
  :لطفا به این مقاله به شکل زیر ارجاع دهید

Zabihollahi R, Nourmohammadi M, Farhang Esfahani A, Vahabpour R, Sadat SM, Aghasadeghi MR, Salehi M, 
Siadat SD. Designing a safe and novel system for HIV induced cytopathic assay using single cycle replicable 
HIV-1 virions. J Ardabil Univ Med Sci. 2012; 12(1): 40-50. (Full Text in Persain)

مجلـه دانشگـاه علـوم پــزشکـی اردبیـل

50 الی 40 ، صفحات1391دوره دوازدهم، شماره اول، بهار 
  

با  HIVطراحی سیستم جدید و ایمن سنجش میزان اثرات سایتوپاتیک 

  با قابلیت یک سیکل همانندسازي HIV-1هاي استفاده از ویروس
  

رضوان ذبیح الهی
1

، مریم نور محمدي
2

یفهان، آذر فرهنگ اص
3

، روح االله وهاب پور
4

، سید مهدي سادات
1

 ،

صادقی محمد رضا آقا
*1

منصور صالحی ،
2
، سید داور سیادت 

1
  

  

1
      ایران، تهران، گروه هپاتیت و ایدز، انستیتو پاستور

2
            ایران، گروه ژنتیک پزشکی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی اصفهان 

3
دانشجوي 

         ایران، دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجانعضو رسمی باشگاه پژوهشگران جوان،  ،ارشد یکارشناس
4
، گروه هپاتیت و ایدز،  PhDدانشجوي  

        ایران، تهران. انستیتو پاستور

mrasadeghi@pasteur.ac.ir  :آدرس پست الکترونیک          02166969291 :فاکس/تلفن : نویسنده مسئول *

  10/9/90 :پذیرش      12/10/89: دریافت

    

  چکیده 

بررسی بر روي این . باشندانجام میدر حال  HIVتحقیقات بسیاري در زمینه یافتن داروهاي ضد ویروس  :زمینه و هدف

لذا در تحقیق حاضر، یک سیستم . ترکیبات نیازمند کار با ویروس زنده است که خطرات زیستی فراوانی براي کاربران دارد

  با قابلیت یک سیکل همانندسازي HIV-1هاي با استفاده از ویروس HIVجدید و ایمن سنجش میزان اثرات سایتوپاتیک 

(SCR) شده است معرفی.  

. تولید شدند HEK293Tهاي با قابلیت یک سیکل زندگی، به وسیله ترانسفکشن در سلول HIV-1هاي ویروس :روش کار

با مقادیر  MT-2هاي هدف سلول. براي تولید ویروس استفاده شدند pmzNL4-3و  pMD2G ،pSPAX2پلاسمیدهاي 

هاي آلوده شده به وسیله شمارش نسشیوم در میان سلولل سیمیزان تشک. آلوده شدند SCR HIV-1مختلف از ویروس 

هاي آلوده شده به ویروس به وسیله سنجش میزان تکثیر میزان مرگ و میر سلول. زیر میکروسکوپ نوري بررسی شد

  .داروهاي نویراپین و ایندیناویر به عنوان کنترل مثبت استفاده شدند. دبررسی ش XTTسلولی با روش 

هاي هدف ، تعداد سنسشیوم در میان سلول1600ngP24یش میزان ویروس شروع کننده آلودگی تا حد با افزا :یافته ها

. یافتکاهش  MT-2هاي با افزایش میزان ویروس به میزان بالاتر تولید سنسشیوم در میان سلول. نشان داد افزایش

مرگ سلولی در میان . نشان دادخودي افزایش تعداد سنسشیوم تا سه روز پس از آلودگی مشاهده و سپس کاهش خود به 

% 50توان  میزان. به حداکثر خود رسید 1600ngP24هاي هدف با رسیدن میزان ویروس شروع کننده به سلول

و نویراپین بر اساس روش ابداع شده در  BMS806هاي محاسبه شده براي ترکیب )IC50(بازدارندگی اثرات سایتوفیت 

  . نانومولار بوده است 50و  30این مطالعه به ترتیب 

وجود  SCR HIVهاي با استفاده از ویروس HIVبا توجه به نتایج مطالعه امکان انجام بررسی اثرسایتوپاتیک  :نتیجه گیري

نشان دهنده دقت این روش براي  BMS806همچنین نتایج بررسی میزان اثر ضد ویروسی دو داروي نویراپین و . دارد

باعث افزایش امنیت زیستی روش  SCR HIVاي همانندسازي یک دوره. باشدمختلف میترکیبات  HIV-1سنجش اثر ضد 

  .باشدس نامیرا میوابداعی در این مطالعه نسبت به استفاده از ویر

اثرات  ؛سنجش همانندسازي ؛هاي با قابلیت یک سیکل تکثیرویریون ؛ویروس کمبود ایمنی انسانی :کلمات کلیدي

  سایتوپاتیک
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  مقدمه

ویروس کمبود ایمنی انسانی 
1(HIV)  سندرم باعث

نقص ایمنی اکتسابی 
2(AIDS) شودمی در انسان .

هاي لنفوسیت بیماري ایدز با کاهش پیشرونده سلول

T  فیضعتهمراه است و به همین جهت همراه با 

        افزایش  باشد لذاایمنی عمومی می سیستم

در هاي مختلف هاي فرصت طلب و سرطانعفونت

شود به نحوي که در یدیده ماین گروه از افراد 

 تحقیقات. ]1[ شوندمرگ بیمار میسبب نهایت 

بار اقتصادي و بهداشتی به دلیل، HIVروي ویروس ب

 نظام سلامت جهانی وارد کرده است سنگینی که به

نه واکسن پژوهش در زمی .در تمامی ابعاد ادامه دارد

از اهمیت بالایی  HIVو داروهاي بازدارنده ویروس 

داروهاي ضد در حال حاضر، . برخوردار است

به . باشندمی ایدزویروسی تنها راه کنترل بیماري 

 دلیل عوارض جانبی داروهاي موجود و تشکیل 

پژوهش براي یافتن داروهاي ضد  هاي مقاوم،سوش

  . ]2[شد باارزشمند می HIVویروسی موثر روي 

ا ب هاي هدفبه سطح سلول HIVهاي اتصال ویریون

این  (gp40, gp120) هاي سطحیکمک گلیکوپروتئین

به دنبال اتصال گلیکوپروتئین . شودویروس انجام می

 هايدر سطح سلول CXCR4و  CD4به  ویروسی

 روسی با غشاي سیتوپلاسمی سلولهدف، پوشینه وی

وسی توسط پروویر DNA و شودهدف ادغام  می

 ویروس RNA از رويترانس کیپتاز معکوس آنزیم 

در  .شودمی در سیتوپلاسم سلول نسخه برداري

)PIC(مراحل بعدي کمپلکس قبل از الحاق 
3

از منافذ  

هسته عبور کرده و پس از ورود به هسته به طور 

. ]3[ شودسلول وارد می DNAتصادفی در بخشی از 

mRNA رونویسی هاي ویروسی به وسیله سیستم

سلول از روي پروویروس رونویسی شده  و در ادامه 

هاي ویروسی هاي سلولی پروتئینتوسط سیستم

                                               
1 Human immunodeficiency virus
2Acquired immunodeficiency syndrom
3 Pre-integrating complex

     وسی به همراه ویر RNA. شوندساخته می

و gag ،gag-pol، ENVهاي ویروسیپروتئین

هاي کمکی، اجسام ویروسی جدید را تشکیل پروتئین

  .]4[دهند می

که قابلیت HIVهاي ویریون در دست داشتنبا 

توان اثرات دارویی می ،همانندسازي داشته باشند

هاي مختلف را ترکیبات طبیعی و صناعی و مداخله

اثرات . ]6، 5[ روي این ویروس بررسی کرد

هاي سایتوپاتیک ایجاد شده پس از آلودگی سلول

تواند به عنوان می HIVهاي هدف توسط ویریون

در نظر گرفته ها شاخصی از میزان آلودگی سلول

هاي هدف به پس از آلوده شدن سلول ]7[ شود

       ن این تشکیل سنسشیوم در میا HIVویروس 

تشکیل سنسشیوم در . ها قابل مشاهده استسلول

شاخصی از فعالیت به عنوان هاي هدف سلول نمیا

به شمار  HIVزیستی گلیکوپروتئین سطحی ویروس 

 HIVثرات ضد گیري اامکان اندازه. ]9،8[ آیدمی

ترکیبات طبیعی و صناعی به وسیله فرایند سنجش 

. ]8،7[ وجود دارد HIVمیزان اثرات سایتوپاتیک 

توان اثرات بازدارنده این گونه ترکیبات همچنین می

را بر روي فعالیت گلیکوپروتیئین سطحی ویروس 

HIV  نمودبا روش سنجش میزان سنسشیوم بررسی 

هاي ویریون کار بایازمند انجام چنین مطالعاتی ن. ]9[

HIV شرایط  که نیازمند فراهم نمودن باشدمی

در مطالعات گذشته چند  .بالا داردایمنی زیستی 

زي محدود اسیستم رتروویروسی با قابلیت همانند س

در شرایط  HIVشناسی هاي ویروسبراي بررسی

  . ]10[ ایمنی زیستی مناسب ارائه شده است

سایتوپاتیک و اثرات ان میز سنجشدر این مطالعه 

هاي با استفاده از ویروس HIVسنسشیوم تشکیل 

HIV اي با قابلیت همانند سازي یک دوره
4(SCR) 

      مطالعات گذشته نشان  .بهینه سازي شده است

    هاي حاصل از همانندسازي اند ویریونداده

                                               
4 Single cycle replicable
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غیر  تکثیر که پس از یک سیکل SCRهاي ویریون

به دلیل غیر فعال بودن لذا  .]11[ باشدفعال می

 SCRهاي هاي حاصل از همانندسازي ویریونویریون

 HIVها براي انجام مطالعات استفاده از این ویریون

دهد و از خطرات افزایش می سطح ایمنی زیستی را

SCR HIV-1هاي ویرین؛  کاهدمیاحتمالی  زیستی

(NL4-3)  استفاده شده در این مطالعه از

اندساخته شده polي با نقص در ژن هاپروویروس

]12[ .  

در مطالعه حاضر اثرات سایتوپاتیک داروهاي ضد 

هاي ساخته شده در برروي ویرویون HIVویروس 

گروه هپاتیت و ایدز انستیتو پاستور ایران بررسی 

شده تا یک سیستم سنجش جدید و ایمن معرفی 

  .گردد

  

  روش کار

  ترکیبات و طراحی آزمایشات

استفاده شده  BMS806مطالعه از نویراپین و در این 

و یک  HIVضد  نویراپین از داروهاي کلینیکی . است

 .]13[ باشدبردار معکوس میبازدارنده رونوشت

BMS806 یک بازدارنده گلیکوپروتئین سطحیHIV 

باشد باشد که در سطح مطالعات آزمایشگاهی میمی

دارو در  این دو. ]14[و هنوز وارد بازار نشده است 

هاي با حل نمودن قرصمول میلی 20 غلظت

) دي متیل سولفوکساید(  DMSOخریداري شده در 

گراد درجه سانتی - 20 تهیه شده و در شرایط

- هاي مربوطه، رقتبراي انجام تست. نگهداري شدند

تهیه شده و غلظت نهایی  هاهاي مختلفی از دارو

رو به از رقت اولیه دا% 1 مورد آزمایش با افزودن

 به DMSOغلظت نهایی (محیط کشت استفاده شد 

 با غلظت نهایی DMSOهمچنین از ). رسانده شد% 1

  . به عنوان کنترل منفی استفاده گردید% 1

  کشت سلول و تولید ویروس 

 MT-2و   HEK293Tهاي در این مطالعه از سلول

هاي در محیط که سلول ،انسانی استفاده شده است

DMEM  وRPMI1640 15ه همراه ب %FBS, L-

Glutamineکشت داده  ، پنی سیلین و استرپتومایسین

        در مرحله ترانسفکشن به محیط  و ]15[ ندشد

 و در نهایت افزوده شد HEK ،HEPESهاي سلول

 37و دماي  CO2% 5تحت فشار  ها در انکوباتورسلول

  .نگهداري شدند گراددرجه سانتی

SCRهايبراي تولید ویریون HIV-1 از پلاسمید 

pSPAX.2 ،pmzNL4-3 و پلاسمیدpMD2.G

اي مذکور با پلاسمیده. ]12،11[ استفاده شده است

هاي مشخص و با استفاده از کیت پلیفکت نسبت

(Qiagen) ،و طبق روش پیشنهادي شرکت سازنده 

کشت  HEK293Tهاي همزمان به سلولبصورت 

. دندترانسفکت ش چاهکی، 6هاي داده شده در پلیت

، 24هاي مایع رویی سلول حاوي ویروس در ساعت

پس از آلودگی جمع آوري و سپس محیط  72و  48

هاي حاوي محیط. هاي کشت اظافه شدتازه به چاهک

 22/0فیلتر عبور از ویروس باهم مخلوط و پس از 

نگهداري  گراددرجه سانتی -70در دماي میکرومتر 

به وسیله  بخشی از ویروس تولید شده. ]16[ شدند

       براي تغلیظ . سانتریفیوژ با دور بالا تغلیظ شد

ها، محیط کشت حاوي ویروس فیلتر شده ویروس

104×6نیرويساعت با  2براي  g  درجه  4دماي  در

پس از اتمام سانتریفیوژ . سانتریفیوژ شدگراد سانتی

 مایع روي رسوب  ویروسی تخلیه شده  و رسوب

محیط اولیه  1:30نسبت  با RPMI محیط درحاصله 

به  گراددرجه سانتی 4بمدت یک شب در دماي 

براي تولید ویروس به . ]17[شد آرامی به هم زده 

منظور استفاده در سنجش میزان تولید و بلوغ، 

اي خانه 24هاي پلیت در چاهک SCRهاي ویریون

10 به این منظور. تولید شدند
سلول 70×3

HEK293Tمورد سمیدپلانانوگرم 400توسط

 4 در حضور SCR HIVاستفاده براي تولید 

حجم زمان . پلیفکت ترانسفکت شدندمیکرولیتر 

 DNAحجم کمپلکس میکرولیتر و  300ترانسفکشن 

پس از اتمام . بوده است میکرولیتر 124اضافه شده 
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محیط کامل حاوي ترکیب میکرولیتر  800ترانسفکشن 

حیط کشت م. ها افزوده شدمورد آزمایش به سلول

- ساعت پس از ترانسفکشن جمع 48حاوي ویروس 

آوري شده و میزان ویروس تخلیص شده توسط 

p24 ELISAcapture )Biomerieux ( طبق پروتکل

  . کیت سنجش شد

  بررسی میزان اثر سایتوپاتیک

به طور ذاتی حساس به اثرات  MT-2هاي سلول

و پس از  باشندمی HIV توپاتیک رپلیکیشنیسا

به این ویروس دچار کاهش پرولیفراسیون آلودگی 

 SCRدر راستاي بررسی اثر سایتوپاتیک . شوندمی

HIV هاي روي سلولبMT-2 10 حدود
سلول  30×3

میکرولیتر  50 اي حاوينهخا 96هاي پلیت در چاهک

. قرار داده شدندقرمز محیط کشت بدون فنل 

    ها با ترکیب مورد آزمایش در محیط سلول

بسته به نوع مطالعه . ختلف غنی شدهاي مغلظت

هاي مختلف و یا میزانng P24 1600ها با سلول

ساعت  16پس از . آلوده شدند SCR HIVویریون 

به هر  قرمزمیکرولیتر محیط تازه بدون فنول  200

روز  7پس از گذشت . چاهک اضافه شد

XTT روشها به وسیله پرولیفراسیون سلول

(Roche) روش میزان محافظت  با این. بررسی شد

ها در برابر اثر سایتوپاتیک ترکیب مورد نظر از سلول

HIV  7[محاسبه شد[ .  

  ررسی میزان تشکیل سنسشیومب

        براي بررسی میزان تشکیل سنسشیوم میان 

هاي به دنبال آلودگی به ویریون MT-2هاي سلول

SCR HIV 10 حدود
       در  MT-2سلول  20×3

 میکرولیتر  50 اي حاويخانه 96هاي پلیت چاهک

  بسته به نوع مطالعه . داده شدندکشت محیط 

 معادل SCR ویریون به وسیله MT-2هاي سلول

800 P24  هاي مختلف ویریون یا میزان ونانوگرم

SCR HIV 200 ساعت 16پس از . آلوده شدند 

با . محیط کامل به هر چاهک اضافه شد میکرولیتر 

 72و حداکثر  ساعت 24هر  توجه به نوع مطالعه

ها زیر بعد از آلودگی تعداد سنسشیوم ساعت

براي شمارش . ]8[ میکروسکوپ نوري شمرده شدند

فیلد از هر چاهک مورد شمارش قرار  5ها سنسشیوم

برابر طبیعی به بالا  4هاي با حجم گرفت و سلول

  . سنسشیوم در نظر گرفته شدند

  

  یافته ها

وم به وسیله سنجش میزان تشکیل سنسشی

SCR HIV  

به واسطه  MT-2هاي تشکیل سنسشیوم در سلول

در سطح  CCR5و  ENV ،CD4بروز همزمان 

هاي همجوار هاي آلوده به ویروس و سلولسلول

هاي تشکیل سنسشیوم توسط سلول. دهدروي می

MT-2 هاي به دنبال همانندسازي ویریونSCR  روي

تشکیل . استنشان داده شده  1ها در شکل این سلول

هاي ویریون همانندسازيها گویاي این سنسشیوم

SCRبراي ارزیابی میزان تشکیل سنسشیوم، . باشدمی

فیلد  5ها زیر میکروسکوپ نوري در تعداد سنسشیوم

   .)1شکل( براي هر نمونه شمرده شد

 ساعت 48نتایج نشان دادند که ایجاد سنسشیوم از 

         آغاز  SCRهاي پس از آلوده شدن به ویریون

  ). 2شکل (یابد شود و با گذشت زمان افزایش میمی

با توجه به این نتایج زمان ارزیابی تعداد سنسشیوم در 

 SCRهاي هاي آلوده شده به ویریونجمعیت سلول

. ت پس از آلودگی در نظر گرفته شدساع 72تا  48

همچنین رابطه میان میزان ویروس شروع کننده 

هاي تشکیل شده در شکل شنسشیوم آلودگی و تعداد

میزان تشکیل سنسشیوم با . نمایش داده شده است 3

. افزایش میزان ویروس اولیه افزایش داشته است

البته افزایش ویروس شروع کننده آلودگی به بیش 

تعداد سنسشیوم تشکیل شده کاهش  1600ngP24از 

  .داشت

با استفاده از  HIVسایتوپاتیک  اثربررسی میزان 

SCR HIV   
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 سبب   HIVبه ویروس  MT-2هاي آلودگی سلول

از . گرددمیها سایتوپاتیک در این سلول اثر ایجاد

توان تکثیر براي یک  SCRهاي نوکه ویری آنجائی

         سیکل را داراست، لذا براي بررسی این اثرات 

بایستی از تعداد کپی معینی از ویریون جهت می

        نتایج نشان . ده شوداستفا MT-2آلودگی سلول 

دادند با افزایش میزان ویروس شروع کننده میزان 

هاي ویریون همانندسازياثر سایتوپاتیک ناشی از 

SCR 4همانطور که در شکل . یابدافزایش می 

حاکی از کاهش شدید  XTTشود نتایج مشاهده می

با رسیدن ) افزایش سایتوپاتیک(پرولیفریشن سلولی 

 شروع کننده آلودگی به مرز میزان ویروس

1600ngP24 باشدمی .  

سنجش میزان محافظت اثر سایتوپاتیک با 

  SCR HIVاستفاده از 

یک ترکیب بازدارنده امتزاج براي  BMS806داروي 

تعداد  .باشدمی HIVگلیکوپروتئین سطحی 

ساعت بعد از آلودگی  48هاي هر چاهک سنسشیوم

نگونه که در هما. زیر میکروسکوپ نوري شمرده شد

شود نتایج، میزان بازداندگی ملاحظه می 5شکل 

هاي مختلف بر روي را در غلظت BMSداروي 

         نشان  MT-2هاي تشکیل سنسشیوم بین سلول

توان توان ضد با استفاده از این نتایج می. دهندمی

هاي مختلف را در غلظت BMSامتزاجی داروي 

راي این ترکیب محاسبه شده ب IC50. محاسبه کرد

  . نانو مولار بوده است 30حدود 

سازي شده میزان توانایی فرایند بهینه براي ارزیابی

با  HIVسایتوپاتیک اثر براي سنجش میزان محافظت 

، از داروي نویراپین SCRهاي استفاده از ویروس

ها در محافظتی نویراپین از سلولاثر  .استفاده شد

نشان داده  6در شکل  برابر اثر سایتوپاتیک ویروس

 دهنده افزایش محافظت نتایج نشان. شده است

توسط  HIVها از اثرات مرگبار ویروس سلول

توان محافظتی نویراپین در هر . نویراپین بوده است

توان غلظت به دقت نشان داده شده است و می

IC50  نانو مولار  50محافظتی این دارو را حدود

  .محاسبه کرد

  بحث

هاي موجود براي عفونت ویروس بی درماناثرات جان

HIVهاي مقاوم و همچنین تشکیل روز افزون سوش

هاي جدیدتر نیاز براي تحقیق در جهت یافت راه

 .]18[درمانی براي این ویروس را بیشتر کرده است 

انجام مطالعات در این زمینه نیازمند استفاده از 

ه انجام پژوهش ب. باشدمی HIV فعالهاي ویریون

در بر دارنده خطر  HIVهاي زنده وسیله ویریون

در شرایط ایمنی  بایستیمی باشد وزیستی بالایی می

    حاضر،  در مطالعه .زیستی مناسب انجام شود

در ارتباط با  HIV-1شناسی ویروس هايبررسی

 اثرات سایتوپاتیک و میزان تشکیل سنسشیوم با

بهینه سازي اي به گونه SCRهاي استفاده از ویریون

. مند شونداند که از ایمنی زیستی بالاتري بهرهشده

تولید شده به وسیله  SCR HIV-1هاي ویریون

            پروویروسهاي بدون رونوشت بردار معکوس 

(RT Negative)  توانایی تکثیر براي یک سیکل کامل

الف A.   B.  
  .MT-2در سلولهاي   SCRتشکیل سنسشیومها در اثر همانند سازي ویریونهاي . 1کل ش

  سلولهاي نرمال) ب. SCRسلولهاي آلوده شده به ویریونهاي  )الف
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هاي نسل دوم باشند و در عین حال ویریونرا دارا می

         باشنددسازي آنها غیر فعال میحاصل از همانن

هاي حاصل به دلیل غیر فعال بودن ویریون. ]11، 12[

ها از ایمنی ، این ویریونHIV-1 SCRاز همانندسازي 

زیستی بالایی برخوردارند که آنها را براي استفاده در 

 نمایدمناسب می HIV-1شناسی مطالعات ویروس

]12 ،11[.  

زنده براي انجام طیف وسیعی  هاياستفاده از ویریون

به . باشدالزامی می HIVات مربوط به عاز مطال

عنوان مثال، معمولا براي سنجش اثر ترکیبات صناعی 

هاي زنده ویریوناز  HIVو طبیعی بر روي ویروس 

اثر تواندر این شرایط می. شودمیاستفاده 

بازدارنده یا افزاینده ترکیب را بر روي همانندسازي 

 فظت در برابر اثرات سایتوپاتیک این ویروسو محا

همانند ترکیبات صناعی، بررسی . ]6[بررسی نمود 

هاي طبیعی نیز نیازمند کار با  عصاره HIVاثرات ضد 

  . ]8[ویروس زنده است 

  

  
  

همانطور که دیده می شود سنسشیومها از . SCR به ویریونهاي MT-2بررسی افزایش تعداد سنسشیومها در روزهاي پس از آلودگی سلولهاي . 2شکل 

  .تعداد سنسشیومها در روزهاي بعد کاهش می یابد. دیده میشوند HIV SCRدو روز بعد از آلوده شدن سلولها به  ویروسهاي  

  

  

تعداد سنسشیومها با افزایش  .MT-2شروع کننده آلودگی و تعداد سنسشیومهاي ایجاد شده در سلولهاي  SCRرابطه میان میزان ویریونهاي . 3شکل 

از تعدادسنسشیومها کاسته  p24نانوگرم  1600شروع کننده به بیش از  SCRبا افزایش میزان ویروس . میزان ویروس شروع کننده افزایش یافته است

  .میشود
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ویروس  همانطور که ملاحظه می شود با افزایش میزان. پرولیفریشن سلولی با افزایش میزان ویروس شروع کننده آلودگی میزان کاهش. 4 شکل

  .شروع کننده آلودگی مرگ سلولی افزایش می یابد

  
این نتایج با استفاده از فرایند سنجش میزان تشکیل . BMS 806بررسی سنجش تشکیل سنسشیوم در حضور غلظتهاي مختلف داروي . 5 شکل

م ارزیابی سنجش تشکیل سنسشیوم بر همانطور که دیده میشود سیست. بدست آمده اند HIV SCRسنسشیوم بهینه سازي شده با ویریونهاي 

  به خوبی قدرت غلظتهاي مختلف این دارو را براي بازداري تشکیل سنسشیوم نشان داده است HIV SCRاساس 

  

  

همانطور که دیده میشود شیوه . در حضور غلظتهاي مختلف نویراپین MT-2روي سلولهاي  SCRبررسی میزان اثر سایتوپاتیک ویروسهاي . 6 شکل

به نحوي که میتوان توان محافظتی . به خوبی توان محافظتی نویراپین را در غلظتهاي مختلف نشان داده است SCRشده با استفاده از ویروسهاي  ابداع

نویراپین را در غلظتهاي مختلف محاسبه کرد
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هاي مشابه براي از سوي دیگر استفاده از روش

گرهاي مختلف بر بررسی اثر شرایط و مداخله

انجام تمامی . لازم است HIVس همانندسازي ویرو

    HIVهاي زنده این مطالعات نیازمند به ویریون

باشد که استفاده از آنها مستلزم شرایط ایمنی می

در این مطالعه فرایند کلاسیک . باشدزیستی بالایی می

محافظت در برابر اثرات سایتوپاتیک و مطالعه میزان 

س بر اسا HIV-1ویروس  میزان تشکیل سنسشیوم

بجاي ویروس وحشی  SCRهاي استفاده از ویریون

  . سازي شده استبهینه

ها و کننده سلولآلوده SCRبین میزان ویروس 

ها رابطه مشخصی وجود داشته تعداد سنسشیوم

شود با دیده می 3به نحوي که در شکل . است

کننده بر تعداد افزایش میزان ویروس آلوده

ته نتایج نشان دادند الب.شودها افزوده میسنسشیوم

کننده شروع SCRکه با افزایش میزان ویروس 

هاي تعداد سنسشیوم 1600ng P24آلودگی از 

        کمتر  MT-2هاي تشکیل شده در میان سلول

با استفاده از این نتایج میزان مناسب براي . شودمی

 SCR HIVتوسط  MT-2هاي شروع آلودگی سلول

       نسشیوم در میان همچنین تشکیل س. تعیین شد

در روزهاي  SCR HIV-1هاي مواجه شده با سلول

پس از آلودگی به حد اکثر رسیده و سپس  3و  2

  . )2شکل ( کاهش داشته است

به وسیله این اطلاعات نحوه انجام بررسی میزان 

        SCRهاي تشکیل سنسشیوم به وسیله ویریون

بار آلودگی با در ارتباط با اثر مرگ. ریزي شدبرنامه

نتایج این مطالعه نشان داد که HIVSCRویروس 

افزایش میزان ویروس شروع کننده آلودگی میزان 

  ). 4شکل (ابد یمرگ سلولی افزایش می

 1600ngP24با افزایش میزان ویروس به میزان 

براي  .تقریبا حداکثر مرگ سلولی مشاهده شد

ن سنجش دقت روش ابداع شده در این مطالعه توا

به وسیله  BMS806دو داروي نویراپین و  HIVضد 

هاي بدست بر اساس داده. این روش بررسی شد

آمده به وسیله روش ابداع شده در این مطالعه 

- پتانسیل ضد ویروسی نویراپین در غلظت) 6نمودار(

اثرات  بازداري %50توان  .هاي مختلف بدست آمد

)IC50( سایتوپاتیک
1

 50براي این دارو حدود  

این مقدار توان ضد ویروسی . محاسبه شدنانومول 

که به وسیله روش ابداعی در این مطالعه بدست 

آمده است، بسیار نزدیک به میزان شناخته شده براي 

  .  ]19[باشد ترکیب نویراپین می

همچنین در این مطالعه روشی ارائه شده است که 

را با  HIV-1 تشکیل سنسشیوم تواند میزانمی

براي . بررسی کند SCRهاي ده از ویریوناستفا

سنجش میزان دقت این روش توان بازداري از 

بررسی  BMS806تشکیل سنسشیوم توسط ترکیب 

شده  داده نشان 5همانطور که نتایج در نمودار . شد

براي جلوگیري از تشکیل سنسشیوم BMS توان است،

HIV با استفاده از . کاملا وابسته به غلظت بوده است

سازي شده بر اساس استفاده از ایج این مطالعه بهینهنت

امتزاجی توان توان ضد ، میSCRHIV-1هاي ویریون

BMS هاي متفاوت محاسبه نمودرا در غلظت .IC50 

بوده که  30nM حدود BMS806محاسبه شده براي 

باشد نزدیک به اعداد شناخته شده از این ترکیب می

]20[.   

  

  نتیجه گیري

هاي حاصله از غیرفعال بودن ویریونبا توجه به 

، در سیکل دوم تکثیر  SCR HIV-1همانندسازي 

مزیت عمده روش ابداعی در این مطالعه درجه بالاي 

در . باشدایمنی زیستی و همچنین سهولت انجام می

توان اثر ضد ویروسی هر عین حال با این روش می

 HIVهاي روي ویریون براي را ترکیب یا مداخله

نتایج بدست آمده از بررسی اثر ضد . سی نمودبرر

نویراپین ( HIVضد شناخته شده  ترکیبویروسی دو 

در این مطالعه نشان دهنده دقت بالاي ) BMS806و 

                                               
1 Inhibitory concentration 50%
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با توجه به این  .باشدسازي شده میروش بهینه

اطلاعات بررسی میزان اثرات سایتوپاتیک ارائه شده 

چه  اگر. استدر این مقاله از دقت بالایی برخوردار 

هاي کاملتر براي در مراحل بعدي نیاز به بررسی

مشخص شدن ارتباط دقیق بین میزان کاهش تعداد 

 HIVها با کاهش توانایی همانندسازي سنسشیوم

  .وجود دارد
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ABSTRACT
Background & Objectives: Several studies have been conducted to explore anti-HIV drugs.
Discovery and study of novel anti-HIV-1 compounds need live viruses and has serious biosafety 
concerns. In this research we reported a novel and safe system for assaying the cytopathic effects 
of HIV by using single cycle replicable (SCR) HIV-1 virions.
Methods: To produce the SCR HIV-1 virions, pMD2G, pmzNL4-3 and pSPAX2 plasmids were 
co-transfected into HEK293T cells. Different amount of SCR virions were used to infect target 
cells (MT-2). Within the infected cells, the number of formed syncytia was counted under the 
light microscopy. The lethal effects of the SCR HIV virions were measured using XTT 
proliferation assay.
Results: Formation of syncytia among SCR HIV infected cells was detectable 24 hours after
infection. Highest amount of syncytia was seen 72 hours after infection. Increase in the amount 
of virions caused increasing of syncytia and the cytopathic effects of SCR HIV-1. Infection with 
more than 1600ng P24 SCR HIV decreased the syncytium formation and viability of all cells.
The calculated IC50 (50 percent inhibitory capacity) for nevirapine and BMS806 using this 
method was 50nM and 30nM, respectively.
Conclusion: SCR HIV-1 virions are replicable only for one cycle. Using these virions can 
improve the safety of HIV researches. Herein, we optimized the assaying of HIV induced 
cytopathic effects by using SCR HIV-1 (NL4-3) virions. The accuracy of this method was 
accepted by quantifying the anti-HIV-1 effects of nevirapine and BMS806 by (SCR) HIV-1
virions.
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