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چکیده

Enhanced Greenو ناقلین لنتی ویروسی، القا بیان ژن گزارشگر (Tet-inducible system)با تلفیق سیستم االقایی تتراسیکلین :هدف

Fluorescent Protein (EGFP)هاي پرندگان مورد بررسی قرار گرفتدر سلول.

ابتدا .بررسی شدLMHجوجه رده هاي کبديقرار گرفت و بیان آن در سلولTet-ONتحت کنترل سیستمEGFPژن :هامواد و روش
نـام  بـه Tet(Tet-transactivator)راه یک ناقل دوم که فعال کننـده  مهبهEGFPهاي مستعد با ناقل لنتی ویروسی القایی حامل باکتري

rtTA-M2دو کرد ترانسفورم شده و ذخیره ماکسی پرپ خالصی از هریک از اینرا حمل میDNAسپس با روش . پلاسمیدي فراهم شدند
Tetهاي سریالی از آنـالوگ  در مرحله بعد، غلظت. با ذخیره هردو پلاسمید ترانسفکت شدLMHهاي فسفات کلسیم سلول-DNAرسوب 

.بیشتر القا گردیدEGFP، بیان DOXکه با افزایش غلظت طوريیعنی داکسی سیکلین را به محیط کشت سلول اضافه نمودیم به

هاي ترتیب براي غلظتساعت اول بعد از ترانسفکشن بیان به24در. افزایش غلظت داکسی سایکلین افزایش بیان را به دنبال داشت:نتایج
3/28، 26، 4/6ترتیـب  ساعت دوم بـه 24درصد و در 16و 3/10، 2/6، 4/0لیتر داکسی سایکلین میکروگرم بر میلی1و 1/0، 01/0، 0
.ردیدها گجود، افزایش بیش از حد غلظت داکسی سایکلین باعث مرگ سلول.با این .بود7/29و

هـاي انسـانی   هاي نوترکیب مرتبط با انتقـال ژن بـه سـلول   با منشا باکتریایی و لنتی ویروسTetهاي القایی تلفیق سیستم:نتیجه گیري
.گذاردغلظت القا کننده بر میزان القا بیان ترانسژن تاثیر مستقیم می. هاي پرندگان شودتواند باعث القا ژن در سلولمی

ستم القایی تتراسیکلین، القا بیان ژن، لنتی ویروسسی:واژگان کلیدي
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مقدمه

هـا بـا   در پـی تیمـار سـلول   1997در سال LMHهايرده سلول
ایــن رده ســلولی از ). 1(اتیــل نیتــروزآمین تثبیــت گردیــددي

.  انـد سرطانی کبد جوجـه نـژاد لگهـورن جـدا شـده     هايسلول
LMH-2Aباشـند و  هاي کبدي جوجه مـی دیگري از سلولرده

داراي ژن گیرنده استروژن است که با تکنیک ترانسفکت در ایـن  
هـاي  هاي کبدي جوجه مدلسلول. رده سلولی تثبیت شده است

. باشـد بسیار خـوبی بـراي مطالعـه متابولیسـم در کبـد هـم مـی       
هاي اولیه کشت شده کبد جوجه از قابلیت سـنتز   چنین سلولهم

).2(هاي پلاسما برخوردارند و ترشح پروتئین

براي تنظیم بیان یک ژن که عموما تحت کنترل یک پروموتر القا 
توان تاثیر میـزان بیـان آن   گیرد میشونده یا مهار شونده قرار می

یـزان بیـان آن را   کرد سلول مطالعه کرد و یا مژن را بر روي عمل
به مقدار دلخواه افزایش داده و اثر آن را بـر روي سـلول مطالعـه    

هـاي القـایی بـا پروموترهـاي     همچنـین بـا تلفیـق سیسـتم    .کرد
. توان زمان و مکان بیـان یـک ژن را کنتـرل کـرد    اختصاصی می

این ). 3(توسعه پیدا کرد 1992در سال Tetهاي القائی سیستم
هـاي  براي تنظیم بیان یـک ژن در لایـن  طور گستردهسیستم به

هـا در شــرایط  طــور تعـدادي از ارگـان  مختلـف سـلولی و همـین   
Tetهاي وابسته به سیستم). 7-4(شود آزمایشگاهی استفاده می

هـاي بیـان کنترلـی ژن    از جمله بهترین و پرکاربردترین سیسـتم 
هـاي سیسـتم کـه   ها و یا مهار کنندهباشند چرا که القا کنندهمی
باشد هیچ اثر سـمی  Tetracyclinو یا Doxycyclineتواند می

هاي وابسته به تتراسایکلین به سیستم.)8(ها ندارد بر روي سلول
شـوند  تقسیم می) Tet-Off(و خاموش ) Tet-On(دو نوع روشن 

اي طراحی شده اسـت  ها پروموتر به گونهدر این سیستم). 9و 3(
ــایی  ــا Doxycyclineکـــه افـــزودن عامـــل ضـــد باکتریـ و یـ

Tetracyclinها باعث القـا و یـا مهـار بیـان ژن     به محیط سلول
هــا از پــروتئین مهــار کننــده در ایــن سیســتم. شــدهــدف مــی

شود کـه بـا   استفاده میEcoliدر باکتري (TetR)تتراسایکلین 
هـرپس ویـروس  ترکیـب    VP16سازي رونویسـی  پروتئین فعال

کندرا ایجاد می) TetR/VP16)tTAشده و پروتئین تنظیمی 
rtTAهاي تنظیمـی دیگـري ماننـد   پروتئینtTAعلاوه بر ). 10(

و rtTA-M2بـوده و همچنـین   tTAاي از که نوع جهـش یافتـه  
tTSکه پروتئین تنظیم کننـده آخـر در   ) 11(توان نام برد را می

بـراي بیـان کنتـرل    . باشـد واقع یک پروتئین خاموش کننده مـی 
ي ژن هدف، ژن مزبور در پایین دست یک پروموتر هیبریـد  شده

طوري که ایـن پرومـوتر از جایگـاه اتصـال بـراي      گیرد بهقرار می
TetRنام تتراسیکلین اپران برخوردار است و بلافاصـله بعـد از   به

Tet offدر سیسـتم  . گیـرد قرار میMinimal CMVآن توالی 

به پروتئین ترکیبـی  ها باعث اتصالبه محیط سلولDoxافزودن 
TetR/VP16 شده  و در نتیجه تغییر شکل و توقف  رونویسی و

Tet onگردد، این در حالی است که سیسـتم  بیان ژن هدف می

باشد، دقیقا عکس ایـن   میTet offکه نوع جهش یافته سیستم 
در محیط باعث القا بیـان ژن  Doxکند و وجود سیستم عمل می

).12(شود هدف می

هاي تنظیمی بیان ژن پروتئین با نام هاي دیگري از سیستملشک
tTSصـورت  باشـد، بـه ایـن   که  یک پروتئین خاموش کننده می

متصـل  tetOدر محـیط بـه   Doxاست که در حالت عدم حضور 
Doxاما با اضافه شدن شودشده و مانع رونویسی از ژن هدف می

ث ایجاد تغییراتی باعtTSبه محیط این آنتی بیوتیک با اتصال به 
در ایـن لحظـه   .  کندجدا میtetOشده و آنرا از tTSدر ساختار 

متصل شده و رونویسـی انجـام   tetOبه rtTAتنظیمی پروتئین
کـرد کنترلـی   باعـث بهبـود در عمـل   tTSاسـتفاده از  .گیردمی

منظـور  در مطالعه جاري به.)13(هاي  القایی شده است سیستم
Enhanced Green Fluorescentکنتـرل بیـان ژن گزارشـگر    

Protein (EGFP)هــاي رده در ســلولLMH از ناقــل القــایی
TIGHTPNL-TRE-استفاده گردید.

هامواد و روش

ناقلین مورد اسـتفاده در ایـن   :آماده سازه ناقل هاي ویروسی
وسیله با القا پذیري بهTet-onبررسی شامل یک سیستم القایی 

و یک ناقل تولیـد  PNL-TRE-TIGHTنام  داکسی سایکلین به
نـام  بـه rtTA-M2) پـروتئین تنظیمـی  (کننده پروتئین ترکیبی 

PNL-rtTA-M2 تمامی نـاقلین مطـابق روش   ). 1شکل (بودند
ترانسفورم شـدند و  Ecoliاز باکتري Top10استاندارد به سویه 
هـا در  هاي ناقـل پلاسـمید هـدف، بـاکتري    يبراي انتخاب باکتر

.محیط کشت حاوي آنتی بیوتیک مورد نظـر کشـت داده شـدند   
سپس یک تک کلون از باکتري رشد کرده برداشته شد و در ابتدا 

ساعت در انکوباتور شـیکر  کشـت داده   8مدت لیتر بهمیلی2در 
لیتر از آن براي تهیه مینی پرپ استفاده شدسپس یک میلی. شد

و پس از تهیه مینی پرپ و تست آنزیمی براي اطمینان از صحت 
لیتر محیط  تلقیح شده میلی200ها، بقیه محیط کشت به کلونی

با استفاده . ساعت در انکوباتور شیکر کشت داده شد16مدت و به
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.پلاسمیدها تهیه شدماکسـی پـرپ   ) ، آلمـان QIAGENشرکت (QIAGENاز کیت 

rtTA-M2ترکیبی و ناقل تولید کننده پروتئین Tet-ONخطی از ناقل لنتی ویروسی  شمایی: 1شکل 

صورت کشـت  بهLMHهاي رده  سلول: LMHهاي کشت سلول
ها در انکوباتور قرار سلول. خریداري گردیدT25شده در فلاسک 

داده شد و بعد از پر شـدن فلاسـک سـلول، بـراي تهیـه ذخیـره       
24به پلیت سلولی و آماده کردن سلول براي مرحله ترانسفکشن

دلیــل بــه. دیگــر  پاســاژ داده شــدندT25هــاي خانــه و فلاســک
هــا و ، کــف فلاســکLMHهــاي رده چســبندگی پــایین ســلول

کشـت  . پوشانده شددرصد1/0هاي مورد استفاده با ژلاتین پلیت
Waymouth MBدر محــیط LMHهــايســلول از (752/1

ــرکت ــا ) GIBCOش ــد وFBS10ب ــر  100درص ــرم ب میگروگ
ــیمی ــی ل ــر پن ــیلین و لیت ــی  100س ــر میل ــرم ب ــر میگروگ لیت

براي آماده کردن سلول بـراي مرحلـه   . استرپتومایسین انجام شد
. کشـت داده شـدند  خانه24ها در پلیت هاي ترانسفکشن، سلول

خانه کشـت  24هاي هزار سلول  در هر خانه از پلیت100تعداد 
گـراد  درجه سـانتی 37در CO2ها در انکوباتور داده  شد و سلول

. ساعت انکوبه شدند24مدت به

تـا  50هـا  بعد از اینکه سـلول :LMHترنسفکشن سلول هاي 
هـا انجـام   درصد پلیت را پرکردند مرحله ترانسفکشـن سـلول  60

ها بـا پلاسـمیدهاي ویروسـی بـا روش     ترانسفکشن سلول. گرفت
انجامHEPESکمک محلول کلسیم و به-فسفات-DNAرسوب 

همـراه ناقـل   بـه PNL-TRE-TIGHTدر این مرحله سـازه  . شد
PNL-rtTA-M2 که تولید کننده پروتئین ترکیبیrtTA مـی-

بـراي عمـل ترنسفکشـن بعـد از     . زمـان شـد  باشد ترانسفکت هم
میکروگـرم ناقـل   5/0ناقـل اول و  DNAمیکروگرم 5/0ترکیب 

ترکیـب  صورت قطره قطره بـه این ترکیب بهCaCl2دوم با آب و 
2X HEPESسـپس  . که در حال ورتکس شدن بود اضافه شد

دقیقه در دماي اتاق انکوبه شد و بعد از افزودن آن به 20مدت به
هـا  ساعت قبل آماده شـده بـود سـلول   24هایی که محیط سلول
بـراي  . انکوبـه شـد  CO2ساعت در انکوباتور 8تا 7براي مدت 

بـا  Doxycyclinهـاي  كالقاي بیـان ژن گزارشـگر ابتـدا اسـتو    

7بعـد از حـدود   .  میکروگرم تهیـه شـد  ١و ١/٠، 01/0مقادیر 
میکرولیتـر از  10ها تعـویض شـد و  حـدود    ساعت محیط سلول

. هاي کشـت سـلولی اضـافه شـد    هاي تهیه شده به محیطاستوك
هم در حضـور و هـم در غیـاب    EGFPمیزان بیان ژن گزارشگر 

DOX ،24 سـایکلین در زیـر   ودن داکسیساعت بعد از افز48و
.میکروسکوپ فلوئورسنت مورد بررسی قرار گرفت

تصویر برداري بـا میکروسـکوپ فلوروسـنس و محاسـبه     
48سـاعت و  24حـدود : EGFPمیزان بیان و شـدت بیـان   

هـا بـراي   به محـیط کشـت، سـلول   DOXساعت پس از افزودن
میکروسـکوپ  ها در زیـر  برداري سلولبررسی میزان بیان و عکس

هاي مختلف هر چاهک عکـس  فلوروسنس بررسی شد و از بخش
اسـتفاده  EGFPگرفته شد تا در محاسبات و آنالیز میـزان بیـان   

هاي مختلف برابر و از بخش10نمایی تمام تصاویر با بزرگ.گردد
تصـاویر  . هاي در نظر گرفته شده براي هر غلظت تهیه شدچاهک

Gridها با استفاده از نـرم افـزار  گرفته شده براي شمارش سلول

cell counterهــاي بیــان کننــده ژن و بــرآورد درصــد ســلول
EGFPبراي محاسبه درصـد بیـان ژن   . ، مورد استفاده قرارگرفت

:از فرمول زیر استفاده شدEGFPگزارشگر 

بیان درصد 100
EGFP =هاي بیان کنندهمیانگین تعداد سلولEGFP تـا  5در

میدان میکروسکوپی7

CV =ــانگین تعــداد ســلول ــا 5هــاي موجــود در می ــدان 7ت می
میکروسکوپی 

ــزار     ــان از دو اب ــدت بی ــالیز ش ــراي آن و3D surface plotب
ROI manager   در نـرم افـزارImage J  قبـل از  . اسـتفاده شـد

Subtract backgroundآنالیز هر تصویر، ابتدا با استفاده از ابزار 

عمـل آمـد تـا میـزان     روي تصویر ویرایش بـه Processاز منوي 
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Backgroundتر حاصل شودبه حداقل رسد و تصاویر یکنواخت .
Interactiveسپس تصاویر با استفاده از ابزار  3D surface plat

این ابزار با . محاسبه گردیدEGFP intensityآنالیز شد و میزان 
در تمـام نقـاط تصـویر، نقـاط بیـان      اندازه گیري ارزش پیکسلی 

رنـگ سـیاه   کـه بـه  طوريسنجد به کننده ژن و شدت بیان را می
رنـگ سـفید بیشـترین ارزش پیکسـلی     ارزش پیکسلی صفر و بـه 

به این ترتیب بـا توجـه بـه تعـداد     . دهداختصاص می255یعنی 
نقاط بیان کننده و شـدت بیـان در نقـاط بیـان کننـده، تصـاویر       

صورت سـه بعـدي بـه    افزار آنالیز شده و خروجی بهوسیله نرم به
EGFPبنابراین با توجه به شـدت بیـان   . شودنمایش گذاشته می

در هر سلول، رنگ فلورسنت از حالت سبز تیـره تـا سـبز روشـن     
متمایل به سفید متغیر بوده که این امر ارزش پیکسـلی را بـراي   

.  کندمتفاوت میEGFPهر نقطه بیان کننده ژن 

ي دریافت خروجی عددي از تصاویر تعریف شده براي نرم افزار برا
Image J  از ابـزارROI manager  بـراي اینکـار   . اسـتفاده شـد

Pointبــا اسـتفاده از ابــزار  +EGFPهـاي  تصـویر تمـام ســلول  

سپس بـا گزینـه   . اضافه شدROI managerانتخاب و به پنجره  
Measure  ــره ــان  ROI managerدر  پنج ــدت بی ــزان ش می

EGFP هـاي  در سـلولEGFP+ هــاي میـانگین . دسـت آمـد  بـه
Intensityها با استفاده از نرم افـزار  جمع آوري شد و دادهSAS

بـا اسـتفاده از   Intensityهـاي  مقایسه میـانگین داده . آنالیز شد
آنالیز شدSASها در نرم افزار آزمون مقایسه میانگین

نتایج

بیانی در  حضور آنتی بیوتیکالقاپذیري سیستم 
هاي ترانسـفکت شـده   ساعت از سلول48و 24در مقاطع زمانی 

مشاهده . عمل آمدبرداري بهدر زیر میکروسکوپ فلورسنس عکس
دهد که با افـزایش غلظـت و زمـان    چشمی این تصاویر نشان می

+EGFPهاي در محیط کشت سلول درصد سلولDOXحضور 

شــمایی از رونــد افزایشــی درصــد ).2(شــود شــکل بیشــتر مــی
و تاثیر پارامتر زمان القا و غلظت EGFPهاي بیان  کننده سلول

دهدنشان میLMHهاي القاگر را در سلول

با افـزایش غلظـت   +EGFPهاي دهد که تعداد سلولمشاهده چشمی این تصاویر نشان می. EGFPهاي بیان کننده تصویر میکروسکوپی سلول: 2شکل 
.ها تهیه شدبرابر  از سلول10نمایی تمام تصاویر با بزرگ. رودرو به فزونی میLMHداکسی سایکلین و افزایش زمان القا بیان ژن در رده سلولی 
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بر افزایش تعداد DOXتاثیر دو پارامتر زمان القا و غلظت 
شدههاي القاسلول

ها در زیر میکروسـکوپ فلورسـنس نشـان    شمارش میدانی سلول
داد که به موازات افزایش غلظت داکسی سایکلین و افزایش زمان 

نیـز افـزایش   EGFPهاي بیان کننده ترانسـژن  القا، تعداد سلول
هاي مثبت در بر طبق این نمودار درصد سلول). 3شکل (یابد می
ثابت در حال افزایش بوده ولی ساعت اول با یک مقدار نسبتا 24
. ساعت دوم افزایش سریعی در این میزان ایجاد شده است24در 

EGFPهـاي مثبـت بـه    ساعته، درصـد سـلول  24هاي در نمونه

موازات افزایش غلظت داکسـی سـایکلین افـزایش پیـدا کـرده      به
شـود،  تدریج آهنگ افزایش کنـد مـی  ساعت به48ولی در . است

چشـم  تغییر چندان محسوسی بـه 1تا 1/0ظت طوري که از غلبه

ساعت بعد 24هاي کنترل بیان ژن گزارشگر در سلول. خوردنمی
1و 1/0، 01/0ترتیب براي درصد و به4/0از ترانسفکشن حدود 

، 34/10، 2/6میکروگرم بر میکرولیتر داکسی سـایکلین حـدود   
سـاعت دیگــر در  24هـا بــراي  سـلول . درصـد محاسـبه شــد  16

سـاعت بررسـی   48کوباتور ذخیره شد تا میزان بیان ژن بعد از ان
داد کـه  ساعت بعد ترانسفکشن نشـان  48نتایج حاصله در . شود

بیان ژن با افزایش مقدار داکسی سایکلین و مـدت زمـان بیشـتر    
ساعت دوم براي گروه شـاهد  24که بیان در طوريرود، بهبالا می

1و 1/0، 01/0آزمایشـی  هـاي درصد رسید و براي گروه4/6به 
3/28، 26ترتیب بـه  میکروگرم بر میکرولیتر داکسی سایکلین به

.افزایش یافت7/29و 

با افزایش غلظت داکسی سایکلین و افزایش زمان حضور القـاگر داکسـی سـایکلین در    EGFPژن گزارشگر کنندهبیانهايسلولافزایش درصد:3شکل 
در تعـداد مشخصـی از میـادین    EGFPهـاي بیـان کننـده    ، تعـداد سـلول  EGFPکننـده ژن بیـان هايسلولبراي محاسبه درصد. محیط کشت سلولی

هـاي  عدد حاصـله بـر میـانگین تعـداد کـل سـلول      . مارش و میانگین گرفته شدشGrid cell counterکمک نرم افزار به)میدان7تا 5(میکروسکوپی 
.ساعت بررسی شد48و 24براي صورت جداگانهها بهبررسی. ضرب شد100موجود در همان میادین میکروسکوپی تقسیم و سپس در 

پیکسـلهاي  تناسب مستقیم بین میزان بیان بـا میـزان   
فلورسنت

هــا بــا اســتفاده از میکروســکوپ تصــاویر میکروســکوپی ســلول
و انکوباسـیون  EGFPفلورسنت بعد از ترانسفکشن و القاي ژن 

ساعت پس از القا با القاگر بیان جمع آوري 48و 24براي مدت 
ــد ــزار   . ش ــا اب ــرایش ب ــد از وی ــله بع ــاویر حاص Subtractتص

background  بـا ابـزارInteractive 3D surface plat  آنـالیز
منعکس شده است، نشـان  ) 4(نتایج این آنالیز که در شکل . شد

و افزایش شدت بیـان ژن  EGFPدهنده افزایش در درصد بیان 
EGFPهاي بیـان کننـده ژن گزارشـگر    و افزایش تعداد سلول

EGFPموازات افـزایش زمـان القـا و دوز داکسـی سـایکلین      به
. باشدمی

کمی تغییرات بیانی، تصاویر سلولی با ابزار براي سنجش 
Subtract background  و ابزارInteractive 3D surface

plotدست آمده با استفاده از نرم افرار هاي بهآنالیز شد و داده
SASدست آمده نتایج به. ها آنالیز شدبا روش مقایسه میانگین

دوزهاي مختلف هاي  شدت بیان را در دار میانگینتفاوت معنی
001/0داکسی سایکلین و مدت زمان القا بیان ژن در سطح 

).5شکل ) (>001/0p. (دهدنشان می
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مـدت  تصاویر سلولی پس از القا بیان با دوزهاي مختلف داکسی سـایکلین بـه  . EGFPها بعد از ترانسفکشن و القا ژن تصاویر سلولآنالیز پیکسلی : 4شکل 
Interactiveدر نهایت با ابزارImageJنرم افزار subtract backgroundاین تصاویر بعد از ویرایش با ابزار  . ساعت جمع آوري شد48ساعت و 24 3D

surface platستون مدرج در کنار هر تصویر بیانگر میانگین. (همان نرم افزار آنالیز شدintensityPixel  بـراي آنـالیز،   .)باشـد براي هر نقطه نـورانی مـی
تـا میـزان   وارد شـده Image Jساعت بعد از القا بیان بـه نـرم افـزار    48و 24براي هر غظت ) میدان 7تا 5(هاي میکروسکوپی تعداد مشخصی از میدان

.صورت سه بعدي و به شکل تصاویر بالا به نمایش بگذاردگیري و بهارزش پیکسلی موجود در هر نقطه از تصویر را اندازه

 ـ. سایکلینبعد از ترانسفکشن و القا بیان ژن گزارشگر در دوزهاي مختلف داکسی EGFPشدت بیان : 5شکل  دسـت آوردن شـدت بیـان، از ابـزار     هبراي ب
Subtract background  و ابزارROI managerت بیانخام  که نشانگر شدو اعداد هايسپس داده. استفاده شد)Pixel Intensity( صـورت کمـی   بـه

هـا مختلـف   وارد شد و میانگین شدت بیان تمام نقاط انتخاب شده اندازه گیري و مقایسه میانگین ها براي تمام تصاویر بـراي غلظـت  SASبود به نرم افزار 
ساعت براي هـر غلظـت   48و 24تفاوت بین دو مقطع زمانی (*)ت علام: دهدشرح زیر نشان میها را بههدار بین گروعلایم نمودار تفاوت معنی.انجام شد

DOXتفاوت بین هر یک از دو غلظـت  (X)، علامت DOXبا معادل زمانی خود در کنترل بدون DOXتفاوت بین هر غلظت از (#)، علامت DOXمعین 

.0.01µL/mLباغلظت µL/mL 1و µL/mL 0.1معادل 

DOX
(µL/mL)

0 0.01 0.
1

1

**
*

*
#

*
*
#
x

*
*
#
x

#
#
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بحث

هاي مهم در تحقیقات سلولی و ژن تنظیم بیان ژن یکی از بخش
کـه کنتـرل بیـان ژن و تولیـد سـطح      طوريباشد، بهدرمانی می

مشخصی از پروتئین هدف در سلول و یا بافت هدف و یا متوقف 
کردن بیان ژن در سلول و القـا بیـان آن در زمـان خـاص تـاثیر      

بـا ترکیـب ایـن    . زیادي در مطالعات بیولوژیکی و تکـوینی دارد 
توان زمـان و مکـان ژن   ها با پروموتر هاي اختصاصی میسیستم

. زمان کنترل نمودطور همهدف را به

(Tet-ON)در این مطالعه، کاربرد سیستم القـایی تتراسـیکلین   

مطالعه شد و نشـان داد  LMHهاي پرندگان رده بر روي سلول
هـاي  کـرد در سـلول  چنین سیستم پروکریوتی علاوه بر عملکه 

. خوبی کـار کنـد  هاي طیور نیز بهتواند در سلولپستانداران، می
بود کـه  (DOX)ها داکسی سایکلین القاگر بیان در این سیستم

هـاي  آنالوگ تتراسـیکلین بـا سـمیت کمتـر بـوده و در غلظـت      
شود هدف میمختلف باعث ایجاد سطوح بیانی مختلف براي ژن 

)14.(

هـاي  نتایج حاصـل شـده در ایـن بخـش نشـان داد کـه سـلول       
DOXبا ناقلین القـایی بعـد از افـزودن    LMHترانسفکت شده 

شروع به بیان کردند و افزایش غلظت داکسی سایکلین افـزایش  
بـا افـزایش سـریالی غلظـت     کهطوريبه. دنبال داشتبیان را به

DOX ساعت اول بعد از ترانسفکشـن و  24القا بیان ژن هم در
ایـن  . صورت خطی افـزایش پیـدا کـرد   ساعت دوم به24هم در 

و القـا آن  Tetنتایج با گزارشات اولیـه بـر روي سیسـتم بیـانی     
جـاي  در ایـن پـژوهش، بـه   ). 3(خوانی دارد همDOXوسیله به

-rtTAنـام  بـه ، از نسخه جهش یافته آن (rtTA)اکتیواتور اولیه 

M2   استفاده شد که از نظر القاي بیان و خاموش سـازي نشـت
).11(بیان بر نسخه اولیه برتري آشکار دارد 

، 01/0هایی هاي آزمایشی تیمار شده با غلظتتغییر ملایم گروه
دلیـل  توانـد بـه  سـاعت دوم مـی  48سایکلین در داکسی1، 1/0

باشـد کـه   LMHهـاي  درصدي سـلول 30قابلیت ترانسفکشن 
ساعت دوم یـک  24در EGFPباعث شد که در بیان القایی ژن 
.درصد مشاهده شود30روند روبه رشد کم و بیان حدود 

دلیـل  هـاي شـاهد،  بـه   درصد در سـلول 4/6درصد و 4/0بیان 
Background    و نشت بیان ژن در زمـان خاموشـی سیسـتم و

بیان پایـه  براي حذف این . باشدعدم حضور القاگر در محیط می
اي و یـا  هاي القایی سیستم هاي جدیدتر بـا بیـان پایـه   در سازه

هـاي  از جمله سیسـتم . نشتی کمتر در بیان ژن ایجاد شده است
ــی  ــد م ــد   جدی ــوتر هیبری ــه پروم ــوان ب ــرکت (TRE3Gت ش
ClonTech (    اشاره کرد که داراي نشتی بیان بسـیار پـایین بـه

یـا نشـتی موجـود در    اي وبیان پایه. باشدهاي قبلی میسیستم
ــه در   ــک فعالیــت پای ســازه القــایی لنتــی ویروســی و وجــود ی

Minimal CMV Promoterهاي خاص خاطر توالیتواند بهمی
هاي مسئول سیگنال دهی و افـزایش نسـخه بـرداري از    و توالی

). 15(در ژنوم ویروسی باشد LTRناحیه

نسبتا بالاست DOXهاي پستاندار در برابر تیمار با تحمل سلول
، بـا  LMHهاي با این وجود در مورد سلول. نهایت نیستولی بی

و گذشت زمـان بیشـتر از مرحلـه تیمـار     DOXافزایش غلظت 
ها شـروع بـه از بـین رفـتن نمودنـد و      ، سلولDOXها با سلول

بنـابراین نتـایج مـا    . درصد تلفات سلول رو به افـزایش گذاشـت  
هـایی از  یسـتند غلظـت  قـادر ن LMHهـاي  نشان دا کـه سـلول  

DOXهاي پستاندار قابل تحمـل بـود را تحمـل    که براي سلول
باعـث  DOXهمـراه  هـاي القـایی بـه   در مجموع، سـازه . نمایند

هـاي نسـخه بـرداري درون سـلول بیشـتر      شوند که سیستممی
سمت مکانیسـم بیـان القـایی هـدایت شـده و سـلول از یـک        به

بیعـی قـرار گیـرد و    وضعیت بیان نرمال در یک شـرایط غیـر ط  
هاي القایی همانند یک تله براي ماشین نسـخه بـرداري   سیستم

. شودکند و این امر باعث مرگ سلول میسلول عمل می

آزمایشگاه ما یک مطالعه سیستماتیک را بر روي میزان نشـت و  
آغــاز کــرده اســت کــه طــی آن  Tetالقــاي بیــان در سیســتم 

ایـن  . کـار بـرده شـده اسـت    پروموترهاي القا شونده متنوعی بـه 
باشـد  ها مـی پروموترها شامل پروموتري قدرتمند از آدنوویروس

پروموتري که در آن نمان و فواصـل عناصـر پاسـخگو بـه     ). 16(
Tet و پروموتري کـه متحمـل تغییـر در    ) 17(تغییر یافته است

نتـایج مقـدماتی ایـن    ). 8(شده اسـت  TetOي هاي تکرارتوالی
تـوان  دهد که میزان نشت بیان ناخواسته را میمطالعه نشان می

به حداقل میزان ممکن رساند ولی میزان القا نیـز ممکـن اسـت    
بنابراین بسته به اینکه چه ترانسژنی و . زمان کاهش پیدا کندهم

توان را میهاشود، یکی از این سیستمبراي چه منظوري القا می
مورد استفاده قرار داد، ولی امکان مهار صددرصدي نشـت بیـان   

بـدین جهـت بایــد در   . وقـت حاصـل نشـود   ممکـن اسـت هـیچ   
هایی که محصولات سـمی را  ها براي ژنکارگیري این سیستمبه

.کنند با احتیاط عمل کردکد می



و همکارانعباس رحیمی شم آبادي...ه ازبا استفادLMHدر رده سلولی GFPبیان القایی ژن گزارشگر
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قـایی  مطالعه حاضر نوعی امکان سنجی براي کـاربرد سیسـتم ال  
Tet در رده سلولیLMHهاي مربوط به عنوان نماینده سلولبه

این مطالعه نشان داد که سیستم القایی . شودطیور محسوب می
خـوبی  هاي فوق بـه ها در سلولژنمزبور براي القاي بیان ترانس

شـرط  گیرد بـه طور مطلوب صورت میکند و القا نیز بهعمل می
.مورد نیاز نباشدDOXهاي بالاي که غلظتآن

تشکر و قدردانی

کلیه مراحل این تحقیق در پژوهشگاه ملی مهندسـی ژنتیـک و   
از مسـئولین پژوهشـکده پزشـکی    . زیست فناوري انجام گرفـت 

.شودپژوهشگاه تقدیر می
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Abstract

Aim: By combining Tet-inducible system and lentivirus vectors, we investigated the induction of
Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) reporter gene in poultry cells.

Material and Methods: the EGFP gene was placed under Tet-ON system and its induction was
studied in liver cell line LMH. First, we transformed competent bacteria separately with an inducible
lentivirus vector carrying EGFP and a second vector carrying Tet transactivator rtTA-M2 and prepared
a purified maxi-prep stock of either plasmid DNA. Then, we used DNA-calcium phosphate co-
precipitation method to co-transfect LMH cells with both plasmid stocks. In the next step, we added
different concentrations of Tet analog doxycycline (DOX) to cell growth medium.

Results: Increase of DOX concentration caused elevation of gene expression Within the first 24
hours after post-transfection, the expression of EGFP for 0, 0.01, 0.1 and 1 µg/ml of DOX was 0.4,
6.2, 10.3 and 16% respectively, and in the next 24 hours the expression changed to 6.4, 26, 28.3 and
29.7% respectively. However, treatment with the overdose of DOX caused the cell death.

Conclusions: Combination of Tet-inducible system originating from bacteria and recombinant
lentivirus vectors designed for gene transfer to human cells can jointly promote transgene expression
in poultry cells. The concentration of the inducer can directly influence the level of transgene
induction.

Keywords: Tet-inducible system, Expression induction, Lentivirus
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