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Abstract: Immunogene therapy is one of the recently developed approaches for the potential treatment of 

leukaemia based on the leukaemic cells engineered to express immune stimulates and returning them to 

the patient after irradiation. In this case returned cells are expected to act as a vaccine and stimulate the 

immune system, specially T lymphocytes. Experiments have shown that expression of either IL-2 or B7.1 

molecules have curative effect in murine leukaemia models. Recently, further studies showed that 

expression of IL-2 and B7.1 molecules together is more curative and reject the neoplastic cells resulting in 

the survival of up to 100% of the mice. This study aimed to evaluate the potency of recombinant 

adenovirus IL-2/IRES-B7.1 in expression of two IL-2 and B7.1 molecules simultaneously driven by one 

promoter and using IRES (internal ribosome entry site) sequence. Adenovirus GFP was used as a marker 

vector to evaluate the potency of recombinant adenoviruses in infection of the cells and induction of the 

transgene in mouse leukaemic C1498 cells. Adenovirus delta, a similar vector but without the two genes, 

was used as the control vector. The expression of B7.1 molecule on the surface of the cells was 

determined by FACS analysis and secretion of IL-2 was evaluated by ELISA. The results showed that 

adenovirus GFP can transduce C1498 and induce expression of GFP in these cells. This result indicates 

that adenovirus vectors can transduce C1498 cells. Adenovirus IL-2/IRES/B7.1 vector infection induces 

the expression of B7.1 on the surface of about 38% of the cells and also secretion of IL-2 at about 150 

ρg/ml/106 cells/24 hours by the transduced cells. As the conclusion it can be said that two IL-2 and B7.1 

gene can be expressed using a single expression cassette with employing IRES. Additionally, adenovirus 

vectors transduce C1498 cells and adenovirus IL-2/IRES/B7.1 vector is able to induce the expression and 

secretion of B7.1 and IL-2 respectively.  

Key words: Recombinant adenovirus, Vector, Expression, Interleukin-2, B7.1, Internal rebosome entry 

site (IRES). 
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ايوًْْژى دزهابًي يكاي اش زّغ ُابي دابشٍ اثادا  ؼادٍ       
اظخ كَ ثيؽذس ثس اظبض اًذقبل ژى ُابي دقْياخ كٌٌادٍ    

ظيعذن ايوٌي ثَ ظلْل ُبي ثدى اظخ. دْاًبئي ايوًْْژى 
دزهااابًي دز دزهااابى ثيوااابزي ُااابي ظاااسعبى  اااْى    

دٍ اظخ.  ايي زّغ دزهبى ثس اظبض هٌِدظي اهيدّازكٌٌ
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ژًذيكي ظلْل ُبي  ًْي ثوٌظاْز ثيابى عْاهاح دكسيا      
كٌٌدٍ ظيعذن ايوٌي ّزاديبظيْى ظلْل ُبي دغييس يبفذاَ  
ّ دز ًِبيااخ دصزيااد هآاادد هًِااب ثااَ ثاادى ثيواابز اظااخ.  
هغبلعبح ًؽبى دادٍ اًد كَ ثيابى هْلكاْل ُابي دكسيا      

داْام ثاب ُان هبًٌاد      كٌٌدٍ ايوٌااي ثَ ـْزح هٌفاسد ّياب  
GM-CSF (1، )ICAM-1  (1ايٌذسلااااْكيي ،)-( ، 8-7) 1

B7.1 (3 ايٌذسفااااااسّى  ،)– ّ گبهاااااابGM-CSF (8 ، )
p53  (11 ،)B7.1  ّICAM-1  (11 ،)ّ  1-ايٌذسلاااااْكيي
 11ّB7.1 (18-11 ،)B7.1  ّGM-CSF-ايٌذسلااااااْكيي 

( دز هادل  11-17) 11-ّ ايٌذسلْكيي 1-(، ايٌذسلْكيي18)
اثاساح هذفابّح ّ ببثاح داْدِي دز دزهابى      ُبي حيْاًي 

 ظسعبى  ْى داؼذَ اًد.  

ثااساي فعاابل ؼاادى ثااَ    Tظبيذْدْكعااي   ظاالْل ُاابي 
، 1ثبعا  دكيياس   1-ًيبش دازًاد. ايٌذسلاْكيي   1-ايٌذسلْكيي

هي ؼاًْد. هغبلعابح     Tّ فعبل ؼدى ظلْل ُبي   1دوبيص
دزّى دٌي دز هدل ُبي حيْاًي ّ اًعبًي ًؽابى دادٍ اًاد   

ثبعا  اش ثايي    1-ّشُابي ثاب ي ايٌذسلاْكيي   كَ هفسف د
(. 13زفذي ّ حرف ظلْل ُبي لْكوي  اش ثدى هي ؼاْد ) 

هًسژي  ًفْذ كٌٌدٍ  ؼًْدٍ ثاااَ دزّى   Tظلْل ُااابي 
كاَ ثاَ حبلاخ  ياس فعابل ُعاذٌد، هذعببات         8دْهااْزُب 

 بزدي ثَ ـاْزح دزّى دٌاي  ثاَ     1-هفسف ايٌذسلْكيي
ظابئي هًذاي ژى ُابي    ؼكح فعبل دز هيٌاد ّ دْاًابئي ؼٌب  
ّ ُوكااابزاى  Fearon(. 18دْهاااْزي زا كعااات كٌٌاااد ) 

پبظا  ايوٌاي    1-ُوچٌيي گصازغ ًوْدًد كَ ايٌذسلْكيي
ثااس عليااَ دْهْز زا ثاااب ثلاْكَ ًوْدى ايآبد هًسژي ًيص 

(.  ديگس هكققيي ًؽااابى دادًاد كاَ    18دقْيخ هي كٌد )
 1-دصزيد ُوصهبى ظلْل ُبي دااسؼح كٌٌدٍ ايٌذسلاْكيي 

هااابًاا  دؽاكيح دْهاْز      8ثب ظلْل ُبي لْكوي  ّحؽاي 
                                                           

1- proliferation 

1- differentiation 

8- anergic tumour infiltrating lymphocytes; TILs 

8- wild type leukaemic cells 

هي ؼاْد ّ ثبعا  القابط ظاغح ثاب ئي اش فااعبليخ ايوٌاي        
 (. 11-11ظلْلي ا ذفبـي دْهْزي هي گسدد )

يب  B7.1(CD80هكققيي ًؽبى دادٍ اًد كَ ثيبى هْلكْل )
B7.2(CD86)    َثس زّي ظلْل ُبي دْهْزي ًيص هٌآس ثا

ذْدْكعاي  ّ ظالْل ُابي    ظبي Tفعبل ؼدى ظلْل ُابي  
 CD4+ T  ثس عليَ ظلْل ُبي دْهْزي ثَ ـْزحin vivo 
 ّin vitro  هي ؼْد. دز ّاب  ثيبى ايي هْلكْل ُب ثس زّي

ظالْل ُاابي دْهااْزي ثبعا  هااي گااسدد داب ظاالْل ُاابي    
ثِذااس ّ ثيؽااذس   T  ّNKدْهااْزي دْظااظ ظاالْل ُاابي   
 (. 11ؼٌب ذَ ؼًْد ّ اش ثيي زًّد )

اْل ُااب ًااَ دااٌِب ثاااساي ؼاااسّ       ثاياابى اياااي هاْلك
 شم اظاخ ثلكاَ دز افاصايػ      Tفعبل ظبشي ظلْل ُابي  

هظيت پريسي ظلْل ُبي دْهْزي دز هسحلَ فعبل پبظ  
ّ ُوكابزاًػ ًؽابى    Hironaايوٌي ًيص ضاسّزي اظاخ.   

ثيابى   M1دادًد كَ دصزيد چٌد ثبزٍ ظلْل ُبي دْهاْزي  
ي ؼاد  % هْغ ُبئ17ثبع  دزهبى  B7.1كٌٌدٍ هْلكْل 

دزيبفاخ   M1كَ  بجلا دّشُبي كؽٌدٍ ظالْل دْهاْزشاي   
 (.3كسدٍ ثْدًد )

هغابلعبح ديگاس ًؽابى دادًاد كاَ  بـايخ دْهاْزشائي       
ياب   1-ثب ثيابى هْلكاْل ايٌذسلاْكيي     8ظلْل ُبي دْهْزي

B7.1    ( دكقيقاابح 18ثااَ دٌِاابئي كاابُػ ًوااي يبثااد .)
Cayeux     ُوكبزاًػ ثَ ًذبيج هؽابثِي دز ظالْل ُابي ّ
هٌآس گسدياد. هًابى ُان چٌايي ًؽابى         J558Lدْهْزي

 B7.1ّ  1-دادًد كَ ثيبى ُوصهبى دّ هْلكْل ايٌذسلْكيي
هٌآس ثَ حرف ظسي  ّ هاثثس ظالْل ُابي دْهاْزي هاي      
گسدد ًعجخ ثَ شهبًي كَ ُس ي  اش اياي هْلكاْل ُاب ثاَ     

(. 18دٌِبئي دز ظلْل ُابي دْهاْزي ثيابى هاي گسدًاد )     
ًذابيج هؽابثِي دز   ّ ُكبزاًػ ًيصثاَ   Emtageهغبلعبح 

هٌآاااس  IL-2  ّB7.1 فاااْؾ  بـااايخ ظيٌسژيعاااذي 

                                                           
8- NC (MHCI positive and MHCII negative  
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(. هغبلعبح ديگسايي گسٍّ ًؽبى داد كَ ثيبى 18گسديد )
ُوصهبى ايي دّ هْلكْل هٌآس ثَ حرف كبهح ظلْل ُبي 

 (. 11دْهْزي دز هدل ُبي حيْاًي ؼد )

ّ  1-ثَ علخ اثساح دبًجي هفسف ظيعذوي  ايٌذسلْكيي 
 شم  B7.1ظيعذوي  هاثثس  ُوچٌيي عدم اهكبى هفسف 

اظخ ايي دّ پسّدئيي ثفْزح هْضاعي ثاَ ثبفاخ ُادف     
زظاابًدٍ ؼااًْد.ثساي ًيااح ثااَ ايااي ُاادف ّدااْد ّكذااْز  
هٌبظجي كَ ثذْاًد ظلْل ُبي ُعذَ داز زا هلْدٍ ًواْدٍ ّ  
ژى ُاابي دّ پااسّدئيي هصثااااْز زا ثغااْز هااثثس ثااَ دزّى 
 ظلْل ُااب زظابًاادٍ ّ دْاًابئي القابط ثيابى ُوصهابى ُاس       
دّژى زا داؼاااذَ ثبؼاااد حااابئص اُوياااخ ّيااا ٍ اظاااخ.  
هدًّْيسّض ُبي اًعبًي كَ هعئْل ايآبد ثيوابزي ُابي   
 فيف ًظيس عفًْاخ دظاذگبٍ دٌفعاي فْبابًي دز اًعابى      
ُعااذٌد دااصط ّكذاااْزُبي ّيااااسّظي ُعااذٌد كااَ دز    
پسّدكح ُبي اًذقبل ژى ّ ژى دزهبًي اظذفبدٍ هي ؼاًْد.  

دااب كٌااْى  ظااسّديم هفذااف هدًّْيسّظااي 81ثاايػ اش 
ؼٌبظبئي ؼدٍ اًد. اش ثياي ظسّديم ُبي هفذلف هعواْ   

دز پسّدكااح ُاابي ژى دزهاابًي    8ّ  1ظااسّديم ُاابي  
اظذفبدٍ هي ؼًْد. هدًّْيسّض ُاب  ّكذْزُابي هٌبظاجي    
ثساي ژى دزهبًي ُعذٌد شيسا هًِب دز دسيبى  ْى پبيداز 
ثْدٍ ّ ژى هْزد ًظس زا ثغْز هثثس ثَ هكح هاي زظابًٌد.   

ديام ّحؽاي هدًاّْيسّض عاْازق ّ علائان       هلْدگي ثب
ؼديد دْليد ًوي كٌد. علاٍّ ثس اياي هدًاّْيسّض ُاب ثاب     

 (.  17-13ثيوبزي ُبي ثد ين هسدجظ ًيعذٌد )

يكي اشزّغ ُبئي كَ ثاساي ثيابى ُوصهابى ثايػ اش يا       
پسّهْدْز اثادا    1پسّدئيي ثب اظذفبدٍ اش ي  ؼسّ  كٌٌدٍ

زيجاْشم اظاخ   ؼدٍ اظخ، ثكبزگيسي دبيگبٍ هيبًي ّزّد 
كَ اّليي ثبز ثساي ّكذْزُبي زدسّّيسّظي اثدا  گسديد 

(.  ُدف اش اًآابم اياي هغبلعاَ ثسزظاي دْاًابئي      18-81)

                                                           
1- Promotor. 

هلاااْدٍ ظااابشي ّ القااابط ثيااابى ُوصهااابى دّ هْلكاااْل   
ثااب اظااذفبدٍ اش ياا  كبظااخ ثياابى   B7.1ّ  1-ايٌذسلااْكيي

دز ظلْل ُبي حيْاًي   IRESكٌٌدٍ ّ ثَ كبزگيسي دْالي 
 ّيسّض ًْدسكيت ظب ذَ ؼدٍ ثْد. دْظظ هدًْ

 

 

C1498   ظاالْل ُاابيC1498  هْدااْد دز(
دپبزدوبى عت هْلكْلي( ظالْل ُابي لْكويا  هاْغ اش     

ُعاذٌد. اياي ظالْل ُاب دز       (T cells)ًاْ  ظالْل ُابي    
% ظااسم دٌاايي گاابّ 11هكذااْي   RPMI 1640هكاايظ 

(FCS ( پٌااااي ظاااايليي ثااااَ هقااااداز ، )111 IU/ml ّ )
كؽااخ دادٍ   g/ml111اظذسپذْهبيعاايي ثااَ هيااصاى    

-gran) 1-هبزكس گساًْلْيعخ C1498ؼدًد. ظلْل ُبي 

-Mac-1   ّMac( ّ دّ ًْ  هبزكس هفذلف هبكسّفابژي  1

زا ثس ظغح  ْد ثيبى هي كٌٌد. اياي ظالْل ُاب ُاس دّ       2
ّ ُوچٌااايي هقااابديس    ICAM-1   ّICAM-2هْلكاااْل 

ى هي كٌٌاد. دفسيات اياي    زا ثيب  LFA-1شيبدي هْلكْل 
   in vitroثفاْزح     T  ّNKظلْل ُب دْظظ ظلْل ُابي  

ثاس زّي   CD8  ّLFA-1ّاثعذَ ثَ ّدْد هْلكْل ُابي   
  MHCI    ،ICAM-1ظلْل ُبي عبهح ّ هْلكاْل ُابي     

 ّICAM-2      ثس زّي ايي ظلْل ُب اظاخ. پْؼابًدى ُاس
ي  اش ايي هْلكْل ُب هٌآس ثَ كبُػ دفسيت ايي ظلْل 

دْظظ ظلْل ُبي عبهح ايوٌي هي ؼْد ثغْزيكاَ اياي    ُب
يااب  ICAM-1% دز هااْزد هْلكااْل ُاابي 81اثااس حاادّد 

ICAM-2  دز هااْزد هْلكااْل  111ّ حاادّد %LFA-1  
اظااخ.  ايااي ظاالْل ُااب هًذااي ژى ُاابي  ااْد زا ثااس زّي 

MHCI       كاااااَ ثاااااَ هْلكااْل ظااغكيCD8  دز زّي
ز هًذي هذفح  هي ؼْد ثيبى هي كٌٌد. حضْ  Tظلْل ُبي 

هذفح   CD8كَ ثَ هْلكْل   MHCIژى ثس زّي هْلكْل 
ظبيذْ دْكعي   شم   Tهي ؼْد ثساي دكسي  ظلْل ُبي

دز اياي ظالْل ُاب دْظاظ ّكذاْز        IL-2اظخ.  ثيبى ژى  
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زدسّّيسّظي دْهْزشائي ايي ظلْل ُب زا ثادليح دكسيا    
كن هي كٌاد    CD8دْظظ  هْلكْل ظغكي   Tظلْل ُبي 

(81.) 

RPMI1640  هكيظRPMI1640  )ظيگوب(
هااْزد اظااذفبدٍ بااساز  C1498ثااساي كؽااخ ظاالْل ُاابي 

گسفاااخ . اياااي هكااايظ هكذاااْي ًوااا  ُااابي هلاااي ،    
كسثُْيدزادِب، ههيٌْ اظيد ُب ، ّيذبهيي ُب ّ گلْدبهابكط  
اظخ كَ ثساي زؼد ظلْل ُب  شم اظخ. بجاح اش اظاذفبدٍ   

،  %11( ثاَ هقاداز   FCSثَ اياي هكيظ ظسم دٌايي گابّ )  
 پٌي ظيليي ّ اظذسپذْهبيعيي افصّدٍ گسديد. 

IL-2/IRES/B7.1   اياي
ّكذْز ي  حبهح ّيسّظي ثبپبيَ هدًّْيسّض )دِيَ ؼادٍ  
دز دپبزدوبى عت هْلكْلي( اظخ كَ دز هى ثب اظذفبدٍ اش 

ي  cDNAاظاخ    kb  8/1كَ ي  ّكذْز  pCA13ّكذْز 
 B7.1بًي ّ هْلكْل ظاغكي  اًع 1-كد كٌٌدٍ ايٌذسلْكيي

  1اًعاابًي ثااَ ُوااساٍ ظااكْئٌط هياابًي ّزّد زيجااْشّم    
ّيسّض اًعفبلْهيْكبزدايذيط ّازد ؼدٍ اظخ. ُادف اش  

فااساُن  cDNAهااب ثاايي دّ  IRESگٌآبًاادى ظااكْئٌط 
ظبشي اهكبى ثيبى دّ هْلكْل ثب اظذفبدٍ اش ي  پسّهْدْز 

ُااب دْظااظ پسّهْدااْز ّيااسّض      cDNAاظااخ . ايااي  
زاًاادٍ ؼاادٍ ّ دْظااظ ظاايگٌبل هدًيلاظاايْى ظاايذْهگبلْ 
 (.  1aهدًيلَ هي ؼًْد )ؼكح  SV40ّيسّض 

GFP    ايي ّكذاْز ثعٌاْاى
حبهااح ًؽاابًگس ثاااااساي ثااااسزظي اهكاابى هلااْدٍ ظاابشي 

دْظظ ّكذْز هدًّْيسّض ًْدسكيات   C1498ظلْل ُبي 
هْزد اظذفبدٍ باساز گسفاخ. اياي ّكذاْز )دِياَ ؼادٍ دز       

ثاَ   pCA13بزدوبى عت هْلكاْلي( هكذاْي ايٌعاسح    دپ
 Pcmv  ّSV40 PolyAاظخ كاَ هابثيي     kb  8/1عْل  

ژى كد كٌٌدٍ پسّدئيي ظاجص فلئْزظابًخ گٌآبًادٍ ؼادٍ     

                                                           

1- internal ribosome entry site; IRES 

 (.  1bاظخ )ؼكح 

ايي ّيسّض )دِيَ ؼادٍ   
ثَ  pCA13دز دپبزدوبى عت هْلكْلي( هكذْي ايٌعسح 

خ كَ دز هى ظايگٌبل پلاي هدًيلاظايْى    اظ  kb8/1عْل 
ثلافبـاالَ ثعااد اش پسّهْدااْز ّيااسّض    SV40ّيااسّض 

 cDNAظيذْهگبلْ بسازگسفذَ اظخ ّ هب ثايي هًِاب ُاي     
 ( .1cئي كلْى ًؽدٍ اظخ )ؼكح  

ثعد اش ذّة كسدى ظلْل ُاب، دي   
اش هكيظ ؼعذَ ؼد. ثساي ايي هٌظْز  1هذيح ظْلفْكعبيد

ml 10  هكيظ كؽاخ ثاس زّي ظالْل ُاب افاصّدٍ ؼاد       اش
 دبيقَ ظبًذسيفْژ گسديد. 11ّظپط ثَ هدح 

ثعد اش دّز زيفذي هبي  زّئي ظلْل ُب دز هكايظ كؽاخ   
ّدز  T25دااابشٍ پساكٌااادٍ ؼااادٍ ّ ظاااپط دز  اااسّف  

كؽاخ   CO25%ّ دز حضاْز   C87اًكْثبدْز دز دهابي   
 زّش دقعين ؼدًد. 1-8دادٍ ؼدًد. ظلْل ُب ُس 

هلاْدٍ   
ظبشي ظالْل ُاب ثاب ّياسّض دز هكايظ ثِيٌاَ  هكذاْي        

8/1 %FCS  11اًآبم گسفخ. دز ايي زّغ
1

x 1    ظالْل
هيكسّ ليذس هكايظ كؽاخ پفاػ     81پط اش ؼعذؽْ دز 

ؼدًد ّ ثس زّي هًِب ّيسّض افصّدٍ ؼد. ًعجخ ّيسّض 
كَ -ظبعخ اًكْثبظيْى  1ثْد. پط اش  1ثَ  111ثَ ظلْل 

ظلْل ُاب ؼعاذَ    -دبيقَ يكجبز ثَ ُن شدٍ هي ؼد 18ُس 
ظاابعخ كؽااخ دز هكاايظ كؽااخ     18ؼاادٍ ّ پااط اش  

RPMI1640   ثساي اًداشٍ گيسي ثيبى ژى هْزد هشهابيػ
 بساز گسفذٌد.

ELISA

(Enzyme linked immuno-sorbent assay)  
يٌذسلْكيي دسؼكي دْظظ ظالْل ُاب   اًداشٍ گيسي هقداز ا

اًآابم گسفاخ. دز اياي هشهابيػ اش      ELISAثب هشهابيػ  

                                                           

1- dimethyl sulfoxide (DMSO) 
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 1اًعبًي هاْغ    1-هًذي ثبدي هٌْكلًْبل ضد ايٌذسلْكيي
ثَ عٌْاى هًذي ثابدي پْؼابًٌدٍ ّ اش هًذاي ثابدي ثيْديٌاَ      
   1-ؼاادٍ ثااص كااَ ثااس عليااَ هًذااي ثاابدي ضااد ايٌذسلااْكيي 

اظاذفبدٍ ؼااد.    8سثْد ثعٌْاى هًذي ثبدي ؼٌبظبگ 1اًعبًي
كًْ ّگَ ؼادٍ ثاَ    HRPO 4عااابهح فعبل دز اياي زّغ 

اظااذسپذْهّيديي ثااْد. ايااي هًااصين ثااس زّي دذااسا هذيااح  
اثس ًوْدٍ ّ دْليد هذبثْلياخ   8ثٌصيديي دي ُيدزّكلسايد

هاْ ز   1شزدزًگ هي كٌد كَ دز حضْز اظيد ظْلفْزي  
 دْليد زًگ هثي هي كٌد. ًِبيذب درة ًْزي ًوًْاَ ُاب دز  

 ًبًْهذس  ْاًدٍ ؼد.   881

(Fluorescence-activated cell sorter) 

FACS ّدْد هْلكْلB7.1  ٍثس زّي ظلْل ُب ثب دظذگب
 Bectonفلْظيذْهذسظب خ كبز بًَ ثكذْى ديكيٌعاْى ) 

Dickinson FACScan machine ّثااب زّغ ًؽاابًداز )
ًوااْدى هعااذقين ثااب هًذااي ثاابدي ثسزظااي ؼااد. دز ايااي   

  1-اش هًذاي ثابدي هٌْكلًْابل ضاد ايٌذسلاْكيي     هشهبيػ 
ّ  7كًْ ّگَ ؼدٍ ثاْد   1اًعبًي هْغ كَ ثَ فيذْازيذسيي

دْليد زًگ بسهص هي كسد اظذفبدٍ گسديد. ثيبى پاسّدئيي  
ّ ثاب   FACSظجص ثس زّي ظلْل ُب ثب اظاذفبدٍ اشدظاذگبٍ   
 هًبليص فلئْزظبًط ظجص اًداشٍ گيسي ؼد. 

 

 

GFP

Green Fluorescent Protein

ثساي ايٌكَ بدزح هلاْدٍ ظابشي ّ ثيابى پاسّدئيي     
GFP    دْظظ ّكذْز هدًْ ّيسّض ثسزظي ؼاْد  شم ثاْد

                                                           
1- monoclonal mouse anti-human-IL-2 antibody 

1- biotinated goat anti-human-IL-2 antibody 

8- Pharmingen, San Diago 

8- horse radish peroxidase 

8- tetramethyl-benzidine dihydrochloride 

1- phytoerythrin; PE 

7- R&D Systems, Minneapolis 

ًفعخ هقداز فلئْزظابًط ظاجص هٌذؽاس ؼادٍ اش ظالْل      
  اًداشٍ گياسي ؼاْد.   C1498ُبي عجيعي  )هلْدٍ ًؽدٍ(  

ايي كابز هقداز فلئْزظبًط ظجاااص هٌذؽااس ؼدٍ اش ثساي 
 FACSظاالْل ُاااابي هلااااْدٍ ًؽاادٍ دااااْظظ دظااذگبٍ 

( ًؽابى داد  I -1اًداشٍ گيسي ؼد. ًذبيج هشهبيػ )ؼاكح  
( ّ gated% ظاالْل ُاابي اًذفاابة ؼاادٍ )11/1كااَ دٌِااب 

% كح ظلْل ُب فلئْزظبًط ظاجص اش  اْد هٌذؽاس    31/1
چٌايي   ايي هْلكْل ّ ُان ًوْدًد كَ دز ثيبًگس عدم ثيبى 

عااادم اًذؽاابز فلئْزظاابًط ظجااااص دْظااظ ظاالْل ُاابي   
C1498 .ثْد 

GFP

دز ايي هغبلعاَ هدًاّْيسّض  ابلي     
عٌْاى ّكذْز ؼابُد ثكابز گسفذاَ ؼاد. ثاساي ثسزظاي       َ ث

هيصاى دغييساح فلئْزظبًط اًذؽابزي دْظاظ ظالْل ُاب     
ببت هلْدگي ثب هدًْ ّيسّض ًْدسكيت ـسف ًظاس  ااهذع
لئْزظاابًط  شم ثااْد هيااصاى ف GFPبى هْلكااْل اااااش ثي

ظلْل ُب پط اش هلاْدٍ ؼادى ثاب ّياسّض دلذاب ثسزظاي       
كَ ّياسّض ًْدسكيات اًذفابثي ثاساي      سدد. اش هًآبئياگ

اش ًاْ  هدًاْ ّيسّظاي     IL-2  ّB7.1ثيبى پسّدئيي ُبي 
د ًيااص اش ًااْ  هدًااّْيسّض اًذفاابة  اثااْد ّكذااْز ؼبُاا

لَ ظلْل ُب ثب ّيسّض  بلي هلْدٍ اي هسحاسديد. دز اياگ
ئْزظبًط ظجص اًدشٍ گيسي ؼاد.  ؼدًد ّ ظپط هقداز فل

11هقداز ظالْل ثسداؼاذَ ؼادٍ    
ظالْل دز ُاس چبُا      1

ّهقداز ّيسّض ثكبززفذَ ًعجخ ثَ ظالْل ُاب ثاَ ًعاجخ     
ثْد. ايي هشهبيػ ظَ ثبز اًآبم گسفخ ّ ًذابيج   1ثَ  111

 هٌدزج هعدل هفلْط ًوًَْ ُب اظخ. 
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يا  ّكذاْز ًاْ دسكيات هدًّْيسّظاي       0IL-2/IRES/B7.1 حبهح هدًاّْيسّض  aكبظخ ُبي گٌآبًدٍ ؼدٍ دزّى حبهح ُبي هدًّْيسّض ًْ دسكيت ى 0 ظب ذوب1ؼكح 
ي هصثْز دْظظ پسّهْداْز   cDNAدا ح گسديدٍ اظخ. دز ايي كبظخ دّ  (hB7.1)اًعبًي  B7.1ّ   (hIL-2)اًعبًي  1 -ي دّ پسّدئيي ايٌذسلْكييcDNAاظخ كَ دز هى 

دز ايي كبظخ اهكبى ثيبى  IRESهدًيلَ هي ؼًْد. ّدْد دْالي  SV40 (SV40 PolyA)زاًدٍ ؼدٍ ّ دْظظ ظيگٌبل پلي هدًيلاظيْى ّيسّض   (Pcmv)ّيسّض ظيذْهگبلْ 
اظخ كَ دْظاظ پسّهْداْز ّياسّض     0GFP ايي  كبظخ هكذْي ژى bزا ثب اظذفبدٍ اش ي  پسّهْدْز )پسّهْدْز ّيسّض ظيذْهگبلْ( فساُن هي كٌد. دّ هْلكْل هصثْز 

ْ اظخ كَ 0 ايي ّيسّض هكذْي پسّهْدْز ّيسّض ظيذْهگبلcهدًيلَ هي ؼْد.  SV40 (SV40 PolyA)زاًدٍ ؼدٍ ّ ثب ظيگٌبل هدًيلَ كٌٌدٍ ّيسّض  (Pcmv)ظيذْهگبلْ 
ئي باساز ًگسفذاَ ّ اياي     cDNAُي    Pcmv    ّSV40 PolyAبساز گسفذَ، گٌآبًدٍ ؼدٍ اظخ. اش هًآبييكَ ثيي  SV40ثلافبـلَ ثعد اش هى ظيگٌبل هدًيلاظيْى ّيسّض 

   ّيسّض پسّدئيي  بـي زا كد ًويوبًد، حبهح هصثْز هدًّْيسّض ًْ دسكيت دلذب )  بلي ( ًبهگرازي ؼد.
 

( ًؽابى دادٍ ؼادٍ اظاخ     II –1ُوبى عاْز كَ دز ؼكح )
% كااح 31/1ل ُاااابي اًذااافبة ؼاادٍ ّ % ظلاااا38/1ْ

ظلْل ُبي هلْدٍ ؼدٍ ثب ّيسّض  بلي ًاْز فلئْزظابًط   
ًذابيج   لظجص اش  ْد ظبع  ًوْدًد. ايي ًذبيج دقسيجب هعبد

FACS        ظلْل ُابي ًسهابل اظاخ. اياي ًذابيج ثيابًگس هى
اظخ كَ هلْدگي ثب ّيسّض دلذب دغييسي دز فلئْزظبًط 

ظجص ظلْل ُب ايآب ًوي كٌد.

GFP ُاادف اش اًآاابم ايااي هشهاابيػ
ثسزظي اهكبى هلاْدٍ ظابشي ّ القابط ثيابى ژى دز ظالْل      

ثااب ّكذْزُاابي هدًّْيسّظااي ثااْد. ايااي     C1498ُاابي 
پسّدئيي ي  هبزكس پسّدئيٌاي فلئْزظابًط اظاخ كاَ دز     

 ْد  دكسي  ؼدٍ ّ ًْز ظجصي اشًبًْهذس  888عْل هْج 
اًاداشٍ  س ااا ًبًْهذ 818هٌذؽس هي كٌد كاَ دز عاْل هاْج   

 GFPگيسي هي ؼْد. ايي پسّدئيي ثعايبز پبياداز اظاخ.    
دز حااابل ظاااٌذص فلئْزظااابًخ ًيعاااخ ّلاااي هذعببااات   
اكعيداظيْى دزّى ظلْلي ّ دكوح دغيياساح كسّهْفاْز   

كَ اياي پاسّدئيي    حبلخ فلئْزظبًخ هي گيسد. اش هًآبئي
عٌاْاى  َ زظابًد  ثا   ظوي ًيعخ ّ ثَ ظلْل ُب هظيت ًوي

ثساي  FACSپسّدئيي هبزكس اًذفبة گسديد. ًذبيج هًبليص 
ثس زّي ظغح ظلْل ُب ًؽبى  GFPاًداشٍ گيسي پسّدئيي 

داد كااَ هدًااّْيسّض ًْدسكياات ايااي ظاالْل ُااب زا ثااب    

سزّي ظغح ظلْل ُبي ااث   GFPْفقيخ هلْدٍ كسدٍ ّاه
َ دز )ؼاكح  ااا عاْز ك  بىاهلْدٍ ؼدٍ ثيبى هي گسدد.  ُو

III –1ى دادٍ ؼاادٍ اظاخ پاسّدئيي    ( ًؽبGFP   ثاس زّي
% 18/88% ظالْل ُابي اًذفابة ؼادٍ ّ     73/18حدّد 

د. ثس اظبض ايي اسديابى گااكح ظلْل ُبي هلْدٍ ؼدٍ ثي
دادٍ ُب هقداز فلئْزظابًط ظاجص دز ظالْل ُابي هلاْدٍ      

ثساثاااااس هقااااداز   18ثاايػ اش  GFPؼاادٍ ثااب ّيااسّض  
 فلئْزظبًط ظجص ظلْل ُبي هلْدٍ ًؽادٍ ّ ظالْل ُابي   

 هلْدٍ ؼدٍ ثب ّيسّض دلذب اظخ. 
B7.1C1498  ثساي

هذعبباات هلااْدگي ثااب  B7.1هًاابليص هقااداز ثياابى هْلكااْل 
ّيسّض ًْدسكيت اثذداط هقداز ايي هْلكْل كَ ثَ ـْزح 
عجاياعي ثس زّي ظغاح ظلاْل ُابي هلاْدٍ ًؽادٍ ثيابى    

ثااس زّي   B7.1 هاي ؼاْد هًابليص گسديااد. ثيابى هْلكاْل     
ظغح ظلْل ُاب ثاب اظاذفبدٍ اش دظاذگبٍ فلاْزيوذسي ّ ثاب       

 اًداشٍ گيسي زًگ بسهص هٌذؽس ؼدٍ ثسزظي ؼد.
سي كاَ دز ؼاكح   اذاْهاذاْظياالاافياااصابلاااج هًابياذااً 

I–8  ؽبى داد كَ پاسّدئيي   اادٍ اظخ ًاابيػ دادٍ ؼااًو
B7.1(CD80)  بة اكاااذابي اًْل ُاااالاااا% ظ17/8دز

دٍ اؽا اْدٍ ًابي هلا اْل ُاااح ظلاااا% ك88/1دٍ ّاااؼ
 ي گسدد.اى هباياث
  

Pcmv hIL-2 SV40 PolyA hB.1 IRES 

Pcmv SV40 PolyA GFP 

Pcmv SV40 PolyA 

a) 

b) 

c) 
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 B7.1 

ثاساي ثسزظاي ّ هًابليص ثيابى هْلكاْل       
B7.1  دْظظ هدًّْيسّضIL-2/IRES/B7.1  س ـسف ًظا

اش اثساح القبئي ًبؼي اش هلْدگي ثب ّيسّض كَ هي دْاًاد  
ثس زّي هيصاى ثيااابى هْلكْل ُبي ايوٌي دابثيس گارازد،   
ظلْل ُب ثب ّكذْز هدًاْ ّياسّض  ابلي هلاْدٍ ّ ظاپط      

ثس زّي ظلْل ُب اًداشٍ گيسي  B7.1هقداز ثيبى پسّدئيي 
ؼد. دز ـْزح عادم اًآابم اياي هشهابيػ اثاس احذوابلي       

هذعببت هلْدگي ثاب ّياسّض    B7.1ى هْلكْل افصايػ ثيب
ثب اثس القبط ثيبى ايي هْلكْل دْظظ ّيسّض هدًْ ّيسّض 

ي  شم ثساي ثيابى   cDNAًْدسكيت كَ هكذْي كبظخ ّ 
ايي هْلكْل ثْد، دو  هي ؼد ّ دفكي  ايي دّ پديادٍ اش  
ُوديگس زا  يس هوكي هي ظب خ.  هًابليص ثيابى هْلكاْل    

B7.1 ْدٍ ؼادٍ ثاب ّياسّض  ابلي     ثس زّي ظلْل ُبي هل
( هؽفؿ ًوْد كَ ايي هْلكْل ثس زّي ظغح II-8)ؼكح 

% كاح ظالْل   1/8% ظلْل ُبي اًذفبة ؼادٍ ّ  88/18
ُبي هلْدٍ ؼدٍ ثب ّيسّض  ابلي ثيابى هاي گاسدد. اياي      

ثساثس هقداز ثيابى اياي هْلكاْل ثاس زّي      8هقبديس دقسيجب 
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ظلْل ُبي هلْدٍ ًؽدٍ اظخ  كَ ثغاْز عجيعاي ثاس زّي    
 ظلْل ُب ثيبى هي گسدد. ايي 

B7.1

IL-2/IRES/B7.1  هًااابليص ثيااابى
زّي ظااغح ظاالْلِبي هلااْدٍ ؼاادٍ ثااب     B7.1هْلكااْل 
ًؽبى داد كَ هيصاى ثيبى ايي  IL-2/IRES/B7.1ّيسّض 

% ظاالْل ُاابي اًذفاابة ؼاادٍ ّ    18/83هْلكااْل ثااَ  
بي هلْدٍ ؼدٍ ثاب ّياسّض هصثاْز    % كح ظلْل 81/18ُ

(. هقبيعاَ دادٍ ُاب ًؽابى    III –8افصايػ ياااابفخ )ؼكح
هي دُد كَ هلْدگي ثب ّياسّض  ابلي )دلذاب( ّ ّياسّض     

IL-2/IRES/B7.1     هيااصاى ثياابى هْلكااْلB7.1  َزا ثاا
ثساثس افصايػ دادٍ اظخ. دز ّاب  ّياسّض   8ّ  8دسديت 

IL-2/IRES/B7.1  ثياابى هْلكااْلB7.1  8/1اش زا ثاايػ 
ثااساثااس ًعجخ ثاَ ّياسّض  ابلي افاصايػ دادٍ اظاخ.     
ايااي ًذبيج ًؽبى هي دٌُاد كاَ هدًاّْيسّض ًْدسكيات     

IL-2/IRES/B7.1       ٍكَ هكذاْي يا  كبظاخ ثيابى كٌٌاد
ثااساي ثياابى دااْام دّ پااسّدئيي ثااب اظااذفبدٍ اش ظااكْئٌط 

IRES    اظااخ ّ دز هى هْلكااْلB7.1  8'دز بعااوخ 

اًد ثيبى اياي هْلكاْل زا    بساز گسفذَ IRESظكاااْئٌط 
ثساثس افصايػ  8ثَ اًداشٍ  C1498دز ظلْل ُبي لْكوي  

 هي دُد.  

IL-2

دسؼاكي دز هكايظ كؽاخ ثاَ زّغ       IL-2هقاداز  
ELISA    15ثاب حعبظايخg/ml/106 cells/24 hours 

َ هيصاى ًؽبى داد ك ELISAاًآبم گسفخ. ًذبيج هشهبيػ 
IL-2   ٍدسؼح ؼدٍ ثَ هكيظ كؽخ ظلْل ُبي هلْدٍ ؼاد

ثااَ هقااداز   IL-2/IRES/B7.1ثااااااب ّيااسّض ًْدسكياات 
150 g/ml/106 cells/24 hours   ثْد. ايي دز حبلي ثاْد

ببثح اًاداشٍ گياسي    IL-2ُيچگًَْ  ELISAكَ هشهبيػ 
دز هكيظ كؽخ ظلْل ُبي لْكوي  هلْدٍ ًؽدٍ ّ هلْدٍ 

(. ثٌاابثاااس  1بلي زا ًؽبى ًداد )دادّل  ؼدٍ ثب ّيسّض  
ايااااي ثااب دْدااَ ثااَ حعبظاايخ اًااداشٍ گيااسي هشهاابيػ  

ELISA  هاااااااي داااْاى گفااااخ كاااَ هدًاااّْيسّضIL-

2/IRES/B7.1  دسؼحIL-2  ثساثس  11زا حدابح ثَ هيصاى
افصايػ هي دُد. ايي ًذبيج ًؽبى هاي دٌُاد كاَ ّكذاْز     

  ٍ ًواْدٍ ّ   هدًْ ّيسّظي هي دْاًد ايي ظلْل ُاب زا هلاْد
هدًّْيسّض ًْدسكيت كَ هكذاْي ظاكْئٌط كدكٌٌادٍ    

اظااخ   IRESظااكْئٌط  8'دز بعااوخ   1-ايٌذسلااْكيي
دْاًبئي القبط ثيبى ايي هْلكْل زا دز ظلْل ُابي لْكويا    

C1498    دازد ّ هي دْاًد ثاساي ثيابىIL-2    َثاَ كبزگسفذا
 ؼًْد.

 
 IL-2/IRES/B7.10، ظلْل ُبي هلْدٍ ؼدٍ ثب ّيسّض  بلي )دلذب( ّ ّيسّض  C1498دسؼح ؼدٍ دْظظ ًسهبل  1–0 هقداز ايٌذسلْكيي 1ددّل 

 
ظلْل ُبي هلْدٍ ؼدٍ ثب ّيسّض  ظلْل ُبي ًسهبل )الْدٍ ًؽدٍ( 

  بلي
ظلْل ُبي هلْدٍ ؼدٍ ثب ّيسّض 

IL-2/IRES/B7.1 
دسؼكي  IL-2هقداز 

 اًداشٍ گيسي ؼدٍ
g/ml/106 cells/24 hours18< g/ml/106 cells/24 hours18< g/ml/106 cells/24 hours181< 

 
ّ ثاب دباخ    ELISA)هلْدٍ ًؽدٍ(، ظلْل ُبي هلْدٍ ؼدٍ ثب ّيسّض  بلي ّ ّيسّض ًْدسكيت دْظاظ    C1498هقداز ايٌذسلْيكي دسؼح ؼدٍ دْظظ ظلْلِبي ًسهبل 

g/ml/106 cells/24 hours 18 اًآبم گسفخ. هشهبيػELISA  اي دز هابي  زّئاي ظالْل ُابي هلاْدٍ ًؽادٍ ّ هلاْدٍ ؼادٍ ثاب          دسؼح ؼدٍ  1–ُيچگًَْ ايٌذسلْكيي
ثاْد. ثاَ عجابزدي      ELISAّ يب دسؼاح هى دز هقابديسي كوذاس اش هظاذبًَ حعبظايخ هشهابيػ        1–ّيسّض  بلي )دلذب( ًؽبى ًداد كَ دليح ثس عدم دسؼح ايٌذسلْكيي 

ثاْد. اياي دز حابلي اظاخ كاَ       g/ml/106 cells/24 hours18ّياسّض  ابلي    دسؼح ؼدٍ دْظظ ظلْل ُابي هلاْدٍ ًؽادٍ ّ هلاْدٍ ؼادٍ ثاب      1–حداكيس ايٌذسلْكيي 
 ثْد.   g/ml/106 cells/24 hours181ثَ هقداز  IL-2/IRES/B7.1دسؼح ؼدٍ دْظظ ظلْل ُبي هلْدٍ ؼدٍ ثب ّيسّض  1-ايٌذسلْكيي
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دز ثس ي هْازد ثيْلْژيا   شم اظاخ چٌاد ژى ثفاْزح     
غ ُبي ثيبى دْام ثيػ اش ُوصهبى ثيبى ؼًْد. يكي اش زّ
اظااخ. ثااب دْدااَ ثااَ    IRESياا  ژى اظااذفبدٍ اش دااْالي  

ّ  IL-2كبزثسدُب ّ اُويذي كَ ثيبى ُوصهبى دّ پاسّدئيي  
B7.1  دازد دز ايي هغبلعَ دْاًبئي هدًّْيسّض ًْدسكيت

IL-2/IRES/B7.1  هكذااْي ياا  كبظااخ ثياابى كٌٌاادٍ ثااب
 IL-2  ّB7.1دز ثياابى دااْام دّ پااسّدئيي   IRESدااْالي 

ثسزظي ؼدٍ اظاخ. دز اياي هغبلعاَ عالاٍّ ثاس ّياسّض       
هصثْز اش ّيسّض  بلي ثعٌْاى ّكذاْز ؼابُد ّ ّياسّض    

GFP گس اظذفبدٍ ؼد.  ثعٌْاى حبهح ًؽبى 
ثاس زّي ظالْل ُابي     GFPًذبيج ثسزظي ثيابى پاسّدئيي   
ًؽبى داد  GFPّْيسّض ًلْكوي  هذعببت هلْدگي ثب هد

ُاابي  ظاالْل GFPكااَ ّكذااْز هدًااّْيسّض ًْدسكياات  
ُااب ثياابى ايااي    زا هلااْدٍ ّ دز دز هى C1498لْكوياا  

گس ايي اظخ كَ  هْلكْل زا القبط هي كٌد. ايي ًذيآَ ثيبى
هدًااّْيسّض ًْدسكياات ثااَ زظااپذْزُبي ظااغح ظاالْلي  

هذفاح ؼادٍ ، ّازد ظالْل گؽاذَ ّ      C1498ظالْل ُابي   
ًِبيذب ژًْم  اْد زا ّازد ُعاذَ ًواْدٍ ّ ثيابى پاسّدئيي      

GFP ُب القبط هاي كٌاد.    ّي ظغح ظلْلًْدسكيت زا ثس ز
پط اش هكسش ؼااادى اهكبى هلاْدٍ ظابشي ّ القابط ثيابى     
پااسّدئيي دز ظاالْل ُاابي لْكوياا  دْظااظ هدًااّْيسّض 
ًْدسكيت هشهبيػ ُاب ثاب هلاْدٍ ظابشي ظالْل ُاب ثااااب        

 اداهَ يبفخ.  IL-2/IRES/B7.1ّيسّض ًْدسكيت 

% ظالْل ُابي   17/8ًؽبى دادًد كَ   FACSهشهبيؽبح 
زا ثياابى هااي كٌٌااد كااَ    B7.1ؽدٍ هْلكااْل ادٍ ًاالااااْه

% 88/18هذعببت هلْدگي ثب ّكذْز  بلي ايي هياصاى ثاَ   
 افصايػ هي يبثد.  

ثساثاس ثيااااابى    8ثس اظبض ايي ًذبيج ّكذْز  بلي حادّد  
B7.1     .زا ثس زّي ظلْل ُبي لْكوي  افاصايػ هاي دُاد

ايي پديدٍ هي دْاًد هسثْط ثَ پبظ  ظلْل ُب ثَ هلْدگي 

ّيسّض ثبؼد. دز ّاب  هلْدگي ّيسّظاي ظالْل ُابي     ثب
ثاسزّي   B7.1ايوٌي زا ّاداز ثَ ثيابى هْلكاْل دكسيكاي    

  ْد هيكٌد.
ثيبى ايي هْلكْل ثس زّي ظلْل هلْدٍ ثبع  هاي گاسدد    

ؼاٌب ذَ   Tدب ظلْل هلْدٍ ثِذس ثذْاًد دْظظ ظالْل ُابي   
ثس اظبض ُوايي ًذابيج هياصاى ثيابى       ؼدٍ ّ اش ثيي ثسّد.

ْلكْل ثس زّي ظلْل ُبي هلاْدٍ ؼادٍ ثاب ّكذاْز     ي هااي
IL-2/IRES/B7.1  8% ثْد كَ ايي هياصاى  18/83حدّد 

ثس زّي ظلْل ُبي لْكوي  هلْدٍ ًؽادٍ   B7.1ثساثس ثيبى
ثساثااس ثياابى ايااي هْلكااْل هذعبباات   8صايػ ااظااخ. افاا

ي اش ّداْد  ابؼا ااً IL-2/IRES/B7.1هلْدگي ثاب ّكذاْز   
خ. ااا ذْز اظااياي ّكا   ٌدٍابى كٌابظخ ثياادزك B7.1ژى 

سّض ااا ّْيااد كاَ ّكذاْز هدً  ااا ايي ًذبيج ًؽبى هي دٌُ
IL-2/IRES/B7.1  ثب هْفقيخ ثيبى ايي هْلكْل زا دز ايي

ظلْل ُب القبط هي كٌد. ثس اظبض دادٍ ُبي حبـح اش اياي  
 C1498دز ظلااْل ُبي ًسهابل   IL-2هغبلَ هيصاى دسؼح 

دلااذااب كوذاس   ّ ظلْل ُبي هلْدٍ ؼااادٍ ثاااب ّياااسّض 
 ELISAاش هيااااااااااصاى حعبظاااااااااايخ دعااااااااااخ 

(15g/ml/106cells/24hours ثْد كَ هذعببت هلْدگي )
ثااااااَ هقااااااداز   IL-2/IRES/B7.1ثااااااب ّيااااااسّض  

g/ml/106cells/24 hours181  افااصايػ يبفااخ. اياااي
 IL-2/IRES/B7.1ًذاابيج ثياابًگس هى اظااخ كااَ ّيااسّض 

ٍ زا دز ظلْل ُبي هلْدٍ ؼاد  1-هيصاى دسؼح ايٌذسلْكيي
 ثساثس افصايػ هي دُد.    11هشهبيؽي حدابح 

ايااي هغبلعااَ ًؽاابى داد كااَ هدًااّْيسّض ًْدسكياات ثااب  
 C1498هْفقيخ ثَ زظپذْزُبي ظغح ظلْلي ظلْل ُابي  

هذفح ؼدٍ ، ّازد ظلْل گؽذَ ّ ًِبيذب ژًْم  ْد زا ّازد 
ُعذَ ًوْدٍ ّ ثيبى پسّدئيي زا دز ايااي ظالْل ُاب القابط    

سّض ًْدسكيات ظاب ذَ ؼادٍ    هي كٌد. ُوچٌيي هدًاّْي 
ببدز اظخ ثب اظذفبدٍ اش ي  پسّهْداْز ثيابى دّ پاسّدئيي    

IL-2  ّB7.1  زا ثااب ثكاابزگيسي دااْاليIRES - كااَ دز هى
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IL-2    8‘دز بعاوخ  ّB7.1    ظاكْئٌط   8’دز بعاوخIRES  .بسازدادٍ ؼدٍ اًد، ثَ عْز ُوصهبى  القبط كٌد 
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