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چكيده

  اقالب ژني در آن و ترادف يابي آنه و ايچاد يك موتاسيون در داخل pUCBM21 در پلاسميد گلوكوسربووزيدازكلونينگ ژن آنزيم  :هدف

  با Gbaژن آنزيم  cDNA استخراج شد و  mRNAاز طحال موش در اين پژوهش كه يك تحقيق توصيفي است،  :هامواد و روش

پس از . دش كلون 21pUCBMسپس ژن تكثير شده در پلاسميد  . دش تكثير PCRي اختصاصي سنتز و به روش هااستفاده از پرايمر

ي مياني هايي از اگزونها و حذف سكانسMscIي محدودگر، با استفاده از آنزيم هاتوسط آنزيمزيمي پلاسميد نوتركيب نآ آناليز

  .دش ژني ايجاد شد، سپس ژن اصلي و ژن موتان يافته ترادف يابي موتاسيون داخل قالب

. شدبا استفاده از پنج آنزيم محدودگر تكثير ژن، كلونينگ و موتاسيون ايجاد شده در آن تائيد .  تكثير شد1616bp ژن با cDNA: ها يافته

  .  تائيد شد ايجاد شده درژن موتاسيون، ها هپس از بررسي ترادف اسيد آمين

توان  يافي و ايجاد موتاسيون در ژن آنزيم گلوكوسربووزيداز برايانتقال و بيان آن در مطالعات آينده مي ترادف از كلونينگ، :گيري جهنتي

  . استفاده نمود

  ، موتاسيون 21pUCBMآنزيم گلوكوسربروزيداز، كلونينگ، وكتور  :ها هواژكليد 

  

______________________________
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  مقدمه

ي هادرمان بيماريي درماني براي هاژن درماني يكي از روش

با وجود اينكه بيش از يك دهه از . ]1[مختلف ژنتيكي است 

ي يوكاريوتي به منظور دست ها نوتركيب به سلولDNAانتقال 

گذرد، هنوز مشكلات زيادي تا  يابي به اثرهاي درماني آن مي

  . ]2[كسب نتايج مطلوب و استفاده وسيع ازآن وجود دارد 

   انتقال ژن تاكنون روي بيشترين تحقيقات ژن درماني و

خصوص بيماري گوشه انجام  ي ذخيره ليزوزومي، بههابيماري

ي ذخيره هابيماري گوشه يكي از شايع ترين بيماري. گرفته است

ليزوزومي است كه به دليل نقص ژنتيكي آنزيم 

  اين آنزيم پيوندهاي بتا . شود  ايجاد مي(Gba)گلوكوسربروزيداز 



 و همكاران نادريان

  3مجله علوم تشريح ايران، سال سوم،  شماره 

186

 را قطع و گلوكوز را از سراميد گلوكوزيديك گلوكوسربروزيد

بيوسنتز گلوكواسفنگوليپيد كه جزء اصلي تمام . كند جدا مي

سراميد . ]3[غشاهاي بيولوژيك است به سراميد وابسته است 

و ي مختلف غشاي سلول نظير تمايز، مهاجرت هادر فعاليت

نقص در . ]4[ با يكديگر نقش حياتي دارد هاارتباطات سلول

 سبب تجمع گلوكوسربروزيد در ماكروفاژهاي Gbaعملكرد آنزيم 

ي مختلف نظير طحال، كبد، مغز استخوان و غدد لنفاوي هابافت

  . ]6  و5[شود و ايجاد بيماري گوشه را ايجاد مي كند  مي

 آن Iنوع . بيماري گوشه در انسان داراي سه زير گروه است

  با علايمIII شديد با شيوع كمتر و نوع IIخفيف و شايع، نوع 

 mRNAمتوسط است كه به سبب ايجاد موتاسيون در توالي 

ي هاموتاسيون. ]8  و7[كند  آنزيم گلوكوسربروزيداز بروز مي

 آنزيم گلوكوسربروزيداز (in frame mutation)داخل قالب ژني 

ي مياني آن ايجاد هااز نوع خفيف هستند  كه اغلب روي اگزون

ي آغازي هاسكانس هادر اين نوع موتاسيون. ]10  و9[مي شوند 

ي هاو پاياني ژن دست نخورده باقي مي ماند و فقط سكانس

  . شود مياني آن حذف مي

ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز درانسان در روي بازوي كوتاه 

 E3-F1 در ناحيه 3 و در موش در روي كروموزوم 1كروموزوم 

 آن mRNA است، kb5/7قرار دارد و حدودا داراي 

.  اينترون است10 اگزون و 11 شامل نوكلئوتيد دارد و1964

 و ها، كدون آغازي و پاياني، مرز بين اگزونGbaموقعيت ژن 

ي ها هي ديگر بالاتر و پايين تر آن در انسان، موش و گونهاژن

ي اگزونيك هادرصد نوكلئوتيد84. مشابه تقريبا حفظ شده است

درصد اسيدهاي آمينه آن در بين انسان و موش مشابه 87و 

  . ]13  و12، 11[است 

گيرد   ژن درماني با انتقال ژن ترميم يافته به ميزبان انجام مي

زمايشگاهي كه داراي نقص ژنتيكي آاما پيدا كردن حيوان 

در اين مطالعه به منظور .   مشكل استمشخصي باشد فعلاً

آماده نمودن مقدمات انتقال ژن،  ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز را 

 كلون نموده و سپس در 21pUCBMه در وكتور غير بيان كنند

ساختار پلاسميدي آن موتاسيون ايجاد نموديم  تا در آينده با 

انتقال اين پلاسميد نوتركيب به حيوان آزمايشگاهي و رديابي 

  . ژن موتان درآن، مقدمات انتقال ژن را فراهم شود

  مواد و روشها

  طراحي پرايمر

 (NM-008094)  ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز mRNAبر اساس 

  سه پرايمر به صورت زير شامل پرايمر فوروارد از ]14[

 تا 1880، پرايمر ريورس از نوكلئوتيد 303 تا 284نوكلئوتيد 

 تا 1908 از نوكلئوتيد (RT) و پرايمر نسخه برداري 1899

  .توسط  شركت اينويتروژن سنتز شدند طراحي شد و 1928

mGba-Forward    5`  GGG TCT ACG GGC ACT GTC TC  3`

mGba-Reverse   5`  CTG CTC AGG TGT CAG TTC CA   3`

mGba-RT   5`  CCT TTA ATG TCC ATG CTA AGC 3`

   PCR و انجام واكنش cDNAسنتز 

پس از بيهوش كردن موش، طحال آن در شرايط استريل و با 

ون سرد كوبيده ها در نيتروژن مايع وRNaseوسايل عاري از 

) شركت اينويتروژن (TRIzol به كمك محلول mRNA. دش

  با دستگاه اسپكتروفوتومترRNAغلظت . استخراج شد

، Ss II ميكروگرم از آن به كمك آنزيم 2مقدار . گيري شد اندازه

 با PCRواكنش  ). cDNAسنتز(نسخه برداري معكوس شد 

 سيكل و با شرايط 35 به تعداد Taq DNA p. HFآنزيم 

 ثانيه، آنيلينگ 30گراد به مدت   سانتي92°در دناتوريشن 

 68° ثانيه، و اكستنشن در30گراد به مدت   سانتي5/55°در

  . دقيقه انجام گرفت2گراد به مدت  سانتي

 درصد1روي ژل آگارز )   نوكلئوتيدPCR ) 1616محصول 

، PCRبراي تاييد محصول .  الكتروفورز شدDNAدر كنار ماركر 

  . انجام گرفت)شركت فرمنتاز  (NcoI و HincIIآناليز آنزيمي با  

  كلونينگ 

 يك وكتور غير بيان كننده است كه داراي 21pUCBMپلاسميد 

 نوكلئوتيد است و از نسل 2725ژنوم حلقوي دو رشته اي با 

 ميكروگرم از پلاسميد فوق با آنزيم 5.  است19pUCپلاسميد 

HincIIد شريله  هضم شد و با آنزيم آلكالين فسفاتاز دفسفو

دفسفوريلاسيون پلاسميد هضم شده به منظور افزايش اتصال (

 با آنزيم PCRو محصول ) ژن تكثير شده با وكتور انجام گرفت

T4 DNAپلاسميد نوتركيب به سلول .  ليگاز به آن متصل شد
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ها منتقل شد  و كشت آن) شركت اينويتروژن (genehogsپذيراي 

مپي سيلين  انجام  آگار حاوي آLB روي محيط كشت جامد 

 كلوني از محيط كشت انتخاب و پلاسميد 27تعداد .  گرفت

با اسپكتروفتومتر تعيين غلظت شد،  انها استخراج شد و

 و الكتروفورز NcoIپلاسميدهاي نوتركيب با آنزيم محدودگر 

  .  روي ژل اگارز غربالگري شدند

  

  ايجاد موتاسيون

 پلاسميد نوتركيب  داراي سه جايگاه شناسايي رويMscIآنزيم 

 ژن كلون شده 1689 و 1639، 750ي هادر موقعيت

 جفت نوكلئوتيد از 939اين آنزيم . است) گلوكوسربروزيداز(

نزيمي روي ژل آمحصول هضم .  حذف نمود رابخش مياني ژن

 3402حاوي (  بزرگ تر DNAآگارز الكتروفورز شد و قطعه 

ه با آنزيم از روي ژل تخليص شد و دو بار) جفت نوكلئوتيد

T4 DNA ن مجددا به هم متصل شد، ساختار آ ليگاز دوانتهاي

 نامگذاري mG3ba.ΔmscI21 pUCBM. پلاسميد جديد با عنوان

  .شد

  

  ترادف يابي 

   نانوگرم از ساختارهاي پلاسميدي ژن اصلي400

.mGba21 pUCBM  و ژن موتان).mG3ba.ΔmscI21pUCBM(  

  توسط دپارتمان 13mي ي عمومهابه صورت جداگانه با پرايمر

ملكولار بيولوژي دانشگاه ليدن ترادف يابي  شدند و  آناليز با 

  .نجام گرفتا Multialin و Chromasنرم افزارهاي  

  

  ها هيافت

 PCR و تكثيرآن با روش cDNA سنتز

 ميكروگرم در ميكروليتر بود  55/6 استخراج شده  RNAغلظت  

ژن آنزيم  cDNA ميكرو گرم آن براي سنتز 2كه 

 PCRگلوكوسربروزيدازاستفاده شد و براي تكثيرآن هم روش 

 1616حاوي جفت  (PCRمحصول  ).1شكل(استفاده شد 

از هضم .   هضم  شدHincII  و NcoIي  هابا آنزيم)  نوكلئوتيد

)  تيد جفت نوكلئو470 و DNA) 1146 دو باند NcoIنزيمي  با آ

جفت  302  وDNA)  1314  نيز دو باند HincIIو با 

  ). 2شكل (روي ژل مشاهده شد )  نوكلئوتيد

  

1616داز با يم گلوكوسربروزير شده ژن آنزي تكثcDNA .1شكل 

bp به روشPCR  

  .ش دما را نشان مي دهدي افزاگراد سانتي5/1°هر ستون 

DNAماركر :  1ستون 

  گراد سانتي 5/52°نگ يدماي آنيل:  2ستون 

  .  استگراد  سانتي5/55°نگ يلين دما براي آنيبهتر:  4ستون 

  گراد  سانتي63°نگ يليدماي آن:  9ستون 

  

  

مهاي يداز با آنزير شده گلوكوسربروزيمي ژن تكثيز آنزي آنال.2شكل 

  NcoI , HincIIمحدودگر 

   bp 302 و bp 1314 با دو باند HincIIم يهضم با آنز: 1ستون 

  bp 470 و bp 1146 با دو باند NcoIم يهضم با آنز: 2ستون 

    DNAماركر : 3ستون 

  ) كنترل (bp 1616مي با ير شده بدون هضم آنزيژن تكث: 4ستون 

  DNAماركر وزني : 5ستون 
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  كلونينگ

 ميكروگرم در 34/1ي كشت داده شده مقدار هااز كلوني

ي استخراج هاآناليز پلاسميد. ميكروليتر پلاسميد استخراج شد

 پلاسميد 5 پلاسميد،  27 نشان داد كه از NcoIشده با آنزيم 

  آناليز EcoRVي نوتركيب  با آنزيم هاپلاسميد.  نوتركيب بودند

 741 و 3600ي هاداراي باند( پلاسميد  4شدند كه در نهايت 

چهار پلاسميد ). 3شكل (انتخاب شدند ) جفت نوكلئوتيد

  آناليز شدند  AatII, EcoRV, PstIنوتركيب مجددا با سه آنزيم 

  ).4شكل (آنها  تائيد شد و صحيح بودن 

  

  

مهاي يداز با آنزير شده گلوكوسربروزيمي ژن تكثيز آنزي آنال.3شكل 

  NcoI , HincIIمحدودگر 

   bp 302 و bp 1314 با دو باند HincIIم يهضم با آنز: 1ستون 

  bp 470 و bp 1146 با دو باند NcoIم يهضم با آنز: 2ستون 

    DNAماركر : 3ستون 

  ) كنترل (bp 1616مي با ير شده بدون هضم آنزيكثژن ت: 4ستون 

  DNAماركر وزني : 5ستون 

  

  ايجاد موتاسيون

 جفت MscI ،939پس از هضم ساختار پلاسميدي با آنزيم 

 تا 428ي مياني ژن يعني از نوكلئوتيد هانوكلئوتيد از سكانس

.  حذف شد) 455 تا 143از اسيد آمينه ( 1366نوكلئوتيد 

صورت  بهDNA ligase4 Tباقيمانده پلاسميد  دوباره با آنزيم 

اين حذف ژني به صورتي انجام گرفت  كه پس . حلقوي درآمد

ي هااز نسخه برداري، ترجمه ژن بدون توقف يا تغيير اسيد

  . يابد آمينه  ادامه مي

 No.415…CGG GTA CCC ATG GCC AGT TGT GAC … No. 438 

 No.139… Arg. Val.   Pro.   Met. Ala.    Ser.   Thr.  Asp. … No. 146

ي بخش ابتدايي ژن قبل از ايجاد ها ه توالي اسيد آمين)الف

  موتاسيون

No.1354…GTG GCG TTG GTG GCC AGT GAG AGC…No. 1377 

No.452… Val.   Ala.   Leu.   Val.   Ala.    Ser.   Glu.   Ser. …No.  459 

ي بخش پاياني ژن قبل از ايجاد ها ه توالي اسيد آمين)ب

  موتاسيون

No.415…CGG GTA CCC ATG GCC AGT GAG AGC…  No. 1377 

No.139…Arg.   Val.    Pro.   Met. Ala.   Ser.    Glu.   Ser.... No.  459 

ش  از ايجاد موتاسيون و اتصال بخ پسها هتوالي اسيد آمين) ج

  ابتدايي به بخش انتهايي

  

  

  ميب با سه آنزيد نوتركيز چهار نمونه پلاسمي آنال.4شكل 

 AatII, EcoRV, PstI  

  

 bp 2453 با دو باند AatIIم ي هضم شده با آنز10 و 7، 4، 1ستونهاي 

  1888bpو

 bp 3600 با دو باند EcoRVم ي هضم شده با آنز11 و 8، 5، 2ستونهاي 

  bp 741و

 1483 وbp 2858 با دو باند PstIم ي هضم شده با آنز12 و 9، 6، 3ستونهاي 

bp

  

  ترادف يابي 

بعد از آناليز سكانس ژن  مشخص شد يك موتاسيون نقطه اي 

وجود ) 255اسيد آمينه ( ژن اصلي 764خاموش در نوكلئوتيد 
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اين موتاسيون سبب .  ايجاد شده استPCRدارد كه در مرحله 

)   تغيير مي يابدa به gنوكلئوتيد (د شو  مي764تغيير نوكلئوتيد 

شود كه هردو كدون اسيد   تبديل ميACa به ACgكه  كدون  

آناليز . شود آمينه ترونين هستند و اختلالي در بيان ژن ايجاد نمي

ي هاي پلاسميدي اصلي و موتان با آنزيمهاآنزيمي ساختار

MscI و KpnI 5شكل ( انجام شد و صحت آنها تاييد شد .(  

  

ب بدون يدهاي نوتركيسه پلاسميمي و مقايز آنزي آنال.5شكل 

  م هايي با آنز(mGba.ΔMscI)افته ي و موتان (mGba)ون يموتاس

 MscI و KpnI  

  مييافته بدون هضم آنزيدهاي موتان ي پلاسم2 و 1ستونهاي 

  مييون و بدون هضم آنزيد بدون موتاسي پلاسم3ستون 

ون كه يد بدون موتاسي پلاسم6 و ستون افتهيد موتان ي پلاسم5 و 4ستون 

ده يافته ديدر ژن موتان bp  889اند، باند   هضم شدهMscIم يهمگي با آنز

.نمي شود

ون يد بدون موتاسي پلاسم9افته و ستون يد موتان ي پلاسم8 و7ستونهاي 

 در ژن 793bp ،368bp هضم شده اند، باندهاي KpnIم يكه همگي با آنز

  .شود يده نميافته ديموتان 

  بحث 

 نوتركيب به DNAبا وجود اينكه بيش از يك دهه از انتقال 

گذرد، تا رسيدن به  سلولهاي يوكاريوتي به منظورژن درماني مي

پيدا . ]2[شود  نتايج مطلوب هنوز مشكلات زيادي احساس مي

كردن حيواني كه نقص انزيمي داشته باشد و ژن ترميم يافته را 

ست بنابراين  براي فراهم كردن به آن منتقل كنيم مشكل ا

  مقدمات ژن درماني در آزمايشگاه و انتقال ژن ترميم يافته به 

حيوان، اين پروژه طوري طراحي شد كه با ايجاد موتاسيون در 

يك ژن و انتقال آن به سلولهاي جنيني به سادگي بتوان آن را 

بدين منظور آنزيم گلوكوسربروزيداز . در حيوان رديابي نمود

خاب شد كه سلامت آن با سلامت ظاهري حيوان ارتباط انت

بيوسنتز گلوكواسفنگوليپيد كه جزء اصلي تمام . مستقيم دارد

اين آنزيم . غشاهاي بيولوژيك است به سراميد وابسته است

پيوندهاي بتا گلوكوزيديك گلوكوسربروزيد را قطع و گلوكوز 

 مختلف يهاسراميد در فعاليت. ]3[كند  را از سراميد جدا مي

 با ها سلول نظير تمايز، مهاجرت و ارتباطات سلوليغشا

 Gbaنقص در عملكرد آنزيم . ]4[يكديگر نقش حياتي دارد 

ي مختلف هاسبب تجمع گلوكوسربروزيد درماكروفاژهاي بافت

شود و ايجاد  نظير طحال، كبد، مغز استخوان و غدد لنفاوي مي

  .]6  و5[بيماري گوشه مي كند 

ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز در آزمايشگاه طي اين تحقيق 

 كلون شد وسپس در آن موتاسيون 21pUCBMوكتور  در داخل

  نسخه كامل تر پلاسميدهاي 21pUCBMپلاسميد .  ايجاد شد

pUC 15[ است كه براي انجام كلونينيگ كارآيي خوبي دارند[.  

 در سال (O`Neill) انُيلترادف ژن كلون شده با ترادفي كه  

لازم به ذكر است .  مطابقت دارد]11[ز موش ارائه نمود  ا1989

 موش را Gba ژن 1992 نيز در سال (Carstea)  كاريستاكه

اي كه با ترادف ژن   كلون نمود و با مقايسه19pUCدرپلاسميد  

 ي ژن را در انسان و هاانسان انجام داد موقعيت همه اگزون

شابه در با توجه به وجود ت.  ]16[موش يكسان ذكر نمود 

ي ژن اين آنزيم در انسان و موش، ازالگوي ها همشخص

كلونينگ ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز موش و ايجاد موتاسيون 

توان استفاده  وهمچنين انتقال و بيان آن در مطالعات آينده مي

موتاسيوني كه در ژن ايجاد شده است موجب كوتاهتر . نمود

حيوان ن شده و هرگاه ساختار فوق به آشدن طول 

 به آساني قابل رد يابي PCRآزمايشگاهي منتقل شود با روش 

با توجه به مقدار پلاسميد استخراج شده، مي توان . خواهد بود

ي پذيراي مورد استفاده در اين هااظهار داشت وكتور و سلول

  .اند تحقيق مناسب بوده

  تقدير و تشكر

قسمتي از هزينه اين تحقيق توسط شبكه پزشكي مولكولي 



 و همكاران نادريان

  3مجله علوم تشريح ايران، سال سوم،  شماره 
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كارهاي آزمايشگاهي آن نيزبه طور  كشور تامين شده است و

مشترك در بخش ژن درماني دپارتمان بيولوژي سلولي 

مولكولي  دانشگاه ليدن هلند و مركز تحقيقات بيولوژي سلولي 

و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي انجام شده است 

لين را از مسئو كه  نويسندگان  مراتب تقدير و تشكر خود

  .دارند مراكز فوق اعلام مي
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