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Introduction: Nowadays, one of the barriers of gene therapy in the treatment of the CNS 
diseases is the lack of proper and safe carrier sys tems to cross the blood brain barrier (BBB). 
Virosomes are virus like particles which can be used in brain if made from neurotropic viruses. 
The aim of the s tudy was to cons truct cationic virosomes derived from vesicular s tomatitis 
virus using dialyzable short chain phospholipid (DCPC) and cationic lipid (DOTAP) in-

vitro. Materials and Methods: The vesicular s tomatitis virus was propagated in Vero 
cell line. Subsequently, the harves ted virus was concentrated and purified using ultrafiltration 
and ultracentrifugation and finally, the virosome was synthesized by DCPC detergent and 
the addition of cationic lipid. Particle size dis tribution of virosome nanoparticles, cellular 
cytotoxicity and glycoprotein of vesicular s tomatitis virus (VSV-G) were determined by 
measuring dynamic light scattering using zetasizer, MTT assay and sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), respectively. Results: The harves ted 
viruses were concentrated and purified by ultrafiltration and ultracentrifugation and the final 
concentration was 0.8 mg/ml. The cationic virosome mean size was 186.6 nm and, the cell 
viability was significantly decreased after 48 hours of treatment with different concentrations 
of virosome compared to the control group. The VSV-G protein with molecular weight of 63 

kDa was approved by SDS-PAGE. Conclusion: The use of DCPC is an efficient method 
for solubilization and recons truction of vesicular s tomatitis virus envelope and does not alter 
the surface VSV-G. Due to the VSV-G protein and its wide range cell tropism, this cationic 
virosome can also be a promising candidate for crossing the BBB in order to efficient gene 
delivery and therapy of CNS diseases.
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چــــــــكيد  ه

کليد   واژه ها:
1. وایروزوم

2. سیستم اعصاب مركزي
3. روش هاي كشت سلولی

مقدمه: امروزه یکی از موانع ژن درمانی در درمان بیماری های سیستم اعصاب مركزی، نبود سیستم های 
حامل مناسب و ایمن برای عبور از سد خونی مغزی است. وایروزوم ها ذرات شبه ویروسی بوده كه اگر از 
ویروس های نوروتروپیک ساخته شوند، می توانند در مغز مورد استفاده قرار گیرند. هدف از این مطالعه ساخت 
وایروزوم كاتیونیک مشتق شده از ویروس وزیکولار استوماتیتیس با استفاده از فسفولیپید كوتاه زنجیر با 
وزیکولار  ویروس  موادوروشها:  باشد.  آزمایشگاهی می  كاتیونیک در شرایط  لیپید  و  دیالیز  قابلیت 
استوماتیتیس در ردة سلولی Vero تکثیر شد. متعاقباً، ویروس تولید شده با استفاده از اولترافیلتراسیون 
و اولتراسانتریفیوژ تغلیظ و تخلیص گردیده و در نهایت، وایروزوم توسط دترجنت DCPC و افزودن لیپید 
نانوذرات وایروزوم، میزان سمیت سلولی و پروتئین VSV-G به ترتیب  كاتیونیک، سنتز شد. توزیع سایز 
توسط اندازه گیری پراكندگی نور دینامیک با استفاده از دستگاه زتا سایزر، روش زنده مانی سلولی و سدیم 
دو دسیل سولفات پلی آكریل آمید ژل الکتروفورز )SDS-PAGE( آنالیز شد. يافتهها: ویروس های تولید 
میلی گرم   0/8 وایروزوم  نهایی  غلظت  و  گردیده  تغلیظ  اولتراسانتریفیوژ  و  اولترافیلتراسیون  روش  با  شده 
درمان  ساعت   48 از  پس  سلولی  بقای  و  بود  نانومتر   186/6 كاتیونیک  وایروزوم  سایز  شد.  میلی لیتر  در 
پروتئین  داشت.  معنی داری  كاهش  كنترل،  گروه  با  مقایسه  در  كاتیونیک  وایروزوم  مختلف  غلظت های  با 
VSV-G با وزن مولکولي 63 كیلودالتون نیز از طریق SDS-PAGE تایید گردید. نتيجهگيري: استفاده از 
فسفولیپید كوتاه زنجیر یک روش مؤثر در حل كردن و بازآرایی پوشش ویروس وزیکولار استوماتیتیس بوده 
و در گلیکوپروتئین سطحی ویروس )VSV-G( تغییری ایجاد نمی كند. این وایروزوم كاتیونیک به دلیل دارا 
بودن پروتئین VSV-G و تروپیسم وسیع سلولی، می تواند كاندید امیدواركننده ای برای عبور از سد خونی 

مغزی جهت تحویل مؤثر ژن و درمان بیماری های سیستم اعصاب مركزی باشد.
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و فیــوژن بــه ســطح ســلول هــدف را دارا می باشــند )16 ،15(. 
ویــروس وزیکــولار اســتوماتیتیس، یــک ویــروس پوشــش دار بــا 
ریبونوكلئیــک اســید منفــی از خانــوادة رابدوویریــده می باشــد. 
پروتئیــن G ایــن ویــروس، یــک گلیکوپروتئیــن غشــایی اســت 
ــای اختصاصــی موجــود  ــه گیرنده ه ــروس ب ــه در اتصــال وی ك
ــی VSV در  ــت دارد. عفونت زای در ســطح اكثــر ســلول ها دخال
ــة  ــی اســت. مرحل ــة متوال ــد دو مرحل ــده نیازمن ســلول های زن
 )PS( ــه فســفاتیدیل ســرین ــن G ب اول شــامل اتصــال پروتئی
موجــود بــر روی ســطح ســلول می باشــد )18 ،17(. بــه دنبــال 
ایــن اتصــال، ویــروس از طریــق اندوســیتوز بــه واســطة گیرنــده 
 pH وارد ســلول می شــود. متعاقبــاً، محیــط درون اندوزومــی بــا
ــای  ــا غشــاء های وزیکول ه ــام پوشــش ویروســی ب ــن، ادغ پایی
اندوســیتوزی را القــاء می بخشــد )20 ،19(. در نهایــت، ویریــون 
ــم آزاد  ــه درون سیتوپلاس ــی را ب ــید ویروس VSV نوكلئوكپس
ــروس   ــودن وی ــم ب ــل نوروتروپیس ــه دلی ــازد )24-21(. ب می س
گیرنــدة  بــه   VSV-G پروتئیــن  اتصــال  قابلیــت  VSVو 
ــی  ــز، مهندس ــت مغ ــود در باف ــرین )PS( موج ــفاتیدیل س فس
ــای  ــان بیماری ه ــا درم ــط ب ــات مرتب ــروس در مطالع ــن وی ای

ــد )25(. ــا باش ــد راه گش ــزی می توان ــی مرك ــتم عصب سیس

ــودن  ــم ب ــروس VSV، نوروتروپیس ــای وی ــه مزای ــه ب ــا توج ب
بــه  نســبت  وایــروزوم  ســاختار  برتــری  همچنیــن  و  آن 
ــاخت  ــی و س ــه طراح ــر، ب ــة حاض ــوذرات، در مطالع ــر نان دیگ
وایــروزوم كاتیونیــک VSV مشــتق شــده از ویــروس وزیکــولار 
اســتوماتیتیس به عنــوان یــک نانــوذرة غیــر ویروســی به منظــور 
ــا امیــد بــه اینکــه قابلیــت عبــور از ســد  انتقــال ژن و دارو و ب
ــور،  ــن منظ ــد. بدی ــه ش ــزی را دارا باشــد، پرداخت ــی -مغ خون
 10DOTAP بــرای ســاخت ایــن وایــروزوم، از لیپیــد كاتیونیــک
و دترجنــت DCPC11 )جهــت حــذف پوشــش ویروســی( 
اســتفاده شــد. ســپس بــا اســتفاده از SDS-PAGE بــه بررســی 
حضــور پروتئیــن VSV-G پرداختــه و ارزیابــی میــزان ســمیت 
ــون  ــق آزم ــب از طری ــه ترتی ــروزوم، ب ــي12 وای و ریخت شناس

ــت. ــورت گرف ــا ص ــون زت MTT و آزم

مواد و روش ها

مواد شيميايی و معرف ها

1,2-Dicaproyl-sn-glycero-3-(  DCPC دترجنــت 
 ،)phosphocholine, #850305p, Avanti Polar Lipids
1,2-Dioleoyl-3-))  DOTAP كاتیونیــک  لیپیــد 
 trimethylammonium-propane, #890890p, Avanti
 Slide-A-Lyzer TM Dialysis( كاســت دیالیــز ،Polar Lipids
 )Cassettes, 0.5-3 ml, 3-12 ml, Thermo Fisher Scientific
و رنــگ )MTT, Sigma Aldrich(13 خریــداری شــد. همچنیــن 

مقدمه
امــروزه ژن درمانــی بــه دلیــل پتانســیل بــالا در درمــان طیــف 
وســیعی از بیماری هــا از جملــه ســرطان توجــه بســیاری را بــه 
خــود جلــب كــرده اســت. ژن درمانــی نمایانگــر روش درمانــی 
ــدت از  ــرات طولانی م ــرای ایجــاد تأثی ــر ب ــل تغیی ــوه و قاب بالق
طریــق بهبــود علایــم، كاهــش ســرعت پیشــرفت و یــا حتــی 
ــلالات  ــان اخت ــرای درم ــی ب ــا كاربردهای ــاری ب ــلاح بیم اص
ــن  ــت )3-1(. مهم تری ــزی )CNS(1 اس ــی مرك ــتم عصب سیس
مانعــی كــه در درمــان اختــلالات مغــزی بــا آن مواجــه 
كــه  می باشــد   2)BBB( -مغــزی  خونــی  ســد  هســتیم، 
به منظــور حفاظــت از مغــز در برابــر عــوارض جانبــی نامطلــوب 
ــای  ــا و مولکول ه ــا، پپتیده ــیاری از داروه ــال بس )4( از انتق
ــد  ــری می كن ــال جلوگی ــة ســلول اندوتلی ــرض لای ــزرگ از ع ب
)7-5(. ســلول های اندوتلیــال مغــز بــه همــراه عناصــر خونــی 
ــت  ــه حرك ــد ك ــاد می كنن ــا را ایج ــی و پوی ــد انتخاب ــک س ی
بــه مغــز را محــدود می ســازد )8(.  از خــون  مولکول هــا 
ــده  ــاد ش ــز ایج ــه مغ ــور ورود ب ــیاری به منظ ــای بس راهبرده
ــی و  ــای داروی ــز و روش ه ــای مغ ــه جراحی ه ــت، از جمل اس
فیزیولوژیکــی. هــر ســه روش معایبــی دارنــد كــه مانــع موفقیت 
ــال ژن،  ــای انتق ــرفت در فناوری ه ــا پیش ــود. ب ــان می ش درم
یــک روش جایگزیــن بــرای غلبــه بــر برخــی از ایــن مشــکلات، 
ــوذرات مهندســی شــده جهــت انتقــال و بیــان  اســتفاده از نان
ژن  فراینــد  بــه  ،9(. جهــت دســتیابی   10( می باشــد  ژن 
ــب،  ــل ژن مناس ــتم های تحوی ــعة سیس ــق، توس ــی موف درمان
ــد )12  ــمار آی ــه ش ــا ب ــن فاكتوره ــی از مهم تری ــد یک می توان
،11(. وایــروزوم پوشــش ویروســی بازســازی شــده، متشــکل از 
ــطحی  ــی س ــپایک های گلیکوپروتئین ــائی و اس ــای غش لیپیده
ــد.  ــی می باش ــک ویروس ــادة ژنتی ــد م ــه فاق ــوده ك ــروس ب وی
ــه  ــروزوم مشــابه ذرات ویروســی اســت ك ســطح خارجــی وای
ــه  ــرون جوان ــه بی ــا ب ــای آن ه ــپایک از غش ــای اس پروتئین ه
ــی  ــروزوم خال ــل وای ــای داخ ــه فض ــی ك ــت، در حال زده اس
ــار  ــن ب ــرای اولی می باشــد )Almedia .)13، 14 و همــکاران، ب
ــا اســتفاده از وارد كــردن پروتئین هــای  ســاخت وایــروزوم را ب
اســپایک تخلیــص شــدة ویــروس آنفلوانــزا بــه لیپوزوم هــای از 
پیــش ســاخته شــده گــزارش كردنــد. تــا بــه امــروز، بازســازی 
ــزا3،  ــروس آنفلوان ــه وی برخــی از پوشــش های ویروســی از جمل
 ،6VSV ،5ویــروس ســندای4، ویــروس بیمــاری نیوكاســل
ایــن  8HSV ،7HIV و 9EBV صــورت گرفتــه اســت )15(. 
وزیکول هــای فســفولیپیدی تــک  لایــه یــا دو لایــه، قطــری در 
حــدود 180-120 نانومتــر داشــته و در مقایســه بــا لیپوزوم هــا 
واجــد گلیکوپروتئین هــای پوشــش ویروســی می باشــند. از 
ــد  ــی را ندارن ــر و عفونت زای ــا قابلیــت تکثی ــن رو، وایروزوم ه ای
ولــی بــه علــت حضــور اســپایک های ویروســی توانایــی اتصــال 

1 Central nervous sys tem
2 Blood brain barrier
3 Influenza virus
4 Sendai virus
5 Newcas tle disease virus
6 Vesicular s tomatitis virus
7 Human immunodeficiency virus

8 Herpes simplex virus
9 Eps tein barr virus
10 1,2-Dioleoyl-3-trimethylammonium-propane
11 1,2-Dicaproyl-sn-glycero-3-phosphocholine
12 Morphology
13 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2, 5- diphenyl tetra-
zoliumbromide
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ــان  ــام زم ــس از اتم ــدند. پ ــه ش ــت انکوب ــد رطوب و 95 درص
انکوباســیون و خــارج كــردن محیــط حــاوی ویــروس، محیــط 
كشــت جدیــد DMEM حــاوی آنتی بیوتیــک و 2 درصــد 
ســرم گاوی بــه داخــل فلاســک ها افــزوده شــد و انکوباســیون 
بــه مــدت 24 ســاعت صــورت گرفــت. بــا اتمــام مــدت زمــان 
انکوباســیون و مشــاهدة اثــرات آســیب ســلولی )CPE(18 ناشــی 
از تکثیــر ویــروس، شــامل گــرد شــدن و جــدا شــدن ســلول ها 
از ســطح فلاســک، جمــع آوری ویــروس از طریــق ســانتریفیوژ 
ــه و در  ــرعت 3000 دور در دقیق ــا س ــک ها ب ــات فلاس محتوی
دمــای°C 4 بــه مــدت 15 دقیقــه صــورت گرفــت. در نهایــت 
VSV جمــع آوری شــده در دمــای 70- درجــة  ویــروس 

ــد. ــداری ش ــانتی گراد نگه س
 TCID( ــت ــتفاده از تس ــا اس ــروس ب ــيون وي تيتراس

)50%

 CPE ــاد ــوان ایج ــه ت ــر ك ــد میلی لیت ــروس در واح ــدار وی مق
در 50 درصــد از ســلول های تلقیــح شــده را دارا می باشــد 
ــر19 محاســبه گردیــد )27(. بدیــن  ــا اســتفاده از فرمــول كرب ب
 Vero منظــور، 100 میکرولیتــر محیــط حــاوی 20 هزار ســلول
pen- واجــد آنتی بیوتیــک DMEM بــه همــراه محیــط كشــت

ــلول های  ــکیل س ــت تش ــد جه ــرم گاوی 10 درص strep و س
تــک لایــه بــا تراكــم 80 درصــد، بــه هــر چاهــک از پلیــت 96 
خانــة تــه صــاف افــزوده شــد و پــس از 24 ســاعت انکوباســیون 
 CO2 در گرمخانــة 37 درجــة ســانتی گراد بــه همــراه 5 درصــد
ــا تیتــر اولیــة 107 و  ــت، تلقیــح ویــروس ب و 95 درصــد رطوب
ــر  ــا 12-10( ب ــر ت ــای صف ــازی )رقت ه ــتفاده از رقت س ــا اس ب
روی ســلول های تــک لایــه صــورت گرفــت. بــرای هــر رقــت، 
4 چاهــک بــا شــرایط یکســان در نظــر گرفتــه شــد. در نهایــت، 
 CPE 20 بــر مبنــایTCID50 ،پــس از 24 ســاعت انکوباســیون

و فرمــول كربــر محاســبه گردیــد.
تغليظ اولية ويروس )اولترا فيلتراسيون(

به منظــور تغلیــظ ویــروس جمــع آوری شــده بــه نســبت 
شــركت   21)TFF( فیلتراســیون  اولتــرا  دســتگاه  از   ،1:10
)Millipore )USA بــا فیلتــر 100 هــزار دالتــون اســتفاده 
ــد و  ــرار داده ش ــخ ق ــروس روی ی ــاوی وی ــن ح ــد. ارل گردی
ــط  ــد. محی ــاور گردی ــر مج ــا فیلت ــی ب ــیون ویروس سوسپانس
ــدازة  ــل ان ــه دلی ــروس ب ــا وی ــرده ام ــور ك ــر عب كشــت از فیلت
ــه  ــدداً ب ــته و مج ــر را نداش ــور از فیلت ــی عب ــر توانای بزرگ ت
ــن بازچرخــش باعــث تغلیــظ  ــاز می گــردد. ای ــی ب ظــرف اصل
ــروس  ــت وی ــردد )28(. در نهای ــر می گ ــا 10 براب ــروس ت وی
ــای 70- درجــة ســانتی گراد  ــه جمــع آوری و در دم تغلیظ یافت

ــد. ــداری ش نگه
آماده سازی وايروزوم

 de Jonge اســاس روش  بــر   ،VSV كاتیونیــک  وایــروزوم 
و همــکاران آمــاده گردیــد )29(. ابتــدا، بــا ایجــاد یــک 

تهیــه   Gibco شــركت  از   15FBS و   DMEM14 تریپســین، 
گردیــد.

کشت سلول
ســلول های مــورد اســتفاده در ایــن تحقیــق ســلول های 
 African Green Monkey( كلیــه میمــون ســبز آفریقایــی
ــلول  ــک س ــه از بان ــد ك Kidney Cells, Vero Cells( می باش
اســت.  شــده  تهیــه  ایــران(  )تهــران،  پاســتور  انســتیتو 
ــط DMEM حــاوی 10 درصــد ســرم گاوی  ســلول ها در محی
و آنتی بیوتیــک پنی ســیلین )U/ml 100( / استرپتومایســین 
ــاعت در  ــدت 24 س ــه م ــر(، ب ــر میلي لیت ــرم ب )100 ماكروگ
گرمخانــة 37 درجــة ســانتی گراد، 5 درصــد CO2 و 95 درصــد 

ــد. ــت داده ش ــت كش رطوب
ويروس

در مطالعــة حاضــر، ویــروس وزیکــولار اســتوماتیتیس بــا تیتــر 
اولیــة 107 میلي لیتــر از بخــش هــاری انســتیتو پاســتور ایــران 

تهیــه گردیــد.
)MOI( تعيين ضريب آلودگی بهينه

ــداد  ــبت تع ــع نس ــه )MOI(16، در واق ــی بهین ــب آلودگ ضری
ذرات ویروســی را بــه ازاء یــک ســلول بــه مــا نشــان می دهــد 
)26(. از ایــن رو، حجــم مناســب ویــروس جهــت آلــوده نمــودن 
ــن  ــی تعیی ــب آلودگ ــای ضری ــر مبن ــلول های ردة Vero ب س
ــاوی 20  ــط ح ــر محی ــور، 100 میکرولیت ــن منظ ــد. بدی گردی
ــا  ــه ب هــزار ســلول Vero جهــت تشــکیل ســلول های تــک لای
تراكــم 80 درصــد بــه همــراه محیــط كشــت DMEM حــاوی 
ــر  ــه ه ــرم گاوی ب ــد س ــک Pen-Strep و 10 درص آنتی بیوتی
 SPL Life Science Co.,( چاهــک پلیــت 96 خانه ای تــه صــاف
Ltd, Korea( افــزوده شــد و پــس از 24 ســاعت انکوباســیون در 
 CO2 ــد ــراه 5 درص ــه هم ــانتی گراد ب ــة س ــة 37 درج گرمخان
ــة 107  ــر اولی ــا تیت ــروس ب ــح وی ــت، تلقی ــد رطوب و 95 درص
ــک  ــر روی ســلول های ت ــا 20 ب ــر در MOI هــای 1 ت میلي لیت
ــرای هــر ضریــب آلودگــی، 3 چاهــک  لایــه صــورت گرفــت. ب
بــا شــرایطی یکســان در نظــر گرفتــه شــد. همچنیــن ســرعت 
ــای  ــروس در زمان ه ــر وی ــه واســطة تکثی ــلول ها ب ــب س تخری
ــورد  ــب م ــی مناس ــب آلودگ ــن ضری ــور تعیی ــف به منظ مختل

ارزیابــی قــرار گرفــت.

تلقيح ويروس
پــس از تشــکیل ســلول های تــک لایــه بــا تراكــم 80 درصــد، 
ــوان دوز  ــی 6 به عن ــب آلودگ ــا ضری ــروس VSV ب ــح وی تلقی
ــوی  ــت و ش ــه شس ــس از دو مرتب ــت. پ ــورت گرف ــه ص بهین
ــی  ــی س ــتریل، 3 س ــر )PBS(17 اس ــفات باف ــا فس ــلول ها ب س
ــلول  ــاوی س ــک ح ــل فلاس ــه داخ ــروس ب ــد وی ــط واج محی
ــاعت در  ــک س ــدت ی ــه م ــک ها ب ــپس فلاس ــد. س ــح ش تلقی
 CO2 ــد ــراه 5 درص ــه هم ــانتی گراد ب ــة س ــه 37 درج گرمخان

14 Dulbecco’s modified eagles’ medium
15 Fetal bovine serum
16 Multiplicity of infection
17 Phosphate-buffered saline

18 Cytopathic effect
19 Karber
20 Tissue culture infectious dose 50%
21 Tangenital flow filtration
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ــه  ــدت 15 دقیق ــه م ــرده و ب ــه ك ــا اضاف ــی میکروتیوب ه تمام
ــرف  ــر مع ــه را در 1 میلی لیت ــوب حاصل ــد. رس ــانتریفیوژ ش س
لــوری حــل كــرده و پــس از انکوباســیون، فولیــن رقیــق شــده 
)نســبت یــک بــه یــک( بــه هــر میکروتیــوب اضافــه و 30 دقیقه 
در تاریکــی قــرار داده شــدند. در نهایــت، هــر میکروتیــوب را در 
ــه صــورت تکرارهــای  ــزا ب چاهک هــای مربوطــه در پلیــت الای
دوتایــی منتقــل كــرده و جــذب نــوری بــا اســتفاده از دســتگاه 
ELISA READER در طــول مــوج 570 نانومتــر خوانــده شــد 
و نتایــج بــه دســت آمــده از رقت هــای ویروســی بــا رقت هــای 

اســتاندارد مقایســه گردیــد.
روش  بــا  ســلولی  زيســتی  توانايــی  ســنجش 

MTT رنگ ســنجی 
به منظــور بررســی اثــر وایــروزوم كاتیونیــک VSV بــر رشــد و 
تکثیــر ســلول های Vero، از روش رنگ ســنجی MTT اســتفاده 
ــوم  ــک تترازولی ــدن نم ــن روش، شکســته ش ــاس ای ــد. اس ش
میتوكندریایــی  دهیدروژنــاز  سوكســینات  آنزیــم  توســط 
ســلول های زنــده اســت. در ایــن روش، مقــدار دانســیتة 
ــگ زرد  ــر رن ــزان تغیی ــک نشــان دهندة می ــر چاه ــوری23 ه ن
ــای  ــاز میتوكندری ه ــت دهیدروژن ــی از فعالی ــش ناش ــه بنف ب
ســلول های زنــده اســت )31(. حــدود 5000 ســلول بــه ازای 
هــر چاهــک كشــت داده شــده و 24 ســاعت زمــان داده شــد 
ــپس  ــبند. س ــه بچس ــت 96 خان ــف پلی ــه ك ــلول ها ب ــا س ت
از  بــر میلی لیتــر  غلظت هــای 3، 5، 10 و 15 میکروگــرم 
وایــروزوم كاتیونیــک VSV بــه ســلول ها اضافــه گردیــده 
ــس از  ــم. پ ــه كردی ــاعت انکوب ــدت 48 س ــه م ــت را ب و پلی
اتمــام زمــان انکوباســیون، محیــط كشــت رویــی تخلیــه شــده 
ــاوی 5  ــت ح ــط كش ــر محی ــک 20 میکرولیت ــر چاه ــه ه و ب
میلی گــرم در میلی لیتــر از محلــول MTT حــل شــده در بافــر 
فســفات افــزوده و بــه مــدت 4 ســاعت در انکوباتــور بــا دمــای 
37 درجــة ســانتی گراد و 5 درصــد CO2 قــرار داده شــد. 
ــینات  ــم سوكس ــط آنزی ــی، MTT توس ــة زمان ــن فاصل در ای
ــی  ــازان آب ــتال های فورم ــده و كریس ــاء ش ــاز احی دهیدروژن
ــه  ــده، ب ــد ش ــگ تولی ــدت رن ــود. ش ــکیل می ش ــگ تش رن
ــده متناســب اســت.  ــا تعــداد ســلول های زن طــور مســتقیم ب
پــس از 4 ســاعت، كریســتال های غیرمحلــول فورمــازان 
تشــکیل شــده، توســط 100 میکرولیتــر از حــلال دی متیــل 
سولفوكســید )DMSO(24 بــه صــورت محلــول در آمــده و در 
ــتگاه  ــتفاده از دس ــا اس ــک ب ــر چاه ــوری ه ــذب ن ــت ج نهای
ــول  ــر ط ــر در براب ــوج 540 نانومت ــول م ــدر در ط ــزا ری الای
مــوج رفرنــس 690 نانومتــر قرائــت شــد. درصــد بقــاء ســلولی 
ــش  ــن آزمای ــد. ای ــور ش ــی 100 منظ ــرل منف ــروه كنت در گ
جهــت نتیجــة بهتــر دو بــار تکــرار شــده و درصــد ســلول های 

ــد: ــر محاســبه گردی ــول زی ــق فرم ــده طب زن
100 )جذب نوری نمونه های كنترل/جذب نوری نمونه های 

تیمار شده( = درصد سلول های زنده
 SDS_PAGE با روش VSV-G بررسی حضور پروتئين

گرادیانــت ســوكروز ناپیوســته ]10-60% (w/v)[، ویــروس 
 ،32000  rpm )دور  ســانتریفیوژ  اولتــرا  طریــق  از   ،VSV
ــدود 200  ــا ح ــانتی گراد( ت ــة س ــای 4 درج ــاعت، دم 2 س
ــذف  ــص و ح ــور تخلی ــپس، به منظ ــد. س ــظ گردی ــر تغلی براب
ــن  ــة مابی ــروس از لای ــردن وی ــارج ك ــس از خ ــوكروز، پ س
ســوكروز 10 درصــد و 60 درصــد، آن را وارد كاســت دیالیــز 
12 میلی لیتــری كــرده و در بافــر HBS بــا PH= 7/4 در 
دمــای 4 درجــة ســانتی گراد بــه مــدت یــک شــبانه روز 
 ،VSV دیالیــز گردیــد. متعاقبــاً، ویــروس دیالیــز شــده 
ــاعت، 4  ــک س ــانتریفیوژ )rpm 32000، ی ــرا س ــط اولت توس
ــه در  درجــة ســانتی گراد( رســوب داده شــد و رســوب حاصل
ــب  ــت تخری ــد. جه ــر HBS 1X حــل ش ــر باف 375 میکرولیت
پوشــش ویروســی و آزادســازی نوكلئوپروتئیــن ویــروس، 375 
میکرولیتــر از دترجنــت DCPC كــه طبــق دســتورالعمل 
ــص  ــروس خال ــه وی ــود، ب ــده ب ــاده گردی ــل آم ــركت از قب ش
 DCPC VSV اضافــه گردیــد و ایــن مخلــوط دترجنــت 
ــرار  ــخ ق ــر روی ی ــه ب ــدت 30 دقیق ــه م ــروس VSV ب و وی
ــروس حــل می شــود( و  ــه پوشــش وی ــن مرحل ــت )در ای گرف
ــی،  ــش ویروس ــن از پوش ــازی نوكلئوپروتئی ــور جداس به منظ
ــدت 30  ــه م ــت DCPC، ب ــاوی دترجن ــی ح ــزات ویروس لی
ــانتی گراد  ــة س ــای 4 درج ــه در دور rpm 32000 و دم دقیق
حــاوی  ســوپرناتانت  نهایــت  در  شــد.  اولتراســانتریفیوژ 
ــد.  ــت ش ــی برداش ــای ویروس ــفولیپید و گلیکوپروتئین ه فس
ــک  ــد كاتیونی ــک، از لیپی ــروزوم كاتیونی ــاخت وای ــت س جه
DOTAP اســتفاده گردیــد. بدیــن منظــور 0/808 ماكرومــول 
در  را  فســفولیپیدها(  كل  درصــد   35(  DOTAP پــودر  از 
كلروفــرم حــل كــرده و در معــرض گاز نیتــروژن خشــک قــرار 
داده تــا حــلال آن بــه طــور كامــل حــذف شــده و بــرای مدت 
ــوپرناتانت  ــت. س ــرار گرف ــلاء ق ــپ خ ــاعت در پم ــان 2 س زم
مرحلــة قبــل بــه DOTAP خشــک شــده اضافــه شــد و بــرای 
ــد.  ــه گردی ــاق انکوب ــای ات ــه در دم ــان 30 دقیق ــدت زم م
پــس از اتمــام 30 دقیقــه، به منظــور شــکل گیری مجــدد 
پوشــش ویــروس، دترجنــت DCPC از طریــق دیالیــز حــذف 
ــا  ــه ســوپرناتانت حــاوی پروتئین ه ــن صــورت ك ــد. بدی گردی
و لیپیدهــای ویروســی، DCPC و DOTAP بــه كاســت دیالیــز 
ــبانه روز  ــدت دو ش ــه م ــده و ب ــری وارد گردی 3-0/5 میلی لیت
ــانتی گراد  ــة س ــای 4 درج ــر HBS 1X در دم ــر باف در 2 لیت
ــز و  ــد دیالی ــام فراین ــس از اتم ــت پ ــد. در نهای ــز گردی دیالی
حــذف دترجنــت DCPC، وایــروزوم كاتیونیــک VSV بــه 

ــد. ــت گردی ــل رؤی ــی قاب ــفید رنگ ــاط س صــورت نق
سنجش ميزان پروتئين تام )تست لوری(

غلظــت پروتئیــن موجــود در وایــروزوم كاتیونیــک، بــا اســتفاده 
از تســت لــوری تخمیــن زده شــد )30(. رقت هــای ســریالی از 
ــای اســتاندارد  ــوان رقت ه ــن گاوی )BSA(، به عن ســرم آلبومی
آمــاده گردیــد. بــه همــة نمونه هــا اعــم از اســتاندارد و 
ــد  ــه گردی ــولات اضاف ــی ك ــدیم دئوكس ــول س ــول، محل مجه
.ســپس محلــول )تری كلرواســتیک اســید TCA)22 را بــه 

22 Trichloro acetic acid
23 Optical density
24 Dimethyl sulfoxide
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كاتیونیــک VSV بــا اســتفاده از تســت لــوری، 0/8 میلی گــرم 
ــد.  ــن زده ش ــر تخمی در میلی لیت

SDS_ بــا روش VSV-G بررســی حضــور پروتئيــن
PAGE

در تصویــر 1 محتویــات پروتئینــی ویــروس ســالم VSV و 
وایــروزوم كاتیونیــک VSV قابــل مشــاهده می باشــد. وزن 

مولکولــی پروتئیــن VSV-G ، 63 كیلودالتــون می باشــد.

تصويــر 1- ژل الکتروفــورز. )A(: نشــانگر پروتئینــی. )B(: ویــروس ســالم VSV. )C(: وایــروزوم 
.VSV-G حــاوی پروتئیــن VSV كاتیونیــک

Vero اثر وايروزوم بر زنده مانی سلول های

ردة ســلولی Vero بــا غلظت هــای مختلــف 3، 5، 10 و 15 
ــه  ــک VSV ب ــروزوم كاتیونی ــر از وای ــر میلی لیت ــرم ب ماكروگ
ــروزوم  ــمیت وای ــزان س ــد. می ــار ش ــاعت تیم ــدت 48 س م
كاتیونیــک، بــا افزایــش غلظــت )15 ماكروگــرم بــر میلی لیتــر( 
بــا تغییراتــی از جملــه كاهــش حجــم و گــرد شــدن ســلول ها 
ــای  ــروزوم، بق ــن وای ــر 2(. همچنی ــود )تصوی ــل مشــاهده ب قاب
ســلولی را در مقایســه بــا چاهــک كنتــرل، بــا افزایــش غلظــت 

ــه صــورت معنــی داری كاهــش داد )نمــودار 1(. ب
VSV سايز وايروزوم کاتيونيک

ســایز وایــروزوم كاتیونیــک ســاخته شــده بــا اســتفاده از 
وایــروزوم  ســایز  شــد.  اندازه گیــری   zetasizer دســتگاه 
زتــا 6/75+  پتانســیل  دارای  و  نانومتــر  كاتیونیــک 186/6 
بــود.  0/234  27)PDI( پراكندگــی  شــاخص  و  میلی ولــت 

بحث و نتيجه گيري
ــک مشــتق  ــروزوم كاتیونی ــه ســاخت وای ــة حاضــر، ب در مطالع
شــده از ویــروس VSV بــا اســتفاده از دترجنــت DCPC و 
ــانی  ــی ژن رس ــور كل ــه ط ــد. ب ــه ش ــک پرداخت ــد كاتیونی لیپی
بــا دو روش حامل هــای ویروســی و غیــر ویروســی انجــام 
می گیــرد. سیســتم تحویــل ژن ایــده آل دارای ســه معیــار 
از  را  انتقالــی  ژن  می بایســت  حاملیــن  می باشــد:  عمــده 
ــلولی  ــل  س ــای داخ ــاز درون ماتریکس ه ــای اندونوكلئ آنزیم ه

وایــروزوم  VSV-G در  پروتئیــن  تأییــد حضــور  به منظــور 
كاتیونیــک تشــکیل شــده، از روش ســدیم دودســیل ســولفات 
ــتفاده  ــورز )SDS-PAGE( اس ــد ژل الکتروف ــل آمی ــی آكری پل
ــا 15 درصــد  گردیــد كــه شــامل ژل جداكننــدة 12 درصــد ت
به منظــور   .)32( می باشــد  درصــد   5 متراكم كننــدة  ژل  و 
ــد  ــر بای ــورد نظ ــای م ــدا پروتئین ه ــا، ابت ــازی نمونه ه آماده س
بــه حالــت خطــی تبدیــل شــوند. بدیــن منظــور پروتئین هــا در 
مقــدار كافــی از SDS و همچنیــن مــادة احیاء كننــدة مركاپتــو 
ــرار  ــولفیدی ق ــای دی س ــردن بانده ــن ب ــت از بی ــول جه اتان
ــازی  ــس از آماده س ــم. پ ــرارت می دهی ــی ح ــه و دقایق گرفت
ژل، دســتگاه الکتروفــورز را بــه داخــل تانــک الکتروفــورز 
ــا  ــورز را ب ــزن الکتروف ــک و مخ ــزن تان ــرده و مخ ــل ك منتق
ــی را  ــانگر پروتئین ــپس نش ــم. س ــر می كنی ــک 1X پ ــر تان باف
در چاهــک اول و بــه ترتیــب نمونه هــای ویــروس VSV ســالم 
ــت  ــود كــرده و در نهای ــس از آن ل ــروزوم كاتیونیــک را پ و وای
ــه روش كوماســی  ولتــاژ را وصــل می كنیــم. رنگ آمیــزی ژل ب
بلــو انجــام گرفــت و پــس از رنگبــری ژل، بــه بررســی باندهــای 

تشــکیل شــده پرداختــه شــد.

تعيين سايز و بار وايروزوم کاتيونيک
ــا روش پراكندگــی  ــروزوم كاتیونیــک VSV، ب ــار وای ســایز و ب
دســتگاه  از  اســتفاده  بــا  و   25)DLS( دینامیکــی  نــور 
 (ZETASIZER NANO-ZS90 (Malvern Instruments
ــبت 1:6 در  ــه نس ــروزوم ب ــای وای ــد. نمونه ه ــری ش اندازه گی
بافــر PBS رقیــق شــده و یــک میلی لیتــر از آن در دمــای 25 

درجــة ســانتی گراد آنالیــز گردیــد.
آناليز آماری

ــش  ــزار SPSS ویرای ــا از نرم اف ــاری داده ه ــز آم ــور آنالی به منظ
ــراف  ــد و انح ــورت درص ــه ص ــج ب ــد و نتای ــتفاده گردی 21 اس
معیــار گــزارش شــد. جهــت بررســی و تجزیــه و تحلیــل 
آمــاری داده هــا از آزمــون واریانــس یکطرفــه26 اســتفاده 
گردیــد. مقادیــر P> 0/05 به عنــوان ســطح معنــی داری نتایــج 

ــد. ــه ش ــر گرفت در نظ

يافته ها
تعيين ضريب آلودگی بهينه

ــاعت  ــس از 48 س ــا 20 پ ــی 1 ت ــای آلودگ ــی ضریب ه بررس
انکوباســیون نشــان داد كــه ضریــب آلودگــی بهینــه وابســته بــه 
زمــان بــوده و در زمان هــای مختلــف، اثــرات آســیب ســلولی در 
چاهک هــای مختلــف تغییــر می نمایــد. جهــت تکمیــل ســیکل 
ویــروس و كاهــش میــزان تولیــد ذرات شــبه ویروســی، ضریــب 

آلودگــی 6 بــا دوره انکوباســیون 24 ســاعته انتخــاب شــد.
تعيين غلظت پروتئين تام وايروزوم کاتيونيک

ویــروس VSV تغلیــظ شــده، دارای غلظــت پروتئینــی معــادل 
ــروزوم  ــی وای ــت نهای ــود. غلظ ــر ب ــرم در میلی لیت 2/5 میلی گ

25 Dynamic light scattering
26 ANOVA
27 Index of dispersion
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ــان  ــا زم ــه ت ــد ك ــی را می ده ــن توانای ــا ای ــوای آن ه ــه محت و ب
رســیدن بــه سیتوپلاســم ســالم باقــی بماننــد. ایــن امــر منجــر 
ــایر سیســتم های  ــه س ــا نســبت ب ــدة وایروزوم ه ــز عم ــه تمای ب
لیپوزومــی شــده اســت )16(. همچنیــن، وایروزوم هــا بــه دلیــل 
توانایــی اتصــال بــا میــل تركیبــی بــالا بــه گیرنده هــای خــود بــر 
روی ســطح غشــاءهای بیولوژیکــی، اندوســیتوز را القــاء كــرده و 
ــیار  ــای بس ــا پروتئین ه ــی ب ــای اندوزوم ــام غش ــه ادغ ــر ب منج
فیوژنیــک خــود می گردنــد )39(. لازمــة اســتفادة موفقیت آمیــز 
ــن  ــت. بدی ــایی اس ــای غش ــازی پروتئین ه ــا، بازس از وایروزوم ه
ــا  ــه گیرنده ه ــال ب ــک و اتص ــواص ایمونولوژی ــه خ ــورت ك ص
و فعالیت هــای فیوژنیــک آن هــا حفــظ شــود )29(. زمانــی 
ــای غشــایی اطــلاق می شــود  ــه پروتئین ه ــوم بازســازی، ب مفه
ــت، از  ــک دترجن ــا كمــک ی ــد نظــر ب ــن م ــاً پروتئی ــه عموم ك
ــذف  ــا ح ــاً ب ــده و متعاقب ــتخراج ش ــود اس ــی خ ــاء اصل غش
دترجنــت در غشــای تشــکیل شــدة جدیــد جــای گیــرد )40(.

در ایــن مطالعــه بــه دلیــل نوروتروپیســم بــودن ویــروس 
بــا  اتصــال  بــه  گرایــش  و  اســتوماتیتیس  وزیکــولار 
روی  بــر  موجــود   )PS( ســرین  فســفاتیدیل  گیرنده هــای 
به منظــور  ویــروس  ایــن  از  مغــزی،  ســلول های  غشــاء 
ســاخت وایــروزوم كاتیونیــک اســتفاده گردیــد. پروتئیــن 
گیرنده هــای  دارای  اســتوماتیتیس  وزیکــولار  ویــروس   G
پراكنــده بــر روی ســطح اكثــر غشــاءهای ســلولی اســت. برهــم 
ــک و  ــتاتیک، هیدروفوبی ــی الکترواس ــای غیراختصاص كنش ه

ــد ژن را از غشــای پلاســمایی  ــن بای ــد، همچنی محافظــت كنن
ــه  ــد هیچ گون ــرده و نبای ــل ك ــدف منتق ــلول ه ــتة س ــه هس ب
ســمیتی را ایجــاد كننــد )12(. ژن رســانی و همچنیــن تحویــل 
ــه  ــزی ك ــی -مغ ــد خون ــود س ــل وج ــه دلی ــز ب ــه مغ دارو ب
ــور  ــازه عب ــک اج ــدازة كوچ ــا ان ــی ب ــه نانوذرات های ــی ب حت
ــا  ــه ب ــدی در رابط ــکات كلی ــن ن ــی از مهم تری ــد، یک نمی ده
ــی بیماری هــای سیســتم اعصــاب مركــزی می باشــد.  ژن درمان
سیســتم های ویروســی نســبت بــه سیســتم های غیــر ویروســی 
قدیمی تــر و كارآمدتــر بــوده زیــرا ویروس هــا بــه طــور طبیعــی 
از مکانیســم های متنوعــی بــرای عبــور از موانــع ســلولی 
اســتفاده می كننــد )34 ،33(. علی رغــم اســتفادة وســیع از 
ــه  سیســتم های ویروســی، امــروزه حامل هــای غیــر ویروســی ب
ــوان  ــوع بیشــتر به عن ــان و تن ــد آس ــر، تولی ــی بالات ــل ایمن دلی
ــد )35(.  ــرار گرفته ان ــه ق ــورد توج ــب م ــن مناس ــک جایگزی ی
ــی،  ــرو ویروس ــای رت ــه حامل ه ــی از جمل ــتم های ویروس سیس
آدنــو ویروســی و لنتــی ویروســی معمــولاً نســبت به دیگــر موارد 
ــل  ــرای تحوی ــا ب ــد، ام ــل كرده ان ــر عم ــل ژن مؤثرت در تحوی
ــا  ــنتتیک، پروتئین ه ــای س ــه الیگونوكلئوتیده ــی از جمل عوامل
یــا تركیبــات كوچــک، ایــده آل نمی باشــند )38-36(. مطالعــات 
ــروزوم  ــه وای ــا نشــان می دهــد ك ــون وایروزوم ه گوناگــون پیرام
ــه  ــیاری از جمل ــی بس ــال بیولوژیک ــای فع ــد مولکول ه می توان
اســیدهای نوكلئیــک، پپتیدهــا، پروتئین هــا و مولکول هــای آلــی 
كوچــک را بــا خــود حمــل كــرده و همچنیــن در برابــر تجزیــة 
پروتئولیتیــک و اندوزوم هــای pH پاییــن از آن هــا حفاظــت كرده 

ــف(:  ــولار اســتوماتیتیس. )ال ــروس وزیک ــا وی ــی ردة ســلولی Vero ب ــرات آســیب ســلولی )CPE( ناشــی از آلودگ ــر 2- اث تصوي
ــم  ــش حج ــاختاری )كاه ــکل س ــر ش ــروس. تغیی ــه وی ــوده ب ــلول های آل ــایتوپاتیک س ــرات س ــالم Vero. )ب(: اث ــلول های س س
ــت. ــاهده اس ــل مش ــالم قاب ــلول های س ــا س ــه ب ــروزوم در مقایس ــی از وای ــلول های Vero ناش ــا( س ــدن آن ه ــرد ش ــلول ها و گ س

ــودار 1- ســمیت وایــروزوم كاتیونیــک VSV در ســلول های Vero در 48 ســاعت در مقایســه  نم
بــا گــروه كنتــرل )غلظــت صفــر(. ســمیت ســلولی بــا آزمــون MTT ســنجیده شــد. هــر ســتون 

ــرل(. ــا كنت ــا می باشــد )P>0/05* در مقایســه ب ــار در نمونه ه ــن و انحــراف معی ــر میانگی بیانگ
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ــا وزن مولکولــی 63 كیلــو  ســاخته شــده حــاوی پروتئیــن G ب
ــد  ــالم VSV فاق ــروس س ــا وی ــه ب ــوده و در مقایس ــون ب دالت
ــروزوم كاتیونیــک،  نوكلئوكپســید می باشــد. قطــر میانگیــن وای
ــی ذرات 0/234  ــر و شــاخص پراكندگ در حــدود 186/6 نانومت
ــروزوم  ــة وای ــه نمون ــی از آن اســت ك ــن شــاخص حاك ــود. ای ب
ــروس  ــوژن می باشــد. وی ــی هم ــور منطق ــه ط ســاخته شــده ب
ــدود 196  ــی در ح ــالم دارای طول ــتوماتیتیس س ــولار اس وزیک
ــج  ــن، نتای ــت )45(. همچنی ــر اس ــرض 70 نانومت ــر و ع نانومت
ــلولی  ــر ردة س ــروزوم ب ــرات سایتوتوكســیک وای ــه اث ــوط ب مرب
ــد مهــار  ــا آزمــون MTT تعییــن گردیــد، یــک رون Vero كــه ب

ــد. ــه غلظــت را نشــان می ده ــلولی وابســته ب ــر س تکثی

 VSV-G همچنیــن در تحقیقاتــی كــه بــر روی پروتئیــن
انجــام گرفتــه اســت، ایــن پروتئیــن به عنــوان یــک پروتئیــن 
ــده  ــی گردی ــف معرف ــلول های مختل ــی س ــم در ژن درمان مه
ــن  ــر روی پروتئی ــه Coil و Miller ب ــه ای ك ــت. در مطالع اس
ــلولی  ــم س ــه تروپیس ــد ك ــان داده ش ــد، نش ــام دادن G انج
ــل وجــود فســفاتیدیل ســرین  ــه دلی ــن، ب ــن پروتئی ــالای ای ب
ــش  ــت )Dobrzynska .)46 و همکاران ــلول ها اس ــطح س در س
نشــان دادنــد كــه ســلول های ســرطانی قــادر بــه بیــان 
ــه  ــر بیشــتری از مولکــول فســفاتیدیل ســرین نســبت ب مقادی
ســلول های طبیعــی می باشــند )47(. در پژوهشــی دیگــر كــه 
Jiang و همکارانــش در ســال 2004 انجــام دادنــد، نشــان داده 
ــه یــک هــدف اختصاصــی در  شــد كــه به منظــور دســتیابی ب
 ،CNS درمــان ســرطان های مغــزی و بیماری هــای مرتبــط بــا
لیپوزوم هــا می تواننــد بــا تركیبــات ویروســی )وایــروزوم( 
ادغــام شــده و بــه دلیــل انــدازة كوچــک و تركیبــات لیپیــدی 
ســلول های  بــه  ورود  در  ذاتــی  توانایــی  خــود،  ســاختار 
ــا  ــند. آن ه ــته باش ــز (BCECs)30 داش ــی مغ ــال مویرگ اندوتلی
در ایــن تحقیــق فاكتــور نوروتروپیــک مشــتق شــده از ســلول 
ــل  ــق تحوی ــرایط in-vivo، از طری ــال )GDNF(31 را در ش گلی
ــه اكثــر  ــه BCEC، از عــرض ســد خونــی -مغــزی كــه ب ژن ب
تركیبــات و بســیاری از داروهــا نفــوذ ناپذیــر اســت، با اســتفاده 
 mGDNF ــدة ژن ــه در بردارن ــروس 32HVJ ك ــوزوم وی از لیپی

ــد )48(. ــور دادن ــود، عب ب

بــا توجــه بــه عــدم موفقیــت درمان هــای رایــج انــواع ســرطان 
از جملــه تومورهــای مغــزی، افزایــش تحویــل و ســمیت 
بــرای تومورهــای مغــزی بــه واســطة ناقلیــن ویروســی و غیــر 
ــور و  ــه ســمت توم ــش ب ــا گرای ــن ســلولی ب ویروســی، حاملی
 VSV-G بیان كننــدة ژن هــای درمانــی و نیــز تروپیســم بــالای
بــه فســفاتیدیل ســرین ســلول های ســرطانی، وایــروزوم 
به عنــوان  می توانــد  اســتوماتیتیس  وزیکــولار  كاتیونیــک 
 ،Trail كاندیــدی بــرای تحویــل مؤثــر ژن القاء كننــدة آپوپتــوز
در كنــار داروهــای شــیمی درمانــی و رادیوتراپــی، مــورد 
اســتفاده قــرار گیــرد. البتــه تحقیقــات بیشــتر بــر روی نحــوة 
دقیــق عبــور از ســد خونــی -مغــزی و همچنیــن القــای اثــرات 
سایتوتوكســیک و آپوپتوژنیــک بــر روی رده هــای ســلولی 

فســفولیپیدهای بــا بــار منفــی، در اتصــال پروتئیــن VSV-G به 
ســطح غشــاءها دخالــت دارنــد )41(.

تــا بــه امــروز بــا وجــود تمــام كاســتی ها، چندیــن روش 
ــت. Paternos ter و  ــه اس ــام گرفت ــروزوم انج ــاخت وای ــرای س ب
همــکاران در ســال 1989، از Triton X-100 به منظــور حــل 
ــه  ــت ب ــذف دترجن ــال آن ح ــه دنب ــاء VSV و ب ــردن غش ك
ــک )SM2 Bio-Beads( اســتفاده  ــای هیدروفوبی كمــک رزین ه
ــا اســتفاده  نمودنــد. در ایــن روش برخــی ضعف هــای مرتبــط ب
ــتن  ــه داش ــتریل نگ ــه اس ــک از جمل ــای هیدروفوبی از رزین ه
ــرار  ــه ق ــد ك ــزارش كردن ــن گ شــرایط، وجــود داشــت. همچنی
گرفتــن طولانی مــدت پروتئیــن G در معــرض رزین هــای 
هیدروفوبیــک، منجــر بــه غیرفعــال شــدن بخشــی از آن 
می شــود )Paternos ter .)42 و همــکاران در ســال 1997، از 
 CMC ــا ــت ب ــک دترجن ــوان ی ــد )OG( به عن ــل گلوكوزی اكتی
ــورت  ــز ص ــذف آن، دیالی ــور ح ــرده و به منظ ــتفاده ك ــالا اس ب
گرفــت. آن هــا تنهــا قــادر بــه بازیابــی پروتئین هــای عملکــردی 
G در غلظت هــای كمــی از OG شــدند )40(. در ایــن مطالعــه، 
به منظــور ســاخت وایــروزوم كاتیونیــک مشــتق شــده از ویــروس 
وزیکــولار اســتوماتیتیس، روشــی كــه قبــلًا توســط de Jonge و 
ــه كار گرفتــه  ــود، ب همــکاران در ســال 2006 اســتفاده شــده ب
ــبه  ــل ش ــک عام ــه ی ــن روش، DCPC ك ــاس ای ــر اس ــد. ب ش
ــالا اســت، به منظــور حــل  ــا CMC ب ــاه زنجیــر ب دترجنــت كوت
ــن  ــت. ای ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــی م ــش ویروس ــردن پوش ك
مــاده نســبت بــه ســایر دترجنت هــا بی خطــر بــوده و می توانــد 
ــای  ــذف غش ــض ح ــه مح ــردد. ب ــذف گ ــز ح ــق دیالی از طری
ــر  ــه وســیلة DCPC، مقادی ــروس وزیکــولار اســتوماتیتیس ب وی
زیــادی از پروتئیــن G از ویــروس اســتخراج گردیــده و بــه دنبال 
آن نوكلئوپروتئیــن ویروســی از طریــق اولتــرا ســانتریفیوژ حذف 
شــد. دیالیــز لیــزات ویروســی و در نتیجــه حــذف DCPC منجــر 
بــه بازســازی غشــای وزیکول هــا بــه همــراه گلیکوپروتئین هــای 
ــر روی  ــت ب ــار مثب ــاد ب ــور ایج ــد )29(. به منظ ــطحی گردی س
ــی  ــروزوم، از لیپیــد كاتیونیــک اســتفاده شــد. زمان ســاختار وای
كــه لیپیدهــای كاتیونیــک قبــل از بازآرایی پوشــش ویروســی در 
ســاخت وایــروزوم مــورد اســتفاده قــرار می گیرنــد، وایروزوم هــا 
بــرای اتصــال یــا در برگرفتــن دئوكســی ریبونوكلئیــک اســید28 
 29)siRNA( ــر كوچــک ــید تداخل گ ــک اس ــا ریبونوكلئی )43( ی
ــن اســیدهای نوكلئیــک را  ــاً ای )44( مناســب تر شــده و متعاقب
ــن شــرایط لیپیــد  ــل خواهنــد داد )29(. در ای ــه هــدف تحوی ب
كاتیونیــک بــار مثبــت بــه ســطح وایــروزوم القــاء كــرده و همین 
ــوص  ــدف و به خص ــول ه ــتر مولک ــال بیش ــه اتص ــر ب ــر منج ام
ــود.  ــروزوم می ش ــا ســطح وای ــک اســید ب دئوكســی ریبونوكلئی
ویــروس VSV تغلیــظ شــده دارای غلظتــی برابــر بــا 2/5 
میلی گــرم در میلی لیتــر بــوده و غلظــت 0/8 میلی گــرم در 
میلی لیتــر وایــروزوم ســاخته شــده نشــان دهندة آن اســت 
ــای  ــیاری از پروتئین ه ــروزوم بس ــاخت وای ــة س ــه در پروس ك
ســاختاری و نوكلئوپروتئیــن ویــروس از بیــن رفتــه اســت. نتایج 
ــک  ــروزوم كاتیونی ــه وای ــان داد ك ــل از SDS-PAGE نش حاص

28 DNA
29 Small interfering ribonucleic acid
30 Brain capillary endothelial cells

31 Glial cell-derived neurotrophic factor
32 Hemagglutinating virus of Japan
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زیست شناســی  رشــتة  در  دكتــری  درجــة  اخــذ  جهــت 
-میکروبیولــوژی از دانشــگاه آزاد اســلامی واحــد قــم می باشــد. 
بدینوســیله از تمامــی اســاتید شــركت كننده در ایــن پژوهــش 

می گــردد. سپاســگزاری 

ــد. ــر می رس ــه نظ ــروری ب ــزی ض ــای مغ توموره

تشکر و قدردانی

ایــن مقالــه حاصــل پایان نامــة خانــم دلارام احمــدی بــه 

منابع
437-70.

13. Earp LJ, Delos S, Park H, White J. The many 
mechanisms of viral membrane fusion proteins. 
Membrane Trafficking in Viral Replication. 2004; 25-66.

14. Jardetzky TS, Lamb RA. Virology: a class act. 
Nature. 2004; 427(6972): 307.

15. Almeida J, Edwards DC, Brand C, Heath T. Formation 
of virosomes from influenza subunits and liposomes. The 
Lancet. 1975; 306(7941): 899-901.

16. Kaneda Y. Virosomes: evolution of the liposome as a 
targeted drug delivery sys tem. Advanced drug Delivery 
Reviews. 2000; 43(2-3): 197-205.

17. Schlegel R, Dickson RB, Willingham MC, Pas 

tan IH. Amantadine and dansylcadaverine inhibit 
vesicular s tomatitis virus uptake and receptor-mediated 
endocytosis of alpha 2-macroglobulin. Proceedings of 
the National Academy of Sciences. 1982; 79(7): 2291-5.

18. Wehland J, Willingham MC, Gallo MG, Pas tan I. 
The morphologic pathway of exocytosis of the vesicular 
s tomatitis virus G protein in cultured fibroblas ts. Cell. 
1982; 28(4): 831-41.

19. Helenius A, Mellman I, Wall D, Hubbard A. 
Endosomes. Trends in Biochemical Sciences. 1983; 8(7): 
245-50.

20. Pas tan I, Willingham MC. Receptor-mediated 
endocytosis: coated pits, receptosomes and the Golgi. 
Trends in Biochemical Sciences. 1983; 8(7): 250-4.

21. Ghandehari F, Behbahani M, Pourazar A, 
Nourmohammadi Z. Producing vesicular s tomatitis 
virus G (VSVG) protein and assessment of its cytotoxic 
activity agains t breas t cancer cells. Journal of Isfahan 
Medical School. 2015; 33(325): 221-30.

22. Cartwright B, Smale C, Brown F. Surface s tructure of 
vesicular s tomatitis virus. Journal of General Virology. 
1969; 5(1): 1-10.

23. Schloemer RH, Wagner RR. Sialoglycoprotein of 
vesicular s tomatitis virus: role of the neuraminic acid in 
infection. Journal of virology. 1974; 14(2): 270-81.

24. Schloemer RH, Wagner RR. Cellular adsorption 
function of the sialoglycoprotein of vesicular s tomatitis 
virus and its neuraminic acid. Journal of Virology. 1975; 

1. Lykken EA, Shyng C, Edwards RJ, Rozenberg A, 
Gray SJ. Recent progress and considerations for AAV 
gene therapies targeting the central nervous sys tem. J 
Neurodev Disord. 2018; 10(1): 16. doi: 10.1186/s11689-
018-9234-0.

2. Cos tantini L, Bakowska J, Breakefield X, Isacson O. 
Gene therapy in the CNS. Gene Ther. 2000; 7(2): 93-109.

3. Pardo J, R Morel G, As tiz M, I Schwerdt J, L 
Leon M, S Rodriguez S, et al. Gene therapy and cell 
reprogramming for the aging brain: achievements and 
promise. Curr Gene Ther. 2014; 14(1): 24-34.

4. Patel MM, Patel BM. Crossing the blood-brain 
barrier: recent advances in drug delivery to the brain. 
CNS Drugs. 2017; 31(2): 109-33.

5. Elias D, Blot F, El Otmany A, Antoun S, Lasser P, Boige 
V, et al. Curative treatment of peritoneal carcinomatosis 
arising from colorectal cancer by complete resection and 
intraperitoneal chemotherapy. Cancer. 2001; 92(1): 71-6.

6. Pardridge WM. Drug and gene targeting to the brain 
via blood–brain barrier receptor-mediated transport 
sys tems. International Congress Series. 2005; 49-62.

7. Maussang D, Rip J, van Kregten J, van den Heuvel 
A, van der Pol S, van der Boom B, et al. Glutathione 
conjugation dose-dependently increases brain-specific 
liposomal drug delivery in vitro and in vivo. Drug 
Discov Today Technol. 2016; 20: 59-69.

8. Pardridge WM. Blood-brain barrier delivery. Drug 
Discov Today. 2007; 12(1-2): 54-61.

9. Pandey PK, Sharma AK, Gupta U. Blood brain barrier: 
An overview on s trategies in drug delivery, realis tic in 
vitro modeling and in vivo live tracking. Tissue Barriers. 
2016; 4(1): e1129476.

10. Tapeinos C, Battaglini M, Ciofani G. Advances in 
the design of solid lipid nanoparticles and nanos tructured 
lipid carriers for targeting brain diseases. J Control 
Release. 2017; 264: 306-32.

11. Morgan JR. Gene therapy protocols. Springer 
Science & Business Media. 2002.

12. Cevher E, Sezer AD, Çağlar E. Gene delivery sys 

tems: recent progress in viral and non-viral therapy. 
Recent Advances in Novel Drug Carrier Sys tems. 2012; 



8181

د وره هشتم، شماره دوم، بهار 1399

Adeno-associated virus vectors: potential applications 
for cancer gene therapy. Cancer Gene Therapy. 2005; 
12(12): 913-25.

38. Young LS, Searle PF, Onion D, Mautner V. Viral 
gene therapy s trategies: from basic science to clinical 
application. The Journal of Pathology. Journal of 
Pathology. 2006; 208(2): 299-318.

39. Zabner J, Fasbender AJ, Moninger T, Poellinger KA, 
Welsh MJ. Cellular and molecular barriers to gene transfer 
by a cationic lipid. Journal of Biological Chemis try. 1995; 
270(32): 18997-9007.

40. Paternos tre M, Viard M, Meyer O, Ghanam M, Ollivon 
M, Blumenthal R. Solubilization and recons titution of 
vesicular s tomatitis virus envelope using octylglucoside. 
Biophysical Journal. 1997; 72(4): 1683-94.

41. Carneiro FA, Bianconi ML, Weissmüller G, Stauffer F, 
Da Poian AT. Membrane recognition by vesicular s tomatitis 
virus involves enthalpy-driven protein-lipid interactions. 
Journal of Virology. 2002; 76(8): 3756-64.

42. Paternos tre MT, Lowy RJ, Blumenthal R. pH‐
dependent fusion of recons tituted vesicular s tomatitis 
virus envelopes with vero cells Measurement by 
dequenching of fluorescence. FEBS Letters. 1989; 
243(2): 251-8.

43. Schoen P, Chonn A, Cullis P, Wilschut J, Scherrer P. 
Gene transfer mediated by fusion protein hemagglutinin 
recons tituted in cationic lipid vesicles. Gene Therapy. 
1999; 823-32.

44. de Jonge J, Holtrop M, Wilschut J, Huckriede A. 
Recons tituted influenza virus envelopes as an efficient 
carrier sys tem for cellular delivery of small-interfering 
RNAs. Gene Therapy. 2006; 13(5): 400.

45. Ge P, Tsao J, Schein S, Green TJ, Luo M, Zhou ZH. 
Cryo-EM model of the bullet-shaped vesicular s tomatitis 
virus. Science. 2010; 327(5966): 689-93.

46. Coil DA, Miller AD. Phosphatidylserine is not the cell 
surface receptor for vesicular s tomatitis virus. Journal of 
Virology. 2004; 78(20): 10920-6.

47. Dobrzyńska I, Szachowicz-Petelska B, Sulkowski 
S, Figaszewski Z. Changes in electric charge and 
phospholipids composition in human colorectal cancer 
cells. Molecular and Cellular Biochemis try. 2005; 276(1-
2): 113-9.

48. Jiang C, Koyabu N, Yonemitsu Y, Shimazoe T, 
Watanabe S, Naito M, et al. In vivo delivery of glial 
cell-derived neurotrophic factor across the blood-brain 
barrier by gene transfer into brain capillary endothelial 
cells. Human Gene Therapy. 2003; 14(12): 1181-91.

15(4): 882-93.

25. Has tie E, Cataldi M, Marriott I, Grdzelishvili VZ. 
Unders tanding and altering cell tropism of vesicular 
stomatitis virus. Virus Research. 2013; 176(1-2): 16-32.

26. González-Jara P, Fraile A, Canto T, García-Arenal 
F. The multiplicity of infection of a plant virus varies 
during colonization of its eukaryotic hos t. Journal of 
Virology. 2009; 83(15): 7487-94.

27. Ramakrishnan MA. Determination of 50% endpoint 
titer using a simple formula. World Journal of Virology. 
2016; 5(2): 85.

28. Wickramasinghe S, Kalbfuss B, Zimmermann A, 
Thom V, Reichl U. Tangential flow microfiltration and 
ultrafiltration for human influenza A virus concentration 
and purification. Biotechnology and Bioengineering. 
2005; 92(2): 199-208.

29. de Jonge J, Schoen P, Stegmann T, Wilschut J, 
Huckriede A. Use of a dialyzable short-chain phospholipid 
for efficient solubilization and recons titution of influenza 
virus envelopes. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Biomembranes. 2006; 1758(4): 527-36.

30. Peterson GL. A simplification of the protein assay 
method of Lowry et al. which is more generally applicable. 
Analytical Biochemis try. 1977; 83(2): 346-56.

31. Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cellular 
growth and survival: application to proliferation and 
cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods. 
1983; 65(1-2): 55-63.

32. Laemmli UK. Cleavage of s tructural proteins during 
the assembly of the head of bacteriophage T4. Nature. 
1970; 227(5259): 680-5.

33. Yin H, Kanas ty RL, Eltoukhy AA, Vegas AJ, Dorkin 
JR, Anderson DG. Non-viral vectors for gene-based 
therapy. Nature Reviews Genetics. 2014; 15(8): 541-55.

34. Boulaiz H, Marchal JA, Prados J, Melguizo C, 
Aranega A. Non-viral and viral vectors for gene therapy. 
Cellular and Molecular Biology (Noisy-le-Grand, 
France). 2005; 51(1): 3-22.

35. Li SD, Huang L. Gene therapy progress and 
prospects: non-viral gene therapy by sys temic delivery. 
Gene Therapy. 2006; 13(18): 1313-9.

36. Baum C, Schambach A, Bohne J, Galla M. Retrovirus 
vectors: toward the plentivirus? Molecular Therapy. 
2006; 13(6): 1050-63.

37. Li C, Bowles DE, van Dyke T, Samulski RJ. 


