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19/11/92:، پذیرش مقاله10/9/92: دریافت مقاله
هاي محیطی و بالا بردن توانمندي آنان در ها در برابر آسیبرد مؤثر براي حفاظت سلولورزي ژنتیکی یک راهبدست:مقدمه

هاي کاري ژنتیکی و افزایش بیان ژنها، دستهمچون ایجاد بدخیمیاي به منظور جلوگیري از عوارض ناخواسته. هاي درمانی استاستفاده
"متالوتیونین یک"هدف از انجام این پژوهش، کلونینگ و افزایش بیان ژن محافظ سلولی . بایست به صورت موقت باشدحاصل از آن می

(MT1)هاي بنیادي مزانشیمی انسانی به صورت موقت در سلول(MSCs)م بیانی پلاسمیدي و استفاده از وکتور با استفاده از سیست
pcDNA .است... هاي مزانشیمی نسبت به آسیب هاي محیطی و این افزایش بیان به منظور افزایش مقاومت سلول.بود3.1

   هاي بنیادي مزانشیمی از مغز استخوان انسان جداسازي و توسط روش فلوسـایتومتري تأییـد شـدند                سلول: هامواد و روش .
pcDNAجداسازي شد و براي وارد شدن در وکتور پلاسمیدي MT1ژن cDNAکامل توالی  سـازه  . مورد استفاده قرار گرفت3.1

.گذاري وسترن پایش شدو لکهRT-PCRتوسط MT1بیان . گردیدMSCsژنی نوترکیب ایجاد شده، به روش لیپوفکشن وارد 
 ژن  : هایافتهMT1      ور  انسانی نوترکیب با موفقیت در وکتpcDNA               کلون گردید و درست قـرار گـرفتن ژن در قالـب صـحیح

گـذاري  و لکـه RT-PCRبه وسیله روش هاي MSCsدر MT1افزایش بیان . تأیید شدDNAدرون وکتور به وسیله تعیین توالی   
.بودMSCsدر MT1این نتایج نشان دهنده بیان موقت . وسترن مورد تأیید قرار گرفت

ساخت سازه نوترکیب:گیريبحث و نتیجهMT1-pccDNA3.1هاي بنیادي مزانشیمی و ورود موفق آن به درون سلول
هاي پیوندي از مرگ سلولی پیشنهاد گردد و ممکن است بتواند راه کاري تواند به عنوان یکی از راهبردهاي محافظت سلولمی

.آوردجدید در راستاي ارتقاء کارآمدي سلول درمانی بعد از پیوند را فراهم 

متالوتیونین یک"هاي بنیادي مزانشیمی، سلول: هاي کلیديواژه"  ،pcDNA 3.1.

چکیده
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مقدمه
از جمله (MSCs)هاي بنیادي مزانشیمی سلول

هاي تشکیل دهنده استروماي مغز استخوان ترین سلولمهم
هاي مختلف سلولی همانند توانند به ردههستند که می

... هاي عضلانی و غضروف، سلولهاي استخوانی، چربی، سلول
ها نقشی حیاتی در ایجاد این سلول). 1،2(تمایز یابند 

ساز دارند و هاي بنیادي خونگزینی سلولهاي لانهمکان
این ). 3(وجودشان براي رشد و تکثیر آنان ضروري است 

هایی آنان را به سلولMSCsهاي منحصر به فرد ویژگی
درمانی و ترمیم بافتی تبدیل -مناسب براي اهدافی چون ژن

). 4(نموده است 
هایی چون انواع هاي نو در درمان بیمارياز جمله روش

-درمانی و ژن- توان به سلولهاي ژنتیکی میسرطان و بیماري
. اشاره نمود) هاي بنیاديبر پایه استفاده از سلول(درمانی 

هایی چون جداسازي و تکثیر آسان در آزمایشگاه و ویژگی
بلیت تعدیل سیستم ایمنی و نیز نقش حمایتی در قا

را به عنوان یک منبع سلولی MSCs توانند سازي میخون
). 5،6(آل در این زمینه معرفی نمایند ایده

هاي فراوان در روند جداسازي و کشت سلولی آسیب
MSCsموجب کاهش قابل توجه میزان بقاء و عملکرد 

هاي درمانی این استفادهگردد و این امر مانعی بزرگ در می
از این روي، استفاده آنها در بالین . آیدها به حساب میسلول

هاي داراي عملکرد نیازمند دسترسی به تعداد زیادي از سلول
رود که محیط بدن از طرف دیگر انتظار می). 7(مطلوب است 

به دلیل طی نمودن فرآیندهاي هاي بنیاديافراد گیرنده سلول
هاي بنیادي تزریق یط را براي بقاي مناسب سلولدرمانی، شرا
تر کنند که این خود عاملی دیگر در کاهش بقاء شده سخت

.هاي بنیادي متعاقب پیوند استسلول

هاي بنیادي رود که افزایش مقاومت سلولانتظار می
کاندید پیوند، بتواند ماندگاري آنان را در همان روزهاي ابتدایی 

داده و درصد موفقیت پیوند را بالا ببرد و پس از پیوند افزایش 
هاي درمانی این بنابراین، گامی بزرگ در عرصه استفاده

. ها و از جمله پیوند مغز استخوان برداشته شودسلول
هاي پرکاربرد در افزایش ماندگاري و نیز یکی از روش

ها با عوامل ورزي ژنتیکی آنهاي بنیادي، دستمقاومت سلول
البته باید توجه داشت که ). 8،9(ه سلولی است محافظت کنند

بایست موقت باشد، زیرا افزایش بیان ها میافزایش بیان ژن
ساز ایجاد خطراتی چون ایجاد پایدار ممکن است زمینه

هاي محافظت کننده مفیدي که از جمله ژن. ها گرددبدخیمی
هاي بنیادي از آن استفادهتوان در بالابردن مقاومت سلولمی

ها متالوتیونین). 10(است "متالوتیونین یک"نمود، ژن 
هاي داخل سلولی غنی از سیستئین اي از پروتئینخانواده

هستند که قابلیت اتصال به فلزات از جمله روي مس و 
را دارند و در ... سلنیوم، کادمیوم، جیوه، آرسنیک، نقره  و 

با فلزات، هاي آزاد، مسمومیتها در برابر رادیکالدفاع سلول
).11- 14(زدایی فلزات سنگین مؤثرند ها و نیز سمتنش

نوعی پروتئین سیتوزولی است اما به هنگام "متالوتیونین یک"
هاي تواند وارد هسته شده و تعدادي از عاملتکثیر یا تمایز می

افزایش غلظت درون ). 14،15(برداري را فعال نماید سخهن
ها علیه آسیب سلولموجب حفاظتMT1سلولی پروتئین 

DNA15(گردد هاي اکُسایشی و آپوپتوز می، تنش .(
بلافاصله پس MT1همچنین مشخص شده است که پروتئین 

هاي اکُسایشی در درون سلول افزایش از التهاب و یا تنش
نوعی پروتئین القا شونده توسط تنش MT1یابد در واقع می

ارزشمند که این نکته مهمی در اثبات نقش ) 16(است 
. رسان استپروتئین مذکور در واکنش به عوامل آسیب

گاما متالوتیونین همچنین براي بیان ژن مربوط به آنزیم 
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این آنزیم نادر . ضروري استگلوتامیل سیستئین سنتتاز 
ترین گلوتاتیون مهم. نقشی اساسی در سنتز گلوتاتیون دارد
جمله هاي مختلف از عامل حفاظتی درون سلولی علیه تنش

). 17-19(هاي اکُسایشی است تنش
خصوصیات محافظتی پروتئین متالوتیونین ما را بر آن 

pcDNAداشت تا با استفاده از  وکتور  3.1 (Invitrogen,

USA) زمینه افزایش بیان موقت ژنMT1هاي در سلول
توان در صورت موفقیت، می. بنیادي مزانشیمی را فراهم نماییم

ورزي شده که احتمالاً داراي مقاومت هاي دستاز سلول
شماري را هاي درمانی بیهاي استفادهبیشتري هستند، زمینه

. به وجود آورد

هامواد و روش
هاي بنیادي مزانشیمیسلولجداسازي و کشت 

هاي بنیادي مزانشیمی از مغز استخوان اهدا سلول
ا کنندگان سالم مراجعه کننده به بیمارستان شریعتی تهران ب

نمونه مغز استخوان بلافاصله . نامه کتبی جدا شدنداخذ رضایت
گراد به آزمایشگاه منتقل  درجه سانتی8تا 2در شرایط دمایی 

"فایکول هایپک"اي توسط هستههاي تکابتدا سلول. شد

تایی در هاي کشت ششجداسازي شده و سپس در پلیت
,Gibco)محیط کشت  USA)DMEM Low

glucoseده درصد سرم جنینی گاوي حاوي FBS

(Invitrogen, USA)ساعت 48به مدت کشت داده شده و
%5گراد در اتمسفر مرطوب حاوي درجه سانتی37در شرایط 

با تعویض محیط، . کربن، انکوباسیون شدنداکسیددي
محیط کشت با فاصله . هاي غیرچسبنده خارج  گردیدندسلول

اي هروز سلول14عرض شد و در زمانی سه روز تعویض می
.هشتاد درصد رسیدندچسبنده به کف پلیت به میزان

هاي بنیادي مزانشیمیسلولتعیین هویت

هاي چسبنده به عنوان به منظور تأیید هویت سلول
هاي مزانشیمی، پس از رسیدن به همشاري مناسب سلول

هاي ها و وجود شاخص، مرفولوژي این سلول)هشتاد درصد(
، CD105 ،CD90هاي بنیادي مزانشیمی شامل ویژه سلول

CD73 وCD166هاي و عدم وجود مارکرهاي سلول
در سطح آنان ) CD45و CD14 ،CD34همانند (ساز خون

براي این . با استفاده از فلوسایتومتري مورد بررسی قرار گرفت
هاي چسبنده جدا منظور با استفاده از آنزیم تریپسین سلول

هاي کونژوگه شده با باديآنتیشدند و با یکی از 
Phycoerythrin (PE)یا Isothiocyanate (FITC)

ها به مدت لوله. اختصاصی علیه مارکرهاي فوق انکوبه شدندو
پس . قرار داده شدندC°4سی دقیقه در تاریکی و در دماي 

ها اضافه به نمونهPBSاز این مدت، میزان پانصد میکرو لیتر 
ه ها، پنجاسپس به منظور تثبیت سلول. ندو شستشو داده شد

ها اضافه ید یک درصد به آنمیکرولیتر از محلول پارافرمالدئ
-Bectonها توسط دستگاه فلوسایتومتري سپس نمونه. شد

Dikinson (USA)آنالیز شدند .
MT1جداسازي و کلونینگ ژن 

را به طور MT1 هاي بنیادي مزانشیمی، ژن سلول
RNAها کشت داده شده و این سلول. نمایندمحدود بیان می

High Pure RNAها بر اساس دستورالعمل کیت آن

Isolation Kit, (Roche Germany) جداسازي و
cDNAها بر اساس پروتکل کیت این سلولcDNA

synthesis (Bioneer, Korea)با استفاده از . ، ساخته شد
و BamH Iثر هاي محدودالاپرایمرهایی که محل برش آنزیم

XhO Iدر آنان طراحی شده بود و با استفاده از آنزیم
Platinum® Taq DNA Polymerase High
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Fidelity (Invitrogene, USA) توالی کاملcDNA

هاي بنیادي از سلولMT1مربوط به نواحی کد کننده ژن 
. جداسازي و تکثیر گردیدRT-PCRمزانشیمی توسط روش 

:راحی شده به این شرح بودتوالی پرایمرهاي ط
MT1-Forward primer: 5′-

ATAGGATCCACCATGGACCCCAACTGCTC

C-3′

MT1-Reverse primer: 5′-

TACTCGAGTCAGGCACAGCAGCTGCACTT

C -3′

ها شامل سه مرحله و به شرایط دمایی و تعداد سیکل
به مدت چهار دقیقه C°95: مرحله اول تقلیب: این شرح بود

سیکل بود شامل سه بخش 33سیکل،  مرحله دوم که و یک 
به C°60به مدت سی ثانیه، آنیلینگ C°95تقلیبدمایی 

C°72در دماي (Extension)مدت بیست ثانیه و توسعه یا 

Totalمرحله سوم که مرحله . به مدت بیست ثانیه بود

Extension 72به مدت زمان هفت دقیقه و در دماي°C و
205طول قطعه ژنی تولید شده . رفتیک سیکل صورت گ

.جفت باز بود
پرایمرهاي طراحی شده براي ژن بتا اکتین نیز به این 

:شرح بود
Beta actin- Forward primer: 5′-

CGAGCACAGAGCCTCGCCTTT-3′

Beta actin-Reverse primer: 5′-

CTTGCACATGCCGGAGCCGT-3′

تولید و طول قطعه MT1شرایط دمایی مشابه با ژن 
. جفت باز بود114شده 

High pure PCRتوسط کیت PCR محصول

production kit (Roche, Germany)تخلیص شد .
سپس به منظور فراهم آوردن شرایط مطلوب براي ورود ژن 

MT1 به درون وکتورpcDNA3.1 محصول تخلیص شده ،
PCR و نیز وکتورpcDNAهاي محدودالاثر با آنزیم

BamH I وXhO I درجه 37به مدت یک ساعت در دماي
پس از تیمار آنزیمی هر دو محصول . گراد تیمار شدندسانتی

دوباره تخلیص شده و عملکرد برش صحیح آنزیمی توسط 
در نهایت با . الکتروفورز در ژل آگارز مورد تأیید قرار گرفت

T4 DNA ligaseاستفاده از آنزیم (Roche, Germany)

در وکتور پلاسمیدي MT1 کد کننده ژن توالی کامل ناحیه 
pcDNAبدین منظور از باکتري . وارد گردیدE. coli

DH5 alpha)و محیط کشت ) سینا کلون، تهرانLB به
,Merck)سیلین همراه پادزیست آمپی Germany) صد

هاي باکتریایی کلونی. لیتر استفاده گردیدمیکرو گرم در میلی
تصادفی انتخاب و به طورMT1احتمالی حاوي ژن 

تر که پلاسمیدهاي سنگین. شدپلاسمیدهاي آنان تخلیص می
بودند، جدا شده و با استفاده MT1احتمالاً حامل قطعه ژنی 

در آنان مورد MT1از پرایمرهاي اختصاصی، حضور ژن 
، PCRپس از تأیید حضور ژن با . گرفتبررسی قرار می

یی و تعیین براي تأیید نهاMT1پلاسمیدهاي حاوي ژن 
به کشور کره جنوبی ارسال DNAیابی توالی یا انجام توالی

. شدند
هاي بنیادي مزانشیمی توسط سازه سلولترانسفکشن

pcDNA-MT1ژنی نوترکیب 

اي است که در آن مرحله) تراآلایی(ترانسفکشن 
. شوندهاي میزبان میوکتورهاي داراي ژن مورد نظر وارد سلول

انجام تراآلایی و به منظور انتقال در این پژوهش براي
به MT1(pcDNA-MT1)حاوي pcDNAوکتورهاي 

وري ایجاد ترکیبات با ساختار شبه ااز فنMSCsدرون 
2000لیپوزومی و با استفاده از معرف لیپوفکتامین 

)(Invitrogene, USA نسبت(1:1به نسبتDNA به
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به این . شدبر اساس دستورالعمل کیت استفاده ) لیپوفکتامین
با یک میکرولیتر pcDNA-MT1صورت که یک میکروگرم 

کشت داده MSCsمخلوط شده و به 2000لیپوفکتامین 
لیتر محیط تایی حامل یک میلیهاي شششده در پلیت

DMEM پس از دوازده ساعت محیط تعویض . شداضافه
.شداضافه میFBSشده و محیط کشت تازه به همراه 

در سلول هاي بنیادي MT1یان ژن میزان  ببررسی
مزانشیمی تراآلایی شده

هاي در سلولMT1پس از انجام تراآلایی، بیان ژن 
توسط فن  MT1-pcDNAبنیادي مزانشیمی آلوده شده با 

RT-PCRمحتواي . بررسی گردیدRNAهاي سلول
پس از تراآلایی، استخراج 14تا 1تراآلایی شده در روزهاي 

ها ساخته شد و واکنش این سلولcDNAشده و سپس 
RT-PCRبه منظور بررسی بیان ژنMT1از . صورت گرفت

هاي بنیادي از سلول. ژن بتا اکتین براي کنترل استفاده گردید
.مزانشیمی طبیعی نیز به عنوان کنترل استفاده شد

در سلول هاي MT1 بررسی میزان بیان پروتئین 
بنیادي مزانشیمی تراآلایی شده

، کل محتواي MT1ید بیان پروتئین ینظور تأبه م
-pcDNAهاي مزانشیمی پس از آلودگی با پروتئینی سلول

MT1 هاي و نیز سلول(در روزهاي مختلف اول تا هشتم
,Roche)توسط بافر ) مزانشیمی طبیعی به عنوان کنترل

Germany)lysis M مطابق دستورالعمل کیت استخراج
نمونه استخراجی SDS-PAGEگردید و با استفاده از روش

آکریلامید الکتروفورز پس از طی مراحل لازم بر روي ژل پلی
PVDFگذاري وسترن  به غشاي شد و از طریق روش لکه

(Roche, Germany)در مرحله بعد به منظور .انتقال یافت
بادي اختصاصی ، با استفاده از آنتیMT1تأیید وجود پروتئین 
,MT1(Anti-MT1مربوط به پروتئین  Santa Cruz,

USA)بادي ثانویه متصل به و همچنین آنتیHRP(Anti-

HIF-1 alpha, abcam, UK)گذاري وسترن  آزمایش لکه
. انجام شد

هایافته
هاي بنیادي مزانشیمی و تأیید جداسازي موفق سلول
ها توسط فلوسایتومتريمارکرهاي اختصاصی آن

مزانشیمی و کشت هاي بنیاديپس از جداسازي سلول
هاي رشد کرده از لحاظ مرفولوژي در محیط اختصاصی، سلول

مورد بررسی میکروسکوپی قرار گرفتند و مشاهده شد که 
ها هاي جدا شده از لحاظ مرفولوژي شبیه به فیبروبلاستسلول

آنالیز .هاي بنیادي مزانشیمی بودندبوده و مشابه سلول
یان مارکرهاي اختصاصی فلوسایتومتري نشان داد که درصد ب

,CD73هاي بنیادي مزانشیمی شامل سلول CD105

CD166, وCD90هاي مزانشیمی به ترتیب در سلول
در حالی که مارکرهاي . است% 4/98، 94%، 6/97%، 5/97%

در CD34وCD45 هاي هماتوپوییتیک از جمله ویژه سلول
%4/3رتیب به ت(ها بیان قابل توجهی را نشان ندادند این سلول

).1شکل) (% 6/2و
هاي از سلولMT1جداسازي موفق توالی کد کننده 

بنیادي مزانشیمی طبیعی 
، پس از سنتز MT1براي جداسازي توالی کد کننده ژن

cDNA حاصل ازRNAهاي بنیادي تام جدا شده از سلول
با استفاده از پرایمرهاي RT-PCRمزانشیمی طبیعی، عمل 

الکتروفورز PCRمحصول . انجام شداختصاصی طراحی شده
مربوط به bp 205باند گردید که نتیجه آن جدا شدن 

MT1ذکر . بود که با طول قطعه ژن مورد نظر مطابقت داشت
185bpمعادل MT1این نکته لازم است که طول ژن کامل 

است که با توجه به این که بیست باز نیز براي طراحی 
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یمري اضافه شد، طول قطعه در هاي پراپرایمرها به توالی
).2شکل(رسید bp 205نهایت به 

در پلاسمیدهاي MT1قطعه کامل توالی کد کننده ژن 
pcDNA3.1وارد گردید

با MT1پس از مواجهه قطعه کامل توالی کد کننده ژن 
pcDNA ، پلاسمیدهاي حاوي این Ligationو انجام 3.1

یی تخلیص باکتریاهاياز کلونی(MT1-pcDNA)قطعه 
-MT1پس از ساخت موفق سازه ژنی ). 3شکل(شدند 

pcDNA و تخلیص آن، این محصول براي تأیید توالی به
. کشور کره جنوبی ارسال شد

پس از تراآلایی سازه ژنی MT1تأیید بیان موقت ژن 
pcDNA-MT1 به درونMSCs

هاي سازي سلولهاي مختلف پس از آلودهدر زمان
-RT، آزمایش MT1با پلاسمید محتواي بنیادي مزانشیمی 

PCR انجام گرفت که بر اساس آن بیشترین بیانMT1

از روز اول تا سوم بیان).  4شکل (مربوط به روز سوم بود 
MT1 افزایش داشت اما از روز چهارم بیان رو به کاهش

تقریباً مشابه MT1 گذاشت به طوري که در روز پنجم بیان 
).ب4الف و 4هايشکل. (ی شداي مزانشیمی طبیعهسلول

با استفاده از آزمون MT1ارزیابی بیان موقت پروتئین 
گذاري وسترن لکه

هاي گذاري وسترن بر روي سلولپس از انجام لکه
MT1-pcDNAهاي  آلوده با مزانشیمی طبیعی و نیز سلول

، مقایسه باندهاي به وجود آمده DABآمیزي و انجام رنگ
مربوط به MT1که بیشترین میزان بیان پروتئین نشان دادند 

در MT1روز سوم پس از تراآلایی بود و بیان پروتئین 
روزهاي چهارم به بعد کاهش یافت به طوري که در روز پنجم 

لازم به ذکر است که . بیان این پروتئین قابل تشخیص نبود

هاي مزانشیمی طبیعی بسیار در سلولMT1سطح پروتئین 
).5شکل(قابل تشخیص نبود DABبا رنگ آمیزي کم بود و 

هاي اي از بررسی بیان مارکرهاي سطحی سلولنمونه.1شکل 
ها از سلول. مزانشیمی مغز استخوان با استفاده از فن فلوسایتومتري

,CD105نظر مارکرهاي  CD73, CD166 وCD90 مثبت بودند اما
.بودندCD45کر و نیز مارCD34ساز همچون فاقد مارکرهاي خون

هاي بنیادي جدا شده از سلولMT1قطعه کامل ژن .2شکل 
.bp 205مزانشیمی طبیعی به طول 
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با پلاسمید فاقد MT1مقایسه پلاسمیدهاي حاوي .3شکل 
MT1.pcDNA-MT1تر از سنگینpcDNAالبته با . است

، )205kb(بسیار سبک است MT1توجه به این که طول قطعه 
چندان MT1رکت پلاسمید خالی و پلاسمید همراه تفاوت ح

.بارز نیست

پس از تراآلایی MSCsدر MT1ارزیابی نحوه بیان .الف4شکل
بیشترین بیان در روز سوم مشاهده شد و . RT-PCRتوسط 

.رو به کاهش گذاشتMT1پس از آن بیان 

هاي مزانشیمی طبیعی در سلولMT1با مقایسه بیان .ب4شکل 
که به (pcDNA-MT1هاي مزانشیمی آلوده شده با ا سلولب

گردد مشاهده می) نمایش داده شده است) MSCs-MT1(صورت  
هاي مزانشیمی آلوده شده با در سلولMT1که میزان بیان 
pcDNA-MT1 کاملا  بیشتر ازMScsطبیعی است.

هاي بنیادي سلولدر MT-1بررسی بیان پروتئین.5شکل
گذاري با آزمایش لکهpcDNA-MT1آلوده شده با یمزانشیم
گردد در مشاهده می. در روزهاي مختلف پس از تراآلاییوسترن 

روز اول بیان پروتئین متالوتیونین قابل تشخیص نیست، اما از روز 
تراآلایی روز پس از سه. دوم، باند پروتئینی قابل مشاهده است

و بعد از آن، اهده شدمشMT-1بیشترین میزان بیان پروتئین
اي که در روز پنجم باند پروتئینی بیان رو به کاهش نهاد به گونه

.قابل تشخیص نبود
بحث و نتیجه گیري 
به ویژه ) سلول درمانی(هاي بنیادي امروزه از پیوند سلول

هاي بنیادي مزانشیمی در درمان یا کمک به درمان سلول
اي که ترین مسئلهمهم. گرددهاي مختلفی استفاده میبیماري

درمانی را با مشکل مواجه نموده است، مرگ اکثر -کاربرد سلول
بر این اساس تلاش هاي فراوانی . ها پس از پیوند استسلول

هاي بنیادي انجام شده سلول"بقاء پس از پیوند"براي افزایش 
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ها در هایی که در توانمند نمودن سلولاز جمله ژن). 1(است 
ورزي هاي دستها نقش دارند و تاکنون از روشبرابر تنش

-Bclهاي  توان به  ژنها  استفاده شده است، میژنتیکی از آن

2)20( ،HO-1)21( ، NRF-2)22 (وHIF-1 alpha

و MSCsورزي در این پژوهش نیز با دست. اشاره نمود) 23(
ها انتظار بر آن است که این در آنMT1افزایش بیان موقت 

هاي بنیادي ورزي موجبات افزایش مقاومت سلولدست
هاي درمانی این مزانشیمی و در نتیجه بهبود کیفیت استفاده

.ورزي شده را فراهم آوردهاي دستسلول
و RT-PCRهاي توسط روشدر این مطالعه 

به صورت MT1گذاري وسترن  ثابت شد که افزایش بیان لکه
رو MT1میزان بیان لاییتراآموقت بوده و از روز سوم پس از 

گذارد به طوري که از روز پنجم به بعد افزایش به کاهش می
ها به حالت طبیعی از نظر بیان شود و سلولبیان مشاهده نمی

ترین عدم بیان موقت ژن، از مهم. گردندمتالوتیونین باز می
هاي بنیادي ورزي سلولنگرانی هاي است که در دست

نی که افزایش بیان شده است، ژ. مزانشیمی وجود دارد
تواند بایست داراي بیانی موقت باشد، زیرا بیان پایدار میمی

ورزي را به همراه هایی مبتنی بر مضر بودن این دستنگرانی
تواند ها میافزایش بیان پایدار هر نوعی از ژن. داشته باشد

نیز از این MT1خطر ایجاد تومور را به همراه داشته باشد که 
). 24،25(ه ممکن است مستثنا نباشد یقض

به pcDNA3.1در این مطالعه از وکتور پلاسمیدي 
هاي بنیادي مزانشیمی در سلولMT1منظور افزایش بیان 

هاي دهد آلوده شدن سلولمطالعات نشان می. استفاده شد
ییري در فنوتیپبنیادي مزانشیمی با وکتورهاي پلاسمیدي تغ

ثیري مخرب بر میزان زنده بودن، سرعت آنان ایجاد ننموده و تأ
).26(تکثیر و ظرفیت تمایز آنان ندارد 

اشاره شد، متالوتیونین داراي اثرات فراوانی گونه که همان
این پروتئین نقشی حیاتی در تنظیم فلز . هاستبر حیات سلول

ي مهم و وسیعی از این فلز نیز در تنظیم خانواده. روي دارد
برداري حاوي عوامل رونوشت"ري به نام برداهاي نسخهعامل

هاي از جمله این عامل). 27(نقش دارند "انگشت روي
NF-κB وGATA1-6توان به خانواده برداري مینسخه

ثیر سلولی و آپوپتوز اشاره نمود که تأثیري زیادي بر تنظیم تک
بنابراین، انتظار می رود که افزایش بیان ). 28-31(دارند 
MT1ثیر بسیار مثبتی بر بالا بردن مقاومت سلولی بتواند تأ

.داشته باشد
اي مشابه این پژوهش انجام نشده است و تاکنون مطالعه

هاي هایی غیر از سلولپژوهش هاي سایر محققین در حیطه
و همکاران در سال Chiaverini. مزانشیمی بوده است

هاي نقش حفاظتی متالوتیونین را در برابر تنش2010
MT-null)هاي سلولی فاقد متالوتیونین یشی در ردهاکُسا

cell lines) محققی به نام ). 32(مورد تأیید قرار دادند
Satoنقش متالوتیونین در برابر 2010در سال و همکاران

هاي آزاد اکسیژن را سمیت فلزات سنگین و نیز رادیکال
نیز و همکارانPedersen). 33(بررسی و تأیید نمودند 

MT1 در نهایت ). 34(را پروتئینی ضد تنش معرفی نمودند
هاي انتقال ژنی کارآمد و با بیان بالا سیستممی توان گفت که 

یابی به اثرات درمانی قابل انتظار توانند امکان دستو موقت می
از سوي . هاي پیوندي کمتر را فراهم نمایندبا تعداد سلول

هاي واند لزوم کشتتهاي مقاوم مییابی به سلولدیگر، دست
طولانی مدت را که موجب پیري و کاهش کیفیت و عملکرد 

بنابراین، بررسی افزایش مقاومت . شوند، مرتفع سازدسلولی می
MSCs حاوي سازه ژنیpcDNA-MT1 و نیز کاربردهاي

ورزي در شرایط آزمایشگاه و نیز محیط بدن از عملی این دست
.دجمله اهداف مطالعات بعدي خواهد بو
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و قدردانیتشکر 
وسیله از معاونت محترم تحقیقات و فناوري دانشگاه بدین

همکاران علوم پزشکی لرستان بابت پشتیبانی مالی و نیز از
.گرددخون تهران قدردانی میمرکز تحقیقات سازمان انتقال
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