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  علوم پزشكي ياسوجارمغان دانش، مجله علمي پژوهشي دانشگاه

 )١١١شماره پي در پي(١٣٩٥، تير ٤، شماره٢١دوره 

  

ه يها بر پاني پروتئي اتصال سلوليبررس   روشيطراح

   برون تن يدرمانقابل استفاده در ژن زايالا

  *1زادهيد صادقي مج، 4ي، محمدرضا فتاح3پوربه هاشمي، ط2ينيونس حسيد ي، س1ينيم حسيابراه

شيراز، راز، ي شيدانشگاه علوم پزشکي،  شناسي و باکتريروس شناسيگروه و۲تهران، ايران، ت مدرس، يدانشگاه تربگروه ژنتيک مولکولي،  ۱

 شيراز، راز،ي شيدانشگاه علوم پزشک، قات کبد و گوارشيمرکز تحق ۴ شيراز، ايران،راز،ي شيدانشگاه علوم پزشک ،يقات عفوني مرکز تحق۳ايران،

  ايران

  

 ۱۴/۴/۱۳۹۵:              تاريخ پذيرش۲۳/۲/۱۳۹۵: تاريخ وصول

  ده يچك

ا ي ـدها و ي ـ کـد کننـده پپت  يهـا يافزودن توال. باشدي درمانگر م،، هدفمند کردن ژني بهبود ژن درماني از راهکارها يکي :نه و هدف  يزم

ن ي ـبـا ا  . شوديها محسوب م  ن روش ي از جمله ا   ،ين ترشح ي درمانگر کد کننده پروتئ     هدف ژن  يهاش بالا به سلول   يگرابا   يهانيپروتئ

 يهـا ني پـروتئ  ي اتـصال سـلول    ي معمـول بررس ـ   يهـا  محصول ژن بـا روش     يهدفمندسازدر   يراتيين تغ ي چن ي کارآمد يابيوجود ارز 

 آزمـون   ي بـر مبنـا    ي روش يطراحن مطالعه   يهدف از ا  . ستير ن يپذ م امکان يطور مستق ه  ، ب يوتيستم پروکار يد شده در س   يدرمانگر تول 

  .بود ي حاصل از ژن درمانيهاني پروتئي اتصال سلوليبررس يبرازا يال
   

ش يکـه گـرا  ، RGD4Cد ي ـ کـد کننـده پپت  يک، توالي ژنتي، با روش مهندس   Mda-7گر    ژن درمان  يمنظور هدفمندساز ه  ب :ها و روش  مواد

 يه کـد کننـده انتهـا     ي ـ و در ناح   يد نشانه مصنوع  ي پپت يدرست بعد از توال    را   ، دارد ي سرطان يها سلول ي سطح يهانينتگري به ا  ياديز

. شـد  يساز همسانpCDNA3.1 يوتيوکاري يانير در ناقل بيي بدون تغ cDNAافته و   ير  يي تغ cDNAن  يسپس ا . ميه کرد ين تعب ين پروتئ يآم

زا ي ـهـا بـا آزمـون ال      ط کـشت سـلول    ي ترشح شده در مح ـ    Mda-7ان  يزان ب يسپس م . شدند ترانسفکت   HEK-293 يها در رده سلول   ناقل

 از آنهـا بـه   ، ترانسفکت شـده يها کشت سلوليهاطي مح درRGD.Mda-7 و  Mda-7ني کردن غلظت پروتئپس از همسان. ه شدديسنج

  نينتگـر ي اي داري سلوليها ردهها دو ساعت پس از مجاورت بان ژن يکاهش غلظت محصول ا   . شدها استفاده   نين پروتئ يعنوان منبع ا  

HepG2  ،M21 نينتگري فاقد ا   و Saos-2   ور مـستقل انجـام گرفـت   ط ـه ش سـه مرتبـه ب ـ  ين آزمـا ي ا.سه شديمقا و يبررسزا  يبا روش ال .

  . ل شديه و تحلي تست تجزيت يآزمون آمارها با استفاده از  داده

  

 جهـت اتـصال بـه    Mda-7  محـصول ژن  نـسبت بـه   RGD.Mda-7  کـه محـصول ژن     بـود ن  ي ـ از ا  يج، حـاک  ي نتـا  ي آمار يبررس :ها  افتهي

 فاقـد   يکـه جهـت اتـصال بـه رده سـلول           ي در حال  ، دارد يشتريش ب ي گرا يداريطور معن ه  ب M21 و   HepG2  نينتگري ا ي دارا يها سلول

  .  نداشتنديدار يمعن تفاوت Saos-2 نينتگريا
  

 ژن  يهـا در کاربردهـا    ني پـروتئ  ي اتصال سلول  يابي جهت ارز  يکار مناسب ق، راه ين تحق ي شده در ا   يرسد روش طراح  ينظر م ه  ب: بحث

  . باشديدرمان

 

  RGD.Mda-7 ، RGDسنجش اتصال سلولي، اليزا، : يدي كليها واژه

  ، گروه ژنتيک مولکوليت مدرسيدانشگاه تربتهران، ه، زاديد صادقيمج :ولئ مسه سندينو*

  

Email: sadeghma@modares.ac.ir 
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  مقدمه

رو در درمـان سـرطان      شي پ يها از چالش  يکي

گـاه  ي بـه جا   يثر انتقال عوامـل درمـان     ؤ م يهاافتن راه ي

 يهـا نيتئ پرو يريگهدفن مورد   يدر ا . باشديتومور م 

نـه بافـت   يافتـه باسـرطان در زم   ير  يي ـ تغ يسطح سـلول  

ــا. ار مــورد توجــه اســتيتومــور بــس هــا نين پــروتئي

 کـه در    ييهـا رنـده عوامـل رشـد، مولکـول       يتوانند گ  يم

ــلول  ــصالات س ــد، ا يات ــش دارن ــري نق ــا و نينتگ ــه ا ي

. )۱ـ ـ۳( باشند يالي اندوتل يها سلول ي سطح ينشانگرها

 است که به يمر سطح سلوليک هترو دا ي αvβ3 نينتگريا

  در نيچن ـ  و هـم   يکس خارج سـلول   يرنده ماتر يعنوان گ 

در . )۴ و۵(اتـــصالات ســـلول بـــه ســـلول نقـــش دارد

ان يــ تومــور بي خــونيهــا رگيالي انــدوتليهــا ســلول

ان جهـت   ي ـش ب ين افـزا  يا. ابدييش م ي افزا αvβ3نينتگريا

ن موجب ينتگريمهار ا. )۶ و۷( استين تومور الزاميتکو

 يالي اندول يها در سلول  ي شده سلول  يزيرمرگ برنامه 

 در يانقش بالقوهαvβ3  نينتگرين ايچن{هم. )۸(گردديم

  .)۹ـ۱۱( از انواع تومورها دارديبقا و متاستاز برخ

ــ ــگدفه ــري ايري ــت ي در زمαvβ3 نينتگ ــه باف ن

ر ينظ يصش اختصا ي با گرا  ييدهاي پپت به وسيله تومور  

RGDن مجهــز کــردن ي بنــابرا،ر شــده اســتيپــذ  امکــان

ثر ؤ م ي از جمله راه کارها    RGD دي به پپت  يعوامل درمان 

گـاه تومـور    ي بـه جا   يجهت انتقال هدفمند عوامل درمان    

ن در  يچن  هم RGDد  ي کد کننده پپت   يتوالاز  . )۱۲(باشديم

ن ي ـبـا ا  . شوديز استفاده م  ي ن ي ژن درمان  يهدفمندساز

د کـم محـصول ژن درمـانگر در    يوجود با توجه به تول    

ن روش   ي ـ ا ي کارآمد يابي امکان ارز  يوتيوکاريستم  يس

 معمــول يهــا ژن درمــانگر بــا روشيدر هدفمندســاز

ت  مـورد اسـتفاده جه ـ     يآزمون سنجش اتـصال سـلول     

ستم يـ ـد شــده در س يـ ـب توليـ ـ نوترکيهــا نيپــروتئ

  .باشدير نميپذ  امکانيوتيپروکار

Mda-7گــر تومــور  ســرکوبيهــا از جملــه ژن

 ــ ــه م ــت ک  ــياس ــد ب ــصاص ه توان ــور اخت ــرگ يط ، م

ــه ــر برنامـ ــلول يزيـ ــده سـ ــسي شـ  از  ياري را در بـ

ــا ســرطان ــا نما يه ــسان الق ــف ان ــ مختل محــصول . دي

 تي ـ موقع ،يتار بر اساس شباهت ساخ    mda-7 ينيپروتئ

ــوزوم  ــيکروم ــبه س ــواص ش ــروه ينيتوکاي و خ  از گ

 و  باشـد يم ـ IL-10 مـرتبط بـا خـانواده        يهـا  نيتوکايس

 از ي بعـــضريـــ مـــشابه آن در کنتــرل تکث يعملکــرد 

ــلولها ــا يس را   آننيبنــابرا،  آنهــا داردزي بــدن و تم

  .دنديم نا۲۴ ـنينترلوکيا

 آزمـون سـنجش   يطراح ـق  ي ـتحقهدف از ايـن     

 يزا و سپس کارامد   ي اساس روش  ال     بر ياتصال سلول 

 Mda-7 و با استفاده از ژن درمـانگر         يطور تجرب ه  ب آن

  .آزمايش شد RGD هدفمند شده با

 

   يروش بررس

 ابتدا قطعه کد pc-Mda-7منظور ساخت سازه    ه  ب

 يارهيــ بــا اســتفاده از روش واکــنش زنجMda-7 کننــده

 cDNA و   p2 و برگشت    p1 رفت   يمراز و آغازگرها   يپل

ر ي ـد خون به عنوان الگـو تکث      ي سف يهااصل از گلبول  ح

ــ رفــت و برگــشت بــه ترتيآغازگرهــا. دشــ  يب داراي

 بودنـد  Xho I  وBam H1 محـدودالاثر  يهـا ميگاه آنزيجا

 يوتيوکـار ي ياني آنرا در ناقل ب    يسازکه امکان همسان  



  يزا پايه الاها بربررسي اتصال سلولي پروتئين
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pCDNA3.1فراهم آورد .  

 ،  pc-SP.RGD.Mda-7منظور ساخت سـازه     ه  ب

 با روش   RGDد نشانه سکرکون  ي کننده پپت  ابتدا قطعه کد  

ــا  ــسترش آغازگرهـ ــتيگـ ــشت)S1( رفـ  )S2(  و برگـ

 رفت و برگشت    يآغازگرها. )۱۳(پوشان ساخته شد   هم

.  داشتند يپوشاند هم ي نوکلئوت ۲۰ خود در    ۳' يدر انتها 

ــم ــ ه ــا يچن ــشت در انته ــازگر برگ  ۲۵ ي دارا۵' ين آغ

 فاقـد   Mda-7پوشـان بـا قطعـه کـد کننـده           د هم ينوکلئوت

گنال ي فاقـد س ـ   Mda-7قطعه کد کننده    . د بود يگنال پپت يس

مـراز و   يل پيارهيد با استفاده از روش واکنش زنج     يپپت

 pc-Mda-7  و سـازه   p2 و برگـشت     p3 رفت   يآغازگرها

د ي ـسپس قطعـه کـد کننـده پپت       . دشر  يبه عنوان الگو تکث   

د ي ـ فاقـد پپت   Mda-7نشانه سکرکون و قطعـه کـد کننـده          

نگ بـه   يمراز سوئ  ي پل يارهيبا روش واکنش زنج   نشانه  

 محـدودالاثر   يهاميگاه آنز يوجود جا . هم متصل شدند  

Bam H1و  Xho Iــه ترت ــ ب  p2  وS1 يب در آغازگرهــاي

 يوتيوکـار ي ياني ـ آنـرا در ناقـل ب      يسـاز امکان همسان 

pCDNA3.1 فراهم آورد.  

 ، و ترانسفکــشنيکــشت ســلول ي بررســيبــرا

 از Saos-2 و Ad-293 ،HepG2 ،M21 ي ســــلوليهــــارده

 شده بـا    ي غن DMEMط  ي شد و در مح    يداريپاستور خر 

ــاله   ــرم گوسـ ــد١٠سـ ــا  درصـ ــه ٣٧ يدر دمـ  درجـ

  .کشت داده شد Co2  درصد٥و گراد  يسانت

ها به درون سـلول      ترانسفکت نمودن ناقل   يبرا

و ) Invitrogen, Inc, USA( ۲۰۰۰ نيپوفکتـام ياز محلـول ل 

  .مطابق دستور العمل شرکت سازنده عمل شد

ن ي ـ استفاده شـد، بـه ا   زايتست ال در مرحله بعد    

شن ترانسفکو   Hek-293 يها سلولبعد از کشت     منظور

ــل ــاناقـ ــ (pCDNA3.1 يهـ ــرل منفـ                  وpc-Mda-7، )يکنتـ

pc-SP.RGD.Mda-7 ــ ــيروط يمح ــا ســلولي ــس از ه  ٧٢ پ

ــا دوريآورســاعت جمــع  ٥ بــه مــدت ٥٠٠٠(RPM) و ب

ع ي در مـا   Mda-7سـپس، غلظـت     . وژ شدند يقه سانترف يدق

با استفاده از    ،ترانسفکت شده  Hek-293 يها سلول ييرو

 طبـــق )Abcam(ي انـــسانIL-24  ســـنجشيزايـــت اليـــک

  .ه انجام شدد شهيارادستورالعمل 

ــور  ــه منظ ــصال ســلول ب ــس از  يســنجش ات پ

ط کـشت   ي، در مح ـ  Mda-7 ني غلظـت پـروتئ    يري ـگ اندازه

                              وpc-Mda-7 ترانــــسفکت شــــده بــــا يهــــاســــلول

pc-SP.RGD.Mda-7ــه ترت ــا ب ــ از آنه ــع  ي ــوان منب ــه عن ب ب

ــروتئ ــانيپـ ــون SP.RGD.Mda-7 و Mda-7 يهـ  در آزمـ

  .ر استفاده شدي به شرح زيسنجش اتصال سلول

ط کـشت   ي، مح ـ DMEMط کـشت    يبا افزودن مح ـ  

 تا همسان شـدن     pc-Mda-7 ترانسفکت شده با     يهاسلول

ط کشت  ي در در مح   SP.RGD.Mda-7 با غلظت    Mda-7غلظت  

ق ي ـ، رقpc-SP.RGD.Mda-7  ترانسفکت شده با   يهاسلول

 در آنهــا Mda-7ن، مجــدداً غلظــت نــايشــد و جهــت اطم

  . شديريگاندازه

ــداد  ــه ازا ۴×۱۰۵تع ــلول ب ــک از  ي س ــر چاه  ه

هـر کـدام در    ،   Saos-2  و HepG2  ،M21 ي سـلول  يها رده

 ۴۸.  خانــه کــشت داده شــدند۶ت يــشــش چاهــک از پل

 يـي ط کـشت رو   يهـا، مح ـ  ساعت پـس از کـشت سـلول       

 PBSه شـد و دو بـار، بـا          ي ـطور کامـل تخل   ه  ها ب سلول

هـا  ک از ردهي ـسپس به سه چاهـک از هر . ه شدند شست

 ترانسفکت شده يهاط کشت سلول  يتر مح يکرولي م ۱۰۰

تــر يکرولي م۱۰۰گــر ي و بــه ســه چاهــک دpc-Mda-7بــا 

                               ترانـــسفکت شـــده بـــايهـــاط کـــشت ســـلوليمحـــ
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pc-SP.RGD.Mda-7   ــاعت ــس از دوس ــد و پ ــافه ش  اض

هـا  طي، مح ـ گراد  يدرجه سانت  ۳۷ يانکوبه شدن در دما   

 ،Mda-7ن ي غلظت پروتئ،زايت الي و مجدداً با ک   يآور جمع

  . شديريدر آنها اندازه گ

 شــده بــا اســتفاده از   يآور  جمــعيهــا داده

 تـست تجزيـه و      ي ت ي آمار آزمون و   SPSSافزار    نرم

  .ندشدل يتحل

  

  ها افتهي

هـا  ت سازه ي و تمام  ي درست يابي يبا انجام توال  

ــأ و تيبررســ ــس از ۷۲. )۱شــکل ( د شــديي  ســاعت پ

ــشن ناقـــل                    ي در رده ســـلوليانيـــ بيهـــاترانسفکـ

HEK-293ن يان و ترشـــــح پـــــروتئ  يــــ ـ، بMda-7 و 

SP.RGD.Mda-7  ن  ي پـروتئ  ي اختـصاص  يزاي با الMda-7 

  .)۱نمودار ( شديها بررس سلولييط کشت رويدر مح

 SP.RGD.Mda-7 و   Mda-7يسنجش اتصال سلول  

حات مربوط يزا و مطابق با توض    يفاده از روش ال   با است 

ج ينتـا  ۲ نمودار . ها  انجام شد   در قسمت  مواد و روش     

ــلول   ــصال ســ ــنجش اتــ ــل از ســ  و Mda-7 يحاصــ

SP.RGD.Mda-7    به سلول M21  يهـا نينتگـر ي ا ي که دارا 

و  Mda-7  تفـاوت غلظـت  .دهـد يرا نشان م است  يسطح

SP.RGD.Mda-7   هـا در    بـا سـلول     از مجـاورت   قبل و بعد

 ۴۰۰در حـدود     Mda-7 از کـاهش غلظـت       ينمودار حـاک  

 ۱۳۰۰بـاً   ي تقر SP.RGD.Mda-7کوگرم و کاهش غلظت     يپ

آزمون سـه مرتبـه انجـام گرفـت و          . باشديکوگرم م يپ

 قبل و بعد    SP.RGD.Mda-7 و   Mda-7تفاوت غلظت   ن  يانگيم

بـا آزمـون   ) کـاهش غلظـت  ( هـا  از مجاورت بـا سـلول     

 از تفــاوت ي کـه حـاک  دسه ش ـيــ، مقا تـست ي ت ـيآمـار 

سه بـا   ي ـ در مقا  SP.RGD.Mda-7دار کاهش غلظـت      يمعن

Mda-7 ــود ــودار )(>۰۵/۰p( ب ــا.)۳نم ــل از ي نت ج حاص

ــه SP.RGD.Mda-7 و Mda-7 يســنجش اتــصال ســلول  ب

 اسـت را    ي سـطح  يهـا نينتگـر ي که فاقد ا   Saos-2 سلول

 SP.RGD.Mda-7 و   Mda-7تفـاوت غلظـت     . دهدينشان م 

 از يها در نمـودار حـاک  رت با سلولقبل و بعد از مجاو    

ــاهش غلظــت تقر ــاً يک ــسان حــدود يب ــوگرم ي پ۲۰۰ک ک

 در کـاهش    يدار ي تفاوت معن  يباشد و آزمون آمار    يم

 قبل و بعد از مجاورت بـا     SP.RGD.Mda-7 و   Mda-7 غلظت

 .)۴نمـودار )(<۰۵/۰p(دهدي، نشان نم  Saos-2 يهاسلول

ــت  ــاهش غلظـ ــد ازSP.RGD.Mda-7 و Mda-7 کـ   را بعـ

 ۲۰۰ب در حـدود     ي به ترت  HepG2 يهامجاورت با سلول  

ز ي ـن مـورد ن ي ـدهـد، در ا  يکوگرم، نـشان م ـ   ي پ ۱۱۰۰و  

ــاک  ــون ح ــاوت معنـ ـيآزم ــت   ي از تف ــاهش غلظ دار ک

SP.RGD.Mda-7سه با ي در مقاMda-7۰۵/۰(  بودp<( .  

  

  بحث 

 هدفمندسـاز   يدهاي ـتوان با اضافه کردن پپت    يم

ت ي ـر آنهـا را تقو    ث ـ درمـانگر، ا   ي ترشح يهانيبه پروتئ 

ش بـالا بـه عوامـل       ي هدفمندساز بـا گـرا     يدهايپپت. کرد

ن ي، پروتئ ي سرطان يها سلول ي اختصاص يسطح سلول 

سازند و  يگاه تومور هدفمند م   يدرمانگر را به سمت جا    

ت ي ـر مناطق موجـب تقو    ي آن در سا   يبا کاهش پراکندگ  

 ياز جملــه عوامــل ســطح ســلول. اثــر آن خواهنــد شــد

هــا، نينتگـر ي، اcd13 ي سـرطان يهــا سـلول ياختـصاص 

ــيو ــه يمنت ــه وســيلهن ک ــ پپتب ــرايدهاي ــا گ ــالا ي ب ش ب

  .شوندي ميريگ هدف
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 و در ادامه توالي RGDتوالي سيگنال پپتيد سكركون و بلافاصله توالي كد كننده قطعه . pc-SP.RGD.Mda-7يابي سازه  توالي:1شكل 

IL-24 در قاب باز خواندني صحيح  
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-pc و pcDNA3.1 (pc)، pc-Mda-7 ترانسفكت شده با HEK-293هاي  در محيط كشت سلولMda-7ان و ترشح ي بي بررس:1نمودار 
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 اعـداد   .)راسـت  سـمت  (Saos-2 هـاي ولسـل  با مجاورت از پس ساعت دو و) چپ سمت (قبل RGD.Mda-7 و Mda-7 غلظت يبررس :3نمودار  
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اعداد بالاي هر  .)راست سمت (HepG2 هايسلول با مجاورت از پس ساعت دو و) چپ سمت (قبل RGD.Mda-7 و Mda-7 غلظت يبررس :4نمودار 
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ــي ــا از روشيکـ ــايهـ ــتفاده از يگزي جـ ن اسـ

هـا در   نين پروتئ يد ا ي در انسان، تول   يني پروتئ يداروها

ن روش  ي ـدر ا .  اسـت  ين درمان وه ژ يزبان به ش  يبدن م 

cDNA  ــروتئ ــده پ ــد کنن ــحي ک ــتفاده از  ين ترش ــا اس  ب

 يهـا شود و سلوليزبان عرضه مي به م  ياني ب يها ناقل

ن ين و ترشـح آن، پــروتئ يان پـروتئ يــزبـان پـس از ب  يم

ن يدر ا . کنندير مناطق بدن ارسال م    يدرمانگر را به سا   

نـده   کـد کن   يتوان با با اضافه کـردن تـوال       يز م يمورد ن 

ت ژن  ي هدفمندساز به ژن درمانگر موجب تقو      يدهايپپت

  .)۱۲( شديدرمان

 يدهاي ـ پپتي کارآمـد ين گـام در بررس ـ  ينخست

ن يــ ايي، توانــاين درمــانيهدفمندســاز از جنبــه پــروتئ

 اسـت  هدف   يهان به سلول  يهت اتصال پروتئ  دها ج يپپت

 يش سنجش اتصال سـلول    يطور مرسوم با آزما   ه  که ب 

ت ي ـکروپلين آزمـون کـف م     ي ـدر ا . باشـد ير م يپذ امکان

ن ي از پـروتئ   يي با غلظت بالا   ،ديل کلر يون يمخصوص پل 

شد و پـس    د هدفمند پوشانده    يوز شده با پپت   ي ف يدرمان

، بـا   گـراد   يسانت درجه   ۴ ي دما  در ينگهدارک روز   ياز  

ط کـشت کامـل     ي و سـپس مح ـ     درصد ۹/۰م  يد سد يکلر

 هــدف بــا  يهــاســپس ســلول . شــوديشــسته مـ ـ

ط کشت کامل به    يتر مح يکرولي م ۱۰۰در  ) ۳×۱۰۴(تراکم

ط کـشت شـسته   يشد و بعـد از آن بـا مح ـ  ت اضافه   يپل

در . انـد جـدا شـوند      دهي که نچسپ  ييهاشود تا سلول  يم

شـوند و بـا رنـگ       يت م ـ ي ـده تثب ي چـسب  يهاآخر سلول 

ف ي ـطانجـام    و سـپس بـا       يزيآمولت رنگ يستال و يکر

  .)۱۴(نددش ي کمي بررس،يسنج

 ميکروگرم بـر    ۶(غلظت بالا ذکر شده   در روش   

د هدفمنـد مـورد     يوز شده با پپت   ين ف ي از پروتئ  )ليتر  يميل

 ياني ـ ب يهـا د شده از ناقل   ين تول يغلظت پروتئ . بوداز  ين

ار کمتـر از غلظـت      ي بـس  يمورد استفاده در ژن درمـان     

. باشـد ي م ـيش سنجش اتـصال سـلول  ياز آزما يمورد ن 

ش سـنجش اتــصال  يوم آزمـا ن بـا روش مرس ــيبنـابرا 

 يهـا  محـصول ژن  يمـد آتوان کار ين نم ي پروتئ يسلول

د هدفمنـد را جهـت      ي ـ کـد کننـده پپت     يوز شده با تـوال    يف

 از يکـ ـي.  کــردي بررســي ژن درمــانيهدفمندســاز

ش سـنجش  ين روش مرسـوم آزمـا   يگزي جا يکارها راه

 ي هدفمندسـاز  ي بررس ـ ي در ژن درمـان    ياتصال سلول 

ــپپت ــي ــور غه د ب ــستقيط ــدرت   ميرم ــنجش ق ــا س  و ب

ن فـسفاتاز   يل محصول ژن گزارشگر آلکا    يهدفمندساز

  .)۱۲(باشدي در بدن موجود زنده ميترشح

ــدر تحق ــرق ي ــونحاض  ــي آزم ــت بررس  ي جه

منـد   هدف ي محـصول ژن درمـان     يسنجش اتصال سلول  

 يد و سپس کارآمـد    ش يزا طراح يه روش ال  يشده بر پا  

ن آزمـون از ژن     يدر ا .  شد يبررس يآن با روش تجرب   

Mda-7    سـرطان   ين در ژن درمان   ي که مورد توجه محقق 

 يک تـوال ي ژنت ي و با روش مهندس    شدباشد استفاده   يم

 ژن و بعد از     ي در ابتدا  RGDد هدفمندساز   يکد کننده پپت  

گـر   سـپس ژن درمـان    . مي ـرار داد د نـشانه ق ـ   ي پپت يتوال

ــده  ــد شـ ــمRGD.Mda-7هدفمنـ ــ  و هـ  Mda-7ن ژن يچنـ

 در  pCDNA3.1 ياني ـرا بـا ناقـل ب     ) يکنترل منف  (RGDفاقد

  يط کــشت حــاوياز محــ. دشــان يــ بHEK-293ســلول 

Mda-7و RGD.Mda-7 ــلول ــده از سـ ــح شـ ــا ترشـ                يهـ
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Hek-293    م يدن استفاده کر  ين دو پروتئ  ي به عنوان منبع ا

 و  HepG2  ،M21 ي سـلول  يهـا و اتصال آنهـا را بـه رده       

Saos-2 ان ي ـ و همکـاران قـبلاً ب      ديکرسون. دش ي بررس

ــريا ــدم بينتگ ــن و ع ــه ترتي ــان آن را ب ــطح ي ب در س

. )۱۵( نـــشان داده بودنـــدSaos-2 و M21 يهـــا ســـلول

ــابرا ــن از ايبن ــلولي ــرل  ين دو رده س ــوان کنت ــه عن  ب

ن آزمون را در مـورد      ين ا يچن هم. ش استفاده شد  يآزما

ــلول ــHepG2 يرده س ــد ي بررس ــا. ش  حاصــل از جينت

ــه  SP.RGD.Mda-7 و Mda-7 يســنجش اتــصال ســلول ب

، RGD ي تـوال   دادند کـه   Saos-2 نشانو   M21 يهاسلول

 قادر  يبخوب)  نشانه يبعد از توال   (Mda-7 ژن   يدر ابتدا 

 يهـا ن ژن درمـانگر بـه سـلول       ي ـت محـصول ا   يبه هدا 

کـه بـر      ي در صورت  ، است M21 ين سطح ينتگري ا يدارا

 ين سـطح  ينتگري فاقد ا  Saos-2 يهاش آن به سلول   يگرا

ر يي ـتغ Mda-7شيتوان گفت گرا  ين م ي، بنابرا ر ندارد يثأت

 ير اختـصاص طـو ه ، ب ـM21 يها به سلول  RGDافته با   ي

 Mda-7 محـصول ژن     ي در ابتـدا   RGDل حـضور    يبه دل 

ش ي گــرايمنظــور بررســه ن آزمــون بــيــا . باشــد يمــ

سه بـا   ي ـدر مقا  RGDافته با   ير  يي تغ Mda-7محصول ژن   

 يهـا ر بـه سـلول    يي فاقد تغ  Mda-7 ش محصول ژن  يگرا

ل ي ـتحلمورد اسـتفاده قـرار گرفـت و          HepG2 يسرطان

 هدفمنـد   Mda-7 نمحـصول ژ  ج نشان داد    ينتا يآمار

 نسبت بـه محـصول      يشتريش ب ي با گرا  RGDشده با   

 HepG2 ي بـه سـلول سـرطان   ريي فاقد تغMda-7ژن  

   .گردديمتصل م ي سطح سلوليهانينتگري ايدارا

  

  يريگ جهينت

RGD   محصول ژن ژن ي قادر به هدفمندساز Mda-7  بـه 

ج ين نتـا  يچن ـ هـم . باشـد ي م HepG2 ي سرطان يهاسلول

ــارا ــون طراحــ آييحاصــل، ک ــ شــده در ارزيزم  يابي

 Mda-7 محـصول ژن درمـانگر         يسنجش اتصال سلول  

 يخـوب ه  را در بـرون تـن ب ـ      RGD يهدفمند شده با توال   

ن آزمون را   يتوان انتظار داشت که ا    يدهد و م  ينشان م 

 درمـانگر   يهـا ر ژن ي سـا  يجهت سنجش اتصال سـلول    

 . کار برده گر بي متنوع ديهايهدفمند شده با توال

 

  ر و تشكر يتقد

ان نامـه    ي ـپا يقـات ين مطالعه حاصل طرح تحق    يا

 بود که با    ت مدرس تهران  يترب دانشگاه   مصوب    يدکتر

 ي علـوم پزشـک    يشناسکروبيم قاتيمرکز تحق ت  يحما

  . انجام شدرازيش
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Abstract  
 
Background & aim: One of the strategies to improve the therapeutic gene is targeting gene therapy. A 

method which can be considered, is adding code sequences peptide or protein with high tendency to target 

cells and secreting the therapeutic gene encodes a protein. However, evaluating the effectiveness of such 

changes in the targeted cell binding protein gene product with the usual therapeutic methods produced in 

prokaryotic system is directly impossible. The purpose of this study was to evaluate the design methods of cell 

adhesion proteins based on ELISA usable in-vitro in gene therapy. 

 

Methods: In order to target the therapeutic gene Mda-7 by using genetic engineering, peptide coding 

sequence RGD4C with the tendency to cancerous cell surface integrin were inserted shortly after the artificial 

signal peptide sequence and the N-terminal coding region of the protein. Then, the modified and unmodified 

cDNA eukaryotic expression vector pCDNA3.1 were matched. Vectors were transfected in HEK-293 cell line. 

Then Mda-7 secreted expression levels were measured in cell culture by ELISA. After adjusting the protein 

concentration of Mda-7 and RGD.Mda-7, in cells transfected media, they were used as a source of protein. 

Reduce the concentration of these genes was assessed two hours after exposure to the integrin cell lines with 

HepG2, M21 and lacking integrin Saos-2  were also determined by ELISA. The present study was conducted 

three times independently.  Data were analyzed using t-test. 

 

Results: Statistical analysis of the results suggested that the gene product of the gene product RGD.Mda-7 

and Mda-7 to connect to HepG2 cells and M21 were more likely to have integrin. While binding to the cell lines 

of Saos-2, no significant difference were observed. 

 

Conclusions: It seems the present ELISA based method was a suitable strategy for cell attachment assay in 

gene therapy research.  
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