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Design, Expression, Purification, and Evaluation of Anti-HER2 
scFv

[1] Structure of the extracellular region of HER2 alone and in complex with the Herceptin 
Fab [2] Applications of single-chain variable fragment antibodies in therapeutics and 
diagnostics [3] Functional expression of a single-chain antibody to ErbB-2 in plants and 
cell-free systems [4] Highly efficient production of anti-HER2 scFv antibody variant for 
targeting breast cancer cells [5] Construction and Expression of Synthetic-gene encoding 
anti-HER2 scFv Fused with pelB in Escherichia coli BL21 (DE3) [6] Enhanced solubility of 
anti-HER2 scFv using bacterial Pelb leader sequence [7] The improvement of anti-HER2 
scFv soluble expression in Escherichia coli [8] The use of single chain Fv as targeting agents 
for immunoliposomes: An update on immunoliposomal drugs for cancer treatment [9] 
Internalizing ErbB2 antibodies. WIPO (PCT) patent WO1999055367A1 [10] Anti-HER2 
antibodies and compositions [11] Delay in breast cancer care: A study in Thai women [12] 
Treatment of HER2-positive breast cancer: Current status and future perspectives [13] 
HESA-A: New treatment for breast cancer and choroidal metastasis [14] HER2 breast 
cancer therapies: A review [15] The role of HER2 in cancer therapy and targeted drug 
delivery [16] Functional expression of a single-chain antibody fragment against human 
epidermal growth factor receptor 2 (HER2) in Escherichia coli [17] Optimized condition for 
enhanced soluble-expression of recombinant mutant anabaena variabilis phenylalanine 
ammonia lyase [18] Cytoplasmic expression, optimization and catalytic activity evaluation 
of recombinant mature lysostaphin as an anti-staphylococcal therapeutic in escherichia coli 
[19] High expression of fusion proteins consisting of a single-chain variable fragment 
antibody against a tumor-associated antigen and interleukin-2 in Escherichia coli [20] 
Improved expression of a soluble single chain antibody fusion protein containing tumor 
necrosis factor in Escherichia coli [21] Trastuzumab-cisplatin conjugates for targeted 
delivery of cisplatin to HER2-overexpressing cancer cells

Aims The aim of the present study was to design and express an anti-HER2 single chain 
variable antibody fragment in E. coli BL21 (DE3) and evaluate its efficiency in recognition of 
HER2 protein.
Materials & Methods An approximately 746bp encoding gene fragment was cloned into 
pET28a and the recombinant protein was expressed in E. coli BL21 (DE3) strain. Following 
protein purification by affinity chromatography, western blotting and ELISA were used to 
evaluate the efficiency of anti-HER2 scFv against HER2 protein.
Findings E. coli can express the anti-HER2 scFv molecule possessing appropriate function and 
can detect this protein on the surface of breast cancer cells.
Conclusion This antibody fragment can be used in laboratory diagnostic methods for HER2 
diagnostic approaches. Potential capability of this protein in immunohistochemical and 
imaging approaches against HER2 should be considered.
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  چکيده
 هیعلتک زنجیره بادی یقطعه آنتطراحی و بیان  ،حاضر مطالعههدف  اهداف:

	.E در سلول HER2پروتئین  coli	 BL21	 (DE3) بررسی توانایی آن در  و
  .بود HER2شناسایی پروتئین 

جفت باز ۷۴۶ یبیبه طول تقر یبادیقطعه آنت نیکدکننده ا ژنها: مواد و روش
	BL21	coli	E. هیسوو پروتئین نوترکیب در کلون  pET28a یانیدر وکتور ب

DE3  .یبه روش کروماتوگراف یبادیقطعه آنت صیدنبال تخلبه بیان شد 
 بادیآنتی واکنش یبررس یبرا و الایزا نگیوسترن بلات هایروشاز  ،یلیتما

scFv نیپروتئ هیعل HER2 استفاده شد.  
	.Eها: یافته coli یبادیقطعه آنت انیقادر به ب scFv هیعل با عملکرد مناسب 

HER2 سرطان  یهادر سطح سلول را نیپروتئاین  تواندیمطوری که است، به
  کند. ییشناسا نیز پستان
های تشخیصی آزمایشگاهی برای توان از این پروتئین در روشمیگیری: نتیجه

استفاده کرد. قابلیت این پروتئین در  HER2تشخیص اختصاصی پروتئین 
های های ایمونوهیستوشیمی و یا روشبا استفاده از روش HER2تشخیص 

  تصویربرداری بایستی مورد بررسی قرار گیرد.
  ، الایزای سلولیHER2بادی تک زنجیره، پروتئین قطعه آنتیها: کلیدواژه
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مقدمه
عنوان یک مارکر به (HER2) ۲گیرنده فاکتور رشد اپیدرمی انسانی 

، [1]شودآگهی و تشخیصی در سرطان پستان در نظر گرفته میپیش
های سلولی همچون رشد، تمایز و آپوپتوز چراکه در تنظیم فعالیت

نقش دارد. این پروتئین یک گلیکوپروتئین تراغشایی است که از 
ه است. ناحیه خارج سلولی آن سه ناحیه مشخص تشکیل شد

کیلودالتون است. ۱۰۰چندین دومین دارد و وزن مولکولی آن حدود 
هایی همچون سرطان دلیل اهمیت این پروتئین در سرطانبه

بادی مونوکلونال علیه این پروتئین به پستان، تاکنون چندین آنتی
 تایید سازمان غذا و داروی ایالات متحده رسیده است که از جمله

توان به تراستوزومب با نام تجاری هرسپتین و پرتوزومب آنها می
اشاره کرد. تراستوزومب علیه دومین چهارم بخش خارج سلولی 

 است و به این ترتیب مانع از فعالیت تیروزین HER2پروتئین 
. در مقابل، پرتوزومب به دومین دوم این [1]شودکینازی آن می

  . شودساختار خارج سلولی متصل می
های تک بادیبادی از جمله آنتیهای اخیر، قطعات آنتیدر سال
ها منظور درمان و تشخیص هدفمند بیماریبه (scFv)زنجیره 

ها را به طیف توان این مولکولاند. میمورد توجه زیادی قرار گرفته
وسیعی از عوامل از جمله داروها، مواد رادیواکتیو و یا مواد سمی 

دلیل اندازه کوچک قابل استفاده در ها بهمولکول . این[2]متصل کرد
بادی برداری هستند، چراکه نسبت به آنتیموارد تشخیصی و عکس

کامل قابلیت نفوذ بیشتری به داخل بافت خواهند داشت. از 
توان به دارورسانی می HER2علیه پروتئین  scFvکاربردهای 

مثبت اشاره کرد. طی  HER2های سرطانی هدفمند به سلول
بادی با ساختارهای مختلف و در سالیان گذشته قطعات آنتی

طراحی و تولید  HER2های بیانی متفاوت علیه پروتئین میزبان
که تعدادی از آنها از تراستوزومب و برخی از  3]‐[7شده اند

  پرتوزومب منشا گرفته اند.
بادی یهدف از انجام مطالعه حاضر، طراحی و بیان قطعه آنت

scFv منظور بررسی توانایی آن در اتصال مشتق از تراستوزومب به
آمیزبودن نتایج، بود که در صورت موفقیت HER2به پروتئین 

های تصویربرداری های تشخیصی از جمله تکنیکتواند در روشمی
  های تشخیصی آزمایشگاهی مورد استفاده قرار گیرد.و نیز روش

هامواد و روش
  زه بیانیطراحی سا

طول تقریبی  (به HER2ژن علیه آنتی scFv توالی آمینواسیدی
بادی مونوکلونال تراستوزومب از آمینواسید) از توالی آنتی ۲۵۰

از  استخراج شد. پس DB00072بانک اطلاعات دارویی به شماره 
سازی تبدیل توالی آمینواسیدی به توالی نوکلئوتیدی و بهینه

	.Eبرای بیان در سلول  هاکدون coli افزار نرم با استفاده از
Codon	optimization	TMGenSmart  از شرکتGenScript 

 فن ندای شرکت توسط ها، سازه ژنیترین کدونو انتخاب فراوان
درون وکتور بیانی  XhoIو  NcoIهای آنزیمی و در جایگاه ساخته

pET28a )Novagenبیوتیکیآنتی مقاومت دارای ؛ ایران) که 
کانامایسین است تحویل شد. در انتهای کربوکسیلی این ژن، دنباله 

های تاییدی و نیز تخلیص هیستیدینی قرار داده شد تا برای تست
 تکثیر با منظوربه بینوترک وکتور. پروتئین مورد استفاده قرار بگیرد

 یباکتر  به )مولار۱/۰کلریدکلسیم ( و با استفاده ازیمیایی روش ش
E.	 coli	TOP10F’  انتقال یافت و با استفاده از کیت تخلیص

تایید صحت  منظورپلاسمید، استخراج پلاسمید صورت گرفت. به
 یهامینظر) با آنز (از نظر دارابودن ژن موردپلاسمید نوترکیب 

NcoI، XhoI و XbaI  و صحت نهایی توالی  قرار گرفتمورد برش
  .شد ی بررسیتوالشده با روش تعیین کلون



  HER2 ۵۱ نیپروتئ هیعل رهیتک زنج یبادیعملکرد قطعه آنت یابیو ارز صیتخل ان،یب ،یطراح ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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  scFv بینوترک نیپروتئ انیب
، (DE3)	BL21	coli	E.پس از انتقال وکتور بیانی به سویه بیانی 

، با استفاده از غلظت C۳۷° یدر دما scFv بینوترک نیپروتئ انیب
ساعت پس از القا در  ۴ و گرماگذاری به مدت IPTGمولار میلی۱

ها، کشتپس از سانتریفیوژ محیط . انجام شد تریلی لیم۵حجم 
بیان  یبررسبرای رسوب باکتری قبل و بعد از القا  یاهمونهن

 .ندمنتقل شد SDS‐PAGE ۱۲%ر روی بپروتئین نوترکیب 
‐Semi)خشک های لیز سلولی با استفاده از دستگاه نیمهنمونه

dry) پس از انتقال داده شدند.  تروسلولزیکاغذ ن یبه رو
به  رخشکیش ٪۳ یحاو PBS بافربا  تروسلولزیکاغذ نکردن بلوکه

حاوی  PBS کاغذ با بافر یووشبار شست ۳ساعت و  ۱مدت 
متصل به  ینیدیستیدنباله ه هیبادی عل، آنتی)%۰۵/۰( ۲۰توئین 

 تروسلولزیکاغذ ن هب PBS در بافر ۱۰۰۰به  ۱با رقت  دازیپراکس میآنز
قرار داده  کریش یاتاق بر رو یساعت در دما ۲اضافه و به مدت 

 یو، براوشمجدد کاغذ با بافر شست یووشپس از شست. شد
  استفاده شد. DABی از محلول نیپروتئ یباندها صیتشخ
  scFv بینوترک نیپروتئ انیب طیشرا یساز نهیبه

 

زمان مدت و  C۳۷°و  ۳۰، ۲۵ی دماها ان،یب یساز نهیمنظور بهبه
، ۲۵/۰ی هاساعت و غلظت ۲۴و  ۶، ۴، ۲بعد از القا گرماگذاری 

در مرحله  در نظر گرفته شدند. IPTGاز مولار یلیم۱و  ۷۵/۰، ۵/۰
های متفاوت در دمای در ساعت IPTGهای مختلف اول، غلظت

°C۳۷  مورد بررسی قرار گرفتند. در مرحله بعدی با استفاده از
و ) C۳۷° و ۳۰ ،۲۵(آمده، دماهای متفاوت دستبه IPTGغلظت 

 ساعت) ۲۴و  ۶، ۴، ۲(متفاوت مدت زمان گرماگذاری بعد از القای 
کشت سلول  ط،یشرا ایندر  انیب زانیم یبررس منظوربهبررسی شد. 

 یاز نظر تعداد سلول آغاز و در انتها رسوب سلول کسانی طیبا شرا
آمده با دستبه یباندها برده شد و شدت SDS‐PAGEروی ژل 

مورد  1.46r	J	Imageافزار ی با استفاده از نرمتومتر یدانسروش 
  قرار گرفت. زیآنال

 

ی لیتما یبه روش کروماتوگراف بینوترک scFv نیپروتئ صیتخل
Ni‐NTA  

 

تحت  scFv نیپروتئ انیبنوترکیب،  نیپروتئ نیاب تاییداز  پس
و مدت  C۳۷° یر دماآمده از مرحله قبل ددستشرایط بهینه به

. صورت گرفت ترلییلیم۲۵۰ ساعت پس از القا، در حجم ۲۴زمان 
 ۵/۰به حدود  هاکشت طیکدورت مح دنیپس از رسطور خلاصه، به

مولار یلیم۷۵/۰ ییغلظت نهابا  IPTGنانومتر، ۶۰۰در طول موج 
پس از گذشت . ها اضافه شدارلنبه  ل،یکاملاً استر طیتحت شرا

دور  ییرو عیو ما وژیفیکشت سانتر طیساعت از زمان القا، مح ۲۴
در  ییایباکتر وارهید بیمنظور تخربه ییایشد و رسوب باکتر ختهیر

مولار میلی۳۰۰فسفات، مولار مونوسدیممیلی۵۰بافر لیزکننده (
شد. ورتکس ) ۸برابر  pHمولار ایمیدازول و میلی۲۰کلریدسدیم، 

با استفاده از امواج  کاتوریدستگاه سون با یسلولاین سوسپانسیون 
 ۲۰ و پالس هیثان ۲۰ طیشرا با مرتبه ۱۵ تا ۱۲ تعداد به کیاولتراسون

 بر دور۶۰۰۰ سرعت با هانمونه آن زا پس و شدند زیل استراحت هیثان

 وژ،یفیشدند. پس از سانتر وژیفیسانتر قهیدق ۲۰به مدت دقیقه 
منظور در ادامه به شد. عبور داده کرومتریم۴۵/۰ لتریاز ف ییرو عیما

براساس  یسلول یهانیپروتئ ریاز سا بینوترک نیپروتئ یجداساز 
 کربوکسیلی، یموجود در انتها نیدیستیه دیاسنویشش آموجود 

پس از استفاده شد.  کلین یلیتما یاز روش کروماتوگراف
از ستون عبور  ، نمونه پروتئینینندهکز یبافر ل با نیرزوشوی شست

بافر ( شووبافر شستاستفاده از با  نیرز یشووشستداده شد. 
 یجداساز  برای )دازولیمیا مولارمیلی۴۰ی کننده حاوز یل

بعد از حذف  تیانجام شد. در نهای از رزین نیپروتئهای ناخالصی
با افزودن  ینیدیستیدنباله ه یحاو نوترکیب نیها، پروتئیناخالص
) از دازولیمیامولار میلی۲۵۰ یحاو زکنندهیبافر لیش (بافر شو

شده یآور جمعهای مختلف مراحل، نمونه نیا یستون جدا شد. ط
	Flow)نمونه خروجی از ستون  نیواعنتحت  Through)، 
 یبررس SDS‐PAGE ۱۵% ژل یشده روصیشو و نمونه تخلوشست
موجود در  دازولیمیمنظور حذف ابه. در مرحله بعد، شدند
  استفاده شد. زیالیشده، از روش دصیتخل ینیپروتئ یهانمونه
روش با  HER2 نیپروتئ هیعل بینوترک scFv تیفعال یبررس

  بلات وسترن
	HER2 )Emp نیپروتئدامین خارج سلولی  Genentech ؛

گرم بر میلی۱/۰ با غلظتکیلودالتون ۱۰۰آلمان) با وزن تقریبی 
در سیستم  الکتروفورز و SDS‐PAGE ۱۰%ل ژ  یبر رو لیترمیلی

semi‐dry  یبه غشا قهیدق ۳۰ولت به مدت ۱۸با ولتاژ 
با  یتروسلولز ین یغشا کردنمنتقل شد. پس از بلوکه یتروسلولز ین

BSA )۵% ( هیبادی اولآنتی ط،یمح یساعت در دما ۲به مدت 
میکروگرم بر ۳۰با غلظت  )شدهصیتخل scFv(پروتئین نوترکیب 

 C۴° یساعت در دما ۱۶کاغذ اضافه شد و به مدت  هبلیتر میلی
بار و هر بار  ۵( یتروسلولز یکاغذ ن یشووقرار گرفت. بعد از شست

، ۲۰توئین  %۰۵/۰حاوی  PBS ) با محلولقهیدق ۱۰به مدت 
بادی موشی علیه دنباله هیستیدینی متصل به م (آنتیبادی دوآنتی
HRP(  ۲به کاغذ اضافه شد. بعد از گذشت  ۲۵۰به  ۱با رقت 

 ۵وشو شست با محلول یتروسلولز یکاغذ ن ط،یمح یساعت در دما
قرار  وشوشستمورد  PBSبار با  کی تیاو در نهه شد بار شست

 نی. در اشدشده به کاغذ اضافه آماده DABو سپس محلول گرفت 
غلظت تراستوزومب با بادی مونوکلونال از آنتی یتست تایید

بادی کنترل مثبت و عنوان آنتیبهلیتر میکروگرم بر میلی۳۰
به  ۱ا رقت ب HRPانسانی متصل به  IgGخرگوشی علیه بادی آنتی
  استفاده شد.مخصوص تراستوزومب  هیثانوبادی عنوان آنتیبه ۱۵۰۰
با روش  HER2 نیپروتئ هیعل بینوترک scFv تیفعال یبررس
  زایالا
میکروگرم بر ۲انجام این تست، تهیه غلظت مرحله  نیاول

و  PBSدر بافر  HER2 دامین خارج سلولی پروتئین لیتر ازمیلی
به ته  یژنیمحلول آنت نیاز ا تریکرولیم۱۰۰افزودن سپس 
 یدر دما تیو قراردادن پلی اخانه۹۶ یزایالا تیپل یهاچاهک

°C۴  بافر  تریکرولیم۳۰۰با  هاچاهکسپس  ساعت بود. ۱۶به مدت



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ همکارانو ی مژده حيدر  ۵۲
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بار و هر بار به مدت  ۳، )۲۰توئین  %۰۵/۰ی حاو PBS( شووشست
) BSA ۵%حاوی  PBS( کنندهبافر بلوکه شسته شدند. قهیدق یک

به  شگاهیآزما یها در دماچاهک یبه هر چاهک اضافه و گرماگذار 
(پروتئین نوترکیب  هیبادی اولساعت انجام شد. آنتی ۲مدت 
scFvمیکروگرم بر ۴۶/۰ تا ۳۰غلظت صورت سریالی (از ) به
به  تریکرولیم۱۰۰ زانیو به م قیرقکننده بلوکهدر بافر لیتر) میلی
انجام  یمنظور کاهش خطاهبشد. مربوطه اضافه  یهاچاهک
در دوتایی صورت دو چاهک به ،بادیهر غلظت آنتی یبرا ش،یآزما

و  شگاهیآزما یساعت در دما ۲ها به مدت بادینظر گرفته شد. آنتی
پس از  ماندند. یها باقدر چاهک C۴° یساعت در دما ۱۶ ای

بار با حجم  ۵ها گذشت مدت زمان مشخص، چاهک
 تریکرولیم۱۰۰سپس  شو شسته شدند.واز بافر شست تریکرولیم۳۰۰
شده تهیه ۱:۲۵۰(با رقت  ینیدیستیدنباله ه هیعل هیبادی ثانوآنتی

 ۲به مدت  تیها اضافه و پلبه همه چاهک کننده)بلوکهدر بافر 
پس از اتمام زمان  شد. یگرماگذار  شگاهیآزما یساعت در دما

بار  ۵و هر چاهک  ندشد هیها تخلچاهکمحتوای  ،یگرماگذار 
 یسوبسترا تریکرولیم۱۰۰ وشو داده شد.مشابه با مرحله قبل شست

TMB  و  شگاهیآزما یدر دما قهیدق ۱۵به هر چاهک اضافه و حدود
عنوان بافر هنرمال ب۲ کیسولفوردیاس از به دور از نور قرار داده شد.

شده در طول جادیسنجش شدت رنگ او  شد استفادهکننده متوقف
 نیدر ا انجام گرفت. خوانشگر الایزا نانومتر توسط دستگاه۴۵۰موج 

عنوان کنترل مثبت به تراستوزومبمونوکلونال بادی آنتی ازتست، 
انسانی  IgGخرگوشی علیه  هیبادی ثانواز آنتی آن ییشناسا یبرا و

  استفاده شد. ۱:۱۵۰۰با رقت  HRPمتصل به 
 اب HER2 نیپروتئ هیعل بیبادی نوترکقطعه آنتی تلیفعا یررسب

  یسلول یزایروش الا
‐MDAو ) بتمث SKBR3 )HER2ی سرطان سینه سلول یهارده

MB468 )HER2 کشت  طیدر مح فی)منDMEM ال یحاو- 
در  C۳۷° یدر دما PEN/Strep کیتیوب یو آنت FBS ن،یگلوتام

تراکم پس از رسیدن کشت داده شدند.  اکسیدکربندی %۵ طایشر 
از کف  نیپسیبا افزودن ترها سلول ،%۹۰تا  ۸۰ها به سلول
کشت به همراه سرم،  طیو پس از افزودن مح ا شدندها جدفلاسک
شد و به کمک لام نئوبار  وژیفیحاصل سانتر یسلول ونیسوسپانس

در  زایانجام الابرای  ازیمورد ن یهاشمارش شدند. تعداد کل سلول
کشت  طیبا محهمراه که شد سلول محاسبه  ۱۵۰۰۰ ،هر چاهک
DMEM به مدت و  کشت سلول اضافه شد تیپل یهابه چاهک

 C۳۷° یدر دمااکسدکربن دی %۵ساعت درون انکوباتور  ۱۶
 دیها از محلول فرمالدئسلولمنظور تثبیت شدند. به یگرماگذار 

 دیاتاق، فرمالدئ یدر دما قهیدق ۲۰از گذشت  و پساستفاده  ۷/۳%
ها با چاهکوشوی پس از شست .شد هیها تخلاز ته چاهک

محلول )، قهیدق کیبار و هر بار به مدت  PBS )۳ تریکرولیم۱۰۰
به هر چاهک اضافه و  تریکرولیم۵۰به مقدار الایزا کننده بلوکه
شد.  یگرماگذار  شگاهیآزما یساعت در دما ۲به مدت  تیپل

میکروگرم بر ۳۰ غلظت نوترکیب) با scFv(پروتئین  بادی اولآنتی

مشابه با روش ذکرشده در  یالیصورت رقت سرو به هیتهلیتر میلی
 ۱۶به مدت  C۴° یو در دما دشها اضافه ، به چاهکقسمت قبلی

 تریکرولیم۲۰۰ها با چاهک یوشوشستپس از  ساعت قرار گرفت.
PBS )۵  موشی  هیبادی ثانوآنتی) قهیدق کیبه مدت و هر بار بار

به  ۱:۵۰۰با نسبت  HRPه علیه دنباله هیستیدینی متصل ب
 یساعت در دما کیبه مدت  تیها اضافه شد و پلچاهک
ها با چاهک یوشوشستپس از  قرار گرفت. شگاهیآزما
به  TMB)، قهیدق کیهر بار به مدت و بار  PBS )۵ تریکرولیم۲۰۰

و  طیمح یدر دما قهیدق ۱۵به مدت  تیهر چاهک اضافه شد و پل
کردن با اضافهآنزیم پراکسیداز واکنش قرار گرفت.  یکیدر تار
در طول موج  یجذب نور  زانیمو  متوقف شد کیسولفوردیاس
از  یبررس نیا در. خوانده شدخوانشگر الایزا  نانومتر با دستگاه۴۵۰
با همان رقت  عنوان کنترل مثبت)(به بادی تراستوزومبآنتی
و استفاده شد لیتر) میکروگرم بر میلی۴۶/۰تا  ۳۰ی (الیسر
انسانی متصل  IgGبادی خرگوشی علیه آن، آنتی هیبادی ثانوآنتی
  .بود ۱:۱۵۰۰با رقت  HRPبه 

  بررسی آماری
رسم شدند  6	Prism	GraphPadافزار نمودارها با استفاده از نرم

  های بین گروهی استفاده شد.برای مقایسه ANOVAو از تست 
  

  هایافته
 سه از متشکل پپتيدی لينکری ،LV و HV متغير ناحيه دو ميان در

 گرفته نظر در) اسيدآمينه ۱۵ مجموع در( Gly4Ser توالی از تکرار
برابر با  (pET28a‐scFv) حاصل بیاندازه وکتور نوترکشد. 
 هضم آنزیمی وکتور نوترکیب با. گزارش شدجفت باز ۵۹۷۷
شده را تایید کرد صحت کلونینگ انجامثر محدودالا یهامیآنز

  ).۱(شکل 

  

 
  شدهطرح شماتیک از وکتور بیانی طراحی) ۱شکل 

  
با استفاده از  پروتئین نوترکیب انیب ،بیوترکوکتور نپس از تایید 

IPTG  ینیاب هیسودر BL21	DE3 های و لیز باکتری انجام شد
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باند  ،بلویکوماساستفاده از با  SDS‐PAGEژل نوترکیب روی 
 ).الف -۲ (شکل نشان دادرا  لودالتونیک۲۷ یبیبا وزن تقر ینیپروتئ
، SDS‐PAGEنوترکیب روی ژل  نیاز تایید وجود پروتئ پس

با استفاده از  نگیبا روش وسترن بلات نیپروتئ نیحضور ا
  ).ب -۲ (شکلشد تایید  ینیدیستیدنباله ه هیبادی علآنتی

  

  (الف) 

  (ب)          
: رسوب سلولی ۱؛ نمونه SDS‐PAGE؛ الف) scFvتایید بیان پروتئین ) ۲شکل 

های نوترکیب : رسوب سلولی کلنی۱۰تا  ۷و  ۵تا  ۲های قبل از القا؛ نمونه
ب) وسترن  ؛(Fermentas)پروتئينی  : مارکر۶متفاوت مورد بررسی، نمونه 

: رسوب ۳و  ۲های ، نمونه(Fermentas)پروتئينی  : مارکر۱بلاتینگ؛ نمونه 
: رسوب سلولی ۵و  ۴های ههای نوترکیب بعد از القا؛ نمونسلولی کلنی

  های نوترکیب قبل از القاکلنی

  
 یمتفاوت کشت باکتر  طیتحت شرا scFv بینوترک نیپروتئ دیتول

پس از القا انجام شد  یو مدت زمان گرماگذار  IPTGاز نظر غلظت 
. در شود نهیبه HER2 نیپروتئ هیعل scFv نیپروتئ انیب زانیتا م

ی مختلفی از هاغلظتو مختلف پس از القا  یهااول زمان آزمایش
IPTG ییدما طیدر شرا °C۳۷ دانسیتومتری  شدند. یبررس

باندهای مربوط به پروتئین نوترکیب در این مطالعه نشان داد که 
میلی مولار از ۱و  ۷۵/۰های در غلظت scFvبیشترین میزان بیان 

IPTG  الف). در آزمایش دوم با توجه به نتایج  -۱است (نمودار
حاصل از آزمایش اول، با درنظرگرفتن صرفه اقتصادی شرایط تولید 

در شرایط  IPTGمولار از میلی۷۵/۰این پروتئین، غلظت ثابت 
مورد بررسی قرار مختلف پس از القا های دمایی مختلف و زمان

نشان وترکیب در این مرحله باندهای ن یتومتر یدانس جیتاگرفت. ن
ساعت از  ۲۴و  ۶با گذشت  C۳۷° یدر دما نیپروتئ انیداد که ب

  .ب) -۱زمان القا بیشترین میزان را دارد (نمودار 
، (Ni‐NTA) کلین یلیتما یکروماتوگراف یهااستفاده از ستون با

scFv یمورد نظر بر رو نیخلوص پروتئ زانیو م صیتخل بینوترک 
بادی حضور قطعه آنتی SDS‐PAGE. شد یبررس SDS‐PAGEژل 

 را نشان داد (شکل کیلودالتون)۳/۲۷( مورد نظر یدر محدوده وزن
  .شدشده با روش برادفورد محاسبه صیتخل نی. غلظت پروتئ)۳
  

  (الف)  

  (ب)  
سازی زمان پس از ؛ الف) بهینهscFvسازی شرایط بیان پروتئین بهینه) ۱نمودار 

سازی زمان پس از ؛ ب) بهینهC۳۷°در دمای  IPTGهای مختلف القا و غلظت
؛ علامت ستاره IPTGمولار از میلی۷۵/۰القا در دماهای مختلف با غلظت ثابت 

  ) است.>۰۵/۰pدار آماری (نشانگر اختلاف معنی
  

  
: رسوب ۱؛ نمونه Ni‐NTAبا کروماتوگرافی  scFvتخلیص پروتئین  )۳شکل 

، نمونه (through	Flow): نمونه خروجی از ستون ۲باکتری بعد از القا، نمونه 
 پروتئينی : مارکر۴وشوی ستون، نمونه : نمونه حاصل از شست۳

(Fermentas)های : پروتئین۹تا  ۵های ، نمونهeluteشده از ستون  
  

 scFvبادی اتصال آنتی یمنظور بررسآزمون وسترن بلات به جهینت
 قطعه نینشان داد که ا HER2ژن یآنت یخارج سلول نیمود هب

بوده  HER2 نیبخش از پروتئ نیبادی قادر به اتصال به اآنتی
دنباله  هیعل هیبادی ثانوآنتی کردنپس از اضافهطوری که به است،
در  یراختصاصیگونه باند غ هر از یعار  یتک باند ،ینیدیستیه

). در ۴ (شکلشد دالتون) ظاهر لویک۱۰۰مورد انتظار ( یمحدوده وزن
در  HER2ژن یبادی نسبت به آنتآنتی نیا یگیژ ، وآزمون نیا

 کی هیشده علیطراح ،یراختصاصیغ scFvمولکول  کیبا  سهیمقا
منظور به گری. از طرف دبررسی شد ی)کنترل منف( یاییژن باکتریآنت
 تراستوزومببادی از آنتی نگیمونوبلاتیصحت انجام ا یبررس
استفاده  HER2 نیپروتئ هیبادی کنترل مثبت علعنوان آنتیبه
  .شد
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؛ HER2علیه دومین خارج سلولی پروتئین  scFvفعالیت پروتئین  )۴شکل 

 پروتئينی : مارکر۲، نمونه HER2: واکنش تراستوزومب با ۱نمونه 
(Fermentas) واکنش ۳، نمونه :scFv عنوان کنترل منفی، نمونه نامربوط به

  HER2شده در مطالعه حاضر با بیان scFv: واکنش ۴

  
 الایزایبا تست  HER2ژن یبادی به آنتاتصال آنتی یبررس
 جیو نتا دهیبادی تراستوزومب سنجبا آنتی سهیدر مقا یررقابتیغ

 یدر تمام scFv . مولکولقرائت شد خوانشگر الایزاتوسط دستگاه 
  .)۲است (نمودار  HER2ژن یبه آنتقادر به اتصال ها غلظت

بادی بالا از آنتی یهاکه در غلظت دادنشان  ی سلولیزایالا جیتان
)، تریلیلیدر م کروگرمیم۷۵/۳مورد استفاده (بالاتر از  بینوترک
 HER2مثبت و  HER2ی هادر مورد سلول یجذب نور  نیانگیم
 در)، <۰۵/۰p( دهدینشان نم یتفاوت قابل ملاحظه آمار  یمنف
 کمتر ازین (پروتئ نیتر ایینپاهای غلظت کهی حال
 نیرا ب یمشخص ی، تفاوت آمار )تریلیلیدر م کروگرمیم۷۵/۳
 -۳؛ نمودار >۰۰۰۱/۰p( مورد استفاده نشان داد یسلول یهارده

بادی عنوان آنتیبادی تراستوزومب بهآزمون از آنتی نیدر ا الف).
ها غلظت یکه در تمام داستفاده ش HER2 هیکنترل مثبت عل

مورد  یهاسلول انیرا م یااختلاف مشخص و قابل ملاحظه
  ب). -۳؛ نمودار >۰۰۰۱/۰p(استفاده نشان داد 

  

  
با استفاده از  HER2نتایج الایزا علیه دومین خارج سلولی پروتئین ) ۲نمودار 

  نوترکیب و تراستوزومب scFvپروتئین 

  

  (الف)

  
  (ب)

  
نوترکیب (الف) و  scFvنتایج الایزای سلولی با استفاده از پروتئین  )۳نمودار 

  تراستوزومب (ب)

  
  بحث
 اندازه scFv ویژه قطعاتبه نوترکیب هایبادیآنتی مزایای از

ها خصوصاً درون بافت بهتر به که منجر به نفوذ است آنها کوچک
 ژن،آنتی به اتصال خواص حفظ. شد خواهد توموری هایبافت
 از بدن سریع پاکسازی و هدف مولکول با سریع ترکیب

 خواص دیگر از C۳۷° دمای در پایداری و ایمنی هایکمپلکس
	,2]هستند هامولکول این  از یکی به scFv استراتژی اخیراً  .[8
 شده تبدیل بادیآنتی مهندسی در محبوب هایروش ترینمهم
 دهدمی ارایه سنتی هایروش از بیش را متعددی مزایای که است
 یا و گسترده سطح در سلول کشت به نیاز آن تولید برای و

 با مقایسه ها دراین مولکول. نیست آزمایشگاهی حیوانات
 توانندمی ندارند و گلیکوزیلاسیون های کامل نیازی بهبادیآنتی
 که میزبان باکتریایی در پپتیدی فعالصورت یک تک زنجیره پلیبه
شوند و قادر  نیز تولید است ترجمه پس تغییرات سیستم فاقد

هستند با اتصال به عوامل مختلف از جمله داروهای شیمیایی، 
ها خاصیت درمانی داشته باشند و یا به ها و توکسینسیتوکین
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رادیوایزوتوپ برای تشخیص مورد های واسطه اتصال به مولکول
	.[10	,9]استفاده قرار گیرند

	.E پروکاریوتی میزبان مطالعه حاضر، از در coli بیان  منظوربه
 دارابودن دلیلبه این باکتری شد. استفاده بادیقطعه آنتی

 پذیرش توانایی شده،شناخته ژنوم سریع، رشد همچون هاییویژگی
 مناسبی برای میزبان بالا، بیان سطح و وکتورها از زیادی تعداد
 محیط ذکرشده، موارد بر علاوه. است نوترکیب هایپروتئین بیان
 کیفیت با درمانی هایپروتئین تولید توانایی ارزان، و ساده کشت
 بیانی هایسیستم از متنوعی انواع استفاده از قابلیت بالا، بازده و
 باکتری از استفاده مزایای دیگر از نیز راحت ژنتیکی ورزیدست و

E.	coli است نوترکیب هایپروتئین بیان در.  
ترین سرطان در زنان و در جهان و نیز در ایران سرطان پستان شایع

. [11]ومیر ناشی از سرطان در این جمعیت استاولین دلیل مرگ
یک  (HER2) ۲گیرنده فاکتور رشد اپیدرمی انسانی شماره 

فعالیت تیروزین کینازی  گلیکوپروتئین تراغشایی و دارای
ها از . افزایش بیان این پروتئین در برخی از انواع سرطان[12]است

های . طی دهه[13]جمله سرطان پستان به اثبات رسیده است
گذشته مطالعات زیادی برای استفاده از این پروتئین برای درمان 

های مونوکلونال تراستوزومب و بادیسرطان انجام شده است. آنتی
منظور هدفگیری اختصاصی نواحی خاصی از پرتوزومب به

تایید  FDAتوسط  HER2های خارج سلولی پروتئین دومین
همراه با داروهای شیمی درمانی قادر تنهایی یا که به [14]اندشده

. طی [15	,14]مثبت هستند HER2های سرطانی به مهار رشد سلول
علیه  scFvبادی خصوصاً قطعه های گذشته قطعات آنتیسال

HER2 بیان  ۲۰۰۶اند. در سال های مختلف بیان شدهدر میزبان
بادی مونوکلونال موشی در بادی با منشاء آنتیاین قطعه آنتی

های بیانی عاری از سلول مورد بررسی قرار یزبان گیاهی و سیستمم
کردن دنباله . این محققان نشان دادند که اضافه[3]گرفت

بادی در اتصال آن به هیستیدینی به انتهای کربوکسیلی قطعه آنتی
پروتئین هدف موثرتر از افزودن آن به انتهای آمینی مولکول است. 

 pastoris	P.ئین در میزبان مخمری در مطالعه دیگری، این پروت
با روش فلوسیتومتری مورد  HER2بیان شد که اتصال آن به 

بادی مشابه با پروتئین . این قطعه آنتی[4]ارزیابی قرار گرفت
شده در مطالعه حاضر قدرت اتصال کمتری را در مقایسه با بیان

با منشاء  scFv، بیان ۲۰۱۹تراستوزومب نشان داد. در سال 
	.Eپلاسمی و سیتوپلاسمی در سلول صورت پریتوزومب بهتراس

coli در این مطالعه با بررسی شرایط [6]مورد ارزیابی قرار گرفت .
در بیان پروتئین  IPTGهای مختلف مختلف دمایی و غلظت

بادی نوترکیب، نشان داده شد که بیشترین میزان بیان قطعه آنتی
مولار از ماده میلی۲۵/۰و در غلظت  C۳۷°صورت محلول در به

پلاسمی انجام گرفته است، اما فعالیت صورت پریالقاگر و به
شده در آن مطالعه مورد ارزیابی واقع نشد. بیولوژیکی پروتئین بیان

به  ۲۰۲۰همین گروه تحقیقاتی در ادامه مطالعه قبلی، در سال 
 coli	E.بررسی شرایط دمایی، زمان پس از القا و نوع سویه باکتری 

. با وجود [7]بادی پرداختندپلاسمی این قطعه آنتیرای بیان پریب
ساعت پس از  ۲۴و  C۳۷°افزایش کلی بیان پروتئین در دمای 
، بیشتر گزارش شد اما C۳۰°القا، میزان پروتئین محلول در دمای 

 حاضر، مطالعه تاثیری بر میزان بیان نداشت. در IPTGغلظت 
 دامین علیه آمینواسیدی تراستوزومببادی با منشاء مولکول آنتی

 تک بادیآنتی قطعه فرم به HER2 پروتئین سلولی خارج
. شد بیان و کلون coli	E. پروکاریوتی میزبان در scFv ایزنجیره

در این مطالعه دنباله هیستیدینی در  [3]براساس مطالعات قبلی
 انتهای کربوکسیلی پروتئین تعبیه شد تا فولدینگ پروتئین بهتر

سازی به دنبال تایید بیان پروتئین نوترکیب، بهینه صورت بگیرد.
فاکتورهای موثر در بیان پروتئین نوترکیب با توجه به شرایط مورد 
بررسی در مطالعات قبلی (از جمله دمای گرماگذاری، غلظت ماده 

و مدت زمان گرماگذاری پس از القا) صورت  IPTGالقاکننده 
ها نشان داد که شرایط بهینه بیان این پروتئین گرفت. بررسی
و در  IPTGمولار میلی۱و  ۷۵/۰های ، غلظتC۳۷°شامل دمای 

ساعت پس از القا است که تاییدی بر مطالعات  ۲۴و  ۶مدت زمان 
های تئینعنوان دمای بهینه بیان پرورا به C۳۷°پیشین که دمای 

	.Eنوترکیب در سلول  coli برخلاف 16]‐[18اند استگزارش کرده .
را بر میزان بیان  IPTGهای بالای مطالعاتی که اثر سمی غلظت

	,19]اندپروتئین و نیز مهار رشد سلول باکتری گزارش کرده ، در [20
و  ۷۵/۰های نسبتاً بالای این ماده (مطالعه حاضر غلظت

ن میزان بیان پروتئین را نشان داد ولی با مولار) بیشتریمیلی۱
دار آماری با یکدیگر ها اختلاف معنیتوجه به اینکه این غلظت

، از IPTGجویی اقتصادی در مصرف منظور صرفهنشان ندادند و به
مولار برای مراحل بعدی بیان استفاده میلی۷۵/۰غلظت کمتر یعنی 

مورد نظر و  scFvآمده در بیان عملهای بهسازیشد. بهینه
آمیزبودن تخلیص پروتئین با استفاده از ایمیدازول موید موفقیت
شده در سیتوپلاسم سلول باکتری است که بیان scFvبودن محلول

برای داشتن ساختار و عملکرد مناسب تنها نیاز به دیالیز و حذف 
  غلظت بالای ایمیدازول داشت.

مولکول نوترکیب در مرحله نهایی این مطالعه، بررسی اتصال 
نوترکیب و  HER2شده به دومین خارج سلولی پروتئین تخلیص

های سرطانی پستان مورد در سطح سلول HER2نیز مولکول 
های وسترن بلاتینگ و بررسی قرار گرفت. به این منظور از روش

این پروتئین استفاده شد. در الایزای  الایزای اختصاصی علیه
عنوان رده سلولی با بیان بالای هب SKBR3های سلولی از سلول

HER2 (HER2+++) های و سلولMDA‐MB‐468 عنوان به
. مطالعه حاضر نشان داد که [21]منفی استفاده شد HER2سلول 

بادی همانند آنتی تواندمی بادی نوترکیب تک زنجیرهقطعه آنتی
 موجود هایتوپاپی مونوکلونال تراستوزومب اما با قدرت کمتر به

 متصل HER2 پروتئین سلولی خارج ناحیه ۴ شماره دومین در
همخوانی  [4]و همکاران سوماروگاشود که این مطلب با مطالعه 

نشان داد. این اتصال در مقایسه با اتصال غیراختصاصی آن به 
بادی قابل های مشخصی از آنتیمنفی در غلظت HER2های سلول
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به این نکته اشاره توان ملاحظه گزارش شد. در تفسیر نتایج می
تواند به کاهش اختصاصیت های بالای پروتئینی میکرد که غلظت
بادی منجر شود که شاید دلیلی برای اتصال (ویژگی) آنتی

منفی باشد.  HER2های شده در مورد سلولغیراختصاصی مشاهده
تواند منجر به تجمع های بالای پروتئینی میاز طرف دیگر غلظت
عاملی در اتصال غیراختصاصی به حساب می پروتئینی شود که 

  آید.
  

  گیرینتیجه
بادی اند که بیان این قطعه آنتیمطالعات مختلف نشان داده

بادی در ژن به آنتیهای بر پایه اتصال آنتیمنظور انجام آزمونبه
های بیانی قابل انجام است. در این راستا، دو عامل تمامی مدل

مهمی که بایستی مورد توجه قرار گیرند میزان بیان و فولدینگ 
مطالعه حاضر نشان داد که پروتئین  مناسب مولکول است. نتایج

scFv شده علیه پروتئین بیانHER2  قابلیت شناسایی این
تواند در زمینه تشخیص این پروتئین در ژن را دارد و میآنتی

های مشکوک به بیان بیش از های تشخیصی بر روی نمونهآزمایش
های مختلف از جمله سرطان پستان حد این پروتئین در سرطان

  ند.کمک ک
  

 بيوتکنولوژی بخش همکاران تمامی از نويسندگانتشکر و قدردانی: 
. دارند را تشکر نهايت اندنموده حاضر کمک مطالعه انجام در که پزشکی

 نيز) ايران فارمد آريوژن شرکت مديريت( فرشچی امير دکتر آقای جناب از
 تشکر) آريوتراست نام با( تراستوزومب داروی دراختيارگذاشتن دليلبه
 .شودمی

  موردی توسط نویسندگان ذکر نشده است.اخلاقی:  تاییدیه
 گونه تعارض منافعی وجود ندارد.هیچتعارض منافع: 

(نویسنده اول)، نگارنده مقدمه/نگارنده  حيدری مژده سهم نویسندگان:
  (نویسنده دوم)، نگارنده مقدمه/ فراهانی آبادیعلی زهرا )؛%٢٠بحث (

 )؛%٥(نویسنده سوم)، پژوهشگر کمکی ( بيات الهام )؛%٢٠نگارنده بحث (
نژاد سبزعلی معصومه )؛%١٠)، نگارنده بحث (چهارم(نویسنده  داموغ شادی

 گروسی خانطالب يگانه)؛ %٥)، پژوهشگر کمکی (پنجم(نویسنده 
  )%٤٠)، پژوهشگر اصلی/تحلیلگر آماری (ششم(نویسنده 

گرنت پژوهشی مصوب انستیتو مطالعه حاضر با استفاده از منابع مالی: 
 انجام شده است. ۹۹۶پاستور ایران به شماره 
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