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Abstract 
Objective: The study of physiological changes in recombinant cell lines provides useful 
information to improve production performance. In this study, we investigate the effects 
of an anti-CD33 chimeric IgG4 expression on Sp2.0 cell growth. 
Methods: Variable region genes of light and heavy chains of monoclonal antibody 
produced by M195 were cloned in pFUSE-CLIg-hk and pFUSE-CHIg-hG4 expression 
vectors, respectively. Transfection of recombinant plasmids into Sp2.0 cell lines was 
performed using lipofectamine in two steps. Positive transformant cells were isolated and 
subjected to PCR, RT-PCR and Western blot analysis to confirm the integration of gene 
cassettes and the expression of recombinant IgG4.  
To assess the growth parameters, recombinant and parent Sp2.0 cell lines were seeded at a 
density of 1×105 cells/ml in duplicate into 12-well plates. For nine days, culture plates 
were sampled daily and viable cell count and viability determined.  
Results: The results of PCR, RT-PCR and Western blot analyses confirmed the 
generation of stable producer cell lines. In recombinant cells, the maximum cell density 
decreased by 46%. However, it was observed that IgG4 expression had no effect on cell 
viability of these transfectants. 
Conclusion: Our results showed that the expression of recombinant IgG4 can change 
growth parameters in Sp2.0 cell lines that express the pFUSE-CHIg-hG4-pFUSE-CLIg-
hk construct.  
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 Sp2.0 هاي سلول رشد بر نوتركيب IgG4 پايدار بيان ثيرأت
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  13/11/92 :مقاله پذيرش  15/10/92 :مقاله دريافت
  چكيده

 كـارآيي  بهبود براي مفيدي اطلاعات والد، هاي سلول با مقايسه در نوتركيب هاي سلول كفيزيولوژي تغييرات مطالعه :هدف
 بررسـي  Sp2.0 سـلول  رشـد  بر CD33 رنشانگ يهعل كايمريك IgG4 بيان ثيرأت مطالعه اين در .نمايد مي فراهم توليد فرايند
  .است شده
 در ترتيـب  بـه  M195 سلول توسط شده توليد بادي يآنت سنگين و سبك هاي زنجيره متغير نواحي هاي ژن :ها روش و مواد
 اسـتفاده  بـا  مرحله دو در نوتركيب پلاسميدهاي .شد سازي همسانه pFUSE-CHIg-hG4 و pFUSE-CLIg-hk هاي ناقل
 زئوسـين  و بلاستيسيدين هاي بيوتيك آنتي حاوي محيط در پايدار هاي سلول .شد منتقل Sp2.0 هاي سلول به ليپوفكتامين از

 از استفاده با IgG4 بيان همچنين و ها بيوتيك آنتي به مقاوم تراريخت هاي سلول ژنوم به نوتركيب سازه الحاق .شدند بانتخا
 بـا  نوتركيـب  و والد هاي سلول كينتيكي، پارامترهاي مطالعه براي .شد بررسي بلات سترنو و PCR، RT-PCR هاي روش
 از سـاعت  24 هـر  و شـدند  انكوبـه  روز 9 مـدت  بـه  خانه 12 پليت در كشت محيط ليتر ميلي هر در سلول 1×105 چگالي
  .گرفت انجام بودن زنده درصد محاسبه و زنده سلول تعداد شمارش و شد برداري نمونه ها سلول
 نـشان  مطالعه اين .شد ييدأت IgG4 پايدار كننده توليد سلول ايجاد ،بلات سترنو و PCR، RT-PCR نتايج اساس بر :نتايج
 حـالي  در است يافته كاهش درصد 46 والد هاي سلول با مقايسه در نوتركيب هاي سلول براي سلولي چگالي كثرحدا كه داد
   .است نكرده تغييري زنده هاي سلول درصد ها نمونه اين در كه

 Sp2.0/pFUSE-CHIg-hG4-pFUSE-CLIg-hk سيستم در كايمريك IgG4 بيان تحقيق اين نتايج اساس بر :گيري نتيجه
   .شود مي ميزبان سلول رشدي پارامترهاي از برخي تغيير باعث

  
  سلولي چگالي حداكثر ،Sp2.0 سلول ،IgG4 دودماني، تك بادي آنتي :واژگان كليد

  
  

  مقدمه
 دارويـي  نوتركيـب  هـاي  پـروتئين  تعداد اخير هاي سال طي
   بـازار  تقاضاي همچنين و جانوري هاي سلول توسط شده توليد

  
 ؛ديگـر  سـوي  از .اسـت  افزايش حال در روز هب روز ها آن براي

 از .اسـت  آمـده  وجـود  هب زمينه اين در چشمگيري هاي پيشرفت

  37-27: ، صفحات1392، زمستان 4، شماره 16، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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  Sp2.0هاي   بر رشد سلولIgG4ثير بيان أت
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 هـاي  سلول ،مناسب هاي ناقل توسعه به توان مي موارد اين جمله
 كـه  ستحالي در اين .نمود اشاره يسلول كشت فناوري و ميزبان
 يهـا  سـلول  فيزيولـوژي  كامـل  شـناخت  نظير يديگر هاي جنبه
 پـروتئين  توليـد  .]2 ،1[ دارد نيـاز  بيـشتري  مطالعـات  بـه  ،دمول

 تكثيـر  و رشـد  سـرعت  بـر  متفاوتي تأثيرات تواند مي نوتركيب
 و سـلول  كينتيكـي  هـاي  ويژگي شناخت .]3[ باشد داشته سلول

 زنـده،  هاي سلول تعداد سازي بهينه براي نياز مورد شرايط مينأت
 توليـد  بازده نمودن حداكثر راستاي در ثرؤم يرويكرد عنوان به

 مطـابق  .]5 ،4[ شـود  مـي  گرفتـه  نظـر  در نوتركيب هاي پروتئين
 از بعـد  هـا  سـلول  كينتيكـي  پارامترهـاي  گذشته مطالعات نتايج

 .شـود  مـي  تغيير دستخوش نوتركيب پروتئين ژن بيان و دريافت
 در نوتركيـب  دارويـي  پـروتئين  نخستين توليد از پس سال چند

 ها باكتري كه شد مشخص )Escherichia coli( كولي شريشياا
 بيـان  و ژن متعـدد  هاي نسخه حفظ براي نوتركيب مخمرهاي و

 اي ذخيـره  اشكال صرف به مجبور خارجي، پروتئين انبوه مقادير
 و آمينـه  اسـيدهاي  توليد همچنين و GTP و ATP مانند انرژي

 در و هـا  پـروتئين  و RNA انواع سنتز در نياز مورد نوكلئوتيدها
 بـا  مقايـسه  در بنـابراين  ؛]6[ هستند متابوليك بار تحملم نتيجه
 و رشـد  سـرعت  تر، طولاني شدن برابر دو زمان والد هاي سلول

 هـاي  ميزبـان  مـورد  در .دارنـد  يكمتـر  وليسـل  چگالي حداكثر
 در مـشابه  نتـايج  جـانوري  هاي سلول خصوص هب و يوكاريوتي

 بررسـي،  چنـد  در .اسـت  شـده  حاصل مطالعه محدودتري تعداد
 )Amplification( نوتركيـب  ژني سازه هاي نسخه تعداد افزايش
  CHO )Chinese هـاي  سـلول  رشـد  سـرعت  كـاهش  به منجر

Hamster Ovary( كـه  نوتركيـب  هاي سلول كه حالي در .دش 
 سرعت بود نيافته افزايش ها آن در خارجي ژن هاي نسخه تعداد
 رنظ ـ بـه  .]8-6[ داشـتند  ژن فاقـد  هـاي  سـلول  با مشابه رشدي

 سـلول،  يـك  مختلف هاي كلون حتي و ها سلول برخي رسد مي
 ميـزان  بـه  بنـابراين  هـستند؛  توانـاتر  متابوليك بار اين تحمل در

 وجـود  با .شد خواهند كينتيكي خصوصيات تغيير دچار يكمتر
 جانوري هاي سلول مورد در جامع و كافي داده موضوع، اهميت

  .]8[ نيست دسترس در
 چـون  هـايي  بيمـاري  درمـان  در انيدودم تك هاي بادي آنتي

 عفـوني  هـاي  بيمـاري  و آلـرژي  خـودايمني،  اختلالات سرطان،
 مراحـل  در كـه  هـايي  بـادي  آنتي تعداد افزايش .]9[ دارد كاربرد
 قـرار  ييـد أت مـورد  دارويـي  مـصرف  براي يا است باليني همطالع
 بهبـود  بـراي  گـسترده  تـلاش  گيـري  شكل به منجر ،ستا گرفته
 پيـشرفت  موارد از بسياري در .]5[ است شده ها آن توليد ميزان

 سـازي  بهينه در سزايي هب ثيرأت جانوري هاي سلول كشت فناوري
 ،9[ است داشته ها بادي آنتي جمله از نوتركيب هاي پروتئين بيان
 توليـد  بـراي  كـه  جـانوري  سـلولي  هاي رده پركاربردترين .]10
 شـوند  مي ادهاستف صنعتي مقياس در دودماني تك هاي بادي آنتي
 ميلومـاي  هـاي  سـلول  ،)CHO( چينـي  هامـستر  هاي سلول شامل
 )Hybridoma( هيبريـدوما  هاي سلول و )Sp2.0، NSO( موشي
 بيـان  متخصص ميلومايي هاي سلول كه جايي آن از .]11[ هستند
 هـاي  ميزبان ،NSO و Sp2.0 سلولي هاي رده ،هستند بادي آنتي

 روند مي شمار هب دودماني تك هاي بادي آنتي توليد براي مناسب
 دودمـاني  تـك  هـاي  بـادي  آنتـي  درصـد  25 ميـان  اين در .]12[

 سـلول  در اروپا اتحاديه و آمريكا متحده ايالات بازار در موجود
Sp2.0 13[ است شده توليد[.  

 توليـد  نوتركيـب  Sp2.0 هاي سلول ايجاد مطالعه اين هدف
ــده ــك IgG4 كنن ــر كايمري ــه ب ــشانگر علي ــي ،CD33 ن  بررس

 هاي سلول با آن مقايسه و مذكور هاي سلول كينتيكي پارامترهاي
 هـاي  سـلول  ايجـاد  در توانـد  مـي  تحقيـق  اين نتايج .است والد

 ـ دارويـي  هاي پروتئين انواع بيان براي نوتركيب جانوري  كـار  هب
  .شود گرفته
  

  ها روش و مواد
  سلولي رده كشت
 محيط در )Sp2.0-Ag14 )ATCC-CRL-1581 سلولي رده

 غيـر  گـاوي  جنين سرم درصد 10 حاوي RPMI-1640 تكش
 انكوبـاتور  در ،)آمريكـا  ،Invitrogen( حـرارت  بـا  شـده  فعال

 و گـراد  سانتي درجه 37 دماي كربن، اكسيد دي درصد 5 حاوي
 روز 3-2 فواصل با ها سلول .شد داده كشت رطوبت درصد 85
 پاسـاژ  كـشت  محـيط  ليتر ميلي هر در سلول 5/2×105 چگالي با
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  و همكارانهدي جهاندار
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  Trypan( بلــو تريپــان روش بــا ســلولي شــمارش .شــدند دهدا
Blue( شد انجام نئوبار لام از استفاده با.  
  
  ژني هاي سازه تهيه

 :GenBank[ سـبك  زنجيـره  متغيـر  ناحيه كننده كد ژن توالي

M83099.1[ سنگين و ]GenBank: M83098.1[ عليه بادي آنتي 
 رد شــود، مــي ســاخته M195 كلــون توســط كــه CD33 نــشانگر
 شـامل  ژني، توالي اساس اين بر .است موجود اطلاعاتي هاي پايگاه
 هـاي  جايگـاه  و )VH( سـنگين  و )VL( سبك زنجيره متغير ناحيه
 ،Gene Ray( شـد  اختهس ـ و طراحـي  نظر، مورد هاي آنزيم برش
ــين ــن در .)چ ــق اي ــل از تحقي ــاني ناق  و pFUSE-CLIg-hk بي

pFUSE-CHIg-hG4 )Invivogen، ايـن  .شد دهاستفا )آمريكا 
 سبك زنجيره ثابت ناحيه كننده رمز ژن حاوي ترتيب به ها ناقل
ــا ــره و كاپ ــنگين زنجي ــساني IgG4 س ــه و ان ــب ب  داراي ترتي
 )Zeocin( زئوسين و )Blasticidin( بلاستيسيدين هايگرنشان
 فـريتين  سـبك  زنجيـره  يپروموتورهـا  شامل ناقل دو هر .است

 بــراي )human Ferritin Light Chain: hFerL( انــساني
 ويـروس  -1 انـساني  كننـده  طويـل  فـاكتور  و انتخـابي  نشانگر

HTLV. )human Elongation Factor 1α-Human T-Cell 

Leukemia Virus: hEF1-HTLV( بـه  .است بادي آنتي رايب 
 پلاســميد متنــاظر، بيــاني هــاي ناقــل در هــا ژن كــردن كلــون منظــور

pFUSE-CHIg-hG4 ژن و VH هاي آنزيم توسط NheI/EcoRI 
)Fermentas، ژن و )آمريكا VL ناقـل  و pFUSE-CLIg-hk 
 .شـد  بريـده  )آمريكـا  ،BsiWI/NcoI )Fermentas هاي آنزيم با

ــشكيل  و pFUSE-CHIg-hG4-VH نوتركيــب پلاســميدهاي ت
pFUSE-CLIg-hk-VL تـوالي  تعيين و آنزيمي هضم روش با 

  .شد ييدأت
  
 هايرنشانگ به Sp2.0 هاي سلول حساسيت دامنه

  انتخابي
ــايي آن از ــه ج ــشانگر ك ــابي هاين ــي انتخ ــده طراح  در ش

 بـه  مقاومـت  هاي ژن مطالعه اين در استفاده مورد بياني هاي ناقل
 اسـت  ضـروري  ،است بلاستيسيدين و زئوسين هاي بيوتيك آنتي
 تعيـين  هـا  بيوتيك آنتي اين به Sp2.0 هاي سلول حساسيت دامنه
 در ليتـر  ميلـي  هـر  در ولسـل  5/2×105 تعداد منظور بدين .دشو

 هـا  چاهـك  از يك هر به .شد ريخته خانه 12 پليت هاي چاهك
 در ميكروگـــرم 0 ،300 ،400 ،600 ،800 ميـــزان ترتيـــب بـــه
 .شد اضافه )آمريكا ،Invitrogen( زئوسين بيوتيك آنتي ليتر ميلي
 در .داشـت  ادامه روز 14 مدت به بيوتيك آنتي حضور در كشت
 ،2 ،3 هـاي  غلظت ثيرأت ترتيب، همين به هم بلاستيسيدين مورد

 .دش بررسي روز 14 مدت به ليتر ميلي در ميكروگرم 0 ،75/0 ،1
 دو ضورح ـ در هـا  سـلول  ساسيتح ـ دامنـه  تعيـين  بـراي  سپس
 /50 ،5/0 /50 ،75/0 /50 ،5/0 /100 هـاي  غلظـت  ،بيوتيك آنتي
 .شد مطالعه روز 14 مدت به بلاستيسيدين /زئوسين از 0 ،25/0
 .شـد  انجـام  روز 3-2 فواصل با برداري نمونه مطالعه، سه هر در

 از اسـتفاده  با بلو تريپان روش با زنده هاي سلول تعداد شمارش
 در نمونـه  دو بيوتيـك  آنتي غلظت هر براي .شد انجام نئوبار لام
  .شد گرفته نظر

  
  نوتركيب Sp2.0 هاي سلول ايجاد و ترانسفكشن

 پلاسـميد  پايـدار،  ليسـلو  رده ايجـاد  احتمال افزايش براي
 سـبك  زنجيـره  ژن حـاوي  pFUSE-CLIg-hk-VL نوتركيب
 .شـــد خطـــي )آمريكـــا ،NotI )Fermentas آنـــزيم توســط 

ــا ترانسفكــشن ــامين از اســتفاده ب  ،Invitrogen( 2000 ليپوفكت
 انجـام  سـازنده  شركت توسط پيشنهادي روش مطابق و )آمريكا

 5/2×105 ليچگا با و شده رقيق ها سلول ساعت 48 از پس .شد
 قـرار  بلاستيـسيدين  حاوي انتخابي محيط در ليتر ميلي در سلول
 پلاسميد با آمده دست هب پايدار هاي سلول هفته 4 از پس .گرفتند
ــي ــده خط ــسفكت pFUSE-CHIg-hG4-VH ش ــدند تران  .ش
 ضورح ـ در سنگين و سبك زنجيره ژن دو هر حاوي هاي سلول
 هـر  در .شدند نتخابا بلاستيسيدين و زئوسين هاي بيوتيك آنتي
 منفـي  كنترل عنوان به نيز نشده ترانسفكت هاي سلول مرحله دو
   .گرفتند قرار بيوتيك آنتي معرض در
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 هـاي  سلول ژنوم به نوتركيب هاي ناقل ورود ييدأت منظور به
 DNA )High Pure اسـتخراج  كيت از استفاده با شده، پايدار

PCR Template Preparation Kit( )Roche Diagnostics 

GmbH، آلمان( DNA و شد تخليص ژنومي PCR تكثيـر  براي 
 تـوالي  .شـد  انجـام  سـنگين  و سـبك  زنجيره متغير ناحيه هاي ژن

 زنجيـره  متغيـر  ناحيـه  براي استفاده مورد )Primers (آغازگرهاي
  : سنگين

 5'-TTGAGAGTAGATGGTTTGAGCCTGAG-3' )رفت( 
 )برگشت( 'GTGCTAGCTGAGGAGACGGTG-3-'5 و
  :سبك زنجيره متغير ناحيه براي و
 5'-TTGAGAGTAGATGGTTTGAGCCTGAG-3' )رفت( 
 .بود )برگشت( 'CCACCGTACGTTTGATTTCCAG-3-'5 و

 هـاي  انـدازه  ترتيـب  به سنگين و سبك زنجيره محصولات براي
 مراحـل  همـين  مشابه .بود شده بيني پيش باز جفت 425 و 420
 انجـام  منفـي  تـرل كن عنوان به نشده ترانسفكت هاي سلول روي

 از اسـتفاده  با پايدار هاي سلول mRNA بيان، بررسي براي .دش
RNeasy Plus Mini Kit )Qiagen، بـا  و اسـتخراج  )آمريكا 

cDNA synthesis with RevertAid™ First Strand cDNA .  
Synthesis Kit )Fermentas، به )آمريكا cDNA شد تبديل. 

 .دش ـ انجـام  PCR شـده،  نبيـا  آغازگرهـاي  از استفاده با سپس
 عنـوان  به نشده ترانسفكت هاي سلول روي مراحل همين مشابه
 بـلات  وسترن پروتئين، بيان بررسي براي .دش انجام منفي كنترل

 محيط احيا، غير شرايط در .شد انجام احيا غير و احيا شرايط در
 هـاي  پـروتئين  .شـد  غلـيظ  برابـر  5/2 پايـدار  هـاي  سلول كشت

 درصــد 8 كريلاميــدآ پلــي ژل روي شتكــ محــيط در موجــود
 انتقــال بــا بلاتــي وســترن تجزيــه و تحليــل .شــد الكتروفــورز

 سـاعت  1 مـدت  به نيتروسلولزي غشاي روي ژل از ها پروتئين
 غـشا  ،IgG4 رديابي منظور هب .گرفت صورت ولت 18 ولتاژ در
 درصد شير خشك بدون     5/2 اب اتاق دماي رد ساعت 2 مدت به

 .شـد  بلوكـه  20درصـد تـويين   05/0 -ريس بافر نمكي ت   -چربي
 HRP بادي مرغي مثصل بـه     آنتي از 1:1500 رقت با غشا سپس

)Horseradish Peroxidase ( بـادي انـساني    ضد آنتـي)HRP  
Conjugated Chicken Anti-Human IgG ()Gallus 

Immunotech، اتــاق دمــاي در ســاعت 2 مــدت بــه )آمريكــا 
 هـاي  معـرف  از اسـتفاده  اب و شستشو ها بلات سپس .شد انكوبه

ــكار ــاز آش  )ECL) Enhanced Chemiluminescence يس
)GE Healthcare، رديـاب  دستگاه و )آمريكا ECL  طبـق  بـر 

 روي مراحـل  همـين  مـشابه  .شد بررسي سازنده شركت دستور
 انجـام  منفـي  كنترل عنوان به نشده ترانسفكت هاي سلول سوپ

 كيلودالتـون  50 و 25 انتظـار  مورد باندهاي احيا شرايط در .دش
 در آلبـومين  بـا  همپوشـاني  دليل به كيلودالتون 50 باند كه است
 ابتـدا  بنابراين ؛نبود مشخص كريلاميدآ پلي شده آميزي رنگ ژل
 تخلـيص  بـراي  .دش تجزيه و تحليل   سپس و تخليص بادي آنتي
 نوتركيـب  Sp2.0 هاي سلول كشت محيط شده، توليد بادي آنتي
 )آمريكا ،Goat anti human IgG-Agarose )Sigma ستون از
 بـادي  آنتـي  .شـد  اسـتفاه  سـازنده  پيـشنهادي  روش اساس بر و

 شرايط در بلات وسترن روش از استفاده با آمده دست هب خالص
 پلـي  درصـد  12 ژل روي نمونه منظور بدين .دش شناسايي احيا

   مـدت  بـه  ولـت  12 ولتـاژ  بـا  سـپس  و الكتروفـورز  كريلاميدآ
 مشابه بعدي مراحل .شد منتقل نيتروسلولزي يشاغ به دقيقه 45

   .بود غيراحيا شرايط
  

   پايدار هاي سلول در رشد پارامترهاي مطالعه
 شـده  پايدار هاي سلول كينتيكي، پارامترهاي مقايسه منظور به

 خانـه  12 هـاي  پليـت  در ليتر ميلي هر در 1×105 چگالي با والد و
 و بـرداري  نمونـه  هـا  سلول از روز 9 مدت به .شدند داده كشت
 لام از اسـتفاده  بـا  و بلـو  تريپـان  روش با زنده هاي سلول تعداد
 .شـد  محاسبه زنده هاي سلول درصد همچنين و شمارش نئوبار

 مـشخص  زنـده  هاي سلول چگالي حداكثر ها داده اين اساس بر
  .شد تكرار بار دو ها آزمايش .دش

  

  نتايج
  نوتركيب پلاسميدهاي ساخت

 هـاي  ناقـل  در ترتيـب  بـه  درستي به VH و VL ژني قطعات
pFUSE-CLIg-hk و pFUSE-CHIg-hG4 نـواحي  بـه  متصل 
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 نوتركيـب  پلاسـميدهاي  آنزيمي هضم .گرفت قرار بادي آنتي ثابت
pFUSE-CLIg-hk-VL و pFUSE-CHIg-hG4-VH تعيين و 

 1 شكل در .بود ها سازه اين ساختار درستي كننده ييدأت ها، آن توالي
  .است شده داده نشان حاصل نوتركيب هايپلاسميد نقشه

  

 
  

-pFUSE و   pFUSE-CHIg-hG4-VHپلاسـميدهاي نوتركيـب      ؛CD33 كايمريك عليه نـشانگر      IgG4هاي بياني مورد استفاده براي توليد         نماي شماتيك ناقل   1شكل  

CLIg-hk-VL ندنك بادي را كد مي هاي زنجيره سنگين و سبك آنتي به ترتيب ژن.  
  

هاي زئوسين و    بيوتيك ت مناسب آنتي  تعيين غلظ 
 Sp2.0هـاي    بلاستيسيدين براي انتخـاب سـلول     

  نوتركيب
 ـ اهميـت  انتخـابي  نـشانگر  از مناسب غلظت كارگيري هب  هب
 حـاوي  هـاي  سـلول  انتخـاب  ينـد آفر ييآكـار  بهبـود  در سزايي

ــميد ــب پلاس ــا .دارد نوتركي ــه ب ــه توج ــه دو ب ــودن اي مرحل  ب
 بـه  هـا  سـلول  حـساسيت  دامنه ها، سلول انتخاب و ترانسفكشن

 هـم  بـا  و تنهـايي  بـه  بلاستيـسيدين  و زئوسين هاي بيوتيك آنتي
 در هـا  سـلول  كـشندگي  نمودار دهنده نشان 2 شكل .دش تعيين

ــضور ــسيدين ح ــف( بلاستي ــين ،)ال ــين و )ب( زئوس  -زئوس
 ليتـر  ميلـي  در ميكروگـرم  75/0 هاي غلظت .است بلاستيسيدين

 بـراي  ليتـر  ميلـي  در ميكروگـرم  25/0/50 و بلاستيسيدين براي
  .شد استفاده انتخابي هاي محيط در زئوسين/بلاستيسيدين

  بادي هاي پايدار توليد كننده آنتي ايجاد سلول
ــه همــان ــواد بخــش در كــه گون ــه هــا روش و م  شــد، گفت

 انتخـاب  و ترانسفكـشن  مرحلـه  دو از پـس  Sp2.0 هاي سلول
 نتيجـه  .ندشـد  يبررس ـ ژنوم در نوتركيب ناقل ورود ييدأت براي
 ژنـوم  از بادي آنتي سنگين و سبك زنجيره متغير ناحيه ژن تكثير
 داده نـشان  )الـف ( 3 شكل در ،PCR روش با پايدار هاي سلول

  و 420بيني شـده     پيشاندازه  قطعات تكثير شده داراي     . شده است 
 كـه  است سنگين و سبك زنجيره براي ترتيب به باز جفت 425

 ييـد أت پايـدار  هـاي  سـلول  ژنـوم  رد را نوتركيـب  سـازه  حضور
 ييدأت پروتئين و mRNA سطح در بيان بعد مرحله در .نمايد مي
قطعـات  ،  RT-PCRهاي پايـدار بـا روش         سلول mRNAاز  . دش

 جفـت   425 جفت باز مربوط به ناحيه متغير زنجيره سـبك و            420
 از كـه  حـالي  در دش ـ تكثير سنگين زنجيره متغير ناحيه براي باز

 ذكـر  آغازگرهاي با نشده ترانسفكت هاي سلول mRNA نمونه
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 دهنـده  نـشان  4 شكل ).ب 3 شكل( نشد تكثير ژني قطعه شده
 مشاهده كه گونه همان .است بلات رنوستتجزيه و تحليل    نتايج  
 )الف( احيا غير شرايط در كيلودالتون 150 باند ظهور با شود مي

 ترشـح  و بيـان  احيـا،  شرايط در كيلودالتون 50 و 25 باندهاي و
 هـاي  سـلول  كشت محيط در اي چهار زنجيره  شكل به بادي آنتي

Sp2.0 دشو مي اثبات نوتركيب.  
  

  
  

  
  

  
  

قرار ) ج(زئوسين  / و بلاستيسيدين ) ب(، زئوسين   )الف(هاي متفاوت بلاستيسيدين      در معرض غلظت   Sp2.0هاي   هاي انتخابي؛ سلول    تعيين غلظت مؤثر شاخص    2شكل  
هـا    هفته اكثر سلول2 تا  1زئوسين كه طي    / كمترين غلظت زئوسين، بلاستيسيدين و بلاستيسيدين     . ها شمارش و محيط انتخابي تعويض شد       روز سلول  3 تا   2هر  . گرفتند

  .گيري مستقل است نتايج نشان داده شده ميانگين دو اندازه. انتخاب شدليتر   ميكروگرم در ميلي50 /25/0 ،75/0 ،300را از بين برد به ترتيب 
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 پايـدار و  Sp2.0هـاي   اسـتخراج شـده از سـلول   ) ب (mRNA روي RT-PCRو ) الـف ( ژنـومي  DNA روي PCR الكتروفـورز ژل آگـارز محـصولات        3شكل  
، DNA نشانگر1 ستون) الف. (استزنجيره سبك و سنگين ناحيه متغير  جفت باز به ترتيب براي 425 و 420 حاصلقطعات  بيني شده پيشاندازه  ترانسفكت نشده؛

 ژنومي DNA تكثير ناحيه متغير زنجيره سبك از 3ستون  ،)كنترل مثبت( pFUSE-CHIg-hG4-VH تكثير ناحيه متغير زنجيره سنگين از پلاسميد نوتركيب 2ستون 
فكت نشده با آغازگر ناحيه متغير زنجيره       سلول ترانس  ژنومي DNA 5سلول پايدار، ستون     ژنومي DNA تكثير ناحيه متغير زنجيره سنگين از        4سلول پايدار، ستون    

 تكثير ناحيه متغير زنجيره سنگين      2ستون  ،  DNA نشانگر 1ستون  ) ب(سلول ترانسفكت نشده با آغازگر ناحيه متغير زنجيره سبك،           ژنومي DNA 6سنگين، ستون   
 تكثيـر ناحيـه متغيـر       4سلول پايـدار، سـتون       mRNAه سبك از     تكثير ناحيه متغير زنجير    3ستون   ،)كنترل مثبت ( pFUSE-CHIg-hG4-VHاز پلاسميد نوتركيب    

سلول ترانسفكت نشده  mRNA 6سلول ترانسفكت نشده با آغازگر ناحيه متغير زنجيره سنگين و ستون  mRNA 5 سلول پايدار، ستون mRNAزنجيره سنگين از 
  با آغازگر ناحيه متغير زنجيره سبك

  

  
  

  
  

 ،)الـف ( احيـا  غيـر  شرايط در شده؛ بيان بادي آنتي بلاتينگ وسترن 4 شكل
 و پايـدار  Sp2.0 هـاي  سـلول  شـده  تغلـيظ  كشت محيط اجزاي جداسازي
 IgG4 )ب( احيا شرايط در و شد انجام درصد 8 ژل روي نشده ترانسفكت
 بانـدها  .گرفت قرار تجزيه و تحليل  مورد درصد 12 ژل روي شده تخليص

 كيـت  و HRP-conjugated chicken Anti-Human IgG از اسـتفاده  بـا 
ECL كشت محيط 2 ستون پروتئين، شناساگر 1 ستون )الف( .شد مشخص 
 ستون پايدار، هاي سلول كشت محيط 3 ستون نشده، ترانسفكت هاي سلول

 شناسـاگر  1سـتون  )ب( ).مثبـت  كنتـرل ( انساني شده تخليص بادي آنتي 4
 تخليص بادي آنتي 3 ستون شده، تخليص نوتركيب IgG4 2 ستون پروتئين،

  )مثبت كنترل( انساني شده

 رشـد  بـر  كايمريك بادي آنتي بيان ثيرأت بررسي
  نوتركيب هاي سلول
 بـراي  انتخـابي  نـشانگر  و بـادي  آنتـي  بيـان  كـه  جايي آن از
 تـوان  مـي  شـود،  مي محسوب متابوليكي بار نوتركيب هاي سلول
 هـاي  سـلول  كينتيكـي  مترهـاي راپا از برخـي  كـه  داشـت  انتظار

 .دشو تغييراتي دستخوش والد هاي سلول با مقايسه در نوتركيب
 هـاي  سـلول  رشـد  بر خارجي هاي پروتئين بيان تأثير بررسي براي

Sp2.0 تعـداد  نشده، ترانسفكت هاي سلول با مقايسه در نوتركيب 
 روز 9 مـدت  بـه  كـشت،  محـيط  ليتـر  ميلـي  هر در سلول 1×105

 يهـا  سـلول  درصـد  و سلول رشد الگوي 5 شكل .شدند انكوبه
 مـشاهده  كـه  طور همان .دهد مي نشان كشت مدت طي را زنده
 حـداكثر  .اسـت  يافتـه  كاهش نوتركيب هاي سلول رشد شود مي

 4/8 ±/71 ×105 والـد  هـاي  سـلول  در زنـده  هاي سلول چگالي
 هــاي ســلول در كـه  اســت كـشت  محــيط ليتـر  ميلــي در سـلول 

 ).الـف  5 كلش( است يافته كاهش 5/4±08/0×105 تا نوتركيب
 زنـده  درصـد  كـه  جـايي  آن از )ب( 5 شـكل  هاي داده اساس بر

 تـوان  مـي  است، 90 حدود 2 روز در نوتركيب هاي سلول بودن
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 افـزايش  دليـل  بـه  احتمـالاً  چگـالي  كاهش اين كه گرفت نتيجه
 دو هـاي  سـلول  مـرگ  روند علاوه به .نيست سلولي ليز يا مرگ
 ـ بنابراين دهد؛ نمي نشان را توجهي قابل تفاوت گروه  گونـه  ناي

 مـرگ  تـسريع  موجب نوتركيب پروتئين بيان كه رسد مي نظر به
  .است نشده ها سلول
  

  
  

  
  

 هـاي  سلول درصد و )الف( رشد بر كايمريك IgG4 بيان تأثير بررسي 5 شكل
 كنتـرل  عنـوان  بـه  نـشده  ترانـسفكت  سلولي رده نوتركيب؛ Sp2.0 )ب( زنده

 ).نوتركيب Sp2.0 لولس ■ نشده، ترانسفكت Sp2.0 سلول ▲( شد استفاده
 خانـه  12 پليت در كشت محيط ليتر ميلي هر در سلول 1×105 چگالي با ها سلول
 و بلو تريپان روش با زنده هاي سلول شمارش روز، 9 مدت به و شدند كشت

 گيري اندازه دو ميانگين شده داده نشان نتايج .شد انجام نئوبار لام از استفاده با
  .است مستقل
  

  بحث
 و درمـان  در دودماني تك هاي بادي آنتي اهميت به توجه با

 بهبـود  بـازار،  تقاضـاي  افـزايش  نتيجه در و ها بيماري تشخيص
 گرفته قرار مطالعات از بسياري هدف ها پروتئين اين توليد بازده
 هـاي  روش طريـق  از مهـم  اين موارد از بسياري در .]14[ است
 نوتركيب ژن بيان ثيرأت شناخت .است شده ممكن سلولي كشت

 اسـت  برخـوردار  اي ويژه اهميت از سلول فيزيولوژي و رشد بر
 كننـده  توليـد  هـاي  سلول كينتيكي خصوصيات به دسترسي با و

 شـد  خواهـد  تـسهيل  توليد فرآيند كنترل و طراحي ها بادي آنتي
ــات در .]15[ ــته مطالع ــشان گذش ــد داده ن ــت هش ــه اس  در ك

 پـروتئين  بيـان  سـطح  افـزايش  با پروكاريوتي ميزبان هاي سلول
 بــار تحميــل نتيجــه در و ژنــي هــاي ناقــل انــدازه يــا خــارجي
 .]16 ،8-6[ شـود  مي تغيير دچار كينتيكي پارامترهاي ،متابوليكي

 ـ مطالعه يك در مثال عنوان هب  خـانواده  از پلاسـميد  چهـار  ثيرأت
pUC8 سـلول  رشـدي  پارامترهـاي  بـر  متفـاوت،  هاي اندازه با 

 سـرعت  اگرچـه  كـه  دادد نشان يجنتا .شد بررسي كلي شريشياا
 ناقـل،  انـدازه  افـزايش  بـا  ولـي  است مشابه ها ميزبان همه رشد

 هـا  سـلول  مرگ همچنين .يابد مي كاهش سلولي چگالي حداكثر
 .]6[ شـود  مـي  تـسريع  سـكون  فـاز  بـه  ها سلول رسيدن از پس

 منجر نوتركيب پروتئين بيان افزايش ديگري مطالعه در همچنين
 .]17[ دش ـ رشـد  سـرعت  و زنـده  هـاي  لسلو درصد كاهش به

 شـده  گـزارش  هم جانوري هاي سلول در وضعيت همين مشابه
 سـرعت  كـه  شـد  داده نـشان  اي مطالعه در مثال عنوان به .است
 ژن و كايمريـك  بادي آنتي همزمان كننده توليد CHO سلول رشد
اـز  هيدروفولات دي  ،)Dihydrofolate Reductase: DHFR( ردوكت
 و )Methotrexate( متوتروكـسات  بـالاي  هاي غلظت حضور در
 درصـد  Amplification( 40-45( خـارجي  ژن تكثيـر  نتيجه در

 ژن آنتـي  كننـده  توليـد  CHO هـاي  سـلول  در ].18[ يافت كاهش
 در ،lacZ ژن همچنين و )B )HbsAg هپاتيت ويروس سطحي
 سـرعت  كـاهش  درصـد  62 و 5/63 تـا  ترتيب به مشابه شرايط
 مطالعـات  حاضـر  حـال  در ].20 ،19[ اسـت  شده گزارش رشد
 تعـداد  و سلول فيزيولوژي بين ارتباط شدن مشخص براي كافي
 هـاي  سيـستم  بـراي  بيـان  ميـزان  و ژن پايـداري  ژن، هاي نسخه

 نتـايج  رسـد  مي نظر به اما نيست دست در ميزبان /ناقل مختلف
 برخلاف ديگر؛ سوي از .]21[ باشد اختصاصي كاملاً سيستم هر

 سلول واكنش توان مي جانوري هاي سلول از برخي در ها باكتري
 برطـرف  يا تعديل كشت محيط سازي بهينه با را متابوليك بار به

 كاهش مشكل ،CHO سلول از اي سويه در مثال عنوان به .نمود
 محـيط  در گلوتـامين  غلظـت  افـزايش  با سلولي چگالي حداكثر
 دبهبـو  بـراي  انـسولين  افـزودن  كـه  حـالي  در شد مرتفع كشت
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 كـه  رسـد  مـي  نظر به چنين البته .بود مؤثر ها سلول رشد سرعت
 امـر  ايـن  كـه  باشد متفاوت سلول نوع به بسته هايي پاسخ چنين

ــراي مناســب ســلولي رده انتخــاب اهميــت ــد ب ــروتئين تولي  پ
  .]8[ دهد مي نشان را نوتركيب

 در تاكنون بادي، آنتي توليد در Sp2.0 سلول اهميت وجود با
 تحقيـق  اين در .است نشده انجام مشابهي مطالعه سلول اين مورد
 سـبك  زنجيـره  پروموتـور  حـاوي  هاي ناقل با Sp2.0 هاي سلول
 طويـل  عامـل  و انتخـابي  نـشانگر  بـراي  )hFerL( انساني فريتين
 ژن بـراي  )HTLV )hEF1-HTLV ويـروس  -1 انـساني  كننده
 داخــل بــه ژن ورود .شــدند ترانــسفكت كايمريــك، بــادي آنتــي

 تعدادي سپس .دش ييدأت كايمريك IgG4 بيان و سلول كروموزوم
 زنـده  هاي سلول درصد و ها سلول تعداد قبيل از رشدي عوامل از

 پايـدار  هـاي  سـلول  بـراي  سـلولي  چگالي حداكثر سپس و تعيين
 كاهش دهنده نشان نتايج .شد مقايسه والد هاي سلول با و محاسبه
 افـزايش  كـه  حـالي  در بـود،  نوتركيب هاي سلول چگالي حداكثر
 ايـن  مورد در خارجي پروتئين بالاي بيان و ژني هاي نسخه تعداد

   شـده  تحميـل  بـار  اگرچـه  ديگر؛ سوي از .نيست صادق ها لولس
  

 تغييـري  هـا  سلول مرگ روند در اما است شده رشد كاهش باعث
 سيــستم در نوتركيــب IgG4 بيــان بنــابراين اســت؛ نــشده ايجــاد

Sp2.0/pFUSE-CHIg-hG4-pFUSE-CLIg-hk تغيير باعث 
   .شود مي ميزبان سلول فيزيولوژيكي خصوصيات از برخي
 تكثيـر  كـه  شـد  داده نـشان  مطالعـه  ايـن  در خلاصـه  طور هب
 قرار خارجي پروتئين بيان تأثير تحت نوتركيب Sp2.0 هاي سلول
 هـاي  سـلول  بـا  مقايسه در ها سلول اشباع چگالي حداكثر و گرفته

 شـده  مشاهده اثر ارتباط تأييد .ستا يافته كاهش نشده ترانسفكت
 اصـلي  مـسيرهاي  مطالعـات  انجـام  بـه  منوط سلولي متابوليسم با

 برطـرف  بـراي  كشت محيط سازي بهينه همچنين .است متابوليك
 انجـام  صـورت  در .شود مي پيشنهاد سلولي چگالي كاهش نمودن
 كـارآيي  بهبـود  در تواند مي تحقيق اين نتايج تكميلي، هاي بررسي
  .باشد مؤثر نوتركيب هاي پروتئين توليد فرآيند
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