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 چكیده

 VEGFآنژیوژنز در بسیاری از فرآیندهای فیزیولوژیک و پاتولوژیک از جمله رشد تومور دخالت دارد و 

با  (VHHی )دومینتک  هایبادیآنتیتولید . امروزه شوووودمحسووووي میمهمترین فاکتور در این فرایند 

شد ویژگی مهار  سرطانی یکی ازفاکتورهای ر شد.سرطان میهای جدید درمان کارراه در تومورهای   با

در  VEGFفاژی علیه  های شتری تهیه شده با استفاده از نمایشVHHمشخص شد  ما وهش قبلیپژدر 

به جایگاه اتصوواب به  تمایلی بیشووترین اداری که VHH در این بین .کندنقش اسوواسووی ایفا میآن مهار 

VEGF در بین دیگر اعضووا کتابخانه فاژیVHH  بیان  کارایی بهتوجه ا ب ، انتخاي شوود.تهیه شووده بودها

از این سوویسووتا برای بیان ، (INPزایی یخ )پروتئین هسووته با اسووتفاده از موتیل لنگری E. coliسوویحی 

ستفاده ئپروت صاب د.شین ا سلوب فقط  INP از آنجا که در ات سیح  انتهای آمینی نقش دارد، در  دومینبه 

با قراردادن جایگاه برش  ،اسووتفاده شوود. هم نین InaKجفت باز ابتدایی ژن  537طراحی سووازه ژنی از 

از سوویح سوولوب  VEvhh10، امکان جداسووازی موفقیت آمیز VEvhh10و INP بین TEV آنزیا پروتئاز

سمیدشدباکتری فراها  ستفاده از پلا سیحی با ا  VEGF علیهVEvhh10 و INP حاوی pET-21a . بیان 

باشد. پس می E. coli درVEvhh10 گزینه مناسبی برای بیان سیحیINP دنباله  نتایج نشان داد انجام شد.

شوی متعدد انجام  VEvhh10از تولید ست ش سانتریفیوژ و  ستفاده از  سازی و تخلیص با ا نوترکیب، جدا

که پروتئین داد نشان  VEGFبه   VEvhh10آمیزاتصاب موفقیت .شدبررسی  VEGFگرفته و اتصاب آن به 

 .شودتواند برای کاربردهای درمانی و تشخیص بالینی بیماران در آینده استفاده حاصل مینوترکیب 

، آنژیوژنز، فاکتور رشد اندوتلیاب  VHHزایی یخ،پروتئین هسته ،در باکتری نمایش سیحی: واژگان كلید

 رگی
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 مقدمه-1

یک گلیکوپروتئین  (VEGF) 1فاکتور رشد اندوتلیاب عروقی

کیلودالتون اسووت. این  28 همودیمر با وزن مولکولی تقریباً

)تشووکیل رگ زاییرگ برای واسوویه کلیدییک پروتئین 

ست اثرات فیزیولوژیک خود  VEGF .های خونی جدید( ا

 های رسپتوررا از طریق اتصاب به دو رسپتور مشابه به نام

1 -Flt(I -VEGFR)2   و رسوووپتورKDR (II-VEGFR)3 

خارج سوولولی شووبه  دومین هفتدارای  ، کهکنداعماب می

سلولی دومینایمنوگلوبولین و یک   تیروزین کینازی داخل 

سیح  بوده  دشونمی بیانی اندوتلیاب رگی هاسلوبو در 

 VEGF. در شوورایط هیپوکسووی بیان رسووپتورهای [2, 1]

 . اتصووابشووودمیباعث پدیده آنژیوژنز و یابد افزایش می

VEGF به رسپتور VEGFR-II  ی اندوتلیاب هاسلوبپاسخ

با  VEGFR-I . اگرچه رسووپتور[5-3] انگیزدرگی را بر می

در به  قطفاما ، شودمیتمایل بیشتری به این فاکتور متصل 

 به رسپتورآن را و دسترسی  داردنقش  VEGF دام انداختن

VEGFR-II صلی سپتور ا  یزایرگهای سیگنابالقاء ، که ر

مجزا به  دومیندو توسووط  VEGFکند. تسووهیل می اسووت،

  .[7, 6]شودمیرسپتورهای مذکور متصل 

طی دوران جنینی  زاییرگباعث  VEGFدر افراد سوووالا، 

ا در بزرگسووا ن نقش مهمی ایفا میشووده و در بهبود زخ

شرایط پاتولوژیک زاییرگکند.  سیاری از  شد ر مانند در ب

، 6، دژنراسوویون ماکو  5، رتینوپاتی دیابتی4تومور، متاسووتاز

-8]نقش کلیدی دارد  8و پسووریازیس 7آرتریت روماتوئید

پذیرد به چند روش صووورت می زاییرگمهار پدیده . [10

 انتقاب سیگناب سلوب اندوتلیالی، مهاجرتدر که شامل مهار 

سلوب  سلوب اندوتلیاب و بقای آن، شد، تکثیر  فاکتورهای ر

ساز یشهای پسلوباندوتلیاب، ماتریکس متالوپروتئینازها و 

تنظیا کننده  عنوانبه VEGF وباشووود مغز اسوووتخوان می

                                                 
1 Vascular Endothelial Growth Factors  
2 VEGF Receptor I (Fms-Like Tyrosine Kinase-1) 
3 VEGF Receptor II (Kinase Domain Region) 
4 Metastasis 
5 Diabetic Retinopathy 
6 Macular Degeneration 

صاب  خود را زاییرگاثرات  ،آنژیوژنز تومور  هباز طریق ات

-11, 4] دهدمیانجام  VEGFR-II های خود بویژهگیرنده

نابراین . [13 هدف عنوانبهاین مولکوب ب دارویی  یک 

بسوویار حائز اهمیت های ضوودآنژیوژنز درمان درارزشوومند 

 است.

داری ویژگی VHHیا  10نانوبادی، 9یدومینک ت بادیآنتی

ها، های ارزشووومندی از جمله قدرت نفوؤ م ثر به بافت

 کردن، بیان کارامدپایداری با ، سووهولت در فرایند انسووانی

تمایل و اختصووواصووویت به  و های پروکاریوتیدر میزبان

 عنوانبهتوان ها را مید. بنابراین آنمی باشووژن مربوطه آنتی

 رد.معرفی ک سوونتیهای بادیکاندید درمانی جایگزین آنتی

VHH  اسووت که تمام عملکرد  بادیآنتیکوچکترین قیعه

سیار کوچک   انعنوبهخود را حفظ کرده و به دلیل اندازه ب

. میالعات شاهنگیان [15, 14] شودمیشناخته نانوبادی نیز 

)کوود  VEvhh10کووه  نشووووان داد( 2015ن )همکوواراو 

دارای یک اثر مهاری قوی در اتصاب ( LC010469دسترسی

VEGF شد به گیرنده خود می نقش نامبرده  VHH .[16]با

 VEGFبازدارندگی خود را با اتصاب به محل اتصاب گیرنده 

جام می هدان با ترین انرژی  VEvhh10. د هم نین دارای 

در میان سوووایر  VEGFاتصووواب در محل اتصووواب گیرنده 

سیداست که  VHHاعضای کتابخانه فاژ  کلیدی  هایآمینوا

و فعالیت بیولوژیکی  دهدمیرا پوشش  VEGFدر عملکرد 

VEGF کندرا مختل می. 

یان  های معموب روش یکی از یب،  VHHبرای ب نوترک

بیان هرچند  ،می باشد E. coliی بیانهای سیستا استفاده از 

VHH ستفاده از روشه ب ب معمو هایصورت نوترکیب با ا

باعث  اغلببیان سویتوپلاسومی در این میزبان پروکاریوتی 

شکیل  سام تودهت  میالعهدر این  [17و18] دشومی 11ایاج

شکلبرای غلبه بر این  سلوب ، م سیح  تکنیک نمایش در 

7 Rheumatoid Arthritis 
8 Psoriasis 
9 Single Domain Antibody 

10 Nanobody 
11 Inclusion body 
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تا به واسووویه  دهدمیاجازه  پپتیدهاکه به  شووودانتخاي 

ی هاسووولوبهای لنگری در سووویح همجوشوووی با موتیل

  (INP)1زایی یخنمایش پیدا کنند. پروتئین هسووتهی میکروب

باکترییکی از انواع معموب پروتئین ها های غشوووایی در 

های بیان سیحی بیشتر سیستااست. با وجود محدویتی که 

نمایش در سووویح  برایهای هدف از نظر اندازه پروتئین

ستا سی سیحی سلوب دارند،   تواندمیINP مبتنی بر بیان 

ها را در سوویح باکتری بیان کرده و به نمایش پروتئین انواع

  .[19-22،13]بگذارد

  هامواد و روش -2

 مولكولی و شیمیایی مواد 2-1

از شووورکووت  INPحوواوی لینکر  pET-21a پلاسووومیوود

eneGhineS )مارکر وزن مووووولووووکولی)چین ،DNA 2  از

( و مووارکر وزن YT8507شووورکووت یکتووا تجهیز آزمووا )

 BIO( از شرکت BSM0431) 3موووولوووکولی پوووروتوووئین

BASIC سوویلین و آگارز از شوورکت )کانادا(، آمپیAcros 

Ni4-رزین )ایران(، SinaClonاز شوورکت  IPTG)تایوان(، 

NTA) کت ند( Qiagen( از شووور یت اسوووتخراج )هل ، ک

)کره(،   GeneAllپلاسوومید و اسووتخراج از ژب از شوورکت

 Yektatajhizکیت پاکسووازی محصوووب آنزیمی شوورکت 

، آنزیا لیگاز و HindIII / Xhol، آنزیا محدودکننده )ایران(

تازسووووایر آنزیا کا) های مولکولی فرمن  pfu(، آنزیاآمری

polymeras   و Taq polymerasاز شووورکوت ویوانتیس 

شووورکت سووویناژن )ایران(، پودر متیل )کره(، پرایمرها از

یازوب کا(،  Sigmaاز شووورکت  (MTTتترازولیوم ) ت )آمری

-DMEDو  Trypsin-EDTAاسووترپتومایسووین،-پنیسوویلین

low glucose  از شووورکووتBio-Idea   ،)ایران(FBS  از

GibcoBRL انسووانی مونوکلوناب دبادی ضوو)آمریکا(، آنتی

شتاز طب )ایران(،  HRP کونژوگه با شرکت پی  دیباآنتیاز 

و سایر موادشیمیایی  )سوئیس( Rocheآوستین از شرکت 

 .شد)آلمان( تهیه   Merckاز شرکت

 سازی ژنهمسانه 2-2

عه ژنی  جداسوووازی قی ناسوووب برای  های م تدا پرایمر اب

VEvhh10  سی ستر سمید فاژی  LC010469با کد د از پلا

 برایالگووووووو  عنوانبه( و از پلاسوومید 1طراحی )جدوب 

اسوووتفاده شووود. برای  5(PCRمراز )ای پلیواکنش زنجیره

لیمراز  پ نزیا  یر بووا آ نزیا Taqتکث لیمراز و آ از   Pfuپ

. شد( انجام 2ترموسایکلر با برنامووووه تنظیمووووی )جدوب 

آزمایش  PCR برایدماهای مختلل اتصاب پرایمر بوه الگو 

 دمای بهینوووه عنوانبهگراد درجه سانتی 65شد و دموووای 

های برشی پرایموووورها در ابتدا و . جایگاهشدانتخوووواي 

  TEVپروتئازانتهای ژن طراحی شود و جایگاه برش آنزیا 

 قورار گرفت. VEvhh10و توالی   INPبین لینکر

 

 LC010469 IDبا کد دسترسی   VEvhh10برای تکثیر ژن  توالی پرایمرها 1جدوب 

 Sequence’5'→’3' 
Tm 
(ºC) 

Forward primer CCCAAGCTTGAGAATCTATATTTTCAGGGCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTC 69.7 

Reverse primer CCGCTCGAGCTATGAGGAGACGGTGAYCTGGGTC 68.3 

 

 
 این پژوهشPCR های دمایی کلونی چرخه 2جدوب 

                                                 
1 Ice nucleation protein 
2 DNA Ladder 
3 Protein Marker 

4 Nickel-Nitrilotriacetic Acid 
5 Polymerase chain reaction  
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Steps Reaction Taq polymerase Pfu 

  Temperature ᵒC Time Temperature ᵒC Time 

1 Initial denaturation 95 6 min 95 5 min 

2 Denaturation 95 30 Sec 95 30 Sec 

3 Annealing 64-51 30 Sec 61-67 30 Sec 

4 Extension 72 1 min 72 2 min 

تکثیر و   pfuتوسط آنزیا PCRکه با  VEvhh10قیعه ژنی 

حاوی  pET-21aاز ژب اسوتخراج شود و همزمان با وکتور 

و  IIIHindهای برشووی با آنزیا 1هضووا آنزیمی  INPلینکر

XhoI  ستفاده از کیت تجاری شدانجام سازی آن با ا . پاک 

 3الحاق فرایندانجام شده است.  2پاکسازی محصوب آنزیمی

ور با استفاده از آنزیا قیعه ژ وورد نظ نی مذکور به وکتور م

T4 DNA ligase  صوب الحاق به شد. پس از آن مح انجام 

وای وه  C4˚ مودت یوک شوب در دم . محصووب شدانکوب

صووووول به باکتری  و برای  4شدمنتقل   5α-DHE. coliحا

های ن بوووه داخووول وکتوووور، بر روی پلیتتأیید الحاق ژ

های شووود. در نهایت کلونی داده کشتبیوتیک حاوی آنتی

شووووووودند، که از  Colony PCRتکثیر یافته، وارد مرحله 

 T7و پرایمرهای  VHHپرایمرهوووای اختصاصی مربوب به 

روی  PCRپروموتر و ترمیناتور استفاده شد. محصوووو ت 

های مثبوووت آنالیز و کلونیدرصد  1ژب آگارز الکتروفورز 

شدند. پ سنوترکیب غرباب و کشت  ط لاسمید نوترکیب تو

ود.برای تأیید ورود  و ویص ش کیت استخراج پلاسمید تخل

پلاسوومید، هضووا آنزیمی توسووط آنزیا قیعه ژنی به درون

 .شدهای برشی انجام 

  InaK-N_TEV Proteaseبیان سازه ژنی  2-3

با روش شوووک  VHH و INP حاوی PET-21a پلاسوومید

انتقووواب  E. coli BL21(DE3) حرارتوووی به میزبان بیوووانی

ورده شد. صحت انتقاب با جداسازی کلنی داده وای رشدک ه

                                                 
1 Double digest 
2 Clean up 
3 Ligation  

آمپی mg/ml 100 حووواوی  Agar LB بووور روی محووویط

 .سیلین بررسی شد

ی ژنی، یووک کلونی از بووه منظور بیووان پروتئین سووووازه

سمید نوترکیب بیانی به های حاوی پباکتری لیتر میلی 10لا

 100سووویلین ک آمپیبیوتیحاوی آنتی LBمحیط کشوووت 

گراد درجه سانتی 37تلقیح و در دمای لیتر گرم بر میلیمیلی

یک  ،( انکوبه شوود. سووپسrpm 250با هوادهی میلوي )

به میلی باکتری رشووود کرده   LBلیتر محیط میلی 50لیتر 

قاب داده شووودحاوی آنتی تا افزایش جذي  بیوتیک انت و 

حدود  600نوری در طوب موج  به   37، در 6/0نانومتر 

سانتی میلی  1. نهایتاً، بیان در غلظت شدگراد انکوبه درجه 

درجه  25 ساعت در دمای 24طی مدت زمان  IPTGمو ر 

 15محصوب حاصل به مدت  ،شد. سپسانجام گراد سانتی

دسوت هوژ و رسووي بیسوانتریف rpm  4000 دقیقه در دور

مایشوووات اصووولی در  جام آز مان ان تا ز مده  درجه  -20آ

. برای کسووب اطمینان از بیان نگهداری شوود گرادسووانتی

یایی  SDS-PAGEپروتئین از الکتروفورز  یایی/ غیراح اح

با استفاده از ژب پلی آکریل آمید  SDS-PAGEاستفاده شد. 

در شووورایط غیر احیایی و براسووواس روش درصووود 5/12

Laemmli  [23]انجام شد . 

نوتركیب در سویه  8VEGF-109بیان وخالص سازی  2-4

  شافل

اتصالی  دومین) 8VEGF-109حاوی ژن  28a-pETپلاسمید 

 E. coli ی باکتریایی هاسووولوبدر  (VEGFبه رسوووپتور 

4 Transformation  
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BL21 (DE3)  سفورم و در دمای سانتی 37تران گراد درجه 

شب در محیط   حاویTerrific Broth (TB )به مدت یک 

mg/ml100 سپس شد.  شت داده  سین ک با غلظت  ،کانامای

به مدت  القاء و ،600OD: 6/0در  IPTGمو ر از میلی 5/0

 گراد انکوبه شوودنددرجه سووانتی 24سوواعت در دمای  22

قه،  g5000 ،15پس از سوووانتریفیوژ ) .[24] ج 4دقی ه در

 50ی باکتریایی در بافر لیز حاوی هاسووولوبگراد( سوووانتی

لی ی لی 4PO2NaH ،300مو ر م ی  NaCl ،10مو ر م

یدازوب، میلی ( pH: 8با )PMSF 1مو ر میلی 1مو ر ایم

سیون مجددا در  سونیکا صوب  شدند. مح  rpmسونیکیت 

گراد درجه سوووانتی 4دقیقه در دمای  20به مدت  12000

 سووپس مایر رویی با اسووتفاده از روشسووانتریفیوژ شوود و 

SDS-PAGE  [25] شدآنالیز. 

با تخلیص پروتئین مایلی  ماتوگرافی ت به روش کرو ها 

 برای این کار،. شووداسووتفاده از سووتون نیکل آگارز انجام 

شو  ست ش سط بافر  ستونی که قبلا تو نمونه پروتئینی روی 

(Tris-base (50 mM, pH 8.0) + NaCl (300 mM) + 

Imidazole (20 mM)د. ش ( به تعادب رسیده بود انتقاب داده

هایی که به در این مرحله با اسوووتفاده از این بافر، پروتئین

دلیل فقدان دنباله هیسووتیدینی توانایی اتصوواب به سووتون را 

نداشتند، شسته شده و از ستون خارج شدند. تنها پروتئین 

ستیدینی به ستون متصل  مورد نظر به علت وجود دنباله هی

 Tris-base (50به کمک بافر جدا کننده ) ،سپس .باقی ماند

mM, pH 8.0) + NaCl (300 mM) + Imidazole (250 

mM) سازی ( در حضور غلظت با ی ایمیدازوب عمل جدا

. هم نین، برای جلوگیری از تخریب شوودانجام  هاپروتئین

ها، تخلیص با اسوووتفاده از بافرهای سووورد گرمایی پروتئین

سروب حاوی گلی PBSبه دنباب آن دیالیز در بافر  .شدانجام 

شب در  سانتی 4در طوب  ستفاده از درجه  گراد انجام و با ا

SDS-PAGE  با ظت پروتئین  نالیز شووود. غل یایی آ غیراح

                                                 
1 phenylmethylsulfonyl fluoride 
2 Human umbilical vein endothelial cells 

پروتئین  عنوانبووه BSAاسوووتفوواده از روش بردفورد و 

 .[26]استاندارد تعیین شد 

 كشت سلول  5-2

( در HUVEC) 2ی اندوتلیاب بند ناف انسوووانیهاسووولوب

سک  ستفاده از محیط  T25فلا  DMEM (Dulbecco’sبا ا

Modified Eagle Medium حاوی میلی مو ر گلوکز  5( 

سوورم درصوود  10میلی مو ر،  2گلوتامین -Lو با افزودن 

صد  1و  3جنین گاوی گرم بر میلیمیلی 010سیلین پنیدر

سین  سترپتومای ضورگرم بر میلیمیلی 100لیتر و ا  لیتر با ح

CO2 5  صد سانتی 37در در شد داده و برای گردرجه  اد ر

 .شدهای بعدی استفاده انجام آزمایش

در  HUVECs ی اندوتلیالهاسلولسنجش تكثیر  5-2

 شرایط آزمایشگاهی

سی اثر  برای شد و تکثیر  8VEGF-109برر از  HUVECبر ر

 5× 310تعداد  .[12] استفاده شد MTTروش رنگ سنجی 

شت داده 96های یک پلیت سلوب در چاهک  شد. خانه ک

با  کشووت محیطسوواعت،  24طی هاسوولوبپس از اتصوواب 

حاوی پروتئین  تازه  ظت RBD-109-8VEGFمحیط  در غل

لل ) ت خ م گرم در  240، 120، 60، 30، 10هووای  نو نووا

سووواعت در  48به مدت  هاسووولوبلیتر( جایگزین و میلی

گراد انکوبه شوودند. برای هر تیمار درجه سووانتی 37دمای 

سنجش  ستقلسه  سلولی،  م شد. برای تعیین تکثیر  انجام 

ظت  هاسووولوب به  MTTلیتر گرم در میلیمیلی 5/0با غل

تحت تیمار  گرادسانتیدرجه  37ساعت در دمای  4مدت 

و سووپس محیط به دقت خارج شوود. بلورهای گرفته قرار 

حل شووودند و جذي  DMSOمیکرولیتر  100فورمازان در 

  µQuant, BioTek نانومتر با استفاده از پلیت ریدر 570در 

 شد.خوانش  )آمریکا(

 ELISA4مبتنی بر  ایمنیسنجش  7-2

3 Fetal Bovine Serum 
4 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay  
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سلوب باکتری  سط VHH سیحیکننده  بیانابتدا  لنگر  تو

INP، کربنوواتبی–در بووافر کربنووات (6/9 :pH) (0.1M 

3, 0.1 M NaHCO3CO2Na) .100 مقوودار تهیووه شوووود 

 INP-VEvhh10ر کنیباکتری حاوی ل سووولوبمیکرولیتر از 

سوواعت در دمای  16شوود و به مدت  اضووافههر چاهک  به

تخلیه محلوب رویی سوواعت  16 پس از. شووداتاق انکوبه 

شسته شد.  PBSبافر میکرولیتر از  100شده و سه مرتبه با 

 بهژ تین  درصد 2حاوی PBS بافر با مرحله مسدود سازی

شدمیکرولیتر  350حجا  ساعت در  انجام  و به مدت یک 

مای  بافر  ،. سوووپسگرفتقرار  گرادسوووانتی درجه 37د

  PBSTبووافر ازمیکرولیتر  100 بوواو  گ تخلیووهینووبلاک

(PBS+0.05% Tween-20 )3 .100 مقدار بار شستشو شد 

 500تا  5/0)از  VEGFهای سوووریالی میکرولیتر از محلوب

مدت به چاهکلیتر( نانوگرم بر میلی به  فه و   2ها اضوووا

شد.  سیون همه  پس ازساعت در دمای اتاق انکوبه  انکوبا

شو  PBSTها تخلیه و با بافر چاهک سه بار به خوبی شست

مونوکلوناب انسووانی ضوود  بادیآنتیمیکرولیتر از  100 شوود

VEGF  ها به چاهکلیتر نانوگرم بر میلی 1000با غلظت

 100با حجا  PBSTاز شووسووتشووو با  پسو اضووافه شوود 

  Anti-Human IgGبووادیآنتیمیکرولیتر  100. ،میکرولیتر

و در تاریکی و  هبه هر چاهک اضافه شد  HRPکانژوگه به

ساعت و نیا انکوبه  1مدت  به  گرادسانتیدرجه  37دمای 

سپس به هر چاهک  2O2Hو  TMB1میکرولیتر  100 ،شد. 

دقیقه در تاریکی انکوبه شد. در ادامه  15اضافه و به مدت 

نرماب به هر چاهک  2میکرولیتر اسووید سووولفوریک  100

شد. در نهایت جذي چاهک ضافه   450ها در طوب موج ا

 نانومتر خوانده شد. 

 نتایج -3

 pET-21a- Ina_Kسااازی ژن طراحی و همسااانه 3-1

537-TEV-VEvhh10 

نی حی از سووووازه ژ -pET-21a- Ina_K 537-TEV طر

VEvhh10   افزار اسوووتفاده از نرم باSnapgene.v5.1.5 هب

 شده است.  ارائه 1صورت شماتیک در شکل 

 

، Ina_K 537حاوی pET-21a ي( تصویر شماتیک پلاسمید   pET- 21a- Ina_K 537-TEV-VEvhh10.الل( طراحی و سنتز سازه 1شکل 

در قسمتی که   PCR (TEV-VEvhh10) طراحی شد و محصوب نهایی XhoIو   HindIIIهای که به صورت خیی طبق برش با آنزیا

جفت باز است. ج( شکل شماتیکی بیان  402است اضافه شد که طوب آن   VEvhh10که قبل از توالی  TEVجایگاه برش آنزیا پروتئاز

 E. coliدر میزبان  زایی یخن هستهئیبا استفاده از پروت VEvhh10سیحی

                                                 
1 Tetramentylbenzidine 
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 DNAها به ترتیب از چپ به راست پلیمراز. چاهک Taqای پلیمراز گرادیان با آنزیا الل( محصو ت حاصل از واکنش زنجیره 2شکل

Ladderمحصو ت ،PCR  برای دماهایAnnealing 64,4 ،62,9 ،61,1 ،59,6 ،58 ،57,5 ،55 ،53,5 ،52,2  ي( گراددرجه سانتی 51و .

( ج 3. گراددرجه سانتی 67 تا Annealing 61، دماهای DNA ladderها به از چپ به راست چاهک.  pfuآنزیا پلیمراز  PCRگرادیان 

 پاکسازی محصوب  هضا دوگانه و پس از  pfuآنزیا PCRمحصوب 

 

 

 
)ي( حاصوول از   T7 terminatorوT7 promotor  )الل( و پرایمرهای  VHHپرایمرهای اختصوواصووی  بررسووی پلاسوومیدها با 3شووکل 

، DNA ladder, به ترتیب از سوومت چپ   INPحاوی  pET-21a به  پلاسوومید   VHHهای مختلل. )ج( تایید فرایند الحاق ژن اسووتخراج

 ( و نمونه کنترب مثبت حاوی پلاسمید بدون هضا دوگانهHindIII, XhoIهای )پلاسمید با آنزیا  هضا دوگانه

 

به  VEvhh10حاوی توالی ژن  pComb3Xابتدا پلاسوومید 

ثبت   GenBankدر بانک اطلاعاتی  LC010469شوووماره 

( Gene Allتوسووط کیت ) TG  E. coliه که از باکتریشوود

رای عنوان الگویی بسپس پلاسمید، به استخراج شده است.

سایک ستگاه ترمو سط د ستفاده از  لر باتکتیر ژن هدف تو ا

 Taq DNA polymeraseپرایمرهای اختصاصی ژن هدف، 

ي( استفاده -2)شکل  pfu  polymeraseالل( و -2)شکل 

ووب پس شد. وا PCR  از فرایند تکثیر، محص ویله هض بوس

واده و خالص  وای چسوبان آم آنزیمی به منظور ایجواد انته

حاوی  pET-21aوکتور  ،(. هم نوووووینج-2)شووکل شوود

 HindIIIهای برشی هضا توسط آنزیا فرایندبا  INPلینکر

پس .شدالحاق خالص  فرایند برایخیی شوووود و  XhoIو 

گراد درجه سانتی 4 یاز الحاق، محصوب مورد نظور در دما

ساعت انکوبه و وارد باکتری شد. محصوووووب  14به مدت 

سیلین کشت داده شد. آمپی ترانسوووفرم بووور روی پلیوووت

از  colony PCRهای مثبت جدا شده و با اسوتفاده از نمونه

حاوی  LB نظر ورود ژن تأییود شودند. سوپس در محویط

سیلین کشت داده شده و از پلاسوووومید آمپی بیوتیکآنتی

ان الگو برای تکثیرژن هدف و سووازه اسووتخراج شووده بعنو

ستفاده شد. سپس INPژنی حاوی  بر روی محصوووووب  ،ا

 ب الف

 ج

 

 ج ب الف
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و  Forwardبووووا پرایمرهووووای  PCRاستخراج پلاسمید، 

Reverse  ژنVEvhh10  کل و همین طور  الل(-3)شووو

Forward  وReverse T7  پروموتر و ترمیناتور پلاسووومید

 های یاي(. پلاسمید بوسیله آنز-3قرار داده شووود )شکل 

HindIII وXhoI شد و ژن مورد ، هضا دوگانه آنزیمووووی 

وس از بررسوی، -3نظر بروی ژب مشاهده شد )شکل  ج( پ

 نتایج حاکی از موفقیت و تأیید کلونینگ بود.

  یبیان سطح یدیتأ 3-2

از سه قسمت تشکیل  Ina_K 537-TEV-VEvhh10سازه 

از  InaK ژن مربوب به ییجفت باز ابتدا 537 شووده اسووت 

 ا عدد دسوووترسووویب  Pseudomonas syringae یباکتر

KCTC1832 19 بییبووا وزن مولکولی تقر نییکووه پروتئ 

لتون را کوود میلویک  یبووادکنوود، ژن مربوب بووه مونودا

VEvhh10 سی ستر  372 به اندازه که LC010469 با عدد د

 14 با وزن مولکولی تقریبیباشوود و پروتئینی میجفت باز 

 اهگیتوالی کدکننده مربوب به جاو  کندرا کد می کیلودالتون

ئاز  ایبرش آنز نابراین باز. جفت 21با  TEVپروت وزن  ب

 InaK-N _TEV Protease بیووسووووازه نوترک یمولکول

Cleavage Site _VEvhh10 می کیلودالتون 33 در حدود

رسووي باکتری  ،VHHبررسوی بیان سویحی  برای .باشود

قسوومت اوب بروی  .شوودقسوومت تقسوویا  3به بیان  پس از

ضا ه لیزوزیاسونیکاسیون انجام شد قسمت دوم با آنزیا 

سوولوب کامل باقی ماند  صووورتبهقسوومت سوووم  و شوود

 TEVزیا پروتئاز آنبا  هابخشم از این اهر کد (.4ل)شوووک

-SDSالکتروفورز و نتایج حاصووول در ژب  نیز تیمار شووود

PAGE ظهور باند در  .(4 )شکلشد  ی نشان دادهغیراحیای

و  رسووووي برای SDS-PAGEکیلودالتون در  33محدوده 

القا شووده اسووت در  IPTGلیز شووده که با باکتری  سووو 

مقایسه با نمونه شاهد نشان دهنده بیان این پروتئین است. 

پروتئین بیان شوووده  باند مربوطه به 5و  3، 1های چاهک

ضور  شان می پروتئاز TEVسیحی در ح ست که ن  دهدا

کیلودالتون  19ضوووعیل و باند اضوووافی پروتئاز  TEVباند 

، 2های که چاهکظاهر شده است در حالی INPمربوب به 

پروتئین بیان شوووده سووویحی در باندهای مربوب به  6و  4

ضور عدم  سبت به  پروتئاز TEVح ستند که این باندها ن ه

حالت قبلی قوی تر اسوووت. هم نین به دلیل عدم برش با 

TEV باند مربوب به پروتئازINP   ظاهر نشووده اسووت. این

یان سووویحی  که ب حاکی از آن اسوووت  تایج   VEvhh10ن

 (.5موفقیت آمیز بوده است )شکل 

 

 
 E .coliدر باکتری  EVvhh10نمایش سیح سلولی  بررسی برای شدهشمای کلی روند انجام   4شکل 
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رسوي سلوب ( 6و  4، 2، نمونه ستون )پروتئازبا وجود آنزیا  لیز شده و شامل رسوي سلوب زنده، سونوکیت( 5و 3، 1ستون ) 5 شکل

  پروتئین مارکر 8 ( و ستونپروتئازTEV ) 7، ستون پروتئازبدون آنزیا زنده، سونوکیت و لیز شده 

 

  VEGFبه  VHHبررسی اتصال  3-3

سی  پیش صاب  قابلیتاز برر سیح بی VHHات شده در  ان 

از ، شوووده تولیدنوترکیب  8VEGF-109فعالیت باکتری ابتدا 

شد و تکثیر اثر آن روی طریق   یی اندوتلیاب رگهاسلوبر

در  که همانیور شد. بررسی MTTروش  انسانی به بندناف

ست تکثیر  6شکل  شخص ا با افزایش غلظت  هاسلوبم

109-8VEGF  که در  طوریهبنوترکیب به خوبی انجام شووده

سلولی  ،آن از لیترنانوگرم بر میلی 240 غلظت  به جمعیت 

 8VEGF-109ای که فاقد درصوود نسووبت به نمونه 80حدود 

نوترکیب تولید شده  VEGFرسیده است. بنابراین  باشدمی

های سنجش تواند در تستدارای فعالیت زیستی بوده و می

VHH  شود.استفاده 

از تست  VEGFبه  VEvhh10برای بررسی توانایی اتصاب 

میابق روش ؤکر شده، استفاده شد  ELISAایمنی مبتنی بر 

پاسوووخ -دوزالل(. نتایج حاصووول از منحنی -7)شوووکل 

EVvhh10  سیح باکتری شده در  ستفاده از روش بیان  با ا

ELISA ( 7شوووکوول-)بووا افزایش داد کووه  نشووووان ي

شتری از مولکوب  VEGFغلظت  VEGFضد  هایتعداد بی

شده که این امر منجر به افزایش جذي نوری  به آن متصل 

  .شودمی

 

 

 

 

 

 

 

 

 های مختللدر غلظت بندناف یی اندوتلیاب رگهاسلوببر رشد نوترکیب  8VEGF-109غلظت  اثر 6 شکل
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ی با استفاده از سلوب باکتری نمایش سیح VEGF برای سنجش غلظت ELISA طرح شماتیک سنجش ایمنی مبتنی بر )الل 7شکل 

EVvhh10 .پاسخ-منحنی دوز (ي EVvhh10 تشخیص  بیان شده در سیح باکتری االیزا برایVEGF. 

 

 بحث  -4

سرطان یکی ازطبق آمار ست که  های جهانی،  شکلاتی ا م

علیرغا  .[14] گریبان آن اسوووت به جامعه جهانی دسوووت

های بسوویاری که در درمان و کنترب این بیماری پیشوورفت

صل سعه درمان حا ست، هنوز نیاز به تو های جدید شده ا

ساس  سرطانی دارای هاسلوب. چون شودمیدر آن اح ی 

یافته های توسووعههای متنوعی برای فرار از درمانکانیسووام

یکی از راهکارهایی که امروزه بسوویار موردتوجه  .هسووتند

اسووت. گسووترش  زاییرگشووده اسووت، مهار فرآیند  واقر

ستاهاسلوب سی سعه و ایجاد  های ی توموری منوب به تو

ی توموری به هاسووولوبرگی جدید اسوووت. پس از اینکه 

کافی رشووود  به علت میزان  ند، در مرکز تومور  خود کرد

کاهش فشووار اکسوویژن و کمبود مواد غذایی، هم نین عدم 

شوووند. پس ازاین مرحله اگر دفر مواد زائد دچار مرگ می

سوویسووتا رگی به سوومت تومور گسووترش پیدا کند، تومور 

تواند مراحل رشوود خود را کامل کند. با رشوود کرده و می

 گسووترش سوویسووتا رگی(،توجه به اینکه این نیاز حیاتی )

سرطان سیعی از  ست، هدف تقریباً در طیل و شترک ا ها م

مناسبی برای از بین بردن تومورهای تشکیل شده به شمار 

منظور ایجاد و توسعه سیستا ی توموری بههاسلوبآید. می

شد  شح فاکتور ر سمت خود، اقدام به تر  VEGFرگی به 

اندازی موجب راه ی اندوتلیاب،هاسلوبکنند که با اثر بر می

شارهای پیام شده و با تغییر الگوی برنامهآب سانی در آنها  ر

ریزی سووولولی، موجب افزایش تکثیر و مهاجرت و بقای 

  .[28, 27]ند شومی هاسلوب

فا نقش ای زاییرگفاکتورهای رشد متعددی در القاء پدیده 

یدی ترین آنمی که مهمترین و کل ند  فاکتور رشووود کن ها 

( است. بیان این پروتئین همودایمر VEGFاندوتلیاب رگی )

شدت افزایش می شرایط پاتولوژیک به   60د. یابدر تمامی 

ی سرطانی نیز با چنین راهکاری یعنی بیان هاسلوبدرصد 

تومور را فراها  ، رشووود و متاسوووتاز VEGFو تولید با ی

قاء تکثیر و می یک ضووومن ال فاکتور آنژیوژن ند. این  کن

ب، افزایش نفوؤپذیری رگی، ی اندوتلیاهاسووولوبمهاجرت 

زم برای ها شووورایط  آنهای و گیرنده بیان پروتئازهاالقاء 

ند زایی را فراها میوقوع رگ به نقش  .[9]ک جه  با تو

سی سا دخیل در پدیده  ترین فاکتورحیاتی عنوانبه VEGFا

، این مولکوب در زمره اهداف درمانی کلیدی قرار زاییرگ

انجام شوووده  گرفته و میالعات بسووویاری در زمینه مهار آن

توان به تولید آنتیمی VEGF است. از استراتژی های مهار

یه بادی ناب عل نده و VEGFهای مونوکلو های آن، گیر

، آنتاگونیسوووت VEGFهای آنتاگونیسوووت طراحی موتانت

های گیرندهرنده های محلوب، مهارکننده، گیVEGFگیرنده 

د سوونس و تولیهای آنتیهای تیروزین کینازی، اسووتراتژی

آن به اتصاب  VEGF اشاره کرد. فعالیت VEGFآپتامر علیه 

از طریق اتصوواب به دو  VEGFارتباب دارد.  خود به گیرنده

( Flk, KDR( و )VEGFR-I Flt-Iگیرنده تیروزین کینازی )

                                                      الف 
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VEGFR-IIها ، القاء دایمریزاسوویون و فسووفریلاسوویون آن

 .[30, 29, 3] کندقش بیولوژیک خود را ایفا مین

های بادیهای اخیر درمان هدفمند به وسوویله آنتیدر سوواب

ترین و موفقمونوکلوناب بسوویار مورد توجه بوده و از مها

و تومورهای  1های خونیترین راهکارها در درمان بدخیمی

ها هایی که به وسوویله آنباشوود. از میان مکانیسووامی 2توپر

را از بین میی توموری هاسلوبهای مونوکلوناب بادیآنتی

ستقیا آنتیبرند، می سلوب توموری توان به تأثیر م بادی بر 

های کردن گیرنده(، مکانیسووامثاب از طریق بلوکه عنوانبه)

کشنده سلولی به وسیله سیستا ایمنی و یا اثر اختصاصی 

  .[30] تومور اشاره کرد زاییرگبادی بر یک آنتی

داروهای زیسووتی  عنوانبهها بادیبا وجود مزایایی که آنتی

دهند، معایبی سوورطان از خود نشووان میمان هدفمند در در

سیتی، هزینه با ی تولید، اندازه بزرگ و  نیز نظیر ایمونوژنی

, 14]های توموری دارند به تبر آن عدم نفوؤ م ثر به بافت

که آنتیاز ویژگی .[15 ناب برای بادیهایی  های مونوکلو

م ثر واقر شوودن در درمان سوورطان باید داشووته باشووند، 

اندازه کوچک است.  اختصاصیت، حلالیت با ، پایداری و

ا بادی بهای بسوویاری در راسووتای تولید قیعات آنتیتلاش

ژن اندازه کوچک، ضووومن حفظ ویژگی اتصووواب به آنتی 

ستاوردهای آنصور ست که از د  ها تولید قیعاتیت گرفته ا

بادیاین قیعات نسبت به آنتی .است Fab 4و scFV3مانند 

هووایی موواننوود افزایش نفوؤ توموری، معموب برتری هووای

سریر تولید را دارند. اما  سهیل و ت سیتی، ت کاهش ایمونوژنی

 تهای پایداری، بازده بیان، تجمر و مقاومبه لحاظ جنبه

, 15] نیازمند ارتقای بیشووتری هسووتندپروتئازها نسووبت به 

31 ,32]. 

های منحصر به فردی خانواده شترسانان ایمونوگلوبولیندر 

در سیستا ایمنی جاندار وجود دارند که فاقد زنجیره سبک 

ن های زنجیره سوونگیبادیاین آنتی  VHH دومین .هسووتند

بادی ژن در حد آنتیضووومن حفظ توانایی اتصووواب به آنتی

                                                 
1 Haematoligical Malignancies 
2 Solid Tumor 

کامل، به علت خصوووصوویات اسووتثنائی که از خود نشووان 

های بادی، تمامی مشوووکلات میرح شوووده در آنتیدهدمی

معموب و قیعات مهندسووی شووده را هموار کرده اسووت. 

ید آسوووان با ، تول ندازه کوچک، تر، اپایداری و حلالیت 

قاومت  به حرارت، دترجنتم بت  بل توجه نسووو  ها وقا

انسانی، تمایل با    VHH، همولوژی زیاد با قیعهپروتئازها

انسوانی کردن و مهندسوی آن به  ژن، سوهولت روندبه آنتی

های منحصوور به فرد این های چند ظرفیتی از ویژگیشووکل

ها VHHها است. به دلیل اندازه مولکولی کوچک بادیآنتی

سایر آنتی سه با  ها به رود نفوؤ آنها انتظار میبادیدر مقای

تومورها و شووبکیه چشووا بیشووتر باشوود. از طرف دیگر 

 ی توموری مغزهاسوولوبدر   VEGFمشووخص شووده، بیان

ته و  یاف قا میر زاییرگافزایش  کند. ا در تومور مربوطه ال

یان آنتی ها ها VHHها ها و قیعات منتج از آنبادیاز م تن

کنند. از مغزی عبور میای هسووتند که از سوود خونیگزینه

مان می هار VHHرود اینرو گ با توان م قادر  VEGFهای 

, 15] را در تومورهای مغزی نیز مهار کنند زاییرگباشووند 

33-35]. 

هار  عاده م یت فوق ال به اهم جه  مان رگبا تو زایی در در

بادی گیر آنتیها، موفقیت چشوواسوورطان و سووایر بیماری

یه  ناب عل نه و برتری  VEGFمونوکلو  هاVHHدر این زمی

ها و قیعات متصوول شووونده به بادینسووبت به سووایر آنتی

ست. در این آنتی شده ا شخص  برای تولید  پژوهشژن م

با اختصووواصووویت و تمایل با  بر علیه  VHHبادی آنتی

VEGF  ستفاده در سیستا باکتری، سیستا بیان سیحی با ا

ستا نمایش  INPاز لینکر  سی ستفاده از  شد. ا بکار گرفته 

صرف هزینه پایین، یای متعددی از جمله سیحی دارای مزا

ن میآ  نین سهولت در کنترب شرایط بیانبیان آسان و هم

 . [36] باشد

ساب ست کدر  شده ا ستا نمایش های اخیر، گزارش  سی ه 

هایی دیت کمتری از نظر اندازه پروتئینسیح سلولی محدو

3 Single-Chain Variable Fragment 
4 Fragment Antigen-Binding 
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صووی در رشوود ها هسووتند، داشووته و نقکه قادر به نمایش آن

کنند. با این حاب سوویسووتا نمایش سوولوب میزبان ایجاد نمی

سایر مزیت INP سیحی مبتنی بر سبت به  های فراوانی ن

های پروتئیندر سیح سلوب دارند. بیان های نمایش سیستا

نه تنها منجر به از ها پاشیدگی ساختار غشا  INP متصل به

 ، بلکه امکان بیان پایدارشودمیو یا نقص در رشد میزبان ن

ز سلوب باکتریایی را نی و انتقاب تراغشایی در عرض غشای

 . [13و19و22]آوردفراها می

ناحیه تکراری مرکزی در ) بل INPعلاوه بر این طوب  قا  )

ا های الحاقی ببنابراین امکان تولید پروتئین .حذف اسوووت

نمووایش در سووویح سووولوب فراها  برایطوب کوتوواهتر 

 . [22]شودمی

ستا سی شتر  سیحی از های با وجود محدودیتی که بی بیان 

 INP هایی که بر پایهها دارند، سوویسووتانظر اندازه پروتئین

 کیلودالتون را 60هایی به بزرگی توانند پروتئینهسووتند می

سترده به INP بیان کنند. سعه کاتال برایطور گ ستتو های ی

سلولی ز ستی  ستفاده ی زیرا که او ً محدودیتی  شود میا

یافتن در  مایش  ندازه پروتئین هدف جهت ن به ا نسوووبت 

رای انتقاب و نمایش سوویحی سوویح سوولوب ندارد و ثانیاً ب

 وندپیی اهای در بردارنده چندین کوفاکتور یا محتوپروتئین

 سولفید مناسب است. ید

از  INP هایده در مورد انواع واریانتمیالعات انجام شووو

 ,Ina-K های متنوعی از این پروتئین لنگریوجود واریانت

Ina-Q, Ina- V ، Ina-Zو Ina-X  حکایت دارد. از میان این

نت یا کاربرد در Ina-K ها، وار دارای بیشوووترین میزان 

ستا سیحی میهسی شد. ازای بیان  سی با سوی دیگر برر

 های انجام گرفته نشووان داد که اسووتفاده از کل توالی ژنی

Ina-K وباشوود در بیان سوویح سوولولی موفقیت آمیز نمی 

باعث ایجاد مشووکل در نمایش سووازه نوترکیب مذکور در 

  .[37]شوندسیح سلوب باکتری می

                                                 
1 Phage Display Library 
2 Panning 
3 Screening 

در این پژوهش از وضوووعیت انتهای آمینی  به همین دلیل

InaK  جفت باز ابتدایی از 537که حاوی Ina-K باشوود می

در سوویح  VEvhh10نمایش  برایموتیل لنگری  عنوانبه

شدهباکتری سلوب  ستفاده  ست ا  پژوهشی .[38, 22, 13] ا

 گروهدر  شوواهنگیان و همکاران توسووط 2015که در سوواب 

 هایبادیآنتیهای نمایش دهنده فاژ .انجام شوود ،تحقیقاتی

شونده به گیرندهدومینتک  صل  با  VEGF ی علیه ناحیه مت

توانایی اتصووواب به نواحی عملکردی کلیدی آن طراحی و 

نانوبادی،  1سوواخته شوود. پس از تهیه کتابخانه نمایش فاژی

بالگری  2سوووازیغنی با 3VHHو غر نده  بت کن قا  های ر

II -VEGFRبا اسوووتفاده ازELISA 4  .رقابتی انجام شووود

VHH های مونوکلونالی که بیشترین تمایل اتصاب به دومین

شونده به گیرنده صل  را دارا بودند، تعیین توالی  VEGF مت

یب  به ترت ند و براسوووواس فراوانی تکرارشووووان  شوووود

VEvhh1،VEvhh2 و VEvhh3 (VEvhh10نام گذاری ( 

 ها با شماره دسترسی به ترتیبشدند. توالی ژن کدکننده آن

LC010467 ،LC010468 و LC010469  در بووانووک

  .[16]ثبت شده است  GenBank اطلاعاتی

شان  ستا نمایش نتایج این پژوهش ن سی ستفاده از  داد که ا

 VEvhh10برای بیان  INPسووویحی و اسوووتفاده از لینکر 

گزینه مناسووبی اسووت. این سوویسووتا نیاز به متلاشووی کردن 

بر و پرهزینه کروماتوگرافی را بههای زمانو روش هاسلوب

ستا میطور کامل حذف می سی ستفاده از این  توان کند. با ا

سام تودهپروتئین ستعد تجمر به فرم اج  ای بودههایی که م

سولفیدی هستند را با ( یا دارای پیوند دیVEvhh10)مانند 

 . کردکیفیت میلوبی بیان 

مانی( هم نین نتایج ا یزا و تست تکثیر سلوب )تست زنده

ست که  با تمایل با  به ناحیه  VEvhh10م ید این میلب ا

. در نهایت شوووودمیمتصووول  VEGFاتصووواب به گیرنده 

عه،   عنوانبهرا  VEvhh10اطلاعات حاصووول از این میال

4 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
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سب  کند که قادر معرفی می VEGFمهار  برایکاندیدی منا

، VEGFکردن مهمترین جایگاه عملکردی اسوووت با بلوکه

مهار کرده و به تبر آن مانر  خود اتصووواب آن را به گیرنده

شار پیام شوقوع آب شود. تأیید این پی سانی آن  یازمند نهاد نر

  .های بیشتر استمیالعات و بررسی

 سپاسگزاری

نویسووندگان از معاونت پژوهشووی دانشووگاه تربیت مدرس 

برای فراها نمودن امکانات آزمایشوووگاهی و حمایت مالی 

 .کماب تشکر را دارند

 منابع -5

[1] Matsumoto, T. and L. Claesson-Welsh, (2001) 

VEGF receptor signal transduction. Science's 

STKE, (112): p. re21-re21. 

 [2] Terman, B.I., et al., (1994) VEGF receptor 

subtypes KDR and FLT1 show different sensitivities 

to heparin and placenta growth factor. Growth 

Factors. 11(3): p. 187-195. 

 [3] Lange, C., et al., (2016) Vascular endothelial 

growth factor: a neurovascular target in 

neurological diseases. Nature Reviews Neurology. 

12(8): p. 439-454. 

 [4] Ferrara, N., (2004) Vascular endothelial growth 

factor as a target for anticancer therapy. The 

oncologist. 9(S1): p. 2-10. 

 [5] Crawford, Y. and N. Ferrara, (2009) VEGF 

inhibition: insights from preclinical and clinical 

studies. Cell and tissue research. 335(1): p. 261-269. 

 [6] Keyt, B.A., et al., (1996) Identification of 

Vascular Endothelial Growth Factor Determinants 

for Binding KDR and FLT-1 Receptors: 

GENERATION OF RECEPTOR-SELECTIVE 

VEGF VARIANTS BY SITE-DIRECTED 

MUTAGENESIS (∗). Journal of Biological 

Chemistry. 271(10): p. 5638-5646. 

 [7] Wiesmann, C., et al., (1997) Crystal structure at 

1.7 Å resolution of VEGF in complex with domain 2 

of the Flt-1 receptor. Cell. 91(5): p. 695-704. 

 [8] Sousa Moreira, I., P. Alexandrino Fernandes, 

and M. Joao Ramos, (2007) Vascular endothelial 

growth factor (VEGF) inhibition-a critical review. 

Anti-cancer agents in medicinal chemistry (formerly 

current medicinal chemistry-anti-cancer agents). 

7(2): p. 223-245. 

 [9] Ghavamipour, F., et al., (2014) Development of 

a highly‐potent anti‐angiogenic VEGF 8–109 

heterodimer by directed blocking of its VEGFR‐2 

binding site. The FEBS journal. 281(19): p. 4479-

4494. 

 [10] Ferrara, N., (2004) Vascular endothelial 

growth factor: basic science and clinical progress. 

Endocrine reviews. 25(4): p. 581-611. 

 [11] Bergers, G. and L.E. Benjamin, 

(2003)Tumorigenesis and the angiogenic switch. 

Nature reviews cancer. 3(6): p. 401-410. 

 [12] Drevs, J., (2008) VEGF and angiogenesis: 

implications for breast cancer therapy. European 

Journal of Cancer Supplements. 6(6): p. 7-13. 

 [13] van Bloois, E., et al., (2011) Decorating 

microbes: surface display of proteins on Escherichia 

coli. Trends in biotechnology. 29(2): p. 79-86. 

 [14] Deschacht, N., et al., (2010) A novel 

promiscuous class of camelid single-domain 

antibody contributes to the antigen-binding 

repertoire. The Journal of Immunology. 184(10): p. 

5696-5704. 

 [15] Cortez-Retamozo, V., et al., (2004) Efficient 

cancer therapy with a nanobody-based conjugate. 

Cancer research. 64(8): p. 2853-2857. 

 [16] Shahangian, S.S., et al., (2015) A 

conformation-based phage-display panning to 

screen neutralizing anti-VEGF VHHs with VEGFR2 

mimicry behavior. International journal of biological 

macromolecules. 77: p. 222-234. 

 [17] Bu, D., et al., (2013) Expression and 

purification of a novel therapeutic single-chain 

variable fragment antibody against BNP from 

inclusion bodies of Escherichia coli. Protein 

expression and purification. 92(2): p. 203-207. 

 [18] Yuasa, N., T. Koyama, and Y. Fujita-

Yamaguchi, (2014) Purification and refolding of 

anti-T-antigen single chain antibodies (scFvs) 

expressed in Escherichia coli as inclusion bodies. 

BioScience Trends. 8(1): p. 24-31. 

 [19] Lee, S.Y., J.H. Choi, and Z. Xu, (2003) 

Microbial cell-surface display. Trends in 

biotechnology. 21(1): p. 45-52. 

 [20] Park, S.J. and J.R. Cochran, (2009) Protein 

engineering and design.: CRC press. 

[21] Li, Q., et al., (2012) Molecular characterization 

of an ice nucleation protein variant (inaQ) from 

Pseudomonas syringae and the analysis of its 

transmembrane transport activity in Escherichia 

coli. International journal of biological sciences. 

8(8): p. 1097. 

 [22] Bao, S., et al., (2015) Construction of a cell‐
surface display system based on the N‐terminal 

domain of ice nucleation protein and its application 

in identification of mycoplasma adhesion proteins. 

Journal of applied microbiology. 119(1): p. 236-244. 

 [23] Laemmli, U.K., (1970) Cleavage of structural 

proteins during the assembly of the head of 

bacteriophage T4. nature. 227(5259): p. 680-685. 

 [24] Rezaei, S., et al., (2020) Soluble 

overexpression, high-level production and 

purification of receptor binding domain of human 



 1402 بهار ،2، شماره 14 دوره  مدرس تیترب دانشگاه یفناور ستیز

50 

VEGF8-109 in E. coli. Process Biochemistry. 96: p. 

228-238. 

 [25] Ramakrishnan, S., et al., (1996) Free alanine, 

aspartic acid, or glutamic acid reduce the glycation 

of human lens proteins. Glycoconjugate journal. 

13(4): p. 519-523. 

 [26] Bradford, N., (1976) A rapid and sensitive 

method for the quantitation microgram quantities of 

a protein isolated from red cell membranes. Anal. 

Biochem. 72(248): p. e254. 

 [27] Griffioen, A.W. and G. Molema, (2000) 

Angiogenesis: potentials for pharmacologic 

intervention in the treatment of cancer, 

cardiovascular diseases, and chronic inflammation. 

Pharmacological reviews. 52(2): p. 237-268. 

 [28] Cao, Y. (2004) Antiangiogenic cancer therapy. 

in Seminars in cancer biology. Elsevier. 

 [29] Tabernero, J., (2007) The role of VEGF and 

EGFR inhibition: implications for combining anti–

VEGF and anti–EGFR agents. Molecular cancer 

research. 5(3): p. 203-220. 

 [30] Scott, A.M., J.D. Wolchok, and L.J. Old, 

(2012) Antibody therapy of cancer. Nature reviews 

cancer. 12(4): p. 278-287. 

 [31] Quintero-Hernández, V., et al., (2007) The 

change of the scFv into the Fab format improves the 

stability and in vivo toxin neutralization capacity of 

recombinant antibodies. Molecular Immunology. 

44(6): p. 1307-1315. 

 [32] Revets, H., P. De Baetselier, and S. 

Muyldermans, (2005) Nanobodies as novel agents 

for cancer therapy. Expert opinion on biological 

therapy. 5(1): p. 111-124. 

 [33] Unciti-Broceta, J.D., et al., (2013) Novel 

therapy based on camelid nanobodies. Therapeutic 

delivery. 4(10): p. 1321-1336. 

 [34] Chakravarty, R., S. Goel, and W. Cai, (2014) 

Nanobody: the “magic bullet” for molecular 

imaging? Theranostics. 4(4): p. 386. 

 [35] Veggiani, G. and A. de Marco, (2011) 

Improved quantitative and qualitative production of 

single-domain intrabodies mediated by the co-

expression of Erv1p sulfhydryl oxidase. Protein 

expression and purification. 79(1): p. 111-114. 

 [36] Narang, A.S. and R.I. Mahato, (2010)Targeted 

delivery of small and macromolecular drugs: CRC 

press. 

 [37] Kotrba, P., (2011) Microbial biosorption of 

metals—general introduction, in Microbial 

biosorption of metals. Springer. p. 1-6. 

[38] Kwak, Y.-D., S.-K. Yoo, and E.-J. Kim, (1999) 

Cell surface display of human immunodeficiency 

virus type 1 gp120 on Escherichia coli by using ice 

nucleation protein. Clinical Diagnostic Laboratory 

Immunology. 6(4): p. 499-503. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 همکاران الحفیان و ...  بادی تک دومینیبیان آنتی

51 

Cell-surface displayed expression of single domain 

antibody against VEGF in E. coli using N-terminal domain 

of ice nucleation protein (INP)  
 

Salim Alhafyan1, Zeynab Rezaei2, S. Shirin Shahangian3, Reza H. Sajedi4* 

 
 

1-Ph.D student of Biochemistry, Department of Biochemistry, Faculty of Biological Sciences, Tarbiat 

Modares University, Tehran, Iran 

2- Ph.D student of Biochemistry, Department of Biochemistry, Faculty of Biological Sciences, Tarbiat 

Modares University, Tehran, Iran 

3- Assistant Professor of Biochemistry, Department of Biology, Faculty of Sciences, University of 

Guilan, Rasht, Iran 

4- Professor of Biochemistry, Department of Biochemistry, Faculty of Biological Sciences, Tarbiat 

Modares University, Tehran, Iran 
 

sajedi_r@modares.ac.ir 

 

Receipt: 2023/01/24   Accepted: 2023/02/19 
 

Abstract 

Angiogenesis is involved in many physiological and pathological 

processes, including tumor growth, and VEGF is considered as the most 

important factor in this process. Nowadays, the production of single-domain 

antibodies (VHH) with the characteristic of inhibiting growth factors in cancer 

tumors is one of the new strategies for cancer treatment. In the previous 

research, it was found that camel VHHs isolated from phage display against 

VEGF play an essential role in inhibiting it. Here, the VHH that had the 

highest affinity for the VEGF was selected. Ice nucleation protein (INP) was 

used as anchoring motif for surface expression of E. coli, owing to the 

efficiency of its N terminal domain, this system is used to express the VHH. 
Accordingly, a construct harboring the first 537 nucleotide of InaK gene and 

nucleotide fragments of TEV protease recognition site and VEvhh10 was 

designed to express this protein in the surface display of E. coli cells. The 

results showed that the INP anchor is a suitable candidate for promoting the 

surface expression of VEvhh10 in E. coli. After expression of VEvhh10, 

isolation and purification were performed using centrifugation and washing, 

and its binding to VEGF was investigated. The results showed that VEvhh10 

successful bind to VEGF and it can be used for therapeutic applications and 

clinical diagnosis of patients in the future. 
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