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یوتیوکاریيهاستمین در س  ید پروتئ یجهت مطالعات تول   ،ترمناسب یحاضر، مشخص نمودن رده سلول     يهدف ازمطالعه :مقدمه

.شدارزیابیپروتئین نوترکیب هدفو RNAبیانیدر سطوحشدهایجادتغییراتترانسفکشن،ازپس.باشدیم
به منظور بررسی بیان ژن مورد نظر و تولید پروتئین نوترکیب : هامواد و روشE6 در 16پاپیلوما ویروس انسانی تیپ

به . استفاده گردیدCHOو MCF7ز دو رده سلولی متفاوت یو نpcDNA3-E6هاي مورد آزمایش، از پلاسمید نوترکیب سلول
و آزمایش ) RT-PCR(پلیمراز معکوسيارهیزنجهدف بوسیله واکنش نیو پروتئRNAن منظور به دنبال ترانفکشن، بیانیا

.دیگردیابیارزAnti-E6و مونوکلونال آنتی بادي SDS-PAGEوسترن با استفاده از ژل يگذارلکه
هـاي   غلظت بسیار پایین پروتئین تولیدي در سـلول       ل  ین مطالعه به دل   یدر ا : هایافتهMCF7 ،  آزمـایشRT-PCR ومثبـت

.هر دو آزمایش ذکر شده مثبت شدندCHOسلولیردهدرکهاستحالیدراینشد،منفیآنبلاتینگوسترنآزمایش
  شود از سلول    با توجه به نتایج بدست آمده توصیه می       : گیريبحث و نتیجهCHO         به منظور ترانسفکشن و تولیـد پـروتئین

.استفاده گرددست یر نین امکان پذیپروتئيد بالایکه تولییهاستمینوترکیب در س
ترانسفکشن، : هاي کلیديواژهMCF7،CHO،RT-PCR،وسترن بلاتینگ.

چکیده
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مقدمه
مهم در درمان بیماریهاي ژنتیکـی و        يانهیانتقال ژن، زم  

خـارجی بـه درون      DNAن منظور ورود    یاکتسابی است و به ا    
مهم در زیست شناسی     ي، به عنوان ابزار   1)نترانسفکش(سلول  

معمـولاً ).1،2(باشـد یمطرح م ـ ساختمانی و عملکردي سلول   
مختلـف يهـا سلوليریبکارگبایروسیويهاژنترانسفکشن

MCF7و CHOیسلول يهاردهانیمنیااز،ردیگیمانجام

بـا استفاده شده است، کـه     يادیبه طور جداگانه در مطالعات ز     
انتخابهاسلولمطالعه،نوعوسلولیذاتيهایژگیوبهتوجه

:ها عبارتند ازهاي مرسوم ترانسفکشن سلولروش.شوندیم
-DEAEکلـسیم فـسفات،  :ییهـاي شـیمیا  روش) الف

dextranانتقال وDNAمصنوعی2هايبوسیله لیپوزم.
و 4میکروانجکشن،3الکتروپوریشن :هاي فیزیکی روش) ب

.5انتقال توسط ذرات بیولیستیک
.)1(هاي نوترکیب ویروسیاستفاده از ناقل)ج

هـاي یوکـاریوتی،    نظر از روش انتقال ژن به سـلول       صرف
در ابتـدا مـواد      .براي بیان ژن سـه مرحلـه بایـد انجـام پـذیرد            

.لولی عبـور کـرده و وارد سـلول شـوند          ژنتیکی باید از غشاء س    
سپس باید این مواد در سلول رها شده تا بتوانند به محـل اثـر               

. تواند سیتوپلاسـم یـا هـسته باشـد منتقـل شـوند            خود که می  
آزاد  DNAن و در مرحله آخـر انتقـال ژن،          یان پروتئ یجهت ب 

١).3،4(شده باید فعال شود

از جملـه لیپیـدهاي کـاتیونی        ییایمیش يهاکاربرد روش 
در این روش   ). 5-7(گزارش شد    1987اولین بار در سال      يبرا

1. Transfection

2. Liposomes

3. Electroporation

4. Microinjection

5. Biolistic particles

به  با استفاده از لیپیدهاي کاتیونی وزیکولهاي غشایی مصنوعی       
ترکیـب کـاتیونی   .شـود نام لیپوزوم و با بـار مثبـت ایجـاد مـی        

توانایی اتـصال   بوده و  DNAاتصال به مولکول    حاصل قادر به    
به غشاء با بار منفی را دارد و با آندوسیتوز یا فیـوژن بـا غـشاء                 

از مزایاي لیپوزوم ها می توان بـازده        . )8،9(شودوارد سلول می  
هاي سلولی که به دکـستران      بالا و توانایی ترانسفکت رده     نسبتاً

). 10،11(بردنام و کلسیم فسفات سازش ناپذیر هستند،
را درDNA لیپوزوم ایـن توانـایی را دارد کـه   در ضمن

اندازه هاي مختلـف از الیگـو نوکلیوتیـد گرفتـه تـا کرومـوزوم               
48-72هـا معمـولاً   سـلول ). 8(مصنوعی مخمر انتقـال دهـد     

آوري جمعنسفکشن، جهت مطالعات بیان گذرااساعت بعد از تر  
بهترین زمان بسته به نوع سلول، زمان تقسیم سـلول          . شوندمی

.کندو خصوصیات خاص بیانی ژن ترانسفکت شده فرق می
pcDNA3یوتیوکـار ییانی ـبوکتـور ازمطالعـه نیادر

موجــود يهــاروشسهیــســپس بــا مقا. اســتفاده شــده اســت
نکـه  یال  ی ـبـه دل   .گـردد یانسفکشن، روش مناسب انتخاب م    تر
اس ی ـژه همـراه بـوده و در مق  یبا مشکلات وE6 نید پروتئیتول

ن یشده اسـت از ب ـ ین مطالعه سعیرد، در ا  یگیمحدود انجام م  
، دو  با قدرت بـالا بـه منظـور ترانسفکـشن         موجود و    يهاسلول

ن یزان پـروتئ یمید و بررسیتوليبراMCF7وCHOل سلو
.مورد نظر استفاده گردد

هامواد و روش
تهیه پلاسمید

به منظور بررسی بیـان ژن مـورد نظـر و تولیـد پـروتئین         
هـاي  در سـلول   16پاپیلوما ویروس انسانی تیـپ       E6نوترکیب  

اسـتفاده   pcDNA3-E6مورد آزمایش، از پلاسمید نوترکیب      
اسـید آمینـه   150از پاپیلوما ویروس تقریبـاً   E6پروتئین  . شد

باشـد  یمKDa18و وزن تقریبی آن ) 13(تشکیل شده است
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pcDNA3پلاسـمید مـورد اسـتفاده در ایـن پـژوهش      ).14(

)Invitrogen (هـاي  پلاسـمید حـاوي پرومـوتر ژن       این. بود
Aهـاي پلـی     و تـوالی   T7و باکتریوفاژ  CMV،SV40اولیه  

ــه ــوط ب ــیSV40وBGHمرب ــشأ. باشــدم ــین من همچن
پلاسـمید نوترکیـب    . است ColE1همانندسازي آن مربوط به     

.یید گردیدو ژن مورد نظر با تعیین توالی تأذکر شده تهیه

کشت سلول و ترانسفکشن
هــاي ســلولدر ایــن مطالعــه از دو رده ســلولی متفــاوت

CHO  نین  و همچ  اپی تلیالی هامستر چینی    با منشأMCF7

هـا در   سـلول . استفاده گردیـد   از منشأ آدنوکارسینوماي پستان   
محـیط کـشت    . کـشت داده شـدند     Co2%5با   c˚37انکوباتور  

RPMIمورد استفاده  سـرم جنـین   %10غنی شده بـا  1640
ــا غلظــت  گــاو ــه ب ــود ک ــی بیوتیــکg/mlμ100ب ــاي آنت ه

یـک روز  . استرپتومایسن و پنی سیلین به آن افزوده شـده بـود     
خانه حاوي محیط    6هاي  ها در پلیت  قبل از ترانسفکشن سلول   

به طوریکـه در هـر خانـه      بدون آنتی بیوتیک کشت داده شدند     
هـا بایـد در  تعداد سلول . سلول وجود داشته باشد   2-5/0×105

پر درصد  90-95حدي باشد که در زمان ترانسفکشن به اندازه         
lμ250پلاسـمیدي بـه     DNAاز   gμ4به میزان   . شده باشد 

2000محــــیط کــــشت بــــدون ســــرم از لیپوفکتــــامین  
)Invitrogen(    به میزانlμ10   بهlμ250      از محـیط بـدون

مـورد   DNAسرم افزوده شد و به همراه رقـت تهیـه شـده از              
. دقیقــه در دمــاي آزمایــشگاه انکوبــه شــدند5نظــر بــه مــدت 

با هـم ترکیـب و سـپس بـه     ) و لیپوفکتامین DNA(هاي  رقت
در ایـن   . دقیقـه در دمـاي آزمایـشگاه انکوبـه شـدند           20مدت  

پـس  . شـود میلیپوفکتامین تشکیل    -DNAمرحله کمپلکس   
از مخلوط فوق به هر خانه پلیت افزوده lμ500از انکوباسیون،   

هـا  شد و از طریق حرکت جلو و عقب بـا محـیط رویـی سـلول            
ساعت در انکوبـاتور     4-5خانه به مدت     6پلیت  . مخلوط گردید 

c˚37       هـا پـس از گذشـت       قرار داده شد و محیط کشت سـلول
بهالبته. شدویضتعسرم%10زمان ذکر شده با محیط حاوي       

منفـی کنتـرل هايسلولبرايترانسفکشنعملهمزمانطور
١.استفاده نشدDNAازآنهادرکهشدانجامنیز

 ـزنجوسـیله واکـنش     ه  بررسی بیان ژن ب    يارهی
)RT-PCR(پلیمراز معکوس

RNAاگـر    .رحله از بیان ژن نسخه برداري است      اولین م 

تولیــد شــده باشــد، یعنــی ژن بیــان شــده و اگــر بیــان نــشود 
RNA  شوداي نیز ساخته نمی .RT-PCR یک روش سریع، و

ن مـورد نظـر را      تواند بیـان ژ   باشد که می  العاده حساس می  فوق
قادر است یکسري اطلاعات نیمـه کمـی در مـورد            تأیید کند و  

ایی بررسی بیان ژن نیـاز بـه شناس ـ       . میزان بیان ژن نشان دهد    
ــزان  ــق می ــه تکثیــر   PCR.داردmRNA دقی ــر پای ب

توسـط  RNAبنـابراین ابتـدا   . باشـد مـی DNAهـاي زنجیره
DNAفرایند شـناخته شـده رونویـسی معکـوس تبـدیل بـه              

ــی ــودم ــنش  .ش ــپس واک ــر روي PCRس ــل DNAب مکم
(cDNA)1  ساعت پس   48ن اساس،   یبر ا ). 15(شودانجام می

براي اسـتخراج   . صورت گرفت RNAاز ترانسفکشن استخراج    
RNAــلول ــتخراج   از س ــت اس ــده از کی ــسفکت ش ــاي تران ه
RNA  يRNX-PLUS)جهت حذف  . استفاده شد ) سیناژن
DNA ــزیم ــمیدهاي   DNaseاز آن ــا پلاس ــد ت ــتفاده ش اس

بـراي  . احتمالی موجود، باعث ایجاد پاسخ مثبت کـاذب نـشوند       
ــاختن ــزیم  cDNAس ــژوهش از آن ــن پ MO-MLVدر ای

)Fermentase ( ــد ــتفاده شـ ــاي  . اسـ ــین پرایمرهـ همچنـ
هاي  mRNAالیگوتایمیدین به کار گرفته شد تا فقط از روي          

بـه   cDNAدر ادامـه بـر روي       . ساخته شـود   cDNAموجود  

1. Complementary DNA
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پاپیلومــا E6دســت آمــده توســط پرایمرهــاي اختــصاصی ژن 
. انجام شدPCR، 16ویروس انسانی تیپ 

وسترن بلاتینگ
هـا جمـع    از ترانسفکـشن سـلول    و دو ساعت پـس      هفتاد

آمــاده SDS-PAGE1آوري شــدند و بــراي انجــام آزمــایش 
هـا پـس از   روش کار بدین صورت بود کـه سـلول     . سازي شدند 

در کمی بـافر فـسفات بـه همـراه     PBS چندین بار شستشو با 
بـه میـزان   )mM/ml100بـا غلظـت   (PMSFآنتی پروتئاز 

در . قـرار داده شـد    مخلوط و در تیوب تمیـز       حجم نمونه، 01/0
دقیقه تحت امواج ماوراء5ها به مدت  مرحله بعد محتوي تیوب   

رسـوب حاصـل بـراي      . قـرار گرفتنـد    H60صوت بـا فرکـانس      
ــود در آن در   ــروتئین موج ــابی پ ــد -70ارزی ــداري ش از . نگه

SDS-PAGEسوسپانسیون سلولی تهیه شده جهت آزمایش 

5ننـده و ژل     درصد براي قسمت جداک    12استفاده شد که ژل     
رنگ آمیزي ژل . درصد براي قسمت متراکم کننده استفاده شد      

صورت گرفت، کـه بـا       -250Rپلی آکریل آمید با کوماسی آبی     
میکروگرم پروتئین را در هر باند       5/0ا  ت 2/0توان  این روش می  
).16(تشخیص داد

بانـدهاي   SDS-PAGEدر این مطالعه، ابتـدا بـا روش         
سـپس در وسـترن     . یکدیگر جدا شـدند   هاي سلولی از    پروتئین

(Abcam)بلاتینــگ بــا آنتــی بــادي منوکلونــال  Anti-E6

.مجاور شد و نتایج بررسی گردید

هایافته
بـا پلاسـمید   MCF7وCHOهـاي  ترانسفکشن سـلول 

رکیب بـه داخـل     براي ورود پلاسمید نوت    pcDNA3-E6بیانی  
یید بیان پروتئین تولید شـده، ترانسفکـشن        سلول یوکاریوتی و تأ   

با استفاده از لیپوفکتامین MCF7وCHOهايبر روي سلول
١.   بر طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام گرفت2000

RT-PCRوسیله ه بررسی بیان ژن ب

هاي ترانـسفکت شـده و     از سلول  RNAپس از استخراج    
ــر روي cDNAســاخت  PCRبدســت آمــده cDNAآن، ب

، محصول آن بر روي ژل آگاروز        PCRپس از انجام    . انجام شد 
الکتروفـورز گردیـد و قطعـه        DNAدرصد در کنار مارکر      5/1

آزمایش ین بررس یدر ا . جفت بازي مشخص گردید    600حدود  
RT-PCRسـلولی ردهدوهـر درCHOوMCF7  مثبـت

).1شکل (مشاهده شد 

- 6و3، يلو بازیک1نشانگر - 2، یکنترل منف- RT-PCR.1ج ینتا. 1شکل 
ترانسفکت شده با MCF7و  CHOیسلول يب عبارتند از رده ها    یبه ترت 

ب همان لیزات سلول ها هستند که یبه ترت- 5و4ژن  و يحاو یانیوکتور ب 
.اندفاقد ژن ترانسفکت شدهیانیبا وکتور ب

SDS-PAGEنتایج بررسی بیان پروتئین به روش

هـاي  بررسـی بیـان، لیـزات بدسـت آمـده از سـلول         يبرا
ترانسفکت شده را پس از تیمار با بافر نمونه و قرار دادن آن بـه    

دقیقه در آب در حال جـوش در ژل پلـی آکریـل      5-10مدت  
).2شکل (الکتروفورز شدSDSآمید در حضور 

1. Sodium Dodecyl Sulfate- Poly Acrylamide Gel Electrophoresis

proteins
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 ـیمارکر پروتئ- SDS-PAGE1. ج ینتا. 2شکل  ـبـه ترت - 3و2و ین ب ی
.ژنيحاویانیترانسفکت شده با وکتور بMCF7و CHOيهاسلول

وسترن بلاتینگ
با استفاده از مونوکلونال آنتی بـادي        SDS-PAGEژل  

Anti-E6 ــگ ــترن بلاتین ــایش وس ــراي آزم ــذار(ب ــه گ يلک
غلظـت بـسیار    ل  ین مطالعه به دل   یدر ا  .استفاده گردید ) وسترن

وسـترن آزمایش،MCF7پایین پروتئین تولیدي در سلولهاي     
سـلولی ردهدرکـه اسـت حالیدراینشد،منفیآنبلاتینگ
CHO3شکل (آزمایش ذکر شده مثبت گزارش شد.(

ترانسفکت شده   MCF7یسلول رده - 1. نگیج وسترن بلات  ینتا . 3شکل  
 ـبـه ترت  - 3و2،ژن يحاو یانیبا وکتور ب   و  MCF7یسـلول  يهـا ب رده ی

CHO  ـترانسفکت شده با وکتور ب  CHOیرده سـلول - 4،فاقـد ژن یانی

.ینیمارکر پروتئ- 5، ژنيحاویانیترانسفکت شده با وکتور ب

يریگجهیبحث و نت
هاي یوکاریوتی این توانایی را     تحت شرایط مناسب، سلول   

خارجی را دریافت کنند، که قـسمتی از ایـن           DNAدارند که   
DNAماننـد عـواملی ).5(تواند در هسته لوکـالیزه شـود  می
وسـلول پاسـاژ تعدادسلول،1شدگیپردرصدسلول،سلامت
وRNA ،تئینپروازعاريبایدشدهخالصDNA (آلودگی
بـازده افـزایش درمهمـی تـأثیر ) باشـد شـیمیایی هايآلودگی

ن یان پـروتئ  ی ـزان ب ی ـو در م  )مواديوروشهربا(ترانسفکشن
.دارندنیک سل لایتوسط 

یانی ـستم ب ی ـب در س  ی ـنوترک يهـا نیان پـروتئ  ی ـامروزه ب 
مختلف ين فاکتورهایاز ب . دارد يادیار ز یت بس یاهم یوتیاروکی

مناسب جهت انجام ترانسفکشن     یر گذار، انتخاب رده سلول    یثتأ
ص ید و تشخ  یت در تول  یتواند باعث موفق  یم ت بوده یاهم يدارا

ن مطالعـه دو رده    ی ـن در ا  یبنـابرا  .ب گردد ینوترک يهانیپروتئ
ن ید پـروتئ  ی ـمختلف جهت ترانسفکـشن انتخـاب و تول        یسلول
ــا دو روش یــنوترک نــگ مــورد یو وســترن بلاتRT-PCRب ب

ژن مـورد    يحاووکتور بیانی   ن منظور   یبه ا . قرار گرفت  یابیارز
ــلول  ــه درون س ــر ب ــاریوتی  نظ ــاي یوک MCF7وCHOه

هـا مـورد مطالعـه      نسفکت شد و بیان پروتئین در این سلول       ترا
در ترانسفکشن، انتخاب روش ترانسفکشن بـستگی       . قرار گرفت 

در حال حاضر لیپیـدهاي  . به نوع سلول و نوع وکتور بیانی دارد    
، ترانسفکـشن پلاسـمید در      2000کاتیونی مانند لیپوفکتـامین     

گـام اسـتفاده از     در هن . اندهاي یوکاریوتی را تسهیل کرده    سلول
این روش ترانسفکشن، وجود آنتی بیوتیـک در محـیط، باعـث            

بنابراین باید توجه داشت که روش کار،       . شودها می مرگ سلول 
تولیـد  . هـاي شـرکت سـازنده باشـد       منطبـق بـر توصـیه      کاملاً

72تـا    48تـوان   هاي ترانسفکت شده را مـی     پروتئین در سلول  

1. Confluency
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سـنجش و ارزیـابی   . ساعت پـس از ترانسفکـشن بررسـی کـرد       
تولید شده از ژن هدف بوسـیله آزمـایش          mRNAهاي  نسخه

RT-PCR              یک تـست تأییـدي مناسـب بـراي بررسـی بیـان
عنوان یک  ه  ب RT-PCRدر این پژوهش از     .باشدپروتئین می 

مرحله میانی از تکثیر ژن تا تولید پروتئین هدف مورد استفاده           
هـاي یوکـاریوتی بـه دلیـل مقـدار کـم            سیستمدر. قرار گرفت 

هاي پروتئین نوترکیب تولید شده و نیز به دلیل وجود پروتئین         
، تشخیص باند پروتئینی نو ترکیب تولید شده      سلولی در محیط  

مشکل و در بیـشتر مـوارد غیـر          SDS-PAGEدر زمینه ژل    
، بانـدهاي   SDS-PAGEبنابراین پس از انجـام       .ممکن است 

انتقـال  ) PVDFنیتروسـلولز یـا     (به غشا   پروتئینی مورد نظر    
می یابد تا شناسایی آنها با استفاده از آنتی بادیهاي اختـصاصی           

).17-20(مورد نظر انجام گیرد
درژنیــکتوســطکــهپروتئینــیمیــزانحــالایــنبــا

برابـر 100-1000تقریبـاً شود،میتولیدیوکاریوتهايسلول
درژنهمــانتوســطشــدهتولیــدتئینپــرومیــزانازکمتــر
درایـن . باشـد میحشراتای) E.coli(پروکاریوتهايسلول
هـاي سـلول درژنبیـان میـزان تـرین بـالا درکـه ستاحالی

تئینپـرو کـل درصـد 5/2فقطشدهتولیدتئینپرویوکاریوت،
.)21،22(دهدمیاختصاصخودبهراسلولدرشدهتولید

MCF7وCHOدر این پـژوهش از رده هـاي سـلولی    

جهت ترانسفکشن و بررسی تولید پروتئین نوترکیـب اسـتفاده          
با توجه به غلظـت بـسیار پـایین پـروتئین تولیـدي در              . گردید
آزمـایش  مثبـت و     RT-PCRآزمـایش   ،MCF7هـاي   سلول

این در حالی اسـت کـه در رده          .وسترن بلاتینگ آن منفی شد    
بـا توجـه   . آزمایش ذکر شده مثبت شدند هر دو  CHOسلولی  

به منظور   CHOشود از سلول    به نتایج بدست آمده توصیه می     
.ترانسفکشن و تولید پروتئین نو ترکیب استفاده گردد

یتشکر و قدردان
دانـشکده یپژوهـش معاونـت یمالحمایتبامطالعهاین

.استشدهانجامت مدرسیتربدانشگاهعلوم پزشکی
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