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Production of Recombinant HEK293T with miR-1 
Overexpression as a Biological Model for Cardiac Studies

[1] MicroRNAs in cardiovascular health: From order ... [2] Developing microRNA 
therapeutics: Approaching the unique ... [3] Computational prediction of microRNA ... [4] 
Experimental strategies for microRNA ... [5] Circulating microRNAs: Novel biomarkers 
and extracellular communicators in cardiovascular ... [6] MicroRNAs in the pathogenesis 
of ... [7] Comparison of miR-24, miR-106 ... [8] MicroRNA signature associated with 
osteogenic ... [9] A microRNA signature associated with ... [10] Down-regulation of 
miRNA-221 triggers ... [11] The roles of microRNAs in heart diseases ... [12] and ischemic 
heart disease: Towards a better comprehension of pathogenesis, new diagnostic tools and 
new therapeutic ... [13] MicroRNAs in cardiomyocyte ... [14] MicroRNA-1 in cardiac 
diseases and ... [15] The role of microRNA-1 and microRNA-133 ... [16] MicroRNA-
mediated in in vitro and in vivo direct reprogramming of cardiac fibroblasts to  ... [17] 
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megakaryocytopoiesis in mice with mutations in the ... [21] The role of small molecules in 
musculoskeletal ... [22] Effective combination of hydrostatic pressure and aligned 
nanofibrous scaffolds on human bladder smooth muscle cells: Implication for bladder 
tissue ... [23] A review of cellularization strategies for tissue engineering of ... [24] A 
comparative study on nonviral genetic modifications in cord blood and bone marrow 
mesenchymal stem ... [25] When less becomes more: Optimization of protein expression 
in HEK293-EBNA1 cells using plasmid titration - a case study ... [26] MiR-1-mediated 
induction of cardiogenesis in mesenchymal stem cells via downregulation  ... [27] The 
effect of recombinant lentiviral vector encoding miR-145 on human esophageal cancer ... 
[28] Generation of functional cardiomyocytes from mouse induced pluripotent ... [29] 
Generation of human melanocytes from induced pluripotent stem ...

Aims The induction of artificial over-expression of miRNAs is an appropriate approach to more 
effective cell differentiation. The significant role of microRNA-1(miR-1) has been reported in 
the development and differentiation of cardiac cells. Lentivirus is an effective vector for stable 
cell line production. The aim of this study was the production of recombinant HEK293T with 
miR-1 overexpression as a biological model for cardiac studies.
Materials & Methods In this experimental study, HEK 293T cells were cultured in DMEM 
medium with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) and L-glutamine 2mM and Penicillin-Streptomycin 
1X in incubator medium. After cloning of miR-1 gene, recombinant clones were selected and 
the recombination was confirmed by sequencing. The miR-1 carrying vector and auxiliary 
vectors were packaged in the HEK293T to produce the recombinant virus. The infection of 
HEK293T by recombinant virus was performed in order to achieve stable cell line. Then, GFP 
fluorescent marker evaluated the efficiency of transfection and effective virus dilution. Finally, 
the alteration in expression level of miR-1 was assessed by qPCR. Data analysis was performed 
by comparing the threshold cycle and Pfaffl method.
Findings The most GFP expression was detected in transfected cells by 150 micromole 
dilution. GFP fluorescent marker facilitated optimization and purification of recombinant cells. 
qPCR investigation demonstrated the significant increase in expression of miR-1 in transfected 
cells in comparison to controls.
Conclusion The stable recombinant HEK293T miR-1 over-expressing cell line in lentivirus can 
be utilized as a suitable biological model for investigation of cardiac evolution and development 
processes.
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بیانی  - با بیش HEK293Tتولید رده نوترکیب 
عنوان مدل زیستی برای  به miR-1پایدار 
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  چکيده
راهکار مناسبی برای القای موثرتر  miRNAبیان  -القای مصنوعی بیش :فاهدا

های قلبی گزارش  در تکوین و تمایز سلول miR-1تمایز سلولی است. نقش موثر 
های سلولی پایدار است.  ویروس یک ناقل کارآمد برای تهیه رده شده است. لنتی

برای ایجاد  miR-1بیان پایدار  -هدف پژوهش حاضر تولید رده سلولی با بیش
  یک مدل زیستی برای مطالعات قلبی بود.

در محیط  HEK 293Tهای  در پژوهش تجربی حاضر، سلول ها: مواد و روش
گلوتامین  -% و ال۱۰ (FBS)سرم جنین گاوی همراه  به DMEMکشت 

در محیط انکوباتور کشت داده  1Xاسترپتومایسین  -سیلین و پنی مولار میلی۲
های نوترکیب انتخاب شدند و حضور  ، کلونmiR-1کردن ژن  پس از کلون شدند.

 miR-1یابی تایید شد. وکتور حامل  ور نوترکیب با توالیقطعه ژنی در وکت
صورت ویروس نوترکیب  به  HEK293Tهمراه وکتورهای کمکی در سلول به

با ویروس نوترکیب برای تولید  HEK293Tهای  بندی شد. تراآلایی سلول بسته
 GFPرده پایدار انجام شد. سپس کارآیی تراآلایی و رقت موثر ویروس با نشانگر 

ها از  تحلیل داده بررسی شد. qPCRبا روش  miR-1سنجش شد. تغییرات بیان 
  انجام گرفت. Pfafflای چرخه آستانه و روش  طریق بررسی مقایسه

شده با رقت  های آلوده مربوط به سلول GFPبیشترین میزان بیان  ها: یافته
سازی و  موجب تسهیل فرآیند بهینه GFPمیکرومولار بود. نشانگر فلورسنت ۱۵۰

های  در سلول miR-1، بیان qPCRهای نوترکیب شد. در ارزیابی  تخلیص سلول
  ای داشت. های گروه کنترل افزایش قابل ملاحظه تراآلایی شده در مقایسه با سلول

در  miR-1کننده  بیان -بیش HEK293Tرده سلولی پایدار نوترکیب گیری:  نتیجه
عنوان مدل زیستی مناسب برای بررسی فرآیندهای تکامل و  هویروس، ب لنتی

  تکوین قلب است.
، تمایز سلولی، تراآلایی ویروسی HEK293Tهای  سلول، microRNA-1 ها: کلیدواژه

  سلول، مدل زیستی
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  ۰۷/۱۱/۱۳۹۶ تاريخ پذيرش:
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  مقدمه
های تنظیمی با طول  RNAای از  ، دسته(miRs)ها RNAمیکرو

نوکلئوتید هستند که بیان ژن را از طریق تخریب ۲۲تقریبی 
. امروزه بیش [2 ,1]کنند رونوشت ژن هدف یا مهار ترجمه کنترل می

ثبت شده  miRBaseهای  در پایگاه داده miRمولکول  ۱۵۰۰از 
ادعا  miRی هدف ها ای مولکول ی رایانهها بینی است. پیش

های کدکننده پروتئین در انسان  % ژن۳۰کنند که بیش از  می
شوند که این  تنظیم و کنترل می miRی ها احتمالاً توسط مولکول

های پس از رونویسی  کننده ها را به یک گروه مهم تنظیمmiRامر 
های  ها معمولاً از طریق بخش miR. به این منظور [3]کند تبدیل می
شود، با ناحیه  نامیده می seedتایی که توالی ۸یا  ۷ نوکلئوتیدی
مکمل  mRNAیک یا چند  (UTR´3)ای انتهایی  غیرترجمه

زند، اما در فرآیند  آسیب نمی mRNAبه ناحیه کدکننده  miRNPشوند. بنابراین برش توسط مجموعه ریبونوکلئوپروتئینی  می
 کند و سبب خاموشی ژن هدف شروع ترجمه تداخل ایجاد می

ها در  miRشواهد متعددی نیز وجود داشته است که . [5 ,4]شود می
رخدادهای مولکولی دیگری مانند تنظیم تکوین و هومئوستاز بافت 
و همچنین در روندهای حیاتی سلول مانند تکثیر، پیری سلولی، 

عنوان  ها بهmiR. با توجه به اینکه [7 ,6]آپوپتوز و تمایز نقش دارند
های مختلف سلولی شناخته  تمایز به رده کلیدهای تنظیمی در

ها در miRبیان  -رسد القای مصنوعی بیش اند، به نظر می شده
های خاص، یک راهکار mRNAها با هدف کنترل بیان  سلول

دیده  های آسیب کننده بافت های ترمیم مناسب برای القای سلول
  .[10-8]باشد

 microRNA-1 (mir-1)اند که  شده نشان داده مطالعات انجام
های قلبی دارد و علاوه بر  نقش موثری در تکوین و تمایز سلول

فیزیولوژی قلب، در پاتولوژی و اختلالات عملکردی اندام قلب نیز 
ای  . در مطالعه[14-11]تنظیمی اشاره شده است miRبه نقش این 

های قلبی بالاست و  در سلول mir-1نشان داده شده است که بیان 
 miRاین  .[3]هایپرتروفی قلبی نقش دارد در تکوین miRاین 

ای است،  های ماهیچه کننده بیان ژن که یک ممانعت (HDAC4) ۴دیسیتیلاز  قراردادن هیستون شده با هدف بسیار حفاظت
. یک گروه [15]کند زایی در عضله قلبی کمک می به ماهیچه

دیگر با  miRو چند  mir-1تحقیقاتی با استفاده از افزایش بیان
های قلبی را  اند فیبروبلاست ویروسی، توانسته روش تراآلایی لنتی

ای قلب تغییر داده و برنامه سلولی آنها را  های ماهیچه به سلول
ای نسبت به  ها از مزایای برجسته ویروس . لنتی[16]بازآرایی کنند

ها برخوردارند. این مزایا سبب  های دیگر در انتقال پایدار ژن ویروس
عنوان ناقلان ژن برتر برای  ها به ویروس ده است تا از لنتیش

برداری  های مختلف بهره تکاملی و بیماری -مطالعات فیزیولوژیکی
اختلالاتی در  mir-1های فاقد  . در مطالعه دیگری در موش[17]شود

های قلبی و  زایی سلول های قلبی، شکل هدایت الکتریکی سلول
. براساس [18]قلبی گزارش شده استهای  تنظیم چرخه سلولی سلول

در تمایز  mir-1بیان  - رسد بیش شده به نظر می مطالعات انجام
  نماید. ها به رده قلبی کمک می موثرتر و عملکرد بهتر سلول

های لازم برای طب  آوردن زیرساخت در این مطالعه با هدف فراهم
ترمیمی بافت قلب در مطالعات آتی، ساخت ناقل نوترکیب حامل 

 HEK 293Tسلولی   و انتقال این سازه ژنی به رده miR-1ژن 
 miR-1کننده  های بیان ویروس بندی و تولید لنتی منظور بسته به

عنوان مدل مطالعات  به miR-1بیانی پایدار  -با بیش HEK293Tانجام شد. بنابراین هدف پژوهش حاضر، تولید رده نوترکیب 
  قلبی بود.

 ها مواد و روش
در  HEK 293Tهای  در پژوهش تجربی حاضر، سلول سلولی:رده 

 - %، ال۱۰ (FBS)سرم جنین گاوی همراه  به DMEMمحیط کشت 
(شرکت  1Xاسترپتومایسین  -سیلین و پنی مولار میلی۲گلوتامین  Gibco اکسیدکربن و  % دی۵؛ انگلستان) در محیط انکوباتور حاوی

  کشت داده شدند. C°۳۷در دمای 
بدین منظور،  و كنترل كیفی آن: DNAغلظت  تعیین خلوص و

اشباع استخراج شد. جذب  ژنومی با استفاده از روش نمک DNA دار از خون کامل انسان جداسازی و سپس های سفید هسته گلبول
وسیله دستگاه بیوفوتومتر  نانومتر به۲۶۰نوری آن در طول موج 
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ای روی این فناوری انجام شده است و نتایج  گذاری گسترده سرمایه
رسد. بدین ترتیب پیشنهاد  حاصل هم بسیار امیدوارکننده به نظر می

های  miRهای هدف  شود با مطالعات بیشتر و شناسایی ژن می
های  دخیل در روندهای تمایزی بتوان در آینده از پتانسیل

درمانی و پزشکی ترمیمی  خصوص در ژن تشخیصی و درمانی آنها به
  بهره برد.

  گیری نتیجه
 miR-1کننده  بیان -بیش HEK293Tرده سلولی پایدار نوترکیب 

عنوان مدل زیستی مناسب برای بررسی  ویروس، به در لنتی
  فرآيندهای تکامل و تکوین قلب است.

  موردی از سوی نویسندگان بیان نشده است.تاییدیه اخلاقی:
  موردی از سوی نویسندگان بیان نشده است.تعارض منافع: 

(نویسنده اول)، نگارنده  مهسا راسخیسهم نویسندگان: 
بهناز %)؛ ۵۰مقدمه/پژوهشگر اصلی/تحلیلگر آماری/نگارنده بحث (

(نویسنده دوم)، نگارنده مقدمه/تحلیلگر آماری/نگارنده  بخشنده
، (نویسنده سوم) زاده مجید صادقی%)؛ ۲۰بحث (

(نویسنده چهارم)،  علی سلیمی%)؛ ۱۰شناس/تحلیلگر آماری ( روش
(نویسنده پنجم)،  مسعود سلیمانی%)؛ ۱۰پژوهشگر کمکی (

  %).۱۰شناس/تحلیلگر آماری ( روش
  موردی از سوی نویسندگان بیان نشده است.منابع مالی: 

 .Karunakaran D, Rayner KJ. MicroRNAs in cardiovascular health: From order to disorder. Endocrinology. 2013;154(11):4000-9.2- Jackson A L, Levin AA. Developing microRNA therapeutics: Approaching the unique complexities. Nucleic Acid Ther. 2012;22(4):213-25.3- Hertel J, Langenberger D, Stadler PF. Computational prediction of microRNA genes. Methods Mol Biol. 2014;1097:437-56.4- Thomson DW, Bracken CP, Goodall GJ. Experimental strategies for microRNA target identification. Nucleic Acids Res. 2011;39(16):6845-53. 5- Creemers EE, Tijsen AJ, Pinto YM. Circulating microRNAs: Novel biomarkers and extracellular communicators in cardiovascular disease?. Circ Res. 2012;110(3):483-95. 6- Lovat F, Valeri N, Croce CM. MicroRNAs in the pathogenesis of cancer. Semin Oncol. 2011;38(6):724-33. 7- Ajami M, Atashi A, Soleimani M, Ajami M, Kaviani S. Comparison of miR-24, miR-106aand miR-107 expression in identical twins of different ages. J Zanjan Univ Med Sci Health Serv. 2015;23(96):22-33. [Persian] 8- Bakhshandeh B, Soleimani M, Hafizi M, Paylakhi SH, Ghaemi N. MicroRNA signature associated with osteogenic lineage commitment. Mol Biol Rep. 2012;39(7):7569-81. 9- Bakhshandeh B, Soleimani M, Paylakhi SH, Ghaemi N. A microRNA signature associated with chondrogenic lineage commitment. J Genet. 2012;91(2):171-82. 10- Bakhshandeh B, Hafizi M, Ghaemi N, Soleimani M. Down-regulation of miRNA-221 triggers osteogenic differentiation in human stem cells. Biotechnol Lett. 2012;34(8):1579-87. 11- Cai B, Pan Z, Lu Y. The roles of microRNAs in heart diseases: A novel important regulator. Curr Med Chem -1 منابع

2010;17(5):407-11. 12- Silvestri P, Di Russo C, Rigattieri S, Fedele S, Todaro D, Ferraiuolo G, et al. MicroRNAs and ischemic heart disease: Towards a better comprehension of pathogenesis, new diagnostic tools and new therapeutic targets. Recent Pat Cardiovasc Drug Discov. 2009;4(2):109-18. 13- Malizia AP, Wang DZh. MicroRNAs in cardiomyocyte development. Wiley Interdiscip Rev Syst Biol Med. 2011;3(2):183-90. 14- Li J, Dong X, Wang Zh, Wu J. MicroRNA-1 in cardiac diseases and cancers. Korean J Physiol Pharmacol. 2014;18(5):359-63. 15- Chen JF, Mandel EM, Thomson JM, Wu Q, Callis TE, Hammond SM, et al. The role of microRNA-1 and microRNA-133 in skeletal muscle proliferation and differentiation. Nat Genet. 2006;38(2):228-33. 16- Jayawardena TM, Egemnazarov B, Finch EA, Zhang L, Payne JA, Pandya K, et al. MicroRNA-mediated in vitro and in vivo direct reprogramming of cardiac fibroblasts to cardiomyocytes. Circ Res. 2012;110(11):1465-73. 17- Mahmoodzadeh A, Pourfatollah A, Karimi M, Moazzeni S. Induction of tolerogenic murine dendritic cells by downregulating the co-stimulatory molecule of cd40 using lentivirus vector. J Zanjan Univ Med Sci Health Serv. 2014;22(94):1-10. [Persian] 18- Zhao Y, Ransom JF, Li A, Vedantham V, von Drehle M, Muth AN, et al. Dysregulation of cardiogenesis, cardiac conduction, and cell cycle in mice lacking miRNA-1-2. Cell. 2007;129(2):303-17. 19- Ranji N, Sadeghizadeh M, Shokrgozar MA, Bakhshandeh B, Karimipour M, Amanzadeh A, et al. MiR-17-92 cluster: An apoptosis inducer or proliferation enhancer. Mol Cell Biochem. 2013;380(1-2):229-38. 20- Metcalf D, Carpinelli MR, Hyland C, Mifsud S, Dirago L, Nicola NA, et al. Anomalous megakaryocytopoiesis in mice with mutations in the c-Myb gene. Blood. 2005;105(9):3480-7. 21- Lo KW, Ashe KM, Kan HM, Laurencin CT. The role of small molecules in musculoskeletal regeneration. Regen Med. 2012;7(4):535-49. 22- Ahvaz HH, Soleimani M, Mobasheri H, Bakhshandeh B, Shakhssalim N, Soudi S, et al. Effective combination of hydrostatic pressure and aligned nanofibrous scaffolds on human bladder smooth muscle cells: Implication for bladder tissue engineering. J Mater Sci Mater Med. 2012;23(9):2281-90. 23- Scarritt ME, Pashos NC, Bunnell BA. A review of cellularization strategies for tissue engineering of whole organs. Front Bioeng Biotechnol. 2015;3:43. 24- Bakhshandeh B, Soleimani M, Hafizi M, Ghaemi N. A comparative study on nonviral genetic modifications in cord blood and bone marrow mesenchymal stem cells. Cytotechnology. 2012;64(5):523-40. 25- Halff EF, Versteeg M, Brondijk TH, Huizinga EG. When less becomes more: Optimization of protein expression in HEK293-EBNA1 cells using plasmid titration - a case study for NLRs. Protein Expr Purif. 2014;99:27-34. 26- Huang F, Tang L, Fang ZhF, Hu XQ, Pan JY, Zhou ShH. MiR-1-mediated induction of cardiogenesis in mesenchymal stem cells via downregulation of Hes-1. BioMed Res Int. 2013;2013: ID 216286. 27- Wang TY, Zhang QQ, Zhang X, Sun QL, Zhao CP, Wang XY. The effect of recombinant lentiviral vector encoding miR-145 on human esophageal cancer cells. Tumour Biol. 2015;36(12):9733-8. 



ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکارانی مهسا راسخ  ۸

   ۱۳۹۶ زمستان، ۱، شماره ۹دوره     فناوری دانشگاه تربیت مدرس زیست

28- So KH, Han YJ, Park HY, Kim JG, Sung DJ, Bae YM, et al. Generation of functional cardiomyocytes from mouse induced pluripotent stem cells. Int J Cardiol. 2011;153(3):277-85. 
29- Ohta S, Imaizumi Y, Okada Y, Akamatsu W, Kuwahara R, Ohyama M, et al. Generation of human melanocytes from induced pluripotent stem cells. PLoS One. 2011;6(1):e16182. 




