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Abstract 

Aim and Background: Oncolytic viral therapy is known as promising approach for cancer treatment. 

Oncolytic viruses like adenoviruses can proliferate in cancerous cell and disintegrated these cells.  Serotype 

5 adenovirus attached on surface of host cell via coxsackie-adenovirus receptors. The expression rate of 

this receptor is highly variable in surface of cancerous cells. The aim of the present study was production 

of an oncolytic adenoviruses with high selectivity feature for gastric adenocarcinoma cells (AGS) that can 

proliferate in this cell and destroy them.  

Material and methods: In this experimental study, the octreotate sequence was cloned into HI-loop of 

the adenovirus fiber. Thus, the pAd5TATE (wt) and pAd5TATE (ΔE1, ΔE3) recombinant vectors were 

constructed. pAdZ-TATE (wt) vector was synthesized using pADZ cloning system. Ad5TATE (wt) and 

Ad5TATE (ΔE1, ΔE3) recombinant viral particles were synthesized and propagated in HEK293 cells. 
Using the calcium phosphate procedure, the HEK293 cell line was transfected with the recombinant vectors 

and the new virus particles were produced. The AGS cell line was transfected by the Ad5 (wt) and 

Ad5TATE (wt) and the cell destruction of these cells were investigated in different times. Using the MTT 

test the cell surveillance rate was evaluated in AGS cell line that treated with recombinant vector. Cell 

destruction effects (CPE) started in less than 18 hours and were completed 72 hours after infection.  

Results: The titer of recombinant viruses was calculated by the TCID50 method as 107 (for 100 Lµ of 

viral solution). Also, Ad5TATE (ΔE1, ΔE3) virus titer was 107 TCID50/ml by the TCID50 method. The 

results showed that Ad5TATE (wt) could infect AGS cells compared to Ad5(wt). The results of the MTT 

test showed that with the increase in the concentration of viral particles and storage time, the number of 

live AGS cells decreased significantly.  

Conclusion: The findings of this research showed that the Ad5TATE (wt) recombinant virus could 

specifically infect gastric adenocarcinoma (AGS) cancer cells and destroy them after replication. Therefore, 

the Ad5TATE (wt) virus can be used as an oncolytic agent against gastric adenocarcinoma (AGS) cancer 

cells. 
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 کیتیانکول بینوترک یها روسیو ساخت آدنوو یطراح

 وکتور رالیبر وا یمبتن کردیرو معده:  سرطان یسلول یهابه منظوردرمان رده

 2 علیزاده صفرعلی ، 1 پاکزاد پرویز ، 2 پور نجفی رضا ، 1 نوروزی جمیله ،*2 فریور ناصرپور تقی ،1 سلخوری کهاری نجمه

                                                                          ایران تهران، شمال، تهران واحد اسلامی آزاد دانشگاه پایه، علوم دانشکده میکروبیولوژی، گروه. 1

 ایران قزوین، قزوین، پزشکی علوم دانشگاه پایه، علوم دانشکده مولکولی، و سلولی تحقیقات مرکز. 2

 

 چکیده

های انکولیتیک شود. ویروسعنوان راهکاری نویدبخش برای درمان سرطان شناخته میویروس درمانی انکولیتیک به سابقه و هدف:

 -کوکساکی ازطریق گیرنده 5 ها را متلاشی کنند. آدنوویروس سروتیپهای سرطانی تکثیر و آنها قادرند در سلولمانند آدنوویروس

سرطانی بسیار متغییر است. هدف  هایسلول سطح در گیرنده این شود. میزان بیانهای میزبان متصل میسلول آدنوویروس به سطح

( بوده که قادرند در AGSهای آدنوکارسینومای معده)برای سلول آدنوویروس انکولیتیک با ویژگی انتخابی بالا ساخت از این مطالعه،

   ها را تخریب کنند.ها تکثیر و آناین سلول

 فیبرآدنوویروس کلون گردید و بدین ترتیب وکتورهای  HI-loopدر ناحیه در مطالعه تجربی حاضر، توالی اکتروتات ها:روش و مواد

استفاده از سیستم  با pAdZ-TATE(wt) وکتورساخته شدند.  pAd5TATE(ΔE1,ΔE3)و pAd5TATE(wt) نوترکیب 

های سنتز شد و در سلول Ad5TATE(ΔE1,ΔE3) و Ad5TATE(wt)ذرات ویروسی نوترکیب سنتز شد.  pADZکلونینگ 

HEK293 سلولی ا استفاده از روش کلسیم فسفات، وکتورهای نوترکیب به رده. بتکثیر شدHEK293   منتقل و بدین ترتیب ذرات

های مختلف، بروز اثرات آلوده شدند و در زمان Ad5TATE(wt)و  Ad5(wt) با ویروس AGSسلولی  تولید شد. رده ویروسی جدید

تیمار شده با ویروس  AGSسلولی در رده سلولی  میزان بقای ،MTTآزمون با استفاده از ها بررسی شد.تخریب سلولی در این سلول

 نوترکیب بررسی گردید.

های نوترکیب تیتر ویروس. ساعت بعد از آلودگی کامل گردید 72ساعت شروع و  18( در کمتر از CPEاثرات تخریب سلولی) :هایافته

با  3E,Δ1EΔTATE(5Ad( تیتر ویروس. همچنین از محلول ویروسی( محاسبه شد Lµ  100)برای  710برابر 50TCIDبا روش 

-سازی سلول، توانایی آلوده5Ad (wt)در مقایسه با TATE(wt)5Adداد، نتایج نشان .بود ml/50TCID 710برابر  50TCIDروش 

های داد، با افزایش غلظت ذرات ویروسی و زمان نگهداری، تعداد سلولنشان  MTT را دارد. نتایج حاصل از آزمون AGSهای رده 

 ای کاهش یافت.ملاحظهطور قابلبه AGSزنده 

های سرطانی صورت اختصاصی سلولقادر است به  Ad5TATE(wt)ویروس نوترکیب ،نشان داد ی این پژوهشهایافته گیری:نتیجه

 Ad5TATE(wt) توان از ویروس( را آلوده و پس از تکثیر، آن ها را متلاشی کند. لذا میAGS) رده سلولی آدنوکارسینوما معده

  ( استفاده کرد.AGSهای سرطانی رده سلولی آدنوکارسینوما معده)عنوان عامل انکولیتیک علیه سلولبه

آدنوویروس، ویروس انکولیتیک، اکتروتات، رده  :کلیدیگانواژ

 .Iau Science، سلولی آدنوکارسینوما معده
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 قدمهم

تواند به شکل سرطان نوعی بیماری ژنتیکی بوده که می

خیم و بدخیم باشد و عوامل متعددی در بروز آن نقش خوش

سرطان معده به عنوان سومین عامل مرگ حاصل  . (1،2) دارند

در ایران سرطان معده  .(3) شوداز سرطان در جهان محسوب می

در مردان پس از پوست در رتبه دوم قرار دارد و در زنان در رتبه 

ترین نوع سرطان معده آدنوکارسینوما، شایع .(4) چهارم است

 .(5) تهای معده اسدرصد از سرطان 90-95بوده و مسئول 

-های جراحی، شیمیسرطان معده ممکن است با یکی از روش

ی یا به صورت ترکیبی با سایر روش ها درمان درمانی و پرتودرمان

ها، اثرات جانبی و همچنین اما اشکال اصلی این درمان ؛(6) شود

. (7) باشدها میناکارآمدی در درمان برخی از انواع سرطان

های درمانی جدید با اثرات جانبی کمتر و بنابراین نیاز به روش

ز آن جمله باشد که اسمیت بیشتر بر سلول های سرطانی می

-درمانی، حرارت درمانی، انکوتراپی یا ویروستوان به ژنمی

 های سرطانی اشاره کرددرمانی با تأثیری اختصاصی بر سلول

 در نوین ، راهکاریانکولیتیک های. استفاده از ویروس(8،9)

انکولیتیک  هایویروس. (10) است انسانی هایدرمان سرطان

ها را تکثیر و آن ،های سرطانیسلولطور ویژه در قادرند به

های طبیعی تخریب نمایند و از سوی دیگر اثر ناچیزی بر سلول

 هایویروس از مختلفی انواع . به(11،12) داشته باشند

 ،سیمپلکسهرپس ویروس ها،آدنوویروس مثل انکولیتیک

 .(16-13) کرد توان اشارهمی ویروسلنتی و رئوویروس سرخک،

ای خطی با دار دو رشته DNAهای ویروس ها،آدنوویروس

 .(17)د باشنمی لیپیدی پوشش بدون و وجهیبیست تقارن

 انجام میزبان سلول هسته در ویروس DNA همانندسازی

 عنوانبهای گسترده صورتبه 5تیپ آدنوویروس .(18)گیرد می

 .(19)د شواستفاده می سرطان درمان جهت انکولیتیک عامل

 درمان در ویروس این از استفاده محدوده کننده یکی از عوامل

 CARگیرنده  بیان سطح به ویروس عفونت که، است آن سرطان

این گیرنده در (. 20) باشدمی وابسته هدف هایسلول روی بر

ها و تلیال، نورونهای اپیهایی مانند سلولسطح سلول

درحالی که میزان  ؛شوندها به میزان بالایی بیان میاستروسیت

های سرطانی بسیار متغییر بیان این گیرنده در سطح سلول

 میزان به را  CARگیرنده سرطانی، هایسلول از بسیاریاست. 

ها آدنوویروسمی توان برای رفع این مشکل، کنند. می بیان کمی

که از طریق مکانیسمی  کردی دستکاری ژنتیکی به نحورا 

های سرطانی ، قادر به آلودگی سلولCARمستقل از گیرنده 

 توان بهآدنوویروس را می فیبر ناحیه ،مشکل این رفع. برای باشد

 ، قادرCARگیرنده  از مستقل مسیری ای تغییر داد که ازگونه

اکتروتات، یکی  .(20-17)باشد هدف هایسلول کردن آلوده به

-گیرندههای سوماتوستاتین است که توانایی اتصال به از مکمل

را SSTR2، SSTR5 های های سوماتوستاتین خصوصاً گیرنده

های سرطانی بیان ها در انواع مختلفی از سلولدارد. این گیرنده

ها باعث دهد که این گیرندهشوند. مطالعات مختلف نشان میمی

های شده سلولی در سلولریزیبرنامهمرگ سلولی و فرایند مرگ 

راهکارهای مختلفی نظیر شیمی  (.20) گرددمی سرطان معده

، آنتی بادی های مونوکلونال، Tهای درمانی، تخلیه لنفوسیت

کورتیکواستروئیدها و سایر داروهای سرکوبگر ایمنی به منظور 

             ً      شوند که عموما  موجب استفاده می علایم سرطانکاهش بروز 

های مختلف در بیماران احتمال عود سرطان و بروز عفونت افزایش

های انکولیتیک شوند. مطالعات اخیر، ویروس درمانی با ویروسمی

را به عنوان راهکاری امیدبخش در زمینه جلوگیری از بروز بیماری 

 و تقویت اثرات واکنش پیوند علیه تومور معرفی کرده اند. سرطان

های غیر بیماری زایی هستند که ویروس های انکولیتیک ویروس

قادر به لیز انتخابی سلول های سرطانی می باشند. این دسته از 

آلوژن   Tهایها قادر به تفکیک اختصاصی میان لنفوسیتویروس

سبب ایجاد اختلال در  ساز بوده وهای بنیادی خونو سلول

های ویروس (.21) شوندآلوژن می T هایعملکرد سلول

یا  ( و22شوند )درون سلول سرطانی فقط تکثیر می انکولیتیک،

واسطه مهندسی  طور طبیعی این توانایی را دارند و یا بهبه

ز اهدف  .(23،24) ها ایجاد شده استژنتیک، این توانایی در آن

این پژوهش، ساخت آدنوویروس نوترکیب بود که به طور 

 AGSهای رده و تخریب سلولکردن اختصاصی قادر به آلوده 

 از پپتیدی نالوگآکه بودند. بدین منظور، توالی اکتروتات 

 و بیشتر ثبات ،بیولوژیکی شرایط درو  باشدمی سوماتوستائین

ازخود  سوماتوستائین گیرنده 2 تیپزیر به ییبالا ترکیبی میل

ون شد و ر کلفیب برآمدگی HI-loopدر ناحیه نشان می دهد، 

بدین ترتیب آدنوویروس نوترکیب توانست از مسیری مستقل از 

؛ که Coxsackie-Adenovirus Receptor (CAR گیرنده

صورت  CAR رندهیگ قطری از هابه سلول روسیاتصال آدنوو

ها را و سپس آنکند را آلوده  AGSه ی ردهاسلول (ردیگیم

و ساخت  هدف از این مطالعه، طراحیدر واقع،  .نمایدتخریب 

 از گیرنده  مستقل که از مسیری آدنوویروس نوترکیبی بود
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CAR قادر به آلوده کردن و تخریب رده سلولی آدنوکارسینومای

  ( باشد.AGSمعده )

 هامواد و روش

 تهیه سازواره ها. 1-2

به صورت هدیه از دکتر  5در این مطالعه آدونوویروس تیپ 

 و وکتور  pFiberپلاسمیدبابک نگاهداری دانشگاه تهران، 

pAdEasySceI  دکتر از طرفPJ.Bosma  دانشگاه

 pAdZ-اکمید. یافت شددر هدیهرت به صو هلند  آمستردام،

CV5-E3+  باکتری وSW102  دکتر به صورت هدیه از

Richard James Stanton نشگاه کاردیف انگلستان تهیه دا

به  BJ5183و باکتری  pAdIRES-GFPپلاسمیدشد. 

دکتر صبا، دانشگاه تربیت مدرس و باکتری صورت هدیه از 

Steller  دکتر صفرعلی علیزاده دانشگاه به صورت هدیه از

 علوم پزشکی قزوین تهیه شد.

 ساخت قطعه اکتروتات

اسیدآمینه(  8جفت باز ) 24که قطعه اکتروتات حدود  از آنجایی

باشد. بنابراین، جهت قابل تکثیر نمی PCRاست، لذا به کمک 

ن قطعه مورد نظر از روش ساخت مصنوعی قطعه کلون کرد

DNA  ساخت دایمر( استفاده شد. پرایمر(F: 5′-

ATTTTGCTATTGGAAAACCTGCACCCGAA

3′-T  5-و′R: 

TGGTGCAGGTTTTCCAATAGCAAAACGAT

3′-T  های قطعه مورد نظر همراه با جایگاه اندازه طول کاملبه

د )پیشگام، طراحی و سنتز ش ClaIو  BstBIهای برش آنزیم

آب دوبار تقطیر با هم مخلوط و در دستگاه ترموسایکلر ایران(. 

درجه  95تا  25قرار داده شد. سپس در گستره دمایی 

درجه به ازای هر ثانیه،  1/0، کاهش دما به میزان سلسیوس

هضم، به  انجام شد. دایمر نهایی ایجاد شده بدون نیاز به انجام

 استفاده شد.، عنوان قطعه وارد شونده

( به درون TATEکلون کردن توالی اکتروتات ). 2-2

 pFiberوکتور 

با  pFiber جهت کلون کردن قطعه اکتروتات، ابتدا پلاسمید

ساعت 1میکروتیوب به مدت  .خطی شد BstBI استفاده از آنزیم

نگهداری شد. محصول هضم  سلسیوسدرجه  65در دمای 

و بررسی گردید.  آگاروز، الکتروفورزدرصد  1آنزیمی روی ژل 

از ژل  DNAپلاسمید خطی شده با استفاده از کیت استخراج 

)طبق دستورالعمل شرکت سازنده( تخلیص و غلظت آن  آگاروز

 TATEمنظور اتصال قطعه با دستگاه نانودراپ تعیین شد. به 

به پلاسمید، بر اساس فرمول زیر نسبت وکتور خطی شده به 

)مقدار نانوگرم موردنیاز برای قطعه وارد  وندهقطعه وارد ش

 .شونده( محاسبه گردید

 Insert (ng) = 3 × [insert:                                 1فرمول

(bp)/vector (bp)] × vector (ng) 
شرکت  T4 DNA Ligaseتوجه به دستورالعمل کیت  با

میکروتیوب  .گردیدانجام  1مطابق با جدول پرومگا، عمل اتصال 

جهت غیرفعال  سلسیوسدرجه  65دقیقه در دمای  10به مدت 

شدن آنزیم لیگاز نگهداری شد. محصول حاصل به روش شوک 

وارد  Stellerسویه شایسته شده  E. coliحرارتی به باکتری 

-آگار حاوی آنتی LBهای گردید. بعد از کشت بر روی پلیت

 37ساعت در دمای  16ت ها به مدسیلین، پلیتبیوتیک آمپی

 نگهداری شدند. سلسیوسدرجه 

 .pFiberدر پلاسمید خطی  TATEکلونینگ قطعه  .1جدول

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 مقدار مواد

 میکرولیتر 1 شده از قطعه مورد نظر()دایمر ساخته  قطعه اکتروتات

 میکرولیتر 3 سازی شدهخطی و خالصpFiber پلاسمید 

 میکرولیتر 10x 2بافر آنزیم لیگاز 

 میکرولیتر 1 آنزیم لیگاز

 میکرولیتر 13 آب دوبار تقطیر

 میکرولیتر 20 حجم کل
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 در پلاسمید TATEتأیید حضور توالی . 2-3

 PCRآزمون  ،پلاسمیدی DNA پس از استخراجدر این روش 

چند کلنی از پلیت به طور خلاصه، مورد استفاده قرار گرفت. 

صورت جداگانه در محیط سیلین انتخاب و هر یک بهحاوی آمپی

LB های کشت، مایع، کشت داده شد. ابتدا از هر یک از لوله

دقیقه با  5های کشت به مدت لوله نمونه پشتیبان تهیه گردید.

یع رویی حذف و رسوب سانتریفوژ گردید. ما rpm 3800سرعت 

 DNA استخراجمیکرولیتر آب مقطر استریل حل شد و  50در 

)تایوان(  Favergenبا استفاده از کیت ها نمونهاز پلاسمیدی 

 25در حجم  PCRواکنش  مذکور توالیبرای ردیابی  .انجام شد

میکرولیتر مسترمیکس )یکتاتجهیزآزما،  13میکرولیتر واجد 

میکرولیتر از  R ،2و  Fاز زوج پرایمرهای لیترمیکرو 1، ایران(

DNA  میکرولیتر آب مقطر استریل  9و مربوط به هر نمونه

تنظیم شد. برنامه حرارتی مورد استفاده برای تکثیر قطعات ژنی 

دقیقه،  5به مدت  سلسیوسدرجه  95فوق شامل یک سیکل 

 55ثانیه،  60به مدت  سلسیوسدرجه  95سیکل تکراری  33

به مدت  سلسیوسدرجه  72ثانیه،  40به مدت  سلسیوس درجه

 5به مدت  سلسیوسدرجه  72ثانیه و یک سیکل انتهایی  60

%، الکتروفورز و 2 روی ژل آگاروز PCRمحصول  .دقیقه بود

در  TATEیابی وجود قطعه بررسی شد. سپس با روش توالی

 نهایی گردید. تأیید pFiberپلاسمید 

قطعه حاوی و   alsکاست ژنی، E1تکثیر قطعه ژنی . 2-4

 توالی اکتروتات

 ، از پرایمرهایPCR توسط واکنش E1 قطعه ژنی برای تکثیر

F:3′-GATTTGGCCATTTTCGCGGG-5′  و R:3′-

GGCGGCTGCTGCAAAACAGAT-5′ و ویروس .

Ad5(wt)  استفاده شد. پس از انجام واکنشPCR محصولات ،

PCR و بررسی شدند و  ، الکتروفورز %1  بر روی ژل آگاروز

برای تکثیر همچنین انتخاب گردید.  PCRترین شرایط مناسب

 DNAعنوان  به +pAdZ-CV5-E3از باکمید alsکاست ژنی

-alsالگو و از پرایمرهای 

F:ACTAAACCTGTAACACTAACCATTACAC

TAAACGGTACACCCTGTGACGGAAGATCA

CTTCG 

-alsو  

R:GGATGTGGCAAATATTTCATTAATGTAG

TTGTGGCCTGAGGTTCTTATGGCTCTTG  که

جفت باز با  50مشابه به طول  در انتهاهای خود دارای نواحی

برآمدگی فیبر هستند، استفاده شد. واکنش  HI–loopناحیه 

سپس قطعه ژنی تکثیر یافته با و  انجام گردید PCRمولکولی 

. از ژل آگاروز تخلیص گردید  DNAاستفاده از کیت استخراج 

شده  برای تأیید صحت تکثیر، قطعه ژنی با شش پرایمر طراحی

 تعیین توالی گردید.  2در جدول 

 

 .alsطعه پرایمرهای مورداستفاده در تعیین توالی ق .2جدول 

 نام پرایمر (5′-3′) توالی نوکلئوتیدی
ACTAAACCTGTAACACTAAC ALS-F-1 

CTTACTTCTGAC AACGATC ALS-F-2 
CTTTACACTTTATGCTTCC ALS-F-2 

GTTATCCGCTC ACAAT ALS-F-3 
CTGTCTGATGCTGATACG ALS-F-3 

AC GGCAAACAAA CACTGAC ALS-F-4 
GGATGTGGCAAATATTTC ALS-F-4 

-HI( در ناحیه TATEبرای تکثیر قطعه حاوی توالی اکتروتات )

loop از پلاسمید ،pFiber-TATE عنوان الگو و از  به

استفاده گردید. واکنش  TATE-F/Rشده پرایمرهای طراحی

PCR  با استفاده از پرایمرOct-F:5′-

GCAGCGGATAAGGCAATT-3′  وOct-R:5′-

CGATCTACTCTACAGTGTAATT-3′  مطابق با
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سپس قطعه تکثیر یافته از روی ژل پروتکل های فوق انجام شد. 

 برش و با استفاده از کیت استخراج از ژل تخلیص شد. 

سط سیستم تو ساخت وکتور آدنوویروسی . 2-5

 ADZکلونینگ 

 نوترکیبیمرحله اول . 2-5-1

ارائه شده توسط  طبق روش ،SW102های شایسته کردن سلول

انجام ( 37و  36ران )همکاو  Richard James Stantonدکتر 

های سفید، واکنش کلنی در کلنی E1برای تأیید حضور ژن  شد.

PCR  انجام شد. محصولPCR % 1بر روی ژل آگاروز ،

های سفید بر روی الکتروفورز گردید. جهت تأیید نهایی، کلنی

-سیلین کشت داده شدند. از کلنیدارای آمپی LBمحیط کشت 

نمونه ذخیره در گلیسرول تهیه pAdZ(wt) حاوی  های مثبت

 نگهداری شدند. سلسیوسدرجه  -80و در فریزر

 مرحله دوم نوترکیبی. 2-5-2

 (،ramp) سیلینآمپی )مقاومت به alsدر این مرحله کاست ژنی  

β-( گالاکتوزیدازlacZα) کروزاحساسیت به س و (sacB) ) در

قرار داده  pAdZ(wt)برآمدگی فیبر باکمید HI-Loopناحیه 

شایسته گردید.   pAdZ(wt)ترتیب، باکتری حاوی  ینشد.  بد

( از طریق als)کاست ژنی  PCR سپس در مرحله بعد، محصول

های شایسته شده منتقل شد. بعد از الکتروپوریشن به سلول

مایع به  LBلیتر محیط کشت میلی1اتمام الکتروپوریشن، 

کووت اضافه گردید و سپس محتویات کووت به میکروتیوب 

درجه در انکوباتور  32ساعت در دمای  1منتقل شد و به مدت 

میکرولیتر باکتری ترانسفورم  50شیکردار نگهداری شد. مقدار

بیوتیک ساکاروز، آنتی %5آگار حاوی  LBشده به درون پلیت 

 30-48سیلین کشت داده شد و به مدت کلرامفنیکل و آمپی

نهایت،  نگهداری شد. در سلسیوس درجه 32ساعت در دمای 

 انجام گردید.PCR واکنش   alsبرای تأیید حضور کاست ژنی 

 باکمید نوترکیب DNA بـا اسـتفاده از کیـت اسـتخراج

pAdTATE(wt)  از باکتری استخراج شد. تخلیصDNA 

 نهایت، باکمید باکمید با روش ایزوپروپانول انجام گردید. در

pAdTATE(wt)نگهداری شد. سلسیوسدرجه  -80در دمای 

 مرحله سوم نوترکیبی . 2-5-3

در ناحیه  alsجایگزین کاست ژنی  TATEاین مرحله، توالیدر 

HI-loop فیبرpAdZ(als HI-Loop)   ترتیب، شد. بدین

های نوترکیب مرحله دوم شایسته شدند. سپس محصول باکتری

PCR  توالیTATE های از طریق الکتروپوریشن به سلول

 300شایسته شده منتقل گردید. پس از انجام ترانسفورماسیون، 

به کووت اضافه شد. محتویات  LBیکرولیتر محیط کشت م

لیتر محیط کشت میلی 5لیتر حاوی میلی 15کووت به فالکون 

LB  ساعت در شیکر انکوباتور با  4انتقال یافت. فالکون به مدت

میکرولیتر  50، نگهداری شد. سپس سلسیوسدرجه  32دمای 

یکل بیوتیک کلرامفنحاوی آنتی LBباکتری به درون پلیت 

درجه نگهداری  32ساعت در دمای  30-48ریخته و به مدت 

رنگ مشاهده گردید. های آبیهای سفید در بین کلنیشد. کلنی

های مثبت بر روی محیط جهت تأیید صحت کلونینگ، باکتری

سیلین کشت داده شدند. همچنین آگار دارای آمپی LBکشت 

 انجام گردید.  PCRواکنش 

-pAdEasy-Sce(ΔE1و E3Δ)وکتور ساخت. 2-6

TATE  با استفاده از سیستم کلونینگpAdEasy-Sce 

از  Stellerسویه  E. coliبرای شایسته کردن باکتری 

 DNAمیکرولیتر  2مقدار . سپس کلراید استفاده شد کلسیم

 افزوده و ،میکرولیتر از باکتری شایسته شده 50پلاسمیدی به 

به روش شوک  پلاسمیدی  DNAها، پس از مخلوط کردن آن

حاصل ترانسفورماسیون در پلیت . حرارتی وارد سلول باکتری شد

 50 سیلین کشت داده شـد.آگار حاوی آمپی  LBهای

های شایسته به عنوان نمونه کنترل منفی به میکرولیتر از سلول

-آنتی فاقد LBسیلین و محیط آگار حاوی آمپی LBمحیط 

 .بیوتیک منتقل شد

 HEK293های تولید ذرات ویروسی در سلول. 2-7

با وکتورهای آدنوویروسی  HEK293سازی رده سلولی  آلوده

نوترکیب و تولید اولیه ذرات ویروسی با استفاده از تکنیک 

سلول  2×106تعداد  . به طور خلاصه،کلسیم فسفات انجام شد

کامل منتقل گردید و  DMEMبه درون فلاسک حاوی محیط 

نگهداری شد.  CO2درصد  5با  سلسیوسدرجه  37در انکوباتور

میکرولیتر  3 درصد بود. 70تراکم سلولی در زمان انتقال حدود 

مولار به  2میکرولیتر کلسیم فسفات  10آب مقطر استریل و 
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میکرولیتر از  100 ،درون میکروتیوب استریل ریخته و سپس

DNA میکرولیتر 52قطره به محلول اضافه شد.  ویروسی قطره 

پتاژ مولار به مخلوط افزوده و با چند بار پی 2کلسیم فسفات

میکرولیتر از محلول  500مقدار  خوبی مخلوط گردید. محلول به

HBS2X  لیتری منتقل و سپس مخلوط حاصل میلی 15به لوله

قطره به آن اضافه گردید. پس از چند مرتبه  از مرحله قبل قطره

طور کامل مخلوط شد. کلسیم فسفات/  ثانیه( به 5) پتاژپی

DNA به فلاسک حاوی سلول سریع اضافه شد. قطره  قطره

ویروسی در تمام  DNAآرامی تکان داده و سپس فلاسک به 

ساعت در انکوباتور با  6فلاسک به مدت  فلاسک پخش شد.

محیط  نگهداری شد. CO2 %5و  سلسیوسدرجه  37دمای 

 امل تازه تعویض شدک DMEMکشت فلاسک با محیط کشت 

روز پس از ترانسفکشن با استفاده از 12-15حدود و 

( در فلاسک CPEمیکروسکوپ معکوس، اثرات آسیب سلولی )

پس از مشاهده اثرات آسیب سلولی،  کشت بررسی گردید.

شده و محیط کشت همراه آوری ها با ضربه آرام دست جمعسلول

 لیتری ریخته شد. بهمیلی 15های آلوده به درون لوله با سلول

 -بار چرخه انجماد 4های آلوده، منظور متلاشی شدن سلول

 ها در حمام یخ خشک/ورتکس به ترتیب، انجماد سلول -ذوب

و  سلسیوسدرجه  37متانول، ذوب در حمام آب با دمای 

دقیقه با  15نمونه به مدت  ثانیه( انجام گردید. 30) ورتکس

مایع رویی که دارای ذرات  سانتریفوژ گردید. g 500سرعت 

درجه  -80و در دمای  ویروسی بود به لوله جدید منتقل

نگهداری شد. در این شرایط ویروس نوترکیب به مدت  سلسیوس

 تری پایدار خواهد بود.طولانی

 (MOIه )تعیین ضریب آلودگی بهین. 2-8

 MOI: Multiplicity of) آلودگــی بهینــهضریــب 

infection،)  در واقع نســبت تعــداد ذرات ویروسـی بـه ازای

رو، حجـم مناسـب از این   .(38) دهـدیـک سـلول را نشـان می

بــر  HEK293های رده سلول ویـروس جهـت آلـوده نمـودن

 به طور خلاصه،شد.  مبنــای ضریــب آلودگــی تعییــن

در هر چاهک پلیت  2×610به میزان  293HEKهای لولس

سازی، محیط کشت تخلیه خانه کشت داده شد. روز آلودهشش

 میکرولیتر محیط کشت تازه به هر چاهک اضافه گردید. 500و 

میکرولیتر از مایع رویی حاوی  50و  25، 15، 10، 5، 1مقادیر 

عنوان کنترل ها اضافه گردید. یک چاهک بهویروس به چاهک

ساعت در انکوباتور  3فلاسک به مدت  منفی در نظر گرفته شد.

 5/1مقدار . نگهداری شدCO2  درصد  5با  سلسیوسدرجه  37

پلیت و  لیتر محیط کشت جدید به هر چاهک اضافه گردیدمیلی

درصد  5با  سلسیوسدرجه  37روز در انکوباتور  3-4به مدت 

CO2 .هر روز با استفاده از میکروسکوپ  نگهداری گردید

 ها در هر چاهک بررسی شد.معکوس، اثرات سیتوپاتیک سلول

چاهک با شرایط یکسان در نظر  3برای هر ضریب آلودگی، 

واسطه تکثیر ها به سرعت تخریب سلول سپس،گرفته شد. 

های مختلف برای تعیین ضریب آلودگی مناسب ویروس در زمان

 .ابی گردیدارزی

 TCID50های نوترکیب با روش تعیین تیتر ویروس. 2-9

 TCID50(Median Tissue Culture Infectious Dose )

لیتر( که توانایی ایجاد اثرات )در واحد میلی مقدار ویروسی ،

اطلاق  ،های تلقیح شده را دارددرصد سلول 50سیتوپاتیک در 

این روش مقدار ویروس مورد  ،دیگربیان  . به(38-35) گرددمی

-های آلوده را تعیین میدرصد سلول 50نیاز برای از بین بردن 

های نوترکیب از روش ویروس TCID50 برای محاسبه کند.

Karber های استفاده گردید. سلولHEK293  به مقدار

 .خانه کشت داده شد 12سلول در هر چاهک از پلیت  2×106

برای ویروس نوترکیب تهیه  10-9تا  10-1های متوالی از رقت

 سلسیوس درجه 37روز در انکوباتور  10ها به مدت گردید. پلیت

 10تا  4 حدود بعد از گذشت نگهداری شدند. 2COدرصد  5با 

ها در پلیت CPEبا استفاده از میکروسکوپ معکوس، اثرات  روز 

های ، مثبت و چاهکCPEهای حاوی چاهک. بررسی گردید

  Karber ، منفی گزارش شدند و با استفاده از فرمولCPEفاقد 

 های موجود در نمونه ذخیره تعیین گردید. تعداد کل ویروس

 برای محاسبه تیتر ویروس  Karberفرمول. 2فرمول 
 

T= 101+D (S - 0.5) 

D= log 10 of the dilution 

S= هاحاصل جمع نسبت   

تأیید وجود توالی اکتروتات در ویروس . 2-10

Ad5TATE(wt) وAd5TATE(ΔE1,ΔE3)  

 ،های نوترکیببرای تأیید وجود توالی اکتروتات در ویروس

 High Pure Viralانجام شد. ابتدا توسط کیت PCRواکنش 

nucleic acid Kit ،DNA ها تخلیص شد. در ویروس از نمونه
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شده و در حضور غلظت بالا از  ها متلاشیاین روش، ابتدا سلول

ویروس به  DNA، 5/7کمتر از  pHهای کائوتروپیک و نمک

شود و مواد اضافی از ستون عبور غشاء سیلیکا ژل متصل می

ویروس خالص توسط آب از سلیکاژل جدا  DNAکند. سپس می

نگهداری  سلسیوسدرجه  -20در دمای PCRو تا زمان انجام 

ویروس طبق دستورالعمل شرکت  DNAشود. تخلیص می

جهت تأیید حضور توالی  PCRسازنده انجام گردید. واکنش 

TATE  انجام شد. محصولاتPCR  آگاروز،  %1بر روی ژل

  .الکتروفورز شد

 Real-Time PCRتعیین تیتر ویروس به کمک . 2-11

DNA  میکرولیتـر ویـروس  100از  موزن مولکـولی کـبا

میکرولیتـر آب مقطـر بـه حالــت  70در شـد و  جاسـتخرا

با غلظت  ســمید تخلــیص شــدهلامحلــول درآمــد. از پ

استاندارد استفاده شد و نانوگرم در میکرولیتر به عنوان  100

روس بـا در نظر گرفتن تعداد جفت بازهای یرات وذتعـداد 

شد. طول وکتور نوترکیب اصلی  ـبهدهنـده آن محاس لتشـکی

و ویروس  45230با سایز  Ad5TATE(wt)ویروس 

Ad5TATE(ΔE1&ΔE3)  جفت باز است 38000با سایز .

سمید تخلیص شده با استفاده از لارات ویـروس در پذتعـداد 

 ژنوم کپی نامبر و سایت بیوانفورماتیکیفرمول 

https://www.technologynetworks.com محاسبه شـد 

با اسـتفاده از  Real-Time PCR نهایتا واکنش .(35-38)

)یکتا تجهیز آزما، ایران( و پرایمرهای اختصاصی  YTAکیت 

میکرولیتر شامل  15حجم نهایی واکنش انجام شد. تهیه شده 

 0.5میکرولیتر پرایمر فوروارد و  DNA ،0.5میکرولیتر  0.5

 6میکرولیتر مسترمیکس و  7.5میکرولیتر پرایمر برگشت، 

چرخه دمایی میکرولیتر آب مقطر دو بار تقطیر استریل بود. 

به  سلسیوسدرجه  95واکنش شامل دناتوراسیون اولیه در 

درجه  95سیکل در  45دقیقه و به دنبال آن  5مدت 

 20به مدت  سلسیوسدرجه  56ثانیه،  20به مدت  سلسیوس

 MELTثانیه و در نهایت دمای  20درجه به مدت  72ثانیه، 

 هـمرتبدو نش ـکوا ،هر نمونه ایبربود.  درجه 95تا  53از 

 اردـمق انوـبه عن همدآ ستد یر بهدمیانگین مقاو  گرفته منجاا

آنالیز آماری  .نظر گرفته شددر  نمونهآن  ایبرتکثیر )کمیت( 

 گردید.محاسبه  t-testبا استفاده از آزمون 

و   Ad5(wt) بررسی اثرات ویروس. 2-12

Ad5TATE(wt)  رده  سلولی رشـد و تکثیـر برAGS  

روی بـر   Ad5TATE (wt)جهت بررسـی اثر ویروس نوترکیب 

 ، از روش رنگ سـنجیAGSهای رشـد و تکثیـر سـلول

MTT.سلول در هر  2×105به طور خلاصه،  اسـتفاده شــد

  میکرولیتر محیط کشت  100ای با خانه 96چاهک پلیت 

RPMIدرصد 10 با FBS   کشت داده شدند. پلیت کشت به

 سلسیوسدرجه  37ساعت داخل انکوباتور با دمای  24مدت 

ساعت بعد از کشت سلول، ویروس نوترکیب  24 نگهداری شد.

ها اضافه به سلول 50و  25، 15، 10، 5، 1های مختلف MOIبا 

 ،24 پس از. گردید. سپس پلیت داخل انکوباتور قرار داده شد

 ها با ویروس نوترکیب،تیمارکردن سلول ساعت از 72و 48

 100و هر چاهک با  کشت داخل هر چاهک دور ریخته محیط

شستشو داده شد. به هر چاهک از پلیت کشت،  PBS میکرولیتر

اضافه  MTT میکرولیتر محلول 10و محیط تازه  میکرولیتر 150

ساعت، محتوای پلیت دور ریخته و به هر  4شد. پس از پایان 

دقیقه  10پس از اضافه شد. DMSO میکرولیتر 100چاهک 

دقیقه بر روی شیکر قرار داده  5مجدد پلیت به مدت  ،نگهداری

ل درطو  Elisa readerشد. سپس جذب نوری توسط دستگاه

های تیمار نشده با ویروس به سلول .نانومتر قرائت شد 570موج

 کار برده شدند.عنوان کنترل به

 تجزیه و تحلیل آماری نتایج. 2-13

های حاصل از نتایج به دست آمده در این مطالعه با نرم داده 

های آماری مربع کای و و مدل SPSS ver.16افزار آماری 

 درصد تحلیل شد. 95دقیق فیشر در سطح اطمینان 

 هایافته .1

 کلون کردن توالی اکتروتات در پلاسمیدنتایج . 3-1
pFiber  

خطی  BstBI با فرآیند هضم توسط آنزیمpFiber  پلاسمید

نتایج الکتروفورز برش  .آماده گردید شـد و بـرای فرآینـد الحاق

 پس از تایید. نشان داده شده است 1 شکل در آنزیمی پلاسمید

در پلاسمید  TATEواکنش الحاق توالی پلاسمید،خطی شدن 

 . انجام گردید
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.BastBIتوسط آنزیم pFiber الکتروفورز محصول هضم آنزیمی پلاسمید  .1شکل

 

های انتقال محصول واکنش الحاق به سلولنتایج . 3-2

  Steller شده   شایسته

طبق واکنش الحاق تحت اثر آنزیم  TATEپلاسمید و توالی 

-لیگاز قرارگرفتند و بعد از اتمام واکنش الحاق، محصول به سلول

منتقل گردید. محصـول ترانسـفورم  Stellerهای شایسته 

حـاوی آنتی بیوتیک آمپی سیلین کشت  LB بـرروی پلیـت

خطی به عنوان  pFiberداده شد. از باکتری حاوی پلاسمید 

نمونه کنترل استفاده شد. نتایج کشت باکتری حاوی محصول 

 (. 2 )شکل سیلین بودآمپی های مقاوم به الحاق، ظهور کلنی
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. ردیف اول: رشد باکتری حاوی  Stellerهای شایستهخطی شده به سلول  pFiberو پلاسمید(pFiberTATE)  نتایج انتقال محصول واکنش الحاق .2 شکل 30

pFiberTATE ردیف دوم: عدم رشد باکتری حاوی .pFiber سیلین.خطی  در محیط کشت دارای آمپی 

 در پلاسمید TATEورود توالی ، PCRواکنش  با اسـتفاده از

pFiber باند وزن  تأییـد شـد. صحت کلونینگ با مشاهده

 ( انجام گرفتpFiber) مولکولی بیشتری نسبت به نمونه شاهد

 pFiberTATEنهایی، پلاسمید نوترکیب . جهت تائید (3)شکل

تعیین توالی شد و نتیجه حاصل از آن، کلون  ،استخراج شده

 .شـدن توالی اکتروتات در پلاسمید را تایید کرد

 
: نمونه 3(، ستونbp223) های نوترکیبکلنی. PCR : محصول2، ستونKb1: نشانگر 1.  ستون%1 روی ژل آگاروز بر PCR الکتروفورز محصول .3شکل

 PCR pFiber  (bp193): محصول 4)آب مقطر( و ستون کنترل منفی

LB سیلینآگار+ آمپی LB آگار  

  

 

 Steller شایسته  سلول

+ 

 محصول الحاق

(pFiberTATE) 

  

 

 

 Steller شایسته  سلول

+ 

pFiber خطی 
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 alsکاست ژنی و  E1نتایج تکثیر قطعه . 3-3

انجام گردید. نتایج  PCRوسیله واکـنش به  E1تکثیـر قطعـه

 3019ای بـه طول ، حضور  قطعهPCRالکتروفورز محصـول 

دلیل بر صحت انجام  ،جفت باز را نشان داد، این یافته

با اسـتفاده از  و تکثیر قطعه ژنی مورد نظر بود.  PCRواکنش

قطعـه ژنی مورد نظر استخراج  ،از ژل فرمنتاز کیـت تخلیص

از تأیید نتیجه تخلیص، قطعه تعیین توالی شد و نتایج  پس .شد

 )شکل را تایید کرد E1تکثیـر قطعـه ژنیصحت حاصل از آن، 

انجام  PCRتوسط واکنش نیز  alsتکثیـر کاست ژنی (. الف 4

 4200بانـدی بـه اندازه  ،PCRشد. نتایج الکتروفورز محصـول 

جفت باز را نشان داد. قطعه مورد نظر با اسـتفاده از کیـت 

پس از تأیید نتیجه تخلیص، . از ژل استخراج گردید تخلیص

 alsقطعه تعیین توالی و نتایج حاصل از آن، تکثیـر کاست ژنی 

 (.  ب 4 )شکل را تایید کرد

 

 

 

 

 

 

 

   

 الف

   

 ب

( برش ژل جهت تخلیص قطعه E1 ،Bقطعه ژنی bp3019و باند  kb25( نشانگر A. %1بـر روی ژل آگاروز  E1مربوط به تکثیر قطعه   PCRالکتروفورز محصول. الف( 4 شکل

 .E1 ( نتیجه تخلیص قطعه ژنیCژنی، 

( برش ژل جهت تخلیص قطعه ژنی، als ،Bجفت بازی کاست ژنی  4200 : قطعـه3و 2، ستونkb25: نشانگر 1( ستونals .Aبرای تکثیر کاست  PCR الکتروفورز محصولب( 

C نتیجه تخلیص قطعه همراه با نشانگر )kb25. 
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استفاده  با pAdZ-TATE(wt) ساخت وکتورنتایج . 3-4

 pADZاز سیستم کلونینگ 

 E1، ابتدا قطعه ژنیpAdZ-TATE(wt) جهت ساخت وکتور

-pAdZ-CV5 شده حاوی شایسته SW102های به سلول

E3+  های ترانسفورم شده بر روی پلیتمنتقل شد. سلول LB 

کشت داده شدند و پس از  IPTG و  X-gal  ساکاروز+ حاوی

آبی بر روی پلیت محیط کشت  سفید و دو نوع کلنی رشد،

های سفید در محیط ظهور کلنی(. الف 5 )شکل مشاهده شد

توسـط  PCR کشت حاکی از آن بود که قطعه ژنـی حاصـل از

 دریافـت شده و باکمید نوترکیـب +pAdZ-CV5-E3باکمید 

pAd5(wt) با استفاده از دستگاه سپس  .تـشکیل شده است

های شایسته شده حاوی به سلول alsالکتروپوریشن، کاست 

از طریق   alsانتقال یافت. کاست pAd5 (wt)باکمید نوترکیب 

برآمدگی فیبر کلون  HI-loopفرایند نوترکیبی مشابه، در ناحیه 

 + ساکاروز LBهای ترانسفورم بر روی پلیت گردید. سلول

کشت داده شدند. پس از رشد، دو  IPTGو  Xgal+ کلرامفنیکل

ه شد. تشکیل آبی و سفید رنگ روی پلیت مشاهد نوع کلنی

 درون باکمیدals ی ورود کاست رنگ نشانههای آبیکلنی
pAd5(wt) (. جهت تأیید صحت کلون کاست ب 5شکل ) بود

کلنی آبی رنگ همـراه بـا یک کلنی سفید به عنوان ، alsژنی 

+  حاوی ساکاروز LB نمونه کنترل انتخاب و بر روی محیط

ت داده شد. سیلین کشو آمپی  Xgal +IPTGکلرامفنیکل+

آبی رنگ قادر به رشد در  داد، تنها کلنی نتایج کشت نشان

دهنده کلون شدن سیلین بود، که نشانحاوی آمپی LBمحیط 

 .است بوده در باکمید alsکاست 

  

 الف

 
 

 ب

 SW102( کنترل منفی، باکتری Bدر باکمید،  E1کلونینگ قطعه ژنیهای سفید رنگ، نشانه ( کلنیE1.  Aنتیجه حاصل از کلونینگ ژن. الف( 5 شکل

 شایسته شده.

 سیلین.آگار حاوی آمپی  LBهای آبی و سفید در محیط نتایج کشت کلنی، pAd5(wt)در باکمید  alsنتیجه حاصل از کلون کاست ژنی ب( 
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-pAd5 (alsHIورود توالی اکتروتات به وکتور نتایج. 3-5

Loop)                

های به سلول TATEه با استفاده از روش الکتروپوریشن، قطع

 pAd5 (alsHI-Loop)حاوی باکمید  SW102شایسته شده 

شد. قطعه مورد نظر از طریق نوترکیبی مشابه جایگزین  منتقل

-برآمدگی فیبر باکمید شد.سلول  HI-loopدر ناحیه alsکاست 

+  حاوی ساکاروز LBهای ترانسفورم شده روی پلیت کشت 

کشت داده و پس از رشد، دو نوع  IPTGو   Xgal+ کلرامفنیکل

آبی و سفید رنگ روی محیط کشت مشاهده شد. تشکیل  کلنی

در باکمید را تایید  TATEهای سفید، کلون شدن قطعه کلنی

های آبی و سفید در محیط کشت کلنی(. نتایج 6شکل ) نمود

سیلین و های آبی مقاوم به آمپیسیلین نشان داد، کلنیآمپی

 های سفید نوترکیب به آن حساس بودند.کلنی

  
 به  pAd5 (alsHI-Loop)شده حاویهای شایسته ( سلولBهای آبی و سفید، ( تشکیل کلنیAهای ترانسفورم شده.  نتایج کشت باکتری .6شکل

 عنوان نمونه شاهد

 و Ad5TATE(wt)تولید ذرات ویروسی نوترکیب . 3-6

Ad5TATE(ΔE1,ΔE3) در رده سلولیHEK293 

برای ترانسفکشن وکتورهای نوترکیب و تولید ذرات آدنوویروس 

از روش کلسیم فسفات استفاده  ،HEK293در رده سلولی

های گردید. برای بررسی روند تولید آدنوویروس نوترکیب، سلول

 13ترانسفکت شده در زیر میکروسکوپ معکوس بررسی شدند. 

ها گرد و از سطح فلاسک جدا روز بعد از ترانسفکشن، اکثر سلول

(. 7)شکل شدند

  
( مشاهده B   روز13های ســالم بعد از ( سلولHEK293. A ناشــی از تکثیر ویروس نوترکیب در رده ســلولی( CPE) اثــرات آســیب ســلولی. 7 شکل

CPE  روز از ترانسفکشن.13در سلول های آلوده بعد از 
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 وAd5TATE(wt)  نتایج تعیین تیتر ویروس. 3-7

Ad5TATE(ΔE1,E3)  با روشTCID50 

 72ساعت شروع و  18( در کمتر از CPEتخریب سلولی)اثرات 

های نوترکیب با تیتر ویروس. ساعت بعد از آلودگی کامل گردید

)برای  710برابر D(S101 =T+-0.5  (با فرمول 50TCIDروش 

Lµ  100  از محلول ویروسی( محاسبه شد که برابر

ml/50TCID 810 تیتر ویروسهمچنین (. 3 )جدول بود 

Ad5TATE(ΔE1,ΔE3)  با روشTCID50  برابر

TCID50/ml 107 (. 3 )جدول بود 

 

 

 .10-9تا  10-1های در رقت 50TCIDبا روش   3E,Δ1EΔTATE(5Ad(و  TATE(wt)5Ad نتایج تعیین تیتر ویروس .3جدول 

9-10 8-10 7-10 6-10 5-10 4-10 3-10 2-10 1-10 D 

- - - - + + + + + 1 

- - - - + + + + + 2 

- - - + + - + + + 3 

- - - + - - + + + 4 

- - + - - + - + + 5 

- - - - - + + + + 6 

 شاهد - - - - - - - - -

 مجموع 6 6 5 4 3 2 1 0 0

0 0 33/0 5/0 66/0 83/0 1 1 1 S 

رات ویروس بـه دسـت آمـده بـه ذتیتراسیون . 3-8

با استفاده از آغازگرهای  Real time PCR روش

 :Ad5TATE(wt)ویروس تشخیصی

Real time PCR  با استفاده از دستگاهcorbett Rotor 

Gene 4.68×910 بدین ترتیب که با تخمین .انجام پذیرفت 

بـا مید تخلیص شده و لاسره ویروس در میکرولیتر از پذ

آن نمودار استاندارد آن رسم  هـای لگاریتمـی استفـاده از رقت

کمتر باشد  CTهر چه میزان  Real time PCRشد. در 

مطابق با میزان تکثیر و یا بیان بیشتر است. بر همین اساس 

بیشترین میزان کپی نامبر  4 جدولنتایج به دست آمده 

( به دست آمد CT4) CT( در کمترین 107×2.007ویروس )

که متعاقبا بیانگر تیتر بالای ویروس می باشد. نتایج نانودراپ 

به ثبت رساند که بیانگر  CT4را در  0.98نیز جذب نوری 

 های دیگر می باشد.  CTغلظت بالای ویروس نسبت به 
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 و محاسبه تیتر ویروس Real time PCRهای  حاصل از  CT نتایج  . 4ل جدو

کپی نامبر  ODمقدار  CTمقدار  ردیف

 ویروس

تعداد سلول  تیتر ویروس

های کشت 

 شده

MOI (µL) 

 100 10 ×52 10×4.68~9 10×72.007 0.98 10.73 4نمونه 

 50 10 ×52 10×2.24~9 10×69.62 0.47 11.22 5نمونه  

 25 10 ×52 10×1.00~9 10×64.30 0.21 12.50 16نمونه 

 5 10 ×52 10×9.54~7 10×58.19 0.04 17.41 13نمونه 

 1 10 ×52 10×4.76~6 10×42.04 0.001 17.83 15نمونه 

 70×  10( × 3/  روسیو یرقت )تعداد کپ بی= ضر روسیو تریت

  MTTنتایج آزمون. 3-9

 Elisa reader از دستگاه MTTجهت بررسی نتایج آزمون 

تحت تیمار با  AGSهای استفاده شد. نتایج زنده مانی سلول

 48، 24های شاهد در زمان و گروه Ad5TATE(wt) ویروس

شده  نشان داده 8شکل ساعت پس از تلقیح ویروس، در  72و 

ویروس  مقداربررسی نتایج این آزمون نشان داد، افزایش  است.

در  AGSنوترکیب موجب کاهش میزان بقای سلولی رده 

ساعت  24افزایش زمان نگهداری از  مواجهه با ویروس گردید.

بقای  توجهی موجب کاهش درصدطور قابلساعت، به 72به 

های مختلف ویروس نوترکیب شد. سلولی در مواجهه با غلظت

تلقیح، ساعت از زمان  72با گذشت  MOIs=5در غلظت پس 

سمیت سلولی ویروس نوترکیب افزایش یافته و در نتیجه باعث 

در کمترین گردید.  AGSها رده درصد سلول 50مرگ بیش از

درصدی 26ساعت میزان مرگ  72( پس از MOI=1غلظت )

برابری مرگ  2ساعت تقریبا رشد  24داشتیم که نسبت به 

 سلولی را شاهد بودیم.
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 .ساعت 72و  48 ،24های نگهداری و نمونه شاهد طی زمانبا ویروس نوترکیب  تیماره شده AGSهای رده سلولیسلول MTTنتایج آزمون  .8شکل 

                                                                                                                                                                                            

 بحث 

های نوین برای درمان ویروس درمانی انکولیتیک، یکی از روش

 واسطه توانایی ویروس برای آلوده، تکثیر وست که بهسرطان ا

. امروزه (25) گرددهای هدف انجام میمتلاشی کردن سلول

های انکولیتیک توجه پژوهشگران را برای بسیاری از ویروس

ها، . از بین آن(26) درمان سرطان به خود جلب کرده است

گسترده به طور  5        ً                  ها خصوصا  آدنوویروس سروتیپ آدنوویروس

 اندعنوان عامل انکولیتیک برای درمان سرطان مطالعه شده به

  نسل دوم در این مطالعه وکتور آدنوویروس .(27)

Ad5TATE(ΔE1,ΔE3)ساخته شد که قادر است سلول-

را SSTR5  و SSTR2های های سرطانی بیان کننده گیرنده

های توان برای انتقال ژنآلوده کند. از این وکتور می

 Kuhlmannهای سرطانی استفاده کرد. موری به سلولضدتو
در  Tyr-Ser-Ala، با کلون پپتید 2009و همکاران در سال 

HI-Loop  برآمدگی فیبر، آدنوویروس نوترکیبی را ساختند

های سرطانی لوزالمعده از طریق که قادر به آلوده کردن سلول

با  پژوهشاین های نتایج بررسی. (28) بود EphA2گیرنده 

با این  ،و همکاران در یک راستا بود Kuhlmannهای یافته

-HIدر ناحیه  پپتید اکتروتات حاضر،تفاوت که در مطالعه 

loop  فیبر کلون شده بود. ویروس نوترکیب

Ad5TATE(wt) های قادر بود با استفاده از گیرنده

 .را آلوده نماید AGSهای رده سوماتوستاتین سلول

Naser pour Farivar  منظور  ، به2017و همکاران در سال

BTV (bluetongue viruses )گیری اختصاصی ویروس هدف

، توالی اکتروتات را در ناحیه AGSبرای آلوده نمودن رده سلولی 

VP2  کپسید ویروس، کلون کردند. بدین ترتیب ویروس

های سوماتوستاتین وارد از طریق گیرنده  BTVنوترکیب

را  AGSها رده سلولی شد. آن AGSی رده های سرطانسلول

شده قرار دادند. نتایج نرمال و اصلاح BTVتحت تیمار با ویروس

داد، ویروس نوترکیب پس از تکثیر، از طریق مرگ  نشانآنها 

شده  AGSریزی شده سلولی باعث تخریب رده سلولی برنامه

 AGSهای قادر به ورود به سلول طبیعی BTVکه است درحالی

 pourهای با یافته این تحقیقهای نتایج بررسی .(29) نبود

Farivar Naser ن تفاوت و همکارانش در یک راستا بوده با ای

استفاده  BTVدار RNAها در مطالعه خود از ویروس که آن

از آدنوویروس سروتیپ  حاضرکه در مطالعه درحالی ،کرده بودند

منظور به Hayakawa. T و Mizuguchi.H استفاده شد. 5

درمانی سرطان، وکتور آدنوویروسی توسعه روشی مؤثر در ژن

این را ساختند.  در برآمدگی فیبر RGDنوترکیب حاوی پپتید 

                          ً های سرطانی که مقادیر نسبتا  اصلاح فیبر، اتصال وکتور به سلول

ها ژن کند را افزایش داد. آنرا بیان می CARکمی گیرنده 

HSVtk  را در ناحیهE1  آنها وکتور نوترکیب قرار دادند. نتایج

، B16های سرطانی ملانوم داد، بازده انتقال ژن به سلول نشان

طور چشمگیری در شرایط آزمایشگاهی ، بهCARفاقد گیرنده 
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و در داخل بدن، توسط وکتور آدنوویروسی نوترکیب افزایش 

داشت که منجر به افزایش فعالیت سیتوتوکسیک در شرایط 

های سرطانی آزمایشگاهی و افزایش اثر ضد توموری علیه سلول

 در داخل بدن گردید HSVtkل ژن از طریق تحوی B16ملانوما 

نظر ساخت وکتور آدنوویروسی با ناحیه  ازآنها مطالعه  .(30)

                                               .مطالعه حاضر هم سو بود شده در برآمدگی فیبر بااصلاح

این تفاوت که گیرنده مورد استفاده وکتور ویروسی  با

Ad5TATE(ΔE1,ΔE3)، های سوماتوستاتین بود.گیرنده 

Hulin-Curtis  آدنوویروس 2016و همکاران در سال ،

-به سلول CD46را ساختند که با استفاده از گیرنده  ینوترکیب

های سرطانی متصل شد. بدین صورت ژن فیبر آدنوویروس 

شد و  5جایگزین ژن فیبر آدنوویروس سروتیپ  35سروتیپ 

ها . یافته های آنساخته شد Ad5/35آدنوویروس کایمریک 

در مقایسه با آدنوویروس وحشی با کارایی  Ad5/35داد،  نشان

های سلولی سرطان تخمدان بود. بالا قادر به آلوده کردن رده

طور به را رشد تومورها  ،Ad5/35داد،  نشان آنها بررسی نتایج

شده سلولی را ریزی توجهی مهار نموده و مرگ برنامهقابل

های ا یافتهب حاضرهای . نتایج بررسی (31) داده استافزایش 

Hulin-Curtis  و همکاران هم سو بود با یک تفاوت عمده که

از طریق تعویض ناحیه فیبر با فیبر  Ad5/35ویروس نوترکیب 

  (wt)در حالی که ویروس ،ساخته شده بود 35سروتیپ 

Ad5TATE  شده در این پژوهش از کلون توالی ساخته

 آمده بود. تدسبرآمدگی فیبر به HI–Loopاکتروتات در ناحیه 

دارای آدنوویروس نوترکیبی ساخته شد که  حاضر، مطالعه  در

برآمدگی فیبر بود. این   HI-loopناحیه توالی اکتروتات در 

های سوماتوستاتین، ویروس نوترکیب از طریق اتصال به گیرنده

 AGSهای سرطانی رده قادر به آلوده و متلاشی کردن سلول

ها مانی سلولمیزان زنده ،MTT با استفاده از آزمون .ه استبود

)روش رنگ سنجی بر مبنای نمک تترازولیوم( بررسی گردید. 

در  AGSهای سرطانی داد، میزان بقای سلولنتایج نشان 

، با افزایش Ad5TATE(wt)ویروس  MOI 50-1ی گستره

طور چشمگیری کاهش یافت. زمان نگهداری و مقدار ویروس، به 

آزمایشگاهی  صورتبه MTTی                 آمده از آزمون کم دست ایج به نت

تاثیری بر  Ad5(wt)نشان داد که آدنوویروس تیپ وحشی 

                        ندارد. AGSهای سرطانی مانی سلولمیزان زنده

Uusi-Kerttula  آدنوویروس 2016و همکاران در سال ،

که فقط ری به طورا طراحی و ساختند  Ad5/kn48نوترکیب 

ناحیه برآمدگی فیبر آن از ناحیه برآمدگی فیبر آدنوویروس 

 Ad5وسیله شبه سروتیپ به و گرفته شده بود 48سروتیپ 

همراه با دمین را ساختند. این ویروس نوترکیب از طریق گیرنده 

CAR  آمینواسید  20ها پپتید شد، بنابراین آنوارد سلول

(A20)NAVPNLRGDLQVLAQKVARTروتئین ، از پ

ویروس بیماری پا و دهان با میل ترکیبی بالا به  VP1کپسیدی 

کننده های بیانمنظور افزایش انتخاب سرطانرا به  6 اینتگرین

 HI-Loopرا در ناحیه  A20ها کار بردند. آنبه 6اینتگرین 

-Ad5/kn48 DG ( وAd5 HI/A20)5آدنوویروس سروتیپ 

Loop (Ad5/kn48. DG. A20قرار ) های دادند. ویروس

های سرطانی را سلول 6نوترکیب حاصل با استفاده از اینتگرین 

های داد، انتقال این ویروسنشان  آنها . نتایجهدف قرار دادند

 ( بهαvβ6 high)BT-20های سرطان پستان نوترکیب به سلول

ها از نظر مطالعه آن .(32) یافته است طور قابل توجهی افزایش

برآمدگی فیبر و استفاده از مسیری  HI-loopاحیه تغییر در ن

های سرطانی برای آلوده کردن سلول CARمستقل از گیرنده 

هم سو بوده با این تفاوت که گیرنده مورد حاضر با پژوهش 

های سوماتوستاتین بود. گیرندهحاضر، استفاده در مطالعه 

را   Ad5/kn48 DG.A20ها ویروس نوترکیبهمچنین آن

کلون شده بود که با  DG-Loopکه پپتید در ناحیه ساختند 

و همکاران در سال  Coughlanمطالعه حاضر تفاوت داشت. 

)مشتق شده از پروتئین  A20 FMDV2، پپتید 2009

ویروس بیماری دهان و پا، با میل ترکیبی بالا  VP1کپسیدی 

برآمدگی آدنوویروس  HI-loop( را در ناحیه 6برای اینتگرین 

 یتلیال، هدفسلول اپی 6قرار دادند. اینتگرین  5سروتیپ 

های مناسب برای درمان سرطان است زیرا فقط در سلول

که میزان بیان آن در پیشرفت طوری به  ،گرددسرطانی بیان می

در  Ad5-EGFP.A20 داد، نشانآنها تومور نقش دارد. نتایج 

مقایسه با تیپ وحشی آدنوویروس، توانایی انتقال و سمیت 

های سرطانی اینتگرین های سلولسلولی خیلی بالاتری در رده

های با یافته حاضرهای نتایج بررسی .(33)مثبت داشت 

Coughlan  و همکاران در یک راستا بوده با این تفاوت که هر

های متفاوتی برای آلوده کردن دو ویروس نوترکیب از گیرنده

های استفاده محدودیتیکی از  های هدف استفاده کردند.سلول

در  CARبرای درمان سرطان این است که گیرنده  Ad5از 

بنابراین برای حل  .شودهای توموری ضعیف بیان میسطح سلول

ژنتیکی در قسمت فیبر مختلف این مشکل، اصلاحات 
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های سرطانی آدنوویروس انجام شده تا ویروس قادر باشد سلول

. (34) آلوده کند CARده را از طریق مکانیسمی مستقل از گیرن

های سوماتوستاتین است که توانایی اکتروتات یکی از مکمل

های ویژه گیرندههای سوماتوستاتین، بهاتصال به گیرنده

SSTR2  وSSTR5 ها در سطح . این گیرنده(35) را دارد

های مختلف سرطانی مانند تومورهای عصبی و غدد سلول

 نشانحاضر شوند. مطالعات میریز به میزان زیادی بیان درون

شده در ریزی ها باعث مرگ سلولی و مرگ برنامهداد این گیرنده

 .(36) گرددهای سرطانی میسلول

 گیرینتیجه

 CARدر مطالعه حاضر، ناحیه اتصال آدنوویروس به گیرنده 

های سوماتوستاتین اصلاح شد تا ویروس بتواند از طریق گیرنده

بیان بالایی دارد، متصل  AGSهای سرطانی که در سطح سلول

 HI-loopشود. برای تحقق در این امر، توالی اکتروتات در ناحیه 

با استفاده از تکنیک های مختلف  ،کلون شد و در نهایت ،فیبر

طور اختصاصی قادر  که به های نوترکیب شدهکلونینگ، ویروس

را، از طریق اتصال به  AGSبودند سلول های رده سلولی 

SSTR2  آلوده کنند ساخته شدند. این ویروس نوترکیب با

باعث القای مرگ برنامه ریزی شده  AGSتکثیر در سلول ها 

نشان داد، ویروس این پژوهش سلولی شدند. نتایج 

Ad5TATE(wt)  نوع وحشیساخته شده برخلاف ویروس 

Ad5(wt)های ، توانایی بالایی برای آلوده کردن سلولAGS 

های سوماتوستاتین در که سطح بالایی از گیرندهدارد. از آنجایی 

توان از شود، میهای سرطانی بیان میسطح بسیاری از سلول

عنوان عامل انکولیتیک برای درمان انواع این ویروس نوترکیب به

  گیرنده سوماتوستاتین استفاده کرد. سرطان های بروز دهنده

 در این مطالعه، همچنین وکتور آدنوویروسی

Ad5TATE(ΔE1,ΔE3)  نیز با هدف انتقال ژن به سلول های

 مثبت ساخته شد. SSTRسرطانی 

 سپاسگزاری

جهت دانشگاه آزاد بدینوسیله از همکاری مؤثر کارکنان 

 گردد.قدردانی میپروژه، کمال تشکر و  راهنمایی در انجام این
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