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 در   یانسانCD40L  یبژن نوترک یانو ب سازیهمسانه

 HEK293 یرده سلول
 

 1، فاطمه یاری3پور ، مهشید محمدی6، زهره شریفي4بهاره شکوهیان
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

CD40L  ، پروتئیني غشایي و یکي از اعضای خانوادهTNF ست که نقش مهمیي در انققیاپ پییال سی ولي در     ا
این پروتئین نقش خود را از طریق تجمع گیرنیده در سیطس سی وپ     که یيجا آن از ایمني ذاتي و تطبیقي دارد.

تری نسبت به فرل طبیعي ترایمری ایجاد کند.  مری آن بقواند اثر قوی  رسد فرل مالقي نظر مي کند، به  هدف ایفا مي
ود از طریق پروتئین خ ،مح وپ CD40Lدودکامری کایمری و این اساس در این مطالعه ک ونینگ و بیان فرل   بر

  .قرار گرفت يبررس مورد HEK293در رده س ولي ، D (SP-D) مر شونده سورفاکقانت پروتئین  مالقي
 ها روش مواد و

طراحیي و در پسسیمید    in silicoصیور     بیه  SPD-CD40Lمطالعه انجال شده از نوع تجربي بیود. پیروتئین   
pcDNA3.1(+) های  سازی شد. س وپ همسانهHEK293       به عنوان میزبان بییاني میورد اسیقفاده قیرار گرفقیه و

از تخ یی     بررسیي شید. پی     RT-PCRبه وسی ه  RNAنوترکیب در سطس  CD40Lترانسفکت شدند. بیان 
منظور   تعیین گردید. به SDS-PAGEپروتئین نوترکیب با روش کروماتوگرافي تمای ي، وزن مولکولي آن توسط 

 اسقفاده شد.  Dot Blotو ELISAهای  از روشبررسي اخقصاصیت پروتئین نیز 
 ها يافته

 14و  61و بیان پیروتئین نوترکییب پی  از     HEK293های  دهنده ترانسفکشن س وپ دست آمده نشانه نقایج ب
بییانرر اخقصاصییت    Dot Blotو  ELISAچنیین نقیایج حاصیز از روش     ساعت از زمان ترانسفکشن بود. هم

 بود.   SPD-CD40Lپروتئین کایمری 
 ينتيجه گير

-بیه  HEK293در رده س ولي یوکاریوتي  (+)pcDNA3.1از طریق وکقور بیاني  SPD-CD40Lپروتئین کایمری 

 ترایمری)دودکامری( با مقدار مورد انقظار تطابق داشت.-1آمیز بیان شد و وزن مولکولي پروتئین طور موفقیت
 ترانسفکشن،  HEK 293، رده س ولي لیراند CD40 :ات كليديكلم
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 ـ مرکز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران زيست فناوری پزشکی کارشناس ارشد -2
1- PhD طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران مرکز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشیشناسی ـ  ويروس 
2- PhD  مرکز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايرانـ  ژنتيک مولکولی 
شناسی پزشکی ـ دانشيار مرکز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران ـ صندوق پستی:  ايمنی PhDمؤلف مسئول: -4
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  مقدمه 
    CD40 ــد ،  CD40L  ،CD145  ،gp39  ،HIGM1)ليگانــ

IMD3  وTNFSF5 )   يک پروتئين غشـايی تيـII  26  کيلـو 
دالتــونی اســت کــه بــه خــانواده فــاکتور نکــروز تومــوری  

(TNFSF   تعلق داشته و سهم زيادی در انتقال پيـا  سـلولی )
. ايـن پـروتئين   (2)باشـد  در ايمنی ذاتی و تطبيقـی دارا مـی  

 Tو  Bلنفوســيت  چــون هــمهــا  از ســلولتوســا انــواعی 
 هـای دنـدرتيک،   مونوسـيت، سـلول    های فعال شده، پلاکت

ــاماکروفاژ ــیه ــان م ــود ، بي ــ CD40L. ژن (1، 2)ش روی   رب
ــوزو  ــده   Xکروم ــش ش ــوپروتئين  و واق ــک یليک  192 ي

کند کـه در فـر  غشـايی شـام  سـه       ای را کد می اسيدآمينه
 222 غشـايی از متيـونين   CD40Lچنانچـه  . باشد مين میود
(Met113د )مـين خـارس سـلولی شکسـته شـود،     وCD40L  

چـه بـه    ،فعـال  CD40Lیردد.  ايجاد می sCD40Lمحلول يا 
ه فر  محلول، سـاختاری هومـوترايمری   فر  غشايی و چه ب

ثر ؤمری نقش مهمی در برهمکنش م دارد، اين ساختار مالتی
ــا  ــا  CD40ب ــب آن دارد  و پي ــلولی  متعاق ــی س . (1، 4)ده

 T-cellبـرای پاسـخ وابسـته بـه      CD40-CD40Lبرهمکنش 
خـاطره و   Bهای  ها، ايجاد سلول ژن به آنتی Bهای  لنفوسيت

ــی    ــد آنت ــای تولي ــ  و الق ــادی  پلاسماس ــزايش  IgGب ، اف
ضروری  Tهای  یيری مراکز زايا در هماهنگی با سلول شک 

در  CD40-CD40L يیدوتـا  يسـتم س یعلاوه ردپـا  است. به
ــ ــاریاز ب ياریبس ــا يم ــه ب از ه ــاریجمل ــای يم ــاب ه  یالته
وابسـته   یو التهاب عصب HIV عفونت يشرفت(، پ(IBDروده
، لوپــوس، يسهــا، آترواســکلروز ، انــواس ســرطان HIVبــه 
. در واقـش  (2، 1-21)شود یم يدهد يمرو آلزا يوزيسومدرمات

 يـه ثانو يگنالبا فراهم کردن س CD40Lو  CD40برهمکنش 
هومـورال و پاسـخ    يمنـی منجر به آغـاز پاسـخ ا   ياز،مورد ن

. ايـن ققيقـت کـه    (1، 22)یردد یم یسلول  با واسطه يمنیا
CD40L  هـای   قادر به القای تکثير و تمايز لنفوسـيتB  وT 

 ــبسي های هاست، در مطالع  ده اسـت ـات رسي ــه اثب ــاری ب
اما اخيراً چندين بررسـی آزمايشـگاهی تـرثير    (. 1، 21-21)

نوترکيـب را بـر القـای     CD40Lمری  چند برابری فر  مالتی
 .(22-12)اند مورال و سلولی نشان دادهوايمنی ه

يار قـازز  بس ـ،  TNFSFهـای   توليد فر  محلول پـروتئين     
 های ها و یيرنده ررسی اين پروتئينـرا بـ، زيتـت اسـاهمي

هـای بسـياری    ها در فـر  غشـايی پيچيـدیی    اختصاصی آن
تفسـير نتـاير را    ،یـر  داشته و به دلي  وجود عوام  مداخله

هـای محلـول چنـدين     سازد. بـه عـلاوه فـر     غير ممکن می
 .(11-14)دپروتئين از اين خانواده کاربرد درمانی دار

دو  TNFهای محلول از خـانواده   منظور توليد پروتئين به    
توان فر  غشايی را توليد کرد و پـس از   راه وجود دارد: می

آن با اثر دادن پروتئاز، بخش خارس سـلولی پـروتئين را در   
محيا آزاد ساخت، و يا تنهـا بخـش خـارس غشـايی را بـه      
 ،همراه يک توالی راهنما کلون و سنتز کرد. در هر دو قالت

تکـی   هـای  که هموترايمر TNFSFهای  فر  محلول پروتئين
 .(11)هستند، ناپايدار خواهند بود

طور معمول برای قـ  مشـک  ناپايـداری     روشی که به    
 ـ، شـود استفاده میمری در فر  محلول  های مالتی پروتئين ه ب
از يـک   نظـر در کنـار يـک قطعـه     پروتئين مـورد  کاریيری

  مر شدن بـه  پروتئين ديگر که دارای توانايی دايمر و يا مالتی
 ـ . از جملـه ايـن   (14)باشـد، اسـت   خـودی مـی   هطور خودب

 Dت پـروتئين  مر شـونده سـورفکتان   های خود مالتی پروتئين
(SP-D) باشد.  می SP-D يک لکتين تي C    است کـه توسـا
هـای اپيتليـال ريـه( بيـان      های اپيتليال)عمـدتاً سـلول   سلول

( Dodecameric)شود. اين پروتئين به شـک  دودکـامری   می
. بـا  (19)باشـد  واقـد ترايمـری مـی    متشک  از چهـار زيـر  

 هـای  ( پـروتئين ECDمين خارس سلولی)وجايگزين کردن د
ــا ناقيــه لکتينــی مــی TNFخــانواده  هــای  تــوان پــروتئين ب

 دودکامری ايجاد کرد.
 نقـش  TNSکه بيشـتر اعاـای خـانواده     با توجه به اين    

های محلـول و  ها به شک  پروتئين درمانی داشته و توليد آن
باشـد، بررسـی و مطالعـه    پذير و مـؤثر مـی  مری امکانمالتی

مری اهميـت  مالتی هایپروتئين ساختچگونگی طراقی و 
محـدودی   های هکند و اين اهميت با توجه به مطالعپيدا می

در ايـران  مـری   هـای مـالتی   سـاخت پـروتئين  که در زمينـه  
شـود. در ميـان اعاـای ايـن     تر مـی  ، پررنگصورت یرفته

هـای  در انواس زمينـه  CD40Lنقش کليدی پروتئين  ،خانواده
وليـد واکسـن،   تشخيصی و درمانی از جمله کنترل التهاب، ت

چنـين   بادی و هـم درمان سرطان و افزايش بازده توليد آنتی
تا شـک    ما را برآن داشت، عد  توليد اين پروتئين در ايران

محلــــول را از طريــــق پــــروتئين  CD40Lدودکــــامری 
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های  توليد و در سلول Dمرکننده سورفکتانت پروتئين  مالتی
 بيان کنيم. HEK293بيانی يوکاريوتی 

 
  ها روشو مواد 
 مطالعه انجا  شده از نوس تجربی بود.    
 

 : SPD-CD40Lژن  ساختطراقی و 

اسـيدی   به منظور طراقی سـازه کـايمری تـوالی آمينـو        
ــروتئين   ــورفکتانت پ ــی     Dس ــماره دسترس ــا ش ــانی ب انس

NP_003010.4  و پـــروتئينCD40L  انســـانی بـــا شـــماره
 NCBIاز بانک اطلاعات پـروتئين   NP_000065.1دسترسی 

دست آمـد. بـا جـايگزين کـردن بخـش خـارس سـلولی        ه ب
(ECD پروتئين )CD40L  ( بـا  192تـا   41هـای   )اسـيدآمينه

تا  191های  )اسيدآمينه Dناقيه لکتينی سورفکتانت پروتئين 
اسـيدآمينه طراقـی    411(، توالی اوليه پروتئين به طول 211

 SPD-CD40Lن کـايمری  شد. سپس ساختمان سو  پـروتئي 
ييـد شـده و تـوالی    اافزارهـای بيوانفورمـاتيکی ت   توسا نـر  

 )لویزامبـور((  کاسـت  ژن نوکلئوتيدی آن توسـا شـرکت  
 قرار یرفت. (+)pcDNA3.1و در قام  پلاسميدی  ساخت

 
های بيـانی   سازی پلاسميد نوترکيب و تراريختی سلول آماده

 :يوکاريوتی
از  mL 1در  Top10سـويه   E.coli یبـاکتر   کشت شـبانه     

در دمای  یبا یرمایذارLB (Lysogeny Broth )محيا مايش 
 (rpmدور در دقيقـه )  111و چرخش یراد  درجه سانتی 21

دقيقه با  1ها به مدت  انجا  شد. سپس محيا کشت باکتری
سانتريفيوژ یرديد و پس  (rpmدور در دقيقه) 1111سرعت 

ری بـا اسـتفاده از   از خارس کردن محيا کشت، رسوب باکت
مـورر و   2/1( CaCl2کلسـيم)  تيمار شيميايی توسا کلريـد 

وی يخ به سلول مستعد تبـدي  شـد. پـس از    ر دادن بر قرار
جهـت پـذيرش پلاسـميد،     E.coli یهـا  سـلول  یسـاز  آماده

های مستعد به روش شوک قرارتـی انجـا     تراريختی سلول
شت محيا ک یقاص  بر رو ییرفت. سوسپانسيون باکترياي

LB سيلين با غلظـت  بيوتيک آمپی یآنت یجامد قاو µg/mL 
درجـه   21 یپخش شده و به مدت يک شـب در دمـا   211

 قرار داده شد. یراد سانتی

اسـتخراس   تبـا اسـتفاده از کي ـ   (+)pcDNA3.1پلاسميد     
( و طبق روش Cat. NO. GF2001) وايوژنپلاسميد شرکت 

منظـور بررسـی صـحت     مندرس کيت جداسـازی شـد. بـه   
 از روش،  (+)pcDNA3.1سازی ژن هدف در قام   همسانه
 هاـم آنزيمـی  ( و بررسـی الگـوی   (sequencingيـابی توالی

(digestion pattern)   اســـتفاده شــد. قامـــ  پلاســـميدی
 یهـا  آنـزيم  با اسـتفاده از   pcDNA–SPD-CD40Lنوترکيب

 و طبق دستورالعم  شـرکت  EcoRIو  HindIIIمحدودکننده 
درجـه   21در دمـای  )فرمنتـاز، انگلسـتان(   ها آنـزيم  سـازنده 
ساعت هام شد. محصـول واکـنش    1به مدت یراد  سانتی

بررسـی   %2 هام، با اسـتفاده از الکتروفـورز در ژل آیـارز   
  .یرديد

 
 : HEK293های  کشت و نگهداری سلول

از بانـک سـلولی انسـتيتو پاسـتور      HEK293رده سلولی     
% سر  21قاوی  RPMI-1460يا کشت ايران تهيه و در مح

ــاوی)  ــين ی ــی FBSجن ــول پن ــيلين (، محل (، U/mL 211)س
یلوتامين کشـت  -mM 1 L ( وµg/mL 211استرپتومايسين)

 CO2بـا  یـراد   درجه سانتی 21 داده شد. سپس در انکوباتور
ــک  1% ــر دو روز ي ــداری و ه ــار محــيا کشــت آن   نگه ب

 تعويض یرديد.
 

آوری محلــول  و جمــش HEK293هــای  ترانسفکشــن ســلول
 :رويی
ها روز قب  از ترانسفکشن شمارش شده و تعـداد   سلول    
 ای اضـافه شـد.   خانه 9سلول به هر چاهک از پليت  1×211
µg 1   نظـر   پلاسميد استخراس شده قاوی قطعـه ژن مـورد

و  FBSمحــيا کشــت فاقــد  µL 261( بــه µL 21 )معــادل
و محلول  شداسترپتومايسين اضافه  -سيلين بيوتيک پنی آنتی

 د.یرديدمای محيا یرمایذاری  دقيقه در 1به مدت 
µL 9 X-tremeGENE™ HP DNA Transfection Reagent 
((Cat. NO. 06366236001     محصـول شـرکت رشوش آلمـان

به محلول افزوده و محلول قاص  جهت تشکي  کمـپلکس  
محلـول  دقيقه در دمای محيا یرمایذاری شد.  21به مدت 

قاوی کمـپلکس معـرف و پلاسـميد نوترکيـب بـه محـيا       
سـاعت در   9ها اضافه شده و پليت بـه مـدت    کشت سلول
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یرمایـذاری شـد. سـپس    یـراد   درجه سـانتی  21انکوباتور 
محيا کشت رويـی خـارس شـده و محـيا کشـت جديـد       

ــيلين بيوتيـــک پنـــی% آنتـــی2و  FBS %21 قـــاوی  - سـ
 14ها به مـدت  . سلولها اضافه شداسترپتومايسين به سلول

یرمایذاری یراد  درجه سانتی 21 ساعت در انکوباتور 42و 
 شدند.

 
 :بررسی و ترييد بيان پروتئين نوترکيب

 : RNAاستخراس 

تراريخـت شـده    HEK293های  از سلول RNAاستخراس     
ها، با استفاده از محلول  آوری مايش رويی سلول پس از جمش

طبـق  )رشوش، آلمـان(   TriPure Isolation Reagentترايـزول  
دستورالعم  شرکت سازنده انجـا  شـد. کميـت و کيفيـت     

RNA    استخراس شده با دستگاه اسـپکتروفتومتر نـانودراو و
ده ـ% سنجي ـ2ارز ـر روی ژل آی ــورز ب ــچنين الکتروف هم
 شد.
 

 : cDNAساخت 

فرمنتاز، برداری معکوس ) به روش نسخه cDNAساخت     
بـا آب   µg 1/4 RNA شد. برای اين منظور( انجا  انگلستان

ــاوی  ــر ق ــايی  DEPCمقط ــه قجــم نه ــيد و  µL 11 ب رس
به ( Random hexamers)نوکلئوتيدی تصادفی 9های آغازیر

 91دقيقه در دمای  1آن اضافه شد. مخلوط قاص  به مدت 
قرار یرفـت و سـپس بـه آن بـافر، آنـزيم      یراد  درجه سانتی

ــدها  نســخه ــوس، نوکلئوتي ــردار معک ــفاته  یب ــه فس آزاد س
(dNTPs) مهارکننده  وRNase    اضافه شد. مخلـوط واکـنش

کيفيـت   یتکثير شد. بررس، آمريکا( بيوراد)در ترمال سايکلر
cDNA  با واکنشPCR  اختصاصی  آغازیرهایبا استفاده از
مربوط  cDNAوجود  یعنوان کنترل و بررس اکتين به ژن بتا

 ـ آغازیربا  SPD-CD40Lبه  واقی داخلـی  های اختصاصـی ن
و در نهايـت   طور جدایانه انجـا  شـد    به SPD-CD40Lژن 

با الکتروفورز برروی ژل آیـارز   PCRهای  محصول واکنش
  .(2یرديد)جدول  ی% مشاهده و بررس1
 

 : SDS-PAGEآزمايش 
  ينپروتئ یوزن مولکول یو بررس انـيب دـيياور تـه منظـب    

SPD-CD40L کشت   يااز مح ينروتئـپ صـيس از تخلـ، پ 
ــهســاعته  42و  HEK293 14 یهــا ســلول ســتون  يلهوســ ب

-Anti یاختصاص بادی یآنت یکه قاو يلیتما یکروماتویراف

CD40L ابکم، کمبر(،ير Cat. NO. ab47204تثب ) شـده   يـت
در سيستم بافری ناپيوسته شـام    SDS-PAGE يشبود، آزما

هـا   % انجا  شـد. نمونـه  21ژل متراکم کننده و ژل جداکننده 
وسـيله سـرنگ هميلتـون در کنـار       پـس از سـانتريفيوژ، بـه   

های ژل منتق  شدند. بعـد   به چاهک یشاخص وزن مولکول
ســاعت در اخــتلاف  1:11از اتمــا  الکتروفــورز بــه مــدت 

ــ ــاوی ژل   211 ي پتانس ــت ق ــت، کاس ــد. ژل   ول ــاز ش ب
 1بلـو بـه مـدت    یآميد با استفاده از رنگ کوماس ـ آکري  پلی

ــس از      ــده و پ ــگ ش ــيکر رن ــاعت روی ش ــاعت  1س س
 قرار یرفت. یبر مورد بررس زدايی با محلول رنگ رنگ

 
 : اريزا آزمايش

 SPD-CD40Lپس از آن اختصاصيت پروتئين نوترکيـب      
 µL 11 منظـور  به اينبررسی شد.  اريزا با استفاده از روش

SPD-CD40L 42و  14) یسلول رويی يششده از ما يصتخل 
 يصتخل ـ sCD40L ی،به عنوان نمونـه مـورد بررس ـ  ساعته( 

 PBS بـافر  و به عنوان کنترل مثبـت  یشده از کنسانتره پلاکت
بــه  ی،( بــه عنــوان کنتــرل منفـ ـ  ين)ینــادوتروپ HCGو 

 يـک بـه مـدت    يـت اضافه شد و پل يزاار يتپل یها چاهک
یرفـت. سـپس    قـرار  یـراد  درجه سـانتی  4 يخچالدر شب 
 µL 211 یشـته،  یخـال  ينکـوت شـده، از پـروتئ    یها خانه

( به هرکدا  افـزوده و  يد+ آزا ينمحلول مسدودکننده )آلبوم
از خـارس   اتاق قرار یرفت. پـس  یساعت در دما 2به مدت 

محلــول  µL 11 هــا، کــردن محلــول مســدودکننده از خانــه
ــ ــادی یآنت ــم، کم Anti-CD40L ب ــرير،)ابک  .Cat. NO ب

ab47204 در  2:111( با رقتPBS  به هر خانه اضافه شده و
یــراد  درجــه ســانتی 21 ســاعت در انکوبــاتور 2بــه مــدت 
ــذار ــک ییرمای ــد. چاه ــو  ش ــول شستش ــا محل ــا توس  ه

11/1%PBS-T  (PBS + Tween20 )  شستشـو شـدند و µL 
 HRPيمنـز بـا آ   Anti-mouse IgGيمـی از کونژویـه آنز  11
ر ـبه ه 2:2111با رقت  Cat. NO. A0170) ،يکاآمر يگما،)س

 ای اتـاق سـاعت در دم ـ  2به مدت  يتخانه اضافه شد و پل
 قرار یرفت.
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 ن بقااکقینژو  SPD-CD40L: توالي آغازگرهای طراحي شده برای ناحیه داخ ي ژن 4جدوپ 
 

 توالي آغازگر دمای اتصاپ محصوپاندازه  ژن

 یراد درجه سانتی 14 جفت باز SPD-CD40L 222ناقيه داخلی 
 ’GGAATTTGCACGAGGACTTC-3-’5جلوبرنده: 

 ’TTGACAAACCCCTCGAACTG-3-’5معکوس:

 یراد درجه سانتی 11 جفت باز 261 بتااکتين
 ’TCATGAAGATCCTCACCGAG-3-’5جلوبرنده: 
 ’TTGCCAATGGTGATGACCTG-3-’5معکوس:

 

به هر  TMBاز محلول  µL 11 دوباره، یپس از شستشو    
و  يکیدر تـار  يقهدق 21به مدت  يتچاهک اضافه شده و پل

 µL 11 با افـزودن  يتشد. در نها یاتاق یرمایذار یدر دما
واکـنش متوقـف    ،بـه هـر چاهـک    يدريککلر يداس حلولم

هـا بـا اسـتفاده از دسـتگاه      چاهـک  یو جـذب نـور   يدیرد
 نانومتر خوانده شد. 411در طول موس  يزاخوانش ار

 
 :(Dot Blotآزمايش دات بلات )

 ،برای بررسی وجود و اختصاصـيت پـروتئين نوترکيـب       
آزمايش دات بلات نيز انجـا  شـد. در ايـن روش محلـول     
پروتئينی به طور مستقيم به شک  نقاط جدا از هم به غشـا   

PVDF )بـادی اختصاصـی    منتق  شد و آنتـی  )رشوش، آلمان
 بـادی  ( اضافه یرديد، سـپس آنتـی  Anti-CD40Lبادی  )آنتی

ــا  ــا   HRPکونژویــه ب ــس از مواجهــه ب ــه پ ــزوده شــد ک اف
ــترای  ECL (Enhanced Chemi Lumineseence )سوبسـ

ــق دســتگاه    ــ  مشــاهده از طري باعــا ايجــاد ســيگنال قاب
 تصويربرداری مولکولی یرديد.

 
 ها يافته

 :سازی بررسی صحت همسانه
بـا    pcDNA–SPD-CD40Lوکتور پلاسـميدی نوترکيـب      

در بـافر   EcoRIو  HindIIIمحدودارثر  یها آنزيم استفاده از
هام شد. محصول واکـنش هاـم، بـا اسـتفاده از      کمشتر

% بررسی یرديـد. خـارس شـدن    2الکتروفورز در ژل آیارز 
با شاخص بازی قاص  از هام آنزيمی   جفت 2412قطعه 

 بـود سـازی   صـحت همسـانه    نشان دهنـده اندازه مولکولی، 
   (.2)شک 

 
 : RNAبررسی بيان در سطح 

 ده قطعات مورد انتظار در نتيجه تکثير ـور مشاهـه منظـب    

، SPD-CD40Lبتـــا اکتـــين و  یهـــا ژن یداخلـــ ینـــواق
الکتروفــورز محصــول   الکتروفــورز انجــا  شــد. در نتيجــه

، مشـاهده دو  TAE% در بـافر  1در ژل آیـارز   PCRواکنش 
 هـای  سـلول  cDNAجفـت بـازی قاصـ  تکثيـر      261باند 

دهنده کيفيـت   بتااکتين نشان آغازیرهایو کنترل با آزمايش 
cDNA جفت بازی محصـول   222علاوه وجود باند  بود، به

ــده    ــی ژن کدکننـ ــه داخلـ ــر ناقيـ در  SPD-CD40Lتکثيـ
های اختصاصـی و  آغازیربا استفاده از  HEK293های  سلول

نمونه کنترل نشان دهنده بيـان ژن   عد  مشاهده اين باند در
 (.1بود )شک  RNAسطح  نظر در مورد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 : الکقروفورز محصوپ واکنش هضم آنزیمي وکقور نوترکیب.4شکز
جدا شدن  6بازی، سقون  شاخ  اندازه مولکولي یک کی و 4سقون 

جفت باز از پسسمید  4164به طوپ  SPD-CD40Lقطعه ژني 
pcDNA های پ  از هضم با آنزیمHindIII  وEcoRI  3، سقون 

های  بدون قطعه ورودی هضم شده با آنزیم pcDNAپسسمید 
HindIII  وEcoRI  وکقور نوترکیب برش خورده با آنزیم  1، سقون
HindIII  وکقور نوترکیب برش خورده با آنزیم  5، سقونEcoRI  و

وکقور نوترکیب هضم نشده که به سه شکز ح قوی، خطي  9سقون 
 دهد. ان ميو سوپرکویز وجود دارد را نش

bp 2111 

bp 2111 
1428 bp 
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مارکر وزن مولکولي  3. سقون PCR: الکقروفورز محصوپ 6شکز 
به ترتیب محصوپ تکثیر  6و 4باشد. در سقون  بازی مي جفت 411
ترانسفکت شده و  HEK293های  از س وپ SPD-CD40Lژن 

 444است. وجود باند  شده ترانسفکت نشده )کنقرپ منفي( نشان داده
 RNAدر سطس  SPD-CD40Lبیانرر بیان ژن  4بازی در سقون  جفت

نیز به ترتیب باند محصوپ تکثیر ژن  5و  1های  باشد. در سقون مي
تست و کنقرپ نشان داده شده  HEK293های  بقا اکقین در س وپ

 است.

 
 : SPD-CD40Lبررسی بيان و اختصاصيت پروتئين 

 SDS-PAGEاسـتفاده از روش    ها با الکتروفورز پروتئين    
-SPDانجا  شد. باندهای قاصـ  از الکتروفـورز عمـودی    

CD40L های  تخليص شده از محيا کشت سلولHEK293 
 هـای  هسـاعته، بـا مطالع ـ   42و  14به دست آمده از کشـت  

 94و  12(. بانـدهای  2خـوانی داشت)شـک    مشابه قبلی هم
دهنـده سـطوم مختلـف یليکوزيلاسـيون     نشان کيلودالتونی

 يـب نوترک ينپروتئ يتاختصاص باشند. پروتئين نوترکيب می
SPD-CD40L يـن شـد. در ا  ييـد ات اريزا با استفاده از روش 

و افــزودن  يــتبــه کــف پل ينروش پــس از اتصــال پــروتئ
 ـAnti-CD40L بادی ی)آنت یاختصاص بادی یآنت  بـادی  ی(، آنت

کــه پـس از مواجهــه بــا   يــداضـافه یرد  HRPکونژویـه بــا  
محصول  ي سبب واکنش رنگزا شد. تشک TMB یسوبسترا

ده واکنش ــدهن انـی، نشـآنزيم نشـ  از واکـقاص یـرنگ

ــی   ــی آنت ــی و ويژی ــب  اختصاص  SPD-CD40Lژن نوترکي
منظور بررسی وجـود   آزمايش دات بلات به (.1بود)جدول 

هـای تيـره    لکـه  نظر انجا  شد. پروتئين مورد و اختصاصيت
، نقاط واکـنش مثبـت سوبسـترای    4مشخص شده در شک  

ECL  بـادی کونژویـه بـا     با آنتـیHRP   دهنـد.   را نشـان مـی
  ترييـدی بـر وجـود و ويژیـی پـروتئين      ،مشاهده اين نقاط

SPD-CD40L     هـای  تخليص شده از محـيا کشـت سـلول
HEK293 باشد می.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

در ژپ  SPD-CD40Lپروتئین نوترکیب  SDS-PAGE : 3 شکز
وزن  دهنده مارکر سقون سمت راست نشان .46آکریز آمید % پ ي

تخ ی  شده  SPD-CD40Lدهنده  مولکولي است. سقون وسط نشان
ساعقه و سقون  14پ  از کشت  HEK293های  از مایع رویي س وپ

تخ ی  شده از مایع رویي  SPD-CD40Lدهنده  سمت چپ نشان
 باشد. ساعقه مي 61پ  از کشت  HEK293های  س وپ

 
 SPD-CD40L: نقایج الایزا پروتئین نوترکیب 6جدوپ 

 
 OD (nm 151) نمونه

PBS 122/1 ± 162/1 

HCG 122/1 ± 119/1 

 212/1 ± 124/1 کنترل مثبت

SPD-CD40L 48 hour 192/1 ± 922/1 

SPD-CD40L 24 hour 122/1 ± 191/1 

1428 bp 

kDa

kDa

kDa

kDa

kDa

Ladder 

SPD-CD40L 

100bp 

200bp 

 bp 222 

 bp 261 
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نقطه  . SPD-CD40Lنوترکیب  : آزمایش دا  بس  پروتئین1شکز 
A نمونه  دهنده نشانCD40L پسکقي  تخ ی  شده از کنسانقره

 Bنظر گرفقه شده است. نقاط  مثبت درعنوان کنقرپ   باشد که به مي
های  نوترکیب بیان شده توسط س وپ SPD-CD40Lدهنده  نشان C و

HEK293  ،14  باشند. در نقطه  ساعقه مي 61وD  پروتئینBSA  به
ای مشاهده  گذاری شد و در این نقطه هیچ لکه عنوان کنقرپ منفي لکه

ترانسفکت  HEK293های  س وپ Lysateدهنده  نشان Eنقطه  نرردید.
ترانسفکت  HEK293های  س وپ Lysateدهنده  نشان Fو نقطه  شده

 باشد. ( ميLysateنشده)به عنوان کنقرپ منفي نمونه 
 

 بحث
 هـای ينـه در انـواس زم  ينپـروتئ  يـن ا يـت با توجه به اهم    
در مطالعـه   يـران، آن در ا يـد و عد  تول یو درمان يصیتشخ

 یافزارهـا  بـا اسـتفاده از نـر     SPD-CD40L ينقاضر پروتئ
ــاتيکیب ــ يوانفورم ــوال  یطراق ــده و ت ــدینوکلئوت یش آن  ي

شـد.   یسـاز  همسـانه  pcDNA3.1)+( يدو در پلاسم ساخت
مـورد اسـتفاده    يـانی ب يزبـان به عنوان م HEK293 یها سلول
در  يـب نوترک CD40L يـان یرفته و ترانسفکت شـدند. ب قرار

 يانب ييدشد. پس از تر یبررس RT-PCR توسا RNAسطح 
ــطح  ــ RNAدر س ــروتئ يص، تخل ــبنوترک ينپ ــا روش  ي ب

 یصــورت یرفــت و وزن مولکــول يلیتمــا یکرومــاتویراف
 . بـه يـد یرد يـين تع SDS-PAGEتوسـا   يـب نوترک  ينپروتئ

 یهـا  از آزمـون  يـز ن ينپـروتئ  يتاختصاص ـ یمنظـور بررس ـ 
ELISA وDot Blot  .استفاده شد 

های مختلف  ال همواره از جنبهفع Bهای  ايجاد لنفوسيت    
ای از محققان با هـدف تبـدي     قازز اهميت بوده است. عده

 ال درـژن فع کننده آنتی رضهـای عـه ه سلولـب Bت ـلنفوسي

 ها در جهت فعال کردن   کاریيری اين سلوله آزمايشگاه و ب
منظور افـزايش   ای ديگر به ها و عده T-cell و افزايش پاسخ 

بادی، به ايـن مهـم    هيبريدوما در توليد آنتی های بازده سلول
بسـياری بـه    هـای  ه. به همـين علـت مطالع ـ  (11) اندپرداخته

 Bهـای   منظور افـزايش تحريـک و فعـال کـردن لنفوسـيت     
هـای   هايی که در سـال  صورت یرفته است. يکی از پروتئين

تـی و  اخير به دلي  نقش کليدی که در فعال کردن ايمنـی ذا 
باشد.  می CD40L ،تطبيقی دارد بسيار مورد توجه واقش شده

با واسطه منومرهای  CD40اما بزریترين مشک  در تحريک 
CD40L ها بر تحريـک   بادی، اثر ضعيف اين پروتئين يا آنتی

هــای بيشــتر بــر روی  . بررســی(22)اســت B-cellو تکثيــر 
نشان داد کـه ايـن پـروتئين از طريـق      CD40Lمکانيسم اثر 

  کلاستر کردن یيرنده خـود موجـب انتقـال پيـا  در سـلول     
توان  یيرنده می تجمشهدف شده و بنابراين با افزايش ميزان 

 .(22)تر و ماندیارتری را ايجاد کرد اثر قوی
و همکـارانش بـا توليـد دو فـر       هـزول  1112در سال     

هـای   ای متفاوت از توليد پـروتئين  زاويه CD40Lاز  مختلف
مری را نشان دادند. اولين پـروتئين توليـدی    نوترکيب مالتی

و  CD40Lها يک ترايمر تکی از بخـش خـارس سـلولی     آن
دنـه اصـلی   ترايمری تشـکي  شـده از ب   -4ديگری پروتئين 

SP-D   و بخش خارس سـلولیCD40L   نتـاير   .بـود موشـی
اثر بيشتر فر  دودکامری در مقايسه با فـر    دهنده ها نشان آن

بـود. هـزول بـه     Bهـای  کـردن لنفوسـيت  ترايمری در فعال
بــه بخــش خــارس ســلولی  SP-Dمنظــور اتصــال پــروتئين 

CD40L  ــر ــوالی لينک ــا   GGGNSاز ت ــه ب ــرد ک ــتفاده ک اس
بينــی ســاختار ســو  بيوانفورمــاتيکی و پــيشهــای  بررســی

رسد اين توالی اثر مطلـوبی در فولـدينگ   نظر میپروتئين به
اين تـوالی   ،مطالعهاين سازه نهايی نداشته باشد، بنابراين در 

  .(26)قذف شد
 1112در سـال   کـورنبلات  وهـالر  مطالعه بعدی توسا     

ترايمری تشکي  شـده از  -1قاکی از توليد پروتئين ادغامی 
Acrp30  و بخش خارس سلولیCD40L ايـن پـروتئين   بود .

 هگزامری اثری کمتر از فر  دودکامری امـا بيشـتر از شـک    
 .(12)داشت CD40Lترايمری پروتئين 

 ش با انتقال ژن ــــگ و همکارانــجيان 1111ال ـس در    

B 

A
C 

D E F 

B A 
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CD40L ن سلولی ــه ريـی بـموشH22 توسا وکتور بيانی 
pcDNA3.1(+)  ،CD40L ترايمری را بيان کردند. در مطالعه  

اسـتفاده   HEK293هـای  انسانی و سـلول  CD40Lاز  قاضر
ترايمـری بـودن سـازه، پـروتئين بـه       -4شده و عـلاوه بـر   

است که اين مسئله برداشت  صورت ترشحی طراقی یشته
 .(16)کندو تخليص پروتئين را تسهي  می

-1کـارانش هـر دو شـک     و هم اسـتون  1119در سال     
صـورت  ه ببيان کرده و را  CD40Lترايمری  -4ترايمری و 

in vivo  های وزن مولکـولی   ، بررسیقرار دادند مطالعهمورد
، توسا وی بيـانگر  SDS-PAGEپروتئين نوترکيب با روش 

کيلودالتـون بـود کـه ايـن      12توليد پروتئينی با وزن تقريبی 
ی بيوانفورمـاتيکی در  هـا  و بررسـی  قاضـر نتيجه با مطالعه 

ــيش ــروتئين نوترکيــب )  مــورد پ  46بينــی وزن مولکــولی پ
ــلاوه  ــه ع ــون ب ــدراتی(  کيلودالت ــره کربوهي ی وزن دو زنجي

 .(21)مطابقت دارد 
بـا ثبـت    1112در سـال   ريچـارد کـورنبلات  در نهايت     

 تجـاری انحصاری موفق به توليد ايـن دو پـروتئين بـا نـا      
Multimeric Biotherapeutics (22)شد. 

کـه ررفيـت محـدود و بـازده پـايين       با توجـه بـه ايـن       
نوکلونال يکی از وبادی م های هيبريدوما در توليد آنتی سلول

یـردد،   دري  قيمت نسبتاً باری اين محصول محسـوب مـی  
تواند راهکـاری   ها می ن راهی جهت تحريک اين سلوليافت

بـادی باشـد و    هـای توليـد آنتـی    کارآمد برای کاهش هزينـه 

اولين مرقلـه در راسـتای رسـيدن بـه سـوی       قاضرمطالعه 
مـری   مالتی CD40Lاثر  هدف مذکور است. بنابراين مقايسه

بــر  in vivoدر محــيا  CD40Lنوترکيــب بــا فــر  طبيعــی 
 هـای  هدر مطالع Bهای  بادی از لنفوسيت یتحريک توليد آنت
 یردد. ديگر پيشنهاد می

 

گيري نتيجه
آميـز   سازی موفقيتقاص  اين مطالعه طراقی و همسانه

با اسـتفاده   CD40Lترايمری)دودکامری( پروتئين  -4شک  
بود  Dمر شونده سورفکتانت پروتئين از پروتئين خود مالتی

ــور       ــق وکت ــايمری از طري ــروتئين ک ــال آن پ ــه دنب ــه ب ک
pcDNA3.1(+)   در ميزبان بيانی يوکـاريوتیHEK293   بيـان

شد. پـروتئين نوترکيـب تخلـيص شـده و اختصاصـيت آن      
 بيانگر توليد فر  SDS-PAGEييد یرديد. نتاير قاص  از ات

نظر با وزن مولکولی مطلوب بود. دودکامری مورد
 

    تشكر و قدرداني
اين مقاله قاصـ  پايانامـه دانشـجويی دوره کارشناسـی         

 ارشد رشته بيوتکنولوژی پزشکی مرکـز تحقيقـات مؤسسـه   
بـا کـد اخـلاق     عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون

IR.TMI.REC.1394.27 باشد. بودجه اين مطالعه توسـا  می
تـرمين  آموزشی و پژوهشـی طـب انتقـال خـون      یمؤسسه

راقـ  عملـی پـروژه در مرکـز تحقيقـات      یرديده و همـه م 
 سازمان انتقال خون انجا  شده است.
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Abstract 
Background and Objectives 

CD40L is a membrane protein and a member of the tumor necrosis factor super family 

(TNFSF) that plays an important role in transferring cell signaling in innate and adaptive 

immunity. Since this protein plays its role through clustering the receptors on the target cell 

surface, it seems that the multimeric form of this molecule can have a stronger effect than the 

natural trimeric form. So in this study we describe cloning and expression of dodecameric 

soluble CD40L through self multimerizing protein, surfactant protein D (SP-D), in the 

HEK293 cell line. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, the SPD-CD40L was designed in silico and cloned in pcDNA3.1(+) 

plasmid. HEK293 cells were transfected and used as the expression host cells. The expression 

of SPD-CD40L was determined at the RNA level by RT-PCR method. After the purification of 

the recombinant proteins by affinity chromatography, the molecular weight of the recombinant 

protein was determined by SDS-PAGE. To evaluate the specificity of protein, ELISA and Dot 

Blot were used.  

 

Results 

The results indicated that HEK293 cells were transfected and recombinant protein was 

expressed 24 and 48 hours after Transfection. Moreover, the results of ELISA and Dot Blot 

methods represented the specificity of recombinant SPD-CD40L chimeric protein. 

 

Conclusions   

Chimeric protein SPD-CD40L was expressed successfully by pcDNA3.1(+) in eukaryotic 

HEK293 cell line and the molecular weight of 4-trimeric (dodecameric) protein was shown to 

be consistent with the expected amount. 
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