسبت به رعايت موارد ذيل متعهد مي

دفتـر  “طور كتبي بـه دفتـر       ي خود، مراتب را قبلاً به     )رساله(نامه    در صورت اقدام به چاپ پايان      : 1ماده  

  .دانشگاه اطلاع دهد” نشر آثار علمي

  

  :، عبارت ذيل را چاپ كند)پس از برگ شناسنامه(در صفحه سوم كتاب  : 2ماده 

 است كه بيوتكنولوژي پزشكينامه كارشناسي ارشد نگارنده در رشته  كتاب حاضر، حاصل پايان“ 

جناب آقاي دكتـر  در دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس به راهنمايي        1389در سال   

 از آن دفـاع شـده   زادهفاطمه رهبـري  دكتر سركار خانم، مشاوره ين عبدل تهراني حس

  .است

  

در (هاي انتشارات دانشگاه، تعداد يك درصد شمارگان كتـاب            به منظور جبران بخشي از هزينه      : 3ماده  

ود را بـه  تواند مازاد نياز خ ـ  دانشگاه مي . دانشگاه اهداء كند  ” دفتر نشر آثار علمي   “را به   ) هر نوبت چاپ  

  .نفع مركز نشر در معرض فروش قرار دهد

  

عنوان خسارت به دانشگاه          بهاي شمارگان چاپ شده را به     % 50،  3 در صورت عدم رعايت ماده         :4ماده  

  .تربيت مدرس، تاديه كند

  

تواند  كند در صورت خودداري از پرداخت بهاي خسارت، دانشگاه مي  دانشجو تعهد و قبول مي   :5ماده  

دهـد بـه    سارت مذكور را از طريق مراجع قضايي مطالبه و وصول كند، به علاوه به دانشگاه حـق مـي   خ

 را از محل توقيـف كتابهـاي        4منظور استيفاي حقوق خود، از طريق دادگاه، معادل وجه مذكور در ماده             

  .عرضه شده نگارنده براي فروش، تامين نمايد

  

كارشناسي  مقطـع    بيوتكنولوژي پزشكي شته   دانشجوي ر  سميرا احمدي اينجانب   : 6ماده  

  .شوم  تعهد فوق و ضمانت اجرايي آن را قبول كرده، به آن ملتزم ميارشد

  

  نام و نام خانوادگي

     تاريخ و امضا

  



  
   :تقديم به 

  

  

  

  خانوادة مهربانم



  تشكر و قدرداني
  

ختلف اجراي  ايشان در مراحل م   هاي  كمك كه از    تهراني دكتر   جناب آقاي استاد ارجمند   

  .ام مند بوده نامه بهره اين پايان

  بـدون   مـشاور ايـن تحقيـق كـه        سـركار خـانم دكتـر فاطمـه رهبـري زاده          استاد محترم   

   .گشتتر مي كار براي من بسيار سخت ايشانرهنمودهايها و  مساعدت

  .منش كه مرا ياري دادنددوست خوبم سركار خانم ساميلا فرخي

 كـه مـساعدت و    كنولوژي پزشگي دانشگاه تربيـت مـدرس      ان عزيزم در گروه بيوت    دوست

  .همكاريشان قابل تقدير است

  .با تشكر از تمام اساتيدي كه مرا ياري دادند

  با تشكر از كاركنان و كارمندان
  

  

  



  چکیده

هاي شایع دنیاست که به علت کمبـود راهکارهـاي درمـانی    یکی از سرطان) HCC(سرطان کبد 

اي بـراي درمـان   امروزه ژن درمانی امیدهاي تـازه . و میر ناشی از آن بسیار بالاستمناسب آمار مرگ 

 ـهدفمند عمل کردن آن است یعنـی مـی   ،مزیت بزرگ ژن درمانی. این سرطان ایجاد کرده است  دتوان

میـدکاین یـک فـاکتور    . دواز بین بـر  هاي سرطانیفقط سلولآن که از طریق  دردراهکارهایی اتخاذ گ

-از جملۀ این سـرطان  HCCگردد و بیان میها دچار بیشرشد و تمایز است که در بسیاري از سرطان

ي هـا در سـلول  tBidي زآپوپتـو در تحقیق حاضر از پروموتر آن جهت کنترل بیـان ژن پـیش  . هاست

هاي قدرتمند در القاي آپوپتوز از مسیر میتوکندریایی یکی از ژن tBidژن . سرطانی استفاده شده است

در . ها مورد توجه قرار گرفته اسـت است که به تازگی به عنوان ترنسژن کشنده در ژن درمانی سرطان

کننـد،  یـان مـی  کـه ایـن ژن را ب   انسان هاي لنفوسیت، از سلولRT-PCR روش با tBidاین تحقیق ژن 

سـپس پرومـوتر   . حاصل شود pCMV-tBidکلون شد تا سازة  +pcDNA3.1/Hygroتکثیر و در وکتور 

گلیسـرول تکثیـر و در سـازة فـوق     % 10و در حضـور   Slowdown Hotstart PCRمیدکاین بـا انجـام   

هاي سلولی هاي حاصل به ردهسازه .به دست آید pMK-tBidتا سازة  ردیدگ CMVجایگزین پروموتر 

هـا بـا   در ایـن سـلول   tBidمنتقل و بیـان ژن  ) AG01522(و نرمال فیبروبلاستی ) HepG2(سرطان کبد

 tBidنتـایج نشـان داد کـه ژن    . ها با شمارش سلولی بررسی شـد و مرگ و میر سلول RT-PCRروش 

 CMVبل توجهی و حتـی بـالاتر از   افزایش بیان قا HCCهاي تحت کنترل پروموتر میدکاین در سلول

هاي ضمن اینکه آمار مرگ و میر سلول. دهد، در حالیکه در ردة سلولی نرمال بیان کمی داردنشان می

   را pCMV-tBidهـایی اسـت کـه    انـد، بـیش از سـلول   رادریافت کـرده . pMK-tBidسرطانی که سازة 

نسبت بـه سـازة    pMK-tBidري در اثر سازة هاي بسیار کمتدر ردة نرمال سلول و حال آنکهاند، گرفته

pCMV-tBid انداز بین رفته.  

  

  . tBidپروموتر میدکاین، ژن ژن درمانی، کنترل رونویسی، ، HCC: هاي کلیديواژه
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  سرطان. 1-1
سرطان يكي از تهديدهاي مهم سلامتي در جهان و يكي از مهمتـرين علـل بيمـاري و مـرگ در     

هـا  هاي سلولي تغيير يافتـه و گسـترش آن  رويه ردهسرطان، ناشي از تكثير بي. كودكان و بالغين است

هـاي  م بـه بافـت  رشد تومورهاي بدخيم عمدتاً به قدرت تكثير سلول توموري و توانايي تهـاج . است

اي و پيچيده است كه   سرطان فرآيند چند مرحله .]1[هاي دورتر بستگي داردميزبان و متاستاز به محل

 يايجاد سرطان تـا حـدود   يكل يها گر چه مكانيسم. باشد  يهمراه م ياي از تغييرات سلول  با مجموعه

خـاص خـود را دارا    هاي يخصوصيات و ويژگ ،ژنتيكي اساسسرطان  نوع هر شناخته شده است، اما

  ]2[. است

 هـاي سـرطاني  هاي نرمـال بـه سـلول   تغيير سلول براي چهار مكانيزم ژنتيكي اصلي به طور كلي

  : عبارتند از وجود دارند كه

مثل فعال شدن فـاكتور رونويسـي    شودها ميباعث تحريك رشد سلول: 1هابيان انكوژنبيش .1

c-myc .  

از دست رفتن مهار رشـد  : هاانكوژنيا آنتي 2تومور سركوبگرهاي از دست رفتن عملكرد ژن .2

 p53مانند غير فعال شدن  .هاسلول

                                           
1. Oncogenes 
2. Tumor suppressor genes 

  



٣ 
 

مثـل   كننـد جلـوگيري مـي   طبيعـي هايي كه محصولات آنهـا از مـرگ سـلولي    بيان بالاي ژن .3

  .Bcl2آپوپتوزي خانوادة هاي آنتيپروتئين

 طبيعـي حـت شـرايط   ديـده ت آسيب DNAهاي ترميم هايي كه مانع عملكرد ژنبيان بالاي ژن .4

  . ]3[شوندمي

  
  سرطان كبد. 1-1-1

-متـداول يكي از  وهاي اولية كبد است ترين شكل از سرطانشايع) HCC( 1هپاتوسلولار كارسينوما

در بيماران مبتلا به سيروز كبدي  معمولاً HCC. ميشود در سراسر دنيا محسوب هاي بدخيمترين بيماري

، 2مئوكروماتوز ارثيوهاي ويروسي، مصرف الكل، هند بر اثر هپاتيتتواشود كه سيروز خود ميايجاد مي

. هاي خودايمني كبد و در واقع هر بيماري كه در كبد التهاب مزمن ايجـاد كنـد، بـه وجـود آيـد     بيماري

زيـر   هـاي به بخش هاي ديگرمانند بسياري از سرطان مولكولي هپاتوكارسينوژنز مبانيشود كه تصور مي

  :تقسيم شود

، آنزيم تلومراز كه ) TGF-αو   IGF-II( فاكتورهاي رشد قبيل بعضيها از ال شدن بعضي ژنفع  .1

 .)β-cateninو c-myc مثل (  هانكوژنا، و بعضي شودها ميباعث ناميرا شدن سلول

 .]Rb] (4  و  p53مثل( يهاي سركوبگر تومورغير فعال شدن ژن  .2

HCC  رغـم  علـي ]. 5[ اسـت دارسرطان در جهان  از هاي ناشيمرگ و ميردر بين  رتبه راسومين

بـه خصـوص در    HCCها، درمـان مــؤثر در مـورد    سرطان معالجةهاي اخير علم پزشكي در پيشرفت

كـه تنهـا راه درمـاني در ايـن     و برداشت تومور جراحي  ،]6[وجود ندارد  عملاًموارد پيشرفتة بيماري 

از  يا مجدد بيماري در كبد يا ساير نقاط بدن و سرطان است اغلب به دليل پيشرفته بودن بيماري، عود

خيلـي   HCC دست رفتن بخش زيادي از كبد پس از جراحي به دليل وجود سيروز در كبد بـه همـراه  

اي براي درمان اين سرطان ايجـاد كـرده   امروزه ژن درماني اميدهاي تازه ].5،7،8[موفقيت آميز نيست 

  .است

                                           
1. Hepatocellular Carcinoma 
2. Hereditary Haemochromatosis  
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  ژن درماني. 1-2
بـه  فـرد بيمـار    2هاي بدنيشود به سلولناميده مي 1ك ژن خارجي كه ترنسژنژن درماني انتقال ي

-ه عنوان روشي براي درمان بيمـاري بدر ابتدا ژن درماني . درماني استهاي جنبه به يابيدست منظور

هاي اكتسابي مثل سرطان به خوبي رسيد اما توانايي بالقوة آن براي درمان بيماريهاي ارثي به نظر مي

  . ]9[ شده استمشخص 

اهـداف ژن  . باشـد  هـا مـي  سـرطان  رابطه با درمان برد ژن درماني دررترين كامهمدر حال حاضر

هـاي مقـاوم   ژن ارائةومور، هاي مهاركنندة تباشد؛ جايگزيني ژنموارد ذيل مي ها شاملدرماني سرطان

،  انتقـال  درمـاني شـيمي  ز خوني براي محافظتشان در برابر سميت موادساهاي پيشبه داروها به سلول

  . ]10[هاانكوژن سازيسرطاني و خاموشهاي به سلول كشندهترنسژن نتقال ، اهاهاي سايتوكاينژن

  
  جايگزيني ژن هاي مهاركننده تومور ) الف

 هـا ومـور در سـرطان  ندة تترين جهش ژن هاي مهاركنشايع   p53ژن مهاركننده تومور جهش در

ژن انتقال ايـن  . شودان كلون منجر به مهار تكثيرشان ميسرط هاي سلوليدهبه راين ژن  ارائة .باشدمي

هاي مدل سرطان كلون منجر به كـاهش رشـد تومـور و افـزايش     توسط وكتور آدنوويروسي به موش

جايگزيني نسخه سالم اين ژن در چند سرطان ديگر از جمله سرطان .  ]11[ ديگردها طول عمر موش

  .هاي كبدي استرات گذراي آنزيميانبي آن تب و تغيرفته و تنها اثرات جكلون و سروگردن انجام گ

كلينيكـال  سرطان ها كه حداقل در فازهـاي پـري  براي درمان  برگزيدهتومور  هايساير مهاركننده

ــه  ــرار گرفت ــورد بررســي ق ــو م ــد شــامل م ــياان ــل م   PTEN ,E.cadherin ,C.CAM باشــند؛رد ذي

,BRCA1،pHyde ]12[.  

 

 

 
                                           

1. Transgene 
2. somatic cells  
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  به داروها  تژن هاي مقاومارائة رماني به منظورژن د) ب
ي غيـر  هـا  هاي نرمال و بافـت  سلول به هايي ژن ارائة ،ديگر كه بسيار گسترش يافته است يروش

گشته و كيفيت و  هااين سلولدر درماني عوامل شيمي به ومتاست كه سبب ايجاد مقا سرطاني بيمار

  . دهدزايش ميأثير شيمي درماني را افت

يـا   Pسـه سيسـتم گليكـوپروتئين     ،طور وسيع مورد مطالعه قرار گرفتـه اسـت   هايي كه به تمسيس

 D6و  (DHFR)هيـدروفولات ردوكتـاز    ، اشكال مقاوم به داروي دي MDR 1مقاومت دارويي چندگانه

عبارت اسـت  طور معمول استراتژي درماني  به. باشند مي (AGT)آلكيل ترانسفراز  DNA نآلكيل گواني

شـود عامـل    كه سـبب مـي   ،تيكهاي سلول هموپوي و بيان يك ژن مقاومت دارويي به جمعيت ئهاز ارا

رمان ضدتوموري مؤثرتري را فراهم داشته و امكان د بيمار به همراهدرماني سميت كمتري براي شيمي

  ].13[آورد  

 
  هاهاي سايتوكاينانتقال ژن) ج

هـاي كـد كننـده    ژنكننـد را بـا   گزيني ميها كه در محل تومور لانهايي ردر اين روش لنفوسيت

رانسفكت كرده و در نتيجـه منجـر   و انترفرون گاما ت 2GM-CSFو   IL-1β,2,4,12ها از جملهاينترلوكين

  .شوندهاي سرطاني ميهاي ايمني عليه سلولبه تحريك پاسخ

روسي كدكننـده  و رترووي IL-12كننده هاي واكسينا ويروس كد مثلأ در درمان مزوتلوما از وكتور

GM-CSF ، INF-γ با اين وجـود تنهـا در تعـداد كمـي از بيمـاران      . است در فاز كلينيكي استفاده شده

  ]. 14[هاي سرطانيشان مشاهده گشت تحت درمان پاسخ ايمني عليه سلول

  
   هاژن سازيخاموش) د

  هاي انواع روش. شود كه منجر به مهار بيان ژن هدف مي شوندهايي گفته ميبه كليه مكانيسم

                                           
1. Multiple drug resistance 
2. Granolocyte Monocyte Colony Stimulating Factor  


