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چکیده

بررسـی و تـاثیر   ) CMV(بیان ژن با پروموتر سایتومگالوویروس ویروسی و بیشدر این مطالعه کارایی روش انتقال ژن به روش لنتی: هدف
.استبیان ژن ارزیابی شدهژنتیکی بر بیشمسیرهاي اپیههاي مهارکنند)small molecules(مولکول کوچک

;green fluorescent protein(ویروس بیان کننده پروتئین فلورسنت سبز موشی با مقادیر مختلف لنتیESهاي سلول: هامواد و روش

GFP (کننده هاي بیانتراریخت شده و درصد سلولGFPماندگاري بیان . گیري شدبا روش فلوسایتومتري اندازهGFPمدت هشت روز در
-5هـاي  مولکـول ، تاثیر تیمار کوچـک )Pdx1(1فاکتور رونویسی پانکراسی و دئودنومی کننده ژنویروس بیانلنتیکمکبه. بررسی گردید
.بر سیستم بیانی ارزیابی شدBIX01294و AZA( ،DZNep-5(آزاسایتادین 

موجـب  20و Multiplicity of infection; MOI (10(سازي با استفاده از ضریب آلودهESهاي ویروسی ژن به سلولانتقال لنتی: نتایج
. گیـر داشـت  یافتـه در طـول هشـت روز کـاهش چشـم     حـال، بیـان ژن انتقـال   ایـن بـا . ها شددرصد این سلول90تراریخت شدن بیش از 

. برابـر افـزایش داد  5/2ویروسـی را  ، بیان ژن از سیستم لنتـی )permissive(تمایز هکننددر محیط کشت تسهیلAZA-5مولکول کوچک
برابـري بیـان ژن   9/5و 5/26ترتیـب  کننده تمایز موجب افزایش بهو تسهیل) pluripotency(ي پر توانی هادر محیطDZNepهمچنین 

.افزایش یافتDZNepداخلی خود سلول نیز در تیمار با Pdx1بیان ژن . شد

شـی اسـت، امـا ایـن روش     موESهـاي  روشی کارآمد براي انتقال ژن به سلول،10بیش از MOIویروسی ژن با انتقال لنتی:گیرينتیجه
موجب فعال شدن ایـن سیسـتم   DZNepتیمار با . شودموجب خاموش شدن بیان ژن در درازمدت میCMVهمراه استفاده از پروموتر به

.هاي سلول نیز همراه باشدتواند با تاثیراتی بر بیان سایر ژناما می.شودبیانی می

ناقل ژنتیکیویروس، بنیادي جنینی، لنتیهايولسایتومگالوویروس، سلژن، ترانس: واژگان کلیدي
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مقدمه

ــلول ــی  س ــادي جنین ــاي بنی از ) Embryonic Stem, ES(ه
ــی ــوانی ویژگ ــاي پرت ــوزایی و خــود) Pluripotency(ه -Self(ن

renewal (اند تا این ها باعث شدههمین ویژگی. برخوردار هستند
هـاي  نواع سـلول عنوان منبعی تجدیدپذیر براي تولید اها بهسلول

هـم بـراي   ESهـاي  تمایز سلولهمطالع. شمار بروندسوماتیک به
منظـور  هـاي سـلولی و هـم بـه    هـاي لازم در درمـان  مین سلولات

سـازي آزمایشـگاهی   هـاي تمـایز سـلولی و شـبیه    یندآمطالعه فر
کـاري ژنتیکـی   دسـت . )1(شرایط تکـوینی حـائز اهمیـت اسـت     

م مطالعـات ژنتیکـی روي   روشی مفید بـراي انجـا  ESهاي سلول
بـراي ایـن منظـور،    . )2(هـا اسـت   فرایندهاي تمایزي این سـلول 

کاري ژنتیکی و بررسی کـارکرد عناصـر و   هاي دستروشهتوسع
تـاکنون  . امري ضروري اسـت ESهاي ابزارهاي مربوطه در سلول

کـار رفتـه   بهESهاي هاي مختلفی براي انتقال ژن به سلولروش
ــا  ــه از آن میـ ــت، کـ ــیاسـ ــن  ن مـ ــه الکتروپوریشـ ــوان بـ تـ

)Electroporation ()3 (نوکلئوفکشـــن )4وNucleofection (
در این . اشاره کرد)8و Lipofection ()7(و لیپوفکشن )6و 5(

، سمیت )10و9(هایی از نظر میزان انتقال ژن ها محدودیتروش
مشــاهده )6و 5(مــدت ژن و بیــان کوتــاه )11و4(ســلولی 

هـاي  هاي انتقال ژن به سلولمدترین روشآی از کاریک. استشده
ایـن  . )12،13(ویروسـی اسـت   هاي لنتیجانوري استفاده از ناقل

هاي جانوري کارایی بـالایی  در انتقال ژن به سلولها معمولاناقل
ویروسی با واردکـردن ژن بـه ژنـوم    هاي لنتیعلاوه، ناقلبه.دارند

پـیش از  . )12(شوند دت آن متوانند موجب بیان درازسلول، می
ESهـاي  ویروسی براي انتقال ژن به سلولهاي لنتیاین نیز ناقل

.)15و 14(اند کار گرفته شدهبا موفقیت به

گذشته از انتقال کارآمد ژن به سلول، استفاده از عناصر تنظیمـی  
. ثري از بیان ژن ضروري اسـت ومیزان ممناسب براي دستیابی به

اي در بیان ترین عنصر تنظیمی، تاثیر عمدهان مهمعنوپروموتر، به
چند پروموتر شناخته شده که فعالیت مناسبی در اعمدت. ژن دارد

هاي جانوري تعبیه شـده و بـراي   اکثر انواع سلولی دارند، در ناقل
برخـی  . رونـد کـار مـی  هـا بـه  ژن) overexpression(بیـان  بیش

از حیـث فعالیـت در   اند کـه ایـن پروموترهـا   دادهمطالعات نشان
هیکی از دلایل شـناخته شـد  . )15و 9(متفاوتند ESهاي سلول

 ـESهاي یافته به سلولهاي انتقالخاموش شدن بیان ژن ثیر ا، ت
وسـاز . )17و 16(ها اسـت  ژنتیکی بر پروموتر این ژنعوامل اپی

اند که مسـئول  شدهشناختهESژنتیکی متعددي در کارهاي اپی

هـاي تمـایزي و در نتیجـه حفـظ شـرایط      داشتن ژنخاموش نگه
تواننـد بعضـی از   این سـازوکارها مـی  . )19و 18(پرتوانی هستند 

روند شناسایی و کار میها بهبیان ژنپروموترهایی را که براي بیش
کـاري ژنتیکـی   همین دلیل است که براي دستبه. غیرفعال کنند

ایی هر سیستم بیانی بیان ژن، بررسی کارموثر و دستیابی به بیش
یکـی از  . بیـان حـائز اهمیـت اسـت    سـازي شـرایط بـیش   و بهینه

ژنتیکـی اسـتفاده از   ینـدهاي اپـی  آکـاري فر هایی که دسـت روش
ها مولکولکوچک . است) small molecules(ها مولکولکوچک 
اي از مواد با وزن مولکولی پایین است که کلی براي دستهعنوانی

. ی از غشا سلولی عبور کرده و وارد سلول شـوند راحتتوانند بهمی
هـاي سـلول   بـا مهـار فعالیـت پـروتئین    اهـا عمـدت  این مولکـول 

کوچـک . )20(دهنـد  هاي سلولی را تحت تاثیر قرار مـی سازوکار
ژنیکـی، ماننـد   اپـی هايهایی که باعث مهار فعالیت آنزیممولکول

ــا نو استیلاســیون و متیلاســیون هیســتوDNAمتیلاســیون  ه
هــاي ینــدآکــاري ایــن فرشــوند ابــزاري بــالقوه بــراي دســتمــی
روند شمار میها بهتغییر در بیان ژنيزنتیکی و در نتیجه القااپی

-5(آزاســایتادین -5مولکــول بــراي نمونــه، کوچــک. )22و 21(

AZA (ي هابا مهار آنزیمDNAفـراز، مـانع فراینـد    متیل ترانس
مولکـول  همچنـین کوچـک  . )23(شـود  مـی DNAمتیله شدن 
BIX01294)BIX (ترانسفرازهاي هیستون متیلهکه مهارکنند

از 9اســـت، متیلاســـیون لایـــزین G9a-likeو G9aهخـــانواد
PRC1بــا فعالیــت ارا کــه عمــدت) H3K9me2(هیســتون ســه 

)Polycomb Repressive Complex ــاط اســت،) 1 در ارتب
-3(Aپلانوسین آزاندي-3کوچک مولکول . )24(دهد کاهش می

Deazaneplanocin Aــا ــت  ) DZNepی ــده فعالی مهارکنن
اسـت  Ezh2ترانسفرازي با گرایش اختصاصـی بـه   هیستون متیل

ترانسفرازي است کـه  هیستون متیلEzh2پرروتئین . )26و 25(
) H3K27me3(از هیسـتون سـه   27باعث متیلاسـیون لایـزین   

PRC2)Polycombاصـــلی يشـــود و یکـــی از اجـــزامـــی

Repressive Complex . )26(رود شمار میبه) 2

ویـروس موردنیـاز بـراي    در این مطالعه پس از تعیین میزان لنتی
بیـان ژن  ، پایـداري بـیش  ESهـاي  انتقال کارآمـد ژن بـه سـلول   

طـی مـدت هشـت روز بررسـی     ) اگـزوژن (یافتـه  خارجی انتقـال 
ژنتیکی یکارهاي اپودر ادامه این فرضیه که مهار ساز. استشده

توانـد منجـر بـه افـزایش فعالیـت سیسـتم بیـانی        میESسلول 
گرفتـه  شود، مورد آزمـایش قـرار  CMVویروسی با پروموتر لنتی
تراریخـت بـا کوچـک   ESهـاي  بـراي ایـن منظـور سـلول    . است

ژنتیکـی کـه منجـر بـه     سـه مسـیر اپـی   ههاي مهارکننـد مولکول
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هیسـتون سـه   از27و 9هاي لایـزین  و ریشهDNAمتیلاسیون 
)H3K9me3 وH3K27me3 (شوند، تیمار شده و در نهایت می

تاثیر ایـن تیمارهـا بـر بیـان اگـزوژن و ژن داخلـی خـود سـلول         
. بررسی شده است) اندوژن(

هامواد و روش

به Royan B20موشی رده ESهاي کشت سلول:کشت سلول
. صـورت گرفـت  )28و 27(روشی که قبلا شرح داده شده اسـت  

شده بـا  دادهها در ظروف کشت پوششطور مختصر، این سلولهب
) DMEM/F12)Life technologiesژلاتین در محیط کشـت  

ــاوي  ــرم   15ح ــایگزین س ــد ج Knock-out serum(درص

replacement ،Life technologies( غلظــت ،X1 ــوط از مخل
، None-essential amino acids(اسیدهاي آمینه غیرضـروري  

Life technologies( ،2ــی ــولار المیل ــامین -م Life(گلوت

technologies( ،10لیتر عامل مهارکننده لوسمی واحد در میلی
)LIF ()29( ــد ــار کننـ ــولی  هو دو مهـ ــک مولکـ )R2i(کوچـ

SB431542)10میکرومولار ( وPD404182)یک میکرومولار (
گـراد بـا   درجـه سـانتی  37ها در دمـاي  سلول. شدنددادهکشت

ها هر محیط کشت. داري شدندنگهCO2اي حاوي پنج درصد هو
روش هـا در فواصـل دو روزه و بـه   روز تعویض شد و پاساژ سـلول 

) EDTA)Life technologiesمعمول بـا محلـول تریپسـین و    
.انجام شد

ژنتیکـی  هـاي مهـارگر اپـی   ها با کوچک مولکولبراي تیمار سلول
ها بر مولکولاثیر کوچکمنظور تعیین دوز کشنده یا سنجش تبه

سـلول در هـر   2× 104بـا تـراکم   ESهاي بیان ژن، ابتدا سلول
داده شده با ژلاتین کشت شدند متر مربع در ظروف پوششسانتی

کوچـک  از و پس از یک روز محیط کشت با محیط حـاوي یکـی  
DZNep، کوچک مولکول )Sigma(آزاسایتادین -5هاي مولکول

)Sigma ( یاBIX)Sigma( کوچـک  هـاي  غلظـت . تعویض شـد
کار رفته در هـر آزمـایش در قسـمت نتـایج ذکـر      هاي بهمولکول

ها براي مدت سه روز، با تعویض محـیط روزانـه،   سلول. استشده
.داري شدندمولکول نگهدر محیط کشت حاوي کوچک

در ) LentiX-293T)Clonetechو HT1080هاي کشت سلول
درصـد سـرم   10حاوي ) DMEM)Life technologiesمحیط 

ــین گــاوي  ــوط X1، غلظــت )Life technologies(جن از مخل
ــروري    ــه غیرضـ ــیدهاي آمینـ Life technologies( ،2(اسـ

.انجام شد) Life technologies(گلوتامین -مولار المیلی

ویروسـی  هاي ژنـی لنتـی  سازههبراي تهی:هاي ژنیتولید سازه
pLenti6.3-Pdx1 ژن دکننــدهک، تــوالیPdx1 موشــی پــس از

-pENTRروش سنتزي تولیـد و در ناقـل   سازي کدونی، بهبهینه

Gatewayسپس این ژن بـا روش  ). Gene Arts(کلون شد 21

)Life technologies (ناقلبهpLenti6.3/TO/DEST منتقل
نیـز  pLenti6.3-GFPهبـراي تولیـد سـاز   ). Gene Arts(شـد 

ناقـل از GFPکـه تـوالی   مشابه بـالا عمـل شـد بـا ایـن تفـاوت       
pEGFP-N1هـاي نهـایی بـا    در انتها صـحت سـازه  . جدا گردید

ویـروس  هاي کمکی تولیـد لنتـی  پلاسمید. تعیین توالی تایید شد
خریـداري  Addgeneاز pMD2.Gو pMDLg ،pRSVشامل 
. شدند

ویروسی مطابق بـا دسـتور   براي تولید ذرات لنتی:تولید ویروس
طـور خلاصـه،   عمـل شـد، بـه   Life technologiesکار شـرکت  

شده بـا  دادهدر ظروف کشت پوششLentiX-293Tهاي سلول
متـري  ژلاتین به تعداد پنج میلیون سلول در هر ظرف ده سـانتی 

، pMDLg(ســپس ســه پلاســمید کمکــی  . کشــت داده شــدند
pRSV وpMD2.G (ویروســـی همـــراه پلاســـمید لنتـــیبـــه

)pLenti6.3-Pdx1 یـــاpLenti6.3-GFP( هـــر کـــدام ســـه ،
) Lipofectamin)Life technologiesمیکروگرم، با استفاده از 

هــاي و بــا روش ارائــه شــده در دســتور کــار شــرکت، بــه ســلول
LentiX-293Tمحیط حاوي ویروس در روزهـاي  . انتقال یافتند

ویروسی با آوري و ذرات لنتیدوم و سوم پس از ترانسفکشن جمع
. مدت دو ساعت، از محیط جدا شدندبهg20000سانتریفیوژ در 

فاقـد سـرم   DMEM/F12ویروسی در محیط کشت رسوب لنتی
گـراد  درجـه سـانتی  -80حل شدند و تا زمان مصـرف در دمـاي   

.داري شدندنگه

گیـري  بـراي انـدازه  :سازي ویروسیگیري تیتر و آلودهاندازه
سـلول در  20000به تعداد HT1080هاي ها، سلولتیتر ویروس

پـس از یـک روز   . اي کشت شـدند خانهچاهک از ظروف ششهر
لیتـر از  میکروگرم در میلی2همراه هاي مختلف از ویروس بهرقت
18ها براي مـدت  سلول. ها اضافه شدبه سلول) Sigma(برن پلی
شـبانه روز در  ساعت در معرض ویروس و سپس براي یک20تا 

ها براي مدت دامه سلولدر ا. گرفتندبیوتیک قرارمحیط فاقد آنتی
لیتـر  میکروگرم در میلـی 5روز در محیط کشت حاوي 14تا 12

آمیزي در نهایت با رنگ. داري شدندنگه) Sigma(بلاستوسیدین 
بوتیکی مشـخص و  مانده از تیمار آنتیهاي برجايبلو کلونیمتیلن

تیتر ویروس فعال در واحد حجم با درنظر گرفتن . شمارش شدند
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) transduction unit(، بر حسب واحد ترانسداکشن تقضریب ر
. لیتر  محاسبه شددر میلی

، ابتـدا مقـدار مـورد نیـاز از     ESهـاي  براي آلـوده سـازي سـلول   
هـا  سوسپانسیون ویروسی بر حسب تیتر ویروس و تعـداد سـلول  

سـلول در یـک   2× 105ازاي هر به این ترتیب که به. تعیین شد
ســـازي یـــاي ضـــریب آلـــودهمتـــري، بـــراســـانتی3ظـــرف 

MOI)Multiplicity of infection  (1 ،5 ،10 ترتیـب  به20و
واحد ترانسداکشن از ذرات 4× 106و 2× 106، 106، 2× 105
پس از اضـافه کـردن محلـول حـاوي     . ویروسی استفاده شدلنتی

برن و حاوي پلیESویروس، به همان حجم محیط کشت سلول 
بـا  . شـد ها ریختـه ت دو برابر از همه محتویات، روي سلولبا غلظ

هــا در محــیط کشــت کــه ویــروسایـن روش، بــا توجــه بــه ایــن 
DMEM/F12بودند، محـیط نهـایی کـاملا مطـابق بـا      حل شده

ساعت 14تا 12بعد از . بودESهاي محیط کشت معمولی سلول
.بیوتیک تعویض شدمحیط کشت با محیط فاقد آنتی

بـراي بررسـی و   :روسـکوپی و فلوسـایتومتري  بررسی میک
صورت زنـده و در محـیط   ها بهبرداري میکروسکوپی سلولعکس

ــدل   ــا میکروســکوپ فلورســنت م ) DP72)Olympusکشــت ب
بـراي بررسـی فلوسـایتومتري    . بـرداري شـدند  مشاهده و عکـس 

رسـوب  . ها با تریپسـین جـدا و سـپس سـانتریفیوژ شـدند     سلول
دو بـار  ) D-PBS(فات بـدون کلسـیم   سلولی با بـافر نمکـی فس ـ  

توسط دسـتگاه  D-PBSدر نهایت سوپ سلولی در . شستشو شد
) BD FACS Calibur)BD  Biosciencesفلوسایتومتر مـدل  

Flowing Softwareافزار بررسی و نتایج با نرم 2.5.1)Turku

Centre for Biotechnology (تجزیه و تحلیل شدند  .

بـراي  : real time RT-PCRبـه روش  گیري بیان ژن اندازه
و طبـق  ) RNeasy Micro)Qiagenاز کیـت  RNAجداسازي 

دسـت  بهRNAکیفیت و کمیت . دستورالعمل کیت استفاده شد
آمده با الکتروفـورز بـر روي ژل آگـاروز و اسـپکتروفوتومتري در     

با cDNAساخت . نانومتر ارزیابی شد280و 260هاي طول موج
RevertAidTM H Minus M-Mulvاســتفاده از کیـــت  

)Thermo Scientifics (    مطابق با دسـتورالعمل مربوطـه انجـام
Rotor Geneدر دستگاه realtime PCRواکنش. گرفت 6000

)Corbett Life Science (   و با استفاده از مخلـوط آمـادهPCR

برنامه واکنش شامل این . انجام شد) Takara(حاوي سایبرگرین 
گــراد بــراي درجــه ســانتی95دقیقــه دمــاي پــنج: مراحــل بــود

95چرخه شامل سـی ثانیـه   چهل چرخه، هر،دناتوراسیون اولیه
72ثانیـه  30گـراد،  درجه سانتی60ثانیه 30گراد، درجه سانتی
گیـري دمـاي ذوب   گراد و خوانش فلورسنت؛ انـدازه درجه سانتی

گـراد انجـام   درجـه سـانتی  65تـا  95محصول بـا شـیب دمـایی    
هـا در  کـدام از ژن کار رفته براي هـر توالی پرایمرهاي به. فتپذیر

، بـر  Ct∆∆هـا بـا روش   بیـان ژن . اسـت شدهداده نشان 1جدول 
) GAPDH(فسفات دهیدروژناز -3اساس بیان ژن گلیسرآلدهید 

.محاسبه شد) ESسلول (نرمال شد و نسبت به نمونه شاهد 

ا از آنالیز واریـانس  هبراي مقایسه آماري داده:آنالیزهاي آماري
)ANOVA ( استفاده و مقادیرp  دار تلقـی  معنـی 05/0کمتـر از

GraphPad Prismافـزار  محاسـبه توسـط نـرم   . شدند انجـام  3
. گرفت

qRT-PCRها با کار رفته براي بررسی بیان ژنتوالی پرایمرهاي به: 1جدول

Gene Symbol Primer Sequence

Gapdh
F: 5’-CAACTCCCACTCTTCCACTT-3’
R: 5’-GCAGCGAACTTTATTGATGGTA-3’

WPRE
F: 5’-CGTTGTCAGGCAACGTG-3’
R: 5’-CTGACAGGTGGTGGCAAT-3’

Pdx1 (endogenous) F: 5’-CCTGGAAGAGCCCAACCGC-3’
R: 5’-TCCGCTGTGTAAGCACCTCCT-3’

نتایج

ESهاي تعیین مقدار ویروس براي انتقال موثر ژن به سلول

موشی
از ESویـروس و سـلول   راي تعیین نسبت مناسب از ذرات لنتیب

. اسـتفاده شـد  ) GFP)pLenti6.3-GFPویروس حاوي ژن لنتی

عنوان به(صفر MOIموشی با نسبت ESسلول 5/2×105تعداد 
هـا پـس از دو روز   سـلول . انجام شـد 20و 10، یک، پنج، )شاهد

در GFPیـان  در تصاویر میکروسکپ فلورسـنت  ب . ارزیابی شدند
بودنـد،  بیشـتر آلـوده شـده   MOIهایی که با ویژه آنها، بهسلول

بررسی کمی با فلوسایتومتري نشان ). الف، 1شکل (دیده می شد 
صورت 10و 20هاي MOIداد که بیشترین مقدار انتقال ژن در 
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هـا  درصـد سـلول  90در بـیش از  GFPگیرد و منجر به بیان می
را بیـان  GFPهـا  درصد از سـلول 80پنج نیز MOIدر . شودمی
درصد 15یک، کمتر از MOIاین در حالی است که با . کردندمی

این نتایج در ). ب، 1شکل (دادند را نشان میGFPها بیان سلول

بالاتر از ده منجـر بـه انتقـال مـوثر و     MOIداد که مجموع نشان
امـه و  رو در اداز این. شودموشی میESهاي کارآمد ژن به سلول
هـاي  براي انتقال ژن به سلولMOI10از هابراي سایر آزمایش

ESاستفاده شد.

) ردیـف پـایین  (و فلورسـنت  ) ردیـف بـالا  (تصاویر میکروسکوپی فازکنتراسـت  ) الف. موشیESهاي سازي ویروسی سلولبراي آلودهMOIتعیین : 1شکل
صفر که هـیچ ویروسـی دریافـت    MOIنمونه . دهندنشان میGFPویروس بیان کننده مختلف از لنتیرا دو روز بعد از انتقال ژن با مقادیر ESهاي سلول
. بـا اسـتفاده از فلوسـایتومتري   MOIدر مقـادیر مختلـف   GFPکننده هاي بیانبررسی کمی میزان سلول) ب. داده شده استعنوان شاهد نشان، بهنکرده
.استان شاهد به کار رفتهعنوبه) با زمینه خاکستري(صفر MOIنمونه 

بیان ژنبررسی پایداري بیش
بیان ژن با اسـتفاده از سیسـتم بیـانی    براي بررسی پایداري بیش

شـده بـا   هـاي تراریخـت  ، سـلول CMVویروسی بـا پرمـوتر   لنتی
، پس از گذشت دو، چهار، شش و pLenti6.3-GFPویروس لنتی

ایــن کــار بــراي . هشــت روز از زمــان انتقــال ژن بررســی شــدند
هاي جداگانه بـا فواصـل دو روزه و   موشی در گروهESهاي سلول
MOI ویـروس  با لنتی10برابرpLenti6.3-GFP  آلـوده شـدند .

با فلوسـایتومتري  GFPهاي بیان کنده بررسی کمی تعداد سلول
. سازي ویروسی انجام شدپس از گذشت هشت روز از اولین آلوده

ها تکثیر داشته و هـر دو  گروههمها در هدر طول این مدت سلول
ــک ــار پاســاژ دادهروز ی ــان  . شــدندب ــایج بررســی بی ــا GFPنت ب

فلوسایتومتري نشان داد که بیـان ایـن ژن بـه مـرور زمـان طـی       
کـه درصـد   در حـالی ). 2شکل (یابد پاساژهاي متوالی کاهش می

در روز دوم مشابه با آزمایشات تعیین GFPکننده هاي بیانسلول
MOIبـه ایـن ترتیـب هرچنـد سیسـتم      . درصد بود90ش از ، بی

ویروسی قابلیـت بیـان   و ناقل لنتیCMVبیانی مبتنی بر پرموتر 
موشی را دارد، اما این بیان به مـرور دچـار   ESهاي ژن در سلول

. شودمیکاهش 

هــاي هــاي مهارکننــده مســیرمولکــولتــاثیر کوچــک 
بیان ژنژنتیکی بر بیشاپی

طـور  ژنتیکـی کـه بـه   ترین ساز و کارهـاي اپـی  سه مورد از عمده
توانند موجب مهـار  فعال هستند و میESهاي گسترده در سلول
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متیلاسـیون  ، تـري )DNA)30شـوند، متیلاسـیون   بیان اگزوژن
ــزین  ــه  27لایـ ــتون سـ و )32و H3K27me3 ()31(از هیسـ

و H3K9me2 ()18(از هیسـتون سـه   9متیلاسیون لایزین دي
هـا  در ادامه براي مطالعه نقش احتمالی این مکانیزم. هستند)33

CMVویروسی با پروموتور در غیرفعال شدن سیستم بیانی لنتی

ها براي فعال کردن دوباره این برداري از مهار این مسیرو نیز بهره
. مولکـولی اسـتفاده شـد   هاي کوچک کنندهسیستم بیانی، از مهار

براي ) AZA-5(زاسایتادین آ-5مولکول براي این منظور، کوچک 
عنـوان  بهDZNepفراز، کوچک مولکول متیل ترانسDNAمهار 

) BIX)BIX01294مولکــول و کوچــک H3K27me3مهـارگر  
ابتـدا بـراي   . شـدند کـار گرفتـه   بـه H3K9me2عنوان مهارگر به

هـا،  مولکـول تعیین حداکثر غلظت قابل استفاده از ایـن کوچـک   
مختلـف از کوچـک   ر چهار غلظتموشی در حضوESهاي سلول

بررسی کشندگی . ها براي مدت سه روز کشت داده شدندمولکول
صورت کیفـی و بـا مشـاهده میکروسـکوپی،     ها بهمولکولکوچک 

صورت گرفـت  ESهاي هاي طبیعی سلولبرمبناي تشکیل کلونی
اکثـر غلظتـی کـه تکثیـر و     نتایج نشان دادند که حـد ). 3شکل (

کنـد بـراي هریـک از    را مختـل نمـی  ESعی تشکیل کلونی طبی
ــول  ــک مولک ــاي کوچ ــهDZNepو AZA ،BIX-5ه ــبب ترتی

هـا بـراي  میکرومولار است، بنابراین از همین غلظـت 5و 1، 1/0
.هاي بعدي استفاده شدآزمایش

در MOI10هـا در فواصـل دو روزه بـا    جـدا از سـلول  هـاي گروه. ESویروسی به سلول پس از انتقال لنتیCMVبا پروموتر GFPپایداري بیان : 2شکل 
هـاي  هـایی کـه روز  گـروه . سازي با فلوسایتومتري بررسی شـدند گرفتند و پس از گذشت هشت روز از اولین آلودهقرارpLenti-GFPویروس معرض لنتی

.دارندGFPهاي بیان کننده اند درصد کمتري از سلولبیشتري پس از انتقال ژن سپري کرده

هـاي مختلفـی از کوچـک    هـا در حضـور غلظـت   سلول. موشیESهاي روي سلولDZNepو AZA ،BIX-5هاي ارزیابی سمیت کوچک مولکول: 3شکل 
بـا  ESهـاي  ویژه حضور چند نمونه از کلـونی به. هاي مختلف مشهود استها در غلظتتفاوت میزان بقاي سلول. ها براي مدت سه روز کشت شدندمولکول

، AZA-5هـاي  مولکـول هاي قابل استفاده براي کوچک با مورفولوژي طبیعی، بیشترین غلظتESهاي بر مبناي تشکیل کلونی. ش نشان داده شده استفل
BIX وDZNepمیکرومولار تعیین شد5و 1، 1/0ترتیب به.
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ژنتیکی موردبررسی، مسـئول کار اپیوکه سه سازبا توجه به این
ESهـاي تمـایزي در سـلول    شـتن بسـیاري از ژن  داغیرفعال نگه

طریق به حفظ شرایط بنیـادینگی سـلول کمـک    هستند و از این
تمـایز در  يتواند منجر به القـا ارها میکوکنند، مهار این سازمی

از آنجا که هدف این مطالعه نیز دستیابی به ساز. شودESسلول 
تمـایز  يمنظور القابهESها در سلول بیان ژنکاري براي بیشو

بیـان  مولکـولی بـر بـیش   ثیر مهارگرهاي کوچکابود، در ادامه، ت
Pdx1بـراي  . عنوان یک ژن تمایزي، مورد بررسـی قرارگرفـت  ، به

-pLentiموشـی تراریخـت شـده بـا     ESهـاي  این منظور سلول

Pdx1ها در معرض هرکدام از کوچـک  براي مدت سه روز سلول
و ) R2iو LIFحـاوي  (یط کشت پرتـوانی  ها و در دو محلکولمو

بررسی بیان . قرار گرفتند) R2iو LIFفاقد (تسهیل کننده تمایز 
Pdx1توالی ههاي ویژاگزوژن با استفاده از پرایمرWPRE نشان

DZNepداد که در محیط پرتوانی، بیان اگزوژن تنهـا درحضـور   

مـار نشـده   برابري در مقایسه با نمونه تی5/26دار و افزایش معنی
تمـایز نیـز   هکننددر محیط تسهیل). الف، 4شکل (دهد نشان می
5/2و 9/5ترتیب موجب افزایش بهAZA-5و DZNepتیمار با 

شـوند  برابري بیان اگزوژن در مقایسه با نمونه تیمـار نشـده، مـی   
کوچـک  توان نتیجه گرفـت مهـار   به این ترتیب می). ب، 4شکل(

هیســتون ســه بــا اســتفاده از 27ی متیلاســیون لایــزین مولکــول
DZNep ــار ــال کــردن دوب ــاثیر را در فع سیســتم ه، بیشــترین ت

.داردCMVر وویروسی با پروموتبیان لنتیبیش

، AZA-5هاي مولکولبراي بررسی تاثیر کوچک) الف. اندوژن و اگزوژنPdx1بیان بر ژنتیکییاپیرهايمسمهارکنندهيهامولکولکوچک یرتاث: 4شکل 
BIX وDZNep روي بیان ژنPdx1ویروسی اگزوژن از سیستم بیانی لنتیpLenti-Pdx1ویروس براي مدت سـه  هاي تراریخت شده با این لنتی، سلول

نشـان داد  WPREبررسی بیان اگزوژن با استفاده از پرایمرهاي ویژه توالی . ها قرار گرفتندمولکولپرتوانی در معرض هرکدام از این کوچک روز در محیط
هـا در  مولکـول هـاي تراریخـت بـا کوچـک    نتیجه تیمار سلول) ب. استدار بیان اگزوژن در این محیط شدهموجب افزایش معنیDZNepکه تنها تیمار با 

هـاي  با پرایمر(ان اگزوژن بررسی بی) ج. استدار داشته افزایش معنیDZNepو AZA-5دهد که بیان اگزوژن با تیمار کننده تمایز نشان میمحیط تسهیل
شـده بـا   هاي غیر تراریخـت یـا تراریخـت   و در سلولDZNepدر حضور یا غیاب ) هاي ویژة نسخه اندوژن این ژنبا پرایمر(اندوژن Pdx1و ) WPREویژه 

pLenti-Pdx1 نشان داد کهDZNep مستقیما و مستقل از بیانPdx1 اگزوژن، بیانPdx1  مقـدار نسـبی بیـان براسـاس     . اسـت اندوژن را افـزایش داده
هـا میـانگین سـه تکـرار و خطـوط خطـا       همه نمودار. استمحاسبه شده Gapdhموشی غیرتراریخت پس از نرمال شدن با بیان ESنسبت بیان به نمونه 

)error bars ( انحراف معیار)standard deviation (هاي تراریخت تیمار نشـده انجـام   نه سلولها در مقایسه با نموآزمون آماري داده. دهندرا نشان می
.اندگزارش شده>01/0pو دو ستاره براي >05/0pدار با یک ستاره برايهاي معنیگرفته و تفاوت
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اندوژنPdx1بر بیان DZNepمولکول تاثیر تیمار کوچک 
داشـتن  ژنتیکی که مسئول خـاموش نگـه  مهار ساز و کارهاي اپی

تواند منجر به فعالیت و افزایش بیـان  میهاي تمایزي هستند، ژن
مولکـول  که بدانیم کوچک براي این. شودESها در سلول این ژن

DZNep گذشته افزایش بیانPdx1   اگزوژن، چـه تـاثیري روي
انــدوژن را در Pdx1اســت، بیــان هــاي ســلول داشــته بیــان ژن

، در pLenti-Pdx1هاي غیرتراریخت و تراریخـت شـده بـا    سلول
ایـن آزمـایش در   . گیري کردیماندازهDZNepو در غیاب حضور

مطـابق انتظـار بیـان    . شدمحیط کشت تسهیل کننده تمایز انجام
Pdx1نشـد و  هاي غیرتراریخت تشـخیص داده  اگزوژن در سلول

. افــزایش داشــتDZNepهــاي تراریخــت در حضــور در ســلول
چـه  هـاي تراریخـت و   چه در سلولDZNepکه تیمار با درحالی

Pdx1هاي غیر تراریخت، موجب افزایش دو برابـري بیـان   سلول

).، ج4شکل (اندوژن شد 

بحث

هـا در فرآینـدهاي مختلـف    ها براي بررسی تاثیر آنبیان ژنبیش
مانند چرخه سلولی و خودنوزایی، مهار تمایز  ESمرتباط با سلول 

لـف  هـاي مخت و پرتوانی، و نیز خروج از پرتـوانی و تمـایز بـه رده   
ویروسـی یکـی از   هـاي لنتـی  از آنجا که ناقل. سلولی کاربرد دارد
رونـد، بـراي انتقـال    هاي انتقال ژن به شمار میکارآمدترین روش

پیش از . اي بالقوه مناسب هستندنیز گزینهESهاي ژن به سلول
ویروسـی ژن بـه   بـود کـه در انتقـال لنتـی    این نشـان داده شـده   

MOI50و با )34(درصد 42د حدوMOI30با ESهاي سلول
در ایـن . شـوند تراریخـت مـی  )35(هـا  درصد سلول90کمتر از 

با ESهاي درصد سلول90است که در این مطالعه بیش از حالی
MOI10 توانـد ناشـی از   این تفـاوت مـی  . تراریخت شدند20و

باشد؛ چرا که در مطالعات یاد ESهاي اختلاف شیوه کشت سلول
بر روي لایه سـلولی فیبروبلاسـت   ESکشت سلول شده از روش

جنینی موش استفاده شده بود و در اینجا ما از روش بـدون لایـه   
هـاي  سلولی فیبروبلاست با استفاده از محیط حـاوي مهارکننـده  

R2iسازي سـلول همچنین جزئیات روش آلوده. استفاده نمودیم
. )36(ر باشـد  تواند بر کـارایی فراینـد تاثیرگـذا   با ویروس نیز می

ــارآیی سیســتم    ــورد ک ــاوتی را در م ــایج متف ــی نت مطالعــات قبل
در بعضی از ایـن  . اندگزارش کردهCMVویروسی و پروموتر لنتی

ویروسـی بـا   شده است که استفاده از انتقال لنتـی مطالعات عنوان
حـال آنکـه در   )37،38(است خاموش شدن بیان ژن همراه بوده

آمیز ژن با ایـن سیسـتم گـزارش شـده     موارد دیگر بیان موفقیت
نیـز، هـر چنـد در    CMVدر مـورد پرومـوتر   . )15،34،35(است 

ESهـاي  برخی مطالعات از ناکارآمـدي ایـن پرومـوتر در سـلول    

بیان ژن با ایـن  ، گزارشاتی از بیش)9،15،39(اند موشی خبر داده
دهـد کـه   نتایج ما نشـان مـی  . )40،41(پروموتر نیز موجود است 

ــس از ــلول پ ــودن س ــت نم ــاي تراریخ ــتم  ESه ــط سیس توس
هـا ژن  درصـد سـلول  90بیش از CMVویروسی با پروموتر لنتی

با این حال، بیان ژن پایدار نیسـت و  . کنندیافته را بیان میانتقال
شده است که خاموش دادهنشان. شودبا گذشت زمان خاموش می

نیادینگی مربوط به شرایط و سازوکارهاي بCMVبودن پروموتر 
هـاي  ها به سلولاست، به طوري که با تمایز این سلولESسلول 

. )15(شــود دوبـاره فعــال مــی CMVپرومــوتر پیشسـاز عصــبی 
ــن، از کوچــک   ــیش از ای ــین پ ــار AZA-5مولکــول همچن و مه

کـردن بیـان ژن انتقـال یافتـه بـا      براي فعـال DNAمتیلاسیون 
 ـ  ویروس سلوللنتی در . )42،43(ود هاي مختلف اسـتفاده شـده ب

کننـده تمـایز موجـب    تنها در محیط تسهیلAZA-5مطالعه ما 
مولکـول  کوچـک  . دار در فعالیت سیستم بیانی شدافزایش معنی

DZNep     ترانسـفرازي  کـه مهارکننـده خاصـیت هیسـتون متیـل
Ezh2 از مجموعه مهاريPRC2     اسـت، هـم در محـیط حـاوي

R2i وLIF  ــدون ــیط ب ــم مح ــثLIFو R2iو ه ــزایش باع اف
هـاي  این نتـایج بـا یافتـه   . دار در فعالیت سیستم بیانی شدمعنی

یکـی از مهمتـرین عوامـل مهـار     PRC2دهند میقبلی که نشان
. ، سـازگاري دارد )18،31(اسـت  ESهاي تمـایزي در سـلول   ژن

اسـت کـه فعالیـت هیسـتون     همچنین پیش از این مشخص شده
تواند باعـث غیـر   میTهاي در لنفوسیتEzh2ترانسفرازي متیل

هـاي  مولکـول کوچک . )44(ویروسی شود فعال شدن توالی لنتی
DZNep 5و-AZAعنـوان یـک   هاي سـرطانی و بـه  علیه سلول

و بـه کـار رفتـه   ) differentiation therapy(عامل تمایزدرمانی 
tumor(کننده تومور هاي خاموشها در روشن کردن ژنتاثیر آن

repressive genes (داده شده است شانن)از سـوي  . )45و 26
براي کمک به فرآیند AZA-5و BIXهاي دیگر کوچک مولکول

) cell reprogramming(تمایز زدایی در باز برنامه ریزي سلولی 
Induced(هــاي بنیــادي پرتــوان القــایی    و تولیــد ســلول 

Pluripotent Stem Cells; iPSCs (انـد  کار رفتهبه)47و 46( .
، عمـدتا  ESشـده در سـلول   هـاي خـاموش  که ژنجه به اینبا تو
توان انتظـار داشـت کـه تیمـار ایـن      هاي تمایزي هستند، میژن

. هـا شـود  ژنموجب افـزایش بیـان در ایـن    DZNepها با سلول
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اندوژن نیز حاکی از افزایش Pdx1بر بیان DZNepبررسی تاثیر 
. بیان این ژن بود

نتیجه گیري

، 10بالاتر از MOIبا ESهاي ها به سلولیروسی ژنولنتیانتقال
امـا  . هـا اسـت  روشی مناسب براي تراریخت نمـودن ایـن سـلول   

موجـب کـاهش و   CMVویروس داراي پرومـوتر  استفاده از لنتی
سـازي  بـراي فعـال  . شودغیرفعال شدن بیان ژن در درازمدت می

27یـزین  توان از مهار متیلاسیون لادوباره این سیستم بیانی، می
بــا . اســتفاده کــردDZNepمولکــول هیســتون ســه بــا کوچــک 

هـاي تمـایزي، بـراي    بـر ژن DZNepحال، با توجه به تـاثیر  این
CMVاستفاده از این کوچک مولکول براي فعال کردن پرومـوتر  

باید تاثیرات احتمالی تمایزي آن نیز مـد نظـر   ESهاي در سلول
.قرار گیرد
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Abstract

Aim: In this study the efficiency of lentiviral gene transfer and cytomegalovirus promoter mediated
overexpression has been investigated. Furthermore, the effect of small molecule-mediated inhibition
of epigenetic pathways on gene overexpression has been studied.

Materials and Methods: Mouse ES cells were transduced with different doses of lentiviruses
harboring Green Fluorescent Protein (GFP) and the percentage of GFP expressing cells was quantified
with flowcytometery. The persistence of GFP expression was assessed after 8 days of transduction.
Using embryonic stem (ES) cells transduced with a lentiviral vector harboring pancreatic and
duodenal 1 (Pdx1) gene, we studied the influence of 5-azacytidin (5-AZA), DZNep, and BIX01294
small molecules on the gene expression system.

Results: Lentiviral mediated gene transfer to ES cells with 10 and 20 multiplicities of infection (MOI)
resulted in more than 90 percent transgenesis. However, the expression of transgene showed a
dramatic decrease during 8 days of post-transduction. Treatment with 5-AZA leads to a 2.5 folds
increase in the transgene expression in a permissive culture medium. DZNep also elevated the
transgene expression up to 26.5 and 5.9 folds in pluripotency and permissive media respectively. The
expression of endogenous Pdx1 gene also increased following DZNep treated.

Conclusion: Lentiviral transduction with MOIs more than 10, is an efficient method for transgenesis
of mouse ES cells. However, co-application of this method along with the CMV promoter leads to
inactivation of the gene expression in long term. DZNep treatment results in reactivation of transgene
expression but also can influence the expression of endogenous genes.
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