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هاي‌سرطاني‌سينه‌به‌منظور‌جداسازي‌‌سازي‌كتابخانه‌نمايش‌فاژي‌عليه‌سلول‌غني

2هاي‌تك‌دوميني‌شتري‌شناساگر‌فاكتور‌رشد‌اپيدرمالي‌بادي‌آنتي

 5، فريدون مهبودي4، داوود احمدوند9، محمد علي شكرگزار2زاده ، فاطمه رهبري1رحيمي جمنانيفاطمه 
 
 
 

 هچكيد
‌سابقه‌و‌هدف‌

د ي  ه ا از د  مان دن نن  ينه، باعث مخف  يس يسرطان يها از سطح سلول HER2مانند  يسرطان يزش مارکرهاير
و  +HER2نه يجه درمان س رطان س   يدر نت، (sHER2)محلول HER2ش غلظت يافزا. گردد يم يمنيا يها سلول

ب ه عل ت   ( VHH)يش تر  ين  يت   دوم  يها يباد ين راستا، ننتيدر هم. رگذار استيتاث، پاسخ به تراستوزومب
 sHER2 ييدر شناسا يثرؤار ميژن، مواد هدفمند بس يننت ييبالا در شناسا ييات منحصر به فرد و توانايخصوص

 . گردند يمحسوب م

‌ها‌روش‌مواد‌و
 يه ا  س لول  يب ر رو  panningمن با انج ا   يدست نمده از دو شتر اه ب يکتابخانه فاژدر يك مطالعه تجربي، 

دست ه ب VHHچهار  يتينيزان افيم. ديگرد يغن HER2ژن  يه ننتي، عل HER2کننده  انيو بHER2 فاقد  يسرطان
ه ا ب ا   VHHنه توس    يس   يسرطان يها سلول يبر رو HER2و اتصال به  sHER2 يي، شناسا HER2نمده به 

 .قرار گرفت يزا مورد بررسيالا
‌ها‌يافته

سه با کنترل يدر مقا HER2با اتصال قابل ملاحظه به  VHHزا، چهار يالا سلول و يبر رو panningبعد از انجا  
 sHER2 (2 ييدر شناس ا ني ز   ييب الا  يي، توان ا M 1119-1112-1 يت  ينياف ب ا  يهاVHH. شدند ييشناسا يمنف
 1RRو  4RR( VHH)يه ا  يباد يدر سطح سلول، ننت HER2در اتصال به . نشان دادند( تريل يليکروگر  در ميم

س ه  يرا در مقا (HER2کننده  انيب) SKBR3به سلول ( 5/2 ± 15/1و  2 ± 99/1 بيبه ترت)زان اتصالين ميبالاتر
 .نشان دادند( 4/1 ± 12/1و  93/1 ± 11/1 بيبه ترت) HER2با سلول فاقد 

‌ينتيجه‌گير
ت ياز وض ع  يمناسب يابيارزومارکر، يبه عنوان ب sHER2سنجش  يبرا HER2 ياختصاص يهاVHHاستفاده از 

HER2 دهد يپاسخ به درمان م ه و متعاقباًيدر تومور اول. 
 ، سرطان سينه HER2ها،  ژن :ات‌كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 

 03/2/22: تاريخ دريافت 
 81/2/22: تاريخ پذيرش 
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  قدمه م
 HER = Human)يدرمالي ـرنده فاکتور رشد اپيخانواده گ    

Epidermal growth factor Receptor    يـاHER family ) از
ول اسـت کـد در انسـان شـام      ـح سل ــسط ـ يها نـيپروتئ

HER1 ،HER2  ،HER3   وHER4 خانواده  ياعضا. باشد مي
HER  از مدياتورهاي ضروري براي تكثير و تمايز در جنين

شوند کد بيان  يهاي بالغين محسوب م در حال رشد و بافت
هـا بـا توسـعد و شـدت      ليت نامناسـ  آن بيش از حد و فعا

از  HER2. (8، 2)هـا مـرت ا اسـت    تعداد زيادي از سـراان 
 ـب رايد زيآ يمهم در سراان بد شمار م يها ژن يآنت  ـي ش يان ب

  رگ ي، تشکير سلول توموريش تکثياعث افزا، باز حد آن
 ـب. گردد يم يمت تهاجيو خاص  ـي در  HER2ش از حـد  يان ب

هـا ماننـد    ر سـراان يند و در سايس يها از سراان% 21-03%
تخمدان، رحم، معـده، کولـون، مغـز و پـانکراس نشـان از      

 ين ـيپروتئ،  HER2ژن  يآنت. (0)باشد يژن م ين آنتيت اياهم
مين د خارج سلولي، دويناح يند است و دارايد آمياس 8211

و دومـين درون   (آمفي پاتيك)دوست دوگاندترانس مم راني 
 (Conserved)سلولي تيروزين كينازي بسيار حفاظـت شـده  

شـناختد   HER2ژن  يآنت ـ يبرا يگانديتاکنون ل. (1)باشد مي
در  (پـارتنري )رسپتور همـراه صورت د حاً بيولي ترجنشده 

براي ساير اعضـاي  ( بد عنوان كورسپتور)هترودايمريزاسيون
ــانواد ــا  EGFR)ه خ  ــ(HER3ي ــ  م ــد ي، عم ــا  . كن ــو ي هم

هترودايمريزاســـيون اعضـــاي خـــانواده باعـــث تـــرانس  
فسفريلاســيون دومــين تيــروزين كينــاز و ســيگنال تــرانس 

 .(1)گردد داكشن مي
هــاي  بــاديبعـد از گذشــت ربـن اــرن از ســاخت آنتـي       
ــال، امــروزه آنتــي  وم بــادي بــد عنــوان يكــي از    نوكلون

هاي انسـاني   ن عوام  درماني عليد انواع بيمارييپرکاربردتر
هاي نوتركي   باديآنتي. شود، محسوب مياز جملد سراان

هـاي بـاليني    ک را در آزمـون يولوژيداروهاي ب% 03بيش از 
شـده اسـت كـد فـروش آنتـي     بيني دهند و پيشتشكي  مي

، 7)هاي اخير برسد بيليون دلار در سال 03ها بد حدود  بادي
 يهـا  يبـاد  ياز آنت ـ ينوع منحصر بد فرد 8220سال  در. (6

ک کوهاند و لاما ي يره س ک در سرم انواع شترهايفااد زنج
 ين ـيتـک دوم  يهـا  يبـاد  يآنت ـ. (1)(8شـک   )شد ييشناسا
 VHH = Variable domain of camel heavy-chain) يشـتر 

antibody )ــد علــت اختصاصــيت، اف ــينيب ــدازه  يت ــالا و ان ب
هاي  ها در مكان ژن كوچك براي مورد هدف ارار دادن آنتي

هـا بـد علـت     ن مسدود نظيـر تومورهـا كـد نفـور دارو بـد آ     
باشـد، بسـيار مناسـ      يعرواي مشک  م نامناس وضعيت 
زايـي بسـيار ضـعيف     ها از لحاظ ايمنيVHH. (1، 2)هستند
، تجـويز مكـرر   ينيبال هاي دكد در مطالع اوريد باشند ب مي
ايمني سـلولي يـا همـورالي اابـ      ها منجر بد هيچ پاسخ  آن

 ين ـيتـک دوم  يهـا  يبـاد  يآنت ـ. (1، 83)توجهي نشده است
از جملـد   يسـراان  يهـا  ژن يآنت ـ د انواعيعل ياريبس يشتر

MUC1 (MUCin1) ، EGFR (Epidermal Growth Factor 

Receptor) ،VEGFR (Vascular Endothelial Growth 

Factor Receptor )ج يانـد کـد بـا نتـا     د شدهين توليو اندوگل
 انـد  همـراه بـوده   يسـراان  يهـا  در مهار سـلول  يبخش ديام
(82-83) . 
 
 
 
 
 
 
 

بادي زنجيره  ، ننتيIgG (1)بادي  نماي شماتيکي از ننتي: 1شکل 
 (9)و ت  دوميني شتري( 2)سنگين

 
د ي ـند از ديس يتومور يها فرار سلول يرهايمس از جملد    
ماننـد   يسـراان  يهـا  ژن يزش آنت ـي، ريمنيستم ايس ياجزا

HER2 ژن  يافتـد آنت ـ ي زشي ـفرم ر. (80-81)باشد يمHER2 
نـد سـراان و درمـان    از رو يد مناس يد ،ماريدر سرم افراد ب

 ين مطالعـد، بـرا  ي ـن راسـتا در ا يدر هم. دهد يماران ميدر ب
بد منظور  يشتر ينيتک دوم يها يباد ياز آنت ين بار پنلياول

ــرار دادن ناح ــهــدف ا ــ يد خــارج ســلولي  HER2ژن  يآنت
(sHER2)ديت گردين خصوصييو تع يي، شناسا. 
 

  ها روشمواد و 
 :فاژيتکثير کتابخاند و تخليص ررات 

 اطعد  pComb3X يد فاژــکتابخانتجربي  در يك مطالعد    

    8                            2                   8 
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cDNA دسـت آمـده از   د ب يشتر ينيتک دوم يها يباد يآنت
ند يس ـ يسـراان  يهـا  من شده بـا عصـاره بافـت   يا يشترها
 يسـراان  يهـا  سـلول  يبر رو HER2ژن  يد آنتي، عليانسان
 23  کــد ابتــدا يــن ترتيبــد. (86، 87)ديــگرد يند غنــيســ
ا يتـر مح ـ يل يل ـيم 1بد  يرـشت يـد ژنـتر از کتابخانيکروليم

ت رشـد  يدر وضـع ( اسـتراتاژن ) E. coli TG1يباکتر يحاو
 يديـــنااـــ  فاژم. افـــزوده شـــد( OD600=8) يتميلگـــار

pComb3X باشـد بـد    ين م ـيليس يژن مقاومت بد آمپ يدارا
 13)نيليس ـ يک آمپ ـي ـوتيب يآنت ـ تـر يکروليم 1ن منظـور  يهم
قـد  يدا 03در دو نوبت و بـد فاصـلد   ( تريل يليگرم در م يليم

 M13KO7 يتـر فـاژ کمک ـ  يکروليم 833سـپس  . اضافد شـد 
(GE Healthcare )اضافد و  نيسيژن مقاومت بد کاناما يدارا

گـراد   يدرجـد سـانت   07سـاعت در   8ون بد مـدت  يانکوباس
فـاژ   يدارا يها يباکتر يحاو يها ات لولديمحتو. انجام شد
تـر  يل يل ـيم 21منتق  شد و حجم بد  يتريل يليم 833بد ارلن 

 ين بـرا يس ـين و کانامايليس ـ يک آمپيوتيب يآنت. افتيش يافزا
درجـد   07ون در يد و انکوباس ـينظر اضافد گرد حجم مورد

ات ي ـمحتو. ساعت صـورت گرفـت   86گراد بد مدت  يسانت
 0133)فوژيافت و سـانتر يفوژ انتقال يسانتر يها ارلن بد لولد

موجـود در   يفاژهـا  .انجـام شـد  ( قـد يدا 23دور بد مـدت  
 ـ با استفاده از ييرو نيما نمـک   ، 6333کـول  يگلالن يات ـ يپل
ــکلر ــديــ ــولار در آب  1/2م يد ســ ــ يرو)مــ و ( خيــ
، رسـوب داده  (قـد يدا 81دور بـد مـدت    81333)فوژيسانتر
ر يتر شيل يليم 8واره با يد يظ شده بر رويتغل يفاژها. شدند

 = MPBS) %(1)نيدر فسفات بافر سـال  يخشک بدون چرب

Skim Milk in phosphate – buffered saline ) شســتد و
 .شدند يآور جمن

 
  :بر روي سلول panningسازي کتابخاند فاژي با انجام  غني
 ياز فاژ بر رو 8381( mL/cfu)با  يسلول panningروند     

کننده  انيو سپس بHER2 (HepG2 )ژن  يفااد آنت يها سلول
 HER2 (SKBR3 = Human breast cancer cellژن  يآنت ـ

line )ــد ــاز ش ــلول. آغ ــا س ــک ) SKBR3و  HepG2 يه بان
متـر   يسانت 71 يها در فلاسک( رانيتو پاستور ايانست يسلول

 کيـــوتيب يآنتـــ ،(جي كـــو) DMEMا يمحـــ يمربـــن دارا
 833)ن يس ـي، استرپتوما(تـر يل يل ـيدر مواحد  833)نيليس يپن

کشـت  ( مـولار  يليم 2)ن يو گلوتام( تريل يليکروگرم در ميم
% 321/3) نديپس ـي، تر%23دن بـد تـراکم   يداده و بعد از رس ـ

بعـد از شـمارش   . شدند( يحجم/يوزن EDTAن در يپسيتر
 6/2× 836بلـو،   پـان يتر يزي ـآم ها با لام نئوبار و رنـ   سلول
تـر  يل يليم 8در ) SKBR3سلول  1/8×836و  HepG2سلول 
MPBS (1))% نــ  بــد يانتقــال داده و بلاک 81، بــد فــالکون
فوژ يبعـد از سـانتر   .اتاق انجام شد يساعت در دما 8مدت 

ختـد و  يرا دور ر ييرو ني، ما(قديدا 1دور بد مدت  8333)
بـد   و افـت ير يتکث يبا کتابخاند فاژ HepG2 يرسوب سلول

 ـاتاق انکوبـد گرد  يساعت در دما 8مدت  ون يانکوباس ـ. دي
 ي، جهت حذف فاژهـا يبا کتابخاند فاژ HepG2 يها سلول

و ( يمنفــ) HepG2 يهــا ســلول. باشــد يمــ يراختصاصــيغ
SKBR3 (تمث  )يسـلول منف ـ  يين رويشدند، ما سانتريفوژ 

ون بـد مـدت   يافت و انکوباسيبد رسوب سلول مث ت انتقال 
 يهـا  سـلول  يلولد حـاو . اتاق انجام شد يساعت در دما 8

رسـوب  . شد( قديدا 1دور بد مدت  8333)سانتريفوژمث ت 
ــلول ــيم 2در  يسـ ــ  و مجـــدداً   MPBSتـــر يل يلـ معلـ

ن چرخـد  يا. ديگرد( قديدا 1دور بد مدت  8333)سانتريفوژ
. سـرد تکـرار شـد    PBSبار با  0و  MPBSبار با  0شستشو 
 SKBR3 يهـا  متص  بد سلول ياختصاص يفاژها يجداساز

 1بـد مـدت   ( مولار يليم 833)ن ي  آميات يتر تريل يليم 8با 
 8محلـول حاصـ  بـا    . اتاق صورت گرفـت  يقد در دمايدا
دور  8333)سانتريفوژ ،يد خنثيدروکلرايهـ   سيتر تريل يليم

 يتـر بـاکتر  يل يليم 1بد  يين رويما. ديگرد( قديدا 1بد مدت 
E. coli TG1 ر بـا  ي ـمراحـ  تکث . اضافد شد يتميدر فاز لگار

کول صـورت  يلن گلايات يص با پليو تخل يافزودن فاژ کمک
ن يافــت بــديگــر ادامــد يدو دور د يبــرا panning. گرفــت

بـار بـا    6زان ي ـبـد م   کد در دور دوم تعداد شستشـو  يترت
MPBS ، 6  بار باPBS  ش يبار در دور سوم افـزا  1سرد و و

 . افتي
 

 : HER2ژن  شناسايي فاژهاي اختصاصي آنتي

 ير فاژهــايــو تکث panningبعــد از انجــام ســد دور       
 Outputو سـد   Inputتاً سد ي، نها HER2ژن  يآنت ياختصاص

. زا شـدند ي ـالاکلونال فاژ  يدست آمد کد وارد سنجش پلد ب
 Fcد ي ـعل يبـز  يبـاد  يخاند با آنت 26ت يپل يها چاهک ابتدا
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پوشش داده شـدند و سـپس   ( سيگما)يانسان IgG يباد يآنت
recombinant HER2-Fc chimera  (R&D systems )ژن يآنت
بـد  ( تـر در هـر چاهـک   يکروليم 833 ينانوگرم بد ازا 833)
نــ  يمـاده بلاک ون بـا  يبعـد از انکوباس ـ . هـا افـزوده شـد    آن
(MPBS (1 ))% سـاعت،   8بد مدتInput  بـد   0تـا   8 يهـا

 07سـاعت در   8ن شده اضافد و بد مـدت  ييتع يها چاهک
 23ن ييبعد از شستشو با تـو . گراد انکوبد شدند يدرجد سانت

م يمتصـ  بـد آنـز    M13د ي ـعل يباد ي، آنت%PBS (31/3)در 
HRP (رُوش )8 ون بـد مـدت  يبعـد از انکوباس ـ . افزوده شد 

ت را شسـتد و مـاده   ي ـگـراد، پل  يدرجد سـانت  07ساعت در 
TMB د يک اس ـيدروکلري ـتواف واکنش بـا ه . دياضافد گرد

در اـول   (OD=  8)يزان جـذب نـور  ي ـصورت گرفت و م
 ـنانومتر توسا دسـتگاه سـنجش الا   113موج  -ELISA) زاي

Reader )(2833، کـــايآمر STAT FAX )خوانـــده شـــد .
ن يبـا بـالاتر   Inputافتن ي يبرا زايکلونال فاژ الا يسنجش پل

 ين سـرم گـاو  يآل ـوم )يگنال با کنترل منف ـيزان تفاوت سيم
(BSA)صورت گرفت ، .Input ينظـر در بـاکتر   مورد TG1 

ن منتق  يليس يک آمپيوتيب يآنت يت داراير و سپس بد پليتکث
هـا انجـام    تک تک کلون يزا براينوکلونال فاژ الاوم. ديگرد
کلون برداشتد شده بـا کمـک فـاژ       کد تکين ترتيبد. شد

ــ ــتکث يکمک  ــير ي ــد پل ــت و مانن ــاژ الا  ياف ــال ف ــکلون زا، ي
هـا بـد    ص شـده از تـک کلـون   يتخل ـ يت فاژهـا ياختصاص

 . ارار گرفت يمورد بررس HER2ژن  يآنت
 

ــابي عملکــرد آنتــي ــادي ارزي ــي شــتري   ب هــاي تــک دومين
 : HER2اختصاصي آنتي ژن 

زان ي ـن ميشـتر يبا ب ها ص شده از تک کلونيتخل يفاژها    
( ين سـرم گـاو  يآل وم يچاهک دارا)ياختلاف با کنترل منف

 Rosetta gami II E. coliر سـرکوبگر  ي ـغ يبـد درون بـاکتر  
دن يها و رس يافتن باکترير يبعد از تکث. افتيانتقال ( نواژن)

نـانومتر، القـا بـا     633در اـول مـوج    2/3بـد   يجذب نور
IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalacto pyranoside) ــ ک ي

 يهـا  نيپـروتئ  يجداسـاز  يبـرا . مولار صورت گرفت يليم
 8 يبـار بـرا   0)کد يسـون  يياي ـ، رسـوب باکتر يتوپلاسميس
ون يو سوسپانســانجــام ( خيــد در يــثان 03قــد و فاصــلد يدا

درجـد   1قد در يدا 23 يبرا دور 81333) سانتريفوژحاصلد 

ن يتـک دوم ـ  يهـا  يبـاد  يت آنت ـياختصاص. شد( گراد يسانت
در  HER2ژن  يبد آنت ـ يين رويموجود در ما( VHH) يشتر
ن سـرم  يآل وم يدارا يها چاهک)يمنف يسد با کنترل هايمقا
 IgG يبـاد  يآنت ـ Fcد ي ـد ناحي ـعل يبـز  يبـاد  يو آنت يگاو
 ديلـع ـ يادـب يـتـزا و آنــياده از روش الاـفـا استـب( يانسان

 يمـورد بررس ـ  (رُوش) HRPمتصـ  بـد   ( HA)نينيهماگلوت
 يشـده بـرا   ياراح ـ يبا استفاده از آغازگرهـا . ارار گرفت

بـر   PCR - يک و چهار، کلـون يFR (Frame work ) ينواح
 بـــا VHH يدارا يدهايـــفاژم يحـــاو يهـــا کلـــون يرو

 :صورت گرفت HER2ژن  يت بالا بد آنتياختصاص
 :آغازگر

 VHH-for: 5'-GAC TAG TGC GGC CGC GTG AGG 

AGA CGG TGA CCTG-3'  
 :آغازگر 

VHH-Back: 5'-CGC GGA TCC AAT GGC CGA KGT 
SGA GCT-3'   

منتخ   يها از کلون VHH يدارا يدهايد، فاژمييتا يبرا    
 يهـا  روش. فرسـتاده شـدند   ين تـوال يـي تع يص و برايتخل

SDS-PAGE ــا اســتفاده از ژل آکر و وســترن % 82د يــلاميب
بـر   HRPمتصـ  بـد    HAد يعل يباد يبلات با استفاده از آنت

ــاس  ــتورالعم اس ــت  دس ــام گرف ــتاندارد انج ــي . اس افينيت
VHHژن  يآنتــ ياختصاصــ يهــاHER2  بــا روش ،Beatty 

ــد  ــ د ش ــدر ا. (81)محاس ــت ي  833و  83)ن روش دو را
ن يو آل ـوم  HER2ژن  ياز آنت ـ( هر چاهـک  ينانوگرم بد ازا

شـد و  اسـتفاده  خانـد   26ت ي ـپل يها در چاهک يسرم گاو
 VHHاز ( نـانومولار  833و  13، 21، 83)ندهيفزا يها غلظت

متصـ  بـد    HAد ي ـعل يبـاد  يآنت. ديها اضافد گرد بد چاهک
HRP داز با سوبسترا يم پراکسيت آنزيرا افزوده و فعالTMB 
 ـينيثابـت اف . ده شـد يسنج ژن  يبـد آنت ـ  يبـاد  يآنت ـ( Kaff)يت

HER2 دير محاس د گردياس فرمول زبر اس. 

            
Kaff     –           ]−   ])  

ژن مورد استفاده در چاهـك   ؛ ميزان آنتي Agدر اين فرمول، 
 (نانوگرم 833)

Ag' (نانوگرم 83)ژن مورد استفاده در چاهك ؛ ميزان آنتي 
VHH  ؛ غلظتVHH ژن در حداكثر اتصال بد آنتي 
VHH'  ؛ غلظتVHH ژن در نصف حداكثر اتصال بد آنتي 
 محلول  HER2ژن  يآنت ييش ادرت شناساــسنج يراـب    
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ت ي ـپل يها از چاهک ي، دو سريشتر يها يباد يتوسا آنت
( تــريل يلــيکروگــرم در ميم 8) HER2ژن  يخانــد از آنتــ 26
بـد  ( تريل يلينانوگرم در م 133)يشتر يباد يآنت. ده شديپوش

محلـول و   HER2ژن  ياز آنت ـ يش ـيافزا يهـا  همراه غلظـت 
ــ ــول  MUC1ژن  يآنت ــرم در يم 2و  2/3،  32/3)محل کروگ
اول و دوم افزوده  يسر يها   بد چاهکيبد ترت( تريل يليم

کـد بـد    ييهـا  يبـاد  يآنت يبرا( مهار% 3)حداکثر اتصال. شد
( مهـار % 833)ژن کف چاهک متص  و حـداا  اتصـال   يآنت
انـد،   ژن محلول مانـده  يکد متص  بد آنت ييها يباد يآنت يبرا

 يشـتر  ينيتک دوم يها يباد ياتصال آنت. در نظر گرفتد شد
ــ ــد آنت ــر رو HER2ژن  يب ــلول  يب SKBR3 (HER2س

و ( +
HepG2 (HER2

ن يبــد. اــرار گرفــت يز مــورد بررســيــن( -
ها بـا   ، سلول%23بد  يدن تراکم سلولي  کد پس از رسيترت

ت شدند و يخ تث ي يقد بر رويدا 83متانول خالص بد مدت 
 يهـا  يبـاد  يآنت ـ. ن  انجـام گرفـت  ي، بلاک MPBSسپس با 

را ( يبـاد  يتـر از هـر آنت ـ  يل يل ـيکروگرم در ميم 1/3) يشتر
ادامـد  . سـاعت انجـام شـد    8ون بد مدت يافزوده و انکوباس

 HRPمتصـ  بـد    HAد ي ـعل يبـاد  يسنجش با افـزودن آنت ـ 
 . صورت گرفت

 
  :تحلي  آماري

 SPSS 86 يافزار آمار با استفاده از نرم يآمار يها  يتحل    
ش در مطالعـد بـا   يمختلـف آزمـا   يها گروه. صورت گرفت
سـد  يمقا. سد شدنديمقا كروسكال ـ واليس  استفاده از آزمون

انجـام گرفـت    ويتني من يبر اساس آزمون آمار ين گروهيب
 يتمـام . بد عنـوان معنـادار در نظـر گرفتـد شـد      >31/3pو 

صورت سـد  د مورد استفاده ب يها ها و روش شيمراح  آزما
 .انجام گرفتند( تيکيپليتر)ييتا
 

 ها يافته
 TG1 يهـا  يدر باکتر pComb3X يش فاژيکتابخاند نما    

 ياز فاژها 8×8381 تعداد .ر شديتکث M13KO7 يبا فاژ کمک
 يهــا ســلول يبــر رو panningشــروع  ير شــده بــرايــتکث

 يا ـ. بد کـار رفـت   HER2ژن  يکننده آنت انيند بيس يسراان
ــ ــاً ي، تقر panningن دور از ياولـ ــا 832 ـ ــغ ياز فاژهـ ر يـ

. ديرس ـ 6×831در اثر شستشو خارج شـده و بـد    ياختصاص

 يرا مجدداً در بـاکتر  panningن دور يحاص  از اول يفاژها
TG1 فـاژ   1×8380ن بـار بـا   ي ـر داده و ايتکث يو با فاژ کمک
(2Input) مرحلد دوم ،panning  يدورهـا در . دي ـآغـاز گرد 

ــزا  ــا اف ــوم ب ــاً  يدوم و س ــو و متعاا  ــداد دور شستش ش تع
 1×836و  1×836  بـد  ي ـبـد ترت  Outputزان ي ـفوژ، ميسانتر
کلونـال فـاژ    يدر پل ـ Inputو  Outputسـد  (. 8جدول )ديرس
 يدور سوم دارا(. 2جدول )ارار گرفتند  يزا مورد بررسيالا

Output (31/3±12/3 ) وInput (8/3±110/3 )  ــتلاف ــا اخ ب
OD  ن سـرم  يآل ـوم  يسـد بـا کنتـرل منف ـ   يمشخص، در مقا
انجام منوکلونـال   يسوم، برا Inputو  Outputاز . بود يگاو
  سد کلون از 23ش ـد از سنجـبع. اده شدــزا استفـياژ الاـف
 

بر روي  panningحاصل از  Outputو  Inputنتايج : 1جدول 
 (مثبت) SKBR3و سپس ( منفي) HepG2هاي  سلول

 
Panning  بر

 دور سو  دور دو  دور اول روي سلول

Input 8381  *8 8380  *1 8380  *6 
Output 831  *6 836  *1 836  *1 

 
 panningكلونال فاژ الايزا دورهاي اول تا سو   نتايج پلي: 2جدول 

نتايج به .  BSAو كنترل منفي  HER2ژن نوتركيب  بر روي ننتي
 ± SD)شدژن و كنترل نشان داده  بين ننتي ODصورت اختلاف 

Mean  ،15/1 p<.) 
 

 Input Output دورها

8 81/3 ± 021/3 8/3 ± 271/3 

2 31/3 ± 1/3 31/3 ± 07/3 

0 8/3 ± 110/3 31/3 ± 12/3 

 
Output  سـد  کلون از 03و Inputتـاً چهـار کلـون کـد     ي، نها

ن سـرم  يآل ـوم )دادنـد  يکنترل نشان م ن اختلاف را بايشتريب
 ـي ـتول يبـرا  Rosetta gami IIبـد  ( يگـاو  تـک   يبـاد  يد آنت
د يي ـبعد از تا(. 8نمودار )افتنديمحلول انتقال  يشتر ينيدوم

، چهـار کلـون   ين توالييزا و تعيمحلول با الا يها مجدد فرم
1RR  ،6RR  ،83 RR 86وRR ــد  يهــا يکــد تــوال منحصــر ب
 ث ت )شتر ارار گرفتنديب يابيورد ارزـد، مـان دادنـنش يردـف
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 ، JX 576799  ،JX 576800  ي ـبـد ترت  Genebankشده در 
JX 576801  وJX 576803 .)يبا انجام کلون-PCR  يبـر رو 

 FR يشـده بـرا   ياراح ـ يبا آغازگرها)چهار کلون حاصلد
بـر   يجفـت بـاز   013 - 133 ـاً  ياطعات تقر ،(ک و چهاري
 (.2 شک )ديژل آگارز مشاهده گرد يرو
ــام روش      ــا انج ــا ب ــلات،   SDS-PAGE يه ــترن ب و وس
لـو دالتـون   يک 87بـا وزن   يشـتر  ينيتک دوم يها يباد يآنت

 . د ارار گرفتندييمورد تا
و  1RR يهـا  يبـاد  يآنت يتيني، اف Beattyبر اساس روش     
6RR ژن  يبد آنت ـHER2  ،8-M  8382 × 1/1  8و-M 8382 
ژن  يبـد آنت ـ  86RRو  83RR يهـا  يبـاد  يآنت يتينيو اف 1/7 ×

HER2 ،8M- 8383 × 2/3  8وM- 8383 × 6/3 دســـت د بـــ
 ـيبـا اف  يشـتر  يهـا  يبـاد  يآنت ـ. آمد ،  6RR و 1RRبـالا   ينت
ژن محلول از خـود نشـان    يآنت ييدر شناسا يشتريب ييتوانا

تـر از  يل يل ـيکروگرم در ميم 2کد در غلظت  ياورد دادند ب
چ يمهـار صـورت گرفتـد و ه ـ   % 833 اً يژن محلول تقر يآنت

در کـف   HER2ژن  ينظر و آنت ـ مورد يباد ين آنتيب ياتصال
 . چاهک مشاهده نشد

 ـينيبـا اف  86RRو  83RR يهـا  يبـاد  يآنت     متوسـا هـم    يت

. محلـول را نشـان دادنـد    HER2ژن  يآنت ـ ييشناسـا  ييتوانا
ــمن ا ــض  ــ ني ــور آنت ــد در حض ــول،  MUC1 ژن  يک محل

ژن  يش حداکثر اتصال را بد آنتـيورد آزماـم ياـه يباد يآنت
HER2 (.2نمودار )در کف چاهک داشتند 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

 يها يباد يننت PCR -يج الکتروفورز حاصل از کلونينتا: 2شکل 
 4RR، (M)مارکر: ب از راست به چپيبه ترت .يشتر ينيت  دوم

(1) ،1RR (2) ،11RR (9 ) 11وRR (4 )يبا استفاده از نغازگرها 
 931-411جاد قطعات ي  و چهار و اي FR ينواح يبرا ياختصاص
 .يجفت باز

 
 

 

 
     
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Fcه يه ناحيعل يبز يباد يو ننت BSA)يو کنترل منف HER2ب يژن نوترک يننت يبر رو يشتر ينيت  دوم يباد يزا چهار ننتيج الاينتا: 1نمودار 
وجود  يسه با کنترل منفيدر مقا HER2ژن  يها به ننت يباد يدر اتصال ننت يدارا، تفاوت معن Mann–Whitney يبر اساس نزمون نمار(. يانسان
 (. >SD MEAN  ،15/1p ±)دارد

 

133-013  
 جفت بازی

M        1         2          9         4      

0              1/2              2              1/8              8                1/3             3 

451A 

RR

RR

RR

RR 

 HER2ژن  ننتي
 
 
 

BSA 
 
 

 Fcبادي عليه  ننتي
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  MUCIمحلول و  HER2ژن  در كف چاهك و ننتي HER2ژن  هاي تك دوميني شتري به ننتي بادي ميزان اتصال ننتي: 2نمودار 
(>MEAN ± SD  ،15/1 p)محلول

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 -HER2و سلول HER2+ (SKBR3 )سلول  يبر رو HER2ژن  يبه ننت يشتر ينيت  دوم يها يباد يج حاصل از اتصال ننتينتا: 9نمودار 
(HepG2 .)مثبت ها به سلول يباد يدر اتصال ننت يداراتفاوت معن ،ويتني من يبر اساس نزمون نمار(SKBR3 )سه با سلول کنترل يدر مقا
(HepG2 )وجود دارد(± SD MEAN  ،15/1p <.) 
 

و  1RR يهـا  يبـاد  ي، آنتيسراان يها در اتصال بد سلول    
6RR زان اتصال بد سلول ين ميبالاترSKBR3  را نشان دادند

چــد  اگــر .هــم متصــ  شــدند يمنفــ يهــا امــا بــد ســلول
زان ـي، م SKBR3در اتصال بد  86RRو  83RR يها يباد يآنت

OD 1 يهـا  يباد يد آنتـت بـنس  يرـکمتRR  6وRR   نشـان
 نداشتنــد يـمنف ياـه  ا سلولــب يـچ اتصالـيا هـد امـدادن

 (.0نمودار )
 

 بحث
، کـوچکترين اطعـد   يشـتر  نـي يتـك دوم  يها بادي آنتي    
د از ـــد كـنـژن هست يـد آنتـده بـونــ  شـادي متصـب آنتي
 ين فااد زنجيره س ك شترـره سنگيـاي زنجيـه اديـب يـآنت

SKBR3 

HepG2  

1/0 
0 
1/2 
2 
1/8 
8 
1/3 
3 

45
1

A
 

   86RR           83RR             6RR             1RR 
 بادي ننتي

 

 

 

 

 

 1RR 
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1RR 
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2                        2/3                   32/3                    332/3                3 
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اور تقري ي د ها ب اطعد کام  آن(. 2شک  )گردند مشت  مي 
 82-81نانومتر اول و وزني در حدود  1نانومتر اطر و  1/2

ــو  ــون داردکيل ــرد   . (83)دالت ــد ف ــر ب ــيات منحص خصوص
هـا   منجـر بـد برتـري آن    يشـتر  نـي يتك دوم يها بادي آنتي

توانـايي  : هاي درمـاني متـداول از جملـد    بادي نس ت بد آنتي
هاي مخفي و نامعمول، توانايي اتصال بـد   توپ شناسايي اپي
پـذيري مناسـ     ها، انعطاف ايگاه فعال پروتئينحفرات يا ج

زايي بسـيار ضـعيف و    براي ت دي  بد اشكال دارويي، ايمني
خصوصـيات بيـوفيزيكي و   . شـده اسـت   نهايتاً آساني توليد

بـد همـراه    يشتر نييتك دوم يها بادي دارويي مناس  آنتي
كاره، باعث  هاي درماني چند ها بد پروتئين اابليت ت دي  آن

ها بد عنوان نس  جديـدي در درمـان    است تا از آن گرديده
ن راسـتا، در  يدر هم ـ. (2 ،82، 23)بادي ياد شود بر پايد آنتي

 ياختصاص ـ يشـتر  ين ـيتـک دوم  يها يباد ين مطالعد آنتيا
ــ ــاژ  HER2ژن  يآنت ــد ف ــاز ياز کتابخان ــيو تع يجداس ن ي

 . (28-20)ديت گرديخصوص
ــ     ــورها ياـ ــد در کشـ ــا يدو مطالعـ ــران و بلژيـ ک، يـ
 ـي ـعل يمتفـاوت  يشـتر  ين ـيتک دوم يها يباد يآنت ژن  يد آنت

HER2 ژن  يآنت. (21، 21)دست آمدد بHER2 د ي ـناح يدارا
 يها توپ يو متعاا اً اپ( نديد آمياس 603)بزرگ يخارج سلول

 ـ. باشـد  يم ينوعمت  يادي ـتـوان تعـداد ز   يکـد م ـ  ياـور د ب
مختلـف   يهـا  د اسـمت يات متنوع عليبا خصوص يباد يآنت
از  ين منظـور، پنل ـ يبـد هم ـ . دسـت آورد د ب HER2ژن  يآنت
ــ ــاد يآنت ــا يب ــک دوم يه ــيت ــتر ين ــينياف يدارا يش و  يت

متفـاوت و   يهـا  يبا توال HER2ژن  يت بالا بد آنتياختصاص

 يشـتر  نيتـك دوم ـ  يهـا  بادي ر آنتييسامنحصر بد فرد از 
دست د ما ب يقاتيتوسا گروه تحق HER2د يگزارش شده عل

مهم ا   از شروع درمان سراان  هاي شياز جملد آزما .آمد
مـار بـد   يب يزان پاسـخده ي ـم يند با تراستوزوم ، بررس ـيس

 .(81)باشد يم يباد ين آنتيدرمان با ا
 ييک غشـا ي ـن نزدي  اتصال بد دوميتراستوزوم  از ار    

HER2 يســـراان ياهـــ ن بـــردن ســـلولي، باعـــث از بـــ 
 ييرهـا  يبرا يسراان يها ن راستا سلوليدر ا. (26)شود يم

 يزش اسـمت خـارج سـلول   ي ـ، شروع بد ريباد ين آنتياز ا
 يتر کنند و نوع مهاجم يم( محلول HER2) HER2مولکول 
ــد تراســتوزوم  يســراان يهــا از ســلول جــاد يا ،مقــاوم ب

نـد بـا   ي  ا ـ  از درمـان پرهز  ي ـن دليبـد هم ـ . (80)کنند يم
اـرار   يمحلول مورد بررس ـ HER2زان يد ميتراستوزوم  با

 (.0شک  )رديگ
ن ي ـدست آمده در اد ب يشتر ينيتک دوم يها يباد يآنت     

ژن  يآنت ـ ييشناسـا  ييبـالا، توانـا   يت ـينيمطالعد بد علـت اف 
HER2 ز دارا ي ـند را نيماران با سـراان س ـ يمحلول در سرم ب

د خـارج  ي ـزش ناحيژن محلول در اثر ر يوجود آنت)باشند يم
ند، نشاند عدم يس يسراان يها از سطح سلول HER2 يسلول

 ـاز ا (.تراستوزوم  خواهد بـود  يباد يبد آنت ييپاسخگو  ني
جهـت اسـتفاده از    يشـتر يب هاي دشود مطالع يشنهاد ميرو پ
 يص ـيتشخ يها تيدست آمده در کد ب يشتر يها يباد يآنت
بد عنوان مـارکر  )محلول HER2 يريگ اندازه يزا براير الاينظ

، صـورت  (يدر اـول دوره درمـان   يآگه ـ شيو پ يصيتشخ
 . (82)رديگ
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 يشتر ينيت  دوم يها يباد يتراستوزومب و ننت يباد ي، ننت HER2ژن  ياز ننت يکيشمات ينما: 9شکل 

 تراستوزومب

 یشتر ینيدوم ت  یباد یننت

 HER2ژن  یننت
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 گيري نتيجه
بـد   يشـتر  ين ـيتـک دوم  يهـا  يباد يدر انتها، اتصال آنت    
ر يبـا سـا   HER2 يمرهاي  داي، مانن از تشک HER2ژن  يآنت

،  HER (HER1خانواده  ير اجزايا ساي HER2 يها مولکول
HER3  وHER4 )زش اسمت خارج ين مانن از ريچن و هم
 ـ ي ـتول. شود يم HER2 يسلول تـک   يهـا  يبـاد  يد آسـان آنت
گـردد   يها، موج  م ـ آن يبالا يريگ و ادرت هدف ينيدوم

 يبـرا  يشـتر  ينيتک دوم يها يباد ياز آنت ير کمتريتا مقاد
 يرد و متعاا ـاً عـوارج جـان    ي ـ  مورد استفاده ارار گيتزر

ــر و هز ــا يکمت ــد پ ــر نيين ــد   يت ــتد باش ــال داش ــد دن  . را ب
ن ي ـآمـده در ا  دسـت د ب ـ يشـتر  ينيتک دوم يها يباد يآنت

د ي ـاسـتفاده در ناح  -8: نـد کـاربرد دارنـد   يمطالعد در دو زم
 يهـا  د سـلول ي ـجهـت تول  Tرنـده سـلول   يگ يخارج سلول

د ي ـبـالا عل  يو کشـندگ  ييشده بـا اـدرت شناسـا    يمهندس
تـک   يهـا  يباد ياستفاده از آنت -2. نديس يسراان يها سلول
 ـي ـعل يشتر ينيدوم ژن  يآنت ـ ييدر شناسـا  HER2ژن  يد آنت

 يهاآگ يند برايماران با سراان سيمحلول موجود در سرم ب
 . روند درمان يابياز شروع درمان با تراستوزوم  و ارز

 
 تشكر و قدرداني

سـلول  »ارح مصوب تحت عنـوان  ن مقالد برگرفتد از يا    
لنفوسـيت واجـد    Tهـاي   درماني سراان سيند توسا سلول

 ، HER2هاي  ژن كايمريك اختصاصي عليد آنتي ايـه گيرنده
TAG72 و MUC1 » ــماره ث ـــت  TMU-11-1-67بـــد شـ

باشد كد با حمايت مالي انستيتو پاستور ايران و دانشـگاه   مي
 .تربيت مدرس انجام شده است
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Abstract 
Background and Objectives 

Breast cancer cells can be hidden from immune cells by shedding tumor markers such as 

HER2. The increased soluble HER2 (sHER2) concentrations are associated with the outcome 

of HER2-positive breast cancer and sensitivity to trastuzumab treatment. To this end, camelid 

single domain antibodies (VHH) with unique properties and binding ability are very striking 

targeting agents to detect sHER2. 

 

Materials and Methods 

By panning on HER2 negative and positive cells, an immune camel library was enriched 

against HER2 antigen. Affinity and specificity of four selected VHHs to HER2, detection of 

sHER2 and binding of selected VHHs to HER2 on breast cancer cells were investigated by 

ELISA. 

 

Results 

After cell panning and ELISA, four VHHs that recognized HER2 antigen better than negative 

control were identified. High affinity HER2 specific VHHs (1012-1013 M-1) were able to 

detect sHER2 (2 µg/ml). When the mixture of VHH and sMUC1 was added to HER2 coated-

well, the VHH bound to HER2. RR4 and RR6 VHHs showed the highest binding to SKBR3 

(HER2 expressing cell) (2 0.33 and 2.5 0.15, respectively) compared to HER2 negative cell 

(0.38  0.17 and 0.4 0.12, respectively). 

 

Conclusions 

The HER2 status of a primary tumor and responses to treatment can be evaluated by measuring 

sHER2 as a biomarker by HER2 specific VHHs. 
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