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  بادي منوكلونال ضد پلاسمينوژن انساني آنتييك از  scFvسازي و بيان  همسانه
و فرشته  3، مهرداد بهمنش1محبوبه سيفي ابوالحسن، 2اله رباني حجت ،1،*، منوچهر ميرشاهي1محمد رضا قرائتي

  2پور شمسي

 تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه بيوشيمي 1

 بادي آنتي- ژن مهندسي آنتي باديهاي منوكلونال، بخش آنتي ، پژوهشكدهسينا ابن - فناوريهاي نوين علوم پزشكي جهاددانشگاهياه تهران، پژوهشگ 2

  تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه ژنتيك 3

  12/11/89: تاريخ پذيرش  6/11/89: تاريخ دريافت
  چكيده

رگزايي در . نمايند مي تأمينرا  سلولهاي جديد نيازهاي متابوليك رگها. ي موجود استرگهااز ي جديد رگهاايجاد  فرآيندرگزايي 
رگزايي پروتئينازها به ويژه پلاسمين، ماتريكس  فرآيندطي . دارداهميت فراواني پاتولوژيك هاي فيزيولوژيك و  بسياري از پديده

با فعال ها  اين فرايند. شود فاكتورهاي رشد موجود در آن ميكند و سبب فعال شدن و آزاد سازي  خارج سلولي را تخريب مي
نشانگر توانايي يك در ارتبا با همين تحقيق بررسيهاي پيشين  .شوند انجام مي سلولهاشدن موضعي پلاسمينوژن در سطح 

 scFv ،بادي يت اين آنتيبه دليل اهم. باشد رگزايي در يك مدل رگزايي مي فرآيندبادي مونوكلونال ضد پلاسمينوژن در مهار  آنتي
 ELISAو آزمون  ينگو ايمونوبلات SDS-PAGEنتايج حاصل از . بيان گرديد Escherichia coliدر و شد  سازي همسانهآن 

 . باشد و قابليت اتصال آن به پلاسمينوژن مي scFvنشانگر صحت توليد 

 بادي ، رگزايي، مهندسي آنتيscFvآنتي پلاسمينوژن،  :كليديه هاي واژ

  mirshahi_mc@yahoo.com: يپست الكترونيك 09123274065: تلفن مسئول،  هنويسند* 

  مقدمه
ي رگهاي موجود، رگهاي است كه طي آن از فرآيندرگزايي 

را به  سلولهاي جديد نياز رگها. آيند مي جديد به وجود
. نمايند مي تأميناكسيژن، مواد غذايي و دفع مواد زائد 

نقش دارد كه  بيماريهاياري از رگزايي در بس اختلال در
سرطان و ناهنجاريهاي چشمي است  آنهاترين  شده  شناخته

فعال به صورت پاتولوژيك رگزايي  يهاكه در اين بيمار
   .)7، 6، 3(شود مي

نقش  پلاسمينوژندر نخستين مراحل رگزايي سامانه 
اجزاي اين سامانه شامل يك پيش آنزيم غير . اي دارد عمده

هاي  پلاسمينوژن است كه توسط فعال كننده فعال به نام
 Tissue( پلاسمينوژن پلاسمينوژن، شامل فعال كننده بافتي

type plasminogen activator (يا tPA  و فعال كننده
 Urinary type plasminogen( ادراري پلاسمينوژن

activator(  ياuPA يا اوركيناز )Urokinase(  به فرم فعال
با فعال شدن پلاسمينوژن و . شود مي يعني پلاسمين تبديل

 اي به نام فيبرينوليز توليد پلاسمين در سطح سلول، پديده
 شود ايجاد مي )Pericellular fibrinolysis( سلولي پيرامون

هاي فيزيولوژيكي و پاتولوژيكي بسياري مانند فرآيند .)8(
تخمك گذاري، جنين زايي، رگزايي و تومور زايي وابسته 

پلاسميني كه طي فرايند فوق در سطح . ده هستندبه اين پدي
شود علاوه بر هضم برخي از پروتئينهاي  سلول توليد مي

، بسياري از ماتريكس )8(ماتريكس خارج سلولي
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سازد كه موجب تخريب  متالوپروتئينازها را نيز فعال مي
براي انجام ). 10، 4، 2(گردند ماتريكس خارج سلولي مي

هاي سطح سلولي  گيرنده ولي،سل پيرامونفيبرينوليز 
در  uPAحضور . نقش مهمي دارند uPAپلاسمينوژن و 

به  گردد آبشاري پروتئوليتيك ميسطح سلول سبب آغاز 
غير  pro-uPAكه پلاسمين ايجاد شده به نوبه خود  طوري

. كند فعال تبديل مي uPAفعال موجود در سطح سلول را به 
دهد و با  را افزايش مي سلولي پيرامونپروتئوليز   اين آبشار،

تخريب ماتريكس خارج سلولي، فعال سازي و آزاد سازي 
زمينه را براي آغاز  مختلفهاي رشد  ها و فاكتور سيتوكين
هايي همچون رگزايي، تهاجم، متاستاز، مهاجرت  فرآيند

را فراهم  سلولهاسلولي، ترميم بافت براي مهاجرت 
است كه كاهش مطالعات انجام شده نشانگر آن  .آورد مي

سنس  با استفاده از فن آوري آنتي uPARو  uPAتوليد 
علاوه بر اين برخي . )19، 14، 13(اثرات ضد توموري دارد

علاوه بر فعاليت ضد متاستازي  uPAهاي  از مهاركننده
 uPAبنابراين . )18(باشند داراي فعاليت ضد رگزايي نيز مي

ني به عنوان درما يك نامزد بالقوه براي طراحي مواد شيمي
  . رود بخشي از درمان تركيبي به شمار مي

يك دهد كه  آزمايشهاي پيشين در آزمايشگاه نشان مي
با  MC2B8بادي مونوكلونال ضد پلاسمينوژن به نام  آنتي

 in vitroرگزايي را در مدل رگزايي  فرآينداتصال به آن 
تواند به  مذكور مي  بادي بنابراين آنتي. )11(ندك مهار مي

به بادي  آنتياين . نوان مهار كننده بالقوه رگزايي عمل كندع
باشد و  دليل توليد در بدن موش در بدن انسان ايمونوژن مي

. ستآنهازايي  رفع ايمني هدر بدن انسان منوط ب آنهاكاربرد 
بادي  سازي آنتي اين عمل با مهندسي آنها، در جهت انساني

ارد جهت انساني در بسياري از مو. مذكور قابل انجام است
قطعه متغير بادي نخستين مرحله ساخت  كردن يك آنتي

ترين  ها متداولscFv. باشد از آن مي scFv اي يا تك زنجيره
باشند كه به دليل  باديها مي شكل استفاده از قطعات آنتي

د نتوان ژن، مي اندازه كوچك و حفظ ويژگي اتصال به آنتي

داشته ي و درماني كاربردهاي تشخيص ازاي  دامنه گسترده
توانايي  نخورده بادي دست در مقايسه با آنتي scFv. دنباش

بيشتري براي واردشدن به بافتهاي متراكم مانند تومورها 
 MC2B8بادي  آنتي scFv در پژوهش حاضر .)20(دارد

  . دگردي  بررسيآن  ايمونولوژيك فعاليتو ساخته شد 

  مواد و روشها
در محيط كشت  ،MC2B8ي سلولها :RNAاستخراج 

RPMI-1640  همراه  سرم جنين گوساله به درصد 10حاوي
در انكوباتور  g/ml 80بيوتيك جنتامايسين به ميزان  آنتي

اكسيد كربن در شرايط  دي درصد 5كشت سلول داراي 
گراد كشت داده  درجه سانتي 37رطوبت اشباع و در دماي 

 RNX-Plusاز محلول با استفاده  سلولهاپس از رشد . شد
 RNAطبق دستورالعمل شركت سازنده و ) سيناژن، ايران(

استخراج  RNAغلظت . شد استخراجي هيبريدوما سلولها
  .سنجي تعيين شد شده با استفاده از تكنيك طيف

 RNAبا استفاده از  cDNAساخت  :cDNAساخت 
استخراج شده و بر اساس دستورالعملهاي استاندارد انجام 

اخته شده به وسيله تكنيك س cDNAكيفيت . )16(گرفت
با  GAPDHژن  تكثيربا ) PCR(ايي پليمراز  واكنش زنجيره

 شد بررسي mGA5-1و  mGA3-1استفاده از پرايمرهاي 
 cDNAدهنده صحت  تكثير اين ژن نشان. )9()1جدول (

  . باشد توليد شده مي

بر اساس پرايمرهاي ويژه تكثير ژن : طراحي پرايمرها
هاي  زنجيرهثابت از بخش متغير  ترادفهاي نواحي نسبتاً

المللي  بادي با استفاده از سيستم بين آنتي سبك و سنگين
طراحي شد  IMGTاطلاعات ايمونوژنتيكي يا 

)www.imgt.org .( پرايمرهايV-SκKpnI-muIg-  و
XbaI-muIg-κJ-AS  هاي سبك و  زنجيرهتكثير براي

 EcoRV muIg JH ASو  XhoI-muIgVh-Sپرايمرهاي 
به دليل تنوع در . سنگين طراحي گرديد  زنجيرهتكثير  براي

  طراحي دژنره  صورت   به   پرايمرها    ها،بادي  آنتي ترادف 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1392، 1، شماره 26جلد                                 مجله زيست شناسي ايران                                                                                        

54  

 

  ). 1جدول (شدند
  ترادف پرايمرهاي به كار گرفته شده در اين پژوهش -1جدول 

 نام پرايمر ترادف

5´-TGGTATTCAAGAGAGTAGGGA-3´ mGA3-1 
5´-CTGCCATTTGCAGTGGCAAAG-3´ mGA5-1 
5´-GGTACCGCCACCATGGAHRTTSWGNTSACYCAGWCT-3´ Kpn I-muIg-κV-S 
5´-TCTAGATTTBAKYTCCARYYTKGT-3´ Xba I-muIg-κJ-AS 
5´-CTCGAGGAGTSMARCTGCAGSAGTCWGG-3´ Xho I-muIgVh-S 
5´-GATATCCTATGMRGAGACDGTGASHRDRGT-3´ EcoRV muIg JH AS 

براي تكثير ناحيه  :MC2B8بادي  آنتيمتغير  نواحيتكثير 
-KpnI-muIg-kVبادي، پرايمرهاي  متغير زنجيره سبك آنتي

S  وXbaI-muIg-kJ-AS هر يك به ميزان ) μl 6 ،
MgCl2( ،) μl 6 ،cDNA  ( به مقدارμl 1 مخلوط ،dNTP 

پليمراز  μl 5/2 ،DNAپليمراز  DNA، بافر μl 5/1به ميزان 
يقي با يكديگر آب مقطر تزرμl 8/1و  μl 2/0به ميزان 

واسرشتگي اوليه در دماي  PCRبراي انجام . مخلوط شدند
 37سپس . دقيقه انجام شد 3به مدت درجه سانتي گراد  94

درجه  94واسرشتگي در دماي  ثانيه 30متشكل از  سيكل
براي درجه سانتي گراد  58ثانيه دماي  30، سانتي گراد 

سانتي گراد درجه  72ثانيه در دماي  45اتصال پرايمرها و 
دقيقه  15طويل شدن صورت گرفت و طويل شدن نهايي

تكثير  به منظور. انجام شددرجه سانتي گراد  72در دماي 
 XhoI-muIgVh-Sناحيه متغير زنجيره سنگين از پرايمرهاي 

استفاده  μl 6و هر كدام به ميزان  EcoRV-muIgJH-ASو 
در شد و ساير تركيبات مشابه با تركيبات استفاده شده 

PCR دماي اتصال پرايمرها براي ناحيه . زنجيره سبك بود
در نظر گرفته درجه سانتي گراد  56متغير زنجيره سنگين 

شد و ساير شرايط زماني و دمايي مشابه شرايط تكثير 
براي بررسي تكثير اين قطعات از . زنجيره سبك بود

پس از . استفاده شددرصد  5/1الكتروفورز در ژل آگارز  
ژن زنجيره سبك و سنگين به وسيله كيت  PCRانجام 

بر اساس  QIAGENاستخراج از ژل محصول شركت 
  .دستورالعمل شركت سازنده، از ژل آگارز جدا شدند

هاي سبك ه ناحيه متغير زنجير )Cloning( سازي همسانه
قطعات ژني مربوط به : pGEM-FTو سنگين در حامل 
باديها  آنتيهاي سبك و سنگين كه ه ناحيه متغير زنجير

يك به طور جداگانه به وسيله  هر MC2B8منوكلونال 
كه از حامل  pGEM-FTآنزيم ليگاز در داخل حامل 

pGEM®-5Zf(+)  مشتق شده است همسانه سازي
، پلاسميدهاي حامل سازي همسانهپس از . )21(شدند
 .Eي مستعد باكتري سلولهاهاي سبك و سنگين به  زنجيره

coli  سويهJM 109 پس از  باكتريها. )17(ل شدندمنتق
سيلين رشد  جامد حاوي آمپي LBانتقال روي محيط كشت 

براي اطمينان از ورود  Colony PCRآزمون . داده شد
به منظور . ها انجام گرفت قطعات به پلاسميدها روي كلوني

استفاده شد كه  T7و  SP6از دو پرايمر  سازي همسانه تأييد
جايگاه برش چندگانه دو سمت  pGEM-FT حاملبر روي 

ترادف اين دو پرايمر و شرايط انجام . اند را در برگرفته
PCR دستورالعمل مربوط به حامل  ازpGEM®-5Zf(+) 

ي داراي قطعه ورودي كشت داده كلونيها. استخراج شد
با استفاده از كيت  كلونيهاو سپس پلاسميد اين  هشد

ق و مطاب QIAGENاستخراج پلاسميد توليد شده شركت 
يابي  دستورالعمل شركت استخراج گرديد و براي ترادف

  . ارسال شد

 T7و  SP6يابي از دو سمت به وسيله پرايمرهاي  ترادف
يابي به وسيله  كروماتوگرامهاي حاصل از ترادف. انجام شد

 Sequencherو  Finch TV v.1.4.0افزارهاي تخصصي  نرم

 Gene Runnerو  Gene Codesمحصول شركت  4.8
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ه و تحليل شدند و با مكمل سازي ترادفها از هر دو تجزي
در نهايت . سمت ترادف كلي به طور دقيق به دست آمد

ترادف زنجيره سبك و سنگين با استفاده از پايگاه اطلاعاتي 
IMGT® هاي زنجيره سبك و  از نظر تطابق با ترادف

  . بادي موشي مورد بررسي قرار گرفت سنگين آنتي

ناحيه متغير زنجيره سبك و سنگين  وارد كردن قطعه ژني
پس از مشخص شدن  : pGEMT-polyGدر حامل 

ي داراي قطعه صحيح، ابتدا به وسيله برش با كلونيها
 تأييدژن ناحيه متغير زنجيره سبك  XbaIو  KpnIآنزيمهاي 

باند مربوطه پس از . شده از پلاسميد واجد آن جدا گرديد
ور وارد كردن قطعة به منظ. آشكار شدن از ژل استخراج شد

نيز با  حامل، اين pGEMT-polyG حاملجداشده در 
بريده شده نيز از ژل  حامل. ي فوق برش داده شدآنزيمها

با ) L6(سپس قطعه ژن زنجيره سبك . استخراج گرديد
. فوق قرار داده شد حاملاستفاده از واكنش ليگازي در 

ي هاكلونيي مستعد منتقل شدند و باكتريهاپلاسميدها به 
  . مثبت براي مرحله بعدي جدا شدند

 يآنزيمهاناحيه متغير زنجيره سنگين با برش به وسيله 
XhoI  وEcoRV  از پلاسميد داراي ترادف صحيح ژن

جدا شد و باند مربوطه ) H3(ناحيه متغير زنجيره سنگين
به منظور وارد . پس از آشكار شدن از ژل استخراج گرديد

 حامل، اين pGEMT-L6-polyG حاملدر  H3كردن قطعة 
بريده  حامل. بريده شد EcoRVو  XhoI يآنزيمها نيز با

با استفاده  H3سپس قطعه . شده نيز از ژل استخراج گرديد
قرار داده  pGEMT-L6-polyG حاملاز واكنش ليگازي در 

-pGEMTبراي شناسايي باكتريهاي داراي پلاسميد . شد

L6-polyG-H3  آزمونColony PCR ده از با استفا
پس از جدا شدن . انجام شد T7و  SP6پرايمرهاي 

، از اين pGEMT-L6-polyG-H3ي داراي پلاسميد كلونيها
  . استخراج شد Miniprepپلاسميد با روش  باكتريها

بياني  حاملبراي بيان پروتئين از  :L6H3بيان پروتئين 
(+)pET-22b پلاسميد . استفاده شدpGEMT-L6-polyG-

H3 ) به اختصارpGEMT-L6H3(  داراي جايگاههاي برش
 L6H3در دو سمت ژن  SalIو  NcoIي محدودگر آنزيمها

در  L6H3باشد كه از همين دو جايگاه استفاده شد و ژن  مي
پلاسميد . )17(سازي شد همسانه pET-22b(+) حامل

pET22b(+)-L6H3 ي مستعد باكتريها، بهE. coli  سويه
BL21-DE3 ري به همراه باكتري اين باكت. انتقال داده شد

فاقد پلاسميد به عنوان كنترل منفي و باكتري كنترل مثبت 
 سيلين با مايع حاوي آمپي LBبه طور جداگانه در محيط 

گراد و  درجه سانتي 37در دماي  g/mlμ 100غلظت 
RPM 200 زماني كه . كشت داده شدOD600 nm باكتريها 

شرايط  در mM 1به ميزان  IPTGرسيد،  6/0 – 8/0حدود 
ييد توليد أپس از ت. استريل به محتويات ارلن افزوده شد

، با كمك ايمونوبلاتينگ تمايل SDS-PAGEپروتئين توسط 
بادي موشي  بادي ضد آنتي اتصال اين پروتئين به آنتي

  ).5(بررسي شد

در  باكتريها، اين L6H3-scFvتوليد پروتئين  تأييدپس از 
ساعت القاء با  3حجم بيشتر كشت داده شدند و پس از 

IPTG به . وژ از محيط كشت جدا شدنديبه وسيله سانتريف
پلاسمي جدا  وسيله شوك اسمزي پروتئينهاي پري

و سپس با استفاده از الكتروفورز و فرايند  )12(شدند
خالص سازي از ژل پلي اكريل آميد به وسيله دستگاه 

Electroeluter ) محصول شركتBioRad ( پروتئين مربوط
  . آميد جدا شد اكريل از ژل پلي L6H3اند به ب

با  ScFvبررسي شناسايي پلاسمينوژن انساني توسط 
به منظور بررسي فعاليت  :رقابتي ELISAروش 

رقابتي  ELISAتوليد شده از آزمون  scFvايمونولوژيك 
 l، با ELISAبراي اين كار ابتدا پليتهاي ويژه . استفاده شد

حاوي  PBSدر بافر  g/ml 2پلاسمينوژن با غلظت 100
NaCl 140mM،KCl 2.7mM ،10mM Na2HPO4  و
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10mM KH2PO4 پس از يافتن بهترين . دهي شدند پوشش
از اين غلظت براي رقابت با مقادير  MC2B8غلظت براي 

بدين ترتيب . استفاده شدscFv- L6H3مختلف از پروتئين 
 با مقادير صفر تا  ng/well 20با غلظت  MC2B8كه 

ng/ml100 از پروتئينscFv-L6H3  مخلوط شد و بر روي
پس . پوشش داده شده با پلاسمينوژن ريخته شد يچاهكها

در ادامه . بار شستشو داده شدند 3از يك ساعت چاهكها 
بادي موش نشاندار شده با  آنتي Fcضد ناحيه بادي  آنتي

. به درون چاهكها ريخته شد l 100پراكسيداز به ميزان 
وسيله به جاورت و پنج بار شستشو پس از يك ساعت م

به عنوان  (TMB)بنزيدين  بافر از محلول تترامتيل
سوبستراي آنريم پراكسيداز استفاده شد و در هر چاهك به 

دقيقه  3پس از . ريخته شد TMBمحلول  l 100ميزان 
متوقف درصد  20واكنشها به وسيله اسيد سولفوريك  

يله دستگاه به وس nm450ها در  شدند و جذب نمونه
ELISA Reader قرائت گرديد.  

  نتايج و بحث
 سنجي بررسي طيف :cDNAو ساخت  RNAاستخراج 

استخراج شده با دارا بودن نسبت جذب  RNAنشان داد كه 
nm 260  بهnm 280  داراي خلوص مناسب  77/1برابر با
، الكتروفورز RNAدر ادامه بررسي كيفيت  )15(باشد مي

نشانگر  GAPDHتكثير ژن  مربوط به PCRمحصول 
  .بودتهيه شده  cDNAصحت 

بادي  هاي سبك و سنگين آنتيه تكثير ناحيه متغير زنجير
ناحيه متغير ژنهاي زنجيره سبك و  :MC2B8منوكلونال 
به وسيله واكنش  MC2B8بادي منوكلونال  سنگين آنتي

PCR  تكثير گرديد و با استفاده از الكتروفورز در ژل آگارز
) 1(شكل  درنتايج حاصل . آشكار شدنداين قطعات 

اين نتايج نشان دهنده تكثير قطعاتي . نمايش داده شده است
باشد كه با وزن مورد انتظار  جفت باز مي 350با وزن حدود 

هاي سبك و سنگين ه هاي متغير زنجير براي ناحيه
  .باديها همخواني دارد آنتي

  
و  زنجيره سبك  ژن تصوير الكتروفورزي تكثير ناحيه متغير -1شكل 
. MC2B8حاصل از سلول هيبريدوماي  cDNAبادي از  آنتي سنگين

قطعه  -2، سنگينزنجيره   كثير ناحيه متغير ژنقطعه حاصل از ت -1
ماركر وزن  -3، و سبكزنجيره   حاصل از تكثير ناحيه متغير ژن

  )Rocheاز شركت  VIIIماركر ( مولكولي
بادي منوكلونال  تيمتغير آن نواحييابي  نتايج ترادف

MC2B8 : و بخش مربوط به ناحيه متغير زنجيره سبك
يابي  بادي در كروماتوگرامهاي حاصل از ترادف آنتيسنگين 

با استفاده از  T7و  SP6از دو سمت به وسيله پرايمرهاي 
و  Gene Codesمحصول شركت  Sequencher 4.8افزار  نرم

Gene Runner هاترادف اين .بررسي و تجزيه و تحليل شدند 
و در مقايسه با  IMGTبا استفاده از پايگاه اطلاعاتي 

نتايج نشان . دشدنترادفهاي شناخته شده مشابه بررسي 
جدول ( شباهت بالايي با زنجيره سبك هادهد كه ترادف مي
و نوع  باديهاي موشي دارد آنتي )3جدول (و سنگين) 2

   .باشد مي κزنجيره سبك 
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  IMGTاز پايگاه اطلاعاتي  MC2B8باديها  آمده از بررسي و مقايسه ناحيه متغير زنجيره سبك آنتي نتايج به دست -2جدول 

Result summary: Productive IGK rearranged sequence (no stop codon and in-frame junction)

V-GENE and allele Musmus IGKV3-10*01 score = 1378 identity = 97,25% (283/291 nt) 

J-GENE and allele Musmus IGKJ1*01 score = 172 identity = 94,74% (36/38 nt) 

  IMGTاز پايگاه اطلاعاتي  MC2B8باديها  بررسي و مقايسه ناحيه متغير زنجيره سنگين آنتينتايج به دست آمده از  -3جدول 

Result summary: 
Productive IGH rearranged sequence (no stop codon and in-
frame junction) 

V-GENE and allele 
Musmus IGHV8-

8*01 

score = 
1288 

identity = 93,81% (273/291 
nt) 

J-GENE and allele Musmus IGHJ4*01 

score = 
207 

identity = 87,04% (47/54 nt) 

D-GENE and allele by 
IMGT/JunctionAnalysis 

Musmus IGHD2-
13*01 

D-REGION is in reading frame 3 

  
انتقال از پس  :pGEMT-L6-polyG-H3ايجاد حامل 

ي مستعد از باكتريهابه  pGEMT-L6-polyG-H3پلاسميد 
 T7و  SP6از پرايمرهاي با استفاده  Colony PCRآزمون 

ي باكتريهاي رشد كرده و يافتن كلونيهابراي جدا كردن 
هاي  از باكتري pGEMT-L6-polyG-H3داراي پلاسميد 

 شكلفاقد قطعه يا داراي قطعه ناقص استفاده شد كه در 
همان گونه كه مشخص شده . مشخص شده است )2(

داراي  L6H3-4 و L6H3-2 ،L6H3-3ي كلونيهافقط است، 
يابي نيز صحت  اي با اندازه مناسب هستند كه ترادف قطعه

 . نمود تأييدتوالي ژن را 

  

و  T7تصوير الكتروفورزي تكثير ناحيه مابين پرايمرهاي  -2شكل 
SP6  پس از انتقال پلاسميد  كلونيهابرايpGEMT-L6-polyG-

H3 .1-  پلاسميد  - 2كنترل منفي ماركرpGEMT- polyG  فاقد
، L6H3-1 ،4- L6H3-2 ،5- L6H3-3 -3رودي، هرگونه قطعه و

6- L6H3-4 وزن مولكولي -7 و.  

  

داراي  BL21ي باكتريهاپروتئين توسط توليد پس از القاء 
نمونه در زمانهاي مختلف  pET22b(+)-L6H3پلاسميد 

آميد  اكريل ها در ژل پلي برداري شد و از اين نمونه
 ي القاء شده واباكتريه نتايج الكتروفورز. الكتروفورز شدند

براساس . ارائه شده است )3(در شكل  پروتئين تخليص
اين تصوير مشخص است كه بيان پروتئيني با وزن 

كيلودالتون در اثر القاء بيان به وسيله  28مولكولي حدود 
IPTG يابد كه با وزن مولكول  در باكتري افزايش ميscFv 

بادي  بخشي از يك آنتي scFvكه  ازآنجايي. سازگار است
كلونال  بادي پلي رود كه به وسيله آنتي موشي است انتظار مي

. موشي در ايمونوبلاتينگ شناسايي شود  بادي ضد آنتي
نيز شود  ميمشاهده  )4(كه در شكل نتيجه ايمونوبلاتينگ 

كند و باندي در نمونه القاء شده در  مي تأييداين مسئله را 
  . شود مشاهده مي كيلودالتون 28وزن حدود 
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كنترل (فاقد پلاسميد BL21باكتري  -L6H3 .1و تخليص پروتئين  pET22b(+)-L6H3داراي پلاسميد ي القاء شده باكتريهاالكتروفورز  -3شكل 
ساعت  2پس از pET22b(+)-L6H3داراي پلاسميد باكتري  -3ساعت القاء،  1پس از pET22b(+)-L6H3داراي پلاسميد باكتري  -2) منفي
 1باكتري كنترل مثبت پس از -6باكتري كنترل مثبت پيش از القاء،  -5، ساعت القاء 3پس از pET22b(+)-L6H3داراي پلاسميد ري باكت -4القاء، 

ايمونوگلوبولين  -10ماركر وزن مولكولي،  -9ساعت القاء،  3باكتري كنترل مثبت پس از -8ساعت القاء،  2باكتري كنترل مثبت پس از -7ساعت القاء، 
 Electroeluterبه وسيله شده تخليص  scFv -11شده، موشي احيا

  
  بادي كلونال ضد آنتي بادي پلي با آنتي L6H3 ايمونوبلاتينگ -4شكل 

باكتري  -2) كنترل منفي(فاقد پلاسميد BL21باكتري  -1. موشي
  .ساعت القاء 3پس از pET22b(+)-L6H3داراي پلاسميد 

 nmب در جذ نمودار 5 شكل در: رقابتي ELISA آزمون
 اساس بر اين. است شده رسم ELISA واكنش براي 450
 يابد به عبارت مي جذب كاهش L6H3افزايش غلظت  با

 شده توليد scFvكه  داد رقابتي نشان ELISA ديگر آزمون
 MC2B8 بادي آنتي يعني مادر بادي آنتي تا با است قادر
به  آن اتصال كند و مانع از ژن رقابت آنتي به اتصال براي
  .گردد ژن آنتي

يابي، بررسي در پايگاههاي  تمامي نتايج حاصل از ترادف
 ELISAباديها، الكتروفورز، ايمونوبلاتينگ، و  اطلاعات آنتي

 MC2B8بادي  از آنتي scFvهمگي تأييدكننده توليد 
ناحيه  MC2B8دهد كه  بررسيهاي پيشين نشان مي. باشد مي

ي بخش انتهاي كربوكسيل مولكول پلاسمينوژن، يعن
بادي  اتصال اين آنتي. كند كاتاليتيك آن را، شناسايي مي

هاي پلاسمينوژن قادر به فعال  شود تا فعال كننده موجب مي
هاي فيبرينوليتيك در همان  نمودن آن نباشند و لذا فرآيند

به  uPAمولكول از آنجا كه . )11(ابتدا متوقف مي شوند
ا ترشح به وسيله سلوله) pro-uPA(صورت پيش آنزيم 

ترين فعال كننده فيزيولوژيك  شود و پلاسمين اصلي مي
pro-uPA فرآيند فعال شدن پلاسمينوژن به . )1(است

وسيله اوركيناز به صورت خود تنظيمي مثبت به پيش 
بدين ترتيب كه ايجاد اوركيناز فعال سبب فعال . رود مي

 شدن پلاسمينوژن و تبديل آن به پلاسمين مي گردد و در

لاسمين توليد شده خود اوركينازهاي غير فعال را مقابل پ
بنابراين در صورت مهار توليد پلاسمين . كند فعال مي

گردد  توليد شده، سبب مي scFvتوسط عاملي از جمله 
شود و فعال شدن  چرخه توليد آن از ابتدا متوقف مي
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 scFvبنابراين . شود پلاسمينوژن به طور گسترده مهار مي
هاي بالقوه سيستم  ند به عنوان مهار كنندهتوا ميتوليد شده 

البته اثبات اين مسئله . فيبرينوليتيك و رگزايي عمل كند
  نيازمند انجام پژوهشهاي تكميلي است 

  
 عنوان به hCGهورمون  ضد بادي آخر آنتي ستون در. شود مي مشاهده L6H3 كاهش جذب با افزايش غلظت اثر. رقابتي ELISA آزمون -5شكل 

  .شد استفاده منفي بادي كنترل آنتي

  منابع
0. 1. Binnema, D. J., Dooijewaard, G., & Turion, P. 

N. (1991). An analysis of the activators of 
single-chain urokinase-type plasminogen 
activator (scu-PA) in the dextran sulphate 
euglobulin fraction of normal plasma and of 
plasmas deficient in factor XII and 
prekallikrein. Thromb. Haemost, 65, 144-148. 

2. Birkedal-Hansen, H. (1995). Proteolytic 
remodeling of extracellular matrix. Curr Opin 
Cell Biol 7(5), 728-735. 

3. Carmeliet, P., & Jain, R. K. (2000). 
Angiogenesis in cancer and other diseases. 
Nature, 407, 249-257. 

4. Collen, D., & Lijnen, H. (1991). Basic and 
clinical aspects of fibrinolysis and thrombolysis. 
Blood, 78(12), 3114-3124. 

5. Copeland, R. (1994). Methods for Protein 
Analysis A practical guide to Laboratory 
Protocols. London: CHAPMAN & HALL. . 

6. Folkman, J. (2002). Role of angiogenesis in 
tumor growth and metastasis. Semin. Oncol., 29 
15–18. 

7. Folkman, J. (2007). Angiogenesis: an 
organizing principle for drug discovery? Nat 
Rev Drug Discov, 6(4), 273-286. 

8. Fukao, H., Ueshima, S., Okada, K., & Matsuo, 
O. (1997). The role of pericellular fibrinolytic 
system in Angiogenesis. Japanese J. Physiol, 
47, 161-171. 

9. Ichinoe, A., Behmanesh, M., Tominaga, Y., 
Ushijima, Y., Hirano, S., Sakai, Y., et al. 
(2004). Identification and characterization of 
two forms of mouse MUTYH proteins encoded 
by alternatively spliced transcripts. Nucleic 
Acids Research, 32(2), 477-487. 

10. Lijnen, H. (2002). Matrix metalloproteinases 
and cellular fibrinolytic activity. Biochemistry 
(Mosc), 76(1), 92-98. 

11. Mansouri, K., Mirshahi, M., Pourfathollah, A., 
Hassan, Z. M., & Taheripak, R. (2007). Anti-
plasminogen monoclonal antibody (MC2B8) 
inhibites angiogenesis. Pak J Biol Sci, 10(19), 
3450-3453. 

12. Miller, K. D., Weaver-Feldhaus Jane, Gray, S. 
A., Siegel, R. W., & Feldhaus, M. J. (2005). 
Production, puriWcation, and characterization 
of human scFv antibodies expressed in 
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, and 
Escherichia coli. Protein Expression and 
Purification, 42, 255-267. 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1392، 1، شماره 26جلد                                 مجله زيست شناسي ايران                                                                                        

60  

 

13. Mohan, P. M., Chintala, S. K., Mohanam, S., 
Gladson, C. L., Kim, E. S., Gokaslan, Z. L., et 
al. (1999). Adenovirus-mediated delivery of 
antisense gene to urokinase-type plasminogen 
activator receptor suppresses glioma invasion 
and tumor growth. Cancer Res, 59, 3369-3373. 

14. Morrissey, D., O’Connell, J., Lynch, D., 
O’Sullivan, G. C., Shanahan, F., & Collins, J. 
K. (1999). Invasion by esophageal cancer cells: 
functional contribution of the urokinase 
plasminogen activation system, and inhibition 
by antisense oligonucleotides to urokinase or 
urokinase receptor. Clin. Exp. Metastasis, 17, 
77-85. 

15. Nadège Gruel, Beatrix Kotlan, Marie Beuzard, 
& Teillaud, J.-L. (2002). Generation of scFv 
from a Phage Display Mini-Library Derived 
from Tumor-Infiltrating B-Cells. In J. 
O’Connell (Ed.), Methods in Molecular 
Biology, vol. 193: RT-PCR Protocols. Totowa, 
NJ: Humana Press Inc. 

16. Nam, C. H., Moutel, S., & Teillaud, J.-L. 
(2002). Generation of Murine scFv Intrabodies 
from B-Cell Hybridomas. In J. O'Connell (Ed.), 
From: Methods in Molecular Biology, vol. 193: 

RT-PCR Protocols. Totowa, NJ: Humana Press 
Inc. 

17. Sambrook, J., & Rucell, D. (2001). Molecular 
cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring 
Harbor, N.Y.: Cold Spring Harbor Laboratory 
Press. 

18. Swiercz, R., Skrzypczak-Jankun, E., Merrell, M. 
M., Selman, S. H., & Jankun, J. (1999). 
Angiostatic activity of synthetic inhibitors of 
urokinase type plasminogen activator. Oncol. 
Rep, 6, 523-526. 

19. Wilhelm, O., Schmitt, M., Hohl, S., 
Senekowitsch, E., & Graeff, H. (1995). 
Antisense inhibition of urokinase reduces spread 
of human ovarian cancer in mice. Clin. Exp. 
Metastasis, 13, 296-302. 

20. Wu, A., & Senter, P. (2005). Arming antibodies: 
prospects and challenges for immunoconjugates. 
Nat Biotechnol 23, 1137-1146. 

21. Zhao, Y., Liu, Z., Yu, S., Wen, S., 
Hammarstrom, L., & Rabbani, H. (2009). 
Construction of a High Efficiency PCR 
Products Cloning T Vector Using pGEM-5zf 
(+). Avicenna J Med Biotech, 1(1), 37-39. 

 

Cloning and expression of a scFv from an anti human 
plasminogen monoclonal antibody 

Gharaati M.R.1, Mirshahi M.1, Rabbani H.2, Saifi-Abolhassan M.1,  Behmanesh M.3 and 

Shamsi Poor F.2  
1 Biochemistry Dept., School of Biological Sciences, Tarbiat Modares University, Tehran, I.R. of IRAN 
2 Antigen and Antibody Engineering Dept., Monoclonal Antibody Research Center, Avicenna Research 

Institute, ACECR, Tehran, I.R. of IRAN 
3 Genetics Dept., School of Biological Sciences, Tarbiat Modares University, Tehran, I.R. of IRAN 

Abstract 

Angiogenesis is the formation of new blood vessels from existing ones. New blood 
vessels provide the cells with metabolic requirements. Angiogenesis plays a pivotal role 
in many physiological and pathological phenomena. Proteinease especially plasmin is 
critical in degrading of matrix metalloproteinase releasing and activating different 
growth factor from it. Angiogenesis initiate by the activation of plasminogen on the cell 
surface. Our previous finding indicates that an anti human plasminogen monoclonal 
antibody could inhibit the angiogenesis. According to importance of this antibody, we 
tried to make the scfv of this antibody. SDS-PAGE and immunobloting analysis and 
ELISA confirmed the expression and immunological activity of the scFv.  
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