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مطالعه اثر کاهش بيان گيرنده نوع يک فاکتور رشد شبه 

سرطان  يسلول ها يمقاومت پرتوئ يبر رو (IGF-IR)انسولين 
  (DU-145) يپروستات انسان

  3 يمزدرانحسين ، 2شميلا درويشعليپور، 2مجد يسعيد انصار، 1،2راضيه جلال**،*
دانشكده . 3 ، تهران، ايرانيژنتيك و زيست فناور يمهندس يپژوهشگاه مل. 2 يرانمشهد، مشهد، ا ي، دانشكده علوم، دانشگاه فردوسيگروه شيم. 1

  ، تهران، ايراندانشگاه تربيت مدرسعلوم پزشكي، 
 

 ينشـناخته شـده در ب ـ   ين سـرطان هـا  ياز متـداول تر يکيسرطان پروستــات  :چکيده
رمـان آن  د يبـرا  يمتفاوت يدرمان يروش ها يمــاريمردان بوده که بسته به مرحله ب

در سـرطان پروسـتات    يدرمـان  ين روش هـا ياز مـوثرتر  يک ـي. شـود  يبکار گرفتـه م ـ 
 يدرمـان  يکسـان پاسـخ هـا   ي يده است که تومورهايمشاهده گرد. ي باشدم يپرتودرمان

مشـــابه بـه پرتـو     يت تومورهـا يدهنـد و حساس ـ  يمتفاوت به پرتو از خود نشان م ـ
نده يرتومورها، گ ياد مقـاومت  پرتوئيجاعوامل موثر در  يبررس يدر پ. متفــاوت است

ضـد مـرگ    يـــت هـا  يل داشتن فعاليبه دل (IGF-IR) ينک فاکتــور رشد شبه انســولينوع 
ام مرگ ي انتقــال پيرمس يمتعدد در برابر محرک ها يهايرمسـ يق فعال سازياز طر سلولي

مورهـا شـناخته   از تو يبرخ ـ در ياد مقاومت پرتوئيجاز عوامل ا يکيسلول، به عنوان 
، دودمان سلولي ســـرطان  DU-145دودمان سلـولي کهمطالعــات نشان داده است . شده است

را بيان مي کند و همچنين مقاوم به  IGF-IR پروســتات انسـاني غير وابسته به آندروژن،
، بيان DU-145در مقاومت پرتوئی سلول های  IGF-IRبه منظور بررسی نقش  .پرتو مي باشد

IGF-IR  نـده  يرسنـــس گ  ان کننـده آنتييک وکتور بيبا استفاده از در سلول های مذکور
IGF-I  قـرار   يگـر  6و  2 صفر،  يدر معرض پرتو با دزهاکاهش داده شد و سپس سلول ها
باعث افزايش حساسـيت   IGF-IRکه کاهش بيان نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد . گرفت

از عوامـل   يرا به عنوان يک ـ IGF-IRتوان  يملذا  .ستبه پرتو شده ا DU-145 يسلول ها
 .پيشنهاد نمود DU-145 يها سلول يدرگير در ايجاد مقاومت پرتوي

اغلـب  مـردان  بـين  در  دومين سرطان کشندهتات ــرطان پروســس  :مقدمه
، افزايش با افزايش سن شيوع اين بيماري. استپيشرفته جهان  يکشورها

 يابـد  سال افزايش مـي  50تر از ر مردان بالاد يافته و احتمال وقوع آن
هـاي   روشاز اي قـرار دارد   رطان در چه مرحلهـه به اينكه سـبست .)1(

 يو شـيم  ي، هورمـون درمـان  ي، پرتودرمـان يجراح ـ  -ياوتـدرماني متف
مگير ــــ ـهـاي چش  تــ ـعلي رغـم مزي  .)2-4( شود يماستفاده   - يدرمان

ومورهايي وجـود  ت استخص شده ــــــودرماني در درمان سرطان مشــپرت
و مقـاوم بـوده و سـطح    ــيار بالا به پرتــزهاي بسدارند آه حتي در د

وارده را دارا  يوئــپرت يها بـــاز توانايي اصلاح و تغيير آسي يبالاي
ردن ـاوم به پرتو و بـا بكارب ـ ـومور مقـتشخيص يك ت با). 5( باشند مي

 درمـان  تـر در  ريعـمـوثر و س ـ اقدامي توان  يمري از درمان ـنوع ديگ
شناسـي   هـاي زيسـت   كــترش تكنيــدر اين راستا با گس .سرطان انجام داد

ددي در ـهـاي متع ـ  روزافزون تكنولـوژي تـلاش   رفتـــمولكولي و با پيش
حساسـيت پرتـويي   درگيــر در  ص فاآتورها و مارآرهـاي مولكـولي   ـتشخي

يان بـيش از  ــه بآ دهند ينشــان مشواهد  .تومورها انجام گرفته است
هاي سرطاني با مقاومت پرتويي تومور مرتبط  سلول از يبرخ در IGF-IRحد 
هاي مقاوم بـه   سلول از يبرخ درعامل بقاء  را به عنوان باشد و آن مي

نشان داده شـده اسـت کـه     يهمچنين در مطالعات بسيار .اند پرتو شناخته
زايش مقاومـت  مختلـف بـا اف ـ   يافزايش بيان اين گيرنده در سـرطان هـا  

 ،يهـاي  واضـح اسـت آـه چـنين يافتـه     . باشد يهمراه م يو پرتوئ يداروئ
هاي جديد براي ايجاد بهبودي در پاسخ سرطان به پرتودرماني  راتژيــاست

در  IGFنوع يـک   ةگيرند نقش اين تحقيقدر  ).6 -8( پروراند را در ذهن مي

قـرار   يس ـمـورد برر سرطان پروستات انسـان   يها سلول يپرتوئمقاومت 
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 سرطان پروستات انسان، در دودمان سلولي IGF-IRبدين منظور بيان . گرفت
DU-145 يسنس به طـور قابـل ملاحظـه ا    آنتي ي، با استفاده از تکنولوژ 

 يبر رو يگر 6و  2صفر،  يو سپس اثر پرتو گاما با دزها ه شدکاهش داد
   .شد يبررس DU-145 يسلول ها يزائ رشد و قدرت کلني

 IGF-IRسـنس   به منظور ساخت وکتور بيـان کننـده آنـتي    :روش ها مواد و
در وکتـور   IGF-IR از تـوالي  يجفت بـاز  700يک قطعه )  pIGF-IRASوکتور (

pBK-CMV )سنس نسبت به پروموتور  در جهت آنتيCMV (وکتــور   .کلون شد
pBK-CMV  وان ــ ـکه به عن دــباش يم ييک وکتـور فــاژميـدExpression 

Vector يگـيرد و دارا  ياده قرار م ـمورد استفـ ييوکاريوت ير سلول هاد 
 DU-145 يسلول هـا   .باشد يمژن مقاومت به نئومايسين و  CMVپروموتور 

يـا بـا   ه بودنـد  کشت داده شد%  FBS 10 يحاو RPMI-1640که در محيط کشت 
) DU-145(v) - کـنترل ( pBK-CMVو يا بـا وکتـور    pIGF-IRAS (DU-145®) وکتور

به محيط کشت،  mg/ml 4/0نئومايسين با غلظت با افزورن . نس فکت شدندترا
به . ندشدانتخاب  ®DU-145و  DU-145(v)  ترانس فکت شده پايدار يسلول ها

آزمايشـات   mRNAدر سـطح پـروتئين و    IGF-IRميـزان بيـان    يمنظور بررس
 ميکروگـرم از عصـاره   5/0مقـدار  . انجام شد RT-PCRو ) بلات(ايمينوبلات 

 PVDFغشـاء   يبـر رو  ®DU-145 و DU-145 (v)، شـاهد  DU-145 يسلول ها سلولي
منوکلنال بر  يها يباد برده شد و مراحل دات بلات با استفاده از آنتي

با استفاده از برنامـه  . صورت گرفت) يکنترل داخل(و اکتين  IGF-IRعليه 
 نسـبت د و ش ـ يانـدازه گـير   دانسيته تمـام دات هـا   ،Total Lab يکامپيوتر

دات مربوط به هر سلول در آزمايش دات بـلات   يدانسيته بدست آمده برا
 يبه دانسيته بدست آمـده بـرا   IGF-IRبرعليه  يباد با استفاده از آنتي

 يباد دات مربوط به همان سلول در آزمايش دات بلات با استفاده از آنتي
هر  يبرا IGF-IR/Actinبرعليه اکتين تقسيم شد و بدين ترتيب نسبت پروتئين 

 PCR، آزمايش cDNAسنتز و کل  RNA استخراجپس از  .سلول محاسبه گرديد
مـذکور   يتمـام سـلول هـا    يبراو اکتين  IGF-IR يبا استفاده از پرايمرها

 .قـرار گرفـت   يمـورد بررس ـ  آگارز% 1ژل  يبر روPCR محصول  انجام شد و
 Totalبرنامـه  و اکتين با استفاده از   IGF-IR مربوط به يدانسيته باندها

Lab شد و نسبت دانسيته باند مربوط به ياندازه گيرIGF-IR    به دانسـيته
در مرحلـه   .هر يک از سلول ها محاسـبه شـد   يباند مربوط به اکتين برا

تابش پرتـو  در معرض  ®DU-145 و  DU-145 (v)،شاهد DU-145 يلول هاــ، سبعد
 .قـرار گرفتنـد   )Gy( يگـر  6 و 2، 0 يزهـا دبا  )60چشمه کبالت ( گاما

رسـم   رشـد  شد و منحنيانجام  يدهپس از پرتوساعت  96به مدت  شمارش سلولي
  از هر نمونه سلولي بدين منظور. شد يبررس يزائ قدرت کلنيهمچنين . گرديد

در  mm 60ظروف  در سلول يتابيده شده، تعداد متفاوت ز پرتوبر حسب د
ml 5  يهـا  کلـني  روز 9س از و پ ـداده شدند  کشتسرم % 10 يحاومحيط کشت 

شمـارش   پس از. شد يرنگ آميزويوله با استفاده از کريستال  ايجاد شده
تعداد کلنی / تعداد سلول کشت داده شده * ( P.E.  ]100%ها،  تعداد کلني
 .دمحاسبه گردي = .P.E%]) بدست آمده

، از DU-145 يسلول هـا در  IGF-I ةبه منظور کاهش بيان گيرند :و بحث نتايج

جهـت بلوکـه کـردن عملکـرد آن      IGF-I ةسنس بر عليه گيرنـد  آنتي ياتژاستر

 يتهيه سلول هـا  :نتيجه دو بار آزمايش ترانس فکسيون. استفاده گرديد
-DU يو سه کلون پايـدار از سـلول هـا    DU-145(V)ترانسفکت شده پايدار 

145(R) )يبا نام ها DU-145®1 ،DU-145®2  وDU-145®3 ( نتـايج بدسـت    .بـود
 يدر سلول هـا  IGF-IR/Actinنشان داد که نسبت از آزمايش ايمينوبلات  آمده

DU-145 وDU-145(V) يباشد در حاليکه اين نسبت در کلون ها يبرابر يک م 



 پنجمين همايش ملي بيوتكنولوژي جمهوري اسلامي ايران÷
 ، سالن اجلاس سران1386آذر ماه  5-3

The 5th National Biotechnology Congress of Iran 
24-26 Nov, 2007, Summit Meeting Conference Hall, Tehran- Iran 

 
 

 3

DU-145®2  وDU-145®3  شکل (است کاهش يافته–a1( .  کاهش بيان اين گيرنـده
اسـت و  DU-145®3 و   DU-145®1 يبيشـتر از سـلول هـا   DU-145®2  يدر سلول ها

نتـايج  . درصد کاهش يافتـه اسـت   23کنترل به ميزان  ينسبت به نمونه ها
RT-PCR  نسبت  کهنشان دادIGF-IR/Actin يدر سلول ها DU-145®2   در مقايسـه

کاهش يافته اسـت  % RNA ،43در سطح DU-145(V) شاهد و DU-145 يبا سلول ها
در معـرض   DU-145®2و  DU-145(V)شـاهد،   DU-145 يسلول هاسپس  ).b1–شکل (

قـرار   يآنهـا مـورد بررس ـ   يزائ ـ رشد و قدرت کلني و ندقرار گرفتپرتو 
 يسلــول ها يزائ قدرت کلني ينتايج بدست آمده از آزمايش بررس. گرفت

DU-145  ،شاهدDU-145(V)  وDU-145®2 کـاهش   که نشان داد يپس از پرتوده 
%P.E.يدر سلول ها DU-145®2 يگـر  6و  2 ر،صف يهابا دز يپس از پرتوده ،

صفر و  يبه علاوه دزها. )1-جدول( است% 4/61و % 2/43 ،% 9/39 به ترتيب
 DU-145 ينسبت به سلول ها DU-145®2 يرشد سلول ها باعث کاهش نسبي يگر 2

اين کـاهش رشـد افـزايش     يگر 6شده در حاليکه در دز  DU-145(V)شاهد و 
ست که کـاهش بيـان   نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داده ا .يافته است

و مقاومت  يزائ با کاهش قدرت کلني DU-145®2 يدر سلول ها IGF-IRپروتئين 
 يلذا با توجه به نتايج اين طرح بـه نظـر م ـ  . باشد يهمراه م يپرتوئ

درگـير در   ياز فاکتورهـا  يتوان به عنوان يک يرا م IGF-I ةرسد که گيرند

در نظر گرفت و بـا   سرطان پروستات يدر سلول ها يايحاد مقاومت پرتوئ
اين  يتوان حساسيت پرتوئبسرطان پروستات  يکاهش بيان آن در سلول ها

 .سلول ها را افزايش داد
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، هدشا DU-145 يسلول هادر  IGF-IR/Actinدانسيته  نسبتتوگرام هيس -1شکل 
DU-145(V)، DU-145®1 ،DU-145®2  وDU-145®3  با استفاده از برنامهTotal Lab. 

 -(a)آزمايش دات بلات، (b)- آزمايش .RT-PCR 

 
 

 يبـرا  يزائ ـ قـدرت کلـني   يبدست آمده از آزمايش بررس .P.E%  - 1 جدول
 يبـا دزهـا   يپس از پرتوده DU-145®2 و DU-145(V)شاهد، DU-145  يسلول ها
 .يگر 6و  2صفر، 

Irradiation 
Dose (Gy) 

DU-145 
Cell No.         %P.E.

DU-145(V) 
Cell No.         %P.E.

DU-145(R)2 
Cell No.         %P.E. 

0 79/5 ±62/19  66/6 ± 88/20 20/2 ± 80/11   
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Abstract  
Prostate carcinoma is the most commonly diagnosed cancer in men and the treatment approach of prostate 
cancer depends on the stage of disease. Radiotherapy is one of the most effective approaches in the treatment of 
prostate cancer. Some of similar tumors have shown different responses to the radiotherapy and their sensitivities 
to radiation are different. Studies on the effective agents in the resistance of tumors against radiotherapy have 
indicated that the type I insulin-like growth factor (IGF-IR) is one of the radioresistance agents in some tumors, 
since it has anti-apoptotic activity and can activate several pathways in the apoptotic signal transduction after 
stimulation. It has been shown that DU-145 cell line, human androgen independent prostate cancer cell line, is 
radioresistance and IGF-IR is overexpressed in this cell line. In order to study the role of IGF-IR in the 
radioresistance of DU-145 cells, the expression of IGF-IR was reduced by antisense technology and then cells 
were exposed to the radiation (0, 2, and 6 Gy).  
The results of the present study have shown that the reduction of IGF-IR in the DU-145 cells could increase the 
radiosensitivity of these cells. Therefore, we suggest that IGF-IR can be one of the effective agents in the 
radioresistance of DU-145 cells. 


