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  چكيده
  .از ويروس ايزوله ايراني است NS3 هدف توليد يك سازه بيان كننده توالي يك ناحيه همپوشان از ژن :هدف

 و با استفاده از سرم بيمار مبتلا بـه ژنوتيـپ            Nested-RT-PCRبا روش    NS3 ابتدا بخش مياني ژن      :ها مواد و روش  
1a    ويروس هپاتيت C  بعد از كلون آن درون ناقـل كلونينـگ          . تكثير شدTA     هـا براسـاس روش       و غربـالگري كلـون

توالي .  ارزيابي شد  BglIIي و هضم آنزيمي با      هاي منتخب با روش تعيين توال       اين كلون  Colony-PCR آبي و    -سفيد
تأييد  NS3بخش مياني ژن    . هاي ديگر مرجع مقايسه و درخت تكاملي ترسيم شد         افزار با توالي   جديد با استفاده از نرم    

.  شناسـايي شـد    Colony-PCRهاي مناسب با استفاده از دو نوع         شده و سپس به درون سازه بياني، كلون شد و كلون          
 و وسـترن بـلات روي       RT-PCR توسط ميكروسكوپ فلورسانس، روش      GFP با مشاهده    هايي بيان ژن  ارزيابي ن 

  .تأييد شدسازه بياني  ترانسفكت شده باهاي  سلول
يـابي و مقايـسه ژنـي نـشان داد كـه ايـن تـوالي بـه                   تكثير و نتايج تـوالي     از روي سرم بيمار      NS3توالي مياني    :نتايج
 وجود و   Colony-PCRبا روش   .  قرار دارد  C ويروس هپاتيت    1و در شاخه ژنوتيپ     هاي مرجع شباهت داشته      توالي

 و  RT-PCR توسـط ميكروسـكوپ فلورسـانس، روش         GFPمـشاهده    .نيز جهت ژن درون پلاسميد بياني تأييد شد       
  . بود293هاي  ترتيب نمايانگر انتقال موفق سازه، بيان ژن و نيز توليد پروتئين در سلول وسترن بلات به

 كه بايستي فاقد فعاليت پروتئازي باشد، نسبت به طول كامـل   NS3 سازه بياني حاوي بخش مياني ژن        :گيري تيجهن
هاي عرضه كننده آنتي ژني در موارد واكسن ويروس هپاتيـت            تواند در القاي بهتر ايمني توسط سلول        مي NS3ژن  

Cمفيدتر واقع شود .  
  

  NS3 ، ژنC، ويروس هپاتيت DNA سازه :كليدواژگان
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   و همكارانسيديونس حسيني  C ويروس هپاتيت NS3توليد كلون از ژن 
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   مقدمه-1
 Cهپاتيت  ويروس  تاكنون واكسن مؤثري براي پيشگيري از       

 بنـابراين   اسـت، ساخته نشده HCV (Hepatitis C Virus)يا 
رود  شمار مي  اين ويروس همچنان از مشكلات مهم بهداشتي به       

عنـوان واكـسن در      هاي مختلف بـه    طراحي و ساخت سازه   ]. 1[
هــاي  تــرين اولويــت هــم همــواره از مC نــوع  هپاتيــتبيمــاري

  .شود دانشمندان براي كنترل عفونت محسوب مي
هاي گونـاگون    هاي رهاسازي مختلف، ژن    تاكنون از سيستم  

هاي متنوعي براي القاي ايمني قدرتمند عليه ويروس         و نيز سازه  
HCV   از ]. 2،  1[ استفاده شده است      پيشگيري - با هدف درماني

تـوان بـه     ن واكـسن مـي    عنـوا  بين كانديدهاي مورد اسـتفاده بـه      
هـاي    ژن هـاي ژنـي بيـان كننـده        هاي ويروسي و واكـسن     حامل

  .هاي نوتركيب اشاره كرد مختلف ويروس، پپتيدها و پروتئين
هـا    واكـسن  DNAكارگيري   ها از ايده به    پس از گذشت سال   

منظور ايجاد ايمنـي بـر ضـد         عنوان ابزاري به   به) هاي ژني  واكسن(
ن و خطاهاي بسياري روي كارايي ايـن        آزمو] 3[زا   عوامل بيماري 

 در مقايـسه بـا ديگـر        ].5،  4[عمـل آمـده اسـت        ها به  نوع واكسن 
هاي ژني داراي مزاياي فراواني نظيـر طراحـي و           ها، واكسن  واكسن

ساخت آسان، تحريـك هـر دو بـازوي سيـستم ايمنـي، پايـداري               
ساختار در شرايط دمايي و توليد پروتئين مـورد نظـر درون سـلول      

ژن منجر به عرضه آن بر سطح        بيان درون سلولي آنتي   ]. 5،  4 [است
 MHC (Major Histocompatibility Complex)هاي  مولكول

CD8هاي   كلاس يك و تحريك لنفوسيت    
 خواهـد شـد كـه از        +

 اما با   ].5،  4 [است ها  واكسن DNAترين مزاياي استفاده از      مهم
 ،]5[در انـسان    اين حال با وجود معايبي چون كارايي پـايين آن           

منظور افزايش كارايي اين نوع      اي به  هاي گسترده  امروزه پژوهش 
  ].8 -6[ها در انسان در جريان است  واكسن

هاي مختلـف ويـروس      هاي پلاسميدي حامل ژن    تاكنون سازه 
HCV انـدازي    پيشگيري براي ايجـاد، راه     -عنوان واكسن درماني    به

]. 11-9،  1[ شـده اسـت      كارگرفتـه  يا ارتقاي ايمني عليه ويروس به     
 NS3 (Non-Structural 3)خصوص ژن  هاي غيرساختاري به ژن

عنـوان   ويروس به دليل توالي حفاظـت شـده خـود همـواره بـه             

 كار رفتـه    عليه ويروس به   DNAهاي   ژن مناسبي در واكسن    آنتي
 DNAباليني، تزريق واكسن     در يك مطالعه پيش   ]. 12،  4 [است

صورت رژيم    به NS3  ،NS4  ،NS5هاي غيرساختاري    حامل ژن 
يادآور منجـر بـه افـزايش ايمنـي و تحريـك طيـف زيـادي از                 

در سال  ]. 12،  5[ دش در مدل شامپانزه     CD8 و   CD4هاي   سلول
 مــيلادي، يــك گــروه ســوئدي بــه سرپرســتي پروفــسور 2008

 اولـين واكـسن     Tripep با كمك شـركت      (Sallberg)سالبرگ  
DNA  ــده دو ژن ــان كنن ــاني بي ــين NS3-NS4 درم  را در اول

 و نشان   ندكارآزمايي باليني روي بيماران فرم مزمن ارزيابي نمود       
طور   تجويز مجزا به   4هاي اختصاصي پس از      دادند كه لنفوسيت  

 پـس از  مناسبي تكثير و گسترش يافته و نقش شوك الكتريكـي           
هاي ژني و كارايي واكسن بـسيار        تجويز در افزايش جذب سازه    

  ].13، 5[مؤثر است 
 يك پروتئين دوكاره با خاصـيت آنزيمـي         NS3صول ژن   مح

ژن  عنـوان آنتـي    كـه همـواره بـه     ] 14[ هليكازي اسـت     -پروتئازي
  رود  كــار مــي  بــهHCVهــاي واكــسن بــراي  مناســبي در طراحــي

دهد كه ايمني عليـه ايـن پـروتئين در           مطالعات نشان مي  ]. 12،  5[
 بنابراين  ؛ودش  يافت مي  ،اند سازي كرده  بيماراني كه ويروس را پاك    

بـا ايـن حـال از       ]. 15[اين ايمني از اهميت زيادي برخورداراست       
 هليكــازي -نظـر تئوريـك بـه دليــل وجـود خاصـيت پروتئـازي      

هاي عرضه كننده    ها در عملكرد سلول     احتمال تداخل آن   ،پروتئين
 به APCs (Antigen-Presenting Cells)ژن اختصاصي يا  آنتي

 واكـسن وجـود     DNAبال تجـويز    دليل بيان داخل سلولي به دن     
 NS3اند كه بيان طـول كامـل ژن    مطالعات اخير نشان داده  . دارد

 (Human Dendritic Cells)هاي دندريتيك انـساني   در سلول
تواند منجر بـه كـاهش عملكـرد، نقـص فنـوتيپي يـا مـرگ                 مي

ها در لولـه آزمـايش        اين سلول  (Apoptosis)ريزي شده    برنامه
كــارگيري قــسمتي از ژن بــا  يــن رو بــا بــهاز ا]. 17، 16[د شــو

جـاي طـول كامـل ژن و حـذف فعاليـت              به زايي خاصيت ايمني 
توان باعث ارتقاي ايمني سلولي توسـط واكـسن          آنزيمي ژن مي  

  ].18[طراحي شده گرديد 
 با هدف ساخت يك سـازه ژنـي حـاوي           بررسي حاضر در  
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 بدون فعاليت پروتئازي، قسمتي از مركز ژن كه         NS3بخشي از   
دو سوم انتهايي پروتئاز و قسمت كوچكي از هليكـاز را در بـر              

اين پلاسـميد   . شد تكثير و درون يك سازه بياني كلون         ،گيرد مي
تواند در طراحي واكسن      است كه مي   NS3حاوي بخشي از ژن     

  . كاربرد بيشتري داشته باشدHCVعليه 
  

  ها  مواد و روش-2
  (Primer) طراحي آغازگر -2-1

هاي مرجـع    هاي مختلف از جمله توالي     امل جدايه ابتدا ترادف ك  
هاي مرجع داده مثل     از بانك  را   HCVگانه ويروس    هاي شش  ژنوتيپ

.NCBI (National Center for Biotechnology Information) 
   با اسـتفاده از  .دشرديف   و با يكديگر همتهيه Los Alamosو 
  

 (Alignment)رديفـي    هـم Clustal X، و Bioeditافـزار   نـرم 
 و  Generunnerافـزار    ها انجام و سپس با استفاده از نـرم         توالي

Primer3  ر براي بخش مياني در بر گيرنده پايانه        طراحي آغازگ
C (C-Terminal)  دومــن پروتئــاز و پايانــهNدومــن هليكــاز    

هـاي   حين استخراج تـوالي   . انجام شد  HCVويروس   NS3ژن  
 ويروس را در اولويت     1پ  ها، ژنوتي   از بانك داده   HCVژنومي  

اي  گونـه  قرار داده، و حـين طراحـي آغـازگر نيـز تـوالي آن بـه               
 را  1aبيـشتر ژنوتيـپ      PCRد كه در واكنش تكثيري      شانتخاب  

 در قـسمت    همچنـين . در سرم بيماران شناسايي و تكثير نمايـد       
   و كـدون    BglIIها، جايگـاه بـرش آنزيمـي بـراي            آن 5'انتهاي  

 نـام، فرمـول، موقعيـت،       .دش ـنيـز اضـافه     آغاز و اختتام ترجمه     
 1 و طول آغازگرهاي يـاد شـده در جـدول            (Polarity)قطبيت  

  . استمدهآ

توالي مرجع براي مقايسه با تـوالي آغـازگر در ايـن مطالعـه     . نام، فرمول، موقعيت، قطبيت و طول آغازگرهاي مورد استفاده در تحقيق در جدول مشخص است        1جدول  
  . بودHCVس  ويروH77توالي سوش 

 
  5'-3'توالي   موقعيت  عملكرد  آغازگر

NS3-1F   مرحله اول تكثيرNS3 3491 -3510  GGGACAAAAACCAAGTGGAG  
NS3-2R   مرحله اول تكثيرNS3 4753 -4771  GCGTGGTTGTCTCAATGGT  
NS3-3F   مرحله دوم تكثيرNS3 3625 -3642  ATGGGTCCTGTCATCCAGATGGGAAGATCT  
NS3-4R   مرحله دوم تكثيرNS3 4779 -4798  TCAGAGCTCGTCGCACTTCTTCTGGAAGATCT  

 TGTGGCAGGCTTGAGATCCAGCT  1454- 1434 تشخيص جهت ژن درون سازه  CMVآغازگر 
  

F : جلويي(Forward)    R : برگشتي(Reverse)    CMV :Cytomegalo Virus 

  
بخشي  براي تكثير    Nested-RT-PCR انجام   -2-2

  NS3 (pNS3)از ژن 
 درجـه  -70 كه در فريـزر  1a با ژنوتيپ ر بيما 4نمونه سرم   

شـد از آزمايـشگاه مركـز تحقيقـات           نگهـداري مـي    گـراد  سانتي
گوارش و كبد شريعتي با همكاري آقـاي دكتـر شـاهين مـرات              

هـا بـا اسـتفاده از كيـت           ويروسي ازاين سـرم    RNA. دشتأمين  
Qiagen            و مطابق با توصيه شركت سازنده اسـتخراج و سـپس 

ــت  ــتفاده از دس ــا اس ــومتر ب ــدل (Biophotometer)گاه بيوفت  م
   غلظـت آن بـا قرائـت جـذب نـوري            (Eppendorf)اپندورف  

  
  
  
 
 
  

(Optical Density: OD)گيري شد  اندازه.  
ــا     ــوس ي ــسي معك ــام روش رونوي ــراي انج  RT-PCRب

(Reverse Transcriptase- PCR) از روي RNAبا  ويروسي 
ــزيم  ــتفاده از آنـ ــركت Mulvاسـ ــاFermentas شـ بق  و مطـ

، بـافر آنـزيم،     dNTPsپيشنهادات آن همه اجزاي واكنش شامل       
 Mulvآنزيم  راندوم هگزامر، ممانعت كننده آنزيم ريبونوكلئاز و        

 دقيقـه در    60مدت  پس از مخلوط شدن در لوله آزمايش، براي         
 درون دســــتگاه ترموســــايكلر گــــراد  درجــــه ســــانتي42

(Thermocycler)     نگهداري شد تا DNA   د مكمل ساخته شو .
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 PCRعنوان الگـو در دو مرحلـه واكـنش           سپس اين محصول به   
  .دش استفاده pNS3 يا NS3بخشي از ژن براي تكثير 

 از جملـه  PCRغلظت مواد مورد استفاده در هر دو واكنش   
 براساس واكنش اسـتاندارد     1آغازگرهاي عنوان شده در جدول      

PCR   د با اين تفاوت كه غلظت آغازگر در مرحله اول          ش تنظيم
 ميكرومـول در نظـر      2/0نصف ميزان آن در مرحلـه دوم يعنـي          

پس از مخلوط كردن كليه مواد مـورد نيـاز بـر طبـق            . گرفته شد 
 Bioneer از شـركت  HL Taq بـا آنـزيم   ]19[روش اسـتاندارد  

 چرخـه انجـام     30 و مرحله دوم     20 شامل مرحله اول     PCRكره،  
  درجـه  95  دقيقه 3 شامل   PCRدر هر دو مرحله از برنامه       . گرفت
 94 دقيقـه    1صـورت    هاي مورد نظر به    ، سپس چرخه  گراد سانتي
 بـراي   گـراد   سـانتي   درجـه  65 ثانيـه دمـاي      45،  گراد  سانتي درجه

 و در انتها    گراد  سانتي  درجه 72 دقيقه دماي بسط     1دورگه شدن و    
اي براي تكثير     دقيقه 3 گراد  سانتي  درجه 72يك دماي بسط نهايي     

  .قطعات استفاده شد
 روي DNAر  نـشانگ در كنار   مرحله دوم    PCRت  ولامحص
با توجه بـه    . الكتروفوز شد  ولت   80با ولتاژ    درصد   1ژل آگارز   
 PCR محصول مربـوط بـه       4 در نهايت يكي از اين       ،شدت باند 

ــاس  ــاب و در مقي ــاران انتخ ــرم بيم ــادروي س ــزان  ( زي ــه مي   ب
 بـا   PCR محـصول نهـايي    .مجدداً توليـد شـد    )  ميكروليتر 150
 كره  Bioneerده از كيت تخليص از ژل مربوط به شركت          استفا

از روي ژل آگــارز بــا غلظــت نــيم درصــد و براســاس توصــيه 
  .شدشركت سازنده استخراج 

  
درون بـه    ژن   PCRمحصول   كلون كردن  -2-3

  كلونينگناقل
 pTZ57R/T  ناقــل خطــياز كلونينــگ در ايــن پــژوهش 

 تكثيـر  DNAمنظور كلون كردن مستقيم     به Fermentasشركت  
طريـق كـه ابتـدا       بـدين .  اسـتفاده شـد    PCRيافته طـي واكـنش      

 غلظـت   1 به   5 تخليص شده از ژل را به نسبت         PCRمحصول  
 سپس با استفاده از واكنش       و مولي با ناقل خطي تجاري مخلوط     

 بـه هـم     N.E.Biolab ليگاز شـركت     T4اتصال با كمك آنزيم     
ــدند ــصل ش ــسفورماسيون . مت ــس از تران  (Transformation)پ

هـاي رشـد    ، كلـوني DH5-αمحصول اتصال در بـاكتري مـستعد       
براسـاس   جامـد  LB (Luria Bertani)يافته روي پليت كـشت  

هـاي سـفيد،     سپس روي كلوني  . دشسفيد بررسي   /  آبي غربالگري
 Colony PCR روش pNS3ژن ييد وجـود  أتغربالگري و  براي

 رتتوسـط حـرا    هـا  در اين روش ابتـدا بـاكتري      . انجام پذيرفت 
 ليز  (Thermoblock) در ترموبلاك    گراد  سانتي  درجه 95بالاي  
 ميكروليتـر  1 روي دور، 12000 به دنبال يك سـانتريفوژ  شده و 

 ـسوپ رو  بـراي  Colony PCR پلاسـميد بـاكتري   ي حـاوي ي
  .شناسايي وجود ژن انجام گرفت

نوتركيـب   پس از اسـتخراج پلاسـميد     در انتهاي اين مرحله     
رز آن روي ژل آگـارز و تعيـين غلظـت      الكتروفوكمك كيت،   با  

 BglIIبا فتومتر، از آن براي انجام هضم آنزيمي        بيوآن با دستگاه    
 TA  ناقـل  استفاده شد و وجود ژن مورد نظـر در        در مقياس كم    

اسـتخراج در مقيـاس      از كيت    براي تخليص پلاسميد  . شدييد  أت
اسـتفاده   كـره    Bioneer شـركت    (Miniprep)پرپ   كم يا ميني  

اس اين سيستم بر ليز قليايي باكتري و اتصال پلاسميدها           اس .شد
ترتيب شامل ليـز   اين روش به.  سيليكا ژل استوار است  يبه غشا 
 سـيليكا ژل و سـپس       يها، اتـصال پلاسـميدها بـه غـشا         باكتري

  .استبا كمك آب  پلاسميدها از غشا آزادسازي
  

 تواليتعيين ييد با أت -2-4
 pNS3 جود جهش در ژن    عدم و  يررسي و نهاييييد  أبراي ت 

پلاسـميد  پـس از اسـتخراج      انتخـابي،   پلاسميد نوتركيب    نمونه
ر دو آغـازگ   بـا اسـتفاده از        دوطرفـه  توسط كيت، تعيـين تـوالي     

 در NS3-3Rو  NS3-3Fهــاي  بــا نــامطراحــي شــده داخلــي 
 ®ABI PRISMوسيله دستگاه  و به آلمان SEQLABشركت 

Genetic Analyzerصول اطمينان از پس از ح.  انجام پذيرفت
 كلونينگ، باكتري واجد پلاسميد     ناقلكارا در   سالم و   وجود ژن   

 نيز  نوتركيب در حجم انبوه كشت داده شد و استخراج پلاسميد         
  .شد انجام در مقياس بيشتر
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و تجزيـه و     بررسي نتايج تعيـين تـرادف        -2-5
 تحليل فيلوژنتيك

 هـاي  قبل از شروع تجزيـه و تحليـل تـرادف كامـل جدايـه      
موجود در بانـك داده      HCVويروس  هاي مرجع    تلف توالي مخ

Los Alamos افـزار بـا يكـديگر    و سـپس بـا كمـك نـرم     تهيه 
تعيـين تـوالي شـده توسـط         pNS3 تـوالي ژن     .دش ـرديـف    هم
در اين تجزيه و تحليـل ابتـدا        .  تصحيح شد  Chromasافزار   نرم

ــوالي ژن  ــين ت ــايج تعي ــه نت ــه   كلي ــا توســط برنام   وBioEditه
CLUSTAL X رديفـي چندگانـه    بنـدي و هـم   كه خاص دسته

(Multiple Alignment) فاصله ژنتيكي. دش منظم ،است توالي 
.  تخمين زده شـد Kimura-two Parameter وسيله ماتريكس به

 كه  NJ (Neighbor-Joining)وسيله روش    درخت فيلوژنتيك به  
بـراي  . ترسيم شـد   Mega3افزار   ترين روش است با نرم     متداول

 اسـتارت   بـار ريـسمپلينگ بـوت      500يابي روش، بـا انجـام       ارز
(Resampling Bootstrap) درخت فيلوژنتيك ترسيم درستي 

  .شدشده ارزيابي 
  

   بيانيناقل در pNS3كلون كردن ژن  ساب -2-6
 اين مرحله ژن مورد نظر در سازه بياني مناسب كلون شـد             در

 pNS3 تئين منجر بـه بيـان پـرو       هاي يوكاريوت   سلول تا بتواند در  
-pAdenoVator-CMV5 از سـازه بيـاني       در اين پژوهش  . دشو

IRES-GFP  ــركت ــي آن را   Q.Biogeneاز ش ــراي راحت ــه ب ك
IRES (Internal Ribosome Entry Site) اسـتفاده  ،نـاميم   مـي 
ــه  ايــن پلاســميد حــاوي پرومــوتر ژن. شــد  ،CMV5هــاي اولي

ــوالي ــي  ت ــاي پل ــهAه ــوط ب  BGH (Bovine Growth  مرب

Hormone)   مربوط به  منشا همانندسازي و  ColE1     است و در
سـازي شـده    جـاي  BglII  آن محل اثر آنزيم سازي جايگاه كلون 

 GFP (Green Fluorescent Protein)وجود توالي ژن . است
 از ديگـر    IRESيا پروتئين سبز فلورسانس تحت هدايت توالي        

خصوصيات اين ناقل اسـت كـه عـلاوه بـر يـك كنتـرل بـراي                 
 سازه، به دليل توليد يك      (Transfection)ابي ترانسفكشن   ارزي

RNA          پيك دو سيستروني تا حدي نشانگر توليد پروتئين تحت 
  .هست يا ويروس سيتومگال نيز CMVهدايت پروموتر 

 توسـط آنـزيم     TA-pNS3براي ايـن كـار ابتـدا پلاسـميد          
BglII               هضم و پس از تأييد برش، ژن بريـده شـده از روي ژل

 ليگـاز بـين     T4سپس واكنش اتصال با كمك آنزيم       . دشبازيابي  
در  BglII  خطي شده با آنـزيم     IRESژن تخليص شده و سازه      

دنبال به  . دماي اتاق و مطابق توصيه شركت سازنده انجام گرفت        
هـاي   ترانسفورم كردن محصول واكنش اتـصال بـه درون بـاكتري          

 (Kanamycin)، براساس مقاومت به كانامايسين      DH5-αمستعد  
در . هاي مثبت انتخـاب شـد       كلوني Colony-PCRو نيز دو نوع     

 بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي اختـصاصي پرومـوتر            PCRنوع دوم   
CMV     جهت درست ژن درون سازه ، IRES-pNS3   ارزيابي شد 

بـراي  .  اول نيـز بـود     Colony-PCRكه در حقيقت تأييـدي بـر        
 چرخـه   30 بـا    Touch-down جديد از روش     PCRانجام اين   

با افـت   (گراد   سانتيدرجه   65-55ثيري و در محدوده دمايي      تك
مواد مورد  . بهره گرفته شد  )  چرخه 5 درجه به ازاي هر      2دمايي  

 PCRاستفاده در واكنش فوق نيز مشابه مواد مـصرفي در يـك             
.  بود Fermentas پليمراز شركت    Taqاستاندارد به همراه آنزيم     

، ســپس گــراد  ســانتي درجــه95 دقيقــه 3 شــامل PCR برنامــه
، گـراد   سـانتي   درجه 94 دقيقه   1صورت   هاي مورد نظر به    چرخه

 بـراي دورگـه     گراد  سانتي  درجه 65-55 ثانيه محدوده دمايي     50
 و در انتها يك     گراد  سانتي  درجه 72 ثانيه دماي بسط     70شدن و   

اي براي تكثير قطعـات       دقيقه 5 گراد  سانتي  درجه 72دماي بسط   
 بـا   IRES-pNS3حاوي سازه بيـاني     كلون مناسب   . استفاده شد 

ــن دو روش  ــر و پلاســميد  اي ــوه تكثي ــاس انب انتخــاب، در مقي
  .دشاستخراج 

  

 بررسي بيان ژن توسـط سـازه نوتركيـب          -2-7
IRES-pNS3  

رده سلولي كليه   ( HEK293 در اين پژوهش از رده سلولي     
نگهداري شده در بانك سـلولي انـستيتو پاسـتور          ) جنين انساني 

   حــاوي DMEMايــن ســلول در محــيط . دشــايــران اســتفاده 
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سـيلين   هـاي پنـي    بيوتيـك   درصد سـرم جنـين گـاو و آنتـي          10
(Penicillin) ــسين ــداري (Streptomycin) و استرپتوماي  نگه

 توليد پروتئين نوتركيـب  و pNS3منظور بررسي بيان ژن      به. شد
   در روز قبـل از ترانسفكـشن بـه ميـزان            293هـاي     سلول ها، آن
.  خانـه پاسـاژ داده شـد       6 به هر چاهـك پليـت         ميليون سلول  1

 و نيـز سـازه      IRES-pNS3 ميكروگـرم سـازه      1مقدار تقريبـي    
 2000بـا ليپوفكتـامين   ) عنوان كنتـرل منفـي     به (IRESژن  بدون  

(Lipofectamine 2000)  مخلوط و براساس برنامه پيـشنهادي 
   48 .شــدهــا ترانــسفكت   بــه ايــن ســلولInvitrogenشــركت 

 ـ     توسـط   GFPسـازي، ابتـدا ارزيـابي بيـان          ودهساعت پس از آل
هـا   دنبـال آن سـلول     ميكروسكوپ فلورسانس انجام گرفت و به     

ــع ــا     جم ــسفاته ي ــالين ف ــافر س ــا ب ــشو ب ــس از شست   آوري و پ
PBS (Phosphate Buffer Saline)  ــي ــراي بررس ــرد ب  س

 و نيز توليد پروتئين در دو لولـه         mRNAارزيابي بيان در سطح     
  .دشمجزا تقسيم 

 RNAاز كيت استخراج     ها،    از سلول  RNAاي استخراج   بر
ــا .اســتفاده شــد RNX-Plus (CinnaGen) بــا نــام تجــاري  ب

 آلـودگي  I (DNase I)استفاده ازآنـزيم دزوكـسي ريبونوكلئـاز    
   RNA. دش ـ سـازه يـا سـلول حـذف          DNAاحتمالي با بقاياي    

 درصــد 1تهيــه شــده بــراي ارزيــابي كيفيــت روي ژل آگــارز  
عنوان الگـو در واكـنش پليمـراز معكـوس       سپس به الكتروفور و 

(RT)استفاده شد .  
 و مخلـوط رانـدوم هگزامـر بـه          Mulvبا استفاده از آنـزيم      

 از روي RT-PCR روش عـــلاوه اليگوتيميـــدين تجـــاري در
mRNA        هاي سلولي يـك كتابخانـه cDNA       سـاخته شـد كـه 

 اختـصاصي   PCRعنوان الگو در واكـنش       سپس اين محصول به   
. دشاستفاده  ) 1جدول   (PCRرهاي داخلي مرحله دوم     با آغازگ 

كريپتـاز   به دنبال مخلـوط كـردن مـواد واكـنش، آنـزيم تـرانس             
 آغازگر مورد نظر را شناسايي و بـا اسـتفاده از            MulVمعكوس  

سـازي و     و رشته الگو، شروع به طويـل       dNTPsبافر و مخلوط    
  .نمايد پليمريزاسيون مي

ــا -2-8 ــروتئين ب ــان پ ــابي بي وسـتـرن بــلات  ارزي
(Western Blot) هـا در ژل  الكتروفورز پـروتئين  و 

  آميد  آكريلپلي
ــراي ــروتئين ب ــضور پ ــي ح  SDS-PAGE از روش  بررس

.(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
ايـن پـژوهش از     در   ].20[ متداول استفاده شد     هاي مطابق برنامه 

 درصـد بـراي     5نده و از ژل      درصد براي قسمت جدا كن     12ژل  
بعـد از بـاز شـدن سـاختار         . قسمت متراكم كننده اسـتفاده شـد      

 مركاپتواتـانول و سـديم      -2گذاري حاوي    پروتئين با بافر نمونه   
ــه در  ــرار دادن نمون ــولفات و ق حــرارت جــوش،  دودســيل س

اري شده و سپس با ولتاژ      ذهاي ژل بارگ   ها روي چاهك   پروتئين
 شده سپس با كمك     الكتروفورزهاي   نهنمو.  شد الكتروفورز 120

بافر انتقال و الكتروفورز از روي ژل به كاغذ نيتروسلولز منتقـل            
وسـترن بـلات براسـاس برنامـه متـداول و بـا اسـتفاده از                . دش

ــي ــي  آنت ــادي پل ــال  ب ــه ژن  (Polyclonal)كلون ــزي علي  NS3 ب
 250 بـه    1رقت   . انجام گرفت  Abcamخريداري شده از شركت     

 TBS (Tris Buffered Saline)بادي در بافر نمكـي   ياز اين آنت
 ساعت در حالـت چرخـان بـا غـشاي حامـل             2مدت   تهيه و به  

حـاوي  ( TBSTخوبي با بافر     پروتئين مواجه گرديده و سپس به     
بـادي ثانويـه كونژوگـه بـا        در مرحله دوم آنتـي    . شسته شد ) توئين

هيه شده  بادي بزي ت   بادي خرگوشي ضد آنتي    پراكسيداز يعني آنتي  
 سـاعت بـا     1مـدت     بـه  5000 به   1 نيز با رقت     Sigmaاز شركت   

بـادي   پس از شستشوي اين آنتـي     . دشغشاي نيتروسلولزي مواجه    
زاي سوبـستراي پراكـسيداز       در انتها محلول رنـگ     ،TBSTبا بافر   

ــا     [ ــدين يـ ــو بنزيـ ــي و دي آمينـ ــافر نمكـ ــامل بـ  DABشـ
(Diaminobenzidine) [         شاي براي پديـدار شـدن رنـگ بـه غ ـ

  .حاوي پروتئين اضافه و پس از ظهور رنگ با آب شسته شد
  

   نتايج-3
   روي سرم بيمارNested-RT-PCR نتيجه حاصل از -3-1

 مكمـل آن    DNA محـصول    RT-PCRپس از انجام روش     
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 براي تكثيـر    Nested-PCRعنوان الگو در دو مرحله واكنش        به
ــارز   pNS3ژن  ــنش روي آگ ــتفاده و واك ــورد اس ــد 1 م  درص
 بيمـار نـشان داد كـه ايـن          4 روي   PCRنتايج  . تروفورز شد الك

 بيمار ژن مورد نظر را بـه ميـزان مناسـب         3روش قادر است در     
هـا شـايد بـه دليـل         عدم تكثيـر در يكـي از نمونـه        . تكثير نمايد 

مشكلات مربوط به نگهداري صحيح سرم يـا عوامـل تكنيكـي            
ترتيب  وم به هاي اول و د    به دنبال تكثير ژن در مرحله     . ديگر بود 
 روي ژل PCRبـازي طـي واكـنش         جفت 933 و   1285قطعات  

  .دست آمد به
  

   كلون نمودن ژن تكثير شده در ناقل كلونينگ-3-2
 T4با استفاده از آنزيم      pNS3پس از تخليص ژن از ژل، ژن        

بعـد از ترانـسفورماسيون     . دش ـكلون   TAليگاز به درون پلاسميد     

هاي سفيد انتخـاب و از       كلونياين محصول به درون باكتري ابتدا       
 كارايي اين روش مطابق     . انجام گرفت  Colony-PCRها   روي آن 
در اين پـژوهش    اي كه    گونه  بسيار بالا بود به    محققان حاضر انتظار  

 95-90 كلـوني آبـي و        داراي  كنترل منفـي   هاي صد درصد نمونه  
 ضـمن    در .بـود  كلوني سفيد     داراي  كنترل مثبت  هاي درصد نمونه 

 يهـاي سـفيد بـسيار زيـاد        كلـوني يت كشت باكتري نيـز      روي پل 
-Colony روش   .وجـود داشـت    كلوني آبي     كمي  تعداد نسبت به 

PCR         درصد بـسيار    با آغازگرهاي داخلي اختصاصي نشان داد كه
در پلاسـميد    pNS3 هاي انتخاب شده حاوي ژن     بالايي از كلوني  

پـس از تأييـد كلـون شـدن ژن، ژن تكثيـر شـده               ). 1شـكل   (بود  
pNS3       با كمك هضم آنزيمي باBglII     از ميان پلاسميد نوتركيب 

و توسط كيـت اسـتخراج از ژل از روي ژل           ) 1شكل  (بريده شده   
  .دشبا غلظت مناسب بازيابي 

  

  
  

وجود . BglIIم آنزيمي با     با استفاده از هض    TA  كلونينگ  درون ناقل  pNS3 بررسي وجود ژن     )سمت راست  در ناقل كلونينگ؛     pNS3كلون نمودن توالي     نتايج   1شكل  
سمت .  استFermentas كيلوبازي از شركت 1 با ساختار صحيح در كنار نشانگر TA گر وجود ژن و ناقل ترتيب نمايش  كيلوباز به3 و تقريباً 930هاي  دو قطعه با اندازه 

هايي كه با سـتاره   ستون ( وجود موارد زياد مثبت؛گرهاي اختصاصي با استفاده از آغازTA درون ناقل pNS3 براي تشخيص توالي Colony PCR نتايج حاصل از )چپ
  . قابل توجه استFermentasبازي از شركت   جفت100بازي در كنار نشانگر   جفت930هاي انتخابي و توليد قطعه   در بين كلون)اند مشخص شده(*) 

  
و مقايـسه آن بـا       pNS3 نتيجه تعيين توالي     -3-3

  هاي مرجع ويروس
هـاي    ژن كلـون شـده دو نمونـه از كلـون           درستييد  براي تأي 

. يـابي ژنـي ارسـال شـد        انتخاب شده حاوي ژن براي انجام توالي      
  افـزار تـصحيح و بازيـابي شـده      توالي خوانـده شـده توسـط نـرم        

هـاي ديگـر     هـاي مرجـع بـا ژنوتيـپ        هاي ويروس  و سپس با ژن   
  ا  ام،حفاظت شده است نسبتاً NS3كه ژن  با وجود آن. دشمقايسه 

  
  
  
  
  

 بررسي حاضر هاي قابل توجهي بين توالي ژن كلون شده          تفاوت
 ويـروس   1هاي ژنوتيپ    هاي مرجع حتي در مقايسه با ژن       و ژن 

كه اين ژن در حال حاضـر نقـشي          با وجود آن  . نيز وجود داشت  
 امـا نتـايج درخـت فيلـوژني         ؛در تعيين ژنوتيپ ويروسي ندارد    

هاي ژنتيكي بين   بي تفاوت خو  به Mega3افزار   نرمترسيم شده با    
ايـن  . هـاي گونـاگون ويـروس را بـه نمـايش گذاشـت             ژنوتيپ

  ها از هـم بـا يـك فاصـله           درخت فيلوژني ضمن افتراق ژنوتيپ    
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هايي در تـوالي     داد كه با وجود تفاوت     نشان مي  ژنتيكي مناسب، 
pNS3    هـاي مرجـع، ايـن        با انواع ژن   بررسي حاضر  كلون شده

 كـه در    اسـت  ويـروس وابـسته      1a توالي به سر شاخه ژنوتيپ    
  . نمايش داده شده است2شكل 
  

  
  

 pNS3 درخت فيلوژني رسم شده براي تعيين ژنوتيپ و تشابه توالي            2شكل  
در » NS3 design«تكثير يافتـه از بيمـار ايرانـي؛ تـوالي تكثيـر يافتـه بـا نـام         

 . قرارگرفته است1aسرشاخه ژنوتيپ 

  

  
  

به درون سازه بيـاني بـا        pNS3 توالي    تشخيص الحاق و تعيين جهت     3شكل  
 روي پلاسـميد حـاوي      PCR )1سـتون    متفـاوت؛    Colony-PCRكمك دو   

pNS3      باز نشانگر راست جهـت بـودن ژن          جفت 1150و وجود قطعه تقريبي
 )3سـتون    خالي،   IRES كنترل منفي، پلاسميد     )2ستون  ،  pNS3الحاق يافته   

PCR      روي پلاسميد حـاوي pNS3   بـاز    جفـت 930يبـي  وجـود قطعـه تقر     و
 كيلوبـاز از شـركت      DNA 1 نشانگر   )Mستون  ،  pNS3نشانگر وجود توالي    

Fermentasصورت كنترل استفاده شده است  به.  

سـازي ژن در سـازه بيـاني          نتايج كلـون   -3-4
IRES-pNS3.  

 از ناقـل كلونينـگ بـا واكـنش          pNS3ده  شاستخراج  توالي  
-Colony ايجنت ـ.  كلون شـد   IRESاتصال به درون سازه بياني      

PCR     هاي باكتري حاوي    درصد متوسطي از كلوني    نشان داد كه
pNS3              درون پلاسميد بودنـد و روي ژل آگـارز قطعـه حـدود

ــاز ايجــاد مــي  جفــت930 ــد  ب ــا اســتفاده از ). 3شــكل (كردن ب
 تعيين جهـت ژن درون      CMVآغازگرهاي اختصاصي پروموتر    

گـر   ديColony PCR با اسـتفاده از يـك   IRES-pNS3 سازه
 بـاز بـالاتر از      150كه آغـازگر حـدود       به دليل اين  . انجام گرفت 

 1150اي حــدود   ژن طراحــي شــده بــود، قطعــهATGكــدون 
شـد كـه نـشانگر جهـت درسـت        نوكلئوتيد روي ژل پديدار مي    

  ).3شكل ( درون سازه بود pNS3توالي 
  

ــان  -3-5 ــابي بي ــلولpNS3 ارزي ــاي   در س ه
 293يوكاريوتي 

 توســط GFPهــا، بيــان پــروتئين  ولآوري ســل قبــل از جمــع
عنـوان يـك روش غربـالگري انجـام          ميكروسكوپ فلورسانس به  

هـا در درجـه اول نـشانگر انتقـال            در سـلول   GFPوجود  . گرفت
 RNA.  اســت293هــاي  مناســب ســازه بيــاني بــه درون ســلول

عبور .  جداسازي شد  RNAها پس از ليز، با كيت استخراج         سلول
 ريبـوزومي   RNA وجـود بانـدهاي      اين قطعات روي ژل آگـارز،     

 RT-PCR. هـا را نـشان داد      عنوان ابزاري براي تعيين كيفيت آن      به
با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي مرحله دوم نيز با توليـد يـك             

 pNS3 پيك اختصاصي تـوالي  RNAبازي وجود     جفت 930باند  
بـا توجـه بـه      .  نمايش داده شده است    4را تأييد كرد كه در شكل       

 و بـا    GFP و نيز توليد پـروتئين       pNS3 پيك توالي    RNAتوليد  
 و ژن مـورد نظـر       GFP، ژن   IRESكه در سازه بياني      توجه به اين  

 بنـابراين  ،شـود   دو سيستروني بيـان مـي      RNAاغلب توسط يك    
 .هست نيز   pNS3اي از توليد احتمالي پروتئين        نشانه GFPظهور  
  .دشت استفاده حال براي تأييد بيشتر از روش وسترن بلا با اين
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 و  RT-PCR نتيجه   )سمت راست ؛  293هاي    در سلول  IRES با وسترن بلات توسط سازه بياني        pNS3 و توليد پروتئين   RT-PCR با روش    pNS3ارزيابي بيان    4شكل  
 نمونـه ترانـسفكت   )2سـتون   آزمـون اول،  IRES-pNS3 نمونه ترانسفكت سازه )1ستون ، pNS3بازي به نشانه مثبت بودن بيان ژن       جفت 930بيان يك باند نزديك به      

، PCR كنتـرل منفـي      )5سـتون   ،  pNS3 كنترل مثبت، نمونه پلاسميد حاوي ژن        )4ستون   بدون ژن،    IRES نمونه كنترل سازه     )3ستون   آزمون دوم،    IRES-pNS3سازه  
 30 نتيجه وسترن بلات و ظهور يك باند به انـدازه تقريبـي              )سمت چپ . عنوان كنترل استفاده شده است      به Fermentas كيلوبازي از شركت     DNA 1 نشانگر   )Mستون  

  . خريداري شده بودFermentasاز شركت  SM1811  نشانگر پروتئيني با شماره كاتالوگ)Mستون .  استpNS3كيلودالتون نشانگر بيان پروتئين 
  

 ترانـسفكت شـده بـا سـازه         293وسترن بلات با ليز سلول      
كلونال اوليه انجام گرفت و      بادي پلي  گيري از آنتي   بياني و با بهره   

 31-30در محـدوده     نتايج وجود يك بانـد هرچنـد ضـعيف را         
هر چند وزن واقعي اين قطعـه بـه دليـل           . كيلودالتوني نشان داد  

 بـا  ؛يـست  مـشخص ن محققـان حاضـر  جديد بودن توالي بـراي      
هـاي   دست آمده از ديگر مقالات مشابه و توالي        حال نتايج به   اين

 نيـز نـشان داده   4 مشابه بيانگر همين اندازه است كـه در شـكل      
 .شده است

  

   بحث-4
هـاي مختلـف ويـروس       هاي پلاسميدي بيان كننده ژن     سازه

HCV    عنـوان واكـسن      در مـوارد زيـادي بـه        از اوايل دهه اخير
اندازي يا ارتقاي ايمني عليـه       راي ايجاد، راه   پيشگيري ب  -درماني

جا كـه در حـال حاضـر     كار گرفته شده است تا به آن ويروس به 
چندين مورد كارآزمايي باليني با استفاده از اين پلاسميدها انجام          

  ].21، 113، 11، 9، 4 [استشده و در حال بررسي بيشتر 
 يك پـروتئين دوكـاره بـا خاصـيت          NS3ژن غيرساختاري   

ژن  عنـوان آنتـي     هليكازي است كه همواره به     -زيمي پروتئازي آن
كار رفتـه     به HCVهاي مختلف عليه ويروس      مناسب در واكسن  

با نتـايج اميـدبخش اخيـري كـه در     ]. 23،  22[گرفته شده است    
 بيـان كننـده ژن      DNAهـاي درمـاني      كارآزمايي باليني واكـسن   

NS3   ـ  ؛]13،  5[دست آمده است      در سوئد به  ن ژن در    اهميت اي
 HCVهـاي آتـي بـراي ويـروس        موارد طراحي و توليد واكسن    

كـه   بـا وجـود آن    .  است شده دو چندان    DNAهاي   ويژه سازه  به
زايي ژن كامل    هاي مختلف ايمني   اكثر مطالعات گذشته به مزيت    

NS3  اما نتايج چنـد مطالعـه در لولـه آزمـايش            ،اند  اشاره نموده 
گـري بـر      سـركوب  آثـار  NS3نشان داده اسـت كـه ژن كامـل          

 مطالعه ديگـري نيـز نـشان داده    ].24، 17[ دارد APCهاي   سلول
شـود    مـي  APCهـاي    كه اين ژن منجر به مرگ سلولي در سـلول         

از نظر تئوريك شايد يكي از علل اين امر وجـود خاصـيت             ]. 16[
هـاي   رو حذف قـسمت    از اين .  هليكازي پروتئين باشد   -پروتئازي

كـارگيري قـسمتي از      هليكازي و بـه    -مربوط به فعاليت پروتئازي   
توانـد بـه     جـاي طـول كامـل ژن مـي         زايي به  ژن با خاصيت ايمني   

  ].18[ارتقاي ايمني سلولي حاصل از واكسن كمك بيشتري نمايد 
 يـك   NS3زايي ژن     به دليل اهميت ايمني    حاضردر تحقيق   

با توجه  . سازه بياني حامل بخش مياني آن طراحي و ساخته شد         
الي كاهش ايمنـي توسـط طـول كامـل ايـن ژن، از               احتم آثاربه  

زا سود برده شد كه در       عنوان توالي ايمني   اي در ميانه ژن به     ناحيه
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برگيرنده دو سوم انتهـاي دومـن پروتئـاز و ناحيـه كـوچكي از               
در تحقيقي كه اخيـراً انجـام گرفتـه تـوالي           . ابتداي هليكاز است  

 مخمـر بيـان     زايي در يـك واكـسن      مشابه اين ناحيه براي ايمني    
 اسـتفاده  (Core) و كور    NS3هاي   كننده يك ساختار مركب ژن    

دهد ايمني سلولي بـه ميـزان مناسـب در          شده كه نتايج نشان مي    
ده اســت و روش از ســلامت كامــل شــمــدل موشــي تحريــك 

تاكنون مطالعـات چنـداني بـا اسـتفاده از          ]. 18[برخوردار است   
و اغلب از   ] 25 [ انجام نشده  NS3هاي كوتاه شده از ژن       قسمت

هاي ديگر بهره گرفتـه شـده اسـت          طول كامل آن با يا بدون ژن      
رسد اين طراحـي جديـد بـيم         نظر مي  با اين وجود به   ]. 27،  26[

 در عملكرد   NS3ناشي از احتمال تداخل آنزيمي پروتئين كامل        
  . را به ميزان زيادي كاهش خواهد دادAPCهاي  سلول

س در كـشور و نيـز پاسـخ          ويرو 1به دليل فراواني ژنوتيپ     
 در اين مطالعه از سرم      ،]28[نامناسب اين گروه در مقابل درمان       

 ويـروس و آغازگرهـاي اختـصاصي        1بيماران مبتلا به ژنوتيپ     
 ويـروس   1aبراي تكثير توالي اختصاصي مربـوط بـه ژنوتيـپ           

نتايج تعيين توالي روشن ساخت كه به دنبال        . استفاده شده است  
هـاي   ها و مقايـسه بـا تـوالي        ديف نمودن توالي  ر يابي و هم   توالي

 تكثير شده متعلـق     pNS3مرجع و رسم درخت فيلوژني، توالي       
 بـه هـدف خـود       محققان حاضر  و بنابراين    است 1aبه ژنوتيپ   

بـا وجـود    از سويي   . ند رسيد 1 با ژنوتيپ    pNS3مبني بر تكثير    
كه اين ژن در حال حاضر نقشي در تعيين ژنوتيپ ويروسـي             آن

هاي ژنتيكي بين    خوبي فاصله  به اما نتايج درخت فيلوژني      ،دندار
ايـن  ]. 29[هاي گوناگون ويروس را به نمايش گذاشت         ژنوتيپ

  ها از هم با يك  درخت فيلوژني ضمن توانايي در افتراق ژنوتيپ

 تكثير شده به شـاخه      pNS3خوبي تعلق توالي     فاصله ژنتيكي به  
1a   يد بتوان از ژن كامل يا       شا  ديگر؛ عبارت به.  را مشخص نمود

هاي ديگـر     در مواردي كه امكان دسترسي به توالي       NS3ناكامل  
هـاي ويروسـي    ژني وجود ندارد براي تمايز ژنتيكي بين سـوش    

  .استفاده نمود
 در درجـه اول نـشانگر       293هـاي     در سـلول   GFPمشاهده  

 بـا  ؛ بـود 293هـاي   انتقال مناسب سـازه بيـاني بـه درون سـلول        
 پيك مربـوط بـه      RNAجه به دو سيستروني بودن      حال با تو   اين

د، شو  بيان مي  CMV كه تحت هدايت پروموتر      pNS3آن با ژن    
 نيـز بـود   pNS3اي از توليد پـروتئين    نشانه احتمالاً GFPديدن  

  . و وسترن بلات تأييد شدRT-PCRكه اين امر با نتايج بعدي 
 و وسترن بلات نيز RT-PCRهاي  ارزيابي بيان ژن با روش  

مايانگر بيان مناسب ژن و توليد پـروتئين توسـط سـازه بيـاني              ن
IRES- pNS3بود293هاي يوكاريوتي   در سلول .  

تواند به دليـل حـذف فعاليـت         سازه جديد طراحي شده مي    
هــاي درمــاني يــا   بــراي مطالعــات واكــسنNS3پروتئــازي ژن 

 و بـا هـدف ارتقـاي        Cپيشگيري براي كنترل عفونـت هپاتيـت        
  .شود بيشتر استفاده ،كسن در آيندهزايي وا ايمني
  

  تشكر و قدرداني-5
اين پروژه با حمايت مـالي و مـساعدت معاونـت پژوهـشي              

 88-8-64دانشگاه تربيت مدرس و براساس طرح مصوب شماره         
هـاي    از زحمـات و راهنمـايي       نويـسندگان  .انجام پذيرفته است  

ــروه     ــان گ ــين كارشناس ــي و همچن ــر رجب ــانم دكت ــركار خ س
  .نداسي كمال تشكر را دارشن ويروس
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