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و ساخت و ارزيابي طراحي پلاسميد حاوي مبداء همانندسازي ميتوكندري

 سلولي انساني تكثير آن در رده 

4 پريچهر يغمايي-3مرتضي كريمي پور-2حسين خان احمد-1سپيده امين زاده گوهري

6 فاطمه جمشيدي-5سكينه كريمي زارع

 چكيده
و از اين پژوهش:هدفزمينه به ميتوكندري انسان ژنوم با مبداء همانندسازيدپلاسميساخت هدف
و صورتهبقادر باشد كه است دستيابي به ناقلي ايمن منظور  ترانس سلول عناصر به وسيله اپي زومال

و همانندسازي شود و نسبت به ناقلين نسبت به ناقلمزيت اين. انسان شناسايي  آدنو ويروسي ماندگاري
. مي باشد سلول ميزبان ورود در ژنومولنتي ويروس عدم رتروناقلين

ژني مبداء هاي همانندسازي رشته شامل سه قطعه:روش تحقيق و و سنگين ژنوم ميتوكندري سبك
gfp با روش PCR در وكتور و از پلاسميد hygroژن قطعه. كلون شدندpTZ57T/A تكثير

pFBGGT شدبا هضم آنزيمي  ساب كلون pBGGTد سپس هر چهار قطعه در پلاسمي. جداسازي
روش.نددگردي و پلاسميد نهايي با و تعيين توالي بررسي PCRتمام كلون هاي بينابيني ، هضم آنزيمي
با سلول. با سازه نهايي ترانسفكت شدندCHOو HEK293سلول هاي. شدند  هاي ترانسفكت شده

ب روز شده ميكروسكوپ فلورسنت به مدت چهل سل.ندصورت روزانه مشاهده ،ول هاي باقي ماندهاز
و و DNAپلاسميد روي ژنوميك تخليص گرديد هاي همپوشان به منظور اثبات PCRهاآنبر

شدحلقوي بودن پلاسميد  . انجام
تPCRنتايج حاصل از:يافته ها و تعيين توالي همگي صحت انجامي ييد كنندهأ، هضم آنزيمي

 همانندسازي نشانگر عدم CHOو HEK293هاي نتايج حاصل از ترانسفكشن سلول. ساخت سازه بود
در سلول هاي .بودفوق پلاسميد

مپلاسميدكه با توجه به اين:نتيجه گيري درون سلول هاي بداء همانندسازي ميتوكندري نتوانست واجد دو
به به نظر مي رسد،انساني تكثير شود  مشابه همانندسازي ژنوم ميتوكندري به شرايطفراهم آوري مجبور

.در تحقيقات آتي باشيممنظور همانندسازي ناقل نامبرده
 ميتوكندري مبداء همانندسازي؛ناقل غير ويروسي؛ ژن درماني:ه هاكليد واژ
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 مقدمه
مرفت در علم ژنتيك، بيولوژي با پيش ليولكوو پاتوبيولوژي

ب مبه تدريج علت بسياري از  لكولي شناختهويماري ها در سطح
و1 ژن درماني هاي محققين به فكر ابداع روشدر گام بعد،. شد

در.دنافتاديهاي ژنتيك درمان بيماريربه منظوبهينه سازي آن
با تلاش ژن درماني ژنيهيارامي شود ماده ژنتيكي حاوي

هاآن نقايص، سلول هاي واجد نقص ژنتيك به2درمانگر
بر يكي DNAدو نوع ناقل براي ژن درماني.)1(برطرف گردد

پلاسميدهاي نوتركيب استفاده ديگري بر پايهو پايه ويروس ها 
ش آنوندمي و معايب ذاتي خودها كه هر كدام از داراي مزايا

 موفقيت ژن درماني تا حدود بسيار زيادي وابسته.)2(مي باشند 
 ناقل هايي در زمينه به پيشرفت هاي صورت گرفته

).3(استهابه سلولارائه دهنده ژن

بهيهي كارايي بالاي ويروس ها براي ارابه با توجه  ژن
و ايمن ويروسين به فكر طراحي ناقل هايمحققي، سلول  كارآمد

س ويروسي در اين راستا ناقل هاي. لول افتادندبراي انتقال ژن به
، لنتي بر اساس آدنوويروس، آدنواسوشيتدويروس، رتروويروس

و و هرپس ويروس ها طراحي شدويروس طيوندمهندسي در
 ويروسي عايب ناقل هايماز. نسل هاي مختلف تكامل يافتند

كاربرد در خصوصاً،پاسخ هاي ناخواسته ايمنيمي توان به
و درس در ژنوم سلول دخول تصادفي ژنوم ويرو آدنوويروس ها

و لنتي ويروس ها  اين دخول تصادفي.اشاره نمود مورد رترو
 ژن هاي مفيد از قبيل مهاركنندهدراختلال مي تواند منجر به

ت او يا فعال3موريوهاي هاسازي از طرفي.)4(گردد4نكوژن
. ظرفيت پذيرش ژن درمانگر در ناقل هاي ويروسي محدود مي باشد

سي ويرو ناقلينبا غير ويروسي در مقايسه ناقل هاي
ر و اغلب اوقات به صورتپاسخ ايمني كمتري ا برانگيخته

لذا خطرات فعال. مي مانندباقي اپي زومال در سلول ها
غ ير فعال كردن ژن هاي مهار كنندهيكردن انكوژن ها يا

و توليد ناقلين غير ويروسي چنينهم.را ندارندتوموري  تهيه
و مقرون  در مقادير زياد نسبت به ناقلين ويروسي آسان تر

.)1،4( صرفه تر مي باشدبه

1- Gene Therapy 
2- Gene Therapeutic 
3- Tumor Suppressor Genes 
4- Oncogene 

 در مواردي كه ناقل به صورت اپي زومال داخل سلول
و نيازمند مي ماند در طي تقسيمات سلولي به تدريج از بين مي رود

ي براي حصول سطح درماني مطلوب ژن درمان روندتكرار مجدد
آن. هستيم ب ناقل براي طور اپي زومال درون سلوله كه بتواند

ب.ماندگار بماند بايستي قادر به تكثير خود باشد  كارگيريه با
،EBV5 ويروس هايي چون)ORI( مبداء هاي همانندسازي

SV406لكس ويروس پلاسميد هاي نوتركيبيو هرپس سيمپ
ساخته شده كه داراي قابليت تكثير در رده هاي سلولي واجد عناصر 

 براي LanaوEBNA17 آنتي ژن،T لازم از جمله ترانس
ين پلاسميدهايابنابر.)5( همانندسازي اين ويروس ها مي باشند

واجد اين مبداءهاي همانندسازي ويروسي در سلول هاي كشت 
 ترانس قادر به تكثير عناصرپستانداران به علت عدم حضور اوليه 

 از طرفي عناصر ترانس فوق الذكر اكثراً باعث ايجاد.نمي باشند
و ترانفورميشن سلول پذيرنده مي شوند از).6(پاسخ هاي ايمني لذا

بهپس. اين استراتژي براي ژن درماني نمي توان استفاده كرد
به كشت اوليهل هاي ناقل درون سلوتكثير منظور  انساني بايستي

ب وه دنبال مبداء همانندسازي بود كه بتواند به طور اپي زومال
شوسيله عناصر و همانندسازي ترانس سلول انسان .دنشوناسايي

بكييتژنوم ميتوكندري تنها عنصر ژن طوره سلول انسان است كه
و اپي زومال در سلول بمانند پلاسميدهاي باك همانندسازي ه تريايي

و نسخه هاي متعددنطور مستقل از ژنوم هسته تكثير مي شو د
ب قوي انسان واجد دو مبداء ميتوكندري.وجـود مي آورده حلـ

درOH. است)OH(و سنگين)OL(همانندسازي رشته سبك 
 كنترليي اين منطقه. قرار گرفته استD-LOOP تنظيميمنطقه 

HSP1 رشته نگين هايروموترپديگري مانند واجد عناصر تنظيمي
8،

HSP2تر رشته سبكو پروموLSP 98,7(استنيز(.
ين تحقيق درصددا مجموع مطالب عنوان شده،با توجه به

و  ساخت پلاسميد حاوي مبداء همانندسازي ميتوكندري انسان
وHEK 293 1سلوليي بررسي قابليت همانندسازي آن در رده

CHO2مي باشد.

5- Epstein–Barr Virus 
6- Simian Virus 40 
7- Epstein–Barr Nuclear Antigen 
8- Heavy Strand Promoter 
9- Light Strand Promoter 
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 روش تحقيق
 پلاسميددر طراحي اوليه:پلاسميدراحيط

pBGGT (DQ384617.1) آن -كه واجد جايگاه به علت
 به منظورناقل پايه به عنوان،بودمناسب3 آنزيمي برشهاي

بياني كاست، OL،D-loop شامل ژني قطعهچهاردخول
ژنوبه عنوان ژن گزارشگرgfp(4(پروتئين سبز فلورسنت

)hygro( هيگرومايسين يوكاريوتيك آنتي بيوتيمقاومت به
شدبه عنوان شاخص انتخاب گر .انتخاب

آ و وضعيت قطعات فوق از نظر نزيم هاي برش دهنده
شد Gene runner نرم افزاربا غير برش دهنده  .ندبررسي

و  PCR  DNA:وسيلههبتكثير قطعات طراحي پرايمر
باژنوميك  DNA Qiagen ساخت شركت( كيت تخليص انسان

شد محيطي خونل هاي سفيدگلبواز) آلمان . انسان تخليص
درهاپرايمر ي مورد نياز با جايگاه برش آنزيمي مناسب
ها5'انتهاي تكبهو سفارش ساخت طراحيآن شركت

شدكپنهاك دانمارك ).1جدول( داده
ساخت(  PFUوسيله آنزيمهبOL،D-loopدو قطعه

 ژنوميك DNAز رويا) ليتواني- Fermentas شركت
 پلاسميد روي ازPFU توسط آنزيم gfp قطعهوانسان

pEGFP-N1 با روش PCR ساخت( دستگاه ترموسايكلردر
شد)آلمان-Eppendorf شركت  ،OLسه قطعه.ندتكثير

D-loop وgfpساخت( پس از تكثير بر روي ژل آگارز
 درصد1و5/2،1 به ترتيب)ايران- Cinnagene شركت 

به ترتيب در كنار رنگ آميزي شده با اتيديوم برمايد
 Fermentasساخت شركت(kb1وbp 100 ،kb1ماركرهاي 

.شدندالكتروفورز)ليتواني
ب قطعات مد:كلونينگ و ه نظر از روي ژل بريده شد

 ساخت شركت( از ژلDNAوسيله كيت تخليص
Fermentas -در) ليتواني و سپس  تخليص شدند

و) ليتواني- (pTZ57T/A Fermentas وكتور كلون شده
دستهبpT-Gfpو pT-Dloop ،pT-oriLپلاسميدهاي 

قطعات ژني به ترتيب با هضم آنزيمي توسط آنزيم هاي. آمد
 MluIو NheIو GFP براي MluIو BglIIمحدودالاثر 

از پلاسميدهاي فوقOL براي AflIIو D-loopبراي
و در پلاسميد  ژن. ساب كلون شدندpBGGTجداسازي

مقاومت به هيگرومايسين نيز توسط هضم آنزيمي دو آنزيم
 جداسازي pFBGGT از پلاسميد MluIو BglIIمحدود الاثر 

در)14(شد ).1شكل( ساب كلون گرديد pBGGTو

 مورد نيازي مشخصات پرايمرها:1جدول

رنام پرايم توالي طول قطعه5'ي سايت آنزيمي در انتها

NheI 5' GCTAGCACTATTCTCTGTTCTTTCATGGG 3' pF – Dloop 

MluI 
bp1180

5' ACGCGTCAGTGTATTGCTTTGAGGAGG 3' pR – Dloop 

AflII 5' CTTAAGCCCACAAACACTTAGTTAACAG 3' pF – OL

AflII 
180 bp

5' CTTAAGCAGCTCCGAGGTGATTTTC 3' pR – OL

MluI 5' ACGCGTTCTGTGGATAACCGTATTACC 3'pF – Gfp 

BglII 
bp1680

5' AGATCTTAAGATACATTGATGAGTTTGGAC 3'pR – Gfp 

_______________________________ 
1- Human Embryonic kidney 293  

2- Chinese Hamster Ovary 
3- Multiple Cloning Sites 
4- Green Fluorescent Protein 
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شدpB-O پلاسميد،pBGGT در oriLل قطعه  . حاصل
شدpB-O-Hپلاسميد، pB-O در  . حاصل

G در pB-O-H،پلاسميد pB-O-H-Gشد . حاصل
 pEUلاسميد نهاييپ،p-B-O-H-G در D-loopعه 

سلول هاي:CHOو HEK 293Tن سلول هاي
H)و) يتو پاستور ايرانتانسبانك سلوليCHO 
 RPMI 1640در محيط) يتو پاستور ايرانتانسي

در ميلي مولار20، گلوتامين%10 جنين گوساله
و حرارتدي درصد5طوب با 37اكسيد كربن

از يك روز قبل. ي گراد كشت داده شدند
 در CHOو HEK 293 سلول2×106 تعداد 

شد سلول ها انكوبه شدند.ميلي متري كشت داده
 يعني مقدار درصد80تا70لول در سطح به 

 محيط فكشنقبل از ترانس. برسدي ترانسفكشن
شد7ل ها با . ميلي ليتر محيط كشت تازه تعويض

از) سازه ژني(DNA ميكروگرم4  و با استفاده
بر اساس) آلمان- Qiagenساخت شركت(كت

.ترانسفكت شدند شركت سازندهل 
آننهاييي ول سازه   درونو ماندگاري

HEK 293 وCHO:24ساعت پس از ترانسفكشن 

D

C

B

A

pB-O-H-G pT-Dloop

pBGGT pT-oriL

pB-O pFBGGT

pB-O-H pT-Gfp

Digested by AflII

SacI & BglII 

BglII & MluI 

MluI & NheI 

Ligation

Ligation  

Ligation 

Ligation 
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و با اتصاAflII آنزيم با pBGGTو pEU :pT-oriL ساختمراحل)A:1شكل  هضم
B(pFBGGT وpB-Oهاي با آنزيم BglII وSacIو با اتصال قطعهه Hygroضم
C(pT-Gfp وpB-O-H با آنزيم هاي MluI وBglII و با اتصال قطعه fp هضم
D(pT-Dloop وpB-O-H-G با آنزيم هاي MluI وBglIIو با اتصال قط  هضم

(pB-O-H-G-D) شد .ساخته

پلاسميدها با روش ترانسفورميشن در باكتريي همه
E.coli سويه Top 10 و بر اساس دستورالعمل استاندارد

براي رشد باكتري ها از محيط).15(مربوطه تكثير شدند
LB-Borth) ساخت شركتMerck 100حاوي) آلمان 

شدآمپي ميكروگرم بر ميلي ليتر . سيلين استفاده
هاأت ازي هر مر حله:ييد ساب كلون ساب كلونينگ

و تعيين توالي PCRطريق كلوني  به روش، هضم آنزيمي
با) كره- شركت ماكروژن(ختم زنجيره به صورت تجاري 

پرايمرهاي قطعات كلونياو M13 universal پرايمرهاي
ت .ييد شدندأشده،
 نسبتOLو D-loop ييد صحت قرارگيري دو قطعهأت

وOL بعد از كلون نمودن قطعه:به يكديگر درون پلاسميد
بOLييد دخولأت و هضم PCRوسيله كلونيه درون آن

 رشته بر رويOL بررسي قرار گيريبه منظورآنزيمي
 تعيين توالي شدFM13 پلاسميد با آغاز گر آنتي سنس،

.)7شكل(

ترانسفكش
EK 293

بانك سلول(
حاوي سرم 
انكوباتور مر
درجه سانت
ترانسفكشن

 100پليت
تا تراكم س
مناسب برا
كشت سلو

باسلول ها
كيت پلي ف
دستورالعم

دخبررسي
 هايسلول

pB-O-H-G-D
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و اساعت48محيط كشت تعويض شد ز ترانسفكشن بعد
 150( تحت تيمار آنتي بيوتيك هيگرومايسينسلول ها

)بيوتيك هيگرومايسين بر ميلي ليتر ميكروگرم آنتي
 تحت تيمار سلول هاي پذيرنده پلاسميد.ندقرار گرفت

. هيگرومايسين زنده ماندند
 gfp بررسي بيان ژن گزارشگر براي روز40سلول ها به مدت

و توسط ميكروسكوپ فل  تراكمورسنت تحت بررسي قرار گرفتند
و پايداري رنگ GFPسلول هاي سبز رنگ حاصل از پروتئين

هامحيط كشتو بررسي روزانهسبز فلورسنت  هر سه سلول
از سلول هاي اولين ترانسفكشن.ندروز يك بار تعويض شد

روش.شد انجامتخليص پلاسميد HEK 293 سلول هاي 

يد از سلول هاي پستانداران، استفاده اصولي براي تخليص پلاسم
اما به علت عدم امكان.)24(از شيب چگالي كلريد سزيوم است

ليز روشي استفاده از اين تكنيك، تخليص پلاسميد بر پايه 
حاوي T293 در آزمايشگاه بر روي سلول هاي كه قبلاًقليايي

شد، بهينه سازي شده بودpcDNA3.1Hygro پلاسميد . انجام
ر .دشگذاشته PCR پنجراج پلاسميدخ محصول استويبر
 استخراج pEU همپوشان بر روي پلاسميد نهايي PCRپنج

 كنترل مثبت به عنوانE.coliشده از سلول هاي باكتريايي
ها.انجام شده بود ب PCR جهت اينيپرايمر ايه ها گونه

هامحصولاتكهندطراحي شد 5'و3'ي در دو انتهاآن
.)2، شكل2جدول( داشتندهمپوشاني

 بر روي پلاسميد نهاييهاي همپوشان PCR:2جدول
 نام قطعات طول قطعه ميزان همپوشاني

 جفت باز از انتهاي22يو به اندازهF2 قطعه5'ي خود با انتها3' نوكلئوتيد از انتهاي6ياين قطعه به اندازه
. همپوشاني داردF5 قطعه3' خود با انتهاي5'

bp1180 F1 

 نوكلئوتيد از انتهاي6يو به اندازهF1 قطعه3' خود با انتهاي5' نوكلئوتيد از انتهاي6ياين قطعه به اندازه
. همپوشاني داردF3 قطعه5' خود با انتهاي3'

bp1763 F2 

 bp1932 F3.رفته استگ قرارF2ي بدون هيچ فاصله اي پشت سر قطعهF3يقطعه. استhygroوOLيشامل دو قطعه

با3'در انتهاي. جفت نوكلئوتيد از پلاسميد پايه است1229وOLياين قطعه شامل قطعه  جفت باز8 خود
. همپوشاني داردF5 قطعه5'انتهاي

bp1398 F4 

با5'يدر انتها اين قطعه با3'و در انتهايF4ي قطعه3' جفت باز انتهاي8 خود ا22 خود 5'نتهاي جفت باز
.همپوشاني داردF1قطعه

bp1498 F5 

 Dloop-Gfp-Hygroاتقطع: همپوشانPCRو قطعات حاصل از پنج pEUهايي
ان .درشته آنتي سنس قرار گرفته

pEU 

pB-L-H-G-D 

F5

F1 

F2
F3
 ترتيب قرارگيري قطعات بر روي پلاسميد ن:2شكل
و روي  بر oriL قطعه بر روي رشته سنس پلاسميد

F4
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كل پلاسميد را PCRجموعم  هاي انجام شده طول
 حاصل ازHEK 293 از سلول هاي سپس.تكثير مي كردند

 كيت تخليصي به وسيله ژنوميك DNA اولين ترانسفكشن
)DNAاز شركت Qiagen -بشدتخليص)آلمان  رويرو

 PCRپنج چنينهم. همپوشان گذاشته شدPCR پنج آن
سلول هاي سبز باقي مانده جسم كامل رويربهمپوشان

ب روز انتخا40پس از  شد PCRصورت كلونيهب .گذاشته

 يافته ها
گ:نتايج طراحي  ونه اي طراحي شد كه پلاسميد به

 رشته سنس بر روي hygroو D-loop،gfp قطعه3
 قطعهسومدوي در فاصلهOLو قطعه پلاسميد قرار گرفتند

D-loop شي در رشته .)2شكل(دمقابل واقع
و OL،D-loopسه قطعه:كلونينگوPCRنتايج

 هر سه قطعه. تكثير شدندPCRوسيلههبgfp كاست بياني
و با هضم pTZ57T/Aدر وكتور كلونينگ  كلون شدند

تو تعيين PCRآنزيمي،  با hygroقطعه. ييد شدندأتوالي
بو تواليپروموتر وسيله هضمه خاتمه دهنده يوكاريوتي

 جداسازي pFBGGT از پلاسميد SacIو BglIIي آنزيم
 در كنار هم ساب كلون pBGGTهر چهار قطعه در پلاسميد. شد

و درستي تمام مراحل ساب كلونينگ با هضم آنزيمي،. شدند صحت
PCRت  با pEUدر آخر نيز سازه نهايي. ييد شدندأو تعيين توالي
PCR)دأت)4شكل(و هضم آنزيمي)3شكل و در و جهت ييد شد

.تعيين توالي گرديد

 هضم-1:دودالاثر

hygro (1750 

gfp (1680 bp)  

قطعه- NheIو 

هضم با آنزيم-6 

1000bp

500bp

1000bp

500bp

5 6
 با آنزيم هاي محpEUي

BglII -قطعهbp) 

MluI وBglII -قطعه

MluIهضم با دو آنزيم

D 5-100 ماركر bp

oriL (180 
هضم آنزيم

و SacIم

با دو آنزيم

kb14- 

-loop (11

(bp قطعه
50

ماركر-pEU:1 بر رويPCR كلوني:3شكل

1kb 2-قطعه D-loop (1180 bp)  3-قطعه 

hygro (1750 bp)  4-قطعه gfp  (1680 bp) 

 oriL (180 bp)قطعه-bp 6 100 ماركر-5

م
كر
ار

bp
10

0

كر
مار

kb1

 :4شكل

 آنزي2با

 هضم -2

ماركر-3

80 bp) 

AflII –
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دوصحت ييدأت  نسبت بهOLو D-loopي قطعهقرارگيري
 نشان داد FM13 توسط آغازگر تعيين توالينتيجه:يكديگر

.قرار گرفته است رشته آنتي سنس بر رويOLيقطعه
در:CHOو HEK 293ترانسفكشن سلول هاي

 ساعت48 پس از CHOوHEKترانسفكشن سلول هاي 
ي درصد سلول ها سبز شدند كه نشان دهنده80حدود

.درون سلول ها بودبه رود پلاسميدو
و ماندگاري سازهأت ي سلولي نهايي در ردهيييد دخول

293 HEK وCHO:سفكشندر اولين تران pEUدر 
از فلورسنت رنگ سبزHEK 293 سلول هاي  به مدت بيش

تا بنابر. ماه پايدار بود1 پلاسميد در آياكه ييد اينأين براي
ب و در حال تكثير استه سلول صورت اپي زومال باقي مانده

 HEKيا درون ژنوم سلول ها داخل شده است از سلول هاي 
حاصل تخليص.شد انجام تخليص پلاسميد، نوتركيب293

 رنگ آميزي شده با اتيديوم برمايد درصد1 آگارزژلبر روي
شدالكترو تنها بنفشيماوراي در مقابل اشعهكهفورز

شداسمير  روي محصول تخليص پلاسميدرب. كم رنگ مشاهده
شPCR پنج ازد كه هيچ همپوشان گذاشته هاكدام  آن

بر روي پلاسميدكه همپوشان PCRپنج اما.محصولي نداشتند
 E.coli استخراج شده از سلول هاي باكتريايي pEUنهايي 

 HEK 293از سلول هاي. تمامي مثبت بود بود انجام شده
و DNAنوتركيب تخليص ها بر رويانجام شد  PCR پنج آن

جزمي قطعاتاتم. همپوشان گذاشته شد كه F4 قطعه به
.)5شكل(ندشدتكثير،مي باشد pEUت بنديلاسكقسمتي از

 همپوشان بر روي جمعيت كوچكي PCRچنين پنج هم
بنHEK 293از سلول هاي  PCRصورت كلونيه وتركيب

 تكثير F4مجدداً تمامي قطعات به جز قطعه. گذاشته شد
).5شكل( شدند

. تكثير مي كردند
ها  HEKيشان بر روي جمعيتي از سلول

F4كثير قطعه 
 F3(1900 bp) قطعه-1kb 3ماركر-2

و عدم مشاهده باند F5 قطعه-5)عدم تكثير
(1180 bp) 

1000bp

1000bp
 هاي همپوشان كه مجموعاً كل طول پلاسميد سنتز شده راPCR:5شكل
ــف ــاي همپوPCR) ال ــر روي ه ــان ب ــده از DNAش ــتخراج ش  اس

و عدم تكثير قطعه HEK 293يسلول ها F4 اولين ترانسفكت
F2(1763 قطعه-F5 2 (bp 1498) قطعه-1 bp)3-قطعه 

F3 (1900 bp)  4-قطعـه F1(1180 bp)5-1 مـاركرkb 
و عدم مشاهده باند( F4(1398 bp) قطعه-6 ).عدم تكثير

هPCRكلوني)ب مپو هاي
و عدم ت293  اولين ترانسفكت

  F2(1763 bp) قطعه-1
( F4(1398 bp) قطعه-4

(1498 bp)  6-قطعه F1
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 ترانسفكت HEK 293 در سلول هايpEUدو بار ديگر
دو. شد بار تعداد سلول هاي سبز رنگ پس از گذشت در هر

).6شكل( شدت كاهش يافتبه روز 20

 روز20 سلول هاي تراريخت شده پس از گذشت)ب تراريخت شده در هفته نخستHEK 293 سلول هاي)الف

 HEK 293ترانسفكشن پلاسميد براي سري دوم در سلول هاي:6شكل

 بحث
معطوف به موفقيت ژن درماني ترين عوامل يكي از مهم

و كفايتي در زمينه هاي انجام شدهپيشرفت هاناقل ها  آن
و اثرات جانبي در تحويل ژن به درون سلول با حداقل سميت

در. استروي ژنوم اگرچه ناقلين ويروسي كارايي خوبي
م ژن به درون سلول دارند اما نگراني انتقال ربوط به هاي

هاازايمني استفاده  باعث مي شود مقوله، براي انسانآن
 ژن از طريق سيستم هاي انتقال ناقلين غير ويروسييهيارا
 غير ويروسي يكي از مشكلات ناقلين).16(ز اهميت شوديحا

هاعدم ماندگاري هدف).5( درون سلول هاي انسان است آن
واز اين مطالعه ساخت سازه اي با دو مبداء كارآمد جديد

 توانايي تكثير به منظورهمانندسازي ژنوم ميتوكندري انسان 
 شايان. مي باشداندگاري ناقل درون سلول هاي انسانيمو

 آغاز شدند به 1981ذكر است برخي تحقيقات كه از سال
و ماندگاري پلاسميدهاي واجد بررسي توانايي همانندسازي

همريمبداء هاي همانندسازي ميتوكند چون موجوداتي
و قارچ در يوكاريوت هاي پستي مانند مخمر  گزنپوس، مخمر

 1981 در سال براي مثال.)9-13( پرداخته اندو قارچ ها
دسازينو همكاران، با كلون نمودن مبداء هاي همانزاكيان

 ناقلي را ساختند كه قادر،س در پلاسميدوميتوكندري گزنوپ
و پايداري به مقدا ر زياد درون سلول هاي مخمر به تكثير

يا)9(بودند قطعه كوچكي از فراكازوسكا 1993در سالو
 را در پلاسميد Papaver somniferum ژنوم ميتوكندري

و اين پلاسميد.كلون نمود  مي توانست در سلول هاي مخمر
طور مستقلهبKluyveromyces lactisقارچ هايي مانند

.)13(همانندسازي نمايد
ط OLو D-loop موقعيت قرارگيري قطعات،راحي سازهدر

درون شان به گونه اي طراحي شد كه مشابه موقعيت قرارگيري
 منطقه كنترلي در ژنوم ميتوكندري.ژنوم ميتوكندري باشد

D-loop وي قرار گرفتهر سنگين ميتوكنديروي رشتهرب
OLاندازه طول ژنوم دو سومي به فاصله مقابلي در رشته 

كه با توجه به اين).10,9(دورتر واقع شده است يتوكندريم
 داراي سايت آنزيمي5'و3'در هر دو انتهايOLي قطعه
و AflIIبراي  بود، مي توانست در هر دو رشته سنس

در پلاسميدOL ابتداينابنابر. آنتي سنس قرار گيرد
pBGGT پلاسميدوكلون شد ساب pBGGT-OLتعيين

روي رشته آنتي سنسربOL تا مشخص شود گرديد توالي
در.قرار گرفته باشد سپس سه قطعه ديگر در مراحل بعدي

 رشته روي در آنOL كه قطعهpBGGT-OL پلاسميد
.آنتي سنس قرار گرفته است، ساب كلون شدند

 كه D-loop تنظيميي كل منطقه،در طراحي سازه
 پروموترد زيرا اين منطقه واج. است انتخاب شدOHواجد
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از آغاز همانندسازيبرايپرايمر رشته سبك نيز است كه
OHمي شوداز آنجا رونويسي .

هاي همانندسازياء كه متفاوت بودن مبد علم به اينبا
سبب عدم همانندسازي احتمالاً CHOميتوكندري انسان با 

pEU در سلول هاي CHO،سلول هاي مي گرددCHO به 
 در آن ها pEUندگاري موقت عنوان كنترل از نظر ما

رنگ سبز فلورسنت در اين سلول ها صرفاً.ترانسفكت شدند
 روز20 است كه پس از گذشت gfp موقتبياني نتيجه 

.يافتكاهش به شدت رنگ سبز
 HEK 293بعد از اولين ترانسفكشن سلول هاي اگرچه

 اما ماه پايدار بوديكرنگ سبز فلورسنت براي مدت بيش از
 gfp را ايجاد نمود كه شايد علت پايداراي بيان اين شك

و دخول پلاسميد شكسته شده درون ژنوم شكست پلاسميد
وابنابر. باشد ميزبانسلول  انجامين با تخليص پلاسميد
PCRه وبر رويمپوشان هاي  محصول تخليص پلاسميد

DNAو  سلول هاي بر روي PCRكلوني چنينهم ژنوميك
علت.شدبررسي لقوي بودن پلاسميدح،هماند باقيكامل

 هاي همپوشان اثبات حلقوي بودن پلاسميد در PCRگذاشتن 
از.صورت وجود مي باشد و Long PCR براي اين كار مي توان

 استفاده نمود ولي به علت بهينه نبودن Long Inverse PCRيا
ترجيح داده Long Inverse PCRو Long PCRشرايط براي

 همپوشان كه تمامي PCRي بودن با قطعات شد اثبات حلقو
طول پلاسميد را در صورت حلقوي بودن تكثير مي نمايد

 بر روي پلاسميد هاي PCRپنج علت انجام.استفاده شود
جهت E.coli هاي- استخراج شده از سلولpEUحلقوي

به. همپوشان بودPCRكنترل عملكرد صحيح پنج  با توجه
 HEK 293 هاي سلولسفكشنكه بعد از اولين تران اين

 هاي PCR تمامينتيجه در پلاسميدي تخليص نشد
ب نيز منفي فوقيدمروي محصول تخليص پلاسر همپوشان

 ژنوميك DNA بر روي همپوشان PCR پنجو از طرفي.بود
غير نوتركيب همگي به HEK 293 جسم كامل سلول هايو

 به اين ين مي توانابنابر.)5شكل( مثبت بودند F4از قطعه 
و F4نتيجه رسيد كه پلاسميد در جايي در قطعه  شكسته

 گرديده است ميزبانپلاسميد شكسته شده وارد ژنوم سلول
و پايدار بيان مي شودهبgfpكه در نتيجه ژن .طور طولاني مدت

 آزمايش هاي ترانسفكشن سلول،اطمينان به منظور
HEK 293 با پلاسميد pEUدر دو بار ديگر تكرار شد  كه

 به علت عدم روز20هر دو بار رنگ سبز فلورسنت پس از
از.يافتكاهش شديداً gfp داراي ژن pEUتكثير پلاسميد

مجموع نتايج حاصل شده به اين مطلب مي توان رسيد كه
وي پلاسميد حاوي دو مبداء همانندسازي رشته  سبك

سنگين ميتوكندري نتوانسته درون سلول هاي انساني 
از آنجايي كه بقاي سلول هاي سبز رنگ. سازي شودهمانند

 است، پس براي اين منظور pEUمنوط به تكثير پلاسميد 
وبايد به دنبال فراهم آوري  عناصر ترانس مورد نياز شرايط

.براي تكثير پلاسميد بود
 هاي پلاسميدبر رويتحقيقات صورت گرفته اگرچه

ي موجوداتي كندر همانندسازي ژنوم ميتو هايمبداءواجد
و يا قارچ به ترتيب براي دو مورد اول مخمر، مانند گزنوپوس

و مورد سوم در  سلول قارچ موفقيت آميز در سلول مخمر
علت موفقيت تحقيقات فوق الذكر را بتوان به شايد اما،بوده

و قارچ ORI ساختارشباهت علت   ژنومباژنوم مخمر
 ژنوم مبداء هاي همانندسازي.دانستميتوكندري

هم يوكاريوت و پروتوزوآها، هاي پست  ژنومچون مخمرها
و كل وورميتوكندري پلاست، پلاسميدها، ژنوم باكتريوفاژها

با مبداء هاي همانندسازي سادهي ويروس حيوانات در دسته 
و توالي مشخص  كه.جاي دارندساختار مبداء در حالي

هاي همانندسازي ژنوم سلول هاي انسان در دسته مبداء 
ندسازي پيچيده قرار دارد كه برخلاف مبداء هاي همان

د و توالي مشخص نيستند همانندسازي ساده ).17(اراي ساختار
آغاز همانندسازي از مبداء هاي همانندسازي نيازمند

احتمالاً لذا.و عناصر ترانس استORIبرهمكنش توالي هاي 
م انسان ژنوبه علت تفاوت ساختاري مبداء هاي همانندسازي 

ژ نوم ميتوكندري انساني عناصر ترانس با مبداء همانندسازي
حال اين. را شناسايي كنندOLوOHهسته نتوانسته اند 

كهؤس  از بين فاكتورهاي ترانس ال مطرح مي شود
ميتوكندريايي كدام يك براي آغاز همانندسازي پلاسميد از

OHوOLدرضرورري هستند؟ فاكتور  هاي دخيل
 هسته كد توسط ژنومازي ژنوم ميتوكندري همانندس

 پليمراز، هليكازهاي DNA شامل اين عناصر. مي شوند
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 RNA ميتوكندريايي، آنزيم SSBميتوكندريايي، پروتئين
، RNase MRP ليگاز،DNAپليمراز ميتوكندريايي،

،G، اندونوكلئاز IIوI، توپوايزومرازهايHريبونوكلئاز
mtTFAي فاكتور رونويس، دوmtTFB1 وmtTFB2 

ترانس شناسايي كننده مبداء همانندسازي عنصر.هستند
به است RNase MRPپروتئين ميتوكندري ي منطقهكه

.)17,10( متصل مي شودORE شناسايي مبداء همانندسازي
 اي RNAول پيرايش پرايمرؤ مسRNase MRPپروتئين

و يك D-loopشكل گرفته در محل  ژنوم ميتوكندري
 RNase MRP كه با توجه به اين).7(وكلئوپروتئين است ريبون

و در بالغ شدن Sدر هستك نيز يافت مي شود rRNA 8/5
وI، توپوايزومرازهايHو عناصر ريبونوكلئاز)18,7(نقش دارد

II ،DNAهاي هسته اي شان ليگاز ميتوكندريايي مشابه همتا
بابنابر.)19(هستند فه ين اكتور براي نظر مي رسد حضور اين

.ضروري نباشدOLوOHهمانندسازي پلاسميد واجد 
كه ساختار مبداء هاي توجه به اينبا از طرف ديگر

ژهمانندسازي ژنوم ميتوكندري نوم ويروس ها است مشابه
 هاي ژنوم ORIشايد نگاهي به پلاسميد هاي حاوي)17(

 بتواند نيزو هرپس سيمپلكسEBV ،SV40ويروس هاي
ب T نيازمند فاكتور ترانس SV40پلاسميد حاوي. اشدراهگشا

آنتي ژن ويروسي است تا بتواند توسط ماشين همانندسازي در
).3( سلول انسان همانندسازي شوديهسته

Tي آنتي ژن يك هليكاز هگزامري است كه دو رشته
DNAرا در محل مبداء همانندسازي SV40 باز مي كند

از مبداء همانندسازي هرپس آغاز همانندسازي).22,21(
 UL9 نيز نيازمند حضور پروتئين oriSسيمپلكس ويروس 

 آنتي ژن داراي فعاليتTاين پروتئين نيز همانند. است

شايد هليكاز ميتوكندرياييينابنابر).17(هليكازي است
 اگرچه. همانندسازي پلاسميد باشدبراي ترانس لازم فاكتور

ه براي همانندسازي پلاسميدكEBNAlفاكتور ترانس براي
 لازم است؛ فعاليت EBVحاوي مبداء همانندسازي ويروس

).17( است مشاهده نشدههليكازي

 نتيجه گيري
مط مهم دراترين لبي كه مي تواند جهت گيري ما را

 همانندسازي اين برايمشخص نمودن فاكتورهاي ترانس 
اتي است تحقيقراهبر باشدOLوOHپلاسميد نوتركيب واجد

فالكنبرگ در آزمايشگاه 2008و 2004 هايكه در سال
و.انجام شده است  محققان اين گروه در پي بررسي مكانيسم

در. فاكتورهاي دخيل در همانندسازي ميتوكندري هستند
هاآخرين يافته هاي  مشخص شده است كه يك ميني آن

 با رپليزوم حاوي مبداء همانندسازي ميتوكندريايي قادر است
و SSBP پليمراز، DNAچهار فاكتور  پليمراز RNA، هليكاز

 همانندسازي نمايدin vitroشرايط در ميتوكندريايي
كلون با با توجه به يافته ها پيشنهاد مي گردد.)23,20(

امكان همانندسازي، ريايينمودن ابتدا هليكاز ميتوكند
كلگرددپلاسميد بررسي  ونو در صورت منفي بودن جواب با

.شود ها تكرار نمودن سه فاكتور ديگر آزمايش

و قدرداني  تشكر
م و پاستور ايرانيتتلكولي انسواين طرح در بخش پزشكي

همكاران كليه مقاله از ايننويسندگان انجام شده است لذا
م اتلكولي انسوبخش پزشكي و يتو پاستور يران كمال قدرداني

.تشكر را دارند
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Designing and Constructing a Plasmid with Mitochondrial 
Origin of Replication and Evaluating Its Replication in 

Human Cell Lines 
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Parichehr Yaghmaei4, Sakineh Karimi Zare5, and Fatemeh Jamshidi6

Abstract 

Background and Aim: In order to achieve a safe vector with ability to replicate autonomously in 
human cells by human transfactors, a recombinant plasmid with human mitochondrial origins of 
replication was constructed. In contrast to lentiviral and adenoviral vectors, this plasmid does not 
integrate into the host genome and replicates stably.  

Materials and Methods: Both human mitochondrial origins of replication and gfp fragments were 
amplified by PCR, cloned into pTZ57T/A. Hygromycin resistance gene was digested from pFBGGT. 
Then, four DNA fragments were subcloned into pBGGT plasmid. All steps of cloning were checked 
by PCR, restricted analysis and sequencing. HEK293 and  CHO cell lines were transfected by final 
plasmid (pEU). Transfected cells were checked by Fluorescence Microscope daily during 40 days. 
pEU and genomic DNA were extracted from transfected HEK293 treated with hygromycin. Five 
overlap PCRs were performed on these products to check presence of circular plasmid in transfected 
HEK293. 

Results:  All steps of cloning were confirmed. Data showed that pEU did not replicate in transfected cells. 

Conclusion: As recombinant plasmids with both mitochondrial origins of replication did not replicate 
in transfected cell lines, it seems that we need to provide similar conditions of mitochondrial DNA 
replication in order to replicate the above vector in future experiments.  

Keywords: Gene therapy, non-viral vector, mitochondrial origin of replication 
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