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 چکیده
 نيا یاندازه از شیب انیب .باشدیم تومورها نكروزدهنده فاکتور یخانواده از مهم ی( عضوBAFF) B یهاسلول یکنندهفعال نیپروتئ :زمینه و هدف

 یهدف درمان کو نیز ي یصینگر تشخنشا کيعنوان تواند بهیم نیپروتئ اين نيبنابرا مشاهده شده است هاسرطانو  یمنيخودا یهایماریب یبرخ در نیپروتئ
  .باشدیم BAFF نیپروتئ یسلولبخش خارج يیشناسا یبرا یشتر یبادیکلونال آنتیپل دیتول. هدف مطالعه حاضر ردیگ قرار تفادهمورد اس یاحتمال

 نيا انیشد. ب منتقل( DE 21E.coli BL)3(اشرشیاکولی ) یو به باکتر هیته یانسان BAFF نیپروتئ یسلولبخش خارج یحاو یانیب یه ژنزسا: هاروش

در  یرجلديزبه صورت  نیپروتئ. دشانجام نیكل  -NTA یليتما یکروماتوگراف ستون از استفاده با صیتخلالقاء و  ايزوپروپیل تیوگالاکتوزيد توسط نیپروتئ
های الايزا، سرم جدا شده شتر با تست BAFFکلونال در شناسايی پروتئین بادی های پلیعملكرد آنتی. شد قيتزربه شتر فروند  ادجوانتهمراه  بهمرحله  چند

 وسترن بلاتینگ و فلوسايتومتری بررسی شد.

متری وسترن بلات نشان داد که های فلوسايتوتست. اثبات شد زايالا تست از استفاده با بینوترک BAFF نیپروتئ قيشتر پس از تزر یسازمنيا :هایافته

 .باشدمی سلول سطح در نیپروتئ به شناسايی قادر حاصلهکلونال یپل یبادیآنت

بوده و قابلیت  BAFFه پروتئین بقادر به تشخیص و اتصال اختصاصی از سرم شتر  حاصلکلونال یپل یبادیآنتبه نتايج بدست آمده،  باتوجه :یرگیجهینت

 عنوان يک عامل تشخیصی و درمانی را دارد.استفاده به
 

 شتر ،یبادیکلونال آنتی، پل B یهاسلول یفعال کننده نیپروتئ ،یبادیآنتی کلیدی: هاواژه
  

 

  مقدمه 
مهم از  یعضو B (BAFF) سلول  یکنندهفاکتور فعال

 ،BLys، 1-TALL یهاباشد که با نامیم TNF یخانواده
THANK، zTNF4 اي TNFSF13b و  شودیم شناخته زین

  فايا B یهاسلول ریو تكث زيماندن، تمادر زنده یمهم نقش
 کیتيها، دندرتیمونوس یلهیوسهب نیپروتئ نيا . ]1-3[د کنیم

 یهااسترومال، سلول یهاها، سلوللیها، بازوفلیها، نوتروفسل

                                                           
 B-cell activating factor (BAFF) 

Tumor necrosis factor (TNF)  

 Systemic lupus erythematosus 

T یسرطان یهاسلول و الیتلیاپ یهاسلول شده،فعالB، و  انیب
 دیتولدهد که ینشان م هایماریب یبررس. ]4، 5[د شویترشح م
BAFF افراد مانند یمنيخود ا یماریمبتلا به ب مارانیب یدر برخ 

 ،شوگرن سندروم ،(SLE)  کیستمیس تماتوزيمبتلا به لوپوس ار
 زین و کیستمیسكلروز س، ا)MS(س ياسكلروز پلیمولت
 بوده و نرمال اندازه از شیب B یهامرتبط با سلول یهایمیبدخ

  Sjogress syndrome 

  Multiple sclerosis 

 Systemic sclerosis 

 مقاله پژوهشی
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نشان داده  مطالعات نیهمچن .]6[ دارد ارتباطها یماریب نيبا ا
 ،يیزارگ ،در علائم سرطان ینقش مهم نیپروتئ نياست که ا

در   یسرطان یهامتاستاز و مقاومت به مرگ سلول ر،یتكث
مزمن سلول  یتیلنفوس یلوسم لوما،یم پلیمانند مولت یهایمیبدخ
B ۷-9[د و سرطان پانكراس و کولورکتال دار[.  

 رد؛دا وجود فرم دو بهB  یهاسلول یکنندهفعال نیپروتئ
 معرض در يیغشا BAFF نیپروتئکه  یزمان. يیغشا و محلول

 لویک 1۷مولكول  وشده  شكسته رد،یگ قرار هاپروتئاز نيفور
فرم  و بوده یكيولوژیب تیفعال یداراشود که یم آزاد یدالتون

  B یهابه سلول BAFF اتصالباشد. یم نیمحلول پروتئ
 BAFF-R ، TACIشود:یم یگریانجیم رندهیسه گ یلهیوسهب

   .BCMAو 
 که شودیم زده نیتخم شده منتشر یهاگزارش براساس

 خود یها یماریب انواع از یكي به جهان تیجمع از درصد 5 حدود
 نيمهمتر از یكي سرطان گريدیازسو. ]10[ مبتلا باشند منيا

 توسعه حال در جوامع در خصوصبه جهان در ریم و مرگ عوامل
 زین و ابتلاء در لیدخ عوامل یبررس، جهتنیهمبه باشدیم

 حائز هایماریب از دسته نيا یبرا مناسب یصیتشخ یهاروش
بر  یمبتن یهااز روش استفاده امروزه. ]11، 12[د باشیم تیاهم
 صیتشخ در یتومتريبلات و فلوساوسترن زا،يالا مثل یبادیآنت

صورت گسترده در حال به یمنيخودا یهایماریها و  بسرطان
 سرم در یبادیآنت از یرمتعارفیغ و خاص نوعباشد. یانجام م

ها از لحاظ یبادیآنت نيکشف شد.  ا 1989 سال در شترسانان
 تنها که يیهایبادیآنتسبک ) یرهیبه علت فقدان زنج یساختار

 یهایژگي( و وهستند هایبادیآنت نیسنگ یرهیزنج یدارا
متفاوت هستند.  معمول یهایبادیآنت به نسبتبه فرد  منحصر

مقاومت  ،هاآن یبالا تیو اختصاص یتینیمانند اف هایژگيو نيا
 یاندازه كنواخت،ي کاملاً رفتار و خوب تیحلال بالا، یدما برابر در

 15 یبيتقر وزن و نانومتر 4 طول نانومتر، 5/2قطر) هاآن کوچک
 ک،یژنت یمهندس یسادگ کم، نسبتاً دیتول ینهيهز(، لودالتونیک

باشد. لذا یم هابافت به بالا نفوذ و کم يیزایمنيا ،یريپذانعطاف
 زین و یصیتشخ یهاتست در توانندیم هایبادیآنت نيا

                                                           
  Isopropyl-β-thiogalactopyranoside 

 8M urea, 20mM Tris-HCL, 500mM NaCl pH 8.0  

  Sigma-Aldrich 

 8 M urea, 20 mM Tris-HCL, 500 mM NaCl pH 6.3 

 8 M urea, 20 mM Tris-HCL, 500 mM NaCl pH 4.5 

حاضر  قیهدف از تحق. ]13[ رندیمورد توجه گ یدرمان یکاربردها
 فرم) یسلولبخش خارج هیعل یشتر یبادیکلونال آنتیپل هیته

 باشد.یم بینوترک  BAFFن یپروتئ( محلول
 

 

 هامواد و روش

  BAFF نیپروتئ صیو تخل بینوترک انیب
  BAFF بینوترک نیپروتئ یسلولخارج هیناح یژن قطعه

(NM_001145645.2)  توسط شرکت بیومتیک کانادا سنتز و
با استفاده از اين پلاسمید  .ديگرد کلون  pET-22 دیپلاسم رد

 ترانسفورم  BL21(DE3)اشرشیاکولی به یروش شوک حرارت
 کیتكناز  زبانیبه م یاز انتقال سازه ژن نانیاطم یبرا. ديگرد
 حجم در ابتداانتخاب شده  ی. کشت کلونشد استفاده PCR یکلون
  یبالا حجم در سپس و( انیب یبررس یبرا تر؛یلیلیم 5) کم

کشت انجام  طیمح( نیپروتئ صیتخل یبرا تر؛یلیلیم 250)
 با استفاده از غلظت  BAFF نیپروتئ انیب. القاء رفتيپذ
 بهدرجه سانتیگراد  3۷ در ونیانكوباسو  IPTG مولارمیلی 1

 از پسشده لیتشك یسلول پلت .رفتيپذ انجام ساعت 16مدت 
شده و  حل 8نگينديبادر بافر  ابتدا کشت، طیمح وژیفيسانتر
ساخت  كاتوریسون دستگاهکردن با كهیسون یلهیوسهب تيدرنها

 از پس. شدند زیلسلول ها  نياآمريكا،  آلدريچ-شرکت سیگما
 شده به ستون  لتریف محلول ون،یلتراسیف و وژیفيسانتر

-NTA شده بود منتقل  شستشو نگينديبابا بافر  که قبلاً نیكل
 نیکردن پروتئجدا جهت ،10شستشو بافراز شستشو با  پس. ديگرد

منظور استفاده شد. به 11ناز ستون از بافر الوش BAFF بینوترک
 زیاليد سهیاز ک نیپروتئ یحاو محلول از اوره یحاو بافر یازجداس

( PBS) فسفات-نمک بافردالتون و  لویک 12با اندازه منافذ 
 کیتكن باشده صیتخل یهانیپروتئ ،تينهادر. ديگرد استفاده

(PAGE-SDS) از  نگیوسترن بلات یبراشدند.  الكتروفورز
 14( ضد خرگوشی کونژوگهHRP )سپسو  هیستیدين-ضد

 استفاده شد.آمريكا  بیولجندساخت شرکت 
 

 Phosphate-buffer saline (PBS) 

 Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis 

 Anti-Rabbit Horseradish Peroxidase (HRP) 

conjugated 

 Biolegend 
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 شتر یسازمنیا
اين مطالعه بر اساس مجوز کمیته اخلاق کار با حیوانات 

 اخلاق آزمايشگاهی انستیتو پاستور ايران با کد
IR.PII.REC.1400.041 ماهه که  9شتر ماده  کانجام شد. ي

 ی( نگهدارکرج) رانيا پاستور تویانست واناتیدر بخش علوم ح
 BAFF (rBAFF) بینوترک نیبا استفاده از پروتئ ،شدمی
 یجلد ريز قيشد. تزر یسازمنيقبل ا یشده در مرحلهصیتخل
بار در  کي یزمان یفاصله بهو  مرتبهشش  یسازمنيمنظور ابه

)گردن و جدار  شتر یلنفاو غدد به کينزد یهامحل در وهفته 
 نیپروتئ كروگرمیم 200 قيتزر نیشكم( انجام شد. در اول

BAFF ساخت از ادجوانت فروند  یبا حجم مساو بینوترک
با  قاتيتزر ريمخلوط شد. سا کامل آلدريچ،-شرکت سیگما

پاسخ  یابيزار یانجام شد. برا از ادجوانت ناقص فروند استفاده
 استفاده شد.  (ELISA) زايالاژن از  یشتر به آنت یمنيا

 

 صیتشخ در یشتر یبادیآنت کلونالیپل از استفاده

 بلات وسترنتوسط  بینوترک BAFF نیپروتئ
 با بیدر ترک یپس از آماده ساز BAFF بینوترک نیپروتئ 

شد. درصد ران  SDS-PAGE  15ژل در جوشاندن، و نگيلود
 نگیلاکب مرحله تروسلولز،ین کاغذها به نیپروتئ انتقالاز  پس

 و ساعت 16مدت هدرصد، ب 3 خشک ریشکاغذ با استفاده از 
از  شی. کاغذ با سرم شتر پشد انجامدرجه سانتیگراد  4 یدما

و  1:200 با رقت یسازمنيا نيآخر از پسسرم  زینو  یسازمنيا
، شوشست از پس. دياتاق انكوبه گرد یدر دما ساعت 16مدت به

يران، اپاستور  تهیه شده در انستیتو بادی خرگوشی ضد شترآنتی
 قاتا یدما در ساعت کي مدتبه وشد  اضافه 1:2000 با رقت
  بافر با شستشو از پس و بعد مرحله در. ديگرد انكوبه
   HRPخرگوشی کونژوگهبادی ضدآنتی فسفات،-نمک

ر دو  اضافه 1:1000  رقت )ساخت شرکت بیولجند آمريكا(، با
ز اپس  تينها. درديساعت انكوبه گرد کيمدت اتاق به یدما
 ولنفت -1کلرو -4 محلول از استفاده با کاغذ شستشو، نيآخر

 شد. یزیآم رنگآلدريچ( -سیگما )ساخت شرکت 
 
 
 

                                                           
  Enzyme linked immunosobent assay 

  یبادیبا آنت زایدر الا بینوترک BAFF صیتشخ

 یکلونال شتریپل
 نیپروتئلیتر میكروگرم بر میلی 1ظت غل الايزا یهاتیپل به

BAFF کي مدتبه و دياضافه گرددر بافر بی کربنات  نوترکیب 
 ریش از استفاده باکردن بلاک. شد انكوبه اتاق یدما در ساعت
صورت شبانه در فسفات انجام و به-نمکر بافر درصد د 3 خشک

 یها. رقترفتيانجام پذ ونیانكوباسدرجه سانتیگراد  4 یدما
و  1:6400، 1:3200، 1:1600، 1:800، 1:400، 1:200 ،1:100

سرم پس از شش  و یسازمنيا از شیپ شتر سرم از 1:12800
شد و به  هیفسفات ته-نمک بافر استفاده با قيتزر نيآخر ازروز 

 کيمدت به ونیاضافه شد. انكوباس زايالا تیپل یهاچاهک
 بافر با شستشوانجام شد. درجه سانتیگراد  3۷ یساعت در دما

تهیه   خرگوشی ضد شتر یبادیآنت ادامه در و انجامفسفات -نمک
ها چاهکبه   1:2000  با رقتشده در انستیتو پاستور ايران، 

اتاق انجام شد. در  یدر دما ساعتهکي ونیانكوباس و اضافه
  یباد یفسفات آنت-پس از شستشو با بافر نمک وبعد  یمرحله

-)ساخت شرکت سیگما HRP ضد خرگوشی کونژوگه شده با 
 یساعت در دما کيمدت به و اضافه 1:1000 با رقت آلدريچ(، 

 )TMB(با افزودن  دازیپراکس تی.  فعالديگرد هاتاق انكوب
 ینور جذبشد.  یبررس )ساخت شرکت پیشتاز طب ايران(،

(OD در طول موج )کيسولفور دیاس افزودن از پسنانومتر  450 
برای مقايسه اختصاصیت تشخیص و  شد. یریگاندازه نرمال 2

شده کلونال موجود در سرم خون شتر ايمنبادی پلیاتصال آنتی
و استفاده از  الايزا تست ازنیز  rBAFF  ژنآنتی بهنسبت 
 .شد استفادههای مختلف پروتئین

 

 درسلول  سطح BAFF نیپروتئ صیتشخ

 یشتر کلونالیپل یبادیآنتبا  یتومتریفلوسا
،تهیه شده از بانک سلولی انستیتو پاستور ايران،  U937 سلول

تولید   RPMI-1640طیباشد در محیلنفوما م یسلول یکه رده
اکسید درصد، دی FBS 10 با همراهآلدريچ، -شرکت سیگما

 یبراکشت داده شد. درجه سانتیگراد  3۷ یدمادرصد و  5کربن 
 یتومتريسلول در لوله فلوسا  3 × 510د تعدا یتومتريفلوسا انجام

. ديفسفات شستشو گرد-شد و دو مرتبه با محلول نمک ختهير
 هاسلول به یشترکلونال یپل یبادیآنت ازمیكرولیتر  2 مقدار
. پس از ديانكوبه گرد خي یساعت بر رو کيمدت و به شد اضافه

  3,3',5,5;-tetramethylbenzidine (TMB) 
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 تهیه شده  ضدشتری خرگوشی  یبادیآنت از میكروگرم 1 شستشو
 به میكرولیتر  100 يیدر حجم نهادر انستیتو پاستور ايران، 

. ديانكوبه گرد خي یساعت بر رو کيمدت ها اضافه شد و بهسلول
( FITC) یبادیآنت ازمیكروگرم  2 ها شسته شده وسلول ،ادامهدر 

ه ب انگلستان(  ساخت شرکت آبكم )18ضد خرگوشی کونژوگه
. شد انكوبه خي یرو بر قهیدق 30مدت ها اضافه شد و بهسلول
 تومتريشده و با استفاده از دستگاه فلوسا شسته هاسلول، تيدرنها

 قرار یبررس موردژاپن(  ساخت شرکت سیسمكس ) پارتک سايفلو
ن یپروتئ هیبرعل یاختصاص یبادیآنتکنترل از  عنوانبه. گرفت

BAFF بادی منوکلونال موشی، ساخت شرکت آر اند دی )آنتی
 .شد استفادهسیستم آمريكا( 

  

 هایافته
 BAFF بینوترک نیپروتئ انیب

 نیپروتئ یسلولخارج بخش ژن یسازه ترانسفورم از پس
BAFF ز ااستفادهبا بالا، حجم در کشت و زبانیم یباکتر به
IPTG انیب یمنظور بررس. بهديگرد القاء SDS-PAGE  

  بینوترک نیپروتئ یکه در انتهايیآنجااز. رفتيانجام پذ
 یکروماتوگراف یتینیاف روشوجود داشت از  هیستیدين-تگ

 نیو پروتئ شداستفاده  نیپروتئ صیمنظور تخلبه NTA- كلین
 گرفت قرار یبررس مورد SDS-PAGE یرو برشده صیتخل

 لویک 1۷باند در حدود  تکتوان یبه شكل متوجهبا(. الف1 شكل)
  ن،یپروتئ ديیادامه و جهت تادالتون را مشاهده کرد. در 

ل )شك رفتيانجام پذ از ضدهیستیدينبلات بااستفادهوسترن
  (.ب1
 

 یبرا یکلونال شتریپل یبادیاستفاده از آنت جینتا

وسترن  کیبا تکن بینوترک BAFF نیپروتئ صیتشخ

 بلات
 کیدر تكن یکلونال شتریپل یبادیآنت تیقابل یبررس یبرا
 ديگردمنتقل  تروسلولزیبه کاغذ ن BAFF نیبلات، پروتئوسترن

به آن اضافه  یسازمنيو پس از ا قيو سپس سرم شتر قبل از تزر
وسترن بلات با استفاده از  در یباند چیه کهنيا بهتوجهباشد. 

 یباندها لیتشك زین و نشد لیتشكژن یآنت قياز تزر شیسرم پ
 شتر خون از شدهجدا سرم ازبااستفاده بلاتوسترن در انتظار مورد

                                                           
 Anti-Rabbit Fluorescein isothiocyanate (FITC) 

conjugate 

 یبادیکه آنت کرد یریگجهینت توانیم ق،يتزر نيآخر از پس
در  بینوترک BAFFژن یآنت يیشناسا یبرا یکلونال شتریپل

 (.2) شكل  ردیتواند مورد استفاده قرار گیبلات مروش وسترن
 

 یبرا یکلونال شتریپل یبادیاستفاده از آنت جینتا

 زایاز الابااستفاده بینوترک BAFF نیپروتئ صیتشخ
 در یبادیآنت يیتوانادهنده نشان زايالا از حاصل جينتا
 نيشتر در برابر ا یسازمنيا زیو ن BAFF نیپروتئ يیشناسا
 زانیم است مشخص 1نمودار . همانطور که باشدیم نیپروتئ

نسبت  نی. همچنابديیرقت سرم کاهش م کاهش با یجذب نور
 یبرابرشش  تفاوت تا حدود یجذب نور قياز تزر شیبه سرم پ
 دهد. یمختلف را نشان م یهادر رقت
 

 یبرا یکلونال شتریپل یبادیاستفاده از آنت جینتا

  یتومتریفلوسا روش به BAFF نیپروتئ صیتشخ

-یلپی بادیبا استفاده از آنت BAFFژن یآنت یدارا سلول
 فادهاست باسلول  یبررسقرار گرفت.  یمورد بررس یکلونال شتر

 2 ودارنم در آن ستوگرامیانجام شد و ه تومتريفلوسا دستگاه از
-یپل یبادیآنت است مشخص همانطورکهشده است.  داده نشان

 در سطح سلول BAFF نیپروتئ يیشناسا يیتوانا یکلونال شتر
 باشد.یرا دارا م

 

 بحث

 را هایماریب از یامجموعه (AIDs) یمنيخودا یهایماریب
 ریتاث یارگان چند اي کي یهاستمیس یرو بر که شودیم شامل

 یها از آن جهت قابل توجه و بررسیماریب از دسته نيا. ندگذاریم
 که شودیم زده نیتخم منتشرشده یهاگزارش براساساست که 

 نيا از یكي به كايآمر متحده الاتيا تیجمع از درصد 5 حدود
که  یقاتیبراساس تحق راًیاخ. ]14[د باشنمی مبتلا هایماریب نوع

 یاختصاص یمنيا ستمیکه با س B یهااز سلول یاجزائ یبر رو
 از دسته نيا ربودنیدرگ تیاهم ،صورت گرفته دارند ارتباط
 است دهيگرد مشخص یمنيخودا یهایماریب از یبرخ با هاسلول

 رتوکسان یکه با استفاده از دارو یمطالعات ،عنوان نمونهبه. ]14[
  B یهاباعث مرگ سلول  D20 یرندهیگ مهار  که با  يیدارو)

Acquired immunodeficiency syndrome 
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شده صیتخل BAFF نیلات پروتئ( وسترن بب ؛یليتما یشده با کروماتوگراف صیتخل نی. الف( پروتئ BAFF بینوترک نیپروتئ انیب ديیو تا صیتخل ان،یب -1 شکل

 . ضدهیستیدينبا 
 

 

 

 
منظور هب یکلونال شتریپل یبادیبلات با استفاده از آنتوسترن -2 شکل

 یسازمنيبا استفاده از سرم پس از ا: BAFF .1 بینوترک نیپروتئ يیشناسا
 شتر. یسازمنياز ا شیاز سرم پبااستفاده: 2؛ رشت

                                                           
 type II mixed cryoglobulinemia 

 
 نه تنها در  یاکنندهدواریام جيصورت گرفت نتاشود( یم
 کیستمیس تماتوزيمانند لوپوس ار یمهم یمنيخودا یهایماریب
(SLE)،  دیروماتوئ  تيآرتر  (RA)  کیستمیس اسكلروز  و (SS) 

 نیوگلوبوليکرا دو پیتمانند  ینادرتر یهایماریداشته بلكه در ب
 کیتیهمول یخونکم و 21وگنر گرانولوماتوز ،20نوع مختلط

 .]15[ است داشته زین یمنيخودا
 شناخت مورد در یاریبس یهاشرفتیپ شاهد ریاخ یهاسال

 فاکتور شناخت م،يابوده B یهاسلول بقاء در ریدرگ یهاسمیمكان
BAFF تومور نكروز فاکتور یهارندهیابرخانواده گ از یعضو که 

 نيا  نيمهمتر از یكي باشدیم B یهالسلو بقاء عوامل از و بوده
ها یماریاز ب یاریبس یبررس. ]16[ شودیم محسوب هاشرفتیپ

 یهایماریبا ب BAFFازحد شیب دیدهد که تولینشان م
 ارتباط دارد B یهامرتبط با سلول یهایمیبدخ زیو ن یمنيخودا

 انيمبتلا در آن یرسپتورها و BAFF زانیعنوان نمونه مبه. ]6[

Wegener’s granulomatosis 
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 B لنفوم سلول دربه عبارت بهتر  اي و است، شتریب لنفوما به
و بقاء ارتباط  یآگهشیبا درمان، روش درمان، پ BAFF زانیم

 یاریبس که است داده نشان شده انجام راًیاخ که یمطالعاتدارد. 
 سهيرا در مقا BAFFاز  یبالاتر زانیم CLL به مبتلا مارانیب از
 CLLیهاسلول  درمان in vitro طيدارند. در شرا سالم   افراد با 

  زانیم که داد نشان BAFF ضد یهایبادیآنت یلهیبوس
 هاآن در هایبادیآنت نيا که يیهاسلول مقابل در هاآن ریوممرگ

 شنهادیگونه مطالعات پ نيا. (1۷) بود شتریب بود نشده استفاده
 ستیاستفاده از آنتاگون یمناسب برا لیپتانس کيکند که یم

BAFF های مربوط به سلول یهایمیدرمان بدخ یبراB  وجود
 یهدف درمان نیعنوان اولبه BAFF ریمس لیدل نیهم بهدارد و 
 سال در. ]18[ باشدیم منيخود ا یهایماریاز ب یاریدر بس
 هیمونوکلونال برعل یبادیآنت یکه نوع بلیمومب یدارو، 2011

BAFF و موفق  هيديیتا یدارا یدارو نیعنوان اولاست به یانسان
 .]18[ ديگرد یمعرف SLEمبتلا به  مارانیب یبرخ درماندر 
 جهت هایبادیآنت یرو بر که یمطالعات شتریب امروز به تا

 درمان  یبرا یابزار اي و یسرطان یومارکرهایب يیشناسا
 یهایبادیگرفته از آنتو سرطان انجام یمنيخود ا یهایماریب

 يیاستفاده شده است. پس از کشف و شناسا یموش ايو  یخرگوش
  عنوانبهها که از شترسانان جدا شده و یبادیآنت دينوع جد

  شوند،یم شناخته (HcAbs) نیسنگ یرهیزنج یهایبادیآنت
 
 

 
جهت  یشتر یبادیکلونال آنتیاز پلبااستفاده زايتست الا جينتا -1 نمودار

 .BAFFنیپروتئ صیتشخ

                                                           
B-cell lymphoma  

Belimumab 

 
 یپل یبادیاز آنتبااستفاده U937 یهاسلول یتومتريفلوسا جينتا -2نمودار 

 U937 یهاسلول ؛یآب ستوگرامیه. BAFF نیپروتئ هیعل یشترکلونال 
منوکلونال که با  U937 یهاسلول ؛سبز ستوگرامیه ،یبادیبا آنت ماریبدون ت

 ؛قرمز ستوگرامیه اند،شده ماریت BAFF نیپروتئ هیبرعلبادی تجاری آنتی
  سرم از جداشده کلونالیپل یبادیآنت با شده ماریت U937 یهاسلول

 . BAFF بینوترک نیپروتئ هیعل شدهمنيا

 

 

 به منحصر ژهيو اتیخصوص علتبه هایبادیآنت از دسته نيا
از جمله مهمترين  .باشند دیمفمنظور نيایبرا توانندیم خود فرد

ها توانايی تحمل شرايط محیطی نامطلوب مثل دمای اين ويژگی
 شود تا بتوانیم توان ذکر نمود. اين ويژگی سبب میبالا را می

های تشخیصی برای استفاده در شرايط محیطی با دمای بالا کیت
باشد را تهیه نمايیم. امكان استفاده از يخچال نمیو يا مناطقی که 

 نیپروتئ یسلولبخش خارج یحاو یژن یسازهحاضر  یمطالعه رد
BAFF و پروتئین به صورت نوترکیب در باکتری  شد یطراح

E. coli ترکیب به روش افینیتی وبیان گرديد. پروتئین ن
 صیتخل نی. پروتئديگرد صیتخلنیكل  NTA-کروماتوگرافی 
. ديگرد قيتزر شتر به یسازمنياجهت  ادجوانتاز شده بااستفاده

و  شدسرم از خون شتر گرفته  قيتزر نيروز پس از آخر شش
 یتومتريوسترن بلات و فلوسا زا،يالا یهاانجام تست یبرا

 نینشان داد که شتر نسبت به پروتئ یبررس نيا جياستفاده شد. نتا
  نيا تیقابل نیهمچناست.  دهيگرد منيا BAFF بینوترک

مثل  یصیتشخ یهاکلونال در استفاده در تستیپل یبادیآنت
  . نتايجشد داده نشان یتومتریفلوس و بلاتوسترنالايزا، 

Heavy chain antibodies 
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کلونال شتری با بادی پلیهای تشخیصی با استفاده از آنتیتست
 که یامطالعهنتايج ساير مطالعات مشابهت داشت. برای نمونه، 

 یبادیآنت دیهمكاران جهت تول و ستوده توسط 2019 سال در
 تی یهاتیلنفوس مرتبط با 4 نیپروتئ هیکلونال برعلیپل

 شد نشان داد که  انجام (CTLA-4) کیتوتوکسيسا
 شده پسیسازمنيآمده از شتر اکلونال بدست یپل یهایبادیآنت

و اتصال  يیقادر به شناسا CTLA-4 بینوترک نیپروتئ قياز تزر
هم در سطح سلول و هم  CTLA-4 نیبه پروتئ یمناسب و قو

 زیو ن یتومترياتصال توسط فلوسا نيباشد. سنجش ایدر بافت م
 درهمچنین . ]19[ رفتيانجام پذ ايمنوهیستوشیمی یزیآمرنگ

  یبادیآنتنشان داده شد  2020در سال انجام شدهمطالعه 
 نيا زیدرولیاز ه قادر است (NDM-1) هیعل یشترکلونال یپل
 یهاپیزوتي، امطالعه نيار جلوگیری نمايد. دها کیوتیبیآنت
 رهیزنج یهایبادیآنت ی( حاوIgG) یشتر G نیمونوگلوبوليا

با  یشتر زیآمتیموفق یسازمنيپس از ا یو معمول نیسنگ
مورد  NDM-1 بینوترک ميآنز یشيافزا رياستفاده از مقاد

 به 2003در سال  ديگری که یپژوهش. ]20[ قرار گرفت شيآزما
 منيکلونال بدست آمده از شتر ایپل یبادیاتصال آنت نییتع منظور

 شد انجام 2۷عقرب توکسین یهانیشده با استفاده نوروتوکس
 نیسنگ رهیزنج یهایبادیاز آنت یتوجهکه نسبت قابل دادشان ن
  که ،AahIIجزء به  ژهيوبهاجزای توکسین کلونال به یپل

 .]21[د شونیمتصل م باشد،مذکور می جزء زهر عقرب نيتریسم
 

 
 

 گیرینتیجه
بدست از سرم شتر که در اين مطالعه  یکلونالیپل یبادیآنت

داده و به آن تشخیص را بخوبی  BAFFپروتئین  آمد توانست
نیاز تشخیص و درمان بادی در استفاده از اين آنتی شود.تصل م

 به انجام مطالعات تكمیلی دارد.
 

 یسپاسگزار
خانم دکتر  یهادانند تا از تلاشیبرخود لازم م سندگانينو

و آقای محمد ستوده  یو خانم دکتر نازل یهاجرالسادات قادر
های ارزشمندشان در انجام اين نژاد به خاطر راهنمايیحسینی
 .ندينما یقدردان و تشكرپروژه 
 

 ملاحظات مالی
اره گرنت )شم رانيپاستور ا تویانست یمال تيمطالعه با حما نيا
 ( انجام شد.994

 تعارض در منافع 
 نويسندگان اين مقاله تعارض در منافع ندارند.

 

 نقش نویسندگان 
و نظارت  ايده ، طراحیم.ب.:  ر.م.ج.: نگارش و انجام مطالعه؛

همكاری  بر مطالعه؛ ش.ا.: همكاری در نظارت بر مطالعه؛ م.ح.ا:
 .در نظارت بر مطالعه
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Abstract 

Background and Aim: B-cell activating factor (BAFF) belongs to the tumor necrosis factor (TNF) superfamily and plays 

a critical role in B-cell survival and differentiation. Overexpression of BAFF has been linked to autoimmune diseases and 

B-cell malignancies. The biologically active segment of this protein is a soluble domain, making it a promising target for 

antibody-based therapies. This study aimed to develop a polyclonal camel antibody capable of detecting BAFF on cell 

surfaces. 

Methods: An expression vector, pET22b, containing the extracellular domain of the BAFF protein (NM_001145645.2), 

was constructed and introduced into Escherichia coli BL21 (DE3) using the calcium chloride heat shock method (CaCl2). 

Subsequently, the recombinant protein was induced using 1mM IPTG and protein purification was carried out with Ni2+–

NTA resin. A 9-month-old female Camelus dromedaries was immunized with purified recombinant BAFF protein 

(rBAFF) mixed with Freund's adjuvant. Following immunization, the isolated polyclonal antibody was assessed using 

ELISA, western blotting, and flow cytometry to detect rBAFF protein. 

Results: The study confirmed the successful preparation of recombinant BAFF protein and the effectiveness of camel 

immunization and purification processes. The isolated polyclonal antibody demonstrated the ability to identify 

recombinant BAFF proteins in ELISA and western blot tests. Flow cytometry demonstrated its capacity to detect BAFF 

protein on cell surfaces. 

Conclusion: Given the significance of diagnosing and developing novel adjuvant treatment methods for autoimmune 

diseases and cancer, this study's findings support the potential use of polyclonal antibodies targeting the BAFF antigen as 

valuable tools for these purposes. 

 

Keywords: B-cell activating factor, Camel, Heavy chain antibody, Polyclonal antibody 
 
 

 
 
 

Please cite this article as follows: 
 

Mardani-Jouneghani R, Irani S, Habibi-Anbouhi M, Behdani M, Preparation of Polyclonal Antibody against B-cell activating factor Iran J Physiol 
Pharmacol 7 (2023) 197-205. 
 

 
 

 

  

*Corresponding author: behdani@pasteur.ac.ir (ORCID ID: 0000-0002-4839-5123)  

 

Research paper 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

pp
.p

hy
ph

a.
ir

 o
n 

20
26

-0
1-

29
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               9 / 9

mailto:behdani@pasteur.ac.ir
http://ijpp.phypha.ir/article-1-674-en.html
http://www.tcpdf.org

