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جداسازی ژن اینترفرون گامای بابون زیتونی و طراحی سیستمی 
نیمه کمّی بر اساس PCR رقابتی جهت سنجش بیان این ژن
دكتر کيهان آزادمنش
- دكتر فرزين روحوند
- دكتر صفيه امينی
- 
سعيد عندليبی محمودآبادی
- دكتر ميرداد کازانجی

چکیده 

زمينه و هدف: ساليان متمادي است كه از پریمات‌ها به عنوان نزدیکترین مدل‌هاي حیوانی برای بررسی بیماریها، داروها و واکسن‌های انسانی استفاده مي‌شود. پریمات‌ها همچنین میزبان طبیعی رتروویروس‌های خانواده STLV/HTLV هستند که از این خانواده HTLV-I یکي از مشکلات بهداشتی استان خراسان نیز می‌باشد. اخیراً در بابون زیتونی، ویروسی بسیار نزدیک به HTLV-I یافت شده که آن را به عنوان مدلي ایده‌آل برای مطالعات درمانی این بیماری مطرح نموده است. ابداع روشهایی جهت ارزیابی سایتوکاین‌های این حیوان، بویژه اینترفرون گاما، اولویت بالایی برای چنین مطالعاتی دارد.
روش بررسي: در این مطالعه چگونگی جداسازی cDNA اینترفرون گاما از سلول‌های خون محیطی، مقایسه توالی ژنی آن با انسان و سایر پریمات‌ها، ساختن پلاسمیدهای رقابتی و بالاخره چگونگی سنجش بیان این سایتوکاین مورد بررسي قرار گرفت. به منظور استاندارد کردن نتایج اندازه گیریها در این روش نیاز به اندازه‌گیری بیان یک ژن خانگی نیز بود؛ به همين دليل پلاسمیدی رقابتی برای سنجش بیان ژن گلیسر آلدئید 3 فسفات دهیدروژناز (G3PDH) نیز ساخته شد.
يافته‌ها :دو توالی جدید مربوط به اینترفرون گاما و G3PDH این بابون در بانک ژن NCBI ثبت گردید. نتایج PCR رقابتی و تحلیل نتایج الکتروفورز یک نمونه از سلول‌های تک هسته‌ای خون محیطی این بابون نشان‌دهنده 7pg cDNA اینترفرون گاما در برابر 0.455pg از G3PDH بود. 

نتيجه‌گيري: با وجود پاره‌ای تفاوتها بین انترفرون گامای بابون و انسان، ساختار هر دو بسیار مشابه به نظر می‌رسد. بر اساس روش ارائه شده در این پژوهش، می‌توان نسبت بیان انترفرون گاما به G3PDH را برای مقایسه بیان انترفرون گاما بین نمونه‌های مختلف به کار برد.
کليد واژه‌ها: پاپیو آنوبیس؛ اینترفرون گاما؛ گلیسر آلدئید 3 فسفات دهیدروژناز؛ بیان ژن؛ سنجش؛ RT-PCR
افق دانش؛ مجله دانشكده علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني گناباد (دوره 10؛ شماره 3؛ سال 1383)
مقدمه 
ساليان زيادي است كه اهميت به‌كارگيری حيوانات در تحقيقات پزشكی و استفاده از مدل‌های حيوانی با هدف مطالعه عوامل بيماريزای انسانی، جهت شناخت فرايند ايجاد بيماری و تهيه واكسن عليه آنها، برای جامعه علمی آشكار شده است (1). در اين ميان،‌ پريمات‌ها (Primates) نزديكترين حيوانات به انسان در درخت تكامل هستند که به گونه های مختلفی تقسيم مي‌شوند. در بين اين گونه‌ها، ميمون‌های متعلق به جهان قديم (ساكن در قاره‌های آفريقا و آسيا)، نسبت به ميمون‌های جهان جديد (‌آمريكا) ‌از شباهت بيشتری به انسان برخوردار هستند و بنابراين مناسب‌ترين موجودات برای تحقيقات پزشكی و ارزيابی واكسن‌ها و داروهای انسانی به شمار مي‌آيند (3،2). يكی از انواع ميمون‌های جهان قذيم بابون زیتونی یا 
Olive Baboon (Papio Anubis) است كه به علت وزن و جثه نسبتاً كوچك و عمر نسبتاً طولانی (30-45 سال)،‌ از ميمون‌های مناسب برای تحقيقات بالينی و بررسی دراز مدت اثر واكسن‌ها و داروها می‌باشد (4).

گزارش شده است كه اين ميمون، مخزن طبيعی نوعی از ويروس Simian T cell Lymphotropic Virus type I (STLV I) می‌باشد كه شباهت بسيار زيادی به ويروس 
Human T Cell Lymphotropic Virus Type I (HTLV-I) نوع انسانی بخصوص در نواحی LTR و Env ژنوم اين ويروس دارد (5) ؛‌ بتازگی، دو ميمون از اين نوع كه آلوده به ويروس STLV با شباهت بسيار زياد به HTLV-I، بویژه در ناحيه pX و پروتئين Tax ويروس بوده‌اند، شناسايی شده‌اند (6). اين نتايج نمايانگر اهميت ويژه اين ميمون در تحقيقات مربوط به پاتوژنز و قابليت كاربرد اين حيوان در بررسیهای درازمدت اثرات واكسن‌هايی عليه ويروس HTLV-I در انسان مي‌باشد. استان خراسان یکی از کانون‌های شناخته‌شده عفونت HTLV-I در دنیا مي‌باشد (7). 
شیوع قابل توجه این بیماری در خراسان (7/0-3%) (8)، طولانی بودن دوره آلودگی به این ویروس (30 تا 40 سال) و عوارض قابل توجه این عفونت (سرطان خون کشنده 
Adult T cell Leukemia و بیماری ناتوان‌کننده عصبی 
HTLV-I Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis) یافتن درمانهایی مؤثر برای آن را ضروري ساخته است (9).
ضروری‌ترين نياز برای بررسی و مطالعه ايمنی‌زايی يك واكسن در يك مدل حيوانی خاص، ‌توانايی ارزيابی كمّی و كيفی عوامل مربوط به سيستم ايمنی نظير: سايتوكاين‌ها،‌آنتی‌بادي‌ها و يا شاخصهای Cluster Differentiation (CDs) در آن مدل حيوانی می‌باشد (10-12). يكی از سايتوكاين‌های كليدی در سيستم ايمنی، اينترفرون گاما مي‌باشد كه اساساً توسط لنفوسيت‌های T و سلول‌های NK ساخته مي‌شود و دارای اثر ضد ويروسی و تنظیم‌کننده ایمنی مي‌باشد (10، 13-15)؛ همچنين نشان داده شده است كه بخش بزرگی از سلول‌های تک هسته‌ای خون محیطی(PBMCs) كه از انسانها يا ميمون‌های آلوده به ويروس HTLV-I جدا شده باشند، به طور فعالی اين سايتوكاين را ترشح می‌كنند (16)؛ هر چند نقش دقيق اين سايتوكاين در فرايند این عفونت هنوز به طور كامل مشخص نشده است (17)؛ بنابر اين دسترسی به روشهايي برای ارزيابی كمّی اينترفرون گاما در چنين ميمون‌هايی بسيار با ارزش می‌باشد. از طرف ديگر مونوكلونال آنتی‌بادي‌های ضد اينترفرون گاما، معمولاً به طور اختصاصی وابسته به گونه می‌باشند و در بسياری از موارد، مونوكلونال‌های ساخته‌شده عليه اينترفرون گاما انسانی با اينترفرون گاما پريمات‌های دیگر هم كنش متقاطع ندارند (18،11)؛ به همين دليل برای استفاده از روشهای ايمونولوژيك وابسته به مونوكلونال آنتی‌بادی عليه اين سايتوكاين، تهيه آنتي‌بادي‌های اختصاصی ميمون مورد نظر ضروری به نظر مي‌رسد كه برای تهيه آن نياز به آنتي‌ژن و در نهايت ژن اينترفرون گامای حيوان می‌باشد.

علاوه بر اين، اينترفرون گاما نقش مهمی در مسير پاتوژنز بسياری از انگل‌های داخل سلولی نظير ليشمانيا، ‌مايكوباكتريوم توبركلوز و ديگر عفونتهای ويروسی دارد (10، 17-19) و قابليت كاربرد اين سايتوكاين به عنوان همیار (Adjuvant) در مطالعات مربوط به واكسيناسيون با DNA با پروتئين نيز نشان داده شده است (12،20). به هر حال، برای تمامی كاربردهای ذكر شده برای اينترفرون گاما در يك مدل حيوانی خاص در درجه نخست نياز به دسترسی به ژن يا cDNA مربوط در آن حيوان می‌باشد.
در تحقيق حاضر،‌گزارش جداسازی، كلونينگ، بررسی و آناليز فيلوژنيك برای cDNA كامل اينترفرون گاما و قسمتی از cDNA مربوط به ژن G3PDH Glycraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase)) در بابون زیتونی (Papio Anubis) و طراحی يك پلاسميد رقابتی و پرايمرهای خاص آن برای ارزيابی كمّی اينترفرون گاما ساخته شده در سلول‌های تک‌هسته‌ای خون محيطی (PBMC)، ارائه می گردد. 
اطلاعات ارائه شده در اين مقاله قابليت كاربرد مؤثری در جهت استفاده از اين ميمون برای ارزيابی هر گونه واكسن عليه HTLV-I با كاربری نهايی در انسان را خواهد داشت؛ همچنین روش ارائه شده در این مقاله می‌تواند جایگزین مناسبی برای روشهای بسیار گرانتر کمّیت سنجی تولیدات ژنی یا RNAهای ویروسی (نظیر Real time PCR) باشد.
روش بررسي
نمونه‌های حيوانی و طرز تهيه سلول‌های تک‌هسته‌ای (PMBCs) از خون محيطی آنها:

از بابون‌های مورد استفاده در این پژوهش در یک كلونی در جنوب فرانسه
 تحت قوانين مصوب اين كشور در مورد حفظ حيوانات آزمايشگاهی، نگهداری می‌شد. نمونه‌های خون مورد استفاده براي جداسازی سلول‌های تک‌هسته‌ای، از حيوانات HTLV-I مثبت (تأييد شده با آزمايش وسترن بلات)، جمع‌آوری شد و PBMCs آنها به روش سانتريفوژ در گراديانت سوكروز جدا گرديد و در نهايت در محيط کشت به همراه FCS و DMSO10% فريز و از آنها تا هنگام استفاده در ازت مايع نگهداری شد.

روش استخراج RNA و سنتز cDNA:

كل RNA سلولی با روش TRIzol (Gibco BRL,UK) طبق دستورالعمل شركت سازنده از سلول‌های PMBCs كشت شده جدا گرديد و با ایزوپروپانول رسوب داده شد. 
رسوب حاصل در μl15 آب مقطر حل گرديد. µl5 از اين محصول RNA برای مراحل cDNA سازی با ng200 از پرايمرRandom Hexamer مخلوط گرديد؛ اين فرآيند توسط كيت (Gibco-BRL) SuperScript II و طبق روش ارائه شده توسط شركت سازنده انجام شد. از cDNA حاصل به عنوان الگوی PCR براي تكثير ژن اينترفرون گاما، استفاده شد.

روش استخراج DNA:

سلول‌های PBMCs ابتدا در μl530 بافر TE (5/7=pH) حل شد؛ سپس μl60 محلول 10% SDS و μl12 از محلول پروتيناز K (mg/ml10) و μl67 از محلول سديم كلرايد (M5) به آن اضافه گرديد و مخلوط حاصل به مدت 12 ساعت در دمای 42 درجه سانتيگراد انكوبه گرديد. 
پس از اتمام مدت انكوباسيون، DNA به روش استاندارد استخراج توسط فنل و كلروفرم و رسوب دراتانول تهيه و در نهايت رسوب حاصل در μl200 آب مقطر حل شد و از اين محلول به عنوان الگوي تكثير بخشهای 3’ و 5’ از ژن اينترفرون گاما توسط واكنش PCR استفاده گرديد.
جداسازی DNA مكمل (cDNA) مربوط به ژن اينترفرون گاما و ژن خانگی G3PDH توسط PCR:
ابتدا، براي طراحی پرايمرهای منطبق با بخشهای 3’ و 5’ ژن اينترفرون گاما، يك مطالعه بيوانفورماتيك برای بررسی ميزان همسانی ژن‌های اينترفرون گاما مربوط به انسان و انواع ميمون‌ها به روش تطابق سكانس‌ها (Sequence Alignment) با‌استفاده از سكانس‌های موجود در بانک ژن NCBI انجام گرديد و دو جفت پرايمر (جدول1: IFNG-5F,5R,3F,3R ) برای اين كار طراحي شد. محصولات تكثيريافته با اين پرايمرها در واكنش PCR در سيستم وكتوری pCR4 – TA TOPO (Invitrogen) كلون شدند و مورد بررسی ترادف‌يابی (Sequencing) قرار گرفتند. 
پس از ترادف‌يابی و فراهم‌آوری اطلاعات دقيق از سكانس تكثير شده، مجدداً دو پرايمر بسيار اختصاصی برای اينترفرون گامای بابون، طراحی گرديد (جدول 1، INFGF,IFNGR) و به وسيله اين دو پرايمر اختصاصی،‌كل cDNA مربوط به ژن اينترفرون گاما تكثير يافت. علاوه بر اين از ژن G3PDH به عنوان ژن خانگی (Housekeeping Gene) براي كنترل آزمايشهاي نسخه‌برداری معکوس (Reverse Transcription) استفاده گرديد (19،18)؛ بدين منظور دو پرايمر Gapsense و Gap Anti-sense بر اساس ترادفهای موجود در بانك ژن برای اين ژن در موجودات مختلف، طراحی گرديد و به وسيله دو پرايمر KGAPR2 و KGAPF يك پلاسميد رقابتی اختصاصی G3PDH برای بابون زیتونی تهيه گرديد.
تمام واكنشهای PCR در اين تحقيق بر اساس روشهای گزارش‌شده قبلی (23،22) انجام گرفتند. به طور خلاصه، برنامه حرارتی/ زمانی PCR به صورت ‌5 دقيقه دناتوراسيون اولیه در 94 درجه و به دنبال آن 35 سيكل شامل 1 دقيقه دناتوراسيون در 94، 1 دقيقه در 55 به عنوان چسبندگی (Annealing) و 1 دقيقه در 72 درجه به عنوان طول يابی(Elongation) و در نهايت 5 دقيقه در 72 درجه برای تكميل انجام شد. 
همه واكنشهای PCR در دستگاه Gene Amp TM PCR System (Applied Biosystem,MA,USA) و به وسيله آنزيم Taq DNA Polymerase (Promega) انجام پذيرفتند. 

واكنش‌های كلونينگ و سكانسينگ:

همه قطعات PCR در پلاسميد pCR4-TOPO 
 (Invitrogene) كلون و به داخل باكتری E.coli TOP10 طبق روشهای شركت سازنده (Invitrogen) ترانسفورم شدند. پلاسميدهای نوترکیب به روش ليز قليايي استخراج و تخليص شدند و برای ترادف‌يابی به مركز مربوط (ESGS,Evry,France) ارسال شدند. برای اطمينان از دقت و صحت ترادف‌ها از هر كلون 3 تا 6 نمونه مشابه برای ترادف‌يابی انتخاب گرديدند. 
روش ساخت پلاسميد و انجام PCR رقابتی برای كميت سنجی mRNA ژن اينترفرون گاما و G3PDH:
به منظور ساخت پلاسميد رقابتی (Competitive Plasmid) برای G3PDH،‌محصول تكثير يافته حاصل از PCR به وسيله پرايمرهای KAPGF و KAPGR2 جدول 1 در وكتور 
pCR4-TOPO (Invitrogen) كلون گرديد. پرايمر KAPGR2 يك پرايمر متصل (Fusion) می‌باشد كه نيمه 3’ آن در ترادف متقابل (Complement) با مكانهاي 448 تا 431 از cDNA تكثير شده G3PDH می‌باشد؛ در حالی كه انتهای 5’ آن در تقابل با مكانهای 637 تا 618 اين cDNA می‌باشد (جدول 1). به كاربردن پرايمرهای KGAPF و KGAPR بر روی cDNA اصلی G3PDH منجر به توليد محصول PCR با اندازه bp555 می‌گردد؛ در حالی که از روی پلاسمید رقابتی محصولی به طول bp386 تکثیر می‌شود (شكل 1). از مقایسه نسبت تولید این دو محصول PCR و درحالی که میزان پلاسمید رقابتی مشخص است، می‌توان میزان cDNA اولیه موجود در نمونه را به دست آورد.
جدول 1- توالي پرايمرهاي مورد استفاده در اين مطالعه به منظور تكثير ژن‌هاي اينترفرون گاما، 
G3PDH و cDNAها و اندازه‌گيري ترانسكريپت‌ها 
	IFNG-5F
	5’-AGTTAAGTCCTTTGGACCTG-3’

	IFNG-5R
	-CAGTAACAGCCAAGAGAAC-3’

	IFNG-3F
	5’-GTACATGAACTCATCCAAGTG-3’

	IFNG-3R
	5’-GCCTTGTAATCACATAGCC-3’

	IFNGF
	5’-ATGAAATATACAAGTTATATC-3’

	IFNGR
	5’TTATTGGGATGCTCTTCGACCTCG-3’

	IFNGFC
	5’-ATGAAATATACAAGTTATATCTTGGCT-3’

	IFNGRC
	5’-TGGGATGCTCTTCGACCTCGA-3’

	Gapsense
	5’-TTCCAATATGATTCCACC-3’

	GapAS
	5’-AGTCAGAGGAGACCACCTG -3

	KGAPF
	5’-GAGATCCCTCCAAAATCAAGTGG-3

	KGAPR2
	5’-CCTGCTTCACCACTTTCTTGGAGTCCTTCCACGATACC-3’

	KGAPR
	5’-CCTGCTTCACCACTTTCTTG-3’
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شكل 1- مراحل ساخت پلاسميد رقابتی برای ژن G3PDH  
a: ارائه موقعيت نسبی پرايمرها KGAPF و KGAPR و نیمه 5’ KGAPR2 بر روی cDNA مربوط به ژن G3PDH 
b: ارائه نمادين (شماتيك) محصول حاصل از تكثير PCR به وسيله پرايمرهای KGAPF و KGAPR2 بر روی پلاسمید رقابتی 
c: نقشه مربوط به پلاسميد رقابتی G3PDH نهايی

طول هر محصول PCR بر حسب bp در هر مرحله ارائه شده است.

از سوی دیگر، يكسانی ترادف (Homology) بين ژن اينترفرون گاما كلون شده و اينترفرون گاما مربوط به میمون سنجابی (Saimiri Sciureus)، قابليت استفاده از پلاسميدهای رقابتی طراحی‌شده توسط Heraud و همكاران (22) را فراهم ساخت و تنها کافی بود تا پرايمرهای اينترفرون گامای رقابتی اختصاصی بابون زیتونی طراحی گردد IFNGFC) و (IFNGRC (جدول 1). 
برای انجام PCRهای رقابتی،‌ميزان غلظت پلاسميد رقابتی با اندازه‌گيری ميزان جذب نوری در طول موج nm260 و nm280 تعیین گردید (24) و برای انجام PCR روش بيان شده توسط Heraud و همكاران (22) و Pinelli و همكاران (23) الگوی مراحل آزمايش قرار گرفت. به طور مختصر رقتهای مختلفی (μg/μl5-fg/μl5) از پلاسميدهاي رقابتی تهيه شد و μl2 از هر رقت برای رقابت با ميزان مساوی از cDNA كل استخراج شده از سلول‌های PBMC حيوان در لوله‌های آزمايش مجزا برای هر رقت قرار گرفتند و پس از 5 دقيقه حرارت‌دهی در 94 درجه به عنوان شروع داغ (Hot Start)، PCR برای 40 سيكل با برنامه حرارتی زمانی 45 ثانيه در 94 درجه، ‌45 ثانيه در 55 درجه و 45 ثانيه در 72 درجه، در نهايت 5 دقيقه واكنش نهايی در 72 درجه انجام پذيرفت. برای هر سری از واكنشهای PCR، يك شاهد مثبت و يك شاهد منفی نیز در نظر گرفته شد. همه محصولات تكثيريافته بعد از پايان PCR به وسيله الكتروفورز در ژل آگاروز 2% تفکیک و با رنگ‌آميزی توسط اتيديوم برومايد زیر تابش نور ماوراي بنفش (UV) مشاهده شدند. عكسبرداری از ژل به وسيله دوربين ديجيتال انجام شد و كمّيت‌سنجی دانسيومتريك از ژل‌ها با استفاده از نرم افزار Lab Works 4 
(UVP,Cambridge, UK) انجام پذيرفت.
مطالعه مربوط به ترادف‌سنجی و ترسيم درخت فيلوژنيك براي ژن اينترفرون گاما:

در مرحله نخست، ترادف مزبوط به سكانس‌های ژن اينترفرون گاما برای پريمات‌ها و ديگر پستانداران از بانك ژن NCBI استخراج (جدول 2) و در نرم‌افزار Clustal X (22) جهت هم‌رديف‌يابی مورد بررسی قرار گرفتند. شاخصهاي تنظيم شده برای هم‌رديف‌يابی در نرم‌افزار عبارت بودند از: 
- IUB DNA Weight 

- DNA Transition:0.5 
- Gap Extention:0.2 

- Gap Opening: 10 

بعد از حذف ترادف‌های کناری، سكانس‌ها مجدداً در برنامه Clustal X مورد هم‌رديف‌يابی قرار گرفتند و در نهايت سكانس‌های هم‌رديف شده به نرم‌افزار MEGA2 (version 2.1) منتقل (25) و درخت فيلوژنيك مربوط به روشهای UPGMA و اتصال همسايه (Neighbors-Joining) (26) و كاربرد روش دو متغيری Kimura و تنظيم Bootstrap با 1000 تکرار محاسبه و ترسيم گرديد. درخت فيلوژنيك برای آمينواسيدهای اينترفرون گاما به روش فاصله -(P-Distance Method) P با تنظيم Bootstrap برای 1000 تکرار ترسيم شد. جداول مربوط به تعيين میزان تمایز (Divergence) برای رشته‌های پروتئين و DNA هم به روش Pair Wise Distance تهيه گرديد.
يافته‌ها

بررسی و آناليز cDNA مربوط به اينترفرون گاما كلون‌شده 

در تحقيق حاضر ناحيه كدكننده كامل از ژن اينترفرون گاما مربوط به Papio Anubis دز پلاسميدهای pCR4-TOPO كلون شد و سكانس مربوطه پس از تأييد و آناليز با شماره دسترسی AF548378 در بانك ژن NCBI GENBANK ثبت شد. ترجمه اين cDNA كه شامل bp498 مي‌باشد، منجر به يك پروتئين با 165 آمينو اسيد می‌گردد كه از نظر مقايسه يك آمينواسيد از ترادف cDNA مربوط به اينترفرون گاما انسانی و بعضی از ميمونهای جهان جديد كوچكتر، ولی كاملاً هم‌اندازه ژن مربوطه برای ميمونهای جهان قديم می‌باشد (شكل 2). 
همچنان كه انتظار می‌رفت،‌ آناليز فيلوژنيك cDNA جداشده از بابون در اين مطالعه با میزان Bootstrap بسیار بالایی آن را در کنار ميمون‌های جهان قديم قرار می‌دهد (شكل 3).

بررسی و آناليزهای مربوط به ژن G3PDH:

توالی قطعه‌ای از cDNA مربوط به ژن G3PDH حاصل از PCR به طول bp698، با شماره دسترسی AY179885 در بانك ژن NCBI GENBANK ثبت شده است. 
كميت‌سنجی برای تعيين ميزان mRNA مربوط به اينترفرون گاما و G3PDH:

واكنشهای PCR رقابتی توسط پلاسميد رقابت‌كننده ساخته‌شده در اين مطالعه و مطالعات قبلی (22) برای تعيين ميزان نسخه‌های ترانسكريپت mRNA اينترفرون گاما و G3PDH انجام گرديد. 
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شكل 3- ترسيم درخت فيلو ژنيك برای cDNA مربوط به ژن اينترفرون گاما برای پريمات‌ها و ديگر پستانداران بر اساس 
(a) ترادف ژنی و (b) آمينو اسيدی آنها 

در هردو نمودار به درستی بابون زیتونی با مقادیر Bootstrap بالا (96% و 99%) در بین میمون‌های دنیای جدید دسته‌بندی شده است.

جدول 2- شماره دسترسی بانک ژن توالی‌های انترفرون گامای تعدادی از پريمات‌ها و پستانداران 
و ميزان تفاوتهای نوکلئوتيدها و اسيدهای آمينه آنها با انترفرون گامای بابون زيتونی

	Animal
	Accession No.
	Nucleotide 
divergence (%)
	Amino acid 
divergence (%)

	C.torquatus
	L26025
	0.0071
	0.0217

	M.mulatta
	L26024
	0.0118
	0.0217

	M.nemestrina
	L26026
	0.0118
	0.0217

	Human
	J00219
	0.0379
	0.0725

	C.jacchus
	X64659
	0.0711
	0.1304

	A.nancymaae
	AF014512
	0.0829
	0.1449

	S.sciureus
	AF414102
	0.0711
	0.1159

	Horse
	D28520
	0.2346
	0.3333

	Mouse
	NM_008337
	0.3697
	0.5870


	Papio anubis 
	MKYTSYILAF
	QLCIVLGSLG
	CYCQDPYVKE
	AENLKKYFNA
	VDPDVADNGT
	50

	Macaca mulatta 
	--------------------
	-------------------
	--------------------
	--------------------
	--------------------
	50

	Cercocebus torquatus
	--------------------
	-------------------
	--------------------
	--------------------
	--------------------
	50

	Saimiri sciureus 
	--------------------
	-------------------
	--------------------
	--------------------
	G-S---------------
	50

	Callithrix jacchus 
	--------------------
	--------V---------
	--------------------
	--------------------
	--------------------
	50

	Homo sapiens 
	--------------------
	-------------------
	--------------------
	--------------------
	-H-----------------
	50

	
	
	
	
	
	
	

	Papio anubis
	LFLDILRNWK
	EESDRKIMQS
	QIVSFYFKLF
	KNFKDDQRIQ
	KSVETIKEDI
	100

	Macaca mulatta
	---------------T-R
	-------------------
	------------------
	----------
	------------------
	100

	Cercocebus torquatus
	---------------T-R
	-------------------
	------------------
	-S--------
	------------------
	100

	Saimiri sciureus
	-------N------T-R
	--G---------------
	---I--------------
	-----N-S--
	---M----------M
	150

	Callithrix jacchus
	---------------T-R
	--G---------------
	---I--------------
	-----N-S--
	---M----------M
	100

	Homo sapiens
	---------------K---
	-------------------
	------------------
	-------S--
	----------------M
	100

	
	
	
	
	
	
	

	Papio anubis
	NVKFFNSNKK
	KWDDFEKLTN
	YSVTDLNVQR
	KAVHELIQVM
	AELSPAAKIG
	150

	Macaca mulatta
	------------------
	-R-----------------
	----------S--------
	--------------------
	--------------------
	150

	Cercocebus torquatus
	-------------------
	-R-----------------
	--------------------
	--------------------
	--------------------
	150

	Saimiri sciureus
	-----------------R
	-Q------------R---
	--------------------
	----I---------------
	-------------P-----
	150

	Callithrix jacchus
	-----------------R
	-Q------------R---
	------N------------
	----I---------------
	-------------P-----
	150

	Homo sapiens
	-------------------
	-R-----------------
	--------------------
	----I---------------
	-----------------T-
	150

	
	
	
	
	
	
	

	Papio anubis
	KRKRSQM*FR
	GRRASQ
	165
	
	
	

	Macaca mulatta
	----------------*--
	-------------
	165
	
	
	

	Cercocebus torquatus
	----------------*--
	------------
	165
	
	
	

	Saimiri sciureus
	--------------TL--
	------------
	166
	
	
	

	Callithrix jacchus
	---------R---TL--
	------------
	166
	
	
	

	Homo sapiens
	            -------L--
	------------
	166
	
	
	


شكل 2- مقايسه ترادف‌های مربوط به cDNA ژن اينترفرون گاما برای انواع پريمات‌ها و پستانداران ديگر
نقاط (.) نشانگر آمينواسيدهای مشابه، خطوط (-) نمايشگر حذف يا عدم حضور يك سكانس خاص و ستاره‌ها (*) بيانگر كدون‌های پايانی می‌باشند. cDNA مربوط به اينترفرون گامای بابون زیتونی فاقد آمينو اسيد Lysine در مكان 158 می‌باشد؛ در صورتی كه اين آمينو اسيد در انسان و بسياری ديگر از ميمون‌های جهان جديد وجود دارد. 
بحث و نتيجه‌گيري
شروع و گسترش پاسخهای ایمنی مربوط به لنفوسیت‌های T سیتوتوکسیک (CTL) در بدن ميزبان، يك مرحله كليدی در تقابل با بسياری از عوامل بيماريزا می‌باشد (10). در ميان سايتوكاين‌های مربوط به سيستم ايمنی در انسان، اينترفرون گاما يك سايتوكاين حياتی در آغاز و گسترش پاسخهای CTL و كنترل بسياری از عفونتهای ويروسی و درون سلولی در بدن ميزبان می‌باشد (10، 17-19). گزارش شده است كه اينترفرون گاما به ميزان زيادی در لنفوسيتهای تازه يا كشت‌شده بيماران آلوده به ويروس HTLV-I ساخته شده و نقش اين سايتوكاين در پیشرفت بيماری افراد آلوده به اين ويروس سالهاست كه در دست بررسی می‌باشد (27،16). همان‌طور كه انتظار می‌رفت مطالعات فيلوژنيك در اين تحقيق، ژن و پروتئين اينترفرون گاما مربوط به بابون زیتونی را از نظر ترادف در رده ميمونهای جهان قديم دسته‌بندی نمود كه بسيار به انسان شبيه می‌باشند. ترانسكريپت (mRNA) اوليه اينترفرون گاما،که كدكننده 166 آمينواسيد در انسان و برخی پريمات‌ها مي‌باشد، كدكننده 165 آمينواسيد برای بابون زیتونی و ديگر ميمون‌های جهان قديم می‌باشد؛ همچنين نتايج تحقيق حاضر نمايانگر چند جابه‌جايی در توالی آمينواسيدهای اينترفرون گاما بين انسان و بابون می‌باشد (شكل 2)؛ اما با توجه به يافته‌هاي مطالعات قبلی، در ارتباط بين ساختمان و عمل اين پروتئين به نظر نمی‌رسدكه هيچ‌يك از اين جابه‌جايی‌ها تأثير بسزايی در عمل اين پروتئين داشته باشند و همچنان كه مشاهده می‌شود Asn48 و Asn120 و آمينواسيدهای اطراف آنها كه از نظر عملي محل گليكوزيلاسيون پروتئين می‌باشند (28)، از نظر تكاملی در بابون زیتونی و بقيه پريمات‌ها ثابت باقی مانده‌اند (شكل 2). تعداد 9 آمينو اسيد انتهايی ناحيه کربوکسیل (C-terminal) از نظر فعاليت به نظر بی‌اهميت می‌آيند (29) و حتی حذف كامل آنها می‌تواند تأثير مثبتي بر فعاليت انترفرون گاما داشته باشد (30)؛ همچنين پروتئين اينترفرون گاما در بابون زیتونی، مانند ديگر ميمون‌های جهان قديم كه در مورد آنها مطالعات مشابه صورت گرفته، فاقد آمينو اسيد ليزين در ناحيه 158 (آمينو اسيد شماره 9 از سمت انتهای C پروتئین) می‌باشد. لازم است تأثيرات حذف اين آمينو اسيد در كاركرد اين پروتئين مورد بررسی قرار گيرد.
اگرچه ترادف استخراج‌شده برای ژن اينترفرون گاما در مطالعه حاضر مشابه نتايج ارائه شده توسط گروه Dijkmans و همكاران (32) می‌باشد، ولي ‌روش تكثير توسط PCR و كلونينگ به كار رفته در مطالعه حاضر به مراتب قابل اعتمادتر در ارائه نتايج ترادف‌های مربوط به بخشهای انتهايی 3’ و 5’ ژن اينترفرون گاما می‌باشد. يك اشتباه معمول در ارائه نتايج ترادف‌های مربوط به سايتوكاين‌های پريمات‌ها ناشی از كاربرد پرايمرهايی است كه بر اساس نواحی 3’ و 5’ cDNA انسانی طراحی شده‌اند (31) و خود واكنش PCR تنها بر مخزن كلی cDNA سلولی انجام پذيرفته است. به نظر می‌آيد كه در يك سكانس دیگر انترفرون گامای بابون زیتونی که اخيراً به بانك ژن ارائه شده (AY234217) نیز این اشتباه همچنان مشهود باشد. طبق ترادف گزارش شده اخير كدون پايان‌دهنده TAG برای اين ژن بيان شده است، ‌در صورتی كه نتايج مطالعه حاضر و تحقيق Dijkmans و همكاران (32) كدون انتهايی را TAA نشان می‌دهند. 
از آنجا كه در تحقيق حاضر، تكثير اگزون ابتدايی و انتهايی به طور مجزا از هم صورت گرفت، دقت كار در گزارش مربوط به ترادف بايد به مراتب بيشتر باشد؛ اگر چه اين اختلاف در كدون انتهايی، تأثيری در بيان محصول نهايی برای cDNA نخواهد داشت؛ اما حائز اهميت بسزايی در طراحی پلاسميد رقابتی برای انجام PCRهای كمّيتی و واكنشهای كميت‌سنجی می‌باشند؛ زيرا یکسان بودن میزان افزایش هر دو پیش ساز رقابت‌کننده در PCR و در نتیجه وجود هومولوژی كامل درناحیه پرايمرهای رقابتی ژن اصلی وپلاسميد رقابت‌كننده از پیش نیازهای اساسی چنین کاری مي‌باشد (33). 
از مدتها قبل برای اندازه‌گيری فعاليتهای سلول‌های T در تست‌های ELISA و ELISPOT، مونوكلونال آنتی‌بادي‌های عليه اينترفرون گاما به كار گرفته شده‌اند (35،34،27،15). 
شباهت داشتن ترادف‌های سايتوكاين‌های انسانی و ديگر پريمات‌ها امكان كاربرد متقاطع برای آنها تا حدی فراهم می‌سازد، ‌اما گزارش شده است كه اين مسأله برای بسياری از ميمون‌ها صدق نمی‌كند (36،12،11)؛ به همين دليل حتی كيت‌های تجاری خاص كه آنتی‌بادي‌های اختصاصی ضد سایتوکاین ميمونی را جايگزين نوع انسانی كرده‌اند، موجود می‌باشند (‌همانند Mabtec, Sweden; R& D, USA, Nacka Strand, USA). 
كلونينگ cDNA مربوط به اينترفرون گامای بابون زیتونی در تحقيق حاضر امكان استفاده از اين cDNA را برای بيان پروتئین و ساخت مونوكلونال آنتی‌بادی عليه آن را نيز فراهم آورد. علاوه بر اين سايتوكاين‌ها در بسياری از مطالعات به عنوان همیار (Adjuvant) مورد بهره‌برداری قرار گرفته‌اند (21،20)؛ بنابر اين امكان كاربری اينترفرون گاما به عنوان همیار برای ايجاد يك واكنش CTL قوی‌تر در کنار واكسيناسيون با يك واكسن DNA شامل قسمت Tax ویروس را در در مورد حيوانات آلوده به HTLV-I ممکن می‌نمايد. دسترسی به cDNA ژن اينترفرون گاما در مطالعه حاضر امكان استفاده از آن برای بيان این سایتوکاین در محیط آزمایشگاه (In vitro) را نيز فراهم می‌سازد.

اگرچه بررسی اندازه‌گیری میزان mRNA این ایراد را دارد که قادر به ارزیابی میزان ترجمه یا تغییرات پس از ترجمه پروتئین حاصل نمی‌باشد، اما این روش به طور گسترده‌ای برای سنجش میزان تولید پروتئین‌های با بیان کم، مانند سایتوکاین‌ها، توسط پژوهشگران پذیرفته شده است (23،22،19). نتايج آزمايش كمّيت سنجی توسط PCR رقابتی در اين تحقيق بخوبی قابليت تمایز اختلافی در حد 10 برابر با مشاهده چشمی را نمايان ساخت. بررسی دانسيتومتريك به طور دقيقتری قادر به این اندازه‌گیری بود. 
محاسبات نشان داد كه حدود pg7 از ترانسكريپت مربوط به اينترفرون گاما و pg 455/0 از ترانسكريپت مربوط به G3PDH در نمونه های PBMC مورد آزمايش، وجود داشتند. به دلیل نمایی‌بودن (Exponential) تکثیر DNA در PCR (33)، در صورتی که میزان پیش‌ساز اصلی (cDNA) نسبت به پیش‌ساز رقابتی (پلاسمید رقابتی) بسیار کم یا بسیار زیاد باشد، میزان تفاوت در شدت باندهای مربوط به هر یک از این دو الگو در الکتروفورز نهایی به حدی خواهد بود که ممکن است یکی از باندها قابل مشاهده نباشد. به همین دلیل اندازه‌گیریهای دانسیتومتریک را تنها در نمونه‌هایی می‌توان انجام داد که نسبت این دو نزدیک به هم باشند. به همین علت در تحقيق حاضر نیز از پلاسمید رقابتی با میزانهای fg10 تا ng10 در تیوب‌های مختلف استفاده شد تا ضمن پوشش‌دادن دامنه وسیعی از اندازه گیری، در نهایت بتوان در 2 یا 3 تیوب مقایسه دانسیته دو باند را انجام داد.
به منظور استانداردكردن اندازه‌گيريهای بين حيوانات و يا استانداردكردن نتايج در زمانهای مختلف در آزمايشهاي مربوط به كمّيت‌سنجی با RT-PCR، ‌نياز به يك ژن خانگی، كه به موازات ژن اصلی در تمام آزمايشها اندازه‌گيری شود، می‌باشد (34،33،19). 
در مطالعه حاضر، ژن مربوط به G3PDH  به عنوان ژن خانگی در نظر گرفته شد؛ اگر چه تفاوتهايی در بيان آن در گزارشهای متفاوت وجود دارد، ‌اما به حال حاضر يكی از ژن‌های خانگی بسيار متداول در اين‌گونه مطالعات (37،34) و بویژه مطالعات مربوط به سلولهای خونی مي‌باشد (38)؛ از طرف ديگر، تهيه سلول‌های مورد آزمايش به روشی كه در مطالعه حاضر ارائه شده (جمع‌آوری از خون بدون هيچ‌گونه كشت اضافی) ‌باعث به حداقل رساندن دخالت بسياری از شاخصهاي ديگر مانند تنش‌هاي مربوط به هیپوکسی، ‌شوكهای حرارتی يا سايتوكاين‌هایی مثل IL2 (که اغلب به محیط کشت اضافه می‌شوند) خواهد شد (40،39،34) و در نتیجه تغييرات در ميزان بيان G3PDH را به حداقل خواهد رساند؛ به این ترتیب اندازه‌گیری نسبت ترانسكريپت‌های اينترفرون گاما به G3PDH در هر نمونه روش قابل اعتمادی برای نرمال‌سازی و مقايسه ميزان سايتوكاين توليدشده در نمونه‌های مختلف يا زمانهای متفاوت با يكديگر خواهد بود. 
پلاسميدهای رقابتی طراحی‌شده در مقاله حاضر، قابليت كاربرد در سيستم‌های Real Time PCR را (برای تعيين دقيق‌تر تعداد كپی ترانسكريپت‌های مربوط به سايتوكين مورد نظر) نيز دارا می‌باشند (33). دقيق‌ترين روش برای اين منظور به كارگيری نمونه و پلاسميدهای رقابتی در يك لوله آزمايش و اندازه‌گيری هر یک به وسيله نشانگرهای (Probes) متفاوت می‌باشد
(Competitive Real Time PCR) (41) كه به وسيله رنگهای متفاوت نظير FITC يا TAMRA (42) نشاندار شده‌اند.
به طورخلاصه، ‌در مطالعه حاضر جداسازی،‌كلونينگ و بررسی مولكولی ژن اينترفرون گاما و بخشی از cDNA ژن G3PDH مربوط به بابون زیتونی و ساخت پلاسميدهای رقابتی و ارائه يك روش كميت‌سنجی برای اندازه‌گيری ميزان اينترفرون گاما ارائه گرديد. اطلاعات ارائه‌شده در اين مقاله اهميت بسزايی در مطالعات مربوط به ارزيابی واكسن در اين ميمون به عنوان مدل حيوانی بيماری HTLV-I خواهد داشت؛ همچنین از چنین روشی می‌توان برای ارزیابی بیان ژن‌های دیگر نیز استفاده 
نمود.
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Isolation of IFN- gamma gene from olive baboon 
and designed semi-quantitative competitive 
PCR method to quantify gene expression

Azadmanesh K.*, Roohvand F.*, Amini S.*, 
Andalibi Mahmoodabadi S,**, Kazanji M.***
Abstract:

Background and Aim: Primates have long been used as the most resembling animal model to human. Primates are natural hosts of HTLV/STLV retroviruses. From this family, HTLV-I is a health problem in Khorasan. Recently a new HTLV-I resembling virus has been detected in olive baboon, which suggests this animal as an ideal animal model for therapeutic studies of this disease, for such studies inventing methods and tools to quantify cytokines of this animal, especially IFN-(, has high priority.

Materials and Methods: Here in, we report methods for isolating cDNA of IFN-( from peripheral blood, comparison of its sequence with other primates, construction of competitive plasmids and primers for quantifying this cytokine. In order to standardize the results of quantification, we needed to measure the expression level of a house keeping gene too, so we designed a competitor plasmid and set of primers to quantify the expression of Glycer Aldehyde 3 Phosphate DeHydrogenase (G3PDH) too.

Results: Two new cDNA sequences of baboon IFN-( and G3PDH were registered in NCBI GENBANK. The competitive PCRs of a sample of this animal measured 7 pg and 0.455 pgof IFN-( and G3PDH transcripts respectively.

Conclusion: Phylogenetic analysis of IFN-( well classified this baboon among old world monkeys, while the structure of this cytokine seems to be same as human. According to the methodology presented here, it is possible to use the ratio of IFN-(/G3PDH expression as a tool to compare levels of IFN-( production in different samples.
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