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 1386 تابستان 
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  11/12/86: پذيرش مقاله    9/7/86: دريافت مقاله

  چكيده
هـا   در ايـن سـلول  مشاهده شده  ژنتيكيت ايجاد اختلالاساز زمينه را به عنوان يك عامل    ITPA تحقيق ما بيان ژن      :هدف

  .شدارزيابي 
و براي بررسي صـحت عملكـرد    نيمه كمي استفاده RT-PCR روشرد نظر از  بيان ژن موارزيابي براي :ها مواد و روش 
هـا بـا اسـتفاده از    cDNAهـاي حاصـل از    پـروتئين .  كلـون و تعيـين تـوالي شـد     آمدهدست بههاي  cDNAمحصول ژن   

  . شدندمقايسه پيشگويي واز نظر ساختماني  بيوانفورماتيكيافزارهاي  نرم
قادر به كد كردن پروتئينـي اسـت كـه           جدا شده    mRNA است كه    بيانگر آن ماني  نتايج حاصل از پيش بيني ساخت     : جنتاي

با توجه به لزوم تشكيل دايمر براي فعاليت طبيعـي          .  است آنزيميفاقد كارايي لازم در اتصال به سوبسترا و انجام واكنش           
 نظـر   بـه بنـابراين   . گيـرد  مـي  قـرار    تـأثير  نيز در هنگام تشكيل هترودايمر تحت        ITPase  مونومر طبيعي   عملكرد ،پروتئين

سـاز    زمينـه  يـك عامـل  ن را بـه عنـوان  آتـوان   مي و طبيعي نبوده  K562هاي در سلول ITPaseرسد كه عمل آنزيمي  مي
  .تنظر گرف ها در اين سلولدر  ناپايداري ژنتيكي

 GAPDH  ،ITPAيداخل ـ  نشان داد كه در مقايسه بـا بيـان ژن كنتـرل   K562هاي  بررسي بيان ژن در سلول :گيري نتيجه
نهـا حاصـل   آيكـي از  . دكن ـ مـي   توليـد هـا   در اين سـلول رونوشتها داشته و دو نوع   در حد متوسط در اين سلول     بياني  

 mRNA نوكلئوتيدي در ناحيه كـد كننـده         51 دوم داراي يك حذف       رونوشت  اوليه است ولي   hnRNAپردازش طبيعي   
  .استدر سلول  نادر پيرايش حاصل يك رونوشترسد كه اين  مي نظر به. است

  
  DNA ،ITPA ،.d/ITPسيب به آميناسيون، آتيو دااكسيد: كليدواژگان

 

  .14115-175 :صندوق پستي، بخش زيست شناسي، گروه ژنتيك ، پايهتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم :نشاني مكاتبه ∗
E-mail: behmanesh@modares.ac.ir 

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  مقدمه ـ1
 و  (Eukaryote)ت   زنـده اعـم از يوكـاريو       هـاي   تمامي سـلول  

 روزمـره در معـرض انـواع    طـور  بـه   (Prokaryotes)ها پروكاريوت
 هـاي   و سـاير مولكـول  ]DNA ، RNA]1به مواد ژنتيكي ها  سيبآ

 تمــامي  از ســوي ديگـر .شــان قـرار دارنـد    سـازنده ]2[ بيولـوژيكي 
   ترميمــي هــستند كــه  هــاي سيــستم  زنــده دارايهــاي ســلول

كـارايي  مـواد ژنتيكـي     بـه   ها    سيبآهر كدام در ترميم انواع خاصي از        
 فعـال   هـاي   يكـال دراعوامـل فيزيكـي و شـيميايي و همچنـين           . دارند

 نـابع ين متـر  مهـم  از  (Reactive Oxygen Species :ROS)اكسيژن
. اسـت هـا   نآ در  (Mutation)جهـش سيب به مواد ژنتيكي و ايجاد آ

   يـا اخـتلال   DNAيب بـه    آس ـ تـأثير  روزافزوني در زمينه     هاي  گزارش
  ژنتيكــي مختلــف هــاي  در ايجــاد بيمــاريهــا ســيبآدر تــرميم ايــن 

 عـصبي   تحليل رونده سيستمهاي انسان از جمله بيماريو غير ژنتيكي   
(Neurodegenerative disease) اتوايمن ،(Autoimmune)  قلـب ،

  .دن وجود دار] 10-3[  مختلفهاي و سرطان
ــم  ــواع مه ــا  ســيبآ يكــي از ان ــسيداتيو  ه ــواد ژنتيكــي اك ــه م ب

 كه نـه تنهـا   ]13-11[  است (Oxidative deamination)ميناسيونآد
ــطح  ــوميDNAدر س ــطح  بل ، (Genomic DNA) ژن ــه در س ك

روند . دهد مي نيز روي  (Cytosol)زاد داخل سيتوزولآنوكلئوتيدهاي 
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 ياسمين دانايي و همكاران    .. . فسفات پيروفسفوهيدرولاز در  بررسي بيان ژن اينوزين تري

2  

  ميناســـــيون تحـــــت شـــــرايط فيزيولوژيـــــكآاكـــــسيداتيو د
 عوامـل  تـأثير  هواسط بهمقدار كم روي داده و يا      و به ها    در داخل سلول  

ــش ــعه  (Mutagenic agents)زا جه ــد اش ــنفش   مانن ــاوراي ب  م
(Ultraviolet :UV)يا اكسيد نيتروژن   (Nitric Oxide :NO) شدت

ن آي ــ ـميناسيون روندي است كـه ط  آد. كند ميوقوع چشمگيري پيدا    
 يــا  (Purine)ازهاي پــورينـود روي بـــمــين موجـ ـآروه ــــگ

ــدن ــه گRNA و DNA  (Pyrimidine)پيريميـ ـــ بـ ــــ   وروه كتـ
(Keto group) اين تغيير شيميايي باعث تغيير توانايي . شود مي تبديل
 نشان ها بررسي. شود مياين بازهاي طبيعي  طبيعي در تشكيل جفت باز

ميناسيون آ كه حاصل د   (Hypoxanthine) لي هيپوگزانتين آداده كه باز    
نـايي   توا (Thymine) اسـت، عـلاوه بـر تـايمين     (Adenine)دنـين آ

ــيتوزين   ــا س ــاز ب ــت ب ــشكيل جف ــت (Cytosine)ت ــاز .  را داراس ب
 (Guanine) ميناسيون گوانينآ دواسطه به نيز كه  (Xanthine)گزانتين
دنين را  آعلاوه بر سيتوزين توانايي تشكيل جفت باز با         ،  شود ميايجاد  
تواننـد توسـط پليمرازهـا بـه      مـي نوكلئوتيدهاي غير عـادي   اين. دارد

جهـش   خطـر علاوه بر افزايش      وارد شده و   RNAو DNAساختمان  
هـا    نو اختلال در عملكـرد آ     باعث ايجاد ناپايداري در ساختمان       زايي
   .]13،14[ دنشو

 محـافظتي   هاي  سيستم  زنده به  هاي  لولــامي س ــ تم ،وي ديگر ــاز س 
اد ــ ـرا از ايج  هـا     نآواد ژنتيكـي    ـــ ـم و ترميمي متنوعي مجهز هستند كـه      

 زيمــ ـنĤوكلئوتيديــخزن ن ــ ـطح م ــ ـدر س . كننـد  مي افظتــيب مح ــسآ
  يدرولازــسفوهــــــيروفـــسفات پـــــــري فـن تـــــــــــنوزيــاي
.(Inosine Triphosphate Pyrophosphohydrolase :ITPase) 

و هـا   نآ منوفسفات  به شكلXTP و  d/ITPدار تبديل نوكلئوتيدهاي عهده
در  بسيار نـاچيزي   نزيم فعاليت آ  اما اين  .]19-15[  است (PPi) پيروفسفات
 d/GTP و   d/ATPنوكلئوتيدهاي عادي ماننـد      ساير (Hydrolysis) هيدروليز

 ITPA (Inosine Triphosphate Pyrophosphohydolase gene) ژن .دارد
(EC3.6.1.19)دود ــــحولي ــــ بــا طkb14كــــكوچ ازويــــ، روي ب 

د ــــك را kb1/1 ولــــط بــه  cDNA قــرار داشــته و20 روموزومــــك
ــي ــد م ــن ژنcDNA .كن ـــروتئين  در   اي ـــننده پ ـــد كـ ــسمت كـ    قــ

(Open Reading Frame :ORF) 584    نوكلئوتيد طـول داشـته، قـادر 
ــا    ــي ب ــردن پروتئين ــد ك ــه ك ــيد194ب ــتآ اس ــي . مينه اس ــانواده ژن    خ

(Gene family) ITPA  در بسياري از موجودات زنده شناسايي شـده و 
ــروتئي  ــاختمان پ ــل    و ITPaseنس ــسم عم ــهآمكاني ــا ن در گون    يه

ــت       ــده اس ــشخص ش ــسان م ــويژه ان ــاكتري و ب ــد ب ــف مانن . مختل
، ]20[  در مخمـر Hap 1  بـه اسـامي  ITPA ژن  (Ortholog)ارتولـوگ 

rdgB آنزيم و ]21[ اشرشياكلي    در  NTPase  در متانوكوكوس جاناشـي 

(Methanococcus Jannaschii)   در انـسان و  .  شناسـايي شـده اسـت
. ]16،17[ شـود  ميبيان ها  مقدار زياد و در تمامي بافت هب  ITPaseموش

 ITPAژن  ي در مورد وجود ارتباط بين اخـتلال در عملكـرد          هاي  گزارش
 مثال افزايش درغلظت    انعنو  به.  انساني گزارش شده است    هاي  بيماري و

براي سـلول   ها    تواند در شرايط خاص مانند استرس      ميسوبستراي آنزيم   
  .مضر باشد

 در ايجـاد واكـنش     ITPAكاهش يا حـذف كامـل عملكـرد ژن          
 نقش  (Azathiopurine) نالوگ بازهاي پوريني  آنسبت به داروهاي    

 در  (Immunosuppressive)مهاركننـده ايمنـي  عنـوان   كه بـه ، دارد
   (Leukemia)هــا مي اتــوايمن يــا لوســهــاي بتلايــان بــه بيمــاريم

   افـزايش   مبنـي بـر    يهـاي    گـزارش  ،ي ديگـر  يسو  از .شود مياستفاده  
 قرمــز يهــا گلبــولنــزيم در آ سوبــستراي ايــن  ،ITPغلظــت 

(Erythrocytes)              گروهي از افراد مبـتلا بـه عقـب مانـدگي شـديد 
ــين مبتلا(Sever mental retardation) ذهنــي ــه  و همچن ــان ب ي

ويـــژه از نـــوع  ه بـــ(Schizophrenic disorder) اســـكيزوفرني
 .]29-22[ ن وجود داردآ  (Paranoid)پارانوئيد

 شـواهدي دال بـر افـزايش    rdgB بـراي ژن   (Null)لنو ايكلي
 جهـش ن بـا  آ را نشان داده و همراهي  DNA و ناپايداري درجهش

ــاير ژن ــاي در سـ ــرميم  هـ ــستم تـ ــر در سيـ ــد DNA درگيـ  ماننـ
(Recombinase A) RecA و RecABC  ــلول ــرگ س ــبب م  س

توانـد   مـي رسد اختلال در عملكرد ايـن ژن         مي نظر  به ]20[شود   مي
 در  (Genetic instability) ايجــاد ناپايــداري ژنتيكــيســاز زمينــه
  . پروكاريوت و يوكاريوت شودهاي سلول

اختلالات ساختماني و    نقش  بسياري در مورد وجود و     هاي  گزارش
نـواع  يكي از ا  . وجود دارد ها    ژنوم بسياري از انواع سرطان     عملكردي در 

  CML هـا ماننـد    ميلوس ـانـواع مختلـف     هـا     مهم ايـن دسـته از سـرطان       
(Chronic Myelogenous Leukemia)،(Acute Lymphoblastic Leukemia) 

ALL و (Chronic Lymphocytic Leukemia) CLL از افراد  بسياري .است
ــوع  ــه ســرطان خــون از ن ــتلا ب ــواع مختلفــيCML مب از   داراي ان

كـه   هستند ني و عددي در ساختار ژنوم خود       ساختما هاي  ناهنجاري
ــصترين  ــا  نآاز شاخـ ــيهـ ــسلوكاسيون  مـ ــود ترانـ ــوان از وجـ  تـ

(Translocation) ABL-BCL  ــا ــوزوم فيلادلفي ــشكيل كروم   و ت
(Philadelphia chromosome) هاي سلول .نام برد K562 اولين بار 

نـشان   هـا    جدا شده و بررسي    CMLاز فردي مبتلا به سرطان خون       
.  ژنتيكي در اين رده سلولي اسـت       هاي   وجود انواع ناهنجاري   دهنده

 سـاختماني   هـاي   مدن ناهنجـاري  آوجود   هبا توجه به اينكه ب    بنابراين  
   تـرميم  هـاي   مـدي سيـستم   آناپايـداري مـواد ژنتيكـي و ناكار       بيانگر  
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DNA و با توجه به نقش كليدي ژن         استITPA      در سيستم تـرميم، در 
ايجـاد    احتمـالي در   سـاز   زمينـه عنـوان عامـل       بيان اين ژن به    ،اين تحقيق 

   .شده است مطالعه  K562 سرطانيهاي ناپايداري ژنتيكي در سلول
  

  ها روش مواد و ـ2
  لولـكشت س ـ1 ـ 2

ــه و در  K562 هــاي ســلول ــستيتوپاستور تهي  10 از بانــك ســلولي ان
 RPMI (Roswell Park Memorial Institute) ليتر محيط كـشت  ميلي

ــضور1640 ــد 10 ، درحــ ، و FCS (Fetal calf serum) درصــ
ميكروگـرم بـر      100 ( (Streptomycin)  استربتومايـسين  هـاي   بيوتيك نتيآ

 بـه تعـداد   ) ليتـر   واحد بر ميلـي 100( (Penicillin) سيلين و پني) ليتر ميلي
 سـاعت   96-72 به مدت    گراد  سانتي درجه   37 در دماي     در فلاسك و   106

 درصـد سـطح   80ز رشـد تـا حـدود     پـس ا  هـا     سـلول . كشت داده شدند  
پـس از  .  جدا شده و شمارش شـدند (Trypsin) فلاسك، توسط تريپسين  

تـفاده در    (Saline buffer)يك بار شستشو با بـافر سـالين    -70 تـا زمـان اس
  . نگهداري شدندگراد سانتيدرجه 
  

  cDNA و ساختن RNAاستخراج  ـ 2ـ 2
ــرفاز  ــلولظـ ــاي  سـ ــول  K562 هـ ــتفاده از محلـ ــا اسـ   بـ

 (RNA extraction solution) RNX (Cinnagen)، RNA  ــل ك
 اسـتخراج شـده بـا اسـتفاده از ژل     RNA كميـت و كيفيـت   واستخراج  

 كل بـا    RNA،   ميكروگرم 5از  . الكتروفورز و اسپكتروفتومتر ارزيابي شد    
 (Primer) آغـازگر عنـوان    بـه  (Oligo-dT)اليگومر تيميـدين استفاده از 

 بـا اسـتفاده از كيـت       cDNAساختن  .  استفاده شد  cDNAبراي ساختن   
  .ن انجام شدآسازنده شركت  و طبق دستور (Cinnagen)مربوط 
  

  بررسي بيان ژن ـ 3ـ 2
  تهـــــــدس دو  بررســـــي بيـــــان ژن از منظـــــور بـــــه
  ]1-5[ (Forward primer)هاي اختـــصاصي جلـــوييآغــــازگر

5'-GTAACCGGGGATCACCATGGC-3' ــبر و  (Reverse primer)شتيگ
5'-AGACAGGCCGGTGAGGCTACTTG-3' تكثير براي DNA 

تـفاده شـد  ITPAژن  هـاي  آغازگركنتـرل داخلـي از    عنـوان  بـه ]. 3-2[  اس
 'CCAGCCGAGCCACATCGCTC-3'-5  جلـويي  اختـصاصي 
  بـــراي'ATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT-3-'5و برگـــشتي

  GAPDH (House keeping) دار خانـــه  ژنcDNA تكثيـــر

(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) درRT-PCR  
صورت نيمه كمي در مقايسه با       براي بررسي بيان ژن به    . استفاده شد 

بررسـي و پـس از   ي متفـاوت  هـا  چرخـه كنترل داخلي بيـان ژن در       
 براي بررسي بيان 30 به تعداد چرخه بهترين  نتايج روي ژل، ارزيابي

مبنـاي انتخــاب  . ن انتخـاب شــد آژن مـورد نظــر و كنتـرل داخلــي   
.  بـود PCRبراساس نرسيدن به وضعيت ثابـت در تكثيـر محـصول           

 94  از در ابتـدا د استفاده شده به ترتيب عبارت بوPCRي ها چرخه

 30 بـراي   گراد سانتي درجه 94 دقيقه كه با 3براي  گراد سانتيدرجه 
 30  بـراي گـراد  سـانتي درجـه   54 (Annealing)ي اتصال براثانيه، 

 ثانيـه و تكثيـر نهـايي در    60  بـراي گراد سانتيدرجه   72 ثانيه، تكثير 
ــد  300 ــام ش ــه انج ــان محــصولات . ثاني ــارز  روي ژلPCRدر پاي  آگ

 (Ethidium bromide) مايـد و برمميزي با اتيديوآالكتروفورز و پس از رنگ 
 براي ارزيـابي كـمي  .عكسبرداري شد  و مشاهده   ، دقيقه 30 به مدت 

از مقايسه شدت چگـالي بانـدهاي ژن نـسبت بـه كنتـرل      ها    ژن بيان
  . شداستفاده 1/3 خه نسImage Gaugeافزار  داخلي و از نرم

  
  ITPA ژن cDNAردن ــلون كـك ـ 4ـ 2

تـفاده از    ژن  ژن در بررسي بيان   cDNAقطعات حاصل از تكثير      بـا اس
-T (Tناقـل ردن در ـكلـون ك ـ   س از پـ  استخراج و   از ژل  (Bioneer) كيت

Vector) (Fermentas) ـ ــ ـ س هاي  كلوني   شـده در    منتقـل وتركيب  ـفيد ن
ميكروگـرم   100  محيط كشت انتخابي حـاوي      از با استفاده  DH5α باكتري

 ) W/Vدرصـد   20 (ميكروليتر  40 در حضور و  (Ampicillin)سيلين مپيآ
ــرو 5و x-gal (bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside-5)از   ميك

ــر  ــد 20 (ليت  W/V (Isopropyl-l-thio-β-D-galactoside) IPTG) درص
 انـدازه قطعـه     تأييد و (Cloning)  كلونينگ تأييدبراي   .انتخاب شدند 

 و هـاي عمـومي  آغازگر بـا اسـتفاده از    PCRكلون شـده از كلـوني  
 نظـر  حاوي قطعات مورد     هاي  كلوني.  استفاده شد  ITPAاختصاصي  

  (Plasmids)پـس از تكثيـر پلاسـميدهاي    انتخـاب و از نظر اندازه 
با اسـتفاده از كيـت اسـتخراج پلاسـميد          ها    نآنوتركيب و استخراج    

(Bioneer)، ند تعيين توالي ارسال شدبراي.  
  

  ناليز نتايجآ ـ 5ـ 2
 ـ هاي  بررسي توالي براي     هـاي   مـده و مقايـسه تـوالي      آدسـت    ه ب
 Generunnerهـاي   افزار  نـرم از  هـا     نآ مده و هـم رديفـي     آدست   به

 بـراي بررسـي  .  استفاده شد83/1 نسخه Clustal W و 05/3نسخه 
 و  SpliceSitFinder از سايت (Splicing)پيرايش چگونگي انجام

 RasWin ،1/4 نـسخه  Cn3D پيشگويي ساختمان پروتئيني از براي
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اده از بـا اسـتف    ITPA ژنK562. cDNAدر سلولهاي ITPA بررسي بيان ژن     1شكل
بـراي    GAPDHآغازگرهاي اختصاصي تكثير و به عنـوان كنتـرل داخلـي از بيـان ژن     

 . كنترل منفي آزمايش استNG نشانگر و  M.مقايسه بيان استفاده شد

M   

ون 
كل

1        

ون 
كل

2        

ون 
كل

3        

ون 
كل

4  

800 bp 

500 bp 

200 bp 

هـاي كلـون      cDNAهاي باكتريايي حاوي     كلونيدر   PCR كلوني   نتايج حاصل از   2شكل  
. انـد  شـده انجـام   ITPA با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژن  ITPA .PCRشده از ژن 

براي تعيين  . دهد  ها نشان مي   نسبت به ساير كلون    كاهش اندازه مشخصي را      1كلون شماره   
 .ماهيت قطعات كلون شده، پلاسميدهاي آنها خالص و براي تعيين توالي ارسال شد

Molecular و Swiss-Model استفاده شد.  
 

 نتايج ـ3

 ـ K562 در رده سلولي     ITPAقيق بيان ژن    در اين تح   عنـوان   هب
بدين منظـور   . عامل بالقوه ايجاد كننده ناپايداري ژنتيكي بررسي شد       

   (Confluence)آوري تـا سـطح هـم   هـا   پس از كشت دادن سـلول 
  استخراج و بـراي سـاخت كتابخانـه   ها    كل از آن   RNAدرصد،   80 

cDNA بــا اســتفاده از روش .اســتفاده شــد RT-PCRمــه كمــي ني  
(Semi-quantitative RT-PCR)ــرل    و در ــان كنت ــا بي ــسه ب مقاي

ــي  ــان ژن  GAPDHداخل ــت  ITPAبي ــرار گرف ــابي ق ــورد ارزي    م
 در اين رده سـلولي بيـان        ITPAبراساس اين بررسي ژن     ). 1شكل  (

  .بوددر مقايسه با كنترل داخلي از بيان متوسطي برخوردار شده و 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 باند ITPAژن  cDNAدر ORF   از صحت توالي اطمينانبراي
-Sub) سـاب كلـون   Tناقـل مـده از ژل اسـتخراج و در   آ دسـت  بـه 

cloning)  متوجه باند ديگـري  محققان حاضردر حين بررسي  .شد 
كه با وجود   ند   ژن شد  cDNAدر نزديكي باند اصلي مورد انتظار از        

 ـ يتـر   باند همواره ظـاهر شـده و ظـاهر پهـن           ،زمايشآتكرار   ن آه   ب
 از ژل اسـتخراج و در   نيـز ايـن بانـد   آن،تعيين هويت براي . داد مي
  .ساب كلون شد  Tناقل

  

 بـا  DH5α، بـاكتري   (Ligation) پس از انجام واكنش الحـاق 
 ي حاوي پلاسميد نوتركيـب و     ها  كلوني. شدترانسفورم  ن  آمحصول  

 شـدند انتخـاب   هـاي عمـومي     آغازگر و   PCRبا استفاده از كلـوني      
 حـاوي   انـدازه  نهايت دو نوع كلوني باكتريايي از نظر       در. )2شكل  (

 ـ نوع اول حامل قطعه. مدآدست   هقطعه كلون شده ب     بـود كـه از نظـر    ياي
 ITPA ژن cDNA از  جفت بازي745اندازه مطابق با اندازه مورد انتظار   

 براي.  جفت باز كوتاهتر بود50ايي با حدود  اما نوع دوم داراي قطعه. بود
هـاي  آغازگر بـا اسـتفاده   PCRزمـون كلـوني   آاز ماهيت قطعـه   اطمينان  

 پلاسـميدها   ،نظر به تكرار شدن نتـايج     .  تكرار شد  ITPAاختصاصي ژن   
. ند تعيين تـوالي ارسـال شـد       برايشده و    جداها    پس از تكثير از باكتري    

 مـشابه بـا   تـر دقيقـاً    مده نشان داد كه قطعـه بـزرگ       آ دست  بهتوالي   ناليزآ
 در ناحيه تكثير شده بوده و قادر به كـد           ITPA ژن   cDNAاز   Iايزوفرم  

 بوده اما   ITPAقطعه كوتاهتر نيز مشتق از ژن       .  است كردن پروتئين كامل  
 نـسبت بـه تـوالي       ORFداراي يك حذف شدگي در قسمتي از ناحيـه          

 و شـروع    1 قسمت انتهايي اگزون   اين ناحيه دربرگيرنده  . است Iايزوفرم  
  ).3شكل (  نامگذاري شد IIايزوفرم بود كه تحت عنوان  2اگزون 
  
  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

800 bp 
 

500 bp 
 

200 bp 
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GGGGATCACC ATGGCGGCCT CATTGGTGGG GAAGAAGATC GTGTTTGTAA CGGGGAACGC CAAGAAGCTG GAGGAGGTCG TTCAGATTCT AGGAGATAAG 
GGGGATCACC ATGGCGGCCT CATTGGT--- ---------- ---------- ---------- ---------- --------CG TTCAGATTCT AGGAGATAAG 
            M  A  A   S  L  V  G   K  K  I   V  F  V   T  G  N  A   K  K  L   E  E   V   V  Q  I  L   G  D  K   

*         * 
TTTCCATGCA CTTTGGTGGC ACAGAAAATT GACCTGCCGG AGTACCAGGG GGAGCCGGAT GAGATTTCCA TACAGAAATG TCAGGAGGCA GTTCGCCAGG  
TTTCCATGCA CTTTGGTGGC ACAGAAAATT GACCTGCCGG AGTACCAGGG GGAGCCGGAT GAGATTTCCA TACAGAAATG TCAGGAGGCA GTTCGCCAGG  
    F  P  C   T  L  V  A   Q  K  I   D  L  P   E  Y  Q  G   E  P  D  E  I  S   I  Q  K  C   Q  E  A   V  R  Q    

*        * 
TACAGGGGCC CGTGCTGGTT GAGGACACTT GTCTGTGCTT CAATGCCCTT GGAGGGCTCC CCGGCCCCTA CATAAAGTGG TTTCTGGAGA AGTTAAAGCC  
TACAGGGGCC CGTGCTGGTT GAGGACACTT GTCTGTGCTT CAATGCCCTT GGAGGGCTCC CCGGCCCCTA CATAAAGTGG TTTCTGGAGA AGTTAAAGCC  
  V  Q  G  P   V  L  V   E  D  T   C  L  C   F N  A  L   G  G  L   P  G  P  Y   I  K  W   F  L  E   K  L  K  P  

 

TGAAGGTCTC CACCAGCTCC TGGCCGGGTT CGAGGACAAG TCAGCCTATG CGCTCTGCAC GTTTGCACTC AGCACCGGGG ACCCAAGCCA GCCCGTGCGC  
TGAAGGTCTC CACCAGCTCC TGGCCGGGTT CGAGGACAAG TCAGCCTATG CGCTCTGCAC GTTTGCACTC AGCACCGGGG ACCCAAGCCA GCCCGTGCGC  
    E  G  L   H  Q  L  L  A  G  F   E  D  K   S  A  Y   A  L  C  T   F  A  L   S  T  G   D  P  S  Q   P  V  R   

 
CTGTTCAGGG GCCGGACCTC GGGCCGGATC GTGGCACCCA GAGGCTGCCA GGACTTTGGC TGGGACCCCT GCTTTCAGCC TGATGGATAT GAGCAGACGT  
CTGTTCAGGG GCCGGACCTC GGGCCGGATC GTGGCACCCA GAGGCTGCCA GGACTTTGGC TGGGACCCCT GCTTTCAGCC TGATGGATAT GAGCAGACGT  
  L  F  R   G  R  T  S   G  R  I   V  A  P   R  G  C  Q   D  F  G   W  D  P   C  F  Q  P   D  G  Y   E  Q  T    

* 
ACGCAGAGAT GCCTAAGGCG GAGAAGAACG CTGTCTCCCA TCGCTTCCGG GCCCTGCTGG AGCTGCAGGA GTACTTTGGC AGTTTGGCAG CTTGACTTCT  
ACGCAGAGAT GCCTAAGGCG GAGAAGAACG CTGTCTCCCA TCGCTTCCGG GCCCTGCTGG AGCTGCAGGA GTACTTTGGC AGTTTGGCAG CTTGACTTCT  

Y  A  E  M   P  K  A   E  K  N   A  V  S  H   R  F  R   A  L  L  E  L  Q  E   Y  F  G   S  L  A   A           

*             *  * 
  

 ITPA ژن II ايزوفـرم  cDNAچين بيانگر قسمت حـذف شـده در تـوالي     قسمت نقطه. هاي حاصل از آنها روتئين و توالي پK562هاي   هاي جدا شده از سلولI II, ، cDNAرديفي توالي نوكلئوتيدي ايزوفرم   هم 3شكل  
  .اند ص شدهاسيدهاي آمينه درگير در اتصال سوبسترا با انجام عمل آنزيمي پروتئين با ستاره مشخ.  در پروتئين وجود نخواهد داشت23 تا 7اي،   اسيد آمينه17با وجود اين  ناحيه حذف شده . است
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هـاي   cDNAتـوالي  براي بررسي چگونگي ايجاد اين واريانت،
  ارزيـابي  ITPA و همچنـين تـوالي ژن   II و I آمده ايزوفرمدست به
 اين بود كـه در سـاختمان ژن، اينتـرون اول،             دهنده  نشاننتايج  . شد

يد داشته كه با احتساب نـواحي اگزونـي          نوكلئوت 3551طولي معادل   
 وسيع اي هيابد، كه ناحي مي كيلو باز افزايش 6/3حذف شده به قريب 

در صورت صحت فرضيه وجود چنين حـذفي بـا اسـتفاده از          . است
DNA     اول و سـوم امكـان       هـاي    ژنومي و آغازگر اختصاصي اگزون 

ــه ســاختمان ژن    ــا توجــه ب ــه ب ــر ناحي    وجــود داشــت ITPAتكثي
عدم توفيق در تكثيـر ايـن ناحيـه نـشان داد كـه            ).  جفت باز  ~250(

 cDNAبنـابراين تـوالي  .  ژنومي روي نداده اسـت DNAحذف در 

 را در نواحي مرتبط با پيرايش بـين  II و I آمده ايزوفرمدست بههاي 
هـاي  افزار  نـرم  ژن با استفاده از      1 و توالي اينترون     2 و   1 هاي  اگزون

  cDNA نـشان داد كـه  هـا   بررسـي .بيوانفورمـاتيكي بررسـي شـدند   
 در  GU-AG توسط مكانيسم طبيعي و بـر اسـاس قاعـده    Iايزوفرم
امـا بـراي    . ها، پيرايش اينتروني براي آن صورت گرفته است        اينترون

از قاعـده مـشابه ايزوفـرم    هـا   تمـامي اينتـرون   ، در IIتوليد ايزوفرم
I،(GU-AG) در آن  استفاده شده به جز پيرايش در اينترون اول كه 

ــزون اول   ــوالي داخــل اگ ــسمتي از ت ــهق ــوان ب ــرايش عن ــده پي  دهن
(Splicing donor)   وتـوالي داخلـي اگـزون II   گيرنـده  عنـوان  بـه 

  . عمل كرده است (Splicing acceptor)پيرايش
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 استفاده شده كـه     GG-TGبراي پيرايش در اين ناحيه از قاعده        
.  مورد استفاده براي انجام پيرايش اسـت جزء موارد نسبتاً نادر علايم    

ــه mRNA يهــا تــوالي ــا شــمارهآ دســت ب   ي دســتيابيهــا مــده ب
(Access numbers) EF199841 و EF213026 در بانك ژن در 

(National Center for Biotechnology Information) NCBI 
  .ندشد ثبت

براي بررسي و پيشگويي اثر قسمت حذف شده روي ساختمان          
 حاصــل از هــاي  ســاختمان پــروتئينITPaseد پــروتئين و عملكــر
،   IIدر ايزوفـرم .  پيـشگويي و بـا هـم مقايـسه شـد     IIو  I ايزوفـرم 

  نوكلئوتيد بود كه كـد كننـده قـسمت         51قسمت حذف شده شامل     
   اول و قـسمت زيـادي از مـارپيچ آلفـا    β  (β-strand)اصلي رشـته 

(α-helix) 16 تــا 7ي هــا پــروتئين شــامل اســيدآمينه دوم مونــومر   
  ).4شكل (است 
  

  بحث ـ4
 هـاي  سـيب آ مقابله با  ITPAنجا كه نقش ژنآاز در اين تحقيق 

 بـازي   هاي  جهشميناسيون، جلوگيري از وقوع     آاكسيداتيو د ناشي از   
 كه ITPA ژن بيان، استو در نهايت جلوگيري از ناپايداري ژنتيكي      

 يــدهاي پــوريني غيرعــادي از مخــزن   تدار حــذف نوكلئو عهــده
  يك عامـل محتمـل مـستعد       عنوان  به ؛استها    سلول وكلئوتيدي در ن

  .شد بررسي K562 هاي  در سلولكننده ناپايداري ژنتيكي
 هاي اختـصاصي و   آغازگر ژن توسط     شدن در ابتدا بيان   بدين منظور 

ــا كمــك ــا بيــان ژن كنتــرل داخلــي  وRT-PCR  روشب   در مقايــسه ب
GAPDH   تمـامي   ن ايـن ژن در     بيـا  نمايانگرمطالعات قبلي    .شد بررسي

بيـان ايـن ژن در      .  اسـت   و در مقـادير متفـاوت      ]17[  انـساني  هاي  بافت
 افـراد طبيعـي مقـداري متوسـط در           در خـون محيطـي   سفيد   هاي  سلول

رسد كه سـطح بيـان ژن        مي ن نظر  بهبنابراين   ،دمقايسه با كنترل داخلي دار    
  . تغيير جدي كرده باشدK562 هاي در سلول

   بانـد حاصـل از بررسـي بيـان ژن توسـط            اما در بررسي نتـايج    
RT-PCR ــه ــد (Variety)يــك واريت ــر  mRNA جدي  عــلاوه ب

mRNA   جداسازي شد كه داراي يـك حـذف در   شناسايي و   اصلي
 نوكلئوتيـد  51 به طـول    اي  ه در ناحي  ORF  ،mRNAقسمت ابتدايي   

 نـشان داد كـه هـيچ    K562 هـاي   ژنومي سـلول  DNAبررسي. بود
ه رسد كـه واريت ـ    مي نظر  بهحذفي در ژنوم روي نداده است؛ بنابراين        

 از سـوي ديگـر    . جديد حاصل عملكرد سيستم پيرايش سلولي باشد      
  cDNA بـراي سـاخت كتابخانـه        اليگومر تيميدين نظر به استفاده از     

 ساختار سوم مونومر كامل و مونومر داراي حـذف و سـاختار سـوم قطعـه4شكل
لفـا و قـسمت   آ قسمت حذف شده شامل يـك مـارپيچ   .دهد حذف شده را نشان مي 

 .صفحه بتاي پروتئين استاعظم اولين 
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   داشـــتن دانــستن ايـــن موضــوع كـــه   وK562 هـــاي از ســلول 
علامـت لازم   هاي يوكاريوتي   mRNAدر انتهاي    A (Poly-A) پلي

ريوت اسـت،   يوكاهاي در سلول  mRNA ترجمه شدنو كافي براي
داراي توانـايي كـد كـردن پـروتئين         جديد   واريته   رسد كه  مي نظر  به

 نشان داد كه واريته مشابهي   NCBIبررسي در بانك اطلاعاتي     . باشد
 بنـابراين بـراي     .از بافت سرطاني روده بزرگ جداسازي شده اسـت        

 ترجمه آن تأثيرو يافتن مكانيسم II  وجودي اين ايزوفرم تأثيردرك 
اسـتفاده از   وهـا     با استفاده از كنـار هـم قـرار دادن تـوالي            در سلول، 

كـه   يسـاختمان پروتئين ـ  هاي بيوانفورمـاتيكي در دسـترس،       افزار  نرم
و با ساختمان فـرم طبيعـي آن مقايـسه           پيشگويي تواند بيان كند،   مي
 جدا شده مشخص كرد IIبررسي چهارچوب كد كننده ايزوفرم . شد
 تغييـر چهـارچوبي را     شجه ـگونـه     هـيچ   شناسـايي شـده    ذفح كه
 17د داراي يك حـذف  كن ي ايجاد م كهورد و پروتئيني آ مي ن وجود  به
  .استميني پروتئين آدر انتهاي اي  مينهدآاسي

 در hITPase، شامل پـروتئين    Ham1 تا كنون سه عضو از خانواده       
 در YjjX و Mj0226ي آن بــه ترتيــب بــه نــام هــا  ارتولــوگ وانــسان

 كه فعاليت اينوزين تـري فـسفاتازي        شرشياكليا و   متانوكوكوس جاناشي 
 انـد  ه شـد  (Crystallography)، كريـستالوگرافي ] 20،17،16،30[ دارند

دهـد كـه    مينشان ها  هم رديفي توالي آمينواسيدي اين پروتئين   . ]21،31[
  در طـول تكامـل از      هـا      اتصال به سوبسترا در ايـن پـروتئين        هاي  جايگاه

و همچنـين    قبلـي    هـاي   بررسـي . حفظ شدگي بالايي برخوردار هـستند     
نـزيم  آرا در    عمل كاتاليكي اطلاعات مربوط به كريستالوگرافي، مكانيسم      

ITPase نكه وجود ارتباط بـين     آاول  . داند ميسته به دو عامل كليدي       واب
تحقيقـات  .  بـسيار مهـم اسـت   آنزيمينزيم در انجام واكنش   آدو مونومر   

 (Heterozygote) هتروزيگوتنزيم در افرادآ فعاليت نشان داده است كه

درصـد مقـدار    25 حـدود  و در پروتئين هترودايمر P32T جهش براي 
ي است كه محل اين جهـش در نزديكـي محـل     اين در حال   طبيعي است 

  (Protomer)فعال آنزيم قرار داشته و ربطي به نحوه اتصال دو پروتومر
ــدارد و  ــن نـ ــرايـ ــه فعاليـــت تغييـ ــطه بـ ــي واسـ ــسم تنظيمـ  مكانيـ

در صـورت اتـصال   .  پروتـومر اسـت   دو بـين  (Allosteric)لوستريكآ
نـزيم،  آسوبسترا به يك پروتومر و انجـام واكـنش هيـدرولازي توسـط              

كند كه از طريق قسمت ارتباط دهنده دو         ميتغييرات ساختماني را ايجاد     
ماده پذيرش سوبسترا و انجـام      آن را   آزير واحد به پروتومر دوم منتقل و        

رو اختلال در اتصال سوبسترا يا عدم توانايي  از اين. ]31[ كند مي واكنش
يكـي از پروتومرهـاي      در ساختمان    جهش وجود   واسطه  بهانجام واكنش   

 .شـود  مـي نزيمـي   آنزيم باعث غير فعال شدن يا كاهش شديد فعاليـت           آ
 شناسـايي شـده در محـل ارتبـاط بـين دو         IIايزوفرم  پروتئين حاصل از    

  .شوند ميهم متصل ه  دو مونومر طبيعي بمونومر مشكلي نداشته و مانند
 آنزيمي بـر  مطالعات نشان داده كه انجام واكنش       از سوي ديگر؛    

 Asp-41 و Asn-116  ،Lys-19  ،Glu-44ي  ها  مينهآعهده اسيدهاي   
ــتآدر  ــزيم اس ــسفاته   . ن ــه ف ــدرولازي دم س ــل هي ــام عم در هنگ

 Asp-41 و   Asn-16، Lys-19در مجاورت     سوبسترا هاينوكلئوتيد
 و  β هاي   كه در نزديكي فسفات    +Mg2ر گرفته و در حضور يون       قرا
γ و بـا همكـاري       گيرد مي  قرار Glu-44    انجـام  را   آنزيمـي  واكـنش

  خـانواده هـاي  مينـه درسـاير پـروتئين   آتمامي اين اسيدهاي    . دده مي
(Ham1) ITPase   ًدر  .]32 ، 31،21،20[ انـد   هحفـظ شـد    نيز كـاملا

جدا شـده در     mRNAاين واريته جديد    حاصل از   پروتئين  كه  حالي  
. اسـت  Asn-16 و Lys-19اين تحقيق، فاقد اسـيدهاي آمينـه كليـدي          

 است Val-23 تا   Gly-7آمينه از     اسيد 17قسمت حذف شده شامل     
. شود مياول پروتئين را شامل مارپيچ آلفاي  و قسمتي از   رشته بتا كه  

ــذ  ــن ح ــروتئين   اي ــاختمان پ ــي س ــر كل ــث تغيي ــتف باع  از حال
اين تغييـر سـاختار ناشـي از    . شود مي بتا - آلفا به (mixed)مخلوط

 باعـث تغييـر     دهـد و   مـي روي  رشته بتـا    و  مارپيچ آلفا   تغيير درصد   
محـل انجـام    در محل اتصال سوبسترا به پروتئين و        عمده  ساختمان  
  .شود مين آ آنزيميعملكرد 

 سـاختمان و مكانيـسم عمـل    موجود در مـورد عات با توجه به اطلا  
 در  جهـش توان پيش بيني كرد كه به رغم عدم وجود           مي ITPaseنزيم  آ

 ـ        و  از پروتئين  اي  قسمت عمده  ه  عدم امكان انجام واكنش هيـدرولازي ب
،  IIدليــل حــذف موجــود در ســاختمان پروتــومر حاصــل از ايزوفــرم

 ـK562 هاي در سلول  ITPaseنزيمآ  يابـد  مـي ادي كـاهش   به مقدار زي
ست كه باتوجه به لزوم تشكيل دايمر بـراي          ا نآدليل اين امر    ). 4شكل  (
 سه نـوع دايمـر  ، )طبيعي و داراي حذف (پروتومردو نوع نزيم و وجود   آ

 -جهـش يافتـه      و   (Mutant) جهـش يافتـه    -طبيعـي، طبيعـي    -طبيعي
ــه ــرفتن دارد جهــش يافت ــان شــكل گ ــلول امك ــه .  در س از آنجــايي ك

ي حذف شده در جايگاه شناسايي سوبسترا و جايگـاه عمـل        ها  ينهاسيدآم
رسد فعاليـت پـروتئين در ايـن دو حالـت       مي نظر  به،  اند  هآنزيم قرار گرفت  

پيدا كرده يا كامل از بـين خواهـد         جدي  نسبت به حالت اول تغيير      اخير  
 شناسـايي شـده بـراي       هاي  اين در حالي است كه در ساير جهش       . رفت

ير تنها يك اسـيدآمينه در محـل اتـصال سوبـسترا يـا در               اين پروتئين تغي  
 درصد  60-10محل انجام واكنش آنزيمي باعث كاهش فعاليت به مقدار          

  .]37-22[شود  ميمقدار طبيعي 
 باعـث   ITPAتحقيقات قبلي نشان داده كه اختلال در عملكرد ژن

شـود   مـي هاي سـلول   RNA و DNAوارد شدن اينوزين به ساختمان
 روي سـاختمان و سـرعت       ، قابليت ترجمه شدن    در  تغيير علاوه بر كه  
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ــب  ــز آتخري ــأثيرن ني ــل  و جــدي داردت ــزايش قاب   توجــه   باعــث اف
ــر ــش خط ــستقيم در  جه ــي م ــا DNA زاي ــايي بازه ــوع جابج    از ن

(Base substitution mutation) ــي ــود م ــاي  بررســي.ش ــره    اخي
ــرايش    ــسم پيـ ــتلال در مكانيـ ــه اخـ ــشان داده كـ ــاhnRNAنـ  هـ

(Heterogeneous nuclear RNA)     يا ايجـاد محـصولات متفـاوت
 هـاي    يكـي از مكانيـسم     عنوان  بهتواند   ميحاصل از پيرايش غير عادي      

بـا  ]. 43-38[  انساني و سرطان دخيل باشـد هاي بالقوه در ايجاد بيماري

 K562 هاي   در سلول  ITPaseنزيم  آ فعاليت   ده  توجه به مطالعه انجام ش    
 ناپايـداري و  وجـود  بـه بـا توجـه     مقدار طبيعـي برخـوردار نيـست و          از

نزيم را  آنقص در فعاليت اين     توان   ميها،   اختلالات ژنتيكي در اين سلول    
 و افـزايش فراوانـي       ناپايداري ژنتيكـي   د يك دليل احتمالي وجو    عنوان  به

با توجه به نتايج ايـن      . در نظر گرفت  ها    ل در اين سلو   هاي ژنتيكي  جهش
 هـاي   و بيمـاري  هـا     ي سرطان ها  تحقيق بررسي عملكرد اين ژن در نمونه      

  .ناشي از ناپايداري ژنتيكي جالب توجه خواهد بود
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