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 وارسی  ی دادن همزمان دو نقطه بیان پری پلاسمیک یک دیابادی جدید برای هدف قرار

 CTLA-4و  PD-1سیستم ایمنی 

 
2اکبری وجیهه، 1مهسا بهزادی

 

 
 

چکیده

لََهب ٍ ایپیلیوَهب، بِ ًقبط هختلف ی هْبرکٌٌذُ دٍ ّوسهبى هظرف کِ است دادُ ًشبى ببلیٌی هغبلعبت مقدمه:  درهبًی کبرآیی داری ایوٌی ٍ هعٌی طَرت ٍارسی ایوٌی، ًی

 قرار ّذف هَرد را شى هختلف آًتی دٍ ّبی هٌْذسی شذُ بب اختظبطیت دٍگبًِ ّستٌذ کِ ّوسهبى ببدی ّب آًتی است. دیبببدی داشتِ تٌْبیی بِ ّر کذام هظرف بب هقبیسِ در بْتری
اَى آى دٌّذ ٍ هی هی ایوٌی در  سیستن اٍرسی ی ًقغِ دٍ ّوسهبى دادى قرار ّذف یک دیبببدی جذیذ برای حبضر، تَلیذ ی هغبلعِ ّب را در سیستن بیبى ببکتریبیی تَلیذ کرد. ّذف ت

د اشرشیب کَلایفضبی پری پلاسن ببکتری   .بَ

احی هتغیر آًتیتَالی آهیٌَ اسیذ  ها: روش لََهب ٍ ایپیلیوَهب عراحی شذ ٍ کذ شًتیکی آى برای بیبى ببدی دیبببدی بر اسبس ًَ  از بعذ سبزی ٍ ببکتری بْیٌِ سیستن در ّبی ًی

اًجبم شذ. بعذ از استخراج پرٍتئیي ّبی هختلف القبگر  در دهبّب ٍ غلظت BL21 (DE3)ای کَلای بیبى پرٍتئیي در ببکتری . گردیذ ٍارد pET-22bپلاسویذ،  در سبخت شیویبیی
 .توبیلی ًیکل اًجبم گردیذ سبزی دیبببدی بب استفبدُ از کرٍهبتَگرافی پری پلاسویک، خبلض

 هَلار هیلی 1 غلظت ٍ گراد سبًتی ی درجِ 23 دهبی در هحلَل پرٍتئیي هیساى را تأییذ کرد. بیشتریي کیلَدالتَى 55 ٍزى حذٍد بب پرٍتئیي بیبى SDS-PAGEًتبیج  ها: یافته

 .شذ سبزی بب هَفقیت خبلض درطذ 90 ببلای خلَص بب توبیلی کرٍهبتَکرافی تَسظ شذُ بیبى هحلَل پرٍتئیي. شذ ( حبطلIPTGالقبگر )

اًَذ هٌجر بِ بْبَد بیبى هحلَل پرٍتئیي سبزی شرایظ بیبى، هی بْیٌِ ی هب ًشبى داد کِ ًتبیج هغبلعِ گیزی: نتیجه  .فضبی پری پلاسویک شَدّبی هشببِ در  ت

لََهب ًقبط ّبی ایپیلیوَهب؛ پری پلاسن؛ پرٍتئیي ببدی؛ آًتی واژگان کلیدی:  ٍارسی ایوٌی؛ ًی

 
وارسی سیستم ایمنی  ی دادن همزمان دو نقطه بیان پزی پلاسمیک یک دیابادی جدید بزای هدف قزار .اکبری ٍجیِْ، بْسادی هْسب ارجاع:

PD-1  وCTLA-4 . 736-742(: 733) 41؛ 1402هجلِ داًشکذُ پسشکی اطفْبى 

 

 مقدمه

 اش خوَیی  ّای تؿخیف غلَل ی پایِ بس بدى، ایوٌی غیػتن کاز اغاظ

 غوغیی  ّای هَلکَل اش ایوٌی ّای غلَل کاز ایي بسای. باؾد هی بیگاًِ

 یووا غوواشی فعووال بووِ ًیوواش ایوٌوی  پاغوو  یوو  بووسای ؾووسٍ  کووِ خوَی 

ِ . کٌٌد هی اغتفایُ یازًد غاشی غیسفعال  ّوای غوغیی،   هَلکوَل  ایوي  بو

 یز. (1ؾوَی )  هی ( گفتImmune checkpointsٍِازغی ایوٌی ) ًقاط

 هٌاغوب  ایوٌی ّای پاغ  بسٍش غبب ٍازغی ًقاط فیصیَلَضی ، حالت

. ؾوًَد  هوی  ایوٌوی  حووت   بسابوس  یز غوالن  ّوای  بافوت  اش ٍ حفاظت

 اش ٍ کوسیُ  ٍازغوی اغوتفایُ   ًقواط  ایوي  اش گواّی  غسعاًی ّای غلَل

ِ  یازٍّوایی  اهوا  هاًٌود  هی اهاى یز ایوٌی غیػتن ی حولِ  ًقواط  ایوي  کو

 یز غوسعاى  یزهواى  یز اهیدبخؿی یٌّد، ًتایج قساز هی ّدف زا ٍازغی

ِ  ٍازغوی  ًقواط  جولِ (. اش2اًد ) یاؾتِ بالیي  بوالیي  یز ّوا  آى هْواز  کو

ِ  هوس   1 پوسٍتییي  بِ تَاى هی اثسبخؽ بَیُ ؾودُ غولَل    زیوصی   بسًاهو

(Programmed cell death protein 1 )PD-1 4 ؾووازُ  ٍ پسٍتییي 

-Cytotoxic Tغایتَتَکػوووی  ) Tّوووای  لٌفَغووویت بوووا هوووستبظ

lymphocyte associated protein 4 ) CTLA-4ُکووسی اؾوواز. 

بوایی دود    هغالعا  اخیس ًؿاى یایُ اغت، هكوسف ّوصهواى یٍ آًتوی   

PD-1  ٍCTLA-4( ًیَلَهوووووب ،Nivolumab ایپیلیوَهوووووب ٍ )

(Ipilimumab،) تَاًوود اثسبخؿووی بْتووسی یز یزهوواى بسخووی اش    هووی

 (. 5-3ّا اش جولِ زیِ، هتًَها ٍ کلیِ یاؾتِ باؾد ) غسعاى
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 ( یو  Bispecific antibodyیٍگاًوِ )  اختكاقویت  با بایی آًتی

 یزهواًی  بوایی  آًتوی  اش یٍ ّوصهواى  ی اغوتفایُ  بوسای  جایگصیي زاّکاز

 ی ّیبسیود  هٌْدغی ؾدُهَلکَل  ی  ّا هعوَلاً بایی باؾد. ایي آًتی هی

 زا توَ   اپوی  یوا  ضى آًتی یٍ ّوصهاى کِ بَیُ بایی آًتی یٍ اش تسکیبی ٍ

 بایی با اختكاقیت یٍگاًِ یز (. اغتفایُ اش آًتی6یٌّد ) هی قساز ّدف

 جواًبی  عوَازل  ٍ بْتس ایوٌی بایی، آًتی یٍ ّوصهاى هكسف با هقایػِ

 گاًوِ بوالاتس   ّای یٍ بایی یزهاًی ایي آًتی ّوچٌیي کازآیی. یازی کوتسی

 ًقواط  هْازی یا هػیس چٌدیي ّوصهاى قَز  بِ تَاًد هی چساکِ اغت

 .(7یّد ) قساز ّدف هَزی زا ٍازغی

(. 8بایی با اختكاقیت یٍگاًِ، ییابایی اغوت )  یکی اش اًَا  آًتی

 هتفواٍ   بواّن  ییابایی عسف یٍ یز ضى آًتی ؾًَدُ بِ هتكل یهیي یٍ

 توَ   اپوی  یٍ یوا  غلَل یٍ بِ اتكال بِ قایز زا کِ آى عَزی بِ ّػتٌد

ِ  فقظ یو   عبیعی ّای بایی آًتی کِ حالی یز غاشی، هی هختلف  ی یاهٌو

 بِ ییابایی تس کَچ  غاختاز عَز کلی (. ب6ِیازًد ) اختكاقی اتكال

ِ  ًظوس  یز جاهد تَهَز ی  بِ ًفَذپریسی بسای هصیت ی  عٌَاى  گسفتو

اؾسؾویا  ّوا هلول    باکتسی یز تَاًٌد هی ّا ییابایی (. ّوچٌیي9) ؾَی هی
  (.9ؾًَد ) تَلید بِ هقداز بالا کَلای

ِ   یازی کوِ باعوم هوی    ًظیوسی  بی زؾد غسعت ای کَلای  ؾوَی بو

ِ  یابد. ایي باکتسی یغت غلَلی بالا تساکن بِ زاحتی  ی هوایُ  زاحتوی  بو

 ٍ ضًتیکوی  ّوای  ٍیطگوی  ایوي،  بوس  عوتٍُ  پوریسی   هوی  زا بیگاًِ ضًتی 

 پوسٍتییي  ٍ هیصاى بیواى  اغت ؾدُ ؾٌاختِ خَبی بِ گًَِ ایي هَلکَلی

 هصایوای  ٍجوَی  (. با10) بالاغت بػیاز غلَلی غیػتن ایي یز ًَتسکیب

 تَلیود  با ازتباط یز ًیص هؿکتتی کَلای ایبیاًی  غیػتن بسای ؾدُ ذکس

 ٍجوَی  باکتسی ایي یز ؾدُ کلَى خازجی ضى اش ی  ًَتسکیب پسٍتییي

 بیواى  غیػوتن  یو   عٌَاى کَلای بِ هیدٍییت ای تسیي ؾاید هْن. یازی

 بِ پیچیدُ، ّای ٍیطُ پسٍتییي بِ خازجی، ّای پسٍتییي تجوع باکتسیایی،

 .(11باؾود )  (Inclusion bodyقَز  اجػام ًاهیلَل یا اًکلَضًی )

ِ  تؿکیل اجػام اًکلَضًی پوسٍتییي   عبیعوت  هاًٌود  هتعودیی  عَاهول  بو

ِ ٍ غلظوت  پوسٍتییي،  بیواى  غوسعت  ًَتسکیب، تواخَزیگی،   ّوای  اغوغ

اجػوام  . یازی بػوتگی  پوسٍتییي،  خوَزیى  تا هییظ ٍ یهای ٍیػکَشیتِ

 یز شیػوتی ّػوتٌد،   فعالیوت  فاقود  ٍ ًواهیلَل  ّای هَلکَل اًکلَضًی

 هودًظس  بیَتکٌَلَضی یز هیلَل ٍ خالف فعال، ّای پسٍتییي کِ حالی

 (.12اغت )

ّوای گوسم هٌفوی اش     بواکتسی  فضای پوسی پتغون   یز پسٍتییي بیاى

ایجای اجػوام   اش جلَگیسی بسای زایج ّای زاُ اش یکی ،کَلای ایجولِ 

 اًکلَضًی اغت.

 تػوْیل  باعم پسی پتغن، یز ّدف پسٍتییي بیاى هَازی، اغلب یز

ِ  ًتیجوِ، پوسٍتییي   یز ٍ ؾدُ پایدازی افصایؽ ٍ تاخَزیگی  قوَز   بو

ِ  ًػوبت  پتغون پوسی   هییظ. (13گسیی ) هی تَلید کازآهد ٍ هیلَل  بو

ِ  اغوت  تس اکػایٌدُ غیتَپتغن  یی غوَلفیدی  پیًَودّای  تؿوکیل  ٍ بو

 . (14ًواید ) هی کو 

 جدیود  ییابوایی  غاشی تَلیود هیلوَل یو     ّدف ایي هغالعِ، بْیٌِ

 فضای یز ایوٌی غیػتن ٍازغی ی ًقغِ یٍ ّوصهاى یایى قساز ّدف بسای

ِ  کَلای ایباکتسی  پتغن پسی کؿوت )یهوا ٍ   غواشی ؾوسایظ    بَی. بْیٌو

 .غلظت القاگس( بسای افصایؽ باشیُ بیاى هیلَل پسٍتییي اًجام ؾد

 

 ها روش

 توَالی  اغواظ  ییابوایی بوس   توَالی آهیٌوَ اغوید    عساحی ٍ غاخت ضى:

( VH( ٍ غووٌگیي )VLشًجیووسُ غووب  ) هتغیووس ی ًاحیووِ آهیٌَاغوویدی

 توو  ( عساحووی ؾوود. یBٍ( ٍ ایپیلیوَهووب )Aبووایی ًیَلَهووب ) آًتووی

 اش VH یهویي  ؾواهل  کِ ّس کودام  VHA-VLB  ٍVHB-VLAشًجیسُ 

ِ  ی یٌّدُ اتكال کِ تَغظ ی  بایی آًتی ی   یهویي  کَتاُ ّیدزٍفیل بو

VL ی یوو   ٍغوویلِ باؾووٌد، بووِ هتكوول ؾوودُ هووی ییگووس بووایی آًتووی اش

 آهیٌَاغووویدی بوووِ یکووودیگس ٍقووول ؾووودًد    15لیٌکسّیووودزٍفیل 

(VHA-linkerG4S-VLB-linker(G4S)4-VHB-linkerG4S-VLA.) تووَالی 

یز  کودٍى  بوِ کوازگیسی   الگوَی  اغواظ  ًَکلیی  اغید ضى ییابایی بس

(. یو   Genscriptغاشی ؾود )غوایت    بْیٌِای کَلای باکتسی  هیصباى

غاشی  تایی ّیػتیدیٌی بِ عٌَاى بسچػب ؾٌاغایی ٍ خالف تَالی ؾؽ

یز اًتْای کسبَکػیل پسٍتییي قساز گسفت. بعود اش غوٌتص ؾویویایی ضى    

 ّوای  ، کاًایا(، ایي غواختاز تَغوظ آًوصین   Biomatikهسبَعِ )ؾسکت 

ؾووسکت  تَغووظpET22b حاهوول  یزٍىNcoI ٍ XhoI هیوودٍیالاثس 

Biomatik الف(. ایي ٍکتَز حاٍی ضى هقاٍهوت بوِ   1گسیید )ؾکل  کلَى.

 باؾد. هی pelBغیلیي ٍ پپتید پیام تسؾح بِ پسی پتغن  آهپی

تساًػووفَزم حاهوول ًَتسکیووب ٍ بیوواى ییابووایی یز ای کووَلای     

BL21(DE3):  حاهوول ًَتسکیووب تَغووظ زٍؼ ؾووَ  حسازتووی ٍازی

ّوای هلبوت بوس     گسیید. کلًَی BL21(DE3)ّای پریسای غَیِ  غلَل

بیَتیوو   آگوواز حوواٍی آًتووی   LB (Luria-Bertani)زٍی پلیووت 

گسی ؾد. ی  کلًَی هلبت اش پلیت بسیاؾوتِ ؾودُ    غلییي( غسبال )آهپی

لیتووس  هیکسٍگووسم بووس هیلووی  100حوواٍی  LBٍ هیوویظ کؿووت هووایع  

ِ  37غیلیي ادافِ ؾد. ایي هخلَط یو  ؾوب یز یهوای     آهپی ی  یزجو

یٍز یز یقیقِ قساز گسفوت.   180اًکَباتَز با یٍز -گسای یز ؾیکس غاًتی

هایع تاشُ با ًػوبت    LBهییظ ؾباًِ بِ عٌَاى هایِ تلقیح، کؿت اش ایي

 غوولَلی  تووساکن بووِ تووا حاقوول اغووتفایُ ؾوود. هخلووَط  10بووِ  1

(OD600 (Optical density at 600 nm)  هغلوَ  8/0توا   6/0بیي ) 

 القوواگس  افووصٍیى بووا پووسٍتییي بیوواى القووای غووپع بسغوود اًکَبووِ ؾوود.

(opropyl β-D-2-thiogalactopyranoside )IPTG غلظوووت بوووا 

ِ . گسفت اًجام هَلاز، هیلی1 ِ  ًوًَو  ٍ اًکَبواتَز بسگسیاًودُ   -ؾویکس  بو

ًوًَِ بوِ  . ؾد گسای اًکَبِ ی غاًتی یزجِ 37یز یهای  غاعت 3 حدٍی
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گووسای  ی غوواًتی یزجووِ 4یز یهووای  g 4000یقیقووِ بووا یٍز  10هوود  

 گسیید.   آٍزی جوع باکتسیایی زغَ  غاًتسیفیَض ؾد ٍ

 

 الف

 
 ب

 
 . دیبثبدی شى حبٍی پلاسویذ آًسیوی آًبلیس ّضن . الف(1شکل 

 ثب شذُ ّضن pET22b-anti-PD-1/CTLA-4-diabody پلاسویذ( 1)

 DNA ًشبًگرNcoI ٍ XhoI ٍ (2 ) هحذٍدالاثر ّبی آًسین

ّبی ثیبى دیبثبدی در ثبکتری  درصذ ًوًَِ SDS-PAGE 12ة( شل 

BL21(DE3)  هَلار  هیلی 1ثب اضبفِ کردىIPTG  ی  درجِ 37در دهبی

، (Thermo Scientific, #26614)( ًشبًگر پرٍتئیٌی 1گراد. ) سبًتی

 از پلاسویذ ًَترکیت قجل تَسط تراًسفرم شذُ ثبکتری سلَلی تبم پرٍتئیي

 ( سبعت ثعذ از القب، 6( ٍ چْبر )5(، سِ )4(، دٍ )3(، یک )2القب )

القب.  از ثعذ سبعت4پلاسویذ،  فبقذ ثبکتری سلَلی تبم ( پرٍتئیي7)

 )پرٍتئیي هَرد ًظر ثب فلش هشخص شذُ است(. هَلار هیلی

 

غواشی تَلیود    جْت بْیٌِغاشی ؾسایظ بیاى پسٍتییي هیلَل:  بْیٌِ

 ّوای  غلظوت  هیلَل ییابایی یز فضای پسی پتغن بیواى پوسٍتییي بوا   

ٍ  23، 30، 37 یهاّوای  هَلاز( یز هیلی 1/0 ،5/0  ٍ1)IPTG هختلف  

 غاعت القا ؾد. 18ٍ  16، 5/4، 3گسای بِ هد   ی غاًتی یزجِ 15

بعود   غاشی آى: اغتخساج پسٍتییي ییابایی اش پسی پتغن ٍ خالف

 یٍ یز اش بیاى پسٍتییي ٍ جداغاشی پلوت باکتسیوایی اش هیویظ کؿوت     

 یز :ؾودًد  اغوتخساج  ًظس اش فضای پوسی پتغون   هَزی پسٍتییي هسحلِ

  ّایپستًَیو   غوسی  بوافس  افوصٍیى  بوا  ّایپستًَیو   ؾَ  اٍل، ی هسحلِ

هوَلاز   هیلوی  1هیلی هَلاز توسیع ّیدزٍکلسایود،    50% غَکسٍش،  20)

EDTA ،pH 8  ؾوَذ.   ّوا اًجوام هوی    ( بِ زغَ  ٍ پساکٌودُ کوسیى آى

ِ  45 حاقل بِ هد  غَپاًػیَى ِ  یو   زٍی یقیقو  یایُ تکواى  ٍ اًکَبو

ّا اش  ( ٍ غلَل1غپع با اغتفایُ اش غاًتسیفیَض هیلَل زٍیی ). ؾَی هی

 بوافس  افصٍیى با ّایپَتًَی  ؾَ  یٍم، یِ هسحل ؾًَد. یز ّن جدا هی

ِ   هیلی 5حاٍی  ّایپَتًَی  غسی ٍ  زغوَبغْا  هَلاز هٌیصین غوَلفا  بو

یقیقوِ   30بِ هد   حاقل غَغپاًػیَى. ؾد اًجام ّا آى کسیى پساکٌدُ

 غواًتسیفیَض  اش اغوتفایُ  بوا  غپع ؾَی. هی یایُ تکاى ٍ اًکَبِ ی  زٍی

پوسٍتییي اغوتخساج    .ؾوًَد  هوی  جدا ّن اش ّا غلَل ٍ( 2) غَپسًاتاًت

 قساز یازی. 2ٍ  1ؾدُ یز هیلَل زٍیی 

غواشی بوا    باّن هخلَط ؾدُ ٍ جْت خالف 2ٍ  1هیلَل زٍیی 

، Invitrogen)ؾووسکت  Ni-NTA agaroseزشیووي  غووتَى حوواٍی 

ٍ غوپع   native binding bufferآهسیکا( اغتفایُ ؾد. غتَى ابتدا با 

ٍ یز ًْایت با گساییاًت افصایؿی ؾػتِ ؾد.  native wash bufferبا 

اش  Native elution bufferهوَلاز( یز   هیلی 400-200غلظت ایویداشٍل )

 غتَى خازج گسیید. 

ّوای پسٍتییٌوی تَغوظ زٍؼ ضل الکتسٍفوسش      ًوًَِ ّا: آًالیص ًوًَِ

بسزغوی   (SDS-PAGE) آهیود  آکسیول  پلوی -غَلفا  یٍیغیل غدین

بوایی دود    اغوتفایُ اش آًتوی  ّوچٌیي زٍؼ ٍغوتسى بوت  بوا     ؾدًد.

 .بسچػب ّیػتیدیٌی بسای تأیید پسٍتییي بِ کاز گسفتِ ؾد

 

 ها افتهی

، 2، 1 ٍ القوا  اش قبول  ّای ًوًَِ جْت تأیید بیاى پسٍتییي، بیاى ییابایی:

یزقد  12 ضل زٍی بس ّا ٍ ًوًَِ آٍزی جوع القا، اش بعد غاعت 4 ٍ 3

SDS-PAGE یّد هی ًؿاى . (. یز ؾکل1 ؾکل) ؾدًد بسزغی  ِ  کو

 ٍ گسییود  بیواى  ؾدُ تساًػفسم ّای غلَل یز هَفقیت با پسٍتییي ّدف

 حوال،  عویي  یز. گوسیی  هی بیؿتس شهاى القا، هد  افصایؽ با بیاى، هیصاى

هؿاّدُ  ایي کِ ؾَی ًوی ییدُ پسٍتییي ایي بیاى القاگس، افصٍیى اش پیؽ

ِ  ّوایی  غولَل  یز ّوچٌویي . باؾود  هی پریس ًؿت بیاى عدم اش حاکی  کو

ؾوَی. آًوالیص    ًووی  بیواى پوسٍتییي ییودُ    القا، اش بعد اًد، ًؿدُ تساًػفسم

کیلَ یالتَى ٍاجود بسچػوب    55ٍغتسى بت  ّن بیاى پسٍتییي با ٍشى 

 (.2ّیػتیدیٌی زا تأیید کسی )ؾکل 

ّوای هتفواٍ     بیواى پوسٍتییي بوا غلظوت     غاشی ؾسایظ بیواى:  بْیٌِ

IPTG      (الوف ) 37 : یهوای 3یز یهاّای هختلوف اًجوام ؾود )ؾوکل،  

گوسای( ٍ بعود اش اغوتخساج     غاًتی ی یزجِ( ی) 15 ٍ( ج) 23 ،( ) 30
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 و همکارمهسا بهزادی  PD-1/CTLA-4بیان پری پلاسمیک دیابادی ضد 

 739 1402اول آبان  ی/ هفته733ی / شماره 41سال  –مجله دانشکده پزشکی اصفهان 

 1پسٍتییي اش فضای پسی پتغن با ؾَ  اغوَشی ًوًَِ هیلَل زٍیی 

اغوتخساج ؾودُ    1بسزغی ؾد. بیؿتسیي پسٍتییي یز هیلَل زٍیی  2ٍ 

ًاچیص بوَی )ًتوایج ًؿواى یایُ     2بَی ٍ هیصاى پسٍتییي یز هیلَل زٍیی 

( 3)ؾکل  1هیلَل زٍیی  SDS-PAGEًؿدُ اغت(. بس اغاظ آًالیص 

ِ  23سٍتییي هیلَل یز پسی پتغن یز یها بیؿتسیي هیصاى بیاى پ ی  یزجو

. ج(. 3بدغت آهد )ؾوکل   IPTGهَلاز  هیلی 1گسای ٍ با غلظت  غاًتی

گوسای   ی غاًتی یزجِ 37بیؿتسیي هیصاى بیاى پسٍتییي ًاهیلَل یز یهای 

 بَی )ًتایج ًؿاى یایُ ًؿدُ اغت(. IPTGهَلاز  هیلی 1ٍ با غلظت 

 

 
 ثبدی ضذ ثرچست ّیستیذًی:  ثب استفبدُ از آًتی. آًبلیس ٍسترى ثلات 2شکل 

  هبرکر، (SeeBlue® Pre-Stained, Invitrogen)( ًشبًگر پرٍتئیٌی 1)

 ترتیت پلاسویذ ثِ تبم سلَلی ثبکتری تراًسفَرم تَسط ( پرٍتئیي3( ٍ )2)

ی  درجِ 37در دهبی  IPTG هَلار هیلی 1تَسط  پرٍتئیي ثیبى القبی از ثعذ

 .(است شذُ هشخص فلش ثب ًظر هَرد پرٍتئیي) القب از قجل گراد ٍ سبًتی

 

پتغن تَغظ  پسٍتییي هیلَل اغتخساج ؾدُ اش پسی غاشی: خالف

. ّوواًغَز کوِ یز   (4 ؾوکل ) غتَى کسٍهاتَگسافی ًیکل تخلیف ؾود 

ِ  یز ّدف، پسٍتییي هیصاى ؾَی، ؾکل هؿاّدُ هی ّوای ؾػتؿوَ    ًوًَو

 شیایی بػیاز حد الَؾي، ییابایی تاّای  فساکػیَى یز. بَی ًاچیص بػیاز

ِ  اٍل فساکػیَى. اغت ؾدُ خالف یزقد 90 بالای با خلَـ ٍ بوا   کو

 ٍ غلظوت  بیؿوتسیي  ؾودُ،  جودا  ایوودازشٍل  هوَلاز  هیلوی  200 غلظت

 .اغت یاؾتِ زا پسٍتییي خلَـ

 
ّبی استخراج شذُ از پری  درصذ ًوًَِ SDS-PAGE 12. شل 3شکل 

گراد.  ی سبًتی )د( درجِ 15)ج( ٍ  23)ة(،  30)الف(،  37پلاسن در دهبی 

( ثِ 2( ،)3( ٍ )4، )(Thermo Scientific, #26614)( ًشبًگر پرٍتئیٌی 1)

( از 1ّبی استخراج شذُ تَسط ثبفر ّبیپرتًَیک )هحلَل رٍیی  ترتیت ًوًَِ

. )پرٍتئیي هَرد ًظر IPTGهیلی هَلار  1/0ٍ  5/0، 1ثیبى دیبثبدی ثب غلظت 

 ذُ است(.ثب فلش هشخص ش

 

 بحث

 یٍگاًوووِ تَغوووظ  اختكاقووویت بوووا بوووایی آًتوووی تووواکٌَى، چٌووودیي

(Food and Drug Administration )FDA  قوساز  هَزی تأییود  ِ  گسفتو

 (.  15یازی ) قساز بالیٌی کازآشهایی هساحل یز بایی آًتی 40 اش بیؽ ٍ اغت

 

 
 ًشبًگر( 1. )تخلیص ّبی ًوًَِ درصذ SDS-PAGE 12 . شل4شکل 

 ستَى، از کردُ عجَر ًوًَِ( Thermo Scientific, #26614، 2) پرٍتئیٌی

 250) دٍم فراکسیَى( 4) ،(ایویذازٍل هَلار هیلی 200) اٍل فراکسیَى( 3)

 ،(ایویذازٍل هَلار هیلی 300) سَم فراکسیَى( 5) ،(ایویذازٍل هَلار هیلی

 چْبرم شستشَ( 7) ،(ایویذازٍل هَلار هیلی 400) چْبرم فراکسیَى( 6)

 20) سَم شستشَ( 9) پرٍتئیٌی، ًشبًگر( 8) ،(ایویذازٍل هَلار هیلی 20)

 ،(ایویذازٍل هَلار هیلی 20) دٍم شستشَ( 10) ،(ایویذازٍل هَلار هیلی

 ثب شذُ خبلص پرٍتئیي(. )ایویذازٍل هَلار هیلی 20) اٍل شستشَ( 11)

 .(است شذُ هشخص فلش
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ٍ  PD-1ٍازغووی  ًقوواط شهوواى ّوون یایى قووساز ّوودف هووَزی یز

CTLA-4 پیؿوٌْای  یٍگاًِ با اختكاقیت بایی آًتی فسهت چٌدیي ّن 

یز کؿوَز   (Cadonilimab)ّا کایًٍیلیووب   کِ یکی اش آى اغت ؾدُ

  ٍ  هساحول  گرزاًودى  حوال  یز ّوا  آى اش بسخوی  چیي تأیید ؾودُ اغوت 

 جدیود  بوایی  تتوسا  ی  عٌَاى بِ کایًٍیلیوب،. ّػتٌد بالیٌی کازآشهایی

 CTLA-4 دود  بایی آًتی VH ٍ VL یهیي آى یز کِ اغت ؾدُ عساحی

 PD-1 دود  بوایی  آًتوی  غوٌگیي  ّوای  شًجیسُ با تسهیٌال C ی  اتكال

 بوا  بوایی  آًتی ، ی XmAb20717یز هلال ییگس،  .(16کٌد ) هی ایجای

ِ   IgGؾبِ  فسهت یز PD-1/CTLA-4 دد  یٍگاًِ اختكاقیت  اغوت کو

ِ  هسبَط ّای بسّوکٌؽ کِ ؾدُ هٌْدغی عَزی آىFc بخؽ   ی گیسًودُ  بو

اٍبػوتِ    ّایی اٍکٌؽ ًتیجِ یز ٍ حرف ؾَی Fcگاهای  لَی  هلل غویت غول

 ADCC (Antibody-dependent cellular cytotoxicityبوایی )  بِ آًتی

 FcRnًوَشایی یوا    Fc ی گیسًودُ  بوا  بسّوکٌؽ ّوچٌیي. یابد کاّؽ

 ایوي . ؾوَی  بیؿوتس  پتغووا  یز بوایی  آًتوی  عوس ی ًیوِ تا یافتِ افصایؽ

 (.17باؾد ) هی یٍ کازآشهایی فاش هساحل گرزاًدى یزحال بایی آًتی

( دود  IgGی حادس ی  ییابایی )غواختاز غیوس ؾوبِ     یز هغالعِ

PD-1/CTLA-4  عسحی ٍ تَلید ؾد کِ با تَجِ بِ عدم ٍجَی بخؽ

Fc    اهکوواى تَلیوود یز غیػووتن باکتسیووایی زا یازی. اغووتفایُ اش هیصبوواى

باکتسیایی با ٍجَی هصایای ازشاى ٍ زاحت بَیى تَلید، با چوالؽ تَلیود   

پسٍتییي هیلَل ٍ عولکوسیی زٍبوسٍ اغوت. پوسٍتییي تَلیود ؾودُ یز       

 pHکیلَیالتوَى ٍ   55ی حادوس یازای ٍشى هَلکوَلی تقسیبوی     هغالعِ

اٍلکتسی   اٍجد  هی 8/8ایص لَفیدی اغت. باًد یی 4باؾد. ایي هلکَل   غ

غیػتن بیواى پوسی پتغون ًػوبت بوِ غویتَپتین یازای هصایوایی        

ِ  یز ٍ پسیپتغون  یز هَجَی پسٍتیاشّای باؾد. هیصاى هی  احتووال  ًتیجو

ّای باکتسیایی کووی یز   پسٍتییي. اغت کوتس خازجی، پسٍتییي تخسیب

 یز بیوواى ؾوودُ ّوودف ؾووًَد ٍ بٌووابسیي پووسٍتییي آى فضووا تسؾووح هووی

. توسی یازی  یغتی آغواى  باؾد ٍ فسایٌدّای پاییي هی تس خالف پسیپتغن

 ٍ( SKp هاًٌوود) ّووا چوواپسٍى اش غٌووی پسیپتغوون ایووي، بووس عووتٍُ

خوَزیى   توا  ٍ غَلفیدی یی پیًَدّای تؿکیل بِ کِ اغت ّایی پسٍتییي

  هاًٌود ) کٌٌود  هوی  کوو   ّودف  ّوای  پوسٍتییي  یز ًتیجِ بیواى هیلوَل  

DsbA، PDI ٍ Dsb) (18).    ّس چٌد ایي غیػتن بیاًی یز هقایػوِ بوا

(. بوسای بْبوَی   19تسی یز تَلید پسٍتییي یازی ) غیتَپتغن، باشیُ پاییي

غواشی   باشیُ ٍ باشیابی پسٍتییي ّدف، هساحل هختلف کؿت ٍ خوالف 

 (.20غاشی ؾَی ) بایػتی بْیٌِ

ِ پتغن بوا بْی  یز ایي هغالعِ بیاى هیلَل ییابایی یز پسی غواشی   ٌو

ی  یز گػوتسُ  IPTGغلظت القاگس ٍ یها بْبَی پیودا کوسی. اثوس غلظوت     

ِ  هیلی 1/0-1 ی هوا،   هَلاز بس زٍی بیاى هیلَل شیای ًبَی. هؿابِ هغالعو

یز ایوي   IPTGاًود کوِ غلظوت     گسٍُ تیقیقاتی ییگسی گصازؼ کوسیُ 

دوود  scFvبووایی  یازی بووس بیوواى هیلووَل آًتووی  گػووتسُ، اثووس هعٌووی 

EGFRvIII ی  تس القواگس یز گػوتسُ   ّای پاییي ًداؾت. ّس چٌد غلظت

بسابوسی تسؾوح پوسٍتییي     10توا   2هَلاز باعم افصایؽ  هیلی 01/0-1/0

  (. 21هیلَل بِ فضای پسی پتغن ؾد )

ی  یزجووِ 23ی هووا ًؿوواى یای کووِ بیوواى یز یهووای  ًتووایج هغالعووِ

ی گسای باعم بْبوَی قابول تَجوِ بیواى هیلوَل پوسٍتییي ییابوای        غاًتی

اًد کوِ بیواى    ی ییگسی گصازؼ کسیُ غَ با ًتایج ها، هغالعِ ؾَی. ّن هی

یز یهاّای کؿت شیوس   3H6بایی  آًتیFab هیلَل پسیپتغوی  قغعِ 

 (. 22یاید ) یزجِ افصایؽ هی 30

ّوای   ّوا ٍ ٍاکوٌؽ   کاّؽ یها باعم کاّؽ غسعت تَلید پسٍتییي

 ًَتسکیوب،  پسٍتییي بیاى غسعت کاّؽ زغد هی ًظس ؾَی. بِ غلَلی هی

 فسایٌود  بوِ بْبوَی   هٌجوس  ٍ یایُ کاّؽ زا غلَل هتابَلیکی باز تَاًد هی

ِ  غولَل،  ّوس  یز ؾودُ  غاختِ پپتید پلی کوتس تعدای ؾَی  تاخَزیگی  بو

 توواخَزیگی ٍ کووسیُ کوواز تووس یّوود یقیوو  هووی اجوواشُ غوولَلی هاؾوویي

 پپتیودّای  پلوی  تجووع  اش ؾوسایظ،  ایوي . (23ًواید ) ایجای تسی قییح

 غووی  اثوس  یو   تَاًٌود  هوی  ٍ یاؾتِ آیی گسیّن توایل بِ کِ تاًخَزیُ

بیواى   غوسعت  یقیو   کٌتوسل  بٌوابسایي، . کٌود  هوی  جلَگیسی کٌٌد، ایجای

 غوویت  ایجوای  ٍ هتوابَلیکی  باز کسیى هیدٍی بسای ًَتسکیب، پسٍتییي

 (.24اغت ) حیاتی غلَلی،

یز با ٍجَی ایٌکِ کاّؽ یها باعم بْبوَی بیواى هیلوَل ییابوایی     

تسی ًػبت بِ  پسی پتغن ؾدُ اغت اها ّوچٌاى هیصاى باشیُ بیاى پاییي

تَاًود هیودٍی بوِ ظسفیوت      بیاى یز فضای غیتَپتغن یازی. ایي اهس هی

اًتقال پسٍتییي بِ فضای پسی پتغن باؾد یا کازآیی کن پپتیود پیوام یز   

 اًتقووال پووسٍتییي باؾوود. اغووتفایُ اش غووایس پپتیوودّای پیووام هلوول        

MalE, OmpA, PhoA, DsbA    هوکي اغت هٌجس بِ افوصایؽ بیواى

 ِ  ShuffleT7  ٍOrigamiّوایی هاًٌود    ؾَی. ّوچٌیي اغتفایُ اش غوَی

 .تَاًد بِ افصایؽ بیاى هیلَل هٌجس ؾَی هی

 

 گیری نتیجه

حادس، ضى ییابایی با هَفقیت یز فضای  ی هغالعِ ًتایج گسفتي ًظس یز با

بیواى گسییود ٍ پوسٍتییي     BL21(DE3) ای کوَلای پسی پتغن بواکتسی  

 توَاى  غاشی ؾد. هوی  هیلَل با زٍؼ کسٍهاتَگسافی توایلی ًیکل خالف

 هتَغوغی بوس   توأثیس  بسزغی )یها ٍ غلظت القواگس(،  هَزی هتغیسّای گفت

 آیٌودُ،  یز هغالعوا  . پتغن یاؾتٌد پسی یز پسٍتییي هیلَل بیاى افصایؽ

ِ  اش یُاغوتفا  ٍ هَلکَلی ّای چاپسٍى شهاى ّن بیاى یغوتکازی   ّوای  غوَی

ِ  یغوتیابی  بسای تَاًد هی Origami( DE3هاًٌد، ) ؾدُ، بیواى هیلوَل    بو

 .ؾَی گسفتِ کاز بِ بالاتس،

 

 تشکر و قدردانی

 3981032ی یازٍغاشی عوَهی با کد علووی   ایي هقالِ هٌتج اش پایاًاهِ
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باؾوود. اش غووسکاز خوواًن هووَذى کازؾووٌاظ هیتووسم آشهایؿووگاُ      هووی

اًد تؿکس  کِ یز اًجام گسفتي ایي پایاًاهِ ها زا یازی کسیُبیَتکٌَلَضی 

 .گسیی ٍ قدزیاًی هی
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Abstract 

Background: Clinical studies have shown that the simultaneous use of two different immune checkpoint inhibitors, 

nivolumab and ipilimumab, has significantly improved the safety and efficacy compared to using each one alone. 

Diabodies are engineered antibodies with dual specificity that simultaneously target two different antigens and can 

be produced in bacterial expression systems. The present study aimed to produce a novel diabody to simultaneously 

target two immune checkpoints in the periplasmic space of Escherichia coli.  

Methods: The amino acid sequence of diabody was designed based on the variable regions of nivolumab and 

ipilimumab antibodies; its genetic code was optimized for expression in the bacterial system and after chemical 

synthesis, the gene was ligated into pET-22b plasmid. Protein expression was performed in E. coli BL21 (DE3) 

at different temperatures and with different inducer concentrations. After periplasmic protein extraction, the 

diabody purification was carried out using nickel affinity chromatography. 

Findings: SDS-PAGE results confirmed a protein's expression with a molecular weight of approximately 55 

kilodaltons. The highest amount of soluble protein was obtained with 1 mM IPTG (the inducer) and at 23 °C. 

The expressed soluble protein was successfully purified by affinity chromatography with a purity of about 90%. 

Conclusion: Our results indicated that optimization of culture conditions can lead to improvement of soluble 

expression of similar proteins in the periplasmic space. 

Keywords: Antibody; Immune checkpoint proteins; Ipilimumab; Nivolumab; Periplasm 
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