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Abstract 

                Background: Type III Interferon (IFN) is a novel member of the interferon family, which 
contains three ligands: IFN-λ1 (IL-29), IFN-λ2 (IL-28A) and IFN-λ3 (IL-28B).These three ligands use 
the same unique heterodimeric receptor composed of CRF2-12 (IFN-λ-R1/IL-28Ra) and CRF2-4 (IL10-
R-b) chains which are completely different from type I & type II IFN receptors. IFNsλ exhibit several 
features such as antiviral activity, antiproliferative activity, immunomodulatory activity and in vivo 
antitumour activity. In this work we aimed to clone the ogene of IFN-λ1 obtained from dendritic cells 
and assess protein production in eukaryotic expression vector.  
              Materials and methods: in thid experimental study, total RNA was extracted from monocyte 
derived dendritic cells stimulated with 100 ng/ml of LPS. cDNA was  synthesized from total RNA .Then 
cDNA of IFN-λ1 was amplified by PCR with specific  primers and cloned into the PTZ57R/Tvector in 
the E.coli (DH5α). This was subsequently subcloned into plasmid pcDNA3.1+, using KpnI and BamHI 
restriction endonucleases. After tranfection into HEK293 T, expression of protein was tested by 
sandwich-ELISA method.  
             Results: The DNA sequence of the insert was identical to the published sequences encoding 
IFN-λ1 in GeneBank. It was demonstrated that IFN-λ1 gene was markedly transcribed in transfected 
cells. Expression of IFN-λ1 in HEK293 T cells was confirmed by sandwich ELISA.  
             Conclusion: Successful cloning and expression IFN-λ1 can be the first step for more production 
and further investigation about other activities of this cytokine and provides grounds for research on 
obtaining new therapeutic approaches for cancer, viral, autoimmune and allergic disease and designing 
more effective vaccines. 
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انسانی از سلول هاي دندریتیک ) 29-اینترکولین( 1- اینترفرون لامبدا کلونینگ
  یوکاریوتی  HEK293Tآن در سلول هايمشتق از مونوسیت و بیان 

1، مهدي مهدوي3، کریستینه هارطونیان2، کیهان آزاد منش٭1، معصومه ابتکار1پریسا امیرکلوانق  

  گروه ایمنی شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران .1

  گروه ویروس شناسی، انیستیتو پاستور ایران، تهران، ایران .2

 گروه بیوتکنولوژي، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران .3

 31/6/89 :،  تاریخ پذیرش5/3/89:  تاریخ دریافت                                                                                                          

  چکیده
λ3(IL-IFN-و  λ1(IL-IFN، 28A)-λ2(IL-IFN-(29: هاي نوع سه داراي سه لیگاند می باشنداینترفرون :زمینه و هدف 

28B) هايکه این سه لیگاند، گیرنده هترودایمر منحصر به فرد یکسانی را بکار می برند که از زنجیرهCRF2-12 (IFN-λ-R1/IL-
28Ra)   وCRF2-4(IL10-R-b) هاي ضد ویروسی، چندین خصوصیت از جمله فعالیتهاي لامبدا اینترفرون. تشکیل یافته است

  IFN-λ1هدف این مطالعه کلون کردن ژن . را نشان می دهند in vivoضد تکثیري، ایمونومدولاتوري و فعالیت ضد توموري در 
 . هاي دندریتیک و بررسی تولید پروتئین آن در حامل بیانی یوکاریوتی می باشدبدست آمده از سلول

  ng/ml صدهاي دندریتیک مشتق شده از مونوسیت تحریک شده با تام از سلول RNAدر این مطالعه آزمایشگاهی، : مواد و روش ها
 PCRبا پرایمرهاي اختصاصی توسط  IFN-λ1مربوط به  cDNAسپس . کل سنتز شد RNAاز  cDNA. استخراج گردیدLPS از 

و  KpnIسپس با استفاده از اندونوکلئازهاي محدودالاثر . کلون شد DH5αدر اشرشیاکلی سویه PTZ57R/T تکثیر و در داخل حامل 
BamHI  به داخل پلاسمیدpcDNA3.1+ بعد از انتقال به . ساب کلون شدHEK293T بیان پروتئین توسط روش ،ELISA 

 .ساندویچی تایید شد

در سلول هاي   IFN-λ1ژن . بود Gene Bankموجود در   IFN-λ1وارد شده مشابه با توالی کد کننده  DNAتوالی : نتایج
  . توسط الیزاي ساندویچی تأئید گردید HEk293Tترانسفکت شده رونویسی و بیان آن در سلول هاي 

هاي این سایتوکاین و تواند نخستین گام براي تولید و تحقیقات بیشتر درباره فعالیتمی IFN-λ1کلونینگ و بیان موفق : نتیجه گیري
هاي خود ایمنی و هاي درمانی جدید براي سرطان، عفونت هاي ویروسی، بیماريتحقیقاتی براي کسب روش فراهم آوردن زمینه هاي

    .هاي مؤثرتر بکار رودآلرژي و طراحی واکسن
  PCR، کلونینگ، بیان، 1اینترفرون لامبدا : واژگان کلیدي
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            مقدمه

انسانی  (Interferon-λ1- IFN-λ1) 1-اینترفرون لامبدا   
هاي نوع سه یا اینترفرون یکی از اعضاي خانواده اینترفرون

اینترفرون . شده اندهاي لامبدا می باشد که به تازگی کشف 
دو  )IFN-λ3( 3 -و اینترفرون لامبدا )IFN-λ2( 2-لامبدا

ها این اینترفرون .عضو دیگر این خانواده محسوب می شوند
-IL( A 28 ، اینترکولین)IL-29( 29به ترتیب اینترکولین 

28A(  28اینترکولین و B )IL-28B( شوند نیز نامیده می)1( .
هر سه عضو این خانواده بر روي کروموزوم شماره 

19(q13.13) ها ساختار ژنومی این اینترفرون. قرار گرفته اند
 IL-10هاي مرتبط با و سایتوکاین )IL-10( 10به اینترکولین

که فاقد  هاي نوع یکشباهت دارند و بر خلاف اینترفرون
هاي این خانواده داراي چندین اگزون از اینترون می باشند، ژن

و  IFN-λ2اگزون براي  6و  IFN-λ1اگزون براي  5جمله 
IFN-λ3  اما در سطح اسیدآمینه اي، بیشتر به  .)2(هستند
-IFNبا IFN-λ1 . )3(هاي نوع یک شباهت دارند اینترفرون

λ2 ،80 درصد و IFN-λ2   باIFN-λ3  درصد  98حدود
انسانی، پروتئینی با طول IFN-λ1 ژن. )2(هومولوژي دارند 

 22اي به طول اسید آمینه را کد می کند که پپتید نشانه 200
ع سه یک گیرنده هترودایمر هاي نواینترفرون. اسید آمینه دارد

یکی از . مشترك دارند که از دو زیر واحد تشکیل شده است
باشد که اختصاصی این خانواده است می IFNLR1آنها به نام 
-ILهاي است که ما بین سایتوکاینIL-10-R-b و دیگري 

10 ،IL-22  وIL-26  هاي آگونیست .)4(مشترك می باشد
 TLR-(  9و  8، 7، 4، 3شماره  TOLLهاي شبه گیرنده

Like receptor (Toll  قادر به القايIFN-λ هاي از سلول
هاي سلول. )5(باشند پلاسماسیتوئیدي میدندرتیک 

 TLRدندریتیک انسانی مشتق از مونوسیت نیز پس از تحریک

 -LPS (Lipopolysaccharide(ها با لیپوپلی ساکارید 
 IFN-λو  IFN-βزمان دو رشته اي قادر به تولید هم  RNAیا

دو رشته اي موجب آغاز  RNAبا   TLR3و تحریک هستند

-Peripheral Blood Mononuclear Cells)تولید آنها از 

PBMC) 1(گردد هاي تک هسته اي خون محیطی میسلول( .
 IFN-λه است که مکانیسم تولید مطالعات مولکولی نشان داد

هاي اینترفرون .)6(باشد هاي نوع یک میمشابه با اینترفرون
شده و منجر  JAK/STAT نوع سه موجب فعال شدن مسیر

و  STAT1 ،STAT2 ،STAT3به فسفریله شدن تیروزین 
STAT4  8، 7(می شوند( .  

ها تحقیقات گسترده بروي عملکرد این سایتوکاین                
آغاز شده است و تاکنون اثرات ضد ویروسی، ضد توموري و 

وري نظیر افزایش بیان مولکول هاي مجموعه ایمونومدولات
 I (Major Histocompatibilityاصلی سازگاري بافتی کلاس 

Complex-MHC)  و اثر بروي سلول هاي دندریتیک گزارش
در راستاي کارهاي تحقیقاتی در مورد این . )9-11(شده است 

خانواده اینترفرونی جدید، هم اکنون آزمایشات بالینی براي 
هاي دارویی بزرگ از نیز توسط شرکت Cدرمان هپاتیت 

جمله زیموژنتیک در حال انجام می باشد و نتایج حاکی از 
ها به مرحله دوم آزمایشات بالینی می وارد شدن این اینترفرون

  cDNAبنابراین هدف از این مطالعه، کلون کردن . باشد
هاي دندریتیک در حال انسانی ازسلول IFN-λ1مربوط به 

هاي خون محیطی جدا شده از یک بلوغ مشتق از مونوسیت
، و ساخت LPSداوطلب سالم ایرانی و تحریک شده با 

ریوتی و تایید بیان این سازه پلاسمید بیانی نوترکیب یوکا
ژنتیکی در سیستم یوکاریوتی براي استفاده در مطالعات 
تحقیقاتی و همچنین نخستین گام براي ساخت این دارو در 

  .میهن عزیزمان می باشد

   ها روش و مواد
 mRNAهاي توالی انواعدر این مطالعه آزمایشگاهی،             

 نـرم و در  شد گرفته بانک ژن از انسانی IFN-λ1 ژن به مربوط
 Multiple)گانــه چنــد تطبیــق، (Mega4)آنلایــن غیــر افــزار

Alignment)  نهایــت در و گرفـت  صـورت ref mRNAبــا 
ر رفـت بــا  پرایمــ و انتخـاب  NM-172140.1 پــذیرش شـماره 
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 ATG GCT GCA GCT TGG ACC GTG´5تـوالی  

G 3´    5تـوالی  بـا  و پرایمـر برگشـت´TCA GGT GGA 

CTC AGG  GTG GGT TGA 3´   نـرم  از اسـتفاده  و با 
 و گردیـــد طراحـــی (Gene runner) آنلایـــن غیـــر افـــزار

 و nblast  توســط انســانی IFN-λ1 ژن بــراي آن اختصاصــیت
Primerblast شد تایید.    

 هايمونوسیت از مشتق دندریتیک هايسلول تهیهبراي             
 محیطی خون ايهسته تک هايسلول، محیطی خون

)PBMC( فایکول با گرادیان سانتریفوژ از استفاده با 

Lymphosep-Lymphozyte  فرد یک محیطی خون از 
 CD14مونوسیت ها توسط  .گردید جدا ایرانی سالم

MicroBeads Miltenyi Biotec,MACS)، به  )آلمان
مابقی . روش انتخاب مثبت جداسازي و فلوسیتومتري گردید

هر خانه  در د یک میلیون سلول در هر میلی لیترتعداها به سلول
 کشت محیطلیتر یک میلی حاوياي از پلیت هاي چهار خانه

RPMI1640، FBS 10 ،پنیواحد بین المللی  100 درصد 
در هر  استرپتومایسینگرم میلی 100 لیتر،در هر میلی سیلین
هاي ، سایتوکاینگلوتامین- L میلی مولار 5/0لیتر و میلی

rhGM-CSF )30 نانوگرم در هر میلی لیتر( و rhIL-4 )20 
، ریخته و )، آمریکاR&D system) (نانوگرم در هر میلی لیتر

نیمی از  ،روز سه از پس .شد به مدت سه روز کشت داده
محیط کشت برداشته شده و دوباره محیط کشت تازه به همراه  

ها جهت در روز پنجم، سلول .شد افزودهها سایتوکاین
 EDTA میلی مولار 2 حاوي PBS از استفاده بافلوسیتومتري، 

 LPS پنجم روز درپلیت ها به یکی از . شدند جمع آوري
 بلوغ تحریک عامل عنوان به) نانوگرم در هر میلی لیتر 100(

 شد اضافه IFN-λ1 بیان القاي همچنین و دندریتیک هايسلول
 فشار و گراد سانتی درجه 37 در انکوباسیون ساعت 3 از پس و
پلیت . شدند جهت فلوسیتومتري، جمع آوري ،CO2 درصد 5

LPS یکی  .زده نشده به عنوان کنترل منفی در نظر گرفته شد
 درجه 37 درزده شده نیز تا روز هفتم  LPSاز پلیت هاي 

، انکوبه گردید و در روز CO2 درصد 5 فشار و گراد سانتی
  .شدند هفتم جهت فلوسیتومتري جمع آوري

 Anti-h CD14جهت فلوسیتومتري مونوسیت هـا بـا               

Phycoerythrin BD Biosciences)هـاي  سلول ، )، آمریکا
جمع آوري شده در روزهاي پنجم، سه ساعت بعد از تحریک 

 FITC Mouse Anti-Humanو نیـز روز هفـتم  بـا     LPSبا

CD1a BD Biosciences) و  )، آمریکـاAnti-h CD83 

Phycoerythrin   )R&D systemطبــق روش ) ، آمریکــا
شـرکت، رنـگ آمیـزي شـدند و بـه همـراه       بیان شده از سـوي  

ــرل هــاي مربوطــه توســط دســتگاه فلوســیتومتري  ایزوتیــپ کنت
PARTEC  در انستیتو پاستور ایران فلوسیتومتري گردید.  

ــراي انجــــام واکــــنش                  تــــامRT-PCR ،RNAبــ
هاي روز پنجم که سه سـاعت  از سلول  (Total RNA)سلولی

 کیــازول گــرواکــنش  توســطتحریــک شــده بودنــد،  LPSبــا 
QIAGEN)بقایـاي  حـذف  براي وگردید  استخراج )، آلمان 

DNA   آنـزیم  بـا  ژنـومیDNase I    منظـور  بـه و  شـد  تیمـار 
  RNeasyکیـــت از ،I DNaseخـــود آنـــزیم  کامـــل حـــذف

QIAGEN) بررسـی  بـراي . گردیـد  اسـتفاده  )، آلمان RNA 
 آگـارز  ژل روير ب ـ الکتروفورز کیفی، لحاظ از شده استخراج

ــد 8/0 ــام درص ــد انج ــا   و ش ــت آن ب ــتفادهغلظ ــتگاه از اس  دس
 First strand کیـت  از. گرفت قرار سنجش مورد پیکودراپ

cDNA synthesis Fermentas)الیگـو  پرایمـر  و )،آمریکا 

dT سنتز براي cDNA سـنتز  صـحت  .شـد  استفاده cDNA  بـا 
گلیسرآلدئید  نظیر House keeping ژن یک تکثیر از استفاده

 براي تکثیر  PCR.انجام شد(GAPDH) فسفات دهیدروژناز

غلظـت  . میکرولیتر انجام شـد  25در حجم  انسانی IFN-λ1ژن 
ــانوگرم از  500شــامل  PCRعوامــل  ــه  cDNAن ســنتز شــده ب

میلــی مــولار از  10پیکــوگرم از هــر پرایمــر ، 10عنــوان الگــو، 
 DMSO میکرولیتر از 5/0 دزوکسی نوکلئوزید تري فسفات،

  Pfu DNA polymerase آنــزیم درصـد، یــک واحـد از   4
Fermentas)افر منیــزیم دار بــ و  )، آمریکــاPCR بــا غلظــت
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 X  10   محصـول  .مـی باشـد PCR درصـد 1 آگـارز  ژل روي 
 UVنـور  زیـر  در و شـد  الکتروفـورز  بروماید اتیدیوم به آغشته

 بـازي  جفـت  100نشـانگر  کنار در بازي جفت 600 حدود باند
اسـتفاده   بـا  .شد بریده ژل روي از استریل تیغ توسط و مشاهده

  High Pure PCR Product Purification کیــتاز 

Roche) تصـفیه  و شـده  جـدا  ژل از نظـر  مـورد  قطعه) آمریکا 
   .شد

 یوکاریوتی بیانی پلاسمید در IFN-λ1 ژن کلونینگ
pcDNA3.1+: 

ــدا                     ، (T/A-cloning Fermentasروش ازدر ابتـ
 - IFN-λ1   نوترکیـب  پلاسـمید  تولیـد  منظـور  بـه   )آمریکـا 

pTZ57R/T ــ اســتفاده ــراي ش ــداکــردن،  ترانســفورمد و ب  ابت
 بــاکتري DH5α ســویه از  (Competent) مســتعد بــاکتري

 تهیـه  کلسـیم  کلرید روش به )انستیتو پاستور ایران( اشرشیاکلی
 بـا   مسـتعد  بـاکتري  درون بـه ساخته شـده   نوترکیب سمید پلا و

و بـر روي محـیط کشـت     شد حرارتی ترانسفورم شوك روش
-آمپـی  بیوتیـک  آنتـی  حـاوي  LB  (Luria Bertani)جامـد 

 حـاوي  رشـدکرده  هايکلون جداسازي .کشت داده شد سیلین
 پلاسـمید  حاوي که رشدکرده هايکلون از نوترکیب پلاسمید

 یکی و گرفت صورت Colony PCR  توسط بودند، ژن فاقد
 LB  آبگوشت محیط درون به بود ژن حاوي که هاییکلون از

 16 مـدت  بـه  و شـد  تلقـیح  سـیلین  آمپـی  بیوتیـک  آنتی حاوي
 .گرفت قراردور در دقیقه  200با شیکردار انکوباتور در ساعت
ــس ــر از پ ــتخراج و تکثی ــمید اس ــا پلاس ــتفاده ب  Geneاز اس

JETTM plasmid miniprep kit Fermentas)  ،
 تـوالی  تعیین جهت شده استخراج نوترکیب پلاسمید، )آمریکا

) آلمـان گـوتینگن،  (  Seqlabشـرکت  به  ژن وارد شده در آن
 واز پلاسـمید نوترکیـب    ژن خـروج بـه منظـور    .گردیـد  ارسال
 گیـري  جهـت  با  +pc DNA 3.1پلاسمید به آن نمودن داخل

 محـدودگر  هاي آنزیمهضم پلاسمید نوترکیب توسط  ،صحیح
KpnI وBamHI الکتروفورز هضم محصول و صورت گرفت 

 ژل از ،بـود  بـاز جفـت   600 حـدود  کـه  ژن باند مربوط بـه  .شد
 T4 DNA Ligase آنـزیم  توسط سپس .شد تخلیص و بریده

 محدودگر هاي آنزیم با از قبل که +pcDNA 3.1پلاسمید به
KpnI وBamHI تولیـد   محصـول  .شـد  وارد بـود،  شـده  هضم

ــر   ــار دیگ ــده ب ــه ش ــاکتري ب ــویه   ب ــی س ــیا کل   DH5-αاشرش
 نوترکیــب پلاســمید حــاوي هــاي کلــونی وشــده  ترانسـفورم 

pcDNA3.1+/IFN-λ1    بـا colony PCR  هـاي پرایمـر  بـا 
  .شدند غربال ژن اختصاصی

ــال ــمید (Transfection) انتقـ ــب پلاسـ  نوترکیـ
pcDNA3.1+/IFN-λ1 سلولی رده به HEK293 T:   

پلاسـمید   ،یوکـاریوتی  سیسـتم  در ژن بیـان  منظـور  به              
 واکنشــگر ازبــا اســتفاده  pcDNA3.1+/IFN-λ1 نوترکیــب
 HEK293T هـاي  سلول به  )،آلمان (QIAGEN پلی فکت
 ابتـدا روش ترانسفکشن بـه ایـن ترتیـب بـود کـه در       .منتقل شد

 داده کشـت  اي خانـه  6 پلیـت  از خانـه  هر در سلول 350×103
 انکوبــه شـب  یــک مـدت  بــه گـراد ســانتی درجـه  37 در و شـد 

ــد ــد روز در .گردی ــابق بع ــتورالعمل مط ــگر، دس  100 واکنش
 مخلـوط پلـی فکـت    از میکرولیتـر  20 با پلاسمید از میکروگرم

 بـه  دقیقـه،  10 بـراي  اتـاق  دمـاي  در انکوباسـیون  از پس و شده
 .انکوبه شد سانتیگراد درجه 37 درد و دوباره ش اضافه ها سلول

 حضور بررسی جهت به سلولی سوپ ساعت، 72 و 36 از پس
کشـت،   محـیط  در شـده  ترشـح  و شـده  بیـان IFN-λ1 پروتئین

 -70 فریـزر  در يبعد هاي آنالیز انجام تا و گردید آوري جمع
  .شد نگهداري گرادسانتی درجه

 هـاي  سـلول  توسـط  IFN-λ1 ترشـح  و بیان بررسی
HEK293 T نوترکیـب  پلاسـمید  با شده ترانسفکت 

pcDNA3.1+/IFN-λ1 ــه  Capture) روش بــ
ELISA) Sandwich ELISA:  

 human IFNλ-1 Duoset تجاري کیت از               

ELISA )R&D systemبیان بررسی براي )، آمریکاIFN-

λ1 تغییرات .شد استفاده شده ترانسفکت یسلول سوپ در
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 نتیجه دقت افزایش لحاظ به کیت دستورالعمل در مختصري 
 حفره در اول لایه بادي آنتیاتصال  از پس. شد اعمال نهایی
 شب، یک مدت به آن انکوباسیون و اي خانه 96 پلیت هاي
 سوپ از میکرولیتر 100.شد انجام ها حفره مسدود سازي عمل

 ساعت 2 مدت به و شد افزوده مربوطه حفرات به سلولی
 بادي آنتی شستشو، بافر با شستشو از پس .شد انکوبه

 به بیوتین با کونژوگه (detection antibody)شناساگر
 .گردید انکوبه اتاق دماي در ساعت 2 و شده افزوده حفرات

 Horseradish) آنزیم به متصل استرپتآویدین

peroxidase)HRP اضافه آنها به حفرات شستشوي از پس 
 پی در .شد انکوبه دقیقه 20 مدت به تاریکی در و شده

 به و شده اضافه حفرات به (TMB)بنزیدین تترامتیل شستشو،
-هب آنزیمی واکنش .شد انکوبه دقیقه 20 مدت به نور از دور

 رنگ تغییر و شده متوقف نرمال 2اسیدسولفوریک  وسیله
 ELISA دستگاه توسط نانومتر 450 موج طول در سوبسترا

reader شد قرائت.  

  نتایج 
 Anti-h CD14ها با نتایج فلوسیتومتري مونوسیت                

Phycoerythrin درصد بود  97، نشان دهنده خلوص بالاي
 CD83و افزایش مارکر  CD1aو کاهش مارکر ) 1نمودار(

هاي دندریتیک، مونوسیت به سلولهاي در روند بلوغ سلول
هاي دندریتیک در حال نشان دهنده فنوتیپ صحیح سلول

از  IFN-λ1و همچنین بیانگر منبع ژنی ) 2نمودار (تمایز بود 
  . هاي دندریتیک در حال تمایز بودسلول

در مقایسه با  PCRاندازه قطعه ژن تکثیر یافته توسط           
DNA  جفت باز بود  600جفت بازي حدود  100مارکر

و نتیجه مقایسه انجام شده بین ترادف ژن تکثیر یافته ) 1شکل (
کلون گردیده بود، با ترادف  pTZ57R/Tکه در پلاسمید 

انسانی ثبت شده در بانک ژن  IFN-λ1ارائه شده براي ژن 
  .یکسان بود

شده ترانسفکت  HEK293Tهاي از سوپ رویی سلول         
هاي درساعتpcDNA3.1+/IFN-λ1 بنوترکیبا پلاسمید 

، تست الایزا به صورت تکرار سه تایی به همراه سوپ 72و 36
هاي ترانسفکت شده هاي ترانسفکت نشده وسوپ سلولسلول

انجام شد که نتایج زیر به دست  +pcDNA3.1با پلاسمید 
، 256/0±031/0ساعته  36جذب در نمونه ). 3نمودار (آمد 

، نمونه پلاسمید خالی 542/0±023/0ساعته  72مونه ن
. بود044/0±013/0و نمونه ترانسفکت نشده  012/0±049/0

نتایج نشان داد که در مقایسه با نمونه پلاسمید خالی و نمونه 
ساعته تفاوت معنی داري  72و  36ترانسفکت نشده، نمونه 

  ).p>05/0(دارند 

 
جفت  600حاوي باند  PCRمحصول : 2و  1، ستونPCRنتایج . 1شکل 

  )جفت بازي100(مارکر  DNA: 3بازي ، ستون

-IFNبر روي پروتئین  ELISA Sandwichنتایج              

λ1  بیان شده نیز نشان دهنده بیان معنی دارIFN-λ1 در سلول-

 ساعت از 72و  36پس از  HEK293Tهاي ترانسفکت شده 

هاي ترانسفکت نشده و ترانسفکت کشت در مقایسه با سلول
  ). P>05/0(شده با وکتور خالی می باشند 

  بحث
ها از جمله مدیاتورهاي داراي اهمیت در اینترفرون             

سیستم ایمنی محسوب می شوند که در سه دهه اخیر جهت 
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 Food and Drug)مصارف دارویی توانسته اند مجوز

Administration) FDA از آن جمله می . را کسب کنند
، براي لوسمی سلول هاي موئی شکل IFN-α2bتوان از 
IFN-β مولتیپل اسکلروزیس و  برايIFN-γ  براي بیماري

. )12(گرانولوماتوزیس مزمن و چندین اینترفرون دیگر نام برد 
  با نام تجاري( IFN-α2bهم اکنون در کشور خودمان نیز 

و درمان برخی  B،Cهاي براي درمان هپاتیت) پگ اینترون
براي ) با نام تجاري آونکس( IFN-β1aها و همچنین بدخیمی

ما درمان مولتیپل اسکلروزیس مورد مصرف واقع می شود، ا
ها، ها در درمان بیماريبا وجود کاربردهاي وسیع اینترفرون

  .)13(اثرات جانبی متعددي گزارش شده است 

  
هاي رنگ آمیزي شده با اي مونوسیتفلوسیتومتري نقطه. 1نمودار 

CD14-PE )روز صفر کشت .(  

هاي نوع سه و نشان دادن بیان با کشف اینترفرون            
ها، نسبت به ها بر روي سلولمحدودتر گیرنده این اینترفرون

امیدهاي نوینی براي تولید  )14(هاي نوع یک و دو اینترفرون
هایی با عوارض جانبی کمتر پیش روي محققان قرار جایگزین

هاي این یادي براي یافتن فعالیتهاي زگرفت و تلاش
 IFN-λهاي جدید آغاز گردید و نشان داده شد که سایتوکاین

، HT29اي هدر سلول یحفاظت ضد ویروس يموجب القا
A549 و  HaCaT4( شودیم(.  

            IFN-λ1 و IFN-λ2  هاي سلولقادر به حفاظت
HepG2 اثرات سیتوپاتوژنیک القا شده توسط  ازEMCV 

 مقابلدر  یخاصیت ضد ویروس IFN-λ. )1(باشند یم

(Influenza A virus) IAV 15(ی دهد خود نشان م از( .
IFN-λ  تکثیر ویروس هپاتیتB يهادودمان سلول را در 

 -γ IFN و یا β/α IFNموش بدون نیاز به  يتمایز یافته کبد
در  را Cی ویروس هپاتیت ژنوم همچنین تکثیر کرده ومهار 

بر علاوه . )9( کند یانسان بلوکه م کبدي Huh7سلولهاي رده
هاي ضدتوموري و خاصیت ضد ویروسی، خاصیت

ایمنومدولاتوري زیادي نیز براي آنها به اثبات رسیده است،  از 
به طور  يتومور يهادر دودمان سلولIFN-λ  بیانجمله اینکه 

 invitro  متاستاتیک را در شرایط يتشکیل تومورها یواضح
ي هادر کبد موجب افزایش سلول و همچنین کندیمهار م

NK/NKT  10(می گردد(.  

            IFN-λ ی گلیوبلاستومايسلول ي ردهرو  LN319 
در . )16(داشته است وابسته به دوز  يخاصیت ضد تکثیر

هایی پگیله شده بروي بدخیمی IFN-λ1اي اثر مطالعه گسترده
، مدل سرطانی Bهاي هاي سلولنظیر برخی نئوپلازي

و رده  EG.7، مدل تیموماي B16.F10ملانــــوما با رده 
  .)17(مشاهده شد  RENCAسلولی سرطانی کلیه 

در واکنش  -λIFNتیمار شده با  هاي دندریتیکسلول            
 (Mixed Leukocyte Reaction)مختلط لنفوسیتی 

MLRمی  هاي تنظی، باعث القاي تکثیر سلول
CD4+CD25+Foxp3+ T  می شود، در نتیجهIFN-λ  قادر

فعالیت IFN-λ . )18(باشد تولوروژنیک می DCبه تولید 
 IL-13 باعث کاهش دهد و یرا تغییر م  Tکمکی  يهاسلول

ایجاد تغییر مشخصی  γ- IFNکه بر میزان  شود درحالیی م
 Th2 و Th1 ل تکاملتعدی در IFN-λ  در نتیجه کند وینم

  .)19( نقش دارد
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: روز پنجم کشت: الف. در زمان هاي مختلف CD83-PEو  CD1a-FITCهاي دندریتیک رنگ آمیزي شده با اي سلولفلوسیتومتري نقطه. 2نمودار 
24/68=% CD1a24/23و=%CD8378/59: روز هفتم کشت: ، ب=% CD1a00/89و=%CD83سه ساعت بدون تحریک با : ، جLPS در روز پنجم :
23/64=% CD1a 04/23و=%CD83 سه ساعت پس از تحریک با : ، دLPS 38/67: در روز پنجم=% CD1a53/78و=%CD83.  

 

پائول شپرد و همکارانش با استفاده از پلیمرهاي سنتتیک 
RNA اي دو رشتهPoly(I) وPoly(C)   ،توانستندcDNA 

ها  تحریک کنند و  PBMCهاي این خانواده را در هاي ژن
cDNA و همچنین ) 1(هاي این خانواده را کلون کنند هاي ژن

ژنومیک این  DNAکوتنکو و همکارانش پس از تکثیر 
آنها را از روي  cDNAخانواده و ترانسفکشن آن، توانستند 

mRNA  استخراج شده به دست آورند و آنها را در
با توجه به فعالیت  بنابراین). 4(وکتورهاي مناسب کلون کنند 

ها، یافتن روشی مناسب براي یتوکاینهاي متعدد این سا
کلونینگ و بیان صحیح آنها در میهن عزیزمان با هدف استفاده 
دارویی در آینده امري ضروري به نظر می رسد و از آنجایی 
که مطالعات قبلی نشان داده بود که فعالیت ضد توموري و ضد 

بیشتر از دیگر اعضاي این خانواده می  IFN-λ1ویروسی 
به . )16(جهت کلونینگ و بیان انتخاب شد  IFN-λ1باشد، 

 mRNA داراي اینترون می باشد، از  IFN-λ1دلیل اینکه ژن 
 یکی از القاگرهاي مناسب. جهت کلونینگ استفاده گردید

mRNA IFN-λ1 هاي دندریتیک مشتق از در سلول

ست که بیشترین لازم به ذکر ا. )15( می باشد LPSمونوسیت، 
ساعت بعد از  3این ژن  به مربوط mRNAمیزان القاي 
هاي در روز پنجم فرایند تولید سلول LPSتحریک با 

دندریتیک می باشد که از لحاظ تکنیکی حائز اهمیت می باشد 
با توجه به این مطلب که درصد نوکلئوتیدهاي گوانین و . )15(

درصد می باشد، جهت تکثیر  63سیتوزین این ژن حدود 
هاي مخصوص از بافر PCRدر واکنش  cDNAمناسب 

درصد استفاده  DMSO 4 (Dimethyl Sulfoxide)حاوي 
هاي درصد این نوکلئوتیدها در اعضاي دیگر این بررسی. شد

خانواده دلالت بر غنی بودن آنها داشت بنابراین پیشنهاد می 
شود جهت تکثیر هر یک از اعضاي این خانواده از بافرهاي 

در این تحقیق  هاي به کار رفتهروش .مخصوص استفاده گردد
به میزان  IFN-λ1 منجر به کلونینگ و بیان پروتئینی صحیح 

هاي موجود در قابل قبول گردید و مقایسه توالی آن با توالی
. هاي اطلاعاتی ژنومی حاکی از شباهت کامل بودبانک

در تست  IFN-λ1هاي اختصاصی واکنش مناسب با آنتی بادي
الیزا، تا حدودي نشان دهنده صحت توالی اسیدهاي آمینه آن 
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هاي مشابه با آنچه در این تحقیق ما معتقد هستیم که روش. بود
بکار رفته ممکن است براي تولید اعضاي دیگر این خانواده 

در خصوص کارایی این مولکول مطالعات تکمیلی . مفید باشد
  .در دست اقدام است

  نتیجه گیري
محصول نهایی این مطالعه چه به صورت وکتور بیانی            

و چه به صورت پروتئین می تواند در IFN-λ1 حامل ژن 
هاي هاي درمانی بعدي نظیر عفونتکارهاي تحقیقاتی و روش

ویروسی، تومورها و یا به عنوان ایمنومدولاتور مورد استفاده 
سیستم  قرار گیرد و همچنین این وکتور توانایی بیان در

پروکاریوتی را به منظور بدست آوردن میزان بالایی از پروتئین 
 .دارا می باشد

  تشکر و قدردانی
این گزارش حاصل پایان نامه دوره کارشناسی ارشد              

ایمنی شناسی پزشکی دانشگاه تربیت مدرس و طرح تحقیقاتی 
مصوب انستیتو پاستور ایران می باشد که بدین  442شماره 

وسیله از زحمات همه همکاران محترم آن انستیتو و شوراي 
 محترم پژوهشی تشکر و قدردانی می نماییم
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