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  خلاصه
هاي ژنتيكـي   مان نقصهاي جديدي براي در روشي دهنده هي تحقيقات باليني است كه اراهاي شيوهترين درماني يكي از مهم  ژن :سابقه و هـدف   

. درماني مورد توجه قرار گرفته است ها در ژن  بيماريي عامل بيماري گوشه بيش از بقيه) Gba(نقص ژنتيكي آنزيم گلوكوسربروزيداز  . باشد مي
  .باشد  ميHEKهاي  ول سلي هدف از انجام اين پروژه كلونينگ و انتقال ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز توسط لنتي ويرال وكتور ارتقايافته به رده

 ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز به كمك پرايمرهـاي اختصاصـي بـه            cDNA و تكثير    توليد مطالعه به روش تجربي و به منظور         :ها مواد و روش  
 ـ . يابي گرديد  كلون و ترادف،كننده  انجام گرفت و در وكتور غير بيان   PCRروش   ه داراي سپس ژن نوتركيب را در لنتي ويرال وكتـور ارتقايافت

 با استفاده Gba وكتور نوتركيب لنتي ويرال به آنها منتقل شد و انتقال ژن HEKهاي  پس از كشت سلول. دش ساب كلون    GFPگر   ژن گزارش 
  . بررسي گرديدGFPگر  از ژن گزارش

هاي گزارش    با ترادف  Gbaهاي ژن    ادفتر. يد گرديد يهاي محدودگر تا    تكثير و كلونينگ ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز با استفاده از آنزيم          :نتايج
انتقال ژن . يد شدي مختلف تاي هاي محدودكننده  در وكتور لنتي ويرال با استفاده از آنزيمGbaساب كلونينگ ژن .  آن كاملا تطبيق داشتيشده

  .يد گرديديهاي فلورسنتي تا گر با استفاده از پروتئين  توسط بيان ژن گزارشGbaنوتركيب 
 توسط وكتـور  HEKهاي  درماني با انتقال ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز موش به سلول  در اين تحقيق بخشي از فرآيند پروتكل ژن       :گيري نتيجه

  .لنتي ويرال انجام گرفت
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  مقدمه

هـاي    انتقال مواد ژنتيكي نوتركيـب بـه سـلول         ،درماني ژن
 هايابي به اثرات درماني آن     ير در بيان ژن و دست     يهدف به منظور تغ   

-تكهاي   اني براي درمان بيماري   درم  ژن ياستراتژي اوليه . باشد مي

بيمـاري گوشـه بـه دليـل        . ]1[ ه است گوشه بود ر بيماري   ي نظ ژني
. ]2 [شـود  ايجاد مي ) Gba(  در ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز    جهش

 در صورت   ول هيدروليز گلوكوسربروزيد است كه    و مس ،اين آنزيم 
 هـاي   ماكروفاژهـاي بافـت    ، گلوكوسربروزيداز  آنزيم  ژنتيكي نقص

و كنند   يم  فاگوسيته  گلوكوسربروزيد را  كبد، طحال و مغز استخوان    
 گـردد   مـي  نوروپاتيكهاينشانه و بزرگي طحال،  بزرگي كبد سبب  

درمـاني   هـا بـراي ژن     تخـاب بيماري گوشه يكي از بهتـرين ان       .]3[
پس از تكثير و كلونينگ ژن آنزيم گلوكوسـربروزيداز         . ]4 [باشد مي

هاي خـوني    كننده با انتقال و سپس بيان آن در سلول         در وكتور بيان  
وكتورهاي مختلفي جهت انتقال ژن     .  را درمان نمود   توان بيماري مي

و بيـان   ترين وكتورهـا بـراي انتقـال         يكي از مناسب  وجود دارند،   
وكتورهاي لنتـي ويـرال     . استلنتي ويرال    هاي نوتركيب وكتور   ژن

هـاي   هاي نوتركيب را به سلول      قابليت انتقال ژن   HIV-1مشتق از   
هاي هدف وكتـور لنتـي       سلول .دارندسيم  قابل تقسيم و غيرقابل تق    

هاي دستگاه   هاي تمايزيافته تخصصي نظير سلول     ويرال انواع سلول  
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هاي عضـلات    اعصاب مركزي، شبكيه، حلزون گوش مياني، سلول      
هـاي    و سـلول    كبـدي  ،ريـز درونهاي غدد     و قلبي، سلول   اسكلتي
 و  هاي اصـلي، فرعـي و تنظيمـي        با حذف ژن   .]5 [باشند  مي خوني

نسل سوم  لنتي ويروس   برداري   حيه نسخه ف نا حذف بخشي از تراد   
شوند كه ايمن و مناسب انتقـال         توليد مي  وكتور لنتي ويرال انتقالي   

ز وكتـور سـبب كـاهش        ا ها حذف ژن . باشند نوتركيب مي هاي   ژن
به همين منظور تـرادف     . ]7،  6 [شود  آن مي  ي توانايي القا   و كارايي

هاي هدف   سلوليت القادهند تا قابلي  هايي را در وكتور قرار مي      نژ
 تسـهيل در وكتور لنتي ويرال سبب       1cPPT ترادف   .را داشته باشد  

 هـدف در    هـاي   سـلول  ي هسـته  سيتوپلاسـم بـه   عبور وكتـور از     
 انتقال   باعث 2PREترادف  . ]8 [باشد هاي غير قابل تقسيم مي     سلول

RNA      3تـرادف   . ]9 [گـردد  از هسته به سيتوپلاسم مـيRRE   نيـز 
 ـ  نسخه و تنظيمات پس از      mRNAخروج  سبب تسهيل      آن رداريب

 يان ژن نوتركيبو ب وكتور  ي قابليت القا  ،سه ژن فوق   .]10 [دشو مي
 بـه   پروموتورهاي ويروسي . دهند افزايش مي هاي هدف    در سلول را  

هـاي   عنوان يكي از بهترين عناصر تنظيمي بيان ژن در انواع سـلول           
اسـب بـراي     بسـيار من    پروموتـوري  4CMV. باشـد  پستانداران مي 

 HeLaهاي سلولي     و رده  5HEKهاي سلولي نظير رده سلولي       رده
  ژنيك  در ناحيه ترانس   هاي نوتركيب  ساب كلونينگ ژن  . ]11 [است

در لنتي ويرال. گيرد هاي اصلي آن قرار مي جاي ژنه روس بنتي ويل

                                           
1- central polypurine tract 
2- Posttranscriptional regulatory element 
3- Reveres transcriptase response element 
4- Cytomegalovirus 
5- Human embryonic kidney 

 ـ   مـي  IRESوكتور با اسـتفاده از تـرادف          يـك   وان دو ژن را بـا     ت
 ژن  ،بـه همـين منظـور ژن اول       . ]12 [نمـود پروموتور مناسب بيان    

 پس از   كهاست   6eGFPگر    ژن گزارش  نوتركيب هدف و ژن دوم    
 هـاي  سـلول  ).1 ي   شـماره  شـكل ( شـود   كلون مي  7IRESترادف  

)293T(HEK هـا   ، ايـن سـلول  دنباش سلولي ميهاي   يكي از رده
به عنوان يكي از بهترين     و  تليال را دارند      اپي هاي مورفولوژي سلول 

 ها كيب و توليد انواع ويروسهاي نوتر هاي سلولي براي بيان ژن   دهر
 ويروسي قادر به اتصال، انتقال،      تقريبا تمام وكتورهاي  . ]13 [هستند

 پس از يكي    باشند، كه  ا مي ه  در اين سلول   و يكي نمودن ژنوم خود    
  درآمـده و   به عنوان بخشي از ژنـوم آن      هدف  در ژنوم سلول     شدن

 .كنند  و توليد پروتئين مي    شوند اي سلول بيان مي   ه  ژن يهمانند بقيه 
 باشـد   مي HEK هاي سلول در   Gbaانتقال ژن   هدف از اين مطالعه     

هاي نوتركيب توليد شـده از ايـن          با استفاده از ويروس    تا در آينده  
 ـ   هاي قابل     آنها را به انواع سلول     ، سلولي يرده قابـل   رتقسـيم و غي

در . پـذيرد   سه مرحله انجام مـي     اين مطالعه در  . هيمدتقسيم انتقال   
 يابي  ترادف كننده و  در وكتور غير بيان    Gbaتكثير ژن    اول   يمرحله

 يـابي شـده     دوم ساب كلونينگ ژن ترادف     يدر مرحله . باشد مي آن
در صورت موفقيـت در سـاب       .  است  لنتي ويرال  يدر وكتور انتقال  

 آن ل انتقـا  سـوم ي در مرحلهكلونينگ ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز  
 .باشد  ميHEK سلولي ي ردهبه

 
 
 
 
 

                                           
6- enhance green flurecent protein 
7- Internal ribosomal entry sites 

 
 

 وكتور جهت افزايش كارايي آن يهاي ارتقا  جفت باز، جايگاه ترادف8484 ساختار وكتور لنتي ويرال انتقالي با -1شكل 
و ژن دوم محل ) Gba( كلونينگ، ژن اول محل كلونينگ ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز يدر ناحيه. باشد مشخص مي

 IRESقرار دارد، ترادف ) ژن نوتركيب هدف( قبل از ژن اول CMVور پروموت. است) GFP(گر  كلونينگ ژن گزارش
 .بين دو ژن نوتركيب واقع شده است
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  ها مواد و روش
ژن آنــزيم تــرادف  :يــابي گ و تــرادفنــتكثيــر، كلوني

 سـه پرايمـر     .]14 [جستجو گرديـد    از بانك ژن   گلوكوسربروزيداز
توسط شـركت   ( طراحي و  و برگشت   رفت ،داري معكوس بر نسخه

Invitrogen (تهيه گرديد وتوليد .   
RT- primer: 5`-CCTTTAATGTCCATGCTAAGC-3` 
F- primer: 5`-GGGTCTACGGGCACTGTCTA-3` 
R- primer: 5`-CTGCTCAGGTGTCAGTTCCA-3` 

 بــر اســاس 8از طحــال مــوش RNA پــس از اســتخراج
 ژن Invitrogen(، cDNA محصـول شـركت    (TRIzol پروتكل

Gba   با استفاده از روش    را RT-PCR دماي آنيلينـگ   و در  توليد  
c°5/55   به روش  سيكل   35با PCR  پس از الكتروفـورز   . تكثير شد 

 تخلـيص   آگـارز از روي ژل     PCR  محصـول  ،گـر  در كنار نشـان   
 باز  جفت 2725داراي  9PUCBM21 كننده  وكتور غير بيان .گرديد

 و پــس از خطــي شــد HincII  آنــزيم كلونينــگ بــادر جايگــاه
ــفوريله ــردن  ديفس ــور ك ــا آوكت ــالب ــفاتاز لك ــركت(ين فس  از ش

Frementase(،  شده ژن تكثير  mGba   با استفاده را با وكتور فوق
پس .  گرديد انكوبهبه مدت يك شب      c°22 در دماي از آنزيم ليگاز    

 در سـلول     وكتورهاي نوتركيـب   از ليگاند وكتور و ژن تكثير شده،      
 پلاسـميدهاي نوتركيـب بـا     .]15 [كلون گرديـد   DH10B پذيراي

سـط بخـش     شـدند و تو     غربـال  هـاي محـدودگر    استفاده از آنزيم  
از پلاسميدهاي  . يابي گرديدند  فدرماني دانشگاه ليدن هلند تراد     ژن

يابي شـده محلـول ذخيـره        ترادف PUCBM21mGba نوتركيب
   . نگهداري گرديد-c°80  و در تهيهگليسيرول

 بـا اسـتفاده از      :ساب كلونينگ در لنتي ويرال وكتـور      
 هـاي محـدودگر در وكتـور       هـاي آنـزيم    جايگـاه  10Gc2 افزار نرم

داراي  11PLVCMVbc.eGFP  وكتـور  ميكروگـرم  1شناسايي و   
 از دانشـگاه ليـدن      هديه دكتر آنتـوان دو وريـس      ( بازجفت   8484
 c°30 در دماي  SmaI  آنزيم  ابتدا توسط   كلونينگ در جايگاه ) هلند

در  )Frementase  شركتها از   آنزيم يهمه( XbaI و سپس آنزيم  
. دنـد م و انكوبه گردي    هض  دقيقه 120هر كدام به مدت      c°37 دماي

  از روي ژل آگـارز آن بـاز جفـت   8461پس از الكتروفورز قطعه 
ــد ــيص شـ ــرم5 .تخلـ ــب ميكروگـ ــميدهاي نوتركيـ   از پلاسـ

PUCBM21mGba    افزار با استفاده از نرم Gc2      پـس از تعيـين
بـه   c°37 در دماي  XbaI و   HpaI هاي  آنزيم هاي آنزيمي با   جايگاه
در  XbaI  جايگـاه آنـزيم    .رديـد هضم و انكوبه گ    دقيقه 120 مدت

 مشترك انتخاب گرديد تـا كـدون آغـازي         mGba وكتور و قطعه  

                                           
8- Mus musculus 
9- Plasmid universal cloning 
10- Gene Constriction Kit 2 (version 2.0.17)  
11- Plasmid lentiviral cytomegalovirus bicisternic enhance green 
flurecent protein 

ATG1670 پس از الكتروفورز قطعه .ر قرار گيردو پس از پروموت 

سپس لنتي ويـرال وكتـور و       . از روي ژل تخليص گرديد     بازجفت  
 بـه  c°22 تخليص شده با حضور آنـزيم ليگـاز در دمـاي          نيز قطعه 

 لنتي ويرال وكتـور نوتركيـب را بـه      .وبه گرديد كمدت يك شب آن   
 و سـپس پلاسـميدهاي       داده شـد   انتقـال  DH10B سلول پذيراي 

لنتـي ويـرال    . غربـال گرديدنـد    StuI  با استفاده از آنزيم    نوتركيب
ــب ــاي نوتركيـــ داراي  PLVCMVmGbaeGFP وكتورهـــ

 بـه روش    هـاي پـذيرا     سـلول  ز انتقـال بـه     پس ا  بازجفت   10131
 و  BsmAI  بـا دو آنـزيم     ود به مقدار زياد تكثير      اج پلاسمي استخر
AvaI   هاي آنزيمي متعددي در روي وكتور لنتـي         كه داراي جايگاه

وكتـور   DNA پـس از تعيـين مقـدار      . ويرال بودند هضم گرديـد    
 محلـول ذخيـره گليسـيرول       ، از وكتور  روفوتومتر اسپكت  با نوتركيب
  . نگهداري گرديد-c°80 تهيه و در

 تهيه شـده   HEK سلولي   ي رده :HEK انتقال و بيان در   
از بخش بيولوژي سلولي مولكولي دانشـگاه ليـدن بـا اسـتفاده از              

PBS  رقيق شده در    (تريپسين 1/0دن  با اضافه نمو   . شستشو گرديد
PBS(    دردقيقه   5 به مدت c°37    ها شـناور    انكوبه گرديد تا سلول
 غيـر   تريپسين FBSليتر محيط كشت و      ي ميل 8 با استفاده از     .ندشد

 سـلول در  5/11×106مقـدار  ها  سلول پس از شمارش. فعال گرديد 
محصـول  ( DMEDليتر محيط كشـت       ميلي 20با   T175 فلاسك
 كـه  هنگـامي .  كشت داده شد   FBS% 10حاوي  ) Gibcoشركت  
 از  ميكروگـرم  35. فلاسك از سلول پوشيده شد    سطح  % 60 بيش از 
DNA ،ميكروليتـر بـافر      1150  وكتور HeBs   بـافر  هـم حجـم     و

 ميكروليتــر آب 575و  مــولار 5/0كلروركلســيم ميكروليتــر  575(
به منظور جلوگيري از تشكيل كريسـتال بـه         شد  اضافه  ) يونيزه دي
پيپـت و  اسـتفاده از ميكرو  با ، آب و كلرور كلسيم را     DNA يآرام

سپس به محلول فوق    . دشل حباب به يكديگر اضافه      تشكيهمراه با   
فلاسك . ليتر اضافه گرديد   يلي م 20تا حجم    DMEDمحيط كشت   
 CO2% 10را در انكوباتور بـا      و وكتور    محيط كشت    سلول حاوي 

پس از آن در    . ه شد به مدت يك تا دو روز قرار داد        c°37در دماي   
  . مشاهده گرديدندها رسنت سلولزير ميكروسكوپ فلو

  
  نتايج

 بــا اســتفاده از پرايمرهــاي :يــابي كلونينــگ و تــرادف
بــا  )mGba(آنــزيم گلوكوســربروزيداز  ژن cDNAاختصاصــي 

 ،2 ي   شـماره  شكل( ، تكثير و تخليص گرديد    توليد بازجفت   1616
 ز ژل آگـار    نيـز از   بازجفت   2725وكتور خطي شده داراي     ). الف

از اتصـال وكتـور بـا ژن آنـزيم گلوكوسـربروزيداز            . تخليص شد 
 4341با  جديدي   PUCBM21mGbaساختار پلاسميد نوتركيب    
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استخراج پلاسميدهاي  . هاي پذيرا انتقال داده شد     سلول به   بازجفت  
پلاسـميدهاي  . هاي محـدودگر غربـال گرديدنـد        آنزيم با نوتركيب

 با استفاده از غربال شده به مقدار زياد استخراج و به منظور اطمينان  
 2 ي   شـماره  شـكل ( يد گرديد يا تا كلونينگ آنه سه آنزيم محدودگر    

  ).ب
  

  
 شده ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز  تكثيرcDNA :لف ا-2شكل 

، % 1 با دماي گراديان روي ژل آگارز PCRجفت باز به روش  1616
 دماي آنيلينگ 3ستون . دهد  افزايش دما را نشان ميc°5/1هر ستون 

c°5/55 .آناليز آنزيمي ساختار پلاسميدي :ب PUCBM21mGba 
 AtaII هضم با آنزيم 1، ستون %1 جفت باز روي ژل آگارز 4341با 

 EcoRV هضم با آنزيم 2 جفت باز، ستون 1888 و 2453دو قطعه 
 دو PstI هضم با آنزيم 3 جفت باز، ستون 741 و 3600دو قطعه 

   جفت باز مشاهده مي شود1483 و 2858قطعه 
  

هاي مورد اسـتفاده حـداقل داراي يـك          هر كدام از آنزيم   
. ستند ه Gbaجايگاه شناسايي آنزيمي بر روي ترادف ژن نوتركيب         

 )ژن آنزيم گلوكوسـربروزيداز   ( mGba  شده يابي ژن كلون   ترادف
 با استفاده از    جهشيبه صورت كامل بدون هيچ       باز جفت   1616با  
  . گرديديدي تاChromas و Multialinافزارهاي  نرم

هضـم وكتـور     :كلونينگ در وكتور لنتي ويـرال      ساب
 آن از   بـاز  جفـت    8461 و   يديهاي محدودگر تا   لنتي ويرال با آنزيم   

 نيـز   mGbaوكتور نوتركيب حـاوي     .  تخليص شد   آگارز روي ژل 
 بازت   جف mGba 1760 قطعه   ،پس از هضم آنزيمي و الكتروفورز     

 وكتور هضـم شـده لنتـي        تخليص. خليص گرديد تآن از روي ژل     
 جفت  1670  با Gba ژن نوتركيب و قطعه    باز جفت   8461  با ويرال
 شكل( الكتروفورز گرديد ولي  گرهاي وزني و ط    كنار نشان  را در  باز

ــزيم طعــات ژن پــس اتصــال ق). الــف3 ي شــماره  نوتركيــب آن
 سـاختار   ،گلوكوسربروزيداز و وكتور لنتي ويرال و كلونينگ آنهـا        

ــب  ــميدهاي نوتركي ــا PLVCMVmGbaeGFPپلاس  10131 ب
 ـلگري بـا آنـزيم محـدودگر تا        پـس از غربـا     بـاز جفت   . د شـد  يي

ل نوتركيب هضـم شـده و نيـز         الكتروفورز پلاسميدهاي لنتي ويرا   
يـد  يگـر تا   پلاسميدهاي لنتي ويرال غير نوتركيـب در كنـار نشـان          

ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز در لنتي ويـرال         ساب كلونينگ  .گرديد
 هـاي   با استفاده از آنـزيم     HEKهاي   وكتور قبل از انتقال به سلول     

هــاي آنزيمــي  كــه داراي جايگــاه AvaIو  BsmAIمحــدودگر 
لنتي ويـرال و نيـز ژن       وكتور  هاي مختلف    ترادفروي  متعددي بر   

افـزار آنـاليز     گر با استفاده از نـرم      ند، در كنار نشان   باش مينوتركيب  
طور كامل  ه  نوتركيب به عنوان كنترل ب     آنزيمي همراه با وكتور غير    

  .) ب3 ي  شمارهشكل (يد گرديديتا
  

  
 پس از Gba الكتروفورز وكتور لنتي ويرال و قطعه ژن :الف -3شكل 

و نشانگر وزني ) 3ستون (گر طولي  هضم و تخليص در كنار نشان
 جفت باز و 1670 با Gba قطعه ژن 2 و 1هاي  ن، ستو)5ستون (

 جفت 8461 وكتور لنتي ويرال با 4، ستون DNA نانوگرم 200حدود 
 آناليز آنزيمي پلاسميد نوتركيب :ب .DNA نانوگرم 200باز و حدود 

 آنزيم گلوكوسربروزيداز در لنتي ويرال وكتور و غير نوتركيب ژن
 به ترتيب پلاسميد نوتركيب و غير 2 و 1، ستون %1روي ژل آگارز 

 هضم پلاسميدهاي غير نوتركيب 7 و 4نوتركيب بدون هضم آنزيمي 
، AvaI و BsmAIهاي  به ترتيب با آنزيم) كنترل(لنتي ويرال 

ها،  مان آنزيم هضم پلاسميدهاي نوتركيب با ه8 و 5 ايه ستون
 Gbaها قطعات هضم شده مربوط به پلاسميد نوتركيب  پيكان
 ديده 7 و 4هاي  باشند كه در پلاسميد غير نوتركيب ستون مي

  .شوند نمي
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 نادريان و همكاران                                                          ...در وكتور لنتي سوري  ساب كلونينگ ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز موش 

 )5(

  لنتي ويرال   استخراج شده پلاسميد نوتركيب    DNAمقدار  
   . ميكروگرم در ميكروليتر بود2

ي دو  وكتور لنتي ويرال دارا  :HEKهاي   انتقال به سلول  
ــز ژن گــزارشmGbaژن نوتركيــب   .باشــد  مــيGFPگــر   و ني

گـر    بيـان ژن گـزارش      وكتور لنتي ويرال سـبب     CMVر  وپروموت
GFP آنـزيم  ژن دهنـده انتقـال    گر نشان   بيان ژن گزارش   .گردد مي 

ژن از  برداري   نسخهانجام  و   HEKهاي   گلوكوسربروزيداز به سلول  
Gba هاي   سلول .باشد ميHEK    سـطح   %80ش از    پس از كشت بي 

هاي كشت داده شـده    سلول%70  حداقلاند، كه فلاسك را پوشانده 
هاي  سلولگر در    بيان ژن گزارش  .  بيان نمودند  GFPگر   ژن گزارش 
هاي فلورسنتي در زير ميكروسكوپ فلورسـنتي         پروتئين توليدكننده

  ). 4 ي  شمارهشكل(د نشو يديده م
  

  
 زمينه HEK سلول هاي :A.  كشت داده شده در زير ميكروسكوپ فلورسنتHEKهاي   در سلولGFP و Gbaهاي نوتركيب   انتقال ژن-4شكل 

هاي فلورسنتي با  سلول :Dها با نور فلورسنت،   همان سلول:Cها زمينه روشن با نور عادي و نور فلورسنت،   همان سلول:Bروشن با نور عادي، 
 .شوند هاي فلورسنتي مشاهده مي  سلولD و Cدر تصاوير . باشد  بزرگنمايي بيشتر مي باCنمايي كمتر، مربع ناحيه مربوط به تصوير  بزرگ

 
  بحث

 ـ  اول موفق شـديم ژن     ي  در مرحله در اين پژوهش     زيم  آن
به صـورت كامـل تكثيـر و در وكتـور غيـر           را  گلوكوسربروزيداز  

ا  ب GFP ژنسپس همراه با    و  يابي نماييم     كلون و ترادف   ،كننده بيان
 HEKهـاي     از سلول  %70 بيش از    كتور لنتي ويرال به   استفاده از و  
در  مـوثر ژن هـدف    انتقال و بيـان     درماني    ژن ازهدف  . انتقال دهيم 

 ـ            لسلو  .دسـت آيـد   ه  هاي مختلف اسـت تـا اثـرات درمـاني آن ب
 آنها در ژنوم    ي ويرال به دليل قابليت يكي شدن ژنوم       وكتورهاي لنت 

ولاني ژن نوتركيب   هاي ط  سلول هدف قادر خواهند بود براي زمان      
كنون بر   درماني و انتقال ژن تا     بيشترين تحقيقات ژن   .را بيان نمايند  
 Carstea.  نظير بيماري گوشه بوده است ژني تكهاي   روي بيماري 

  كلـون نمـود    PUC19ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز را در وكتـور        
]16[. O`Neill  پــس از كلونينــگ ژن آنــزيم گلوكوســربروزيداز

هاي آن را در موش و انسان يكسـان مشـخص    اگزونموقعيت همه  
 از ژن آنـزيم      انجـام شـده    يابي در اين مطالعه ترادف   . ]17 [نمودند

گـزارش شـده    هاي   ترادفبا   باز جفت   1616گلوكوسربروزيداز با   

 ژن آنــزيم Kim. مطابقــت داشــتكـاملا  توسـط محققــين فــوق  
 GFPن  گلوكوسربروزيداز را از طريق لنتي ويرال وكتـور داراي ژ         

و سپس ايـن    هاي مغز استخوان در محيط كشت انتقال داد          به سلول 
هـاي   ه سلول ما 6 و   3،  2يق نمود و پس از      ها را به موش تزر     سلول
هاي كبـد، طحـال و        فلورسنتي را در بافت    هاي  پروتئين ي  كننده بيان

 Havenga. ]18 [مغز استخوان در زير ميكروسكوپ مشاهده نمود      
يداز را از طريق ديگر وكتورهاي رتروويـرال        نيز ژن گلوكوسربروز  

 %60هاي هماتوپويتيك منتقل نمود و اظهار داشت حـدود           به سلول 
در مطالعـه مـا از      . ]19 [انـد  هـا ژن را بيـان نمـوده        از اين سـلول   

تفاده گرديد و مشاهده شد      اس  ژن  به منظور انتقال   HEKهاي   سلول
 و نيـز    سربروزيدازها ژن آنزيم گلوكو     از اين سلول   %70بيش از   در  

 كه با مطالعات محققين فوق منطبـق         منتقل گرديدند،  ژن فلورسنتي 
هاي نوتركيب منتقل شـده در مطالعـات         بيان طولاني مدت ژن   . بود

هـا از     بسيار بالاي لنتي ويروس    ي قابليت القا  ي  دهنده مختلف نشان 
 در ايـن  . القـا شـده اسـت   يها زمان بيان و درصد سلول  نظر طول   

 پـذيري و   به دليل قابليـت القا     HEKهاي   تفاده از سلول  پژوهش اس 
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 Exدر شـرايط  ه است تا در آينده هاي نوتركيب بود توليد ويروس

vivoو In vivo ر واستفاده از پروموت. گرددهاي مختلف القا  سلول
CMV             در مطالعات متعددي مـورد بررسـي قـرار گرفتـه اسـت  .

Logann   و Harms     هـاي    و سـلول   درماني آن را در مطالعات ژن
ژن نوتركيـب در    بيـان   . ]20،  11 [دانستندمختلف يوكاريوتي موثر    

دهنده تـاثير پروموتـور       در مطالعه ما نشان    ها از سلول  %70بيش از   
 ـهـا     سلول يدر القا فوق    .باشـد  مـي  HEK رده سـلولي     ويـژه ه  ب
 براي افزايش كارايي وكتور در عبور       هاي لنتي ويرال وكتور    ترادف

 ـ  به سيتوپلاسم و نسخه   به هسته و از هسته      از سيتوپلاسم    ه برداري ب
بـدون   . ضروري هستند  هاي غير قابل تقسيم     سلول يويژه براي القا  

تقريبـا  ژن مـورد نظـر    ارتقايافته بيـان مـوثر   هاياستفاده از وكتور 
يابي به اثـرات درمـاني آن بسـيار          پذير نيست و امكان دست     امكان

 داراي  مـا ي  مطالعه استفاده در  ويرال وكتور مورد    لنتي .ناچيز است 
 شـكل ( اسـت     ژن نوتركيـب   يهاي ضروري براي القا    ترادفتمام  
 يكي شدن ژنـوم     ، لنتي ويروس  يكارايي القا  در مورد    ).1 ي  شماره
تعـداد   يو قابليـت القـا    پس از انتقال     هاي هدف   سلول  ژنوم آن با 

 ها  سلول %70 در   GFP كه بيان ژن     اهميت است داراي  بيشتر سلول   
 براي  IRESاستفاده از ترادف    . كند  مي  آن را مشخص   يابليت القا ق

 در هنگــام IRES. باشــد  مــيزمــان بــيش از يــك ژن بيــان هــم
 پس از رسيدن بـه كـدون        mRNAشود تا    برداري سبب مي   نسخه

 حفـظ و سـبب      rRNAهمواره اتصال خـود را بـا        ژن اول   پاياني  
آن را   وما با رسـيدن بـه كـدون آغـازي ژن د            گردد ت  پايداري آن 

 اظهار داشت بيـان ژن دوم توسـط         Martine .داري نمايد بر نسخه
دهنـده بيـان قطعـي ژن اول          نشان bcر در وكتورهاي    ويك پروموت 

.  بـود GFP و ژن دوم Gba در مطالعـه مـا ژن اول     .]21 [باشد مي

دهنـده    آنهـا نشـان    %70 از   ر بيش  د هاي فلورسنتي   سلول ي  مشاهده
حـداقل در   ربروزيداز  ژن آنزيم گلوكوس ـ   برداري از  انتقال و نسخه  

درمـاني را بيـان       هدف ژن  Kafri .ها بوده است    سلول %70بيش از   
 ميـزان خطـر  طولاني مدت ژن نوتركيب در سلول بـدون افـزايش       

 Inاو با استفاده از وكتور لنتي ويرال انتقـالي در  . آلودگي دانست

vivo    را  گـر   ماه در عضـله ژن گـزارش       8 ماه در كبد و      5 پس از 
بررسي نمود و هيچ واكنش التهابي را پس از ايـن مـدت مشـاهده         

بـدون هـيچ      مطالعه وي بيان ژن پس از چنـد مـاه          در. ]22 [ننمود
لنتي ويرال مورد اسـتفاده در  .  اهميت بوددارايواكنش پاتولوژيك  

 بود كـه بـا حـذف        Kafri ما مشابه وكتور مورد استفاده       ي  مطالعه
طالعـات   اسـتفاده از آن در م      ه بـود و   ي پاتولوژيك ايمن شد   ها ژن

 . استپذير آينده براي انتقال ژن امكان

 
   گيري نتيجه

در اين پژوهش سعي شد تـا بـا اسـتفاده از جديـدترين              
ني كـه سـاب     درمـا   ژن ي   يك پـروژه   ي  ها مهمترين مرحله   پروتكل

 انجام گيـرد    باشد، يك ژن نوتركيب در سلول مي     كلونينگ و انتقال    
درماني در كشور  وان با تحقيقات بيشتر شاهد انجام ژنتا در آينده بت

  . باشيم
  

  تشكر و قدرداني
 مولكـولي    و  مركز تحقيقات بيولوژي سـلولي     از همكاران 

گـران   از پـژوهش   كاشـان و      و دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي    
ن پـروژه مـا را      درماني دانشگاه ليدن هلند كه در انجام اي        بخش ژن 

  .گردد  قدرداني ميياري رساندند، تشكر و
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