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Abstract 
Introduction: Colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancers in the 
world. The role of IL-17A in cancer begins in the early stages of tumorigenesis and 
appears to play an important role in tumorigenesis by causing inflammation. The 
present study was conducted to investigate the expression of KI67 and P53 genes 
in HT-29 colon epithelial cells with IL-17A. 
Materials and Methods: IL-17A was purchased and 50 ng/ml was added to HT-29 
culture medium and after 24 hours the cells were isolated from the culture medium 
and cell necrosis was examined by MTT. Then RNA was extracted and the 
expression levels of P53 and KI67 were analyzed using newly designed primers by 
Reverse transcription (RT) qPCR method and GeniX6 software. 
Results: The MTT test showed that a concentration of 150 ng/ml for 24 hours had 
maximal necrosis rate in HT-29. After 24 hours of IL-17A incubation, the expression 
of KI67 (P = 0.003) and P53 (P = 0.001) genes in HT-29 cells in the IL-17A exposed 
group decreased and increased, respectively. Also, compared to the control group 
the number of examined HT-29 cells in the IL-17A treated group showed a 
significant decrease (P <0.05). 
Conclusion: The results showed that IL-17A could inhibit HT-29 cell proliferation 
in vitro by increasing P53 expression and decreasing KI67. This could be a reason 
for further application of IL17a as a factor for immunotherapy and pathogenesis of 
the CRC. 

 
*Corresponding Author: Jalil Mehrzad  
Address:  Tehran, University of Tehran, 
Faculty of Veterinary Medicine, Department 
of Microbiology and Immunology  
Tel: +98-21-61117053 
E-mail: mehrzad@ut.ac.ir 
 

 

 

 
Keywords: KI67, P53, HT-29, 
IL17a, qPCR, cell culture, 
Squamous cell carcinoma 
 

 

How to cite this article: Ghorbani Ranjbary A., Mehrzad J., Dehghani1 H., Abdollahi A., Hosseinkhani S. The Study of Expression of KI67 and 
P53 in Co-Culturing of Colon Epithelial Cell Line HT-29 with IL-17A, Journal of Sabzevar University of Medical Sciences, 2022; 29(1):141-153.  
 

 

 
 
 
 

mailto:mehrzad@ut.ac.ir


                                                                                                                                                            Ali Ghorbani Ranjbary et al. 
 

143 
 

April 2022, Volume 29, Issue 1 

 

Introduction  
Cancer has always been one of the most 

fundamental problems of human societies. Despite 
the vast amount of research and development over 
the past decade, cancer remains one of the leading 
causes of death worldwide. According to recent 
statistics, cancer is the second leading cause of 
death in the world after cardiovascular disease. 
Interleukin 17A is a hemodimeric protein 
containing 23 amino acids with a molecular weight 
of 15 to 22 kDa.  

The IL-17A receptor is widely expressed in a 
wide range of tissues and cell types. The IL-17A 
receptor causes spatial changes in IL-17A. Once 
IL-17A binds to its own receptor, it is thought to 
increase the affinity for the IL-17A receptor and 
send a stronger downstream signal into the cell. 
The role of IL-17A in cancer begins in the early 
stages of tumorigenesis, which has already played 
a role in the early stages of tumor formation by 
increasing its presence in the tumor 
microenvironment. 

Genes that are activated in cancer are divided 
into two categories. The first group of suppressor 
genes, the P53 gene is the most important 
repression gene located in the short arm of 
chromosome 17 and is the most common target of 
genetic changes in humans and mutations in this 
gene are seen in about 50% of human tumors. 
Acquired mutations in this gene are very common, 
and in fact both alleles of the gene mutate during 
life and cause cancer. Such as airway carcinoma, 
breast and colon tumors. In the less common case, 
one of the gene alleles is inherited as mutated and 
the other allele is mutated until the age of 25 and 
the person gets cancer.  

The second category is genes that promote or 
accelerate tumor growth, such as Ki67. The Ki67 
gene is located on the long arm of chromosome 10 
in humans. And its product is involved in the 
growth and proliferation of cancer . 

Recent studies have shown that inflammation 
can cause cancer. The pro inflammatory cytokine 
IL-17A has been shown to play an important role 
in colon cancer in rat models.  

Colorectal cancer (CRC) is one of the most 
common cancers in the world. The role of IL-
17A in cancer begins in the early stages of 
tumorigenesis and appears to play an important 
role in tumorigenesis by causing inflammation. 
Therefore, the aim of the present study was to 
evaluate the expression of Ki67 and P53 genes 

in adjacent culture of HT29 colon cancer cells 
with IL-17A. 

 
Methodology 

The present study was performed in the 
biotechnology department of Ferdowsi University 
of Mashhad and the central laboratory of the Faculty 
of Veterinary Medicine, University of Tehran in 
1398 under the code of ethics IR 
IR.MUMS.REC.1398.42456. The HT-29 cell line 
was purchased from the Biotechnology Department 
(Cell Bank) of Ferdowsi University Central 
Laboratory and IL-17A (MBS506306) from 
MyBiosource USA. Cells in filtered flasks 
containing 90 cc of RPMI640 medium (GIPCO, 
USA) enriched with 10% fetal bovine serum (FBS). 
100 μl of antibiotics (penicillin 0.01 /g /  وL and 
streptomycin 0.01 µg / µL) were cultured in an 
incubator at 37 ° C and 5% carbon dioxide. Then, 
the cells were passaged and according to the 
calculations related to seed density, the cells were 
separated for the experiments and after counting, 
they were added to three-centimeter plates. 
- MTT 

MTT is one of the water-soluble yellow 
tetrazolium salts, reduced by dehydrogenases in 
cell-activated mitochondria, and then deposits as 
insoluble formazan crystals in living cells. These 
crystals are purple, and their purple color value is 
proportional to cell activity and the number of living 
cells. Briefly, 100 μl/ml of medium containing cells 
at a density of cells/ml was seeded in each well of a 
flat-bottom 96-well plate. Cells were permitted to 
adhere to the plate for 24 h (5% CO2 and 37°C). 
Then, 100 μl RPMI 1640 medium containing 
different concentrations of (0, 50, 100, and 
150 ng/ml) IL-17a was incubated for 24 h. After the 
above time, 20 μl MTT with a concentration of 5 g/l 
was added to each well and placed in the incubator 
at 37°C for 3 hours. DMSO (100 μl/ml) was used as 
the positive control, and wells were left with no cells 
for the negative control. Finally, after 15 minutes of 
incubation at room temperature, the optical 
absorption of the plate was measured by a 
spectrophotometer at 570 nm. To obtain better 
results and ensure the accuracy of the obtained 
results, each experiment was repeated five times. 
The percentage of the viable cells was calculated 
using the following formula: 
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- Cell Culture and Grouping   

After initial culture and counting, 3×105 HT-
29 cells/ml were transferred to 6-well plates and 
divided into two groups including group 1, HT-29 
cells, according to the results of MTT, with 
50 μg/ml IL-17a, and group 2, only HT-29 cells as 
the control group. After 24 and 48 hours of 
culture, mRNA and protein level expressions are 
evaluated by RT-PCR and western blot, 
respectively. 
- Primer Design and Quality Analysis by Agarose 

Gel 

In this study, after obtaining exon sequences 
from NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) and Ensembl, investigated primers 
were designed on two exons or as forward or 
reverse on the junction of two exons by Beacon 
Designer. Then, using Beacon, Oligo, and NCBI, 
Primer-BLAST was performed and primers were 
investigated for the position and extra bands. 
Then, after ordering and purchasing primers, they 
were diluted and used according to the 
manufacturer’s protocol (Table 1). Total RNA 
extraction was performed using Dena Zist Asia 
(S-1010-1), Iran. After analyzing nanodrop and 
agarose gel, it was converted to cDNA by Yekta 
Tajhiz Azma (YTA (Cost No. YT4500, Iran)) kit. 
Then, for denaturation, according to the binding 
temperature, cDNA strands were heated at 95°C 
for 10 minutes; then, a 40-cycle period consisting 
of 95°C in 10 seconds, 60°C in 20 seconds, and 
72°C in 20 seconds was used for PCR, and the 
quality analysis of primer-based PCR products 
was investigated primers in 2% agarose gel. 

Results 
MTT Assay Revealed Proapoptotic Properties of IL-

17a on Epithelial Cancer Cells 

This assay was performed to identify the 
concentration of IC50. The highest death was 
obtained in the concentration of 200 μg/ml at 24 
hours after treatment (Figure 2). Then, according 
to the MTT results, the concentration of 50 μg/ml 
of IL-17a was used to analyze its effect on the 
expression of apoptosis-associated genes. Indeed, 
according to the optical density-based MTT assay 
of IL-17a un/treated HT-29 cells, the IL-17a 
behaved in a dose-dependent manner in these 
cancerous cells. 

Discussion  

The results of the present study showed that IL-
17A reduces the number of cells as well as 
morphological changes in HT-29. Also, the 
expression level of P53 in cells exposed to IL-17A 
showed an increase in expression compared to the 
control group. These changes can lead cells to 
apoptosis. A study by Jordan et al. in 2013 showed 
that P53 is a tumor suppressor that induces 
apoptosis. Other studies have shown the mechanism 
of tumor suppression. Thus, P53 acts as a 
transcription factor for a set of pro-apoptotic 
proteins from the BCL family (BAD, BID, BIK, 
BIM, BMF, HRK, NOXA, PUMA, etc.), which 
ultimately induces mitochondrial permeability and 
the release of cytochrome C. Cytochrome C is 
essential for the activation of Apaf1. This protein is 
critical for activation of various caspases pathway. 
P53 also induces ASC (Apoptosis-associated 
Speck-like Protein), which is involved in the 
placement of Bax protein in mitochondria and the 
induction of mitochondrial membrane permeability 
for cytochrome C release (18-16). A study by Gouda 
et al. in 2018 showed that there is a direct 
relationship between IL-17A and P53 expression in 
smokers. Which is consistent with the results of the 
present study. But in another study, Gouda et al. 
showed that IL-17A was involved in modulating the 
p53-fibrinolytic system and epithelial cell apoptosis 
in BLM-induced mice. 

The expression level of KI67 in cells exposed to 
IL-17a showed a decrease in expression compared 
to the control group. The KI67 gene is a proto-
oncogene that is active in cell proliferation. Recent 
studies have also shown that KI67 gene expression 
is strongly associated with tumor cell proliferation 
and growth. Clinically, KI67 has been shown to be 
associated with metastasis and clinical stage of 
tumors. In addition, KI67 expression has been 
shown to be significantly higher in tumor tissue than 
in healthy tissue. KI67 is a nuclear protein that 
stimulates cell proliferation through its effect on cell 
cycle. In the study of Iain Miller et al. in 2018, it was 
found that the expression and accumulation of KI67 
in G2, S, M increases and decreases in stages G1 and 
G0. Which indicates the effect on tumor cell 
proliferation, although it’s exact mechanism has not 
yet been determined. 

The results of this study showed that IL-17A 
increased the expression of P53. It also reduces 
KI67 at the mRNA level of HT-29 cells by an 
unknown mechanism. Taken together, these 
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changes are directed at HT-29 cells leading to 
apoptosis (see schematic Figure). Therefore, in this 
study, it was determined that IL-17A, in addition to 
causing inflammation and helping tumor genesis, it 
can also have the effect of suppressing the growth 
and proliferation of cancer cells. Further studies are 

also suggested to investigate the underlying reason 
for the decrease mRNA expression of KI67 and 
increase mRNA of P53 in IL-17A-exposed 
colorectal epithelial cells. Particular attention should 
also be taken into account of protein secretion of 
these tumor related molecules. 

 

 
Schematic Figure. Here the scheme depicts the role of KI67 and P53 in apoptosis and cell cycle of epithelial cells 
(particularly the colorectal epithelia). Also, the mechanism of P53 amplification by the downstream signal of the IL-
17a receptor is depicted. The IL-17A receptor also increases P53 expression by activating Act1 and TRAF6 STAT1 / 
2 and IRSE, as well as the PI3K pathway. 

 

Conclusion 
The results showed that IL-17A could inhibit 

HT-29 cell proliferation in vitro by increasing 
P53 expression and decreasing KI67. This could 
be a reason for further application of IL17a as a 
factor for immunotherapy and pathogenesis of the 
CRC. 
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 چکیده
 

  تومورزایی   اولیه  مراحل  از  سرطان  در 17A -ILنقش.  است  جهان   در  رایج  هايسرطان  از  کولون  سرطان:  زمینه و هدف
  میزان بررسی  حاضر،  مطالعه  از  هدف. دارد  تومورزایی  در مهمی  نقش  التهاب، ایجاد  با  رسدمی   نظر  به  و  شودمی   شروع
 باشد. می  IL-17A تیمار شده با  HT-29کولون  اپیتلیوم هايسلول  در  P53 و   KI67 هايژن بیان

  24  از   پس  و  شد  اضافه  ، HT-29کشت  محیط  به  ،  ng/ml 50  میزان  به  و  شد  خریداري  17A-IL  :هاروش مواد و
  و   گرفت  صورت RNA استخراج  سپس.  گردید  بررسی MTT با  سلولی  نکروز  و  شد   جدا  کشت  محیط  از  ها  سلول  ساعت
 Reverse transcription (RT) qPCR روش  از  شده  طراحی  جدید  هاي  پرایمر  از  استفاده  با  ،KI67 و P53 بیان  میزان

 .گرفت قرار آنالیز  مورد ،GeniX6 افزار نرم  با و  انجام
  ساعت   24  از   پس .  دارد  را   ساعت  24  طی  کشندگی  بیشترین ng/ml 150  غلظت  که  داد  نشان  MTTآزمایش  :هایافته

 در گروه تیمارHT-29 هاي  سلول   ) درP=0.001( P53 ) وKI67 )P=0.003 هايژن   بیان   میزان  ، IL-17A با  انکوباسیون

  تیمار  تحت  گروه  در(HT-29) موردبررسی    هايسلول   تعداد  همچنین یافت.  افزایش  و  کاهش  ترتیب،به  IL-17Aشده با  
 ). P < 0.05داد ( نشان  را داري معنی  کاهش کنترل گروه به نسبت

  تکثیر   از  جلوگیري  موجب   KI67و کاهش    P53بیان  افزایش  با  تواندمی  IL17aداد  نشان  حاصل   نتایج  :گیريیجه نت
عنوان عاملی براي  به  IL17aاي براي استفاده از  تواند زمینهشود. این می  آزمایشگاهی  شرایط  در   HT-29 هاي  سلول 

 ایمونوتراپی و پاتوژنز سرطان روده بزرگ باشد.
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در      IL-17Aاینترلوکاین   فضایی  تغییرات  ایجاد  باعث 
-ILگردد پس از اتصال  شود. تصور می می     IL-17Aین  اینترلوکا

17A     به رسپتور خودش باعث افزایش میل ترکیبی با رسپتور
IL-17A    قوي می دست  پایین  سیگنال  و  داخل  شود  به  تري 

در سرطان از مراحل     IL-17Aنقش  ).  6گردد (سلول ارسال می 
حضور آن در   شیشود که قبلاً با افزایشروع م  ییتومورزا   هیاول

اولزیر  طیمح در  داشته    لیتشک  مراحل  نیتومور،  نقش  تومور 
 ).  9- 7(است 

شوند به دو دسته تقسیم  هایی که در سرطان فعال می ژن
 گردند:  می 

ژن اول  سرکوبدسته  که  هاي  ژن  مهم   P53ژن  گر  ترین 
بازو و    ردقرار دا  17کوتاه کروموزم    ي سرکوبگري است که در 

  این   در  جهش  و  است  انسان  در  ژنتیکی  یراتتغی  هدف،  ترینرایج
  حالت .  شودمی  دیده  انسانی  تومورهاي   از  درصد  50  حدود   در   ژن

  حقیقت   در  و  باشدمی  شایع  بسیار  ژن،  این  در  جهش  اکتسابی
 سرطان  ایجاد  و   یابندمی   جهش  زندگی  طول   در  ژن  آلل  دو  هر
و ک  مانند  کنند؛می  پستان  تومور  تنفسی،  مجاري  ارسینوماي 

از آللولون. در حالت غیرشایع ک نیز یکی   صورتبه  ژن  هاي تر 
  جهش   سالگی  25  تا  نیز  دیگر  آلل   و  رسدمی  ارث  به  یافتهجهش

   ).11و   10(گیرد می  سرطان فرد و یابدمی 
در  عیتسر ـای شرفتیهستند که باعث پ  ییهادسته دوم ژن 

بلند   ي بازو  ي بـر رو  Ki67. ژن  شـوندی م  Ki67  ریرشد تومور نظ 
در انسان قرار دارد و محصول آن در رشد و تکثیر    10کرومـوزوم  

 ).  13و  12سرطان نقش دارد (
تواند موجب  در مطالعات اخیر مشخص شده است التهاب می 

ن شود.  سرطان  سایجاد  که  است  شده  داده    ن یتوک یشان 
در سرطان روده بزرگ در   ینقش مهم   IL-17A  یالتهابش یپ

  ی بررس؛ از این رو هدف از مطالعه حاضر،  موش دارد  ي هامدل 
 ي هاجوار سلولدر کشت هم   P53و    Ki67  ي هاژن   انیب  زانیم

 باشد. می    IL-17Aبا    HT29کولون    یسرطان

 مواد و روش.  2
مطالعه حاضر در بخش بیوتکنولوژي دانشگاه فردوسی مشهد و  

سال   در  تهران  دانشگاه  اخلاق    1398آزمایشگاه  کد   IRبه 
IR.MUMS.REC.1398.42456  انجام شد. رده سلولیHT-29  

از بخش بیوتکنولوژي (بانک سلول) آزمایشگاه مرکزي دانشگاه 
و   شرکت  IL-17A     )MBS506306فردوسی  از   ،(
MyBiosource   سلول شد.  خریداري  فلاکس آمریکا  داخل  ها 
(شرکت    RPMI640سی محیط کشت  سی   90فیلتردار حاوي  

). FBSدرصد سرم جنین گاوي (  10گیپکو، آمریکا) غنی شده با  

آنتی   100 (پنی میکرولیتر  و   µg/µL 0.01سیلین  بیوتیک 
درجه   37)، در انکوباتور در شرایط  µg/µL 0.01استرپتومایسین  

درصد کشت داده شد. سپس،    5اکسیدکربن  راد و دي گسانتی 
به  سلول  مربوط  محاسبات  به  توجه  با  و  شد  داده  پاساژ  ها 

Seedind densityآزمایش انجام  براي  موردنظر  سلول ،  ها ها، 
 هاي سه سانتی اضافه شد. جداسازي و پس از شمارش به پلیت

  MTT تست. 1.2

MTT  ،زرد محلول در آب ترازولیوم به رنگ  ت  ي هایکی از نمک
به  که  دهیدروژنازهااست  میتوکندر  ي وسیله  در   يهاي موجود 

می  احیا  سلولی  کریستالفعال  شکل  به  سپس  و   ي هاشود 
سلول  در  آب،  در  غیرمحلول  و  رسوب   يهافورمازان  زنده 

ها به رنگ بنفش هستند و میزان رنگ این کریستال  .دننکی م
تعد و  سلولی  فعالیت  با  متناسب  آن  سلولبنفش  زنده    ي هااد 

عدد سلول    104×5  انجام این آزمون، ابتدا حدودي  برا  . باشدمی 
  96آمیزي تریپان بلو) در پلیت  وسیله رنگ (پس از شمارش به

 IL17a 0, 50, 100 ,150 ng/mlخانه کشت داده شدند. سپس با  
مذکور به    ي هازمان   یپس از طساعت تیمار شدند.    24در زمان  

پلیت   خانه  غلظت    MTTمیکرولیتر    20هر  بر میلی   5با  گرم 
ر دماي  ساعت درون انکوباتو  3  مدت  لیتر اضافه گردید و بهمیلی 

سانتی   37 چاهک  گراد  درجه  هر  به  سپس،  گرفت.   100قرار 
اضافه شد. در نهایت پس از  (مرك آلمان)     DMSOمیکرولیتر  

 ي اتاق، میزان جذب نور  ي دقیقه انکوباسیون در دما  15گذشت  
نانومتر    570طول موج    درپلیت توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر  

شد  به قرائت  از صحت    منظور.  اطمینان  و  بهتر  نتیجه  حصول 
به  آزمایشدستنتایج  از  هرکدام  شدند.    5ها  آمده،  تکرار  بار 

 زنده طبق فرمول زیر محاسبه گردید:ي هادرصد سلول 

کنترل / میانگین جذب نمونه میانگین جذب نمونه   × 100
 زنده  ي هادرصد سلول=  تیمار

 بندي کشت و گروه. 2.2

را به   HT-29سلول    105×3پس از کشت اولیه و شمارش تعداد  
و    HT-29هاي سه سانتی انتقال و به دو گروه شامل یک  پلت

عنوان گروه به   HT-29گروه دو فقط     ng/ml   IL-17A 50میزان  
انجام و آنالیز   RNAاستخراج  ساعته    24کنترل پس از کشت  

 ، انجام شد.  PCRریل تایم 

ه.  2.3 ت آن بـ الیز کیفیـ ه ژل طراحی پرایمر و آنـ ــیلـ وس
 آگاروز

در مطالعه حاضر پس از اخذ توالی اگزون از دو پایگاه اینترنتی  
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NCBI    وEnsembl به نرم،  ،  Beacon Designerافزار  وسیله 
صورت وجود فوروارد  پرایمرهاي موردبررسی روي دو اگزون یا به

یا ریورس بر محل اتصال دو اگزون طراحی شد. در ادامه از دو  
پرایمرها مورد بلاست    NCBIو پایگاه    Oligoو  Beacon افزار  نرم

از نظر جایگاه، هرپین و باند اضافه بررسی گردید. در ادامه پس  
پرای  خریداري  و  سفارش  سازنده  از  شرکت  پروتکل  طبق  مرها 

 ).  1رقیق گردید و مورد استفاده قرار گرفت (جدول 
آسیا  Total RNAاستخراج   دنازیست  کیت  از  استفاده  با   ،

آگاروز،   و ژل  نانو دراپ  آنالیز  از  و پس  انجام شد  براي سلول 
تبدیل شد. در ادامه با   cDNAتوسط کیت یکتاتجهیز آزما به  

درجه براي جداسازي    95ز فرمول دمایی  توجه به دماي اتصال ا
مدت  cDNAهاي  رشته  به  دوره    10،  یک  سپس   40دقیقه، 

  72ثانیه،    20درجه در  60ثانیه،    10درجه در    95سیکلی شامل  
براي    20درجه   پرایمرهاي    PCRثانیه  کیفیت  آنالیز  و 

 درصد استفاده شد.  2موردبررسی در ژل آگاروز 

 ریل تایم وآنالیز .  2.4

صورت سه تکرار در دستگاه ریلتایم  هاي بیولوژیک به تمامی نمونه 
شرکت روتورژن قرار داده شد و طبق   Rotor-Gene Q 2.3.5 مدل 

دمایی  رشته   95پروتکل  جداسازي  براي  به  cDNAهاي  درجه   ،
  10در    95سیکلی شامل    40دقیقه، سپس یک دوره    10مدت  
سانتی   60ثانیه،   براي  ثانیه    20درجه    72ثانیه،    20گراد  درجه 

تکثیر و خوانش استفاده شد. در این آزمایش از کیت مستر میکس  
و سایبرگرین شرکت یکتا تجهیزآزما استفاده شد. ابتدا استاندارد  

انجام شد. سپس منحنی ذوب    cDNAمنظور نرمالایز بودن  کرو به 
 در هر سمپل، آنالیز گردید.   CTو  

به  اولیه  نرم آنالیز  تمام  انجا   GeneX v6.7افزار  وسیله  و  م شد 
دو محاسبه گردید. سپس با  تی و لوگ نتایج برحسب دلتادلتا سی 

 آنالیز آماري شد.   8افزار گرف پد پریسم ورژن  نرم 

 
 هاي هدف و کنترل داخلی . توالی پرایمرهاي ژن 1جدول  

Gene (ENST) Sequence (5’ – 3’) Amplimer 
Tm (°C) 

Length 
(bp) 

P53(ENST00000617185.4) F: CGATGGTGTTACTTCCTGATA 
R: CAGCTCTCGGAACATCTC 

60 84 

Ki67 AJ567756.1 F: TCCTTTGGTGGGCACCTAAGACCTG 
R: TGATGGTTGAGGTCGTTCCTTGATG 

61 156 

B-ACTIN (ENST00000515712.1) F: CTACCTTCAACTCCATCA 
R: GAGCAATGATCTTGATCTTC 

60 165 

 هایافته.  3

   MTT  . تست 3.1
ت ین  ا  ایی    تسـ ناسـ د.    50براي شـ ندگی غلظت انجام شـ د کشـ درصـ

سـاعت    24در     150ng/ml  IL-17Aبیشـترین کشـندگی در غلظت  
). ســپس با توجه به نتایج  1دســت آمد (تصــویر  پس از تیمار به 

براي     50ng/ml  IL-17A) از غلظـت  14و رفرانس (   MTTآزمون  
 هاي موردمطالعه استفاده شد.  آنالیز تأثیر بر بیان ژن 

 

 
 IL-17Aهاي تیمارشده با  مانی سلول . درصد زنده 1تصویر  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=40644052
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 ها  تعداد سلول .  2.3

   IL-17Aپس از کشت با    ت ساع   24در    HT-29هاي  تعداد سلول 
شد    ه ی عکس ته   نورت ی ا   کروسکوپ می   با   ها و از سلول   دید گر   ی بررس 
  ها . تعداد سلول د گردی   ثبت   ها و تعداد سلول   ي مورفولوژ   رات یی که تغ 

  ، نسبت به گروه کنترل    IL-17A  ر تأثی   تحت   ساعت   24  گروه   در 
از نظر    ن ی چن . هم ) P < 0.05(   را نشان داد   داري ی معن   ي کاهش آمار 

دندانه شدن را  به آپاپتوز و دندانه   ه ی شب   ظاهري   ها سلول   ي مرفولوژ 
 ). 2(تصویر    نشان دادند 

 

 
ها در  کنگره بودن سلول ، ساختار تغییریافته سطح سلول و کنگره  IL-17Aیافته با  هاي موردبررسی در دو گروه کنترل و مواجهه . مورفولوژي سلول 2تصویر  

 در تصویر مشخص است.    IL-17Aیافته با  گروه مواجهه 
 

 RNAاستخراج  .  3.3

RNA  ــده بـا منظور ارزیـابی  ، بـه  IL-17A، نمونـه کنترل و تیمـار شـ
ــویر   ــان می   3کمیت و کیفیت، الکتروفورز گردید. تص دهد که  نش

  cDNAخوبی انجام شـده اسـت و براي سـنتز  ، به RNAاسـتخراج  
د. به مناسـب می  منظور اطمینان از نتایج الکتروفورز و همچنین  باشـ

دند  RNAکنترل کمی،   ده با نانودراپ ارزیابی شـ تخراج شـ هاي اسـ

بت  ng/microl   )220-830ng 540ها  نمونه   ODکه میانگین   ) و نسـ
OD    بود.   1.96برابر 

ــتر      IL-17Aکننده  در گروه دریافت   P53میزان بیان ژن   بیش
، در گروه  KI67) امـا میزان بیـان ژن P=0.001ترل بود ( از گروه کن 

داري نســبت به گروه کنترل  کاهش معنی    IL-17Aکننده  دریافت 
 ).  P=0.0003داشت ( 

 
 

 
 KI67و    P53، سمت چپ تصویر عکس مربوط به ژل الکتروفروز   IL-17Aیافته با  ، استخراج شده از گروه کنترل و گروه مواجهه RNA. سمت راست  3تصویر  
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 HT-29هاي  ، در سلول Fold changeبراساس    KI67و    P53. میزان تغییر بیان ژن  4تصویر  

 
 گیريبحث و نتیجه.  4

داد  نشان  حاضر  مطالعه  تعداد    IL-17A نتایج  کاهش  باعث   ،
در  سلول  مورفولوژیکی  تغییرات  همچنین  و  شود.  می   HT-29ها 

   IL-17Aیافته با  هاي مواجهه در سلول   P53همچنین میزان بیان  
تغییرات   این  داد.  نشان  را  کنترل  گروه  به  نسبت  بیان  افزایش 

و    Jordanهدایت کند. مطالعه    ها را به سمت آپاپتوز تواند سلول می 
سال   در  داد    2013همکاران  تومور  سرکوب   P53نشان  کننده 

). مطالعات دیگر، مکانیسم  15شود ( باشد که باعث آپاپتوز می می 
که  سرکوب  نحوي  به  دادند؛  نشان  را  تومور  براي  P53کننده   ،
 ,BCL   )Pumaهاي پروآپاپتوزي از خانواده  اي از پروتئین مجموعه 

Bid, Noxa, Bax به می )  عمل  رونویسی  عامل  در  منزله  که  کند 
نهایت باعث القاي نفوذپذیري میتوکوندري و آزادسازي سیتوکروم  

C   شود. سیتوکروم  میC   سازي  براي فعالApaf1  .ضروري است ،
فعال  مسیر  کردن  فعال  در  پروتئین  حیاتی  این  کاسپازها  سازي 

-ASC   )Apoptosis-associated Speckهمچنین    P53باشد.  می 
like Protein می القا  را  پروتئین  )  قرارگیري  در  که  در    Baxکند 

میتوکندري و القاي نفوذپذیري غشاي میتوکندري براي آزادشدن  
و همکاران در    Gouda). مطالعه  18-16( نقش دارد    Cسیتوکروم  

در افراد سیگاري،    P53و     IL-17Aنشان داد بین بیان    2018سال  
و  مستقیم  ( ارتباط  دارد  حاضر،  19جود  مطالعه  نتایج  با  که   (

دیگري  هم  مطالعه  در  اما  دارد.  نشان    Goudaخوانی  همکاران  و 
  آپوپتوز   و   p53-fibrinolytic  سیستم   تعدیل   در   IL-17A دادند  
 . ) 20دارد (   نقش   BLM  از   ناشی   هاي موش   در   اپیتلیال   سلول 

  کاهش   IL-17aبا    افته ی ه ه مواج   ي ها در سلول   KI67  ان ی ب   زان ی م 
پروتوانکوژن    ک ی   Ki67ژن    نشان داد.   را   نسبت به گروه کنترل   ان ی ب 

هاي  مطالعات سال   . ) 21(   فعال است   ی، سلول   ر ی است که در روند تکث 
به شدت با تکثیر و رشد    KI67اخیر نشان داده است که بیان ژن  

، نشان داده  ی ن ی از نظر بال ).  22هاي توموري، مرتبط است ( سلول 
تومورها ارتباط دارد.    ی ن ی با متاستاز و مرحله بال   Ki67  شده است که 

ا  بر  ب ن ی علاوه  که  است  شده  داده  نشان  طور  به   Ki67  ان ی ، 
باشد  در بافت توموري نسبت به بافت سالم، بیشتر می   ی توجه قابل 

 )23  .(KI67 باشد که از طریق تأثیر برسیکل  اي می ، پروتئین هسته
و    Iain Miller). در مطالعه  24شود ( سلولی، باعث تکثیر سلول می 

  KI67مشخص شد میزان بیان و تجمع    2018همکاران در سال  
رسد  به حداقل می   G0و   G1رود و در مراحل  بالا می   G2, S, Mدر  

باشد هرچند  توموري می   هاي دهنده تأثیر بر تکثیر سلول که نشان 
 ).  25هنوز مکانسیم دقیق آن مشخص نشده است ( 

باعث افزایش میزان بیان     IL-17Aنتایج این مطالعه نشان داد  
P53   اي نیز باعث کاهش  شود و با مکانیسم ناشناخته میKI67   در

سلول mRNAسطح   این  می   HT-29هاي  ،  مجموع  در  شود. 
به سمت آپاپتوز است    HT-29هاي  تغییرات براي سوق دادن سلول 

علاوه      IL-17A). بنابراین در این مطالعه مشخص شده  5(تصویر  
می  تومورزایی  به  کمک  و  التهاب  ایجاد  تأثیرات  بر  موجب  تواند 

هاي سرطانی نیز شود. همچنین  ساپرس کردن رشد و تکثیر سلول 
و افزایش بیان   KI67منظور کشف دلیل کاهش مطالعات بیشتر به 

P53   ر اثر مواجه شدن با  بIL-17A    شود. پیشنهاد می 
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به وسیله سیگنال    P53صورت شماتیک، مشخص است، همچنین مکانیسم افزایش  سلولی به   سیکل   و   آپاپتوز   در   P53  و   KI67  پررنگ   نقش   اینجا   . در 5تصویر  
  PI3K  مسیر   نیز   و   IRSE  و   TRAF6 STAT1/2  و   Act1  سازي فعال   طریق   از    IL-17A  ، به تصویر کشیده شده است. همچنین رسپتور IL-17aدست رسپتور  پایین 

 ). 27و    26،  25شود ( می   P53  بیان   افزایش   موجب 
 

 تشکر و قدردانی
پایان  از  بخشی  حاضر،  دکتراي  مطالعه  مدرك  اخذ  براي  نامه، 

می  بیوتکنولوژي  مشهد،  تخصصی  فردوسی  دانشگاه  در  که  باشد 

بیمارستان قائم و دانشگاه تهران انجام پذیرفته است. نویسندگان  
مقاله از معاونت پژوهشی و کارمندان آزمایشگاه مرکزي دانشکده  

دانشگاه  تهران،  دانشگاه  قائم    دامپزشکی  بیمارستان  و  فردوسی 
 کنند. قدردانی می 
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