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 کزاز توکسین علیه T Vector پاية بر انسانی ScFv باديآنتی ژنی کتابخانه ساخت
 3مهدوي مهدي ،1نوروزي جميله ،*2مهرآبادي فلاح جليل ،1 نژاد روحاني حميده

 دانشکده علوم پايه، واحد علوم و تحقيقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ايران. ،.گروه تخصصی زيست شناسی1
 علوم و فناوري زيستی، دانشگاه صنعتی مالک اشتر، تهران. . استاديار پژوهشکده2
 . استاديار گروه ايمونولوژي انستيتو پاستور ايران، تهران.3

 چکیده
ميان،  اند. در ایناي را به خود اختصاص دادههاي تشخيص و درمان جایگاه ویژهحوزهدر  هاباديامروزه آنتي: سابقه و هدف

ه ها مورد توجهاي مونوکلونال کاملاً انساني به دليل عدم برانگيختن پاسخ ایمني در بدن و کارایي بالا در درمان بيماريباديآنتي

ام گرفته انساني از یک فرد واکسينه با توکسوئيد کزاز انجنوترکيب بادي آنتي منظور ساخت کتابخانه ژنيرو بهاند. تحقيق پيشگرفتهقرار

 است.

ها استخراج گردید. همة از آن RNAها جدا و با توکسوئيد کزاز خون گرفته شد. سپس لنفوسيت : ابتدا از فرد ایمنهامواد و روش

به یکدیگر متصل شدند.  ScFvتکثير و به صورت  RT-PCRوش بادي به رهاي سبک و سنگين آنتيهاي ناحية متغير زنجيرهتنوع ژن

 کتابخانه از آن، الایزا صورت گرفت. جهت تأیيد انتقال یافتند. پس  E. coli DH5αالحاق و به باکتري  T vectorقطعات به داخل این سپس

 یابي انجام شد.ن استخراج و تواليآبادي، پلاسميد ژني آنتي

و کلونينگ، توسط  PCRشد. صحت انجام مراحل  تأیيد HPRTبا انجام واکنش توسط پرایمرهاي ژن  cDNA: کيفيت هايافته

هاي حاوي پلاسميد نوترکيب با رشد روي محيط کشت بر اساس رنگ گرفت. باکتريقرار آگارز و برش آنزیمي مورد تأیيد الکتروفورز ژل

 igblast يهها در پایگاه دادتواليتشابه  یابي انجام شد. نتایج حاصل از توالي ها پلاسميد استخراج وآبي و سفيد، مشخص شدند. از کلون

 بادي اختصاصي توکسين کزازاین که آنتي تأیيدچنين توسط الایزا هم باشند.بادي انساني ميها مربوط به ژن آنتينشان داد که این توالي

 باشد، صورت گرفت.مي

ي موجود در بادسپس، ژن آنتي بادي انساني از فرد ایمن با توکسوئيد کزاز، ساخته شد.در این تحقيق کتابخانه آنتي :گیرينتیجه

ها را مشخص نمود. باديقرار گرفت و الایزا اختصاصيت این آنتي تأیيدمورد NCBI یابي و هم ترازي در پایگاه توسط توالياین کتابخانه 

 ود.ش فاژي انجامگري به روش نمایش کزاز در این کتابخانه، لازم است غربالاختصاصي توکسين ديباادامه جهت یافتن ژن آنتي در

 توکسين کزاز، الایزا، ScFvبادي، : کتابخانه ژني آنتيهاکلید واژه

 مقدمه 
 mAbsهاي مونوکلونال باديحدود چند قرن است که آنتي

اند به اي را در حوزه درمان به خود اختصاص دادهجایگاه ویژه

درصد از کل داروهاي جهان را تشکيل  03که امروزه طوري

 دهند.مي

هاي درماني مونوکلونال، از موش بادينخستين نسل از آنتي 

ا هباديبزرگترین ایراد این دسته از آنتي است.گرفته شده 

برانگيختن پاسخ ایمني در بدن بيمار است. جهت رفع این 

هاي مولکولي بخش هايگيري از تکنيکمشکل، محققين با بهره

موشي را با نوع انساني جایگزین نمودند و در این  باديثابت آنتي

مدند. وجود آهب هاي کایمریک و انسانيباديزمينه به تدریج آنتي

 هاي درماني کاملاً باديراهکار بهتر، استفاده از آنتي

 ملکولی - سلولی بيوتکنولوژي   هايتازه

 1333 زمستان، هفدهم، شماره پنجمدوره  

  فلاح مهرآباديجليل  دکتر :مسئول  سندهينو*

 Jalil.fallah@gmail.com : یکيالکترون پست
 11/33/1333تاريخ دريافت مقاله: 
 23/31/1333تاريخ پذيرش مقاله: 
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، علاوه بر کاهش ایمونوژنيسيته به حداقل زیرا است.1انساني

هاي رایج . تکنيک)11( رسدحداکثر مي خود، کارایي بهميزان 

هاي هاي انساني عبارتند از تهيه موشباديدر تهيه آنتي

، 0، ایجاد رده سلولي ناميرا از یک لنفوسيت انساني2ترنسژنيک

. نمایش فاژي یک )11(1و نمایش فاژي4هيبریدوماي انساني

 يباشد که اولين بار در دههژني ميي گري کتابخانهروش غربال

هاي زیادي در این روي کار آمد و تا به امروز پيشرفت 1813

هاي باديکه اغلب آنتيآمده است. به طوريدستحوزه به

انساني و نوترکيب که امروزه در بازار عرضه  درماني کاملاً 

. اولين قدم در )،،10( انددست آمدههاز این روش ب ،گردندمي

. این است بادينمایش فاژي، تهيه یک کتابخانه ژني آنتي روش

کلون شده بوده که در وکتورهاي فاژي  cDNAکتابخانه از نوع 

است. در مرحله بعد لازم است که این کتابخانه با روش نمایش 

 (. 0) گري شودژن خاص غربالفاژي عليه آنتي

ه باشد کبيماري کزاز، نوعي عفونت حاصل از سم و کشنده مي 

در اثر ورود سم تتانوس به خون و سپس دستگاه عصبي مرکزي 

توسط باکتري نوروتوکسين قدرتمند گردد. این ایجاد مي

شدید  سبب انقباضگشته و  توليد و ترشح کلستریدیوم تتاني

 سبب صورت عدم درمان، درو در اغلب موارد  شودميعضلات 

ه کزاز ب که امروزه بيماري. با وجود این)2( گردديم ماريمرگ ب

 433تعداد  انهيچنان سالاما هم ،شودکنترل ميوسيله واکسن 

ا جان خود ر يعفون يماريب نیهزار نفر در اثر ابتلا به ا 133 يال

درمان بيماري کزاز تا زماني که توکسين در . دهندياز دست م

 ،هاي عصبي متصل نشدهخون در حال گردش است و به سلول

-ثري از خنثيز مؤواي که با تزریق دپذیر است. به گونهامکان

د، باشنهایپرایميون ميافراد  کننده توکسين که اغلب سرم 

ز ا توان تتانوس را خنثي و فرد مبتلا را نجات داد. استفادهيم

 هاي هایپرایميون مشکلاتي را به دنبال خواهد داشت که ازسرم

توان به برانگيختن پاسخ شدید ایمونولوژیک و احتمال جمله مي

 (هاي منتقل شونده از طریق خون اشاره نمودابتلا به بيماري

 باديهاي تهيه آنتي. به همين دليل محققان به دنبال روش)6

کنون محققان . تا)14( باشندانساني براي غلبه بر این بيماري مي

رکيب بادي نوتبا استفاده از روش نمایش فاژي اقدام به تهيه آنتي

اشند بتحقيقاتي مياز فچنان در اند که هماختصاصي کزاز نموده

)1(  . 

رسد که یافتن جایگزین با توجه به موارد ذکر شده، به نظر مي

                                                      
1 Fully human antibodies 
2 Transgenic mice 
3 B cell immortalization 
4 Human hybridoma 
5 Phage display 

مناسب براي داروي تتابولين امري ضروري باشد. زیرا علاوه بر 

هایپرایميون، ساليانه مبلغ زیادي صرف  افراد مشکلات سرم

ساخت کتابخانه  ،ز این تحقيقگردد. هدف اواردات این دارو مي

د. در باشآن مي تأیيدانساني از فرد ایمن شده و  باديژني آنتي

 باديمراحل بعدي لازم است این کتابخانه جهت یافتن آنتي

 .رددگري گبه روش نمایش فاژي غربال اختصاصي توکسين کزاز

 هامواد و روش

 گیري و جداسازي لنفوسیتخون

ليتر خون ميلي 1عليه توکسين کزاز به ميزان از فرد ایمن شده 

گيري، با واکسن روز پيش از خون،گرفته شد. فرد مذکور، 

، حجم خون دوگانه دیفتري و کزاز واکسينه شده بود. سپس هم

PBS  و با استفاده از فایکول، اضافه شدPBMCs6  جداسازي

)آلمان(  Rocheاز کيت شرکت  RNAشد. جهت استخراج 

کليه مواد و وسایل مورد استفاده در این مرحله با  د.استفاده ش

غيرفعال ها آن  RNaseتيمار شدند تا  ،DEPC %31/3محلول 

به کمک روش الکتروفورز بر روي ژل آگاروز نهایت  گردد. در

 .ي استخراج شده بررسي شدRNAکيفيت 

  RT-PCRرونوشت برداري معکوس و انجام
ها براي سنتز ، نمونهRNAپس از اطمينان از کيفيت مناسب  

cDNA  مورد استفاده قرار گرفتند. جهت سنتزcDNA  نيز از

)آلمان( استفاده شد. براي کنترل کيفيت  Rocheکيت شرکت 

cDNA اختصاصي ژن   هايساخته شده، از پرایمرHPRT1  و

 . استفاده شد  RT-PCRروش

   PCRواکنش
نوع پرایمر  6و  1به ترتيب  VLو  VHجهت تکثير ناحيه 

( مورد استفاده R)13( به همراه یک نوع پرایمر پسروF)8پيشرو

 (.13) شده استمشخص1ها در جدولقرار گرفت. توالي پرایمر

 PCRابتدا با استفاده از هر پرایمر به صورت جداگانه واکنش 

و پس از تغيير شرایط واکنش، از جمله تغيير تعداد  انجام شد

و  dNTP، غلظت MgCl2اتصال، غلظت  رادیان دمايسيکل، گ

و با  ایجاد شد، شرایط بهينه cDNAتر از همه تغيير کميت مهم

انجام  Multiplex PCR دست آمده واکنشهتوجه به شرایط ب

اي ، غلظت پرایمرها به گونهMultiplexPCRشد. جهت انجام 

به کل غلظت  Fانتخاب شد که نسبت هر یک از پرایمرهاي

Peripheral Blood mononuclear cell 6 

Diethylpyrocarbonate 7 

Transferase Hypoxanthine PhosphoRibosyl 8 

Forward 9 

Reverse  10 
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در دستگاه  PCRباشد. شرایط دمایي واکنش  1به  R ،1پرایمر 

 صورت تنظيم شد.  این ترموسایکلر به

، Denature: 94˚C/30s ،Annealing: 52˚C/30sسيکل )،

Extension:72˚C/ 30s  سيکل )00( وDenature: 94˚C/30s ،

Annealing: 60˚C/30s ،extension: 72˚C/30s ،)Final 

extension: 72˚C/ 10 min. 

 PCR-OE 11انجام واکنش 
، ScFvو بدست آوردن توالي  VLو  VHبه منظور اتصال قطعات 

سيکل انجام شد. در این واکنش،  03با  OE-PCRیک واکنش 

سيکل پس از اضافه  20سيکل بدون پرایمر و سپس  ،ابتدا 

صورت گرفت. با این  Semi Nested PCRپرایمرهاي  نمودن

به یکدیگر متصل  VL وVHروش ابتدا اجازه داده شد تا قطعات 

شوند و سپس با اضافه نمودن پرایمرهاي مورد نظر، قطعه مذکور 

 .گرددتکثير 

 T-vectorو کلون در تکثیريسازي قطعات خالص
شرکت   T-Vectorدست آمده از مرحله قبل درهب هاي توالي

Invitrogen و به باکتري  ندکلون شدDH5α  .ترنسفورم گشتند

-يبيوتيک آمپها بر روي پليت آگار حاوي آنتيسپس باکتري

کشت داده شدند. با استفاده از کيت  Xgalو  IPTGسيلين، 

هاي سفيد و آبي حاصل پلاسميد کلوني Bioneerشرکت 

استخراج شد و از نظر حضور ژن مورد بررسي قرار گرفتند. به 

در  و از روي پليت برداشته شد اي که تعدادي کلوني سفيدگونه

 1333/1سيلين با نسبت حاوي آمپي LB brothمحيط کشت 

گراد کشت داده شد. درجه سانتي ،0در ساعت  16به مدت 

سپس از هرکدام جداگانه پلاسميد استخراج شد. با توجه به 

اینکه در حالت حلقوي امکان سنجش حضور و یا عدم حضور 

هاي محدودالاثر در پلاسميد وجود ندارد؛ با استفاده از آنزیم ژن

، HindIIIآنزیم  به کمک سایت وکتور، برش آنزیمي نگدر کلوني

تري کبر روي پلاسميد استخراج شده از باکتري با کلوني آبي و با

و نتيجه بر روي ژل مشاهده و  با کلوني سفيد رنگ انجام شد

هاي مثبت جهت تعيين ز کلونمقایسه شد. در نهایت تعدادي ا

 .وران ارسال گردیدآتوالي به شرکت ژن فن

 ELISAانجام واکنش 

آلمان( صورت )IgG Tetanus IBL این آزمون توسط کيت 

روز بعد از  ،نظر قبل و  گرفت. در اینجا، از فرد مورد

واکسيناسيون سرم جداسازي شد. سپس، واکنش الایزا بر روي 

 گرفت.سرم این فرد صورت 
نواحي متغير زنجيره سنگين،  هاي پيشرو و پسروتوالي پرایمر .1جدول

 semi nestedسبک و 

 هايافته
 Uniplex PCRو انجام  cDNAسنتز 

                                                      
Overlap Extension PCR 11 

 cDNAهاي استخراج شده، از لنفوسيت RNAپس از استخراج 

 HPRT 12ساخته شد و کيفيت آن توسط پرایمرهاي ژن خانه دار

Housekeeping 12 

نام  توالی پرايمر

 پرايمر

 پرايمرهاي زنجیره سنگین

tattggcgcgccatggccCAGRTGCAGCTGGT

GCART 
F:VH 1 

tattggcgcgccatggccSAGGTCCAGCTGGT

RCAGT 
F:VH 2 

tattggcgcgccatggccCAGRTCACCTTGAA

GGAGT 
F:VH 3 

tattggcgcgccatggccSAGGTGCAGCTGGT

GGAG 
F:VH 4 

tattggcgcgccatggccCAGGTGCAGCTACA

GCAG 
F:VH 5 

tattggcgcgccatggccCAGSTGCAGCTGCA

GGAGT 
F:VH 6 

tattggcgcgccatggccGARGTGCAGCTGGT

GCAGT 
F:VH 7 

tattggcgcgccatggccCAGGTACAGCTGCA

GCAGC 
F:VH 8 

GACSGATGGGCCCTTGGTGG R:CH 

 پرايمرهاي زنجیره سبک

gccatggcgcgccaatagctagccGACATCCAG

WTGACCCAGTCT 

F:VLk 

1 

gccatggcgcgccaatagctagccGATGTTGTGA

TGACTCAGTCT 

F:VLk 

2 

gccatggcgcgccaatagctagccGAAATTGTG

WTGACRCAGTCT 

F:VLk 

3 

gccatggcgcgccaatagctagccGATATTGTGA

TGACCCACACT 

F:VLk 

4 

gccatggcgcgccaatagctagccGAAACGACA

CTCACGCAGT 

F:VLk 

5 

gccatggcgcgccaatagctagccGAAATTGTGC

TGACTCAGTCT 

F:VLk 

6 

atatatatgcggccgcttaTTAACACTCTCCCC

TGTTGAA 
R:CLk

  

 Semi Nested  پرايمرهاي واکنش

ggaggcgctcGAGACGGTGACCAGGGTG

CC 
F:JH 1 

ggaggcgctcGAGACGGTGACCATTGTC

CC 
F:JH 2 

ggaggcgctcGAGACGGTGACCAGGGTT

CC 
F:JH 3 

ggaggcgctcGAGACGGTGACCGTGGTC

CC 
F:JH 4 

accgcctccaccggcggccgcttaTTAACACTCT

CCCCTGTTGAAGCTCTT 
R:CLk
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سپس به صورت جداگانه، به کمک پرایمرهاي شد.  تأیيدانساني، 

 هاي تکثيري انجام گرفت.سنتز شده، واکنش

 
با  PCR. الف( نتيجه RT-PCR. تصویر الکتروفورز محصولات 1شکل 

دار براي خانههاي ژن  PCRمحصول  1. ردیف HPRTاستفاده از پرایمر ژن 

 Uniplex PCR. ب( نتيجه bpplus133مارکر  2، ردیفcDNAساخت  تأیيد

 1الي  0هاي . ردیفباديبا استفاده از پرایمرهاي ویژه نواحي متغير آنتي

 11و  10الي  8هاي محصولات تکثير نواحي متغير زنجيره سبک، ردیف

 11و  14هاي ردیفمحصولات تکثير نواحي متغير زنجيره سنگين،  16الي 

ها، دو ژل جداگانه ران شد. )به دليل تعداد زیاد نمونه bpplus133 مارکر

 .است(شده  داده قرار یکدیگر ها در کنارسپس عکس آن

PCR Multiplex  وOE-PCRسازي ژن در ، کلون

T vector و انجام الايزا 
 تکثير نواحي  برايبه صورت جداگانه  Multiplex PCR واکنش

VH وVL و محصول  جفت پرایمر انجام شد 6و  1يب با به ترت

PCR (. جهت انجام 2 )شکل سازي شدارز خالصگاز روي ژل آ

با یکدیگر  VLو VHنمونه رقيق شده از  OE-PCR واکنش

س و پ ندو به عنوان الگو مورد استفاده قرار گرفتمخلوط شدند 

باز )علت کوتاه بودن جفت  13،3از واکنش یک قطعه حدود 

جفت باز مکمل بودن قسمتي از توالي  413 و 613حاصل 

دست آمد. این قطعه حاصل از اتصال هباشد( بپرایمرها با هم مي

VH وVL نش باشد. نتيجه واکبه یکدیگر توسط یک لينکر مي

 نمایش داده شده است. 2سازي در شکلقبل و بعد از بهينه

مطابق   PCRتعدادي از قطعات بادييي آنتپس از تهيه کتابخانه

 DH5αکلون شد و به باکتري  T vectorهاي ذکر شده در روش

هاي آبي و سفيد، جهت ترنسفورم شد. پس از ظاهر شدن کلوني

هاي سفيد استخراج کلون قطعه مورد نظر، از کلوني تأیيد

و واکنش هضم آنزیمي توسط آنزیم انجام شد  پلاسميد 

HindIII جهت مقایسه با  ،انجام گرفت. سپسT vector  خطي

نتيجه  (.2 )شکل منتقل و الکتروفورز انجام شد بر روي ژل آگارز

 Tبازي در جفت  13،3دهد که قطعه دست آمده نشان ميهب

vector ر تتانوس دون شده است. با پوشش دادن توکسوئيد کل

ظر مورد ن فرد بادي در سرمي تيتر آنتيپليت الایزا و مقایسه

 باديآنتي قبل و بعد از واکسيناسيون مشخص شد که این

باشد. جذب نوري فرد قبل از تزریق واکسن مي اختصاصي کزاز

وجهي قابل تبود که تفاوت  2روز بعد از واکسيناسيون  ،و  1/3

 .بادي مشاهده شددر تيتر آنتي

ثیر تک تأيیديابی قطعات کلون شده جهت توالی

  باديژن آنتی
  تفاده ازیابي با اسوکتورهاي نوترکيب، فرایند توالي تأیيدپس از 

-سپس توالي حاصل در پایگاه انجام شد.  T7 promoterپرایمر

 blast( www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast)باديآنتيژنتيکيداده

گر شباهت توالي، به توالي ژني نمایان  Blastشد. نتایج حاصل از

هاي تکثير ژن تأیيده این امر موجب بود ک باديیک آنتي

بود. توالي نوکلئوتيدي یکي از  RT-PCRدر فرایند  باديآنتي

مشخص شده  0ر نوترکيب در شکل هاي کلون شده در وکتوژن

 .است

 

 

 

 

 

  
 

 
به ترتيب  2و1الف( ردیف . OE-PCRو  Multiplex PCR. نتيجه 2شکل 

. plusbp133مارکر 0، ردیف VLو VHقطعات   Multiplex PCRمحصول 

سازي شرایط پيش از بهينه 1. ردیف OE-PCRب( الکتروفورز محصول 

 2پس از بهينه سازي. ردیف  0اي پليمراز و ردیف واکنش زنجيره

 T vectorج( مقایسه وکتور نوترکيب برش داده شده و . plusbp133مارکر

وکتور خطي  2، ردیف HindIIIوکتور برش داده شده توسط  1خطي. ردیف 

 کيلوبازي. 1مارکر  0ي الحاقي، ردیف فاقد قطعه
 

>TvectorAb_T7promoter 

CAGACAAGCTTGAATTATGGAGTAGCTATCTC

AGGTCAGGAGCTGTGAGACTGTAGTGCTGTCC

TGCTGTCAGCTTTGTGCCCTCTCATGGAGTTCC

CGATGGAGGGCATATCCACATTCCACGGACTT

TGCCTCTCGTGGATAGAAGTTTTCAGCAGGCA

CACACCAGAGGCAGTTCCAGATTTCATCTGCT

CATCAGATGGCGGGAAGATGAAGACAGATGG

TGCAGCCACAGTTCGTTTGATCGCCACCTTGGT

CCCTCCGCCGAAAGTGAGCGGGGCACTGTTAT

GCTTTTGACAGTAATAAGTTGCAACATCTTCAG

GCTGCAGGCTGCTGATGGTGAGAGTGAAATCT

GTCCCAGATCCACTGCCACTGAACCGAGATGG

GACCCCTGATTGCAAAGTGGATGCAGCATAGA

TCGGGAGCTTAGGAACTTTCCCTGGTTTCTGCT

GATACCAGGCTAAATAATTGTTAATGCCCTGA

CTCGCCCGGCAAGCGATGGTGACTCTGTCTCCT

ACAGATGCAGACAGGGAGGATGGAGACTGGG

TCATCTGGATGTCGGCTAGCTATTGGCGCGCC

ATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGC

1          2       3   4   5  6  7   8  9 11  11 12   13  14  61       51           18      1  
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TGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAAA

TCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCATCTTCAGCA

GTTATGGCATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCT

GGACGAGGGCTTGAGTGGATCGGAGGAATCAT

CCCTATGTTACGTGCAGCAAATTATGCACAGA

AATTGGAGGACAGAGTCACGATTAGTGCGGAC

GAATCCACGACCACAACTTACATGGAGCTGAA

CAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATT

TTCGTTAAAGGGAACCGGGGAGTTGTCGCCAA

GATTTGATACACCCTTTAAAGGGGCCACGGGA

CAATGGTCACCGTCTCGAGCGCCTCCAATCTTG

GGATCCTCTAGAGTCGACGCAGCTTCAGCTA 
افته با هاي تکثيریبادي. توالي نوکلئوتيدي یکي از آنتي0شکل 

 .RT-PCRاستفاده از واکنش 

 بحث
گري از حدود سه دهه اخير روش نمایش فاژي جهت غربال

بسيار مورد توجه قرار گرفته است به  باديکتابخانه ژني آنتي

در بازار  HmAb10که امروزه اکثر داروهایي که از جنس طوري

. در مراحل (0،10) انددست آمدههگردند از این روش بيعرضه م

 انتخاب پرایمر مناسب جهت باديتهيه کتابخانه ژني براي آنتي

 .انساني از اهميت زیادي برخوردار است باديهاي آنتيتکثير ژن

بادي و با توجه به تنوع هاي آنتيتنوع ژن يجهت تکثير همه

ها اغلب از یک مجموعه پرایمر باديبسيار زیاد موجود در آنتي

 VHخانواده ژني  1و  VLخانواده ژني  6گردد که استفاده مي

. در تحقيقات انجام شده در این زمينه انواع (1) را پوشش دهند

 1881اولين بار در سال  .پرایمرها مورد استفاده قرار گرفته است

و همکاران، پرایمرهاي تکثير کننده  مارکستوسط 

. سپس محققان (8)و معرفي شدند ایمونوگلبولين انساني طراحي

 رجاس در جهت بهبود این پرایمرها پيش رفتند. به عنوان مثال

و همکاران، در تحقيقات خود از پرایمرهایي استفاده کرده بودند 

کلون  به صورت جداگانه در وکتور  VHوVL که لازم بود قطعات 

که دیگر محققان توسط یک لينکر قطعات در صورتي (16) شوند

هم متصل نموده و با یک بار طي نمودن به ScFv را به صورت 

. (13)کلون نمودند قطعات ژن را در وکتور مراحل کلونينگ،

اي طراحي نمودند چنين محققان دیگري پرایمرها را به گونههم

فراهم گشته و  Multiplexها به صورت که امکان انجام واکنش

 ن صورت حجم کار نسبتهمه تنوع ممکن نيز تکثير گردد. در ای

انجام شود بسيار کاهش  Uniplexبه زماني که واکنش به صورت 

 املاً ک باديخواهد یافت. در ایران نيز تحقيقاتي جهت تهيه آنتي

. اولين بار در سال انساني به روش نمایش فاژي انجام شده است

بادي دکتر آیت و همکاران موفق به جداسازي آنتي 2331

هاي درگير در بيماري ژنعليه یکي از آنتي  ScFv مونوکلونال

                                                      
13 Human monoclonal antibodies 

يه هچنين، تحقيق دیگري جهت ت. هم(،1) سرطان سينه شدند

بادي مونوکلونال کتابخانه ژني انساني با هدف جداسازي آنتي

. در (13)انجام شد 2331شيراز در سال در دانشگاه  P185عليه 

از واکنش باديهردو این موارد، جهت تهيه کتابخانه ژني آنتي

محصولات سپس است،  شده استفاده Uniplex PCRهاي 

که در تحقيق انجام واکنش با یکدیگر ادغام شدند. درصورتي

شده توسط گروه سلولي و مولکولي دانشگاه مالک اشتر، کليه 

 Multiplex PCRانساني طي دو واکنش  باديتنوع ژني آنتي

تکثير و جداسازي شد که البته براي بهينه سازي این واکنش 

که در ادامه پس از بهينه ( 1) هاي بسياري انجام شدنيز تلاش

سازي صورت گرفت و کلون  T-vectorدر  ،سازي این روش

که هدف از تهيه شد. به دليل این تأیيدتوسط روش الایزا 

 باديگري براي یافتن آنتيکتابخانه ژني در نهایت غربال

روز قبل  6فرد دهنده از  ه است،اختصاصي توکسين کزاز بود

ژن به بدن فرد تا زماني که ن ورود آنتيواکسينه شد. زیرا از زما

روز به  6شوند فعال شده وارد خون مي Bتعداد زیادي سلول 

را در نمونه  PBMCsبيشترین ميزان  ،نیانجامد. بنابراطول مي

د. دست آورهتوان بمي ،شودخوني که روز ششم از فرد گرفته مي

از سه مجموعه پرایمر، دو مجموعه  باديجهت تکثير ژن آنتي

که بر اساس تفاوت در تعداد خانواده ژني  VLو VHبراي تکثير 

شدند جفت را شامل مي 6و  1و سنگين به ترتيب  زنجيره سبک

جفت پرایمر تشکيل شده است و جهت  4و یک مجموعه که از 

VL (VL+linker+VH ) و VHتکثير قطعه حاصل از اتصال 

به دليل   PCRگيرند. شرایط دمایي واکنشمورد استفاده قرار مي

طولاني، در پرایمرها به صورت  نسبتاً overhangوجود یک قطعه 

سيکل اول دماي  ،اي که در اي طراحي شد به گونهدو مرحله

پرایمر در نظر گرفته  14GSاتصال پرایمرها تنها با توجه به ناحيه

، overhangسيکل دیگر به دليل اتصال ناحيه  21در  سپس . شد

Tm صورت نتيجه واکنش بهتر بود. بيشتري اعمال شد. در این

نيز ميزان باندهاي غيراختصاصي زماني که  OE-PCR در واکنش

سيکل پس از افزودن پرایمر انجام  20سيکل بدون پرایمر و  ،

ه داضافه ش شد نسبت به زماني که پرایمرها از ابتدا به واکنش

انجام شده به  PCRبسيار کاهش یافت. آخرین واکنش  بود،

زیرا پرایمرهاي  ،آیدهم به حساب مي Semi Nested PCRنوعي 

را تکثير  Vتا  CH1از ناحيه  VHمربوط به تکثير ناحيه 

در حالي که پرایمرهاي مورد استفاده در  .(VDJ+CH1کند)مي

OE-PCR   از ناحيهJH تاV  دليل (12) نمایندميرا تکثير .

در مرحله اول جداسازي ژن ایزوتوپي از  CH1استفاده از پرایمر 

14 Gene specific 
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ه ژن داشتاست که بيشترین تمایل را براي آنتي باديآنتي

ها در آن نمودنو وارد  ScFv(. پس از تکثير قطعات IgGباشد)

T-vectorکلي اشرشيا ، باکتري DH5α  به دليل متناسب بودن

عنوان ميزبان کلونينگ مورد  براي سيستم انتخابي آبي سفيد به

هاي سفيد از نظر وجود استفاده قرار گرفت و در نهایت کلوني

مورد بررسي قرار گرفتند و کتابخانه ایجاد شده با  باديژن آنتي

شد. در ادامه لازم است که  تأیيدیابي تعداي از وکتورها، توالي

والي گري شود تا تاین کتابخانه بر عليه توکسوئيد کزاز غربال

 اختصاصي توکسين کزاز مشخص شود.  باديمربوط به آنتي

 در این تحقيق با استفاده از یک مجموعه پرایمر و سه واکنش

PCR بادي انساني تکثير و به صورت کليه تنوع ژني آنتيScFv 

  T-vectorبه همدیگر متصل شدند. سپس قطعات حاصل در 

بادي انساني تهيه شد. این کلون شده و کتابخانه ژني آنتي

و هم به روش  (1) توان به روش نمایش فاژيکتابخانه را هم مي

 .(4) گري نمودغربال 11انتخاب ایمونولوژیکي کلوني

 گیري نتیجه
ي انسان باديکه طراحي پرایمر در مبحث آنتياینبا توجه به 

با ادغام توالي پرایمرهاي توان ميامري بسيار پيچيده است، 

چنين با توجه به جایگاه مورد استفاده در مقالات معتبر و هم

هاي محدودالاثر در وکتور مورد استفاده و عدم برش برش آنزیم

ودالاثر در پرایمر در هاي محد، توالي آنزیمباديدر توالي آنتي

 يبادچنين محل اتصال پرایمر در ژن آنتينظر گرفته شود. هم

، وکتور و ميزبان باید بادياهميت دارد و با توجه به نوع آنتي

و تا حد امکان از پرایمرها و وکتورهایي استفاده  انتخاب شود

 را پيش از کلونينگ ایجاد نمایند. ScFvشود که قطعه 

 سپاسگزاري
ي فناوري زیستي صنعتي مالک اشتر، پژوهشکدهاز دانشگاه 

 .شودژه تشکر و قدرداني ميومالي این پرمين منابع براي تأ
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