
زیست فناوري دانشگاه تربیت مدرس

33

CTLA-Anti–1-PDL-Anti- دیابادي تخلیص و بیان ، کلونینگ

pelB تگ از استفاده با E.coli میزباندر 4

*4دبیرمنش بهاره ،3اللهی فتح یعقوب ،2خواجه خسرو ،1خداکرمی عاطفه

ایران تهران، مدرس، تربیت دانشگاه زیستی، علوم دانشکده بیوشیمی، گروه دکتري، دانشجوي-1

ایران تهران، مدرس، تربیت دانشگاه زیستی، علوم دانشکده بیوشیمی، گروه استاد-2

ایران تهران، مدرس، تربیت دانشگاه پزشکی، دانشکده فیزیولوژي، گروه استاد-3

ایران تهران، مدرس، تربیت دانشگاه زیستی، علوم دانشکده بیوشیمی، گروه دانشیار،-4

مسئول: نویسنده*

021-82883428 تلفن:

021-82884485 رنگار:دو

dabirmanesh@modares.ac.ir :یمیلا

6/1/1403پذیرش:  22/4/1402دریافت: 

چکیده

 تومور هاي سلول از برخی .کنند می تنظیم را ایمنی سیستم که هستند هایی مولکول ،ایمنی بازرسی نقاط

 ایمنـی  هـاي  پاسـخ  از فـرار  بـراي  را ایمنـی  بازرسـی  نقـاط  ایـن  بـه  شونده متصل لیگاندهاي توانند می

 هدف .کنند مهار را بازرسی نقاط این توانند می ها بادي آنتی مانند عوامل از برخی .کنند بیان توموري ضد

 .BL21(DE3)coliEباکتري پلاسمیک پري فضاي در جدید منظوره دو بادي دیا یک بیان مطالعه این از

 بـه  شـونده  متصـل  لیگانـد  وCTLA)(4 بـا  مرتبط پروتئین ایمنی، بازرسی نقطه دو  همزمان مهار براي

.است  PD L1)(PD-1 پروتئین

 براي و طراحی4CTLAantiوL1-PDantiهاي بادي آنتی متغیر نواحی ژن اساس بر منظوره دو بادي دیا

 از پـس شـد.  کلـون pET21بیـانی  پلاسـمید  در و سـازي  بهینه  .BL21(DE3)coliE باکتري در بیان

 ،شـد  بررسـی  کشـت  مختلف بیانی شرایط اثر.BL21(DE3)coliEبیانی سویه داخل به کردن ترنسفرم

.شد تأیید بلات وسترن و PAGE-SDS ژل الکتروفورز با  دالتون کیلو55 مولکولی وزن با Dia-21بیان

 درجـه  23 دماي در IPTG مولار میلی 0/5 با بیان محلول فرم به پلاسمیک پري بیان براي شرایط بهترین

 از اسـتفاده  بـا  سـپس  شـده  بیـان  پروتئینآمد. دست به ساعت 18 زمان و LBکشت محیطگراد سانتی

 ترکیبـی  میل نهایتدر و تخلیص لیتر در گرم میلی /40 نهایی بازده با آگارز نیکل تمایلی کروماتوگرافی

 شد. بررسی ELISA-Cell وسیله به شده خالص پروتئین کنش برهم

 و سـازي  خـالص  و بیـان  کلـون،  باکتریـایی  سیسـتم  یـک  در نوترکیب بادي دیا پروتئین مطالعه این در

 عنـوان  بـه  231MB-MDA سـلولی  رده در PDL-1  سـلولی  سطح گیرنده با پروتئین اینشکن برهم
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گیرنـده  فاقـد و منفـی  کنتـرل  سلول عنوانبهHFFفیبروبلاستی سلول همچنین وگیرندهاینباسلول

1-PDL طریق ازElisa-Cellبـا  نوترکیـب  روتئـین این اتصال دهندهنشانآزمایش نتایج که شد بررسی 

.بودPDL-1سلولی سطح گیرنده

 ،پلاسـمیک پـري بیـان  ، CTLA-4 ،PDL-1،نوترکیـب  دیابادي، ایمنی نقاط بازرسی :هاي کلیديواژه

E.coli(DE3)باکتري BL21.

مقدمه-1

 سطح در ومیرمرگأصلیعوامل ترین مهم از یکی سرطان

 سراسـر درسن افزایش و جمعیت افزایش با است. جهان

 بـه  امید و است زودرس مرگ اصلی عامل سرطان جهان،

 سـرطان دهـد. میکاهش کشورها از بسیاري در را زندگی

نشـده کنتـرل رشـد  بـا  که است پیچیده بسیار بیماري یک

 در تنهـا  بـدن  در طبیعیغیرهايسلولگسترش و هاسلول

 سراسـر  در نفر میلیون 6/9از بیش مرگ باعث 2017سال

 ازآمـده دستبهآمارهاي به توجه با.]1[است شده جهان

اعـلام  متخصصـان  ،2021سـال  در آمریکا سرطان انجمن

 مبـتلا سـرطان  بـه  نفـر  میلیـون 9/1بـه  نزدیک که ندردک

 را خـود  جان سرطان اثر بر نفر 608،570تقریباً و اند شده

 میرومرگشودمیبینیپیشهمچنین.]2[اند داده دست از

 نفـر  میلیون 22به 2030سال تا جهان درسرطان از ناشی

 در شـده گرفتـه کـار بـه مختلـف  هاي روش میان در.برسد

 انتخابی روش اولینمعمول طوربهجراحی سرطان، درمان

 مرحله و نوع به توجه با درمان براي مناسبراهبرد.است

 توانمی درمانی هايروشسایربه شود.میانتخاب سرطان

 روش دوهـر  از ترکیبـی  و رادیـوتراپی  ،درمـانی شیمیبه

].4؛3[کرد اشاره

 یـا  درمـانی  روش یـک  از سرطان درمان براي امروزه

 ولـی دشو می استفاده مختلف درمانی هايروشاز ترکیبی

 نیامده دست به سرطان درمان در مطلوب موفقیت همچنان

 انجـام  و جانبی عوارض بامقابله و کاهش منظوربه.است

 مـاده  از تـر پـایین دوزهاي با سرطانمؤثرتردرمانی روش

 آن از که است شده ایجاد متفاوتی درمانی هاي روشفعال،

هـاي سالدر روش اینبه .برد نام را ایمونوتراپی توانمی

 تـوان مـی را روش ایـن .اسـت  شدهبسیاريتوجهپیشین

 سـرطان  درمـان  در ایمنـی  سیسـتم  هاي ویژگی از استفاده

روش یـک  عنـوان بـه توانـد  می ایمونوتراپی .کردتعریف

 ســایر بــا ترکیــب در یــا شــود اســتفاده مســتقل درمــانی

ــانی هــاي روش ــد درم ــانیشــیمیجراحــی، مانن ــا درم  ی

].7-5[شوداستفاده رادیوتراپی

 ـدرمان ایمونوتراپی، مختلف هايروشبین از  مبنـا رب

 توجـه  مـورد گذشتهسالچند در 1کنترلی نقاط مهارکننده

Tasukuمطالعـه  کـه  اسـت  گرفتـه  قرارپژوهشگرانبیشتر

Honjo وAllison.PJamesدو روي 2018ســال در 

CTLA-نامهبکنترلی نقاط هايمهارکنندهاز مهم خانواده

 فیزیولـوژي  نوبـل  جـایزه  دریافـت  بـه  منجر LPD-1و 4

ــی نقــاط هــايکننــدهمهــار درشــد. پزشــکی ــاکنترل  (ی

 وسـیله بـه ایمنی سیستم پاسخ 2ایمنی) کنترل کننده تعدیل

 پاسـخ  از و تعـدیل  regTلنفوسـیت  سـطحی  هاي پروتئین

 نقـاط  این کند. می  جلوگیري مدتطولانیو حد از بیش

 بازرسـی  هـاي پـروتئین نـام هب هاییپروتئینشامل يمهار

 بیـان  Tهـاي  لنفوسـیت  سـطح  بـر  که است هستند 3ایمنی

 هايپروتئینایمنی بازرسی هايپروتئینکهزمانیشوند. می

1Immune checkpoint inhibitors
2 Immune checkpoint modulators
3 Immune checkpoint proteins
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 مسـیر  کننـد،  مـی  شناسـایی  دیگر هايسلولدر را خاصی

ــام ــانی پی ــیت در رس ــاي لنفوس ــال Tه ــروفع ــه منج ب

].9؛8[شودیمها سلول این در ایمنی پاسخ شدنفعالغیر

ــه ــازگیب ــژوهشت ــايپ ــیاريه ــارهدر بس ــت ب  اهمی

 درکهاست گرفته انجامCTLA-4و L1-PDهاي مولکول

 ایـن  کننـد.  مـی  ایفـا  بزرگـی  نقـش  سـرطان  درمـان  زمینه

 سـلولی  تراپـی  بـراي  مهـم  هـاي  هدف عنوانبهها مولکول

 در بیشتري توضیحات ادامه در شوند. می شناخته سرطانی

شود: می ارائه آنهااهمیت مورد

 با L1-PDمنفی: دهیسیگنال مهار در :L1-PDاهمیت

 مهـار  موجـب  ایمنـی  Tهـاي  سـلول  بـر  PD-1به اتصال

 در منفـی  دهـی  سیگنال این شود. می Tهاي سلول تحریک

 نـاتوانی  باعـث اسـت  ممکـن سـرطانی  هاي سلول مقابل

یسـرطان  يسـلولها نـابودي  و شناسـایی  در ایمنی سیستم

را L1-PDافـزایش  سـرطانی  هـاي  سلول از بسیاري شود.

 کـار  بـه  ایمنـی  سیسـتم  از فـرار سـازوکار یـک  عنـوان به

 ماننـد مختلف هاي درمان به مقاومت باعث این گیرند. می

 شود. می محور ایمنی هايدرمانوشده تارگت هاي درمان

 Durvolumab،Pembrolizumabمانند داروهاییهمچنین

 مکانیسـم  از و شـوند  می متصل L1-PDبه Nivolumabو

 بـه  داروها این کنند. می جلوگیري سرطانی هاي سلول فرار

 هـاي  سـلول  بـا  مبـارزه  بـراي  ایمنی سیستم واکنش بهبود

 هـاي  نـوع  از برخـی  درمـان  در و کننـد  می کمک سرطانی

.]21-10[هستند مؤثر سرطان

اتصـال  بـا  Tلنفوسـیت  هاي سلول اولیه تحریک مهار

4-CTLAبهCD80 وCD86 دهنـده ارائههاي سلول روي

 اولیـه  تحریـک  مهـار  و شـود  مـی  متصل )APCs(ژن آنتی

 کـه  شود می باعث مهار این کند. می ایجاد را Tهاي سلول

 کننـد. حملـه  سـرطانی  هـاي  سلول به نتوانند Tهاي سلول

ــین ــد داروهــاییهمچن ــهIpilimumabمانن ــاختار ک س

 تحریـک  و شـوند  مـی  متصل CTLA-4بهدارند باديآنتی

 تحریـک  بـه  داروها این دهند. می افزایش را Tهاي سلول

 سـرطانی  هـاي  سـلول  بـه  تـا  کننـد  می کمک Tهاي سلول

ــد. حملــه ــین کنن ــوان مــی همچن ــه گفــت ت  CTLA-4ک

 کمـک  سرطانی هاي سلول رشد مهار به تواند می همچنین

ــد. ــن کن ــتاموضــوع ای ــانی همی ــهدارد درم ــژهب  در وی

 بـالا  رشـد  سـرعت  افـزایش  از کـه  سـرطانی  هـاي  سلول

PD-بـه  کـه  داروهـا  از استفاده کل، در هستند. برخوردار

L1 4و-CTLA بهبــود بــه توانــد مــی شــوند، مــی متصــل 

 سـرطانی  هـاي  سـلول  بـا  مبـارزه  در ایمنی سیستم واکنش

 اهمیـت  سـرطان  بـا  بیماران از بسیاري براي و کند کمک

 ـابزارهـاي  انعنـو بـه داروها این دارد.  درمـان  درثريؤم

.]51-31[شوند می شناخته سرطانی سلولی

 تـرین مهـم  و تـرین گراناز یکی دارویی، هايپروتئین

 هاییراهاز را آنها است توانسته بشر که هستند محصولاتی

 پیشـین هـاي سال درکند. تولید و سنتز طبیعی، روش بجز

 هـاي پـژوهش  در محـوري  نقـش  یک همواره هاباديآنتی

 یـک  عنـوان بـه  بدن در سرطان درمان و شناسایی با مرتبط

 هـاي  بـادي  نتـی آمیـان،  ایـن  دراند.داشتههدفمند داروي

 و ایمونوژنیسـیته  عـدم  دلیـل  بـه  انسانی کاملاً مونوکلونال

انـد  گرفتهقرار توجه مورد هابیماريدرمان در بالا کارایی

 مسیر در که مشکلاتی به توجه باپیشینهايسال در].11[

از جدیـدي  هـاي فـرم دارد، وجـود  هـا بـادي آنتـی  تولید

 راسـتا  ایـن  درآنهـا از کـه است شدهمطالعه هاباديآنتی

 آن هاي مزیت که است)ScFv(باديآنتی هايقطعهساخت

 بهتر نفوذپذیري و خون از سریع 4پاکسازي کوچک، اندازه

 تشخیصی کاربردهاي از ايتردهگسدامنهکه است هابافتبه

 هاباديآنتیبا مقایسه در ScFv.]12[باشند داشته درمانی و

 ماننـد  متراکم هايبافتبه واردشدن براي بیشتري توانایی

متغیـر  قطعـه  تـرین کوچـک  ScFvمولکولدارد. تومورها

 ـ توانـد مـی کـه  اسـت  ايزنجیرهتکباديآنتی  صـورت هب

4 Clearanse
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 مولکول این شود. متصل خود هدف ژنآنتیبه اختصاصی

 30-25حـدود  مولکولی وزن با ظرفیتیتکباديآنتییک

و)LV(سبک متغیر هايزنجیرهآن در که است کیلودالتون

پپتیـدي  دهنـده اتصـال یـک  با )HV(سنگین متغیر زنجیره

 گرفتنقرارهم کنار باهمچنیناند.شدهمتصل پذیرانعطاف

و 5دیابـادي  سـاختار  ترتیـب بـه ScFvساختار چهار یا دو

ظرفیـت  افـزایش  دلیـل  بـه  کـه  گیـرد مـی شکل6باديتترا

.]91-61[کند می پیداافزایش7اتصال شدت باديآنتی

 درمـان  در CTLA-4وL1-PDاهمیـت  بـه  توجـه  بـا 

 همچنـین  و کنترلـی  نقـاط  هـاي کنندهمهارعنوانبهسرطان

و ارزشـمند و پـروتئین  دو ایـن  بـر هامطالعهمثبت نتایج

 ـ پـروتئین دو ایـن  يهـا باديآنتیبیانسودآور صـورت هب

 ـادر،گذشتهيهاسالدريابادید بـر يابـاد ید مطالعـه نی

 از و کـرده  یطراح ـ نیپـروتئ  دو نیا يهايبادیآنتاساس

 يباد نکولوژنیا فرم به يابادید يساختارهاشتریبکه آنجا

 ـز تعداد وجودفرمنیاجادیالیلاداز یکیو هستند  يادی

میشـد آنبر،استبودهساختارهانیادردیسولفيدباند

 تیحلال و انیب زانیم بر  Bpelکیپلاسميپرتگاثرتا

.]26-19[شدیبررس و مطالعه نظرمورديابادید

هاروشو مواد-2

مواد 2-1

 و Xho1و 1deNمحدودگر هايآنزیم ،polymeraseآنزیم

.شـد خریـداري  8آمریکـا فرمنتـاز  شـرکت  از هاآنزیم بقیه

EDTA،SDS شـرکت  از نیـاز موردشیمیایی مواد سایر و 

 تهیه در شدهاستفاده مواد شد. خریداري9کانادا بایوبیسیک

 تهیه10آلمانماگسی شرکت ازمواد سایر و آمید اکریل ژل

ــد. ــن درش ــژوهش ای ــاکتري از پ ــویه coliE.ب س

5 Diabody
6  Tetrabody
7  Affinity
8  USA -Fermentase
9  Biobasic - Canada
10 Sigma - Germany

BL21(DE3) ژن بیـان  بـراي  اختصاصـی  میزبـان  عنوانبه

شد. استفاده شدهکلون

Dia-21یژن طراحی و کلونینگ سازه2-2

بـه  مربـوط  ژن کامـل  سـکانس  نخسـت  ،مطالعـه  ایـن  در

کد باDurvalumabبادي آنتیکه CTLA-4ضدباديآنتی

)DB11714:NumberAccessionDrugBank(سکانس و 

 باIpilimumabکهPDL-1ضدباديآنتیبه مربوط ژن کامل

 از)DB06186:NumberAccessionDrugBank(کــد

 دو این انتخاب علت .شد گرفتهDrugbankدارویی بانک

 و هدف پروتئین به آنها اتصال تمایل ،dKبراساس بادي آنتی

 کـه  آنجـا  از سپس وباشدمیآنها  اتصالی ناحیه همچنین

 سبک متغیر ناحیه به نیازنظرمورددیابادي ژن طراحی براي

 نواحی این پس بود،ها باديآنتیاین از هرکدام سنگین و

 ناحیه آن از پس .شد تعیین ها باديآنتیاین از هرکدام براي

راهاز PDLanti-1سـنگین  ناحیه به CTLAanti-4سبک

 بـه  CTLAanti-4سبک یهناح همچنین و G4Sلینکر یک

 ـ دیگر G4Sلینکر یکراهاز PDLanti-1سنگین ناحیه هب

 بـه  سـاختار  دو ایـن  اتصـال  بـراي  نهایتدرو متصل هم

 نهایتدرشد. ستفادها (G4S*3)تربزرگ لینکر یک یکدیگر

 متغیـر  ناحیه اصورتهبطرحاین براينظرموردساختار

 متغیـر  ناحیـه  بـه  PDL-1ضـد بـادي آنتیسنگین زنجیره

 طـرف  درو G4Sلینکـر  یـک  با CTLA-4سبک زنجیره

 بـه  CTLA-4بـادي آنتیسنگین زنجیره متغیر ناحیه دیگر

 متصل G4Sلینکر یک با PDL-1سبک زنجیره متغیر ناحیه

 و اسـت يدیاس ـنـو یآم15طول که تربزرگ لینک سپس و

 همهب را ساختار دو این ،داردG4Sاز تکرار بار سه یتوال

سکانس نظرموردسازه طراحی از پس .)1(شکل داداتصال

 برايE.coliباکتري کدونیبرتريبه توجه با شدهطراحی

NdeIبرش تیسادو بیندر ژنسنتزسپس و ارسال سنتز

شدانجام UC57pوکتور در شرکت اینوسیلهبهXhoIو

]18.[
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CTLA.4anti/PDL.1anti دیابادي ساختار  1 شکل

 کردن ترنسفورم از بعد و نوترکیب وکتور ایجاد از پس

 شده ترنسفورم هاي سلول ،.DH5acoliE هاي سلول در آن

 سـیلین  آمپـی  بـا  (جامـد)  آگـار  LB  کشـت  محـیط  در

mg/ml100، کانامایسینmg/ml 50 بیوتیـک  آنتـی  بدون و 

ــت ــدند داده کش ــپس .ش  روي دهکر شدر يکلونیها از س

 تهیه درما پلیت یک ،سیلین مپیآ  بیوتیک نتیآ ويحا محیط

ــا د.ش  نیژ قطعه تکثیر ايبر که یمرهاییاپر از دهستفاا بـــ

 منجاا کلونیها از اديتعد بر PCRColony ،شدند دهستفاا

 ،شدند داده تشخیص ژن ويحا که کلونیهایی زا شد.

 کررما با هاسمیدپلا ینا و گرفت منجاا سمیدپلا اجستخرا

  ].27[ شدند همشاهد ژل روي مناسب سایز

 آنـزیم  دو وسـیله  بـه  شـده  استخراج وکتور بر ادامه در

 گرفـت.  انجـام  آنزیمـی  هضم XhoI و NdeI کننده محدود

 داده برش آنزیم دو این وسیله به نیز pET21a بیانی وکتور

 نسبت به pET21a وکتور و ژن اتصال، براي ادامه در شد.

 در شـب  کی مدت يبرا ligaseT4 آنزیم وسیله به 3 به 1

.ندشـد  داده قـرار  گـراد یسـانت  درجه 4 يدما در خچالی

 BL21(DE3) E.coli بیـانی بـاکتري  بـه  ژن حاوي وکتور

 بـا  شده تأیید پلاسمیدهاي از تعدادي شد. منتقل بیان براي

 و promotorT7 پرایمـر  با توالی تعیین براي هاروش این

terminatorT7، تگ داراي ساختار وجود که شدند ارسال 

Bpel )( شـد  تأییـد  )اسـت  پریپلاسـمیک  تـگ  یـک  که 

  ].28[ ) 2شکل
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CTLA.anti/PDL.1anti دیابادي کلونینگ انجام مراحل  2 شکل

BL.21 E. coliدر باکتري Dia-21 بیان پروتئین 3-2

نظر موردنوترکیبوکتورحاويباکتريازکلنی تکنخست

 سیلین آمپی حاوي مایع LB کشتمحیطmL 10 حجمدر

/mlgμ 100 بـه سپس .شددادهکشتساعت 16مدتبه 

درو تلقیحجدیدکشتمحیط mL 100 در 1:100 نسبت

 و شـد  منتقـل  rpm018دور بـا  C° 37 دمايدرانکوباتور

 مختلـف  هـاي  غلظـت  5/0برابر600OD به رسیدن از بعد

IPTG )25/0، 5/0، 1( دمــا )هــاي  زمــان و )37و30 ،32 

 در بهینـه  بیان .شد بررسی ساعت) 12 و 6 ،4 ،2( متفاوت

 بـه  C0 23 دماي در mM 5/0  IPTG غلظت نهایی غلظت

 سـاعت  12 از پـس  هـا  سلول شد. تعیین ساعت 12 مدت

 ,C°4min( شـدند  آوريجمـع  سانتریفیوژ با انکوباسیون

20g,  12000( ]29[.  

پري پلاسمیک آوردن  پروتئین دست به 2-4

 ـ بیـان  از آمده دست به رسوب بعد مرحله در  در را روتئینپ

 mM0/5  سوکروز، مولار میلی 500 حاوي هایپوتونیک بافر

 مدت به سپس و کرده حل mM 1 EDTAو اسیدي تریس

دهیم. می قرار درجه 4 دماي 100RPM در ساعت 1

 g دور بـا  سـانتریفیوژ  با  را آمده دست به محلول سپس

 گـراد سـانتی  درجه 4 دماي در دقیقه 20 مدت به 12000×

 در را آمـده  دست به پلت   بعدي مرحله در شدند. نشینته

 محلـول  و کـرده  حـل MgSo4 مولار میلی 5  حاوي بافر

  بـا  درجـه  4 دمـاي  در سـاعت  1 مدت به  را آمده دست به

100RPM همـان  با را محلول آن از پس و کنیم می انکوبه 

 جـدا  هـم  از را هـا  نمونـه  و کرده سانتریفیوژ قبلی شرایط

 100 دمـاي  در نمونـه  بافر همراه به ها نمونه همه کنیم. می

 براي شدند. داده حرارت دقیقه 5 مدت به گرادسانتی درجه

 درصد 12 ژل روي ها نمونه نوترکیب پروتئین بیان آنالیز

PAGE-SDS250بلـو  بریلیانـت  وسـیله  به و بارگذاري-G

 آوردن دسـت  بـه  و بیـان  تأییـد  از پـس  .شدند آمیزي رنگ

 بـافر  ضـد  تخلیص مرحله براي ها نمونه نظر مورد پروتئین

].31 ؛22[ شدند دیالیز 8pH مولار میلی 50 تریس

 تخلیص پروتئین 2-5

کروماتوگرافیروشاز،نظر مورد روتئینپتخلیصمنظور به

دیابـادي  .شـد استفاده12 سفارز نیکلستونازو11 تمایلی

11 Affinity Chromatography
12 Nickel - Sepharose
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انتهايدر )tag)-His6هیستیدینیدنبالۀشدهبیاننوترکیب

ــیل ــود )Terminal-C(کربوکسـ ــن .داردخـ ــه ایـ  دنبالـ

 محکمی میانکش وداردنیکل به زیادي تمایل هیستیدینی

وسـیله بـه ستوننخستمنظور،اینبهکند.می برقرار آن با

 مـولار میلی10ایمیدازول 8pHمولارمیلی50تریس بافر

و منتقـل  سـتون  بـه  سـلولی  عصاره سپس رسید. تعادل به

 حذف آن دنبال به و شد داده عبور ستون روي ازآرامیبه

 13شستشـو  بـافر  وسیلهبهستون به نشدهمتصلهايپروتئین

 به متصل هايپروتئین جداسازي براي آخر در و شد انجام

 کننـده جـدا بـافر  شـد.  اسـتفاده   14کنندهجدابافر از ستون

 مـولار میلـی 250ایمیدازول همراه به مولارمیلی50تریس

 بـا  بـافر  ایـن  در موجـود  ایمیدازول رقابت.دارد8pHبا

 از پـروتئین  خـروج  سبب نیکل به اتصال براي هیستیدین

نمونـه  مولکـولی  وزن تعیـین  و خلـوص  شـود. می ستون

  اسـاس بر PAGE-SDSدرصـد 12ژل بـر  شـده تخلـیص 

].32؛30[شد کنترل Laemmliروش

بلاتینگ  6-2

 پـس اختصاصی، هايژنآنتی یا ژنیآنتشناسایی منظوربه

 یـک  ،اکریلامیـد پلـی ژل رويبـر  نمونه الکتروفورز از از

و شـد  بریـده  ژل انـدازه  بـه  نیتروسـلولز  يغشـا  از ورقه

 لایـه  چنـدین گرفتنقراراز پس وشد قرارداده ژل برروي

 سـاعت  4مـدت  بهالکتروفورز،طرف دو در واتمن کاغذ

غلظت با يگاوسرم ازادامه دردشران ولت 80ولتاژ در

 بعنوان1520توئین/%5حاوي سالین بافر فسفات %در 3

 3از پـس  شـد.  استفاده مسدودکننده) (بافر بافر کینگبلا

 اولیه باديآنتیدر ساعت 1مدتهب آن يغشا شستشو بار

 )بـود  شد آماده 1:1000رقت با که(پراکسیداز با کونژوگه

37دمـاي در سـاعت  2مـدت  بـه سـپس  شد.داده انتقال

 زمـان،  ایـن  گذشـت  از پس شد. انکوبه گرادسانتیدرجه

13 Washing Buffer
14 Elution Buffer
15 PBS-TWEEN20 0.05%

 شسته دقیقه 5مدت به بارهروبار 3شستشو بافر با غشا

 10همـراه  به16بنزیدین آمینوديسوبستراي از سپس .شد

ــر ــید میکرولیتـ ــدروژن پراکسـ ــد 30هیـ ــراي درصـ  بـ

 از پـس و شـد  اسـتفاده  نظـر مـورد باندهاي شدنمشخص

 در.شـد  نگهـداري  و شسـته  مقطر آب با شاغ باند ،ظهور

].33[شدتهیه اسکن باند، حاوي کاغذ از پایان

Cell-روش بـا  آنتأییـد و اولیـه اتصـال  بررسی7-2

LISAE
 بـه  نوترکیب هاي پروتئین ترکیبی میل اتصال بررسی براي

تعـداد نظـر ازکـه (MDA-231سلول از PDL-1گیرنده

 وشداستفاده )استبالا انیب با يهاسلولءجزرندهیگنیا

ازکـه (HFFیبروبلاستیفیسلولردهاز یمنف کنترل يبرا

Cell-تست براي)استنییپااریبسرندهیگنیاانیبنظر

ELISAسـلول/  15000آغـاز در .)3(شـکل  شد ستفادها

ImmunoPlates®-Nuncمیکروتیتـر  هايپلیتدر چاهک

Maxisorp)،در سسـپ .شـدند  کاشـته  آلمان) فرانکفورت 

 انکوبـه  سـاعت  24مـدت  بـه  سـانتیگراد  درجه 37دماي

ها سلول ،رسیددرصد 70به سلولی تراکم کهزمانی.شدند

 ادامـه  در و تثبیـت  حجمی) درصد 10(فرمالدئیدوسیلهبه

PBS-(حجـم  بر وزنی درصد BSA5بلاکینگ محلول با

%5BSA(بــا هــاســلولســپس.ندشــدمتوقــف تثبیــت

 تیمـار سـاعت  2مـدت  بـه Dia-21مختلـف  هايغلظت

 سـپس شـد.  شسته tween20-PBSبا بار پنج پلیتشدند.

مدت بهکنژوگهباديآنتیعنوانبهtaq-Hisآنتیبا هاپلیت

آنگاه.ندشد انکوبه سانتیگراد درجه 37دماي در ساعت 2

 آمـاده  17بـایوراد  شرکت پروتکلبراساسTMBسوبسترا

 شد متوقف نرمال 1سولفوریک اسید با واکنشسپس شد.

نـانومتر  450مـوج  طـول  در چاهـک  هـر  جذب میزان و

].34[شد قرائت 18بایوتک دستگاه توسط

16 DAB
17 Bio-Rad
18 Bio Tek Epoch Plate Reader
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MDA-231 سلول سطح PDL-1 گیرنده به دیابادي اتصال تأیید براي   ElisaBased-Cell 3 شکل

نتایج -3

 Dia-21کلونینگ ژن 3-1

 وکتـور  در دیابـادي  آنـزیم  بـه  مربـوط  ژنی توالی نخست

UC57p برش تیسا دو بین NdeI و XhoI سـنتز  و بهینه 

Ecoli بـه  نظر مورد پلاسمید تکثیر براي سنتز از پس شد.

αDH5 قطعـه  کلونینـگ  مراحل براي ادامه در .شد منتقل 

 ایـن  بـه  کـار  مراحـل  pET21 بیانی وکتور داخلی به ژنی

 آنزیمـی،  هضـم  واکـنش  انجام از پس که شد انجام شکل

 وسـیله  بـه  ژل از اسـتخراج  انجام براي موردنظر هاي قطعه

 وسـیله  به ژل از شده  بریده هاي قطعه .شدند بریده اسکالپل

 شـدند.  بازیافـت 19 آل جـین  شرکت ژل از استخراج کیت

 نسبت با شده، بریده ناقل و ژنی قطعه غلظت تعیین از پس

 مربـوط  بافر و لیگاز DNAT4 آنزیم همراه به پنج به یک

 شده مستعد باکتري به آمده دست به محصول شدند. مخلوط

E.coli سویه DH5α آلـودگی  تسـت  از پـس  و شد منتقل 

ــت روي ــاي پلی ــد ه ــا جام ــدون و ب ــی ب ــک، آنت  از بیوتی

 کشـت  سـیلین  آمپـی  پلیـت  روي کرده رشد هاي کلونی تک

 .BL21coliE باکتري به نظر مورد وکتور و شد تهیه مستر

19 Genall

 مثبت هايسویه از کرد. پیدا انتقال بیان و فرایند ادامه براي

 نوترکیـب  سـمید پلا دوگانـه  هضم شد. استخراج پلاسمید

a1pET2 هاي آنزیم با NdeI  و XhoI شدن وارد تأیید براي 

 و 4 شـکل  ( شـد  انجـام  a1pET2 وکتور به نظر مورد ژن

5(.
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نظر مورد کلونی انتخاب و تأیید براي پلازمید استخراج  4 شکل

 :pUC57 1. نوترکیب وکتور XhoI و NdeI محدودکننده يهاآنزیم با دوگانه هضم ژل -الف کلونینگ مراحل  5 شکل

 پلاسمید -ب آنزیمی هضم از بعد پلاسمید از شده جدا ژن به مربوط باند :pUC57، 2 خطی پلاسمید به مربوط باند

pET21a کننده محدودهايآنزیمهضموسیله هبشده خطیNdeIوXhoI هايآنزیم با دوگانه هضم فرایند ژل -ج 

.استمشخصbp5000بینناحیهدرشده خطیپلاسمید XhoI و NdeI محدودکننده
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بیان به روش وسـترن  تأیید بررسی بیان پروتئین و  2-3

بلاتینگ

 شـده،  سـنتز  ژن توالی بودن درست از کامل اطمینان از بعد

 در نوترکیـب  بـاکتري  نوترکیـب،  پـروتئین  بیـان  منظور به

 بــراي ســپس شــد. داده کشــت مــایع LB کشــت محــیط

 از بـالایی  مقـادیر  بـا  بیـان  شـرایط  بهتـرین  آوردن دست به

 هاي (غلظت بیانی مختلف شرایط فعال، و محلول پروتئین

ــا مختلــف، کشــت محــیط ،IPTG مختلــف ــان) و دم  زم

 mM 5/0غلظت با یانب شرایط بهترین نهایت در و سنجش

IPTG دماي در C023 شـد  تعیـین  سـاعت  12 مـدت  بـه 

.)6(شکل

 مارکر )IPTG ;1 مختلف هاي غلظت در درجه 23 دماي در دیابادي بیان -الف مختلف بیانی شرایط بررسی  6 شکل

 )IPTG، 4( 2  مولار میلی 0/5 غلظت پلت نمونه )IPTG، 3  مولار میلی 0/5 غلظت سوپرناتانت نمونه )2 ،وتئینیپر

 دیابادي بیان -ب ؛IPTG  مولار میلی 0/25 غلظت پلت نمونه )IPTG، 5( 2  مولار میلی 0/25 غلظت سوپرناتانت نمونه

  مولار میلی 1 غلظت و درجه 37 دماي سوپرناتانت نمونه )IPTG : 1( 2  مولار میلی1  غلظت و مختلف دماي در

IPTG، 3( مولار میلی 1 غلظت و درجه 37 دماي پلت نمونه  IPTG، 3( 1 غلظت و درجه 30 دماي سوپرناتانت نمونه 

 درجه 18 دماي سوپرناتانت نمونه )IPTG، 5  مولار میلی 1 غلظت و درجه 30 دماي پلت نمونه )IPTG، 4  مولار میلی

 دماي سوپرناتانت نمونه )IPTG، 7  مولار میلی 1 غلظت و هدرج 18 دماي پلت نمونه )IPTG، 6  مولار میلی 1 غلظت و

IPTG  مولار میلی 1 غلظت و درجه 23 دماي پلت نمونه )IPTG، 8  مولار میلی 1 غلظت و درجه 23

 روش بـه  نظـر  مـورد  پروتئین باید نخست بیان از پس

 .شود استخراج پلاسمیک پري هاي پروتئین اسموتیک، بافر

 پروتئین هایپوتونیک بافر از استفاده روش به توجه با پس

 تخلـیص  مرحلـه  در استفاده براي و آمد دست هب دیابادي

شد. گذاشته دیالیز mM50، 8 pH بر تریس بافر

 وسـترن  روش بـاکتري  از آمده دست به بیان تأیید براي

 ایـن  رد شـد.  انجام هیستیدینی دنباله بر بادي آنتی با بلات
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 از ژل ، PAGE-SDS الکتروفـورز  ژل انجام از پس روش

 شـرکت  روش براسـاس  وسـترن  ساندویچ و خارج تانک

Rad-Bio غشاي با PVDF  بـه  انتقـال  فراینـد  شـد.  بسـته 

 شـدت  بـا  گـراد  سانتی درجه 4 دماي در ساعت سه مدت

 دسـتگاه  از PVDF غشاي سپس .شد انجام آمپر میلی 200

 یـک  مـدت  بـه  )PBS-%3BSA( بـلاك  بافر با و خارج

 در شـد.  بـلاك  گـراد  سـانتی  درجـه  4 دمـاي  در روز شبانه

 %0.05 غلظـت  حـاوي  شستشـو  بـافر  با غشا بعد مرحله

 دنبــال بـر  بــادي آنتـی  مقابـل  در ســپس  .شـد  20 تـویین 

 2 مـدت  بـه  ،بود شد رقیق 1:1000 رقت با که هیستیدینی

 از پـس  شـد.  انکوبه گراد سانتی درجه 37 دماي در ساعت

 بـه  بار هر و بار 3  شستشو بافر با غشا زمان، این گذشت

 سوبسـترا  کنـار  در غشـا  سپس و شد شسته دقیقه 5 مدت

DAB مقطـر  آب بـا  غشـا  باند ظهور از پس . گرفت قرار 

.)7(شکل شد نگهداري و شسته

 نمونه )2 ،بلاتینگ وسترن ژل بر تئینپرو مارکر )1 وتئینپر بیان تعیین براي بلاتینگ وسترن و PAGE-SDS ژل  7 شکل

 وسترن ژل بر پروتئین بیان توتال  نمونه )4 بلاتینگ، وسترن ژل بر پلت نمونه )3 ، بلاتینگ وسترن ژل بر سوپرناتانت

 بر پروتئین بیان توتال نمونه )PAGE-SDS، 7 ژل بر پلت نمونه )PAGE-SDS، 6 ژل بر سوپرناتانت نمونه )5  بلاتینگ،

PAGE-SDS ژل

تخلیص  3-3

 هـاي سـلول  رویـی  مـایع  بهینـه،  شـرایط  در بیـان  از پس

 و شـد  ریختـه  دور کشت محیط از حاصل شده سانتریفیوژ

 )بـود  نظـر  مـورد  پروتئین و هاسلول حاوي که( آن رسوب

 حلولم سپس شد. حل پلاسمیک پري هایپوتونیک بافر در

RPM شیک یا درجه 4 دماي در ساعت یک آمده دست به

 سانتریفیوژ آمده دست به محلول سپس و شد داده قرار 100

 درجـه  4 دمـاي  در دقیقـه  20 مـدت  به g 12000 دور با

 سـلولی  رسوب و رویی محلول شدند. نشین ته گراد سانتی

ــرده PAGE-SDS روي  مشــاهده کــه طــور همــان شــد. ب

 وجود پروتئین رسوب هم و رویی محلول در هم ،شود می

 رویـی  محلـول  در مـوردنظر  دیابادي مطالعه این در دارد.
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 مایعتخلیص بعد، مرحله در.شد استفاده طرح ادامه براي

 تمـایلی  سـتون  وسـیله  بـه  نوترکیب پروتئین حاوي رویی

ــا نیکــل ــان از اســتفاده ب ــه یــدازولایم گرادی  در ترتیــب ب

ــت ــاي غلظ ــی 60 ه ــولار، میل ــی 100 م ــولار میل  250 و م

 250 غلظـت  در پروتئین نهایت در گرفت. انجام مولار میلی

 شـده  تخلـیص  پروتئین شد. تخلیص ایمیدازول مولار میلی

 کیلو 55 حدود مولکولی وزن با باند تک رویی، محلول در

.)8(شکل شد دیده PAGE-SDS ژل روي دالتون

Elution2 :3 نمونه ؛Elution1 : 2 نمونه ؛وتئینپر مارکر :1  نمونه شده تخلیص هاي نمونهPAGE-SDSژل  8 شکل

به روش الایزا آنتأیید بررسی اتصال اولیه و  4-3

گیرنده سـطح   باشده  تخلیصDia-21 بررسی اتصالبراي 

ــزا  PDL-1ســلولی  اســتفاده شــد.  ســلولیاز روش الای

-Diaبا افزایش غلظـت   ،طورکه نتایج الایزا نشان داد همان

اتصـال    دهنـده  افزایش جذب مشاهده شـد کـه نشـان    21

Dia-21 بهPDL-1 9(شکل است( .

سطح سلول PDL-1با گیرنده   Dia-21 وتئینپربررسی اینتراکشن اولیه   9شکل 

با وجود بیان  بـالا گیرنـده    MDA-231بدون تغییر رنگ و سلول  منفی و PDL-1از نظر گیرنده  HFFسلول کنترل منفی 

PDL-1
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بحث  -4

 دو بـه  اتصـال  قابلیت که(اختصاصی منظورهدوباديآنتی

 راه یـک گذشـته هـاي  سـال  در )دارنـد  را مختلف لیگاند

 در باديآنتیدو از همزمان استفاده براي جایگزین درمانی

دوکنونتا.است شدهمحسوب مختلف هايسرطاندرمان

وسـیله بـه 21کاتوماکسـوماب  و  20بلیناتوماب  باديآنتی

FDAمراحـل  در بـادي آنتـی 30از بـیش  واندشده تأیید 

یـک  بلیناتومـب  بادي آنتی.دارند قراربالینی کارآزمایی

scFvبـا  درگیـر  فنـاوري وسـیله بهکه است هم سر پشت

همزمـان  طوربهکه شودمیتولیدbispecificTهايسلول

CD3رويراTوCD19هـاي سـلول روي راB هـدف 

هدف ژنآنتیدو با اختصاصی باديآنتیاین.دهدمیقرار

 و کودکــان در حــاد لنفوبلاســتیک لوســمی درمــان بــراي

 همزمـان  گیـري هدفمورد در .شودمیاستفاده بزرگسالان

  مختلـف الگـوي چنـدین CTLA-4وPD-1هـاي  گیرنـده 

 چنـدین  کـه  دارد وجـود  دوگانه اختصاصیت با بادي آنتی

.]36؛35[هستند بالینیهايآزمایشمرحلهدر آنها مورد

 ـ مطالعـه  يهـا يسـتراتژ ا  توســعه شـامل آثـاري نیچن

 بـا  ییهـا  نیپـروتئ  آن در کـه  است کیمریکا يها نیپروتئ

 طراحـی منظورهچندمولکول کیدر مختلف يعملکردها

کـه  است ياگونهچندمولکول کیمثالبراي ،شود بیان و

 ژنیآنت ـکیو Tيهاتیلنفوسبه همزمان طوربهتواندیم

 ـف يهـا نیپروتئشود. متصل تومور سلول  ياگونـه دووژنی

آوردندسـت بـه يبـرا  اسـت.  شـده  گـزارش  زین مختلف

deژن سنتز آنها، عملکرد نییتع و کیمریکا يهانیپروتئ

novo ــب يهــاســتمیساز اســتفاده و ــباکتر یانی روشییای

يایمزا یاییباکتر یانیب يهاستمیس.آیندمی شمار بهيثرؤم

 از کـه دارنـد بیانیيهاستمیسریسا به نسبت چشمگیري

 يوربهـره و کـم  نهیهز کنترل،آسانیبه توانمی مزایا این

 ـیب شیپوجود نیا با .کرد اشاره بالا  و یژگ ـیو کنتـرل  ،ین

 آمده دست به يعملکرددويها نیپروتئ یکیولوژیب عملکرد

20 Blinatumomab
21 Catumaxomab

اصـلی  تمشکلاازهمچنان هايباکتر انیب يها ستمیس در

 کـه  است شدهداده نشان مطالعه نیچند .استسیستم این

 فـرم  بـه .coliEمیزبان در ScFvفرم به هايروتئینپبیان

.]37[باشد مینامحلول

scFvدرو بـزرگ  مقیـاس  در تولیـد  براي توانمیرا

 scFvsکـه حـالی درکـرد  تولید باکتریایی بیان هايسیستم

ــه ــه معمــول طــورب ــل ب ــددلی ــدهاينادرســت، فول پیون

از تعداديشوند.میبیان نامحلول صورتهبسولفیديدي

 انجـام  بـا  توانندمیاوقات گاهی عملکردي هايباديآنتی

 در شـده ایجـاد بادي اینکلوژن ساختارهاي ازدوبارهفولد

 بـراي  روش ایـن  اما شوند، بازگردانده سیتوپلاسمی ناحیه

 هـاي بـادي آنتـی از تعـدادي  نیست.مؤثرهاباديآنتیهمه

 درســولفیديديپیونــدهاي داشــتن دلیــل بــهعملکــردي

 میـزان  کـه  ننـد میـک  بیـان  هاباکتري پلاسمیکپريفضاي

].20[استمحدودتر فضا این در روتئینپبیان بازده

 اسـت  باديآنتیقطعه یک(scFv)ايزنجیرهتکمتغیر

 تشـکیل  سـبک  و سـنگین  هايزنجیرهمتغیر نواحی از که

 ترکیبـی  میـل  داشـتن  وجـود  با ساختارها این است. شده

معمول طوربهبالا نفوذپذیري و پایین زاییایمنیو خاص

بیـان  باکتري سیتوپلاسم احیایی فضاي در نامحلول فرم به

 محلول scFvآوردندستبهبراي استراتژي یک.شوندمی

 اکسیدي محیط بهscFvانتقال عملکردي، نظر از  فعال و

ــري ــمپ ــت پلاس ــه اس ــان آن در ک ــکیل امک ــد تش پیون

.]38[کندمی پیداافزایش صحیح فرم به سولفیديدي

 قابلیتکه شدهطراحیبادي ادی ساختار،مطالعه ایندر

،داردCTLA-4وPDL-1هـاي  گیرنده بهمشترك اتصال

ایـن ،IgGمشـابه  هـاي  فرمـت  بـرخلاف کـه  شد طراحی

 ازرا بهتـر  یبـافت  نفوذ تر، کوچک اندازه دلیل به ساختارها

را سـاختارها  ایـن ایـن،  بـر عـلاوه دهنـد.  مـی  نشانخود

.coliEبـاکتري  مانند پروکاریوتی هايسلولدر توانمی

].41-39[کرد بیان
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 سـلول  یـک  عنـوان بـه گسترده طوربه.coliEباکتري

 .است شده استفاده نوترکیبهايپروتئینبیان براي میزبان

 بـا و فعال یزیست عملکردبا پروتئینیک تولید حال،اینبا

 ایـن  اصـلی  هـاي  چـالش  از یکـی  صحیحفولد و ساختار

 بیانبه نسبت مزایایی پلاسمیپريبیان.است یبیان پلتفرم

بـه  مـوارد  ایـن جملـه ازکـه داردسیتوپلاسمی فضاي در

برخـی  حضـور  و پلاسمیکپريفضاي کنندهاکسیدمحیط

تشـکیل  که)DsbCوpELb،DsbAمثال براي(هاچپرون

وکننـد مـی تسـهیل  راسـولفید ديپیونـدهاي صحیح فرم

فضــايبــا مقایســه در پروتئازهــا پــایین ســطحهمچنــین

 پروتئینبیان معایب ازحال،اینباکرد. اشاره سیتوپلاسمی

بـا  پروتئین آوردندستبهو بیان میزانکاهشفضا این در

].42[کرد اشاره توان می صحیح و مناسبعملکرد

2016سـال  در همکـارانش  و دویـی  که ايمطالعهدر

 گرفـت،  انجـام EGFRvIIIعلیـه  بـر  که ScFvبیان روي

 بـر  داريمعنـا تـأثیر  IPTGکنندهالقاغلظتکه دادند نشان

mM1-0/25بین غلظت محدوده در پروتئین محلول بیان

 که است شده گزارشمشابه طوربههمچنین است. نداشته

EGFRvIII-anti(scFv(پروتئین بیاندر معناداري تفاوتی

IPTGغلظت با یکسیتوپلاسم و یکپلاسمپريفضايدر

هـاي غلظـت حـال، ایـن بـا نشـد.  مشـاهده mM1-0/1از

 10تـا  2افـزایش  به منجر )IPTG)mM1-0/1از ترپایین

Fabزیسـتی  فعـال قطعـه  یکپلاسمیکپريبیانبرابري

 کننـده القـا  غلظـت  کـه  شدهداد نشان مطالعه این در.شد

 هـاي پـروتئین ایجـاد نتیجهدر وبالاتر بیان به منجر بالاتر

].39[شودمیبیشتري بادي اینکلوژن فرم بهنامحلول

ــه2019ســالايمطالعــهدر ــوو ک ــاهمکــاران و ل ب

Anti-پـروتئین ScFvسـاختار  بـه  GFPتـگ  کردناضافه

PB2 و سیتوپلاســـمی فضـــاي در آن بیـــان بررســـی  و

 که کردند مشاهده پروتئیناین از مناسبی بیان پلاسمیپري

].20[دانستند بیان برتگ GFPاین وجودتأثیربه

 )شـد  چـاپ  2019سـال  در کـه (ايمقالهدر همچنین

محلـول  فـرم  بیـان  که داشتند اذعان همکارانش و محیطی

ScFv 2بر-HER باکتري در کهزمانیDE3BL21E.coli

 در بیـان  این که ستا زمانی از کمتر بسیار شود،می انجام

 یتوپلاسمیس يفضا در کهStrainShuffelE.coliباکتري

باشـد یم ،ستیچاپرون تیخاص با CDsbتگ يدارا خود

]42[.

 بیـان  میـزان C023تا بیاندماي کاهش مطالعه این در

در همچنین.داد افزایش را پلاسمیکپريپروتئین محلول

بیاندر دما کاهش کهاستشده گزارش دیگرهايمطالعه

ــاديآنتــی هــايقطعــه ــزان نوترکیــب ب ــ را آنمی طــورهب

 دلیـل  بـه موضـوع ایـن  واسـت داده افزایشچشمگیري

سـرعت  افـزایش  نتیجهدروپروتئین تولیدسرعت کاهش

تشــکیل از کــه باشــد مــیپــروتئین صــحیح فولــد ایجــاد

مثـال  بـراي  ،کند می جلوگیري بادي اینکلوژن ساختارهاي

 پلاسـمیک پـري بیـان  کـه اسـت شـده  گزارش مطالعهدر

 بـا 3H6انسـانی  مونوکلونال باديآنتیFabقطعه محلول

کـرده  پیـدا بهبودبسیار C23از کمتر به بیاندماي کاهش

].43[است

گیرينتیجهـ5

PD-لیگانددوبر Bispesificدیابادي بیان مطالعه، این در

L1 4و-CTLA بیـان  و بررسـی  پلاسمیکپريفضاي در 

 تأییـد  بلات وسترن وPAGE-SDSوسیله بهدیابادي این

فضـاي  در پـروتئین  ایـن  بـراي  بیـان  شرایط بهترین.شد

 بـا C023دمـاي  در  سـاعت  8انکوباسـیون  پلاسمیکپري

سـازي خالصنتیجهدرکهIPTGمولارمیلی0/5غلظت

mg/L0,4ــ پــروتئین توســعهو پــژوهش.آمــددســتهب

 در هـا دیابـادي و هـا scFvهمچـون   دارویی ساختارهاي

 فعالیتبررسیحال،اینبا .بود خواهد مفید سرطاندرمان

 عملکرديهاارزیابیوآزمایشگاهی شرایط در بیولوژیکی

بود. خواهد بیشتريهايمطالعهنیازمند هاساختار این
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تشکر و قدردانی

نویسندگان این مقاله کمال تشکر را از دانشگاه وسیله  اینبه

که با همکاري صمیمانۀ خود ما را در انجام تربیت مدرس

دارند.  ابراز میکردند، پژوهش یاري این
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Abstract
Immune checkpoints are molecules that regulate the immune system. However,
some tumor cells can express the ligands of immune checkpoints to escape from
antitumor immune responses. Some agents, such as antibodies, can inhibit these
checkpoints that prevent the immune system from targeting and killing cancer cells.
The aim of this study was to express a novel bispecific diabody in the periplasmic
space of E. coli for simultaneous targeting of two immune checkpoints, cytotoxic
T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) and programmed death- ligand 1
(PD-L1).
The bispecific diabody was constructed based on the variable regions gene of anti-
PD-L1 and anti-CTLA-4 antibodies. The optimum codon for expression in E. coli
was chemically synthesized and subcloned in the pET21 expression plasmid. After
transformation, the effect of cultivation conditions on periplasmic expression of the
protein in E. coli BL21(DE3) was evaluated. Then, the bispecific diabody was
purified.
Expression of diabody with a molecular weight of 55 kDa was verified by Sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis and western blotting analysis.
The best condition for soluble periplasmic expression was obtained by incubation
with 0.5 mM isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside at 23°C, 18h. The protein was
successfully purified using affinity chromatography with a final yield of 0.4 mg/L.
The affinity of the purified protein interaction was checked by ELISA.
In this study, recombinant protein was cloned, expressed, and purified in a bacterial
system. The interaction of this protein with the cell surface receptor PDL1 was
investigated using MDA-MB 231 cells, which express PDL1, and HFF fibroblast
cells as a negative control. The cell-based ELISA assay analyses revealed the
binding of this protein to the cell surface receptor PDL1.

Keywords: Immune checkpoints, Recombinant Diabody, CTLA-4, PD-L1,
Periplasmic expression, E. coli BL21 (DE3) strain
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