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 ترجمه ریغ هیناح هیعل 10-23 میبوزایر  یدئوکس یکیوانفورماتیب یطراح

 pGEM-Tدر ناقل  (lacZ) دازیشونده قبل از کدون آغاز ژن بتاگالاکتوز

 
 2، فاطمه جوادي زرنقي*2، ابوالقاسم اسماعيلي1ساناز صادقي

 .انشگاه اصفهان، اصفهان، ایران، دیاسشن ستیزگروه 2دانشگاه اصفهان، اصفهان، ایران؛  ،یشناس ستیزگروه  دانشجو، 1
 19/10/95 :پذیرشتاریخ          19/7/95تاریخ دریافت:

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مقدمه:

 یها روش یابیدست یمولکول کیدر ژنت یجار کردیرو

( است. ازجمله Gene silencingها ) ژن انیمهار ب یبرا دیجد

گر  مداخله یها RNAز به استفاده ا توان یم ،ها روش نیا

 یدهایگونوکلئوتیال (،Small interfering RNA= siRNAکوچک )

 ها میبوزای(، رAntisense oligonucleotides= ODNs) سنس یآنت

 میبوزایر ی(. دئوکس1ها اشاره کرد ) میبوزایر یو دئوکس

 DNA enzyme ای DNAzymeبا عنوان  نیکه همچن

 تیبا قابل DNA مولکول تک رشته کی شود یشناخته م

 یعملکرد یها تیفعال DNAzymesاست.  یکیتیکاتال

کربن  -باند کربن لیتشک، RNA ligationمثل  یمختلف

و  نیدارند و بهتر DNA کیتیدرولیو شکست ه

(. 3،2است ) RNA هیها تجز عملکرد آن نیکارآمدتر

با  یا رشته تک ییدهایگونوکلئوتیال ها میبوزایر یدئوکس

 یبازوها قیهستند که از طر یدیئوتنوکل 28-31طول 

 چکیده:
مثل برش  ییها واکنش زيهستند که کاتال ییدهايبونوکلئوتیر  یگودئوکسيال ها میبوزایر  یدئوکس زمينه و هدف:

RNA نيدوم کیل شام 10-23 میبوزایر یدارند. دئوکس یو درمان یصيتشخ یو کاربردها دهند یرا انجام م 
 تيباعث اختصاص هاست ک ريمتصل شونده متغ یثابت و دو بازو یدينوکلئوت 15 ونيوابسته به کات کيتيکاتال
 صورت   ژن به 3اپران شامل  نیکاربرد دارد، ا یآب -ديسف یغربالگر ندی. اپران لاکتوز در فراشوند یم میآنز
در  دازیبتاگالاکتوز ديژن آلفا پپت هيعل یمیبوزایر  یکسدئو یکيوانفورماتيب قيتحق نیاست. در ا کيسترونيس یپل

 شد. یاپران لاکتوز طراح
مشخص شد. سپس  ديژن آلفا پپت یگرفته و توال addgeneاز سرور  pGEM-T ديپلاسم ینقشه ژن :یبررس روش
انتخاب  حيصح ی، قالب خوانشexpasy تیمختلف منتج از سا یخوانش یها با قالب ینيپروتئ یتوال سهیبا مقا

 نیبا کمتر هی. ساختار ثانودیدست آ  به mRNA یمکمل معکوس شد تا توال یکل توال ،مرحله نی. در ادیگرد
 اینکه به توجه باشد.  دايدر آن پ ییفاقد ممانعت فضا هيناح کیگرفته شد و  mfoldآزاد از سرور  یانرژ

 AC کیجفت شده را دارد؛  نیديمیريپ کیجفت نشده و  نیپور کی نيبرش ب تيقابل 10-23 میبوزایر یدئوکس
متصل  یعنوان بازوها به ،آن نيباز در طرف ۹و  شدترجمه شونده انتخاب  ريغ هيدر ناح بوزومیاتصال ر گاهیدر جا

انجام شد.  NCBIتوسط سرور  زبانيم یمشابه در باکتر یعدم وجود توال یگرفته شد. بررس نظر درشونده 
 شد. ینيب شيپ mfoldتوسط سرور  میبوزایر یو اتصال دئوکس تيفعال تیدرنها

 بالا با دو بازوی  نسبتاً Tmنتایج این تحقيق نشان داد که دئوکسی ریبوزایم طراحی شده دارای  یافته ها:
 .ی آن را افزایش می دهدینوکلئوتيدی است که کارا ۹هم اندازه 

 مورد یستینشانگر ز کیعنوان  به lacZژن  انيکنترل ب یبرا تواند یپژوهش م نیحاصل از ا جینتا :یريگ جهينت
 .رديقرار گ استفاده

 
 .pGEM-T دياتصال، پلاسم یدما ه،یساختار ثانو بوزوم،یاتصال ر گاهیجا م،یبوزایر یدئوکس کليدی: یها واژه
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در  یخاص یدینوکلئوت یها یمتصل شونده خود به توال

mRNA وندیو باعث شکست پ شوند یهدف باند م 

 ی. بازوهاشود یم RNAقطعه  2 لیاستر و تشک یدفسفو

طول دارند.  شتریب ای دینوکلئوت 7متصل شونده 

بازوها با  نیبرش در اثر مکمل بودن هم تیاختصاص

 ها میآنز نی. ادیآ یبه وجود م mRNAهدف در  گاهیجا

هستند.  ونیوابسته به کات کیتیکاتال نیدوم کیشامل 

 کیو در  افتد ینم اقاتف یعیطور طب به DNAzymeسنتز 

( انجام in vitro selection) یانتخاب یتن برون ندیفرا

 (.4،5) شود یم

مختلف  یها مهار ژن یمختلف رو یها سال در

HIV نی(. همچن7،6است ) شده  انجام یاتمطالع 

 کیوتیب یه آنتب تمقاوم یها ژن یرو ییها یبررس

 شده انجام ها یدر باکتر میآنز تیفعال یمنظور غربالگر به

 یها رو به رفع مقاومت یا پنجره نوبه خوداین به  که

(. در 8-10) کند یها باز م در درمان عفونت یکیوتیب یآنت

توسط  bcr-ablژن انکو انیمهار ب 1999سال 

DNAzyme ( 11انجام شد .)هم  ریاخ یها سال در

سرطان  قاتیدر تحق یعیوس طور به ها میبوزایر یدئوکس

در  DNAzymeدر استفاده  ازجمله. اند شده  استفاده

 نهیکه باعث مهار رشد تومور در سرطان س Egr-1مقابل 

و  c-jun ،c-myc ،Aurora kinase نی. همچنشود یم

(Vascular endothelial growth factor= VEGF) 

در مهار  یخوب جیو نتا گرفته قرار DNAzymeهدف 

 .(12-16)تومور نشان دادند 

 نیتر ها مهم میبوزایر یاستفاده از دئوکس در

است.  میبوزایر یدئوکس یو اصول حیصح یبخش طراح

 میبوزایر یدئوکس کی حیصح یطراح ،قیتحق نیدر ا

در اپران  دازیاز بتاگالاکتوز α-peptideژن  هیعل 23-10

 عنوان  به RNAو  DNAاست.  گرفته  انجاملاکتوز 

 عنوان به یاریسب یذات یها تیها، از مز کیدنوکلئیاس

 یها یبرخوردارند. توال نیواکنشگر نسبت به پروتئ

 نیاز ب توانند یم یمیبا عملکرد آنز یسنتز کیدنوکلئیاس

مقابل، انجام  شوند. در ییشناسا یتصادف یها یتوال

 اریبس ینیپروتئ یتصادف یها یاز توال یانتخاب برون تن

 ینیپروتئ یها میآنز ییشناسا است. دهیچیسخت و پ

 یها یتوال نیاز ب یتوسط انتخاب برون تن دیجد

 یها یگرفتن تعداد توال در نظربا  یتصادف یدینواسیآم

، به علاوه بر ایناست.  دسترس  قابل ریغ ،ممکن یتصادف

 یها یتوال شتریب ،ها نیپروتئ یتعاون چشیپ عتیت طبعل

 مورد یبعد 3هر ساختار  توانند ینم یتصادف ینیپروتئ

 یهمه ابزارها نیمچن. هرندیرا به خود بگ ینظر

ها و  میبوزایر ییشناسا یبرا یضرور ییایمیوشیب

 یتوسط انتخاب برون تن دیجد یها میبوزایر یدئوکس

که اجازه  ،مرازیپل DNA اًاست. مخصوص دسترس  قابل

 یبرا ،دهد یرا م PCRتوسط  DNA یها یتوال ریتکث

 مرازیپل RNAمعکوس و  پتازیترانس کر زیها ن میبوزایر

از  یانتخاب برون تن ،است. در مقابل سدر دستر

است. فقدان  رممکنیغ ینیپروتئ یتصادف یها یتوال

دلخواه  یدینواسیآم یها یکردن توال یکپ یبرا یابزار

خود  نیمنظور است. در ب نیا یبرا یسد رفع نشدن کی

و  یمیآنز یداریبه علت پا DNA ،دهایاس کینوکلئ

  ژهیو توجه موردسنتز  یو آسان نهیهز ،ییایمیش

 میبوزایبا ر سهیدر مقا میبوزایر ی(. دئوکس17است )

(. بنابر 2دارد. ) یشتریب یداریو پا تیفعال ت،یاختصاص

 کی یها، طراح میوزابیر یروزافزون دئوکس تیاهم

  یاست. برا تیمناسب حائز اهم میبوزایر یدئوکس

 یها یژگیبا ساختار و و ییآشنا قیتحق نیانجام ا

با  یکل ییآشنا نیو همچن 10-23 میبوزایر یدئوکس

 است. ازیاپران لاکتوز ن

 یدیبونوکلئوتیر یگودئوکسیال میبوزایر  یدئوکس

 DNAسوبسترا  ژهیو یها یاتصال به توال ییاست که توانا

تر و  کوچک ها میبوزایر یرا دارد. دئوکس RNAو 

 ،ها میبوزایبا ر سهیها هستند و در مقا میبوزایاز ر کارآمدتر

  یدئوکس(. 1،18،11،5،19-3) دارند یشتریب تیاختصاص

اما قابل سنتز  ،شوند ینم افتی یعیطب طور به اه میبوزایر
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 ( in vitro selection) یتن انتخاب برون ندیفرا یط

 طیدر شرا ها میآنز نیسنتز ا ،ی(. به عبارت20،21هستند )

. انواع ردیگ یو خارج از سلول انجام م یشگاهیآزما

 نیو همچن کیتیدر هسته کاتال میبوزایر یمختلف دئوکس

(. 7متفاوت هستند ) باهم ازین مورد یادر نوع کوفاکتوره

 تیفعال نکهیبدون ا ،کند رییتغ تواند یسوبسترا م یتوال

 ی(. دئوکس2برود )از دست  ها میآنز نیا یکیتیکاتال

 ییو توانا شود یاستفاده م یعیوس طور به 10-23 میبوزایر 

و بازده  تیرا با اختصاص DNA یدارد که هر توال

و از  rd23از کلون  10-23بالا بشکند. اسم  کینتیس

است. از  شده  گرفته یانتخاب برون تن ندیفرا th 10چرخه

 شده  ساخته یدینوکلئوت 15فعال  یکیتیهسته کاتال کی

شده است.  دهیمتصل شونده پوش یاست که توسط دو بازو

 GGCTAGCTACAACGA کیتیهسته کاتال یتوال

 نیاستر ب یفسفود وندیرا در پ RNAاست. هر سوبسترا 

، شدهجفت  نیدیمیریپ کیو  نشدهجفت  نیپور کی

Mg ونیدر حضور 
محصول  (. دو6) دهد یبرش م +2

و  2ꞌ-3ꞌ- cyclic phosphate صورت به یکیشکسته 

 .(2)شود  در انتها ایجاد می 5ꞌ-OHیکی با یک گروه 

، lacZ ،lacYمنطقه کدکننده  3لاکتوز  اپران

lacA  قرارکنار هم  کیسترونیس یپل صورت بهدارد که 

و  β-galactosidase، permease بیو به ترت اند گرفته

transacetylase و  دازی. بتاگالاکتوزکنند یرا کد م

شکستن لاکتوز به گلوکز و  تیمسئول لازیترانس است

 واردکردن. پرمئاز مسئول نددار  عهدهگالاکتوز را بر 

 ای کننده میتنظ نیلاکتوز به داخل سلول است. پروتئ

تترامر  صورت بهکد شده و  lacI هیبازدارنده توسط ناح

اپران  یسیو از رونو چسبد ی( مOاپراتور ) هیبه ناح

 طیکه لاکتوز در مح ی(. در زمان22) کند یم یریجلوگ

و آن را از  شود یوجود دارد لاکتوز به بازدارنده متصل م

مراز  یپل RNA میآنز جهی. در نتکند یاپراتور بلند م

را  یسیبه پروموتور بچسبد و رونو یراحت به تواند یم

. پس از کاهش شود یم انیاپران ب نیآغاز کند، بنابرا

لاکتوز دوباره بازدارنده به اپراتور  سمیو کاتابول افتنی

 (.23) کند یم یریآن جلوگ انیو از ب چسبد یم

  IPTGهای لاکتوز از جمله  آنالوگ

(Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) توانند  می

به پروتئین رپرسور متصل شوند و باعث روشن شدن اپران لاکتوز 

 با فرمول شیمیایی X-Galشوند. یک آنالوگ فاقد رنگ لاکتوز 

5-bromo-4-chloro-indolyl-β-D-galactopranoside 

 X-Galتواند ترکیب بدون رنگ  کتوزیداز میاست. بتاگالا

 رنگ با فرمول  را بشکند و یک محصول آبی

5-5ꞌ-dibromo-4-4ꞌ-dichloro-indigo  (.14،24)تولید کند 

تترامر است.  میآنز کی دازیفعال بتاگالاکتوز فرم

جهش  دازیاز بتاگالاکتوز 41تا  11 یدهاینواسیحذف آم

lacZΔM15 که شود یجهش باعث م نی. اشود یم دهینام 

با روشن  یقادر به ساختن تترامر فعال نباشد و حت میآنز

. ستیلاکتوز ن هیقادر به تجز سمیبودن اپران لاکتوز ارگان

 α-peptideرا  دازیاز بتاگالاکتوز 59تا  1 یدهایواسنیآم

حضور دارد.  pGEM-T دیژن در پلاسم نی. انامند یم

 اکنونت طبق بررسی پژوهشگران مطالعه ی حاضر،

 میبوزایر یدئوکس یدر رابطه طراح یا شده منتشرگزارش 

 نشده است. فتای lacZژن  هیعل

  میبوزایر یعملکرد دئوکس قیتحق نیا در

ها  داده گاهیتوسط پا lacZژن  هیعل شده  یطراح 23-10

و  گرفته قرار یبررس مورد یکیوانفورماتیب یافزارها و نرم

 .شود یم ینیب شیپ
 

 :یروش بررس

ژن  یمشخص کردن توال منظور به ،ابتدا در

lacZ-αیکی، نقشه کامل ژنت pGEM-T vector تیاز سا 

addgene .گرفته شد 
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 نقشه ژنتيکی پلاسميد :1 شماره تصویر

با رنگ قرمز  lacZسیلین و ژن مربوط به  بیوتیک آمپی است. ژن مقاومت به آنتی شده  دادهنشان  تصویر ژنوم پلاسمید در این 
 .است شده  مشخص سبزرنگتوسط فلش  lacZاست. همچنین جهت پروموتور ژن  شده  مشخص

 

ز است. ژن با  جفت 3000 دیپلاسم نیا ژنوم

lacZ-α  ادامه  2980و تا باز  شده  شروع 2832از باز 

 هیدر ناح lacاست که پروموتور  یدر حال نی. امی یابد

 lacZ-αپروموتور  ،نیبنابرا .است شده واقع 239تا  210

 نیاپران لاکتوز شامل کل ا جهیرو به عقب است. درنت

 یابتدا ( رو به عقب تا209)باز  وتورپروم یمنطقه از ابتدا

قبل از  ه،یناح نی( است. البته ا2832)باز  lacZ-αژن 

 ندرومیپال یتوال یبرسد، تعداد lacZ-αبه ژن  نکهیا

 یمرهایپرا یتوال ،نیدارد. همچن یمیجهت برش آنز

 ها یتوال نیدارد. هرچند تمام ا m13, SP6 یابی یتوال

حضور خواهند  mRNAشان( در  )مکمل معکوس

. ستندین lacZ-αکد کننده  هیعنوان ناح داشت، اما هنوز به

همان  addgene تی، در ساlacZ-αکد کننده  هیناح

است. با توجه به جهت  2832-2980معادل  هیناح

 (Open reading frame= ORF)رود یپروموتر، توقع م

 ORF یمشخص نمودن قطع یباشد. برا 5ꞌبه  3ꞌاز سمت 

 یها یلاست. توا شده  استفاده ExPASy تیاز سا حیصح

 یخوانش یها حاصل از هرکدام از قالب یدینواسیآم

 سهیمقا lacZ یدینواسیآم یبا توال CLCافزار  توسط نرم

 یبا توال ORF 3’ 5’ Frame 3شد. مشاهده شد که 

lacZ اپران لاکتوز که به  یشباهت دارد. پس کل توال

و خود  MCSها و مریداده شد )شامل پرا یاکسپاس

lacZیتا توال میس کرد( را مکمل معکو mRNA  

 .دیبه دست آ
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 lacاپران  یتوال  بهبا توجه  ExPacyمنتج از سایت  ORFهای  توالی :2 شماره تصویر

 .است شده  دادهنشان  تصویر نظر در های خوانشی مختلف ژن مورد قالب
 

، قبل از 5mRNA هیدر ناح ها وتیپروکار در

عنوان  به یدینوکلئوت یتوال یرس کی ،یکد آغاز

 یتوال نی. اشوند یگرفته م در نظر شرویپ ایرهبر  یتوال

در  3ꞌ rRNA 16S در سمت یدینوکلئوت یمکمل توال

 ریزآن  واسطه بهاست و  بوزومیواحد کوچک ر ریز

 . شود یمتصل م mRNAبه  بوزومیکوچک ر واحد

  دالگارنو نیشا یتوال نیاز پور یغن یتوال نیا

(Shine-Dalgarno sequence= SD) ینام دارد. توال 

است و  5ꞌ-CCUCCU-3ꞌ صورت به بوزومیبخش ر نیا

 رواحدیاست که هنگام اتصال ز ینحوه اتصال به شکل

معمولاً  SD ی. توالردیقرار گ P گاهیبزرگ، رمز آغاز در جا

( قرار دارد. AUGکدون آغاز ) ستباز در بالاد  جفت 8

تا  کند یکمک م mRNAبه  بوزومیبه آوردن ر SD یتوال

عام  یتوال AGGAGGباز  6 نیرا آغاز کند. ا نیسنتز پروتئ

باعث  تواند یدالگارنو م نیشا یاست. جهش در توال

 رایشود؛ ز ها وتیترجمه در پروکار شیافزا ایکاهش 

و  بوزومیبازده جفت شدن ر شیافزا ایباعث کاهش 

mRNA یاسب برامنطقه من کی نیبنابرا؛ (25) شود یم 

 بوزومیاتصال ر گاهیجا نیهدف هم گاهیانتخاب جا

(Ribosome binding site= RBS) یاست که نقش مهم 

 RNA یدالگارنو در توال نیشا یدر بازده ترجمه دارد. توال

 نیشا یحدس زد توال توان ینشد و نم افتی lacZژن 

 هیعام ناح طور به نیبنابرا؛ است یتوال نیا یدالگارنو کجا

 یانتها (Untranslated region= UTRشونده ) ترجمه ریغ

5ꞌ هدف مشخص شد. گاهیانتخاب جا یبرا 

با  mRNA هیساختار ثانو یحاضر بررس قیتحق در

صورت گرفته است. ساختار  mfoldافزار  استفاده از نرم

 شده  گرفته mfoldآزاد از سرور  یانرژ نیبا کمتر هیثانو

 لیدل نیبه ا mRNA هیساختار ثانو یبررس تیاست. اهم

 هیبرش در ساختار ثانو گاهیبودن جا دسترس قابلاست که 

 نیبا بازده کارآمد لازم است؛ بنابرا ناسبعملکرد م یبرا

 ییفاقد ممانعت فضا هیناح کی ه،یساختار ثانو یبا بررس

که  یهدف در نواح گاهیاست. انتخاب جا شده  انتخاب

ان باز شدن امک رایلوپ وجود دارد مساعدتر است، ز
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 هیاست. در ناح شتریب میبوزایر  یساختار و اتصال دئوکس

باز قبل از کدون  4در فاصله  5ꞌ یترجمه شونده انتها ریغ

 یبه علت گسستگ هیناح نی. اشود یم دهیلوپ د کیآغاز، 

 میآنز یطراح یبرا یمناسب گاهیجا تواند یکه دارد م

 نیا نیدیمیریپ -نیدو باز پور افتنیمنظور  به نیباشد؛ بنابرا

 شد. قرارگرفته یبررس مورد هیناح

 

 
 lacZ-αژن  mRNAساختار ثانویه توالی  :3شماره  تصویر

که  قرمزرنگریبوزایم ناحیه قبل از دایره   است. برای طراحی دئوکسی شده  مشخص قرمزرنگکدون آغاز ترجمه توسط دایره 

 ازنظرریبوزایم   ت. این ناحیه به علت وجود لوپ برای طراحی دئوکسیاس شده  گرفتهدر نظر  ،ناحیه غیر ترجمه شونده است
 .ساختاری مناسب است

 

و عدم وجود  هیساختار ثانو یتوجه به بررس با

باز قبل از  4در فاصله  AC یتوال کی ییممانعت فضا

برش در نظر گرفته شد.  گاهیجا عنوان بهکدون آغاز 

انجام شد. تعداد  هیناح نیدر ا میبوزایر  یدئوکس یطراح

متصل  یعنوان بازوها نظر به نقطه مورد نیباز در طرف 9

مشابه  یعدم وجود توال ی. بررسدگرفته ش در نظرشونده 
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 نیبنابرا؛ انجام شد ncbiتوسط سرور  زبانیم یدر باکتر

توسط  گرید یسرور از عدم برش نواح نیا قیاز طر

صل حا نانیاطم میآنز تیو اختصاص میبوزایر  یدئوکس

 یها اگر در ژن زبانیمشابه در ژنوم م یشد. وجود توال

 یرفتن احتمال نیباعث از ب تواند یباشد، م زبانیم یاتیح

اثر بگذارد. به  ها یباکتر یمان زنده یشده و رو ها یباکتر

 تیمشابه حائز اهم یعدم وجود توال یعلت بررس نیهم

توسط سرور  میبوزایر یاتصال دئوکس تیاست. درنها

mfold میبوزایر  یدئوکس یشد. در طراح ینیب شیپ 

 تیحائز اهم Tm (Melting temperature)پارامتر 

است که در آن  یدرجه حرارت انگریپارامتر ب نیاست. ا

به  Tmاند.  به الگو متصل شده دهایگونوکلئوتیال 50%

دارد. هرچه  یآن بستگ یو توال دیگونوکلئوتیطول ال

  یاست. برا شتریب زین Tmباشند  شتریب Gو  C یبازها

وجود دارد. با  یمختلف یها فرمول Tmبه دست آوردن 

 Tm calculatorمختلف  یها ادهد گاهیاستفاده از پا

کرد.  یرا بررس نظر مورد دیگونوکلئوتیال Tm توان یم

 انیشد. در پا دییو تأ یبررس Tm ازلحاظ نظر مورد یتوال

 یهدف بررس هیاتصال و ساختار ثانو یدما نکهیازا پس

 یطراح یشد، برا دییتأ موردنظرهدف  گاهیشد و جا

هدف را مکمل معکوس  گاهیجا یابتدا توال میآنز

 میبوزایر یمرحله دقت شد که دئوکس نی. در امینمود

 نیدیمیریپ کیو  نشدهجفت  نیپور کی نیب 23-10

 میآنز یدر توال نیبنابرا دهد؛ یرا برش م شدهجفت 

تا  شود یقرار داده نم ACبرش  گاهیدر جا Aمکمل باز 

ثابت  یجفت نشده بماند. سپس توال صورت به Aباز 

را در وسط  10-23 میبوزایر یدئوکس کیتیهسته کاتال

 .میاضافه کرد یتوال

 

 
 ریبوزایم ن توالی دئوکسیيمراحل تعي :3 هشمار تصویر

 ریبوزایم  والی هدف مکمل معکوس شده سپس هسته کاتالیتیک ثابت دئوکسیریبوزایم ت برای به دست آوردن توالی دئوکسی
 .است شده  اضافهدر وسط آن  23-10

 

 :ها افتهی
  ای، متقارن بودن متصل یبازوها طول

در هسته  رییتغ عدم، متصل شونده ینبودن بازوها

 یهدف و دما گاهیجا م،یبوزایر یدئوکس یکیتیکاتال

هدف در  هیساختار ثانو و میبوزایر یاتصال دئوکس

هستند.  تیحائز اهم ها میبوزایر یدئوکس یطراح

 یتوال به شده یطراح میبوزایر یاتصال مناسب دئوکس
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mRNA گاهیجا شد یمهم است. سع اریهدف بس 

 یینسبتاً بالا Tmکه شود انتخاب  یا گونه بههدف را 

 بیترک شتریب Tmاز  تر نییپا یداشته باشد. در دماها

  یبالاتر در دما Tm باوجود نیبنابرا؛ دداردو رشته 

است،  یرشد باکتر یکه دما گراد یسانتدرجه  37

 Tm. وجود خواهد داشت یشتریدرصد اتصال ب

 Tm calculatorافزار  توسط نرم میبوزایر یدئوکس

 Tm calculatorافزار  توسط نرم یشد. بررس یبررس

 یدارا شده یطراح میبوزایر ینشان داد که دئوکس

متصل  یمطلوب است. در مورد طول بازوها تیفیک

 اندازه هم یو دو بازو یدینوکلئوت 9شونده، طول 

اتصال  یبه دما دنیانتخاب رس نیا لیانتخاب شد. دل

متصل  یبازوها یباز برا 9طول  ،نیمطلوب بود. همچن

 یبازده مطلوب ،شده انجام یها قبل طبق گزارش شونده

 متصل شونده یزوهابا نیخواهد داشت. علاوه بر ا

متصل شونده  ینسبت به بازوها یبازده بالاتر ،برابر

 میبوزایر یاتصال دئوکس یدارند. دما ینامساو

 شد. با  یمختلف بررس یافزارها با نرم شده یطراح

 یدئوکس یپارامترها طراح نیگرفتن انواع ا در نظر

 ییانجام شد. ساختار نها یمطلوب تیفیباک میبوزایر 

 5 شماره تصویردر  شده یطراح میبوزایر یدئوکس

 است. شده  دادهنشان 

 

 
 شده نهایی  طراحی 10-23ریبوزایم  دئوکسی :5شماره  تصویر

 است. شده  مشخصریبوزایم  بازوهای متصل شونده، هسته کاتالیتیک، جایگاه هدف و نقطه برش توسط دئوکسی

 

 Tm ییتنها بهاست که هر بازو  توجه قابل

امر باعث جدا شدن محصول  نیدارد و ا یتر نییپا

را  میبوزایر یشده و دئوکس میحاصل از عملکرد آنز

در این  .کند یم multi turnover میآنز کیبه  لیتبد

و  Tm 2/69 با شده یطراح میبوزایر یدئوکسمطالعه نوع 

GC 50.بیان گردیده است % 

 :بحث
قرار دادن  هدف با ها میبوزایر یدئوکس

در درمان  توانند یم ها یماریب ندیفرا مهم در یها ژن

استفاده قرار  ازجمله سرطان مورد ها یماریاز ب یاریبس

 انیکاهش ب یبرا 10-23 میبوزایر ی. دئوکسرندیبگ

. می شود گرفتهبه کار  یمهم درمان یها ژن
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 ،یروسیضدو یها کاربردها میبوزایر یدئوکس

 یبرا نیضدسرطان دارند و همچن ،ییایضدباکتر

 یها یماریو ب عروقی -یقلب یها یمارین بدرما

(. 26-7،36) شوند یاستفاده م یمرکز یدستگاه عصب

از  ،یصیو تشخ یدرمان یعلاوه بر کاربردها

 ینانو موتورهادر ساخت  ها میبوزایر یدئوکس

 (.37-20،41) شود یاستفاده م یمولکول

 یدر رابطه با طراح یا شده گزارش منتشر تاکنون

DNAzymes مهار آغاز ترجمه ژن  یبراlacZ یافت 

قبل از کدون آغاز  شونده  ترجمه ریغ گاهینشده است. جا

 بوزومیدر اتصال ر ریدرگ یها یحضور توال لیبه دل

ژن  هیعل میبوزایر یدئوکس یطراح یبرا تیموقع نیبهتر

ترجمه و بازده  ندیفرا وعدر شر هیناح نیهدف است. ا

(. در 42-25،44) دارد یترجمه نقش اساس ندیوقوع فرا

و  یدینوکلئوت 9متصل شونده، طول  یمورد طول بازوها

 دنیانتخاب رس نیا لیاندازه انتخاب شد. دل هم یدو بازو

باز  9طول  نکهیا ،نیاتصال مطلوب بود. همچن یبه دما

 شده  انجام اه طبق گزارش متصل شونده یبازوها یبرا

 یبازوها نی(. علاوه بر ا45خواهد داشت ) یبازده مطلوب

متصل  ینسبت به بازوها یبرابر بازده بالاتر متصل شونده

  یدر توال GC(. درصد 46دارند ) یشونده نامساو

ثر است. وم میبوزایر یدئوکس Tm میهدف در تنظ

امکان اتصال  یهدف برا mRNA هیساختار ثانو

و باز کردن ساختار و  شده  یطراح میبوزایر یدئوکس

گرفته  در نظر دیت و بااس تیاهم یمتصل شدن دارا

انتخاب شود  یا در نقطه دیهدف با گاهی(. جا47شود )

بوده و در  تیترجمه حائز اهم ندیانجام فرا نظر ازکه 

 باشد. یمناسب گاهیجا

 

 :یریگ جهینت
 یگرفتن دما در نظرکه با  دهد ینشان م جینتا

هدف و طول  هیاتصال بازوها به هدف، ساختار ثانو

 یمیآنز توان یم ،میبوزایر یدئوکس یبازوها در طراح

اتصال  یباشد. دما یمطلوب تیکرد که در وضع یطراح

مختلف  یافزارها با نرم زین شده یطراح میبوزایر یدئوکس

ژن  هیمناسب عل میبوزایر یدئوکس نیبنابرا؛ شد یبررس

lacZ اتصال  یو دما یباز 9متصل شونده  یبا طول بازو

هدف  گاهی. جاشد یطراح ،هدف مناسب گاهیو جا

 شونده ترجمه ریغ هیدر ناح شده یطراح میبوزایر یدئوکس

شروع ترجمه  ندیو در فرا داردقبل از کدون آغاز قرار 

 یافزارها  با نرم شده  انجام یها ینقش دارد. طبق بررس

با هدف خود  یاتصال مطلوب میبوزایریدئوکس شده ادی

 خواهد داشت.

 

 :یو قدردان تشکر
 نیدانشگاه اصفهان به علت تأم نکلیه مسئولی از

. این تحقیق از شود یو تشکر م ریتقد قیتحق نیا یها نهیهز

 94/34957مصوب دانشگاه اصفهان به شماره الف/ نامه انیپا

 .می باشد 24/6/94مورخ 
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Background and aims: Deoxyribozymes are oligoribodeoxynucleotides that catalyze reactions 

such as cutting RNA and have diagnostic and therapeutic applications. Deoxyribozyme 10-23 

includes a catalytic domain dependent on a fixed 15-nucleotic (mer) cation and two variable 

binding arms that cause the specificity of enzymes. Lactose operon is used in the white-blue 

screening process. This operon includes three polycistronic genes. In this study, a 

deoxyribozyme against α-peptide beta-galactosidase gene in the lactose operon was designed. 

Methods: pGEM-T map was obtained from addgene server and α-peptide gene sequence was 

determined. Then, using expasy website proper protein frame in comparison with various reading 

frames was determined. In this step, whole sequence was reversed and mRNA sequence was 

achieved. Secondary structure with the lowest free energy was gained using mfold server. 

Considering the fact that 10-23 deoxyribozyme has cutting capability between a unpaired purine 

and pairs pyrimidine; an AC was selected in ribosome binding site in the untranslated region and 

then 9 open bases on either side of it was used as a binding arms. Investigation of the absence of 

similar sequences in host bacteria was performed by NCBI server. Finally, activity and binding 

of deoxyribozyme was predicted by the mfold server. 

Results: The results of this study showed that the designed deoxyribozyme had a relatively high 

Tm with two 9-nucleotide arms, which increased its effectiveness. 

Conclusion: The results of this study can be used to control the expression of lacZ gene as a 

biomarker. 
 
Keywords: Deoxyribozyme, Ribosome binding site, Secondary structure, Melting temperature, 

pGEM-T plasmid. 
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