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  چكيده

                          انســـانيمشـــتق از ويـــروس نقصـــان ايمنـــي  هـــاي ويـــروس لنتـــيميـــزان انتقـــال بيـــان ژن توســـط مطالعـــه در ايـــن  :هـــدف
 “Human immunodeficiency virus”( HIV)             بـا ميـزان انتقـال بيـان ژن توسـط لنتـي ويـروس مشـتق از ويـروس نقصـان ايمنـي

  .مورد مقايسه قرار گرفت مغز استخوان موشهاي مزانشيمي  سلولبه Immunodeficiency virus (FIV)   Felineگربه

  HIVهـاي  بـا پايـه   هاي لنتي ويروسـي  ، شاتل HEK-293Tهاي حامل هاي ويروسي با استفاده از وكتورهاي آماده، سلول: ها مواد و روش
سـپس سـوپرناتانت    .توليـد شـدند    Nerve growth factor)(NGFحامـل ژن    HIVو  FIVبه عنوان كنتـرل، و  GFP حامل ژن  FIVو

  .مغز استخوان موش قرار گرفتهاي مزانشيمي  سلولهاي ساخته شده در معرض  حاوي ويروس HEK-293Tهاي  سلول

-FIVاما پس از تيمار با وكتور . را بيان كردند HIV-NGF ،NGF هاي مغز استخوان تيمار شده با وكتور  كه سلول نتايج نشان داد : نتايج
NGF فاقد اين توانايي و قادر به بيان ،NGF نتايج بيان . نبودندNGF ييـد  ا، به وسيله آنتي بيوتيـك، مـورد تا  ه توسط نتايج انتخاب سلول

  .قرار گرفتند

در  جهت آلـوده سـازي و بيـان ژن خـارجي     HIVهاي مشتق از  در مقايسه با لنتي ويروس FIVهاي مشتق از  لنتي ويروس: نتيجه گيري
  .مغز استخوان مناسب نيستندهاي مزانشيمي  لسلو

  .NGFموش،  مغز استخوان هاي مزانشيمي سلول، based FIVو  HIV basedهاي  لنتي ويروس: واژگان كليدي

  

  

  

  

  

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 انو همكار سميه اكبري                                         ...        خوان موش هاي بنيادي مغز است در سلول NGFانتقال و بيان ژن بررسي  

  1391 پاييز، 3، شماره 3جلد ، )پژوهشي  -علمي( مجله سلول و بافت                                                                                                                 212

 
  مقدمه

ــره  ــرين تكنيــك هــاي  مهــمانتقــال ژن در زم ــورد اســتفاده ت م
 و درمـان  ،ها مطالعات تكاملي و فيزيولوژيكي، تشخيص بيماريدر

هـا در   توانايي طبيعي ويروس علتبه . باشد ميها  گيري از آنپيش
سـيكل  ضـروري از   يبخش ـ كه الحاق به ژنوم ميزبان و انتقال ژن
بـراي انتقـال   قـوي  بعنـوان ابـزاري   هـا   ها اسـت، از آن  زندگي آن

 .)1(استفاده مـي شـود   هاي ميزبان  درون سلوله هاي بيگانه ب ژن
هـاي   دليل ويژگيه كه ب باشند ميها ناقلين ويروسي  لنتي ويروس

 ،ترانسداكشن فراوان و آسان توليد  اينتگراسيون، ندماناي  برجسته
هـا از   لنتـي ويـروس  . اند  اخير مورد توجه قرار گرفته هاي در سال
ها قادرند پس  د و همانند رترو ويروسباشن مييريده وورترخانواده 

ميزبـان  ژنـوم  داخـل  هاي خود را به  ژن ،از ورود به سلول ميزبان
هاي  تنها قادر به آلوده سازي سلولا ه البته رتروويروس. كنندوارد 

ها قادر به آلوده  باشند در حاليكه لنتي ويروس در حال تقسيم مي
 .)2(هـاي تكثيرشـونده و غيرقابـل تكثيـر هسـتند       سازي سـلول 

سـرطان   وكتورهاي با پايه ويـروس  مشابه يوكتورهاي رتروويروس
مـي باشـند   ) MLV ()murine leukemiavirus( ن موشـي خو

ها داراي مزايـايي ماننـد بيـان طـولاني      ولي نسبت به آدنوويروس
مدت ژن نوتركيب، عدم ايجاد پاسخ ايمنـي ناخواسـته و توانـايي    

ــواع ســلول  ــالاي يــك ژن در ان هــاي پســتانداران  بيــان نســبتا ب
لـول  توانايي  )HIV( ايدزلنتي ويروس . )3(هستند اـزي س اـي   آلوده س ه

اـيي   را دارا بوده كـه  هاي تكثير ناپذير  سلول ودرحال تقسيم  بـه  ايـن توان
ها به فاكتورهاي مهم هسته اي براي انتقال بـه   علت عدم نياز اين ويروس

لـول   انتقال ژناين وكتورها قابليت . هسته مي باشد اـي اوليـه در    بـه س ه
و  دارا بودهدر شرايط آزمايشگاهي را  ماكروفاژهاي تمايز يافته حال رشد و

لـول تمايز يافتـه هاي  قابليت انتقال ژن به نورون نيز vivo inدر  اـي   ، س ه
لـول  ،شبكيه اـي  كبد، ماهيچه و س  توانـايي   .)5و  4(را دارنـد   ديگـري  ه

هـاي   املين مناسب انتقال ژن به سلولعنوان ح هها ب لنتي ويروس
مختلف انسان و پستانداران مخصوصا به بافت هايي مثل سيسـتم  

، مي باشندهاي تقسيم ناپذير  سلول داراي عصبي يا بافت كبد كه
از  .هــا شــده اســت آن اســتفاده از اهميــت روز افــزونمنجــر بــه 

ــرين حامــل مهــم ــوان حامــل مــي يويروســ لنتــيهــاي  ت هــاي  ت
 Feline Immunodeficiencyمشـتق از   FIVسـي ويرو لنتـي 

virus” ويروسـي   هـاي لنتـي   ، حاملHIV   مشـتق از“Human 

immunodeficiency virus”  و حامل هاي لنتي ويروسيSIV 
را نام بـرد كـه     Simian Immunodeficiency virus مشتق از

 .)8و  7، 6(گيرنـد   عموما براي انتقال ژن مورد استفاده قـرار مـي  

 داراي HIVو SIVماننـد   هـا  هـاي پريمـات   اگر چه لنتي ويروس
هــاي  امــا لنتــي ويــروس ،دنتوســعه يافتــه مــي باشــ ريســاختا

كـه كمتـر    باشـند  مـي  يمشابههاي  تواناييداراي غيرپريماتها نيز 
  FIVويروس نقـص ايمنـي   .مورد توجه محققان قرار گرفته است

توانـد   مـي و اسـت   HIVساختاري نسبتا مشابه با ويـروس  داراي 
و  هـاي نوتركيـب   توليد واكسنبراي گسترش  بسيار مناسبي مدل

ويـروس   از سوي ديگر اين لنتي. باشد هاي ويروسي بيماريدرمان 
جهت سازگاري با  تر مناسبايجاد وكتورهاي  توان به منظور را مي

 FIVآنـاليز فيلوژنيـك وكتـور     .)9( بكار برد هاي مختلفميزبان 
 يـروس داراي فاصـله نسـبتا زيـادي بـا     دهـد كـه ايـن و    نشان مي

 دميولوژيك وقـوع پي ـو شواهد امي باشد  هاي پريمات ويروس لنتي
sero conversion )      توليـد آنتـي بـادي هـاي اختصاصـي قابــل

ني كـه در نتيجـه   هـا در سـرم خـو    تشخيص براي ميكروارگانيسم
را در جوامـع انسـاني   ) آلوده سازي يا ايمني زايي توليد مي شوند

چرخــه زنــدگي بعضــي از ويژگــي هــاي . )10( دهــد نشــان نمــي
، ادغــام شــامل ورود و خــروج از هســته   FIVويــروس  لنتــي

)integration ( هــاي  يـروس متفـاوت از و  تروو سـازماندهي پروم ـ
به همين دليل اين وكتورها مي تواننـد بـه عنـوان    . پريماتها است

هاي لنتي ويروسي داراي ايمني بالاتر، براي انتقـال ژن بـه    حامل
كه  FIVويروس . هاي انساني مورد استفاده قرار گيرند انواع سلول

 داراي از طريق قرار گرفتن در معـرض مخـاط منتقـل مـي شـود     
ــا ســاختار كلــي  ولــي مــي باشــد، HIV هــاي ويــروس مشــابه ب

در نوكلئوتيـد   9400(ژنـوم   اندازههايي از جمله تفاوت در  تفاوت
 (CXCR4، نوع گيرنده موجود در سطح سلول هدف FIV)ژنوم 

ــده ورود  ــده   FIVگيرن ــدف گيرن ــلول ه ــه س ــي از ) ب و در بعض
يكـي از  . )11و  10، 9(خـورد   چشـم مـي   هاي كمكي بـه  پروتئين

هـاي نورولوژيـك،    هاي كانديد جهت درمان بسياري از بيماري ژن
هـا اسـت كـه بـا بكـارگيري از وكتورهـاي لنتـي         ژن نوروتروفين

اـ   نـوروتروفين . باشد هاي بنيادي قابل انتقال مي ويروسي به سلول ه
سرنوشت باشند كه در تنظيم رشد، تعيين  اي از فاكتورهاي رشد مي خانواده

اـي مهمـي دارنـد    سلول، تمايز، عملكرد، و بقاي سلول . هاي عصبي نقش ه
اـي عصـبي     لـول ه سالهاست كه بر نقش نوروتروفين ها در تمايز و بقاي س

هاي اندوژن حـل شـونده اي هسـتند     ها پروتئين نوروترفين. شود تاكيد مي
اـ  )17و  16، 15، 14، 13، 12( ــيم بقـ ــث تنظ ــه باع ــد ك ــرات  ، رش تغيي

اـ       مورفولوژيك و همچنين سنتز پروتئين اـيز نـورون ه اـي دخيـل در تم ه
هاي بنيادي مزانشيمي بـا   سلولهاي بنيادي  از ميان سلول  .گردند مي

هاي عصـبي و عـدم    ها از جمله سلول قابليت تبديل به انواع سلول

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 سميه اكبري و همكاران...                                                 خوان موش هاي بنيادي مغز است در سلول NGFانتقال و بيان ژن بررسي  

 213                                                                                                                  1391 پاييز، 3، شماره 3جلد ، )پژوهشي -علمي( مجله سلول و بافت

 ـ   تحريك . سـاب مـي آينـد   ح هسيستم ايمني گزينـه اي جـذاب ب
ها حاكي از آن است  در اين سلول NGFبررسي بيان نوروتروفين 

لـذا در   .)18(كه آنها بطور ذاتي اين نوروتروفين را بيان مي كننـد  
اـن ژن      هـاي بنيـادي    در سـلول  NGFاين مطالعـه جهـت افـزايش بي

ــاي ويروســي   ــل HIV و FIVمزانشــيمي از وكتوره  NGFحام
انتقال و بيـان ژن   توانايي اين وكتورها در استفاده گرديد و ميزان

NGF مقايسه شدها  به اين سلول. 
  

  ها مواد و روش

بـاكتري   از تحقيـق  ايـن  در :تكثير وكتورهاي لنتي ويروسـي 
E.coli سويه  Top 10 زيـر  دسـتورالعمل  طبـق  و شـد  اسـتفاده 
ــاكتري ــا ب ــراي ه ــذيرش ب  ســپس و شــدند تعدمســ پلاســميد پ
  .شد داده انتقال ها آن به ها پلاسميد

  CaCl2): (كلريد كلسـيم   از استفاده با مستعد سلول تهيه
ميلـي   100محلـول   از مسـتعد  باكتريـايي  هـاي  سلول تهيه براي
 هـاي  غلظـت  بـا   سـيلين  آمپـي  هاي بيوتيك و آنتي  CaCl2مولار

 مـورد  كشـت،  محـيط  در )ميكروگرم بـر ميلـي ليتـر    50(نهايي 
 از سيلين، آمپي حاوي آگار پليت تهيه از پس. گرفت قرار استفاده
 و داده كشت پليت روي بر Top10 سويه E.coli باكتري استوك
 شـرايط  تحـت  را Top10 بـاكتري  پليت از كلون تك يك سپس

 جـذب  تا داده شد كشت مايع كشت محيط در و برداشته استريل
 محـيط  سپس. برسد 450 به نانومتر 500 موج طول در آن نوري
 10(سـانتريفيوژ   را Top10بـاكتري   گونه حاوي شده داده كشت
 رسـوب  بـه  رويـي  محلـول  تخليـه  از و پـس  ) rpm 5000دقيقه
پـس از  . شد اضافه  CaCl2ميلي مولار 100 سانتريفيوژ از حاصل

سـانتريفوژ،   ،)درجـه سـانتي گـراد    4دقيقـه در   30(انكوبه شدن 
درجـه    - 70دمـاي   بـه  استريل هاي يالو مراحل بالا تكرار و در

  .شدند داده سانتي گراد انتقال

دها به يك از پلاسميد هرياد پلاسميبراي ازد :ونينسفورماساتر
ون ينسفورماس ـابـراي تر . نددوارد ش ـ Top10 اكلييباكتري اشرش

بـاكتري مسـتعد شـده    ميكـرو ليتـر از    500 دها، ابتدا بهيپلاسم
اضافه شـد  ) ميكروليتر 5(د يسمك نوع پلاي ،Top10اكلي ياشرش

ثانيـه   90( در دماي اتاق اي قهيدق 30مخلوط شدن آرام و پس از
 پـس از افـزودن  . ندقرار گرفت )درجه سانتي گراد 42در بن ماري 

LB سـاعت، 1(هـا   لولهك از يع به هريماrpm 1000 ،37   درجـه
-LBت يهاي سلولي، روي پل ونيك از سوسپانسيهر )سانتي گراد

و به اين ترتيب اجازه رشد بـه  ن كشت شد يلياي آمپي سآگار دار

 overن يليد مقـاوم بـه آمپـي س ـ   يتك كلني هاي حاوي پلاسـم 

night) ،37 داده شد )گراد درجه سانتي.  

ابتدا يـك   :)Maxi prep(به مقدار زياد  استخراج پلاسميدها
تك كلني از پليت كشت داده شده از پلاسـميدهاي نوتركيـب در   

ع استريل حـاوي آنتـي بيوتيـك آمپـي سـيلين      محيط كشت ماي
كشت داده شد و سپس به روش ارائـه شـده در بروشـور شـركت     

(Qiagen) كيـت بـراي جـدا سـازي      و از فيلتر مخصوصDNA 
سـتون   ازبعد از عبور محلول از فيلتر بـافر شستشـو    .استفاده شد

 هـاي  DNAپس از خشك شدن، رسوب . فيلتردار عبور داده شد
پلاسـميدهاي اسـتخراج   . ب مقطر شستشو داده شدنوتركيب با آ
درجه سـانتي گـراد تـا زمـان انجـام آزمـايش        -20شده در دماي
  .ذخيره شدند

 293T HEKانتقال وكتورهاي لنتي ويروسي به رده سلولي 
)Transfection(: هاي  سلولHEK-293T   به دليل توانايي بـالا

ي كننـده  سازي به عنوان سـلول بسـته بنـد    پروتئينتكثير و در 
براي توليـد انـواع    اي به صورت گسترده وكتورهاي لنتي ويروسي

ــروس ــي    وي ــرار م ــتفاده ق ــورد اس ــا م ــگير ه ــراي. دن ــد ب  تولي
هاي مولد ويروس همزمان  سلول ،نوتركيب فعال هاي ويروس لنتي

بـا روش    package envelopeبا سه ناقل لنتـي ويـروس شـامل   
نتـي ويـروس بـا    توليد ل .ندكلسيم ترانسفكت شد–DNAرسوب 

ژن (و وكتور ترانسـفر   pMD2G  ،pPSPAX2كمك وكتورهاي 
كلـون و خريـداري     GeneCoepiaمورد نظر مـا توسـط شـركت   

اين وكتورهاي لنتي ويروسـي از نسـل دوم بـوده كـه ذيـلا      ). شد
 DNA مخلـوط  .هـا اشـاره شـده اسـت     راجع بـه خصوصـيات آن  

كننـده   بيان( pMD2Gاز وكتور  ميكروگرم2/10شامل  ويروسي
ــورم   ــروس ت ــوپروتئيني وي ــپوشــش گليك ــانت  2/10 ،)اولي ده

 ,gag هـاي  بيان كننده پـروتئين ( pSPAX2از وكتور ميكروگرم 

pol, tat وrev(  156 از وكتورميكروگرم  2/13و pEZLV  و يـا 

pEZLV2  )ويروســي حامــل  لنتــي هــاي لشــات NGF وGFP 
ترانسـفر    پلاسـميدهاي . بـود ) GeneCoepiaخريداري شده از شركت 

ــراي ــراي HIV based- NGF  )(Lv156ب  FIV based-NGFو ب
(Lv23) ) شركت(GeneCoepia  جهـت  . بودنـدTransfection  از

هـاي   گـر بـه سـلول   يروسي و از سـوي د ين لنتي ويسو به ناقل كي
روسي با انتقال ژن به داخـل  يد لنتي ويتول. از بوديروس نيمولد و

ترانسفكشـن   صـطلاحا ا هك ـ فتريذپ ـروس صـورت  يسلول مولد و
هـا بـه تعـداد     ساعت قبل سلول 24ن كار يبراي ا. شود يخوانده م

ط يسـانتي در مح ـ  10ت ي ـون براي هـر پل يليم 3تا  5/2بي يتقر
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DMEM  +10د يسه پلاسم سپس .ندسرم كشت داده شد درصد
در ) ميكروگـرم  transfer  )5/11وكتورروسي شامل ناقل يلنتي و

روس ي ـ، ناقل بسته بندي و FIV basedو HIV basedدو وكتور 
)Packaging Vector) (7 و ناقل مربـوط بـه غشـاء    ) ميكروگرم
ــرم 5/4(روســي وي ــدند )ميكروگ ــتفاده ش ــد اس ــم .، بودن د يپلاس

نيز به عنوان كنترل مورد آزمـون قـرار    GFPوكتور روسي يو لنتي
م فسـفات  يس ـكل – DNAترانسفكشـن بـه روش رسـوب     .گرفت

 هـا  سلولم قطره قطره به يد كلسيكلر - DNAمخلوط . انجام شد
وارد  DNAتـا   گرديـد ساعت انكوبه  8تا  6 مدت  هو ب شداضافه 
 ،ها م به سلوليب فسفات كلسيبراي ممانعت از آس. ها گردد سلول

ده و بـا  ش ـشستشـو   PBSبـار بـا    كي ـتعـويض و   ها سلولط يمح
درجـه   37 سـاعت و  48تـا   24( هـا  د بـه آن يط جديافزودن مح

وني يرين فاصله زماني ذرات ويدر ا. نددداده ش كشت )رادگ سانتي
 فضـاي خـارج سيتوپلاسـمي   ها به  ل در درون سلوليپس از تشك

   .نددرها ش

 :)Infection( هدف سلولهاي سازي آلوده ويروسي و تغليظ
هاي ويروسي جمع آوري شده در مرحله توليد ترانسفكشن  محيط

 ـ   هـاي تغلـيظ    ه سـتون با رعايت تمام شرايط ايمنـي و اسـتريل ب
درجـــه  4دقيقـــه،  20تـــا  15( منتقـــل) Amicon(پـــروتئين 

مـوارد كـافي   در . نـد ديگرد ژسانتريفو ) rpm3500 گراد و سانتي
 10مقدار محيط حاوي ويروس نوتركيب اين مرحله بـراي  نبودن 

پس از گذشت  ويروسحاوي محيط . شددقيقه ديگر تكرار  15تا 
 و پـس از  كشـن، جمـع آوري  از تعويض محيط ترانسف ساعت 24

 هـاي  سـلول  .هاي هدف افزوده گرديـد  به محيط سلول سانتريفوژ

ــا 293T HEKهــدف شــامل  مغــز  هــاي مزانشــيمي ســلول و ي
مغــز  هــاي مزانشــيمي ســلول .بودنــد BMSC موشــي اســتخوان
در رت  اســتخوان فمــورپــس از اســتخراج از  موشــي اســتخوان

 )infection( گيآلـود آزمـون  براي . داده شدندديش كشت  پتري
هـاي   هاي سـريالي از هـر يـك از ويـروس     رقتبه وسيله ويروس، 

خانـه اضـافه    24كشت شده در پليت هدف  سلولهايبه نوتركيب 
بيـانگر آلـوده شـدن بـه      ،سـاعت  48پـس از   GFPمشاهده  .شد

 144در ايـن مطالعـه پـس از     GFPحـداكثر بيـان   . بـود ويروس 
  .ساعت بود

پـس از اتمـام زمـان     :پـروتئين اسـتخراج   :روش وسترن بـلات 
سـرد   PBSبـار بـا    2هـا خـارج و فلاسـك     آلودگي، محيط سلول

، تريپسين اضافه  T25سپس به هر فلاسك . وشو داده شد شست
اطمينـان  از بعد . دقيقه در انكوباتور قرار گرفت 5و فلاسك براي 

 درصـد  10داراي  PBSهـا از كـف فلاسـك،     از جدا شدن سـلول 
FBS سلولي منتقل گرديد سيونضافه شد و سوسپانها ا به سلول .

محلول رويي دور ريخته و رسوب  )rpm  1500دقيقه، 5(پس از 
پــس از . تعليــق و بــه يــك ويــال انتقــال يافــت PBSســلولي در 

محلـول  ) rpm500گـراد،   درجـه سـانتي   4دقيقه،  5(ژ ,سانتريفو
داري طـولاني   رويي دور ريخته شد و رسوب سلولي يا بـراي نگـه  

قرار داده شد و يا مستقيما بـراي  گراد  درجه سانتي -70ت در مد
بـه رسـوب سـلولي    . استخراج پروتئين، مورد استفاده قرار گرفـت 

. هزار سـلول، بـافر ليـز كامـل اضـافه گرديـد       800تا  500حاوي 
بار  10سپس به كمك يك سرنگ انسولين، رسوب سلولي حدود 

دقيقـه   20(ها  ويال و ي سلولي باقي نماند پيپتاژ شد تا هيچ توده
درجـه   4دقيقـه،   20( و سـپس  )در دماي آزمايشگاه روي شـيكر 

محلـول رويـي شـامل    . انجـام شـد  ) rpm12000  و گـراد  سانتي
گيـري   پروتئين به يك ويال جديد منتقل شد تا غلظت آن انـدازه 

  .گردد

و  رترانسـف  PVDFبـر روي   هـا  آنهـا،   پس از الكتروفورز پروتئين
  :تينگ انجام شدمراحل ايمونوبلا

 گـراد،  درجه سانتي 4( قرار دادن بلات در محلول بلوك كننده -1
overnight، هـاي موجـود در    پـروتئين شود تا  موجب مي )شيكر

ها به نـواحي فاقـد پـروتئين     بادي  شير خشك مانع از اتصال آنتي
  .گردد 

 و اضافه نمودن آنتي بادي اوليـه  TBSTآبكشي سريع توسط  -2
  :شامل

 1:25000رقيق شده بـا نسـبت   ): β-Actin )Sigmaبادي  آنتي
  ساعت در دماي آزمايشگاه و روي شيكر TBST  ،1در 

در  1:2500رقيق شده با نسبت ): (NGF Milliporeآنتي بادي 
TBST  ،1 ساعت در دماي آزمايشگاه و روي شيكر  

اي بـا   دقيقه 10وشوي  شست 3جمع آوري آنتي بادي اوليه و  -3
TBST ماي آزمايشگاه و روي شيكردر د  

ــودن  -4  Anti-rabbit IgG HRP-Conjugatedاضــافه نم

(SantaCruz):  در  1:10000رقيــق شــده بــا نســبتTBST ،1 
 برعليـه آنتـي بـادي   (ساعت در دمـاي آزمايشـگاه و روي شـيكر    

NGF (  موشي آنتي بادي ثانويهو ياAnti-mouse IgG HRP-

Conjugated (SantaCruz) : در  1:10000با نسبت رقيق شده
TBST ،1  برعليه آنتـي  (ساعت در دماي آزمايشگاه و روي شيكر

  )β-Actin  بادي 
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اي با  دقيقه 10وشوي  شست 3جمع آوري آنتي بادي ثانويه و  -5
TBST در دماي آزمايشگاه و روي شيكر  

بر روي بلات ) شركت زيست فناوران نجم(ECL اضافه كردن  -6
دقيقـه بـلات درون يـك     5پس از . اندبه حدي كه سطح را بپوش

در اتاق تاريك فيلم . نايلون و سپس در كاست عكاسي قرار گرفت
X-ray   ثانيـه تـا چنـد     1، بسته به شدت نور،  براي مدت زمـان

سـپس فـيلم درون داروي ظهـور    . دقيقه روي بلات قـرار گرفـت  
در داروي  را وشـو بـا آب مقطـر، فـيلم     پس از شست. انداخته شد

  .رار داده و پس از آن با آب شسته شدثبوت ق

فراوانـي   درصـد  80ز رسيدن به پس ا ها سلول :RNAاستخراج 
 ـ) هفتـه  2پس از ( سلولي سـپس تريپسـينه    و شستشـو   PBSاب

 .گرديدند و تريپسين با محـيط كشـت حـاوي سـرم خنثـي شـد      
 .شـد  ) ºC4, rpm1500  ,5 ('سوسپانسيون سـلولي سـانتريفيوژ  

 دقيقـه، 5( دوباره سانتريفوژسوسپانس و   PBSرسوب سلولي در 
سـلولي بـراي   رسـوب  . گرديد )rpm1500 گراد و درجه سانتي 4

رسوب سلولي به همان  .مورد استفاده قرار گرفت RNAاستخراج 
 easyاز محلول . روش كه در بخش قبل تشريح شد، آماده گرديد

BLUE® ),INtron سـپس  . به اين رسوب اضافه گرديد) نانومهر
، رسـوب سـلولي   G21هـاي   ك سرنگ انسولين و سرسرنگبه كم

سـلولي   RNAهاي ليز شـده   بار پيپتاژ شد تا سلول 8تا  7حدود 
دقيقه، كلروفرم بـه محلـول    15تا  10پس از گذشت . خارج شود
و پـس از  ) ثانيه تكان شديد در جهت بالا و پايين 30(اضافه شد 

 rpm اد وگـر  درجـه سـانتي   4دقيقـه،   10(دقيقه سـانتريفوژ   5

فاز آبي . شد كه منجر به تشكيل سه فاز تشكيل گرديد) 12000
و ضايعات سلولي در پايين، فاز كـدر شـيري     رنگ حاوي پروتئين

 RNAرنـگ رويـي حـاوي     در وسط و فاز بـي  DNAرنگ شامل 
فـاز رويـي بـه يـك ويـال جديـد منتقـل و        . ها اسـت  تمام سلول

بـار بـه آرامـي واژگـون     ويال چنـد  . ايزوپروپانول به آن اضافه شد
دقيقـه   15پـس از  . دهد را رسوب مي RNAايزوپروپانول، . گشت

درجـه   4دقيقـه،   15(انكوباسيون در دماي آزمايشگاه، سانتريفوژ 
ايزوپروپـانول دور ريختـه   . انجام شـد ) rpm12000 گراد و  ساني

 7  (اضافه و دوباره سـانتريفوژ  RNAبه رسوب % 75شد و اتانول 
اتانول خـارج و  . گرديد) rpm7500گراد و  جه سانتيدر 4دقيقه، 
در ويال با در باز قرار گرفت تا اتـانول آن بـه طـور     RNAرسوب 

پس از آن رسوب . كامل ولي نه در حد خيلي خشك تبخير گردد
ميكروليتر از آن برداشـته و بـا    1سپس . حل شد DEPC-درآب
ر نـانومت  280و  260هـاي   جذب آن در طـول مـوج   1:100رقت 

استخراج شده بـه كمـك فرمـول زيـر      RNAغلظت . خوانده شد
   .محاسبه گشت

  OD260 × 40 ×عكس رقت  =) RNA )µg/mlغلظت 

، جهـت حـذف آلـودگي     cDNAپيش از سنتز  : cDNAسنتز  
انكوبـه   Roche (10u/µl) DNase I)با  DNA،RNAاحتمالي به 

از  ميكروليتـر  1بـا   RNAميكروگـرم از   2به اين ترتيب كه . شد
DNase I    ــا آب ــايي ب ــم نه ــوط و حج ــه  DEPC-مخل  11ب

درجـه   4دقيقـه،   15(ايـن مخلـوط ابتـدا    . ميكروليتر رسانده شد
قـرار  ) درجـه سـانتي گـراد    4دقيقـه،   10( و سپس) سانتي گراد

نيـز غيرفعـال    DNase I، آنـزيم   DNAگرفت تا پس از حـذف  
 Rando Hexamer (40u/µl)ميكروليتر از  1در اين مرحله .گردد

) درجه سانتي گـراد  65دقيقه،  5(به مخلوط اضافه گشت و ويال 
ها وجود دارد، از بين رفته و mRNA احتمالي موجود در loopتا 

سپس ويال به سـرعت روي  . هگزامر به خوبي به آن متصل گردند
  :يخ قرار داده شد و ساير مواد به آن اضافه گرديدند

5X Buffer µl4  

dNTPs Mix (10mM) µl2  

RNase Inhibitor (40u/µl) µl1  

M-MuLV Reverse Transcriptase (20u/µl) µl1 

Total µl20 

قرار داده شدند و ابتـدا   Thermal Cyclerها درون دستگاه  ويال
درجـه   42سـاعت،  1( سپس)  درجه سانتي گراد 25دقيقه،  10(

 )درجـه سـانتي گـراد    72دقيقـه،   5 ( و در نهايـت ) گراد سانتي 

سـنتز شـده بـراي     cDNAپـس از اتمـام مراحـل،    . دندانكوبه ش
درجـه سـانتي گـراد  قـرار      -70نگهداري طولاني مدت در فريزر 

 .داده شد
  

 RT-PCR  ژنهايβ-ACTIN  وNGF  

  )bp 102= طول قطعه( β-ACTIN توالي پرايمرهاي 

F: 5`AAGGCCAACCGTGAAAAGAT 3` 

R: 5’ACCAGAGGCATACAGGGACA 3` 

  )bp 117= طول قطعه( NGF توالي پرايمرهاي 

F: 5`AAT TAG GCT CCC TGG AGG TG3` 

R: 5`TGA GCT TGG GTC CAG CAT 3` 
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  :PCRجهت انجام 

Template (cDNA) µl 1      

PCR buffer (10X) µl 2  

dNTPs (10mM) µl 6/1      

MgCl2 (50mM) µl 1  

Primers (5µM) µl 2    

ddH2O µl12 

Taq DNA Polymerase µl4/0  

Total µl20  

  .طبق جدول زير برنامه به دستگاه داده شد

ــيمي  ــروتئيايمونوسيتوش ــات  :NGFن پ ــراي اثب ــد ث ب ولي
سـلول   5 × 104 ابتـدا  .شـد  انجـام   ICCتسـت    NGFپـروتئين 
BMSCs ويروس نو تركيب داراي  آلوده شده با لنتيNGF   و بـه

آلـوده نشـده بـه عنـوان كنتـرل در       BMSCهمان ميزان سلول 
البتـه در  (خانـه كشـت شـدند     24ر پليت هاي جداگانه د چاهك
در پليـت  لامـل  ها روي  قرار داده شده بود و سلوللامل ها  چاهك

هـاي   لامـل  محيط كشـت  ،پس از دو روز. )خانه كشت شدند 24
پـس از آن،  . شستشـو گرديدنـد   PBS سلول خـارج و بـا    حاوي
. شستشـو شـدند   PBSسرد فيكس و با  پارافرمالدهيدها با  سلول

 BSA  )20درصـد  1 حـاوي محلـول بلاكينـگ    ،بعـد  در مرحلـه 
 PBS(درصد PBST1 بعد از شستشوي مجدد با و اضافه  )دقيقه
 NGFعليـه   آنتـي بـادي اوليـه    در ،)Tween 20درصد  1داراي 

آنتي بـادي  ها با  سلول ،پس از شستشو. انكوبه گرديد) دقيقه 60(
بـادي   بعد از خارج كـردن آنتـي  . انكوبه شدند) دقيقه 45(ثانويه 

بـراي رنـگ كـردن هسـته      DAPIهـا،   ثانويه و شستشوي سـلول 
 Coverدرصـد  90گليسـرول  با استفاده از  .ها استفاده شد سلول

slip  بـر روي لام قـرار    درصـد  90گليسرول  برهاي حاوي سلول
  .مشاهده شدندگرفته و با ميكروسكوپ 

  

  تعداد سيكل  زمان  دما قسمت
Initial Denaturation°C94 '5  1  
Denaturation°C94 "30 

  )β-ACTIN ژن( 35
Annealing  

°C56) β-ACTIN( "30  
°C60)NGF( 

Extension °C72 "30  45 )ژنNGF(  
Final Extension°C72'5  1  

  

 آناليز آماري

توســط نــرم افــزار Western blotting و   RT-PCRبانــدهاي
Labimage  اسكن و دانسيته باندهايNGF  انـد بتـا   نسبت بـه ب

مـورد   Student t-Testاكتين نيمه كمي گرديدنـد و بـا آزمـون    
در نظـر   >05/0Pسـطح معنـي داري   . آناليز آماري قرار گرفتنـد 

   .گرفته شد
  

  نتايج

بـه   قـادر  GFPحـاوي   HIVو   FIVهـاي  لنتـي ويـروس  
  . باشند مي HEK-293Tترانسفكت كردن سلول هاي 

هر دو نـوع وكتـور    بعد از ترانسفكشن با HEK-293Tهاي  سلول
را نشان دادنـد و تفـاوت    GFPدرصد بالايي از بيان  GFPحاوي 

  ).1شكل (محسوسي مشاهده نگرديد 

دو قادر به  هر NGFحاوي  HIVو   FIVهاي لنتي ويروس 
  . باشند مي HEK-293Tهاي  آلوده سازي سلول

شود  بيان مي HEK-293Tهاي  در سلول NGFبطور طبيعي ژن 
،  FIV-NGF بـا ويـروس   HEK-293Tسـازي   كه پس از آلوده

 NGFmRNAنتـايج آزمـون بيـان    . اين افزايش بيان مشـاهده شـد  
آلــوده شــده بــا  HEK-293Tدر ســلولهاي  RT-PCR توســط
هاي آلـوده نشـده نشـان داد     نسبت به سلول FIV-NGF ويروس

البته همان طـور كـه   ). 2شكل (برابر شده است  2كه اين ميزان 
هـاي   گردد، اين بيان هنوز كمتر از سلول مشاهده مي 2در شكل 
BMSC  دست نخورده است كه بطور طبيعيNGF   را به ميـزان

آلـوده شـده توسـط ويـروس      HEK-293Tهاي  بالاتري از سلول
FIV-NGF )7/1 (  نتـايج بدسـت آمـده از    . كننـد  برابر بيـان مـي

نيـز نشـان داد كـه بيـان نسـبي      ) 3شـكل (تكنيك وسترن بلات 
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كيلو  98(به پروتئين بتا اكتين ) كيلو دالتون NGF )13 پروتئين
آلوده شـده توسـط ويـروس     HEK-293Tهاي  در سلول )دالتون

FIV-NGF 9/1  ــر افــزايش داشــته اســت، در حــالي كــه در  براب

به بتا اكتين به ميـزان   NGFهاي آلوده نشده، نسبت بيان  سلول
  .برابر كمتر است 7/0

 
اـن   .B  HIV-GFP)و A  FIV-GFP)توسط سازه هاي HEK-293T اي آلوده شدهه در سلول GFP مقايسه بيان: 1شكل  لـول  GFP بررسـي بي اـي  در س  ه

HEK-293T اـوي   وكتـور  نـوع  دو هر با ترانسفكشن از بعد اـلايي  درصـد   HIV based GFP )و (GFP FIV based- GFPح اـن  از ب اـن  را GFP بي اـوت  و دادنـد  نش  تف
  .نگرديد مشاهده محسوسي ميان دو وكتور

  

  
لـول   NGF–FIVآلوده شده توسط ويروس  HEK-293T هاي در سلول NGFمقايسه بيان ژن  :2شكل  اـي   و س  - DNA marker 100 bp 2 - 1.آلـوده نشـده    BMSCه
. )cDNA واكنش بـدون (كنترل منفي  - 5آلوده نشده  HEK-293Tسلول  - 4دست نخورده  BMSCسلول  - FIV-NGF3 آلوده شده به ويروس  HEK-293Tهاي  سلول

   .ميباشد HEK-293Tقادر آلوده سازي سلول هاي   FIVلنتي ويروس
  

  
ها  در اين سلول. NGF– FIVويروس به  آلوده شده). (Bآلوده نشده و ) (HEK-293T Aهاي  در سلول NGFوسترن بلاتينگ بيان پروتئين : 3شكل 

 2نسبت به ژن بتا اكتين حدود  FIV-NGFآلوده شده توسط ويروس  HEK-293Tهاي  در سلول NGFبيان . كيلودالتوني مي باشد NGF  ،13باند
  . باشد برابر كمتر مي 7/0هاي آلوده نشده  برابر بيشتر و درسلول
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قادر بـه آلـوده سـازي      FIVو نه HIVفقط لنتي ويروس 
  .باشد مي BMSCهاي  سلول

توسط سوپرناتانت بدست آمده از  BMSCهاي  آلوده سازي سلول
هـاي آلـوده شـده     و سپس تيمار سـلول  HEK-293T هاي سلول

، هيچ گونه مقاومتي نسـبت بـه ايـن    G418توسط آنتي بيوتيك 
همچنـين اگـر چـه در    . ها ايجاد نكرد آنتي بيوتيك در اين سلول

 48 پس از گذشت  HIV-GFPآلوده شده با  BMSCهاي سلول
اسـتفاده   بـا  مشاهده گرديد و بيان آن GFP ساعت بيان پروتئين

 (GFP) ، اما بيان ماركر)4شكل (يمونوسيتوشيمي تاييد شد از ا

بـا  حتـي   FIV-GFPآلـوده شـده بـا ژن     C      BMSهاي  در سلول
 .هـم ديـده نشـد    آلـوده سـازي  از  ساعت پـس  72تا  48 گذشت

را  G418بـه  ژن مقاومـت  هـا   علاوه به دليل آنكـه ايـن سـلول    به
مـرگ سـلولي    G418روز تيمار با  4پس از ، دريافت نكرده بودند

 72و  48 ،24مـدتهاي   بـه  G418با تغيير زمان تيمار با  .رخ داد
اـ تغييـر    . ايجاد نشد نتايج تغييري در ساعت نيز ميـزان  همچنـين ب

ايجاد  نتايج در تغييري )هاي متوااليروزبار در  3الي  2(آلودگي  دفعات
سـري از   يـك  درعـلاوه    بـه . نشد و كماكان مـرگ سـلولي رخ داد  

مسـتقيم  ترنسفكشـن  ) نشـان داده نشـده اسـت   (ديگر آزمايشات 
بـا   HEK-293Tهـاي   ي سـلول  بدون مداخله FIV-GFP وكتور

هـاي هـدف    سلول (electroporation)استفاده از الكتروپوريشن 
)BMSC (  اي از صورت گرفت، باز هم بيان قابـل ملاحظـه GFP 

بـه   ،BMSC هـاي  تعـداد سـلول  با تغيير در  .ديده نشد BMSCدر 
 FIV-NGF ژن  تفاوتي در نتيجه اينفكشننيز حيط ويروسي نسبت م

اي  سـلول زنـده   G418تيمـار بـا   پـس از  و سـه روز  مشاهده نگرديـد  
  .مشاهده نشد

  
سيتوپلاســم . :BMSCهــاي  در ســلولHIV-NGF  ژنبيــان : 4شــكل 
) فلـش ( HIV- NGFآلوده شده با ويروس نوتركيب  BMSCهاي  سلول

  .قابل شناسايي هستند NGFبوده و با آنتي بادي  NGF داراي ژن

  بحث
اـدي    ها گزينه اي مناسب جهت انتقال ژن به سلول ويروس لنتي اـي بني ه
هـاي غيـر    ويروسـي بـر روش   هـاي لنتـي   روش .آينـد  حساب مـي  به

هــا نظيــر  ســاير ويــروس هــاي متكــي بــر  ويروســي و بــر روش
هـاي   ويـروس  ه از لنتـي علـل اسـتفاد   .ارجـح اسـت   ها رتروويروس

ساعت  48ها در تيتر بالا در عرض  توليد اين ويروس -1نوتركيب 
عدم نيـاز بـه عوامـل ترنسـفكت شـده      - 3كارايي و توليد بالا  -2

ســهولت آلــوده ســازي   -4هــاي مولــد ويــروس  گــران در ســلول
هـا   ويـروس  لذا استفاده از لنتي. باشند هاي تقسيم ناپذير مي سلول

هاي توليد شده به منظـور آلـوده سـازي     رگيري سازهعلاوه بر بكا
هـا   هاي بنيادي، مزاياي ديگري نيـز دارا هسـتند كـه از آن    سلول
ــي ــوان  م ــي     -1ت ــي ژن ــه خاموش ــبت ب ــت نس ــزايش مقاوم         اف

(Gene Silencing) 2-  مســئله امنيــت و ســلامت اســتفاده از
هـا و وجـود امكانـات     ويـروس در مقايسـه بـا سـاير ويـروس      لنتي

هـاي   در صورت توليد لنتـي ويـروس   HIVحساس به  تشخيصي
دليـل   بـه  based-FIV لنتي  هايوكتور .)19(بيماريزا را نام برد 

ايمن بودن براي انسان از لحاظ انتقـال ژن در مقايسـه بـا لنتـي     
 . مورد توجه خاصي قـرار گرفتـه انـد    based  HIV-هاي ويروس

Poeschla  ــاران ــاي ، )8(و همك ــا  FIVوكتوره ــردرا ب  يعملك
پـانكراس و   ،ماهيچـه  ،كبـد  ،ريـه  ،گـوش  ،چشم ،مناسب در مغز

معرفي كردند، اگر چه تـا كنـون مطالعـات    سيستم هماتوپويتيك 
جهـت   FIVوكتورهـاي  اندكي در مورد ميزان موفقيت و كارآيي 

هاي  يافته. )8( هاي بنيادي صورت گرفته است انتقال ژن به سلول
ــا      ــبي ي ــد عص ــاي رش ــا فاكتوره ــاني ب ــر ژن درم ــادي دال ب زي

هـاي   گيري از بيمـاري ها درجهـت تعـديل و يـا پيش ـ    نوروتروفين
ويـروس   لنتـي  و همكاران با استفاده از Bonner .نورولوژيك است

هاي پيش ساز نوروني در  در سلول BDNFحاوي ژن نوروتورفين 
هاي مدل جراحت نخاعي باعث رشد اعصاب قطع شـده بـه    موش

 مكاران با اسـتفاده از و ه Park .)20(سمت بافتهاي هدف شدند 

 ,VEGF, IGF-Iهــاي نوروتــورفين  لنتــي ويــروس حــاوي ژن

GDNF،NT3 ،BDNF هاي مـدل   در موشALS    باعـث بهبـود
 با استفاده از) 22(و همكاران  Zhang. )21(ها شدند  عملكرد آن

هاي مـدل   وشدر م NT3هاي نوروتورفين  ويروس حاوي ژن لنتي
هـاي   سـلول . )23(هـا شـدند    ايسكمي باعـث بهبـود عملكـرد آن   

در هاي سلول درمـاني   از گزينه مغزاستخوان بنيادي غيرخوني در
 هـا داراي  ايـن سـلول  . شـوند  محسوب ميهاي نورولوژيك  بيماري

هسـتند و  هـاي پـيش سازعصـبي     قابليت تبديل شدن بـه سـلول  
علاوه بطور ذاتي داراي توانايي توليد فاكتورهـاي رشـد عصـبي     به

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 سميه اكبري و همكاران...                                                 خوان موش هاي بنيادي مغز است در سلول NGFانتقال و بيان ژن بررسي  

 219                                                                                                                  1391 پاييز، 3، شماره 3جلد ، )پژوهشي -علمي( مجله سلول و بافت

هاي پايه اين  جا كه ميزان نوروتروفين از آن .ها هستند نوروتروفين
هـا   نوروتروفيناقدام به افزايش بيان  ها اندك است، بايستي سلول

 لــذا در ايــن تحقيــق. هــا بــا اســتفاده از ژن درمــاني كــرد آندر 
دست ورزي شده با بكـار گيـري    ادي مغز استخوانهاي بني سلول

بــه منظــور  NGFژن نــوروتروفين  ويروســي هــاي لنتــي سيســتم
مورد مدل حيواني بيماري مالتيپل اسكلروزيس استفاده از آن در 

ــا بكــارگيري سيســتم . هــدف قــرار گرفتنــد هــاي  الحــاق ژنــي ب
هـاي كارآمـدي دو وكتـور     ويروسي صورت پذيرفت و تفـاوت  لنتي
 NGFحامـل ژن   كه هـر دو   HIV based،FIV basedيويروس

بدليل ايمن بـودن   based-FIV هايوكتور. بودند مقايسه گرديد
-هـاي  براي انسان از لحاظ انتقال ژن در مقايسه با لنتـي ويـروس  

based  HIV وكتـور  . مورد توجه خاصي قرار گرفته اندFIV   بـا
ايمنـي در   القـا پاسـخ  ازجمله عدم  HIVوجود مزايايي در مقابل 

هـاي   آلـوده سـازي سـلول   و انتقـال ژن   بـالاي  انسان و كارآمدي
آن، هنـوز  ژنوم  و تغييرات در پروموترايجاد  پس ازتقسيم ناپذير 

در مطالعـه حاضـر،   . كاملا مورد ارزيابي كامل واقـع نشـده اسـت   
با وكتورهاي  هاي بنيادي مغز استخوان سلولبررسي آلوده سازي 

ــان ژن  HIVو  FIVلنتــي ويروســي  ــاليز بي صــورت  NGFو آن
پـس از   NGFنتايج بخش سلولي و آناليز ايمونوراكتيويته . گرفت

، تجمـع   NGF-FIVدر مقايسه با HIV-NGFاستفاده از وكتور 
هاي مغز استخوان را پـس   در سلول NGFسيتوپلاسمي پروتئين 

. دهد نشان مي NGF-FIVو نه  HIV-NGFاز استفاده از وكتور 
در ايـن   mRNA NGFنيز بيان  RT-PCRشات همچنين آزماي

بـه  . تائيـد كـرد   FIV-NGFو نه  HIV-NGFها را پس از  سلول
منظور تاييد هر چـه بيشـتر ايـن نتـايج، آلـودگي بـا اسـتفاده از        

بر خلاف انتظار ما، بررسي سطح . نيز انجام شد T293هاي  سلول
ترنسفكت شده با لنتي  T293در سلولهاي  NGFترشحي ميزان 

ــر ــلول   HIV based-NGFوسوي ــه س ــبت ب ــاي  نس  T293ه
نشان داد كه  FIV based-NGFترنسفكت شده با لنتي ويروس 

 T293هـاي   در اين فاز هر دو وكتور قادر به آلوده سـازي سـلول  
تا حـدي بـالا    NGFاين افزايش در ميزان بيان پروتئين . هستند

هـاي وسـترن بلاتينـگ     بود كه قابل سنجش و نمايش با تكنيـك 
تـوان رفرانسـي در مـورد     اين درحالي است كه به ندرت مـي . دبو

. يافـت  NGFالقاي بيان اين ژن و سنجش ميزان بيان پـروتئين  
  TrkAدر مطالعات مختلـف بـه بررسـي بيـان پـروتئين گيرنـده      

توسط وسترن بلات بسنده شـده اسـت و نتـايج حاصـل از بيـان      
رغـم   در هـر صـورت علـي   . )23(ارائه نشده است  NGFپروتئين 

هــر دو  HIV-NGFو  FIV-NGFكــه وكتورهــاي ويروســي  آن

بودنـد، عـدم توانـايي     T293هـاي   داراي توانايي آلـودگي سـلول  
FIV-NGF  بنيـادي مغـز اسـتخوان    هـاي  در آلوده سازي سـلول 

مشاهده شد كه دليـل آن بـراي مـا مشـخص نيسـت و نيـاز بـه        
را  FIV-NGFبيشتر ملكولي و سـاختاري در وكتـور   هاي  بررسي

 FIVشود تـا در اسـتفاده از وكتـور     در مجموع پيشنهاد مي. دارد
هاي بنيادي پستانداران با تامـل بيشـتري    جهت ژن درماني سلول

 . گام برداشته شود
  

  نتيجه گيري
تغييراتي جهـت   FIVرغم آنكه در وكتورهاي ويروسي با پايه  علي

تسهيل ورود ويـروس و الحـاق ژنـي گـزارش شـده      پايدار سازي، 
هـاي مغـز    سـلول . است، ولي در اين مطالعه اين امر اثبـات نشـد  

الحـاق شـده بـا ژن     FIVاستخوان موش دريافت كننـده وكتـور   
NGF     قادر به زنده ماندن در محيط حاوي آنتـي بيوتيـك ايجـاد

در مجموع بر اساس يافته هـاي  . كننده مقاومت در وكتور نبودند
جهت الحـاق ژنـي    FIVاين تحقيق، استفاده از وكتورهاي با پايه 

  .شود هاي پستانداران پيشنهاد نمي در سلول
 

  قدرداني و تشكر
اين مقاله با حمايـت مـالي پژوهشـگاه ملـي مهندسـي ژنتيـك و       

در ضـمن از سـركار خـانم    . زيست فناوري به انجام رسيده اسـت 
بابت خريد و  فاطمه وحيد دستجردي و آقاي مصطفي جمشيدي

-FIVو  HIV-NGFدر اختيار قرار دادن وكتور هاي كلون شده 

NGF شود صميمانه سپاسگزاري مي .  
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