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 کلون شده از ژنوم  VP2 ژن  اثرات آپوپتوزیس القاء شده پروتئین بررسی

 in vitro  انسان در Bویروس بورس عفونی بر سلولهای سرطانی لنفوسیتی 
  ، 2عبدالخالق دیزجی ،3 کاظم پریور،2سید علی قرشی ،1مهرداد هاشمی

  6معصومه بخشایش ،5یوسف دوستار، 4مهدی شمس آرا

 
  ، واحد علوم وتحقیقات ، دانشگاه آزاداسلامی، گروه ژنتیک ملکولی دانشجوی دکترای ژنتیک ملکولی1
  ، پژوهشگاه ملی تحقیقات مهندسی ژنتیک وفن آوری زیستی  استاد2
  ، واحد علوم وتحقیقات گروه زیست جانوری، دانشگاه آزاداسلامی،استاد 3
  پژوهشگاه ملی تحقیقات مهندسی ژنتیک وفن آوری زیستی  ،ژنتیک ملکولیگروه ادیار،  است 4
  ، واحد تبریز، دانشگاه آزاداسلامی پاتولوژی، دانشکده دامپزشکی، گروه استادیار5
  ن ، دانشگاه علوم پزشکی ایرا کارشناس ارشد، مرکز تحقیقات سلولی ملکولی6

  چکیده
های های بالغ در جهت حذف سلولترین مکانیسم در تکامل و هوموستاز بافتیافته، اصلیآپوپتوزیس یا مرگ سازمان :سابقه و هدف

 کلون  VP2 آپوپتوزیس پروتئینیهدف این مطالعه بررسی القا.. باشد آن روشی موثر در درمان سرطان مییغیر ضروری است که القا
 .باشد انسان میBهای سرطانی لنفوسیتی  سلولشده از ژنوم بورس عفونی بر

ها با توان حیاتی سلول .داخل مخمر پیکیا پاستوریس، پروتئین بیان گردیددر  VP2  در این تحقیق پس از کلونینگ ژن: یسروش برر
 و فلوسایتومتری Hoechstآمیزی  انسان با رنگBهای سرطانی لنفوسیتی  بر سلولVP2 سپس اثر پروتئین . ارزیابی شدMTTروش 

  .مورد سنجش قرار گرفت
داری را نسبت به مرگ سلولی معنی ، میکروگرم5 و 1 های انسان در غلظتBهای سرطانی لنفوسیتی  سلولMTTدر روش : هایافته
 48 ،ریاجسام آپوپتوتیک مشخص گردید و با ارزیابی فلوسایتومت Hoechstآمیزی ا رنگب). p>01/0 ( نشان دادندشاهدهای گروه

 .بود برای القای آپوپتوز یساعت زمان مناسب
ی یتنهاقادر است به  IBDV  از ویروسVP2 پروتئین حاصل از کلونینگ ژن ،برای اولین بار مشخص گردید در این بررسی: گیرینتیجه

  . آپوپتوزیس را القا نمایدBهای سرطانی لنفوسیت  بر  سلولمحیط خارج از بدندر 
   انسانBهای سرطانی لنفوسیتی سلول ،VP2ونینگ، آپوپتوزیس، ژن کل :واژگان کلیدی

  

  1مقدمه
 بیمـاری حـاد و   نـوعی  )Gumboro disease (بیماری گـامبورو 

توسط ویروسی از خـانواده      که   استواگیردار ویروسی پرندگان    
 Infectiousویـروس بیمـاری بـورس عفـونی    نام هبیرناویروس ب

                                                 
ــسئول ــسنده م ــران،: آدرس نوی ــران  ته ــشگاه آزاد اســلامی، واحــد پزشــکی ته ــرداد هاشــمی  ،دان   مه

)email: Hashemi_mehrdad@yahoo.com  (  
  20/3/1385: تاریخ دریافت مقاله
  25/10/1385 :تاریخ پذیرش مقاله

bursal disease virus (IBDV)ویـروس بـا    .گـردد یجاد مـی   ا
و   نابالغ در بورس فابریـسیوس Bهای لنفوسیتی تأثیر بر سلول

های لنفوئیدی باعث تخریب سـلولی بافـت بـورس و           سایر اندام 
های آماسی   در مواردی از تخریب بافتی، پاسخ      .گردد  طحال می 

رسـد کـه در ایـن مـوارد مکانیـسم             وجود نداشته و به نظر می     
 رخـداد   .)1،2( از طریق آپوپتوزیس باشد      اساسی تخریب بافتی  
توانـد در بقـاء       های آلوده بـه ویـروس مـی       آپوپتوزیس در سلول  

هـای   زیرا که در سـلول     ،ویروس و انتشار آن حائز اهمیت باشد      
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شـود    های آپوپتوزیس زمانی آغاز مـی     آلوده به ویروس سیگنال   
که ویروس در انتهای مراحل رپلیکاسیون خود بوده و به دنبال           

هـا  آپوپتوزیس سلول آلوده ذرات ویروسی منتشر و سایر سلول        
 .)3( نماید را آلوده می

 دارای ژنوم ریبونوکلئیک اسید دوبخـشی       بورس عفونی ویروس  
تـر ریبونوکلئیـک    بر روی بخـش بـزرگ     . باشد  قطعه می و قطعه 
هـای  قـسمت عمـده پـروتئین   .  پروتئین کد شده است3اسید،  

 تشکیل (VP2, VP3)  3 و 2 هایساختمان ویروس را پروتئین
ــروتئین چهــارمنــده مــی     غیرســاختاری اســت و (VP4) د و پ
 ویـروس   1پـروتئین   . های ویـروس اسـت    پروتئینساز پلی پیش

(VP1)              بر روی بخش کوچـک ریبونوکلئیـک اسـید کـد شـده 
مشخص شده اسـت      .)4( است و وظیفه آن تکثیر ویروس است      

پوپتوز سلول در آزاد شدن  از طریق آVP5 و  VP2های  پروتئین
  .)5-7(ویروس نقش دارند 

 ویـروس عامـل   یهـا  پروتئین)in vitro( خارج از بدن مطالعات
هـای اخیـر       در سـال   Fernandez  توسط    یبیماری بورس عفون  

 درون رده سـلولی     VP2بیانگر ایـن اسـت کـه بیـان پـروتئین            
 پـروتئین   .باشـد ی آپوپتـوزیس م ـ   ی اثرات القائ  BSC40اپیتلیال

VP2       احتمالا از طریق مهار ژن BCL-2    خـود را    ی اثـرات القـائ 
 در بررسی اخیر مشخص گردید همواره مابین        .)8(کند  یایفا م 

ــورس      ــوزیس در ب ــرات آپوپت ــدت تغیی ــروس و ش ــدت وی ش
 در تفــسیر شــدت .داری وجــوداردفابریــسیوس ارتبــاط معنــی
ــی  ــوزیس م ــرات آپوپت ــافی   تغیی ــضور ک ــه ح ــت ک ــوان گف      ت

ــروتئین ــپ ــا مــیای ویروســی و ســیتوکینه ــروز  ه ــد در ب توان
  .)9(  موثر واقع گرددBهای لنفوسیتی آپوپتوزیس سلول

تـرین مکانیـسم در     آپوپتوزیس یا مرگ سـازمان یافتـه، اصـلی        
هـای  های بالغ در جهت حـذف سـلول       تکامل و هوموستاز بافت   

موتاسیون یافته و یا آسـیب دیـده بواسـطه           ،غیرضروری، آلوده 
هـای  آسـیب در برابـر اشـعه      . ودکشی داخلی است  مسیرهای خ 

های خارجی عـواملی از   های ویروسی و سیگنال   عفونت یونیزان،
ــا در بــســیگنال  .راه انــداختن آپوپتــوزیس هــستندههــای توان

ها که باعث آغاز فعال شدن آبـشاری        نالگمسیرهای انتقال سی  
 باعـث های سلولی کـه    د، آسیب نگردی بنام کاسپاز می   یهاآنزیم

هـای  ها وفعال شدن آنـزیم افزایش نفوذپذیری غشا میتوکندری 
به تجمـع پـروتئین       که منجر  DNA، آسیب   شوندمیکاسپازی  

P53     و تسهیل ترمیم DNA      د و  دگـر توسط پروتئین فـوق مـی
های غـشا سـلولی کـه باعـث فعـال شـدن آنـزیم               مسیر آسیب 

 تولید عامل سـرآمیدی از ترکیبـات        نهایتدر  اسفنگومیلیناز و   
انـدازی   چهار سیستم اصـلی در راه      ،لیپیدی غشا سلول میشود   

  ).10-13 (باشندآپوپتوریس می

 را آلوده Bهای طور انتخابی لنفوسیتههای خیلی حاد ب   ویروس
هـای  ها بصورت مصنوعی وارد سـلول     اگر این ویروس  . کنندمی

 .دهنـد  شوند، به همانندسازی خود ادامه مـی       Bفوئیدی غیر   نل
ــ ــابراین آل ــشدن ســلولهای لبن ــر نوده ن    توســطBفوئیــدی غی

های خیلی حاد باید ناشی از ناتوانی در تـشخیص یـک            ویروس
هـای  رسـد کـه ویـروس     نظر می هبنابراین چنین ب  . گیرنده باشد 

 Bفوئیـدی   نهـای ل  خیلی حـاد گیرنـده خاصـی را روی سـلول          
نتـایج فلوسـیتومتری، طیـف      بـر پایـه     ). 14(دهد  تشخیص می 

گلیکـوپروتئینی، کـه    -Nوسیله یک گیرنـده     هبمیزبانی ویروس   
    اسـت، تعیـین     IgM پوشـیده شـده بـا        Bهـای   فوسیتنروی ل 

های غشاء سلول بـر هـم        ویروس با پروتئین   .)16،  15( شودمی
با توجه به ساختار ژنومی عامل بورس عفـونی،          .دندهکنش می 
گردد در القـاء  که در داخل سلول بیان می     زمانی  VP2ژن مولد   

 نابالغ نقش اساسی داشـته      Bهای لنفوسیتی   وپتوزیس سلول آپ
هـای یـاد شـده از طریـق         و برای ایجاد آپوپتـوزیس در سـلول       

ــان ژن ــزایش بی ــای اف ــار ژن Baxه ــاد Bcl2 و مه ــث ایج   باع
ــروتئین  .)8(گــردد  آپوپتــوزیس مــی ــوژن اصــلی VP2پ  ایمون

کننـده ویـروس روی آن قـرار        توپهای خنثی ویروس است و اپی   
) 1151 تـا    762نوکلئوتیـدهای    (VP2بخش میـانی ژن     . ددارن

ژنـی، خـواص پـاتوژنی و       متغیر است و باعـث اختلافـات آنتـی        
، 17( شـود هـای مختلـف ویـروس مـی       گرایش سلولی در سویه   

 و ماکروفاژهــا Tهــای آزاد شــده از ســلولهای  ســایتوکاین.)18
طـوری کـه بـا       بـه  ،خودشان نقش القائی در آپوپتوزیس دارنـد      

 ههــا ســبب تخلیــیری میتوکنــدریذقــرار دادن نفوذپــهــدف 
ی به سیتوزول سلول شـده کـه از آن          یهای میتوکندریا پروتئین

 نیـز در    C سـیتوکروم    . را نـام بـرد     Cتوان سیتوکروم     جمله می 
نماید که قادر اسـت   میایجاد ترکیبی را  Apf-1 با   ATPحضور  

هـای  حـرک بنابراین پلی را مابین م.  را فعال نماید  9-سپازکاپرو
، 19(کنـد   اسپازی برقرار می  کمختلف آپوپتوزیس و آغاز آبشار      

هـای ویروسـی    ژن  ها و آنتی  معمولا به دنبال اثر سیتوکین    ). 20
 بـه عنـوان کوفـاکتور فعـال     NF-kB به نـام  یعامل بسیار مهم 

هـای مولـد آپوپتـوزیس در       برداری برخی از ژن      رونوشت هکنند
هـا در   نقـش ایـن پـروتئین      .کنـد  نقش ایفا می   Bلنفوسیتهای  

 هـای آزاد  سـیتوکین از  . های ویروسی ثابت شـده اسـت      بیماری
های ویژه خود   گیرنده که با اتصال به      است TNF-α شده دیگر، 

های   باعث تریمریزاسیون در گیرندهTNF-R2 و TNF-R1به نام 
 TRADDبــه نــام جایگــاه مــرگ یــا فــوق شــده و جایگــاهی 

)TNFR-Associated Death Domain ( ایـن  . گـردد ایجاد مـی
 TRAFs) TNFR-Associatedکــارگیری  بــهییاجایگــاه توانــ

Factors (     را در جهت فعال سـازیNF-kB     و مـسیر JNK/AP1 
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ــا TRADDاز طــرف دیگــر . داراســت  کمپلکــسی را FADD ب
 را به خـدمت درآورد و       8دهد که قادر است کاسپاز        تشکیل می 

آپوپتـوزیس را از     قـادر اسـت      TNF-R1 هبه  همـراه آن گیرنـد      
ــازگار   ــول س ــق مولک -RAIDD) RIP Associated Ichطری

1/CED ( و واکــنش بــا جایگــاه جایگــاه مــرگRIP و واســطۀ 
CARD        نهایـت آپوپتـوزیس   در  و  2 باعث فعال شـدن کاسـپاز

 بــر آن شــدیم پــس از بــر ایــن اســاس،). 22، 21( گــردد مــی
ــروتئین    ــای VP2کلونینــگ و اســتخراج پ  نقــش آن را در الق

شاید  تا  انسان بررسی کنیم      Bهای سرطانی   آپوپتوزیس سلول 
  .دکرها استفاده  در درمان بیماری از آنوانبتدر آینده 

  

  مواد و روشها
 داخـل   VP2ای پـس از کلونینـگ ژن        در این مطالعـه مداخلـه     

هـای   و اثـر غلظـت      شـد  پاستوریس، پروتئین بیـان   مخمر پیکیا 
مـورد بررسـی قـرار        Bهـای لنفوسـیتی     مختلف آن بر سـلول    

 ویـروس   VP2کلونینگ ژن و استخراج پـروتئین         برای   .گرفت
-از سیـستم راه ، Pichia pastoris در مخمر پیکیـا پاسـتوریس  

اندازی شده در بخش ژنتیک ویروس پژوهشگاه ملی تحقیقـات          
 RNAابتدا   .آوری زیستی استفاده گردید   مهندسی ژنتیک و فن   

یـه شـده در پژوهـشگاه       ته (RNAfastروش کیت   هکل سلول ب  
کـه بـر     )آوری زیـستی  ملی تحقیقات مهندسـی ژنتیـک و فـن        

هـای   از نمونـه ،اساس استفاده از گوانیـدیوم ایزوسـیانات اسـت    
آلوده بافت بورس اسـتخراج گردیـد و پـس از بررسـی نتیجـه               

 تا زمان استفاده    RNAالکتروفورز،  % 1استخراج روی ژل آگارز     
اکـنش رونویـسی معکـوس      وبـرای   .  نگهداری شـد   -ºC 70در  

(RT) Reverse transcription   سـاخت  بـه منظـور cDNA، از 
Expand First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche 

Molecular Biochemicals, Germany)در ایـن  .  استفاده شد
بـردار  زایی در انتهـای کربوکـسیل آنـزیم نـسخه         کیت با جهش  

 molony murin leukemia virus (M-MuLV)معکـــوس 
ــه اســت RNaseHخاصــیت  ــین رفت جهــت طراحــی  . آن از ب
 ویـروس بیمـاری بـورس عفـونی از      VP2 تـوالی ژن ،پرایمرهـا 

GenBankگرفته شد و دوجفت پرایمر طراحی شد .  
 VP2-R و VP2-F (Forward) پرایمرهای جفت یک بنـام  -1

(Reverse)   برای تکثیر و کلون کردن طول کامـل ژن        کهVP2 
 ویـروس   Aاین پرایمرها بـر اسـاس تـوالی قطعـه           . کار رفتند به

. طراحــی شــدند) CEF94) AF194428بــورس عفــونی ســویه 
 حاوی محل بـرش آنـزیم محـدود الاثـر           5′پرایمرها در انتهای    

   VP2هـای انتخـاب شـده روی تـوالی ژن    جایگاه آنـزیم . بودند
  :شرح زیر استهتوالی این پرایمرها ب. وجود نداشتند

VP2-F) 122-139 نوکلئوتید:(  
3′-ATCGCAGCGATGACAAAC GAATTC CG-5′  

                                                      EcoRI  
 . روی پرایمر نمایش داده شده استEcoRIمحل برش آنزیم 

  
VP2-R)  1467-1486نوکلئوتید:(  

5'-TACTCGAGTTAATGGTGATGGTGATGGTG 

CCTTATGGCCCGGATTATGT -3' 

، XhoI حـاوی محـل بـرش آنـزیم     5′ در بخـش  VP2Rپرایمر  
کننـده برچـسب هیـستیدینی      خاتمه ترجمه و توالی کد    کدون  

(6XHis)ــود ــزیم  CTCGAG . ب ــرش آن   XhoI ،TTA محــل ب
ــه و    ــه ترجم ــدون خاتم  ATGGTGATGGTGATGGTGک

 . بود(6XHis)برچسب هیستیدینی 
       وAOX1 (Forward)-′5 پرایمرهــای جفــت دو شــامل    -2

3′-AOX1 (Reverse)  بـرای بررسـی کلونهـای ترانـسفورم     که
 1ژن الکــل اکــسیداز . پاســتوریس اســتفاده شــدند. شــده پ
(AOX1)        مـصرف متانـل را     % 85 مولد آنزیمی است که  آنزیم

 .پاستوریس برعهده دارد  . های الکل اکسیداز در پ    توسط آنزیم 
  :توالی این پرایمرها بدین شرح است

5′-AOX1:   5´- GACTGGTTCCAATTGACAAGC -3´  
3′-AOX1:   5´- GCAAATGGCATTCTGACATCC -3´  

  
ــرازی   ــره پلیم ــنش زنجی ــرای  (PCR)در واک ــصال ب ــای ات  دم

 و برای  جفت پرایمـر       گراد درجه سانتی  AOX1 55پرایمرهای  
هـا   رشـته  ساختزمان  . انتخاب شد  گراددرجه سانتی  60 دیگر

  .شددر نظر گرفته  ثانیه 60برای دو جفت پرایمر 
 VP2 جهت بیان پـروتئین      pPICZA(Invitrogen)ز پلاسمید   ا

 3329این وکتور دارای طولی به انـدازه        . در مخمر استفاده شد   
. باشـد جفت باز بوده و برای بیـان داخـل سـلولی مناسـب مـی      

  هـضم شـد و     XhoI و   EcoRIهای   با آنزیم  pPICZAپلاسمید  
         وســـیلهه هـــضم آنزیمـــی بـــ،پـــس از تخلـــیص محـــصول

(Roche) High Pure PCR Purification Kit از روی ژل  
مدت یـک  ه ب VP2 با قطعهpPICZAآگارز، واکنش لیگاسیون  

انجـام و محـصول لیگاسـیون تـا          گراددرجه سانتی  16 شب در 
محصول . نگهداری شد گراد  درجه سانتی  -20 زمان استفاده در  

ــب    ــمیدهای نوترکیـ ــد پلاسـ ــه تولیـ ــر بـ ــیون منجـ لیگاسـ
pPICZA/VP2های مستعد شده  شد که به سلولE.coli سویه 

TOP10F′  هـای نوترکیـب روی     انتخاب کلـونی  .  ترانسفورم شد
           25 بــــا نمــــک پــــایین و در حــــضور LBهــــای پلیــــت

چنـدین کلـونی    . زئوسین صورت گرفـت   لیتر  میلیدرمیکروگرم
   ، سـپس اسـتخراج پلاسـمید        شـده  مقاوم به زئوسین برداشـته    
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  انجـام   Roche(High Pure Plasmid Isolation Kit(وسیله هب
  )1شکل ( .شد

پاستوریس ابتدا پلاسمید پیکیا برای ترانسفورم کردن سلولهای    
pPICZA/VP2    بوسیله آنزیم SacI       خطی و پس از آماده شدن 

علت بازده  ه پاستوریس برای ترانسفورماسیون، ب    پیکیاسلولهای  
 سـویه   .وریشن انجـام شـد    روش الکتروپ هبالا ترانسفورماسیون ب  

 بـود کـه هماننـد    X-33سـویه    پاستوریس،پیکیامورد استفاده 
 قادر است در محیط حـاوی متـانول رشـد           +Mutتیپ وحشی   

ــد ــرایط  . کن ــشن در ش    Ω 200 و kV 5/1 ،µF 25الکتروپوری
 لیتـر  میلـی  1ثانیـه اعمـال شـد و بلافاصـله           میلی 7-8مدت  هب

حتویـات کـووت بـه یـک        م.  سرد اضافه گردیـد    M1سوربیتول  
 درجـه  30  ساعت در1-2انتقال یافت و     لیتریمیلی 15فالکن  
انکوبه و محصول الکتروپوریشن    ) بدون شیک شدن   (گرادسانتی

% 2پپتون و   % 2عصاره مخمر،   % 1  حاوی YPDSروی پلیتهای   
-30  میکروگرم در میلی لیتر زئوسـین در       100همراه  هگلوکز ب 

هـا    تـا کلـونی      شـد   روز کشت  4 مدتهب گراددرجه سانتی  28
گـونگی مـصرف متانـل توسـط        جهت تعیین چ  . تشکیل گردند 

 +Mut و   MutS هـای  فنوتیپ ،پاستوریس. های پ تترانسفورم
ــت  ــد در پلی ــیله رش ــای بوس  MD (Minimal Dextroseه

Medium)و  MM (Minimal Methanol Medium) تعیــین  
ــا فنوتیــپ. و ترانــسفورمتهای پشــدند   +Mut  پاســتوریس ب

 ـVP2  جهت تاییـد ادغـام ژن  . انتخاب گردیدند درون ژنـوم  ه ب
ــسفورمت  ــاتران ــتوریسپیکی ــر DNA ، پاس ــوزومی مخم      کروم

تهیه شـده در پژوهـشگاه ملـی تحقیقـات          ( DNAfastروش  هب
استخراج و بـا اسـتفاده از       ) آوری زیستی مهندسی ژنتیک و فن   

  شد انجام(PCR)، واکنش زنجیره پلیمرازی AOX1 پرایمرهای
   .)2شکل ( و پس از الکتروفورز، نتاج آنالیز گردید

حـاوی   (BMGYمحـیط   لیتـر   میلی 10کلون انتخاب شده در     
آب لیتـر   میلی 700پپتون در   گرم   20 عصاره مخمر و  گرم   10

 M1) 6 pH(  ،100بافر پتاسیم فـسفات     لیتر  میلی 100مقطر،  
 100  وX500بیــوتین لیتــر میلــی 10X YNB ،2لیتــر میلــی
 کـشت   2-6 بـه    OD600تا رسیدن   ) X10گلیسرول  لیتر  میلی
 ـ rpm 3000ها بـا سـانتریفوژ در       سلول. شد  دقیقـه   5 مـدت هب

 پلـت   ،پس از خـارج کـردن محلـول رویـی         . رسوب داده شدند  
در مـورد محـیط     ( BMMYمحـیط   لیتـر   میلـی  10سلولی در   

BMMY متانل  لیتر  میلی 100 ،جای گلیسرول ه بX10   اضـافه 
 24جهـت القـاء بیـان پـروتئین، هـر           . وسپانسیون شـد  س) شد

 144القاء بمدت   . اضافه شد % 1 متانل در غلظت نهایی      ،ساعت
مدت ه ب rpm 3000ر  ها با سانتریفوژ د   سلول. ساعت ادامه یافت  

محلول رویی خارج و پلـت سـلولی   .  دقیقه رسوب داده شدند  5

رولیتـر  میک 100به هر میلی لیتر نمونـه       . روی یخ قرار گرفتند   
 بیـد   ،محتوی لوله حجم  هم. بافر لیز سلول اضافه و مخلوط شد      

 1ه ورتکـس و      دقیق ـ 1هشت بـار متـوالی      . ای اضافه شد  شیشه
 rpmســانتریفوژ در . دقیقــه انکوباســیون روی یــخ انجــام شــد

 دقیقـه انجـام     10مدت  هبگراد  درجه سانتی  4  و دمای  12000
از  .گردیـد محلـول رویـی بـه میکروتیـوب جدیـد منتقـل       . شد
  بر   VP2که هدف نهایی بررسی تاثیر پروتئین نوترکیب        ییآنجا

     هــا در حالــت طبیعــی و  پــروتئین،هــای ســرطانی بــودســلول
 VP2تخلـیص پـروتئین نوترکیـب       . دناتوره تخلیص شـدند   غیر

ــاتوگرافی میــل  6XHisحــاوی برچــسب  ــا اســتفاده از کروم  ب
 در  Ni-NTA رزین    از  میکرولیتر 500مقدار  . ام شد جترکیبی ان 

یک سرنگ انسولین ریخته شد کـه از قـسمت زیـرین بوسـیله              
 حجـم بـافر     5رزیـن بـا     . پنبه یا پشم شیشه مسدود شده بـود       

 1عصاره سـلولی بـا سـرعت جریـان حـدود            . اتصال شسته شد  
فاز خـارج شـده از      .  از ستون عبور داده شد     لیتر در دقیقه  میلی

 حجم بافر شستشو    5 ستون با . در یک لوله نگهداری شد    ستون  
 ایمیدازول شسته شـد و محلـول خـارج شـده            mM 20حاوی  

   حجـم بـافر شستـشو حـاوی    5مجدداً سـتون بـا      . جمع گردید 
mM 30            ای    ایمیدازول شسته شد و مایع خـارج شـده در لولـه   
 حجم بافر حـاوی     5سپس شستشوی ستون با     . آوری شد جمع
mM 40         جمع آوری   ایمیدازول ادامه یافت و بخش خارج شده
کننده حـاوی    حجم بافر خارج   5در آخر ستون پروتئین با      . شد

mM 250      شـده نگهـداری     ایمیدازول شسته شد و بخش خارج
 بررســی SDS-PAGEفازهــای جمــع آوری شــده در . گردیــد
 ایمیدازول باعث رسوب پـروتئین      کهیی از آنجا  .)3شکل( شدند

پـس از   شود، مابقی پروتئین تخلـیص شـده        هنگام یخ زدن می   
شرایط تخلـیص  . نگهداری شدگراد درجه سانتی -70دیالیز در   

.  بهینه شد  20 و افزودن توین     NaClپروتئین با افزایش غلظت     
  .)23( گیری غلظت پروتئین به روش برادفورد انجام شداندازه
 Ramos انـسان شـامل   B رده سلول سرطانی لنفوسـیت  چهار

)Burkitt’s Lymphoma( ،Raji )Burkitt’s Lymphoma( ،
183-E95 )Human chronic Lymphocytic Leukemia( و  

Nalm6 )Pre B cell Leukemia ( از انستیتو پاستور ایران تهیه
 ـ RPMI1610 (Sigma)ها در محـیط     سلول .شد % 10عـلاوه   هب

 میلــی FBS (Fetal Bovine Serum) ،2سـرم جنــین گــاوی  
-درگرم HEPES ،240/2 میلی مولار 25 گلوتامین، – Lمولار 
 100پنی سیلین،   لیتر  میلیدر واحد 100سدیم،  کربناتبیلیتر  
رطوبـت    درجه، 37استروپتومایسین در دمای    لیتر  میلیدرواحد

90%، CO2 5 %25 در شروع کشت در هر فلاسک .رشد کردند 
کـه رشـد     سلول ریخته شد و زمانی     5×105،  متر مربعی سانتی
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ــلول ــاس ــابی     ه ــس از ارزی ــید پ ــاریتمی رس ــه لگ ــه مرحل  ب
 5/0سیتوتوکسیسیتی و سنجش توان حیاتی، سلولها با غلظت         

 . تیمـار شـدند    VP2پـروتئین نوترکیـب      لیتردرمیلیمیکروگرم
 بیـان پـروتئین مخمـر       یچنین پـس از کلیـه مراحـل القـا         هم

X33/pPICZA  ــپ ــا فنوتی ــروتئین آن  +Mut ب ــتخراج پ      و اس
 ـ     روش ستون   هب عنـوان کنتـرل    هکروماتوگرافی میـل ترکیبـی ب

  .جهت حذف ایمیدازول عمل دیالیز انجام شد .تیمار گردید
 سلول در هر خانه     5000 به میزان    Ramosهای سرطانی   سلول
 سـاعت   1پـس از گذشـت       . خانه کـشت داده شـدند      96ظرف  

های مندرج در نمـودار   درجه با غلظت 37انکوباسیون در دمای    
تیمار و بـرای هـر غلظـت کنتـرل در نظـر              VP2 از پروتئین    1

 48مـدت   ه درجه ب  37پس از انکوباسیون در دمای       .گرفته شد 
                         هــــا بــــا اســــتفاده ازتــــوان حیــــاتی ســــلول ســــاعت،

3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5 diphenyl tetrazolium 
bromide (sigma)ــد  ار ــابی ش ــه    .زی ــب ک ــن ترتی ــه ای  10ب
 بـا   RPMI1610شـده در محـیط       حل MTTمیکرولیتر محلول   

 96به هـر کـدام از خانـه هـای            لیتردرمیلیگرممیلی 5غلظت  
      درجــه 37تــایی اضــافه شــد و پــس از انکوباســیون در دمــای 

 اضافه شـد و جـذب       DMSO میکرولیتر   100 ساعت   3مدت  هب
 بررسـی  ELIZA readerر در دستگاه  نانومت570نوری آنها در 

هـا  و با استفاده از فرمول زیـر میـزان انـدکس تحریـک سـلول              
  .  محاسبه شد

 جذبتقسیم بر   جذب سلولهای تحریک شده     = اندکس تحریک 
         شدهنسلولهای تحریک 

هـای   کشت شـده در فلاسـک  Ramosسرطانی   سلول1×106
 بـا غلظـت   VP2  حت تیمار با پـروتئین تمتر مربعی سانتی 25
به همراه کنترل پس از انکوباسـیون        لیتردرمیلیمیکروگرم 5/0

 ـ  37در دمای    بـا عمـل سـانتریفوژ        سـاعت،  48مـدت   ه درجه ب
- درجـه سـانتی    4  دقیقه در دمـای    10مدت  ه ب g500سرعت  (

 PBS (Phosphate buffer saline)آوری و در جمــع )گــراد
 دقیقه فیکس شدند و 30ید به مدت ئ آلد پارافرم% 7/3محتوی  

ها چند بار با محلول  سلول،پس از فیکس شدن در حرارت اتاق      
PBS       رنگ  لیتردرمیلیمیکرولاندا 10شستشو شدند و سپس با

Hoechst      پس از  . دقیقه انکوبه شدند 30 در حرارت اتاق بمدت
ها به وسیله میکروسـکوپ فلورسـنت در        سه بار شستشو سلول   

 . نانومتر قابل رویت شدند360موج طول 
شده های سرطانی کشت   رده مختلف سلول   4 سلول از    1×106

  تحت  تیمار با پروتئینمتر مربعی سانتی 25در فلاسک های 

VP2   به همراه کنترل پـس      لیتردرمیلیمیکروگرم 5/0با غلظت
 و 24،  12ای  ه درجه در مدت زمان    37از انکوباسیون در دمای     

 دقیقـه   5مدت  ه ب g200رعت  س(با عمل سانتریفوژ      ساعت، 48
آوری و یک بار بـا محلـول        جمع )گراددرجه سانتی  4 در دمای 

PBS    ــد ــرار گردی ــانتریفوژ تک ــل س ــشو و عم ــت  .شست از کی
Annexin-V-fluos stainig (Roche)  ــالیز ــت آنــ  جهــ

با اضافه   ،پس از عمل سانتریفوژ   . فلوسایتومتری استفاده گردید  
 Annexin-V-fluos Labelingمحلـول  میکرولیتـر  100کـردن  
ــامل ــه (Annexin-V-fluorecein, Propidium iodide) ش  ب
 الـی   10مدته درجه ب  25الی  15ها انکوباسیون در دمای     سلول

  دقیقه انجام و بلافاصله با دستگاه فلوسایتومتر آنالیز شـدند  15
)24(.  
  

  هایافته
های  نوترکیب استخراج شده از کلونی      پلاسمیدهای 1در شکل   

 ژنـومی   DNA از روی    PCR 2در شـکل     ومقاوم بـه زئوسـین      
مخمر پس از اینتگریت شدن پلاسمید داخل ژنوم مخمر نشان          

  .داده شده است
 

  
  

. های مقاوم به زئوسـین     استخراج پلاسمید از کلونی    -1شکل  
ــشانگر وزن مولکــولی Mردیــف  ؛ pPICZA/VP2 پلاســمید 1؛ ردیــف DNA ن
  pPICZA پلاسمید 2ردیف 

  
ژنـومی مخمـر بـا اسـتفاده از          DNAاز روی    PCR -2شکل  

 4 و 1؛ ردیفهـای  DNA نشانگر وزن مولکولی Mردیف  ( AOX1پرایمرهای  
X33/pPICZA/VP2    با فنوتیپ Mut+   2؛ ردیف X33/pPICZA    با فنوتیـپ 

Mut+ 3؛ ردیف X33/pPICZA/VP2 با فنوتیپ MutS(  
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 اسـید   6 به انتهای کربوکـسیل آن       VP2تئین  برای تخلیص پرو  
 ـ      بـا اسـتفاده از      (IMACروش  هآمینه هیستیدین اضافه شد و ب

 بـا   VP2 پـروتئین    3در شـکل    . تخلیص شد ) Ni-NTAستون  
 همراه با بند پروتئینی دیگری در       kDa 40وزن مولکولی حدود    

چنین محـصول تخلـیص     هم. شود مشاهده می  kDa 35حدود  
 بـا هـم     pPICZA و   pPICZA/VP2اوی  شده از مخمرهای ح ـ   

 .مقایسه شدند 
 

  
 مقایسه محصول تخلیص شده از مخمرهـای حـاوی          -3شکل  

pPICZA/VP2   و pPICZA )  ردیفM       نشانگر وزن مولکـولی پـروتئین؛ 
 محصول 2؛ ردیف X33/pPICZA/VP2 محصول تخلیص شده از مخمر  1ردیف  

 )X33/pPICZA تخلیص شده از مخمر

  
تحـت تیمـار بـا       Ramosهای سـرطانی     سـلول  4مطابق شـکل    

های آپوپتـوزی    نسبت به کنترل هسته    VP2پروتئین نوترکیب   
  .را نشان دادند

 

 
  : عکس رنگ آمیـزی بـا میکروسـکوپ فلورسـنت          – 4شکل  

  کنترل-VP2 2 تیمار با پروتئین -1 
  

 در MTT  میــزان جــذب نــوری در ســنجش1طبــق نمــودار 
تفـاوت چنـدانی    ) منانوگر100و1پیکوگرم و 100و1(های  غلظت

ی توان حیات )  میکروگرم 5و1(های  با کنترل ندارد اما در غلظت     
داری های تحت تیمار نسبت به گروه کنترل کاهش معنیسلول

   .)p>01/0 (را نشان می دهند
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های در غلظت  MTT نتایج بدست آمده از سنجش       -1نمودار  

 VP2ب مختلف پروتئین نوترکی

 
 در رده سرطانی رامـوس پـس از تیمـار بـا             5با توجه به شکل     

 تعداد سلولهای آپوپتـوز در مقایـسه بـا کنتـرل            VP2پروتئین    
. شـود افزایش یافته و با گذشت زمـان ایـن میـزان بیـشتر مـی            

 درصد سلولهای آپوپتوز در رده هـای مختلـف سـلول            2نمودار  
بـا کنتـرل    در مقایـسه    را   سـاعت    48سرطانی پس از گذشـت      

 ، رده سلولی در اثر تیمـار بـا پـروتئین          4تمام    . نشان می دهد  
  .)p>01/0 (کنترل دارندداری با معنیتفاوت 
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نتایج بدست آمـده از سـنجش درصـد سـلولهای           -2نمودار   
  ساعت48آپوپتوز رده های سلولی پس از گذشت 

  بحث
 Bluetagueهای ویـروس  روتئینشده پیرامون پمطالعات انجام

(BTV) توســـط  Mortola و همکـــاران بیـــانگر ایـــن اســـت   
 آپوپتـوز  ی این ویروس قادر به القـا VP5  و VP2 هایپروتئین

 این  3 با فعال شدن کاسپاز      و هستندهای پستانداران   در سلول 
 که بر روی آپوپتوزیس     ای در مطالعه  .)25( گرددعمل انجام می  

 ،ویروس عامـل بـورس عفـونی انجـام پـذیرفت     القا شده توسط    
مشخص گردید همواره بین شـدت ویـروس و شـدت تغییـرات       
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آپوپتوزیس در بورس فابریسیوس ارتباط معنی داری وجـودارد         
هـای ویروسـی و     توانـد بعلـت حـضور کـافی پـروتئین           که مـی  

  باشـد  Bهای لنفوسیتی   ها در بروز آپوپتوزیس سلول    سیتوکین
 . مورد بررسی قرار گرفت نیز  این مطالعهکه این موضوع در) 9(

 پروتئین حاصل از    ،برای اولین بار مشخص گردید    مطالعه ما   در  
قادر است به تنهایی در  IBDV   از ویروسVP2کلونینگ ژن  

in vitroهای سـرطانی لنفوسـیت     در سلولB   آپوپتـوز را القـا 
بـرای افـزایش دقـت در تـشخیص آپوپتـوزیس از روش             . نماید
اسـتفاده    Annexin-V-fluos stainigق فلوسایتومتری بـا  دقی
 بـر   (PS)دیل سرین   یدر طول مراحل اولیه آپوپتوز، فسفات      .شد

اسـاس ایـن روش ترکیـب       . شـود   روی سطح سلول ظـاهر مـی      
 بــه  Annexin Vپــروتئین اتــصالی وابــسته بــه کلــسیم     

این پروتئین تمایـل بـسیاری بـه        . فسفولیپیدهای غشایی است  
PSــت.  دارد ــواد   در کی ــا م ــروتئین ب ــن پ ــصی ای ــای تشخی      ه

 مختلف و یا کروموفـسفر بـرای سـهولت در تـشخیص             دارنشان
 آپوپتـوز در مراحـل      ،با بهـره گیـری ازایـن روش       . رود  کار می هب

 بـه ایـن نکتـه     .  هـستند های زنده قابل تشخیص     اولیه و سلول  
هـای نکروتیـک نیـز در سـطح خـود           که سـلول    اشاره کرد  باید
هـای  کـه سـلول    از آنجـایی   .کننـد    را عرضه مـی    PSکولهای  مول

دهنـد، بـا همـراه        نکروتیک تمامیت غشاء خودرا از دسـت مـی        
تـوان    مـی Annexin Vکردن رنگی مانند یدید پروپایدیوم  با  

  .این دو مرحله را از هم تشخیص داد

 بــه برچــسب VP2منظــور ســهولت در تخلــیص، پــروتئین هبــ
این برچـسب امکـان تخلـیص      .  شد  فیوز (6XHis)هیستیدینی  

 ـ     . وردآ فـراهم مـی    IMACوسـیله سـتون     هفیوژن پـروتئین را ب
 برچسب هیستیدینی به انتهای آمینی یا       ،براساس نوع پروتئین  

قرار دادن برچـسب در یـک انتهـا         . شودکربوکسیلی متصل می  
ممکن است باعث پوشیده شدن آن در اثر تـاخوردن پـروتئین            

رچسب را بـه انتهـای دیگـر پـروتئین          در چنین مواردی ب   . شود
 فیوز کردن برچـسب     ، قبلی اتبر اساس مطالع  . کنندمتصل می 

ــروتئین اهیـــستیدینی بـــه   در VP2نتهـــای کربوکـــسیل پـ
 ـ    پـذیر  روش غیـر دنـاتوره را امکـان   هباکولوویروس تخلیص آن ب

بر این اساس در پژوهش حاضر برچسب       ). 27،  26(کرده است   
  . کسیل پروتئین متصل شدهیستیدینی به انتهای کربو

پـروتئین  % 100 منجـر بـه خلـوص        IMACاستفاده از سـتون     
های غنی از هیـستیدین دارد کـه        زیرا سلول پروتئین  . شودنمی

ایـن مـساله در     . شوندطور غیراختصاصی به ستون متصل می     هب
ــستم ــا     سی ــرا یوکاریوته ــت، زی ــادتر اس ــاریوتی ح ــای یوک    ه
به همین علـت    . بیشتری دارند های غنی از هیستیدین     پروتئین

ــلول ــروتئین  در س ــتن از پ ــرای کاس ــاریوتی ب ــای یوک ــاه  یه
غیراختصاصی، شرایط اتصال به سـتون و شستـشو بـا افـزایش             

 Tweenها ماننـد   کردن دترجنت و اضافهM2 تا NaClغلظت 

در مطالعـه حاضـر نیـز تخلـیص فیـوژن           . شودتر می  سخت 20
غیراختصاصی مواجه بـود    های   با مشکل پروتئین   VP2پروتئین  

   ساعت48 و 24، 12های های آپوپتوز در مقایسه با کنترل در زمان افزایش تعداد سلول-5شکل 
  )N= ، سلولهای نکروز AP= ، سلولهای آپوپتوزL=سلولهای زنده (
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تر کردن شرایط تخلیص تـا حـدی از ایـن مـشکل             که با سخت  
 از طریـق    IMACشـده بـه سـتون       پروتئین متصل . کاسته شد 

از . شـود  و یا افزایش غلظت ایمیـدازول خـارج مـی          pHکاهش  
 VP2 روی ســاختار پــروتئین pHکــه تــاثیر تغییــرات ییآنجــا

ایش غلظــت  از روش دوم کــه مبتنــی بــر افــز،مــشخص نبــود
-هزینه بودن سیـستم   سادگی و کم  . ایمیدازول بود استفاده شد   

 را در آنهـا توصـیه     VP2های بیان پروکاریوتی، تولید پـروتئین       
هـا بـا    البتـه تـاخوردن ایـن پـروتئین در پروکـاریوت          . کنـد می

اسـت کـه احتمـالا ناشـی از کمبـود غلظـت             مشکلاتی همـراه    

زمـان  ین بیـان هـم    بنـابرا . باشـد  داخل سلولی مـی    هایچپرون
 جهـت تقویـت     E.coliهای سـلولی در      و چپرون  VP2پروتئین  

  .شودها پیشنهاد میسیستم تازدن پروتئین
امید است با افزایش هـر چـه بیـشتر مطالعـات در زمینـه اثـر                 

 ،هـای سـرطانی   ویروس بورس عفونی بر سـلول      VP2پروتئین    
اطلاعات هر چه مفیدتری در خصوص درک چهـره واقعـی اثـر             

هـا  در درمـان بیمـاری    از آن   توان  ب در آینده    تاآن حاصل گردد    
  .د کراستفاده
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