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 1931سال پنجم، شماره اول ، بهار  ،هاي پستان ايرانفصلنامه بيماري

 

در HER2  یوکاریوتی و آنالیز کاهش بیان بیان آنتی بادی مونوکلونال هرسپتین در سلول های

 پستان رده های سلولی سرطان

 

 .پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوریپژوهشگر سحر شجاعی:

 .دپارتمان ژنتیک مولکولی ،پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری اراستاد ی: 1موسی گردانه

 

 چکيده

HER2 دیده می شود و هرسپتین اولین  پستانبه سرطان  مبتلایان % 03-52در آن بیان بیش از حد باشد که کینازها میی تیروزین از خانواده گیرنده

تولید این آنتی بادی تجاری در داخل کشور علاوه بر دستیابی به دانش فنی تولید  می باشد. HER2بر علیه شده  humanized آنتی بادی مونوکلونال 

 آنتی بادی های مونوکلونال می تواند زمینه ساز تحقیقات در زمینه مسیرهای سیگنال دهی داخل سلولی فراهم می آورد. 

 مواد و روش ها

ناقل لنتی یک گین و سبک در نزنجیره سشد. سپس  سنتز شیمیاییهرسپتین  سبک و سنگین توالی نوکلئوتیدی دو زنجیرهبه منظور تولید هرسپتین، 

ه ب فسفات کلسیم -DNAبا استفاده از روش سپس سازه حامل زنجیره سبک و سنگین  کلون گردید. برای انتقال هر دو زنجیره به سلول یوکاریوتی  ویروسی

ده شد. هرسپتین ترشح شده در محیط آن ها آلوبا  293Tسلول های لنتی ویروس های نوترکیب سلول های مولد ویروس ترانسفکت شد. پس از تولید 

تست ایمونوسیتوشیمی و با استفاده از  HER2+ پستاناری هرسپتین بر رده های سلولی ذاتصال و تاثیرگکشت سلول ها، جمع آوری و تغلیظ گردید. 

MTT assay  انجام شد. کاهش بیان گیرنده یHER2  سلول های تیمار شده با هرسپتین با تکنیک  درRT-PCR و نتایج حاصل از آن بر  انجام شد

  .روی ژل آگارز تائید گردید.

 يافته ها

 آنزیمی کلونینگ صحیح هر دو زنجیره را در وکتور لنتی ویروسی تایید کرد.نتایج آزمایشات هضم 

  .بیان هر دو زنجیره را در سلول تایید کرد HEK-293Tپس از ترانسفکشن و ترانسدوکشن سلول ، RT-PCR نتایج

 اتصال و تاثیرگزاری هرسپتین را بر سلول های سرطانی تایید کرد. MTT assayایمونوسیتوشیمی و  نتایج

 نشان می دهد.در پاسخ به هرسپتین را  HER2بیان گیرنده  کاهشرده ی سلولی مختلف  0در  PCRنتایج 

 تيجه گيرين

این آنتی بادی  بیولوژیکی گیرنده برخوردار است. ، مهار بیان و فعالیتHER2اختصاصی در اتصال به گیرنده  از فعالیت بیولوژیکیه آنتی بادی تولید شد

 مهار و مرگ را در این سلول ها القاء کند.  HER2با کاهش بیان گیرنده می تواند رشد سلول های سرطانی را 

 تان.پس، سرطان HER2هرسپتین،  واژه هاي کليدي:

                                                 

1 nigeb.ac.irmossa65@ 
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 مقدمه 

سرطان پستان یکی از شایع ترین انواع سرطان است که هر ساله باعث مرگ و میر های فراوانی در بین زنان می شود و علیرغم پیشرفت های 

بسیاری که در مورد تشخیص زود هنگام و درمان مناسب این بیماری صورت گرفته است کماکان یکی از مهمترین علل مرگ به علت سرطان 

پس از سرطان ریه، شایع  .(1از موارد سرطان را شامل می شود ) %00(. این سرطان شایع ترین سرطان در زنان است که 1ن زنان است )در بی

(. 5) از مرگ و میر های وابسته به سرطان در زنان می باشد %11ترین علت مرگ و میر ناشی از سرطان در زنان محسوب می شود که عامل 

با این تفاوت که به دلایل نامشخصی سن ابتلا به این نوع سرطان در ایران  ان و جهان استشایعترین نوع سرطان در ایر انپستسرطان  بنابراین

 (.0یک دهه کاهش یافته است )

ودن روش و همگام باین  ی(. با وجود تمام موفقیت ها2در بین درمان های متداول سرطان ها شیمی درمانی از موثرترین روش ها بوده است )

ها و پروتکل های شیمی درمانی نوین و به روز مشکل عدم پاسخ به درمان در تعداد ایران در راستای استفاده از داروها از جمله بسیاری از کشور

 (.2قابل توجهی از بیماران به چشم می خورد )

ده فاکتور رشد اپیدرمی انسانی که با نام ژن گیرن. (6)مشخص شد پستاندر تومورزایی در سرطان  Erb2نقش گیرنده  1193دراوایل سال 

C-Erb2/neu  یاHER2/neu 185  آمینواسید و وزن 1522 ک گیرنده گلیکوپروتئینی غشایی بانیز خوانده می شود ی KD را از خانواده

 تیروزین کینازها کد می کند.

HER2  دومین عضو خانوادهHER  از کلاسI شد می باشد. خانواده گیرنده های تیروزین کینازی فاکتورهای رHER  شاملHER1 ،

HER2 ،HER3  وHER4 .این گیرنده به صورت همودایمر یا هترودایمر با سایر اعضا خانواده گیرنده فاکتور رشد اپیدرمی باعث انتقال  است

 (.6ها دارد ) EGFRبه لیگاند سایر اعضاء خانواده  (. هترو دایمر شدن آن بستگی6)پیام می شود 

، آنیوپلوئیدی و چرخه سلولی s، افزایش طول فاز با افزایش اندازه تومور پستانطان در سلول های سر HER2ان بیش از حد تکثیر و بی

 HER2مبتلایان به این سرطان افزایش بیان گیرنده  %03 -52و در کاهش بیان گیرنده های هورمون های استروژن و پروژسترون همراه است 

 (.7)دیده می شود

 

عمل  HER2شده است که بر علیه محصول پروتوانکوژن  Humanizedاز جمله آنتی بادیهای مونوکلونال  Trastuzumab ای هرسپتین

شده و هرسپتین را بوجود آورده که بر علیه دومن خارج سلولی  Humanizedکاملاً  MAb 4D5در  CDR(. در واقع ناحیه 13کند )می

HER2 ( 13وارد عمل میشود.) 

باعث مهار مسیر  رسپتور و (Internalization)منجر به داخلی شدن  (RTK)ن خارجی رسپتور تیروزین کیناز یبه دوم اتصال هرسپتین

در اسید آمینه تیروزین اتفاق  PTENلاسیون یکاهش فسفر، HER2(. در این مکانیسم با اتصال هرسپتین به 11) میگردد PI3Kپیام رسانی 

شده و در نهایت مهار رشد و  AKTبا فعالیت فسفاتازی باعث دفسفریلاسیون  PTEN(. 11می گیرد )بیشتر در غشا قرار  PTENمی افتد و 

را بعلت  (ADCC)(. در این صورت مهار سیکل سلولی و نیز مسمومیت سلولی وابسته به آنتی بادی 11تقسیم سلولی را به دنبال دارد )

(. هرسپتین همچنین قادر است از برش و 15سلولی میتوان مشاهده کرد )و در نهایت لیز  NKپاسخهای ایمنی و فعال شدن سلول های 

 P95(. 10( و در عین حال فعال همیشگی گردد )P95جلوگیری نموده و مانع تشکیل یک رسپتور ناقص متصل به غشاء ) HER2تجزیه 

(. 10میگردد ) HER2ئازها مانع از برش و تجزیه (. هرسپتین با مهار متالوپروت10فعالیت کینازی دارد و در تکثیر سلول نقش اساسی دارد )

سپتین با مهار ر(. در واقع ه11و نتیجتاً مهار تکثیر توموری، هرسپتین منجر به ایستایی و مرگ سلولی میشود ) HER2علاوه بر مهار فعالیت 

Cyclin D1  و در نتیجه مهارInhibitor cdk inhibitor P27  باعث آزاد شدن پروتئینP27 ه نقش مهارکنندگی کمپلکس شده ک

Cyclin E/CDK2 ( بنابراین سلول در10را دارد .)G1 (. هرسپتین همچنین با کاهش بیان 21و10گردد )متوقف میVEGF  باعث مهار

 (.10رگ زایی و پیشرفت تومور می شود )
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ی ویروسها همانند رتروویروسها میتوانند مورد یکی از راه های انتقال ژن به سلول های یوکاریوتی استفاده از ناقلین ویروسی می باشد. لنت

Pseudotyping  قرار گرفته و بنابراین بسته به نوع گلیکوپروتئین وارد شده به غشاء ویروسی میتوانند هم انواع مختلف سلولهای هدف را

  (.11) ردندآلوده نمایند و هم در ورود به سلولها هدفمند و گزینشی عمل کرده و به دسته خاصی از آنها وارد گ

با توجه به تجاری بودن هرسپتین، در این پروژه به منظور تولید آنتی بادی مونوکلونال هرسپتین با تکیه بر روش های مهندسی ژنتیک ژن 

 وجود دارد به همراه سایت های آنزیمی که به Drug Bankهای زنجیره سبک و سنگین آنتی بادی هرسپتین با استفاده از داده هایی که در 

. هرسپتین در ناقلین لنتی ویروسی کلون گردید منظور کلون این زنجیره ها در ناقلین لنتی ویروسی مورد نیاز بود طراحی و سنتز شد و در

در رده های  HER2تولید گردید. پس از انجام آنالیزهای تائیدکننده تولید صحیح آنتی بادی، بیان آنتی ژن  293Tسلول های یوکاریوتی 

 بررسی گردید. HER2+ پستانن سلولی سرطا

 روش بررسی

 زنجيره هاي سبک و سنگين آنتی بادي DNAسنتز  -1

به یک کمپانی آلمانی عرضه شد تا از روی آن توالی نوکلئوتیدی مربوط به هر زنجیره  HCو  LCبرای اینکار توالی اسید آمینه هر دو زنجیره 

 ر ابتدا و انتهای زنجیره ها تعبیه شد تا مراحل کلونینگ به ناقلین تسهیل شود.  ساخته شود ضمن آنکه چند سایت آنزیم محدود کننده د

 

 توليد ويروس هاي نوترکيب حامل ژن هاي زنجيره سبک و سنگين آنتی بادي -2

 پلاسميد لنتی ويروسی درکلونينگ زنجيره ها  -1 -2

تی ویروسهای نوترکیب بیان کننده همزمان هر دو زنجیره تولید که از آن لن ودسمید لنتی ویروسی واحدی بپلا ایجاددر این مرحله هدف 

 واکنش متوالی زیر به انجام رسید: 0گردد. در این راستا 

 یا زنجیره سبک به بدنه ناقل لنتی ویروسی LCواکنش اول: کلونینگ 

 به کلون حاصل از واکنش اول IRESواکنش دوم: کلونینگ 

 از واکنش دومبه کلون حاصل  HCواکنش سوم: کلونینگ 

 ( جمع بندی شده و جزئیات هرکدام بشرح زیر است.1خلاصه این سه واکنش در جدول )

 

 pLV-EGFPواکنش لیگاسیون برای کلونینگ زنجیره های سبک و سنگین هرسپتین به ناقل لنتی ویروسی  -1جدول

Final Product Insert Vector Vector Ligation 

 

pLV- LC pBSK-Her2- LC 

NheI/XhoI 

PLV-EGFP 

NheI/XhoI 

Ligation 1 
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کلون  EGFP-pLVسفر در طی این واکنش توالی نوکلئوتیدی زنجیره سبک به پلاسمید لنتی ویروسی بنام پلاسمید تران واکنش اول:

 برش داده شده و بهمدیگر کلون شدند. NheI/XhoIبا  pBSK-Her2-LCگردید. بدین منظور هم پلاسمید لنتی ویروسی و هم پلاسمید 

تست  KpnIنامگذاری شد که برای اطمینان از درستی اش، آن را با آنزیم محدود کننده  pLV- LCکلون بدست آمده از این واکنش 

 .( 1شکل) کردیم

 

 

در پلاسمید  LCرا از یک پلاسمید تجاری جدا کرده و  در بالادست  IRESدر طی این واکنش توالی نوکلئوتیدی مربوط به   واکنش دوم:

آمده است. کلون بدست آمده از این واکنش  1یم. خلاصه این واکنش نیز در جدول)که در واکنش اول تولید شد( کلون کرد pLV-LCلنتی 

pLV-IRES-LC  نامگذاری شد که برای اطمینان از درستی اش، آن را با آنزیمهایRl/Agel نتایج الکتروفورز  (.1تست کردیم )جدول

  آمده است. 5مربوط به این کلونینگ در شکل 

pLV-IRES-LC pIRES-GTX 

SmaI 

pLV-LC 

NotI/ Klenow 

Ligation 2 

pLV-HC-IRES-LC pBSK-Her2-HC 

EcoRI 

pLV-IRES-LC 

EcoRI 

Ligation 3 
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 IRESجدا کرده و به بالادست  pBSK-Her2-HCرا از پلاسمید  HCدر طی این واکنش توالی نوکلئوتیدی مربوط به  -واکنش سوم

آمده است. کلون بدست  1که در واکنش دوم تولید شد کلون کردیم. خلاصه این واکنش نیز در جدول  pLV-IRES-LC درپلاسمید لنتی
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جفت  791برای قطعه  PCRنامگذاری شد که برای اطمینان از درستی اش، آن را با واکنش  pLV-HC- IRES-LC آمده از این واکنش 

 آمده است. 0این کلونینگ در شکل به  تروفورز مربوطنتایج الک تست کردیم. HCبازی 

 

 

 

نامگذاری  pLV-HC-IRES-LCدو زنجیره سبک و سنگین هرسپتین بود ساخته شده و  بدین ترتیب پلاسمید نهایی که مشتمل بر هر

 ( محصول هر سه واکنش متوالی را نشان میدهد.1شد. شکل )

 توليد لنتی ويروسهاي نوترکيب 

 µg همزمان با سه ناقل لنتی ویروسی بمیزان مولد ویروس HEK-293Tلنتی ویروسهای نوترکیب و فعال، سلولهای برای تولید 

یک از ناقلین بسته  میکروگرم از هر µg 13 بعنوان کنترل(، و) pLV-EGFPیا  pLV-HC-IRES-LCاز ناقل ترانسفر ) 12 

زیر  از تراانسفکشن EGFPسپس بیان پروتئین گزارشگر  ند.شد تفسفات کلسیم ترانسفک -DNAبندی و غشائی با روش رسوب 

 مولدن بود. محیط کشت سلولهای که حاکی از صحت آزمایشات ترانسفکش شد میکروسکوپ فلورسنت پس از ترانسفکشن مشاهده

که  ده شافزود HEK-293Tساعت جمع آوری و پس از تغلیظ به کشت جدیدی از همان رده سلولی  75و  19در مقاطع زمانی 

را بعنوان اولین نشان تولید لنتی ویروسها مشاهده کردیم. به این ترتیب با اطمینان از درستی روشهای  EGFPساعت بیان  51در 

 تولید و تغلیظ ویروس نوترکیب به آنالیز لنتی ویروسهای مولد هرسپتین پرداختیم که مشروح این آزمایشات در زیر خواهد آمد.
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 هرسپتين در سلولهاي انسانی بررسی بيان زنجيره هاي 

  pLV-HC-IRES-LC بیان آنتی بادی هرسپتین در سلول های انسانی ترانسفکت شده با  

 .(2) شکل مورد بهره برداری قرار گرفت RT-PCRسلولهای ترانسفکت شده استخراج شده و در واکنش  RNAبدین منظور 

 

 : (Reverse Transcription)رونوشت برداري معکوس 

 باو  M-MulV معکوس بردار رونوشت آنزیم الگو توسط عنوان به DNAase با شده تیمار RNAاز روی نمونه های  cDNA تزسن 

 . صورت گرفت استاندارد روش طبق تصادفی هگزامر پرایمرهای از استفاده

 

 PCRکنش اصلی وا

های مربوطه را DNA با پرایمرهای اختصاصی دو زنجیره،  های تولید شده در بالا بعنوان الگو استفاده کرده و cDNAدر این واکنش از  

 .میدهد نشان را PCR ا و محصولات مورد انتظارتوالی پرایمره 0ول جد تکثیر نمودیم.
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 توالی پرایمرها و طول محصولات مورد انتظار -5جدول

Light chain Heavy chain Primer 

CAGATGACCCAATCACCTAGCAG CATATATCCATTGGGTGCGCCAG Forwar

d 

ACTTTGTCACGGGTGAGGAGAG GCTAACGTCAACCACCACGCATG Revers

e 

615 bp 718 bp Length 

of 

Produc

t 

 

را روی ژل آگاروز برده و با انجام الکتروفورز تصاویر مربوطه را بدست  RT-PCR: محتویات واکنشهای  RT-PCRآنالیز محصولات نهایی 

 است. ( نشان داده شده6آوردیم که در شکل )

 (:Infectionزنجيره هاي هرسپتين در سطح آلودگی ويروسی ) mRNAبررسی بيان 

که  RT-PCRاستخراج شده و در واکنش  pLV-HC-IRES-LCسلولهای آلوده شده با لنتی ویروس نوترکیب  RNAبدین منظور  

را  (HC)مربوط به زنجیره سنگین mRNAتنها بیان مراحل آن در بخش قبلی توضیح داده شد مورد بهره برداری قرار گرفت. ما در این بخش 

 (.7نیز دلالت نماید )شکل IRESدر انتهای  (LC)واقع است بررسی کردیم که این موضوع میتواند بر بیان زنجیره سبک  IRESابتدای  که در
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 هاي سرطانیاتصال هرسپتين به سلول

بعنوان کنترل مورد مطالعه ایمونوسیتوشیمی  HEK-293Tسلولهای بهمراه  SKBR3و  MCF7 ،پستانهای سرطان  دو رده از سلول 

ساعت  pHC-IRES-LC (75مولد لنتی ویروس نوترکیب  HEK-293Tقرار گرفتند. بدین منظور محیط کشت تغلیظ شده از سلولهای 

 51شد. واکنش ایمونوسیتوشیمیایی پس از ترانسدوکشن ویروسی این سلولها( تهیه شده و مستقیما به سلولهای سرطانی در حال رشد افزوده 

 ( منعکس شده است.9نتایج این مطالعه در شکل ). س از این مرحله صورت پذیرفت ساعت پ
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 تاثير هرسپتين بر رشد سلولهاي سرطانی 

در این راستا، . 5را بطور ابتدائی بسنجیم پستاندر آخرین قسمت از پروژه در صدد برآمدیم تا فعالیت هرسپتین بر رشد سلولهای سرطان 

به سلولهای سرطانی در حال رشد اضافه  (Crude)رابصورت خام  pLV-HC-IRES-LCمولد لنتی ویروس  HEK-293Tمحیط سلولهای 

( نتایج این آزمایشات را نشان میدهد. این شکل نشان 1. شکل )، میزان رشد سلولها را سنجیدیمMTTساعت با محلول  51کردیم. پس از 

از  µl 400 و  µl 300نداشته است در حالیکه  MCF7ن در غلظتهای استفاده شده تاثیر چندانی بر رشد سلولهای رده میدهد که هرسپتی

کاهش داده است. مقایسه این دو دسته سلول تیمار شده با سلولهایی  %59و  %16را بترتیب  SKBR3محیط هرسپتین دار رشد سلولهای رده 

 .گیر بوده استبودند نشان داد که کاهش رشد در هر دو دسته سلول از نظر آماری خیلی چشمکه محیط هرسپتین دار دریافت نکرده 

 (Student T-Test, P< 0.001). 
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 در سلول هاي سرطانی تحت تيمار با هرسپتين HER2بررسی کاهش بيان ژن 

خانته   6در پلیتت   MCF7و  293T ،SKBR3، سلول های پستانبه منظور بررسی تاثیر هرسپتین بر رده های سلولی سرطانی 

به صورت دو سری کشت داده شد. یک سری تحت تیمار با هرسپتین قرار گرفتند و سری دوم بدون تیمار و به عنوان کنتترل متورد   

با استتفاده از پرایمرهتای    HER2برای دمین خارجی  RT-PCRسلولی استخراج و  RNAساعت  75بررسی قرار گرفتند. پس از 

 حیه انجام شد.    اختصاصی این نا

 

 MTTدياگرام مربوط به نتايج  -3شکل

این شکل درصد سلولهای زنده مانده پس از تیمار با رقتهای سریال از محیط کشت مشروط سلولهای مولد ویروس 

pLV-HC-IRES-LC کدام بصورت  ماینده متوسط سه آزمایش مستقل که هررا نشان میدهد. هر ستون ن

بیانگر تفاوت خیلی چشمگیر نتایج ستون مربوطه در مقایسه با  ***تایی( صورت گرفته است. علامت  0تریپلیکیت )

 : محیط کشت مشروط.CMبدست آمده است.  Student T-Testستون اول از هر گروه میباشد که با 
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 نتيجه گيري بحث و

هم  از آنها IRESدو زنجیره سبک و سنگین را شامل میشود که با توالی  سازه لنتی ویروسی نهایی که ساخته شد توالی هر ،مقالهدر این 

دو  ی جدید بودند. افزایش بیان هر. با تکیه بر این سازه،  لنتی ویروسهای نوترکیب ساخته شد که قادر به آلوده ساختن سلولهاتفکیک می شوند

ها به محیط دو حیط حاصل از سلولهای مولد زنجیره زنجیره هم در مرحله ترانسفکشن و هم در مرحله ترانسدوکشن ویروسی به اثبات رسید. م

هیچگونه نور  FITC-conjugatedکه در حال رشد بودند افزوده شد. واکنش ایمونوسیتوشیمی با آنتی بادی ثانویه  پستانرده سلول سرطان 

باشد را نشان نداد. لیکن این  HEK-293Tفلورسنت که ناشی از واکنش بین هرسپتین تولید شده در محیط با گیرنده های غشاء سلول 

ما توانسته  شدت بالا بروز داد. این نتایج نشان داد که اولا سازه لنتی ویروسی نور فلورسنت را با پستاندو سلولهای سرطان  واکنش با غشاء هر

دو زنجیره را بیان کند. دوما سلولهای آلوده شده به ویروس نوترکیب قادر به سنتز و ترشح آنتی بادی بالغ و فعال به محیط بیرون خود  است هر

نهایتا بعلت آنکه  شده اند. سوم آنکه آنتی بادی فوق فعالانه قادر به واکنش با گیرنده یا گیرنده های موجود در سطح سلولهای سرطانی می باشد.

با ایج ما واکنش آنتی بادی را این گیرنده را بیان میکنند نت پستاندو سلول سرطان  بوده ولی هر HER2فاقد گیرنده  HEK-293Tسلولهای 

HER2 از طرفی تاثیر بر بیان ژن اثبات کرد .HER2  وثر مهار سیگنال ترانسدوکشن گیرنده ی غشایی و مو کاهش بیان آن نشان دهنده ی

  بودن هرسپتین است.
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 ساخت سازه هاي ژنی ويروسی 

الی هر دو زنجیره به سلول هدف هدف اصلی این پروژه در استفاده از ناقلین لنتی ویروسی و ایجاد سازه آنها برای انتقال و بیان همزمان تو

و سپس  HC که بعد از پروموتر ابتدا توالیبود. بدین جهت مراحل کلونینگ این دو ژن به نحوی طراحی و اجرا شد  293Tی سلول هاینیع

میباشد و از طرفی  IRESقرار بگیرد.  تجربیات مختلف حاکی از کاهش بیان ژنهای پایین دست توالی  LCو در انتها توالی  IRESتوالی 

در سازه لنتی  LCو  HCوالی با این حال ترتیب استقرار ت آنتی بادی کامل داده اندنسبت های مختلف از بیان زنجیره ها را برای تولید 

 SDS-PAGE ما منجر به تولید آنتی بادی کامل در شرایطی شد که نسبت بیان زنجیره سنگین به سبک همانطور که در ژل ویروسی 

 مشاهده شد بیشتر است 

های مورد  IRESیترین مشتق شده است که یکی از قو (Polio IRES)انتخاب شده سازه لنتی ویروسی از ژنوم ویروس پولیو  IRESتوالی 

دو زنجیره سبک و سنگین هرسپتین بود ساخته شده و  بدین ترتیب پلاسمید نهایی که مشتمل بر هر استفاده در سازه های دو ژنی است.

pLV-HC-IRES-LC نامگذاری شد . 

(. اخیرا چنین 17ر گرفته شده اند)( نامیده میشود بکاAntibody Displayناقلین لنتی ویروسی برای عرضه آنتی بادی در سطح )یا آنچه 

(. اما تحقیق ما اولین گزارش در مورد استفاده مستقیم از 18نیز بکار گرفته شده است) پستانروشی برای عرضه هرسپتین به سلولهای سرطان 

 لنتی ویروس در بیان هر دو زنجیره به صورت همزمان میباشد.

 

 293Tبيان آنتی بادي در سلول هاي  

شده است و فرآیند پس از ترجمه در شکل گیری  Humanizedبعد برای بیان پروتئین هرسپتین به عنوان پروتئینی که در مرحله  

که سلول های کلیه جنینی انسان هستند و به دلیل رشد آسان و ترانسفکشن با درصد بالا  293Tپروتئین کارا بسیار مهم است سلول های 

لید ویروس برای ژن درمانی استفاده می شود انتخاب گردید. ترانسفکشن این سلولها با روش رسوب کلسیم برای تولید پروتئین های درمانی و تو

هر دو زنجیره را به اثبات رساند. ترانسدوکشن این سلول ها با استفاده از ویروس های  mRNAبیان  RT-PCRفسقات موفقیت آمیز بود و 

به عنوان ژن اول را در سلولهای آلوده به ویروس نشان داد. در  HCمربوز به ژن  mRNAبیان  RT-PCRسنتز شده نیز موفقیت آمیز بود و 

با  NCBIدر  IgG Iتوالی پروتئینی  BLASTرا دارند که پس از  IgG Iبیان پایه از  293Tمشاهده شد که سلول های  RT-PCRنتایج 

شده است کاملا مشابه هستند. در آنالیز بیان با استفاده از ژل  PCRتوالی پروتئینی هرسپتین مشخص شد که این دو توالی در ناحیه ای که 

SDS-PAGE  نیز الگوی حرکت آنتی بادیIgG I   ژل رویSDS-PAGE  کاملا واضح و منطبق با نتایج سایر محقیق در این زمینه بوده

جام میدهند. بهمین علت باند مربوط به هر دو به دلیل جنینی بودن تولید آنتی بادی را در سطح پایه ان 293Tاست. بنابراین سلول های 

زنجیره سبک و سنگین در سلولهای کنترل دیده میشود. بدلیل تشابه و همپوشانی سطح بالای این زنجیره های طبیعی و زنجیره های آنتی 

 بادی هرسپتین در نواحی بین دو پرایمر قاعدتا ظهور این باندها مورد انتظار است. 

برابر افزایش نشان میدهد که  0شدت بیان زنجیره ها بیش از  pLV-HC-IRES-LCفکت شده و ترانسداکت شده با های ترانسدر سلول

حاکی از موفقیت ترانسفکشن و ترانسدوکشن میباشد. بدین ترتیب به این نتیجه رسیدیم که زنجیره های هرسپتین در این سلولها بیان شده 

طبیعی در این سطح از آزمایشات امکانپذیر نبوده و این موضوع به واکنشهای مربوط به فعالیت  IgGاست و لیکن تمایز آنها از زنجیره های 

 بیولوژیکی آنتی بادی موکول گردید. 

 بررسی توليد آنتی بادي بالغ  و کارا  

بر روی سلول های  به منظور بررسی ترشحی بودن یا نبودن این آنتی بادی و همچنین تولید آنتی بادی کارا تست ایمونوسیتوشیمی

SKBR3  وMCF-7  که دو الگوی متفاوت از نظر رشد و میزان بیان گیرندهHER2  و همچنین نقش در ایجاد سرطان های بدخیم دارند
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صورت نگرفته  (HEK-293T)استفاده شد. همانطور که از مشاهده این نتایج آشکار است اولا واکنش خاصی بین هرسپتین و سلولهای کنترل 

نمونه  بوضوح روی داده و حکایت از وجود آنتی بادی بالغ و فعال هرسپتین در HER2+حالیکه این واکنش بین دو رده سلول سرطانی  است در

ثانیا الگوی این واکنش بین دو رده سلول سرطانی متفاوت است و این امر هم از نظر تفاوت در الگوی رشد سلولها  های مورد آزمایش ما دارد.

و نیز توزیع درون سلولی رسپتور مزبور را منعکس میکند. برای نمونه   HER2ست و هم تفاوت آنها در الگو و شدت بیان رسپتورحائز اهمیت ا

شدت بیان ژن بالاست بدین علت نور فلورسنت در  MCF7ناشی از تکثیر ژن آن است ولی در  HER2بیان گیرنده  SKBR3در سلول های 

که الگوی رشد  SKBR3پدیدار شده است. در سلول های  SKBR3بیشتری نسبت به نمونه های با شدت  در شکل MCF7نمونه های 

که الگوی رشد اپیتلیالی ندارند و به صورت توده ای  MCF7در سلول های  اپیتلیالی دارند رنگ فلورسنت در سطح سلول ها مشاهد می شود و

تنها در صورتی به  FITC-Cojugated Anti Human IgGآنجایی که  در می آیند رنگ فلورسنت در سطح سلول ها مشاهده می شود. از

در سطح سلول وجود دارد انتظار  HER-2مناسب باشد و از طرفی چون گیرنده  foldingآنتی بادی متصل می گردد که آنتی بادی دارای 

نتیجه اتصال صحیح هرسپتین ترشح شده در داشتیم که سطح سلول که پوشیده از آنتی بادی شده است را به رنگ فلورسنت ببینیم و این 

 ,snRNAs (SIP1)مانند  mRNA  هرسپتین بیان ژن هایی که در پردازش SKBR3از طرفی در سلول های . محیط را نشان می دهد

CPSF4, PRPF31 تعمیر و DNA   مانندERCC2, MRE11, MSH5  نقش دارند را افزایش میدهد اما بیان ژن های انکوژن هایی

را کاهش میدهد  JUP, CTNND2, CNTN1 و ژن های که پروتئین های اتصالات سلولی را کد می کنند مانند  c-KITو  c-FOS مانند

 (.11صدق نمی کند) MCF-7در حالی که این موضوع در مورد سلول های 

 :MTTاستفاده از روش 

استفاده شد. سلولها تحت تاثیر هرسپتین دچار نکروز   MTTبه منظور بررسی عملکرد هرسپتین بر روی رشد این دو رده ی سلولی از روش 

کمک  و بررسی آن بهنانومتر  273ست آمده در طول موج یا آپوپتوز شده و سرعت تکثیر یا رشدشان کاهش می یابد. جذب نوری محلول بد

دارد لذا سلولها و جذب نوری محلول نهائی وجود نشان داد. برای هر رده سلولی ارتباط خطی بین تعداد  منحنی استاندارد رشد و بقای سلولها را

 SKBR3را برای سلول های  %59دید . این منحنی ها کاهش رشد منحنی استاندارد مربوط به همان رده رسم گرجهت بررسی هر نوع سلول 

یر هرسپتین بر روی رشد کاهش رشد مشاهده نشد. این موضوع با این گزارشات که بیشترین تاث MCF7لی در مورد سلول های نشان داد و

 انطباق دارد.  (11و تشدید بیان آن را بروز میدهند ) HER2است که تواما تکثیر کروموزومی ژن  SKBR3سلولهایی 

 نتيجه گيري کلی 

های در طی این پروژه، یک سازه لنتی ویروسی تولید شد که قادر است دو زنجیره آنتی بادی هرسپتین را تواما بیان کند بطوریکه سلول

پستاندار قادر به سنتز و ترشح هرسپتین بالغ به محیط بیرون خود میباشند. این آنتی بادی ترشحی قادر به اتصال به گیرنده اختصاصی خود 

. با اتصال هرسپتین به را متوقف کند این سلولها این واکنش میتواند رشد و تکثیر بوده و با پستانروی غشاء سلولهای سرطان  بر HER2یعنی 

 می شود. Her2باعث فعال شدن مسیرهای پیام رسانی می شود که در نهایت منجر به کاهش بیان ژن  HER2گیرنده 
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