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 مقدمه
سيستم ايمني در بدن موجوودا  اوي،يت سوسو  
مواد حدواس  و محلو،ي کو  بو  ها وي سوييتوکيي  

گيوو د  شووودت مووورد سنقوويم يوو ار موويگفتوو  مووي
هييي بوي ونن ملووو،ي پوييي  هي پ وسئي سييتوکيي 

هيي درگيو  بوده ک  سق يبيً سوس  هم  ااواع سلول
نووي بوودنت بوو  ويوو ه هوويي سيسووتم ايمدر فعي،يوو 

و در پيسو  بو   (T helper) کمووي Tهويي سولول
هويي متتلوت سو،يود هوي و ميو وارگيايسومژنهاتي

هوووي گ وهوووي ان   اينت فووو ون)1(شوووواد موووي
ي هيي س شحي بووده کو  واجود دامنو سييتوکيي 

اي ان سيثي ا  بيو،وژيک بووده و در وسيع و گست ده

هوويت ل ويوو و هووي شوويمپيسوو  بوو  ااووواع ا،قيکننووده
اوکلئوسيوودهيت سو،يوود و س شوو  هووي و پلوويميتوووژن

 Iان ااضووويي گووو وه  IFNβ   ژن)2(شوووواد موووي
و در منطقوو   9هووي بوو  روي ک ومووونو  اينت ف ون

21.3p  840يوو ار گ فتوو  اسوو   ژن موو کور ان 
اوکلئوسيد سشويل شده و داراي منطق  کدکننده بي 

 166بيشوود کوو  پ وسئينووي بووي اوکلئوسيوود مي 564
ب  طول  (Signal peptide) اسيدهمين  و پپتيد پيي 

 IFNβ  پو وسئي  )3(کند اسيدهمين  را کد مي 21
سوااوود سوسوو  گليووووپ وسئي  سنقيمووي بوووده و مي

هيت در وي ه فيب وبلاسو هيي بودن بو بيشت  سلول
مواج وو  بووي دي وو   پيسوو  بوو  افواوو  وي وسووي يووي
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 در یافته جهش بتاي نترفرونیا ژن واجد بینوترک کانستراکت ساخت و یطراح

 ترجمه تشدید منظور به( Kozak) کزاک ناحیه

 چکیده

 بتوا اینترفورون پوروتئی . شووداستفاده می اسکلروزیس مالتیپل بیماری جمله از هابیماری از بسیاری در اصلی داروی عنوان به بتا اینترفرون :هدف و زمینه

 گوذار توثییر سلول در پروتئی  بیان میزان روی بر تواندمی مهم عامل چندی . باشندمی نیازمند دارو مکرر دریافت به بیماران لذا و بوده کمی عمر ینیمه واجد
طراف ناحیه شروع به توالی حفاظوت شوده کوزاک ابا تبدیل توالی  باشد.ی آن موارد می)توالی کزاک( از جمله آغاز کدون کننده احاطه مناسب که توالی باشند

 میتوان تولید اینترفرون را افزایش داد.

 SOEing PCR (Splicing by overlap: پرایمرهای اختصاصوی جهوت ایجواد جهوش هدفمنود در تووالی کوزاک بوا اسوتفاده از رو  روش کار

extension / Splicing by overhang extension (SOE) PCR طراحی و )PCR  انجام شد. به منظوور ایجواد جهوش موورد نظور در ژن
، بر  داده شده و متعاقبا اتصوال بوی  محصووبر بور  pSVMانجام پذیرفت. محصول نهایی جهش یافته و پلاسمید  PCRاینترفرون بتا سه واکنش 

 تثییود و کانسوترکت تولید از پس از ترانسفورماسیون با استفاده از مخلوط بیگیش ، استخراج پلاسمید صورر گرفت. پس داده شده توسط لیگاز انجام گرفت.
 .گردید ترانسفکت لیپوفکتامی  کیت از استفاده با CHO سلولی یرده به نوترکیب کانسترکت PCR و آنزیمی هضم هایرو  از استفاده با

 رو  از اسوتفاده بوا کانسوترکت ایو  در. گردیود تولید بتا اینترفرون نوترکیب کانسترکت ژنتیک مهندسی هایرو  از استفاده با حاضر تحقیق : درهایافته

SOEing PCR هوای سوفید رنور بور روی محویط کلنی .گردید نزدیک یابت حالت به مذکور توالی، کزاک توالی یناحیه در هدفمند هایجهش ایجاد و
ها انجام گرفته و صحت کانسترکت نوترکیب با استفاده از هضوم آنوزیم و همينوی  کشت پس از ترانسفورماسیون مشاهده گردید. استخراج پلاسمید از کلنی

PCR بتا را تثیید نمود. پس از تثیید فرایند کلونینر، ی ایجاد شده پس از هضم آنزیمی صحت کلون نمودن ژن نوترکیب اینترفرون تثیید گردید. طول قطعه
 صورر گرفت. CHO ی سلولیکشت داده شده و ترانسفکش  پلاسمید نوترکیب به رده CHOهای سلول

 میوزان افوزایش و بهبوود سوبب تواندمی کزاک توالی روی بر نظر مورد : جهش هدفمند در توالی کزاک ژن اینترفرون بتا صورر گرفت. جهشگیرینتیجه

 خواهد شد. یبررس ELISA رو  از استفاده با پروتئی  تولید میزان تثییر جهش در روند بعدی مراحل در .گردد بتا اینترفرون پروتئی  ترجمه
 

 CHO سلولی یرده، SOEing PCR، بتا اینترفرون، کزاک توالی: هاکلیدواژه

11/11/89پذیر : تاریخ               25/5/88تاریخ دریافت:   

 6/7/94  تاریخ پذیر :    25/3/94  تاریخ دریافت: 
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رو سحو  انووان هيت سو،يد شوده و ان ايو بيو،وژيک
  )4(شوود اينت ف ون فيب وبلاستي ايز شونيخت  مي

IFNβ   ان ط يق اسصيل بو  گي اوده خوود در سوط
هوي سيني يوک سو ي ان ژنهيت منج  ب  فعيلسلول

شده ک  در ا يي  بياث ايجيد اث ا  ضد وي وسويت 
هيي نيستي دي   در ييري فعي،ي ضدسوثي ي و بس

هيي هدف شده و بدي  ج   ان اق  درموياي سلول
  منطقووو  )7-5(بيشووود موووورد سوجووو  ويووو ه مي

 untranslated ´3) 3´اشوووداي اات ووويي س جم 

region (3´UTR))  درmRNA IFNβ)  حووويوي
بيشود منيطق غني ان بينهيي هداي  و اوراسويل موي

را  mRNA IFNβ ک  پييداري و ايز سط  س جمو 
  بوو  طووور کلووي )8(دهوود سحوو  سوويثي  يوو ار مي

رسوين هويي پيوي RNAهيي دي  ي ايز در وي گي
شنيسييي شده ک  در سنقويم بوينده س جمو  اقوش 

اود   -2حضوور سويختير کلاهوک  -1داردت مياند 
سوا،ي منيسب -3حضور سيختير هيي ثياوي  پييدار و 

احيط  کننده کدون ش وع س جم  ک  همين سووا،ي 
  سوا،ي )11-9(بيشد يم (Kozak sequence)کزاک

بووده و  GAUGGCCRCCثيب  کزاک ب  صور  
کند ب  اقش م مي در ف ايند هغين س جم  بيني مي

اي کوو  مقودار پوو وسئي  سونتز شووده ان يووک گواو 
mRNA بيشد  وابست  ب  يدر  سوا،ي کزاک هن مي

سغيي  سوا،ي کزاکت ب  منقور ازديک کو دن هن بو  
سوااد سط  س جم  ان روي سوا،ي ثيب  کزاک ايز مي

  هدف ان سحقيوق )9(را ب بود بتشد  mRNAيک 
اي کو  بوينده بوده ب  گوا  IFNβحيض ت سغيي  ژن 

س جم  هن افزايش ييبد  بي ب رسي سووا،ي کوزاک در 
مشتص شود کو  سووا،ي کوزاک هن بو   IFNβژن 

و در ب خوووي  بووووده AAUGGUCAACصوووور  
هي متفيو  ان سوا،ي ثيب  سع يت شوده بو اي جيي يه

بيشد  ب  منقور ازديک کو دن ايو  اي  منطق  مي
سوا،ي ب  سوا،ي ثيب  کزاکت دو اوکلئوسيد موجود در 

)بي سوج  ب  جيي يه هغين رواويسي(  -5و  -2منطق  

هيي ج ش داده شد  بدي  منقور ان روش Cب  بين 
 SOEing PCRنيوووک م ندسوووي ژاتيوووک و سو

(Splicing by overlap extension / Splicing by 

overhang extension (SOE) PCR  استفيده شد ) 
 
 

 روش کار
در م حل  اولت ب اي ب  دسو   :DNAاستخراج 
ايين ب  دست سي ب  ژاوو  ااسوين  IFNβهوردن ژن 

هيي خوواي سوينه بوي ان سولول DNAبود  استت اج 
استفيده ان روش استت اج اموي صوور  پو ي ف   

DNA  استت اج گ ديده ب  منقوور ااجوي  واکونش
PCR  ي بعدي مورد استفيده ي ار گ فتو  در م حل

ي درجووو  -20و سوووي نموووين اسوووتفيده در دمووويي 
 گ اد ا  داري گ ديد سياتي

طراحی پرایمرهاي ویژه جهت تکثیر قطعات 
س  م حل   در PCR  SOEingواکنش  نیاز:مورد 

بيشود صور  گ فت  و ايينمند چ ير ادد پ ايم  مي
(  يوک جفو  ان پ ايم هوي ج و  سوثيو  1)جدول 

DNA  حيوي ج ش ب  هم اه سوا،ي بيلادسو  هن و
حوويوي ج ووش و  DNAجفوو  دو  ج وو  سوثيوو  

رود  پ ايم هويي منطق  پييي  دس  هن ب  کير موي
F1 و R1  انوان پ ايم هيي بي واوي در واکونش  ب

PCR SOEing  مورد استفيده ي ار گ فتند  دو ادد
پ ايم  دي   ب اي منطقو  موورد اقو  بو اي ايجويد 
ج ووشت يعنووي سوووا،ي کووزاکت ط احووي شوود  ايوو  

اي ط احي شوداد ب  گوا  R2و  F2پ ايم هي بي اي  
هوي مومول هوم بووده و در دو اقطو ت ک  سوا،ي هن
يد سغيي  ييفت  اسب  ب  سووا،ي ا، وو حيوي اوکلئوس

ااد کو  در اي ط احي شودهبيشند  پ ايم هي ب  گوا 
ي سوثيو  شوده داراي جيي ويه هضوم ا يي  يطعو 

بيشود  ايو  دو در دو اات ويي ژن مي EcoRIهازيم 
مجووزا مووورد  PCRجفوو  پ ايموو  در دو واکوونش 

پوشوين را گي اود سوي دو يطعو  هماستفيده ي ار مي

 SOEing PCRپرایمرهای مورد استفاده به منظور استفاده در واکنش  -1جدول 

 پرایمرها توالی پرایمر

5- GAA GGA CCA ACT GTA TCT TTT AGT G -3 F1 

5- AGC TGA ATT CTA ACT TTA TGA TGA GAG -3 R1 

5’ TCG TGT TGC CAC CAT GAC 3’ F2 
5’ GTC ATG GTG GCA ACA CGA 3’ R2 
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 PCR SOEingد  م حلو  اول واکونش ايجيد کننو
بو   IFNβب اي بو  دسو  هوردن يطعو  اول ان ژن 

ميو و،يتو   25بين در حجم کلوي جف  400طول 
ان هوو  يووک ان  µl 1ژاوووميت  µl 2 DNAشوويمل 

 µlت PCR X 10بيف   µl 5/2ت R2و  F1پ ايم هيي 
2 MgSO4 تµl 5/0 dNTP تµl 1  هاووووووزيمpfu 

DNA م ان و پليµl 5/15    هب مقط  ااجي  گ فو
دو  ب اي ب  دس  هوردن يطع  دو   PCRواکنش 

بوين ايوز در حجوم جف  1111ب  طول  IFNβژن 
 µlژاووميت  µl 3 DNAميو و،يت  شيمل  25کلي 

بويف   µl 5/2ت R1و  F2ان ه  يک ان پ ايم هويي  1
PCR X 10 تµl 3 MgSO4 تµl 5/0 dNTP ت

µl5/0  هاووزيمpfu DNA و موو ان پليµl 5/13  هب
مقط  ااجوي  گ فو   در ا ييو  بو  منقوور سوثيو  

سوو   PCRواجد ج شت  IFNβي کيمل ژن يطع 
يبل  PCRي دو بي استفيده ان س کيبي  خي،ص شده

محصوولا  دو واکونش  PCRااجي  گ ف   در اي  
گي اود  يبلي ب  انوان ا، و مورد اسوتفيده يو ار مي

شيملت  PCRس کيبي  مورد استفيده در اي  واکنش 
µl 2 DNA هوويي ا، ووو )محصووولا  واکنشPCR 

ت R1و  F1ان ه  يک ان پ ايم هويي  µl 5/1يبلي(ت 
µl 5/2   بوويفPCR X 10 تµl 5/2 MgSO4 تµl 1 

dNTP تµl 25/0  هاووزيمpfu DNA موو ان و پليµl 
هي و مد  نموين بيشد  سيولهب مقط  مي 75/13

ذکوو   2در جوودول  PCRواکوونش  3هوو  سوويول 
 گ ديده اس  

محصوول  نوترکیبب:  IFNβکلون نمودن ژن 
)ژن حيوي ج ش در منطقو  کوزاک(  PCRا ييي 

در دو اات يي خود داراي جيي يه ب ش بو اي هاوزيم 
EcoRI وکتوور بيشد  ميdhfr pSVM  بو  منقوور

 اي  وکتوور در کلواينگ اي  يطع  استفيده گ ديد 
طوول داشوت ت واجود يوک  بوين جف  6400 حدود

 سوثي  ييبل وکتور يک بوده و EcoRIجيي يه منف د 
بيشد  محصول ا ييي مي  dhfrCHO- هييسلول در

PCR   و وکتور مورد اسوتفيده بو  صوور  جداگياو
)خ يوداري شوده ان  EcoRIمورد هضم هازيمي بوي 

ش ک  ف منتين( ي ار گ ف   همين طور ک  ذک  شد 
داراي يووک جيي وويه منفوو د  dhfr pSVMوکتووور 
EcoRI  بود  هضم هازيمي اي  جيي يه بياو  ايجويد
هيي چسبنده و مومل در دو اات يي پلاسميد پيييا 

شده ک  در ف ايند ا،حيق ممو  اس  مجددا ب  هم 
متصل شده و وکتور او،ي  را بدون يطع  ژن ورودي 

IFNβ  سو،يد کند  ، ا ب اي جلو گي ي ان اي  امو  و
اات وويي بوو اي افووزايش بووينده ف اينوود ا،حوويقت دو 

سحو  امول  EcoRIپلاسميد بعد ان سيمير بي هازيم 
هازيم ه،وي،ي  فسفيسين يو ار گ فو   ايو  هاوزيم بوي 

ت موياع ان اسصويل 5´هيي فسفي  اات يي ح ف گ وه
مجدد دو اات يي پلاسميد ب  هم شده و در اتيجو  

را  IFNβبينده سو،يد پلاسميد اوس کيب حويوي ژن 
)محصوول  DNA  ب د  پس ان ب ش يطعويبيلا مي

PCR هيي محدودکننده و سيموير و وکتور( بي هازيم
بي ه،وي،ي  فسفيسين ب  منقور ااجي  ف هيند ا،حيقت ان 

ي بعوود هاووزيم ،ي ووين اسووتفيده شوود  در م حلوو 
هيي مسوتعد بو  روش کل يود کلسويم س يو  سلول

هيي مستعد هميده شده ب  گ ديد و در ا يي  سلول
  منقوووور ا،حووويق گ ديوووده بووو DNAهمووو اه 

 XL1Blue E.Coliس ااسفورميسوويون در بوويکت ي 
هيي س ااسوفور  مورد استفيده يو ار گ فو   امواو 

ي درجو  37سويا  در دمويي  24شده ب  مود  
 گ اد ا  داري گ ديد سياتي

ی نهوایی )ژن و قطعوه (PCR2)بوازی جفت 1111، (PCR1)بوازی جفت 400ی انجام شده بورای تکییور اگوزون قطعوه PCRهای شرایط واکنش -2جدول 
 .(PCR3)اینترفرون حاوی جهش( 

PCR3 PCR2 PCR1 

 مرحله ºCدما زمان مرحله ºCدما زمان مرحله ºCدما زمان

min 5 94 دناتوراسیون اولیه min 3 94 دناتوراسیون اولیه min 5 94 دناتوراسیون اولیه 
min 1 94 دناتوراسیون min 1 94 دناتوراسیون min 1 94 دناتوراسیون 

sec30 51 اتصال پرایمرها sec30 53 اتصال پرایمرها sec30 5/59 اتصال پرایمرها 

min 3 72 طویل شدن min 2 72 طویل شدن Sec90 72 طویل شدن 

min 10 72 طویل شدن نهایی min 10 72 طویل شدن نهایی min 10 72 طویل شدن نهایی 
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 حضوور سأييود منقوور بو  استخراج پلاسمید:
 اسووتت اج اسووتفيدهت مووورد يسوووي  در پلاسووميد
 ان کووويجلي-هلمووز جوشوويادن روش بوو  پلاسووميد
پوس ان   گ ف  صور  شده س ااسفور  هييبيکت ي

سأييوود حضووور پلاسووميدت اسووتت اج پلاسووميد بووي 
اسوووتفيده ان کيووو  ف منتوووين صوووور  گ فووو   
پلاسميدهيي استت اج گ ديده بي استفيده ان کيو  
ف منتين ک  فييود هو  گواو  ه،وودگي احتموي،ي بو  

RNA بيشند بو  منقوور س ااسوفو و پ وسئي  مي 
مورد اسوتفيده يو ار  CHOي سلو،ي امودن ب  رده

 گ ف  
 CHOي سبلویی  ترانسفکت نمودن به رده

-dftr :سولو،ي يرده NCBI Code:  -dhfr(CHO 

C590)  اسوتفيده مورد پيستور ااستيتو ان شده س ي 
 ژن فييووود سووولو،ي يرده ايووو   گ فووو  يووو ار

 کشو  منقور ب   بيشدمي ردوکتين هيدروفولا دي
 DMEM, High محي  ان  dhfrCHO- هييسلول

Glucose, GlutaMAX  شوو ک Gibco اسووتفيده 
 ردوکتين هيدروفولا دي ژن فقدان ب  سوج  بي  شد
 سوميلوي س کيبوي  اسوتفيده مورد سلو،ي يرده در

 متوس وکسووي  و سيميوودي  هيپوووگزااتي ت شوويمل
 محووي  بوو  Gibcoخ يووداري شووده ان شوو ک  

DMEM  پ وسووول بوو  سوجوو  بووي  گ ديوود اضوويف 
 مووادت ان منيسب مقيدي  پيستور ااستيتو پيشن يدي

  شوود سويخت  غنوي و کيمل محي  سي شده س کيب
  اس  ني  ش ح ب  مواد س کيب

DMEM, High Glucose, GlutaMAX + 0.1 

mM hypoxanthine, 0.016 mM thymidine 

0.002 mM Methotrexate+10% FBS+P/S 

1% 
امودن پلاسوميد اوس کيوب  ب  منقور س ااسفو 

 شوو ک  ان شووده خ يووداري ،يپوفوتوويمي  کيوو 
Invitrogen س کيب دو حيوي Lipofectamine® 

LTX وPLUS™ Reagent  مووورد اسووتفيده يوو ار
 و سو   فييود کشو  محي  م حل ت اي  گ ف   در
 ان اسوتفيده بوي شوده اسوتت اج اوس کيوب پلاسميد

پوس ان مشويهده   اسو  ايوين ف منتين ش ک  کي 
هيت در صورسي کو  هي و ب رسي ميزان رشد هنسلول

سووان رسويده بيشوند مي %50-80ب  رشد معويدل 
س ااسفوش  را ااجي  داد  ب  اي  منقورت ب  اناي ه  

محي  فييود سو   ب داشوت   lµ 100خيا  ان پلي  
 lµ 1200خيا  ان پلي  بو   12)ب اي س اسسفوش  

 DNAان  ng 500و  محي  فييد س   ايوين اسو (
پلاسميدي ب  اناي ه  خيا  ان پليو  افوزوده شود  

ب   PLUS™ Reagent (lµ1ان بيف   lµ 12سپس 
پلاسووميدي و  DNAاناي هوو  خياوو ( بوو  متلووو  

 DNAمحووي  فييوود سوو   اضوويف  شوود  متلووو  
 ™PLUSپلاسميديت محوي  فييود سو   و بويف  

Reagent   دييق  در دميي اسيق يو ار داه  5ب  مد
ان  lµ 30د  در ايوو  م حلوو ت بوو  متلووو  فوووق شو

Lipofectamine® LTX (lµ5/2   بووو  اناي هووو
 30خيا ( اضويف  شود و متلوو  ا وييي بو  مود  
ي دييق  در دميي اسويق ا  وداري شود  در م حلو 

ان متلو  ا ييي ب  ه  خيا  ان پلي   lµ 100هخ ت 
اضيف  شده و کيملاً متلو  گ ديد  پلي  در دمويي 

 %95و رطوبو   CO2 5%گ اد و سوياتيدرج   37
 ا  داري شد 

 
 هایافته

ي خواي ااجوي  هيي سينهان سلول DNAاستت اج 
گ فت  و ب  روي ژل هگيرن بيرگ اري گ ديد  پوس ان 

بو   PCR استت اج شده سو  م حلو  DNAسأييد 
صووور  گ فوو   او،ووي   IFNβمنقووور سوثيوو  ژن 

 2Rو  F1پ ايم هويي بوي اسوتفيده ان  PCRواکنش 
بين صوور  جف  400اي ب  طول ب اي سوثي  يطع 

 2Rگ ف   محصول اي  واکونش در محول پ ايمو  
بوي  PCRاق  بوود  واکونش دو  حيوي ج ش مورد

صور  گ ف   طول  1Rو  2Fاستفيده ان پ ايم هيي 
جف  بين بود و در محل پ ايم   1111يطع  حيصل 

2F  حيوي ج ش بود  ب  دس  هوردن يطع  کيمول
دي و   PCRژن حيوي ج شت ايينمند يک م حلو  

حيصل ان م حلو   IFNβبود  يطعي  اول و دو  ژن 
ب اي استفيده در  SOEing PCRاول و دو  واکنش 

 DNA extraction kitم حل  سو  بوي اسوتفيده ان 

(Qiagen) سيني گ ديد  اي  دو يطع  بعد ان خي،ص
پوشوين بو  هوم شدن روي هم در ايحي  هم ريتت 

سو   PCRااجي  متصل شده و ب  انوان ا، و ب اي 
(  اي  م حل  ان 1مورد استفيده ي ار گ فتند )شول 

PCR  پ ايم هوويي بووي اسووتفيده انR1  1وF   صووور
گ ف   در ه  س  اي  م احلت ب ين  سيني ان اقو  
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 PCR صور  گ ف   محصوولا  Mgدمي و غلق  
بيرگ اري گ ديد  %1 حل  ب  روي ژل هگيرن ه  م در

حيوي ج ش  IFNβي بعد ژن (  در م حل 2)شول 
هضم شده و بي  EcoRIو وکتور بي استفيده ان هازيم 

ااسوياي  IFNβه،وي،ي  فسفيسين سيموير گ ديود  ژن 
بعد  dhfr pSVMپلاسميد اي و حيوي ج ش اقط 

ان هضووم هازيموويت سيمووير بووي ه،وووي،ي  فسووفيسين و 
تت اج ان ژل سعيووي  غلقوو  شووداد و مقوويدي  اسوو

هي محيسب  شده و بو اي ااجوي  امول منيسب ان هن
ا،حيق مورد استفيده ي ار گ فتند  سونيک ا،حيق بوي 

 16بو  مود   T4 DNA Ligasاسوتفيده ان هاوزيم 
گ اد صوور  ي سوياتيدرجو  4سيا  و در دميي 

اوس کيب حيصل ان م حل  ا،حيق ب اي  وکتور .گ ف 
 .Eهيي مسوتعد س ااسفورميسيون ب  داخول سولول

coli هوويي جداگياوو  مووورد اسووتفيده يوو ار در وييل
هوووي بعووود ان اسموووي  ف اينووود گ فتنووود  بيکت ي

 LBAس ااسفورميسوويون بوو  روي محووي  ااتتوويبي 
سوويلي  و ست اسووييولي  کشوو  داده حوويوي همپي

شوبيا  رون  1هي ب  مد  پلي  حيوي بيکت ي شداد 
گ اد ااووب  شده و پس ي سياتيدرج  37 در دميي

هوويي رشوود ييفتوو  کوو  ان ايوو  موود  سووک کلواي

هيي حيوي وکتور اوس کيب بوده امييين شد بيکت ي
ميسيونت (  ب  منقور سأييد ف ايند س ااسفور3)شول 
هيي رشد ييفت  ب  روي محي  ااتتويبي بو  بيکت ي

سويلي  ااتقويل حيوي همپي LBمحي  کش  مييع 
داده شووداد سووي اسووتت اج پلاسووميد ااجووي  شووود  
-اسووتت اج پلاسووميد بووي اسووتفيده ان روش هووو،مز

کويجلي صور  گ ف   پلاسميدهيي استت اج شده 
ي ب ده شود  ا، وو %7/0در ادام  ب  روي ژل هگيرن 

س  بيادي پلاسميدهيي سوي،مت م بوو  بو  ميوزان 
 (  بو اي4شول بيشد )هي ميسوپ ک يل متفيو  هن

 بو  ااسوياي IFNβ ييفتو  ج وش ژن حضوور سيييد
 اسووتت اج ان بعوود اقوو  مووورد وکتورهوويي داخوول

  گ فو  ااجوي  هازيمي هضم هييواکنش پلاسميدت
 سيييود هويتهن ااودانه و موورد ه  در حيصل يطعي 
 پلاسووميدهيي سوويختير و حضووور صووح  کننووده
 استفيده بي هازيمي هضم واکنش  بيشدمي اوس کيب

 بو  م بوو  بياود و پ ي ف  صور  EcoRI هازيم ان
 مشويهده %1 ژل روي بو  اينت ف ون ژن و پلاسميد

پلاسميد اسوتت اج گ ديوده   ا،ت( 5گ ديد )شول 
ييبي گ ديده و ا،قويي ب  منقور ب رسي ا ييي سوا،ي

ب(   5ج ش در سوا،ي کزاک سيييد گ ديود )شوول 

 
حاوی جهش به هموراه تووالی بابدسوت  DNAیک جفت از پرایمرها جهت تکییر واکنش.  طی در هاآن عملکرد نحوه و SOEing پرایمرهای اتصال -1شکل 

مجوزا موورد اسوتفاده قورار  PCRرود. ای  دو جفوت پرایمور در دو واکونش حاوی جهش و منطقه پایی  دست آن به کار می DNAآن و جفت دوم جهت تکییر 
شوند توا ایجواد یوک هتورودوپلکس نمووده کوه در صل میپوشان با هم مخلوط شده و به هم متپوشان را ایجاد کنند. در ادامه قطعار همگیرند تا دو قطعه هممی

 را ایجاد کنند. DNAشوند، تکییر شده و قطعه کامل و با استفاده از پرایمرهایی که به دو انتهای ای  قطعار متصل می PCRواکنش سوم 
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 بوو  بعوودي يم حلوو  در اقوو  مووورد پلاسووميدهيي
 يوکويريوسي هييسلول در امودن س ااسفو  منقور

 بو  و استت اج گ ديوده ف منتين کي  ان استفيده بي
  شود ااجي  مجدداً هازيمي هضم ا ييي سأييد منقور
 ژل روي بو  اق  مورد هيياادانه بي بيادهييي حضور

 س ااسفوشو  منقوور ب  پلاسميدهي سأييد سبب 1%

 يو ار استفيده مورد  dhfrCHO- هييگ ديد  سلول
 و شووولدوکي صووور  بوو  هيسوولول ايوو   گ فوو 
 شده داده کش  منيسب ش اي  در و بوده چسبنده

 هيياسووتوک  گ فوو  صووور  متعوودد پيسوويژهيي و
 موييع اتيو وژن در و شوده س ي  هيسلول ان منيسب

 ngشو اي   بوي همويده هييسولول  گ ديد ا  داري

DNA 500  پلاسوميديتµl 1 محلوول Plus وµl 
گ ديداد  لان   س ااسفو  ،يپوفوتيمي  محلول 5/2

ي رواود سحقيقوي  بيوين ژن ب  ذک  اس  در ادام 
و  Real Time PCRاوس کيب بوي اسوتفيده ان روش 

موورد  ELISAسو،يد پ وسئي  بوي اسوتفيده ان روش 
 ب رسي ي ار خواهد گ ف  

 
 گیريبحث و نتیجه
ب  انوان يوک سوييتوکيي   IFNβگلايووپ وسئي  

 هيي فيب وبلاسووتي انپوس ان سو،يود سوسوو  سولول
 بياوث سلول سط  در خود گي اده ب  اسصيل ط يق
 ا،ت ويبي ضد سوثي يت ضد ضدوي وسيت اث ا  ايجيد

 
 1111ي بو  منقوور سو،يود يطعو  PCR2در واکونش  Mgسويني غلقو    ا،ت( ب ينو  PCR2و  PCR1محصولا  حيصل ان دو واکنش   -2شول 

 5 سوتون غلقو   دهودمي اشوين mM/µl  4سويmM/µl  5/0ان Mg يوون متتلوت هييغلق  در را PCR محصولا   6 سي 1هيي بيني  ستونجف 

(mM/µl   3 ) يون ب ين  غلق  انوان ب Mg واکونش اول م حل  دمييي سيني شد  ب( ب ين  ااتتيب SOEing PCR  400ي ج و  سو،يود يطعو 

 3 سوتون دمويي  دهودمي را اشوين 5/0 دمييي فيصل  بي گ ادي سياتيدرج  60سي  5/58دمييي  بينه در را PCR محصولا  4 سي 1هيي بيني  ستونجف 

  شد ااتتيب ب ين  دميي انوان ب ( 5/59)

 

 
 بوا E. coli XL1-Blue بواکتری ترانسفورماسویون نتایج -3شکل 

 اینترفرون بتاوکتور نوترکیب حاوی ژن 
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 ان س سيوب بدي  و شده دي   هييفعي،ي  بسييري و
  )12(بيشوود مي سوجوو  مووورد بسوويير درمووياي اقوو 

 وي وسوويت هووييبيميري درمووين در IFNβ اموو ونه
 بيمويري چنوي هم و سو طين و سوموري رشدهيي

گيو د مي يو ار اسوتفيده مي،تيپل اسول ونيس مورد
 ايو  بويلاي مقويدي  سو،يود منقور بدي   )13. 12(

 سوجو  مورد همواره درمياي مصيرف ج   پ وسئي 
 مويايسم يک س جم ت بينده سنقيم اس   شده وايع

   بيشودمي يوکيريوسي هييژن بيين در م م سنقيمي
 mRNA هووييمو،وول در متتلفووي هووييوي گي

 بينده مشتص طور ب  ک  شده شنيسييي رسينپيي 
 اود  حضوور  دهنودمي يو ار سيثي  سح  را س جم 
و يوي  UTR3ʹي در ايحيو  AU ان غنوي هوييسوا،ي

 ت5´ اات ويي در کلاهوک اواحي کد کنندهت حضوور
 اود  و هغوين کودون کننوده احيطو  منيسب سوا،ي

 و بيلادسوو  در پييوودار ثياويوو  سوويختيرهيي حضووور
سواانود سوبب مي س جمو  هغوين کدون دس  پييي 

 ت14(ي پ وسئي  هدف گ داد افزايش ميزان س جم 
 ميوزان ب  ريبونو  سوس  س جم  هغين س ا   )15

 هغين کدون مجيور  در کزاک سوا،ي وجود ب  نييدي
 ان شوده سويخت  پو وسئي  مقودار و داشت  بست ي

 سووا،ي ايو  يودر  بو  وابسوت  mRNA يک روي
 ان س م م سوا،ي اي  در اوکلئوسيدهي ب خي  بيشدمي
 سو ي م م AUG سووا،ي مثويل انوان ب  بوده؛ بقي 

 پووري ت يوک وجوود  بيشودمي ايحيو  ايو  يسم 
 ت+4 مويعيوو  در G و -3 مويعيوو  در A س جيحوويً
 ب ابوو  ده حوودايل س جموو  در را سوووا،ي ايوو  يوودر 

 
هووای پلاسوومیدهای نوترکیووب از باکتری اسووتخراج نتووایج -4شووکل 

 میوزان بوه مربووط، سالم پلاسمیدهای باندی سه ترانسفورم شده. الگوی
 .باشدمی هاآن متفاور سوپرکویل

 

 الف(

 
 ب(

 
 طریوق از E. coli بواکتری از شوده استخراج پلاسمیدهای تایید -5شکل 
سوبب  EcoRIیابی. الف( هضم بوا اسوتفاده از آنوزیم آنزیمی و توالی هضم

بواز گردیوده اسوت. جفت 1511ی ژنی اینترفرون بتا با طول جدا شدن قطعه
یوابی تاییود گردیود )موقعیوت های ایجاد شده بوا اسوتفاده از توالیب( جهش

 ( درون مربع نشان داده شده است(.-5و  -2بازهای جهش یافته )
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 ب  GCCACC موسيت بودن ازديک  کندمي بيشت 
  بيشودمي اهميو  حويزز هوم س جمو  هغوين کودون

 شده حفيظ  چندان گ چ  -2 و -1 اوکلئوسيدهيي
 س جمو  هغوين ب اي سوا،ي کلي يدر  در امي ايستند
 و اوس کيووب DNA سونو،وووژي  )9(داراوود  اقووش

 ميزبين در راIFNβ سو،يد  اموين پ وسئي  م ندسي
 فنويوري ورود بوي  اسو  هورده فو اهم متتلت هيي

 هوييميزبين ان استفيده اوس کيب محصولا  سيخ 
 سوودومواي  و E. coli چون بيکت هييي مثل بيياي

 پو وسئي  بيوين ج و  در ميزبوين يوک انووان ب 
  )17 ت16(ااد ي ارگ فت  سوج  موردIFNβ اوس کيب 

 کننوده  سو،يود اموده هوييحيض  ميزبين حيل در

IFNβ بوويکت ي  سجوويري صووور  بوو  E.coliو 
 ميزبين دو اي  محصولا  ک  بوده CHO هييسلول

 ®Avonex و ®Betaseronبي اي  سجيري  س سيب ب 
 ،يدگ دد( سودر اي ان سو،يد مي CinnoVex)داروي 
   )19 ت18اسوو ) گ ديووده دارو بووينار وارد و شووده

ييدر ب  ا،قيي ا، وهويي يندگو اري  E.coliبيکت ي 
سو،يد شوده  IFNβهي ابوده ، ا پ وسئي  در پ وسئي 

سوس  هن فييد ا، وي يند گو اري بووده و بوي اووع 
ااسياي هن متفيو  اس   همي  ام  سوبب کويرهيي 
 پييي  دارو اسب  ب  ف   گلايوونيل  بوده ب  طوري

بووي فوو    مطوويبق کوويرهيي هوردن بدسوو  بوو اي کوو 
 هن ان بويلاس ي دون سجوويز بو  ايوين نيل  هنگلايوو

 کويرهيي همودن پوييي  بياوث اوامول ميبيشد  ايو 
 هافولاازا شب  الازم مثل جيابي اث ا  وايجيد درمين

 سووفيد هووييگلبول کوويهش کبووديت ست يووب ت
 موي بيموير فو د در س درد و تافس دگي هيوپلاک 

 CHOي سولو،ي شود  اي  در حي،ي اسو  کو  رده
ک  ييدر ب  ااميل ا، وهيي يندگ اري بوده ب  طوري

 پوو وسئي  سو،يوود شووده گلايوونيلاسوويون ا، وووي
 بتويي اينت ف ون طبيعي ف   بي را شبيه  بيشت ي 
داشت  اس   پو وسئي  سو،يود شوده سوسو   ااسياي
CHO بو  و بووده فعويل و ايمواووژن غيو  بدن در 
 سو،يود ب اي س جيحي ميزبين انوان ب  د،يل همي 
 ت20)گوو دد محسوووب مي اوس کيووب پوو وسئي  ايوو 
ي بوودي  منقووور در سحقيووق حيضوو  ان رده   (21

ي بو  انووان ميزبوين سو،يود کننوده CHOسلو،ي 
IFNβ  هيي س   ب  الاوه در سويلاستفيده گ ديده

 هوييروش ان استفيده بي ايگست ده هيياخي  سلاش

پو وسئي  در ج و   م ندسوي و ژاتيوک م ندسي
افزايش سو،يد و ب بود کيفي  اينت ف ون بتي صور  

   در ضوم  ايو  سحقيوق بوي(23 ت22)گ فت  اس  
 حفيظو  سووا،ي بوي IFNβ کوزاک سووا،ي يمقييس 

 در سووا،ي دو ايو  کو  شد مشتص کزاکت يشده
 در ج ش ايجيد بي  داراد سفيو  هم بي هيييمويعي 

 سوعي -5 و -2 مويعي  دو در IFNβ کزاک سوا،ي
 يشوده حفيظو  و ثيبو  سوا،ي ب  سوا،ي اي  سي شد

 ک  سحقيقي اس  ذک  ب  لان   شود س ازديک کزاک
 ژن کوزاک سووا،ي در ج وش ايجويد اثو  ب رسي ب 

IFNβ کويري نمينو  ايو  در و اشد ييف  بپ داندت 
اس   اميد اس  سغيي  ايجيد شده بي  ا  فت  صور 

هويي م ندسوي ژاتيوک در سووا،ي استفيده ان روش
سبب ب بود سو،يد اي  دارو گ دد   IFNβکزاک ژن 

سوااد سبب کيهش مي IFNβافزايش سو،يد پ وسئي  
هيي سو،يوودي و کوويهش ييموو  دارو بوو اي هزينوو 

ي ا وييي سوأثي  ايو  مص ف کنندگين گ دد  اتيج 
ج ش هدفمند در افزايش بيين پ وسئي  اينت ف ون 

هويي بتي در طي مطي،عي  هسي بوي اسوتفيده ان روش
مورد  ELISAو   Real Time PCRد متتلفي ميان

 ب رسي ي ار خواهد گ ف  
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Abstract 
Background: Interferon beta is one of the most important members of group I interferons 

and is the main drug for multiple sclerosis treatment. Interferon beta has short half-life and 

this compels patients to make frequent use of medicine. According to its clinical usage there 

is broad effort to improve translation level and protein production. There are several 

important factors which effect protein production that Kozak sequence is one of the most 

important one. 

MethodS: Specific primers were designed due to induce site directed mutations by SOEing 

PCR (Splicing by overlap extension / Splicing by overhang extension (SOE) PCR) method. 

Three PCR reactions needed to amplify recombinant interferon beta gene. The final 

recombinant gene and pSVM plasmid were digested by EcoRI and then ligated by DNA 

ligase enzyme. After transformation plasmid extraction was done and the structure of the 

recombinant plasmid confirmed by digestion and PCR. Finally, approved recombinant 

plasmid was transfected to CHO cell line by using Lipofectamine kit. 

ResultS: Genetic engineering methods were used to produce recombinant interferon beta 

gene. Production of recombinant construct including specific mutations in Kozak sequence 

was done by using SOEing PCR method. The white colonies were detected after 

transformation. Plasmid extraction was done and the structure of recombinant plasmid was 

confirmed by digestion and PCR. Expected length of fragment was observed after digestion. 

The CHO cells were cultured and recombinant plasmids were transfected to CHO cell line. 

Conclusion: These mutations will enhance and improve interferon beta protein production. 

The influence of these mutations in protein production will survey by using ELISA method in 

next phase of research. 

 

Keywords: Kozak sequence, Interferon beta, SOEing PCR, CHO cell line 
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