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هاي ميوبلاست جنيني گوسفند هاي ميوژنيكو فاكتور رشد سلول بررسي چرخه سلولي، بيان ژن
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و ترويج كشاورزي،-2 و سرم سازي رازي، سازمان تحقيقات، آموزش و توليد پادزهر، اهواز،موسسه تحقيقات واكسن  ايران گروه جانوران سمي
و اصلاح دام، آكادامي علوم كشاورزي، پكن، چين-3 .مركز ملي ژنتيك
 M.nazari@ramin.ac.ir: پست الكترونيك نويسنده مسئول*

 14/6/1396: تاريخ پذيرش 10/7/1395: تاريخ دريافت

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 چكيده

ژن:هدف و فـاكتور رشـد سـلول هدف از اين مطالعه بررسي اثرات ازدياد بيان ژن فوليستاتين بر چرخة سلولي، بيان هـاي هاي ميوژنيـك
شد حمل2سروتيپ AAVبا استفاده از ويروس ميوبلاست جنيني گوسفند در محيط آزمايشگاه بود كه .كنندة فولستاتين انجام

و روش به سلول:ها مواد و تمـايز، كشـت داده شـدند60دست آمده از جنين هاي هاي ميوبلاست جنيني . روزه گوسفند در محـيط رشـد
به 450ميزان جذب نوري در طول موج كننـدة حمـل AAV2هـاي ترانسـفكت شـده بـا ويـروس عنوان شـاخص تكثيـردر سـلول نانومتر،

ژن. فوليستاتين، بررسي شد  qPCRبـا اسـتفاده از تكنيـك ريـل تـايم p21و Myo D ،CDK2 ،Myf 5 ،p57 هاي ميوژنين، در نهايت بيان
شد اندازه .گيري
شد در سلول) نانومتر 450در(ميزان جذب نور:نتايج مـيه با ويروس به طور معني داري افزايش يافت كه ايـن موضـوع نشـان هاي آلوده

ژن ازدياد فوليستاتين سبب افزايش معني. تواند تكثير را افزايش دهد دهد كه فوليستاتين مي و كـاهش بيـان CDK2و Akt 1هاي دار بيان
شد p21ژن ژن. در شرايط تكثير تحت شرايط تمايز با ازدياد p21و Myo D ،Myf 5 ،p57، هاي ميوژنين نتايج ريل تايم نشان داد كه بيان

.فوليستاتين افزايش يافت
ژن:نتيجه گيري هايو افزايش تمايز سلول p21نتايج نشان داد كه ازدياد فوليستاتين سبب افزايش تكثير سلول ميوبلاست از طريق بيان

مي ميوبلاست از طريق افزايش بيان ژن .شود هاي ميوژنيك
 هاي ميوژنيك، ميوبلاست جنيني گوسفند، فوليستاتين، ژنqPCRريل تايم:ن كليديواژگا
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و همكاران ...وهاي ميوژنيكو كنترل كننده بررسي چرخه سلولي، بيان ژن  محمود نظري

و بافت مجله 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(سلول 2

 مقدمه

و در گذشته از روش هايي همچون تزريق درون پيش هسته

انتقال هسته سلول سوماتيك جهت توليد حيوانات تراريخته 

هـا كارآمـد هـا در بعضـي گونـه ايـن روش. شـد استفاده مي

و  و هزينه بالايي دارند و ريسك فرزندان غير نرمـال نيستند

ژن).1(هــا ايجــاد شــده اســت در ايــن روش اخيــرا انتقــال

ها براي توليد حيوانـات تراريختـه اسـتفاده واسطه ويروس به

و ناقــلشــو مــي ود هــاي ويروســي يــك مكانيســم كارآمــد

اگرچـه هنـوز. آورنـد جايگزين براي انتقال ژن را فراهم مـي 

ها، از رترو ويروسبرانگيزي در مورد استفاده مباحث جنجال

و آدنوويروس لنتي ويروس ها جهت انتقال ژن وجـود دارد ها

هاي نوتركيب بوجود ها، ناقل در مقايسه با ديگر ويروس).2(

و قادرنـد آمده بر پايه آدنوويروس ها كارآيي بيشتري داشـته

و غير تقسيم شونده را آلوده كننـد سلول هاي تقسيم شونده

ــد  ــري دارن ــروس).3(و ريســك كمت ــه وي ــته ب ــاي وابس ه

يكبه 1965انساني در سال ) AAV(هاي آدنوويروس عنوان

).4(ها كشف شـدند آلودگي در محتويات حاوي آدنوويروس

ها براي آلوده نمـودن، نيـاز بـه يـك كمـك يـار آدنوويروس

)Helper (به و در AAVهـاي همين دليـل سـروتيپ دارند

يـــده يـــك جـــنس جداگانـــه از خـــانواده پـــاروو وير

)Parvoviridae family (ــه ــروس بـ ــدو ويـ ــام ديپنـ نـ

)Dependovirus (مي تقسيم هـا ايـن ويـروس. شوند بندي

به DNAداراي يك ژنوم  طول تقريبـي خطي تك رشته اي

مي7/4 مي كيلوباز انسـان19توانند در كروموزوم باشند كه

صورت تكـراري يـا غيرتكـراري در يك جايگاه اختصاصي به

مي آدنوويروس).5(وارد شوند  توانند براي آلـوده نمـودن ها

ها بدون تحريـك سيسـتم ايمنـي محدوده زيادي از ميزبان

يـك ويـروس AAVچـون).6(مورد استفاده قـرار گيرنـد 

و لنتــي هــاي رتــرو ويــروس وابســته اســت، محــدوديت هــا

از بــه. هــا را نــدارد ويــروس ژن AAVهمــين دليــل جهــت

ژنـوم نوتركيـب).7(درماني در انسان استفاده شـده اسـت 

AAV يكمي و تواند در داخل كروموزوم ميزبان وارد شده

).8(روش انتقــال ژن طــولاني مــدت پايــدار را ايجــاد كنــد 

، بافـت هـاي سـوماتيكي AAVهاي توليـدي بـر پايـه ناقل

مي زيادي همچون ماهيچه ).9(كنند هاي اسكلتي را آلوده

11تاكنون. هاي زيادي است داراي سروتيپ AAVويروس
ــت ــده اس ــايي ش ــروس شناس ــن وي ــروتيپ از اي ).10(س

اسـت2مشهورترين سروتيپ ايـن ويـروس سـروتيپ نـوع
)AAV2 (به هاي طور وسيعي جهت انتقال ژن در سلول كه

)12(اي اسكلتي هاي ماهيچهو سلول)11(اي صاف ماهيچه
اخيـر نشـان داده كـه هـاي گـزارش. استكارگرفته شده به

AAV قادر است كه ژن فوليستاتين را در كروموزوم ميزبان
و در طـولاني مـدت آن را بيـان كنـد  ).14-13(وارد كرده

عنوان يك ممانعت كننده قوي براي خـانواده فوليستاتين به
TGF-βــي ــناخته م ــتاتين ش ــه ميوس ــود از جمل ).15(ش

يستاتين قادر است با سد كـردن مطالعات نشان داده كه فول
).16(د شـو مسير ميوستاتين سبب افزايش جـرم ماهيچـه 

و p21تواند با فعـال كـردن مسـير همچنين ميوستاتين مي
smad و تمـايز ميوبلاسـت شـود -17(سبب كاهش تكثير

به). 18 طور قابل توجهي بر مهار ميوسـتاتين مطالعات اخير
توليـد گاوهـايي بـا انـد كـه در نتيجـه سـبب متمركز شـده 

هاي بـزرگ هايي با ماهيچهو موش)19(هاي بيشتر ماهيچه
چـون گوسـفند. شده اسـت)20(داراي ميوستاتين معيوب 

يك حيوان مهـم اقتصـادي اسـت توليـد گوسـفندان داراي 
. تواند ارزش اقتصادي زيادي داشته باشـد ماهيچه بيشتر مي

از ناقـل لنتـي انتقال ژن فوليستاتين در گوسفند با استفاده
به)21(ويروس گزارش شده است   AAVواسطه ويروس اما

هدف از ايـن مطالعـه توليـد يـك ناقـل. گزارش نشده است
كننده فوليستاتين حمل2نوتركيب سروتيپ AAVويروس 

و تمايز سلول هـاي جهت بررسي اثرات فوليستاتين بر تكثير
آ در. زمايشگاهي بـود ميوبلاست جنيني گوسفند در شرايط
كننـده حمـل AAVمطالعه حاضر، اين فرضيه كه ويـروس

و تمـايز سـلولي فوليستاتين مي تواند سبب تحريـك تكثيـر
. شود مورد آزمايش قرار گرفت

و روش ها مواد

به60هاي ميوبلاست جنيني از يك جنين سلول دست روزه

 Hembreeها از دستورالعمل آمد كه جهت تهيه اين سلول
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و همكاران محمود نظري ...وهاي ميوژنيكو كنترل كننده بررسي چرخه سلولي، بيان ژن

و بافت 13963 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

شد)22(و همكاران محيط كشـت عمـومي مـورد. استفاده

 DMEM )Dulbecco’s Modified Eagle’sاسـتفاده 

Medium ( ــد ــيط كشــت رش ــه مح ــت تهي ــه جه ــود ك ب

)Growth Media(،10درصد سرم جنين گـاوي )Fetal 

bovine serum(شدبه . همراه آنتي بيوتيك مناسب اضافه

Differentiation Media(2(تمايز تهيه محيط كشت جهت

همراه آنتـي بيوتيـكبه) Horse serum(درصد سرم اسب

 جهت كلون سازي فوليستاتين در ناقل. مناسب اضافه شد

pAAV-IRES-GFP )خريداري شده از شركتAgilent 

Technologies ( ــرو از ــاي پيشـــــــــ پرايمرهـــــــــ
AAGAATTCCCTCAGGATGGCCCGTCCTA

-’5و پيـرو EcoR Iداراي جايگاه برش براي آنـزيم ’5’3-

GCTCGAGGGTTTTCCACTCTAGAATGGA 
ايـن. استفاده شدXhoI داراي جايگاه برش براي آنزيم ’3-

 1035طـول اي بـه دو جايگاه برش جهت كلون سازي قطعه

ــت ــل لازم اس ــازي در ناق ــت ب ــايي داراي. جف ــور نه وكت

. گذاري شده اسـت نام pAAV-CFS-FLAGفوليستاتين، 

اسـت كـه بـراي GFPكدكننده اين وكتور هم داراي توالي

 شناسايي سلول توسط ميكروسكوپ فلورسنت دار مناسب 

و هم داراي دم باشد كـه بـراي شناسـاييمي FLAGاست

پروتئين توليدشده توسط اين وكتور بـا اسـتفاده از تكنيـك 

هـاي در اين آزمـايش سـلول. باشد وسترن بلات مناسب مي

و سـلول ترانسفكت نشده به اي ترانسـفكتهـ عنوان كنتـرل

عنوان كنترل منفـي اسـتفادهبه pAAV-GFPشده با ناقل 

پـس از تهيـه ناقـل پلاسـميدي، بـا اسـتفاده از كيـت. شد
ViraBind™ Adeno-Associated Virus 

Purification Mega Kit هـاي، ذرات ويروس در سـلول 

HEK   293 و خالص پـس از تهيـه ذرات. سازي شـد تهيه

هـا بـا ويـروس از كيـتي سـلول ويروس، جهت آلوده سـاز 

ViraDuctin™ AAV Transduction Kit ــركت ش

Cell Biolabs شد از RNAاستخراج. استفاده با اسـتفاده

شركت فرمنتاز GeneJETRNA Purification Kitكيت 

هـا با استفاده از قرائت جذب نمونه RNAغلظت. انجام شد

نانومتر توسط اسپكتروفوتومتر نـانودراپ 260در طول موج 

و چنانچه نسبت جذب) ترمو( بالاي 280/260محاسبه شد

مـورد اسـتفاده قـرار cDNAها براي ساخت بود نمونه8/1

 Maxima Firstاز كيت،cDNAساخت براي. گرفتند مي

Strand cDNA Synthesis Kit اسـتفاده شركت فرمنتاز

و ژن خانه.شد و خصوصيات آغازگر ژن اختصاصي دار توالي

.ارائه شده است1در جدول 

و ژن خانگي براي انجا:1جدول و مشخصات ژن اختصاصي .Real time qPCRم نام، توالي

 دماي اتصال محصول طول آغازگرها ژن

P21 F: 5′-GCAGACCAGCATGACAGATTT-3′
R: 5′-GGATTAGGGCTTCCTCTTGGA-3′70 58

P57 F: 5′-CGCCGCACCTTTCCCATG-3′
R: 5′-CCCGCAGTGGCATGTCCA-3′166 59

Myo D F: 5′-CGACTCGGACGCTTCCAGT-3′
R: 5′-GATGCTGGACAGGCAGTCGA-3′181 60

Akt I F: 5′-CAGCATCGTGTGGCAGGAC-3′
R: 5′-TCTTGGTCAGGTGGCGTAA-3′138 60

CDK2 F: 5′-CATGGATGCCTCTGCACTCACTG-3′
R: 5′-AGGACCCGATGAGAGTGGCAGAA-3′102 60

Myf5 F: 5′-ACCAGCCCCACCTCAAGTTG-3′
R: 5′-GCAATCCAAGCTGGATAAGGAG-3′150 60

Myogenin F: 5′- GTGCCCAGTGAATGCAGCTC-3′
R: 5′- GTCTGTAGGGTCCGCTGGGA-3′111 60

Myo D F: 5′-CGACTCGGACGCTTCCAGT-3′
R: 5′-GATGCTGGACAGGCAGTCGA-3′181 60
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و همكاران ...وهاي ميوژنيكو كنترل كننده بررسي چرخه سلولي، بيان ژن  محمود نظري

و بافت مجله 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(سلول 4

GAPDH F: 5′-CAAGTTCCACGGCACAGTCA-3′
R: 5′-TGGTTCACGCCCATCACAA-3′249 60

 BIO-RAD iQ5از دستگاه  Real time PCRانجامبراي

شد  Applied Biosystemشركتساخت . آمريكا استفاده

از25ها در حجم نهايي واكنش  Master mixميكروليتر

SYBER Green  ساخت شركتABI آمريكا صورت

2طبق دستورالعمل جدول qPCR در اين ازمايش. گرفت

شد40در در. سيكل انجام روش بررسي تغييرات بيان ژن

به)اي آستانه مقايسه( CT∆∆ اين پژوهش روش  و نسبت

ي نسبي تفاوت در روش مقايسه. بود GAPDHبيان ژن

: نسبي نمونه مورد آزمايش در مقابل نمونه كنترل با فرمول
- ∆∆CT 2شد ها توسط نرم بررسي آماري داده).23(انجام

درصد انجام1داري در سطح معنيtو آزمون SASافزار 

.شد
 qPCR Real- timeدستورالعمل دمايي:2جدول

 توضيح)درجه سانتيگراد(دما زمان تعداد چرخه نام سيكل

1 سيكل اول X255 دقيقه

1 سيكل دوم X10 95 دقيقه

 سيكل سوم

40 X 

 دناتوره شدن95 ثانيه 15

 اتصال متغير ثانيه 30

 تكثير72 ثانيه 30

 تهيه نمودار ذوب70-95 ثانيه X 10 51 سيكل چهارم

ها ابتـدا در محـيط رشـد، جهت آناليز چرخه سلولي، سلول

سپس رنگ آميـزي بـا اسـتفاده از پروپيـديوم. كشت شدند

ــا اســتفاده از دســتگاه فلوســايتومتر. يديــد انجــام گرفــت ب

FACS Calibur flow cytometer ــركت  BDاز ش

Biosciences ــزان ســلول ــه مي  G2وG1 ،Sهــا در مرحل

شد اندازه .گيري

 450سي تكثيـر سـلولي ميـزان جـذب نـوري در جهت برر

ــتگاه ــتفاده از دس ــا اس ــانومتر ب  Spectra Max M5ن

microplate reader مي هـا كشـت ابتدا سـلول. شود ثبت

و پس از گذشت داده مي ساعت با ويـروس آلـوده16شوند

به سلول. شوند مي ساعت96و48،72مدت هاي آلوده شده

و ميزان جه سانتيدر37در انكوباتور با دماي  درصـد5گراد

مي دي اكسيد كربن نگه در داري و ميزان جذب نوري شوند

ــا كمــك طــول ايــن دوره  Cell-Counting Kit-8هــا ب

(CCK-8) reagents  جهـت تهيـه. شـود گيري مـي اندازه

به تصاوير از رنگ و توسـط آميزي وسيله گيمسا استفاده شد

ــنس  ــكوپ فلورسـ )ECLIPSE TE2000-U(ميكروسـ

شد) توكيو، ژاپن(شركت نيكون .تصاوير تهيه

و تمايز سلولي نيز جهت بررسي ميزان ادغام هسته سلولي

شد از رنگ در اين روش درصد ادغام. آميزي گيمسا استفاده

به هسته هايي كه براي تشكيل صورت نسبت تعداد هسته اي

مي هاي ماهيچه لوله ها شوند به كل هسته اي با هم ادغام

ميتعر .شود يف

 نتايج

 تكثير سلولي

ژن1نتايج توالي يـابي ذكـر شـده در شـكل نشـان داد كـه

و نتايج وسترن  فوليستاتين در ساختار ناقل قرار گرفته است

در) نتايج ارائه نشده است(بلات  نشان داد كـه فوليسـتاتين

در همـان. شود سلول ميوبلاست گوسفند بيان مي طـور كـه

در2شكل  450نشان داده شده است، ميـزان جـذب نـوري
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و همكاران محمود نظري ...وهاي ميوژنيكو كنترل كننده بررسي چرخه سلولي، بيان ژن

و بافت 13965 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

.ساعت افزايش يافته است96و48،72گروه كنترل بعد از نانومتر براي تيمار ترانسفكت شده با ويروس در مقايسـه بـا

)FST(شامل فوليستاتين pAAV-CFS-FLAGنقشه ژنتيكي ناقل پلاسميدي نوتركيب:1شكل

در:2شكل -AAVو گـروه ترانسـفكت شـده بـا ويـروس) رنگ قرمز(، گروه كنترل منفي)رنگ آبي(نانومتر براي گروه كنترل 450ميزان جذب نوري

CFS-FLAG )از) رنگ سبز و معنيها در سطح داده. ساعت رشد در محيط كشت نشان داده شده است96و48،72بعد داري يك درصد آناليز شـدند

و دهنده سطح معني دو ستاره نشان .داري است نشان دهنده عدم معنيNSداري يك درصد

هــاي ميوبلاســتي كــل از ســلول RNAدر ايــن آزمــايش،

حامــل AAVجنينــي گوســفند آلــودن شــده بــا ويــروس 

فوليستاتين، استخراج شد تا اثر ازدياد فوليستاتين بر ميزان 

و  p21 ،p57 ،Myo D ،AktI ،CDK2هــاي بيــان ژن

Myf5 با اسـتفاده از تكنيـك ريـل تـايمqPCR در سـطح

نتـايج نشـان داد كـه. رونويسـي مـورد بررسـي قـرار گيـرد 

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

و همكاران ...وهاي ميوژنيكو كنترل كننده بررسي چرخه سلولي، بيان ژن  محمود نظري

و بافت مجله 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(سلول 6

برابر5/12ميزانبه p21فوليستاتين سبب كاهش بيان ژن

ژن1/6ايشو افـــز همچنـــين. شـــد CDK2برابـــري در

به طور چشمبه Akt Iمشخص شد كه بيان ژن  ميزان گيري

ايـن در حـالي اسـت كـه).3شكل(برابر افزايش يافت 41

5/2ميـزان بـه Myf5نتايج ريل تايم نشان داد كه بيان ژن 

همچنـين،. برابر در مقايسه با كنتـرل كـاهش يافتـه اسـت

ژن تاثير معنيافزودن فوليستاتين   Myoهـاي داري بر بيان

Dوp57 نداشت .

ژن:3 شكل در محيط كشت رشد با اسـتفاده از تكنيـك p21و Cdk 2،Myf 5  ،Myo D ،Akt I ،Myf 5 ،p57هاي اثر ازدياد فوليستاتين بر بيان

و دو ستاره نشان دهنده سطح معني معنيها در سطح داده. qPCRريل تايم  مي داري يك درصد آناليز شدند .باشد داري يك درصد

 چرخه سلولي

در نشان داد كه درصد سلول3نتايج ارائه شده در جدول ها

كننـده فوليسـتاتين حمـل AAV2تيمارهاي آلوده شده با 

طـور بـه) مرحله رشد( G1نسبت به گروه كنترل در مرحله 

و در مرحلـه معني افـزايش) مرحلـه سـنتز(Sداري كاهش

.يافته است

Sو G1 ،G2/Mكننده فوليستاتين در مرحله حمل AAVهاي آلوده شده با ويروس درصد سلول:3جدول

S (%) G2 /M (%) G1  تيمار (%)

9.23± 1.60 c5.32± 0.87 b85.45± 2.12 aكنترل 

11.49± 1.34 c6.86± 1.12 ab 81.65± 2.41 a با(كنترل منفي )AAV-GFPآلوده شده

27.10± 1.81  a9.47± 0.93 a63.43± 1.95 c
 AAVهاي آلوده شده با ويروس سلول

 كننده فوليستاتين حمل
و براي هر فاكتور جدول داراي اختلاف معني داري در سطح  باشدمي) >01/0p(حروف غير مشترك در در هر رديف

 تمايز سلولي

هاي آلوده شده با ناقل ويـروس ميزان درصد ادغام در سلول

AAV2 كـه درصد بود در حـالي11/47حاوي فوليستاتين

05/32اي در كشت سلولي كنترل، اين رقم در ادغام هسته

. درصد بود

ــايم ــل ت ــايج ري ژن qPCRنت ــاد ــان زي ــه بي ــان داد ك نش

7/2و8/7،3/5،6/3،5/4فوليســتاتين منجــر بــه افــزايش 
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و همكاران محمود نظري ...وهاي ميوژنيكو كنترل كننده بررسي چرخه سلولي، بيان ژن

و بافت 13967 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

و Myo D ،Myf 5 ،p57هـاي ميـوژنين، برابري بيـان ژن

p21 شد ژن در حالي. در سطح رونويسي كه اثري بـر بيـان

و  . در شرايط تمايز ندشت ActRII Bميوستاتين

 بحث

عنوان يك ممانعت كننده قوي براي خـانواده فوليستاتين به

TGF-β15(از جملــه ميوســتاتين شــناخته شــده اســت.(

مطالعات نشان داده كه فوليستاتين قادر است با سد كـردن

).16(مسير ميوستاتين سبب افزايش جـرم ماهيچـه شـود 

و مسـير p21تواند با فعال كردن مسـير ميوستاتين نيز مي

smad ــود ــت ش ــايز ميوبلاس و تم ــر ــاهش تكثي ــبب ك . س

ان داده شد، ميزان جذب نورينش2طور كه در شكل همان

در 450در  نانومتر براي تيمار ترانسفكت شـده بـا ويـروس

و ايـن نشـان  مقايسه با گروه كنتـرل افـزايش يافتـه اسـت

دهنده اين است كه فوليستاتين سبب افزايش تكثير سلولي 

نتايج اين آزمايش، بـا مطالعـات ديگـر محققـين. شده است

ــت  ــواني داش ــآن).14و13(همخ ــه ه ــد ك ــان كردن ا بي

و افـزايش فوليستاتين سبب تكثير سـلول هـاي ميوبلاسـت

.دشو ماهيچه در موش مي

كننـده هاي كنتـرل جهت بررسي اثر فوليستاتين بر بيان ژن

در رشد، پس از آلوده سازي سـلول  هـاي كشـت داده شـده

و از AAV2 ،RNAمحيط رشد با ويروس  ي كل اسـتخراج

ــا اســتفاده از تغييــرات. تهيــه شــد cDNAآن بيــان ژن ب

دسـت نتـايج بـه. گيري شـد اندازه qPCRتكنيك ريل تايم 

خـواني دارد آمده از ريل تايم نيز با نتايج محققين ديگر هـم 

در).25و24( محققين نشان دادند كه افزايش فوليستاتين

ژن سلول گرديد p21هاي ماهيچه موش سبب كاهش بيان

هـا بيـان كردنـد كـهآن. نداشـت p57و اثري بـر بيـان ژن 

سيگنال هـاي مسـير p21فوليستاتين با بلوكه كردن مسير 

و با ايـن عمـل سـبب افـزايش ميوستاتين را بلوكه مي كند

طـور كـه همـان).25و24(د شـو هـا مـي تكثير اين سـول 

و  ــده مشــخص شــده اســت ميوســتاتين يــك تنظــيم كنن

ين با متصـلو فوليستات)17(مهاركننده رشد ماهيچه است 

و جلوگيري از ورود آن به سلول، سبب  شدن به ميوستاتين

).16(شود افزايش تكثير سلولي مي

چرخه سـلولي نشـان داد تعـداد هاي طور كه آزمايش همان

در تيمارهاي آلـوده شـده بـا ويـروسSها در مرحله سلول

AAV2 ايـن. كننده فوليستاتين افزايش يافتـه اسـت حمل

ده اين موضوع است كـه فوليسـتاتين سـبب نتايج تاييدكنن

هـا هاي ميوبلاست از طريق انتقال سلول افزايش رشد سلول

ميوستاتين. از مرحله رشد به مرحله سنتز سلولي شده است

در سـبب گيـر افتـادن سـلول p21با افزايش بيـان ژن  هـا

د شـوو طـولاني شـدن ايـن مرحلـه مـي ) G1(مرحله رشد 

فوليســتاتين بــا اتصــال بــه در مقابــل، پــروتئين).24(

.كند ميوستاتين از اين عمل جلوگيري مي

نشـان)4شـكل(ها با رنگ گيمسا نتايج رنگ آميزي سلول

داد كه تمايز سلولي در تيمارهـاي آلـوده شـده بـا ويـروس 

AAV2 ايـن. كننده فوليستاتين افزايش يافتـه اسـت حمل

ين نتايج نشان دهنده اين موضوع است كه حضور فوليسـتات 

در منجر به افزايش تمـايز سـلول  هـاي ميوبلاسـت جنينـي

ژن. است گوسفند شده ، Myo D هاي ميوژنين، افزايش بيان

Myf 5 ،p57 وp21 در سطح رونويسي مويد ايـن موضـوع

يــك تنظــيم كننــده Myo Dپــروتئين).5شــكل(اســت 

در نتيجه افزايش پـروتئين. مركزي در ماهيچه سازي است

ميـوژنين نيـز. افزايش تمايز سلولي را داشتتوان انتظار مي

هـاي ماهيچـه هاي شاخص در تمايز سـلول از تنظيم كننده

و. است فوليستاتين با افزايش بيان اين دو ژن تنظيم كننده

اي سـبب افـزايش تمـايز هـاي ماهيچـه مهم در تمايز سلول

مياي هاي ماهيچه سلول  افـزايش.دشو جنيني در گوسفند

Myo D زمـان بـا افـزايش بيـان ميـوژنين در فـازهمG1 

ادامـه).26(كنـد سلولي، علائم تمـايز سـلولي را ايجـاد مـي

ژن Myo Dافزايش بيان  و p21هاي منجر به افزايش بيان

p57 هم هاي تك هسته گردد كه در اين زمان لولهمي اي به

و لوله مي هاي چند هسته چسبيده ايـن).27(كنند اي ايجاد

هـاي كنـد كـه فوليسـتاتين تمـايز سـلول يـد مـي نتايج تاي
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و همكاران ...وهاي ميوژنيكو كنترل كننده بررسي چرخه سلولي، بيان ژن  محمود نظري

و بافت مجله 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(سلول 8

.كندميهــاي ميوژنيــك تنظــيم ميوبلاســت را بــا افــزايش بيــان ژن

)بدون آلودگي ويروسي(كنترل

) AAV-GFPآلودن شده با(كنترل منفي

 AAV-CFS-FLAGآلودن شده با

48 h 72 h 96 h 

)الف

)ب
و سپس96و48،72براي مدت) درصد سرم اسب2حاوي(هاي ميوبلاست جنيني در محيط كشت تمايز سلول) الف:4شكل ساعت كشت داده شده

با از سلول. ترانسفكت شده است AAV-CFS-FLAGبا ويروس  در. عنوان كنترل منفي استفاده شده استبه AAV-GFPهاي ترانسفكت شده
و گروه) رنگ قرمز(، گروه كنترل منفي)رنگ آبي(ميزان درصد ادغام هسته براي گروه كنترل)ب. اند ها با رنگ گيمسا رنگ آميزي شده نهايت سلول

از) رنگ سبز( AAV-CFS-FLAGترانسفكت شده با ويروس داري يك درصد ها در سطح معني داده. استساعت نشان داده شده96و48،72بعد
و دو ستاره نشان دهنده سطح معني و آناليز شدند .داري است نشان دهنده عدم معنيNSداري يك درصد
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و همكاران ...وهاي ميوژنيكو كنترل كننده بررسي چرخه سلولي، بيان ژن  محمود نظري

و بافت مجله 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(سلول 8

ژن:5شكل از در محيط كشت تمايز با استفاده p21و Myo D ،ActRIIB ،Myf 5 ،p57هاي ميوژنين، ميوستاتين، اثر ازدياد فوليستاتين بر بيان
و دو ستاره نشان ها در سطح معني داده. qPCRتكنيك ريل تايم مي دهنده سطح معني داري يك درصد آناليز شدند .باشد داري يك درصد

 گيري نتيجه

نتايج اين آزمايش براي اولين بار بيان شدن ژن فوليستاتين

هـاي گوسـفندي را ارائـه در سـلول AAV2توسط ويروس 

مي. دهد مي تـوان ژن فوليسـتاتين را بـا نتايج نشان داد كه

. هاي گوسفندي بيان كرد در سلول AAVكمك موفقيت به

مي يافته تواند بـا هاي اين آزمايش نشان داد كه فوليستاتين

در سـطح رونويسـي سـبب افــزايش p21كـاهش بيـان ژن 

ميبه. سفند شودتكثير سلول ميوبلاست در گو رسد كـه نظر

و توقف سيگنال مـرتبط  فوليستاتين با اتصال به ميوستاتين

 همچنـين،.دشـو با آن منجر به افزايش تكثيـر سـلولي مـي 

هـايژن(و ميـوژنين Myo Dفوليستاتين با افزايش بيـان

و مهم در تمايز سلول سـبب)اي هاي ماهيچـه تنظيم كننده

ما افزايش تمايز سـلول  اي جنينـي در گوسـفند هيچـه هـاي

نتايج حاصل از اين تحقيق حاكي از آن اسـت كـه. شود مي

هـاي تـرانس جهت توليـد سـلول AAVتوان از ويروس مي

.ژنيك گوسفند استفاده كرد
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Abstract 

Aim: The aim of this study was investigation of Follistatin gene over-expression effects on 
cell cycle, myogenic and growth factor genes expression of ovine primary myoblast (OPM) 
cells in lab that was done using AAV serotype 2 virus (rAAV2) carrying Follistatin (FST).  
Material and Methods: Obtained primary myoblasts cells from 60-day-old sheep fetuses 
were cultured in the growth and differentiation media. The optical density at 450 nm was 
measured as an indicator of proliferation in transfected cells with AAV serotype 2 (rAAV2) 
carrying Follistatin. Finally, Myogenic, Myo D, CDK2, Myf5, p57 and p21 genes expressions 
were measured using Real-Time qPCR. 
Results: The optical density (at 450 nm) was significantly increased in virus infected cells 
that shows Follistatin can increase proliferation. Follistatin proliferation significantly 
increased the expression of Akt1 and CDK2 genes and decreased the p21 expression gene 
under proliferation conditions. Real-Time results showed that the expression of myoincin, 
Myo D, Myf5, p57 and p21 genes increased under conditions of differentiation with Folistatin 
elevation. 
Conclusions: The results showed that proliferation of Follistatin increased the myoblast cells 
proliferation by p21 gene expressing and increasing the differentiation of myoblast cells by 
increasing the myogenic genes expression. 
 
Keywords: Real Time qPCR, Follistatin, myogenic genes, ovine primary myoblast 
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