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Abstract 
Objective: The aim of the present study was the production of recombinant lentviruses 
that express miR-16. After transduction, altered expression levels of miRNA and its target 
protein were analyzed. 
Methods: A DNA fragment that contained the miR-16 precursor was cloned in a lentiviral 
plasmid. Lentiviral vector particles were produced by transient calcium phosphate co-
transfection of 293T cells with the combined lenti-miR, structural and packaging plasmids. 
Viral supernatants were harvested and concentrated by ultracentrifuge. Virus titration was 
determined by fluorescent microscopy and flow cytometry. Altered expression levels of miR-
16 were evaluated by real-time PCR; its protein target was evaluated by Western blot. 
Results: The identity of DNA was established by colony-PCR, enzymatic digestion of 
positive clones, and DNA sequencing. After co-transfection of 293T cells with the 
combined lenti-miR, structural and packaging plasmids, viral particles were concentrated 
and the virus titer determined. Maximum expression of the GFP reporter gene was 
obtained in more than 80% of the cells transduced with lentivirus at MOI=1. Real-time 
PCR assay showed that miR-16 expression levels significantly increased in transduced 
cells compared with the control group. As shown by Western blot analysis, miR-16 
overexpression downregulated Bcl-2 expression at the protein level. 
Conclusion: This lentivirus expression system could be considered as a tool for efficient 
delivery of produced miRNAs to cells. 
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 توسط ترانسفكشن miR-16هاي نوتركيب بيان كننده  ويروس توليد لنتي
 293Tهاي  موقت سلول
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  چكيده
ت ايجـاد شـده در   پس از ترانسداكشن، تغييرا .  است miR-16هاي بيان كننده     ويروس  هدف از اين مطالعه توليد لنتي      :هدف

 . و پروتئين هدف آن ارزيابي خواهد شدmiRNAسطوح بياني اين 
سازه نوتركيـب همـراه بـا    .  در پلاسميد لنتي ويروسي كلون شدmiR-16ساز   قطعه ژني حاوي توالي پيش:ها مواد و روش  

 ترانـسفكت  293Tولي فسفات بـه رده سـل  -هاي ساختاري و پوششي ويروس توسط كلسيم      هاي كد كننده پروتئين    پلاسميد
آوري و ذرات ويروسي توسـط اولتراسـانترفيوژ رسـوب داده شـد و تعيـين تيتـر ويـروس توسـط                       سوپ سلولي جمع  . شد

 و پـروتئين هـدف آن   miR-16 سـطوح بيـاني    تغييـرات در . ميكروسكوپ فلورسانت و روش فلوسايتومتري انجام يافـت 
 .ي وسترن ارزيابي شدگذار  و لكهReal-time PCRهاي  ترتيب توسط روش به

يـابي   هـاي مثبـت و تـوالي       ، هضم آنزيمي كلون   PCR- تأييد حضور ژن در پلاسميد و درستي توالي آن توسط كلوني           :نتايج
هـاي سـاختاري و پوشـشي         و پلاسـميد   miR- بـا پلاسـميد لنتـي      293Tهاي   پس از ترانسفكشن همزمان سلول    . انجام شد 

بيـشينه بيـان    . ويروس نوتركيب آلـوده شـدند      هاي مورد نظر با لنتي      شده، سلول  ويروس و تعيين تيتر ذرات ويروسي تغليظ      
GFP     ويروس در    هاي آلوده شده با لنتي      درصد سلول  80 در بيش ازMOI=1  بررسي سـطوح بيـاني      .  حاصل شدmiR-16 

 در miR-16د ويـروس واج ـ  هاي آلوده شده با لنتـي   در سلولRNA نشان داد كه بيان اين ميكرو Real-time PCRتوسط 
 سـبب   miR-16گذاري وسترن نيز نشان داد بـيش بيـان           تجزيه و تحليل لكه   . مقايسه با گروه كنترل افزايش محسوسي دارد      

  .شود  ميBCL-2كاهش بيان پروتئين 
 RNAكرو  رساني مؤثر مقلدهاي مي    عنوان ابزاري در راستاي تحويل     تواند به  ويروسي ارايه شده مي     سيستم بياني لنتي   :گيري نتيجه

  .به سلول پيشنهاد شود
  

  ويروس، ترانسفكشن، ترانسداكشن ، لنتيRNA ميكرو :كليدواژگان
  

  
  

 12-1: ، صفحات1391 بهار، 1، شماره 15، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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  واسطه لنتي ويروس  بهmiR-16بيان  بيش
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  مقدمه
 رده جديــدي از )RNA )microRNA: miRNAميكــرو

درون زادي   نوكلئوتيدي غير كـد كننـده        RNA 22هاي   لكولوم
 كه بيان ژن را در سطح پس از رونويسي از طريق تجزيـه      است  

mRNA بـراي ژنـوم    ]. 3-1[نمايد    مهار ترجمه تنظيم مي    يا/  و
 كـه حـدوداً يـك درصـد         miRNA ژن رمز كننده     1000انسان  

رسد ايـن    نظر مي  به. شود شود، تخمين زده مي    ژنوم را شامل مي   
miRNA            ها تنظيم بيان يك سوم ژنوم انساني را بر عهده داشته 

يـا  طـور مـستقيم     رونوشت را به200 تقريباً  miRNAهر  . باشد
دهد، اين در حالي است كه يـك ژن          غير مستقيم هدف قرار مي    
 تنظـيم   miRNAتواند با بيش از يك       رمز كننده پروتئين نيز مي    

منظـور شناسـايي     اي به  در حال حاضر تحقيقات گسترده    ]. 1[شود  
miRNA   شـان در جريـان      هاي زيستي  ها و عملكرد    ها، اهداف آن

 )UTR-’3( 3′ ناشدني    ها به ناحيه ترجمه    miRNAاتصال  . است
ــل mRNAدر  ــق مكم ــدف از طري ــل اســت   ه ــدگي ناكام . ش

 miRNA 8 الـي    2 توالي مـابين نوكلئوتيـدهاي        با شدگي مكمل
 براي تشخيص توالي هدف مهـم  (Seed Site) )جايگاه اتصال(

 بـازي   22است زيرا تنها ايـن تـوالي از اليگونوكلئوتيـد تقريبـاً             
miRNA 3طور كامل با      به’-UTR   در mRNA     هـدف جفـت 

دهـد كـه     شواهد اخيـر نـشان مـي       با اين وجود  ]. 5،  4[شود   مي
miRNA تواند تنظيم بيان ژن را از طريق اتصال بـه عناصـر              مي
 يـا بـا     UTR-’3 موجـود در      خارج از جايگاه اتصال    تشخيصي

هايي در نواحي رمز كننده رونوشـت نيـز انجـام            اتصال به توالي  
  ]. 7، 6[دهد 

هــاي  كننــده عنــوان تنظــيم ا بــه هــmiRNAنقــش كليــدي 
ريزي  مرگ برنامه هاي مختلف سلولي نظير تكثير، تمايز و         فرايند

 كه در سرطان دسـتخوش تغييـرات        )Apoptosis(شده سلولي   
بـا توجـه بـه ايـن        ]. 9،  8،  1[شود بـه اثبـات رسـيده اسـت           مي

 عنوان انكـوژن   مختلفي به هاي   miRNAهاي وسيع، از     عملكرد
)Oncogene(ز دارنده تومور  يا با(Tumor Suppressor)  در

هاي اختصاصي تغيير يافته در پيدايش و پيشرفت سـرطان           شبكه

 ـ      از آن . شود نام برده مي    هـا در  miRNAجـاي    هجا كـه بيـان ناب
نظـر   هاي انساني گزارش شده اسـت، بـه        طيف وسيعي ازسرطان  

 هـايي كـه داراي      miRNAرسـد بازگردانـدن سـطوح بيـان          مي
ــاز ــور  عملكــرد ب ــدگي توم ــستم  اســتدارن ــا اســتفاده از سي  ب

هـاي    مقلد)Viral Delivery System(رساني ويروسي  تحويل
miRNA   كه mRNA   هاي سرطاني را هدف      هاي ويژه انكوژن

هدف ]. 14-10[دهد، يك استراتژي درماني بالقوه باشد        قرار مي 
 miR-16از مطالعه حاضر سـاخت ناقـل نوتركيـب حامـل ژن             

هاي زيستي كه     هاي شاخص مرتبط با فرايند     miRNAيكي از   (
ــا كـــاهش مـــي بيـــان آن در بـــسياري از ســـرطان   ) يابـــد هـ

بندي  منظور بسته   به 293Tو انتقال اين سازه ژني به رده سلولي         
)Packaging(   هاي بيـان كننـده       ويروس  و توليد لنتيmiR-16   
 293T در رده سـلولي      miRNAنهايت بررسي بيان ايـن      در   و

ــه ــوان  ب ــروس اســت عن ــده وي ــدل ســلولي پذيرن ــين .م    همچن
ــه ژن  از آن ــايي ك ــي ) Bcl-2) B-cell lymphoma 2ج   يك

ــناخته شــده   ــرات ســطوح  miR-16از اهــداف ش    اســت، تغيي
ــروتئين   ــاني پ ــلولBCL-2بي ــاي   در س   MCF-7) Humanه

Breast Adenocarcinoma Cell Line (  ــا ــده ب ــوده ش آل
ا گروه سـلولي كنتـرل       در مقايسه ب   miR-16ويروس واجد    لنتي

  .شود ارزيابي مي
  

 ها مواد و روش

  هاي سلولي كشت رده
ــاي  رده ــلوله ــيط MCF-7و 293T ي س  DMEM در مح

)Dulbecco Modified Eagles Medium( درصـد  10  حـاوي 
ــاله   ــين گوس ــرم جن   ، )Fetal Bovine Serum: FBS(س

 سـيلين  پنيليتر    واحد بر ميلي   100،   گلوتامين - Lمولار    ميلي 2
)Penicillin G ( استرپتومايسين ليتر   ميكروگرم بر ميلي100و
)Streptomycin ( درصـــد 5انكوبـــاتور مرطـــوب بـــا در و   

ــربن و  ــاي دي اكــسيد ك و كــشت  گــراد  درجــه ســانتي37دم
  . شدندنگهداري
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  و همكارانصادق باباشاه
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گيري غلظـت و تعيـين        و اندازه  DNAاستخراج  
  خلوص آن

DNA   فاده از  هاي سفيد خون محيطي با اسـت        ژنومي از گلبول
و غلظـت آن  ] 15[اسـتخراج  ) Salting Out(روش نمك اشباع 

بنفش در طول موج    ي  توسط اسپكتروفتومتري با جذب نور ماورا     
در اين طول موج، جذب برابر بـا عـدد          .  نانومتر سنجيده شد   260

ليتـر   اي در يـك ميلـي       دو رشته  DNA ميكروگرم   50يك، معادل   
تخراج شـده نيـز      اس ـ DNAكيفيت، يكپارچگي و غلظـت      . است

  . بررسي شددرصد 8/0ز روي ژل آگارز ورتوسط الكتروف
  

و تكثير ناحيه ژني    ) Primers(ها   طراحي آغازگر 
  مورد نظر

ــه ــستقيم   آغــازگرحــيمنظــور طرا ب  و )Forward(هــاي م
هـاي نوكلئوتيـدي فرادسـت و         ابتدا توالي  )Reverse(معكوس  

  كـــه روي كرومـــوزوم  miR-16 فرودســـت ژن كـــد كننـــده
 انـــــــساني قـــــــرار دارد از ســـــــايت اينترنتـــــــي 13

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Gene ــت ــپس و  درياف س
هاي حـاوي جايگـاه هـضم آنزيمـي بـا كمـك              طراحي آغازگر 

  : شدصورت زير انجام   به05/3 نسخه GeneRunner افزار نرم
  ):BamHIيگاه آنزيمي داراي جا(آغازگر مستقيم 

.F: 5’-TGG GGA TCC GTA GCA GCA CAT AAT 

GGT TTG-3’. 
  ):XbaIداراي جايگاه آنزيمي (آغازگر معكوس 

.R: 5’-TGA TCT AGA GTC TAT GTT GAA TAT 

AAA TGT GC-3’ 
بــازي حــاوي تــوالي   جفــت500بــراي تكثيــر قطعــه ژنــي 

   بـــه حجـــم PCR، مخلـــوط واكـــنش miR-16ســـاز  پـــيش
 ژنومي استخراج شـده،     DNA ميكروگرم   2وليتر شامل   ميكر 25
ــازگر   1 ــك از آغ ــر ي ــر از ه ــا   ميكروليت ــول در 10(ه  پيكوم

  ، )مــول  ميلــي40 (dNTP ميكروليتــر مخلـوط  5/0 ،)ميكروليتـر 
  كلريــد منيــزيم    ميكروليتــر10X ،4/0 ميكروليتــر بــافر  5/2

 تهيـه   Taq پليمراز   DNA واحد از آنزيم     5/0مولار و     ميلي 100
گـراد    درجـه سـانتي    94  در دمـاي   DNAواسرشتگي اوليه   . شد
  ، سـپس برنامـه تكثيـر زيـر بـراي           شـد  دقيقـه انجـام      5مدت   به

   ثانيـه،   45مـدت    گـراد بـه     درجه سـانتي   94: اجرا شد  چرخه   30
گـراد    درجـه سـانتي    72 ثانيه و    30 مدت گراد به   درجه سانتي  67
در دمـاي    دقيقه   5همچنين واكنش براي مدت     .  ثانيه 40مدت   به

 درجـه   4گراد ادامه يافت و در انتهـا در دمـاي             درجه سانتي  72
   روي ژل آگــارز PCRمحــصول . داشــته شــد گــراد نگــه ســانتي

  Ethidium (آميزي شـده بـا اتيـديوم برومايـد          رنگ  درصد 5/1
Bromide(    هاي   باند  و بنفش مشاهده ي   ماورا ة با استفاده از اشع

  .بازي سنجيده شدظاهر شده با نشانگر اندازه يك كيلو
  

  
  

 CMVتوانـد تحـت پرومـوتر         ژن مـورد نظـر مـي       ؛ نقـشه پلاسـميد    1شكل  
)Cytomegalovirus(  كاست بياني ژن گزارشگر       همراه باGFP   دشـو  كلون .

 پلاسـميد  (Multiple Cloning Site: MCS) چندگانـه  سـازي  همسانهمحل 
دي از جملـه    هاي محدود كننده متعـد     هاي محل برش براي آنزيم     داراي توالي 

BamHI و XbaIاست .  
  

  pCDH در پلاسميد miR-16ژن سازي  همسانه
 و پلاسميد مورد نظـر و سـپس     PCRهضم آنزيمي محصول    
 (Gene Cloning) ژن سـازي  همسانهاتصال اين دو اساس روند 

-pCDH-CMV-MCS-EF1در اين تحقيق از پلاسميد      . است

cop GFP شركت System Biosciences )حاوي كه) آمريكا 
  Green( (GFP) پروتئين فلورسانت سبز   بيان    ژني براي  كاست

Fluorescent Protein ( است استفاده شد) استخراج  ).1شكل
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منظـور    به . شد انجام) آلمان( Invitrogenپلاسميد توسط كيت    
 پلاسميدي تخليص   DNA و   PCR، محصول   سازي ژن  همسانه

 بريـده   XbaI و   BamHIهاي محـدود كننـده       شده توسط آنزيم  
 توسـط  محصولات برش يافتـه      )Ligation(واكنش اتصال   . شد

مطـابق  ) ليتـواني ( Fermentase شركت  ليگازT4 DNAآنزيم 
پس از يك ساعت انكوباسيون در دماي     . .انجام شد دستورالعمل  

 يك شب، مدت   گراد به   درجه سانتي  4اتاق و نگهداري در دماي      
گراد غير    درجه سانتي  75 دقيقه در دماي     15مدت   آنزيم ليگاز به  

  .شدفعال 
  

انتقال پلاسميد كلون شـده بـه سـويه باكتريـايي           
STBL-4     و غربال كردن )Screening (هاي كلون 

 باكتري حاوي پلاسميد نوتركيب
 STBL-4 از سـويه  )Competent Cell(بـاكتري مـستعد   

 ـباكتري اشر  بـه روش كلريـد   )Escherichia coli (كلـي  شياي
اي انتقال پلاسميد نوتركيب به درون باكتري،       بر. كلسيم تهيه شد  

 ميكروليتر از محصول واكنش اتصال در مرحله قبـل بـه يـك              5
 ميكروليتــر بــاكتري مــستعد افــزوده و 50ميكروتيــوب حــاوي 

مخلـوط فـوق در دمـاي       .  دقيقه روي يخ انكوبه شد     30مدت   به
شوك حرارتي داده شد و       ثانيه 90مدت   گراد به   درجه سانتي  42
 ميكروليتـر   800سـپس مقـدار     . اصله روي يـخ منتقـل شـد       بلاف

تيـك بـه   وبي  مايع فاقد آنتـي )LB) Lysogeny Brothمحيط 
 دار  دقيقه در انكوباتور شيكر    90مدت   ميكروتيوب افزوده و به   

)Shaker Incubator( گـراد قـرار     درجه سـانتي 37 در دماي
هـا روي    پس از دريافت پلاسميد نوتركيـب، سـلول       . داده شد 

) Ampicillin(سـيلين    بيوتيـك آمپـي    ليت آگار حاوي آنتـي    پ
 درجـه   37 در دمـاي     يـك شـب   مـدت     و به  ندكشت داده شد  

بيوتيـك   محـيط كـشت حـاوي آنتـي    . گراد انكوبه شدند  سانتي
ند ك هايي فراهم مي   راي باكتري سيلين امكان رشد را تنها ب      آمپي

سـيلين را    ت بـه آمپـي    م ـكه پلاسميد نوتركيب حامل ژن مقاو     
 .اند ريافت كردهد

، بـرش آنزيمـي و تعيـين تـوالي          PCR-كلوني
  DNAمستقيم 

هـاي    ساعت از پايان مرحله قبل، كلـوني       24 الي   18پس از   
ليتـر    ميلـي  5طور مجـزا برداشـته شـد و در           روي پليت به  منفرد  
تيك كـشت داده و در انكوبـاتور        وبي  آنتي حاوي مايع   LBمحيط  
  پـس  . نداد قـرار داده شـد     گر  درجه سانتي  37دار در دماي     شيكر

هـاي كـشت    از باكتري  ساعت، استخراج پلاسميد16از كمتر از   
در صورتي كـه قطعـه ژنـي مـورد نظـر در      . داده شده انجام شد  

 ايـن قطعـه ژنـي بـا         ،پلاسميد نوتركيـب حـضور داشـته باشـد        
روي بنـابراين    قابـل تكثيـر اسـت،        سـازي  همـسانه آغازگرهاي  

ــا PCRش پلاســميدهاي اســتخراج شــده واكــن  رهــاي آغازگ ب
 انجام شد تا در صورتي كه باند مربوط مـشاهده           همسانه سازي 

همچنـين از بـرش آنزيمـي       . شود دليلي بر حضور قطعـه باشـد       
 BamHIهاي محدود كننده  پلاسميد استخراج شده توسط آنزيم   

منظور تشخيص    و سپس الكتروفورز روي ژل آگارز به       XbaIو  
فاقـد  (از كلـون منفـي      ) كيـب حاوي پلاسميد نوتر  (كلون مثبت   

يـابي   نهايـت از تـوالي    در  . نيز اسـتفاده شـد    ) پلاسميد نوتركيب 
  يابي بـا تـوالي ثبـت شـده           و مقايسه نتيجه توالي    DNAمستقيم  

ــي   ــاه اينترنت  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blastدر پايگ
ن از درستي توالي قطعه ژني كلون شـده         منظور حصول اطمينا   به

  .استفاده شد
  

هاي   و پلاسميد  miR-انتقال سازه نوتركيب لنتي   
هـاي پوشـشي و سـاختاري        كدكننده پـروتئين  
  293Tهاي  ويروس به سلول

يد حضور ژن در پلاسـميد و درسـتي تـوالي آن،            يپس از تأ  
ــومتر    ــط بيوفتـ ــده توسـ ــتخراج شـ ــميد اسـ ــت پلاسـ  غلظـ

)Biophotometer( ساعت پيش   24تقريباً حدود   . نجيده شد  س 
ــاي  ، ســلول)Transfection (از ترانسفكــشن  كــشت 293Tه

.  برســند درصــد70  ســطحيداده شــدند تــا بــه تــراكمشــبانه 
، پلاسـميد   miR-ترانسفكشن همزمان پلاسميد نوتركيـب لنتـي      
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pMD2)    و پلاسـميد    ) هـاي پوشـشي    كد كننده پـروتئينPax2 
ــروتئين  ( ــده پ ــد كنن ــاخت  ك ــاي س ــط ) pol و gagاري ه توس

ــامين    ،Lipofectamine 2000) (Invitrogen( 2000ليپوفكت
محيط كشت پس   .  مطابق دستورالعمل سازنده انجام شد     )آمريكا

  . ساعت تعويض شد6از 
  

  تغليظ ذرات ويروسي و تعيين تيتر ويروسي
 ساعت از تعويض محيط كـشت، محـيط رويـي           48پس از   

آوري و   ليد شده است، جمـع    هاي تو  ها كه حاوي ويروس    سلول
انجام )  دقيقه 150مدت   به دور در دقيقه     25000(فوژ  رياولتراسانت

 حـل و    FBS فاقـد    DMEMرسـوب حاصـل در محـيط        . شد
. گـراد نگهـداري شـد       درجه سـانتي   -80تقسيم شد و در دماي      

هاي  هاي توليد و تغليظ شده، سلول      منظور تعيين تيتر ويروس    به
293T  و  150،  100،  50،  10،  5(ويـروس   هاي مختلف     با رقت 

 ساعت ميزان بيـان پـروتئين       48 و پس از     آلوده)  ميكروليتر 250
. نت بررسـي شـد    ا توسط ميكروسكوپ فلورس   GFPگر   گزارش

 مثبت نيز توسـط روش فلوسـايتومتري        GFPهاي   درصد سلول 
ــا ضــريب ) Transduction(تعيــين و ترانسداكــشن  ســلولي ب

 1تقريباً برابر با ) Multiplicity of Infection: MOI(آلودگي 
  .انجام شد

  

  و ارزيابي تغييرات   cDNA ، سنتز RNAاستخراج  
  Real-time PCRتوسط miR-16 بيان 

 تـام از    RNA سازي با ويـروس،    از آلوده  ساعت   48 پس از 
سـتخراج   ا (Trizol) گر ترايزول   توسط واكنش  293Tهاي سلول
 توســط كيــت  miR-16 مربــوط بــه  cDNAســپس . شــد

Stratagene )مطــابق دســتورالعمل شــركت ســازنده ) آمريكــا
عنـوان كنتـرل بـدون       يـك گـروه سـلولي نيـز بـه         .  شـد  ساخته
 ـReal-time PCR نهايـت   در. باقي ماندنـد داكشنترانس ي كم 

 توسط آغازگر معكوس عمومي كيت و       miR-16 منظور تكثير  به
 مقايـسه   در miR-16بيان  . شدآغازگر مستقيم اختصاصي انجام     

تجزيـه و  .  شـد سـنجيده  U6 snRNA  درون زادبيان كنتـرل با 
اي چرخـه آسـتانه      ها توسـط روش بررسـي مقايـسه         داده تحليل

)Comparative Threshold Cycle Method(  ــول   و فرم
-ΔΔCt2  16 [شدانجام.[  
 
  )Western Blotting(گذاري وسترن  لكه

 RIPAاز بـــافر  پـــروتئين تـــام ســـلولي بـــا اســـتفاده 
)Radioimmuno-Percipitation Assay ( استخراج و توسط

SDS-PAGE) Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide  
Gel Electrophoresis ( درصد جداسـازي شـد  5/12روي ژل  .

 )PVDF) Polyvinylidene Fluorideها روي غشاي  سپس لكه
هاي غير اختصاصي توسط انكوباسيون      انتقال يافت و مهار واكنش    

  مـدت    بـه )Blocking Solution( مسدود كننـده  غشا در محلول
در گـام بعـدي، غـشا بـا         .  ساعت در دماي اتـاق انجـام شـد         2

)  آمريكـا  ،BCL-2) Santa Cruzبـادي اختـصاصي عليـه     آنتي
ــه ــدت  ب ــي5م ــاعت و آنت ــه    س ــصل ب ــه مت ــادي ثانوي  HRPب

)Horseradish Peroxidase (مدت يك ساعت انكوبه شـد  به .
)  آمريكـا  ،Santa Cruz(دي بر عليه بتـا اكتـين   با استفاده از آنتي

انجام شد تا ) Loading Control(عنوان كنترل بارگذاري  نيز به
هـا در ژل اطمينـان حاصـل     پـروتئين  از ميزان يكسان بارگذاري

  . شناسايي شدECLدر پايان علائم توسط كيت . شود
  

  نتايج
سـاز   تكثير ناحيه ژني حـاوي تـوالي ژن پـيش         

miR-16. 
ــسب ــذب ن ــوج   DNAت ج ــول م ــده در ط ــتخراج ش    اس

 9/1-8/1 برابر بـا     )A260/A280( نانومتر   280 نانومتر به    260
ــود ــز رالكتروفــو. ب ــدهز روي ژل آگــارز ني  كيفيــت، تأييــد كنن

تكثيـر  .  اسـتخراج شـده بـود      DNAيكپارچگي و غلظت بالاي     
، تنهـا   PCR توسـط    miR-16ساز   قطعه ژني حاوي توالي پيش    

ز معادل بـا انـدازه      ربازي روي ژل الكتروفو     جفت 500يك باند   
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بـودن   توالي مورد نظر ايجاد كرد كـه نـشان دهنـده اختـصاصي      
هاي طراحي شده  اسـت       شرايط دمايي و زماني تكثير و آغازگر      

 ). 2 شكل(

  

  
  

 miR-16ساز    قطعه ژني حاوي توالي پيش     PCR الكتروفروز محصول    2شكل
 )3 و 2سـتون   الگـو،  DNA فاقد  كنترل)1ستون؛  درصد 5/1روي ژل آگارز    

 نـشانگر   )4ستون  ،  miR-16ساز    قطعه ژني حاوي توالي پيش     PCRمحصول  
   كيلوبازي1اندازه 

  

  
  

 كنتـرل   )1سـتون  روي ژل آگارز؛     PCR -الكتروفروز محصول كلوني   3شكل
هـاي   دسـت آمـده از كلـوني        به PCR محصول   )5-2ستون   الگو،   DNAفاقد  

  بازي  جفت100 نشانگر اندازه )6ن ستوحاوي پلاسميد نوتركيب، 
  

ــسفورماسيون  ــايج تران  )Transformation (نت
  ها با محصول واكنش اتصال باكتري

 و PCRپــس از انجــام واكــنش بــرش آنزيمــي محــصول  
 و  BamHIهـاي محـدود كننـده         توسط آنزيم  pCDHپلاسميد  

XbaI          و انجام واكنش اتصال، پلاسميد نوتركيب به درون سويه 
STBL-4 پـس از كـشت     . كلي ترانسفورم شد   شيايتري اشر  باك

سـيلين   بيوتيك آمپي ها روي محيط كشت حاوي آنتي      اين باكتري 
هـاي حـاوي پلاسـميد از      و فراهم آمدن امكـان غربـال بـاكتري        

هـاي رشـد     هاي فاقد پلاسميد، چند ده مـورد از كلـوني          باكتري
نتخاب شـد و پـس از اسـتخراج پلاسـميد واكـنش             مجزا ا يافته  
PCR   ها انجـام گرفـت تـا       روي آن  سازي همسانهرهاي  آغازگبا
د كـه داراي    شـو  پلاسميدهايي براي مراحل بعدي انتخاب       صرفاً

اي از محـصول     نمونـه . باشـد  )بـاز   جفـت  500(قطعه مورد نظر    
  . آمده است3 در شكل PCR -واكنش كلوني

جايي كه در صورت ورود قطعه ژنـي مـورد نظـر بـه               از آن 
دست آمده متعاقب برش آنزيمي      بازهاي به  پلاسميد تعداد جفت  

در مقايسه با پلاسميدهاي غير نوتركيب متفـاوت خواهـد بـود،            
هـاي   ييد كلـون  أ ت برايعنوان روشي    بنابراين از هضم آنزيمي به    

 نتــايج بــرش آنزيمــي پلاســميد 4شــكل . مثبــت اســتفاده شــد
 XbaI و  BamHIهاي محدود كننده     استخراج شده توسط آنزيم   

  .دهد ژل الكتروفورز نشان ميرا روي 
  

  
  

 الگوي الكتروفوزي برش آنزيمي پلاسميد نوتركيب روي ژل آگـارز؛           4شكل  
بـازي،    جفـت  100 نشانگر اندازه    )2ستون   الگو،   DNA كنترل فاقد    )1ستون  
بازي مربوط به حضور قطعه ژني حـاوي تـوالي            جفت 500 باند )4 و   3ستون  
 .ي مربوط به پلاسميد است كيلوباز5/7 و باند miR-16ساز  پيش

  
 كلون شده در پلاسـميد      miR-16ساز   تعيين توالي ژن پيش   

pCDH ييـد كلـون مثبـت      أ ت بـراي عنوان گام نهايي و قطعي        به
و مقايـسه آن بـا      )  الـف  5شكل  (يابي   نتايج توالي . شود تلقي مي 

ــي   ــوالي ثبــت شــده در پايگــاه اينترنت )  ب5شــكل  (NCBIت
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 ـ  جفت500مشخص نمود قطعه   ازي كلـون شـده در پلاسـميد    ب
 بـراي ايـن كلـون مثبـت       .  اسـت  miR-16توالي مربوط بـه ژن      

  .مطالعات بعدي استفاده شد
  

  
  

 miR-16سـاز   دسـت آمـده از تعيـين تـوالي ژن پـيش       توالي به) الف5شكل  
 miR-16سـاز    بلاست نتيجه تعيين توالي ژن پـيش )ب ،مربوط به كلون مثبت 

 NCBIدر پايگاه   ثبت شدهمربوط به كلون مثبت با توالي

  
 هاي نوتركيب ويروس نتايج توليد و تعيين تيتر لنتي

، ناقل  هاي نوتركيب و فعال    ويروس لنتيمنظور دستيابي به     به
ــه همــراه پلاســميدmiR -لنتــي نوتركيــب هــاي كــد كننــده   ب
طور همزمـان در     بندي ويروس به   بستهساختاري و   هاي   پروتئين
جايي كه بالا بودن تيتـر       از آن . د ترانسفكت ش  293Tهاي   سلول

سـزايي   سازي ويروس اهميت به    ويروسي در افزايش توان آلوده    
در ايـن   . دارد، ذرات ويروسي پس از توليد، بايـد تغلـيظ شـود           

شـده،   ترانـسفكت    293T يهـا  تغليظ محيط رويي سلول   راستا  
ذرات ويروسي توليد شده را     مقادير زيادي از    امكان دستيابي به    

هاي  براي تعيين تيتر ويروسي، تعداد ثابتي از سلول       . ودفراهم نم 
293T) 105 ميكروليتر از ويروس تغليظ شده      5با ميزان   )  سلول 

 ساعت، براي تعيـين  48بعد از . هاي رقت آلوده شدند در سريال 
ها تريپـسينه شـدند و توسـط روش فلوسـايتومتري            تيتر، سلول 

تـايج نـشان داد     ن. گيري شد   مثبت اندازه  GFPهاي   درصد سلول 
شكل (اند  ها آلوده شده  درصد سلول80 بيش از MOI=1كه در  

ويروس واجـد     براي لنتي  293Tهاي   تيتر ويروس در سلول   ). 6

miR-16 4/200×106 برابر با TU) Transducing Units ( در
  .ليتر بود ميلي

  

  
  

  
  

 293Tهاي    سلول )الفدست آمده براي تعيين تيتر ويروس؛         نتايج به  6شكل  
، جمعيت سلولي در ناحيه     miR-16ويروس نوتركيب واجد     آلوده شده با لنتي   

 تصوير  )ب.  مثبت است  GFPهاي   دهنده درصد سلول   پايين سمت چپ نشان   
 كه طي آن بيش از      GFPگزارشگر  ژن  ميكروسكوپ فلورسانت در مورد بيان      

زارشـگر  اين ميزان بيشينه از بيـان ژن گ       .  مثبت هستند  GFPها    درصد سلول  80
GFP        مربوط به ترانسداكشن سلول ها در MOI=1     ميكروليتـري  150 و با رقت  

  .از ويروس است
  

ــاني  ــرات در ســطوح بي  پــس از miR-16تغيي
 داكشنترانس

ــان 48پــس از ســپري شــدن  ــوده ســاعت از زم  ســازي آل
 miR-16ويروس، بررسي سطوح بياني       با لنتي  293Tهاي سلول

 شـده و  آلـوده  سـلولي   در دو گـروه Real-time PCRتوسـط  
 در miR-16نــشان داد كــه بيــان  )گــروه كنتــرل(شده نــ آلــوده
 در  ويـروس  ميكروليتـر از     150 شده بـا رقـت       آلودههاي   سلول

گونه كه در    همان. مقايسه با گروه كنترل افزايش محسوسي دارد      
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 در گـروه    miR-16منحنـي تكثيـر     شـود،     ملاحظه مي  7شكل  
قايسه با گروه سلولي كنترل     سلولي آلوده شده با ويروس در م      

محاسـبه ميـزان    . تر وارد فاز تصاعدي تكثير شده اسـت        سريع

 انجام شد   ΔΔCt 2- فرمول    توسط miR-16بيان  ) Ratio(نسبي  
 نـشان داده   8هاي متعدد در شـكل       و نتايج برگرفته از آزمايش    

  .شده است
  

  
  

  
  

 ؛)ب( miR-16ويروس نوتركيب واجد     با لنتي  شده   آلوده و   )الف( كنترل در دو گروه سلولي      miR-16 ساخته شده از روي      cDNAتكثير مربوط به    هاي    منحني 7شكل  
 منحنـي  )شـكل ب . ستا  وارد فاز تصاعدي شده و به خط آستانه رسيده26 در چرخه miR-16 و منحني تكثير 23 در چرخه U6 snRNAدر شكل الف منحني تكثير 

  .ستا  وارد فاز تصاعدي شده و به خط آستانه رسيده22 در چرخه miR-16كثير  و منحني ت23 در چرخه U6 snRNAتكثير 
  

  
  

هـاي متعـدد      برگرفته از آزمـايش    miR-16 بيان   (Ratio) ميزان نسبي    8شكل  
Real-time PCR ؛ افزايش محسوس در سطوح بيانيmiR-16هاي   در سلول
 در مقايسه با سطوح بياني      miR-16ويروس نوتركيب واجد     آلوده شده با لنتي   

  . در گروه سلولي كنترل مشهود استmiR-16پايه 

پـس   BCL-2تغييرات در سطوح بياني پروتئين      
 داكشناز ترانس
اي   داراي اهداف گسترده   miR-16اند كه    ها نشان داده   بررسي

 يكـي   Bcl-2جايي كـه ژن       از آن  ].18،  17[در درون سلول است     
بيـان ايـن ژن در     اسـت، miR-16ترين اهـداف بـراي     از شناخته 

رسـاني   سطح پروتئين بررسي شـد تـا كـارايي سيـستم تحويـل            
هاي هـدف    ويروسي ارائه شده در زمينه مهار ترجمه يكي از ژن         

هاي سرطاني    براي اين منظور سلول    . سنجيده شود  miRNAاين  
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MCF-7   ــروتئين ــان پ ــه داراي بي ــط  BCL-2 ك ــستند، توس  ه
 سـاعت   48ده شـدند و پـس از         آلـو  miR-16ويروس واجد    لنتي

. گـذاري وسـترن سـنجيده شـد         توسط لكه  BCL-2بيان پروتئين   
هاي آلوده شـده     شود، سلول   ملاحظه مي  9گونه كه در شكل      همان

 نـسبت بـه گـروه كنتـرل بانـد           miR-16ويـروس واجـد      با لنتـي  
دهنـده   دهند كه نشان    را نشان مي   BCL-2تري از پروتئين     ضعيف

.  اسـت miR-16 پـروتئين در اثـر عملكـرد    كاهش ميزان بيان اين   
اين در حالي است كه تفاوت محسوسي در شدت باند بتـا اكتـين              
در دو نمونه ملاحظه نشد كه بيانگر تساوي در ميـزان بارگـذاري             

  .ها در دو چاهك است پروتئين
  

  
  

 در BCL-2گــذاري وســترن بيــان پــروتئين   تجزيــه و تحليــل لكــه9شــكل 
؛ كـاهش   miR-16ويروس واجـد     و آلوده شده با لنتي    هاي سلولي كنترل     گروه

عـدم  .  مـشهود اسـت    miR-16بيـان     پس از بيش   BCL-2ميزان بيان پروتئين    
اكتين كه به عنوان كنترل ميزان   -تفاوت قابل ملاحظه در شدت باند پروتئين بتا       

بارگذاري در نظر گرفته شـده اسـت نمايـانگر تـساوي در ميـزان بارگـذاري                 
 .و چاهك استها در د پروتئين

  

  بحث
 در روند تكـاملي موجـودات زنـده         miRNAهاي   مولكول

عنـوان عناصـر     هـا بـه     و نقـش آن    ستا بسيار حفاظت شده بوده   
 تنظيم فرايندهاي مختلف زيستي نظير تكثير، تعيين        برايكليدي  

، 1[ سلولي به اثبات رسيده است       ريزي شده  مرگ برنامه تمايز و   
 ها در طيف وسـيعي      miRNAجاي   هجا كه بيان ناب    از آن ]. 9،  8

رسد افزايش   نظر مي  هاي انساني گزارش شده است، به      ازسرطان
گر تومـور    عنوان ژن سركوب    هايي كه به   miRNAسطوح بياني   

هـاي انـساني دچـار       شناخته شده و در انواع معينـي از سـرطان         
 يك استراتژي درماني بـالقوه در       ستا حذف يا تنظيم منفي شده    

 ها در   miRNAتوانايي  همچنين  ]. 14-12[شد  درمان سرطان با  

هـا در     تمايز به سمت يك رده سلولي خاص يا توانايي آن          يالقا
هاي مولكولي مشخص،    هاي كليدي مؤثر در مسير     تنظيم بيان ژن  
 با  .]19[سازد   ها را در ژن درماني خاطر نشان مي        نقش بالقوه آن  

 miRNAبـر   هاي مبتنـي     اندازي درمان  اين وجود پيش از به راه     
بايد به مسائل چالش برانگيزي نظير ميزان دوز، ويژگي، كارايي،          

رسـاني بـه سـلول نيـز         پايايي، ايمني و مسائل مربوط به تحويل      
  ].21، 20[توجه ويژه داشت 

ــي    ــاني لنت ــستم بي ــتفاده از سي ــروس اس   Lentivirus (وي
Expression System( هـاي   بيـان ژن  منظـور   ابزار مناسبي بـه

بنـدي   بـسته . هـاي پـستانداران اسـت      اغلـب سـلول   خارجي در   
 در ذرات   miRNA ناقل حامـل ژن كـد كننـده          -هاي لنتي  سازه

هاي بياني و بيان متعاقب      مد اين سازه  آويروسي امكان انتقال كار   
سازه بياني انتقـال    . آورد هاي مختلف فراهم مي    ها را در سلول    آن

 ژنـومي  DNAهاي هدف توانايي ادغام به داخـل       يافته به سلول  
 ژن  )Long-Term(موجب بيان پايا و طولاني مـدت         را دارد و  

در مطالعـه حاضـر از سيـستم بيـاني          ]. 22[شـود    مورد نظر مـي   
 در رده سـلولي     miR-16ش بيـان    يمنظـور افـزا    ويروس بـه   لنتي

293T عنوان يك مدل سلولي پذيرنده ويروس اسـتفاده شـد           به .
، افــزايش miR-16اي ســطوح بيــاني  بررســي كمــي و مقايــسه

ــت   ــزان رونوش ــسوسي را در مي ــاي مح ــنه  در miRNA  اي
. نـشان داد  ويـروس نوتركيـب      بـا لنتـي    شـده    آلـوده هاي   سلول

 توســط MCF-7ســازي رده ســلولي ســرطاني  همچنــين آلــوده
 موجـب كـاهش بيـان پــروتئين    miR-16ويـروس واجـد    لنتـي 

BCL-2         كه از اهداف شناخته شده ايـن miRNA    اسـت شـد . 
ويروسـي ارايـه     رساني لنتي   سيستم تحويل  تواناييد  رو انتظار مي 

و در نتيجه ايجـاد      miR-16شده در زمينه افزايش سطوح بياني       
، كاهش در سطوح بياني پروتئين توليد شده توسط ژن هدف آن          

 ها نيز نتايج مشابهي بـه همـراه داشـته           miRNAدر مورد ساير    
 هــا يعنــي miRNAهــاي مــرتبط بــا  باشــد و يكــي از چــالش

بنـابراين  . ها بـه سـلول را برطـرف سـازد        رساني مؤثر آن   ويلتح
 كه به هدف دسـتيابي بـه        هايي تواند در آزمايش   سيستم فوق مي  

   هـا   miRNAهاي درماني مبتني بـر تغييـر سـطوح بيـان             كار راه
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رسـاني مـؤثر      تحويـل  عنوان ابزاري بـراي    بهشود،   اندازي مي  راه
  .توصيه شود به داخل سلول miRNAهاي  مقلد

  

  تشكر و قدرداني
   مولكولي  بخشي از رساله دكتري رشته ژنتيكمطالعه حاضر

با پشتيباني مالي دانـشگاه تربيـت مـدرس انجـام شـده              و   است
نويسندگان مراتب احترام و قدرداني خـود را نـسبت بـه            . است

دانشگاه تربيـت    گروه هماتولوژي گروه ژنتيك و    كليه همكاران   
 ايـن  اجراينجام يافته در رابطه با  هاي ا  مدرس به دليل همكاري   
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