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  چكيده

 يديتهد. باشد يم (AIDS) يتسابكا يمنيده و عامل سندرم نقص ايرياز خانواده رتروو (HIV)ن انسا يمنيروس نقص ايو : زمينه و هدف
ن يد و همچنيجد يروسيبات ضدويكبه تر يابيدست يه مطالعه براكباعث شده است  ؛ردهكجاد يا ينظام سلامت جهان يبرا HIVه عفونت ك

با توان يك سيكل همانندسازي با نـام   HIVهاي  اين مطالعه به منظور ساخت ويريون .ندكدا يپ يا ژهيت وياهم HIVسن كد وايو تول يطراح
Single Cycle Replicable (SCR) رونوشت بردار معكوسم هاي بدون آنزي با استفاده از پروويروس (RT) انجام شد.  

  
  زمـان  شـن هـم  كله ترانسفيوسه ، بريثكتل كيس كيت يبا قابل SCR HIVنام  هب ييها ونيريو آزمايشگاهيه ن مطالعيدر ا:  روش بررسي

،  HEKها در سه رده سلول  ونيرين ويا يتوان همانندسازد و سپس يتولHEK  يها به سلول pmzNL4-3و  pSPAX.2  ،pMD2.Gد يسه پلاسم
MT-2 با بررسي روش اليزا براي ترشح  طحال موش يها و سلولp24   زايـي   همچنـين عفونـت  . و ميزان تشکيل سنسيشيوم بررسـي گرديـد
  .مورد ارزيابي قرار گرفت MT-2هاي  هاي نسل دوم روي سلول ويريون

  
. باشـد  هـاي مـورد بررسـي مـي     در تمامي سلولSCR هاي  دهنده توان مناسب توليد ويريون م شده نشانهاي انجا نتيجه بررسي :ها  يافته
اما اين اجسام ويروسي نسل  ؛شوند توليد مي SCRهاي  به شکل طبيعي خود به وسيله همانندسازي ويريون HIVهاي  ژن تمامي آنتي همچنين

  .باشند طور کامل از نظر توانايي تکثير، غيرفعال مي هدوم ب
  

ن با توجه به توان يهمچنبوده و  HIVسن كوا يبرا يد مناسبياندكرا توليد نمايد كه  SCR يها ونيريومطالعه توانست ن يا : گيري نتيجه
  .باشد ها نمي روسيرتروومورد نياز در مطالعات  يستيز يمنيد ايدات شديازمند تمهين SCR يها ونيريو يل زندگكيس كي

  
  سنكوا ، سيکل تکثير با قابليت يك نويريو ، انسان يمنيروس نقص ايو : ها ليد واژهك

  _____________________________________________________________________    
  mrasadeghi@pasteur.ac.ir:  يكترونيكپست ال،  محمدرضا آقاصادقي تركد: نويسنده مسؤول  *

  )۰۲۱( ۶۶۹۶۹۲۹۱: و نمابر  تهران ، انستيتو پاستور ايران ، گروه هپاتيت و ايدز ، تلفن: نشاني 
 ۱۹/۲/۸۹ :مقاله رش يپذ،  ۳۰/۱/۸۹ :، اصلاح نهايي  ۶/۸/۸۸ : مقاله وصول

  
  
  

  
  



  با قابليت يك سيكل تكثير HIVهاي  ساخت ويريون/  ٥٦

  )۳۶پي در پي ( ۴شماره /  ۱۲دوره /  ۱۳۸۹زمستان /  مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي گرگان

  مقدمه
روس و ی ـو RNA کی ـ  (HIV)یانسان یمنیروس نقص ایو

خودرا  یژنوم RNAروس، یو. باشد یها م روسیاز گروه رتروو
  وسکـــــــمع م رونوشـــــــت بـــــــرداریتوســـــــط آنـــــــز

(Reverse Transcriptase, RT)  ــه ــیپروو DNAبـ  یروسـ
روس را بـا اسـتفاده از   ی ـس پرووو سـپ  کـرده  يبـردار  رونوشت

 ندک یزبان وارد میم DNAبه  (Integrase, IN)نتگراز یم ایآنز
 یتسـاب کا یمن ـیجـاد سـندرم نقـص ا   یباعـث ا  HIVابتلا به . )1(

(AIDS) اهش ک ـمـزمن، بـا    یعفـون  يماریب کی ایدز .شود یم
 يهـا  سـلول . باشـد  یم ـ +T CD4 يهـا  شـرونده تعـداد سـلول   یپ

CD4+ یزبـان اصــل یم HIV شــرونده یاهش پکــباشــند و بـا   یم ـ
طلب و تومورها منجر  فرصت يها ها، عفونت ن سلولینه ایگنج

سـازمان   يهـا  بـر طبـق گـزارش   . )1( شـوند  یزبان میبه مرگ م
 HIVون نفر آلـوده بـه   یلیم 33در سراسر جهان  یبهداشت جهان

جـان خـود را از دسـت     ایدز نفر بر اثر 5700باشند و روزانه  یم
ه ک ـ ینیسـنگ  یو بهداشـت  يبار اقتصاد لیبه دل ).2و1( دهند یم

HIV    پـژوهش در   ؛رده اسـت ک ـوارد  یبه نظـام سـلامت جهـان
ت ی ـاز اهم HIVبازدارنـده ویـروس    يسـن و داروهـا  کنه وایزم
نتـرل  کتنهـا راه   یروس ـیضدو يداروها. برخوردار است ییبالا
ن جهت پژوهش یباشند و به هم یدر حال حاضر م ایدز يماریب

ارزشـمند   HIV يثر روؤم ـ یروس ـیضدو يافتن داروهـا ی يبرا
با اهداف  HIVسن کقات در زمینه وایاز طرف دیگرتحق. است

  .دارد يمارینترل بکدر  یی، ارزش بالايساز منیرانه و ایشگیپ
خـود   یسـطح  يهـا  نیوپروتئکیتوسط گل HIV يها ونیریو

(gp40, gp120) شـوند و   یهدف متصـل م ـ  يها به سطح سلول
در سطح سلول هدف،  CXCR4و  CD4اتصال آنها به به دنبال 

ن یوپروتئک ـیگل. شود یسلول ادغام م يغشا در یروسینه ویپوش
سـلول هـدف را    ينه با غشایپوش) Fusion(ادغام  HIV یسطح

 يه حـاو ک ـ Pre integrating complex (PIC). دهـد  یانجام م
RNA وس و ک ـبـردار مع  رونوشـت  يها میروس و آنزیو یژنوم

توپلاسـم سـلول هـدف    یبه داخل س ؛باشد یم یروسیز ونتگرایا
م یآنـز . شـود  یبه هسته سلول هدف منتقل م PICشود و  یرها م

 RNA يرا از رو یروس ـیپروو DNAوس، ک ـبردار مع رونوشت
را بـه   یروس ـیپروو DNAنتگـراز،  یم ایند و آنزک یم یسیرونو

هـاي ویروسـی بـه     mRNA ).4و3( نـد ک یزبـان وارد م ـ یژنوم م

 یس ـیروس رونوی ـسـلول از روي پروو  یس ـیستم رونویسله یوس
 یروسیو يها نیپروتئ یسلول يها ستمیشده و در ادامه توسط س

 یروسیو يها نیبه همراه پروتئ یروسیو RNA. شوند یساخته م
gag، gag-pol، ENV یروس ـی، اجسام ویکمک يها نیو پروتئ 
  ).5(دهند  یل میکد را تشیجد

 ــ ــور رس ــه منظ ــا یب ــداف خ ــه اه ــص ودن ب ــ روسی ، یشناس
ــاکو ــ يتوره ــیو یلنت ــدود   ) Lentiviral( یروس ــوان مح ــا ت ب

رفعـال شـونده   یخـود غ  يتورهـا ک، تحت عنـوان و يهمانندساز
Self Inactivating (SIN)  يتورهـا کو ).7و6( انـد  ساخته شـده 

SIN یدر توال یجهش حذف يحاو U3 LTR در ). 6(باشند  یم
جهـش   ؛ندباش ـ یم ـ SIN یژنوم RNA يه حاوک ییها روسیو
 LTR '3وس بـه هـر دو   ک ـمع يبـردار  ن رونوشتیور در حکمذ
). 6-9( شـود  ینتگره م ـیو سپس به ژنوم سلول هدف ا یپک 5'و
 یروس ـیو یلنت يتورهاکار با وک یستیز یمنیا SIN يتورهاکو

ن ی ـا يخـود  هرفعال شـدن خودب ـ یغ ).10و9( اند ش دادهیرا افزا
قـدرت   يرادا يهـا  پی ـد تی ـاهش شـانس تول کتورها باعث کو

ن یهمچن ـ ).10و9( هدف شده اسـت  يها در سلول يهمانندساز
 یوحش ـ يهـا  با سـوش  یبیکتورها، شانس نوترکن ویبا وجود ا

  ).10و7( ابدی یاهش مک
 يهـا  توان انتقال هـر ژن دلخـواه بـه سـلول     SIN يتورهاکو

ان شـده در  یژن ب ینسبت به آنت یمنیپاسخ ا). 6(هدف را دارند 
ه در بـالا  ک ـطـور   همـان  ).12و11( تاس ـسلول هـدف بـاارزش   

برخوردارند  ییبالا یستیز یمنیاز ا SIN يتورهاکو ؛اشاره شد
سـن  کوا يهـا  ید بررس ـی ـاندکقت آنها را ین حقیو هم) 10و9(

ات ی ـج تجربینتا. )12و11(رده است کمنوژن یل ژن ایتحو يبرا
تورهـا در  کن وی ـاز تـوان مناسـب ا   یکنه حاین زمیگذشته در ا

در مقابـل   ).12و11( باشـد  یمطلـوب م ـ  یمنیاسخ اختن پیبرانگ
قـرار   SINف شده یضع يها روسی، ویروسیو یلنت يتورهاکو

بـه   یروس ـیو یف شـده لنت ـ یضـع  يها روسیو ).13-16( دارند
ته یپاتوژنســ) nefن یدر پــروتئ مــثلاً( یک ـیژنت يهــا سـبب نقــص 

 ير بـرا ی ـثکف شـده قـادر بـه ت   یضـع  يها روسیو. دارند ینییپا
 يا نتـرل شـده  کر ی ـثکامـا سـرعت ت   ؛باشـند  یم یوالمت يها نسل
  ).14و13( دارند

 SCR يهـا  ونیریه وکن اساس است ین مطالعه برایه ایفرض
ــد و ــمانن ــا روسی ــ يه ــوده و   HIV یوحش ــلول هــدف را آل س
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ــپروو ــوم م  ی ــه ژن ــود را ب ــان وارد مـ ـیروس خ ــدک یزب ــا  ؛نن ام
رفعــال یغ SCR يهــا روسیــر ویــثکحاصــل از ت يهــا یــونریو
 يهـا  روسیو ياجزا یتمام يحاو SCR يها ونیریو. دباشن یم

 يهـا  روسی، ويپس از همانندساز یول ؛باشند یم HIV یوحش
ــز ــتول INو  RT يهــا میفاقــد آن ــی ــدک ید م ــال شــدن یغ. نن رفع

 يها روسیو یژنوم RNAنسل دوم به سبب نقص  يها ونیریو
SCR يهــا مید آنــزیــدر تول RT  وIN در واقــع هــر . باشــد یمــ
و  RT يهـا  میننده در آنـز کرفعال یجهش غ يحاوروس یپروو

IN ن مطالعـه از  ی ـدر ا. ن منظـور اسـتفاده شـود   ی ـتوانـد بـه ا   یم
روس بـدون  ی ـبه عنوان پروو mzNL4-3با نام  HIVروس یپروو
RT  17(استفاده شده است.(  

 کبا تـوان ی ـ  HIVهاي  ویریونبه منظور ساخت این مطالعه 
 Single Cycle Replicable (SCR)ل همانندسازي با نـام  کسی

  .شدانجام  RTهاي بدون آنزیم  با استفاده از پروویروس
  روش بررسي

در گـروه هپاتیـت و ایـدز انسـتیتو      آزمایشگاهیطالعه ماین 
اده فهاي مورد است موش .انجام شد 1389سال طی پاستور ایران 

از بخـش پـرورش حیوانـات     BALB/cبـا نـژاد    مطالعـه در این 
نامـه   و پاستور ایران تهیه و با توجـه بـه آئـین   آزمایشگاهی انستیت

  .شدند آزمونکمیته اخلاق انستیتو نگهداري و 
  دهايپلاسم

 pSPAX.2 د یاز پلاسم HIV SCR يها ونیرید ویتول يبرا
 gag-pro-polننـده  کان ی ـد بیپلاسم کیه کاستفاده شده است 

ه ک ـ يگـر ید دیپلاسـم . باشـد  یم) INو  RT يها میآنز يحاو(

  دیپلاســـم ؛اســـتفاده شــد  SCR يهــا  یـــونرید ویـ ـولت يبــرا 
pmzNL4-3 روس یپروو يه حاوک بودHIV    به همـراه جهـش

). 17(باشـد   یم ـ INو RT يهـا  میننده آنزکدک یدر توال یحذف
 يهـا  یبا نقص در توال یژنوم RNAننده کدکد یالبته هر پلاسم

ــد یمــ يبنــد و قابــل بســته INو  RTننــده کدک ن یگزیجــا ؛توان
pmzNL4-3 یـک  لکه در ش ـکطور  همان ).یک لکش(ردد گ 

جهـش   RINNL4-3روس ی ـجـاد پروو یا يبرا شود؛ یمشاهده م
 RTننـده  کدک يها یتوال يدر ابتدا) Frame Shift(ر قالب ییتغ
. جاد شـده اسـت  یا pNL4-3تور کدر و)  Age Iدر نقطه ( INو 

 RTننده کدک يها یق حذف توالیاز طر mzNL4-3رس یپروو
 يروس بـرا ی ـن مطالعـه منبـع پروو  یدر ا. است د شدهیتول INو 
از ). 18( بـود  pNL4-3د ی، پلاسم RTبدون يها روسیه پرویته

ــتول يز بــرایــن pMD2.Gد یپلاســم  ین ســطحیوپروتئکــید گلی
  .استفاده شده است (VSVG)ت یولار استوماتکیوز یروسیو

  روسيد ويشت سلول و تولك
ــدر ا ــلول ی ــه س ــا ن مطالع ــان يه و  HEK293T ،MT-2یانس
 HEK يهـا  سـلول . اند شت داده شدهکموش  یطحال يها سلول
،  FBS ،L-Glutamine  درصد15به همراه  DMEMط یدر مح

در مرحلـه  ). 19(شـدند   ين نگهـدار یس ـین و استرپتومایلیس یپن
. اضـافه شـد   HEK  ،HEPES يهـا  ط سلولیشن به محکترانسف
 RPMIط یدر مح ـ BALB/cو طحـال مـوش    MT-2 يها سلول

 -نیلیســــ یو پنــ ـ FBS  ،L-Glutamine درصــــد15 يحـــاو 
وبـاتور  کهـا در ان  سلول یتمام. شت داده شدندکن یسیاسترپتوما

ــار  ــا CO2 درصــد5تحــت فش ــانتی 37 يو دم ــراد  درجــه س گ

  RINNL4-3و  mzNL4-3روس يد دو پروويتول يبرا INو RT يها ميننده آنزكرفعال يغ يها سه جهشيقام:  ۱ل كش
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  .شدند ينگهدار
ــرا ــتول يبـ ــرید ویـ ــا ونیـ ــم SCR HIV يهـ  يدهایپلاسـ

pSPAX.2  وpmzNL4-3  وpMD2.G مشـخص،   يها با نسبت
. ت شــدندکترانســف HEK293T ياهــ زمــان بــه ســلول   هــم

ــکشــن توســط کترانسف ــق روش  (Qiagen)ت کــفیت پلی و طب
در  .انجـام گرفــت  یکچـاه  6 يهـا  تی ـت سـازنده، در پل کشـر 

ــه م HEPESشــن ، کمرحلــه ترانسف ــب ــه محــ mM 25زان ی ط یب
 يهـا  روس در سـاعت ی ـو يحـاو  يها سوپ .ها اضافه شد سلول

. هـا اضـافه شـد    ط تازه به سـلول یو مح يآور جمع 72و  48، 24
لتر شدن بـا  یهم مخلوط و پس از ف روس بایو يحاو يها سوپ

 ينگهـدار  گـراد  درجه سـانتی  70منفی  يدر دما μm22/0لتر یف
وژ با یفیله سانترید شده به وسیروس تولیاز و یبخش). 20( شدند

 يهـا، سـوپ حـاو    روسی ـظ ویتغل ـ يبـرا . ظ شـد یدور بالا تغل ـ
و در  g103×60ي روی ـنسـاعت بـا    2 يلتـر شـده بـرا   یروس فیو

ــا ــانتی 4 يدم ــدیفیســانتر گــراد درجــه س ــام . وژ ش پــس از اتم
ن ی ـا برداشـته شـد و   یروس ـیرسـوب و  يوژ سـوپ رو یفیسانتر

ه، ی ـسـوپ اول لیتـر   میلـی  30یک بـه   با نسبت RPMIرسوب در 
ــرا gentle vortexتوســط  ــا  يب درجــه  4 يطــول شــب در دم
ص شـده،  یروس تخل ـی ـزان وی ـم). 21(د ی ـحل گردگراد  سانتی

ــکتوســط  ــت الی ــروتئیتشــخ  يزای ــیص پ ــو ین پوشش   روسی
(BioMerieux, Capture P24 ELISA)  ت ی ـکل ک ـطبـق پروت

  .شد یبررس
  يص سلول طحاليتخل

ص شـدند  یموجود تخل ـ يها لکطبق پروت یطحال يها سلول
هوش نمـودن و  یق بیاز طر BALB/cه موش ماد کی). 23و22(

 درصـد،  70ل کدر ال ور ساختن شته و پس از غوطهکقطع نخاع 
م طحـال  یبا فشردن ملا. ل خارج شدیط استریطحال آن در شرا

ــرا ــتریدر شـ ــلولیط اسـ ــال يهـــا ل، سـ   طیوارد محـــ یطحـ
RPMI درصد5 يحاو FBS دسـت آمـده   ه ب ـ يها سلول. شدند

ننده گلبول کزیبافر ل ml 6به آن  ه شدند وشستشو داد RPMIبا 
ردن ک ـبـا اضـافه    زی ـنش لک ـقه وایدق 7پس از . قرمز افزوده شد

ــاوي RPMIلیتــر  میلــی6 . ان داده شــدیــپا FBS درصــد5 ح
 حـاوي  RPMIن مرحلـه سـه مرتبـه بـا     ی ـدر ا یطحال يها سلول

ون سـلول  ی ـلیم 20ت ی ـدر نها. شستشو داده شدند FBS درصد5
لیتـر   میکروگـرم در میلـی   10 امل به عـلاوه کط یدر مح یطحال

PHAــا 48 يهــا بــرا ســلول. شــت داده شــدندک  PHA ســاعت ب
ــتحر ــد کیـ ــرا ندشـ ــپس بـ ــا يو سـ ــازیآزمـ  يش همانندسـ

  .مورد استفاده قرار گرفتند SCR HIV يها ونیریو
  آنها ييزا ش عفونتينسل دوم و آزما يها ونيريد ويتول
در  HEKسـلول   60×103م نسـل دو  يها ونیرید ویتول يبرا

روس ی ـو P24میکروگرم  5ا ب يا خانه 24ت یاز پل کچاه کی
SCR HIV ــودوتا ــا   پیس ــده ب ــر  250 در VSVGش میکرولیت

هـا دوبـار بـا     ساعت سـلول  5بعد از. جوار شدند امل همکط یمح
میکرولیتـر   800س شسته شـد و سـپ   کامل درون چاهکط یمح
ــیمحــ ــه چاه ــازه ب  يحــاو يهــا ســوپ. هــا اضــافه شــد کط ت
ــریو ــا ونی ــا نســل دوم در ســاعت يه ــد از  72و  48، 24 يه بع

 يسـوپ حــاو . شــدندو بـا هــم مخلـوط    يآور جمــع یآلـودگ 
 يهـا  در حجم p24زان یم ینسل دوم پس از بررس يها روسیو
گــراد  درجــه ســانتی 70منفـی  دمــاي  م و دریتــر تقســ کوچ ـک

  ).24( شد ينگهدار
 100×103 نسـل دوم  يها ونیریو ییزا ش عفونتیآزما يبرا

ــلول  ــر چاهــ ـ MT-2سـ ــاز پل کدر هـ ــه 24ت یـ ــا يا خانـ  بـ
یــک وم در حجـم  نسـل د  یروســیجسـم و  P24نـانوگرم  1000
هـا دوبـار بـا     سـاعت سـلول   16پس از . جوار شدند هملیتر  میلی

RPMI  هـر   در. ط تازه افزوده شدیمحمیکرولیتر  500و شستشو
 یط قبل ـیط تـازه بـا مح ـ  یمح ـمیکرولیتـر   300 بـار  کیسه روز 

 يها شده از سوپ سلول يآور جمع يها نمونه. دیض گردیتعو
MT-2 يروزهـا  یل دوم در ط ـنس ـ يهـا  ونیریمواجه شده با و 
 یبررس P24تر یزان تیزا از نظر میبه روش ال) روز 20تا ( یمتوال
  .شدند

  يزان همانندسازيم يبررس
 SCR HIV يهـا  ونی ـریو يزان همانندسـاز ی ـم یبررس يبرا

. اسـتفاده شـد   HEK يهـا  از سـلول  VSVGپ شده بـا  یسودوتا
ت ی ـاز پل کدر هر چاه MT-2ا یو  HEKسلول  60×103 تعداد

ــه 24 ــر  250 يحــاو يا خان ــرار داده کط یمحــمیکرولیت شــت ق
 SCR HIVون ی ـریو P24نـانوگرم   600 کبـه هـر چاه ـ  . شدند

بـه   کهـا دوبـار درون چاه ـ   ساعت سـلول  5 پس از. اضافه شد
بـا توجـه بـه نـوع     ). 24(امل شستشو داده شـدند  کط یله محیوس

سـاعت سـوپ    72نوبـت در  کی ـا در ی ـساعت و  24مطالعه هر 
ط یل مح ـک ـ HEK يها در مورد سلول. شد يآور معها ج سلول
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شت با کط یاز مح میکرولیترMT-2 ، 300 يها و در مورد سلول
بـه روش   یسـوپ سـلول   P24زان ی ـم. ن شدیگزیط تازه جایمح
  .ده شدیت سازنده سنجکل شرکزا طبق پروتیال

ــرا ــ، یطحــال يهــا در ســلول يهمانندســاز یبررســ يب  کی
 میکروگـرم 6 شـت بـا  کط یمح میکرولیتر 250ر ون سلول دیلیم

P24 ــو ــدند  SCR HIVروس ی ــوده ش ــس از . آل ــاعت  5پ س
در . شسـته شـدند   FBSدرصد  5حاوي RPMI ها دوبار با  سلول

 امــل بــه عــلاوهکط یمحــ میکرولیتــر 500 هــا در ت ســلولیــنها
 P24زان ی ـم. قـرار داده شـدند   PHAلیتر  میکروگرم در میلی10

  .ده شدیزا سنجیوش الساعت به ر 72ها پس از  ن سلولیسوپ ا
  يا دوره كي يزان همانندسازيم يبررس

 یسـه رده سـلول   يرو SCR يهـا  ونیریو يتوان همانندساز
HEK  ،MT-2 ــلول ــا و س ــال يه ــوش یطح ــا م  BALB/c يه

 نـانوگرم  600 توسـط  MT-2و  HEK يهـا  سـلول . آزموده شد

P24 روس یوSCR  هـا   سـلول . سـاعت آلـوده شـدند    5به مدت
امـل  کط یمح ـمیکرولیتـر   500در و  ندده شـد بـار شستشـو دا   سه
هـا روزانـه بـا     از سوپ سـلول میکرولیتر  300 .شت داده شدندک
 يهـا  سلول. شد یبررس P24زان یض و از نظر میط تازه تعویمح

روس ی ـو P24میکرولیتـر  6 ن روش امـا توسـط  یبـا هم ـ  یطحـال 
SCR سـاعت پـس از    72 یطحال يها سوپ سلول. آلوده شدند

. شـــد یبررســـ P24زان یـــو از نظـــر م يآور جمـــع یآلـــودگ

 يزا بـرا ی ـبا اسـتفاده از روش ال  SCR يها ونیریو يهمانندساز
p24 شد یابیارز.  

  وميشيل سنسيكزان تشيم يبررس
  يهــا ان ســلولیــوم میشــیل سنسیکزان تشــیــم یبررســ يبــرا
MT-2  يهـا  ونی ـریبـه و  یبه دنبال آلـودگ SCR HIV د ، حـدو

 يحـاو  يا خانه 96ت یپل يها کدر چاه MT-2 سلول 20×103
 P24نـانوگرم 800 لهیو به وسه شد ط قرار دادیمحمیکرولیتر  50
پس از . آلوده شدند SCR HIVون یریمختلف و يها زانیا میو 

اضـافه   کامل بـه هـر چاه ـ  کط یمحمیکرولیتر  200 ساعت 16
ــد ــودگ  72. ش ــد از آل ــاعت بع ــداد سنس یس ــیتع ــا ز ومیش ــه ر ی

شـمارش   يبـرا ). 26و25(شـمرده شـدند    يوپ نـور کروسکیم
مورد شمارش قرار گرفـت   کلد از هر چاهیها پنج ف ومیشیسنس

وم یشیشتر، سنسیو ب یعیبرابر حجم طبچهار با حجم يها و سلول
  .در نظر گرفته شدند

  ها يافته
 روسيد ويتول

 یم ـکتوسط سنجش  SCR يها ونیرید ویزان تولیبررسی م
P24 يهـا  ونی ـرید ویه تولکزا انجام و مشخص شد یبه روش ال 

SCR از  لیتـر  نانوگرم بـر میلـی   250000 زان چند برابر بهتریبه م
ــریو ــا نوی ــی  mzNL4-3 )80000 يه ــر میل ــانوگرم ب ــر ن   و) لیت

GPF reporter )28000 د بـه  یه شـا ک ؛بود) لیتر نانوگرم بر میلی

 HEK يها سلول در SCR يها ونيريو يهمانندساز) الف
293T  وMT-2 . يها سلول HEK يها ونيريتوسط و يبه خوب 

SCR HIV اند د کردهيروس توليآلوده شده و و. 

طحال  يعيطب يها در سلول SCR يها ونيريو يهمانندساز) ب
از  پس سه روز يها ط در سوپ سلول p24ش سطح يافزا .موش

 SCR يها ونيريسه با زمان آلوده شدن با ويدر مقا يآلودگ
. استها  لن سلويها در ا روسين ويا يدهنده همانندساز نشان
زان يرفته و ميانجام پذ ييتا صورت تکرار سهه ها ب تست يتمام

SD ش داده شده استينمودارها نما يرو.  

 يسلول مختلف يها رده يرو SCR يها ونيريو يهمانندساز:  ۱رنمودا
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د یـــدر تول pSPAX.2و  pmzNL4-3 یســـتینرژیل اثـــر سیـــدل
  .باشد LTRموتور ش از حد پرویا فعال شدن بیروس و یو

 ـ يزان همانندسـاز يم يبررس  يـي زا و عفونـت  يا دوره كي
  نسل دوم يها ونيريو

ار یبس ـ HEK يهـا  در سلول SCR يها روسیو يهمانندساز
ساعت پـس از   24سوپ،  P24زان یدار م یش معنیخوب و افزا

 SCR يهـا  ونی ـریو یننـدگ ک توان آلوده. مشاهده شد یآلودگ
ار یموش بس ـ یعیطب يها وان سلولبه عن یطحال يها سلول يبرا

 یطحـال  يهـا  سـوپ سـلول   P24ش یزان افزایم. ارزشمند است
 يها ها به عنوان سلول ن سلولیت ایبا توجه به ماه و ف بودیخف
 ر یـک ه در نمـودا ک ـ يطور همان. ه استیرا قابل توجیم یعیطب
در  VSVGپ شده با یسودوتا SCR يها ونیریو ؛شود یده مید

. ردنـد کامـل  کخـود را   يآزمون، همانندساز يها سلول یتمام
  يهـا  سـوپ سـلول   P24تـر  یزان تی ـدر م یش ـیچ افزاین هیهمچن

MT-2 نسـل دوم   يهـا  روسی ـآلوده شده به وSCR   روز  20تـا
  .مشاهده نشد یبعد از آلودگ

  وميل سنسشيكبررسي ميزان تش
ــ ــلول  کتش ــط س ــیوم توس ــاي  یل سنسش ــال   MT-2ه ــه دنب ب

 2ل کهـا در ش ـ  روي این سـلول  SCRهاي  همانندسازي ویریون
ــت  ــده اس ــان داده ش ــ. نش ــیومکتش ــا  یل سنسش ــه ــاي ک ه گوی

هـاي   در گـروه سـلول   ؛باشد می SCRهاي  همانندسازي ویریون
نتـرل  کبرابـر گـروه    HIV SCR 60هـاي   آلوده شده به ویریون

  .بود منفی

  بحث
در مـؤثر   یروس ـیبـات ضدو یکو تر HIVسن کبه وا یابیدست
هنـوز   ؛ AIDSروس عامـل  ی ـبـه و  ءز ابـتلا ا يریشگیا پیدرمان 

فـراهم  . ردی ـگ یرا دربرم یقات علمیاز تحق یبخش قابل توجه
قـات  یانجـام تحق  يبـرا  یسـت یز یمن ـیاز ا یساختن سطح مناسب

ــگاهیآزما ــی HIV يرو یش ــه یک ــا از دغدغ ــان در  يه محقق
 يدر مطالعــه حاضــر ابــزار. اســتدر حــال توســعه  يشــورهاک

احتمــال  یشـگاه یمطالعــات آزمان نـوع  ی ـشـد تــا در ا  یطراح ـ
 یسـنت  يتورهـا کو. ابـد یاهش ک ییار بالایزان بسیبه م یآلودگ

 حـذف  يه حـاو ک (SINL)رفعال شونده یخود غ یروسیو یلنت
در مطالعـات بـا هـدف     ؛باشـد  یخـود م ـ  U3 یگسترده در توال

ــد کــشــده و  یطراحــ (Gene delivery)انتقــال ژن  اربرد دارن
جهـش   يحاو یوس، توالکمع يبردار پروسه نسخه یط ).7و6(

شده و سـپس در ژنـوم    يبردار ها نسخه LTR '5و  '3در  یحذف
ــلول ــا س ــام یم يه ــان ادغ ــ (Integrate)زب ــردد یم در ). 9و7( گ

ــت یحق ــاو   DNAق ــده ح ــام ش ــیطب LTR يادغ  (Native) یع
در  (Packaging)شـدن   يبنـد  جه قادر به بستهیباشد و در نت ینم
بـا درنظرگـرفتن    ).9و7و6( سـت ین يزده بعد جوانه يها ونیریو
 یمن ـیب از لحـاظ ا یکنوتر یروسیو یسنت يتورهاکته وکن نیا
ل نشده یتبد یرا به گونه عفونیز .هستند يدر سطح بهتر یستیز

ایــن در مــا  ).10و8و7( ل فعــال بــاز نخواهنــد گشــتکو بــه شــ
 کی ـولوژیرد بک ـعمل ید و بررس ـی ـ، تولیمطالعه اقدام به طراح

 (SCR HIV) يسـاز دهمانن بـار کیت ی ـقابل بـا  HIV يها ونیریو

 طبيعيي ها سلول )ب SCRي ها ونيريآلوده شده به و يها سلول) الف

 MT-2 يها در سلول SCR يها ونيريو يهمانندسازل شده بر اثر يتشک يها وميسنسش:  ۲شكل 
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 يهـا  ونی ـریو ؛شود یده مید 2 لکه در شکگونه  همان. مینمود
SCR HIV ــ ، pSPAX2 دیشــن ســه پلاســمکله ترانسفیوســه ب
pmzNL4-3  وpMD2.G ــا در ســلول ــتول HEK 293T يه د ی

 کی ـفقـط   ؛ه قـادر اسـت  ک ـون یریو کیشود و به صورت  یم
شده و از غشاء سلول  يبند تهبس ؛انجام دهد يسازدل هماننکیس

 یژنـوم  RNA يحـاو  SCR HIV يهـا  ونی ـریو. زند یجوانه م
). یـک ل کش ـ(باشـند   یم ـ INو  RTژن  يهـا  یوب در تـوال یمع

 يهـا  ونی ـرید ویاد شده منجر به تولیب یکنوتر يها روسیپروو
ر یثکه حاصل تکها  ونیرین ویا .شوند یم INو  RTم یبدون آنز

 باشـند  یرفعال میغ) نسل دوم(باشند  یم SCR HIV يها ونیریو
ــپد ).نمــودار یــک(  یســنت يتورهــاکمشــابه و SCR HIVده ی
ن تفـاوت  ی ـبـا ا  ؛باشد یم (SINL)رفعال شونده یخودغ یروسیو
 SINL يتورهـا کبرخلاف و SCR يها ونیریروس ویه پرووک

  .را دارد يبند قابل بسته RNAد یتوان تول
  يهــا  نژ یآنتـ ـ يحــاو  SINL یروسـ ـیرتروو يتورهــا کو
HIV /SIV افتـه  یف حـدت  یتخف يها ونیریو و(attenuated) 
HIV ــ ننـــده کمحافظـــت  يهـــا ســـنکبـــه عنـــوان وا SIVا یـ

(protective)  یو درمـان (therapeutic)  يزی ـآم تی ـج موفقینتـا 
ــد در مطالعــات از خــود نشــان داده در  Negri ).24و22و7و6( ان

ــات 2007ســال  ــیمنوژنیا يرو یمطالع ــیس ــو یته لنت ــ روسی  ياه
SINLیسـطح  يهـا  نیوپروتئکیژن گل يه حاوک HIV  ؛بودنـد 

پاســخ هومــورال و  کــه مطالعــه نشــان داد آنج ینتــا .انجــام داد
روس ی ـو یسـطح  يهـا  ژن ین آنت ـی ـه ایعل یسلولار قابل توجه

نشـان داد   Buffa يگریق دیدر تحق). 11(شده است  يانداز راه
 Gagه ی ـننـده ناح کدک يهـا  یبـا تـوال   یروس ـیو یتور لنتکه وک
در  Reynoldsر گ ـیدر مطالعـه د ). 12(منوژن بوده است یارایبس

روس یرا با و SIVافته یف حدت یسن تخفکوا کی 2008سال 
SIV   هترولوگ پاتوژن مورد چـالش(Challenge)   قـرار داد و
 (Viral load) یروس ـیزان بار ویدر م یاهش قابل توجهکج ینتا

نـد را نشـان داد   رده بودک ـافـت  یسـن در که واک ییها مونیدر م
 یلنتــ يتورهــاکو يل بــالاین مطالعــات نشــانگر پتانس ـی ـا). 16(
افته ی ف حدتیتخف يها نویریرفعال شونده و ویخودغ یروسیو

 SCR HIV  يهـا  ونیریو. باشد یم یمنیپاسخ ا يانداز راه براي
ف ی ـتخف يهـا  ونی ـریشده در مطالعـه حاضـر هماننـد و    یطراح
ل آن کیس ـ کی ـ یامـا ط ـ  ؛ندباش ـ یر م ـیثکافته قادر به تی حدت

. دهنـد  یامـل از دسـت م ـ  کخود را به طور  يت همانندسازیقابل
ــا ــین وی ــریآنهــا را از و یژگ ــا ونی ــده یضــع HIV يه ف ش

(attenuated) ؛زان نامحدود هستندیر به میثکه قادر به ادامه تک 
 يحاصل از همانندساز يها ونیریقت ویدر حق. سازد یز میمتما

SCR HIV )يهـا  نیتمـام پـروتئ   يحاو) سل دومن يها ونیریو 
 یس ـیرونو يهـا  میجـز آنـز   بـه  ،ل فعـال خـود  کدر ش ـ یروسیو
ن ی ـبا در نظر گرفتن ا. باشند می (IN)نتگراز یو ا (RT)وسکمع
مطالعات  يبرا ینه مناسبیگز SCR HIV يها ونیریها و یژگیو
  .باشد مینده یدر آ HIVسن کوا

ر شده کذ (VLP)با ساختار  يها سنکوا يبرا يادیز يایمزا
 یســطح يهـا  نیوپروتئک ـیگل يهـا  ژن یمثـال آنت ــ يبـرا  .اسـت 

پاسـخ   رند تاخود قاد یعیدر فرم و ساختار طب (ENV) یروسیو
 يهـا  ه در فـرم ک یدر حال ؛دننک يانداز را راه يا گسترده یمنیا
د ن ـنخواه يا تهیسیمنوژنین ایخود چن یعیطبریگر با ساختار غید

وم در مطالعـه  یش ـیل سنسیکتش ـ یج بررس ـینتـا  ).27و26( داشت
ه در اثـر آلـوده شــدن   کــ باشـد  مـی ن مســأله ی ـحاضـر نشـانگر ا  

بـه   ENV يهـا  ژن یآنت ـ SCR يهـا  ونیریهدف با و يها سلول
ل کو در شــ (Functional) کیــولوژیرد بکــاد عملیــاحتمــال ز

تـوان   یم ـ لـذا ). 2 لکش ـ(دارا هسـتند  خود را  یعیطب يساختار
 ید مناسبیاندکاحتمالاً  SCR HIV يها ونیریه وکدوار بود یام
ه در ی ـمطالعـات اول . هومورال باشـند  يها سنکمطالعات وا يبرا

ت یتوسط ما در گروه هپات SCR يها ونیریته ویسیمنوژنیمورد ا
 یشـات یآزما. ران در حـال انجـام اسـت   ی ـتو پاستور ایدز انستیو ا
زان اثـر  ی ـم یروس، بررس ـی ـو يزان همانندسـاز ی ـم یر بررسینظ
مطالعـه   يوم، برایشیل سنسیکتش یروس و بررسیو کیتوپاتیسا
ــیبــات دارویکتر ــدگ  يرو یروســیضدرتروو ی ــه زن  یچرخ
 يهـا  ونی ـریتنهـا و  ).23و21و20( باشـد  یاز م ـی ـروس مورد نیو

شـات  ین نـوع آزما ی ـدر ا ؛تواننـد  یم يت همانندسازیقابل يدارا
ل یبه دل HIV یروس وحشیو يها لونکاستفاده از . ار روندک به

ــده خطــرات ز یعفــون ــودن دربردارن ــب ــودگنظــر از  يادی  یآل
 ؛ر شـد ک ـه ذک ـگونـه   همـان . باشـند  یار م ـک ـط ین و مح ـیمحقق

ن مطالعـه قـادر بـه    ی ـشـده در ا  یطراح SCR HIV يها ونیریو
ر بـه احتمـال   یثکل تکیس کیاما بعد از ؛ باشند یم يهمانندساز

  .را ندارند يهمانندساز ییشده و توانا یرعفونیاد غیز
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  يريگ نتيجه
  يهـا  ونی ـریو دهنـده آن اسـت کـه    نتایج ایـن مطالعـه نشـان   

SCR HIV روس ی ـو ین سطحیوپروتئکیپ شده با گلیسودو تا
ــیوز ــتوماتکـ ــد (VSVG)ت یولار اسـ ــا قادرنـ ــلول تـ ــا سـ  يهـ
را  یرانسانیو غ یانسان (line) یسلول يها و رده (native)یعیطب

ه بـه  ک ـسـازد   ین را قـادر م ـ یها محقق ـ یژگین ویا. آلوده سازند
از مطالعـات   يا ف گسـترده یط SCR HIV يها ونیریو کمک
بـه انجـام    يتـر  نییار پـا یرا با احتمـال خطـر بس ـ   یشناس روسیو

  .رسانند
  قدرداني تشكر و

تو یمصـوب انسـت   یقاتیاز طرح تحق یبخشحاصل ن مقاله یا
ي ادکتـر درجـه  ه بـراي اخـذ   نام ـ انی ـران و در قالب پایپاستور ا

زحمـات  از وسیله  بدین .بود ولیژنتیک مولک (PhD) تخصصی
ــهم ــا  یارگرامک ــاب آق ــانیکترکد يجن ــنش  ه ــآزادم ــا ک ه ب

 ياری یقاتیتحق طرحن یما را در انجام ا یکینکت يها ییراهنما
  .شود یم یمانه قدردانیصم ؛رساندند
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