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ABSTRACT 
 

Background & Objective: Gene therapy and administration of recombinant protein are 

common approach in treatment of genetic disorders. But many obstacles including frequent 

administration of desired gene, random integration into the host genome and low expression 

of protein encourage scientists to design an episome which remains in high copy number in 

eukaryotic cells and produces desired protein in suitable manner by viral proteins. The aim of 

this study is designing and construction of a plasmid containing mutated large T antigen of 

SV40 to develop a safe vector with high replication.  

Methods: Suitable mutant for creating large T antigen was analyzed by MODELLER 

software and finally appropriate structures were selected. Target mutation was created in the 

nucleotide sequence of large T antigen by PCR method. Mutated large T antigen gene was 

cloned in to the IRES2-EGFP. All clones were analyzed by PCR, restriction analysis and 

sequencing. HEK293 and CHO cell lines were transfected by final construct and transfected 

cells were observed by fluorescent microscope for 40 days. Plasmid and genomic DNA were 

extracted from remained cells and overlap PCRs performed on them to confirm their 

circularity. 

Result: This plasmid, containing a mutated large T antigen of SV40, can be replicated in 

eukaryotic cells and then can be used in gene therapy and recombinant protein production 

with high safety.  

Conclusion: The results of PCR, restriction analysis and sequencing confirm the authenticity 

of construct. The transfection of HEK293 and CHO cell lines showed replication of 

constructed plasmid in them.  

Keywords: Large T antigen, SV40, Eukaryotic cell 
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 پلاسميد اپي زومال بر مبنايطراحي و ساخت براي  Tآنتي ژن  بهينه سازي

   موتانت 40سيمين ويروس  Tآنتي ژن 
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، بخش تحقيق و گروه بيوفيزيك2     ، تهران، ايرانتحقيقاتو د اسلامي واحد علوم دانشگاه آزا دانشكده علوم پايه، ،گروه ژنتيك1

، تهران، ايران، بخش ب ث ژ، انستيتو پاستور ايرانگروه بيوتكنولوژي3           ، تهران، ايرانتوسعه، انستيتو پاستور ايران

 ،اهر ،دانشگاه آزاد اسلامي دانشكده علوم، ،گروه ژنتيك5  ، زنجان، ايراندانشگاه زنجان گروه شيمي، دانشكده علوم،4  

انستيتو ، بخش تحقيق و توسعه گروه ژنتيك، 7، تهران، ايران ، بخش تحقيق و توسعه، انستيتو پاستور ايرانگروه بيوتكنولوژي6  ايران

 ، تهران، ايرانپاستور ايران
  

   com.yahoo @mohammadatyabi: الكترونيك   پست    02166953311:فاكس     +989122061565: تلفن. نويسنده مسئول*

       30/2/92 :پذيرش   16/3/91 :دريافت
 

  چكيده

. نوتركيب از روش هاي معمول در درمان بيماري هاي ژنتيكي مي باشددرماني و تجويز پروتئين هاي  ژن :زمينه و هدف

اما موانع موجود در اين دو روش مانند تجويز محدود پلاسميد حاوي ژن مورد نظر يا وارد شدن تصادفي ژن انتقالي در 

ا بر آن داشته است ژنوم در مورد ژن درماني و ميزان بيان كم پروتئين در مورد توليد پروتئين هاي نوتركيب محققين ر

احي كنند كه بوسيله پروتئين هاي ويروسي در تعداد نسخه بالا در سلول هاي يوكاريوتي باقي مانده رپلاسميد اپي زومالي ط

 هدف از اين مطالعه طراحي و ساخت پلاسميدي با ژن جهش يافته .و پروتئين مورد نظر را به ميزان مطلوبي بيان نمايند

  .جهت دستيابي به ناقلي ايمن با همانندسازي بالا است 40سيمين ويروس  Tآنتي ژن 

 تيجهو در ن دش جهت بررسي استفاده از نرم افزار مودلر موتانت  Tآنتي ژن  در جهش مناسب براي ايجاد :روش كار

پليمراز كنش زنجيره اي با روش وا موتانت Tدر توالي نوكلئوتيدي ژن آنتي ژن هدف  جهش .جهش مناسب انتخاب شد

تمام كلونها با روش واكنش زنجيره اي . كلون شد EGFP-2ESIRدرپلاسميد  Tو ژن جهش يافته آنتي ژن . ايجاد شد

و تخمدان هامستر چيني با سازه  293خط هاي سلولي كليه جنيني انسان . پليمراز، هضم آنزيمي و تعيين توالي بررسي شدند

 و در نهايت از رده هاي سلولي فوق. اهده شدندبه مدت چهل روز مشنهايي ترانسفكت و با ميكروسكوپ فلورسانت 

ژنوميك تخليص گرديد و بر روي آنها واكنش زنجيره اي پليمرازهاي همپوشان به منظور اثبات حلقوي  DNAپلاسميد و 

  .بودن پلاسميدها انجام شد

توانست در سلولهاي  40سيمين ويروس  Tژن جهش يافته آنتي ژن جهش ايجاد شده در  اين پلاسميد با :يافته ها

در پروسه هاي ژن درماني و توليد پروتئين هاي نوتركيب توان از آن  همانندسازي كند و ميبا توانايي بالا يوكاريوتي 

  .استفاده كرد

 و دندبو صحت انجام سازه كننده ز، هضم آنزيمي و تعيين توالي تأييدواكنش زنجيره اي پليمرا هر سه روش: نتيجه گيري

و تخمدان هامستر چيني نشانگر همانندسازي پلاسميد در سلولهاي  293 ترانسفكشن سلولهاي خط سلولي كليه جنيني انسان

  . ودفوق ب

   سلول يوكاريوتي ،40 ، ويروس سيمينTآنتي ژن  :كلمات كليدي
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  مقدمه

 علت به كه بوده ژنتيكي منشا داراي ها بيماري برخي

 بيماري درمان براي  .شوند مي ايجاد ژنوم در تغيير

 آن از دارد وجود متفاوتي هاي روش ژنتيكي هاي

 تجويز يا نقصان دچار هاي پروتئين جايگزيني جمله

 اين كه باشد، مي كننده جبران دارويي محصولات

 ولي .دارد نوتركيب هاي پروتئين توليد به نياز روش

 عبارتي به يا راه تنها ژنتيكي هاي بيماري بعضي در

 در. باشد مي درماني ژن درمان، راه ترين قطعي

 ژنتيكي مهندسي هايروش با سلول ژنتيكي نقص اصل

 مورد ژن از سالم نسخه يك اينكه يا و گرديده اصلاح

  .]1[شود مي ارائه سلول به نظر

 سلول و سوماتيك هاي سلول در ميتوان را ژن انتقال

 ژن اول صورت در فرآيند اين. داد انجام جنسي هاي

. شود مي ناميده ژن انتقال دوم صورت در و درماني

 قرار استفاده مورد آنها انجام براي كه ابزاري ولي

 ديگر عبارت به يا. است متفاوت يكديگر با گيرد مي

 درماني، روش يك بعنوان تواند مي درماني ژن

 بوسيله بيماري از جلوگيري نهايت در يا و دارويي

 ژن يك معرفي معيوب، هاي ژن كردن جايگزين

 تعريف شخص هاي ژن بيان در تغيير يا جديد،

  .]2[شود

 براي زيادي هاي تلاش گذشته، سال چند طول در

 به DNA تحويل در مؤثر هاي استراتژي توسعه

 وكتورهاي چه اگر. است گرفته صورت سلول هسته

 گرفته قرار بررسي مورد اي گسترده بطور ويروسي

 دليل به هايي محدوديت آنها از استفاده اند،ولي

 مشكلات و DNA بارگيري ظرفيت ايمني، مسايل

با توجه به اينكه اما  . ]3[دارند توليد راندمان

بالايي براي انتقال ژنوم ها از قابليت طبيعي ويروس

خود به داخل سلول برخوردار هستند، محققين به 

براي  فكر طراحي ناقل هاي ويروسي كارآمد و ايمن

  . ]4[ انتقال به سلول ها افتادند

از طرف ديگر ناقل هاي غير ويروسي در مقايسه با 

ناقل هاي ويروسي پاسخ ايمني كمتري را بر انگيخته و 

زومال در سلول ها باقي  اپي اغلب اوقات به صورت

به  ويروسي غير هاي ناقل انتقال براي.مي مانند

تكنيك هاي فيزيكي همانند الكتروپوريشن، سلول از 

تفنگ ژني، امواج فراصوت، فشار هيدروديناميك و 

غيره وجود دارند كه به طور ايمن و ساده مفيد واقع 

 همچنين اين ناقلين قادر به انتقال ژن به. مي شوند

به كار گيري . بافت ها به صورت هدفمند نمي باشند

برخي روش هاي بيوشيميايي نيز مانند پلي كاتيون 

و حد واسط هاي  2، حد واسط هاي ليپيدي 1ها

نيز قادر به ارتقاي كارآيي و اختصاصيت   3پپتيدي

 ارائه ژن به سلول هدف از طريق اين ناقلين شده اند

]5[.  

براي درمان خيلي از از طرف ديگر راه حل ديگر 

 نياز .بيماري ها تجويز پروتئين هاي نوتركيب است

 بطور نوتركيب هاي پروتئين براي كمي و كيفي

 هاي بيولوژيست. است افزايش حال در پيوسته

 آل ايده و بخشيدن بهبود براي پيوسته ملكولي

 توسعه همچنين و فعلي بياني هاي سيستم نمودن

 هاي پروتئين توليد لازمه كه جديد هاي روش

 از يكي. هستند تلاش در است آينده در  پيچيده

 اين محققين بوسيله استفاده مورد هاي استراتژي

 داخل در جديد ژنتيكي عناصر كارگيري به رشته

 تنوع آناليز بر مبتني كه است بياني هاي سيستم

. است پروكاريوتي و يوكاريوتي هاي سلول طبيعي

 محصولات از زيادي تعداد اي فزاينده بطور

 نوتركيب هاي پروتئين فعلي استفاده مورد بيولوژيكي

 زمينه در كه اند كرده اثبات ها پروتئين اين. هستند

 تا هموفيلي درمان از. هستند سودمند زيادي هاي

 مي قرار استفاده مورد ها ملكول اين سرطان درمان

 هاي پروتئين درماني كاربردهاي بر علاوه. گيرند

متعددي  مطالعات براي پروتئين يك توليد نوتركيب،

 بيان براي اصلي سيستم دو .به كار گرفته مي شود

                                                             
1 Polycation   
2
 Delivery gene mediated lipid 

3 
Delivery gene mediated peptide 
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 سيستم شامل كه دارد وجود نوتركيب هاي پروتئين

 سيستم .هستند يوكاريوتي و پروكاريوتي بياني هاي

 نوتركيب هاي پروتئين بيان براي پروكاريوتي هاي

 كشت سهولت شامل مزايا اين. دارند متعددي مزاياي

 از و .است پروكاريوتي سلول سريع خيلي رشد و

 بياني هاي سيستم در سازي خالص ديگر طرف

 پروتئين عمده مشكل .است ساده كاملا پروكاريوتي

 بودن محلول نا ها پروكاريوت در شده بيان هاي

 اين در عملكردي هاي پروتئين بازيافت و آنهاست

  .]6[ است دشوار خيلي ها سيستم

 طراحي ها يوكاريوت مبناي بر متنوعي هاي سيستم

شده اند كه شامل سيستم هاي بياني مبتني بر 

مخمرها، پستانداران، حشرات و گياهان مي باشند 

 رشد كه هستند يوكاريوتي هاي سلول مخمرها .]7[

 را ها پروتئين از زيادي بسيار مقادير دارند، بالايي

 ها پروتئين روي بر گليكوزيلاسيون و كنند مي ترشح

 پستانداران بياني هاي سيستم .]8[كنند مي اعمال را

 به نوتركيب هاي پروتئن توليد براي بالايي فراواني با

 گليكوزيلاسيون الگوي زيرا. شوند مي گرفته كار

 آنها. كنند مي اعمال ها پروتئين روي بر را مناسب

 پروتئين براي مستعد بياني سيستم بعنوان همچنين

 بالا ملكولي وزن با هايي پروتئين و پيچيده بسيار هاي

 هاي بادي آنتي يا و خون انعقادي فاكتورهاي قبيل از

    .]9[شوند مي گرفته نظر در مريك مولتي

ناقل ها براي آنكه بتوانند به صورت اپي زومال درون 

 سلول باقي بمانند بايستي توانايي تكثير خود را داشته

يك مبدأ  باشند و براي اين منظور نياز به

همانندسازي دارند، و از آنجايي كه قرار است 

فرآيند توليد پروتئين هاي نوتركيب و ژن درماني بر 

روي سلول هاي انساني اعمال شود، بنابراين مبدأ 

همانندسازي بايد توسط ماشين همانندسازي سلول 

 . ]5[ هاي انساني شناسايي شود

براي همانندسازي ويروس  T1 آنتي ژنپروتئين 

ضروري است و با اتصال به پروتئين هاي  40ين سيم

                                                             
1
 Large T antigen protein  

تنظيم كننده چرخه سلولي و ژن هاي مهار كننده 

سبب افزايش P53 و  2توموري از قبيل رتينو بلاستوما

همانندسازي ژنوم ويروس مي شود و از طرف ديگر 

زايي با غير فعال كردن اين پروتئين ها باعث سرطان 

  . ]5[ سلول ميزبان مي شود

كلون كردن ، با توجه به مجموع مطالب عنوان شده

جهش يافته در داخل پلاسميد  Tآنتي ژن ژن 

IRES2-EGFP ويروس  مبدأ همانندسازي حاوي

به منظور ساخت يك ناقل ايمن غير  40سيمين 

 انجام گرفت انندسازي بالاجهت هم ويروسي كارآمد

پي زومال و تماما توسط كه بتواند به صورت ا

عنصرهاي ترانس سلول هاي يوكاريوتي شناسايي و 

سپس قابليت همانندسازي اين . همانندسازي شود

 2933كليه جنيني انسانسلولي   هاي پلاسميد در رده

  .بررسي شد 4تخمدان هامستر چينيو 

  

  كارروش 

مناسب در توالي نوكلئوتيدي  تعيين موتاسيون

جهت همانندسازي  جهش يافته Tآنتي ژن ژن 

  بالا

وانفورماتيكي مدل براي اين منظور از نرم افزار بي

 تمام مدل. مقايسه اي استفاده شدسازي همسان 

و  9v7نسخة  5مودلر سازي ها، توسط نرم افزار

شكل سه . انجام گرفتويندوز تحت سيستم عامل 

جهش يافته بر اساس مدل  Tآنتي ژن بعدي پروتئين 

ابتدا . سازي همسان بنيان يا مقايسه اي ساخته شد

الگوهاي مناسب كه بيشترين شباهت از لحاظ توالي، 

و بالاترين وضوح را داشتند،  E-Valueكمترين ميزان 

در مرحلة بعد همتراز كردن توالي . انتخاب شدند

طبيعي با الگوي انتخاب شده  Tآنتي ژن پروتئين 

پس از همترازي توالي، ساختارهاي سوم . انجام گرفت

                                                             
2
 Retinoblastoma  

3 Human embryonic kidney 293 (HEK293) 
4
 Chinese hamster ovary (CHO)   

5
 Modeller
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هر كدام به ( Tآنتي ژن هر يك از پروتئين هاي 

، بر اساس قيدهاي بدست آمده )مدل 10000تعداد 

هندسي  -از ساختارهاي همسان و قوانين شيمي

ها در جهتي كه كمترين ميزان انحراف از آنها پروتئين

مدل  10000از بين . ته باشد، بدست آمدرا داش

آنتي ژن بدست آمده براي هر يك از پروتئين هاي 

Tبراي آن  1تابع چگالي احتمالي ، يك مدل بر اساس

سرانجام، . كه كمترين ميزان را داشت، انتخاب شد

زاويه صحت و اعتبار مدل هاي انتخاب شده از نظر 

رسي باز توسط نرم افزار )φ( فاي و )ψ(اي هاي س

بهينه سازي گسسته انرژي  و از نظر معيار 2اوليه

مورد بررسي مودلر ، توسط نرم افزار 3پروتئيني

دي هيدرال زاويه هاي  اساس بررسي . قرار گرفت

هندسي استوار  - بر اين ويژگي شيمي فايو  ساي

است كه دو اتم نمي توانند نسبت به يكديگر در 

فاصله اي نزديكتر از مجموع شعاع واندروالس شان 

در ساختارهاي پروتئيني، گاهي ديده . قرار بگيرند

شده كه اتم ها در فواصلي نزديكتر از حد تعيين شده 

ا حول قرار مي گيرند كه دليل اين امر نوسان اتم ه

  . ]10و9[پيوندها مي باشد 

به موتانت  T آنتي ژن طراحي پرايمر و تكثير ژن

   واكنش زنجيره اي پليمرازوسيله 

           موتانت از پلاسميد T ژن آنتي جهت تهيه

IRES2-EGFP-LTagI  توسط قبلاً استفاده شد كه

اين گروه محققين جهت عدم بر هم كنش اين 

طراحي شده  پروتئين با مهاركننده هاي توموري

  . ]5[بود

                                                             
1Probabilty density function (PDF)  
2
 Procheck  

3
 Discrete optimized protein energy (DOPE) 

 Tآنتي ژن ژن پرايمرهاي مورد نياز جهت تكثير  

طراحي و سفارش ساخت به شركت تك  موتانت

  ).1جدول(كپنهاك دانمارك داده شد 
  

 pfuبه وسيله آنزيم  موتانت Tآنتي ژن قطعه 

 هايپلاسميداز روي ) ليتواني-فرمنتازساخت شركت (

IRES2-EGFP-LTagI  سلول هاي استخراج شده از

با  چيني هامستر و تخمدان 293كليه جنيني انسان 

در دستگاه ترمو  واكنش زنجيره اي پليمرازروش 

. تكثير شد) آلمان - اپندورفساخت شركت (سايكلر 

پس از تكثير بر روي ژل  موتانت Tآنتي ژن قطعه 

در صد رنگ  1) ايران -سيناژنساخت شركت (آگارز 

 1آميزي شده با اتيديوم برمايد در كنار ماركر 

) ليتواني-فرمنتازساخت شركت ( كيلوبازي

  .الكتروفورز شد

  

آنتي طراحي پرايمر ها جهت ايجاد جهش در ژن 

واكنش زنجيره اي به روش  موتانت Tژن 

   4همپوشان پليمراز

از روي ژل بريده شد و به  موتانت Tآنتي ژن قطعه 

ساخت شركت (از ژل  DNAوسيله كيت تخليص 

تخليص شد و سپس پرايمرهاي ) ليتواني - فرمنتاز

 679كدون موقعيت  مورد نياز جهت ايجاد جهش در

واكنش زنجيره اي به روش  موتانت Tآنتي ژن ژن 

با جايگاه برش آنزيمي مناسب در  4همپوشان پليمراز

آن ها طراحي و جهت ساخت به  3´و 5َانتهاي 

   .شركت تك كپنهاك دانمارك سفارش داده شد

 T ژن آنتي 679 كدون موقعيت در جهش ايجادبراي 

 ابتدا يك پرايمر براي ناحيه بالادست سازه موتانت

                                                             
4
 Overlap extension polymerase chain reaction   

  موتانت Tمشخصات پرايمر هاي مورد نياز جهت تكثير ژن آنتي ژن . 1 جدول

  پرايمرنام  Tتوالي پرايمر براي تكثير ژن آني ژن  (bp)طول قطعه

2124  GCTAGCATGGATAAAGTTTTAAACAGAG  آنتي ژنPF-T 

2124  CTCGAGTTATGTTTCAGGTTCAG  آنتي ژنPR-T  
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  147 و همكارانمحمد رضا اصغرزاده                              ...                                                    طراحي و ساخت پلاسميد اپي زومال

 IRES2-EGFP-LTagI پلاسميد از شده استخراج

طراحي شد كه داراي سايت آنزيمي براي آنزيم 

را  GCTAGCكه توالي  بود NheIمحدود كننده 

سپس شش پرايمر  شناسايي و برش مي دهد

همپوشان براي ناحيه پايين دست طراحي شد كه 

پرايمر ششم داراي سايت آنزيمي براي آنزيم 

را  CTCGAGكه توالي  بود XhoI محدود كننده

در اين مرحله محصول . شناسايي و برش مي دهد

بعنوان نمونه براي  واكنش زنجيره اي پليمرازهر 

  بعدي استفاده شد اي پليمرازواكنش زنجيره

  .]10[)2جدول(

  كلونينگ

 679در موقعيت  موتاسيون يافته Tآنتي ژن ژن 

هضم و  XhoIو  ΙNheتوسط دو آنزيم محدود الاثر 

كلون شد و پلاسميد  EGFP-2IRESدر وكتور 

IRES2-EGEP-LTII  1شكل(به دست آمد.(  
  

  

  

  
 679 موقعيت موتاسيون يافته در Tكلون نمودن ژن آنتي ژن . 1 شكل

  EGFP_2pIRES  به
  

با روش  IRES2-EGEP-LTII دـــپلاسمي

و بر  F´ TOP10ترانسفورميشن در باكتري سويه 

اساس دستورالعمل استاندارد مربوطه تكثير شد 

 Borth-LB(براي رشد باكتري ها از محيط . ]12[

ميكروگرم  100حاوي ) آلمان مرك ساخت شركت

  .بر ميلي ليتر آمپي سيلين استفاده شد

  تأييد كلون

كلونينگ از طريق كلوني، هضم آنزيمي و تعيين توالي 

شركت (به روش ختم زنجيره به صورت تجاري 

  A679Sپرايمرهاي طراحي شده براي ايجاد جهش . 2 جدول

    پرايمرها  توالي پرايمرها

GCTAGCATGGATAAAGTTTTAAACAGAG FA1 پرايمر بالا دست  

TGATTATGACATGAACAGCCCTGTGAGGAC RB1 

  پرايمر هاي پايين دست

TAAAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATTATGATCATGAACAG RB2 

TTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGG RB3 

GTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAA RB4 

AGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAAGCAAGTAAA RB5 

CTCGAGTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAG RB6 
  

  

                

 كلونينگ با تعيين تواليتاييد صحت . 2 شكل
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 1392 تابستان، دوم شماره ،سيزدهمدوره                      

حاوي پلاسميد  Tكه داراي ژن آنتي ژن 

IRES2-EGFP  بهينه سازي شده بود انجام

همپوشان بر روي  واكنش زنجيره اي پليمراز

استخراج شده  IRES2-EGFP-LTII پلاسميد نهايي

به عنوان كنترل اشرشياكلي از سلول هاي باكتري 

واكنش پرايمرهاي جهت اين . مثبت انجام شده بود

ها به گونه اي طراحي شدند كه  زنجيره اي پليمراز

همپوشاني داشتند  5َو  3َمحصولات آنها در دو انتهاي 

  ).3و جدول 
          ترتيب قرارگيري قطعات بر روي پلاسميد نهايي

IRES p  واكنش زنجيره اي و قطعات حاصل از پنج

  .همپوشان

  

هاي انجام شده  واكنش زنجيره اي پليمراز

سپس از سلول . طول كل پلاسميد را تكثير مي كردند

 چيني و تخمدان هامستر 293 كليه جنيني انسان

ژنوميك به وسيله ي  DNAحاصل از ترانسفكشن 

تخليص ) لمانآ- كياژناز شركت  DNA(كيت تخليص 

 واكنش زنجيره اي پليمرازشد و بر روي آنها پنج 

واكنش زنجيره همچنين پنج . همپوشان گذاشته شد

همپوشان بر روي جسم كامل سلول هاي 

ه صورت روز انتخاب ب 40سبز باقي مانده پس از 

  .]5[گذاشته شد واكنش زنجيره اي پليمراز

 نتايج مدل سازي همسان بنيان

                                                                  مجله دانشگاه علوم پزشكي اردبيل     

   ).2شكل(تأييد شد ) 

و 293كليه جنيني انسانترانسفكشن سلول هاي 

  تخمدان هامستر چيني

بانك سلولي ( 293 كليه جنيني انسان

بانك (تخمدان هامستر چيني و ) انستيتو پاستور ايران

در محيط كشت ) سلولي انستيتو پاستور ايران

تراكم سلول در سطح كشت داده شدند تا 

درصد يعني مقدار مناسب براي ترانسفكشن 

و ) سازه ژني( DNAميكروگرم  1سلول ها با 

ساخت شركت (با استفاده از كيت توربوفكت 

بر اساس دستورالعمل شركت ) ليتواني

  .]5[ سازنده ترانسفكت شدند

ي نهايي و ماندگاري آن بررسي دخول سازه

و  293كليه جنيني انسان هاي

  تخمدان هامستر چيني

ساعت بعد از ترانسفكشن محيط كشت تعويض 

ساعت بعد از ترانسفكشن سلول ها تحت 

ميكروگرم آنتي  418G )200تيمار آنتي بيوتيك 

سلول هاي . قرار گرفتند) بر ميلي ليتر

  .زنده ماندند 418Gپذيرنده پلاسميد تحت تيمار 

روز براي بررسي بيان ژن  40سلول ها به مدت 

توسط ميكروسكوپ سبز  پروتئين فلورسانت

نت تحت بررسي قرار گرفتند و تراكم سلول 

و سبز  فلورسانتهاي سبز رنگ حاصل از پروتئين 

روزانه بررسي و محيط  پايداري رنگ سبز فلورسانت

از . كشت سلول ها هر سه روز يك بار تعويض شدند

و تخمدان هامستر  293 كليه جنيني انسان

. تراسفكت شده تخليص پلاسميد انجام شد

هاي روش اصولي براي تخليص پلاسميد از سلول

پستانداران استفاده از شيب چگالي كلريد سزيوم 

اما به علت عدم امكان استفاده از اين 

تكنيك، تخليص پلاسميد بر پايه ي روش ليز قليايي كه 

سلول هاي كليه جنيني قبلاً در آزمايشگاه بر روي 

                                         
1
Dulbecco's modified eagle medium

كه داراي ژن آنتي ژن  293انسان 

EGFP-LTagI

  .شد

واكنش زنجيره اي پليمرازپنج 

پلاسميد نهايي

از سلول هاي باكتري 

مثبت انجام شده بود

زنجيره اي پليمراز

محصولات آنها در دو انتهاي 

و جدول  3شكل (
ترتيب قرارگيري قطعات بر روي پلاسميد نهايي. 3 شكل

IRES2-EGFP-LTII

همپوشان پليمراز

  

واكنش زنجيره اي پليمرازمجموع 

طول كل پلاسميد را تكثير مي كردند

كليه جنيني انسانهاي 

حاصل از ترانسفكشن 

كيت تخليص 

شد و بر روي آنها پنج 

همپوشان گذاشته شد

همپوشان بر روي جسم كامل سلول هاي  اي پليمراز

سبز باقي مانده پس از 

واكنش زنجيره اي پليمرازكلوني 

  

  يافته ها

نتايج مدل سازي همسان بنيان
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) كره - ماكروژن 

ترانسفكشن سلول هاي 

تخمدان هامستر چيني

كليه جنيني انسان هايسلول

انستيتو پاستور ايران

سلولي انستيتو پاستور ايران

DMEM1  كشت داده شدند تا

درصد يعني مقدار مناسب براي ترانسفكشن  80تا  70

سلول ها با . برسد

با استفاده از كيت توربوفكت 

ليتواني -فرمنتاز

سازنده ترانسفكت شدند

بررسي دخول سازه

هايدرون سلول

تخمدان هامستر چيني

ساعت بعد از ترانسفكشن محيط كشت تعويض  24

ساعت بعد از ترانسفكشن سلول ها تحت  48شد و 

تيمار آنتي بيوتيك 

بر ميلي ليتر 418Gبيوتيك 

پذيرنده پلاسميد تحت تيمار 

سلول ها به مدت 

پروتئين فلورسانت

نت تحت بررسي قرار گرفتند و تراكم سلول افلورس

هاي سبز رنگ حاصل از پروتئين 

پايداري رنگ سبز فلورسانت

كشت سلول ها هر سه روز يك بار تعويض شدند

كليه جنيني انسان ل هايسلو

تراسفكت شده تخليص پلاسميد انجام شدچيني 

روش اصولي براي تخليص پلاسميد از سلول

پستانداران استفاده از شيب چگالي كلريد سزيوم 

اما به علت عدم امكان استفاده از اين . ]13[ است

تكنيك، تخليص پلاسميد بر پايه ي روش ليز قليايي كه 

قبلاً در آزمايشگاه بر روي 

                                                            

edium 
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  149 و همكارانمحمد رضا اصغرزاده                              ...                                                    طراحي و ساخت پلاسميد اپي زومال

 Tآنتي ژن با توجه به اينكه الگوي كامل براي پروتئين 

وجود نداشت بنابراين چهار الگوي تكه شده پروتئين 

با ) FUF2و  T)6GH1 ،S1Q1 ،SVM1آنتي ژن 

براي , وضوحو بالاترين  Value-Eكمترين ميزان 

 ).            4شكل(مدل سازي انتخاب شدند 

كه در آن پروتئين  FUF2و  6GH1 ،S1Q1 ،SVM1الگوهاي . 4 شكل

  .بصورت چهار تكه جدا از هم نشان داده شده است Tآنتي ژن 

  
در مرحلة بعد همتراز كردن توالي هاي چهار تكه 

جهش  Tآنتي ژن الگوي انتخاب شده و پروتئين هاي 

 10000پس از همترازي توالي، . يافته انجام گرفت

جهش  Tآنتي ژن مدل براي هر يك از پروتئين هاي 

مدل بدست آمده  10000از بين . يافته، بدست آمد

جهش يافته،  Tآنتي ژن براي هر يك از پروتئين هاي 

مترين انرژي تخصيص يافته يك مدل بر اساس ك

سرانجام، صحت و اعتبار مدل . ، انتخاب شدبراي آن

توسط  سايو  فايهاي انتخاب شده از نظر زاواياي 

رار گرفتند پلات راماچاندران مورد بررسي ق

   ).5شكل(
نمودار راماچاندران مربوط به بهترين مدل ساخته شده . 5شكل 

در مدل ) <%91(اكثر اسيد آمينه ها . جهش يافته Tپروتئين آنتي ژن 

انتخاب شده براي پروتئين جهش يافته در منطقه مجاز قرار گرفته 

  .اند

  
از آنجائيكه ميزان هومولوژي ميان الگو و توالي ها 

بسيار زياد بود، مدل هاي ساخته شده از نظر زاواياي 

در نتيجه با استفاده از . قابل قبول بودند فاي و ساي

به  679 موقعيت در بيوانفورماتيك جهش مناسب

  واكنش زنجيره اي پليمرازهاي همپوشان براي تأييد اپي زومال بودن سازه نهايي. 3 جدول

  نام قطعات  طول قطعه  همپوشانيميزان 

خود با  5َجفت باز از انتهاي  6و به اندازه  2Lقطعه  5خود با انتهاي َ 3َنوكلئوتيد از انتهاي  12اين قطعه به اندازه 

  .همپوشاني دارد 5Lقطعه  3َانتهاي 

bp 2160  1L  

خود  3َجفت باز از انتهاي  10و به اندازه  1Lقطعه  3َخود با انتهاي  5َنوكلئوتيد از انتهاي  11اين قطعه به اندازه 

  همپوشاني دارد 3Lقطعه  5َبا انتهاي  

bp 1371  2L  

خود  3َجفت باز از انتهاي  12و به اندازه  2Lقطعه  3َخود با انتهاي  5َنوكلئوتيد از انتهاي  10اين قطعه به اندازه 

  همپوشاني دارد 4Lقطعه  5َبا انتهاي 

bp 1051  3L  

خود  3َجفت باز از انتهاي  12و به اندازه  3Lقطعه  3َخود با انتهاي  5َنوكلئوتيد از انتهاي  12اندازه  اين قطعه به

  همپوشاني دارد 5Lقطعه  5َبا انتهاي 

bp 1182  4L  

خود  3َجفت باز از انتهاي  11و به اندازه  4Lقطعه  3َخود با انتهاي  5َنوكلئوتيد از انتهاي  12اين قطعه به اندازه 

  همپوشاني دارد 1Lقطعه  5َبا انتهاي 

bp 1666  5L  
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PCR  قطعهLTag  با آنزيمPfu  جهت تاييد سازه نهايي .

kb1  باند : 2و خطbp2140  مربوط به LTag موتانت.

  

و  293كليه جنيني انسانترانسفكشن سلول هاي 

  تخمدان هامستر چيني

و  293كليه جنيني انساندر ترانسفكشن سلول هاي 

 80ساعت حدود  48پس از تخمدان هامستر چيني 

نشان دهنده ي ورود درصد سلول ها سبز شدند كه 

  .پلاسميد به درون سلول ها بود

  و تخمدان هامستر چيني

  
  روز 40تراريخت شده بعد از گذشت  تخمدان هامستر چيني

 bp قطعه 2خط  ،kb1ماركر  1خط در تمامي شكلها

  .مي باشد

                                                                  مجله دانشگاه علوم پزشكي اردبيل     

باآلانين انتخاب  اسيد آمينه سرينصورت جايگزيني 

  و كلونينگ زنجيره اي پليمراز

T واكنش زنجيره به وسيله  موتانت

مناسب در توالي  تكثير شد و جهش

واكنش بوسيله  موتانت Tآنتي ژن نوكلئوتيدي قطعه 

در ايمن . همپوشان ايجاد شد زنجيره اي پليمراز

- EGFPجهش يافته در  Tآنتي ژن 

واكنش كلون شد و با هضم آنزيمي، 

  .و تعيين توالي تأييد شد زنجيره اي پليمراز

 پليمرازواكنش زنجيره اي  در ابتدا چندين

 2با استفاده از پرايمرهاي اشاره شده در جدول 

طراحي و  679جهت ايجاد موتاسيون در موقعيت 

براي تاييد طول قطعه نهايي نمونه حاصل از 

واكنش زنجيره اي پليمراز، الكتروفورز گذاشته شد 

PCRنتيجه ي . 6شكل 

kbماركر : 1خط 

  

  

ترانسفكشن سلول هاي 

تخمدان هامستر چيني

در ترانسفكشن سلول هاي 

تخمدان هامستر چيني 

درصد سلول ها سبز شدند كه 

پلاسميد به درون سلول ها بود

LTagII -EGFP-2pIRES   و تخمدان هامستر چيني 293كليه جنيني انساندر سلول هاي

تخمدان هامستر چيني سلول هاي .ب     روز 40تراريخت شده بعد از گذشت  293كليه جنيني انسان

در تمامي شكلها. واكنش زنجيره اي پليمرازهاي همپوشان كه مجموعا كل پلاسميد را تكثير مي كردند

مي باشد bp1666 قطعه 6و خط  1182قطعه  5، خط  bp 1051 قطعه 4، خط  1371

 

مجله دانشگاه علوم پزشكي اردبيل      150 

صورت جايگزيني 

  .شد

  

زنجيره اي پليمرازواكنش نتايج 

Tآنتي ژن قطعه 

تكثير شد و جهش اي پليمراز

نوكلئوتيدي قطعه 

زنجيره اي پليمراز

آنتي ژن طعه مرحله ق

2pIRES  ،كلون شد و با هضم آنزيمي

زنجيره اي پليمراز

در ابتدا چندينبراي تكثير، 

با استفاده از پرايمرهاي اشاره شده در جدول 

جهت ايجاد موتاسيون در موقعيت 

براي تاييد طول قطعه نهايي نمونه حاصل از  .انجام شد

واكنش زنجيره اي پليمراز، الكتروفورز گذاشته شد 

  ).6شكل(

LTagIIترانسفكشن . 7 شكل

كليه جنيني انسانسلول هاي .الف     

واكنش زنجيره اي پليمرازهاي همپوشان كه مجموعا كل پلاسميد را تكثير مي كردندنتايج . 8 شكل

bp 1371قطعه  3، خط 2160
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 تأييد دخول و ماندگاري سازه ي نهايي در رده

و تخمدان  293 كليه جنيني انساني سلولي 

  هامستر چيني

در سلول  IΙLTag -EGFP-2pIRESترانسفكشن 

 و تخمدان هامستر چيني 293كليه جنيني انسانهاي 

روز پايدار  40نت به مدت بيش از ارنگ سبز فلورس

  ).7شكل(بود 

بنابراين براي تأييد اين كه آيا پلاسميد در سلول به 

صورت اپي زومال باقي مانده و در حال تكثير است يا 

 درون ژنوم سلول ها داخل شده است از سلول هاي

و تخمدان هامستر چيني  293 كليه جنيني انسان

بر روي . نوتركيب، تخليص پلاسميد انجام شد

واكنش زنجيره اي محصول تخليص پلاسميد پنج 

- LTagII -EGFPهمپوشان كه اسكلت بندي  پليمراز

2pIRES  بودند گذاشته شد كه همه آنها مثبت

  ).8شكل(بودند 

و تخمدان  293 كليه جنيني انسان هاياز سلول

انجام شد و بر  DNAنوتركيب تخليص هامستر چيني 

همپوشان كه  واكنش زنجيره اي پليمرازروي آنها پنج 

را شامل  LTagII -EGFP-2pIRESاسكلت بندي 

  . مي شود گذاشته شد كه تمامي آنها منفي بودند

  

  بحث

يك روش براي ژن درماني و توليد پروتئين هاي 

براي مثال در . نوتركيب توليد وكتورهاي بياني است

ژن درماني توليد وكتورهاي بياني كه داراي توالي 

هاي آنتي سنس براي مهار بيان انكوژن ها و 

رسپتورهاي فاكتور رشد هستند مي تواند يك روش 

براي  .درماني مناسب براي سلول هاي سرطاني باشد

اين منظور بيان انكوژن ها با توالي آنتي سنس مهار 

اين مشكل تكنيكي محدود . مي شوند وجود دارد

در سلول هاي بودن تعداد پلاسميدهاي بياني 

ترانسفكت شده است كه در نتيجه توالي هاي آنتي 

سنس لازم براي مهار انكوژن ها به ميزان مناسب 

هاي براي مثال سلول . وجود نخواهد داشت

ترانسفكت شده با وكتورهاي رتروويروسي در ايده 

الترين شرايط تنها يك يا چند ترانسفكشن پايدار ايجاد 

براي غلبه بر اين مشكل طراحي وكتورهاي اپي . كنند

زيرا اين . زومال مي تواند راه گشاي مناسبي باشد

وكتورها همانندسازي خارج كروموزومي دارند و در 

DNA  ژنومي ادغام نمي شوند و از همه مهمتر

تعداد كپي زيادي در سلول هاي ترانسفكت شده 

ايجاد مي كنند، كه مي تواند با داشتن توالي هاي آنتي 

يكي از  .]14[سنس بر بيان انكوژن ها غلبه كند

مشكلات وكتورهاي اپي زومال عدم ماندگاري آنها 

مروز اگر چه تا به ا. درون سلول هاي انساني است

همانندسازي أ برخي محققين با به كارگيري مبد

و  40ويروس سيمين ويروس هاي پستانداران مانند 

در پلاسميدها سعي كرده اند  اپشتين بار ويروس

وكتور هاي اپي زومالي بسازند كه قادر به تكثير 

ولي از آنجايي كه اين . درسلول هاي يوكاريوتي باشند

د نيازمند پلاسميدها براي همانندسازي خو

فاكتورهاي ترانس ويروس هستند كه باعث فعال 

سازي سيستم هاي ايمني و تومورزايي مي شوند 

بنابراين يك استراتژي  . ]15[ مفيد واقع نشده اند

براي بهينه سازي اي پلاسميدها از بين بردن ويژگي 

هاي تحريك ايمني و تومورزايي فاكتور ترانس 

از طرف ديگر اين . ويروسي و ايمن ساختن آن است

همانندسازي دارند كه أ پلاسميدها نياز به يك مبد

تماما توسط عناصر ترانس ماشين همانندسازي 

ي شناسايي شوند و همچنين بتوانند سلولهاي يوكاريوت

اپي زومال و مستقل ازچرخه سلولي تكثير يابند  بطور

از اينرو . و تعداد كپي هاي متعددي را ايجاد نمايند

و پروتئين  40سيمين همانندسازي ويروس أ مبد

ايده آل ترين گزينه  40يمين سويروس  Tآنتي ژن 

ه لذا براي بهين. براي رسيدن به اين هدف هستند

تكنيك  40يمين سويروس  Tآنتي ژن سازي پروتئين 

هاي بيوانفورماتيكي را در كنار تكنيك هاي ملكولي به 

  .]5[ گرفتندكار 
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يك انكوپروتئين ويروسي است  Tآنتي ژن  پروتئين

اين . كه عملكردهاي بيولوژيكي مختلفي دارد

                  عملكردهايش را بواسطه سه دومين مختلف 

)j متصل شونده به مبدأ  دومين، دومينـ

         . انجام مي دهد) و دومين هليكازي همانندسازي

j ـ دومين كه مسئول غير فعال كردن پروتئين

است فعاليتش را با همكاري موتيف  رتينوبلاستوما

LXCXE دومين متصل شونده به . انجام مي دهد

كه با اتصال به ناحيه هاي مبدأ همانندسازي 

همانندسازي ويروس باعث ألئوتيدي در مبدپنتانوك

مي شود و  40ويروس سيمين شروع همانندسازي 

و هدايت  P53دومين هليكازي نقش مهار پروتئين 

. چنگال همانندسازي را با فعاليت هليكازي خود دارد

دومين  ـj و  LXCXE موتيف براي غير فعال كردن

جايگزين اسيد  107اسيد آمينه ليزين را در موقعيت 

آمينه اسيد گلوتاميك و براي غير فعال كردن دومين 

اسيد آمينه  Tانتهاي كربوكسي پروتئين آنتي ژن 

جايگزين اسيد  402اسيد گلوتاميك را در موقعيت 

ولي بررسي هاي . ]5[آمينه آسپاراتيك كردند

كه  679هش در ناحيه بيوانفورماتيكي نشان داد كه ج

سرين با الانين جايگزين مي شود در آن اسيد آمينه 

علاوه بر اينكه با ساختار عملكردي پروتئين تداخل 

ندارد بلكه باعث افزايش ميزان همانندسازي نيز مي 

   .شود

  

  گيري نتيجه

با HEK 293و  CHOبعد از ترانسفكشن سلول هاي 

نوتركيب رنگ IRES2-EGFP-LTagII  پلاسميد

روز پايدار  40سبز فلورسانت براي مدت بيش از 

پروتئين سبز فلورسنت ازجمله جديترين  .بود

پروتئين گزارشگر قابل مقايسه و اندازه گيري است 

كه براي مشاهده بيان آن نياز به سوبسترا يا 

اين پروتئين در نور ماوراء . كوفاكتور خاص نيست

افت، از خود رنگ بنفش، بدون آسيب رساندن به ب

از طرف ديگر پلاسميد . ]5[ سبز توليد مي كنند

بايست درون سلول هاي انساني مورد نوتركيب مي

بررسي قرار گيرد، از اينرو نياز به ژن مقاومت به 

آنتي بيوتيك يوكاريوتي جهت تيمار سلول هاي 

در نهايت از . پذيرنده پلاسميد هاي نوتركيب بود

 همانندسازي ويروسأ مبدهمه مهمتر ما نياز به 

در نتيجه با . در پلاسميد نوتركيب داشتيم 40سيمين 

تمام ويژگي  IRES2-EGEP توجه به اينكه پلاسميد

آنتي هاي بالا را داشت بعنوان پذيرنده پروتئين هاي 

جهش يافته جهت ترانسفكشن در سلول هاي  Tژن 

 و تخمدان هامستر چيني 293 كليه جنيني انسان

  .انتخاب شد

هاي همپوشان بر واكنش زنجيره اي پليمرازنتيجه 

نوتركيب استخراج شده از سلول هاي  روي پلاسميد

اين شواهد نشانگرحضور . ميزبان مثبت بودند

نوتركيب  2IRESـLTagEGFP-پلاسميدهاي 

كليه بصورت حلقوي و اپي زومال در سلول هاي 

سبز رنگ  و تخمدان هامستر چيني 293 جنيني انسان

 واكنش زنجيره اي پليمرازاز طرف ديگر پنج . است

ژنومي سلول  DNAهمپوشان انجام شده بر روي 

 و تخمدان هامستر چيني 293 كليه جنيني انسانهاي 

ثبات كننده سبز رنگ منفي بودند،اين نتايج هم ا

از مجموع نتايج . حلقوي بودن پلاسميد نوتركيب بود

ان رسيد كه پلاسميد حاصل شده به اين مطلب مي تو

و  40سيمين همانندسازي ويروس أ حاوي مبد

 40سيمين جهش يافته ويروس  Tآنتي ژن پروتئين 

  .توانسته درون سلول هاي انساني همانندسازي كند

جهش هاي ايجاد شده در ژن هدف به خوبي نشان 

دهنده همانند سازي پلاسميد فوق در رده هاي 

تخمدان هامستر و  293 كليه جنيني انسانسلولي 

بود و استخراج پلاسميد از  رده هاي سلولي  چيني

نشان داد كه ميزان همانند سازي اين پلاسميد تقريبا 

ميزان . كپي در هر سلول است 100- 250

همانندسازي پلاسميد متناسب با سلول هاي مختلف 

متغير بود بطوريكه در رده سلولي مربوط به روده 

 Cos_7ده سلولي بزرگ بيشترين مقدار و در ر
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مقايسه پلاسميد فوق . كمترين مقدار را نشان مي داد

از نظر همانندسازي با پلاسميد هاي مشابه كه داراي 

وحشي هست نشان داده است كه  Tژن آنتي ژن 

 Tميزان همانندسازي پلاسميد داراي  ژن آنتي ژن 

وحشي در برخي موارد به علت بالا بودن ميزان 

شدن سلول ميزبان مي گردد  همانندسازي باعث ليز

كه بطور منطقي مي توان استنتاج كرد كه عامل اصلي 

آن غير فعال شدن پروتئين هاي مهار كننده توموري 

مي تواند باشد از طرفي  P53از قبيل رتينوبلاستوما و 

همانندسازي كنترل شده پلاسميد فوق مي تواند 

  .نشان دهنده عكس مطلب فوق باشد

  

   تشكر و قدر داني

پژوهشي است كه در سال  طرحمقاله قسمتي از  اين

در بخش تحقيق و توسعه انستيتو پاستور ايران  1388

انجام شده است لذا نويسندگان اين مقاله از كليه 

همكاران بخش تحقيق و توسعه انستيتو پاستور ايران 

  .كمال قدرداني و تشكر را دارند
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