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‌چکیده

محسوب می شووند. ایون    Bی جهت سلول درمانی و ژن درمانی بیماران هموفیلی های بنیادی مزانشیمی هدف مناسبسلول

های بی نظیر از جمله تمایز به طیف وسیعی از سلول های مختلف و ایمنی زایی انودک در شورایط   سلول ها دارای ویژگی

درموانی، بیوان انودک    ها را برای سلول درمانی و ژن درموانی مناسوب کورده اسوت. از مشوکلات ژن      باشند که آنپیوند می

ها در موقعیت های مناسب در ناقلین می توان در جهت بهبود ترانسژن است. با شناسایی توالی های تنظیمی واستفاده از آن

های تنظیمی می باشند کوه موی تواننود بوا     ها و توالی کوزاک از جمله توالیبیان ژن با هدف ژن درمانی اقدام نمود. اینترون

 9ناقول پلاسومیدی فواکتور    5ر سطوح تنظیمی بیان ژن در مراحل مختلف موثر باشند. در این مطالعوه،  های متنوعی بروش

( ترانسفکت گردیدنود.  HepG2های مزانشیمی و رده سلولی کبدی )های ژن بتاگلوبین به درون سلولفاقد و واجد اینترون

هوای بنیوادی   بدین منظور پوس از جداسوازی سولول    .مورد مطالعه قرار گرفت 9ها در بیان فاکتورسپس توانایی این سلول

ها با روش فلوسایتومتری تعیین شود. نواقلین پلاسومیدی    مزانشیمی از استخوان تیبیا و فمور موش رت، فنوتیپ این سلول

سواعت پوس از    48وارد شودند.   HepG2هوای مزانشویمی و   بوا اسوتفاده از عامول ترانسفکشون بوه درون سولول       9فاکتور

از طریق انجام آزموون   9در بیان مینی ژن های مختلف فاکتور HepG2های بنیادی مزانشیمی و وانایی سلولترانسفکشن، ت

ترشح شده بوه محویط کشوت بوا      9ارزیابی و فعالیت زیستی فاکتورRT-PCR ساندویچ الایزا روی محیط کشت و آزمون 

ژن  1و اسپلایسوینگ اینتورون    9ورهوای بنیوادی مزانشویمی توانوائی بیوان فواکت      سولول سنجیده شد.  APTTآزمون 

از سازه ژنی بدون اینترون و سوازه ژنوی    9. بالاترین سطح بیان فاکتوربتاگلوبین را همانند رده سلولی کبدی نشان دادند

را کاهش دادند که ایون کواهش    9های اینترونی بتاگلوبین سطح بیان فاکتورژن بتاگلوبین بدست آمد. توالی 1دارای اینترون

ترشوح   9ها نسبت داد. بالاترین میزان فعالیت زیسوتی از فواکتور  می توان با احتمال به اسپلایسینگ نادرست اینترون بیان را

هوای  در سولول  p.hFIX-I,IIهوای ژنوی   و سوازه  HepG2هوای  در سلول p.hFIXشده به محیط کشت توسط سازه ژنی 

توانند پوروتئین کارآمود در مقوادیر    بنیادی مزانشیمی می هایبنیادی مزانشیمی بدست آمد. نتایج حاصل نشان داد که سلول

 کمتر تولید کنند و در ژن درمانی مبتنی بر سلول درمانی به عنوان سلول هدف، انتخاب شوند.

 ، ناقل پلاسمیدی، اینترون های ژن بتاگلوبین، رده سلولی 9، فاکتورB: سلول های بنیادی مزانشیمی، هموفیلیواژه‌های‌کلیدی 
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‌بخش‌اول:‌مقدمه

‌مقدمه:‌1-1

و  (HSC) 1های بنیوادی هماتوپویتیوک  بنیادی است. سلولهای بافت مغز استخوان پستانداران دارای دو نوع مهم از سلول

هوای اسوترومایی   یوا سولول   (MSC) 2هوای بنیوادی مزانشویمی   های بنیادی غیر هماتوپویتیک که تحت عنوان سلولسلول

های اولیه مزودرمی تعریف می شوند که منجر بوه  های مزانشیمی در اصل به عنوان سلولمزانشیمی نامیده می شوند. سلول

 تناسولی و بافوت هوای پیونودی در درون بودن      -های عضلات اسکلتی، خون، سیسوتم عروقوی، ادراری  کل گیری سلولش

های هماتوپویتیوک  و تمایز را به همان نحو که سلول 3ها توانایی خود تجدید شوندگی MSCمی شوند. در این خصوص 

های مبتنی بر سلول درموانی موورد توجوه    ها در درمان MSCهای بالینی از دارند از خود نشان می دهند. در نتیجه استفاده

های بنیادی مزانشیمی در مطالعات مهندسی بافت، ژن درموانی و سولول   امروزه از سلول(. Hara et al., 2008)می باشد

یی نظیر هاهای بنیادی مزانشیمی که از بافتسلول (.1388درمانی استفاده وسیعی می شود )باغبان اسلامی نژاد و همکاران، 

(، 1386مغز استخوان، کبد، خون نوزادان، خون بند ناف و مایع آمنیوتیک قابل جداسوازی هسوتند )بهارونود و همکواران،     

و هم بورای انتقوال ژن    4های مبتنی بر ترمیمها را هم برای درمانهای بی نظیر می باشند که آنای از ویژگیدارای مجموعه

 مل:مناسب کرده است. این ویژگی ها شا

( 3های مختلف از نوع مزانشیمی و غیور مزانشویمی   ( توانایی در تمایز به طیف وسیعی از انواع سلول2(آسانی جداکردن 1

( توانایی تولید ترکیبات مهارکننوده پاسوا ایمنوی در    4توانایی تکثیر بالا در محیط کشت، بدون از دست دادن قدرت تمایز 

همچنین نشوان داده   (.Porada et al., 2010باشند )های آسیب دیده میه بافت( توانایی در مهاجرت ب5شرایط پیوند و 

های بنیادی، تولرانس یا تحمل ایمونولوژیک به ترانسژن را به همراه دارد کوه موی   شده است که بیان یک ترانسژن از سلول

(. Sadelain et al., 2006) درا برطورف نمایو   بیمواران  در پلاسمای خوون  های مهارکنندهتواند مشکل ایجاد آنتی بادی

 می باشند. Bهای ژنتیکی از جمله هموفیلی بیماریسلول درمانی مناسبی جهت  بسیار های بنیادی، هدفبنابراین سلول

                                                           
1
Hematopoetic stem cells (HSCs)  

2
Mesenchymal stem cells (MSCs) 

3
Self-renewal 

4
Regenerative medicine 
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 گووردد انعقووادی ایجوواد مووی   9فقوودان و یووا نقووم در عملکوورد پووروتئین فوواکتور       در اثوور Bبیموواری هموووفیلی  

(Bowen, 2002این ) بصوورت مغلووب   که  باشد های ژنتیکی در مسیر انعقاد خون میترین بیماری جبیماری، یکی از رای

 باشووووود موووووی 31111/1بوووووه ارر موووووی رسووووود و فراوانوووووی آن در جمعیوووووت موووووردان  Xوابسوووووته بوووووه 

(VandenDriessche et al., 2001.) شود و شوایعترین   های مکرر دائماً تهدید می زندگی این بیماران در اثر خونریزی

 دهوووه گهشوووته از پلاسووومای توووازه منجمووود شوووده 3در . هوووای مغوووزی اسوووتهوووا، خوووونریزیعلوووت مووورن در آن

(Fresh frozen plasma)  ها در این بیماران استفاده یزجهت درمان و جلوگیری از عود خونری 9و کنسانتره های فاکتور

ترکیوب بوه عنووان    نو 9نوترکیوب، اسوتفاده از فواکتور    DNA(. با ظهور تکنولووژی  ,.Saenko et al 2003) شده است

 نوترکیوب، تشوکیل   9بوالای تولیود فواکتور     پلاسمایی مطرح گردید. با این وجود، هزینوه  9جایگزین مناسب و سالم فاکتور

 هوای درموانی را باعوث گردیود.    های آلرژیک و ترومبوز در بیماران، توجه به سوایر روش های مهارکننده، واکنشبادیآنتی 

(Ragni, 2004.)  های ژنتیکی از جمله بیمواری همووفیلی   دانشمندان به دنبال درمان قطعی و دائمی بیماریدر این زمینه

B در مورد هموفیلی موفقیت هایی در انتقال ژن از طریوق نواقلین    های سلول درمانی و ژن درمانی می باشند.توسط روش

لفی از سلول ها که تواکنون بوه عنووان    ها صورت گرفته است. انواع مختویروسی و غیر ویروسی در انواع مختلفی از سلول

انود از جملوه فیبروبلاسوت هوای پوسوت      از طریق ناقلین مختلف مورد استفاده قرار گرفته 9هدف های بالقوه بیان فاکتور 

(Axelrod et al., 1990کراتینوسیت ،)( هاFenjves et al., 1996سلول ،)  ( هوای آنودوتلیالYao et al., 1991 ،)

های اپیتلیال ( سلولRodriguez et al., 2002) های بنیادی هماتوپوئتیکسلول(، Chao et al., 1999ها )میوبلاست

(Lozier et al., 1997 سولول ،)  ( هوای کبودی    Armentao et al., 1999 پلاکوت ،)  هوا(, 2010.Shi et a lو ) 

 ( می باشند.Kerbsbach et al., 2003های مزانشیمی مغز استخوان )سلول 

های مزانشیمی ورده سلولی کبدی اسوتفاده گردیود کوه در    طالعه حاضر، از ناقلین پلاسمیدی جهت ترانسفکشن سلولدر م

های هدف به صورت اپیزومال قرار می گیرند و در مقایسه با ناقلین ویروسی که به صورت تصوادفی در  درون هسته سلول

ی برخوردارند. از مشوکلات انتقوال ژن، بیوان انودک ترانسوژن      های هدف وارد می شوند از ایمنی بهتر و بالاترژنوم سلول

های مناسب در ناقلین می توان در جهت بهبود بیوان ژن  ها در موقعیتهای تنظیمی و استفاده از آناست. با شناسایی توالی
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هوای  ی توانند با روشهای تنظیمی می باشند که مها و توالی کوزاک از جمله توالیبا هدف ژن درمانی اقدام نمود. اینترون

 متنوعی بر سطوح تنظیمی بیان ژن در مراحل مختلف موثر باشند.

هوای  که پیشتر در مطالعات قبلی گروه ساخته شوده بودنود و دارای تووالی    9ناقل پلاسمیدی فاکتور 5، لها در این پژوهش 

 ( بوه  Haddad et al., 2009; Sam et al., 2010هوا بودنود )  تنظمیوی سویس مختلوف و نیوز تلفیقوی از ایون تووالی       

( منتقول شودند و سوپس    HepG2) و رده سلولی کبودی های بنیادی مزانشیمال مغز استخوان موش رت نژاد ویستار سلول

هوای  هوای ژنوی مختلوف در سولول    و پوروتئین از سوازه   mRNAدر سطح  9ای بیان فاکتورمطالعه سیستماتیک و مقایسه

 نوترکیب صورت گرفت.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


