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کا چاپ و می در امری ست که در دو مجله بیوشی صه ای از دو مقاله من ا سی خل ین مقاله فار ا

  .این دو مقاله انگلیسی در سایت بیو ایرات موجود است. منتشر شده است

 
مشکلت و روشهای مطالعه (: ۱)در بیوتکنولوژی  Antisense Strategyروش 

 
ها مشکلت روش  Antisenseدرباره اوليگونوکلئوتيد  Strategy اهی آن ح می و روش های آزمايشگ وضي را ت

:، سه مشکل اساسی وجود داردAntisense Strategyدر . دهم

دها. ۱ يه اوليگونوکلئوتي سط در تجز ل سلول تو اخ نزيم های خارج سلولی و در د سط آ سرم خارج سلول تو
داخل سلولی آنزيم های

داخل سلولها وارد کردن اوليگونوکلئوتيدها به .۲

مورد نظر برای جلوگيری از ساخته شدن يروتئين مخرب RNA به هدف يعنی  رسيدن اوليگونوکلئوتيدها. ۳

دها فی وجود دارد برای يايدار کردن اوليگونوکلئوتي ين کردن. روش های مختل ش ها جايگز ز اين رو کی ا ي
.اتمهای اکسيژن به وسيله اتمهای گوگرد در قسمتهای تجزيه شده توسط آنزيم هاست

:دو روش اساسی برای مطالعه تجزيه اوليگونوکلئوتيدها در سلول ها وجود دارد

الکتروفورز. ۱

*ميکروسکوپی فلوئورسانس. ۲

نی ست يع و به روش نخ ي يابی اوليگونوکلئوتيدهای راديواکت کار می رود در حالی که الکتروفورز در رد
بی اوليگونوکلئوتيدهای فلوئورسنت  روش ا ساطع)ميکروسکوپی فلوئورسانس در رديا که نور فلوئورسانس ر

.مورد استفاده قرار می گيرد( می کنند

حتما از خودتان می يرسيد که الکتروفورز چيست؟ در روش الکتروفورز، از يک ژل به عنوان مثال، از ژل آکريل
کناره های اين دو صفحه حتما. استفاده می کنند و اين ژل را بين دو صفحه شيشه ای می چکانند** آميد

وقتی .فضای بين دو صفحه نريزد به بيرون از بايد با گيره های فلزی مجکم به هم متصل شود تا آکريل آميد
کامل ير کرد، يک شانه کوچک را ريخته شده بين دو صفحه شيشه ای فضای بين دو صفحه را که آکريل آميد

د تا به داخل ن اليی  ژل فرو می بر نه  ژل قسمت ب عد از خشک شدن، شکل شا عد از خشک. را بگيرد ب ب
ند امل ژل، شانه را از آن خارج می کن يو .شدن ک يد راديواکت نه های حاوی اوليگونوکلئوت سيس می توان نمو

با قرار دادن. تجزيه شده در مدت زمان های مختلف را در قسمت باليی ژل که به شکل شانه درآمده، ريخت
اخل ژل را ها در د ق می توان مهاجرت اوليگونوکلئوتيد ن به بر صل دو الکترود آ ستگاه الکتروفورز و و ژل در د

چون اوليگونوکلئوتيدها به دليل داشتن گروه های فسفات دارای بار الکتريکی منفی هستند،. بررسی کرد
مدت زمان وصل بودن ژل به جريان برق، بستگی به طول. به سمت الکترود مثبت يا آند ييش خواهند رفت

عه و همين طور اندازه ژل دارد يد در داخل ژل در مدت. اوليگونوکلئوتيد مورد مطال بعد از مهاجرت اوليگونوکلئوت
از ژل زمان محاسبه شده، جريان برق را قطع می کنيم و ژل را از دستگاه الکتروفورز خارج می کنيم و سيس

يم م می گير و با طول. فيل ي يه شده راديواکت نه محل اوليگونوکلئوتيدهای تجز طی تيره که نشا در فيلم، خطو
نيم تعداد بازهای نوکلئوتيدی در ، می توا يق ه اين طر ص می شود و ب خ ست، مش های مختلف ا

.محل شکسته شدن آنها توسط آنزيمها را رديابی کنيم اوليگونوکلئوتيدها و

کار می کند، استفاده فلوئورسانس در روش ميکروسکوپی فلوئورسانس، از يک ميکروسکوپ که طبق يديده
نيم عه سلول ها هر نوع ميکروسکوپ فلوئورسانس. می ک ته برای مطال ند مناسب باشد الب می توا چرا .ن

سانس که سکوپ فلوئور شد ميکرو ليی برخوردار با يک با يد از قدرت تفک ستفاده با ليل از. مورد ا به اين د



ن يا  سانس هم کانو سکوپ فلوئور ه می شود  confocalميکرو ستفاد وسکوپ، نور. ا ين نوع ميکر در ا
ه به ردياب يا  ن ز يک صفحه محوری عمود بر نمو ونه، ا سانس ساطع شده از نم می رسد و detectorفلوئور

همه نورهايی که خارج از اين صفحه قرار دارند قبل از رسيدن به ردياب، از يک فيلتر عبور کرده و حذف می
ند بل توجهی می شود. شو يش قدرت تفکيک ميکروسکوپ به ميزان قا عث افزا ين روش با با استفاده از. ا

ن يا  سانس هم کانو سکوپ فلوئور زيه  confocalميکرو ئورسانس اوليگونوکلئوتيدهای تج وان طيف فلو می ت
 .به دست آورد شده را

نور رسيده به مولکول های( بسته های انرژی)فلوئورسانس يديده ای در فيزيک است که در آن فوتون ها * 
باعث رفتن آن مولکول ها از سطح انرژی يايه به تراز انرژی برانگيخته و برگشت آن فوتون نمونه مورد آزمايش

فلوئورسانس  نور از اين برگشت به تراز يايه، نوری ساطع می شود که به. می شود ها به سطح انرژی يايه
.موسوم است

تن در**  گر و قرار گرف يه دي يی ست که يس از مخلوط شدن با مواد اول د يک ماده شيميا ي ين دو آکريل آم ب
 آکريل آميد  آکريل آميد ، يلی اسم يليمر. الکتروفورز، يليمريزه می شود و به صورت يليمر در می آيد صفحه
.است

 
نتايج در منوسیتها و فیبروبلستها(: ۲)در بیوتکنولوژی  Antisense Strategyروش 

 
آنها را يايدار کرد و يکی از روش برای جلوگيری از تجزيه شدن اوليگونوکلئوتيدها توسط آنزيمها بايد ساختمان

تم های اکسيژن به وسيله اتمهای گوگرد است ين منظور جايگزين کردن ا ی اين کار، نخست. ها برای ا برا
خص کرد ها را مش ها در اوليگونوکلئوتيد حل حمله آنزيم يد م ين. با يه ا عه تجز يق مطال مورد از طر

. اوليگونوکلئوتيدها در آنزيمهای استخراج شده از سلولها صورت می گيرد

 درجه سانتيگراد است بايد آنزيمهای استخراج شده از سلولها۳۷.۵ از آنجايی که دمای بدن در حالت طبيعی
ما قرار داد ين د يم. را در ا ره می کن ا با حرارت دادن سلولها يا ست غشاء سلولی ر ين منظور،  نخ برای ا

با استفاده از تست برادفورد مقدار يروتئين.  را در آنزيمهای استخراج شده قرار می دهيم اوليگونوکلئوتيدها و
سيس با استفاده از محلول بافر مناسب،  غلظت نمونه را کاهش. های موجود در نمونه را تعيين می کنيم

يم يم، در. می ده ر می بر د به کا ه نه شا ت و به عنوان نمو س تيد ا قد اوليگونوکلئو ا که فا نه ر اولين نمو
در هنگام .در نمونه های بعدی،  مقدار معينی اوليگونوکلئوتيد می ريزيم. درجه سانتيگراد قرار می دهيم- ۲۰

ها  عه نمونه ها آن يم  درجه سانتيگراد۳۷در دستگاه  را مطال يه  می گذار ه ها تجز تيد در نمون تا اوليگونوکلئو
شود و با استفاده از روش مناسب،  واکنش را در زمان های دلخواه متوقف می کنيم و سيس نمونه ها را در

. درجه سانتيگراد قرار می دهيم- ۲۰

 
با سيس . راديواکتيو شده اند۳۲ فسفر لزم به ذکر است که همه اين اوليگونوکلئوتيدها قبل با استفاده از

ين وبلگ شرح دادم، از ژل الکتروفورز فيلم می فورز که آن را در مطلب قبلی در ا ستفاده از روش الکترو ا
فيلم را ظاهر می کنيم و از محل خطوط تيره ای که در فيلم ظاهر می شود، تعداد بازهای نوکلئوتيدی. گيريم

. محل شکسته شدن آنها توسط آنزيمها را مشخص می کنيم در اوليگونوکلئوتيدها و

 
سيتها سيتها نشان داد که منو ستخراج شده از منو نه حاوی آنزيمهای ا ته شده از نمو فيلم الکتروفورز گرف

 را از قسمت وسط می بودند يعنی آنزيمهايی که اوليگونوکلئوتيدها endonucleaseدارای آنزيمهايی از نوع 
ستها ستخراج شده از فيبروبل ونه حاوی آنزيمهای ا فته شده از نم ند، در حالی که فيلم الکتروفورز گر شکن

يی از نوع لستها دارای آنزيمها يی که exonuclease نشان داد که فيبروب نی آنزيمها ند يع بود
.سر می شکنند  را از قسمت اوليگونوکلئوتيدها

 
توسط آنزيمها، گروههای فسفودي استر در بعد از مشخص شدن محل دقيق شکستگی اوليگونوکلئوتيدها

کسيژن را ی اين منظور، اتمهای ا يم و برا ا به گروه فسوروتيوآت تبديل کرد ين آن قسمتها ر در محل های تعي
.شده به وسيله اتمهای گوگرد جايگزين کرديم

 



يه که تجز عه برای آن ا در داخل سلولها مطال ها ر سط آنزيمهای اوليگونوکلئوتيد ها تو سته شدن آن حو شک و ن
ست يد نخ يم، با سی کن يم درون سلولی را برر نها را وارد سلولها کن ها به. آ ی که اوليگونوکلئوتيد ي از آنجا

ستفاده ول ها ا يی برای وارد کردنشان به سل ند، لزم است از مولکولها يی وارد سلولها نمی شو تنها
 گروه آمين۱۵۰از . استفاده کردم که يک يلی آمين است  superfectمن از ماده ای به نام سويرفکت . کنيم

 تای آن فعال است و دارای بار الکتريکی مثبت می باشد و چون گروه۷۰که در سطح اين مولکول قرار دارد، 
عه دارای بار تيد مورد مطال سوروتيوآت در اوليگونوکلئو ي استر و ف سفود کی های ف ثر الکتري فی بود، در ا من

ين بار استاتيک ب نش الکترو د و سويرفکت، های مثبت وبرهم ک يل ش کس تشک فی، يک مولکول کميل من
.اوليگونوکلئوتيد مورد مطالعه را به داخل سلول های فيبروبلستی برد

 
که راندمان تعداد سلولهايی که اوليگونوکلئوتيد همراه سويرفکت وارد آنها شده بود بايد به لزم به ذکر است

سد۸۰ ارد سلولهای .٪ بر ا که و سنت با همان تعداد باز نوکلئوتيدی ر يد فلوئور ی اين منظور، اوليگونوکلئوت برا
.شده بود با استفاده از ميکروسکوپ فلوئورسانس بررسی کرديم فيبروبلستی

 
ن يا سانس هم کانو سکوپ فلوئور ستفاده از ميکرو عه با ا ستی مورد مطال ز سلولهای فيبروبل سيس ا

confocal دارای اوليگونوکلئوتيد تجزيه شده در زمانهای مختلف، با استفاده از نمونه سلولهای فيبروبلستی
طيف فلوئورسانس- در دو سر يک مولکول است* که مربوط به برهم کنش دو فلوئوروفور - Forsterاز تئوری 

.را محاسبه کرديم اوليگونوکلئوتيد مورد مطالعه در سلولهای فيبروبلستی** گرفتيم و نيمه عمر

 
ين  عه در کاهش مقدار يروتئ تيد مورد مطال فت می P-gpاوليگونوکلئو که در غشاء سلولهای فيبروبلستی يا

. مقدار اين يروتئين را در اين سلولها تعيين کرديم Western Blotبا استفاده از روش  .شود نقش دارد

 
ئين  که نيمه عمر اوليگونوکلئوتيدی که من در مقابل در فيبروبلستها يک روز P-gpنيمه عمر پروت بود درحالي

به علوه، اوليگونوکلئوتيد وارد شده در فيبروبلست، باعث کم.  روز بود ۵آنزيمهای فيبروبلستی پايدار کردم، 
ين  شدن وجهی شد  P-gpپروتئ بل ت جه نشان داد که. به مقدار قا ين نتي Antisenseروش  ا  Strategy در

.فيبروبلستها با موفقيت عمل کرده است

 
ند*  سانس ساطع ک اند از خود نور فلوئور لی ست که بتو فلوئوروفور را در. منظور از فلوئوروفور، مولکو

ظر ورسانس ساطع از بخشهاي مورد ن ين ماده، از خود نور فلوئ د تا ا ن ار می ده عه قر ماده مورد مطال
.سيس از ماده مورد مطالعه طيف فلوئورسانس می گيرند. کند

 
.نيمه عمر مدت زمانی ست که نصف مقدار ماده مورد نظر تجزيه می شود** 

 

 


