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  در رده سلولي انساني انتقال و بيان ژنآن در ژني فاژي و ارزيابي توانايي طراحي نانوحامل
  مهرداد بهمنش و *زادهكندري، مجيد صادقيمحمد خلج

  دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه ژنتيكتهران، 

  2/12/89: تاريخ پذيرش  3/10/89: تاريخ دريافت
  چكيده

آل به سلولهاي يك حامل ژني ايدهبه عنوان باعث شده است كه اين فاژ ي كليدي در باكتريوفاژ لامبدا وجود يك سري مزايا
اين مزيتها هم در ساختار و هم در بيولوژي آن نهفته است ازجمله اينكه مطالعات اخير داشتن اجداد . يوكاريوتي مطرح شود

 فاژ لامبدا آن، اي بودن ژنومبا توجه به اين واقعيات و نيز دورشته. داندار را نشان داده DNAمشترك با ويروسهاي يوكاريوتي 
فاژ  ،) GFP(لذا با وارد كردن توالي يك ژن گزارشگر . تواند مزيت بزرگي در انتقال ژن به سلولهاي يوكاريوتي داشته باشدمي

در پي انتقال با ذرات  GFPبيان ژن . ار گرفتمورد استفاده قر AGSلامبداي نوتركيبي طراحي و براي انتقال ژن به سلولهاي رده 
λ-GFP  كارآيي ورود اين ذرات به سلولهاي رده طور  و همينAGS ارزيابي شد .   

  واسطه فاژ ا ، انتقال ژن ب λ-GFPباكتريوفاژ لامبدا،  :كليدي واژه هاي

   sadeghma@modares.ac.ir  :پست الكترونيكي،   82884409 :تلفن ،نويسنده مسئول *

  مقدمه

روند ر ميكاه درماني بي كه در حال حاضر براي ژنحاملين
ي غير ويروس نين ويروسي و حامليدر دو گروه اصلي حامل

يي انتقال آويروسي كار نيطور كلي حامله ب. گيرندقرار مي
ل آنها نه حادارند با اينرا درصد  100و بيان بالا حتي تا 

خطر و ايمن نيستند، بلكه توليد انبوه آنها بي تنها كاملاً
اين عوامل باعث شده است . )15(طلبدهزينه بالايي مي

ژن، انسرغم قابليتهاي خوب آنها در انتقال و بيان ترعلي
ژني مناسب بيش از پيش ادامه  نيجستجو  براي يافتن حامل

خطر و بي نسبتاً ويروسيغير  نياز طرف ديگر حامل .يابد
يي ورود و انتقال آنها به آرحال كا، با اينباشندارزان مي

فاژها  ) 18و  17 ،6 ،2 .(ين استيي هدف بسيار پاسلولها
 ينبه عنوان حاملكه باعث شده است مزاياي زيادي دارند 

به عنوان جايگزيني  و حمطر پستاندارانسلولهاي ژني به 
در نظر ير ويروسي غ نيحاملويروسي و  نيحاملبراي 

كلي اين ذرات گرايشي براي ورود به  به طور. گرفته شوند
خطر سلولهاي يوكاريوتي ندارند و لذا تا حد زيادي بي

ژن مورد انتقال در پوشش پروتئيني آنها از تخريب . هستند
اين ويژگي  .كندلحظه ورود به سلولهاي هدف ممانعت مي

باشد و به همين ميغير ويروسي كمرنگ  هايسامانهدر 
مورد انتقال آنها در معرض تخريب توسط   DNA علت

از مزاياي ديگر . )15،16(گيردقرار ميآنزيمهاي برشگر
توان به مواردي از قبيل ارزاني توليد در حجم بالا، فاژها مي

قابليت تحمل و  ،پايداري فيزيكي در محيطهاي نامساعد
تفاده از با اس گيريحمل تواليهاي بزرگ، امكان هدف

و نيز روشهاي  )phage display ()16( فناوري فاژنمايي
عدم ورود به ژنوم سلولهاي ميزبان و  ،)12(اتصال شيميايي

اشاره  )15(هاي ديگردر نتيجه عدم خطر از كاراندازي ژن
     . كرد

اي هستند زيستي پيچيده هايسامانهكلي ويروسها  به طور
نانو مقياس كه در آنها ژنوم درون يك ساختار 

 و 3( اند نام كپسيد قرار گرفتهه ب) نانومتر 500-10ميانگين(
فاژها ويروسهايي هستند كه منحصراً باكتريها را آلوده ). 11
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از جمله فاژهايي كه براي انتفال ژن به سلولهاي . كنندمي
 لامبداو  M13 ،T7 ،T4توان به اند ميكار رفتهه يوكاريوتي ب
را براي انتقال ژن به   M13ن محققا بيشتر. اشاره كرد

-اند در صورتيسلولهاي يوكاريوتي مورد استفاده قرار داده

فاژ . )20(دهندرا ترجيح مي لامبداكه بعضي ديگر فاژ 
 48مقياس با ژنومي حدود يك ذره با ساختار نانو لامبدا

وجهي با قطر اين فاژ يك كپسيد بيست. كيلوباز است
-ژنوم را احاطه كرده نانومتر دارد كه 55تقريبي 

مزايايي  لامبداگزارش شده است كه فاژ ). 20و13(است
توان به مواردي از قبيل اندازه و دارد كه مي M13نسبت به 

ويژگيهاي فيزيكي ژنوم و نيز اندازه و ابعاد خود ذرات فاژ 
لامبدا ابعادي مشابه با  ذرات فاژ. اشاره كرد لامبدا
كه مطالعات ايگونه هاي يوكاريوتي دارند، بهويروس

دار و اند باكتريوفاژهاي دمساختاري اخير نشان داده
داراي  است  DNAويروسهاي يوكاريوتي كه ژنوم آنها 

تواند بيان ژن اين ويژگيها مي). 1(اجداد مشترك هستند
-كه ژنومي كوچك و تك M13مورد انتقال را در مقايسه با 

سلولها به حالت  و لازم است پس از ورود به اي داردرشته
رفته، اين همروي. ندنك، تسهيل اي تبديل شوددورشته

تواند يك حامل مي لامبدااطلاعات بيانگر آن هستند كه فاژ 
 M13به سلولهاي يوكاريوت در مقايسه با فاژ  آژني كار

  . )20،21(باشد

پروتئين سبز در مطالعه حاضر توالي رمزكننده 
گر رونويسي ويروس تحت كنترل آغاز )GFP(فلورسانس
 به منظور دستيابي به لامبدادر ژنوم فاژ ) CMV(سيتومگال
-GFP )λحاوي كاست بياني  كه لامبدااي از سازه پايه

GFP ( ،اين سازه داراي قابليت بيان . وارد شدباشدGFP 
- چارچوب پايهبه عنوان  باشد وهاي پستانداران ميدر سلول

تفاده از اتصال تواند با اساست كه مياي ارزشمندي 
گيري مختلف با روشهاي شيميايي و لكولهاي هدفوم

گيري و فيزيكي موجود به سمت سلولهاي مورد نظر هدف
گيري توان با اتصال ليگاندهاي هدفمي. شودارسال 

ژني نانوحامل λ-GFP مختلف به سطح ذرات فاژي 

لكول واتصال م اكنونهم براي مثال. دست آورده ب هدفمند
ذرات و  ري ترانسفرين به سطح اين نانوزيستگيهدف

به  GFPاستفاده از آنها براي بررسي كارآيي انتقال ژن 
در اين نوشتار . سلولهاي پستانداران تحت بررسي است

و كارآيي ) λ-GFP(فاژي ژنينانوحاملطراحي و ساخت 
و نيز ورود اين نانوحامل به  GFPدر انتقال و بيان ژن  آن

  . گيردانساني مورد ارزيابي قرار مي AGSسلولهاي رده 

  مواد و روشها
شركت   ZAP-CMV لامبدااز ناقل در اين پژوهش : مواد

براي ساخت سازه نوتركيب  )Stratagene, USA(استراتاژن 
 pCMV-Scriptاين ناقل حاوي توالي فاژميدي . استفاده شد

EX كه با دارا بودن توالي آغازگر رونويسي  باشدمي
امكان رونويسي و بيان ژن ) CMV( ومگالسيتويروس 

همچنين . كندكلون شده را در سلولهاي پستانداران مهيا مي
 XL1-Blueبراي تكثير ذرات فاژي نوتركيب از باكتري 

MRF'  ־ اين سويه. استفاده شدRecA زوم و حاوي اپيF' 
 با توجه به اينكه .كنداست كه توليد پيلي را رمزدهي مي

نيازي  supFبه ژنوتيپ  pCMV-Script EX ناقل فاژميدي
  'XL1-Blue MRF ندارد، لذا با كارآيي بالايي در سويه

محصول شركت  pEGFP-N1پلاسميد  .يابدتكثير مي
Clontech  آمريكا به عنوان الگو در واكنشPCR  براي

و   XhoIآنزيمهاي برشگر . استفاده شد GFPتكثير توالي ژن 
EcoRI  از شركتFermentas بقيه مواد . يتواني تهيه شدندل

همراه با شركت سازنده آنها در قسمت روشها و در مرحله 
  . اندمورد استفاده در اين پژوهش ذكر شده

  براي رسيدن به سازه:   λ-GFP طراحي و ساخت سازه 
λ-GFP فاژي لامبداي  ناقلازZAP-CMV  محصول شركت

با  EGFPبدين منظور توالي ژن . استراتاژن استفاده شد
-'5  ؛رفت با توالي استفاده از يك جفت پرايمر اختصاصي

3'-CGCCACCATGGTGAGCA GAATTCGTA  و
-'5برگشت؛  

TTACTTGTACAGTTCGTCCATGCTCGAGGAC
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C-3'  كه داراي جايگاههاي شناسايي و برش با آنزيمهاي
EcoRI  در پرايمر رفت وXhoI   توالي (در پرايمر برگشت

به  pEGFP-N1پلاسميد نيز و  باشندمي) خط كشيده شده
براي اجتناب از خطاي . تكثير شد PCRعنوان الگو توسط 

شركت تاكارا كه داراي   LA Taqاز پليمراز  ،احتمالي تكثير
شرايط انجام  .خاصيت تصحيح اشتباهات است استفاده شد

PCR 94سازي اوليه در دماي واسرشت :ست ازا عبارت 
سازي واسرشتچرخه با  30دقيقه، تكرار  3مدت  هدرجه ب

 57ثانيه، اتصال پرايمرها در  30مدت  هدرجه ب 94در دماي 
مدت  هدرجه ب 72ثانيه و تكثير در دماي  30مدت  هدرجه ب

- هدرجه ب 72ثانيه و بالاخره گسترش نهايي در دماي  45
با آنزيمهاي پس از هضم   PCRمحصولات . دقيقه 5مدت 

EcoRI   وXhoIخراج از ژل تت اسكي وسيله ه، بGene 

JETTM Gel Extraction kit   شركتFermentas   از ژل
سپس به محل مناسب اين قطعات . سازي شدندصلخا

  .كلون شدندساب ZAP-CMV لامبدافاژ  ناقل خود در

-ZAP لامبدابا ناقل  PCRاتصال قطعات حاصل از 

CMV  : نسبتهاي مولي يكسان از قطعات حاصل ازPCR 
ليگاز  T4 DNAواحد آنزيم  2با  ZAP-CMV مبدالاو ناقل 

 ،10 mM rATP  با هم ميكروليتر  5و بافر در حجم نهايي
 درجه سانتي 4ساعت در يخچال  16مخلوط و به مدت 

واكنش اتصال در نهايت منجر به تشكيل . گراد انكوبه شد
تحت كنترل   GFPگردد كه در آن توالي مي λ-GFPسازه 

قابليت رونويسي و بيان  رد و بنابراينقرار دا CMVآغازگر 
 . در سلولهاي پستانداران را خواهد داشت

ميكروليتر از  λ-GFP  :5/2 سلولي سازه بندي برونبسته
ميكروگرم  يك محصول واكنش اتصال كه حاوي تقريباً

 بندياست به يك ويال حاوي عصاره بسته  λ-GFPسازه 
اضافه و پس از ) مبداژ لا فا بندي كنندهپروتئينهاي بسته(

ساعت در دماي  2مدت  هوط كردن آرام محتويات بلمخ
اتاق قرار داده شد تا سازه حاصل درون پروتئينهاي پوشش 

ساعت  2پس از . بندي و ذرات فاژي تشكيل شوندفاژ بسته

 . SM  )5.8g NaCl, 2.0g MgSO4ميكروليتر بافر  500

7H20, 50.0 ml of 1 M Tris-HCl (pH 7.5), 5.0 ml of 

2% (w/v) gelatin, dH2O up to 1 lit  ( به آن افزوده شد
ميكروليتر به آن كلروفرم  20سپس  .تا واكنش متوقف شود

 g 1000محتويات ويال در اضافه و پس ورتكس آرام 
محلول رويي حاوي ذرات فاژي است كه . وژ شديسانتريف

  .براي تعيين تيتر آماده هستند

رقتهاي : بندي شدهذرات فاژي بسته تكثير و تيتراسيون
و  تهيه  SM شده در بافر بندياز محصول بسته 1:1و  1:10

 XL1-Blue سويه  اشرشياكليباكتري  ميكروليتر 200با 

MRF'  باOD600 = 0.5 دو ويال جداگانه در  در رقيق شد و
- مخلوط فاژ. مخلوط شدند mM MgSO4 10 محلول

درجه بدون تكان انكوبه  37دقيقه در  15مدت  هباكتري ب
سپس محتويات آنها .  شد تا فاژها به باكتريها متصل شوند

 48 دماي خنك شده تا مذاب اما رويي NZYآگار  ml 3با 
از پيش  آگار NZYروي پليتهايمخلوط و بلافاصله درجه 

دقيقه به صورت  10پليتها پس از . م شده پخش گرديدرگ
 داده شد و تا ظاهر شدندرجه قرار  37انكوباتور  وارونه در

 . انكوبه شدند) ساعت12-8(پلاكها 

ييد أت براي:  λ-GFPدر سازه  GFPتاييد وجود توالي 
و دستيابي به  ZAP-CMVدر ناقل لامبدا  GFPكلون شدن 

 بدين. شد استفاده Plaque-PCRاز روش  λ-GFPسازه 
 الگو DNA جزه ب اجزا تمام حاوي PCR مخلوط منظور

 يعتوز PCRدر ويالهاي  ميكروليتر 25 كل جمح آماده و در
تيپهاي  نوك الگو DNA جاي به در اين واكنش. شد

با  استريل آغشته به پلاكهاي ظاهر شده در سطح پليت
ذرات فاژي موجود تماس و پيپتاژ شد تا  PCRهاي مخلوط

با استفاده  GFP توالي تكثير .در پلاك در مخلوط حل شود
شابه با م PCR انجام شرايط. شد انجام GFPاز پرايمرهاي 
 7 اوليه سازيواسرشت جز اينكه مرحلهه ، بشرايط قبل بود

به منظور اطمينان از متلاشي شدن ذرات  درجه 94 در دقيقه
 1 آگاروز ژل روي بر PCR محصولات. فاژي انجام گرفت
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 بروميداتيديم با آميزي رنگ پس و الكتروفورز درصد
 . شدند مشاهده حاصل باندهاي

ژني با نانوحامل انساني AGS رده سلولهاي كردن آلوده
 هر در سلول 2×105 تعداد به AGS رده سلولهاي: فاژي 
 10 با همراه  RPMI محيط در خانهشش پليت چاهك
 24 و شدداده  كشت بيوتيكآنتي μg/ml 10و سرم درصد
 .شد انكوبه  CO2 %5 شرايط و درجه 37 دماي در ساعت

 MOI )MOI; Multiplicity of عفونت يا ضريب سلولها با

Infection ( از ذرات فاژي  106برابر باλ-GFP  12 مدتبه 
 36 تا تازه محيط با محيط تعويض از پس و تيمار ساعت
  DNA مثبت كنترل عنوان به .شدند انكوبه ديگر ساعت

 توسط  ،λ-GFPشده از ذرات فاژي  تخليص و استخراج
 AGS سلولهاي به   Invitrogene شركت 2000 ليپوفكتامين

 GFP بيان مشاهده براي سلولها نهايت در .شد ترانسفكت

   .شدند بررسي فلورسانس معكوس ميكروسكوپ توسط

:  AGS سلولهاي بهفاژي  ژنينانوحامل ورود بررسي
 چاهك هر در سلول 2×105 تعداد به AGS رده سلولهاي

 سرم درصد 10 با همراه  RPMI محيط در خانهشش پليت
 در ساعت 24 مدتبه و كشت بيوتيكآنتي μg/ml10و

ذرات  .شدند انكوبه  CO2 %5 شرايط و درجه 37 دماي
به چاهكها اضافه و  106و  MOI 105در دو  λ-GFPفاژي 

 محيط سپس. درجه انكوبه شدند 37 دماي ساعت در 12
 PBS )Phosphate Buffered باچاهكها  و تعويض كشت

Saline( هاسلول به چسبيده فاژي ذرات. شدند داده شستشو 
 ,mM Glycine pH 2.8 50( گليسين بافر با شستشو توسط

500mM Nacl( پس سلولها. شدند حذف محيط از و آزاد 
 آنها تام DNA و آوري جمع چاهكها از تريپسين با تيمار از

 Gene JET™ Genomic DNA Purification كيت توسط

Kit    شركتساخت Fermentas   شد استخراج. DNA 

 جهت پليمراز ايزنجيره واكنش در الگو عنوان به حاصل
 پرايمرهاي از استفاده باGFP توالي آشكارسازي و تكثير

 مانند PCR واكنش. گرفت قرار استفاده مورد اختصاصي

 1 آگاروز ژل روي بر PCR محصولات.  شد انجام قبل
  . شدند آشكارسازي و الكتروفورز درصد

  نتايج
 PCRبا روش  GFPتوالي ژن :  λ-GFPت سازه ساخ

تخليص تحت كنترل آغازگر  تكثير و پس از هضم و
كلون  ZAP-CMVدر توالي ناقل لامبداي   CMVرونويسي 

دست آمده براي توليد ذرات فاژي نوتركيب ه سازه ب. شد
λ-GFP سلولي بندي برونبه روش بسته)In vitro 

packaging (سلولهاي باكتري  ردنآلوده ك. بندي شدبسته
XL1-Blue MRF'  نشان داد كه بنديتوسط محصول بسته 

تشكيل پلاكهاي . توليد شده است λ-GFPذرات فاژي 
 XL1-Blueدر سطح كشت چمني باكتري  )1شكل( متعدد

MRF'  نشان دهنده دستيابي به ذرات فاژي نوتركيب است  .  

 :و نانوحامل فاژي λ-GFPدر سازه  GFPوجود توالي 
  Plaque-PCRبا روش   λ-GFPدر سازه  GFPوجود توالي 

مورد بررسي  GFPو استفاده از پرايمرهاي اختصاصي ژن 
بر روي ژل  PCRمحصولات حاصل از . قرار گرفت

جفت  700وجود باند . دشالكتروفورز  درصد 1آگاروز 
باشد ميدر سازه  GFPبازي نشان دهنده وجود توالي 

  ). 2شكل(

ژني با نانوحامل انساني AGS رده ولهايسل كردن آلوده
انساني پس از كشت در  AGSسلولهاي رده : فاژي 

با ضريب عفونت  λ-GFP خانه توسط ذراتپليتهاي شش
پس از سلولها . ساعت تيمار شدند 12مدت ه ب 106

با  و در نهايت ساعت ديگر نيز انكوبه 36 ،تعويض محيط
 GFPبراي بررسي بيان  معكوس ميكروسكوپ فلورسانس

 GFPشمارش سلولهاي بيان كننده . )3شكل( مشاهده شدند
از سلولها در اثر تيمار با  %0.02نشان داد كه در حدود 

ييد أآزمايش همچنين تاين . مثبت هستند GFPذرات فاژي 
حاصل فعال بوده و فرآيند ساخت سازه با  د كه سازهكر

  . موفقيت انجام شده است
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 B (1:1و  A  (10 :1 سازي با رقت در اثر آلوده   'XL1-Blue MRF پلاكهاي ظاهر شده در كشت چمني باكتري . بنديراسيون محصول بستهتيت -1شكل

 بندياز محصول بسته

  
در اين . Plaque-PCRالكتروفورز محصولات حاصل از فرآيند  -2شكل

ترل به عنوان كن pEGFP-N1پلاسميدي  DNAنانوگرم  50 واكنش از
) N.C(الگو به عنوان كنترل منفي  DNAو از نمونه بدون ) P.C(مثبت 

 ,P3لكولي و ستونهاي ونمايانگر نردبان اندازه م Mستون . استفاده شد

P2, P1  سه پلاك مختلف مورد استفاده درPCR هستند. 

  
انساني  AGSسلولهاي رده  .ژني فاژيانتقال ژن با نانوحامل -3شكل

 48تيمار شده و پس از  106اژي با ضريب عفونت توسط نانوحامل ف
ساعت سلولها به وسيله ميكروسكوپ فلورسانس معكوس بررسي 

سلولهاي آلوده ) Bسلولهاي تيمار شده با نانوحامل فاژي ) A. شدند

با   λ-GFPاستخراج شده از ذرات فاژي  DNAنانوگرم  500شده با 
 كنترل منفي) C 2000كمك ليپوفكتامين 

  
سلولهاي . AGSژني فاژي به سلولهاي بررسي ورود نانوحامل -4شكل

AGS  ساعت تيمار با ذرات فاژي  12پس ازλ-GFP   در ضريب
شستشو و ذرات  PBSبا ) 2ستون(106و  ) 1ستون( 105عفونتهاي 

. فاژي چسبيده به سطح سلولها با بافر گليسين جدا شده و حذف شدند
DNA ان الگو در تام از سلولها استخراج و به عنوPCR  جهت تكثير

 10همچنين از. كار رفته با پرايمرهاي اختصاصي ب GFPتوالي 
 PCRاستخراج شده از ذرات فاژي به عنوان كنترل مثبت  DNAنانوگرم 

  ).3ستون(و جهت مقايسه استفاده شد

 توانايي:  AGS  سلولهاي فاژي به ژنينانوحامل ورود
تيمار  با AGS يهاسلول به فاژي ذرات نانوحامل ورود

متفاوت از ذرات فاژي و متعاقب  MOIسلولها توسط دو 
 آشكارسازي و شده تيمار سلولهاي از DNA استخراج آن

 PCR با استفاده از ژن در سلولهاترانس DNA وجود
 DNA هاينمونه PCR از حاصل نتايج. شد بررسي

-λ فاژي ذرات با شده تيمار سلولهاي از شده استخراج

GFP نشان داد  نتايج اين. است شده داده نشان 4لشك در
   .باشدمي زد به وابسته كه ورود ذرات فاژي به سلولها
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  بحث
 مزايايي علت به - لامبداويژه فاژ ه ب – هااخيراً باكتريوفاژ

به  هاژن انتقال براي مناسب بالقوه حاملي عنوان به دندار كه
 از تفادهاس .اندسلولهاي پستاندار مورد توجه قرار گرفته

-ژن اهداف با ژن انتقال مطالعات در تنها نه باكتريوفاژ

 قبيل از ديگري اهداف با بلكه) 15و  8، 7 ،5(درماني
در حال به صورت روزافزون ) 14و  4(كردن واكسينه
و براي دستيابي به  قعيتهاااين وبه با توجه  .است افزايش

را لازم كه شايستگي  لامبداي بر فاژ ناي مبتيك حامل پايه
داشته را به سلولهاي يوكاريوتي براي مطالعات انتقال ژن 

نام ه ب لامبدادر ناقلي از فاژ  GFPابتدا توالي ژن  ،باشد
λZAP-CMV  تحت كنترل آغازگرCMV  سازه  شد تاوارد

λ-GFP سازه حاصل سلولي برون بنديبسته. ددست آيه ب
 حاوي فاژي منجر به توليد ذرات بنديتوسط عصاره بسته
 فاژي ييد توليد ذراتأبراي ت. شد GFPتوالي ژن گزارشگر 

λ-GFP سلولهاي باكتري ،XL1-Blue MRF'   توسط
تشكيل پلاكهاي متعدد  و ندبندي آلوده شدمحصول بسته

 وجود آمدنه ب ،ييايدر سطح كشت چمني باكتر) 1شكل(
براي تاييد همچنين . دنشان دارا  λ-GFPذرات فاژي 

تعدادي از در ذرات فاژي حاصل  GFPحضور توالي 
وسيله ه بپلاكهاي فاژي ظاهر شده در سطح كشت چمني 

Plaque-PCR نتايج حاصل از . بررسي شدندPlaque-PCR 
 در ناقل فاژي  GFPدهنده كلون شدن توالي  نشان) 2شكل(

 ژنيو بدين ترتيب حاكي از دستيابي به نانوحامل باشدمي

λ-GFPسي توانايي نانوحامل براي برر در ادامه .است
توسط  AGSسلولهاي  ،GFPانتقال و بيان ژن  حاصل در
در سلولها با استفاده از  GFPتيمار و بيان  اين ذرات

شمارش . ندارزيابي شد معكوس ميكروسكوپ فلورسانس
رغم استفاده از نشان داد كه علي GFPسلولهاي بيان كننده 

راي آلوده كردن از ذرات فاژي ب )ذره 2×1011( تعداد بالايي
ژني كارآيي انتقال و بيان به كمك نانوحامل AGSسلولهاي 

اين  .)3شكل( باشدمي %0.02حاصل پايين و در حدود 

خطر بودن و عدم گرايش ذرات نتيجه دليل ديگري براي بي
حال با اين .باشد مي ولهاي يوكاريوتيرود به سلفاژي به و

و  باشدميشده فعال اين بررسيها نشان داد كه سازه طراحي 
اين . قابليت انتقال و بيان ژن به سلولهاي يوكاريوتي را دارد

ها با گزارشهاي قبلي توسط گروههاي مختلف يافته
- در مطالعه خود علي) Marks )16و   Poul. مطابقت دارد

از ) cfu/ml 1013×4(رغم استفاده از تعداد بسيار بالايي 
ا بررسي ب GFPداراي توالي  M13ذرات فاژي 
قدر ه برا  GFPسلولهاي بيان كننده  دتعدا ميكروسكوپي

مثبت را  GFPحال آنها تعداد سلولهاي كافي نديدند، با اين
) FACS )Fluorescence activated cell sortingبا بررسي 

آنها وقتي كه از ذرات فاژي . ارش كردندگز %0.04حدود 
در  anti-ErbB2اي بادي تك زنجيرهنمايش دهنده آنتي

استفاده كردند كارآيي انتقال و بيان را  PIIIسطح پروتئين 
دهنده  مطالعات ديگر  نشان. كردند گزارش درصد 2حدود 

بوده  انتقال و بيان ژن با فاژهاي طبيعي كارآيي بسيار پايين
لكولهاي ونمايش م كه اين گروهها بااست، در صورتي

و  يي انتقالتوانستند كارآدر سطح ذرات فاژي گيري هدف
، 10، 9، 8، 7، 5(را به مقدار زيادي افزايش دهندژن  بيان
  ). 21 و 20

با استفاده از  AGSبررسي ورود نانوحامل به سلولهاي 
MOI   هاي مختلف نشان داد كه ورود ذرات به سلولها

باندهاي ساده  مقايسه). 4شكل(باشد ز ميوابسته به د
راج شده از ذرات استخ DNAنانوگرم  10حاصل از تكثير 

108موجود در DNAفاژي كه معادل با مقدار 
ذره از آن  2 ×

تام سلولهاي  DNAهاي حاصل از با باند )16(فاژ است
ذرات از يي بالا انوحامل حاكي از ورود تعدادتيمارشده با ن

مثبت مشاهده  GFPبه سلولها در مقايسه با تعداد سلولهاي 
بايد توجه  حالينا با. شده با بررسي ميكروسكوپي است

مثبت مشاهده شده با   GFPسلولهاي داشت كه 
ژن ميكروسكوپ ناشي از تعداد اندك كپيهاي ژنوم ترانس

اند از سدهاي مختلف داخل سلول عبور و است كه توانسته
تواند انتقال و بيان ژن با واسطه فاژ مي. به هسته وارد شوند
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اخل سلول از وسيله يك يا چند رخداد پس از ورود به ده ب
، فرار از اندوزوم، DNAقبيل تخريب فاژ براي آزاد شدن 

براي افزايش  .)19(انتقال به هسته و رونويسي محدود شود
راهبرد  دواز  توانژن با كمك فاژ ميانتقال و بيان كارآيي 

گيري لكولهاي هدفواول استفاده از مراهبرد  :استفاده كرد
ل پپتيدهاي داراي مسيرهاي داخل سلولي از قبيل اتصا

نشانه انتقال به هسته يا فرار از اندوزوم و دوم راهبردهايي 
كه هدف آنها رخدادهاي خارج سلولي از قبيل افزايش 

افزايش . احتمال برهمكنش بين فاژ و سلول است
 phage(ول و فاژ هم با روش فاژنماييهاي سلبرهمكنش

display( )5،7،9،10،15،20،21 (ختلف روشهاي م و هم با

گيري به سطح ذرات فاژي اتصال شيميايي ليگاند هدف
گفتني است كه راهكار ). 12( است قابل حصول طبيعي

تحقيق دوم به عنوان يك روش نوين توسط گروه پژوهشي 
گيري لكول هدفوبراي اتصال ترانسفرين به عنوان م حاضر

  . در حال اجراست λ-GFPبه سطح ذرات فاژي 

  تشكر و قدرداني

پژوهشي دانشگاه اجراي اين پژوهش توسط معاونت  هزينه
تربيت مدرس و همينطور بخشي از آن توسط ستاد توسعه 

  . مين شده استأفناوري نانو ت
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Designing a phage-derived gene nanocarrier and examination of 
its capacity for delivering and expression of transgene in human 

cell line 
Khalaj-kondori M., Sadeghizadeh M. and Behmanesh M. 

Genetics Dept., Faculty of Biological Sciences, Tarbiat Modares University, Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 

Bacteriophage lambda comprises critical advantages that have made it as an ideal gene 
delivery vehicle into the eukaryotic cells. These advantages reside in both the structure 
and biology of the lambda phage, for example, recent investigations have revealed 
common ancestry for the tailed phages and eukaryotic DNA viruses. Considering these 
features as well as the double-stranded nature of its genome, bacteriophage lambda 
might comprise a great advantage for phage-mediated gene delivery into eukaryotic 
cells. A phage lambda-derived gene nanocarrier bearing reporter gene GFP (λ-GFP) 
was constructed and utilized to transfect AGS cell line. λ-GFP particle-mediated gene 
delivery and expression as well as its internalization by AGS cell line was investigated. 
Key words: Bacteriophage lambda, λ-GFP, phage-mediated gene transfer  
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