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هاي سلولي  بادي تك دمين شتري بر ضد آنتي ژن ي آنتي ساخت كتابخانه
  سرطان سينه

  
  2ه محزوني ، محمدرضا2 پيرعلي ، خداداد2 ، الهام بهوندي1 ، علي محمد احدي1 سيده آزاده موسويان، *1 هدا آيت
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  :مقدمه
 اجزاي يا ايمونوگلوبولين ها از آنتي بادي ها

 لنفاوي سيستم و خون در كه هستند ايمني سيستم ضروري
 شناسايي را خارجي آنتي ژن هاي آمده، در گردش به

آنتي  نوع فراوان ترين. )1( مي شوند متصل آن ها به و كرده
 دايمرهايي ، هوموIgG خون مهره داران، گردش در بادي

 ي زنجيره 2 و سنگين يكسان پپتيدي پلي ي زنجيره 2 با
 سبك هاي زنجيره. )2( هستند سبك يكسان پپتيدي پلي

 زنجيره و )CL( ثابت دمين يك و متغير دمين يك شامل
 ثابت دمين 3 و )VH( متغير دمين يك شامل سنگين هاي

)CH3-CH2-CH1( ناحيه شش ها آنتي بادي .هستند 
كه در  دارد) VL در تا سه و VH در تا سه( متغير بسيار
 زير سه ).3( دارند نام CDRو  بوده ژن آنتي با تعامل
 و IgG1، IgG2: دارد وجود شتر در IgG از كلاس
IgG3  كهIgG1 هاي كلاسيك و  بادي شامل آنتي
IgG2 و IgG3 نوع جزء HCAb 4( هستند(. HCAB  ها
 متغير دمين يك شامل بوده و هر زنجيره آن دايمر هومو

)VHH( لولا،  ي ناحيه يك با بلافاصله كه استCH2 و 
CH3 5(شود  مي دنبال(. VHH غياب در بادي نانو يا 

  :چكيده
 باند واحد ترين كوچك ،)يا نانوبادي VHH( هاي زنجيره سنگين شتري بادي نواحي متغير آنتي :زمينه و هدف

 دستكاري سبب كه باشد مي ها آن مزيت ترين بزرگ ها نانوبادي كوچكاندازه . ها هستند ژن آنتي به شونده
 شده ايمن شتر از دمين تك بادي آنتي ي كتابخانه ساخت اين مطالعه با هدف. ها مي شود آن راحت ژنتيكي

  .طراحي و اجرا شد )SKBR3( انسان ي سينه آدنوكارسينوماي سلوليرده  يك با
 طي سه نوبت به صورت زير پوستي به يك SKBR3ابتدا عصاره سلول  اين مطالعه تجربي در :روش بررسي

 RT-PCRبه كمك روش  VHH ج و قطعاتكامل از طحال شتر استخرا RNAسپس . شتر تزريق گرديد
قطعات  الكتروپوريشن روش و به ندقرار گرفت Pcomb3x فاژميد در درون VHH قطعات. ساخته و تكثير شدند

 آنزيمي نگاري انگشت تكنيك توسط شده تهيه ي كتابخانه تنوع. ندشد DH5α هاي باكتري وارد نوتركيب
 .ارزيابي شد SDS-PAGE روش با VHH بيان گرفت و در نهايت قرار بررسي مورد

 نگاري انگشت همچنين .شد كلوني ساخته 105بادي شتري با بيش از  در اين پژوهش كتابخانه آنتي :يافته ها
  بررسي هاي اوليه بوسيله. باشد مي تنوع بالايي داراي حاصل بادي آنتي ي كتابخانه كه داد نشان آنزيمي

SDS-PAGE پروتئين كه كرد مشخص VHH شده ترانسفورم هاي باكتري در دالتون كيلو 15 مولكولي وزن با 
  .شود مي بيان

 بادي امكان جداسازي آنتي ،SKBR3 سلولي ردهضد  بر ايمن بادي آنتي ي كتابخانه ي تهيه :نتيجه گيري
  .را فراهم مي كند سينه سرطان مختلف هاي ژن آنتي ضد بر VHH اختصاصي هاي

  

  .سرطان سينه بادي شتري، آنتي ي تابخانهك ،نانوبادي :هاي كليدي واژه

www.sid.ir
www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  همكاران دكتر هدا آيت و     ي بر ضد آنتي ژن هاي سلولي سرطان                                             ساخت كتابخانه ي آنتي بادي شتر
 

 

 مي متصل ژن آنتي به )VL( سبك ي زنجيره متغير دمين
 ي ناحيه سه VH دمين مانند VHH ساختمان .)6(شود 
 به اتصال در دارد كه )CDR( مكمل ي كننده تعيين
  ).7(دارند  نقش ژن آنتي

اندازه  VHH هاي دمين مزيت بزرگترين
انواع آنتي  با مقايسه در بنابراين .هاست آن كوچك

كه  Fv و scFv، Fab بادي هاي مهندسي شده مانند
شوند  ها استفاده مي امروزه در درمان و تشخيص بيماري

 فقط زيرا؛ باشد مي تر راحت ها آن ژنتيكي دستكاري
 دمين با مقايسه در ).8( شود مي بيان و كلون دمين يك
VH مرسوم، هاي بادي آنتي VHH 15 تقريبي وزن با 
 و تجمع همچون مشكلاتي بر تواند مي دالتون كيلو

 آنتي بادي هاي مهندسي شده مورد در اغلب كه تخريب
 تهيه هاي VHH علاوه به). 9(كند  غلبه دارد، وجود
 هتروتترامر هاي بادي آنتي با مقايسه در شتر از شده
   اين ؛دارند بيشتري پايداري دما برابر در موش

 آنتي به اتصال قدرت C°90 دماي در حتي ها مولكول
 .)10( كنند مي حفظ را خود ژن

 درمان در اي گسترده و مهم نقش ها بادي آنتي
 كمتري جانبي آثار بيماران معمولاً چون دارند سرطان

. شوند مي متحمل درمان هاي روش ديگر با مقايسه در
 چندين طريق از را خود توموري ضد آثار ها بادي آنتي

 شدن باند از جلوگيري يا آپوپتوز القاي شامل مكانيسم
 ها روش ديگر يا و خود هاي گيرنده به رشد فاكتورهاي

 براي مطلوب بادي آنتي يك. )11(كنند  مي اعمال
 كوچك ي اندازه جمله از  بايد كلينيكي كاربردهاي

 و تركيبي ميل بالا و پايداري بهينه، نفوذ براي
 باشد دارا را شرايطي ژن آنتي ضد بر زياد اختصاصيت

 براي عاليگزينه اي  آن را ،VHH ي ويژه خواص) 12(
. است كرده درماني ايمني براي پروتئين مهندسي

 شتر، در VHH ي كننده كد ژن ،V ژنهمچنين، 
 خانواده ي مجوعه زير ،IGHV3 ژن با بالايي همولوژي

 ،انسان در احتمالاً كه دهد مي نشان انساني VH هاي ژن
 خود مسئله اين. دهد مي نشان پاييني ژنيك آنتي پاسخ

 باشد مي درماني ايمني روش در توجه قابل ويژگي يك
)13.(  

 انواع پزشكي، يا علمي كاربردهاي به توجه با
 ساخته توانند مي بادي آنتي ژن هاي كتابخانه از مختلفي

كه شامل انواع  بادي آنتي هاي كتابخانه. شوند استفاده و
  مختلف آنتي بادي با قدرت اتصال به آنتي ژن هستند 

نيمه  و ساختگي ايمن، غير ايمن، هاي فرم به توانند مي
 از را ايمن يباد آنتي كتابخانه ).14( باشند ساختگي

RNA در قبلاً كه كنند مي توليد هايي نمونه لنفوسيت 
 با. دنباش گرفته قرار نظر مورد هاي ژن آنتي معرض
   توليد سنگيني و سبك هاي زنجيره روش اين كمك

 دارند خاص ژن آنتي براي را بالايي تمايل كه شوند مي
   تركيبي ميل بلوغ متحمل زنده موجود محيط در و

  ).15(اند  شده
هدف اين مطالعه ساخت يك كتابخانه آنتي 

 رده ضدشتر ايمن شده بر  Bبادي از لنفوسيت هاي 
سلولي رده  براي ايمن كردن شتر از. سلولي سرطاني بود

SKBR3  سلولي آدنوماي  ردهاستفاده شد كه يك
هاي مختلف  سرطان سينه بوده و حاوي آنتي ژن

 مي باشد HER-2سرطاني به ويژه تومور ماركر شاخص 
اين امر باعث افزايش احتمال يافتن آنتي بادي هاي ) 16(

ضد شاخص هاي سرطاني، در ذخيره ژنتيكي آنتي بادي 
هاي توليدي در شتر مي شود كه با غربالگري نهايي 

از اين رو براي رسيدن به . كتابخانه جدا خواهند شد
مراحل ساخت كتابخانه،انتخاب  ،آنتي بادي مورد نظر

سب، تعداد اعضاي آن، تنوع كتابخانه حاصل وكتور منا
و بيان آن از اهميت خاصي برخوردار است كه در اين 

  .مقاله مورد بررسي قرار گرفته است
 

  :روش بررسي
ايمن سازي شتر و اين مطالعه تجربي به منظور در
آدنوكارسينوماي ( SKBR3 سلولي رده ،RNAاستخراج 

پاستور تهيه شده  كه از بانك سلولي انستيتو) سرطان سينه
سرم جنين گاوي % 10حاوي  RPMIبود، در محيط 

 به نوبت 3 در ،ها پس از جمع آوري سلول. كشت شد
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صورت و به  شتر نفر يك به بار يك هفته 2 ي فاصله
 ايمن شتر تا ندشد زير پوستي در ناحيه گردن تزريق

 زيادي ميزان به دوز، چندين دريافت از پس شده
 موجود هاي ژن آنتي ضد بر لفمخت هاي بادي آنتي
روز از  10 گذشت از پس. كند توليد را سلولي رده در

 بافتاز امل ك RNA و شده كشته شتر آخرين تزريق،
. گرديد استخراج TRIZOLمحلول  با استفاده از شتر طحال

 M-MuLV،و آنزيم dTو اليگ سپس با استفاده از پرايمر

Reverse Transcriptase  رشته هاي cDNA ندشد سنتز 
 PCR واكنش ، واردVHH ي قطعه تكثير منظور به تا
 ،VHH توالي تكثير براي پرايمر طراحي جهت. دنشو
  افزارهاي نرم و NCBI اطلاعاتي پايگاه از

 Gene Runner 3.05 و CLC Main Workbench 5-6-1 

 ي كننده كد هاي توالي از برخي ابتدا. شد استفاده
mRNA  تواليي VHH اطلاعاتي اهپايگ از NCBI 
 با CLC افزار نرم توسط ها توالي اين. شد گرفته

 و شده حفاظت هاي توالي و شده مقايسه يكديگر
. شدند انتخاب پرايمر طراحي جهت ها آن بين مناسب
 ميزان و Gene Runner افزار نرم كمك به سپس

 معكوس و پيشرو پرايمر جفت 2 نوكلئوتيدي، تشابهات
 منظور به CLSHV1 و CCH2 هايپرايمر. شدند طراحي
 و FR1CAM پرايمرهاي و VHH-CH2 ي قطعه تكثير

FR4CAM ي قطعه تكثير جهت VHH استفاده مورد 
  .)1جدول شماره (گرفتند  قرار

  
  VHH ي استفاده شده جهت تكثير قطعه پرايمرهاي :1 شماره جدول
 نوكلئوتيديتوالي نام پرايمر

CCH2 5'-GTACGTGCTGTTGAACTGTTCC- 3'  
CLSHV1 5'-GTCCTGGCTGCTCTTCTACAAGG- 3' 

FR1CAM 5'-CATCGAGCTCGTGCAACTGGTGGAGTCTGG- 3' 
FR4CAM 5'-ATGTACTAGTTGAGGAGACGGTGACC- 3' 

  

ي  ابتدا قطعه VHHي  به منظور سنتز قطعه
VHH-CH2 جهت انجام اين واكنش مواد . سنتز شد

افر ب. وارد واكنش گرديدند PCRلازم براي واكنش 
PCR )1X( كلريد منيزيم ،)ميلي مولار 5/1(، 

 CCH2، پرايمر  )ميلي مولار 24/0(اليگونوكلئوتيد 
 ميكرو 64/0( CLSHV1پرايمر  ،)ميكرو مولار 64/0(

 )واحد بر ميكروليتر 04/0(پلي مراز  Taq، آنزيم )مولار
اضافه واكنش  بهسنتز شده نيز  cDNAميكروليتر از  2و

دقيقه واسرشتگي  5واكنش شامل  شرايط انجام. شدند
، cº94ثانيه در  30سيكل شامل  30و سپس  cº94اوليه در 

  . بود cº72ثانيه در  45و  cº57ثانيه در  45

ي  ي بعد به منظور ساخت قطعه در مرحله
VHH، ي  قطعهVHH-CH2 ي  ساخته شده در مرحله

 مواد. گرديد PCRقبل به عنوان الگو وارد واكنش 
 هاي غلظت ،PCR انجام واكنش براي استفاده شده

فقط پرايمرهاي جديد  ؛مشابه واكنش قبل داشتند
FR1CAM  )64/0 مولار ميكرو( و FR4CAM )64/0 

 VHH-CH2ي  قطعه از ميكروليتر 5/0و  )مولار ميكرو
 شرايط. گرديد واكنش به عنوان الگو وارد نيز شده سنتز
ه در دقيقه واسرشتگي اولي 5نيز شامل  واكنش انجام

cº94  ثانيه در  30سيكل شامل  30و سپسcº94،30  ثانيه
 از تحقيقاتي كار اين در.بود cº72ثانيه در  30و  cº59در 

كلون كردن كتابخانه ژني  منظور به pComb3x فاژميد
 قطعات كردن كلون منظور به. شد آنتي بادي استفاده

VHH فاژميد  درونpComb3X،  12فاژميد به ميزان 
 16 مدت نانوگرم به 8به ميزان  VHH قطعات نانوگرم و

گراد در معرض يك  درجه سانتي 37 دماي در ساعت
 و SpeI ي كننده محدود هاي واحد از هر يك از آنزيم

SacI ) فاژميد  سپس .گرفتند قرار) ويوانتيسشركت
بريده شده از ژل آگارز  VHHخطي شده و قطعات 

 توسط شده هضم VHH قطعات استخراج شدند و
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  همكارانساخت كتابخانه ي آنتي بادي شتري بر ضد آنتي ژن هاي سلولي سرطان                                                 دكتر هدا آيت و  

 

 هضم فاژميدهاي به) شركت تاكارا( T4ليگاز  آنزيم
 براي ايجاد كتابخانه از باكتري .شدند متصل شده

بدين منظور . استفاده شد DH5α سوش اشريشياكولي
 .كامپتنت ساخته شد نخست باكتري مستعد الكترو

ها  باكتري ذوب از پوريشن پس جهت انجام الكترو
 باكتري اب VHH ي قطعه حاوي فاژميدهاي در يخ،

 تركيب و شد پتاژ پي آرامي به و شده مستعد تركيب
 از پس. گرفت قرار يخ درون ثانيه 30 مدت به فوق
 پوريشن الكترو ميلي متري مخصوص 2 كووت به آن

 الكترو شرايط با استفاده از دستگاه بيورد. شد منتقل
 2500 معادل جرياني كه طوري به شد تنظيم پوريشن

هاي  باكتري .گرديد برقرار هما 200 مقاومت و ولت
حل شدند و به مدت  SOCترانسفورم شده در محلول 

قرار  rpm100 ساعت در انكوباتور شيكردار با دور  1
 بادي،  ي آنتي ي كتابخانه جهت تهيه. ندگرفت

از باكتري هاي  1000/1و 10/1،100/1رقت هاي 
 هاي حاوي محيط ترانسفورم شده بر روي پليت

 داده كشت گلوكز و سيلين پيآم ، 2XTY كشت
هاي رشد كرده بر سطح پليت  سپس كلوني. شدند

 - 70جمع آوري شده و به صورت گليسروله در فريزر 
 ،كلونينگ صحت بررسي جهت. نگهداري شدند

 تعدادي كلوني حاوي هاي پليت از VHHقطعات 
 كلوني واكنش و انتخاب تصادفي صورت به كلوني
PCR  با پرايمرهايFR1CAM و FR4CAM انجام 
 از شده، توليد ي كتابخانه تنوع بررسي منظور به .شد

 استفاده RFLP يا آنزيمي نگاري انگشت تكنيك
 ي كننده محدود آنزيم از كار اين براي. گرديد

ECORII قطعات هضم جهت VHH شد استفاده .
به  ،PCR كلوني در شده توليد PCR محصولات

 در گراد يسانت درجه 60ساعت و در دماي  2مدت 
گرفتند و  قرار ECORII آنزيم معرض يك واحد از

الكتروفورز % 8پس از آن درون ژل آكريل آميد 
  .شدند

   در VHH ژني توالي حضور تأييد از پس
 كلوني توسط واكنش شده داده كشت هاي كلوني
PCRي  ، بيان قطعهVHH  توسط روشSDS-

PAGE اين منظور  براي. مورد بررسي قرار گرفت
 محيط ليتر ميلي 10 در جداگانه طور به ي هاكلون

 .شدند حل گلوكز و سيلين آمپي حاوي LB كشت
 فاژميد با DH5α باكتري شامل هم منفي كنترل
 با شيكردار انكوباتور در لوله ها .بود قطعه بدون
 قرار گراد سانتي درجه 37 دماي و rpm  100دور
، 6/0- 4/0به  جذب نوري با رسيدن . شدند داده
 درجه 4 دماي در دقيقه، 10 مدت به ها لولمح

 .شدند سانتريفوژ rpm4000 دور و گراد سانتي

 ليتر ميلي 10 در جداگانه صورت به ها رسوب
 حل سيلين آمپي حاوي مايع LB كشت محيط
 و شد تكرار قبل شرايط با سانتريفيوژ سپس. شدند
 LB مايع كشت محيط ليتر ميلي 10 در ها رسوب
 IPTG مولار ميلي 1 غلظت و نسيلي آمپي حاوي

 ها كشت محيط. شدند براي القا بيان پروتئين حل
 سانتي درجه 28 دماي در شيكردار انكوباتور در

 6 و 4 از پس. گرفتند قرار rpm 200 دور و گراد
 گرفت و انجام ها باكتري از برداري نمونه ساعت
 PMSF، )ميلي مولار EDTA 5/2 (شامل(ليز  بافر

 و) ميلي مولار 30(و تريس ) رميلي مولا 1(
 تركيب و شد به رسوب باكترياي اضافه ليزوزيم
 4 دماي در سانتريفيوژ .شد پتاژ پي خوبي به حاصل
 15 مدت به و rpm10000  دور گراد، سانتي درجه
 الكتروفورز انجام براي .گرفت انجام دقيقه

 از باكتري، از شده استخراج پروتئيني محصولات
 ژل غلظت با ناپيوسته آميد ريلآك پلي- SDS ژل

- آميد آكريل استوك محلول از% 15جداكننده 
% 5 غلظت با كننده متراكم ژل و آميد آكريل بيس
نمونه هاي  درنهايت.شد استفاده محلول اين از

 .پروتئيني درون ژل الكتروفورز شدند
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  :ها يافته
 و CCH2 پرايمرهاي باVHH-CH2 ي قطعه
CLSHV1  اين قطعه .)1ير شماره ي تصو( شد كثيرت   

. )2شماره  تصوير( اشتد باز جفت 600 حدود اي اندازه
 نيز VH ي قطعه پرايمرها اين از استفاده با علاوه به

   باز جفت 700 حدود آن ي اندازه كه شود مي تكثير
پس  VHH-CH2ي  قطعهبراي خلوص كامل،  .باشد مي

يظ دهي مجدد، تغل هاي متعدد و رسوب PCRاز انجام 
 ژل ازگرديد و پس از الكتروفورز در ژل آگارز، 

  .شد استخراج

  
  .FR4CAM وCCH2 ،CLSHV1 ، FR1CAMمحل اتصال پرايمرهاي  :1 تصوير شماره

 محدود هاي آنزيم برش و شناسايي جهت هايي توالي ،pComb3X فاژميد درون VHH ي قطعه كردن كلون منظور به
  . گرديد اضافه FR4CAM و FR1CAM پرايمرهاي 5' انتهاي به SpeI و SacI ي كننده

  

 

انجام  PCRالكتروفورز محصول  :2 تصوير شماره
  .CLSHV1و  CCH2شده توسط پرايمرهاي 

   قطعه مورد نظر 1جفت باز در چاهك شماره  600باند 
 PCRمحصول :1ستون ؛DNAماركر اندازه  :M مي باشد؛

 .دنكنترل منفي مي باش 2ستونو
  

  ي قطعه ،VHH ي قطعه رتكثي منظور به
 VHH-CH2  در ،ژل از شده استخراج و شده تكثيري 

 و FR4CAM پرايمرهاي توسط قبل ي مرحله
FR1CAM ي قطعه. شد تكثير VHH ،اي اندازه حاصل 

 ).3تصوير شماره  ( داشت باز جفت 400 حدود

  

 انجام PCR محصول الكتروفورز :3تصوير شماره 
  .FR4CAMو  FR1CAM پرايمرهاي توسط شده

M  جفت بازي اندازه  50ماركرDNA ،محصول : 1 ستون
   .جفت بازي مشخص مي باشد 400استخراج از ژل كه در آن باند 

  

 حاوي پليت هاي PCR كلوني محصول الكتروفورز
 را بازي جفت VHH  400ي قطعه نوتركيب، فاژميد
 پليت هاي PCR كلوني محصول الكتروفورز و داد نشان
 نداد نشان را نظر مورد باند ،قطعه دونب فاژميد حاوي

  به منظور تخمين اندازه ). 4تصوير شماره (
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هاي يك پليت شمارش  ي توليد شده كلوني كتابخانه
شد و بر اساس ضريب رقت انتخاب شده، نسبت كل 

بر اين اساس، اندازه . هاي كتابخانه تعيين شد كلوني

يتر ل كلون در يك ميلي 105كتابخانه ي توليد شده، 
  .محيط كشت حاوي باكتري، تخمين زده شد

  
  .FR4CAM و FR1CAMتوسط پرايمرهاي  VHHي  قطعه PCRالكتروفورز محصولات واكنش كلوني  :4تصوير شماره 

هاي انتخاب شده  كلوني 5تا  1شماره  ستون هاي. دهد جفت بازي را نشان مي 400را در اندازه  VHHپيكان محل باند موردنظر 
  .باشند هاي انتخاب شده از پليت حاوي فاژميد بدون قطعه مي كلوني C3و  C1 ،C2 حاوي فاژميد نوتركيب و از پليت

  
 پس شده تهيه ي كتابخانه تنوع بررسي منظور به

 ،ECORII آنزيم توسط PCR محصولات هضم از
آميد  آكريل الكتروفورز ژل در شده هضم محصولات

 داراي يميآنز هضم از حاصل قطعات. بررسي شدند
 هاي نمونه در قطعات اين و بودند متفاوت هاي اندازه
  .)5ه شمار تصوير( نشدند ديده نشده هضم

  

  
  .حاصل از انگشت نگاري آنزيمي در ژل آكريل آميدPCR  الكتروفورز نتايج هضم محصولات :5تصوير شماره 

8 % V1 تاV11  محصولاتPCR ي  داراي قطعهVHH  هضم شده توسط آنزيمECOR II  وND VHH  محصولاتPCR  هضم
ها در قطعات مختلف نشان داده  در مربع هاي مشخص شده، تفاوت برش. جفت باز دارند 400باشند كه اندازه حدود  مي نشده

  .شده است
  

  

www.sid.ir
www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  1393فروردين و ارديبهشت /1، شماره 16دوره / دانشگاه علوم پزشكي شهركردمجله 
 

 

 پروتئيني هاي نمونه الكتروفورز ژل تصوير
 وزن با( VHH پروتئين وجود استخراج از حاصل

   حاوي هاي كلوني را در) دالتون كيلو 15 مولكولي

نشان داد كه مي تواند نشانگر بيان موفق  VHH ي قطعه
  ).6ه شمار تصوير( آنتي بادي ها در ميزبان باشد

  

  
  .ژل الكتروفورز محصولات پروتئيني استخراج شده از باكتري :6تصوير شماره 

پروتئين استخراج شده از كشت  6h-c(1) و4h-c(1)  ؛دده كيلو دالتون را نشان مي 15ي مولكولي  با اندازه VHHپيكان محل باند 
 2ي  ساعته كلوني شماره 6ساعته و  4پروتئين استخراج شده از كشت ؛ 6h-(2) و 4h-c(2) ؛1ي  ساعته كلوني شماره 6ساعته و  4
بيان باند پروتئيني . دنده ساعته كلوني كنترل منفي را نشان مي 6ساعته و  4پروتئين استخراج شده از كشت  ،(-)6h-c و (-)4h-c و

  .در مقابل عدم حضور آن در كنترل منفي مشخص است 2و  1هاي  با وزن مورد نظر در كلون
  

  :بحث
   به نسبت متعددي مزاياي بادي نانو

اي  تواند جايگاه ويژه مي و هاي معمول دارد بادي آنتي
 در همچنين و بيوتكنولوژي، ي تحقيقات در زمينه
اندازه ي كوچك  .باشد داشته رماند و باليني تشخيص
فرد، ه ها، ويژگي ساختاري منحصر ب بادي اين آنتي

  ها، شناسايي  توانايي نفوذ بالا به درون بافت
بادي معمول  هاي مخفي كه از دسترس آنتي تاپ اپي

و  ها در باكتري خارج هستند، توليد ارزان قيمت آن
يطي مخمر، حلاليت بالا، مقاومت در برابر شرايط مح

هاي بي نظير  از جمله ويژگي pHشديد مثل دماي بالا و 
 آنتي ي كتابخانه ساخت براي .هاست بادي اين آنتي

 ايمن حيوان B هاي لنفوسيت از متغير نواحي ايمن، بادي
 براي ايمن هاي كتابخانه از معمولا. شوند مي جدا شده
 خاص هدف ژن آنتي ضد بر بادي آنتي يك به ابييدست
  ).17( شود مي استفاده ماركر تومور يك مانند

 VHHاولين محققاني كه موفق به كلون ژن 
ها يك  آن. )18(بودند دكتر اربابي و همكارانشدند، 

  توليد كردند كه  cAb-Lys3نوع آنتي بادي شتري به نام 
. توانست فعاليت ليزوزوم را در آزمايشگاه مهار كند مي

تومورها و بادي توانست بطور موثري  اين نوع آنتي
ضايعات متاستاتيك حاصل از تومور مدل موشي كه 

 .داد، مهار كند ليزوزيم را در سطح غشاي خود بروز مي
 همكارانو  Vaneyckenوسط اي ديگر كه ت در مطالعه

بادي مختلف كه قادر بودند  نانو 38، )19(شد جامان
HER-2 براي اين منظور، . را شناسايي كنند، توليد شد

ايمن  HER2-Fcتوسط پروتئين تركيبي يك نفر شتر 
هاي  بادي آن توليد و نانو ضدبادي  كتابخانه آنتي. شد

 اثر آنتيدرادامه . شناسايي شدند HER-2اختصاصي 
هاي  بر روي مدل HER-2هاي شناسايي كننده  بادي
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موشي داراي تومورهاي سرطان پستان و كبد بررسي 
ها  باديطبق اين بررسي مشاهده شد كه اين نانو. شد

هاي توموري متصل  ژن قادرند با تمايل بالايي به آنتي
شوند و نقش قابل توجهي در كاهش رشد تومور و 

ها  علاوه بر اين سرعت پاكسازي آن. متاستاز آن داشتند
هاي غير هدف پائين  ها در اندام از خون بالا و تجمع آن

  .بود

 ضد بر VHH ي كتابخانه حاضر، ي مطالعه در
 اين براي. شد ساخته سينه سرطان توموري ايه ژن آنتي

 كردن ايمن براي اولين بار براي SKBR3سلولي  رده منظور،
 هاي ژن آنتي حاوي سلولي رده اين. شد استفاده شتر

 پس. باشد مي HER-2 جمله از سينه سرطان توموري
 حاوي شده حاصل VHH ي كتابخانه كه رود مي انتظار
هاي  انواع آنتي ژنمختلف بر ضد  هاي بادي آنتي

ه ب. سلولي آدنوكارسينوماي سينه باشد ردهموجود در 
ديگر موجود در  توموري غير هاي ژن علاوه انواع آنتي

د محرك توليد آنتي بادي در شتر نها مي توان اين سلول
د كه در مرحله غربالگري كتابخانه مي توان آنتي نباش

 ر كلونبراي داشتن حداكث. بادي مورد نظر را جدا كرد
 در كتابخانه از روش الكترو VHHهاي حاوي قطعه 

. ها استفاده شد پوريشن براي ترنسفورم كردن باكتري
همچنين براي بررسي تنوع آنتي بادي هاي حاصل، از 

استفاده شد كه بدليل  EcoR IIروش برش آنزيمي با 
يا  Aتعداد كم نوكئوتيد در محل برش و نيز امكان برش 

T ،قطعات بيشتري را توليد كرده و تنوع  در يك جايگاه
  .را در توالي هاي مختلف نشان مي دهد

 105اندازه بزرگ كتابخانه حاصل كه حاوي 
كلون حاوي قطعه مي باشد و نيز تنوع مشاهده شده در 

مشخص شد  DNAآن كه با روش انگشت نگاري 
 احتمال رسيدن به آنتي بادي هاي مختلف را افزايش 

 .دهد مي

  :رينتيجه گي
ه ب منحصر خواص دليل به شتري هاي بادي آنتي

   به بيشتر نفوذ قدرت كوچك، اندازه مانند فردي
 رديابي منظور به مناسبي بسيار ي گزينه ها، بافت

 ساخته VHH ي كتابخانه. باشند مي توموري ماركرهاي
 رده با شده ايمن شتر طحال از پژوهش اين در شده

 سينوماي كار دنوآ سلولي لاين كه SK-BR-3 سلولي
 دليل به لذا. آمد بدست ،باشد مي انسان سينه سرطان

 و هدف هاي ژن آنتي ضد بر هاVHH زياد اختصاصيت
 در شتر دمين تك هاي بادي آنتي بالاي بيان به توجه با

 كتابخانه مناسب ي اندازه و تنوع و پروكاريوتي سيستم
 قموف بعدي مطالعات در كه رود مي اميد شده، ساخته ي
 هاي بادي آنتي ي كننده بيان هاي كلون جداسازي به

 به توموري ماركرهاي ضد توانمند و اختصاصي بسيار
  .شويم HER-2 ويژه

  :تشكر و قدرداني

بدينوسيله از دانشگاه شهركرد بخاطر حمايت هاي 
همچنين از جناب آقاي دكتر دوستي . مالي سپاسگذاريم

از اين تحقيق  بخاطر همكاري صميمانه در انجام مراحلي
  .قدرداني مي نماييم
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Background and aims: VHH (Nanobody) is a camel antibody and is the smallest unit binding 
to antigen. The small size of nanobodies is the greatest advantage that makes easy genetic 
manipulation of them. The main aim of this study was construction of a single domain antibody 
library from camel immunized with human breast adenocarcinoma-SKBR3 cell line. 
Methods: At first, in this experimental study, SKBR3 cell extract was subcutaneously injected 
to a camel in three rounds. Then, total RNA was extracted from spleen of camel and VHH 
fragments synthesized and amplified using RT-PCR method. The VHH fragments were inserted 
into Pcomb3X phagemid and recombinant constructs were electroporated into DH5α bacteria. 
Diversity of provided library was studied by enzymatic fingerprinting techniques. Finally, VHH 
expression was analyzed by SDS-PAGE. 
Results: In this study, a camel antibody library with 105 colonies was constructed. Also, the 
enzymatic fingerprinting showed a high diversity in this antibody library. Primary studies by 
SDS-PAGE showed that VHH protein with a molecular weight of 15 kDa is expressed in 
transformant bacteria. 
Conclusion: Providing an immune antibody library against SKBR3 cell line makes an option 
for isolation of specific VHH antibodies against different breast cancer antigens. 
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