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به كمك الحاق ژنومي
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 هچكيد
 سابقه و هدف 

 يمون ورراپ يدر ح وزه ا  ياز اهداف اساس   يکي،  T يها تيژه لنفوسيوه ب يمنيستم ايس ياختصاص يساز فعال
ت ارص ال  يخاص   يکه حاو يکيمريکا يها رندهيمار، از گيفرد ب يمنيا يها سلول يبه منظور القا .سرطان است

 ،کي  مريرنده کايگ. ک را فعال کننديتوروکسيس  Tيها تياستفاده شده است را لنفوس هستند،ها  ژن يژه به آنتيو
دهن ده خ ار     ک مولک ول ارص ال  يق يکه از طر يباد يژن از آنت يمتشکل است از قسمت متصل شونده به آنت

 .باش د  يمتصل م يتينگ لنفوسيگناليشروع کننده س يتوپلاسميس يها نيز دوميو ن ييه داخل غشايبه ناح يسلول
، فع ال   Tه اي   بر سطح سلولCAR (Chimeric Antigen Receptor )هدف از اين بيان پايدار و افزايش يافته 
 . هاي روموري بود شدن مؤثر سيستم ايمني بر عليه سلول

 ها روش مواد و
قس مت   يب ه ج ا   (يا نانوبادي VHH)ين شتريره سنگيزنجي ها يباد ير آنتيمتغ ينواح، رجربي در يك مطالعه

رن ده  يافت ه گ يش يدار و اف زا ي  ان پاي  ب يب را . ک استفاده شديمريرنده کايژن در ساختار گ يرنده آنتيهدف گ
ک در داخ ل ژن و    ي  مريرن ده کا يبه منظور الح ا  ژن گ  PhiC31نتگراز يستم اي، از سVHH يک حاويمريکا

 يبه داخ ل رده س لول   PhiC31نتگراز يک و ايمريکا يها رندهيکننده گ انيب يها سازه. استفاده شد T يها سلول
Jurkat ، ب ا  ،ا  بعد از ررانسفکش ن  ياول و س يک در روزهايمريکا يها رندهيان گيدند و بيکوررانسفکت گرد 
 .شد يريگ اندازه semi-quantitative RT-PCRروش 

 ها يافته
 يه ا  و س ازه  PhiC31نتگ راز ف اژ   يا ياني  ب يها که کوررانسفکشن سازه دادا  نشان  يدر روز س رحقيقج ينتا

 .شود يها م رندهين گيافته ايش يدار و افزايان پايمنجر به ب،   CARيحاو
 ينتيجه گير

 يح او  T يها به واسطه سلول يمونورراپيت استفاده در ايقابل،  PhiC31نتگراز يم ايآنز رحقيق،ج ياساس نتا بر
 .ک را دارديمريرنده کايگ

 كانسر، ايمونورراپياينتگراز،  :ات كليديكلم
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  قدمه م
در سرتاســر  تهديدكننـده ييـا    مشـك  يـ    ،سـراان     

. باشـد  تـري  للـ  مـر  و ميـر مـي      جهان و يكـي ا  مهـ   
هــاي  هــا ا  تكريــر كنتــرل نشــده و انتشــار كلــون  ســراان
ايـ  ايتمـال كـ     . شـوند  هاي تغيير يافتـ  ايجـاد مـي    سلول

هـاي ايمنـي اصتصاصـي     وسـيل  پاسـخ    تواند بـ   سراان مي
 ،هـاي تومـوري   سلول. ك  شود، در يال بررسي است ريش 
گيرند و بنـابراي  در بسـياري    هاي ميزبان منشاء مي لا  سلو
ا  سـوي ديگـر،   . هاي ابيعـي هسـتند   شبي  سلول ،ا  موارد

كنند كـ  ممكـ     هاي كمي را بيان مي ژن آنتي ،اكرر تومورها
لنـوان بيگانـ  شناسـايي شـوند و در نتيجـ ، اكرـر         است ب 
  مكانيســ  .(1، 2)ايمونوژنيســيت  يــعياي دارنــد ،تومورهــا

وسـيل    هـاي تومـوري بـ      صلي ايمني تومور، كشت  سلولا
ــ CD8+ (Tک يتوتوکســيسا T يهــا تيلناوســ ( يســ  تراپ
 :وجود داردتراپي   س  Tس  روش لمده براي  .(3، 1)است
ژن صـا  ا    يللي  يـ  آنت ـ  T هاي  جداكردن سلول( الف

 يوپس ـيا  ب ماًيمسـت   T يهـا    روش سـلول يدر ا ؛بدن فرد
لملکرد  ،ها تيلناوس يبعد ا  جداسا . شوند يتومور جدا م

شـود و   يم ـ يابي ـصا  ار  يسراان يها ژن ي  آنتيها لل آن
ط يح ـها در م  يتوکايانتخاب شده با کمک سا يها تيلناوس

 .شوند يمار منت   مير شده و ب  بيکشت تکر
هــاي ســرااني بــا  ژن لليــ  آنتــي Tهــاي  توليـد ســلول ( ب

 .( Tرنده سلول يگ)TCR مهندسي ژنتي  
 CAR= Chimeric Antigen) ژن كايمريـ   يرنده آنتيگ( ج

Receptor)يهـا  ر رشـت  ي ـمتغ يي  روش نـوا يدر ا ؛ α و β  
TCR  باVH (يره سـنگ ي ـبـادي ا   نج  نايي  متغير آنتي )  و

VL (ره سبکيا   نج يباد ير آنتي  متغيناي) يبـاد  يک آنتي 
ــا انت ــال. شــوند ي  مــيگزيمنوکلونــال جــا رنــده ي  گيــا ب

 ييها قـادر بـ  شناسـا      سلوليا،  T يها ک ب  سلوليمريکا
  .باشند يم ها صود و کشت  آن يتومور يها هدف
رنـده  يا  روش گ ،قي ـ  تح ي ـ  س  روش در اي  ايا  ب    
 .ک استااده شديمريکا
 ـ     فـرد    دانشمندان بر آن بودند ك  صصوصيا  منحصر ب

شام  ناوذ مؤثر در تومور، ترشـ  سـايتوكاي     T هاي  سلول
ويژگي بـا   )بادي و سايتوتوكسيسيتي را با صصوصيا  آنتي

هـا را   تـري  پاسـخ   ادغام كنند تا اصتصاصي( ها ژن يللي  آنت

ق آمـدن  ي  منظور براي فـا ي، ب  انمايندللي  تومورها ايجاد 
 هاي ايمونوتراپي سلولي انتخابي و براي ايجاد ب  محدوديت
ك  ب  افراد بيمار بـا نـوخ صاصـي ا  سـراان     روش درماني 

وابست  نباشد، بـراي اولـي  بـار در جهـان سـاصت گيرنـده       
كايمري  داراي نانو بادي در آ مايشگاه ما انجام شد، ك  ا  

 :      اي  اجزا شام (. 1، 6)چهار جزء اصلي تشكي  شده است
بـادي كـ     ژن يا آنتي مولكول متص  شونده ب  آنتي( الف    

=  scFv)اي بــادي تــ  رشــت  هــا ا  آنتــي در بيشــتر ملالعــ 
single-chain variable fragment )  ك  ا  اتصـالVL  وVH 

آيـد   پپتيـدي بـ  وجـود مـي    ( linker)كننـده  با كم  متصـ  
ا   scFvاستااده شده است ولـي در ايـ  تح يـق بـ  جـاي      

اسـتااده  ( يـا نانوبـادي   VHH)بادي ت  دوميني شـتري  آنتي
 . شد
 Extracellular spacer)با وي صارج سلولي فضاسا ( ب    

region )   ك  در اي  ملالعـ  نـواييCH2  وCH3   مولكـول
IgG3   با ي  و دو نايي  لو  ب  لنوان با وي صارج سـلولي

 . فضاسا  ب  كار گرفت  شد
بـ    CD3ζدر ايـ  تح يـق    دهنـده كـ    قلع  سيگنال( ج    

 . دهنده ب  كار رفت لنوان قلع  سيگنال
 CD28قلع  كم  محرك ك  در اي  تح يق ا  قلع  ( د    

ب  لنوان قلع  كم  محرك در ساصت گيرنـده كايمريـ    
 . استااده شد

بــراي اولــي  بــار اشــهار و همكــاران رويكــرد گيرنــده      
بـا   Tهاي  لولكايمري  را بنا نهادند و در آن صصوصيا  س

بادي تلايق شد و براي اولي  بار ويلكي و  صصوصيا  آنتي
توان  را مي MUC1همكاران گزارش كردند ك  تومور ماركر 

، 8)گيري كرد كننده گيرنده كايمري  هدف هاي بيان با سلول
جداسـا ي   HMFG2كـ  ا  هيبريـدوماي    scFvها ا   آن(. 7

اسـتااده   CD3ζو  CD28هاي سـيگنالين    شده بود و دومي 
تـاصير   ،كردند و نشان دادند ك  در رشد تومورها در مـوش 

  بيـان پايـدار و افـزاي     ع ـهدف ا  اي  ملال (.8)ايجاد شد
جهت فعال شـدن مـؤثر    Tهاي  بر سل  سلول  CARيافت  

 . هاي توموري بود سيست  ايمني بر للي  سلول
 

  ها روشمواد و 
 اصلـي  ـمشك. ودـب يـوخ تجربـملالع  انجام شده ا  ن    
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باشـد   مي scFvمولکول  يمنشاء موش ،هاي كايمري  رندهيگ
براي يـ   . (0)كند ک  در بدن انسان ايجاد ايمونوژنيسيت  مي

بادي ك  همولوژي با يي با  آنتي ينول اي  مشكلا  بايد ا 
كـوچكي نيـز    ههاي انسـاني داشـت  و داراي انـدا     بادي آنتي
در سرم انواخ شترهاي ي  1003 در سال. استااده كرد باشد

ي کـ   يهـا  بـادي  نوخ منحصر ب  فردي ا  آنتي ،كوهان  و  ما
هـاي   بـادي  اي  آنتـي . فاقد رشت  سب  هستند شناسايي شد

 HCAb=Heavy)هاي  نجيره سنگي   بادي شتري ك  ب  آنتي

Chain Antibody) نسبت ب  همتـاي صـود    ،اند معروف شده
 CH1  ي  للت غياب اولي  دومهاي معمولي ب بادي در آنتي

كـ   )شانVH  يو ن كمتري دارند و ف ط ا  اريق ت  دوم
 ،(شـود  گاتـ  مـي   VHHمعمولي  VHبراي تااو  نسبت ب  

، VHH  يب  اي  ترتيب ت  دوم. شوند ژن وص  مي ب  آنتي
ژن اسـت   بادي متص  شونده ب  آنتي تري  قلع  آنتي كوچ 
كيلودالتــون  12-11  كامــ  آن و نــي در يــدود عــكــ  قل
 .(19، 11)دارد
هاي منحصـر بـ  فـردي دارنـد كـ        ها، ويژگي نانوبادي     

هـاي   ژن گيـري آنتـي   ها جهت هـدف  بالث شده بتوان ا  آن
توان ب  ايمونوژنيسـيت    ا  آن جمل  مي. توموري استااده كرد

، 13)ژن اشـاره كـرد   ك ، تماي  و اصتصاصيت با  بـ  آنتـي  
ر يـــدوهاي صاصـــي در مولكـــول انســـاني كـــردن (. 12

، (هـا  اسـيد آمينـ  سـلحي آن    19ب  صصـو  در  )نانوبادي
هـاي نانوبـادي نداشـت  اسـت و يتـي در       اثري بـر ويژگـي  

     (.0)ها شـده اسـت   مواردي بالث پايدارتر شدن ساصتار آن
 ـ VHHا  مولکـول   ، براي اولي  بارما ي اتيدر گروه تح  ا ي

 يژن تومـور  يده ب  آنت ـب  لنوان قلع  متص  شون ينانوباد
. (11)اسـتااده شـده اسـت    هاي كايمري  گيرنده در ساصتار

گيـري قـرار     مـورد هـدف   يايـر ژني كـ  در ملالعـ     آنتي
هـاي سـلحي    ژن است ك  ا  آنتـي  MUC1ژن  آنتي ،گيرد مي

بـوده و در ايـف    يباد يگيري با آنت در دسترس براي هدف
 .تان آن مشاهده شده اسيها ب وسيعي ا  سراان

الحاق ناصواسـت  و بيـان پـايي      ،مشك  ديگر اي  روش    
، كـ   هاي ترانساكت شده اسـت  رنده كايمري  در سلوليگ

ها در مـوارد كلينيكـي و درمـاني صـوب      براي استااده ا  آن
انـد كـ     ويجتنز و همكاران  اي  گون  گزارش كرده. نيست

 ، Tهاي  هاي كايمري  روي سل  سلول تراك  با ي گيرنده

  (. 11)هاي توموري شده است منجر ب  ليز شدن بهتر سلول
تاكنون بيشتر ا  وكتورهاي رتروويروسي ب  منظور بيـان      

. ها بر روي سل  سلول استااده شده است با ي اي  گيرنده
رنـده را  ي  در اي  تح يق تلاش شد كـ  ايـ  گ  ي  دليب  هم

ژنوم الحاق هاي ويژه در داص   صور  پايدار و در مح   ب 
 يبـرا . جاد شوديا Tهاي  دار در سلوليان با  و پايكني  تا ب

ا   ،کي ـمريرنـده کا يکننده گ انيد بيپلاسم يالحاق اصتصاص
 Streptomyces lividans بـاكتري  PhiC31  اينتگرا  فاژ يآنز

منجــر بــ  الحــاق  PhiC31اينتگــرا  . اســتااده شــده اســت
 ـ  پلاسـميد در موقعيــت  وم پســتانداران هـاي ترجيحــي ا  ژن

بالث بيان پايـدار و اـو ني مـد  ژن صـارجي      وشود  مي
  .(16)گردد ميالحاق شده در ژنوم 

موجب نوتركيبي مؤثر بي  تـوالي   ، PhiC31اينتگرا  فاژ     
attP  ژنوم فاژ و تواليattB   شـود  در كرومو م بـاكتري مـي. 

 يتکرارهـا ،  attPهـ   و  attBهـ    يعنيها  ي  تواليهر دو ا
را در بـر   ين  اور مرکـز ي  کراسيرا دارند ک  ناي يمعکوس

 ،  قلعـا  ي ـنا  بعد ا  اتصال ب  ايکامبي  ريرند و آنزيگ يم
( ن  اوري  کراس ـي ـناي)هـا ا  مرکـز   ده شـدن آن يموجب بر

  يو ب  ا شده گر متص  يکدي  قلعا  ب  يسپس ا .شود يم
 ياق ژنــوم فــاژ در ژنــوم بــاکترـ  الحـــر بـــب منجــيــترت
 . شوند يم

و  attBدهد ك  قلعـاتي مشـاب     نشان مي ها  نتايج ملالع    
attP  در ژنوم انسان و پستانداران وجود دارد ك  ب  ترتيب ،

Pseudo attB  وPseudo attP  شـوند و نـوتركيبي    ناميده مـي
 Pseudo attPك  در پلاسميد گذاشت  شده است با  attBبي  

 . (17، 18)شود يانجام م يهاي ژنومي انسان
ــت         ــتااده ا  سيسـ ــراي اسـ ــري  راه بـ در  PhiC31بهتـ

را روي سا ه ژنـي   attBهاي پستانداران اي  است ك   سلول
ك  قـرار اسـت در ژنـوم الحـاق شـود، قـرار دهنـد تـا در         

بـ   . گـردد موجود در ژنوم الحاق   Pseudo attPهاي  جايگاه
در  عيو تسـر  PhiC31منظور افزاي  كارايي آنزي  اينتگـرا   

 NLS)ت بـ  هسـت    يهـدا  يتـوال  ،  ب  هسـت  ي  آنزيورود ا
آن  C يرا ب  ناييـ  انتهـا  (  Nuclear Localization Signalاي

امكـان با شناسـي و    ،اي اي  توالي اسـيدآمين  .  ياياف  كرد
اي را فـراه    ها توسط كمپلكس مناـذ هسـت     يانت ال پروتئ

 .(10)كند مي
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 هاي و کلون کردن اي  قلع  ب  داص  سا ه attBتكرير قلع  

 : CARياوي 
 pCMV-2 Hinge  وpCMV-1 Hinge CAR   يوکتورها    

CAR ،ک هستند ک  يمريکا يها رندهيکننده گ انيب يوکتورها
بـ  لنـوان    CD3ζ( 1 :ها ا  قلعا  آن کيمريکا يها رندهيگ

 بــ  لنــوان قلعــ  كمــ  CD28( 2دهنــده،  قلعــ  ســيگنال
بـا يـک و دو منل ـ      CH3و  CH2 نايي ( 3كننده تحري  

منل ـ   ( 1ب  لنوان نايي  فضاسـا  و   IgG3لو  ا  مولکول 
VHH ژه يوMUC1  ،الحـاق   يبـرا  .(0)  شده اسـت يتشک
  م ،  T يهـا  ها ب  داصـ  ژنـوم سـلول    رندهي  گيا يها ژن

  يبـد . ها کلون گردد   سا هيب  داص  ا attBاست ک  قلع  
: جلوبرنـده  attBآغا گرهـاي  با استااده ا   attBمنظورقلع  

5'- GTA CGA GAT CTG TCG ACA TGT AGG 

TCAC- 3' و attB  5: معكـوس'- AGC TGA GAT CTT 

GCC CGC CGT GAC CG -3' يا يسا ه ياو يو ا  رو  
ا  دانشـگاه   PTA-attB ( Michele Calos سـا ه  يعن ـيقلع  

ر شـد و پـس ا  هضـ     يتکر PCRتوسط واکن   (استناورد
 و  pCMV-1 Hinge CARيها ز سا هيو ن attBآنزيمي قلع  

pCMV-2 Hinge CAR    با آنزيBgl II  ،قلع  ب  داص  يا  
سـپس بـا واکـن      .دـي ـون گردـور کل ــذک ــم ياـه ا هـس

 .قرار گرفت يبررسمورد  ي  توالييتع و يمي  آنزـهض
 

 : pCMV-INT-NLSساصت سا ه 
 NLS  اثـرا  قلعـ    يق ب  منظـور بررس ـ ي  تح يدر ا     

(Nuclear Localization Signal) در انت الPhiC31    ب  داصـ
 يو بـ  منظـور بررس ـ   PhiC31نتگرا  يز لملکرد ايهست  و ن

  يچن و ه  CMV تحت کنترل پروموتر INT-NLSان ژن يب
ــوتر  يم ا ــا پروم ــ  آن ب ــز،  CAGس را در  NLS  و يژن آن

pCDNA3.1/HYGROوکتور
(+)

  ي  ک  روش ايکلون نمود  
-NLS(INT   و يآنـز  يتـوال : اسـت   يـر ن  ب  شرح يکلون

NLS ) ا  وکتـور pCAG-INT-NLS (  دكتـرRalf Kuehn   ا
Institute of Developmental Generics, Helmholtz, 

Germany ) يبا استااده ا  آنـز  XbaI  ً توانسـت   يم ـ کـ  او
INT-NLS ـثان اور کام  صـارج کنـد و    را ب  گـاه  يادر جاً ي

pCDNA3.1/HYGROا  (MCS)ن يکلون
(+)

وجـود داشـت      
ــرد  ــ  ک ــد، هض ــپس ا.  يباش ــس ــور  ي ــ  را در وکت   قلع

pCDNA3.1/HYGRO
د ي ـيجهـت تا  نمـوده، ساب کلون  (+)

ــور ا ــيض ــمي pCDNA3.1/HYGRO دي  ژن در پلاس
(+)  ،

   ـوکتور ياصل يبر رو ي  توالييتع و يميواکن  هض  آنز
 .انجام شد

 
ننده آنـزي   ك هاي بيان و سا ه CARهاي  انت ال ه   مان سا ه

 : Jurkat (E6.1)هاي  ب  سلول PhiC31 اينتگرا 
 يرده ســلول يســا  آمــاده ،قيــ  تح يــدر ا يقــدم بعــد   

 يهـا  ها توسط سا ه ب  منظور کوترانساکش  آن T يتيلناوس
  منظور استااده يب  ا Jurkat (E6.1) يا  رده سلول. فوق بود

 RPMI-1640ط کشت يدر مح Jurkat يها کشت سلول. شد
صـور    CO2% 1 يو در انکوباتور ياو ( FBS%19 يياو)

ــت ــلول . گرف ــ  س ــور ترانساکش ــ  منظ ــا ب ــول  ،ه ا  محل
ــاميل ــرا( اينــويتروژن) 2999  يپوفکت  ياســتااده شــد کــ  ب

ار مناسب يک لام  بسي ،يوتيوکاري يها ترانساکش  سلول
 ير وايـدها ي  ي  ياويپوفکتاميل محلول .رود يب  شمار م

د و يآ يپو وم در ميب  شک  ل يط آبياست ک  در مح يديپيل
ک    م است ب  داص  سـلول ترانسـاکت    (DNA)يا با ماده

 ياوـي يها پو ومي  ليا. دهد ي  مـيس تشکـکمپلک ،ودـش
DNA  ،ژوي ـ نده ف يها سلول ييپلاسما يتوانند ب  غشا يم 

ک وارد ينوکلئ يدهايشوند، سپس اسشوند و ب  سلول وارد 
( يس ـيا رونوي ـان يمح  ب يعني)ا هست  سلوليتوپلاس  و يس
ش  در ي  و الکتروپوريپوفکتاميتااو  استااده ا  ل. شوند يم
هـا در اثـر    سـلول  ،شـ  ي  اسـت کـ  در روش الکتروپور  يا

جـ   يشـوند و در نت  ير م ـي ـدچار مر  و م يکيان الکتريجر
ک  در  يتر است، در يال  ييترانساکش  پازان با ده يم تاًينها
، ( يپوفکتـام يمرـ  ل )يدي ـپيپوفکش  با استااده ا  لوام  ليل

ب يهـا بـدون آس ـ   ک ب  درون سـلول ينوکلئ يدهايانت ال اس
 .شود يها انجام م   سلوليرساندن ب  ا

 6ت ي ـدر هـر چاهـک پل   ،ک رو  قب  ا  ترانساکشـ  ي    
ط کشـت  يسلول اياف  شد و رو  بعد مح 8/1×  191 ،صان 
 mg/mL 199  و يليس ـ يپن mg/mL 61) کيوتيب يآنت يياو

هــا برداشــت  شــد و ســپس  ســلول يا  رو ( يســياسترپتوما
هـا ايـاف     ب  آنFBS  %1 يک و ياويوتيب يط بدون آنتيمح
بدون  RPMI-1640 ط تا هيابتدا با مح ،رو  ترانساکش . شد
 8. ط انجام شـد يض محيتعو،  FBS %1 يک ياويوتيب يآنت
 ـيپوفکتاميا  ل تريکروليم ط کشـت  يمح ـ تـر يکروليم 299 ا  ب
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1619RPMI-  صام( بدونFBS کيوتيب يو آنت )مخلوط شد .
µg 1/2 يها ا  هر کدام ا  سا ه CAR بـا  نتگـرا   ي  ايو آنز
ط کشــت يمحــ تــريکروليم 299مخلــوط و ســپس بــ   هــ 
1619RPMI- صام( بدونFBS کي ـوتيب يو آنت )    ايـاف  و بـ
 . تکان داده شد يآرام
اق ت ـا ي ـ  در دمـا  يدق 1بـ  مـد     ياصـ   يها محلول    

هر دو با ه  مخلوط شـده   ،  مريل يبعد ا  ا. ندانکوب  شد
اق انکوبـ  شـدند و سـپس    تا ي   در دمايدق 29و ب  مد  
قلره قلره در ن ـاط مختلـف هـر چاهـک      ييکمپلکس نها

ــد ير ــ  ش ــد ا  . خت ــ  بع ــام ترانساکش ــالت در  1 ،انج س
. دنـد يانکوب  گرد CO2 %1گراد و  يسانت درج  37انکوباتور 
 طي  بار ا  محيض شد و ايها تعو ط کشت سلوليسپس مح

1619RPMI-  ــ ــاو)کام ــ يي ــوتيب يآنت (  FBS%19ک و ي
 :شام  يمار سلوليتموارد . استااده شد

 مار يبدون ت يها سلول -1
 / pCDNA3.1يبا وکتور صال شده ترانساورم يها سلول -2

HYGRO (+)  
 pCMV-1 Hinge CARبا سا ه  ترانساورمسلول  -3
 pCMV-2  Hinge CARبا سا ه  ترانساورمسلول  -1
-pCMV-1 Hinge CARبـا   ترانساورموـک ـ ياـه ـ سلول -1

attB  وpCAG-INT-NLS  
 pCMV-1 Hinge CAR-attB با ترانساورمکو يها سلول -6
  pCMV-INT-NLSو 
  pCMV-2 Hinge CAR-attBبا  ترانساورمکو يها سلول -7
 .است pCMV-INT-NLS و 
 

 : mRNAبيان ژن در سل                           بررسي
ک در هـر  ي ـمريکا يها رندهيبيان ژن گ                         ب  منظور بررسي    

-semi-quantitative RT مختلف، واکـن   يمارهايکدام ا  ت

PCR ا   1 ×191تعـداد   ،  آ مـون ي ـا يبرا. صور  گرفت
 . هاي هر چاهک استااده شد سلول
 ،مــار شــده و کنتــرليهــاي ت در ايــ  مريلــ  ا  ســلول    

 واکـن   ها،mRNA  يرو بر. صور  گرفتRNA تخليص 
ــاصت ــق  cDNA س ــتورالعم اب ــک دس ــنتز ي  cDNAت س

بعد ا   دستورالعم   يابق ابر . انجام شد( فرمنتا  شرکت)
 Totalا   ng 199بـ    oligodT آغا گر µg 1/9اياف  کردن 

RNA يون در دمايو انکوباس ºC 79   ـ ، بـ    يدق 1ب  مد 
اياف  شدند و  RT  ،dNTP  ،Rnase inhibitor  يب آنزيترت

 ـانکوبـ  گرد  ºC 37    دريدق 1مخلوط واکن  ب  مد    .دي
بـ  مخلـوط ايـاف      Reverse transcriptase  يت آنزيدر نها

ک سالت انکوبـ   يب  مد   ºC 12 يشد و مخلوط در دما
 ،هـاي تهيـ  شـده   cDNAسپس با استااده ا  نمونـ   . ديگرد

 P2: 5´-TGC TCTآغا گرهـاي بـا اسـتااده ا      PCRواکن 

AGA TGG CTG TTA GCG AGG-3´ وP3: 5´-CCG 

CTC GAG TTT TGG GTG CTG GTG GTG GTT G- 

 .کنند، انجام شد ير ميرا تکر CD28-CD3ζک  قلع   ´3
  لـدم  يترانساکت نشده ب  دل يها   قلع  در سلوليا     

ان ي ـزان بي ـ  ميشود بنابرا يان نميک بيمريرنده کاييضور گ
ان در ي ـزان بي ـنشـانگر م  ،ترانساکت شـده  يها آن در سلول

ت صـور   ي ـها با موف  است ک  ترانساکش  آن ييها سلول
ق ا  بتـا اکتـي  بـ  لنـوان کنتـرل      يدر اي  تح . استگرفت  

 ـن PCRک واکـن   يهر نمون   يداصلي استااده شد و برا ز ي
 TCC CTG GAG AAG-'5جلوبرنده  يبتا اکت آغا گرهايبا 

AGC TAC G-3' 5 معكـوس  و'-GTA GTT TCG  TGG 

ATG CCA CA-3' انجام شد. 
 

 : PCRار يابي محصول 
  PCRا  الكتروفور  محصول ،  PCRبراي ار يابي نتايج     

اســتااده  Uvitecافــزار  بــر روي ژل آگــار  و آنــاليز بــا نــرم
 وcDNA  سـاصت  ، RNA صيتمـام مرايـ  تخل ـ  . گرديـد 
بعد ا  ترانساکشـ    يز رو  سيک و نيدر رو  PCR انجام 

 ـبا اسـتااده ا  ک  RNAص يتخل .انجام و تكرار شد  MN تي
. ر انجام شدي  دستورالعم ابق ( Macherey Nagelآلمان، )

 ـل ،زکننـده يل يبا بافرهـا  يز سلوليپس ا  ل بـر   يزا  سـلول ي
  مريل  يو بعد ا  چند شدکا ژل برده يليس يها ستون يرو

ت ي ـدر نها ،تي ـموجـود در ک  يهـا  شستشو توسط محلـول 
RNA    يا  آنـز  يا  ستون جدا شـده و در آب م لـر لـار  

Rnase يزان کم ـي ـم. ديي  گرد RNA  ج شـده بـا   اسـتخرا
. شد يرـيگ اندا ه nm269آن در ( OD)يورـقرائت جذب ن

 RNA يزان مسـاو ي ـک  بـ  م   يا يبرا cDNA ساصت يبرا
  يکمتـر  يا  نمون  يـاو  ،ها استااده شود هم  واکن  يبرا

 N1V1=N2V2ق فرمـول  يبرداشت  شد و ا  ار λ19 ،غلظت
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 ـب  ا .  موارد محاسب  شديب  يراــر   م بـيم اد  بي ـ  ترتي
 RNA ير مسـاو يم ـاد ،  cDNA سـاصت  يهـا  واکن براي 

ياص  ا   cDNA يبر رو PCRو سپس واکن   خت  شدير
 Uvitecافـزار   ميزان بيـان توسـط نـرم   . مريل  قب  انجام شد

رنــده يان گيــزان بيــانگر ميــنما ،الــداد و گيــري شــد انــدا ه
رس  نمودار ب   يبرا ، يبتا اکت يـرل داصلـک و کنتـيمريکا

 .گرفت  شدندكار 
 

 ها يافته
   قلعـ  بـ  داصـ    يو کلون کردن ا attBنتيج  تكرير قلع  

 pCMV-2 Hinge سـا ه  و pCMV-1 Hinge CAR يهـا  سا ه

CAR  :  
برده شد و % 1روي ژل  محصول بر،  PCRبعد ا  انجام     

شك  )مشاهده شد attBقلع   ،باند bp 281در نايي  يدود 
 pCMV-1 Hinge سـا ه   يهـا    قلع  سپس در سا هيا. (1

CAR سا ه و pCMV-2 Hinge CAR  د ييتا يبرا. کلون شد
. استااده شد BglII  يا  آنز ،يمين  با روش هض  آنزيکلون
  يآنز يگاه برش برايک جاي ين  دارايها قب  ا  کلون سا ه

BglII ک  قلع   يدر صورت. باشند يمattB    وارد سـا ه شـده
ک ي ـو  شکند يگاه وکتور را ميدر دو جا BglII  يآنز ،باشد
محصـول  . ا  سا ه صارج صواهد شـد  يجات با  281باند 

الکتروفـور   % 1ژل آگـار    يبـر رو  يم ـيواکن  هض  آنز
د ي ـيدر اثـر هضـ  تا   يجاـت بـا    281شده و صروج باند 

 ،يمين  ب  روش هض  آنزيد کلونييپس ا  تا. (2شك  )شد
 attB (pCMV-1 Hinge يدو نمونـ  سـا ه يـاو    يبـر رو 

CAR-attB  وpCMV-2 Hinge-attB CAR )ي  تــواليــيتع 
 ي  تـوال ـيي ـ  تعـج ـيو نت( کـوت ـيت فزابـشرک ـ)شـدانجام 

 .ن  بوديد لم  کلونيؤم
 
 
 
 
 
 

 bp 212انگر باند ينما 1 ستون.  attBر قطعه يجه رکثينت :1شکل
 .انگر مارکر استينما Mباشد و  يم attBقطعه 

 
 
 
 
 
 
 

 1س تون  .  attBنتيجه هضم آنزيمي راييد كلونين گ قطع ه   : 2شكل 
 pCMV-2پلاسميد  2 ستونو  pCMV-1 Hinge CAR-attBپلاسميد 

Hinge CAR-attB دهد را نشان مي. M نمايانگر ماركر است . 
 
 

 
 
 
 
 
 

و  pCAG-INT-NLSنتيج  ه هض  م آنزيم  ي وكتوره  اي : 3ش  كل 
pCDNA3.1/Hygro(+)  با آنزيمXbaI  . نماي انگر وكت ور    1 س تون

pCDNA3.1/HYGRO(+)   نش انگر وكت ور   2س تون  خطي ش ده و 
pCAG-INT-NLS    است ك ه قطع هINT-NLS    از آن خ ار  ش ده

 . نمايانگر ماركر است M .است
 

     : pCMV-INT-NLSنتيج  ساصت سا ه 
 (+) pCDNA3.1/ HYGROو pCAG-INT-NLS يهـا  سـا ه 

قـرار گرفتنـد    يميمورد هض  آنز XbaI  يهر دو توسط آنز
شـود و ا    يم ـ يصل ـ pCDNA3.1جـ  آن وکتـور   يک  در نت
است  bp 1099 ک  INT-NLSژن  pCAG-INT-NLSوکتور 
 (+) pCDNA3.1/ HYGRO وکتور. (3شك  )شود يصارج م

. ص شـدند يژل تخل ـ يا  رو INT-NLSشده و قلع   يصل
و هضـ    ي  توالـييبا تع  (pCMV-INT-NLS)وکتور ياص 

 . د شدييتا يميآنز
 

بعـد ا    ام يـ  و سـي  گيري ميزان بيـان در رو    نتايج اندا ه
 :ترانساكش 

  هاي سلول ک دريدر رو   mRNAان يج ياص  ا  بـينتا    

bp 1999 
 

bp 199 
bp 399 
bp 299 
bp 199 

bp  3999  
 

bp 2999 
bp 1999 

bp 199 
 

bp 199 

bp 1999 
 

bp 199 
bp 399 
bp 299 
bp 199 

bp 281 
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 بعد از ررانسفكشن 33و  1در روز  Jurkatهاي  و بتا اكتين در سلول CD28-ZETAميزان بيان :  1جدول 
 

  CD28-ZETAبيان  ريمارهاي مختلف
 1روز 

 بيان بتا اكتين 
 1روز 

  CD28-ZETAبيان 
 33روز 

 بيان بتا اكتين 
 33روز 

pCMV-1 hinge CAR 6/1 ± 13336 1/3 ± 26111 1/2 ± 7308 61/1 ± 26211 
pCMV-2 hinge CAR 2/1 ± 10113 8/3 ± 26337 3/2 ± 1182 1 ± 26106 

 pCAG-INT-NLS وpCMV-1 

hinge CAR-attB 
3/1 ± 10601 1/3 ± 26011 1/2 ± 2126 2/1 ± 26313 

pCMV-INT-NLS  وpCMV-1 

hinge CAR-attB 
8/3 ± 37793 1/3 ± 26720 2/3 ± 8116 8/3 ± 26319 

pCMV-INT-NLS  وpCMV-2 

hinge CAR-attB 
1/1 ± 61829 8/3 ± 26721 6/2 ± 19917 3/1 ± 27991 

pCDNA3.1 HYGRO (+) 9 ± 9 1/1 ± 26799 9 ± 9 1/3 ± 26301 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

بع  د از   1در روز  Jurkatه  اي  س  لول  PCRنت  ايج  :4ش  کل
 pCMV-1 Hingeروي نمون ه  PCRنماي انگر   1 ستون. ررانسفكشن

CAR  ، نمايانگر  2 ستونPCR  روي نمونهpCMV-2 Hinge CAR ،
 pCMV-1 Hingeکوررانس فکت  نمونه روي  PCRنمايانگر 3 ستون

CAR-attB pCAG-INT-NLS ،  نمايانگر 4ستونPCR  نمونه  روي
 ، pCMV-INT-NLSو pCMV-1 Hinge CAR -attBکوررانس فکت 

 pCMV-2 Hingeروي نمونه کوررانسفکت   PCRنمايانگر  2 ستون 

CAR -attB و pCMV-INT-NLS نماي  انگر 6 ، س  تونPCR   روي
هاي ريمار  نمايانگر سلول NC .است (+)pCDNA3.1/HYGROنمونه

ه اي   نمون ه  پ ايين عين ا     ردي ف  نمايانگر مارکر است و Mنشده و 
 .بتا اکتين آغازگرهايولي با رديف بالا است 

 
Jurkat  ،ــر ا ــدال ب ــا  ي ــ  نت ــت ک ــ  ي  اس ج کوترانساکش

،  attB -pCMV-1 Hinge CARو  pCMV-INT يوکتورهـا 
نتـايج بيـان    نتگرا  اسـت و يمار بدون ايشتر ا  تيبرابر ب 1/1

mRNA   ا يداق  برابر يشتر و يب ،يا   کوترانساکش ب ي
ج ينتـا  ،ي  در رو  سـک ينتگرا  است در ياليمار بدون ايت

  attB-pCMV-2 Hinge CAR  يکوترانساکشـ  وکتورهـا  
 pCMV-2 شـتر ا  يبرابـر ب  يس يدوداً  pCMV-INT-NLSو

Hinge CAR ج ب  ويـوح  ي  نتايباشد و ا ينتگرا  ميبدون ا
 ـن ان وي ـ  بيرا در افـزا  Integrase-NLSقدر    يداري ـز پاي

 . (1و جـدول  1و  1هاي  شك )دهد يان نشان ميب
 
 
 
 
 
 
 
 
 

بعد از  33در روز   Jurkatهاي سلول PCRنتايج : 2شکل
 pCMV-1 Hingeروي نمونه PCRنمايانگر  1ستون . ررانسفکشن

CAR نمايانگر  2ستون  وPCR  روي نمونهpCMV-2 Hinge CAR ،
 pCMV-1 Hingeروي نمونه کوررانسفکت   PCRنمايانگر  3 ستون

CAR-attB وpCAG-INT-NLS   ،نمايانگر 4 ستونPCR   روي
-pCMV-INTو pCMV-1 Hinge CAR -attBنمونه کوررانسفکت 

NLS  ،نمايانگر  2 ستونPCR   روي نمونه کوررانسفکتpCMV-2 

Hinge CAR -attB  وpCMV-INT-NLS   ،نمايانگر  6 ستونPCR  
هاي  نمايانگر سلول NC .است (+)pCDNA3.1/HYGROروي نمونه 

ي ها نمونه پايين عينا  رديف نمايانگر مارکر است و Mريمار نشده و 
 .اکتين بتاآغازگرهاي ت ولي با بالا اس
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 بحث
ا  محورهـاي  اي دهـ  گذشـت ، ايمونـوتراپي يكـي      در    

دانشــمندان اميــد  توجــ  در درمــان ســراان بــوده اســت و
هـاي   پيشـرفت . ب  درمان سراان با اي  روش دارند                         فراواني

هـاي   ژن دان  مـا ا  سيسـت  ايمنـي و نيـز شناسـايي آنتـي      
ــلول  ــر روي س ــوري موجــود ب ــاي توم ــبرد                         ،ه ــث پيش بال

هاي جديد در ايمونوتراپي شده و ايمونـوتراپي را   استراتژي
هاي درمان سراان تبـدي    تري  روش ب  يكي ا  اصتصاصي

ــت  ــوده اس ــي .(29)نم ــا ا  روش يک ــان   يه ــ  در درم مه
. باشد ايمونوتراپي غير فعال، ايمونوتراپي سلولي انتخابي مي

هـاي متنـولي    ايمونوتراپي سلولي نيز صود داراي استراتژي
 يهـا  رنـده ياسـتااده ا  گ  ،هـا  ي  استراتژيا  ا يکيک   ستا
 ايـ  روش ا  در  .باشـد  مي T يها سل  سلول ک دريمريکا

هاي سـرااني   ژن براي شناسايي آنتي                         ،بادي                        اصتصاصيت آنتي
ــند    ــايتوكاي  و كش ــ  س ــيت ترش ــلولي گو صصوص ي س

بـا اسـتااده ا  يـ  سـا ه     . شود مياستااده  Tهاي  لناوسيت
قابليت شناسايي  Tهاي  ک، سلوليمريرنده کايژني ياوي گ

در ايـ   . آورند                        هاي سرااني مختلف را ب  دست مي ژن آنتي
ژن را ب  لهده دارد  بادي ن   شناسايي آنتي                        آنتي ،سا ه ژني
و  CD28)نـد  ا جـدا شـده    Tكـ  ا  لناوسـيت   هايي  و قسمت

CD3ζ ) ن   ايجاد پيام در لناوسيتT  ايجاد . دارا هستندرا
منجر ب  فعاليت سيتوتوكسيسـيتي   Tلناوسيت  پيام نهايتاً در

رنـده  يگ ،و همکاران اشهار براي اولي  بار .(21، 22)شود مي
هـاي   با جايگزيني ژن 1080ک هترودايمر را در سال يمريکا

ــر رشــت  ــ  متغي ــا  β TCRو  αهــاي  نايي يــک  VLو  VHب
 (.22)دو سا ه مجـزا ابـداخ کردنـد    بادي مونوکلونال در                        آنتي

ترانساکت  شدند و  Tهاي  ها ب  داص  سلول سپس اي  سا ه
هـا قـادر بـ      اي  سلول، Tهاي  رنده ب  سلوليبا انت ال اي  گ
. گرديدنـد هـا   هاي توموري صود و کشت  آن شناسايي هدف
 Tهـاي   ک اثبا  کرد ک  سلوليمريرنده کاياولي  ارايي گ

تواننـد فعـال شـوند و هـدف      مـي  ،هـا  رندهي  گيکننده ا انيب
 .ليـز کننـد   MHCصودرا دريک مسير غير وابست  ب   يسلول
کايمريک پا ب  لرص  هاي  رندهينس  دوم گ،  1003سال در 

و همکاران ا  آرايـ  تـک    اشهار ها ظهور گذاشت ک  در آن
در  .ندکايمريک استااده کرد رندهيبراي ساصت گ                        اي    نجيره

ا  اريق يک رابـط صـارج    ،بادي                        يک آنتي scFv ،اي  روش

هــاي داصــ  غشــايي و داصــ  ســلولي   يبــ  دومــ                        ســلولي 
شناسـايي   ،اي  آراي  جديـد . شده استمتص   T هاي سلول
يک پروتئي  منارد  باT هاي  سلول يرسان اميبادي را با پ                        آنتي

يكي ا  مـوارد لـدم موف يـت در اسـتااده ا      . دهد ميانجام 
هـاي   كارآ مـايي ک كـ  در بسـياري ا    ي ـمريکا يهـا  رندهيگ
 سـيت  يباليني ه  ب  آن برصورد شده است، مشـك  ايمونوژن                         

scFv ــ ــدل اب  ــي ــا موش ــت ي  منش ــر. آن اس ــ    ه ــد ك چن
هـا   بـادي                         هاي فراواني در انساني كـردن ايـ  آنتـي    پيشرفت

  ا ها ايمنـي  بادي                        صور  گرفت  است ولي هنو  ه  اي  آنتي
هاي  نجيره سنگي  ابيعي سـرم   بادي                        آنتي .(17، 23)هستند

باشـند،   مـي  CH1  يشترسانان ك  فاقد  نجيره سب  و دوم
داراي صصوصيا  منحصـر بـ  فـردي ا  نظـر يلاليـت و      

 scFvتوانند جايگزيني مناسـب بـراي    ك  مي هستندپايداري 
ــده يدر گ ــمريکارن ــندي ــي . ک باش ــ  آنت ــ                          قلع ــادي ت ب
هـاي   ژن بـراي آنتـي                          صـوبي   بسـيار                          ويژگـي  ،(VHH)نييدوم

قابـ  م ايسـ  بـا     ،مربوا  دارند و ا  نظر ويژگـي و تمايـ   
scFv ك   تر اي  ا  ارف ديگر و مه . هستندVHH   شـباهت
انسـاني دارد كـ  بـ      VH3با الضاي صـانواده                          ر  يادي بسيا

سـيت  ايجـاد   يايمونوژن scFvبا ، بر صلاف                         جهت همولوژي 
ب  صاار اندا ه بسيار كوچ ، قابليـت   VHHيمناً . كند نمي

هاي منحصر ب  فرد فضايي ك  ا  دسترس  توپ شناسايي اپي
بـا در نظـر گـرفت     . بادي دور هستند را دارد                        نواخ آنتيب ي  ا

ــيا   ــي    ، VHHصصوص ــك  ايمن ــ  مش ــراي ي ــي  ب  اي
  ي ـا يک و ب  منظور کوچک کردن اجزايمريکا يها رندهيگ
سـاصت   يبرا VHHا   scFv يب  جا ،شگاهيرنده در آ مايگ
 ـب  ا. ک استااده شديمريرنده کايگ  ،گـام اول   منظـور در  ي
مـ   يشتر ا يا  کتابخان  ژن ،ينيب تک دومينوترک يباد يآنت

جـدا  MUC1  يژن سـراان  يوآنت يسراان يشده با بافت ها
گنال دهنـده،  يبـ  لنـوان قلعـ  س ـ    CD3ζ  قلع. شد يسا 

CD28  ي ـب  لنوان قلع  کمک محـر  و ناي CH2   وCH3 
  ي ـبـ  لنـوان ناي   IgG3  لو  ا  مولکـول  يک و دو ناييبا 

و بــــ  داصــــ  وکتــــور  ندفضاســــا  انتخــــاب شــــد
pCDNA3.1/HYGRO(+) يهــا و ســا ه کلــون pCMV-1 

Hinge CAR و pCMV-2 Hinge CAR  (11)ندسـاصت  شـد .
الحــاق  ،کيــمريکا يهــا رنــدهيگــر اســتااده ا  گيمشــک  د

ترانسـاکت   موقتاً يها ها در سلول   آنييان پايناصواست  و ب
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ــ ــارت. باشــد يشــده، م ــ  لب د در داصــ  يچــون پلاســم يب
بعد ا  ترانساکش  ب   ،شود ير نميتکر يوتيوکاري يها سلول

ب ي ـنوترک ديپلاسـم  ييـاو  T يها مرور  مان تعداد سلول
 يا  ارف ـ. ق و کـ  صواهنـد شـد   يها، رق ر سلولييم  تکر

 (Random Integration) يک  الحاق تصادف يدر موارد ييت
نامشـخص و   يها در مح  يوتيوکاريد يوجود دارد، پلاسم

شـود کـ     مـي انکوژن الحـاق   يها ک ب  ژنيد نزديشا ييت
وکتـور   يترانساکت شده ياو T يها استااده ا  سلول يبرا

ــده کايگداراي  ــمريرن ک مشــک  لمــده محســوب يــک، ي
ق تـلاش  ي ـ  تح يدر ا ،  مشک يي  ا يراستا در. شود يم

دار ي ـرا ب  صور  پا VHH يک ياويمريرنده کايک  گ شد
الحـاق   T يهـا  ژه در داص  ژنـوم سـلول  يو يها و در مح 

 يب  منظـور بررس ـ .  يدست آور  دار بيان با  و پاي  تا بيکن
ژن  يآنت ـ  ي ـلل يباد نانو يک ياويمريرنده کايان گيزان بيم

MUC1   يبا اسـتااده ا  آنـز  PhiC31يز آنـز ي ـو ن  PhiC31 
رنـده سـاصت  شـده توسـط     يبـ  دو گ  ، NLS يمتص  ب  توال
ــاري  pCMV-2 Hinge و pCMV-1 Hinge CAR)بختي

CAR)، يقلع  ژن attB    اياف  شد و پس ا  کوترانساکشـ
نتگرا  بـ   يا يز ياوينتگرا  و نيا يياو يهمراه با وکتورها

بـ  داصـ     ( CAGو  CMVتحـت پرومـوتر   )  NLSهمراه 
 يمورد بررس ـ،  RNAدر سل  شده ان يب Jurkat يها سلول

 يک  بعد ا  س ـ RT-PCRج ينتابا توج  ب  . (11)قرار گرفت
ان ي ـترانساکت شـده انجـام شـد، ب    يها سلول يرو  بر رو

ــپا ــزايـ ــ  ژن گي  يدار و افـ ــده کايافتـ ــمريرنـ ک در يـ
د الحـاق ژن در  ي ـؤد، کـ  م يب  اثبا  رس ـ  Jurkatيها سلول

 يداري ـ  و پايدر افـزا  PhiC31نتگرا  ير ايد تاثيژنوم و تائ
دهـد کـ     ينشـان م ـ  جينتـا . باشـد  يم ـ T يها ان در سلوليب

ک بـا منل ـ    ي ـمريرنـده کا ي  لملکرد مربـوط بـ  گ  يبا تر
در  (pCMV-2 Hinge CAR -attB)دو لـو    يفضاسا  يـاو 

ــايشــرا  کــ  اســت  pCMV-INT-NLSط کوترانساکشــ  ب
ان ي ـب يدارا ،  لـو  ي ـدو ناي يرنـده يـاو  يگ توان گات مي

  ي  منجـر بـ  افـزا   ي ـاست ک  ا mRNAدر سل   يبا تر
رنده در سل  سلول صواهـد شـد و   ي  گيبا تر پروتئتراک  

 ي  يـدود س ـ يافـزا  يعن ـيرنـده  يتـر گ  مـد   يان او نيب
بـدون   pCMV-2 Hinge CAR نسبت ب  نمونـ  ) انيب يبرابر

دال بـر   ،بعـد ا  ترانساکشـ    يدر رو  س ـ( نتگـرا  ي  ايآنز
ــارا ــز ييک ــرا  ي  ايآن ــ PhiC31نتگ ــد يم ــز  .باش و ويجتن

 يبـر رو  CAR ياند ک  تراک  بـا   کردههمکاران  گزارش 
 ييـاو  يتومور يها ز سلولي، منجر ب  لT يها سل  سلول

 ـ ژن وابست  ير متوسط ا  آنتيم اد  .(11)شـود  ي  تومـور م ـ ب
 CARدار ي ـان پايها منجر ب  ب روسيانت ال ژن توسط رترو و

 يصلر الحاق تصادف يا  ارف يول گردد مي T يها در سلول
تنهـا  ،  PhiC31نتگرا  يا  يدر مورد آنز يول. ز وجود داردين

در ژنوم گزارش شـده اسـت و    يمعدود يها گاهيتعداد جا
 يسلول يها بر فعال شدن انکوژن يمبن يچ گزارشيتاکنون ه

ها  گاهي  جايا.   وجود نداردي  آنزيب  دنبال الحاق توسط ا
. (21)انـد  شـده  يز ملالعـ  و بررس ـ ين T يها در ژنوم سلول

و  PhiC31نتگـرا   ياکننده  انيد بيپلاسم ، يا  مح   يگروه
ــم ــاويپلاس ــ  رده attB يد ي ــ  داص ــا را ب ــلول يه  T يس
انـد و   کوترانسـاکت کـرده  ،   Jurkatو   (−)ED40515شام 

 T يهـا  را ب  داص  ژنوم سـلول  attB  يد ياويورود پلاسم
گـاه الحـاق را در ژنـوم    ي  جايهـا چنـد   آن .اند کرده يابيرد

 ـيب ـ يگـاه در نـواي  ياند کـ  دو جا  کرده يمعرف  يرو ي  ژن
  نـر   يشـتر يبو انـد   قـرار گرفتـ    18و  13 يها کرومو وم

بـوده   ي  نـواي ي ـک در اي ـتيهماتوپوئ يهـا  الحاق در سلول
 . (21)است

 
 گيري نتيجه
كننده كارآيي مؤثر آنـزي  اينتگـرا     بيان ،نتايج اي  تح يق    

PhiC31 هاي كايمري  بـ  داصـ     هاي گيرنده در الحاق ژن
است و اسـتااده ا  ايـ  آنـزي  يـ  راه      Tهاي  ژنوم سلول

كايمريـ   گيرنده داراي سا ه  Tهاي  مؤثر براي توليد سلول
يد سرااني ب  صور  پايدار و با بيـان افـزاي  يافتـ  بـ      

 . باشد ميمنظور استااده در ايمونوتراپي سراان 
 

 نيتشكر و قدردا
ــق       ــ  تح ي ــان اي ــ  پاي ــد   ياص ــي ارش ــ  كارشناس نام

بيوتكنولوژي پزشكي اسـت و بـا يمايـت مـالي دانشـكده      
للوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس و نيـز كميتـ   يسـت    

انجام شـده   (TMU-88-8-67)فناوري دانشگاه تربيت مدرس
 . است
      

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
08

-0
2 

] 

                             9 / 11

https://bloodjournal.ir/article-1-609-fa.html


 01بهار ، 1شماره  ،0 هدور                                                      

01 

 

 

References : 
1- Duong CP, Westwood JA, Berry LJ, Darcy PK, 

Kershaw MH. Enhancing the specificity of T-cell 

cultures for adoptive immunotherapy of cancer. 

Immunotherapy 2011; 3(1): 33-48. 

2- Stagg J, Johnstone RW, Smyth MJ. From cancer 

immunosurveillance to cancer immunotherapy. 

Immunol Rev 2007; 220: 82-101. 

3- Eshhar Z. Adoptive cancer immunotherapy using 

genetically engineered designer T-cells: First steps into 

the clinic. Curr Opin Mol Ther 2010; 12(1): 55-63. 

4- Tey SK, Bollard CM, Heslop HE. Adoptive T-cell 

transfer in cancer immunotherapy. Immunol Cell Biol 

2006; 84(3): 281-9. 

5- Hombach A, Abken H. Costimulation tunes tumor-

specific activation of redirected T cells in adoptive 

immunotherapy. Cancer Immunol Immunother 2007; 

56(5): 731-7. 

6- Eshhar Z. The T-body approach: redirecting T cells 

with antibody specificity. Handb Exp Pharmacol 2008; 

181: 329-42. 

7- Gross G, Gorochov G, Waks T, Eshhar Z. Generation 

of effector T cells expressing chimeric T cell receptor 

with antibody type-specificity. Transplant Proc 1989; 

21(1 Pt 1): 127-30. 

8- Wilkie S, Picco G, Foster J, Davies DM, Julien S, 

Cooper L, et al. Retargeting of human T cells to tumor-

associated MUC1: the evolution of a chimeric antigen 

receptor. J Immunol 2008; 180 (7): 4901-9. 

9- Vincke C, Loris R, Saerens D, Martinez-Rodriguez S, 

Muyldermans S, Conrath K. General strategy to 

humanize a camelid single-domain antibody and 

identification of a universal humanized nanobody 

scaffold. J Biol Chem 2009; 284(5): 3273-84. 

10- Revets H, De Baetselier P, Muyldermans S. 

Nanobodies as novel agents for cancer  therapy.  Expert  

Opin Biol Ther 2005; 5(1): 111-24. 

11- Van Bockstaele F, Holz JB, Revets H. The 

development of nanobodies for therapeutic 

applications. Curr Opin Investig Drugs 2009; 10(11): 

1212-24. 

12- Ulrichts H, Silence K, Schoolmeester A, de Jaegere P, 

Rossenu S, Roodt J, et al. Antithrombotic drug 

candidate ALX-0081 shows superior preclinical 

efficacy and safety compared with currently marketed 

anti platelet drugs. Blood 2011; 118(3): 757-65. 

13- Bakhtiari SH, Rahbarizadeh F, Hasannia S, 

Ahmadvand D, Iri-Sofla FJ, Rasaee MJ. Anti-MUC1 

nanobody can redirect T-body cytotoxic effector 

function. Hybridoma (Larchmt) 2009; 28(2): 85-92. 

 

14- Weijtens ME, Hart EH, Bolhuis RL. Functional 

balance between T cell chimeric receptor density and 

tumor associated antigen density: CTL mediated 

cytolysis and lymphokine production. Gene Ther 2000; 

7(1): 35-42. 

15- Sorrell DA, Kolb AF. Targeted modification of 

mammalian genomes. Biotechnol Adv 2005; 23(7-8): 

431-69. 

16- Calos MP. The phiC31 integrase system for gene 

therapy. Curr Gene Ther 2006; 6(6): 633-45. 

17- Chalberg TW, Portlock JL, Olivares EC, Thyagarajan 

B, Kirby PJ, Hillman RT, et al. Integration specificity 

of phage phiC31 integrase in the human genome. J Mol 

Biol 2006; 357(1): 28-48. 

18- Andreas S, Schwenk F, Küter-Luks B, Faust N, Kühn 

R. Enhanced efficiency through nuclear localization 

signal fusion on phage PhiC31-integrase: activity 

comparison with Cre and FLPe recombinase in 

mammalian cells. Nucleic Acids Res 2002; 30(11): 

2299-306. 

19- Krüger C, Greten TF, Korangy F. Immune based 

therapies in cancer. Histol Histopathol 2007; 22(6): 

687-96. 

20- Gross G, Waks T, Eshhar Z. Expression of 

immunoglobulin-T-call receptor chimeric molecules as 

functional receptors with antibody-type specificity. 

Proc Natl Acad Sci U S A 1989; 86(24): 10024-8. 

21- Stancovski I, Schindler DG, Waks T, Yarden Y, Sela 

M, Eshhar Z. Targeting of T lymphocytes to 

Neu/HER2-expressing cells using chimeric single 

chain Fv receptors. J Immunol 1993; 151(11): 6577-82. 

22- Kershaw MH, Westwood JA, Parker LL, Wang G, 

Eshhar Z, Mavroukakis SA, et al. A phase I study on 

adoptive immunotherapy using gene-modified T cells 

for ovarian cancer. Clin Cancer Res 2006; 12(20 Pt 1): 

6106-15. 

23- Thistlethwaite F, Mansoor W, Gilham DE, Hawkins 

RE. Engineering T-cells with antibody-based chimeric 

receptors for effective cancer therapy. Curr Opin Mol 

Ther 2005; 7(1): 48-55. 

24- Chalberg TW, Portlock JL, Olivares EC, Thyagarajan 

B, Kirby PJ, Hillman RT, et al.  Integration specificity 

of phage phiC31 integrase in the human genome. J Mol 

Biol 2006; 357(1): 28-48. 

25- Ishikawa Y, Tanaka N, Murakami K, Uchiyama T, 

Kumaki S, Tsuchiya S, et al. Phage phiC31 integrase-

mediated genomic integration of the common cytokine 

receptor gamma chain in human T-cell lines. J Gene 

Med 2006; 8(5): 646-53. 

 

 

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
08

-0
2 

] 

                            10 / 11

https://bloodjournal.ir/article-1-609-fa.html


 فرنوش جعاري ايري سالي و همكاران                                                                                                                                                                Tهاي  ژن كايمري  و لناوسيت بيان گيرنده آنتي

08 

 

 

High-expression of chimeric antigen receptor on 

 T lymphocytes by genomic insertion 
 
 

Jafari Iri Sofla F.
1
, Rahbarizadeh F.

1
, Rasaee MJ.

1
, Aghaii Bakhtiari H.

1
, Khaleghi S.

1 

 
 

 

1Depatment of Medical Biotechnology, Faculty of Medical Sciences, Tarbiat Modares Medical University, Tehran, 

Iran 

 

 

Abstract 
Background and Objectives 

The specific activation of the immune system especially T lymphocytes has been a long-term 

goal of cancer immunotherapy. In an approach to induce the patient’s own immune cells, 

chimeric antigen receptors (CAR) were used to activate cytotoxic T lymphocytes. The CAR 

consists of an antigen binding domain of antibody molecule linked through an extracellular 

linker to transmembrane and cytoplasmic domains of lymphocyte-triggering moieties.  

 

Materials and Methods 

In our research group, variable domains of heavy chain antibodies (VHH or nanobody) derived 

from camelids were used instead of the antigen-binding domain in chimeric receptors 

constructs. To obtain a stable and increased expression of VHH harboring CAR, the PhiC31 

integrase system was used for CAR gene integration into the T-cell genome. Constructs 

expressing CAR and PhiC31 integrase were co-transfected into the Jurkat cell line and CAR 

expression was quantified after one day and 30 days after transfection by a semi-quantitative 

RT-PCR method.  

 

Results 

Our results on day 30 confirmed that co-transfection of PhiC31 integrase constructs and CAR 

expressing constructs resulted in stable and high expression of the receptors.  

 

Conclusions 

Based on our results, we conclude that PhiC31 integrase enzyme can be used for 

immunotherapy of cancer mediated by T cells expressing chimeric recetors. 
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