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cDNA، اغلـب در کلـون نمـودن ژن ها ۱ به صـورت پروب های ژنی و یا 

در سـاخت کتابخانه هـای cDNA کـه از اهمیت ویـژه ای در مطالعه ی 

سـاختار و عملکـرد پروتئین هـا برخـوردار اسـت، مـورد اسـتفاده قرار 

می گیـرد. فرآینـد کلـون نمـودن ژن هـا یکـی از تکنولوژی هـای روز 

بـوده کـه بـه صـورت متـداول در آزمایشـگاه های بیولـوژی مولکولـی 

بـه کار بـرده می شـود (۱). در حقیقت،  جهت  مطالعـه یک ژن ویژه 

اولیـن مرحلـه بـه طـور معمول کلـون نمودن و سـپس بیان نمـودن آن 

ژن می باشـد. بیش تـر ژن هـای یوکاریوتـی دارای توالی هـای اینترونـی 

بـوده و اغلـب ژن هایـی طویـل می باشـند. دسـت ورزی DNA ژنومـی 

طویـل بـه دلیل ظرفیت محـدود وکتورهای کلونینگ از نظـر اندازه و 

وجـود آنزیم هـای اندونوکلئـاز محدودالاثر چندگانه بسـیار پیچیده و 

مشـکل اسـت (۲). برای جلوگیری از این مشـکلات، معمولا cDNA به 

جـای همتـای ژنومی طویـل خود اسـتفاده می گردد، اما کلـون نمودن 

cDNA نیـز بـا مسـائل و محدودیـت هـای زیـادی همـراه می باشـد. 

چکیـده/ امـروزه، سـنتز cDNAی ژن هـای مختلـف به طور گسـترده در حـوزه ی بیوتکنولوژی مطـرح بوده و به دلیـل کاربردهای 

زیـاد cDNA روش هـای متعـددی بـرای رسـیدن بـه این هدف پیشـنهاد شـده اسـت. در ارتبـاط با بسـیاری از ژن ها، همـواره نیاز 

بـه یـک روش سـاده تر، سریع تـر، دقیق تـر و کـم هزینه تـر  در راسـتای سـنتز cDNA آ ن هـا مطرح بوده اسـت. 

در مطالعـه حـاضر بـا اسـتفاده از روش مبتنـی بـر آنزیم های نـوع IIs (Eco31I) اگزون های تشـکیل دهنـده ایزوفـرم VEGF-111 از 

Ligation، cDNA مجـزا تکثیـر شـده و در نهایت پس از انجام واکنش های هضم آنزیمـی و PCR از طریـق واکنش هـای  - VEGF ژن

ایزوفـرم  VEGF-111 سـنتز گردیـد. در ایـن روش انجـام مطالعـات بیوانفورماتیکـی و  طراحـی پرایمرهای ویژه به کمـک نرم افزار 

الیگـو۷ از اهمیت بالایی برخوردار اسـت.

ایزوفـرم VEGF-111 در بافت هـای نرمـال بیانـی نـدارد و تنهـا در لاین هـای سـلولی  خاصـی کـه در معـرض نـور UV-B و یا گروهی 

از مـواد ژنوتوکسـیک قـرار گرفته انـد بیـان می شـود؛ بنابرایـن سـنتز cDNA آن از اهمیـت ویـژه ای برخـوردار اسـت. VEGF-111 با 

توجـه بـه ویژگی هـای رگ زایـی قـوی و مقاومت در برابر پروتئازهای سـلولی به عنوان یک فاکتور درمانی نویدبخش در راسـتای 

درمـان بیماری های ایسـکمیک مطـرح می گردد. 

آنزیم هـای  VEGF-111؛  نوترکیـب؛   cDNA کلیــدی:  واژگان 
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سـاخت cDNA سـنتز می گـردد. پرایمرهای مجاور به گونـه ای طراحی 

شـده کـه در چندیـن نوکلئوتیـد از توالیشـان بـا یکدیگر مکمـل بوده 

و مناطـق همپوشـان تشـکیل دهند. پـس از طراحی پرایمرهـای ویژه 

اگزون هـا بـه صـورت جداگانه و با اسـتفاده از پرایمرهـای اختصاصی 

PCR مجـزا تکثیـر شـده و در نهایـت یـک PCR خـود در واکنش هـای

در جهـت پیرایـش اگزون هـا بـه صـورت مصنوعی انجام می شـود. در 

ایـن روش تنهـا پرایمرهایـی بـا طول کوتاه سـاخته شـده و نسـبت به 

سـایر روش هـا هزینـه کم تری مـصرف می گردد، اما حداقـل از دو دور 

واکنـش PCR  اسـتفاده شـده کـه وقت گیـر بـوده و میزان خطـا را نیز 

افزایـش می دهـد (۹,۱۰). 

در ایـن مطالعـه، یک روش سـاده، همراه با میـزان خطا و هزینه های 

ژن هـای چنـد اگزونـی مختلـف بـا شرایـط  cDNA کم تـر بـرای سـنتز

ویـژه پیشـنهاد می گـردد. ایـن روش بـر اسـاس اسـتفاده از آنزیم های 

مطـرح می گـردد. آنزیم هـای نـوع  Eco31I مثـل IIs محدودالاثـر نـوع

IIs توالی هـای ویـژه ای را مـورد شناسـایی قـرار داده و در حدود چند 

نوکلئوتیـد پـس از آن را بـرش می دهنـد. ایـن ویژگـی منحـصر به فرد 

در اتصـال اگزون هـای یـک ژن بـه صورتـی کـه حتـی یـک نوکلئوتیـد 

هـم کـم و زیاد نشـود کاربـرد دارد. 

توصیـف روش بـه صـورت خلاصـه: اگزون هـای یـک ژن خـاص بـه 

حـاوی  اختصاصـی  پرایمرهـای  از  اسـتفاده  بـا  و  جداگانـه  صـورت 

در طـی واکنش هـای PCR مجزا تکثیر  Eco31I جایـگاه شناسـای آنزیـم

می شـوند. در مرحلـه بعـد تمـام قطعـات تکثیـر شـده بـا اسـتفاده از 

آنزیـم مذکـور برش خورده و انتهاهای چسـبنده ای ایجاد شـده که در 

آن، انتهـای چسـبنده هـر اگـزون بـا اگزون مجـاور خـود کاملا مکمل 

می باشـد. بنابرایـن بـدون کـم و زیـاد شـدن حتـی یـک نوکلئوتیـد و 

بـه صـورت دقیـق، اگزون هـای یـک ژن بـه ترتیـب در کنـار هـم قرار 

گرفتـه و cDNA ژن مـورد نظـر تشـکیل می شـود. ایـن روش سریـع و 

کـم هزینـه بـوده و در مقایسـه با روش هـای قبلی از صحـت بالاتری 

برخـوردار اسـت. یک نکته بسـیار مهـم در ایـن روش توانایی طراحی 

پرایمرهـا بـه صـورت کامـلا اختصاصـی و دقیـق می باشـد (۶،۹). 

 cDNA در مطالعـه حـاضر بـا اسـتفاده از ایـن روش نویـن به سـاخت

ایزوفـرم VEGF-A111 از ژن VEGF-A خواهیـم پرداخـت. فاکتورهـای 

رشـد اندوتلیـال عروقـی (VEGF)، خانـواده ای از تنظیـم کننده هـای 

کلیـدی در رگ زایـی فیزیولوژیـک و پاتولوژیـک می باشـند. VEGFهـا 

VEGF/PDGF Platelet-derived growth fac-) متعلـق بـه ابرخانـواده ی

در ایـن روش، بـه طـور خلاصـه mRNA کل خالـص و سـپس توسـط 

یـک آنزیـم رونوشـت بردار معکـوس بـه cDNA تبدیـل شـده کـه برای 

انجـام ایـن مراحـل بـه کیت هـای اسـتخراج RNA و رونوشـت برداری 

معکـوس نیـاز می باشـد. در مرحله بعـد cDNA حاصل بـه عنوان الگو 

در واکنـش PCR مـورد اسـتفاده قـرار می گیـرد (۳،۴). تهیـه mRNA در 

 cDNA برخـی مـوارد سـخت و زمان بـر بوده و بـرای کلون نمـودن یک

مخصـوص، بـه یـک بافـت ویـژه کـه دارای سـطح بیـان نسـبتا بالایی 

از آن ژن بـوده در راسـتای تهیـه mRNA و یـا RNA کل۲  نیـاز اسـت. 

برخـی از ایـن بافت هـا کمیـاب بـوده و یا به سـختی در دسـترس قرار 

می گیرنـد، بـه عـلاوه برخـی از ژن هـا نیـز بیـان بسـیار پایینـی دارند. 

در حقیقـت، دسـتیابی بـه cDNA برخی از ژن ها شـامل ژن های دارای 

رونوشـت های بسـیار کـم، ژن هایـی کـه RNA الگـو مربـوط بـه آن ها 

همیشـه به آسـانی در دسـترس نمی باشـد (مثل ژن هایی که در بافت 

قلبـی انسـان بیـان می گردنـد) و ژن هـای طویـل کـه RNA مربـوط به 

آن هـا بـه راحتـی توسـط آنزیم هـای رونوشـت بردار معکـوس رایج به 

cDNA تبدیـل نمی شـود بـا مشـکلاتی همراه می باشـد. از سـوی دیگر 

آنزیم هـای RNAase در تمـام بافت هـا بیـان شـده، بسـیار پایـدار بوده 

و خـارج کـردن آن هـا بـه طور کامـل از محیط مشـکل اسـت (۵,۶). 

برای برطرف نمودن مشـکلات توضیح داده شـده در بالا که در ارتباط 

بـا برخـی از ژن هـا مطـرح می شـود، امـروزه روش هـا و پروتکل هـای 

متفاوتـی مثـل سـنتز شـیمیایی cDNA هـدف و یـا اسـتفاده از انـواع 

روش هـای PCR در راسـتای سـاخت و تولیـد توالی cDNA بـه کار برده 

شـده کـه برخی از ایـن روش هـا عبارتند از:

PCR-based thermodynamically balanced inside-out (TBIO) 

 two-step total gene synthesis combining dual asym-

metrical PCR (D-PCR)

 splicing by overlap extension PCR (SOEing PCR)

شـامل  اصلـی  مشـکل  شـیمیایی،  سـنتز  روش هـای  بـا  ارتبـاط  در 

هزینه های بسـیار بالا و خطاهای سـنتز شـیمیایی می باشـد. از سـوی 

دیگـر، در روش هـای PCR مـورد اسـتفاده نیز برای سـاخت توالی های 

طویـل حداقـل دو مرحلـه PCR مـورد نیـاز بـوده و این مسـئله میزان 

SOEing PCR خطـا را افزایـش می دهد (۷،۸). به عنوان مثـال در روش

سـنتز cDNA از طریـق پیرایـش مصنوعـی اگزون هـای یـک ژن انجـام 

می گیـرد. در ایـن روش، چندیـن جفـت پرایمـر به صـورت اختصاصی 

بـرای اگزون هـای هـدف و بـر اسـاس ترتیـب اگزون هـا در راسـتای 

VEGF-Aی نوترکیب ژنcDNA ساخت
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بـه عنـوان یک امیـد درمانی نویدبخش مطرح گردیده اسـت، بنابراین 

سـنتز cDNA آن از اهمیـت ویژه ای برخـوردار اسـت. (۲۱,۲۲,۲۳).

مواد و روش ها
VEGF- مربوط به ژن VEGF-A111 ی ایزوفرم cDNA در راسـتای سـنتز 

A، بـا توجـه بـه میـزان بیـان بـالای ایـن ژن در بافـت توموری پسـتان 

قطعـه ی حـاوی اگزون هـای ۲ و۳ و ۴ با اسـتفاده از cDNA تهیه شـده 

از بافـت تومـوری پسـتان تکثیـر می گـردد. در واقـع ایـن ژن به دلیل 

نقـش کلیـدی در افزایـش رگ زایی و کمک به رشـد و پیشرفت تومور، 

مشـکلات خاصـی چـون بیـان پاییـن و یـا عدم دسترسـی بـه بافت در 

ارتبـاط بـا آن وجـود نـدارد. در مرحله بعـد اگزون ۱ به همـراه حدود 

از روی DNA ژنومـی  bp 100 از توالی هـای تنظیمـی بالادسـت آن 

اسـتخراج شـده از خـون محیطی تکثیر می شـود. 

: cDNAA و سنتز RNAA استخراج
کیـت از  اسـتفاده  بـا  پسـتان  تومـوری  بافـت  کل   RNA اسـتخراج 

RNAeasy Mini (Qiagen,Germany) و بـر اسـاس پروتـکل اختصاصـی 

شرکـت سـازنده انجـام گردیـد (۲۴). مقـدار و خلوص  RNA اسـتخراج 

شـده بـا اسـتفاده از نسـبت جـذب نـوری۶ (OD) در طـول موج هـای 

نمونـه بین ۱/۸  OD ۲۶۰ نانومـتر بـه ۲۸۰ نانومـتر تعیین شـد. نسـبت

و ۲/۲ بـوده و بـرای سـنتز cDNA مناسـب می باشـد. در ایـن مطالعـه 

مقـدار ۱ میکروگـرم از RNA  را بـا اسـتفاده از پرایمـر تصادفـی طبـق 

پروتـکل شرکـت سـازنده بـه cDNA تـک رشـته ای تبدیـل گردیـد

 (Fermentas RevertidTM First Strand cDNA synthesis Kit).

cDNA  سـنتز شـده در ۷۰- درجـه سـانتی گراد بـرای مصـارف بعـد و 

انجـام واکنـش PCR نگهـداری شـد.

استخراج DNA ژنومی:
 ۷ نمکـی اسـتخراج  روش  از  کامـل  خـون   DNA اسـتخراج  بـرای 

اسـتفاده گردیـد. DNA اسـتخراج شـده تـا زمان انجـام واکنش 

می گـردد.  نگهـداری  سـانتی گراد  ۲۰- درجـه  در دمـای   PCR

VEGF-A، PlGF، VEGF-AB، :بـوده و اعضای این خانواده عبارتنـد از (tor

VEGF-AC، VEGF-AD،VEGF-AE ،VEGF-AF. در میـان تمـام اعضـای 

ایـن خانـواده، VEGF-AA مهم تریـن و شـناخته شـده ترین فاکتـور 

رگ زایـی می باشـد VEGF-A .(۱۱,۱۲,۱۳)، اولیـن فـرم از VEGFهـا 

می باشـد کـه در سـال ۱۹۸۹ توسـط Napoleon Ferrara و همکارانش 

شناسـایی و کلـون شـد  Napoleon در سـال ۲۰۱۰ بـه دلیل تحقیقات 

گسـترده در زمینـه رگ زایـی جایـزه Lasker-DeBakey را دریافـت کرد. 

یـک گلیکوپروتئیـن همودیمـر بـا وزن مولکولـی ۴۵_۳۴   VEGF-AA

ژنـی  توسـط  فاکتـور رگ زایـی  ایـن  می باشـد (۱۴,۱۵).  کیلودالتـون 

شـامل هشـت اگـزون تولیـد می شـود. دمین هایـی کـه بوسـیله چهار 

اگزون اول کد می شـوند، شـامل سـیگنال پپتید، دمین متصل شـونده 

بـه رسـپتورهای VEGFR و یـک جایـگاه گلیکوزیلاسـیون می باشـند. 

توالـی اسـیدآمینه ای کـه بوسـیله اگـزون ۵ کـد می شـود، حـاوی یـک 

جایـگاه بـرش بـرای پلاسـمین بـوده و تـرادف پپتیـدی کـه توسـط 

پروتئوگلیکان هـای  بـه  اتصـال  در  کـد می شـود،  و ۷  اگزون هـای ۶ 

سـولفاته هپاریـن، نوتروفیل های ۱و ۲ و دیگر رسـپتورهای ناشـناخته 

نقـش دارد. دو ناحیـه UTR'3  و UTR'5  در ژن VEGF-A  نسـبتاً طویـل 

بـوده و فاکتورهـای تنظیمـی متعـددی در ایـن نواحـی، بیـان ژن را 

کنـترل مینماینـد (۱۶,۱۷).

Pre-mRNA ژن VEGF-AA، تحـت پیرایش هـای متنـاوب مختلفـی قـرار 

111VEGF .را ایجاد مینماید VEGF-AA گرفتـه و انواعی از ایزوفرم هـای

یـک ایزوفـرم جدیـد از VEGF-AA بوده که نسـبت به پلاسـمین مقاوم 

می باشـد 111VEGF .(۱۸) در سـلول های HacT و MCF-7 کـه مـورد 

،UV-B قـرار گرفتـه بودنـد، شناسـایی شـد. علاوه بـر UV-B تابـش نـور

برخـی از عوامل ژنوتوکسـیک مثـل عوامل ایجاد کننده شکسـت های 
دو رشـته ای در DN شـامل کامپتوتسـین۳ ، میموزین۴  و میتومایسـین۵  

هـم می تواننـد بیـان 111VEGF را القـا نمایند. این ایزوفـرم ویژه حاوی 

توالـی مربـوط بـه اگزون هـای ۴-۱ و ۸ بـوده و فاقـد اگزون هـای ۵-۷ 

می باشـد 111VEGF .(۱۹,۲۰) مـی توانـد تمـام فعالیت هـای زیسـتی 

VEGF معمولـی را هماننـد سـایر ایزوفرم هـا انجـام دهـد. در ارتبـاط 

بـا 111VEGF، ایـن واریانـت از VEGF-AA در بافت هـای نرمـال بیانـی 

 UV-B نـدارد و تنهـا در لاین هـای سـلولی  خاصـی کـه در معـرض نـور

و یـا گروهـی از مـواد ژنوتوکسـیک قـرار گرفته انـد بیـان می شـود. در 

سـال های اخیـر مطالعـات وسـیعی در راسـتای اسـتفاده از VEGF هـا 

بـرای درمـان بیماری هـای ایسـکمیک مطـرح شـده و VEGF-A111 نیز 

فریبا دهقانیان، زهره حجتی

2. Total RNA
3. Camptothesin
4.. Mimosin
5. Mitomycin C
6. Optical Density
7.Salting out
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بـه طـور کلـی دو جفـت پرایمـر F1/R1 و F2/R2 بـرای سـنتز دو 

قطعـه مـورد نیـاز طراحـی شـد.

بـه   Eco31I نـام  بـه   IIs نـوع  آنزیـم  ز  ا مطالعـه  یـن  ا در   

مجـزا  صـورت  بـه  شـده  سـنتز  دوقطعـه  اتصـال  منظـور 

شد.  اسـتفاده 

ایـن آنزیـم توالـی زیر را مـورد شناسـایی قـرار داده و ۵ نوکلئوتید 

از آن را بـرش می دهـد (N نشـان دهنـده هـر نوکلئوتیـدی  پـس 

می باشـد). 

طراحـی پرایمــرهای ویـژه در راسـتای تکثیر دو قطعه مــورد 
نیـاز:

ناحیه کد کننده ایزوفرم VEGF-A111 از ژن VEGF-A شـامل اگزون های 

۴-۱ و ۸ می باشـد (شکل ۱). 

در راستای سنتز این ایزوفرم ویژه پرایمرهایی اختصاصی برای سنتز قطعه 

حـاوی اگزون هـای ۲و۳و۴ از روی cDNAA بافت توموری پسـتان و قطعه 

حـاوی اگـزون ۱ به همـراه bp100 از توالی های تنظیمی همـراه آن از روی 

DNA ژنومـی خـون محیطی طراحی گردید .(جدول ۱) (نـرم افزار الیگو ۷). 

VEGF-Aژن ساخت cDNینوترکیب

.VEGF-111 و ایزوفرم ویژه VEGF-A شکل ۱: توالی اگزون های مربوط به ژن

اگزونپرایمرها

 bp۱۰۰+۱
توالی بالادست

۲و۳و۴

F۱
R۱

F۲
R۲

توالی پرایمر
5'-CGGGGTCCTCGCCTCCCGGGGGGGTG-3'

5'- TTGGTCTCCGTTCTTCCTTTGTTGTGCTGT -3'
5’- TTGGTCTCCGTTCTGGTGCCGTGTGTCGTGGGTTT-3’

5’-GGTCTCCGCCTCGGCTTGTCCTCTGCTGGGTGGGGGG-3’

 .(PCR۲) ۴ و اگزون های ۲و ۳و (PCR۱) bp۱۰۰ +۱ جدول ۱: پرایمرهای مورد استفاده برای تکثیر اگزون

GGTCTCC)  Eco31I توالی مورد شناسایی آنزیم •

• توالـی چهـار نوکلئوتیـدی انتهـای اگـزون ۱ کـه پـس از هضم قطعـات با آنزیـم Eco31I بـه صورت 

(GTTC) نواحـی مکمـل جهـت اتصـال دو قطعه ایجـاد می شـود

(CGCCTCGGCTTGTCCTCTG) ۸ توالی ۲۱ توکلئوتیدی مربوط به اگزون •

www.SID.ir



Arc
hive

 of
 S

ID

www.g3m.ir

مرجان مجتبوی نائینی، صادق ولیان بروجنی، مرتضی هاشم زاده چالشتری

2985

 در شـکل ۲ توالی های ابتدا و انتهای دو قطعه در قسـمت الف نشـان 

داده شـده و پس از آن در قسـمت ب توالی های تکثیر شـده در ضمن 

واکنش های PCR ۱و ۲ آورده شـده اسـت.

همانطـور کـه در قسـمت پ از شـکل ۲ نشـان داده شـده اسـت، 

 Eco31I پـس از هضـم آنزیمـی دو قطعـه تکثیـر شـده بـا آنزیـم

نواحـی مکمـل در بخش هـای انتهـای چسـبان از هـر دو قطعـه 

اسـتفاده  بـا  و  اتصـال۸   واکنـش  انجـام  ضمـن  کـه  شـده  ایجـاد 

تکمیـل  را  یکدیگـر  و  یکدیگـر متصـل شـده  بـه  لیـگاز  آنزیـم  از 

 .(۲ (شـکل  می نماینـد 

اختصاصـی  نوکلئوتیدهـای  دادن  قـرار  مهـم،  و  کلیـدی  نکتـه 

N پـس از توالـی مـورد شناسـایی  در جایگاه هـای نوکلئوتیـدی 

Eco31I می باشـد.  آنزیـم 

5'...G G T C T C N^...3'

3'...C C  G G N N N N N^...5' 

در پرایمرهـای F1 و R2، توالـی مربـوط بـه جایـگاه شناسـایی آنزیـم 

کلـون نمـودن قطعـه سـاخته شـده در  بـه منظـور   BglII KpnI و 

R1 و   F2 پرایمرهـای  می شـود.  داده  قـرار  بعـدی  مطالعـات 

حـاوی توالـی مـورد شناسـایی آنزیـم Eco31I بـوده بـه طوری 

واکنش هـای  در  شـده  سـاخته  قطعـه  دو  بـرش  از  پـس  کـه 

VEGF-A111 بـدون کـم  cDNA ایزوفـرم  PCR بـا آنزیـم مذکـور 

و زیـاد شـدن حتـی یـک نوکلئوتیـد و بـا دقـت بسـیار بالایـی 

بـوده  نوکلئوتیـد   ۲۱ شـامل   ۸ اگـزون  توالـی  می گیـرد.  شـکل 

قـرار   R2 پرایمـر  در   BglII آنزیـم  از توالـی شناسـایی  کـه قبـل 

می شـود. داده 

فریبا دهقانیان، زهره حجتی

.VEGF-111 ی ایزوفرمcDNA شـکل ۲: دیاگرام شـماتیک از نحوه ی تشکیل

8. Ligation
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یافته ها
بـه   ،Eco31I آنزیـم  از  اسـتفاده  بـر  مبتنـی  اسـاس روش  و  پایـه 

خوبـی در شـکل ۲ نشـان داده شـده اسـت. دو قطعـه ی حـاوی 

 PCR واکنـش  دو  طریـق  از   VEGF-A111 ایزوفـرم  اگزون هـای 

جداگانـه و بـا طراحـی پرایمرهـای اختصاصـی تکثیـر می گـردد. 

کلـون  راسـتای  در   R2 و   F1 بیرونـی  پرایمـر  دو  روش  ایـن  در 

نمـودن قطعـه حاصـل در داخـل یـک وکتـور خـاص و در طـی 

دو  امـا  می گیرنـد.  قـرار  اسـتفاده  مـورد  بعـدی  مطالعـات 

را  مجـزا  قطعـه  دو  اتصـال  امـکان   R1 و   F2 درونـی  پرایمـر 

صورتـی  بـه   R2 پرایمـر  عـلاوه طراحـی  بـه  می آورنـد.  فراهـم 

 ۲۱ شـامل   ،۸ اگـزون  بـه  مربـوط  توالـی  کـه  گرفتـه  انجـام 

داده  قـرار   BglII آزیـم  شناسـایی  جایـگاه  از  قبـل  نوکلئوتیـد 

شـود. 

بـه طـور کلـی می تـوان گفـت کـه اختصاصیـت و کارایـی روش 

فـوق بـه طراحـی پرایمرهـای ویـژه بسـتگی داشـته کـه در ایـن 

اسپلایسـینگ  (پرایمرهـای   R1 و   F2 پرایمـر  دو  طراحـی  بیـن 

اسـت.  برخـوردار  خاصـی  اهمیـت  از  مصنوعـی) 

به صورت  Eco31I در ایـن پرایمرهـا توالـی مـورد شناسـایی آنزیـم

کامـلا اختصاصـی قـرار داده می شـود. آنزیـم Eco31I قـادر اسـت 

یک توالی bp6 ای غیر پالیندروم ('G G T C T C ^...3...'5) شناسـایی 

 overhang '5ای بـه صـورت bp4 نمـوده و یـک انتهـای چسـبنده

توالـی  انتهـای  از  نوکلئوتیـد   ۴ مطالعـه  ایـن  در  ایجـاد  نمایـد. 

در حقیقـت چهـار نوکلئوتیـد انتهایـی اگـزون ۱ پـس از توالـی مـورد 

Eco31I  در پرایمرهـای F2 و R1 قـرار گرفته و بعد از  شناسـایی آنزیـم

هضـم آنزیمـی نواحـی مکمـل ایجاد مـی گردد.  

در  و  جداگانـه  صـورت  بـه   PCR واکنـش  دو  مـه،  ادا در 

می گیـرد.  نجـام  ا نیـاز  مـورد  قطعـه  دو  تکثیـر  راسـتای 

 ۳µl شـامل  میکرولیـتر   ۲۵ کلـی  حجـم  در   PCR۱ واکنـش

،F2 و   F1 یمرهـای  پرا از  هرکـدام  از  ۰٫۵µl ژنومـی،   DN از 

 Taq ۰٫۳µlآنزیـم  ,  dNTP 1µl, MgCl2۲µl, PCR 10x بافـر ۲٫۵µl

گرفـت.  نجـام  ا مقطـر  و۱۴٫۷µlآب  (سـیناژن)  ز  پلیمـرا  DN

۱µl شـامل میکرولیـتر   ۲۵ کلـی  حجـم  در  PCR۲نیـز  واکنش

،F2 و   F1پرایمرهـای از  هرکـدام  از   ۰٫۷۵µl ژنومـی،   DN از 

آنزیـم   ۰٫۳µl و  PCR 10x ،  MgCl2۲µl  ،  lµ1 dNTP ۲٫۵µlبافـر 

انجـام  مقطـر  آب  ۱۶٫۷µl و   (سـیناژن)  پلیمـراز   Taq DN

واکنـش دو  از  سـکل  هـر  زمـان  مـدت  و  سـیکل ها  گرفـت. 

اسـت. شـده  آورده   ۲ جـدول  در   PCR

سـپس قطعـات تکثیر شـده در دمای ۳۷ درجه سـانتی گـراد به مدت 

۱۶ سـاعت و بـا اسـتفاده از آنزیـم Eco31I مـورد بـرش قـرار گرفـت. 

پـس از آن، قطعـات بـرش یافتـه بـه صورت مجـزا با اسـتفاده از کیت 

اسـتخراج از ژل شرکـت فرمنتـاز از روی ژل ۱٪ آگارز اسـتخراج شـده 

و در واکنـش ligation مـورد اسـتفاده قـرار می گیرنـد. واکنـش اتصـال 

 ۲µl،۷از هرکـدام از قطعـات بـرش یافتهµl ۲۰شـاملµl در حجـم کلـی

آنزیـم T4 DN ligase (فرمنتـاز) و۳µl آب مقطر  ۱µl ،T4 DN ligase بافـر

انجـام گرفت. 

VEGF-A ژن نوترکیب ساخت cDNAی

 .(PCR2) ۴ و اگزون های ۲و ۳و (PCR1) bp۱۰۰ +۱ انجام شده برای تکثیر اگزون PCR جدول ۲: شرایط واکنش های

PCR1

   ºCمرحلهدما

PCR2

زمانمرحلهدماºCزمان

۷ min

۳۰sec

۳۰sec

۵۰sec

۱۰ min

۹۵

۹۴

۵۵

۷۲

۷۲

دناتوراسیون اولیه

دناتوراسیون

اتصال پرایمرها
طویل شدن

طویل شدن نهایی

۷ min

۳۰sec

۳۰sec
۵۰sec

۱۰ min

۹۵

۹۴

۶۰

۷۲

۷۲

دناتوراسیون اولیه

دناتوراسیون

اتصال پرایمرها

طویل شدن
طویل شدن نهایی
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بحث و نتیجه گیری
اگرچـه روش توضیـح داده شـده در مطالعـه حـاضر بـرای اتصال دو 

قطعـه ی مجـزا مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه، امـا ایـن روش توانایـی 

اتصـال بیـش از دو قطعـه را نیـز دارا می باشـد. بـر اسـاس شـواهد 

موجـود پیـش بینـی می گردد کـه اتصال قطعـات بیش تر بـه صورت 

کامـلاً اختصاصـی و بـا ترتیـب ویـژه مـورد نظـر در یـک واکنـش         

ligation امکان پذیـر خواهـد بـود. تنهـا نکتـه مورد توجـه در اتصال 

بیـش از دو قطعـه ایـن اسـت کـه بایـد نواحـی طراحـی شـده برای 

اتصـال هـر دو قطعـه بـا دو قطعـه دیگـر کامـلاً متفـاوت باشـد. 

بـه ایـن ترتیـب قطعـات تکثیـر شـده بـدون هیـچ خطایـی در کنـار 

یکدیگـر قـرار گرفتـه و قالـب خوانشـی مـورد نظـر نیز کامـلاً حفظ 

می گـردد. 

یـک نگرانـی در ارتبـاط بـا روش فـوق، امـکان وجـود توالـی مـورد 

شناسـایی توسـط آنزیـم Eco31I در دو قطعـه تکثیریافتـه بـوده کـه 

منجـر بـه تکـه تکه شـدن قطعـات پس از هضـم آنزیمی مـی گردد. 

ایـن مشـکل از طریـق انتخـاب یک آنزیـم دیگر از آنزیم هـای گروه 

IIs کامـلاً قابـل حـل می باشـد. در حقیقـت قبـل از انتخـاب نـوع 

آنزیـم IIs، بایـد نقشـه آنزیم هـای محدودالاثـر قطعـات مـورد نظـر 

بـرای اتصـال از طریـق روش آنزیمـی مـورد بررسـی قـرار گرفتـه و 

سـپس یکـی از آنزیم هـای IIs کـه توالـی مـورد شناسـایی آن در هیچ 

یـک از قطعـات وجـود نـدارد مـورد اسـتفاده قـرار گیرد. 

در مجمـوع، روش ارائـه شـده در ایـن مطالعـه یـک ابـزار جایگزین 

بـرای سـنتز cDNA ژن هـای مختلـف فراهم نمـوده و سـنتز ژن هایی 

بـا بیـان پاییـن و یـا ژن هایـی که بیـان آن هـا در بافت هـای غیرقابل 

آسـانی  بـه  روش  ایـن  از  اسـتفاده  بـا  می افتـد،  اتفـاق  دسـترس 

امکان پذیـر خواهـد بـود. ایـن روش یـک ابـزار سـاده، سریـع، کـم 

هزینـه و همـراه بـا میـزان خطـای پاییـن بـوده و در حـوزه زیسـت 

شناسـی مولکولـی بسـیار کاربـردی می باشـد.  

اگـزون۱ (GTTC´۳ ´۵) در پرایمـر R1 و در جایـگاه NNNN قرار 

قـرار   F2 پرایمـر  از   NNNN در  نیـز  توالـی  همیـن  و  داده شـده 

می گیـرد. در حقیقـت توالـی ابتـدای اگـزون ۲ بلافاصلـه بعـد از 

توالـی GTTC در پرایمـر F2 واقـع می شـود. بنابراین پـس از انجام 

GTTC--' و   CG-5'3-' مکمـل  انتهـای  دو  آنزیمـی  هضـم  فرآینـد 

را تشـکیل داده و  ا  اگـزون  توالـی  انتهـای  کـه  ایجـاد شـده   3'5

می گیـرد.  قـرار   ۲ اگـزون  ابتـدای  توالـی  آن  از  بعـد  بلافاصلـه 

در ابتـدا، پرایمرهـای اختصاصـی مربـوط بـه تکثیـر هـر قطعـه 

مـورد   oligo7 طراحـی و کارایـی آن هـا بـا اسـتفاده از نرم افـزار 

بـه   PCR آن واکنش هـای  از  قـرار گرفـت. پـس  بررسـی و آنالیـز 

طـور مجـزا صـورت گرفتـه، کـه در نتیجـه اسـتفاده از پرایمرهای 

قطعـه ای بـه طـول bp495 بـر روی ژل الکتروفـورز ٪۱   R1 و F1

مشـاهده گردیـد (شـکل ۳- قسـمت ۱). بـه عـلاوه، اسـتفاده از 

پرایمرهـای F2 و R2 منجـر بـه تشـکیل بانـدی به طـول bp 324 بر 

روی ژل الکتروفـورز ۱٪ گردیـد 

در مرحلـه بعـد، هضـم آنزیمـی بـا اسـتفاده از آنزیـم Eco31I انجـام 

شـده و محصـول هضـم آنزیمـی از روی ژل اسـتخراج گردیـد تـا در 

مـورد اسـتفاده قـرار گیرنـد. در نهایـت پـس از انجام  ligation مرحلـه

واکنـش اتصـال بانـدی بـه طـول bp 819 بـر روی ژل مشـاهده شـد 

(شـکل ۳- قسـمت ۳). 

فریبا دهقانیان، زهره حجتی

شـکل ۳:  سـنتز cDNAی ایزوفـرم VEGF-۱۱۱ بـا اسـتفاده از روش آنزیمـی. تکثیـر 

 bp۳۲۴ ۴۹۵ (خـط۱) و اگزون هـای ۲و ۳و ۴ به طول bp بـه طـول bp۱۰۰ +۱ اگـزون

(خـط۲) و تشـکیل قطعـه bp۸۱۰  پس از هضم آنزیمی و واکنـش ligation (خط۳).
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