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  چكيده
هـاي   يكـي از روش   . آيـد  تالاسمي در اثر غياب يا كاهش سنتز زنجيره بتاگلوبين به وجـود مـي             - بيماري بتا  :هدف

 8ويروسـي حـدود    هاي لنتي ظرفيت ناقل. سي استهاي ويرو درماني توسط ناقل ثر براي اين بيماري ژنؤدرماني م 
 كيلوبـاز بـه   6 طراحي شده به طول miniLCRويروسي از  هاي لنتي با توجه به ظرفيت محدود ناقل. كيلوباز است 

هـاي   ويـروس  هـدف از ايـن مطالعـه سـاخت لنتـي     .  در كنار ژن بتاگلوبين استفاده شـد      LCRجاي ناحيه تنظيمي    
هـاي هـدف بـه منظـور       براي انتقال سازه ژني مـورد نظـر بـه سـلول     miniLCRن و   نوتركيب حاوي ژن بتاگلوبي   

  . تالاسمي ماژور است-درماني بتا ژن
  UTR΄5  نـواحي  و ژن بتاگلوبين به همراه )HS2، HS3 ،HS4 )miniLCR  هر يك از قطعات:ها مواد و روش

 pTZ57R/Tپس از كلونينگ در ناقـل  ها  آن هر يك از.  تكثير شد  PCR ژنومي افراد سالم با روش       DNA از 3΄و
طـي  . كلون شـد   سابpLenti-Destنام  ويروسي به  در نهايت در يك ناقل لنتي  pBGGTكلونينگ در ناقل     و ساب 

 بـه   2000بـا ليپوفكتـامين     ) Plp/VSVG  ،Plp2  ،Plp1(ترانسفكشن همزمان ناقل نهايي به همراه سه ناقل كمكي          
  . تأييد شدندRT-PCRي نوتركيب حاوي سازه ژني مورد نظر توليد و با ها ويروس  لنتي،293Tرده سلولي  درون
 بهينـه ايـن   MOI.  يكـسان بـود  K562و COS-7  هـاي سـلولي   هاي نوتركيب در رده ويروس  تيتر اين لنتي:نتايج

.  برابـر شـد    2بـرن    هاي هدف در حضور پلـي      ترانسداكشن سلول . دست آمد   به COS-7، 5ها براي سلول     ويروس
هـاي    ايـن كلـوني    DNA. بيوتيكي باقي ماندنـد     ترانسديوس شده پس از دو هفته انتخاب آنتي        COS-7ي  ها سلول

  .ن سازه ژني ساخته شده تأييد شد وارد شدPCRباقي مانده استخراج و با روش 
 هايي آن تقسيم و    حال هاي هدف در   اي مناسب براي انتقال سازه ژني فوق به سلول         توانند وسيله  ها مي  ويروس  لنتي :گيري نتيجه

نـد تالاسمي  -هاي خوني مانند بتا    درماني بيماري  هاي بنيادي با هدف ژن      مانند سلول  شود كه تقسيم نمي   تـفاده از    . باش   كـارايي اس
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 تربتي و همكاران خوف مريم بي  ويروس نوتركيب  توسط لنتيminiLCRانتقال سازه ژني بتا گلوبين و 

2  

تـفاده از واحـدهاي     انتظار مي. تالاسمي است-درماني بتا گيري ژني در ژن ها بيشتر از روش هدف ويروس لنتي  وHS2 رود بـا اس
HS3 و HS4 در mini LCR به جاي LCR   در كنار ژن بتاگلوبين و نيز انتخـاب قطعـه HS3      بـا طـول بزرگتـر ميـزان بيـان 

  . افزايش دهدبتاگلوبين را
  

  .درماني ژن ،ويروس لنتي، miniLCR،  ژن بتاگلوبين،تالاسمي- بتا:كليدواژگان
  

  مقدمه ـ1
  

ــا ــاري بتـ ــمي- بيمـ ــي از (β-thalassemia)تالاسـ  يكـ
تالاسـمي  - بتـا .  اسـت  لات ژنتيكـي در دنيـا     ترين اختلا  شايع

، آسـياي جنـوب شـرقي      ،اي طور شايع در مناطق مديترانه     به
در آسيا بـالغ  ]. 1[شبه قاره هند و خاور ميانه ديده مي شود 
تالاسمي بـوده و    - بر يكصد و هفده ميليون نفر حامل ژن بتا        

تالاسمي - سالانه بيش از يكصد و پنج هزار نوزاد مبتلا به بتا       
ــاژو ــد  (Major β-thalassemia) رم ــه متول ــن منطق  در اي

حدود با توجه به آمارهاي رسمي موجود در ايران    . شوند مي
 ور وجـود دارد   ژتالاسمي مـا  -  هزار بيمار مبتلا به بتا     20- 15

ايـن بيمـاري يـك      ). انجمن تالاسمي ايران؛ تماس شخصي    (
ي ربيمـا . اسـت  ژني با وراثت اتوزومال مغلـوب    بيماري تك 

توليد زنجيره بتـاگلوبين  (β0) يا فقدان (+β) اهش بر اثر ك
(β-globin) ايـن امـر سـبب اخـتلال در         . آيـد  وجود مـي    به

- بتـا  بيمـاري   .شـود  تعادل بين سنتز زنجيره آلفـا و بتـا مـي          
 در عملكـرد   مؤثرهاي مختلف     ناشي از تأثير جهش    تالاسمي

 جهـش در ژن  200تـاكنون حـدود     . ]1[ ژن بتاگلوبين است  
  .]2[شناسايي شده است بتاگلوبين 

ترين روش درماني براي ايـن       پيوند مغز استخوان قطعي   
امـا ايـن روش بـه دليـل در دسـترس نبـودن              . بيماران است 

هـاي   اهداكنندگان مناسب و داشتن عوارضي ماننـد واكـنش        
هاي پيوند شده در عمـل       ايمونولوژيك ميزبان بر عليه سلول    

  .]3[با مشكلات زيادي مواجه است 
 اصـلاح   جا كه اين بيماري يك اختلال ژنتيكي است،       از آن   

ران بـا   هاي بنيادي خون سـاز در ايـن بيمـا          نقص ژنتيكي سلول  
ال براي درمان  روش ايده ها به بيمار  درماني و پيوند آن    روش ژن 

  .]1[اين بيماري است 
، گاما آلانـين و گامـا       (δ)، دلتا   (β)هاي بتا    در انسان گلوبين  

هــاي   جــزء خــانواده ژن(ε)پــسيلون  و ا(Gγ, Aγ) گلايــسين
 60اي بـه طـول تقريبـاً         هـستند و در ناحيـه      ژني گلوبين  خوشه

تـوالي ژنـي    . قرار دارنـد   11كروموزوم   كيلوباز در بازوي كوتاه   
كيلوباز موجود در   60 از  كيلوباز 7خانواده بتاگلوبين تنها حدود     

ــده وβناحيـــه ژنـــي  ــامل شـ ــاز 53  را شـ ــده كيلوبـ   باقيمانـ
ــه كنتــرل لوكــوس نــواحي ت  نظيمــي اختــصاصي از قبيــل ناحي

(Locus Control Region: LCR)دهنده  هاي افزايش  و توالي
  15 بـــه وســـعت LCRمنطقـــه . اســـت) Enhancer(بيـــان 

ــك  ــاز داراي يـ ــسيار حـــساس     كيلوبـ ــواحي بـ ســـري نـ
(Hypersensitive: HS)به آنزيم DNaseI  به نام HS  بـوده و 

ــامل ــستند HS5 و HS1، HS2، HS3، HS4شـ  در LCR. هـ
ــازي از انتهــاي َ 20-6 فاصــله ــا حــدود5كيلوب ــسيلون ي    ژن اپ

 بـاز   LCR.  كيلوباز بالا دست ژن بتاگلوبين قرارگرفته است       50-60
و باعث بيان ژن بتاگلوبين بـه ميـزان          شدن كروماتين را كنترل كرده    

  .]4[شود   مي(Positional effect)بالا و مستقل از اثر مكاني 
هاي هدف  دي براي انتقال ژن سالم به سلولهاي متعد روش

 روش  ،هـاي ويروسـي    وجود دارد كه شـامل اسـتفاده از حامـل         
در انتقـال   . هـاي انتقـال فيزيكـي اسـت        انتقال شيميايي و روش   

ــايعترين و ويروســي  ــه ش ــؤثرك ــال اســت  ترينم از روش انتق
، (Retroviruses) هـا  هاي مختلف نظيـر رتروويـروس      ويروس

ــوويروس ــا آدنـ ــي(Adenoviruses) هـ ــروس ، لنتـ ــا ويـ  هـ
(Lentiviruses) ــروس ــرپس وي ــا ، ه  و (Herpesviruses) ه

 AAV ها  ) Adeno-Associated Viruses  ( شـود  استفاده مـي 
هـاي   توان از ناقـل    امروزه تحقيقات نشان داده است كه مي      . ]3[

 بـا توجـه بـه مزيـت         تالاسمي-بتادرماني   ويروسي براي ژن   لنتي
ها به هر دو    ثر ژنؤ ماين مزايا عبارتند از ارايه   . ستفاده كرد ها ا  آن
 شـود،  هايي كه تقسيم نمي سلول هدف در حال تقسيم و آن نوع

  .]5،6[ ميزان بالاي بيان ژنو پاسخ ايمني ناخواسته ايجاد عدم 
  

ويروسي معرفي شده اسـت،   هاي لنتي  نسل از ناقل3تاكنون  
ي زيستي بالاتري بـا توجـه بـه         ها ايمن  كه نسل سوم آن    طوري هب

در اين تحقيـق نيـز از       . ها دارند  خطر بيماريزا بودن اين ويروس    
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 ناقـل   4ويروسي نسل سوم استفاده شده كه داراي         هاي لنتي  ناقل
ــوالي   ــود ت ــدون وج ــزا ب ــسان در آن  مج ــاي هم ــت  ه ــا اس   ه

  كنـار هـم   و هـا  در اين صورت امكان نوتركيبي بـين ايـن ناقـل      
  ايــن سيــستم. ويروســي وجــود نــدارد هــاي قــرار گــرفتن ژن

كمكي بـه    ناقل3 و pLenti-Destشامل يك ناقل انتقال دهنده      
ــام ــاي  نـ ــركت ( pVSVG و plp1، plp2هـ   )Invitrogenشـ
 3΄LTR (Long Terminal Repeats) همچنين در تـوالي . است

ــسمتي از ــذفu3  ق ــده  ح ــه  و ژنu3∆)(ش ــي ب ــاي ويروس   ه
ــهrevو gag،  pol ژن 3 ــروت.  اســت كــاهش يافت ــه جــاي پ   ينئب

Env 1نــــوع  نقــــص سيــــستم ايمنــــي انــــسان ويــــروس  
)Human Immunodeficiency virus Tupe-1: HIV-1(از  

ــروت ــه متعلـــق بـــه ويـــروس VSV-G ينئپـ ــولار  كـ   وزيكـ
شـود    است، استفاده مـي (vesicular stomatitis) استوماتيتيس

  يـك  از طرفي هـيچ   .  بافتي وسيعي دارد   (Tropism) گرايش كه
  بنـــدي هـــاي بـــسته ز پلاســـميدهاي كمكـــي داراي تـــواليا

ــروس و  ــستند LTRوي ــط  . ]7،8[ ني ــال ژن توس ــت انتق ظرفي
  .]9[اسـت     كيلوبـاز  8ويروسي محدود و حـدود       هاي لنتي  ناقل

  از طرفــي بيــان ژن بتــاگلوبين تحــت كنتــرل پرومــوتر طبيعــي 
   كيلوبـاز اسـت كـه    15 بـا انـدازه      LCRمنطقه تنظيمـي     خود و 

بـراي حـل ايـن مـشكل در          .ها است  فيت اين ناقل  بيشتر از ظر  
ــاي    ــه ج ــر ب ــات اخي ــان  miniLCR  ازLCRمطالع ــراي بي  ب

 تركيبي از مناطق مهـم      miniLCR .بتاگلوبين استفاده شده است   
HS   هــا از جملــهHS2، HS3 و HS4تــوالي .  اســتHS2 
دهنـده بيـان را بـر       افـزايش  است و نقش   LCRترين بخش    مهم

   از اهميت HS4و HS3 به ترتيب نواحي  پس از آن .عهده دارد
  

 را بخـش    HSحداقل توالي منـاطق     . ]10[بيشتري برخوردارند   
هـاي جـانبي     اين نواحي به همراه توالي     .نامند  مي (Core)هسته  

استفاده از واحد ايـن  . شود  ناميده ميHS (HS unit)آن واحد 
بين ها باعث افزايش بيان بتـاگلو  ها به جاي بخش هسته آن   توالي
 .]11[شود  مي

  در اين مطالعـه يـك سـازه ژنـي متـشكل از ژن بتـاگلوبين           
 كيلوباز طراحي و ساخته شد و سـپس  6 با اندازه  miniLCRو

هـاي سـلولي     ويروسـي بـه رده     اين سازه ژني توسط ناقل لنتـي      
Cos-7   و k562            با هدف وارد شدن پايـدار در ژنـوم ميزبـان و 

  . منتقل شدتالاسمي-بتاماني در بيان ژن بتاگلوبين در راستاي ژن
  

  ها  مواد و روش-2
   پلاسميدها و مواد واكنش-2-1

 (Transformation)همه پلاسميدها با روش ترنسفورماسيون      
   و براسـاس دسـتورالعمل     ′Top10Fباكتري اشرشـياكلي گونـه       در

  هـا از محـيط   براي رشد باكتري. ]12 [استاندارد مربوط تكثير شدند
 (Luria Bertani-broth) LB-broth)Merck،100حاوي )  آلمان 

هـاي   كليه دسـتكاري  . سيلين استفاده شد   ليتر آمپي  ميكروگرم بر ميلي  
 كلونينـگ و   DNA،T/Aمولكـولي از قبيـل تخلـيص پلاسـميد و     

  هـاي سـازنده    هاي آنزيمي بر اسـاس دسـتورالعمل شـركت         واكنش
   ژنومي انسان از خـون محيطـي فـرد سـالم           DNA. كيت انجام شد  

  همـه . اسـتخراج شـد   ) ، آلمـان  Roche(  استفاده از كيت مربـوط     با
ــزيم ــر محــدود و  آن ــا اث ــدونوكلئاز ب   ليگــاز و T4 DNA هــاي آن

  اسـتفاده شـده در ايـن مطالعـه از شـركت     (Primers)آغازگرهاي 

Cinnagen) تهيه شده است) ايران.  
  ها  آنPCRجايگاه برش آنزيم آندونوكلئاز و طول قطعات محصولات توالي آغازگرهاي استفاده شده براي تكثير قطعات سازه همراه با  1جدول

 

  توالي آغازگر  آغازگر
جايگاه آنزيم 
  محدودكنده

 PCRطول قطعات حاصل از 

HS4-F 5'GCTAGC  GTGTGTGGAGACAAATGCAG 3'  NheI  
HS4-R  5 'ACGCGT TGGGCAGTCTCCTGTTATTTC 3'  MluI  

  =HS4 جفت باز 430

HS3-F  5' ACGCGT TGTCTAGCAAAAGCAAGGGC 3'  MluI  
HS3-R  5' AGATCT GCCCTGCTTAGGAGCTTAATC 3'  BglII  

  =HS3 جفت باز 2000
HS2-F  5' AGATCT AAGGTGCCTTCTCATCTGGGTAC 3'  BglII  
HS2-R  5' ACCGGT CGTATGTGAGCATGTGTCCTCTAAC 3'  AgeI  

  =HS2 جفت باز 1450
HBB-F  5'ACCGGT AATACACTTGCAAAGGAGGATG3'  AgeI  
HBB-R  5' CTCGAG AACCTCCAAATCAAGCCTCTAC  3'  XhoI  

  =HBB* جفت باز 2100
  

*HBB: (Hemoglobin, beta) 
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  PCRها و آغازگر -2-2
آغازگرهاي مورد نياز با قرار دادن جايگاه برش آنزيمي         

هـا داده     طراحي و سفارش سـاخت آن      5′مناسب در انتهاي    
  ه سازه با اسـتفاده از     دهند چهار قطعه تشكيل  ). 1جدول(شد  

ــت   High Fidelity Expand DNA Polymeraseكي
)Roche برنامه  . تكثير شدند ) ، آلمانPCR صـورت   ها به   آن

 اوليه به مـدت     (Denaturation) واسرشتگي: زير انجام شد  
 ثانيـه هـر يـك در        20 دقيقه و واسرشتگي ثانويه به مدت        2

) Annealing(گـراد، دمـاي اتـصال        درجه سـانتي   94دماي  
 30گراد به مدت       درجه سانتي  60آغازگر براي تمام قطعات     

بـراي آنـزيم طويـل     )Extension(ثانيه، دماي طويل شـدن  
 ثانيـه  30گراد بـه مـدت     درجه سانتي68 (Expand) سازي

 كيلوبـاز يـك   1بود كه براساس طول قطعـات بـه ازاي هـر       
چرخـه   20 بـار تكـرار و     10چرخه فوق   . دقيقه محاسبه شد  

بـا ايـن    .  چرخه اول انجـام شـد      10ي نيز با مشخصات     بعد
 ثانيه افـزايش    20تفاوت كه در هر چرخه زمان طويل شدن         

گـراد    درجـه سـانتي    68 دقيقه در دماي     10در نهايت   . يافت
 4براي طويل شدن نهايي گذاشته شد و در انتهـا در دمـاي              

  .گراد نگهداشته شد درجه سانتي
  

  اتيـديوم  درصـد بـا   2/1 روي ژل آگـارز      PCRمحصولات  
  

  اسـتفاده شده و بـا   آميزي  رنگ(Ethidium bromide)برومايد 
  

  از روي بانـدهاي مـورد نظـر     .از اشعه ماورا بنفش مشاهده شد     
  

ــتفاده از  ــا اس ــده و ب ــيص   ژل بري ــت تخل   ژل از DNAكي
  

)Qiagen چهـار قطعـه تكثيـر شـده        . شـد  تخليص) ، آلمان
ــه ــه  بـ ــور جداگانـ ــگ   طـ ــل كلونينـ  pTZ57T/Aدر ناقـ

)Fermentas شد و پلاسميدهاي     كلون) ، ليتوانيpT-HS4 ،
pT-HS3    ،pT-HS2   و pT-HBG  قطعات ژني  .  حاصل شد

هاي مربـوط از پلاسـميدهاي فـوق          با آنزيم  آنزيمي با هضم 
ــارج ــدا خــ ــط  در و ابتــ ــميد حدواســ    pBGGT پلاســ

  و سپس  ) DQ384617تحت شناسه    بانك ژن  ثبت شده در  (
ــل  ــا pLenti4-GW/H1/TO-LaminshRNAدر ناقــ    يــ

pLenti-Destپلاســـميد نهـــايي  . كلـــون شـــد   ســـاب
pLentiBGDEST   براي تأييد صحت . )1شكل ( ناميده شد

 و واكنش هـضم آنزيمـي بـراي تمـام           PCRپلاسميد نهايي   

بـراي تعيـين تـوالي      . شد ذاشتهگقطعات روي اين پلاسميد     
طراحـي و همـراه نمونـه        سازه ژني در دو جهـت، آغـازگر       

، Gen Fanavaran. (شـد  ارسال براي تعيين تواليپلاسميد 
بـا   در مراحل بعدي  استفاده    براي PLentiBGDEST) ايران

) ، آمريكـا    Midi-prep) Invitrogen كيت تخليص پلاسـميد   
  .استخراج شد

  
هـاي    ويروس نوتركيب در سلول      توليد لنتي  -2-3

293T  
 100 حـاوي    DMEM در محيط كـشت      293Tهاي   سلول

ليتـر    ميكروگـرم بـر ميلـي      100 ،سـيلين  ليتـر پنـي    واحد بر ميلي  
 درصد سرم جنـين     10مولار گلوتامين و      ميلي 2 ،استرپتومايسين

 5و در انكوباتور مرطوب بـا       )  آمريكا ،Gibcoهمه از   (گوساله  
گـراد كـشت      درجه سانتي  37اكسيد كربن و حرارت      درصد دي 

 6×106 تعـداد    (Transfection) در روز ترانسفكـشن   . داده شد 
ــلول  ــي5 در 293Tس ــشت    ميل ــيط ك ــر مح  Opti-MEMليت

)Invitrogen،ــا ــرف  )  آمريكـ ــك ظـ ــه يـ ــرم بـ ــاوي سـ   حـ
ــانتي10 ــاوي     س ــه ح ــري ك ــي5مت ــشت    ميل ــيط ك ــر مح   ليت

Opti-MEM  ليتـر محـيط كـشت       ميلـي  3بيوتيك و     بدون آنتي  
ــپلكس ــاوي كم ــاي  ح  DNA-LipofectamineTM 2000ه

)Invitrogen،ــ)  آمريكـــا اس بـــدون ســـرم بـــود، براسـ
هـاي   سـلول . كيت اضافه شـد    سازنده دستورالعمل شركت 

روز در  يك شـبانه  (Transfected cells)ترانسفكت شده 
اكسيد كـربن و حـرارت        درصد دي  5انكوباتور مرطوب با    

بعد محيط كشت  روز .گراد كشت داده شد  درجه سانتي37
ــا محــيط كــشت  مــولار   ميلــي2 كامــل حــاوي DMEMب

مولار   ميلي1/0م جنين گوساله و  درصد سر10گلوتامين و 
MEM Sodium Pyrovate سـوپ حـاوي   .  تعويض شـد

آوري و پس از   ساعت پس از ترانسفكشن جمع72ويروس 
 دور در دقيقـه بـراي   3000  دقيقه سانتريفوژ بـا سـرعت  5

  .مطالعات بعدي استفاده شد
  

  RT-PCRويروس با روش  بررسي توليد لنتي-2-4
 RNA ،هـاي نوتركيـب    ويـروس  تـي به منظور تأييد توليد لن    
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توليد شده در سوپ ويروسـي بـا اسـتفاده از تريـزول              ويروس
(Trizol)    بـرداري    ميكروگرم از آن با آنزيم نـسخه     1تخليص و
  M-MLV (M-MLV reverse transcriptase) معكــوس

  گـــراد ســـانتي  درجـــه42در دمـــاي   دقيقـــه30بـــه مـــدت 
ــومر تيميـــدين     در و ــازگر اليگـ ــضور آغـ    و(oligo-dt)حـ

   دقيقــــه مانــــدن در10نهايــــت در   وRNase مهاركننــــده
ــاي  ــانتي  90دمـ ــسي معكـــوس  گـــراد درجـــه سـ   رونويـ

  20در حجــم   چرخــه35بــه تعــداد   PCR واكــنش. شــد
ــا  ــر بــ ــتفاده ميكروليتــ ــر 2از  اســ   cDNA، 5/1 ميكروليتــ

ــي ــولار ميلـ ــك از MgCl2، 200 مـ ــر يـ ــولار از هـ    ميكرومـ
dNTPواحــد آنــزيم4/0پيكومــول از هــر آغــازگر و  20 ،هــا   

 AmpliTaq Gold DNA polymerase (ABI, USA)  
  

  .براساس دستورالعمل استاندارد انجام شد
  

 هاي نوتركيب ويروس  تعيين تيتر لنتي-2-5

   كـه يـك    COS-7هاي توليد شـده در سـلول         تيتر ويروس 
  رده ســلولي كليــه ميمــون اســت و نيــز در ســلول اريتروييــدي

ترانسداكـشن   روز قبـل از   . گيـري شـد     اندازه K562انساني  
)Transduction (105 ×2سلول  COS-7  براي هر ويال از

  شــمارش و در انكوبــاتور مرطــوب بــا  خانــه6هــاي  ظـرف 
گـراد    درجـه سـانتي    37و حرارت    اكسيد كربن   درصد دي  5

در روز ترانسداكشن بـه تـراكم        كه طوري به. كشت داده شد  
سداكـشن  در روز تران  . باشـد   درصد رسـيده   50- 30سطحي  

از سـوپ ويروسـي      10- 6  تا 10- 2 برابري از    10هاي   رقت
 5/6حـاوي    DMEM كـشت  ليتـر محـيط     ميلـي  1در حجم   

ــي  ــر ميلـ ــرم بـ ــي  ميكروگـ ــر پلـ ــرن  ليتـ  (polybrene)بـ
)Invitrogen، هـر   محـيط  تهيه و با اسـتفاده از آن،   )  آمريكا

يك خانه نيز به عنوان . اي تعويض شد  خانه6خانه از ظرف   
 روز بعـد تعـويض محـيط بـا    .  اختصاص يافـت كنترل منفي 

ليتــر   واحــد بــر ميلــي100 حــاوي DMEMمحــيط كــشت 
 2 ،ليتـر استرپتومايـسين     ميكروگرم بر ميلـي    100 ،سيلين پني

   درصــد ســرم جنــين گوســاله10و  مــولار گلوتــامين ميلــي
 سـاعت بعــد از  48. انجــام شـد  ) آمريكـا ،Gibcoهمـه از  (

 400 با غلظت    (Zeocin) بيوتيك زئوسين  ترانسداكشن آنتي 
. هـا اضـافه شـد      به هر يـك از خانـه       ليتر ميكروگرم بر ميلي  

بار تعويض محيط با محيط كشت تـازه          روز يك  3سپس هر   
  روز پــس از انتخــاب12. حــاوي زئوســين انجــام گرفــت 

بيوتيك در هـر خانـه       هاي مقاوم به آنتي    بيوتيكي كلوني  آنتي
 (Crystal violet)آميـزي بـا كريـستال ويولـه      پس از رنگ

مراحـل مـشابهي بـراي      . شمارش و تيتر ويروس تعيين شـد      
  . نيز انجام شدK562تعيين تيتر ويروس در رده سلولي 

  
   كشت سلولي و ترانسداكشن-2-6

ــلول ــاي  س ــران  (COS-7ه ــلولي اي ــك س   )C143 ،بان
ليتـر    واحـد بـر ميلـي      100 حاوي   DMEMدر محيط كشت    

 2 ،تـر استرپتومايـسين   لي  ميكروگرم بر ميلـي    100 ،سيلين پني
   درصــد ســرم جنــين گوســاله10گلوتــامين و  مــولار ميلــي

ــه از ( ــا،Gibcoهمـ ــوب  ) آمريكـ ــاتور مرطـ   و در انكوبـ
گـراد   سانتي  درجه 37 اكسيد كربن و حرارت     درصد دي  5با  

 2×106تعــداد  ترانسداكــشن روز قبــل از. كــشت داده شــد
ــلول  ــرفCOS-7سـ ــشت   در ظـ ــاي كـ ــلول  هـ   100سـ

 تا 30به  سلول در سطح  داده شده تا تراكمكشت متري ميلي
 ليتـر  ميلـي  10كـشت بـا      روز بعـد محـيط    .  درصد برسد  50

   ويـــروسTU/ml106   حـــاويDMEMتـــازه  محـــيط
(number of transducing units per milliliter: TU/ml)   

  
  

  )، آمريكـا  Invitrogen(برن   ليتر پلي   ميكروگرم بر ميلي   5/6و  
  

   ساعت محيط كشت تعويض شد و      24 بعد از    .تعويض شد  
  

  بيوتيـك زئوسـين بـا       ساعت بعد از ترانسداكـشن آنتـي       48 
  

  هـا  به هـر يـك از خانـه        ليتر  ميكروگرم بر ميلي   400 غلظت
  

  بار تعويض محيط با محـيط       روز يك  3هر   سپس. اضافه شد 
  

   هفتـه  2پـس از    . زئوسـين انجـام گرفـت      كشت تازه حاوي  
  

مقـاوم بـه زئوسـين بـه        هـاي    كلـوني  بيـوتيكي  انتخاب آنتي 
  جديــد منتقــل شــد و پــس از متــري  ميلــي60 هــاي ظــرف

   دقيقــه5- 3هــاي تكثيـر شــده بـه مــدت    سـلول  يـك هفتــه 
 درصـد قـرار     25/0 با غلظت    (Trypsin)تحت اثر تريپسين    
 1500هـا بـا سـرعت     جدا شدن از ظرف   گرفت و به محض   

هـا    اين سلول  DNA.  دقيقه سانتريفوژ شد   5 دور و به مدت   
ــا  بررســيبــراي   DNPتوســط كيــت PCR هــاي بعــدي ب

)Cinnagen،استخراج شد ) ايران.  
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ي هـا  سـلول  DNA روي PCRواكنش   -2-7
 انتخاب شده

PCR  كــل ســازه ژنــي بتــاگلوبين وارد شــدهتكثيــر بــراي  
ــلول  در ــوم س ــاي  ژن ــاCOS-7ه ــتفاده  ب ــاي اس   از آغازگره

 (HBB-Reverse) و برگشتي HS4-F (HS4-Forward) ييجلو

HBB-R ) ــر ت ،)1جــدول ــهكثي ــشكل از قطع ــه مت ــات  اي ك قطع
HBB+HS2+HS3     ييهاي جلو آغازگربا استفاده از HS3-F و 

  باز 800اي متشكل از      و نيز قطعه   )1جدول  ( HBB-R برگشتي
  و قبــل  روي ژن مقاومــت بــه زئوســينHS4 بالادســت قطعــه

 با اسـتفاده از     ،HS3 و بخشي از   HS4علاوه خود    به LTR΄3 از
)  آلمـان ،Expand DNA Polymerase  Long)Rosheكيـت  
ــام ــدانج ــصولات .  ش ــين  PCRمح ــت تعي ــوق در دو جه    ف

  .توالي شدند

  
   نتايج-3
   و كلونينگPCR نتايج -3-1

ــه  ــار قطعـ ــه روش DNA چهـ ــدPCRبـ ــر شـ   . تكثيـ
  هــايي  شــامل بخــشDNAase Iنــواحي حــساس بــه آنــزيم 

ــاگلوبين LCR از ژن HS4 و HS2، HS3از  ــز ژن بتــ    و نيــ
 DNAاز  3′-UTR (Untranslated Region)با نواحي همراه 

ــسان ــومي ان ــه ژن ــر شــدند ســالم ب   محــصولات. ترتيــب تكثي
PCR در ناقل pTZ 57T/Aكلون و با هضم آنزيمي ، PCR  و

  تمـام . تعيين توالي صـحت قطعـات كلـون شـده تأييـد شـدند             
ــط      ــل حدواس ــم در ناق ــار ه ــات در كن ــن قطع   pBGGTاي

   كيلوبـــاز6 طـــول  و يـــك كاســـت ژنــي بـــا كلـــون ســاب 
پلاســميد  . ايجــاد شــدpBGGT  درminiLCRHBGبــه نــام 
  تأييـد  آنزيمـي   و هـضم   PCR ناميده شد كه با      pFBGحاصل  
ــد  ــكل(ش ــت  ). 1ش ــپس كاس ــلminiLCRHBGس   در ناق

pLenti4-Dest كلون و پلاسميد نهـايي       سابpLentiBGDEST 
ــد  ــده ش ــگ و   . نامي ــل كلونين ــام مراح ــتي تم ــحت و درس ص

 در آخـر نيـز    . آناليز آنزيمي تأييد شـد      و PCRا  كلونينگ ب  ساب
pLentiBGDEST بــا PCR )تأييــد و در دو جهــت )2شــكل 

  .تعيين توالي شد

  
  
  
  
  
  
  

  
و  XhoI هـضم بـا      -1: ي محـدود كننـده    هـا   با آنـزيم   pFBGهضم    1شكل  
MluI )3150+5550جفت باز (، هضم بـا -2  XhoI  و BglII) 3550+5130 

 1 ((Marker)نــشانگر  -pFBG، 4ميد هــضم نــشده  پلاســ-3 ،)جفــت بــاز
  .)كيلوبازي
  

زا در ژن     فقدان هرگونه جهـش بيمـاري      ،نتايج تعيين توالي  
 .ييـد كـرد  أ را تpLentiBGDESTبتاگلوبين و ديگر قطعـات  

 در  K562 و   COS-7ي سلولي   ها  زئوسين روي رده   مؤثرمقدار  
  .اين مطالعه مشخص شد

 

  
  
  
  
  
  
  
  

 چهـــار قطعـــه ســـازه روي پلاســـميد نهـــايي PCRحاصـــل   2شـــكل 
)pLentiBGDEST(. 1-HS4  )43/0ــاز ــاز2( HS3 -2، ) كيلوب   ،) كيلوب
3- HS2) 45/1كيلوباز( ،4- HBB) 1/2كيلوبازي1( نشانگر -5، ) كيلوباز .(  

  
ي هــا ويــروس لنتــي نتــايج تعيــين تيتــر -3-2

  نوتركيب
 در  هـا  ني توليـد شـده قبـل از اسـتفاده آ          هـا  ستيتر ويـرو  

 تعيين  ها ي سلولي مورد نظر در همان سلول      ها ترانسداكشن رده 
 ،K562 و COS-7ي هــا نتــايج تيتــر ويــروس در ســلول. شــد

TU/ml 106  3شكل (بود.(  

1  4  3  2  

1  4  3  2  5  
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  بيـوتيكي   هفتـه انتخـاب آنتـي     2نتايج تعيـين تيتـر ويـروس پـس از             3شكل

  .ي سـلولي هـا  ه روي ردهاز ويـروس توليـد شـد    10-6تا 10-2در گستره رقتي  
پس  )2-الف( بيوتيكي،  قبل از انتخاب آنتي )1-الف( .K562) ب(، COS-7) الف(

هاي زنده توسط كريستال  آميزي كلوني بيوتيكي و رنگ از دو هفته انتخاب آنتي
  . ويروس10-6 در رقت) 3-الف(ويروس و 10 -2 ويوله در رقت

  
 بـا   COS-7يها  نتايج ترانسداكشن سلول   -3-3

  ي توليد شدهها سويرو لنتي
 TU/mlتيتر   ويروس نوتركيب با    توسط لنتي  COS-7هاي   سلول

 در 50 و 10 ،5 ،3 ،1هاي  )MOI) multiples of infectionدر  106
 روز  12پـس از    .  شـدند  (Transduce)حضور پلي برن ترانسديوس     

هاي منفي ديده نشد      اي در ظرف   بيوتيكي هيچ سلول زنده    انتخاب آنتي 
بيوتيـك در    حالي بود كـه تعـدادي كلـوني مقـاوم بـه آنتـي              اين در و  

  .)4شكل (ويروس مشاهده شد  هاي تيمار شده با لنتي ظرف
  
  
  
  
  
  

 
  
  
  

  

ــا لنتــيCOS-7هــاي    ترانسداكــشن ســلول4شــكل    .هــاي نوتركيــب ويــروس  ب
  كه پس از تيمار با زئوسين همه مردند،       ) كنترل(هاي ترانسديوس نشده     سلول) الف(
پس ) ج( هاي ترانسديوس شده و تيمار شده با زئوسين پس از يك روز،  سلول) ب(

  .ها پس از دو هفته تيمار با زئوسين زنده ماندند تعداد كمي از كلوني) د(از يك هفته، 
  

كـه   طـوري  بـه . هاي زنده بيشتر شد     تعداد كلوني  MOIبا افزايش   

MOI   ًوس شــدندهـا ترانـسدي    تمـام سـلول   بهينـه كـه در آن تقريبـا، 
5=MOI ها به محيط كشت جديد منتقل شـد        اين كلوني .  بود .DNA 
تكثير بخـشي از سـازه      ). 5شكل  ( آناليز شد    PCRها استخراج و با      آن

هاي ترانسديوس شده    سلول DNA از روي    PCRژني ساخته شده با     
و تعيين توالي محـصول   بيوتيكي باقي مانده پس از دو هفته درمان آنتي   

PCR،ني فوق در ژنوم سلول ميزبان بودننده ورود سازه ژك ييدأ ت.  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
ــكل  ــلو PCRحاصــل   5ش ــوم س ــده درون ژن ــي وارد ش ــازه ژن ــال س   يه

 كنتـرل  -2 ،) كيلوبـازي 1 ( نـشانگر -1 .بيوتيكي باقيمانده پس از انتخاب آنتي
 كل سازه ژني ساخته شده حاوي       -3 ،) كيلوباز 6( كل سازه ساخته شده    بتثم

HBB+HS2+HS3+HS4) 6 سازه ژنـي سـاخته شـده حـاوي         -4 ،) كيلوباز  
HBB+HS2+HS3) 55/5 باند متشكل   -6 ،) كيلوباز 1 (نشانگر -5 ،) كيلوباز

  ) كيلوبازHS3) 8/2  و بخشي ازEM7+Psv40+HS4+زئوسيناز قطعات 
  

   بحث-4
. تالاسـمي وجـود دارد    -درماني بتـا    هاي زيادي براي ژن     استراتژي
تـفاده در ايـن زمينـه شـامل            اتژيبرخي از استر   هاي متـداول مـورد اس
 ،]17-15[ گيري ژن هاي هدف  ناقل،]13،14[هاي ويروسي  استفاده از ناقل

 اليگونوكلئوتيدهاي تشكيل دهنده    ،]18[نوتركيبي همسان قطعات كوچك     
 ،]20[ snRNA (Small nuclear RNA) سـنس  آنتـي  ،]19[سه تايي 

(RNA interference) RNAi ــوزوم  و  ]21[ (Ribozyme)ريب
از اين مطالعـه سـاختن يـك سـازه جديـد حـاوي ژن               هدف  . است

يـله لنتـي      miniLCRبتاگلوبين و هـاي   ويـروس   بـراي انتقـال بـه وس
يـن روش   . هاي سـلولي پـستانداران اسـت       نوتركيب به رده   هـاي   در ب

تـفاده از   ها شامل هدف ترين آن درماني مذكور عمده  ژن گيري ژني و اس
هـاي   نتـايج ايـن تحقيـق نـشان داد كـه ناقـل            . هـا اسـت    روسوي لنتي
ويروسي از لحاظ كارايي ناقلي مناسب براي ترانـسديوس كـردن            لنتي

  2-ب 1-ب

  3-الف 2-الف 1-الف

  ب الف

  د ج

4  1  2  3  5  6  
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8  

ها بـراي   توان از آن هاي پستانداران است و در مطالعات آينده مي  سلول
هاي بنيـادي خونـساز مغـز         به سلول  miniLCRارايه ژن بتاگلوبين و     
طـور   دست آمده بيانگر آن است كه بـه        ايج به نت. استخوان استفاده نمود  

 حـدود   =MOI 1 سلول مواجه شده با ويروس در        100متوسط از هر    
مانـد    بيوتيكي در ظرف باقي مـي       سلول پس از دو هفته درمان آنتي       20

 معادل درصد ترانسداكشن و ورود سازه ژني در ژنوم ميزبان           كه تقريباً 
د سازه ژنـي در ژنـوم ميزبـان         بنابراين با اين روش فراواني ورو     . است

كــه ايــن فراوانــي بــراي روش  در صــورتي. اســت) 2×10-1(حــدود 
به عنوان مثـال    . ]16[است  ) 1×10-7 تا   1×10-5(گيري ژني بين      هدف

 و  (Khanahmad)احمـد    در تحقيق انجام شـده توسـط دكتـر خـان          
-6گيري ژني سازه ژني بتاگلوبين         ميزان هدف  2006همكاران در سال    

دسـت آمـده در ايـن        مقايسه فراواني ترانسداكشن بـه    . ]3[ود   ب 2×10
گيـري ژنـي در تحقيقـات قبلـي روي سـلول             تحقيق با فراواني هدف   

COS-7  ويروسـي بـراي    هاي لنتـي   بيانگر كارايي بالاي استفاده از ناقل
  .ارايه ژن به سلول هدف است

 هـستند و بـراي اولـين        HIV-1 ويروسي بر پايه   هاي لنتي  ناقل
 (Page)پيج ا نقص در سيستم همانندسازي ويروس توسط بار ب
 .]22،23[و همكارانـشان طراحـي شـدند    (Landau)   لانـدو و

سلول هـدف در حـال    هر دو نوع قادرند ويروسي هاي لنتي ناقل
 را آلـوده كننـد زيـرا ايـن     شـود  كه تقسيم نمي   ييها تقسيم و آن  

ــرو ــا سويـ ــاهـ ــپلكس  بـ ــشكيل كمـ ــشنتـ ــري اينتگريـ   پـ
(Preintegration) از طرفـي   .غشاي هسته عبـور مـي كننـد    از

ثرتر ژن مورد نظـر و در  ؤ سبب انتقال م  ها سويرو كارآمدي اين 
 پاسـخ ايجـاد   عـدم   همچنـين    .بيان بالاي آن خواهد شـد      نتيجه

ــته  ــي ناخواس ــرو  درايمن ــن وي ــتفاده از اي ــا ساس ــا را  آن،ه  ه
است  كرده   تالاسمي-بتادرماني   ترين سيستم انتقال در ژن     جذاب

 درمـاني بـسياري از     هـا در ژن    ويـروس  امروزه از لنتي  . ]24،25[
  ،هـاي ويروسـي     بيمـاري  ،هاي متابوليكي  بيماري ها مانند  بيماري

  ديـستروفي عـضلاني  ،(Cystic fibrosis)فيبروزيـز   سيـستيك 
(Muscular dystrophy)، ــوفيلي  ،(Haemophilia) همـــ

 آلزايمـــر  و(Retinitis pigmentosa) رتينوييــد پيگمنتــوزا  
(Alzheimer)  هـا بـراي     ويروس همچنين لنتي . شود  استفاده مي

هـاي   درماني بيمـاري   هاي بنيادي با هدف ژن     سلول انتقال ژن به  
با توجه  . ]26-5،24[ نيز مناسب است     تالاسمي-بتاخوني مانند   

 ،سـاز بيمـاران    هـاي بنيـادي خـون      به دسترسي محدود به سلول    

هـا   بالا در ارايه ژن به اين سلول      استفاده از يك روش با كارايي       
در مقايـسه بـا     ) 2×10-1فراوانـي   (ويروسـي    لنتي هاي مانند ناقل 

ثرتر بوده و نياز بـه     ؤم) 2×10-6فراواني  (گيري ژني    روش هدف 
  .سازد  مرتفع ميدرماني ژنتعداد زياد سلول را در فرايند 

 كه حاوي ژن بتاگلوبين     pLenti-Destدهنده    انتقال ناقلدر  
 بيـان  ، استminiLCR  (pLentiBGDEST)خش تنظيميو ب

 اين ناقـل  . خودش است  بتاگلوبين تحت كنترل پروموتر طبيعي    
 است و قادر اسـت      3΄ و LTR΄5هاي   ويروسي داراي توالي   لنتي

به صورت اتفاقي در ژنوم      (Integrase) به كمك آنزيم اينتگراز   
 plp1ل  در ناق ـ  polاينتگراز توسـط ژن      آنزيم. ميزبان وارد شود  

 عبارتنــد از pLenti-Destعناصــر ناقــل  سـاير . شــود  مــيبيـان 
 توالي متـصل    ،Ψبندي ويروسي    علامت بسته  ،PRSVپروموتر  

 RRE (Rev responsive element) يا Rev ينئشونده به پروت

مـت بـه     بيـان نـشانگر مقاو     بـراي  PSV40پروموتر يوكاريوتي   
 .بيوتيك زئوسين آنتي

  ويروسـي از   هـاي لنتـي     ناقـل  با توجه بـه ظرفيـت محـدود       
miniLCR    به جاي LCR  كيلوبـاز   4اي بزرگترحـدود      با اندازه 

اند  هايي كه ساير محققين در گذشته بررسي كرده        نسبت به سازه  
مطالعات اخير نشان دادنـد  . در كنار ژن بتاگلوبين استفاده كرديم 

ــتفاده از واحــدهاي ــا miniLCR در HS4و  HS2، HS3 اس  ب
 برابر افزايش   5/23باز ميزان بيان بتاگلوبين را تا        كيلو 55/3طول  
اي متـشكل از همـين       miniLCRكـه    حـالي  در. ]10[دهـد    مي

 درصـد  15 كيلوباز بيـان بتـاگلوبين را تنهـا     3قطعات و با طول     
 HS4از آنجا كه وجود يـا عـدم وجـود           . ]27[دهد   افزايش مي 

 HS4 افزايش بيان بتاگلوبين ندارد، طول قطعـه       نقش زيادي در  
 43/0هاي ژني ساخته شده قبلـي و حـدود           را كوچكتر از سازه   

 بزرگتـر و  HS3كيلو باز انتخاب كرديم و در عوض طول قطعه      
ها بيـانگر آن اسـت    برخي گزارش.  كيلوباز انتخاب شد2حدود  

 نواحي تنظيمـي در كنـار     و خصوصاً  HS3هاي مجاور    كه توالي 
 درصد افزايش   70 قادر است ميزان بيان را تا      HS3 بخش هسته 

هـاي   اي بـا ويژگـي     miniLCRبنابراين بـا سـاخت      . ]27[دهد  
ن بتاگلوبين پـس از ترانسداكـشن   ارود ميزان بي  مذكور انتظار مي  

هاي هدف تا حد قابـل قبـولي بـرخلاف مطالعـات        آن به سلول  
هاي نوتركيب حامل سـازه ژنـي        ويروس لنتي. قبلي افزايش يابد  

اعت پس از ترانسفكـشن همزمـان    س 72 ،بتاگلوبين ساخته شده  
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، plp1بنـدي ويـروس    هاي بسته و ناقل  pLentiBGDESTناقل
plp2  وpVSVG293هاي   در سلولT توليد شـدند .RNA    ايـن

 در دو انتهـا و سـازه        3΄ و LTR΄5هـاي     داراي توالي  ها ويروس
ــتخراج    ــس از اس ــه پ ــي در وســط اســت ك ــن RNAژن  از اي

غازگرهاي اختـصاصي    به كمك آ   RT-PCRها و انجام     ويروس
  .ها تأييد شد توليد ويروس

ي هـا  ي نوتركيب ساخته شده در سـلول      ها ويروس  لنتي تيتر
COS-7   و K562 بيوتيك زئوسـين    هفته اثر دادن آنتي2 پس از

بـود كـه تيتـر مناسـبي         TU/ml 106در هر دو رده سلولي فوق       
ــراي  ــشن ردهب ــت    ترانسداك ــستانداران اس ــلولي پ ــاي س ــا. ه   ب

 را بيش از ايـن      ها ستوان تيتر اين ويرو     مي اسانتريفوژروش اولتر 
  .افزايش داد

 ميكروگرم  5/6 در حضور    COS-7هاي   ترانسداكشن سلول 
يـك   بـرن   برابر افزايش يافت زيرا پلـي      2برن تا    ليتر پلي  بر ميلي 

كاتيونيـك اسـت و تركيبـاتي كـه بـار مثبـت دارنـد           تركيب پلي 
ي را روي سـطح     موجبات رسوب ذرات ويروسـي بـا بـار منف ـ         

همچنين با توجـه    . ]28[كنند   هاي هدف فراهم مي    غشاي سلول 
هـاي آلـوده بـه       به مطالعاتي كه در رابطه با افزايش بقاي سـلول         

توان اسـتنباط    برن وجود دارد، مي     در حضور پلي   HIVويروس  
 آثـار نـامطلوب     ،برن علاوه بر افزايش ترانسداكـشن      كرد كه پلي  

 هدف را نيز كاهش داده و باعث        هاي ناقل ويروسي روي سلول   
  .]29[شوند  هاي ترانسديوس شده مي افزايش بقاي سلول

تـوان چنـين     طور خلاصـه از نتـايج ايـن تحقيـق مـي            به
 تالاسـمي - بتـا درمـاني   هاي ژن  استنباط كرد كه در بين روش     

هـا از لحـاظ كـارايي انتقـال و ورود            ويروس استفاده از لنتي  
دف نــسبت بــه روش هــاي هــ ســازه ژنــي بــه ژنــوم ســلول

   برابر ميزان آن بيشتر105گيري ژني كارامدتر و حدود  هدف
  

تـوان بـا    هاي هدف را مـي    سلول است و ميزان ترانسداكشن   
افزايش تيتر ويروس و نيز استفاده از تركيبات پلي كـاتيوني           

همچنين در پايان ورود سازه ژنـي    . برن افزايش داد   پلي نظير
هـايي كـه     سلول DNA روي   PCRدر ژنوم ميزبان با روش      

 تأييـد   ،انـد  بيوتيكي باقي مانـده    پس از دو هفته انتخاب آنتي     
 زيرا در اين مدت درمان دارويي، اگر سازه وارد ژنوم نشده   .شد

يـا توسـط   ) Wash out(باشد توسط تقسيم سلولي زايل شـده  
 ، تقريبـاً  5ي معادل   MOIدر ضمناً. رود اگزونوكلئازها از بين مي   

در ايـن   رود   ا ترانسديوس شـدند ولـي انتظـار مـي         ه تمام سلول 
هـا   حالت بيش از يك نسخه از سازه ژني فوق در ژنـوم سـلول             

 ،در مطالعـات بعـدي    وارد شده باشد كه براي بررسي ايـن امـر         
را با ) Copy number( هاي ژني وارد شده توان تعداد نسخه مي

  . بررسي كردReal time PCRروش 
 يك رده سـلولي اريتروييـدي       K562هاي   از آنجا كه سلول   

انسان است، قابليت بيان بتاگلوبين و توليد هموگلـوبين پـس از          
 اثـر   ،توان با روش الكتروفورز هموگلـوبين      تمايز را دارد كه مي    

سازه طراحي شده فوق را در ميزان بيان بتاگلوبين پس از انتقال            
تـوان بيـان    همچنـين مـي  . ويروسـي سـنجيد   هـاي لنتـي    با ناقـل  
هاي   ساخته شده در سلول    miniLCRبين را تحت كنترل     بتاگلو

منظـور    مـاژور بـه    تالاسمي-بتاساز بيماران مبتلا به      بنيادي خون 
  .ها بررسي كرد رفع نقص آن

 

   و قدردانيتشكر -5
 مصوب تحقيقاتي بودجه محل از تحقيق اين يها كليه هزينه

 ـ بخش پزشكي مولكـولي   ،  انستيتو پاستور تهران   در   مين شـده  أت
 انجـام شـده    يهـا  مـساعدت  و زحمات از وسيله ست كه بدين  ا
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