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  مقدمه
 mesenchymal stem cellsهاي بنیادي مزانشیمی( سلول

زا و پرتوان هستند  اي کلونیه ) گروهی از سلولMSCsیا 
، یهـاي مختلفـی از جملـه اسـتخوان     به رده توانند یکه م

اسـکلتی و   ، عضلهعضله قلبی ی،، عصبیچربی، آستروسیت
دلیـل   ). امـروزه بـه  1-4( تمـایز یابنـد   سلولی سایر انواع

هـاي   که سلول اي جداسازي آسان و توانایی تمایز گسترده
اي مختلفـی در پزشـکی   کاربرده بنیادي مزانشیمی دارند،

کار مناسـبی   راه ،هاي بنیادي پیوند سلول اند. دست آورده هب
بـدخیم ماننـد انـواع     هـاي  یماريبراي درمان بسیاري از ب

 ـ   هاي یماريها و ب لوسمی  شـمار  هژنتیکـی و مـادرزادي ب
هاي بنیادي مزانشیمی با توانـایی تمـایز بـه     رود. سلول می
سیسـتم ایمنـی میزبـان،     هاي مختلف، توانایی فرار از رده

هـا در محـیط    خاصیت تعدیل ایمنی و سهولت تکثیـر آن 
 براي استفاده در سلول درمـانی  یال یدههاي ا کشت، سلول

هـاي بنیـادي    کـه امـروزه پیونـد سـلول     طوري ه. بدهستن
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بافتی همچون انفـارکتوس   هاي یبمزانشیمی در درمان آس
سـایر   کبـدي و  هاي بیماريمیوکارد، آسیب حاد کلیوي، 

  ).  5-7( باشد یثر مؤبسیار م ها یماريانواع ب
 ،هـاي بنیـادي مزانشـیمی    براي استفاده بالینی از سلول

ــادي از ســلول   ــداد زی ــه تع ــه دسترســی ب ــاز ب ــاي  نی ه
از نظر عملکرد با فنوتیپ و ژنوتیپ پایـدار   دار یتصلاح
کشــت و پــردازش  ،يآور هاي جمــعرونــدطــی . اســت
 هـا  آن متعددي به هاي یبآس ،هاي بنیادي مزانشیمی سلول

را در بـدن کـاهش    شـان که بقاء و عملکرد شود یوارد م
هـاي   عنوان مثال یک روز پس از پیونـد سـلول   . بهدهد یم

بنیادي مزانشیمی به قلبی که دچار انفارکتوس شده است؛ 
زنـده بـاقی    ،هـاي پیوندشـده   سـلول  درصـد  1تـر از   کم

رادي که گیرنده اف موضع پیوند در . از طرف دیگرمانند یم
 ـ   باشند یهاي بنیادي م سلول  ی ماننـد بنا بـه دلایـل مختلف

محـیط   ریـز  التهـاب داراي  و ی، پرتودرمـان درمانی یمیش
هست که به نوبـه خـود    یشیو شرایط استرس اُکسا سمی

هاي بنیادي متعاقب پیوند  باعث کاهش بقاء سلول تواند یم
هـا بـه    ولکه این سـل  ه گرددیاراي کار راه). اگر 8( گردد

کـه حـدود دو یـا     طوري هوارده مقاوم شوند ب هاي یبآس
این انتظار را داشـت   توان یم ؛چند روز بیشتر زنده بمانند

که درصد موفقیت پیوند سلول بنیـادي مزانشـیمی بسـیار    
  .افزایش یابد

 ورزي کار برد دست هب توان یکارهایی که م یکی از راه
اده از عوامـل  هـا بـا اسـتف    مهندسی ژنتیک ایـن سـلول   و

پـروتئین   ،یکی از این عوامل. کننده سلولی است محافظت
NF-E2 Related Factor-2 )NRF2( ـ  . پـروتئین  باشـد  یم

NRF2 کننـده سـلولی    برداري محافظـت  یک فاکتور نسخه
(cytoprotective) مختلـف   يهـا  است که در برابر استرس

طـور طبیعـی    به این پروتئین. شود یموجب بقاي سلولی م
. در اثـر  شود یسیتوپلاسمی متصل م هاي ینان و به پروتئبی

و موجـب   رود مـی گوناگون به هسته سـلول   يها استرس
 ـ هـاي  یمهاي متعددي از جمله آنز بیان ژن ، اکسـیدان  یآنت

پـردازش دارو    يهـا  ژن و  کننـده  زدایـی  سـم  هـاي  یمآنز
 ،حاصـل از آن  هـاي  ینو پـروتئ  NRF2 پـروتئین  .شود یم

، یشـی اُکسا يهـا  اظـت علیـه اسـترس   نقش مهمی در حف
از سرطان  پیشگیريآسیب سلولی ناشی از مواد شیمیایی، 

  ).9-13( و ترمیم زخم دارد
هـاي بنیـادي    در سلول ها می ژنیبیان دا که جایی از آن

با اسـتفاده   ها سلول این تحقیق یست؛ درمجاز نمزانشیمی 
ــا از روش ــک  يه ــی ژنتی ــمهندس ــت  ه، ب ــورت موق  ص

از وکتـور آدنـوویروس    د. براي این منظـور نورزي شد دست
هـاي بنیـادي مزانشـیمی     به سـلول  NRF2منظور انتقال ژن  به

 یـا یل انتخاب ایـن وکتـور و مزا  دلاگردید. از جمله استفاده 
سـازي تعـداد    آلـوده  موقـت،  الا وبیان ب شاملاستفاده از آن 

 هستنداي مناسب  تغییرات پس از ترجمه و ها زیادي از سلول
همچنین این وکتور خارج کروموزومی بوده و تغییـري   ).14(

  .کند یمیزبان ایجاد نم يها و ژن ها در ساختار کروموزوم
سازي عمومی بـر   یک روش همسانه Gatewayفناوري 

نــوترکیبی در جایگــاه اختصاصــی  هــاي یژگــیاسـاس و 
. این فناوري یـک روش  )15( است )λلامبدا ( باکتریوفاژ

 Deoxyribonucleicهاي  یتقال توالسریع و کارآمد براي ان

acid )DNA( ـ  . در ایـن  باشـد  یبین وکتورهاي مختلف م
ژن  Gatewayکه با اسـتفاده از فنـاوري   شد مطالعه سعی 

NRF2   هـاي   در سـلول  به وکتور آدنوویروسـی منتقـل و
 NRF2بنیادي مزانشیمی بیان گردد. همچنین افزایش بیـان  

  ها ارزیابی شد. نها و نیز موقتی بودن آ در این سلول
  

  ها مواد و روش
 ذیـل و طی مراحـل   از نوع تجربی بودحاضر مطالعه 

  :انجام شد
از خـون   یهاي بنیادي مزانشـیم  جداسازي سلول

  مغز استخوان  
هاي بنیادي مزانشیمی، نمونه  منظور جداسازي سلول به

مغز استخوان، پس از کسب رضـایت از صـاحب آن، بـه    
ــاآرامــی  ) Ficoll/Hypaque( یپــکمحلــول فــایکول ها ب

)STEMCELL Technologies (    مخلـوط گردیـد. پـس از
دقیقـه در   30مـدت   بـه  g435سانتریفوژ شیب غلظتی در 

هـاي   ها از فاز میانی جدا شدند. سـلول  دماي اتاق، سلول
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 DMEM Lowشده از مغز استخوان در محیط کشت  مشتق

glucose )STEMCELL Technologies(  درصد  10حاوي
FBS )STEMCELL Technologies ( کشــــت داده و
درجــه در اتمســفر  37ســاعت در انکوبــه  48مــدت  بــه

داري شـدند.   نگه درصد 5 اکسیدکربن دي مرطوب حاوي
هـاي غیرچسـبنده    سـلول  ،هـا  با خارج کردن محیط سلول

هـا اضـافه گردیـد.     خارج و محیط کشت تازه بـه سـلول  
عـویض  بار محیط کشـت ت  روز یک 4روز، هر  14مدت  به

هاي مزانشیمی تکثیـر یافتـه و    . بعد از این مدت سلولشد
هاي بنیادي  یید سلولأمنظور ت کف فلاسک را پوشاندند. به

ها در محیط کشت  مزانشیمی جدا شده، پس از رشد سلول
هـاي دومـین پاسـاژ، خصوصـیات      اختصاصی، در سلول

مورفولوژیکی (شکل ظـاهري) و خاصـیت اتصـال ایـن     
لاسـک پلاســتیکی، بـا اســتفاده از   هـا بــه کـف ف   سـلول 

  میکروسکوپ معکوس بررسی گردید. 
مـاوراي   اشـعه  با استفاده از NRF2القاء بیان ژن 

  و جداسازي آن بنفش
هــاي القــایی هســت کــه در  از جملــه ژن NRF2ژن 

شـود و   هـا بیـان مـی    میزان کم در سلول شرایط طبیعی به
میـزان بیـان ایـن ژن در     ،تحت شرایط اسـترس سـلولی  

دسـت   و بـه  يمنظور جداسـاز  یابد. به ها افزایش می لولس
ــلولی  NRF2آوردن ژن    اســتفاده شــد.  MSCاز رده س

  سـاعت   1مـدت زمـان    هـا بـه   براي ایـن منظـور سـلول   
ــعه ــت اش ــنفش تح ــاوراي ب ــپس  م ــدند. س ــه ش   ، انکوب

ــتخراج    RT-PCRو  )RNA )Ribonucleic acidاســـ
)Reverse transcription- polymerase chain reaction (

صورت گرفت که توالی پرایمرهاي مورد استفاده، شـامل  
انـد. از   ه شدهیارا 1در جدول  NRF2پرایمرهاي خارجی 

  عنوان کنترل استفاده گردید. ژن بتا اکتین به
  درون وکتـــــــور  NRF2کلونینـــــــگ ژن 

pENTR/TEV/D-TOPO 
ــه ــور بـ ــگ ژن  منظـ ــور درNRF2 کلونینـ  وکتـ

pENTR/TEV/D-TOPO یـت از ک pENTR Directional 

TOPO Cloning )Invitrogen Life Technologies (
از محصـول   یترلیکروم 2 استفاده گردید. براي این منظور،

PCR   وکتـور توپوکلونینـگ    یتـر لیکروم 1مرحله قبل بـا
کنش داده شد. پـس از انکوباسـیون در دمـاي اتـاق      یانم

نوترکیب آماده ترانسفورماسـیون   واکنش تکمیل و وکتور
  گردید. TG1سوش  E.coliبه باکتري 

 LBپلیـت   شـده در  پس از کشت باکتري ترانسـفورم 
 ـ  آگار   اختصاصـی کانامایسـین، بـا     بیوتیـک  یحـاوي آنت

ــتفاده از ک ــتاسـ    High Pure Plasmid Isolation یـ
)Roch, Germany ــت، اســتخراج ــق پروتکــل کی ) و طب

هاي ایجادشده  نوترکیب صورت گرفت. از کلون پلاسمید
ید حضور ژن موردنظر و صحت تولیـد وکتـور   أیت تجه

گذاشته شد. براي اطمینان از حضـور ژن   PCRنوترکیب، 
هـاي   شـد. تـوالی   انجام و صحت توالی ژن، تعیین توالی

  قرار گرفت. یزافزار بلاست مورد آنال حاصله با نرم
  

جفت بازي از  115بتا اکتین جهت ایجاد قطعه  " 4 و 3" یمر، پراNRF2جفت بازي از ژن   1825 جهت ایجاد قطعه "2 و 1"پرایمر  -1 جدول
  کار رفتند. هب NRF2جفت بازي از ژن   185 جهت ایجاد قطعه "6 و 5"اکتین و پرایمر  ژن بتا

Sequence Primer name No. 

5`-CACCATGGGAATGGACTTGGAGCTGCC-3`  Forward NRF2 (external) 1 

5`-CTAGTTTTTCTTAACATCTGGCTTCTTAC-3` Reverse NRF2 (external) 2 

5`-TTCTACAATGAGCTGCGTGTGG-3` Forward β-actin 3 

5`-GTGTTGAAGGTCTCAAACATGAT-3` Reverse β-actin 4 

5`-GCGACGGAAAGAGTATGAGCTGG-3` Forward NRF2 (internal) 5 

5`-GTTGGCAGATCCACTGGTTTCTG-3` Reverse NRF2 (internal) 6 
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  ها و تولید آدنوویروس Gatewayفناوري مولد 
 Gateway )Invitrogen Lifeبـا اسـتفاده از فنـاوري    

Technologiesنوترکیبی ) و واکنشLR    که با اسـتفاده از
از  NRF2ژن  گیــرد؛ یصــورت مــ LR ClonaseIIآنــزیم 
منتقـل   pAD/CMV/V5-DESTبه وکتور  pENTRوکتور 

ل کیت گرفته بر اساس پروتک گردید. تمامی اعمال صورت
صـورت   pENTRو همانند روش انتقـال ژن بـه وکتـور    

گرفت. فقط با این تفاوت که در اینجا بـه محـیط کشـت    
LB    100به میزانµg/ml جهت  سیلین یآمپ بیوتیک یاز آنت

) TOP10سـوش   E.coliهاي باکتریـایی (  غربالگري کلون
پـس از اسـتخراج پلاسـمید،     شده افزوده شـد.  ترانسفورم
با پرایمر هاي داخلی  PCRوسیله آزمایش  به LRنوترکیبی 

یـد قـرار   أیمورد ت ؛اند ه شدهیکه در جدول ارا NRF2ژن 
  گرفت. 

 High Pure PCRسپس همانند قبل با استفاده از کیـت 

Product Purification )Roch, Germany ــل ) مراحــ
تخلیص، طبق پروتکل انجام گرفـت. سـپس وکتورهـاي    

 A293 )Invitrogen Lifeرده سـلولی   بـه  شـده  تخلـیص 

Technologies    کـه در محـیط (DMEM High Glucose 
درصد کشت داده شده بودند؛ با استفاده  FBS 10حاوي  

ــرف ــا از معــ    HD FUGENEو   FUGENE 6 يهــ
)Roch, Germany () گردیدنـد. طبـق    )ترانسـفکت منتقل

طور طبیعی ذرات آدنوویروسـی در   دستورالعمل کیت، به
بـا لیـز    روز  13تولید و پـس از   A293هاي  داخل سلول

 ـ در محیط کشت رهـا   ها، نمودن آن سلول . در ایـن  نددش
 قرار دادیـم مراحل انجماد و ذوب  تحتها را  زمان سلول

هاي لیزنشده (ولی حاوي آدنـوویروس) نیـز لیـز     تا سلول
 3000rpmدقیقه در دور  15مدت  شوند. سپس محیط را به

ولی در ته لولـه فـالکون   سانتریفوژ کردیم تا ضایعات سل
 موجود در مـایع فوقـانی   هاي جمع شوند. از آدنوویروس

هـاي   جهت آلـوده کـردن سـلول    )stockعنوان ذخیره ( به
  . شدبنیادي مزانشیمی استفاده 

بهینـه و آلـوده کـردن     MOI، تعیـین  کـردن  تیتر
MSCها ها توسط آدنوویروس    

سـنجش   از روش هـا  آدنوویروس کردن منظور تیتر به
اسـتفاده   )end-point dilution assay( قطه انتهایی رقـت ن

ــد ( ــه16گردی ــدام از    ). ب ــر ک ــه، درون ه ــور خلاص ط
کشـت   A293سلول  1×104اي  خانه 96پلیت  يها چاهک

اي  خانـه  96عـدد پلیـت    3این عمـل بـر روي   . داده شد
ساعت، ابتدا  24انجام گرفت. پس از  )تایی سه صورت (به

 990از ذخیره آدنوویروسـی بـه    تریل یکروم 10با افزودن 
تهیـه شـد. سـپس     2-10محیط کشـت، رقـت    یترلیکروم
از غلظـت حاصـله بـه     یترلیکروم 100صورت سریالی  به

ترتیـب   محیط کشت اضافه گردید و بدین یترل یکروم 900
از ویروس تهیه شدند. این عمل  10-10تا  3-10 يها رقت

لازم از  بالاتر نیـز انجـام گرفـت تـا حجـم      يها در حجم
 A293هـاي   . مایع رویی سـلول ودها تهیه ش تمامی غلظت

حـاوي آدنـوویروس بـا     يهـا  برداشته و با محیط کشـت 
جـایگزین   یتـر لیکروم 100مشخص در حجـم   يها غلظت

هـاي   از پلیـت  A-H هاي یفصورت که به رد شدند. بدین
 يهـا  در سـتون  10-10تا  3-10 يها اي، از غلظت خانه 96
آدنوویروس اضافه  12-11 يها به ستونریخته شد.  1-10

ها  نشد (کنترل منفی) و فقط محیط کشت ریخته شد. پلیت
روز در انکوبـاتور قـرار داده شـدند. سـپس      10مـدت   به

ها توسط میکروسکوپ نوري از نظر وجود  چاهکتک  تک
دچار آسـیب   هاي چاهکاثرات سیتوپاتیک بررسی شدند. 

 xجاي عـدد   هکرده و بتقسیم  10را شمرده و تعداد را بر 
 :دادیمدر رابطه زیر قرار 

Titer (pfu/ml) = 10(x + 2.8) 

عبارت اسـت   MOI (multiplicity of infection)واژه 
به سـلول کـه عـلاوه بـر      تعداد ذرات ویروسی از نسبت

منجـر بـه     اسـت سازي سـلول هـدف    که قادر به آلوده آن
زمایشـات  د. براي انجام آشوسایتوتوکسیتی در آن سلول ن

بعدي و بررسی بیان ژن هدف و عملکرد ژن مورد نظر در 
 ها بـا  در مرحله اول لازم بود که سلول ،هاي بنیادي سلول

منظـور   و کنترل آلوده شوند. به NRF2ویروس حاوي ژن 
تعیین میـزان مـورد نیـاز از ذخیـره      ،ها سازي سلول آلوده

ي هاي بنیادي نشود، امـر  ویروسی که منجر به مرگ سلول
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بهینه، درون هـر کـدام از    MOIضروري بود. براي تعیین 
ســلول بنیــادي  1×105اي  خانــه 24پلیــت  يهــا چاهــک

میکــرو لیتــر محــیط کشــت  500مزانشــیمی در حضــور 
DMEM Low Glucose  درصـد  10همراه با FBS   کشـت

یک روز، محیط کشت تعویض و به هـر   پس ازداده شد. 
از ذخیـره   100و  10، 1، 0هـاي  MOI ،هـا  یک از چاهک

) اضافه و خوب مخلوط تایی سه  صورت (به روسیآدنووی
ها آدنوویروس اضافه نشـد (کنتـرل    به سه تا از خانه .شد

هـاي بنیـادي    سـازي سـلول   منفی). دو روز بعد از آلـوده 
نوترکیـب حـاوي ژن    روسـی مزانشیمی با ذخیـره آدنووی 

NRF2سنجش  ، میزان مرگ سلولی باMTT  .ارزیابی شـد 
، پس از خارج نمـودن محـیط   MTTنجام سنجش جهت ا

 MTTساعت با معـرف   4مدت  ها را به ها، آن کشت سلول
)Dimethylthiazolyl diphenyltetrazolium bromide (
)Sigma انکوبه نمودیم. سپس بافرسورنسن و (DMSO  به

 OD ،نـانومتر  570اضافه گردید و در طول موج  ها چاهک
  ها قرائت شد. آن

هـاي بنیـادي    ر آلـوده کـردن سـلول   بررسی تـاثی 
  NRF2ها بر بیان  مزانشیمی با آدنوویروس

هـاي محتـوي ژن    آدنـوویروس  ریمنظور بررسی تأث به
NRF2  هـاي بنیـادي مزانشـیمی، ابتـدا      و کنترل بر سـلول
هـا آلـوده نمـودیم. سـپس از      ها را با آدنـوویروس  سلول
 هاي بنیادي مزانشیمی آلوده شده و همچنین کنتـرل  سلول

ــلول ــا     (س ــودگی ب ــدون آل ــیمی ب ــادي مزانش ــاي بنی ه
به عمل  cDNAو ساخت  RNAها) استخراج  آدنوویروس

 NRF2آمد. در مرحله بعد با استفاده از پرایمرهاي داخلی 
  صورت گرفت.  RT-PCRو نیز پرایمرهاي بتا اکتین، 

هـاي بنیـادي    در سلول NRF2بررسی بیان موقت 
محتـوي   هاي سمزانشیمی آلوده شده با آدنوویرو

 NRF2ژن 
هـاي   در سـلول  NRF2منظور بررسی بیـان موقـت    به

شده بـا آدنـوویروس، از واکـنش     بنیادي مزانشیمی آلوده
RT-PCR  استفاده شد. جهت استخراجRNA  هـاي   سـلول

نوترکیـب   هاي بنیادي مزانشیمی آلوده شده با آدنوویروس

، 14در روزهاي مختلف، از روز صفر تـا   NRF2محتوي 
 رایزول استفاده گردیـد. سـپس بـا اسـتفاده از کیـت     از ت

cDNA synthesis )Invitrogen Life Technologies( ،
cDNA ها ساخته شد و واکنش  این سلولPCR  منظـور   بـه

  صورت گرفت.  NRF2بررسی بیان 
 آزمـون  از استفاده با NRF2 پروتئین بیان ارزیابی
  بلاتینگ وسترن

سـطح پـروتئین از   در  NRF2منظور ارزیـابی بیـان    به
پـروتئین کـل    استفاده گردید. ابتدا ینگروش وسترن بلات

ــرف    ــتفاده از مع ــا اس ــلولی ب    Complete Lysis Mس
)Roch, Germany مطابق دستورالعمل کارخانه، از داخل (

گذاري  ها در بافر نمونه شد. سپس نمونه يها رهاساز سلول
 SDS ،(20سـدیم دودسـیل سـولفات (    درصد 4محتوي 

دقیقــه  5مــدت  گلیســرول و بروموفنــل بلــو، بــه ددرصــ
 12آمیـد   اکریـل  در ژل پلـی  هـا  نیجوشانده شدند. پـروتئ 

جداسازي شدند و سپس به غشاي پلی وینیلیـدین   درصد
ــد (دي  ) Polyvinylidene difluorideیــا  PVDFفلورای

)Roch, Germany(  صورت شـبانه در   و به گردیدندمنتقل
بتـااکتین   اختصاصی شامل آنتی هاي اولیه بادي معرض آنتی

)Sigma, USA و آنتی (NRF2 )Santa Cruz, USA قرار (
 1/0گرفتند. پس از شستشو با بافر نمکی تـریس محتـوي   

هاي ثانویه متصل به  بادي ، غشاها با آنتی20تووین  درصد
HRP )horse raddish peroxidase) (Sigma, USA (

 DABاستفاده از معرف انکوبه گردیدند. در پایان باندها با 
)Sigma, USA.مشخص شدند (  

  
  ها یافته

هـاي   بررسی خصوصیات مورفولـوژیکی سـلول  
بنیادي مزانشیمی توسط مشاهدات میکروسـکوپی  

   با میکروسکوپ معکوس
ها و کشت در محـیط کشـت    پس از جداسازي سلول

هاي رشـدکرده از لحـاظ مورفولـوژي     اختصاصی، سلول
مشاهده میکروسکوپی نشان داد  مورد بررسی قرار گرفتند.

هاي جـدا شـده از لحـاظ مورفولـوژي مشـابه       که سلول
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 ،علاوه بر این خاصیت. هاي بنیادي مزانشیمی بودند سلول
اتصال به کف فلاسک پلاستیکی و نیز توانـایی رشـد در   

 دادنــد کــه، نشـان  DMEM-LGمحـیط کشــت انتخــابی  
  .  ودندبهاي بنیادي مزانشیمی  هاي جدا شده، سلول سلول
  

تیمار شـده بـا    هايMSCکل از  RNAجداسازي 
منظـور   بـه  RT-PCRو انجام  اشعه ماوراي بنفش

  NRF2جداسازي ژن 
کـه  در ابتدا لازم بود  NRF2یابی به ژن  دست منظور به
RNA ها بعد از تیمار با اشعه استخراج شود. بـراي   سلول

سـلولی  کـل   cDNAلازم بود ابتدا  NRF2 جداسازي ژن
ژن مورد نظر از مجموعه جدا گردد،  cDNAسپس سنتز و 

کل  cDNAبراي سنتز RT-PCRبراي این منظور از تکنیک 
بانـک   سلول استفاده شد. با توجه به اطلاعات موجـود در 

  NRF2رفـت ژن   پرایمرهاي طراحی شده، انتظار می ژن و
طـی   اشـعه مـاوراي بـنفش،    هـا بـا   پس از القـاء سـلول  

 ـجدا شود. د PCRهاي  واکنش سـعی   هـا پرایمر یر طراح
 علاوه بر اختصاصی بودن بـراي ژن، داراي چهـار   شد تا

 ـ واکنش توپوکلونینگ نیـز  یژهنوکلئوتید و  د. پـس از نباش
، یـد گرد یزالکتروفورز آنـال  با PCRاتمام فرآیند، محصول 

بود کـه بـا طـول قطعـه ژن      بازي 1825باند  نتیجه ایجاد
). در تمـام  1 موجود در بانک ژنی مطابقت داشت (شکل

ایـن بانـدها    اشعه مـاوراي بـنفش  هاي تیمارشده با  نمونه
  مشاهده شد.  

درون وکتـــــــور   NRF2کلونینـــــــگ ژن 
pENTR/TEV/D-TOPO  

بــراي واکــنش توپوکلونینــگ مــورد  PCRمحصــول 
استفاده قرار گرفت. پس از انجام واکنش وکتور نوترکیب 
 به باکتري مستعد به روش شـیمیایی انتقـال داده شـد. از   

که ناقل کلونینگ حاوي ژن مقاومت به کانامایسـین   جا آن
 ـ  منظـور  ههاي نوترکیب ب بود باکتري  یطغربـالگري در مح

کانامایسین کشت داده  بیوتیک یحاوي آنت آگار LBکشت 
  .  )2(شکل  شدند
  

 
با استفاده از پرایمـر اختصاصـی     PCRالکتروفورز محصول  -1شکل 

NRF2  تصویر بالا) نتـایج .RT-PCR  ژنNRF2   چاهـک :(M) 
نـانوگرم بـر    50(غلظت  جفت بازي 1000 یشاخص اندازه مولکول

مربـوط بـه   NRF2) ژن  1825bp(باند  2و  1) ، چاهک یترل یکروم
باشد. تصـویر   می اشعه ماوراي بنفشتیمارشده با  MSCرده سلولی 
شـاخص انـدازه    (M)چاهـک  : ژن بتااکتین RT-PCRپایین) نتایج 

) یتـر ل یکـرو نـانوگرم بـر م   50(غلظـت   ت بـازي جف 100 یمولکول
باشد. نتایج نشان داد که تغییري در میـزان بیـان ایـن ژن در بـین      می

      .نداشتها وجود  نمونه
  

  
-pENTR/TEV/Dنمـایش شـماتیک وکتـور خـالی     ) A -2 شکل

TOPO .شـود آنـزیم توپـوایزومراز بـه      یمي که مشاهده طور همان
. p AD/CMV/V5اتیک وکتـور نماي شـم ) Bوکتور متصل است. 

 attR2و attR1  یـه داراي دو ناح 36686bp بیانی با انـدازه  وکتور
-pENTRبا وکتور   LR لازم براي واکنش هاي یگاهکه جا باشد یم

NRF2 (Entry vector)  .جایگاه است CmR،  توالی ژن مقاومت
شود  یمفنیکل است که پس از انجام واکنش نوترکیبی حذف مابه کلر

)17(.  
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 ،کشت اختصاصـی  یطرشدکرده در مح هاي یاز کلون
کلـونی مـورد    13عمل آمـد کـه از    استخراج پلاسمید به

تـر   کلـونی سـنگین   11ها،  الکتروفورز آن از بررسی، پس
در  NRF2دهنـده حضـور ژن    توانست نشـان  بودند که می

کلون دیگر حاوي وکتور خالی بودنـد   2باشد و  ها یکلون
) کـه شـامل ژن   1 هـا (شـماره   نی). یکی از کلو3 (شکل
NRF2 شـده در وکتـور    کلونpENTR ـ  ، بـراي  باشـد  یم

  مراحل بعدي آنالیز مورد استفاده قرار گرفت.
براي تأیید نهایی، ناقل توپوکلونینگ تعیین توالی شـد  

آن حضور ژن در پلاسمید و قرار گـرفتن آن در   یجهکه نت
). تـوالی حاصـله   4 قالب صحیح را اثبـات کـرد (شـکل   

فرستاده شد که پس از بررسـی   بانک ژنمنظور ثبت به  به
و آنالیز از طرف آنان مورد پذیرش قرار گرفت و بـا کـد   

HM446346، نام مرکز تحقیقات سـازمان انتقـال خـون     هب
  ایران ثبت شد.

  
. چاهـک  درصد 1الکتروفورز پلاسمیدها بر روي ژل آگارز  -3 شکل

نوترکیـب رشـدکرده در   هاي حـاوي وکتـور    از کلون 4-12و  2، 1
تـر بـوده کـه     سبک 13و  3کلونی  2محیط اختصاصی کانامایسن و 

  . بود ها یدر کلون NRF2دهنده عدم حضور ژن  نشان
  

 
در  پلاسمید  NRF2نتیجه تعیین توالی قسمتی از توالی ژن  -4 شکل

نشان داده شده اسـت. بـا مقایسـه تـوالی      1حاصل از کلون شماره 
ژن  جداسازي ،موجود در ژن بانک NRF2الی ژن دست آمده با تو هب

NRF2 یید کرد.أرا ت  

  ها و تولید آدنوویروس Gatewayفناوري 
 LRبراي واکنش نـوترکیبی   entryقبل ناقل  در مرحله

در وکتور موردنظر کلون گردید.  NRF2تهیه گردید و ژن 
 ، وکتـور حـاوي ژن  Gatewayدر این مرحله، طی فناوري 

(Entry Vector) NRF2   ــنش ــور ویروســی واک ــا وکت ب
ــوترکیبی  ــور   (LR recombination)ن ــام داده و وکت انج

 تهیه گردید.   نوترکیب ویروسی

و از دست رفتن ژن مقاومت  LRپس از انجام واکنش 
حـاوي وکتـور بیـانی     يهـا  یید کلـون أو ت مفنیکلابه کلر

بـا کشـت در حضـور     pAD/CMV/V5-NRF2 نوترکیب
هـا،   ییـد کلـون  أمنظـور ت  ، بـه اختصاصی هاي بیوتیک یآنت

رشـدکرده در   هـاي  یپلاسمید استخراج گردید و از کلون
براي این عمل آمد.  به PCRکشت اختصاصی آنالیز  یطمح

 داخلـی  کلونی مورد بررسـی بـا پرایمرهـاي    4از  منظور
NRF2 ،PCR پس از الکتروفـورز محصـولات    .انجام شد

 جفت بـازي  185داراي باند  1 و 2کلون شماره  2ها،  آن
 و بود ها یدر کلون NRF2ژن  دهنده حضور بودند که نشان

صحیح انجام نشده بـود.   LR واکنش 4 و 3 يها کلوندر 
  ). یکـی از  5 عنوان کنترل منفـی بـود (شـکل    به 5چاهک 

  
  

  
 pAD/CMV/V5 يهـا  کلـون  PCRالکتروفورز محصول  -5 شکل

اهـک  . چدرصد 5/1بر روي ژل آگارز  NRF2نوترکیب حاوي ژن 
(M) نـانوگرم   50(غلظت  جفت بازي 100 یشاخص اندازه مولکول
حاوي وکتور  يها از کلون  PCRمحصول 1-4)، چاهک یترلیکروبر م
کلونی داراي بانـد   2. سیلین یکیب رشدکرده در محیط اختصاصی آمپنوتر
 هـا  یدر کلـون  NRF2دهنده حضـور ژن   بوده که نشان جفت بازي 185
  بود.در نظر گرفته شده  PCRکنترل منفی  عنوان به 5. چاهک بود
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) بـراي مراحـل بعـدي آنـالیز مـورد      1 (شماره ها یکلون
  استفاده قرار گرفت.

  
  بهینه MOIو دوز  تعیین تیتر آدنوویروس

، جهـت  هـا  پس از تهیـه ذخیـره نهـایی آدنـوویروس    
که  بوددستیابی به نتایج یکسان در آزمایشات متعدد لازم 

آزمایش یکسان باشد. بـراي ایـن    تیتر آدنوویروس در هر
 منظور در مرحله اول تیتر آدنوویروس با استفاده از روش

 ـ سنجش نقطه انتهایی رقـت  دسـت آمـد. ایـن تسـت      هب
انجام گرفت و بر اساس نتایج حاصـله،   تایی سهصورت  به

در ذخیــره نهــایی در  NRF2تیتــر آدنــوویروس محتــوي 
لیتـر   میلی واحد تشکیل دهنده پلاك در هر  5×107حدود 

و تیتر آدنوویروس خالی (کنترل) در ذخیره نهـایی آن در  
دهنــده پــلاك در هــر  واحــد تشــکیل 7/37×107 حـدود 

  .بودلیتر  میلی
هـا   سلول يساز منظور استفاده از ویروس براي آلوده به

شـده بـا ویـروس،     هاي آلـوده  در سلول NRF2و بیان ژن 
ــه     ــروس ک ــی از وی ــزان غلظت ــین می ــمتعی ــث  ه باع

بیـان   منجر به همها نشود و  یتوتوکسیتی بر روي سلولسا
، ضروري بود. براي این منظور لازم بـود  گرددNRF2 ژن 

هـا را نکشـد    که بیشترین دوزي از آدنوویروس که سلول
 (Infection)منظور پیش از آلـوده کـردن    بدین تعیین شود.

مختلـف از   يهـا  ها براي آزمایشات نهایی، غلظـت  سلول
ــر روي  MOIیروســی (و يهــا ذخیــره هــاي مختلــف) ب

ز و سـپس بـا اسـتفاده ا    نداضـافه شـد  MSC هـاي   سلول
آزمـایش   یـن . در اگردیدنـد نتایج بررسی  MTT سنجش

MOI 100    1 (نمــودار گردیــدمنجـر بــه مــرگ سـلول .(
  .شدجهت انجام آزمایشات انتخاب  MOI 10ترتیب  بدین

هـاي بنیـادي    در سـلول  NRF2بررسی بیـان ژن  
  ها مزانشیمی به دنبال آلودگی با آدنوویروس

هـاي  MSCبین سه نوع نمونـه   NRF2مقایسه بیان ژن 
و  NRF2هــاي محتــوي ژن  شــده بــا آدنــوویروس آلــوده

نشـده بـا    هـاي آلـوده  MSCو نیز  خالیهاي  آدنوویروس
ــوویروس ــا   آدن ــودگی ب ــا (کنتــرل)، نشــان داد کــه آل ه

موجب افـزایش بیـان    NRF2ي ژن هاي محتو آدنوویروس
هـاي  MSCها شد. در حـالی کـه در   MSCدر  NRF2ژن 

هاي خالی، بیـانی از   شده با آدنوویروس کنترل و نیز آلوده
مشــاهده نگردیــد. بیــان ژن بتــااکتین در بــین  NRF2ژن 

  ها مشاهده شد. تمامی نمونه
  

  
 يهـا  هاي بنیـادي مزانشـیمی بـا غلظـت     سازي سلول آلوده -1 دارنمو

هـاي   میزان زنده بودن سـلول  0-10هاي MOIمتفاوت ویروسی. در 
 90(کنترل) بیش از  و خالی NRF2شده با آدنوویروس محتوي  آلوده

  ها مشاهده شد. سایتوتوکسیتی سلول MOI 100بود و در  درصد
  

  
ــکل  ــان  -6ش ــا    MSCدر  NRF2بی ــودگی ب ــال آل ــه دنب ــا ب ه

بـالا:   تصـویر رل). و خالی (کنت NRF2هاي محتوي ژن  آدنوویروس
 5/1بر روي ژل آگـارز   NRF2ژن  RT-PCRالکتروفورز محصول 

نانوگرم  50جفت بازي (غلظت  100) شاخص M( 1. چاهک درصد
شـده بـا    هـاي آلـوده  MSC) مربوط به V( 2، چاهک )یترل یکروبر م

هاي MSC) مربوط به V-NRF2( 3هاي خالی، چاهک  آدنوویروس
 4و چاهـک   NRF2محتـوي ژن  هـاي   شـده بـا آدنـوویروس    آلوده

)MSC مربوط به (MSCآلوده) هـا)   نشده با آدنوویروس هاي کنترل
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) V-NRF2( 3شود تنها در چاهک  گونه که دیده می باشند. همان می
ــه ژن   ــل توج ــان قاب ــان داد    NRF2بی ــه نش ــد ک ــاهده گردی مش

 NRF2موجـب افـزایش بیـان     NRF2هاي محتوي ژن  آدنوویروس
  بتـااکتین  ژن RT-PCR محصول ن: الکتروفورزشوند. تصویر پایی می
 جفـت  100 شـاخص ) M( 1 چاهک. درصد 5/1 آگارز ژل روي بر

  . )یترلیکرونانوگرم بر م 50(غلظت  بازي
  

ــان موقــت ژن  ــا   NRF2بررســی بی نوترکیــب ب
    RT-PCRاستفاده از 
هـاي   شـده بـا آدنـوویروس    آلوده MSC هاي از نمونه
 واستخراج  RNA ،لفدر روزهاي مخت NRF2محتوي ژن 

cDNA ــا شــد. ســپس ســاخته پرایمرهــاي  اســتفاده از ب
. پرایمـر  گرفـت انجـام   PCR ،انسـانی  NRF2اختصاصی 

اي به طول  توانایی سنتز قطعه NRF2شده براي ژن  طراحی
  بـر اسـاس نتـایج آزمـایش     جفت بازي را داشـت.  185

RT-PCR،  بیشترین بیانNRF2  بـود مربوط به روز ششم. 
روز پس از آلوده  14یجه آزمایش نشان داد که همچنین نت

مشـاهده   NRF2ها، بیـانی از   ها با آدنوویروسMSCشدن 
  نگردید.

 imageJافزار  کمی میزان بیان از نرم منظور تعیین نیمه به

، مریلنـد،  National Institutes of Health( 46/1ویرایش  
نسـبت   NRF2بتسدا) استفاده گردید. سپس میزان بیان ژن 

کـه   دادنشـان   یجه این آزمایشبه بتااکتین نرمالیزه شد. نت
در حدود روز  NRF2از کل بیان ژن  درصد 60در حدود 

مطابقـت   7و این یافته با شکل  گرفته استششم صورت 
  دارد.

بنیـادي  هـاي   سلولدر  NRF2تعیین بیان پروتئین 
  ها مزانشیمی به دنبال آلودگی با آدنوویروس

نیز بیشـترین بیـان    ینگوسترن بلاتبا استفاده از روش 
در روز ششم تشخیص داده شـد. تمـامی    NRF2پروتئین 

در سـایر   NRF2ها جهت نشان دادن بیان پـروتئین   تلاش
دهنـده   اي در پی نداشت. این امر نیـز نشـان   روزها، نتیجه

هــاي بنیــادي مزانشــیمی  در ســلول NRF2بیــان موقــت 
  باشد.   می

  

  
 مزانشـیمی  هـاي بنیـادي   سـلول  NRF2بررسی بیان موقت  -7 شکل

. RT-PCRبا آزمایش  NRF2شده با آدنوویروس محتوي ژن  آلوده
بر روي ژل  NRF2ژن  RT-PCRبالا: الکتروفورز محصول  تصویر
 50(غلظت  جفت بازي 100 شاخص) M( 1درصد. چاهک  2اگارز 

ترتیـب مربـوط بـه نمونـه      ها بـه  )، سایر چاهکیترلیکرونانوگرم بر م
، 10، 8، 6، 4، 2هاي بنیادي مزانشیمی پس از  ج شده از سلولاستخرا

 تصویر. بودندها با آدنوویروس  روز از زمان آلوده شدن آن 14و  12
هاي فـوق   نمونهژن بتا اکتین   RT-PCRپایین: الکتروفورز محصول 

 جفت بازي 100 شاخص) M( 1درصد. چاهک  2بر روي ژل اگارز 
  ).یترل یکرونانوگرم بر م 50(غلظت 
  

  
در روزهاي مختلف به دنبـال آلـودگی    NRF2تعیین بیان  -2نمودار 

کمـی نمـودن    . جهـت نیمـه  NRF2هاي محتـوي ژن   با آدنوویروس
 7 در روزهاي مختلف که در شـکل  NRF2هاي مربوط به بیان  یافته

ــارا ــدهی ــدهاي    ه ش ــالی بان ــد؛ چگ ــتفاده از   RT-PCRان ــا اس ب
  و نسبت به بتااکتین نرمالیزه شدند.  يریگ اندازه  imageJافزار نرم
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ــکل  ــروتئین  -8ش ــان پ ــودهMSCدر  NRF2بی ــاي آل ــا  ه شــده ب
ها با استفاده از آزمـون وسـترن بلاتینـگ. تصـویر بـالا:       آدنوویروس

ــک  ــه V-NRF2( 1چاه ــوط ب ــودهMSC) مرب ــاي آل ــا  ه شــده ب
) مربـوط بـه   V( 2و چاهـک   NRF2هاي محتـوي ژن   آدنوویروس

MSCگونه  باشند. همان هاي کنترل می ه با آدنوویروسهاي آلوده شد
 NRF2هاي محتـوي ژن   شود آلودگی با آدنوویروس که مشاهده می

موجب افزایش بیان آن ژن گردید. تصویر پایین: پروتئین بتااکتین در 
  هردو نمونه بیان شده است.

  
  بحث

 ینتــر هــاي بنیــادي مزانشــیمی مهــم امــروزه ســلول
. اسـتفاده  هستنددر سلول درمانی هاي مورد استفاده  سلول

 یهبر پا ،هاي بنیادي مزانشیمی براي درمان سلولی از سلول
دیـده و   آسـیب  يها ها در پیوند به بافت ظرفیت این سلول

 ـ  تعمیر این بافت متعـدد   یـد . بـا وجـود فوا  باشـد  یهـا م
هاي بنیادي مزانشیمی در زمینه پیونـد، میـزان بقـاء     سلول

نیـادي مزانشـیمی در روزهـاي    هـاي ب  سلولی پایین سلول
دیـده، موجـب    آسـیب  يهـا  ابتدایی پس از پیوند به بافت

از حد انتظار باشـد و   تر یینپیوند بسیار پا بازدهی شود یم
). بنـابراین  18( دبهبود عملکردي پـایینی را موجـب شـو   

 ـ   بازدهیبراي افزایش  ثر نیـاز اسـت   ؤپیونـد و درمـان م
کننـده   امل محافظـت هاي بنیادي مزانشیمی را به عو سلول

رسـان ریـز    سلولی مجهز کنیم تا در برابر شـرایط آسـیب  
  محیط پیوندي مقاومت کرده و زنده بمانند.

عامل عدم  ینتر و همکارش مهم Haiderدر این رابطه 
هاي بنیادي مزانشیمی را بقـاء پـایین    موفقیت پیوند سلول

و  ییو بـراي افـزایش کـارا    داننـد  یهاي پیوندي م سلول
هاي بنیـادي مزانشـیمی    یت پیوند، افزایش بقاء سلولموفق

معرفـی  کننده سلولی را ضروري  وسیله عوامل محافظت به
 ـ   کننـد  می کـه یکـی از    کننـد  ی. آنـان همچنـین عنـوان م
هـاي   ورزي ژنتیکی سـلول  ثر و قوي، دستؤکارهاي م راه

 باشد یکننده سلولی م بنیادي مزانشیمی با عوامل محافظت
ورزي  و همکاران یافتند کـه دسـت   Song). همچنین 18(

 2-هاي بنیادي مزانشیمی با فاکتور رشد فیبروبلاست سلول
)FGF-2برابـر   3ها را تحت شرایط هیپوکسـیک   ) بقاي آن

). 19( را کاهش داده استنموده و همچنین میزان آپوپتوز 
ــایج تقر ــاًنت ورزي ژنتیکــی  مشــابهی از طریــق دســت یب

 ـ   سلول ، Bcl-2 ،HO-1 يهـا  ا ژنهاي بنیـادي مزانشـیمی ب
Hsp20 ،VEGF ،EC-SOD  وSDF-1 دست آمده اسـت   هب

)26-20.(  
 بـرداري  یک فاکتور نسخه NRF2برداري  فاکتور نسخه

bZIP )basic leucine zipper (ها پیش  که از مدت باشد یم
عنوان یـک فـاکتور حیـاتی در حفاظـت سـلول علیـه        به
. اسـت شـده  اکسیداتیو و الکتروفیـل شـناخته    هاي یبآس

ــترس  ــدون اس ــرایط ب ــت ش ــم  NRF2 ،تح در سیتوپلاس
 و پس از نیمه باشد یم keap1صورت متصل به پروتئین  به

 ـ    . تحـت  گـردد  یعمر چندساعته، یوبیکویتینـه و تجزیـه م
نیمـه   شـود و  مـی جدا  keap1از  NRF2شرایط استرسی، 
که  گردد یبه هسته منتقل میابد. سپس  یعمر آن افزایش م

افـزایش   موجـب کـه   شود می ییها ی از ژنرونویس سبب
 ـ  يها مقاومت سلولی در برابر استرس  گـردد  یمختلـف م

)30-27.(  
دنبال  به in vivoو  in vitroدر  NRF2که  بر اساس این

اکسیدانی  عملکردهاي قوي آنتی ،سلولی يها انواع استرس
کـه در طـی    ییجـا  و آنتی آپوپتوتیـک دارد و نیـز از آن  

  in vitroردازش و کشت سـلولی در  مراحل جداسازي، پ
هـاي بنیـادي    و نیز پس از پیوند به بدن گیرنده بـه سـلول  

، در این مطالعـه  شود یزیادي وارد م هاي یبمزانشیمی آس
منظور افزایش  را به NRF2محافظت سلولی  هاي یژگیما و

هاي بنیادي مزانشیمی قبل از پیوند و  مقاومت و بقاء سلول
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هـاي بنیـادي    بهبود عملکـرد سـلول   نیز افزایش کارایی و
  کار بردیم. همزانشیمی بعد از پیوند ب
ــه یمــیورزي ژنتیکــی دا از معایــب دســت  یلهوســ ب

زایـی و ایجـاد تومـور     امکان جهش ،وکتورهاي ویروسی
 ـ   به  . باشـد  یواسطه الحاق ژنوم ویروس به ژنـوم میزبـان م

ممکـن اسـت    NRF2ژن هدف مانند  یمیهمچنین بیان دا
بـا ایـن    ؛را در پی داشته باشـد  ینبی نامطلوبعوارض جا

مدت (درمان بیماري در یک مـدت   وجود در درمان کوتاه
 ـ  . از طـرف  شـود  یزمان محدود) ایمنی بالاتري تصـور م

 ـدیگر یکی از معایب احتمالی افزایش بیـان دا  ، NRF2م ی
 ـ  ـ  باشـد  یخطر ایجاد تومور م  دهـد  ی. مطالعـات نشـان م

است اغلـب در   NRF2ه کنند که سرکوب Keap1پروتئین 
هاي سرطانی موتاسیون یافته است و ایـن موضـوع    سلول

. از طرف دیگـر نشـان   گردد یم NRF2موجب فعال شدن 
داده شده است کـه محـیط هیپوکسـیک تومـور موجـب      

. با در نظر گـرفتن ایـن   شود یم NRF2افزایش فعال شدن 
زدایـی   کـه در سـم  را  ییهـا  مجموعه ژن NRF2نکته که 

اکسـیداتیو   يهـا  رطانی و در تضعیف استرسداروهاي س
؛ ایـن احتمـال   کنـد  یناشی از داروها نقش دارند تنظیم م

ممکـن اسـت در    NRF2مطرح است کـه افـزایش بیـان    
در نتیجه بیان  افزایش مقاومت به درمان نقش داشته باشد.

موقت ژن به واسـطه وکتـور آدنوویروسـی یـک مزیـت      
وکتـور آدنوویروسـی    که امروزه طوري ه، برود یشمار م هب

وکتورهـاي ویروسـی در تحقیقـات     ینتر یکی از متداول
  رود. شمار می به

 NRF2بار افزایش بیان موقت ژن  در این مطالعه اولین
هاي بنیادي مزانشیمی نشان داده شد. این افزایش  در سلول

با استفاده از سیستم بیانی آدنوویروسی بـر پایـه فنـاوري    
Gateway ـ ثر ژن بهؤقال کارا و مصورت گرفت. انت   یلهوس

از  يمنـد  وکتورهاي آدنوویروسی در پیوسـتگی بـا بهـره   
مطالعـه مـا از    هـاي  ياز برتر تواند یم Gatewayفناوري 

از  Gatewayکـه فنـاوري    طـوري  هدیگر تحقیقات باشد، ب
ــاد    ــب ایج ــوگ موج ــوترکیبی همول ــم ن ــق مکانیس طری

و ساختارهاي آدنوویروسـی بـا درجـه بـالایی از دقـت      

و سیستم را براي استفاده در کاربردهاي با  شود یم ییکارا
  .سازد یظرفیت بالا بسیار توانمند م

، چهـار نوکلئوتیـد   Gatewayجهت استفاده از فناوري 
CACC بدین  ،به ابتداي پرایمر مستقیم خارجی افزوده شد

قرار گرفت.  NRF2ترتیب این توالی در ابتداي توالی ژن 
به وکتـور   NRF2ب وارد شدن ژن این توالی خاص، موج

pENTR/TEV/D-TOPO که این عمل با اسـتفاده   شود یم
از آنزیم توپوایزومراز که به همراه وکتور مـذکور وجـود   

. استفاده از این آنزیم و وجود ایـن  گیرد یدارد، صورت م
توالی خاص، موجب  کلون شدن سریع، در جهت مناسب 

-pENTR/TEV/D . وکتـور شود یو با کارایی بالاي ژن م

TOPO نوترکیبی  هاي یگاهداراي جاattL که جهت  هست
 ـ   Gatewayاستفاده از فنـاوري   . بـا  باشـند  یمـورد نیـاز م

از وکتـــور  NRF2، ژن Gatewayاســـتفاده از فنـــاوري 
pENTR/TEV/D-TOPO   ــی ــور آدنوویروسـ ــه وکتـ بـ

pAD/CMV/V5  این عمل توسط نـوترکیبی  گردیدمنتقل .
ا استفاده از آنـزیم کلونـاز صـورت    ب att هاي یگاهبین جا

ایـن   انتقـال (ترانسـفکت)   . در مرحلـه بعـد بـا   گیـرد  یم
ــلول   ــه س ــی ب ــاي ویروس ــاي  وکتوره ، ذرات A293ه

  .  شدندآدنوویروسی تشکیل 
منظـور   شـده، بـه   تشـکیل  هاي در پایان از آدنوویروس

هاي بنیادي مزانشیمی  در سلول NRF2افزایش بیان موقت 
هاي  آلوده شدن سلول دهد ینشان م استفاده شد. مطالعات

ــا   ــاي آدنوویروســی و ی ــا وکتوره ــادي مزانشــیمی ب بنی
رتروویروسی، بدون تغییر در فنوتیپ، میزان زنـده بـودن،   
سرعت تکثیـر و ظرفیـت تمـایز موجـب بیـان پـروتئین       

). در مقایسـه بـا وکتورهـاي    14( موردنظر خواهـد شـد  
ویروس  ویروسی دیگر مانند لنتی ویروس، رتروویروس و

ــو ( ــا آدن ــا  AAVمــرتبط ب )، Adeno-associated virusی
مفید متعـددي دارد   هاي یژگیسیستم بیانی آدنوویروسی و

به مواردي از قبیل بیـان موقـت و بـالاي ژن،     توان یکه م
 ـ   ، in vivoو  in vitroثر ژن در شـرایط  ؤانتقـال کـارا و م

 DNAپـذیري بـالا بـا قطعـات      سازي آسان، تطبیـق  آلوده
 يهـا  جی، الحاق نیافتن به ژنوم میزبان و تولید ذخیرهخار



  
  ...هاي در سلول NRF2کلونینگ و افزایش بیان موقت ژن  -محمد محمدزاده                                                                                    )284(

 

آدنوویروسی با تیتر بسیار بالا و در زمان کم اشـاره کـرد   
). در این مطالعه مشخص گردیـد کـه افـزایش    32 و 31(

ــت ژن   ــان موقـ ــا   NRF2بیـ ــودگی بـ از روز دوم آلـ
آغاز شد و در روز ششم به حداکثر میـزان   ها آدنوویروس

که چهارده  يطور به ،ن کاهش یافتخود رسید و پس از آ
ــوویروس ــا آدن ــودگی ب ــل هــا روز پــس از آل ــان قاب ، بی

  مشاهده نگردید. NRF2اي از ژن  ملاحظه
انـد کـه وکتورهـاي     مطالعات مختلـف ثابـت کـرده   

زومـال   صورت اپـی  آدنوویروسی پس از ورود به سلول به
کننـد. ایـن    مانند و به ژنوم میزبان الحاق پیدا نمی باقی می

شـود کـه بیـان ژن توسـط وکتورهـاي       مر موجـب مـی  ا
ــت باشــد ــد و  .)34و  33( آدنوویروســی، موق عبدالمجی

همکارانش جهت بیان موقت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز 
خارج سلولی و وانگ و همکارانش جهـت بیـان موقـت    

ــی  ــوك حرارت ــروتئین ش ــلول 20 پ ــادي  در س ــاي بنی ه
فاده کردنـد  مزانشیمی، هر دو از وکتور آدنوویروسی اسـت 

دوي این مطالعات ثابـت گردیـد کـه     ). در هر23و  22(
، کاملاً موقت ها ها توسط آدنوویروس افزایش بیان این ژن

مزیـت اسـتفاده از    نیتـر  از طـرف دیگـر مهـم    .باشد یم
همـین مـوقتی    ،در سلول درمانی وکتورهاي آدنوویروسی

مـا نیـز    يهـا  شیهاست. همچنین نتایج آزما بودن بیان آن
 يتوسـط وکتورهـا   NRF2ان دادند که افـزایش بیـان   نش

گونه که گفته شد افـزایش   موقت بود. همان ،آدنوویروسی
تواند عوارض نامطلوب و سـرطانی   می NRF2 مییدا بیان

 يهـا  شیبراي سلول به همراه داشته باشد که در کلیه آزما
گرفته در طی این مطالعه، اثري از این نوع تغییـرات   انجام

  ردید.مشاهده نگ
  
  

  گیري نتیجه
هاي بنیـادي   با توجه به این موضوع که اکثریت سلول

مزانشیمی در روزهاي ابتدایی پس از پیوند دچـار مـرگ   
ي که در ایـن مطالعـه نشـان    طور همانشوند و  یسلولی م

داده شد بیان ژن توسط سیستم بیانی آدنوویروسی، موقت 
در مسـلح   سیسـتم بیـانی   این بنابراین استفاده از باشد؛ یم

ي هـا  اسـترس بنیادي مزانشیمی در برابر  هاي سلولنمودن 
ــف،  ــود مختل ــد ب ــی خواه ــتفاده از منطق ــین اس . همچن

در مقایســه بــا  Gatewayهــاي توپوکلونینــگ و  يفنــاور
 ،ي سنتی کلون کردن، به آسانی و با اطمینان بـالا ها روش

ــور     ــون وکت ــایی همچ ــه وکتوره ــر را ب ــورد نظ ژن م
  نماید. یمآدنوویروسی منتقل 

یــک فــاکتور  NRF2کــه گفتــه شــد،  يطــور همــان 
کننده سلولی است که در صـورت   برداري محافظت نسخه

 ییهـا  ها با شرایط استرسی موجب بیـان ژن  مواجهه سلول
شـوند. از جملـه    ها می محافظت سلول باعثگردد که  می

 ـ   موارد مواجهه سلول بـه   تـوان  یها با شـرایط استرسـی م
ها، مسمومیت با مـواد   ی و پیوند سلولفرایند سلول درمان
 هـا  سـرطان  درمانی یمیشو همچنین  ها شیمیایی و اُکسنده

رسـد کـه از    نظـر مـی   اشاره نمـود. بنـابراین منطقـی بـه    
جهـت   بتـوان شده در این مطالعه  هاي طراحی آدنوویروس

  ها در شرایط فوق بهره برد. توانمند نمودن سلول
  تشکر و قدردانی
ت مـالی مرکـز تحقیقـات سـازمان     این طرح با حمای

وسـیله   انتقال خـون ایـران انجـام پذیرفتـه اسـت. بـدین      
اندرکاران محترم سازمان انتقـال   نویسندگان مقاله از دست

  .نمایند یخون ایران تشکر و قدردانی م
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