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Abstract 
Objective: The aim of this study was optimization of the PolyFect gene delivery method 
of pcDNA3.1 expression vector transfected with the mouse pdx-1 gene in three different 
kinds of mesenchymal stem cells and Hepa cells as well as comparison of transfection 
efficiency leading to expression of the mentioned gene in the cell types used.
Materials and Methods: Rat bone marrow-derived mesenchymal stem cells, C57 mouse 
bone marrow-derived mesenchymal stem cells, human synovium derived mesenchymal 
stem cells and Hepa cells were used in this study. After culturing of the mentioned cells, 
mouse pdx-1 gene were transfected into them using the Qiagen PolyFect kit. 72 hours 
later, the cells were treated with anti-mouse Pdx-1 antibody and immunocytochemically 
analyzed using a fluorescent inverted microscope. Transfection conditions were opti-
mized in each of these cells by changing different lipofection parameters such as DNA 
concentration, PolyFect reagent concentration and cell density. 
Results: The results demonstrated that for transfection of these cells, the best concentra-
tions of DNA and PolyFect reagent are 400 ng/μL and 6000 ng/μL respectively. For maxi-
mum transfection efficiency, the best cell density in 12-well plates was 105 cells in Hepa 
cells, 1.3×105 cells in rat bone marrow-derived mesenchymal stem cells, 1.5×105 cells in 
human synovium-derived mesenchymal stem cells and 105 cells in C57 mouse bone mar-
row-derived mesenchymal stem cells. Under the mentioned optimized conditions, the maxi-
mum efficiency of transfection was determined to be 50% for Hepa cells, 40% for rat bone 
marrow-derived mesenchymal stem cells, 21% for human synovium-derived mesenchymal 
stem cells and 10% for C57 mouse bone marrow-derived mesenchymal stem cells.
Conclusion: These findings implicate that the most important factor extremely influenc-
ing transfection efficiency in mesenchymal stem cells is the cell derivation origin. Results 
of this study can be used in basic and clinical studies dealing with gene therapy in mes-
enchymal stem cells.
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مقدمه
تخريب  با  كه  است  مزمن  التهابى  بيمارى  يك   ،1 نوع  ديابت 
سلول هاى بتاى جزاير لانگراهانس همراه است (1). در حال حاضر راه 
مقابله با اين بيمارى كه در كودكان و جوانان مشاهده مى شود تزريق 
مرتب و پى درپى انسولين مى باشد كه خود داراى مشكلاتى مثل لزوم 
اين  دايمى  درمان  براى   .(2) مى باشد  خون  قند  پى درپى  اندازه گيرى 
از  يكى  كه  رفته  كار  به  مختلفى  روش هاى  اخير  سال هاى  در  بيمارى 
آنها پيوند جزاير لانگرهانس طبق پروتكل ادمونتون (Edmonton) از 
سال هاى  در  روش  اين  اگرچه   .(4  ،3) بيماراست  به  كننده  اهدا  فرد 
اين  ولى  است  بوده  مدنظر  مناسب  درمان  راه  يك  عنوان  به  گذشته 
روش معايب خاص خود را داراست كه از جمله مى توان به رد پيوند، 
كمبود اهدا كننده، تهاجمى بودن اين روش و پرهزينه بودن آن اشاره 
كرد (5) . با توجه به پتانسيل بالاى سلول هاى بنيادى در درمان طيف 
در  شده  ذكر  معايب  وجود  دليل  به  نيز  و   (6-9) بيمارى ها  از  وسيعى 
روش ادمونتون، در سال هاى اخير توجه ويژه اى به استفاده از سلول هاى 
بنيادى جنينى و سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان براى درمان 

بهينه سازى و مقايسه روش انتقال ژن با واسطه پلى فكت در سه نوع سلول بنيادى 
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چكيده 
* هدف: بهينه سازى و مقايسه روش انتقال سازه بياني pcDNA 3.1 حاوي ژن pdx-1 موشي به كمك پلى فكت در سه نوع سلول 

Hepa بنيادى مزانشيمى مختلف ونيز رده سلول هاى
* مواد و روش ها: در اين مطالعه از سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان رت، سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان 
موش C57، سلول هاى بنيادى مزانشيمى بافت سينوويوم زانوى انسان و نيز رده سلول هاى Hepa به عنوان رده اى استاندارد استفاده 
شد. پس از كشت سلول هاى مذكور ژن pdx-1 با استفاده از كيت پلى فكت كياژن، به سلول ها منتقل شد. بعد از گذشت 72 
ساعت از انتقال ژن، سلول ها توسط آنتى بادى ضد Pdx-1 و به كمك ميكروسكوپ فلورسنت مورد بررسى ايمونوسيتوشيمى 
قرار گرفتند. در طى تست هاى مختلف با تغيير متغيرهاى انتقال ژن هم چون تراكم سلولى، غلظت DNA و نيز غلظت پلى فكت در 

هر كدام از سلول ها، بهترين شرايط براى ترانسفكت شدن هر كدام از آنها تعيين شد. 
* يافته ها: نتايج اين مطالعه نشان داد كه براى كليه سلول هاى به كار رفته در اين تحقيق، بهترين غلظت DNA و پلى فكت 
براى حصول بيشترين بازده انتقال ژن به ترتيب 400 نانوگرم بر ميكروليتر و 6000 نانوگرم بر ميكروليتر مي باشد. بهترين تراكم 
سلولى براي اين منظور در پليت هاى 12 خانه اى و در سلول هاي هپاتوماي موشي 105 سلول، براي سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز 
استخوان رت 105×1/3 سلول، براي سلول هاي بنيادي مزانشيمي سينوويوم زانوي انسان 105×1/5 سلول و براي سلول هاي بنيادي 
مزانشيمي مغز استخوان موش C57 105 سلول تعيين شد. در بهترين شرايط ياد شده بيشترين بازده انتقال ژن pdx-1 در سلول هاي 
هپاتوماي موشي 50 درصد، سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان رت 40 درصد، سلول هاي بنيادي مزانشيمي سينوويوم زانوي 

انسان 21 درصد و در سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان موش C57 10 درصد به دست آمد.
بنيادى  سلول هاى  در  را  ژن  انتقال  بازده  كه  عاملي  مهم ترين  مى رسد  نظر  به  تحقيق،  اين  نتايج  به  توجه  با  نتيجه گيري:   *
مزانشيمى تحت تاثير قرار مي دهد، نوع سلول و يا به عبارتى منشأ جداسازى سلول مي باشد. يافته هاى اين مطالعه مى تواند راه گشاى 

مطالعات علوم پايه اى و نيز كلينيكى در زمينه ژن درمانى سلول هاى بنيادى مزانشيمى باشد.

pdx-1 كليدواژگان: سلول هاى بنيادى مزانشيمى، انتقال ژن، ژن *
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مقاله اصيل

به  ديابت  درمان  رويكرد،  اين  در  است.  گرفته  صورت  بيمارى  اين 
است  نظر  مد  انسولين  سازنده  سلول هاى  به  سلول ها  اين  تمايز  كمك 
(4، 5، 10). در اين راستا با توجه به لزوم پيوند آلوگرافت و در نتيجه 
امكان رد پيوند در مورد سلول هاى بنيادى جنينى، استفاده از سلول هاى 
بنيادى مزانشيمى بالغ به دليل امكان پيوند اتوگرافت كه خطر رد ايمنى 
را برطرف مى كند، بيشتر مورد توجه است (4، 11). به طور كلى جهت 
اول  روش  در  دارد.  وجود  اصلى  راهكار  دو  بنيادى  سلول هاى  تمايز 
تمايز به كمك به كارگيرى مواد القا كننده كه به محيط كشت سلول ها 
-Microen) اضافه مى شود القا مى شود. در اين روش با تغيير ريز محيط

كننده  القا  مواد  از  معينى  مقادير  توسط  سلول ها  اطراف   (vironment
مشخص، سعى مى گردد سلول ها به سمت خاصى متمايز گردند (12). 
در روش دوم كه به تمايز مستقيم (Direct Differentiation) معروف 
مسير  در  بنيادى  سلول هاى  ژنى،  مستقيم  دستكارى  از  استفاده  با  است 
تمايزى خاصى قرار مى گيرند. در چنين رويكردى، به طور معمول لازم 
به  سلول ها  تمايز  در  مهمى  نقش  جنينى،  تكامل  در  كه  ژن هايى  است 

سمتى خاص ايفا مى كنند، به سلول هاى بنيادى وارد گردند (13). 
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سلول هاى  به  ژن ها  انتقال  براى  مختلفي  روش هاي  كنون  تا 
ليپوفكشن،  به  مى توان  روش ها  اين  جمله  از  است.  رفته  كار  به  بنيادى 
استفاده  نوكلئوفكشن،  هسته،  انتقال  ميكرواينجكشن،  الكتروپوريشن، 
سيستم  به كارگيري  بر  مبتني  روش هاي  و  ويروسى  وكتورهاى  از 
همانندسازي نام برد كه هر كدام واجد مزايا و معايب مربوط به خود 
بوده است (14). هر كدام از اين روش ها در بازده انتقال، امكان پذيري، 
هزينه و زمان مورد نياز، دايمي يا موقتي بودن بيان ژن و ميزان سميت با 
يكديگر متفاوتند. اما متاسفانه به طور كلى بازده انتقال ژن در سلول هاى 
بنيادى و به ويژه سلول هاى بنيادى مزانشيمى پايين است (15). با توجه به 
اهميت اين مسأله در راستاى تمايز مستقيم سلول هاى بنيادى مزانشيمى 
به سلول هاى انسولين ساز، در تحقيق حاضر، از ژن pdx-1 براى بررسى 
انتقال ژن به انواعى از سلول هاى بنيادى مزانشيمى به همراه سلول هاى 
لاين Hepa (به عنوان يك لاين استاندارد و كنترل) استفاده شد. اندازه 
اينترون  يك  و  اگزون  دو  از  و  مى باشد  باز  كيلو   5/7 حدود  ژن  اين 
تشكيل شده است. طول اگزون يك 517 باز و طول اگزون دو، 770 
باز است. محصول اين ژن پلي پپتيدي با 284 اسيد آمينه است و در اين 
 DNA اتصال به (Domin) پروتئين ناحيه اي وجود دارد كه در واقع دُمين
مى باشد و نقش آن تنظيم نسخه برداري در روندهاي تمايزي مى باشد. 
 β سلول هاى  تمايز  پانكراس،  تكامل  در  مهمى  نقش  همچنين  ژن  اين 
پانكراس و حفظ اين سلول ها در حالت تمايز ايفا مى كند (21-16). در 
مطالعه حاضر با انتقال اين ژن در سه رده مختلف سلول هاى بنيادى و نيز 
سلول هاى Hepa، اين فرايند بهينه سازى شده و بازده انتقال و بيان ژن 

مذكور در سلول هاى ياد شده ارزيابى و مقايسه شده است. 

مواد و روش ها 
تهيه و كشت سلول ها

مسائل  كليه  آن  در  كه  است  تجربي  مطالعه  يك  حاضر،  مطالعه 
رعايت  ايران  پاستور  انستيتو  اخلاق  كميته  مصوبه  طبق  اخلاقي 
مغز  مزانشيمى  بنيادى  سلول هاى  از  مطالعه  اين  در  است.  شده 
موش  استخوان  مغز  مزانشيمى  بنيادى  سلول هاى  رت،  استخوان 
انسان  زانوى  سينوويوم  بافت  مزانشيمى  بنيادى  سلول هاى   ،C57
 (7)  - بود  گرديده  هويت  تعيين  و  جداسازى  ما  توسط  از  قبل  كه   -
محيط در  مذكور  سلول هاي  شد.  استفاده   Hepa سلول هاى  نيز  و 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium  (DMEM) حاوي 10 درصد 
پني سيلين ميلي ليتر  بر  واحد  و 100   Fetal Bovine Serum  (FBS)

استرپتومايسين  ميلي ليتر  بر  100ميكروگرم  و   (Sigma, USA)
درجه   37 (دماي  سلولي  كشت  عادي  شرايط  در   (Sigma, USA)
سلولى  كشت  فلاسك هاى  درون   (CO2 درصد  فشار 5  و  سانتي گراد 
تعداد  به  سلول ها  آنكه  از  پس  شدند.  داده  كشت  مربع  سانتي متر   25
كافى براى ليپوفكت كردن رسيدند، تريپسينه شده و پس از شمارش، 

به تعداد مورد نظر در پليت هاى 12 خانه اى كشت داده شدند.

pdx-1 انتقال سازه ژني
قبل  از  كه  pcDNA3.1-pdx-1ي -  ژنى  سازه  از  تحقيق  اين  در 
 cDNA سازه  اين  در   .(22) شد  استفاده   - بود  گرديده  تهيه  ما  توسط 
است.  شده  كلون   pcDNA3.1 پلاسميد  درون  موشى   pdx-1 ژن 
صورت  به  موشى   pdx-1 ژن  cDNAى  كه  است  توضيح  به  لازم 
پلاسميد  نيز  و   (InvitrogenR) PZL1 پلاسميد  در  شده  كلون 
(+)pcDNA3.1 (Invitrogen R) از بانك ژن نوتركيب ايران تهيه شد. 

براى انتقال سازه ژنى ذكر شده به سلول ها از روش ارائه شده در كيت 
كمك  به  نظر  مورد  ژن  روش  اين  در  شد.  استفاده   QIAGEN شركت 
يك نوع دندريمر به نام پلى فكت به سلول ها وارد مى گردد. يك روز بعد 
 pdx-1 از كشت سلول ها در پليت هاى 12 خانه اى، سازه ژنى حاوى ژن
موشى با استفاده از كيت پلى فكت كياژن و مطابق با دستورالعمل مورد 
اشاره در كيت مذكور به سلول ها ترانسفكت گرديد. خلاصه روش كار 
بدين صورت است كه ابتدا DNAى غليظ به كمك محيط DMEM فاقد 
سرم و آنتى بيوتيك به غلظت هاى مورد نظر رقيق گرديد. سپس غلظت هاى 
مختلف از DNA با غلظت هاى مختلف از پلى فكت با هم مخلوط شده تا 
غلظت بهينه به دست آيد (رجوع به بخش نتايج). مخلوط حاصل 8 دقيقه 
در دماى اتاق قرار داده شد تا كمپلكس (DNA و پلى فكت) تشكيل شود. 
سپس λ 250 محيط كامل(DMEM + 10 درصد سرم + L- گلوتامين) 
خارج  سلول ها  رويى  محيط  سپس  گرديد.  اضافه  مذكور  كمپلكس  به 
شست وشو   Phosphate Buffered Saline  (PBS) با  سلول ها  و 
كمپلكس  مخلوط  و  شده  افزوده  سلول ها  به  كامل  محيط  و  شد  داده 
و محيط كامل به سلول ها منتقل شد. پس از اين مرحله پليت هاى حاوى 
توجه  با  مى گرديد.  پايش  روزانه  و  گرفته  قرار  انكوباتور  در  سلول ها 
پليت  از  مرده  سلول هاى  رفته،  كار  به  سلول هاى  انواع  همه  در  اينكه  به 
بودن سلول ها زنده  درصد  سنجش  براى  كنده مى شدند،  سلولى  كشت 

سلولى  كشت  پليت  ته  به  چسبيده  سلول هاى  شمارش  از   (Viability)
استفاده شده و نسبت سلول هاى چسبيده به ته پليت به كل سلول ها به عنوان 
اين درصد در نظر گرفته شد. 3 روز بعد از انتقال ژن جهت ارزيابى بيان 
ژن pdx-1 در سلول هاي ترانسفكت شده، سلول ها توسط رنگ آميزى 

ايمنوسيتوشيمى با آنتى بادى مونوكلونال ضد Pdx-1 بررسى شدند.

بررسي بيان ژن pdx-1 در سلول هاي ترانسفكت شده
كمك  به  ايمونوسيتوشيمي  اختصاصي  تست هاي  از  منظور  اين  به 
آنتي بادي مونوكلونال ضد Pdx-1 نشان دار با رنگ فلورسنت فيكواريترين 
(Anti-h/m Pdx-1 Phycoerythrin Conjugated, R&D) كه بيان 
ژن مذكور را در سلول هاي تاييد مى كند، استفاده شد. روش كار بدين 
شده  خارج  سلول ها  محيط  ژن،  انتقال  از  بعد  روز  كه 3  است  صورت 
بافر  با  بار  يك  سلول ها  سپس  شدند.  شست وشو   PBS با  ها  سلول  و 
مى باشد،   NaN3 و  ساپونين  از  مخلوطى  كه   (Sigma, USA)  SAP
شست وشو داده شدند و آنگاه پس از خارج كردن بافر SAP به طور 
همراه 10  به  جديد   SAP بافر  ميكروليتر  سلول ها 200  روى  بر  مجدد 
پليت  سپس  شد.  ريخته   PDX-1 ضد  مونوكلونال  آنتى بادى  ميكروليتر 
حاوى سلول ها به مدت 30 تا 45 دقيقه در دماى اتاق و در تاريكى قرار 
گرفت و مجدد سلول ها با بافر SAP شست وشو داده شده و به آرامى 
بر روى آنها محيط كشت ريخته شد. بعد از انجام اين مراحل، سلول ها 
 (Filter Set= 15) Zeiss توسط ميكروسكوپ فلورسنت معكوس نوع

تصويربردارى شدند.

محاسبه درصد زنده بودن سلول ها
چسبيده  سلول هاى  شمارش  از  سلول ها  بودن  زنده  سنجش  براى 
اثر  در  كه  آنجايي  از  است.  شده  استفاده  سلولى  كشت  پليت  ته  به 
ترانسفكشن، سلول هاى مرده در همه انواع سلول هاى به كار رفته ظرف 
مدت 12-8 ساعت از ته پترى ديش كنده مى شوند، به راحتى مى شود 
دست  به  را  سلول ها  بودن  زنده  ميزان  چسيبده،  سلول هاى  شمارش  با 
آورد. در ضمن با توجه به اينكه سنجش بيان pdx-1، 72 ساعت پس از 

بهينه سازى و مقايسه روش انتقال ژن
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ترانسفكشن صورت مى پذيرفت، تا آن موقع همه سلول هاى مرده كنده 
و حذف شده بودند.

محاسبه بازده ترانسفكت شدن
سلول هاى  از  كدام  هر  در  شدن  ترانسفكت  بازده  محاسبه  جهت 
براى  و  پليت  سلول 5  هر  براى  كه  شد  عمل  بدين ترتيب  رفته،  كار  به 
هر پليت 5 زمينه تصادفى انتخاب گرديد. سپس با شمارش سلول هاى 
رنگ شده و رنگ نشده در هر زمينه، نسبت سلول هاى رنگ گرفته به 
كل سلول ها به عنوان بازده در هر زمينه در نظر گرفته شده و آن گاه در 
مورد هر سلول ميانگين 25 زمينه انتخاب شده به دست مى آمد كه به 

عنوان بازده ترانسفكشن در آن سلول محاسبه مى گرديد (23). 

يافته ها 
pdx-1 بهينه سازى انتقال ژن

به منظور حصول بيشترين بازده انتقال و بيان ژن و نيز بهينه سازى 
اين  در  رفته  كار  به  سلول هاى  به   pdx-1 ژن شدن  ترانسفكت  شرايط 
تراكم هاى  همچنين  و  پلى فكت   ،DNA مختلف  غلظت هاى  پژوهش، 
مختلف سلولى براى هر نوع سلول، استفاده شد. در هر آزمايش، حدود 
شد.  انتخاب  تصادفى  طور  به  سلول  نوع  هر  براى  خانه اى  پليت 12   5
شده  ترانسفكت  سلول هاى  تعداد  شمارش  از  شدن  ترانسفكت  بازده 

نسبت به كل سلول هاى به كار رفته براى انتقال ژن به دست آمد.

DNA غلظت
جهت بهينه سازى غلظت DNA، ميزان پلى فكت و نيز تعداد سلول ها 
ثابت و به ترتيب برابر 6000 نانوگرم بر ميكروليتر و 105 سلول در نظر 
بازده  بيشترين  است،  مشخص   1 نمودار  در  كه  طور  همان  شد.  گرفته 
ترانسفكت شدن در غلظت 400 نانوگرم بر ميكروليتر DNA به دست 
سلول هاى  براى  شدن  ترانسفكت  بازده  بيشترين  شرايط  اين  در  آمد. 
مغز  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاي  براى  درصد،   50 موشي،  هپاتوماي 
سينوويوم  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاي  براى  درصد،   37 رت  استخوان 
زانوي انسان 20 درصد و براى سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان 

موش C57 10 درصد به دست آمد. 

غلظت پلى فكت
تعداد  نيز  و   DNA ميزان  فكت،  پلى  غلظت  بهينه سازى  جهت 
سلول ها ثابت و به ترتيب برابر 400 نانوگرم بر ميكروليتر و 105 سلول 
در نظر گرفته شد. همان طور كه در نمودار 2 مشاهده مى شود، بيشترين 
بازده ترانسفكت شدن در غلظت 6000 نانوگرم بر ميكروليتر پلى فكت 
براى  شدن  ترانسفكت  بازده  بيشترين  شرايط  اين  در  آمد.  دست  به 
سلول هاى هپاتوماي موشي، 50 درصد، براى سلول هاي بنيادي مزانشيمي 
مغز استخوان رت 37 درصد، براى سلول هاي بنيادي مزانشيمي سينوويوم 
زانوي انسان 20 درصد و براى سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان 

موش C57 10 درصد به دست آمد. 

كديور و همكاران 

بر  نانوگرم  پلى فكت (6000  ميزان  با   DNA مختلف غلظت هاى  و  مختلف  سلول هاى  در  شدن  ترانسفكت  بازده  نمودار 1: 
ميكروليتر) و تعداد سلول (100000 سلول)  ثابت.

نانوگرم   400)  DNA ميزان  با  پلى فكت  مختلف  غلظت هاى  و  مختلف  سلول هاى  در  شدن  ترانسفكت  بازده   :2 نمودار 
برميكروليتر) و تعداد سلول (100000 سلول) ثابت.
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غلظت  و   DNA غلظت  در  گرفته  صورت  تست هاى  به  توجه  با 
غلظت  از  نسبت  بهترين  شد،  ذكر  بالا  بخش  دو  در  كه  پلى فكت 
ترانسفكت  بازده  درصد  بيشترين  كه   DNA غلظت  به  پلى فكت 
نمودار  در  كه  گونه  همان  مى باشد.   15 نسبت  باشد  داشته  را  شدن 
غلظت  به  پلى فكت  غلظت  بين  نسبت  كه  زمانى  مى شود،  مشاهده   3
يعنى  است؛  مقدار  بيشترين  ژن  انتقال  بازده  باشد،   15 برابر   DNA
براى سلول هاى هپاتوماي موشي 50 درصد، براى سلول هاي بنيادي 
بنيادي  سلول هاى  براى  درصد،   37 رت  استخوان  مغز  مزانشيمي 
سلول هاى  براى  و  درصد   20 انسان  زانوي  سينوويوم  مزانشيمي 
در  مى باشد.  درصد   10  C57 موش  استخوان  مغز  مزانشيمي  بنيادي 
علت  به   DNA غلظت  به  پلى فكت  غلظت  بين  نسبت  اين  از  انحراف 
ژن  بيان  و  انتقال  بازده  سلول ها،  بر  آن  تاثير  و  متغير  دو  نسبت  تغيير 

مى شود.  كم 
درصد زنده بودن سلول ها بعد از ترانسفكت شدن

مورد  شدن  ترانسفكت  براى  كه  پلى فكت  و   DNA متغير  دو 
نسبت  بهترين  در  و  بوده  سميت  داراى  خود  مى گيرد،  قرار  استفاده 
بودن  زنده  ميزان  مى شود.  سلول ها  مرگ  باعث  حدودى  تا  نيز 

گرفت.  قرار  بررسى  مورد  متغير  دو  مختلف  نسبت هاى  در  سلول ها 
دو  نسبت  بهترين  در  مى شود،  مشاهده   4 نمودار  در  كه  همان طور 
سلول ها  بودن  زنده  درصد   ،(15 (نسبت   DNA و  پلى فكت  متغير 
ثابت  ها  سلول  تعداد  نيز  تست  اين  در  مى باشد.  درصد   50 حدود 

بوده و 105 سلول مى باشد.

تراكم سلولى
در  پلى فكت،  و   DNA نسبت  شدن  بهترين  شدن  مشخص  با 
مورد  سلولى  مختلف  تراكم هاى  در  ترانسفكت  بازده  بعد  مرحله 
مى شود،  مشاهده   5 نمودار  در  كه  طور  همان  گرفت.  قرار  بررسى 
هپاتوماي  سلول هاى  براى  شدن  ترانسفكت  بازده  بيشترين 
بنيادي  سلول هاي  درصد،   50 برابر  سلول   105 تراكم  در  موشي 
سلول   1/3×105 سلولى  تراكم  در  رت  استخوان  مغز  مزانشيمي 
زانوي  سينوويوم  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاى  در  درصد،   40 برابر 
در  و  درصد،   21 برابر  سلول   1/5×105 سلولى  تراكم  در  انسان 
تراكم  در   C57 موش  استخوان  مغز  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاى 
 6 نمودار  در  شد.  حاصل  درصد   10 حدود  سلول   105 سلولى 
يكديگر  با  شدن  ترانسفكت  بازده  نظر  از  مختلف  سلول هاى 

شده اند. مقايسه 

بهينه سازى و مقايسه روش انتقال ژن

نمودار 3: درصد بازده ترانسفكت شدن در چهار سلول مختلف در نسبت هاى مختلف غلظت پلى فكت به غلظت DNA با 
تعداد سلول (100000 سلول) ثابت.

نمودار 4: درصد زنده ماندن سلول بعد از ترانسفكت شدن با توجه به نسبت غلظت پلى فكت به غلظت DNA با تعداد 
سلول ثابت (100000 سلول).
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كديور و همكاران 

بحث
مغز  مثل  گوناگونى  بافت هاى  از  مزانشيمى  بنيادى  سلول هاى 
جداسازى  قابل  اسكلتى  ماهيچه  و  سينوويوم  چربى،  بافت  استخوان، 
تمايز،  قابليت  كه  مى باشند  چندتوانى  سلول هاى  سلول ها،  اين  هستند. 
غضروف  چربى،  استخوان،  قبيل  از  همبندى  بافت هاى  از  شمارى  به 
ديگر  بافت هاى  سلول هاى  از  انواعى  به  تمايز  ظرفيت  نيز  و  ماهيچه  و 
 .(12  ،10) هستند  دارا  را  انسولين  كننده  توليد  سلول هاى  جمله  از 
در  پايه  مطالعات  انجام  جهت  بنيادي،  سلول هاي  ژنتيكي  دست كاري 
بيولوژي تكويني و نيز تحقيقات كاربردي در زمينه پزشكي ترميمي از 
ضروريات است. هدف از انتقال ژن به سلول هاي بنيادي بر حسب مورد 
مي تواند متفاوت باشد كه از آن جمله مي توان به القاي مستقيم تمايز، 
ژن درماني، اعطاي ويژگي منحصر به فرد در آنها و نيز استفاده از آنها 

به عنوان وكتورهاي حمل ژن نام برد.
تا كنون براى انتقال ژن به سلول هاى بنيادى از روش هاى مختلفى 
خود  به  مربوط  معايب  و  مزايا  واجد  كدام  هر  كه  است  شده  استفاده 
توجه  با  ژن  انتقال  غيرويروسى  روش هاى  ميان  اين  در  مى باشد (15). 
(كه  ترانس ژن  موقت  بيان  نيز  و  بيشتر   (Biosafety) زيستى  امنيت  به 
براى برخى از اهداف انتقال ژن از ضروريات است) از اهميت بالايى 
برخوردار است. متاسفانه مشكل موجود در مورد روش هاى غيرويروسى 

انتقال ژن، بازده كم اين روش ها مى باشد (15، 24). در مطالعه اى كه بر 
روى سلول هاى بنيادى مزانشيمى رت صورت پذيرفته، نشان داده شده 
 fuGENE و  افكتين  ليپوفكتامين،  كاتيونى  ليپيدهاى  ميان  از  كه  است 
به  را  ژن  بيان  و  انتقال  بازده  بيشترين  ليپوفكتامين  يعنى  اول  مورد   HD
ميزان حدود 20 درصد داشته است. همچنين در بين دندريمرهاى فعال 
مربوط  ژن  بيان  و  انتقال  بازده  بيشترين  پلى فكت،  و  سوپرفكت  شده 
مطالعه اى  در   .(25) است  بوده  درصد   16 حدود  بازده  با  پلى فكت  به 
پذيرفته،  صورت  انسان  مزانشيمى  بنيادى  سلول هاى  روى  بر  كه  ديگر 
نشان داده شده است كه ليپوفكتامين قادر است اين سلول ها را به ميزان 
50 درصد ترانسفكت نمايد (23). علت تفاوت بازده در اين مطالعات 
علاوه بر نوع سلول ها مى تواند شرايط متفاوت انتقال ژن در آنها باشد. با 
توجه به اهميت مساله انتقال ژن در سلول هاى بنيادى (14) و نيز اهميت 
روش هاى غيرويروسى انتقال ژن و در عين حال بازده پايين اين روش ها 
سلول هاى  به  ژن  انتقال  زمينه  در  كه   (25) كمى  بسيار  مطالعات  نيز  و 
بنيادى مزانشيمى توسط پلى فكت صورت گرفته است، در تحقيق حاضر 
شرايط  بهترين  روش،  اين  در  دخيل  متغيرهاى  تغيير  با  تا  شديم  آن  بر 
بنيادى  سلول  نوع  سه  در  پلى فكت  توسط   pdx-1 ژن  انتقال  براى  را 
مقايسه   Hepa سلول هاى  با  را  نتايج  و  كرده  بهينه  مختلف  مزانشيمى 
كنيم. ژن مورد استفاده در اين مطالعه، يعنى ژن pdx-1 در سطح وسيعى 

نمودار 5: بازده ترانسفكت شدن در سلول هاى مختلف و در تراكم هاى مختلف سلولى با غلظت ثابت پلى فكت (6000 نانوگرم 
بر ميكروليتر) و غلظت ثابت DNA (400 نانوگرم بر ميكروليتر).

نمودار 6: بازده ترانسفكت شدن در سلول هاى مختلف در بهترين شرايط از نظر تعداد سلول، غلظت پلى فكت (6000 
نانوگرم بر ميكروليتر) و  غلظت DNA (400 نانوگرم بر ميكروليتر). 
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رونويسى  فاكتور  يك  و  مى شود  بيان  پانكراس   β بالغ  سلول هاى  از 
همودمين است كه نقش بسيار مهمى به عنوان تنظيم كننده در تكامل 
سلول هاى اندوكرين پانكراس و نيز عملكرد سلول هاى بالغ β پانكراس 
 pax4 چندين ژن از جمله علاوه بر اين ژن،  دارد (21-16). هر چند 
دارند (18،  نقش  پانكراس   β سلول هاى  تمايز  در   mafA و   ،NuroD
 .(19) دارد  كليدى ترى  نقش   pdx-1 ژن  ميان  اين  در  ولى   ،(27  ،26
 DNA غلظت  سلولى،  تراكم  پارامتر  سه  كردن  بهينه  با  مطالعه  اين  در 
شديم،  موفق  رفته  كار  به  سلول هاى  انواع  همه  در  پلى فكت  غلظت  و 
بازده ترانسفكت شدن منجر به بيان ژن pdx-1 را در سلول هاى بنيادى 
مزانشيمى مشتق از مغز استخوان رت تا 40 درصد افزايش دهيم كه اين 
سلول ها  اين  در  پلى فكت  توسط  قبل  از  كه  مطالعه اى  به  نسبت  بازده 
اين  علت  داشت.  افزايش  درصد   24 حدود   (25) بود  گرفته  صورت 
افزايش بازده را مى توان در عواملى هم چون مناسب تر بودن پارامترهاى 
انتقال ژن و نيز تفاوت هاى زير جمعيتى احتمالى در سلول هاى استفاده 

شده جست وجو كرد.
با دقت در نمودارهاى 1، 2 و 3 مى توان چنين نتيجه گرفت كه در 
همه انواع سلول هاى به كار رفته، مهم ترين عاملى كه در بازده انتقال و 
بيان ژن pdx-1 با واسطه روش پلى فكت تاثير داشته است، نسبت هاى 
مناسب غلظت پلى  فكت به غلظت DNA بوده است. همان طور كه در 
نمودار 4 مشخص شده است در بهترين شرايط، يعنى زمانى كه نسبت 
ميزان پلى فكت به DNA برابر 15 باشد، ميزان بازده انتقال ژن و نيز ميزان 
نسبت هاى  در  است.  درصد  برابر50  و  اكثر  حد  سلول ها  ماندن  زنده 
دقيق  طور  به  امر  اين  علت  كه  است  بيشتر  سلولى  مرگ  ميزان  ديگر، 
مشخص نيست و براى روشن شدن آن به مطالعات تكميلى نياز است. 
سمى  حالتى  ماده  اين  پلى فكت  غلظت  افزايش  با  مى رسد  نظر  به  ولى 
براى سلول دارد. همين امر در مورد DNA نيز صدق مى كند كه شايد به 

دليل بالارفتن ميزان اندوتوكسين ها در غلظت هاى بالاى DNA باشد. با 
توجه به نمودار 5 مشخص شده است كه اثر تغيير تراكم سلولى بر بازده 
انتقال ژن با واسطه پلى فكت در در رده هاى مورد استفاده ناچيز است و 
در بهترين شرايط از نظر تراكم سلولى، اين بازده در سلول هاى بنيادى 
بنيادى  سلول هاى  در  و  درصد   3 حدود  رت  استخوان  مغز  مزانشيمى 

مزانشيمى سينوويوم زانوى انسان حدود 1 درصد افزايش يافته است. 

نتيجه گيرى 
مهم ترين  كه  مى رسد  نظر  به  حاضر  نتايج  به  توجه  با  مجموع  در   
عامل، نوع سلول مي باشد كه به شدت بازده انتقال ژن با واسطه روش 
مى دهد.  قرار  تاثير  تحت  مزانشيمى  بنيادى  سلول هاى  در  را  پلى فكت 
بنيادى  سلول هاى  فيزيولوژيك  تفاوت هاى  از  ناشى  مى تواند  امر  اين 
مزانشيمى جدا شده از گونه ها و يا بافت هاى مختلف باشد. روشن است 
كه كشف اين تفاوت ها و چگونگى تاثير آنها بر بازده انتقال ژن نياز به 
مى توان  تحقيق  اين  از  آمده  دست  به  نتايج  از  دارد.  تكميلى  مطالعات 
جهت افزايش بازده انتقال با واسطه روش پلى فكت ژن هاى مختلف و به 
ويژه ژن pdx-1 در سلول هاى بنيادى مزانشيمى به منظور دستورزى ژنى 
و يا تمايز مستقيم اين سلول ها به سلول هاى ديگر و به ويژه سلول هاى 

توليد كننده انسولين استفاده كرد.

تقدير و تشكر
انستيتو  در  تحقيق  اين   ،  396 شماره  تحقيقاتي  طرح  موجب  به 
از  تحقيق  اين  مولفان  شد.  انجام  بيوشيمى  گروه  در  و  ايران  پاستور 
پاستور  انستيتو  بيوشيمي  بخش  محترم  پرسنل  جانبه  همه  همكاري هاي 

نهايت تشكر را دارند. 

بهينه سازى و مقايسه روش انتقال ژن
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