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  چكيده
كنـد و     كمكي نـوع يـك بـازي مـي         Tهاي    سايتوكايني است كه نقش مهمي در پاسخ سلول        18اينترلوكين  : هدف

شـمار    بـه DNAهـاي   ژنتيكي در زمينه مطالعه واكسنعنوان يك ادجوانت قوي  بنابراين پلاسميد بيان كننده آن، به    
صورت متـصل بـا قـسمتي از         و به (، ترشحي   18 در اين مطالعه پلاسميد جفت بياني كد كننده اينترلوكين        . رود مي

FCγ2a (ساخته شد و بيان اين سايتوكين نوتركيب ارزيابي شد. 
 قطعـات   RT-PCR و بـا اسـتفاده از        هاي تحريك شده طحال مـوش اسـتخراج         از سلول  RNA :ها مواد و روش  

cDNA     موشي   18 متعلق به اينترلوكين (mIL-18)      و بخشي از توالي FCγ2a    بـه منظـور     در ادامـه  .  سـاخته شـد 
و سـپس   وارد شـده     pSL1180 موشي در پلاسميد     18 و اينترلوكين    FC  ابتدا قطعات  mIL-18/Fcساخت قطعه   

در . شـد كلـون   (Igk) شدن توالي نشانه كاپـاي ايمنوگلبـولين      اضافهبه منظور    pSectag2aاين قطعه در پلاسميد     
 ناحية پروموتوري سـيتومگالوويروس،     پايين دست ،  NheI/XmaIدرميان سايت آنزيمي     Igk/mIL-18/Fcنهايت  

سـپس ايـن پلاسـميد در رده        .  ساخته شد  pIRES-Igk/mIL-18/Fc كلون و پلاسميد     pIRES2-EGFPدر ناقل   
  .انسفكت شده و بيان آن با روش الايزا ارزيابي شدن توربوفكت تر محلول ترانسفكشوسيله  بهHEK293Tسلولي 
-pIRES و   pSL-mIL-18  ،pSL-mIL-18/Fc  ،pSec-mIL-18/Fcبررسي هضم آنزيمـي پلاسـميدهاي       : نتايج

Igk/mIL-18/F    د هاي اختصاصي مورد استفاده در كلونينگ، منجر به جداسازي قطعـات مـور             ، با استفاده از آنزيم
. يابي تأييـد شـد      با روش توالي   pIRES-Igk/mIL-18/Fانتظار شد و سپس درستي ترادف و قالب بيان پلاسميد           

 در  HEK293Tهـاي ترانـسفكت شـدة        علاوه بر اين بيان و ترشح سايتوكين نوتركيب در محلـول رويـي سـلول              
  .مقايسه با كنترل ترانسفكت تأييد شد

ژن مـد نظـر را داشـته،         و بيان آنتـي   قابليت كلونينگ    pIRES-Igk/mIL-18/Fcپلاسميد  كه   در حالي  :گيري نتيجه
 نتـايج در  ايـن .  دارد همراه  را به  عنوان يك ادجوانت قوي ژنتيكي      به را 18 قابليت بيان پروتئين اينترلوكين      همچنين

 در  جديـد  هـدفي     مفيد بوده و علاوه بر ايـن       منظور ارتقاي پاسخ ايمني سلولي      به ا كار DNAطراحي يك واكسن    
  .آيد حساب مي به DNAراستاي دستيابي به نسل جديد از واكسن 

  

  IRES، پلاسميد جفت بياني، ادجوانت ژني، 18اينترلوكين : كليدواژگان
  

 1316943551:، كدپستيتهران، انستيتو پاستور ايران، گروه هپاتيت و ايدز :نشاني مكاتبه*
Email: mrasadeghi@pasteur.ac.ir 
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  و همكاران ولي محمدحسن پورياي  pIRES-Igk/mIL18/Fcزيابي بيان پلاسميد نوتركيب طراحي، ساخت و ار
  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

14  

 مقدمه -1
 يك سـايتوكين  (Interleukin 18: IL-18) 18اينترلوكين 

پيش التهابي و يـك فـاكتور القـا كننـده توليـد اينترفـرون گامـا             
(Interferon gamma: IFN-γ)شـود كـه توليـد      محسوب مي

IFN-γهــاي   را در ســلولNK (Natural Killer) و CTL 
(Cytotoxic T Lymphocyte)  و همچنين خاصيت ] 1[القا كرده

 و Fas (Fas-Dependent Cytotoxicity)سلول كشي وابسته به 
، از  ]2[بـرد    هـا بـالا مـي      را در اين سـلول     (Perforin)پرفورين  

يگر ايـن سـايتوكين نقـش اساسـي در فعاليـت كمكـي              سوي د 
 GM-CSFو بيـان  ] 2[دارد  Th1 (T helper 1)هـا   لنفوسيت

.(Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) ،
، TNF (Tomur Necrosis Factor)هاي التهـابي همچـون    سايتوكين
IL-13 هـايي   و كمـوكين (Chemokines)  چـون IL-8  را القـا 

 متعلق به خـانواده، ابـر       IL-18از نظر ساختماني    ]. 3،  2[ند  ك مي
ساز غيرفعـال     در فرم پيش   IL-1β است و همانند     IL-1خانواده  

خصوصيت بارز اين سـايتوكين     ] 4[شود   و غيرترشحي سنتز مي   
دنبــال آن افــزايش ه  و بــCTL و NKهــاي  درتحريــك ســلول

ز ايـن   ها موجب شده كـه اسـتفاده ا        فعاليت كشندگي اين سلول   
درمـاني تومورهـا     سايتوكين در تحقيقات توليد واكسن و ايمنـي       

عملكرد ايـن سـايتوكين در      ]. 6،  5[بسيار مورد توجه قرار گيرد      
زاهـاي درون و بـرون سـلولي همچـون           دفاع در مقابل بيمـاري    

، (Leishmania)، ليشمانيا   (Mycobacterium) مايكوباكتريوم
ــالمونلا(Toxoplasma) توكـــسوپلاسما ، (Salmonella) ، سـ

 حاكي (Cryptococcus)  و كريپتوكوكوس(Yersinia) يرسينيا
انـدازي و تهيـيج سيـستم        از نقش محوري اين سايتوكين در راه      

تـوان   بنابراين مـي  . ]5،  4[ است   ايمني در مواجه با عوامل بيگانه     
كارآمـد در    (Adjuant)عنوان يك ادجوانت     از اين سايتوكين به   

كه ،  DNAهاي   خصوص واكسن  ها، به  اكسنوري و  افزايش بهره 
ژن ]. 7[زايـي پـاييني دارد، اسـتفاده كـرد           تنهايي قدرت ايمني   به

 6 قرار داشـته و از       11 در بازوي بلند كروموزوم      IL-18سازنده  
ايـن  ]. 4[اگزون تشكيل شده اسـت     ) در موش  (7يا  ) در انسان (

  وزن  با pro-IL-18ساز غيرفعال  صورت پيش پروتئين ابتدا به

ويـژه   ها به  كيلودالتون توسط طيف وسيعي از سلول      24مولكولي  
هـاي دنـدريتيك     اي، ماكروفاژهـا و سـلول      هاي تك هسته   سلول

(Dendritic Cells) شود كه به دنبال شكـسته شـدن    ساخته مي
-proاسيدآمينه ابتـداي آمينـي      ) در انسان  (36يا  ) در موش  (35

IL-18 ــپ ــك كاس ــزيم پروتئوليتي  (Caspase-1) 1از  توســط آن
-ICE )IL-1 beta يـا  IL-1βمعروف به آنزيم تغييـر دهنـده   [

Converting Enzyme( [   فرم بـالغ و فعـال)IL-18 بـا  )  بـالغ
 اسـيدآمينه حاصـل     157 كيلودالتـون و     18وزن مولكولي حدود    

 (Leader Sequence) فاقـد تـوالي رهبـر    IL-18]. 4[شود  مي
شـود   ترشح مي  (Mirovesicle)بوده و به شكل ميكرووزيكول      

-IL در تسهيل ترشح فرم بالغ و فعال         1و برش ناشي از كاسپاز      

اگرچـه  ]. 8[، از سيتوزول و غشاي سلول نقش مـؤثري دارد     18
عنوان ادجوانـت     به IL-18استفاده از پلاسميد بيان كننده فرم بالغ        

هاي متعدد گزارش شده اسـت امـا     واكسنDNAژنتيكي در كنار  
 توسط كاسپاز   pro-IL-18دهند كه بدون پردازش      مينتايج نشان   

 بـسيار ناكارآمـد و محـدود بـه مـرگ            IL-18 ترشح فرم بالغ     1
، مـرگ يـا پـاره شـدن         (Apoptosis)ريزي شده سـلولي      برنامه

بـا هـدف    هـا    به اين ترتيب در برخي گـزارش      ]. 9[سلول است   
 هـم در كنـار      1 كاسپاز   cDNAافزايش ترشح، پلاسميد حاوي     

 به حيوان تزريق شده است كـه        pro-IL-18د بيان كننده    پلاسمي
افزايش ترشح و متقابلاً پاسخ ايمني را بـه دنبـال داشـته اسـت               

 بـه  IL-18استراتژي مورد قبول ديگـر اتـصال فـرم بـالغ       ]. 10[
هـاي ترشـحي ماننـد هورمـون         توالي پپتيد نشانه ساير پـروتئين     

است كـه   ] 12[لين  يا زنجيره كاپاي ايمونوگلبو   ] 11[پاراتيروئيد  
با ايـن روش    . شود  را موجب مي   IL-18ترشح فرم بالغ و فعال      

 را بـه شـكل يـك    IL-18توان پلاسميد بيان كننده فرم بـالغ      مي
حال از ترشح پروتئين     ادجوانت مولكولي استفاده كرد و در عين      

كارهايي كه در چند سـال اخيـر         از جمله راه  . نيز اطمينان داشت  
هاي مولكـولي    يمه عمر و اثر بخشي ادجوانت     منظور افزايش ن   به

در نظر گرفته شده اسـت اسـتفاده از پلاسـميدهايي اسـت كـه               
صورت نوتركيب با ناحيه ثابت زنجيره       ادجوانت مورد نظر را به    

]. 14، 13[كنـــد   بيـــان مـــيFCγ2aســنگين ايمونوگلبـــولين  
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  1390 تابستان 2 شماره 14دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

15  

هاي مختلفي براي توجيه اين افزايش كارايي مطرح است          فرضيه
 باعـث اتـصال مولكـول       IgFcها وجود    ترين آن   مستدل كه طبق 

هاي مختلف درگيـر      در سطح سلول   Fcهاي   نوتركيب به گيرنده  
هاي عرضـه     و سلول  B  ،Tهاي   مانند لنفوسيت [در پاسخ ايمني    

شـده  ] APC (Antigen-Presenting Cells)ژن يا  كننده آنتي
هـاي مختلـف را      كموكين/و تحريك ساخت و ترشح سايتوكين     

اين در حالي است كه     ]. 14[شود   ها موجب مي   وسط اين سلول  ت
صـورت مـستقل فعاليـت       ادجوانت مولكولي استفاده شده نيز به     

كند و به اين ترتيب ادجوانـت متـصل          زيستي خود را اعمال مي    
  . اثربخشي بيشتري را نشان خواهد دادFCγ2aبه 

 هاي ژنتيكـي بـراي ارتقـاي       در اكثر مطالعاتي كه از ادجوانت     
اند، اغلب پلاسميد بيان كننـده پـروتئين         پاسخ ايمني استفاده كرده   

 واكسن بيان كننده آنتي ژن مخلوط شده و بـه           DNAادجوانت با   
هـا   اين در حالي است كه برخي گزارش      . حيوان تزريق شده است   

 (Bicistronic)هاي جفت بيـاني      توان از ناقل   اند كه مي    داده نشان
از جملـه   . هاي ژني استفاده نمود    جوانتنيز براي اثربخشي بهتر اد    
ها اين است كه دو ناحيه بياني مختلـف          خصوصيات اين نوع ناقل   

 طويل توليد كـرده     mRNAتحت كنترل يك پروموتور ويژه يك       
 توليـد   capكه در آن پروتئين ابتدايي، تحت مكانيسم وابـسته بـه            

شده و پروتئين ثانويه، با كمك تـوالي ويـژة محـل داخلـي ورود               
 توليـد  (Internal Ribosome Entry Site: IRES)ريبـوزوم  

مطالعات جديد نشان داده است كه اگـر ژن بيـان           ]. 15[شود   مي
وسـيله يـك پلاسـميد بيـان         ژن و ادجوانت هردو بـه      كننده آنتي 

تـر خواهـد بـود     شوند، پاسخ ايمني ايجاد شده به مراتـب قـوي     
ادجوانت توسط  ژن و    عبارت ديگر؛ عرضه همزمان آنتي     به]. 16[

ها را به دنبـال خواهـد        ، تحريك بهتر لنفوسيت   APCهاي   سلول
  ].6[داشت 

هدف از پژوهش حاضر طراحي، سـاخت و ارزيـابي بيـان            
  در ايـن مطالعـه     (ژن   ناقل جفت بياني است كه قابليت بيان آنتي       

 Eukaryotic)پروتئين فلورسانس توالي ژني ژن،  آنتيبه جاي 

Green Florescent Protein: EGFP)  قرار داده شده اسـت (
طـوري كـه بـا        نوتركيب را دارد به    IL-18و ادجوانت مولكولي    

 به ايـن ادجوانـت، نيمـه    Igk و FCγ2a اضافه كردن قطعاتي از  
عمر فعاليت اين سايتوكين افزايش يافته و از سوي ديگر قابليت           
ترشح به محيط خارج سلولي را پيـدا كـرده اسـت كـه هـر دو                 

زايـي ايـن سـايتوكين نقـش         ر توسعه عملكرد ايمني   استراتژي د 
  .مؤثري دارد

  

  ها  مواد و روش-2
   حيوان آزمايشگاهي و رده سلولي-2-1

اي از بخش پرورش      چهار تا شش هفته    BALB/cهاي   موش
رده سـلولي   . حيوانات آزمايشگاهي انستيتو پاستور ايران تهيه شـد       

HEK293T و KG-1 (Human Myelomonocytic Leukemia) 
اـي    سلول. از بانك سلولي انستيتو پاستور ايران تهيه شد         HEK293Tه

 DMEM )Dulbecco’s Modified Eagleدر محــيـط كـــشت 

Medium; Gibco, UK( هاي طحالي جداسـازي شـده و    و سلول
KG-1 ــشت ــيط كـ  RPMI 1640 )Roswell Park در محـ

Memorial Institute 1640; Gibco, UK(   در شـرايط دمـايي 
از ديگر مواد افـزوده     .  درصد كشت داده شدند    CO2 5جه با    در 37

 درصـد سـرم جنـين گـاو         10شده به هر دو محيط كـشت شـامل          
(Fetal Calf Serum: FCS) (Gibco, UK) مـولار   ميلـي 2 و   

 واحـد در هـر      100 و همچنين    (L-Glutamine)گلوتامين  -ال
 ميكروگـرم در هـر   100 و (Sigma; UK)سـيلين   ليتر پني ميلي

  .  است(Sigma; UK)ليتر استرپتومايسين  يليم
  

  مواد مورد استفاده-2-2
ــاوالين   از شــركت A (Concanavalin A: Con A)كانك
(Sigma; UK) ميكروگرم در 20 كه با آب مقطر در غلظت نهايي 

كيـت  . گراد نگهداري شـد     درجه سانتي  -20ليتر تهيه و در      هر ميلي 
 از (Murine IL-18: mIL-18) موشي IL-18الايزاي تشخيصي 

 و همچنين كيـت  (Bender MedSystems; Austria)شركت 
ــزاي  ــركت IFN-γالايــ  U-CyTech Bioscience از شــ

(Netherlands)  كيت استخراج مجمـوع     . خريداري شدRNA 
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 تهيه و كيت    (Gibco) از شركت    (Trizol)سلولي محلول تريزول    
 از Turbofect in vitro transfection reagentترانسفكــشن 

  . خريداري شد(Fermentas)شركت 
  

  mIL-18 بيان كننده cDNA ساخت -2-3
، ايـن   BALB/cهـاي طحـالي از مـوش         با جداسازي سـلول   

، Aليتـر كانكـاوالين     ميكروگرم در هر ميلـي 20ها با افزودن   سلول
 درصـد   CO2 5گـراد بـا       درجه سـانتي   37 ساعت در    24مدت   به

هـا بـا      كل از اين سـلول     RNAسپس تخليص   . ندكشت داده شد  
 بـا  cDNA سنتز  .صورت گرفت طبق برنامه كيت    محلول تريزول   

  آغازگر  و در حضور MuLV RT (Fermentas; USA)آنزيم 

(Primer) Oligo dT انجام شد.  
  

كلـون    و Igk/mIL-18/Fcسازه   ساخت   -2-4
  pIRES2-EGFPكردن آن در پلاسميد 

 94صورت   شترك به  در قالب برنامه م    PCRهاي   كليه برنامه 
 (Annealing)اتـصال    دقيقه، دماي    1 درجه   94 دقيقه،   5درجه  

 72 دقيقه   1صورت   به) 1جدول  (با توجه به دماي آغازگرها      كه  
 35 تـا    30در  ) با توجه به طـول محـصول      ( دقيقه   2 يا   1درجه،  

گراد در   درجه سانتي72چرخه و در نهايت با دماي تكثير نهايي         
  . دقيقه تنظيم شد10

  
   نام و توالي آغازگرهاي مورد استفاده براي ساخت سازة بياني1جدول 

  
 )گراد درجه سانتي(دما  )نوكلئوتيد(اندازه آغازگر  توالي نام آغازگر

F-IL-18-Hi ata aag ctt caa ctt tgg ccg act tc 26 1/67 

R-IL18-Bg cgc aga tct act ttg atg taa gtt agt gag 30 1/62 

F-Ig-Bg ata aga tct gag ccc aga ggg cc 23 1/68 

R-Ig-Ec aga tat ctt ata gcc ccg gag tcc 24 9/65 

F-3F-Nh agc tag cgc cac cat gga gac 21 2/67 

  
 موشـي  (Mature IL-18) بـالغ  IL-18سنتز توالي مربوط به 

 F-IL18-Hiبا استفاده از آغازگرهاي اختصاصي      )  اسيدآمينه 157(
 سـنتز   cDNA روي   PCRبا انجام   ) 1جدول  ( R-IL18-Bgو  

توالي مربوط  ؛  از طرف ديگر  . عنوان الگو، صورت گرفت    شده به 
 IgG2a (IgG2a-Fc)به قسمتي از ناحيه ثابت زنجيره سـنگين         

 R-Ig-Ec و F-Ig-Bgوسيله آغازگرهـاي اختـصاصي     موشي به 
سـپس  .  سنتز شـده تكثيـر شـد       cDNA بر روي    PCRبا انجام   

 و HindIII/BglII بعد از هضم آنزيمي IL-18 توالي سنتز شدة
 بعداز هـضم    IgG2aهمچنين توالي ناحيه ثابت زنجيره سنگين       

 كلون  pSL1180، در كنار هم در ناقل       BglII/EcoRVآنزيمي  
وسيله دو    به PCR با انجام    (IL-18-FcIg)سپس دو قطعه    . شد

ــازگر  ــر و ســپس محــصول R-Ig-Ec و F-IL-18-Hiآغ  تكثي
PCR   بعداز هضم آنزيمـي     ، جديدEcoRV/HindIII    در ناقـل 

pSecTag2a  نهايت توالي رهبر     در   . كلون شدIgk    روي ناقـل 
pSecTag2a صورت سـه    همراه دو قطعه كلون شده ديگر به        به

ــة  ــازگر    (Igk/mIL-18/Fcقطع ــط دو آغ ــايي توس ــوالي نه ت
 تكثير شد و سـپس      PCR با   R-3F-Xm و   F-3F-Nhاختصاصي  

 در NheI/XmaIبعــداز هــضم آنزيمــي ســه قطعــه تكثيــر شــده 
 :Cytomegalovirus)دسـت پرومـوتر سـيتومگالوويروس     پايين

CMV) پلاســـميد pIRES2-EGFP (Clontech))  1شـــكل 
 . كلون شد) الف

يـابي    بـراي تـوالي  (pIRES- Igk/mIL-18/Fc)سازه نهـايي  
 آلمــان Seqlab بــه آزمايــشگاه (Direct Sequencing)مــستقيم 

افزارهـاي   وسـيله نـرم    هـا بـه     از قرائـت تـوالي     ارسال شده و پـس    
هاي كلون  ها و ژن ، درستي سازهClustal X و Bioeditتخصصي 

  .و تعيين توالي تأييد شد) 1شكل (شده با انجام آناليز آنزيمي 
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-pIRESرتيـب قرارگيـري قطعـات در سـازه بيـاني            هـاي آنزيمـي بـين قطعـات و ت           شكل شماتيك از سـايت     )ب،  pIRES2-EGFP نقشه شماتيك ناقل تجاري      ) الف 1شكل  

Igk/mIL18/Fc  
 pCMV :   ،پروموتور سيتومگالوويروسKan :       ،ژن كد كننده مقاومت به كانامايسينIRES :      ،مكان ورود ريبوزوم در داخل ژنEGFP :  ،ژن پروتين فلورسنت سبز يوكـاريوتيIgk ،

mIL-18 ،IgFCلين كاپا، توالي كوتاه شدة ترتيب اشاره به توالي نشانه ايمنوگلبو  بهIL-18 موشي و قسمتي از زنجيره سنگين IgG2aدارد .  
  

 pIRES-Igk/mIL-18/Fc ترانسفكشن سازه    -2-5
  و ارزيابي بيان

 پلاسميد (Transient Transfection)ترانسفكشن گذراي 
 بـا اسـتفاده از برنامـه        pIRES-Igk/mIL-18/Fcساخته شـدة    

طـور خلاصـه     بـه . انجام شـد   Turbofect (Fermentas)كيت  
 سـاعت قبـل از ترانسفكـشن    HEK293T ،24 سلول   4/2×105

از طـرف   .  شـد  اي كـشت داده     خانه 6گذرا در هر چاهك پليت      
 بـا  pIRES- Igk/mIL-18/Fc ميكروگرم از پلاسميد 4ديگر؛ 

 ميكروليتـر رسـانده     400 به حجم نهايي     DMEMمحيط كشت   
 بـه آن    (Turbofect) ميكروليتر از محلول توربوفكـت       4شد و   

ــ20افــزوده و بعــد از  ن  دقيقــه انكوباســيون دردمــاي اتــاق، اي
در نهايت  . ها اضافه شد   صورت قطره قطره به سلول     مجموعه، به 

 EGFP ساعت انكوباسيون، با توجه بـه حـضور ژن           48پس از   
(Enhanced Green Fluorescent Protein) ،در پلاســميد 

صـورت   كوپ فلورسانس بـه   ميزان ترانسفكشن گذرا با ميكروس    
  .صورت كمي ارزيابي شد كيفي و انجام فلوسايتومتري به

   نوتركيبIL-18 بررسي بيان پروتئين -2-6
هـا    ساعت بعد از ترانسفكشن گذرا، سوپ رويي سلول        48

ــه ــع  ب ــه جم ــورت جداگان ــتون ص ــا س ــيظ  آوري و ب ــاي تغل ه
Vivaspin2 (Vivascience; Sigma; UK) ــي  ســوپ روي

هاي ترانـسفكت    همچنين همه سلول  . رابر تغليظ شد   ب 10حدود  
 ميكروليتـر   100در  آوري و بعد از دوبار شستـشو         شده نيز جمع  

PBS (Phosphate Buffered Saline)  سـپس بـا   .  حـل شـد
ها را ليز كرده و در نهايت سـوپ          روش ذوب و انجماد اين سلول     

 گـرم  250هاي ليـز شـده پـس از سـانتريفوژ در دور      رويي سلول 
تغلـيظ شـده   محلول رويـي  و در كنار آوري   دقيقه جمع3مدت   به

موجـود در   (هاي ترانسفكت شده، سريال رقـت اسـتاندارد          سلول
صورت دوتـايي    به) سلول ترانسفكت نشده  (و كنترل منفي    ) كيت

 IL-18 بـا كيـت الايـزاي تشخيـصي          IL-18براي سنجش بيـان     
  . بررسي شد(Bender MedSystems; Austria)موشي 
  

   نوتركيبIL-18 بررسي فعاليت پروتئين -2-7
، پس از انجام كشت منظم و رسـيدن بـه           KG-1هاي   سلول
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 RPMIبار بـا محـيط    ، يكليتر  سلول در هر ميلي2×106ميزان 

هـا و     شسته شده و پس از آن ميـزان زنـده بـودن سـلول              1640
 ارزيـابي  RPMI 1640ليتـر محـيط    ها در يك ميلي تعداد سلول

 سلول  3×106ليتر از سوسپانسيون سلولي با غلظت        ميكرو 100 .شد
در (صــورت دوتــايي  اي بــه  خانــه96ليتــر در پليــت  در هــر ميلــي

كشت داده شد ) هاي مختلف آزمون، كنترل منفي، كنترل مثبت گروه
 سـاعت   48(ها    ميكروليتر از سوپ رويي تغليظ شده سلول       100و  

عنـوان   به. ه شداضاف) گروه آزمون (به آن   ) پس از ترانسفكشن گذرا   
ــه    اســتاندارد ســنتتيك  IL-18ترتيــب از  كنتــرل مثبــت و منفــي ب

 سـوپ رويـي      ميكروليتـر  100و  ) ليتـر   پيكوگرم در هر ميلي    500(
ــدون ترانسفكــشن، اســتفاده  تغلــيظ شــده ســلول   . شــدهــاي ب

هـا   ها، سـوپ رويـي سـلول        ساعت پس از انكوبه كردن سلول      24
سانتريفوژ شده و سوپ رويـي       گرم،   250 دقيقه با دور     10مدت   به
 ترشح شده در سوپ IFN-γدر نهايت ميزان . آوري شد  ها جمع  آن

 ;IFN-γ (U-CyTech Bioscienceرويــي بــا كيــت ســنجش 

Netherlands) ارزيابي شد.  
  

  نتايج-3

  طراحي، ساخت و تأييد ناقـل نوتركيـب        -3-1
pIRES-Igk/mIL-18/Fc  

ابليـت بيـان و      بـا ق   (pIRES-Igk/mIL-18/Fc)سازه نهـايي    
ــدين IL-18/Ig Fcترشــح  ــال چن ــه دنب ــگ و  ، ب ــه كلونين مرحل
-pIRESدرســتي پلاســميد نهــايي . كلونينــگ ســاخته شــد ســاب

Igk/mIL-18/Fc)  با هضم آنزيمي و به دنبال برش با )  ب1شكل
ــزيم ــاي  آنـــــ ، (HindIII/EcoRV)، (HindIII/BglII)هـــــ

(NheI/XmaI) م تعيين توالي در نهايت با انجا). 2شكل ( تأييد شد
صورت دو طرفه با كمـك آغازگرهـاي طراحـي شـده از روي               به(

درسـتي تـوالي    ) نقشه ژني ناقل، در قبل و بعد از توالي كلون شده          
  . نوكلوتيد تأييد شد1296با طول  Igk/mIL-18/Fcكلون شدة 

  

 
  

هـاي   بـا آنـزيم  ، pSL1180-IL-18 هـضم آنزيمـي ناقـل    )2سـتون   ،pSL1180-IL-18 ناقل اوليـه  )1 ستون  تأييد كلونينگ قطعات با استفاده از هضم آنزيمي؛2شكل  
HindIII/BglII .  ناقل   )3ستون pSL1180-IL-18-FC  ،  هضم آنزيمي و تأييد ناقل       )4ستون pSL1180-IL-18-FC     با دو آنزيم HindIII/XmaI  ،  ستونM(   1 نشانگر 

-pIRES-Igk/mIL ناقل نهايي    )7ستون   ،NheI/XmaIم   با دو آنزي   pSec-mIL-18/Fc تأييد ناقل    )6 ستون ،pSec-mIL-18/Fc ناقل   )5ستون  ،  Fermentasكيلوبازي  

18/Fc،  تأييد كلونينگ )8ستون pIRES-Igk/mIL-18/Fc با دو آنزيم NheI/XmaI  
  

 با پلاسميد   HEK293T ترانسفكشن سلول    -3-2
pIRES-Igk/mIL18/Fc. 

   ،)3شكل  (پس از بررسي كيفي با ميكروسكوپ فلورسانت

هاي ترانسفكت   سلول(هاي آزمون    ميزان ترانسفكشن گذراي سلول   
ــل   ــا ناق ــده ب ــرل ) pIRES-EGFP-3Fش ــدون  (و كنت ــلول ب س

 درصد ترانسفكشن را    60با انجام فلوسايتومتري ميزان     ) ترانسفكت
  ). نمودار ب4شكل (هاي آزمون نشان داد  در سلول
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 سلول ترانسفكت شده با ناقل بـدون    ) الف  با كمك ميكروسكوپ فلورسانس؛    HEK293T در سلول    pIRES-k/mIL-18/Fc ترانسفكشن گذراي ارزيابي ميزان    3شكل  
EGFP) ب، )كنترل منفي( سلول ترانسفكت شده با ناقل pIRES-k/mIL-18/Fc كه داراي ژن EGFPاست .)  100×بزرگنمايي(  
  

  
 

 سـلول   )ب،  )بـدون ترانسفكـشن   ( سلول كنتـرل     )الف با كمك فلوسايتومتري؛     HEK293T در سلول    pIRES-k/mIL18/Fc رانسفكشن گذراي ت بررسي ميزان    4شكل  
  pIRES-k/mIL18/Fcترانسفكت شده با ناقل 

  

   نوتركيبIL18 بررسي بيان پروتئين -3-3
هـاي ترانـسفكت     سوپ رويي سلول   در   IL-18ارزيابي ميزان   
صورت دوتايي در كنار منحني استانداردي بـا         بهشده با سازه بياني     

 غلظتـي در    ،ليتـر   پيكوگرم در هـر ميلـي      2000 تا   31 طيف غلظتي 
از اين پـروتئين را در سـوپ        ليتر   ميلي پيكوگرم در هر     250حدود  
همچنـين  ). 3 سـتون   1ودار  نم ـ(هـا نـشان داد        سـلول   كشت رويي

 در  هاي ترانـسفكت شـده غلظتـي        سلول (Lysate)بررسي ليزات   
 در ليـزات سـلولي      IL-18 از   ليتـر   پيكوگرم در هر ميلـي     50حدود  

  .نشان داد
  

   نوتركيبIL-18 بررسي فعاليت پروتئين -3-4
، از ويژگي ايـن سـايتوكين در        IL-18براي سنجش فعاليت    

.  اسـتفاده شـد  IFN-γهـاي ايمنـي و ترشـح       فعال كردن سـلول   
 KG-1هــاي  ســوپ رويــي ســلول در IFN-γارزيــابي ميــزان 

 تـا   5 با طيف غلظتي  ( كيت   استانداردصورت دوتايي در كنار      به

 و همچنين نمونه كنترل مثبـت و        )ليتر  پيكوگرم در هر ميلي    320
 در سوپ ليتر  پيكوگرم در هر ميليIFN-γ 5ميزان منفي نشانگر  
 نوتركيـب  IL-18دهـد    نشان مي كه  بود  هاي آزمون    رويي سلول 

  )2 ستون 2نمودار ( است فعال
  

  
  
هـا   ليزات و سوپ رويي سـلول       به روش الايزا؛   IL-18 بررسي بيان    1ودار  نم

دوتـايي  تكـرار   صـورت     ساعت از ترانسفكـشن گـذرا، بـه        48بعد از گذشت    
(Douplicate)     از نظر ميزانIL-18    سـوپ رويـي     )1سـتون   .  ارزيـابي شـد 

 سـوپ رويـي     )2سـتون   ،  )كنترل منفـي سـلول    (هاي ترانسفكت نشده     سلول
 )3ستون  ،  )كنترل منفي ناقل   (pIRES2-EGFPنسفكت شده با    هاي ترا  سلول

، سـتون   pIRES-Igk/mIL-18/Fcهاي ترانسفكت شده با      سوپ رويي سلول  
  pIRES-Igk/mIL-18/Fcهاي ترانسفكت شده با  ليزات سلول) 4
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 ساعت پـس از انكوبـه كـردن         24  نوتركيب؛ IL-18 بررسي فعاليت    2نمودار  
) نمونه آزمـون  (هاي ترانسفكت شده     يي سلول ، با سوپ رو   KG-1هاي   سلول

 مـصنوعي   IL-18و  ) كنترل منفـي  (هاي بدون ترانسفكشن     سوپ رويي سلول  
هـا    خانه سوپ رويي اين سـلول      96در پليت   ) ليتر  پيكوگرم در هر ميلي    500(

 ترشح شده در سوپ رويي با كيـت       IFN-γآوري شد و در نهايت ميزان        جمع
 نمونـه آزمـون،     )2ستون   كنترل منفي،    )1ن  ستو.  ارزيابي شد  IFN-γسنجش  

   كنترل مثبت)3ستون 
  

  بحث-4
هـايي    ازجديـدترين شـيوه    DNAهاي   گيري از واكسن   بهره

هـاي   است كه در زمينه واكسيناسيون بر عليه بيماريزاها و سلول         
زايـي ايـن نـوع       توموري ارايه شده است كه با توجه بـه ايمنـي          

سـلولي و همـورال، هنـوز       انـدازي پاسـخ ايمنـي        واكسن در راه  
هاي قابل قبول و مطلـوب ادامـه         ها براي دستيابي به پاسخ     تلاش
تـوان بـه اسـتفاده از        هـا مـي    از جمله اين تلاش   ]. 18،  17[دارد  

هـا، يـك     پلاسميدهاي جفت بياني اشاره كرد كـه در ايـن ناقـل           
توالي ويژه مكان داخلي ورود ريبـوزوم در بـين دو ناحيـه كـد               

د و اين توالي ويـژه، ناقـل جفـت بيـاني را قـادر               كننده قرار دار  
سازد تا دو يا چند پـروتئين مختلـف را بـا اسـتفاده از يـك                  مي

بـزرگ،   mRNAواحد رونويسي و به دنبـال آن سـاخت يـك            
شناسي  ها در زمينه مطالعات ايمني     از مزاياي اين ناقل   . توليد كند 

ايسه بـا   هاي ايمني در مق    تحريك قوي و پايدار پاسخ    توان به    مي
همچنين در  .  اشاره كرد  (Monocistronic)هاي تك بياني     ناقل

ها مشكلاتي كه در استفادة همزمان چند ناقل تـك           اين نوع ناقل  
بياني وجود دارد، شامل رقابت بين پروموتورهـا و حـذف يـك             

كارهـاي تقويـت     از ديگـر راه   . شـود  ناقل از سـلول ديـده نمـي       
هاي ژني اشاره    ادجوانتتوان به     مي DNAهاي   عملكرد واكسن 

اي  هـا از اهميـت ويـژه       نمود؛ در اين راستا استفاده از سايتوكين      

كـارگيري    بـه  امروز مطالعات زيـادي در زمينـه      . برخوردار است 
طور جداگانه در پلاسميد تـك بيـاني يـا           ژن به  سايتوكين و آنتي  
هاي جفت بياني صورت گرفتـه     ها در قالب ناقل    بيان همزمان آن  

  ].20 ،19[است 
 موشـي از ژنـوم      IL-18در اين مطالعه فرم كوتـاه و فعـال          

 Igkموش تكثير داده شد و اين توالي در كنار بخشي از تـوالي              
منظور ايجاد سـايتوكيني      به FCγ2aو قسمتي از زنجيره سنگين      

فعال، ترشحي و با نيمه عمر فعاليت بالا در ناقـل جفـت بيـاني               
 بـا انجـام     HEK293Tهـاي    سپس بيان آن در سلول    . كلون شد 

 :Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)آزمون الايزا 

ELISA)              به تأييد رسيد و در نهايـت فعاليـت ايـن سـايتوكين 
 .ارزيابي شد

IL-18 التهـابي و يـك محـرك     عنوان يك سايتوكين پيش  به
عنـوان يـك سـايتوكين مهـم در           همچنين به  IFN-γفعال توليد   

 منـي بـسيار مـورد توجـه اسـت؛         هـاي اي   تنظيم و تهيـيج پاسـخ     
طوري كه امـروزه مطالعـات زيـادي روي ايـن سـايتوكين بـا                به

ماهيت انساني يا حتي از ديگر منـابع حيـواني همچـون مـوش،              
 IL-18]. 24-21، 8[اردك، ســگ، اســب انجــام گرفتــه اســت 

صورت يك سـايتوكين غيرفعـال و فاقـد پپتيـد نـشانه توليـد               به
وسـيله فعاليـت برشـي       رم فعال به  شود كه تبديل آن به يك ف       مي

 و  (Nagai)ناگـاي   . گيـرد  سيستئين پروتئاز سلولي صورت مـي     
 اسـيدآمينه از    35همكاران در مطالعه خود نشان دادند كـه اگـر           

ابتداي فرم غيرفعال برداشته شود، ايـن پـروتئين بـه فـرم فعـال               
 و (Yang)در مطالعــه ديگــري يانــگ ]. 25[شــود  تبــديل مــي

 اسيدآمينه از فرم غيرفعال برداشـته       57ادند اگر   همكاران نشان د  
دسـت آمـده    نتايج به] 26[شود، اين فرم كوتاه شده فعال نيست        

  فاقـد  (از اين تحقيق نيز نـشان داد كـه فـرم كوتـاه سـنتز شـده                  
 KG-1هاي   خوبي سلول  قادر است به  )  اسيدآمينه انتهاي آميني   35

ــح   ــتاي ترش ــرده و در مج IFN-γرا در راس ــك ك ــوع  تحري م
  .صورت فعال عمل كند به

از طرف ديگر؛ در چندين مطالعه نشان داده شد كه اتـصال            
 از سلول مولد    آنتواند باعث ترشح     توالي نشانه به فرم فعال مي     

توان بـه تـوالي نـشانه        ها مي  از جمله اين توالي   ]. 25 [ شود خود
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IFN-β               يا تـوالي رهبـر از ژن پاراتيروئيـد هورمـون انـساني و 
]. 25، 11[نجيـره كاپـاي ايمونوگلبـولين اشـاره كـرد       همچنين ز 

 و همكاران در تحقيقات خود نشان دادند كـه         (Osaki)اوساكي  
اضافه كردن قسمتي از پپتيد نشانة هورمون پاراتيروييـد انـساني           

توانـد در ترشـح ايـن سـايتوكين مـؤثر             مي IL-18به فرم فعال    
ه و عملكـرد    طوري كه اين سايتوكين همچنان فعال بود       باشد؛ به 

 همچنـان  IFN-γهـاي ايمنـي بـا توليـد      خود را در القاي سلول  
 و ناگاي در مطالعـات ديگـري        (Heuer)هوئر  ]. 27[حفظ كند   

 بـه فـرم     IFN-β و   IL-11ترتيب با اضافه كردن پپتيد نـشانة         به
خوبي توانستند فرم ترشحي ايـن       ، به IL-18فعال و غيرترشحي    

در مطالعـه حاضـر نيـز بـا         ]. 28،  25[سايتوكين را توليـد كننـد       
 و بـه دنبـال آن       IL-18 با فرم فعال     Igkاتصال قسمتي از توالي     

 در محلول رويـي     IL-18،  ليتر  پيكوگرم در هر ميلي    250رديابي  
   پيكوگرم در هر 50 ميزان ها ترانسفكت شده در مقايسه با سلول

 ليـزات سـلولي و همچنـين بررسـي        از اين پروتئين در    ليتر ميلي
 در ترشح   Igkيت اين سايتوكين عملكرد موفق توالي نشانه        فعال

  . به اثبات رسيدIL-18فرم فعال 
عنوان گـامي نخـست در راسـتاي         ساخت اين سازه بياني به    

هـاي   هاي جفت بيـاني در ارتقـاي سـطح پاسـخ           استفاده از ناقل  
 است كه مقايسه اثربخشي اين واكسن       DNAهاي   ايمني واكسن 

 به تحقيقـات بيـشتري در ايـن         DNAهاي   با انواع ديگر واكسن   
  .زمينه نياز دارد

  

  تشكر و قدرداني-5
اين مقاله، حاصل نتايج بخشي از پروژه تحقيقـاتي مـصوب    

بوده كـه در گـروه هپاتيـت و         ) 478طرح  (انستيتو پاستور ايران    
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