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 مقاله پژوهشي 

 
‌هاي‌بنيادي‌مزانشيمي‌با‌استفاده‌از‌سيستم‌بياني‌آدنو‌ويروس‌‌ورزي‌سلول‌دست

 NRF2كننده‌سلولي‌‌حاوي‌ژن‌حفاظت

 
 ، 2باغيان ، احمد قره4اصغر كياني  ، علي3پور ، مهشيد محمدي5، راحله حلبيان1محمد محمدزاده

 7، مهريار حبيبي رودكنار6زاده ناصر اميري
 
 

 هچكيد
‌سابقه‌و‌هدف‌

ورزي  دسي  . باشيد  ، بقاي پايين پس از پيوند ميي (MSC)هاي بنيادي مزانشيمي ترين مساله در پيوند سلول مهم
حفظ خاصي  تمايزي اين . هاي محيطي اس  ها، يك استراتژي در جه  حفاظ  سلولي عليه آسيب ژنتيكي آن

هياي بنييادي مزانشييمي پيس از      در اين مطالعه توانايي تمايز سلول. باشد كاري، مهم مي ها پس از دس  سلول
 . بررسي شد NRF2ورزي با  دس 
‌ها‌روش‌مواد‌و

بيا رو     NRF2ژن . هاي بنيادي مزانشييمي از مغيز اسيتنوان جداسيازي شيد      در يك مطالعه تجربي، سلول
TOPOcloning  به وكتورpENTR  بيا اسيتفاده از تكنوليوژي    . وارد شيدgateway  ژن ،NRF2    بيه وكتيور ،

pAd/CMV/V5-DEST  هاي  آدنوويروس نوتركيب در سلول. انتقال يافAD293   هياي بنييادي    تولييد، سيلول
هاي بنيادي مزانشييمي   پس از مواجهه سلول. تاييد شد RT-PCRتوسط  NRF2ها آلوده و بيان  مزانشيمي به آن

هياي   ها ارزييابي و تميايز سيلول    با شرايط استرسي، ميزان بقا و آپوپتوز سلولي آن NRF2ورزي شده با  دس 
 . ستنوان و چربي بررسي شدبه رده ا NRF2بنيادي مزانشيمي بيان كننده 

‌ها‌يافته
هياي   ها بيه رده  NRF2-MSCتمايز . هاي بنيادي مزانشيمي بيان شد آميزي در سلول به طور موفقي  NRF2ژن 

هاي بنيادي مزانشيمي را تغيير  ، خصوصي  تمايزي سلول NRF2دهد افزايش بيان  استنواني و چربي، نشان مي
 . دهد نمي

‌ينتيجه‌گير‌
، فاكتور به خوبي شناخته شده حفاظ  سلولي، با استفاده از سيستم بياني آدنو ويروس، با ظرفي   NRF2بيان 

ها ممكن اس  در آينده جه  استفاده در سلول درماني بر اساس  NRF2-MSC. كند ها تداخل نمي تمايزي آن
 . سلول بنيادي قابل استفاده باشند

 Nrf2  ،TOPOن سلول بنيادي مزانشيمي، پروتئي :ات‌كليديكلم

 
 
 

 12/21/98  :تاريخ دريافت 
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  مقدمه 
ــلول     ــيمي  س ــادي مزانش ــاي بني ــي از ( MSC)ه ، گروه

تواننـد بـه    زا و پرتـوان هسـتند كـه مـي     هاي كلـوني  سلول
هاي مختلفي از جمله اسـتخوان، رربـي، آستروسـيت،     رده

هاي عضـله لليـي و اسـكلتي و سـاير انـوا        عصب، سلول
 (. 2-1)تمايز يابند

امروزه به دليل جداسازي آسان و توانايي تمايز وسيعي     
هاي بنيادي مزانشيمي دارند، كاربردهاي مختلفـي   كه سلول

هـاي   بيمـاري  در بسياري از. اند آورده  در پزشكي به دست
هـاي ژنتيكـي و    هـا و بيمـاري   بدخيم مانند انـوا  لوسـمي  
هـاي بنيـادي روش درمـاني     مادرزادي، اسـتفاده از سـلول  

كـار   هاي بنيـادي، راه  نويني است به طوري كه پيوند سلول
. رود ها به شمار مي مناسيي براي درمان اين گونه از بيماري

ي تمـايز بـه   بـا توانـاي  ( MSC)هاي بنيادي مزانشيمي سلول
از سيسـتم ايمنـي ميزبـان،     فـرار هاي مختلف، توانايي  رده

هـا در محـي     خاصيت تعديل ايمني و سـهولت تكييـر آن  
آلي براي استفاده در سـلول درمـاني    هاي ايده كشت، سلول

هـاي بنيـادي    به طوري كه امـروزه پيونـد سـلول   . دنباش مي
وس هاي بافتي هم رون انفـاركت  مزانشيمي در درمان آسيب

ميوكارد، آسيب حاد كليـوي، پيونـد كيـدي و سـاير انـوا       
 (. 5-7)باشد ها بسيار مؤثر مي بيماري
هاي بنيادي مزانشيمي، نياز  براي استفاده باليني از سلول    

دار از  هاي صـححيت  به دسترسي به تعداد زيادي از سلول
نظر عملكرد با فنوتيپ و ژنوتيپ پايـدار اسـت ولـي طـي     

هــاي  آوري، كشــت و پــردازش، آســيب مــ فرآينــدهاي ج
شـود كـه    هاي بنيادي مزانشيمي وارد مـي  متعددي به سلول
بـه عنـوان   . دهـد  ها را در بدن كاهش مـي  بقا و عملكرد آن

هاي بنيادي مزانشيمي به  ميال يك روز پس از پيوند سلول
ــر از    ــده اســت  كمت ــاركتوس ش ــار انف ــه در ــي ك % 2للي

از طـر  ديگـر   . ماننـد  مي هاي پيوند شده زنده بالي سلول
باشند، بنا به دلايـل   هاي بنيادي مي افرادي كه گيرنده سلول

داراي ...( درماني، پرتـو درمـاني، التهـا  و     شيمي)مختلف
محي  توكسيك و شراي  اكسيداتيو استرس هستند كه بـه  

هـاي بنيـادي    تواند باعث كاهش بقاي سـلول  نوبه خود مي
 (. 9)متعالب پيوند شود

 ه ـا بـه ن سلولـه ايـود كــاگر استراتژي به كار برده ش    

هاي وارده مقاوم شوند به طوري كـه حـدود دو يـا     آسيب
توان اين انتظـار را داشـت    رند روز بيشتر زنده بمانند، مي

هاي بنيادي مزانشيمي بسيار  قيت پيوند سلولفكه درصد مو
 . بالا باشد
هندسـي ژنتيـك ايـن    ورزي م كارهـا، دسـت   يكي از راه    
كننـده سـلولي ماننـد     ها با استفاده از عوامل محافظت سلول

 NRF2 (Nuclear factor-erythroid-2-relatedآنــــزيم 

factor2 )ــي ــد مـ ــروت ين . باشـ ــاكتور   NRF2پـ ــك فـ يـ
است ( cytoprotective)كننده سلولي برداري محافظت نسخه

هـاي مختلـف، موجـب بقـاي سـلولي       كه در برابر استرس
هـاي   به طـور طييعـي بيـان و بـه پـروت ين      NRF2. شود مي

ــي  ــر اســترس  سيتوپحســمي متصــل م ــاي  شــود و در اث ه
هـاي   گوناگون، به هسـته سـلول رفتـه و موجـب بيـان ژن     

هـاي   اكسـيدان، آنـزيم   هـاي آنتـي   متعددي از جملـه آنـزيم  
. شـود  مـي ... هـاي پـردازش دارو و    زدايـي كننـده، ژن   سم

NRF2 ــروت ين ــاي حاصــل ا و پ ــي در ه ــش مهم ز آن، نق
هاي اكسيداتيو، آسيب سلولي ناشـي   اظت عليه استرسفح

از مواد شيميايي، حفاظت از تشكيل سرطان و ترميم زخـم  
در  NRF2بيـان دايمـي ژن از جملـه    رـون  (. 8-23)دارند
MSC باشد، از اين رو در اين تحقيق رده سـلول   نمي مجاز

هاي مهندسـي ژنتيـك    بنيادي مزانشيمي با استفاده از روش
بتوانـد در ايـن     NRF2ورزي شده به طوري كـه ژن   دست

 . رده سلولي به طور كارا و مؤثر و مولتي بيان شود
در اين مطالعه از وكتور آدنو ويروس به منظـور انتقـال       
هاي بنيـادي مزانشـيمي اسـتفاده شـده      ولبه سل NRF2ژن 
دليل انتخا  ايـن وكتـور و مزايـاي اسـتفاده از آن،     . است
ها، بيان بالا، بيان مولـت،   سازي تعداد زيادي از سلول آلوده

 (. 21)باشد مي... اي مناسب و  تغييرات پس از ترجمه
هـاي   ترين ويژگي سلول همان طوري كه گفته شد، مهم    

ها اهميـت   ي كه باعث شده است اين سلولبنيادي مزانشيم
اي را در سلول درماني داشـته باشـند، توانـايي تمـايز      ويژه
امـا در صـورت   . هاي سـلولي مختلـف اسـت    ها به رده آن

ها، اين نگرانـي وجـود دارد    ورزي ژنتيكي اين سلول دست
در . ها كاهش يافته و يا از بين برود كه خاصيت تمايزي آن

بـا سيسـتم    NRF2كننـدگي   از اثر حفاظتاين مطالعه ابتدا 
بياني آدنـو ويـروس اسـتفاده شـد و سـژس ويژگـي ايـن        
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ها در تمايز به دو سيسـتم رربـي و اسـتخوان مـورد      سلول
 . مطالعه لرار گرفت

 
  ها روشمواد و 
 3تعـداد نمونـه   . از نو  تجربي بود ،مطالعه انجام شده    

هاي  از سلول. اند مرتيه تكرار شده 3ها  عدد بوده و آزمايش
هـا   جهـت انجـام آزمـايش   ،  1بنيادي مزانشيمي در پاسـاژ  

 . استفاده شده است
 

هــاي بنيــادي  جداســازي، كشــت و تعيــين هويــت ســلول
 : مزانشيمي

  هـاي انجـام شـده و بررسـي شـراي      ابتدا طي مطالعـه     
دهنده، در مركز پيوند بيمارستان شـريعتي بـا اخـذ     سحمت
. نامه كتيي، نمونه خون مغز استخوان تهيـه گرديـد   رضايت

شـيب للظتـي بـا اسـتفاده از محلـول       ،پس از سـانتريفوژ 
هـاي   ، سلول(Ficoll/Hypaque, Stem Cell)فايكول هايژك
 DMEM Lowاي جداسازي و در محي  كشـت   تك هسته

glucose (يتروژناينو ) درصد  29حاويFBS (Stem Cell )
رويي تعـوي  گرديـد،     روز ماي  3هر . كشت داده شدند
هـاي بنيـادي مزانشـيمي كـه خاصـيت       به اين شكل سلول

هـا   رسيندگي به كف فحسك را دارند از ساير انوا  سلول
هـا و   مورفولـوژي مخصـوا ايـن سـلول    . شـوند  جدا مي

ادي مزانشيمي هاي بني هاي مخصوا سلول وجود شاخص
ها بـه   با استفاده از فلوسيتومتري به منظور تعيين هويت آن

هـاي بنيـادي    بـه منظـور تعيـين هويـت سـلول     . كار رفت
هـاي   مزانشيمي با استفاده از فلوسيتومتري، بيـان شـاخص  

ــن رده،  ــتص اي و  CD166و  CD105  ،CD90  ،CD73مخ
 ، CD14هـاي سـلولي ماننـد     عدم بيان ماركرهاي ساير رده

CD34  وCD45 ــد ــابي ش ــلول و  . ارزي ــس از كشــت س پ
ها با تريژسين جدا شده و با يكي  گذشت زمان لازم، سلول

انكوبـه و   CD105هاي فـوق بـه همـراه آنتـي      بادي از آنتي
سژس با استفاده از دستگاه فلوسيتومتري تجزيـه و تحليـل   

بـادي   هاي فوق از آنتي بادي براي هر يك از آنتي. گرديدند
 . نفي ايزوتيپ مخصوا خود نيز استفاده شدكنترل م

 
 : NRF2جداسازي و كلونينگ 

 اي بنيادي ـه ، سلول NRF2ان ژن ـاي بيـور القـه منظـب    

، (سـيگما ) mM H2O2 5سـاعت بـا    2مزانشيمي به مـدت  
 tripure، وشرُ)سژس با استفاده از ترايـزول . انكوبه شدند

isolation reagent)، RNA ها استخراج و با استفاده از  سلول
ــد   ــت آن مشــخص گردي ــانودراظ للظ ــتگاه ن ــق . دس طي

 cDNA، (اينـويتروژن ) cDNA synthesisدستورالعمل كيت 
بـا اسـتفاده از آلازگرهـاي بـالا     . ها ساخته شـد  اين سلول
 5- CAC CAT GGG AAT، (Forward NRF2)دسـت  

GGA CTT GGA GCT GCC-3  و پايين دسـت(Reverse 

NRF2) ،5-CTA GTT TTT CTT AAC ATC TGG CTT 

CTT AC-3   ــزيم ــا اســتفاده از آن ــراز DNA Pfuو ب  پليم
،  pENTR/TEV/D-TOPOدر وكتـور   NRF2، ژن (فرمنتاز)

 pENTR Directional TOPO Cloningاز كيـــــت 
در طي . مطابق دستورالعمل آن استفاده گرديد( اينويتروژن)

ــور  وارد جــدا شــده،  NRF2ايــن عمــل، ژن   pENTRوكت
 . گرديد

 
 :و ساخت آدنوويروس نوتركيب gatewayتكنولوژي 

 LR ClonaseIIتوســ  آنــزيم  gatewayدر تكنولــوژي     
ــويتروژن) ــور  NRF2، ژن (اين ــور  pENTRاز وكت وارد وكت

pAd/CMV/V5-DEST (اينــويتروژن )گــردد و وكتــور   مــي
pAd/CMV/V5-NRF2 در مرحله بعد توس  . شود تهيه مي
، سازه ژني آدنو ويروس نوتركيـب   Paclآنزيم اندونوكل از 

pAd/CMV/V5-NRF2    به همـراه كنتـرلpAD/CMV/V5-

DEST هـاي  سفكت به سلولنخطي، آماده ترا(Stratagene )
AD293 ــد ــوژن  . گرديدن ــه منظــور ترانسفكشــن از في  6ب

هاي  ا، آدنو ويروسه در اين سلول. استفاده گرديد( رُوش)
هاي خـالي بـه    و نيز آدنو ويروس NRF2نوتركيب محتوي 

هـاي   سازي سلول عنوان كنترل توليد شدند كه جهت آلوده
 . بنيادي مزانشيمي به كار رفتند

 
 :  NRF2بررسي بيان مولت 

هـاي   در سـلول  NRF2به منظور بررسـي بيـان مولـت        
س در سـط   بنيادي مزانشيمي آلوده شـده بـا آدنـو ويـرو    

RNA  از واكنش ،RT-PCR جهـت اسـتخراج   . استفاده شد
RNA هاي بنيـادي مزانشـيمي آلـوده شـده بـا آدنـو        سلول

ــروس ــوي   وي ــب، محت ــاي نوتركي ــاي  NRF2ه در روزه
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سـژس بـا   . همانند ليل، از ترايـزول اسـتفاده شـد     مختلف،
 cDNA، (اينـويتروژن ) cDNA synthesisاسـتفاده از كيـت   

به منظـور بررسـي    PCRته شد و واكنش ها ساخ اين سلول
براي اين منظور از آلازگرهاي . صورت گرفت NRF2بيان 

 GCG ACG GAA-5آلـازگر بالادسـت   ) NRF2داخلـي  

AGA GTA TGA GCT GG-3    5و آلازگر پـايين دسـت-

GTT GGC AGA TCC ACT GGT TTC TG-3 )  و بتـا
 TTC TAC AAT GAG CTG-5آلـازگر بالادسـت   )اكتين

CGT GTG G-3  5و پايين دست-GTG TTG AAG GTC 

TCA AAC ATG AT-3 )   افـزار   كـه توسـ  نـرمprimer3 
در  NRF2هـم رنـين بيـان    . طراحي شدند، استفاده گرديد

هاي بنيادي مزانشيمي آلوده شـده بـا آدنـو ويـروس      سلول
 . خالي نيز با استفاده از آلازگرهاي مذكور سنجيده شد

 
 :  NRF2بررسي بيان پروت ين 

آزمايش وسترن بحت بـه منظـور بررسـي ميـزان بيـان          
NRF2 در ايــن راســتا، . در ســط  پــروت ين انجــام گرديــد

 رُوش، آلمـان، ) Lysis Mپروت ين توتال به وسـيله معـر    
آلوده شده بـا   MSCsبر طيق دستورالعمل از ( دياگنوستيكا

آدنو ويروس نوتركيب استخراج شد و با اسـتفاده از روش  
SDS-PAGE  ،   نمونه استخراجي پس از طـي مراحـل لازم

آكريحميـد الكتروفــورز شـد و از طريــق    بـر روي ژل پلــي 
 رُوش، آلمــان،) PVDFروش وســترن بــحت، بــه لشــاي 

ــتيكا ــتفاده از   ( دياگنوس ــا اس ــان ب ــت و در پاي ــال ياف انتق
، (بيوتكنولـوژي   سـانتاكروز، ) NRF2كلونـال   بادي پلي آنتي

گيـري بيـان    از انـدازه . ديـد آنـاليز گر  NRF2بيان پـروت ين  
 . پروت ين بتا اكتين به عنوان كنترل استفاده شد

 
  :هاي بنيادي مزانشيمي به رده استخواني تمايز سلول

هاي بنيادي مزانشيمي آلوده شـده   به منظور تمايز سلول    
، از كيـت   NRF2هـاي نوتركيـب محتـوي     با آدنو ويروس

( اينــويتروژن، جييكــو) STEMPRO Osteogenesisتمــايز 
روز  3-1روز، محي  تمـايز هـر    12به مدت . استفاده شد

بعد از اين مدت بـه منظـور بررسـي    . يك بار تعوي  شد
ــزارين رد  رنــگهــا،  تمــايز ســلول آميــزي اختصاصــي آلي

 ا ـآميزي شده ب  گـاي رنـه ولـسل. انجام گرفت( كميكون)

 . ميكروسكوظ نوري ارزيابي شدند
 

 :هاي بنيادي مزانشيمي به رده رربي تمايز سلول
اينـويتروژن،  ) STEMPRO Adipogenesisكيـت تمـايز       

هاي بنيـادي مزانشـيمي پـس از     جهت تمايز سلول( جييكو
و  NRF2هاي نوتركيب محتوي  آلوده شدن با آدنو ويروس

روز،  7پـس از  . هاي خالي بـه كـار رفـت    يا آدنو ويروس
HCS LipidTOXآميــزي  رنــگ

TM
 Green Neutral Lipid 

بــه منظــور مشــخص نمــودن ميــزان تمــايز ( اينــويتروژن)
ــلول ــ     س ــي توس ــه رده ررب ــيمي ب ــادي مزانش ــاي بني ه

 . ميكروسكوظ فلورسانت استفاده شد
 

 : Vارزيابي آپوپتوز سلولي با استفاده از آنكسين 
تحت شراي  اسـترس   NRF2-MSCهاي  آپوپتوز سلول    

( ، دياگنوسـتيكا رُوش، آلمان) Vين با استفاده از كيت آنكس
بـه طـور   . گيـري شـد   مطابق دسـتورالعمل سـازنده انـدازه   

هزار سلول بنيادي مزانشـيمي پـس از آلـوده     199خحصه 
تحـت تـاثير    NRF2هـاي داراي ژن   شدن با آدنو ويـروس 

هاي مختلف لرار گرفتنـد و سـژس بـا اسـتفاده از      استرس
شسـته   PBSز بـافر  تريژسين جدا و دو مرتيه بـا اسـتفاده ا  

بـه   Vشدند و پس از انكوباسيون در بافر محتوي آنكسين 
ــدت  ــيتومتري   25م ــتگاه فلوس ــتفاده از دس ــا اس ــه، ب دليق

(partec )افزار  و نرمflomax آناليز شدند . 
 

 : MTTسنجش درصد بقاي سلولي با استفاده از آزمون 
به منظور انجام اين آزمـون، ابتـدا تعـداد بيسـت هـزار          
اي كشـت   خانـه  86هـاي پليـت    لول در هر خانه از خانهس

ــد ــس از . داده ش ــلول  11پ ــاعت، س ــر    س ــا در مع ه
 . هاي مختلف لرار گرفتند استرس
هـاي زمـاني مختلـف،     ها به مـدت  پس از ارايه استرس    
ميكروليتـر از محلـول    29سـاعت بـا    1ها به مـدت   سلول

mg/mL 5 MTT ] -2,5- Diphenyltetrazolium Bromide 
(4,5 Dimethylthiazol-2-yl)[3-(   ســيگما، دوســلدور  ـ

. گـراد انكوبـه شـدند    درجـه سـانتي   37، در دمـاي  (آلمـان 
متولـف   HClمـول   92/9و % SDS 29واكنش بـا افـزودن   

، ميـزان   DMSOها در  پس از حل نمودن كريستال. گرديد
 . گيري شد نانومتر اندازه 579جذ  نوري در طول موج 
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در برابير ميارکر منيت      يمنتلف سطح سيلول  يان مارکرهاين شکل بيدر ا. يميمزانش ياديبن يها سلول ياختصاص يمارکرها يبررس: 1شکل 
 ياديي بن يهيا  سيلول  ياختصاصي  يها مارکرها ن سلوليم ايکه انتظار داشت يطور همان. شده اس  يابيارز CD 105 يميمزانش ياديبن يها سلول
 .باشند يم يمنف CD45و  CD14 ،CD34ها مانند  ر سلوليسا ياز نظر مارکرها يول کنند يان ميرا ب CD166و  CD105 ،CD90 ،CD73 يميمزانش
 

 ها يافته
ها و كشـت در محـي  كشـت     ل از جداسازي سلو پس    

هاي رشـد كـرده از لحـاو مورفولـوژي      اختصاصي، سلول
بـه تـدريب بـا تعـوي  محـي       . مورد بررسي لرار گرفتند
هاي بنيادي مزانشيمي، ساير انـوا    كشت اختصاصي سلول

هاي موجود در مغز استخوان كه خاصيت اتصال بـه   سلول
ــذ  گرديد    ــد ح ــك را ندارن ــف فحس ــدك ــاهده . ن مش

هاي جدا شـده از لحـاو    ميكروسكوپي نشان داد كه سلول
 . باشند هاي بنيادي مزانشيمي مي مورفولوژي مشابه سلول

 
هـاي   تاييد حضـو ماركرهـاي سـطحي اختصاصـي سـلول     

بـادي اختصاصـي و    بنيادي مزانشيمي بـا اسـتفاده از آنتـي   
 : دستگاه فلوسايتومتري

هـاي   ژن پس از مشـاهده ميكروسـكوپي، حضـور آنتـي        
وجـود  . ها مورد بررسي لرار گرفت موجود در سط  سلول
و  CD37  ،CD90  ،CD166  ،CD105ماركرهـاي ســطحي  

 ،  CD45و  CD34  ،CD14عدم حضور ماركرهاي سطحي 

 (. 2شكل )هاي مزانشيمي بود تاييدكننده سلول
 

 : NRF2و جداسازي ژن  cDNAساخت 
كـل   cDNAلازم بـود ابتـدا    NRF2براي جداسازي ژن     

ژن مورد نظـر از مجموعـه    cDNAسلولي ساخته و سژس 
 RT-PCRجدا گردد، بـراي ايـن منظـور در ابتـدا از روش     

بـا توجـه بـه    . كل سلول استفاده شـد  cDNAبراي ساخت 
اطحعات موجود در بانك ژن و آلازگرهاي طراحي شـده،  

 H2O2هـا بـا    پس از القاي سلول NRF2رفت ژن  انتظار مي
در . جـدا شـود  ( PCR)اي پليمـراز  هاي زنجيره طي واكنش

طراحي آلازگر سعي شد تا عـحوه بـر اختصاصـي بـودن     
براي ژن، داراي رهار نوكل وتيد ويژه واكنش توپوكلونينگ 

با الكتروفورز  PCRپس از اتمام فرآيند، محصول . نيز باشد
بود كه بـا طـول    bp 2915گرديد، نتيجه ايجاد باند  تجزيه

(. 1شـكل  )لطعه ژن موجود در بانك ژني مطابقت داشـت 
ايــن بانــدها ،  H2O2هــاي تيمــار شــده بــا  در تمــام نمونــه

 . ده شدـمشاه
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 آغيياز ربييا اسييتفاده از  PCRالکتروفييورز محصييول :  5شييکل
، bp1999  مولكوليشاخ  اندازه  (M)چاهک. NRF2  ياختصاص
 يمربيو  بيه رده سيلول    NRF2)ژن  bp 1852 باند)  5 و1چاهک 

MSC مار شده با يتH2O2 در  يرييي کيه تغ  دج نشان داينتا. باشد يم
     .ها وجود ندارد ن نمونهين ژن در بيان ايزان بيم
 

 : TOPO Cloningواكنش 
حاصل براي واكنش توپوكلونينگ مورد  PCR محصول    

پس از انجام واكنش، وكتور نوتركيب . استفاده لرار گرفت
از آن . به باكتري مستعد به روش شيميايي انتقال داده شـد 

كلونينگ حـاوي ژن مقاومـت بـه كانامايسـين      جا كه نالل
هـاي نوتركيـب بـراي لربـالگري در محـي        ريـبود، باكت
بيوتيك كانامايسين كشـت داده   آگار حاوي آنتي LBكشت 
باكتري براي كشـت در محـي  كشـت     ماز دو حج .شدند

هاي نوتركيـب، بهتـر    اختصاصي استفاده شد تا تك كلوني
 . لابل جداسازي باشند

هاي رشد كرده در محي  كشـت اختصاصـي،    از كلوني    
 كلوني مورد بررسي، 23از . استخراج پحسميد به عمل آمد

تـر بودنـد كـه     كلوني سـنگين  22ها،  پس از الكتروفورز آن
هـا   در كلـوني  NRF2دهنـده حضـور ژن    توانست نشان مي

(. 3شـكل  )كلون ديگر حاوي وكتور خالي بودند 1باشد و 
براي مراحل بعدي آناليز مـورد  ( 2شماره )ها يكي از كلوني

براي تاييد نهايي، نالـل توپوكلونينـگ   . استفاده لرار گرفت
يين توالي شد كـه نتيجـه آن حضـور ژن در پحسـميد و     تع

تــوالي . لــرار گــرفتن آن در لالــب صــحي  را اثيــات كــرد
فرستاده شد كه بـا   NCBIحاصل به منظور ثيت به شركت 

در بانك ژن به نام مركز تحقيقات سازمان  HM446346كد 
 . انتقال خون ايران ثيت شد

 
ب حـاوي  هـاي نوتركي ـ  و ايجاد كلـون  LRبررسي واكنش 

و تاييد نـوتركييي توسـ    ( gateway)وكتور بياني نوتركيب
 :محي  كشت انتخابي

در ناحيه نوتركييي خود در بـين   pAd/CMV/V5وكتور     
، داراي بخـش ژنـي    attR1 & attR2دو جايگاه نـوتركييي  

Cm
R (بيوتيك كلرامفنيكل ژن مقاومت به آنتي )باشد كه  مي

پـس از  . گردد ژن حذ  مي، اين  LRبعد از انجام واكنش 
ــنش   ــام واك ــه    LRانج ــت ب ــتن ژن مقاوم ــت رف و از دس

 هاي حاوي وكتور بياني،  كلرامفنيكل، براي لربالگري كلون

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ط يب رشيد کيرده در محي   يي وکتيور نوترک  يحياو  يهيا  از کليون  15تا  4و  5، 1چاهک %. 1ژل آ ارز  يرو دها بريالکتروفورز پلاسم:  3شکل
 . باشد يها م يکلون رد NRF2ژن  رعدم حضو دهنده تر بوده که نشان سبک 13و  3 يکلون 5و   يسينکاناما ياختصاص

bp 1999 
bp 2599 bp NRF2 2915 

1        2          M 

  23       21      22       29       8        9        7        6        5        1        3         1        2 
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 LBهاي رشد كرده در محي  كشـت   هر كدام از تك كلون
بيوتيــك  مــاي  حــاوي آنتــي LBآگــار، در محــي  كشــت 

بيوتيـك   ماي  حـاوي آنتـي   LBسيلين و محي  كشت  آمژي
 NRF2ژن . كلرامفنيكل به طور جداگانه كشت داده شـدند 

، در ناحيـه نوتركيـب    LRطي نوتركييي و انجـام واكـنش   
جــايگزين شــد و بنــابراين ســازه ژنــي نوتركيــب حاصــل 

(pAd/CMV/V5-NRF2 ) بخش ژنيCm
R   را از دسـت داد
هـاي   ، باكتري E.coliو پس از ترانسفورماسيون به باكتري 

بيوتيـك كلرامفنيكـل حسـاس شـده و در      مذكور بـه آنتـي  
بيوتيك هيچ گونه رشـدي از خـود نشـان     حضور اين آنتي

هـاي ترانسـفورم شـده بـا      در صورتي كـه بـاكتري  . ندادند
pAd/CMV/V5 (وكتور خالي )    به دليـل دارا بـودن بخـش

Cmژني 
R  بيوتيـك كلرامفنيكـل مقـاوم بـوده و در      به آنتـي

 . ودندحضور آن رشد نم
 

ــب و    ــوويروس نوتركي ــاخت آدن در آن  Transductionس
هاي بنيادي مزانشـيمي بـه منظـور تعيـين دوز آدنـو       سلول
 : ويروس
پس از تهيه ساختار حلقـوي آدنـو ويـروس نوتركيـب         

pAd/CMV/V5-NRF2    ابتدا توس  آنـزيم ،Pacl   سـاختار
خطي آدنو ويروس به وجود آمد كه پـس از ترانسفكشـن   

، آدنـو ويـروس    AD293هـاي   بـه سـلول   6توس  فيوژن 
 . توليد شد NRF2نوتركيب محتوي 

در مرحلـه بعـد بــه منظـور اســتفاده از ويـروس بــراي         
هاي آلـوده   در سلول NRF2ها و بيان ژن  سازي سلول آلوده

ظتـي از ويـروس كـه اولا     شده با ويروس، تعيين ميزان لل
هـا نشـود و ثانيـا      باعث سايتوتوكسيسيتي بـر روي سـلول  

هـاي   هـا شـود، سـلول    درون سـلول  NRF2باعث بيان ژن 
 pAd/CMV/V5-NRF2ترانسفكت شده با وكتور نوتركيب 

 . ، ضروري بود pAd/CMV/V5هاي حاوي  و سلول
 -Endبدين منظور تعداد ذرات ويروسي توسـ  روش      

Point Dilution Assay   ،كــه لــيح  توصــيف شــده اســت
ــد  ــخص گردي ــر   (. 25)مش ــه حاض ــداد در مطالع ــن تع اي

 MOI (Multiplicity of infection)عــدد . بــود 5999999
باشـد كـه جهـت ايجـاد      نسيت كل ويروس به سـلول مـي  

در اين مطالعه پس از انجام آزمايش در . عفونت لازم است
MOI   ،ــف ــاي مختل ــا  MOI 299ه ــت انتق ــه جه ل ژن ب
 . هاي بنيادي مزانشيمي به كار رفت سلول
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
الکتروفيورز  : شيکل بيا   . RT-PCRش يبا آزما NRF2ژن  يروس محتويآلوده شده با آدنوو ياديبن يها سلول NRF2ان موق  يب يبررس: 4کلش

ب مربو  بيه نمونيه   يها به ترت ر چاهکيسا ،(bp199  ng/µl)29 مارکر ( M) 1چاهک . درصد 5 ارز آژل  يبر رو NRF2ژن  RT-PCRمحصول 
شيش روز  . باشيد  يروس ميها با آدنوو روز از زمان آلوده شدن آن 14و  15، 19، 8، 6، 4، 5پس از  يميمزانش ياديبن يها استنراج شده از سلول

شيکل  . ديي مشياهده نررد  NRF2از  يا افتهيش يان افزايچ بيروز ه 14مشاهده شد و پس از  NRF2ان يزان بين ميشتريب ي،روسيو يپس از آلود 
 (.bp199ng/µL) 29 مارکر ( M) 1چاهک . درصد 5 ارز آژل  ير روبتا اكتين  بژن  RT-PCRالکتروفورز محصول  :نييپا

bp 599 
 

bp 199 
 

bp 599 
 

bp 199 
 
 

 روزها
21    21        29        9         6         1          1        M 
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-RTنوتركيب بـا اسـتفاده از    NRF2ت ژن بررسي بيان مول

PCR : 
استخراج شده در روزهاي مختلـف   RNAهاي  از نمونه    

،  NRF2از زمان آلوده شدن با آدنـو ويـروس محتـوي ژن    
cDNA  ساخته و با آلازگرهاي اختصاصيNRF2   ،انسـاني

PCR آلازگر طراحي شده بـراي ژن  . انجام شدNRF2   كـه
اي بـه   در لسمت فوق اشاره شـد، توانـايي سـاخت لطعـه    

هـاي   در زمـان (. 1شـكل  )جفت بازي را داشت 295طول 
هاي بنيادي مزانشيمي بـا   سازي سلول مختلف پس از آلوده

انجـام   RT-PCR، آزمـايش   NRF2آدنو ويـروس محتـوي   
مربـو  بـه روز    NRF2شد كه بر اساس آن بيشترين بيـان  

 .باشد ششم مي
 

با اسـتفاده از آزمـون وسـترن     NRF2ارزيابي بيان پروت ين 
 :بحتينگ
حـاوي   MSCهاي  در سلول NRF2به منظور تاييد بيان     
هاي آلوده شـده بـا ويـروس     ، پس از ليز سلول NRF2ژن 

، نمونــه بــر روي ژل  lysis Mبــا بــافر  NRF2حــاوي ژن 
سژس در مرحله بعـد بـه منظـور    . گرديد SDSالكتروفورز 

بــادي  ، بــا اســتفاده از آنتــي NRF2تاييــد وجــود پــروت ين 
بادي  و هم رنين آنتي NRF2اختصاصي مربو  به پروت ين 

. ، آزمايش وسترن بحت انجـام شـد   HRPثانويه متصل به 
بـر روي   SDS-PAGEوجود در ژل بدين منظور پروت ين م

و عشـــا تحـــت تـــاثير  منتقـــل گرديـــد PVDFلشـــاي 
عدم حضـور  . لرار گرفت NRF2هاي اختصاصي  بادي آنتي

و ( كنتـرل )حـاوي وكتـور خـالي    MSCهاي  باند در سلول
ــلول  ــد در س ــاي  حضــور بان ــاوي ژن  MSCه ،  NRF2ح

هاي آلوده شده  در سلول NRF2دهنده وجود پروت ين  نشان
 (. 5شكل )وس بودبا وير
 

 : هاي مزانشيمي به رده استخواني تمايز سلول
هاي بنيادي مزانشيمي با آدنـو   پس از آلوده كردن سلول    

و يك دسته نيز بـا آدنـو ويـروس    ) NRF2ويروس حاوي 
هاي ذكـر   ، با استفاده از روش(به عنوان كنترل NRF2فالد 

روز  12شده، تمايز به رده اسـتخواني داده شـد و پـس از    
 فضاهاي .  (6شكل )آميزي آليزارين رد صورت گرفت رنگ

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .توسط آزمايش وسترن بلاتينگ NRF2آناليز بيان پروتئين : 2 شکل
هاي بنييادي   در سلول NRF2در اين شكل بيان پروتئين : با شکل 

در  NRF2هياي حياوي ژن    مزانشيمي آلوده شده بيا آدنيوويروس  
مقايسه با كنترل با استفاده از آزمايش وسترن بلات نشان داده شده 

هياي   توسيط سيلول   NRF2مربو  به بيان پروتئين  1ستون . اس 
 NRF2هاي حياوي ژن   ادي مزانشيمي آلوده شده با آدنوويروسبني

هاي بنييادي مزانشييمي    بيان آن پروتئين در سلول 5اس  و ستون 
طوري كيه   همان. دهد آلوده شده با آدنوويروس كنترل را نشان مي

، موجب افيزايش   NRF2هاي داراي ژن  انتظار داشتيم آدنوويروس
ن ين بتا اکتي يان پروتئيب: پايينل يشک.  رديدند NRF2بيان پروتئين 

ن شيکل نشيان داده شيده    يو کنترل، در ا آزمايشدر هر دو نمونه 
 .اس 
 

نمونـه مسـتقل    3فيلد، در  59حدالل در )آميزي مييت رنگ
افـزار   با اسـتفاده از نـرم  ( مرتيه تكرار شدند 3كه هر كدام 

Image J   2411ويـرايش (National Institutes of Health  ،
ه ليح  گفته شده بـود، كمـي   كهمان طوري ( مريلند، بتسدا
 (. 2نمودار ()26، 27)گرديدند
ــايب      ــادي مزانشــيمي  نت ــود كــه ســلول بني ــانگر آن ب بي
توانـد   همانند سلول كنتـرل مـي   NRF2ورزي شده با  دست

در  NRF2بـه رده اســتخواني تمــايز يابـد و افــزايش بيــان   
ن  تمـايز بـه سـمت رده    هاي بنيادي مزانشـيمي، مـا   سلول

 . گردد استخواني نمي
 

 : هاي مزانشيمي به رده رربي تمايز سلول
هاي بنيادي مزانشيمي با آدنـو   پس از آلوده كردن سلول    

و يك دسته نيز بـا آدنـو ويـروس    ) NRF2ويروس حاوي 
هاي ذكـر   ، با استفاده از روش(به عنوان كنترل NRF2فالد 

 روز  7شـده، تمـايـز بـه رده رربـي داده شـد و پــس از 

     5                      1 

NRF2

B.actin 
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.  اسيتنواني  رده سيم   بيه  كنتيرل  بيا  مقايسيه  در NRF2 ژن حياوي  هاي ويروس آدنو با شده آلوده مزانشيمي بنيادي هاي سلول تمايز:  6شکل
و  اسيتنواني  تمايز اختصاصي كش  محيط در ، NRF2 ژن حاوي يا و كنترل هاي ويروس آدنو با شدن آلوده از پس مزانشيمي بنيادي هاي سلول
 NRF2 داد نشيان  image J افزار نرم توسط تصاوير آناليز تصويربرداري، از پس.  رديدند اختصاصي آميزي رنگ سپس و شدند داده كش  يچرب
 روسيآدنيوو  بيا  شيده  آليوده  يميمزانش يها سلول زيتما(A. ندارد يچرب استنواني و رده به مزانشيمي بنيادي هاي سلول تمايز بر داريامعن تاثير
ي هيا  سيلول  زيتميا ( C. ياسيتنوان  رده به NRF2 فاقد روسيآدنوو با شده آلوده يميمزانش يها سلول زيتما( B. ياستنوان رده به NRF2 يمحتو
 رده بيه  NRF2 فاقيد  روسيآدنيوو  با شده آلوده يميمزانش يها سلول زيتما (D. يچرب رده به NRF2 يمحتو روسيآدنوو با شده آلوده يميمزانش
 .يچرب
 

HCS LipidTOXآميــزي  رنــگ
TM

 Green Neutral Lipid 
 1تفاوتي از نظر تمـايز بـه رده رربـي در    . صورت گرفت

نتايب بيـانگر آن اسـت كـه سـلول     . دسته سلولي ديده نشد
همانند سـلول   NRF2ورزي شده با  بنيادي مزانشيمي دست

و نمـودار   6شـكل  )تواند به رده رربي تمايز يابد كنترل مي
2.) 
 

هاي بنيـادي مزانشـيمي بـا     ورزي سلول بررسي تاثير دست
، بــر ميــزان  NRF2تفاده از آدنــو ويــروس حــاوي ژن اســ

 :آپوپتوز سلولي
هـاي بنيـادي    بر آپوپتوز سلول NRF2جهت مطالعه اثر     

را تحـت   MSCو  NRF2-MSCهاي  مزانشيمي، ابتدا سلول
سـژس ميـزان مـر     . هاي مختلف لرار داديم تاثير استرس

. گيـري گرديـد   اندازه Vسلولي با استفاده از كيت آنكسين 
 ميكرومولار  199ها با  ساعت انكوباسيون سلول 11پس از 

 
 
 
 
 
 
 
 

ي مزانشيمييي بيه    هياي بنييادي   تعيين ميزان تمايز سلول :1نمودار 
هياي بنييادي    پس از آلوده شدن سيلول . هاي چربي و استنوان رده

، بيه   NRF2هاي خالي و ييا محتيوي ژن    مزانشيمي به آدنوويروس
هميان طيوري كيه    . هاي چربي و استنوان تميايز داده شيدند   رده

هاي  يز به سم  ردهتاثير معناداري در تما NRF2 ردد،  مشاهده مي
چربيي و استنيوان و ييا ممانعي  از تمايييز بييه اييين دو رده    

 . ندارد

 استنوان                چربي  

Ad- 
 
Ad-NRF2 

ب 
  مث

 نقا
صد

در
 

299 
99 
69 
19 
19 
9 

 استنوان                چربي  

Ad- 
 
Ad-NRF2 

ب 
  مث

 نقا
صد

در
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 از پيس  NRF2 ژن حياوي  و كنترل هاي ويروس آدنو با شده آلوده مزانشيمي بنيادي هاي سلول آپوپتوز ميزان بررسي نمودار (A نمودار :5نمودار
 بييان  افيزايش  دهيد  ميي  نشيان  نتايج. V آنكسين آزمايش از استفاده با سرم فقدان و هيپوكسي ،(H2O2)هيدروژن پراكسيد هاي استرس با مواجهه
NRF2 نمودار . ردد مي مذكور هاي استرس با مواجهه از پس مزانشيمي بنيادي هاي سلول آپوپتوز ميزان دارامعن كاهش موجب B )زانيي م يبررس 

 بيا  شيده  يورز دسي   يميمزانش ياديبن يها سلول با سهيمقا در NRF2 يمحتو روسيو آدنو با شده يورز دس  يميمزانش ياديبن يها سلول يبقا
 بيه  ميو ر  يليم 3 دروژنيه ديپراکس چون هم ياسترس طيشرا با مواجهه جه  را يميمزانش ياديبن يها سلول ييتوانا NRF2 .يخال روسيو آدنو
 .دهد يم شيافزا را ها آن يسلول يبقا درصد و دهد يم شيافزا ساع ، 54 مدت به يپوکسيه اي و ساع  48 مدت به سرم فقدان ساع ، 5 مدت
 

بـه طـور    NRF2ورزي شده با  دستهيدروژن،  از پراكسيد
هم رنين پـس از  . معناداري آپوپتوز كمتري را نشان دادند

 11بـه مـدت   ( اكسـيژن % 2)مواجهه با اسـترس هيژوكسـي  
روز نيز به طـور   3ساعت و يا شراي  فقدان سرم به مدت 

ــلول   ــداد س ــاداري تع ــاهش    معن ــده ك ــوز ش ــاي آپوپت ه
 (. 1نمودار )يافت
، در  NRF2هاي بنيادي مزانشـيمي القـا شـده بـا      سلول    

ــر اســترس ــل   براب ــدان ســرم و عوام ــاي هيژوكســي، فق ه
 . دهند اكسيداتيو، مقاومت بيشتري را از خود نشان مي

 اي ـــه بر سلول NRF2جهت نشان دادن تاثير لدرتمند     

 NRF2-MSCهـاي   بنيادي مزانشيمي، پس از مواجهه سلول
هاي هيژوكسي، فقدان سرم و عوامل  با استرس Ad-MSCو 

  MTTاتيو، سنجش سيتوتوكسيسيته توسـ  آزمـايش  اكسيد
هاي بنيادي مزانشيمي آلوده شده بـا آدنـو    سلول. انجام شد
مولار پراكسـيد   ميلي 3در برابر  NRF2هاي حاوي  ويروس

ساعت، مقاومت بيشـتري را از خـود    1هيدروژن به مدت 
 . نشان دادند

در شـراي  فقـدان    NRF2-MSCهـاي   هم رنين سـلول     
% 2)ســاعت و يــا شــراي  هيژوكســي 19مــدت ســرم بــه 
سـاعت نيـز    11بـه مـدت   ( اكسـيد كـربن   دي% 5اكسيژن، 

69 
59 
19 
39 
19 
29 
9 

ولي
 سل
توز

پوپ
د آ
رص

د
 

 A فقدان سرم       پراكسيد هيدروژن    هپيوكسي               

Ad- 

 

Ad-Nrf2 

Ad- 
 
Ad-Nrf2 

B      هپيوكسي           فقدان سرم       پراكسيد هيدروژن 
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از خـود   Ad-MSCهـاي   نسيت به سـلول مقاومت بيشتري 
 . نشان دادند

كنندگي  ها، تاييد كننده تاثير حفاظت تمامي اين آزمايش    
نمودار )باشد هاي مختلف مي در برابر استرس NRF2شديد 
1 .) 
 

 بحث
هاي بنيادي مزانشيمي، اساس سلول  امروزه پيوند سلول    

هـاي مختلفـي توسـ      بيمـاري . دهـد  درماني را تشكيل مي
. شــوند هــاي بنيــادي مزانشــيمي درمــان مــي پيونــد ســلول

ها وجود دارد،  اي كه در درمان با اين سلول ترين مساله مهم
لذا امـروزه جهـت   . باشد ها پس از پيوند مي مر  اللب آن

هاي بنيـادي مزانشـيمي پـس از پيونـد      ايش بقاي سلولافز
 (. 29)شود تحش فراواني مي

هايي كه  ورزي ژنتيكي ژن هاي دست از جمله  از روش    
ها نقش دارنـد،   ها در برابر استرس در توانمند نمودن سلول

،  Bcl-2  ،survivingهـاي   تـاكنون از ژن . كننـد  استفاده مي
HO-1  ،HSP70  ،Akt  ،FGF-2  ،CXCR4  ــدين ... و بـــ

ــرده  ــتفاده ك ــور اس ــد منظ ــم. ان ــه در   مه ــي ك ــرين نگران ت
هاي بنيادي مزانشيمي وجود دارد، تغيير  ورزي سلول دست

از آن جـايي كـه   . باشـد  ها مـي  خاصيت تمايزي اين سلول
ها  هاي بنيادي مزانشيمي، توانايي آن ترين ويژگي سلول مهم

ورزي ژنتيكـي   ستهاي مختلف است لذا د در تمايز به رده
توانـد ارزشـمند باشـد كـه موجـب       ها زماني مي اين سلول

فـاكتور  (. 28-16)هـا نگـردد   تغيير خصوصيت فنـوتيژي آن 
-basicبـرداري   يـك فـاكتور نسـخه    NRF2 بـرداري  نسخه

leucine-zipper باشد كه از مدت ها پيش به عنوان يك  مي
يو هاي اكسيدات فاكتور حياتي در حفاظت سلول عليه آسيب

تحت شراي  بدون استرس، . و الكتروفيل شناخته شده بود
NRF2  در سيتوپحسم به صورت متصل به پروت ينkeap 1 
باشد و پس از نيمه عمر رند ساعته، يوبي كويتينه شده  مي

 keapاز  NRF2تحت شراي  استرسـي،  . گردد و تجزيه مي

 يابد و به هسته منتقل جدا شده، نيمه عمر آن افزايش مي 1
گردنـد كـه    هـايي مـي   گردد كه موجب رونويسي از ژن مي

هــاي  باعــث افــزايش مقاومــت ســلولي در برابــر اســترس
در اين مطالعه از وكتـور آدنـو   (. 17-39)شوند مختلف مي

هـاي   در سـلول  NRF2ويروسي بـه منظـور افـزايش بيـان     
دهد آلوده  ها نشان مي مطالعه. بنيادي مزانشيمي استفاده شد

بنيـادي مزانشـيمي بـا وكتورهـاي آدنـو      هـاي   شدن سلول
ويروسي و يا رترو ويروسي، بدون تغيير در فنوتيپ، ميزان 
زنده بودن، سرعت تكيير و ظرفيـت تمـايز، موجـب بيـان     

بـا اسـتفاده از تعيـين    (. 21)پروت ين مورد نظر خواهد شـد 
ميكرومولار از ذخيـره آدنـو    19دوز آدنو ويروس، للظت 

تـاكنون  . هـا اسـتفاده شـد    ويروسي جهت انجـام آزمـايش  
در . اي دليقا  مشابه مطالعه اخير انجـام نشـده اسـت    مطالعه

مطالعه مشابه، لووئن و همكاران از آدنو ويروس به منظور 
هاي عضله صـا  عرولـي اسـتفاده     به سلول NRF2انتقال 

هـاي عرولـي كـه     در بيمـاري  NRF2كردند و نشان دادند 
توانـد كـاربرد    ند، مـي التها  و استرس اكسيداتيو نقش دار

ــد  ــته باش ــاني داش ــائو و  (. 32)درم ــري ك ــه ديگ در مطالع
بـــه منظـــور  pIRESneo2/ NRF2همكـــاران از وكتـــور 
ها در برابر استرس اكسـيداتيو اسـتفاده    توانمندسازي سلول

 (. 31)كردند
سـازها،   اي شامل تكيير پـيش  آديژوژنزيس روند پيچيده    

هـاي   هايي بـه آديژوسـيت  تعهد به رده آديژوژنيك و تمايز ن
بـرداري   ها نشان دادند فـاكتور نسـخه   مطالعه. باشد بالغ مي
PPARγ باشـد و   جهت تمايز به رده رربي لازم و كافي مي

توانــد  در صــورت فقــدان آن، هــيچ فــاكتور ديگــري نمــي
هاي بعدي نشـان   مطالعه. موجب تمايز به رده رربي گردد

نيـز در   , β & δ C/EBPαبـرداري   دادند فاكتورهاي نسـخه 
نيـز در   C/EBPαبـه ويـژه   . تمايز به رده رربي نقش دارند

ــت و در      ــم اس ــيار مه ــي بس ــه رده ررب ــايي ب ــايز نه تم
مطالعـه نـواحي   . بالغ به فراواني وجود داردهاي  آديژوسيت

نشـان   C/EBPα و PPARγبرداري  اتصال فاكتورهاي نسخه
ر طـول  هايي در كنـار هـم د   داد كه اين دو فاكتور به محل

و اين موضو  نشـان  ( colocalization)يابند ژنوم اتصال مي
برداري با هم همكاري دارند  دهد، اين دو فاكتور نسخه مي

شوند كه در تمايز  هايي مي و به اين ترتيب موجب بيان ژن
هاي بنيادي مزانشـيمي بـه سـمت رده رربـي نقـش       سلول
 ـ. دارند ر هنوز مشخص نشده است رگونه عوامل ديگر، اث

را در تمايز بـه سـمت رده    C/EBPα و PPARγفاكتورهاي 
بـه عيـارت ديگـر    . دهنـد  رربي افزايش و يـا كـاهش مـي   
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ــر روي تمــايز    ــل اثرگــذار ب ــين عوام ــل ب رگــونگي تعام
برداري مذكور هنـوز   هاي بنيادي و فاكتورهاي نسخه سلول

در ايـن مطالعـه نشـان داده شـد     (. 33)روشن نشده اسـت 
كـه در رونـد    NRF2بـرداري   سـخه افزايش بيـان فـاكتور ن  

هاي مختلف محيطي نقش  مقاومت سلولي در برابر استرس
ايـن  . دارد  تاثيري در تمـايز بـه سـمت رده رربـي نـدارد     

ــي  ــان م ــو  نش ــد  موض ــا   NRF2ده ــاملي ب  و PPARγتع
C/EBPα  بـرداري كـامح  از هـم     مسير نسخه 1ندارد و اين
 . باشند مجزا مي

ت كـه مراحـل تعهـد، تكييـر و     امروزه شناخته شده اس    
ها، نيازمند عملكـرد هماهنـگ و مـنظم     تمايز است وبحست
باشد كـه مسـؤول    برداري مخصوصي مي فاكتورهاي نسخه

ايـن  . باشـند  هـا مـي   تنظيم تمايز و عملكـرد است وبحسـت  
 ATF4و  Runx2  ،Osxبــرداري شــامل  فاكتورهــاي نســخه

ــتند ــان  . هس ــن مي  ــ Runx2از اي ــاتي در تم ــش حي ايز نق
هاي بنيادي مزانشيمي به سـمت رده اسـتخواني ايفـا     سلول
ترين مـاركر   ترين و حياتي به طوري كه اختصاصي. كند مي

بـرداري   مولكولي رده استخواني، از ميان فاكتورهاي نسـخه 
جهت القاي تمايز استخواني  Runx2بيان . باشد مختلف مي

هاي مخصـوا رده   لازم و كافي است كه موجب بيان ژن

ستخواني از جمله است وكلسين، سيالوپروت ين اسـتخواني،  ا
مطالعه ما نشـان  (. 31)گردد مي I است وپونتين و كحژن نو 

، تـاثيري   NRF2بـرداري   دهد افزايش بيان فاكتور نسخه مي
در تمايز به رده استخواني ندارد و به احتمال زياد تداخلي 

ز به رده يبرداري دخيل در تما فاكتورهاي نسخه  در فعاليت
 . كند استخواني ايجاد نمي

 
 گيري نتيجه
هاي بنيادي مزانشيمي بـا وكتورهـاي    آلوده شدن سلول    

آدنو ويروسي، بدون تغيير در فنوتيپ، ميزان زنـده بـودن،   
سرعت تكيير و ظرفيت تمايز، موجب بيان پروت ين مـورد  

دهـد افـزايش بيـان     اين مطالعه نشان مـي . نظر خواهد شد
، ضـمن ايفـاي نقـش مـورد      NRF2بـرداري   فاكتور نسخه
و مر ، تـاثيري    حفاظت سلول عليه آسيبانتظار خود در 

در تمايز به رده استخواني و رربي ندارد و به احتمال زياد 
بـرداري دخيـل در    فاكتورهـاي نسـخه    تداخلي در فعاليـت 
 . كند ها ايجاد نمي تمايز به اين رده

 
 تشكر و قدرداني

 نامـه دانشـجويي   پايـان اين مطالعه ماحصـل بخشـي از       
  . باشد ت سازمان انتقال خون ايران ميمصو  مركز تحقيقا

 
    References :  

1- Liu X, Hou J, Shi L, Chen J, Sang J, Hu S, et al. 

Lysophosphatidic acid protects mesenchymal stem 

cells against ischemia-induced apoptosis in vivo Stem 

Cells Dev 2009; 18(7): 947-54. 

2- Toma C, Pittenger MF, Cahill KS, Byrne BJ, Kessler 

PD. Human mesenchymal stem cells differentiate to a 

cardiomyocyte phenotype in the adult murine heart. 

Circulation 2002; 105(1): 93-8. 

3- Makino S, Fukuda K, Miyoshi S, Konishi F, Kodama 

H, Pan J, et al. Cardiomyocytes can be generated from 

marrow stromal cells in vitro. J Clin Invest 1999; 

103(5): 697-705. 

4- Pereira RF, Halford KW, O Hara MD, Leeper DB, 

Sokolov BP, Pollard MD, et al. Cultured adherent cells 

from marrow can serve as long-lasting precursor cells 

for bone, cartilage, and lung in irradiated mice. Proc 

Natl Acad Sci U S A 1995; 92(11): 4857-61. 

5- Zhang W, Su X, Gao Y, Sun B, Yu Y, Wang X, et al. 

Berberine protects mesenchymal stem cells against 

hypoxia-induced apoptosis. Biol Pharm Bull 2009; 

32(8): 1335-42. 

6- Kinnaird T, Stabile E, Burnett MS, Shou M, Lee CW, 

Barr S, et al. Local delivery of marrow-derived stromal  

cells augments  collateral  perfusion  through  paracrine 

mechanisms. Circulation 2004; 109(12): 1543-9. 

7- Iwase T, Nagaya N, Fujii T, Itoh T, Murakami S, 

Matsumoto T, et al. Comparison of angiogenic potency 

between mesenchymal stem cells and mononuclear 

cells in a rat model of hindlimb ischemia. Cardiovasc 

Res 2005; 66(3): 543-51. 

8- Wang J-a, Chen T-l, Jiang J, Shi H, Gui C, Luo  R-h,. 

et al. Hypoxic preconditioning attenuates hypoxia/ 

reoxygenation-induced apoptosis in mesenchymal stem 

cells. Acta Pharmacol Sin 2008; 29(1): 74-82. 

9- Yates MS, Tran QT, Dolan PM, Osburn WO, Shin S, 

McCulloch CC, et al. Genetic versus chemoprotective 

activation of Nrf2 signaling: overlapping yet distinct 

gene expression profiles between Keap1 knockout and 

triterpenoid-treated mice. Carcinogenesis 2009; 30(6): 

1024-31. 

10- Lee JM, Calkins MJ, Chan K, Kan YW, Johnson JA. 

Identification of the NF-E2-related factor-2-dependent 

genes conferring protection against oxidative stress in 

primary cortical astrocytes using oligonucleotide 

microarray analysis. J Biol Chem 2003; 278(14): 

12029-38. 

11- Li W,  Khor TO, Xu C, Shen G, Jeong WS, Yu S, et al.  

Activation   of   Nrf2- antioxidant  signaling  attenuates  

NFkappaB-inflammatory response and elicits 

apoptosis. Biochem Pharmacol 2008; 76(11): 1485-9. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
10

-2
0 

] 

                            12 / 14

https://bloodjournal.ir/article-1-581-fa.html


 ده و همكارانهاي بنيادي مزانشيمي با آدنو ويروس                                                                                 محمد محمدزا ورزي سلول دست

 

222 

 

12- Reisman SA, Yeager RL, Yamamoto M, Klaassen CD. 

Increased Nrf2 activation in livers from keap1-

knockdown mice increases expression of 

cytoprotective genes that detoxify electrophiles more 

than those that detoxify reactive oxygen species. 

Toxicol Sci 2009; 108(1) : 35-47. 

13- Kwak MK, Wakabayashi N, Itoh K, Motohashi H, 

Yamamoto M, Kensler TW. Modulation of gene 

expression by cancer  chemopreventive  dithiolethiones 

through the Keap1-Nrf2 pathway: Identification of 

novel gene clusters for cell survival. J Biol Chem 2003; 

278(10) : 8135-45. 

14- Roelants V, Labar D, de Meester C, Havaux X, Tabilio 

A, Gambhir SS, et al. Comparison between adenoviral 

and retroviral vectors for the transduction of the 

thymidine kinase PET reporter gene in rat 

mesenchymal stem cells.  J Nucl Med 2008; 49(11): 

1836-44. 

15- Weng Q, Yang K, Xiao W, Yuan M, Zhang W, Pang 

Y. Establishment of an insect cell clone that harbours a 

partial baculoviral genome and is resistant to 

homologous virus infection. J Gen Virol 2009; 90(pt 

12): 2871-6. 

16- Kamiya N, Watanabe H, Habuchi H, Takagi H, 

Shinomura T, Shimizu K, et al. Versican/PG-M 

regulates chondrogenesis as an extracellular matrix 

molecule crucial for mesenchymal condensation. J Biol 

Chem 2006; 281(4): 2390-400. 

17- Hu G, Liu P, Feng J, Jin Y. A novel population of 

mesenchymal progenitors with hematopoietic potential 

originated from CD14 peripheral blood mononuclear 

cells. Int J Med Sci 2010; 8(1): 16-29. 

18- Gui C, Wang JA, He AN, Chen TL, Luo RH, Jiang J, 

et al. Heregulin protects mesenchymal stem cells from 

serum deprivation and hypoxia-induced apoptosis. Mol 

Cell Biochem 2007; 305(1-2): 171-8. 

19- Wagner J, Kean T, Young R, Dennis JE, Caplan AI. 

Optimizing mesenchymal stem cell-based therapeutics. 

Curr Opin Biotechnol 2009; 20(5): 531-6. 

20- Li W, Ma N, Ong LL, Nesselmann C, Klopsch C, 

Ladilov Y, et al. Bcl-2 engineered MSCs inhibited 

apoptosis and improved heart function. Stem Cells 

2007; 25(8): 2118-27. 

21- Fan L, Lin C, Zhuo S, Chen L, Liu N, Luo Y, et al. 

Transplantation with survivin-engineered mesenchymal 

stem cells results in better prognosis in a rat model of 

myocardial infarction. Eur J Heart Fail 2009; 11(11): 

1023-30. 

22- Noiseux N, Gnecchi M, Lopez-Ilasaca M, Zhang L, 

Solomon SD, Deb A, et al. Mesenchymal stem cells 

overexpressing Akt dramatically repair infarcted 

myocardium and improve cardiac function despite 

infrequent cellular fusion or differentiation. Mol Ther 

2006; 14(6) : 840-50. 

23- Tang YL, Tang Y, Zhang YC, Qian K, Shen L, Phillips 

MI. Improved graft mesenchymal stem cell survival in 

ischemic heart with a hypoxia-regulated heme 

oxygenase-1 vector. J Am Coll Cardiol 2005; 46(7): 

1339-50. 

24- Zeng B, Ren X, Lin G, Zhu C, Chen H, Yin J, et al. 

Paracrine action of HO-1-modified mesenchymal stem 

cells mediates cardiac protection and functional 

improvement. Cell Biol Int 2008; 32(10): 1256-64. 

25- Bhakta S, Hong P, Koc O. The surface adhesion 

molecule CXCR4 stimulates mesenchymal stem cell 

migration to stromal cell-derived factor-1 in vitro but 

does not decrease apoptosis under serum deprivation. 

Cardiovasc Revasc Med 2006; 7(1): 19-24. 

26- Song H, Kwon K, Lim S, Kang  SM,  Ko  YG, Xu  Z, 

et al. Transfection of mesenchymal stem cells with the 

FGF-2 gene improves their survival under hypoxic 

conditions. Mol Cells 2005; 19(3): 402-7. 

27- Jin W, Wang H, Ji Y, Zhu L, Yan W, Qiao L, et al. 

Genetic ablation of Nrf2 enhances susceptibility to 

acute lung injury after traumatic brain injury in mice. 

Exp Biol Med (Maywood) 2009; 234(2): 181-9. 

28- Lee JM, Johnson JA. An important role of Nrf2-ARE 

pathway in the cellular defense mechanism. J Biochem 

Mol Biol 2004; 37(2): 139-43. 

29- Osburn WO, Wakabayashi N, Misra V, Nilles T, 

Biswal S, Trush MA, et al. Nrf2 regulates an adaptive 

response protecting against oxidative damage 

following diquat-mediated formation of superoxide 

anion. Arch Biochem Biophys 2006; 454(1): 7-15. 

30- Homma S, Ishii Y, Morishima Y, Yamadori T, 

Matsuno Y, Haraguchi N, et al. Nrf2 enhances cell 

proliferation and resistance to anticancer drugs in 

human lung cancer. Clin Cancer Res 2009; 15(10): 

3423-32. 

31- Levonen AL, Inkala M, Heikura T, Jauhiainen S, 

Jyrkkanen HK, Kansanen E, et al. Nrf2 gene transfer 

induces antioxidant enzymes and suppresses smooth 

muscle cell growth in vitro and reduces oxidative stress 

in rabbit aorta in vivo. Arterioscler Thromb Vasc Biol 

2007; 27(4): 741-7. 

32- Cao TT, Ma L, Kandpal G, Warren L, Hess JF, 

Seabrook GR. Increased nuclear factor-erythroid 2 

p45-related factor 2 activity protects SH-SY5Y cells 

against oxidative damage. J Neurochem 2005; 95(2): 

406-17. 

33- Lefterova MI, Lazar MA. New developments in 

adipogenesis. Trends Endocrinol Metab 2009; 20(3): 

107-14. 

34- Marie PJ. Transcription factors controlling 

osteoblastogenesis. Arch Biochem Biophys 2008; 

473(2): 98-105. 

 

 
 

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
10

-2
0 

] 

                            13 / 14

https://bloodjournal.ir/article-1-581-fa.html


 89زمستان ،  1شماره  ، 9 هدور                                                

222 

 

 

 
 

Infection of MSCs by adenovirus expression system 

expressing NRF2 as a cytoprotective factor 
 
 

          Mohammadzadeh M.
1
, Halabian R.

1
, Mohammadipoor M.

1
, Kiani AA.

2
, Gharehbaghian A.

3
, 

Amirizadeh N.
1
, Habibi Roudkenar M.

1 

 
1Blood Transfusion Research Center, High Institute for Research and Education in Transfusion Medicine,Tehran, 

Iran 
2Lorestan University of Medical Sciences, Lorestan, Iran  
3Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

 

 

Abstract 
Background and Objectives 

Poor viability of Mesenchymal Stem Cells (MSCs) following transplantation is one of the 

major challenges in their therapeutic application. Manipulation of MSCs by the genetic 

engineering method is one of the strategies used to protect the cells against cytotoxic 

microenvironment. However, maintaining multi differentiation capacity of MSCs following 

manipulation is important. We investigated if the manipulation of MSCs with NRF2 affects the 

multi differentiation capacity.  

 

Materials and Methods 

MSCs were isolated from bone marrow. NRF2 was isolated and TOPO cloned into the pENTR 

vector. The recombinant vector was transferred into pAD/CMV/V5-DEST vector by gateway 

technology. Recombinant adenovirus was produced in AD293 cells, followed by being 

infected into MSCs.  Expression of NRF2 was verified by RT-PCR. The NRF2 engineered 

MSCs were exposed to stress conditions followed by the evaluation of the cells viability and 

apoptosis. Finally, NRF2 expressing MSCs differentiation into osteoblast and adipocyte 

lineages was studied. 

 

Results 

NRF2 was successfully expressed in MSCs. NRF2- MSCs differentiation into osteoblast and 

adipocyte lineages indicating overexpression of NRF2 does not affect the differentiation 

property of MSCs.  

 

Conclusions   

Expression of NRF2, a well known cytoprotective factor, by using adenovirus expression 

system does not intervene in the differentiation capacity of MSCs.  NRF2-MSCs might be 

applicable for stem cell-based cell therapy in future. 
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