
 

 

 مقاله پژوهشي

 
 

 

دانشگاه علوم پزشكي ياسوج  علمي پژوهشيهمجل، ارمغان دانش  
 )٧٢شماره پي در پي (١٣٩١، بهمن و اسفند٦ره ، شما١٧دوره 

 

484  

ب ي نوترکيروسي وينه شده لنتي بهسازهک يساخت 
 يادي بنيها سلول انتقال ژن به ي براpdx-1 ژن يحاو

 ۱ابت نوع ي دي ژن درمانيدر راستا
  

  *۳ور ي کدي مهد،۱ور يکاظم پر ، ۲ يارزنان ميي، محسن کر۱يسامان رحمت
  
بخش  ۳، تهران، ايرانران، يتو پاستور ايانست ي، مولکوليخش پزشکب ۲ تهران، ايران، ،يدانشگاه آزاد اسلام تهران، قاتيواحد علوم وتحق ۱
  ايران،تهران ران،يتو پاستور ايانست ي،ميوشيب

 

  ۳۰/۷/۱۳۹۱: تاريخ پذيرش        ٩/٥/١٣٩١ :تاريخ دريافت

  دهيچک
  

 يين فاکتورهـا يتر  از مهميکي. شود مي  انجاميروسي وي لنتي هاحامل با ي ژن درمان  يها ل از پروتک  ياريامروزه بس : و هدف زمينه  
 .اسـت  )Pancreatic & duodenal homeobox 1 )Pdx-1 يسي ـن نقـش دارد فـاکتور رونو  ي ژن انـسول يسي ـن پانکراس و رونويکه در تکو
 ي ژن درمـان ي در راسـتا يادي بنيها  ترانسفکشن سلوليبرا pdx-1 ژن ي حاويروسي وي سازه لنت يساز نهين مطالعه به  يهدف از ا  

  . بود۱ ابت نوعيد
  

كلـون  pTG19–T حامـل  تكثيـر و در  PCRبه وسيله pcDNA3.1-pdx-1  حامل از pdx-1ابتدا ژن در اين مطالعه تجربي :  بررسيروش
   در مرحله بعـد قطعـات كلـون شـده    . شد ساب كلون pIRES2–EGFP حاملدر IRES–EGFP  در بالا دست ژن pdx-1سپس ژن . شد

IRES–EGFP  زيو ن pdx-1   يروسي وي لنتياني بي و به درون سازه  ي مربوطه جداساز  حاملاز    مييبا هضم آنز pSINTREM   در بـالا
 به وسيله pdx-1 ترانسفكت شد و بيان ژن HEK293 هاي  به سلولين توالييي نهايي پس از تع سازه. کلون شدندTRE-CMV  دست ژن

  .دشميكروسكوپ معکوس فلورسنت ارزيابي  و يتومتريز فلوسايآنال
  

 در GFPو  pdx-1 يهـا  ييد بيان ژنأنشانگر ت ميكروسكوپ معکوس فلورسنت، بام يز مشاهده مستق ي و ن  يتومتريج فلوسا ينتا :ها هافتي
  .بود يينهاب ينوترک ترانسفکت شده با سازه HEK293هاي  سلول

  

 و  شدهي طراحيادي بنيها  سلولدر بالا ي مدت با بازدهيان طولانين بي حاضر به منظور تضم   سازه که نيابا توجه به    : يريگ نتيجه
 يادي ـ بنيهـا  ها در جهت انتقال هر نوع ژن به سلول ن سازهي از بهتريکي تواند مي ، در آن استفاده شدهايTet on يي القاياز سامانه 

 .باشد
  

  يادي بنيها ، سلول، ديابتي درمانژن:  كليديهاي هواژ
  
 يميوشيبخش ب ران،يو پاستور اتيانستتهران، دكتر مهدي كديور،  :نويسنده مسئول*
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  ژن درماني ديابت وسازه لنتي ويروسي نوترکيب 
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  مقدمه

ديابــت مليتــوس از شــايع تــرين اخـــتلالات     

متابوليكي در جهان امروز بوده و اهميت آن بيشتر به           

در . )۱(دليل شيوع، سير طـولاني و عـوارض آن اسـت        

 بـا تزريـق     ۱ابـت نـوع     ي به د  ماران مبتلا يحال حاضر ب  

اگـر چـه    . كننـد  ميروزانه انسولين، قند خون را كنترل       

تواند نياز اين بيمـاران را       ميي انسولين     تزريق روزانه 

 اما عدم تنظـيم انـسولين در ايـن روش          ،برطرف سازد 

د كـه پيامـد آن    شو منجر به نوسان ميزان گلوكز خون       

 پــانكراس، پيونـد ). ۲(ا اســتيسمي ـپو گلايا هــاي ـپر يهـا 

ده يب دي آسي بتا يها د مجدد سلول  يتول جايگزيني و يا  

ابـت  ي هستند که در درمان د     يي راهکارها يو ژن درمان  

  ). ۳( اند  مورد توجه قرار گرفته۱نوع 

هـاي   هاي اخير توجه زيادي بـه سـلول     در سال 

ي توليد  ها  سلولبراي تمايز آن ها به       مييبنيادي مزانش 

 اسـت و مطالعـات نـشان    ن معطوف شـده يكننده انسول 

مـشتق از مغـز      ميي مزانش يادي بن يها  سلول که   اند  داده

ــاســتخوان  ــد در شــرا مــيهــا  ر بافــتيا ســاي                   طيتوانن

 in vivoو in vitro  ي انـسولين   ي بيـان كننـده  هـا  سلولبه

 ميي بنيـادي مزانـشي    ها  سلولتمايز  ). ۴ و ۵(تمايز يابند 

توانـد از طريـق      مـي انسولين  ي توليد كننده    ها  سلولبه   

ــرد    ــورت گي ــي ص ــا ژنتيك ــي ي ــاي محيط ). ۶(فاكتوره

ترين فاكتورهايي ژنتيكي که در تكوين پـانكراس و       مهم

                             يـــــك  ،سي ژن انـــــسولين نقـــــش دارد يـــــرونو

ــس ــاكتور رونويـــ ــام يفـــ ــه نـــ                           هومئـــــودمين بـــ

PDX–1  (Pancreatic & duodenal homeobox 1)  ايـن  . اسـت

هاي بتـا در بـالا دسـت     فاكتور در مسير تمايزي سلول   

كند و در بيان انواع مختلفـي از   ميساير فاكتورها عمل   

در  ).۷ و۸( نقـش دارد هـا  سـلول هاي مختص به اين      ژن

 يهــا دارا روسيــ وي، لنتــيروســي ويهــا حامــلان يــم

ه ي ـ از جملـه ارا   ي جهت اسـتفاده در ژن درمـان       ييايمزا

ي هـدف، عـدم   هـا  سـلول ها به انـواع متفـاوت    موثر ژن 

زبان و ميـزان    ي ناخواسته در م   يهاي ايمن  ايجاد واكنش 

   .)۹ و۱۰(باشند ميبالاي بيان ژن 

 ذکــر شــده در مــورد يايــبــا وجــود همــه مزا

ن ي ـ ا بـه وسـيله   ، انتقـال ژن     يروس ـي و ي لنت يوکتورها

 بـا بـازده بـالا صـورت         يادي بن يها وکتورها به سلول  

جـاد  ين لازم است تا ضـمن ا ي بنابرا.)۱۱ و ۱۲(رديگ يمن

 انتقــال ژن بــه ين وکتــور، آن را بــرايــ در ايراتــييتغ

ن ي ـ ا هـدف  ن راسـتا  يدر ا . نه کرد ي به يادي بن يها سلول

و  pSINTREM يروس ـي وينه کردن سازه لنت   ي به مطالعه

در  pdx-1 بــه آن، ژن IRES-EGFP اضــافه کــردن قطعــه

  .بودن سازه ي در ا۱نوع ابت ي دي ژن درمانيراستا

  

   بررسيروش

  ي اشريـشياكلي  ها  سلولدر اين مطالعه تجربي     

از  .ندهاي نوتركيب استفاده شد    حاملبه عنوان ميزبان    

ه ي ـ ته HEK293T Human embryonic kidneyي سلولي  رده

 بانك سلولي انستيتو پاستور ايـران بـه عنـوان     شده از 

 يهـا   سـلول .داسـتفاده ش ـ ان ژن  ي ب يوتيوکاريزبان  يم

HEK293T کــه  باشــد  مــي  يســلول  يهــا  ازرده يکـ ـي 

 عنـوان  بـه  دارنـد و   را اليتلياپ ي ها  سلول يمورفولوژ

 يهـا  ژن اني ـب يبـرا  يسـلول  يهـا  رده نيبهتـر  از يکي

   .دنباش مي ها روسيو انواع ديتول و بينوترک



 سامان رحمتي و همكاران
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، pdx-1  ژنيحــاو pcDNA3.1-pdx-1 پلاســميد از

 حامـل  ،يروس ـي و يت لن يها  واجد ژن  pSINTREM حامل

pIRES2-EGFP  واجد ژن IRES–EGFPحامـل  و pTG19-

T) VIVantis( کلون کردن محـصول      ي برا PCR   اسـتفاده 

  . شد

ــا ــيله   pdx-1  ژنيپرايمرهـ ــه وسـ ــه بـ برنامـ

Generunner  ــنتز شـــدطراحـــي و ــوالي . ســـپس سـ  تـ

ــدي ــر اليگونوكلوتيــ ــورت Forward پرايمــ ــه صــ                          بــ

'3-ACCATGAACAGTGAGGAGCCCCGCGG-'5 ) ــه ناحيـــ

توالي و)  IISacخط كشي شده مربوط به جايگاه برشي         

                            بــــه صــــورت Reverse اليگونوكلوتيــــدي پرايمــــر 

'3-GCTCACCCTCAGACTGCTGGGATCC-'5 )   ناحيه خـط

 PCR .بـود ) IBamHكشي شده مربوط به جايگاه برشـي        

گـراد    درجه سانتي  ۹۵با شرايط دماي واسرشت اوليه      

 سيكل بـه ترتيـب بـا دمـاي       ۳۵ دقيقه، سپس    ۵به مدت   

 ۲۰گـراد بـه مـدت      درجـه سـانتي   ۹۵واسرشت سازي   

 ۴۵گراد به مـدت       درجه سانتي  ۶۰ثانيه و دماي اتصال     

گـراد بـه      درجـه سـانتي    ۷۲ر  ي ـثانيه و سپس دماي تکث    

  . )۱۳( دقيقه انجام شد۵مدت 

  ژل اسـتخراج از  كيتبه وسيلهPCR محصول 

)Fermentas (   ناقل ن  ي ب اتصال سپس   .از ژل تخليص شد

گازو ي لT4م ي آنزبه وسيلهpdx-1 ژن  و pTG19–T يخط

ــاق انجــام گرفــت   ازتــريکرولي م۵ ســپس. در دمــاي ات

 يهـا  ي ترانسفورم کـردن بـاکتر    يمحصول اتصال برا  

ــستعد  ــي  )Top10F)Invitrogenم ــوك حرارت ــه روش ش  ب

هـاي    از كلـوني عـدد  ۱۰تعـداد    تي ـدر نها  .استفاده شد 

 پس وشد   انتخابيد و آبي سفيها ان کلونيسفيد از م

ــه روش از  ــميدها ب ــتخراج پلاس ــا،  mini prepاس ج ي نت

  .)۱۴(د شدييأت  ميهضم آنزيبه وسيله  نگيکلون

هـاي    آنـزيم  به وسـيله   )900bpقطعه  ( pdx-1ژن   

IISac و  IBamH   حاملاز pTG19–Tکيـت  بـا و   شـده  جدا 

 حامــلطرفــي از . دشــســازي   خــالصژلاســتخراج از 

  دو آنـزيم بريـده     ني ا به وسيله  هم   pIRES2–EGFPبياني  

 مطابق روش ذکر شده در    .دي گرد يساز خالصو   شده

د يي ـأبـه منظـور ت     پـس از واکـنش اتـصال       مرحله قبل   

 حاصـل از    ي پلاسـميدها  ،-pdx-1pIRES2–EGFPساخت  

هـضم  بـه وسـيله    نـگ يج کلوني نتـا واسـتخراج  ،  اتصال

  .)۱۵(ندد شدييأت  مييزآن

 ــ ــه ژنـ ــيله   )TRE–CMV )441bpي قطعـ ــه وسـ بـ

ــزيم ــاي  آن ــلاز  IISac  وXhoIه ــدا  pSINTREM حام  وج

ــالص ــازي گر خـ ــدسـ ــ. ديـ ــل ياز طرفـ ــ بحامـ  يانيـ

دو ن يــا بــه وســيلههــم  pIRES2–EGFP-pdx-1بي ـنوترک

 ژل يرو از 6159bpقطعـه   شـد و  يده و خط ـ ي ـم بر يآنز

ن بـار  ي ا.شدسازي   الکتروفورز خالصدرصد ۸آگارز 

د يي ـأبه منظـور ت     پس از واكنش اتصال    ز مطابق قبل،  ين

 اســـــتخراج ،pTRE-CMV-pdx-1-IRES-EGFP ســـــاخت

 هضم   با نگيج کلون ي نتا صحت وشده   انجام   پلاسميدها

  .)۱۵(د شدييأت ميآنزي

 ناقـل ،  نـو تركيـب نهـايي   ي سـازه ساخت براي  

pTRE-CMV-pdx-1-IRES-EGFP ــيله ــه وســـــــ                             بـــــــ

                 يانتهــا، Klenowم ي و ســپس بــا آنــزي خطــINot آنــزيم

  قطعــهXhoIم ي آنــزبــه وســيلهســپس . ديــگردblunt  آن

شـده  جـدا   )EGFP -IRES-pdx-1- TRE–CMV)2657bpيژن

ــارز  ازو ــد ۱ روي ژل آگ ــالص  درص ــورز خ  الكتروف
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 دو بـه وسـيله  7523bp  قطعـه  از طرفـي . سـازي گرديـد  

و شـده   جـدا pSINTREM  حامل از EcoRVو XhoI آنزيم 

پس س ـ.  خالص سازي گرديد   درصد ۸روي ژل آگارز    

 و قطعه   pSINTREM شده   ين ناقل خط  يب واكنش اتصال 

EGFP-IRES-pdx-1-TRE–CMV،    مطابق روش ذکر شـده

د سـاخت   يي ـأبه منظور ت  . در مراحل قبل صورت گرفت    

ــازه ــاسـ  ،)pSINTREM-TRE-CMV-pdx-1-IRES-EGFP( يي نهـ

ــميدها  ــتخراج پلاس ــاماس ــده انج ــا  ش ــحت نت ج ي و ص

  .)۱۵(د شدييأ تين توالييو تع مينگ با هضم آنزييکلون

ي هـا   سـلول ،  pdx-1ژن  به منظور بررسـي بيـان       

HEK293   ــك ــزان ي ــه مي در روز قبــل از ترانسفكــشن ب

 داده کشت يا  خانه۶ يها پليت، در هر چاهك درميليون  

 درصـد  ۱۰ يحاو)DMEM )۱ط  ي در مح  ها  سلولن  يا .شد

ن و يليســ ي پنــيهــا کيــوتيب ين گــاو و آنتــيســرم جنــ

در روز  .ندن کـــــشت داده شـــــد يسيـــــاسترپتوما

ي بـا  ييك ميكرو گرم سازه نو تركيب نهـا   ترانسفکشن،

و بـــر اســـاس شــده  مخلـــوط  ۲۰۰۰ ليپــو فكتـــامين 

 ترانـسفكت  هـا  سـلول  به اين ت مربوطه يک دستورالعمل

ط کــشت ي از ترانسفکـشن مح ــ ســاعت پــس۲۴. ندشـد 

 ساعت پس از ترانسفكشن، به منظـور     ۴۸ .ض شد يتعو

ي ترانسفكت شـده،    ها  سلولدر   pdx-1 بررسي بيان ژن  

ــب  ميكروســكوپ معکــوس  بــه وســيله  pdx-1 ان ژني

 بـا اسـتفاده از      يتومتريز فلوسـا  يز آنـال  يفلورسنت و ن  

ــتگاه ــ ارزFACsort, BDدس ــديابي  ــ.  ش ــه هم ــن دليب  لي

 يتومتريفلوسـا  زيلبه منظـور آنـا   چاهک  دويها  سلول

هـا بـه عنـوان کنتـرل       از چاهک  يکي که   نه شدند يپسيتر

ر ي ـهـا بـه ز     گـر چاهـک   ي د  و  در نظـر گرفتـه شـد       يمنف

 مراحـل   .ميكروسكوپ معکوس فلورسنت منتقل شـدند     

ز ي آنــالي بــراهــا ســلولبــه منظــور آمــاده شــدن  ريــز

انجام تر  يل يلي م ۵/۱ يها وبيکروتيدر م  يتومتريفلوسا

 )PBS )۲ بـافر  تـر يکرولي م ۲۰۰بـار در     ۲ هـا   سلول .شد

 ۴د  ي ـئتر پارا فرم آلد   يل يلي م ۵/۰ سپس. شستشو شدند 

 يقه در دماي دق۱۰ و به مدت    شده درصد به آن اضافه   

د خـارج  يئدر مرحله بعد پارا فرم آلد. نداتاق انکوبه شد  

 يسپس رو.  شستشو شدند  PBS  بافر  با ها  سلولشد و   

 هـا   سـلول خته شد و    ير )SAP )۳تر بافر يل يلي م ۲ ها  سلول

بــافر . .وژ شـدند يفيقـه ســانتر ي دق۷ يبـرا دور  ۲۰۰در 

SAP   يرو ن بـافر يتر از ايکرولي م۲۰۰ خارج شد و فقط 

 ۱۰ هـا  سـلول  يدر مرحله بعـد رو . خته شدي ر ها  سلول

ختـه  ي ر pdx-1 مونوکلونال ضـد     ي باد يتر آنت يکروليم

 ورتکس شـد    ها  سلول يوب حاو يکروتيم ميبه آرا . شد

 مجاور شـود و بـه مـدت    ها سلول با تمام ي باد ينتتا آ 

ل ي ـر فوي ـز (يکي اتـاق و در تـار  يقه در دماي دق ۳۰-۴۵

 يل ـي م۲ بار با ۲ ها سلولسپس  . قرار گرفت ) ومينيآلوم

 SAPت بـافر   يدر نها  . شستشو داده شدند   SAPتر بافر   يل

ختـه  ي ر PBSتر  يکرولي م ۴۰۰ ها  سلول يخارج شد و رو   

 .)۱۶(شد

  

  ها افتهي

 طراحـي  ي اختـصاص   استفاده از پرايمرهـاي    با

 محصول حاصـل از تكثيـر ژن        و  شد  انجام  PCR شده،

pdx-1  ــد در كنـــار نـــشانگر ۱روي ژل آگـــارز  درصـ

                                                
1-Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)  
2-Phosphate Buffer Saline (PBS) 
3-Saponin (SAP) 
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 pTG19–T-pdx-1 نگ وکتـور يصحت کلون .بارگذاري شد

، IBamH  وIISac هـاي   آنـزيم دو گانه با    مييهضم آنز با  

فـت بـاز    ج ۹۰۰به طول    pdx-1  جدا کردن ژن   به منظور 

ن ي بـه هم ـ   . انجام شد  ۲۸۸۰به طول  pTG19–Tاز وکتور   

ــترت ــگ يب کلونيـ ــدا  pIRES2–EGFP-pdx-1نـ ــت جـ               جهـ

ــول pdx-1کــردن ژن  ــه ط ــاز  ۹۰۰ب ــت ب ــور جف از وکت

pIRES2–EGFP  جهت . د شدييأتجفت باز  ۵۳۰۰  به طول

، pTRE-CMV-pdx-1-IRES-EGFPنــگ وکتــور يد کلونييــأت

جهـت جـدا کـردن       IBamH و XhoIه  دوگان ـ مييهضم آنز 

از جفــت بــاز  ۱۳۴۱بــه طــول TRE-CMV-pdx-1 قطعــه 

انجـام  جفـت بـاز    ۵۲۵۹ به طولpIRES2–EGFP  وکتور

واکـنش هــضم   يينــگ سـازه نهــا يدر مـورد کلون . شـد 

ــايمــيآنز ــز، ب ــور يجهــت خطــ XhoI مي آن  کــردن وکت

انجــام جفــت بــاز  ۱۰۱۸۰  بــه طــوليينهــا بيــنوترک

   .)۱تصوير(شد

ن يي با تع  يينگ سازه نها  يت صحت کلون  ينها در

گنال فلورسنت رنگ سبز يوجود س .د شدييأز تي ن يتوال

نشانه انتقـال و     HEK293 ترانسفکت شده    يها در سلول 

ز ي مذکور و ن   يها  در سلول  ييي نها   ان مناسب سازه  يب

   .)۲تصوير (باشد مي )GFP)۱نيح پروتئيد صحيتول

 pdx-1 ژناني ـب و  GFPن  ي پـروتئ  چگونگي توليد 

 ييب نهـا ي ترانسفکت شده با سازه نوترک  يها در سلول 

و عدم بيان آنها در سـازه اوليـه بـا اسـتفاده از روش              

   . شده استه نشان داد۳فلوسايتومتري در تصوير 

  

  

  

 از پرايمرهاي تفاده با اسpdx-1 ژن PCR، محصول ۲ستون ،  1kbمارکر، ۱  ستون ؛ A آگارزل بر روي ژPCRالكتروفوز محصول واكنش : ۱تصوير
با استفاده از هضم  pTG19–Tدرون ناقل  pdx-1تأييد وجود ژن : ۲ ستون ، 1kb مارکر؛۱؛ ستون bp۹۰۰.(Bقطعه ( pcDNA3.1-pdx-1 اختصاصي و سازه مرجع

 با استفاده از pIRES2–EGFP- pdx-1 وترکيب؛ تأييد سازه ن۲ ستون ، 1kbمارکر؛ ۱؛ ستون bp۹۰۰.(C و bp۲۸۸۰ايجاد قطعات  (IBamH وIISacدو گانه با  آنزيمي 
-pTRE-CMV-pdx-1-IRES تأييد سازه نوترکيب ؛ ۲ ستون ، 1kbمارکر؛ ۱ستون ؛ bp۹۰۰ .(D وbp۵۳۰۰ايجاد قطعات ( IBamH وIISacدو گانه با  هضم آنزيمي 

EGFPدو گانه با  با استفاده از هضم آنزيميIBamHو XhoI)  ايجاد قطعاتbp۵۲۵۹و  bp۱۳۴۱( .E1مارکر؛ ۱ستون  ؛kb، ؛ تأييد سازه نوترکيب نهائي ۲ ستون
pSINTREM-TRE-CMV-pdx-1-IRES-EGFPبا   با استفاده از هضم آنزيمي XhoI)ايجاد قطعهbp ۱۰۱۸۰.(.  

                                                
1-Green Fluorescent Protein (GFP)  
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رگنمايي بز( ساعت از ترانسفکشن ۴۸ي پس از گذشت يترانسفکت شده با سازه نوترکيب نهاHEK293 هاي  شكل فلورسنت سلول: ۲تصوير 
  )برابر۴۰۰

  
 

  
                                    A) 
 

 
           B) 

 ترانسفکت شده با سازه اوليه فاقد ژن HEK293 يها سلول ؛A نتايج آناليز فلوسايتومتري پس از ترانسفکشن سازه اوليه و سازه نهايي:۳تصوير 
pdx-1 و ژن GFP) pSINTREM ( رانسفکشن ساعت از ت۴۸پس از گذشت .Bيها سلول ؛ HEK293 ۴۸ ترانسفکت شده با سازه نوترکيب نهائي پس از گذشت 

. استpdx-1، نشان دهنده بيان ژن FL2 تصوير و GFP، نشان دهنده  بيان ژن FL1تصوير A قسمتر  د.ساعت از ترانسفکشن
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 بحث 

نـشيمي  مزاهاي بنيـادي      با توجه به نقش سلول    

 و  ۵( توليد كننده انسولين   هاي  براي تمايز آنها به سلول    

سازي سازه لنتـي ويروسـي    هدف اين مطالعه بهينه  ،)۴

هـاي بنيـادي      براي ترانسفکشن سلول   pdx-1حاوي ژن   

  . بود۱در راستاي ژن درماني ديابت نوع 

ــدر ا ــمن به ي ــه ض ــازه  ين مطالع ــردن س ــه ک                ن

ــ ــي ويلنت ــه   pSINTREM يروس ــردن قطع ــافه ک               و اض

IRES-EGFP     به آن، ژنpdx-1   ي ژن درمـان   يدر راسـتا 

 pSINTREMحامل . شدن سازه کلون    ي در ا  ۱ابت نوع   يد

ن ي ـدر ا. باشـد  مي Tet on قابل القاء يانيشامل سيستم ب

ا ي ـن يکليک تتراس ـيوتي بيسامانه در صورت وجود آنت   

از . دشو مين در محيط كشت، بيان فعال     يکلي س يداکس

ن يآن بود که ا pSINTREMز حامل ل استفاده ايگر دلا يد

ان ي ـ کنتـرل ب   يمناسب برا   مييستم همه قطعات تنظ   يس

               در يادي ـ بن يهـا   بالا در سلول   ي مدت با بازده   يطولان

 in vitroز در ين و in vivo گـر از  ي ديک ـي. باشـد  ميرا دارا

آن است کـه   يروسي وين حامل لنتيل استفاده از ايدلا

                           ي دارايهــــا  ز حامــــل  اياريبــــر خــــلاف بــــس   

نـه  ير القـاء در حـد زم  يان در حالت غي، بTet onستم يس

  ).۱۱ و ۱۲(ماند مي

 شـد کـه قطعـه    ي طراح ـيا  به گونهييسازه نها 

ــ ــه يطــ EGFP-IRES-pdx-1-TRE–CMV يژن ــد مرحل  چن

 .قرار گرفـت pSINTREM  يدر حامل خط نگيساب کلون

(Tetracycline Response Element) TRE  ي ژنـي   در سـازه

  Tet Offيـاني سيـستم ب . ثر اسـت ؤدر تنظيم بيان ژن م ـ

ي يوكاريوتي ها سلولي بيان ژن در  ينوعي سيستم القا  

 يا داکـس  ين  يکلي تتراس يستم وقت ين نوع س  ي در ا  .است

ان يــ ب،ط کــشت وجـود داشــته باشـد  ين در مح ـيکليس ـ

 Tet on ييدر مقايسه، در سيـستم القـا  . شود ميمتوقف 

در صــورت وجــود يكــي از ايــن دو آنتــي بيوتيــك در 

در مقايـسه بـا ديگـر       . شود ميمحيط كشت، بيان فعال     

هاي بيـاني كـه بيـان در آنهـا بـه آسـاني قابـل             سيستم

حصول نيست، در ايـن سيـستم بيـاني حـداكثر سـطح            

 زيـرا ايـن سيـستم حـاوي      ،باشـد  مـي بيان قابل توجـه     

   ).۱۷(است تو مگالوويروسيپروموتور س
بـه  بررسـي بيـان ژن     موضوع    با يا در مطالعه 

 ييي القـا   در سـامانه   يهاي لنتـي ويروس ـ     حامل وسيله

Tet on مشخص شد کيتي هماتوپويادي بنيها در سلول 

نــسبت بــه    pSINTREM ي لنتــي ويروسـ ـ كــه ســازه 

و هـم در    in vivoهاي مورد بررسي ديگر هـم در  سازه

in vitro ــاني ثرترين ســازهؤمــ ــادر ســامان ي بي         ييه الق
Tet on ۱۱(ک اسـت ي ـتي هماتوپويادي ـ بنيها در سلول(. 

اد شـده  ي ـ يروس ـي وي از حامـل لنت ـ   در مطالعه ديگري  

 Tet onييستم القـا ي ـ تحـت کنتـرل س  TRAIL اني ـ بيبـرا 

 ياديــ بنيهـا  ســلولن حامـل را بـه   يــ و اشـد اسـتفاده  

ــرا  مييمزانــش  محــدود کــردن متاســتاز ســرطان،  يب

ثر و  ؤان م ـ ي ـ از ب  يز حـاک  ي ـج ن ينتا. اند ترانسفکت کرده 
ــا ســـلول در TRAIL مـــدت ژن يطـــولان ــ بنيهـ  ياديـ

  .دبو in vitro  و in vivoط يدر شرا  مييمزانش
  

  گيري نتيجه

 سـازه  ،با توجه به مطالب گفته شده  در مجموع   

 نيتـر  مناسـب  از   يک ـيبـه عنـوان      حاضـر    ساخته شده 

 يهـا  بـه سـلول   ها در جهـت انتقـال هـر نـوع ژن           سازه
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 ي عملاثبات لازم به ذکر است   . دشو ميشنهاد  يپ يدايبن

ن سـازه بــه  يــ ابــه وسـيله  کـه  يان هـر ژن ــيــ بييکـارا 

از بـه مطالعـات   ي ـ ن فرسـتاده شـود،    يادي ـ بن يها سلول

   .داردجداگانه 

  

   تقدير و تشكر

ن مطالعـه از محـل بودجـه طـرح          ي ـ ا يها نهيهز

ن يمأران ت ـ ي ـتو پاسـتور ا   ي انـست  ۳۹۶  شـماره  يقاتيتحق

   .شده است
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Abstract 
  
Background & aim: Nowadays, most of gene therapy protocols are performed by lentiviral 
vectors. One of the most important factors which is involved in pancreas development and 
transcription of insulin gene is pancreatic & duodenal homeobox 1 (PDX-1) transcription factor. The 
goal of this study was to optimize a lentiviral construct, containing pdx-1 gene, to transfect stem 
cells towards gene therapy of type-1 diabetes. 
 
Methods: In this experimental study, first, the pdx-1 gene was multiplied by PCR from pcDNA3.1-
pdx-1 and cloned into pTG19-T vector. Then, pdx-1 was subcloned on upstream of IRES-EGFP 
gene into IRES2-EGFP vector. At the next step, the cloned parts of IRES-EGFP and pdx-1 were 
isolated and cloned into the lentiviral expression vector pSINTREM in upstream of TRE-CMV gene. 
After sequencing, final construct was transfected into HEK 293 cells and gene expression of pdx-1 
was evaluated using flow cytometry analysis and reverse fluorescent microscopy. 
 
Results: Flow cytometry results and inverted fluorescent microscopy observing showed that pdx-1 
and GFP genes are expressed in cells transfected with final recombinant construct. 
 
Conclusion: Regarding the design of this construct, to ensure long time expression with higher in 
vivo and in vitro expression efficiency for stem cells and also use of Tet on induced optimized 
system, it seems that the current construct can be among the best ones to transfect stem cells. 
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