
 

  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م

  167تا  160صفحات ، 88 زپايي، 3، شماره 19 ورهد

  

هاي  براي ترانسداكشن سلول HIV-1هاي نوتركيب مشتق از  استفاده از ويروس

HT1080 تالاسمي -با هدف ژن درماني بيماران بتا 

 ،5زاده مجيد صادقي ،4پور كريمي مرتضي ،3فاطمه جمشيدي ،2احمد حسين خان ،1خوف تربتي مريم بي

8سيروس زينلي ،7زاده امير امان ،6محمدعلي شكرگذار
 

 

1
 واحد شهرري ،دانشگاه آزاد اسلامي ،گروه زيست شناسي زيست سلولي مولكولي، دكتراي مربي، 

2
  كرج ،ايرانانستيتو پاستور فراورده هاي بيولوژيك،، دكتراي استاديار 
3
  ايرانانستيتو پاستور ،گروه پزشكي مولكولي جانوري،زيولوژي يف كارشناس ارشد، 
4
  ايرانانيستيتو پاستور  فراورده هاي بيولوژيك،، دكتراي استاديار 
5
  مدرس تربيت دانشگاه پايه، علوم دانشكده ژنتيك، گروهژنتيك، ، دكتراي استاديار 
6
  ليبانك سلو، ايرانفراورده هاي بيولوژيك، انستيتو پاستور، دكتراي دانشيار 
7
  بانك سلولي، ايراني حرفه اي دامپزشكي، انستيتو پاستورادكتر 
8
  ايرانژنتيك انساني، انستيتو پاستور، دكتراي دانشيار 

  چكيده

هدف از اين مطالعه ساخت . باشد درماني توسط ويرال وكتورها مي ژن، بيماري بتاتالاسميهاي درماني موثر براي  يكي از روش :سابقه و هدف

هاي هدف به منظور ژن درماني  به سلول جهت انتقال سازه ژني مورد نظر mini LCRهاي نوتركيب حاوي ژن بتاگلوبين و  ويروس لنتي

 .باشد بتاتالاسمي ماژور مي

  pLenti-Destوكتور به نام  در يك لنتي mini LCR  هر يك از قطعات ژن بتاگلوبين و، كاربردي - اين مطالعه بنياديدر : يسروش برر 

 ،293Tرده سلولي  به درون 2000زمان وكتور نهايي به همراه سه وكتور كمكي با ليپوفكتامين  طي ترانسفكشن هم. شدند كلون

  . يد شدنديتا RT PCRويروسهاي نوتركيب حاوي سازه ژني مورد نظر توليد و با  لنتي

 2برن  هاي هدف در حضور پلي رانسداكشن سلولت. تعيين شد HT1080هاي نوتركيب در رده سلولي  ويروس تيتر اين لنتي :هايافته

هاي باقي مانده  اين كلوني DNA. بيوتيكي باقي ماندند ترانسديوس شده پس از دو هفته انتخاب آنتي HT1080هاي  سلول. برابر شد

  .بدست آمد HT1080ها براي سلول  اپتيمم اين ويروس MOI.  اينتگره شدن سازه ژني ساخته شده تائيد شد PCRاستخراج و با روش 

با  هاي بنيادي هاي پستانداران مانند سلول ولكارآمد و پايدار ژن به سل ،توان از لنتي ويرال وكتورها سبب انتقال موثر مي: گيرينتيجه

 .سرطان استفاده كرد و هاي ژنتيكي از جمله بتاتالاسمي درماني بسياري از بيماري هدف ژن

  .ويروس نوتركيب لنتي ،ژن بتاگلوبين ،سميبتاتالا ،ژن درماني :واژگان كليدي

  

مقدمه
1

  

ژنـي بـا وراثـت اتوزومـال      بيماري تك نوعي بيماري بتاتالاسمي

تــرين اخــتلالات ژنتيكــي كشــورمان  يكــي از شــايعمغلــوب و 

                                                 

  سيروس زينلي، دكتر بخش پزشكي مولكولي ،انستيتو پاستور ايرانتهران، : نويسنده مسئولآدرس 

)email: sirouszeinali@yahoo.com  (  

  9/10/87: تاريخ دريافت مقاله

  14/5/88 :تاريخ پذيرش مقاله

با توجه به آمارهاي رسمي انجمن تالاسمي ايران . )1( باشد مي

در ايـران  ر واژهزار بيمار مبتلا به بتاتالاسمي م ـ 15-20حدود 

هاي متعددي در ژن بتاگلوبين سبب كاهش  جهش .وجود دارد

خـوني شـديد    كـم  بـه دنبـال آن  يا فقدان توليد اين پروتئين و 

نياز بيمـار بـه   موجب اين امر ). 2( شود بيماران بتاتالاسمي مي

از اين رو  .شود تزريق مداوم خون و تجمع آهن در بدن آنها مي

با تزريق خون از داروهـاي جـذب   جهت درمان بيماران، همراه 
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نيز بطور روزانـه  ) chelating agent(كننده آهن مانند دسفرال 

هاي متعدد درماني تاكنون  در ميان روش). 1(شود  استفاده مي

پيوند مغز استخوان موثرترين روش درماني براي ايـن بيمـاران   

ــت ــوده اس ــودن   . ب ــترس نب ــل در دس ــه دلي ــن روش ب ــا اي ام

بـه   ).3(با موانعي مواجـه اسـت   در عمل سب اهداكنندگان منا

تـرين روش بـراي    درمـاني را مناسـب   ژنمـروزه  همين جهـت ا 

  ).3(دانند  درمان اين بيماري مي

باشد و توسط  جزء خوشه ژني گلوبين ميژن بتاگلوبين انسان  

به  )LCR )Locus Control Regionناحيه تنظيمي اختصاصي 

بـه    LCR در  HS1-5نـواحي   .شـود  كنترل مـي  kb 15وسعت 

بوده و نقـش   (Hypersensitive)بسيار حساس    DNaseIآنزيم

  ).4(دارند  LCRمهمي در عملكرد 

هاي انتقال شيميايي و يا فيزيكي جهت انتقـال   اغلب از روش "قبلا

ولـي   ،شـد  ژن سالم به سلول هاي هدف در ژن درماني استفاده مي

در ميـان   ).3( شـود  اسـتفاده مـي  هـاي ويروسـي    امروزه از حامـل 

جهـت اسـتفاده   ها داراي مزايـايي   ويروس وكتورهاي ويروسي لنتي

ها به انواع متفـاوت    از جمله ارائه موثر ژندرماني بتاتالاسمي  در ژن

نولوژيك ناخواسته در وايم هاي عدم ايجاد واكنش هاي هدف، سلول

ويـرال   اغلـب لنتـي   ).5،6( باشند ميميزبان و ميزان بالاي بيان ژن 

در . انـد  طراحـي شـده   HIV-1كتورها بر اساس سـاختار ويـروس   و

زاي ويروس به حداقل رسانده  هاي بيماري طراحي اين وكتورها ژن

 HIV-1هـاي ويـروس    شده  و يا ژن مشابهي جايگزين برخي از ژن

ــروتئين  ؛شــده اســت ــد پ ــروس   VSVGمانن ــه وي ــق ب ــه متعل ك

vesicular stomatitis   بنـدي   بسـته  است و در يكـي از وكتورهـاي

هـا بـه سـطح     ويروس ،به كمك اين پروتئين. گيرد ويروس قرار مي

وكتورهـا   نسل جديد لنتي.  شوند سلول هدف متصل و وارد آن مي

باشند كـه از يـك وكتـور انتقـال دهنـده       وكتور مجزا مي 4حاوي 

بنـدي ويـروس تشـكيل شـده      وكتور بسـته  3حاوي ژن خارجي و 

 u3داراي حـذفي در ناحيـه    SINهـاي از نـوع     ويروس لنتي. است

هـاي   شـود ويـروس   ايـن سـبب مـي   . u3∆)(هستند  LTR’3توالي 

از طرفي بـه علـت افـزايش    . توليد شده قابليت تكثير نداشته باشند

هـاي   ايمني زيستي هيچ يك از پلاسميدهاي كمكـي داراي تـوالي  

كـه ظرفيـت    يياز آنجـا ). 7،8(نيستند  LTRبندي ويروس و  بسته

 ،)9(اسـت   كيلوبـاز  8ويرال وكتورها حـدود   وسط لنتيانتقال ژن ت

ايـن سـازه   . كيلوباز استفاده شـد  6اي به طول  در اين مطالعه سازه

 "و قـبلا ) 10(باشـد   در كنار ژن بتاگلوبين مـي   mini LCRحاوي 

). 11(توسط همين گروه تحقيقاتي طراحي و سـاخته شـده اسـت    

ركوماي انسـاني  اين سازه ژنـي بـه رده سـلولي سـرطاني فيبروسـا     

HT1080 هاي نوتركيب ساخته شده بـا هـدف    ويروس توسط لنتي

ــان در راســتاي ژن درمــاني    ــوم ميزب اينتگــره شــدن پايــدار در ژن

كه بيمـاران بتاتالاسـمي    يياز آنجا. بيماري بتاتالاسمي منتقل شد

در  ،باشـند  داراي نقص در ژن بتاگلوبين و يا نواحي تنظيمي آن مي

سازه ژنـي مناسـبي متشـكل از ژن بتـاگلوبين و     كه بتوان  صورتي

نواحي تنظيمي آن را به كمك لنتـي ويـروس هـاي نوتركيـب بـا      

كــارايي و بــازده بــالا نســبت بــه ســاير روش هــاي انتقــال ژن بــه 

اي كـه   گونه منتقل كرد به HT1080هاي هدف انساني مانند  سلول

 ،شـود سازه ژني فوق بتواند در ژنـوم ميزبـان بصـورت پايـدار وارد     

توان چنين استنباط كرد كه اين روش قابـل تعمـيم بـه سـاير      مي

هاي بنيادي رده اريتروئيـدي نيـز    هاي انساني از جمله سلول سلول

توان قدم موثري در  بوده كه با پيوند آنها به بيماران بتاتالاسمي مي

     .درماني اين بيماران برداشت راستاي ژن

  

  مواد و روشها

 تكثيـر پلاسـميد  ، بـه منظـور   كاربردي-يتحقيق بنياددر اين 

pFBGGT   ــي ــازه ژن ــاوي س ــا روش    ،ح ــميدها ب ــه پلاس هم

و بــر  ′Top10Fســويه    E. Coliترانسفورميشــن در بــاكتري 

براي ).  12(اساس دستورالعمل استاندارد مربوطه تكثير شدند 

حـاوي  ) آلمـان  ،LB-broth)Merck ها از محـيط   رشد باكتري

  .سيلين استفاده شد ليتر آمپي ميكروگرم بر ميلي 100

در  mini LCRسـاب كلونينـگ سـازه ژنـي بتـاگلوبين و      براي 

كـه درپلاسـميد    ژني سازه ، pLenti-Destوكتور انتقال دهنده 

ثبــت شــده در بانــك ژن تحــت شناســه ( pBGGTحدواســط 

DQ384617 (بـا هضـم آنزيمـي توسـط      ،كلون شده بود "قبلا

 ،انتهاي سازه در دو) ناژنشركت سي(  NheIو  XhoIهاي  آنزيم

-pLenti4-GW/H1/TOخارج و سپس در وكتـور   pBGGTاز 

Lamin shRNA  ياpLenti-Dest پلاسميد نهـايي . كلون شد ساب، 

pLentiBGDEST  بـراي تائيـد صـحت پلاسـميد     . ناميده شـد

و واكنش هضم آنزيمي براي تمام قطعات روي اين  PCRنهايي 

 سـازه ژنـي   ي تعيين تواليبرا). 1شكل ( پلاسميد گذاشته شد

پرايمر طراحـي و همـراه نمونـه پلاسـميد بـراي       ،در دو جهت

 .)ايـــران ،ژن فـــن آوران( تعيـــين تـــوالي ارســـال شـــد   

PLentiBGDEST      جهت استفاده در مراحـل بعـدي بـا كيـت

اسـتخراج  ) آمريكا ،Midi-prep )Invitrogenتخليص پلاسميد 

  ).11(شد 

ين بـر روي رده سـلولي   ميزان مؤثر داروي زئوس ـ بررسيجهت 

HT1080،     تعــداد هــزار ســلول از رده ســلوليHT1080  در

به ازاء هر غلظـت دارو  . اي كشت داده شدند چاله 96هاي  پليت

هـاي مربوطـه    سپس به هر چاله غلظت. چهار چاله گذاشته شد

، 200، 150، 100 هـاي  زئوسـين در غلظـت  . از دارو اضافه شد
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ــر ميلــيميكر 700و  600، 500، 400، 300 ــه  وگــرم ب ليتــر ب

. ساعت بررسي شـد  72تا  48محيط كشت اضافه شد و پس از 

 ،هـا از بـين رفتـه بودنـد     هايي كه تعداد زيادي از سلول در چاله

  .غلظت مورد استفاده در آن چاله يادداشت شد

 293T هـاي  سـلول ، HT1080و  293Tهـاي   كشت سلولبراي 

 ،ك سـلولي ايـران  بان( HT1080و  ) C498 ،بانك سلولي ايران(

C437 (  ــت ــيط كش ــاوي  DMEMدر مح ــر   100ح ــد ب واح

ــي ــي  ميل ــر پن ــيلين ليت ــي  100 ،س ــر ميل ــرم ب ــر  ميكروگ ليت

درصـد سـرم    10مـولار گلوتـامين و    ميلـي  2 ،استرپتومايسين

و در انكوباتور مرطـوب  ) آمريكا ،Gibcoهمه از ( جنين گوساله 

راد گ ـ درجـه سـانتي   37اكسـيدكربن و حـرارت    درصد دي 5با 

  .كشت داده شدند

 ،293Tهـاي   ويـروس نوتركيـب در سـلول    توليد لنتيبه منظور 

ساعت پس از ترانسفكشن تعداد  72هاي نوتركيب  ويروس لنتي

ــلول  6×106 ــپلكس 293Tســـ ــا كمـــ ــاي   بـــ -DNAهـــ

LipofectamineTM 2000 )Invitrogen، ــر اســاس ) آمريكــا ب

ــروه    ــين گ ــي هم ــات قبل ــده در تحقيق ــه ش دســتورالعمل ارائ

 .  آوري شد جمع) 11(تحقيقاتي 

بـه منظـور   ، RT-PCRويـروس بـا روش    بررسي توليد لنتيدر 

ويـروس توليـد    RNA ،هـاي نوتركيـب   ويروس تائيد توليد لنتي

 يـك تخلـيص و   Trizolشده در سوپ ويروسي بـا اسـتفاده از   

بـه   M-MLV reverse transcriptase ميكروگرم از آن با آنزيم 

گـراد و در حضـور    درجـه سـانتي   42ي دقيقه در دما 30مدت 

دقيقه ماندن  10و نهايتا  RNase و مهاركننده oligo-dtپرايمر 

واكـنش  . گراد رونويسي معكوس شد درجه سانتي 90در دماي 

PCR  ميكروليتر با استفاده از  20سيكل در حجم  35به تعداد

ــر  2 ــي cDNA، 5/1ميكروليتــ  MgCl2، 200مــــولار  ميلــ

پيكومول از هر پرايمر و  20 ،هاdNTP يك از ميكرومولار از هر 

 ,AmpliTaq Gold DNA polymerase(ABI واحد آنـزيم  4/0

USA)  بر اساس دستورالعمل استاندارد انجام شد.  

هـاي نوتركيـب در رده سـلولي     ويـروس  تعيين تيتر لنتـي براي 

HT1080، هاي توليد شده در سلول  تيتر ويروسHT1080   كـه

. گيري شـد  اندازه ،ساركوماي انساني استيك رده سلولي فيبرو

مشـابه روش   HT1080هاي  روش تعيين تيتر ويروس در سلول

و Cos-7 هاي سلولي ديگر از جملـه   تعيين تيتر ويروس در رده

K562     11(گزارش شده توسط همين گـروه تحقيقـاتي بـود .(

            سـلول   2×105كـه روز قبـل از ترانسداكشـن     بطـوري 

HT1080 خانـه شـمارش و در    6هـاي   هـر خانـه از پليـت   براي

 37كـربن و حـرارت    اكسـيد  درصـد دي  5انكوباتور مرطوب بـا  

در روز ترانسداكشـن بـه   تـا  گراد كشت داده شـد   درجه سانتي

در روز ترانسداكشن . رسيده باشد درصد 30-50تراكم سطحي 

از سوپ ويروسي در حجـم  10-6 تا 10-2برابري از  10هاي  رقت

ميكروگرم بـر   5/6حاوي  DMEM  محيط كشت يترل ميلي يك

تهيه و با آنهـا هـر   ) آمريكا ،polybrene )Invitrogenليتر  ميلي

يك خانـه نيـز بـه    . اي تعويض محيط شد خانه 6خانه از پليت 

تعويض محـيط  از روز بعد . عنوان كنترل منفي اختصاص يافت

ليتـر   واحـد بـر ميلـي    100حـاوي   DMEMبا محـيط كشـت   

 2 ،ليتـر استرپتومايسـين   ميكروگرم بر ميلـي  100 ،نسيلي پني

همـه از  (درصد سرم جنين گوسـاله   10مولار گلوتامين و  ميلي

Gibco،  سـاعت بعـد از ترانسداكشــن    48 .انجـام شــد  )آمريكـا

بـه   ليتر ميكروگرم بر ميلي 400بيوتيك زئوسين با غلظت  آنتي

ويض روز يك بـار تع ـ  3سپس هر . ها اضافه شد هر يك از خانه

 12. محيط با محيط كشت تازه حـاوي زئوسـين انجـام گرفـت    

ــي  ــس از انتخــاب آنت ــوني روز پ ــوتيكي كل ــه   بي ــاوم ب ــاي مق ه

وتيك در هر خانه پس از رنگ آميزي با كريستال ويولـه  يب آنتي

  . شمارش و تيتر ويروس تعيين شد

در   HT1080هـاي   سـلول  ،كشت سلولي و ترانسداكشنجهت 

ــت  ــيط كش ــاوي  DMEMمح ــي  100ح ــر ميل ــد ب ــر  واح ليت

 2، ليتـر استرپتومايسـين   ميكروگرم بر ميلـي  100 ،سيلين پني

همـه از  (درصد سرم جنين گوسـاله   10مولار گلوتامين و  ميلي

Gibco، اكسـيد   درصـد دي  5و در انكوباتور مرطوب با  )آمريكا

روز قبـل  . گراد كشت داده شد درجه سانتي 37كربن و حرارت 

هـاي   در پليـت  HT1080سـلول   2×106 تعـداد  از ترانسداكشن

سـلول   متري كشت داده شده تا تـراكم  ميلي 100كشت سلول 

روز بعـد محـيط كشـت بـا     . درصد برسد 50تا  30در سطح به 

 TU/ml106 حاوي  DMEMليتر محيط تازه  ميلي 10
ويروس   

ــي  5/6و  ــر ميل ــرم ب ــي  ميكروگ ــر پل ــد   ليت ــويض ش ــرن تع . ب

)Invitrogen، ساعت محيط كشـت تعـويض    24بعد از ) آمريكا

بيوتيـك زئوسـين بـا     ساعت بعد از ترانسداكشن آنتي 48شد و 

ها اضـافه   به هر يك از خانه ليتر ميكروگرم بر ميلي 400غلظت 

روز يك بار تعويض محيط بـا محـيط كشـت     3سپس هر . شد

هفتـه انتخـاب    2پـس از  . تازه حـاوي زئوسـين انجـام گرفـت    

 60هـاي   م به زئوسـين بـه پليـت   هاي مقاو بيوتيكي كلوني آنتي

هـاي   متري جديد منتقل شد و پس از يـك هفتـه سـلول    ميلي

دقيقه تحت اثر تريپسـين بـا غلظـت     3-5تكثير شده به مدت 

هـا بـا    درصد قرار گرفت و به محض جدا شـدن از پليـت   25/0

 DNA. دقيقـه سـانتريفوژ شـد    5دور و به مدت  1500سرعت 

توسـط كيـت    PCR  ي بـا  هاي بعـد  ها جهت بررسي اين سلول

DNP )استخراج شد) ايران ،سيناژن.  
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هاي  سلول DNAبر روي ) PCR(مراز  اي پلي يرهجواكنش زندر 

براي كل سازه ژني بتاگلوبين  HT1080، PCRانتخاب شده 

 از  با استفاده HT1080 هاي اينتگره شده در ژنوم سلول

                           با توالي HS4-F جلوبر پرايمرهاي

5' GCTAGCGTGTGTGGAGACAAATGCAG 3'        
                                           با توالي HBB-Rو معكوس 

5' CTCGAGAACCTCCAAATCAAGCCTCTAC  3'، 

ز قطعات  قطعه ا  HBB+HS2+HS3اي كه متشكل ا ب

ر  يمرهاي جلوب ز پرا لي   HS3-Fاستفاده ا ا توا   ب

5' ACGCGTTGTCTAGCAAAAGCAAGGGC 3'  و

 800اي متشـكل از   و نيز قطعـه   HBB-Rپرايمرهاي معكوس 

 و قبل از روي ژن مقاومت به  زئوسين HS4باز بالادست قطعه 

LTR΄3   به علاوه خودHS4  و بخشـي از HS3،    بـا اسـتفاده از

) آلمــان ،Expand DNA Polymerase  Long)Rosheكيــت 

عيـين تـوالي   فـوق در دو جهـت ت   PCRمحصـولات  . تكثير شد

  .شدند

مناسـب بـراي    )MOI  )Multiplicity Of Infectionبررسـي در 

، پس از تعيين تيتر ويـروس ، HT1080هاي  ترانسداكشن سلول

در هر چاهـك   HT1080سلول  2×105چاهكي  6در يك پليت 

هـاي   سـپس ترانسداكشـن سـلول   . شمارش و كشـت داده شـد  

HT1080 يي كـه تيتـر   ها ها با ويروس در هر يك از اين چاهك

  10 و 6 ،5 ،4 ،3، 2 ،1هــاي  MOIدر  ،آنهــا تعيــين شــده بــود

هـاي   بيـوتيكي كلـوني   پس از دو هفته انتخاب آنتـي  .انجام شد

هايي كه تعـداد   در چاله. آميزي و شمارش شدند گمانده رن باقي

غلظت مـورد اسـتفاده در    ،ها از بين رفته بودند زيادي از سلول

   . آن چاله يادداشت شد

  

  هايافته

كيلو باز بـه   6يك كاست ژني با طول ، نتايج كلونينگدر مورد 

پـس از هضـم آنزيمـي    pBGGT در وكتور miniLCRHBGنام 

كلـون و پلاسـميد نهـايي     سابpLenti4-Dest در وكتور  جدا و

pLentiBGDEST  صــحت و درســتي مراحــل   . ايجــاد شــد

 .تاييد و در دو جهت تعيين توالي شد  PCRكلونينگ با 

زا در ژن  فقـدان هرگونـه جهـش بيمـاري     ،تايج تعيـين تـوالي  ن

  .را تاييد كرد pLentiBGDESTبتاگلوبين و ديگر قطعات 

هـاي   سـلول  در ويروسـهاي نوتركيـب   نتايج تعيين تيتـر لنتـي  

HT1080  وMOI   قبـل از تعيـين تيتـر    نشان داد كه  مناسب

در  HT1080هاي سـلولي   ويروس مقدار موثر زئوسين روي رده

  .بودليتر  ميكروگرم در ميلي 400 ين مطالعها

 ،)B-1 شـكل ( توليـد شـده   هـاي  تيتر ويروس به منظور تعيين

ويـروس ترانسـديوس    لنتـي  10-2با رقت  HT1080هاي  سلول

بيوتيـك زئوسـين اغلـب     يت ـپس از دو هفته انتخـاب آن . شدند

آميزي بـا كريسـتال ويولـه     ها زنده ماندند كه بعد از رنگ سلول

در حـالي كـه   . ه وبه علت كثرت قابل شمارش نبـود بنفش شد

ويــروس بــراي  لنتــي 10-6و ســپس  10-4هــاي  وقتــي از رقــت

به ترتيب تعداد كمتري كلوني پـس   ،ترانسداكشن استفاده شد

آميزي  بيوتيك زئوسين باقي ماند كه پس از رنگ ازانتخاب آنتي

پس از شمارش . شوند مشاهده مي) D-1 و C-1(هاي  در شكل

هـاي ويـروس     مانـده در هـر يـك از رقـت     هاي زنده باقي يكلون

هـاي   ميانگين بدست آمده معرف تيتر ويروس بود كه در سلول

HT1080،  TU/ml 107 1 شكل( بدست آمد(. 

  

 

هفتــه انتخــاب  2نتــايج تعيــين تيتــر ويــروس پــس از  -1شــكل 

از ويروس توليد شده بـر   10-6تا  10-2بيوتيكي در گستره رقتي  آنتي

   .HT1080ي رده سلولي رو

A :قبل از ترانسداكشن .B :هاي زنده توسط كريستال ويوله بعـد   آميزي كلوني رنگ

بعد : C. بيوتيكي ويروس و پس از دو هفته انتخاب آنتي 10-2 از ترانسداكشن با رقت

: D. بيـوتيكي  ويروس و پس از دو هفته انتخـاب آنتـي   10-4  از ترانسداكشن با رقت

 .بيوتيكي ويروس و پس از دو هفته انتخاب آنتي10-6  اكشن با رقتبعد از ترانسد

 

 ،4 ،3  ،2 ،1هـاي   MOIدر HT1080 هـاي   ترانسداكشن سلول

هـاي زنـده    تعـدادكلوني  MOIنشان داد با افـزايش   10و  6 ،5

تمـام   "بهينه كه در آن تقريبا MOIكه  بطوري ،شود بيشتر مي

  .دبو 4برابر  MOI سلولها ترانسديوس شدند

ــي  ــلول  در بررس ــن س ــايج ترانسداكش ــاي نت ــا  HT1080 ه ب

هــاي  ســلول مشــخص شــد كــه ويروســهاي توليــد شــده لنتــي

HT1080 ويـروس نوتركيـب بـا تيتـر     لنتي توسط TU/ml 107 

هـيچ   بيـوتيكي  آنتي روز انتخاب 12پس از . ترانسديوس شدند

هاي منفي ديده نشد و اين در حالي بود  اي در پليت سلول زنده

هـاي تيمـار    دادي كلوني مقاوم به آنتي بيوتيك در پليـت كه تع
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هـا بـه    ايـن كلـوني  ). 2شكل (ويروس مشاهده شد  شده با لنتي

آنهـا اسـتخراج و بـا     DNA. ندمحيط كشت جديد منتقل شـد 

PCR  آخرين محصول ). 3شكل (آناليز شدPCR   تعيين تـوالي

 ـ  شد و نتايج تعيين توالي تاييد ي كننده اينتگره شدن سـازه ژن

  . در ژنوم سلول ميزبان بود

  

  

ويروسهاي  با لنتي  HT1080هاي  ترانسداكشن سلول -2شكل 

  .نوتركيب

A :قبل از ترانسداكشن.B :هاي ترانسديوس شده و تيمار شده با زئوسين  سلول

  .پس از دو هفته تيمار با زئوسين زنده ماندند

  

  
سازه ژني اينتگره شده درون ژنوم  PCRحاصل  -3شكل 

 . بيوتيكي هاي باقيمانده پس از انتخاب آنتي لولس

 .)كيلوباز HBB+HS2+HS3+HS4  )6كل سازه ژني ساخته شده حاوي : 1

باند : 3). كيلوباز HBB+HS2+HS3 )55/5سازه ژني ساخته شده حاوي : 2

 HS3 )8/2و بخشي از Zeocin +EM7 +Psv40+HS4متشكل از قطعات 

  .)كيلوباز 1(ماركر : 4). كيلوباز

  

  بحث

گيـري ژنـي اسـت ولـي      هـدف  ،آل براي ژن درمـاني  روش ايده

اما استفاده از وكتورهاي ويروسي جهت . كارايي آن پائين است

تـرين مشـكلات    يكي از اساسـي  .انتقال ژن روشي موثرتر است

باشد  گيري ژني، فراواني پايين وقوع نوتركيبي همسان مي هدف

زمان با ابداع وكتورهاي ويروسـي،   و هم 90در اوايل دهه ). 13(

ها بـه سـمت اسـتفاده از     درماني بيماري تحقيقات در زمينه ژن

در ابتداي امر وكتورهاي ويروسي بـه  . اين وكتورها معطوف شد

علت داشتن قسـمت زيـادي از ژنـوم ويـروس وحشـي و بيـان       

ــروتئين ــاي ويروســي پ ــاني   ه ــراي ژن درم ــان تجــويز ب در زم

انگيختنـد و در تجـويز مجـدد     ر را برميهاي ايمني بيما واكنش

هاي  نسل). 18(هاي ايمني شديد وجود داشت  خطر بروز پاسخ

 ،باشـند  جديد اين وكتورها داراي حداقل ژنـوم مـورد نيـاز مـي    

ــزايش و     ــا اف ــن وكتوره ــذيرش ژن در اي ــت پ ــابراين ظرفي بن

ند سال اخير چدر ). 14(ايمونوژنيسيتي آنها كاهش يافته است 

درمـاني بتاتالاسـمي بـا اسـتفاده از      عددي براي ژنمطالعات مت

در طيف وسـيعي   ويروسي وكتورهاي رتروويروسي و اخيرأ لنتي

هـاي   هـاي سـلولي پسـتانداران، سـلول     ها از قبيل رده از سلول

سـاز مـوش و    هـاي بنيـادي خـون    بنيادي جنيني موش وسلول

ــت    ــه اس ــورت گرفت ــان ص ــي   LCR). 15(انس ــر تنظيم عنص

اتصال فاكتورهاي رونويسـي بـه   . اگلوبين استاختصاصي ژن بت

. شـود  باعث تسهيل باز شدن كروماتين مي LCRاز  HSمناطق 

بــدين ترتيــب عناصــر تنظيمــي بــه ژن بتــاگلوبين دسترســي  

. شـوند ايـن ژن در سـطح بـالا بيـان شـود       يابند و باعث مي مي

LCR  كرومـاتين بـر ژن بتـاگلوبين و     مانع اعمال اثرات مكـاني

اين خصوصـيات  ). 16( گردد ژن انتقال يافته ميخاموش شدن 

LCR    با توجه به ظرفيت محدود وكتورهاي ويروسي منجـر بـه

طراحي وكتورهـايي شـد كـه حـاوي ژن بتـاگلوبين همـراه بـا        

ــات  ــد HSقطع ــات   . بودن ــزودن قطع ــفانه اف ــا متاس در  HSام

ايـن قطعـات    زيرا ،وكتورهاي ويروسي با مشكلاتي مواجه است

قطعـات  . شوند ي ژنوم ويروس و تيتر پايين آن ميباعث ناپايدار

ــام هســته ) bp300 (كــوچكتر  ــه ن ، داراي )core element(ب

ايــن قطعــات توســط ). 17(هســتند  LCRبخشــي از فعاليــت 

هاي مختلف در داخل ناقلين رتروويروسي قـرار گرفتنـد و    گروه

. ميزان بيان ژن بتـاگلوبين توسـط ايـن وكتورهـا بررسـي شـد      

شان داده است كـه نـاقليني كـه داراي يـك عنصـر      ها ن بررسي

LCR حاصـــل تركيـــب نـــواحي ( بـــا انـــدازه يـــك كيلوبـــاز

HS2,HS3,HS4 ( را در سـطح متوسـط در    هستند، بتـاگلوبين

هاي  LCRچنين اين  هم. نمايند هاي اريتروئيدي بيان مي سلول

ــاگلوبين نيســتند   ــالاي بت ــه بيــان دائمــي و ب ــادر ب  كوچــك ق

انجـام   Mayتوسـط   2000اي كه در سال  در مطالعه). 18،19(

 و Coreكه شامل  ،HS unitنشان داده شد كه استفاده از   ،شد

در وكتور ويروسـي سـبب بيـان     ،باشد هاي اطراف آن مي توالي

 HS Coreبيشتر و پايدارتر ژن بتـا در مقايسـه بـا بكـار بـردن      
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هـاي آلـوده    نشـان داد كـه سـلول    اين تحقيقات). 27( شود مي

بزرگتــر بــه خــاموش شــدن رونويســي  LCRعناصــر  شــده بــا

(Transcriptional silencing) درسـال   ). 20(تر هسـتند   مقاوم

2001 Molete  وهمكارانش نشان دادند استفاده ازmini LCR 

ــكل از  ــاي  unitمتش ــول  HS4 و  HS2، HS3 ه ــه ط  55/3ب

 دهـد  برابر ميزان بيان بتاگلوبين را افـزايش مـي   5/23كيلوباز، 

نشـان    2003وهمكارانش در سـال   Rikki در حالي كه . )21(

افـزايش بيـان    ،كيلوباز باشـد  mini LCR 3دادند اگر طول اين 

درصـد كـاهش يافتـه     5/8شده كه حدود  درصد 15بتاگلوبين 

 ،بزرگتـر باشـد   mini LCRبنابراين هر چـه طـول   ). 22(است 

ات در مطالع ـ .بيان ژن بتاگلوبين افزايش بيشتري خواهد يافـت 

اخيـر بيشــتر از وكتورهـاي لنتــي ويروسـي بــراي ژن درمــاني    

ها متعلق به خانواده  ويروس با وجود آنكه لنتي. شود استفاده مي

وكتورها توانايي انتقـال ژن بـه    لنتي ولي ،ها هستند رتروويروس

 ،دنباش ـ هايي كه در حال ثقسيم نيسـتند را هـم دارا مـي    سلول

قط توانايي انتقـال ژن بـه   كه وكتورهاي رتروويروسي ف درحالي

يي بالاي آبه جهت كار .)23( هاي درحال تقسيم را دارند سلول

درمـاني طيـف وسـيعي از     امروزه از آنهـا در ژن  ،ها ويروس لنتي

هــاي  بيمــاري ،هــاي متــابوليكي هــا از جملــه بيمــاري بيمــاري

 ،همـوفيلي  ،ديسـتروفي عضـلاني  ، يسـتيك فيبـروز ك  ،ويروسي

كـه   يياز آنجـا . شـود  آلزايمر استفاده مي رتينوئيد پيگمنتوزا و

 ،كننـد  هاي غيرتقسيمي را نيز آلـوده مـي   ها سلول ويروس لنتي

هاي بنيادي بـا   توان از آنها براي انتقال ژن به سلول بنابراين مي

هاي خوني مانند بتاتالاسـمي اسـتفاده    درماني بيماري هدف ژن

اري و جداسـازي، نگهـد  با توجـه بـه اينكـه    ). 24-26، 5(كرد 

سـاز بـا مشـكلاتي     هـاي بنيـادي خـون    تحقيق بـر روي سـلول  

ــزان    ،روبروســت ــدا مي ــا ابت ــر آن شــديم ت ــق ب ــن تحقي در اي

 mini و هـاي حـاوي ژن بتـاگلوبين    ويـروس  ترانسداكشن لنتي

LCR   توليد شده را در يك رده سلولي فيبروساركوماي انسـاني

ه در بررسي كرده و سپس از نتايج ايـن مطالع ـ  HT1080به نام 

هـا بـه    ويـروس  تحقيقات آتي با انتقال سازه فوق به كمك لنتي

ساز بـا هـدف ژن درمـاني بتاتالاسـمي      هاي بنيادي خون سلول

چنين در همين راسـتا ميـزان ترانسداكشـن     هم. استفاده كنيم

هـاي نوتركيـب بـا     ويروس توسط اين لنتيHT1080 هاي  سلول

ه سـلولي كليـه   رد( Cos-7هـاي پسـتانداران ماننـد     ساير سلول

كه حاصل ) رده سلول اريتروئيدي انساني(  K562و نيز) ميمون

  .مقايسه شد) 11(مطالعات قبلي همين گروه تحقيقاتي است 

در ايـن وكتورهـا   . هستند HIV-1ويرال بر پايه  وكتورهاي لنتي

ــي  ــزايش ايمن ــور اف ــه منظ ــتي ژن ب ــروري و  زيس ــاي غيرض ه

ده است و داراي نقـص  زاي ويروس به حداقل رسانده ش بيماري

زيسـتي وكتورهـاي    ايمنـي . باشـند  در سيستم همانندسازي مي

هاي قبلـي افـزايش يافتـه     ويرال نسل سوم نسبت به نسل لنتي

زيرا نسل سوم اين وكتورها از چهار وكتور مجزا تشـكيل   .است

كه يكي از آنها وكتور انتقال دهنده و سـه وكتـور    بطوري ،شده

ايـن چهـار    .ي كننده ويروس هسـتند بند ديگر وكتورهاي بسته

همين امر امكان نـوتركيبي بـين   . وكتور با هم همولوژي ندارند

هـاي ويروسـي در مجـاورت يكـديگر را      آنها و قـرار گـرفتن ژن  

زا  كاهش داده و در نتيجه احتمال توليد ذرات ويروسي بيمـاري 

  . بسياركاهش يافته است

 mini LCRمـراه   در اين تحقيق براي ورود ژن بتاگلوبين به ه

به  pLenti-Destوكتور  از سيستم لنتي HT1080هاي  به سلول

. استفاده گرديد pVSVGو  plp1  ،plp2وكتور كمكي  3همراه 

ــور ــاي  حــاوي ژنplp1 وكت ــه ژن   polو  gagه   gagاســت ك

اينتگـراز را بيـان    آنزيم  polهاي كپسيد ويروس و ژن  پروتئين

 VSVGو پـروتئين   plp2تور توسط وك Revپروتئين . كنند مي

كه ژن آن از ويروس وزيكولار استوماتيتيس گرفته شده توسط 

بيـان   293Tهاي توليدكننده ويروس  در سلول pVSVGوكتور 

تروپيسم بافتي وسيعي دارد و از آن VSVG پروتئين . شوند مي

در ساختار ويروس براي توانمند ساختن ويروس جهـت آلـوده   

 وكتـور  لنتـي . شـود  مـي لها اسـتفاده  كردن طيف وسيعي از سلو

pLenti-Dest هاي  داراي تواليLTR΄5 است و قـادر اسـت    3΄و

به صورت راندوم در ژنـوم   از اين نواحي به كمك آنزيم اينتگراز

عبارتنـد   pLenti-Destوكتور  عناصر ساير .شود ميزبان اينتگره

تـوالي   ،Ψبنـدي ويروسـي    سـيگنال بسـته   ،PRSVپروموتر : از

يوكـاريوتي   پرومـوتر  ،Rev (RRE)ونده بـه پـروتئين   متصل ش

PSV40   جهت بيان ماركر مقاومت به آنتي بيوتيـك زئوسـين. 

 RT-PCRهاي نوتركيـب از روش   ويروس براي تائيد توليد لنتي

بنابراين پس  .دارهستند RNAها  ويروس زيرا لنتي. استفاده شد

ــتخراج  ــام   RNAاز اس ــا انج ــا ب ــك  RT-PCRاز آنه ــه كم و ب

  . ها تائيد شد رايمرهاي اختصاصي توليد ويروسپ

 هــاي نوتركيــب ســاخته شــده در ســلول ويــروس لنتــي تيتــر 

HT1080   بيوتيــك زئوســين  هفتـه اثــر دادن آنتـي   2پــس از

TU/ml 107
هـاي   بود كه تيتر مناسبي براي ترانسداكشـن رده  

اين تيتر در مقايسه با مطالعات قبلـي  . سلولي پستانداران است

-Cosهاي سـلولي   همين گروه تحقيقاتي بر روي رده كه توسط

صورت گرفته بود نشان داد ميزان تيتـر ويـروس در    K562و  7

و  Cos-7هاي سلولي  ده برابر بيشتر از رده HT1080هاي  سلول

K562 شود كـه توانـايي    از اين نتايج چنين استنباط مي. است

گي ها به نوع سـلول هـدف نيـز بسـت     ويروس ترانسداكشن لنتي

هـاي سـلولي    رده نسبت به ديگـر  HT1080هاي  داشته و سلول
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بـه همـين جهـت    . شـوند  مطالعه شده بيشتر ترانسـديوس مـي  

هـا اسـتفاده    توان از آنها در مطالعاتي كـه از لنتـي ويـروس    مي

  . ها استفاده كرد در تعيين تيتر ويروس ،شود مي

هـاي   ميـزان ترانسداكشـن سـلول   كـه   هچنين مشاهده شـد  هم

HT1080 بــرن ماننــد  كاتيونيــك پلــي در حضــور تركيــب پلــي

زيـرا   ؛يابد حدود دو برابر افزايش مي K562و  Cos-7هاي  سلول

تركيباتي كه بار مثبت دارند موجبات رسوب ذرات ويروسي بـا  

هاي هـدف فـراهم مـي     بار منفي را بر روي سطح غشاي سلول

بـرن   اند كه پلي از طرفي برخي تحقيقات نشان داده). 28(كنند 

اثـرات نـامطلوب ويـرال وكتـور      ،علاوه بر افزايش ترانسداكشن

هـاي هـدف را كـاهش داده و باعـث افـزايش بقـاي        روي سلول

نتـايج بدسـت   ). 29(شـوند   هاي ترانسديوس شده نيز مي سلول

 آمده از اين تحقيق نشـان داد سـازه ژنـي حـاوي بتـاگلوبين و     

mini LCR    ــدود ــول ح ــا ط ــت در   6ب ــادر اس ــاز ق ــو ب  كيل

كه تيتر اين  بطوري ،بندي شده هاي نوتركيب بسته ويروس لنتي

ــروس ــراي ترانسداكشــن ســلول   وي ــد شــده ب ــاي تولي ــاي  ه ه

هـاي   ويـروس  لنتـي . مناسب بود HT1080پستانداران از جمله 

را كه يك رده  HT1080هاي  نوتركيب حاصل قادر بودند سلول

داخل ترانسديوس كرده و  ،سلولي فيبروساركوماي انساني است

درمـاني   كه با هدف ژن بنابراين در صورتي. ژنوم آنها وارد شوند

هاي بنيـادي خونسـاز بيمـاران بتاتالاسـمي مـاژور بـه        از سلول

عنوان سلول هدف براي وارد كردن سازه ژني فوق به ژنوم آنهـا  

توان انتظار داشت ايـن سـازه    مي ،با همين روش استفاده گردد

خونسـاز نيـز بطـور پايـدار وارد      هاي بنيادي ژني در ژنوم سلول

  .شده و پروتئين بتاگلوبين را در آنها بيان كند

نوعي رده سلولي پستاندار و سرطاني  HT1080از طرفي سلول 

بنـابراين   .كه منشا فيبروسـاركوماي انسـاني دارد   بطوري ،است

بـه  ويرال وكتورهـا   توان از لنتي شود كه مي چنين استنباط مي

هـاي هـدف در    كارآمد و پايدار ژن به سلول ،انتقال موثرعنوان 

هــاي ژنتيكــي ديگــر از جملــه  درمــاني بســياري از بيمــاري ژن

  . نيز استفاده كرد ،سرطان كه امروزه شيوع بالايي دارد

  

  تشكر و قدرداني 

 در مصوب تحقيقاتي بودجه محل از تحقيق اين هاي كليه هزينه

تـامين شـده    -بخش پزشكي مولكولي - انستيتو پاستور تهران

 انجـام شـده   هـاي  ومسـاعدت  زحمـات  از وسيله است كه بدين

 .شود مي سپاسگزاري
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