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  خلاصه

براي ساخت و . باشداكثر تحقيقات بيولوژي سلولي و مولكولي نياز به ساخت سازه ژني مي در :هدف
گاهي اوقات به علت متعدد . شودستفاده ميها اغلب از پلاسميدهاي تجاري موجود اتكثير اين سازه

ها، استفاده از بودن قطعات ژني و طولاني بودن اين قطعات و محدوديت در استفاده از آنزيم
در مواردي نيز ساخت سازه ژني با . شودپلاسميدهاي موجود سبب افزايش هزينه و زمان پروژه مي

در اين تحقيق با استفاده از يك روش ساده و . باشدپذير نمياستفاده از پلاسميدهاي موجود امكان
  .سريع پلاسميد مطلوب براي پروژه ژن درماني بتا تالاسمي طراحي و ساخته شد

   مولتيپل كلونينگ سايت،Gene runnerدر ابتدا با بررسي قطعات سازه ژني با نرم افزار :روش مطالعه
 با هضم آنزيمي از pUC19پلاسميد  سايت متعدد كلونينگاز طرفي . مطلوب طراحي و سنتز شد

 جديد سايت متعدد كلونينگسپس در طي يك واكنش لايگشن و ترانسفورميشن، . پلاسميد خارج شد
 شد و با آناليز آنزيمي و تعيين توالي صحت كار pUC19پلاسميد  سايت متعدد كلونينگجايگزين 

  .ييد شدات
درمرحله .  را موفقيت آميز نشان دادتعدد كلونينگسايت مها، مراحل طراحي و ساخت ارزيابي :هايافته
يكي از . مرحله هضم آنزيمي تأييد شدند اغلب آنها در. هاي متعدد حاصل شدكلني فورميشن نيزترانس
  . هاي تأييد شده تعيين توالي شد و مورد تأييد نهايي قرار گرفتكلني
زان و سريع جهت ساخت پلاسميدهاي روش مورد استفاده در اين تحقيق روش ساده، ار: گيرينتيجه

هاي ساخت سازه اين كار سبب كاهش هزينه و زمان پروژه. مطلوب از پلاسميدهاي تجاري موجود است
دار كلون اي طراحي گرديد تا تمام قطعات بصورت جهت به گونهسايت متعدد كلونينگ. شودژني مي

   .آمدي مراحل كلونينگ مي شوداين امر باعث حذف مراحل تعيين جهت و افزايش كار. شوند

 گيري ژني هدف،pBGGT ،pUC19 ، بتاتالاسمي :هاي كليديواژه
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  ، دكنر خان احمد و همكارانpBGGTطراحي وساخت پلاسميد 

بتا تالاسـمي يـك اخـتلال       . خون در فواصل زماني كوتاه دارند     
تـاكنون  حـدود     . باشـد تك ژني با وراثت اتوزومال مغلوب مـي       

  .]2[ جهش در ژن بتاگلوبين شناسايي شده است200
 mRNA ، پـردازش هاي فوق روي نـسخه بـرداري      جهش      

(mRNA Processing)   بيان و پايداري زنجيره بتا پس از
گذارند و سـبب توقـف سـنتز يـا نـا پايـداري              تأثير مي ترجمه،  

ــد  ــده ميگردن ــاخته ش ــره س ــتخوان  . ]1[زنجي ــز اس ــد مغ     پيون
ش  رو  اما ايـن   .درماني براي اين بيماران است    ترين روش   قطعي

 كننـدگان مناسـب و داشـتن        به علت در دسترس نبودن اهـدا      
هاي پيونـد بـر عليـه    عوارضي مانند واكنش ايمونولوژيك سلول 

ــان ــا ) Graft Versus host disease (ميزب ــل ب در عم
اصلاح نقص ژنتيك با روش     . ]3[باشد مي ومشكلات زيادي روبر  

در . آل براي درمـان ايـن بيمـاران اسـت         ژن درماني، روش ايده   
هــاي ژن درمــاني از وكتورهــاي حــال حاضــر در اغلــب پــروژه

كارآيي اين وكتورهـا بـراي ارائـه ژن     . شودويروسي استفاده مي  
 ولي ظرفيت پذيرش ژن آنهـا كـم         ]4[ست ا به سلول بسيار بالا   
باشـد،  كه نياز به تجـويز مجـدد وكتـور مـي          است و در مواردي   

يـه پـروتئين    احتمال بر انگيخته شدن پاسخ ايمني ميزبـان عل        
در اغلب اين وكتورها جايگزين شـدن       . هاي ويروس وجود دارد   

 گيـرد و ايـن مـسئله       ژن در ژنوم بصورت تصادفي صـورت مـي        
هـا و ايجـاد     تواند باعث خاموش يا فعال شـدن يكـسري ژن         مي

اخيراً بعلـت وجـود معايـب       . ]5[شودميمسائلي مانند بدخيمي    
 Gene)ژنـي  گيـري  هـاي هـدف  فوق توجه بيشتري به روش

Targeting)براي ژن درماني شده است .  
آل براي ژن درماني، اصلاح يك ژن جهش يافته         روش ايده      

   هـاي ديگـر    صورت مـستقيم و بـدون ايجـاد تغييـر درمحـل           هب
 Homologous Recombination اين امر با پديـده . باشدمي

گزيني استفاده از اين پديده بـراي جـاي       . ]6[باشدانجام پذير مي  
. شودناميده مي  ژن سالم درمحل ژن معيوب، هدف گيري ژني       

تا  10-5  حدودHomologous Recombinationميزان بروز 
هـاي اصـلاح    براي جداسازي و انتخاب سلول    . ]7[باشد مي 7-10

. شده بايد از نشانگرهاي انتخاب مثبت و منفـي اسـتفاده كـرد            
زه ژنـي حـاوي     براي ژن درماني با اين روش نياز به ساخت سـا          

و نــشانگرهاي ) همولــوگ(ژن بتــاگلوبين و بازوهــاي همــسان 
  . انتخاب مثبت و منفي داريم

هاي ژني از پلاسـميدها     معمولاً براي ساخت و تكثير سازه           
 بـا سـايز     DNAهـاي    پلاسـميدها مولكـول   . شوداستفاده مي 

kb1     تا بيش از kb200        هستند و بصورت خـارج كرومـوزومي 
اي و بـصورت حلقـوي      اكثر آنها دو رشته   . د دارند در سلول وجو  

  (closed covalent circular) بـسته بـا پيونـد كووالانـت    
اغلب پلاسميدهايي كه بطـور متـداول در كلونينـگ          . باشندمي

 pMB1 حـاوي رپليكـون مـشتق شـده از           شـوند استفاده مـي  

. ]8[هاي بـاليني جـدا شـد      اين پلاسميد ابتدائاً از نمونه    . هستند
pSC101 ]9[ و ColE1 و pCR1 ]10[ اولـــين وكتورهـــاي 

پلاسميدي بودند كه براي كلونينگ بكار برده شدند اولين فـاز           
 بـه پايـان     pBR322تكامل وكتورهاي پلاسميدي با سـاخت       

اولين نسل پلاسميدهاي داراي تعداد كپـي بـالا در          . ]11[رسيد
يـك تـا دو     .  بودنـد  ]13[ pAT53 و   ]pXf3 ]12سلول شامل   

ايـن  .  سـاخته شـدند    pUCبعد وكتورهـاي پلاسـميدي      سال  
اي هاي متعدد و انحـصاري در منطقـه       پلاسميدها داراي سايت  

 )Multiple Cloning Sites(با نام سايت متعدد كلونينـگ  
درحال حاضر پلاسميدهاي تجـاري بـسياري بـا         . ]14[باشندمي

 بيـان و غيـره سـاخته شـده          ،مقاصد مختلف از قبيل كلونينگ    
در اكثــر تحقيقــات بيولــوژي ســلولي و مولكــولي،     . اســت

هـاي  بيوتكنولوژي و ژن درماني نياز به طراحي و ساخت سـازه          
هـا معمـولاً از     براي سـاخت و تكثيـر ايـن سـازه         . باشدژني مي 

در اغلـب مـوارد وقتـي       . شـود پلاسميدهاي تجاري استفاده مي   
سازه ژني طول كوتاهي داشته باشد يا تعـداد قطعـات آن كـم              

  .باشدد پلاسميدهاي تجاري جوابگوي نياز محققين ميباش
در بعضي مـوارد سـازه ژنـي طويـل اسـت و از كنـار هـم                        

در ايـن  . شـود قرارگرفتن تعداد زيادي قطعه ژنـي سـاخته مـي        
كـرد و قطعـات را      موارد بايد ازچند پلاسميد تجـاري اسـتفاده         

 در پلاسـميدهاي  كلونينگ  سابو  كلونينگ  درطي چند مرحله    
درطي . مختلف كلون و درنهايت به پلاسميد نهايي منتقل كرد        

هـاي   گاهي استفاده از آنـزيم     كلونينگسابو  كلونينگ  مراحل  
اسـتفاده از   . جتنـاب ناپـذير اسـت     ا،  bluntبرش  داراي جايگاه   

 ســبب كــاهش كارآمــدي كلونينـگ هــا در مرحلــه ايـن آنــزيم 
)efficiency (  ــصال ــنش ات ــين و) ligation(واك ــور و ب كت

Insert از طرفي براي بدست آوردن پلاسـميدي كـه         . شود مي
قطعه مورد نظر درجهت مطلـوب در آن قـرار داده شـده بايـد               
آناليز آنزيمي انجام شود تا كلـون حـاوي پلاسـميد بـا جهـت               

 (Directional Selection).مطلوب شناسايي و جدا گردد 
دسـت  در بعضي موارد درطي آنـاليز آنزيمـي كلـون مطلـوب ب            

.  بايـد تكـرار شـود      كلونينـگ سابو  كلونينگ  آيد و مرحله    نمي
  علــت محــدوديت در  بــه كلونينــگگــاهي در طراحــي مراحــل

 كردن انتهاي قطعه با آنـزيم       Bluntهاي آنزيمي نياز به     سايت
Klenow   ــا ــه بـ ــردن قطعـ ــسفريله كـ ــا دفـ ــزيم آ و يـ                نـ

calf intestine alkalin phosphataseــسف ــا ف ريله  ي
    .  داريمT4 Polynucleotide Kinaseنزيم آكردن قطعه با 

هاي بـرش اختـصاصي     توانند سايت ها نمي علاوه بعضي آنزيم  هب
لـذا ضـروري اسـت      . شود بـرش دهنـد    خود را وقتي متيله مي    

 ترانسفورم گـردد و سـپس هـضم    Dam ⎯پلاسميد در ميزبان   
 الذكر باعـث    به هر حال تمام مشكلات فوق     . آنزيمي انجام شود  

  .شودافزايش صرف وقت و هزينه پروژه مي
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با اين حال گاهي با لحاظ كردن تمام موارد فوق، طراحي                 
سازه ژني با استفاده از پلاسميدهاي تجاري موجود بـه نتيجـه            

در اين مطالعه ساخت يك سازه ژني بـراي اسـتفاده           . رسدنمي
ــا اســتفاده  ــده در ژن درمــاني بيمــاري بتــا تالاســمي ب  از پدي

 مـد  )homologous recombination(نوتركيبي همـسان  
در ابتدا سعي شد با استفاده       در همين ارتباط،  . نظر قرار گرفت  

از پلاسميدهاي موجود سازه ساخته شود ولي پلاسميدهاي در         
ن شديم تا يك پلاسميد     آلذا بر . دسترس جوابگوي نياز ما نبود    

آل جهت طراحي   ايده سايت متعدد كلونينگ  مطلوب كه داراي    
   .ما باشد را طراحي و بسازيم

  هامواد وروش 
قسمتي از طرح پژوهـشي ژن درمـاني بيمـاري          كه  ه  عاين مطال 

  باشـد يـك   بتا تالاسمي شـبكه پزشـكي مولكـولي كـشور مـي           
 در بخــش 1383پــژوهش مولكــولي اســت و در اواخــر ســال  
  .بيوتكنولوژي انسيتو پاستور تهران انجام شد

 در ابتدا توالي قطعات سازه      : متعدد كلونينگ  سايتطراحي  
ــات   ــامل قطع ــي ش ــا Aژن ــميد Back bone و G ت  پلاس

pUC19 آن از نظــر ســايت متعــدد كلونينــگ صــرف نظــر از 
 بررسـي  Gene runner افـزار  با نرمNon cutterهاي آنزيم
هـاي  براساس طراحي انجام شده ترتيب قراردادن جايگـاه       . شد

 جديـد بـه صـورت زيـر         دد كلونينگ سايت متع برش آنزيم در    
  :تعيين شد

EcoRI-NheI-KpnI-MluI-BglII-SacI-AflII-
XbaI-ClaI-AgeI-XhoI-HindIII 

 زير براي جـايگزين شـدن بـا         سايت متعدد كلونينگ  در نهايت   
M.C.S   پلاسميد pUC19    بر ايـن    ).1شكل( طراحي گرديد

 در  .اي بـا تـوالي فـوق بـود         دو رشته  DNAاساس نياز به يك     
 و Overhang  EcoRIاي ك طرف اين زنجيـره دو رشـته  ي

  . قرار داردOverhang HindIIIدر طرف ديگر آن 
سايت متعدد  (اي فوق   زنجيره دو رشته  : سنتز پلي نوكلئوتيد  

 بـا % 90اي كـه حـدود       بصورت دو زنجيره تك رشته     )كلونينگ
نوكلئوتيـد  يك رشته پلـي   . هم مكمل هستند درنظر گرفته شد     

F   نوكلئوتيـد   كمـل پلـي    و رشته مR    ايـن دو   .  نامگـذاري شـد  
توسـط  ( خـالص شـد   HPLCنوكلئوتيد سـنتز و بـا روش    پلي

  ). از كشور ايتالياPrimmشركت 
  :R و Fتوالي پلي نوكلئوتيدهاي 

F:  5' AA TTCGCTAGCAGGGTACCCAACG 
         CGTAAGATCTGAGCTCCTTAAGTTC 
         TAGAATCGATGACCGGTTCTCGAGA 3' 
R:  5' AGCTTCTCGAGAACCGGTC 
          ATCGATTCTAGAACTTAAG 
          GAGCTCAGATCTTACGCGTTG 
          GGTACCCTGCTAGCG 3' 

 با حجم مساوي و غلظت مساوي در        R و   Fپلي نوكلئوتيدهاي   
 10غلظـت   ( هم مخلوط شـد      اپندورف با ليتر  ميلي 5/1تيوب  
، حرارت تيـوب بـه   )م از هركداميكروليتر 50و حجم   مول  ميلي

هـاي ثانويـه ايـن       درجه سانتيگراد رسانده شد تا ساختمان      90
. سپس به دماي محيط برگردانده شد     . نوكلئوتيدها باز شود  پلي

نوكلئوتيـد در داخـل تيـوب       به علت مكمل بودن ايـن دو پلـي        
سـايت   اي كـه همـان     دو رشـته   DNAاپندورف تعداد زيادي    

حاصـل ايـن    . شكيل گرديـد  باشد ت ـ  جديد مي  متعدد كلونينگ 
داخل فريزر  ) ligation(تيوب براي استفاده در واكنش اتصال       

 .نگهداري شد
 Ecoli Top10در pUC19:  pUC19هــضم آنزيمــي 

 از بــاكتري بــا كيــت اســتخراج pUC19ترانــسفورم گرديــد و
 ODسـپس  . تخليص شـد ) Nucloespinآلمان  (پلاسميد 

وق تحـت اثـر آنـزيم    پلاسـميد ف ـ . گيـري شـد   پلاسميد انـدازه  
HindIIIو EcoRI  صورت منفرد هاين دو آنزيم ب. قرار گرفت

.  پلاسميد جايگـاه  دارنـد      سايت متعدد كلونينگ  در دو انتهاي    
 از  سـايت متعـدد كلونينـگ     هضم آنزيمي فوق سبب جداشدن      

Back Boneحاصل هـضم آنزيمـي فـوق    . شود پلاسميد مي
 از  bp2640اند حـدود    الكتروفورز شد و ب   % 2/1روي ژل آگارز    

  از ژلDNAبا استفاده از كيت استخراج . روي ژل بريده شد
 آن بـا  OD از ژل جدا شد و Nucloespin   (DNAآلمان(

  .گيري شددستگاه اسپكتروفتومتر اندازه
سـايت    وBack Bone pUC19واكنش اتـصال بـين   

  :  جديدمتعدد كلونينگ
روي ژل  كـه از  Back Bone pUC19با توجه بـه غلظـت    

 جديـد و بـا رعايـت        سايت متعدد كلونينـگ   جدا شد و غلظت     
  .نسبت مولاري و فرمولاسيون زير واكنش اتصال گذاشته شد

 
          

Back bone pUC19 + 3�l Buffer 10X + 3�l 
PEG 4000 + M.C.S + H20 upto 29�l + 1�l 
T4 DNA ligase 

كساعت در دماي   ، بمدت ي  تيوب اپندورف حاوي واكنش اتصال    
  . در يخچال نگهداري شدOvernight و براي RT)(محيط 

 ، ترانسفورميشن و    (Competent)تهيه سلول مستعد    
 5ml در 'Ecoli Top10 Fبـاكتري : استخراج پلاسـميد  

 حـاوي تتراسـايكلين رشـد داده شـد تـا       LB Brothمحيط 
OD   سپس با روش شيميايي و با استفاده از         .  رسيد 6/0 بهM 

1/0 Cacl2    سلول مستعد )Competent ( سپس .  تهيه شد
 )Competent(حاصــل واكــنش اتــصال در بــاكتري مــستعد 

=5/1 
 Insert  برحسب مول
 Vector برحسب مول
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ها و بازهاي اضافي كه نزيمآ پيشنهادي براي ساخت پلاسميد جديد همراه با محل و توالي سايت متعدد كلونينگ  -1شكل 

 .اندبرجسته مشخص شده

Overnight نسفورميــشن در حاصــل ترا. ترانــسفورم گرديــد
سـيلين كـشت داده شـد و     حاوي آمپيLB Agarهاي پليت
-از كلوني .  درجه سانتيگراد قرار داده شد     37 در انكوباتور    براي

هاي حاصل ماتريس تهيه شد و از هر خانه ماتريس در لوله بـا              
 5ml (Amplicin + LB Broth)همـان شـماره حـاوي    

ســميد هــاي كــشت داده شــده پلاكــشت داده شــده از كلــون
  .استخراج گرديد

پلاسـميدهاي  : هضم آنزيمي پلاسميد هاي استخراج شده     
-NheI-ClaI-AgeI-BglIIهـاي   استخراج شـده بـا آنـزيم      

MluI-XhoI   و AflII    يـك  سايت متعـدد كلونينـگ     كه در 
هاي فوق تحت اثـر آنـزيم       كلون.جايگاه برش دارند هضم شدند    

SalI و Bam HI  نيز قرار گرفتند اين دو آنزيم در پلاسـميد 
هـاي تأييـد شـده بـا        يكي از كلـون   . جديد جايگاه برش ندارند   

ــا اســتفاده از پرايمرهــاي جلــوبر و معكــوس   ــاليز آنزيمــي ب آن
Reverse M13 و Forwardتعيين توالي شد .   

  هايافته
در اين مرحله نتايج طراحي اوليه با نرم افـزار           :مرحله طراحي 

Gene runner و هيچگونـه مـشكل و   )1جدول( بررسي شد 
براسـاس ايـن    . تداخل عمل آنزيمي در طراحي مـشاهده نـشد        

ــات     ــام قطع ــايگزيني تم ــي ج ــا Aطراح  درپلاســميد G ت

pBGGT  ــت ــگ جه ــصورت كلونين  Directional(دار  ب
Cloning (درطراحي پلي نوكلئوتيدهاي  .قابل انجام استF   

هـاي لازم بـراي داشـتن    بينـي  نيز نتايج مثبت بود و پيش    Rو  
Overhang EcoRI و Overhang HindIIIشده بود .  

نتـايج در مرحلـه اتـصال نيـز          :Ligation)( مرحله اتـصال  
فورميشن بدسـت   هاي متعددي پس از ترانس    خوب بود و كلون   

هـا حـاوي    در مرحله آناليز آنزيمي تعداد زيـادي از كلـون        .آمد
-NheI-ClaIنزيمهـاي   آپلاسميد مـوردنظر بودنـد و بوسـيله       

AgeI-BglII-MluI-XhoI   و AflII    2شـكل   ( خطي شدند .(
 BamH  وSal I  هاينزيمآاز طرفي  اين پلاسميدها بوسيله 

I    نزيمي فوق در پلاسميد جديد     آهاي  خطي نشدند زيرا جايگاه
نزيمي تأييـد  آدر كل بررسي نتايج حاصل از هضم        .وجود ندارد 

جديـد در پلاسـميد       كلونينـگ  سايت متعدد  كننده جايگزيني 
pUC19 نتـايج حاصـل از تعيـين تـوالي بـا اسـتفاده از              .   بود

 تأييــد كننــده Forward و Reverse M13پرايمرهــاي و 
در ايـن تحقيـق مـا بـه پلاسـميد            .نهايي پلاسميد جديد بـود    

مطلوب خود براي ساخت سازه ژني مورد نيـاز در ژن درمـاني             
 شناســــه  در بانــــك ژن تحــــت  pBGGT .رســــيديم

DQ384617به ثبت رسانده شد .  

  نظر وجود يا فقدان سايت برش آنزيم  ازG تا A بررسي قطعات ژني - 1جدول 
Gene Fragments 

Enzymes 
A B C D E F G 

NheI N N N N N N N 
XhoI N N N N N  N N 
AgeI N N N N N N N 
kpnI N N N N N N N 
MluI C N N N N N C 
BglII C C N N  N C C 
SacI C N N N N N C 
AflII N N N N N N N 
XbaI N N N N N C N 
ClaI N N N N N N N 

N=Non cutter    C=Cutter 
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 سايت متعدد كلونينگبا استفاده ازجايگاههاي آنزيمي موجود در pBGGT  هضم آنزيمي -2شكل 

  بحث
لولي و  همانطور كه درمقدمه ذكر شد در تحقيقات بيولوژي س ـ        

مولكولي گاهي پلاسـميدهاي تجـاري موجـود جوابگـوي نيـاز            
محققين نمي باشد و استفاده از آنها سبب صرف وقت و هزينه            

در اين تحقيق پلاسميد موردنظر در مرحلـه اول  . زياد مي شود 
در مرحله طراحي نكـاتي رعايـت       . طراحي و سپس ساخته شد    

داد مراحـل را  شد كه كارآمدي مراحل كلونينگ را افزايش و تع  
سايت متعدد كلونينگ پلاسميد متناسب بـا       . به حداقل برساند  

 به گونه اي طراحي شد تا تمام قطعـات فـوق            G تا   Aقطعات  
ايـن امـر سـبب حـذف مراحـل          . دار كلون شوند  بصورت جهت 

  ،Klenowهـاي  تعيين جهت و عدم نياز به استفاده از آنزيم
CIP و T4 Polynucleotide Kinaseحذف اين . شود مي

وجـود  . مراحل سبب صرفه جويي در وقت و هزينه پـروژه شـد           
Overhang EcoRI و HindIII ــايت ــاي سـ  در دو انتهـ

متعدد كلونينگ سبب حذف دو مرحله هضم آنزيمي در رونـد           
 براي سـاخت سـايت    R وFنوكلئوتيد استفاده از پلي. كار شد

بـا قطعـه    ) Handling(متعدد كلونينـگ نيـاز بـه كـاركردن          
DNA با سايز كوچك (74 bp) كـاركردن  .  را مرتفع سـاخت

 كار بسيار دشواري است bp 74 با سايز حدود DNAبا قطعه 
و ) Gel Extraction(و الكتروفورز كـردن و اسـتخراج از ژل   

در ايـن تحقيـق     . بـر اسـت   تخليص آن بـسيار دشـوار و هزينـه        
اي است كـه سـايت متعـدد كلونينـگ خـالص            طراحي به گونه  

 و الكتروفـورز و اسـتخراج از ژل         PCRنيـاز بـه مراحـل       بدون  
  .ساخته مي شود

 براي افزايش كارآمـدي     سايت متعدد كلونينگ  درطراحي        
آنزيم درعمل برش با توجه به نوع آنـزيم و بـر اسـاس جـدول                

 در كنار توالي هـر      Fermentas  2003 كاتالوگ   119صفحه  
اسـتفاده از   . سايت آنزيمي يك يا دو باز اضـافي گذاشـته شـد           

بازهاي اضافي دركنار سايت هاي بـرش باعـث كارآمـدي صـد             
شود و همـانطور كـه درعمـل        ها در زمان برش مي    درصد آنزيم 

هـا خطـي    ديده شد پلاسميدها بطور كامل بوسيله همه آنـزيم        
ضمناً در اين مرحلـه     . شدند و پلاسميد هضم نشده باقي نماند      
د سايت آنزيمي جديـد     دقت شد تا افزودن اين بازها سبب ايجا       

- سـعي شـد از آنـزيم   سايت متعدد كلونينگدر طراحي   . نشود
 -Damهايي كه به متيلاسـيون حـساسند و نيـاز بـه ميزبـان               

مكان استفاده نشود اين امر باعث كاهش مراحـل   دارند حتي الا  
ســايت متعــدد هــاي آنــزيم اكثــر. شــودفورميــشن مــيتــرانس

ــگ ــستند و Overhangَ 5 داراي كلونين ــل   ه ــامي مراح تم
قابل انجام  دار   جهت صورت هب  در اين پلاسميد    كلونينگ  ساب

 Directional). است و نياز به مرحله تعيين جهت نمي باشد
Selection) ــزيم ســايت متعــدد كلونينــگ در دو انتهــاي  آن

XhoI و NheI     قرار داده شد تـا بـراي تمـام قطعـات Non 
cutter هاي ن توسط آنزيم  سازه ژني پس از ساخته شد     .  باشند

هاي فـوق بطـور مكـرر       شود لذا آنزيم  فوق از پلاسميد جدا مي    
گيرند و بايد ارزان و در دسـترس باشـند          مورد استفاده قرار مي   

  . تا هزينه پروژه به حداقل برسد

  گيرينتيجه

   1kb (Fermentas) ماركر. NheI5آنزيم.Bgl II4  آنزيم.Af1 II   3آنزيم.Sac I2آنزيم.١
 Cla Iآنزيم . Age I10   آنزيم.XhoI 9آنزيم.Mlu I8آنزيم.Xba I7آنزيم. 6

  1           2          3            4          5          6            7            8           9          10 



  

 

 1385، بهار1 شماره،16 دوره ،مجله بيماريهاي كودكان  68
  ، دكنر خان احمد و همكارانpBGGTطراحي وساخت پلاسميد 

درمجموع روش مورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق روش سـاده و              
بـا اسـتفاده از     سريعي براي دسترسي به يك پلاسـميد جديـد          

در نهايـت پلاسـميد لازم      . پلاسميدهاي تجاري موجـود اسـت     
  از براي ژن درماني ساخته ويجهت ساخت سازه ژني مورد ن

 pBGGT or plasmid for beta globin gene 
targeting)(  ناميده شد)3شكل.(  

  سپاسگزاري
  شبكه پزشكي مولكولي كشور كه محترممسؤليناز با تشكر 

زينه اين تحقيق را در قالب طرح ژن درماني قسمت عمده ه
  .بتا تالاسمي  پرداخت نمودند

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  pBGGTنقشه پلاسميد ) pUC18،  B/19نقشه پلاسميد ) A -3شكل 
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Abstract  
Background: Most of molecular biology studies depend on making gene 
constructs. Although commercial plasmids are widely used for this purpose, 
sometimes due to the nature of the restriction sites or need of multiple 
subcloning, usual restriction sites available in original multiple cloning sites 
(MCS) of the plasmids could not be easily used, if not impossible at all. 
Here, we report an easy and fast method to construct suitable plasmid with a 
new MCS for constructing a 16kb gene targeting plasmid. 

Methods: Firstly, the suitable MCS was designed by studying the sequence 
of desired gene fragments in Gene runner software. Two partial 
complementary 74 base long oligonucleotides were designed and constructed 
to make this MCS. The original pUC19 MCS was replaced with the new one 
by enzymatic digestion of the plasmid and removal of the MCS, followed by 
adding the two complementary oligonucleotides and ligating the construct 
and transforming it into Ecoli TOP10 F'. The new plasmid was then purified 
and sequenced by M13 forward and reverse primers. 

Findings: Synthesis of two 74 base polynuclotides was successful, and 
these polynucleotides formed a double stranded fragment which was 
successfully inserted between HindIII-EcoRI sites of pUC19. Analysis of 
intermediate step results showed successful progress of cloning reaction. 
Final analysis of the plasmid by restriction analysis and sequencing the MCS 
confirmed authenticity of the new plasmid. 
Conclusions: The method described here is a fast and easy way to make 
suitable plasmid out of commercially available plasmids. This process can 
considerably decrease the time and cost of plasmid construction. Availability 
of suitable restriction sites in proper order makes it possible to directionally 
clone the desired gene fragments which is more efficient and excludes 
screening steps for the right direction of the fragments. The plasmid reported 
herein is specifically tailored to insert different fragments of a beta-globin 
gene targeting construct.  
 

Key Word: pUC19, pBGGT, Gene targeting, Beta thalassemia. 
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