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Aims Despite the efficacy of current therapies against HIV-1 infection, these methods are 
not a permanent treatment because they cannot prevent the return of viremia from latent 
cell reservoirs. On the other hand, the virus may become resistant to these drugs. Therefore, 
providing safer and more effective therapeutic strategies, such as inhibition of genes by siRNA, 
is essential. The successful therapeutic application of siRNAs requires an efficient delivery 
system to target cells.
Materials & Methods In this study, a specific siRNA was designed against the HIV-1 nef gene. 
Then a stable HEK293 cell line expressing HIV-1 nef was developed and after fabrication and 
evaluation of superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPION) coated with trimethyl 
chitosan, the efficiency of nanoparticles for delivering siRNA into the cells and inhibition of nef 
gene was investigated.
Findings Iron oxide nanoparticles (spherical-shaped with an average size of 85nm and the 
average zeta potential of +29mV) were significantly effective in transporting siRNA into 
HEK293 cells compared to control groups and at the same time had low toxicity to the cells. In 
addition, SPION-TMC containing anti-nef siRNA inhibited about 85% of the expression of this 
gene in stable cells (compared to control cells).
Conclusion The optimized SPION-TMC nanocarriers can be used as a promising approach in 
HIV-1 infection therapy. However, pre-clinical in vivo evaluation of the drug/siRNA delivery 
system efficiency remains to be conducted.
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  چکيده
 HIV-1 روسیدر کاهش بار و جیرا های داروییدرمان یبا وجود اثربخش :اهداف

 ریذخا توانندینم رایز ،شوندینم محسوبی ها درمان قطعروش نیدر بدن، ا
داروها  نیا به روسیشدن وامکان مقاوم ،یپنهان را نابود کنند و از طرف یروسیو
است و موثرتر ضروری  ترمنیا یه راهکارهای درمانیارا ن،یوجود دارد. بنابرا زین

 ازمندیخود ن د واشاره کر  siRNA طها توسمهار ژنتوان به که از آن جمله می
  .های هدف استبه درون سلول انتقالو موثر  منیهای اروش

ژن  هیبر عل siRNA یساختار اختصاصیک  ،مطالعه نیدر ا ها:مواد و روش
HIV-1 nef داریپا یرده سلولیک به توسعه  اقدام و سنتز شد و سپس یطراح 

HEK293 کنندهانبی HIV-1 nef یابیارز و . در ادامه، پس از ساختشد 
SPION )توزان،یکمتیلتریا پوشش ب سوپرپارامغناطیس) دآهنینانوذرات اکس 

فوق با کمک نانوذرات مذکور  داریپای در رده سلول nefسازی) ژن مهار (خاموش
  .قرار گرفت ی) مورد بررسsiRNA حاملعنوان (به
نانومتر و ۸۵ میانگینبا اندازه شکل کروی( دآهنینانوذرات اکسها: یافته
های به درون سلول siRNA) در انتقال ولتیلیم+۲۹برابر  یسطح یلپتانس

HEK293 اند و موثر بودهای قابل ملاحظهطور کنترل به هایگروه با سهیدر مقا
اده از فاست ن،یهمچن .بودندها برای سلول نییپا تیسمدارای حال  نیدر ع

ژن  انیب %۸۵حدود منجر به مهار  nefژن  هیبر عل siRNAنانوذرات دارای 
  شد.کنترل)  هایبه سلول(نسبت  داریپا هایسلول مذکور در
 دنتوانیم توزانیکمتیلتریبا پوشش  SPION بهینه نانوذراتگیری: نتیجه
ا ب. دنر یقرار گ فادهمورد است HIV-1 یروش کارآمد در اهداف درمان کیعنوان به
 یط) در شراsiRNA حامل دارو و یانانوذرات ( نیا سودمندیی وجود، بررس نیا

  .ضروری است ینیاهداف بالبرای در محیط زنده 
  توزانیک ،SPION، نانوذرات siRNAانتقال  ،HIV-1 nefها: کلیدواژه

  ۱۲/۱۲/۱۳۹۸ تاريخ دريافت:
  ۰۱/۰۵/۱۳۹۹ تاريخ پذيرش:

  prahimi@pasteur.ac.irنويسنده مسئول: *

  مقدمه
HIV  (ویروس نقص ایمنی انسانی)روسیرتروو ینوع 

و متعلق  )شده است یلتشک RNAاز  آنها که ژنوم ییهاویروس(
به  روسیو نیز ااها است. تاکنون دو نوع ویروسیبه خانواده لنت

 لعام HIV-1که  شناخته شده است HIV-2و  HIV-1 هاینام
شده به جادیونت افع. ]1[در جهان است HIVهای ونتفع شتریب
 یمنیا ستمیعملکرد س یجیمنجر به کاهش تدر HIV-1 لهیوس
 CD4+ یکمک T هایتیوسفلن تیدلیل کاهش جمعبه ژهیوبه
 ای دزیا. ]2[شودکه در نهایت منجر به بیماری ایدز می شودیم

و جهان در  ریگهمه مارییب کسندروم نقص ایمنی اکتسابی ی
(سازمان بهداشت جهانی) در  WHOطبق آمار  است. HIVناشی از 

 HIV میلیون نفر در سراسر جهان مبتلا به ۳۸، حدود ۲۰۱۷سال 
میلیون نفر از این افراد در قاره آفریقا زندگی  ۲۶اند که حدود بوده
 HIV. طبق آمار همین سازمان، تعداد مبتلایان به ویروس کنندیم

هزار نفر رسیده است که از این میان ۶۰در ایران به  ۲۰۱۷در سال 
  .]3[سال هستند ۱۴نفر افرادی با سن کمتر از  ۷۰۰

 HIV-1همانندسازی  توانندیمی رایج ضدویروسی هادرماناگرچه 
 مارییببرای  یدرمان قطع هاروش نیارا به تاخیر بیندازند، 

را نابود  یروسیهان وپن ریذخا توانندینمو  شوندینممحسوب 
 زیداروها ن نیا به روسیشدن وامکان مقاوم ،علاوه بر اینکنند. 

های راه افتنیبرای  قاتیذکرشده، ادامه تحق یلبه دلا .]4[وجود دارد
ضروری  ،یروسیومنظور محدودکردن همانندسازی به ثروم و دیجد

های ویروسی توسط تکنیک در این زمینه، مهار بیان ژن است.
و مفید در مهار  موثرراهکاری  تواندیم RNA (RNAi)تداخل 

فرآیندی بیولوژیکی  RNAiباشد.  HIV-1همانندسازی و تولید 
ی مانند ادورشتهکوچک  RNAهای است که در آن مولکول

siRNA د نظر اصی از رونوشت ژن مور طور اختصاصی، توالی خبه
کنند و در نهایت باعث مهار بیان پروتئین مورد نظر را شناسایی می

های مورد شوند. بنابراین، هدف قراردادن توالی اختصاصی ژنمی
علاوه بر  HIV-1منجر به افزایش اهداف درمانی  تواندیمنظر 
  .]5[ی رایج ضدویروسی شودهادرمان

(با  Nefین ، پروتئHIV-1های کدشده توسط از میان پروتئین
زایی ویروس ن) نقش مهمی در بیماریدالتولویک۲۷وزن مولکولی 

. شودیمهای ویروسی سنتز لیه بیان ژنکند و در مراحل اوایفا می
با ساختار بسیار  (nef)که محصول یک ژن  Nefپروتئین 

های متعددی است که از آن جمله شده است دارای نقشحفظ
ی هارندهیگژنوم ویروس، کاهش بیان  به همانندسازی توانیم

و تنظیم آپوپتوز  Tهای ی لنفوسیتساز فعالسطحی سلول، 
. بنابراین، با توجه به اهمیت این ژن در ]6[سلولی اشاره کرد

 (برای RNAi، مهار بیان آن با استفاده از تکنیک HIV-1فعالیت 
در کنترل ویروس موثر واقع شود.  تواندیم) siRNAمثال توسط 

قرار HIV-1ژنوم  ۳΄در انتهای  nefهمچنین، از آنجایی که ژن 
بر بیان برخی دیگر از  تواندیمدارد، هدف قراردادن بیان این ژن 

  .]7[های مهم ویروسی تاثیرگذار باشدژن
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 عنوانبه توانندیم siRNA یهامولکولکه  انددادهمطالعات نشان 
وارد شوند و برای  هاسلولبه درون  یخارج لعام کی

در محیط  و در شیشهشرایط  ردمورد نظر  یهاژن یساز خاموش
با  تواندیم هاژن یساز خاموش. ]8[قرار گیرنداده فاستمورد  زنده
هدف انجام  یهاسلولدر  siRNA نییپا نسبتاً  اده از مقدارفاست
 mRNAبرای بالا  تیدارای اختصاص یساز خاموش لو عم ردیپذ

 یدر صورت طراح siRNA یهامولکول همچنین،. است هدف
. با وجود ]9[نخواهند بود یمنیا ستمیکننده سفعال ،یح و دقیقصح

دلیل ورود ، کاربردهای بالینی آن بهsiRNAمزایای ذکرشده برای 
سلولی پایین و پایداری بیولوژیکی کم همچنان محدود است، 

در درون بدن برای غلبه  siRNAهای مناسب بنابراین توسعه ناقل
  .استبر مشکلات فوق ضروری 

صورت های غیرویروسی (بههای اخیر، استفاده از ناقلدر سال
(و  siRNAر کم برای انتقال دلیل سمیت پایین و خطنانوذرات) به

ها در بدن بسیار مورد توجه قرار یا ژن مورد نظر) به درون سلول
(نانوذرات اکسیدآهن  SPION گرفته است. در این بین، استفاده از

ی، سازگار ستیزهای مناسب مانند دلیل ویژگیپارامغناطیسی) به
ی، سمیت پایین و قابلیت کاربرد در ر یپذبیتخرستیز

های تصویربرداری مغناطیسی، کاربردهای فراوانی در سیستم
. ]10[اندافتهرطان یسویژه در درمان ی و بهدرمانژنانتقال سلولی و 

دلیل خاصیت به HIVدر درمان  SPIONبر این، استفاده از علاوه 
 CTLsشدن منجر به فعال تواندیمگرمادرمانی مغناطیسی که 

ر د HIV-1کشنده) و کمک به مقابله بیشتر با  Tهای (لنفوسیت
  .]11[سودمند باشد تواندیمبدن شود، 

بنابراین، در مطالعه حاضر، بررسی سودمندی استفاده از نانوذرات 
SPION که ناقل کیتوزانمتیلتریشده با کمک (بهینه (siRNA 

ژن  یساز خاموش زانیمبودند بر  HIV-1 nefاختصاصی ضدژن 
 HIV-1ژن  کنندهانیب( HEK293مذکور در رده سلولی پایدار 

nef.مورد بررسی قرار گرفت (  

  هاروشمواد و 
توسط روش  (SPIONs) سیآهن سوپرپارامغناطدینانوذرات اکس

 )O2H.63FeCl(آبه III ۶آهندیگرم کلر۶/۲سنتز شدند.  یرسوبهم
 ۱:۲ یبا نسبت مول )O2H.42FeCl(آبه II ۴آهندیگرم کلر۹۶/۰و 

 C۷۰° یدر دما زهیونیآب د تریلیلیم۱۰۰ در تروژنیتحت اتمسفر ن
قطره ورت قطرهصهمحلول ب نیشدند. سپس به ا لح

 شیافزا ۱۱محلول به  pHاضافه شد تا  %۲۵هیدروکسیدآمونیوم 
 نیساعت در ایک  آمده به مدتدستهرنگ باهیو مخلوط س ابدی

توسط  )4O3Fe( تیآهن مگنتدیدما هم زده شد. نانوذرات اکس
 زهیونید بمرتبه با آ نیو چند نینشته یمیدا یرباآهن کی

برسد. نانوذرات  ۷محلول به  pHوشو داده شدند تا شست
 خشک شدند. C۴۰° یآمده در آون خلا در دمادستهب

که در  (TMC)کیتوزان متیلتری -N ،N ،N مشتق محلول در آب
و مرحله سنتز  نیدر آب محلول است، در ا pHاز  یعیمحدوده وس

تا  ۱۱۰ یگرم کیتوزان (وزن مولکول۵/۰. ]12[شدی ساز نهیبه
 دیدیمیگرم سد۲/۱) و ۹۵% ونیسیلاو درجه داست لودالتونیک۱۵۰

 دونیرولیپ - ۲ -لیمت -Nحلال  تریلیلیم۲۰در (مرک؛ آلمان) 
)NMPمخلوط به  یو دما ند) پراکنده شدمرک؛ آلمان ؛°C۶۰ 

 %۱۵محلول  تریلیلیم۷۵/۲رسانده شد. سپس به آن 
به مخلوط   و هم زده شد قهیدق ۲۰اضافه و  دیدروکسایهمیسد

ساعت  یکاضافه و واکنش به مدت  دیدیلیمت تریلیلیم۳واکنش 
کردن استون، مدت با اضافه نیانجام شد. پس از ا C۶۰° یدر دما

 جدا شد. وژیفیمحصول رسوب کرد و رسوب حاصل توسط سانتر
حل و تمامی  NMPحلال  تریلیلیم۲۰رسوب حاصل مجدداً در 

شده در واکنش مجدداً تکرار شد و محصول پس از مراحل انجام
کردن استون رسوب کرد و توسط یک ساعت واکنش با اضافه

کیتوزان متیلتریدیدینمک  حاصلرسوب سانتریفیوژ جدا شد. 
 دیکلر یهاونیبا  دیدی یهاونی ینیگزیجا ،است که در مرحله بعد

محلول  تریلیلیم۲۰کردن رسوب در لح قیاز طر مریدر ساختمان پل
کیتوزان متیلتریدینمک کلر لانجام شد و محصو %۱۰ دیکلرمیسد
وزن اندازه  با زیالید سهیمحلول حاصل توسط ک .دست آمده ب

و  زیالیساعت د ۲۴به مدت  زهیونیدر آب د کیلودالتون۱۲ یمولکول
نشان داده شده  ۱در شکل  TMCشمای سنتز  .شد زهیلیوفیسپس ل

 یهاگروه نییو تع ییایمیساختمان ش یبررساست. در ادامه، 
توسط  TMC مریپل در ساختمان نیآم یهاگروهمتصل به  لیمت

HNMR )انجام ) هسته پروتون یسیرزونانس مغناط یسنجفیط
  شد.

  (TMC) کیتوزانمتیلتری -N ،N ،Nطرح شماتیک از سنتز پلیمر  )۱شکل 

 یهابرهمکنشبه واسطه  TMCنانوذرات اکسیدآهن با پوشش 
با بار مثبت و نانوذرات اکسیدآهن با  TMCبین  کیالکترواستات

نانوذرات  گرممیلی۵ابتدا بار منفی تهیه شدند. بدین منظور، 
 کیتوسط حمام اولتراسون زهیونیآب د تریلیلیمیکآهن در دیاکس

در آب  TMCمحلول  تریکرولیم۱۲۵کاملاً پراکنده شد. سپس 
به آن اضافه و به  تریلیلیمدر هر  گرمیلیم۵۰با غلظت  زهیونید

 نیهم زده شد. پس از گذشت ا کریساعت توسط ش ۲۴مدت 
وسط ت TMC (SPION-TMC) اشده بدادهزمان، نانوذرات پوشش

از  قهیدق ۱۵در زمان  دور بر دقیقه۳۰۰۰۰سرعت با  وژیفیسانتر
، )سوپرناتانت( ییرو عیما کردنیمخلوط واکنش جدا و پس از خال

 وشو داده شدند.شست زهیونیه با آب دمرتب ۲نانوذرات مجدداً 
siRNA ضدHIV-1 nef (GenBank KM390026.1)  به همراه
siRNA  کنترل(Scrambled siRNA)  متصل به رنگ فلورسنت

 BLOCK-iT™ RNAiافزار آنلاین با استفاده از نرم TAMRAزرد 

Designer )Invitrogen(  و سپس از نظر  ]13[طراحی
بررسی و تایید شدند (جدول  BLASTهای ترمودینامیکی و ویژگی
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 تریلیلیمپیکومول بر ۱۰۰برابر  siRNA). همچنین غلظت بهینه ۱
-SPION یبر رو siRNA یبارگذار منظور تعیین شد. در ادامه، به

TMC ،نانوذرات SPION-TMC بهینه  با نسبتN  بهP نسبت) 
ات ففس یهاگروهبه  یونیکات مرهاییدر پل نیآم یهاگروه یمول

مقدار  برای این منظور،. شدند هیته ۴برابر ) siRNAدر 
) در حجم کرومولاریم۱۰با غلظت ( siRNA تریکرولیم۱۰
شد حل  (RNase free) زهیونید ریآب دو بار تقط تریکرولیم۵۰۰

 مقدار نانومولار) و سپس۲۰۰برابر  siRNA یی(غلظت نها
در هر  گرمیلیم۵با غلظت  SPION-TMCنانوذرات  تریکرولیم۲۰
بلافاصله  وبیکروتیم اتیمحلول اضافه و محتو نیبه ا، تریلیلیم

 بر روی ورتکسدور بر دقیقه ۳۰۰۰با سرعت  هیثان ۳۰به مدت 
  ساعت در دمای اتاق انکوبه شد. کیبه مدت  انیمخلوط و در پا

  
شده توسط طراحی Scrambled siRNAو  siRNAهای توالی )۱جدول 

BLOCK-iT™ RNAi Designer  

	aساختار نوع
 bموقعیت

  )جفت باز(
 تغییرات  توالی

  nef‐siRNAضد
  سنس

١٢٤-١٤٢  
5'-GCAAUCACAAGUAGCAAUA-3' ندارد  

  ندارد 'UAUUGCUACUUGUGAUUGC-3-'5  سنسآنتی
Scrambled	siRNA  

بر تیفاقد موقع  سنس
  mRNA یرو

5'-GCCGAUCUAAUCAGAGUUA-3' 3' 
TAMRA

  ندارد 'UAACUCUGAUUAGAUCGGC-3-'5  سنسآنتی
aهای : توالیsiRNA  ضدژنnef ضد)siRNA-nef و کنترل منفی (Scrambled (

)siRNA ؛b موقعیت :siRNA  بر رویmRNA  ژنnef  

  
سطحی نانوذرات در  برای تعیین توزیع اندازه هیدرودینامیکی و بار

) استفاده شد. نور یکینامید یپراکندگ(دستگاه  DLSمحلول از 
همچنین، بررسی شکل و اندازه نانوذرات با روش تصویربرداری 

 نیبد(میکروسکوپ الکترونی روبشی) صورت گرفت.  SEMتوسط 
 زیلام تم کیبر روی  اتنانوذر  مخلوط تریکرولیم۱۰منظور، 

و تصویربرداری از نانوذرات با خلا خشک  یطدر مح یاشهیش
  انجام شد.هزار برابر ۶۰یی بزرگنما

 FTIRتوسط  SPION-TMC و TMC ،SPION ییایمیساختار ش
 cm۰۴۰-۰۴۰۰-1 در محدودهز) مادون قرم هیفور لیتبد یسنجفیط(

 ،یساز خالصنانوذرات پس از سنتز و  ،منظور نیا ی. براشدی بررس
توسط  FTIR یسنجفیطو  شدند زهیلیوفیپودر خشک ل هیته یبرا

 .انجام شد دیبرمامیمخلوط پودر نانوذرات و نمک پتاس
 بازداریآزمون ، siRNAظ فدر ح اتنانوذر  عملکرد یمنظور بررسبه

siRNA  حامل منظور، نانوذرات  نیبد. انجام گرفت %۲در ژل آگارز
siRNA  کیو  ندشد بارگذاری چاهک جداگانه از ژل آگارزدر یک 

عنوان کنترل به زیچاهک ن کیو ) RNA(لدر  مارکر چاهک برای
کاررفته در نانوذرات) در نظر به با همان غلظت siRNA طمثبت (فق

ساعت  یکمدت به ولت و ۹۰ولتاژ و الکتروفورز در  رفته شدگ
از  توانندینمشده یلطور معمول، نانوذرات تشک. بهانجام گرفت
 siRNA اگر نانوذره نتواند ن،یبنابرا .ژل عبور کنند نیدرون منافذ ا

آزاد از  siRNAو را در چاهک رها  siRNA ،ظ کندفرا در خود ح
  .کندیمدرون چاهک به سمت پایین حرکت 

 nefبر علیه  siRNAی هامولکولمنظور ارزیابی اثر مهاری به
HIV-1  ژن کنندهانیبابتدا نیاز به ساخت یک رده سلولی پایدار 
nef  ی هاسلولبود که برای این منظور ازHEK293  .استفاده شد

 نگیکلونبساتوسط  pEGFP-Nefدر اینجا، وکتور نوترکیب بیانی 
جفت ۶۲۱؛ حدود nef HIV-1 )GenBank :KM390026.1ژن 

 pEGFP-N1از وکتور  PstIو  NheIهای برشی باز) بین جایگاه
ی هالولسدر  HIV-1 Nefمنظور بیان پایدار پروتئین (به

HEK293 ی سلول) ساخته شد. ردهHEK293  از انستیتو پاستور
؛ ایالات DMEM )Gibco کشت طیدر محایران خریداری و 

؛ ایالات Gibco ؛FBSی (گاو نیسرم جن %۱۰متحده) حاوی 
در  C۳۷°ی در دماو  نیسیاسترپتوما/نیلیسیپن %۱و متحده) 

های . ترنسفکشن سلولکشت داده شد 2CO گاز %۵ یاتمسفر حاو
HEK293  با وکتور نوترکیبpEGFP-Nef  توسط عامل

؛ ایالات متحده) Life Technologiesترنسفکشن توربوفکت (
های طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد. سلول

در هر  گرمیلیمG418 )۵/۱ کیوتیبیآنتشده تحت فشار ترنسفکت
ند و در نهایت یک ) برای مدت سه هفته قرار گرفتتریلیلیم
ها در زیر میکروسکوپ فلورسنت انتخاب و کلون پایدار از سلولتک
)، توسعه داده شد. nefکننده ژن عنوان رده سلولی پایدار (بیانبه

وسط (بعد از حداقل بیست پاساژ سلولی) ت Nef-GFPبیان سلولی 
 هادادهتایید شد ( Real time PCRمیکروسکوپ فلورسنت و 

  نشان داده نشده است).
 XTT کیت از siRNA حاملنانوذرات  تیسم شمنظور سنجبه
)Roche .یهاابتدا سلول؛ آلمان) استفاده شد HEK293  به تعداد

دارای  DMEM( لکشت کام یطمح تریکرولیم۱۰۰سلول در  ۱۰۰۰۰
۱۰% FBS (پلیت خانه۹۶ دو پلیت در هر چاهک، در) های جداگانه
 ساعت در انکوباتور با دمای ۲۴شدند و به مدت کشت داده ) ۲و  ۱

C°۳۷  2 گاز %۵وCO یطمح ،ساعت ۲۴. پس از گرفتند قرار 
های مختلف نانوذرات با غلظت و خارج هااز همه چاهک یسلول

ها ) به سلولیسلول یطمحدر  تریلیلیممیکروگرم در هر ۱۰۰-۲۵(
(فاقد  تازه کشت یطمح طهر چاهک توس ییاضافه و حجم نها

ها دوباره به انکوباتور انده شد و سلولرس تریکرولیم۱۰۰به  سرم)
) ۱(برای پلیت سلولی شماره  ساعت ۴گذشت  . پس ازمنتقل شدند

ها با سلول یط، مح)۲ساعت (برای پلیت سلولی شماره  ۲۴و 
به  هاسلول شد و ضی) تعوFBS %۱۰(حاوی  لکام یسلول یطمح
 و در نهایت، در انکوباتور قرار گرفتند گریساعت د ۴۸ حدود مدت
 قرار(طبق دستورالعمل شرکت سازنده)  XTTها مورد آزمون سلول
گروه کنترل مثبت که  کیاز  نجایذکر است که در ا لقاب .گرفتند
 کشنفترنس تجاری معرفهای تیمارشده با سلول لشام

 لحام؛ ایالات متحده) RNAiMAX )Invitrogenلیپوفکتامین
siRNA ضدnef  و (مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده) بود
های سلول کنترل منفی که شامل یگروه سلول دواز  ن،یهمچن
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 naked siRNAهای تیمارشده با و سلول نشدهکتفترنس
)siRNA برهنه ضدnef ،برای هر نمونه  شد.اده فاست) بود
اده و فها) از سه تکرار (سه چاهک) استو کنترل ی نانوذرهمارهای(ت
در نظر  ماریهر ت جهیعنوان نتسه تکرار به نیا جینتا نیانگیم

  گرفته شد.
 یهابه درون سلول siRNAورود نانوذرات حامل  یبررسمنظور به

HEK293 جذب سلولی نانوذرات ،SPION-TMC  توسط
؛ سوئیس) مورد بررسی .A1 )Nikon Incمیکروسکوپ کانفوکال 

و در  یاخانهشش هایتیپلدر  HEK293ی هاسلولقرار گرفت. 
هزار سلول در هر چاهک) و یک ۵۰(کشت داده محیط کشت کامل 

انکوبه شدند.  2CO گاز %۵ یدر اتمسفر حاو C°۳۷ی دماشب در 
شسته شدند و ابتدا به مدت یک ساعت در  PBSبا  هاسلولسپس 
فاقد سرم قرار گرفتند و پس از آن، نانوذرات حامل  DMEMمحیط 

siRNA scrambled  متصل به رنگ فلورسنت)TAMRA در (
ساعت  ۴ها اضافه و ) به سلولFBS %۲۰(دارای  DMEMمحیط 

با  هاسلول) انکوبه شدند. در نهایت، C°۳۷ )%۵ 2COی دمادر 
PBS  تثبیت و توسط رنگ  %۴شسته، با پارافرمالدهیدHoechst 

د و در ی شدنز یآمرنگ) هاسلولکردن هسته منظور آبی(به 33342
  نهایت توسط میکروسکوپ کانفوکال مورد بررسی قرار گرفتند.

اختصاصی  siRNAتوسط  HIV-1 nefمهار ژن  شسنج
مورد  qRT-PCRبهینه)، توسط نانوذرات یافته توسط (انتقال

پایدار  HEK293های بررسی قرار گرفت. در اینجا از سلول
پایدار در  HEK293 یهاابتدا سلول) استفاده شد. nef کنندهانیب(

 یطمح در هر چاهک سلول درهزار ۱۵۰به تعداد خانه ۶یک پلیت 
ساعت کشت  ۲۴) برای FBS %۱۰دارای  DMEM( لکشت کام

های مشخصی از ها تخلیه و غلظتداده شدند. سپس، محیط سلول
به هر چاهک اضافه شد.  )nefضد siRNAنانوذرات بهینه (حامل 

 معرفهای تیمارشده با سلول لمگروه کنترل مثبت شاهمچنین، 
. علاوه بر بود nefضد siRNA لحام RNAiMAXلیپوفکتامین

های تیمارشده با غلظت سلول کنترل منفی شاملگروه  دواز  ،این
 scrambledنانوذره بهینه (حامل  تریلیلیمدر هر  کروگرمیم۵۰

siRNAو سلول ( های تیمارشده باnaked siRNA )siRNA 
ها در همه گروه siRNAشد. غلظت اده فاست) نیز nefبرهنه ضد
در نظر گرفته شد. تمامی  تریلیلیمپیکومول بر ۱۰۰برابر با 
) به FBS %۲۰کامل (دارای  DMEMبا استفاده از محیط  هاچاهک
ساعت به  ۴ها به مدت میکرولیتر رسانده شدند. سلول۲۰۰حجم 

، و پس از آن ) منتقل شدند2CO گاز %۵و  C°۳۷ دمایانکوباتور (
 ضی) تعوFBS %۱۰(حاوی  لکام یسلول یطها با محسلول یطمح

در انکوباتور قرار  گریساعت د ۴۸ حدود به مدت هاسلول شد و
ها استخراج شد و پس از ساخت سلول mRNA . در پایان،گرفتند

cDNA  با استفاده از کیت سنتزcDNA  ،(یکتاتجهیز آزما؛ ایران)
شده با کمک پرایمرهای اختصاصی طراحی qRT-PCRآنالیز 
-5(فوروارد:  HIV-1 nef) برای ژن ۰٫۴٫۰؛ نسخه ۳(پرایمر

CACTGACCTTTGGATGGTGCT-3 :5، معکوس-

CGGCTGTCAAACCTCCACTC-3 و با استفاده از سایبرگرین (
عنوان ژن رفرنس در نیز به HPRT1صورت گرفت. به علاوه، ژن 

ز تغییرات بیان ژن با استفاده از . همچنین، آنالی]6[نظر گرفته شد
ی تیمار و کنترل (پس از هانمونهی برای تیسروش دلتادلتا

برای هر نمونه ی با کمک ژن رفرنس) انجام شد. ساز نرمال
 نیانگیاده و مفها) از سه تکرار استو کنترل ی نانوذرهمارهای(ت

در نظر گرفته  ماریهر ت جهیعنوان نتسه تکرار به نیا جینتاآماری 
  شد.

 SPSS 16.0آماری  افزارنرمتجزیه و تحلیل آماری با استفاده از 
و آزمون تی  طرفهکانجام شد. نتایج با استفاده از آنالیز واریانس ی

از  ۰۵/۰کوچکتر از  p-valueمورد بررسی قرار گرفتند و مقادیر 
  در نظر گرفته شد. داریمعنلحاظ آماری 

  هاافتهی
 نشان ۱نمودار در  TMC کیتوزان و یمرهایاز پل HNMR فیط

موجود  یهاکیپ ،کیتوزانپلیمر  HNMR فیدر ط. شده است داده
در  لیمت یهامربوط به پروتون بیترت به ppm۱۳/۲و  ۱۱/۲در 
 مانده در نمونه است.یباق دیاسکیو است دیاستام یهاگروه
متصل به  دروژنیمربوط به ه کیپ ppm۲۲/۳موجود در  گنالیس

 ppm۰/۴-۶/۳در  هاکیپ . مجموعهاست (H2) ۲کربن شماره 
در . دهندیمموجود در کیتوزان را نشان  H3-H6 یهادروژنیه

، ppm۰۶/۳و  ۸۵/۲های سیگنال، TMC مربوط به HNMRطیف 
همچنین، . دهندیمرا نشان  3N(CH(3 و CH)3N(2های گروه
ه ، مربوط بppm۴۳/۵-۱۱/۵و  ۷۸/۳-۵۷/۴، ۰۴/۲ در هاگنالیس

در  H1و  H3-H6 د،یاستام یهادر گروه لیمت یهاپروتون
 یهافیدر ط ppm۳۳/۳ در گنالیساختمان کیتوزان هستند. س

کیتوزان  لهیداست یدر مونومرها H2به  تواندیم TMCکیتوزان و 
  .مرتبط باشد TMCدر  3OCH یهاو پروتون

با روش تصویربرداری  SPION-TMCشکل و اندازه نانوذرات 
-SPION). نانوذرات ۲مورد بررسی قرار گرفت (شکل  SEMتوسط 

TMC تا  ۶۰شکل و با اندازه تقریبی دارای ساختاری کروی
نانومتر مشاهده شدند. علاوه بر این، قطر هیدرودینامیکی، ۸۰

و پتانسیل زتای نانوذرات در محیط آبی  (PDI)شاخص پراکندگی 
 SPIONی شد که این مقادیر برای ر یگدازهان DLSتوسط دستگاه 

ولت و برای میلی-۵۶/۱و  ۱۵۷/۰نانومتر، ۲/۴۸±۷/۳به ترتیب 
SPION-TMC  و  ۲۴۹/۰نانومتر، ۱/۸۵±۳/۴به ترتیب

  ولت تعیین شد.میلی+۴/۲۹
همچنین و  SPION-TMCو  SPION نانوذرات ییایمیساختار ش

در . شدند یابیارز FTIRی سنجفیتوسط روش ط TMC مریپل
cm- هیدر ناح کیپ )SPION( آهندینانوذرات اکس FTIR فیط
ساختار  لیو تشک O-Fe وندیپ یارتعاش کشش انگریب 1۵۸۴
cm-۳۰۰۰-1 هیپهن در ناح کیاست. پ 4O3Feنانوذرات  یستالیکر

است. ارتعاش  O-H یوندهایپ یمربوط به ارتعاش کشش ۳۴۳۰
 لیاست یهادر گروه یدیآم لیگروه کربون cm۱۶۳۴-1 در یکشش
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 ،SPION-TMC بیترک FTIR فیطدر . دهدیکیتوزان را نشان م
 کنندهانیدر آن ب TMCو  SPIONشاخص  یهاکیحضور پ
  است. TMC مریتوسط پل SPIONموفق نانوذرات  یدهپوشش

مورد آزمون  siRNAشده با بارگذاری SPION-TMCنانوذرات 
همانطور که در ند. گرفت قرار %۲ژل آگارز  در siRNAحرکت  ریتاخ
قادر به نگهداری شده بهینه SPION-TMC مشخص است، ۳کل ش

siRNA  انتقال مناسب  تیقابلبنابراین، و  بوددر ساختار خود
siRNA ارد.آنها وجود د طتوس  

  

  
در طیف  :a ؛(b) توزانیکو  TMC (a) یمرهایاز پل HNMR فیط )۱نمودار 

HNMR مربوط به TMC ،و  ۸۵/۲های سیگنالppm۰۶/۳ ،3(2های گروهN(CH 
و  ۷۸/۳-۵۷/۴، ۰۴/۲ در هاهمچنین، پیک. دهندرا نشان می 3N(CH(3 و

ppm۴۳/۱۱-۵/۵هستند.  توزانیدر ساختمان ک لیمت یهاپروتوندهنده ، نشان
b: فیدر ط HNMR  در  ۲۲/۳ و ۱۳/۲، ۱۱/۲موجود در  یهاکیپ ،توزانیکپلیمر)

ط به مربو ppm۰/۴-۶/۳در  هاکیپ مجموعه) و همچنین، ppmمقیاس 
  .هستند توزانیموجود در کهای گروه یهادروژنیه

  

 
  SPION-TMCاز نانوذرات  SEMتصویر ) ۲ شکل

  
  

  
  

  
گارز ژل آ  در siRNAحامل  SPION-TMCحرکت نانوذره  ریآزمون تاخ) ۳شکل 
: ۳، چاهک نانوذره فاقدکنترل  گروه: ۲چاهک  ؛)RNA(لدر : مارکر ۱چاهک  ؛۲%

SPION-TMC شده حامل بهینهsiRNA  

  
از  حاصل) الایزا ریدر حاصل از ی(جذب نور  XTTآزمون  جینتا

امل ح SPION-TMC نهیمختلف نانوذره به یهاغلظتترنسفکشن 
siRNA مده آ ۲نمودار در ساعت  ۲۴و  ۴شدن برای دو زمان انکوبه
 نهیاز نانوذره به تریلیلیممیکروگرم بر ۵۰و  ۲۵دو غلظت است. 

SPION-TMC ی هاسلول %۸۰از  شیب هاکه در آنHEK293 
د، زنده مانده بودنساعت)  ۲۴و  ۴شدن (برای دو زمان انکوبه

در نظر گرفته  هامناسب نانوذره برای سلولی هاغلظتعنوان به
  .شدند
با  HEK293ی هاسلولبه درون بهینه ورود نانوذرات  بررسی

 سنس رشته ۳΄ یانتها (در TAMRA نارنجی فلورسنت رنگ کمک
scrambled siRNA( پس از ساخت بنابراین، . انجام گرفت

 نهینانوذره به) از تریلیلیممیکروگرم بر ۵۰(غلظت مناسب 
SPION-TMC حامل) scrambled siRNA( ن به آموفق ، ورود

توسط در مقایسه با گروه کنترل،  HEK293ی هاسلولدرون 
  ).۴(شکل  قرار گرفت داییو ت یکانفوکال مورد بررس کروسکوپیم

ی ساز نرمال(پس از  nefژن  انیب ،qRT-PCR جیبا توجه به نتا
پایدار  HEK293 ی سلولیهاگروهدر  )HPRT1توسط ژن رفرنس 
 siRNAهای مختلف نانوذره بهینه حامل تیمارشده با غلظت

های تیمارشده با منفی (سلولکنترل ی هاگروهنسبت به  ،nefضد
های تیمارشده و سلول scrambled siRNAنانوذره بهینه حامل 

؛ >۰۱/۰pنشان داد ( داریمعن) کاهش nefبرهنه ضد siRNAبا 
 nefژن  انیب زانیکه م ندات نشان دادمحاسبهمچنین، . )۳نمودار 

از نانوذره  تریلیلیممیکروگرم بر ۵۰ ماریتحت تپایدار  یهاسلولدر 
 siRNA از تریلیلیمپیکومول بر ۱۰۰ی (دارا SPON-TMC نهیبه
گروه سلولی تیمارشده با  در مقایسه با میزان بیان ژن در) nefضد

از نانوذره ذکرشده دارای تفاوت  تریلیلیممیکروگرم بر ۲۵غلظت 
  ).>۰۱/۰pبود ( داریمعن

۱ ۳ ۲ 

جفت باز۲۰۰  

جفت باز۲۰  
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و  ۴های کنترل مثبت و منفی (در دو دوره زمانی در مقایسه با گروه HEK293های بر روی سلول siRNAهای مختلف نانوذره بهینه دارای میزان سمیت غلظت) ۲نمودار 
شده با ترنسفکت nefضد siRNA: گروه کنترل مثبت (siRNAلیپوفکتامین ؛nefضد siRNAشده با نانوذره بهینه حامل های ترنسفکت: سلولTMC-SPION ؛ساعت) ۲۴

؛ **: >۰۵/۰p؛ *: <ns :۰۵/۰pهای تیمارنشده؛ : گروه سلولکنترل ؛nefبرهنه ضد siRNAشده با های تیمار : گروه سلولNaked siRNA )؛لیپوفکتامینکمک معرف تجاری 
۰۱/۰p<  

گروه کنترل منفی  ساعت؛ ۴(نارنجی) پس از  TAMRAشده با نانوذرات بهینه متصل به رنگ ترنسفکت HEK293های تصویر میکروسکوپ کانفوکال از سلول )۴شکل 
 :a است؛برهنه)  siRNA scrambled) بدون استفاده از نانوذره (TAMRA(دارای رنگ  scrambled siRNAکننده دریافت HEK293های ) مربوط به سلولکنترل(

  bو  a هایشکلادغام  :c(نارنجی)؛  TAMRAشده توسط دار نشان siRNAشده با های تیمار سلول :b ؛(آبی) Hoechst 33342شده توسط های سلولی رنگهسته
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مل های مختلف نانوذره بهینه حاشده با غلظت) تیمار nefکننده ژن انیب( HEK293های پایدار در سلول nefبیان ژن  qRT-PCR یآمار  لیو تحل هیتجز نتایج )۳نمودار 
siRNA ضدnef  ساعت؛ ۴۸پس از TMC-SPIONشده با نانوذره بهینه حامل های ترنسفکت: سلولsiRNA ضدnefلیپوفکتامین ؛siRNA :) گروه کنترل مثبتsiRNA 
های : سلولScrambled control ؛nefبرهنه ضد siRNAشده با های تیمار : گروه سلولNaked siRNA لیپوفکتامین)؛شده با کمک معرف تجاری ترنسفکت nefضد

  >۰۱/۰p؛ **: >۰۵/۰p؛ *: <ns :۰۵/۰p ؛scrambled siRNAحامل  نهینانوذره بهشده با تیمار 
  

  بحث
ی مرسوم هاروشعلاوه بر  HIV-1منظور مهار موثر عفونت به

ی جایگزین هاروش(استفاده از داروهای ضدویروسی)، توسعه 
. در این ]14[رسدیمها به نظر ضروری ی ژنساز خاموششامل 

دلیل مزایایی مانند اختصاصیت بالا برای به siRNAمیان، کاربرد 
ی ویروسی سودمند هاجهشبرای مقابله با  تواندیمژن هدف 

در اثر  siRNA. با این وجود، معایبی مانند پایداری پایین ]15[باشد
های نوکلئاز موجود در سرم و همچنین میزان کم ورود آنها آنزیم

منفی بالا)، کاربرد دلیل وجود بار های هدف (بهبه درون سلول
های . بنابراین، استفاده از ناقل]16[بالینی آنها را محدود کرده است
در جریان خون و ورود آن  siRNAمناسب برای حفاظت و حمل 

دلیل ی هدف، ضروری است. در مطالعه حاضر، بههاسلولبه درون 
، این ژن با HIV-1در بیماریزایی  HIV-1 nefاهمیت و نقش ژن 

siRNA  اختصاصی مورد هدف قرار گرفت و در این راستا از یک
) برای کیتوزانمتیلتریبا پوشش  SPIONشده (نانوذره بهینه

پایدار  HEK293ی هاسلولبه درون  siRNAحفظ و انتقال 
) استفاده شد. لازم به ذکر است که دلیل انتخاب nefکننده (بیان

های اد سلولدر این مطالعه، سهولت ایج HEK293رده سلولی 
پایدار از آنها برای بیان ژن مورد نظر بوده است که آن را مناسب 

علاوه بر این، در  .]17[ها کرده استتحقیقات مربوط به مهار ژن
های پایدار به جای استفاده از مطالعه حاضر، استفاده از سلول

دلیل اجتناب از (نوع وحشی) به HIV-1های آلوده به سلول

احتمالی در جهت پیشبرد تحقیقات اولیه راهگشا خطرات بالقوه 
  بوده است.

  

 (نانوذرات اکسیدآهن پارامغناطیسی)، SPIONدر زمینه استفاده از 
اگرچه مزایای گوناگون کاربرد این نانوذرات در تحقیقات مشهود 
است ولی تکرارپذیری پایین سنتز و خاصیت انباشتگی این 

. ]18[از آنها شده استنانوذرات باعث محدودیت در استفاده 
اند که برای غلبه بر مشکلات فوق مطالعات گذشته نشان داده

ی پلیمری طبیعی و یا سنتزی بر روی هاپوششاستفاده از 
SPION ای با . برای مثال، در مطالعه]6[سودمند باشد تواندیم

(که در  PD‐L1بر علیه ژن  siRNAاستفاده از یک سیستم انتقال 
 PEIبا پوشش  SPIONسرطان معده نقش دارد) بر پایه 

. همچنین، ]19[ایمین) موفق به مهار ژن فوق شدندلنیات(پلی
ایمین منجر به ایجاد لنیاتیپلبا گالاکتوز و  SPIONی ساز نهیبه

. ]20[در درمان تومور شده است siRNAیک سیستم موفق انتقال 
وسیله ترکیبی از دکستران و  به SPIONدر تحقیقی دیگر، پوشش 

تزریق آن به درون تومورهای بافت پستان در موش باعث افزایش 
حاصل از تومورها و در نهایت بهبود  MRIدار کیفیت تصاویر معنی
. علاوه بر ]21[دار فرآیند درمانی (کاهش نرخ رشد تومورها) شدمعنی

با  SPIONاین، تحقیقات بسیار دیگری در ارتباط با بهبود خواص 
عنوان ناقل دارو در تشخیص و درمان ی گوناگون، بهمرهایپلکمک 
. ]22-26[های مختلف انجام شده و یا در حال انجام استبیماری

، از SPIONی خواص ساز نهیبهمنظور بنابراین در این مطالعه، به
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 SPIONبر روی  (TMC) کیتوزانمتیلتریپوشش کاتیونی 
ی آمین با هاگروهاستفاده شد (از طریق نیروی الکتروستاتیک بین 

دارای بار منفی) که علاوه  SPIONو نانوذرات  TMCبار مثبت در 
بر افزایش قابلیت انحلال نانوذره در آب و کاهش اثر انباشتگی 

SPION باعث افزایش ظرفیت پذیرش ،siRNA  توسط نانوذره
از که  استیمر طبیعی کاتیونی در اصل، کیتوزان یک پل. ]18[شد
طبیعی در پوشش  دیساکاریپلکیتین (یک  ییزدالیاست

 ن ودر انتقال ژ  یاگسترده طوربهشود و ) تهیه میپوستانسخت
siRNA ،های مثبت به واسطه گروه کاربرد داشته است. این پلیمر

) محلول ۶کمتر از  pHهای اسیدی ضعیف (آمین خود در محلول
 )زدنپسیا  های آلرژیک و(فاقد واکنش سازگارستیز است و بسیار

(قابل تجزیه به قندهای آمینی غیرسمی در  ریپذبیتخرستیو ز
با  SPIONی خواص ساز نهیبهدر زمینه  .]27 ,28[است ها)بافت

عنوان ناقل درون سلولی، استفاده از ترکیبات گوناگون کیتوزان به
در مطالعه حاضر،  .]29-13[های فراوانی انجام شده استنیز پژوهش

موفق نانوذرات  یدهپوشش دهندهنشان FTIRنتایج تست 
SPION مریتوسط پل TMC .بود  

رابر ب SPION-TMCشده برای پتانسیل زتای محاسبه
بود که این زتای مثبت درنتیجه وجود کیتوزان در  ولتیلیم+۲۹

 یدار یپا باعثبزرگ  . زتای مثبت وحاصل شد سطح نانوذرات
. ]32[شودمی PDI بهبود ذرات ونانوو مانع از تجمع  دییکلو شتریب

، به هاسلولاز طرفی این بار مثبت، با واکنش با غشای منفی 
و به علاوه در اتصال  کندیمانتقال نانوذره به درون سلول کمک 

که در اتصال هدفمند  هایبادیآنتیی مانند هانیپروتئنانوذره به 
. با این حال، بار مثبت ]33[نانوذره نقش دارند نیز تاثیر مثبتی دارد

  .]34[ت سمی نیز باشدها دارای اثرابرای سلول تواندیمبسیار زیاد 
انوذره (ن SEMدر تصویر  SPION-TMCاندازه نانوذرات بهینه 

نانومتر دیده شد، در ۸۰تا  ۶۰شده بر روی لام) حدوداً برابر خشک
کمی بزرگتر (در حدود  DLSحالی که این مقدار در نتایج حاصل از 

دلیل به تواندیم) که این ۲نانومتر) به دست آمد (شکل ۹۰تا  ۸۰
ی آبدار، با جذب هاطیمحماهیت هیدروژلی کیتوزان باشد که در 

اندازه کوچک (کوچکتر از  . در مجموع،]35[شودیمآب متورم 
نانوذرات بهینه مورد نانومتر) به همراه پتانسیل زتای مثبت ٩٠

های استفاده در این مطالعه، انتقال این ساختارها را به درون سلول
هدف تسهیل کرد که این موضوع در تایید نتایج دیگر محققان نیز 

 .]36 ,37[بوده است
) حاکی از عدم سمیت قابل ۲(نمودار  XTTهمچنین، نتایج تست 

و  ۲۵ی هاغلظتدر  siRNAتوجه نانوذره بهینه حامل 
ساعت  ٢٤و  ٤شدن برای دو زمان انکوبه تریلیلیممیکروگرم بر ٥٠

 دهندهنشانهای زنده) بود که سلول %٨٠(با بیش از 
های ژوهشپنتایج . است SPION-TMCی مناسب سازگار ستیز

گذشته نیز تاییدکننده سمیت پایین انواع نانوذرات اکسیدآهن 
 .]38-40[است های هدف بودهبرای سلول

نکته قابل توجه آن است که در این مطالعه، تست بررسی 
ترنسفکشن سلولی نانوذرات و همچنین تست بررسی 

سرم انجام شد که با  %۲۰در محیط دارای  nefی ژن ساز خاموش
به درون  siRNAبازده بالای نانوذرات بهینه در انتقال  توجه به
 توانیم، )۳(نمودار ) و مهار موثر ژن هدف ۴(شکل  هاسلول

ارای پایداری د SPION-TMCشده نتیجه گرفت که نانوذرات بهینه
داد که  نشان qRT-PCRارزیابی بیان ژن توسط . اندبودهمناسبی 
نانوذره بهینه باعث افزایش قابل  تریلیلیممیکروگرم بر ۵۰غلظت 

و از این طریق منجر به  هاسلولبه درون  siRNAتوجه ورود 
در سطح رونویسی در مقایسه با  nefبیان ژن  داریمعنکاهش 
ی تیمارشده با هاسلولی کنترل از جمله در مقایسه با گروه هاگروه

شد. در  RNAiMAXمعرف تجاری ترنسفکشن لیپوفکتامین
نانوذره  تریلیلیممیکروگرم بر ۱۰۰مطالعه حاضر، اگرچه در غلظت 

مشاهده شد ولی با توجه به  nefبهینه، مهار بالای بیان ژن 
نانوذره در این غلظت نسبت به غلظت  داریمعنسمیت 

از  تریلیلیممیکروگرم بر ۱۰۰، غلظت تریلیلیممیکروگرم بر ۵۰
SPION-TMC ی انتخاب نشد.برای ترنسفکشن سلول  

  

  یر یگجهینت
بر  ومولپیک۱۰۰ حامل TMC-SPION تریلیلیم بر میکروگرم۵۰ غلظت

طور موثر باعث مهار بیان ژن به تواندیم nefضد siRNA تریلیلیم
ها های مورد بررسی شود و در عین حال برای سلولمذکور در سلول

 کیعنوان به تواندیم. بنابراین، این سیستم نیز غیرسمی باشد
های هدف (ازجمله به درون سلول siRNAانتقال در  کارآمدروش 

، حال نیبا ا) مورد استفاده قرار گیرد. HIV-1 عفونت درماندر 
محیط در  یطدر شرا siRNA حاملنانوذرات  نیا سودمندیی بررس
  .ضروری است ینیاهداف بال برای زنده

  

بدین وسیله از تمامی همکاران و مسئولین بخش ی: تشکر و قدردان
هپاتیت و ایدز انستیتو پاستور ایران و دانشکده داروسازی دانشگاه علوم 

دلیل حمایت و پشتیبانی ارزشمند، صمیمانه تشکر و پزشکی تهران به
 مبارکه پوررانیاوحید شود. همچنین، از آقای دکتر قدردانی می

  شود.سپاسگزاری می
  موردی توسط نویسندگان ذکر نشده است.ی: خلاقا تاییدیه

  تعارض منافعی وجود ندارد. گونهچیه: تعارض منافع
(نویسنده اول)، نگارنده مقدمه/پژوهشگر  زارعکمالسارا : سندگانیسهم نو

)؛ زهرا نورمحمدی (نویسنده دوم)، %٣٠اصلی/نگارنده بحث (
)؛ پونه رحیمی (نویسنده سوم)، %١٨آماری ( لگریتحل/شناسروش
)؛ فاطمه اطیابی (نویسنده چهارم)، %١٨( شناسروش
)؛ شیوا ایرانی (نویسنده پنجم)، %١٥آماری ( لگریتحل/شناسروش
)؛ فرنازسادات میرزازاده تکیه (نویسنده %١٠آماری ( لگریتحل/شناسروش

(نویسنده  لبطیمتق)؛ فاطمه %٧آماری ( لگریتحل/شناسروشششم)، 
  )%٢هفتم) نگارنده مقدمه/نگارنده بحث (

این مطالعه با حمایت مالی انستیتو پاستور ایران (طرح ی: منابع مال
	) انجام شده است.۷۷۱تحقیقاتی مصوب به شماره 
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