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ي يبه منظور شناسا  ابداع يك سيستم نودرهم پيوسته ه استفاده از پروتئين هاي نوتركيب ب

 پروتئازهاي سيتوپلاسمي جديد
 

 رابط نويسنده :  دانشگاه علوم پزشكي تبريز،يي استاديار گروه بيوتكنولوژي دارويي، دانشكده داروسازي و مركز تحقيقات كاربردي دارو:دكتر محمد سعيد حجازي
E-mail: saeidhejazi@tbzmed.ac.ir    

  دانشگاه لندن، كينگز كالج، انستيتو رين، پزشكي مولكوليگروهمدرس ارشد :  دكتر يوپ گيكن
  دانشگاه لندن، كينگز كالج، انستيتو رين،استاد پزشكي مولكولي:  پروفسور فرزين فرزانه

 
 ٢١/٦/٨٣: ش، پذير١٤/٦/٨٣: نهايي، باز نگري ١٠/١٠/٨٢: دريافت

 
 چكيده 

 با توجه به اهميت و نقشي كه اندوپروتئازها در فيزيولوژي سلولي و ايجاد بيماري ها دارند و با عنايت به اينكه تاكنون تعداد معدودي از                                 :زمينه و اهداف  

ي ياندوپروتئازهاي جايگاه گزين را ميسر سازد، از اهميت بسزا        ي  ي كه شناسا  يپروتئازهاي جايگاه گزين شناخته شده اند، ابداع روش بيولوژيك تكرار پذير و قابل اعتماد             

ي پروتئازهاي  يهم پيوسته سيستم بيولوژيك جديدي جهت شناسا       ه  كارگيري پروتئين هاي نوتركيب ب     ه  بر اين اساس در تحقيق حاضر با ب         .  برخوردار خواهد بود  

 .  استفاده شدHSV.tk-Zeo و VP٤GAL-١٦ از تركيب عملكرد دو پروتئين نوتركيببراي ابداع سيستم مورد نظر . سيتوپلاسمي جايگاه گزين ابداع گرديد
وكتورهاي ساخته شده توسط باكتري هاي پذيرا تكثير داده شدند و جهت             .   براي ساختن وكتورها از روش هاي بيولوژي مولكولي استفاده شد           :روش بررسي 

سپس با استفاده از آزمايش . نظور سلول هاي حيواني با وكتورهاي ساخته شده ترانسفكت و تكثير داده شدندبدين م. استفاده شد  HeLaي آنها از سلول هاي يبررسي كارآ

MTT حساسيت سلول ها به داروها مطالعه شد. 
. ثير داده شدند  انتخاب و تك    ٤١٨G بود، ترانسفكت شده و با داروي         HSV.tk-Zeoكه حاوي كاست القا پذير       pcDBHZmبا وكتور     HeLa سلول هاي    :يافته ها 

در اين  .  ، كه طي اين مطالعه ساخته شده بود، ترانسفكت شدند         ١٦VP٤pcG مجدداً با پلاسميد ديگري به نام        pcDBHZmسپس سلول هاي ترانسفكت شده با پلاسميد        

و سلول هاي ترانسفكت شده با       )  منفيكنترل  (، در مقايسه با سلول هاي ترانسفكت نشده          GCVمرحله، حساسيت دو نوع سلول ترانسفكت شده نسبت به داروي             

  برابر مقاوم تر از سلول هاي         ٣٠حدود    pcDBHZmدست آمده نشان داد كه سلول هاي ترانسفكت شده با              ه  نتايج ب .  ارزيابي شد )  كنترل مثبت (  pCCIپلاسميد  
١٦pcDBHZm+pG4VP    بهGCV  متعاقب اثبات اين امر، پلاسميد       .  بودندpcG4mVP   قطعهپلاسميد محل برش چند آنزيم محدودگر ما بين           در اين   .  ساخته شد 

و ي پروتئازهاي جديد    يترتيب براي شناسا  ه  ايجاد شد تا امكان قرار دادن كتابخانه نوكلئوتيدي يا توالي هاي مشخص را فراهم آورد كه ب                    ١٦VPو    ٤GALنوكلئوتيدي  

 .قرار مي گيردبررسي وجود پروتئازهاي شناخته شده در سلول هاي مختلف مورد استفاده 
 تحت كنترل پروتئين    HSV.tk-Zeoبدين صورت كه در سيستم ابداع شده، بيان كاست           .  نتايج به دست آمده مؤيد كاركرد سيستم ابداع شده بود            :نتيجه گيري 

VP-١٦كه را در مقايسه با موقعي  GCVبيان كاست مزبور حساسيت سلول ها به . شوندهاي مزبور بيان مي  cDNAبوده و در حضور اين پروتئين،      VP٤GAL-١٦مركب  
٤GAL         ١٦   برابر افزايش مي دهد و باعث كشته شدن سلول هاي محتوي           ٣٠ در سلول ها غير فعال است، حدود-VP٤GAL       فعال در حضورGCV     انتخاب (مي شود

دليل ه  ب(فعال    VP٤GAL-١٦  از سلول هاي محتوي   )  مزبورمتعاقب هضم آنزيمي پروتئين     (غير فعال     VP٤GAL-١٦  اين امر امكان جدا سازي سلول هاي محتوي       ).  منفي

 . ميسر مي سازد GCVرا در حضور ) عدم هضم آنزيمي پروتئين مزبور
 

 VP٤GAL ،   HSV.tk-Zeo-١٦  اندوپروتئاز، جايگاه گزين،:كليد واژه ها
 

 مقدمه
دسته .  اندوپروتئازها نقش بسيار مهمي در فيزيولوژي سلولي دارند       

ي و  يدوپروتئازها توالي هاي اسيد آمينه اي خاصي را شناسا        اي از اين ان   

بر خلاف پروتئازهاي موجود در ليزوزيم ها و سيستم         .  كنند  هضم مي 

يوبيكوئيتين، كه پروتئين ها را به اجزا سازنده آنها يعني اسيدهاي آمينه             

 و باعث تخريب و از بين رفتن پروتئين هدف مي شوند،              نندشكمي  

جايگاه هاي مزبور در واقع توالي      .   هستند ١يگاه گزين اين پروتئازها جا  

ي و  ياسيد آمينه هاي معيني هستند كه توسط پروتئازهاي سلولي شناسا         

در صورت تغيير توالي اسيد آمينه در زنجيره،         ).  ١( شكسته مي شوند  

با مكانيسم  .  ي و شكسته نخواهد شد     يسوبسترا توسط پروتئين شناسا   

ند در فعال شدن و فرآوري پروتئين ها،          هاي فوق پروتئازها مي توان     

 ها و آنتي ژن ها و همچنين در ايجاد بيماري ها مؤثر باشند                گيرنده  
پروتئازها و مهار آنها يكي از مباحث مهم در         ،  از اين رو  ).  ÷و  ٤،  ٣،  ٢(
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از پروتئازهاي جايگاه   ).  ٧و  ٦(درمان بيماري ها از قبيل ايدز است          

 بتا با علامت      ١‐كننده اينترلوكين گزين مي توان به آنزيم تبديل           

يك كه   را   ١–اين آنزيم پيشتاز اينترلوكين     .      اشاره كرد    ICEاختصاري

 ١١٧ و   ١١٦پروتئين غير فعال است، از محل پيوند بين اسيد آمينه              

. دشو بتاي فعال مي      ١–هضم مي كند كه منجر به توليد اينترلوكين           

 پلي پپتيدي متشكل از     ي اختصاصي اين آنزيم زنجيره اي     يمحل شناسا 

  YVADتوالي زنجيره مزبور به صورت        .  چهار اسيد آمينه است    

اين توالي در پيشتاز    .  است)  آسپارتيكاسيد     و  آلانين ، والين ،تيروزين(

 را تشكيل مي دهد و باعث ١١٦ تا ١١٣ بتا، جايگاه هاي ١–اينترلوكين 

عات نشان  مطال).  ٨(د  شومي       ICEي و هضم آن توسط آنزيم         يشناسا

 بتا  ١‐ند كه سلول هاي فاقد اين آنزيم قادر به توليد اينترلوكين            ه ا داد

 بتا  ١–نخواهند بود، حتي اگر با استفاده از وكتورها، پيشتاز اينترلوكين            

هضم آنزيمي پروتئين ها در فعال شدن    ).  ٩(در اين سلول ها بيان شود       

با .   مهم است  ها به پروتئين هاي فعال بسيار        و تبديل پيش پروتئين    

توجه به اهميت پروتئازهاي اختصاصي جايگاه در پرورش پروتئين ها          

ي يو فيزيولوژي سلولي، وجود يك سيستم بيولوژيك كه امكان شناسا          

 ژن  HSV.tk-Zeo.  پروتئازهاي جديد را فراهم سازد بسيار مهم است        

تشكيل يافته    Zeo و   HSV.tkي    cDNAمركبي است كه از تركيب دو       

 اين ژن مركب قرار گرفته،       ́÷ كه در انتهاي      HSV.tkت  قسم.  است

اين .   را كد مي كند    (HSV.TK)آنزيم تيميدين كيناز ويروس هرپس       

 فعال تري فسفات    شكل را به    (GCV)آنزيم پيش داروي گنسيكلووير     

 عامل سيتوتوكسيك است و       يك كند كه    تبديل مي  (GCV-P3)آن  

 اين آنزيم در سلول ها آنها       بنابراين بيان .  باعث مرگ سلول ها مي شود     

، پيش  HSV.TKدر عدم حضور    .  كند  حساس مي   GCVرا نسبت به    

به مقدار بسيار كمتر فسفاته شده و براي سلول ها سمي             GCVداروي  

 اين ژن مركب قرار گرفته است         ٣΄كه در انتهاي       Zeoجزء  .  نيست

 را كد مي كند كه عامل مقاومت به داروي زئوسين              Sh.bleپروتئين  

اين .  نيز خوانده مي شود     Zeoست و از اين رو جهت اختصار با نام           ا

 Sh.bleو محصول ژن     )  ١١و١٠  (رد كيلو دالتون وزن دا     ١٣پروتئين  

 و از   دچسبمي  صورت استوكيومتري به زئوسين     ه  اين پروتئين ب  .  است

زئوسين عضوي از خانواده     .  جلوگيري مي كند    DNAاتصال آن به     

ه س ب وليست كه از استرپتومايسس ورتيس      بلئومايسين فلئومايسين ا   

، ضد قارچي،  )١١و١٠(ي ياين دارو خاصيت ضد باكتريا. دست مي آيد

) ١٤(و سلول هاي حيواني)  ١٣(، ضد سلول گياهي     )١٢(ضد مخمري   

از اين رو، اين دارو براي انتخاب و جداسازي سلول ها مورد               .  دارد

، سلول ها به عامل     Zeoدر عدم حضور پروتئين     .  استفاده قرار مي گيرد   

بيان زئوسين  .  زئوسين حساس هستند و در مجاورت با آن مي ميرند          

ز اهميت در   ينكته حا .  باعث ايجاد مقاومت به آن در سلول ها مي شود         

 آن باعث   HSV.TKتركيب اين پروتئين مركب اين است كه قسمت          

 آن باعث   Zeoولي در عوض، جزء         GCVايجاد حساسيت به عامل     

، HSV.TK جزء   ،در واقع .  دشومت به داروي زئوسين مي       بروز مقاو 

امكان انتخاب مثبت سلول ها را فراهم   Zeoامكان انتخاب منفي و جزء 

تركيب دو انتخاب مثبت و منفي در اين پروتئين مركب اين            .  مي كند 

امكان را فراهم مي كند كه سلول هاي حاوي پروتئين مزبور را از ساير              

با (صورت انتخابي زنده نگه داشت       ه  تئين، ب سلول هاي فاقد اين پرو    

 ).GCVبا استفاده از (يا اينكه از بين برد ) استفاده از زئوسين
 DNAاز قسمت متصل شونده به         VP٤GAL-١٦  پروتئين مركب 

تشكيل   ١٦VPو پروتئين ترانس اكتيواتور        ٤GAL  ٤GAL  ي پروتئين 

 ). ١٦و ÷١(يافته است 
ه ري پروتئين هاي نوتركيب ب    كارگيه  هدف عمده تحقيق حاضر ب    

هم پيوسته براي ابداع سيستم بيولوژيك جديدي است كه جهت               

ي پروتئازهاي جديد و شناخته نشده سيتوپلاسمي و همچنين          يشناسا

بررسي وجود پروتئازهاي شناخته شده قبلي در سلول هاي مختلف            

-١٦در اين سيستم دو پروتئين نوتركيب        .  مورد استفاده قرار مي گيرد    
VP٤GAL    وHSV.tk-Zeo  كار گرفته شده است   ه  ب.HSV.tk-Zeo  ه ب

كار رفته كه رونويسي آن تحت كنترل       ه  عنوان ژن نشانه يا گزارشگر ب     

  .قرار داده شده است VP٤GAL-١٦ پروتئين مركب
 

 هامواد و روش 
 ٦٠٤٣  كه داراي  پلاسميدي با پايه رتروويروسي    :  pCCIپلاسميد  

را كد مي كند كه      HSV.tk-Zeoن مركب   اين پلاسميد ژ  .  جفت باز است  

و مقاومت به عامل      GCVصورت همزمان، حساسيت به پيش داروي       ه  ب

در ساختمان اين وكتور قبل از      .  كندسيتوتوكسيك زئوسين را ايجاد مي      

HSV.tk-Zeo   ٤٠پروموتورهايSV  ٧وEM- پايين دست . قرار گرفته اند

 ). ١٧(ر دارد قرا  ٤٠SV، توالي چند آدنيله HSV.tk-Zeo ژن
)  ÷/٤  kb(يك پلاسميد بيان كننده      :  Neo٣,١pcDNA/(-)پلاسميد  

دن ژن  كر جهت كلون     هاست كه داراي قسمت كلون كننده چندگان        

ژن كلون شده توسط پروموتور ويروس           .  هاي مختلف است    

 ٤٠SV رانده شده و با توالي چند آدنيله ويروس           (CMV)سايتومگال  

د همچنين داراي يك كاست القا كننده         اين پلاسمي .  آدنيله مي شود  

 . مقاومت به نئومايسين است
براي ساخت وكتورهاي جديد از دو لينكر         :  لينكرها و پرايمرها  

 با  NX(L) آلمان با اسامي    MWG-Biotechمختلف ساخت كارخانه    

  NX (R) و ÷ AATTCGCGGCCGCCCCCTCTAGAC ٣توالي 
 ٣AATTGTCTAGAGGGGGCGGCCGCGبا توالي نوكلئوتيدي 

 .  استفاده شد÷ 
از آنزيم    DNAبراي بريدن   :  آنزيم هاي محدود كننده و پيوند دهنده      

،   NheI    ،HindIII    ،EcoRIهاي محدود كننده مختلفي شامل آنزيم هاي        

NotI    وXhoI          و به منظور پيوند دادن قطعات مختلفDNA    ،به همديگر

 . داستفاده ش NEB ساخت كارخانه T4 DNA Ligaseاز آنزيم 
  w/vالكتروفورز روي ژل با غلظت تقريبي     :  الكتروفورز روي ژل  

 محتوي اتيديوم برومايد جهت جداسازي قطعات مختلف          درصد  ١

DNA بر اساس اندازه آن ها انجام گرفت . 
از ژل، از كيت        DNAبراي استخراج    :  از ژل   DNAاستخراج  

 و پس از    از ژل بريده    DNAابتدا باند   .  استفاده شد   QIAEX IIاستخراج  

 . حل شد Trisي استخراج شده در محلول  DNAطي مراحل استخراج 
در اين مطالعه از سلول هاي      :  و كشت سلولي    HeLaرده سلولي   

HeLa              براي بيان انواع پروتئين ها و بررسي فعاليت آنها استفاده شد .
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، از نوع سلول هاي آدنوكارسينوم و جزء سلول هاي HeLaسلول هاي 

 سرم جنين    در صد  ١٠محتوي    DMEMه در محيط    چسبان هستند ك  

oدر انكوباتور    كشت داده شده و      (FCS)گاو  
C٢ و در حضور     ٣٧CO 

  .شدندمي  روز تقسيم ٢‐٣سلول ها هر.  شدندانكوبه  درصدČبه مقدار
هدف از انجام اين آزمايش بيان         :  ترانسفكت كردن سلول ها    

. از پلاسميد است  پروتئين نوتركيب در سلول هاي حيواني با استفاده          

براي ترانسفكت كردن سلول ها از روش رسوب با كلسيم فسفات              

 ساعت پس از ترانسفكشن آنتي بيوتيك هاي         ٤٨حدود  .  استفاده شد 

بعد از حدود يك هفته، كلوني سلول       .  مورد نظر به پليت ها افزوده شد      

هاي ترانسفكت شده ظاهر و سپس تكثير داده شدند تا آزمايش هاي             

 . استفاده از آنها انجام گيردبعدي با 
و   (G)گنسيكلووير آنالوگ صناعي گوانين      :  GCVگنسيكلووير  

پيش دارو با خاصيت ضد ويروسي          GCV.  مشتق آسيكلووير است  

است كه براي اولين مرتبه براي درمان آلودگي با ويروس هرپس               

 inاين دارو از رپليكاسين ويروس به صورت        .  سيمپلكس ساخته شد  
vitro   و in vivo         از طريق جلوگيري از سنتز DNA    ممانعت مي كند .

GCV            ٣پس از سه مرتبه فسفريله شدن تبديل بهGCV-P   مي شود 

اين عمل توسط يك سري آنزيم هاي        .  است  GCV فعال   شكلكه  

را   GCV پيش داروي    HSV.TKآنزيم  .  كيناز سلولي انجام مي گيرد    

رت اين آنزيم در    قد.   تبديل مي كند   (GCV-P1) يك فسفاته    شكلبه  

، هزار مرتبه بيشتر از قدرت آنزيم هاي           GCV-P1به    GCVتبديل  

ده است تا   ش باعث   HSV.TKاين خاصيت   ).  ١٨(كيناز سلول است    

طريق خود  ه  از آن به عنوان يك عامل مهم در از بين بردن سلول ها ب             

 ).١٩( در پروتكل هاي ژن درماني استفاده شودGCVكشي وابسته به 
ي به عنوان معياري براي     يآزمايش حساسيت دارو  :  MTTش      آزماي

بررسي حضور پلاسميد در سلول ها و همچنين بررسي ميزان بيان و            

هدف از اين    .  فعاليت پروتئين نوتركيب مورد استفاده قرار گرفت         

آزمايش بررسي مقاومت و حساسيت سلول ها نسبت به داروها              

اين .  آن با ساير سلول ها بود     متعاقب انتقال پلاسميد به آنها و مقايسه        

اين آزمايش را اولين    .  انجام گرفت   MTTآزمايش با استفاده از روش      

در طي اين آزمايش نمك زرد رنگ و         .  ابداع كرد )  ٢٠(  موسمنبار  

-2,5-(dimethythiazolyl-2-5 ,4)-3)محلول در آب تترازوليوم        
diphenyltetrazolium bromide; MTT)         در اثر احيا سلولي به  

). ٢١و  ٢٠(شود    رمازان بنفش رنگ نا محلول در آب حل مي            وف

عنوان معرفي  ه  تواند ب   مطالعات نشان داده است كه اين آزمايش مي        

براي تكثير سلول ها در پاسخ به عوامل مختلف، از قبيل هورمون               

 ). ÷٢و ٢٤، ٢٣، ٢٢(رشد و نظاير آن مورد استفاده قرار گيرد 
 

 يافته ها
براي ساخت اين پلاسميد ابتدا       :  ١٦VP٤pcG  ساخت پلاسميد 

-١٦  قطعهبريده شد تا      HindIIIو    NheIبا دو آنزيم      ١٦pM1Vوكتور  
VP٤GAL   ٣,١(-)همزمان با آن پلاسميد     .   آن خارج شودpcDNA   با

و سپس محصولات   شد  بريده  )  HindIIIو  NheI (همان آنزيم ها     

روفورز پس از انجام الكت    .  هضم آنزيمي روي ژل الكتروفورز گرديد      

هاي   DNAو  شد  ي مورد نظر از ژل بريده         DNAروي ژل باندهاي    

 DNA  قطعاتپس از آماده كردن     .  هضم شده از ژل استخراج گرديد     

 VP٤GAL-١٦  ، توالي كد كننده    ٤Tي خالص با كمك آنزيم ليگاز         

 E.coliباكتري هاي پذيراي    .  كلون شد   ٣,١pcDNA(-)درون پلاسميد   

از محصول ترانسفورماسيون   .  رم شدند با محصول لايگيشن ترانسفو    

. ي پلاسميدي از آنها استخراج شد       DNAچند كلوني برداشته شده و      

، پلاسميد ساخته شدهدرون  VP٤GAL-١٦ قطعهجهت بررسي وجود 

نمونه ها را با آنزيم هاي فوق الذكر هضم و محصول هضم شده روي              

ز انجام   جفت با  ١٢٠٠وجود باندي در حدود     .  ژل الكتروفورز گرديد  

درون محصول    VP٤GAL-١٦  قطعهموفقيت آميز مراحل بالا و وجود       

  ).١شكل (د كرتهيه شده را تأييد 
 جفت ٦٨÷٦پلاسميد ساخته شده وكتور بيان كننده يوكاريوتيك با 

كه فاقد ماركر     ١٦pM1Vاين وكتور بر خلاف پلاسميد اوليه       .  باز است 

شده از سلول هاي    انتخابي بود و جداسازي سلول هاي ترانسفكت          

ترانسفكت نشده با آن مقدور نبود، داراي كاست بيان كننده نئومايسين            

است كه انتخاب و جداسازي سلول هاي ترانسفكت شده را امكان              

 VP٤GAL-١٦اين پلاسميد همچنين داراي اينسرت       .  پذير مي سازد  

 ٤GAL ترمينال پروتئين    ‐N از ناحيه    ١٤٧‐١است كه اسيدهاي آمينه     

از اين    DNA شونده به     متصل مي كند كه در واقع قسمت           را كد 

 خارج شده توالي    قطعهاز    ٤GALدر پايين دست توالي     .  است  پروتئين

ه قرار دارد كه ب     ١٦VP از پروتئين    ٤٩٠‐٤١٣كد كننده اسيدهاي آمينه     

پيوسته است كه بصورت متصل به هم         ٤GAL به   (in frame)درستي  

و به صورت    )  ١٦و  ÷١(ا دارند    ي فعل كردن عمل ترجمه ر       يتوانا

ما بين توالي كد    )  .  ٢٩و  ٢٨،  ٢٧،  ٢٦(ي هستند   يمستقل فاقد اين توانا   

  جفت   ٠٠÷حدود    HindIIIكننده آخرين اسيد آمينه و جايگاه آنزيم         

اين امر باعث مي شود تا طول قطعه جدا شده . باز غير فعال وجود دارد

.  جفت باز برسد   ١٢٠٠و كلون شده درون پلاسميد موجود به حدود          

 اسيد آمينه   ٧ جفت باز به همديگر پيوسته اند كه         ٢١در توالي مزبور با     

و   EcoRIدر اين توالي جايگاه برش براي آنزيم هاي          .  را كد مي كند   

SmaI   قرار دارد كه از اين دو جايگاه ها، محل برش براي آنزيمEcoRI 

 ). ÷١(فرد است ه منحصر ب
 از ساختن اين پلاسميد تهيه       هدف :pcG4mVPساخت پلاسميد   

دن توالي هاي كد كننده متعدد و          كروكتوري بود كه امكان كلون        

١٦و    ٤GAL كد كننده    قطعاتهمچنين كتابخانه اليگونوكلئوتيد ما بين      

VP    براي ساختن پلاسميد    .  را فراهم آوردpcG4mVP   ١٦  از پلاسميد

VP٤pcG   ابتدا پلاسميد مزبور با آنزيم      .  استفاده شدEcoRI      برش داده

كه بين توالي هاي      EcoRIآنزيم مزبور پلاسميد را از تنها جايگاه        .  شد

 و آن را به شكل       رش مي دهد  قرار دارد ب    ١٦VPو    ٤GALكد كننده   

دست آمده  ه  پس از هضم پلاسميد،  محصول ب      .  خطي در مي آورد    

از   DNAروي ژل الكتروفورز و سپس باند مربوطه جدا و در نهايت             

 با  NX(R)و    NX(L) لينكر هاي     ،از طرف ديگر  .   شد ژل استخراج 

 DNAعمل لايگيشن ما بين محصول آنيلينگ و        .  همديگر آنيل شدند  

ليگاز انجام و      ٤Tي استخراج شده از ژل در حضور آنزيم                

 با محصول لايگيشن     E.coli  ترانسفورماسيون باكتري هاي پذيراي    
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وني برداشته و   از باكتري هاي ترانسفورم شده چند كل        .  انجام يافت 

ي پلاسميدي از باكتري ها        DNAكشت داده شدند و در نهايت          

جهت بررسي موفقيت آميز عمل اينسرشن، نمونه هاي        .  استخراج شد 

وجود باند هاي   .  هضم شدند   XbaIو    PmeIپلاسميدي با آنزيم هاي     

 جفت بازي مؤيد لايگيشن لينكرها درون پلاسميد        ٨٠٠ و   ٠÷٤تقريبي  

 .)۲شكل  (بود
بود   ١٦VPو    ٤GAL هاي كد كننده      لاسميد حاصل محتوي توالي   پ

كه مابين توالي هاي كد كننده فوق داراي جايگاه هاي برش براي آنزيم               

وجود اين جايگاه ها    .  بود  EcoRIو      XbaI    ،NotIهاي محدود كننده    

هاي متعدد و همچنين كتابخانه اليگو             امكان كلون سازي توالي      

 .  را با جهت مشخص فراهم مي آورد  DNA هقطعنوكلئوتيدي بين دو 
و تكثير سلول  pcDBHZmترانسفكت كردن سلول ها با پلاسميد  

به روش رسوب با       HeLaابتدا سلول هاي     :  هاي ترانسفكت شده   

سپس در  .  تراسفكت شدند   pcDBHZmفسفات كلسيم با پلاسميد      

سلول هاي  ،   ٤١٨Gاز عامل سيتوتوكسيك       ٩٠٠  µg/mlحضور  

شده از سلول هاي ترانسفكت نشده جدا و جهت استفاده           ترانسفكت  

اين پلاسميد فاقد پروموتور    .  در آزمايش هاي بعدي تكثير داده شدند       

٤ اتصالي   تواليبوده و تنها داراي       HSV.tk-Zeoقوي در بالادست ژن     

GAL  بنابراين در سلول هاي ترانسفكت شده با اين پلاسميد،          .  است

 مگر اينكه   ،صورت خاموش مي ماند   ه  ژن مزبور بيان نشده است و ب       

 .در سلول ها بيان شود VP٤GAL-١٦پروتئين 
به منظور تهيه سلول : pCCIترانسفكت كردن سلول ها با پلاسميد    

كه كد كننده     pCCIبا پلاسميد     HeLaهاي شاهد مثبت، سلول هاي       

HSV.tk-Zeo   روش رسوب با فسفات كلسيم ترانسفكت        ه  بود، ب

 ترانسفكت شده در حضور زئوسين به          سپس سلول هاي   .  شدند

.  از سلول هاي ترانسفكت نشده جدا سازي شدند        ١٢٠  µg/mlغلظت  

سپس سلول هاي جدا شده جهت استفاده در آزمايش هاي بعدي               

 . تحت همان شرايط تكثير داده شدند
 pcDBHZmهاي ترانسفكت شده با   سلول  ترانسفكت كردن مجدد

١٦VP  ي پلاسميديررسي قدرت القابه منظور ب: ١٦VP٤pcG  با پلاسميد
٤pcG       در القاء بيان ماركرHSV.tk-Zeo     سلول هاي ترانسفكت شده ،

ترانسفكت   ١٦VP٤pcGمجدداً با پلاسميد       pcDBHZmبا پلاسميد   

روش رسوب با فسفات كلسيم انجام        ه  عمل ترانسفكشن ب   .  شدند

سپس، سلول هاي ترانسفكت شده در حضور زئوسين به            .  گرفت

 از سلول هاي ترانسفكت نشده جدا سازي و            ٠÷١  µg/mlغلظت  

 +١٦VP٤pcGدست آمده     ه   سلول هاي ب    .  تكثير داده شدند    
pcDBHZM ناميده شدند . 

 
 
 

ما بين . كد مي كند) CMV( را به وسيله پروموتور ويروس سيتومگالو  ١٦VP٤pcG اين پلاسميد پروتئين . pcG4mVPساختمان پلاسميد : ١شكل 

DNAمحل هاي برش براي آنزيم هاي  هاي مزبور EcoRI ، NotIو XbaIاين جايگاه ها جهت كلون كردن كتابخانه اليگونوكلئوتيد و .  قرار داشته شده است

 .انواع توالي هاي كد كننده زنجيره هاي اسيد آمينه ايجاد شده است
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بررسي حساسيت سلول هاي ترانسفكت نشده،  ترانسفكت شده         
جهت  :  ٤١٨Gبه ١٦VP٤pcG+ pcDBHZM و  pcDBHZmبا پلاسميد 

 وجود پلاسميد در سلول هاي جدا شده، مقاومت آنها در برابر            بررسي

با   ٤١٨Gو در حضور       MTTروش  ه  ب  ٤١٨Gعامل سيتوتوكسيك    

 ميكروگرم در هر ميلي ليتر بررسي         ١٠٠٠و  ٠÷٢غلظت هاي صفر،     

ل عنوان كنتر ه  در اين آزمايش از سلول هاي ترانسفكت نشده ب          .  شد

غلظت صفر از   دست آمده نشان داد كه در       ه  نتايج ب .  منفي استفاده شد  

٤١٨G  سلول هاي ترانسفكت نشده، ترانسفكت شده با            در صد  ١٠٠ 

pcDBHZm    ١٦وVP٤pcG+ pcDBHZM   كه با     در حالي  ،زنده ماندند

، ميزان سلول هاي زنده مانده از         ٠÷٢  µg/mlبه    ٤١٨Gافزايش غلظت   

به   µg/ml١٠٠٠  و درغلظت      درصد ٧۰ به   سلول هاي ترانسفكت نشده   

اين در حالي بود كه ميزان سلول هاي زنده          .   افت كرد   در صد  ÷حدود  

در هر دو نوع سلول هاي ترانسفكت شده در هر سه غلظت فوق بيش               

اين نتايج نشان داد كه سلول هاي تكثير         ).  ١جدول  ( بود    در صد  ÷٨از  

د و نتايج حاصل به فعاليت      يافته محتوي پلاسميد هاي ترانسفورم شده بو      

 . پلاسميدها مي تواند تعميم داده شود
بررسي حساسيت سلول ها ي ترانسفكت نشده ، ترانسفكت شده  

 جهت  :  GCVبه    pCCIو      ١٦VP٤pcG+pcDBHZM،  pcDBHZmبا  

 كنندگي سيستم تهيه شده، حساسيت سلول هاي          ا قدرت الق  بررسي

 هاي ترانسفكت   و سلول   pcDBHZmترانسفكت شده با پلاسميد      

در اين مطالعه . آزمايش شد GCVبه     ١٦VP٤pcG+ pcDBHZM  شده

عنوان كنترل منفي و از سلول هاي        ه  از سلوله اي ترانسفكت نشده ب      

. به عنوان كنترل مثبت استفاده شد        pCCIترانسفكت شده با پلاسميد     

cells/well ۱۰۴و با غلظت سلولي  MTTروش ه حساسيت سلول ها ب

 ميكروگرم در هر ١٠و ١، ١/٠با غلظت هاي صفر،  GCVحضوردر  ۱*

،  GCVداده ها نشان دادند كه در غلظت صفر از . ميلي ليتر انجام گرفت

،   pCCI سلول هاي ترانسفكت نشده، ترانسفكت شده با          در صد  ١٠٠

pcDBHZm    ١٦وVP٤pcG+ pcDBHZM   با افزايش  .  زنده ماندند

هاي زنده مانده از سلول     ، ميزان سلول    ٠  /١  µg/mlبه      GCVغلظت  

غلظت و در     در صد  ٩٦حدود    pcDBHZmهاي ترانسفكت شده با     

µg/ml  و در بالاترين غلظت       در صد  ٨٨ به مقدار    ١ GCV    ٩٠حدود 

سلول هاي ترانسفكت نشده نيز نتايجي مشابه سلول هاي         .   بود در صد 

pcDBHZm  اين در حالي بود كه ميزان سلول هاي زنده از . نشان دادند

غلظت   GCVدر عدم حضور      ١٦VP٤pcG+ pcDBHZMل هاي   سلو

 ٣٢،   درصد ٦٢ به ترتيب به       درصد ١٠٠  هاي فوق از همان دارو از      

حساسيت سلول هاي آلوده شده با      .   كاهش يافت   در صد  ٣ و   درصد

تقريباً مشابه سلول هاي اخير بود كه به ترتيب مقدار             pCCIپلاسميد  

 غلظت هاي افزايش    و  GCVسلول هاي زنده آنها در عدم حضور          

  در صد  ٢١ و    درصد ٣٤ ،    درصد ٩٢ ،    در صد  ١٠٠يابنده آن به ترتيب     

در  pcDBHZmداده ها نشان مي دهند كه درصد سلول هاي زنده . بود

 برابر بيشتر از مقدار سلول هاي       ٣٠حدود    GCV از   ١٠  µg/mlغلظت  

در همان غلظت از دارو است        ١٦VP٤pcG+ pcDBHZMزنده از نوع    

 ). ٢جدول (

 
 

   وpcDBHZm ميزان سلول هاي زنده مانده از سلول هاي ترانسفكت نشده، ترانسفكت شده با :١                      جدول 

                        ١٦VP٤pcG+ pcDBHZM ٤١٨  در غلظت هاي متغيرG. 

 ٤١٨G  (µg/ml)غلظت 

µg/ml٢٥٠ ١٠٠٠   µg/ml µg/ml٠ 
 (HeLa)نوع سلول 

 ترانسفكت نشده %١٠٠ %٧٠ %٦,٥

 pcDBHZmترانسفكت شده با  %١٠٠ %٩٦ %٨٩

 ١٦VP٤pcG+ pcDBHZMترانسفكت شده با %١٠٠ %١٠٠ %٩٧

 
 

  ،pcDBHZm ميزان سلول هاي زنده مانده از سلول هاي ترانسفكت نشده، ترانسفكت شده با :٢                       جدول 

                       ١٦VP٤pcG+ pcDBHZM و  pCCI در غلظت هاي متغير  GCV. 

 GCV (µg/ml)غلظت 

µg/ml١٠  µg/ml١ µg/ml١/٠ µg/ml٠ 
 (HeLa)نوع سلول 

 ترانسفكت نشده %١٠٠ %٨٧ %٨١ %٨٠

 pCCIترانسفكت شده با  %١٠٠ %٩٢ %٣٤ %٢١

 pcDBHZmترانسفكت شده با  %١٠٠ %٩٦ %٨٨ %٩٠

 ١٦VP٤pcG+ pcDBHZMترانسفكت شده با %١٠٠ %٦٢ %٣٢ %٣٢
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 ترانسفكت شده با      هاي  نتايج حاكي از آن بود كه سلول           

pcDBHZm           حساسيتي مشابه سلول هاي ترانسفكت نشده داشتند و

-HSV.tkمقاوم بودند كه دليل بر عدم بيان كاست             GCVنسبت به   
Zeo      ١٦كه سلول هاي      در حالي .  در اين سلول ها استVP٤pcG+ 

pcDBHZM ل هاي حساسيتي شبيه سلوpCCI نشان دادند كه بيانگر 

همانند سلول    ١٦VP٤pcG+ pcDBHZMاين است كه سلول هاي        

 GCVحساسيت نشان دادند، به       GCVكه به     pCCIهاي كنترل مثبت    

در اين سلول     HSV.tk-Zeoعبارتي ديگر، كاست    ه  ب.  حساس هستند 

 .بيان مي شود VP٤GAL-١٦دليل حضور ه ها ب
 

 بحث و نتيجه گيري
در فيزيولوژي  )  ١(جه به اهميتي كه پروتئازهاي جايگاه گزين        با تو 

دارند وجود سيستمي قابل اعتماد،     )  ÷و  ٤،  ٣،  ٢(سلولي و بيماري ها     

ي پروتئازهاي جديد را ممكن      يآسان و قابل تكرار كه امكان شناسا        

هدف از مطالعه حاضر ابداع سيستمي براي         .  سازد بسيار مهم است    

د جايگاه گزين و احياناً پروتئازهاي           ي پروتئازهاي جدي    يشناسا

اختصاصي بافت و همچنين بررسي وجود پروتئازهاي شناخته شده در 

 . بافت هاي مختلف است
VP٤-١٦سيستم ابداع شده مجموعه اي از دو پروتئين نوتركيب           

GAL   وHSV.tk-Zeoدر اين تركيب از .  استHSV.tk-Zeo عنوان ه ب

VP٤-١٦يسي آن تحت كنترل       استفاده شده كه رونو      ژن گزارشگر 

GAL     قرار داده شده است  .HSV.tk-Zeo       ژن مركبي است كه قسمت

HSV.tk          آن آنزيم تيميدين كيناز ويروس هرپس(HSV.TK)   را كد 

 فعال تري   شكل را به    (GCV)مي كند كه پيش داروي گنسيكلووير        

كند كه عامل ستيوتوكسيك است و   تبديل مي(GCV-P3)فسفات آن 

پيش   HSV.YKدر عدم حضور    ).  ١٨(لول ها مي شود     باعث مرگ س  

به مقدار بسيار كم فسفاته شده و براي سلول ها سمي               GCVداروي  

 GCVبه  بنابراين بيان اين آنزيم در سلول ها آنها را نسبت               .  نيست

 اين ژن مركب قرار گرفته       ٣΄كه در انتهاي      Zeoجزء  .  كند  حساس مي 

 كند كه عامل مقاومت به داروي       را كد مي    zeo  )(Sh.bleاست، پروتئين   

باعث   HSV.TK-Zeoبنابراين، قسمت   ).  ١٤و  ١١،  ١٠(زئوسين است   

در .  و مقاومت به زئوسين مي گردد          GCVايجاد حساسيت به عامل      

 Zeoو جزء   )  انتخاب منفي (امكان كشتن سلول ها       HSV.TKواقع، جزء   

كند تا با   سلول ها را فراهم مي       )  انتخاب مثبت (امكان زنده نگهداشتن    

كمك گيري از آن، سلول هاي حاوي پروتئين مزبور را از ساير سلول               

با استفاده از   (صورت انتخابي زنده نگه داشت      ه  هاي فاقد اين پروتئين، ب    

 ).١٩) (GCVبا استفاده از (يا اينكه از بين برد ) ١١  و١٠) (زئوسين
 DNA از قسمت متصل شونده به        VP٤GAL-١٦پروتئين مركب   

 و÷١(تشكيل يافته است      ١٦VPو ترانس اكتيواتور      ٤GALئين  ي پروت 

ي فاقد قدرت فعال سازي رونويسي       ياجزا اين پروتئين به تنها     ).  ١٦

هم ديگر متصل مي شوند توانايي بيان ژن را         ه  هستند ولي موقعي كه ب    

 ).٢٩  و٢٨، ٢٧، ٢٦(دارند 
ترانسفكت   pcDBHZmدر اين مطالعه ابتدا سلول ها با وكتور            

 است كه در آن     HSV.tk-Zeoپلاسميد مزبور محتوي كاست     .  ندشد

به آن متصل مي شود، پنج بار تكرار شده و   ٤GALئي كه   DNAتوالي 

 HSV.tkهاي كد كننده      cDNAو    TATAترتيب جعبه   ه  دنبال آن ب  ه  ب

با وكتور    HeLaسلول هاي   .   قرار گرفته است   Zeo  (HSV.tk-Zeo)و

pcDBHZm      ٤١٨روي  ترانسفكت شده و با داG      انتخاب و سپس تكثير

، pcDBHZmسلول هاي ترانسفكت شده با پلاسميد          .  داده شدند 

كه طي اين مطالعه       ١٦VP٤pcGمجددا با پلاسميد ديگري به نام          

 وجود پلاسميد در    جهت بررسي .  ساخته شده بود ترانسفكت شدند     

 ٤١٨Gسلول هاي جدا شده مقاومت آنها در برابر عامل سيتوتوكسيك            
دست آمده نشان   ه  نتايج ب ).  ٢١   و ٢٠(بررسي شد     MTTش  به رو 

دادند  كه سلول هاي تكثير يافته محتوي پلاسميد هاي ترانسفورم شده      

 ناشي از   GCVهستند و حساسيت يا مقاومت سلول هاي تهيه شده به           

هاي ترانسفكت   سپس حساسيت سلول. فعاليت پلاسميدها خواهد بود

در   GCVبه  نسبت  ١٦VP٤pcG+ pcDBHZM شده با دو پلاسميد      

بررسي   pcDBHZmمقايسه با سلول هاي ترانسفكت شده با پلاسميد         

 ترانسفكت كه حساسيت سلول هاينتايج به دست آمده نشان داد . شد

هاي ترانسفكت شده با        همانند حساسيت سلول     GCVشده به    

pcDBHZm  هر دو اين سلول ها نسبت به . استGCV  مقاوم بودند و

 از اين دارو زنده     ١٠  µg/ml سلول ها در غلظت       ر صد  د ٨٠بيش از   

حساسيتي   ١٦VP٤pcG+ pcDBHZMكه سلول هاي      در حالي .  ماندند

 بدين معني كه سلول   .  داشتند)  ١٧)  (كنترل مثبت (  pCCIشبيه سلولهاي   

هاي كنترل مثبت      ، همانند سلول   ١٦VP٤pcG+pcDBHZMهاي  

در صد رشد . حساس بودند GCV، نسبت به pCCIترانسفكت شده با 

به شدت كاهش     GCVو زنده بودن اين سلول ها با افزايش غلظت            

 از   در صد  ٣حدود    GCV از   ١٠  µg/mlطوري كه در غلظت     ه  يافت، ب 

 . سلول هاي ترانسفكت شده با دو پلاسميد زنده ماندند
و سلول هاي     pcDBHZmتشابه رفتاري و مقاومت سلول هاي        

در اين سلول     HSV.tk-Zeoست  ترانسفكت نشده بيانگر عدم بيان كا     

در اين سلول ها به        HSV.tk-Zeoبه عبارتي ديگر، كاست      .  ها است 

از طرف  ديگر،     .  بيان نمي شود     VP٤GAL-١٦دليل عدم حضور     

دليل بر بيان     ١٦VP٤pcG+ pcDBHZMحساسيت زياد سلول هاي      

در اين    VP٤GAL-١٦ به علت بيان پروتئين        HSV.tk-Zeoكاست  

 HSV.tk-Zeoايج فوق نشان دادند كه بيان كاست          نت.  سلول ها بود  

است و در حضور      VP٤GAL-١٦كاملاً تحت كنترل پروتئين مركب      

در صد سلول هاي    .  هاي مزبور بيان مي شوند       cDNAاين پروتئين   

 برابر  ٣٠حدود    GCV از   ١٠  µg/mlدر غلظت     pcDBHZmزنده  

در   ١٦VP٤pcG+ pcDBHZMبيشتر از مقدار سلول هاي زنده از نوع         

در   GCVيعني حساسيت سلول ها به        .  همان غلظت از دارو بود      

.  برابر تغيير مي كند    ٣٠، حدود   VP٤GAL-١٦حضور و عدم حضور     

بنابراين سيستم ابداع شده امكان جداسازي سلول ها با استفاده از                

ميسر   VP٤GAL-١٦را در حالت فعاليت و عدم فعاليت          GCVداروي  

 . مي سازد
حت پلاسميدهاي ساخته شده و كاركرد آنها         به دنبال اثبات ص    

در اين پلاسميد محل    .  ساخته شد   pcG4mVPپلاسميد ديگري به نام     

افزوده   ١٦VPو    ٤GALما بين     XbaIو    EcoRI  ،NotIبرش آنزيم هاي    
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شد تا امكان كلون كردن توالي هاي مختلف در جهت مشخص را               

 .فراهم آورد
 نوكلئوتيدي با استفاده    جهت شناسايي پروتئازهاي جديد كتابخانه    

و   ٤GALاز محل هاي كلونينگ ايجاد شده بين توالي هاي كد كننده             

١٦VP     ١٦در پلاسميدVP٤pcG    ياpcDBHZGmV    قرار داده مي شود .

بديهي است در   .  انتخاب مي شوند    GCVسپس سلول ها در حضور      

فاقد سوبسترا براي اندوپروتئازهاي      VP٤GAL-١٦هايي كه پروتئين      سلول

يتوپلاسمي است، به دليل عدم هضم آنزيمي، پروتئين مزبور به               س

 و  HSV.tk-Zeoصورت متصل به هم فعال باقي مي ماند و باعث بيان            

سلول هاي مزبور به دليل     .  نهايتاً بروز حساسيت در سلول ها مي شود       

در حالي كه   .  ، در حضور اين دارو از بين مي روند        GCVحساسيت به   

بيان شده در آنها محتوي         VP٤GAL-١٦  سلول هايي كه پروتئين     

سوبستراي مناسب براي پروتئازهاي سيتوپلاسمي است، تحت تأثير          

جدا مي    ١٦VPاز    ٤GALآنزيم هاي سيتوپلاسمي قرار مي گيرد و          

جدا شدن پروتئين منجر به غير فعال شدن آن و در نتيجه عدم               .  شود

ول هاي  بالطبع سل .  مي شود   GCVو مقاومت به      HSV.tk-Zeoبيان  

، در حضور اين دارو به رشد خود          GCVمزبور به دليل مقاومت به       

ادامه خواهند داد، در حالي كه سلول هاي نوع اول از بين خواهند                 

اين فعل و انفعالات با بروز كلوني در ظرف كشت ظاهر مي              .  رفت

جهت شناسايي توالي اسيد آمينه هايي كه توسط پروتئازها              .  شود

ل هاي مزبور تكثير داده شده و با استفاده از            شكسته مي شوند، سلو   

RT-PCR      با كلون كردن توالي هاي      .   توالي مزبور مشخص مي شود

شناخته شده و مشخص درون پلاسميدهاي اين سيستم، از آن براي             

بررسي وجود پروتئازهاي شناخته شده در بافت هاي مختلف نيز مي            

 .توان استفاده كرد
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