
  

  

جهت استفاده در  يمنف نتگرازيا روسيو يو ساخت حامل لنت يطراح

  يژن درمان

��� ����� ���	�
������� 
���� ��	����� 
�� ���� �
����� 
� ������� ���� 


����������!"�� #
�� 
� �$
% 
�&
'(�*�  

  

)* 	� +
,-.�/0� ���1�� 2�3�4 � ��5� ��
���  

6* 2�����2 � ��2�
0�
��� 7�28� 9:���
9� – &�����
 3 ; < =(%  

>* 2�����2 � ��2�
0���� 9:� ?@�� 
�A
9 %�3�&��B���
 BC?0 =(%� 

&�B&��� 

*�B����2B&� 5�0 
A
D�
B� E�F�� +������ :Bahar@nigeb.ac.ir 

)5�
��� H��
�:             * J��K0 H��
�:             (  

  

  

  

 يها روش نياز بهتر يكي) Gene targeting( يژن يريبا استفاده از روش هدف گ يژن درمان

روش برخلاف روش استفاده  نياما ا. است يتك ژن يها يماريخصوصاً ب يكيدرمان نقائص ژنت

و ساخت  يطراح قيتحق نيهدف ا. برخوردار است ينيپائ يياز كارا يروسيو يها از حامل

بالا وارد سلول  يبتواند با كارائاست كه  نتگرازيا نيفاقد عملكرد پروتئ روسيو يحامل لنت كي

 يها پس ازترانسداكت سلول قيتحق نيدر ا. قادر به ادغام شدن در ژنوم سلول نباشد يشده ول

293T ني، در صد پروتئبيو نوترك يعيطب يها روسيبا و eGFP ترانسداكت شده  يها در سلول

 نتگرازيا روسيدر و كهيداشت، در حال يزيهفته كاهش ناچ وپس از د يعيطب يها روسيبا و

است كه ژنوم  نينشان دهنده ا جينتا. ديمشاهده گرد يدار يپس از زمان فوق كاهش معن يمنف

شود  يدر ژنوم سلول ادغام م يكمتر يزومال بوده و با كارائ يبه صورت اپ بينوترك روسيو

با  نيبنابر ا .شود يسلول را باعث م يها ژن رين سااياثر نامطلوب در ب نيكه به نوبه خود كمتر

در  يروسيحامل و يبا ژن سالم بدون وارد شدن تصادف وبيژن مع ينيگزيامكان جا ستميس نيا

  .وجود دارد زبانيژنوم م
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extension PCR   )3a  ( �  �K� \S@ #�       �= �� �
�  �(  �
�  �V ���� 

��� � �	
� ��  
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D64  
 �        	�� �= ( 1��= ��M���  �
�  �V ��   $��e�V ��� �
 #�  �= �� � �( 

�
(�u$ >���; 1�
� � ) :�;3(.  

  

  
:�; )3(m �� gag-pol �� "�c5�� pLP1 )(A� :`� 
���M 

\S@ �� �� 
�'
�B	� )B.(  

  

        D�� '
 1��,	�
 ��      �
A%
gene runner    ���� (�    �
�$�    
 �� �   �� '
�B	� 

"�c5� �pLP1 �0'�7V�!�  6����) �(�@3 (9
�+� ���;.   

  

آغازگر يتوال آغازگر   

 F1  5´AAGAACCGGTACATGGAGTG3´ 
R1 int- 5´TTCTAAATGTGTACATACTAGCTGC3´ 

 F2 int- 5´AGCTAGTATGTACACATTTAGAAGG3´ 
R2  5´TTGTACTTGCTGTCTTAAGATGTTC3´ 

 �(�@)3(m �!�0'�7V�  �� 1��,	�
 ����
� �� �� \S@ ��M


�'
�B	�. <����; :`�� A�V�W �!� 
 :`� ( ��&
 �(�`�� ��M

1�; lRQ� \S@ ��
.  

  

�!�0'�7V �� 
�	�
� R1 int- ,F1  v�["! (� >R2 ,F2 int-   \�v=
(

PCR ) �(�vv@? ( �vv; D�vvM�
 . �&�vvC`�PCR 3(?  '
 dvv5

 ��0 h
�R	v�
 '(��0V �� '
 '��%(�	��
 v�� .   �vKn/ dev�DNA 

s�$ :E�9��; �.  \�=
(overlap extension PCR   '
 1��,	v�
 ��

 ��C`�PCR 3 (?      ��vC`� ( D�vM�
 �vB�
 �
�v�- ��overlap 

extension PCR ��0 h
�R	�
 '(��0V �� '
��.   

  

 مراحل درجه حرارت زمان كليس

 ´2 ºC94 1 

 ´2 ºC48 2 

 ´´30 ºC94 3 

 ´2 ºC48 4 

 ´´35 ºC94 5 

 ´1 ºC52 6 

 ´1 ºC72 7 

30  Go to step 5 8 

 ´10 ºC72 9 

 ´10 Hold at 4 10 

 �(�@)?(m  ������Overlap extension PCR . 

  

 ��!"# ��
� ����PCR ����� $%&' ��� (pLP1  

"vvv�c5� �pLP1 (  ��vvvC`�PCR �vvvS� �vvv�9���� overlap 

extension  ^��$A�V�W �!� G��  vE�C	H
 1��!�� AgeI  (AflII 

A�V WL!�"� ���;.     �� �v+���� �v��� �'��v%(�	��
 '
 dv5 v� ( 1�

DNA �; h
�R	�
 �V.  ��C$
 \�=
()Ligation (��  D�vM�
 �S�V >

 �vv� ��vvC$
 \�vv=
( ��vvC`� (E.coli Top10 F´ :vv
	�� �vv; .

���= �!�  �� 1��V ����A�V�W  �v!�  AgeI (AflII  A�V WvL!� v"� 

��;
��( �� �$��
 \S@ ��K/�� �� 1�; ��M� �D64 K$���
�$ >� 

�;.  

  

)�����) (� ��*�
 +,�-� � ��.�# ��
���� )��% /�� ��� 293T  

���� 1��� 293T  '
���� �!� �@���    ( �v�
 1�v; U	Q� ��*�


	�V�  ��T (� _(�SV40 �5 ��+ �� 
��� �
��� ���  �v�
�$ ( ��=�� 

&���� ��$ ���( ��$ �� _(����
� &�� �	 .
 �;�� >���� �!  v*�� ��

����,*�
�$ �����
� ( r>Q *� �S�V �����&�� �� )3N(.  

"�c5 �-�"M� (�� ��	*� ���� )packaging( :��;  pLP1)+�K� 

\S@ ( � ��	%�pLP2 (pLP/VSV-G    "v�c5 1
�v"! �v�� �DEST 

(�vv9� �Bvv;�
A0 ��)pLOX-CWgfp ( = '
 1��,	vv�
 �vv�vv� �
BLOCK-IT Inducible H1 Lentiviral RNAi System  

)Invitrogen (��$ �S@�( ��  ���v� :H
� �� _(�293T   :v
	��

 �v; .  d��ev"= 
�v	�
DNA – lipofectamin™ 2000   �v; 1��v�V .
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���� ��	�
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���/�
	��� ����  ��  

 

���� �!� 293T )���� #���� 
� ��
�C498 ( ��  W=
�v$3]� × ?/3 

� �� ������� ��S$ �	��; � .  d��ev"=DNA – lipofectamin™ 

2000  ��J�
Q� �!� �Q= ����� )Plate (3] 	���� �	�� (�9� 

Y ���� �� �	`�� �Q= ^Opti-MEM®I (�9�  v	�V �(�� ( D��� 

��$���; �%�8
 # .Y ���� ��*��e��� '
 �	� ���v� ��� 293T   �v�

`��^ �	`� ( �%�8
� ������ �Q= J�
Q��  ( x��R� W! �� ��

���� °C Nf  (Y %CO2 ��0 �����
��.  '
 d5?T  v`� �-��� ^

�K$��; z .f?–Tg  �-��  dv5 >vQ�,*�
�$ '
 v`� ��  �vQ= ^

(�9� (�_(�   ( �	v;
���Y /��  �� �v
rpm N]]]  �v�� ��� °CT 

�	����,� �� {�� ((��� (�9� (�
�= �� _(��$� v�  ( :v
	�� J�

 ��°Cf] – �
�SB�� �;.  

  

-���� 0� 
���)��% /�� �� *�
� 293T   

�/� �!�  |�	R�	�� '
� (�_(� 
�,�� '
�B	�� 
 (�)+ '
�B	�� vK� 

)��3]m��3] ( ���# ���� ���	 `��S$ :��= �Q= ^��; � . �! ��

#!�b ���� �Q= J�
Q�� a ���H 
� )micro plate(  �
�K$3]� 

 ����293T �; �%�8
 .�� #��� ��`� �	�   (�v9 :v��= �vQ= ^� 

�/� �!� ( |�	R���
�V �� ( �%�8
 _(��   �v; x�v�R�.   dev�


�; �`$� ^°CNf  (Y %CO2  ��� ��� �	,! #�; �����
. +� 


�  �
�vK$ D(� '(� '
 ���' > ���v�  �v!�     #v!�b (� �v! �� A)v�

���� �Q= J�
Q�� 
�,�� '
�B	�� 
 (�)+ '
�B	�� vK�   �v/� �� (

�!� � �� |�	R���; G��"; _��K� �������% }��(��.  

  

 01�.2��
����% �34 293T � ���*�
 �34 ��  5.�# ��
5����  �

6+�#  

 �
�K$3]�   ���v� �vQ= J�
Q� '
 ���H (� �� ����� a  �v��H 
� 

 ����293T �; 1�
� �Q= .�� �� �K� '(��  W=
�v$ �� ��i]mg] 

 �)vv*� �vv� �vvE��MOI= 10 )Multiplicity Of Infection ( '


(�
 _(��,�� '
�B	�� 
 ( �(
 ���H ���)+ '
�B	��K�   D(� �v��H ��

�; �%�8
 .       ^v��$ �v�
'(� ���vE �v� �v	,! �v� ��� �� de�

��   � �vv�� '
 _�vv�K� d��vv����% {��vv�(��vv�F$(�vv5 ���> 

(Enhanced green fluorescent protein) eGFP J�
vQ� � �vv!� 

���� �Q=� ����� ��0 G��"; (��.  

  

$%&' 4��%�(���3(4 �$��   

�vvv	��"vvv�c5 �vvv� WvvvL! ~� �vvv� �(� Avvv�V�W AgeI ( MluI  ��

:�;�    1�v; �v<
�
 �v�
.     1�!�vQ� �v= ��n��v"! v��  ��v;   �v�

"vv�c5�A�V G�vv� �vv� ��vv"�  vvnH ���vvE �vv��  '
 ( 1�vv�V ��

��vv��Oc��vv= �B :vv��/ �,$vv���	vv*! # .
 '
vv�"vv�c5 >�
�vv� �!�� 


���vvM 7 ( \vvS@vv� 
 �� ���vv= ��vvK% �����= ( '
�vvB	�� tvv�

�� �!�  1��,	�
 ��� ������ ��;.  

  

  
:�; )? . (3m G�� A�V�"� x��R� �� "�c5�� �"=� �� 

A�V�W �!� AgeI ( MluI�1 m x��R� "�c5��� ���1� 1�; ?m 

�'(�=��� ������� DNA 1kb� 3m x��R� �� "�c5�� ���1� 

1�Q�.  

  

��� �� �� ��� ���� 7�� 8%�� ��
���overlap extension 

PCR 

��� 7�
 �� ���= ��K% ��
 '
 '
�B	�� u$ ( \vS@ ��M v��  �(�v= �

�
��V ���
 ���$��e�V ��  v�
( �(�v= �� #�  ^v��$ >PCR   1��,	v�


�; .
 ���  ���v� �� �"*/ �� �0'�7V ��Sb '
 1��,	�
 �� G(� >

��+ ���� s�$� �= ���; ��@( �V �� ��;�e"! �Kn/ # �	;
� ��

�;�� .
�;� ^ D�M�
PCR  
�	�
 �� Av�V�W TaqS��  s�$ dev� ( �v� v� �

 ��Kn/DNA A�V ��� W Pfu D�vM�
  �v; . �v�9�� �(
   ��vKn/3(? 
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 (�v9�   \vR�    �vK� �"v*/ �� �v= ��v;�e"!�  
�v�� overlap 

extension PCR  �
��- ���B�
  1��,	�
 v��  ���v; s�$ v�  ���v; � )

 :�;N( .�� s�$��S� ���  \�=
( ��PCR  ��Kn/3(?    �
�v�- �v�

     �+ '
 �vKn/ (� ��vC$
 '
 dv5 ( 1�v; 1��,	v�
 �B�
 v�  \vR� U

�vv!�0'�7V '
 1��,	vv�
 �vv� ��vv;�e"!� F1  (R2 Avv�V (� WPfu  ��

 \S@�s�$ �	%���; � ) :�;T(.  

���= �!�  (�v9�  "v�c5� �pLP1  ���= '
 :vE�9�   ��vC`� tv�

overlap extension PCR �@ ���A�V 1�vvvB�vvv"� AflII  (AgeI 

"vv�c5� �pLP1 A�V WvvL! �vv��vv"�Avv�V �vv� ��W �vv!� AflII  (AgeI 

����� ���; .	�����= 1��!� ��Q� �M� ��C`� t�PCR 
 �� v� >

"�c5� ��� �) :�;Y .("�c5��$ ���A�V WL! �� 1�; ��"� K$�� >

�
�$� ��0�	� ( ��K$ �M���
�$ >�   
 1�v�!� ��vQ��   �� \vS@ ��vM

u$ ( ��� ���� :`����
 ���V �� ��D64 �
 ����V ���
( ������ >.  

  

  

  
:�; )N . (PCR ��Kn/ �(
 ( D(� �� 
�'
�B	� � 3(Nm �Kn/ 3 )iYa bp)� 4(Ym �Kn/ ? )NTf bp)� 2(am �=��� �'( ������� DNA 

100bp.  

                           

  

  

  

  

��� )�(� � �� 	
� �
 ������	�� ������������ 

�� ����!"#�"#! ���$ DNA 1kb �%�  �#�&!PCR 

�� 	
� �
 �����(1280 bp). 

���)'( . �� *�� +,-�/$/0123 4pLP1 �� ������

5�!$ ��� AgeI  �AflII 1280bp)  �(7609bp  �6 � 

����!"#�"#! ���$ DNA 1kb  �7� /0123 4pLP1 

���84849,. 
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��) 9#�: 6;�%� ��%�
� -� ���� 0� �< 
�  


��� ��$�  v	�� :v��9 �� (� v�(��  "v�c5��!�� pLP1 �pLP2  (

pLP/VSV-G 	�� �
A@
 :��9� (�   ���v� �v� _(�293T   :v
	��

���; .( �
A@
 ��	������$ �� �M�� ���� :H
� �� _(� v� �
'V ( �

	�� ��;� (��; _(� .  "v�c5 '
 1��,	v�
 ��� �pLP1  (�v9�  ��


�)+ '
�B	��K�  \S@ (�  v	�� :v��9 (� �	%�� ( v�)+ _(�� vK�  (

 \S@���$ �	%���; �. (�_(� �!� K$ �S@ :E�9 �v�$ >�  �v	)  �v�

�! �/�� 3]   �v$��3] (  �v� ���v�  �v!� 293T   ���v; :v
	�� . ��

 "v�c5 �-�"M���!��   v	�� 1��'�v�� (� v�(��  "v�c5� �DEST 

(�9�  ��gfp � ���E �� �= ��
�   ��v� \��v$ �`$ ��UV   �v�

 h�� ��+Tig  r+�� A)� t�� �	������� ��;     1�v�!� ��vQ� �v=

( ��vvL9vv� _(�):vv��9 (�vv�
 ���vv� �� . �vvE�� ( G��"vv;

���� �!�      ��
���	v�
 :"K�
��	v�� Uv)+ 1�v; G��"; A)�)3f (

$ ( �)��`���	�  �� ��
��3]� × 3/3  (3]� × N/3 $�$ ��� 
�v� 6� 

(�_(� �!� 
�,�� '
�B	�� )+ (�K� ��V ����.  

  

     � � ��=����    ��) 9#�: ���  � �   � *�
 �   .�# ��
����   +, ��-�      /�� ��

)��%� 293T 

  
�� �   �����      	�� :��9 ����"-�  ( � �(��  
 �   ,�� '
�B	��    '
 :E�9

      
 �� �� \S@ �    ( �'
�B	� �  _(�  �! �       ���� 1�� �� :E�9�  293T 

   � ( :
	���    �� ��gfp             ( �(�( �=��� �
��K� �        ���� D��� �� _(�

  ����� �;  . ��  �5 �� �   �
�gfp      \�=
( ��  �! �    �
�	��         �� �(�( ���Q�

       1 
 �"!  ��DNA  ( � �( ��           ��
  � ��� D �� �  � �  . � ���  �!� 

            (  ( �  �!  ��  1�; ��,*� 
 �$ �    
  _(� �    )+  ' 
 �B	��K�   ,��  (�   ��

          ���� ��
'(� ���E�      ��0 G��"; ( � ���  .      �!'(� �� �      �� �(


   
��= ��     �(�9gYmg]  % ����  �! �          t�� A)� �1�; ��,*�
�$

    ����� )        ���"� (� �! ��  (        � 1��!� ��Q� �=�    �� ��gfp    ���� ��

 ��
  .  � (�                  ���� �Q= J�
Q�  � �  � �� '  �(��  ��  �! ��    ��  �=

 ( �   
 _(� �   ,�� '
�B	��            �
�K$ ����� 1�; ��,*�
�$ ����  �! �  A)�

   \!�= �                  =��
 �
�K$ W!���Sb '(� �� ( �%��    '
 ����  �! �  A)�

  /���    ������  .    $��E���      ���� �Q= J�
Q� �� ���     1�; ��,*�
�$

  (  �� �  _(�  �! �            
  �� ��  \S@ �(�� �      �E�� ' 
�B	�  &�� ��   '


 ����  �!   /�� A)��      
 �= ������ � �	� > �        *� ����"- 1��!� ��Q� ~� ��

 �5 �� 
 > �     ( �� '
�B	� �  _(�  �! �        
 �� �� \S@ �� �       �(�( ( '
�B	�

DNA (��(��  ��
 ���� D��� :H
� ��) :�;a. (  

  

  
��� ):(� !3��+ �#, ;,�0�#<� �
 �#<0 �=> %?@T A�5B,��� 84� �� 

��C�� �=> �������� 5�!$ � DE3F$.  

  

  

�$
�	�
 �8�9 ��9 ���  �v!�  ��vK	��  
�v��  ��v��� ���   ��vn�

�� �;�� �; �=�r �$� �S�V >1��,	�
  '
:��9 �!� (��(�� O�E�CH 

(�$�(�_(� �! 	�� (� ( v�_(�  G(� ��v!  �v!�  ��v! 0 v���  ���

=�$���)�  1�$�= ��Kn/ '
 1��,	�
 �� ��*"!DNA  )�� (� RNAi 

� '
 1��,	�
 (�'�)� W)?](3i (��
 .
(
 ��� �!� :i]   ��v�A"! (

  X
�v�
 �� :v��9  �v!� (� v�(��
`$ �� �' �� ��v
�  ��v��� �� �v�� 

����"� 
 '
 1��,	�
 �"� �� �!� >:��9 �! �; ��nK� . 
�v	�
 ��� 

���  
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