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به همین . ي سرطانی استها سلولدر  القاي آپوپتوزي درمان سرطان، ها ترین روش بخش  یکی از امید -چکیده

. ارزیابی بالینی قرار دارند مرحلهدر تولید شده است، که ) DR5( 5منظور، چندین آگونیست علیه گیرنده مرگ 
این . شود میدر مسیرهاي داخلی و خارجی آغاز  آپوپتوز القايي سرطانی ها سلولدر  DR5با فعال شدن  اساساً

ي غنی از ها دومنگیرنده در بخش خارج سلولی خود داراي چندین دومن عملکردي است که در بین آنها 
 کهمشخص شده  به تازگی. دارند TRAILاتصال به  ۀبا واسط آپوپتوزالقاي نقش کلیدي در ) CRDs(سیستئین 

  . تواند آپوپتوز را القا کند مینیز  DR5ترمینال  N-بادهاي منوکلونال آگونیست به دومن دیگري از ناحیه  اتصال آنتی
کوچکترین  ها، ها یا نانوباديVHHي شتري به نام ها بادي آنتیي متغییر مشتق شده از زنجیره سنگین ها دومن

، باعث شده ها VHHمنحصر به فرد   این ویژگی. ها متصل شوند ژن آنتیند که قادرند به ا قطعات مقاوم و کارامدي
  . که آنها کاندیداهاي مناسبی براي تشخیص و درمان محسوب شوند

ی توپ اپیدر این تحقیق با استفاده از تکنیک نمایش فاژي و ایمن کردن شتر با پپتید حاوي بخش 
)1ITQQDLAPQQRA12( کتابخانه ژنی حاوي ،VHH ي، در گري این کتابخانه فاژبا غربال. شتري ساخته شد

با . انجام شد NTRواقع در ناحیه توپ اپیسازي جداسازي سه متصل شونده با تمایل بالا به این  طی مراحل غنی
توانند کاندیداهاي  میي انتخاب شده، ها شونده، متصل القاي آپوپتوزدر  توپ اپیدر نظر گرفتن نقش کلیدي این 

  . ي سرطانی متفاوت باشندها سلولاندازي آپوپتوز در  مناسبی براي راه
  

  .آپوپتوز، نانوبادي، 5گیرنده مرگ  ،نمایش فاژي :واژگانکلید
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  مقدمه -1
از . یکی از اهداف مهم در درمان سرطان استآپوپتوز 

ي ها سلولهاي درمانی که بتوانند مانع تکثیر  رو روش این
کنند،  القا ها سلولسرطانی شوند و آپوپتوز را در این 

هاي اخیر براي توسعه  در سال. بسیار مورد توجه است
ریزي شده در  مرگ برنامهي القاهاي درمانی مبتنی بر  روش
هاي زیادي صورت گرفته  سرطانی، تلاشي ها سلول
ها براي رسیدن به  سفانه به کار بردن این روشأمت. است

. است بوده هایی همراه نتایج مطلوب درمانی با محدودیت
استفاده از عوامل بیولوژیکی نتایج بالینی  به تازگی

در این رابطه عوامل . داشته استهمراه اي را  امیدوارکننده
 ،ي سالمها سلولثیر روي أانند بدون تبیولوژیکی که بتو

ي بدخیم شوند از اولویت ها سلولباعث آپوپتوز در 
کننده  القالیگاند ( TRAIL پروتئین. درمانی برخوردارند

ي مربوط به آن از ها و گیرنده) TNFآپوپتوز مرتبط با
به حساب  TNFخانواده بزرگ  ازند که  جمله این عوامل

  .]1[آیند  می
) شود مینیز نامیده  Apo2Lعنوان  باکه ( TRAILپروتئین 

است  kD 32غشا با وزن مولکولی  یک پروتئین گذرنده از
ي بافت نرمال جنینی و ها سلولطیف وسیعی از  که در

این پروتئین قادر است مرگ . شود میبزرگسالان بیان 
ي ها سلولي ترانسفورم شده و ها سلولسلولی را در 

ي ها سلولدر  را که این توانایی حالیسرطانی القا کند، در 
 ، آپوپتوز را از طریق تعامل با دوTRAIL. نداردنرمال 

و ) DR4 )TRAIL-R1گیرنده سطح سلول 
DR5(TRAIL-R2 (این پروتئین همچنین با . کند می القا

) TRAIL-R3 )DcR1( ،TRAIL-R4 (DcR2سه گیرنده 
بخش سیتوپلاسمی . در ارتباط است 1و اوستئوپروتگرین

DR4  وDR5  یک دومن داخل سلولی به نام دومن مرگ
ي آبشاري داخل سلولی ها سیگنالدارند، که براي شروع 

-2[ شود میآپوپتوز ضروري است و منجر به مرگ سلول 
5[.  

                                                             
1. Osteoprotegerin 

نامیده  2ي طعمهها که گیرنده TRAILسه گیرنده دیگر 
شوند، به علت نداشتن دومن مرگ، توانایی انتقال  می

 ها این گیرنده شود میتصور . ي آپوپتوز را ندارندها سیگنال
در  DR4و  DR5 ي دو گیرندهها به عنوان مهارکننده

ي ها سلولدر  ها این گیرنده. ي سالم عمل کنندها سلول
کنند و با ممانعت  رقابت می TRAILنرمال براي اتصال با 

باعث حفاظت  DR5و  DR4به TRAILاز اتصال 
مرگ سلولی ي القاي سالم در برابر مکانیسم ها سلول

TRAIL با این توضیح، پروتئین . ]3،4،6[ شوند می
TRAIL اي مناسب براي درمان  ي آن گزینهها و گیرنده
توانند از طریق مسیرهاي داخلی و  میند، زیرا  سرطان

ي ها سلولخارجی آپوپتوز، باعث مرگ سلولی در 
ي نرمال توانایی ها سلولکه در  سرطانی شوند، در حالی

  .دنانجام این کار را ندار
و  DR4ي منوکلونال با ویژگی آگونیستی علیه ها بادي آنتی

DR5مرگ سلولی در ي القابخشی در  ، نتایج رضایت
پتانسیل درمانی مناسبی  ازي سرطانی داشته و ها سلول
اگونیست  بادي آنتیبراي این منظور، تعدادي . ندمند بهره

القاي گزارش شده که قادر به  DR5و DR4موشی علیه 
مشخص شده که بسیاري از این . ]9- 7[ ندآپوپتوز

 TRAILبا  DR5براي نشستن بر روي گیرنده  ها بادي آنتی
و  ]10،11[ کنند هم رقابت میبراي جایگاه اتصال با 

 کنند تقلید می TRAIL را به جاي القاي آپوپتوزمکانیسم 
هایی که  بادي آنتیبا در نظر گرفتن این موارد، تولید . ]12[

بوده و همزمان با  3افزا عملکرد، هم نظراز  TRAILبا 
TRAIL  بتواند بدون ممانعت از اتصالTRAIL گیرنده  به

DR5  زیادي دارندباعث القاي آپوپتوز شود، اهمیت.  
ي ها سیگنالباعث انتقال  DR5تغییر در کانفورماسیون 

این تغییرات . شود میمتفاوتی از این رسپتور 
تواند از طریق اتصال فاکتورهاي  میکانفورماسیونی 

-هاي لیگاند کنش برهمدر . القا شود DR5متفاوتی در
                                                             
2. Decoy Receptor 
3. Synergize 
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بسیار مهم  کنش برهمرسپتور، تمایل اتصال و الگوي 
با تمایلات متفاوتی  DR5لیگاندهایی که با . است
سري از مسیرهاي  توانند یک دارند، می کنش برهم
مسیرهاي مشخص آپوپتوز و یا سایر  مانندرسانی  پیام

هر کدام . را آغاز کنند ریزي شده سلولی هاي برنامه مرگ
که از طریق  استساس کانفورماسیونی بر ا ،ها از این مسیر

این . شده است القا DR5لیگاندهاي متصل شونده به 
بستگی به تمایل اتصال  ها تفاوت در انواع کانفورمیشن

و  TRAIL. دارد DR5هاي مورد نظر به  لیگاند
ی به یي منوکلونال آگونیستی که تمایل بالاها بادي آنتی

DR5  ،ي سرطانی که به ها سلولتوانند در  میدارند
TRAIL از طریق آپوپتوز باعث مرگ سلولی  اند، حساس
در سایر موارد بسته به نوع . ]8[ شوند ها سلولدر این 

ي ها بادي و آنتی TRAILي خارجی، ها سلول و محرك
توانند  میدارند،  DR5منوکلونالی که تمایل کمتري به

را  1اتوفاژي ماننددهی سلولی دیگري  مسیرهاي سیگنال
  .]13،14[ کنند القا

 DR5دهد که  نشان می TRAIL-DR5 بررسی کمپلکس
 .دارد TRAILبا  کنش برهممشخص در  دو بخش کاملاً

بخش اول، یک موتیف حفاظت شده هیدروفوب و بخش 
هاي منحصر به فردي است که  دوم داراي ویژگی
پذیري و اختصاصی بودن رسپتور  خصوصیات انتخاب

این دو لوپ رسپتور، . کند براي لیگاند را مشخص می
با لیگاند را شامل  کنش برهمبیشترین ناحیه درگیر در 

شامل  s50لوپ : ند ازا این نواحی عبارت. شود می
که دربرگیرنده رزیدوهاي  s90و لوپ  51-65 رزیدوهاي

، چندین s50در لوپ خارج سلولی . ]15[ است 104-91
) CRDs(دومن عملکردي غنی از اسیدهاي آمینه سیستین 

اي را در  عملکرد حفاظت شده ها دومناین . وجود دارد
ترمینال  N گرچه نقش منطقی. کنند القاي آپوپتوز ایفا می

مشخص نشده است،  به طور کامل )N1-cap دربرگیرنده(

                                                             
1. autophagy 

تواند فعال شدن  می NTRدهد،  اما مطالعات اخیر نشان می
DR5 ) شود میي آپوپتوزي ها سیگنالکه منجر به انتقال (

هاي منوکلونال آگونیست وساطت  بادي آنتیرا از طریق 
از  DR5گیرنده  NTRجدید در ناحیه  توپ اپییک . کند

. شناسایی شده است Peptide Arrayطریق روش 
هاي تولید شده علیه این ناحیه، بدون رقابت با  بادي آنتی

TRAIL تمایل خوبی به ،DR5  داشته و باعث فعال شدن
این نتایج  .]12،16[ شوند میآپوپتوز  نهایت درکاسپازها و 

تواند به  می DR5گیرنده  NTRدهد که ناحیه  نشان می
هاي اتصال  عنوان یک ناحیه عملکردي مستقل از جایگاه

TRAIL رو  از این. براي القاي آپوپتوز عمل کند
توانند  شوند، می میی که علیه این ناحیه تولید یها بادي آنتی

  .عمل کنند TRAILافزا با  فاکتور همعنوان یک  به
هاي  بادي آنتیدست آمده از  ههاي ب موفقیت با وجود

جدیدي  هاي روشهاي اخیر،  منوکلونال هیبریدوما در سال
که  اند ابداع شدهمانند نمایش فاژي و نمایش ریبوزومی 

هاي کوچک با تمایل اتصال بالا را خیلی  ژن آنتیتوانند  می
نمایش فاژي و  هاي روش. ]17[ سریع شناسایی کنند

نمایش ریبوزومی به دلیل توانایی منحصر به فردشان در 
زمان فنوتیپ و ژنوتیپ، پتانسیل بالایی در  بروز هم

هاي مختلف علیه یک  بادي آنتیانتخاب تعداد زیادي از 
 2يها دارند، که منجر به جداسازي اتصال شونده ژن آنتی

  .]18،19[ شوند  میمختلفی با پایداري و تمایل بالا
ي منوکلونال موشی اگرچه ابزار مهمی در ها بادي آنتی

ند، اما کاربرد آنها ا هاي انسانی تشخیص و درمان بیماري
هایی از قبیل نیاز به سیستم بیان یوکاریوتی  محدودیت

براي تولید انبوه، وزن ملکولی بالا و از همه مهمتر 
اگرچه براي . داردزایی در کاربردهاي درمانی را  حساسیت

کارهاي متفاوتی از جمله انسانی  رفع این مشکلات راه
بر  همچنانبادي موشی ارائه شده است، ولی  کردن آنتی

ي ها ي جایگزینی از جمله استفاده از پپتیدها روي روش

                                                             
2. Binders  
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. شود میتحقیقات بسیار زیادي انجام  ها بادي آنتیمشتق از 
که  است بادي شتري ، قطعه متغیر آنتیها یکی از این پپتید

  . شود میاطلاق  VHHبه آن 
سرم انواع شتر یک کوهانه و لاما حاوي نوع منحصر به 

همچنین . استرشته سبک  بدوني ها بادي آنتیفردي از 
ي ها بادي آنتیي شتري که به ها بادي آنتیرشته سنگین این 
معروف شده است، نسبت به ) HCAb(زنجیره سنگین 
ي معمولی به علت غیاب اولین ها بادي آنتیهمتاي خود در 

ي ها بادي آنتی. ]20،21[ وزن کمتري دارد CH1دومن 
که براي (شان VHزنجیره سنگین فقط از طریق تک دومن 

ژن  به آنتی) شود میگفته  VHHمعمولی  VH تمایز از
 VHHبه این ترتیب تک دومن . شوند میوصل 

که توانایی اتصال  استتولیدي  بادي آنتیکوچکترین قطعه 
 12وزنی در حدود  VHHقطعه کامل . را دارد ژن آنتیبه 

کیلو دالتون دارد و از یک ایمونوگلوبولین  15تا 
این  VHH. قدرت اتصال مشتق شده است بازنجیره  تک

شانس را فراهم آورده است که دسته جدیدي از 
-22[شوند ي درمانی با کوچکترین اندازه تهیه ها بادي آنتی
 ي دیگرها این در حالی است که بعضی از ویژگی. ]27

VHH  ي معمولی منحصر به فرد ها بادي آنتینسبت به
شتري درجه  VHHنسانی و ا VHمقایسه سکانس . است

انسانی کردن . دهد میخیلی بالایی از همولوژي را نشان 
در مقایسه با انواع موشی به  VHHي شتري ها بادي آنتی

انسانی، بسیار  VH اهمولوژي زیاد بعلت کوچکتر بودن و 
 VHHبا توجه به ساختار . ]28،30[ تر و کاراتر است ساده
با سکانس  ها توان پیشگویی کرد که اغلب جایگزینی می

انسانی بجز در موارد اسیدهاي آمینه کلیدي شتري در 
FR2، Phe/Tyr-42, Glu-49, Arg/Cys-50, Gly-52) (

. قابل اجرا است VHHبدون تغییر در عملکرد و خواص 
یک کاندیداي خوب براي انسانی کردن  VHHپس 

  .]31[است وسیله تغییرات سطحی  هب
ي شتري ها رو هدف این مطالعه، تولید نانوبادي از این

)VHH ( ناحیه  توپ اپینمایش فاژي علیه  روشاز طریق
NTR  رسپتورDR5 بود.  

 

  ها مواد و روش -2
  BSAپپتیدي متصل به  ژن آنتیتهیه  -2-1

، بعد از سنتز قطعه NTR-DR5پپتیدي ناحیه  توپ اپی
در پژوهشگاه  1ITQQDLAPQQRA12پپتیدي با توالی 

کانژوگه شد، و به عنوان  BSAملی مهندسی ژنتیک با 
  .ژن در این تحقیق مورد استفاده قرار گرفت آنتی

  
  سازي شتر با پپتید ایمن -2-2

نوبت به صورت  هفتدر  BSAپپتید کانژوگه شده به 
بار با  هفته یک عضلانی و زیر جلدي به شتر هر دو

قبل از شروع ایمن کردن . تزریق شد mg/ml1غلظت 
در تزریق  .شتر، خون حیوان به عنوان کنترل گرفته شد

اول، ایمونوژن مورد نظر با حجمی برابر با ادجوانت فروند 
لوط و کامل به منظور ایجاد یک امولسیون یکنواخت مخ

در چند ناحیه مختلف عضلانی و زیر جلدي به شتر 
در شش تزریق بعدي براي افزایش پاسخ . تزریق شد

از حیوان . ایمنی از ادجوانت فروند ناقص استفاده شد
گیري  خون ،بار قبل از تزریق هر دو هفته یک ،ایمن شده

مورد نظر با  ژن آنتی، تا روند ایمن شدن حیوان علیه شد
به این صورت که در هر مرحله . شودتکنیک الایزا بررسی 

ي مناسبی از سرم حیوان ایمن تهیه و به ها تگیري رقّ خون
میکرولیتر پپتید متصل  100چاهک پلیت الایزاي حاوي 

 وسیله بهسپس . اضافه شد μg/ml10با غلظت  BSAبه 
 37ي بلاك و بعد از یک ساعت در دما ،بافر بلاك کننده

میزان . شستشو شد دوبارهانکوبه و  گراد سانتیدرجه 
تولید شده در هر مرحله از تزریق با استفاده از  بادي آنتی
بادي  بادي شتري و آنتی بادي خرگوشی علیه آنتی آنتی

مورد  HRPخرگوشی متصل به بادي آنتیموشی علیه 
 98بررسی نتایج الایزا نشان داد که . سنجش قرار گرفت



  1392 پاییز و زمستان / 2، شماره 4دوره     مدرس تیبرت اهشگاندزیست فناوري 

55 

روز بعد از شروع اولین تزریق، پاسخ ایمنی مناسبی علیه 
  .است داده شدهمورد نظر در حیوان  ژن آنتی

لیتر خون از حیوان ایمن  میلی 250در هفته چهاردهم، 
محلول فایکول جدا  وسیله بههاي آن  گرفته و لنفوسیت

سانتریفوژ و  ،هاي جدا شده بعد از شستشو لنفوسیت. شد
در بافر فسفات استریل حل شد و بعد از شمارش در هر 

  .ذخیره شد -70سلول در  5× 107میکروتیوپ حدود 
 

   مراحل ساخت کتابخانه ژنی نانوبادي -2-3
توتالی  RNA، از cDNAبراي تهیه کتابخانه ژنی، محتواي 

هاي حیوان ایمن شده استخراج شده بود،  که از لنفوسیت
  .)1جدول ( ساخته شد

از  CH2قطعات ژنی کد کننده دومن متغیر تا قسمت 
cDNA  با کمک پرایمرهايVHRev1-VHFor1  و

VHRev2-VHFor2 این قطعات حاوي . تکثیر شد
جفت  600قطعات . است VHو  VHHي ژنی ها بخش

، از CH1بدون بخش  VHH-CH2بازي که حاوي بخش 
-VHجفت بازي که در بر گیرنده قطعه ژنی  900قطعات 

CH1-CH2 ) ي معمولها بادي آنتیدر تمامی  موجودو (
از آنجا که . ، در ژل آگارز رویت و جداسازي شداست

 اند متعلق به یک خانواده ژنی شبیه به هم VHHتمامی 
با  PCR Nested وسیله به) VHH(این بخش ) خانواده سه(

و  VHHFor1دیگر با پرایمرهاي  PCRکمک یک 
VHHRev1  از قسمتFR1  تاFR4 سپس  .تکثیر شد

جفت بازي از ژل استخراج  DNA 400قطعات 

و  VHHپس از هضم آنزیمی قطعات ژنی . و خالص شد
، این SfiIحاوي جایگاه برشی  Pcomb3xوکتور فاژمیدي 

الحاق و محصولات  Pcomb3xقطعات به وکتور فاژمیدي 
به باکتري مستعد ) فاژمیدهاي نوترکیب(حاصل از الحاق 

TG1 ترانسفرم شد.  
آوري و در  فاژمیدهاي نوترکیب ترانسفورم شده، جمع

  . ذخیره شد -70درصد گلیسرول در  70حاوي  LBمحیط 
 

سازي و تخلیص فاژ نوترکیب و تعیین تیتر  رها -2-4
  آن

لیتر  میلی 20مرحله قبل در فاژمیدهاي نوترکیب حاصل از 
آمپیسیلین بود تا رسیدن  g/mlµ100که حاوي  SBمحیط 

گراد  درجه سانتی 37در دماي  5/0-6/0به جذب نوري 
بعد از رسیدن به . انکوبه شد RPM 250با دور همزن 

 M13K07رشد مناسب، فاژمیدهاي نوترکیب با فاژ کمکی 
گراد  درجه سانتی 37آلوده و به مدت یک ساعت در دماي 

  .بصورت ساکن انکوبه شدند
 250فاژمیدهاي نوترکیب آلوده شده با فاژ کمکی به 

آمپیسیلین و  g/mlµ100حاوي  SBلیتر محیط  میلی
g/mlµ50  درجه با دور  37کانامایسین اضافه و درRPM 

سپس محیط کشت . به مدت یک شب انکوبه شد 250
و محلول رویی بعد ) دقیقه RPM 4000 ،20(سانتریفیوژ 

درصد حجمی محلول  20از یک شب انکوبه کردن با 
PEG ،6000  وNaCL مولار در  نیمg 18000  30به مدت 

  .دقیقه رسوب داده شد
  

  ي مورد استفاده در ساخت کتابخانه فاژيها پرایمر  1جدول 
  نام پرایمرها  توالی  کاربرد

Forward PCR1  5´GTCCTGGCTGCTCTTCTACAAGG3´  VHFor 1  
Reverse PCR1  5´GGTACGTGCTGTTGAACTGTTCC3´  VHRev 1  
Forward PCR1  5´GATGTGCAGCTGCAGGCGTCTGGRGGAGG3´  VHFor 2  
Reverse PCR1  5´CGCCATCAAGGTACCAGTTGA3´  VHRev 2  
Forward PCR2  5´ACTGGCCAGGCGGCCGAGGTGCAGCTGSWGSAKTCK3´  VHHFor 1  
Reverse PCR2  5´ACTGGCCGGCCTGGCCTGAGGAGACGGTGACCWGGGTC3´  VHHRev 1  
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 700دربود، فاژهاي نوترکیبی که به این طریق جدا شده 
درجه  4حل و در دماي  TBSTمیکرولیتر محلول استریل 

  .داري شد نگه) سازي غنی( براي مراحل بعدي  گراد سانتی
  

  پپتیدي توپ اپیسازي کتابخانه فاژي علیه  غنی
بادي  سازي یکی از مهمترین مراحل تولید آنتی مرحله غنی

به علت خاصیت . با استفاده از فناوري نمایش فاژي است
توان با  بادي روي سطح فاژ، می عملکردي قطعات آنتی

ژن، فاژهاي  بادي به آنتی اتصال آنتیاستفاده از خاصیت 
سپس بعد از تکرار متعدد این . اختصاصی را انتخاب کرد

ژن و یا با  مرحله با استفاده از مقادیر کاهش یافته آنتی
استفاده از بافر جدا کننده با افزایش مولاریته و نیز تکرار 

هایی با میل پیوندي  بادي توان آنتی مراحل شستشو می
  .ست آوردد هبالاتر ب

  
سازي با استفاده از پپتید تثبیت  مراحل غنی -5

  شده بر سطوح چاهک پلیت الایزا
پپتید متصل به (ژن  آنتی g/mlµ10میکرو لیترمحلول  100

BSA ( وBSA  به دو چاهک به صورت جداگانه اضافه و
. انکوبه شد گراد سانتیدرجه  4به مدت یک شب در 

تخلیه و بعد از سه مرحله شستشو،  BSAچاهک حاوي 
حاوي نیم درصد  TBSمیکرولیتر بافر بلاك کننده  300

BSA  درجه  37به آن اضافه و یک ساعت در حرارت
بافر بلاك کننده تخلیه و سه بار با . انکوبه شد گراد سانتی
به هر چاهک بلاك شده . شستشو داده شد TBSTبافر 
BSA ،100  فاژي محلول درمیکرولیتر از کتابخانهTBST 

اضافه شد و به ) ذرهی فاژي 5/1× 1011حاوي حدود (
. انکوبه شد گراد سانتیدرجه  37مدت دو ساعت در 

بعد از گذشت زمان  BSAمحلول فاژي از چاهک حاوي 
انکوباسیون، خارج و به چاهک حاوي پپتید متصل به 

BSA  که مانند چاهک حاويBSA  شستشو و بلاك شده
درجه  37به مدت سه ساعت در حرارت  بود، اضافه و

محلول رویی تخلیه و چاهک، ده . انکوبه شد گراد سانتی
 100سپس . ، شستشو داده شدTBSTتا پانزده دفعه با بافر 

به منظور  2/2حدود  pHبا  HCl-میکرولیتر بافرگلایسین
ژن به چاهک اضافه و  رهایی فاژهاي متصل شده به آنتی

سپس . دقیقه انکوبه شد 10در دماي محیط به مدت 
به محتویات چاهک که شامل فاژهاي رها شده است 

  .خنثی شد 9حدود  pHمیکرولیتر تریس با  10بافر وسیله
متوالی پنج بار  طور بهمشابه مراحل ذکر شده در بالا، 

تنها مورد متغیر، تعداد . سازي تکرار شد غنی ۀمرحل
و افزایش  ژن آنتیشستشوي فاژهاي نوترکیب از روي 

سازي  مولاریته بافر شستشو دهنده در هر مرحله غنی
در هر مرحله  1، به این ترتیب که غلظت توئیناست
نسبت به مرحله قبل دو برابر و تعداد  سازي غنی

پس از . سازي افزایش یافت در هر مرحله غنی ها شستشو
، تیتر فاژهاي حاصل در بافر شستشو سازي غنیهر مرحله 

تعیین و ) خروجی( و بافر جدا کننده) ورودي(دهنده 
ي به دست آمده براي تعیین میزان پیشرفت ها نسبت عدد

، سازي غنیبعد از دور چهارم  .غنی سازي محاسبه شد
ي واجد ها از پلیت. کتابخانه داراي تیتر مناسبی شد

تصادفی چند  طور بهحداکثر، صد تا صد و پنجاه کلونی، 
  .و مراحل بعدي کار انتخاب شدند کلون براي تعیین توالی

  
   2جداسازي فاژهاي مناسب -6

براي انتخاب و جداسازي فاژهایی با بیشترین تمایل به 
 سازي غنیکلونی از مرحله چهارم  18مورد نظر،  ژن آنتی

یابی به یک منوکلونال  انتخاب و هر کلون به منظور دست
بعد از تکثیر . طور جداگانه مورد تکثیر قرار گرفت هفاژي ب

فاژهاي منوکلونال مورد نظر از طریق روش  سازي غنیو 
به . انتخاب شدند ها بهترین کلون "منوکلونال فاژ الایزا"

میکرولیتر از  100ي الایزا با ها این ترتیب که چاهک

                                                             
1. Tween 
2. Screening 
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یک شبانه در دماي  g/mlµ10محلول آنتی ژنی با غلظت 
 براي کنترل از محلول. انکوبه شد گراد سانتیدرجه  4

BSA روز بعد پلیت با . استفاده شدBSA  سه درصد که
حل شده بود به مدت هشت ساعت در  TBSدر بافر 

، سه بار با بافر ها سپس همه چاهک. دماي اتاق بلاك شد
TBST  میکرولیتر از منوفاژهاي که در بافر  100شستشو و
TBST به هر چاهک ) 5/1×1011یتر با ت( ندحل شده بود

درجه  37از پلیت اضافه و به مدت سه ساعت در دماي 
بعد از پنج بار شستشو با بافر . انکوبه شد گراد سانتی

TBST  منوکلونال  بادي آنتیمیکرولیتر  100به هر چاهک
M13  با بافر  1:5000که به نسبتTBS  رقیق شده بود

اضافه و به مدت یک ساعت دیگر در دماي اتاق انکوبه 
 100، به هر چاهک  TBSTبعد از پنج بار شستشو با . شد

که در  HRPضد خرگوشی متصل به  بادي آنتیمیکرولیتر 
به  رقیق شده بود اضافه و 1:2000با نسبت  TBSبافر 

  .مدت یک ساعت دیگر در دماي اتاق انکوبه شد
بعد از اضافه  و استفاده شد TMBاهده رنگ از براي مش

. داري شد به مدت ده دقیقه در تاریکی نگه TMBکردن 
دومولار متوقف  HCLمیکرولیتر محلول  10واکنش با 

وجذب نوري پلیت با کمک دستگاه الایزا ریدر در طول 
سپس ده کلون که جذب نوري . خوانده شد 405موج 

 دوباره) 3/1 جذب بالاينسبت به کنترل (ی داشتند یبالا
رسوب داده شده و رسوب  PEG-NaCl وسیله بهتکثیر و 

سپس از هر کلون پلازمید آن . در محلول استریل حل شد
میزان تمایل اتصال هر مونوفاژ تولید شده به . استخراج شد

به صورت جداگانه با روش  BSAژن پتیدي متصل به  آنتی
  .منوفاژالایزا مورد بررسی قرار گرفت

و  VHHRev1 و VHHFor1با استفاده از پرایمرهاي 
تکثیر  VHHپلازمید استخراج شده قطعات ژنی حاوي 

شرکت پیشگام  وسیله بهتعیین توالی پلازمیدها . شدند
 با VHHسپس توالی امینو اسیدي هر . انجام شد

tehttp://web.expasy.org/transla/  آمد دست هب. 

  نتایج -3
  زایی در شتر بررسی روند ایمنی -3-1

 100از حیوان غیر ایمن حدود  ،براي نمونه کنترل
سپس هفت تزریق از محلول . میکرولیترخون گرفته شد

در فواصل زمانی مشخص  BSAی پپتید متصل به ژن آنتی
خون حیوان ایمن شده قبل از هر تزریق . شدانجام به شتر 

گیري پاسخ ایمنی سرم شتر با بررسی  پی. شد گرفته می
  BSAسرم کامل به روش الایزا علیه پپتید متصل به

گیري،  به این ترتیب در هر مرحله از خون. صورت گرفت
ت از سرم کامل حیوان ایمن تهیه و به پلیت سري رقّ یک

پوشانده شده بود اضافه  BSAالایزاي که با پتید متصل به 
هاي  تبعد از انجام مراحل الایزا، جذب نوري رقّ. دش می

نمودار پاسخ . نانومتر خوانده شد 450مختلف سرم در 
روز از  98دهد بعد از حدود  مینشان ) 1 شکل(ایمنی 

علیه پپتید متصل به  بادي آنتیر خوبی از اولین تزریق تیت
BSA ي ها بادي آنتیي که طور به. در شتر ایجاد شده است

از سرم علیه پپتید متصل به  32000/1ي ها موجود در رقت
BSA دهند میی از خود نشان یپذیري بالا واکنش. 

 
از شتر ایمن شده با پپتید  VHHساخت کتابخانه  -3-2

  BSAمتصل به 
وسیله شیب غلظت فایکول انجام ه لنفوسیت بتخلیص 

 cDNAو تعیین غلظت آن،  RNAپس از استخراج . شد
. شرکت فرمنتاز ساخته شد cDNA توسط کیت ساخت

 Nested PCRاز ) VHH( ها تکثیر ژن، نانوبادي براي
هاي دیگر و ایجاد  به این ترتیب از تکثیر ژن. استفاده شد

 PCRمحصول . شود باندهاي غیر اختصاصی جلوگیري می
باند اول قطعاتی با وزن ملکولی . استاول شامل سه باند 

باند دوم قطعاتی با وزن  ،جفت باز 900تا  800بین 
جفت باز و باند سوم وزن  800تا  700ملکولی بین 

  . داردجفت باز  600تا  550ملکولی 
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  پس از هر بار تزریق پاسخ ایمنی در شتر القابررسی نمودار   1شکل 

  
هاي  بادي جفت باز مجموعه آنتی 550تا  700قطعات بین 

ند که پس از جداسازي و تخلیص از ژل ا زنجیره سنگین
دوم  PCRمحصول . شوند دوم تکثیر می PCR وسیله به

و داراي توالی کد  استجفت باز  400قطعه ژنی با طول 
هاي  شکل. هاي شتري است بادي آنتی VHHکننده بخش 

از اول و  اي پلیمر نشان دهنده نتایج واکنش زنجیره 3و  2
  . استدوم 

  

  
ش ش PAGEاول بر روي ژل  PCRبررسی محصول   2 شکل

، 5 و 4-3، ستون DNAاستاندارد وزن ملکولی  1درصد، ستون 
-800و  550-600اول، سه باند با وزن ملکولی  PCRمحصول 

  .جفت باز به وضوح مشخص است 900و  700
  

دوم بر روي ژل آگارز یک و  PCRبررسی محصول   3 شکل
، ستون DNAاستاندارد وزن ملکولی  1ستون . نیم درصد

 VHHدوم که شامل قطعات ژنی  PCRمحصول  7 و 2،3،4،5،6
  .استجفت باز  400با وزن ملکولی 

تخلیص شده  pComb3x و همچنین فاژمید VHH قطعات
 Sfi1 وسیله آنزیم برشیه از ژل، پس از تعیین غلظت، ب

واکنش الحاق با اضافه . مورد هضم آنزیمی قرار گرفتند
به وکتور صورت  VHHکردن غلظت مناسب قطعه 

فاژمیدهاي نوترکیب به روش الکتروپوریشن به . گرفت
پس از انتقال محصول، . ترانسفرم شدند TG1باکتري 

اطمینان از اتصال  براي TG1واکنش الحاق به باکتري 
به فاژمید از دو روش هضم آنزیمی و  VHH قطعات
به دست آمدن قطعات با طول . استفاده شد PCR کلونی

آمیز  ز در این دو روش بیانگر اتصال موفقیتجفت با 400
 4 هاي گونه که در شکل همان. به فاژمید بود VHHقطعات 

جفت باز در  400نشان داده شده، وجود قطعات  5و 
بیانگر اتصال قطعات  PCRواکنش هضم آنزیمی و کلونی 

  .است
  
  الایزا باسازي  ارزیابی پیشرفت مراحل غنی -3-3

سازي، انجام الایزا  ارزیابی پیشرفت غنیهاي  یکی از روش
آمده در مراحل  دست بهکلونال فاژي  بر روي محلول پلی

  .سازي است غنی

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

0 14 28 42 56 70 84 98 112

در 
ب 

جذ
45

0
 

متر
انو

ن

روزها ها بعد از اولین تزریق

1/16000

NSB



  1392 پاییز و زمستان / 2، شماره 4دوره     مدرس تیبرت اهشگاندزیست فناوري 

59 

  
 VHH مربوط به کلون شدن قطعات PCRکلونی   4 شکل

استاندارد  5ستون . pComb3xدر وکتور ) جفت بازي 400(
که  باشند میی یفاژمیدها 6و  1،2،3، ستون DNAوزن ملکولی 

VHH فاژمید فاقد  4ستون . در آن کلون شده استVHH  کلون
  .است شده

  

  
  

، و pComb3xبه فاژمید  VHHیید اتصال قطعات أت  5 شکل
 5ستون  Sfi1آنزیم  وسیله بههضم آنزیمی فاژمیدهاي نوترکیب 

نتیجه هضم آنزیمی  7و  2،4استاندارد وزن ملکولی، ستون 
جفت  400، جداسازي یک قطعه استي نوترکیب ها فازمید

در وکتور  VHHیید کننده کلون شدن قطعات تأبازي از آنها 
pComb3x  فازمیدهاي نوترکیب هضم  6و 1،3است، ستون

  .باشد می نشده
  

باید جذب  شود،درستی انجام ه سازي ب اگر مراحل غنی
 یصورت افزایش هآمده در واکنش الایزا ب دست بهنوري 

در این تحقیق ابتدا بر روي محلول پلیکلونال فاژي . باشد
سازي، آزمایش الایزا با  آمده بعد از هر مرحله غنی دست به

تر  با سخت. انجام شد BSAاستفاده از پپتید متصل به 
سازي،  کردن شرایط شستشو با پیشرفت مراحل غنی

فاژهاي داراي قدرت اتصال بیشتر پس از هر مرحله، 
آزمون الایزا بر روي فاژهاي . شدند میجداسازي و تکثیر 

سازي و با استفاده از  پلی کلونال حاصل از هر مرحله غنی
با توجه . انجام شد ژن آنتیبه عنوان  BSAپپتید متصل به 

 سازي چهارم به به اینکه بیشترین جذب نوري در غنی
ی با یها احتمال جداسازي نانو بادي) 6 شکل(دست آمد 

تمایل و قدرت اتصال بیشتر به پپتید مورد نظر در 
  .استسازي بیشتر  ي حاصل از این غنیها کلون

سازي نیز  مرحله چهارم غنی PCRنتایج حاصل از کلونی 
  .)7شکل ( استییدي بر این انتخاب أت

  

  
جدا شده پس از هر ي ها بررسی تمایل نانوبادي  6شکل 

طور که در نمودار مشخص است  همان. سازي مرحله غنی
  .را داردسازي بیشترین جذب نوري  مرحله چهارم غنی

  
ی با یها هاي مناسب، حاوي نانوبادي انتخاب کلون -4

  بیشترین تمایل و قدرت اتصال
ی با بیشترین تمایل، یها آوردن نانوبادي دست بهبه منظور 

کلون از مرحله  18طور تصادفی  هنظر ببه پپتید مورد 
با استفاده از . سازي انتخاب و تکثیر شد چهارم غنی

هاي مرحله چهار  فاژهاي تخلیص شده از تک کلون
هاي داراي  سازي، واکنش مونوفاژ الایزا انجام و کلون غنی

 11بر همین اساس، . بیشترین جذب نوري انتخاب شدند
 انتخاب شدند تندداشکلونی که جذب نوري بالاتري 

   .)8 شکل(
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اند  انتخاب شده سازي غنیی که از این مرحله یها کند کلون مییید أکه ت سازي غنیمرحله چهارم  PCR نتایج حاصل از کلونی  7شکل 

ي مثبت واجد ها کلونی 17تا  11و  9تا 1ي ها استاندارد وزن ملکولی، ستون 10ستون . )VHH( اند جفت بازي 400همگی واجد قطعه 
  .دهد میجفت بازي را نشان  400قطعه 

  

  
هاي مجزا تخلیص شده و تمایل  فاژها از کلون. مونو فاژ الایزا سازي در هاي انتخاب شده از مرحله چهار غنی جذب نوري کلون  8شکل 

کلون که نسبت به کنترل داراي جذب مناسبی  11کلون مورد آزمایش  18از بین . آنها به پپتید مورد نظر با الایزا مورد بررسی قرار گرفت
  .ندبودند انتخاب شد

  
هاي انتخاب شده، تعیین  پس از استخراج فاژمید کلون

نتایج تعیین توالی نشان دهنده سه نوع توالی . توالی شدند
  . کلونی متفاوت علیه پپتید مورد نظر بود

پایگاه  وسیله بهسکانس شده  VHHسپس قطعه ژنی 
http://web.expasy.org/translate  به توالی امینواسیدي

  .)9 شکل(ترجمه شد 
  
  بحث -4

اختلال در آپوپتوز، یک نقش کلیدي در پاتوژنز و 
بررسی ترکیباتی که باعث . کند پیشرفت سرطان بازي می

سازي  شروع آپوپتوز یا بازگشت آپوپتوز از طریق فعال
شوند به عنوان یک راه  مسیر خارجی و داخلی آپوپتوز می

از جمله این موارد . ندشو کار درمانی مناسب محسوب می
 کرداشاره  DR5 هاي آگونیست علیه بادي نتیتوان به آ می

قادر به  DR5و  DR4 .دارندکه پتانسیل درمانی مناسبی 
 DR5و یا  DR4سازي  فعال. هاي آپوپتوزند انتقال سیگنال

هاي مختلف باعث مرگ سلولی از طریق  در سرطان
  . شود سازي مسیر داخلی وخارجی آپوپتوز می فعال

و یا  DR4سازي  فعال سببکه  TRAIL مانندعواملی 
DR5 هاي  عنوان پتانسیله د، توجه زیادي را بباشن می

   ؛اند درمانی ضد سرطان به خود جلب کرده
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3p           MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA QVQLQQSGGGSVQAGGSLRLACAASAS GYTESVKWMG W 60 
2P           MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA QVQLQESGGDSVQAGGSLRLACAASAS GYTESVKWMG W 60 
1P           MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA QVQLQESGGDSVQAGGSLRLACXASAS GYSVCVGWVG W 60 
             ********************** *****:***.************ **** **: .* *:* * 
 
3p           FRQAPGQEREGVA VISIPGGSTYYDDDVKG RFTISQDNAKNTVYPQMNSLKPEDTAMYYC 120 
2P           FRQAPGQEREGVA VISIPGGSTYYDDDVKG RFTISQDNAKNTVYPQMNSLKPEDTAMYYC 120 
1P           FRPAPGRERGGVA VVSVPGGGSFFGGDVGG RFSLSPDHAQNTVYPQMNSLKPEDTAMYYC 120 
             ** ***:** *** *:*:***.:::..** * **: :* *:*:******************** 
 
3p           AA RNAGGRFRPSAAGGYNY WGQGTLVTVSSHHHHHH 156 
2P           AA RNAGGRFRAWAGGGDNY WGQGTQVTVSSHHHHHH 156 
1P           AA RNAGGRFRPSANGGYNY WGQGTQVTVSSHHHHHH 156 
             ** ********. * ** ** ***** *********** 

  

  )  FR1-CDR1 -FR2-CDR2-FR3-CDR3(توالی امینواسیدي سه نانوبادي منتخب   9شکل 
  

براي  TRAIL به وسیلهسمیتی که  هاي اخیر در سالاما 
هاي کبدي انسان مشاهده شده، استفاده از آن را  سلول

از طرف دیگر با . براي درمان سرطان محدود کرده است
، به عنوان یک TRAILدر نظر گرفتن این نکته که 

هاي بسیار  سیتوکین با پنج گیرنده، در داخل بدن نقش
کند و بسیاري از آنها هنوز شناخته  وسیعی را ایفا می

سایر ترکیبات آگونیست دیگر همانند  لذااند،  نشده
به دلیل  DR5و یا  DR4هاي منوکلونال علیه  بادي آنتی

هاي  هاي بالقوه شان در مرگ سلولی سلول توانایی
و  DR4تر که  همچنین داشتن مکانیزم عمل ساده ،سرطانی

DR5  نسبت بهTRAIL توانند کاندیدهاي  دارند، می
 TRAILی جایگزین مناسبتري به عنوان عوامل درمان

بر همین اساس چندین . نوترکیب محسوب شوند
 DR5بادي منوکلونال انسانی یا انسانی شده علیه  آنتی

  توان به  ها می بادي از جمله این آنتی. تولید شده است
Tigatuzumab (CS1008) ،Conatumumab (AMG 655) 

Lexatumumab (HGS-ETR2)  وApomab  کرداشاره .
و به تنهایی یا  دارندها عملکرد مشخصی  بادي این آنتی

با ترکیبات شیمی درمانی یا سایر ترکیبات دیگر  ههمرا
ها براي  بادي که این آنتی توپی جایگاه اپی. شوند استفاده می

کنند تا حدي زیادي  اشغال می DR5نشستن و فعال کردن 
   .همپوشانی دارد TRAILبا جایگاه اتصال 

، آمینو DR5روي  Apomabمثال جایگاه اتصال  طور به

باشد که همپوشانی  می 99-105و  62-90اسیدهاي 
رو اگر بتوان  از این. دارد TRAILزیادي با جایگاه اتصال 

داشت که جایگاه اتصال آن مستقل از اتصال  بادي آنتی
TRAIL افزایی که با  علت احتمال اثر همه باشد، ب
TRAIL ثرتر ؤم القاي آپوپتوزشند، در تواند داشته با می

 روشی جدید، با توپ اپیرو شناسایی  از این. خواهد بود
Peptide Array  در ناحیهNTR یرنده گDR5 به وسیله 

yabin Guo را بر این داشت که  نگارندگان ،و همکارانش
ی که توپ اپی. کنندتولید  توپ اپییی علیه این ها نانوبادي

شوند، مستقل از  میشناسایی  ها بادي آنتیاین  وسیله به
براي  TRAILاست و رقابتی با  TRAILجایگاه اتصال 

 استاین نکته بیانگر این مطلب . ندارند DR5اتصال به 
در  TRAILي دیگري مستقل از جایگاه اتصال ها که بخش
تواند در تعامل با  میوجود دارد که  DR5مولکول 

ریزي سلولی  برنامهي مرگ ها سیگنالترکیبات آگونیستی 
  .را آغاز کند

اعث ب DRوسایر ترکیبات آگونیست به  TRAILاتصال 
این مسیر را . شود میشروع مسیر آپوپتوز از طریق کاسپاز 

ي خارج ها سیگنالبراي مشخص شدن پاسخ دهی به 
گویند که با  سلولی گاهی اوقات مسیر خارجی می

از طریق  10شروع کننده و کاسپاز  8بکارگیري کاسپاز 
پیام مرگ  هبراي تولید کمپلکس القا کنند FADD آداپتور

)DISC ( کاسپازهاي شروع کننده بعد از . شود میشروع
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دست مسیر را فعال  پایین 7 و 6 ،3ي ها فعال شدن، کاسپاز
نامیده  1که نوع  ها سلولدر برخی . ]32،33[ کنند می
به  ها DR وسیله بهشوند مسیر خارجی شروع شده  می
ي قوي براي شروع آپوپتوز را ها سیگنالتواند  میی یتنها

شوند  مینامیده  2که نوع  ها سلولاما در بیشتر . ایجاد کنند
احتیاج به یک مسیر  DRوسیله ه ي ایجاد شده بها سیگنال

اضافی براي تحریک آپوپتوز دارند که به مسیر داخلی 
با میتوکندري  Bcl-2این مسیر از طریق . معروف است

از  8به این ترتیب که کاسپاز . مسیر خارجی ارتباط دارد
را که یک ترکیب پروآپوپتوز است  BH3مسیر خارجی، 

آنتاگونیست  Bid. فعال را تولید کند Bidکند تا  میلیز 
که یک است  Bcl -2عملکرد ترکیبات خانواده 

prosurvival باشد می. Bid سري  ایجاد یک همچنین
شود، از جمله آزادسازي فاکتورهاي  میرا باعث حوادث 

این . رساند میآپوپتوز موجود در میتوکندري را به حداکثر 
این . شوند میرا سبب  9کاسپاز  سازي فعالفاکتورها، 

فاکتورها همچنین آنتاگونیست فعالیت مهارکنندهاي 
  . شود میآپوپتوزند که باعث سرکوب فعالیت کاسپاز 

P53  به عنوان یک فاکتور حیاتی براي تنظیم مسیر داخلی
ي سلولی ها که در پاسخ به گروه وسیعی از استرس است

 هاي هیپوکسی باعث بیان ژن و DNAي ها مثل آسیب
Bax, Puma, Noxa, Apaf-1 مسئول  ها این ژن .شود می

درجه اهمیت  .شوند محسوب میدهی مسیر داخلی  پاسخ
p53  شود که در بیش از نیمی از  میاز این حقیقت ناشی

این گروه از . غیر فعال است P53ي انسانی، ها سرطان
. ندا هاي مرسوم شیمی درمانی مقاوم به روش ها سرطان

ست، باعث ا P53که یک پاسخ دهنده  DR5علاوه بر این، 
ي متقابلی براي ایجاد ارتباط بین مسیر ها ایجاد مکانیسم

رابطه، به چند علت در این . شود میداخلی و خارجی 
راي درمان ترجیح داده ب DRي آگونیست ها بادي آنتی
بر روي گروه  DR4و  DR5 اگرچه: شوند از جمله می

ي توموري بیان ها سلولي نرمال و ها سلولوسیعی از 

در  بیان شدهي ها DR فقطادر است ق TRAILشود اما  می
، توانایی ]35[ ي سرطانی را فعال کندها سلول

 P53راي شروع آپوپتوز مستقل از ب DRهاي  آگونیست
ي ها در بیشتر سرطان P53علت اینکه ه ، ب]36[است 

توانایی این را  DR يها انسانی غیر فعال شده و آگونیست
ی که مقاومت جزئی یا یدارند که آپوپتوز را در تومورها

نسبت به شیمی درمانی  P53 علت غیر فعال شدنه کلی ب
علت ه ، از سوي دیگر ب]37[ کننداند را القا  کسب کرده

ي داخلی و خارجی آپوپتوز وابستگی ها اینکه بین مسیر
نگامی که با ترکیبات ه DRي ها آگونیست ،وجود دارد

شان افزایش  مرسوم شیمی درمانی ترکیب شوند، فعالیت
ي درمانی که ها توانند به عنوان هدف مییابد و  می

د ایفاي ان سلول آنتاگونیست مسیرهاي رشد و زنده ماندن
 القای که مسیر آپوپتوز را یها DR همچنین. نقش کنند

اند و این یک مزیت  قرار گرفته Lipid rafts کنند در می
رو  از این. شود میبراي این دسته از رسپتورها محسوب 

اند،  ي موشی که در این راستا تولید شدهها بادي آنتی
با . ایفا کنندثري ؤنقش م القاي آپوپتوزاند در  توانسته
اند،  در درمان داشته ها بادي آنتیی که این یها موفقیت وجود

هایی از قبیل نیاز به سیستم بیان  کاربرد آنها محدودیت
یوکاریوتی براي تولید انبوه، وزن ملکولی بالا و از همه 

زایی در کاربردهاي درمانی را به دنبال  مهمتر حساسیت
هاي مختلفی ارائه  روشها  براي رفع این محدودیت. دارد

ي ها ي مطرح، پپتیدها شده است که یکی از این جایگزین
. استهاي شتري  از جمله نانوبادي بادي آنتیمشتق از 

براي تولید  ها نمایش فاژي یکی از مناسبترین گزینه روش
هاي  فناوري نمایش فاژي از جمله روش. استها  نانوبادي

کننده آن  کد DNAالی دهنده همزمان پروتئین با تو ارتباط
این  در. دشو وسیله ذرات فاژي انجام میه است که ب

کننده پروتئین مورد نظر، این پروتئین را  کد DNA روش،
. کند هاي پوششی فاژ متصل می به ژن یکی از پروتئین

هاي  پروتئین مورد نظر به صورت متصل با پروتئین
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تکنیک ، این بنابراین. شود سطح فاژ بیان می پوششی بر
هاي نانوبادي با  روشی بسیار مؤثر براي ایجاد مجموعه

هایی با عملکرد خاص،  ، گزینش مولکول1010تنوع بالغ بر 
لیگاند، بهبود یا تغییر میل -هاي نانوبادي شنمطالعه میانک

هاي  هاي اتصالی نانوبادي و انتخاب ژن پیوندي بخش
  .تها با فعالیت اتصالی اس کمیاب کد کننده نانوبادي
از سرم شتر، در پاسخ به  HCAbجدا سازي انواع مختلف 

 با وجوددهد که  میژن پپتیدي مورد نظر نشان  آنتی
ژن، حیوان پاسخ ایمنی مناسبی به  کوچک بودن آنتی

قطعات متصل شونده به . تزریق شده داشته است ژن آنتی
اي سنگین شتر، براي به  ي زنجیرهها بادي آنتیاز  ژن آنتی

ي با تمایل بالا نسبت به ها بادي آنتیدست آوردن 
، بنابراین. ندا بسیار مناسب) هاپتن(ي کوچک ها ژن آنتی

خون شتر ایمن، یک منبع خوب براي کلون کردن قطعات 
ي کوچک ها ژن آنتیگونه  به این) ها نانوبادي(متصل 

ي متفاوت ها ژن آنتیاي از  ، که به طیف گستردهاست
ی که یها ژن آنتیبخصوص به  ،دهند میواکنش نشان 

 ها به همین دلیل ژن مربوط به نانوبادي. تر باشند ایمنوژن
ي شتر تکثیر و از آن براي ساخت یک ها از لنفوسیت

 Pcomb3xدر وکتور  ها کتابخانه ایمن بزرگ از نانوبادي
 يسازي این کتابخانه با فاژها با آلوده. استفاده شد

ترمینال  N، قطعات نانوبادي در اتصال با M13K07کمکی
  .، در سطح ذرات فاژ بیان شدند)PIII(پروتیین سه 

سازي  سازي طی مراحل متفاوت غنی افزایش راندمان غنی
ي با اتصال بالا و ویژه نسبت ها دال بر جداسازي نانوبادي

ی که از این طریق یها نانوبادي. استمورد نظر  ژن آنتیبه 
 ها بادي آنتیشوند نسبت به سایر قطعات منومري  میتولید 
و  VHکه به صورت مصنوعی از اتصال قطعات  scFvمثل 
VL  دلیل این  .زیادي دارندهاي  برتري ،آید میبه وجود

انجام این ویرایش و اتصال مصنوعی  موضوع آن است که
ید براي تول VLو  VHدر خصوص اتصال قطعات  شده

scFvبا تمایل پایین و  ییها ، به تولید متصل شونده

از طرفی فقدان زنجیره سبک . شود می منجر  میپایداري ک
اي سنگین شتري که با حضور  ي زنجیرهها بادي آنتیدر 

، جبران شده VHنسبت به  VHHبزرگتر در  CDR3یک 
 ژن آنتیاست، یک معماري جدیدي را براي میانکش بین 

یک لوپ مقعر بیرون زده . ایجاد کرده است بادي آنتیو 
ها قابل VHHدر  فقط ژن آنتیبزرگ متصل شونده به 

 ژن آنتیدر حالی که لوپ متصل شونده به . مشاهده است
صورت یک حفره کوچک و یا یک سطح ه ب VH-VLدر 

باعث انتخاب پذیري  VHHهمین ویژگی در . استصاف 
از سوي دیگر، . استي کوچک ها ژن آنتیبیشتر نسبت به 

 طور بهشود،  میی که در شتر ایمن تولید یها نانوبادي
طبیعی در داخل بدن حیوان دچار جهش و بالغ شدن 

ي با خاصیت ها شوند و منجر به تولید نانوبادي می
مورد نظر  ژن آنتیشناسایی و تمایل خیلی بالا نسبت به 

زیرا سیستم ایمنی بدن شترسانان به طور معمول . شود می
هاي بالغ با تمایل خیلی بالا در حد نانومولار  بادي آنتی

  . ]38،39[کنند  میتولید 
که فاژهاي حاوي قطعات  است علاوه بر این، ثابت شده

مقادیر زیادي از متصل  قادرند نانوبادي به آسانی
بر . صورت محلول تولید کننده ب را ي مونومريها شونده

ی با تمایل یها نانوباديتوان به  میهمین اساس بدون شک 
دست  سازي غنیدر طی مراحل  بالا علیه پپتید مورد نظر

پپتیدي  ژن آنتینتایج حاصل از مونوفاژ الایزا علیه . یافت
هاي قوي با  مورد نظر دلالت بر تولید و انتخاب نانوبادي

  . مورد نظر دارد ژن آنتیقدرت اتصال بالا علیه 
انسانی نشان  VHهاي تولید شده با VHHبررسی سکانس 

ي آمینه کلیدي ها اسید ها ، این نانوباديFR2دهد، در  می
VHH  شود  میمشاهدهPhe/Tyr-42, Glu-49, Arg/Cys-

50, Gly-52 ) (]38،39[.  همچنین پیوند دي سولفیدي که
 بیشتر CDR3و  CDR1ي موجود در ها بین سیستین

VHH نیز  ها این نانوباديدر . ]40[ي شتري وجود دارد ها
 CDR3ی که در یتعداد آمینو اسیدها. شود میمشاهده 
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آمینو اسید  )5/13طور متوسط  به( 18تا  7وجود دارد بین 
 CDR3تعداد آمینو اسیدهاي موجود در  .است

) 5/13(از متوسط ) 16(بزرگتر  ،ي تولید شدهها نانوبادي
دارد موارد ذکر شده دلالت بر این . است ها CDR3طول 

پپتیدي مورد نظر، از لایه  توپ اپیي علیه ها که نانوبادي
. اند ي شتري مشتق شدهها بادي آنتیزاینده زنجیره سنگین 

با توجه به تنوع ژنی که در کتابخانه فاژي سنتز شده 
 سازي غنیو نتایجی که در طی مراحل  وجود داشت

 با تمایل بالاي ییها جداسازي نانوبادي ،حاصل شده بود
گیرنده  NTRژن پپتیدي واقع در ناحیه  به آنتی اتصال
DR5با توجه به نقشی که براي این . ، با موفقیت انجام شد

توانند  میها  این نانوبادي ،ذکر شد DR5جایگاه اتصالی در
در  القاي آپوپتوزکاندیداهاي مناسبی براي بررسی 
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