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بادي منوكلونال  از آنتيحاصل  ScFv ايمونولوژيكيكلونينگ، بيان و بررسي فعاليت 
 يبرينوليزفبا توانايي افزايش  ضد پلاسمينوژن انسانيموشي 

 و 1، مليحه محمدي1فهيمه چربگو ،1محمد رضا قرائتي، 2مهرداد بهمنش، 1،*، منوچهر ميرشاهي1محبوبه سيفي ابوالحسن
 1مهناز بژگي

 انشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه بيوشيميتهران، د 1
  تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه ژنتيك 2

  17/12/89: تاريخ پذيرش  18/11/89: تاريخ دريافت

  چكيده

اخت قطعات آنتي بادي ساولين گام در اين راستا . هستند امروزه آنتي باديهاي منوكلونال از پرمصرف ترين داروهاي بيولوژيك
)ScFv( داشتن اندازه كوچك، پاكسازي در  آنمزيت كه  است)آنتي  .استبافتها نفوذپذيري بهتر به  و سريع از خون) كليرانس

 اختلالات عروقيكه سبب افزايش هضم لخته مي شود، كانديد خوبي به عنوان دارو در بيماران مبتلا به  A1D12بادي منوكلونال 
 ScFvن هدف اصلي در اين بررسي برداشتن اولين گامهاي لازم در راستاي انساني كردن اين آنتي بادي يعني تهيه بنابراي. است
نتايج  .شدبيان  E.coliو در سيستم  تهيهاين آنتي بادي  (ScFv)در اين تحقيق، قطعه تك زنجيره اي از نواحي متغير . است

  .را اثبات مي كنندبليت اتصال آن به پلاسمينوژن و قا ScFvصحت توليد  ELISAو  SDS-PAGEحاصل از 

 ، فيبرينوليز)PCR(ايي پليمراز  ، واكنش زنجيرهScFvكلونينگ، : واژه هاي كليدي

  mirshahi_mc@yahoo.com :پست الكترونيكي ، 82884717: تلفن ،نويسنده مسئول* 

 مقدمه

مي است كه منجر به حل يواكنشهاي آنز فيبرينوليز شامل
پلاسمين  ،سيستماين آنزيم كليدي . برين مي شودلخته في
به نام فعال كنندگان آنزيمهايي  تأثيركه تحت است 

با از پيش آنزيم پلاسمينوژن ساخته مي شود و  پلاسمينوژن
 آنزيمي خود روي فيبرين، باعث حل شدن آن مي گردداثر 

پروتئين تك زنجيره پلاسمينوژن انساني، گليكو .)20و  5(
 كه شامل پنج دمين كرينگلاست ين ساختاري دم 6اي با 

)Kringle ( با توانايي اتصال به  انتهاي آميندر قسمت
فيبرين و يك دمين پروتئازي شبيه ساير سرين پروتئازها 

در هر يك از اين كرينگل ها . )16و  8، 4( است
جايگاههاي ويژه اي براي اتصال به اسيد آمينه ليزين وجود 

اين . حي اتصال به ليزين مي گوينددارد كه به آنها نوا
به يك ) 462- 541اسيدآمينه هاي ( 5در كرينگل نواحي 

و همين امر  )21( متصل است Nاسيدآمينه ليزين در انتهاي 
ساختار بسته اي به خود پلاسمينوژن سبب شده است كه 

با اتصال به اسيد آمينه هاي ليزين موجود  پيونداين . بگيرد
پلاسمينوژن در اين حالت،  و مي شوداز بدر سطح فيبرين، 

به تحت اثر فعال كننده هاي پلاسمينوژن قرار مي گيرد و 
موشي نال وآنتي بادي منوكل .)3( ل مي شودبديپلاسمين ت

از  )Arg68-Lys77(اپي توپي  عليهكه  A1D12تحت عنوان 
سبب باز مي تواند  ،است انساني پلاسمينوژن آمينانتهاي 

به پلاسمين را  آنتبديل و  شودوژن پلاسمينشدن ساختار 
 برابر افزايش دهد 50تا  3به كمك فعال كننده پلاسمينوژن 

به نظر مي رسد كه اين آنتي دانستن اين موضوع، با  .)13(
بادي كانديد خوبي براي افزايش حل لخته در بيماران مبتلا 

و موشي  أبه انسداد رگي باشد ولي با توجه به منش
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نمي توان از آن مستقيماً  براي انسان ايمونوژن بودن آن
برداشتن  تحقيقبنابراين هدف اصلي در اين  .استفاده نمود

اولين گامهاي لازم در راستاي انساني كردن اين آنتي بادي 
كه آن است ) ScFv( اي قطعه متغير تك زنجيره يعني تهيه

و  19(است باديها  ترين شكل استفاده از قطعات آنتي متداول
 پس از طراحي پرايمر، ،راستاي رسيدن به اين هدفدر . )6

 ELISAو با  بيان شد E.coliاين ساختار در سيستم بياني 
مربوط آنتي ژن  ي رقابتي قدرت شناسايي و اتصال به

 .بررسي شد

  مواد و روشها
  و ساخت RNAاستخراج ، A1D12كشت سلولهاي 

cDNA :هيبريدوماي  يسلولهاA1D12  در شرايط استريل
 درصد 10حاوي  RPMI 1640استفاده از محيط كشت با 

 )g/ml 80(بيوتيك جنتامايسين  سرم جنين گوساله و آنتي
پس از رشد  .نددر انكوباتور كشت سلول كشت داده شد

 با آنهاجمع آوري ميليون،  5تا  3به مقدار  سلولها
و  انجام شد rpm 1000در دقيقه  10وژ به مدت يسانتريف
شستشو داده شد و  بافر فسفات استريلا ها سه بار ب سلول

 سلولهااين  .گرديدوژ يهر بار مانند مراحل پيشين سانتريف
كيت  روش كاربا استفاده از  total RNA تحت استخراج

 RNXTM Total RNA Isolation (BiONEER(استخراج 
استخراج شده با استفاده از  RNAغلظت  .قرار گرفتند
 1(ژل آگارز  يت آن با و كيفسنجي تعيين  تكنيك طيف

با استفاده از  cDNAدر مرحله بعد . بررسي شد) درصد
 .)18( ساخته شد) dT )Oligo(dT)18 primerپرايمر اليگو 

اين محصول با پرايمرهاي ژن موشي ساخت  صحت
GAPDH  اي  واكنش زنجيرهتحت به عنوان كنترل داخلي
، سيناژن( PCR Master Mix روش كاربا  )PCR(پليمراز 

 1در ژل آگارز  PCRسپس محصولات . ررسي شدب )ايران
  . الكتروفورز شدند درصد

: ايي پليمراز واكنش زنجيرهطراحي پرايمرها و انجام 
هاي  زنجيرهبخش متغير تكثير ژن طراحي پرايمر براي 

المللي  با استفاده از سيستم بين) VH(سنگين  و )VL(سبك 
 IMGTاطلاعات ايمونوژنتيكي يا 

)http://www.imgt.cines.fr( )9( انجام شد ) 1جدول .(
و براي تكثير  VLCو  VLFR1پرايمرهاي  از VLبراي تكثير 

VH  از پرايمرهايVHFR1  وCH1 واكنش  .استفاده شد
) سيناژن، ايران( PCR Master Mix با زنجيره اي پليمرازي

 94واسرشتگي اوليه در دماي  PCRم براي انجا. انجام شد
متشكل  سيكل 30سپس ، دقيقه 2بمدت  درجه سانتي گراد

 30، درجه سانتي گراد 94واسرشتگي در دماي  ثانيه 45از 
 1براي اتصال پرايمرها و  درجه سانتي گراد 55ثانيه دماي 

طويل شدن صورت  درجه سانتي گراد 72دقيقه در دماي 
درجه  72دقيقه در دماي  5گرفت و طويل شدن نهايي 

در ژل  PCRسپس محصولات . )1( انجام شد سانتي گراد
شده از ژل  PCRقطعات  .الكتروفورز شدند درصد 1آگارز 
 Gel Purification kit طبق روش كار ارائه شده درآگارز 

(BioNeer)  وارد  به كمك آنزيم ليگاز واستخراجTA 
مستعد  يسلولها سپس به .شدند (pTZ57R/T)وكتور 
اين  .)18( منتقل شدند XL1-Blue سويه  E.coli باكتري
سيلين  جامد حاوي آمپي LBمحيط كشت  در ها  باكتري

)µg/ml 100 (رشد كردهلون هاي ك و ندكشت داده شد 
وكتور با  TAبا پرايمرهاي روي بدنه  PCRتحت كلوني 
و   5GTTTCCCAGTTCACGAC3توالي هاي

5CAGGAAACAGCTATG AC 3  كلون  .قرار گرفتند
مايع حاوي آمپي   LB محيط درداراي قطعه مثبت هاي 

 miniprepكشت داده شدند و واكنش ) µg/ml 100(سيلين 
 Plasmid mini با استفاده از كيت ) استخراج پلاسميد(

extraction (BioNEER) پلاسميدهاي استخراج . انجام شد
قرار رسي برد مور) درصد 8/0(ژل آگارز استفاده از  باشده 

هر يك از ي داراي اين پلاسميدهااز  عدد 4  و گرفتند
  .ندفرستاده شد يابي تواليبراي  VLو  VHقطعات 
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  ).VH(و سنگين ) VL(پرايمرهاي دو زنجيره سبك  ترادف -1جدول 
VHFR1 5TCWGGRSSWGRVBTDSBRVNRYG3 

CH1 5 AAYCTCCACACACAGGMMCCAGTGGATAGAC 3 
VLFR1 5TGGTGGGAAGATGGATACAG3 

VLC 5 AACTGGATGGTGGGAGATGGA 3
R(a, g); Y(c, t); M(a, c); K(g, t); S(g, c); W(a, t); V(a, c, g); H(a, t, c); B(g, t, c); D(g, a, t); N(a, c, g, t).  

 Sac1و  Forwardدر پرايمر  Nco1جايگاه هاي برش . VLو  VHو اتصال دو قطعه  PCRبراي  Reverseو  Forwardپرايمرهاي  -2جدول 
  .به صورت ايتاليك و ضخيم نشان داده شده اند و زير نواحي مكمل در هر دو پرايمر خط كشيده شده است Reverseدر پرايمر 

5ggCCATGGACGTTCAGGTGACTCAG3 Forward/VL 

TGAACCGCCTCCACCTGCAGCATCAGCCCG3AGAACCACCTCCGCC5 Reverse/VL/Linker  

GGCGGTGGCGGATCGGTGCAACTGCAGGAG3AGGTGGTTCTGGCGG5 Forward/Linker/VH  

5aaGAGCTCTCATGCGGAGACTGTGAGTAG3 Reverse/VH 

 

نتايج :  VLو  VHاتصال مكمل براي طراحي پرايمر هاي 
و با هم مقايسه  ها تواليها و كروماتوگرامهاي تمامي نمونه

 IMGTايمونوژنتيكي  ياطلاعاتدر بانكهاي 
)http://www.imgt.cines.fr ()9(  وNCBI 
)www.ncbi.nlm.nih.gov (احي دوباره رط .بررسي شدند

به گونه  ،پرايمرها براي اتصال اين دو قطعه به هم انجام شد
و  Nco1كه پرايمر هاي دو سر داراي جايگاه برش  اي

Sac1 نوكلئوتيد  15يز حدود پرايمر هاي مياني ن. بودند
را بين  Gly4Serتكراري از  Linker 3تا  بودندمكمل هم 

توالي اين پرايمر ها در . به وجود آورند VLو  VHدو قطعه 
جهت قرارگيري اين قطعات نيز . آورده شده است 2جدول 

 VL ، دمينپروتئين N در انتهايطراحي شد كه  به گونه اي
  . VL-VHشكل  باشد يعني به VHآن  Cو انتهاي 

در :   VLو  VHپليمرازي براي اتصال  واكنش زنجيره اي
ند كه دشبه هم متصل  VLو  VHاين مرحله اين دو قطعه 

 Splicing by Overlapping Extension PCRبراي اين امر 

(SOE-PCR) 7( انجام شد(.   

در  PCRهمانند  PCRمواد مورد استفاده براي انجام اين 
پرايمر هاي دو سر پس  اين تفاوت كهبا  مراحل قبل است

  نتايج. ندسيكل به مخلوط واكنش افزوده شد 5از گذراندن 

  . بررسي شد درصد 1با الكتروفورز در ژل آگارز   PCRاين 

  :  سميدهاي بياني و بيان پروتئينپلاآماده سازي 

در انتهاي  Nco1داراي جايگاه برش آنزيم  ScFvقطعات 
در انتهاي  Sac1برش آنزيم زنجيره سبك و جايگاه  ′5
كه به  (+) pET26bپلاسميد . باشد زنجيره سنگين مي ′3

نيز حاوي اين است  عنوان وكتور بياني انتخاب شده
ابتدا با . باشد جايگاههاي برش آنزيمي بر روي خود مي

استفاده از جدول مربوط به خصوصيات آنزيمهاي محدود 
ي يراي هضم دوتاشرايط بافري ب Takaraكننده در كاتالوگ 

)Double Digest (و واكنش هضم  به دست آورده شد
سپس تمامي محصولات هضم . )18( آنزيمي انجام شد

و وكتور با كيت  ScFvشده ژل الكتروفورز شدند و قطعه 
BiONEER و تحت واكنش با آنزيم  از ژل تخليص شدند

شناسايي باكتريهاي داراي . ليگاز به هم متصل شدند
با استفاده از پرايمرهاي  Colony PCRآزمون  پلاسميد با

T7 Forward  وT7 Backward كلونهاي داراي . انجام شد
 Plasmid miniطي روش كار ارائه شده در كيت قطعه 

extraction (BioNEER)  تحت استخراج پلاسميد قرار
بررسي نتايج تواليها . براي توالي يابي فرستاده شد و هگرفت

طبق تمامي نمونه ها و مقايسه آنها و كروماتوگرامهاي 
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به  VL-VHوكتورهاي حاوي . شد انجامروشهاي مذكور 
 انتقال داده شدند BL21سويه  اشريشياكليمستعد  هايباكتري

به مدت ) µg/ml 50(با كانامايسين  LB-Agarو در پليتهاي 
درجه سانتي گراد كشت داده  37ر وساعت در انكوبات 16

پري كالچر براي تهيه سپس  .نندتا كلونيها رشد كشدند 
يكي از كلونهاي به دست آمده برداشته شد و در محيط 

 rpm(همزن دور با ) µg/ml 50(با كانامايسين  LBكشت 
كشت داده شد درجه سانتي گراد  37 مجاورت  درو  )250

اين پري كالچر از  .برسد 6/0- 1به  nm 600آن در  ODتا 
 µg/ml(با كانامايسين   LBبراي تلقيح چندين محيط كشت 

در  ، محيطهاي كشتپس از تلقيح .جديد استفاده شد) 50
 nm 600در در  ODشدند تا  مجاوردرجه سانتي گراد  37
به ميلي ليتر نمونه  1پس از برداشت  ديرس 4/0-  8/0به 

  ،ءالقاجهت به مابقي محيط كشت  ،عنوان كنترل منفي
IPTG و هر يك از  شداضافه ميلي مولار  1غلظت نهايي  با

 5به مدت  درجه سانتي گراد 28محيطهاي كشت در 
  . ندشد مجاور  ساعت

ارزيابي اتصال به پلاسمينوژن انساني تخليص پروتئين و 
پس از تاييد توليد پروتئين :  رقابتي ELISAبا استفاده از 

ScFv  در حجم بيشتر كشت  باكتريهااين  ژل الكتروفورزبا
وژ يسانتريف باالقاء از ساعت  5 ز گذشتداده شدند و پس ا

 pETدر ك اسمزي وش با روش. از محيط كشت جدا شدند

System Manual  از شركتNovagen ، پروتئينهاي پري
براي تخليص اين پروتئين از بين و  پلاسمي جدا شدند 

پروتئينهاي ديگر پري پلاسميك و محيط كشت سلولي از 
استفاده  Native PAGEاز ژل  پروتئينهاروش جداسازي 

به آنتي ژن  ScFvبراي ارزيابي اتصال  .)17( شد
هر يك . رقابتي استفاده شد ELISAپلاسمينوژن انساني از 

از آنتي  ng/well 100  غلظتبا  ELISA  پليتاز چاهكهاي 
 4در دماي و  هشددهي   پوششژن پلاسمينوژن انساني 

 .ندشد انكوبهدرجه سانتي گراد به مدت يك شبانه روز 
چاهكها سه بار با بافر شستشوي الايزا سپس 

)PBS/Tween 0.05% ( ميكروليتر بافر  100شسته و با

به مدت يك ساعت در ) PBS/BSA 1%(بلاك كننده الايزا 
 ،شستشو با بافر شستشوپس از  .ندشد مجاوردماي اتاق 

 غلظتهاي تخليص شده با ScFv ازميكروليتر  100 مقدار
 به چاهكها اضافه شد ng/ml 120ا ت ng/ml 15  از افزايشي

در  .گرديد مجاورو به مدت يك ساعت در دماي اتاق 
ك آنتي بادي منوكلونال ديگر كه يكنترل منفي از  نمونه

استفاده  پلاسمينوژن است، كربوكسيلعليه اپي توپ انتهاي 
آنتي بادي  به هر چاهك ،بار شستشو 5پس از . شد

به و افزوده شد  ng/ml 100با غلظت  A1D12منوكلونال 
پس از انجام  .مجاور گرديدمدت يك ساعت در دماي اتاق 

از ميكروليتر  100 هر چاهك به ،شستشو مانند مرحله قبل
HRP labeled goat anti-mouse Fc specific IgG  با رقت

مدت يك ساعت در دماي اتاق افزوده شد و به  1:1000
سوبسترا پس از شستشو و اضافه كردن . شد مجاور

)TMB ( 2اسيد سولفوريك  توسطدقيقه  3پس از واكنش 
نانومتر با دستگاه  450پليتها در  ODو  گرديدمتوقف  نرمال
  .شد قرائت )Anthos 2020(خوان الايزا 
  نتايج

كيفيت آن با ژل الكتروفورز  ،كل RNAپس از استخراج 
سپس ساخت ) A1شكل (بررسي شد  درصد 1آگارز 
cDNA  اين محصول با پرايمر هاي كنترل انجام شد و

جفت  1200قرار گرفت و باندي حدود  PCRداخلي تحت 
باز روي ژل الكتروفورز مشاهده شد كه صحت ساخت 

cDNA شكل (د رييد مي كأرا تB1 .( واكنشPCR  براي
انجام شد و ) VH(و سنگين ) VL(هر دو زنجيره سبك 

آگارز جفت باز روي ژل الكتروفورز  380باندهايي حدود 
نتايج تواليها و ). C1شكل (به دست آمد  درصد 1

و  ندكروماتوگرامهاي تمامي نمونه ها با هم مقايسه شد
ميزان شباهت اين تواليها با تواليهاي ثبت شده در بانكهاي 

دو . )2شكل (بررسي شد NCBI و )IMGT )9اطلاعاتي 
 كهبه هم متصل شدند  SOE-PCRقطعه متغير با استفاده از 

جفت باز را نشان  780 حدود ج ژل الكتروفورز باندينتاي
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به  VL-VHپس از وارد كردن قطعه ). D1شكل (مي دهد 
مسير بيان در باكتري  (+) pET26bپلاسميد حامل 

پروتئين بيان شده پس از  .القاء شد BL21سويه  اشريشياكلي
 درصد SDS-PAGE  5/12تحت ژل الكتروفورز  ،القاء

كيلودالتون را نشان مي  33حدود قرار گرفت كه باندي 
س از جداسازي پروتئين محلول پري پلاسميك، پ .دهد

 4تخليص آن از ژل انجام شد كه نتيجه آن در شكل 
به آنتي ژن  ScFv بررسي اتصال پروتئين. استد ومشه

رقابتي نسبت به آنتي بادي  ELISAپلاسمينوژن با تست 
 5در شكل  سنجيده شد كه نتايج A1D12منوكلونال مادر 

طور كه در اين شكل مشاهده  همان. نشان داده شده است
حاصل از اتصال آنتي بادي  ScFv، OD غيابمي شود در 
 ng/mlهاي افزايشي از در حضور غلظت .است 1مادر حدود 

ستونهاي ( ديابمي  اهشك ScFv، OD از ng/ml 120تا  15
نه آنتي بادي كنترل هيچگو ODبا اين تفاوت كه در ) تيره

  ).ستونهاي روشن(تغييري مشاهده نمي شود 

  
 2و  DNAماركر  1با پرايمرهاي كنترل داخلي كه در آن  PCRاز محصول  درصد 1ژل آگارز : B. باند آن 3كل و  RNAالكتروفورز : A -1شكل 

 PCRمحصول  2همان كنترل مثبت،  1ه ك) VH(و سنگين ) VL(دو زنجيره سبك  PCRنتايج حاصل از : C. جفت بازي را نشان مي دهد 1200باند 
 2و  DNAماركر  1را نشان مي دهد كه در آن  SOE-PCRنتيجه حاصل از : D. است DNAماركر  4است و  VLاز  PCRمحصول  3و  VHاز 

  .است VL-VHقطعه 

  
  .ده در اين سايتو ميزان شباهت آن به ساير ژنهاي ثبت ش IMGTدر بانكهاي اطلاعاتي در  VLو  VHبررسي ژنهاي  -2شكل 
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 33پروتئين بيان شده در حدود . بيان پروتئين نوتركيب -3شكل 

ماركر پروتئين، : M.كيلودالتون است كه در شكل مشخص شده است
C- : ،5كنترل منفيh : ساعت 5بررسي بيان پس از  

  

  
   SDS-PAGEپس از تخليص روي ژل  ScFvپروتئين  -4شكل 

  .كيلودالتوني در آن مشخص است 33باند پروتئيني . درصد 5/12

  بحث
توانايي ويژه آنتي بادي در تشخيص و اتصال به آنتي ژن 

پزشكي و تحقيقات علمي  زمينه ساز كاربرد وسيع آن در
در رسيدن به اين اهداف  اما )19و  14، 11( گشته است

فعال  ترين آنها، كه از مهممشكلات فراواني وجود دارد 
به انسان  آنتي بادي ارائه شدهعليه شدن پاسخهاي ايمني 

ها مطرح انساني كردن آنتي باديموضوع  از اين رو .است
ساخت قطعات آنتي بادي شد كه اولين گام در اين راستا 

)ScFv( كه در آن نواحي متغير زنجيره سبك و  است
طور مصنوعي سنگين به وسيله يك اتصال دهنده پپتيدي به 

داشتن اندازه در ا ه ScFvمزيت  .دنشو به هم متصل مي

 پذيرينفوذ از خون، سريع )كليرانس(پاكسازي  ،كوچك
درجه سانتي گراد  37در دماي و پايداري  بافتهابه  بهتر

  .)19(هستند 

طور كه در مقدمه ذكر شد آنتي بادي منوكلونال  همان
مي تواند در حضور فعال كنندگان ) A1D12(موشي 

. )13و  2( پلاسمينوژن سبب افزايش فيبرينوليز شود
با پتانسيل استفاده در درمان بنابراين اين آنتي بادي 

ساخت به كمك  كه ، ليكن لازم استرا داردفيبرينوليز 
از خواص ايمونوژنيك آن  )ScFv(قطعات آنتي بادي 

ي سلولهاكشت پس از  در اين راستا، .)15( كاسته شود
 يطوربكل به خوبي انجام شد  RNAاستخراج ، هيبريدوما

 RNAيا  rRNAسه باند مربوط به  A1در شكل كه 
در ژل  S 8 /5و  S 28 ،S 18ريبوزومي يوكاريوتي 

ساخته شد  RNA، cDNAبا استفاده از اين . مشخص است
طراحي و اين تحقيق، مساله اساسي در  ).B1 شكل(

 ياطراحي پرايمر بر كه است مناسبانتخاب پرايمرهاي 
ناحيه ثابت و  5′در سر ) FR1( 1ناحيه داربستي 

)Constant ( طور كه در شكل  همان .شدانجام  3′در سر
 VH ژندو  در جداسازياين پرايمر ها  مشاهده مي شود 2

موفق بودند  68/94و  82/95 ترتيبه ببا تشابهات  VLو 
در سازمان ثبت اختراعات ايران  پتنتين تواليها تحت ا(

، VLو  VHاهميت جهت گيري دمينهاي با توجه به . )هستند
براي اتصال اين دو قطعه به هم پرايمر هايي طراحي شد 

 .قرار گيرد ScFvپروتئين  يدر انتهاي آمين VLدمين كه 
 داردآنتي ژن  بهقدرت اتصال بالايي  VL–VHهت گيري ج

مرحله مهم ديگر در  .)12( ساخته شد پژوهشدر اين كه 
انتخاب يك سيستم بياني مناسب و فعال،  ScFvساخت 

داراي دو پيوند دي سولفيدي  ScFvپروتئين  .است آكار
درون زنجيره اي است كه تشكيل درست اين دو پيوند 

. اين پروتئين دارد يلوژيكويب يتنقش بسيار مهمي در فعال
تشكيل اين پيوندهاي دي سولفيدي در محيط احيايي 
سيتوپلاسم صورت نمي گيرد بلكه نيازمند محيط اكسيداتيو 

با توجه به اين دانسته ها  .)10(است فضاي پري پلاسمي 
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شد كه داراي توالي رهبر  انتخاب (+) pET26bوكتور بياني 
pelB  را به سمت فضاي پري پلاسمي  پروتئينو است

 E.coliپس از بيان در سيستم پروكاريوتي . هدايت مي كند
پروتئين  ،مي شودمشاهده  3طور كه در شكل  همان

تحت و  )4شكل (تخليص شد پري پلاسمي محلول 
ELISA  رقابتي با آنتي بادي والديA1D12 قرار گرفت 

مي توان اين  ،با استناد به نتايج به دست آمده. )5 شكل(
فعال است و مي  ،توليد شده ScFvنكته را بيان كرد كه 

 ScFvبه عنوان اولين تواند آنتي ژن خود را بشناسد و 
ويژگيهاي  توليد شده بر عليه پلاسمينوژن انساني است كه

 .اتصالي آنتي بادي منوكلونال اوليه خود را حفظ كرده است

رغم وجود ساير آنتي باديهاي  لازم به ذكر است كه علي
منوكلونال تجاري عليه پلاسمينوژن انساني، فعاليت افزايش 
ليز لخته در آنها گزارش نشده است كه اين موضوع اهميت 

درماني بالقوه زياد تحقيق حاضر و ادامه كار را براي مقاصد 
  .مي كند

 
 رقابتي ELISAبه آنتي ژن پلاسمينوژن با تست ScFv بررسي اتصال پروتئين  -5شكل 
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Abstract 
Nowadays, monoclonal antibodies are the most applicable biological drugs. To that end, 
the construction of ScFv is the first step, having the advantage of small size, rapid 
clearance from blood, and better penetration to the tissues. A monoclonal antibody 
(A1D12) that enhances the activation of plasminogen 3-50-fold in the presence of 
plasminogen activators is a good candidate as a drug for coronary disorders. The main 
goal of this study is to construct the single chain fragment of variable (ScFv) for 
humanization. In this investigation ScFv of A1D12 has constructed and expressed in 
E.coli, which is capable of recognizing the corresponding antigen according to the 
results of SDS-PAGE and competitive ELISA respectively. 

Keywords: cloning, ScFv, polymerase chain reaction (PCR), fibrinolysis 
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