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Abstract 
Objective: Replacment of CD133+ cell’s β globin gene by using a gene targeting construct 
containing the β globin gene and essential elements for homologous recombination.
Materials and Methods: pFBGGT was amplified, then digested using the NheI and XhoI 
restriction enzymes, and finally, a 13.3 kb band (naked DNA) was extracted from the 
agarose gel.  Biological activity of positive and negative selection markers were checked 
by transfection of COS-7 cells with linear plasmid. Hematopoietic stem cells (HSCs) were 
separated and transfected with linear plasmids using lipofection followed by positive and 
negative selection. Polymerase chain reaction (PCR) were done on DNA from the se-
lected cells and the products were sequenced. 
Results: The results of biological activity assays showed that selection markers were 
active. PCRs for hygromycin, neomycin and joining segments were positive but PCRs for 
TK1 and TK2 genes were negative. Sequencing PCR product joining segment confirmed 
the formation of homologous recombination. 
Conclusion: In this novel strategy gene replacement was achieved and biological activi-
ties of its components were observed.
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مقدمه
در  ژنتيكي  اختلالات  شايع ترين  از  يكي  تالاسمي  بتا  بيماري 
بيماري  اين  تولد).   400-624 در  يك  وقوع  (احتمال  مي باشد  دنيا 
در ايران شيوع چشم گيري دارد، به طوري كه در حال حاضر بيش از 
كشورى  برنامه  و  است  موجود  كشور  در  تالاسمي  بيمار  هزار  پانزده 
يك  تالاسمي،  بتا  است.  اجرا  حال  در   1376 سال  از  تالاسمى  مهار 
اختلال تك ژني با وراثت اتوزومال مغلوب است. اين بيماري به دليل 
جهش در ناحيه ژني بتاگلوبين صورت گرفته و در نتيجه سنتز زنجيره 
بتاگلوبين كاهش يافته و يا متوقف مي گردد. علايم بيماري تالاسمي 
رشد،  كاهش  شديد،  خوني  كم  صورت  به  سالگي  دو  سن  از  بعد 
زردي، بزرگي كبد و طحال و گسترش حجمي مغز استخوان (چهره 
تالاسميك) بروز پيدا مي كند. تا كنون بيش از 200 نوع جهش عامل 
بتاتالاسمي در ناحيه ژني بتاگلوبين شناسايي شده اند. جهش هاي فوق 

ترانسفكت كردن سلول هاي بنيادي خون ساز انسان به وسيله سازه هدف گيرى ژني
حاوي ژن بتاگلوبين 
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چكيده 
* هدف: جايگزينى ژن بتاگلوبين سلول هاى +CD133 با استفاده از سازه هدف گيرى ژنى حاوى ژن بتاگلوبين و اجزاي مورد 

نياز براى نوتركيبى همسان
مورد  كيلوبازي   13/3 باند  و  هضم   XhoI و   NheI آنزيم هاي  وسيله  به  و  تكثير   pFBGGT پلاسميد  روش ها:  و  مواد   *
نظر از روي ژل آگارز استخراج شد. سلول هاى COS-7 جهت بررسي فعاليت بيولوژيك ماركرهاى انتخاب مثبت ومنفى، به 
وسيله پلاسميد خطى شده ترانسفكت شدند. سلول هاى بنيادي خون ساز از خون بند ناف جداسازي شده و به وسيله سازه ژنى 
انتخابى  محيط  در  مانده  باقى  سلول هاى  از  گرديد.  انجام  ومنفى  مثبت  انتخاب  ومراحل  شدند  ترانسفكت  پلى فكشن  روش  با 
DNA استخراج و واكنش زنجيره اى پليمراز (Polymerase Chain Reaction; PCR) براي تكثير قطعات هيگرومايسين، 

نئومايسين، تيميدين كيناز و قطعه اتصالي گذاشته شد.
* يافته ها: نتايج آزمايشات، بررسي فعاليت بيولوژيك ماركرهاي مثبت و منفي نشان دهنده فعاليت ماركرها بود. قطعات 
توالى  تعيين  نتيجه  نشدند.  تكثير   2 و   1 كيناز  تيميدين  قطعات  ولي  شدند  تكثير  اتصالي  قطعه  و  نئومايسين  هيگرومايسين، 

محصول PCR قطعه اتصالي، تاييد كننده وقوع نوتركيبى همسان در اين سلول ها بود.
از  استفاده  با  ژن  جايگزيني  گانه،  دو  منفي  و  مثبت  انتخاب  جديد  استراتژي  از  استفاده  با  تحقيق  اين  در  نتيجه گيري:   *

يك سازه ژني و در يك مرحله انجام شد.

* كليدواژگان: بتاتالاسمى، هدف گيرى ژنى، نوتركيبى همسان، ژن درمانى 

مقاله اصيل

بتا  زنجيره  پايداري  و  بيان  و   mRNA پردازش  نسخه برداري،  روي  بر 
پس از ترجمه تاثير مي گذارند (1). 

 از آنجا كه اين بيماري يك اختلال ژنتيكي است، تا كنون درمان 
قطعي براي آن گزارش نگرديده است اما براي حفظ بقاي اين بيماران 

روش هاي متعددي به كار گرفته مى شوند. مهم ترين آنها عبارتند از:
طريق  از  درمان   .2  ،(Blood Transfusion) خون  انتقال   .1
سنتز  القا   .3  ،(2)  (Chelation Therapy) خون  آهن  جذب 
با  گاماگلوبين  مجدد  توليد  تحريك  طريق  از  جنيني  هموگلوبين 
بوتيرات  اوره،مشتقات  هيدروكسي  از  اعم  متعدد  داروهاي  از  استفاده 
راديكال هاي  بردن  بين  از  براي  آنتي اكسيدان ها  از  استفاده   .4 و...، 
استخوان  مغز  پيوند   .5 تالاسمي (3)،  بيماران  در  موجود  اكسيژن  آزاد 
(Bone Marrow Transplanting) همه اين روش ها، موقتى و پرهزينه 
مى باشند. برخلاف اينكه پيوند مغز استخوان در حال حاضر قطعي ترين 
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كمبود  دليل  به  ولى  مى شود  محسوب  بيماران  اين  براي  درماني  روش 
مغز  پيوند  روش  بودن  اجرا  قابل  ديگر،  دلايل  و  مناسب  كننده  اهدا 
امكان پذير  بيماران  از  درصد   30 تا   20 از  كمتر  براي  تنها  استخوان 
بيماران)  از  درصد   15 از  (كمتر  اندكى  بسيار  تعداد  عمل  در  است. 
خون،  تحقيقات  مركز  مقدم،  على  (دكتر  شده اند  استخوان  مغز  پيوند 
انكولوژى و پيوند مغز استخوان بيمارستان شريعتى). در ضمن در روش 
پيوند مغز استخوان از غير به غير (Heterologous) احتمال عوارضي 
ميزبان عليه  پيوند  سلول هاي  ايمونوژيك  واكنش  و  پيوند  رد  مانند 

(Graft Versus Host Disease; GVHD)، زيادتر از روش خود به 
خود (Outologous) مى باشد، در نتيجه رفع نقص ژنتيكي از طريق ژن 
درماني به گونه اي كه بين زنجيره هاي آلفا و بتا تعادل برقرار گردد، اين 

امر مي تواند تنها روش درماني مؤثر براي اين بيماران باشد (4، 5).
با توجه به موارد ذكر شده ، جداسازي سلول هاي بنيادي خون ساز 
از شخص بيمار و اصلاح نقايص ژنتيكي اين سلول ها در خارج از بدن 
شخص  به  سلول ها  مجدداين  پيوند  و   (ex vivo Ggene Therapy)
و  ايده آل  روش   (Autologous HSC Transplantation) بيمار 

هدف نهايي براي درمان بيماران تالاسمي مي باشد.
در حال حاضر در اغلب پروژه هاي ژن درماني براي ارايه ژن به 
وگتورها  اين  كارايي  مي شود.  استفاده  ويروسي  وكتورهاي  از  سلول 
براي ارايه ژن به سلول بسيار بالاست (6) ولي ظرفيت پذيرش ژن آنها 
احتمال  باشد  وكتور  مجدد  تجويز  به  نياز  كه  مواردي  در  و  بوده  كم 
دارد.  وجود  ويروس  پروتئين هاي  عليه  ايمني  پاسخ  شدن  برانگيخته 
صورت  به  ژنوم  در  ژن  شدن  جايگزين  وكتورها  بين  موارد  اغلب  در 
تصادفي صورت مي گيرد و اين مساله مي تواند باعث خاموش يا فعال 
از   .(7) شود  بدخيمي  مانند  مشكلاتي  ايجاد  و  ژن ها  يك سري  شدن 
طرفي، بيان ژن بتاگلوبين تحت كنترل ناحيه تنظيمي كه در بالادست ژن 
قرار گرفته است، مي باشد و جايگزيني تصادفي ژن توسط وكتورهاي 
ويروسي اثر تنظيمي فوق را از بين مي برد (8). براي توليد هموگلوبين 
بسيار ضروري است. تعداد   β و α زنجيره تعادل بين  سلول  طبيعي در 
نسخه هاي فعال ژن α و β در يك سلول نكته اساسي براي حفظ اين 
ژنوم  در   β ژن  كنترل  قابل  غير  و  تصادفي  جايگزيني  و  است  تعادل 
يك فرد مي تواند تعداد نسخه هاي جايگزين شده ژن β در يك سلول 
گردد.   βو  α زنجيره  سنتز  تعادل  در  اختلال  باعث  و  دهد  افزايش  را 
به  ويروسي  وكتورهاي  با  درماني  ژن  از  پس  بيماران  مشكل  بنابراين 
قوت خود باقي مي ماند، به همين دليل اين اواخر به علت وجود معايب 
 (Gene Targeting) فوق توجه بيشتري به روش هاي هدف گيري ژني
براي ژن درماني شده است (9، 10). اين امر با پديده نوتركيبي همسان 
(Homologous Recombination) انجام پذير است. استفاده از اين 
پديده براي جايگزيني ژن سالم در محل ژن معيوب، هدف گيري ژني 
انسان  خون ساز  بنيادي  سلول هاي  مطالعه  اين  در  مي شود (11).  ناميده 
از  شده  جدا   (Human Hematopoietic Stem Cells; HHSC)
روش  با  درماني  ژن  براي  هدف  سلول هاي  عنوان  به  ناف،  بند  خون 
هدف گيري ژني انتخاب شدند. سازه ژني مورد نياز در داخل پلاسميد 

pFBGGT كلون شده و مورد استفاده قرار گرفته است (12) .
از   (CD133+) انسان  خون ساز  بنيادي  سلول هاي  مطالعه  اين  در 
ترانسفكت  شده  ذكر  ژني  سازه  توسط  و  گرديده  جدا  ناف  بند  خون 
شده و سپس طي مراحل انتخاب مثبت و منفي، سلول هاي ترانسفكت 
شده جدا و براي تاييد نهايي انجام نوتركيبي هم سان با روش PCR و 

تعيين توالي بررسي مي گردند (13).

مواد و روش ها 
اين تحقيق بخشى از طرح ملى ژن درمانى بوده كه در كميته اخلاق 
شبكه پزشكى مولكولى كشور تصويب گرديد و اين مقاله نتايج حاصل 

از تحقيق در بخشى از طرح مذكور را در بر مى گيرد.
ارايه  مختصر  طور  به  ذيل  صورت  به  تحقيق  انجام  مراحل  كليه 

مي گردد.
براي   :pFBGGT پلاسميد  آنزيمي  هضم  و  تخليص  تكثير،   .1
حاوي  باكتري  ترانسفكشن،  مراحل  در  نياز  مورد  ژني  سازه  تهيه 
 L.B Broth (Merck, Germany) محيط  در   pFBGGT پلاسميد 
بر  فوق  باكتري  از  شد.  داده  رشد  تتراسايكلين  و  آمپي سيلين  حاوي 
تخليص  پلاسميد   QIAGENE پلاسميد  تخليص  كيت  پروتكل  اساس 
 Back Bone از  ژني  سازه  جداسازي  براي  سپس   (15  ،14) گرديد. 
پلاسميد، پلاسميد pFBGGT با آنزيم XhoI و NheI. هضم و حاصل 
باند  و  گرديده  الكتروفورز  درصد   ./8 آگارز  ژل  روي  آنزيمي  هضم 
13/3 كيلوبايت از روي ژل بريده شد (هضم آنزيمي بر اساس پروتكل 

شركت سازنده آنزيم Fermentas مي باشد).
از  شده  بريده  كيلوبايت  باند 13/3  ژل:  روي  از   DNA تخليص   .2
 QIAGEN DNA GELL EXTRACTION روي ژل با استفاده از كيت

تخليص و غلظت آن با دستگاه اسپكتروفتومتر تعيين گرديد.
 :CD133+ سلول هاي  جداسازي  و  انسان  ناف  بند  خون  تهيه   .3
نمونه گيري  خون گيرى  جهت  لازم  مجوزهاى  ازكسب  پس  اوامر  اين 
كردن  هپارينه  از  پس  شد.  انجام  تهران  مريم  بيمارستان  در  ناف  بند  از 
مجاورت  در   (Cord Blood) بندناف  نمونه هاي  فوري  انتقال  و  خون 
فايكول از  استفاده  با  ناف  بند  خون  اي  هسته  تك  سلول هاي  ابتدا  يخ، 

سلول هاي  سپس  شده  جداسازي   (Lymphodex, Germany)
 (Miltenyi Biotec,Germany) MACS با استفاده از كيت CD133+

كيت  با   CD133+ سلول هاي  جداسازي  مكانيسم   .(17  ،16) شد  جدا 
آهن  ذرات  نانو  به  متصل   CD133 ضد  آنتي بادي  اساس  بر   MACS
بالاي  خلوص  آوردن  دست  به  براي  و  مي باشد  مگنت  از  استفاده  با  و 
90درصد اين مرحله دو بار انجام شد (18) (سلول جدا شده در مرحله 

اول به طور مجدد از ستون رد شدند).
خلوص  بررسى  توانايى  فلوسايتومترى  اساس  فلوسايتومتري:   .4
 Flow ذرات منحصر به فرد است. در اين دستگاه سلول هاى خونى د ر
نور  از  و  هستند  حركت  در  يكنواخت  طور  به  زياد  سرعت  با   Cell
فلوسايتومترها،  در  مى شود.  استفاده  سلولى  خواص  بررسى  براى  ليزر 
كانال هاى  در  متفاوتى  موج هاى  طول  اساس  بر  فلورسانس  اندازه گيرى 
كه  است  بوده  باندى  از  گذر  فيلترهاى  وسيله  به  و  جداگانه  فلورسانس 
سلولى  سطح  نشانگرهاى  مورد  در  را  متعددى  كيفى  و  كمى  اطلاعات 
نشان دار شده به وسيله فلوروكروم ها مى دهند. در اين مرحله به منظور 
حدود  شامل  كه  محيط  از  حجمى  حاصل،  سلولى  خلوص  سنجش 
سلولى  رسوب  و  گرديد  سانتريفيوژ  شده،  پيپتينگ  بود  سلول   40000
 Phosphate Buffered Saline  (PBS) در  مرحله  دو  طى  حاصل 
غيراختصاصى  سايت هاى  كردن  بلوكه  منظور  به  شد.  حل 
و  شد  اضافه  ميلي ليتر   10  FCR Blocking سلول ها  به   CD133
از  پس  گرديد.  انكوبه  سانتى گراد  درجه   4 در  ساعت  مدت16  به 
و   MACS ، IgG1 (Control Group) بافر  مجدد،  سانتريفيوژ 
PE (Test Group) طبق پروتكل موجود به سلول ها اضافه شد (19). در 
نهايت سلول ها به صورت تماس غيرمستقيم با يخ براى آناليز فلوسايتومترى 

حمل گرديد و درجه خلوصى حدود 93 درصدگزارش شد. 

هدف گيرى ژنى به منظور ژن درماني تالاسمي
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جمع آوري  سلول هاي   :CD133+ سلول هاي  تكثير  و  كشت   .5
شده پس از شمارش سلولي كه در ابتدا 300000 سلول از هر بند ناف 
رشد  فاكتورهاي  و  سرم  حاوي 20درصد   Stem line محيط  در  بود، 
بر  نانوگرم  غلظت 50  با   (Stem Cell Factor; SCF) بنيادى  سلول 
ميلي ليتر (Trombopoietin Human; TPO) با غلظت 30 نانوگرم بر 
نانوگرم  غلظت 30  با   (Interlukin 6; IL6) 6 اينترلوكين  و  ميلي ليتر 
بر ميلي ليتر به مدت دو هفته كشت داده شد (20). تعويض محيط هر 
سه روز يك بار با استفاده از محيط كشت تازه حاوي كليه فاكتورهاي 
رشد فوق انجام گرفت. تعداد سلول هاى جداسازى شده مذكور پس 
آزمايشگاه به بيش از يك ميليون رسيد. براى اين  از تكثير در محيط 
دليل  به  و  شده  انجام  مجدد  طور  به  فلوسايتومترى  تست  نيز  سلول ها 
تمايز تعدادى از سلول ها در طى مرحله تكثير درجه خلوصى حدود 65 
درصد به دست آمد. بنابر اين حدود نهصد هزار سلول، به طور مطمئن 
+CD133 بودند. بنابراين با توجه به اين امر كه انجام عمل خالص سازى 

بر روى سلول هاى حاصل از تكثير و استفاده مجدد از ستون تخليص، از 
دست دادن تعدادى از سلول هاى +CD133 را نيز در پى داشت، عمل 
ترانسفكت بر روى كليه سلول هاى حاصل از تكثير بدون خالص سازى 
 Sigma شركت  از  مرحله  اين  در  استفاده  مورد  مواد  تمام  شد.  انجام 

كشور آلمان تهيه گرديد.
استفاده  ژنى  سازه  ساخت  و  طراحى  مراحل  ژنى:  سازه  تهيه   .6
 .(12) است  بوده  همكاران  قبلى  مطالعه  اساس  بر  مطالعه  اين  در  شده 
شامل  همولوگ  پايه  دو  بود:  شرح  بدين  قطعات  شامل  سازه  اين 
بتاگلوبين ژن  دست  پايين  كيلوبايت   2/5 و  دست  بالا  كيلوبايت   2/2

(USHBG, DSHBG) 1/2 كيلوبايت ژن بتاگلوبين به عنوان ژن هدف، 
ماركرهاى  عنوان  به  نئومايسين  و  هيگرومايسين  به  مقاومت  ژن هاى 
منفى  ماركر  عنوان  به  كيناز  تيميدين  به  مقاومت  ژن  و  مثبت  انتخاب 

بوده به طورى كه ترتيب قطعات به شكل زير مى باشد. 
TK1-USHBG-HYGROMYCIN-HBG-NEOMYCINE-
DSHBG-TK2 

 pTZ57T/A تكثير شد و مراحل كلونينگ PCR تمام قطعات به وسيله 
كلونينگ  ساب  و  كلونينگ  مراحل  تمامى  و  گرديد  انجام   pBGGT و
توسط PCR، هضم آنزيمى و تعيين توالى تاييد شدند. در نهايت پلاسميد 

نهايى pFBGGT نام گذارى شد (12) (شكل1)(جدول 1).

شكل1: طرح كلى سازه ژنى مورد استفاده در اين تحقيق و ترتيب 
قطعات سازه 

جدول 1: خصوصيات و اندازه هر كدام از قطعات سازه   
SpecificationsFragment
1.63 kb containing promoter, gene and 
terminator region of HSV-1 thymidine 
kinase.

TK1

2.2 kb upstream region of beta globin.USHBG
1.8 kb, including SV40 promoter and 
terminator and Hygromycin resistance 
gene.

Hygro

2.1 kb, promoter,coding and non coding 
regions of HBG and its native termina-
tor.

HBG

1.5 kb Neomycin resistance expression 
cassette

Neo

2.5 kb downstream region of HBG.DSHBG
1.6 kb including promoter,gene and ter-
minator of HSV-1 thymidin kinase.

TK2

اين  در   :CD133+ سلول هاي   (Transfection) ترانسفكشن   .7
مرحله با استفاده از كيت Polyfect شركت Qiagen بر طبق پروتكل با 
DNA (13/3 كيلوبايت DNA) اصل از هضم آنزيمي حاوى سازه ژنى 

تعداد 106 سلول ترانسفكت شدند.
سلول هاى   :(Drug Dose Determination) دارو  دوز  تعيين   .8
كشت  سلول   500-1000 تعداد  به  خانه اى  شش  پليت  در   CD133+

هر  به  سپس  شد.  گرفته  نظر  در  خانه  سه  دارو  غلظت  هر  براى  و  داده 
غلظت هاى با   (Genticin)  G418 غلظت  يك  به  مربوط  خانه  سه 

براى  شد.  اضافه   1000 و   800  ،700  ،600  ،500  ،400  ،300  ،200
و  غلظت هاى 25، 50، 100، 150، 200، 250، 300  از  هيگرومايسين، 
استفاده   60  ،50  ،40  ،30  ،20  ،10 غلظت هاى  سيكلوويراز  گان  براى 
گرديد. (ميزان كليه غلظت ها ى استفاده شده در اين قسمت ميكروگرم 

بر ميلي ليتر مى باشد) (12) .
سلول هاي  شده:  ترانسفكت  سلول هاي  منفي  و  مثبت  انتخاب   .9
تحت  ترانسفكشن  از  بعد  ساعت   48 انسان  خون ساز  بنيادي 
قرار   (Genticin)  G418 و  هيگرومايسين  داروهاي  با  درمان 
طريق  از  داروها  اين  غلظت  قبل  از  كه  است  ذكر  به  لازم  گرفتند. 
گرديد.  بهينه  مذكور  سلول هاي  روي  بر   Dose Determination
درمان سلول ها با اين دو دارو به مدت 14 روز صورت گرفت و از روز 
هفتم به بعدبراي انتخاب منفي علاوه بر دو داروي فوق به محيط داروي 

گان سيكلووير نيز اضافه شد (12) .
روز،   14 از  بعد  تكثيرآنها:  و  باقي مانده  سلول هاي  برداشت   .10
تعيين  و   PCR با  بررسي  جهت  آنها   DNA و  تكثير  سلولى  كلون هاى 

توالي با استفاده از كيت DNP (سيناژن-ايران) تخليص گرديد.
واكنش  همسان:  نوتركيبي  براي  تاييدي   PCR واكنش هاى   .11
زنجيره پليمرازي براي قطعات TK1 ،TK2 ،Neo ،Hygro و قطعه اى 
 USHBG خود  و   USHBG بالادست  باز   300 حدود  از  متشكل  كه 
براي  شد.  انجام  مى باشد،  هيگرومايسين  انتهاي´5  از  باز  حدود 400  و 

انجام PCR قطعه بيان شده از پرايمر جلوبر 
SUS-F5´-TGT GTA TCT GCG AGA GAA GTC-3´

و پرايمر معكوس
Hygro-R4 5´-TCA GGC TTT TTC ATC ACG-3´

شيخ پور و همكاران 
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استفاده گرديد (شكل 2) . محصول PCR براي تاييد نهايي براي تعيين 
توالي ارسال گرديد (12).

شكل 2: نتيجه PCR قطعات سازه از روى ژنوم هاى مربوطه: 1. تيميدين 
،(2100bp) 3. بتاگلوبين ،(1630bp) 1 2. تيميدين كيناز ،(1600bp) 2 كيناز
 DSHBG  .6 فرمنتاس،  كيلوبايت   1 ماركر   .5   ،(2200bp)  USHBG  .4 

.(1500bp) 8. نئومايسين ،(1800bp) 7. هيگرومايسين ،(2550bp)

يافته ها 
نمودن  وارد  و  باكتري  آماده سازي  و  تكثير  مراحل  طي  از  پس 
پلاسميد در آن و سپس استخراج و تخليص پلاسميد در نتيجه هضم، 
 13/3 طول  به  ژني  سازه   NheI و   XhoI آنزيم  دو  با  نهايي  پلاسميد 
نتيجه  شكل3  شد.  خارج  كيلوبايت)   2/7) پلاسميد  از  كيلوبايت 
را  نهايي  پلاسميد  آنزيمي  هضم  اين  محصول  الكتروفورز  از  حاصل 

نشان مي دهد.

 .3 ،(13360+2700) ،Nhe1 و Xho1 با pFBGGT شكل 3: 1 و 2. هضم
ماركر 1 كيلوبايت، Naked DNA .4، 13360 كيلوبايت، 5. ماركر 

تعيين غلظت موثر دارو
غلظت مناسب دارو براي هيگرومايسين 200 ميكروگرم بر ميلي ليتر 
غلظت ها  اين  در  بود.  ميلي ليتر  بر  ميكروگرم   600  G418 براي  و 
سلول هاي  و  شده  مرده  ژني  سازه  با  نشده  ترانسفكت  سلول هاي  كليه 
سيكلووير 35  گان  براي  مناسب  غلظت  ماندند.  زنده  شده  ترانسفكت 
مثبت  ماركرهاي  زيستي  فعاليت  آمد.  دست  به  ميلي ليتر  بر  ميكروگرم 
و  احمد  خان  دكتر  توسط  قبلى  مطالعات  در  سازه  در  موجود  منفي  و 

همكاران بررسي شده است (12).
ستون  با   CD133 هاي  سلول   :CD133 هاي  سلول  جداسازي 
شدو  جداسازى  ستون  از  ناف  بند  عبورخون  بار  دو  طي   MACS
فوق  سلول هاي  بررسي  در  آمد.  دست  به  سلول   300000 حدود 
بود  93درصد  حدود  ها  سلول  خلوص  فلوسايتومتري  روش  با 

(شكل4).

شكل 4 : آناليز فلوسايتومترى سلول هاى +CD133 خلوصى برابر79/92 
را نشان مى دهد. 

A. محدوده سلولى مشخص شده كه مورد بررسى قرار گرفته شد.
(IgG1) سلول هاى رنگ شده با آنتى بادى كنترل .B

C. سلول هاى رنگ شده با آنتى بادى +CD133 (PE) كه تجمع 92/79 درصد 
از سلول ها در منطقه مربوط به +CD133 نشان دهنده اين مقدار خلوص 

مى باشد.

جهت بررسى درصد، ترانسفكشن سلول هاى CD133 با پلاسميد
pTRES-EGFP ترانسفكت شد و با مشاهده سلول هاى سبز و شمارش 
آنها در طى يك هفته و درصدگيرى نسبت به كل سلول هاى ترانسفكت 
(يافته هاى  گرديد  محاسبه  درصد   11-13 ترانسفكشن  درصد  شده، 

مربوطه نشان داده نشد.)

CD133 ترانسفكشن سلول هاي
پس از ترانسفكشن و درمان دارويي سه هفته اي با داروهاي انتخاب 
باقي  هرآزمون  از  كلوني  يك   CD133 سلول هاي  براي  منفي  و  مثبت 

ماند (شكل 5).

هدف گيرى ژنى به منظور ژن درماني تالاسمي
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نتيجه PCR روي سلول هاي تكثير شده با منشاء كلوني باقي مانده 
در شرايط درمان با سه داروي هيگرومايسين، نئومايسين و گانسيكلووير 
براي قطعات Hygromycin و Neomycin و قطعه 300bp بالادست 
US-US و 400bp از انتهاي 5' هيگرومايسين به طول 2985bp مثبت 

و براي TK1 و TK2 منفي بود (شكل6).

(حاوى  همسان  نوتركيبى  كننده  تاييد  قطعه   .2 ماركر،   .7 و   1  :6 شكل 
بالادست USHBG و USHBG و قطعه اى از انتهاى 5' هيگرومايسين، 3 و 
TK1 .5 و TK2 كه هر دو تكثير نشده اند، 4. نئومايسين، 5. هيگرومايسين، 

6. گانسيكلووير.

بحث
در حال حاضر استراتژي هاي متعددي براي ژن درماني بتاتالاسمي 
مطرح است كه شايع ترين آنها عبارتند از: استفاده از وكتورهاي ويروسي 
به خصوص رتروويروس ها و لنتي ويروس ها، روش هدف گيري ژن، 
 Triplex ،(SFHR) ژن كوتاه  قطعات  از  استفاده  با  همسان  نوتركيبي 
ريبوزيم ها.  از  استفاده  و   Forming Oligonucleotides ،RNAi
براي اولين بار توسط ماي و همكارانش با استفاده از نوتركيبي همسان 
گزارش  مطالعه  آخرين  و  نمودند  هدف گيري  را  انسان  بتاگلوبين  ژن 
سلول هاي  روي  بر  همكارانش  چااو  توسط  مورد  اين  در  نيز  شده 
استفاده  با  آنها  گرفت.  صورت  بتاتالاسمي  به  مبتلا  جنيني  بنيادي 
معيوب  ژن  جايگزين  را  بتاگلوبين  سالم  ژن  توانستند  درمانى  ژن  از 
كه  ويروسي -  وكتورهاي  با  درماني  ژن  مشكلات  به  توجه  با  نمايند. 
توجه  اخير  سال هاي  طي  در  گرديد -  ذكر  مقدمه  در  مختصر  طور  به 
 (Gene Trageting; GT) محققين مجددا به روش هدف گيري ژني
با استفاده از پديده نوتركيبي همسان جلب شده است به طوري كه از 
 Gene اين روش مي توان براي جايگزيني يك ژن در محل مشخص
ژنوم از  معيني  محل  از  حاصل  ژني  قطعه  نمودن  خارج   ،Knock in

Gene Knock out و يا اصلاح و تغييرات جزيي در ناحيه مشخصي 
از ژنوم Subtle Mutation استفاده نمود (21، 22). اصلي ترين مشكل 
سلول هاي  در  همسان  نوتركيبي  وقوع  پايين  تعداد  ژني،  هدف گيري 

پستانداران و همچنين انسان است. با توجه به اين امر يكي از عوامل موثر 
در افزايش احتمال نوتركيبي همسان نوع وكتور مورد استفاده مي باشد. 
استفاده   pFBGGT وكتور  از  بتا  ژن  هدف گيري  براي  تحقيق  اين  در 
 (Replacement) جايگزينى  وكتور  نوع  يك  ژنى  حامل  اين  شده. 
اين  در  است.  شده  داده  نشان   1 شكل  در  آن  كلي  طرح  كه  مي باشد 
سازه ژني قطعات USHBG و DSHBG به عنوان بازوهاي همولوگ 
بوده و به ترتيب حاوي 2/2 و 2/5 كيلوباز از بالادست و پايين دست ژن 
بتاگلوبين هستند. اندازه اين قطعات به گونه اي انتخاب شده تا هم از نظر 
فراواني انجام GT و هم از نظر محدوديت در ظرفيت پذيرش پلاسميد 
مشكلي وجود نداشته باشد.از طرفي قطعه USHBG كوچك تر طراحي 
شده تا در مرحله PCR تاييدي، مشكل بزرگي طول محصول نيز مرتفع 
ژن  طرف  دو  در  مثبت  ماركر  دو  وكتور  اين  در  اين  بر  علاوه  گردد. 
معيوب  ژن  همسان  نوتركيبي  مرحله  يك  در  و  دارد  قرار  بتاگلوبين 

خارج و ژن سالم جايگزين مي شود.

نتيجه گيرى
تحقيقات  ويروسي  وكتورهاي  از  استفاده  با  كنون  تا  گرچه 
 ،23) است  شده  انجام  بتاتالاسمي  بيماري  درماني  ژن  براي  متعددي 
مثل  پستانداران  سلولي  رده هاي  هدف  سلول هاي  بيشتر،  ولي   (24
انگشت  تحقيقات  است.  بوده  موش   HSC نهايت  در  يا  و   MLE
از  استفاده  با  بتاگلوبين  ژن  ژنتيكي  نقص  اصلاح  زمينه  در  نيز  شماري 
روي  بيشتر  نيز  تحقيقات  اين  كه  شده  انجام  همسان  نوتركيبي  روش 
HSC انساني بوده است (25). با اين وجود اصلاح  سلول هاي غير از 
هدف گيري  روش  با  انسان  خون ساز  بنيادي  سلول هاي  ژنتيكي  نقص 
بنيادي  سلول  تحقيق،  اين  در  طرفي  از  است.  بوده  جديد  كاري  ژني 
جديد  كاملا  سلول  يك   (CD133+) ناف  بند  از  شده  جدا  خون ساز 
است و در تمامي مراحل اعم از نمونه گيري، جداسازي سلول و تكثير 
گرديده  بهينه  مطلوب تر  نتيجه گيري  براي  شرايط  و...  ترانسفكت  و 
است. علاوه بر اين موارد، سازه ژني مورد استفاده در اين تحقيق نيز 
ديگر  تحقيقات  در  شده  استفاده  سازه هاي  زيرا  است  جديد  سازه اي 
نظر  مورد  ژن  جايگزيني  عمل  و  مثبت اند  انتخاب  ماركر  يك  داراي 
در دو مرحله نوتركيبي همسان انجام مي شود ولي اين سازه داراي دو 
يك  در  نظر  مورد  ژن  جايگزيني  عمل  و  بوده  مثبت  انتخاب  ماركر 
در  گرديد،  ذكر  قبل  در  كه  طور  همان   .  (26) مي شود  انجام  مرحله 
و  كشور  در  تالاسمي  بيمار  هزار  ازپانزده  بيش  وجود  با  حاضر  حال 
صرف هزينه هاي هنگفت جهت درمان و بقاي اين بيماران ، به منظور 
كاهش درد و رنج آنان، تصحيح نقايص ژني به روش نوتركيبي همسان

شيخ پور و همكاران 

شكل A :5. سلول هاى +CD133 جداسازى شده از خون بند ناف، B. سلول هاى +CD133 تكثير شده و آماده براى ترانسفكشن، C. سلول هاى 
+CD133 ترانسفكت شده و به جاى مانده پس از سه هفته درمان دارويى به وسيله هيگرومايسين، نئومايسين و گان سيكلووير، D. سلول هاى 

+CD133 ترانسفكت نشده پس از سه هفته درمان دارويى.
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موثر  روش هاي  از  يكي   ،(Homologous Recombination)
تبديل  قابليت  خون ساز  بنيادي  سلول هاي  كه  آنجايي  از  و  مي باشد 
با  شايد  دارند،  را  خوني  سلول هاي  مختلف  رده هاي  پيش سازهاي  به 
تصحيح ژن معيوب در in vitro و پيوند اتولوگ اين سلول ها به بيمار، 

شايد بتوان به درمان موثر اين بيماري دست يافت (27). 

تقدير و تشكر
بر خود واجب مى دانيم از مسئولين محترم مربوطه در شبكه پزشكى 
انستيتو  سلولى  بانك  و  بيوتكنولوژى  بخش هاى  كشور،  مولكولى 
پاستور ايران و دانشگاه آزاد اسلامى واحد علوم تحقيقات كه در فراهم 

آوردن ملزومات اين تحقيق و تامين هزينه هاى مالى مساعدت هاى لازم 
پرسنل  پزشكان،  مسؤولين،  كليه  از  نماييم.  قدردانى  داشتند،  مبذول  را 
و  كامل  رضايت  با  كه  مريم  بيمارستان  زايمان  بخش  محترم  بيماران  و 
يارى  صميمانه  بندناف،  خون  تهيه  مرحله  در  را  ما  بى دريغشان  محبت 
(بخش  حقيقى  دكتر  ازخانم  همچنين  داريم.  را  تشكر  كمال  كردند 
بانك سلولى انستيتو پاستور ايران)، آقاى دكتر آتشى (گروه هماتولوژى 
دانشگاه تربيت مدرس)، آقاى جان زمين (بخش خون بند ناف موسسه 
رويان) و سركار خانم فاطمه وحيد دستجردى (دانشكده زيست شناسى 
دانشگاه تهران) كه در زمينه عكس بردارى، جداسازى و فلوسايتومترى 

از هر گونه همكارى دريغ نكردند نيز سپاسگزاريم.

هدف گيرى ژنى به منظور ژن درماني تالاسمي
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