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A B S T R A C T 

Background and Objectives 
In recent years, chimeric antigen receptors (CAR-T) therapy has revolutionized the 

treatment of hematologic malignancies, particularly B cell-derived cancers such as ALL 

and non-Hodgkin lymphomas. Most CARs employ single-chain variable fragments 

(scFvs) as the antigen-recognition domain. However, limitations including low stability, 

tendency to aggregate, and high immunogenicity have directed attention toward 

alternatives such as nanobodies (VHHs). In this study, CAR-T cells equipped with an 

anti-CD19 nanobody receptor were designed and constructed, and their specific ability to 

recognize and eliminate CD19⁺ cells was evaluated in vitro. 

Materials and Methods 
In this experimental study, the structure of a CAR containing an anti-CD19 nanobody was 

designed in both second- and third-generation formats with CD28 and 4-1BB domains. 

The constructs were cloned into a lentiviral vector and transduced into human T cells. 

Transduction efficiency was assessed via flow cytometry. Functional evalualation of the 

engineered cells following exposure to CD19⁺ target cells was evaluated in terms of 

activation marker expression, cytokine secretion (IFN-γ and interleukin-2), and cytotoxic 

activity. Experimental data were analyzed using GraphPad Prism software, and group 

comparisons were performed with one-way and two-way ANOVA tests as well as the t-

test.  

Results 
The generated CAR-T cells showed robust receptor expression and, upon encountering 

CD19⁺ cells, exhibited specific cytokine responses and cytotoxic activity. In contrast, no 

responses were observed against CD19⁻ cells. Functional differences observed  

differences between constructs with short and long hinge regions, as well as between 

second- and third-generation CARs, highlighted the importance of structural design in 

optimizing CAR-T cell efficacy. 

Conclusions   
This study, conducted by the first research team in Iran to develop nanobody-based anti-

CD19 CAR constructs, highlights the potential of nanobody integration as a safe and 

effective alternative to scFv-CARs. The findings offer a practical frame work for 

improving CAR-T cell therapies. 
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 هچكيد

در    ر ی چشمگ   ی تحول (CAR-T) کی مریکا  رنده یبا گ  شده  ی مهندس  T ی ها درمان با سلول  ر، یاخ  ی ها در سـال
ــرطان ــلول مانند  B ی ها ی می بدخ  ژه ی و به  ، ی خون  ی ها درمان س   جادی ا  ی ن ی هوچک   ر یغ  ی ها و لنفوم ALL س
ــت. ب ــتر یکرده اسـ اCARشـ ه متریر زنجیره تنتی   از هـ اییـ ادی نـ ا بـ  single-chain variable( scFvs))  هـ

fragments  )ی دار ی مانند پا  یی هات یدود ــاما مح  کنند، یاستفاده م  ژنی تنت   کننده یی عنوان بخش شناسا  به  
جلب   (VHH) ها ی مانند نانوباد   یی ها نی گزیجا  یســـو  ها را بهبالا، توجه  یی زا ی من یو ا  دار یتجمع ناپا   ن، ییپا

طرایی و ساخته شد    CD19 مجهز به گیرنده نانوبادی ضد  CAR-Tهای این مطالعه، سلول  در  .کرده است
ی تن اصـ لولو توانایی اختصـ ایی و ی س سـ ناسـ گاهی   ⁺CD19 های ها در شـ رای  تزمایشـ مورد ارزیابی  در شـ

 .قرار گرفت

ا  با  ،  و در قالب نسل دوم و سوم   ی طرای  CD19 ضد   ینانوباد   ی یاو  CAR ، ساختار تجربی  مطالعه  ن یدر 
  ی انسان    Tیها کلون شده و به سلول   ی روس یو ی ها در وکتور لنت ساخته شد. سازه   1BB-4و   CD28 یها ن ی دوم 
  شده   یمهندس   ی ها سلول   ملکرد ع   ، ی تومتر ی کشن با فلوس ا راندمان ترانسد   یشدند. پس از بررس داکت  ترانس

سلول  با  مواجهه  ب  CD19+ ی ها در  نظر  س   ،ی ساز فعال   یمارکرها   انی از    و گاما  - )اینترفرون   ن یتوکا ی ترشح 
داده   .شد  ی اب یارز  ی سلول   ت ی و سم (  2- ن ینترلوک ی ا نرم تحلیل  از  استفاده  با  تجربی   GraphPadافزار  های 

prism   های ها با تزمون و مقایسه گروهANOVA   یک طرفه و دو طرفه و تزمونt   .انجام شد 

، پاسخ  CD19+  یها را نشان داده و در مواجهه با سلول   رندهی از گ   ییبالا  انی ب   شده  دی تول  T -CARیها سلول 
سم   ین ی توکا ی س  سلول   یاختصاص   تی و  به  نسبت  مقابل،  در  تفاوت   CD19- یها داشتند.  نداشتند.  پاسخ 

ب  ن   ی لولاها   ن ی عملکرد  بلند و  در    یساختار   ی طرای   تی اهم   ده دهن نسل دوم و سوم نشان   نی ب   ز ی کوتاه و 
 .عملکرد است   یساز نه ی به 

ضد    ی بر نانوباد   ی مبتن   CAR  های سازه دهنده    توسعه   ران یدر ا   ی پژوهش   م ی ت   ن ی که توس  نخست   مطالعه   ن ی ا
CD19   یو کارتمد برا   من ی ا  ی ن ی گزیجا   تواندی م   کردی رو  نی ا  دهدی انجام شد، نشان م  scFv-CAR    ها باشد و
 کند.   فراهم   CAR-T یها بر سلول   ی مبتن   یها بهبود درمان   ی برا   یانداز عمل چشم 

 CAR-T  ژن تنتی ،  ومینی د تک   ی ها ی باد ی سل تراپی، تنتCD19 
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می های خونی بهبدخیمی      ها از جمله ها و لنفومویژه لوسـ
ــندهبیماری ــرفتهای کش ــتند که علیرغم پیش های  ای هس

  اندچنان با نرخ بالای عود و مقاومت دارویی همراهدرمانی هم
روش(1) ــیمی.  شـ جملــه  از  رای   درمــانی  درمــانی،  هــای 

های بنیادی، در بسیاری از بیماران پرتودرمانی و پیوند سلول
ــپ  کنند و با عوارض جانبی  اسخ کامل و پایداری ایجاد نمیــ

  ازین ن،ینابرا. بشـدید و کاهش کیفیت زندگی همراه هسـتند
ــلول  ینابود  یو هدفمندتر برا  ترقیدق  یهابه درمان  ی هاسـ
 .  (2-5) شودیایساس م  یسرطان
شـــده با  مهندســـی  T هایهای اخیر، ســـلولدر ســـال     

ده کگیرنـ ایمریـ ای کـ ه (CAR-T cells) هـ از   بـ عنوان یکی 
ه انترین و مؤثرترین روشنوتورانـ ــرطـ انی سـ ای درمـ ای هـ هـ

ــده ــلولهماتولوژیک مطرح شـ گیری از ها با بهرهاند. این سـ
نوعی، قادرند  گیرنده لولهای مصـ تقل سـ های توموری را مسـ
  یهاتیبا وجود موفق  .شناسایی کرده و از بین ببرند MHC از

CAR-T  ه یعل  یمنیچون پاســـخ ا  ییهاتیها، محدودســـل 
و تجمعات   نییپا  یداریپا  ده،ـــــرنیگ  یرانسـانیغ   یهابخش
 .(6-8)وجود دارد  یراختصاصیغ 
ــتفاده از ن      ــکلات، اس ها  انوبادیـــــبرای غلبه بر این مش
(VHHبه )   عنوان جایگزینscFv   در ساختارCAR    پیشنهاد

بادی مشـتق از شـترسـانان ها قطعات تنتیشـده اسـت. نانوبادی
ــهســتند که از نظر ســاختار ت دومینی، بســیار پایدار،  کـــ

ایمننفوذپـ یر، کم و  از  یجم  این   scFvتر  ــتنـد.  هـا هسـ
ای ج اب برای طرایی نسـل ها را به گزینهها نانوبادیویژگی
ها تبدیل کرده اسـت. در همین راسـتا، سـل  CAR-Tجدید  
گرفته در تزمایشـــگاه ما نیز   پیشـــین صـــورت  هایهمطالع
ــقابلی گیری مؤثر و اختصــاصــی ها را در هدست نانوبادیـــ

ــلول ــرطانی تییید کردهس   ها هاند؛ از جمله این مطالعهای س
ه طرایی  می بـ ه    CARتوان  علیـ ادی  انوبـ نـ بر  مبتنی  ای  هـ
ای  ژنتنتی ه در   MUC1و    HER2  ،CD19هـ ــاره کرد کـ اشـ
  VHHهای  شــده با گیرنده  مهندســی  Tهای ها ســلولتن

مقایســه یا یتی   یی ســیتوتوکســیک قابلتتوانســتند کار
-11)  های رای  از خود نشـان دهندبالاتری نسـبت به سـازه

9)  . 
د      ر، از نانوبادی ضـ که توسـ  دکتر  CD19 در پروژه یاضـ
ــهبنی ــخص ــم تولید و مش ــده بود، برای طرایی هاش یابی ش

ژنی  تنتی CD19.  (12)سـاختار گیرنده کایمریک اسـتفاده شـد
ت که به لول اسـ طح سـ ی بر سـ اصـ ورت اختصـ بیان   B هایصـ

  و ALL ســلولی مانند B هایشــود و در اک ر بدخیمیمی
DLBCL  ان میبیش پژوهش،  بیـ این  ــلی  اصـ دس  گردد. هـ

ــد ســل CAR-T طرایی و تولید  هایی با گیرنده نانوبادی ض
CD19  اصـی تن ایی و از و بررسـی عملکرد اختصـ ناسـ ها در شـ

 .در شـرای  تزمایشـگاهی بود ⁺CD19 هایبین بردن سـلول

ایمنی و   ارایی،  کـ اا  ارتقـ ت  مؤثر در جهـ امی  این تحقیق گـ
و ارائه جایگزینی مناسـب برای   CAR-Tهای پایداری سـلول

ــگیرن های خونی های مرســوم در ایمونوتراپی ســرطاندهـــ
 رود.   شمار میبه
 

 :های کشتهای سلولی و محی رده

محی محی       ــلولی:  سـ ــت  کشــ ــت هــای  کشــ  هــای 
RPMI1640) +(Glu وDMEM  شــــرکــت و،   از  کـ بـ جـیـ

ImmunoCult™-XF T Cell Expansion Medium   از
 .تهیه گردیدند StemCell Technologies شرکت

FBS  سازی  خریداری و به منظور غیرفعالجیبکو   : از شرکت
سـیسـتم کمملمان و سـایر عوامل مخرب پروتئینی به مدت  

ماری یرارت  گراد در بندرجه سانتی 56دقیقه در دمای  30
 .داده شد

 % 90و   DMSO %10ها: از ترکیب محی  فریز کردن ســلول
FBS  های سلولی استفاده شد.سازی همه ردهبرای ذخیره 
ــلولی  رده اقـد    K562( و  CD19کننـده  )بیـان  Rajiهـای سـ )فـ

CD19  از بانک سلولی )ATCC  .تهیه شدند 
 

 :CAR  تولید ذرات ویروسی یامل سازه
ا      ــیذرات و  دیـبرای تول  قیتحق  نیدر  اوی ژن   یروسـ یـ
 Selfنســـل ســـوم ) یروســـیویلنت  یاز وکتورها  کیمریکا

Inactivating )گاه دکتر فلات د.    هدیه از تزمایشـ تفاده شـ اسـ
ازه حت توالی سـ تخرا   های طراییپس از تییید صـ ده، اسـ شـ
ــتفاده از کیت ــمیدها با اس مطابق با   Midiprepکیاژن  پلاس

ــمیدهای   ــد. پلاس ــازنده انجام ش ــرکت س ــتورالعمل ش دس
های یامل گیرنده  ویروسلنتی شـده جهت تولید  اسـتخرا 
ــکایمری گاه   Viral Vector Core به مرکز (CAR) کــ دانشـ

 .  (13)  ماساچوست ارسال شدند
 

لول ازی سـ الم T هایجداسـ و    از خون محیطی اهداکننده سـ
 :هاسازی تنفعال
ازـــــجهت ج      لول  یداسـ افراد  یطیاز خون مح  T یهاسـ

ــ ک از  ــم،  ــســــال  RosetteSep™ Human T Cell  تی

Enrichment Cocktail  ــمطابق ب ا دسـتورالعمل شـرکت ـــ
 31و   67زن   دواز  یخون یهاســازنده اســتفاده شــد. نمونه

اله ه مرد    و سـ اله جمع 35و   41، 77سـ پس    .دیگرد  یتورسـ
های  سـلول در هر چاهک از پلیت  1×610  از جداسـازی، تعداد

ــه  48 یــجــم  خــان در  مــحــیــ  مــیــلــی  1ای  از  لــیــتــر 
   ImmunoCult™-XF T Cell Expansion Mediumکشـت

، عوامل T  هایسـازی سـلولکشـت داده شـدند. به منظور فعال
ــک ــحــری ــل  ت ــام شــ ــده  ــن ــن  ImmunoCult Humanک

CD2/CD3/CD28 T cell Activator هایوکاینـو سیت  IL- 
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21   ،IL-15  وIL-7 اــهبه محی  کشت اضافه شده و سلول 
 .ساعت در انکوباتور نگهداری شدند  48به مدت  
 

 :  T یهاترانسفکت کردن سلول
محلول  بــه      ــه،  غلظــت   رترونکتین طور خلاصــ  30بــا 

ــد و به میزان  PBS لیتر درمیکروگرم بر میلی  500رقیق ش
ت از پلیـ ک  اهـ ه هر چـ ای  میکرولیتر از این محلول بـ  24هـ

سـاعت    2ها به مدت  اضـافه گردید. پلیت  تیمار نشـدهچاهکی  
خار   رترونکتین در دمای اتاق انکوبه شـدند. سـمس محلول

ــد و   ــامـل  500شـ  'Hanksمیکرولیتر محلول بلاکینـ  شـ

balanced salt solution (HBSS)  همراه  بهBSA  2  درصـد
دقیقه در   30ها به مدت ه هر چاهک افزوده شـد. پلیتـــــب

ــمس محلول بلاکین  خار   ــدند و سـ دمای اتاق انکوبه شـ
ک اهـ د و چـ ا محلولگردیـ ا بـ اوی   HBSS هـ %   BSA  5/2یـ

ت سـ دند  و  شـ و شـ رعت ذوب و به هر  ها بهویروسلنتی  .شـ سـ
  یبا نسـبت تک یر عفون رترونکتین شـده باچاهک پوشـش داده

(MOI   :Multi plicity of infection)   در محی   20برابر با
ازای هر چاهک( اضـافه شـدند.  لیتر بهمیلی  1) T کشـت سـلول

ــها بپلیت درجه    32و دمای   g 2000 سـاعت در 2مدت    هــ
سـلول یک میلیون   گراد سـانتریفیوژ شـدند و سـمسسـانتی
  داده های پوشـــشچاهک به پلیتدر ازاا هر  شـــدهتحریک
 g دقیقه در  30مدت   اضــافه شــدند و به  رترونکتینشــده با  
گراد سـانتریفیوژ شـدند و در نهایت  درجه سـانتی 32و   1000
ب در دمای   به انتیــــدرج 37مدت یک شـ گراد انکوبه ه سـ

د و پلیت ن روز بعد تکرار شـ داکشـ دند. عمل ترانسـ ها یک شـ
 .(14) شب دیگر انکوبه شدند

 
های با استفاده از سلول CAR یاوی سازه T هایتک یر سلول

 :مر ی
 PBMC هایهای مر ی، از سلولسازی سلولبرای تماده     

(Peripheral blood mononuclear cells)  شـده از  تازه جدا
ای از )هدیه TM-LCL چنین رده ســـلولیفرد ســـالم و هم

منظور مهار تک یر،  تزمایشـگاه دکتر جنسـن( اسـتفاده شـد. به
ــلول ترتیـب تحـت تـابش بـا    بـه TM-LCL و PBMC هـایسـ

ــاعـت پس از   24قرار گرفتنـد.   Gy 8و   Gy 35زهـای  ود سـ
  های یاوی سـازهویروسبا لنتی T هایترانسـفکشـن سـلول

CARهای مر ی به همراه محی  کشـت تازه یاوی  ، سـلول
یتوک ت    IL-7و   IL-21 ،IL-15   هایاینـــــسـ به محی  کشـ

د. به افه شـ ب،   اضـ د و تحریک مناسـ رای  رشـ منظور یفظ شـ
بار با محی  تازه یاوی   دو سوم محی  کشت هر دو روز یک

 .ها تعویض شدهمان سیتوکاین
 

لول ندگی سـ ی قابلیت کشـ ازه T هایبررسـ با   CAR یاوی سـ
 :استفاده از تست لوسیفراز

 طور  هـه بـک k562 و Raji در این روش، از دو رده سلولی     

یفراز بودند، بهپایدار بیان لول کننده لوسـ   های هدس عنوان سـ
لول تفاده شـد. سـ ازهترانسـدوس T هایاسـ  به  CAR شـده با سـ

 1به   10های هدس، با نســبت ســاعت با ســلول 24مدت  
لول( لول هدس به سـ ت، هم T)  سـ د  یکشـ . پس از این داده شـ

لوسـیفرین به محی  کشـت افزوده شـد   مدت، سـوبسـترای دی
 شـــده به  دقیقه انکوباســـیون، میزان نور تولید  10و پس از  

ــاخصــی از زنده ــلولعنوان ش های هدس و در نتیجه  مانی س
گیری گردید. نقطه اندازه T هاییی کشـــندگی ســـلولتکار

 SDSهای هدس در محلول لیز با کشـت سـلول %100مرجع 

ه  %1 ــد  تعیین  MINSDS  عنوان  بـ ه مرجع    .شـ لیز   %0نقطـ
(MAXmedia) در محی  کشـت  های هدسبا کشـت سـلول
مشـخ  گردید. درصد سیتوتوکسیسیتی    Tهای بدون سـلول
 با اسـتفاده از فرمول زیر محاسـبه شـد  CAR-T هایسـلول
(15): 

 
RLU  :Relative Luminescence Unit  یا واید نسبی نور 
sampleRLU   مقدار :RLU   برای نمونه مورد نظر 

SDSMINRLU    مقدار :RLU   یاصـل از لیز کامل سـلول ها در
 )کنترل م بت( SDS  یضور

MAXmediaRLU   مقدار :RLU   ــلول ها در ــرای  پایه )س در ش
 محی  کشت بدون تیمار؛ کنترل منفی( 

- فنی نوسانات  علتبه که %100تا   %0ه  باز  از  ار ــخ  مقادیر
تیز  رویه   مطابق  دهند،می رخ  هاکنترل  هایمحدودیت  و یسـ

ــدند کپ %100  یا %0 به  تنها رای ، ــایر  و  ش   بدون  هاداده س
 .  گردیدند گزارش ترییر
 

 :فلو سیتومتری
ــلول      ــن، سـ از ترانســــداکشـ ــوم پس  ا  در روز سـ بـ ا  هـ
)جدول    شدند  یزیتمکونژوگه فلورسانت رن   یهایادـبیتنت
مورد   LSRIIمدل    تومتریها با دسـتگاه فلوسـ. سـمس نمونه(1
تمده با اســتفاده از  دســت به  یهاقرار گرفتند و داده لیتحل
 شدند. ریو تفس لیتحل FlowJoافزار نرم
 

 های مورد استفاده در فلوسیتومتری بادی : تنتی 1جدول  
 

 مارکر 
کونژوگه  

(Fluorochrome ) 
 شرکت تولیدکننده  

CD3 FITC BioLegend (USA) 
CD3 APC BioLegend (USA) 
CD4 APC BioLegend (USA) 

CD45 APC BioLegend (USA) 
IL-2 PE-Cy7 BioLegend (USA) 

IFN-γ PE-Cy7 BioLegend (USA) 

CAR FITC 
Jackson 

ImmunoResearch 

(USA) 
Viability dye Violet Fixable 

Live/Dead Invitrogen (USA) 
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د اینترفرون ــنجش تولیـ ا و اینترلوکین-سـ امـ ــ    2-گـ توسـ
 :شده  مهندسی T هایسلول
ــ دیتول  یابیمنظور ارز به      و    2-نینترلوکیا  یهانیتوکایسـ
مدت   ها بهسلول  نی، اCAR-T  یهاگاما در سلول-نترفرونیا
لول کی تهدس هم  یهاشـب با سـ دند. در چهار   یکشـ داده شـ

( Monensin) نیموننســـ   یکشـــت، به مح  یانیســـاعت پا
ح سـ د تا از ترشـ مس   یریجلوگ نیتوکایافزوده شـ ود و سـ شـ

  ی هایبادیها با تنتافت. در ادامه، ســلولیادامه   ونیانکوباســ
  یز ی تماما رن ــگ-نترفرونیو ا 2-نینترلوکیه ضد اــکونژوگ
 ل یمورد تحل  یتومتریشده و با استفاده از فلوس یسلول داخل

ــت برا  ییرو  عیمـا  ن،یچنقرار گرفتنـد. هم ــنجش   یکشـ سـ
گاما با اسـتفاده -نترفرونیو ا  2-نینترلوکیشـده ا مقدار ترشـح

 شد.  یررسب ELISA (Invitrogen) تیاز ک
 

 :هاتحلیل تماری داده
ــتجزی      افزار  های تجربی با اسـتفاده از نرمه و تحلیل دادهــ

GraphPad Prism  ها از انجام شـد. برای مقایسـه میان گروه
تمــاری  تزمون دو  یــک  ANOVAهــای  و  و    طرفــه  طرفــه 
تفاده گردید. اختلاف  Tچنین تزمون  هم تقل اسـ ات با  ـــــمسـ

 معنادار در نظر گرفته شدند.   05/0کمتر از  pمقدار 

 

 

 یی ترانســـداکشـــن و بیان گیرنده کایمریک در تافزایش کار
 : هانــهای مر ی و سیتوکایبا استفاده از سلول T هایسلول
گیرنــده      طرایی  )جهــت  کــایمریــک  مورد CARهــای   )

تفاده ــدر این مطالعه، از ن  اسـ ی علیه انوبادیــ اصـ های اختصـ
د. این نانوبادی CD19ژن تنتی تفاده شـ تر توسـ  ها پیشاسـ

ــهدکتر بنی های مشتق ای از نانوبادیاشم از میان مجموعهـ
یابی شـده بودند. در میان  از شـترسـانان جداسـازی و مشـخصـه

ادی  تن انوبـ نـ دو  ا،  میزان اتصــــال    H85و    H2هـ الاترین  بـ
(affinity به )CD19  های  را نشان دادند و در ساختار گیرنده

CAR    .مورد استفاده قرار گرفتند 
ازه طرایی      ایی هر دو سـ ناسـ امل ناییه شـ ده شـ کننده  شـ
ــژن )نتنتی ــ(، نhingeانوبادی(، ناییه لولا )ــ  اییه ترانس ــ

دهنده  اییه سیگنالــو یا هر دو( و ن CD3  ،4-1BBممبران )
ــلولی ل سـ ه   CD3داخـ ه بـ د کـ ــورت توالی ژنی در   بودنـ صـ
 ت یفیک یبررســ  ویروســی کلون شــدند.لنتیپلاســمیدهای  

 ی هاتن با سلول سهیو مقا  یتومتریتوس  فلوس T یهاسلول
PBMCs  ــان م ــده از خون نشـ دا شـ دیجـ ه پس از   دهـ کـ
که   باشـندیم  CD3+  یها یاوسـلول %95یدود    یجداسـاز
ــهیدر مقا ــلول  س  2خلوص   زانی( م%45)  PBMCs یهابا س
ت  افتهی شیبرابر افزا کل  اسـ ا توجه به پایین  ـــــ. ب(A-1)شـ

 T هایدر سلول  (CAR) بودن سطح بیان گیرنده کایمریک

ــی، از ی ــن اولیه با وکتور ویروس ــداکش ک  ـــــپس از ترانس

شــده برای تک یر و گســترش  ســازیبهینه  دســتورالعمل
ــلول ــسـ ــد. در این داکت های ترانسـ ــده بهره گرفته شـ شـ

مانی، رشـد، و القای بیان  منظور بهبود زنده ، بهدسـتورالعمل
های مر ی اسـتفاده ، از سـلولT هایپایدار سـازه در سـلول

شــده در داکت ترانســ T هایگردید. بدین ترتیب، ســلول
ــلول اورت سـ ه پیشمجـ ای مرـ ی کـ ا  هـ امـ ه گـ ــعـ ا اشـ تر بـ

ــت یاوی ترکیب  ــده بودند، در محی  کش غیرتک یرپ یر ش
ــب   IL-7و   IL-21 ،IL-15 هایسـیتوکاین روز  12مدت   هـــ
 .  (B-1)شکل   انکوبه شدند

های مر ی در بهبود بیان،  سنجی نقش سلولبرای صحت     
شـده بدون تیمار داکت ترانسـ T هایگروه کنترلی از سـلول

 تجزیه و تحلیل زمان    صــورت هم های مر ی نیز بهســلول
گردید. نتای  یاصــل از تنالیز فلوســیتومتری نشــان داد که 

لولافتـــــگروه دری درصـد  12های مر ی، یدود  کننده سـ
نسـبت به گروه کنترل  CAR افزایش در سـطح بیان گیرنده

 (.  C-1 )شکل اندداشته
ه      ان بـ ــلول  این افزایش بیـ ا ویژه در سـ ه بـ ده، کـ ای زنـ   هـ

gating اند،  اختصـاصـی در نمودار فلوسـیتومتری تفکیک شـده
دی محی   دی بر نقش کلیـ یکیـ ه تـ افتـ ــهود بود. این یـ مشـ

ــهکشـت و سـیگنالهم های مر ی و  افزای سـلولای همـــ
ــترانسـداکشـن و بیان پای  ییتها در ارتقاا کارسـیتوکاین دار  ــ
 .باشدمیT هایسلول  های کایمریک درگیرنده
 

 های یاوی نانوبادی CAR-T گاما توســ -نترفرونیتولید ا

H85  و H2   در مواجهه با  CD19: 
، توانایی  CAR-T هایهای کلیدی ســـلولیکی از ویژگی     
-های التهابی از جمله اینترفرون اینــــها در تولید سیتوکتن

ژن هدس اسـت. این در پاسـخ به شـناسـایی تنتی (IFN-γ) اماگ
تم ایمنی و   یسـ یتوکاینی نقش مهمی در تحریک سـ خ سـ پاسـ

ــلول ای مر  سـ هالقـ ای توموری دارد و بـ عنوان یکی از   هـ
مورد  CAR-T هایهای مهم ارزیابی عملکرد سـلولشـاخ 

 .  (16) گیرداستفاده قرار می
ــمنظور ارزی در این مطالعه، به      یتوکاینی ــ ابی عملکرد سـ

گاما در -نترفرونیا شــده، میزان تولیدهای مهندســیســلول
ــرای  مخت ــشـ ل  ــــ ل شـــامـ لف از طریق دو روش مکمـ

یتومتری داخل لولی و تزمون الایزافلوسـ ی  (ELISA) سـ بررسـ
های با سـلول CAR-T هایها، سـلولگردید. در این تزمایش
دس دارای تنتی ــلول  CD19  ژنهـ ای)سـ ا   Rajiهـ بـ نیز  ( و 

انکوبه شــدند.   (K562 های)ســلول   CD19  های فاقدســلول
ــچنین، یک گروه بدون سـلول هدس بهم عنوان کنترل   هـــ

ای تولید ســیتوکاین در نظر منفی برای بررســی ســطح پایه
ــگرفته شد، و تحری  نیز به  CD3/CD28 هایبادیک با تنتیـ

ــکنت  عنوان هــــ ت بـ ابی کلی عملکرد    رل م بـ منظور ارزیـ
 .انجام شد T هایسلول
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از    شی؛ پT  ی ها سلول  ی و پس از جداسـاز   شیپ  PBMC  ی ها سـلول  ی تومتر ی فلوسـ  ل ی ( تحلCAR-T  .A های ارزیابی تک یر و بیان گیرنده در سـلول  :1  شـکل
  شی زنده در نمودار نما   ی ها. تنها سـلولافتی  ش افزای  %95به یدود    T  ی ها خلوص سـلول  ی بوده و پس از جداسـاز   T  نوع  از  هاسـلول  %55یدود    ی جداسـاز
نمودار  (  C  . های مر ی ها و سـلولسـیتوکاینپس از ترانسـداکشـن و کشـت در یضـور   CAR-T  ی هاسـلول  ر ی تک    ند یاز فرت  یکل  ی ( نماBاند.  داده شـده
  ری پس از تک   CAR  انیب  زان یم  دهد ینشان م   ی . نتار ی تک    ندی فرت  بدون و    با  شده،  ی مهندس  T  ی هادر سلول   CAR  رنده یگ  انیب  دهنده ی نشانتومتر ی فلوس
   اند.داده شده شیزنده در نمودار نما یهااست. تنها سلول افتهی شیدو برابر افزا باًیتقر

 
در یضـور  نتای  یاصــل از فلوســیتومتری نشــان داد که      

  و یاوی هر دو سـازه CAR-T های، سـلولRaji  هایسـلول
تولیـد  بـه  H85و    H2هـای  نـانوبـادی ــمگیری   طور چشـ

ه-نترفرونیا بـ د؛  را افزایش دادنـ ا  امـ ه درصــــد    گـ طوری کـ
ــهسـلول  گاما در این شـرای  به -نترفرونیا کننده ای تولیدــ
دون  ــژن یا گروه کنترل بب بالاتر از شرای  فاقد تنتیــمرات

دهنده پاســـخ  (. این یافته نشـــانA-2شـــکل محرک بود )
لول ی سـ اصـ یاختصـ ور تنت  های مهندسـ ده به یضـ ــشـ  ژن یــ

CD19  است. 
ــنکته قاب      توجه دیگر تن اسـت که در مقایسـه بین دو    لــ

در  H85 نانوبادی های یاوی سـازهشـده، سـلول سـازه طرایی
های برابر بیش از سـلولتقریباً دو   Raji هایمواجهه با سـلول

ــی گاما تولید -نترفرونیا ،H2  شــامل نانوبادی اوی ســازهـــ
ادار عملکردی می اوت معنـ این تفـ د.  از کردنـ ــی  اشـ د نـ توانـ

در شــناســایی و   H85  های بیولوژیکی بهتر نانوبادیویژگی
تر ســـازی قویباشـــد، که منجر به فعال CD19 اتصـــال به

 .شودمی CAR-T هایمسیرهای سیگنالین  در سلول

ــت نتای  به       گیری برای اندازه ELISA تمده از تزمون دس
ت نیز این یافته-نترفرونیا ها را تایید  گاما در مایع رویی کشـ

های فلوســیتومتری نشــان داد که راســتا با دادهکرد و هم
لول ازهسـ لول H85 های یاوی سـ ،  Raji هایدر مواجهه با سـ

ــمقادیر بیشتری از این سیتوک  کنند )شکل این را ترشح میـ
B-2)  . 
ــلولهم      ــیتومتری، تنها س های زنده  چنین در تنالیز فلوس

ــمورد تحلیل قرار گرفتند ت ها و ی س نویز ا از صـحت دادهــ
لول ی از سـ ود. در مجموع، ناشـ ل شـ های مرده اطمینان یاصـ

از  H85 ید تن اســت که ســازه یاوی نانوبادیؤها ماین داده
، اثربخشی بالاتری  Tهاینظر القای پاسخ عملکردی در سلول

تواند گزینه مناســبی برای توســعه دارد و می H2 نســبت به
 .ها باشدبر پایه نانوبادی CAR-T هاینسل جدیدی از سلول
ــافزایش تولید سـیتوک ، یکی از 2-ویژه اینترلوکینها، بهاینــ

شـده    مهندسـی T هایسـازی سـلولهای کلیدی فعالشـاخ 
ژن پس از شـــناســـایی تنتی (CAR-T) گیرنده کایمریکبا  

  های طراییمنظور بررسی عملکرد سازه اشد. بهـبهدس می
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 گاما-سـلولی برای بررسـی تولید اینترفرون فلوسـیتومتری داخل   تجزیه و تحلیل  (A.  در شـرای  کشـت متفاوت  CAR-Tهای  تحلیل عملکرد سـلول  :2شـکل  

(IFN-γ)  های در سـلول CAR-T  های یاوی نانوبادی H2 و H85 پس از کشـت در شـرای  مختلف  .B  ) گاما-سـنجش غلظت اینترفرون (IFN-γ)   مایع  در
با فلوسیتومتری پس از    2- سلولی اینترلوکینبررسی تولید داخل(  ELISA  .C با استفاده از تزمون H85 و H2 های یاوی نانوبادی  CAR-T های سلول  رویی

نمودارها  .  ELISA   کشـت با اسـتفاده از تزمون  مایع روییدر    2- سـنجش غلظت اینترلوکین(  H85.D و H2 های یاوی نانوبادی  CAR-T های تحریک سـلول
  صـورت میانگین  ها بهرای هر دهنده در شـش تکرار انجام شـده اسـت. داده اند که هر تزمایش بی مسـتقل تهیه شـدههای یاصـل از سـه دهنده بر اسـاس داده 

±   SEMطرفه  تماری با اسـتفاده از تزمون دو  تجزیه و تحلیل اند.  نمایش داده شـده ANOVA (2-way ANOVA) انجام شـد  .nsدار ا رمعن ی: غ  (9999/0  p>  ؛)
  *05/0 p<    ** 0/ 005؛  p<    *** 0/ 0001؛ p=    **** 0/ 0001؛  p<    .دون تحر ا تنت  کیـ(، تحری )کنترل منف  ک یـبـ اد ی بـ )کنترل    CD3/CD28  ی بـ

 )کنترل م بت( بوده است. PMA/ionomycinبا  کیو تحر K562 یها، کشت با سلولRaji یهام بت(، کشت با سلول

 
در   2-اینترلوکین میزان ترشـحشـده در القای پاسـخ ایمنی،  
ــرای  تحریکی مختلف به ــورت دقیق ارزیابی گردید.   شـ صـ

برای این منظور از دو روش مکمل، شـــامل فلوســـیتومتری  
ــلولی و تزمون داخل ــت،   ELISA س بر روی مایع رویی کش

 .استفاده شد
  هاینتای  یاصـل از فلوسـیتومتری نشـان داد که در سـلول     

CAR-T  انوبادیــــن کننده هر دو سازه  بیانH85  نانوبادی  و  
H2تولیــد میـزان  هم    2-اینـتـرلوکیـن ،  از  ــتـپس  ــا    یکشـ ب

  افزایش قابل  ( CD19ژن)دارای تنتی Raji های هدسســلول
د تنتی اقـ ــرای  فـ ه در شـ الی کـ ــت، در یـ  ژنتوجهی داشـ

لول)هم ت با سـ چنین  ،یا عدم وجود محرک (K562  هایکشـ
د ) اهده نشـ ی مشـ کلافزایشـ (. این نتای  بیانگر فعال  C-2 شـ

  CD19  ژنیـــدر پاسخ به شناسایی تنت T هایشدن سلول

 .باشدمی
ال، بر      ا این یـ ه در مورد  خلاس تن  بـ ا  -نترفرونیا چـ امـ گـ

مشــاهده شــد، مقایســه بین دو ســازه نشــان داد که میزان  
  و H85 های یاوی نانوبادیدر ســلول 2-اینترلوکین ترشــح

H2  ــابهی از نظر ــخ ایمنی مش تفاوت معناداری ندارد، و پاس
ــاین ســیتوک شــود. این یافته  این میان دو گروه دیده میـــ

انمی ازه توانایی  تواند نشـ د که گرچه هر دو سـ دهنده تن باشـ
ح اینترلوکین ازه  2-تحریک ترشـ بت  H85 را دارند، اما سـ نسـ

 .در این زمینه برتری عملکردی خاصی ندارد  H2 به سازه
ــنتای  ی    ها را تایید  نیز این یافته ELISA اصل از تزمونــ

طور معناداری  به  2-(. ترشــح اینترلوکینD-2نمود )شــکل  
افزایش یافته بود، در یالی   Raji هایکشــت با ســلولدر هم
ــتکه هم ــلول  یکش و یا عدم وجود محرک،   K562 هایبا س
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ــح قابل توجهی از این ـــــمنجر ب ــد.  ه ترش ــیتوکاین نش س
چنین مشــابه با نتای  فلوســیتومتری، تفاوت بارزی میان  هم
مشـاهده     2-اینترلوکین از نظر سـطح ترشـح H2 و H85 سـازه

، در تضـاد با   2-نگردید. این عدم تفاوت در پاسـخ اینترلوکین
ح ی ترشـ ل از بررسـ د، که گاما می-نترفرونیا نتای  یاصـ باشـ

 .عملکرد بهتری از خود نشان داده بود  H85 در تن سازه
ــان می به      ــازهطور کلی، این نتای  نش   دهند که هر دو س

حقادر به فعال یرهای ترشـ ازی مسـ خ    2-اینترلوکین سـ در پاسـ
ــب گاما، از -نترفرونیا  هستند، اما برخلاس CD19 ژنه تنتیــ

ــخ ــاهده  داری بین تنادهی تفاوت معننظر قدرت پاس ها مش
ــالگوی ســیتوکشــود. این تفاوت در نمی تواند به اینی میـــ

ــســاختار ن یا یتی  CAR های ســیگنالیانوبادی، ویژگیـــ
 هاییسـاسـیت تنظیم مسـیرهای سـیگنالی متفاوت در سـلول

T های بیشتر داردگردد، که نیاز به بررسی  باز. 
 

 T هایبر توان کشــندگی ســلول CAR تیثیر طرایی ســازه

 :شده  مهندسی
ــازه نیدر ا      ــیمریکا  رندهیمختلف گ  یهامطالعه، س   کـــ
(CARامل لولاها وم  زیکوتاه و بلند و ن ی( شـ ل دوم و سـ نسـ

  یراـ(. بA-3د )شکل ــشدن  انیب T  یهاو در سلول یطرای

و    MHCمســتقل از  ژنیتنت ییشــناســا  ییتوانا یبررســ
ــه  با    CAR-T یهاســلول ،یتومور یهاســلول  یریگدســـ
به نســبت   فرازیکننده ژن لوســانیب K562و    Raji  یهارده
  ی مانزنده زانیســاعت، م 24کشــت شــدند. پس از هم 10:1
ــلول ــیا افزودن دـــــهدس ب  یهاس ــنجش   نیفریلوس و س
ــ. نتای  یاص(B-3)شکل   شد یریگاندازه نسانسیلوم  ل از ــ

فعالیت   H85  و H2 این تزمون نشـــان داد که هر دو ســـازه
لولتوجهی   کشـندگی قابل دارند، در یالی     Rajiهایعلیه سـ

لول اهده نشـد K562 هایکه چنین اثری بر سـ کل   مشـ   C)شـ
ازه. هم(3- ه بین سـ لولچنین مقایسـ ان داد که سـ  های ها نشـ

CAR-T  یاوی نانوبادی H85 نســبت به ســازه H2   عملکرد
 .دهندبهتری در القای کشندگی از خود نشان می

ــبررســی تدر مریله بعد، جهت        یثیر طول ناییه لولاـــ

(hinge region)  های نسل یی سـازه، دو نسـخه از سـازهتبر کار
ا لولاهای کوتاه و بلند مورد تزمون  ـب H2 دوم یاوی نانوبادی

ــازه دارای توان   ــان داد که هر دو سـ قرار گرفتند. نتای  نشـ
ــندگی قابل ــلولکش ــتند، اما   Raji هایتوجهی علیه س هس

در القای کشـندگی عملکرد   تره دارای لولای کوتاهـــــنسـخ
ازه ان داد با بهتری نسـبت به سـ -  D)شـکل   لولای بلندتر نشـ

3). 
      
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

شـده در این  طرایی    CAR های مختلفسـاختار سـازه( نمای شـماتیک از  Aبر پایه نانوبادی.   CAR-T های مختلفطرایی و ارزیابی عملکرد سـازه:  3شـکل  
یاوی    نسـل سـوم  ( نتای  مقایسـه سـیتوتوکسیسیتی دو سـازهC  . های هدسبا سـلول  ی کشت ( طرح کلی نحوه انجام تزمون سـیتوتوکسیسیتی در همBمطالعه.  
(  Eسـیتوتوکسـیسـیتی.    تزمایش با لولای کوتاه در برابر لولای بلند در    H2ی نسـل دوم یاوی نانوبادی  ها( مقایسـه عملکرد سـازهH85  .Dو    H2های  نانوبادی 

)یاوی    Rajiهای هدس شـامل  سـیتوتوکسـیسـیتی. سـلول  تزمایش در    H2یاوی نانوبادی   CARهای نسـل دوم و سـوم  ارزیابی تفاوت عملکرد بین سـازه
اند که هر تزمایش برای هر  مسـتقل تهیه شـده  های یاصـل از سـه دهنده نمودارها بر اسـاس داده  ( بودند. CD19ژن  )فاقد تنتی   K562( و  CD19ژن  تنتی 

 ANOVAبا استفاده از تزمون دوطرفه    ی تمار  تجزیه و تحلیل اند.  ترسیم شده  SEM ±دهنده در شـش تکرار انجام شـده اسـت. نمودارها بر اساس میانگین  

(2-way ANOVA)  .انجام شدns9999/0 دارارمعنی: غ p> * 05/0(؛ p<  ** 005/0؛ p<  *** 0001/0؛ p=  **** 0001/0؛ p<   .  
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، هر دو یاوی  CAR در ادامه، دو سـازه از نسـل دوم و سـوم
کل  H2   نانوبادی دند )شـ ه شـ (. نتای   E-3، با یکدیگر مقایسـ

نشـان داد که هر دو سـازه توانایی کشـندگی معناداری علیه 
 دارند، اما فعالیت سازه نسل دوم به  CD19+ های هدسسلول

طور نسـبی بالاتر از نسـل سـوم بوده و تفاوت معناداری بین 
لول خ به سـ د. علاوه بر این دو در پاسـ اهده شـ های هدس مشـ

 و Raji هایطور معناداری بین ســلول این، هر دو ســازه به
K562 تمایز عملکردی از نظر کشندگی نشان دادند. 

ان می      دهند که طرایی مناسـب در مجموع، این نتای  نشـ
ــازه   تواند  می  CARنانوبادی، طول ناییه لولا و نوع نســل س

های  ســازی عملکرد کشــندگی ســلولنقش مهمی در بهینه
CAR-T    .ایفا کند 

 

ل از ا   ینتا      ان داد که طرای نییاصـ  د یو تول یمطالعه نشـ
  تواندیم CD19 ضـــد  ینانوباد  هیبر پا CAR-T یهاســـلول

 ه یکارتمد عل ی واختصــاصــ یمنیا  یهاپاســخ یمنجر به القا
لول اختارها  میبدخ B یهاسـ ود. برخلاس سـ  ی مبتن  یرا  یشـ
 ی موشـ  ای  ینسـانکامل ا  یهایبادی، که معمولاً از تنتscFvبر

تق م وندیمشـ ک  شـ تعد تشـ  ی و القا  داریناپا یمرهاید لیو مسـ
ــخ ــتند، نانوباد یمنیا  یهاپاس ــطه   به  (VHH) هایهس  واس
ــان   یداریپا  ،ینیدوم  ، ساختار تک(kDa 15~)  دازه کوچکــ

پسـتانداران و   یهامؤثر در سـلول انیب  تیبالا و قابل  ییرارت
ــپروک  ییت ا،وتیارـــــ ا  هـ  ش یافزا  یرامطلوب ب  ینیگزیجـ
 .(11، 17) شوندیمحسوب م CAR و عملکرد  یداریپا
ــمطالعه یاضر، ج در      منجر به   یبا نانوباد scFv ینیگزیاــ
ــلول  رندهیگ  انــــــیب شیافزا ــطح س  ت یو تقوT  یهادر س
ــخـــــپ  ــلول هیعل  یعملکرد  یهااس .  دیگرد CD19+ یهاس
تا  نیا  یهاافتهی ر  ریگزارش اخ یمطالعه در راسـ ده   منتشـ شـ

قرار دارد، که در تن نشان داده   زیو همکاران ن  نصیریتوس   
لول د سـ ده یمهندسـ  T یهاشـ  ی مبتن  کیمریکا  رندهیبا گ  شـ
نــانوبــاد ــد    یبر    ییتکــار  یدارا  CD19 (VHH-CAR)ضــ
ندگ لول یتومور  یکشـ ابه با سـ بر   کیکلاسـ CAR-T  یهامشـ

 ی داراکه تفاوت معن هســتند، بدون تن  scFv (FMC63)  هیپا
.  (10) مشـــاهده شـــود ریتوان تک   ای  نیتوکایســـ دیدر تول
تاهم   نهی در زم ژهیو  گزارش، به نیما با ا  یاــــهداده  ییراسـ

طح  انیب ،یعملکرد یاثربخشـ لول  یداریو پا CAR یسـ   ،یسـ
ان م مؤثر و    ینیگزیجا توانندیم  هایانوبادــــکه ن  دهدینشـ

لول  دیجد  یاـــــهنسـل  یدر طرای scFv یبرا منیا   یهاسـ
CAR-T  ــب ند و گزــ   یدگیچیکاهش پ  یج اب برا  یانهیاشـ
  شوند. یتلق  ییزایمنیو کاهش ا  یبهبود نفوذ بافت ،یساختار
ابه یایمزا زین  یمتعدد  هایهمطالع  ن،یافزون بر ا  ی برا  یمشـ
اد انوبـ اینـ اهش اگزارش کرده  هـ ه کـ از جملـ د،    ،ییزایمنیانـ

ت افـ بـ ه  نفوذ بـ ابهبود  ا  ،یتومور  یهـ توانـ دس  ییو    یریگهـ

  شـده،یمخف  یهاتوپیاپ   ایمحدود   یبا دسـترسـ  ییهاژنیتنت
  یابیقابل دســت یســختبه scFvبر  یمبتن  یهایکه در طرای
 .(18،  19) هستند
و  از      تفاده از ن  گر،ید یسـ  هیبا ی س نای  هایانوبادـــــاسـ

linker و سـبک، خطر نیسـنگ یهارهیزنج  انیم mispairing 

 ی اریکه در بس  دهدیکاهش م زیشـدن نامناسـب را ن جفت  ای
ــهscFv از ودیم  دهیا دــ  ی یت  ای  ییتو موجب کاهش کار  شـ
  ها ینانوباد  نیچنهم.  گرددینامناســب م  یهاگنالیســ یالقا
  یهاادغام در فرمت  تیبالا و قابل  یمهندسـ  ییتوانا واسـطه به
  دیجد  ییها، فرصـتژنیتنت  یریگگانه هدس چند  ایگانه    دو
 .(20)  کنندیفراهم م CAR-T یبعد یهاتوسعه نسل یبرا
پژوهش، عملکرد برتر سازه   نیمهم ا  یهاافتهــــیاز    یکی     
او اد  ییـ انوبـ ه H85 ینـ ت بـ ــبـ ا H2 نسـ القـ ــخ    یدر  اسـ پـ
ندگ شیگاما، و افزا-نترفرونیا  ژهیو به  ،ینیتوکایسـ در   یکشـ

  تواندیم یتفاوت عملکرد نیبود. ا CD19+  یهابرابر ســـلول
ــن   یداریپا  ،یژنیمتفاوت اتصــال تنت  یهایژگیاز و  یاشـــــ

  نییپا  یدهگنالیس  یهامؤلفه یسازفعال  ییتوانا  اــی  ،ییفضا
باشد. جالب توجه است که سطوح   یدو نانوباد  نیدر ا یدست
نداشـت،    یدارادو سـازه تفاوت معن نیب 2-اینترلوکین دیتول

ه ممکن اســـت نشـــان ــکـ اوت در مسـ ده تفـ ایدهنـ   یرهـ
ته به نوع سـ  یدهگنالیسـ تانه   ای نیتوکایوابسـ تفاوت در تسـ
از جمله  نیشـیپ  یهابا گزارش  افتهی نیباشـد. ا کـــــیتحر

میبن  مطالعه ان دادند  و همکاران هم  هاشـ ت که نشـ تا اسـ راسـ
ــن به   ی( بالاترaffinityاتصـال )  لیتما  یدارا H85  یانوبادـــ

CD19   نســبت بهH2 مشــاهدات    ن،یچن. هم(12)  باشــدیم
ــو همکمائو  مانند   یگرید  هایهدر مطالع  یمشـابه  ز ین ارانــ

  انیم یعملکرد  یهاگزارش شــده اســت که در تن، تفاوت
CAR قرار  یمختلف مورد بررسـ ییشـناسـا  یهابا دامنه  ییها

 .(21) گرفته بود
ازه لیتحل ن،یبر ا افزون      ان داد ک  یهاسـ ه ــــمختلف نشـ

اثر  یسـلولداخل  یدهگنالیسـ  یلولا و نوع اجزا هیطول نای
ــلول  ییبر عملکرد نها یاکنندهنییتع دارند.   CAR-T یهاس

ازه سـهیدر مقا  ی هایکوتاه و بلند و طرای یبا لولاها  ییهاسـ
  لنسـ  یکوتاه و طرای یلولا ینسـل دوم و سـوم، سـازه یاو

ل بر دوم)  دوم ــتمـ ــمشـ انیــــ توان  (   CD3ζو CD28 یهـ
لول  یتریقو  کیتوتوکسـیسـ از خود  CD19+ یهادر برابر سـ

ان داد. ا ین   هایهمطالع   یبا نتا افتهـــــی  نینشـ و پیشـ همسـ
  هیایــن  یریپ است که در تن نشان داده شد طول و انعطاس

را   دسه ژنیو تنت CAR انیم  یکیزیفاصـــله ف  تواندیلولا م
ــ بر نحوه  جهیکرده و در نت میتنظ ــدت  یمنیا ناپسیس و ش
تنها در  لولا نه  نقش .(22-24)  اثرگ ار باشــد  یدهگنالیســ
ــاـــــــف  میتنظ ه فضـ ــلـ ا  ،ییاصـ ه در پـ ده، یگ  یداریـبلکـ   رنـ
 ت یاهم زین  ییبودن دامنه شـناسـاو در دسـترس  یریگژنیتنت

از   شیاند که طول بنشان داده زین گرید  یاــــهدارد. گزارش
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و اختلال در  یارید لولا ممکن اسـت با کاهش ثبات سـاخت
تر  کوتاه  یلولاها  کهیهمراه باشـــد، در یال  گنالیانتقال ســـ

  کنند جادیا ژنیو تنت CAR انیم یل مؤثرترــتعام  توانندیم
(26  ،25.) 

لول داخل یاز منظر طرای      ما نشـان داد    مطالعه   ینتا  ،یسـ
ــک در  یاکنندهنیینقش تع  یدهگنالیس  یهانیه نوع دومــ

ا ــلول  ییعملکرد نهـ اسـ ا CAR-T یهـ ــهیدارد. مقـ  ان یـم  سـ
ــازه ــوم یاک  یهاس ــل دوم و س   رغم یاز تن بود که، عل  ینس
طور معمول شامل    نسل سوم که به  یطرای  شتریب یدگیچیپ 

دـــــبمی 1BB-4و CD28   مانند یکیتحر  هم نیدو دوم ،  اشـ
مطالعه پاســـخ   نیدر ا( CD28و  CD3ζ)  ســـازه نســـل دوم

ــ ــیسـ ــان داد. ا یتریقو  کیـتوتوکسـ تفـاوت   نیاز خود نشـ
  یدهگنالیس  یرهایتعارض در مس  ایاز تداخل    یناش  تواندیم
خ اولهم د، که موجب کاهش شـدت پاسـ  ر یتیخ  ای هیزمان باشـ

در  زین  ترشیکه پ   ؛ موضـوعیشـودیسـلول م  یسـازدر فعال
ها،  گزارش یبرخ در.  (27، 28)مطرح شــده اســت   هاهمطالع

  ییاینسـل سـوم مزا یهاسـازه  ،و همکارانژائو  مانند مطالعه
تگ  تریطولان یعملکرد  یداریپا رینظ لول یو کاهش خسـ  ی سـ

را ان داده   یرا در شـ یال، در  نی. با ا(27،  29)  اندمزمن نشـ
ــهدرمان  نهیزم ــخ فور  ازمندین  یاـــ چون ی، همو قو یپاس

ممکن اســت ، CD19 یبالا انیبا ب B یهاســلول  بدخیمی
ر یطرای خ سـ  ی عملکرد بهتر ،و مؤثرتر  ترعینسـل دوم با پاسـ

 .ارائه دهد

نشـــان   زین و همکاران لان رینظ  یمطالعات ن،یبر ا افزون     
تنها بر قدرت و دوام   نه یکیتحر  هم  نید که نوع دومــانداده

ــی  یهایژگیبلکه بر و  گ ارد،یپاسـخ اثر م   یبقا ،یاافظهـــ
ــطح ب  ،یتندرون ــ  انیو س ــت  رگ اریتیث زین  هانیتوکایس  اس
ــب  کند،یم  دییموضوع را تی   نیما ا  یها. داده(30)  ی اگونه هـ

را ازه نسـل دوم در شـ گاهیتزما  یکه سـ ندگ  یشـ خ کشـ   ی پاسـ
وم ارائه داد. ا یبهتر ل سـ بت به نسـ  ت یبر اهم  هاافتهی نینسـ
بر اسـاس نوع  یسـلولداخل  یهانیاب هدفمند دومـــــانتخ
 دارد.  دیتیک  یو هدس درمان ژنیشدت تنت ،یماریب
ــم  یهاافتهیمجموع،  در      اختار  یطرای تیاهما بر ــ  ی سـ
که   دهدیدارد و نشـــان م  دیتیک CAR یهادر ســـازه قیدق

  یهانیطول لولا و دوم  ،ییانتخاب هدفمند نوع دامنه شناسا
لولداخل  یدهگنالیسـ   انینظر گرفتن توازن م با در  دیبا یسـ

خ اول دت پاسـ تگ مدت  یدوام طولان ه،یشـ  ی و اجتناب از خسـ
ل از نهیبه به  توانندیملایظات م نی. اردیصـورت گ یولسـ   یسـ
ــدرم  ییتکار در مواجهه با    ژهیو ، بهCAR-T  یهاسـلول  یانــ

ا اوم    یتومورهـ ا یمح  ایـمقـ ــرکوبگر ا  یهـ ک   ،یمنیسـ کمـ
 .ندینما  یانیشا

-CARهای در مجموع، مطالعه یاضـر نشـان داد که سلول     

T  ــمبتنی بر ن طور مؤثری   توانند بهمی CD19انوبادی ضد  ــ
لول ایی و از بین ببرند. به Bهای سـ ناسـ کارگیری بدخیم را شـ

نانوبادی در سـاختار گیرنده کایمریک منجر به افزایش پاسـخ  
سـیتوکاینی و کشـندگی هدفمند شـد و انتخاب نوع نانوبادی،  

ــطول ن ای در کنندهاییه لولا و نســل ســازه نقش تعیینـــ
ها  ها ایفا کردند. این یافتهعملکرد این ســـلولســـازی بهینه

عنوان جایگزینی مؤثر برای  ها را بهالای نانوبادیــپتانسیل ب
scFv های های تینده سـلولدر نسـلCAR-T  دهد و  نشـان می
تر و مؤثرتر در های ایمند راه را برای طرایی درمانــتوانمی

  های خونی هموار سازد.سرطان
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