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  مقدمه
 1انسـاني تيـپ   Tهـاي  ويروس لنفوتروپيـك سـلول  

)HTLV-1 (    اولين رتروويروس انسـاني اسـت كـه در
ايــن ويــروس در . )1( كشــف شــد 1980اوايـل ســال 

مناطقي ازجهان مثل ژاپـن، حـوزه دريـاي كارائيـب،     
در حـال  . )2( افريقا و خراسان ايـران انـدميك اسـت   

ميليون نفرازجمعيت دنيا بـه ايـن ويـروس     20حاضر
درصــد آن هــا بــه ســوي  3-5 انــد كــه حــدود آلــوده

ــه دو بيمــاري عمــده   بيمــاري هــاي مختلــف از جمل
اپارزي اسپاسـتيك  پار/ HTLV-1 ميلوپاتي وابسته به

هـاي   لنفوم سـلول /و لوسمي )HAM/TSP( تروپيكال
T بزرگســالان )ATLL (كننــد ســوق پيــدا مــي )3(. 

، بـا متوسـط   يك بيمـاري پيشـرونده   ATLLبيماري 

 4رنوع حاد مي باشد كه به ماه د 6طول عمر كمتر از
و لنفوما تقسيم بنـدي   smolderingنوع حاد، مزمن، 

تاكنون شيمي درماني روتـين در مـورد   . )4( شود مي
ها، بر عليه اين بيماري موثر نبوده است  ديگر لوسمي

و مطالعات دارويـي كمـي بـا توجـه بـه خصوصـيات       
  .)5( ويروس بر روي آن صورت گرفته است

يك ويـروس وابسـته بـه سـلول      HTLV-1ويروس 
هـا   انتقال لنفوسيتاست و انتقال آن معمولاً از طريق 

اين ويروس غير سـيتوليتيكي اسـت   . گيرد صورت مي
هاي معمـول ويـروس شناسـي در كشـت      كه با روش

ســلولي براحتــي قابــل بررســي نيســت و معمــولاً از  
هاي ملكولي و سنجش پروويرال و يـا سـنجش    روش

ــد  ــروس مانن ــي ژن وي ــري  P19كمــي آنت ــدازه گي ان
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  HTLV-1ويروس فعاليت براي رديابي لوسيفراز القاييريپورتر ساخت وكتور

  چكيده
ميليون نفر آلوده در جهـان يـك مشـكل بهداشـت      20با حدود  HTLV-1 )(Human T_cell lymphotropic virus typeويروس  :هدف و زمينه

باشد  مي )ATL( بزرگسالان Tاين ويروس عامل بيماري پيشرونده لوسمي سلول هاي . جهاني است كه در مناطقي مثل ژاپن و خراسان ايران اندميك است
ر سيتوليتيكي و انتقال سلول به سلول ايـن ويـروس، مطالعـات دارويـي در     به دليل خصوصيات غي. كه دارويي تائيد شده موثر بر عليه آن تاكنون وجود ندارد

بنابراين ساخت . باشد كم بوده و منحصر به چند رده سلولي آلوده به آن مي) ( In vitro كشت سلولي بر روي اين ويروس با روش هاي معمول در آزمايشگاه
ريپورتر هاي ساخته شـده بـراي   . در كشت سلولي به جهت مطالعات دارويي ضروري به نظر مي رسد HTLV1وكتور ريپورتر براي ارزيابي عفونت ويروس 

در ژنوم ويروس شامل پرومـوترويروس اسـت كـه در تكثيـرو نسـخه       LTR ناحيه. مي باشد LTR رتروويروس ها معمولاً بر اساس ترانس اكتيويشن ناحيه
  .اردنقش د Taxبرداري آن، تحت تاثير پروتئين ويروسي 

 pGL4.17 بريده و در وكتور بدون پرومـوتر  pUCLTR-Lacz ويروس با استفاده از آنزيم محدود كننده از پلاسميد LTR منطقه پروموتري :كار روش
سـپس  . تاييد شد، هضم آنزيمي وتعيين توالي colony PCRابتدا كلونينگ با . كه حامل ژن ريپورتر لوسيفراز است در بالادست ژن لوسيفرازساب كلون شد

  .باوكتور نوتركيب ترانسفكت شد وبيان القايي لوسيفراز مورد تاييد قرار گرفت T293 سلول
هـاي   برابر درسلول 50باعث بيان قابل ملاحظه ي لوسيفراز تا  Taxپس از كوترانسفكت با وكتور بياني T293وكتور نوتركيب توليد شده درسلول  :ها يافته

  .مورد آزمايش نسبت به كنترل شد
، بـه  HTLV-1با توجه به قابليت بالاي وكتور نوتركيب توليد شده، مي تواند درمطالعات بعدي درساخت رده سلولي نشـانگر بـراي ويـروس     :گيري نتيجه

  .دجهت مطالعات پايه اي و دارويي به كار رو
  
 .HTLV-1،لوسيفراز، وكتور ريپورتر :ها دواژهيكل

  26/9/91: تاريخ پذيرش  27/5/91:تاريخ دريافت
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هـاي ويروسـي    ازطرفي اندازه گيري آنتي ژن .شود مي
جهـت بررسـي تيتـر ويروسـي و      ELISAوسـيله  ه ب

ــران  ــروس گ ــي باشــد مونيتورينــگ پيشــرفت وي . م
ويريـون   تمـايز  قابليـت  گيري ژنوم ويروسي نيز اندازه

هــاي  روش .)7 و6( را نــداردآلــوده كننــده ازغيــرآن 
،  Cell Viability assay،RT assayديگري همچـون  

ديدن ويروس با ميكروسكپ الكتروني، هيبريداسيون 
   .)8( موجود است PCRختلف بر پايه هاي م و روش

كـه در مطالعـات   ريپورترها ابزار با ارزشي هسـتند   
بيان ژن، تكثير، انتقال، ادغام و موارد بسـياري ديگـر   
كه در علم بيولوژي ملكولي و پزشكي كـاربرد وسـيع   

 ،(CAT) از جمله كلرامفنيكل استيل ترانسفراز. دارند
پــروتئين گرفتــه ( GFP و) β gal(بتـا گالاكتوزيــداز  

كـه بـا   ) شده از نوعي ماهي بـا خاصـيت فلورسـانس   
امـا ايـن    .)9-12( انـد  جفت شده LTR HIVمنطقه 
تجمع يافتـه در   ها نيازمند اندازه گيري محصول روش

 .باشد مي) β gal(فيكس سلول و CAT( محيط كشت
رغــم ســادگي، حساســيت  علــي GFP در ايــن ميــان

 ـ  عنـوان ژن  ه پاييني نسبت به استفاده از لوسـيفراز ب
كــه ميــزان نســبتاً بــالاي  طــوريه بــ. گزارشـگر دارد 

 بــراي فلورســانس واضــح نيــاز اســت     GFPبيــان
هـاي ذكـر    تكنيك). ملكول در هر سلول 106حداقل(

هـاي سـلولي مختلـف بـراي      شده جهـت توسـعه رده  
 ـ HIVخصـوص  ه ب ها ي ويژه، ويروس كـار بـرده   ه ب

  .)12( شده است
، دامنـه دينـاميكي   حساسيت بالا با توجه به مزاياي

ســيفرازي در اغلــب زيــاد و عــدم فعاليــت داخلــي لو
ــلول ــيفراز در    س ــتفاده از لوس ــاريوتي، اس ــاي يوك ه

  . )13( هاي اخير رشد چشمگيري داشته است سال
در دو ) LTR(منطقه تكرار انتهـايي طـولاني ويـروس   

 LTR ˊ5–ً  لامعمو .انتهاي پروويروس قرار گرفته است
به عنوان پروموتر ويروس براي تكثير و نسـخه بـرداري   

 ,U3, Rمنطقه  3ژن هاي ويروس مي باشد و شامل بر 

U5 در منطقه . استU3  در بين دو ناحيه غنـي از ،GC 
بازي كه بـه نـام    21سه عنصر ژني حفظ شده تكراري 

(TREs)     يا عناصر ژني پاسـخ دهنـده بـهTax   ناميـده
 كـه سـاختاري شـبيه بـه     )14( شـوند، وجـود دارد   مي

(Cyclic AMP Response Element) CRE دارنــد .
مسئول بيشترين رونويسي از پروويـروس  ناحيه  3اين 

HTLV-1   تحت كنتـرلTax   تصـوير  ( )15(هسـتند
  .)1شماره 

ــورتر     ــور ريپ ــاخت وكت ــق س ــن تحقي ــدف از اي ه
در  HTLV1لوسيفرازي براي ارزيابي عفونت ويروس 

كشت سلولي به جهـت مطالعـات دارويـي در آينـده     
نتايج به دست آمـده حـاكي از موفقيـت در    . باشد مي

برد آن بـراي سـاخت   ساخت اين وكتور و قابليت كـار 
 . يك رده سلول نشانگر مي باشد

  
   كارروش 

HTLV1 – LTR :    منطقـه پرومـوتري ويـروس
LTR،HTLV-1 باشد كـه در مطالعـات قبلـي،     مي
LTR  ويروسHTLV1   ،از يك بيمار ناقل ويـروس

كلـون شـده    -LacZ pUC LTRدر وكتور  تكثير و
  . )16( بود

از وكتــور ذكــر شــده بــا اســتفاده از  LTRقطعــه
ــزيم ــده و در جايگــاه ) فرمنتــاس( Hind IIIآن بري
MCS  وكتــــور ريپــــورتر لوســــيفرازPGL4.17 

(Promega.USA)  در بالا دست ژن لوسيفراز ساب
 bp 515بدين ترتيب كـه قطعـه حـدود    . كلون شد

LTR  از وكتــورLacZ pUC LTR-  بريــده و روي
). 2تصـوير شـماره   ( آگاررز الكتروفورز شـد % 1ژل 

ــا   ــده و ب ســپس قطعــه مــورد نظــر از روي ژل بري
 High Pure PCR (Qiagen) اسـتفاده از كيـت  

Product تخليص شد.  

  
  Tax (TREs)پاسخ دهنده به پروتئين  HTLV-1LTRعنصر ژني در ناحيه  3 -1صوير ت
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ــلول  ــه س ــاكتري  :Competentتهي  E.coliب
در محيط ) overnight( در طول شبα DH5 سويه
LB مايع )(Luria Bertani  100كشت داده شد و 

 500ميكروليتر از باكتري تازه رشد كرده بـه ارلـن   
مـايع   LBميلـي ليتـري    50ميلي ليتـري حـاوي   

 بـه حـدود   ODانتقال داده شد و پـس از رسـيدن   
نــانومتر، بــا اســتفاده از  600 در طــول مــوج 35/0

ــيمكلريـــد  ــولار و طبـــق پروتكـــل  1/0 كلسـ مـ
(Sambrook&Russell) باكتري مستعد تهيه شد.  

   
Ligation :   وكتور بـدون پرومـوترPGL4.17   بـه

با استفاده از آنزيم  LTRهمراه قطعه تخليص شده 
4T  ليگــاز(TAClone ،Fermentas)  ــا نســبت و ب

 15 در دماي ligationتحت آزمايش  5به  1مولي 
  . ار گرفتقر overnightگراد به صورت  درجه سانتي

مسـتعد شـده،    αDH5باكتري  :ترانسفورماسيون
، طبق پروتكل ترانسفورم شد و ligationبا محصول 

مايع  LBباكتري پس از يك ساعت رشد در محيط 
آگـار   LBدرجه سانتي گراد بـه روي پليـت    37 در

. ميكروگرم بر ميلي ليتر پاساژ داده شـد  50 حاوي
صحت كـار ترانسفورماسـيون و نيـز بـاكتري هـاي      

مورد  pTZ57Rمستعد شده با استفاده از پلاسميد 
  . بررسي قرار گرفت

  
Colony PCR :    از آنجايي كـه احتمـال چسـبيدن

و  (backbone self ligattion) خود به خود وكتـور 
ورود آن به باكتري، قابليت رشد را بـه بـاكتري در   
حضــور آمپــي ســيلين مــي دهــد، غربــالگري      

   هاي رشد كرده با استفاده از پرايمر يونيورسال باكتري
CTAGCAAAATAGGCTGTCCCC RV3 F: 

 R: TAGGTGGAAGCGTTTGGCو پرايمــــر
PGL4-LTR-Rev  ــا روش  Touchdown PCRو ب

درجه  60 سيكل اول Annealingدماي . انجام گرفت
درجـه   5/0ثانيـه بـا    40سانتي گـراد بـراي مـدت    

سـيكل   10بـراي   سانتي گراد كاهش در هر سيكل
سـيكل   20هـا   تعـداد سـيكل  . در نظر گرفتـه شـد  

در كلنــي هــايي كــه  LTRقطعــه . مشــخص شــد
د بـود، تايي ـ  bp1700 هـا حـدود   آن PCRمحصول 

به عنوان  RV3دوم با استفاده از پرايمر  PCR. شد
ــوروارد و ــر فـــ ــر پرايمـــ  :LTR-Rev( R( پرايمـــ

ACTAAGCTTGAACGCGCTCAACCGGCGTGGAT   
به عنوان پرايمر ريورس با پروتكل قبلي انجام شـد بـا     

درجه  63 سيكل اول Annealingاين تفاوت كه دماي 
  . سانتي گراد در نظر گرفته شد

تكثير باكتري هاي ترانسـفورم شـده و اسـتخراج    
 Colony پلاسـميد كلنـي هـايي كـه در محصـول     

PCR حــاوي قطعــه داخــل شــده ،LTR  بودنــد در
-16مايع حاوي آمپي سيلين به مـدت   LBمحيط 

ساعت كشت داده شده و سپس بـا اسـتفاده از    12
ــت ــتورالعمل   miniprep (Qiagen)كي ــق دس طب

ــب    ــورتر نوتركيـ ــور ريپـ ــتخراج وكتـ ــت، اسـ كيـ
PGL4LTR-Luc، صورت گرفت .  

  
تهيـه شـده از بانـك     ،293Tسـلول   :ترانسفكشن

 DMEMسلول انستيتو پاسـتور ايـران، در محـيط    
گلوتامين ميلي مـول، پنـي    FBS ،2 L %10حاوي

 واحــــد در هــــر ميلــــي متــــر، 100ســــيلين 
ميكروگرم در هر ميلـي متـر،    100 استرپتومايسين

كشـت   Co2% 5 درجه سانتي گـراد و  37 درشرايط
  .داده شد

سلول در پليت  8×104شب قبل از ترانسفكشن  
ساعت  3كاشته شد و روز بعد،  (SPL) چاهكي 24

محيط آن با محيط كشت تازه  قبل از ترانسفكشن،

  
 ـبر LTR قطعهسمت چپ  -2تصوير  از  Hind III ميشـده بـا آنـز    دهي
ماركر  bp 500بالاتراز باند  يژل كم يدرروpUCLTR-LacZ  وكتور

سـمت راسـت وكتـور     .شود يم دهيد) باند دوم از پايين(كيلوبايت  1لامبدا 
 .بريده نشده ديده مي شود
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ها با اسـتفاده از كيـت    جايگزين شد و سپس سلول
polyfect (Qiagen)  ميكروگــــرم وكتــــور  4/0و
به تنهايي وهمراه با وكتور بياني پـروتئين   نوتركيب

Tax )pCDNA3.1+Tax( )16(  ترانسفكت شـدند .
ها با وكتـور بـدون    سلول به عنوان كنترل آزمايش،

بـه  ) به عنـوان كنتـرل منفـي   ( PGL4.17پروموتر 
ــروتئين   ــاني پ ــور بي ــا وكت ــراه ب ــايي وهم  Taxتنه

)pCDNA3.1+Tax( 48پـس از  . ترانسفكت شدند 
ســاعت بيــان لوســيفراز بــا اســتفاده از كيــت      

(Promega) OneGlo  ــر اســاس دســتورالعمل و ب
ــومتر   ــتگاه لومينــ ــا دســ  Synergy4كيــــت بــ

(BioTeK.USA)  بـه عنـوان كنتـرل    . بررسي شـد
تجاري استفاده  Quantilum (Promega) مثبت از

ــور   .شــد ــا اســتفاده از وكت شــرايط ترانسفكشــن ب
(Clontech) pEGFP-N1 نرمالايز شد.  

  
  ها يافته

با توجه بـه ايـن كـه احتمـال     : ارزيابي كلونينگ
چسبيدن خود به خود وكتوربدون وارد شدن قطعه 

LTR  وجــود دارد، و ورود آن بــه بــاكتري، قابليــت
دهـد،   رشد را به باكتري در حضور آمپي سيلين مي

هـاي   كلنـي از كلنـي   80پس از ترانسفورماسـيون،  
آگـــار حـــاوي  LB رشـــد كـــرده روي محـــيط

قـرار   Colony PCRسـيلين، مـورد آزمـايش     آمپي
وارد شـده   LTRكلني حاوي قطعه  30گرفتند كه 

از طرفي نظر بـه اينكـه   . بودند PGL4.17به وكتور 

 (Hind III)بـا يـك آنـزيم     LTR 5ˊ،3ˊهر دو سـر 
بـه طـور    LTRبريده شده بود احتمال قرار گيـري  

براي بررسـي درسـت بـودن    . معكوس وجود داشت
ز پرايمرســومي كــه در ا ،LTRجهــت قــرار گيــري 

طراحـي شـده بـود بـه عنـوان       LTRداخل قطعـه  
پرايمر ريورس استفاده شد و از پرايمـر يونيورسـال   

RV3  30از . به عنوان پرايمر فوروارد استفاده شـد 
كلني،حامـل   16، فقـط  LTRكلني حـاوي قطعـه   

بودند كه در جهت صحيح كلون شـده   LTR قطعه
   .)3تصوير شماره ( بود

 Double،روش هضـم دو آنزيمـي  ها با  اين كلني

Digestion )(SmaI/XbaI  نيــز مــورد تاييــد قــرار
كلنـي   2از بين كلني هاي انتخـاب شـده   . گرفتند

شـده و حضـور    Blastتعيين توالي شد و تراسه آن 
حاوي سه عنصر پاسخ دهنده  HTLV-LTRقطعه 

  .تاييد شد Tax (TREs)به 
  

بيـان لوسـيفراز در    ميـزان بـالاي  : بيان لوسيفراز
با  T293سلول  (co-transfection)كوترانسفكشن 

 Taxوكتور ريپورتر نوتركيب ونيز بـا وكتـور بيـاني    
رده سلولي از جنـين كليـه    T293سلول . ديده شد

آن براي ) Premissive( انسان است كه پذيرا بودن
قبلـي نشـان    كه در گزارش هاي HTLV1ويروس 

داده شده بود، علت انتخاب اين سلول بود و امكـان  
  . استفاده آن در مطالعات آينده لحاظ شد

بــا  T293مشـابه ســلول هـاي    هــاي در آزمـايش 

 
  pGL4.17در بالادست ژن ريپورتر لوسيفراز در وكتور HTLV-1LTRكلونينگ . PGL4-LTR-Lucنقشه وكتور نوتركيب  -3تصوير 

 .ده مي شودديهمراه پرايمر ها   به
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ــاني    ــميد بي ــدون پلاس ــب و ب ــور نوتركي  Taxوكت
ــفكت ــد (transiant transfection) ترانســ . شــ

بــاو بــدون  PGL4.17همچنــين ســلول بــا وكتــور 
بـه عنـوان   (، ترانسـفكت شـدند   Taxي وكتور بيـان 

 50نتايج حـاكي از بيـان بيشـتر از     .)كنترل منفي
برابــر لوســيفراز در ســلول هــايي كــه همزمــان بــا 

PGL4-LTR-Luc  ــز  pCDNA3.1+Taxو نيـــــ
هـاي منفـي    ترانسفكت شده بودند نسبت به كنترل

  ). 1شماره  نمودار( بود
  

  و نتيجه گيريبحث 
 HTLV-1ابزار محدودي بـراي بررسـي ويـروس    

ــر      ــيات غي ــت خصوص ــه جه ــلولي ب ــت س دركش
بودن ايـن ويـروس    سيتوليتيكي و وابسته به سلول

گرانـي  عـلاوه بر . فراهم است HIVبرخلاف ويروس 
بعضي روش هاي موجـود، از ديگـر معايـب آن هـا     

، كه مونيتورينگ آلوده كنندگي ويروس عدم امكان
شرط لازم و حياتي براي مطالعات مختلف بنيـادي  

ــزان مو  ــه بررســي مي  ،تاســيونو كلينيكــي از جمل
ــاليز   مراحــل مختلــف چرخــه تكثيــر ويــروس و آن

 .باشد مي است، مقاومت دارويي
از اين جهت ساخت يك سيستم بيولوژيكي براي 

ژن هـاي  . اين ويروس ضروري بـه نظـر مـي رسـد    
ــه   ــددي از جمل ــورتر متع   )CAT، GFP،Luc( ريپ

هـاي بيولـوژيكي مـورد     وجود دارد كـه در سيسـتم  
در اين مطالعه، با توجه بـه  . استفاده قرار مي گيرند

حساســيت بــالاي لوســيفراز، وكتــوري بــر مبنــاي 
و بيـان ريپـورتر    HTLV-1LTRترانس اكتيويشن 

لوسيفرازســاخته شــد و بيــان القــايي لوســيفراز در 
 50، بيشـتر از  Tax توسط وكتور بيـاني  293سلول

   .برابر نسبت به كنترل منفي ديده شد
ــارانش   ــنش و همكـ ــه آزادمـ ــه ي كـ در مطالعـ

داشتند،  بتا گالاكتوزيدازبااستفاده از وكتور ريپورتر 
برابـر   Tax ،10 بيان القايي در برابـر وكتـور بيـاني   

درمطالعه حاضـر  ). 17( نسبت به كنترل بيشتر بود
اعتقـاد مـا بـر ايـن     اين اختلاف بسيار بيشتر بود و 

است كه دليل اين تفاوت، استفاده آن ها از وكتـور  
مـي باشـد كـه حساسـيت      بتا گالاكتوزيداز ريپورتر

  . پاين تري نسبت به لوسيفراز دارد
از طرفي با توجه به اين كه پروموتر ويروس مـي   

تواند تحت تاثير مسير هاي سيگنالينگ سـلولي بـا   
 لا اشاره شد تشابههمان طور كه قب( توجه به تشابه

TRE   بـاCyclic AMP Response Element   يـا
آن قرار گيرد، امكان بيـان زمينـه ي    )CRE همان

 
  ترانســـفكت شـــده بـــا وكتـــور نوتركيـــب  293نشـــان داده شـــده اســـت كـــه ميـــزان بيـــان لوســـيفراز در ســـلول هـــاي  نمـــوداردر ايـــن  -1نمـــودار 

PGL4-LTR-Luc وكتور در مقايسه با pGL4.17 وكتور بياني  در حضورpCDNA3.1+ Tax  نتـايج، حاصـل ميـانگين     .برابر بوده اسـت  50بيشتر از
  .سيفراز استفاده شدبه عنوان كنترل مثبت لو 10-5و  10-6در رقت هاي  Quantilumاز  .روز متفاوت مي باشد 3سري و در  3آزمايش ها در 
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. وجود دارد Taxلوسيفراز بدون القا توسط پروتئين 
بيان زمينه ي در اين مطالعه بسيار كمتر نسبت به 
مطالعه قبلي بود و تفاوت بيان تست نسبت به بيان 

ديده شد و بر خـلاف مطالعـه    برابر 30زمينه ي تا 
علاوه بر ايـن،  . ي قابل اغماض بود قبلي بيان زمينه

اگر چه مزيت روش آن ها به روش حاضـر، امكـان   
ــزوم   ــود ولـــي لـ بررســـي كيفـــي در آن روش بـ
ــب روش آن    ــزي از معاي ــگ آمي ــيون ورن فيكساس

در ايــن مطالعــه . هانســبت بــه ايــن مطالعــه اســت
لي همچنـين بـا   سنجش فقط با استفاده از ليز سلو

  .تعداد سلول كمتر براحتي قابل انجام است
نتايج به دست آمده در اين مطالعه هم راستا بـا   

در  وي. بـــود و همكـــارانش ،Yoshidaمطالعـــات 
كنارمطالعه بر روي ساخت يـك رده سـلولي بـراي    

HIV بــا اســتفاده از همــان اســتراتژي سيســتمي ،
ــاس  ــتفاده از رده   HTLV-1LTRبراسـ ــا اسـ و بـ

تـا   و بيان القايي لوسـيفراز را  ايجاد نمود H9وليسل
البته ازيـك روش  . برابر مشاهده نمود 40 بيشتر از

بـا يـك وكتـور     ريپورتر قديمي براي انتخاب سلول
بـر   .جداگانه جهت پايدار كردن سلول استفاده كرد

خلاف آن در ايـن مطالعـه از نسـل چهـارم وكتـور      
ز به مراحـل  استفاده شد كه حامل ماركر بوده و نيا

   .فوق نداشت
بنابراين وكتور نوتركيب ساخته شده مـي توانـد    

در ساخت يك رده سلولي نشانگر در آينده ، بـراي  
مطالعات پايه ي از جمله مطالعـات كشـف دارو بـا    
توجه به نبود داروي موثر براي بيماري هاي ناشـي  

و يـا بررسـي مراحـل ورود و تكثيـر      از اين ويروس
 .دويروس به كار رو

  
   تقدير و تشكر

اين طرح به صورت مشـترك در بخـش ويـروس    
شناسي دانشگاه جندي شاپور علوم پزشكي اهواز و 
نيز بخش ويروس شناسي انسـتيتو پاسـتور تهـران    
انجام گرفت ونويسندگان اين مقالـه بـر خـود لازم    
مي دانند تا ازمركز بيماري هاي عفوني گرمسـيري  

قسـمتي  ( اهوازدانشگاه جندي شاپور علوم پزشكي 
پ مـــــورخ /20/8/د/1290از طـــــرح مصـــــوب 

و نيز انستيتو پاستور تهران به خاطر ) 28/4/1389
  .تامين بودجه اين طرح قدر داني نمايند
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Abstract 

Background: HTLV-1 (Human T_cell lymphotropic virus type), with about 20 million 
individuals infected worldwide, is a global health problem and is endemic in certain area such 
as Japan and Khorasan province of Iran. 
HTLV-1 is the causative agent of progressive diseases, Adult T cell Leukemia (ATL), and 
HTLV-I Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis (HAM/TSP) which have no yet 
approved effective treatment. Due to non cytolytic characteristic of this virus and the cell 
associated properties, there is no routine producer for drug study in vitro and its confined to 
some HTLV infected cell lines. Therefore construction of a reporter vector is necessary to 
evaluate HTLV-1 infectivity in cell culture for drug studies. Designed reporters for 
retroviruses are usually based on LTR transactivatin. LTR region of HTLV-1 contains virus 
promoter that plays the most important role in replication and transcription by Tax 
transactivation effect. 
Methods: LTR region was digested from pUCLTR-Lacz by HindIII and subcloned into MSC 
region of a promoterless reporter vector, pGL4.17, upstream to luciferase gene. Colonies 
were screened by Colony PCR, then selected colonies were confirmed by RE digestion and 
sequencing. HEK 293T cell line was transfected by recombinant vector and inducibility 
expressing of luciferase was evaluated. 
Results: Recombinant vector has expressing levels more than 50 folds compared to control 
when co-transfected with Tax expressing vector into HEK293T cells. 
Conclusions: According to high functionality of produced recombinant vector, it seems a 
good applicable tool to make an indicator cell line in subsequent basic and drug studies. 
 
Keywords: Reporter vector, HTLV-1, Luciferase. 
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