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  .14115-331: تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، گروه بيوشيمي باليني، صندوق پستي :نشاني مكاتبه*
Email: taghi_mo@modares.ac.ir 

  

   براي ترانسفكشنايمين اتيلن پلي استفاده از يي دو سيستم انتقالي بااكار

DNA پلاسميد حاوي ژن E7 16 ويروس پاپيلوماي انساني نوع  

  COS-7هاي  به داخل سلول

  5فتيأ، سيما ر4، حوريه سليمانجاهي3، ناهيد قاسمي*2خاني ، محمد تقي1اعظم بوالحسني

  ي دكتري، گروه بيوشيمي باليني، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران دانشجو-1
   استاد، گروه بيوشيمي باليني، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران-2
  ن كارشناس ارشد، گروه بيوشيمي باليني، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرا-3
  شناسي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران  دانشيار، گروه ويروس-4
  پاستور ايران، تهران، ايران ، بخش ايمنولوژي مولكولي و تحقيقات واكسن، انستيتواستاد -5

  

  8/8/87: تاريخ پذيرش  22/4/87 :تاريخ دريافت
  

  چكيده

هـا   هـا و ويـروس     زاي مختلف اعم از انگل      در مقابل عوامل بيماري    يي براي ايجاد ايمني   DNA هاي  واكسن :هدف
 پاسخ ايمني قوي بـستگي بـه ميـزان          ي واكسن براي القا   DNAتوانايي  . اند  گسترده مورد استفاده قرار گرفته     طور  به

 عنـوان  بـه  پلاسـميدي    DNAسازي روش انتقال     بنابراين بهينه . هاي يوكاريوتي دارد   بيان پروتئين كد شده در سلول     
 ناقلين  اخيراً. استيي مهم   DNAيكي از مراحل مهم در افزايش بيان پروتئين مورد نظر براي پيشبرد واكسيناسيون              

هـاي   ثـر ژن بـه داخـل سـلول        مؤ انتقـال    هـاي   سيـستم  عنـوان   بـه غيرويروسي از قبيل پليمرها و پپتيدهاي كاتيوني        
 توسـط   16 ويروس پاپيلوماي انساني نـوع       E7فكشن ژن   يي ترانس ادر اين بررسي، كار   . اند يوكاريوتي شناخته شده  

  .دو ناقل غيرويروسي در شرايط آزمايشگاهي ارزيابي شد
در مقيـاس   ) pEGFP-E7 (16 ويروس پاپيلوماي انساني نـوع       E7يي كدكننده ژن    DNAساختار   :ها مواد و روش  

 دالتـون كيلو 25 با وزن ملكولي     ايمين  يلنات  پليسپس از دو سيستم انتقالي شامل پليمر         .زياد با خلوص بالا تهيه شد     
 در  E7 پلاسـميد حـاوي ژن       DNA بـراي ترانسفكـشن      PEI600-Tatصورت كونژوگـه     ه پپتيد ب  -و هيبريد پليمر  

  .شرايط آزمايشگاهي استفاده شد
 25 ايمـين   اتـيلن   پلـي  كـه توسـط هـر دو سيـستم انتقـالي             E7 ترانسفكـشن ژن   دش مشخص   تحقيق در اين    :نتايج

 ايـن دو   ترانـسفكت شـده توسـط        COS-7هـاي    مقايسه ميزان سـلول   . شود انجام مي  PEI600-Tatوني و   كيلودالت
  .است Tat از فرم كونژوگه آن با پپتيد بيشترمجزا  صورت به ايمين اتيلن پلييي اسيستم انتقالي نشان داد كه كار

در مقابل   ايمين  اتيلن  پلييستم انتقالي    با س  E7يي ترانسفكشن ژن    اكه كار داده شد   بررسي نشان   در اين   : گيري  نتيجه
 مانع استفاده   ايمين  اتيلن  پلي سميت    بايد در نظر داشت كه     بيشتر است اما   در شرايط آزمايشگاهي     PEI-Tatسيستم  

 DNAثـر   مؤ و انتقال    PEI600-Tatبنابراين با توجه به سميت كمتر سيستم انتقالي         . شود  مياز آن در شرايط زنده      
  .استيي اين سيستم جديد در شرايط زنده داراي اهميت زيادي ا، بررسي كارپلاسميد توسط آن

  

  .Tat ،E7، پپتيد ايمين اتيلن پلي ترانسفكشن، ناقل غيرويروسي، :واژگانكليد

 كوتاهمقاله 
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  مقدمه -1
  

 ، يـك روش مهـم در درمـان امـراض گونـاگون            درماني  ژن

  انـسان وابـسته بـه توسـعه        درمـاني   ژنموفقيت  . رود  مي شمار  به

 درمـاني را بـه      هـاي   ژن انتخـابي    طـور   بهري است كه بتواند     ابزا

 منظـور  بـه .  كارا و ايمن انتقـال دهـد  صورت بههاي هدف   سلول

، DNAموفق، تغليظ و فشرده شدن       طور  بهرسيدن به انتقال ژن     

حفاظت آن از تجزيه توسط نوكلئازها و انتقال آن در سـيتوزول            

 ضروري اسـت     به داخل هسته سلول    DNAو در نهايت انتقال     

 روي ناقلين ژنـي غيرويروسـي بـراي         اي  هتحقيقات گسترد ]. 1[

 بـا   توانـد   مـي ثر ژن وجود دارد كـه       مؤ انتقال   هاي  سيستمتوسعه  

 بـزرگ يـا     هـاي   ژنتوانايي بررسي   . ناقلين ويروسي رقابت كند   

 همزمان، آساني تهيه طور به مختلف درماني ژناستفاده از چندين 

ت توليد بالا و هزينه پايين، پايداري نسبي        در مقادير زياد با قابلي    

 مهـم ايـن     هاي  ويژگي ، از طي ذخيره و آساني تجويز به بيماران      

  ].2[ انتقالي هستند هاي سيستم

 پاسخ ايمنـي    ي اسيد نوكلئيكي براي القا    هاي  واكسنتوانايي  

 يوكـاريوتي   هـاي   سـلول شـده در     كارا با ميزان بيان پروتئين كد     

 به داخل سـلول در       برهنه DNAبرداشت   .ارتباط تنگاتنگ دارد  

در حـال حاضـر     . فقدان يك عامل انتقال كارا بسيار اندك است       

 يـك راه ايمـن بـراي انتقـال اسـيد            عنوان  بهناقلين غيرويروسي   

برخـي از   .  تحـت بررسـي هـستند      هـا   لنوكلئيك به داخل سـلو    

ــداو ــر لمت ــامل  ت ــاقلين غيرويروســي ش ــيين ن ــيلن پل ــين ات  ايم

(Polyethylenimine: PEI)،دنـــدريمرها  (Dendrimers)، 

 و تعدادي از انواع پپتيـدها       ليزين  پلي ،(Chitosan) كيتوزان

  DNAوند كـه ماهيـت كـاتيوني دارنـد و قادرنـد بـا               ش ـ  مي

 الكتروسـتاتيك، كمـپلكس     هـاي   كـنش   ميـان برهنه از طريـق     

  ].3[تشكيل دهند 

PEIيي ا كيلودالتـون يـا بيـشتر، كـار        25ا با وزن ملكـولي      ه

 در  DNA بالايي را براي انتقـال       (Transfection) نسفكشنترا

ز  ا(in vivo)بـدن    و(in vitro) آزمايـشگاهي  هـر دو محـيط  

اننـد در محـيط   تو مـي   PEIي آمـين ها هگرو. اند هخود نشان داد

 اندوسـيتوز شـده را از       DNAاسيدي اندوزوم پروتونه شوند و      

فـزايش  ا. ي ليزوزومـي حفاظـت كننـد      هـا   زتجزيه توسط نوكلئا  

بايـستي بـه     بدن در محيط    PEIيي ترانسفكشن توسط ناقل     اكار

 در نظر گرفته شود تا بتـوان از   (Toxicity)همراه حداقل سميت

پپتيـدهاي  ]. 5،  4[ثـر اسـتفاده كـرد        مؤدرمـاني   ژناين ناقـل بـراي      

دسـته  ) Cell penetrating peptides: CPPs(نفوذكننـده سـلولي   

هـا،  CPPيكي از بهتـرين     .  هستند جديدي از عوامل جابجايي غشاء    

 1نـوع    نقص سيستم ايمني انسان       ويروس Tatبخش بازي پروتئين    

(Human Immunodeficiency Virus Type 1: HIV-1) 
 بدون ها ل پلاسميد به داخل سلوDNA براي انتقال    تواند  مي كه   است

.  سمي كمتر استفاده شـود آثار سلولي و با يآشفتگي در پايداري غشا 

 صــورت بــه HIV-Tatپپتيــد ســنتزي پلــي كــاتيوني پــروتئين نــانو 

RKKRRQRRR7، 6 [استدهنده ترانسفكشن  ، يك افزايش.[  

 ـ       ي ژن غيرويروسـي    هـا   لدر حال حاضر، طراحي جديـد ناق

 با وزن   ��PEI پپتيد نظير اتصال كووالان      - هيبريد پليمر  صورت  به

ي تشكيل  پپتيدها براTatبه )  دالتون2000كمتر از (ملكولي پايين 

در اين ]. 8، 2[ي ملكولي كاتيوني صورت گرفته است ها هكونژوگ

 پلاسـميد   DNAيي ترانسفكـشن    ا به كـار   اي  هبررسي، نگاه مقايس  

 PEI600-Tat و    كيلودالتـوني  PEI 25توسط دو سيستم انتقـالي      

  .تحت شرايط آزمايشگاهي ارائه شده است

  

  ها شمواد و رو -2

 16 يلومـاي انـساني نـوع      ويـروس پاپ   E7با اسـتفاده از ژن      

(Human papillomavirus Type 16: HPV-16)  عنـوان  بـه 

 با استفاده از ساختار     pEGFP-E7 مدل، انتقال پلاسميد     ژن  آنتي

ــگر  ــزار GFP (Green Fluorescent Protein)گزارش  و اب

 كيلودالتــوني و PEI 25ترانسفكــشن غيرويروســي از قبيــل   

پيش . يشگاهي انجام شد   در شرايط آزما   PEI600-Tatكونژوگه  

 در پلاســميد E7از انجــام مراحــل ترانسفكــشن، كلونينــگ ژن 

ــد  ــل ژن ك ــده  حام ــاز،  GFP) pEGFP-N1 ،7/4كنن ــو ب  كيل

Clontech ( براي توليد پلاسميد بيان كننـده ژن        . انجام شدE7 ،

ي محـدودالاثر   هـا   م با آنزي  pcDNA-E7هضم آنزيمي پلاسميد    

BamHI/HindIII  ز اسـتخراج ژن     پس ا .  صورت گرفتE7 از   
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 بيـاني   ناقـل  از   BglII/HindIIIروي ژل آگارز، در مكـان كلونينـگ         

pEGFP-N1  سـپس پلاسـميد     .  كلون شدpEGFP-E7     بـه داخـل 

 DNA.  ترانـسفورم شـد    DH5α گونـه  اشرشـياكلي باكتري مـستعد    

ي نوتركيـب توسـط روش ليـز        هـا   ي از كلون  E7پلاسميد حاوي ژن    

 تخلـيص و توسـط      Qiagen شـركت    Midi-kitقليايي با استفاده از     

PCRهاي آغازگر و با استفاده از(Primers) ييـد شـد  أ اختصاصي ت .

 و  (pEGFP-E7) ميكروگرم از سـاختار ژنـي مـورد نظـر            10سپس  

ــرل   ــميد كنت ــا ) pEGFP(پلاس ــا  PEI 10ب ــولار ب  NrE ميكروم

(Nitrogen resorption efficiency) 5 ،7 ،10) NrE شامل تعداد 

 DNAي فسفات در نمونه ها لارز با مو  همPEIيتروژن در   ي ن ها  لمو

 PEI600-Tatو نيز كونژوگـه     )  محلول دارد  pH كه بستگي به     است

 عوامل مورد استفاده در     عنوان  به ميكروگرم   150 و   80،  5،  2با مقادير   

 ،HBS) HEPES-buffered saline ترتيب در بافرهاي ترانسفكشن به

7/4pH=( و (Phosphate Buffered Saline) PBS مخلــوط و  

  

مخلوط براي مـدت يـك      .  شدند (Vortex) براي چند ثانيه ورتكس   

سـپس ايـن مخلـوط بـه        . ساعت در دماي آزمايشگاه نگهداري شـد      

 در  COS-7سـلول    5/0 × 105 حـاوي    اي  ه خان 4ي كوچك   ها  فظر

 ساعت در   48  و 24مدت    هر چاهك انتقال داده شد و انكوباسيون به       

 85 و رطوبـت      درصـد  CO2 5گـراد بـا       رجه سـانتي   د 37انكوباتور  

ــتدرصــد ــار.  صــورت گرف ــرل  يي اك ــميد كنت ترانسفكــشن پلاس

)pEGFP ( و پلاســـميد حـــاوي ژنE7پ و توســـط ميكروســـك

  .درخشان سبز رنگ ارزيابي شد تلؤلؤفلورسانس و با مشاهده 

  

  نتايج -3

 كلــون pEGFP در انتهـاي آمينــي ناقــل  E7 HPV-16ژن 

 نيز بيان و    GFP، ژن   E7 صورت بيان شدن ژن      بنابراين در . شد

  .است E7فلورسانس ايجاد شده نمايانگر بيان ژن 

  

  

  

  

  

  

  

  )ب(  ) الف(    

  

  

  

  

  

  

  

  )  ه(  ) د(  ) ج(    

 ـ     pEGFP انتقال پلاسميد    )الف ( توسط ميكروسكوپ فلورسانس   pEGFP-E7 و   pEGFP ترانسفكت شده با     COS-7هاي   نماي سلول  1شكل   ستم انتقـالي    با اسـتفاده از سي

PEI 25   5  كيلودالتوني با نسبت NrE=ب( ؛(    انتقال پلاسميد pEGFP-E7       با استفاده از سيستم انتقالي PEI 25      5  كيلودالتـوني بـا نـسبت NrE=؛ )انتقـال پلاسـميد     )ج 

pEGFP      ميكروگرم سيستم انتقالي     80 با استفاده از دوز PEI600-Tatانتقال پلاسميد    )د( ؛ pEGFP-E7  ميكروگرم سيـستم انتقـالي       5ه از دوز     با استفاد PEI600-Tat  و 

  .PEI600-Tat ميكروگرم سيستم انتقالي 150 دوز )  ه(
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ــلول ــاريوتي   س ــاي يوك ــا  COS-7ه ــده ب ــسفكت ش  تران

ــسبتpEGFP و pEGFP-E7ســاختارهاي  ــزان ن ــه مي ــاد اً ب  زي

ــانس  ــالي  GFPفلورس ــستم انتق ــتفاده از سي ــا اس  PEI 25 را ب

هـا در سـلول      دند كه نمايانگر بيـان ايـن ژن        نشان دا  كيلودالتوني

يي ترانسفكشن با اسـتفاده     اكار. تحت شرايط آزمايشگاهي است   

   مـشابه بـود امـا در نـسبت          تقريبـاً  PEIهاي مختلـف     از نسبت 

5 NrE=بالاتر بود .  

ــكل  ــف و ب( 1ش ــار) ال ــشن اك  و pEGFPيي ترانسفك

pEGFP-E7  ــتفاده از ــا اس ــسبت PEI را ب ــا ن  در =NrE 5  ب

  .دهد مي نشان COS-7 هاي لسلو

ــه كــردن GFPهمچنــين بيــان    هــاي ســلول توســط انكوب

COS-7 ــا ــدDNA ب ــميد ك ــده   پلاس ــا GFPكنن  E7-GFP ي

  مقـادير   پلاسـميد برهنـه يـا تركيـب شـده بـا            DNA صورت  به

در )  ميكروگــرم 150و  PEI600-Tat) 2، 5، 80افــزايش يافتــه  

 پلاسـميد   DNA انكوبه كردن بـا   . شرايط آزمايشگاهي ارزيابي شد   

 سـاعت   48 و   24ي را پـس از      فلورسانس هيچ   ،عنوان كنترل   برهنه به 

  . نشان ندادCOS-7هاي  بعد از ترانسفكت كردن سلول

 ترانسفكت شـده بـا      COS-7 يوكاريوتي   هاي  سلولدر اين آزمايش،    

pEGFP-E7 فلورســانس ســطح افــزايش يافتــه GFP در دوزهــاي 

يي ابنابراين كار . اختصاص دادند  را به خود     PEI-Tatبالاتر كونژوگه   

 با افزايش مقدار كونژوگـه بهبـود        PEI600-Tat/DNAترانسفكشن  

  . استPEI600-Tat ميكروگرم 150يابد و بهترين دوز  مي

 ميكروگـرم از    80 فاقد ژن در دوز      GFP بيان كننده    هاي  سلول

PEI600-Tat در مقابــل، . ) ج1شــكل ( نــشان دادنــد فلورســانس

ــانس ــرم از 5 در دوز pEGFP-E7 فلورس  PEI600-Tat ميكروگ

 PEI600-Tat ميكروگرم   150 را در    فلورسانس حداكثرآغاز شد و    

 در مقـادير    PEI600-Tat/DNAي  هـا   سبنابراين كمپلك . نشان داد 

ي كه به بيان پـروتئين      هاي  سلول را توسط    DNAمشخص، برداشت   

ه نتـايج مـا نـشان داد ك ـ       . كننـد  ، تسهيل مي  شود  ميمورد نظر منجر    

ــپلك ــا سكم ــردن  PEI600-Tat/DNAي ه ــسفكت ك ــراي تران  ب

  . در شرايط آزمايشگاهي كارا بودندها لسلو

  PEI600-Tat بــا اســتفاده از E7يي ترانسفكــشن ژن اكــار

  .ت نشان داده شده اس)د، ه( 1در شكل )  ميكروگرم150 و 5(

  بحث -4

هاي انتقـالي غيرويروسـي مختلـف          استفاده از سيستم   اًاخير

منظـور افـزايش توانـايي        پليمرها و پپتيدهاي كاتيوني بـه     ويژه    به

DNA      هـاي سـلولي بـسيار مـورد           براي ورود به داخل سيـستم

 / DNAهـاي     شرايط تشكيل كمـپلكس   . توجه قرار گرفته است   

 PEI/DNA 25 يـا    PEI600-Tat/DNAسيستم انتقـالي نظيـر      

هـا اثـر مهمـي روي سـطح بيـان ژن و                و نسبت آن   كيلودالتوني

  ].2، 1[ از حمله نوكلئازها دارد DNAفاظت درجه ح

ــه حاضــر، فلورســانس  ــا GFPدر مطالع ــشاهده شــده ب  م

 در  هـا   نيي انتقال و بيان ژ    اپ فلورسانس نشانگر كار   وميكروسك

با توجه به نتايج حاصل از اين مطالعه،        .  بود COS-7هاي   سلول

 DNAيي بـالايي را بـراي انتقـال         اهر دو سيـستم انتقـالي كـار       

يي ا امـا كـار    دهنـد   مي تحت شرايط آزمايشگاهي نشان      پلاسميد

PEI 25              كيلودالتوني بيشتر است هـر چنـد ايـن سيـستم بـراي 

ايـن  . يستاستفاده در شرايط زنده به علت سمي بودن مناسب ن         

 DNAهاسـت كـه ترانسفكـشن        نتيجه برخلاف برخي گـزارش    

پلاسميد را در شرايط آزمايشگاهي توسط سيستم جديد انتقالي         

PEI600-Tat   مشابه PEI 25   در ]. 8،  2[داننـد    مـي  كيلودالتوني

 فاقـد   pEGFPد كه براي انتقال پلاسميد      شاين تحقيق مشاهده    

، مقادير بالاتري از سيستم انتقـالي       pEGFP-E7ژن نسبت به انتقال     

PEI600-Tat    آن اسـت كـه      دهنـده   نشاناين يافته   . است مورد نياز 

اي براي انجام   از اهميت ويژهنوع ژن و نسبت بارهاي مثبت به منفي    

براي انتقال ژن مورد نظر     بنابراين  . ثر برخوردار است  مؤترانسفكشن  

  بـدن  وآزمايـشگاهي    ط در هر دو شـراي     PEI600-Tatبا استفاده از    

 بايستي در نظـر گرفتـه شـود تـا           DNAهاي مختلف ناقل به      نسبت

  .بهترين شرايط در كمترين ميزان سميت حاصل آيد

  

   قدردانيتشكر و -5

هـاي مـالي      هـا و حمايـت      نويسندگان اين پـروژه از كمـك      

صندوق پژوهشگران كشور وابسته به رياست جمهـوري كمـال          

 .تشكر را دارند
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