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آن در انتقال و بیان اییتوانو ارزیابیM13ژنی مبتنی بر باکتریوفاژحاملساخت 
AGSیوکاریوتیرده سلولیرانسژن درت

3محمدعلی حسینپور فیضی، 2، سیده الهام عابدحیدري1محمد خلج کندري

khalaj@tabrizu.ac.irٍ،0411- 3392674تلفن ثابت:تبریز، ایران. (نویسنده مسئول) ،دانشگاه تبریز،دانشکده علوم طبیعی،گروه علوم جانورياستادیار.1
تبریز، ایران.،دانشگاه تبریز،دانشجوي کارشناسی ارشد ژنتیک مولکولی.2
، تبریز، ایران.دانشگاه تبریز،دانشکده علوم طبیعیعلوم جانوري،گروهاستاد.3

چکیده 
به یابیدستيباعث شده است محققان برایروسیوریو غیروسیويهااعم از ناقلیژنيهاص مرتبط با عملکرد ناقلینقا: مقدمه

،یها همچون حفاظت از ژن خارجتیمزيکسریخود ادامه دهند. فاژها به خاطر داشتن قاتیتحقآل بهدهیایژنيهاناقلایناقل 
پژوهش، نایاند. هدف از انتقال ژن مطرح شدهيمطلوب برااينهیبه عنوان گزختلف،مطیدر شرايداریو پاییزایمنیعدم ا

هاي یوکاریوتی بوده است. ی به یک سازه فاژي و ارزیابی پتانسیل آن جهت انتقال ژن به سلولابیدست
فاژمیدي ، سازه بوده استGFPژن که داراي Lambda-Zap CMV XRناقل فاژي برش درون سلولی با: روش بررسی

pCMV-Script Ex فاژيراتذ،کمکیبندي توسط فاژ پس از بستهو آمد بدستM13-GFPشدند. ذرات فاژي حاصل
و PCRهاي روش. در نهایت به کمک مورد استفاده قرار گرفتندAGSسازي رده سلولی انسانی جهت آلودهحاصل 

به رده سلولی انسانی مورد ارزیابی قرار گرفت.M13-GFPذرات فاژي میزان ورود میکروسکوپ فلورسانس 
توانایی ورود و بیان M13-GFPت فاژي وپ فلورسانس نشان داد که ذرامیکروسکشده باهاي تیمارسلولبررسی: هایافته

این گویايPCRبسیار ناچیز است. همچنین نتایج حاصل از ا این وجود کارآیی انتقالبدارندهاي یوکاریوتی راترانسژن در سلول
.باشدتی وابسته به دوز میاي یوکاریوهبه رده سلولM13-GFPحامل ژنی مطلب است که میزان ورود 

هاي یوکاریوتیانتقال ژن به سلولمناسب برايتواند به عنوان یک سیستممیM13که فاژ آن استنتایج گویاي :گیرينتیجه
هاي مولکولاتصال و یا نمایش وان با تیوتی بسیار کم است و میهاي یوکارمایل ورود آنها به سلولچراکه ت،در نظر گرفته شود

. کردبه سلول هدف منتقل يبه شکل مؤثرژن را ترانسیري بر سطح ذرات فاژي،هدفگ
.  M13درمانی، انتقال ژن، فاژ : ژنهاي کلیديواژه

30/10/92پذیرش:16/9/92اصلاحیه نهایی:7/7/92وصول مقاله:
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مقدمه
ــد آن اســت کــه  هــايشــاخصیکــی از  ــانی کارآم ژن درم

کننده به هاي درمانژنباید توانایی تحویلحاملهاي سیستم
در عـین حـال سـمیت و بیـان در     ،را داشـته هدفهاي سلول
هـایی کـه در   لحام.)1(هاي دیگر را به حداقل برسانندبافت

روند در دو گروه اصلی مانی بکار میدرحال حاضر براي ژن
گیرنـد هاي غیر ویروسی قرار میهاي ویروسی و حاملحامل

کارایی انتقال و بیان بـالا  هاي ویروسی . بطور کلی حامل)2(
خطر بیدرصد دارند با اینحال آنها نه تنها کاملا100ًحتی تا 

طلبـد.  تولید انبوه آنها هزینـه بـالایی مـی   و ایمن نیستند، بلکه 
هـاي خـوب آنهـا    رغم قابلیتیباعث شده است علاین عوامل 

هاي ژنـی  و بیان ترانسژن، جستجو براي یافتن حاملدر انتقال 
هاي غیر از طرف دیگر حاملادامه یابد.بیش از پیشمناسب 

خطر و ارزان بوده، با اینحال کـارایی ورود  بیویروسی نسبتاً
. )3-6(هاي هدف بسیار پائین استو انتقال آنها به سلول

بـه عنـوان   که باعـث شـده اسـت    مزایاي زیادي دارند ،فاژها
بـه عنـوان جـایگزینی    وحمطـر ژنی به پستاندارانهاي حامل
در نظـر  غیـر ویروسـی   هايحاملو ویروسیهايحاملبراي 

دهنـدة جـذابی   هاي تحویلحامل،ها. فاژ)7-10(گرفته شوند
هـاي  زیرا ذرات فـاژي عمـلاً هـیچ تمـایلی بـه سـلول      ،هستند

بـه حسـاب   خطرو بیهاي ایمنپستانداران نداشته، لذا حامل
. به علاوه ذرات فـاژي تغییـر داده شـده نـه تنهـا      )8(آیندمی

بلکـه در  ل از کشـت باکتریـایی هسـتند،   براحتی قابـل حصـو  
هـاي بـالا و پـائین)    pHشرایط محیطی بسیار متنوع (مثلاً در

هاي مهم دیگر فاژهـا حفاظـت از ژن   از مزیتپایدار هستند.
هـاي  مورد انتقال بـه دلیـل محصـور بـودن در درون پـروتئین     

ــن ویژگــی در. )2و8(پوششــی اســت ــر سیســتمای هــاي غی
در معرض آنهامورد انتقالDNAویروسی کمرنگ بوده و

علاوه بر ایـن  . )2(دباشنمیهاي برشگر نزیمتخریب توسط آ
و ورود آنهـا بـه بـدن    در محیط زیست حضور گسترده فاژها 

سبب شده است که سیستم ایمنی تا حدي با این ذرات انسان 
هـاي  انـواع روش ود. در نتیجـه کـاربرد فاژهـا در   سازگار ش ـ

هاي جـانوري مشـکلات ایمنـی    درمانی در مقایسه با ویروس
. )11(داشتبه دنبال خواهدبیماربسیار اندکی را براي

بـا اهـداف   هـاي ملکـولی   بـه عنـوان حامـل   از فاژهـا اسـتفاده  
هـاي انتقـال واکسـن  ،)12-15(انتقـال دارو مختلفی از قبیـل  

DNA)17انتقال فلوروفورها براي تصـویربرداري و  ،)16و
هاي درمـان  ال ژنانتق،)18و19(هاي سرطانیتشخیص سلول

هاي توموري و بررسی توانـایی ایـن ذرات در   بافتکننده به
گیرد. استفاده از هاي یوکاریوتی انجام میانتقال ژن به سلول
هدفگیري ایـن  جهت) Phage displayفناوري فاژنمایی (

ایسـتگی آنهـا را دو چنـدان کـرده     ذرات، دامنه کـاربرد و ش 
نظیـر شـرایط   . علاوه بـراین تحمـل بـی   )18و20و21(است

،)16(هاي بالا و پائین توسط این ذراتpHنامساعد از قبیل 
گیـري و  هـاي شـیمیایی را در هـدف   شامکان اسـتفاده از رو 

ا کرده است.گیري مختلف مهیمایش لیگاندهاي هدفن
ی بـر  ن ـژنـی مبت حامـل دسـتیابی بـه یـک    این مطالعه با هـدف  

و ارزیابی توانایی آن در انتقـال و بیـان ژن   M13باکتریوفاژ 
ابتـدا  بـدین منظـور  .انجـام گرفـت  هاي یوکاریوتی در سلول

pCMV-Scriptسازه فاژمیدي  EX حاوي ژنGFP  بـه
) بـه دسـت   in vivo excisionروش برش درون سلولی (

آمد. سپس سازه حاصل با کمک فـاژ کمکـی بسـته بنـدي و     
ــو ــاژي ن ــد. در M13-GFPترکیــبذرات ف بدســت آمدن

AGSهـاي  نهایت ذرات حاصل براي آلـوده کـردن سـلول   

ــان    ــال و بی ــارایی انتق ــه، ک ــرار گرفت ــتفاده ق ــورد اس GFPم

.ارزیابی شد

روش بررسی
يبـرا یشـگاه یو آزمایمطالعه تجرب ـیپژوهش حاضر  نوع

در انی ـبتی ـبـا قابل GFPيحـاو یسازه ژن ـکیبه یابیدست
از مراحـل آن در ادامـه   کی ـاست که هریوتیوکاریستمیس

:شده استحیتشر
براي آلوده کردن با فاژسازي باکتريمستعد

XL1-Blue MRF'(Stratagene, USA)بـاکتري  

%0.2هـاي مایع غنی شده با مکمـل LBمحیط ml50در 
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(w/v) maltose وMgSO4mM10  ــه ــیدن ب ــا رس ت
600OD شدند. باید توجه داشت کـه  دادهکشت ،1کمتر از

بیوتیک اضافه نشود زیرا در این مراحل به محیط کشت آنتی
بیوتیک با اتصال به دیواره باکتري مانع آلـوده شـدن بـا    آنتی

دقیقه در 10به مدت g1000کشت حاصل در ردد. گفاژ می
سانتریفوژ شده، رسوب باکتري حاصل در سانتیگراددرجه4

ml25 ــول ــل MgSO4mM10محلــ ــیحــ ــمــ د. وشــ
ــوده  بــاکتري ــا فــاژ ب قابــل و هــاي حاصــل مســتعد عفونــت ب

هـاي  بـراي اسـتفاده  سـانتیگراد درجـه 4دمـاي نگهداري در
باشند. بعدي تا دو هفته می

GFP-λیه پلاك از ذرات فاژي ته

از ایـن ناقـل   هاي خوب جداشـده ي بدست آوردن پلاكراب
600تـا مستعدشده درسـت قبـل از اسـتفاده    هايباکتري، فاژي

OD توسـط محلـول   5/0برابر باMgSO4mM10  رقیـق
ــه ومیکرولیتــري از آن200هــاي حجــمســپسشــد. ــا تهی ب
15خلوط و مSMدر بافر GFP-λهاي متوالی از فاژ رقت

بـدون تکـان انکوبـه شـدند تـا      سـانتیگراد درجه37دقیقه در 
3. سپس بـه هـر کـدام    متصل شوندها ذرات فاژي به باکتري

48لیتر محلول آگاررویی ذوب شده و خنـک شـده تـا    میلی
در،آراماضــافه و پــس از مخلــوط کــردنســانتیگراددرجــه

آگار تخلیه و پخش شدند. NZYپلیت حاوي محیط کشت 
37انکوبـاتور  دقیقه پلیتهـا بـه صـورت وارونـه در     10پس از 

12تـا  8هـا پـس از   و پـلاك قرار داده شدهسانتیگراددرجه
ساعت ظاهر شدند.

برداشت پلاك از پلیت
هـا  جداشـده از بـین پـلاك   بزرگ و خـوب یک پلاك نسبتاً

ــت     ــده از پلی ــه مکن ــل ب ــت متص ــک پیپ ــط ی انتخــاب و توس
SMمیکرولیتر بافر 500ه شده در شد. پلاك برداشتبرداشته

افـزوده شـد. پـس از   رموفروکلμl20به آن و ه شددداقرار
در ساعت 2مخلوط حاصل بمدت آرامچند لحظه ورتکس 

،دماي اتاق قرار داده شد تا ذرات فاژي از آگـار جـدا شـده   
درجـه 4مـاه در  6محلول فـاژي حاصـل تـا    وارد بافر شوند.

بود.پایدار خواهدسانتیگراد

)GFP)M13-GFPحاوي توالی M13ذرات فاژ ساخت
GFPطراحی و ساخت ذرات فاژي لامبداي حاوي توالی 

)GFP-λ (ًاستی ما گزارش شدهتوسط گروه مطالعاتقبلا
با GFPاز الحاق توالی رمزکننده GFP -λسازه . )22(

Lambdaفاژ لامبدا بنامناقلی مبتنی بر ZAP®-

CMV XR (Stratagene, USA) تشکیل شده و
Gigapack® III Gold Packagingسلولیشیره 

Extract (Stratagene, USA) ،بندي جهت بسته
Lambda. ناقل ذرات فاژي حاصل به کار برده شد

ZAP®-CMVXRطراحی شده است که شکلیبه
کلون شده را به DNAامکان برش و جداسازي توالی 

pCMV-Scriptهمراه پلاسمید EX با یک مکانیسم
ذرات فاژ برآورده سازد. براي بدست آوردن درون سلولی

M13 حاوي توالیGFPسازي از روش برش و خارج
استفاده شد. بدین GFP-λذرات فاژي 1درون سلولی

همراه با LBمحیط ml50در دو ارلن حاويمنظور
و نیز 'XL1-Blue MRFهايباکتري،مکمل

XLOLR (Stratagene, USA) درجه30در
g1000ها در شدند. باکتريدادهکشت شبانه سانتیگراد

از ml25دقیقه سانتریفوژ و رسوب حاصل در 10بمدت 
MgSO4mM10 .600بطور جداگانه حل شدندOD آنها

ظیم شد. تعداد تن1برابر با MgSO4mM10طتوس
سلول 8×108تقریبا ، 1برابر 600ODهاي باکتري درسلول

از μl250باکتري با µl200. باشدمیلیتر ازاي هر میلیبه
ذره فاژي و 1×105حاوي بیش از λ-GFPمحلول فاژي 

μl1فاژ کمکی(Stratagene, USA)ExAssist

شدهمخلوطکون لدر یک فاذره فاژي1×106حاوي بیش از
شدندبدون تکان انکوبهسانتیگراددرجه37دقیقه در 15و 

به LBمحیط ml3ها متصل شوند. سپس اکتريتا فاژها به ب
همراه با تکان سانتیگراددرجه37ساعت در 3آن اضافه و 
درجه70گرم پس از آن فالکون در حمام آبانکوبه شد. 

1 In vivo excision
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دقیقه حرارت داده شد تا ذرات فاژ 20بمدت سانتیگراد
هاي باکتري لیز شوند. اضافات سلولی با لامبدا و سلول

ند. دقیقه رسوب داده شد15بمدت g1000سانتریفوژ در 
برش و از است کهM13حاوي ذرات فاژي محلول رویی

داراي توالی pCMV-Script EXسازي فاژمید خارج
GFPاند. محلول فاژي حاصل بندي آنها بدست آمدهو بسته

سانتیگراددرجه4منتقل و در کون استریللیک فابه
شد. ذخیره

حاصلفاژياز ذراتي حاوي فاژمیدباکترکلونیتهیه تک
تازه تهیـه شـده بـا    XLOLRاز باکتري μl200هاي حجم

600ODهايدر ویال، 1برابرml1.5    1توزیـع و بترتیـب بـا ،
میکرولیتر از محلول فاژي حاصل از فرآیند بـرش  100و 10

دقیقـه انکوباسـیون در   15پس از سازي تلقیح شدند. و خارج
محـیط  μl300به هر ویـال  دون تکان،بسانتیگراددرجه37

NZY بـراي  سانتیگراددرجه37دقیقه در 45مایع افزوده و
μlبیان کافی ژن مقاومت به کانامیسین انکوبه شدند. سـپس  

حـاوي کانامایسـین  LBهـاي  بر روي پلیـت هر ویالاز 200
)μg/ml50سانتیگراد بـه مـدت  درجه37و در شده) پخش

هـاي باکتریـایی   کلونیه این ترتیببانکوبه شدند.یک شب 
خواهند بود. GFPشوند داراي فاژمید حاوي که ظاهر می

GFPهاي حاوي یید کلونیتأ

اسـتفاده  PCR-هاي مثبت از روش کلونییید کلونیبراي تأ
بجـز  ءحـاوي تمـام اجـزا   PCRشد. بـدین منظـور مخلـوط    

DNA   میکرولیتـر آمـاده شـد و بـه     25الگو در حجـم کـل
الگـو کمـی از کلـونی مربوطـه بـا نـوك تیـپ        DNAجاي 

حل شد.PCRبرداشته شده و در مخلوط آماده شده 
forwardپرایمرهـــــــاي : 5’-

GTAGAATTCCGCCACCATGGTGAGCA -3’
;reverseو 5’-

GACCTCGAGTTACTTGTACAGTTCGTCCA
TGC-3’)22 ( براي تکثیر توالیGFP جفـت  700با طول

ــاز ــاربب ــا ک ــرایط انج ــد. ش ــت از؛  PCRم رفتن ــارت اس عب
و سپس سانتیگراددرجه94دقیقه در 3سازي اولیه واسرشت

، سانتیگراددرجه94ثانیه در 30سازي چرخه با واسرشت35

45، تکثیـر  سـانتیگراد درجـه 62ثانیـه در  30اتصال پرایمرها 
10و در نهایــت تکثیــر نهــایی ســانتیگراددرجــه72ثانیــه در 
ژل بر روي PCR. محصولات یگرادسانتدرجه72دقیقه در 

رنـگ آمیـزي بـا    ازپسدرصد الکتروفورز شده،1ز وآگار
هـاي  کلـونی برومید باندهاي حاصل مشاهده شـدند.  مواتیدی

GFPحــاوي M13ییــد شــده بــراي تکثیــر ذرات فــاژي تأ

)M13-GFP .بکار رفتند (
M13-GFPذرات فاژيتکثیر

ی از یــک کلــون M13-GFPبــراي تکثیــر ذرات فــاژي   
از محـــیط ml5حـــاوي فاژمیـــد بـــه XLOLRبـــاکتري 
2xYT ــایع حــاوي کانامیســین اضــافه شــد. μg/ml50م

از فــــاژ کمکــــی pfu/ml108ســــپس محــــیط توســــط 
R408]10[(Multiplicity Of Infection)

MOI~   ــه اشــباع ــا رســیدن ب تلقــیح شــد. محــیط حاصــل ت
ــا 18کامـــل (اغلـــب  ــاي 24تـ ــاعت) در دمـ ــه37سـ درجـ

70هــاي شــدید انکوبــه شــد. محــیط در بــا تکــانادســانتیگر
دقیقــه حــرارت داده شــد تــا 20بــه مــدت ســانتیگراددرجــه

ــاکتري ــاکتري   ب ــپس ب ــد. س ــین برون ــا از ب ــافات  ه ــا و اض ه
ــانتریفوژ در   ــا سـ ــلولی بـ ــدت g9000سـ ــه مـ ــه 20بـ دقیقـ

ــی کــه حــاوي ذ  ــاژيرســوب داده شــد. محلــول روی رات ف
M13-GFP    و شــدهاســت بــه فــالکون اســتریل منتقــل

مراحــل حــرارت دادن و ســانتریفوژ یــک بــار دیگــر تکــرار  
شـد تــا خلــوص کــافی بدســت آیــد. محلــول فــاژي حاصــل  

ذخیره شد. سانتیگراددرجه4پس از تعیین تیتر در 
تیتراسیون

ml5ــیط ــاکتري    LBمح ــونی از ب ــک کل ــط ی ــایع توس م
XLOLR 600تلقیح و تا رسیدن بهOD 37نـیم در  برابر بـا

میکرولیتـري از  100هـاي  حجـم انکوبه شد. یگراد سانتدرجه 
هاي متوالی رقتپس از تهیه توزیع شد. 5/1هاي آن در ویال

با هـر  هر رقتمیکرولیتر از SM،10از ذرات فاژي در بافر 
میکرولیتر باکتري مخلوط و یک ساعت همراه با تکـان  100
ها توسـط ذرات  انکوبه شد تا باکتريسانتیگراددرجه37در 
ي آلوده و ژن مقاومت به کانامایسین به اندازه کافی بیـان  فاژ
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LBگردد. سپس محتویـات هـر ویـال بـر روي یـک پلیـت       

16هـا بمـدت   حاوي کانامایسین تخلیـه و پخـش شـد. پلیـت    
هـاي حـاوي   انکوبـه و کلـونی  سانتیگرد درجه 37ساعت در 

هـا شـمارش و   فاژمید تشکیل شدند. در نهایت تعداد کلـونی 
)cfu/ml)Colony Forming Unitسـب  تیتر فاژ بر ح

گزارش شد. 
فاژمیدي  DNAاستخراج 

ml5 محــیطLB حــاوي کانامایســین را بــا یــک کلــونی از
حاوي فاژمید تلقیح کرده، کشـت شـبانه   XLOLRباکتري 

DNAو ندها با سانتریفوژ رسوب داده شدداده شد. باکتري

افتـه  هـا تکثیـر ی  فاژمیدي که به صورت پلاسـمید در بـاکتري  
ــا کیــت اســتخراج پلاســمید شــرکت   Fermentasاســت ب

ــت    ــوص و غلظـ ــد. خلـ ــیص شـ ــا  DNAتخلـ ــل بـ حاصـ
شد. تعییناسپکتروفتومتر 

انسانی  AGSهاي رده آلوده کردن سلول
سلول در هر چاهـک  2×105به تعداد AGSهاي رده سلول

درصـد سـرم  10همراه با RPMIخانه در محیط پلیت شش
FBSوμg/ml10ساعت در 24تیک کشت شد و بیوآنتی

هـا چاهکانکوبه شد. سپس% C025سانتیگراد و درجه37
از 108یـا  MOI(104،105،106،107هاي (ضریب عفونتبا

ساعت تیمـار و پـس   12به مدت M13-GFPذرات فاژي 
سـاعت دیگـر انکوبـه    36از تعویض محیط با محیط تـازه تـا   

،ص شـده فاژمیدي استخراج و تخلـی DNAچنینهمشدند.
شـرکت 2000توسـط لیپوفکتـامین   به عنـوان کنتـرل مثبـت   

Invitrogeneهـاي  ه سـلول بAGS  .در ترانسـفکت شـد
توسط میکروسکوپ GFPنهایت سلولها براي مشاهده بیان 

معکوس فلورسانس بررسی شدند. 
AGSهاي به سلولM13-GFPژنیحاملبررسی ورود 

هر چاهـک  سلول در 2×105به تعداد AGSهاي رده سلول
درصـد سـرم   10همراه با RPMIخانه در محیط پلیت شش

درجـه 37ساعت در 24بیوتیک کشت و آنتیμg/ml10و
cfu/mlهـا بـا  انکوبـه شـدند. سـلول   % C025و سانتیگراد

بـه  M13-GFPاز ذرات فاژي 2×1010و2×2،1011×1012

ساعت تیمار شدند. سپس محیط کشت تعـویض و  12مدت 
داده شدند. ذرات فاژي چسـبیده بـه سـلول    شستشو PBSبا 

50mM Glycine pHتوسط شستشو بـا بـافر گلیسـین (   

2.8, 500mM Nacl .آزاد و از محــیط حــذف شــدند (
آوري و هـا جمـع  تیمار با تریپسین از چاهـک ها پس ازسلول

DNA تام آنها توسط کیتGene JET™ Genomic

DNA Purification Kit شـــرکتFermentas

حاصـل بـه عنـوان الگـو در واکــنش     DNAشـد.  اسـتخراج  
GFPتـوالی  اي پلیمراز جهت تکثیر و آشکارسـازي  زنجیره

(مـذکور در بخـش تاییـد    با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی
ــونی ــاوي  کل ــاي ح ــت.   )GFPه ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس م

ــر روي ژل آگــاروز PCRمحصــولات  ــورز و 1ب % الکتروف
آشکارسازي شدند.

داده هالیتحل
Microsoftداده هـا و رسـم نمـودار از برنامـه      لیدر تحل

office Excel استفاده شد.  2007

هایافته
M13-GFPيمیدفاژیید سازه و تأساخت

ــد ــوالی ســازه فاژمی ــرش و  GFPي حــاوي ت ــا مکانیســم ب ب
راي . ب ـبدست آمـد λ-GFPاستخراج درون سلولی از سازه 

ذرات فـاژي  توسـط XLOLRیید سازه حاصل، بـاکتري  تأ
M13-GFPهــاي نوترکیــب کلــونیو ســپس هلــوده شــدآ

هـاي مثبـت   . کلـونی یید شدندتأPCR-توسط روش کلونی
هسـتند  M13-GFPدهنده وجـود سـازه فاژمیـدي    که نشان

تکثیر، تعیـین تیتـر و اسـتفاده در مراحـل بعـدي بکـار       جهت
ــالات  ــد. بـ ــاژ   رفتنـ ــر ذرات فـ ــل از تکثیـ ــر حاصـ ي رین تیتـ
M13-GFPارابر ببcfu/ml1013×51(شکل بود(.
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نما؛ اندازهMهاي مختلف،کلونیPCRنشاندهنده محصولات 6-1هاي : شمارهPCR-. نتایج حاصل از الکتروفورز محصولات کلونی1شکل

M13-GFPتوسط ذرات فاژيGFPژن انتقال و بیان

خانه هاي پلیت ششی در چاهکانسانAGSهاي رده سلول
12بمدت M13-GFPمختلف از ذرات MOIو باکشت

36،هـا ساعت تیمـار شـدند. پـس از تعـویض محـیط سـلول      
نهایــت . دراســیون ادامــه پیــدا کــردســاعت دیگــر نیــز انکوب

ها با میکروسکوپ معکوس فلورسـانس بـراي بررسـی    سلول
ــان  ــدندGFPبیــــ ــاهده شــــ ــکلمشــــ در دوز .)2(شــــ
cfu/ml1013×2بیـان ژن  هاي سبز رنـگ حاصـل از   سیگنال

GFP ــی ــاهده م ــل مش ــایی  قاب ــه در دوزه ــد، در حالیک باش
سبز رنگ مربـوط  هاي تر از این مقدار این دوز سیگنالپایین

ها نشـان  این بررسیباشد.قابل مشاهده نمیGFPبه پروتئین 

ــاژي   ــه ذرات فـ ــد کـ ــیM13-GFPدادنـ ــد وارد مـ تواننـ
در آن GFPژن شده و باعـث بیـان ترانس ـ  AGSهاي سلول
مثبـت  GFPهـاي  با این وجود تعـداد سـلول  .ا شوندهسلول

بوده 108برابر با MOI% در 02/0و در حدود بوده بسیار کم 
حاصل از تیمار مثبت GFPهاي شمارش تعداد سلولاست. 

ژن نشان داد که کارآیی انتقال و بیان هاي مختلف MOIبا 
GFP ذرات فــاژي توســطM13-GFP  وابســته بــه دوز

. )1(نمودارباشدمی

.

) مورد استفاده براي تیمار MOIهاي (: محور افقی بیانگر ضریب عفونتM13-GFPتوسط ذرات فاژي GFP: کارآیی انتقال و بیان 1نمودار 
باشدمثبت میGFPهاي به صورت لگاریتمی نشان داده شده است. محور عمودي درصد سلولMOIاست و در آنها 
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DNA) ترانسفکشــن Bو M13-GFPيذره فــاژ)cfu/ml1013×2AبــاAGSيســلولهامــاریمثبــت حاصــل از تGFPيســلولها. 2شــکل

2000نیپوفکتامیبا استفاده از لM13-GFPياستخراج شده از ذرات فاژ

هـاي  به سـلول M13-GFPیژننانوحاملبررسی ورود 
AGSرده 

AGSنـژاد  ساله بـا 54یاست که از خانمیرده سلول
معـده مشـتق شـده    ينومایو مبتلا به آدنوکارس ـيقفقاز

، باشدیمطالعات انتقال ژن مناسب ميبراچوناست و
توانـایی  در مطالعه حاضر مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت.     

بــا اســتخراج AGSهــاي ورود ذرات فــاژي بــه ســلول
DNAــلول ــاژي و   از س ــا ذرات ف ــده ب ــار ش ــاي تیم ه

کمـک تکثیـر   ه ب ـژن ترانسDNAآشکارسازي وجود 
بررسی شـد.  PCRبا 

اســتخراج DNAهــاي نمونــهPCRنتــایج حاصــل از 
-M13هاي تیمـار شـده بـا ذرات فـاژي     شده از سلول

GFP همانطور کـه  نشان داده شده است. )3شکل(در
ــوده ســازي فــاژ  مشــاهده مــی ــا افــزایش دوز آل شــود ب

کـه  باندهاي مربوطه بر روي ژل آگاروز تقویـت شـده   
باشـد.  میAGSفزایش ورود فاژ به سلول ادهندهنشان

این نتـایج وابسـته بـه دوز بـودن ورود ذرات فـاژي بـه       
کند.یید میرا تأها سلول

تــام اســتخراج شــده از DNAحاصــل از تکثیــر PCRمحصــولات 3تــا AGS :1هــاي بــه ســلولM13-GFP. بررســی ورود ذرات 3شــکل
نـانوگرم  10بـا  PCR؛ کنتـرل مثبـت   M13-GFP ،4از ذرات 2×1012وcfu/ml1010×2 ،1011×2تیمار شده بترتیب باAGSهاي سلول

DNA استخراج شده از ذراتM13-GFP ،نما با اندازهM  .نشان داده شده است
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بحث 
هــاي مبتنــی بــر درمــانی بــا اســتفاده از حامــلانتقــال ژن و ژن

هاي از پاسخهاي یوکاریوتی به علت مشکلات ناشی ویروس
هاي غیرهدف و نیـز ورود  ایمنی، ورود نابجاي آنها به سلول

رغم . علی ـ)3و4(دچـار چـالش اسـت   نابجاي آنهـا بـه ژنـوم   
راي برطـرف کـردن ایـن    هاي فراوان صورت گرفتـه ب ـ تلاش

ــرا  ــان لازم ب ــوز اطمین ــکلات، هن ــن  مش ــالینی ای ــتفاده ب ي اس
هـاي غیـر   ها دچار تردید است. از طـرف دیگـر حامـل   حامل

و6(ویروسی کارایی کافی براي انتقال و بیـان ژن را ندارنـد  
با قـدرت  چنانهمهاي دیگر . لذا تلاش براي یافتن گزینه)2

گیرد. باکتریوفاژها به علـت مزایـایی کـه دارنـد بـه      انجام می
اند و قال ژن مطرح شدهاي بالقوه مناسب براي انتعنوان گزینه

روز به روز استفاده از آنها نه تنها در مطالعـات انتقـال ژن بـا    
بلکـه بـا اهـداف دیگـري از     )7-10و21(درمانیاهداف ژن

نیـز )16و17(واکسـینه کـردن  و )12-15(انتقـال دارو قبیل 
یابد.افزایش می

ژن حــاوي تــوالی M13در ایــن مطالعــه ابتــدا ذرات فــاژي 
GFPکه بـا داشـتن آغـازگر    ساخته شدندCMV  توانـایی

در .نـد اپیـدا کـرده  را هاي پسـتانداران  در سلولژن ترانسبیان 
هاي تیمـار شـده بـا ذرات فـاژي     بررسی میکروسکوپی سلول

M13-GFP سلولهاي ،GFP  مثبت مشاهده شدند که ایـن
ید صحت ساخت، فعـال بـودن و نیـز دسـتیابی بـه      مؤمشاهده 

باشد کـه قابـل اسـتفاده در    میM13اي فاژي یک سازه پایه
پس از اتصـال  یوتیرهاي یوکاآزمایشات انتقال ژن به سلول

انتقـال و بیـان ژن   بررسـی  . خواهد بودهاي هدفگیريملکول
GFP ن داد کـه در دوزهـاي  حامل بدست آمده نشـا توسط
انتقـال و  cfu/ml105×1تـر از  پـایین )MOIسـازي ( آلوده
ــان ــی ژنبی ــاهده نم ــودمش ــزایش دوز   ش ــا اف ــال ب ــا اینح . ب
یابـد.  افـزایش مـی  ژن نیـز کارآیی انتقال و بیان،سازيآلوده

دهند که انتقال ژن با واسطه فاژ وابسـته بـه   نتایج نشان میاین 
شود. این یافته مهر نمییین مشاهده دوز بوده و در دوزهاي پا

. در باشـد مـی )11(فاژهاخطر بودن نسبییید دیگري بر بیتأ
تواند یک مزیت سازي در دوزهاي پایین میدهواقع عدم آلو

توان این ذرات را با اتصـال  چراکه میمحسوب شود،بزرگ 
لیگانــــــــــدهاي خــــــــــاص هدفمنــــــــــد کــــــــــرده

ــه ســلول مــورد هــدف    )2و7و10و12و15و18و19و22( و ب
د وارها ها و بافتسایر سلولبدون اینکه به درمان ارسال کرد

1999Poulدر سـال  .و آنها را تحث تأثیر قرار دهندشوند

رنـده یگهی ـعليبـاد یکه آنتM13يذرات فاژMarksو 
Pنیرا به صورت متصـل بـه پـروتئ   ErbB2یسطح سلول

IIIبدست آورده و يکتابخانه فاژيخود داشتند از غربالگر
به ژنوم فاژ، آنهـا را GFPو وارد کردن ژن یمهندسازپس

را در ErbB2رندهیکه گییهاانتقال ترانسژن به سلوليبرا
مطالعـات  جیکردند بکار بردنـد. نتـا  یمانیبشیسطح خود ب

نیمثبت هستند. اGFPدرصد از سلولها 4آنها نشان داد که 
تواند بـه بهبـود   یفاژها ميریدهد که هدفگیمطالعه نشان م

يگریمطالعات د.)8(انجامدیترانسژن بانیانتقال و بییکارآ
انجام گرفته است کـه  M13فاژراستا با استفاده از نیدر هم
ــزایهمگــ ــانتقــال و بییکــارآشیگــواه اف ترانســژن در انی

يهـا د. امـا چـون تعـداد ملکـول    نباش ـیميریصورت هدفگ
ملکـول)  5اکثر نها کم بـود (حـد  آمتصل به سطح يریهدفگ
.)7و9و10(بوده استنییپازینانتقالییکارآ

ــا در نظــر داشــتن مزیــت  ــل هــاي دیگــر ذب رات فــاژي از قبی
ژن توسط پوشش پروتئینی و توانایی تحمـل  حفاظت از ترانس

هـاي بـالا و پـایین کـه در     pHهـاي نامسـاعد از قبیـل   محیط
تـوان بـا چنـین شـرایطی برخـورد      هاي مختلف بدن مـی اندام
اهمیت استفاده از آنها در صورت هدفمندسازي بیشـتر  ،کرد

کند. علاوه بر این در دسترس بودن فناوریهاي قوي یجلوه م
امکان هدفگیري و جستجوي لیگاندهاي ،)23(مثل فاژنمایی

اختصاصی اهداف مختلف را با فاژ صدچندان کـرده و آنهـا   
مطـرح  را به عنوان گزینه مناسـبی بـراي مطالعـات انتقـال ژن     

هـاي اتصـال   شذرات فاژي با رو،بر اینمضاف کرده است.
و Liبه طوري کـه باشند.نیز قابل هدفمندسازي میشیمیایی

ــاران ــید و    )19(همکـ ــک اسـ ــیمیایی فولیـ ــال شـ ــا اتصـ بـ
انتقال M13به سطح ذرات فاژي ) fluorescein(فلورسین
کاربردي با هدفKBهاي سرطانی آنها را به سلولهدفمند
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ذرات گـروه مـا  انـد. همچنـین   تصویربرداري گزارش کـرده 
در مطالعه را به عنوان یک چارچوب اساسیλ-GFPفاژي 

با اتصال شیمیایی ترانسفرین به سـطح  ته و انتقال ژن بکارگرف
انسـانی را  T 293ههـاي رد سازي هدفمند سلولآلوده،آنها

انـد گـزارش کـرده  اخیـراً ،حاصـل با نانوحامل هدفمندشـده 
ذرات ت و در پژوهش حاضـر،  در ادامه آن مطالعا.)22و24(

تولید و توانایی آنهـا در انتقـال و   GFPحاوي M13فاژي
انی مورد ارزیابی اولیـه قـرار   انسAGSهاي بیان ژن به سلول

.گرفت

گیرينتیجه
یبـا طراح ـ دهـد کـه   یمطالعـه نشـان م ـ  نی ـحاصل از اجینتا

توان از آنها به عنوان حامل یم،M13فاژ هیبر پاییهاحامل
از جملـه انسـان   یوتیوکـا یيهاانتقال ژن  به سلوليبرایژن

ورود و انتقـال ترانسـژن   ییآوجـود کـار  نیاستفاده کرد. با ا

ــااریپــژوهش بســنیــتوســط حامــل ســاخته شــده در ا  نییپ
در يریفگملکـول هـد  چیباشد چراکـه حامـل مـذکور ه ـ   یم

دهـد کـه حامـل    ینشـان م ـ نییپـا ییآسطح خود ندارد. کار
یوتیوکـار یيهـا ورود  به سـلول يبرایشیساخته شده گرا

نیخطـر بـودن آن اسـت. بـد    یو ب ـمنیاز ایندارد که حاک
ــترت ــوان گفــت در صــورت اتصــال ملکــول یمــبی ــات يه

ساخته شده،  انتقال هدفمند ژن  بـه  ملبه سطح حايریهدفگ
هـا و  مـورد نظـر بـدون ورود  بـه بافـت     يهـا سـلول ای ـبافت 
شود.  یتواند عملیهدف مریغيهاسلول

تشکر و قدردانی 
شی دانشگاه تبریـز  این پژوهش با حمایت مالی معاونت پژوه

ق حمایت از پژوهشگران ریاست جمهوري به انجام و صندو
. شودکه از آنها قدردانی میرسیده است
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