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  چكيده
امروزه نظر بر ايـن اسـت كـه از          .  ايمني نقش مهمي به عهده دارند      هاي   دندريتيك در تنظيم وكنترل پاسخ     هاي  سلول: هدف

 دنـدريتيك  هـاي  ي ايمونوتراپي ايجـاد سـلول  ها هيكي از را. ان استفاده كرد تو ميها    در درمان بسياري از بيماري    ها    اين سلول 
 كمك تحريكـي بـوده كـه    هاي  يكي از مولكول CD40. كمك تحريكي استهاي تولروژن از طريق ممانعت از بيان مولكول

)  دنـدريتيك تـولروژن    يها  سلول(توان به اين مهم       مي SiRNA يا   سنس  آنتيي مانند   يها  روشبا ممانعت از بيان آن از طريق        
ايجاد نمـود و بـا   ها  توان افقي روشن در درمان بسياري از بيماري  دندريتيكي تولروژن ميهاي  با توليد سلول  . دست پيدا كرد  

  .هموار نمودها  توان راه را براي ايجاد اين سلول  مي ميزان بيانگيري اندازه كمي براي RT-PCRطراحي 
 دندريتيكي با اسـتفاده از  هاي سلولآن به هاي مربوط و منتقل كردن  افزار  نرم با استفاده از     نسس  آنتيدر اين تحقيق با طراحي      

  .ايم  به سلول دندريتيك تولروژن رسيده(Invitrogen) “ 2000ليپوفكتامين ”ماده 
 وســيله   جـدا شد و مـــيزان خلـوص بـه         Balb/c دندريتيك از طحال موش      هاي  در اين مــطالعه سـلول   : ها  روشمواد و   

  CD40كننـده    گــروه كنتـرل، بيـان   عنـوان  بـه   BCL1رده سـلولي . تعيـين شـد  CD11C اسـاس نـشانگر    فـلوسيتومتري بر
ـــحيط كـــشت  ـــرم.  كـــشت داده شـــدند+FCS 10 %RPMI-1640در م ـــتفاده ن ــا اسـ ـــاتيك ب ـــزارهاي بيوانفورمـ   افـ
Beacon Designer  و mfold and Blastآغــازگر براي  ) GADPHو) به عـنوان كـنترل داخـلي CD 40   ،طراحي شـد

  وO.D280/260   مورد استفاده قرار گرفـت و بـا تعيـين   RNA براي استخراج RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen)كيت 
 Fast Hot Start Taq (Roche)  كيفـي بـا اسـتفاده از آنـزيم    PCRدر ادامه كار ابتـدا  . الكترفورز در آگارز مـيزان خلوص تعيين شد

 CD40 كمـي بـراي    IQ sybergreen (Biorad)،RT-PCR  با اسـتفاده از كيـت  cDNAساخت  از بهينه شد و سپس بعد
 و كنتـرل    CD40 بـراي    RNA مناسـب از     هاي  همين كيت منحني استاندارد پس از تهيه رقت        در نهايت با استفاده از     بهينه و 

ليپوفكتـامين   ”ي بيوانفورماتيـك بـا اسـتفاده از مـاده         هـا   افـزار  رم با استفاده از ن    سنس  آنتيپس از طراحي    . داخلي محاسبه شد  
  . كمي ميزان كاهش بيان ژن مشخص شدRT-PCRانتقال، انجام و با استفاده از “ 2000
 براي هـر دو  گراد سانتي درجه 5/95 در ∆Rnو  CT  و بهترينReal time PCRدماي بهينه اتصال با استفاده ازشيب : نتايج
  . مشخص شدگراد سانتي درجه 84 حدود PCR تعيين و همچنين دماي ذوب GADPH و CD40ژن 

با استفاده از غلظت نابرابر .  با روش رقت سريال تعيين شد      GADPH و   CD40 هاي   براي ژن  PCRشيب و بازدهي واكنش     
  .آغازگرها بازدهي و شيب برابري اين دو ژن با دماي اتصال يكسان تعيين شد

  )-471/3: ، شيبGADPH :1/94 ؛ بازده -408/3: ، شيبCD40 :5/96بازده (
  .تعيـين شـد   BCL132/1 دنـدريتيكي و در رده سـلولي         هاي  در سلول 64/1سنس   ميزان كاهش بيان ژن پس از انتقال با آنتي        
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ل  ساعت پـس از انتقـا  CD40 48گيري كاهش بيان ژن    بهترين زمان براي اندازه   . ي روي بيان ژن ندارد    تأثيرمنتقل شده   ماده  
  . استBCL1 دندريتيكي و رده سلولي هاي در سلول

 RT-PCR كمـي مطلـق و   RT-PCRنيمـه كمـي    RT-PCR متفاوتي ماننـد  يها روشدر مطالعات مختلف از    : گيري نتيجه
در اين تحقيق نشان داد كـه       ها    بررسي.  استفاده شده است   CD40 مختلف ازجمله    هاي  كمي نسبي براي تعيين ميزان بيان ژن      

 براي رسم منحنـي اسـتاندارد       cDNAاكسي تيميدين براي سنتز      دي  و اليگومر  IQ–sybergreen (Biorad)از كيت   استفاده  
نيمه كمـي    RT-PCRكه در مقايسه با     )  كنترل داخلي مناسبي است    GADPHدر اين مورد    ( بسيار مناسب است     CD40 ژن

 .تر و قابل اعتمادتر است دقيق
  

  . CD40،Real Time PCR، دندريتيكهاي سلول: كليدواژگان
  

  مقدمه ـ1
  ينتـر  مهـم  از )(Dendritic cells :DCs  دندريتيكيهاي سلول

ــده هــاي ســلول   كــه بخــش عمــده و  هــستندژن آنتــي عرضــه كنن
 اين .پذيرد  ميصورتها  اصلي كنترل سيستم ايمني توسط اين سلول

 .كنند  فراهم مي  Tهاي   براي فعال شدن سلول    علامت نوع   3ها    سلول
ــت ــي1 علامـ ــول    آنتـ ــط مولكـ ــده توسـ ــه شـ ــاي ژن عرضـ   هـ

MHC (Major Histocompatibility Complex)  كــه بيــان آن
 كمـك تحريكـي   هـاي   كـه مولكـول   2  و علامت  افزايش يافته است  

 CD40،CD80/86ي مانند ي غشاهاي شود شامل مولكول  ميناميده

   و فــرار ازT هــاي  بــوده كــه بــراي تكثيــر ســلول    Ox-40Lو
ــرژي ــت و  (Anergy) آنـ ــتلازم اسـ ــيتوكين3 علامـ ــاي  سـ  هـ

(Cytokines)  هـاي   محلول بوده كه باعث تمـايز سـلولT   بـسمت 
ــپ ــا Th1 (T Helper 1) فنوتي ــيTh2 ي ــود  م ــان   .ش ــدم بي ع
مـرگ  وسيله دندريتيكي باعث ايجاد     ه   كمك تحريكي ب   هاي  مولكول
 Th2سـمت   ه  آنرژي تمايز ب   (Apoptosis) ريزي شده سلول   برنامه
 .]1[ دشو T هاي ي در سلول تنظيمTو يا 

CD40يي پروتئين اينتگرال غشا  (Integral Membrane Protein) بوده
ــور    ــده توم ــروز دهن ــاكتور نك ــده ف ــانواده گيرن ــه خ ــق ب ــه متعل    ك

(Tumor-Necrosis Factor Receptor :TNFR)ــت ــ.  اس ه ب
صورت دو  ه   بيان آن افزايش يافته و عملكرد آن ب        DCsمحض بلوغ   

ــوده و ا  ــه ب ــق طرف ــدن   CD40-CD40Lز طري ــال ش ــث فع  باع
 باعث افزايش توليد CD40-CD40Lواكنش  .شود  مي Tهاي سلول

 هـاي  تكثير سـلول ، (Interferon-gamma :IFN-γ)اينترفرون گاما 
T،ـ  ــ ــك بل ــDCsوغ  تحري  IL-12 (Interleukin 12)وليد ـ و ت
  يكـي از   CD40-CD40Lهار كـردن واكـنش      ـروزه م ـ ـام ـ .دشو مي

ــتراتژي ــا اس ــك يه ــل  تحري ــت(Tolerance)تحم ــان  . اس از مي
 CD40رسـد كـه       مـي  نظر  بهكمك تحريكي شناخته شده      هاي  مولكول
 DCs و T هـاي  در ايجاد واكنش ميان سلول   ها    ين مولكول تر  مهميكي از   
  .]2 [است

 ،Northern Blot  مختلفـي از جملـه  يهـا  روشدر حـال حاضـر   
RNase Protection assay   وReal time PCR گيري بيـان   اندازهرايب 

RNA    هـا  روشوجود دارد كه از ميـان ايـن Real time PCRـ  دليـل  ه  ب
  .ارجحيت دارد ها روشحساسيت بالا و قابليت تكرارپذيري بر ديگر 

 در CD40ولكول ـ و مDCsميت ـوجه به اهـدر اين تحقيق با ت
 اين آزمـون   Real time PCRايجاد پاسخ ايمني و حساسيت بالاي

د تا امكان مطالعه و     شاندازي    راه CD40گيري بيان     اندازه يبراكمي  
 و نقش آن در تنظـيم       CD40  از طريق مهار ژن    تحمل يارزيابي القا 

  .دشوپاسخ ايمني فراهم 
  

  ها روش مواد و ـ2
:  نــوع ســـلول اســـتفاده شــده اسـت     2در ايـن تـحقيق از     

DCsو رده ســـلولي  BCL1 (B-cell leukemia/lymphoma 1).  
 به روش آنزيمـي بـا اسـتفاده از          Balb/cاز طحال موش     DCs ـ

 تخلـيص   (Nycodenz) آنزيم كلاژنـاز در محـيط شـيب نـايكودنز         
  و ميزان خلـوص بـه روش فلوسـيتومتري مـستقيم نـشانگر             اند شده

(Marker) CD11Cتعيين شده است .  
  :BCL1رده سلولي  ـ

(Mouse B Cell Leukemia Lymphoma, ATCC :TIB 197) و 
ــاوي ــيي مFCS + L-Gluthamine 10٪ RPMI+ )2 در محـيـط ح  ل

 عنـوان  بـه  CD40كشت داده شده از اين رده سلولي به دليـل بيـان            ) رمولا
  .شود ميكنترل مثبت استفاده 

  

  RNA استخراج ـ1ـ2
 بـــر اســـاس RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen)از كيـــت 

 خلــوص و ثبــات .  اســتخراج شــد  RNAدســتورالعمل كيــت 
 درصـد  1 توسط روش اسپكتروفتومتري و آناليز ژل  RNAختمانسا

  .اثبات شد
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   (Primer)طراحي آغازگر ـ2ـ2
 Beacon Designer Version 7 (Primer biosoft)افـزار  نرم از

ــراي ژن   ــازگر ب ــي آغ ــراي طراح ــاي ب    CD40 (NM_011611) ه
 GADPH (Glyceraldehye 3 phosphate dehydrogenase)و 
 پارامترهاي ترموديناميكي و  . ]6،15[نترل داخلي استفاده شد      ك عنوان  به

ــتفاده از     ــا اس ــه ب ــاختمان ثانوي ــرمس ــزار ن ــد و mfold اف ــين ش    تعي
افزار  اگزون با استفاده از نرم ـ  موقعيت آغازگرها نسبت به نواحي اگزون

Spidey (www.ncbi.nlm.gov/Spidey)      و اختصاصيت بااسـتفاده از 
  . آناليز شد(www.ncbi.nlm.gov/Blast) (Blast)افزار كاوش  نرم

  
CD40-جلويي 

5'-ATTTTCGGGGTGTTTCTCTATATC-3' 

CD40-برگشتي 
5'-GGAGCAGCGGTGTTATGAC-3' 

GADPH- جلويي 

5'-GACTTCAACAGCAACTCCCAC-3' 

GADPH-برگشتي  
5'- TCCACCACCCTGTTGCTGTA -3' 

  

  cDNAساخت  ـ3ـ2
آغازگرهـاي    وSuperscript III (Invitrogen)با استفاده از آنزيم 

 ساخته  dT (Oligo-  ،cDNA(اكسي تيميدين    دي اختصاصي و اليگومر  
 و  RNA خلاصـه مخلـوط آغازگرهـا و اليگـومر تيميـدين،     طور به. شد

dNTP    حـرارت داده شـد و       گـراد   سانتي درجه   65 دقيقه در    5 به مدت 
نـزيم   و مخلـوط آ    X 5بلافاصله در يخ قرار گرفت بعد از اضافه نمودن          

Superscript IIIو مطابق برنامه زير ساخته شد :  
  

65ºc        5  Min  

50°c        60 Min 

70°c        15 Min 

  

   كيفيPCR ـ4ـ2
 (Supermix) در حــضور يــك مخلــوط اصــلي PCRواكــنش 

 ،مولار ميكرو يك آغازگرهاي اختصاصي با غلظت      X 10شامل بافر   
dNTP آنزيم  وHot start Taq (Roche)و cDNAطبق برنامه   بر

  :زير انجام گرفت

X1Min       10          °c95  
Sec 30          °c95  

  X 30  Sec30          °c57  
Sec 30          °c72  

  X1Min         5          °c72  
  
  (Relative Quantitative PCR)  كمي نسبيPCR ـ5ـ2

ــزيم  ــه GADPHاز آنــ ــوان بــ ــي عنــ ــرل داخلــ    ژن كنتــ
)(House keeping geneبعد از ساخت .  استفاده شدcDNA   توسـط آنـزيم 

Superscript III   تـفاده از كيـت  IQ–sybergreen supermix (Biorad) با اس
  . انجام گرفتMy IQ-Cycler (Biorad) توسط دستگاه Real timeواكنش 

  

   (Antisense)سنس طراحي آنتي ـ6ـ2
. سنس طراحي شـد   آنتيOligo analyzer افزار نرمبا استفاده از 

 افـزار   نـرم پارامترهاي ترموديناميكي و ساختمان ثانويه با اسـتفاده از          
mfold   ــتفاده از ــا اس ــصاصيت ب ــين و اخت ــرم تعي ــزار ن ــاوشاف   ك

(www.ncbi.nlm.gov/Blast)  ــد ــاليز ش ــشكيل .آن  و Hairpin ت
Self dimmer از روي مقادير G∆ و ∆H بررسي شد.  

  
ANTISENSE 1 5'-ACTCTCTTTACCATCCTCCT-3'  
SENSE 1: 5'-TGAGAGAAATGGTAGGAGGA-3' 

  

  انتقال ـ7ـ2
DCs ـــحيط ـــحال در مــــ ــيص از طــــ ــس ازتخلــــ    پــــ

ــشت ــهOPTI-MEM كــــــ ــاوي  كــــــ   GM-CSF حــــــ
(Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) بــه 

بعـد بـا    سـاعت  24شـد   بيوتيـك كـشت داده   فاقد آنتيو  I.U 200مقدار
 (Invitrogen) (Lipofectamine 2000) 2000ليپوفكتــامين اسـتـفاده از 

  .بر طبق دستورالعمل كيت انتقال انجام پذيرفت
  

  نتايج ـ3
   كيفيPCR ـ1ـ3

ــتخراج   ــد از اس ــلولRNAبع ــاي  از س ــابي BCL1 ه    و ارزي
الذكر قادر   فوقهاي له كه آيا سلولأ نشان دادن اين مسمنظور  بهكيفي  
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قـرار    كيفـي اسـتفاده    RT-PCRن   هـستند آزمـو    CD40به بيان ژن    
و حـاوي    از آنجايي كه نتـايج تـا حـدودي غيـر مــتعارف             .گرفت

شيب  باندهاي غير عـادي بود، درمرحله اول با آزمـون توامان تعيين      
 نـشان   1شــكل   . باند غير عـادي حــذف شـد       MgCl2 حـرارتي و 

يز  ن DCs. نمايند   را بيان مي   CD40به خوبي ژن    ها    دهد كه اين سلول     مي
 (Lipopolysaccharide :LPSs)سـاكاريد   بعد از تحريـك بـا ليپـوپلي   

  . شدندRT-PCRقابل بررسي به روش 
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

   درصد5/1 در آگارز CD40 ژن PCR الكتروفورز محصولات 1شكل 
  

   كمي نسبيPCR ـ2ـ3
 درحــضور My-IQ  (Biorad)بـا اســتفاده از قابليــت دسـتگاه  

ايـن  .  شد Real time PCRدماييشيب  مخلوط اصلي اقدام به يك
   بـــرايBCL1 و رده ســـلولي DCsآزمـــون بـــه ترتيـــب بـــراي 

   تــــا55 در طيــــف حرارتــــي GADPH وCD40هــــر دو ژن 
  Rn∆بـــالاترين .  شـــدگيـــري انـــدازه گـــراد ســـانتي درجـــه 60

ــرين  ــصال CTو كمتــ ــه اتــ ــاي بهينــ ــاب دمــ ــلاك انتخــ    مــ
(Optimum Annealing Temperature)بــر ايــن اســاس . بــود  

ــا ــه 5/59ي دمـ ــانتي درجـ ــراد سـ ــراي گـ   7/60 و CD40 ژن بـ
ــه  ــراد ســانتيدرج ــاب   بــراي گ ــرل داخلــي انتخ   .دشــ ژن كنت

   ايــن مطالعــه شــيب حرارتــي راCTنتــايج  2و  1ول شــماره اجــد
   منحنــي ذوب مربــوط بــه ايــن دو2 و 1 نمــودار .دهــد  مــينــشان

 ـ   مي ژن را نشان    نقطـه ذوب  ،دشـو   مـي كـه ملاحظـه   طـوري  هدهد ب
(Melting point) محصول PCR ژن CD40  84 در هر دو سـلول 

 گـراد   سـانتي  درجـه    85 و براي ژن كنترل داخلـي        گراد  سانتيدرجه  
 از كـدام  هـيچ  شانه اضافي در آناليز نقطه ذوب براي         گونه  هيچ. است
  .مشاهده نشدها  ژن

  GADPH  شيب حرارتي ژن كنترل داخلي  CT نتايج1جدول 
   CD40 CTمقدار

BCL1  DC  ماييشيب د  

9/16 1/25  55 

9/15  7/24 4/55 

7/15 6/24 56 

5/16 1/24 8/56 

5/16  8/22 1/58 

7/16 5/21 1/59 

4/17 5/24  7/59 

18  1/24 60  

  
 CD40 شيب حرارتي ژن CTنتايج  2جدول 

    GADPH CTمقدار 

BCL1  DC  شيب دمايي  

24 1/33 57 

1/24 1/32 5/57 

76/23 2/31  2/58 

82/23 28 2/59 

1/23 2/29 7/60 

08/23 2/26 9/61 

31/23 5/33 6/62 

06/23  8/30 63  
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 تعيين بازدهي و ضريب همبـستگي واكـنش    ـ ـ3ـ3
Real time PCR  
 سيستم و ضريب همبـستگي  (Efficiency)براي تعيين بازدهي  

(Correlation coefficient) از cDNA ژن CD40ــرل  و ژن  كنت
 به صورت اخـتياري سريال رقت تهيه و نتـايج          (GADPH)داخلي  

  افـزار دسـتگاه    توسـط نـرم  Real time PCR  بعد از انجام واكنش

  
My-IQ شود  مشاهده مي3 و 2ي كه در شكل طور به.  محاسبه شد. 

در . ، شيب و در نهايت بازده را محاسـبه نمايـد  rافزار قادر است   نرم
 .رغم بهينه بودن دماي شيب يكسان نبـود         ژن علي  ابتدا بازده اين دو   

 ،CD40عـدم تقـارن غلظـت آغازگرهـا در مـورد ژن             ولي عليرغم   
  . آمددست به GADPHبازدهي برابري نسبت به ژن 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  

  

5  4  

 Starting Quartity تعداد كپي لگاريتم
  

 CA40منحني استاندارد ژن  2شكل 

   ها ناشناخته
  ضريب همبستگي :994/0  استانداردها

749/38+x408/3ـY=                 408/3 بازده  :5/96%شيب                :ـPCR 
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   Starting Quartity تعداد كپي لگاريتم
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   ها ناشناخته
  استانداردها

  ضريب همبستگي :987/0
999/43+x471/3ـY=                 471/3 بازده  :1/94%شيب                :ـPCR 
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  )گراد سانتي(دما 

 GADPH منحني ذوب مربوط به 2نمودار 
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   قبل و بعد از انتقالBCL1 رده سلولي CTنتايج  3جدول 
    CD40 CT مقدار  GADPH CTدار قم

4/25  99/22  BCL1 

25/24  8/26  BCL1 منتقل شده با آنتي سنس   
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  چرخه
  

  )BCL1رده سلولي ( قبل و بعد از انتقال CD40هاي ژن   منحني چرخه3نمودار 

GADPH بعد از انتقال   
 

CD40 از انتقالقبل   
 

GADPH از انتقالقبل   
 

CD40 از انتقالقبل   
 

PC
R

 B
as

e 
L

in
e 

Su
bt

ra
ct

ed
 C

F 
R

FU
 

70  
  

60  
  

50  
  

40  
  

30  
  

20  
  

10  
  
0  
  

10-  

- 
d(

R
FU

)/
dT

 

CD40  از انتقالقبل   
 

GADPH  از انتقالقبل   
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  )گراد سانتي(دما 

  

  )BCL1رده سلولي ( قبل و بعد از انتقال CD40 منحني ذوب ژن 4نمودار 

CD40 بعد از انتقال   
 

GADPH بعد از انتقال   
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   قبل و بعد از انتقالCT S DCنتايج  4جدول 
    CD40 CT مقدار  GADPH CTدار قم

1/24  5/26  DC 

5/22  3/31  DCسنس  منتقل شده با آنتي  
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   )S DC(انتقال  قبل و بعد از CD40منحني ذوب ژن  6نمودار 

GADPHبعد از انتقال  
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  دندريتيكي  قبل و بعد از اضافه كردن ليپوفكتامينهاي سلول CTنتايج  5جدول 

    CD40 CT مقدار    GADPH CTمفدار    

9/23  7/31  DC 

6/23  8/30  DC) ليپوفكتامين(  
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   )S DC(ليپوفكتامين  قبل و بعد از CD40منحني ذوب ژن  8نمودار 

GADPH)يپوفكتامينل( 

 GADPH  
 

CD40 
 

CD40) ليپوفكتامين(  
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 CD40تعيين ميزان كاهش بيان ژن  ـ4ـ3

 روش بعد از انتقال از CD40 اي تعيين ميزان كاهش بيان ژنبر
PFAFFL  در اين روش فرض بر اين است كـه بـازده           .  استفاده شد

C∆∆-درصد اسـت واز فرمـول      100نمونه و كنترل داخلي برابر و       
T 2 

  . كاهش بيان ژن استفاده شدمنظور به
  

(DC)  سنس در مقابل سلول آنتي  = 2 -
 5/26-3/31( )  )1/24- 5/22 (- 

= 2 - 3/6
= 64

1  

(BCL1رده سلولي)  سنس در مقابل سلول آنتي  = 2 - 
99/22-8/26( )  )4/25- 25/24 (–  

= 2 - 2/5
= 32

1  

 - 2 = سلول در مقابل ليپوفكتامين
7/31-8/30( )  )9/23- 6/23 (- = 2 - 6/0   

 
 هـاي  سـنس در سـلول    شـود آنتـي    طوري كه مـشاهده مـي      همان

 باعث كاهش بيـان  BCL1 32/1  و در رده سلولي64/1دندريتيكي 
 هـيچ   2000 ليپوفكتـامين    كننده شده است و ماده منتقل       CD40ژن  
 و  8-3نمودارهـاي    ( منفي روي كاهش بيان ژن نداشـته اسـت         تأثير

  .)5ـ3هاي  جدول
  

  بحث ـ4
CD40    از خانواده TNFR    هـاي    است كه روي سلول B، DCs و  

ــان هــاي ســلول ــدوتليال بي ــده آن،. شــود مــي ان ، روي CD154 گيرن
آن   بـا گيرنـده    DCs بـر    CD40 اتـصال    . فعال شده است   T هاي  سلول

افزايش بيان    و Th1 و تمايز پاسخ به سمت       IL-12باعث تحريك توليد    
  .]1[ خواهد شد CD86 وCD80 كمك تحريكي مانند هاي مولكول

ي كـه در نتيجـه اتـصال        و علايم ـ هـا     امروزه شناسـايي واكـنش    
CD40-CD40L   كمك تحريكي مانند     هاي   و ديگر مولكول CD28 

دهد به يكي از موضوعات جالب تبديل شده است كـه ايـن              ميرخ  
ــنش ــا  واك ــاري ه ــاي نقــش مهمــي در بيم ــوايمن  ه ــا ات ــابي ي  الته

(Autoimmune) رسد دخالت در انتقال علامت از       مي نظر  به.  دارند
در . ي درمـاني شـود  هـا  هعـث پيـشرفت را  باهـا     طريق اين مولكـول   

 از طريق   (Tolerogenic) تولروژن   DCs توليد   منظور  بهتحقيقي كه   
 شده است، پس از انتقال سلول، ميزان CD86 و  CD80كاهش بيان   

در .]1[ كمي بررسـي شـده اسـت       PCRكاهش بيان از طريق روش      
در رده سـلولي     CD40تحقيقي در مورد بررسي ميزان كاهش بيـان         

BCL1 ا ، پس از طريـق روش     ز انتقال سلول، ميـزان كـاهش بيـان         
PCR كمي با سيستم  ABI Prism 77002[ است بررسي شده[.  
 با توجه به نقـش مهـم        CD40 ژن   PCR روش كمي    اندازي  راه

 كمـك تحريكـي مهـم در    هاي  يكي از مولكولعنوان  بهاين مولكول   
قاي تحمل   و نقش مهاري كه سبب ال      T هاي   به سلول  ژن  آنتيعرضه  

شـود،   مـي  ژن آنتـي  بـه دنبـال شـناخت        T هاي  و فقدان پاسخ سلول   
 CD40تواند نقش مهمي در مطالعات مولكولي مرتبط با مهار ژن  مي

 SiRNA و   سـنس   آنتـي  مختلفـي همچـون      يهـا   روشبا استفاده از    
)Small interfering RNA (   تـوان   مـي داشته باشد و بـا مهـار ژن

DCs    نـوين   هـاي    نقـش مهمـي در فنـاوري        تولروژن ايجاد نمود كه 
درماني همچون درمان سلولي و مطالعات مرتبط با ژن درماني براي           

 همچون اتـو ايمنـي، آلـرژي        هاي   ايمني در بيماري   هاي  توقف پاسخ 
  . خواهد داشت... و

تــوان بــه كــاهش بيــان  مــي تــولروژن DCاز مشخــصات مهــم 
، CD86 و CD40 ،CD80 كمـك تحريكـي از جملـه        هاي  مولكول

ــيتوكين  ــد س ــاهش تولي ــاي ك ــد ه ــد  IL-12  مانن ــزايش تولي و اف
 و مقاومـت بـه بلـوغ در مقابـل           IL-10 و   IL-4هاي مانند    سيتوكين

  ]22[ نام برد (Danger signal)علايم خطر
 كمي نـسبي در ايـن تحقيـق    RT-PCRهدف از طراحي روش    

 و  سـنس   آنتـي  پس از انتقال بـا       DC در   CD40 بيان   گيري  اندازهنيز  
  .م، استاي ه تولروژن رسيدDCي اين مهم كه آيا به بررس

 كه در قسمت نتايج نيز توضيح داده شده است؛ ميزان           طور  همان
  و در رده سـلولي     32/1  در حـدود    DCs در   CD40كاهش بيان ژن    

BCL1   كـاهش يافتـه اسـت و     64/1 گروه كنترل است،     عنوان  به كه 
دارد و اين كاهش    ماده منتقل شده نيز هيچ اثري بر كاهش بيان ژن ن          

  . استسنس آنتي اختصاصي ناشي از اثر طور بهبيان ژن 
 كه در قسمت بالا توضـيح داده شـد بـه يكـي از            طور  همانبنابراين  

 ـ  ه تـولروژن دسـت پيـدا كـرد        DC هاي  مشخصات سلول  م كـه بـراي     اي
هـاي   اطمينان از دسترسي به اين مهم نياز به سنجش سيتوكين و آزمايش           

  .ايمني درماني استفاده كرد ن سلول بتوان درديگر است تا از اي
 ويژه ژن يكي از مباحث اصلي در علـوم          mRNAسنجش بيان   
از زمان ايجـاد ايـن روش   .  باليني و پايه استهاي زيستي و پژوهش  

 وسيعي به كار گرفتـه  طور به كمي Real time PCR 1990در دهه 
سـرعت و  هـا بـا       نمونـه  mRNAشد و با استفاده از آن ميزان بيـان          

  .]11، 10[ شد گيري اندازهحساسيت زياد 
  :ها دو راه وجود دارد براي آناليز داده

- PCRكمي نسبي   
- PCR كمـــي مطلـــق (Absolute Quantitative PCR) 

  )سازي منحني استاندارد كمي(
PCR           كمي نسبي يك روش تحليلي براي بسياري از مطالعـات 
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PCR  مونـه بـا ژن كنتـرل       در اين مطالعه مقايـسه ن      .]7[  كمي است
 ژن  CT است و مقدار كمي نسبت به ژن كنترل از طريق كم كـردن 

C∆∆- (2كنترل از ژن مورد نظر و سپس به صـورت تـصاعد           
T 2(  بيـان

فرض بر ايـن اسـت      . شده كه بيانگر مقدار كاهش در بيان ژن است        
كــه بيــان ژن كنتــرل داخلــي انتخــاب شــده در تمــامي حــالات و  

در روش نسبي بايد . ده دچار تغيير نخواهد شد مورد استفاهاي نمونه
 درصد باشد كـه     90مشابه و ترجيحاً بالاي     ها     تمامي ژن  PCRبازده  

اين موضوع به وسيله سريال رقت و رسم نمودار غلظت بر حـسب             
CT   دلالت  -32/3شيب خط برابر با     . ]9،12[  است گيري  اندازه قابل 

 درصد به   100اف از بازده    انحر.  درصد دارد  100 برابر با    اي  هبر بازد 
 PCR"بازده  ) = s/1 10- (-1"وسيله قرار دادن شيب خط در معادله        

 .]4،5[قابل محاسبه است 

ين تـر  مهـم  مؤثر اسـت كـه از    PCR مختلفي بر بازده     هاي  متغير
، طـول قطعـات حاصـل از آغـازگر، كيفيـت آغـازگر، غلظـت               ها  نآ

MgCl2 و Sybergreen بـا وجـود   حاضـر    در تحقيـق   ].13[  است
در .  در حد يكساني نبود    PCRرعايت شرايط فوق، بازدهي واكنش      

شود؛ نخست آنكه ابتـدا      ميگونه موارد تغييرات ديگري پيشنهاد       اين
 مهـم در  هاي يكي از پارامتر. بازدهي هر واكنش به تنهايي بهينه شود   

 Real timeاين ارتبـاط ايـن اسـت كـه دمـاي اتـصال در واكـنش        
 رخ PCR كلاسـيك  هـاي  اسـت كـه در واكـنش      متفاوت از حـالتي     

 بر اين اساس بايستي مجدداً شيب دمايي خاصـي منطبـق بـر              دهد؛ مي
عـلاوه بـر آن بايـد آغـازگر دايمـر يـا             .  فوق طراحي شود   هاي  پارامتر
 تغييـرات  . قبل از پيك اصلي در نظر گرفتـه شـود          (Peaks) هاي  پيك

فـوق   لهأمـا مـس   ا افزار تا حدودي مناسب اسـت       اوليه نرم  هاي  تعريف
سيستم دستگاه   در بررسي حاضر در   . كند ميافزار فرق    بسته به نوع نرم   

 (Data acquisition)  موقعيت اكتساب فلورسـانس (Biorad)بيوراد 
 غيـر   هـاي   ات فلورسـانس  تـأثير  طراحي شد كه حـداقل از        اي  هبه گون 

رغم اين ترفنـدها     علي CD40در مورد ژن    . اختصاصي در امان بماند   
 نيامد، بنابراين لازم    دست  به GADPHي مشابهي نسبت به ژن      بازده

 مطالعـات بـسياري نـشان     . بود كه روش ديگري مد نظر قرار گيـرد        
تواند تا حدودي بهتـرين    ميدهد كه عدم توازن غلظت آغازگرها        مي

∆Rn   بر ايـن اسـاس، مجـدداً در    . و بازدهي را به همراه داشته باشد 
ول متقـاطع از غلظـت آغازگرهـا        يك بررسي با استفاده از يك جـد       

∆Rn        ي كه طور به.  و بازدهي، سريال رقت مورد ارزيابي قرار گرفت
تـوان   مـي دهد بازدهي دو واكنش در حدي بـود كـه            مينتايج نشان   

  نـسبي  سـازي   اطلاعات لازم را در معادلات معتبر محاسـبات كمـي         
(Relative Quantification)كلـي روش كمـي   طـور  بـه .  قرار داد 

 به خصوص در مواردي كه تغييرات كلي مد نظر باشد، روش            نسبي
اي  مقايـسه  اين روش هيچ نيازي به ايجـاد اسـتاندارد        . مناسبي است 

دار  نداشته و عاري از كليه مراحل حد واسط است؛ اما بـراي معنـي             
  .بودن و قابل استفاده بودن نيازمند پارامترهاي يكسان است

است يعني روند تزايد    ترين ملاك كار بازدهي واكنش       اصلي
البتـه بايـد توجـه      .  يكسان صـورت پـذيرد     طور  به PCR واكنش

. سـازي متفـاوت اسـت       مختلف نوع بهينـه    هاي  داشت كه در ژن   
اي   نيز از اهميت ويژهReal timeافزار و سيستم   نرمهاي قابليت

  .برخوردار است
  

  تشكر و قدرداني ـ5
ايت از پژوهشگران اين پروژه با استفاده از پشتيباني صندوق حم

بدينوســيله از صــندوق حمايــت از . كــشور صــورت گرفتــه اســت
 كه سازي پژوهشگران و سازمان انتقال خون به خصوص بخش كيت      

را هـا    و انجـام آزمـايش  Real time PCRامكان استفاده از دستگاه 
  .شود مي تشكر و قدرداني اند هفراهم آورد
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