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  چكيده
 ـنـد رونو  ي كه موجـب كنتـرل فرا      است يميك فاكتور تنظ  ي 5پ  يروس ت ي در آدنوو  E1A پروتئين انكو :هدف  يسي
 سبب pRb و p21 از جمله ي مهم سلوليها پروتئينر در عملكرد يي با تغپروتئينن يا. شود يروس مي آدنوويها ژن
هـدف از   . دشـو  يزبـان م ـ  ي م يهـا  روس و ترانسفورم شدن سـلول     ي ژنوم و  ي همانندساز يط مساعد برا  يشرا جاديا

ن مهار ي ا آثار بوده تاRNAi روش با استفاده از HEK 293 يها  در سلولE1Aان ژن يدار بيق حاضر مهار پايتحق
 . شودي فوق بررسيها  سلوليرو

 siRNA د كدكننـدة  ي كنتـرل و پلاسـم  ييد اهـدا ي از دو پلاسـم shRNA و U6ه پرومـوتر   ي ناح :ها مواد و روش  
سـپس  .  شـد  كلـون   ساب pcDNA3.1د  ي در پلاسم  pSP-81 و   pSP81-E1A يها نام  به E1Aه ژن   ي عل ياختصاص

 يهـا   سـلول يها ي ترانسفكت و كلونHEK 293 ي سرطانيها پوفكشن به سلولي ساخته شده با روش ليها سازه
ان ي ب ين عمل رو  يرات حاصل از ا   ييتغ. ندشدن انتخاب   يسيك نئوما يوتيب يترانسفورم شده بر اساس مقاومت به آنت      

  . شدي بررسRT-PCR روش از  با استفادهE1Aژن 
 مورد نظر يدهايها با پلاسم  ترانسفكشن سلولي در پE1Aان ژن يزان بيگر عدم تفاوت در م ها نشان يبررس :نتايج

هـا بـا    ، سـلول  U6ثير روند كلونينگ بـر عملكـرد پرومـوتر   أ بررسي احتمال تبراي. در دو گروه مهار و كنترل بود
 .دش مشاهده E1Aان ژن يند كه مجدداً عدم مهار بشد ز ترانسفكتين يي اهدايدهايپلاسم
 كسب اطمينـان از  براي. مهار قابل توجهي صورت نگرفت هكرنتايج نشان دادند كه با وجود تكرار آزمايش          :گيري نتيجه

نتـايج  . دش ـيـابي   ، تـوالي اسـت  ايـن ژن  s13كه شامل ناحية  ، PCR، قطعة تكثير شده در فرايندE1Aتوالي ژن  صحت
 انتخـاب شـده   siRNAعنوان هـدف بـراي    اي بود كه به  وجود جهش در يك نوكلئوتيد در ناحيه     بايابي   از توالي حاصل  

هـاي اسـتفاده شـده در ايـن           در سـلول   E1Aتوان علت عدم مهار را به وجود اين جهش در ترادف ژن              بنابراين مي . بود
  .ط دانستبومرمطالعه 

 

 .RNAi ،shRNA، 5پ يروس تي، آدنووE1A ،HEK 293: واژگانديكل
  

   مقدمه-1
 HEK 293 (Human Embryonic Kidney)ردة سلولي 

هاي اپيتليالي مشتق شده از بافت جنيني كليـة انـسان            از سلول 
   شـدن بـا     (Transformation)  كه از طريق ترانسفورم    هستند

DNA     هـاي سـرطاني تبـديل        بـه سـلول    5 آدنوويروس تيـپ
 دو فاكتور كليـدي در      E1B و   E1Aهاي   پروتئين. ]1[اند   شده

 ـ آدنـوويروس در  كنترل تكثير      در پـي  . ندهـست هـا    ن سـلول  اي
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HindIII و EcoRI) Fermentas( ســپس قطعــات . دشــ هــضم
هاي مـشابه در پلاسـميد    داسازي از ژل در محل    حاصل پس از ج   

pBluescriptII(-) واكنش الحاق توسط آنـزيم    .  شدند كلون  ساب
T4DNA )Fermentas (  ــشنهادي ــاس روش پي ــر اس ــاز و ب ليگ

در نهايت پلاسميدهاي ساخته شـده       .شركت سازنده انجام گرفت   
يـابي و تـرادف       عمـومي تـرادف    (Primer) آغـازگر با استفاده از    

  .دش بررسي Generunnerافزار  استفاده از نرم با حاصل
  

 pcDNA-U6SnRNAp-shRNA هاي  تهية سازه -2-4
  pcDNA-U6SnRNApو 

 از shRNA ي و تـوال  U6 پروموتري برش قطعة حاوبراي
د ي از پلاسمU6 پروموتر ي و قطعة حاوpSP81-E1Aد يپلاسم

pSP81م ي، از دو آنــــــزHindIII و BamHI )Fermentas( 
 يهـا   قطعات مـورد نظـر در محـل        يده و پس از جداساز    استفا

HindIII و BglIIد ي پلاســمي روpcDNA3.1كلــون شــدند  .
 روش كلـوني   سـاخته شـده از       يهـا  د ساختمان سـازه   ييأت براي

PCR (Colony PCR)يهـا  سازه. دش استفاده يمي و هضم آنز 
ــا ــوان يينهـ  و pcDNA-U6SnRNAp-shRNA تحـــت عنـ

pcDNA-U6SnRNApشدنديرگذا  نام .  
  

 يها  سلولي برا G418ن دوز كشندهييتع -2-5
HEK 293  
در  )(G418 Sigmaبيوتيـك   حداقل دوز كشندة آنتي   براي تعيين 

 هـر چاهـك   يسلول به ازا 4×105ابتدا تعداد  HEK 293هاي  سلول
يـط     ميلـي 3در حضور  (well plate-6)  خانه-6 ظرفدر  ليتـر از مح

 ،200 سـاعت مقـادير   24ذشت پس از گ. كشت كامل كشت داده شد  
 به هـر    G418بيوتيك   از آنتي ليتر ميكروگرم در ميلي   800 و   600 ،400

عنـوان كنتـرل بـدون        افزوده شد و يك چاهك نيـز بـه         ظرفچاهك  
هـا در هـر      سپس محيط كشت سـلول    . بيوتيك در نظر گرفته شد     آنتي

بيوتيـك   محيط كامل همراه با مقادير مشخص شده از آنتي         سه روز با    
در پايان اين مـدت و براسـاس نتـايج           .به مدت دو هفته تعويض شد     

عنوان دوز كـشندة   به ليتر ميكروگرم در ميلي 400دست آمده، غلظت    هب
  .تعيين شد HEK 293هاي  سلول

 ترانسفكشن پلاسميدها با روش ليپوفكـشن      -2-6
(Lipofection)  

 بـا  HEK 293 يها دها به داخل سلوليترانسفكشن پلاسم
ــتفاد ــاميه از لاسـ  و )Invitrogen ((Lipofectamin) نيپوفكتـ

ن يبـد .  شركت سازنده انجـام گرفـت      يشنهاديبراساس روش پ  
 -6 ظـرف  هـر چاهـك در       ي سلول بـه ازا    4×105منظور تعداد   

ليتر از محيط كشت حـاوي سـرم و فاقـد             ميلي 3خانه به همراه    
ه يها تخل ط سلوليدر روز بعد مح . داده شدند  بيوتيك كشت  آنتي
ــا  شستــشو داده PBS (Phosphate Buffered Saline) و ب
 ـاز هـر    ميكروگـرم    2سپس  . شدند  مـورد   يدهايك از پلاسـم   ي

 )Opti-MEM) Invitrogen ميكروليتـر    100استفاده در تحقيـق بـه       
ــد ــافه ش ــه در. اض ــا لول ــاديه ــه مق ــر 2 ري جداگان از ميكروليت

 Opti-MEMاز   ميكروليتـر  100 دن به حجم  ين تا رس  يپوفكتاميل
 ـآنگـاه ا  . گر مخلـوط شـدند    يكـد ي هـر چاهـك بـا        يبه ازا  ن ي

 30مدت  گر مخلوط و سوسپانسيون حاصل به    يها با همد   محلول
پـس از آن    .  شـد  يصورت ثابت نگهـدار    دقيقه در دماي اتاق به    

. دش ـون فوق افزوده    ي به سوسپانس  Opti-MEMتر  يكرولي م 200
ك كـه   ي به هر چاه   يسوسپانسيون نها  ميكروليتر 400ت  يدر نها 
 بـدون سـرم و      RPMI-1640از محـيط    ميكروليتـر  400 يحاو
ــوده افــزوده شــد آنتــي  ســاعت 5پــس از گذشــت . بيوتيــك ب

محـيط   ميكروليتـر  800،  گـراد   درجه سـانتي   37ون در   يانكوباس
 سـپس  .دش ـ سرم به هر چاهك اضـافه   درصد20كشت حاوي  

  . شدندي نگهدارگراد  درجه سانتي37ها در  سلول
  

 هــاي ترانــسفكت شــده ولانتخــاب ســل -2-7
(Transfected cells)  

منظور انتخـاب    ساعت از انجام ترانسفكشن به    72پس از گذشت    
هـاي   ، سـلول  G418بيوتيك   هاي ترانسفكت شده با كمك آنتي      سلول

روز .  رقيق شده و مجدداً كشت داده شدند       1:10هر چاهك به نسبت     
كروگـرم در  مي 400 و بـا غلظـت      G418بيوتيـك    ها با آنتي   بعد سلول 

هـا هـر سـه       دنبال آن محيط كشت سلول     تيمار داده شده و به     ليتر ميلي
بيوتيـك بـه مـدت دو هفتـه          بار با محيط كامل همراه با آنتـي        روز يك 

 ،G418هاي سلولي مقـاوم بـه    پس از ظاهر شدن كلوني. تعويض شد 
  . منتقل شـدند   T25ها تريپسينه شده و هر كدام به يك فلاسك           سلول
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 .EcoR I وHind IIIننـدة  هاي محدودك توسط آنزيم (-)pBluescript II و pSP81 ، pSP81-E1A الكتروفورز ژل آگارز محصولات حاصل از هضم دوآنزيمي پلاسميدهاي 1شكل
در جفـت بـازي    362و جفـت بـازي    2635نمايانگر وجود قطعات    :4 و   3 هاي  ستون ؛ندهست) عنوان كنترل  به( نمايندة پلاسميدهاي هضم نشده      :2و1 هاي  ستون )الف(

 2949  نمايـانگر قطعـات   :1سـتون   )ب( ؛سـت ا pSP81در نتيجة هضم پلاسـميد  جفت بازي  317و جفت بازي  2635 و قطعات pSP81-E1Aنتيجة هضم پلاسميد 
  . است پلاسميد هضم نشده كه به عنوان كنترل:2ستون  ؛pBluescriptIIدر نتيجة هضم دوآنزيمي پلاسميد  جفت بازي 12 و جفت بازي

  
 كـشت   G418بيوتيك   ها در حضور آنتي     هفته سلول  1سپس به مدت    

  .ها از نظر تعداد افزايش يابند داده شدند تا سلول

 
  RT-PCR تام سلولي و RNAاستخراج  -2-8

RNA  ت ي پس از انجام روند انتخاب، با كمك ك        ي تام سلول
RNX plusTM) Cinnagen (ترانـسفكت شـده   يهـا  از سلول 

 تـام   RNA ميكروگرم 3 از   cDNA ساخت   يبرا. استخراج شد 
 مر تيميــدينگــوي بــا كمــك الميكروليتــر 20در حجــم واكــنش 

)oligo-dT(ــز  )RevertAidTM-MuLV )Fermentasم ي و آن
  . استفاده شدشركته شده توسط ي ارابرنامهو بر اساس 

ــه منظــور   ــسي معكــوس، ب   پــس از انجــام واكــنش رونوي
ــر ــنش     تكثي ــر واك ــورد نظ ــة م ــتفاده از  PCRقطع ــا اس   2 ب

ــر  ــه همــراه  cDNAاز ميكروليت ــه شــده ب ــزيم1 تهي    واحــد آن
rTaq) Recombinant Taq ()Fermentas ( و MgCl25/1  
 آغـازگر از هر پيكومول  5، مولار ميلي dNTPs 200 ،مولار ميلي

  .انجام گرفت ميكروليتر 25 ييو در حجم نها
  : كار رفته در اين تحقيق به شرح زير بود ههاي بآغازگرترادف 

E1A (AAN-08102)  

 GATAATCTTCCACCTCCTAGCC:جلويي  
CTCTCACGGCAACTGGTTTAATGG: برگشتي  

(NM-001101) تيناك -بتا  

CACTCTTCCAGCCTTCCTTC :جلويي  

AGTCCGCCTAGAAGCATTTG: برگشتي  

عنـوان كنتـرل      بـه  (β-actin) اكتـين  - بتـا  از ميزان بيـان ژن    
 درصـد  1  روي ژل آگـارز    PCRمحـصولات   . استفاده شـد  داخلي  

 Ethidium) آميـزي بـا اتيـديوم برومايـد     جداسازي و پس از رنگ

bromide)برداري شدند  عكس.  
  

  جينتا -3
 pcDNA-U6SnRNAp-shRNAهاي   ساخت سازه  -3-1
  pcDNA-U6SnRNApو 

ي دكتـر   يبه منظور حصول اطمينان از ماهيت پلاسميدهاي اهدا       
 كلون كردن   براي و پروموتر    shRNAو نيز جداسازي قطعات     هكر  

ــا كمــك  pBluescriptIISk)- (در پلاســميد  از هــضم آنزيمــي ب
  .تفاده شد اسEcoRI و HindIIIهاي محدودكنندة  آنزيم

داد كـه انـدازة قطعـات        بررسي الكتروفورز ژل آگارز نشان    
بيني شده بودند    هاي پيش  حاصل از هضم آنزيمي مطابق با اندازه      

كلونينگ، پلاسميدهاي حاصـل در      پس از انجام ساب   . )1شكل(
يـابي نـشان داد    نتيجة تـوالي . ناحيه مورد نظر تعيين توالي شدند     

 دقيقـاً مطـابق بـا تـرادف         shRNA+ كه ترادف قطعة پرومـوتر      
  .)2شكل(مورد انتظار بود 

  
 الف  1  2 3  4  نشانگر ب 1 2 نشانگر

  
bp 2635  
  
  
  

bp 362  
bp 317 

 bp3000 
bp 2949    bp 2000 
  

  
  bp 500 
  bp 400 
  bp 300 

 

  
bp 3000  
bp 2000  
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) رنـگ سـياه   (U6 snRNA با ترادف اصلي پرومـوتر ) رنگ آبي (pBluescriptII U6snRNAp-shRNA مقايسة قسمتي از توالي قطعة كلون شده در پلاسميد 2شكل 
  .دهد ن مي را نشا)ب( U6  snRNAيابي پروموتر  و بخشي از گراف حاصل از توالي)الف(

  

  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  

  

 الكتروفورز ژل آگارز محصولات حاصل از هضم آنزيمـي پلاسـميدهاي   3شكل 

pSP81 ،pSP81-E1A و pcDNA3.1هاي محدودكنندة  توسط آنزيم Hind III ،
BamH Iو Bgl IIجفـت   900 وجفت بازي  4528دهندة قطعات   نشان:1ستون  ؛

 و Hind III توسط دو آنـزيم  pcDNA3.1حاصل از هضم آنزيمي پلاسميد بازي 
Bgl IIجفـت بـازي    296  و341 و2656نمايـانگر قطعـات    :3و2 هـاي  سـتون  ؛

 بـا دو آنـزيم       pSP81 و   pSP81-E1Aحاصل از هضم دو آنزيمـي پلاسـميدهاي         
Hind III و BamH I نمايندة پلاسـميدهاي هـضم نـشدة    :6 و 5 ،4 هاي ستون؛ 

pcDNA3.1 ،pSP81-E1A و pSP81) دهستن) رلبه عنوان كنت.  
  
  

ــه   از آنجــا كــه پلاســميدهاي اهــدايي، فاقــد ژن مقاومــت ب
 انجام انتخـاب و بيـان       برايهاي يوكاريوتي    بيوتيك در سلول   آنتي

ــد  ــدار بودن ــوتر  ،پاي ــات پروم  از shRNA و U6snRNA قطع

 pcDNA3.1  در پلاسـميد   pSP81-E1A و   pSP81پلاسميدهاي  
ه شده بـا كمـك   هاي ساخت صحت ساختار سازه  . كلون شدند   ساب

  ).3شكل (ييد شدأت  و هضم آنزيميPCRكلوني 

  
هـاي   بررسي كارايي ترانسفكشن سـلول     -3-2

HEK 293با استفاده از ليپوفكتامين   
بــه منظــور حــصول اطمينــان از كــارايي روش ليپوفكــشن، 

 بـه نـام     GFPترانسفكشن مقدار يكسان از پلاسـميد كدكننـدة         
pcDEBΔ-GFP  ــدار ــه مقـ ــا سـ ــر از  7 و 5، 2، بـ ميكروليتـ

   انجــام گرفتــه و ســهHEK 293هــاي  ليپوفكتــامين در ســلول
معكـوس   انجام ترانسفكشن با كمك ميكروسـكوپ    روز پس از  

انجام شـده    بررسي. فلورسانس كارايي ترانسفكشن ارزيابي شد    
ــلول   ــولي از س ــل قب ــداد قاب ــود تع ــشانگر وج ــه  ن ــود ك ــا ب   ه

آنجـا كـه    از  . كردنـد  پلاسميد حاوي ژن گزارشگر را حمل مـي       
 ميكروليتـر مـشاهده   7 و 5تفاوت قابل توجهي در بـين مقـادير       

عنـوان مقـدار مناسـب از         ميكروليتـر بـه    5 مقـدار    بنابرايند،  شن
 انجام ترانسفكشن پلاسميدهاي اصلي انتخاب      برايليپوفكتامين  

  .)4شكل (شد 

  الف

  

 ب

 
1 2 3  نشانگر  4  5 6 

  ز جفت با4528
   جفت باز2656

  
  

     جفت باز900
   جفت باز341
  جفت باز296
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 به روش ليپوفكشن با اسـتفاده از  HEK 293هاي   ترانسفكشن سلول4شكل 
ها نشانگر موفقيت   كه نور تابيده شده از سلولGFPپلاسميد گزارشگر حاوي 

 ميكروليتـر و    5 )ب( ميكروليتـر،    2 نمايانگر مقـدار     )الف(. استترانسفكشن  
با توجه به مشابهت ميزان ترانسفكـشن    .است ميكروليتر از ليپوفكتامين     7 )ج(

نـوان مقـدار مناسـب    ع  ميكروليتـر بـه  5 ميكروليتر، مقـدار  7  و5در دو مقدار 
  .دهد  گروه كنترل فاقد پلاسميد را نشان مي)د(. انتخاب شد

  
-pcDNA ترانسفكــــــشن پلاســــــميدهاي -3-3

U6SnRNAp-shRNA و U6SnRNAp pcDNA-  
 ـن ميـي دنبـال تع  به   HEK 293 يهـا  ت سـلول يزان حـساس ي

ــه آنتـ ـ  ــسبت ب ــوتيب ين ــلولG418ك ي ــم   ، س ــا پلاس ــا ب    ديه
pcDNA-U6snRNAp-shRNAــه ــ  ب ــار ژن منظ  و E1Aور مه

عنوان پلاسميد كنترل، با روش   به pcDNA-U6snRNAp پلاسميد
هاي مقاوم ظـاهر   بعد از دو هفته كلوني. ليپوفكشن ترانسفكت شدند  

  هــا بــا روش و تغييــرات احتمــالي بيــان ژن هــدف در ايــن ســلول
RT-PCRكمـي   نيمه (Semi-quantitative RT-PCR)ـ ارز   يابي

  .)5شكل ( شد
  

هــاي   در ســلولE1A ي بيــان ژنبررســ -3-4
  ترانسفورم شده

ها،  پس از انجام ترانسفکشن و فرايند انتخاب روي سلول

کاهش  در  کدشوندهsiRNAبه منظور بررسي ميزان موفقيت 

 تام سلولي استخراج و  E1A،RNA ژن mRNAمقدار 

در مقايسه با  كمي نيمه RT-PCR روشسپس با استفاده از 

نتيجة . دشعنوان کنترل داخلي بررسي   بهاکتين‐ بتابيان ژن 

 تفاوت E1A ژن mRNAحاصل نشان داد که سطح بيان 

 .استقابل توجهي در بين دو گروه نداشته و تقريباً مساوي 

  .)٦شکل (

  

  
  

هــاي  هــاي ايجــاد شــده از ســلول عكــس ميكروســكوپي از كلــوني 5شــكل 
 نئومايـسين گـر مقاومـت بـه        ترانسفكت شده با پلاسميد حـاوي ژن انتخـاب        

-pcDNA-U6snRNAp هـاي ترانـسفكت شـده بـا پلاسـميد           سـلول  )الف(

shRNA، )هـــاي ترانـــسفكت شـــده بـــا پلاســـميد ســـلول )بpcDNA-

U6snRNAp، )جهـاي گـروه     در گروه كنترل فاقد پلاسميد، كلية سـلول      )ج 
  .اند پس از طي دورة تيمار از بين رفته

  
جود داشت كه دست آمده، اين احتمال و با توجه به نتايج به

، تحت shRNA بيان پايدار برایپلاسميدهاي طراحي شده 

ثير روند كلونينگ قرار گرفته و در نتيجه پروموتر کدكنندة أت

shRNAبراي ارزيابي اين .  قابليت خود را از دست داده باشد

فرضيه آزمايش ديگري انجام شد که هدف از آن بازسازي و 

  . بودهکر تكرار آزمايش انجام شده توسط گروه

اهدايي   با پلاسميدهايHEK 293هاي  به اين منظور سلول

 RNA ترانسفکت شدند، سپس pSP81-E1A و pSP81اوليه 

و   پس از ترانسفکشن استخراج٧٢ و ٤٨تام سلولي در ساعات 

 RT-PCR روش با استفاده از E1Aپس از آن ميزان مهار بيان ژن 

  .دش بررسي کمي نيمه

 E1Aعدم اختلاف در ميزان بيان ژن  از نشان حاصل نتيجة

 در هر دو زمان، نسبت به shRNAدر حضور پلاسميد حاوي 

 اطمينان از تکرارپذير بودن برای. )٧شکل ( حالت کنترل داشت

دست آمده کليه مراحل ارزيابي براي تمامي پلاسميدها  هنتايج ب

  .براي سه مرتبه تکرار شد

الف ب

 د ج

 الف ب

 ج
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هـاي ترانـسفكت      در سـلول   E1A ژن   mRNAكمي بيان    مقايسة نيمه  6شكل  
-pcDNAو ) 1ســـتون  (pcDNA-U6snRNApشـــده بـــا پلاســـميدهاي 

U6snRNAp-shRNA)  ســطح بيــان ). 2ســتونmRNA بــه اكتــين-بتــا ژن 
  .RT-PCR روشكنترل منفي براي انجام ) –. عنوان كنترل داخلي استفاده شد

  

  
  

اي ترانـسفكت   ه ـ  در سـلول   E1A ژن   mRNA بيان   RT-PCRآناليز   7شكل  
 pSP81 ، پلاسـميد  )1سـتون ( pSP81-E1A  با پلاسـميد   48شده در ساعات    

  بـا پلاسـميد    72، در سـاعات     )3ستون(و گروه كنترل فاقد پلاسميد      ) 2ستون(
pSP81-E1A )4ستون(  پلاسـميد ، pSP81 ) و گـروه كنتـرل فاقـد       ) 5سـتون

 ن ژmRNAسطح بيـان   ).7ستون (RT-PCR  كنترل منفي.)6ستون(پلاسميد 
  . به عنوان كنترل داخلي استفاده شداكتين -بتا

  

  E1Aيابي ژن  توالي -3-5
د ش ـ ترانسفكت   هكرها با پلاسميدهاي گروه      پس از اينكه سلول   

 در  E1A مـشاهده شـد، تـوالي ژن         E1Aو مجدداً عدم مهار بيان ژن       
اين كار بـه منظـور   .  مورد بررسي قرار گرفتHEK 293هاي  سلول

هاي طراحي شده بـراي تكثيـر ژن       آغازگركرد  اطمينان از صحت عمل   
E1A    در آزمايش RT-PCR         و همچنين براي بررسـي تـوالي ناحيـه 

 s13 قطعـة    PCRبدين منظور، محـصول     .  بود shRNAهدف توالي   
يـابي   دست آمده از تـوالي     هنتايج ب . دشيابي ارسال     توالي براياين ژن   
ولـي در   . د بـو  E1A ژن   cDNAتكثيـر     ترادف قابل انتظار در    بيانگر
 انتخاب شده بـود در يـك        siRNAاي كه به عنوان هدف براي        ناحيه

  .)8شكل (د شنوكلئوتيد جهش مشاهده 
  

  
  

دهندة وجـود     كه نشان  E1Aيابي ژن    قسمتي از گراف حاصل از توالي      8شكل  
  . است shRNA در ناحية هدف براي توالي جهشيك 

  
 بحث -4

(RNA interference) RNAiوجه به كاربردهـاي   امروزه با ت
هـا در مـسيرهاي مختلـف     فراواني كه در شناسايي عملكرد انواع ژن      
اي  هـاي دو رشـته   مولكـول  .سلولي دارد، بسيار مـورد توجـه اسـت    

siRNA ي بـه دو صـورت ناپايـدار يـا          يتوانند بسته به هدف نها      مي
از مزاياي بيان ناپايدار از طريـق اليگوهـاي         . كار گرفته شوند   هپايدار ب 

آسـاني روش انجـام از     سرعت بالاي مهـار و siRNAش ساختة پي
  داراي طول عمرsiRNAساختة  اما اليگوهاي پيش. نظر زماني است

هاي ترانسفكت شده و ميـزان       نسبتاً كوتاه بوده وامكان ارزيابي سلول     
بـه همـين    . هاي ترانسفكت نشده وجود نـدارد       نسبت به سلول   ها آن

  ]7، 6[. استيان ژن مورد نظر محدود ها در مهار ب ي آنيعلت توانا
 يگوهايدار ال يان ناپا ي روش ب  يها ييبه منظور غلبه بر نارسا    

siRNA  دار  يان پا ي ب يها ستمي از سsiRNA    د ي به واسطة پلاسـم
 بـه واسـطة     shRNAان  يب. شود يده م  استفا يروسي و يها ناقلا  ي

تنها سبب بيان پايـدار و بلندمـدت        نه) روسيا و يد  يپلاسم (ناقل
نيـز   آمـاده را     يگوهايب استفاده از ال   ير معا يد، سا شو ياليگوها م 

 بــراي pcDNA3.1د يق از پلاســميــن تحقيــدر ا. ]9،8[نــدارد 
ــاقل ــاخت ن ــراي مناســب يس ــرادف  ب ــردن ت ــد ك  shRNA ك

  . ]9[ استفاده شد E1A ژن mRNAه ي بر علياختصاص
 بـه عنـوان     5 آدنوويروس تيـپ     E1A پروتئينبررسي عملكرد   

 ويروسي عامل بـروز سـرطان در انـسان از طريـق             پروتئينيك انكو 
 2004 و همكـاران در سـال        هكـر   تنها توسط گروه      RNAi روش

ده بـود تـا بـا مهـار         شدر تحقيق مورد اشاره سعي      . انجام شده است  
موجبـات   HEK 293 هـاي سـرطاني   ول در سـل E1Aفعاليـت ژن  
بـه ايـن منظـور بـا        . دشـو هاي نوتركيب فراهم     پروتئينافزايش بيان   

 
 1 2  ــ  نشانگر

  
EIA s13 )687جفت باز (
EIA s12 )549جفت باز ( 

  
β-actin )354جفت باز (

  
EIA s13) 687جفت باز ( 
EIA s12) 549جفت باز ( 

  

β-actin) 354جفت باز (

  

 1 2 3 4  5  6  7  نشانگر

  

h72 h48 
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 اختـصاصي عليـه     siRNAاستفاده از يك پلاسميد كدكنندة ترادف       
طور ناپايـدار و بـا    به ،U6 snRNA تحت كنترل پروموتر E1Aژن 

 بـه ميـزان   E1Aاستفاده از روش كلسيم فسفات موفق بـه مهـار ژن        
  .]5[ ساعت شده بودند 72 پس از درصد 75دود ح

 در مرحلة  E1Aهدف از تحقيق حاضر مهار پايدار بيان ژن
نيـز  پس از رونويسي و مطالعة اثر آن بر ميزان تكثيـر سـلولي و         

 pRb همانند   پروتئينهاي درگير با عملكرد اين       بررسي بيان ژن  
 بــه منظــور بررســي امكــان HEK 293هــاي   در ســلولp21و

بــراي . بــود اســتفاده از آن بــراي كاربردهــاي درمــاني احتمــالي
هـاي    و واريانـت   E1Aحصول اين هدف با بررسـي تـوالي ژن          

 ـ               ت، اصلي آن سعي شد كـه در نـواحي مـشترك ايـن دو واريان
 اختصاصي به جهـت     siRNA طراحي   برايترين ترادف    مناسب

  .دشومهار اين ژن طراحي 
سه با مقالة منتشر شـده      يپس از يافتن ناحيه مناسب و با مقا       

 ـ) درصـد  99( كي و شباهت نزد   هكرتوسط گروه     يگـو ين ال يب
ت ين واقع ي با توجه به ا     و  و آن گروه   تحقيق حاضر  شدة   يطراح
ار ي بـس  كـارايي  بيـانگر  آن گـروه     وسـيله  بـه ه شـده    يج ارا يكه نتا 

م به استفاده از    ي مورد استفاده آنان داشت، تصم     shRNAمناسب  
هاي  از آنجا كه اين پلاسميدها با نام. ها گرفته شد ترادف انتخابي آن

pSP81   و pSP81-E1A        ،تعيـين   بـراي  فاقد نقشه و توالي بودنـد 
 shRNAت  ها، قطعـا   هويت و اطمينان يافتن از صحت ساختار آن       

كلون  (-)pBluescripII ناقلدر  U6 snRNA به همراه پروموتر
 ـأپـس از ت   . دش يابي يو سپس توال   هـاي مـورد نظـر،       د تـوالي  يي

 pCDNA3.1 بـه پلاسـميد      shRNAقطعات شامل پروموتر و     
هـاي   بيوتيـك در سـلول     گيري از ژن مقاومت به آنتـي       بهرهبراي  

بـا اسـتفاده از روش   ي  يهـاي نهـا    سازه. يوكاريوتي، منتقل شدند  
 ترانسفكت شدند و پس از HEK 293هاي  ليپوفكشن به سلول

.  جداسازي شدند  ،هاي سلولي پايدار   انجام فرايند انتخاب كلوني   
 ـن در ايپوفكتاميل روند استفاده از   كارايين  يهمچن ن مطالعـه بـا   ي

د يعنـوان پلاسـم     بـه  GFP پروتئين كدكنندة   يدهايكمك پلاسم 
  .ديات رسز به اثبيگزارشگر ن
   در چنــدE1Aان ژن يــ بــر بshRNAان يــر بيثأ تــيبررســ

 مهـار جداگانـه نـشانگر عـدم         هـاي  شي و در آزما   يمتوال تكرار
 ترانـسفكت شـده     يها ان ژن هدف در سلول    يزان ب يتفاوت در م  

 ـ در مقا  pcDNA-U6snRNAp-shRNAد  يبا پلاسـم   سه بـا   ي

 .حالت كنترل بود

 بـراي بازسـازي     با توجه به نتايج حاصل از ايـن مرحلـه و          
  بـا پلاسـميدهاي  HEK 293هـاي   ، سـلول هكرآزمايش مقاله 

آنـاليز نتـايج    .  ترانسفكت شـدند   هكراستفاده شده توسط گروه     
RT-PCR   بيـانگر  پس از ترانسفكـشن  ]5[ ساعت   72 و   48 در 

، در  shRNA توسط پلاسميد كدكننـدة      E1Aعدم مهار بيان ژن     
  .دو زمان نسبت به حالت كنترل بودهر 

 ـنظر به ا    ـ   ني  ترانـسفكت شـده بـا    يهـا   در سـلول يكـه حت
 ـز شاهد عدم تغ   ي ن هكرگروه   يدهايپلاسم  ـر در ب  يي  E1Aان ژن ي
 ـجهـش   م اين احتمال در نظر گرفته شد كه ممكن است           يبود ا ي

 مـورد  HEK 293 يهـا   سـلول E1A ژن يي در تـوال يها جهش
 ـ ا يبه منظـور بررس ـ   . وسته باشد ياستفاده به وقوع پ    ن احتمـال   ي

  . شديابي ي توالE1A ژن PCRمحصول 
دهندة صـحت تـرادف بـود ولـي در           نتايج حاصل از آن نشان    

 انتخاب شده بـود شـاهد       siRNAعنوان هدف براي     اي كه به   ناحيه
جهـش در    بنابراين از آنجا كه وجود هـر گونـه        . يميك جهش بود  

عـدم اخـلال     موجب   siRNA ژن هدف مولكول     mRNAترادف  
د و در   ش ـ خواهد   RNAi روشآميز در بيان آن ژن توسط        موفقيت

ده است كه حتي يك تغيير تـك نوكلئوتيـدي          شاين راستا گزارش    
ان تـو  در ترادف نيز قادر به ايجاد نقصان كامل در فرايند شـود، مـي             
هـر  . علت عدم مهار در اين مطالعه را وجود اين جهش عنوان كرد           

 نقص در فرايندهاي بلـوغ و عملكـرد         مانندچند احتمالات ديگري    
 استفاده شـده در ايـن   HEK 293هاي   در سلولsiRNAمولكول 

  .توان به طور كلي ناديده گرفت تحقيق را نيز نمي
انسفكـشن  دست آمـده بـه دنبـال تر        هج ب يطور خلاصه نتا   به
 ـ بـر عل   shRNA كدكنندة   يدهايپلاسم  كـه توسـط     E1Aه ژن   ي
 ـ و همكاران استفاده شده بود و عدم مـشاهدة كـاهش ب            هكر ان ي
 ي  و مشاهدة جهش در توالHEK 293 يها  در سلولE1Aژن 

 ژن هـدف    mRNA يجاد جهش در توال   ين ژن نشان داد كه ا     يا
 توانـد موجـب اخـتلال در مرحلـة اتـصال      ي م RNAi روشدر  

siRNA  ـة هدف و بـه دنبـال آن عـدم تجز          ي به ناح   mRNAة  ي
علاوه بـر   . دشو RNAiند  يت اخلال در فرا   يمورد نظر و در نها    

 بازدارنـدة   يهـا  ي تـوال  يآور سم عمل ين صحت عملكرد مكان   يا
RNA  ـكاهش ب  رگذار بر يثأتواند جز عوامل ت    يها م   در سلول  ان ي

  . شودRNAi روشژن توسط 
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