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  ABSTRACT    

Insulin like growth factor (IGF-1) is a unique peptide that functions in an 

endocrine/paracrine and autocrine manner in most tissues. IGF-1 functions as both a 

circulating hormone and as a tissue growth factor. The binding of IGF1 to its cell surface 

receptor IGF-1R activates a signaling pathway leading to important physiological aspects 

in the cell. 

In this work, we used the human liver cancer cell line HepG2 to test the effects of a 

homemade recombinant fusion protein sfGFP-IGF-1 on the growth and viability of the 

cells after treatment with different concentrations. One efficient strategy to extend protein 

half-life is through recombinant fusion with stable moieties like the green fluorescent 

protein (GFP). 

The results show a significant efficacy on the viability of the treated cells by increasing the 

concentration of the recombinant pure protein sfGFP-IGF-1. The results confirm increasing 

in gene expression of some target genes using qPCR. 

The results indicate the significant effect of the recombinant fusion protein sf   -    1 on 

HepG2 cells viability and on target genes activation. 
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 ممخّص  
 

مف الببتيدات الفريدة التي تعمؿ بعدة IGF-1 (Insulin- Like growth factor 1 )الأنسوليف بشبيو العامؿ النمو  يُعد
في معظـ الانسجة، اذ تتمثؿ وظائفو كيرموف جواؿ في الدـ وعامؿ نمو  endocrine/paracrine and autocrineطرؽ 

بمستقبمو  وارتباط وتثبيط الاستموات الخموي وذلؾ بعد تنشيط التكاثر الخموي خلاؿ مف أفعالو IGF-1 يؤدي نسيجي.
في  اليامة ليتـ تفعيؿ شلاؿ الإشارة المؤدي إلى العديد مف الظواىر الفيزيولوجية الخلاياأغشية عمى  IGF- 1Rالخاص 
  .الخمية

 sfGFP- IGF-1 (super المندمج المؤشب ر البروتيفيأثتلدراسة  HepG2 البشري استخدـ الخط الخموي السرطاني

folder Green fluorescent protein )  تكمف  اذ دة تراكيز.بعفي نمو وحيوية الخلايا وذلؾ بمعالجتيا  محمياً  رالمحض
إحدى الاستراتيجيات الناجعة في إطالة نصؼ عمر البروتينات في إنتاجيا بشكؿ مؤشب مندمج مع أجزاء شديدة 

 . GFPرار مثؿ البروتيف الأخضر المتألؽالاستق
بازدياد معامؿ  المعالجة الخلايا حيويةعمى زيادة  sfGFP-IGF-1 المنقى المؤشب بروتيفلا قدرة ظيرت نتائجناأ

  qPCRباستخداـ تقنية  لعدد مف المورثات اليدؼ المورثيالتعبير كما أثبتنا حصوؿ زيادة في  .التركيز
 HepG2الخلايا  حيويةر فعاؿ في زيادة يأثتلو  sfGFP- IGF- 1المندمج  المؤشبأف البروتيف  ىذه النتائج بينت

 .المسؤولة عف النمو الخمويوتفعيؿ عدد مف المورثات اليدؼ 

 

، زيادة التكاثر ،IGF- 1 نسوليفعامؿ النمو شبيو الأ ،HepG2 الكبدية البشريةالسرطانية  : الخلاياالمفتاحيةالكممات 

 .IGF1مستقبل 
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 مقدمة:

ة في نمو الثدييات، التطور، والاستقلاب، وأيضا في العمميات ساىمعمى عائمة مف الببتيدات الم IGF1يشتمؿ نظاـ 
 والتمايز. تتضمف ىذه العائمة ثلاث ربائط  metastasis، وىجرة الخلايا Survivalالبقاءالخموية مثؿ التكاثر، 

Ligand (IGF1, IGF2, Insulin( ومستقبلاتيا عمى سطح الخلايا )IGF-1R, IGF-2R, IR)  وستة بروتينات
 [4] (IGFBP 1-6) عالية الألفة رابطة

 71حيث يجوؿ في الدـ عمى شكؿ سمسمة مفردة عديدة الببتيد تتضمف  IGF1نسجة الجسـ بالتعبير عف أتقوـ معظـ 
الجواؿ في الدـ مف الكبد وبمشاركة بعض  IGF1. يُشتؽ A، B، C، Dمجالات  1موزعة ضمف  اً أميني اً حمض

 .[9] الأنسجة كالنسج الشحمية
لتفعيؿ  الخاص عمى سطح الخمية IGF-1R مستقبموبتنظيـ وظائؼ الخلايا مف خلاؿ تفاعمو مع   IGF- 1وـ العامؿقي

فعالية أنزيـ تيروزيف كيناز ويتـ تفعيمو عند ارتباط العامؿ ب IGF-1Rيمتاز . [3] الإشارات الداخؿ خمويةمف شلاؿ 
بالجزء خارج الخموي مف المستقبؿ، حيث تظير تغيرات بنيوية في شكؿ البروتيف المستقبؿ تؤدي إلى تفعيمو وانطلاؽ 

لإشارة الخاصة بو والمؤدية إلى سلاسؿ متعددة مف عمميات الفسفرة داخؿ الخموية والتي غالبا ما تنتيي مسارات نقؿ ا
يقاؼ الاستموات الخمويبإحدى الظواىر الفزيولوجية اليامة مثؿ حركة الخلايا ونمو   .[1] ىا وتكاثرىا وا 

. بالإضافة الى ذلؾ تؤكد [5]  ، دوره الياـ في التسبب بالاوراـ الخبيثةIGFمف بيف العديد مف الأدوار الفيزيولوجية لػ 
في المصؿ ومخاطر الإصابة بالسرطاف والبقاء عمى قيد  IGFالدراسات الحديثة وجود علاقة بيف مستوى مكونات نظاـ 

 .[4] الحياة عند البشر
في تطور السرطاف مف خلاؿ تنظيـ تول د الأوعية الدموية وتولد الأوعية الممفية وانحلاؿ المطرؽ  ىاماً  دوراً  IGF1يمعب 

. [7، 6]وتكاثر الخلايا السرطانية  البقاءوالأوعية الدموية، والحفاظ عمى  ECM، وغزو الورـ في ECMخارج الخموي 
يقوـ بتنظيـ تولد الاوعية الدموية والممفية مف خلاؿ تفعيؿ عامؿ نمو بطانة  IGF1فقد أظيرت العديد مف الدراسات أف 

 .VEGF [8]الأوعية الدموية 
ف دور  ، فقد تحققت Chronic liver diseases CLDsأصبح موثقاً في مختمؼ امراض الكبد المزمنة  IGF1وا 
 المصمي في تنبؤ سرطاف الكبد IGF1استخداـ مستوى  مف الدراسات مف امكانيةالعديد 

مف  IGF-1Rوزيادة إنتاج  IGF1المصمي وانخفاض تعبير الأنسجة عف  IGF1انخفاض مستوى اذ يُعد . [41، 9] 
 ويُعزى الانخفاض في مستوى التغيرات السابقة لمورـ وحتى مرحمة متقدمة منو.

 IGF1 [49، 44] المصمي الى انخفاض القدرة الإنتاجية لمخلايا الكبدية السميمة والتي استبُدلت بالخلايا السرطانية . 
تقدـ الدارة  :في المظاىر الخموية لسرطاف الكبد مثؿ IGFدور مكونات نظاـ  invitro الدراسات في الزجاجأكدت 
الخموية، اليجرة، تثبيط الاستموات الخموي،  البقاءلتكاثر الخارج عف السيطرة، ، ا cell cycle progressionالخموية

بشكؿ جيازي ممكف أف يقمؿ مف تميؼ الكبد ويحسف  IGF1اصطناع البروتينات والنمو الخموي، وتبيف أف تقديـ 
 .[41، 43] ؿ عاـائؼ الكبد بشكوظ
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 أىمية البحث وأىدافو
ولوجية والاعتلالات كيرموف حيوي متورط في العديد مف الظواىر الفيزي IGF1معامؿ ل نظراً للأىمية الصيدلانية

-sfGFPاثبات فعالية البروتيف . فمف الأىمية بمكاف وفي تشخيص بعض أنواع السرطاف وعلاجيا مستقبلاً المرضية 

IGF-1  الخلايا السرطانية لمتأكيد عمى دوره الفعاؿ في زيادة تكاثر الخلايا.المحضر محمياً عمى 
 أىداف البحث:

والمحضر محمياً عمى نمو الخط الخموي السرطاني  sfGFP-IGF-1دراسة التأثير الحيوي لمبروتيف المؤشب المنقى 
 HepG2الكبدي 

 .HepG2في الخلايا السرطانية  IGF-1دراسة التغير في التعبير المورثي لعدد مف المورثات اليدؼ لمبروتيف 
 

 :البحث ومواده طرائق
  الزراعات الخموية:: أولا 

% مف السيروـ 41وي عمى محتوال RPMI-1640في وسط الزراعة  HepG2 الخموي السرطاني البشري طالخ استنُبت
موؿ مف مادة  مممي 9ستريبتومايسيف، و  -بنسيميف ةالحيوي اتوحدة/مؿ مف المضاد 51(، FBS)الجنيني البقري 

جميع المواد  . كانتCO2% مف غاز ثاني أكسيد الكربوف 5وبوجود  C°37الغموتاميف. نُميت الخلايا بدرجة حرارة 
 .®Gibcoمف شركة  زودةمفي الزراعات الخموية المستخدمة 

 :HepG2تحضير المنحني المعياري لخلايا اا: نيثا

 بأعداداً بئر  96صفيحة زراعة ت الخلايا في ااستنب، تـ XTTلخلايا مع صباغ مف أجؿ معرفة العدد المتوافؽ مف ا
( مف تعدادميكروليتر )خمس مكررات لكؿ  411/( خمية64000 ,32000 ,16000 ,8000 ,4000 ,0متزايدة )خموية 

 لكؿ بئر وحضف XTTضيؼ الصباغ ، ثـ أC°37ساعة عمى حرارة  91حضنت لمدة  HepG2الخلايا السرطانية 
طريقة فعالة لقياس  XTTاختبار  ديع (،(®Rocheحسب تعميمات الشركة المصنعة لمطاقـ )وذلؾ ب) ساعات 1 لمدة

)صباغ  XTTحيث تحوؿ الخلايا الحية مركب  قيد الاختبار،تكاثر الخلايا وحساسيتيا لمركبات حيوية و 
التغير الموني في الصباغ  قراءة ت، تم(formazan( إلى مركب ذو لوف برتقالي )فورمازاف  Tetrazoliumالتترازوليوـ

 ( بواسطة جياز قارئ الصفائحXTT)والذي يعطي امتصاصية معدومة لصباغ  690nmو 450nmطوؿ موجة  عند
(Thermo Labsystems

TM
ف قيـ الامتصاصية عند نانومتر م 690متصاصية عند طوؿ الموجة . تـ طرح قيـ ا(

اد أثر لامتصاصية الصفيحة ووسط الاستنبات ثـ حُسب متوسط قيـ الامتصاصية نانومتر لاستبع 151طوؿ الموجة 
يمة الامتصاصية وعدد الخلايا التابع ليا بمنحني معياري ومف ثـ تحديد قالربط بيف كؿ مف ثـ  لكؿ تركيز خموي.

 .(1A)الشكؿ  معادلة المنحني المعياري

  :المؤشب IGF- 1: البروتين ثالثاا 
بالشكؿ المؤشب والمدمج مع البروتيف المتفمور الأخضر عالي الطي  IGF-1تـ تحضير عامؿ النمو الشبيو بالأنسوليف 

sfGFP  بالشكؿsfGFP-IGF-1  ًلمطريقة المذكورة في الدراسة " وفقاAl- Homsi et al "– حيث تـ   -قيد النشر
متراكب، ومف ثـ تـ تنسيؿ الشدفة الناتجة ضمف بلاسميد بتفاعؿ البوليمراز السمسمي ال IGF-1اصطناع مورثة العامؿ 
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pRSET-sfGFP [45]  والتعبير عف البروتيف المدمجsfGFP-IGF-1  ضمف بكترياE.coli  وتنقيتو باستخداـ
 لحيف الاستخداـ. C°20- حرارة ممغ/مؿ ضمف الغميسروؿ بدرجة 4بتركيز كروماتوغرافيا الألفة. خز ف البروتيف المنقى 

 :(XTT)الخلايا  حيويةاختبار ابعاا: ر 

10×15 الخلايا بتركيز استنبتت 
بتراكيز  لجتساعة، ومف ثـ عُو  91لمدة  اً بئر  96صفيحة زراعة  في /بئرخمية 3

ساعة بوجود خلايا شاىدة.  18لمدة  مؿ/نانوغراـ sfGFP-IGF-1 (10, 100, 1000)بروتيف النقي مف ال مختمفة
طوؿ  التغير الموني في الصباغ عند تـ خلاؿ الاختبار قراءة .XTT الخلايا باستخداـ الطاقـ الخاص حيويةقيست 
معياري مُحضر  ى منحنىإسقاط نتائج الامتصاصية عمبواسطة جياز قارئ الصفائح. بعد ذلؾ تـ  450nmموجة 

. أُخذت القيمة الوسطية لمكررات الخلايا المعالجة تحديد العدد الخموي التابع لكؿ قيمة امتصاصية بدقة مسبقاً بغية
سب عدد الخلايا حُ مف ثـ معادلة المنحني المعياري لكؿ قيمة مف قيـ الامتصاصية و بالبروتيف النقي ومف ثـ طُبقت 

ضة . تمثؿ النتائج المعرو الخموية لمحيوية% 411باعتبار أف الخلايا الشاىدة تمثؿ نسبة  الخموية حيوية دتالحية وحد
 .لخمس مكررات لمتجربة متوسط القراءات

 :DAPIبعد الصبغ بصباغ  fluorescence microscopeالتصوير بمجير التألق خامساا: 

1x10 تـ استنبات الخلايا السرطانية بتركيز 
قبؿ - 10cmفي طبؽ بتري عمى صفيحة زجاجية موضوعة خمية 6

المندمج مف البروتيف  مؿ/نانوغراـ 411ف ثـ عولجت بالتركيز ساعة وم 91لمدة  -الاستنبات كي تمتصؽ عمييا الخلايا
sfGFP-IGF-1  ساعة. بعدىا لونت الخلايا بالصباغ  91لمدةDAPI ( فمورة يصدر  بتمويف الخميةصباغ متخصص

 .Nikon ECLIPSE 80i ف ثـ صو رت باستعماؿ مجير التألؽمو  (بموف أزرؽ
 طوار الدارة الخموية:أدراسة توزع سادساا: 

41بتركيز  HepG2نبتت الخلايا السرطانية استُ 
5

 لجتعُو  ثـ ساعة. 91لمدة  9سـ 25 مؿ عمى عمب زراعة/خمية 9×
بعدىا  تجمع بوجود خلايا شاىدة. ساعة 91لمدة  sfGFP-IGF-1البروتيف النقي مف مؿ /نانوغراـ 411ز بالتركي

الدنا ب الذي يرتبط Propidium Iodide (PI)بالبروبيديوـ أيودايد تـ تمويف النوى . حيث النووي اىامحتو الخلايا ودرس 
 Flow cytometry BD كاشفاً المحتوى النووي لمخمية، ويتـ تحميؿ العينة باستخداـ جياز قياس التدفؽ الخموي

FACS Calibur. 
 تحضير الرنا من الخلايا المزروعة وتحويمو إلى الدنا المتممسابعاا: 
10×1 الخلايا بتركيز استنبتت

 411ز بالتركي لجتعُو  ثـ ساعة. 91لمدة  9سـ 25 عمب زراعةعمى  /مؿخمية5
 total الكمي رنا. استُخمص البوجود خلايا شاىدة ساعة 18لمدة  sfGFP-IGF-1البروتيف النقي مف مؿ /نانوغراـ

RNA  مف الخلايا باستخداـ طاقـ خاص(RNeasy kit)  مف شركةQiagen بإجراء عممية  لخلاياتحطيـ ا، حيث تـ
(up- down في الأنبوب عبر تمريرىا مف )19مرات في إبرة زجاجية معقمة قياس  6 -5Gتـ  ستخلاص، وبعد الا

NanoVue Plusباستخداـ جياز قراءة الامتصاصية  المعزوؿرنا حساب تركيز الػ
TM ( مف شركةGE Healthcare )

المعزوؿ بعد  total RNA الرنا لعيناتر نانومت 981ونانومتر  961حيث تتـ قراءة الامتصاصية عند طوؿ الموجة 
 الرناتـ التأكد مف جودة العزؿ وأف  .الرناحؿ في الجياز عند طوؿ الموجة نفسو بواسطة الماء المستعمؿ  معايرة

لكؿ عينة  الرناميكروغراـ مف  4( وذلؾ مف خلاؿ الرحلاف الكيربائي لػ)الدنا الجينومي gDNAالمعزوؿ غير مشوب بػ
باستخداـ الطاقـ  ،cDNAمف الرنا إلى دنا متمـ  µg 3 تحويؿ تـ .بوجود الاثيديوـ برومايد %4روز عمى ىلامة أغا
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(Reverse transcription kit مف شركة )Invitrogen 37، وأنجز التفاعؿ في حاضنة حرارية عمى الدرجة°C 
  .لمدة ساعتيف

 :quantitative- PCR ( qPCR)الآني التضخيم الكمي ثامناا: 

 GAPDHلممورثة المرجعية  qPCRوذلؾ بإجراء تفاعؿ  cDNA الدنا المتمـ إلى RNA الرنا التأكد مف تحويؿ تـ
تطبيؽ تفاعؿ  المستخدمة في الدراسة مف خلاؿ لمرئساتثـ تمت دراسة نوعية ا ة.لكؿ مف العينات الشاىدة والمعامم

qPCR  الانصيار لتحديد منحنى(melting curve) التعبير المورثي التغير في حُددت مستويات  بعدىا. لكؿ مرئس
نوعية )جدوؿ رقـ ال مرئساتالباستخداـ وذلؾ  qPCR بإجراء تفاعؿ  (SLC7AII, SLC7A5, VEGFلممورثات )

في كؿ مف الخلايا الشاىدة مورثة مدروسة لكؿ  Ct (Cycle Threshold)تـ مف خلاؿ التفاعؿ تحديد قيمة (. 4
 Relative)  مكننا مف حساب التغير النسبي الكميتي والتمورثة لكؿ  CtΔΔحساب قيمة تـ ثـ والمعالجة، 

Quantitative )RQ جياز طبقة عمى الخلايا باستخداـفي التعبير عف ىذه المورثات إثر المعالجة بالمركبات الم 
qPCR, StepOnePlus system  مف شركةApplied BioSystems اذ حدد: 

((RQ=2
- ΔΔCt  مستويات التعبير المورثي بالمقارنة مع المورثة المرجعية.في التغير 

 

 RT- PCRفي تفاعل  استخداميا تم التي مرئساتلم النكميوتيدي التسمسل(: 4الجدول )

 
 النتائج والمناقشة:

 النتائج:
 :HepG2عمى نمو الخلايا  sfGFP-IGF-1المندمج تأثير البروتين أولا: 

كيز مختمفة مف البروتيف افي صفيحة الاستنبات ومعالجتيا بتر  HepG2استنبات الخلايا البشرية السرطانية  بعد
وذلؾ بالاعتماد عمى المنحني ، XTTالخموية باستخداـ صباغ  حيوية، تـ قياس الsfGFP-IGF-1 المنقى المؤشب

-sfGFP البروتيف النقيبساعة  48لمدة  لجةالمعا HepG2أظيرت الخلايا . (1A)الشكؿ  HepG2المعياري لمخلايا 

IGF-1 بالمقارنة مع الخلايا بازدياد تركيز البروتيف المستخدـ في المعالجة  الخلايا المعالجة عددفي  واضحاً  اً زديادا
عمى تنشيط نمو الخلايا بشكؿ  sfGFP-IGF-1 المؤشبتبيف ىذه المعطيات قدرة البروتيف  .(1B)الشكؿ  الشاىدة

 الاستموات الخمويكبح إما مف خلاؿ معتمد عمى التركيز، مما يشير إلى تأثير واضح في زيادة نمو الخلايا السرطانية 
 ثير عمى الدارة الخموية.أأو مف خلاؿ الت
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 HepG2الخلايا السرطانية  حيويةاختبار  (.4) الشكل 

 
( مخطط بياني لتأثير البروتيف B. )HepG2المنحني المعياري لمخط الخموي السرطاني البشري  (A)يظير المخطط 

ساعة. تمت  18عند معالجتيا بتراكيز مختمفة لمدة  HepG2الخلايا السرطانية  حيويةعمى  sfGFP-IGF-1 المؤشب
الخلايا  حيوية. قيست المؤشبمف البروتيف  مؿ/نانوغراـ (1000 ,100 ,10معالجة الخلايا بخمسة تراكيز متدرجة )

 الخلايا بنسبة مئوية مقارنة مع الخلايا الشاىدة الحية. حيوية. عُبر عف XTTالخموية  حيويةعف طريؽ اختبار ال

 :المجير المتألق دراسةثانياا: 

بمستقبمو عمى سطح الخمية وذلؾ مف خلاؿ وسـ الخلايا  sfGFP-IGF-1 قىمنال المؤشب تمت دراسة ارتباط البروتيف
 sfGFP-IGF-1 بروتيفالتوضع  DAPI، لوحظ باستعماؿ صباغ وتصويرىا بواسطة المجير المتألؽ DAPIبصباغ 

 عمى ارتباطو بمستقبمو عمى سطح الخمية وذلؾ يدؿ الأخضر( عمى سطح الخمية )البروتيف المتألؽ sfGFPالموسوـ بػ
 .(9 )الشكؿ

 

 المتألق مجيرالصور مجيرية باستعمال  (.9) الشكل 

-sfGFPالبروتيف ب، عولجت الخلايا DAPIوالممونة بصباغ  المجير المتألؽباستعماؿ  HepG2يظير الشكؿ الخلايا 

IGF-1 المتوضع عمى سطح الخمية وىو شير الأسيـ إلى البروتيف المتألؽساعة. ت 91مؿ لمدرة /نانوغراـ 411تركيز ب 
 ارتباطو بمستقبمو عمى السطح مقارنة بالخلايا الشاىدة. يدؿ عمى ما
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 طوار الدارة الخموية:توزع أدراسة ثالثاا: 
الذي يرتبط بالمادة النووية لمخمية  (PI)المتفمور بالصباغ  HepG2تمت دراسة توزع أطوار الدارة الخموية بوسـ الخلايا 

 411بتركيز  sfGFP-IGF-1المنقى  المؤشبويعكس محتواىا مف الدناػ أظيرت نتائج معالجة الخلايا بالبروتيف 
)الذي يمثؿ تضاعؼ الدنا( والذي يشير إلى انقساـ الخلايا  Sفي نسبة الخلايا في الطور  اً واضح اً مؿ، ازدياد/نانوغراـ

لشاىدة % عند المعالجة مقارنة مع الخلايا ا34 بشكؿ متزايد وذلؾ يدؿ عمى حيوية ونمو الخلايا. حيث بمغت النسبة
 .(3 % )الشكؿ45بمغت  التي

 
 الدارة الخموية دراسة توزع أطوار (.3) الشكل 

 411بتركيز  sfGFP-IGF-1المعالجة بالبروتيف  HepG2ع أطوار الدارة الخموية لمخلايا يظير الشكؿ توز 
( في الخلايا المعالجة مقارنة مع Sساعة، حيث تبيف ازدياد النسبة المئوية لطور اصطناع الدنا ) 91مؿ مدة /نانوغراـ

 .الخلايا الشاىدة
 قىمنال المؤشب بروتينبال لجةالمعاHepG2  االخلاي في بعض المورثات اليدفثي لتغيّر التعبير المور رابعاا: 

sfGFP-IGF-1 : 

ثـ جمعت الخلايا  ساعة 18 مدة مؿ/نانوغراـ 100بالتركيز  sfGFP-IGF-1بػ ي السرطانيو الخم الخط تمت معالجة
الريبوزومي،  الرنا حيث ظير لدينا عصابتاف تمثلاف ، %1غاروزوترحيمو عمى ىلامة الأ totalRNA الرنا وتـ عزؿ

28S, 18S ( 4الشكؿA)ؿ بعدىا الػ أجري تفاعؿ  ، وبعد التأكد مف جودتوcDNA دنا متمـ إلى RNAرنا ، حو 
qPCR  لممورثة المرجعيةGAPDH .لكؿ مورثة أجري تفاعؿ  ولمتأكد مف نوعية المرئساتqPCR  مرئسلكؿ 

 .لممورثة المدروسة مرئسد نوعية المنحني تؤكحيث ظيرت ذروة واحدة لكؿ وحددت منحنيات الانصيار لكؿ منيا 
في تكاثر  sfGFP-IGF-1 المؤشباليدؼ لتأكيد أثر البروتيف  المورثات رالتغير في النسبة الكمية لتعبي بعدىا دُرس

ساعة  18لمدة  100ng/mlبتركيز  sfGFP-IGF-1ونمو الخلايا المعالجة. بينت النتائج أف المعالجة بالبروتيف النقي 
بالمقارنة مع الخلايا الشاىدة.  (SLC7AII, SLC7A5, VEGF)تسبب زيادة في التعبير عف المورثات المدروسة 

 بمقدار  SLC7AIIازداد التعبير عف المورثة  حيث
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 .لممورثات المدروسة مع المورثة المرجعية qPCRتفاعل  (.1) الشكل 

(A) : مخطط بياني يبيف تغير التعبير المورثي لممورثات المدروسة(SLC7AII, SLC7A5, VEGF)  في الخلايا
% 4ىلامة اغاروز  (B)ساعة.  18لمدة  sfGFP-IGF-1 المؤشبمؿ مف البروتيف /نانوغراـ 411المعالجة بالتركيز 
 sfGFP-IGF-1المعالجة بالبروتيف المؤشب  HepG2مف الخلايا السرطانية البشرية  totalRNAلفصؿ نواتج عزؿ 

 .4، بالمقارنة مع الخلايا الشاىدة المسار9مؿ بالمسار/نانوغراـ 411بتركيز 
 

ضعؼ عند المعالجة  3.4بمقدار  VEGFضعؼ والمورثة  9.4بمقدار  SLC7A5والمورثة  (Fold)ضعؼ  9.6
 .(4B)الشكؿ  مؿ/نانوغراـ 10بالتركيز 
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 المناقشة:
ومجاورة  Autocrine وذاتية Endocrine صماوية اً أدوار  IGFيمعب نظاـ الإشارة لعامؿ النمو شبيو الانسوليف 

Paracrine وقد أصبح أي تغير في نظاـ . في تعزيز نمو العديد مف الأعضاء والنسج ىامةIGF  مرتبط بالعديد مف
يرتبط بزيادة خطر الإصابة  IGF1التركيز المرتفع مف الاعتلالات المرضية والأوراـ الخبيثة، اذ أكدت الدراسات اف 

 تركيز انخفاضالتي أكدت الدراسات السريرية  مف . بالمقارنة مع العديد[48-46]بسرطاف البروستات والثدي والقولوف 
IGF1 [49] سرطاف الكبد في. 

وتسييؿ الكشؼ عف الآثار الجانبية السمبية المحتممة، فمف الأىمية بمكاف مراقبة فعالية المعالجة المستيدفة  ومف أجؿ
  .[91] عمى المدى الطويؿ IGFقبؿ الػ تحديد ىوية المورثات والمؤشرات الحيوية التي يتـ تحفيزىا مف

اني البشري السرط الخط الخموينمو  عمى sfGFP- IGF-1 المنقى المؤشب ر البروتيفيأثتالعمؿ بدراسة  قمنا في ىذا
، sfGFPبشكمو المدمج مع البروتيف المتفمور الأخضر  يذا البروتيفبيدؼ إثبات الفعالية الحيوية ل HepG2 الكبدي

بينت النتائج أف التأثير  .(قيد النشر، Al- Homsi et alالمصن ع محمي اً في مخابر ىيئة الطاقة الذرية السورية )
غالبية  بتنظيـ تعبير IGFػيقوـ الحيث تنشيط تكاثر الخلايا. عف نمو الخلايا ناتج  عمى المؤشبوتيف ليذا البر المنشط 

لمبروتينات وأسس ستقلاب ونقؿ الأحماض الأمينية والاصطناع الحيوي الاالمورثات المسؤولة بشكؿ مباشر عف 
مف أجؿ تنظيـ كؿ مف معدلات النمو والتكاثر  اً لازمجميع العمميات السابقة شرطاً عد تُ  .والغموتاتيوف الأحماض النووية

 . [91] لسرطانيةالأساسية لمخلايا ا ، وىي مف السماتالخموي
تأكيد أثره في زيادة تكاثر الخلايا عمى  مف أجؿ IGF-1تـ في ىذه الدراسة انتقاء بعض المورثات اليدؼ لمعامؿ 

التي يتـ نتظيميا مف  مف المورثات اليدؼالتي تعد  VEGFمورثة ومنيا:  qPCRالمستوى الجزيئي باستخداـ تقانة 
 تمعب دوراً حيث  ز الأوعية الدمويةفي تشكؿ وتماي وذلؾ يعود لتأثيراتيا ،القولوفالكبد و  خاصة في سرطاف IGFلمػ قبؿ

 HepG2في خلايا  VEGFلدراسة  التي أثبتت زيادة تعبير المورثة ، توافقت نتائجنا مع ا[99، 94] وراـفي تشكيؿ الأ
   .[99] في تعزيز مقدار خباثة الورـ IGF-1حيث يشارؾ التنظيـ الإيجابي ليا بتأثيرات  IGF-1بعد المعالجة بػ

تي ترتبط مع البروتيف ال SLC7AII, SLC7A5مثؿ بتنظيـ عمؿ مورثات نواقؿ الأحماض الأمينية  IGF-1ػكما يقوـ ال
مينية للاحماض الأ ناقلاً  SLC7A5مورثة  حيث تُعد. (بتنظيـ عممو أيضاً  IGF-1 يقوـ الػ والذي) SLC3A2 المحفز

المعتدلة الكبيرة وخاصة المتفرعة والعطرية مثؿ الغموتاميف والييستيديف والايزولوسيف والمويسف والميتيونيف والفينيؿ 
 حيث يتـ التعبير عنيا ،دوراً ىاماً في السرطاف SLC7AIIالمورثة  تمعبكما . [95-93]والتيروزيف الانيف والتربتوفاف 

ج ر اخالسالب تبادؿ الحمض الأميني السيسئيف في وظيفتيا  تتمثؿو  ،في معظـ الأوراـ والخطوط الخموية السرطانية
التي أكدت زيادة التعبير عف مورثات  [97] توافقت نتائجنا مع الدراسة .[96، 93]خموي الداخؿ الخموي مع الغموتامات 

 . IGF-1تحت تأثير  ومنيا سرطاف الكبد حماض الامينية في معظـ السرطاناتنواقؿ الأ
ر المندمج المؤشبريبية أف البروتيف أػظيرت معطياتنا التج عمى زيادة نمو يممؾ القدرة  sfGFP-IGF-1محمياً  المحض 

في نمو ة . وىنا نجد أف نتائجنا تتطابؽ في محتواىا مع العديد مف الدراسات التي تبيف زيادHepG2السرطانية  الخلايا
 . IGF-1 [98 ،99]ة بػالخلايا بعد المعامم

 تصوير بالمجير بالمتألؽمف خلاؿ الومستقبمو عمى سطح الخمية  المؤشببيف البروتيف الارتباط  تـ توضيح وقد
ر IGF-1المدمج مع العامؿ  sfGFPبالاعتماد عمى فمورة البروتيف  وقد دعمنا نتائج الأثر الفعاؿ لمبروتيف  .المحض 

 Flow طوار الدراة الخموية باستخداـ تقانة التدفؽ الخمويأمف خلاؿ دراسة توزع  HepG2عمى الخلايا  المؤشب
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cytometry  التي أوضحت ازدياداً معنوياً في نسبة الخلايا في الطورS  الذي يمثؿ تضاعؼ الدنا( وىذا دليؿ عمى(
 حيوية ونمو الخلايا.

 
 الستنتاجات والتوصيات

الخلايا  حيويةكفاءتو حيث زاد  sfGFP-IGF-1المحض ر محمي اً  sfGFP-IGF-1لقد أثبت البروتيف المؤشب 
وىذه الدراسة جزء مف بحث  .IGF1مف خلاؿ زيادة التعبير عف بعض المورثات اليدؼ لػ  HepG2السرطانية البشرية 

 .مسجؿ لمحصوؿ عمى درجة الدكتورا حيث تـ العمؿ في مخابر ىيئة الطاقة الذرية السورية
 ونوصي بما يمي:

 معمقة أكثر عمى خطوط خموية أخرى. دراساتإجراء  -
 (.in vivoالمعقدة لحيوانات التجربة )دراسة إمكانية تطبيقو في النظـ الحيوية  -
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