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Abstract 
Introduction: Wnt and k-ras are two main signaling pathways activated in colon cancer. 
Many genes are upregulated downstream of these signaling pathways. The aim of this study 
was to assess the activity of Wnt and k-ras in HCT116 and SW480 cell lines by making 
two reporter constructs using promoters downstream of these pathways (fibroblast growth 
factor18 [FGF18] and urokinase plasminogen activator receptor [UPAR]). 
Materials and Methods: UPARLacZ, FGF18LacZ, negative (pUCLacZ) and positive (CM-
VLacZ) control plasmids and pRc/CMV2CAT were constructed. Expressions of LacZ in both 
cell lines were studied by βgal staining and ELISA after normalization with CAT expression.
Results: In both cell lines, FGF18LacZ transfected cells stained more than UPARLacZ trans-
fected ones. This difference was more prominent in SW480. Both constructs have the ability 
of expression in both cell lines. It was also proven that FGF18LacZ was significantly more 
active than UPARLacZ in both cell lines. Expression of FGF18LacZ in HCT116 and SW480 
cell lines was respectively 1.34 and 4.4 times more than UPARLacZ.
Conclusion: Despite the fact that in HCT116 the Ras pathway is activated, FGF18LacZ is 
more active than UPARLacZ although the UPAR promoter is more active in HCT116 cell line 
than SW480 cell line. These findings are in accordance with previous studies that in all colon 
cancer cell lines Wnt signaling pathway is active even though there is no mutation in any 
part of it. Wnt is the main signaling pathway responsible for carcinogenesis in colon epithelial 
cells. These constructs can be used as reporters for studying the above mentioned signaling 
pathways in other cell lines. 
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چكيده 
(به   K-ras و   Wnt سيگنالينگ  مسير  دو  دست  پايين  پروموتورهاى  از  استفاده  با  گزارشگر  سازه هاى  ساخت  هدف:   *
ترتيب پروموتورهاى فاكتور رشد فيبروبلاستى 18 (Fibroblast Growth Factor18; FGF18) و گيرنده فعال كننده 
يوروكينازى پلاسمينوژن (Urokinase Plasminogen Activator Receptor; UPAR) و بررسي فعاليت اين دو 

(SW480 و HCT116) مسير در دو رده  سلولى سرطان كولون
مثبت  و   (pUCLacZ)منفى كنترل  و   FGF18LacZ و   UPARLacZ پلاسميدهاى  روش ها:  و  مواد   *
از  پس  الايزا  و  رنگ آميزى  وسيله  به   LacZ بيان  شدند.  ساخته   pRc/CMV2CAT گزارشگر  وكتور  و   (CMVLacZ)

نرماليزاسيون بيان β-Gal با  بيان CAT (كلرامفنيكل استيل ترانسفراز) اندازه گيرى شد.
سلول ها  از  بيشترى  تعداد  سلولى  رده  دو  هر  در   UPARLacZ به  نسبت   FGF18LacZ رنگ آميزى  در  يافته ها:   *
را آبى كرده بود. اين نسبت  در SW480 بيشتر بود. هر دو سازه در هر دو رده سلولى داراى توانايى بيان بودند. هم چنين

  HCT116 در FGF18 مى باشد.پروموتور UPARLacZ در هر دو رده سلولى به نسبت معنى دارى فعال تر از FGF18LacZ
و SW480 به ترتيب 1/34 و 4/4  برابر فعال تر از پروموتور UPAR مى باشد.

* نتيجه گيري: بر خلاف اينكه در سلول HCT116 مسير Ras  فعال مى باشد، پروموتور FGF18، فعال تر از پروموتور 
UPAR مى باشد. البته پروموتور UPAR در HCT116 از SW480 فعال تر مى باشد. اين امر در راستاى مطالعات پيشين 
فعال   Wnt مسير   ،Wnt مسير  ژن هاى  در  جهش  بدون   رده هاى  حتى  كولون  سرطان  سلولى  رده هاى  همه  در  كه  مى باشد 
مى باشد كه مهم ترين مسير سرطان زايى در سلول هاى اپى تليال كولون مى باشد. اين سازه ها مى تواند به عنوان ابزارى در بررسى 

اين دو مسير سيگنالينگ در رده هاى مختلف سلولى به كار گرفته شود.
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مقدمه
سالانه 50000 مورد تازه سرطان در ايران تشخيص داده مى شود 
تشكيل  را  آمار  اين  از  توجهى  قابل  تعداد  گوارشى  سرطان هاى  كه 
سومين  مرى،  و  معده  سرطان  از  پس  بزرگ  روده  سرطان  مى دهند. 
سرطان شايع گوارشى در ايران مى باشد (1). اين نوع بدخيمى سومين 
مى باشد  ايرانى  زنان  و  مردان  در  ترتيب  به  شايع  سرطان  چهارمين  و 
(2) و در كشورهاى غربى دومين علت مرگ و مير ناشى از سرطان 

را تشكيل مى دهد (3، 4). 
سرطان هاى  عامل  عنوان  به  مى تواند  مختلفى  عوامل  و  علل 
ژنتيك،   عوامل  جمله  از  شود  گرفته  نظر  در  كولون  هم چون  مختلف 
محيطى و رژيم غذايى. ولى تا كنون علت شروع سرطان و پيشرفت 
سرطانى  توده  يك  ايجاد  در  است.  نشده  شناسايى  كامل  طور  به  آن 
از بافت طبيعى اپى تليال روده حداقل بايد 8-6 جهش در بافت نرمال 
جهش ها  اين  ايجاد  با  گردد (5).  سرطانى تشكيل  توده  شود تا  ايجاد 
فعال  ياخته ها  در  سرطان زا  سيگنالينگ  مسيرهاى  روده  بافت  در 
مى شوند كه برخى از آنها نقش مهم ترى در ايجاد سرطان دارند. دو 

از  عبارتند  كه  است  فعال  كولون  سرطان  در  سيگنالينگ  عمده  مسير 
.(6) k-ras و Wnt مسيرهاى

سلول هاى  در  سرطان زايى  مسير  مهم ترين   Wnt سيگنالينگ  مسير 
نقش  تومورزايى  و   (8 جنينى (7،  تكوين  در  كه  مى باشد   (6) كولون 
سرطان  ملانوما،  هم چون  ديگر  سرطان هاى  در  و  دارد  عمده اى 
فعال  نيز   (11) پستان  حتى  و   (10) پانكراس    ،(9) هپاتوسلولار 
جهشى  گونه  هيچ  كه  كولون  سرطان  از  مواردى  در  حتى  مى باشد. 
مسير  اين  نيز  ندارند  مسير  اين  شده  شناخته  ژن هاى  از  يك  هيچ  در 
كه   β-catenin آن،  شدن  فعال  با   .(12) است  فعال  بالايى  ميزان  به 
و  فسفريله   G3SK APC و  با  مجموعه  يك  ايجاد  با  نرمال  حالت  در 
نشانگذارى مى شود تا از سوى پروتئازوم دگرده (تكه تكه) شود، در 
همين  به  و  مى شود (13)  يافت  آزاد  صورت  به  فراوانى  به  سيتوپلاسم 
دليل به سوى هسته سلول مهاجرت مى كند. پس از آن به عنوان يك
تبديل و   T Cell Factor (TCF) همكارى  با  رونويسى  فاكتور 
ايجاد و   (13) فعال  رونويسى  فاكتور  يك  به  آن 

كننده  فعال  (جزء   Transcriptional Activation Domain



درگير  ژن هاى  بيشتر  كه  هدف  ژن هاى  از  رونويسى  در  رونويسى) 
دارد  نقش  است،  جنين زايى  و  سرطان زايى  بدن،  بافت هاى  رشد  در 
TCF/ (14). ژن هاى پايين دستى كه به وسيله اين مسير و با مجموعه

داده هاى  همچون  ژنى  بيان  واكاوى هاى  با  مى شوند  فعال   LEF
سرطان هاى  در  كه  ژن هايى  از  شده اند.  بررسى  آرايه اى  ريز 
مى توان دارند  بيان  افزايش  كولون  سرطان  جمله  از  مختلف 

 SALL4 (15) و Lymphocyte Enhancement Factor (Lef1)1

 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)  ،(16)
،(20)  CyclinD1  ،(19)  Nr-CAM  ،(18)  E-Cadherins  ،(17)
 Bone و   (21)  Wnt Induced Secreted Protein (WISP)

Morphogenic protein4 (22) را نام برد.
(Fibroblast Growth Factor 18; ژن فاكتور رشد فيبروبلاستى

 Wnt سيگنالينگ  مسير  توسط  كه  است  ژن هايى  از  يكى   (FGF18
رشد  عامل  يك  ژن  اين  فراورده   .(23) مى كند  پيدا  بيان  افزايش 
 (24) هپارين  به  شونده  متصل  پلى پپتيد  و  سلول  از  بيرون  به  تراوشى 
ايفا  را  عمده اى  نقش  استخوان ها  و  غضروف ها  تكامل  در  كه  است 
مى كند (25). با اين ديد كه مهم ترين سازوكار تومورزايى اين است 
كه ياخته ها براى رشد خود نياز به فاكتور بيرونى ندارند و فاكتورهاى 
خانواده  مى شوند؛  تراوش  بيرون  به  ياخته ها  خود  درون  از  رشد 

فاكتورهاى رشد فيبروبلاستى در اين نقش به خوبى عمل مى كنند. 
در فعال  سيگنالينگ  مسير  شايع ترين  كه   K-ras مسير 

كولون  سرطان  موارد  درصد   50 در  حداقل  مى باشد،  سرطان ها  انواع 
هم خانواده سه  شامل   Ras پروتئين هاى  گروه   .(26) است  فعال 
مسير به  را  سلول  بيرون  رشدى  فاكتورهاى  كه  است  انسان  در 

درصد   30 در   .(27) مى كند  متصل  سلولى  درون  كينازى  تيروزين 
رخ خانواده  اين  اعضاى  از  يكى  در  جهشى  سرطان ها  انواع 

سرطان هاى  در   k-ras ژن  در  جهش  نمونه،  براى   .(28) مى دهد 
شش ناكوچك  سلول هاى  و   (29) لوزالمعده  همچون  ديگرى 

مى شود.  ديده  نيز   (30)  (Non Small Cell Lung Carcinoma)
سيگنالينگى  مسيرهاى  پروتئين  اين  فعال  حالت  دست  پايين  در 
مى شوند فعال   PI3-K و   MEK-ERK و   MAPKK و   b-Raf چون 
نظير بسيارى  ژن هاى  مسيرها  اين  دست  پايين  در   .(31)

 ،(32)  Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
Fra1 ،(33) CyclinD1 (34) و MMP-9 (35) (ماتريكس متالوپروتئيناز 
فاكتورهاى  توسط  كه  دارند  (36)وجود  سيكلواكسيژناز2  يا  و   (9

رونويسيى چون AP-1 ،SP-1 و ets افزايش بيان مى يابند.
پلاسمينوژن اوروكينازى  فعال كننده  گيرنده  ژن 
 (Urokinase Plasminogen Activator Receptor; UPAR)
يكى از ژن هاى فعال شده به وسيله مسير بيش فعال شده k-ras مى باشد 
اوروكينازى  (فعال كننده   u-PA فعاليت  نخست  گيرنده  اين  (37)؛ 
پلاسمينوژن) يا فعاليت اوروكينازى را در سطح سلول محدود مى كند 
شدن  تكه تكه  باعث  آن  كردن  فعال  و  هيدروليزپلاسمينوژن  با  و 
(Degradation) و نوسازى (Regeneration) غشا پايه و ماتريكس 
مهاجرت  موجب  طبيعى  صورت  به  نتيجه  در  مى شود.  سلولى  خارج 
فعال  پروتئين  چسبيدن  از  پس  گيرنده  اين   .(38) مى گردد  سلول ها 
در  را  سيگنالينگى  مسير  آن،  به  پلاسمينوژن  اوروكينازى  كننده 
آماس  رگ زايى،  زخم ها،  ترميم  به  منجر  كه  مى اندازد  راه  به  سلول 
اين  عادى  حالت  در   .(39) مى شود  سرطانى  سلول هاى  متاستاز  و 
ذاتى  كشنده  ياخته هاى  نام  به  ايمنى  ازسامانه  سلول هايى  در  پروتئين 

سدهاى  از  سلول ها  اين  عبور  جهت   (Natural Killer Cells)
 .(40) مى گردد  بيان  سلولى  خارج  ماتريكس  چون  بيولوژيكى 
كبد (42)،  تخمدان (41)،  چون  تومورهايى  در  پروتئين  اين  همچنين 
معده   ،(46) ملانوما   ،(45) گردن  و  سر   ،(44) پانكراس   ،(43) سينه 
(47)و در نهايت كولون (48) بيان مى شود كه مسئول حالت تهاجمى 
حالت  ميزان  كولون،  سرطان  در  مى باشد.  تومورها  اين  متاستاتيك  و 
مى شود  برده  نام   sUPAR عنوان  به  آن  از  كه  پروتئين  اين  محلول 
 .(49) دارد  معكوس  ارتباط  معني دارى  صورت  به  بيماران  بقاى  با 
نيز   Duke بالاتر   Stage و  متاستاتيك  و  بالا  سايز  با  تومورهاى  در 

UPAR بيان بسيار بالاترى نسبت به بافت نرمال دارد (50). 
دو  پروموتورهاى  فعاليت  مقايسه  و  بررسى  مطالعه  اين  از  هدف 
شماره  (با   UPAR و   (GeneID=8  8817 ثبت  شماره  (با   FGF18 ژن 
سيگنالينگ  مسير  دو  فعاليت  نهايت  در  و   (GeneID=9  5329 ثبت 
منظور  بدين  است.  كولون  سرطان  سلولى  رده  دو  در   K-ras و   Wnt
سازه هاى  پروموتورهاى  عنوان  به  را  ژن  دو  اين  پروموتورهاى 
گزارشگر مورد استفاده قرار داديم و بيان ژن گزارشگر با اين دو سازه 
سرطان  سلولى  رده  دو  در  را  منفى  و  مثبت  كنترل  سازه هاى  همراه  به 
اين  در   k-ras ژن   در  جهش  به  توجه  (با   HCT116 يعنى  كولون 
رده سلولى(51)) و SW480 (با توجه به فعال بودن مسير سيگنالينگ 
Wnt در اين رده سلولى (52)) به روش هاى مختلف بررسى كرديم. 
ژن  سازه هاى  طراحى  در  آتى  استفاده  منظور  به  پژوهش  اين  نتايج 

درمانى خود كشنده ويژه سرطان كولون حايز اهميت مى باشد.

مواد و روش ها
استخراج DNA ژنومى و پلاسميدي

استخراج DNA ژنوميك به روش Proteinase K (53) و استخراج 
Qiagen, Ger-) كياژن Mini Prep پلاسميدى به وسيله كيت DNA

many) انجام شد.

تكثير قطعات پروموتورى
باز   -425 از   18 فيبروبلاستى  رشد  فاكتور  پروموتورى  قطعه 
رونويسى  آغاز  دست  پايين  باز  تا 31+  رونويسى  آغاز  ازجايگاه  بالاتر 
پرايمرهايى   ،Gene Runner نرم افزار  وسيله  به  سپس  شد.  برگزيده 
بانك  در  كردن   Blast وسيله  به  و  شد  طراحى  قطعه  اين  سوى  دو  در 
 PCR از  پس  شد.  حاصل  اطمينان  آن  بودن  يكتا  از   NCBI اطلاعاتى 
پرايمرهاى  با  ژنوميك   DNA روى  بر   (Eppendorf,Germany)
ژل  روى  بر  شدن  رانده  با  شده  تكثير  قطعه   ،(1 (جدول  شده  طراحى 
 PCR .از نظر اندازه مورد تاييد قرار گرفت (Sigma, USA) آگاروز

اين قطعه با تركيب زير انجام شد:
dNTP=0.3mM, MgSo4=1.75mM, Pfu Buffer=2.5 μl, 
GC Buffer=5 μl, sense primer=0.2μM, Antisense 
Primer=0.2μM, DNA=1μl(100ng/ μl), DDW=14.75 μl Pfu 
DNA Polymerase=0.75 unit 

برنامه PCR اين قطعه عبارت بود از: 
1-94° 5′, 2-94° 45", 3-57° 45", 4-72° 60" in 30 cycles, 
5-72° 10′

از  پلاسمينوژن  اوروكينازى  كننده  فعال  گيرنده  ژن  پروموتورى  قطعه 
878- باز بالاتر ازجايگاه آغاز رونويسى تا 171+ باز از نخستين اگزون 
 DNA روى  از  زير  برنامه  و  تركيب  با  و   1 جدول  پرايمرهاى  توسط 
ژنوميك مورد تكثير قرار گرفت (مراحل طراحى پرايمر اين قطعه نيز 
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همچون مراحل ذكر شده در بالا مى باشد) و پس از آن به وسيله رانده 
شدن بر روى ژل آگاروز از نظر اندازه مورد تاييد قرار گرفت. تركيب 

PCR عبارت بود از:
dNTP=0.4mM,MgSo4=2mM, Pfu Buffer= 2.5μl, sense 
primer=0.2μM, Antisense Primer= 0.2μM, DNA=1μl(100ng/
μl), DDW=17.5 μl pfu DNA Polymerase=0.75unit 

و برنامه آن عبارت بود از : 
1-94° 5′, 2-94° 30", 3-62° 45", 4-72° 120" in 30 cycles, 
5-72° 10′

پروموتور  تكثير  براى   (1 (جدول   Antisense و   Sense پرايمرهاى 
نيز   pCDNA3.1+(Invitrogen,USA) پلاسميد   DNA از   CMV
در  شده  ذكر  مراحل  همچون  پرايمر  طراحى  (مراحل  شدند  طراحى 
استفاده  مورد  مثبت  كنترل  پروموتور  عنوان  به  تا  مى باشد)  بالا  قسمت 

قرار گيرد. تركيب و برنامه PCR اين قطعه عبارت بود از 
dNTP=0.4mM, MgSo4=1.75mM, PfuBuffer=2.5μl, Sense 
primer=0.2μM, Antisense Primer=0.2μM, DNA=0.1μl 
(100ng/μl),DDW=19.4 μl pfu DNA Polymerase=0.75unit
1-94° 5′, 2-94° 30", 3-54° 45", 4-72° 96" in 25 cycles, 
5-72° 10′
 Chloramphenicol Acetyl و   (CAT) گزارشگر  وكتور  ساخت  براى 
وكتور  روى  از   CAT تكثير  براى  پرايمر  دو  نيز   Transferase
pG5CAT(Clontech,USA)، تهيه شده از بانك ژن نوتركيب ايران 
پرايمر  طراحى  (مراحل  شد  طراحى  تهران)،  ايران،  پاستور  (انستيتو 
نيز  آنها  توالى  كه  مى باشد)  بالا  قسمت  در  شده  ذكر  مراحل  همچون 
 CAT در جدول 1 آورده شده است. تركيب و برنامه براى تكثير قطعه

عبارت بود از :
dNTP=0.4mM, MgSo4=1.75mM, Pfu Buffer=2.5μl, 
Sense Primer=0.2μM, Antisense Primer=0.2μM, 
DNA=0.1μl(100ng/μl), DDW=19.4, pfu DNA Polymer-
ase= 0.75unit
1-94° 5′, 2-94° 30", 3-58.5° 30", 4-72° 90" in 25 cycles, 
5-72° 10′

ساخت سازه ها
سازه pUC-LTR-LacZ كه از پيش موجود بود (54) توسط آنزيم 
HindIII(Cinnagen,IRAN) مورد هضم آنزيمى قرار گرفت و باز شد 
و پس از آن بدون پروموتور LTR دو سر وكتور دوباره به هم چسبانده 
آن  راندن  وكتوربا  اين  ساخت  شد.  ساخته   pUCLacZ پايه  وكتور  و 
بر روى ژل آگاروز (Invitrogen, USA) وخطى شدن توسط آنزيم 

HindIII تاييد شد.

از  پس   CMV و   UPAR و  FGF18 ژن هاى  پروموتورى  قطعات 
Taq DNA (Cinnagen, Iran) توسط آنزيم dATP و افزودن PCR

با تركيب
(PCR Buffer=5 μl ،dATP=1 mM ،MgCl2=2 mM, Taq 
Polymerase=0.5 Unit ،PCR Product=40 μl ،DDW=1.5 μl) 

در وكتور بينابينى pTZ57R/T(Fermentas,Lithuania) كلون شدند و 
سپس از اين وكتورها به وسيله آنزيم HindIII بريده شدند و در وكتور نهايى

pUC-LacZ در بالادست ژن LacZ كلون شدند.
پس از PCR و  و   CAT ژن pRc/CMV2CAT براى ساخت وكتور
كه  ترتيبى  به   Taq DNA Polymerase آنزيم  توسط   dATP افزودن 
وسيله  به  و  شد  كلون   pTZ57R/T بينابينى وكتور  در  شد،  ذكر  بالا  در 
هضم آنزيمى و PCR مورد تاييد قرار گرفت و سپس با هضم آنزيمى 
وكتور در   (Cinnagen, IRAN) XbaI و   HindIII آنزيم هاى  توسط 
 CMV پروموتور  دست  پايين  در   pRc/CMV2(Invitrogen,USA)

كلون شد. 

كشت سلولى و انتقال ژن به سلول ها
 American Type Culture) و  ATCC از   HCT 116 سلولى  رده 
سلولى  بانك  از   SW480 سلولى  رده  شد.  خريدارى   (Collection
ايران (تهران، انستيتو پاستور ايران) دريافت شد. هر دو سلول در محيط 
كشت DMEM High Glucose همراه با 1درصد (W/V) آنتى بيوتيك 
(Fetal Bovine Serum)  و FBS پنى سيلين-استرپتومايسين و 10درصد
كشت داده شدند و محيط كشت آنها هر سه روز يك بار تعويض مى شد.

وسيله  به  سلولى  رده  دو  اين  در  سلول ها  ترانس فكشن  ميزان 
شركت  از  سه  هر   Superfect و   Effectene ،Polyfect كيت هاى 
شركت از   Lipofectamine2000 و   (Qiagen, Germany) كياژن 
Invitrogen (USA) با نسبت هاى مختلف DNA پلاسميد كنترل مثبت يا 
pUCCMVLacZ به ماده موثره (Reagent) آزمايش شد. 48 ساعت پس از 
ترانس فكشن سلول ها با روش رنگ آميزى β-Gal  - كه در بخش بعدى درباره 
آن گفته خواهد شد - رنگ آميزى شدند و پس از شمارش سلول هاى آبى شده 
نسبت به كل سلول ها، مشخص شد كه بهترين كيت براى انتقال ژن به اين دو 
رده سلولى كيت Polyfect با نسبت DNA/Reagent 800ng/8μl براى 
سلول هاى SW480 و 800ng/12μl براى سلول هاى HCT116 مى باشد.
كشت خانه اى   12 پليت هاى  در  سلول ها  ترانس فكشن،  جهت 
يك درصد   80 سلولى  تراكم  به  رسيدن  از  پس  و  مى شدند  داده 
ترانس فكشن كيت  با  سلول ها،  پخش  از  پس  روز  دو  يا 

Polyfect (Qiagen,Germany) ترانس فكت مى شدند.

جدول 1: توالي پرايمرهاي طراحي شده براي ساخت سازه ها
5'-AAGCTTTGCGAAAGAGCGAGTCAGCC-3’ UPAR پروموتور Sense توالي پرايمر
5'-AAGCTTGCATGAGCCACCTCATCTGACC-3’ UPAR پروموتور Antisense توالي پرايمر
5'-TGCAAGCTTAGCATCGCCTGCCCAATTTG-3’ FGF18 پروموتور Sence توالي پرايمر
5'-AGCAAGCTTTCATGTCTCCTCCTCCGCGTCTCTC-3’ FGF18 پروموتور Antisense توالي پرايمر
5'-AATAAGCTTCGATGTACGGGCCAGA-3’ CMV پروموتور Sense توالي پرايمر
5'-GGTAAGCTTAAGTTTAAACGCTAG-3’ CMV پروموتور Antisense توالي پرايمر
5'-CTCAAGCTTATGGAGGAGAAAAAAATCACTGGATA-3’ CAT ژن Sense توالى پرايمر
5'-CGATCTAGACGTAGCACCAGGCGAAAAAG-3’ CAT ژن Antisense توالى پرايمر
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 ،β-Gal ELISA روش  وسيله  به  بيان  ميزان  بررسى  جهت 
گزارشگر  ژن  حاوى  گزارشگر  پلاسميدهاى  با  سلول ها  ترانس فكشن 
غلظت   1/10 ميزان  (به   pRc/CMV2CAT كنترل  پلاسميد  و   LacZ

پلاسميد گزارشگر LacZ)به طور هم زمان صورت مى گرفت.

β-Gal Staining رنگ آميزى به وسيله روش رنگ آميزى
وسيله به  سلول ها   Transfection از  پس  روز  دو 
و  pUCFGF18LacZ, pUCUPARLacZ گزارشگر  پلاسميدهاى 

به   pUCLacZ پلاسميد  و  مثبت  كنترل  عنوان  به   pUCCMVLacZ
 β-Gal رنگ آميزى  روش  با  شدن  فيكس  از  پس  منفى،  كنترل  عنوان 
Staining بر اساس روش هاى ذكر شده در مقاله آزادمنش و همكاران 
(54) رنگ آميزى شدند. به طور خلاصه سلو ل هاى ترانس فكت شده در 
10 ميدان 400 برابر شمارش شدند و نسبت سلول هاى آبى شده به كل 

سلول ها محاسبه گرديد. بدين وسيله نتايج رنگ آميزى نيمه كمى شد. 

اندازه گيرى بيان LacZ به روش كمى
گزارشگر  پلاسميدهاى  با  سلول ها  ترانس فكشن  از  پس  روز  دو 
 (Roche Applied Science, Germany) سلولى  بافر ليز  وسيله  به 
الايزا پليت هاى  در  سلولى  ليز  از  ميكروليتر   200 و  شدند  ليز 
الايزاى كيت  با  الايزا  و  شد  ريخته 

انجام   β-Gal (Roche Applied Sciences, Germany)
رنگ  تغيير  كه  بود  ترتيب  بدين  الايزا  خواندن  روش  شد. 
خوان الايزا  دستگاه  در  برابر  زمانى  فاصله هاى  در  سوبسترا 

(Biotek, USA) با طول موج 405 نانومتر و مرجع 490 نانومتر خوانده 
 OD شد. پس از آن شيب هاى تغيير رنگ سوبسترا با تقسيم ميزان تغيير
وسيله  بدين  الايزا  شيب  حداكثر  و  شد  محاسبه  رنگ  تغيير  زمان  به 
محاسبه شد. همچنان كه از روش بالا برمى آيد در اين روش تغيير رنگ 

سوبستراى الايزا متوقف نشد.

 CAT اندازه گيرى ميزان بيان
با شده  ترانس فكت  سلول هاى  ليز  از  ميكروليتر)   25)  1/10

Sample Buffer كيت الايزاى CAT ورقيق شد و با كيت الايزا CAT بر 
طبق پروتوكل ارايه شده به وسيله سازنده بيان پروتئين CAT اندازه گيرى 
شد. تغيير رنگ سوبسترا در فاصله هاى زمانى برابر در دستگاه الايزا خوان

(Biotek, USA) با طول موج 405 نانومتر و مرجع 490 نانومتر خوانده 
شد. سپس شيب هاى تغيير رنگ سوبسترا با تقسيم ميزان تغيير OD به 
زمان تغيير رنگ محاسبه شد و حداكثر شيب الايزا بدين وسيله محاسبه 

شد. در اين روش نيزتغيير رنگ سوبستراى الايزا متوقف نشد.

روش هاى آمارى
حداكثر شيب الايزا β-Gal پس از نرماليزاسيون (تقسيم بر حداكثر 
برنامه  در   t test آمارى تست  با  سلولى  رده  دو  در   (CAT الايزا شيب 

آمارى SPSS مقايسه شدند.

يافته ها
تاييد درستى پلاسميدهاى ساخته شده

و  آنزيمى  هضم  وسيله  به  شده  ساخته  گزارشگر  پلاسميدهاى 
واكنش زنجيره اى پليمراز مورد تاييد قرار گرفت. چنانچه در شكل 1 
مشاهده مى شود، در پلاسميدهاى گزارشگر ژن LacZ در پايين دست 
هم چنين  دارد.  قرار   UPAR يا  و   FGF18 يا   CMV پروموتورهاى 
پلاسميدهاى ساخته شده همگى توسط پرايمرهاى M13F (كه در بالا 
دست ناحيه پروموتورى قرار دارد) توالى يابى شدند و كلون شدن آنها 
توسط توالى يابى نيز مورد تاييد قرار گرفت. نقشه پلاسميدهاى ساخته 

شده درشكل 1 آورده شده است.

شكل 1: نقشه پلاسميدهاى ساخته شده. نام هر يك از پلاسميدها در درون شكل پلاسميد آورده شده است. 

CMVLacZ
6828 bp

LacZ

CMV Promoter

Cla I (2062)

Xho  I (4339)

EcoR I (4306)

EcoR I (4595)

Hind III (402)

Hind III (1110)

Nco  I (809)

Nco  I (1117)

fgf18lacz
6584 bp

LacZ

FGF18 Promoter

Cla I (1818)

Nco I (873)

Xho I (4095)

Hind III (402)

Hind III (866)

UPARLacZ
7131 bp

LacZ

UPAR Promoter

Cla I (2365)

Nco  I (1420)

Xho  I (4642)

EcoR I (4609)

EcoR I (4898)

Hind III (402)

Hind III (1413)

PUCLacZ
6111 bp

LacZ

Cla I (1345)

Hind III (402)

Nco I (409)

Pst I (3598)

EcoR I (3589)

EcoR I (3878)

Ava I (1859)

Ava I (3302)

Ava I (3622)

Apa  LI (180)

Apa  LI (2866)

Apa LI (2981)

Apa LI (4548)

Apa LI (5794)

prccmv2cat
6308 bp

CAT

BGH polyA

CMVpromoter

Xba  I (1772)

Hind III (891)

Hind III (1678)

Nco  I (611)

Nco  I (1443)

Nco  I (2842)
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رنگ آميزى سلول ها
با  شده  ترانس فكت  سلول هاى  در   β-Gal پروتئين  بيان  ميزان 
به   pUCCMVLacZ پلاسميد  با  مقايسه  در  گزارشگر  پلاسميدهاى 
رده  دو  در  منفى  كنترل  عنوان  به   pUCLacZ و  مثبت  كنترل  عنوان 
(به  گالاكتوزيداز  بتا  رنگ آميزى  با   SW480 و   HCT116 سلولى 
مشاهده  كه  همان گونه  گرفت.  قرار  بررسى  مورد  كمى)  نيمه  صورت 
مى گردد سلول هاى HCT116 در مقايسه با سلول هاى SW480 بهتر 
ترانس فكت  سلول هاى  بين  درمقايسه  امر  اين  كه  شده اند  ترانس فكت 
شده با پلاسميد pUCCMVLacZ (به عنوان كنترل مثبت داراى بيان 
 .(2E 2 نسبت به شكلA شكل) كنترل نشده و ثابت) مشاهده مى شود
آبى  نقاط  داراى   HCT116 سلول هاى  مى بينيم  شكل  اين  در  چنانچه 
با توجه به  نكته  اين  سلول هاى SW480 مى باشند و  نسبت به  بيشترى 
دهنده  نشان  بود؛  شده  بهينه  سلولى  رده  دو  هر  در  ترانس فكشن  اينكه 
 DNA به ميزان بيشترى پذيراى HCT116 اين است كه سلول هاى رده
هستند. همچنين در شكل هاى 2B و 2F مشاهده مى شود كه پروموتور 
FGF18 در هر دو سلول نسبت به پروموتور UPAR (شكل هاى 2C و 
2G) بيشتر باعث بيان ژن LacZ شده است واين تفاوت در رده سلولى 

SW480 به وضوح بيشترى مشاهده مى شود.
پس از شمارش سلول هاى رنگ آميزى شده و تقسيم آن بر تعداد 
كل سلول ها و محاسبه ميزان بيان به صورت نيمه كمى مشاهده شد كه 
پروموتور FGF18، 5درصد سلول هاى SW480 را آبى رنگ كرده 
است، در حالى كه پرموتور UPAR كمتر از 0/5 درصد اين سلول ها را 
به رنگ آبى در آورده است. در كنار آن پروموتور CMV در حدود 
 2H شكل  در  چنانچه  است.  كرده  رنگ  آبى  را  سلول ها  درصد   35
مشاهده مى شود، سازه بدون پروموتر هيچ كدام از سلول ها را آبى رنگ 

نكرده است.
داراى  سازه  كه  مى شود  مشاهده  نيز   HCT116 سلول هاى  در 

پروموتورCMV (شكل 2A) باعث شده است كه در حدود 50 درصد، 
سلول ها آبى شوند و اين امر نشان مي دهد كه تقريبا همين تعداد سلول ها 
 (2B شكل) FGF18 ترانسفكت شده اند. هم چنين سازه داراى پروموتور
10درصد سلول ها را آبى كرده است و سلول هاى ترانس فكت شده با 
سازه UPAR (شكل 2C) در حدود 5 درصد آبى شده اند. همان طوركه 
آبى  نيز  پروموتور  بدون  سازه  با  شده  ترانس فكت  سلول هاى  مى بينيم 

.(2D شكل) نشده اند

β-GAL نتايج الايزا
زمان هاى  در   SW480 و   HCT116 سلولى  رده  دو  سلولى  عصاره 
مساوى برداشته شد و ميانگين نتايج پيش و پس از نرماليزاسيون (يعنى 
پس از تقسيم حداكثر شيب اليزاى  β-Gal بر حداكثر شيب CAT) در 
 β-Gal نمودارهاي 1 و 2 آورده شده است. با توجه به اينكه حداكثر شيب
چاهك ها  از  هريك  در  بيان  ميزان  كننده  ثابت  تنهايى  به  نمى توانست 
هر  پروتئين هاى  كل  ميزان  يا  ديگرى  پروتئين  بيان  با  مي بايست  باشد 
كه   - CAT بيان  ميزان  با   β-Gal بيان  ميزان  مى شد،  استاندارد  چاهك 
توسط پروموتور CMV بيان ثابتى در همه سلول ها داشت - نرماليزه شد. 
است مى توان  شده  آورده  نمودارهاي 1 و 2  نتايجى كه در  به  توجه  با 
به اين نتيجه رسيد كه پروموتور FGF18 در هر دو رده سلولى مطالعه 

شده، داراى فعاليت بيشترى از پروموتور UPAR مى باشد.
 LacZ ژن  بيان  ميزان  كه  مى شود  مشاهده   2 و   1 نمودارهاي  در 
طرز  به   pUCCMVLacZ پلاسميد  با  شده  ترانسفكت  سلول هاى  در 
پلاسميد  دو  با  كه  سلول هايى  در  ژن  اين  بيان  ميزان  از  معني دارى 
ترانس فكت   (pUCFGF18LacZ و   pUCUPARLacZ) ديگر بيانى 
پروموتور  دو  اين  فعاليت  بررسى  براى  بنابراين  مى باشد.  بيشتر  شده اند، 

نياز به مقايسه آنها با يكديگر در رده هاى سلولى متفاوت مى باشد.
رده  در   LacZ گزارشگر  ژن  بيان  ميزان  براى  شده  محاسبه  اعداد 
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شكل 2: نتايج رنگ آميزى دو رده سلولى HCT116  و SW480 با روش نيمه كمى  رنگ آميزى β-Gal (100 × مقياس)
CMVLacZ ترانس فكت شده با پلاسميد HCT116 رده سلولى :A

FGF18LacZ ترانس فكت شده با پلاسميد HCT116 رده سلولى :B
 UPARLacZ ترانس فكت شده با پلاسميد HCT116 رده سلولى :C

pUCLacZ ترانس فكت شده با پلاسميد HCT116 رده سلولى :D
CMVLacZ ترانس فكت شده با پلاسميد SW480 رده سلولى :E

FGF18LacZ ترانس فكت شده با پلاسميد SW480 رده سلولى :F
UPARLacZ ترانس فكت شده با پلاسميد SW480 رده سلولى :G

pUCLacZ ترانس فكت شده با پلاسميد SW480 رده سلولى :H

       

CMVLacZ                            FGF18LacZ                           UPARLacZ                            pUCLacZ 

HCT116

A

E

B

F G H

C D

SW480



و   CMVLacZ پلاسميدهاى  با  شده  ترانس فكت   HCT116 سلولى 
نرماليزاسيون  از  پس   pUCLacZ و   UPARLacZ و   FGF18LacZ
با  و 0/079.  و 0/539  و 0/728  از 2/885  عبارتند  ميانگين  صورت  به 
تقسيم اين اعداد بر ميزان بيان اين ژن تحت پروموتور CMV كه يك 
اين طور  قابل كنترل مى باشد مى توان  بالا و غير  پايه  بيان  پروموتور با 
 HCT116 سلولى  رده  در   FGF18 پروموتور  كه  كرد  نتيجه گيرى 
0/25 برابر پروموتور CMV فعال مى باشد. هم چنين پس از تقسيم ميزان 
بيان اندازه گيرى شده ژن گزارشگر تحت پروموتور UPAR بر ميزان 
بيان اين ژن تحت پروموتور CMV مى توان اين طور نتيجه گيرى كرد 
 CMV در اين رده سلولى 0/187 برابر پروموتور UPAR كه پروموتور

فعال مى باشد.

فعال  آن  در   Wnt سيگنالينگ  مسير  كه   SW480 سلولى  رده  در 
ميانگين  براى  شده  محاسبه  اعداد  گفت  ترتيب  به  مى توان  مى باشد، 
به  شده  مطالعه  پروموتورهاى  تحت   LacZ گزارشگر  ژن  بيان  ميزان 
 FGF18  ،0/93 10/28 براى پروموتور ،CMV ترتيب براى پروموتور
پروموتور  بدون  پلاسميد  براى  و   0/21  ،UPAR پروموتور  براى 
اختصاصى  پروموتورهاى  با  بيان  ميزان  تقسيم  از  پس  مى باشد.   0/085
گرفت  نتيجه  مى توان   CMV پروموتور  با  گزارشگر  ژن  بيان  ميزان  بر 
و  مى باشد   CMV برابر  و، 0/09   FGF18 پروموتور  با  ژن  بيان  ميزان  كه 
مى باشد.   CMV پروموتور  برابر   0/02 ،UPAR پروموتور  با  بيان  ميزان 
ميزان بيان با پروموتور UPAR هرچند بسيار كم مى باشد ولى از ميزان 

بيان با پلاسميد بدون پروموتور بيشتر مى باشد.

نمودار 1: ميانگين بيان β-Gal در سلول هاى HCT116  ترانس فكت شده با 4 پلاسميد ساخته شده: ستون هاى نخست مربوط به هر پلاسميد؛ ميانگين 
بيان خام β-Gal اندازه گيرى شده به روش ELISA در يك سرى ترانس فكشن، ستون هاى دوم؛ ميانگين بيان خام CAT در همان سرى ترانس فكشن 
اندازه گيرى شده به روش ELISA و ستون هاى سوم مربوط به هر پلاسميد؛ ميانگين بيان β-Gal پس از نرماليزه كردن بيان آن با بيان CAT مى باشد. 

خطوط مشكى در ميان هر ستون ميزان خطاى استاندارد (Standard Error) محاسبه شده به روش هاى آمارى را نشان مى دهد.

نمودار 2: ميانگين بيان β-Gal در سلول هاى SW480 ترانس فكت شده با 4 پلاسميد ساخته شده: ستون هاى نخست مربوط به هر پلاسميد؛ ميانگين 
بيان خام β-Gal اندازه گيرى شده به روش ELISA در يك سرى ترانس فكشن، ستون هاى دوم؛ ميانگين بيان خام CAT در همان سرى ترانس فكشن 
 CAT پس از نرماليزه كردن بيان آن با بيان β-Gal و ستون هاى سوم مربوط به هر پلاسميد؛ ميانگين بيان ELISA اندازه گيرى شده به روش

مى باشد. خطوط مشكى در ميان هر ستون ميزان خطاى استاندارد (Standard Error) محاسبه شده به روش هاى آمارى را نشان مى دهد.
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دو  كه  گرفت  نتيجه  مى توان  شد،  گفته  كه  آنچه  به  توجه  با 
پروموتور FGF18 و UPAR در رده سلولى HCT116 فعال تر از رده 
سلولى SW480 مى باشد. اين مسئله با توجه به ميزان بيان ژن گزارشگر 
قابل   CMV پروموتور  كنترل  تحت  بيان  به  نسبت  پروموتورها  اين  با 
و   SW480 سلولى رده  دو  هر  در  ترتيب  همين  به  است.  نتيجه گيرى 
مى باشد  فعال تر   UPAR پروموتور  از   FGF18 پروموتور   HCT116
سلولى  رده  در  و  برابر  ميزان 1/34  اين   HCT116 سلولى  رده  در  كه 

SW480 اين ميزان 4/4 برابر مى باشد.  
پس از اين واكاوى نخستين، تست آمارى t test براى مقايسه نتايج 
رده هاى  در  مختلف  پلاسميدهاى  شدن  ترانس فكت  از  ناشى  اليزاى 

مختلف سلولى انجام شد.
در رده سلولى SW480 با p=4 0/004 بيان پروتئين گزارشگر تحت 
پروموتور FGF18 از نتايج الايزاى پلاسميد بدون پروموتور بالاتر بود 
و با پروموتور UPAR، بيان پروتئين گزارشگر با p، 0/008 از پلاسميد 

بدون پروموتور بالاتر بود.
و   FGF18 پروموتور با  الايزا  نتايج  نيز   HCT116 سلولى رده  در 
و   0/001 pهاى  با  پروموتور  بدون  پلاسميد  با  الايزا  نتايج  از   UPAR

0/0004 متفاوت و بالاتر بود.
 HCT116 در رده سلولى UPAR و FGF18 بيان با پروموتورهاى
با p، 0/025 از يكديگر متفاوت مى باشد. در صورتى كه نتايج اليزاى 
اين دو گونه پلاسميد در رده سلولى SW480 با p، 0/004 از يكديگر 
متفاوت مى باشد كه اين مساله نشان مى دهد كه اين دو پلاسميد تفاوت 

واضح ترى در رده سلولى SW480 دارند. 

بحث
 در اين پژوهش سعى گرديد با برگزيدن بهترين نواحى پروموتورى 
 UPAR ژن هاى) Wnt و K-ras دو ژن پايين دست مسيرهاى سيگنالينگ
و FGF18)، سازه هاى گزارشگرى براى بررسى فعاليت اين دو مسير در 

رده هاى سلولى HCT 116 و SW480 ساخته شوند. 
براى  اتصال  جايگاه  يك  بودن  دارا  با   FGF18 ژن  پروموتور 
فاكتور رونويسى TCF/LEF1 مى تواند به عنوان يك الگوى كلاسيك 
مطالعات  به  توجه  با  باشد.  مطرح   Wnt مسير  وسيله  به  شده  تحريك 
انجام شده جايگاه چسبيدن TCF/LEF1 در پروموتور ژن FGF18 در 
190- باز از ناحيه آغاز رونويسى قرار دارد و مهم ترين عامل بيان آن 
در سلول هاى سرطانى كولون مى باشد (23). به همين دليل از 400 باز 
بالاتر از جايگاه آغاز رونويسى ژن براى ساخت سازه گزارشگر تحت 
حتم  طور  به  تا  گرفت  قرار  استفاده  مورد   FGF18 پروموتور  كنترل 

داراى جايگاه چسبيدن فاكتور رونويسى TCF/LEF باشد.
 ،k-ras در پايين دست MEK/ERK نيز به وسيله مسير UPAR ژن
بيان بالايى پيدا مى كند (55). رونويسى از اين ژن به وسيله فاكتورهاى 
رونويسيى چون Sp-1 (56) و AP-1 (57) فعال مى شود. بنابراين اين 
ژن مى تواند به عنوان يك الگوى كلاسيك ژن هاى تحريك شده با 
به  طور  اين  مقالات  بررسى  با  باشد.  مطرح   K-ras سيگنالينگ  مسير 
(UPAR) نظر مى رسد كه نواحى پروموتورى مختلفى در بيان پروتئين

دارند.  نقش   Urokinase Plasminogen Activator Receptor
فاكتور  كه  است   -60 تا   -141 در  پروموتورى  ناحيه  آنها  از  يكى 
شده  ذكر  نيز  مقالات  برخى  در  مى چسبد.  آن  به   AP-1 رونويسى 
دارند  نقش   UPAR ژن  بيان  در   +4 تا   -136 ميان  مناطق  كه  است 
(58). در مقالات ديگرى نيز دو ناحيه كه فاكتور رونويسى Ap-1  در 

پروموتور اين ژن عمل مى كنند، شناسايى شده است كه يكى در ناحيه 
180- (59) و ديگرى در ناحيه 70- از آغاز رونويسى است. هم چنين 
اصلى  ناحيه   +47 تا   -141 ميان  بازى   180 ناحيه اى  است  شده  گفته 
پاسخ  در  كه  پروموتور  اين  از  نواحى  مى باشد.  ژن  اين  پروموتورى 
سلولى  رده هاى  در   AP-1 رونويسى  فاكتور  طريق  از  و  آسپيرين  به 
رونويسى  آغاز  ناحيه  از  باز   -398 در  نيز  دارد  نقش  كولون  سرطان 

قرار دارد (60). 
ديگر  پروتئين هاى  يا   β-catenin افزايش  شد  اشاره  كه  همان طور 
اين  و  مى شود   Fra-1 و   c-fos ژن  دو  بيان  افزايش  باعث   Wnt مسير 
اين   .(57) مى دهند  تشكيل  را   AP-1 مجموعه  يكديگر  با  پروتئين ها 
مجموعه نيز باعث رونويسى از ژن UPAR مى شود (61). به همين دليل 
 Wnt در برخى مقالات ذكر شده است كه بيان اين ژن به وسيله مسير

نيز فعال مى شود (62).
براى  رونويسى  آغاز  جايگاه  از  بالاتر  باز   800 از  دليل  همين  به   
استفاده  مورد   UPAR پروموترى  ناحيه  داراى  گزارشگر  سازه  ساخت 
قرار گرفت تا دست كم داراى جايگاه هاى چسبيدن AP1 و SP1 باشد 

.(63 ،60 ،57)
جايگاه هاى  حد  از  بزرگ تر  كمى  همگى  شده  انتخاب  نواحى 
اتصال فاكتورهاى رونويسى بودند به اين دليل كه قصد داشتيم شرايط 
نسبتا طبيعى بيان در سلول هاى بدن را در رده هاى سلولى مورد تقليد قرار 
دهيم تا اگر مكان هاى ناشناخته اى براى اتصال فاكتورهاى مهار كننده و 
تحريك كننده در بازهاى بالا يا پايين تر وجود داشته باشد، آن را نيز در 
سازه بيانى خود آورده باشيم. هم چنين به منظور اطمينان از آغاز طبيعى 
رونويسى، قسمتى از پايين دست نقطه آغاز رونويسى (پيش از رسيدن به 

نقطه آغاز ترجمه=UTR) و΄5) نيز در هر پروموتر انتخاب گرديد.
 HCT116 بر اساس نتايج رنگ آميزى و اليزا در دو رده سلولى 
تنها  كه   FGF18 پروموتور  كه  گرفت  نتيجه  مى توان   ،SW480 و 
داراى يك جايگاه براى اتصال TCF/LEF1 مى باشد، در هر دو رده 
سلولى داراى فعاليت بيشترى نسبت به پروموتور UPAR است. انتظار 
 Ras سيگنالينگ  مسير  بالادست  در  جهش  آنكه  به  توجه  با  مى رود 
اين  در   UPARپروموتور است،  شده  ثابت   HCT116 سلولى  رده  در 
رده سلولى نسبت به پروموتور FGF18 فعال تر باشد ولى نتايج الايزا 
 FGF18 پروموتور  برترى  البته  مى دهد.  نشان  را  مسئله  اين  خلاف 
سلولى  رده  از   SW480 سلولى  رده  در   UPAR پروموتور  به  نسبت 
p ها و نسبت هاى محاسبه شده) مى باشد  HCT116 بيشتر (با توجه به 
 Wnt سيگنالينگ  مسير  كه  است  پيشين  دانسته هاى  اساس  بر  اين  و 
پايه  بر  است.  فعال تر   HCT116 به  نسبت   SW480 سلولى  رده  در 
برخى مقالات (64)، حتى اگر علت سرطان زايى در كولون فعال شدن 
سلول ها  اين  در  نيز   Wnt مسير  باشد،   K-ras دست  پايين  سيگنالينگ 
 k-ras فعال مى شود. همچنين در مواردى مشاهده شده است كه مسير

نيز توسط مسير Wnt فعال مى شود (6).
فيبروبلاستى  رشد  فاكتور  ژن  روى  بررسى  آنكه  به  توجه  با 
پروموتر  در  شايد  كه  زد  حدس  مى توان  مى باشد،  نوپا  18بسيار 
مسير  پايين دست  فاكتورهاى  اتصال  براى  جايگاه هايى  نيز  ژن  اين 
طراحى  در  مى تواند  مسئله  اين  و  باشد  موجود   K-ras سيگنالينگ 
نظر  مد  آن  از  پس  بيوانفورماتيك  بررسى هاى  در  و  بعدى  مطالعات 

گيرد. قرار 
پروموتور  تاثير  تحت  گزارشگر  ژن  بيان  شد  مشاهده  چنانچه 
 (K-ras ژن (مسير  اين  بالادست  كه  سلول هايى  رده  در  حتى   UPAR
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طبيعى  حالت  از  تقليد  جهت  مطالعه  اين  در  بود.  كم  نيز  است  فعال 
موجود در سلول بهترين قطعه پروموتورى ژن UPAR (شامل نواحى 
چسبيدن  جايگاه هاى  داراى  رونويسى)  آغاز  جايگاه  از  پس  و  پيش 
در  آن  از  بيشتر  حتى  و   K-ras سيگنالينگ  مسير  دست  پايين  اجزاى 
تا  كه  مقالاتى  از  كدام  هيچ  در  شد.  داده  قرار   LacZ ژن  بالادست 
در  بيان  كننده هاى  مهار  كه  ناحيه اى  است،  رسيده  چاپ  به  كنون 
حدود 800 باز بالاتر از ژن به آن بچسبند، يافت نشده است (57، 63)، 
تنها سوراويا و همكاران در مقاله خود به اين نكته اشاره كرده اند كه 
بيان ژن گزارشگر با پروموتور 2/3 كيلوبازي از بيان توسط پروموتور 
اين  دليل  همين  به   .(63) مى باشد  كمتر  كمى  بازي   400 شده  كوتاه 
اتصال  جايگاه  داراى  كه  ناحيه اى  برگزيدن  علت  به  كه  را  احتمال 
گرفت.  ناديده  نمى توان  باشد،  شده  كم  بيان ژن  كننده ها است،  مهار 
آنچه با اين فرضيه مطرح مى شود اين است كه اين نواحى مهار كننده 
در  باشد،  نرمال  سلول هاى  در  ژن  بيان  مهار  براى  مى رسد  نظر  به  كه 
سلول هاى تومورى نيز عمل كرده است. اين احتمال نيز كه اين ژن به 
اشتباه به عنوان هدفى در پايين دست مسير سيگنالينگ Ras برگزيده 
ژن  اين  كه  دليل  اين  به  مى نمايد  ذهن  از  دور  بسيار  نيز  باشد،  شده 
حتى  و   (65) مى باشد   Ras سيگنالينگ  مسير  اصلى  اجزاى  از  يكى 
مكان هاى چسبيدن يكى از اجزاى اصلى Ras و(AP-1) در پروموتور 

اين ژن به درستى يافت شده است. 
ژن  اين  كه  است  شده  ذكر  مقالات  برخي  در  اينكه  علي رغم 
مطالعه  اين  در  مي شود (62)،  فعال  نيز   Wnt سيگنالينگ  مسير  توسط 
آن  در  كه   SW480 سلولي  رده  در  پروموتور  اين  كه  شد  مشاهده 
ژن  از  بالايى  چندان  بيان  موجب  است  فعال   Wnt سيگنالينگ  مسير 

گزارشگر نشده است.
سرطانى  سلول هاى  پلاستيسيتى  حالت  مورد  در  مباحث  برخى 
سرطانى  سلول  يك  از  كلون هايي  زير  مى كند  ذكر  كه  دارد  وجود 
مى توانند به صورت يكى در ميان داراى بيان كم يا زياد يك پروتئين 
همچون UPAR باشند (66). هم چنين در مقالات ديگرى درباره بيان 
و  يانگ  حتى  است  شده  بحث  سلولى  رده  يك  در   UPAR متغير 
بيان  داراى  كه  سلولى  رده  يك  در  كه  داده اند  نشان   (67) همكاران 
كم اين ژن مى باشد؛ در شرايط خاص ديگرى بيان بالاترى از اين ژن 
سلول هاى  مورد  در  مى تواند  فوق  نكات  عكس.  بر  و  مى شود  ديده 
شرايط  يك  در  سلول ها  اين  اينكه  خاطر  به  كه  باشد  صادق  هم  ما 
پايدار قرار گرفته اند و نيازى به متاستاز يا حركت و نفوذ از سدهاى 
از  بيرونى  محرك هاى  برابر  در  نتيجه  در  و  ندارند  سلولى  خارج 
سدهاى خارج سلولى قرار نمى گيرند، بيان اين ژن نيز كم شده باشد. 
دهيم،  تغيير  را  سلول ها  بيرونى  شرايط  اگر  كه  مى رود  اين  احتمال 
شود.  فعال تر  آن  پروموتر  نتيجه  در  و  رود  بالاتر  نيز  پروتئين  اين  بيان 
چسبيدن   (68) است  شده  ذكر  مقاله  اين  مقدمه  در  كه  طور  همان 
ليگاندهاى مختلف به گيرنده اى چون UPAR باعث افزايش بيان اين 
شرايط  تاثير  تحت  آن  بيان  كه  گفت  مى توان  نتيجه  در  مى شود؛  ژن 
محيطى قرار دارد . چون سلول هاى مورد مطالعه ما در شرايط پايدارى 
قرار داشته اند، سيگنال هاى فعال كننده متاستازو حركتشان فعال نبوده 

 ERK/MAPKK است و بر اين اساس سيگنال هاى درون سلولى چون
بر خلاف جهش در ژن k-ras به صورت فعالانه اى داراى باز خورد 

نبوده اند. مثبت 

نتيجه گيرى
مسير  كه  گرفت  را  نتيجه  اين  مى توان  شد،  گفته  آنچه  از   
افزايش  باعث  كه  مسير  اين  از  جزيى  حداقل  يا  و   Wnt سيگنالينگ 
از  ناپذيرى  جدايى  جز  مى شود،   FGF18 چون  رشدى  فاكتور  بيان 
دو  اين  در  كم  دست  يا  كولون  اپى تليال  سلول هاى  در  سرطان زايى 
اجزايى  در  جهش هايى  كه  مواردى  در  حتى  مى باشد.  سلولى  رده 
شده  كولون  اپى تليال  سلول هاى  بدخيمى  باعث  ديگر  مسيرهاى  از 
آمده  دست  به  پژوهش  اين  در  آنچه  به  توجه  با  و  مسير  اين  باشد 

مى شود. فعال   18 فيبروبلاستى  رشد  فاكتور  ژن  پروموتور  است 
كه  ژن هايى  گفت  مى توان  پژوهش  در  فوق  مشاهده  اساس  بر 
 TCF/LEF1 اتصال  براى  جايگاه هايى  داراى  پروموتورشان  در 
ژن هاى  بيان  براى  مناسبى  كانديدهاى  عنوان  به  مى توانند  باشند 
در  خودكشى  ژن هاى  همچون  درمانى  ديگر  ژن هاى  و  گزارشگر 

گيرند. قرار  استفاده  مورد  كولون  سرطانى  سلول هاى 
همچون  سنتى  درمان هاى  از  پس  درمانى  ژن  كه  نظر  اين  از 
از  يكى  عنوان  به  مى تواند  پرتودرمانى  يا  درمانى  شيمى  يا  جراحى 
سازه  ساخت  گيرد؛  قرار  استفاده  مورد  سرطان  درمانى  روش هاى 
سلول هاى  در  و  باشد  فعال  سرطانى  سلول هاى  در  كه  گزارشگرى 
ساخت  از  پس  مى يابد.  چندان  دو  اهميتى  نباشد،  فعال  بدن  نرمال 
از  مى توان  سرطانى،  سلول هاى  در  آنها  بيان  بررسى  و  سازه ها  اين 
براى  كولون  تومورى  سلول هاى  در  شده  فعال  پروموتورهاى  بهترين 
كردن  درست  و  خودكشى  ژن هاى  دست  بالا  در  آنها  دادن  قرار 
اين  از  مى توان  هم چنين  كرد.  استفاده  خودكشى  سازه هاى  بهترين 
در  سيگنالينگ  مختلف  مسيرهاى  فعاليت  بررسى  براى  پروموتورها 
فعال  سازه هاى  مى توان  كه  همچنان  برد.  بهره  مختلف  سلول هاى 
بررسى  براى  را   FGF18LacZ هم چون   Wnt مسير  وسيله  به  شده 
ساخته  تازه  رده هاى  و  مختلف  سلولى  رده هاى  در  مسير  اين  فعاليت 

شده به كار برد. 
پروموتورهاى  كه  است  اين  پژوهش  اين  از  پس  راهكار  بهترين 
را   K-ras همچنين  و   Wnt سيگنالينگ  مسيرهاى  با  شده  فعال  ديگر 
دهيم  قرار   LacZ چون  گزارشگرى  ژن  بالاى  در  ترتيب  همين  به 
براى  مختلف  سلول هاى  در  روش  همين  با  را  گزارشگر  ژن  بيان  و 
سرطان  در  شده  فعال  ژن هاى  و  سيگنالينگ  اجزاى  بيشتر  شناخت 

دهيم.  قرار  بررسى  مورد  كولون 

تشكر و  تقدير 
از جناب آقاى دكتر مجيد گلكار و جناب آقاى دكتر محمد على 
شكرگزار كه در مراحلى از اين كار همكارى صادقانه داشته اند تقدير و 
تشكر مى شود. كليه هزينه هاي مالي اين پژوهش از سوي انيستيتو پاستور 

ايران تامين شده است.
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