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مقدمه:  
            پاسـخ سـلولی بـه عفونـت ویروســـی بــه صــورت 
ــاء اینـترفرون جزیـی از  واکنش های پیچیدهای است که الق

آن محسوب می گردد. اینترفرون ها از اجـزا اصلـی و مـهم 
پاســـخ ایمنی میزبان به عفونت ویروسی بوده و از طریـــق 

چکیده: 
ــد.  زمینه و هدف: پا سخ سلولی به عفونت ویروسی بک واکنش پیچیدهای است که شامل القاء اینترفرون می باش
اینترفرونها اجزاء مهم و کلیدی پاسخهای ایمنی طبیعی میزبان به عفونت ویروسی بوده و از طریق چندین مکــانیزم 
ــد. در سـلول هـای آلـوده بـا ویروسـهای مختلـف،  تکتیر ویروس در سلول و در نتیجه ویرولانس آن را مهار می کن
ــترفرون  RNA دو رشتهای سنتز میشود که القاء کننده اینترفرون است. آنزیم پروتئین کیناز  R (PKR) بوسیله  این

ــم منجـر بـه فسـفوریله  القاء شده و یک واسطه مهم و عمده پاسخ سلولی به عفونت ویروسی است.  فعالیت این آنزی
شدن جزء آلفا فاکتور آغاز گر (eIF2-α) و در نتیجه توقف سنتز پروتئین در سلول مــیگـردد. در سـلول آلـوده بـا 

هرپس سیمپلکس ویروس نوع یک (HSV-1)، نیز این عمل منجر بــه توقـف زودرس سـنتز پروتئیـن سـلول میزبـان 
می شود ولیکن این ویروس دارای ژنی بنام ICP34.5 اســت کـه مـانع ایـن عمـل در سـلول آلـوده بـا ایـن ویـروس 

ــرای تکثـیر   می گردد. این ژن عامل تکثیر و ویرولانس HSV-1 در سیستم عصبی مرکزی (CNS) نیز بوده ولیکن ب
ویروس در تعدادی از کشت های سلولی ضــروری نیسـت، نقـش ایـن ژن در کشـت سـلولی بـا منشـاء عصبـی بنـام 

ــذا  SK-N-SH آلوده با موتانت های نوترکیبی از HSV-1 که اختصاصاً ژن مذکور را بیان کند، بررسی نشده است. ل

هدف از این تحقیق، بررسی این نقش بوده است. 
روش مطالعه: بر اساس خاصیت نوترکیبی ژنتیکی، یک موتانت نو ترکیب از ویروس فوق الذکر ســا ختـه شـد، 
ــگ و جلـوگـیری از توقـف  درستی اسیدنوکئیک آن با روش ساترن بلاتینگ تایید و سپس با روشهای وسترن بلاتین

سنتز پروتئین، خصوصیات آن بررسی گردید.  
نتایج: جلوگیری از توقف سنتز پروتئین بوسیله موتانت نوترکیب مذکور در مقایسه با یــک موتـانت حذفـی فـاقد 
این ژن و نیز یک سویه وحشی از HSV-1 بنام (+17) در کشت سلولی SK-N-SH  نشــان داد کـه ژن مذکـور بـرای 

حفظ سنتز پروتئین و در نتیجه تکثیر HSV-1 در این کشت سلولی ضروری می با شد.  
ــا  نتیجه گیری: احتمالاً این ژن مسئول جلوگیری از توقف سنتز پروتئین در سلول های فوق الذکر پس از عفونت ب

HSV-1 می با شد. 

 
واژههای کلیدی: HSV، توقف سنتز پروتئین، هرپس سیمپلکس ویروس. 
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ــیر و در نتیجـه ویرولانـس ویـروس را  چندین مکانیسم تکث
مهار میکننــد (17). عفونـت ویروسـی در سـلول منجـر بـه  

سنتز RNA دو رشتهای شده کــه ایـن عمـل نـیز بـاعث القـا 
سنتز اینترفرون درســلول مـی گـردد (11). سـنتز اینـترفرون 
منجــــر به سنتز PKR در سلول می گردد که واســطه مـهم 
ــخ سـلولی بـه عفونـت ویروسـی اسـت. ایـن  و عمـــده پاس
آنزیـم از طریـق اتوفسفوریلاسـیون و دیمریـزا سـیون فعــال 
ــود.  گردیده (18،16) و باعث فسفوریله شدن eIf-2α میش
 (Shut-off) ــدن ایـن فـاکتور منجـر بـه توقـف فسفوریله ش
شـــدن سنتز پروتئین سـلول میزبـان (مـرگ سـلولی) و در 

نتیجه مانع تکثیر ویروس در آن می گردد (13،10). 
ــر بـه          عفونت ویروسHSV-1 نیز با همان مکانیزم منج
توقف زودرس سنتز پروتئین سلول میزبان میگردد، ولیکن 
HSV-1 با کد کردن ژنی بنام ICP34.5 از آن جلــوگـیری 

مینمـــاید (3). به دنبـــال عفونت سلـــول با این ویــروس، 
PKR  فعال شده و eIf-2α را فسفریله می نماید ولیکــن در 

این سلول ها پروتئین ICP34.5 با یک آنزیـم بنـام پروتئیـن 
فسفاتاز یک (PP1α) تشکیل یک کمپلکــس داده وآنزیـم 
اخیر eIf-2α را دی فسفوریله کرده (9،8) و در نتیجــه مـانع 
ــان مـیگـردد (5).  توقف زود رس سنتز پروتئین سلول میزب
در موتانتهای حذفی فاقد ژن PKR ،ICP34.5 فعال شده، 
eIf-2α فسفوریله شده و در نتیجه ســنتز پروتئیـن در سـلول 

متوقف میگردد (6). 
ـــاقد ژن ICP34.5 در کشــت           موتانتهـای حذفـی ف
سلولی کلیه نوزاد هامستر(BHK) بطور نرمال در مقـــا یسه 

ــن   بـا ویـروس وحشـی تکثـیر کـرده و سـنتز پروتئیـن در ای
ــا ادامـه مییابـــــد ولیکـن تکثـیر ایـن موتـانت در  سلول ه
کشت ســلولی فیـبرو بلاسـت جنیـن مــــوش (3T6) بسـیار 
محدود اســت (4،2،1). سـنتز پروتئیـن در کشـت سـلول بـا 
منشــــاء عصبــی SK-N-SH بـا موتانتهـای نوترکیبکـه 
ــده ژن ICP34.5 باشـند تـاکنون بررسـی نگردیـده  بیان کنن

است. در این بررسی سنتز پروتئین در سه نوع کشت ســلول 
پس از عفونت با دو نوع موتانت در مقایسه با سویه وحشــی 
بررســی گردیــد. از آنجــایی کــــه ژن ICP34.5 عـــامل 
ــوش اسـت  ویرولانس HSV-1 در سیستم عصبی مرکزی م
(14،12،6). بررسی نقش این ژن در ممانعت از توقف سنتز 
ـــاط بــا  پروتئیـن در سـلول هـای عصبـی کـه شـاید در ارتب

ویرولانس این ویروس باشد دارای اهمیت می باشد. 
 

مواد و روشها: 
مواد: 

سـلول: Baby Hamster Kidney (BHK) کلــون 13، 
ــت جنیـن  نوروبلاستومای انسانی (SK-N-SH) و فیبروبلاس

ــــــرکت   مـــــوش (3T6)، ســـــلولهای مذکـــــور از ش
Life technolog تهیه شده است. 

ــی بکـار بـرده شـده عبـارتند از:  ویروس: سویه های ویروس
سویه وحشی از هرپس ســیمپلکس نـوع یـک بنـام (+17)، 
موتانت حذفی آن ویروس 1716 کـه ژن ICP34.5 در آن 
حـذف گردیـده اسـت (12) ویـروس 1622 موتـــانت نــو 
 ICP34.5 ترکیب که بر پایه (1716) ساخته شده و فقط ژن

را بیان می کند. 

 
روش: 

ـــلولهای BHK, 3T6 و SK-N-SH در  کشـت سـلول: س
محیط کشت (Eagls) در حــرارت 37 درجـه بـه مـدت 24 
ساعت کشت داده شد و پس از آن با ویروس های مختلف 

آلــوده گردیــد. محیــط هــای کشــت نــیز از شــــرکت  
Life technology تهیه شده است. 

نو ترکیبی ژنتیکــی: در ایـن روش از متـد بکـار بـرده شـده 
بوسیله MacLean et al (1991) استفاده شد (12).  

توقـف سـنتز پروتئیـــن (Host shut off): در ایــن روش 
عفونت با سویه هـــای ویروسی به میزان (pfu/cell 20) در 
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ــک کشـت  کشتهای سلولــــی ایجاد شــــد و به علاوه ی
سلولی فاقــــــد عفونت با ویــــروس بــه عنــوان کنتـرل 

 
منفی عفونت (Mock infection) بکار رفت. پس از ایجـاد 
ــلول هـا بـه مـدت 14 سـاعت در ºC 37 انکوبـه  عفونت، س
شده، سپس به آنها اسید آمینه نشاندار متیونین اضافه گردید 
و دو ساعت بعد سلول هــای مذکـور بـا بـافر شسـته شـده و 

ســپس پروتئیــــن هـــای ســـلولی اســـتخراج و بوســـیله 
SDS-PAGE مورد آنالیز قرار گرفت. 

Southern blotting: در این روش از متد بکــار بـرده شـده 

بوسیـله MacLean et al استفاده شد (12).  
Western blotting: در ایـن روش از متـد بکار برده شـــده 

بوسیـله McKay et al استفاده شد (15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ــاختمان سـویه هـای (+17)، (1716) و  تصویر شماره 1: س
 (1622)

 "a" .الف) ایــن شـکل سـاختمان (+17) را نشـان مـی دهـد
نشاندهنده سکانس های تکراری موجود در دو انتهای ژنوم و 
" 'a" سکانس های تکراری معکوس نســبت بـه "a" بـوده و 

"c" ،"b' " ،"b" و " 'c" نیز سکانس های تکراری می باشند.  
ــد کـه در آن  ب) این شکل ساختمان (1716) را نشان می ده

علامت ضربدر نشان دهنده حذف ژن ICP34.5 می باشد. 

ج) این شکل ساختمان (1622) را نشان مـی دهـد کـه در آن 
ــه  موقعیت آنزیم های محدودالاثر را نشان داده که در این نقط

دو ژن ICP34.5 و LacZ جا سازی (Insert) شده اند. 
نتا یج: 

ساختن ویروس های نو ترکیب: 
تنـها ویـروس نوترکیـب ســـاخته شـــــده در ایــن 
 ICP34.5بـــــررسی، (1622) ا سـت کـه بیـان کننـــده ژن
ــــن موتـــانت، ژن LacZ (بتـــا  اســت. بــه عـــــــلاوه، ای
گالاکتـــــوزیداز) را نیـــــز بـه عنـــــوان اندیکـاتور جــدا 
سازی ویرو س از کشت سلو ل بیــــــان مـی کنـد (تصویـر 
شمـــاره 1، ج). ویرو س مولد این موتانت، (1716) اســت 
کـــه ژن ICP34.5 در آن حـــذف شــــده و از قبــــل در 
ــماره 1، ب).  آزمایشـگاه مـــوجود بـوده اسـت (تصویـر ش

  .DNA بــا BHK ـــت ســلولی بـرای سـاختن (1622)، کش
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ــماره 2: تسـت (Western blooting) بیـان ژن  تصویر ش
ICP34.5 در موتانت های نوترکیب:  

      عفونت با ویــروس هـای مـورد نظـر در کشـت سـلولی 
BHK بـه مـیزان (20pfu/cell) انجـام گرفتـه و پـــس از 24 
سـاعت، سـلول هـای مذکـور (Harvest) شـده و بـا تلقیــح 

پروتئیـن هـای بدسـت آمـده بـه ژل SDS-PAGE، تســـت 
 ICP34.5 بــا آنتـی سـرم اختصـاصی (Western blooting)
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ـــرفت. ستــــون 1: (+17)، ستـــون2: (1622)،  صورت گـ
 .infection Mock :5 ستون 3: (1716)، سـتون هــــای 4 و
ـــارکر وزن مولکــــولی پروتئیـن و در  در سمت راست، مــ

سمت چپ ICP34.5 نشـــان داده شـــده است. 
 ICP34.5 ویـروس والد (1716) و پلاسمید دارای ژن های
 (Cotransfection) بـه صـورت عفونـت همزمـــان LacZ و

آلـوده گردیـد کـه در نتیجـــه انجــام نوترکیبــی ژنتیکــی 
ــابه دو  (Homologous recombination) بیـن قطعـات مش
ــا  ژنـوم، موتـانت نوترکیـب (1622) سـاخته شـد و سـپس ب

ـــــــازی پلاکهــــــای ویروســــــی  روش خـــــالص س

(Plaque purification) جدا سازی و خالص گردید. سویه 
(+17) از HSV-1  به عنوان سویه وحشی بکار رفت. 

بیان ژن ICP34.5 بوسیله (1622): 
ــا انجـام تسـت  پس از ساختن موتانت مذکــــور، ب
Western blotting (تصـــویر شــماره 2) مشـخص گردیـد 

کــــه ایـن مــــوتانت (1622) (ستـــون 2) در مقایسـه بـــا 
ـــور را بیـــان مـی کنـد، در  (+17) (ستــــون،1) ژن مذکــ
ــه (1716) (ستــــون 3) قــــادر بـه سنتـــز ایـن  حالــــی ک

پــــروتئین نیست.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر شماره 3: تست (Western blooting) بیان ژن ICP34.5 در موتانت های نوترکیب. 
      عفونت با ویروس های مورد نظر در کشت سلولی (BHK) به میزان (20pfu/cell) انجام گرفته و پس از 24 ساعت، ســلول هـای 
ــرم اختصـاصی  مذکور (Harvest) شده و با تلقیح پروتئین های بدست آمده به ژل SDS-PAGE، تست (Western blooting) با آنتی س
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ICP34.5 صورت گرفت. ستون 1: (+17)، ستون2: (1622)، ستون 3: (1716)، ستون های 4 و Mock infection :5. در سمت راست، 

مارکر وزن مولکولی پروتئین و در سمت چپ ICP34.5 نشان داده شده است.  
ــف سـنتز پروتئیـن در کشـت هـای  جلوگیری از توق

سلولی: 
بـرای نشـان دادن اینکـــه ژن ICP34.5 قــادر بــه 
ــال عفونـت  جلوگیری از توقف سنتـــز پروتئین سلولی بدنب
با HSV-1 در سلول های SK-N-SH میباشــد، عفــــونت 
ــلولیK-N-SH  ،BHK و 3T6 بـا سـویههای  کشتهای س
(1622)، (1716) و (+17) بـه مـیزان (pfu/ml 20) انجـــام 
ــن  گرفـت. پـس از انکوباسـیون بـه مـدت 14 سـاعت متیوی
ــه شـده و دو سـاعت بعـد  نشاندار شده به کشت سلول اضاف

پروتئیـــن هـــای ســـلولی اســـتخراج گردیــــده و در ژل 
SDS-PSGE مورد آنالیز قرار گرفت. در تصویر شــماره 3، 

ـــت ســلولی SK-N-SH (1622) در ســتونهای  الـف،کش
ــه  (3و5) قادر به جلوگیری از توقف سنتز پروتئین در مقایس
ــور بـوده اسـت و  با (+17) (ستـــون 1) در سلول های مذک
در سلول های آلوده بــا هـر دو سـویه، سـنتز پروتئیـن ادامـه 

ــــا (1716)   یافتــه ولیکــن در سلــــــول هــای آلـــــوده ب
(ستون های 6،4،2). سنتز پروتئین متوقــف گردیـده اسـت. 
(در تصویرهــــای شــــماره 3 ب و ج)، کشــــت هـــــای 
سلولی BHK و 3T6، به ترتیب، همه سـویه هـای ویروسـی 
الگوی سنتز پروتئین یکسانی داشته و در هیچکــدام از آنـها 

سـنتز پروتئیـن متوقـف (Sutt-off) نشـده اسـت کـه نشـــان  
می دهد ژن مذکور برای جلوگیری از توقف سنتز پروتئین 

در این کشتهای سلولی ضروری نیست. 
 

بحث: 
ـــن بررســی،  ویـروس والـد بکـار بـرده شـده در ای
ــذف گردیـده و  (1716) است که در آن ژن ICP343.5 ح
خصوصیـات آن قبـلاً بررسـی گردیـده اســـت (12). ایــن 
ــامل تکثـیر و ویرولانـس  بررسی ها نشان داده که این ژن ع

ـــوده بــه طــوری کــه   ویـروس HSV-1 در CNS مـوش ب

موتـانت هـای فـاقد ایـــن ژن بطـور کـامل در مـوش غـــیر 
بیماریزا هستند (14،12،6). در (in vitro ) ژن مذکور برای  

 
جلوگیری از توقف سنتز پروتئیــن در کشـت هـای سـلولی 
نظیر BHK و 3T6 ضروری نبوده (7،6،4،2،1) که در ایــن 
بررسی نیز این نتــایج تـایید گردیـد ولیکـن در کشـتهای 
ـــد (8). نقــش  سـلولی نظـیر SK-N-SH ضـروری مـی باش
ژن ICP34.5 در پاتوژنــز HSV-1 در سـلول هـای عصبـی، 
حفظ سنتـــز پروتئین سلولی و ویروسی در طــــی عفونــت 
با ویروس مذکور است (8،5،4) که احتمالاً با قدرت تکثیر 

ویروس در این سلول ها مرتبط می باشد. 
ــای مذکـور بـا موتانتهـایی نظـیر  عفونت سلول ه
(1716) منجر بــه فعـــــال شـدن PKR، فسـفوریله شــــده 

eIf-2α و توقـف زودرس ســـنتز پروتئیــن ســلول میزبــان  

ــار  می گردد (5). بررسی های انجام شده در این زمینه با بک
ــایی نظـیر(1716) بـوده اسـت (12). در ایـن  بردن موتانته
ــان  بررسی از موتانت نوترکیب (1622) که ژن مذکور را بی
می کند استفاده شد و خاصیت جلوگــیری از توقـف سـنتز 
پروتئین آن با (1716) و (+17) مقایسه گردید. نتایج نشــان 
داد که بــرگشـت دوبـاره (Restoration) ژن ICP34.5 در 
ــد، در  (1716) کـه منجـر بـه ایجـاد موتـانت (1622) گردی
مقایسـه بـا (1716) و (+17) بـاعث حفـظ ســـنتز پروتئیــن 
ـــا  سلـــــولی در کشـت سلولــــی SK-N-SH مـی شـود. ب
ـــروس  توجـه بـه اینکـه ژن ICP34.5 عـامل ویرولانـس وی
HSV-1 در سیستم عصبی مرکزی انسان شناخته شده است 

ـــه ژن مذکـــــور،  (14،12،6)، مـی تـوان نتیجـه گرفـت ک
احتمالاً از طریـــق جلوگیری از توقف سنتـــز پروتئیــن در 
ـــوده بـا HSV-1 بـه تکثـیر و در  سلول های عصبــــی آلـــ

نتیجـه ویرولانـس ایـن ویــــروس ایـن سـلول هـا کمـــک  
می کند. 
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