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  :مقدمه
وكتورهاي مختلفي جهت انتقال ژن ها در 
ي فرآيندهاي دستكاري ژنتيكي سلول ها مورد استفاده قرار م

اين وكتورها شامل باكتريوفاژها، پلاسميدها، لنتي . گيرند
ويروس ها، وكتورهاي هرپس سيمپلكس و ساير ناقل هاي 
ها  انتقال ژن مي باشند كه نحوه آلوده سازي و وارد شدن آن

با يكديگر  پايداري آنها در سلول ميزبانبه سلول و همچنين 
براي انتقال يكي از مناسب ترين وكتورها . متفاوت مي باشد

مي باشند لنتي ويرال  هايوكتور ،ژن هاي نوتركيب و بيان

 .بيان مداوم ژن ها در سلول هاي ميزبان مي شوندكه سبب 
بخشي از ژن هاي بيماري زا و همچنين ژن هاي غير حذف  با

 نسل سوم لنتي ويرالوكتورهاي ضروري براي انتقال ژن، 
  تقالاناهداف توليد مي شوند كه ايمن و مناسب 

  .)1،2( ژن هاي نوتركيب مي باشند
قابليت انتقال ژن هاي  وكتورهاي لنتي ويرال

به سلول هاي در حال تكثير و سلول هاي خفته را  نوتركيب
طيف وسيعي  وكتورهاي لنتي ويرالسلول هاي هدف . دارند

  :چكيده
سلول هاي اوليه   )(Induced pluripotent stem cells= iPScسلول هاي بنيادي پرتوان القايي  :زمينه و هدف

هدف از پژوهش حاضر توليد . سلولي در بدن مي باشند و تمايز نيافته اي هستند كه قادر به ايجاد تقريباً هر نوع
جهت انتقال ژن ها به سلول هاي فيبروبلاست  TetO-FUW-OSKMو استفاده مؤثر از وكتور لنتي ويروسي 

  .و در نهايت ارزيابي عملكرد اين وكتور بود Human fibroblast cells= HDFs)(انساني 
لنتي ويروسي  ، وكتورHDFاسازي و كشت سلول هاي در اين مطالعه تجربي پس از جد :روش بررسي

TetO-FUW-OSKM )حاوي ژن هاي برنامه ريزي مجدد همراه با پلاسميدهاي ) به عنوان پلاسميد انتقال دهنده
PsPAX2  وPMDG2 )به لاين سلولي) به عنوان پلاسميدهاي كمكي لازم براي بسته بندي ويروس 

 HEK-293T محيط رويي سلول هاي . كت شدندجهت توليد ويروس ها ترانسفHEK-293T  حاوي
ساعت برداشت شد و اين ويروس ها جهت برنامه ريزي مجدد  72و  48ويروس هاي توليد شده پس از 

 .به اين سلول ها ترانس داكت گرديدند HDFسلول هاي 
، كارايي TetO-FUW-OSKMنتايج اين مطالعه نشان دهنده توليد موفقيت آميز وكتور لنتي ويروسي  :يافته ها

مؤثر روش انتقال ژن با استفاده از وكتورهاي لنتي ويروسي و بيان مناسب فاكتورهاي رونويسي در سلول هاي 
HDF پس از ترانس داكشن بود .  

با توجه به اين يافته ها مي توان از وكتورهاي لنتي ويروسي جهت انتقال ژن و برنامه ريزي  :نتيجه گيري
 .استفاده كرد iPSدر مطالعات بعدي و توليد سلول هاي  HDFاز قبيل  مجدد سلول هاي بالغ

  
، ، برنامه ريزي مجددTetO-FUW-OSKM، وكتور لنتي ويروسي سلول هاي فيبروبلاست انساني :هاي كليدي واژه

 .RT-PCR،سلول هاي بنيادي پرتوان القايي
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سلول هاي دستگاه اعصاب مركزي، از سلول ها، از جمله 
اسكلتي  سلول هاي عضلات ،سلول هاي فيبروبلاستشبكيه، 

  همچنين ريز، كبدي و  و قلبي، سلول هاي غدد درون
از اين رو تقريباً هر . سلول هاي بنيادي مختلف مي باشند

ها مورد  سلولي را مي توان به شكل مؤثري با استفاده از آن
  .)3،4(هدف قرار داد 
  يا پرتوان القايي بنيادي هاي سلول

 Induced pluripotent stem cells= iPSCs)( هاي سلول 

 توانايي بالقوه صورت به كه هستند يا نيافته تمايز و ابتدايي

 شان نوزايي خود فعاليت با توانند مي و دارند بالايي تكثير

 به توجه با .نمايند ايجاد را خود به شبيه كاملاً هاي سلول

قابليت  اين سلول ها بودن، اوليه ميزان و تمايزي پتانسيل
 اين. داشت خواهند را سلولي مختلف هاي رده به تبديل

 در را اي ويژه وظايف توانند مي تمايز از پس ها  سلول

 هاي  خصوصيت چنين .دهند انجام مختلف هاي بافت

 درماني ژن در ها  سلول اين به را ويژه جايگاهي اي برجسته

 در ).3،5( است بخشيده پزشكي، كننده احياء هاي  درمانو 

  سلول دانش در چشمگيري هاي پيشرفت راخي هاي  سال

 )R eprogramming( مجدد ريزي برنامه با بنيادي هاي
 سلول مانند و تمايز يافته بالغ سوماتيك هاي  سلول

صورت  iPS سلول يك به )HDF(انساني  فيبروبلاست
 هاي ويژگي هايي با ، سلولiPS هاي سلول .پذيرفته است

  روياني بنيادي هاي سلول با مشابه بسيار
 (EScs =Embryonic stem cells= EScs)  هستند و در

 بنيادي هاي سلول تهيهناشي از  اخلاقيعين حال مشكلات 
رد پيوند اين سلول ها  امكان همچنين  و روياني را ندارند

توسط سيستم ايمني ميزبان به دليل استفاده از سلول هاي 
اي پرتوان سوماتيك خود فرد كه به عنوان منبع توليد سلول ه

  از اين رو توليد. القايي استفاده شده اند، وجود ندارد

 انسان يا سلول هاي بنيادي پرتوان القايي

(human Induced pluripotent stem cells= hiPSCs) 
استنباط  و ول هاي بنيادي بودلس مطالعات درنقلاب بزرگي ا

در خصوص چگونگي برنامه ريزي سلولي به را دانشمندان 
خصوصيت اين از جمله  .)6(داد ثير قرار أتحت تشدت 
كه سبب مشابهت اين سلول ها با سلول هاي بنيادي  سلول ها

و طولاني مدت  تكثير زياد تواناييمي توان روياني مي شود 
افزايش بيان  ،)8(ن فسفاتاز يآلكالو  فعاليت بالاي تلومراز ،)7(

 هاي بهو تشا) KLF4 )9 ،10و  MYC در انكوژن هايي مانند
، شكل كلوني )11- 13(ساختاري در الگوهاي بيان ژن 

اشاره  اپي ژنتيك اين سلول ها الگويطور  و همين سلولي
را  حالت پرتوانياين سلول ها ماركرهاي  به علاوه ).14( كرد

، SSEA-3 ،SSEA-4از جمله ماركرهاي سطح سلولي مانند 
TRA-1-60 ،TRA-1-81  و فاكتورهاي رونويسيSOX2 ،
NANOG  وOCT4 15( بيان مي كنند(.                   

به منظور ايجاد سلول هاي بنيادي پرتوان القايي از 
سلول هاي سوماتيك بالغين چندين فاكتور رونويسي جهت 

وكتورهاي لنتي . ها استفاده مي شود برنامه ريزي مجدد آن
 ماده ژنتيكييكي شدن درج ژنومي و ويرال به دليل قابليت 

سلول هدف قادر خواهند بود  در ژنوم )Insertion( ها آن
همچنين . را بيان نمايند براي زمان هاي طولاني ژن نوتركيب

مختلف نشان دهنده ي قابليت بسيار بالاي لنتي  مطالعات
ترانس داكت شده و نظر درصد سلول هاي  ويروس ها از

دو دسته وكتورهاي . ميزان بيان ژن هاي انتقال يافته مي باشد
 OCT4 ،SOX2 ،C-MYCنتي ويروسي شامل فاكتورهاي ل
و  Yamanakaتوسط  )KLF4 )TetO-FUW-OSKM و

  LIN28و  OCT4 ، SOX2،NANOGهمچنينهمكاران و 
جهت برنامه ريزي مجدد  و همكاران Thomsonي  به وسيله

سلول هاي سوماتيك انساني و ايجاد سلول هاي بنيادي 
در  ).16( فاده شده استمعرفي و است )iPSc(پرتوان القايي 

  وكتور لنتي ويروسي حاويمطالعه حاضر كارايي 

جهت برنامه  C-MYC و OCT3/4 ، SOX2، KLF4ژن هاي
سلول هاي فيبروبلاست انساني جدا شده از ريزي مجدد 

مورد ارزيابي قرار  ،)Foreskin(پوست ختنه گاه  نمونه هاي
  .گرفت

  

  :يروش بررس
ود و با هدف ب تجربي مطالعه حاضر از نوع

 TetO-FUW-OSKM يروسيو يلنت وكتور استفاده از
   C-MYC و OCT3/4 ، SOX2، KLF4يها ژن يحاو
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 و ارزيابي HDF يها سلول مجدد يزير برنامهبه منظور 
توالي ژن هاي . عملكرد وكتورها، صورت پذيرفت

OCT4،SOX2 ، C-MYC  و همچنين ژنGAPDH  به
 NCBIز سايت ابتدا ا RT-PCRعنوان كنترل مثبت 

و  Takahashiتوالي پرايمر ژن ها از مقاله . گرفته شد

صحت اتصال پرايمرها به و  )17( همكاران گرفته شد
و  Oligoتوالي ژن هاي مربوطه با استفاده از نرم افزار 

مورد  )DNASTAR Lasergene 10 )18نرم افزار 
  ).1جدول شماره (بررسي قرار گرفت 

  
 جهت تكثير اين ژن ها GAPDH و SOX2 ، OCT4، C-MYCرايمرهايپتوالي  :1جدول شماره 

 پرايمر نام توالي پرايمر )bp(طول قطعه 

53 5´-ACAGATGCAACCGATGCACC-3´
5´-TGGAGTTGTACTGCAGGGCG-3´ 

SOX2-F 
SOX2-R 

51 5´-ACATCGCCAATCAGCTTGG-3´
5´-AGAACCATACTCGAACCACATCC-3´ 

OCT4-F
OCT4-R 

52 5´-GGCTGGAGATGTTGAGAGCAA-3´
5´-AAAGGAAATCCAGTGGCGC-3´ 

C-MYC-F
C-MYC-R 

52 5´-TTCACCACCATGGAGAGGGC-3´
5´-CCCTTTTGGCTCCACCCT-3´ 

GAPDH-F
GAPDH-R 

  
از آزمايشگاه  pMD2.G و  psPAXوكتورهاي

Trono  و همچنين وكتورهايTetO-FUW-OSKM و 
OCT-GFP از Rudolf Jaenisch تهيه گرديدند.  

براي تأييد پلاسميدهاي لنتي ويروسي موجود 
گرفته شد و  Addgeneابتدا توالي هر پلاسميد از سايت 

جايگاه  DNASTAR® Lasergene 10توسط نرم افزار 
نقشه  برش آنزيم هاي محدود كننده مشخص گرديد و

برش پلاسميد توسط آنزيم هاي موجود در آزمايشگاه 
 ،HindIIIادامه با استفاده از آنزيم هاي در . به دست آمد

PvuII، EcoRI، PvuI، AfIII، BamHI وXbaI  
اختصاصي براي هر ) همگي شركت فرمنتاس، آلمان(

پلاسميد، عمل برش صورت پذيرفت و محصول هضم 
ده از الكتروفورز بر روي ژل آنزيمي هر پلاسميد با استفا

  .مورد بررسي قرار گرفت% 1آگارز 
پلاسميدهاي در مرحله اول ترانسفورماسيون 

لنتي ويروسي حاوي ژن هاي مورد نظر با استفاده از 
 طبق دستور )فرمنتاس، آلمان( T/A Cloningكيت 

استخراج پلاسميدها با . العمل شركت سازنده انجام شد
 Plasmid Mini Extraction Kit استفاده از كيت

)BIONEERهضم . صورت پذيرفت) ، كره جنوبي
، TetO-FUW-OSKM يدهايپلاسمآنزيمي بر روي 

psPAX ،pMD2.G و OCT-GFP  جهت تأييد آنها
انجام شد و نتايج برش آنزيمي با الكتروفورز بر روي ژل 

 هيتهسپس به منظور . مشخص گرديد% 1آگارز 
از كيت  )Large scale( اديبه مقدار ز هاديپلاسم

)QIAGEN®(QIAGEN Plasmid Maxi Kit  طبق
  .پروتكل شركت سازنده استفاده گرديد

  ابتدا  HDFجهت جداسازي سلول هاي 
از بيمارستان  )Foreskin(پوست ختنه گاه  نمونه هاي

 )Transfer media(كاشاني شهركرد در محيط انتقال 
و  Gآنتي بيوتيك پني سيلين  %1و  DMEMحاوي 

  سپس . استرپتومايسين به آزمايشگاه منتقل گرديد
ثانيه قرار گرفتند و با  30به مدت % 70نمونه ها در الكل 

PBS 2  بار شستشو و به قطعات كوچكتر برش داده  3تا
% 25/0قطعات پوست بدست آمده را در محلول . شدند

Trypsin-EDTA )Gibco®دقيقه  20به مدت  )، آلمان
و پس از اتمام گرمخانه گذاري  قرار داده C37°در 

)incubation(  ًميلي  5محيط رويي را خارج و مجددا
. به رسوب اضافه مي شود  Trypsin%25/0ليتر محلول 

دقيقه گرمخانه گذاري در انكوباتور در دماي  15پس از 
°C37  آنزيم مورد استفاده باFBS خنثي گرديد .

س و سوسپانسيون سلولي بدست آمده را پس از ورتك
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به محيط  rpm 1200دقيقه در دور  5سانتريفيوژ به مدت 
انتقال داده و در  FBS% 20حاوي   DMEMكشت

پس از . قرار داده شدCO2 % 5داراي  C 37°انكوباتور
ساعت ميزان چسبندگي و مورفولوژي سلول هاي  24

HDF  بررسي گرديد و گلبول هاي قرمز و همچنين
ط رويي خارج گرديد سلول هاي مرده و نچسبيده از محي

جايگزين  FBS% 10حاوي   DMEMو با محيط كشت
روز پس از جداسازي، سلول ها  5تا  4در نهايت . شد

  .آماده اولين پاساژ شدند
حاوي ژن هاي  يلنتويروس هاي  ديتولبه منظور 

  از  HDFمورد نظر جهت برنامه ريزي سلول هاي 
 نيجن هيجدا شده از كل( HEK-293T ي لاينسلول ها

. استفاده گرديد Packaging cell lineبه عنوان  )انسان
از  HEK-293Tابتدا يك ويال از سلول هاي فريز شده 

تانك ازت بيرون آورده شد و پس از ذوب، تمامي 
سرم  10%ميلي ليتر محيط جديد حاوي  10محيط را به 

. سانتريفيوژ گرديد rpm  1200دوردقيقه با  5منتقل و 
ميلي ليتر محيط  5ده را در سپس رسوب بدست آم

منتقل و در انكوباتور  FBS %10حاوي   DMEMكشت
CO2 با دماي°C 37 پس از  .گرمخانه گذاري شد

، محيط 80%به تراكم  HEK-293Tرسيدن سلول هاي 
. انجام شد PBSروي سلول ها جمع آوري و شستشو با 

به فلاسك  Trypsin/EDTA %25/0ميكروليتر  250
پس از جدا شدن سلول هاي مورد نظر، مربوطه اضافه و 
فعاليت آنزيم  FBSي كامل حاو طيمح با يك ميلي ليتر
به  rpm1200 پس از سانتريفيوژ با دور . متوقف گرديد

دقيقه محيط رويي را خارج و به رسوب حاصله  5مدت 
سلول بدست آمده . يك ميلي ليتر محيط تازه اضافه شد

سلول  800×103و را به كمك لام نئوبار شمارش كرده 
روز و  2پس از گذشت . كشت شد cm210در هر پليت 

، پليت آماده ترانسفكت 80%رسيدن تراكم سلولي به 
 ويروس هاي تهيهبراي . جهت توليد ويروس گرديد

هدف از  سلول هاي به آنها )ترانسفكشن(و انتقال  لنتي
مراحل . استفاده شد CaCl2 2.5Mو  HBS 2Xبافر 

ن ترتيب انجام شد كه پس از رسيدن ترانسفكشن به اي
محلول رويي سلول ها با  80%تراكم سلول ها به حدود 

 2فاقد سرم تعويض گرديد و به مدت  DMEMمحيط 
قرار داده  CO2حاوي  C37°ساعت در انكوباتور با دماي 

 كيفاقد  TetO-FUW-OSKMكه  يياآنجاز . شد
Reporter  مناسب بود ازPW-XLD  كه فقط حاوي ژن

GFP  انتقال  و ديكنترل تولمي باشد به عنوان گزارشگر
. استفاده گرديد) ترانس داكشن(ژن توسط ويروس 

  پلاسميدهايجهت تهيه محلول ترانسفكشن از 
 TetO-FUW-OSKM  وOCT-GFP ) حاوي ژنGFP 

 mgهر كدام جداگانه با غلظت ) به عنوان گزارشگر
ت با غلظ pMD2.G و psPAXو از پلاسميدهاي  5/22

سپس . استفاده شد mg9/7 و  mg 5/14به ترتيب 
ميكروليتر  114جداگانه هر محلول ترانسفكشن با 

M2CaCl2   ميلي ليتر مخلوط گرديد  15در يك فالكون
به . دقيقه در دماي اتاق قرار داده شد 30و به مدت 

اضافه و به  HBS 2Xميكروليتر بافر  1160محلول فوق 
قرار گرفت و سپس قطره دقيقه در دماي اتاق  5مدت 

. اضافه شد HEK-293Tقطره به پليت حاوي سلول هاي 
ساعت محيط رويي خارج و با محيط  24بعد از 
. جايگزين گرديد  FBS%10داراي   DMEMجديد

همچنين با كمك ميكروسكوپ فلورسنت ميزان سبز 
ها  به آن GFPشدن سلول هايي كه وكتور حاوي ژن 

در نهايت در دو . قرار گرفتانتقال يافته مورد بررسي 
 ساعت محيط رويي را  48و  24نوبت پس از 

فيلتر كرده و به  µm45/0جمع آوري و سپس با فيلتر 
به  G  60000منظور تغليظ كردن ويروس ها، با دور

  .ساعت اولترا سانتريفيوژ انجام گرديد 5/1مدت 
 ييرو طيدر مح روسيو ديتول به منظور بررسي

 يها كليمقدار پارت يحدود نييتع نيها و همچن سلول
 DIA.PRO (HIV AB & Ag(ي از كيت اليزا روسيو

به منظور . طبق دستورالعمل شركت سازنده استفاده شد
سلول  400×103مقدار  HDFترانس داكشن سلول هاي 

خانه اضافه كرده و يك شب در  6را به هر خانه پليت 
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پس  .شدقرار داده  C37°با دماي  CO2انكوباتور داراي 
 200رسيد مقدار  70%از اينكه تراكم سلولي به 

هاي كشت  HDFميكروليتر از ويروس توليد شده به 
ساعت در  8-12داده شده اضافه گرديد و به مدت 

گرمخانه گذاري  C37°با دماي  CO2انكوباتور داراي 
، به HDFپس از تعويض محيط رويي سلول هاي  .شد

  FBS%10داراي   DMEMميلي ليتر محيط 2هر خانه 
  .افزوده شد

ارزيابي بيان ژن هاي وارد شده در سلول هاي 
HDF  پس از ترانسداكشن ابتدا با تخليصRNA  سلولي

 .بررسي گرديد RT-PCRو انجام  cDNAو سپس تهيه 
 RNX Plusبا استفاده از كيت تخليص  RNAتخليص 

  . صورت پذيرفت) سيناژن، ايران(شركت سيناژن 
بلافاصله پس از استخراج به فريزر  RNAنمونه هاي 

°C70- ها تا مراحل بعدي منتقل  جهت نگهداري آن
 cDNA Synthesisاز كيت cDNAبراي تهيه . گرديد

Kit Takara )Takara, Bio Inc.( العمل  طبق دستور
با  cDNAشركت سازنده استفاده شد و نمونه هاي 

جهت انجام  .تكثير شدند RT-PCRاستفاده از تكنيك 

 ,Thermal Cycler Astec Co دستگاهاز  PCRكنش وا

Ltd: Gene Atlas  واكنش استفاده شد وPCR  در حجم
الگو،  cDNAنانوگرم  20ميكروليتر به صورت  25نهايي 

 يكپيكومول از هر پرايمر،  MgCl2 ،25ميلي مولار  2
ميكرو مولار  200و  Taqپليمراز  DNAواحد آنزيم 
dNTP Mix ين شرايط دمايي جهت همچن .انجام گرفت

 5به مدت  C95°تكثير ژن ها شامل يك سيكل حرارتي 
 C58°ثانيه،  30به مدت  C94°سيكل تكراري  30دقيقه، 

و يك سيكل ثانيه  30به مدت  C72°ثانيه،  30به مدت 
 RT-PCR محصولات .دقيقه بود 5به مدت  C72°انتهايي 

 %8 ديآم لياكر يژل پل يبر رو، دست آمدهه ب
وفورز و با رنگ آميزي نيترات نقره مورد ارزيابي الكتر

  .قرار گرفتند
  

 :ها يافته

ترانسفورم شده با  يها يكلنبه منظور تأييد صحت 
 Colony-PCRاز تكنيك  TetO-FUW-OSKM ديپلاسم

  ).1شماره  تصوير(استفاده گرديد 

  
  
  
  
  
  
  
  

) bp 52(  C-MYCو) OCT4 )bp 51(،SOX2  )bp 53تصوير قطعات تكثير شده براي ژن هاي  :1تصوير شماره 

ساخت ( bp 50ماركر با سايز : M% (8توليدي بر روي ژل پلي اكريل آميد  TetO-FUW-OSKM پلاسميد
  )نمونه كنترل منفي: Control  Negative،)شركت فرمنتاس، آلمان

  

انجام هضم آنزيمي جهت تأييد هر نمونه پلاسميد 
ابتدا  DNASTAR® Lasergene 10با استفاده از برنامه 

 يدهايپلاسمبرش با آنزيم هاي مختلف بر روي  الگوي
TetO-FUW-OSKM ،psPAX ،pMD2.G و OCT-GFP 

دست آمد و سپس به كمك اطلاعات بدست آورده ه ب
تعداد برش هر آنزيم بر روي هر پلاسميد مشخص 

دست آمده از برش آنزيمي بر روي هر ه نتايج ب. گرديد
  .خلاصه شده است 2تصوير شماره پلاسميد در جدول و 

   M               OCT4                 SOX2          C-MYC     Negative 
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  تعداد برش هاي آنزيم هاي مختلف بر روي هر نمونه پلاسميد: 2جدول شماره 

  پلاسميد  نام آنزيم دست آمدههتعداد قطعات ب )bp(سايز قطعات پس از هضم آنزيمي
5081 ،8376  2 EcoRI TetO-FUW-OSKM   

)bp 13457( 
4374 ،6338 2 EcoRI psPAX 

)bp 10712( 2154 ،1044 ،7514 3 PvuII 

6083 ،4629 2 XbaI 

1671 ،4153 2 EcoRI pMD2.G 

)bp 5824( 5824  1 PvuI 

 XbaI 0 فاقد جايگاه برش

1637 ،12 ،42 ،5858 4 HindIII OCT-GFP 

)bp 7549( 
 
 

7549  1 AfIII 

2160 ،1818 ،593 ،360،2618 5 PvuII 

2016 ،5533 2 BamHI 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

، TetO-FUW‐OSKMدست آمده از هضم آنزيمي پلاسميدهاي تخليص شده شامل ه قطعات ب :2تصوير شماره 

psPAX ،pMD2.G و OCT-GFP  1%بر روي ژل آگارز )M : ماركر يك كيلو جفت بازي ساخت شركت
  )فرمنتاس آلمان

  
  
  
  
  
  
  
  

توليد  حال در OCT-GFPفكت با پلاسميد ساعت پس از ترانس HEK-293T 72هاي لاين سلول : 3تصوير شماره 
  )B() توليد نور سبز رنگ(و فلورسانت  )A(نور معمولي  با ميكروسكوپ در حالت ويروس

  

A  B 
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  شده توليد لنتي الايزا جهت تأييد ويروس هاي نتايج تست :3جدول شماره 
TetO-FUW-OSKM  OCT-GFP شاهد    كنترل منفي كنترل مثبت كاليبراتور)Blank(  نمونه  

  )OD(جذب نوري  450/0  811/0  021/3 934/0  067/3 072/3

فاقد هر گونه : كنترل منفي كننده رنگ به جز سوبسترا، ديو هر معرف تول conjugateمحلول  ايفاقد هر نوع نمونه : )Blank(شاهد 
 100با غلظت حدود  p24ژن  يآنت يحاو: كاليبراتور ،روسيژن و يآنت يدارا: كنترل مثبت ،روسيژن و يآنت اي يباد يآنت
كه در مقايسه با نمونه كنترل مثبت  وكتورهاي ويروسي توليد شده: TetO-FUW-OSKM و OCT-GFP، تريل يليدر هر م كوگرميپ

  .توليد خوبي داشته اند
  

به منظور توليد وكتورهاي ويروسي لنتي از لاين 
HEK-293T  نشان دهنده وكتور  3استفاده شد كه تصوير شماره
OCT-GFP  حاوي ژنGFP  توليد نور (به عنوان گزارشگر

و ترانسفكشن موفقيت آميز جهت توليد ويروس هاي لنتي ) سبز
 .اين سلول ها توليد ويروس را نشان دادند% 70- 80مي باشد و 

 توسط تست شده توليد و تأييد ويروس هاي تيتر تعيين

 سويرو كه دهد مي نشان 3جدول شماره  نتايج. شد انجام الايزا
  .است شده توليد بالا تيتر با

بعد از جداسازي در پاساژ اول جهت  HDFسلول هاي 
 موفق توليد از پس. برنامه ريزي مجدد مورد استفاده قرار گرفتند

سلول  ،OCT-GFPو  TetO-FUW-OSKMويروس هاي 
گرديد  آلوده شده توليد هاي ويروس توسط HDFهاي 

و   RNAداسازيج با ساعت 48از  پس و )4تصوير شماره (
 RT-PCR روش به نظر مورد هاي ژن تكثير ، cDNAتوليد

  ).5تصوير شماره (گرفت  قرار بررسي مورد

  
  
  
  
  
  

  )چپ(حاوي ژن فلورسانت   OCT-GFPديپلاسمو پس از ترانسداكشن با ) راست(پس از پاساژ اول  HDFسلول هاي : 4تصوير شماره 
  

  
  
  
 
 
  
  
  

سنتز شده براي ژن هاي ويروسي توليدي بر  cDNAنمونه هاي RT-PCR تصوير قطعات تكثير شده به روش  :5تصوير شماره 
 bpقطعه (نمونه كنترل مثبت : GAPDH، )SOX2 )bp 53( ،OCT4 )bp 51(،C-MYC  )bp 52% (8روي ژل پلي اكريل آميد 

52(،HDF  Tranducted :نمونه هاي فاقد : سلول هاي ترانس داكت شده با ويروس و كنترل منفيDNA(  

 ژن نام  Tranducted HDFكنترل منفي

SOX2 

OCT4 

C-MYC  

GAPDH 
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  :بحث
 يروسيو يوكتور لنت از در مطالعه حاضر

TetO-FUW-OSKM فاكتورهاي  يحاوOCT3/4،SOX2 ، 
KLF4   وC-MYC  يها سلولجهت برنامه ريزي مجدد 

 استفاده Foreskinفيبروبلاست جدا شده از نمونه هاي 
-HEKسلول هاي لاين نتايج حاصل از ترانسفكشن . گرديد

293T  سلول ها ترانسفكت  اين% 70- 80نشان داد كه  
 يوكتور لنتكه بيانگر توليد موفقيت آميز شده اند 

ي ژن هاهمچنين . بود TetO-FUW-OSKM يروسيو
بيان پس از ترانس داكشن  HDFدر سلول هاي پرتواني 

جهت برنامه ريزي مجدد ي داشتند كه مي تواند مناسب
با خاصيت  iPSتوليد سلول هاي و  HDFسلول هاي 

  .تكثيري بالا استفاده شود
از سلول هاي سوماتيك  iPSبه منظور ايجاد سلول هاي 

ها  بالغين چندين فاكتور رونويسي جهت برنامه ريزي مجدد آن
، OCT4دو گروه از اين فاكتورها شامل . استفاده مي شود

SOX2 ،C-MYC و KLF4  توسطYamanaka  و همكاران
به وسيله ي   LIN28و  OCT4  ،SOX2،NANOGو

Thomson سلول هاي  برنامه ريزي مجدد و همكاران جهت
معرفي و  iPSسوماتيك انساني و ايجاد سلول هاي 

در  و همكاران Yamanaka ).16(استفاده شده است 
از سلول هاي  iPSاقدام به توليد سلول هاي  2007سال 

HDF  فاكتور رونويسي شامل  4با استفاده ازOCT4 ،
SOX2 ،C-MYC  وKLF4  نمودند و از سلول هاي
MEF) =Mouse embryonic fibroblasts(  به عنوان

 iPSجهت توليد سلول هاي  )Feeder(لايه تغذيه كننده 
روش پژوهش حاضر بر اساس ). 17(استفاده كردند 

يد و كارايي و همكاران استوار گرد Yamanakaمطالعه 
جهت  TetO-FUW-OSKM يروسيو يلنت وكتور

همچنين . برنامه ريزي سلول ها مورد ارزيابي قرار گرفت
 سلول هاي لاينترانسفكشن ها پس از  مطالعه آن

 HEK-293T  اين سلول ها % 70- 80نشان داد كه در
ويروس توليد شده است كه شبيه مشاهدات مطالعه 

و همكاران  Yamanaka در همان زمان كه. حاضر بود

 ها روسياستفاده از رتروو ارا ب يانسان  iPScديتول
به  موفق 2007در سال و همكاران  Yuگزارش كردند، 

 يروسيو يلنت يها با استفاده از روش يانسان iPSc جاديا
 ياز فاكتورها يمتفاوت يمجموعه  بيانجهت 
OCT4،NANOG ، SOX2 و LIN28 19( شدند(. 

 2008و همكاران در سال  Aoi توسط تحقيق انجام شده
 بروبلاستيف يها مجدد سلول يزيموجب برنامه ر

كه سه  Moloney يها روسيبا استفاده از و يموش
و  OCT3/4، NANOG ، SOX2 ياز فاكتورها كتورفا

C-MYC  ييكارا زانياما مرا بيان مي كردند، گرديد 
 يدر مطالعه ا. بود نييپا يروش به طور قابل توجه نيا
 يزيبرنامه ر يها انتقال ژن يبرا روسيدنو وآاز  گريد

استفاده  يموش بروبلاستيهدف ف يها لولمجدد به س
 يلنت يها روش نسبت به روش نيا يالبته كارآمد .شد
به . )20( تر بود نييپا يبه طور قابل توجه يروسيو

 2008در سال  گريد يهمكاران در تلاش و  Aoiعلاوه
را با استفاده از  يموش جنيني ياه بروبلاستيفتوانستند 

 انيب ديدو پلاسم كمكبا  يترانس فكشن موقت نيچند
 C-MYC نيو همچن OCT4-KLF4-SOX2 كننده

 كارايي روش نيچه در ا اگر. نديمجدد نما يزيبرنامه ر
اما بدون درج شدن  پايين بود iPS يها سلول ديتول

لب موضوع جا نيا. ديبه انجام رس ماريوكتور در ژنوم ب
 هشد ديتول يسلول ياز رده ها ياريتوجه است كه بس

درج  يدهايپلاسم يدارا يپس از ترانس فكشن موقت
كند  يم شنهاديموضوع پ نيا. شده در ژنوم سلول بودند

در ژنوم  يخارج يها يتوال داريكه ادغام شدن پا
و همكاران در  Zhao). 21(د تواند اتفاق افت يسلول م

ز وكتورهاي رترو ويروسي با استفاده ا 2008سال 
و  OCT3/4، NANOG، SOX2حاوي فاكتورهاي 

C-MYC  اقدام به توليد سلول هايiPS  از سلول هاي
فيبروبلاست جدا شده از پوست گوش ميمون هاي نر 

در  2010و همكاران در سال  Ho). 22(بالغ نمودند 
سلول هاي مطالعه اي به بررسي برنامه ريزي مجدد 



  1392ويژه نامه تكميلي، 15 دوره/ مجله دانشگاه علوم پزشكي شهركرد

20 

(Human umbilical vein endothelial cells= HUVEC)  و
غير تومورزاي  توسط دو فاكتور iPS توليد سلول هاي

OCT3/4  وSOX2  ها از  پژوهش آن). 23(پرداختند
لحاظ نوع روش مورد استفاده تا حدودي شبيه روش 
كار مطالعه حاضر بود با اين تفاوت كه در پژوهش 

مورد حاضر از ويروس هاي لنتي جهت انتقال ژن هاي 
 و Thomson. استفاده گرديد HDFنظر به سلول هاي 

همكاران جهت برنامه ريزي مجدد سلول هاي سوماتيك 
،  OCT4فاكتورهاي iPSانساني و ايجاد سلول هاي 

SOX2،NANOG  وLIN28   را معرفي و استفاده
 ، OCT3/4ياز فاكتورهادر حالي كه در مطالعه حاضر  .نمودند
SOX2، KLF4 و C-MYC 16(ي اين منظور استفاده گرديد برا(.  

ژن درماني  روي بردر سال هاي اخير مطالعات زيادي 
رتروويروسي و آدنوويروسي، وكتورهاي  بتاتالاسمي با استفاده از

از سلول ها از  لنتي ويروسي در طيف وسيعي تازگي به
بنيادي  قبيل رده هاي سلولي پستانداران، سلول هاي

انسان  يادي خون ساز موش وسلول هاي بن جنيني موش و
در سال  نادريان و همكاران ).4،24( صورت گرفته است

ساب كلونينگ ژن آنزيم گلوكوسربروزيداز با  2007
موش سوري در وكتور لنتي ويرال و انتقال آن به رده 

يكي از مناسب ترين نشان دادند كه   HEK سلولي
ر وكتو ،ژن هاي نوتركيب وكتورها براي انتقال و بيان

كه مطالعه حاضر نيز كارايي بالاي اين  لنتي ويرال است
. نشان داد HDFوكتورها را در ترانسداكشن سلول هاي 

قابليت  HIV-1مشتق از  وكتورهاي لنتي ويرالهمچنين 
قابل تقسيم و  انتقال ژن هاي نوتركيب را به سلول هاي

و  بي خوف تربتيمطالعه  .)25( قابل تقسيم دارند غير
به منظور ژن درماني بيماران بتا  2009در سال همكاران 

عنوان انتقال  لنتي وكتورها بهتالاسمي استفاده موفق 
را نشان ثر، كارآمد و پايدار ژن به سلول هاي هدف ؤم

ژن درماني  درلنتي وكتورها داد و آنها بيان كردند كه از 
كه  و همچنين سرطان هابسياري از بيماري هاي ژنتيكي 

  .)4(مي توان استفاده كرد د، نبالايي دار امروزه شيوع
  انتقال هاي روش از يكي كلسيم فسفات روش

 DNA  براي 1960 سال در كه است ويروسي غير 

 بر پايه بر روش اين. گرفت قرار فادهاست مورد بار اولين

 استوار رسوب ايجاد و كلسيم يون با DNA همكنش

 توزاندوسي صورته ب روش اين درDNA  انتقال .است

 ولي دارد %10 حدود بازدهي اينكه با و شود مي انجام

اجرا  قابل امكانات كمترين با كه بوده ارزان روش يك
 ابتدا ويروس توليد براي تحقيق اين در). 17،26(است 

 فسفات روش به ويروس لنتي كننده توليد پلاسميدهاي

 توليد و شده  HEK-293Tسلولي لاين وارد كلسيم

  سپس  .گرديد تأييد الايزا تست توسط ويروس
ويروس هاي توليد شده حاوي فاكتورهاي مورد نظر به 

ها  به منظور برنامه ريزي مجدد آن HDFسلول هاي 
  .ترانس داكت شد iPSجهت توليد سلول هاي 

 )Micro injection( تزريقي ريز پايين بازدهي
 ژن انتقال جديد هاي روش ايجاد باعث ژن انتقال براي

 لنتي از استفاده ها روش اين جمله از كه گرديده است

ها  رتروويروس خانواده اين مجموعه زير و ويروس ها
 با DNA انتقال توانايي با لنتي وكتورهاي .باشد مي

 فعال به طور كه هايي سلول در خصوص به بالا بازدهي

 قرار توجه در اين مطالعه مورد نيستند تقسيم حال در

   لنتي وكتورهاي طريق از و بيان ژن ها انتقال .گرفت
اتفاق  صورت پايدار در سلول هاي هدف به تواند مي
 انتقال دهنده فاكتورهاي رونويسي وكتورهاي تهيه .افتد

 عنوان به ،مؤثر در برنامه ريزي مجدد سلول هاي ميزبان

    iPS هاي   سلول   توليد در  قدم اولين و مهمترين
 هاي ژن انتقال براي نيز مطالعه حاضر در .باشد   مي 

در اين پژوهش  .شد استفاده لنتي ويروس از نظر مورد
به عنوان ژن هاي  pMD2.G و psPAXاز ژن هاي 

كمكي در انتقال و تنظيم بيان اپران وكتور لنتي ويروسي 
TetO-FUW-OSKM  ي ژن هاحاويOCT3/4 ،

SOX2، KLF4  وC-MYC مطالعه  نيدر ا. استفاده شد
 يوكتور پل كيستفاده از با ا ازيمورد ن يها ژن
موضوع سبب  نيا. شد انيب HDFدر  واحد كيسترونيس
 وكتور جداگانه  4شود تا نسبت به استفاده از  يم
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رخ  زبانيدر ژنوم م يكمتر )insertion(ژني  يدرج ها
ي ناشي از درج مياحتمال بروز بدخ يژن يها درج. دهد

شدن هاي تصادفي در طول ژنوم سلول ميزبان و آسيب 
از . دهند يم شيشده افزا يزيررا در سلول برنامه  به آن
 IRES كه از ييها روش ريبر خلاف سا گريد يسو

)Internal ribosomal entry site( جداگانه  انيجهت ب
، در كنند يپروموتور استفاده م كيمختلف از  يها ژن
 مختلف يها ژن انيجهت ب  2Aيدهايمطالعه از پپت نيا

 IRESگرديد كه نسبت به استفاده پروموتور  كيتوسط 
 بالا يژن هادر بيان  تريبالا يياندازه كوچك و كارا

پروموتور داشته و موجب مي شود  دست نييدست و پا
كه حتي ژن هايي كه از پروموتور فاصله ي دوري دارند 

در القاء  تيموفق يموضوع برا نيا .به خوبي بيان شوند
آنها وارد شده  كه ژن به ييها در سلول يزيبرنامه ر
استفاده از يك وكتور به علاوه  .باشد يم ياتياست ح

لنتي پلي سيسترونيك به جهت توليد تنها يك مرحله 
لنتي ويروس نسبت به چهار ويروس جداگانه، بسيار 
آسان تر است و همچنين در صورتي كه ويروس وارد 
سلول ميزبان شود مي توان مطمئن شد كه حتماً در يك 

ار ژن ضروري جهت برنامه ريزي مجدد در زمان هر چه
و همكاران  Merkl. )26( اين سلول ها بيان خواهند شد

با استفاده از وكتورهاي القايي غير  2013در سال 
و  OCT4، SOX2، C-MYCويروسي حاوي ژن هاي 

KLF4  اقدام به توليدiPS آنها . هاي كارا در رت نمودند
ل ها بر پايه نشان دادند كه برنامه ريزي مجدد سلو

 در رت  ESهاي شبيه  iPSپلاسميدها منجر به توليد 

با اين روش نشان دهنده درج  DNAانتقال . مي شود
كمتر در ژنوم سلول ها در مقايسه با استفاده از 
وكتورهاي لنتي و رتروويروسي بود و بر خلاف استفاده 
 از وكتورهاي لنتي كه بيان مداوم فاكتورهاي 

د را نشان مي دهند، نتايج آنها بيان برنامه ريزي مجد
كوتاه مدت اين ژن ها را در سلول هاي رت به منظور 

         ).27(نشان داد  iPSتوليد 

  
  :يگير نتيجه

وكتورهاي با توجه به يافته هاي مطالعه حاضر 
 در ژنوم درج ژنوم خودبه دليل قابليت  وسيلنتي وير

طولاني  سلول هدف قادر خواهند بود براي زمان هاي
هاي لازم جهت باقي ماندن سلول ها در حالت ژن 

بنيادي را بيان كنند و همچنين به دليل استفاده از يك 
به  TetO-FUW-OSKMوكتور لنتي پلي سيسترونيك 

جاي چهار وكتور ويروسي جداگانه امكان درج هاي 
 كاهش  HDFخود به خودي در ژنوم سلول هاي 

يد وكتورهاي لنتي ويروسي تولبا توجه به اينكه . مي يابد
 ترين پيش نيازهاي ايجاد  با تيتر بالا يكي از مهم

اين نتايج نشان دهنده استفاده مي باشد،  iPSسلول هاي 
موفق از وكتورهاي لنتي ويروسي به عنوان يك روش 

  .بود مجدد سلول ها يزيبرنامه رساده و ارزان به منظور 
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Background and aims: Induced pluripotent stem cells (iPSC) are primary, undifferentiated 
cells that are able to create almost any type of cells in the body. The purpose of the present 
study was to produce and transmit TetO-FUW-OSKM lentiviral vector to human dermal 
fibroblast cells (HDFs) and to investigate the application of this vector. 
Methods: In this experimental study after isolation and culture of HDF cells, TetO-FUW-
OSKM lentiviral vector (as transfer vector) containing the reprogramming genes and 
PsPAX2 and PMDG2 vectors (as packaging plasmids) were transfected to HEK-293T cell 
line for virus production. The supernatants of packaging cells were harvested 48 h and 72 h 
after transfection. Then, these viruses were transducted to HDF for reprogramming these 
cells. 
Results: The results of this study demonstrated successful production of TetO-FUW-OSKM  
lentiviral vector, efficiency of transmission method of gene via lentiviral vectors, and 
suitable expression of the transcription factors in HDF cells after transduction. 
Conclusion: According to these findings lentiviral vectors could be used for gene 
transmission and reprogramming of adult cells such as HDF in future studies and to generate 
iPS cells. 
 
Keywords: Human dermal fibroblast cells, TetO-FUW-OSKM lent viral vector, 
Reprogramming, Induced pluripotent stem cell, RT-PCR. 


