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  هاي يوكاريوتي  حلقوي به منظور ترجمه قوي و پايدار در سلول RNAمهندسي 
 *سعيد امين زاده و ارد قويمي

 پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، پزوهشكده زيست فناوري صنعت و محيط زيست، گروه مهندسي زيست فرايندتهران، 

  چكيده
RNA كپي )mRNA (در اساسي محدوديت يك ،حال اين با .دارد بيولوژيكي هاي سيستم در استفاده براي اي گسترده پتانسيل 
) با منشا خارجي(اگزوژني ) circRNA( حلقوي RNA ما اينجا در .است ها سيستماين  در آن كوتاه نسبتاً عمر نيمه ،آن از استفاده

 اينترون خود پيرايشگر يك ما ،نخست .دهيم افزايش را، طول كامل  يي با  RNA از پروتئين بيان زمان مدت را توسعه داديم تا
)self-splicing intron( تا به وسيله يك طراحي منطقي  كرديم  طوري طراحي را)rationally designing ( به كمك توالي هاي

طول  دامنه گسترده اي از  توالي هاي با ،)in vitro( آزمايشگاهي شرايط در ،كنند موجود كه به نحو موثري اسپلايسينگ كمك  مي
  رسانيم مي حداكثر به يوكاريوتيك هاي سلول ها را درcircRNAاز اين  كاربردي پروتئين ترجمه در ادامه .را، حلقوي سازد 5kbتا 
 high performance liquid(بالا  عملكرد با مايع هاي مهندسي شده كه به وسيله  كروماتوگرافيcircRNA در خواهيم يافت كه و

chromatography( توليد  پايداري  وهمچنين شده توليد پروتئين مقدار نظر از را پروتئين توليد اند كيفيت بالاي  تخليص شده
 سلولهاي در پروتئين پايدار و قوي  بيان براي اگزوژن circRNA از اين يكي اولين مطالعاتي است كه  .كنند مي فراهمپروتئين، 
 .باشد مي خطي هاي mRNA براي) و اميد بخشي ( مناسب  جايگزين ،circRNA كه داده  نشان و استفاده كرده است يوكاريوتي

  يوكاريوتي هاي  سلول پايدار، و قوي حلقوي، ترجمه RNA :واژگانديلك
  aminzade@nigeb.ac.ir: مترجم مسئول، پست الكترونيكي* 

  
 متعلق به اندوژن) هاcircRNA(حلقوي  هاي RNA اخيراً
گسترده  دامنه و شيوع دليل به يوكاريوتي هاي سلول

به خود  را بيشتري توجه بيولوژيكي، بالقوه عملكردهاي
طبيعت يافت هايي كه circRNA اكثر .)1( اند كرده جلب
 3، 2( شوند مي توليد 1پيرايش برگشتي طريق شوند از مي
عمل  رمزگذارهاي غيرRNAبه نظر ميرسد به عنوان  و) 4و

 كه است شده داده نشان ،حال اين با. )6, 5, 1(كنند مي
رمز  انسان و دروزوفيلازاد  درون هايcircRNA از برخي

، علاوه بر زاد درونهاي cricRNA .)8و  7( ندهست پروتئين
ها، فاقد انتهاهاي  پروتئينرمزگذاري بالقوه داشتن توانايي 

. آزاد مورد نياز براي تخريب وابسته به اگزونوكلئاز هستند
 RNAهاي تجزيه  ها را در برابر مكانيسمcricRNAاين امر 
 هاي خطي همتايmRNA با مقايسه كند و در مقاوم مي

به همين دليل  .)9 و 2( كند مي تر طولاني ها را عمر آن ها، آن
 را هاييmRNA پايداري است است كه حلقوي شدن ممكن

                                                             
1 Backsplicing 

 سازد فراهم ند،ينب مي آسيب كوتاه عمر نيمه از عموماً كه
است  ممكن mRNAحلقوي كردن   بنابراينو ) 11 و 10(

 براي را) اگزوژن( زاد برونهاي  mRNA كلي كارايي 
  .)12( بخشد بهبود مختلف كاربردهاي

 شامل mRNA پايداري افزايش براي قبلي هاي تلاش
 نواحي مانند )UTR(ترجمه غيرقابل مناطق :از استفاده
 كلاهك هاي آنالوگ ،طبيعي گلوبين بتا mRNA در موجود

)cap (از محافظت براي گوانوزينه متيل mRNA برابر در 
 يا مديفيكيشن ،2ها آنزيم دكپينگ كلاهك توسط تجزيه
 اين. باشد مي كدون سازي بهينه و ها نوكلئوزيد اصلاح

ه همرا به RNA پايداري در اندكي پيشرفت ها استراتژي
 مثل جايگزين رويكردهاي لذا )16- 13, 10( اند داشته

 با .است مطلوب آن پايداري تثبيت برا RNA كردن حلقوي
 رونويسي"طويل  RNA كارآمد شدن حلقوي ،حال اين

                                                             
2 Decapping Enzymes 
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In vitro 1 شرايط در شده
"(IVT)، تخليص circRNA ، و 

 پروسه اين در مهمي موانع circRNA از پروتئين كافي بيان
 يك ما ،مطالعه اين در. شوند طرف بر بايد  كه هستند
 ارائه زاد برون هايcircRNA توليد براي مهندسي رويكرد
 صورت به يوكاريوتي هاي سلول در پروتئين  بيان تا  كرديم
  .پذيرد صورت پايدار و قوي

 نتايج

 سه .مولوژيوه كمك به طويل RNA سازي حلقوي
 وجود زاد برون RNA شدن حلقوي براي كلي استراتژي

 سيانوژن يداموبر از استفاده با شيميايي هاي روش. 1: دارد
 بر مبتني آنزيمي هاي روش .2 ،كننده متراكم عامل يك  يا

RNA و DNA با ريبوزيماتيك هاي روش. 3 و ها، ليگاز 
 روش يك .)19-17( ها اينترون خودپيرايشي از استفاده

س و پ I گروه كاتاليتيك هاي اينترون از كه ريبوزيماتيك
 براي بيشتر كه شده كند گزارش استفاده مي 2شده پيش

 به فقط و است مناسب طولاني هايRNA سازي حلقوي
 اين .)17(دارد نياز كوفاكتور عنوان به +Mg2 و GTP افزودن

  اگزون-اينترون س و پيش شدنپ اسپلاسينگ استراتژي

(PIE3)هاي اگزون از تركيبي از بخشي شامل احاطه شدن 
به (اشدب مي نيمه هاي اينترون توالي  توسط دو طرف،

استراتژي جايگاه اينترون و اگزون جابه جا  نعبارتي در اي
 ينا ،آزمايشگاهي شرايط در .)20()مترجم-شود مي

 شوند مي استريفيكيشن ترنس واكنش دو متحمل ساختارها
 از اما  هستند؛ 1 گروه كاتاليتيك هاي اينترون مشخصه كه

 اند، ادغام شده) در مركز دو اينترون( ها اگزون حالا كه آنجا
، برش خورده و جدا حلقه صورت به 3'به  5'با اتصال 

 به استراتژي اين از استفاده با ما .)a.1شكل ( )17(شوند مي
 رمزگذار حلقوي RNA ايجاد براي شروع نقطه عنوان

  IRES4طول تمام شامل كيلوبازي 1,1 توالي يك پروتئين،
 ويروس يك) ريبوزوم ورود دروني يا مياني جايگاه(

5انسفالوميوكارديت
 (EMCV)، گائسيا )يا توالي(پيام  يك 

 قطعه 2 به مربوط كوتاه ناحيه دو و ،)GLuc( 6لوسيفراز
 بين را PIE ساختار) 2 اگزون و 1 قطعات اگزون( اگزون
و  سپ I گروه كاتاليتيك هاي اينترون از 5'و  3' هاي اينترون

                                                             
1 In Vitro Transcribed 
2 Permuted : پرميوت در اينجا به جا به جا شدن جايگاه اينترون و اگزون اشاره دارد 

).مترجم(  
3 Permuted Intron-Exon 
4 Internal Ribosome Entry Site: ريبوزوم ورود دروني جايگاه  
5 EncephaloMyoCarditis Virus 
6 Gaussia luciferase 

 T4 فاژ) Td( 8ژن تيميديلات سنتاز مربوط به 7شده پيش
  ).1 تكميلي هاي داده  و a.1 شكل( )21(كرديم وارد

RNA به روش  رونويسي با ساز پيشrun-off و شد سنتز 
 شروع براي GTP و منيزيم يونهاي حضور در سپس

 كه طور همان عمل اين شد، داده حرارت سازي حلقوي
 شده استفاده كوتاهتر هايRNA سازي حلقوي براي پيشتر
 حال اين با .)21(است ضروري براي اين واكنش نيزبود، 

به  پيرايش شده را محصولات نشديم موفق روش اين با
مداخله  علت به امر اين ميزنيم حدس ما. آوريم دست
است  است، ممكن پيرايش هاي جايگاه بين طولاني نواحي

 را پيرايش هاي جايگاه توانايي اين نواحي طولاني بينابيني
 يك تشكيل امكان كاهش داده و يكديگر با تعامل در

 كاهش باعث نتيجه در پايين آورد و را پايدار مجموعه
 طبيعي حالت در واقع، در. فرآيند پيرايش شود كارايي
ناحيه ( 5' و 3'  پيرايش هاي جايگاه بين گر مداخله ناحيه

 متوسط به طور I گروه هاي اينترون از) اينتروني طبيعي
 ناحيه كه حالي در ،)22(دارد طول نوكلئوتيد 500- 300

 كه مهندسي شده RNA در فعلي گر مداخله) بينابيني يا(
 ما بنابراين .بيشتر طول دارد برابر چهار تا دو ساختيم،

) قوي( 19و ) ضعيف( 9به طول  9بازوهاي هومولوگ
 RNA 5' و 3'نوكلئوتيد طراحي كرديم كه در ناحيه ناحيه 

  5' و 3' هاي پيرايش ساز مكمل بودند تا بتوانند جايگاه پيش
  ).1 تكميلي اطلاعات، .1b شكل( را به هم نزديك كنند

كارايي فرآيند  افزايش باعث مكمل بازوهاي اين افزودن
 و ضعيف هومولوژي با بازوهاي براي ٪16 به 0 از پيرايش

 ناپديد با كه شد قوي هومولوژي با بازوهاي براي 48٪
 ).c.1 شكل( شود مي ارزيابي ساز پيش RNA باند شدن
 پيرايش شدة حلقوي اصلي محصول كه اين از اطمينان براي
 تيمار RNase R با را  اسپلايسينگ واكنش ما است، شده

محصول . )a.1 شكل تكميلي اطلاعات ،d.1 شكل(كرديم
 در محل تقاطع Rnase R با شده پيرايشي تيمار واكنش
 را شده متصل و اگزونهاي يابي شده پيرايشي توالي جايگاه
 با شده تيمار پيرايشي واكنش همچنين دهد، مي نشان

RNaseR همراه به RNase H را باند تك يك شده، هدايت 
 RNA هضم از حاصل باند دو خلاف بر كه كرد توليد

 شكل( به تنهايي بود RnaseH با شده هضم خطي پيشساز

                                                             
7 Permuted group I catalytic Pntron 
8 Thymidylate Synthase 
9 homology arms 
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1.d  و e، 1 شكل اطلاعات تكميلي.a.( نشان ها داده اين 
 هاي واكنش اين اصلي محصول هاcircRNA كه دهد مي

 امكان آگارز ژل الكتروفورز اينكه و هستند اسپلايسينگ
 از حلقوي اسپلايسنگ محصولات مؤثر و ساده جداسازي

 برش(شكسته هاي حلقه خطي، ساز پيش هاي مولكول
 شده جدا هاي اينترون و پيرايشي هاي واسط حد ،)خورده

  . آورد مي فراهم را

 

 

-PIE (permuted intron ساختار طراحي شماتيك شكل a .هومولوژي داراي بازوهاي افزودن و شده پس و پيش اگزون- اينترون پيرايش - 1شكل 

exon)  گروه كاتاليتيك اينترون. پيرايش مكانيسم و I ژن از Td فاژ T4 خوردگي تاب براي ضروري ساختاري عناصر تا است شده جدا اي گونه به 
 اگزون 2 تقاطع بين كيلوباز 1,1 تقريبي طول به كدينگ ناحيه يك و است، شده متصل 1 اگزون قطعه بالادست به 2 اگزون قطعه. ندك حفظ را ريبوزيم

. كند مي شركت 5'  پيرايش جايگاه در استريفيكيشن ترنس واكنش يك در گوانوزين نوكلئوتيد از  هيدروكسيل گروه پيرايش، فرآيند طي. شود مي وارد
 نتيجه در. كند مي شركت 3'پيرايش  جايگاه در دوم استريفيكيشن ترنس واكنش در انتهايي، شده آزاد هيدروكسيل گروه و خورد مي برش اينترون 5'نيمه 
 پيش RNA ثانويه ساختار از RNA خوردگي تا شكل بيني پيش b .شود مي حذف 3'اينترون  و شده حلقوي ها اگزون همراه به دخولي ناحيه امر، اين
 بازوهاي بدون. دهد مي نشان را بالاتر احتمال قرمز رنگ دهند، مي نشان را بازها شدن جفت احتمال ها رنگ. مولوگوه بازوي طراحي براي ساز

. دهد مي نشانپيرايش  بر را كهومولوژي بازوهاي اثر كه آگارز ژل c. شود نمي بيني پيش پيشساز مولكول انتهاي بين بازي شدگي جفت هيچ ،همساني
. مولوژيوه بدون): -.  (كند مي حركت  ساز پيش RNA به نسبت بالاتري مولكولي وزن با گويا حلقوي RNA است، شده داده نشان كه طور همان

 RNA. شدن ساختار حلقوي كننده تاييد آگارز ژل d .نوكلئوتيد 19 ،قوي هومولوگ هاي بازو: قوي. نوكلئوتيد 9 ضعيف، هومولوگ بازوهاي: ضعيف

:C گرفته است قرار شدن حلقوي شرايط معرض در كه )همسان هاي بازو با( پيشساز .C+R :لاين C معرض هضم با در كه RNase R گرفته است قرار .
C+R+H :لاين C+R معرض هضم با در كه RNase H گرفته است قرار اليگونوكلئوتيد با شده هدايت.U: RNA شدن حلقوي شرايط در كه ساز پيش 

نمونه  RT-PCR حاصل از Sanger توالي خروجي e .شده است تيمار اليگونوكلئوتيد با شده هدايت RNase H با كه U لاين: U+H. نگرفته است قرار
  .شده است كشيده تصوير به )splice junction(نقطه اتصال پيرايش  محل در )d(شده در شكل  ران C + Rگرفته شده از لاين 
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 در آن خوردگي تا نحوه و ساز پيش RNA ثانويه ساختار بيني پيش a  .آنابنا اتوكاتاليتيك اينترون از استفاده پيرايش با و گذار فاصله طراحي -  2شكل 
 كه آگارز ژل  b .اند شده مشخص سياه هاي فلش توسط هستند دخيل ريبوزيم عملكرد در بالقوه طور به كه ثانويه ساختارهاي. گذار فاصله طراحي پي
گذار  فاصله: P2. 1گذار سازگار  فاصله: P1. گذار مختل كننده فاصله: D. گذار بدون فاصله): -( .دهد مي نشان پيرايش عملكرد بر را گذارها فاصله اثر

 آنابنا( داخلي توجه قابل هومولوژي وجود عدم. داخلي هومولوژي نواحي طراحي براي ساز پيش RNA ثانويه ساختار تاخوردگي بيني پيش c. 2سازگار
 و هومولوژي بازوهاي بين اي ناحيه عنوان پيرايش به حباب. است شده داده نشان سياه هاي فلش با كه) 2,0 آنابنا( داخلي هومولوژي ارائه و) 1,0

 .دهد مي پيرايش نشان روي را داخلي هومولوژي اثر كه آگارز ژل  d .است شده داده نشان پيرايشي است، ريبوزيم حاوي كه داخلي هومولوژي مناطق
e فاژ پيرايش واكنش كه آگارز ژل T4 و دارند برابر تقريباً طول آنابنا هاي اينترون نيمه. كند مي مقايسه شده بهينه آنابنا  پيرايشي واكنش با را شده بهينه 
  .مانند مي هم كنار كمتر از پيرايش، بعد احتمالاً تر، قوي هومولوژي بازوهاي عليرغم T4 فاژ هاي اينترون نيمه با مقايسه در

  
 بهبود را سازي حلقوي كارايي 1گذار فاصله هاي توالي
  توليد كارايي بيشتر بهبود منظور به .بخشند مي

circRNAخودپيرايشي  از حاصل هايRNA ساز، پيش 
 حلقوي در است ممكن كه گرفتيم نظر در را ديگري عوامل
  .باشند مؤثر آميز موفقيت سازي
PIE 3' سرِ پيرايش جايگاه

 آنجا از و است  IRES مجاور 2
 ثباتي باسخت و  بسيار ساختار دخولي توالي دو هر كه

 كه كرديم فرض ما ،)دارند كمي پذيري انعطاف(دارند
 پروگرزيمالي صورت به يا ،است ممكن IRES درون توالي
 مربوط به تاخوردگي در ،5' سرِ در ديستالي يا و 3' درسرِ
 اجازه اينكه براي. كند ايجاد تداخل ريبوزيم،پيرايش  عمل
 جايگاه بين ،بخورند تا مستقل طور به ساختارها اين دهيم

                                                             
1 spacer 
2 Permuted Pntron-Exon 

 در كرديم مي بيني پيش كه ،IRES و PIE  3'سر  پيرايش
 طراحي گذار فاصله سري يككند،  ايجاد تداخل پيرايش
 هايگذار فاصله " ).1 تكميلي هاي داده ، .2a شكل( كرديم
 تواليهاي در موجود ثانويه ساختارهاي حفظ براي "3سازگار
 فعاليت براي است ممكن كه اند شده طراحي اينترون
هاي مختل گذار فاصله " كه حالي در باشند، مهم ريبوزيم
 نيمه دو هر در توالي در اختلال ايجاد براي "4كننده

 افزودن. اند شده طراحي 5'نيمه  خصوصاً اينترون،
 شوند مي باعث شده سازگار طراحي گذار فاصله هاي توالي
 در يابد، افزايش) P2 و P1( ٪87 تا 46 ازپيرايش  كارايي كه

فرآيند  مختل كننده گذار فاصله توالي يك افزودن كه حالي
 ساختار اين )..2b شكل(كند مي مختل كاملا را پيرايش

                                                             
3 Permissive spacers 
4 disruptive spacer 
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هاي گذار فاصله و هومولوگ بازوهاي شاملشده،  اصلاح
را  كيلوباز 5 طول به را ييRNA طراحي منطقي، توانست با

  .)b.1 تكميلي اطلاعات شكل( سازد حلقوي
 تري براي انتخاب مناسب 1آنابنا كاتاليزوري اينترون
 جايگزيني از استفاده  همچنين ما .است سازي حلقوي
  pre-tRNA Anabaena به مربوط كاتاليزوري اينترون I گروه

 سازي بهينه هاي روش همان جااين در .)20(كرديم بررسي
 T4 فاژ اينترونپيرايش  واكنش كارايي افزايش براي كه را

 جالب. برديم كار به ، كرديم استفاده شده پس و پيش
 تغيير كه شديم متوجه هاي سازي بهينه اين طي كه اينجاست
 ممكن آنابنا كاتاليزوري اينترون به T4 كاتاليزوري اينترون
 هومولوژييك كشش كوتاه بر  شدن ضعيف به منجر است
 اين كه شود كدينگ، ناحيه  3'انتهاي  و IRES بين دروني

 جداپيرايش  حباب گيري شكل به است ممكن  خود امر
 تقويت ). .3a شكل ، .2c شكل(كند كمك شونده

 پس و پيشاينترون  از استفاده با داخلي نهايي، هومولوژي
 به 84 از را اسپلايسينگ بازده  ،Anabaena كاتاليزوري شده
 ).1 تكميلي هاي داده ، c ، d.2شكل( داد افزايش درصد 95
 كاتاليزوري اينترون از استفاده كه دريافتيم همچنين ما

Anabaena 37 كاهش به منجر٪ circRNA در خورده برش 
 با ).d ، e.2 شكل( شود ميT4 كاتاليزوري اينترون با مقايسه
 ،سالم circRNA بازده وپيرايش  كارآيي افزايش به توجه

 سيستم نسبت به شده مهندسي آنابنا PIE ثابت شد سيستم
T4 PIE 2 شكل(كارايي بهتري داردe. ، 2 شكلa. هاي  داده
 .)تكميلي

 سازگار رمزگذار نواحي با اتوكاتاليتيك هاي توالي
 كننده كد توالي و 2 اگزون بين داخلي هومولوژي .هستند
GLuc سيستم شده باعث PIE نواحي با آنابنا شده بهينه 

 اساس بر. باشد ناسازگار كننده مداخله  GLuc-غيربينابيني 
 هاي اينترونپيرايش  كارايي بر كه پارامترهايي از دركمان
گذارند و به  مي اثر شده پس و پيش كاتاليتيك 1 گروه
 كارآمد شدن حلقوي با circRNA ساختار سازگاري منظور
 دوباره ،طويل بينابيني RNA هاي توالي از وسيعي طيف
 اين. كرديم طراحي ،جديد گذار فاصله توالي جفت يك

با  )1( :شدند مهندسي اولويت سه با گذار فاصله هاي توالي
بوده  هومولوگ غير IRES و اينترون پروگزيمال هاي لياتو

                                                             
1 Anabaena: اي رشته سيانوباكتر   

 ثانويه هاي ساختار )2. (باشند 2سخت ساختار فاقد و
 به قادر عنصر هر بنابراين و باشند جدا IRES و اينترون
 به )3( ند وباش ديگري از مستقل تاخوردگي و عملكرد
پيرايش  حباب تشكيل براي جايگاه يك پيشروي منظور
 مناطق وسيله به كاتاليتيك اينتروني كناري هاي توالي شامل
 – گذار فاصله مكمل منطقه يك داراي ،هومولوژي داراي
 ما ).1 تكميلي اطلاعات ، a.3 شكل(باشند گذار فاصله

 مولكول 5' و 3' انتهاي در هومولوگ بازوهاي همچنين
 IRES ها، توالي اين در ادامه بين. داديم قرار RNA ساز پيش
 5 رمزگذار نواحي همچنين و ،EMCV ويروس يك

: كل طول( )GlLuc( لوسيفراز گائسيا شامل مختلف پروتئين
 ،)نوكلئوتيد2348(3فايرفلاي لوسيفراز ،)نوكلئوتيد 1289

eGFP )1451انسان اريتروپويتين ،)نوكلئوتيد 
 را )نوكلئوتيد4934( Cas9 اندونوكلئاز و) نوكلئوتيد1313(

  توالي پنج هر در هر كردن به حلقوي قادر ما. كرديم درج
RNA 3 شكل(بوديم.b ، راندمان ).1 تكميلي اطلاعات 

 ما مرحله به مرحله شده طراحي ساختار با سازي حلقوي
 تكرار بسيار  مختلف هاي دخول و بود مطلوب) 2e شكل(

 ،بود وابسته  دخولي قطعه اندازه به همچنان اما ،بود پذير
 دهد مي رخ كندي سازي حلقوي طولاني هاي RNA با
 circRNA كه دريافتيم اين بر علاوه )..3a تكميلي شكل(

 مستعد بيشتر منيزيم هاي يون حضور در طويل هاي
 circRNA انباشت نتيجه در و هستند، برش و شكستگي
 با هضم و آزمايشگاهي رونويسي از پس و طي در شكسته

RNase R بازده كاهش باعثاين در نهايت  كه دهد رخ مي 
 شكل( شود مي Rnase R شده تيمار نمونه خلوص و كلي

3.b ، c ، 3 تكميلي شكلa.( . با اين وجودRNase R قادر به 
 ، 3b شكل(نيست آنابنا مقاوم  هاي اينترون كامل هضم

 تقريباً كهي نادر هاي حلقهگاه  ياو  ) پاييني باندهاي
ديده  شوند مي شامل را اسپلايسينگ هاي واكنش از 1,07٪
 ).ضعيف هاي باند ، 3b شكل(شوند مي

 

circRNA نشان .است شده ترجمه مؤثر طور به اگزوژن 
 مقادير است ممكن زاد درون circRNA كه است شده داده
 براي ابزاري عنوان به .)7(كند توليد پروتئين را از كمي

 مهندسي هايcircRNA از پروتئين توليد توانايي ارزيابي
 هر RNase R شده با هضمپيرايشي  محصولات شده،

                                                             
2 unstructured 
3 Firefly luciferase 
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) HEK293( انسان جنيني كليوي هاي سلول به را ساختار
 يا) GLuc( لوسيفراز گائسيا circRNA انتقال. داديم انتقال

 عملكردي پروتئين بالاي توليد به منجر فايرفلاي لوسيفراز،
 هاي شكل( شود مي گيري اندازه نساسلومين توسط كه شد

3. D، F .(انساني اريتروپوئيتين توانستيم ترتيب، همين به 
 كشت محيط در را اريتروپويتين circRNA انتقال از حاصل
 رسانسئوفلو توانستيم همچنين و دهيم، تشخيص سلولي
eGFP انتقال از حاصل circRNA مربوط به eGFP نيز را 

 circRNA ترانسفكشن-كو ).3e ، g شكل( كنيم مشاهده
 به GFP ضد بر شده هدايت sgRNA باCas9 مربوط به 
 كاهش  به منجر ،GFP كننده بيان HEK293 سلولهاي

 كه كنترلي با مقايسه در سلولها از ٪97 در رسانسئوفلو
 , d 3  تكميلي شكل ، h 3 شكل(داشت، شد sgRNA فقط

e.( با هضم كه آنجا از RNase R اسپلايسينگ واكنشهاي در 
 عملكري IRES شامل پيشساز RNA و نيست كامل همواره
 GLuc ساختار درپيرايش  جايگاه حذف جهش يك است،

 بيان در ها ناخالصي احتمالي سهم گيري اندازه براي را
 از مساوي مقادير كه هنگامي. كرديم ايجاد پروتئين
 RNase-R واسطه به شده هضمپيرايش  هاي واكنش

 يكپيرايش  جايگاه حذف جهش اين شدند، ترانسفكت
 شكل(كند مي توليد رو رديابي قابل سختي به پروتئين سطح

  .)b ، c.3 تكميلي
 circRNA در ساختار CVB3 مربوط به IRESتوالي 

 به اگزوژن circRNA  تثبيت براي .عملكرد بهتري دارد
 mRNA فناوري براي اعتماد قابل جايگزين يك عنوان
 حداكثر به پروتئين بيان كه است مطلوب ،موجود خطي
 تواند مي IRES واسطه با Cap از مستقل ترجمه. برسد

 نشان سلولي بافت به بسته را كارآيي از مختلفي سطوح
  سيستروني- دو خطي mRNA كه وقتي معمولاً و دهد
 به.  )23(دارد كارايي  Cap به وابسته ترجمه از كمتر باشد،
 در وري بهره بهبود و تقويت باعث polyA دم ،مشابه طور

 هاي پروتئين طريق از خطي mRNA در ترجمه شروع
 كارايي حال اين با .)25, 24(شود مي آدنيلات پلي اتصال
 ساختار در polyA  دم دخول و IRES مختلف هاي توالي

circRNA  ما. است نشده بررسي تا كنون IRES  مربوط به
EMCV توالي با را UTR '5 به كه ويروسي، نسخه چندين 

 ،هستند شده شناخته هاي IRES حاوي قطعي، يا بالقوه طور
 داده(كرديم جايگزين ديگر، IRES توالي چندين همچنين و

بر اين  .)4a.()26 شكل تكميلي شكل ،1 تكميلي هاي
B3ويروس  كوكساكي به مربوط IRES كه دريافتيماساس 

1 
(CVB3) 1,5 از كاراتر برابر IRES  مربوط به EMCV 
 از). 4a شكل(است HEK293 سلولهاي سازگار با متداول
 كه كدينگ ناحيه ويژه به و ثانويه، ساختارهاي كه آنجا

 IRES به نزديك ،است IRES ادامه در مستقيماً
 تاخوردگي در اختلال ايجاد پتانسيل ،)پروگزيمالند(هستند

 هاي توالي همچنين در ادامه .دارند را IRES ترجمه شروع و
IRES فاير فلاي لوسيفراز ساختار در را منتخبي ويروسي 

 همه از CVB3 IRES همچنان كه حالي در. كرديم آزمايش
 كه ،ديگر IRES چندين كارآيي بود، برتر IRES ديگر انواع

 طرز به است، 2مربوط به پوليوويروس IRES آنها مهمترين
 آزمايش، اين از پس )..4a شكل(يافت تغيير چشمگيري

 داخلي polyA توالي يك كردن اضافه آيا كه كرديم بررسي
 ،IRES توالي به كنترل عنوان به polyAC گذار فاصله يك يا
 از را پروتئين توليد بالاتر بردن توانايي بود داده نشان كه

 تواند مي دارد، شده مهندسي circRNA از زمينه پيش سطح
 توالي، دو هر كه دريافتيم ما. دهد مي تغيير را پروتئين بيان
 امر اين احتمالاً اند، بخشيده بهبود ها سازه تمام در را بيان
 بين ساختاري، غير توالي يك با بيشتر جداسازي از ناشي
 اگزون- اگزون پيرايش جايگاه تقاطع و IRES توالي شروع
 پايدار ساختار يك ايجاد براي شود مي بيني پيش كه است،
 فاصله اين )..4b تكميلي شكل ، .4b شكل(كند مي كمك
 به شروععامل  اتصال فضايي ممانعت است ممكن مازاد

 و EMCV مورد در. دهد كاهش را IRES ساختارهاي
IRESپلي گذار فاصلههاي با  توالي پوليوويروس، هاي A 
 پلي گذار فاصله كه با داشتند هايي آن به نسبت بيشتري بيان
AC كه دهد نشان است ممكن اين. بودند شده اصلاح 

 تواند مي آدنيلات پلي شونده متصل هاي پروتئين اجتماع
 مؤثرترين انتخاب از پس. دهد افزايش را IRES راندمان
 را IRES اثر ما ، IRES هر براي polyAC يا polyA ساختار

 رحم دهانه آدنوكارسينوم جمله از ها سلول مختلف انواع در
 سلولهاي و) A549( 4انسان ريه سرطان ،) HeLa( 3انساني

 ما. كرديم بررسي )Min6( 5موش پانكراسي ناميراي يبتا
 اما است، متفاوت سلول نوع به بسته IRES اثر كه دريافتيم

IRES  مربوط به CVB3 بهتر شده تست انواع همه در 

                                                             
1 CoxsackieVirus B3 
2 Poliovirus 
3 Human cervical adenocarcinoma 
4 human lung carcinoma 
5 immortalized mouse pancreatic beta cells 
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 ديستال يا پروگزيمال هاي توالي حذف ).c ، d.4 شكل(بود
 چشمگير رفتن دست از به منجر CVB3 IRES كوتاه نسبتاً
 ).c.4 تكميلي شكل( شود مي پروتئين بيان

circRNA با توانند پيرايش مي از حاصل هاي HPLC 
 عوامل از يكي حاصله  circRNA خلوص .شوند تخليص
 از پروتئين توليد رساندن حداكثر به براي ديگر ضروري

circRNA است ذاتي سلولي ايمني پاسخ از جلوگيري و .
 فعال ،HPLC توسط dsRNA حذف كه است شده داده نشان

 ترجمه و برد مي بين از را بدن ايمني سيستم سازي و پاسخ
IVT mRNA )In Vitro-Transcribed (توسط شده اصلاح 
 .)16(بخشد مي بهبود را خطي نوكلئوزيد

  

 

   de novo.a شده مهندسي پيشساز RNA از شده توليد پروتئين  كدكننده هايcircRNA از طيف يك براي ترجمه و شدن حلقوي تاثير بررسي - 3شكل 
 ويروس يك IRES شامل RNA پيشسازهاي آگارز ژل  b .خودپيرايش پيشساز RNA شده مهندسي عناصر طراحي دهنده نشان طرح

 لوسيفراز فايرفلاي ،)نوكلئوتيد 1289: كل طول) (GlLuc( لوسيفراز گائسيا شامل مختلف پروتئين 5 كدينگ نواحي همچنين و ،(EMCV)انسفالوميوكارديت
سازي  حلقوي و سازي حلقوي از پس )نوكلئوتيد4934( Cas9 اندونوكلئاز و) نوكلئوتيد1313( انسان اريتروپويتين ،)نوكلئوتيد1451( eGFP ،)نوكلئوتيد2348(

 هاcircRNA تقريبي بازده  c .شوند مي ، غنيRNase R (R+) تجزيه با كمك به خطي هايRNA تخريب با هاRnase R (R−) .circRNAمجدد درفقدان 
 سوپرناتانت در لومينسانس d  ).تكرار 3( است شده ارزيابي اسپكتروفتومتري توسط كه ، RNase R باپيرايش  محصول ميكروگرم 20 تيمار از حاصل
 هاي سلول سوپرناتانت در انساني اريتروپويتين بيان  e .)تكرار GLuc )4 براي كدكننده circRNA باآلائي  ترا از پس ساعت HEK293  24هاي سلول

HEK293 24 تلقيح( ترا آلائي از پس ساعت (با circRNA كدكننده hEpo ساندويچ توسط كه )جامد فاز( ELISAاست شده ارزيابي)تكرار 4.(  f 
 هاي سلول در GFP فلورسانس g  ).تكرار 4( FLuc رمزگذار CircRNA با) تلقيح(ترانسفكشن از پس ساعت HEK293  24هاي سلول ليز در لومينسانس
HEK293 24 تلقيح(ترانسفكشن از پس ساعت (با circRNA كدكننده EGFP )ميكرومتر 400: بار اسكيل.(  h آناليز FACS)فعال هاي سلول بندي دسته 

 همراه به يا و) −circCas9( تنهايي به sgGFP با ترا آلائي از پس روز HEK293-EF1a-GFP  4هاي سلول در GFP كاهش دهنده نشان )رسنسئوفلو
circRNA رمزگذار Cas9 (circCas9 +)، سلولهاي از جمعيتي ظاهر نشانگر GFP ميانگين عنوان به شده ارائه هاي داده تمام. (است منفي  +SD ، * p 

  ))t Welch آزمون( 0.05>
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آلائي  ترا از پس ساعت HEK293  24هاي سلول سوپرناتانت در لومينسنس  a .مختلف هاي توالي ساختارهاي و ها سلول در IRES كارايي -  4 شكل
 FLuc و) سياه حاشيه با تيره بنفش ،چپ سمت ستون( GLuc هاي ساختار در UTR IRES  '5ويروسي  هاي توالي از پنلي حاوي circRNA با
 circRNA با ترا آلائي از پس ساعت HEK293  24هاي سلول سوپرناتانت در لومينسنس  b ).خاكستري حاشيه با روشن بنفش ،سمت راست ستون(

بدون ): -. (كند مي) دور يا( جداپيرايش ) تقاطع( محل از را IRES كه شده اضافه) 30(ACپلي گذار فاصله توالي يك يا) A)30 پلي توالي يك حاوي
 لومينسنس  c. ها نوكلئوتيدي واجد آدنوزين 30 گذار فاصله: PA. ها ها و سيتوزين نوكلئوتيديشامل ادنوزين 30 گذار فاصله :PAC. گذار فاصله

 حاشيه با روشن بنفش ،راست ستون سمت( HeLa هاي سلول و) سياه حاشيه با تيره بنفش ،چپ سمت ستون( HEK293 هاي سلول سوپرناتانت
 A549 هاي سلول سوپرناتانت لومينسنس  d .اند شده تعيين) b( در كه هاييIRES circRNA موثرترين با ترا آلائي از پس ساعت 24) خاكستري

 با ترا آلائي از پس ساعت 24) خاكستري حاشيه با روشن بنفش ،راست ستون( Min6 هاي سلول و) سياه حاشيه با تيره بنفش ،چپ سمت ستون(
 t آزمون( SD ، n = 4 ، * p <0.05+  ميانگين عنوان به شده ارائه هاي داده كليه( اند شده تعيين) b( در كه هايي IRES circRNA موثرترين

Welch.((  

  

 از هاcircRNA تخليص براي دقيقي روش هيچ ،حال اين با
سازي كه  حلقوي هاي واكنش و IVT جانبي محصولات

 هاييRNA- فسفات و تري هاdsRNA ممكن است شامل
 ايمني واكنشالقاي  و RNA حسگرهاي درگيركنندة(باشند 
 كه حالي با اين حال در .)16(است نشده ، گزارش)سلولي
 خفيف تجزيه دليل به  1شكسته  circRNA از كامل اجتناب

 از استفاده با توانستيم بود، تحقق غيرقابل پردازش طي در
 حسب بر جداسازي و اندك مقادير براي ژل استخراج

 به ،پيرايش محصولات بيشتر مقادير براي HPLC با اندازه
) شكسته ٪10 حلقوي، ٪90( اي ملاحظه قابل خلوص

                                                             
1 nicked 

 با را تخليص مورد، دو هر در ).5a .، b شكل(يابيم دست
 بريده RNA بيشتر تا داديم انجام RNase R تيمار از استفاده
 پروتئين بيان كه هنگامي. ببريم بين از را شكسته و شده

 آنها در كه را RNase-R با شده هضم پيرايش محصولات
circRNA يا ژل از استخراج از استفاده با HPLC تخليص 

 از استفاده با تخليص فهميديم كه كرديم، مقايسه شده
HPLC با تخليص به نسبت بهتر روشي RNAse R تنهايي به 
  ).b ، c.5شكل ( است
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 پيرايش محصول و) بالا( خطي GLuc RNA از HPLC ماتوگراموكر  HPLC .a از استفاده با پيرايش از حاصل circRNA تخليص  -  5 شكل

CVB3-GLuc-pAC )پايين( آگارز ژل قطعات گردآوري شده .)وسط.(  b  آگارز ژل CVB3-Gluc-pAC شد تخليص مختلف روشهاي با. C :
 .تيمار شده Rnase Rاز ژل استخراج شده و سپس با  پيرايشمحصول واكنش : Rnase R+ .G,Rتيمار شده با  پيرايشواكنش : R. +پيرايشواكنش 

+H,R :با  پيرايش واكنش محصولHPLC با سپس و شده تخليض Rnase R شده تيمار.  c هاي سلول سوپرناتانت در لومينسانس HEK293 24 
 به شده ارائه هاي داده(است شده اشاره b شكل در كه هايي روش با شده تخليص CVB3-GLuc-pAC پيرايش محصولات با آلائي ترا از پس ساعت
  )).t Welch آزمون( SD ، n = 4 ، * p <0.05+  ميانگين عنوان

  
 رقابت قابل خطي mRNA با circRNA پروتئين توليد
 سلولي ترجمه كارايي آيا كه تا كنون مشخص نبوده .است

circRNA با زاد برون mRNA مقايسه قابل آن متناظر خطي 
 در هايي تفاوت circRNA پروتئين توليد آيا و است،

 شده مهندسي circRNA از استفاده با. خير يا دارد پايداري
 كننده كد circRNA عملكرد و ثبات ،HPLC با شده تخليص

 از يكسان مقادير با (CVB3-GLuc-pAC)گائسيا لوسيفراز 
mRNA خطي GLuc دم و گوانوزين متيل '5 كلاهك كه 

 از يكسان مقادير همچنين و دارد نشده اصلاح 'A 3 پلي

mRNA خطي GLuc شده مديفاي تجاري نوكلئوزيد يك 
با نوكلئوزيدهاي اصلاه شده ) (Trilinkمتعلق به كمپاني (

 توليد. كرديم مقايسه) متيل سيتوزين- 5سودو يوريدين و 
 آلائيترا از پس ساعت 24 نسالومينس توسط كه پروتئين
معادل   circRNA كه داد نشان گرفت قرار ارزيابي مورد

 اصلاح خطي mRNA به نسبت بيشتري پروتئين% 811,2
 توليد HEK293 هاي سلول در اوليه زمان اين در نشده
 همچنين circRNA است، توجه جالب )..6a شكل( كند مي

 توليد تجاري شده اصلاح mRNA از بيشتر پروتئين 54,5٪
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 براي نوكلئوزيد اصلاحات كه دهد مي نشان اين. كند مي
 نتايج. نيست ضروري circRNA از قوي پروتئين توليد

 از استفاده با و) .6a شكل( HeLa سلولهاي در مشابهي
circRNA انساني اريتروپويتين پروتئين براي كننده كد بهينه 

 متوكسي - 5 با شده اصلاح خطي mRNA با مقايسه در
 هاي داده ).a ، b.5 تكميلي شكل( آمد دست به يوريدين
 توليد كه داد نشان روز 6 طي شده آوري گرد نسالومينس
 هاي سلول در خطي mRNA به نسبت circRNA از پروتئين

HEK293 با است، بيشتر circRNA پروتئين توليد عمر نيمه 
 از پروتئين توليد عمر نيمه كه حالي در است، ساعت 80

mRNA 45 تا 43 حدود شده اصلاح و نشده اصلاح خطي 

 يا بيان افزايش به توجه با). .6b شكل(است ساعت
 هر از بيشتري بسيار پروتئين همچنين circRNA پايداري،

 در شده اصلاح و نشده اصلاح خطي هايmRNA يدو
 جايي در حتي كه حالي در كند، مي توليد خود عمر طول
 فنوتيپ) تكميلي اطلاعات در( ترباشد ضعيف اوليه بيان كه

 )..6c تكميلي شكل ، .6c شكل( دهد مي نشان را پايدارتري
 116 پروتئين توليد عمر نيمه HeLa ، circRNA سلولهاي در

 توليد عمر نيمه كه حالي در گذاشت، نمايش به را ساعت
 به شده اصلاح و نشده اصلاح خطي mRNA از پروتئين
   )..6d شكل(بود ساعت 49 و 44 تقريبا ترتيب

  

 
 و) سياه خط بيروني ،چپ( HEK293 هاي سلول سوپرناتانت نسالومينس a  .خطي mRNA با مقايسه در circRNA از ترجمه كارايي - 6 شكل
 اصلاح Gluc ژن خطي mRNA  يا circRNA CVB3-GLuc pAC با آلائي ترا از پس ساعت 24) خط بيروني خاكستري راست،( HeLa هاي سلول
 circRNA باا آلائي تر از پس ساعت 24 از HEK293 هاي سلول سوپرناتانت نسالومينس n = 4 HEK293, n = 3 HeLa.(  b( نشده اصلاح يا شده

 4( يابد مي ادامه روز 6 مدت تا كه نشده اصلاح يا يوريدين متوكسي با  شده اصلاح - GLuc ژن  خطي mRNA يا CVB3-GLuc-pAC  كدكننده
بيروني خط  ،راست( HeLa سلولهاي و) سياه خط بيروني ،چپ( HEK293 هاي سلول توسط روز 6 از بيش نسبي تجمعي نسالومينس c  ).تكرار

 n = 4 HEK293, n( نشده اصلاح يا شده اصلاح GLuc ژن خطي mRNA  يا CVB3-GLuc-pAC كدكننده circRNA با شدهآلوده تر) خاكستري

= 3 HeLa.( d   هاي سلول سوپرناتانت در نسالومينس HeLa با  انتقال از پس ساعت 24 ازcircRNA  رمزگذار CVB3-GLuc-pAC  ياmRNA 
 آزمون( SD ، * p <0.05+  ميانگين عنوان به شده ارائه هاي داده كليه). (تكرار 3( يابد مي ادامه روز 6 مدت به  كه  شده اصلاح - GLuc ژن  خطي

t Welch(( 
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 پروتئين توسط ملاحظه توليد قابل افزايش در اينجا نيز
circRNA دو هر با مقايسه در آن، عمر طول در mRNA 

 شكل(شود شده ديده مي اصلاح و نشده اصلاح خطي هاي
6c .(يك را حتي در ثبات با يا يافته افزايش بيان ما اين 

 حاوي شده، آدنيله پلي و دار كلاهك circRNA ساز پيش
  تكميلي شكل( نكرديم مشاهده نيز جانبي هايتوالي كليه

6.a ، b.(  

  بحث
 يكزاد  برون mRNA از پايدار پروتئين توليد به دستيابي
 هاي تلاش. است mRNA بيوتكنولوژي در ديرينه هدف
 ياندك هاي پيشرفت mRNA پايداري افزايش براي قبلي
 حلقوي RNA سازگاري امكان .)16- 13, 10(است داشته

 پايين كارايي علت به mRNA پايداري افزايش منظور به
 بيان و هاcircRNA تخليص دشواري ها،circRNA توليد

 شده گرفته ناديده ها تا كنون توسط آن پروتئين ضعيف
 از پيش بايد كه هستند موانعي ها اين ،واقع در. است

 طور به  circRNA از پروتئين توليد ثبات كامل ارزيابي
 اينترون بر مبتني سيستم اين، از پيش. شوند برطرف كامل

  كردن حلقوي براي شده پس و پيش 1 گروه كاتاليتيك
 شرايط در كوتاه RNA هاي توالي از اي گسترده طيف

 كه است شده گزارش ؛است شده استفاده آزمايشگاهي
 124 و 58 بين هاي RNA در سازي حلقوي كارآيي

 تر طولاني هايRNA .)21, 20(رسد مي ٪90 به نوكلئوتيد
 روش همين از استفاده با تازگي به) زكيلوبا 1,5 تا حداكثر(

 اين به مربوط هاي circRNA بازده اما ،اند شده حلقوي
 بر مبتني سيستم .)27( است نشده گزارش ها ساختار
 شده مهندسي  شده پس و پيش 1 گروه كاتاليتيك اينترون

 به هايي توالي دهد مي اجازه شده، داده شرح اينجا در كه
 قابل طور هب كه شوند، حلقوي بازهزار 5 تاحتي  طول

. است شده گزارش قبلاً هاي توالي از ترطويل توجهي
 را، سازي حلقوي كارايي يمستتوان مي ما اين، بر علاوه
 تركيب با دخوليرمزگذار  نواحي از وسيعي طيف براي
  داديم نشان همچنين. برسانيم ٪100 به تقريباً ،متنوع توالي
 زيادي مقادير توليد به قادر ،شده سازي بهينه circRNA كه

 به HPLC از استفاده با تواند مي همچنين و است پروتئين
 كه داديم نشان ،سرانجام. شود تخليص موثري طور

circRNA زمان مدت را پروتئين از بيشتري مقادير تواند مي 
 و نشدهاصلاح( خطي هايRNA نسبت به تر طولاني

 اين .كند توليد مطالعه، اين در استفاده مورد )شدهاصلاح
 مناسبي پتانسيل داراي circRNA كه دهد مي نشان شواهد
 اين با. است پروتئين پايدار بيان در mRNA جاگزيني براي
 كامل طور به تا شود انجام بيشتري كار بايد ،حال

 و درماني كاربردهاي در circRNA از استفاده هاي پتانسيل
 از پروتئين ترجمه بيشتر سازي بهينه جمله از درماني غير

circRNA و ترجمه كارآيي مورد در جامع مطالعه يك و 
 بررسي سلولي بافتهاي و انواع ساير در circRNA پايداري

 مشاهده شده طويل هاي circRNA شكست و برش .شود
 كه) تكميلي .2a شكل( هاcircRNA توليد فرآيند طي

 انجام ،)28(منيزيم واسطه به اتوهيدروليز توسط احتمالاً
 كاهش راپيرايش  بازده توجهي قابل طوره ب د،وشمي
 .دارد بهبود به نياز كه است ديگري نقص و دهد مي

circRNA فرصت شان اندازه به توجه با تر طويل هاي 
 براي تخريب اين. كنند مي پيدا هيدروليز اتو براي بيشتري

circRNA به نسبت RNA تنها زيرا است مشهودتر خطي 
 ژل روي بر باند تك يك صورت به circRNA در برش يك

 به خطي RNA هاي برش تك كه حالي در شود، مي آشكار
 پخش مولكولي وزنهاي از وسيعي طيف در اسمير شكل
 و ،- FLuc ، R( 7 چاهك ، b.3 شكل در پديده اين. شود مي

 باند دو. است مشاهده قابل) ديگر چاهك چندين همچنين
 دهنده نشان بالايي باند دارد، وجود چاهك اين در اصلي

circRNA پايين اصلي باند كه حالي در است نخورده دست 
 اسميري هيچ. است  خورده برش circRNA دهنده نشان

 در ،شود نمي ديده نخورده دست circRNA باند  اطراف
 قابل خورده برش circRNA باند اطراف در اسمير كه حالي

 دهنده نشان خورده برش circRNA باند. است مشاهده
 يك در تصادفي موقعيتهاي در كه است منفردي هاي برش

circRNA ياسمير كه حالي در ،افتد مي اتفاق نخورده برش 
 اضافي هاي برش دهنده نشان ،يابد مي منشا باند آن از كه

 شده خطي circRNA در تصادفي موقعيتهاي در كه است
 گيري شكل باعث برش اين بنابراين ؛دهد مي رخ

 انتظار. شود مي مختلف مولكولي هاي وزن با محصولات
 هاي چالش از فراتر چالشهايي، circRNA برش كه نداريم
 پردازش، طول در و محلول در خطي RNA پايداري حفظ
  . كند ايجاد
 circRNA با ها سلول اآلائيتر كه است شده داده نشان اخيراً

 ويروسي ضد ژن محصولات شدن فعال به منجر برون زاد



 1400 پاييز و زمستان ،10، شماره 5جلد                                                                                )            علمي(مجله زيست شناسي ايران 

70 

 مؤلفه RIG-I احتمالاً و شود مي RIG-I و OAS ، PKR مانند
در . )27(است circRNA برابر در سلول پاسخ مسئول اصلي

بررسي  براي را خود circRNA سازي ادامه ما مراتب آماده
 A549 هاي سلول در IL-6 و IFN-ɑ سيتوكيني پاسخ اين كه
 اين اگرچهكرديم،  مشاهده ا آلودهترنا كنترل گروه به نسبت
 نشده اصلاح خطي هاي mRNA به مربوط پاسخ با پاسخ
 يك همچنين .)7a شكل تكميلي شكل( بود مقايسه قابل
 از برابري 3 القاء يك و IFN-β1 از برابري 30 القاء

 با HeLa هاي سلول ترا آلائي از پس RIG-I هاي رونوشت
circRNA، ك ترا آلائي با مقايسه در7 تكميلي شكل( 1م.b (

 ي mRNA يبرابر 3 القاي اثر مشاهده كرديم. شد انجام

RIG-I  بود برابري 500 القا از كمتر توجهي قابل طور به 
 )HeLa )27 هاي سلول در همكاران و چن توسط كه

 و پروتئين ترجمه سركوب براي واست  شده گزارش
 سلوليمحتواي  اين در circRNA از پروتئين بيان پايداري

 فعال در شده مشاهده هاي تفاوت). .6d شكل( نبود كافي
 و طراحي ساختار در تفاوت به توان مي را RIG-I سازي
 سركوب براي. داد نسبت circRNA تخليص هاي روش
 مانند هايي روش ،circRNA مقابل در ايمني پاسخ يك بيشتر
 طراحي در تواند مي بالقوه طور به نوكلئوزيد اصلاح

circRNA تحليل و تجزيه همچنين. )16, 13(شود گنجانيده 
در  اگزوژن circRNA زايي ايمني  بررسي براي بيشتري

  .است نياز موردزمينه كاركردهاي بالقوه، 
 circRNA آزمايشگاهي، شرايط در كه  داديم نشان ،سرانجام

 به كاتيوني ليپيدي ترا آلائي واكنشگر يك از استفاده با
 ،حال اين با. شود مي منتقل هدف هاي سلول خوبي

 تحويل براي مناسب ابزار مورد در تكميلي تحقيقات
circRNA شرايط در in vitro و in vivo است نياز مورد.  

  ها روش
 I گروه پروتئين، رمزگذار توالي .زايي جهش و كلونيگ
 روش به IRES هاي توالي وخودپيرايشي  هاي اينترون
 در و) Integrated DNA Technologies( شدند سنتز شيميايي

 توالي حاوي كه PCR با شده خطي پلاسميدي حامل يك
 گيبسون روش توسط است پليمراز RNA T7 يپروموتر
 NEBuilder HiFi DNA اسمبلي كيت از استفاده باو  اسمبلي

. نداشده كلون )New England Biolabsمتعلق به شركت(
                                                             
1 Mock transfection:   عبارت است ترانسفكشن بدون دي ان اي به منظور بررسي

)مترجم(اثر بالقوه ترنسفكشن  

 تغييرات ساير و هومولوگ بازوهاي ،گذارفاصله نواحي
 Q5 (Biolabs هدفمند زايي جهش كيت از استفاده با جزئي

New England) در شده استفاده پرايمرهاي. شدند ايجاد 
  .اند شده ارائه اي جداگانه فايل

 استفاده با RNA ساختار .آن تخليص و circRNA طراحي
 Gluc ژن خطي mRNA .)18(شد بيني پيش RNAFold از

 و شد خريداري Trilink Biotechnologies از شده اصلاح
 منطقه يك و شده، سازي بهينه GLuc كدينگ ناحيه شامل

آلفا  يك و ،UnTranslated Region '5 مصنوعي اختصاصي
 A پلي دم يك ،كپ يك ،untranslated region ′3 گلوبين

 سيتوزين و يوريدين كامل جايگزيني و نوكلئوتيدي 120
. است سيتوزين متيل 5 و pseudouridine  با mRNA كل در

mRNA ژن hEpo بيوتكنولوژي از نيز شده اصلاح Trilink  
 يكسان mRNA Trilink Gluc با ساختاري نظر از و تهيه شد

 و شده اصلاح methoxyuridine- 5 با اينكه جز به بود،
 RNA .شد اصلاح انساني اريتروپويتين برايرمزگذار  منطقه
 يا GLucرمزگذار  ناحيه يك شامل نشده اصلاح خطي
hEpo ترجمه نشدني خاص مناطق اما بود)UTR (شامل را 
 يا نشده اصلاح خطي mRNA سازهاي پيش .شد نمي

circRNA شرايط در رونويسي با in vitro الگوي يك از 
DNA سنتز كيت يك از استفاده با خطي پلاسميدي RNA با 
 از پس. شدند ساخته T7 (Biolabs New England) بالا بازده

 20 مدت به ها دهنده واكنش ، in vitro شرايط در رونويسي
 قرار )DNase I )New England Biolabs تيمار تحت  دقيقه

 نشده اصلاح خطي DNase ، mRNA با تيمار از پس. گرفتند
  MEGAclearرونويسي آپ كيلن كيت از استفاده با
)Ambion (سپس. شد تخليص ستون با RNA 5 مدت به 

 دقيقه 3 مدت به بلافاصله و شد گرم C70 دماي در دقيقه
 از استفاده با RNA آن از پس و گرفت قرار يخ روي

mRNA cap-2′-O methyltransferase (NEB) كپينگ آنزيم و 
 كلاهك ،سازنده دستورالعمل تحت ،)NEB( واكسينيا
 E. coli PolyA Polymerase (NEB)از استفاده با. شد گذاري
 به آدنوزين پلي هاي دم ،سازنده دستورالعمل مطابق

 شده پردازش كاملاً mRNA و ندشد اضافه خطي رونوشت
 تيمار از پس  ،circRNA براي .شد تخليص ستون با
 و شد اضافه مولار ميلي 2 نهايي غلظت تا DNase ، GTPبا

 15 مدت به سانتيگراد درجه 55 در ها دهنده واكنش سپس
 .شد ي تخليصستونبه روش  RNA سپس. شدند گرم دقيقه
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 تحت مجدد صورت به شده خالص RNA ،موارد بعضي در
 تا دقيقه 5 مدت به RNA :گرفت قرار شدن حلقوي شرايط

C70 يخ در دقيقه 3 مدت به بلافاصله سپس و شد گرم 
 ميلي 2 نهايي غلظت به GTP آن از پس و گرفت قرار
 50mM Tris-HCl, 10 mM( منيزيم شامل بافر همراه به مولار

MgCl2, 1 mM DTT, pH 7.5; New England Biolabs( اضافه 
 شد گرم C55 تا دقيقه 8 مدت به RNA در مرحله بعد .شد
 CircRNA ، 20 تغليظ براي .شد تخليص ستون با سپس و

 و) نهايي ميكروليتر 86( شد رقيق آب در RNA ميكروگرم
 به و و در نهايت شد گرم دقيقه 3 مدت به C65 در سپس
 10 وRNase R واحد 20. شد سرد يخ روي دقيقه 3 مدت

 و شد، اضافه )RNase R)Epicenter×  10 بافر از ميكروليتر
 واحد 10. شد انكوبه دقيقه 15 مدت به C37 در واكنش

RNase R شد اضافه واكنش  ميانه در نيز ديگر .RNA هضم 
 روي RNA. شد جدا تخليص ستون با RNase شده با

-iBase E روي E-gel EX2 (Invitrogen) ٪2 آگارز هاي ژل

gel (Invitrogen) برنامه از استفاده با E-gel EX 1-2% و  جدا
 مورد استاندارد عنوان به ssRNA (NEB)لدر.  شد تفكيك
 ژل هاي سيستم ديگر از استفاده با ما. گرفت قرار استفاده
 با باندها. نبوديم circRNA مناسب جداسازي به قادر آگارز

 با و  شدند مشاهده آبي نور transillumination از استفاده
 پردازش آگارز ژل تصاوير. شدند يكمImageJ  از استفاده
 آگارز ژل تصاوير. است موجود 8  تكميلي شكل در نشده

 شكل هاي ژل مربوط به هاي لدر جمله از نشده پردازش
 براي. است موجود 9 تكميلي شكل در ،2 و 1 هاي

 خارج ژل از circRNA به مربوط هاي باند ،ژل استخراج
  ژل RNA استخراج كيت از استفاده با سپس و شدند

Zymoclean )Zymogen (براي .ندشد استخراج 
 3 در RNA ميكروگرم 30 ،بالا كارايي با مايع كروماتوگرافي

 مدت به سپس و شد گرم دقيقه 3 مدت به سانتيگراد درجه
 ستون طريق از RNA. گرفت قرار يخ روي دقيقه 3

 اندازه با متر ميلي 300mm 4,6×  اندازه اساس بر جداسازي
 Sepax( 200 منافذ اندازه و ميكرومتر 5 ذرات

Technologies 215980: قطعه تعداد ؛P-4630 (روي بر 
HPLC 1100 سري Agilent  بافر در TE RNase-free )10 
 سرعت با) EDTA ، pH: 6 متر ميلي 1 ،تريس متر ميلي

 اشعه جذب با RNA .شد ران دقيقه در ليتر ميلي 0,3 جريان
 اما شد، داده تشخيص نوري نانومتر 260 در بنفش ماوراء
 گيرد، قرار بنفش ماوراء اشعه تابش تحت كه اين بدون

 5 استات آمونيوم با حاصله RNA قطعات .شد آوري جمع
 سپس و شدند حل آب در مجدد ،شدند داده رسوب مولار
 توضيح بالا در كه طور همان RNase R با موارد بعضي در
  .شدند تيمار شد داده
 با circRNAپيرايشي  هاي واكنش .RNase H با برش آناليز

RNase R ندشو مي تخليص ،ستون با سپس و شوند مي غني 
 DNA پروب يك حضور با دقيقه 5 مدت به C65 در و
 گرم ،مولار برابر پنج اضافي مقدار در) 1 تكميلي هاي داده(

 واكنش. خواهند شد aneal اتاق دماي در سپس و شوند مي
 شده ارائه واكنش بافر در RNase H ( Biolabs) با ها دهنده

. مي شوند تيمار گراد سانتي درجه 37 در دقيقه 15 مدت به
RNA شود مي شسته ستون از هضم از پس.  

 يابي توالي براي .cDNA سنتز و معكوس رونويسي
 هاي واكنش از حاصل  circRNA ،مجاورت محل پيرايش

براي تخليص با  سپس و شده تغليظ RNase R باپيرايش 
 3 مدت به و شدند گرم دقيقه 5 مدت به C65 درستون 
 را استاندارد ثانويه ساختار تا شدند سرد يخ روي دقيقه
 Superscript IV با معكوس رونويسي واكنش. كنند ايجاد

(Invitrogen) با سازنده توسط كه طور همان شد، انجام 
 داخلي ناحيه يك براي اختصاصي پرايمر يك از استفاده

circRNA محصول. است شده توصيه PCR يابي توالي براي 
 يك و) New England Biolabs( پليمراز Q5 از استفاده با

  .شد سنتز جانكشن اسپلايس پوشاننده پرايمر جفت
-HEK293 ، HEK293 هاي سلول .ا آلائيتر و بافت كشت

GFP ، HeLa و A549  (ATCC) درجه 37 دماي در 
 Eagle شده اصلاح كشت محيط در CO2 ٪5 و سانتيگراد

Dulbecco )سرم ٪10 با) ليتر در گرم ميلي 4500 گلوكز 
 و  حرارت با شده غيرفعال )hiFBS ، Gibco(گاوي جنين
 سلولهاي. شدند داده كشت استرپتومايسين/  سيلين پني

HEK293 و HeLa شدند آزمايش منفي مايكوپلاسما براي. 
 ديابت مركز ،واير. C گوردون از اي هديه( Min6  محيط به

Josos (5 با اين بر علاوه٪ hiFBS ، 20 مول ميلي HEPES 
 ميكرومولار 50 مركاپتواتانول-بتا محلول و) گيبكو(
)BioRad (داده پاساژ روز 3- 2 هر ها سلول. شد اضافه 

 شده ارائه circRNA هاي داده هاي مجموعه كليه براي. شدند
پيرايش  محصولات از  Cas9 ، 40-100 ng جز به 2 شكل در

 با شده تخليص هاي circRNA يا RNase R شده تيمار
HPLC سلول 10،000 به معكوس صورت به HEK293 /  
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 با تايي 96 پليت يك از چاهك هر در ميكروليتر 100
 براي. شدند منتقل MessengerMax ليپوفكتامين از استفاده

Cas9 ، 100 از نانوگرم sgRNA شرايط در شده رونويسي in 

vitro، 150 با همراه و ي،يتنها به معكوس صورت به 
 با RNase با شده تيمار Cas9پيرايش  محصول نانوگرم
 HEK293-GFP سلول 50،000 به MessengerMax از استفاده

/  500uL شد منتقل چاهكي 24 پليت يك از چاهك هر در. 
 ،3 شكل در شده ارائه RNA هاي داده مجموعه كليه براي

 بسته نانوگرم 80 تا 40 معادل( RNA هر از مساوي مقادير
 HEK293 سلول 10،000 به معكوس طور به) RNA طول به

، HeLa يا A549 / 100 UL چاهكي 96 پليت چاهك هر در 
 نقاط در پروتئين بيان كه آزمايشاتي براي .شدند منتقل
 زمان در  ها محيط ،گرفت قرار بررسي مورد مختلف زماني
. شدند جايگزين و حذف كامل طور به مشخص هاي
 ٪80- 60 بين چاهكه 96 هاي پليت در Min6 هاي سلول

 آزمايشات اساس بر ها نمونه اندازه .شدند ترانسفكت
 رساندن حداقل به و سنجش واريانس تعيين براي پايلوت
 معني تفاوت بتواند كه نحوي به ها دهنده واكنش مصرف
  .شدند انتخاب ،كند ايجاد  تشخيصي قابل  دارو
 و ها سلول نس،الومينس سنجش براي .پروتئين بيان آناليز
 براي. شدند گردآوريآلائي  ترا از پس ساعت 24 ها محيط

 20-10 ،سيائگا لوسيفراز از لومينسانس تشخيص
 سفيد و صاف پليت يك به بافت كشت محيط از ميكروليتر

 از ميكروليتر 25. شد منتقل) كورنينگ( صاف ديوار با
 BioLux Gaussia Luciferase )New England معرف

Biolabs (ميزان و شد اضافه نمونه هر به كننده تثبيت شامل 
 200Pro Infinite ميكروپليت ريدر يك روي بر  نسالومينس

)Tecan (تشخيص براي .شد گيري اندازه ثانيه 45 از پس 
 معرف از ميكروليتر 100 ،لوسيفراز Firefly از نسالومينس

Bruc-Glo Luciferase (Promega) شد، اضافه چاهك هر به 
 از ميكروليتر 100. شد انكوبه دقيقه 5 مدت به مخلوطو 

 صفحه يك به لوسيفراز معرف مخلوط و كشت محيط
 در كه طور همان و شده منتقل سفيد ديواره كف و صاف
 .شد گيري اندازه نسامينسلو ،شد داده توضيح بالا
 شناسايي آلائي ترا از پس ساعت GFP  24 رسانسئوفلو
 EVOS FL سلول تصويرگر يك از استفاده با تصاوير و شد

(Invitrogen) فاز ساندويچ توسط اريتروپويتين .شد گرفته 
 دستورالعمل مطابق اساساً) ELISA )R&D Systems جامد

 24 كه سلولي سوپرناتانت جز به شد داده تشخيص سازنده
 از قبل ها نمونه و شد استفادهآلائي  ترا از بعد ساعت
 با interleukin 6 و Interferon-ɑ .شدند رقيق 200: 1 استفاده
  .شدند داده تشخيص Fireplex (Abcam) سيايمونواَ روش

 با CRISPR-Cas9 واسطه با GFP خاموشي .فلوسايتومتري
 تشخيص ا آلائيتر از پس ساعت 96 جريان فلوسيتومتري

 در HEK293 و HEK293-GFP كنترل سلولهاي .شد داده
 ٪10 با) گلوكز Dulbecco )4500 mg / L شده اصلاح محيط
 تريپسينه استرپتومايسين/  سيلين پني و گاو جنيني سرم
 در بار دو سپس سلولها. ددندرآم تعليق حالت به و شدند
 با شده فعال غير گاو جنيني سرم FACS )PBS ، 5% بافر
 Sytox Blue حاوي FACS بافر در و شدند شسته) گرما

Dead Cell Stain )هاي دستورالعمل طبق) فيشر ترمو 
 هاي كنترل و GFP براي تنهايي به FACS بافر يا ،سازنده
 10000 براي رسانسئولوف .شدند تعليق دوباره خالي
 BD FACS Celesta جريان فلوسيتومتر يك روي بر رويداد

)BD Biosciences (در ها داده. شد داده تشخيص Flowjo 

(Flowjo LLC) شد تحليل و تجزيه.  
 سلول 50،000 مجموع در .qPCR و معكوس رونويسي

HeLa از نانوگرم 200 با GLuc circRNA يا mRNA خطي 
 شسته سلولها. شدند تراآلوده معكوس طور به شده اصلاح
 RNeasy كيت از استفاده با ترا آلائي از پس RNA و شدند

Mini Plus (Qiagen) 24 ،سازنده هاي دستورالعمل طبق 
 رشته cDNA سنتز. شدند تخليص و برداشت ،بعد ساعت

 با cDNA معكوس رونويسي كيت با كل RNA از اول
 شد انجام تصادفي هگزامرهاي از استفاده با بالا ظرفيت

 به ژن اختصاصي TaqMan پرايمرهاي). علمي فيشر ترمو(
 ، (Thermo Fisher Scientific) از  Assay-on-Demand عنوان

GAPDH (Hs99999905_m1) ، DDX58 (Hs01061436_m1) 

، IFN-β1 (Hs01077958_s1) واكنش. شدند خريداري 
qPCR ابزار از استفاده با LightCycler 480 Probe Master 

Mix (Roche) ابزار و LightCycler 480 (Roche) شد انجام .
 دوتايي صورت به real-time PCR واكنش ،نمونه هر براي
  آمده دست به )Ct(آستانه چرخه مقادير ميانگين و شد انجام
مورد  Ct مقايسه روش از استفاده با بيشتر محاسبات براي

 هاوس ژن بيان سطح با ژن بيان سطح. استفاده قرار گرفت
  .شد نرمالايز GAPDH كيپينگ
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 از استفاده با نتايج آماري تحليل و تجزيه .آماري محاسبات
 فرض با ،شد انجام Welch زوج بدون و زوج t آزمون

 كه شد گرفته نظر در دار معني اختلاف. نابرابر واريانس

P <0.05 .نماينده شده ارائه هاي داده ،مطالعات كليه براي 
  .است مستقل آزمايش يك
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