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 مقاله پژوهشي

 

 
 (212-221) 49تابستان  1شماره  21دوره 

 

 

‌انساني‌در‌ناقل‌لنتي‌ويروسي‌و‌القاي‌ژني‌‌SOX2سازي‌ژن‌‌همسانه
 HEK293Tهاي‌‌در‌سلول

 
 1، زهرا سهيلا سهيلي2انسيه درباري

 
 

 هچكيد
‌سابقه‌و‌هدف‌

 يهاا  ساز از سلول شيپ يها سلول يمهم در القا ياز فاکتورها و ها، حفاظت شده بوده ان گونهيدر م SOX2ژن 
و  SOX2 ، OCT4  ،cMYC. شود يساز م شيپ يها سلول يت پرتوانيموجب حفظ خاص كه باشد يافته ميز يتما

KLF4 امروزه از ژن . شوند يم ياديبن يها ک به سلوليتسوما يها سلول يسينو سبب باز برنامهSOX2  در جهت
 يدر ناقا  لنتا   SOX2ژن  يسااز  ق همسانهين تحقيدر ا. شود استفاده مي يو سلول درمان iPS يهاد سلوليتول
 .بررسي شد HEK293T يها سلول يساز روس و آلودهيو
 

‌ها‌روش‌مواد‌و
ژن . ديا افات گرد يدر pUC57 يسااز  سنتز و در ناق  همسانه SOX2کدکننده ژن  يتوالتجربي، در يك مطالعه 

 يهاا   ب توسا  رو  يا سازه نوترک. کلون شد ا  ساب pLEX-MCSروس يو يلنت يانيشده در ناق  به اساخت
PCR د کنناده  يتول يها روس در سلوليو يذرات لنت. د شدييتا يابي يو توال يمي، هضم آنزHEK293T د يا تول
توسا    HEK293T يهاا  سالول . به عنوان کنترل استفاده شاد  GFP ژن يحاو يروسيو ياز وکتور لنت. شدند

در  SOX2ان يا ب. دناد ين انتخااب گرد يسيک پورومايوتيب يوسيله مقاومت به آنته ب آلوده شده و يروسيذرات و
 .شد يبررس RT-PCRتوس   HEK293T يها سلول
‌ها‌يافته

روس آلوده شدند يتوس  ذرات و HEK293T يها سلول. ديد گردييساخته و تاSOX2 کننده  انيب بيسازه نوترک
با اساتفاده از رو   . را از خود نشان دادند GFPان يب HEK293T يها سلول% 41ش از يب ،ساعت 19و پس از 
RT-PCR ان يب SOX2يها در سلول HEK293T د شدييتا. 
‌ينتيجه‌گير
 .ان نمودنديرا بSOX2  و GFP يها افت و ژنيب را درينوترک يها ت سازهيبا موفق  HEK293Tيها سلول

 هاي فلورسنت سبز پروتئين، وكتورهاي كلونينگ ،SOX2 فاكتور رونويسي  :ات‌كليديكلم
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  مقدمه 
ز، مهـاجر   ي، تمايم سلوليبا تقس ينيتکامل جن يدر ط     

 به ي بنياديها ن سلوليا يت پرتوانيخاص ،ها ل انداميو تشک
ــور برتشــت ــذ ط ــيناپ ــال . رود ير از دســت م  1336در س

،  c-MYC  ،KLF4 ان چهـار فـاوتور  يبا بتاكاهاشي و ياماناكا 
SOX2  وOCT4  بروبلاسـت يافتـه ف يز يتمـا  يهـا  سلولدر، 
(. 2)دنـد كرد ي ـتول ينيجن ياديبن يها ه سلوليشب يها سلول

 ـبن يهـا  هـا، سـلول   ن سلوليا  =iPSC)ييپرتـوان القـا   يادي

induce Pluripotent Stem Cell) جـاد  يت ايمز. ده شدندينام
 يز به تماميتما درها  آن ييدر توانا ييپرتوان القا يها سلول
هـا در درمـان    توان از آن ين رو مياز ا. استبالغ  يها سلول

نسـون،  يپارو يهـا  يمارير قابل درمان مانند بيغ يها يماريب
ــتخر و يقلبــ يهــا يمــاريمــر، بيآلزا اســتداده  يب عصــبي
 ـبن يهـا  د سـلول ي ـنـد تول ين فرآيا. (1)نمود از  ييالقـا  يادي

ــلول ــا س ــا يه ــهيز يتم ــه  »افت ــاز برنام ــاره ب ــينو دوب  يس
(reprogramming)» اوليـه  منشـا   كه اين ليبه دل. ده شدينام

هـا   ن سلوليا باشد، كاربردمار يخود ب تواند مي ها سلول اين
 .ونـد  يک نم ـي ـبدن را  تحر يمنيستم ايس يدر سلول درمان
 ـا بـه محققـان  حاضر  يتکنولوژ علاوه بر اين، ن امکـان را  ي

ــ ــد ب  يم ــه بتوانن ــد و ــاريده ــا  يم  in vitroط يدر محــرا ه
 يـا درمـان و   شـرفت يثر در پؤوننـد و عوامـل م ـ   يساز مدل
درمـان را  روش ن يو بهتـر  نموده ييرا شناسا يماريب كنترل

 يهـا  سـلول  يامـا اسـتداده از تکنولـوژ   . (9)نديانتخاب نما
ــبن ــا يادي ــوان الق ــا يدارا ييپرت ــز يبيمع ــ ني  (.9)باشــد يم

جـاد تومـور   يتوانند سـبب ا  يم KLF4 و c-MYC يفاوتورها
 يس ـيرونو يانتقـال فاوتورهـا   ين بـرا يهم چن ـ. (1)تردند
بـا   يها اسـتداده نمـود وـه تـاه     روسيو يد از لنتيبا ييالقا

جهـ  و   ،زبـان يروس به داخل ژنـوم م يداخل شدن ژنوم و
از  يريجلـوت  يامـروزه بـرا  . (6)دهـد  رخ مـي  ييسرطان زا

تنهـا از دو   KLF4 و c-MYC يتوسط فاوتورهـا  ييزارتومو
اسـتداده   يس ـينو دوباره باز برنامـه  يبرا SOX2  ،OCT4 ژن
 .(7)تردد يم
وـه در   ييهـا نيد پـروتئ ي ـتول يبـرا  SOX2ن يژن پروتئ     

 ياتينق  ح ينيتکامل جن يمختلف در ط يهال بافتيتشک
ان آن ي ـو ب ان شـده ي ـگو  بيدر زSOX2 . ، لازم استدارند

 .ونديـدا مـي  پـيت افزاـيرولا و بلاستوسـه مـن مرحلـيب

 خاص ژنوم  مناطقه دارد و به ـنيد آمـياس 927 ن آنـپروتئي
  (.8)ونديم ميها را تنظ ت ژنيمتصل شده و فعال

ل يومـللک  تشـک   DNA يبر رو OCT4ن با ين پروتئيا    
 :ها ماننداز ژن يان تعداديدهد و بيم

Yamaguchi sarcoma viral oncogene homolog1 (YES1) 
Fibroblast Growth Factor (FGF4) 
Undifferentiated embryonic cell Transcription Factor 1, 
(UTF1) 
Zinc Finger protein (ZFP206) 

 و
F-box and leucine-rich repeat protein (FBX) 

ومـللک   . وندينق  دارند ونترل م ينيرا وه در تکامل جن
OCT4 وSOX2 ن يبا پروتئNanog يس ـيواون  داده و رونو 
ت يحدـ  خاص ـ  موجـب  و ونـد  يم م ـيرا تنظ Rex1فاوتور 
 (.3)شود يها م سلول يپرتوان
ــان     ــ يژن درم ــاني ــجد يک روش درم ــراي ــان  يد ب درم
دز ي ـو ا ي، سـرطان، عصـب  يسمي، متابوليکيژنت يها يماريب
 ـانتقال  ،يمانراز ژن د يهدف اصل. باشد يم ک ژن خـاص  ي

 يمـار يدرمـان ب  ين ژن بـرا ي ـان اي ـبه سلول مورد نظـر و ب 
و انتقال ژن مورد نظر به داخل  يژن درمان يبرا. (23)است
هـا بـه دو    ن روشيا. وجود دارد يمتعدد يها روش ،سلول
 . شوند يم ميتقس يروسير ويو غ يروسيدسته و
ــا روش در     ــغ يه ــير وي  ــ ،يروس ــه وس ــال ژن ب له يانتق
، (يبـا  مصـنوع  يهـا بـا ترو   ومزلويل)يمصنوع يها روسيو

ــباوتر يدهايپلاســم ــروتئ ي، ووتورهــايياي ــ -نيپ  و يچرب
 .(22)شود انجام مي يمصنوع يها وروموزوم

-adeno يروســيو يووتورهــا ،يروســيو يهــا روش در    

associated viruses  ،adenoviruses  ،retroviruses  ،flavor 

viruses-herpes-simplex viruses  هــر . شــوند مــياســتداده
 يدر انسـان دارا  يژن درمـان  ين ووتورهـا بـرا  ي ـتروه از ا
و adenovirus بــه عنــوان م ــال . هســتند ييهــا تيمحــدود

herpes- simplex viruses  زبـان يم يمن ـيسـتم ا يس يبا القـا، 
انتقال ژنوم  و شوند يزبان ميدار ژن در ژنوم ميمانع انتقال پا

 يومک ـ يوابسته به ووتورها adeno-associated virusesدر 
 يمنحصـر بـه فـرد لنت ـ    يهـا  ييتوانـا  كه در حالي باشند يم
مـد و بـا   آانتقال ژن به صـور  وار  ييها مانند توانا روسيو

 يان طـولان ي ـپسـتانداران، ب  يهـا  بالا به انواع سلول يبازده
  ميتقس ـ يهـا  انتقال ژن به سلول ييب، توانايمد  ژن نوترو

  يـمنيخ اـاد پاسـجيدم اـده، عـم شونـير تقسـيغ ده وـشون
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ک ژن در انــواع يــ يبــالا ان نســبتاًيــب ييناخواســته و توانــا
 ،ياديبن يها سلول يها م ل انواع رده ،پستانداران يها سلول
در  ين ووتورهـا در ژن درمـان  ياستداده تسترده از ا به منجر
حــال  نيــبــا ا. ده اســتيــترد in vitroو  in vivoط يمحــ

ن ابـزار مهـم   ي ـز در اسـتداده از ا ين ييها ياشکالا  و نگران
 يلنت ـ ديامکان تول ملاحظا  موجود عبارتند از. وجود دارد

توسـط  حامل  ييجا ه، جابيهمانندساز قادر به  يها روسيو
 يـي زا جهـ   ماران،يدر ژنوم بمستقر زا  درونروس يورترو 
وـه   ني ـلا -  ر ژرميي، تغشود يم منجر به سرطان وه يشيافزا

 ديجد يها روسيانتشار وها شده و  ن نسليباثرا  منجر به 
 ـي ـتول يبرا(. 21)شده يژن درمان مارانياز ب روس ي ـو يد لنت
 يهـا  از سـلول ،  in vitroط يژن مـورد نظـر در مح ـ   يحاو

HEK293T ب را ي ـنوترو يهـا  روسيو يلنت. تردد ياستداده م
توان از ترنسدکت هم زمان ووتـور ناقـل ژن بـه همـراه      يم

هـا و   هـا و نوولئوپوشـ    ميودوننده آنـز  يومک يووتورها
 يهـا  روسي ـن ويا. د ورديتول HEK293T يها غشا به سلول

 HEK293T يهـا  سـلول  ييرو طيتوان از مح يب را مينوترو
هـاي پوششـي مختلـف اجـازه توليـد       ژن. وـرد  يآور جمع
ــي ــروس لنت ــيورهــاي ســ وي ــه  تايپ مختلدــي را م دهــد و

متدـاوتي را  ( تمايل نسبت به سـلولي خـاص  )هاي تروپيسم
اي بـراي اسـتداده از    اين تحقيق مقدمـه . (29)دهند نشان مي

هــاي بنيــادي  ســازي ســلول آلــوده نــاقلين ســاخته شــده در
در اين مرحله هـدف توليـد    .مزانشيمي مغز استخوان است

ذرا  ويروسي ناقل ژن مورد نظر، اثبا  آلوده شـدن يـك   
بيان ژن مورد نظر و صحت عملكـرد   نوع سلول آزمايشي و

 .بودها  سازه
 

 ها مواد و روش
 :توسط هضم آنزيمي PCR2.1SOX2د سازه نوترويب يتاي
موجـود در   يها يبا توجه به توالدر يك مطالعه تجربي،     

يين و سـدارش  تع SOX2ژن  يتوال ، NCBIي بانک اطلاعات
ه ي ـآلمـان ارا  Eurofin MWG Operonبـه شـروت    سـاخت 
 يل مراحل بعديجهت تسه يتوال يدر هنگام طراح. ديترد

ــايســاز همســانه و در  XhoI يگــاه برشــيجا '5 ي، در انته
ت ژن يدر نها .قرار داده شد BamHI يگاه برشيجا '3 يانتها

SOX2 ديشده و در پلاسم هاختس pCR2.1 دي ـافت ترديدر .

ن ســازه يــا ، pCR2.1-SOX2 يژنــ افــت ســازهيبعــد از در
بـا   (Competent)مسـتعد  E.coli-DH5αي ب به باوترينوترو

ت ي ـپل يد و سـل  رو يترانسدرم ترد يروش شوک حرارت
LB ن وشـت و در انکوبـاتور   يليس ـ يک آمليوتيب يآنت يحاو
از . سـاعت انکوبـه شـد    19به مـد    تراد يدرجه سانت 97
ن يليس ـ يآمل ـ يت حـاو ي ـپل يرشد ورده بـر رو  يها يولون

 DNA-spin™Plasmidت يـــد بـــا وياســـتخرالا پلاســـم

Purification Kit (كياژن، آلمان) رفتيصور  پذ. 
 

 ژن يابيو باز pCR2.1-SOX2سازه از  يميهضم آنزواون  

SOX2 : 
 ، ژن pCR2.1-SOX2ب ي ـد شدن سـازه نوترو ييبعد از تا    

SOX2 يهـا  ميبا آنز يميتوسط واون  هضم آنز BamHI  و
XhoI الکتروفـورز شـد  % 2ژل آتارز  يخورده و رو  برش .
 13)ادتري ـدر حجـم ز  يم ـين منظور واوـن  هضـم آنز  يبد
 يد و بعد از جدا شدن بانـدها در رو يانجام ترد( تريکروليم

از  (باز جدت 366) SOX2، باند مربوط به ژن %2 ژل آتارز
ت ي ـده شـده و توسـط و  ي ـغ اسـکاللل بر يژل توسط ت يرو
 High Pure DNA Purification Kitژل  يص از رويتخلــ
د يولـون شـدن در پلاسـم    يص و بـرا ي، تخلوشرُ شروت

pLEX-MCS-pur (ــاينتيديك ــرار   (ترموس ــتداده ق ــورد اس م
 .ترفت

 
 : pLEX-SOX2-purيد سازه نوترويب يواون  اتصال و تا

ژل جهــت  يص شــده از رويمرحلــه بعــد، ژن تخلــدر     
مورد استداده قرار  pLEX-MCSبا ناقل  2 ونيگاسيواون  ل
 يبـر رو  يم ـين منظور ابتدا واون  هضـم آنز يبه ا. ترفت
انجـام   XhoIو  BamHI يها ميتوسط آنز pLEX-MCSناقل 
سـاعت در   26ون به مـد   يگاسيرفت و سل  واون  ليپذ
از ناقـل بـه ژن    9:2بـا نسـبت    تـراد  يدرجه سانت 26 يدما

  .هدف انجام ترفت
مســتعد  E.coli-DH5α يون بــه بــاوتريگاســيمحصــول ل    

 کروتـرم يم 13 يحـاو  LBت ي ـپل يد و روي ـترانسدرم ترد
 97و در انکوبـاتور   داده شـد ن وشت يسيک وانامايوتيب يآنت

روز بعـد از  . تراد به صور  شبانه قرار ترفت يدرجه سانت
 د انجام شد و يرالا پلاسمـه استخـافتـيد ـرش ياـه يـونـول
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 pLEX-MCS SOX2 http://www.addgene.org کتورو :2شک  

 
 SOX2MCS -pLEX (29)وكتور  :2شک 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 pMD2G  (29)وکتور :1شک 
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  psPAX2 (29)وکتور  -3شک  
 

 BamHIو  XhoI يهـا  ميتوسـط آنـز   يم ـيواون  هضم آنز
 .صور  ترفت

 
 : SOX2ژن  يروس حاويو يد ذرا  لنتيتول
بــه همــراه دو ناقــل  pLEX-SOX2-purب يــســازه نوترو    
ان ـم زم ــال هـبه صور  انتق psPAX2و  pMD2G يومک
منتقـل   HEK293T يها م فسدا  به سلوليا روش ولسـو ب

 يهـا  روس در سـلول يو يذرا  لنت. (2-9هاي  شكل)شدند
HEK293T يها د شد و سل  سلوليتول HEK293T  توسط
آلوده شده توسط  يها سلول. دنديآلوده ترد يروسيذرا  و

 .شدندن انتخاب يسيک پورومايوتيب يمقاومت به آنت
وشـت   :صـور  ترفـت  ن شرح يبد شنمراحل ترنسدک    

ساعت قبل از ترنسدکشن انجـام   HEK293T 19 يها سلول
ط يمح ـ mL 1ط وشت بـا  يمح mL 9 از mL 1و سل   شد

براي ترانسدکشـن ابتـدا در   . ديض ترديتازه بدون سرم تعو
اسـتريل   يق ـيو آب تزر DNA   ،CaCl2اسـتريل يـک ويـال   

 يقـه در دمـا  يدق 13به مـد    و مخلوط ترديد همبا  واملًا
 يفالکون حـاو  لوله سل  اين محلول به. دشط انکوبه يمح
µL 991 محلول از (X 23 )HBS  م يو بافر فسـدا  و ولس ـ
اضافه شدن . ديک نرمال اضافه ترديمولار و سود  1د يولرا

به محلول فوق به صور  قطره قطـره و هـم    DNAمحلول 

. لتـور بـود  يلـت و پ يتوسـط پ  يسـاز  زمان همراه بـا حبـاب  
و  دش ـاتاق انکوبه  يقه در دمايدق 13محلول فوق به مد  

 سلول  يت حاويره به پلـره قطـور  قطـه صـب آن  از ـپ
 . ديفه تردااض
 
 : HEK293Tهاي  يد بيان سازه نوترويب در سلوليتا
 -pLEX-SOX2ب ــيان سازه نوترويد قدر  بييتاجهت     
pur، با اسـتداده  يومک يها و بدون ناقل ييبه تنهان سازه يا 

 HEK293T يهـــا م فســـدا  بـــه ســـلولياز روش ولســـ
اسـتخرالا   ،ساعت بعد از ترنسـدکت  19 .ديترنسدکت ترد

RNA يهــا از ســلول HEK293T پــ  از . صــور  ترفــت
 يرو SOX2 ان ژنيب،  PCRو انجام واون   cDNA ساخت

 .ديترد يژل آتارز بررس
 

 ها يافته
از   يمــي، واوــن  هضــم آنز SOX2 ص ژن يتخلــ يبــرا    

صور  ترفته و بانـد مربـوط بـه ژن     pCR2.1-SOX2سازه 
SOX2 (.  9شکل )د يص ترديژل تخل ياز رو 
-pLEX- SOX2ب ي ـ، سـازه نوترو يسـاز  بعد از همسـانه     

purــا ــا  ي، آزم ــتا يه ــرا يديي ــحت  ياطم يب ــان از ص ن
ــا اســتداده از. صــور  ترفــت يســاز همســانه ــا  PCR ب ب
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 SOX2 بانـد مربـوط بـه    دو سر ژن، ياختصاص يهاآغازتر
شـکل  )دش ـمشاهده % 2ژل آتارز  يرو (ازـت بـجد 366)
1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 يميو هضم آنز miniprepالکتروفورز مربوط به استخراج  :9شک  
 -pCR2.1-SOX2 ،2- 1Kb DNA Ladder BiORON  ،1از 

محصول استخراج -3، يميمحصول هضم آنز
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 pLEX- SOX2-purاز  PCR به انجام الکتروفورز مربوط : 5شک  
  PCRمحصول  -SOX-2 2- 1Kb DNA ladder Bioron 1براي ژن 

 
 :  SOX2ترادف آغازترهاي 

 (ATGTATAATATGATGGAGACTGAG) :جلوبرندهآغازتر 
 (TCGCATGTAGAGGGGCAG):آغازتر معكوس

د يپلاسـم  يرو يم ـيهضـم آنز  شتر،ينان بيبه منظور اطم    
در  SOX2ح ژن يصح يساز از همسانه يحاواستخرالا شده 

سـازه   ين تـوال ييتع ن،يچن هم .(6شکل )ناقل مورد نظر بود
انجـام   شـرو و پسـرو  يپ ياختصاص ـآغازترهاي  ب باينوترو
  Edit Seq يافزارها فرستاده شده با استداده از نرم يتوال. شد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

الكتروفورز مربوط به هضام آنزيماي از ساازه نوتركياب      :6شك  
pLEX-SOX2-pur 2- DNA  ،Kb ladder BiORON  ،1- ول صمح

 هضم آنزيمي
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 HEK293T (X 211) های در سلول GFPان يب -7شک  

   1          2      

bp 2333 

bp 2133 

bp 23333 bp 23333 

bp 366 

   1          2      

b 2333 
bp 2133 

bp 1333 

bp 366 

   9          1       2     

b 2333 
bp 2133 
bp 1333 

bp 366 
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 يد ـيرد هـم پ  از  و قرار ترفت يمورد بررس Seq Manو 
 ديي ـولون شده تا يصحت توال ي،بانک ژن يها با داده يتوال
 .ديترد
 GFPژن  يحـاو  روسي ـو يبه عنوان ونترل از ناقل لنت ـ    

بعد . دياستداده ترد HEK293T يها جهت ترنسدکت سلول
،  HEK293T يهـا  به سلول GFP ياز ترنسدکت سازه حاو

ــ ــيط رويمح ــا ي ــلولي ــد از  ن س ــا بع ــاعت  98و  19ه س
توسـط   HEK293T يهـا  سـل  سـلول  . دي ـترد يآور جمع
شده آلوده  يآور جمع يها روسياز نمونه و 1*  23-9 رقت
% 33  از يب ،ساعت 19دند و مشاهده شد وه پ  از يترد

ــب HEK293Tي هــا ســلول  GFP (Green Fluorescentان ي

protein )(7شكل )را نشان دادند. 
از  RNAاســـتخرالا  ،ســـاعت بعـــد از ترنســـدکت 19    

 ـب RT-PCRج ينتا. صور  ترفت HEK293Tهای  سلول ان ي
شـکل  )د نمـود يي ـرا تا HEK293Tهای  در سلول SOX2ژن 
8.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 pLEX-MCS SOX2الكتروفورز مربوط به تاييد بيان وكتور : 8شك  
 -PCR ،1محصول  -2. ترنسفكت شده HEK293Tهاي  در سلول

BiORON  ،1 Kb ladder DNA  
 

 بحث
باشد وه  يم يميترم يک روش در پزشکي يسلول درمان    

 ـانـد و   وـه مـرده   ييها سالم با سلول يها در آن سلول در ا ي
شـوند   ها اختلال به وجود آمـده جـايگزين مـي    عملكرد آن

 ـينيم ال، در رت يبرا. (21، 26)  يهـا  گمنتـوزا سـلول  ي  پيت
ن ي ـا يبـرا  ين درمـان يگزيجـا . روند ين ميفوتورسلتور از ب

زبـان  يه مياست وه با شبک ييها مورد شامل ترنسللنت سلول
. (27, 28)وننـد  يهمراه شده و به عنوان فوتورسلتور عمل م

گـر از  يد يک ـيمناسب،  يت انتخاب منبع سلوليدر ونار اهم
 يو ژن درمـان  يت در سـلول درمـان  ي ـار بـا اهم يمباحث بس
ها  روسيو يلنت. (23, 13)باشد يک ناقل مناسب ميانتخاب 

 ـ منحصـر  يها يژتيو يبه عنوان ناقل، دارا ماننـد   يفـرد ه ب
بـالا بـه    يمـد و بـا بـازده   آانتقال ژن به صور  وار ييتوانا

ــواع ســلول ــا ان ــپســتانداران، ب يه ــد  ژن  يان طــولاني م
 م شـونده و يتقس ـ يها انتقال ژن به سلول ييب، تواناينوترو
 ،هـناخواست ـ يـمنيخ اـاد پاسـجيعدم او  م شوندهير تقسيغ
ژن  يبـرا  هـا  ناقل نيسبب استداده تسترده از اباشند وه  يم

  .(12, 11)ده استيترد in vitroو  in vivoط يدر مح يدرمان
 يهـا  ز هدفمنـد در سـلول  يجـاد تمـا  يا يهـا  از راه يکي    
ز يجهـت تمـا   يس ـيرونو يان فاوتورهاياستداده از ب ،ياديبن

ــلول ــ س ــا در مح ــتداده از ا in vitroط يه ــل  اس ــو س ن ي
افتـه جهـت سـلول    يز يمه تمـا يا نيافته و يز يتما يها سلول
 ـبا توجه بـه مز . باشد يم يدرمان  يذوـر شـده بـرا    يهـا  تي

ق، از ي ـن تحقي ـ، در ايروس ـيو يلنت ـ يها ستمياستداده از س
اســتداده  pLEX-MCS يروســيو يلنتــ يســتم ســه نــاقليس
ن پـژوه ، ژن  يدر ناقل ترانسدر مورد استداده در ا. ديترد

SOX2 ن به صور  هـم يسيبه همراه ژن مقاومت به پوروما 
تــوان تدــت وــه در  يجــه مــيدر نت. شــوند يان مــيــزمــان ب
دهنـد،   ين را نشـان م ـ يسيماپورووه مقاومت به  ييها سلول
ده اسـت وـه   ي ـان تردي ـزمان ب صور  هم ز بهين SOX2ژن 
 ديي ـو تا يبررس ـ Real-Time PCRن موضوع توسط يالبته ا
 يهـا  ز هدفمنـد در سـلول  يجـاد تمـا  يا يها از راه يکي. دش
ز يجهـت تمـا   يس ـيرونو يان فاوتورهاي، استداده از بياديبن

ــلول ــ س ــا در مح ــتداده از ا in vitroط يه ــل  اس ــو س ن ي
افتـه جهـت سـلول    يز يمه تمـا ينا يافته و يز يتما يها سلول
 يهـا  سـلول  سلول درمـاني ن يگزيجا يبرا. باشد يم يدرمان
وجـود   ،ياديبن يها از سلول يمند ق بهرهيده از طريب ديآس
را  يزيتمـا  يازهـا ين يوـه تمـام   يادي ـتـر بن  ميک ژن تنظي

ق با توجه ين تحقيدر ا. ن عامل استيتر برآورده سازد، مهم
و نقــ  مهــم آن در  پايــداري  SOX2ژن  يهــا يژتــيبــه و

   1          2      

bp 2133 

bp 2333 
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 ـاز ا ،بنيـادي بـودن   و يهاي خود تك يـر  ويژتي ن فـاوتور  ي
هاي آتي براي تمـايز   د تا در پژوه يكلونينگ استداده ترد

مربـوط بـه    هـاي  ههاي تمايز يافتـه و مطالع ـ  زدايي از سلول
هـاي تمـايز زدايـي شـده      از سلول ،هاي خوني ايجاد سلول
صـور  ترفتـه، بـه نظـر      ايه ـ هبنـابر مطالع ـ . استداده شود

ن فــاوتور يــا يحــاو يروســيه ذرا  ويــرســد وــه ته يمــ
 يشـتر جهـت بررس ـ  يب هاي همطالع يتواند برا يم يسيرونو
 يهـا  به سمت سـلول  ياديبن يها ز هدفمند انواع سلوليتما

 SOX2به همين دليل ژن بسيار مهـم  . مختلف استداده تردد
مزانشـيمي مغـز   هـاي بنيـادي    آتي به سـلول هاي  همطالع در

هاي مناسب تمايزي امكان  استخوان انتقال يافته و در محيط
 . هاي خونساز نيز بررسي خواهد شد تمايز به رده

د يي ـو تا SOX2ژن  يسـاز  ق، بعد از همسانهين تحقيدر ا    
 يهـــا توســـط روش pLEX-SOX2-pur بيـــســـازه نوترو

 يهــا بــه ســلول ييد شــده بــه تنهــاييــ، ســازه تايمولکــول
HEK293T ن ژن توسط يان ايب ييد و توانايترانسدکت ترد
RT-PCR  يهــا در ســلول HEK293T ــا. شــد يبررســ ن ي

ب ي ـک سـازه نوترو ي ـان ي ـوه بـا ب  ييها  يموضوع در آزما
ن احتمال وجود يچون ا. باشد يت ميز اهميمربوط است حا
بـه علـت    يسـاز  ن انجـام مراحـل همسـانه   يدارد وه در ح ـ

ن سـازه قـدر    ي ـب، اي ـدر سازه نوترو ياحتمال يها جه 
توان بعد از  ين ميان ژن مورد نظر را از دست بدهد، بنابرايب

و از صـحت   يان آن را بررسيژن مورد نظر، ب يساز همسانه
 . ديب مطمئن ترديسازه نوترو

بـه خـوبي و بـا     SOX2هاي ما نشان داد كـه ژن   بررسي    
كلـون  صحت ترادف در ناقـل لنتـي ويروسـي مـورد نظـر      

ترديـد و ناقــل بيـاني حاصــل بـه همــراه دو ناقـل كمكــي     
را در يــك ترانسدكشــن  HEK293Tهــاي  توانســتند ســلول

. هاي ويروسي را توليد نمايند تايي آلوده كنند و پارتيكل سه
را  HEK293Tهـاي   اين ذرا  ويروسي قادر بودنـد سـلول  

نتايج و . رانشان دهند GFPو  SOX2 آلوده ساخته و بيان ژن
نويسـي   بـاز برنامـه   هاي هصولا  اين مطالعه براي مطالعمح

هـاي بنيـادي بـا ديـدتاه      سلولي و يا القاي تمايز در سـلول 
هـاي خونسـاز مـورد اسـتداده قـرار       تمايز به سـمت سـلول  

دو جنبـه از  انجـام شـده    مشـابه  هـاي  همطالع ـ در. تيرند مي
ــا SOX2عملکــرد  ــه تم ــو تک  زي، و  hMSCs (Human ري

Mesenchymal Stem Cells )   است مورد توجه قـرار ترفتـه
 دســت دادن در هنگــام از وــه  يمولکــول ســميمکان. اســت
SOX2  يبررس ـ هـا  همطالع ـ ني ـدر ا ،شـود  يم ـ زيباعث تمـا 
 ـب. اند شده بـودن   يا چنـد قـوه   ييتوانـا  يبقـا در  SOX2 اني

hMSCs عملکرد ف ين وظايا. مهم استاريبسSOX2  تا حد
 وـه وـاملاً   شود يانجام م c-Myc انيب ميتنظ قياز طر ياديز

ESCs (Embryonic Stem Cells )متدــاو  از نقــ  آن در 
 اني ـب يبـرا  د راي ـزم و نقـ  جد يک مکانيج ينتا نيا. است

SOX2 کي بالغ مطرح ساخته و  ياديبن يها ز سلوليدر تما 
و  hMSCs در شـتر يب ينيبـال  قـا  يتحق يمهم بـرا  يراهنما
 ـبن يهـا  سـلول  نيتکـو رشد و هاي  همطالع  ـبـالغ ارا  يادي  هي
 (. 19)ونند يم

 
 گيري نتيجه
بـه خـوبي و بـا     SOX2هاي ما نشان داد كـه ژن   بررسي    

صحت ترادف در ناقـل لنتـي ويروسـي مـورد نظـر كلـون       
ترديـد و ناقــل بيـاني حاصــل بـه همــراه دو ناقـل كمكــي     

را در يــك ترانسدكشــن  HEK293Tهــاي  توانســتند ســلول
. هاي ويروسي را توليد نمايند پارتيكلتايي آلوده كنند و  سه

را   HEK293Tهـاي  اين ذرا  ويروسي قـادر بودنـد سـلول   
نتـايج  . نشان دهند را GFP و SOX2آلوده ساخته و بيان ژن 

نويسـي   باز برنامه هاي هو محصولا  اين مطالعه براي مطالع
هـاي بنيـادي بـا ديـدتاه      سلولي و يا القاي تمايز در سـلول 

هـاي خونسـاز مـورد اسـتداده قـرار       لولتمايز به سـمت س ـ 
 .تيرند مي
    

 تشكر و قدرداني
ه شده با كمك حمايت مالي صندوق حمايت يتحقيق ارا    

از پژوهشگران و پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيسـت  
نويسـندتان مقالـه صـميمانه از    . وري انجام شـده اسـت  افن

ــت ــت از پژوهشــگران و   حماي ــالي صــندوق حماي هــاي م
وري تشـكر  اپژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيـك و زيسـت فن ـ  

 .كنند مي
 
 

     
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
05

-2
8 

] 

                             8 / 10

https://bloodjournal.ir/article-1-936-fa.html


 39تابستان ،  1شماره  ،21 هدور                                               

101 

 

 

References :    
1- Takahashi K, Yamanaka S. Induction of pluripotent 

stem cells from mouse embryonic and adult fibroblast 

culture by define factors. Cell 2006; 126(4): 663-76. 

2- Ebben JD, Zorniak  M, Clark PA, Kuo JS. Introduction 

to induced pluripotent stem cells: advancing the 

potential for. World Neurosurg 2011; 76(3-4): 270-5. 

3- Lowry WE, Richter L, Yachechko R, Pyle AD, Tchieu 

J, Sridharan R, et al . Generation of human induced 

pluripotent stem cells from dermal fibroblasts. Proc 

Natl Acad Sci USA 2008; 105(8): 2883-8. 

4- Okita K,  Yamanaka S. Induced pluripotent stem cells: 

opportunities and challenges. Philos Trans R Soc Lond 

B Biol Sci 2011, 366(1575): 2198-207. 

5- Nakagawa M, Koyanagi M, Tanabe K, Takahashi K, 

Ichisaka T, Aoi T, et al. Generation of induced 

pluripotent stem cells without Myc from mouse and 

human fibroblasts. Proc Natl Acad Sci U S A 

2008; 105(8): 101-6. 

6- Ranzani M, Cesana D, Bartholomae CC, Sanvito 

F, Pala M, Benedicenti F, et al. Lentiviral vector-based  

insertional mutagenesis identifies genes associated with 

liver cancer. Nat Methods 2013; 10(2): 155-61. 

7- Ebben JD, Zorniak  M, Clark PA, Kuo JS. Introduction 

to induced pluripotent stem cells: advancing the 

potential for. World Neurosurg 2011; 76(3-4): 270-5. 

8- Avilion AA,  Nicolis SK,  Pevny LH, Perez L, Vivian 

N, Lovell-Badge R. Multipotent cell lineages in early 

mouse development depend on SOX2 function. Genes 

Dev 2003; 17(1): 126-40. 

9- Rodda DJ, Chew JL,  Lim LH, Loh YH, Wang B, Ng 

HH, et al.  Transcriptional regulation of nanog by 

OCT4 and SOX2. J Biol Chem 2005; 280(26): 24731-

7. 

10- Razi Soofiyani S,  Baradaran B, Lotfipour F, Kazemi 

T, Mohammadnejad L. Gene therapy, early promises, 

subsequent problems, and recent breakthroughs. Adv 

Pharm Bull 2013; 3(2): 249-55. 

11- Yin H, Kanasty RL, Eltoukhy  AA, Vegas AJ,  Dorkin 

JR, Anderson DG. Non-viral vectors for gene-based 

therapy. Nat Rev Genet 2014; 15(8): 541-5. 

12- Vannucci L, Lai M, Chiuppesi F, Ceccherini-Nelli L, 

Pistello M. Viral vectors: a look back and ahead on 

gene transfer technology. New Microbiol 2013; 36(1): 

1-22. 

 

13- Guy HM, McCloskey L, Lye GJ, Mitrophanous KA, 

Mukhopadhyay TK. Characterization of lentiviral 

vector production using microwell suspension cultures 

of HEK293T-derived producer cells. Hum Gene Ther 

Methods 2013; 24(2): 125-39. 

14- Didier Trono Lab. Trono Lab Packaging and Envelope 

Plasmids. Available from: http://www.addgene.org. 

15- Jorgensen C, Deschaseaux F, Planat-Benard V, 

Gabison E. Mesenchymal stem cells: A therapeutic 

update. Med Sci (Paris) 2011; 27(3): 275-84. [Article 

in French] 

16- Machalinska A, Lubinski W, Penkala K, Kawa M, 

Baumert B, Wiszniewska B, et al. Functional 

improvement of injured retina following the adjuvant 

stem cell-based therapy. Preliminary report. Klin 

Oczna  2011; 113(4-6): 117-21. [Article in Polish] 

17- Lamba DA, Karl MO, Ware CB, Reh TA. Efficient 

generation of retinal progenitor cells from human 

embryonic stem cells. Proc Natl Acad Sci U S A 2006; 

103(34): 12769-74.  

18- Osakada F, Jin ZB, Hirami Y, Ikeda H, Danjyo T, 

Watanabe K, et al. In vitro differentiation of retinal 

cells from human pluripotent stem cells by small-

molecule induction. J Cell Sci 2009; 122(Pt 17): 3169-

79.  

19- Amado RG, Chen IS. Lentiviral vectors the promise of 

gene therapy within reach? Science 1999; 285(5428): 

674-6.  

20- Mátrai J, Chuah MK, VandenDriessche T. Recent 

advances in lentiviral vector development and 

applications. Mol Ther 2010; 18(3): 477-90.  

21- Zhang XY, La Russa VF, Bao L, Kolls J, 

Schwarzenberger P, Reiser J. Lentiviral vectors for 

sustained transgene expression in human bone marrow-

derived stromal cells. Mol Ther 2002; 5(5 Pt 1): 555-

65.  

22- Naldini L. In vivo gene delivery by lentiviral vectors. 

Thromb Haemost 1999; 82(2): 552-4.  

23- Park SB, Seo KW, So AY, Seo MS, Yu KR, Kang SK, 

Kang KS. SOX2 has a crucial role in the lineage 

determination and proliferation of mesenchymal stem 

cells through Dickkopf-1 and c-MYC. Cell Death 

Differ 2012; 19(3): 534-45. 

 

 

 

 

 

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
05

-2
8 

] 

                             9 / 10

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18287077
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ranzani%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23314173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cesana%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23314173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bartholomae%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23314173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanvito%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23314173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanvito%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23314173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pala%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23314173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benedicenti%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23314173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23314173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Avilion%20AA%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nicolis%20SK%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pevny%20LH%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perez%20L%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vivian%20N%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lovell-Badge%20R%5Bauth%5D
http://www.nature.com/nrg/journal/v15/n8/full/nrg3763.html#auth-1
http://www.nature.com/nrg/journal/v15/n8/full/nrg3763.html#auth-2
http://www.nature.com/nrg/journal/v15/n8/full/nrg3763.html#auth-3
http://www.nature.com/nrg/journal/v15/n8/full/nrg3763.html#auth-4
http://www.nature.com/nrg/journal/v15/n8/full/nrg3763.html#auth-5
http://www.nature.com/nrg/journal/v15/n8/full/nrg3763.html#auth-6
https://www.addgene.org/browse/pi/532/
https://www.addgene.org/browse/article/836/
https://www.addgene.org/browse/article/836/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%A1trai%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20087315
https://bloodjournal.ir/article-1-936-fa.html


 را سهيلا سهيليانساني                                                                                                      انسيه درباري و زه SOX2سازي ژن  همسانه

 

110 

 

 

Cloning of human SOX2 in lentiviral vector and  

transduction of HEK293T cell line
 

Darbari E.
1
, Soheili Z.S.

2
  

 
 

1College of Science, University of Tehran, Tehran, Iran 
2National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology, Tehran, Iran 

 

 
 

 

Abstract 
Background and Objectives 

Recently the regenerative stem cell-based therapy has held great promise in treating severe 

degenerative diseases. SOX2 gene is highly conserved among species and plays an important 

role in maintenance of self renewal capacity in stem cells. SOX2 concomitant with OCT4, 

cMYC, and KLF4 is recruited to reprogram somatic cells towards stem cells. Today SOX2 is 

frequently being used in induced pluripotent stem cells generation and desired cell based 

therapies. The aim of this study was to clone SOX2 gene in lentiviral vector and evaluate 

HEK293T transduction. 
 

Materials and Methods 

In the present experimental study, the coding sequence of human SOX2 gene was synthesized 

and received in pUC57 cloning vector. The synthesized cDNA was sub-cloned into pLEX- 

MCS Lentiviral vector. Lentiviral particles were produced in HEK293T cells and subsequently 

the HEK293T were transducted and infected cells were selected by their resistance to 

puromycin in the culture. Expression of SOX2 was evaluated in infected HEK293 cells by 

using Real-Time PCR. 
 

Results 

Constructs expressing SOX2 gene were produced and confirmed. HEK293T was successfully 

transducted by lentiviral particles and after 24 hours more than 90% of HEK293T represented 

the expression of GFP. Real-Time PCR confirmed SOX2 expression in infected HEK293 cells.

 

Conclusions 

HEK293T wase transducted and expressed GFP and SOX2 successfully. 
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