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  :چكيده

  ساخت سازه مهندسي شده جهت ژن درماني ديابت در انسان: عنوان

با جهت درمان بيماري  مستمري، از اين رو تلاش هاي جهان شيوع بسياري دارد است كه درديابت بيماري : مقدمه

 ساير روش ها اهميت زياديه به دليل پايداري بهتر نسبت بژن درماني . صورت گرفته است مختلف  روش هاي

نظر محققين بوده  اره مدو كارآمد همو ايمنوجود يك روش درماني . پيدا كرده استI بويژه ديابت نوع  رمان ديابتددر

  . ان تاكنون اين امر محقق نشده استكه با وجود تلاش هاي فراو

يك وكتور مناسب جهت ژن درماني بويژه ژن درماني ديابت است كه معايب و عوارض  ساختهدف از اين مطالعه 

ندسي شده مي توان به از ويژگي هاي اين سازه مه. داشته باشد وكتورهاي موجود را نداشته و كارآيي بهتري نيز

  .ماني بيماري هاي مختلف اشاره كردژن در در جايگزيني هدفمند در داخل ژنوم و قابليت استفاده

چهار  شامل اين سازه. ي سازه مورد نظر استفاده شده استوكتور پايه جهت طراحيك در اين مطالعه از  :روش كار

       بوده و دو بخش ديگر ژن انسولين و پروموتر rDNA ن همسان با توالي ژ آن بخش انتهاييدو  كهمي باشد  بخش

LPKدر آخر . براي هر يك از اين قطعات پرايمر اختصاصي با جايگاه آنزيمي ويژه جهت اتصال طراحي شد .مي باشند

و با روش  ، سپس با برش آنزيمي سازه از وكتور پايه جداداده شدنددر كنار يكديگر در يك وكتور قرار قطعات 

 تاييد و  PCR انسولين در داخل ژنوم با استفاده ازدر ادامه حضور ژن . ريشن به داخل سلول فرستاده شدالكتروپو

  . شدانجام با روش لكه گذاري وسترن ژن  بيانبررسي 

   ، روش هاي غير ويروسي، ساخت سازوارهIژن درماني، ديابت نوع  :كلمات كليدي
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  :مقدمه -1-1

تخمين زده شـده اسـت   ) درصد از كل جمعيت آمريكا  3/6( ميليون نفر  17تعداد مبتلايان به ديابت در ايالات متحده 

. ]1 [به صورت يك اپيـدمي درآيـد   2050كه با توجه به شيوع و گسترش اين بيماري پيش بيني شده است كه تا سال 

برطبق گزارشات مختلف سازمان بهداشت جهاني ميزان هزينـه  . ميليون نفر مي رسد 7افراد ديابتي به درايران نيز تعداد 

مورد نياز براي درمان بيماران ديابتي در سطح جهان يك ششم كل هزينه هاي مربـوط بـه مراقبـت هـاي بهداشـتي را      

ي مبـتلا بـوده و طبـق آمـار سـازمان      در حال حاضر طيف وسيعي از افراد در جهان بـه ايـن بيمـار   .  ]2[شامل مي شود

  .]4-3 [ميليون نفر در جهان به اين بيماري مبتلا خواهند شد 300جمعيتي بالغ بر  2025بهداشت جهاني تا سال 

شايع ترين بيماري متابوليسم غيرطبيعي كربوهيدرات هاست كه به علت نقص در ترشح انسولين توسط  ديابت

نسولين يكي ازهورمون ا .ايجاد مي گردد گيرنده هاي آن در سطح سلول هايا  پانكراس، نقص در عملكرد انسولين و

اي پانكراس اين هورمون توسط سلول ه .گذارد بدن ميمسيرهاي متنوع متابوليسمي در  فاوتيمتهايي است كه تاثيرات 

ذخيره آن به صورت ها با گرفتن قند از خون و  اين سلولكه شود  هاي كبد باعث مي سلول ترشح شده و  با اثر بر

هاي ماهيچه اي به عنوان يك منبع سوخت انرژي را  گليكوژن، قند خون را كاهش دهند و با تجمع گليكوژن در سلول

در عدم  .كند نوان منبع سوخت را متوقف ميهمچنين با اثر به بافت هاي چربي، استفاده از چربي به ع د ونافزايش ده

و سبب ميزان قند خون افزايش يافته  ˛ي آن در راستاي ورود قند به داخل سلول هاترشح انسولين و يا اختلال در كاراي

  .مي شود ديابتدر مبتلايان به انواع  بروز مشكلات و عوارض متعدد

در اين ميان ديابت . دارندبت به بقيه شيوع بالاتري نسانواع مختلفي از بيماري ديابت وجود دارد كه تعدادي از آنها 

شايع ترين نوع عنوان ديابت غير وابسته به انسولين و يا ديابت مقاوم به انسولين شناخته شده است  كه تحت IIتيپ 

استفاده از قند موجود در خون نمي كه در آن سلول ها به دلايل مختلف قادر به  ديابت در بين اكثر جوامع مي باشد

يا ديابت   Iتيپ  مليتوس ديابت. افراد مبتلا مي شودباشند و در نتيجه اين امر سبب بروز اختلالات در متابوليسم 

 βخودواكنشگر ايمني ميزبان سلول هاي  Tيك بيماري خودايمني است كه در آن سلول هاي  وابسته به انسولين

اين امر موجب كمبود انسولين و هيپرگليسمي شده و مشكلات باليني . پانكراس توليدكننده انسولين را تخريب مي كند

درمان كلاسيك اين بيماري هنوز هم به . مدتي از قبيل نارسايي كليه و رتينوپاتي در مبتلايان سبب مي گرددطولاني 

طور عمده استفاده از انسولين اگزوژن مي باشد كه اين درمان مكمل براي تنظيم گلوكز خون در دامنه نرمال كافي 

ظور تحقيقات گوناگوني براي دستيابي به درمان هاي به همين من. باعث ايجاد عوارض باليني گرددنيست و مي تواند 

به همين منظور در سال هاي اخير با  .موثرتر با عوارض جانبي كمتر براي بيماران ديابتي در حال انجام مي باشد
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به عنوان ساختارهاي جالب توجهي ) Transgenes(تراژنها  ˛پيشرفت بيولوژي مولكولي و بيوتكنولوژي پزشكي

و راهكارهاي در ارتباط با ديابت مليتوس . د و در خدمت اهداف مختلف زيستي و پزشكي قرار گرفتندمتولد گرديدن

گروهي كه پروتئينهاي محلول .: مورد نظر مولكولي مورد تحقيق در آن حوزه مي توان تراژنها را به سه گروه تقسيم كرد

داخل  prosurvival/گروهي كه پروتئين هاي ضد آپوپتوزي ˛را كد كنند infiltratingجهت تعامل با سلول هاي 

از سوي ديگر . كد مي نمايند βسلولي را كد مي كنند و گروهي كه فاكتورهاي تمايز را براي پيش سازهاي سلول 

از طريق (متدهاي ديگري وجود دارند كه متكي به توليد سيستميك فاكتورهايي هستند كه تنظيم سلول ايمني 

) تنظيمي يا از طريق كاهش اثرات سلول هاي ايمني آنتي گرافت به عنوان نمونه Tد و فعاليت سلول هاي افزايش تعدا

يكي از : دو عامل مهم نگران كننده مربوط به ورود به درمانهاي انساني براي محققين وجود دارد. ]4[را ارتقا ني بخشند

   .وكتوري مي باشدآنها سميت وكتور براي بافت القا شده و ديگري پاسخهاي ضد 

علت آن نوعي موتاسيون  وكه نوع نسبتا نادري از ديابت است  MODYميتوان به ديابت  بتانواع ديگر بيماري ديااز 

ه در كست ا Iنوعي از ديابت تيپ  Gestational diabetes)(˛ LADAديابت حاملگي  ˛مي باشدژنتيكي 

       وط به بالا بودن ميزان قند خونت آن مربكه عل Diabetes insipidusنچنياتفاق مي افتد و همبزرگسالان 

  .ي باشد اشاره كردنم

كنترل و درمان اين بيماري از اهميت ويژه اي در ميان بيماري هاي مزمن  ˛با توجه به شيوع بيماري ديابت در جهان

از اين رو تلاش هاي بسياري ازسوي پژوهشگران و محققين در راستاي درمان انواع  ˛ابوليسمي برخوردار مي باشدمت

 .مختلف از اين بيماري انجام گرفته است

عدم كارايي كافي درمان و به دنبال آن با توجه به اهميت ويژه  فعاليت انسولين در تنظيم سيستم متابوليسمي بدن 

روش  يكي از. راهكارها و روش هاي بسياري مورد تحقيق و بررسي مي باشد  ˛تاي كنترل اين بيماريهاي فعلي در راس

ساير كه به دليل پايداري بهتر آن نسبت باشد واقع شده است ژن درماني مي وجه ويژه هاي درماني كه امروزه مورد ت

ايمن و با وجود تلاشهاي فراوان تاكنون روش  .پيدا كرده است Iاهميت زيادي به ويژه در درمان ديابت تيپ  روش ها

  . بدين منظور محقق نشده استكارآمدي 
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  گوناگون انتقال ژن يشيوه ها -1-2

بنابراين روش هاي بهتري در حال بررسي . اشكالات درمان با انسولين شامل طاقت فرسا بودن و هيپوگليسمي مي باشد

����� ˛ حيواني مي باشد كه از جمله مي توان به پيوند سلول هاي جزيره ايو كارآزمايي هاي باليني در سطح سلولي و 

روش ها براي درمان اين از و ژن درماني انسولين اشاره كرد كه تا كنون هيچكدام  βرژنراسيون سلول هاي  ˛پانكراس

  .]6-5[ديابت رضايت بخش نبوده است

         انتقال ماده ژنتيكي درماني به سلول هاي هدف اختصاصي براي جلوگيري يا درمان بيماري خاص ˛ژن درماني

حاصل كمبود انسولين مي باشد بنابراين كانديداي خوبي براي ژن درماني در  1از آنجايي كه ديابت نوع . مي باشد

وش هاي مناسب انتقال ژن و جايگزيني تلاش هاي فراواني براي ايجاد ر. جهت تصحيح كمبود انسولين مي باشد

در  βبه وسيله ارائه اجزاي گوناگوني از ماشين ترشح كننده انسولين به درون سلول هاي غير βعملكردي سلول هاي 

انتقال مواد ژنتيكي . نباشند βحال انجام مي باشد كه اين سلول ها اهداف پاسخ هاي اتوايميون اختصاصي سلول هاي 

يك جزضروري انتقال  ˛انتقال مواد ژنتيكي معين به سلول هاي هدف خاص. نباشند β هدف خاص معين به سلول هاي

  .ژن مي باشد كه مي تواند هم به كمك وكتورهاي ويروسي و هم وكتورهاي غيرويروسي انجام گيرد

  :روش هاي انجام انتقال ژن را نيز مي توان شامل اين موارد دانست ˛از سوي ديگر و صرف نظر از نوع حامل ژن

گرچه اين روش مي تواند باعث حذف بسياري از مشكلات ارثـي گـردد   : ) Germ line(انتقال به سلول هاي زاينده  -1

  .اما غيراخلاقي بودن آن مانع از تكامل اين زمينه علمي شده است

حاشيه امنيتي كه به دليل مقبوليت نسـبي اخلاقـي از ابتـدا در    ):  Somatic cells(انتقال ژن به سلول هاي بدني  -2

     انتقـال ژن بـه سـلول هـاي سـوماتيك       .باعث پيشرفت ژن درماني در اين زمينه شـده اسـت   ˛اين محدوده ايجاد گرديد

   :مي تواند به شيوه هاي زير انجام شود

  :1ازبدن موجود زندهرها سازي در خارج  -الف

 ˛كشت اين سلول ها در خارج بدن ˛برداشت سلول سوماتيك فرد: بطور خلاصه مراحل آن شامل اين موارد مي باشدكه 

 Implantation(كاشت مجـدد   ˛رها سازي ژن به وسيله حامل ها ˛) In vitro(دستكاري اين سلول ها در آزمايشگاه 

عدم وجود مشكلات ناشي از ممانعـت رهـا   : رد اشاره كرداز ويژگي هااي اين شيوه مي توان به اين موا. ]7[در بدن فرد) 

                                                
. Ex vivo gene delivery .١  
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كاهش سميت زايي به دليل افزايش قـدرت   ˛بازدهي بالاتر نسبت به سيستم درون بدن ˛سازي ژن به وسيله ايمني فرد

مشكلات مرتبط با كاشت مجدد سلول : اما از محدوديت هاي مهم اين روش مي توان به اين موارد اشاره كرد. هدفگيري

از دست رفتن بسيار ساده بسـياري از سـلول هـاي دسـتكاري شـده در خـارج از بـدن بـه دليـل           ˛دستكاري شده هاي

 ˛)حتي با وجود تكنولـوژي پيشـرفته كشـت سـلولي و محـيط هـاي كشـت متنـوع        ( مشكلات ناشي از كشت سلول ها 

مجـدد سـلول هـا در بـدن و      آسان نبودن كاشت ˛پرزحمت بودن و نيازمند بودن به نگهداري سلول ها در محيط كشت

   .ايجاد لانه گزيني مناسب

   1رها سازي درجا -ب

ماهيـت بافـت هـاي     كه بـه دليـل   از اشكالات اين روش مي توان به بازده پايين انتقال ژن در بعضي از موارد اشاره نمود

تجـويز  . خـود بدهـد   به عنوان مثال بافت تومور سخت تر از آن است كـه اجـازه انتشـار حامـل در    . مورد هدف مي باشد

يك شيوه كاربردي در افزايش كارايي انتقال بسياري از حامل ها و  ˛مستقيم حامل ها به موضع و جايگاه بافت مورد نظر

         مـورد توجـه   ˛ژنـي فاقـد عناصـر هـدفگيري مـوثر     ي در اين شيوه اكثرا رهاسـاز . سيستم هاي رها سازي ژني مي باشد

  .مي باشند

  2بدنرها سازي در ) ج

وجـود   ˛بزرگترين مشكل موجـود در ايـن مسـير   . باشد ساده ترين و آسان ترين روش ها مي اين روش به عنوان يكي از

 ˛همچنين عوامل ديگري در اين روش مانند سـميت زايـي ناشـي از حامـل هـا     . سيستم پاكسازي در بدن فرد مي باشد

  .دنتحريك ايمني و ايجاد التهاب قابل توجه مي باش

در ايـن  . مـي باشـد  ظر به داخـل ژنـوم   انتقال ژن مورد ن ˛كه گفته شد يكي از مهمترين مراحل در ژن درماني همانطور

اسـتفاده از وكتورهـاي    .مـي باشـد   وش ها به كار بردن وكتورهاي ويروسي در جهت انتقال ژن مورد نظرراستا يكي از ر

و همچنين قدرت بالاي جـايگيري در داخـل   ) ترانسفكشن( سلول ها در آلوده سازيويروسي به دليل ظرفيت بالاي آنها 

استاي اين هدف انتخاب شدند مي توان به آدنوويروس كه در ر ييويروس ها از. است ژنوم ميزبان مورد توجه قرار گرفت

و ويروس هاي بكار رفته در ساخت واكسـن هـا    رترو ويروس ها ˛لنتي ويروس ها ˛هرپس ويروس ها ˛آلفاويروس ها ˛ها

اگرچه استفاده از وكتورهاي ويروسي در انتقال ژن به سلولهاي يوكاريوتي پديده بسيار ارزشمندي در عرصـه  . اشاره كرد

                                                
١. In situ delivery  
٢. In vivo delivery  
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قابل توجهي دارد كه مي تواند بـر نتيجـه    پزشكي به ويژه ژن درماني به شمار مي رود اما استفاده از اين وكتورها معايب

  :از جمله اين معايب  مي توان به موارد زير اشاره كرد .ژن درماني اثرات منفي بسياري داشته باشد

  ظرفيت پايين بارگيري اين وكتورها به دليل حذف قسمتهاي پاتوژن ويروس -

  به دلايل مختلف و ايجاد پاسخ هاي ايمني )وكتور مورد نظر( فعال شدن مجدد ويروس -

حيـه ژنـي مـد نظـر در داخـل      از مهمترين معايب اين وكتورها عدم جايگيري دقيق و صحيح ژن مربوطه در داخـل نا  -

  .]8 [سلول است

و  باشد ي فراواني در راستاي ايجاد روشي كه بتواند كارايي بالايي نسبت به روش هاي قبلي داشتهبدين ترتيب تلاش ها

ها مي توان به اسـتفاده از فرمـول هـاي    از جمله اين روش  .صورت گرفته است باشد معايب ذكر شده فاقد در عين حال

طراحـي و   ˛دارو هاي طراحي شده به عنـوان وكتـور جهـت انتقـال ژن     و ليپوپلكس و پلي پلكس دارويي  مانند طراحي

  .مانند اليگونوكلئوتيدها اشاره كرد برهنهDNA  استفاده از ˛ساخت وكتورهاي مصنوعي

    غيرفعال كردن و يا  ˛شامل جايگزيني ژن جهش يافته عامل بيماري با ژن سالم هدف از ژن درمانيبه طور كلي  

  . ] 9 [انتقال يك ژن جديد در راستاي بهبود يا مهار بيماري مي باشدو  كردن ژن با كارايي نامطلوب ناك اوت

غيرويروسي كه امروزه مورد توجـه بسـيار    وكتورهاي  ˛با توجه به نقايص و معايب ذكر شده در مورد وكتورهاي ويروس

  .دنگام مهمي در راستاي ارتقا و پيشرفت اين روش درماني مي باش ˛قرار گرفته اند

 

  :بيان مسئله -1-3

اما پژوهش ها در زمينه . تحقيقات مرتبط  با ديابت مليتوس و روش هاي درماني آن از سال هاي دور آغاز گرديده است

ورد توجه محققـين قـرار   پيوند سلولي و ژن درماني  به تازگي م ˛استفاده از سلول هاي بنياديروش هاي نوين از قبيل 

خودواكنشـگر ايمنـي    Tيك بيماري خود ايمني اسـت كـه در آن لنفوسـيت هـاي      1ديابت مليتوس تيپ  .گرفته است

سـولين و  كمبـود ان  ايـن امـر موجـب    .دن ـمـي كن  پـانكراس توليـد كننـده انسـولين را تخريـب       βسلول هاي  ˛ميزبان

 –نوروپاتي و بيماري هاي قلبـي   ˛رتينوپاتي  ˛ههيپرگليسمي شده و مشكلات باليني طولاني مدت از قبيل نارسايي كلي

درمان كلاسيك اين بيماري به طور عمده استفاده از انسولين اگزوژن مـي باشـد   . سبب مي گردد را عروقي در مبتلايان

به  .]10[خون در محدوده نرمال كافي نيست و مي تواند باعث بروز علائم باليني گرددكه اين درمان براي تنظيم گلوكز 

هـاي تـرانس ژنـي ماننـد ژن      پزشـكي روش همين منظور در سالهاي اخير با پيشرفت بيولوژي مولكولي و بيوتكنولوژي 

 ـ ˛پيشـگفت  بـه دلايـل  وجه با ت .درماني به عنوان روش هاي درماني پايدار مورد توجه قرار گرفته اند نظـر مـي رسـد    ه ب


