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 scFvجداسازی و بررسی خصوصيات مولکول های
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ها، فرم هايی از آنتی بادی های نوترکيب می باشند که با استفاده از روش های پيشرفته بيولوژی  scFv :مقدمه

هدف مناسبی برای طيف گسترده ای از  HER2همچنين آنتی ژن . مولکولی و مهندسی ژنتيک ساخته می شوند

 .آنتی بادی های اختصاصی انجام شد scFvمطالعه حاضر با هدف جداسازی . سرطان ها می باشد

کوت شده در  HER2های اختصاصی عليه قسمت خارج سلولی  scFvبه منظور جداسازی قطعات  :کارروش

آنتی بادی های به دست آمده در  scFv. ايمونوتيوب، تکنولوژی نمايش فاژی با استفاده از کتابخانه فاژی صورت گرفت

محصولات نوترکيب با استفاده از ستون های کروماتوگرافی تمايلی بر . از باکتری اشرشياکلی بيان شدند TG1ويه س

با استفاده  HER2به دست آمده عليه آنتی ژن  scFvخصوصيات اتصالی قطعات . خالص سازی شدند His-tagعليه 

 .داز آزمون های وسترن بلات، بيوسنسوری و فلوسايتومتری بررسی شدن

به دست آمد که نتايج توالی يابی  scFv، سه کلون HER2پس از سه مرحله گزينش عليه آنتی ژن  :هايافته

DNA نتايج بررسی کنتيکی بيوسنسور نشان داد که همه . اختصاصيت آنها را تأييد نمودscFv  آنتی بادی های جدا

پ های شناخته شده بر روی سطح آنتی ژن را تمايل اتصال با اپی تو HER2شده عليه قسمت خارج سلولی آنتی ژن 

ها با  scFvنتايج وسترن بلات و فلوسايتومتری نيز اختصاصيت ميل اتصال . در دامنه مايکرومولار تا نانومولار دارند

 .را اثبات کردند HER2آنتی ژن 
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ل شونده اختصاصی آنتی بادی های متص scFv تکنيک نمايش فاژی يک ابزار قدرتمند برای جداسازی :گيرینتيجه

 .است که به عنوان آنتی ژن سطحی سرطان پستان شناخته می شود HER2 با گيرنده
 

 ، مهندسی آنتی بادی، نمايش فاژیHER2بيوسنسور، فلوسايتومتری، گيرنده  :کلمات کليدی
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مقدمه
و مهمترين  پروتئين های دارويی، يکی از گران ترين

محصولاتی هستند که بشر توانسته است آنها را از راه 

طی سال . هايی به جز روش طبيعی، سنتز و توليد کند

های اخير آنتی بادی ها همواره يک نقش محوری در 

تحقيقات مرتبط با شناسايی و درمان سرطان در بدن 

 (2، 1)به عنوان يک داروی هدفمند داشته اند 

ثر که در تشخيص و درمان سرطان يک عامل بسيار مؤ

HER-2 متاستاتيک اهميت دارد، فاکتورپستان 
2
می  

يک پروتو انکوژن است و گليکوپروتئينی HER-2 .باشد

. کيلودالتون را کد می کند 185به وزن مولکولی 

عضو بزرگ خانواده گيرنده فاکتور  4همچنين يکی از 

ی شود رشد اپيدرمال از گيرنده تيروزين کيناز محسوب م

(. 4، 3)قرار دارد  17 که ژن آن بر روی کروموزوم

در سلول های سرطانی پستان، رحم،  HER2 فاکتور

معده و پروستات برخی مبتلايان به سرطان يافت می 

شود و يکی از عوامل مهاجم شناخته شده در گسترش 

سرطان متاستاتيک به ساير بافت های بدن به شمار می 

درصد افراد  31تا  21آن در  آيد که عموماً بيش بيان

(. 6، 5)مبتلا به سرطان پستان افزايش می يابد 

همچنين اين فاکتور در تنظيم فعاليت هايی نظير رشد 

، مهاجرت و تهاجم نيز نقش دارد 3سلول، تمايز، آپوپتوز

لذا جداسازی آنتی بادی های منوکلونال بر ضد (. 7)

ی عليه آنتی اپی توپ هايی که توانايی ايجاد پاسخ ايمن

آنتی . را داشته باشند سودمند می باشد HER2 ژن

بادی ها توانايی عملکرد در برابر طيف وسيعی از 

پروتئين های آنتی ژنيک و غير آنتی ژنيک از قبيل 

ها  RNA و DNA پپتيدهای کوتاه زنجير، محصولات

امروزه هدف گيری آنتی ژن (. 11-8)را دارا می باشند 

ی بادی ها، نقش بسيار مهمی های سطحی توسط آنت

اما يکی (. 11، 1)در تشخيص و درمان سرطان ها دارد 

از مهمترين داروهای سودمند مورد استفاده در درمان 

4، هرسپتين(سرطان متاستاتيک)سرطان پستان 
می  

5باشد که نام ژنريک آن تراستوزوماب
هرسپتين . است 

                                                 
1Human epidermal growth factor receptor  
2Apoptosis  
 3Herceptin  

 4Trastuzumab  

 يک آنتی بادی منوکلونال است که پروتئين افزايش

اين . را بلوک می کند HER2/neu دهنده رشد به نام

دارو در تمام موارد ابتلاء به سرطان پستان استفاده نمی 

شود و غالباً تنها در حالتی تجويز می شود که نتايج 

حاصل از بررسی های دقيق بافت سلول های سرطانی، 

در بافت مورد  HER2 نشان دهنده مثبت بودن عامل

و تجويز و استفاده هرسپتين علاوه بر از اين ر. نظر باشد

جلوگيری از ارسال سيگنال های پايين دستی توسط 

قادر است سيستم ايمنی را برای  HER2، گيرنده

تنظيم حمله به سلول های سرطانی با رشد غير 

  (.5، 2)معمولی نيز تحريک کند 

نسل اخير از آنتی بادی های منوکلونال که در فاز 

وماً از موش های ترانس ژنيک يا بالينی می باشند عم

 سيستم نمايش فاژی مشتق شده اند که به اشکال

scFv
6
Fab يا 

7
قطعات (. 13، 12)عرضه می شوند  

اشکال محبوبی از آنتی بادی های  scFv کوچک

نوترکيب می باشند که به خوبی در قسمت ريشه ای فاژ 

نمايان می شوند؛ به گونه ای که فرم ايده آل برای 

آنتی بادی بوده و قابليت شناسايی آنتی ژن  مهندسی

در طی سال های اخير ابزارهای (. 14)ها را دارند 

ژنتيک و بيولوژی مولکولی از قبيل وکتورها و کتابخانه 

های فاژی برای ساخت آنتی بادی های نوترکيب بر 

عليه دامنه وسيعی از آنتی ژن ها در کنار فن آوری 

(. 16، 15)اده شده اند هايی نظير هيبريدوما توسعه د

اين اشکال از آنتی بادی های نوترکيب با استفاده از 

 B واکنش زنجيره ای پليمراز از روی کلون سلول های

تکثير شده و با کلون نمودن نواحی متغير آنتی بادی 

های مذکور در وکتورهای فاژميدی می توان کتابخانه 

 (. 17)های نمايش فاژی ساخت 

و  scFv ژ، حاوی ژن رمزگذاری برایهمانطور که هر فا

بر روی سطح خود می باشد، تکنيک گزينش با  Fab يا

استفاده از آنتی ژن های کوت شده در پلت های 

پلاستيکی برای جداسازی کلون های اختصاصی با 

                                                 
5single-chain fragment variable  
6Fragment antigen binding
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. کيفيت مطلوب بر عليه آنتی ژن می تواند استفاده شود

با اين تکنيک سريع و کارآمد بوده و به طور معمول 

استفاده از آنتی ژن های هدف که بر روی يک پوشش 

پلاستيکی سوار شده، به راحتی و در مدت زمان 

کمتری می توان آنتی بادی اختصاصی را استحصال 

از اين رو غربالگری از کتابخانه های نمايش (. 18)کرد 

فاژی يک تکنيک قدرتمند است که در مطالعات نقشه 

ليگاندها می تواند منجر  برداری عليه اپی توپ فضايی و

به معرفی آنتی بادی هايی شود که مسبب ايجاد توانايی 

مسدود کردن سيستم سيگنال دهی پايين دستی و 

همچنين پاسخ ايمنی مستقيم در سلول های توموری 

  (.21-19)می باشند 

 در اين مطالعه يک دستورالعمل بهينه شده برای توليد

scFv ضد آنتی ژن  آنتی بادی های اختصاصی بر

که در طيف گسترده ای از سلول های  HER2 سطحی

سرطانی پستان، تخمدان، پروستات و معده بيش بيان 

هدف . می شود، به عنوان آنتی ژن هدف استفاده شد

نهايی اين مطالعه جداسازی، توليد و بررسی خصوصيات 

افينيتی و کنتيکی يک سری آنتی بادی های نوترکيب 

ه توانايی اتصال اختصاصی به آنتی به دست آمده بود ک

  .را داشتند HER2 ژن سطحی
 

  روش کار
تيتر (. 22)استفاده شد  در اين مطالعه از کتابخانه فاژی

و تنوع  1.7×1117فاژی اين کتابخانه در زمان استفاده 

برای ساخت . کلون بود 118فاژی کتابخانه در حدود 

 pHEN1 (4522 bp) کتابخانه فاژی از فاژميد

استفاده شد که ژن مقاوم به آمپی سيلين برای 

(. 1-شکل)غربالگری در آن جاگذاری شده بود 

آنتی  scFv جداسازی و استحصال، بيان و آزمون الايزا

بادی ها با استفاده از پروتکل های استاندارد با کمی 

آنتی  scFv جهت بيان(. 25-23)تغييرات انجام شد 

 شرشياکلی سويهبادی های گزينش شده در باکتری ا

TG1 از وکتور بيانی pSYN1  که در آزمايشگاه مرکز

ايالات متحده آمريکا  Fox Chase تحقيقات سرطان

 .مهندسی شده بود استفاده گرديد
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: تصوير شماتيك گزينش و غربالگری با استفاده از فن آوری نمايش فاژی (pHEN1 ،B تصوير شماتيك فاژميد( A -1شکل 

ون های اختصاصی با استفاده از خصوصيت افينيتی بين آنتی بادی و آنتی ژن، به آنتی ژن های مربوطه متصل شده و کلون به طور خلاصه کل

در نتيجه کلون های اختصاصی . های غير اختصاصی در طی مراحل شستشو تحت شرايط کنترل شده از چرخه تکثير و انتخاب حذف می شوند

انتقال داده می شوند، مجدداً تکثير شده و برای گزينش و غربالگری  (HB2152) يا TG1 اشرشياکلیدوباره خالص سازی شده و به باکتری 

( 2تصوير شماتيک کتابخانه فاژی، ( 1(. دو يا سه دور گزينش)آنتی بادی های اختصاصی استفاده می شوند  scFv در دورهای بعدی تا حصول

( 3آنتی بادی های اختصاصی روی قسمت ريشه ای فاژها متصل می شوند،  scFv به آنتی ژن های ايموبلايز شده بر روی سطوح پلاستيکی

فاژهای ( 4فاژهای متصل نشده و متصل شونده های غير اختصاصی طی شرايط کنترل شده از محيط واکنش شسته شده و حذف می شوند، 

آنتی بادی های  scFv به منظور محلول سازی( 5ی کنند، گزينش شده و خالص سازی شده دوباره به باکتری منتقل شده و باکتری را آلوده م

های  scFv+دور اول تکثير فاژ( 6آلوده می شوند،  (helper phage) بيان شده در باکتری، سلول های باکتری حاوی فازميد با فاژ کمکی

آنتی بادی به دست  scFv تک کلون های (7دو يا سه دور ادامه می يابد،  (Panning) عموماً مرحله گزينش. گزينش شده به پايان می رسد

شناسايی و جداسازی منوکلونال ( 8خانه کشت داده می شوند،  96آمده برای شروع غربالگری و انتخاب منوکلونال آنتی بادی در پليت های 

 28 ~)بادی های به دست آمده آنتی  scFv (9آنتی بادی های متصل شونده به آنتی ژن مورد نظر با استفاده از آزمون الايزا صورت می گيرد، 

KDa) می توانند برای انجام مهندسی آنتی بادی و توليد شکل های مختلف آنتی بادی مورد استفاده قرار گيرند.  

 

 scFv و گزينش HER2 کوت نمودن آنتی ژن

 آنتی بادی

 به منظور ايمونوبلات نمودن قسمت خارج سلولی آنتی ژن

HER2  در ايمونوتيوب (Nunc, Denmark, Cat# 

ميکروگرم از قسمت خارج سلولی  111ابتدا  ،(770319

-Carbonateميلی ليتر بافر 2در  HER2 پروتئين

Biocarbonate (Thermo, Prod#28382) باpH 

سپس محلول حاصل به ايمونوتيوب منتقل . حل شد 8.5

ساعت انکوبه  16درجه سانتی گراد به مدت  4و در دمای 

درصد،  4با شير بدون چربی  پس از بلاک نمودن. شد

 4که در شير بدون چربی  Nissim کتابخانه فاژی

کلون آماده سازی شده  cfu 1111 درصد با تيتر نهايی

بود، به ايمونوتيوب اضافه شد و دور اول تا سوم انتخاب 

فاژها مطابق پروتکل ارائه شده توسط  scFv و گزينش

طور  به(. 25)صورت گرفت ( 1997)کريبر و همکاران 

ميلی ليتر از  51در  TG1 خلاصه يک پرگنه از باکتری

گرم عصاره  11گرم تريپتون،  2xYT (16 محيط مايع

داخل ( گرم سديم کلرايد در يک ليتر 5مخمر و 

 OD600 انکوباتور شيکردار قرار گرفت؛ به گونه ای که

بر دور  251درجه سانتی گراد با سرعت  37در دمای 

سپس باکتری های . شود 4/1-6/1حدود  در دقيقه

ميکروليتر از فاژهای شستشو  751کشت داده شده با 

دقيقه انکوبه  31شده از مرحله اول آلوده شد و پس از 

ميکروليتر بر  211درجه به ميزان  37شدن در دمای 

. سانتی متری آمپی سيلينه کشت شد 15روی پليت ها 

از باکتری های کشت شده که حاوی فاژميدها بودند، 

درصد تهيه و تا زمان استفاده  11يال های گليسروله و

  .ذخيره شدند -81داخل فريز 

ميکروليتر از باکتری های حاوی فاژميدها که  261

 2xYTميلی ليتر از محلول 25گليسروله شده بودند، به 

درصد گلوکز  2ميکروگرم آمپی سيلين و  111حاوی 

؛ به اضافه شد و داخل انکوباتور شيکردار قرار گرفت

سانتی گراد با  درجه 37در دمای  OD600 طوری که

. شود 1.4-1.6دور بر دقيقه در حدود  251چرخش 

ميلی ليتر از محيط کشت مايع مذکور برای بازيابی  11

درصد  1.1حاوی  xYT2 ميلی ليتر از 41فاژها با 

cfu 10،ميکروگرم آمپی سيلين 25گلوکز، 
11

فاژ  1×

 5و  VCSM13 (NEB, Cat#N0315S) کمکی

IPTG ميکروليتر
1
 (sigma, Cat# 16758)  مخلوط

درجه  31ساعت در دمای  16سپس به مدت . شد

 251سانتی گراد داخل انکوباتور شيکردار با چرخش 

دور بر دقيقه انکوبه و سلول های باکتريايی با سرعت 

به مايع . ساعت سانتريفيوژ شدند 1دور به مدت  4111

 21پلی اتيلن گلايکول رويی به نسبت يک به پنج، 

فاژهای حاصله نيز در  scFv .درصد سرد اضافه شد

 31به مدت  4111درجه سانتی گراد با دور  4دمای 

مجدداً فاژهای رسوب داده . دقيقه سانتريفيوژ شدند

سرد به صوت سوسپانسيون  PBS ميلی ليتر 1شده در 

دقيقه  11دور به مدت  13111درآمد و با سرعت 

                                                 
1 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
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د تا باقی مانده بقايای باکتريايی رسوب سانتريفيوژ ش

فاژ آنتی بادی حاصله که در محلول رويی . داده شود

بود، بلافاصله برای دور بعدی گزينش استفاده و يا به 

درصد تا زمان استفاده  11صورت ويال های گليسروله 

در تمامی مراحل پس از هر . ذخيره شد -81در فريزر 

ی به دست آمده محاسبه دور گزينش تيتر و تنوع فاژها

  .شد

غربالگری و گزينش کلون های مثبت با روش 

 مونوفاژالايزا

مونوفاژالايزا مطابق با روش ارائه شده توسط يوان و 

 111به طور خلاصه (. 26)انجام شد ( 2116)همکاران 

در  HER2 ميکروگرم از قسمت خارج سلولی آنتی ژن

 با Carbonate-Biocarbonate ميلی ليتر بافر 11

pH 8.5  96حل و محلول حاصل در الايزا ايمونوپليت 

درجه سانتی گراد  4کوت شد و در دمای  Nunc خانه

سپس پليت کوت شده . ساعت انکوبه شد 16به مدت 

ميکروليتر از  51. درصد بلوکه شد 4با شير بدون چربی 

مايع رويی محيط کشت حاوی تک کلون فاژهای 

 51چاهک که حاوی حاصل از مرحله گزينش به هر 

پس . درصد بود اضافه شد 4ميکروليتر شير بدون چربی 

ساعت انکوبه شدن در دمای محيط و سه بار  2از 

PBST شستشوی چاهک ها به ترتيب با
1
PBS و 

2، 

 α-M13 pVIII-HRP (GE آنتی بادی ثانويه

Healthcare, Cat# 27-9421-01)  به  1به نسبت

در دمای محيط  ساعت 2اضافه شد و به مدت  5111

ساعت انکوبه شدن در دمای  2پس از . انکوبه شد

به  PBS و PBST محيط، شستشوی چاهک ها با

سپس سوبسترای . دفعه صورت گرفت 3ترتيب به تعداد 

به  (Sure Blue Reserve, Lot# 110291) الايزا

ميکروليتر به هر چاهک اضافه شد و پس از  111ميزان 

 111ميکروليتر از محلول  111دقيقه مجدداً  31تا  5

برای متوقف کردن واکنش به هر  HCL ميلی مولار

در پايان ميزان جذب نوری در طول . چاهک اضافه شد

نانومتر با استفاده از روش طيف سنجی الايزا  451موج 

طول موج خوانده شده نسبت به ميانگين . صورت گرفت

                                                 
1 Phosphate Buffered Saline with Tween 20 
2
 Phosphate buffered saline 

کنترل منفی تصحيح شد و با ميانگين جذب کنترل 

  .نيز مقايسه شد مثبت

 PCR بررسی تنوع کلون های مثبت با روش

fingerprinting 
آنتی بادی موجود در کلون های مثبت با  scFv قطعه

بر اساس (PCR) استفاده از واکنش زنجيره ای پليمراز

ای پليمراز با  واکنش زنجيره. روش استاندارد تکثير شد

 pelB (5'-CAG GAA استفاده از جفت آغازگر

ACA GCA TGA C-3') و pVIII (5'-GAA 

TTT TCT GTA TGA GG-3')  توسط دستگاه

 ,ABI 9700, Applied Biosystems) ترموسايکلر

USA) اجزای واکنش. انجام شد PCR  در حجم نهايی

: ميکروليتر و غلظت نهايی مواد به صورت زير بود 25

(8.8 pH )mM Tris-HCl 111 ،U 1 آنزيم Deep 

VentR
TM  پليمراز(NEB , UK) ،1/1  ميلی گرم بر

، BSA (Bovine serum albumin)ميلی ليتر 

mM 2/1  از هر(Invitrogen, NY, USA) 

dNTP ،mM 5/1  ازMgCl2  نانوگرم از فاژميد  11و

سيکل  35هدف که با استفاده از برنامه دمايی زير و در 

 94دقيقه،  4 گراد به مدت درجه سانتی 95: تکثير شدند

درجه  42ثانيه،  31گراد به مدت  یدرجه سانت

گراد به  درجه سانتی 72ثانيه،  31گراد به مدت  سانتی

 5گراد به مدت  درجه سانتی 72ثانيه و  45مدت 

درصد  1برروی ژل آگارز  PCRمحصولات . دقيقه

 PCRبه منظور انجام آزمون .الکتروفورز شد

fingerprinting عمل هضم آنزيمی (RFLP)
3
برای  

  BstNI وردن الگوی هضمی مناسب با آنزيمبه دست آ

درجه سانتی گراد انجام  61ساعت در دمای  3به مدت 

 scFv به منظور بررسی ميزان تنوع در کلون های. شد

مثبت به دست آمده و تکثير شده الگوی باندهای 

درصد، مورد  3حاصل از هضم آنزيمی روی ژل آگارز 

 .بررسی قرار گرفت

 توالی يابی کلون های خالص سازی فاژميدی و

scFv مثبت  

 خالص سازی و استحصال فاژميدهای حاوی قطعات

scFv با استفاده از کيت QIAprep Spin 

                                                 
3
 Restriction fragments length polymorphism 
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Miniprep (Qiagen, Germany)  طبق

دستوالعمل شرکت سازنده با کمی تغييرات صورت 

  .گرفت

ميکروليتر از محصولات خالص سازی و به  5مقدار 

ر يک از آغازگرهای رفت و ميکروليتر از ه 51همراه 

پيکامول به منظور  11برگشت مورد استفاده با غلظت 

ايالات متحده  Genewiz تعيين توالی به شرکت

 ABI 3130ها با استفاده از دستگاه نمونه. ارسال شد

سپس با . يابی شد به روش اتوماتيک سانگر توالی

و ابزار  5.1نسخه  Sequencher استفاده از نرم افزار

1در پايگاه blastn و رويه BLAST تمندقدر
NCBI 

2 و همچنين پايگاه داده
Kabat  ميزان همولوژی

های به دست  نوکلئوتيدی و همرديفی پروتئينی توالی

 (28، 27)آمده سنجيده شد 

 آنتی بادی در سامانه بيانی باکتری scFv بيان

های مثبت انتخاب شده، هضم  scFv به منظور بيان

 NcoIو NotI استفاده از آنزيم های آنزيمی دوگانه با

 از فاژميد scFv با هدف ساب کلون کردن قطعه

pHEN1 به وکتور بيانی pSYN1 صورت گرفت .

 QIAquick محصولات هضم شده با استفاده از کيت

Gel Extraction (Qiagen, Germany)  از روی

خالص سازی  scFv قطعه. ژل آگارز خالص سازی شد

 ™Quick Ligation کيتشده با استفاده از 

(NEB, UK)  مطابق دستورالعمل شرکت سازنده

و در پايين  His-tag داخل وکتور بيانی در بالادست

. قرار گرفتند pelB leader و T7 دست پروموتر

سپس پلاسميدهای بيانی حاصل شده به روش 

 شيميايی به صورت مجزا به باکتری اشرشياکلی سويه

TG1 ص سازی و جداسازیخال. انتقال داده شدند 

scFv   های بيان شده در فضای پری پلاسميک با

 استفاده از ستون های کروماتوگرافی تمايلی بر عليه

His-tag غظت. صورت پذيرفت scFv  آنتی بادی

 3تخليص شده با استفاده از روش طيف سنجی برآدفورد

 (Bio-rad, USA) با استفاده از محلول برآدفورد

  (.29)محاسبه شد 

                                                 
1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST 
2 http://www.bioinf.org.uk/abs/seqtest.html  
3 Bradford protein assay 

ها با آزمون  scFv رزيابی و بررسی خصوصياتا

 و وسترن بلات SDS-PAGE های

های بيان  scFvبرای بررسی خلوص و اندازه قطعات 

شده، محصولات شستشو شده ستون کروماتوگرافی بر 

 .درصد الکتروفورز شدند SDS-PAGE 12روی ژل 

های جدا scFv سپس برای بررسی اختصاصيت اتصال

آزمون ساندويچ وسترن بلات  HER2 شده با پروتئين

آزمون وسترن بلات بر اساس . کلاسيک طراحی شد

( 2001)روش ارائه شده توسط سام بروک و همکاران 

 HER2 به طور خلاصه، ابتدا پروتئين(. 24)انجام شد 

. درصد الکتروفورز شد SDS-PAGE 12 بر روی ژل

 سپس قطعه پروتئينی حاصله به غشای کاغذی

PVDF ه از سيستم وسترن بلات نيمه با استفاد

دقيقه منتقل  41ولت به مدت  22خشک با ولتاژ ثابت 

با شير  PVDF پس از بلوکه نمودن غشای کاغذی. شد

 scFv)  درصد، آنتی بادی اوليه 4خشک بدون چربی 

به  1111به  1به نسبت ( های اختصاصی تخليص شده

 بعد از شستشوی غشای کاغذی. محيط اضافه شد

PVDF  محلولبا PBST 1.1  درصد، آنتی بادی

 کونژوگه شده به (Rabbit 6X His tag) ثانويه

HRP
اضافه شد به محيط  11111به  1به نسبت  4

(Abcam, USA, Cat# ab1187.)  بعد از

 با محلول PVDF شستشوی دوباره غشای کاغذی

PBST 1.1 درصد، سوبسترای ECL
5
طبق  

 PVDF دستورالعمل شرکت سازنده به غشای کاغذی

سپس  .(Thermo scientific, USA) اضافه شد

در مقابل صفحات فيلم نگاتيو  PVDF غشای کاغذی

به صورت  X عکاسی قرار گرفت و در اثر تابش اشعه

ظهور فيلم نگاتيو عکاسی با . مرئی ظاهر و مستند شد

-Kodak X استفاده از دستگاه تمام اتوماتيک

OMAT 2000A صورت گرفت.  

ها با scFv رسی خصوصيات کنتيکیارزيابی و بر

 استفاده از بيوسنسور

آنتی بادی های  scFv برای بررسی خصوصيات کنتيکی

ها با  scFv استحصالی و ارزيابی افينيتی يا ميل اتصال

                                                 
4
 Horseradish peroxidase 

5
 HRP-Enhanced Chemiluminescence 
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آزمون  ،HER2پروتئين  قسمت خارج سلولی

 Red 96 Octet بيوسنسوری با استفاده از دستگاه

(ForteBio, USA) ن منظور از بدي. انجام گرفت

برای اتصال قسمت  1بيوسنسورهای آمينی نسل دوم

. به سنسور استفاده شد HER2 خارج سلولی آنتی ژن

فعال شد و  miliQ لذا ابتدا بيوسنسور با آب خالص

سپس گروه های آمينی بيوسنسور با استفاده از مخلوط 

EDC ميلی مولار 21تازه 
2
 -Sulfo ميلی مولار 5و  

NHS ميلی /ميکروگرم 21سپس . آماده سازی شد

قسمت خارج سلولی پروتئين )ليتر از آنتی ژن 

HER2)  که داخل بافر سديم استاتpH 5  بود به

گروه های آمين آزاد با استفاده از . بيوسنسور متصل شد

. بلوکه شدند pH 8.5محلول يک مولار اتانول آمين 

آنتی بادی های استحصالی به صورت  scFv سپس

ری رقت از سری رقت صفر نانومولار مجزا در هشت س

متصل شدند و  HER2 نانومولار به آنتی ژن 2111تا 

(Kon) خصوصيات کنتيکی اتصال
3
 و رهاسازی 

(Koff)
. بررسی شد HER2 آنتی بادی ها از آنتی ژن 4

بررسی تجزيه و تحليل داده های خام حاصله با استفاده 

تفاده از لانگموير به صورت گلوبالی و با اس 1:1از مدل 

 شرکت 7نسخه  DataAnalysis نرم افزار

ForteBio صورت گرفت. 

ها با استفاده  scFv ارزيابی و بررسی خصوصيات

 از فلوسايتومتری

آنتی  scFv به منظور بررسی اختصاصيت ميل اتصال

 بادی های استحصالی با قسمت خارج سلولی پروتئين

HER2،  آزمون فلوسايتومتری با استفاده از لاين

 و لاين سلولی (Sk-Br3) مثبتHER2 سلولی

HER2 منفی (MDA-MB-468) پی ريزی شد .

تريپسينه  T-175 سلول ها پس از رشد در فلاسک

 5شدند و با تراکم يک ميليون بر ميلی ليتر به مدت 

سپس سلول . سانتريفيوژ شدند g 511 دقيقه با سرعت

FACS ميلی ليتر بافر 2ها در 
5
 (1% bovine 

serum albumin in PBS, 0.02% NaN3) 

                                                 
1 Amine Reactive 2G biosensor 
2 N-(3-Dimethylaminopropyl)-N′-ethylcarbodiimide 
3 Association rate constant 
4 Dissociation rate constant 
5 Fluorescence Activated Cell Sorter 

 g 511 دقيقه با سرعت 5سوسپانسيون شده و به مدت 

ميکروليتر از  111سلول ها در . سانتريفيوژ شدند

 ميکروليتر از/ نانوگرم 61که حاوی  FACS محلول

scFv  آنتی بادی های استحصالی بود به صورت مجزا

دقيقه  45به حالت سوسپانسيون درآمدند و به مدت 

 5سپس به مدت . خ در اتاق تاريک انکوبه شدندروی ي

 111سانتريفيوژ شدند و با  g 511 دقيقه با سرعت

که حاوی آنتی بادی  FACS ميکروليتر از محلول

 (FITC conjugated goat anti his-tag) ثانويه

دقيقه  45بود به حالت سوسپانسيون درآمد و به مدت 

 روند اتصال بررسی. روی يخ در اتاق تاريک انکوبه شد

scFv  آنتی بادی های استحصالی به لاين های مثبت و

 Becton) منفی با استفاده از دستگاه فلوسايتومتری

Dickinson, USA)  انجام شد و داده های خام

 8.7.3نسخه  FlowJo حاصله با استفاده از نرم افزار

  .تجزيه و تحليل شد
 

 يافته ها

 scFv گزينش آنتی بادی

فاژهای متصل شونده به قسمت  scFv روند گزينش

دفعه تکرار  3به تعداد  HER2 خارج سلولی پروتئين

. در طول هر دوره تيتر و تنوع فاژی محاسبه شد. شد

روند تغييرات تيتر فاژی را در طی سه مرحله  2شکل 

همانطور که مشاهده می شود . گزينش نشان می دهد

اژی در ابتدای مرحله دوم گزينش، کاهشی در تنوع ف

مشاهده شد که اين کاهش با توجه به اختصاصيت آنتی 

. ژن برای گزينش فاژ امری طبيعی محسوب می شود

همچنين روند افزايشی مشاهده شده در دور سوم، 

نشانه ای مطلوب برای اثبات تکثير و افزايش تعداد 

کلون های اختصاصی مثبت متصل شونده به آنتی ژن 

 .محسوب می شود
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 .HER2 دار تنوع فاژی به دست آمده در طی سه مرحله گزينش بر ضد آنتی ژننمو -2شکل

اعداد ستون سمت چپ تنوع . نمودار حاضر غنی سازی و تکثير اختصاصی کتابخانه فاژی پس از سه مرحله گزينش را به نمايش می گذارد

 .را نمايش می دهد Biopanning فاژی حاصل از مراحل

 

و بررسی کلون های مثبت غربالگری مونوفاژالايزا 

 PCR fingerprinting با روش

برای ارزيابی کلون های استحصال شده و شناسايی و 

مثبت آزمون منوفاژالايزا  scFv انتخاب کلون های

تک کلونی  465در پايان دور سوم گزينش . طراحی شد

برای آزمون منوفاژالايزا انتخاب و عليه قسمت خارج 

ر پليت الايزا کوت شده که د HER2 سلولی آنتی ژن

نتايج خوانش جذب نوری به دست . بود استفاده شد

نانومتر نسبت به ميانگين  451آمده در طول موج 

 21جذب نوری مثبت و منفی سنجيده شد و تعداد 

تک . چاهک به دست آمد 465کلون مثبت از خوانش 

کلون های مثبت به دست آمده برای بررسی منحصر به 

و همچنين  scFv حضور قطعات فرد بودن، بررسی

 PCR تنوع موجود در اين کلون ها با استفاده از روش

شکل )بر اساس روش استاندارد به خوبی تکثير شدند 

به  scFv بررسی منحصر به فرد بودن کلون های(. 3

 PCR دست آمده با استفاده از آزمون

fingerprinting  و با بکارگيری روش هضم آنزيمی

صورت  BstNI ر حضور آنزيمد (RFLP) قطعات

نتايج اين آزمون نشان دادند که کلون های . پذيرفت

استحصالی بر اساس الگوی هضمی به  scFv مثبت

گروه منحصر به فرد قرار  3دست آمده به طور کلی در 

، 14در اين سه گروه به ترتيب تعداد (. 4شکل )گرفتند 

 کلون الگوی هضمی يکسانی از خود نشان دادند 4و  3

کلون منحصر به فرد برای خالص سازی  3که در نهايت 

 .و توالی يابی انتخاب و ارسال شد
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نشانگر وزنی مورد استفاده برای تعيين : 1شماره  .pVIII و pelB با استفاده از جفت آغازگر PCR الکتروفورز محصولات -3شکل 

Kb 1اندازه باندهای نشانگر وزنی . PCRاندازه محصولات 
-11111-11111-12111)به قرار زير می باشد  bpبالا به پايين برحسب از  +

 ~ 971 قطعه: 2شماره (. 9111-8111-7111-6111-5111-4111-3111-2111-1651-1111-851-651-511-411-311-211-111

 قطعه: 5و شماره  scFv#3از  جفت بازی ~ 971 قطعه: 4، شماره  scFv#2از  جفت بازی ~ 971 قطعه: 3، شماره  scFv#1از  جفت بازی

 .scFv#4از  جفت بازی ~ 971

 
 

 BstNI. با استفاده از آنزيم RFLP با استفاده از روش هضم آنزيمی fingerprinting PCR الکتروفورز محصولات -4شکل 

خانه فاژی بر ضد آنتی ژن های مثبت استحصالی با استفاده از کتاب scFvنتايج اين آزمون حضور سه الگوی هضمی منحصر به فرد از مجموع 

HER2 در مجموع سه الگوی هضمی  7و 6، شماره 5، شماره 4و  3شماره های : همانگونه که مشاهده می شود به ترتيب. را اثبات نمود

از  +Kb 1وزنی  اندازه باندهای نشانگر. PCRنشانگر وزنی مورد استفاده برای تعيين اندازه محصولات : 1شماره . منحصر به فرد ارائه نموده اند

-1651-2111-3111-4111-5111-6111-7111-8111-9111-11111-11111-12111)به قرار زير می باشد  bpبالا به پايين برحسب 

هضم شده  PCRمحصول : 3، شماره  scFv#1هضم نشده  PCRمحصول : 2شماره (. 1111-851-651-511-411-311-211-111

scFv#1 محصول : 4، شمارهPCR  هضم شدهscFv#12 محصول : 5، شمارهPCR  هضم شدهscFv#2 محصول : 6، شمارهPCR  هضم

 .scFv#21هضم شده  PCRمحصول : 4و شماره  scFv#3شده 
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 خالص سازی فاژميدی و توالی يابی کلون های

scFv مثبت  

نتايج طيف سنجی با نانو دراپ نشان داد که 

پلاسميدهای استخراج و خالص شده از کيفيت مناسبی 

برای توالی يابی و ساب کلونينگ در وکتور بيانی 

نتايج توالی يابی و بررسی همرديفی . برخوردار بودند

آنتی بادی های مثبت که  scFv توالی اسيد آمينه ای

 PCR بر اساس تفاوت الگوی هضمی با روش

fingerprinting  برای توالی يابی فرستاده شده بودند

يکسانی  H3 ارای لوپها، د scFv تا از 2نشان داد که 

مثبت باقی مانده نيز  scFv همچنين در تک. هستند

در  ،H3 علاوه بر تفاوت رديفی اسيد آمينه ای در لوپ

نيز تغييرات اسيد آمينه ای  L3 و H1، L1 لوپ های

نتايج همرديفی نوکلئيدی و اسيد آمينه )مشاهده شد 

 (.ای نشان داده نشده است

 انه بيانی باکتریآنتی بادی در سام scFv بيان

 برای بررسی و تجزيه تحليل ميزان بيان و خصوصيات

scFV  کلون که  3آنتی بادی های انتخاب شده، تعداد

 مثبت شناخته شده ، HER2برای اتصال با آنتی ژن

. بيان شدند TG1 بودند در باکتری اشرشياکلی سويه

 IPTG  ساعت القاء با 5عصاره پری پلاسميک بعد از 

 scFvهمچنين غلظت . خالص سازی شد استخراج و

آنتی بادی های خالص شده با ستون کروماتوگرافی 

با استفاده از روش طيف  His-tagتمايلی بر ضد 

ليتر به ترتيب / گرم 2.9و  2.1، 2.4سنجی برادفورد 

 . برآورد گرديد scFv#3و  scFv#1 ،scFv#2برای 

ها با آزمون  scFv ارزيابی و بررسی خصوصيات

 و وسترن بلات SDCS-PAGE های

حاصل از تخليص با ستون scFv محصولات

برای بررسی اندازه  His-tag کروماتوگرافی تمايلی ضد

الکتروفورز  SDS-Page و وزن مولکولی بر روی ژل

شدند و با استفاده از تکنيک رنگ آميزی کوماسی 

نتايج (. 5شکل )های پروتئينی مرئی شدند  بلوباند

داد که محصولات تخليص شده تميز و الکتروفورز نشان 

عاری از هرگونه ناخالصی پروتئينی و برش های آنزيمی 

نامطلوب غير منتظره بودند که دليل آن، استفاده از 

 مهار کننده های پروتئازی در زمان استخراج پروتئين

scFv همچنين اين نتايج اثبات نمودند . از باکتری بود

های خالص سازی شده در محدوده وزنی  scFvکه 

  .بر روی ژل حرکت می نمايند( KDa 28~)مورد نظر 

همچنين نتايج آزمون ساندويچ وسترن بلات کلاسيک 

آنتی بادی های  scFv به منظور بررسی اتصال

 نشان داد که همه HER2 استحصالی با آنتی ژن

scFv آنتی بادی ها به آنتی ژن HER2  به خوبی

و پس از اضافه شدن آنتی بادی ثانويه به  متصل شده

هر يک از واکنش دهنده ها، بر روی فيلم نگاتيو عکاسی 

تک باندی نوک تيز و عاری از  X تحت تأثير اشعه

هرگونه ناخالصی و باندهای غير اختصاصی از خود به 

 اين نتايج همچنين اثبات می کند که. جای گذاردند

scFv تمايل زيادی به آنتی بادی های به دست آمده ،

به صورت اختصاصی دارند  HER2 اتصال با آنتی ژن

همچنين به منظور بررسی اختصاصيت (. 6شکل )

آنتی بادی های استحصالی آزمون  scFv اتصال

 ساندويچ وسترن بلات کلاسيک با استفاده از آنتی ژن

HER1 نتايج اين آزمون نيز نشان داد که . انجام شد

بادی های به دست آمده با آنتی  scFv هيچ يک از

واکنش نداده و به طور غير اختصاصی  HER1 آنتی ژن

به منظور ارائه کنترل . و تصادفی به آن متصل نمی شوند

که ريشه  4D5آنتی بادی  scFv مثبت در اين آزمون از

باشد  می 2(هرسپتين) 1پدری آنتی بادی تراستوزوماب

  .استفاده شد  HER2 جهت اتصال به آنتی ژن

                                                 
1
 Trastuzumab 

2
 Herceptin 
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 .آنتی بادی های خالص شده با ستون کروماتوگرافی scFv از SDS-PAGE الکتروفورز -5شکل 

اندازه باندهای نشانگر پروتئينی از بالا به پايين برحسب کيلو . نشانگر پروتئينی مورد استفاده برای تعيين وزن محصولات بيان شده: 1شماره 

: 3، شماره scFv#1محصول بيان و خالص شده : 2شماره (. 11-15-25-35-51-75-111-131-251)به قرار زير می باشد ( KDa)دالتون 

 .scFv#3محصول بيان و خالص شده : 4، شماره scFv#2محصول بيان و خالص شده 

 
آنتی بادی های خالص شده با ستون کروماتوگرافی در  scFv نتايج آزمون ساندويچ وسترن بلات کلاسيك با استفاده از -6شکل 

 HER2. ضور آنتی ژنح

که ريشه پدری  scFv 4D5آزمون )کنترل مثبت : 2، شماره (HER1آنتی بادی در حضور آنتی ژن  scFv#1)کنترل منفی : 1شماره 

در  scFv#1ساندويچ وسترن بلات با استفاده از محصول بيان و خالص شده : 3، شماره (HER2تراستوزوماب می باشد در حضور آنتی ژن 

، HER2در حضور آنتی ژن  scFv#2ساندويچ وسترن بلات با استفاده از محصول بيان و خالص شده : 4، شماره HER2ن حضور آنتی ژ

 .HER2در حضور آنتی ژن  scFv#3ساندويچ وسترن بلات با استفاده از محصول بيان و خالص شده : 5شماره 
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ها با  scFv ارزيابی و بررسی خصوصيات کنتيکی

 سوراستفاده از بيوسن

 و رهاسازی (Kon) نتايج تجزيه تحليل نرخ ميل اتصال

(Koff) scFv  آنتی بادی های به دست آمده نسبت

با استفاده از بيوسنسور آمينی  HER2 به آنتی ژن

از  Octet نسل دوم و نرم افزار مرتبط به دستگاه

بررسی شد و ثابت ميل اتصال  ForteBio شرکت

(KD) جدول )ج محاسبه شد نيز با استفاده از اين نتاي

 scFvاين نتايج نشان دادند که دامنه ميل اتصال (. 1

آنتی بادی های بدست آمده در محدوده مايکرو مولار 

های  scFvتا نانو مولار برای  2شماره  scFvبرای 

 . بود 3و  1شماره 
 

 .HER2 حصالی با آنتی ژنآنتی بادی های است scFv بررسی و اندازه گيری خصوصيت کنتيکی و ميل اتصال -1جدول 
 

 خصوصيت کنتيکی اتصال شماره نام و

[Kon (1/Ms)] 
 خصوصيت کنتيکی رها سازی

[Koff (1/s)] 
 ثابت ميل اتصال

[KD (M)] 


2
 

1scFv# 14+E 39/3 13-E 78/6 17-E 11/2 111451/1 

2scFv# 14+E 32/5 12-E 23/6 16-E 18/1 111398/1 

3scFv# 15+E 3/2 12-E 2/2 19-E 11/96 111939/1 

 

ها با استفاده  scFv ارزيابی و بررسی خصوصيات

 از فلوسايتومتری

 برای اثبات اتصال و همچنين بررسی اختصاصيت اتصال

scFv  های استحصالی به اپی توپ های قسمت خارج

در حالت طبيعی و بر روی  HER2 سلولی آنتی ژن

ين سطح سلول، آزمون فلوسايتومتری با استفاده از لا

 و منفی (Sk-Br3) مثبت HER2 های سلولی

(MDA-MB-468) در اين آزمون از. طراحی شد 

scFv  4آنتی بادیD5  که ريشه پدری آنتی بادی

. تراستوزوماب است به عنوان کنترل مثبت استفاده شد

با در نظر گرفتن اين نکته که ممکن است اپی توپ 

ل های آنتی ژن ها در حالت طبيعی بر روی سطح سلو

ها خارج  scFv طوری قرار بگيرند که از دسترس

آنتی  scFv شوند، اما نتايج اين آزمون نشان داد که

بادی های به دست آمده از فن آوری نمايش فاژی 

متصل  HER2 همگی به صورت اختصاصی به آنتی ژن

شده و سيگنال های قوی پس از اتصال از خود ساطع 

 scFvل برای کردند؛ به طوری که درصد ميل به اتصا

مثبت به  HER2با لاين سلولی  3و  2، 1ها شماره 

بخش  7شکل )درصد بود  73و  27، 67ترتيب برابر 

A .) همچنين به منظور بررسی اختصاصيت اتصال

scFv  های بدست آمده با آنتی ژن های سطح سلول از

منفی نيز در اين آزمون استفاده  HER2لاين سلولی 

لوسايتومتری نشان دادند که گرديد که نتايج آزمون ف

های بدست آمده با لاين سلولی  scFvهيچکدام از 

HER2  منفی واکنش نشان نداده و به سطح آن به

بخش  7شکل )صورت غير اختصاصی متصل نمی گردند 

B .) در تحقيقی بيان شد که استفاده از  2115در سال

فن آوری فلوسايتومتری روشی قدرتمند و با دقت بسيار 

برای بررسی ميل اتصال آنتی بادی ها به آنتی ژن ها  بالا

 (.35)می باشد 
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آنتی بادی های خالص شده با ستون کروماتوگرافی در حضور لاين  scFv نتايج آزمون فلوسايتومتری با استفاده از -7شکل 

 :مثبت HER2سلولی آزمون فلوسايتومتری در حضور لاين  A) (MDA-MB468 ).و منفی  (Sk-Br3) مثبت HER2 سلولی

( ، خط سبز2آنتی بادی شماره  scFv( ، خط آبی1آنتی بادی شماره  scFv( ، خط قرمزSk-Br3کنترل منفی سلول ( پس زمينه صورتی

scFv  3آنتی بادی شماره .(B  آزمون فلوسايتومتری در حضور لاين سلولیHER2 زمينه صورتی :منفی ) کنترل منفی سلول

MDA-MB-468خط قرمز ، )scFv  خط آبی1آنتی بادی شماره ، )scFv  خط نارنجی2آنتی بادی شماره ، )scFv  3آنتی بادی شماره .

به  4D5آنتی بادی  scFvهمچنين آنتی بادی ثانويه استفاده شده در اين آزمون هيچگونه اتصالی با هر دو لاين سلولی از خود نشان نداد و 

 (. اده ها نمايش داده نشده استد)مثبت متصل شد  HER2درستی به لاين سلولی 
 

 بحث

يکی از راهکارهای مقابله با آثار مخرب بسياری از 

سرطان ها، استفاده از آنتی بادی های منوکلونال می 

سال گذشته تشخيص و  15باشد؛ به طوری که در طی 

درمان سرطان های پستان، پروستات، معده و تخمدان 

توجه قرار  بسيار مورد HER2 با هدف گيری آنتی ژن

در مطالعه حاضر با استفاده از (. 1)گرفته است 

آنتی بادی  scFv تکنولوژی نمايش فاژی سه کلون

 HER2 منوکلونال جديد، عليه آنتی ژن سطحی

کلون از  2همچنين مشخص شد که . جداسازی شد

آنتی بادی های به دست آمده از  scFv تعداد سه

برای اتصال تکنولوژی نمايش فاژی اختصاصيت مناسبی 

در مرحله گزينش . داشتند HER2 با آنتی ژن سطحی

فاژها، روند افزايشی مشاهده شده در دور سوم بيانگر 

اين مطلب است که گزينش با استفاده از فاژ برای به 

های اختصاصی با موفقيت صورت  scFv دست آوردن

های گلچين شده  scFv گرفته است؛ به طوری که

خوبی در دور سوم تکثير شده  اختصاصی از دور دوم به

تکنولوژی نمايش . و تعداد آنها افزايش پيدا کرده است

فاژی يکی از تکنيک های مهم توسعه يافته برای 

جداسازی و توليد آنتی بادی های منوکلونال می باشد 

که به طور چشمگيری برای پاسخگويی به نيازهای 

ی جوامع انسانی فراگير شده است، به طوری که تعداد

از آنتی بادی های توليد شده با اين تکنولوژی موفق به 

 (FDA) دريافت مجوز از سازمان غذا و داروی آمريکا

شده و يا در مراحل مختلف آزمون های بالينی انسانی 

از طرفی تهيه و توليد آنتی (. 37، 36، 21)می باشند 

بادی های منوکلونال با استفاده از سيستم هيبريدوما در 

با فن آوری نمايش فاژی زمان بر، مشکل و پر مقايسه 

لذا اين مسئله باعث شده که شرکت . هزينه می باشد

های دارويی به سمت فن آوری های مقرون به صرفه 

متمايل شوند، زيرا با استفاده از اين روش به طور 

مستقيم می توان آنتی بادی های انسانی را انتخاب 
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ل شده با همچنين آنتی بادی های استحصا. کرد

استفاده از تکنولوژی نمايش فاژی از کتابخانه های 

انسانی در مقايسه با آنتی بادی های حاصل از سيستم 

هيبريدوما نياز به دستکاری های بعدی برای توليد انواع 

از طرفی (. 38، 21)انسانی شده يا کايمريک ندارند 

 باعث شده که M13 فاژ pIII استفاده از پروتئين

scFv بادی ها در قسمت ريشه ای فاژ نمايش  آنتی

داده شوند و با استفاده از خصوصيت تمايل به اتصال يا 

اففينيتی آنتی بادی ها بيان شده در قسمت ريشه ای 

فاژ، به سادگی و هزينه کمتر می توان نسبت به انتخاب 

آنها با استفاده از تکنولوژی نمايش فاژی اقدام کرد 

(21.) 

استفاده شد  Nissim تابخانه فاژیدر اين مطالعه از ک

که پژوهشگران ديگری نيز از اين کتابخانه برای 

جداسازی آنتی بادی منوکلونال عليه آنتی ژن های 

پيش از اين (. 41-39)متفاوتی نيز استفاده کرده اند 

پژوهش نيز از تکنولوژی مشابه برای جداسازی آنتی 

، 42)استفاده شده است  HER2 بادی عليه آنتی ژن

همچنين در برخی مطالعات از روش های ديگری (. 43

مانند هيبريدوما برای جداسازی آنتی بادی عليه آنتی 

اما در تکنولوژی (. 44)استفاده شده است  HER2 ژن

نمايش فاژی، مزايا و معايبی نسبت به فن آوری 

هييريدما وجود دارد؛ به گونه ای که طول دوره توليد 

کمتر بوده و نياز به انسانی آنتی بادی و هزينه آن 

اما عموماً افينيتی يا ميل به اتصال . سازی نيز ندارد

. آنتی بادی های به دست از هيبريدوما بيشتر می باشد

 465در اين مطالعه غربالگری گسترده ای برای تعداد 

کلون به دست آمده انجام شد تا انتخاب آنتی بادی 

را داشتند  HER2 هايی که توانايی شناسايی آنتی ژن

 نتايج. با استفاده از آزمون الايزا صورت گرفت

fingerprinting  ،با استفاده از کلون های مثبت

اين امر . الگوی هضمی متفاوت را نشان داد 3تعداد 

بيانگر اين مسئله بود که احتمالاً کلون های تکثير شده 

دور گزينش با اختصاصيت و  3و انتخاب شده بعد از 

اين . انتخاب شده اند HER2 عليه آنتی ژنميل بالايی 

کلون  3نتيجه بسيار اميدوار کننده بود که تعداد 

تشابه در . کلون اوليه به دست آمد 465اختصاصی از 

مثبت به  scFv کلون 3دو تا از  H3 همرديفی لوپ

دست آمده را اينگونه می توان تفسير نمود که اين 

ه ای از آنتی به احتمال زياد، اپی توپ مشاب scFvدو

البته اثبات اين . را شناسايی می کنند HER2 ژن

نظريه نياز به بررسی بيشتر و مدل سازی برای بررسی 

 نحوه اتصال آنتی بادی به اپی توپ های آنتی ژن

HER2  دارد. 

آنتی بادی های کلون شده در وکتور  scFv ميزان بيان

اندمان بيانی که در سامانه باکتريای بهينه شده بود، از ر

مناسبی با توجه به اندازه پروتئين نوترکيب برخوردار 

دليل اين راندمان مناسب توليد پروتئين نوترکيب . بود

مناسب برای حمل سريع leader را می توان با انتخاب

پروتئين به فضای پری پلاسميک جهت جلوگيری از 

ها برای باکتری و  scFv ايجاد سميت داخل سلولی

و بهينه شده استخراج پروتئين  همچنين روش صحيح

زيرا . نوترکيب از فضای پری پلاسميک مرتبط دانست

جايگزينی يا لوکاليزه نمودن پروتئين های بيان شده در 

فضای پری پلاسميک، يکی از روش های متداول برای 

بيان پروتئين های نوترکيب محلول محسوب می شود و 

دن در اکسيده ش(. 48)دارای چندين مزيت می باشد 

اين فضا به پروتئين اجازه تشکيل باند دی سولفيدی 

. صحيح، تاخوردگی درست و پايداری بيشتر می دهد

همچنين استفاده از دستورالعمل شوک اسمزی می 

تواند ميزان استحصال پروتئين نوترکيب از باکتری را 

تحقيقات بی شماری نشان (. 49، 26)نيز افزايش دهد 

، مخمرها و سلول های داده اند که باکتری ها

پستانداران و حشرات ميزبان های رايج برای توليد آنتی 

همچنين آنتی (. 46، 45)بادی های نوترکيب هستند 

بادی های بيان شده روی سطح فاژ را می توان با انتقال 

ژن توليد کننده آنها به پلاسميدهای بيانی در سلول 

از (. 47)های باکتری به صورت محلول توليد کرد 

نيز تأييد  SDS-Page طرفی نيز نتايج الکتروفورز ژل

کردند که محصولات تخليص شده تميز و عاری از 

هرگونه ناخالصی پروتئينی و برش های آنزيمی 

لذا با توجه به نتايج اين آزمون اينگونه . نامطلوب بودند

آنتی بادی های  scFv می توان نتيجه گيری کرد که

سيستم باکتريايی بيان استحصال شده به خوبی در 
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شده، تاخوردگی صحيح داشته، پروتئازهای داخل 

سلولی آنها را برش نداده و به درستی خالص سازی 

 .شده اند

با توجه به طراحی نمونه های کنترل مثبت و منفی 

برای آزمون ساندويچ وسترن بلات، نتايج حاصل از 

ه انجام اين آزمون را اينگونه می توان تفسير کرد که ب

آنتی بادی های به دست آمده،  scFv احتمال زياد

با ساير آنتی ژن های سطح سلول  1واکنش متقاطعی

 البته برای اطمينان و اثبات عدم ميل به اتصال. ندارند

scFv  آنتی بادی های مثبت به ساير آنتی ژن ها، نياز

به طراحی کنترل منفی های بيشتر با استفاده از آنتی 

می  HER1 ه سطح سلولی به جزژن های شناخته شد

ارزيابی نتايج کنتيک و افينيتی بيوسنسوری . باشد

بيانگر اين موضوع است که دو تا از کلون های مثبت از 

 HER2  کيفيت مناسبی برای اتصال به آنتی ژن

برخوردار بوده و در صورت نياز نيز می توان با 

بکارگيری دانش بيوتکنولوژی و مهندسی پروتئين 

آنتی بادی های را نيز در راستای اهداف مورد کيفيت 

امروزه بيوسنسورها، ابزار های تجزيه . نظر بهبود بخشيد

و تحليلی قدرتمندی هستند که به صورت اختصاصی 

با اندازه گيری سيگنال های حاصله نسبت به ثبت و 

از . اندازه گيری فعاليت های بيولوژيکی اقدام می کنند

حساسيت : شماری از قبيل اين رو دارای مزايای بی

تشخيصی بالا، حداقل نمونه برای آماده سازی، مقرون 

به صرفه بودن، قابل رويت بودن نتايج و کاهشی کلی 

در (. 32-31)زمان مورد نياز برای تشخيص می باشند 

طی سال های اخير مطالعات متعددی جهت بررسی 

 راندمان استفاده از بيوسنسورها برای بررسی ميل اتصال

همچنين . آنتی بادی به آنتی ژن صورت گرفته است

پژوهشگران بر اين باورند که در مبحث بررسی کنتيک 

 و ميل اتصال آنتی بادی با آنتی ژن، بيوسنسورهای

Octet راندمان مشابه ای نسبت به Biocore  دارند با

به  Octet، اين تفاوت که در زمان استفاده از بيوسنسور

ز آنتی ژن و آنتی بادی مربوطه ميزان بسيار کمتری ا

 (34. 33)برای انجام آزمون نياز می باشد 

                                                 
1
 Cross reactivity 

 از طرفی نتايج آزمون فلوسايتومتری نيز اثبات نمود که

scFv#2 يک متصل شونده قوی به آنتی ژن HER2 

محسوب نمی شود که دليل آن می تواند کوتاه بودن 

 HER2 به اپی توپ آنتی ژن H3 ناحيه اتصال لوپ

ن اينکه احتمال پنهان شدن اپی توپ ضم. باشد

شناسايی شده توسط آنتی بادی در حالت طبيعی بر 

روی سطح سلول به دليل شکل فضايی اپی توپ موجود 

بر روی سطح سلول می تواند دليل ديگری باشد که 

اثبات اين فرضيه ها نيز نياز به مدل سازی و مطالعه 

ه تعداد همچنين نتايج اين آزمون نشان ک. بيشتر دارد

های به دست آمده متصل  scFv کلون ديگر از 2

 HER2 شونده های قوی و اختصاصی عليه آنتی ژن

می باشند که دليل آن را نيز می توان در تشابه توالی 

به علاوه، بر اساس . تعريف کرد H3 اسيد آمينه ای لوپ

نتايج فلوسايتمری و بيوسنسور با توجه به کنترل های 

ی شده می توان اينگونه جمع مثبت و منفی طراح

آنتی بادی  scFv بندی کرد که برای اتصال اختصاصی

های مثبت استحصال شده به سلول ها، بيش بيان 

بر روی سطح سلول ضروری  HER2 شدن آنتی ژن

می باشد که اين نتايج تأييد کننده نظريه های بيان 

بنابراين (. 51)شده در مطالعات پيشين نيز می باشد 

اينگونه جمع بندی نمود که تکنولوژی نمايش  می توان

فاژی روشی ايده آل، مقرون به صرفه و قدرتمند برای 

جداسازی و استحصال آنتی بادی های جديد برای 

استفاده در بخش های تحقيقاتی، تشخيصی و با اندکی 

مهندسی و دستکاری ژنتيکی در بخش بالينی و درمانی 

  .می باشد
 

  نتيجه گيری
 ژوهش ما با موفقيت توانستيم يک سری ازدر اين پ

scFv  های اختصاصی که توانايی شناسايی و اتصال

را  HER2 اختصاصی به قسمت خارج سلولی آنتی ژن

نتايج تحقيقات اين . داشتند غربالگری و شناسايی کنيم

 scFv پژوهش اثبات نمودند که از تعداد سه کلون

 ی ژناستحصال شده، همگی توانايی اتصال به آنت

HER2  را هم در وضعيت نمايش فاژی و هم در

وضعيتی که اپی توپ های آنتی ژن در شرايط طبيعی 
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اما اين . بر روی سطح سلول قرار دارند را دارا می باشند

و  1های شماره  scFv نتايج همچنين اثبات نمودند که

 2شماره  scFv از قابليت و توانايی بهتری نسبت به 3

برخوردار  HER2 قوی به آنتی ژنبرای ايجاد اتصال 

همچنين بررسی کنتيک و افينيتی آنتی بادی . هستند

های استحصالی، آزمون های ساندويج وسترن بلات 

های  scFv کلاسيک و الايزا نشان دادند که از

استحصالی می توان در سطح گسترده برای انجام 

لذا پژوهش . آزمون های تشخيصی نيز استفاده نمود

طالعه کاربردی برای پاسخگويی به يکی از حاضر يک م

نياز های اساسی کشور در مبحث تشخيص و درمان 

 . مثبت می باشد HER2 سرطان های با عامل
 

 تشکر و قدردانی

 بدين وسيله از تمامی همکاران مرکز تحقيقات سرطان

FOX Chase  ايالات متحده آمريکا، معاونت پژوهشی

وری زيستی دانشگاه دانشکده کشاورزی و پژوهشکده فنا

فردوسی مشهد که از پروژه پيش رو حمايت مادی کرده 

و امکانات و تجهيزات پژوهشی لازم برای پيشبرد هرچه 

بهتر پروژه را مهيا نمودند، صميمانه تشکر و قدردانی 

 .می شود
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