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Abstract 
 
Background: Safe and effective gene therapy is considered as one of the therapeutic goals in many diseases. 
Due to the important role of stem cells in cell therapy, this study aimed to produce human adipose-derived 
mesenchymal stem cells (hASCs) using the miR-34a overexpression.  
Materials and methods: The hsa-mir-34a precursor sequence was cloned into the PCDH lentiviral vector. 
The recombinant vector and two helper vectors, i.e. psPAX and pMD2, were transferred into HEK-293T cell 
line by calcium phosphate method. Viral supernatant was collected and concentrated by ultracentrifuge. On 
the fourth day, transduced HEK-293 T cells were analyzed by flowcytometry. After the determination of 
viral concentration, hASC cells were transduced with condensed viruses. RNA extraction and cDNA 
synthesis were performed in order to assess miR-34a expression level by Real Time PCR.  
Results: The hsa-mir-34a precursor sequence cloned into PCDH vector was confirmed by colony-PCR and 
DNA sequencing. Transduction of HEK-293T cells and hASCs were confirmed under fluorescent inverted 
microscope and flowcytometry. The assessment of miR-34a expression level in infected cells with 
recombinant virus showed that the expression ratio of miR-34a in the test group was significantly higher than 
the control group (P=0.001). 
Conclusion: This study showed that lentiviral systems can be used to insert actopic genes like miR-34a into 
cells. It also showed that genetically manipulated stem cells can be used as a delivery system to deliver miR-
34a or other genes. 
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  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  78تا  70صفحات ، 1400بهار ، 1ماره ، ش31 ورهد

  

  miR-34aبا  یمشتق از چرب یانسان یمیمزانش يادیبن يهاسلول یکیژنت يدستکار

 4، احسان عارفیان3، مهین نیکوگفتار ظریف2علی اکبر پورفتح اله، 1کتایون بهمن صوفیانی

     
 تربیت مدرس، تهران، ایران کده علوم پزشکی دانشگاهدانش گروه ایمنی شناسی پزشکی، ،دانشجوي دکتري دانشگاه تربیت مدرس 1
  نشگاه تربیت مدرس، تهران، ایراندانشکده علوم پزشکی دا گروه ایمنی شناسی پزشکی، ،استاد دانشگاه تربیت مدرس2

 تهران، ایران گروه هماتولوري، موسسه آموزش عالی سازمان انتقال خون ایران، ،ون ایرانخدانشیار سازمان انتقال 3 
 ، ایرانست شناسی، دانشگاه تهران، تهرانگروه میکروبشناسی، پردیس علوم پایه، دانشکده زی ،استادیار دانشگاه تهران4

   کیدهچ

شود. با توجه به نقش ها در نظر گرفته میبسیاري از بیماري عنوان یکی از اهداف درمانی دره ژن تراپی ایمن و موثر ب :سابقه و هدف

) با افزایش hASCهاي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی انسان (ین مطالعه با هدف تولید سلول، ادي در سل تراپیهاي بنیامهم سلول

  .انجام شد miR-34aبیان 

لنتی ویروس کلون شد. وکتور نوترکیب و دو وکتور کمکی یعنی   PCDHدر وکتور  hsa-mir-34aتوالی پیش ساز  :روش بررسی

psPAX  وpMD2  یم فسفات به داخل با روش کلسHEK-293T  با اولترا سانتریفیوژ  تغلیظ  منتقل شدند. سوپ ویروسی جمع آوري و

هاي ترانسدیوس شده در روز چهارم با فلوسایتومتري ارزیابی شدند. پس از تعیین غلظت ویروسی، سلول HEK-293Tهاي. سلولشد

hASC استخراج شدندهاي تغلیظ شده ترانسدیوس با ویروس .RNA سنتز  وcDNA  به منظور ارزیابی میزان بیانmiR-34a با Real 

Time PCR  شدانجام  .  

هاي . ترانسداکشن سلولشدتائید  DNA sequencingو  colony-PCRبا  PCDHکلون شده در وکتور    hsa-mir-34aتوالی پیش ساز  ها:یافته

HEK-293T  وhASC  ارزیابی میزان بیان  لوسایتومتري مورد تائید قرار گرفتند.در زیر میکروسکوپ معکوس فلورسنت دار و فmiR-34a هايدر سلول 

   .)P=001/0( از گروه کنترل بود داري بیشتردر گروه تست به طور معنی miR-34aآلوده به ویروس نوترکیب نشان داد که نسبت بیان 

ها به سلول  miR-34aهاي خارجی نظیر توان براي وارد کردن ژنها میویروسهاي لنتیاین مطالعه نشان دادکه از سیستم :گیرينتیجه

و  miR-34aبراي انتقال  delivery systemعنوان ه هاي بنیادي دستکاري شده ژنتیکی باستفاده کرد. همچنین این مطالعه نشان داد که سلول

  .توانند استفاده شوندمی يیا هر ژن دیگر

 .HEK-293T ،miR-34aتی ویروس، ترنسداکشن، ترنسفکشن، هاي بنیادي، لنسلول واژگان کلیدي:

  

  1مقدمه

)  یـا  Mesenchymal stem cellهاي بنیادي مزانشیمی  (سلول

) نخسـتین    Stroma stem cellهاي بنیادي اسـترومایی( سلول

ــاي   ــط آق ــار توس ــوان    Friedensteinب ــه عن ــارانش ب      و همک

                                                
، مدرس تیدانشگاه ترب ی،دانشکده علوم پزشک یپزشک یشناس یمنیگروه ا: تهران، آدرس نویسنده مسئول

 )  email: pourfa@modares.ac.ir( اکبر پورفتح اله یعل

ORCID ID: 0000-0002-1814-0875   

     22/2/99: تاریخ دریافت مقاله

  15/6/99: تاریخ پذیرش مقاله

. قــدرت )1( دندشــهــاي شــبه فیبروبلاســتی توصــیف ســلول

چسبندگی به فلاسک کشت سلولی، داشتن مارکرهاي تمایزي 

ــد ــه   CD105  ،CD73 ،CD90 ماننـ ــدان عرضـ ، CD45و فقـ

CD34 ،CD14  ،CD11b ،HLA-II    ــه ــایز ب ــدرت تم ــز ق و نی

هاي آدیپوسایت، استئوسایت و کندروسایت تحت شـرایط  بافت

هاي معرفی شده از سوي استاندارد در این ویترو، حداقل ملاك

. ایـن  )2(است ها جامعه بین المللی جهت شناسایی این سلول

ها علاوه بر مغز استخوان، ازبافت چربی، سـینوویوم، بنـد   سلول
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ناف، گردش خون، پالپ دندان ، مایع آمنیوتیک و  هـم چنـین   

که نشـان از سـاکن    آینددست میه خون جنین، کبد و شش ب

 .)3(ها دارد ها در بافت همبند بیشتر ارگانبودن این سلول

هاي بنیادي مزانشیمی بـا  شماري در ارتباط سلولمطالعات بی 

 ـ بیماري ویـژه تومورهـا صـورت گرفتـه اسـت. مهـاجرت       ه هـا ب

ــد  ــت MSCهدفمن ــه ســمت باف ــا ب ــه و  ه ــاي ســرطانی اولی ه

 ،)4( ها ازجمله سرطان  ریـه متاستاتیک در بسیاري از سرطان

و  )7( ، سـرطان کولـون  )6( ، سـرطان سـینه  )5( سرطان  مغـز 

هـا در ایـن مـوارد    و نیز نقش ایـن سـلول   )8(سرطان تخمدان 

هـاي  گزارش شده است. سالیان پیش معتقد بودنـد کـه سـلول   

بنیادي مزانشیمی در نقش عواملِ سرگوبکر سیستم ایمنـی در  

اما مطالعات اخیـر و روز افـزون    ،شوندمنطقه توموري ظاهر می

تومـورژنزیس،   ثرات آنتیها علاوه برادهد که این سلولنشان می

ه طور مسـتقیم و یـا   ب ،را بر رشد تومور )9،10( اثرات تحریکی

-crossرسـد کـه   نظر میه . بکنندتوانند اعمال مستقیم میغیر

talk  سرنوشـت   ،هاي پیچیده و متنوع درون زیر محـیط تومـور

MSC زننـد. هایپوکسـی، اسـیدیته خـارج سـلولی،      ر ا رقم می

 Toll likeیل دهنــده مــاتریکس داخــل ســلولی،اجــزاء تشــک

Receptorهاي التهابی جهت گیـري ایـن   ها و نیز حضور سلول

و  MSC1 )(pro-inflammatoryرا به سـمت فنوتایـپ    هاسلول

 کننـد ) را تعیـین مـی  MSC2 )Immunosuppressive MSCیا 

)11 ،12(   .  

شــواهد اخیــر حکایــت از ایــن دارد کــه در ارتباطــات ســلولی، 

هـا   MSCگسترش و متاستاز تومور وحتی در تعیین سرنوشـت  

علاوه بر نقش تمامی فاکتورهاي موجود در ریزمحیط التهابی و 

هــا نقــش کلیــدي را در ایــن میــان MicroRNA یــا تومــوري،

هاي کوچک نان کـدونیک  RNAها، MicroRNA برعهده دارند.

از  UTR-’3اند که با اتصـال بـه ناحیـه    نوکلئوتیدي  22یبا تقر

mRNA سبب تجزیه آن و یا مانع ازآن ترجمـه آن بـه   تارگت ،

هاي نان کدونیک علاوه RAN. این )14, 13( شوندپروتئین می

هـاي بیولوزیـک درگیرنـد، در    بر اینکـه در بسـیاري از پروسـه   

هـا،  هـاي پـاتوبیولوزیکی نظیـر مقابلـه در برابـر ویـروس      پروسه

 کننـد آپوپتوزیس و پرولیفراسیون سـلولی نیـز ایفـا نقـش مـی     

)14( .34a-miR    1که بر روي کرومـوزوم شـماره)1p36(   قـرار

 ـبسیاري از سرطان در ،دارد داري کاهشـی را  ه طـور معنـی  ها ب

 miR-34aدربیـان   Deregulationکـه   طوريه ب ،دهدنشان می

هاي بیولوژیکی نظیـر سـیکل سـلولی،    با تاثیر گذاري بر پروسه

به   . لذا با توجهشودپیري، اپوپتوزیس، تمایز و تکامل همراه می

هـا   miRNAدر مناطق توموري و  نقـش   MSCاهمیت حضور 

د تا با استفاده از سیسـتم  شها، در این مطالعه سعی در بیماري

تحویل رسانی لنتی ویروسـی بتـوان بـه افـزایش بیـان دائمـی       

miR-34a ها اقدام کرددر این سلول.     

  

  مواد و روشها

 هاي سلولی  کشت رده

ــلولی  ــHEK-293Tرده سـ  Human embryonicلولی : رده سـ

kidney 293 cells   از بانک سلولی انستیتو پاستور ایران تهیه شـده

 DMEM highبـا محـیط    T25است. این سلول ابتدا در فلاسـک  

glucose  بــاFBS   استرپتومایســین –ده درصــد و پنــی ســیلین 

)100X(   37هـا بـه دمـاي    کشت داده شد. فلاسک حـاوي سـلول 

  منتقل و انکوبه شد.   CO2 درصد 5گراد با درجه سانتی

 Human( چربـی هاي بنیادي مزانشـیمی انسـانی مشـتق از    سلول

Adipose Derived Stem Cells (hASCsها از سـازمان  : این سلول

ها نیز با استفاده از محـیط  . این سلولندانتقال خون ایران تهیه شد

DMEM-F12  همــراه بــاFBS  ده درصــد کشــت داده شــدند و در

  قرار گرفتند.   HEK-293Tهاي مشابه سلولشرایط 

ها روزانه از لحاظ میزان رشـد و هـم چنـین آلـودگی روزانـه      سلول

بـار   ساعت یک 48ی آنها هر یمورد بررسی قرار گرفتند و محیط رو

  شد.با محیط تازه جایگزین می

هاي بنیادي مزانشیمی انسانی مشتق از چربـی  تمایز سلول

    به استخوان و چربی

بنیـادي مزانشـیمی مشـتق از چربـی، پـر       يهااینکه سلول پس از

اي ایجـاد  خانـه  6درصد را در کف پلیت  confluency)  (70شدگی

ی هر خانه با محیط تمایز دهنده به بافت چربـی  یمحیط رو کردند،

روز و هـر   21. تعویض محیط بمدت شدندو یا استخوانی جایگزین 

 Oilهـا بـا رنـگ    وز سلولر 21سه روز یکبار انجام  گردید. پس از 

Red  وAlizarin Red   ــا بــه منظــور مشــاهده قطــرات چربــی و ی

  رسوبات کلسیم به ترتیب رنگ آمیزي شدند.

    DNAاستخراج   

ژنــومی  salting out ،DNAبــا اســتفاده از خــون کامــل و  روش  

نـانومترمورد   260استخراج و با نانودراپ غلظت آن در طـول مـوج   

درصـد کیفیـت و    2اسـتفاده از ژل آگـارز   خوانش قرار گرفـت. بـا   

  .یکپارچگی آن مورد بررسی قرار گرفت

  طراحی پرایمرها و تکثیر قطعه ژنی مورد نظر    

و بدسـت    www.mirbase.orgبدین منظور با مراجعـه بـه سـایت    

-100و اضافه نمـودن    miR-34aآوردن توالی مربوط به پیش ساز  

200bp   ن دسـت تـوالی مـورد نظـر،     نوکلئوتید در بالادست و پـایی

) بـا   (Reversrd) و غیـر مسـتقیم    Forwardپرایمرهاي مستقیم ( 

هـــاي بـــرش آنزیمـــی  بـــراي دو آنـــزیم محـــدودالاثر جایگـــاه
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BstB1وEcoR1   در شـد طراحی وتوسط شرکت پیشگامان  سـنتز .

-miRانتخاب آنزیمهاي موردنظر براي کلون کردن ژن پـیش سـاز   

34a   در وکتـورPCDH اه ، جایگ ـmultiple cloning site   در ایـن

  وکتور از لحاظ نوع آنزیم نیز مورد بررسی قرار گرفت.

جفت بازي حـاوي تـوالی پـیش سـاز       402براي تکثیر قطعه ژنی 

miR-34a  ازDNA   2ژنـــومی و مســـتر مـــیکس امپلیکـــونX 

)Amplicon co, Cat No: A180306   94)  و برنامه دمـایی: دمـاي 

درجـه   94دقیقه، 7مدت ه سرشتتگی اولیه) ب(وا درجه سانتی گراد

 30گـراد بـه مـدت    درجه سانتی 57ثانیه،  30گراد به مدت سانتی

سـیکل   35ثانیـه بـراي    40گراد به مـدت  درجه سانتی 72ثانیه و 

 72 دقیقـه در دمـاي   7استفاده شد.  همچنین واکنش براي مدت 

ه سـانتی  درج ـ 4درجه سانتی گراد ادامه یافت و در انتها در دماي 

درصـد  2بـرروي ژل آکـاروز    PCRگراد نگه داشته شـد. محصـول   

لود گردید و با اسـتفاده از اشـعه مـاوراي      Syber Safeحاوي رنگ 

  سنجیده شد. ladder   1kbبنقش باندهاي ظاهر شده با 

در پلاسـمید   Gene Cloning miR-34a)(همسانه سازي  ژن 

:PCDH     
بدنباله هضـم آنزیمـی محصـول      Gene Cloning)همسانه سازي( 

مـی   PCDHو پلاسمید لنتی ویروسـی بـه نـام     PCRتکثیر یافته 

ــمید   ــه از پلاســـــــ ــن مطالعـــــــ ــد. درایـــــــ باشـــــــ

PCDH_CMV_MCS_EF1_CGFP_T2A-Puro(8189bp) 
ایالات متحده) که شـامل کاسـت ژنـی بـراي      - بیوساینس شرکت(

ن آنتی بیوتیکهاي پرومایسین و آمپی سـیلین و نیـز داراي ژن بیـا   

)   1) مــی باشــد ( شــکلGFPکننــده پــروتئین فلورســنت ســبز (

 Megaاز نـوع   MNاستفاده گردید. پلاسمید بـا اسـتفاده از کیـت    

و با استفاده از نانودراپ و نیز الکتروفـورزیس   دش(المان ) استخراج 

. با استفاده از آنزیمهـاي محـدوالاثر   شدغلظت و خلوص آن تعیین 

EcoR1  وBstB1 محصـــول  از)( شـــرکت فرمنتـــPCR  وDNA 

لیگـاز   T4پلاسمیدي بـرش داده شـد کـه سـپس توسـط آنـزیم       

 ـ    (شرکت فرمنتاز) یکـدیگر متصـل   ه مطـابق دسـتورالعمل کیـت ب

  دند.  ش

انتقال پلاسمید نوترکیب به باکتري اشرشـیا کلـی سـویه    

DH5α  و انجامColony- PCR :  

ــاي م   ــرد باکتریه ــد س ــیم کلرای ــتفاده از روش کلس ــا اس ــتعد ب س

)compotent از سویه (DH5α     تهیه شد. با کمـک شـوك حرارتـی

پلاسمید نوترکیب به داخل باکتریهـاي مسـتعد انتقـال داده شـد.     

کـه فاقـد آنتـی     Lysogeny brothپلاسـمید نوترکیـب در محـیط    

ــک اســت  بمــدت   ــیکر   90بیوتی ــر روي ش ــه  ب درجــه  37دقیق

پلیـت   سانتیگراد قرار گرفت. بدنیال این عمـل باکتریهـاي بـر روي   

آگار حاوي آمپی سیلین کشت داده شدند تا باکتریهاي ترنسـفرمه  

گـراد  درجـه سـانتی   37ساعت درانکیباتور  24شده در مدت زمان 

هـاي ترنسـفرم شـده بـا اسـتفاده از پرایمرهـاي       رشد یابند. کلنـی 

هـاي مربـوط بـه    ونیـز تـوالی   miR-34aمربوط به توالی پیش ساز 

CMV  وEF1  کلنی–PCR هـاي تائیـد شـده بـا     از کلنـی .  شدند

، پلاسـمید اسـتخراج و مقـدار    MNشـرکت   Miniاستفاده از کیت 

  کمی براي تائید توالی به شرکت پیشگامان ارسال شد.  

  

 
  PCDHشه ژنتیکی پلاسمید قن. 1شکل

  

انتقـال پلاســمید نوترکیــب و پلاســمیدهاي ســاختاري و  

  و تولید ذرات ویروسی   HEK-293Tپوششی به سلول

-HEKسـلول    1300000عت قبـل از عمـل ترنسفکشـن    سا 24

293T  در فلاسکT25  کشت داده شد تا پرشـدگی )confluency (

درصدي براي ترنسفکشن را فراهم کند. با اسـتفاد از روش   60- 70

از  10.5µgو  21µg  ،21µgکلسیم فسـفات و بـر اسـاس پروتکـل     

) و پلاســمید  psPAXپلاســمید نوترکیــب، پلاســمید ســاختاري(

. پـس  شدداخل لوله فالکون اضافه ه ) به ترتیب ب pMD2وششی (پ

 37ايِ فالکون در دمـاي  دقیقه 10از اتمام مدت زمان انکوباسیون  

 T25گراد، محتویات فالکون به آرامی بر روي فلاسک درجه سانتی

گراد و درجه سانتی 37ساعت در دماي  16- 18مدت ه منتقل و ب 

ی فلاسـک  یساعت محیط رو 16ز د. پس اشانکوبه  CO2درصد  5

دار از لحـاظ بیـان   تعویض و زیر میکروسکوپ معکـوس فلورسـنت  

مـورد بررسـی قرارگرفـت. درصـورت مثبـت شـدن        GFPپروتئین 

GFP  هـاي  درصـد سـلول   80در بیش ازHEK   ترنسـفکت شـده، 

د. بـا  ش ـی درسه روز متـوالی صـبح و عصـر جمـع آوري     یمایع رو

 ـ  اولتراسانتریفیوژ  زاستفاده ا دسـت  ه ذرات ویروسی تغلـیظ شـده ب

ــه در محــیط  ــد ک ــد  DMEMآم درجــه  - 70حــل و در FBSفاق

  دند.شگراد فریز سانتی
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  تعیین تیتر ویروس با استفاده از روش فلوسایتومتري

در هــر خانــه  HEK-293Tســلول   50000بــدین منظــور تعــداد 

و  4، 1( اي کشت داده شد و سپس مقـادیر مختلـف  خانه 24پلیت

یتر) از ذرات ویروسی تغلیظ شده به آنها اضافه شـد. بـه   میکرول 16

 1هـا بـه میـزان    هـا بـه داخـل سـلول    منظور تسهیل ورود ویروس

د. روز دوم ش ـبه هـر خانـه اضـافه      2µg/µlمیکرولیتر  از پلی برن 

در زیـر میکروسـکوپ اینـورت     GFPئین تپس از مشاهده بیان پرو

بـا ترپسـین از کـف     در روز چهارم  HEKهاي فلورسنت دار، سلول

ده درصـد دکمپلمانـه    FBSهر خانه کنده وسپس با محیط حاوي 

ــا  PBSخنثــی و پــس از ســانتریفیور در  حــل و آمــاده خــوانش ب

دند. تعداد ذرات شایالات متحده)   -  ABI( دستگاه فلوسایتومتري

بــت در فرمــول زیــر ثم GFPهــاي لویروســی بــا قــرار دادن ســلو

  د:  شمحاسبه 

  
هـاي بنیـادي مرانشـیمی انسـانی     سلولترانسداکشن 

 مشتق از چربی  

 3 اژســهــاي بنیــادي مزانشــیمی مشــتق از چربــی در پااز ســلول

 T25در فلاسـک   hASCهـاي  استفاده شد. بـدین منظـور سـلول   

درصــد در  confluency( 70 -60( کاشــته شــد و در پرشــدگی  

MOI=20     ذرات ویروسی تغلیظ شـده بـه آن اضـافه شـد. در روز ،

در زیـر میکروسـکوپ اینـورت     GFPهـا از لحـاظ بیـان    لدوم سلو

هـاي  دار بررسی شدند. با اسـتفاده از پرومایسـین سـلول   فلورسنت

هـاي بنیـادي مزانشـیمی    دند. از سـلول شترانسداکت نشده حدف 

  عنوان کنترل در این مطالعه استفاده شد.ه ترانسداکت نشده نیز ب

  سازي   cDNAو  RNAاستخراج 

هاي بنیادي ترانسداکت شـده  ترنسداکشن سلول روز ششم پس از

از  هـا ، سـلول miR- ترانسداکت نشده با پلاسمید نوترکیب لنتـی  و

کف فلاسک با تریپسین کنده و پـس از خنتـی شـدن بـا محـیط      

FBS    دار سانتریفیوژ شدند. بر روي رسوب سـلولیRNA xPLus 

 RNAایـران) اضـافه و طبـق پروتکـل کیـت مربوطـه        - ( سیناژن

لی استخراج شد که با استغاده از نـانو دراپ غلظـت و خلـوص    سلو

. با اسـتفاده از پرایمرهـاي اختصاصـی طراحـی شـده      شدید یآن تا

 cDNA)  سـنتز   Snord-47و نیز کنترل داخلـی (  miR-34aبراي 

 Reverse Transcriptase M-MLV بـــا اســـتفاد از آنـــزیم     

)Termofisher co, Cat No: YT4502 کیـت انجـام   ) طبق پروتکل

  پذیرفت.

  تحلیل آماري   

و  Graph Pad Prism 6با اسـتفاده از نـرم افـزار    تحلیل آماري 

Rest 2000   05/0. گرفتصورت<P-values دار در نظـر  معنی

  .  گرفته شد

  

  هایافته

 هاي بنیادي مزانشیمی کشت سلول

هاي بنیادي مزانشیمی انسانی  از بافت چربی تهیه سلول

ها تعویض و ی سلولیساعت کشت محیط رو 48شد. پس از 

هاي . سلولشدین زجایگ .DMEM high Gluبا محیط تاره 

ندگی به کف فلاسک از سایر ببنیادي به خاطر ویژگی چس

ها از هاي نچسب در طول کشت جدا شدند. این سلولسلول

نظر مورفولوژي در زیر میکروسکوپ اینورت به شکل 

ها در . این سلول)2کل چسبیده و کشیده دیده شدند (ش

جهت تمایز به بافت چربی و استخوانی که جهت  3پاساژ 

  مورد ارزیابی قرار گرفتند. است، یدشان ضروري تای

هاي بنیادي مزانشیمی بررسی ویژگی تمایزي سلول 

  مشتق از چربی به بافت چربی و استخوان 

ندگی به فلاسک کشت سلولی، تمایز به بعلاوه بر قدرت چس

ید کننده دیگر یهاي تاصخچربی و استخوانی از شابافت 

هاي . پس از کشت سلولاستهاي بنیادي مزانشیمی سلول

 3مدت ه بنیادي در محیط تمایز دهنده استخوان و چربی ب

هاي بنیادي مزانشمی  به شکل کشـیده و  ): سلولAمی انسانی مشتق از چربی در زیر میکروسکوپ اینورت. تصویر (یهاي بنیادي مزانشلسلو . 2شکل 

اـ مشـاهده       Cتصویر ( ؛Oil Red):  تمایز به بافت چربی با مشاهده قطرات چربی پس از رنگ آمیزي با Bتصویر (؛ چسبان ): تمـایز بـه بافـت اسـتخوانی ب

 Alizarin Redرسوبات کلسیم پس از رنگ آمیزي با 
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، به ترتیب Alizarin Redو  oil Redآمیزي با سپس رنگ هفته و

چربی ها از ویژگی تمایزي به بافت نتایج نشان داد که این سلول

قطرات چربی و نیز رسوبات  2 و استخوانی برخوردارند. شکل

  .دهدکلسیم را در زیر میکروسکوپ اینورت نشان می

جفت بازي حاوي توالی پیش  402تکثیر قطعه ژنی 

   miR-34aساز 

استخراج شده در طول موج  DNAنسبت جذب نوري 

قطعه نشانگر تکثیر  3بود. شکل  8/1- 9/1برابر با  

که نشان از اختصاصی بودن عملکرد است  402bpژنی 

  آل بودن شرایط زمانی و دمایی دارد.پرایمرها و ایده

 
 miR-34aالکتروفورزیس قطعه ژنی حاوي توالی پیش ساز . 3شکل 

محصول  3ستون  الگو. DNAکنترل فاقد  2. ستون % 2برروي ژل آگارز 

 که در مقابل نشانگر  mIr-34a  402bpقطعه ژنی حاوي توالی پیش ساز 

1kb  سنجیده شد.1(ستون (  

  

  و تعیین توالی پلاسمید نوترکیب colony-PCRنتایج 

پلاسمید نوترکیب شود ملاحظه می 4 در شکل ورط همان

ترانسفرم شده  DH5αبه درون باکتري اشرشیا کلی سویه 

است. توالی سکانس شده با توالی پلاسمید نوترکیب در 

(شکل شد بلاست  https://www.ncbi.nlm.nih.gov سایت

در  miR-34a) که نشانگر الحاق صحیح توالی پیش ساز 5

   .  استپلاسمید 

و تعیین تیتر لنتی  HEK-293Tهاي ترنسفکشن سلول

  هاي نوترکیبویروس

-PCDH-mirمان پلاسمید نوترکیب (ز دنبال انتقال همه ب

34a( و پلاسمیدهاي ساختاري و پوششی 

)psPAX,PMD2( هاي به داخل سلولHEK-293T  انتظار

ها صورت پذیرد. در این سلول  virus packagingرود که می

اگرچه مشاهده رنگ سبز در زیر میکروسکویپ فلورسنت 

دنبال ه تواند باشد. لذا بدلیل بر بسته بندي ویروس نمی

 GFPترنسفکشن و مشاهده رنگ سبز که دلیل بر بیان 

- ویروسی سه روز پی در پی جمعسوپ  ،)A6(شکل است 

وري شد و پس از تغلیط شدن با التراسانتریفیوژ جهت آ

بررسی کیفیت  و HEK-293T هايترانسداکت سلول

) با استفاده از B6(شکل کار رفته هاي تولیدي بویروس

از ویروس تغلیظ شده نتایج  میکرولیتر 2 حجم

 GFP ها از لحاظسلول %51/55فلوسایتومتري نشان داد که 

  .)C6 بت بودند (شکلمث

پس از ترنسداکشن  miR-34aتغییر در میزان بیان  

  )hASC( هاي بنیادي مزانشمی مستق از چربیسلول

و بررسی  hASCهاي ساعت پس از ترنسداکشن سلول 72

د شدر میکروسکوپ فلورسنت مشاهده   GFPمیران بیان ژن

کل (ش شودها بیان میدر بیشتر سلول GFPکه پروتئین 

اکت شده پس از انتخاب شدن با دترانس هايسلول ).7

و ستنز   RNAپرومایسین در روز ششم مورد استخراج 

cDNA  و انجام فرایندQ Real Time PCR قرار گرفتند .

در دو نمونه تست و کنترل  PCR Real Timeآنالیز نتایج 

عنوان اینترنال کنترل نشان داد که ه ب snord47در مقابل 

در نمونه تست نسبت به کنترل   miR-34aیان میزان ب

مرتبه افزایش بیان داشته که از لحاظ آماري نیز  08/7

). در این مطالعه از سه تکرار P=001/0دار است (معنی

  . بیولوژیک استفاده شد

  

  بحث

شماري در راستاي تاثیرگذاري مسایل اپی امروزه مطالعات بی

ویژه ه ها ببیمارينتیکی و ژنتیک بر درمان بسیاري از ژ

پذیرد که در این نسرها صورت میاهاي خودایمن و کبیماري

اي را به خود کدونیک جایگاه ویژه-هاي نانRNAمیان 

  اند.  اختصاص داده
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 - نشانگر محصول کلنی 4 ها  به جز ستون شماره. تمامی ستوناست 1Kbنشانگر  1درصد.  ستون  2گارز بر روي ژل آ PCR–محصول کلنی . 4شکل 

PCR هاي با استفاده ار دوپرایمر مربوط به ژنCMV  وEF1 مربوط به کنترل بدون الگو ( 13. ستون استNTC  (است .  

 
  https://www.ncbi.nlm.nih.govب در سایت دست آمده از توالی پلاسمید نوترکیه نتیجه بلاست توالی ب .5شکل 

 
با ذرات  HEKهاي ): ترانسداکشن سلولBبا سه پلاسمید. ( HEK 293Tهاي ): ترانسفکشن سلولHEK-293T)  .Aتصاویر مربوط به  .6 شکل

  میکرولیتر از ویروس تغلیظ شده با فلوسایتومتري. 2نسداکت شده با بت ترثم GFPهاي ): درصد سلولCویروسی تغلیظ شده.  (

 
آنالیز میزان  ):Cپس از ترانشداکشن، ( ):B):  قبل از ترنسداکشن، (A( .هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی انسانیتصاویر مربوط به سلول .7 شکل

  ). P=001/0( دهدداري را نشان میبا کنترل که تفاوت معنی سهیدر مقا  miR-34aدر نمونه ترانسداکت شده با  miR-34aبیان 
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-کدونیک دربسیاري از پروسه-هاي نانRNAنقش کلیدي این

 آپوپتوزیس،هاي ایمنولوژي، ولوژیکی نظیر پاسخهاي بی

هاي ا پرولیفراسیون و تمایز سلولی در سالمتابولیسم سلولی ت

طوریکه امروزه  ه . ب)16( اخیر مورد توجه قرار گرفته است

miRNAه یله درمانی و نیز بها به عنوان یک هدف و یا وس

عنوان یک بایومارکر براي تشخیص و مانیتورنیگ درمان در 

علاوه بر این محققین  . )18, 17( شوندها  مطرح میبیماري

کدونیک در نقش  -هاي کوچک ناننشان دادند که این ملکول

. )18( دکننتوانند عمل می انکوژن و یا تومور ساپرسیو نیز

miR-34a هایی است که در زمینه از بهترین ملکول

که  طوريه توموژژنزیس مورد مطالعه قرار گرفته است. ب

ها حکایت از نقش این در بسیاري ازسرطان miR-34aکاهش 

. بنابراین تومور )19( ملکول در شروع و یا گسترش تومور دارد

-هاي مختلف میها در بیماريmiRNAتراپی براساس پروفایل 

ها محسوب هاي تحقیقاتی در درمان بیماريد یکی از روشتوان

 .شود

-پتانسیل بالا در مهاجرت به مناطق التهابی و سرطانی،  سلول

هاي بنیادي مزانشیمی را به بهترین کاندید در سل تراپی 

ها در این مناطق است. مشاهده حضور این سلولکرده معرفی 

ند در انتقال ژن نیز ها بتواندهد که این سلولاین نوید را می

برد فراوانی را داشته باشند. مفهوم ژن درمانی به اواسط رکا

زمانی که نخستین بار در درمان  ،گرددقرن بیستم باز می

عنوان ه ها بکودکان مبتلا به نقص ایمنی کشنده از رتروویروس

, 20(کردند ها استفاده داخل سلوله هاي خارجی بناقلین ژن

ها ویروستا لنتیشد . اما شکست در این موفقیت سبب )21

را نیز   nondividingهاي سلول  divingهاي که علاوه بر سلول

.  این سیستم تحویل )21, 20(شود کند نیز مطرح الوده  می

هاي متعدد کلونینگ و جایگاه رسانی  به علت  برخورداري از

هاي پروکاریوتی و یوکاریوتی نیز قابلیت بیان در سیستم

هاي ژن تراپی و تحقیقاتی به خود اصی را در پروتکلجایگاه خ

ها با بعد از تیمار سلول اختصاص داده است. در این مطالعه نیز

ویروس حامل قطعه مورد نظر و با توجه  به نتایج ریل تایم 

هاي در سلول miR-34aبیان  که  افزایش کمیشد مشاهده 

است   بنیادي مرانشیمی نسبت به گروه کنترل صورت گرفته

دنبال الحاق دائمی ژن مورد نظر در ژنوم ه که این امر ب

  هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی حاصل شده است.  سلول

این مطالعه نشان داد که  سیستم تحویل رسانی لنتی ویروسی 

ها به داخل سلول miRNAتواند روش مناسبی جهت انتقال می

هاي بنیادي ولبالا نظیر سل MOIهایی با ویژه سلوله ب

تواند در مزانشیمی در نظر گرفته شود که در نهایت می

هاي درمانی که مستلزم رساندن و یا تغییر در میزان بیان روش

miRNAهاي هدف باشد مورد استفاده قرار گیردها در بافت.   
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