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  مقدمه
 هاي بدون پوشـش     خانواده پيكورنا ويريده، شامل ويروس        

طـول  . باشـند   اي با قطبيت مثبـت مـي         تك رشته  RNAبا ژنوم   
 نوكلئوتيد است كه در داخل      7000-9500ها    ژنوم اين ويروس  

 VP1-VP4هـاي كپـسيدي        كپي از پـروتئين    60كپسيدي كه از    
)Virus capsid proteins(تشكيل شده است، قرار دارد .)1-3(   
  
  
  
  

  
  
  
  

  
ــاراكوويروس     ــساني،  پ ــا يكــي از جهــاي ان نــسهاي پيكورن

روس ــ ـهـا هـستند كـه شـامل دو پـاتوژن پـاراكو وي        ويروس
هـا در     ايـن ويـروس    )4و  3(.باشـند   ك و دو مـي    ــپ ي ــانساني تي 

ده و قـبلاً    دا ش ـ  در يك اپيدمي اسهال تابستاني، ج ـ      1956سال  
  قرار ها گـروه اينتروويروس در 23 و 22روس ــبه نام اكووي

  
  
  
  

  چكيده 
باشـند كـه از نظـر كلينيكـي حـائز             ها مـي    هاي انساني، جزء خانواده پيكورنا ويروس       پاراكوويروس: زمينه و هدف      

يروس تيـپ يـك نـشان داده اسـت كـه ايـن ويـروس، از پيكورنـا         اخيراً بررسي تـوالي ژنـوم پـاراكوو      . اهميت هستند 
هـدف از انجـام ايـن    .  دخالـت دارد 2A وتيفي است كه در فعاليـت پروتئـازي  هاي ديگر متفاوت بوده و فاقد م    ويروس

   . باشد  در پاراكو ويروس انساني تيپ يك مي3Cمطالعه، بررسي فعاليت پروتئوليتيكي پروتئين 
 از 3Cناحيـــه كـــد كننـــده پـــروتئين . باشـــد طالعـــه از نـــوع بنيـــادي كـــاربردي مـــيايـــن م:     روش بررســـي

cDNA)Complementary DNA(    تهيه شده از ژنوم پاراكو ويروس انساني تيپ يك، با آنـزيم ليگـاز در پلاسـميد 
pUBS)Expression plasmid vector(    وارد شـد و پلاسـميد نوتركيـب pFG3)Plasmid Farideh Ghazi(  تهيـه 
 جدا شد و DNA، به طريق استخراج با فنل، E.coli MC10.22پس از انتقال پلاسميد و تكثير آن در باكتري . دگردي

.  بيـان گرديـد  T7، تحـت پروموتـور   )In vitro(اي و روش درون لوله) E.coli BL21(سپس در سيستم پروكاريوتي
  .  بررسي شد)SDS-PAGE)Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamid gel electrophoresisنتايج با 

، فقـط  In vitroدر هر دو سيستم پروكاريوتي و  3Cول بيان پلاسميد نوتركيب فاقد ژن با بررسي محص: ها يافته    
در صورتي كه وقتي محصول بيان پلاسميد نوتركيب حاوي         .  كيلو دالتون مشاهده گرديد    90يك باند بزرگ در حدود      

3C      يل آميد ژل بررسي شد، بجاي يك باند بزرگ، چندين باند كوچك مـشاهده شـد                آكر  در هر دو سيستم توسط پلي
 3Cپروتئاز به محصول پلاسميد حـاوي ژن   در ضمن وقتي آنتي. كند مي 3Cكه دلالت بر خاصيت پروتئازي پروتئين      

  .    بود 3Cاضافه گرديد، نتيجه، مشابه محصولات حاصل از بيان پلاسميد فاقد ژن 
هاي انساني تيپ يك، از نظر فعاليت پروتئوليتيكي، متفاوت از ديگـر              نتايج نشان داد كه پاراكوويروس    : گيري      نتيجه

داراي خاصيت پروتئازي بوده و كليه كليواژهـاي         3Cها، فقط پروتئين      باشند و در اين ويروس      ها مي   پيكورنا ويروس 
  .شود پلي پروتئين اوليه ويروس توسط اين پروتئاز انجام مي

             
   بيان ژن  – 3C    4پروتئاز  – 3     هاي انساني  پاراكو ويروس– 2    ها پيكورنا ويروس – 1:    ها كليدواژه

                 

  5/9/85:تاريخ پذيرش، 28/6/84:تاريخ دريافت

I(يا و دكتردانشيار)phD (ت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني  راه شهيد هم، تقاطع بزرگبيولوژي مولكولي، دانشكده پزشكي
  ).مؤلف مسؤول*(ايران، تهران، ايران

II (شناسي كارشناس ارشد ويروس.  
III (ران، ت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خـدمات بهداشـتي ـ درمـاني اي ـ    ، تقاطع بزرگراه شهيد همشناسي، دانشكده پزشكي ي ويروسااستاد و دكتر

  .تهران، ايران
IV (كارشناس ارشد بيوشيمي.  
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ــا   ــراً ب ــا اخي ــدند، ام ــه  داده ش ــوم و مطالع ــوالي ژن ــين ت   تعي
 در جنس جديدي بـه نـام        ،خصوصيات بيولوژيكي و مولكولي   

ها،    اين ويروس  )5(.بندي شدند   هاي انساني طبقه    پارااكوويروس
هـاي دسـتگاه تنفـسي و بنـدرت           عامل گاستروانتريت، بيماري  

عفونت با ايـن    . باشند  عامل عفونت سيستم عصبي مركزي مي     
سالهاي اوليه زندگي و با شيوع فـصلي       ها، معمولاً در      ويروس

 )6(.شـود   تر در اواخـر تابـستان و اوايـل پـاييز ديـده مـي                بيش
ــما هـــاي   عارضـــه كلينيكـــي در عفونـــتتـــرين ســـهال، مهـ

  . باشد ها مي اكوويروسپار
هـاي    ها شبيه پيكورنـا ويـروس       كوويروس    ترتيب ژنوم پارا  

لكولي، باشد، اما از نظر خصوصيات بيولوژيكي و مو         ديگر مي 
عـدم بـرش    (اختلافاتي بـا اعـضاي ديگـر ايـن خـانواده دارنـد            

، عدم ممانعت از سنتز     VP2 و   VP4 به   VP0پروتئين كپسيدي   
ــدين      ــه گواني ــسبت ب ــت ن ــان و مقاوم ــلول ميزب ــروتئين س پ

   )7-9().هيدروكلرايد
 ،س از آلوده نمـودن سـلول      ــا، پ ـه  ا ويروس ـوم پيكورن ـ    ژن

ن بـزرگ   ــ ـك پلـي پروتئي   ــ ـيورت  ــ ـصه   ب ـ مــدر سيتوپلاس 
شـود، سـپس توسـط پروتئازهـاي ويروسـي، بـه              ترجمه مـي  

 )11و  10(.دــ ـشكن  هاي سـاختماني و غيرسـاختماني مـي         پروتئين
ر ــــايــن عمــل كليــواژ توســط پروتئازهــا، بــراي چرخــه تكثي 

  . دــباش ويروس ضروري مي
ي ــ ـهـا شناساي    ون سه پروتئاز در پيكورنـا ويـروس       ــتاكن    
 )7و L)leader protein(.)1 و 3C ،2Aد از ـه عبارتنــــــكده ــــش

ــروتئين  ــروس Lپـ ــو ويـ ــط در آفتـ ــود دارد و    فقـ ــا وجـ هـ
در اغلـب    )12و  3(.باشـند    مـي  Lها فاقـد پـروتئين        پاراكوويروس

ن، توســط ــــهــا، كليــواژ اوليــه پلــي پروتئي پيكورنــا ويــروس
ــاز  ــاز   2Aپروتئ ــا، توســط پروتئ ــه كليواژه ــام 3C و بقي  انج

 يــك سيــستئين 2Aهــا، پــروتئين  در ايــن ويــروس. شــود مــي
باشـد كـه بـراي پـردازش اوليـه       پروتئاز شـبيه تريپـسين مـي     

ل ــها، عم   در بين پيكورنا ويروس   . پروتئين ضروري است    پلي
هـا، پـروتئين      در هپاتو ويروس  . باشد  اين پروتئين، متفاوت مي   

2A           پـروتئين     فاقد فعاليت پروتئازي بـوده و در پـردازش پلـي
 3Cروس دخالتي ندارد و تمـام كليواژهـا، توسـط پروتئـاز            وي

ن توالي اسـيدهاي آمينـه پـروتئين        ــبا تعيي  )13(.گيرد  انجام مي 

3C          مشخص شد كه اين پروتئين مشابه كيموتريپسين و جزء ،
   )14(.باشد سرين پروتئازها مي

، بررسـي فعاليـت پروتئـوليتيكي       مطالعههدف از انجام اين         
ـــپروتئي ـــدر پاراكووي 3Cن ــ ــسانــ ـــروس انـ ــك ي تيـ ـپ يـ

  . دـباش مي
  

  روش بررسي
    cDNAــوم پاراكووي ـــ ژن ــسانـ ـــي تيــروس ان ـــپ يـ  كـ

ـــسوي( ــسخه )Harrisه ـ ــزيم ن ــوس  ، توســط آن ــرداري معك  ب
)Reverse Transcriptase=RT (   و با اسـتفاده از پرايمـرdt17 

ــط    ــپس توس ــد و س ــه گردي  PCR)Polymerase chainتهي

reaction( ــد ــر داده شـ ــصول . تكثيـ ــور PCR محـ ، در وكتـ
pBS)plasmid Bluescript ( هـاي محـدود    با استفاده از آنـزيم

كننده كه محل بـرش آنهـا در روي پرايمـر تعبيـه شـده بـود،                 
  )15(.كلون گرديد

ــروتئين     ــازي پـ ــت پروتئـ ــي فعاليـ ــراي بررسـ  در 3C    بـ
ــك   ــپ يـ ــساني تيـ ــاراكوويروس انـ  HPEV1=Human( پـ

parechovirus type 1(  ــميد ــه پلاس  pFG1.1)plasmid، س

Farideh Ghazi( ،pFG3  وpFG1 مورد استفاده قرار گرفت.  
 cDNA جفـت بـاز حـاوي        5500به طول    pFG1د  ــ    پلاسمي

 UTR '5 و VP1 ،VP0 و قـسمتي از  2Aن ــ ـكد كننـده پروتئي 
)5' untranslated region () ــه ــوم ) 2700-4200ناحي از ژن

بـراي تهيـه پلاسـميد      . باشد  يپ يك مي  پاراكوويروس انساني ت  
pFG1  بخشي از ،cDNA    2 پـاراكوويروس كـه واجـد ژنA و 
VP1 ده ــ ـهـاي محـدوده كنن   بود، با آنزيمEcoRI  وHind III 

در ، DNAبريده شـد، پـس از تخلـيص بـا فنـل و جـدا كـردن           
، )VP0و قـسمتي از   UTR-'5حاوي ژن   ( pUBSVP0پلاسميد  

ــزيم   ــتفاده از آن ــا اس ــاي م ب ــده حدوده  Smal و HindIIIكنن
   .دـگردي) Ligate(وارد

به علت  . باشد   جفت باز مي   4828 به طول    pFG1.1    پلاسميد  
هاي ديگر نشان داده بود كه        اينكه تجربيات گذشته با ويروس    

، باعث زياد شـدن     UTR-'5كوتاه كردن ناحيه غيرقابل ترجمه      
 BamHIبـا آنـزيم      pFG1شـود، پلاسـميد       سنتز پـروتئين مـي    

بريده شده بـود،     BamHIكه با    pUBSهضم شد و در وكتور      
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 كــه بــه PFG1.1در نتيجــه پلاســميد  گرديــد؛) Ligate(متــصل
 بـود، تهيـه     pFG1تـر از پلاسـميد         نوكلئوتيد كوتاه  672اندازه  

  . شد
بـاز، ناحيـه كـد كننـده           جفت 8638 به طول    pFG3پلاسميد      

وس تيپ يك بـا     از ژنوم پاراكووير  ) 3C)7338-4200پروتئين  
 بريده شده با همـان      pUBSبريده شد و در وكتور       PstIآنزيم  

آنزيم، وارد گرديد، سپس اين پلاسـميد نوتركيـب و پلاسـميد            
pFG1     جداگانه توسط آنزيم ،HindIII   و BpmI    هضم شده به 

، pFG3در نتيجه پلاسميد نوتركيب     . شدند) Ligate(هم متصل 
  . تهيه گرديد

ــاكتري بــراي تكثيــر، ايــن      ســوش E.coli پلاســميدها در ب
MC1022               كه بـا كلـرور كلـسيم بـه حالـت سـلولهاي مـستعد 

)Competent Cells (در آورده شــده بــود)توســط شــوك ، )16
   )17(.حرارتي، ترانسفورم گرديدند

پلاسميدهاي نو تركيب با روش فنل و كلروفـرم و رسـوب                
 ندتخراج شد اس )18( مولار 3دادن توسط اتانول و استات سديم       

 هــاي محــدودالاثر د، پلاســميدها توســط آنــزيمــــو بــراي تأيي
)Pst1 ،BamHI و HindIII ( ،هـــضم شـــده و بـــا ژل آگـــارز

آميزي بـا اتيـديوم برومايـد          پس از رنگ   .ندالكتروفورز گرديد 
 درجـه   94در   يـك دقيقـه      (PCRسپس به كمك    . ندبررسي شد 

 يـك دقيقـه      و گـراد    درجه سانتي  56يك دقيقه در    ،   گراد  سانتي
 72دقيقـه در     5 ، سـيكل  30و پس از    گراد     درجه سانتي  72 در

، 3Cو يك جفـت پرايمـر تهيـه شـده از ژن             ) گراد  درجه سانتي 
بعـد از تاييـد نهـايي،       . يد و در نهايت تعيين توالي گرديدنـد       تأي

ــاريوتي بيــان       ــستم پروك ــورد نظــر در سي ــميدهاي م پلاس
   )19(.شدند

ـــجه     ـــت بيـ ـــ ــاكتري ان ژن در سي ــاريوتي، از ب ستم پروك
E.coli   سـوش)DE3(BL-21ان اســتفاده ــــوان ميزبــــ بــه عن

ده اسـت   ــ، ليزوژن ش  بداه كمك فاژ لام   ــري ب ــن باكت ــاي. شد
. رار داردــ قT7 RNA Polymeraseو در كروموزوم آن، ژن 

داي ــ ـه در ابت  ــ ـي ك ــ ـم، از روي ژنهاي   ــ ـن آنزي ــه كمك اي  ــب
، توليـد شـد و      mRNAك  ــ ـرار دارد، ي  ــ ـ ق T7آنها پروموتور   

ــن  ـــ، توسmRNAاي ـــط ميزبـ ــه پروتئيـ ـــان ب ـــن ترجمـ ه ـ
 SOBط ــــري در محيــــبــراي بيــان ژن ابتــدا باكت. دــــگردي

)sulfur oxidizing bacteria(    حاوي كلـرور منيـزيم و كلـرور 
، ) سـاعت  3 تـا    2(پتاسيم، به مرحله لگاريتمي رشـد وارد شـد        

ري ترانـسفورم شـدند     ـب، در باكت  ـ نوتركي سپس پلاسميدهاي 
با غلظـت   )IPTG)Isopropyl B-D-Thiogolactosideو توسط 

  )21و 20(.مولار، بيان ژن القا گرديد  ميلي1/0
 سـاعت   3و  2،  1ر،  ــ ـهـاي صف    ها، در زمان    ن باكتري ــ    از اي 

سـپس  . بـرداري صـورت گرفـت       ، نمونـه  IPTGپس از القاء با     
و رسـوب حاصـل، در بـافر ليـز كننـده            نمونه سانتريفوژ شد    

هاي   ون در آمد و نمونه    ــت سوسپانسي ــ به حال  SDSمحتوي  
رار داده ـراد قــــــگ ه ســانتيـ درجــ-20اي ـر دمــدليــز شــده، 

 ــ  ــا هم ــدند، ت ــهـش ـــه ه نمون ـــا جمـ ـــآوري گ عـ ــ. رددـ ن ـاي
اي و بـا اسـتفاده از كيـت           هـم درون لول  ـا در سيست  ـپلاسميده

In vitro Cell Free T7/SP6 Transcription Translation 
 بيــان T7آلمــان، تحــت پروموتــور  Rocheمحــصول شــركت 

  )20-22(.شدند
-SDS    پــس از بيــان پلاســميدها، محــصولات پروتئينــي در 

PAGEبررسي و مقايسه گرديدند ،.  
  : ، عبارت بودند ازPCR    پرايمرهاي استفاده شده در 

Forward Primer: 
5'GGTGTAATAACGGTACCAGCTGG3'  
 
Reverse Primer: 
5'GATTTATAAACTCAGTGGTGATCATC3' 

  
  ها يافته
، پلاسميدهاي  3Cت بررسي خاصيت پروتئوليتيكي ژن      ـ    جه

و واجــــد ژن ) pFG1  و3C)pFG1.1نوتركيــــب بــــدون ژن 
3C)pFG3 (پلاســميد . ورد اســتفاده قــرار گرفتنــدــــمpFG1 ،

ود ـــ ـب UTR '5و  2C ،2B ،2A ،VP1 ،VP0اي ــداراي بخشه
ــول داش5500و  ــد، طـ ـــ نوكلئوتيـ ـــپلاسمي. تــ ، pFG1.1د ــ

 672آن،  UTR'5 بود، با اين تفاوت كـه بخـش         pFG1ه  ــمشاب
ــاه  ــد كوت ــر از  نوكلئوتي ــود pFG1ت ــميد،  . ب ــن پلاس  4828اي

ــول داش  ــد ط ـــنوكلئوتي ـــپلاسمي. تـ ــان  pFG3د ـ ــد هم ، واج
  دنبالـه   و يـك   3Cلاوه بخش كد كننـده      ــ، بع pFG1اي  ــبخشه

A poly شـكل  ( نوكلئوتيد طـول داشـت     8000اين پلاسميد   .  بود
  .)1شماره 
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 آنهــا، بــراي DNAس از تكثيــر پلاســميدها و اســتخراج ـ    پــ
هاي محدودالاثر، به طور مجـزا هـضم شـدند و     يد، با آنزيم  تأي

 Gelرداري، توســط ـالكتروفــورز گرديدنــد و پــس از عكــسب

document  ي قرار گرفتند و اندازه هـر قطعـه بـا           ـس مورد برر
  . دـص شـ مشخDNAتوجه به ماركر 

شـود، پـس از        ديـده مـي    2ل شـماره    همان گونه كه در شك        
  س از هضم ـ، پبانده ــ، سPstlآنزيم با  pFG1م پلاسميد هضـ

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ـــد  ــزيم  pFG1پلاسمي ــا آن ــك  HindIII ب ــا ي ــد، تنه  5500 بان
، HindIIIبـا آنـزيم      pUBS وتيدي، پس از هضم وكتـور     نوكلئ

 نوكلئوتيــدي، پــس از هــضم 2600 در حــدود بانــدتنهــا يــك 
ــميد  ــزيم  pFG3پلاس ــا آن ــد PstI ،4 ب ـــ، پبان ــضـ م ـس از ه

 و پـس از هـضم       بانـد  2، تنها   PstIبا آنزيم    pFG1.1د  ـپلاسمي
ــزيم  pFG1.1پلاســميد  ــا آن ــز، BamHIب ــد 2 ني ــشاهده بان  م

  .گرديد
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ز، بخشهاي نواحي نشان داده شده در پرانت. 3Cپلاسميدهاي طراحي شده براي بررسي فعاليت پروتئوليتيكي پروتئين  -1شكل شماره 
 و بخشهاي 2A و UTR ،2B-'5 داراي بخشهاي كاملي از pFG1همان گونه كه در تصوير آمده است، . باشند ناقصي از ژنهاي مرتبط مي

، pFG3پلاسميد . باشد تر مي  كوتاهpFG1 نوكلئوتيد از 672، به ميزان UTR-'5، ناحيه pFG1.1در . باشد  مي2C و VP0 ،VP1ناقصي از 
  .  استpolyA و دنباله 3D و 3Cهاي   بعلاوه تواليpFG1نواحي واجد تمامي 

 باند و وزن مولكولي مربوط به هر 1kbچپ ماركر   در سمتي پلاسميدهاي طراحي شدههاي محدودالاثر بر رو نتايج بررسي اثر آنزيم -2شكل شماره 
 برش داده شده با آنزيم pFG1.1 پلاسميد -pFG1.1 4 پلاسميد -Pstl 3 برش داده شده با آنزيم pFG1 پلاسميد - pFG1 2 پلاسميد -1. مشخص شده است

Pst1 5- پلاسميد pFG3 برش داده شده با آنزيم Pstl 7- پلاسميد pUBS).دقيقه الكتروفورز گرديدند80به مدت % 8/0ها در آگارز  نمونه (.  
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و بـا    PCR بـا واكـنش      pFG3    همچنين پلاسـميد نوتركيـب      
، بررسـي   3Cاستفاده از يك جفت پرايمرهاي تهيه شده از ژن          

 جفت باز 630 به طول    DNA، يك قطعه    PCRمحصول  . گرديد
. سپس پلاسميدها براي تاييد نهايي، تعيـين تـوالي شـدند          . بود

هـاي   كيـب در سيـستم    در مرحله بعـد، ايـن پلاسـميدهاي نوتر        
، T7تحـت پروموتـور   ) In vitro(اي پروكاريوتي و درون لولـه 

   )22و 21(.بيان گرديدند
  س از بيان ـد، پــده  نشان مي3همان طور كه شكل شماره     
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ــاريوت   ــميدهاي نوتركيــب در پروك ــا  پلاس ــورز ه و الكتروف
، بـدين ترتيـب كـه در        ها، طرح متفاوتي مـشاهده شـد        پروتئين

و  pFG1نوتركيـب   محصولات حاصـل از بيـان پلاسـميدهاي         
pFG1.1   كيلودالتون ديـده شـد؛      90 سنگين در حدود     باند، يك 

) pUBSوكتـور بيـاني خـالي       ( سنگين در كنترل منفـي     بانداين  
مشاهده نگرديد، اما در محصولات حاصـل از بيـان پلاسـميد            

pFG3     بانـد ودالتـوني، چنـد      كيل 90 سـنگين    بانـد ، به جاي اين 
  .  )3شكل شماره (مشاهده شد)  كيلودالتوني45 تا 20بين (سبك

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

، شكل فوق   )DE3(BL-21( سوش   E.coliباكتري  (ني پروكاريوتي نتايج بيان ژن پلاسميدهاي نوتركيب در سيستم بيا        -3شكل شماره   
 و  2 در خطـوط     Mپس از ماركر پروتئيني     . باشد  آوري شده در ساعتهاي مختلف بيان ژن پلاسميدهاي نوتركيب مي           هاي جمع   بيانگر نمونه 

. انـد   قرار داده شـده IPTGبيان ژن با  ساعت پس از القاء      3، در زمانهاي يك و      pFG1، محصولات پروتئيني حاصل از بيان ژن پلاسميد         3
 7  به عنوان شاهد منفي و در خطـوط        pUBS ساعت، در خط ششم، وكتور خالي        3 در زمانهاي يك و      pFG1.1، پلاسميد   5 و   4در خطوط   

ژن، در  شـود پـس از القـا و بيـان             همان طور كـه مـشاهده مـي       .  قرار دارند  pFG3، محصولات پروتئيني حاصل از بيان ژن پلاسميد         9الي  
 90 سـنگين در حـدود   بانـد  يـك  pUBS، در مقايـسه بـا وكتـور شـاهد     pFG1.1 و pFG1محصولات پروتئينـي حاصـل از پلاسـميدهاي        

در نقطـه مقابـل، در      ). تيچ كليواژي روي آن صـورت نگرفتـه اس ـ        پروتئين اوليه است كه ه      اين پروتئين همان پلي   (شود  كيلودالتون ديده مي  
 سـبك  باند پروتئيني سنگين وزن وجود نداشته و در عوض سه باند اين pFG3 بيان ژن پلاسميد نوتركيب     محصولات پروتئيني حاصل از   

 در سمت چـپ     .كند  پروتئين اوليه توسط پروتئاز ويروسي دلالت مي         پلي اين موضوع، بر كليواژ   .  كيلودالتوني مشاهده گرديد   40ا  ت 20وزن  
قبـل از اضـافه     «هـاي زمـان صـفر         لازم به ذكر است كه نمونـه      .( آمده است  باندبط با هر    هاي مولكولي مرت    تصوير، ماركر پروتئيني و وزن    

  .)اند  ساعت پس از القاء بيان ژن، در اين تصوير لحاظ نگرديده2و » IPTGنمودن 
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 نيـز بيـان شـدند و نتـايج     In vitro    پلاسـميدها در سيـستم   
نتـايج بدسـت آمـده، بـا        . ، بررسي گرديد  SDS-PAGEتوسط  

ن نتايج بيان ژن در سيستم پروكـاريوتي يكـسان بـود، بـا اي ـ             
بـه علـت اينكـه بـدون سـلول       In vitroتفاوت كـه در سيـستم   

  .شدند تر ديده مي ها، واضحباندباشد،  مي
  

  بحث
وجـود نـدارد و از      ) L)Lproهـا، پـروتئين       ويروس    در پاراكو 

نيـز در    2Aطرفي در تحقيقات قبلي نشان داده شده كه بخش          
ر باشد، مثل حـالتي كـه د         مي اين جنس، فاقد فعاليت پروتئازي    

   )23و 12(.شود ها مشاهده مي ويروسهپاتو
سـعي شـد تـا      در ايـن مطالعـه          با توجه بـه ايـن اطلاعـات،         

ترين پروتئاز در خانواده پيكورنـا        مهم(3Cخاصيت پروتئازي   
 بـدين منظـور، بـا       .ها بررسي شود    در پاراكو ويروس  ) ويريده

و  pFG3 بـه نـام      3Cطراحي يك پلاسميد نوتركيب واجـد ژن        
و  pFG1 بــه نامهــاي 3Cبــا دو پلاســميد بــدون ژن مقايــسه 
pFG1.1          3، به بررسي خاصـيت پروتئـازي بخـشC   پرداختـه

) pFG1 و 3C)pFG1.1هنگامي كه پلاسميدهاي بدون ژن      . شد
در ژل  )  كيلو دالتون  90حدود  ( سنگين باندبيان شدند، تنها يك     

SDS-PAGE  ــد؛ ايــن ــدمــشاهده گردي  ســنگين در كنتــرل بان
وجود نداشـت، امـا وقتـي پلاسـميد واجـد           ) اليوكتور خ (منفي

 In vitroو روش  E.coliدر بــاكتري  pFG3يعنــي  3Cبخــش 
 كيلو دالتوني در ژل مشاهده      90بيان گرديد، ديگر باند سنگين      

ــد ســبك   ــد بان ــوض چن ــد؛ در ع ــوني20-40(نگردي )  كيلودالت
همچنــين ايــن بانــدهاي ســبك در كنتــرل      . مــشاهده شــد 

ده نشدند؛ اين موضوع نشان دهنـده       مشاه) وكتور خالي (منفي
ــه    ــازي قطع ــت پروتئ ــاراكوويروس  3Cفعالي ــوم پ ــا  در ژن ه

براي تأييد ايـن موضـوع، بـه لولـه حـاوي پلاسـميد              . باشد  مي
pFG3) 3واجــد ژنC(  ــاز افــزوده شــد و نتيجــه ، آنتــي پروتئ

بـدون  (pFG1حاصل، مشابه محصولات حاصـل از پلاسـميد         
 كيلودالتـوني در ژل    90رگ  يعني فقط يك باند بز    . بود) 3Cژن  

  . مشاهده شد
تـوان عنـوان نمـود كـه           مـي  با توجه به نتايج ايـن مطالعـه،           

هــاي انــساني تيــپ يــك، از نظــر فعاليــت       پــاراكوويروس

ــا   ــوليتيكي، متفــاوت از ديگــر اعــضاي خــانواده پيكورن پروتئ
رســـد كـــه در  باشـــند و بـــه نظـــر مـــي هـــا مـــي ويـــروس

داراي خاصيت پروتئـازي     3Cها، فقط پروتئين      پاراكوويروس
بوده و كليه كليواژهاي پلي پروتئين اوليه ويروس، توسط اين          

  .شوند پروتئاز انجام مي
  

  گيري نتيجه
هـاي    دهـد كـه پـاراكوويروس        نـشان مـي        نتايج اين مطالعه  

انساني تيپ يك از نظر فعاليت پروتئوليتيكي متفـاوت از ديگـر        
ها فقط پروتئين      ويروس باشند و در اين     ها مي   پيكورنا ويروس 

3C داراي خاصـــيت پروتئـــازي بـــوده و كليـــه كليواژهـــاي 
  .شوند پروتئين اوليه ويروس، توسط اين پروتئاز انجام مي پلي

  
  تقدير و تشكر

    ايــن تحقيــق بــا اســتفاده از حمايــت مــالي دانــشگاه علــوم  
پزشكي و خـدمات بهداشـتي ـ درمـاني ايـران در قالـب طـرح        

انجـام گرديـده اسـت كـه بـدين          ) 364: بـت شـماره ث  (تحقيقاتي
وسيله نويـسندگان مقالـه، مراتـب تقـدير و تـشكر خـود را از                
مسؤولين آن مركز و مركز تحقيقـات سـلولي و مولكـولي آن             

  . دارند دانشگاه، ابراز مي
  

  فهرست منابع
    1- Ruecker RR. Picornaviridae, the viruses and their 
replication. In: Fields BN, Knipe DM, Howley PM, editors. 
Fields virology. 3 rd ed. New york, NY: Raven press Ltd; 
1996. p. 609-54. 
 
    2- Hogle JM, Chow M, Filman DJ. Three-dimensional 
structure of poliovirus at 2.9: A resolutions. Science 1985; 
229: 1358-65. 
 
    3- Ghazi F, PJ Hughes, T Hyypia, G Stanway. Molecular 
analysis of human parechovirus type 2(formerly echovirus 
23). J Gen Virol 1998; 79: 2641-50. 
 
    4- Brooks GF, Butel JS, Morse SA. Jawetz, Melnick & 
Adelberg's medical microbiology. 22nd ed. New york: 
Appleton & Lange; 2001. p. 418-32. 
 
    5- Van Regenmortel HV, Bishop DHL, Fauquet CM. 
Virus toxonomy: Seventh report of ICTV. Academic press 
London 2000; 662-712. 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

5-
04

 ]
 

                               6 / 8

https://rjms.iums.ac.ir/article-1-745-en.html


  فريده قاضي و همكاراندكتر                                                     در پاراكوويروس انساني3Cبررسي مولكولي فعاليت پروتئوليتيكي پروتئين 

165مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران                                                                                                1386 تابستان/ 55شماره / دهمارچهدوره 

    19- Sambrook KJ, Russell DW. In molecular cloning. 3rd 
ed. New York NY: cold spring harbor laboratory press; 
2001. p. 1-31. 
 
    20- Studier FW, Rosenberg AH, Dunn JJ, Dubendroff 
JW. Use of T7 RNA polymerase to direct expression of 
cloned genes. Methods in Enzymology 1990; 185: 60-89. 
 
    21- Moffatt BA, Studier FW. Use of Bacteriophage T-7 
RNA polymerase to direct selective high-level expression of 
cloned genes. J Molecular Biology 1986; 189(1): 113-30. 
 
    22- Villa-Komaroff L, Guttman N, Baltimore D, Lodishi 
HF. Complete translation of poliovirus RNA in a eukaryotic 
cell-free system. Proc natl Acad Sci USA 1975; 72: 4157-
61. 
 
    23- Schultheiss T, Emerson SU, Purcell RH, Gauss-
Muller V. Polyprotein processing in echovirus 22: A first 
assessment. Biochem Biophys res Commun 1995; 217: 
1120-7.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    6- Stanway G, Hyypia T. Parechoviruses. J Virol 1999; 
73: 5249-54. 
 
    7- Flint SJ, Enquist LW, Krug RM, Racaniello VR, 
Skalaka AM. Principles of virology. 1st ed. Washington, 
DC: ASM press; 2000. p. 162-94, 662-712. 
 
    8- Gan W, Rhoads RE. Internal initiation of translation 
directed by the 5'-untranslated region of the mRNA for 
elF4G, a factor involved in the picornavirus-induced switch 
from cap-dependent to internal initiation. J Biol Chem 1996; 
271: 623-6. 
 
    9- Petersen JF, Cherney MM, Liebig HD, Skern T, 
Kuechler E, James MN. The structure of the 2A proteinase 
from a common cold Virus: A proteinase responsible for the 
shut-off of host-cell protein synthesis. EMBO J 1999; 18: 
5463-75. 
 
    10- Kitamura N, Semler BL, Rothberg PG. Primary 
structure, gene organization and polypeptide expression of 
poliovirus RNA. Nature 1981; 291: 547-53.  
 
    11- Belnap DM, Filman DJ, Trus BL. Molecular tectonic 
model of virus structural transitions: The putative cell entry 
states of poliovirus. J Virol 2000; 74: 1342-54. 
 
    12- Stanway G, N Kalkkinen, M Roivainen, F Ghazi, M 
Khan, M Symth, et al. Molecular and biological 
characteristics of echovirus 22: A representative of a new 
picornavirus group. J Virol 1994; 68: 8232-8. 
 
    13- Jia XY, Summers DF, Ehrenfeld E. Primary cleavage 
of the HAV capsid protein precursor in the middle of the 
proposed 2A coding region. Virology 1993; 193: 515-19. 
 
    14- Kean KM, Teterina NL, Marc D, Girard M. Analysis 
of putative active site residues of the poliovirus 3C protease. 
Virology 1991; 181: 609-19. 
 
    15- Hyypia T, C Horsnell, M Maaronen, M Khan, N 
Kalkkinen, P Auvinen, et al. A distinct picornavirus group 
identified by sequence analysis. Proc Natl Acad Sci USA 
1992; 89: 8847-51. 
 
    16- Hanahan D, Jessee J, Bloom FR. Plasmid 
transformation of E.coli and other bacteria. Methods 
Enzymol 1991; 204: 63-113. 
 
    17- Inoue H, Nojima H, Okayama H. High efficiency 
transformation of Escherichia coli with plasmids. Gene 
1990; 96: 23-8. 
 
    18- Holmes DS, Quigley M. A rapid boiling method for 
the preparation of bacterial plasmids. Anal Biochem 1981; 
114: 193-7. 
 
 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

5-
04

 ]
 

                               7 / 8

https://rjms.iums.ac.ir/article-1-745-en.html


  فريده قاضي و همكاراندكتر                                                     در پاراكوويروس انساني3Cبررسي مولكولي فعاليت پروتئوليتيكي پروتئين 

166    1386 تابستان/ 55شماره / دهمچهار        دوره                                    مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران                                       

 

Molecular Analysis of Proteolytic Activity of 3C Protein in Human 
Parechovirus Type 1 

 
 

                                      I                                         II                                                     III                   
*F. Ghazi, PhD          A.A. Gorzin, MSc           M.Sh. Shahrabadi, PhD    

                                                                                            IV 
B. Dabirmanesh, MSc 

                                                                                        
 
 
                                                    

                                                                                    
 
 
 
 

Abstract 
    Background & Aim: Human parechovirus is a genus of picornaviruses which includes a number of important viruses of 
clinical significance. Recent sequence analysis suggests that human parechovirus type 1(HPEV-1) is distinct from other 
picornaviruses and lacks the motives believed to be involved in the protease function of 2A. The aim of this study was to 
analyse proteolytic activity of 3C protein in human parechovirus type 1. 
    Materials and Method: The region of HPEV-1 cDNA that was coded for 3C protein was inserted into plasmid pUBS by 
Ligase enzyme and pFG3 recombinant plasmid was prepared. After transformation and replication of this plasmid in E.coli 
MC 10.22, DNA was isolated by phenol extraction and then expressed in prokaryotic(E.coli BL-21) and in vitro systems 
under T7 promoter. The results were detected by SDS-PAGE and analyzed. 
    Results: The products of expression of recombinant plasmid(not included 3C gene) in both prokaryotic and in vitro 
systems were analyzed. Just one large band(90 KD) was observed, but with plasmid including 3C gene, several small 
bands were detected. These results indicated proteolytic activity of 3C protein. After addition of anti protease to the 
products of plasmid with 3C gene the result was the same as the plasmid without 3C gene. 
    Conclusion: The results showed that HPEV-1 has a processing strategy different from other members of 
picornaviruses, and 3C protein seems to be the only virus encoded protease that can catalyze cleavages of all sites in the 
parechoviruses primery polyprotein.  
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