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چکیده
.باشدمیهاي انسانیبیان در سلولوNurr1ژن هاي حاملتولید  لنتی ویروساین تحقیق هدف:هدف

. ردیـد گ(Blunt)کور Klenowو با جداpIRES2-EGFPاز ناقلBgl ll/Not1هاي با آنزیمIRES-EGFPقطعه ژنی : هامواد و روش
/Nhe1هاي آنزیمباpNL-EGFP/CMV/WPREdU3ناقل لنتی ویروسی  Xho1به ایزوله شدهقطعه ژنی . کور شدآنو دو سر برش

PCMX-NOTاز ناقـل  BamH1و Xho1هـاي  بـا آنـزیم  Nurr1ژن سپس. وجود آیدهب(I)تا سازه لنتی ویروسی شدمنتقلاین ناقل 

بـراي تولیـد لنتـی    .تولیـد گـردد  ) II(منتقل شد تا سازه نهایی لنتی ویروسـی  BamH1وSal1خطی شده با)I(بریده و درون پلاسمید 
ی و بسته بندي لنتی ویـروس  یغشاپلاسمیدهاي مراه هنهایی، بهپلاسمید را با این HEK-293Tرده سلول انسانی هاي نوترکیب، ویروس

جمع آوري و از ستون آمیکون عبور داده شد تا ذخیره غلیظ ویروس ات ویروسی شده بودها که مملو از ذرمحیط این سلول. شدترانسفکت 
Nurr1یان ژن در زیر میکروسکوپ به اثبات رسید و بEGFPبیان .هاي هدف استفاده شدآلوده سازي سلولاین ذخیره براي. دست آیدهب

.سنجیده شدRT-PCRبا 
Enhanced Green Fluorescentان بی ـسمیکروسـکوپ فلورسـن  بـا . شـد اثبـات  هاي مربوطـه کلونینگ با آنزیمدرستی مراحل :نتایج

Protein (EGFP)تکنیک. در هر دو مرحله ترانسفکشن و ترانسدوکشن ثابت گردیدRT-PCR بیانNurr1 ات به اثب ـهردو مرحلهرا در
. رسانید

هـاي  با ویروسHEK-293Tهاي انسانی دنبال آلوده سازي سلولهتولید شده و بNurr1هاي ناقل ژن انسانی لنتی ویروس:نتیجه گیري
.کردندطور موفقیت آمیز بیان هرا بNurr1مزبور، سلولهاي فوق ژن 

HEK-293Tول ، لنتی ویروس، سل، فاکتور رونویسی دوپامینرژیکیNurr1:واژگان کلیدي
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مقدمه
هـاي نـوین و   جایگزینی سلولی و حفاظت نورونی در زمـره روش 

هاي زوال نورونی از جملـه  موثر مقابله با وقوع و پیشرفت بیماري
افـزایش بیـان و عملکـرد    ).1(بیماري پارکینسون مطـرح اسـت  

هـاي دوپامینرژیـک از   فاکتورهاي رونویسی که در تکوین نـورون 
گشـاي  تواند راهران جنینی نقش اساسی دارند میپیش سازان دو

. هاي درمانی باشداین روش
يترین عوامل شکل گیري و بقـا از مهمNurr1فاکتور رونویسی 

کـه بیـان آنـزیم    طوريهآید، بشمار میي دوپامین ساز بههاسلول
ترین آنزیم دخیل در عنوان اولین و مهمهتیروزین هیدروکسیلاز ب

و 2(می باشـد  Nurr1مین وابسته به حضور فاکتور بیوسنتز دوپا
هـاي  یکی از اعضاي خانواده گیرنـده Nurr1فاکتور رونویسی. )3

هـاي  باشد که داراي نقشی حیاتی در تکـوین نـورون  اي میهسته
مطالعات مختلف نشان دهنده این ).5و4(د باشدوپامینرژیک می

اي متفاوت بـوده  هاي هستهاست که این پروتئین از دیگر گیرنده
هایی باشد که بدون اتصال لیگاند عمل و ممکن است جزء گیرنده

ــی ــدم ــوش. )6(کنن ــد ژن  در م ــه  فاق ــایی ک ــد، Nurr1ه بودن
هاي دوپامینرژیک قادر به تمایز نبوده و مارکرهاي مربـوط  نورون

). 8و 7، 4(ها حضور نداشـتند ي دوپامینرژیک در آنهانورونبه 
انـد کـه تخریـب عملکـرد     لعـه پیشـنهاد کـرده   اخیرا چندین مطا

Nurr1 شناسـی بیمـاري   آسیبي دوپامینرژیک، در هانوروندر
باشــد و برخــی پلــی   پارکینســون داراي نقــش مهمــی مــی   

هاي مشاهده شده در این فاکتور با بیماري پارکینسـون  مورفیسم
Nurr1گزارش شده اسـت کـه ژن   . )11-9(باشند در ارتباط می

کنـد و بیـان ایـن    بولیسم دوپامین نیز نقش ایفا میدر کنترل متا
هـاي جسـم سـیاه    گیري در سلولطور چشمژن با افزایش سن به

یابد که این امر منجر به کـاهش میـزان دوپـامین    کاهش میمغز
ساز هاي دوپامیني بنیادي به نورونهاسلولتمایز . )12(شودمی
ون بــا روش عنــوان ابــزار مهمــی در ســلول درمــانی پارکینســهب ـ

ینــد تمــایز آدر ایــن فر. جــایگزینی ســلولی مطــرح شــده اســت
با بیان سطح . اي بر عهده داردنقش برجستهNurr1اختصاصی، 

انـد جمعیـت غنـی    دو گروه مستقل توانستهNurr1بالاي فاکتور 
ي عصــبی مغــز میــانی را تولیــد نماینــد کــه هــاســلولشــده از 

هـاي  مربـوط بـه نـورون   هاي الکتروفیزیولوژیکی و رفتاريویژگی
کـه  آندر نهایـت . )13(دهنـد  دوپامین ساز را از خود بـروز مـی  

، فعالیـت حفاظـت نـورونی ایـن     Nurr1افزون بر نقـش تمـایزي   

.)14(عصبی نیز به اثبات رسیده استالتهاب فاکتور رونویسی بر ضد
پرداخـت و  Nurr1که بتوان بـه مطالعـات فیزیولوژیـک    براي آن
 ـ   روننـو هـاي آزمایش سـهولت  هزایـی و حفاظـت نـورونی آن را ب

را در پـیش  Nurr1استمرار بخشید، اغلب بایستی افزایش بیـان  
هاي نوترکیـب سـاخته شـده    در این مطالعه لنتی ویروس. گرفت

ي تقسـیم پـذیر و همچنـین    هـا سـلول هـا بتـوان   است که با آن
یشـی  را قـادر بـه بیـان افزا   هاویژه نورونهبي تمایز یافتههاسلول

Nurr1ساخت.

هامواد و روش
هـاي ویروسـی شـامل ناقـل     ناقل:تهیه پلاسمیدهاي ویروسی
بـا اسـتفاده از کیـت    )15(انتقـال بسته بندي، پوششـی و ناقـل   

.شرکت کیاژن خالص سازي شدند
در مرحله اول قطعه :ساب کلونینگ در ناقل لنتی ویروسی

1.6KbIRES-EGFPهاي با استفاده از آنزیمBglII/NotI از
Klenowبرش داده شد و با آنزیم pIRES2-EGFPروي ناقل

که pNL-EGFPزمان ناقلطور همهب. دشBluntدو سر آن 
هاي باشد تحت تیمار آنزیمیک ناقل بیانی لنتی ویروسی می

NheI/XhoIي قرار داده شد که با این تیمار آنزیمی یک قطعه
752 bp مربوطه به توالیGFP سپس . دشناقل از آن جدا داخل

پس . شدBluntدو سر ناقل مزبور Klenowبا استفاده از آنزیم 
هاي هضم آنزیمی بر از الکتروفورز محصولات  حاصل از واکنش

ناقل از Kb 9از ژن مورد نظر و Kb 1.6روي ژل آگاروز، قطعات 
روي ژل بریده  شد و با استفاده از کیت استخراج از ژل از شرکت 

3به 1با نسبت )لیگاسیون(اتصال واکنش . ن تخلیص شدکیاژ
16در دماي T4به ترتیب براي ناقل و قطعه هدف با آنزیم لیگاز

10سپس  . ساعت انکوبه شد16مدت بهگرادسانتیدرجه
میکرولیتر از 50به حجم اتصالمحصول واکنشمیکرولیتر از 

افزوده شد و واکنش Top10هاي مستعد باکتري
درجه42انسفورماسیون با روش شوك حرارتی در دماي تر

بر بعد از انتقال محصول. ثانیه  انجام شد90مدت بهگرادسانتی
ها با سیلین غربال کلونآمپیروي پلیت حاوي آنتی بیوتیک

نام ههاي آنزیمی انجام گرفت و کلون مثبت باستفاده از  تست
.گذاري شدنامIازه شماره س

با استفاده از Nurr1کیلو بازي ژن 2/2دوم قطعه در مرحله 
بریده PCMX-NOTاز روي ناقل BamHIو XhoIهاي آنزیم
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به آن IRES-EGFPکه اینک Iزمان سازه شماره شد و هم
BamHIوSalIهاي متصل شده بود نیز با استفاده از آنزیم

اتصالاستخراج قطعات هدف از روي ژل و واکنش . خطی شد
بعد از مرحله ترانسفورماسیون، . د مرحله قبل انجام شدمانن

شناسایی و . سیلین انجام گرفتکشت بر روي پلیت حاوي آمپی
وسیله هب) II(نام سازه هبحصول اطمینان از کلون مثبت 

بعد از تایید کلون مثبت با . هاي محدود کننده انجام شدآنزیم
-CMVنام هیی بمختلف آنزیمی غلظت بالاي سازه نهاهايبرش

Nurr1-IRES-EGFP با استفاده از کیت کیاژن آماده شد تا در
.کار گرفته شودهنهایت براي تولید لنتی ویروس نوترکیب ب

HEK-293Tيهاسلول: HEK-293Tهاي کشت سلول

دمايدرDMEM+10% FBSدر محیطویروسمولدعنوانبه
.شدنددادهاساژپوکشتدرصدCO2،5و گرادسانتیدرجه37

10هايدر پلیتسلولمیلیونروز قبل از ترانسفکشن، دو
روزتا درشدنددادهکشتسلولکشتمخصوصمتريسانتی

براي مرحله . کنندپررادیشپتريدرصد60تا 50بعد
سلولهزار50ویروسی نیز تعدادسازيآلودهترانسدوکسیون یا 

HEK-293Tسازيآلودهازساعت قبل24خانه،24پلیتدر
.شدنددادهکشت

60تا 50ها که سلولبعد از این:  هاي نوترکیبتولید ویروس
.  ها انجام گرفتدرصد پلیت را پر کردند مرحله ترانسفکشن سلول

با پلاسمیدهاي ویروسی با روش رسوب هاسلولترانسفکشن 
DNA -کمک محلول فسفات کلسیم و بهHEPES شدانجام

3با استفاده از HEK-293Tهاي در این مرحله سلول. )16(
-CMV-Nurr1-IRES(انتقالناقل ویروسی که شامل ناقل 

EGFP(صورت باشند، بهی میی، ناقل بسته بندي و ناقل غشا
37ساعت در انکوباتور 48و براي مدت شدزمان ترانسفکت هم

ه ساعت دوازد. درصد  قرار داده شدCO2،5و گراد سانتیدرجه 
تعویض شد و چهل و هشت ساعت بعد از هاسلولبعد محیط 

که حاوي هاسلول)سوپرناتان(ی یمحیط روترانسفکشن، 
باشد جمع آوري و با فیلترهاي سرنگی هاي نوترکیب میویروس

غلیظی از ویروس ذخیرهبراي تهیه . میکرونی عبور داده شد4/0
فیلتر ییمحیط رود، که جهت ترانسدوکسیون موثر مورد نیاز بو

منتقل ) Milliporeشرکت (Amicon-100هاي شده به  ستون
درجه 4دور در دماي 3500دقیقه در 10مدت شده و به

محیط در این مرحله بخش اعظم . دشسانتریفوژ گراد سانتی

از فیلتر ستون عبور کرده و بخش کوچکی از آن که حاوي ییرو
تغلیظ شده ویروسی )استوك(ه ذخیرعنوان هذرات ویروسی بود ب

.دشجمع آوري 
:هاي هدف با ویروس نوترکیبآلوده کردن سلول

ویروسی مستقیما براي آلوده کردن ذخیرههاي مختلفغلظت
ساعت بعد نیز از 72ي هدف مورد استفاده قرار گرفت و هاسلول
سدر زیر میکروسکوپ فلورسنEGFPي بیانگر هاسلول
.برداري شدعکس

RT PCR : براي انجامRT-PCR ابتداcDNA دشسلولی تهیه .
سفکت شده با تریپسین تیمار و ي ترانهاسلولکار براي این

با محلول هاسلولRNAپس از سانتریفوژ، . آوري شدجمع
RNAX و طبق دستورالعمل مربوطه با استفاده از کیت شرکت

استخراج شدهRNAبعد از تعیین غلظت . کیاژن استخراج شد
استخراج شده یک میکرولیتر RNAازاي یک میکرولیتر از به

DNaseکمک آنزیمسپس به. آن اضافه شدبهReverse

Transcriptase و یک هگزامر تصادفی از آنcDNA ساخته
Nurr1از یک جفت پرایمر اختصاصیPCRبراي انجام .شد

.دشمربوط به این ژن تکثیر cDNAاستفاده شد تا بخشی از 

ایجنت
هاتولید موفقیت آمیز سازه

براي آنکه ترانسفکشن و ترانسدوکشن در مراحل اولیه تست و از 
، لازم شودتولید موفقیت آمیز ویروس نوترکیب اطمینان حاصل 

Enhanced Green Fluorescent)که ژن گزارشگر است

Protein, EGFP) نیز همراه باNurr1لنتی ویروسیدر سازه
در IRES-EGFPابتدا،کاربراي این. جانده شودشماره نهایی گن

.دست آیدهبIتا سازه شماره شدلنتی ویروسی وارد انتقالناقل 
هاي مختلف به آنزیموسیله هبرش آن ببا ساخت این سازهصحت 

).1شکل (اثبات رسید 
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بـا  Iتست درستی پلاسمید : B. می باشدIRES-EGFPکه ناقل قطعه)I(سی شماي خطی از سازه لنتی ویرو: A. (I)ساخت سازه لنتی ویروسی :1شکل 
سـازه  -IRES-EGFP ،4حاوي قطعه پلاسمید-3،پلاسمید اولیه انتقال-1Kb DNA Ladder ،2-1: از چپ به راست. برش آنزیمی و ژل الکتروفورز

Sfi1/BamHهاي ها با آنزیمتمام نمونه. )I(لنتی ویروسی پلاسـمید اولیـه   بـراي  KB 9قطعات مورد انتظـار بـراي پلاسـمیدها شـامل     . فته اندبرش یا1
.)I(براي پلاسمید KB .8.8 KB 1.6ات ، و قطعIRES-EGFPبراي پلاسمید حاوي قطعه KB 2.8و KB 3.2قطعاتانتقال، 

از PCMX-NOTنام هبNurr1ناقل ژن (A)پلاسمید بیانی 
XhoIهاي با آنزیمدر سوئد تهیه و Dr.T.Perlmannآزمایشگاه 

جدا Nurr1کیلوبازي 2/2برش داده شد تا قطعه BamHIو 
برش داده BamHIو SalIهاي نیز با آنزیمIسازه شماره . شود

بدین ترتیب . شودNurr1کیلوبازي 2/2شد تا پذیراي قطعه
وجود آمد هبانتقالنهاییعنوان سازههب(II)لنتی ویروسی سازه 

را با خود حمل CMV-Nurr1-IRES-EGFPکه مجموعه 
دست آمده با چندین هآنالیز نمونه کلون ب).A- 2شکل(کرد می

دسته برش آنزیمی و ژل الکتروفورز درستی آنرا به اثبات رساند و 
نشان ) B-2(براي نمونه این آنالیز با یک ست آنزیم در شکل 

.داده شده است

تسـت  : B. باشـد مـی EGFPو ژن گزارشـگر  Nurr1کـه ناقـل ژن   (II)شماي خطی از سازه لنتی ویروسی : A(II)ازه لنتی ویروسی ساخت س:2شکل 
-3، (I)لنتـی ویروسـی   سـازه -1KB DNA Ladder،2-1:ترتیـب از چـپ بـه راسـت    ها بهنمونه. با برش آنزیمی و ژل الکتروفورز)II(صحت پلاسمید 

قطعـات مـورد انتظـار    . انـد برش یافتهEcoR1با آنزیم هااین نمونههمگی.عنوان کلون مثبتبه)II(لنتی ویروسی، سازهhNurr1حاوي ژن Aپلاسمید
.Aبراي پلاسمید 5.9KbوI(  ،1.8(براي پلاسمید  12Kbو)II(براي پلاسمید 12.1Kbو1.8Kb: ترتیب عبارتند ازهبراي پلاسمیدهاي برش یافته ب
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EGFPبیان ژن گزارشگر ترانسفکشن و ترانسدوکشن با موفقیت
براي تولید ویروس نوترکیب و بر طبق دستور العمل بخش 

(II)با سازه لنتی ویروسی HEK-293Tي هاسلولها، روش
.  ی ویروس ترانسفکت شدندیهاي بسته بندي و غشامراه سازههبه

پ ساعت بعد در زیر میکروسکو24ترانسفکت شده ي هاسلول
بیان این بررسی . دشها تهیه بررسی شده و تصویر آنسفلورسن

براي ترانسدوکشن ویروسی، ).3شکل (را نشان داد EGFPژن 
ي ترانسفکت شده که مملو از ذرات ویریونی هاسلولمحیط رشد 

. دست آیدهبود جمع آوري وتغلیظ شد تا ذخیره ویروسی غلیظ ب
براي HEK-293Tي هاسلولگروه جدیدي از سپس

نیز هاسلولاین . کار برده شدهترانسدوکشن با این ذخیره غلیظ ب
ساعت پس از ترانسدوکشن در زیر میکروسکوپ مشاهده شد 48

).4شکل (را به اثبات رسانید EGFPو این بررسی بیان 

ي هـا ساعت بعد از ترانسفکشن در سـلول 24در  EGFPبیان :3شکل
HEK-293T .مزبور با سازه لنتـی ویروسـی   يهاسلول(II) مـراه  هبـه

.اندهاي بسته بندي و غشائی ویروس ترانسفکت شدهسازه

هـاي  سـلول ترانسدوکشـن ساعت بعـد از  48در  EGFPبیان :4شکل
HEK-293T .ي مزبور با ذخیـره تغلـیظ شـده لنتـی ویروسـی      هاسلول
.آلوده شده اند

Nurr1ژن افزایش بیان

هم در مرحله EGFPمتعاقب بیان موفقیت آمیز ژن گزارشگر 
عنوان هنیز بNurr1ترانسفکشن و هم ترانسدوکشن، میزان بیان 

پرایمرهاي زیر . سنجیده شدRT-PCRترانسژن اصلی با روش 
مورد استفاده Nurr1جفت بازي از ژن 301براي تکثیر قطعه 

:قرار گرفت
Fwd: 5’-5'-CGACATTTCTGCCTTCTCCT-3'
Rv: 5’-5'-GAAAGGTAAGGTGTCCAGGA-3'

به مقدار قابل Nurr1مزبور نشان داد که ژن هاينتیجه آزمایش
توجهی در مرحله ترانسفکشن و تا حدود متوسط در مرحله 

این نتایج موفقیت تولید ). 5شکل (است شدهترانسدوکشن بیان 
ي انسانی هالسلورا در Nurr1هاي نوترکیب و بیان ژن ویروس

.به اثبات رسانید

هاي ترانسفکت شدهدر سلولRNAدر سطح Nurr1بیان ژن :5شکل
کنترل آب بدون ) 2(، bp Ladder 100مارکر) 1. (و ترانسدوکت شده

هاي سلول) 4(، pLV-hNurr1هاي ترانسفکت شده با سلول)3(سلول، 
.pLV-hNurr1ترانسفکت شده با

بحث
هاي ژنتیکی ژن درمانی یک روش  قدرتمند براي درمان بیماري

دلیل توانایی ها بهرود که در این راستا لنتی ویروسشمار میبه
ها در القا و بیان طولانی مدت ژن هدف در ژنوم سلول، بالاي آن

.شودمحسوب مییکی از ابزارهاي بسیار قوي براي ژن درمانی 
هانوروني زوال نورونی همچون پارکینسون حفاظت هادر بیماري

تحقیقات نشان داده است که . شوددر برابر تخریب مطرح می
نقش موثري در حفاظت و Nurr1بیان فاکتورهاي موثر مانند 

ترین عنوان مهمبهNurr1که طوريبهکنندایفا میهانورونبقاء 
از در ناحیه جسم ي دوپامین سهاسلوليگیري و بقافاکتور شکل

تقویت بیان این فاکتور در مغز و ). 18و 17(آیدشمار میسیاه به
هاي مناسب بیان کننده این فاکتور به بافت مغزي یا پیوند سلول

هاي زوال نورونی گشاي حفاظت نورونی در بیماريتواند راهمی
).19و 18(باشد

اي بیان هتحت سیستمNurr1در این پژوهش فاکتور رونویسی 

١ ٢ ٣ ۴
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که بعد از ژن طوريدو ژنی در ناقلین لنتی ویروسی کلون شد به
هاي ها را در سلولقرار گرفت تا بیان ژنIRES-EGFPقطعه 

IRES. طور مستقیم مشاهده کنیمهدف در زیر نور فلورسنت به

بعد از رسیدن tRNAشود که در زمان نسخه برداري سبب می
ادامه داده و mRNAخود را به به کدون پایانی ژن اول، اتصال

EGFPژن دوم را نیز نسخه برداري کند بنابراین بیان ژن 

.باشددهنده بیان ژن اول در سیستم هاي بیان دو ژنی مینشان
در این مطالعه از ناقلین لنتی ویروسی براي انتقال ژن استفاده 

دربرجستهخصوصیاتداشتندلیلبههالنتی ویروس. شد
بهمتعلقهاویروساین.گرفته اندقرارتوجهاخیر موردهايسال

ازپسقادرندهاویروسرتروهمانندوبودهرترو ویریدهخانواده
واردمیزبانژنومداخلبهراخودژنومسلول میزبانبهورود
کهدهندانجامراکاراینقادرندزمانیهارترو ویروس. دسازن

بدونتوانندمیهالنتی ویروسولیباشدحال تقسیمدرسلول
راخودژنوموشدهمیزبانسلولهستهواردتقسیم سلولیبهنیاز
کنند، از این رو نامزد مناسبی براي متصلژنوم میزبانداخلبه

هاي هاي غیر تقسیم شونده از قبیل سلولژن درمانی سلول
تی لنتوانستیممامطالعهایندر). 20(روندشمار میعصبی به

کنیمتولیدموفقیتباراNurr1ژنناقلهاي نوترکیبویروس
اینبیانافزایشبررسیمنظوربهبعديدر مطالعاتتوانندمیکه
آزاد و هايرادیکالجملهازگوناگونبا عواملمقابلهدرژن

قرار استفادهموردهاي عصبیفاکتورهاي متاثر کننده سلول
.گیرند

نتیجه گیري
ژوهش کاربرد موفقیت آمیز ناقلین لنتی ویروسی در در این پ

هاي یوکاریوتی مشخص شد و نشان داده شد انتقال ژن به سلول
که این ناقلین می توانند در درمان بیماري هاي درگیر کننده 

پارکینسون مورد استفاده قرار سیستم عصبی از قبیل آلزایمر و
.گیرند

تشکر و قدردانی
رح پژوهشی مصوب دانشگاه آزاد اسلامی، این مقاله حاصل یک ط

هاي باشد و کلیه هزینهواحد آیت اله آملی در آمل، مازندران می
.شدآن توسط این دانشگاه تامین 
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Abstract

Aim: The aim of this study was to generate recombinant lentiviruses carrying Nurr1 to express it in
human cells.

Material and methods: The IRES-EGFP fragment was isolated from the pIRES2-EGFP vector using

restriction enzymes BglII/NotI and made blunt-ended using Klenow. The transfer vector PNL-

EGFP/CMV/WPREdU3 was digested with NheI/XhoI and made blunt-ended. Finally, the isolated

IRES-EGFP fragment was inserted into this lentivirus vector to generate lentivirus construct (I). The
human Nurr1 gene was then isolated from the PCMX-NOT vector using BamHI and XhoI and
inserted into construct (I) pre-digested with BamHI and SalI. At this step lentivirus construct (II) as
our final transfer construct was generated. In order to generate recombinant lentiviruses, we then
transfected the HEK-293T cell line with transfer vector plus packaging and envelope vectors. Cell
medium full of virus particles was collected and passed through Amicon filters to produce a
concentrated virus stock. The stock was ultimately used for transduction of fresh HEK-293T cells.
EGFP expression was shown under fluorescent microscope and Nurr1 expression was analyzed using
RT-PCR.

Results: Enzymatic tests confirmed the correct cloning of the hNurr1gene into the lentivirus
backbone. Observation by fluorescent microscopy showed EGFP expression post-transfection and
post-transduction. RT-PCR demonstrated Nurr1 expression at both stages.

Conclusion: In this study, lentiviruses carrying the human Nurr1 gene were produced and used for
transduction of human cell line HEK-293T. The transduced cells successfully expressed the Nurr1
gene.

Keywords: Nurr1, Dopaminergic, Transcription factor, Lentivirus, HEK-293T
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