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 كيناقل ژن فاكتور نوروتروف تركيبنو يها روسيو يلنت ديتول

GDNF يانسان يها تيها به آستروس بالا و انتقال آن تريبا ت 

  

���������	 ��� ������ �������� ���� ��*�� ������ ��� ������ ����  �  

�� !�"��#$ �% ���&'(�) *���� �+,-  
  

  بيوتكنولوژي، دانشكده فني و مهندسي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم تحقيقات -دانشجوي كارشناسي ارشد مهندسي شيمي -1

  مهندسي ژنتيك و زيست فناوري   پژوهشگاه مليدپارتمان ژنتيك ملكولي، استاديار ژنتيك مولكولي،  -2

  دانشكده فني و مهندسي دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم تحقيقاتاستاديار بيوتكنيك،  -3

  شهيد بهشتيپزشكي زيست شناسي سلولي مولكولي، مركز تحقيقات علوم اعصاب، دانشگاه علوم ، دانشيار -4

، ژنتيـك و زيسـت فنـاوري و دانشـكده     ملـي مهندسـي  دپارتمان ژنتيـك ملكـولي، پژوهشـگاه    دانشجوي كارشناسي ارشد ژنتيك و اصلاح نژاد دام،  -5

  كشاورزي، دانشگاه زابل، سيستان و بلوچستان

  پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، وپرديس كيش دانشگاه تهراندپارتمان ژنتيك ملكول، كارشناسي ارشد، دانشجوي  -6
  

  161/14965تهران، صندوق پستي *

mossa65@nigeb.ac.ir  
  )4/2/90 پذيرش: ،13/9/89(دريافت مقاله: 

  

تـانداران   يهـا  ها و بافت به سلولانتقال ژن  يبرا بينوترك يها روسيو نيثرترؤاز م روسيو يلنت - چكيده پس

با  بينوترك يها روسيو يلنت ديدر تول ينيپروتئ يها ستون ييكارا ي: بررسدارد يمطالعه دو بخش اساس ني. ااست

. در GDNF كينوروتروف حامل ژن فاكتور بينوترك يها روسيو يلنت ديتول ها در ستون نيا يريكارگ هب بالا و تريت

 ـJred اي GFPتفاده از دو ناقل (حامل بخش اول مطالعه با اس  ـنوترك روسي ـو ي) لنت . بـا انتقـال   ميكـرد توليـد   بي

% سوپرناتان 99از  شيها ب ستون فوژيو سانتر Amicon ينيپروتئ يها ترانسفكت شده به ستون يها سوپرناتان سلول

. بـا افـزودن   دي ـدسـت آ  هب اه ونيريشده و مملو از و ظياز سوپرناتان غل µl 500حجم  با يتا استوك ميجدا كرد ار

 ـبا موفق يسلول 1انتقالهدف،  يها به سلول يروسياستوك و نيمختلف ا يها رقت  ـ   تي  كـه  يطـور  هانجـام شـد ب

 انيب گونه چيمنجر به ه ،رناتانسوپ قيتست بخش رق همچنينها مشاهده شد. % سلول100گزارشگر در  يها ترانسژن

انتقـال   يمزبـور بـرا   ونيلتراس ـيبـا روش ف  يروس ـيو يبـالا  تريت دي. تولشدباشد ن يروسيو تيژن كه نشانگر فعال

دارد. در بخش دوم  تيارجح ها بر ساير روش يحجم كار و زمانبر نه،يدارد و از نظر هز تيها اهم ژن زيآم تيموفق

 گفتـه شـده،  و بـه روش   يـم زد ونـد يپ يروس ـيو يرا به سازه لنت GDNF مهممربوط به فاكتور  يمطالعه، توال نيا

ژن  انيببرابر  3 شيافزا ميتوانست يانسان يها تيبه آستروس ها روسيو ني. با انتقال اميكرد ديبالا تول تريت يها روسيو

GDNF  را در سطحmRNA حامل  يها روسيو يلنتميتوان نشان دادكه  جينتا ني. اميدست آور هبGDNF   را بـا

 .كرداستفاده  يو حفاظت نورون يزيمامطالعات ت يبرااز آن و  ديبالا تول تريدر ت گفته شدهروش 
  

  .كيفاكتور نوروتروف ،ينيپروتئ يها انتقال ژن، ستون روس،يو يلنت كليد واژگان:

                                                 
1. transduction 

  مدرسزيستي و فناوري علوم 
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  مقدمه -1

هاي مرتبط با بخش  ترين روش در زمره ضروري انتقال ژن

ــوژيكي، تشــخيص   مهمــي از مطالعــات تكــاملي و فيزيول

. رود مـي  شـمار  هـا بـه   ها، درمان و پيشـگيري از آن  بيماري

وجـود آمـده    گون براي انتقال ژن به ابزارهاي متعدد و گونه

ــاقلين    ــي و ن ــاقلين ويروس ــته ن ــتر دو دس ــه بيش اســت ك

خاطر توانـايي طبيعـي    به. ]1شوند [ غيرويروسي تقسيم مي

ها در انتقال ژن و الحاق بـه ژنـوم ميزبـان بخـش      ويروس

هـا   ضروري از دوره حياتي خـود، اشـكال تغييـر يافتـه آن    

هـاي   هاي بيگانه بـه سـلول   عنوان ابزاري براي انتقال ژن به

از جملـه ايـن نـاقلين      لنتـي ويـروس  . رود كار مي ميزبان به

هاي برجسته مورد توجه  خاطر ويژگي ويروسي است كه به

  قرار گرفته است.

اـي آرام   ي ويروس ها ازدسته لنتي ويروس از  (Slow viruses)ه

ــده ــانواده رتروويري ــه دوره  (Retroviridae) خ اســت ك

هـا خصوصـيات    لنتـي ويـروس  . انكوباسيون طولاني دارند

عنـوان يكـي از    ها به اي دارند كه موجب معرفي آن برجسته

بهترين ناقلين براي انتقال ژن بـه سيسـتم عصـبي مركـزي     

]، مغــز 4و حتــي بافــت خــوني [ ]3]، بافــت كبــدي [2[

ــتخوان [ ــه [5اس ــت  ]6] و ري ــده اس ــا  . ش ــه ب در مقايس

بــا داشــتن مكانيســم هــا  هــا، لنتــي ويــروس روويــروسرت

توانند وارد هسـته   بدون نياز به تقسيم سلولي مي اي پيچيده

و بـدين   ميزبان شده و الحاق بـه ژنـوم آن را پـيش ببرنـد    

پــذير و  هــردو نــوع ســلول يعنــي ســلول تقســيم ترتيــب 

هـايي   گرچه كارايي ويروس. ]7ناپذيررا آلوده كنند [ تقسيم

ها از نظر انتقال ژن ممكن است شبيه لنتي  وسمثل آدنووير

هـا از لحـاظ تحريـك     ها باشد ولي لنتـي ويـروس   ويروس

  هـا برتـري دارنـد؛ زيـرا      سيستم ايمني بدن بر آدنوويروس

HIVبجز بيماران  )1
ساير افراد جوامع، آنتي ژن مـرتبط   +

ها را در بدن خود ندارند و بنابراين سيسـتم   با اين ويروس

ها پيشاپيش تحريك  ها نسبت به اين ويروس نايمني بدن آ

كه بيشتر جوامع بشري حداقل نسبت  نشده است؛ در حالي

. ]8ها آلـوده شـده اسـت [    هاي آدنوويروس به يكي از تيپ

كننـد   ها توليد مي هايي كه لنتي ويروس RNAعمر  نيمه )2

كنند كه سيسـتم   خيلي كوتاه است و فرصت آن را پيدا نمي

  هـــاي ويـــروس) 3. ا تحريـــك كننـــدايمنـــي ميزبـــان ر

Adeno-associated (AAV) هــا  لنتــي ويــروس شــبيه

هايي مثـل سيسـتم عصـبي، ريـه و      آساني بافت توانند به مي

اما ظرفيت پذيرش ژن خـارجي در  . ]9كبد را آلوده كنند [

كيلوباز يعني تقريباً نصف ظرفيـت بيشـينه    5ها حداكثر  آن

ها در  ر لنتي ويروسمزيت ديگ. ]10ها است [ لنتي ويروس

هاي فعال ژنوم ميزبان است  الحاق ژنهاي خارجي به بخش

ها عمدتاً گرايش به بخش غيرفعال  كه رتروويروس حالي در

؛ بـدين سـبب امكـان    ]12[و  ]11يا هتروكروماتين دارند [

 هــا هــاي خطرآفــرين مثــل پروتوانكــوژن فعــال كــردن ژن

ي  وســيله هميزبــان بــ زا) در بــدن هــاي بــالقوه ســرطان ژن(

در . هاسـت  مراتب كمتـر از رتروويـروس   ها به ويروس لنتي

كـه   شـكل پايـدار و بـدون آن    هـا بـه   نهايت بيـان ترانسـژن  

ي ميزبان خاموش شده باشد، به اثبات رسيده است كـه   وسيله به

ــي   ــالاي لنت ــت ب ــر از مقاوم ــن ام ــروس اي ــه   وي ــبت ب ــا نس ه

 (Gene Silencing)ها در برابـر خاموشـي ژنـي     رتروويروس

هاي برجسـته،   به سبب داشتن اين ويژگي. ]13كند [ حكايت مي

هـاي مختلـف انسـان و     ها در انتقال ژن بـه سـلول   لنتي ويروس

هايي مثـل سيسـتم عصـبي يـا      خصوص به بافت پستانداران و به

ناپذير دارند، اهميـت روز افـزون    هاي تقسيم بافت كبد كه سلول

  .]14پيدا كرده است [

سـازي   ويروسي در افزايش قدرت آلـوده بالا بودن تيتر 

براي رسيدن بـه ايـن هـدف،    . ويروس اهميت زيادي دارد

بــراي . كننـد  ذرات ويريـوني را پـس از توليـد تغلـيظ مـي     

طـور سـنتي از اولتراسـانتريفوژ     هـا بـه   لنتي ويـروس  تغليظ
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هـاي   كنند؛ گرچه در موارد نادري نيـز از روش  استفاده مي

انـد   قياس بـالا بهـره گرفتـه   خصوص در م كروماتوگرافي به

در اين مطالعه ما برآن شديم تا با تغليظ ويروس بـا  . ]15[

تـر تيتـر بـالايي از     تـر و سـريع   هزينـه  تر و كـم  روش ساده

كـه بـا افـزودن     طـوري  دست آوريم؛ به ها را به ويروس لنتي

ــه ســلول هــاي هــدف توانســتيم  بخــش كــوچكي از آن ب

از ايـن  . آلـوده كنـيم  % با ويروس 100هاي ميزبان را  سلول

هــاي حامــل ژن فــاكتور  ويــروس روش بــراي توليــد لنتــي

هـاي   سـازي سـلول   استفاده و بـا آلـوده   GDNFرونويسي 

  را آشكار كرديم. انساني، افزايش بيان آن

  

  ها مواد و روش -2

  بيولوژي مولكولي -2-1

  هــاي نــام هويروســي بــ و نــاقلين لنتــي pGtx/GFPناقــل  

pLV-eGFP (pNL-EGFP/CMV-WPRE) )  ناقل يـا

بنـــدي  ناقـــل بســـته( ∆∆∆*pCD/NL-BHترانســـفر)، 

 .Dr. Jي) از آزمايشـگاه  يناقل غشـا ( LTR-Gويروس)، 

Reiser ــه شــد -(+) pcDNA3.1/Zeo ناقــل. ]16[ تهي

mGDNF (Kozak)  ــوالي ــل ت ــي از  GDNFحام موش

در ] Dr. K. Kiuchi (GIFU, Japan)  ]17آزمايشـگاه  

ي نويسنده مسئول و همكاران  يلهوس تر به پيشژاپن تهيه و 

هـاي   سـازي نمونـه   خـالص . ]18[ است شدهاستفاده  از آن

ن انجـام  از كيـاژ  Maxiprepپلاسميدي با استفاده از كيت 

ــز از. شــد ــه شــدRoche  كيــت اســتخراج از ژل ني . تهي

كننـده از فرمنتــاس و آنــزيم ليگــاز از   هــاي محــدود آنـزيم 

  . پرومگا خريداري شد

هـاي   ، برشDNAسازي  بوط به خالصتمام مراحل مر

آنزيمي و واكنش ليگاسيون مطابق دستور سازنده مواد و يا 

طـور خلاصـه    به. ]19هاي استاندارد انجام شد [ طبق روش

هـاي محدودكننـده    ي آنـزيم  وسـيله  بـه  DNAهـاي   نمونه

ي سـازنده   وسـيله  شـده بـه   مناسب در بافر و شرايط اعـلام 

. % تفكيـك شـدند  1گـاروز  آنزيم، برش يافته و روي ژل آ

هـا از روي ژل بريـده شـده و     ، نمونهDNAبراي تخليص 

پس از حل آگـاروز در محلـول سوسپانسـيون موجـود در     

ــاي   ــه ه ــت، نمون ــتون  DNAكي ــتفاده از س ــا اس ــاي  ب ه

مخصــوص موجــود در كيــت و طبــق راهنمــاي شــركت  

در مقياس  DNAبراي تهيه نمونه . سازنده، تخليص شدند

هاي اسـتخراج پلاسـميد    نيز از كيت (Miniprep) كوچك

هـاي نمونـه، ليـز و پـس از      باكتري استفاده شد كه طي آن

پلاسـميدي بـا    DNAها و اجزاي سلولي،  رسوب پروتئين

واكنشـهاي  . هاي كوچك تخلـيص شـدند   استفاده از ستون

درجه  16فرمنتاس) در ( ليگاسيون با استفاده از آنزيم ليگاز

 يافته يشتر شامل نمونه ناقل برشها ب اين واكنش. انجام شد

ــدود ( ــه   100ح ــانوگرم)، نمون ــرش و   DNAن ــدف ب ه

ميكروگرم)، بافر ليگاسيون و آنـزيم   1نيم تا ( شده تخليص

ميكروليتر در طول شب انجام  20واحد) در حجم 1( ليگاز

ها نمونـه   براي تست درستي ليگاسيون از كلني باكتري. شد

DNA پلاسميدي (Miniprep) هـاي   ده و با آنزيمتهيه ش

كننده معين برش داده شدند تا قطعـات مـورد نظـر     محدود

  حاصل شود.

  

  كشت سلول -2-2

ــلول ــي از رده   سـ ــد ويروسـ ــاي مولـ و  HEK-293Tهـ

 DMEMدر محـيط  1321N1 هاي انساني رده آستروسيت

 CO2% 5درجـه و   37در شـرايط   FBS% سرم 10همراه 

و توليــد بــراي ترانسفكشــن . كشــت و پاســاژ داده شــدند

هــاي  در ظــرف HEK-293Tميليــون ســلول  2ويــروس، 

 24گرد و مخصوص كشـت سـلول،    متري سانتي 10پتري 

ساعت قبل از ترانسفكشن كشت داده شدند تا در روز بعد 

بـراي  . % فضـاي ظـرف پتـري را پـر كننـد     60-50حدودا 
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ساعت قبل از  24هزار سلول،  50سازي ويروسي نيز  آلوده

  خانه كشت داده شدند. 24هاي سازي در پليت آلوده

  

  توليد ويروس -2-3

هـاي   هاي نوتركيب و فعال، سـلول  ويروس براي توليد لنتي

 ميـزان  ويروسي به زمان با سه ناقل لنتي مولد ويروس را هم

µg 15 از ناقل ترانسفر، و µg 10   ميكروگرم از هريـك از

 -DNAبنــدي و غشــايي بــا روش رســوب  نــاقلين بســته

بـراي تشـكيل رسـوب    . رانسفكت كـرديم فسفات كلسيم ت

با  mM 2.5كلريد كلسيم  µl 50را همراه  DNA مذكور،

رسـانديم و هـم حجـم آن     500µlآب استريل، به حجـم  

2xHEPES دقيقـه در   20محلول حاصل را . اضافه كرديم

داشـتيم تـا رسـوب مطلـوب      دماي اطاق و زير هـود نگـه  

آرامـي بـه   دست آيد؛ سپس اين رسوب را قطره قطره به  به

 8-6هـا مـدت    پـس از آن سـلول  . ها اضـافه كـرديم   سلول

هـا بـا محـيط جديـد      ساعت انكوبه شدند و بعد محيط آن

ها تا توليد ويـروس   بعد از اين مراحل سلول. تعويض شد

و رها سازي آن به محيط در شرايط انكوباتوري گفته شده 

  داري شدند. نگه

  

  ي هدفلها سازي سلو تغليظ ويروس و آلوده -2-4

ساعت بعد  48و  24هاي ترانسفكت شده در  محيط سلول

محـيط  . گذرانده شـد  µm45/0 آوري شده و از فيلتر جمع

ــتون ــده را درون س ــاي  فيلترش  Amicon-100 MWه

(Millipore) 450دقيقه با دور  10مدت  ريخته و به rpm 

اين مرحله منجر به عبـور بخـش اعظـم    . سانتريفوژ كرديم

لتر ستون بالا و عملاً جداشـدن آن از بقيـه   سوپرناتان از في

كه محلول باقيمانده در ستون حجمي  طوري محلول شد؛ به

از محلـول غلـيظ و تيـره؛ مملـو از ذرات      µl 500معـادل  

ايـن محلـول را بـه    . اوري شـد  ويريوني پشت فيلتر جمـع 

عنـوان اسـتوك    هاي ميكروفيوژ منتقل كرده و از آن بـه  لوله

براي آلوده كردن سـلولهاي  . ه كرديمويروسي فوري استفاد

هاي مختلف از اين اسـتوك را بـه آرامـي بـه      هدف حجم

ها اضافه كرده و در شرايط رشد ذكـر شـده در بـالا     سلول

انكوبه كـرديم تـا بيـان ترانسـژن فلورسـنتي ديـده شـود؛        

همچنين براي اطمينان از نبودن ويروس فعـال در محلـول   

سـازي ويروسـي را    آلـوده عبور داده شده از فيلتر، مراحـل  

هـا در   تصـاوير سـلول  . ها نيز بـه اجـرا گذاشـتيم    روي آن

مراحل ترانفكشن و آلودگي ويروسـي زيـر ميكروسـكوپ    

 آوري كرديم. فلورسنت را جمع

: نود و شش سـاعت پـس از انتقـال    RT-PCRواكنش 

 High Pureرا بـا اسـتفاده از كيـت     RNAسلولي، كـل  

RNA Isolation Kit (Roche) تخراج كـرديم و پـس   اس

با انجام ژل الكتروفورز از سالم بـودن   DNase از تيمار با

ــنتز    ــراي س ــرديم. ب ــل ك ــان حاص  2از  cDNA آن اطمين

 دمـاي ساعته در  1در يك واكنش  RNA ميكروگرم نمونه

 MuLV درجــه اســتفاده كــرديم كــه در آن از آنــزيم 42

reverse transcriptase (Fermentas, Lithuania) ،

 اسـتفاده شـد   RNase inhibitor مرهاي تصـادفي و هگزا

 ).1(جدول 

 

  اجزاي واكنش رونويسي معكوس 1جدول 

  بخش رونويسي معكوس RT-PCRاجزاء واكنش   مقادير

2 ug  RNA template  

1ul  MuLV Reverse Transcriptase (20U/ul) 

1ul (0.2 ug)  Random Hexamers  

1ul of 10mM stock  dNTP 

1ul  RNase Inhibitor 
(Ribolock Inhibitor) (40U/ul) 

4ul  RT Buffer (10X) 
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 262از پرايمرهــاي زيــر بــراي تكثيــر يــك قطعــه 

ــرروي   ــدي ب ــتفاده    cDNAنوكلئوتي ــده اس ــنتز ش   س

  :]18كرديم [

  

Forward: 5’- CTTCCTCGAAGAGAGAGGAATCG -3’ 

Reverse: 5’- GTTAGCCTTCTACTCCGAGACAGG -3’ 
  

 PCRبراي واكنش  cDNAنمونه  مقادير مساوي از هر

دقيقه دناتوره  2درجه،  95ها ابتدا در  نمونه. كار برده شد به

هـا   ) روي آن2( طبق جـدول  PCRشدند و سپس واكنش 

درصدي  1.2روي ژل آگاروز  PCRانجام شد محصولات 

افـزار   ي نـرم  وسيله آناليز شده و دانسيته باندهاي حاصل به

ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/) گيري شد اندازه .

صـورت   بار و هر بار بـه  3حداقل  RT-PCRهاي  آزمايش

 آزمايش مستقل تكرار شد.

 
  PCRشرايط انجام براي واكنش  2جدول 

 PCRبخش  RT-PCRاجزاي واكنش   زمان

2 min  95 

1 min  Denaturation 

94 ºC 

PCR reaction 

30 cycles 
1 min  Annealing 

59 ºC 

1 min  Extension 

72 ºC 

 
  Jerdو + +GFPهاي  ل  محاسبه سلو -2-3

ميـــدان  10هـــا از حـــدود بـــراي شـــمارش ســـلول

  خانه اسـتفاده   96ميكروسكوپي مختلف از هر چاهك 

  

GFPهـاي   و تعداد سـلول 
Jredهـاي   و سـلول  +

بـا   +

محاسبه شد  Grid Cell Counterافزار استفاده از نرم

)http://www.dnabaser.com/download/Cell-

counter/grid-cell-counter.html.(  

  

  آناليز آماري -2-4

 ميــانگيننماينــده جــداول، هــاي منــدرج در تصــاوير  داده

(Mean±SEM)  آزمـايش جداگانـه اسـت كـه      3حداقل

براي آناليز تفـاوت بـين   . اند دهتريپليكيت تكرار ش شكل به

 Student’s t-testيـا همـان    Studentدو گروه از تسـت  

بررسـي   SPSS version 16با نرم افـزار  استفاده و سپس 

و  P<0.01هـاي   دار و ارزش را معني P<0.05ارزش . شد

  دار تفسير كرديم. كمتر بسيار معني

  

  ها يافته -3

ــي  - 1- 3 ــل لنت ــد ناق ــل ژن  تولي ــي حام  ويروس

 Jredگزارشگر 

هاي محدودكننده  را با آنزيم pLV-eGFPما ناقل ترانسفر 

NheI/XhoI  ــه ــري بـ ــل ديگـ ــام و ناقـ    pLEX-Jred نـ

)Open Biosystems(  را باBamHI  برش داديم تا اولي

eGFP  و دوميJred  هـر دو نمونـه را بـا    . را رها سـازند

تيمار داديم تا انتهـاي   dNTPsدر حضور  Klenowآنزيم 

بـدين ترتيـب ژن   . درآيـد  Blunt شـكل  ها به يافته آن برش

Jred شده از  آزادpLEX-Jred  جـاي ژن   را بـهeGFP  در

pLV-eGFP    پيونــد زديــم تــاpLV-Jred دســت  بــه  

  ).1شكل ( آيد
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  .Jredو  EGFPگر هاي گزارش ويروسي حامل ژن شمايي از دو ناقل لنتي 1شكل 

  

  ها و توليد ويروس ترانسفكشن سلول -3-2

را جداگانه  pLV-Jredو  pLV-eGFPدو ناقل ترانسفر 

كـار بـرديم. سـپس بيـان      در آزمايشهاي ترانسفكشـن بـه  

هــاي  ي ســلول وســيله بــه Jredو  eGFPهــاي  پــروتئين

HEK-293T  ترتيـب   را زير ميكروسكوپ فلورسنت بـه

ترانسفكشن مشاهده كـرديم.   ساعت پس از 18و  12، 6

طور تصـادفي   هاي مثبت را به در اين فواصل تعداد سلول

در چندين ميدان ديد ميكروسكوپي براي هر دو پروتئين 

 - 2) و شـكل  1شمارش كرديم كه نتايج آن در جـدول ( 

ب نيز تصاوير بيـان   - 2الف نشان داده شده است. شكل 

تـا   95 آن بـين  دهد كـه طـي   ساعت بعد نشان مي 24را 

  ها مثبت است.  % سلول100

دهد كه بـا گذشـت    آناليز آماري نتايج حاصل نشان مي

هاي مثبت نيز براي هر  فواصل زماني مشخص تعداد سلول

. كنـد  دار افـزايش پيـدا مـي    معني شكلي دو ژن گزارشگر به

GFPهاي  براي نمونه افزايش تعداد سلول
Jredو  +

بـين   +

 دار اسـت  اعت بسيار معنيس 6دو فاصله زماني با اختلاف 

(P<0.001) .هاي  اين افزايش تعداد سلول علاوه برGFP
+ 

Jredو 
ــه   18 + ــن ب ــس از ترانسفكش ــاعت پ ــورت  س ص

تصاعدي به اوج خود رسيده اسـت و در نتيجـه در هـردو    

داري نسـبت بـه فواصـل زمـاني      مورد اختلاف بسيار معني

  . الف)-2شكل ( (P<0.0001) قبلي ايجاد شده است
  

به فواصل  Jredو  GFPهاي مثبت به  شمارش سلول 1ول جد

 زماني پس از ترانسفكشن.

Hours Post-Transfection   
18 12 6 

38 ± 1.6 15 ± 0.9 4.5 ± 0.6 GFP 

32 ± 1.5 11 ± 1.3 2 ± 0.4 Jred 

  

  آوري و تغليظ ويروس جمع -3-3

 48و هـم   24هاي ترانسفكت شده را هم  سوپرناتان سلول

آوري كـرده و بـه هـم     س از ترانسفكشـن جمـع  ساعت پ ـ

اي مـا نشـان داده اسـت كـه      هاي مقايسه آزمايش. افزوديم

چنين تركيبي قدرت آلودگي و انتقال ژن بالاتري نسبت به 

تغليظ ويـروس  . طور جداگانه دارد هر يك از دو محلول به

تر از  هاي بزرگ هاي مخصوص پروتئين با استفاده از ستون

 15و در كمتـر از   آسـاني  كه بـه  شدانجام  كيلودالتون 100

بـراي تسـت   . )3شـكل  ( دقيقه اين مرحله به پايـان رسـيد  

كــارايي ايــن روش، مــا در مرحلــه بعــدي هــم از بخــش  

شده سوپرناتان و هم از بخش زايد و در ظاهر عاري  غليظ

  از ويروس آن استفاده كرديم.

 

 

EGFP-pLV 
  

 
5’-LTR 

EGFP CMVp 

 

Jred 
CMVp 

 

Jred-pLV 

3’-LTR 

 
5’-LTR 3’-LTR 
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  (الف)

  

  
  (ب)

  

. در مرحلـه ترانسفكشـن   Jredو  EGFPكننـده   بيان HEK-293Tهاي مثبت  ل   تعداد سلو )يب. الفهاي نوترك ويروس توليد لنتي 2شكل 

طور جداگانه تكرار شد. در اين تصوير هر  بار به 3فيلد ميكروسكوپي در هر ترانسفكشن شمارش و هر ترانسفكشن  10ها در  تعداد سلول

انجام شد. تفاوت آمـاري در   Student’s T-testزا است. آناليز آماري با تست ترانسفكشن مج 3ها در  ستون نماينده ميانگين تعداد سلول

GFPهاي  تعداد سلول
نشان داده شده است؛ تفاوت آماري در  (P<0.001 or P<0.0001)بصورت  18و  12و بين  12و  6بين ساعات  +

Jredهاي  تعداد سلول
مشخص شده است. از سوي ديگـر  +++   P<0.001)يا(P<0.0001  صورت به 18و  12و بين  9و  6بين ساعات  +

GFPهاي  تفاوت آماري بين سلول
Jredهاي  و سلول +

صـورت   هركـدام بـه   18و  12صورت و در ساعات  به (P<0.05)* 6در ساعت  +

**(P<0.01) .هـاي گزارشـگر    تصوير ميكروسكوپ فلورسنت از بيان پروتئين )ب2شكل  نشان داده شده استEGFP  وJred 

  .pLV-Jredو pLV-EGFPترانسفكت شده با ناقلين  HEK-293Tهاي  سلول  هوسيل به
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هاي مولد كـه مملـو از ذرات ويريـوني     ساعت بعد از ترانسفكشن، محيط كشت سلول 48و  24هاي نوتركيب:  ويروس مراحل استحصال لنتي 3شكل 

يـط        شود. با انجام يك مرحله فيلتراسيون، از و آوري و سانتريفوژ مي است جمع جود آلـودگي باكتريـايي اطمينـان حاصـل شـده و سـپس مح

مأخذ: موسي گردانـه. گـزارش كارگـاه:     [شود تا تغليظ شود. هاي پروتئيني مشابه عبور داده مي يا ستون Amicon-100هاي  ن فيلترشده از ستو

  .]تهران - نتيك و زيست فناوريپژوهشگاه ملي مهندسي ژ - 1386 - هاي نوتركيب در انتقال ژن و ژن درماني يروس كاربرد لنتي
 

  هاي هدف با ويروس آلوده كردن سلول -3-4

استفاده كـرديم   HEK-293Tهاي  براي تست آلودگي از سلول

ــت ــريالي  و رق ــاي س ــك از  µl 75 ,50 ,25 ,10ه از هري

خانـه   24هاي  ها در پليت هاي نوتركيب را به اين سلول ويروس

و  eGFPهـاي   رانسـژن هـاي بيـان ت   اضافه كرديم. اولـين نشـانه  

Jred  سـاعت پـس از آلـودگي زيـر ميكروسـكوپ       24حدود

ــاني    ــل زم ــد. در فواص ــاهر ش ــنت ظ ــاعت  72- 24فلورس س

فيلـد ميكروسـكوپي    10هاي مثبت به ظـور تصـادفي در    سلول

الف مـنعكس شـده    - 4ها در شكل  شمارش شدند كه نتايج آن

 60، حـداكثر  µl 10هـاي ويروسـي    كه در رقـت  حالي است. در

صـد   ساعت پس از آلودگي مثبت بودند، در 96ها  درصد سلول

به  µl 25هاي ويروسي  در كليه رقت GFPهاي مثبت به  سلول

هاي مثبـت بـه    ساعت و درصد سلول 72% در زمان 100بالا به 

Jred  ب).- 4ساعت رسيد (شكل  96% در 95به 

هـا، الگـويي شـبيه     كننده ترانسژن هاي بيان آناليز آماري سلول

ها در مرحلـه ترانسفكشـن را اثبـات كـرد. تعـداد       يان ترانسژنب

GFPهاي  سلول
 3سـاعت پـس از ترانسدوكشـن     48تـا   24 +

برابــر ديگــر  3ســاعت نيــز  72و تــا  (P<0.0001)برابــر شــد 

Jredهاي  . افزايش تعداد سلول(P<0.001) افزايش يافت
نيـز   +

سـاعت   72برابر و تا  4ساعت پس از انتقال حدود  48تا  24از 

  .(P<0.0001)برابر بوده است  3حدود 

 

در فواصل  Jredو  GFPهاي مثبت به  شمارش سلول 2جدول 

  زماني پس از انتقال.

Hours Post-Transduction 
  

72 48 24 

147± 1.1 51± 2.6 16± 1.3 GFP 

128± 4.7 45± 2.1 12± 0.6 Jred 
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  (الف)

 

  
  )ب(

  

 Infectionفيلـد ميكروسـكوپي در هـر     10هـا در   . تعداد سلولInfectionدر مرحله  Jredو   EGFP كننده ت بيانهاي مثب تعداد سلول الف) 4شكل 

هـا در سـه    طور جداگانه تكرار شد. در اين تصوير هر ستون نماينده ميانگين تعداد سلول سه بار به Infectionشمارش شد و هر آزمايش 

GFPهاي  انجام شد. تفاوت آماري در تعداد سلول Student’s T-testمجزا است. آناليز آماري با تست  Infectionآزمايش 
بين ساعات  +

Jredهاي  نشان داده شده است؛ همچنين تفاوت آماري در تعداد سلول (P<0.001 or P<0.0001) 72و  48و بين ساعات  48و  24
بين  +

هاي  صورت +++ مشخص شده است. از سوي ديگر تفاوت آماري بين سلول به (P<0.0001) 72و  48و بين ساعات  48و  24ساعات 

GFP
Jredهاي  و سلول +

، 48كـه در سـاعت    صورتي نشان داده شده است در *صورت به (P<0.05) 72و نيز در ساعت  24در ساعت  +

و  EGFPهـاي گزارشـگر    ت از بيان پـروتئين تصوير ميكروسكوپ فلورسن )ب داري بين اين دو گروه مشاهده نشد. تفاوت آماري معني

Jred لهاي  ي سلو وسيله بهHEK-293T هاي نوتركيب  ويروس يآلوده به لنتpLV-EGFP وpLV-Jred. 
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ــتون   -3-5 ــارايي سـ ــه Amiconكـ داري  در نگـ

  ها ويروس

در حفـظ   Amiconهـاي   براي اطمينان از كـارايي سـتون  

ــال،     ــروس فع ــداد وي ــداكثر تع ــوپرناتا ml 1ح ن از س

Overflow  ــه 2x10را ب
ــلول  5 ــت 293Tس ــاي  در پلي ه

 EGFPتريپليكيت هم بـراي   شكل به( خانه اضافه كرديم 6

گونـه   سـاعت هـيچ   96پس از گذشت . )Jredو هم براي 

را در زير ميكروسكوپ فلورسـنت   Jredو يا  EGFPبيان 

  مشاهده نكرديم.

 

  GDNFويروس حامل ژن  توليد لنتي -3-6

ــراي ايــن ــد ب ــا  pLV-Jredا ناقــل ترانســفر كــار ابت را ب

BamHI  برش داديم سپس قطعهIRES هـاي   را با آنزيم

BglII/BamHI  از ناقلpGTx/GFP     جـدا كـرده و بـه

متصــل كــرديم تــا ناقــل  pLV-Jredناقــل بــرش يافتــه 

توليد شود. در نهايـت   pLV-IRES-Jredنام  جديدي به

از  NheI/XhoIهـاي   موشـي را بـا آنـزيم    GDNFقطعه 

جـدا   pcDNA3.1/Zeo (+)-mGDNF (Kozak) لناق

) در BglII(ســايت آنزيمــي  IRESكــرده و بــه ابتــداي 

pLV-IRES-Jred    ــل ــب ناق ــدين ترتي ــم. ب ــد زدي پيون

وجـود   به pLV-GDNFويروسي مورد نظر ما به نام  لنتي

ــه   ــه در آن قطع ــد ك ــايين  GDNF-IRES-Jredآم در پ

  ).5شكل قرار گرفته است ( CMVدست و زير نظر پروموتر 

 

و بيـان ژن   pLV-GDNFويروس  توليد لنتي -3-7

  هاي انساني گزارشگر در آستروسيت

هاي پيشين، تيتر بالايي از  با همان شيوه بيان شده در بخش

وجود آورديم و از اسـتوك   به pLV-GDNFويروس  لنتي

هـاي آستروسـيتوماي انسـاني     توليد شده براي انتقال سلول

يـك دهـم از اسـتوك ويروسـي     در حدود . استفاده كرديم

هزار آستروسيت به كار برده شد و حداكثر  50براي انتقال 

  . )6شكل  ( را بيان كردند Jredها  روز بعد تمامي سلول 5

  

 
  .pLV-GDNFشمايي از ناقل لنتي ويروسي  5شكل 

 

 
  

هـاي   ويـروس  هاي آستروسيتوماي انسـاني آلـوده بـه لنتـي     ل ي سلو وسيله به Jredتصوير ميكروسكوپ فلورسنت از بيان پروتئين  6 شكل

 . pLV-GDNFنوتركيب 

 

Jred CMVp 

GDNF-pLV  
3’-LTR 

5-LTR  
 

GDNF IRES 
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ها پس  در آستروسيت GDNFاثبات بيان ژن  -3-8

  ازانتقال

را در حـد پايـه    GDNFطبيعي فاكتور  طور ها به آستروسيت

  هـا بـا ويـروس    كننـد. پـس از انتقـال آستروسـيت     بيان مـي 

pLV-GDNF  ــا ــزايش بي را در آن  GDNF mRNAناف

مشـاهده كـرديم    RT-PCRها با اسـتفاده از واكـنش    سلول

ها  (به بخش روش ImageJافزار  ). با استفاده از نرم7 (شكل

ــت  ــود) غلظـ ــوع شـ ــد  1رجـ ــه   GDNFبانـ ــوط بـ مربـ

را با بانـد مربـوط بـه     pV-GDNFهاي آلوده با  آستروسيت

ايسه مق ]بعنوان كنترل[ pLV-Jredهاي آلوده به  آستروسيت

در  GDNFكرديم؛ كه اين آزمايش نشـان داد بيـان فـاكتور    

ــيت ــه    آستروس ــوده ب ــاي آل ــه   pLV-GDNFه ــبت ب نس

  برابر افزايش يافته است. 3هاي كنترل، بيش از  سلول

 

 
.بـراي بيـان    RT-PCRتصويرژل الكتروفورز محصول  7 شكل

GDNF .1 DNA marker ،2 نمونـــه واكـــنش از .

انســـاني آلـــوده بـــه هـــاي آستروســـيتوماي  ل ســـلو

. همـان  3و  pLV-Jredهـاي نوتركيـب    ويـروس  لنتي

  . pLV-GDNFها آلوده به  سلول

                                                 
1. Density 

  گيري بحث و نتيجه -4

هـاي   ويـروس  در اين مطالعه مـا ابتـدا روش تغلـيظ لنتـي    

 Amiconهـاي پروتئينـي    نوتركيب را با استفاده از سـتون 

 را براي توليد اسـتوك ويروسـي بـا    بهينه كرده و كارايي آن

هـا نشـان داد كـه روش     ايـن آزمـايش  . تيتر بالا سـنجيديم 

كار رفته، تيتر ويروسي مؤثر براي فعاليت عفـوني   تغليظ به

هـاي مثبـت بـه     شـمارش سـلول  . كنـد  ويروس ايجاد مـي 

ويروسي  ي دو ناقل لنتي وسيله هاي گزارشگر كه به پروتئين

شده  هاي توليد شدند كارايي بالاي ويروس مستقل حمل مي

بـا توجـه بـه نتـايج     . ر مرحله انتقال به اثبـات رسـانيد  را د

ويروسي جديـد توليـد كـرديم     اميدواركننده، يك ناقل لنتي

زمـان   را هـم  Jredو  GDNFكه ژن فاكتور نوروتروفيـك  

هاي انسـاني بـا ايـن     آلوده كردن آستروسيت. كند حمل مي

ويروس جديد از كارايي بالاي آن در انتقال و افـزايش   لنتي

  ژن هدف مطمئن شديم.بيان 

ــي ــروس لنت ــته  وي ــاي برجس ــا از مزاي ــه  ه ــبت ب اي نس

ايـن مزايـا   . هاي ديگر در انتقـال ژن برخوردارنـد   ويروس

عنوان ناقلين ژن برتر بـراي   ها به ويروس سبب شده از لنتي

تكـــاملي و نيـــز در مطالعـــه  -مطالعـــات فيزيولـــوژيكي

 هاي مغزو اعصاب، خصوص بيماري هاي مختلف به بيماري

همچنـين   اپيتليالي، انواع تومورهـا و  هاي مهم كبدي، بافت

بـرداري   هـا بهـره   هاي حيواني اين بيمـاري  براي توليد مدل

ما در اين مطالعه توانستيم هـم ترانسـژن   . ]20وسيع شود [

ويروســي را بــا ترانســژن ديگــر و  موجــود در ســازه لنتــي

ا دو ترانسـژن ر  و هـم هـر   كنيمكلونينگ تعويض  روش هب

كـه   طـوري  انساني انتقـال دهـيم؛ بـه    هاي سلول به شكلي به

ما ايـن موفقيـت صـد در صـدي را     . ها بيان شود % آن100

كار  دانيم كه در اين مطالعه به مديون روش فيلتراسيوني مي

برديم و طـي آن اسـتوك ويروسـي تغلـيظ شـده بـا تيتـر        

  دست آورديم. حداكثري را به



  نفيسه دهشكار گونه فراهاني و همكاران  ... ناقل ژن فاكتور تركيبنو يها روسيو يلنت ديتول
 

30 

تيتر بالا انجـام   هاي زيادي براي توليد ويروس با تلاش

شده است زيرا قدرت عفوني ويـروس بـا تيتـر آن رابطـه     

ها را با  بطور سنتي، لنتي ويروس. مستقيم و تنگاتنگي دارد

هزار و به مدت بـيش از   50اولتراسانتريفوژ در دور بالاي 

در ايـن روش لازم اسـت   . ]21دهند [ دقيقه رسوب مي 90

پرناتان هـاي مخصـوص و متناسـب بـا حجـم سـو       از لوله

هـا   علت درباز بودن ايـن لولـه   ويروسي استفاده شود كه به

نيــاز بــه اســتريل كــردن روتــور ســانتريفوژ نيــز احســاس 

علاوه، رسوب ويروسي در بيشتر موارد ناچيز و  به. شود مي

يا غيرقابل رويت است و امكان فروپاشي سـاختمان ذرات  

همچنـين  . ويروسي در دور بـالاي سـانتريفوژ وجـود دارد   

ها در چنـين دور بـالايي از سـانتريفوژ     امكان شكستن لوله

  .  تر بيشتر است تا در دورهاي پايين

ــه     ــاز ب ــع ني ــده و رف ــه ش ــع مشــكلات گفت ــراي رف ب

قيمت و دورهاي بالاي سانتريفوژ، مـا   اولتراسانتريفوژ گران

هاي عفوني بـا تيتـر بـالا را بـا      ويروس در اين مطالعه لنتي

 هـا  اين سـتون . وتئيني توليد كرديمهاي پر استفاده از ستون

كـار   در دسترس است و روزمره براي تخليص پروتئين بـه 

هاي  هايي را با منافذ انتخابي براي پروتئين ما ستون. رود مي

كيلودالتـون انتخـاب كـرديم كـه قادرنـد       100تـر از   بزرگ

داشته و ذرات ريزتـر را از خـود    ها را در خود نگه ويروس

هـم   دقيقه زمان براي سانتريفوژ آن 15-10تنها . عبور دهند

تر از روش گفته شده صرف شد كـه   در دوري بسيار پايين

ايــن امــر نيــاز بــه دســتگاه اولتراســانتريفوژ و روتورهــاي 

بـدين ترتيـب مـا    . كنـد  مخصوص ويروس را برطرف مـي 

دسـت آمـده در ايـن     نشان داديم كه اسـتوك ويروسـي بـه   

دار است و حجـم  روش از قدرت عفوني حداكثري برخور

) قـادر اسـت   500:25=20( ميزان يك بيستم آن كوچكي به

تســت محلــول . هــاي هــدف را آلــوده كنــد تمــام ســلول

گونـه   رفته از سـتون هـم نشـان داد كـه عمـلاً هـيچ       بيرون

هـا   % ويروس100ويروسي در اين روش از دست نرفته و 

بنابراين روش ما هـم  . اند در استوك توليد شده حفظ شده

ر حجم محصول ويروسي و هم از نظر قدرت عفوني از نظ

تواند مـا را بـه هـدف برسـاند و      مورد نياز و انتقال ژن مي

عـلاوه از نظـر    جايگزين مناسبي براي روش سنتي باشد؛ به

هزينه، ميزان كار و وقت لازم براي انجام آزمايش، بـا ايـن   

  .  شود جويي مي روش به طور محسوسي صرفه

كـه  ( ها، رونويسي از پلاسـميدها  ندر مسير سنتز پروتئي

ترند) بلافاصله پـس از ورود   نسبت به ژنوم ميزبان كوچك

طـور كـه از    دهد؛ بنابراين همان پلاسميد به هسته روي مي

آيـد بيـان ترانسـژن در اولـين سـاعات پـس از        نتايج برمي

از سـوي ديگـر   . ترانسفكشن قابـل مشـاهده خواهـد بـود    

ها بـا   دليل كم بودن حجم آن رپليكاسيون پلاسميدها نيز به

ساعت پس  24دهد و اين امر در كمتر از  سرعت روي مي

ها به هسته سلول ميزبان، سرعت و شدت بيـان   از ورود آن

در خصوص اخـتلاف بيـان   . برد تصاعدي بالا مي طور را به

دهـد كـه معمـولاً     تجربيات ما نشان مي Jredو  GFPبين 

به . است Jredر از طور محسوسي بالات به GFPشدت بيان 

اين دليل در ساعات اوليه پـس از ترانسفكشـن و پـس از    

Infectionهـــاي  ، ســـلولGFP
تـــر از  بســـيار واضـــح +

Jredهاي  سلول
خـورد و قابـل شـمارش     بـه چشـم مـي    +

وجود آمده در نمودارها نيز ممكن است  اختلاف به. هستند

از ايـن رو بـراي بررسـي    . از اين موضوع ناشي شده باشد

هاي واقعي بـين بيـان ايـن دو ترانسـژن گزارشـگر       تتفاو

دو نيز مد نظر قرار گيرد و ما اكنـون   بايستي شدت بيان آن

افزارهـاي اسـتاندارد در    اين موضوع را بـا اسـتفاده از نـرم   

 دست آزمايش داريم.

هـاي   ويروس براي تست كارايي روش فيلتراسيون، لنتي

هــا ژن  وجــود آورديــم كــه در آن نوتركيــب جديــد را بــه

GDNF زمـان بـا ژن گزارشـگر     همJred   شـود  بيـان مـي .
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ــاكتور  ــورون  GDNFف ــت ن ــراي حفاظ ــي  ب ــاي حركت  ه

(Motoneurons) سـاز و   هاي دوپـامين  خصوص نورون به

ها اهميت بالايي داشـته و   طور براي تمايز اين نورون همين

هاي نورودژنراتيـو و بيشـتر    در كلينيك براي درمان بيماري

گذرانـد   سون، مراحل آزمايشـي خـود را مـي   بيماري پاركين

ي آن بـراي   بيان ايـن فـاكتور در حـد بهينـه    . ]23[و  ]22[

عملكرد مفيدش ضرورت دارد و مقـادير غيراسـتاندارد آن   

. ]25[و  ]24تواند آثار جانبي بدي در پي داشته باشـد [  مي

صـورت نوتركيـب    از سوي ديگـر توليـد ايـن فـاكتور بـه     

كنولـوژي صـنعتي كـاربرد تجـاري     تواند در عرصه بيوت مي

بدين منظور ما هم در مرحلـه سـاخت سـازه    . داشته باشد

ويروسي، يك ژن گزارشـگر را گنجانـديم تـا مراحـل      لنتي

سرعت و سـهولت آشـكار كنـيم و هـم      انتقال و بيان را به

مراحل توليد ويروسي را با روش فيلتراسيون بهينه كـرديم  

نتايج اين . دست آيد به GDNFتا مقادير متنابهي از فاكتور 

هاي كانديد قابل تعميم است ضـمن   مطالعه براي ديگر ژن

ــوان در مطالعــات و  مــي pLV-GDNFكــه از ســازه  آن ت

  .هاي نورودژنراتيو استفاده كرد درمان بيماري
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