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 (292-222)هاي بنيادي  نامه سلول ويژه

 

 
 مقاله پژوهشي 

 
 

 هاي بنيادي مزانشيمال  ، در سلول HO-1كننده سلولي،  كلونينگ و بيان موقت ژن محافظت
 Gatewayاز طريق سيستم بياني آدنوويروس بر مبناي تكنولوژي 

 
 ، 2، داريوش حامدي اصل9، زهرا بخشنده2پور ، مهشيد محمدي3، محمد محمدزاده2، راحله حلبيان9پژمان حامدي اصل

 9مهريار حبيبي رودكنار ، دكتر8زاده ، دكتر ناصر اميري7، دكتر محمدعلي جليلي6اصغر كياني علي
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

HO-1 (9-ژنازياکس هِم )نگ ين مطالعه، کلونيهدف از ا. باشد يم ياز عوامل قدرتمند محافظت کننده سلول يکي
 يانيل سلتم ب يبلا اسلتداده از س  ( هلا MSC)ماليمزانشل  ياديل بن يهلا  در سللول  يانسان HO-1ان موقت ژن يب و

 .بود Gateway يتکنولوژ يبرمبنا يروسيآدنوو
 ها روش مواد و

. ديمواجه گرد UVساعت با اشعه  9به مدت  229A ي، رده سلول HO-1 يبه منظور القادر يك مطالعه تجربي، 
cDNA  توتالHO-1 نگ يق واکنش کلونيشد و از طر يجداسازTOPO   به وکتلورpENTR TOPO/D   کللون

( pAd/CMV/V5-DEST)ه و وکتور مقصدين کلون اوليب LR يبي، واکنش نوترکيانيجاد کلون بيا يبرا. ديگرد
روس يل له ويوسل ه بل ها MSC. ل شديمناسب تشک يوتيوکاري يب در رده سلوليروس نوترکيو. ديبه انجام رس

 . شدند يساز آلوده HO-1کننده  انيب بينوترک
 ها يافته

ح يقرار گرفتن ژن در قاللب صلح   و ت کلون شده و صحتيب با موفقينوترک يانسان HO-1ج نشان داد که ينتا
و وسترن  RT-PCRز يآنالله يوسه بها MSCدر  HO-1ان يب. د شدييتا DNA ين توالييله تعيوسه درون وکتور ب

 .موقت است HO-1ان ين بود که بياز ا يج حاکين نتايا. ديد گردييبلات تا
 ينتيجه گير 
 يک اسلتراتژ يل ممکن است  ،يروسيآدنوو يانيب ستميبا استداده از سها MSCدر  يانسان HO-1ان موقت ژن يب

 .ديفراهم نما يسلول درمان يارتقا يدر راستا کارآمد يانتقال ژن
 ها ، مهندسي ژنتيك، آدنوويروس9-اكسيژناز ال، همبنيادي مزانشيم هاي سلول :ات كليديكلم

 
 
 

 3/09/  4  :تاريخ دريافت 
 39/7/09: تاريخ پذيرش 

 
 شناسي ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران خونكارشناس ارشد  -1
 ـ تهران ـ ايران دانشجوي دكتراي بيوتكنولوژي ـ دانشگاه تربيت مدرس -2
 ون ـ تهران ـ ايرانشناسي ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خ دانشجوي دكتراي خون -3
 دانشجوي دكتراي ژنتيك ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران -4
 ـ ايران كرج رازي سازي شناسي باليني ـ انستيتو تحقيقاتي سرم و واكسن كارشناس ارشد ميكروب -5
 ايرانآباد ـ   خرمگاه علوم پزشكي لرستان ـ دانش مربيشناسي ـ  دانشجوي دكتراي خون -6
7- PhD شيمي دارويي ـ استاديار مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران 
8- PhD خون ـ تهران ـ ايران خون ـ استاديار مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال هماتولوژي و بانك 
بيوتكنولوژي پزشكي ـ دانشيار مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران ـ صندوق  PhD: مؤلف مسؤول -0

 14665-1157: پستي
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  مقدمه 
 ـبن يها استفاده از سلول     ن در درمـان  ينـو  يروش ـ ،يادي
م ماننــد انــواط ســرطان و يبــدخ يهــا يمــارياز ب ياريبســ

که امروزه  يطوره است، ب يو مادرزاد يکيژنت يها يماريب
 يدرمـان طع  ـ  ينه براين گزيبهتر ،ياديبن يها وند سلوليپ

(. 1، 2)گـردد  يکشنده محسـوب م ـ  يها يمارياز ب ياريبس
 يوکتورهـا  ياساسـا  بـر مانـا    ،انتقـال ژن  يهـا  يتکنولوژ

در  يونـد سـلول  ينـه پ يدر زم يگ باشند و به تاز يم يروسيو
ت ي ـانسـان بـا موفق   يبـر رو  ينيبال هاي هاز معال  يت داد

 (.3-5)اند همراه بوده يريچشمگ
 ـبن يهـا  سـلول       Mesenchymal Stem)ماليمزانش ـ يادي

Cells )سـاز مزـز    خـون  ريغ يياستروما يها از گروه سلول
 يمختلف سـلول  يها ز به ردهيتما يياستخوان بوده که توانا

ــلول  ــد س ــا همانن ــتخوان يه ــياس ــروو وي، چرب  ، غض
ط بـدن  يشـگاه و مح ـ يطلب را در آزما يعضلان يها سلول
و  يجداسـاز  لي ـاز طا ييهـا  يژگ ـيو(. 6، 7)باشـند  يدارا م
و  يمن ـيسـتم ا يل سيت ت ديو طابل in vitroر آسان در يتکث

ــن ــبن يهــا ، ســلوليدر خونســاز يتيز نقــح امــاي  يادي
نـه  يآل در زم دهي ـا يک مناع سـلول يرا به عنوان  يميمزانش

 (.8-19)نموده است يم رف يو ژن درمان يسلول درمان
بـه ت ـداد    يازمند دسترس ـينها، MSCاز  ينياستفاده بال     
دار از نظــر عملکــرد بــا  تيصــلاا يهــا از ســلول ياديــز

، امـا متاسـفانه در رونـد    باشـد  يمدار يپ پايپ و ژنوتيفنوت
به  يفراوان يها بيآس ،ي، پردازش و کشت سلوليجداساز

و  زان بقـا ي ـد کـه بـه موجـب آن م   يآ يوارد م ها ن سلوليا
اـد  تـر از   نييار پـا يبس ـ ،ونديپس از پرا ها MSCعملکرد 
ک درصـد  ي ـکـه کمتـر از    يبه طور (.11)کشاند يانتظار م
ونـد بـه عضـله    يروز پس از پ 4 يدر ط يونديپ يها سلول

معلـوب   يبقـا  يدارا ،يواني ـا يهـا  انسـان و مـدل   يطلا
به کار گرفته شـود   ين رو، اگر روشياز ا(. 12-14)اند بوده

پـس از   ييابتدا يها را در همان روزها که محافظت سلول
داشـت کـه درصـد     تـوان انتظـار   يموجب گردد، م ـوند يپ

از  يکــي. ابــديح يافــزا يونــد تــا اــد معلــوبيت پيــموفق
ز مقاومـت  ي ـو ن بقا حيدر افزا يثر و کاربردؤم يها روش
 ـ اـه ن سلولـيا يـکيژنت يورز ، دستياديبن يها سلول ا ـب
 (.14، 15)باشد يم يکننده سلول تـل محافظـعوام

  شرايــط در ييم القايک آنزي، (HO-1) 1-ژنازيهِم اکس    
دکننده يم مولکـول اکس ـ ين آنـز يا. باشد يم ياسترس سلول

 هـم  يمحصـوتت جـانا  و ه نموده يرا تجز( Heme" )مهِ"
Feن و ي ـورد يلي، ب(CO)د کربنيمنواکسچون 

د ي ـرا تول +2
 يدارا HO-1به همـراه   توانند ين محصوتت ميا. دينما يم

 (. 16-18)باشند يمحافظت سلول يعملکردها
تـوان بـه    يم ـ HO-1 سـتم يس ين عملکردهـا يتر از مهم    
 يک و ضـد التهـاب  ي ـآپوپتوت يدان، آنتياکس يآنت يها تيف ال

ح يافزا، ها هاز معال  ياريدر بس که يا ه گونه، بنموداشاره 
، يـي ا عوامـل دارو ي ـک ي ـژنت يق مهندسياز طر HO-1ان يب

بافــت  يشــدن بقــا يافــس ســاختار و عملکــرد و طــوتن
 يانيــســتم بيس (.18-29)داشــته اســت يرا در پــ يونــديپ

تـوان   يم ـ از آن جمله دارد که يفراوان يايمزاروس يآدنوو
ژن هـدو، انتقـال    يان موطـت و بـات  يب همانند يبه موارد

ــ ــارا و م ــدو در ؤک ــيآزماثر ژن ه ــگاه و مح ــدنيش ، ط ب
بـات بـا    يريق پـذ ي، تعازبانيم يها سلول آسان يساز آلوده

 يمنيزبان، ايافتن به ژنوم مي، الحاق نيخارج DNAطع ات 
ت يفاطد صلاا يها روسيد آدنوويجه توليبات در نت يستيز

 ـن تر بات ويبا ت يروسيآدنوو يها د استوکيو تول يريتکث ز ي
 ـبا توجه بـه ا  (.21-23)نمودکوتاه اشاره  در زمان نساتا  ن ي

ممکـن اسـت   زبان يم يها در سلولم ژن هدو يان دايب که
جـاد  يو ا يـي زا امکـان جهـح   لي ـاز طا ينـامعلوب عوارض 
زبـان را در  يروس به ژنوم ميواسعه الحاق ژنوم وه تومور ب

 ـاز اداشته باشـد،   يپ درمـان کوتـاه مـدت     يبـرا  ين روي
 يا ژن درماني( ک مدت زمان مشخصيدر  يماريدرمان ب)

ــ ــوط ب يماتن ــر ن ــيا، ( Diagnostic Therapy)يمــاريب  يمن
 ـااز انجـام  هـدو   (.24)شـود  يتصور م يباتتر يستيز ن ي

هــاي  MSCدر  يانســان  HO-1ان موطــت يـ ـب ،پــژوهح
ستم ياز مزز استخوان انسان با استفاده از س شده يجداساز

و بـوده   Gateway ياسـاس تکنولـوژ   بر روسيآدنوو يانيب
صـورت   يلول درمـان س ييت و کارآيفيبهاود ک يدر راستا

 .رفته استيپذ
 

  ها روشمواد و 
 :يه باکتريد و سويپلاسم

 د ــيپلاسم .بود يده از نوط تجربـام شـه انجـمعال         
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pENTR TOPO/D ــ ـــب ــور اولـه عن ــوان وکت ــراه ي  يو ب
بـه    pAd/CMV/V5-DEST ديپلاسـم  و يينگ ابتـدا يکلون

ان ي ـو ب يينـگ نهـا  يکلون يبرا يانيا بيوکتور مقصد  عنوان
هر دو وکتـور  . انتخاب شدندها MSCدر  HO-1موطت ژن 
 E.coliيه بـاکتر يو سو بودند (اينويتروژن)آمريكا محصول

TOP10 (اينــويتروژن )در  يوتيزبــان پروکــاريبــه عنــوان م
وکتــور . شــد در نظــر گرفتــهنــگ يمرااــل مختلــف کلون

pENTR TOPO/D ن يســيژن مقاومــت بــه کاناما  يدارا
شـده در   ترانسـفورم  يها کلون يغربالگر يکه برا باشد يم
 / pAd / CMVوکتـور . گردد يم  استفاده يوتيزبان پروکاريم

V5-DEST ــو  يدارا ــوتر طـ ــا يپرومـ  روسيتومگالوويسـ
(CMV )را موجـب   ژن هـدو از  ييان بـات ي ـباشد که ب يم
باشد که  ين ميليس يژن مقاومت به آمپ يز دارايشود و ن يم

زبـان  يشـده در م  ترانسفورم يها کلون يبه منظور غربالگر
 .توان از آن استفاده نمود يم يوتيپروکار

 
 :يکشت سلول

 يبانـک سـلول  )(540A)ه انسـان ي ـسرطان ر يرده سلول    
 ـي ـکل يو رده سـلول ( راني ـتو پاسـتور ا يانست ن انسـان  يه جن

(A393()اينويتروژن) يط کشـت سـلول  يدر مح ـ بيبه ترت 
RPMI-1640 (،و جياكو اشتين اگن آلمان) ط کشـت يو مح 

هـر دو بــا  ( اينــويتروژن) DMEM-High Glucose يسـلول 
91 %FBS  ،9 %ين در دمـا يسياسترپتوما% 9ن و يليس يپن 
 . کشت داده شدند CO2% 5گراد و  يسانتدرجه  33
ون مزـز  يراسياز نمونه آسپ ماليمزانش ياديبن يها سلول    

برطاـق   (تيبـا کسـب رضـا   )استخوان سه داوطلـب سـالم  
 .(25)شدند يجداساز يدستورال مل طال

بـا اسـتفاده از    اسـتخوان  مزـز  يا هسـته  تـک  يها سلول    
ــا ــا، g/mL 977/1)کوليف ــام ؛ آمريك ــو  (آمرش ــه ب له يوس

ط کشـت  يو بـه مح ـ  يجداسـاز  ب غلظـت يوژ شيفيسانتر
 FBS% 19بـا    DMEM-Low Glucose ياختصاص ـ يسلول

بـا فاصـله    يط کشت سـلول يض محيت و. انتقال داده شدند
. ر چسـانده شـد  يغ يها اذو سلول موجب ،روز 3 يزمان

 يينها هاي حيآزما يپاساژ چهارم برااز ها MSC تيدر نها
ر ي ـتکثهاي MSC، يت سلوليد هوييجهت تا. ندفراهم شد

طـرار   يبررس ـمـورد   ياز نظر مرفولـوژ ،  in vitroافته در ي

ــد  ــاگرفتنـ ــعح يو مارکرهـ ــلول يسـ ــا سـ ــط  هـ  توسـ
 نيــيت  (يطالــ طاــق دســتورال مل  بــر)يتومتريفلوســ

 . (25)ديگرد
 

 :هيبه وکتور اول HO-1نگيو کلون يجداساز
 1بـه مـدت    HO-1ان يب يجهت القا 540A يرده سلول    

 RNAسـپس   .طـرار گرفـت   UV اشـ ه  در م رضساعت 
د ي ـاستخراج گرد برطاق دستورال ملده ياش ه د يها سلول

% 1ژل  يله دستگاه نانودراپ و الکتروفورز بر رويوسه و ب
د يي ـمـورد تا استخراج شـده   RNAت يفيت و کيکم، آگارز

 RNAاز بـا اسـتفاده   توتـال   cDNA از آن پس. طرار گرفت
(ng/µL 1259)، نس ام تــريو آنــزهگزامر رانــدوم آغــازگر

ســاخته ( cDNA synthesis kitاينــويتروژن، ) ІІІپتــاز يکر
 HO-1 يهـا  ژن ياختصاص يهاآغازگر ،در مراله ب د. شد
 ـ يانسان HO-1ژن  و ،ندشد يطراان ياکت -و بتا له يوس ـه ب

PCR ــا  و ــزب رُوش، ) مــرازيپل pfu DNAم ياســتفاده از آن
بـه منظـور   . (1جـدول  )دي ـر گردي ـو تکث يجداساز( آلمان

ن بــه عنــوان ژن ياکتــ -هــا، ژن بتــا ان ژنيــب يســاز نرمــال
آگـارز  % 2در ژل  PCRمحصوتت . استاندارد انتخاب شد

 .شدند يابيالکتروفورز و سپس ارز
 

از  يجدت بلاز  868 جاد قطعهيجهت ا 2 و 9 هايآغازگر: 9جدول 
جلاد قطعله   ين جهت ايبتا اکت 2 و 3هاي آغازگر ژناز ويژن هم اکس

 نياز ژن بتااکت يجدت باز 992
 

 توالي آغازگرنام  رديف
1 Forward 

HO-1 
5´-CAC CAT GGA GCG TCC 

GCA ACC CGA C-3´ 

2 Reverse HO-1 
5'- CAT GGC ATA AAG CCC 

TAC AGC AAC TG-3' 

3 Forward β-

actin 
5'-TTC TAC AAT GAG CTG 

CGT GTG G-3' 

4 Reverse β-

actin 
5'-GTG TTG AAG GTC TCA 

AAC ATG AT-3' 

 
جهـت   HO-1چسـانده در ژن   يجـاد انتهـا  يبه منظور ا    

 CACC يدي ـنوکلئوت يتوال ،TOPOنگ يانجام واکنح کلون
لحاظ ( Forward)ميمستق آغازگر يدر ابتدا( كوزاك يتوال)

 TOPOنـگ  يله واکـنح کلون يوسه ب PCRمحصول . ديگرد
 pENTRهي ـبه وکتـور اول ( اينويتروژن)طاق دستورال مل بر
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TOPO/D  د يپلاسـم )مخلوط واکـنح . دشکلون pENTR 

TOPO/D-HO-1 ) يوتيزبـان پروکـار  يبـه م E.coli TOP10 
ط يدر مح ـرم شـده  وترانسـف  يهـا  يشد و باکتررم ونسفاتر

داده ن کشـت  يسيک کانامايوتيب يآنت يااو LBکشت آگار 
در  ،مثاـت  يهـا  يکلـون  ينح و بررسيگز به منظور. شدند

ــد بـ ـ  ــه ب  ــادف ه مرال ــور تص ــون 4از  يط ــق  يکل برطا
ــتورال مل ــم  ،دس ــتخراج پلاس  High pure، رُوش)دياس

plasmid isolation Kit )    به عمل آمـد و بـا انجـامPCR  در
 يبررس ـ HO-1وجـود ژن   ،ياختصاص يهاآغازگراضور 

،  DNA يابي ـ يتـوال ارسال نمونـه جهـت    سرانجام، با. شد
ح درون يطرار گرفتن آن در طالب صحو  HO-1صحت ژن 

 .طرار گرفتد ييتامورد ه يساختار وکتور اول
 

 HO-1 يب اــاويــنوترک يروســيجــاد وکتــور آدنوويا    
 :يانسان
از  يانسـان  HO-1جهت انتقال ژن  LR يايواکنح نوترک    

بـه وکتـور مقصـد    ( pENTR TOPO/D-HO-1)هيوکتور اول
(pAd/CMV/V5-DEST )م يبا استفاده از آنزLR  کلونـازІІ 

 يوتيزبـان پروکـار  يمخلـوط واکـنح بـه م   . صورت گرفت
E.coli TOP10 يطور تصادفه ان بيدر پا. ديرم گردونسفاتر 

ک ي ـوتيب يآنت يط کشت ااويرشد کرده در مح يکلون 6از 
له يد به عمـل آمـد و بـه وس ـ   ياستخراج پلاسم ،نيليس يآمپ

PCR  وجـود ژن ياختصاص يهاآغازگردر اضور ، HO-1 
ج، کلـون مثاـت   يد نتاييپس از تا. طرار گرفت يبررسمورد 

 .ديارسال گرد DNA ين توالييجهت ت 
 

 :هاMSC يساز و آلوده يروسيو يها د استوکيتول
-pAd/CMV/V5)يانسـان  HO-1ژن  ياـاو  يانيکلون ب    

HO-1 ) ــم ــتخراج پلاس ــس از اس ــيپ ــه د ب ــزيوس م يله آن
برش ( New England Biolabs، آمريكا) PacІمحدودکننده 

شـده،   ين ژنوم خعيا .درآمد يخعداده شده و به صورت 
روس يسـازنده رره کامـل آدنـوو    يبه رده سـلول  ستيبا يم

Cells A 203 نه ينسات بهه يبه منظور ته .ترانسفکت گردد
وکتـور   DNAاز  µg 2 بـه  6- وژنياز م رو ف µL 3 ،شده

  A يبـه رده سـلول  اضـافه شـد و   ( 3:2نسـات  )شـده   يط
Cells 203 ترانسفكت( ، رُوش آلمان)طاق دستورال مل بر  

  A 203 يها ب در سلولينوترک يروسيررات آدنوو .ديگرد
ه ياول يروسيزات ويل ،روز 13جاد و پس از يا( اينويتروژن)

بـه منظـور    .دست آمده دو مراله انجماد و روب ب يدر ط
توسـط   A 203 يهـا  سـلول ، روسي ـتر استوک ويح تيافزا

ن رونـد  ياو د شدنمجدد  يساز آلوده يروسيه ويزات اوليل
 يروســيو 4ت اســتوک يــدر نها شــته ومرتاــه تکــرار گ 3

ه ي ـتهال يسـر  يهـا  با رطـت ها MSCسپس . ديااصل گرد
ــده از ــتوک  شـ ــيآدنوو 4اسـ ــوده يروسـ ــاز آلـ و  يسـ

آمريكا، ) MTT assayح يروس با آزمايو يتيسيتوتوکسيسا
 يروس ـيرکشنده از استوک ويغلظت غ. شد يبررس (سيگما

 .ن شدييت  يينها هاي حيآزما يبرا
 

 :و وسترن بلات RT-PCRله يوسه ب HO-1ان يز بيآنال
 توتــال RNA، يانســان HO-1ان ژن يــب يابيــارزجهــت     
(ng/µL  599 ) ازMSCروس يآلـوده شـده بـا آدنـوو     هاي

 cDNAد،  ي ـمختلـف اسـتخراج گرد   يب در روزهاينوترک
. استفاده شـد  PCR يتوتال ساخته شد و به عنوان الگو برا

مختلـف،   يدر روزهـا  HO-1ان ژن ي ـزان بيم يبررس يبرا
PCR ها، ژن بتا ان ژنيب يساز نرمالو به منظور  انجام شد- 

از  µL 7 انيدر پا. ن به عنوان ژن استاندارد انتخاب شدياکت
آگـارز  % 2له الکتروفـورز در ژل  يوس ـه ب PCRمحصوتت 

 يح وسترن بـلات بـه منظـور بررس ـ   يآزما .ديگرد يبررس
ن راسـتا،  ي ـدر ا. ن بـود يدر سـعح پـروتئ   HO-1ان يزان بيم

 بر( آلمان، رُوش) Lysis Mله م رو يوسه ن توتال بيپروتئ
روس يآلوده شده بـا آدنـوو  هاي MSCطاق دستورال مل از 

د و با استفاده يمختلف استخراج گرد يب در روزهاينوترک
ــتخراج،  SDS-PAGEاز روش  ــه اس ــ ينمون ــس از ط  يپ

د الکتروفورز شـد و  يلاميآکر يژل پل يرو مراال تزم بر
آلمـان،  ) PVDF يق روش وسـترن بـلات بـه غشـا    ياز طر
 يبــاد يان بــا اســتفاده از آنتــيــدر پا .افــتيانتقــال ( رُوش

ن يان پـروتئ يب، (Stressgenكانادا، ) يانسان HO-1منوکلونال 
HO-1 ديز گرديمختلف آنال يدر روزها. 

 
 ها يافته
 انساني و ايجاد کلون اوليه اـاوي ژن  HO-1جداسازي     
(pENTR TOPO/D-HO-1): 

 به مدت A 540 يها ، سلولHO-1ان يب يبه منظور القا    
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انساني  HO-1به عنوان منبعي براي جداسازي ژن  A549رده سلولي .  Gatewayهاي کلونينگ بر اساس تکنولوژي  نماي کلي از آزمايش: 9شکل 
ايلن سلااتار   . کللون گرديلد   pENTR TOPO/Dبه وکتور اوليه  TOPOبا انتهاي چسبنده از طريق واکنش کلونينگ  PCRمحصول . استداده شد

و وکتلور مقصلد    pENTR TOPO/D-HO-1بلين کللون اوليله      LRسپس جهت ايجاد کلون بياني، واکنش نوترکيبي . شود کلون اوليه ناميده مي
pAd/CMV/V5-DEST بياني در نتيجه کلون . صورت پذيرفتpAD/CMV/V5-HO-1 کلون بياني حاوي ژن . ايجاد شدHO-1     بله وسليله آنلزيم

 .   جهت ساات و افزايش تيتر ذرات آدنوويروسي نوترکيب ترانسدکت شد 293Aاطي گرديد و به رده سلولي  PacІمحدود کننده 
 
 ژن يجداسـاز  يبرا. مواجه شدند UVساعت با اش ه  کي

HO-1  ،cDNA له يوسه توتال بRT-PCR شـد و از   ساخته
ــطر ــايق ي ــ آغازگره ــ ياختصاص ــده، يطراا  HO-1 ش

ــاز ــو تکث يجداس ــر گردي ــکل )دي ــاهح  . (1ش ــت ک جه
 ، از PCR يدر ط ـ ياز همانندساز يناش يااتمال يخعاها
DNA مراز با صـحت بـات   يپل(pfu DNA polymerase )  بـا

 PCRالکتروفورز محصول با . شداستفاده  يشيرايت ويطابل
 ـ يانسـان  HO-1ژل آگـارز، اضـور ژن    يبر رو له يوس ـه ب

موجـود در   يمعابق با طول طع ه ژن bp 868مشاهده باند 
 (.2شکل )د شد ييتا( NCBI) يبانک ژن

ه يــبــه وکتــور اول HO-1ژن  د کلــون شــدنييــتا يبــرا    
pENTR TOPO/D ينوکلــ 4از  يطــور تصــادف ه ، بــ، 
 ــياسـتخراج پلاســم  بــا  PCRله يوســه د بــه عمــل آمـد و ب

(. 3شـکل  )شـدند  يبررس ـ HO-1 ياختصاص ـآغازگرهاي 
شـد   ين تـوال يـي ه ت يب اولي، وکتور نوترکييد نهاييتا يبرا

ب و ي ـد نوترکيدر پلاسـم  HO-1جـه آن اضـور ژن   يکه نت
جه يدر نت. د کردييح را تايب صحــن آن در طالـرار گرفتـط

  .ديا گرديمه LR يايواکنح نوترک يه برايوکتور اول

 : PCRبا  يانيدر وکتور ب HO-1د اضور ژن ييتا
 ـ LR يايپس از انجام واکنح نـوترک      ه ي ـن وکتـور اول يب
   د اضور ژنيي، به منظور تايانيو وکتور ب HO-1ژن  يااو

HO-1 از  يطور تصـادف ه ، بيروسيدر ساختار وکتور آدنوو
ــون ب 6 ــکل  ــ ياني ــرده در مح ــد ک ــاو يرش ــت ا  يط کش
د صورت گرفـت  ين استخراج پلاسميليس يک آمپيوتيب يآنت

 . استفاده شدند PCR يکه به عنوان الگو برا
اضـور   HO-1 ياختصاص ـآغازگرهـاي  بـا   PCRج ينتا    

ــد  ــونرا در  bp 868بان ــا کل ــان داد 6و  5، 2 يه در . نش
ح يطـور صـح  ه ب LR يايواکنح نوترک 4و  3، 1 يها کلون

 . انجام نشده بود
 /HO-1 (pAd/ CMVژن  ياـاو  ياني ـکلون ب ان،يدر پا    

V5-HO-1 ) جه اضـور و صـحت   يشد، در نت ين توالييت
ح درون يدر طالــب صــح HO-1و طــرار گــرفتن ژن  يتــوال

ــور آدنوو ــاختار وکت ــيس ــتا يروس ــديي  Gen Bank)د ش

accession number JF323038.)      كلـون بيـاني تاييـد شـده
ــايح  ــراي مرااــل ب ــدي آزم ــرار   ب ــورد اســتفاده ط ــا م ه

 (.4شكل )گرفت
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 ـهـا  MSCت يين مارکرهـاي سـعح سـلولي اختصاصـي      ه ب
 :وسيله فلوسايتومتري

ت ي ـد هويي، جهت تايکروسکوپيم هاي هپس از مشاهد    
MSC ياز مززاسـتخوان انسـان، مارکرهـا   مشتق شده هاي 

 ـب. ز شـد يآنـال  يتومتريله فلوس ـيوس ـه ب ـ يسعح سـلول  ان ي
ان ي ـو عـدم ب  CD105و  CD73 ،CD90 يسعح يمارکرها

ــا ــفنوت CD45و  CD34 ،CD14 يمارکرهـ ــعحيـ  يپ سـ
MSCـ را  گزارش شده استيرا که اخ ها  د يي ـتا يدرسـت ه ب

 . (25)کند يم
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

آغازگرهلاي  بلا اسلتداده از    PCRالکتروفلورز محصلول   : 2شکل 
:  9-ژنازيژن هللم اکسلل RT-PCRج ينتللا :HO-1  .A يااتصاصلل

نانوگرم بلر   21 غلظت)bp 911 يشااص اندازه ملکول (M)چاهک
مربوط HO-1) ژن  bp 868باند ) 3و چاهک  9، چاهک (تريکروليم

رده  2چاهلک  . باشلد  يمل  UVمواجه شده با  A549 يرده سلول به
 :نيژن بتلااکت  RT-PCRج ينتلا  :B .دهلد  يکنترل را نشان م يسلول

نانوگرم بر  21غلظت )bp 911 يلکولوشااص اندازه م(M) چاهک
ن نمونه کنترل يژن بتااکت bp 992شامل باند  2و چاهک ( تريکروليم

ج ينتا. باشد يم UVالقا شده با  يها شامل نمونه 3و 9 يها و چاهک
هلا وجلود    ن نمونهين ژن در بيان ايزان بيدر م يرييکه تغ نشان داد

 .ندارد
 

 :و توليد استوک ويروسي A 203هاي  ترانسفکشن سلول
ل نداشـتن طع ـه   ي ـدله ب ـ يروسيب آدنوويوکتور نوترک    
جـاد  يجـه ا ياسـت، در نت  يريت تکثيفاطد صلاا،  E1 يژن

 ،بيــروس نوترکيــتــر ويح تيروس و افــزايــرره کامــل و
ــتلزم ورود آن ــه  مس ــلولب ــ يرده س ــازنده  ياختصاص س

ــوو ــه دارا( 293A)روس يآدن ــ يک ــه ژن اســت،  E1 يطع 
ــ ــر يد ياز ســو .باشــد يم ــوالگ ــا يت ــيو ITRs يه  يروس
 يروسيو يها نيو ترجمه پروتئ يسيجهت رونو ستيبا يم

ن ي ـدر ا. گـردد  ييرونمـا  PacІبـا   يم ـيق برش آنزياز طر
 ـي ـنوترک يروس ـيراستا، ساختار وکتـور آدنوو  له يوس ـه ب ب

 .ديگرد يخعبرش داده شده و  PacІم محدود کننده يآنز
 
 
 
 
 
 
 
 

ژن  يب حلاو ينوترک يها کلون PCRالکتروفورز محصول : 3شكل 
HO-1 چاهللک%. 2/9ژل آگللارز  يبللر رو(M)  شللااص انللدازه

 2 تا 9، چاهک (تريکروليم نانوگرم بر 21غلظت )bp 911 يلکولوم
ب رشد کلرده در  يوکتور نوترک يحاو يها از کلون  PCRمحصول

بلوده   bp 868كلوني داراي بانلد   2. نيسيکاناما يط ااتصاصيمح
 .باشد يها م يدرکلون HO-1ژن  حضور هكه نشان دهند

 
 
 
 
 
 
 
 

 pAD/CMV/V5 يهلا  کللون  PCRالکتروفورز محصلول  : 2شکل 
 (M)چاهلک  %. 2/9ژل آگلارز   يبر رو HO-1ژن  يب حاوينوترک

، (تريکرولينانوگرم بر م 21غلظت )bp 911 يلکولوشااص اندازه م
ب يل وکتور نوترک يحاو يها از کلون  PCRمحصول 6 تا 9چاهک 

 كللوني داراي بانلد   3. نيليس يآمپ يط ااتصاصيرشد کرده در مح
bp 868  ژن  حضلور  هدهنلد  كله نشلان   بلودهHO-1  هللا  يدرکللون

 .است PCR يکنترل مند 7چاهک . باشد يم

911 
811 
711 
611 
211 

HO-1 
bp 871 

bp 871 
HO-1 bp 711 

bp 211 

3       2        1      M 

  4        3        2        1       M 

  7       6       5     4      3       2      1     M 

bp 992 
B.actin 

bp 871 
HO-1 
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از  ير مختلفــيبـا مقـاد  ،  A يترانسـفکت در رده سـلول      
DNA 6-وژني ـشده و م ـرو ترانسفکشـن ف   يوکتور خع 
 .دشانجام 

تراکم  با A 203 يها ، سلوليح بازدهيافزا يدر راستا    
در  FBSبــدون  يط کشــت ســلوليدرصــد در محــ 79-69

شـده و   يوکتور خع DNAاز  µg 2) 3:2نه شده ينسات به
µL 3 ترانسـفکت   ،ونيساعت انکوباس 6 يدر ط( 6-وژنيف
تـر  يح تيج مربوط بـه سـاخت و افـزا   يسپس نتا. دنديگرد

 ـ 13 يب در ط ـي ـنوترک يروسيررات آدنوو له يوس ـه روز ب
ان ي ـدر پا(. 5شـکل  )شـد  ينـورت بررس ـ يکروسکوپ ايم
 يسـاز  آلـوده  يو از آن بـرا  ه شديتهه ياول يروسيزات ويل

 يهـا  روسيتر آدنوويح تيبه منظور افزا A 203 يها سلول
، يمتوال يساز مراله آلوده 3 يدر ط. ب استفاده شدينوترک

 .فراهم شد يينها هاي حيجهت آزما يروسيو 4استوک 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .هيل اول يروسل يزات وليد ليوللرانسدکشن و تلراحل تلم:  2شکل 
:A يهلا  روز بعد از ترانسدکشن سلول کيدهنده  نشان A 293  بلا 

 A 293 يهلا  سللول  : p AD/CMV/V5-HO-1 .B يروسل يوکتور و
ک يتوپاتيپس از ترانسدکشن، آغاز مشلاهده ارلرات سلا   شش روز 

 .هشت روز پلس از ترانسدکشلن   A 293 ياله سلول C:. يروسيو
D :يها سلول A 293 91زده روز پس از ترانسدکشن، حلدود  يس %

 .اند ها ليز شده سلول
 
آلــوده شــده بــا وکتــور هــاي MSCدر  HO-1ان موطــت يــب

 :بينوترک يروسيآدنوو
 ژن مناسب ان يو بروس يتوسط وها  سلول يازـس آلوده    

HO-1 زان ي ـن ميـي ت ازمنـد  ين ،آلـوده شـده   يهـا  در سلول
بـر   كسيسـيتي توسايتوکـه باعـ    است روس ياز و يغلظت
را ها  درون سلولHO-1 ان ژن يب زينها نشود و  سلول يرو

  .شودموجب 
هـا   سلول (Infection)نمودنح از آلوده يپ ،ن منظوريبد    
از  يمختلف ـ يهـا  ، غلظـت يينهـا  هـاي  حيانجام آزما يبرا

ــ ــوو 4وک ـاست ــر رو( µL199/ µL49-1 )روسيآدن  يب
MSC اضافه شـد و بـا اسـتفاده از     هاMTT assay  ، ج ينتـا
به µL199/µL 15 يها غلظت ،حيزماآن يا در. شد يبررس
هـا   بودنـد کـه منجـر بـه مـرل سـلول       ييهـا  غلظـت  ،بات
 (.2جدول)ندشد يم
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

شلکل  . آگلارز % 2ژل  يبر رو PCRالکتروفورز محصول : 6شکل 
 RT- PCRجله  ينت( 9ستون)، bp911 (ng/µL 21) مارکر ( M)بالا، 

پلس از  ( کنتلرل )يآلوده شده بلا وکتلور الال    هاMSCحاصل از 
هلا  MSC حاصلل از   RT-PCRمحصول ( 2ستون)روز،  2گذشت 

پس از گذشت  HO-1ژن  يحاو يروسيآلوده شده با وکتور آدنوو
 هلا MSCب بتلا اكتلين   يين به ترتيشكل پا .دهد يروز را نشان م 2

ب يل نوترک  HO-1ژن  يو وکتلور حلاو   يآلوده شده با وکتور اال
 .باشد يروز م 2پس از گذشت 

 
ــس از ت      ــيپ ــتوک و ي ــوب اس ــت معل ــين غلظ   يروس
(µL199/ µL15)ان ي ـزان بي ـم يابي، به منظور ارزHO-1 در

911 
811 
711 
611 
211 
211 

V-HO-1V M 

HO-1 
bp 871 

211 
211 
311 
211 

 
911 

V-HO-1V M 

B. actin 
bp 291 
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ها  ميزان زنده بودن سلول µL 911/ µL92-9هاي  در غلظت. هاي متداوت ويروسي هاي بنيادي مزانشيمال با غلظت سازي سلول آلوده: 2جدول 
 .دها مشاهده ش كسيسيتي بر روي سلولتواررات سايتو ،به بالا µL 911/ µL92بود و از غلظت % 91بيش از 

 
  غلظت

(µL) 
 

 ميانگين
 بقاي  

 ها سلول
 (درصد)

1 5 19 15 29 25 39 35 49 

V-HO-1 
 1/2 ± 00/9 3/7 ± 2/1 12 ± 2 32 ± 4/2 1/65 ± 1/3 87 ± 8/3 09 ± 3/7 2/01 ± 1/4 06 ± 3/6 (وكتور)
V (وكتور) 91/2 ± 03/9 91/7 ± 91/1 8/11 ± 2 31 ± 2/2 3/62 ± 3 91/85 ±/ 4 1/80 ± 3/0 5/01 ± 04/5 05 ± 4/6 
 

شـده،   يورز دسـت ها MSCن در يو پروتئ يسيسعح رونو
 يهـا  نمونـه  يو وسترن بـلات بـر رو   RT-PCRب يبه ترت
، 6، روز4، روز2، روز1روز)مختلــف يدر روزهــا يســلول
در سـعح  . دياجرا گرد يساز ب د از آلوده( 19و روز 8روز
بـا   هاMSC يساز پس از آلوده HO-1ه يان اوليب ،يسيرونو

مشاهده در روز دوم  HO-1ژن  يااو يروسيوکتور آدنوو
ان ي ـزان بي ـن ميشـتر يو سپس در روز چهـارم شـاهد ب   شد
 (.6شکل )م يبود
 
 
 
 
 
 
 
 

مال يمزانشل  ياديل بن يها سلول  HO-1نيان پروتئيب يبررس: 7شکل 
ش وسلترن  يبا آزما يروسياستوک و µL 911/µL 92 آلوده شده با

ها  سلول: 2چاهک . ينمونه کنترل مند:  9چاهک : شکل بالا. بلات
-pAD/CMV/V5-HO. يروسيبا استوک و يک روز پس از آلودگي

 يروسيا استوک ولب يگ ودلس از آللها دو روز پ سلول: 3چاهک 1
.pAD/CMV/V5-HO-1  هلا چهلار روز پلس از     سللول : 2چاهک

: 2چاهلک   pAD/CMV/V5-HO-1.يروسل يبلا اسلتوک و   يگ آلود
 يروسلليبللا اسللتوک و يگلل هللا شللش روز پللس از آلللود سلللول

.pAD/CMV/V5-HO-1 يروسلليو يگلل چهللار روز پللس از آلللود 
بتلا  : نييشکل پلا . مشاهده شد  HO-1ن يان پروتئيزان بين ميشتريب

  .بينوترک يروسيآلوده شده با وکتور آدنوو هاMSCاكتين 

 ـيدر سعح پـروتئ  HO-1ان موطت يب     ز يله آنـال يوس ـه ن ب
ن يه پـروتئ ي ـان اولي ـکه ب يطوره د شد، بييوسترن بلات تا

HO-1  د يبه اداکثر رس 4مشاهده شد و در روز  2در روز
 HO-1ن يان پــروتئي ـکـاهح ب  ،بـه ب ــد  6و سـپس از روز  

ست که ا نياز ا يج ااکين نتايا(. 7شکل )د يمشاهده گرد
 ـ ،شـده  يورز دسـت هـاي  MSCدر  HO-1ان يح بيافزا ه ب

 .صورت موطت بوده است
 

 بحث
 ـ يبـرا  پژوهحن يدر ا      HO-1ان ي ـح بين بـار افـزا  ياول
سـتم  يق سي ـاز طرهـا  MSCت در ـصورت موط ـه ب يانسان

گـزارش   Gateway ياساس تکنولوژ بر يروسيآدنوو يانيب
 بـر  ينـگ جهـان  يک روش کلوني Gateway يتکنولوژ. شد
 Site-specific)يگـاه اختصاص ـ يجا ياينوترک يژگيو يمانا

recombination )يريباشـد، کـه مس ـ   يوفاژ تمادا م ـيباکتر 
 DNA يهـا  يبات جهت کلون کردن توال ييع و با کارآيسر

در (. 23)آورد يمختلـف فـراهم م ـ   يوکتور يها ستميبه س
ا ي ـه و وکتـور مقصـد   ياز دو نوط وکتور اول ،ين تکنولوژيا
 ي ن ـيطاق آن دو نـوط کلـون،    بر که شود ياستفاده م يانيب

ــون اول ــکلـ ــون بيـ ــه و کلـ ــود دارد يانيـ ــدر ا. وجـ ن يـ
بــه  pAd/CMV/V5-DESTو   pENTR TOPO/Dمعال ــه،

 . بودند يانيه و وکتور بيب وکتور اوليترت
 يوژاز تکنولـــ 2990ان و همکـــاران در ســـال يـــالا    

Gateway يانيبا وکتور ب pDEST26 ص يان و تخل ـيجهت ب
 هـم (. 26)ب اسـتفاده کردنـد  ي ـهفت نوترک يفاکتور ان قاد

و همکـاران در سـال    يمشابه، مسـرور  يا ن در معال هيچن

      5            4            3                  2           1 
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اســاس  روس بــريبــاکولوو يانيــســتم بيق سيــاز طر 2919
هفت  ياز فاکتور ان قاد ييان باتيبه ب Gateway يتکنولوژ

در (. 27)افتنديدست ( Sf9)اشره يدر رده سلول بينوترک
اسـتفاده   pENTR TOPO/Dه ياز وکتور اول ،هر دو پژوهح

 .شده بود
 HO-1ر ژن ي ـو تکث يجداسـاز  يبرا ااضر، معال ه در    

 يااتمـال  يبه منظور مرتفع ساختن خعاهاو  PCR يدر ط
. شـد اسـتفاده   pfuمراز يپل DNAاز  ،ياز همانندساز يناش

 يداشته و اشتااهات همانندساز يشيرايت ويم طابلين آنزيا
ــيرا تصــح ــنما يح م ــواليد، در نتي ــنوکلئوت يجــه ت و  يدي

جـاد کلـون   يجهت ا. دگرد يعملکرد ژن مورد نظر افس م
نـگ  يق واکـنح کلون ي ـاز طر ما يمسـتق  HO-1 cDNA ه،ياول

TOPO به وکتورpENTR TOPO/D    قـه در  يدط 5در مـدت
 ـاتـاق بـا بـازده نزد    يدما از بـه  ي ـو بـدون ن % 199ک بـه  ي

پـس   يها پردازش زيو ن يو الحاط يميبرش آنز يها روش
 .ديکلون گرد PCRاز 
 ـ LR يايواکنح نـوترک  يدر ط     -pENTR TOPO/Dن يب

HO-1  وpAd/CMV/V5-DEST ژن ،HO-1 يانيبه وکتور ب 
جـاد  يا pAD/CMV/V5-HO-1جـه آن  يافت و در نتيانتقال 

تـر ررات  يح تيجاد و افزاياجهت  A 203 يرده سلول .شد
ن راسـتا از  ي ـدر ا. دي ـب اسـتفاده گرد ينوترک يروسيآدنوو

انتقـال   يبرا 6-وژنيپوزوم با م رو ترانسفکشن فيروش ل
DNA يها شده به سلول يوکتور خع A 203  شداستفاده .
آسان،  ييتوان به دستورال مل اجرا ين م رو ميا ياياز مزا

ترانسفکشــــن، ط يشــــرا يســــاز نــــهيســــهولت در به
وکتـور   DNAن، محافظت از ساختار ييپا يتيسيتوتوکسيسا

و ( Nucleinase)نـاز يم نوکلئيه شـدن در برابـر آنـز   ياز تجز
وکتـور اشـاره    يت نسات به انـدازه مولکـول  يعدم محدود

 6-وژني ـن معال ـه ف ي ـن شـواهد، در ا يبرطاق ا(. 28)دنمو
شــده بــه  يوکتــورخع DNAجهــت ترانســفکت ســاختار 

بازده ترانسفکشن به روش . شدانتخاب  A 203 يها سلول
ل نسـات مخلـوط   ي ـاز طا يير پارامترهـا يپوزوم تحت تاثيل

ون و يوکتـور، زمـان انکوباس ـ   DNAم رو ترانسفکشن به 
، 39)طـرار دارد   يط کشت سلوليغلظت سرم خون در مح

 يط ترانسفکشن، با بررسيشرا يساز نهيبه يدر راستا(. 20
ه، ي ـاول يهـا  حيمختلف در آزما يها تز نسايو آنال ها مقاله

 6-وژني ـشده به م رو ف يوکتور خع DNAن نسات يبهتر
  µg 2 ،DNAبـه   6-وژني ـف،  µL 3 ي ن ـي) 3:2صورت ه ب

ن از يچن ـ هـم (. 31، 32)ااصـل شـد   ( شده يوکتور خع
در مرااـل ترانسفکشـن    FBSبدون  DMEMط کشت يمح

 يکيبا بار الکتر ييها نيپروتئ يرا سرم ااوياستفاده شد، ز
توانـد   يمثاـت بـوده، کـه م ـ    يک ـيالکتر د با باريپيو ل يمنف
ــطابل ــاطي ــا  يل يت ارتا ــوزوم ب ــک  DNAپ ــت تش ل يرا جه

 يناري، توشــيدر معال ــه مشــابه. کمــپلکس کــاهح دهــد
پـوزوم بـا   ياز روش ل 2919تسوبوکاوا و همکاران در سال 

وکتـور   DNAجهت ترانسفکشن  2999ن يپوفکتاميم رو ل
استفاده کردند، که ها MSCبه  HO-1ژن  يااو يديپلاسم
مشاهده  HO-1ان ين بيشتريب ،روز 2پس از گذشت در آن 
 (.33)افتيکاهح  HO-1ان يب،  4از روز سپس شد و 

ــا       ــود عملکرده ــا وج ــلول  يب ــت س ، HO-1 يمحافظ
ممکـن اسـت    HO-1دار يان پاياند که ب نشان داده ها همعال 

در . (34، 35)ها داشته باشـد  سلول يبررو ياثرات نامعلوب
بـه  ( 2995)انگ تانگ و همکـاران يائو لين معلب، يد اييتا

 يدياز وکتور پلاسـم ها MSCدر  HO-1ان موطت يمنظور ب
 يجهت القـا ( OST)ژنياساس به اکس يولوژيگر ب با اس

 يونــديط پيز محــيــر يپوکســيط هايدر شــرا HO-1ان يــب
جـه، بـا توجـه    يدر نت (.36)استفاده کردند يوانيا ياه مدل
پـس   ييابتدا يدر همان روزها ،هاMSCت يکه اکثر نيبه ا
ان موطـت  ي ـب نيشوند، بنابرا يم يوند دچار مرل سلولياز پ

HO-1  درMSC يروس ـيآدنوو يانيستم بيبا استفاده از سها 
مشـابهي،   هـاي  ههمچنـين در معال  ـ  .باشد يتواند منعق يم

جهـت بيـان موطـت آنـزيم     ( 2990)عادالمجيد و همكاران
ــلولي    ــارج س ــموتاز خ ــايد ديس در ( EC-SOD)سوپراكس

MSCجهـت بيـان موطـت    ( 2990)وانگ و همكـاران  ها و
هـر دو  هـا  MSCدر ( Hsp-20) 29-پروتئين شوك ارارتي

 يدر راستا (.37، 38)از وكتور آدنوويروسي استفاده كردند
 يروس ـين معال ـه از وکتـور آدنوو  يدر اه شده، يشواهد ارا

، شـد اسـتفاده   هاMSC يساز جهت آلوده HO-1ژن  ياوا
و وسـترن بـلات،    RT-PCRز يج آنـال ين خصوص نتايدر ا
 ـ  يد مييتاها MSCرا در  HO-1ان موطت يح بيافزا ه کنـد، ب
شـروط   يسـاز  دو روز پس از آلـوده  HO-1ان يکه ب يطور

د و يان مشاهده گرديبزان ين ميشتريشد و در روز چهارم ب
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 ـب ،در ادامه در روز ششم انتقـال  . افـت يکـاهح   HO-1ان ي
 ـ در  يروس ـيله وکتـور آدنوو يوس ـه کارا و موثر ژن هدو ب

توانـد از   يم Gateway ياز تکنولوژ يمند بهره با يوستگيپ
ــا يهــا يگــر برتــريد ــا ســاين پــژوهح در مقاي ر يســه ب

 Gateway يکه تکنولـوژ  يطوره مشابه باشد، ب هاي همعال 
جــاد يموجــب ا ،همولــول يايســم نــوترکيق مکانيــاز طر

از صـحت و   ييبـا درجـه بـات    يروس ـيآدنوو يساختارها
از  يناش ـ يژن ـ يهـا  يجه دستکاريشود و در نت يم ييکارآ

صــورت گرفتــه در  يو الحــاط يمــيبــرش آنز يهــا روش
 يســتم را بــرايمتــداول را مرتفــع ســاخته و س يوکتورهـا 

 يهـا  ز در پروسهيت بات و نيبا ظرف يياستفاده در کاربردها
  .سازد يار توانمند ميانتقال بس

 حيافـزا  يبـرا  يديکار جد راهتواند  يم پژوهح ااضر    
ط نامعلوب طال يدر شراها MSCو بهاود عملکرد مقاومت 

سـتم  يسفـراهم سـاختن    لهيوس ـه وند بيوند و ب د از پياز پ
در  يمــداز صــحت و کارآ ييبــا درجــه بــات يانتقــال ژنــ

در  يت سـلول درمـان  يفيو ک ياثرات درمان يارتقا يراستا

 .دهد هينده ارايآ
 

 گيري نتيجه
بـات بـه    ييبـا کـارآ   يانتقال ژن ـ يها ستميس يگذار هيپا    

 يت درمـان يبا طابل ييها از ژن ييان باتيبه ب يهمراه دسترس
مدت  يطوتن يها به کشت يازمنديتواند ن يمها، MSCدر 

 يت و عملکـرد سـلول  ي ـفيو کـاهح ک  يريرا که موجب پ
بـه اثـرات    يابي ـ امکـان دسـت   مرتفـع سـاخته و   ،دنشو يم

را  کمتـر  يونـد يپ يهـا  طابل انتظار با ت داد سـلول  يدرمان
 .ديفراهم نما

 
 تشكر و قدرداني

نامـه كارشناسـي ارشـد مصـوب      اين مقاله ااصل پايان    
مركز تحقيقات مؤسسه عـالي آموزشـي و پژوهشـي طـب     

 باشـد و   انتقال خون وابسته به سازمان انتقال خون ايران مي
ران ي ـقات سازمان انتقال خـون ا يمرکز تحق يت ماليبا اما

 . رفته استيانجام پذ
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Abstract 
Background and Objectives 

Heme oxegenase1 (HO-1) is one of the potent cytoprotective factors. The goal of this study 

was to perform cloning and transient over expression of the human HO-1 gene in 

mesenchymal stem cells (MSCs) using the adenoviral expression system based on the gateway 

technology. 

 

Materials and Methods 

In order to induce expression of HO-1, A549 cell lines were exposed to UV for 1 hour. The 

full length cDNA of HO-1 was isolated and cloned into pENTR TOPO/D vector by TOPO 

cloning reaction. To construct the expression clone, a LR recombination reaction was carried 

out between the entry clone and destination vector, pAd/CMV/V5-DEST. The recombinant 

virus was produced in the appropriate mammalian cell line. MSCs were infected by the 

recombinant virus expressing HO-1. 

 

Results 

The results showed that human recombinant HO-1 was successfully cloned and the accuracy of 

the gene and its frame in the vector were confirmed by DNA sequencing. Expression of HO-1 

in MSCs was confirmed by RT-PCR and western blot analysis. The results indicated that the 

expression of HO-1 is transient. 

 

Conclusions   

Transient expression of human HO-1 gene in MSCs by using adenovirus expression system 

may be considered as an efficient gene transfer strategy into MSCs in order to promote stem 

cell therapy.   
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