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Abstract 

Background and Objectives: Beta interferon (IFNβ) protein is produced as a recombinant drug and used in 

treatment of some diseases like Multiple Sclerosis. In eukaryotic cells, IFNβ mRNA is rapidly degraded and its half-

life is too short. One of the contributing factors to this short half-life is presence of the AU rich element (ARE) in 

3´UTR of this mRNA. This region has an inhibitory effect on translation too. Our aim in this research was to delete 

ARE from IFNβ gene in order to increase its mRNA stability and translational level. 

Materials and Methods: In order to delete an 18 nucleotide sequence from ARE, the Megaprimer PCR 

technique was used. The PCR product was digested with EcoRI and BglII enzymes. The vector was partially 

digested with the same enzymes. The digested PCR product was purified and cloned into the vector. Then, the 

recombinant vectors were transfected into CHO cell line. 

Results: The first PCR reaction product contained a deletion mutation and was used as megaprimer in the second 

reaction. Partial digestion of the vector yielded a variety of fragments with different weights. The sufficient fragment 

was purified from the gel and used as a cloning vector. Final product of PCR was cloned into the vector. The 

accuracy of the cloning reaction was confirmed and the recombinant vector was transfected into CHO cell line. 

Conclusion: An 18 nucleotide region of IFNβ mRNA was deleted. The influence of this microdeletion on 

mRNA stability and translational efficiency needs to be surveyed in future. 
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 هقاله پضوهشي
 

 و سطح تزجوه آى  mRNAبه هنظور افشايش پايداری  IFNβايجاد جهش هدفدار در صى 
 Megaprimer PCR با روش

 
 هزين کي ، *حجتي سهزه، هزين حیدری

 
 ، اصفهان، ایراناصفهان دانشگاه علوم، دانشکده شناسی، زیست گروه

 
 7=/75/5پذيزش<      6=/55/:6دريافت< 

 
 چكیده

تٌشفشٍى :سهینه و اهداف اَى  (IFNβ) ثتب پشٍتئیي ای لیذ یه ثِ ػٌ تَشویت تَ هبلتیپل اػىلشٍصیغ اػتفبدُ  ّب هثل دسهبى ثشخی ثیوبسی ٍ دسؿذُ داسٍی ً
تَی  دس ػلَل ؿَد. هی وبسی یًوِ ؿَد تجضیِ هیثِ ػشػت  mRNA IFNβّبی یَ اَهلی وِ ثبػث ایي اهش هی. یىی اص ػوش آى ثؼیبس وَتبُ اػت ٍ   ؿَد ٍجَد ػ

اَلی غٌی اص  یًض داسد. ّذف ایي تحمیك حزف ثبؿذ هی mRNAایي  UTR´3دس AU (ARE )ت تٌشفشٍى ARE. ایي ًبحیِ اثش هْبسی ثش تشجوِ  ثتب  اص طى ای
 ثبؿذ. ٍ ػغح تشجوِ هی  mRNAجْت افضایؾ پبیذاسی

اَلی  :ثِ هٌظَس حزفها هواد و روش تَیذ اص  18یه ت ولئ ًَARE  اص سٍؽMegaprimer PCR  اػتفبدُ ؿذ. هحلَلPCR ضین ٍ  EcoRIّبی  ثب آً
BglII یًض تَػظ ّویي آًضین ؼجی ثشؽ دادُ ؿذ.  ثشؽ دادُ ؿذ. ٍوتَس  داخل ٍوتَس ولَى  ؿذ ٍ ػبصی خبلق PCRهحلَل ثشؽ یبفتِ ّب اهب ثِ كَستً 

تَشویت حبكل ثِ سدُ ػلَلی  دس اداهِ ؿذ. ؼفىت ؿذًذ. CHOٍوتَسً   تشاً
اٍوٌؾ  ها< يافته ل  اٍوٌؾ PCRهحلَل هشحلِ اٍ ؼجی ٍوتَس حبٍی جْؾ حزفی ثَد ٍ ثِ ػٌَاى هگبپشایوش دس  ، لغؼبتی ثب دٍم اػتفبدُ ؿذ. ّضنً 

بیی  ّبی هختلف ایجبد وشد. لغؼِ هَسد  ٍصى ًَیٌگ اػتفبدُ ؿذ. هحلَل ًْ اَى ٍوتَس ول كحت داخل ٍوتَس ولَى ؿذ.  PCRًظش هب اص طل اػتخشاج ٍ ثِ ػٌ
تَشویت حبكلاٍوٌؾ ولَیًٌگ تبییذ ؿذ ٍ ٍوتَس  لَی ً ؼفىت ؿذ.  CHO، ثِ سدُ ػل  تشاً

غمِ :گیزی نتیجه تَیذی اص  18ای  هٌ ولئ ًَmRNA IFNβ  حزف ثش پبیذاسی هیىشٍحزف ؿذ. اثش ایيmRNA  ٍذ ؿذتشجوِ دس ثبصدّی اَّ ذُ ثشسػی خ  .آیٌ
 

اَلی غٌی اص آدیًيها کلید واصه تٌشفشٍى ثتب، ت ساػیل، -: ای  .Megaprimer PCRیَ
 

 :z.hojati@sci.ui.ac.irEmailایمیل نویسنده رابط:  *
 

 هقدهه
تشفشٍى ثتب )      تشفشٍى یه( اص اػضبی گشٍُ IFNβایٌ ّب  ایٌ

ظیوی اػت وِ  تَػظ ثیـتش ػلَل ّبی ثذى،  گلیىَپشٍتئیٌی تٌ
ثٍلاػت ثِ یٍشٍػی یب هَاجِْ ثب  یٍظُ فیجش ّب، دس پبػخ ثِ ػفًَت 

طیه لیذ هی دیگش ثیَلَ اى  گشدد ٍ اص ایيّب، تَ سٍ تحت ػٌَ
ثٍلاػتی ًیض ؿٌبختِ هی (. پشٍتئیي 1ٍ2ؿَد ) ایٌتشفشٍى فیجش

ّب،  یك اتلبل ثِ گیشًذُ خَد دس ػغح ػلَلایٌتشفشٍى ثتب اص عش
ٍ دس ًتیجِ اثشات ضذ  ّبی هتؼذد ؿذُ طىػبصی  هٌجش ثِ فؼبل

ّبی  ّبی صیؼتی دیگش سا دس ػلَل ٍیشٍػی، ضذتىثیشی ٍ فؼبلیت
یٍظُ ّذف المب هی وٌذ ٍ ثذیي جْت اص ًظش دسهبًی هَسد تَجِ 

ًمؾ آى دس ثبؿذ وِ  ًخؼتیي ػبهل دسهبًی هی IFNβ(. 3ثبؿذ ) هی
ذاختي پیـشفت ثیوبسی ، (MS) هَلتیپل اػىلشٍصیغ ثِ تبخیش اً

ًـبى دادُ ؿذُ اػت. ایي داسٍ ثبػث وبّؾ تؼذاد حولات ٍ 
اًَی هی ذیذ ثیوبسی ٍ ایجبد ًبت (. ثِ 4ؿَد ) وبّؾ ػشػت تـ

اًَذ دس دسهبى اػتئَػبسوَهب، دیؼپلاصی  احتوبلا هی IFNβػلاٍُ  ت
یٍىغ، گلیَهب ٍ ثشخی ػفَ ّبی ٍیشٍػی هثل ػفًَت  ًتػش

ّن هَسد  B  ٍCٍیشٍع پبپیلَهب، ّشپغ، آًؼفبلیت ٍ ًیض ّپبتیت 
ٍ سدُ ػلَلی  E. coliّبی  (. اهشٍصُ ػلَل5) اػتفبدُ لشاس گیشد

CHOاى ػیؼتن لیذ  ، ثِ ػٌَ ثشای  IFNβّبی ثیبًی ؿبیغ جْت تَ
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گیشد.  هلبسف دسهبًی ٍ دس همیبع تجبسی هَسد اػتفبدُ لشاس هی
Betaseron ٍExtavia  تحت ًبم ولیIFNβ1b  دس ػلَل ّبیE. 

coli ٍ .Avonex  ٍRebif  ّوچٌیي ٍCinnovex دس ایشاى( تحت(
لَی  IFNβlaًبم ولی  لیذ هی سػذ ) CHOدس سدُ ػل (. 6ٍ7ثِ تَ

هـبثِ ّش پشٍتئیي دسهبًی دیگش، ثِ دػت آٍسدى همبدیش ثبلای 
IFNβ ذاف تجبسی هْن هی  ثبؿذ.   ثشای اّ

ًبپبیذاس اػت ٍ ثِ  IFNβ mRNAدّذ وِ ثشسػی ّب ًـبى هی
یؼی  ، IFNβ mRNAػشػت تجضیِ هی ؿَد. پبیذاسی ثؼذ اص سًٍَ

اَلی غٌی اص  ARE, Adenine uracilآدًیي ٍ یَساػیل ) هتبثش اص ت

Rich Element) (. 8ثبؿذ ) هیAREالی ّب ، یه ػشی اص ػٌبكش تَ
اًَبیی وٌتشل ًیوِ ػوش یه  سا اص عشیك  mRNAّؼتٌذ وِ ت

(. ایي ػٌبكش دس ًَاحی 9ثبؿٌذ ) تحشیه یب هْبس تجضیِ آى داسا هی
ذًی اًتْبی  تشجوِ تشیي  (، اص ؿٌبختِ ؿذUTR´3ُ) 3´ًـ

چٌیي دس  ّب ّن AREثبؿٌذ.  هی mRNAّبی ًبپبیذاسی  ؿبخق
ّبی  mRNAّبی خبف، ؿبهل  mRNAوٌتشل تشجوِ 

ّبی پیؾ التْبثی  پشٍتئیيّبی هشتجظ ثب سؿذ تَهَسی ٍ  پشٍتئیي
اَلی اَى ت ل هْبس تشجوِ ّن هؼشفی  ًمؾ داسًذ ٍ ثِ ػٌ ّبی هؼئَ

اَلی ARE (.10گشدًذ ) هی  50-150ّبیی ثب عَل حذٍد  ّب، ت
تیذ  AUUUA( ٍ هتـىل اص تؼذاد هتغیشی وپی اص پٌتبهتش 9) ًَولئَ

ًبهش یب  ٍ ًَUUAUUUAUU ( وِ ثش اػبع تؼذاد 8ٍ) ثبؿٌذ هی 
ًَذ ، ثِ ػِ گشٍُ تمؼین هیAUUUAتبهش اًتـبس پٌ  (.11ٍ12) ؿ

الی  ای اص  دّذ هجوَػِ ّب ایي اهىبى سا هی ّب، ثِ آىAREتٌَع تَ
غ سا دس اختیبس ثگیشًذ وِ تلَس هی ؿَد دس تٌظین  فبوتَسّبی تشاً

ؿَد وِ  ٍ تشجوِ، ًمؾ داسًذ. تلَس هی mRNAپبیذاسی 
ثب هبؿیي تشجوِ  ، لبدس ثِ ثشّوىٌؾAREّبی اتلبلی ثِ  پشٍتئیي

 دٌّذ ثبؿٌذ ٍ اص ایي عشیك تشجوِ سا تحت تبثیش لشاس هی هی
ًَذُ ثِ  چٌیي پشٍتئیي (. ّن10ٍ11) لبدس ثِ  AREّبی هتلل ؿ

دُ وِ لبدس  ثشّوىٌؾ ثب ووپلىغ چٌذ پشٍتئیٌی ثِ ًبم اگضٍصٍم ثَ
 (.13) ثبؿذ هی 5´ثِ  3´دس جْت mRNAثِ تجضیِ 

ّن حبٍی   IFNβ mRNAهَلت،ّبی ثب ثیبى  mRNAهـبثِ دیگش 
ط ثِ  خَد هی UTR´3دس   AUیه هَتیف غٌی اص ثبؿذ وِ هشثَ

+ اص 807+ تب 780ثبؿذ ٍ دس هٌغمِ ّب هیIIAREگشٍُ 
UTR´3mRNA  IFNβ  اَلی یىی اص لشاس گشفتِ اػت. ایي ت

ثشسػی  هؼشفی ؿذ. mRNAβIFN ّبی ًبپبیذاسی  ؿبخق
اَلی ، هـخق وشد وِ mRNA IFNβّبی دخیل دس ًبپبیذاسی  ت

ذًی اًتْبی  ، ؿبخق ًبپبیذاسی 3´ػلاٍُ ثش ًبحیِ تشجوِ ًـ
وذٍى خبتوِ تشجوِ ًیض ٍجَد داسد. جض ًبپبیذاسوٌٌذُ 5´دیگشی دس 

اى ؿبخق ًبپبیذاسی ًبحیِ وذ وٌٌذُ )  ,CRIDدٍم، تحت ػٌَ

Coding Region Instability Determinantؿَد ٍ ثیي  ( ًبهیذُ هی
تیذّبی  (. 14ٍ15) ًبحیِ وذوٌٌذُ لشاس گشفتِ اػت 513-545ًَولئَ
ثِ تٌْبیی، هٌجش ثِ پبیذاسی هلایوی  CRIDیب  AREحزف هؼتمل 

اَلی mRNAدس  ی ّش دٍ ػٌلش ثب ت ّبی وٌتشل،  هی ؿَد ٍ جبیگضیٌ
 (. 10) دّذ سا افضایؾ هی mRNA IFNβثِ هیضاى صیبدی ًیوِ ػوش 

اَلی  ْب ثش سٍی   UTR´3IFNβ mRNAحبضش دس  AUت ، ًِ تٌ
(. 8، ثلىِ ثش سٍی لبثلیت تشجوِ آى ًیض اثش داسد )mRNAپبیذاسی 

 UTR´3IFNβدّذ وِ ًبحیِ  ّبی كَست گشفتِ ًـبى هی ثشسػی

mRNA (. 16) ، اثش هْبسی ثش سٍی تشجوِ داسد 
ای وِ ثبصدُ  ثبؿذ ثِ گًَِ هی IFNβّذف اص عشح حبضش، تغییش طى  

آى افضایؾ یبثذ. ثشای سػیذى  mRNAچٌیي پبیذاسی  تشجوِ ٍ ّن
 mRNA دس وبّؾ پبیذاسی AREثِ ایي ّذف ثب تَجِ ثِ ًمؾ 

IFNβ  تیذی اص ایي هٌغمِ، ثب اَلی ّجذُ ًَولئَ ٍ وبسایی تشجوِ، ت
 حزف ؿذ. Megaprimer PCR سٍؽ

 
 ها هواد و روش

سی وِ دس ایي تحمیك هَسد اػتفبدُ لشاس گشفت      س  ٍوتَ -pSٍوتَ

IFN Kozak ،د. هٌـب اكلی ایي ٍوتَس  pSVM dhfr پلاػویذ ثَ
دُ وِ یه ٍوتَس لبثل تىثیش دس ػلَل CHO dhfrّبی  ثَ

ثبؿذ.  هی–
اػت وِ طى  pBR322ای اص پلاػویذ  ایي ٍوتَس حبٍی لغؼِ

ثبؿذ. ٍوتَس  ػیلیي ٍ هجذا ّوبًٌذػبصی سا داسا هی همبٍهت ثِ آهپی
pS-IFN Kozak  ثب ٍاسد وشدى طىIFNβ ِای دس  حبٍی جْؾ ًمغ

س  EcoRIهٌغمِ وضان، دس جبیگبُ  ثِ دػت آهذ  dhfr pSVMٍوتَ
 دس ایي تحمیك هَسد اػتفبدُ لشاس گشفت. ٍ

  E. coli XL1-Blueدس ایي تحمیك اص ػَیِ ثبوتشیبیی اػتبًذاسد 
تیه تتشاػبیىلیي همبٍم هی اػتفبدُ ؿذ وِ ًؼجت ثِ آًتی ثبؿذ.  ثیَ

ثبوتشی هَسدًظش اص  ؿشوت ػیٌبطى تْیِ ؿذ. ثشای وـت ثبوتشی 
E. coli اص هحیظ ،LB  اػتفبدُ ؿذ وِ اص ؿشوتMerck  .یِ ؿذ  تْ

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 pS-IFN Kozak: وکتور 1شکل
 

ایٌتشفشٍى ثتب،پشایوشّبی ٍیظُ ثِ هٌظَس المبی جْؾ ّذفوٌذ دس طى 
( عشاحی گشدیذ ٍ دس 5Version) Oligoافضاس ثب اػتفبدُ اص ًشم

اَلی  PCR Megaprimer  ٍاوٌؾ هَسد اػتفبدُ لشاس گشفت. ت
 ثبؿذ: پشایوشّبی هَسد اػتفبدُ ثِ كَست صیش هی

اَلی 1Fپشایوش   3̍TCA TTA ACA GAC TTA CAG GTT ثب ت

ACC TCC ̍ ̍5̍ ، 

اَلی  1Rپشایوش   3̍CAA AAA TAA TTT ATT TTC ثب ت

CAA AAA AAT AAC TCA TAA 5̍ . 
الی 2Rپشایوش   3̍AGC TGA ATT CTA ACT TTA TGA  ثب تَ

TGA GAG  5̍ ، 
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 .IFNβی اتصال پرایمر حاوی جهش به منطقه مورد نظر در ژن  نحوه: 2شکل
 

پشایوش اػت وِ عی دٍ هشحلِ ٍاوٌؾ  3ایي ٍاوٌؾ ًیبصهٌذ      
PCR گیشًذ. هحلَل ًْبیی وِ داسای یه  هَسد اػتفبدُ لشاس هی

ثبؿذ ثبیذ جبیگضیي ّویي لغؼِ فبلذ  ًَولئَتیذی هی 18حزف 
ب داسای جبیگبُ س ؿَد وِ دس دٍ اًتْ ّبی ثشؽ  حزف دس ٍوتَ

EcoRI  ٍBglII  1اػت. پشایوشF بُ ثشؽ ثبلادػت جبیگBglII   ٍ
د دس دٍ عشف هٌغمِ هَسد ًظش ثشای 1Rپشایوش  ،وِ حبٍی جْؾ ثَ

ل ثِ عَل  تیذ ثِ  206حزف، عشاحی ؿذ. هحلَل هشحلِ اٍ ًَولئَ
اَى   PCRثشای هشحلِ دٍم  2Rثِ ّوشاُ پشایوش Megaprimerػٌ

ثب ایجبد یه تغییش  2Rهَسد اػتفبدُ لشاس گشفت. دس عشاحی پشایوش 
تیذی جبیگبُ ثشؽ   ایجبد ؿذ. EcoRIًَولئَ

ّبی ایجبد  یىی اص سٍؽ Megaprimer PCRتىٌیه تىٌیه 
ثبؿذ وِ ًخؼتیي  هی (Site directed mutagenesis) جْؾ ّذفذاس

ػظ  كیف ٍ اػتفبدُ ؿذ. ایي تىٌیه تَ Sarkar  ٍSommerثبس تَ
 PCRصایی ثب اػتفبدُ اص ػِ پشایوش ٍ دس عی دٍ هشحلِ  جْؾ

(. دس ایي سٍؽ یىی اص پشایوشّب حبٍی 17) گیشد كَست هی
ثب اػتفبدُ اص پشایوش حبٍی  PCRثبؿذ. ًخؼتیي ٍاوٌؾ  جْؾ هی

گیشد. هحلَل  جْؾ ٍ یىی اص پشایوشّبی ثیشًٍی كَست هی
اَى پشایوش ای خبلق دٍسؿتِ )هگب پشایوش( دس  ػبصی ؿذُ ٍ ثِ ػٌ

PCR (. 18ٍ19) ؿَد دٍم ثِ ّوشاُ پشایوش ثیشًٍی دیگش اػتفبدُ هی 
ل ٍاوٌؾ  ثشای ثِ  Megaprimer PCRدس ایي تحمیك، هشحلِ اٍ

تیذی، ثب  18دػت آٍسدى لغؼِ اثتذایی طى حبٍی حزف  ًَولئَ
 فبلذ  PCRٍ ثب تشویت هَاد ؿبهل ثبفش  R ٍ1F 1 اػتفبدُ اص پشایوش

MgSO4 هیىشٍلیتش،  5/2ثِ حجنDNA  الگَ )پلاػویذpS-IFN 

Kozak ِحبٍی طى جْؾ یبفت ،IFNβ غلظت  دس هٌغمِ وضان ٍ ثب
ng/µl15 1هیىشٍلیتش، پشایوشّبی3( ثِ حجن R ٍ1 F ثب غلظت(

هیىشٍلیتش، هخلَط اًَاع  5/1پیىَهَلاس(ّش وذام ثِ حجن  20
dNTP 75/0  ،لٍیتش هیىشٍلیتش، آًضین  4ثِ حجن MgSO4هیىش

 5/10هیىشٍلیتش ٍ آة همغش ثِ هیضاى  25/0ثِ همذاس  Pfuپلیوشاص 
 عجك ثشًبهِ صیش كَست گشفت:ٍهیىشٍلیتش 

لیِ دس دهبی  ػیىل  15دلیمِ، ٍ ػپغ  7ثِ هذت  C94° تملیت اٍ
ثِ C 55°ثبًیِ، دهبی اتلبل  45ثِ هذت C94° ثب دهبی تملیت 

دلیمِ ٍ دس  1ثِ هذت  C72° ػبصی  ثبًیِ، دهبی عَیل 30هذت 
 دلیمِ. 10ثِ هذت  C72° ًْبیت تىثیش ًْبیی دس دهبی 

اَى  PCRهشحلِ دٍم ٍاوٌؾ، ًیبص ثِ هحلَل  ل ثِ ػٌ هشحلِ اٍ
تؼییي غلظت هَسد  هگبپشایوش داؿت وِ ثؼذ اص اػتخشاج اص طل ٍ

اَد هَسد  206اػتفبدُ لشاس گشفت. عَل هگبپشایوش  د. ه ًَولئَتیذ ثَ
 5/2ثِ حجن MgSO4فبلذ  PCRاػتفبدُ دس ایي هشحلِ ؿبهل ثبفش 

، حبٍی طى pS-IFN Kozakالگَ )پلاػویذ  DNAهیىشٍلیتش، 
( ثِ حجن ng/µl15غلظت  ٍ ثب دس هٌغمِ وضان IFNβجْؾ یبفتِ 

هیىشٍلیتش ٍ هگبپشایوش ثب غلظت  2ثِ هیضاى  2Rهیىشٍلیتش، پشایوش  3
 dNTPهیىشٍلیتش، هخلَط اًَاع 5/0پیىَ هَلاس ثِ حجن  89حذٍد 

ثِ  Pfuهیىشٍلیتش، آًضین پلیوشاص  5ثِ حجن  MgSO4هیىشٍلیتش،  1
-هیىشٍلیتش هی 75/10هیىشٍلیتش ٍ آة همغش ثِ هیضاى  25/0همذاس 

اَد، ٍاوٌؾ  لٍیِ دس دهبی  PCRثبؿذ. ثب تشویت ه ثب ثشًبهِ تملیت ا
°C94  ػیىل ثب دهبی تملیت  15دلیمِ، ٍ ػپغ  7ثِ هذت°C94 

ثبًیِ، دهبی  30ثِ هذت  C 50°دلیمِ، دهبی اتلبل  1ثِ هذت 
جبم ؿذ ٍ دس پبیبى تىثیش  C 72°ػبصی  عَیل ثِ هذت یه دلیمِ، اً

جبم گشفت. 10ثِ هذت  C 72°ًْبیی دس دهبی   دلیمِ اً
حبٍی جْؾ حزفی، دس دٍ اًتْب حبٍی  PCRهحلَل ًْبیی 

د. لزا اص سٍؽ ّضن   EcoRI  ٍBglIIّبی  جبیگبُ ثشؽ آًضین ثَ
تْبی ایي لغؼِ اػتفبدُ ؿذ. اص  آًضیوی دٍگبًِ ثشای ثشؽ دٍ اً

د  pS-IFN Kozakعشفی پلاػویذ  س ولًَیٌگ ایي لغؼِ ثَ وِ ٍوتَ
د  ینداسای دٍ جبیگبُ ثشؽ ثشای ّش وذام اص آًض ّبی فَق ثَ

ّبی  (، ٍ ثٌبثشایي ثشای ًبدیذُ گشفتِ ؿذى یىی اص جبیگب1ُ)ؿىل
اػتفبدُ ؿذ.  ّب، اص سٍؽ ّضن دٍگبًِ ًؼجی ثشؽ ّش وذام اص آًضین
 MBIٍ ثبفش ّوشاُ آى اص ؿشوت  EcoRIآًضین هحذٍد وٌٌذُ 

fermentas  آًضین ٍBglII   ثِ ّوشاُ ثبفش اص ؿشوتMetabion 
 خشیذاسی ؿذ. 

Tangoثشای اًجبم ّضن آًضیوی دٍگبًِ ثبفش 
TM  ط ثِ ؿشوت هشثَ

FermentasMBI  تخبة ؿذ اَى ثبفش هـتشن اً ثؼذ اص ثشسػی، ثِ ػٌ
د، ّضن  ٍ اص آًجبیی وِ دهبی ػولىشد ّش دٍ آًضین هـبثِ ثَ

جبم ٍاوٌؾ  د  3آًضیوی دٍگبًِ ّوضهبى اًجبم ؿذ. هذت اً ػبػت ثَ
 لشاس گشفتٌذ: ٍ هَاد ثِ ًؼجت صیش هَسد اػتفبدُ

2X Tangoثبفش 
TM هیىشٍلیتش، آًضین ّبی هحذٍد وٌٌذُ  2ثِ همذاس

EcoRI ٍBglII  ثب غلظت u/µl10  1ثِ هیضاى  ًَِ هیىشٍلیتش، ًو
DNA  هحلَل(PCR  )هیىشٍگشم ٍ آة تب 1تب  5/0یب پلاػویذ 
لٍیتش.  20حجن   هیىش

ّوبى عَس وِ روش ؿذ ّضن آًضیوی پلاػویذ ثبیذ ثِ كَست ًؼجی 
جبم هی ّبی ثشؽ ّش وذام اص  گشفت تب فمظ یىی اص جبیگبُ اً

ّب ثشؽ پیذا وٌذ. ثذیي هٌظَس ػلاٍُ ثش وبّؾ صهبى  آًضین
ى، اص غلظت وبّؾ یبفتِ  ىَثبػیَ آًضین ًیض اػتفبدُ ؿذ. تشویت  اً

ن وشد وِ  اَهل ؿشایغی سا فشاّ ّب ثِ ّش دٍ  دػتشػی آًضینایي ػ
جبیگبُ ثشؽ هحذٍد ؿذ. دس ًتیجِ ػولىشد هتفبٍت ّش آًضین ثش 
سٍی پلاػویذّبی هَجَد دس هحلَل ٍاوٌؾ، اًَاع لغؼبت ثب 
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ذاصُ ّبی هختلف ثِ دػت آهذ وِ جذاػبصی لغؼِ هَسد ًظش اص  اً
اَد لاصم  Qiagenثب اػتفبدُ اص ویت اػتخشاج اص طل  اػتفبدُ ؿذ. ه

د، ثب ایي ثشای ا ذ ٍاوٌؾ لجل ثَ ًجبم ّضن آًضیوی دٍگبًِ ًؼجی هبًٌ
هیىشٍلیتش اػتفبدُ ؿذ ٍ ٍاوٌؾ  2/0تفبٍت وِ اص آًضین ّب ثِ همذاس 

 دلیمِ كَست گشفت.  10دس صهبى 
جبم تىٌیه الحبق اص آًضین  اػتفبدُ ؿذ  T4 DNA Ligase ثشای اً

عِ اص ؿشوت  خشیذاسی  MBI Fermentasوِ ثِ ّوشاُ ثبفش هشثَ
یٍبل دس حذٍد  ًبًَگشم اص ٍوتَس، همذاس  100-200ؿذ. ثِ ّوشاُ 

آًضین لیگبص  X10  ٍµl1ثبفش  µl 2ًبًَگشم اص لغؼِ ٍسٍدی،  80
اضبفِ ؿذ ٍ حجن ًْبیی هحلَل ثب اضبفِ وشدى آة همغش دٍثبس 

ػبػت دس  16ّب ثِ هذت  سػبًذُ ؿذ. ػپغ ٍیبل µl20اػتشیل ثِ 
س ٍ لغؼِ ٍسٍدی لشاس دادُ ؿ C4°دهبی  ذ تب ػول الحبق ٍوتَ

 تَػظ آًضین لیگبص وبهل ؿَد.
ى  E. coliّبی هؼتؼذ  جْت تْیِ ػلَل ؼفَسهبػیَ ثشای اًجبم تشاً

اص سٍؽ ولشیذ ولؼین اػتفبدُ ؿذ ٍ ػپغ ثب سٍؽ ؿَن حشاستی 
جبم گشفت. ى اً  تشاًؼفَسهبػیَ

ّبی  پلاػویذی اص ثبوتشی DNAاػتخشاج  استخراج پلاسمیذ:
یَجلی-ثب سٍؽ جَؿبًذى ّلوض E. coliتشاًؼفَسم ؿذُ  كَست  و

 گشفت.

لَی  CHO dftrثشای تشاًؼفىت وشدى پلاػویذّب ثِ سدُ ػل
- 

اػتخشاج پلاػویذ ثب اػتفبدُ اص ویت فشهٌتبص كَست گشفت. 
پلاػویذّبی اػتخشاج گشدیذُ ثب اػتفبدُ اص ویت فشهٌتبص وِ فبلذ 

دگی احتوبلی ثِ  ًَِ آلَ ثبؿٌذ ثِ هٌظَس  ٍ پشٍتئیي هی RNAّش گ
 هَسد اػتفبدُ لشاس گشفت. CHOتشاًؼفىت ًوَدى ثِ سدُ ػلَلی 

لَی ی سدُ  CHO dftr) ػل
-
 NCBI Code: C590)  ِاص ؿذُ تْی 

پبػتَس  طى فبلذ ػلَلی ی سدُ ایي. گشفت لشاس اػتفبدُ هَسد اًؼتیتَ
 ّبی ػلَل وـت هٌظَس ثِ .ثبؿذ هی سدٍوتبص ّیذسٍفَلات دی

CHO dhfr
 DMEM, High Glucose, GlutaMAXهحیظ اص -

 ّیذسٍفَلات دی طى فمذاى ثِ تَجِ ثب. ؿذ اػتفبدُ Gibco ؿشوت
لَی ی سدُ دس سدٍوتبص  ؿبهل تىویلی تشویجبت اػتفبدُ هَسد ػل

تیي، تشٍوؼبت ٍ تیویذیي ّیپَگضاً خشیذاسی ؿذُ اص ؿشوت  هتَ
Gibco ِهحیظ ث DMEM ِپشٍتىل ثِ تَجِ ثب. گشدیذ اضبف 

س پیـٌْبدی پبػتَ اَد، اص هٌبػت همبدیش اًؼتیتَ  تبؿذ  تشویت ه
اَد تشویت. ؿَد ػبختِ غٌی ٍ وبهل هحیظ  .اػت صیش ؿشح ثِ ه

 
DMEM, High Glucose, GlutaMAX + 1/0  mM 

hypoxanthine, 016/0  mM thymidine 

002/0  mM Methotrexate+10% FBS+P/S 1%  
 

تشویت ویت       ثِ هٌظَس تشاًؼفىت ًوَدى پلاػویذ ًَ
 دٍ حبٍی Invitrogen ؿشوت اص ؿذُ خشیذاسی لیپَفىتبهیي

هَسد  Lipofectamine® LTX ٍ PLUS™ Reagent تشویت
 ٍ ػشم فبلذ وـت هحیظ هشحلِ، ایي اػتفبدُ لشاس گشفت. دس

 فشهٌتبص ؿشوت ویت اص اػتفبدُ ثب ؿذُ اػتخشاج ًَتشویت پلاػویذ
ّب، دس  ّب ٍ ثشسػی هیضاى سؿذ آى پغ اص هـبّذُ ػلَل .اػت ًیبص

اى  % سػیذُ ثبؿٌذ هی 50-80كَستی وِ ثِ سؿذ هؼبدل  تَ
جبم داد ثِ ایي هٌظَس، ثِ اصای ّش خبًِ اص پلیت   lµتشاًؼفىـي سا اً

خبًِ اص پلیت  12هحیظ فبلذ ػشم ثشداؿتِ )ثشای تشاتؼفىـي  100
 DNAاص  ng 500هحیظ فبلذ ػشم ًیبص اػت( ٍ  lµ 1200ثِ 

اص  lµ 12افضٍدُ ؿذ. ػپغ پلاػویذی ثِ اصای ّش خبًِ اص پلیت 
( ثِ هخلَط  lµ1) PLUS™ Reagentثبفش   DNAثِ اصای ّش خبًِ

 DNAپلاػویذی+هحیظ فبلذ ػشم اضبفِ ؿذ. هخلَط 
ثِ هذت   PLUS™ Reagentپلاػویذی+ هحیظ فبلذ ػشم+ ثبفش 

دس ایي هشحلِ، ثِ هخلَط فَق  دلیمِ دس دهبی اتبق لشاس داُ ؿذ. 5
lµ 30  اصLipofectamine® LTX (lµ5/2  ) ثِ اصای ّش خبًِ

دلیمِ دس دهبی اتبق  30اضبفِ ؿذ ٍ هخلَط ًْبیی ثِ هذت 
اص هخلَط ًْبیی ثِ ّش خبًِ  lµ 100دس هشحلِ آخش،  ًگْذاسی ؿذ.

اص پلیت اضبفِ ؿذ. ثب چٌذ ثبس ػمت ٍ جلَ وشدى پلیت هخلَط 
 37حبكل دس ّش خبًِ اص پلیت هخلَط گشدیذ. پلیت دس دهبی 

 % ًگْذاسی ؿذ.95% ٍ سعَثت CO2 5گشاد ٍ  دسجِ ػبًتی
 

 يافته ها
لیي هشحلِ اص ٍاوٌؾ       ثب اػتفبدُ اص Megaprimer PCR اٍ

 206كَست گشفت. لغؼِ حبكل ثِ عَل 1F ٍ1Rپشایوشّبی
تیذ دس هٌغمِ  تیذی  18حبٍی حزف  UTR ARE´3ًَولئَ ًَولئَ

اى پشایوش  د. هحلَل ایي هشحلِ ثؼذ اص اػتخشاج اص طل، ثِ ػٌَ ثَ
بی طى  550ای  ثشای تىثیش لغؼ2Rِثِ ّوشاُ  جفت ثبصی اص اًتْ

IFNβ (.3)ؿىل هَسد اػتفبدُ لشاس گشفت 
ثؼذ اص ّضن ًؼجی ثش سٍی طل  pS-IFN Kozakپلاػویذ      

ذاصُ لغؼبت، لغؼِ پلاػویذ هَسد ًظش 5/0 % ثشدُ ؿذ.  ثب تَجِ ثِ اً
 هب اًتخبة ٍ ثب اػتفبدُ اص ویت اص طل اػتخشاج ؿذ.

ثؼذ اص ّضن آًضیوی   Megaprimer PCRهحلَل ٍاوٌؾ     
دٍگبًِ ثشای الحبق ثِ لغؼِ حبكل اص ّضن آًضیوی دٍگبًِ ًؼجی 

هَسد اػتفبدُ لشاس گشفت. هحلَل ایي  pS-IFN Kozakٍوتَس 
د وِ دس ًمغِ وضان حبٍی دٍ  IFNβهشحلِ ٍوتَس حبٍی طى  ثَ

حبٍی یه جْؾ  UTR ARE´3ای ٍ دس هٌغمِ  جْؾ ًمغِ
د. 18حزفی  تیذی ثَ س ًَولئَ ًبم  pS-IFNΔAREحبكل  ٍوتَ

ثِ سٍؽ گفتِ ؿذُ آهبدُ ؿذًذ.  E. coliّبی هؼتؼذ  گشفت. ػلَل
تشویت حبكل اص هشحلِ الحبق ثشای تشاًؼفَسهبػیَى ثِ  ٍوتَس ًَ

هَسد اػتفبدُ لشاس گشفت.  E. coliّبی هؼتؼذ  داخل ػلَل
ى ثش سٍی هحیظ  ثبوتشی ذ تشاًؼفَسهبػیَ ّب ثؼذ اص اتوبم فشایٌ

ػیلیي ٍ تتشاػبیىلیي وـت دادُ ؿذًذ.  حبٍی آهپی LBAاًتخبثی 
دًذ لبدس ثِ سؿذ  تٌْب ثبوتشی س ثَ ؼفَسم ؿذُ وِ حبهل ٍوتَ ّبی تشاً

دًذ. پلیت حبٍی ثبوتشی ؿجبًِ  1ّب ثِ هذت  ثش سٍی ایي هحیظ ثَ
ىَثِ ؿذ تب ثبوتشی C  37°سٍص دس دهبی ّبی تشاًؼفَسم ؿذُ  اً

 سؿذ وٌٌذ. 
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 ب                                  الف   

ى : الف:  3شکل اٍوٌؾ 4تب  1ػتَ ل  تَیذ.  206ثِ عَل   Megaprimer PCRهحلَل هشحلِ اٍ ولئ ًَM هبسوش :DNAbp100  اٍوٌؾ ثب عَل  5تب 1ة: ػتَى  550هحلَل هشحلِ دٍم 
تَیذ.  ولئ ًَM هبسوش :DNAkbp1. 

 
 

 
 ب                    الف                                                                                                        

تَشویت اػتخشاج ؿذُ اص ثبوتشی  : الف: 4شکل بّی ً تَشویت دس ػىغ طل هـخق اػت.. E. coliٍوتَس بّی ً وتَس  ، اًذاصُ هتفبٍتٍ 
تَشویت ثب آًضین ب:  سّبی ً تًظبس دٍ لغؼِ  EcoRIّضن آًضیوی ٍوتَ ى  6400ٍ  1500عجك ا سد 4جفت ثبصی حبكل ؿذ. ػتَ یًؼتٍ  هحلَل هَ  DNAkbp1: هبسوش Mحزف ؿذ  ًظش هب 

 
ّبی سؿذ یبفتِ ثش سٍی هحیظ  ثؼذ اص اًجبم تشاًؼفَسهبػیَى، ثبوتشی

ػیلیي اًتمبل دادُ  حبٍی آهپی LBاًتخبثی ثِ هحیظ وـت هبیغ 
جبم ؿَد. اػتخشاج پلاػویذ ثب اػتفبدُ  ؿذًذ تب اػتخشاج پلاػویذ اً

یَجلی كَست گشفت. پلاػویذّبی اػتخشاج -اص سٍؽ َّلوض و
تشویت % ث7/0ؿذُ ثش سٍی طل آگبسص  شدُ ؿذ. پلاػویذّبی ًَ
ثؼذ اص اػتخشاج، دس  UTR ARE3´حبٍی حزف دس هٌغمِ 

ذاصُ ذاصُ پلاػویذ هَسد ًظش 3)ؿىل ّبی هختلفی دیذُ ؿذًذ اً (. اً
تشویت ثب  7800هب حذٍد  د. ٍجَد پلاػویذّبی ًَ جفت ثبص ثَ

ذاصُ ذى دلیك لغؼبت پلاػویذی  اً ّبی هتفبٍت ثِ دلیل جذا ًـ
د. ثذیي هؼٌب وِ عی حبكل اص ّضن آً ضیوی ًؼجی، ثش سٍی طل ثَ

ذ اػتخشاج اص طل، لغؼبتی ثب اًذاصُ اَُ ًیض ثب ثبًذ  فشایٌ ّبی غیش دلخ
هَسد ًظش هب جذاػبصی ٍ عی تىٌیه الحبق هٌجش ثِ ایجبد ایي 

د.  IFNβثشای تبییذ ولًَیٌگ طى جْؾ یبفتِ  هحلَلات ؿذُ ثَ
سّبی هَسد ًظش ثؼذ اص اػتخشاج پلاػویذ،  اًؼبًی ثِ داخل ٍوتَ

PCR عِ ٍ ّن ّبی ّضن آًضیوی  چٌیي ٍاوٌؾ ثب پشایوشّبی هشثَ
ذاصُ لغؼبت حبكل، پلاػویذ هٌبػت ٍ  جبم گشفت. ثب تَجِ ثِ اً اً

( ّضن آًضیوی 4) كحیح ثشای هشاحل ثؼذی اًتخبة ؿذ. ؿىل
تشویت ٍ لغؼبت حبكل سا ًـبى هی دّذ.  ٍوتَس ًَ

ؼفىت هٌظَس ثِ ثؼذی ی هشحلِ دس ًظش هَسد پلاػویذّبی       تشاً
تی ّبی ػلَل دس ًوَدى اػتخشاج  فشهٌتبص ویت اص اػتفبدُ ثب یَوبسیَ
جبم هجذداً آًضیوی ّضن ًْبیی تأییذ هٌظَس ثِ ٍ گشدیذُ . ؿذ اً

ذاصُ ثب ثبًذّبیی حضَس  تأییذ ػجت% 1 طل سٍی ثش ًظش هَسد ّبی اً
- ّبی گشدیذ. ػلَل تشاًؼفىـي هٌظَس ثِ پلاػویذّب

CHO dhfr 
 ٍ ؿىل  دٍوی كَست ثِ ّب ػلَل ایي. گشفت لشاس اػتفبدُ هَسد

دُ چؼجٌذُ  پبػبطّبی ٍ ؿذُ دادُ وـت هٌبػت ؿشایظ دس ٍ ثَ
 ٍ ؿذُ تْیِ ّب ػلَل اص هٌبػت ّبی اػتَن. گشفت كَست هتؼذد

ؿشایظ  ثب آهبدُ ّبی ػلَل. گشدیذ ًگْذاسی هبیغ ًتیشٍطى دس
ng500 DNA ،پلاػویذی µl1هحلَلPlus ٍµl  5/2 هحلَل 

ؼفىت ًٍذ  گشدیذًذ. لاصم ثِ روش اػت دس اداهِ لیپَفىتبهیي تشاً ی س
 Real Time PCRتحمیمبت ثیبى طى ًَتشویت ثب اػتفبدُ اص سٍؽ 

لَیذ پشٍتئیي ثب اػتفبدُ اص سٍؽ  هَسد ثشسػی لشاس  ELISAٍ ت
ذ گشفت.  خَاّ

 
 بحث

     βIFN ؼبًی، هتؼلك ثِ گشٍُ یه ایٌتشفشٍى ّب، یه  اً
ظیوی هی ّبی ثذى، ثِ  ثبؿذ وِ تَػظ ثیـتش ػلَل گلیىَپشٍتئیي تٌ

ثٍلاػت ّب، دس پبػخ ثِ ػفًَت ٍیشٍػی یب هَاجِْ ثب  ٍیظُ فیجش
لیذ هی طیه تَ لَ اَهل ثیَ اص عشیك اتلبل ثِ  βIFNؿَد.  دیگش ػ

یه ػشی اص  ػبصی گیشًذُ خَد دس ػغح ػلَل، هٌجش ثِ فؼبل
یٍشٍػی، ضذ  ّب هی طى ؿَد وِ دس ًْبیت ثبػث ایجبد اثشات ضذ

ٍ ثذیي ػجت اص  ؿذُّبی دیگش دس ػلَل  تىثیشی ٍ ثؼیبسی فؼبلیت
یٍظُ هی  IFNβاهشٍصُ (. 3ٍ5ثبؿذ ) ًظش دسهبًی هَسد تَجِ 

M         

   bp

     M  

   bp

      M

    bp

    bp

      M
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لَی  E. coliّبی ًَتشویت دس همیبع تجبسی دس ػلَل ٍ سدُ ػل
CHO لیذ هی اى  تَ ؿَد ٍ هحلَلات آى ثِ تشتیت تحت ػٌَ

IFNβ1b (Extavia  ٍBetaseron ٍ)IFNβ1a (Avonex  ٍRebif 
لیذ ؿذُ دس ایشاى( ًبهیذُ هی Cinnovexٍ داسٍی  ٍ دس ؿَد  تَ

ّبی ٍیشٍػی، سؿذّبی تَهَسی ٍ ػشعبى ٍ  دسهبى ثیوبسی
ي هٌظَس (. ثذی7گیشد ) هَسد اػتفبدُ لشاس هی MSچٌیي ثیوبسی  ّن

اَسُ هذ  لیذ همبدیش ثبلای ایي پشٍتئیي جْت هلبسف دسهبًی ّو تَ
 .ًظش لشاس داؿتِ اػت

ذ  IFNβاهب ًىتِ حبئض اّویت ایي اػت وِ   ثؼیبسی  mRNAّوبًٌ
ىَطى اص ػبیتَوبیي اً ّبی  ّب، ثِ ػشػت دس ػلَل ّب ٍ پشٍتَ

تی تجضیِ هی یىی ثبؿذ.  ػوش آى وبهلا وَتبُ هی ؿَد ٍ ًیوِ یَوبسیَ
اَلی وِ دس وَتبّی ًیوِ تبثیشگزاس  mRNA IFNβػوش  اص ػٌبكش ت

اَلی غٌی اص اػت   UTR3 mRNA IFNβ´ثبؿذ وِ دس  هی AUت
 (. 8لشاس گشفتِ اػت )

ًَِ ػولىشدی اص تجضیِ  ، دس AREاٍثؼتِ ثِ  mRNAًخؼتیي ًو
ثِ دػت  Shaw  ٍKamenّبی كَست گشفتِ تَػظ  ًتیجِ ثشسػی

اَلی  آهذ. آى تیذی غٌی اص  51ّب ًـبى دادًذ وِ یه ت دس  AUًَولئَ
´UTR3 mRNA  س تحشیه وٌٌذُ ولًَی هبوشٍفبط فبوتَ

ػیتی ) اَلی یه ػول وٌٌذُ ػیغ، GM-CSFگشاًَلَ اى ت ( ثِ ػٌَ
عِ ًمؾ داسد. ٍاسد وشدى mRNAدس ًبپبیذاسوشدى   ARE هشثَ

GM-CSF  ثِ داخل´UTR3 mRNA β  گلَثیي، ًیوِ ػوش ایي
mRNA  دلیمِ وبّؾ هی دّذ  30ػبػت ثِ ووتش اص  17سا اص

(20ٍ21 .)Barreaue  ّوىبساى اص عشیك ایجبد جْؾ دس هَتیف ٍ
UUAUUUAUUARE GM-CSF ٍ ًـبى دادًذ وِ دآدًیلاػیَى ،

دٍ یب چْبس وپی ًًَبهشی، هَثشتش اص  حبٍی mRNAتجضیِ 
ى  دس  (.21سٍد ) حبٍی یه وپی هٌفشد پیؾ هی mRNAدآدًیلاػیَ

جبم گشفت  Zubiagaثشسػی دیگش وِ تَػظ  ٍ ّوىبساى اً
اص اًتْبی هَتیف  Uّبی  هـخق ؿذ وِ حزف یىی اص سیـِ

UUAUUUAUU اَلی ٍ وبّؾ ، ثبػث وبّؾ لذست ایي ت
  (.22هی ؿَد ) mRNAچـوگیش دس فؼبلیت ًبپبیذاسوٌٌذگی 

ARE  هَجَد دس´UTR3   mRNA ّبیی اص لجیل mRNA ّبیc-

fos ،IFNα  ذ ب ثش سٍی پبیذاسی، ثلىِ mRNA IFNβّوبًٌ ، ًِ تٌْ
(. حزف ایي 23ّب ًیض اثش هْبسی داسد ) ثش سٍی لبثلیت تشجوِ آى

 وٌذّب، اثش هْبس تشجوِ سا هؼىَع هیmRNA هٌغمِ اص اًتْبی ایي 
(8.) 

Kruys اَلی دس هَلىَل  AUّبی غٌی اص  ٍ ّوىبساى ثب ثشسػی اثش ت
اَلی غٌی اص mRNAّبی هختلف  اص  AU، ثیبى وشدًذ وِ حزف ت

mRNA .اص عشف  ػغح تشجوِ اص هَلىَل سا ثِ ؿذت ثبلا هی ثشد
بی  UTR3 mRNA IFNβ´دیگش اضبفِ وشدى   3 ´ثِ اًتْ

mRNAوبّؾ صیبدی دس لبثلیت تشجوِ ، هٌجش ثّبی هختلف ِ
چٌیي ًـبى دادًذ وِ هْبس تشجوِ  ّنّب  آى(. 24ٍ25ؿَد ) هی

ذ پبیذاسی  ّبی غٌی اص  هَتیف  ، ثب افضایؾ تؼذاد وپیmRNAّوبًٌ
AU  بی  (.16ٍ26افضایؾ هی یبثذ ) mRNA 3´حبضش دس اًتْ

اَلی  ای اص  دّذ وِ هجوَػِ ّب ایي اهىبى سا هی ّب ثِ آىAREتٌَع ت
غ سا دس خذهت ثگیشًذ وِ تلَس هی دم ؿَد ثب  فبوتَسّبی تشاً

چٌیي  (. ّن10ٍ11) ٍ هبؿیي تشجوِ ثشّوىٌؾ داسًذ Aپلی
ًَذُ ثِ  پشٍتئیي لبدس ثِ ثشّوىٌؾ ثب ووپلىغ  AREّبی هتلل ؿ

دُ وِ ثبػث تجضیِ  دس  mRNAچٌذ پشٍتئیٌی ثِ ًبم اگضٍصٍم ثَ
ٍ  AREهی گشدد. هغبلؼبت ثش سٍی اتلبلات ثیي  5´ثِ  3´جْت

ّب ػلاٍُ ثش  ِ ایي پشٍتئیيدّذ و ّبی اتلبلی ثِ آى ًـبى هی پشٍتئیي
اَلی  لبدس ثِ ؿٌبػبیی ًَاحی هجبٍس ًیض  هشوضی، AREاتلبل ثِ ت

ى  هی تؼییي وٌٌذُ دػتشػی آى ثِ  AREثبؿذ. دس ٍالغ وٌفیگَساػیَ
غ هی فبوتَسّبی ػول  (. 13ثبؿذ ) وٌٌذُ تشاً

 
 گیزی نتیجه

دس داخل  Cinnovexًَتشویت ثب ًبم تجبسی  IFNβپشٍتئیي      
اَهلی اػت وِ  لیذ هی ؿَد. لیوت ثبلای داسٍ اص جولِ ػ وـَس تَ
ثشای ثشخی ثیوبساى هـىل ػبص هی ثبؿذ. ثِ ّویي جْت یبفتي 
ذ  اًَ لَیذ داسٍ هی ت ساّی ثشای افضایؾ ثبصدّی ٍ وبّؾ لیوت ت
ثؼیبس اسصؿوٌذ ثبؿذ. تحمیك حبضش ثب ثشسػی همبلات ٍ تحمیمبت 

ىبسی جْت افضایؾ لیذ اسائِ هی ثْشُ هؼتجش ساّ دّذ  ٍسی ٍ ػغح تَ
اٍلغ ؿَد.   وِ اهیذ اػت هفیذ 

اَلی ویت ًمؾ ت دس  AUّبی غٌی اص  دس ایي تحمیك ثب تَجِ ثِ اّ
 18ای  ، ًبحیmRNA IFNβِوبّؾ ػغح تشجوِ ٍ ًیض ًبپبیذاسی 

تیذی اص ایي هٌغمِ حزف ؿذ. ایي هٌغمِ  تیذی  18ًَولئَ ًَولئَ
ثبؿذ.  هی IIّبی ًَع AREلِ ثبؿذ وِ هـخ حبٍی هَتیفی هی

ًبهشی  دّذ وِ تؼذاد هَتیف هی هغبلؼبت اًجبم ؿذُ ًـبى ّبی ًَ
ٍ ًیض هیضاى تشجوِ اثش  mRNA، ثش پبیذاسی AREحبضش دس هٌغمِ 

 mfoldّبیی وِ تَػظ ًشم افضاس آًلایي  داسد. اص عشفی ثشسػی
ى  كَست گشفت ًـبى داد وِ حزف ایي هٌغمِ ثش وٌفیگَساػیَ

سیضد. ایي تغییش  اثش گزاؿتِ ٍ ػبختبس آى سا ثِ ّن هی AREًبحیِ 
ذُ ثِ  احتوبلا ثش ؿٌبػبیی ایي هٌغمِ تَػظ پشٍتئیي ّبی اتلبل یبثٌ

ARE ذ ػغح تشجوِ ٍ ًیض پبیذاسی  تبثیش گزاؿتِ ٍ هی اًَ  mRNAت
لَیذ پشٍتئیي سا ثبلا ثجشد. تبثیش ایي  سا تحت تبثیش لشاس دّذٍ  هیضاى ت

ًٍ ذُ ثب سٍؽ  mRNAپبیذاسی  ذ تشجوٍِ جْؾ حزفی دس س دس آیٌ
ذ گشفت. Real time PCR  ٍELIZAّبی  اَّ  هَسد ثشسػی لشاس خ
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