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تولید پروتئین اینترلوکین 2 نوترکیب در مقیاس 
آزمایشگاهی با استفاده از سیستم بیانی میکروبی

خلاصه

مقدمه: اینترلوکین-2، ســیتوکینی که گسترش ســلول های T و توسعه فنوتیپی را هدایت 
می کند، نقش مهمی در بهبود زخم ایفا می کند. بهترین نقش مطالعه شده برای اینترلوکین-2 در 
تأثیرگذاری بر رشد سلول های T است. با این حال، انواع سلول های دیگر، از جمله فیبروبلاست 
ها، ســلول های پوستی که وظیفه ترمیم زخم را به¬عهده دارند، گیرنده اینترلوکین-2 را بیان 
می کنند و بنابراین ممکن است به اینترلوکین-2 پاسخ دهند. مطالعات نشان داده اند که درمان 
با اینترلوکین-2 می تواند اســتحکام پوســت ترمیم یافته را بهبود بخشــد، که که بیانگر نقش 

اینترلوکین-2 را در روند بهبود زخم می باشد.

 IL-2 روش مطالعــه: در این مطالعه، یک وکتور بیان میکروبی حاوی توالی کدکننده برای
بهینه ساخته و سازه ی مذکور به سویه های باکتریایی انتقال یافت. بیان پروتئین نوترکیب پس 
از القا با استفاده از روش SDS-PAGE  و وسترن بلاتینگ و آنتی بادی اختصاصی موردبررسی 
قرار گرفت. سپس جهت تخلیص از کروماتوگرافی تمایلی استفاده شد. فعالیت زیستی پروتئین 
تولیدشــده به وسیله ی رسم منحنی رشــد ســلول های NIH-3T3 موردبررسی قرار گرفت.

نتایج: پس از تنظیم مسیر بیانی مناسب، میزان 8/01 میلی گرم IL-2  به ازای هر لیتر کشت 
باکتریایی در ارلن تخلیص گردید. IL-2  تخلیص شده دارای ساختار مناسب و فعالیت زیستی می باشد. 

نتیجه گیری: ســویه باکتریایی مورد اســتفاده می تواند IL-2  نوترکیب تولید و فولدینگ 
مناسب را ایجاد نماید. IL-2  نوترکیب تولیدی دارای فعالیت بیولوژیکی است و مسیر تولیدی 

مقیاس پذیر بوده و از نظر اقتصادی به صرفه است.

واژگان کلید       ی: IL-2  نوترکیب، فناوری DNA نوترکیب، سیستم بیان میکروبی
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مقدمه
پوست اغلب آسیب دیده و باعث آســیب به اپیتلیوم یا آسیب به ساختار 
آناتومیک طبیعی بافت می شود. زخم ها را می توان براساس ماهیت، ساختار 
لایه های پوست، فرآیند بهبود و براساس طول مدت بهبود زخم طبقه بندی 
کرد )Susanto et al., 2022(. چهار فرآیند همپوشانی اصلی در فرآیند 
بهبود زخم وجود دارد: فازهای هموســتاتیک، التهابی، تکثیر و بازســازی 
)وانگ و همکاران، 2018(. فرآیند بهبود زخم شــامل پاســخ های سلولی و 
بیوشیمیایی، از جمله آنتی  اکسیدان ها و سیتوکین ها است )ولنار و همکاران، 
2009(. سیتوکین هایی که در فاز التهابی نقش دارند شامل سیتوکین های 
پیش التهابی ماننــد فاکتور نکروز تومور آلفــا )TNF-α(، اینترلوکین -1 
)IL-6،)IL-1  و IL-8 سلول های ایمنی را به محل زخم هدایت می کند. 
اینترلوکین گاما و همچنین سیتوکین های ضدالتهابی مانند IL-10 ،IL-4  و 
IL-13 باعث تحریک آزادسازی ماگروفاژها و تکثیر فیبروبلاست ها می شوند.

)Sarsenova, M., et al. 2022(. سلول های فیبروبلاست که برای بستن 
 IL-2 .را نیز در روند بهبود زخم بیان می کنند IL-2 ،زخم ها عمل می کنند
یک سایتوکین مرتبط با سیستم ایمنی است که تولید سلول های T را تحریک 
.)Doersch et al., 2017( می کند که نقش مهمی در بهبود زخم دارند

فرآیند بهبود زخم نیازمند هماهنگی ســلول های ایمنی با ســلول های 
پوست است. IL-2 یک سیتوکین اســت که در مسیرهای سیگنال دهی 
مربــوط به سیســتم ایمنی نقش دارد، نقش مهمــی در چندین عملکرد 
کلیدی سیســتم ایمنی ایفا می کند و با چندین ســیتوکین برای تعدیل 
تشکیل و فعال شدن سلول های ایمنی تعامل دارد که می تواند بر بهبود زخم 
 CD4+ و T CD8+ بیشــتر توسط سلول های IL-2 .نیز تأثیر بگذارد
)Arenas-Ramirez et al., 2013( .در حالت فعال تولید می شــود

علاوه براین، مهاجرت ســلول های لکوســیت و پلاکت نیز با فعال ســازی 
 Ca2+ انجام می شود که نفوذپذیری غشای سلولی را به یون های MAPK
افزایش می دهد و کلاژناز و الاســتاز را فعال می کند، که همچنین مهاجرت 
ســلولی را به سمت موقت تحریک می کند ماتریسی که تشکیل شده است 
ســلول های پلاکتی پس از رســیدن به ماتریکس، دگرانولاسیون را تجربه 
می کنند، سیتوکین ها ترشح می کنند و مسیرهای درونی و بیرونی را فعال 
می کنند که سلول های نوتروفیل را تحریک می کنند تا به ماتریکس موقت 
مهاجرت کنند و فاز التهابی را آغاز کنند. ERK برای تنظیم فعال شــدن 
ســیگنال های MAPK عمل می کند و تنظیم کننده اصلی مهاجرت انواع 
مختلف سلول اســت )He et al., 2012(. سیگنال مرگ سلولی ناشی از 
فعال سازی )AICD( را القا می کند و با تشویق به تمایز سلول های T نابالغ 
 )Kao .تنظیمی از بیماری های خودایمنی جلوگیری می کند T به سلول های
)et al., 2018 ســلول های T تنظیمی نقش مهمی در تمایز ســلول های 
CD8+ T ســاده به سلول های T موثر و ســلول های T حافظه دارند، در 
نتیجه ایمنی را تقویت می کنند. تولید IL-2 توســط سلول های T توسط 

فاکتورهای رشــد فیبروبلاست FGFs( -1( یا 2- هدایت می شود که برای 
 (Kang et al., 2013). بهبود زخم و فرآیندهای رگ زایی مهم هســتند
IL-2 یک عامل مهم در رشــد فیبروبلاســت از طریق اتوفاژی یا از طریق 
اجزای زخم ناشی از اندامک های آسیب دیده زخم است که هضم و تخصیص 
مجدد می یابد )(Zhu and Paul, 2008 در مرحله التهابی فرآیند بهبود 
زخم، سلول های ایمنی و ماکروفاژها و لنفوسیت های مختلف خارج می شوند. 
ماکروفاژها بقایای بدن را فاگوسیت کرده و از زخم در برابر عوامل بیماری زا 
محافظت می کنند که سپس ماتریکس خارج سلولی )ECM( تولید می کنند. 
لنفوسیت ها و ماکروفاژها همچنین به تولید سیتوکین ها کمک می کنند که 
سیســتم ایمنی را در روند بهبود زخم تحریــک می کنند. IL-2 می تواند 
توسط ماکروفاژها، ســلول های کمکی T، لنفوسیت های T سیتوتوکسیک 
و ســلول های کراتینوســیت که در روند بهبود زخم نقش دارند بیان شود 
)نلسون، 1998(. بنابراین، بسیاری از سلول های پوست که در سیستم ایمنی 
.(Doersch et al, 2017) نیاز دارند IL-2 نقش دارند، در ترمیم زخم به

مطالعات نشــان داده اند که درمان با IL-2 می تواند قدرت پوست را در 
روند بهبود زخم افزایش دهد؛ )باربول و همکاران، 1986(. مطالعه دیگری 
از IL-2 به شکل کرم به عنوان یک درمان موضعی برای زخم ها در بیماران 
دیابت نوع DM( 1( و بیماران دیابت نوع 1 کاهش سطح IL-2 را تجربه 
کردنــد و باعث ایجاد فاز التهابی طولانی در روند بهبود زخم شــد )چان، 
2015(. علاوه براین، مشــخص شده است که در چندین بیماری که باعث 
اختلال در ترمیم زخم می شــوند، مانند بیماری های مرتبط با خودایمنی 
مانند لوپوس اریتماتوز سیســتماتیک )SLE(، کمبود IL-2 یا آسیب به 

.)Doersch et al., 2017( وجود دارد IL-2 سیگنالینگ گیرنده

ترمیــم زخم یک فرآیند بیولوژیکی طبیعی در بدن انســان اســت که 
هدف آن بازگرداندن عملکرد و یکپارچگی بافت آســیب دیده اســت. در 
این فرآیند، بهبود زخم شــامل پاسخ های ســلولی و بیوشیمیایی )شامل 
آنتی  اکســیدان ها و سیتوکین ها( است که به صورت موضعی و سیستمیک 
رخ می دهند. IL-2 یک سیتوکین است که تولید سلول های T را تحریک 
می کند که نقش مهمی در بهبود زخم دارند. چندین مطالعه نشان داده اند 
که درمان با IL-2 می تواند قدرت پوســت را در روند بهبود زخم افزایش 
دهــد. علاوه بر التیام زخم ها، IL-2 در التیام بیماری های خودایمنی نیز 

استفاده می شود.

مواد و روش ها
 cDNA از IL-2 کلونینگ قطعه

Interleukin-2 پروتئین C-terminal cDNA تکثیر قطعه

در این مطالعه تجربی، RNA کل از سلول های خونی انسانی با استفاده از 
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کیت )NucleoSpin RNA II )MNCo; Germany استخراج شد. 
 ,negortivnI( esaNR بدون DNase کل با RNA ،پس از استخراج
ASU ,AC ,dabslraC( تیمار شــد تــا از حذف کامل DNA ژنومی 
اطمینان حاصل شــود. سنتز رشــته اول cDNA با اســتفاده از آنزیم 
 Super Script III )Invitrogen, Carlsbad, معکوس ترنسکریپتاز
)CA, USA، پرایمر اولیگو dT و 2 میکروگرم RNA کل خالص شــده 
انجام شد. پرایمرهایی که برای تکثیر Interleukin-2 طراحی شدند از 
بانک ژن )شماره دسترسی CAA01199.1 ( نوکلئوتیدهای 61-459 
 C-terminal حذف شود. قطعه N-terminal انتخاب شدند تا بخش

IL-2 با استفاده از پرایمرهای

  pET- IL-2-f (5' AAT TAA GAA TTC GCA CCT
ACT TCA AGT TCT AC 3')

و

  -r (5' TAC CAT GAG CTC TCA AGT CAG TGT
TGA GA 3') pET- IL-2

تکثیر شد. 

این پرایمرها یک ســایت محدودکننده EcoRI را در انتهای 5' و یک 
سایت محدودکننده SacI را در انتهای 3' آمپلی کون اضافه می کنند. برای 
 DNA ، pfx زا )Invitrogen, Carlsbad, تکثیر قطعه، از پلی مــراز
 PCR Mastercycler® Gradient دســتگاه  و   CA, USA(
 Eppendorf Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Germany
استفاده شد. مراحل تکثیر شامل مراحل زیر بود: پیش انکوباسیون در 95 
درجه سلســیوس به مدت 4 دقیقه؛ 30 چرخه در 95 درجه سلســیوس 
به مدت 30 ثانیه، 60 درجه سلســیوس به مــدت 30 ثانیه و 68 درجه 
سلســیوس به مدت 40 ثانیه؛ سپس یک مرحله انکوباسیون در 68 درجه 
سلســیوس به مــدت 8 دقیقه. پس از آن، محصولات PCR با اســتفاده 
از الکتروفــورز روی ژل آگارز 1.5% تجزیه وتحلیل شــده و با رنگ آمیزی 

اتیدیوم بروماید تحت نور فرابنفش )UV( مشاهده شدند.

 Interleukin-2 پروتئین C-terminal cDNA همسانه سازی قطعه
  pET32a در وکتور بیانی

از آنزیم هــای  بــا اســتفاده   pET32a و وکتــور PCR محصــول
 SacI )Roche Applied Science, و   EcoRI محدودکننــده 
)Basel, Switzerland هضم شدند، سپس عمل لیگاسیون انجام شد 
 IL-2 تا همسانه سازی تکمیل گردد. بیان پروتئین هیستیدین-تگ شده
که در pET32a کلون شــده است، تحت کنترل مستقیم پروموتر T7 و 
ترمیناتور ترنسکریپشــن قرار دارد. ســاختار وکتور بیان نوترکیب که ژن 
IL-2 را حمل می کرد )pET32a/IL-2( ، با اســتفاده از روش شــوک 
 User Protocol TB 009 Rev.( حرارتی طبق دستورالعمل سازنده

 BL 21 )DE 3( ســویه E. coli به ســلول های شایســته )F 0104
)Novagen, Madison, WI, USA( منتقل شد. توالی نوکلئوتیدی 
ترانس ژن در pET 28/bFGF با استفاده از توالی یابی DNA تائید شد. 

انتقال وکتور حاوی ژن به باکتری و غربالگری جهت اطمینان از 
ورود وکتور به میزبان

با اســتفاده از روش کلونیگ شوک حرارتی حامل ژنی به میزبان منتقل 
گردیــد. وکتور حاوی ژن پلازمیــد دارای ژن مقاومت بــه آنتی بیوتیک 
آمپی سیلین می باشد. پس از مسیر انتقال حامل ژنی، باکتری ها به منظور 
غربالگــری و حذف باکتری هایی کــه فاقد حامل ژنــی بودند به محیط 
کشــت باکتری LB مایع و LB-Agar حاوی آنتی بیوتیک اضافه شده 
و باکتری هایی که رشد نموده بودند، به منظور ادامه مسیر ذخیره گردید.

بیان و تخلیص IL-2 نوترکیب 

 pET32a/IL-2 کــه پروتئین His6-IL-2 را کد می کرد به ســویه
E. coli منتقــل شــد. غلظت هــای مختلــف IPTG )0.1، 0.5  یا 1 
میلی مــولار( و دماهــای القایــی )30 درجه ســانتی گراد تــا 37 درجه 
سانتی گراد( مورد استفاده قرار گرفت. پس از القا و 6 ساعت بیان پروتئین 
His6-IL-2، پروتئین هــای بیشــتری را در دمــای القایــی 30 درجه 
ســانتیگراد در مقایسه با دمای 37 درجه سانتی گراد به دست آمد. بهترین 
غلظــت IPTG،0.1 میلی مولار از نظر ســطح بیان و تشــکیل اینکلوژن 
بادی تعیین شــد. IL-2 نوترکیب بیان شده توسط کروماتوگرافی تمایلی 
با ستون Ni-NTA آگارز )اســپانیا، ABT( تخلیص شد. شست وشوی 
ناخالصی ها توسط محلول 25 میلی مولار ایمیدازول و جداسازی پروتئین 

هدف بوسیله 250 میلی مولار ایمیدازول انجام گردید.

اکثر پروتئین های باکتریایی آلاینده در طی مســیر و مراحل شست وشو 
حذف شدند. میزان جداســازی پروتئین های متصل شده با شستن بیشتر 
رزین یا با افزایش غلظت ایمیدازول افزایش پیدا نکرد. پروتئین نوترکیب 
IL-2 )تقریبــاً 37 کیلو دالتــون( در فراکســیون های 250 میلی مولار 

ایمیدازول به دست آمد.

شناسایی پروتین IL-2 تخلیص شده

پروتئین های IL-2 خالص شده با ژل SDS-PAGE و وسترن بلاتینگ 
تایید شد. نتایج نشان داد که پروتئین های ما با IL-2 مطابقت دارند.

SDS-PAGE ژل

SDS-PAGE )سدیم دودسیل سولفات-پلی آکریل آمید الکتروفورز 
ژل( برای بررسی تولید و شناسایی ساختار پروتئین استفاده شد. نمونه های 
پروتئینی پس از مخلوط شــدن با بافر نمونه )در هر دو شرایط احیاشده و 
احیانشده(، دناتوره شدن در دمای 75 درجه سانتی گراد و بارگذاری روی ژل 
پلی آکریل آمید 12 درصد آماده شدند. الکتروفورز در ولتاژ 120 ولت انجام 
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رشد روبه افزایش، متناسب با افزایش غلظت فاکتور رشد را نشان داد )شکل 3(.

بحث و نتیجه گیری
اینترلوکین2-، سیتوکینی که گسترش سلول های T و توسعه فنوتیپی 
را هدایــت می کند، نقش مهمی در بهبود زخم ایفا می کند. بهترین نقش 
 T مطالعه شــده برای اینترلوکین-2 در تأثیرگذاری بر رشــد سلول های
است. با این حال، انواع سلول های دیگر، از جمله فیبروبلاست ها، سلول های 
پوســتی که وظیفه ترمیم زخم را به عهده دارنــد، گیرنده اینترلوکین-2 
را بیان می کنند و بنابراین ممکن اســت به اینترلوکین-2 پاســخ دهند. 
مطالعات نشــان داده اند کــه درمان با اینترلوکین-2 می تواند اســتحکام 
پوست بهبود یافته را بهبود بخشــد، که که بیانگر نقش اینترلوکین-2 را 
در روند بهبود زخم می باشد. علاوه بر این، بیماری هایی که شامل اختلال 
در ترمیم زخم می شــوند، مانند دیابت و لوپوس اریتماتوز سیستمیک، با 
کمبود اینترلوکین-2 یا نقص در ســیگنال دهــی گیرنده اینترلوکین-2 
مرتبط می باشــند. اینترلوکین-2 همچنین یــک ابزار مهم با رویکردهای 

شد تا زمانی که قسمت جلویی رنگ به انتهای ژل برسد و سپس رنگ آمیزی 
Coomassie Brilliant Blue G250 انجــام گردید. نتایج نشــان 
دهنده تولید IL-2 )شکل 1( و تشکیل یک ساختار مونومر )شکل2( است.

وسترن بلاتینگ

 Cat#: 652501 Biolegend( His Tag به عنوان آنتی  بادی اولیه ضد
Inc، ایالات متحده آمریکا( برای انجام آنالیز وســترن بلات استفاده شد. 
 cat#:DB9571,( ضدموش از بز IgG از نوع )HRP( آنتی بادی ثانویه
DNABiotech Inc., IR IRAN( مورد اســتفاده قرار گرفت. آنتی  
بــادی Anti-His Tag با رقــت 1:1000 و آنتی  بــادی ثانویه با رقت 
1:2000 استفاده شد. )CMG, IRI( غشای انتقال فلوراید پلی وینیلیدین 
)PVDF( از شرکت Roche )Life Science, USA( خریداری شد.

تعیین غلظت IL-2 نوترکیب تخلیص شده

غلظت IL-2 نوترکیب تخلیص شــده توسط آزمون سنجش برادفورد با 
BSA به عنوان اســتاندارد بررسی و برابر با 8/01 میلی گرم IL-2 به ازای 

هر لیتر کشت باکتریایی محاسبه گردید.

بررسی فعالیت زیستی IL-2 نوترکیب تولید شده بر سلول های 
NIH-3T3 فیبروبلاستی

برای بررسی عملکرد محصول IL-2 خود، آن را روی کشت NIH-3T3 که 
رده های سلولی فیبروبلاست مانند مشتق شده از موش NIH Swiss هستند، 
اعمال کردیم و منحنی رشد آن با استفاده از بررسی تعداد سلول ها به کمک 
تســت MTT در زمان24ساعت ترسیم شد. در این آزمایش رشد سلول ها 
درحضور غلظت هــای 4.06، 8.12، 16.25، 32/5، 75، 150، 300 و 600 
نانوگرم در چاه غلظت IL-2 نوترکیب مورد بررسی قرار گرفت. نتایج منحنی 

شــکل 1. ژل SDS-PAGE از IL-2 نوترکیب تولیدشده: )a( پروتئوم باکتریایی فاقد وکتور و 
القاشده با b(  IPTG( پروتئوم باکتریایی قبل از القا توسط IPTG  )c( پروتئین های محلول پس از 
 )e(  پروتئین های رسوب شــده در پلیت پس از حل شدن مجدد توسط اوره )d(  IPTG القاء و
پروتئین های خالص شده با کروماتگرافی تمایلی توسط ستون Ni-NTA آگاروز )f( پروتئین های 
اضافی عبوریافته از ستون Ni-NTA آگاروز g(  Ni-NTA( پروتئین های محیط کشت باکتری

شــکل 2. تجزیه وتحلیل ســاختار 
  :SDS-PAGE پروتئین با استفاده از
به شــکل  پروتئیــن   )IL-2)N(
احیانشــده آن )IL-2)R( پروتئین 
پس از احیا در شــکل کاهش نیافته، 
 66 درحــدود  پروتئین  بانــد  یک 
شــد،  داده  تشــخیص  کیلودالتون 
درحالی که در شکل کاهش یافته، نوار 

تقریباً 37 کیلودالتون یافت شد.

شــکل 3. آنالیــز IL-2 نوترکیب با 
اســتفاده از وســترن بلات )به ترتیب 
نمونه  مارکــر،  راســت  بــه  از چپ 
احیــا( درحالــت   2 اینترلوکیــن 
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تعدیل کننــده و به عنوان درمان هــای بالقوه مورد اســتفاده در مطالعات 
پروتئومیک و بیودارویی است. این پژوهش به منظور تولید اینترلوکین-2 
نوترکیب در یک سیستم بیان میکروبی طراحی گردید. در این پژوهش پس 
از طراحی حامل ژنی مناسب برای ژن IL-2 ، این حامل به باکتری میزبان 
منتقل شــد و پس از تنظیم مسیر بیانی مناسب )باتوجه به میزبان مورد 
استفاده و حامل ژنی(، میزان 8/10 میلی گرم IL-2 به ازای هر لیتر کشت 
باکتریایی در ارلن تخلیص گردید. سپس فعالیت زیستی IL-2 تخلیص شده 
به روش رسم منحنی رشــد سلولی مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل 
از بررسی زیست سنجی نشــان دهنده فعالیت برای این پروتئین می باشد. 

قدردانی
این پژوهش با حمایت مالی پژوهشکده فناوری های زخم و ترمیم بافت 
یارا، ســازمان جهاد دانشگاه علوم پزشــکی تهران انجام شد. در این مقاله 

تضاد منافع وجود ندارد.

شکل 4. نمودار استاندارد تست براد فورت

2-IL 3 در حضورT3 NIH شکل 5. منحنی رشد سلول های
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