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 مقاله پژوهشی 

 

  

(  DMDدوشن )  ی عضلان  یستروفید  یبرا  ی درمان  ی کردهایرو  نیتردبخشیاز ام  یکیعنوان  ( بهExon Skipping)  ی پرش اگزون   مقدمه: 

را فراهم   یشده اما عملکرداهتکو  نیپروتئ  دیامکان تول  ن،یستروفی چهارچوب خوانش ژن د  یبا بازساز  یاستراتژ   نیمطرح شده است. ا

طور روش را به  نیا  یی کارا  تواندیم  exon skippingالقاکننده    یهایتوال  داری انتقال پا  یبرا  AAV  یروس یو  یها. استفاده از ناقلکند یم

 .دهد  شیافزا یتوجهقابل

 ن ی ستروفیژن د  51حذف اگزون    یالقا  یبرا  شدهیمهندس  RNA U7  یحاو  AAVبر    یوکتور مبتن  کیمطالعه،    نیدر ا  روش بررسی:

تول  یطراح برا  دیو  تسر  ل یتسه  یشد.  فناور  ندیفرا  عیو  از  ذرات دیاستفاده گرد  ligase independent cloning (LIC)  یساخت،   .

  RT-PCRبا استفاده از    exon skipping  ی القا  ییکار رفتند و کارابه  یانسان   وبلاستیم  یهاسلول  یسازآلوده  یبرا  دشده یتول  یروسیو

 شد.  ی ابیبا وسترن بلات ارز  نیستروفید نیپروتئ انیب زانیو م

 ن، یشده بود. همچن  مار یت  یهاسلولدر    نیستروفیبالغ ژن د  mRNAاز    51دهنده حذف مؤثر اگزون  نشان  RT-PCR  ج ینتا  نتایج:

چهارچوب خوانش   یبازساز  انگریکنترل مشاهده شد که ب  یهابا نمونه   سهیدر مقا  ینیدر سطح پروتئ  نیستروفید  نیپروتئ  انیب  شیافزا

   .تشده اساصلاح  پتیو ترجمه موفق ترانسکر

 exon skippingطور مؤثر  قادر است به  U7بر    یمبتن  شده یمهندس  AAVکه وکتور    دهد یمطالعه نشان م   ن یا  یهاافتهی  گيری: نتيجه

  ی هااگزون  رندهیگهدف  exon skipping  یوکتورها  ریپذو انعطاف  عیامکان توسعه سر  LIC  یرا القا کند. استفاده از فناور  51اگزون  

 یتوجهو درمان بخش قابل  یشخص  یراهبرد مناسب در پزشک  کیعنوان  به  تواندیپلتفرم م  نی. اکندیرا فراهم م  نیستروفیمختلف ژن د

 . ردیمورد استفاده قرار گ DMDمبتلا به  مارانیاز ب

 

 پردازش ،یتداخل ژن ،نیستروفید های کليدی: واژه
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 حذف بيان پروتئين دیستروفين با استفاده از تداخل در پردازش  

…  های ایرانشيوع چاقی در دانشجویان دختر دانشگاه  

 

 مقدمه 

ترین اختلالات ( یکی از شایع DMDدیستروفی عضلانی دوشن )

 DMDافتد.  نفر اتفاق می   1تولد مرد    3500ژنتیکی است که از هر  

شود که منجر به می با تخریب شدید پیشرونده عضلانی مشخص  

 منجر   بیماری   پیشرفت .  دشو   می   اسکلتی   عضلات  ضعفآتروفی و  

 15ر بیمار تا سن  ویلچ   شدن   محدود  و  تحرک   دادن   دست   از   به 

می  بیماران  سالگی  همه  تقریباً  سن    DMDشود.  سالگی   30تا 

درمانی، مانند انتقال ژن   راهکار تا به امروز، چندین    (. 1میرند ) می 

ا درمان ب( ، CRISPER)   راهکار کریسپر مینی یا میکرودیستروفین،  

و ( utrophin expression) تروفین  یو های بنیادی، القاء بیان  سلول 

آنتی  بیان  درمان  منظور  به  در عملکردی  سنس  دیستروفین 

 gene)   ژن   پرش راهکار    (. 2- 9)   اند های عضلانی توسعه یافته سلول 

skipping  اگزون( یا  (exon skipping )   ترین یکی از امیدوارکننده

باز دیستروفین در راهکارهای   بر نجات چارچوب خواندن  مبتنی 

جهش ژن  بیان های  به  منجر  که  است  چارچوب  از  خارج  یافته 

این   (.9،10شود ) پروتئین دیستروفین کوتاه شده اما عملکردی می 

 ویژه به   تغییر   با  آن  در   که  است   درمانیژنتیکی   روش   یک   تکنیک، 

 روی   از   خاص  اگزون   یک (  RNA splicing)  پردازش   فرایند

mRNA دارای عملکرد  ولی ترکوتاه   پروتئین   یکگردیده و   حذف

سنس الیگونوکلئوتیدهای آنتی در این استراتژی از    .شودتولید می 

 (AO استفاده می ) های پیرایشی یا پیرایش توالی شود که با توالی

اگزون  می تنظیمی  تداخل  خاص  حذف های  به  منجر  که  کنند 

سطح   در  نظر  مورد  بالینی   شود. می   pre-mRNAاگزون  کاربرد 

با راهکار   مستقل  بالینی  آزمایشات  برخی  در  اخیراً  اگزون  پرش 

 51زون  استفاده از الیگونوکلئوتیدهای اصلاح شده شیمیایی که اگ 

 . (11،12دهند، نشان داده شده است ) دیستروفین را هدف قرار می 

بریا انتقال (  AAVویروس مرتبط با آدنو ) تحویل    سیستماستفاده از  

الیوکتورهای   کننده  امیدوارکننده بیان  نتایج  را گونوکلئوتید،  ای 

استفاده  AAV وکتور ویروسی دهد.  نشان می   DMDبرای درمان  

ی ها سلول شده از ژن دیستروفین را به ای اصلاح کنند تا نسخه می 

کنند منتقل  پروتئین  ( 13،14)   عضلانی  نسخه تولیدی .  یک   ،

باعث بهبود عملکرد است که  تر ولی کارآمد از ژن دیستروفین  کوتاه 

می  بیماری  روند  شدن  کند  و  آقای   (.15- 17)   شودعضلات 

Chicoine L.  که افزایش بیان    د همکاران نشان دادن  وGALGT2 

می  رزوس  اسکلتی  عضله  گلیکوزیلاسیون   تواند در 

پروتئین هآلفادیستروگلیکان  بیان  و  نموده  تحزیک  زا  باند ا  های 

توانند در درمان فین سیناپسی را افزایش دهد که می کننده دیسترو 

 2007در سال    (. 18)   کار رونده دیستروفی عضلانی ب   اشکالبرخی  

به   AVVویروس    از  Salvaه  گرو  دیستروفین  ژن  انتقال  برای 

ها ن آ   استفاده نمودند.   ( MDXمدل دیستروفی عضلانی )   های موش 

بافت   در نشان دادند که با استفاده از این وکتور بیان دیستروفین  

 Mendell تیم    . (19) بیشتر از سایر بافت است    بسیار عضله    قلب و 

J.    ها کاستی   و ونیز مشکلات    کاربرد بالقوه درمانی   2025در سال

از وکتور   ها برای انتقال ژن آن   (16دادند )  نشان   را   این تکنیک ها

AVV Rh74  ل داخل سلو ه  ویروس ب ا ورود  هآن  . استفاده نمودند 

بروز برخی به دلیل  اما    بیان دیستروفین را نشان دادند.  عضله و 

 ها آن ناخواسته مانند مشکلات مربوط به سیستم کمپلمان    عوارض 

عملکردی   پیشنهاد کردند  ، زمان مطالعه و شاخص های  دز  که 

 های پیشرفت   همکاران   و   Niksتیم  (.  16بیشتری بررسی گردد ) 

مانند   هایکارآزمایی   در  اولیه  داروهایی  از  استفاده  مانند  انسانی 

Eteplirsen    وDrisapersen  بررسی   را   ( آن 20کردند  نشان (.   ها 

 ممکن  را   کامل  دیستروفین  تولید   هرچند   ها،درمان   این  که   دادند 

کوتاه ولی دارای  دیستروفین گیری اندازه  قابل  سطح اما کنند،نمی 

 کند  را  عضلانی   تحلیل  روند  توانند می   و   داده   افزایش  را   عملکرد

 نیاز  بیان شده،   دیستروفین   بودن   کم  اگر چه اشکالاتی مانند   .کنند 

 پرش اگزونی  ها استفاده از  پیوسته، ... را ذکر نمودند .آن  تزریق   به 

عنوان رهیافتی موثر و اختصاصی برای در مان دوشن را پیشنهاد ه ب 

شد    (. 20)   کردند  گفته  که  اینهمانگونه  مثبت  اثرات  وجود   با 

رشته  انتقال  پایین  بازده  سلول آنتی های  درمان،  به  های سنس 

به  باقی عضلانی  استراتژی  این  از  استفاده  اصلی در  عنوان چالش 

ناهمگونی آللی زیاد دیستروفی عضلانی علاوه  هب  . مانده است 

 ( می DMDدوشن  باعث  الیگونوکلئوتیدهای (  انواع  که  شود 

 ( که 15سنس مختلف برای درمان بیماران مورد نیاز باشد ) آنتی 

در این   AAVوکتورهای  یک مشکل چالش برانگیز برای استفاده از  

ساخت وکتوری با   ، بنابراین هدف این مطالعه   درمانی است. کار  راه 

از   از  سازی  شبیه   روش استفاده  -Ligation)   اتصال مستقل 
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   و همکارانمجيد مجرد 
 

independent cloning )    یاLIC    وسیله آن بتوان چندین که به است

یک   در  را  کرد منفرد شبیه   وکتور کاست مستقل  این   .سازی  در 

 Ligation independent)   لیگیشن سازی مستقل از  شبیه مطالعه از  

cloning )   می که  گردید  شبیه استفاده  برای  آن  از  سازی توان 

انتقالی چندین   به    قطعه  نیاز  بدون   یاندونوکلئاز هضم  مستقل 

یک وکتور  مطالعه حاضر، (. در  16- 18) گردید استفاده  الاثر محدود 

AAV   اصلاح کاست  یک  کوچک هسته   RNAشده  حامل  ای 

U7 (U7snRNA  تولید )الیگونوکلئوتید   51یا    50که اگزون    گردید

( LIC)  لیگیشن سازی مستقل از  سنس را با استفاده از شبیه آنتی 

نتایج نشان دهنده کاربرد  بیان می  تولید بردارهای   LICکند.  در 

AAV  چند کاست است. 

 روش بررسی

تمام پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه در جدول مواد:  

 Balb/cژنومیک موش از سویه    DNAلیست شده است.  1شماره 

طراحی ه ب  تمام  و  است  آمده  ژنوم دست  اساس  بر  پرایمرها   های 

 . رفرنس این سویه انجام گرفته است

پلاسميد  از  نوترکيب  ژن  بيان  کاست   :MCS-pAAV  حذف 

پلاسمید   تولید  قطعه برای  بیان  سازه  ساخت  برای  اولیه  پایه 

اولیه    pAAV-MCS  یدپلاسم از  نوترکیب   پایه  استفاده به عنوان 

تول  منظور  به  پروموتر    یدشد.  حاوی  توالی  پلاسمید  ، CMVاین 

با استفاده از واکنش   HGH-pA-terminatorو توالی    MCSناحیه  

inversPCR   پرایم از پلاسمید حذف شدند.و  این   رهای معکوس 

 .(19)   نامیده شد pAAV-truncپلاسمید   PCRقطعه محصول  

توالی ژن طبیعی :  موشی   U7حاوی ژن    AAVتوليد پلاسميد  

U7    واکنش از  استفاده  با  اختصاصی   PCRموشی  پرایمرهای  و 

از   ژن  این  دست  پایین  و  بالادست  موش   DNAناحیه  ژنومیک 

(Mus Musculus)   تکثیر و جدا شد. در مرحله بعد با استفاده از

ژن    ligase independent cloning (LIC)تکنولوژی    U7توالی 

پروموتر   توالی  توالی کد کننده  U7طبیعی موشی شامل   ،U7   و

حاصل از مرحله   AAVبه داخل پلاسمید    U7ژن    ’3توالی انتهایی  

تایید  توالی  تعیین  از  استفاده  با  حاصله  پلاسمید  وارد شد.  قبل 

 نامیده شد.  pAAV-U7ماهیت شد و به عنوان  

فاقد دومين اتصال به    U7حاوی توالی    AAVتوليد پلاسميد  

DNA  :  با استفاده از واکنشinvers PCR   پلاسمید دارای حذف

-pAAVتکثیر شد و توالی    U7توالی    DNAناحیه دومین اتصال به  

U7del  (.1)جدول   نامیده شد 

 

با استفاده از    51و بررسی حذف اگزون  51پرایمرهای مورد استفاده در فرایند تولید پلاسمید بیان کننده توالی تداخل کننده با اسپلایسینگ اگزون  :1جدول 

RT-PCR 

 U7 U7cassettef: GCGGCCGCCCACATCGCCTGCCACTACTTپرایمرهای تکثیر  

U7cassetter: GCGGCCGCCCAGAGGAGGCAGAAAGGAAG 

پرایمرهای حذف کننده دومین  
اتصال به ناحیه اسپلایسینگ  

U7    در وکتورpAAV-U7   

PAAV-U7 AGCAGGTTTTCTGACTTCGG 

PAAV-U7 GCGGAAGTGCGTCTGTAG 

اولیگوهای کد کننده ناحیه  
تداخل کننده با اسپلایسینگ  

 51اگزون  

AON1tailA1f 
CTTCCGCTATGATAGGGACTTAGGGTGTCAAGGAAGATGG

CATTTCT 

AON1tailA1r 
TCGTGCCAGAAATGCCATCTTCCTTGACACCCTAAGTCCCT

ATCATA 

پرایمرهای شناسایی حذف  
 51اگزون  

Dmdex51F GCGGATGTGGAAAGGCTTTT 

Dmdex51R GGGCGTCTCTGTTCCAAATC 

 

پلاسميد کاست  AAV  توليد   U7-exon skippingحاوی 

(ES)ex51-tail:    توالی هیبرید شامل توالی مکمل ناحیهexonic 

splicing enhancer (ESE)    و توالی دارای ناحیه اتصال   51اگزون

به   بالا  تمایل  بهtailA1)بنام    hnRNPA1با  سنتتیک  (  صورت 

دارای  که  بود  شده  طراحی  طوری  توالی  این  شد.  ساخته 

در دو انتهای    pAAV-U7delهای دو انتهای  پوشانی با توالیهم
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بود. از تکنولوژی    خود  استفاده  با  توالی  با یکدیگر    LICاین دو 

را دادند.   pAAV-U7ESex51tailتلفیق شده و تولید پلاسمید  

ترانسفورم و تکثیر   DH5Alphaاین پلاسمید به داخل باکتری  

شدند. ماهیت توالی این پلاسمید با استفاده از تعیین توالی تایید  

 شد.  

توالی    :AAVES51  توليد ویروس کننده  بیان  -U7ویروس 

ESex51tail    پلاسمید  با کوترانسفکشنpAAV-U7ESex51tail  

پلاسم حاو)   pHelperو    pAAV-Rec  ی کمک  یدهایو    یکه 

  یروسو  یدتول  یبرا  یازمورد ن  ی هاژن  یگرو د   cap   ،repیهاژن 

کشت    HEK293ی  هاسلول برای این منظور  شدند.    یدتول  (هستند

ترانسفکت   Lipofectamin 2000داده شده و با استفاده از ماده  

ذرات  شده و    یزساعت پس از ترانسفکشن ل  48  هاسلولشدند.  

گرادویروسی   از  استفاده  اولتراسانتر  ید کلر  یمسز  یانبا    یفوژ و 

 شدند.  و تغلیظ  یصتخل

ساز  يوبلاستم  یهاسلول  کشت آلوده  و  یو    : یروسبا 

مح  یرانام  ی انسان  یوبلاستم  ی هاسلول  در  کشت    یطشده 

RPMI1640  20  یحاو%  (سرم جنینی گاو  FBS ،)  یوتیک بیو آنت 

سلول    510  تعداد  کشت داده شدند.  یسیناسترپتوما/سیلینیپن

ساعت    24خانه کشت داده شدند و پس از    12  یتدر هر ول از پل

اضافه شد. بعد از   هاسلول یطبه مح  یروسی و یکلپارت 610تعداد 

ساعت   48عوض شده و پس از  ها سلول یطساعت مح 4گذشت 

و پروتئین دیستروفین    RNAمیزان بیان    یبررس  یبرا  ها سلول 

 . (20) مورد استفاده قرار گرفتند

ی آلوده شده  هاسلولاز  :  RT-PCR  و واکنش  RNA  استخراج 

استخراج گردید. برای این منظور   AAVES51،  RNAبا ویروس  

کمپانی    RNA   (Tripure)استخراج    محلولاز     Rocheساخت 

. مراحل استخراج دقیقا بر طبق دستورالعمل کیت استفاده شد

گرفت.  سنتز    انجام  کیت  از  استفاده  با  بعد  مرحله    cDNAدر 

aquapower    شرکت دستور   بیونیرساخت  اساس  بر  العمل و 

اختصار   ساخته  cDNAنده  زشرکت سا به  کار  انجام  روش  شد. 

عنوان هب  µg  1  RNAاز    cDNAبرای ساخت    صورت زیر بود:به

میکرولیتر پرایمر    1به همراه    RNAاین میزان  الگو استفاده شد.  

لیوفلیزه   پرمیکس  لوله حاوی  به  با    RTرندوم هگزامر  افزوده و 

حجم   به  مقطر  آب  از  شد.   20استفاده  رسانیده  در    میکرولیتر 

دقیقه   60  درجه،  25دقیقه در    10  نهایت محلول واکنش به مدت

درجه   90دقیقه در دمای    5و    گرادسانتیدرجه    42در دمای  

شد.  گرادسانتی نمونه    انکوبه  کیفیت  بررسی  منظور   cDNAبه 

ساخته شده در واکنش قبلی، با استفاده از این نمونه و پرایمرهای  

ژن   واکنش    HPRTاختصاصی  گردید   PCRیک  از    .انجام  پس 

کیفیت   پرایمرهای    cDNAتایید  از  استفاده  با  شده،  تولید 

اختصاصی طراحی شده برای ناحیه بالادست و پایین دست اگزون  

انجام شد. این پرایمرها طوری   PCRژن دیستروفین واکنش  51

با بررسی   51طراحی شده بودند که وجود یا عدم وجود اگزون  

محصول   در   PCRطول  فوروارد  پرایمر  واقع  در  شود.  مشخص 

  52اگزون    ’5و پرایمر فوروارد در انتهای     50اگزون    ’3انتهای  

  PCRطول محصول    51قرار گرفته بود. در صورت حذف اگزون  

این    51و در صورت حضور اگزون  جفت باز  135با این پرایمرها  

 جفت باز طول خواهد داشت.  368محصول 

از   بلات:  وسترن  PCRشرایط واکنش   پروتئین کامل سلول 

تخلیص شد.    RNAدست آمده از مراحل استخراج  هفاز ارگانیک ب

برابر حجم محلول ارگانیک، به این    4برای این منظور به میزان  

دقیقه    30محلول استون سرد اضافه شد و این محلول به مدت  

درجه انکوبه شد. سپس این محلول به مدت    20در دمای منفی  

دقیقه و با حداکثر سرعت سانتریفوژ شد. محلول رویی دور   10

  پروتئین  جاورت هوا خشک شد. ریخته شد و رسوب حاصله در م

مخلوط شد و به این   4X SDS sample befferاستخراج شده با  

برسد.    1Xمخلوط آب مقطر اضافه شد تا غلظت نهایی بافر به  

میکروگرم از پروتئین استخراج    20حجمی از این نمونه که حاوی  

( آمید  اکریل  ژل  روی  بر  بود،   resolving gel, 5%  %12شده 

stacking gelساعت ران شد.    2به مدت    200  اژ(، لود شد و با ولت

( منتقل شدند )این  PVDFدر مرحله بعد پروتئین ها به ممبران )

 ممبرانساعت انجام شد(.    2به مدت    200عمل با استفاده از ولتاژ  

 BSAبا محلول بلاکینگ )  shackingساعت همراه با  2به مدت 

ساعت    1مدت  ( انکوبه شد. در مرحله بعد به  TBSTدر محلول    1%

در بافر بلاکینگ(    1:100بادی اولیه )رقت  ممبران با محلول آنتی

)سه    1X TBSTانکوبه شد و پس از شستشوی ممبران با محلول  
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   و همکارانمجيد مجرد 
 

بار   هر  ب   5بار  همراه  مدت  shacking  ادقیقه  به  با    1(  ساعت 

)رقت  آنتی ثانویه  بلوک  1:2500بادی  بافر  همانند  در  کننده( 

از   پس  شد.  انکوبه  قبلی  با    3شرایط  شستشو  ،  1X TBSTبار 

مدت   به  رنگزا   15الی    5ممبران  سوبسترای  محلول  با  دقیقه 

( انکوبه شد تا باندهای پروتئین H2O2 3%حاوی    DAB)محلول  

از مرئی شدن باندهای پروتئین، ممبران با آب    س رویت شوند. پ 

برداری شد. با استفاده  ر شستشو داده شد و از ممبران عکسمقط

افزار دانسیتومتری میزان دانسیته باندهای مشاهده شده،  از نرم

 . اندازه گیری شدند 

 نتایج 

از پلاسميد -pAAV حذف موفق کاست بيان ژن نوترکيب 

MCS :  منظور تولید یک پلاسمید پایهبه AAV   فاقد عناصر بیان

واکنش خارجی،  پلاسمید inverse PCR ژن  روی  -pAAV بر 

MCS  انجام شد. نتایج الکتروفورز ژل آگارز محصول PCR   نشان

شده با موفقیت تکثیر بینینظر با اندازه پیشداد که قطعه مورد

)شکل   است  توالی1شده  حذف  پروموتر(.  ناحیهCMV های   ، 

MCS دهندهو توالی خاتمه HGH-pA   طور کامل انجام شده و  به

   .ای از تکثیر ناقص مشاهده نشدهیچ باند اضافی یا نشانه

عنوان شناخته شد، به pAAV-trunc پلاسمید حاصل که با نام

توالی  ورود  برای  پایه  مورد   U7 هایاسکلت  بعدی  مراحل  در 

بالایی   اهمیت  از  بیان  کاست  این  حذف  گرفت.  قرار  استفاده 

های کوچک RNA تر بیانبرخوردار است، زیرا امکان کنترل دقیق

نظیر پروموترهای   U7 غیرکدکننده  تداخل  از  و  کرده  فراهم  را 

قوی ویروسی با عملکرد طبیعی سیستم اسپلایسینگ جلوگیری  

 الف(.  1)شکل  کند می

پلاسميد و شناسایی  ژن طبيعی pAAV-U7 توليد   حاوی 

U7 ژن   :موشی U7 موشی با استفاده از پرایمرهای اختصاصی از 

DNA محصول بررسی  شد.  تکثیر  موفقیت  با  موش   ژنومیک 

PCR دهنده وجود یک باند یکتا با اندازه مورد انتظار بود که نشان

بیانگر اختصاصیت بالای پرایمرها و صحت تکثیر ژن هدف است 

شامل پروموتر طبیعی،  U7 در مرحله بعد، توالی  .(ب  1  )شکل

-pAAV پلاسمید  داخل  به  ´3ناحیه کدکننده و توالی انتهایی  

trunc  کمک روشبه ligase independent cloning (LIC)    وارد

بدون  U7 شد. تعیین توالی پلاسمید نوترکیب نشان داد که توالی

نقطه هیچ یا جهش  اضافه  قرار  گونه حذف،  در محل صحیح  ای 

عنوان شناسایی شد و به pAAV-U7 گرفته است. این سازه با نام 

در ادامه مطالعه مورد استفاده   RNA U7 مرجع عملکرد طبیعی

 .قرار گرفت

-pAAV در پلاسميد DNA حذف هدفمند دومين اتصال به

U7del  :برای بررسی نقش دومین اتصال به DNA د  در عملکر 

RNA U7حذف هدفمند این ناحیه با استفاده از ، inverse PCR  

نشان داد که پلاسمید   PCR انجام شد. نتایج الکتروفورز محصول

اندازه کوچک   حذف دارای  پلاسمیدشده  به  نسبت  -pAAV تر 

U7 کند )شکل  اولیه است که حذف موفق ناحیه هدف را تأیید می

 نتایج تعیین توالی نیز نشان داد که حذف دومین اتصال به  .(3

DNA بدون تأثیر بر سایر نواحی ساختاری U7  .انجام شده است

نام با  حاصل  مناسب به   pAAV-U7del پلاسمید  بستر  عنوان 

شده مورد استفاده  طراحی  exon skipping هایبرای ورود توالی

 .قرار گرفت

پلاسميد  تأیيد  و  توالی    pAAV-U7ESex51tail:ساخت 

مکمل ناحیه  شامل  سنتتیک  ژن   51اگزون     ESE هیبرید 

 hnRNPA1 با تمایل اتصال بالا به tailA1 دیستروفین و توالی

ای طراحی شده بود که از  گونه طراحی و سنتز شد. این توالی به

هم پلاسمیدطریق  به  مستقیم  اتصال  امکان  انتهایی،   پوشانی 

pAAV-U7del نتایج کلونینگ با استفاده از روش  .را فراهم کند 

LIC   نشان داد که توالی هیبرید با موفقیت در محل مناسب وارد

الکتروفورز نشان داد  و    PCRتکثیر    پلاسمید شده است. بررسی

)شکل است  اولیه  طراحی  مطابق  کاملاً  نهایی  سازه  (. ج1  که 

نام با  حاصل  تولید  pAAV-U7ESex51tail پلاسمید  برای 

 .ویروس نوترکیب مورد استفاده قرار گرفت

نوترکيب ویروس  تخليص  و  ویروس  :  AAVES51توليد 

پلاسمید AAVES51 نوترکیب کوترانسفکشن  -pAAV با 

U7ESex51tail     در کمکی  پلاسمیدهای  همراه   یهاسلولبه 

HEK293     مورفولوژی بررسی  شد.  از    ها سلول تولید  پس 

نشان  نسبی  ترانسفکشن  سلامت  بروز    ها سلولدهنده  عدم  و 

پس از تخلیص ویروس با استفاده از گرادیان    .سمیت شدید بود
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سازی  سزیم کلرید، ذرات ویروسی با خلوص مناسب برای آلوده

   دست آمدند.سلولی به

ویروسهاسلول سازی  آلوده با  انسانی  ميوبلاست   ی 

AAVES51  :ی میوبلاست انسانی نامیرا شده با ویروسهاسلول 

AAVES51   از   48آلوده شدند. بررسی مورفولوژی سلولی پس 

مانی بالایی داشته و تغییرات زنده  ها سلولساعت نشان داد که  

قابل )شکل  مورفولوژیک  نشد  مشاهده  یافته  .(2توجهی  ها  این 

می ویروسنشان  که  آزمایشگاهی   AAVES51 دهد  شرایط  در 

قابل سمی  اثر  استفاده،  بر  مورد  میوبلاست هاسلولتوجهی  ی 

 .انسانی ندارد و برای مطالعات عملکردی مناسب است

اگزون   حذف  سطح   51القای  با   RT-PCR نتایج  :RNAدر 

اگزون   اطراف  اختصاصی  پرایمرهای  از  ژن   51استفاده 

در   که  داد  نشان  آلودههاسلول دیستروفین  ویروسی  با   شده 

AAVES51  جفت باز مشاهده شد که    210، باند غالب با طول

اگزون   موفق  حذف  )شکل    51بیانگر  در    .(3است  مقابل،  در 

جفت بازی مربوط به حضور    450های کنترل غیرآلوده، باند  نمونه 

باندها    51اگزون   الگوی  در  آشکار  تفاوت  این  شد.  مشاهده 

سیستمنشان بالای  کارایی  القای U7-ESex51-tail دهنده   در 

exon skipping  باشد هدفمند می. 

نتایج  :  افزایش بيان پروتئين دیستروفين در سطح پروتئين

 ی تیمار شده با ویروسهاسلول وسترن بلات نشان داد که در  

AAVES51های  ، شدت باند پروتئین دیستروفین نسبت به نمونه

(. آنالیز دانسیتومتری باندها  4کنترل افزایش یافته است )شکل  

افزایش قابل پروتئین دیستروفین را نشان  نیز  توجه میزان بیان 

اگزون    .داد که حذف  است  آن  بیانگر  نتایج   در سطح  51این 

RNA   و دیستروفین  ژن  خوانش  چهارچوب  بازسازی  به  منجر 

 .افزایش تولید پروتئین در سطح سلولی شده است

بدنبال آلوده سازی سلول ميوبلاست    51بررسی حذف اگزون  

ویروس با  از  AAV-ESex51  طبيعی  استفاده    :RT-PCR  با 

ویروس  هاسلول سازی  آلوده با  طبیعی  میوبلاست  -AAVی 

ESex51    از    51منجر به حذف اگزونmRNA    بالغ دیستروفین

بخش قابل    RT-PCRدست آمده از واکنش  هشد. بر اساس نتایج ب

از   با    mRNAتوجهی  مقایسه  آلوده در  از سلول  استخراج شده 

 (.  3شده است )شکل 51سلول کنترل دچار حذف اگزون 

***توجه به این نکته ضروری است که بخشی از باند محصول 

توال اگزون  تکثیر  واجد  می  51ی  واکنش  این  علت  در  به  تواند 

ز تحت نابالغ که هنو  RNA)نسخه های    hnRNAهای  تکثیر توالی 

نگرفته قرار  پردازش  فرایند  فرایند  راندمان  نتیجتا  باشد که  اند( 

exon skipping   آلوده از  ویروس  ناشی  با  سلول  -AAVسازی 

ESex51  ًاست    بیشتر  احتمالا شده  دیده  عکس  در  آنچه  از 

 باشد. می

سازی سلول میوبلاست دنبال آلودههب  51بررسی حذف اگزون  

 با استفاده از وسترن بلات AAV-ESex51طبیعی با ویروس 

ویروس  هاسلول سازی  آلوده با  طبیعی  میوبلاست  -AAVی 

ESex51    از    51منجر به حذف اگزونmRNA    بالغ دیستروفین

چهارچوب می تغییر  جهش  وقوع  باعث  واقعه  این  شود. 

(frameshift)  شود که نهایتا منجر به تخریب  میRNA  عدم    و

 (. 3 شود )شکلتولید پروتئین دیستروفین می

ب نیز  بلات  وسترن  بررسی  از  حاصل  واضح  هنتایج  طور 

در نشان دیستروفین  پروتئین  میزان  چشمگیر  کاهش  دهنده 

   باشد.ی آلوده به ویروس میهاسلول 
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 U7-ESex51-tailتولید کننده توالی   AAVنتایج مراحل مختلف تولید  :1شکل 

نتیجه   pAAV-trunc و تولید پلاسمید pAAV-MCS برای حذف کاست بیان ژن نوترکیب از پلاسمید inverse PCR الکتروفورز ژل آگارز محصولالف( 

ژنومیک موش و بررسی   DNA موشی از U7 تکثیر ژنب(  شود تکثیر شده بود. که همانطور که در تصویر دیده می کیلوبازی بود 5این واکنش یک باند حدودا 

 . الکتروفورز PCRبا استفاده از   pAAV-U7del به پلاسمید U7-ESex51-tail تأیید ورود توالی ج(  .بر روی ژل آگارز PCR محصول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 روس یبا و مار یپس از ت یانسان  وبلاست یم یهاسلول  یسازو آلوده ی مورفولوژ یبررس :2شکل 

AAVES51  روشن )ستون راست(   دان یم ریتصاو کهیدر حال باشند، یم روس یشده با وآلوده ی هاسلولدهنده حضور  فلورسانس )ستون چپ( نشان  ریتصاو

عدم   انگریشده و کنترل ب  مار یت یهانمونه  نیبارز ب   کی مورفولوژ راتیی. عدم مشاهده تغدهندینشان م  ماریرا پس از ت هاسلولو تراکم مناسب  یعیطب یمورفولوژ

 ( کرومتریم 100: اسیاست. )نوار مق ی شگاهیآزما  ط یدر شرا   AAVES51 روس یتوجه و قابل تیسم

 

 

 

 

 

 

 

 
 AAVES51 روسی با و ی سازپس از آلوده یانسان  وبلاستیم  یهاسلولدر  نیستروفیژن د   51حذف اگزون   یررس:ب  RT-PCR ج ینتا  :3شکل 

  انگر یدر نمونه کنترل ب  یجفت باز 450 حدودا  باند کهیشده است، در حال  ماری ت یهاسلولدر  51دهنده حذف اگزون جفت باز نشان  210 یبیباند با اندازه تقر 

 استفاده شده است.  PCRاندازه محصولات  نی تخم یبرا DNA ی. مارکر وزن مولکولباشدیم 51حضور اگزون 
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ی  هاسلولدر مقابل  AAVeESex51آلوده شده با ویروس  DMDی میوبلاست هاسلولدر  نیستروفید نیپروتئ  انیب   یوسترن بلات بررس ج ینتا  :4شکل 

 کنترل. 

نسبت به   AAVESex51شده با   ماری( در نمونه تیی)باند بالا  نیستروفید نیشدت باند مربوط به پروتئ ش یافزا AAVESex51 روسی با و ی سازپس از آلوده 

 . کار رفته استبه نیپروتئ زانیم یسازنرمال  یبرا یعنوان کنترل داخلدار بهخانه  ژنمربوط به   ین یی. باند پاشودینمونه کنترل مشاهده م

 بحث 

 Duchenne Muscular) دوشن  ی عضلان  یستروفید  یماریب

Dystrophy; DMD)   یهایماریب  نیدتریو شد  نیترعیاز شا  یکی  

جهش  اثر  در  که  است  جنس  به  وابسته    ی هانوروموسکولار 

. از  (1)  شودیم  جادیا  نیستروفیدر ژن د  فتیشمی فر  جادکنندهیا

دهه     exon skipping مفهوم  یمعرف  ،یلادیم  1990اواسط 

  نیرا در درمان ا  یاافق تازه  ، یمولکول  یراهبرد درمان   کی  عنوانبه

چند    ای   کیبر حذف هدفمند    کردیرو  ن یگشود. اساس ا  یماریب

پیش از  ژن   mRNA اگزون  خوانش  چهارچوب  تا  است  استوار 

و    یبازساز حدکوتاه  نیستروفی د  نیپروتئ  کیشده  تا  اما    یتر 

از فرم خف  ییشود؛ الگو  دیتول  یعملکرد یعنی    یماریب  ترف یکه 

الهام    (    Becker muscular destrophyبیکر)عضلانی  دیستروفی  

است شده  پد  دهیا .گرفته  از  اگزون  دهی استفاده   Exon) یپرش 

Skipping)  ی عضلان  یستروفید  یبرا  ی راهبرد درمان  کیعنوان  به  

دهه   (DMD) دوشن اواسط  و   یلادیم  1990از  شد  مطرح 

به به واقع  یکیعنوان  سرعت    ی درمان  یکردهایرو  نیترانهیگرااز 

 ر ب  یاستراتژ  نیا  ییربنایشناخته شد. منطق ز  یماریب  نیا  یبرا

هدفمند    نیا حذف  که  است  استوار  اگزون    ای  کیاصل  چند 

بازساز  نیستروفیچهارچوب خوانش ژن د  تواندیم کرده و   یرا 

مشابه آنچه  ،یشده اما عملکردکوتاه نیپروتئ کی دیمنجر به تول 

به د  مارانیدر ب - 9)گردد  شود،یبکر مشاهده م   یستروفیمبتلا 

 سه یدر مقا exon skipping یاستراتژ  یایمزا  نیتراز مهم  یکی .(2

انتقال  یمبتن  ی کردهایبا رو   یعدم دستکار  ب،ینوترک DNA بر 

م  میمستق ا  زبانیژنوم  بالقوه  ، یژگیو   نیاست.   ر ینظ  یاخطرات 

  ا ی ها  انکوژن   یسازدر ژنوم، فعال  یخارج  یهایتوال  یدرج تصادف

.  دهدیکاهش م  یتوجهقابل  رطورا به  یات یح  یهااختلال در ژن

  ی کرد یعنوان رواز همان ابتدا به exon skipping ل،یدل نیبه هم

ژن   ترمن یا به  شد  کیکلاس   یدرماننسبت  دهه   کی  در .مطرح 

را در   یتکنولوژ  نیا  ی منیو ا  یی کارا  ی گذشته، مطالعات متعدد

حت  یوانیح  ،یسلول  ی هامدل نشان    ینیبال  یهاییکارآزما  ی و 

 مانند (AONs) سنسیآنت  یدهایگونوکلئوتیاند. استفاده از الداده

eteplirsen  سازمان د ییبه تأ  کند، یرا القا م 51که حذف اگزون   

FDA  و    نیستروفید  ینسب  شیاز افزا  ینیبال  شواهدو    ده یرس  زین

  ن ی. با ا(11-12)  ارائه داده است  یماریب  شرفتیپ   ریکند شدن س

  از یکوتاه، ن  عمرمه ین  ک،یهای سنتتAON یاصل  تیحال، محدود

تزر ناکاف  یهاقیبه  نفوذ  و  اسکلت  ی مکرر  بافت عضله  بوده    یبه 

  ی روسیو  یهااستفاده از ناقل  ها،تیمحدود  نیغلبه بر ا  یبرا   .است

سبه (AAV) مرتبط-آدنو  ی هاروسیو  ژهیوبه   ی هاستم یعنوان 

  لیتما   لیها به دلAAV.(20)  مورد توجه قرار گرفت  داریپا  لیتحو

،  RNAداریپا   انیب  جادیا  ییو توانا  ینسب  یمنیبالا به عضله، ا  ی بافت

برا  یانه یگز ک  یمناسب   exon القاکننده  یهااستانتقال 

skipping اند که  نشان داده ی. مطالعات متعددشوندیمحسوب م

مبتنRNA داری پا  انیب طر U7 snRNA بر  یهای   AAV قیاز 

القا  تواندیم به  در  exon skipping مدتیطولان   یمنجر 

  د یو تول  یمطالعه حاضر، ما موفق به طراح  در .شود mdx یهامدل
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شداصلاح  U7 بر  یمبتن AAV وکتور  کی حذف    می شده  که 

اگزون   د  51هدفمند  م  نی ستروفیژن  القا  نتاکندیرا  -RT جی. 

PCR قابل بخش  که  داد  ترانسکر  یتوجهنشان    یهاپت یاز 

اگزون  آلوده  وبلاستیم  یهاسلولدر    دشدهیتول فاقد    51شده، 

ا نتا   افتهی  نیهستند.  پ   جیبا  از س  نیشیمطالعات   U7 ستمی که 

کرده exon skipping یالقا  یبرا همخواناستفاده  و   یاند،  دارد 

  از   .است RNA در سطح  ستمیس  نیمناسب ا  ییدهنده کارانشان

در    نیستروفید   انیب  شیوسترن بلات افزا  جینتا  ،ینیمنظر پروتئ

 یکیولوژیموضوع از نظر ب  نیشده را نشان داد. ا  ماریت  یهاسلول 

منجر   51که حذف اگزون    دهدینشان م  رایاست، ز  تیحائز اهم

شده  اصلاح  mRNA چهارچوب خوانش و ترجمه موفق  یبه بازساز

م هرچند  است.  سطح   دشدهیتول  نیستروفید  زانیشده  به 

اند که  نشان داده  یاما شواهد متعدد  ده،یکامل نرس  کیولوژیزیف

  ی اثرات درمان  تواندیم  نیستروفید(  %15–5اندک )  ریمقاد  یحت

  ی از دستاوردها  یکی .داشته باشد DMD مارانیدر ب  یتوجهقابل

ا بوم  نیمهم   AAV یهاناقل  دیتول  یفناور  یسازیمطالعه، 

است.    ریپذپلتفرم انعطاف  کیدر قالب   exon skipping القاکننده

  ی برا ligase independent cloning (LIC) یاستفاده از تکنولوژ

 یمطالعه، امکان طراح  نیدر ا AAV-U7 وکتور  دیبار در تول  نیاول

متنوع را فراهم کرده است.    یوکتورها   نهیهزو کم  قیدق  ع،یسر

 (personalized   medicine)یشخص   یموضوع از منظر پزشک  نیا

از   یعیوس  فیط  یدارا  نیستروفیژن د  رایدارد، ز  یاژهیو  تیاهم

با   مارانیاست و درمان همه ب  ی شدگو مضاعف  یحذف  یهاجهش

امکان  یاستراتژ   کی -pAAV هیپا  دیپلاسم  .ستی ن  ریپذواحد 

U7del ا در  ا  یمطالعه طراح  نیکه  دارد که    تیقابل  ن یشد،  را 

 exon یهایتوال  عیدرج سر  یبرا  یاسکلت عموم  کیعنوان  به

skipping مورد   نیستروفیمختلف ژن د  یهااگزون  رندهیگهدف

را به    دیجد  یوکتورها  دیزمان تول  ،ی ژگیو  نی. اردیاستفاده قرار گ

طور را به  ندیفرا  ی دگیچیو پ   نهیداده و هز  کاهش ماه    کیکمتر از  

  یی وکتورها  یامکان طراح  ن،ی. علاوه بر ا کند یکم م  یر یچشمگ

چند م U7 کاست  نیبا  که  دارد  وجود  حذف    تواندیمستقل 

 ماران یب  یکه برا  یهمزمان چند اگزون را هدف قرار دهد؛ راهبرد

 اریبس  نیستروفیژن د hotspot یمتنوع در نواح  ی هاجهش   یدارا

است مزا  با .جذاب  اexon skipping توجه قابل  یایوجود   ن ی، 

آن، عدم    تیمحدود   نیتردارد. مهم  زین  یی هاتیمحدود  کردیرو

وابسته به تداوم    ی اثر درمان  کهی طورژنوم است؛ به  یاصلاح دائم

  نه،یزم  نی. در اماندیم   یباق exon skipping القاکننده RNA انیب

نظ  ش یرایو  یهایفناور عنوان به CRISPR/Cas9 ریژن 

شده  ی هانیگزیجا مطرح  حذف    تواند یم CRISPR انبالقوه  با 

 تری اشهیر  یها، درمان اصلاح جهش  ای  وبیمع  یهااگزون  یدائم

  یمهم  یهابا چالش  زین CRISPR ستمیحال، س  نیا  با  .ارائه دهد

 off-target) خارج از هدف یها مواجه است؛ از جمله خطر برش 

effects)هیعل یمنیا  یها، پاسخ Cas9 قیکنترل دق  ی دگیچی، و پ  

 یمبتن  exon skippingمختلف. در مقابل،  یهادر بافت شیرایو

که   شودیم  وبتر محسکنترل و قابل  ترمن یا  یکردیرو RNA بر

شرا  ژهیوبه ا  یطیدر  همچنان    یبالاتر  تیاولو  یمنیکه  دارد، 

 توانیمطالعه م   نیا  یهاتیمحدود  گرید  از  .جذاب است  یانه یگز

سلول مدل  از  استفاده  ح  یجابه  یبه  بررس  ، یوانیمدل    ی عدم 

عضلان ارز  یعملکرد  عدم    انیب  یداریپا  مدتیطولان  ی ابیو 

همچن  نیستروفید کرد.   exon زانیم  قیدق  یبررس  ن،یاشاره 

skipping کم سطح  مقا   (quantitative) یدر  سا  سهیو    ریبا 

آ  تواندیم  یلیتحو  یهاستم یس مطالعات  قرار   ندهیدر  مدنظر 

 .(18-16()ردیگ

 گيرینتيجه 

 ستم یس  بیکه ترک  دهدیمطالعه نشان م  نیا  جیمجموع، نتا  در

U7  ناقلاصلاح با  فناور  AAV  یهاشده  از  استفاده    LIC  یو 

بوم  کی  تواند یم و  منعطف  کارآمد،  توسعه    یبرا  ی پلتفرم 

ب  exon skipping  یهادرمان ا  DMD  یماری در    ن یفراهم کند. 

پل به  تواند یم  کردیرو و    RNA  ی هادرمان  انیم  ی عنوان  محور 

جا  شیرایو   یهایفناور آ  یاژهیو  گاهیژن،  درمان    ندهیدر 

 . دوشن داشته باشد یعضلان  یستروفید

 

 گزاریسپاس 

تحقیقاتی  طرح  ماحصل  شماره    مطالعه  مصوب   1575با 

 .استشهید صدوقی یزد دانشگاه 
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 دانشگاه شهید صدوقی یزد     حامی مالی:

 وجود ندارد.  تعارض در منافع:  

 ملاحظات اخلاقی

علوم پزشکی شهید پروپوزال این تحقیق توسط دانشگاه  

 .تایید شده است و مشهد  صدوقی یزد  

 نویسندگان مشارکت . 

 یطراحو    ده،یا  ارائه  دردکتر مجید مجرد و دکتر جواد زواررضا

و حسین   عطیه اصلاحی ، خانم    ها داده  ل یتحل  و   هیتجزه و  مطالع

  مشارکت    هاداده  یآورجمع  انجام کار آزمایشگاهی،   در  پورتنی

  مقاله   یی نها  و  هیاول  شیرایو  ن،ی تدو  در  سندگانینو  همه  و  داشته

 . هستند میسه مقاله  با  مرتبط سوالات به یی پاسخگو و
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Introduction: Exon skipping has emerged as one of the most promising therapeutic strategies for 

Duchenne muscular dystrophy (DMD), because it restores the correct reading frame of dystrophin mRNA 

without directly modifying the genome. Delivery systems based on adeno-associated virus (AAV) enable 

long-term expression of exon-skipping components and improve therapeutic efficiency. 

Methods: In this study, an AAV-based vector encoding a modified U7 snRNA designed to induce 

skipping of dystrophin exon 51 was constructed using a ligase-independent cloning (LIC) strategy. 

Recombinant AAV particles were produced and used to transduce immortalized human myoblasts. Exon 

51 skipping efficiency was evaluated by RT-PCR, and dystrophin protein expression was assessed by 

western blotting. 

Results: RT-PCR findings demonstrated effective exon 51 skipping in the treated cells, producing a 

shortened dystrophin mRNA transcript. Western blot analysis revealed increased expression of a 

truncated but functional dystrophin protein in AAV-treated myoblasts compared to controls. 

Conclusion: These results indicate that the engineered AAV-U7 system effectively induces exon 51 

skipping and restores dystrophin expression at the protein level. The LIC-based platform enables rapid 

generation of personalized exon-skipping vectors and represents a versatile and scalable approach for the 

development of RNA-based gene therapies for DMD. 
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