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Abstract 
Objective: Recently, phage display libraries have received enormous attention for 
identification and isolation of pharmaceutical molecules with diagnostic and therapeutic 
properties. Peptide libraries are known as one of the most important and widely used 
types of phage display libraries. In the current study, we aimed to screen the Ph.D.TM-7 
phage display peptide library through biopanning for the identification of human colon 
adenocarcinoma-binding peptide ligands.  
Methods: Three rounds of biopanning were performed on SW480 as the target cell and 
fibroblast (HF-SF-PI3), AGS, KYSE-30 and Huh-7 as control cells. The displayed 
peptide-encoding regions in the genome of SW480-binding phages obtained from the 
final round of panning were amplified by plaque-PCR and subsequently sequenced. 
Bioinformatic tools were used to determine the sequence of target cell-binding peptides 
and further characterization of these peptides.  
Results: Biopanning of the phage library led to the enrichment of several peptides among 
which the peptide with sequence “HAMRAQP” was the most dominant. Bioinformatic 
analysis of the isolated peptides indicated that they are not target unrelated peptides 
(TUP).  
Conclusion: The peptides, in particular those with the highest frequency, due to having the 
capability of specific binding to SW480 cells represent the potential for use in targeting of 
therapeutic genes and drugs to colon cancer cells. 
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  چكيده

عنـوان ابزارهـايي بـراي شناسـايي و جداسـازي       هـاي نمـايش فـاژي بـه     اي به كتابخانه هاي اخير توجه ويژه در سال :هدف
ترين و پركاربردترين انواع  ي پپتيدي يكي از مهمها كتابخانه. است شده) با خواص تشخيصي و درماني(هاي دارويي  مولكول
از  Ph.D.TM-7هدف از انجام پژوهش حاضر غربالگري كتابخانه نمايش فـاژي پپتيـدي   . هستندهاي نمايش فاژي  كتابخانه
آدنوكارسـينوماي روده  ( SW480هـاي   فرآيند بيوپنينگ براي شناسايي ليگاندهاي پپتيـدي متصـل شـونده بـه سـلول     طريق 
  .بود) يانسان

، انسـاني  طبيعـي  فيبروبلاسـت هـاي   هدف و سلولعنوان سلول  به SW480روي سلول  دور بيوپنينگسه  :ها مواد و روش
 هـاي  عنوان سلول به ينوماي كبد انسانيكارسو  هاي سنگفرشي مري انساني سلول كارسينوماي، آدنوكارسينوماي معده انساني

از ژنـوم فاژهـاي    دور آخر بيوپنينگ قسمتيدست آمده از  هاي به روي پلاك plaque-PCRسپس با انجام . شاهد انجام شد
تكثيرشـده تعيـين تـوالي     DNAكه كد كننده پپتيد نمايش يافته است، تكثير و در گام بعد  SW480متصل شونده به سلول 

و نيـز بررسـي برخـي    هـدف   افزارهاي بيوانفورماتيكي براي شناسايي توالي پپتيدهاي متصل شـونده بـه سـلول    از نرم. شد
  .هاي مزبور استفاده شد هاي توالي ويژگي
داراي  HAMRAQPهـا تـوالي پپتيـدي     سازي تعدادي پپتيد شد كه از بـين آن  فاژي منجر به غني بيوپنينگ كتابخانه :نتايج

هـاي   تـوالي  هـا جـزء   دست آمـده نشـان داد كـه هـيچ يـك از آن      هاي به بررسي بيوانفورماتيكي توالي. بيشترين فراواني بود
  . غيرمرتبط با هدف نيستند

هاي پپتيدي با فراواني بالا، بـه علـت برخـورداري از قابليـت اتصـال       از پپتيدهاي شناسايي شده، به ويژه توالي :گيري نتيجه
  . هاي بدخيم روده استفاده نمود توان براي هدايت هدفمند ژن و دارو به سلول مي SW480اختصاصي به سلول 

  
  ، سرطان رودهكتابخانه فاژي، بيوپنينگ، پپتيدنمايش فاژِي،  :كليدواژگان

  

  

 مقدمه

اولين بار در سـال   )Phage Display(فاژي  روش نمايش
در ايـن روش،  ]. 1[معرفي شـد   )Smith(توسط اسميت  1985

DNA  پپتيـد خـارجي در داخـل ژن كـد     ) پلـي (كد كننده يك  

  
. شـود  سازي مـي  نههاي پوششي فاژ همسا كننده يكي از پروتئين

) پلـي (هاي فاژي بالغ،  شود در سطح ويريون اين امر موجب مي
صـورت فيـوژن بـا پـروتئين پوششـي فـاژي        پپتيد مورد نظر به

 39- 25: ، صفحات1393، پاييز 3، شماره 17، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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  كننده هاي فاژي و جداسازي پپتيدهاي هدفمند كتابخانه
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پپتيـد در  ) پلـي (كد كننده اين  DNAنمايش يابد؛ در حالي كه 
بنابراين يك اتصال فيزيكي بين فنوتيپ . داخل ژنوم فاژ قرار دارد

آيد  مي وجود به )Phenotype-Genotype Linkage(و ژنوتيپ 
هاي بسيار مهـم و كـاربردي روش نمـايش     كه يكي از  شاخصه

آوري تركيبـي   تلفيق ايـن روش بـا مفهـوم فـن    ]. 2[فاژي است 
)Combinatorial Technology( هـاي   موجب ظهور كتابخانه

ايـن  . شده اسـت  )Phage Display Libraries(نمايش فاژي 
ايي بـراي غربـالگري بـا تـوان عمليـاتي بـالا       ها ابزاره ـ كتابخانه

)High Throughput Screening( منظــور شناســايي   بــه
هـاي   كتابخانـه ]. 3[د نشـو  هاي دارويـي محسـوب مـي    مولكول

 )Phage Display Peptide Library(نمايش فـاژي پپتيـدي   
هاي نمـايش   ترين و پركاربردترين انواع كتابخانه يكي از متداول
) چنـدين ميليـارد  (ها تعداد بسـيار زيـادي    ر آنفاژي است كه د

هـاي تصـادفي روي سـطح فاژهـاي موجـود در       پپتيد با تـوالي 
ها، هـر همسـانه فـاژي     در اين كتابخانه. يابد كتابخانه نمايش مي

اي منحصر بـه فـرد و جداگانـه     بيان كننده يك توالي اسيد آمينه
اژي هاي ف ـ روي سطح خود است؛ اما در مجموع تمامي همسانه

كتابخانه در بر گيرنـده ميلياردهـا پپتيـد نمـايش يافتـه      موجود در 
  عنوان منبعي غنـي بـراي جداسـازي     توانند به مختلف است كه مي

 Peptide() تشخيصـي و درمـاني  (و شناسايي پپتيدهاي دارويـي  

Diagnostics And Therapeutics(  ــتفاده شــوند ]. 5، 4[اس
براي جداسازي پپتيـدهاي   هاي فاژي پپتيدي غربالگري كتابخانه

صـورت  ) Biopanning(بـه نـام بيوپنينـگ    طي فرآينـدي  دارويي 
مفهـوم انتخـاب از طريـق ميـل تركيبـي       بيوپنينـگ كـه بـر    .گيرد مي

)Affinity Selection(    استوار است، شامل چنـدين دور اتصـال
فاژ به عامل هدف، شستشو، جداسـازي فـاژ از عامـل هـدف و     

توانـد   بيوپنينـگ مـي  ]. 7، 6[شـده اسـت   تكثير فاژهاي بازيابي 
 Exو ) تني درون( In vivo، )درون شيشه( In vitroصورت  به

vivo )و روي طيـف وسـيعي از سـاختارهاي هـدف     ) تني برون
هـا،   بـادي  هـا، آنتـي   هـاي تخلـيص شـده، آنـزيم     مانند پـروتئين 

هـاي داخـل بـدن     هـا و انـدام   هاي كشت داده شده، بافت سلول
تـرين   تـرين و جالـب   يكـي از مهـم  . نجام شودموجودات زنده ا

هـا روي   هاي پپتيـدي فـاژي، غربـالگري آن    كاربردهاي كتابخانه

هاي سرطاني اسـت؛ فرآينـدي كـه در نهايـت منجـر بـه        سلول
جداسازي پپتيدهايي با اختصاصيت و ميـل تركيبـي بـالا بـراي     

هـاي سـرطاني    هـاي موجـود در سـطح سـلول     اتصال به گيرنده
)Cancer-Specific Peptides (9، 8[شود  مي .[  

) Colon or Colorectal Cancer(سرطان روده يا كولون 
در حـال حاضـر جراحـي،    . سومين سرطان شايع در دنيا اسـت 

هـاي اصـلي درمـان     عنوان روش پرتودرماني و شيمي درماني به
يكـي از مشـكلات   ]. 12-10[شـوند   اين سرطان محسوب مـي 

اروهـاي مـورد اسـتفاده بـراي     بسيار مهم و جدي بسـياري از د 
ها  درماني، هدفمند نبودن و در نتيجه عدم اختصاصيت آن شيمي
هايي براي هدفمندسازي درمان سـرطان روده   يافتن شيوه. است

هـاي درمـاني و برطـرف شـدن      موجب افزايش كارآمدي روش
) Adverse Effects(بسياري از عوارض و مشـكلات جـانبي   

شود  داروهاي شيمي درماني مي ناشي از عملكرد غيراختصاصي
پپتيدها به علت اندازه كوچك، قابليت بالا براي نفوذ ]. 14، 13[

، )Solid Tumors(هــا بــه ويــژه تومورهــاي ســفت  بــه بافــت
زايي بسيار پايين و سهولت انجام انواع تغييرات شـيميايي   ايمني

هــاي فارمــاكوكينتيكي  بــراي افــزايش پايــداري، واجــد ويژگــي
س پپتيـدهاي متصـل   بـر همـين اسـا   ]. 16، 15[ ندهستمطلوبي 

ــلول   ــه س ــونده ب ــرطاني روده   ش ــاي س   Colon-Binding(ه
Peptides ( از قابليت بالايي براي استفاده در تشخيص و درمان

اتصـال پپتيـدهاي   . هستندهاي روده برخوردار  هدفمند بدخيمي
درمـاني يـا    مزبور به انـواع داروهـاي مـورد اسـتفاده در شـيمي     

اي مورد استفاده بـراي رسـانش داروهـاي ضـد سـرطان،      ه ناقل
موجب افـزايش قابـل ملاحظـه اختصاصـيت رسـانش دارو بـه       

ايـن امـر امكـان    . شـود  هاي سرطاني روده مـي  ها و بافت سلول
آورد كه خـود عامـل    استفاده از دوزهاي كمتر دارو را فراهم مي

 اي براي كاهش سميت داروهاي شيمي بسيار مهم و تعيين كننده
  .درماني است

هدف از مطالعه حاضر غربـالگري كتابخانـه نمـايش فـاژي     
از طريـق روش   Ph.D.TM-7اي موسـوم بـه    هفت اسـيد آمينـه  

هـاي   بيوپنينگ براي جداسازي پپتيدهاي متصل شونده به سلول
SW480 )انجام . بود) رده سلولي آدنوكارسينوماي روده انساني
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 و همكاران نژاد بابك بخشي
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تيـدهاي متصـل   فاژهـاي واجـد پپ   بيوپنينگ موجب جداسـازي 
پـس از انجـام   . هاي آدنوكارسينوماي روده شـد  شونده به سلول

PCR    براي تكثير قسمتي از ژنوم فـاژ، قطعـاتDNA   حاصـل
تعيــين تــوالي و تــوالي پپتيــدهاي نمــايش يافتــه روي فاژهــاي 

در نهايت توالي پپتيدهاي جداشده بـراي  . دست آمد جداشده به
ي بيوانفورمـاتيكي  هـا  هـاي مهـم بـا روش    تعيين برخي ويژگـي 

  . بررسي شد
  

  ها مواد و روش
 هاي سلولي كشت رده

) آدنوكارسـينوماي روده انسـاني  ( SW480در اين تحقيـق از  
ــه ــوان رده ســلولي هــدف و از  ب  فيبروبلاســت( HF-SF-PI3عن

-KYSE، )آدنوكارسينوماي معده انسـاني ( AGS، )طبيعي انساني

 Huh-7و  )نيهاي سنگفرشي مـري انسـا   كارسينوماي سلول( 30
. هاي شاهد اسـتفاده شـد   عنوان سلول به) كارسينوماي كبد انساني(

هاي سلولي ذكر شده از بانك سـلولي انسـتيتو پاسـتور ايـران      رده
، SW480 ،HF-SF-PI3هاي  براي كشت سلول. خريداري شدند

AGS  وHuh-7  از محيطDMEM )Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium( )Gibcoدرصد سـرم   10حاوي ) ، آمريكا
ــاوي   ــين گ ، Fetal Bovine Serum: FBS) (Gibco(جن

و استرپتومايسـين  ) ليتـر  ميلـي / واحـد  100(سيلين  ، پني)آمريكا
هـاي   براي كشت سلول. استفاده شد) ليتر ميلي/ ميكروگرم 100(

KYSE-30  از محيطRPMI-1640 )Gibcoحـاوي  ) ، آمريكا
بـا مقـادير ذكـر    (ايسين سيلين و استرپتوم سرم جنين گاوي، پني

 متـر مربعـي   سـانتي  25 يهـا  فلاسـك . استفاده شد) شده در بالا
هاي كشت داده شده در انكوباتور مرطـوب داراي   حاوي سلول

دي اكســيد كــربن  درصــد 5و  گــراد درجــه ســانتي 37دمــاي 
ها پس از افزايش تعداد و پر كردن قسـمت   سلول. نگهداري شد

 EDTA-درصـد  25/0پسـين  عمده فلاسـك بـا اسـتفاده از تري   
 )Trypsin- Ethylenediaminetetraacetic Acid(درصد  02/0

  .پاساژ داده شدند

 كتابخانه نمايش فاژي

ــه نمــايش فــاژي پپتيــدي   Ph.D.TM-7 Phage(كتابخان

Display Peptide Library ( از شــركتNew England 

BioLabs )از غربالگري ايـن كتابخانـه   . خريداري شد) آمريكا
يش فاژي براي جداسازي و شناسايي پپتيـدهاي اختصاصـي   نما

براي ساخت . استفاده شد SW480متصل شونده به رده سلولي 
كـه مشـتقي از ناقـل     –M13KEكتابخانه مزبور از ناقل فـاژي  

M13mp19 هـاي پپتيـدي    تـوالي . اسـتفاده شـده اسـت    -است
در انتهـاي آمـين   ) heptatpeptide(اي  تصادفي هفت اسيدآمينه

)N-terminus (    پروتئين پوششـي غيـر اصـلي)Minor Coat 

Protein ( فاژM13KE   موسوم بـهpIII  ه سـازي شـد   همسـانه
صورت فيـوژن   و بنابراين پپتيدهاي موجود در كتابخانه به است

كتابخانه پپتيدي مورد ]. 17[يابد  در سطح فاژ نمايش مي pIIIبا 
ا كه هر پـنج  معن است؛ بدين) Pentavalent(اشاره، پنج ظرفيتي 

موجود در يـك ويريـون فـاژي بـالغ، پپتيـد       IIIنسخه پروتئين 
تعـداد  . دهـد  سازي شده را در سطح خـود نمـايش مـي    همسانه
است كه  28/1 × 109هاي فاژي موجود در اين كتابخانه  همسانه

هاي پپتيدي ممكن قابل ساخت از  اين تعداد تقريباً تمامي توالي
  . گيرد تصادفي را در بر مياي  يك توالي هفت اسيدآمينه
عنـوان ميزبـان بـراي تكثيـر فاژهـاي       سويه باكتريايي كه بـه 

اين سويه مشتق از بـاكتري  . بود ER2738كتابخانه استفاده شد 
و ژن ) +F(داراي پيلــوس جنســي  ) E.coli(اشريشــيا كلــي  
بيوتيك تتراسيكلين بود و از سرعت رشد بسيار  مقاومت به آنتي

  . ودبالايي برخوردار ب
  

  تكثير، استخراج و تعيين تيتر فاژها
ليتـر از محـيط كشـت حـاوي      ميلي 20براي تكثير فاژها به 

) تصـاعدي (كه بـه مرحلـه رشـد لگـاريتمي      ER2738باكتري 
سـاعت در   5/4مدت  فاژ افزوده شد و به pfu 1010 × 1رسيده، 

 )Shake( تكـان  گراد در انكوباتور همراه با درجه سانتي 37دماي 
 PEG8000-NaClبــراي رســوب ذرات فــاژي، . داده شــد قــرار

در  Polyethylene Glycolدرصـد حجمـي وزنـي     20محلول (
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NaCl  به ميزان يك ششم حجم به محلـول  ) مولار 5/2با غلضت
ساعت روي يـخ قـرار داده    2حاوي باكتري و فاژ اضافه و سپس 

مـدت   بـه  دور در دقيقـه  13000ذرات فاژي با سانتريفوژ در . شد
رسـوب  . گراد رسوب داده شـد  درجه سانتي 4دقيقه در دماي  10

 TBS )Trisليتـر محلـول    دسـت آمـده در يـك ميلـي     فـاژي بـه  

Buffered Saline ( ــاوي ــي NaCl 150ح ــولار و  ميل    Trisم
اين كار دو بار تكرار شد تـا  . حل شد =pH 5/7مولار با  ميلي 50

هـا   يمانـده آن هاي باكتريـايي و اجـزاي باق   در نهايت تمامي سلول
. حذف شود و تمامي ذرات فاژي موجود در محلول رسوب كنـد 

گـراد يـا    درجـه سـانتي   4در نهايت فاژهاي تكثير شده در دمـاي  
) با افـزودن حجـم برابـر گليسـرول    (گراد  درجه سانتي 20منهاي 

   ].17[نگهداري شد 
هاي سـريال   هاي فاژي از تهيه رقت براي تعيين تيتر محلول

 Blue-White(ســفيد  -هــاي آبــي گري پــلاكو روش غربــال

Screening (هاي سريال  منظور رقت بدين. استفاده شد)Serial 

Dilutions (محيط  از محلول فاژي مورد نظر درLB تهيه شد .
) در فـاز لگـاريتمي  (كشـت داده   ER2738هر رقت به باكتري 

دقيقه در دمـاي اتـاق قـرار داده     5مدت  اضافه و محلول فوق به
هاي باكتريايي را  دهد تا سلول اين زمان به فاژها فرصت مي. شد

ذوب  Top Agarليتـر محـيط    ميلـي  3. مورد عفونت قرار دهند
بـه محلـول   ) گراد درجه سانتي 45قرار داده شده در دماي (شده 

حاوي باكتري و فاژ افـزوده شـد و سـپس محلـول فـوق روي      
ــت ــاي  پليــ ــاوي  LB-Tetهــ -IPTG )Isopropyl-Β-Dحــ

Thiogalactoside) (AppliChemآلمان ، ( وXgal )5-Bromo 

-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) (Fermentasآمريكا ،( 
درجـه   37مـدت يـك شـب در دمـاي      هـا بـه   پليت. پخش شد

بــا شــمارش تعــداد . گــراد در انكوبــاتور قــرار داده شــد ســانتي
زير، ها و استفاده از فرمول  هاي آبي ظاهر شده روي پليت پلاك

  . ليتر تعيين شد ميلي/ pfuهاي فاژي بر حسب  تيتر محلول
  

 هاتعداد پلاك×ضريب رقت  ×1000) ميكروليتر(
 )ميكروليتر(حجم برده شده روي پليت

غربالگري كتابخانه نمايش فاژي براي جداسـازي  
  SW480فاژهاي متصل شونده به رده سلولي 
 ـ  ه نمـايش فـاژي   براي انجام بيوپنينگ و غربـالگري كتابخان

-AGS ،KYSEعنوان سـلول هـدف و    به SW480پپتيدي، از 

30 ،Huh-7 هـاي شـاهد بـراي     عنوان سـلول  و فيبروبلاست به
فاژهاي غيراختصاصي نسبت به سـلول  ) Subtraction(حذف 

 Subtractive(منفي يا كاهشي  اين بيوپنينگ. هدف استفاده شد

Biopanning ( پپتيـدهاي  موجب حذف فاژهاي نمايش دهنده
ــه   غيــر اختصاصــي از مجموعــه پپتيــدهاي موجــود در كتابخان

سلول در  600000 هر دور بيوپنينگ، تعدادبراي انجام . شود مي
. ريختـه شـد  ) Six-Well Plates(هاي پليت شش خانه  چاهك

چاهك حاوي نمونه شاهد شامل مخلـوطي از هـر چهـار نـوع     
. بـود ) سـلول از هـر نـوع    150000(سلول شاهد به تعداد برابر 

ها برداشته شد و چاهك حاوي  يك روز بعد محيط رويي سلول
شستشو  PBSهاي شاهد با  سلول هدف و چاهك حاوي سلول

مدت يك ساعت با محيط كشت فاقد سـرم   ها به سلول. داده شد
) Blocking Buffer( كننـده  مسـدود بـافر  سپس . تيمار شدند
هـا   اهـك بـه چ  PBSيك درصد تهيه شده در  BSAمتشكل از 
قرار  گراد درجه سانتي 37مدت يك ساعت در دماي  اضافه و به
داراي ( Ph.D.TM-7ميكروليتر از كتابخانـه فـاژي    10. داده شد

كننده بـه چاهـك    مسدودبافر حل شده در ) ويريون فاژي 1011
سـاعت در دمـاي    مدت يك هاي شاهد اضافه و به حاوي سلول

حلول رويي كه حـاوي  سپس م. گراد انكوبه شد درجه سانتي 37
هاي شاهد بود، برداشته شـد و بـه    فاژهاي متصل نشده به سلول

مدت يك سـاعت در   اضافه و به SW480چاهك حاوي سلول 
براي حـذف فاژهـاي   . گراد قرار داده شد درجه سانتي 37دماي 

يـك   BSAسـه بـار بـا    هـا   سلولمتصل نشده به سلول هدف، 
بـراي بازيـابي و   . ندشستشـو داده شـد   PBSبا درصد و سه بار 

، بـافر  SW480هـاي   جداسازي فاژهاي متصـل شـده بـه سـلول    
Elution  ــول گليســين ــا  2/0حــاوي محل ــولار ب   اســيدي  pHم

بــه چاهــك اضــافه و ) =HCL، 2/2 pH/ مــول گلايســين 0/2(
مـولار بـراي    Tris-HCl 2سپس از . دقيقه انكوبه شد 10مدت  به
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اژهـاي بازيـابي شـده بـا     ف. استفاده شد Elutionسازي بافر  خنثي
و سـپس   ندتكثير شـد  ER2738مورد عفونت قرار دادن باكتري 

شـده بـراي اسـتفاده در     محلول فاژي تكثيـر . ها تعيين شد تيتر آن
گـراد نگهـداري    درجه سـانتي  4مراحل بعدي بيوپنينگ، در دماي 

هاي شاهد و سه  در مجموع سه دور پنينگ منفي روي سلول. شد
  .انجام گرفت SW480هاي  ت روي سلولدور غربالگري مثب

  
بـراي تكثيـر منطقـه كـد      Plaque-PCRانجام 

  كننده پپتيدهاي نمايش يافته در ژنوم فاژ
براي تكثير قسمتي از ژنوم فاژهاي موجـود در هـر پـلاك،    

ــلاك ــامي پ ــا  روي تم ــد Plaque-PCRه ــام ش ــي . انج طراح
اي صـورت   بـه گونـه   PCRبراي انجـام  ) Primers(آغازگرها 

رفت كه منطقـه تكثيرشـده از ژنـوم فـاژ در برگيرنـده تـوالي       گ
. نوكلئوتيدي كد كننده پپتيد نمايش يافته روي سطح فـاژ باشـد  

ــويي   ــاي جل ــراي طراحــي آغازگره و ) Forward Primer(ب
 M13KE، ابتدا توالي ناقل فاژي )Reverse Primer(برگشتي 
 استخراج http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbankاز سايت 

 Oilgoافــزار  و سـپس طراحــي آغازگرهــا بــا اســتفاده از نــرم 

version 7 دهنده توالي آغازگرهـاي   نشان 1جدول . انجام شد
جلويي و برگشتي مورد استفاده براي تكثير قسمتي از ژنوم فـاژ  

بـه   PCRمخلـوط  اي پليمراز،  براي انجام واكنش زنجيره. است
ــم  ــامل   50حج ــر ش ــر  30ميكروليت  Taq DNAميكروليت

Polymerase 2X Master Mix Red )Amplicon ،
ميكروليتر از هريك از  5/2ميكروليتر آب مقطر و  15، )دانمارك

سپس . تهيه شد) پيكومول بر ميكروليتر 10با غلظت (آغازگرها 
 مختصري بـا پـلاك فـاژي موجـود روي     نوك سرسمپلر تماس

 Taq. فرو بـرده شـد   PCRپليت داده شد و سپس در مخلوط 

DNA Polymerase 2X Master Mix red  حـــاوي
Amplicon Taq DNA Polymearse ــافر ، x10 PCR، ب

dNTP  وMgCl2 )50  ــا ــي 100ي ــولار ميل ــس از . اســت) م پ
دقيقـه و   5مـدت   به) Initial Denaturation(واسرشتگي اوليه 

چرخـه   30راد، برنامـه زيـر بـراي    گ ـ درجه سـانتي  95در دماي 

ثانيـه بـراي    30مدت  گراد به درجه سانتي 95دماي : استفاده شد
ثانيه  30مدت  گراد به درجه سانتي 60، دماي DNAواسرشتگي 
درجه  72آغازگرها به رشته الگو، دماي ) Annealing(براي اتصال 

نهايي تكثير ). Extension(ثانيه براي تكثير  30مدت  گراد به سانتي
براي  .گراد انجام شد درجه سانتي 72دقيقه در دماي  10مدت  نيز به

 PCRمربوط به قطعه تكثيـر شـده، محصـول     DNAمشاهده باند 
قـرار   100 ولتـاژ  روي ژل آگارز يك درصد تحت الكتروفـورز در 

ــا اتيــديوم برومايــد  پــس از رنــگ. گرفــت   Ethidium(آميــزي ب
Bromide( ــوط در دســتگاه در  Gel Documentation، ژل مرب

   .قرار گرفت ماوراي بنفشمعرض تابش نور 
  
 M13KEتوالي آغازگرهاي مورد استفاده براي تكثير منطقه ژنومي فاژ  1جدول 

  حاوي توالي نوكلئوتيدي كد كننده پپتيد نمايش يافته روي سطح فاژ 
  

  توالي آغازگر  نوع آغازگر
 ´TTTAGTCCTCAAAGCCTCTG-3-´5  جلويي

 ´CAAGCCCAATAGGAACCC-3-´5  برگشتي
  

  PCRتخليص و تعيين توالي محصول 
پلاك، قبل از ارسال  28تكثيرشده از تمامي  DNAقطعات 

از  DNAبراي تخليص قطعات . براي تعيين توالي تخليص شد
ــيص   ــت تخلـ ) Gel Purification Kit(از ژل  DNAكيـ

)GeneAllمحصـول  . استفاده شد )، كره جنوبيPCR  روي ژل
 50. هـاي بـزرگ بـرده شـد     يك درصـد حـاوي چاهـك   آگارز 

هاي مزبـور قـرار    در داخل چاهك PCRميكروليتر از محصول 
. الكتروفـورز شـد   100ولتاژ  دقيقه تحت 40مدت  داده شد و به

با استفاده از يك اسـكالپل اسـتريل، بانـد مـوردنظر از روي ژل     
 پس از. بريده و در داخل يك ميكروتيوب استريل قرار داده شد

و شستشو بـا بافرهـاي موجـود در     DNAذوب ژل حاوي باند 
ميكروتيـوب  . دست آمـد  تخليص شده به PCRكيت، محصول 
تخليص شده براي تعيـين تـوالي ارسـال     PCRحاوي محصول 

تعيــين تــوالي قطعــه تكثيــر شــده كــد كننــده پپتيــدهاي  . شــد
  . كره جنوبي انجام شد Bioneerاختصاصي توسط شركت 
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پتيدهاي متصل شونده به سلول شناسايي توالي پ
SW480   ــاتيكي ــل بيوانفورم ــه و تحلي و تجزي

  دست آمده پپتيدهاي به
دسـت آمـده از    براي شناسايي توالي آمينواسيدي پپتيدهاي بـه 

 ExPASyبيوپنينــــــــگ، از پايگــــــــاه اطلاعــــــــاتي   
)http://web.expasy.org/translate (براي انجـام  . استفاده شد

ورمـاتيكي روي تـوالي پپتيـدهاي جـدا     هاي بيوانف تجزيه و تحليل
) هـاي پپتيـدي   رديفي توالي براي هم( ClustalW2افزار  شده، نرم

 SAROTUPهمچنـــين از پايگـــاه اطلاعـــاتي . اســـتفاده شـــد
)Scanner and Reporter of Target-Unrelated Peptides (

اي  كه حاوي مجموعـه  http://immunet.cn/sarotupبه آدرس 
هـاي جـدا شـده از     افزارهاي اختصاصي براي بررسي توالي از نرم

هاي نمايش فاژي پپتيدي اسـت، بـراي بررسـي و تعيـين      كتابخانه
هـاي پپتيـدي متصـل شـونده بـه سـلول        هاي توالي برخي ويژگي

SW480 استفاده شد.  
  

  نتايج
بيوپنينگ براي جداسازي فاژهاي متصل شـونده  

  SW480 ولبه سل
با انجام سـه دور بيوپنينـگ، در نهايـت فاژهـايي كـه واجـد       

  در هـر  . بود، جداسازي شد SW480هاي  قابليت اتصال به سلول
  

 PBS-BSAدور بيوپنينگ، فاژهاي متصـل نشـده بـا اسـتفاده از     
فاژهاي . شستشو شد و از مجموعه فاژي حذف شد )يك درصد(

حلول اسـيدي گليسـين   متصل شده به سلول هدف با استفاده از م
 ER2738مولار بازيابي شد و با استفاده از سـويه باكتريـايي    2/0

بـراي حـذف   . تكثير شد تا براي دور بعدي بيوپنينگ استفاده شود
هاي طبيعي فيبروبلاسـت انسـاني    فاژهاي غيراختصاصي از سلول

تـرين   تـرين و فـراوان   هـا يكـي از مهـم    فيبروبلاست. استفاده شد
عنـوان رده سـلولي شـاهد     ها به است و حضور آن هاي بدن سلول
هاي  تواند به ميزان قابل توجهي فاژهاي متصل شونده به سلول مي

همچنـين سـه رده   ]. 18[طبيعي بدن را از كتابخانه حـذف نمايـد   
نيز بـراي حـذف    Huh-7و  AGS ،KYSE-30سلولي سرطاني 

ي در نهايـت فاژهـاي بازيـاب   . فاژهاي غير اختصاصي استفاده شـد 
شده از دور سوم بيوپنينگ با سويه باكتريايي ميزبان آلـوده شـد و   

بيوتيـك تتراسـيكلين    حـاوي آنتـي   IPTG-Xgalهاي  روي پليت
هاي آبـي در پليـت قابـل     صورت پلاك فاژهاي مزبور به. برده شد
با افزايش تعداد دورهاي پنينـگ، تعـداد   ). 1شكل (است مشاهده 

متصـل نشـده بـه سـلول      دفعات شستشو براي جداسازي فاژهاي
شود تا تنهـا فاژهـايي    اين امر موجب مي. هدف نيز افزايش يافت

 SW480هـاي   كه از ميل تركيبي بالايي بـراي اتصـال بـه سـلول    
ها به سـلول   برخوردار هستند، باقي بمانند و فاژهايي كه اتصال آن

هدف غير اختصاصي و با ميل تركيبي پايين اسـت، طـي مراحـل    
سلول هدف جدا شده و در نهايت از كتابخانه  مختلف شستشو از

 .حذف شوند

  
  

هـاي مختلـف نشـان دهنـده      ؛ پليـت IPTG-Xgalهـاي حـاوي    آمده از دور آخر بيوپنينگ روي پليـت دست  هاي آبي حاصل از تعيين تيتر محلول فاژي به پلاك 1شكل 
  .هاي مختلف محلول فاژي است رقت
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Plaque-PCR ـ  دي كـد  و تكثير توالي نوكلئوتي
   SW480كننده پپتيدهاي متصل شونده به سلول 
دست آمـده از   فرآيند تعيين تيتر چندين بار روي محلول به
دست آيد كـه   دور آخر بيوپنينگ تكرار شد تا در نهايت پليتي به

پليتـي بـراي   . هـا مناسـب باشـد    از نظر تعداد و پراكندگي پلاك
هـاي فـاژي در    ها استفاده شد كه پراكندگي پـلاك  انتخاب پلاك

هـا كـاملاً    باشد و پلاك 100ها كمتر از  آن همگن و تعداد پلاك
هـر  باشـند؛ در نتيجـه   ) Well-Isolated Plaques(از هم جدا 

منحصـر بـه    DNAشود واجد يك تـوالي   پلاكي كه انتخاب مي
پلاك كاملاً  28دست آمد كه واجد  در نهايت پليتي به. فرد است
هاي مزبور موجب تكثير يك  لاكروي پ PCRانجام . مجزا بود

 DNA سـپس قطعـات  ). 2شـكل  (جفت بـازي شـد    550باند 
پلاك قبل از ارسال براي تعيين تـوالي،   28تكثير شده از تمامي 

  .تخليص شد
  

  
  

جفت بازي حاصل از تكثير قسمتي از ژنوم فاژ  550الكتروفورز باند  2شكل 
M13KE  روي سـطح فـاژ روي    حاوي توالي نوكلئوتيدي پپتيد نمايش يافتـه

ژل آگـارز يــك درصــد؛ اعــداد نشــان داده شــده در شــكل نمايــانگر شــماره  
  .دست آمده از دور آخر بيوپنينگ است هاي فاژي به پلاك

  
دست آوردن توالي پپتيدهاي متصل شونده به  به

  SW480سلول 
پـلاك   28پس از دريافت نتـايج تعيـين تـوالي مربـوط بـه      

نمـايش يافتـه روي    والي پپتيـدهاي دست آمده از بيوپنينگ، ت به
 M13KEمنظور ژنوم فـاژ   بدين. دست آمد فاژهاي جدا شده به

ــايت   http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbankاز وب سـ
رديفــي تــوالي ژنــوم فــاژ  ســپس مقايســه و هــم. اســتخراج شــد

M13KE مربوط (هاي تعيين توالي شده  نهبا توالي هر يك از نمو
هـاي   در نهايـت تـوالي  . انجام شـد ) تكثير شده PCRبه محصول 

به ژن شـماره   شده همسانه شده پپتيدهاي نوكلئوتيدي كد كننده 
III  فاژM13KE هـاي نوكلئوتيـدي    ترجمـه تـوالي  . دست آمد به

بـه   ExPASyدر پايگـاه   Translateافـزار   فوق با استفاده از نـرم 
منجر شد  )http://web.expasy.org/translate(اينترنتي آدرس 

دسـت   توالي پپتيدهاي نمايش يافته روي فاژهاي بهتا در نهايت 
مشخصات  2در جدول . دست آيد دور آخر بيوپنينگ بهآمده از 

 ـ  -دست آمده از بيوپنينـگ  پپتيدهاي به نشـان   -يتـوالي و فراوان
... و  PC1 ،PC2صـورت   هاي فاژي به همسانه. داده شده است

صـورت   هاي فاژي به و پپتيدهاي نمايش يافته روي اين همسانه
SW-Pep1 ،SW-Pep2  طـور كـه    همان. گذاري شدند نام... و
روي  Ph.D.TM-7شود، بيوپنينـگ كتابخانـه فـاژي     ملاحظه مي

ر نهايت منجر بـه  سلولي شاهد د هاي و نيز رده SW480سلول 
از  SW-Pep1پپتيــد . نــوع تــوالي پپتيــدي شــد 14جداســازي 

همسـانه فـاژي    8بالاترين فراواني برخوردار بود و در مجمـوع  
-SWپپتيـد  . دادنـد  جداشده با بيوپنينگ اين پپتيد را نمايش مي

Pep2  بــار تكــرار، پپتيــد  4بــاSW-Pep3  بــار تكــرار و  3بــا
بــار تكــرار از نظــر  2بــا  SW-Pep5و  SW-Pep4پپتيــدهاي 

همسانه فاژي نيز داراي  9. هاي بعد قرار داشتند فراواني در رتبه
و در فرآينـد   نـد برخوردار بود 1پپتيدهايي بودند كه از فراواني 

طور كلي فراواني بالاتر يك پپتيد  به. بيوپنينگ تكرار نشده بودند
آن در حـين انجـام فرآينـد    ) Enrichment(نشانگر غني شدن 

شـدن بيـانگر ميـل تركيبـي بـالا و       ايـن غنـي  . يوپنينگ اسـت ب
در  -اختصاصيت پپتيد جدا شده در اتصـال بـه سـاختار هـدف    

توان گفـت   بر اين اساس مي. است -اينجا سلول سرطان كولون
و  باشـد  مـي كه از فراواني بـالايي برخـوردار    SW-Pep1پپتيد 

تقريباً يك سـوم پپتيـدهاي جـدا شـده را بـه خـود اختصـاص        
دهد، پپتيدي است كـه واجـد ميـل تركيبـي و اختصاصـيت       مي

همچنـين فراوانـي   . اسـت  SW480بالايي در اتصال به سـلول  
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دهد اين دو پپتيد  نشان مي SW-Pep3و  SW-Pep2پپتيدهاي 
از ميل تركيبي نسـبي بـراي اتصـال بـه سـلول سـرطان كولـون        

 تـوان ادعـا   برخوردار هستند؛ اما در مورد پپتيدهاي ديگـر نمـي  

نمود كه اختصاصيت و ميـل تركيبـي بـالايي بـراي اتصـال بـه       
هـاي   تواننـد گزينـه   دارند و بنـابراين نمـي   SW480هاي  سلول

  .مناسبي براي مطالعات بعدي محسوب شوند
  
  ها اي پپتيدهاي جدا شده و فراواني آن سيد آمينههاي فاژي مزبور، توالي ا يافته توسط همسانه جدا شده در بيوپنينگ، اسامي پپتيدهاي نمايشهاي فاژي  اسامي همسانه 2جدول 

  
 درصد فراواني فراواني اي پپتيد توالي اسيد آمينه نام پپتيد فاژيهمسانه

PC-5, PC-9, PC-10, PC-11, PC-12, PC-15, PC-24, PC-28 SW-Pep1 HAMRAQP 8 29 

PC-14, PC-18, PC-21, PC-27 SW-Pep2 NAPDWPA 4 5/14 

PC-1, PC-8, PC-25 SW-Pep3 SPSTHWK 3 11 

PC-4, PC-7 SW-Pep4 STSFWIT 2 7 

PC-16, PC-26 SW-Pep5 NESHSRT 2 7 

PC-2 SW-Pep6 GFFHKTT 1 5/3 

PC-3 SW-Pep7 LPAGRVL 1 5/3 

PC-6 SW-Pep8 NGLTAWT 1 5/3 

PC-13 SW-Pep9 AAPDWAG 1 5/3 

PC-17 SW-Pep10 HAKRARA 1 5/3 

PC-19 SW-Pep11 TLHPAAD 1 5/3 

PC-20 SW-Pep12 HVQLWAT 1 5/3 

PC-22 SW-Pep13 SAAIGTL 1 5/3 

PC-23 SW-Pep14 LSNNNLR 1 5/3 

  
تجزيه و تحليل بيوانفورماتيكي توالي پپتيـدهاي  

  SW480متصل شونده به سلول 
بيوانفورمـاتيكي روي پپتيـدهاي   هاي  انجام تجزيه و تحليل

هاي مهم هر آزمون بيوپنينگ اسـت   دست آمده، يكي از بخش به
اي  هاي اسيد آمينه ها با هدف شناسايي موتيف اين بررسي]. 19[

در پپتيـدهاي  ) Consensus Amino Acid Motifs(مشـترك  
جداشده و نيز بررسي اختصاصيت پپتيدهاي مزبور در اتصال به 

  . شود انجام مي) cell-specificity(سلول هدف 
دسـت   هاي مشترك بين پپتيدهاي به براي پيدا كردن موتيف

جـدول  . استفاده شد ClustalW2افزار  آمده از بيوپنينگ، از نرم
رديفـي   هـم . هـاي پپتيـدي اسـت    اليرديفي تو نشان دهنده هم 3

اي مشـترك   چند موتيف اسـيد آمينـه   پپتيدها نشان دهنده وجود
دسـت   اي در پپتيدهاي بـه  هاي اسيد آمينه در بررسي موتيف. بود

هاي مزبـور   هاي فاژي بايد به دو ويژگي موتيف آمده از كتابخانه

هايي كه از سه يا تعداد بيشتري  موتيف) الف. توجه ويژه داشت
هـايي كـه در تعـداد     موتيـف ) ب. دناسيد آمينه تشكيل شده باش

بـر اسـاس دو   . باشـند  هـاي فـاژي موجـود     بيشتري از همسـانه 
هاي فـاژي   طول موتيف و فراواني همسانه -ويژگي مورد اشاره

دو موتيف مهم در پپتيدهاي متصـل شـونده بـه     -واجد موتيف
ي مشاهده شد؛ يكي موتيـف چهـار آمينواسـيد    SW480سلول 

)Tetra Amino Acid Motif (APDW    و ديگـري موتيـف
كـه اولـي در پـنج     )HAXRA )X= M,Kچهار آمينواسـيدي  

. همسانه فـاژي و دومـي در نـه همسـانه فـاژي وجـود داشـت       
بـه دليـل طـول كـم،     ) SXS )X= T, H, Pهايي ماننـد   موتيف

هـاي مناسـبي    است و بنـابراين گزينـه   چندان قابل اهميت نبوده
هـاي آمينواسـيدي    وجود موتيـف . ندهاي آينده نيستبراي كاربرد

كه در قسـمت  (هاي پپتيدي  مشترك در كنار تكرار برخي توالي
بيانگر آنست كه فرآيند بيوپنينـگ  ، )قبل مورد اشاره قرار گرفت
ي و در نتيجـه جداسـازي   هـاي فـاژ   موجب جداسازي همسـانه 
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ول پپتيدهايي شده است كه از قابليت بالايي در اتصـال بـه سـل   
SW480 برخوردار است .  

  
دسـت آمـده از بيوپنينـگ كـه نشـان       هاي پپتيدي به رديفي توالي هم 3جدول 

  .شده است مشترك بين پپتيدهاي جدا ديآمينواسي هاي موتيفنده ده
  

 توالي پپتيدها اسامي پپتيدها

SW-Pep1 HAMRAQP
SW-Pep10 HAKRARA
SW-Pep2 NAPDWPA
SW-Pep9 AAPDWAG
SW-Pep7 LPAGRVL
SW-Pep11 TLHPAAD
SW-Pep13 SAAIGTL
SW-Pep8 NGLTAWT
SW-Pep14 LSNNNLR
SW-Pep3 SPSTHWK
SW-Pep12 HVQLWAT
SW-Pep5 NESHSRT
SW-Pep4 STSFWIT
SW-Pep6 GFFHKTT

  
كه پپتيدهاي جدا شـده در مطالعـه حاضـر     براي بررسي اين

در  MimoDBافزار  رماند، از ن جديد هستند يا قبلاً گزارش شده
ــاتي   ــاه اطلاعــ ــترس در  ( SAROTUPپايگــ ــل دســ قابــ

http://immunet.cn/mimodb/ (پايگــــاه . اســــتفاده شــــد
SAROTUP   اســت،  انــدازي شــده  راه 2010كــه در ســال

تـرين پايگـاه اطلاعـاتي در مـورد پپتيـدهاي       ترين و جامع كامل
هاي فاژي پپتيدي است و در برگيرنـده   كتابخانه دست آمده از به

هـاي فـاژي    دست آمده از غربالگري كتابخانه تمامي پپتيدهاي به
همچنين در ايـن  . است پپتيدي است كه در مقالات گزارش شده

اطلاعات تكميلي همچون عامل هدف مـورد اسـتفاده در   پايگاه 
 ]. 20[موجود است ... بيوپنينگ، نوع كتابخانه غربال شده و 

دست آمده از مطالعـه حاضـر بـا     هاي پپتيدي به بررسي توالي
نشــان داد كــه از مجمــوع چهــارده پپتيــد  MimoDBافــزار  نــرم
اي  دست آمده، دوازده پپتيد جديد بوده و تاكنون در هيچ مطالعه به

هاي فاژي پپتيدي اسـتفاده شـده،    ها از بيوپنينگ كتابخانه كه در آن
تواند ناشي از پيچيدگي و نيز تنوع  مر مياين ا. است گزارش نشده

امـا  . هـاي روده باشـد   هـاي سـطحي سـلول    پذيري گيرنده و تغيير
بـا  ( SW-Pep11نشان داد كـه دو پپتيـد    MimoDBبررسي در 

) LSNNNLRبا تـوالي  ( SW-Pep14و ) TLHPAADتوالي 

ترتيـب روي   بـه  Ph.D.TM-7قبلاً در بيوپنينگ كتابخانـه فـاژي   
دسـت   به] 22[ SiO2و دي اكسيد سيليكون ] 21[پليمر اپوكسي 

جا كه دو پپتيد مزبور هم در غربالگري كتابخانه  از آن. است آمده
هاي سـرطاني روده و هـم روي    روي سلول Ph.D.TM-7فاژي 

طـور   د بهنتوان است، نمي هاي ذكر شده در بالا جدا شده مولكول
  .دنمتصل شو SW480هاي  اختصاصي به سلول
هـاي فـاژي پپتيـدي،     لات غربالگري كتابخانـه يكي از مشك

 False Positive(امكـان جداسـازي پپتيـدهاي مثبـت كـاذب      

Peptides (پپتيدهاي غيرمرتبط با هدف"به اين پپتيدها . است" 
)Target Unrelated Peptides (   يا بـه اختصـارTUPs   گفتـه

يكـي از مـوارد بسـيار     TUPهاي  شناسايي توالي]. 23[شود  مي
ست كه بايد در گزارش پپتيدهاي متصل شونده به سلول مهمي ا

. هاي فاژي مورد توجـه قـرار گيـرد    هدف در بيوپنينگ كتابخانه
، به دلايلـي  TUPهاي  هاي فاژي واجد توالي جداسازي همسانه

در نتيجـه  . دهد غير از اتصال اختصاصي به عامل هدف روي مي
اصيت و ، داراي اختصهستند TUPهاي فاژي كه واجد  همسانه

جا سـلول   در اين(ميل تركيبي بالايي براي اتصال به عامل هدف 
SW480 (هاي  علت جداسازي توالي. ندنيستTUP   در فرآينـد

از كـارآيي   TUPبيوپنينگ آنست كه فاژهاي واجـد پپتيـدهاي   
سـازي سـلول باكتريـايي ميزبـان، از سـرعت       بيشتري در عفوني

بالاتر برخـوردار  ) Assembly(تكثير بالاتر يا از  قابليت تجمع 
هـاي پپتيـدي حاصـل از بيوپنينـگ      بررسـي تـوالي  ]. 24[هستند 

افـزار   با استفاده از نرم SW480روي سلول  Ph.D.TM-7كتابخانه 
TUPredict  ــاتي ــه  SAROTUPدر پايگــاه اطلاع نشــان داد ك
كـه در   SW480هاي پپتيدي متصل شونده به سـلول   بيشتر توالي

. نيسـت  TUPاست، جـزء پپتيـدهاي    دهدست آم مطالعه حاضر به
اين امر بيانگر آنست كه جداسـازي ايـن پپتيـدها بـه علـت ميـل       

 SW480هاي  ها در اتصال به سلول تركيبي بالا و اختصاصيت آن
كـه   به علت آن SW-Pep14و  SW-Pep11البته دو پپتيد . است

طور كه پيشـتر   همان(هاي متفاوتي را دارد  قابليت اتصال به هدف
هـاي   د حاصل اتصـال اختصاصـي بـه سـلول    نتوان نمي) ره شداشا

SW480 هاي  كه جزء توالي د؛ بنابراين با ايننباشTUP  محسوب
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ها را از فهرست پپتيدهاي اختصاصي متصل  د، اما بايد آننشو نمي
   .خارج نمود SW480شونده به سلول 

  

  بحث
يكي از مشكلات بسيار مهم درمان سرطان، عدم اختصاصيت 

هاي سـرطاني اغلـب    سلول. اي درماني مورد استفاده استه روش
هـاي   ژن هـايي موسـوم بـه آنتـي     در سطح خـود واجـد مولكـول   

هستند كه ) Tumor-Associated Antigens(اختصاصي تومور 
شـوند   هاي طبيعي بدن مـي  هاي فوق از سلول موجب تمايز سلول

هـاي   ژن هدايت عوامل تشخيصي و دارويي به سـوي آنتـي  ]. 25[
هـاي بسـيار كارآمـد     هاي توموري يكي از شيوه اختصاصي سلول

هاي مورد اسـتفاده بـراي درمـان     براي افزايش اختصاصيت روش
اسـت و نقـش بسـيار مهمـي را در راسـتاي درمـان        سرطان بوده

  . كند هاي سرطاني ايفا مي كارآمدتر سلول
. هـا اسـت   تـرين انـواع بـدخيمي    سرطان روده يكي از شايع

هـاي   داروها به سلول) Oral Administration( ورود خوراكي
هاي بسيار مناسب براي درمـان ايـن    سرطاني روده يكي از شيوه

ناپايداري دارو در محيط دروني دستگاه گوارش . بدخيمي است
 Intestinal Mucosal(و نفوذپذيري اندك مرز مخـاطي روده  

Barrier(     از موانع بسيار جدي بـر سـر راه رسـانش خـوراكي ،
يكي ]. 26[هاي آسيب ديده و بيمار روده است  اروها به سلولد

هاي بسـيار مـؤثر بـراي برطـرف نمـودن ايـن مشـكل،         از شيوه
اســتفاده از ليگانــدهاي واجــد قابليــت اتصــال اختصاصــي بــه  

جداسازي و شناسايي تركيبـاتي  . هاي سرطاني روده است سلول
هاي  لهاي موجود در سطح سلو طور اختصاصي به گيرنده كه به

تواند به ميزان قابل توجهي موجب  چسبند، مي سرطاني روده مي
هـاي مختلفـي    روش. هاي درماني شـود  افزايش كارآمدي روش

  Targeting(بــراي شناســايي ليگانــدهاي هدفمنــد كننــده     
Ligands (در ميـان ايـن رويكردهـا، روش    . استفاده شده است

ايـن روش  . نمايش فاژي از جايگاه با اهميتي برخـوردار اسـت  
ابزاري بسيار قدرتمند است كه امكان غربالگري با توان بازدهي 
بالا براي شناسايي و جداسازي ليگانـدهاي اختصاصـي متصـل    

از . آورد هاي هدف را فراهم مـي  ها و بافت شونده به انواع سلول
هاي فاژي پپتيدي كه طيف وسـيعي از پپتيـدهاي داراي    كتابخانه
تـوان   دهد، مـي  ه فرد را نمايش ميهاي اتصالي منحصر ب ويژگي

براي جداسازي و انتخاب ليگانـدهاي پپتيـدي بـا اختصاصـيت     
)Selectivity ( و ميل تركيبي)Affinity (   بالا نسبت بـه انـواع

بر همين اساس، تاكنون از ]. 7[هاي سرطاني استفاده نمود  سلول
هاي نمايش فاژي پپتيدي براي جداسـازي و   غربالگري كتابخانه

هـاي   هـاي سـرطاني بافـت    ايي پپتيدهاي اختصاصي سلولشناس
ــت   ــده اس ــتفاده ش ــف اس ــتفاده از  . مختل ــاي اس ــي از مزاي يك

ــه ــدي    كتابخان ــدهاي پپتي ــازي ليگان ــراي جداس ــاژي ب ــاي ف ه
هاي مختلف، عـدم نيـاز بـه داشـتن      ها و بافت اختصاصي سلول

هـاي   از گيرنـده ) Prior Knowledge(اطلاعات اوليه و پيشين 
عـدم نيـاز بـه    ]. 27[هاي هـدف اسـت    سطح سلول موجود در

هاي هدف موجـب تسـهيل    هاي سطحي سلول آگاهي از ويژگي
  . شود فرآيند شناسايي ليگاندهاي هدفمند كننده مي

 Ph.D.TM-7در اين مطالعه از غربالگري كتابخانـه پپتيـدي   

 SW480براي جداسازي ليگاندهاي پپتيدي اختصاصي سـلول  
در شيوه مورد . استفاده شد) روده انسان سلول آدنوكارسينوماي(

استفاده در اين تحقيق در هر دور غربالگري كتابخانـه فـاژي، از   
روي (و منفـي  ) روي سـلول هـدف  (بيوپنينگ همزمـان مثبـت   

اين شيوه بيوپنينـگ قـبلاً توسـط    . استفاده شد) هاي شاهد سلول
البتـه  ]. 28[و همكارانش اسـتفاده شـده اسـت    ) Liang(ليانگ 
هـا ايجـاد    قان حاضر تغييراتي در پروتكل مورد اسـتفاده آن محق

هاي مورد استفاده براي غربـالگري   در بسياري از روش. نمودند
هاي فاژي، تعداد دورهاي بيوپنينگ مثبت و منفي با هم  كتابخانه

صـورت   هاي مثبت و منفـي بـه   در ضمن غربالگري. برابر نيست
ه ابتدا تمامي دورهـاي  شود؛ بدين ترتيب ك جدا از هم انجام مي

شــاهد انجــام  و ســپس ) هــاي( بيوپنينــگ منفــي روي ســلول
شود؛ امـا در مطالعـه    بيوپنينگ مثبت روي سلول هدف انجام مي

صورت همزمان در يك دور  كنوني از بيوپنينگ مثبت و منفي به
ــد   ــتفاده ش ــگ اس ــه در آن    . بيوپنين ــگ ك ــيوه بيوپنين ــن ش اي

امي دورهـاي بيوپنينـگ و   هاي منفي و مثبـت در تم ـ  غربالگري
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شـود، موجـب    صورت همزمان و با تعداد يكسـان انجـام مـي    به
تر در فرآيند بيوپنينگ، ايجاد فشار انتخـابي   اعمال شرايط سخت

تر، افزايش كارآمدي حذف پپتيـدهاي غيراختصاصـي و در    قوي
نتيجه جداسازي پپتيدهاي با اختصاصيت بالاتر نسبت به سـلول  

  . شود هدف مي
دسـت آمـده در    ترين كاربردهاي پپتيـدهاي بـه   ز مهميكي ا

ها براي رسانش هدفمنـد عوامـل    فرآيند بيوپنينگ، استفاده از آن
بـراي محقـق شـدن ايـن     . هاي توموري اسـت  درماني به سلول

هاي فاژي بايـد   هدف، پپتيدهاي جداشده در غربالگري كتابخانه
د و در نهاي تومـوري برخـوردار باش ـ   از قابليت اتصال به سلول

همچنـين در  . دنهاي طبيعي بدن متصـل نشـو   حال به سلول عين
هاي توموري نيز بايد قادر بـه اتصـال اختصاصـي بـه      بين سلول

. دنباش ـ -جا بافت روده در اين -هاي توموري بافت هدف سلول
بر همين اساس، در اين تحقيق بـا انجـام بيوپنينـگ منفـي روي     

هـاي   اتصـال بـه سـلول   هاي شاهد پپتيدهايي كه قادر بـه   سلول
هـايي غيـر از    هاي سرطاني متعلـق بـه بافـت    طبيعي و نيز سلول

ــدند   ــدي حــذف ش ــه پپتي ــد، از كتابخان ــد . روده بودن در فرآين
هـا و   اساس ويژگي بيوپنينگ، جداسازي پپتيدهاي اختصاصي بر

دو رده سـلولي  . گيـرد  ها صورت مـي  مشخصات سطحي سلول
KYSE-30  وAGS هد مـورد اسـتفاده   هاي شـا  كه جزء سلول

طبيعتـاً  . هاي مري و معده بودنـد  ترتيب متعلق به بافت بودند، به
هاي موجود در سيستم گوارشـي بـه لحـاظ     رود سلول انتظار مي
از . هاي زيادي با هـم باشـند   هاي سطحي داراي مشابهت ويژگي

جا كه سلول هدف ما در اين تحقيق سلول روده بود، استفاده  آن
شي مري و معده براي انجام بيوپنينـگ منفـي   هاي گوار از سلول

شود تا در نهايت پپتيدهايي انتخاب شود كه تمـايلي   موجب مي
. هاي دستگاه گـوارش نداشـته باشـد    براي اتصال به ديگر سلول

ايــن امــر موجــب افــزايش قابليــت پپتيــدهاي جداشــده بــراي 
همچنين گزارش شـده كـه بافـت    . شود مي In vivoكاربردهاي 

. دارد In vivoكبد تمايل بـه جـذب غيراختصاصـي فاژهـا در     
علـــت ايـــن امـــر وجـــود سيســـتم رتيكولوآنـــدوتليال      

)Reticuloendothelial System (   29[در اين بافـت اسـت .[

هاي  عنوان يكي ديگر از سلول به Huh-7بر همين اساس سلول 
صـورت غيراختصاصـي بـه     كه بـه شاهد انتخاب شد تا فاژهايي 

. شـود حـذف شـود    هاي كبدي متصل مـي  عناصر سطحي سلول
هايي طبيعي هستند كه به تعداد بسيار زياد  ها سلول فيبروبلاست

تـوان از فيبروبلاسـت    بر همين اساس مـي . در بدن وجود دارند
هـاي سـطحي بسـياري از     عنوان سلولي كـه نماينـده ويژگـي    به

اسـتفاده از  ]. 18[ت، اسـتفاده نمـود   هاي طبيعي بـدن اس ـ  سلول
شـود   عنوان سلول شاهد موجـب مـي   هاي فيبروبلاست به سلول

هاي طبيعـي   صورت غيراختصاصي به سطح سلول فاژهايي كه به
در مجموع سـعي  . دن، از كتابخانه حذف شوندا اتصال پيدا نموده
هاي سلولي مناسب احتمال انتخاب پپتيدهايي  شد با انتخاب رده

صورت اختصاصي و با ميل تركيبي بالا قادر به اتصـال بـه    كه به
  . باشد، افزايش يابد SW480هاي  سلول

روشي كه در اين تحقق بـراي غربـالگري كتابخانـه فـاژي     
 Inبيوپنينـگ بـه شـيوه    . بـود  In vitroصورت  استفاده شد، به

vitro هاي موجود در كشت سلول، روشـي كارآمـد    روي سلول
از مزايايي برخـوردار   In vivo Panningا است كه در مقايسه ب

ــت ــكلات . اس ــي از مش ــه  In vivo Panningيك آنســت ك
عنوان مانعي براي عبور  هاي موجود در سيستم عروقي به مويرگ

دسـت آمـده بـه     كند و بنابراين اغلب فاژهاي بـه  فاژها عمل مي
هاي توموري موجود در بافت هـدف   جاي اتصال به خود سلول

هاي خوني بافـت   ندوتليال موجود در ديواره رگهاي آ به سلول
بر همين اساس، بسياري از مطالعـاتي كـه   . شود هدف متصل مي

اسـتفاده شـده منجـر بـه      In vivoها از بيوپنينگ به شيوه  در آن
اسـت   هاي آندوتليال شـده  جداسازي پپتيدهاي اختصاصي سلول

نكته ديگري كـه در مطالعـه كنـوني احتمـال جداسـازي      ]. 30[
تـر نسـبت بـه     پتيدهاي بـا ميـل تركيبـي بيشـتر و اختصاصـي     پ

دهد، نـوع كتابخانـه پپتيـدي     افزايش ميرا  SW480هاي  سلول
كـه در ايـن پـژوهش     Ph.D.TM-7كتابخانه . انتخاب شده است

. طراحي شده اسـت  M13KEاستفاده شد، بر اساس ناقل فاژي 
فـاژي بـراي نمـايش پپتيـدهاي خـارجي       pIIIدر اين ناقـل از  

. اسـت  pIIIهر ناقل فاژي داراي پنج نسخه از . شود ستفاده ميا
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بنابراين هر ذره فاژي حاوي پنج نسخه نمايش يافته از هر پپتيد 
هاي نمايش فاژي  برخي مواقع براي طراحي سيستم]. 17[است 

نسـخه   3000-2700شود كه تقريبـاً   فاژي استفاده مي pVIIIاز 
بـراي نمـايش    pVIIIاز وقتـي  . از آن روي هر فاژ وجـود دارد 

هاي بسيار بيشتري از پپتيد  شود، تعداد نسخه پپتيدها استفاده مي
ايــن تعــداد بيشــتر . يابــد مربـوط روي ســطح فــاژ نمــايش مـي  

شود كه احتمـال جداسـازي    هاي نمايش يافته موجب مي نسخه
پپتيدهايي كه داراي ميل تركيبي پاييني نسبت بـه هـدف اسـت،    

كـه نمـايش تنهـا پـنج نسـخه از پپتيـد       در حـالي  . افزايش يابد
شود كه غربـالگري سيسـتم    خارجي روي ذره فاژي موجب مي

Ph.D.TM-7   ــلول ــر روي س ــب جداســازي   SW480ب موج
 High Affinity(ليگاندهاي پپتيدي داراي ميـل تركيبـي بـالا    

Ligands (نسبت به سلول فوق شود .  
ل نشــان داده شــده بــود احتمــا جــا كــه قــبلا همچنــين از آن

در كتابخانـــه فـــاژي  TUPجداســـازي و انتخـــاب پپتيـــدهاي 
Ph.D.TM-7  دست آمـده از   هاي پپتيدي به ، توالي]31[وجود دارد
 TUPوجـود پپتيـدهاي   . برسـي شـد   SAROTUPطريق پايگاه 

هـاي بعـدي    ها و بررسـي  موجب بروز مشكل در تجزيه و تحليل
ما در ايـن  هاي پپتيدي  هاي مشابه توالي عدم وجود توالي. شود مي

دسـت آمـده در مطالعـه     پايگاه بيانگر آنست كه بيشتر پپتيدهاي به
ها به علت ميـل   نبوده و جداسازي آن TUPحاضر جزء پپتيدهاي 

 SW480ها در اتصال بـه سـلول    تركيبي و اختصاصيت بالاي آن
توان گفت نتايج مطالعه حاضر بيانگر آنسـت   در مجموع مي. است

استفاده منجر به جداسـازي پپتيـدهايي    كه پروتكل بيوپنينگ مورد
هاي سرطان كولـون   شده كه از قابليت اتصال اختصاصي به سلول

-SWدسـت آمـده، پپتيـد     در بين پپتيدهاي بـه . هستندبرخوردار 

Pep1   سـازي كارآمـدتر در فرآينـد     به دليل فرواني بـالاتر و غنـي
ليگانـد اختصاصـي مناسـبي بـراي اتصـال بـه        تواند بيوپنينگ مي

-SWدهد پپتيـد   اين امر نشان مي. هاي سرطان كولون باشد لولس

Pep1  ــه ــدي  از ايــن مزيــت برخــودار اســت كــه ب ــوان ليگان عن
اختصاصي براي رسانش هدفمند تركيبـات تشخيصـي و درمـاني    

توانـد واجـد كاربردهـاي     مورد استفاده قرار گيرد و بنـابراين مـي  
. ن روده باشـد اي در زمنيه تشخيص و درمان هدفمند سرطا بالقوه

بدون ترديد استفاده از اين پپتيد براي كاربردهـاي بـاليني نيازمنـد    
در راسـتاي بررسـي    In vivoهاي بيشتر به ويژه مطالعات  بررسي

توانـــايي آن در اتصـــال بـــه تومورهـــاي كولـــون زنوگرافـــت 
)Xenograft (هاي موشي است انساني ايجاد شده در مدل .  

  

  تشكر و قدرداني
بخشـي از رسـاله دكتـري ژنتيـك مولكـولي       مطالعه حاضر

پشتيباني مالي لازم براي انجام اين مطالعه توسط معاونت . است
. محترم پژوهشي دانشگاه تربيت مدرس صـورت گرفتـه اسـت   

نويسندگان مقاله مراتب تشكر و قدرداني صـميمانه خـود را از   
كليه دانشجويان گروه ژنتيك دانشـكده علـوم زيسـتي دانشـگاه     

  . دارند درس اعلام ميتربيت م
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