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 چکیده:

ای برای مقابله با آن در حال انجام است. های بسیار گستردهتلاشترین علل مرگ و میر انسانی در جوامع امروزی است که سرطان از رایجمقدمه: 

 EGFRVIIIهای سرطانی که بیان بیش از حد گیرنده های توکسینی به سلولتوانند با هدایت بخشمی Anti-EGFRVIII های مبتنی برایمونوتوکسین
 EGFRVIII EGFRVIII) (huscFv-PE38  وتوکسین انسانی جدید ضدمطالعه حاضر توسعه یک ایمونهدف  .ها شوندمنجر به مرگ سلولی آن ،دارند

 است. (PE38KDEL) (PEکوتاه شده سودوموناس آئروژینوزا ) Aبا اگزوتوکسین  انسانی EGFRVIIIبا ادغام ژنتیكی آنتی بادی تک زنجیره ای ضد 

 و  PCR متصل شد. واکنش با روش PET22b-Anti- EGFRVIII huscFv تكثیر و به PCR با استفاده از A اگزوتوکسین PE-38 قطعه :کارروش 

تخلیص شد. پس از آن،   Ni-NTA بیان و سپس توسط ستون کروماتوگرافی E. coli BL21 (plys S) هضم آنزیمی تایید شد. ایمونوتوکسین حاصل در
 .مورد ارزیابی قرار گرفت MTTو های الایزا واکنش ایمونوتوکسین تخلیص شده با روش

پارچگی ساختار ایمونوتوکسین طراحی شده را تأیید کردند. تخلیص ایمونوتوکسین بیان شده  هضم آنزیمی، صحت و یک وPCR  هایآزمایش ها:یافته

 .دش SDS-PAGEکیلو دالتون در ژل  23 وزن مولكولی باتوسط ستون کروماتوگرافی نیكل منجر به ساخت یک ایمونوتوکسین نوترکیب بسیار خالص 

 های سرطانیوللامیدوارکننده برای مهار س انتخابتواند به عنوان یک نتایج  مطالعه حاضر نشان داد که ایمونوتوکسین طراحی شده می گیری:یجهنت

EGFRVIII مثبت در نظر گرفته شود. 
 

 سودوموناسA  ایمونوتوکسین، اگزوتوکسین ،EGFRVIII ،huscFv-PE38 درمان هدفمند سرطان،  :واژگان کلیدی

 

 مقدمه:
که از تكثیر  اطلاق می شود هامجموعه ای از بیماریبه سرطان 

میلیون  3/21 نزدیک به .[2] آیندها پدید مینشده سلول مهار
میلیون به استثنای سرطان پوست  2/21مورد سرطان جدید )

 1/1میلیون مرگ ناشی از سرطان ) 24بیش از رملانومایی( و غی
در  6464( در سال ییمیلیون بدون سرطان پوست غیرملانوما

 .[6]رخ داده است سراسر جهان 

اصلی برای سرطان عبارتند از جراحی، شیمی  یدرمانروش پنج 
درمان  درمانی، هورمون درمانی، پرتو درمانی و ایمنی درمانی یا

موسوم به  ،جدید برای درمان سرطان راهبردهایبیولوژیكی. 
های مبتنی بر طراحی داروهایی است که سلول درمان هدفمند،

ای هنامطلوب روی بافتسرطانی را به طور خاص با حداقل اثرات 
 نیازمند شناساییاین نوع درمان طبیعی هدف قرار دهند. توسعه 
 های سرطانی را تحریک سلولتغییرات ژنتیكی است که رشد 
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کند. هدف بالقوه برای این درمان می تواند نوعی پروتئین یا می
 ملعاگیرنده اختصاصی باشد که در اثر جهش ایجاد شده است. 

درمان لی برای درمان سرطان به روش آرشد اپیدرمی هدف ایده 
 . [0 ،3] است هدفمند

 EGFR -Epidermal Growthگیرنده فاکتور رشد اپیدرمی )

Factor Receptor ) های یک عضو از خانواده گیرندهبه عنوان
 .[5] استبا سرطان در انسان  مرتبط تیروزین کیناز اولین گیرنده

شرفت اغلب به طور اختصاصی به پیاین گیرنده سیگنالینگ  مسیر
. [2]کند های اپیتلیال انسان کمک میزایی سرطانسرطان

های فعال  ییرات بیان گیرنده، شامل افزایش بیان ژن و جهشتغ
( به ECDمین خارج سلولی )ادارای یک د EGFR. استکننده ژن 

( به TMمین غشایی گذرنده از غشا )ااسیدآمینه، یک د 262طول 
( ICDسلولی فعال آنزیمی )مین دروناآمینواسید و یک د 63طول 

ل لیگاند منجر به تشكیآمینواسید است. اتصال به  506به طول 
شود. این امر گیرنده و فعال شدن دومین کینازی می در دایمر

دهی از طریق یكی از چندین مسیر که باعث رشد، بقا و سیگنال
کند. ایجاد می را شودهای پستانداران میگسترش سلول

 داخل سلولییا  دامین خارجتواند در های فعال کننده میجهش
 .[1 ،7]رخ دهد 

EGFRVIII های ژن اختصاصی تومور است که در بافتیک آنتی
یبکند که بدون آسشود و این امكان را ایجاد میه نمیدیدطبیعی 

 ادهدف قرار درا های سرطانی بافت ،های طبیعیرساندن به بافت
ایجاد شده  EGFRVIIIبادی موشی علیه . تاکنون چندین آنتی[1]

 از آن و نداشته یهای موشی اغلب ویژگی مطلوببادیاست. آنتی
ند، ممكن است باعث القا تولید که منشاء غیر انسانی دار ییجا

فرایند . برای غلبه بر این مشكل، [24]شوند  بادیآنتی
زایی یایمن که در آن ها پیشنهاد شده استبادیسازی آنتیانسانی

های غیرانسانی با جایگزینی آمینواسیدهای غیر ضروری بادیآنتی
. همچنین [26 ،22] شودم میبادی موشی با توالی انسانی کآنتی

تحت  EGFRهای ضد بادیمشاهده شده است که کارآیی آنتی
گیرد. قرار می K-rasو  EGFRهای های مختلف ژنتأثیر جهش

( که سمیت IT) هاییتوان با ایمونوتوکسیناین محدودیت را می
 .[23]ند، برطرف کرد نکهای هدف وارد میبه سلولرا مستقیماً 

هایی هستند که از دو قطعه ها، فیوژن پروتئینایمونوتوکسین
بادی تواند یک آنتیقطعه هدفمند کننده که می شاملعملكردی 

 دوم و قطعه اشدبادی و یا یک لیگاند بای از آنتیکامل یا قطعه
در  .تایی و یا گیاهی اسیک توکسین با منشا باکتری معمولاًکه 

انی ها با منشاء انسهای جدید ایمونوتوکسین از برخی آنزیمنسل
که خاصیت ایجاد اختلال در سلول  RNasesگرانزیم ها و  همچون

 کش استفاده و القا مرگ سلولی را دارند به عنوان قطعه سلول
منحصر به فرد چندین مزیت ها . ایمونوتوکسین[20]شده است 

 اختصاصیت .نددارهای شیمی درمانی مرسوم روش در مقایسه با
اومت دارویی مق نداشتنالعاده و کشی فوقبسیار بالا، توانایی سلول

ایمونوتوکسین  2444است. تاکنون بیش از ها این مزیتاز جمله 
نوترکیب بر علیه سرطان ساخته شده است. با این وجود، بیشتر 

ی های خونایمونوتوکسین تراپی علیه بدخیمی ها درموفقیت
 .[22 ،25]ده است حاصل ش

 Pseudomonasهای باکتریایی مشتق شده از اگزوتوکسین 

aeroginosa (PE و )Corynebacterium diphteriae  دو سم رایج
بالینی هستند.  های ها در آزمایشمورد استفاده در ایمونوتوکسین

مین اتصال ابادی جایگزین دها، یک آنتیدر ایمونوتوکسین
هایی فقط به سلولآن ها  در نتیجهشود و توکسین به سلول می

 ،27]دهند میبادی را نشان شوند که اهداف گروه آنتیمتصل می
21]. 

د ابی به یک ایمونوتوکسین با حداقل ایمونوژنیسیته باییبرای دست
 به حداقل رساندن ین کار،اول انجام شود.دو کار همزمان 

 باشدیمافینیتی آن  بدون کاهشایمونوژنیسیته جزء آنتی بادی 
م ک ،ین کاردوم و سازی قابل حصول استکه این کار با انسانی

 .[64 ،21]ایمنی زایی جزء توکسین از ایمونوتوکسین است  کردن

در سال بعد از آن و ویدیالاکشمی و همكاران  6423 در سال
-D2C7-(scdsFv)ایمونوتوکسین  ایكیوهو و همكاران 6422

PE38KDEL کسیت آن روی تورا تهیه و اثر سیتوEGFRwt  و
EGFRVIII ها نشان داد  تومورهای مغزی بررسی کردند. یافت

دلیل  توموری به کسین تهیه شده دارای فعالیت ضدتوکه ایمونو
 ه. این ایمونوتوکسین باست EGFRVIIIو  EGFRwtروی تاثیر 

)مدل های  in vivoو  in vitroموثری در شرایط  طور کاملاً
، EGFRwtهای گزانوگرافت گلایوبلاستما که ارتوتوپیک سلول

EGFRVIII  شوند( دارای فعالیت میو یا هر دو تولید
 .[66 ،62]سیتوتوکسیک بود 

کلونینگ، بیان و ارزیابی لانگاری و همكاران  6420 در سال
نوترکیب سودوموناس آئروژینوزا را انجام  Aفعالیت اگزوتوکسین 

فرم کوتاه شده توکسین را در وکتور تكثیر و کلون  هاآن. دادند
و  نتقلمهای اشیریشیاکلی وللکردند. وکتور نوترکیب به داخل س

های کسین، ارزیابی عملكرد آن در سلولبعد از بیان و تخلیص تو
ها حاکی از انجام شد. یافته 293KDRو  HUVECیوکاریوتی 

بود  MTTبیشتر توکسین تخلیص شده از طریق آزمون  سمیت
[63]. 

 دای ضآنتی بادی تک زنجیرهو همكاران  فاراجنیا 6422در سال 
EGFR متصل به اگزو توکسین PE-40  را تهیه و اثر آن روی

ارزیابی کردند. برای این  EGFRهای سرطانی بیان کننده سلول

 به روش EGFR ضد شده انسانی ScFv منظور ژن مربوط به

PCR ژن سپس .شد کلون بیانی وکتور و در تكثیر PE-40  به
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 در و شد کلون ScFv ژن دست پایین و تكثیر PCR روش

 کننده، قاال افزودن با پروتئین بیان و شده ترانسفرم E. coli باکتری
آن  یتسمپروتئین نوترکیب تخلیص شده و اثر  آن ها د.ش القا

 را EGFR از بالایی بیان میزان که A431 های تومرالروی سلول
 سیتوتوکسیک اثر دهنده نشان هایافته. کردند بررسی دارد

 .[60] بود شده تهیه ایمونوتوکسین

حاضر طراحی و ساخت سازه ژنی بیان کننده  هدف مطالعه
سودوموناس  Aو اگزوتوکسین  EGFRVIIIنوتوکسین ضد وایم

 .بودینوزا ژآئرو
 

 روش کار:

 های باکتریایی، پلاسمیدها، کشتسویه 

Pseudomonas aeruginosa  ازDSMZ   وکتور بیانی و آلمانE. 

coli BL21 (plys S)  وpET-22b  خریداری شد.  آمریكا نواژناز
و  مرکبه ترتیب از  Luria-Bertani  (LB)ای آگار و محیط تغذیه

Quelab تهیه شد. 
 

 PCRبا  ExoA-PE38تکثیر قطعه 

Pseudomonas aeruginosa  گرم  25آگار ) تغذیه ایدر محیط
( 3/7 نزدیک به PHگرم عصاره گوشت با  3گرم پپتون و  5آگار، 

درجه سانتی گراد کشت داده  37روز در دمای یک شبانهبه مدت 
 DNAبا کیت استخراج  P. aeruginosaژنومی  DNAشد. کل 

(Gene Allاستخراج )شد. قطعه ، کرهPE38   با استفاده از مجموعه
 Forwardپرایمرهای 

ACTAAGCTTGCTTCTGGTGGTCCG  وReverse 

ACCCTCGAGTTACAGTTCGTCT 
TTCGGCGGCTTACCCGGCTG  حاوی سایتهای آنزیمی

پرایم  5، در انتهای XhoIو  HindIIIهای محدودکننده برای آنزیم
های آنزیم ، توالیPCRدند تا در حین شپرایمرها تكثیر 

 ®Phusionاضافه شود. از کیت  PE38محدودکننده به قطعه 

Master Mix  باGC Buffer  آزمایشگاه بیو، نیوانگلند( برای(PCR 
 این قطعه استفاده شد.

شامل دناتوراسیون  PCRبرای این واکنش  چرخه حرارتیبرنامه 
ه  چرخ 34درجه سانتی گراد به مدت پنج دقیقه و سپس  11در 

درجه سانتی  51ثانیه،  34درجه سانتی گراد به مدت  11شامل 
درجه سانتی گراد به مدت دو دقیقه و  76دقیقه،  2گراد به مدت 

 دقیقه بود. 5گراد به مدت درجه سانتی 76در نهایت 
 

 HuscFv-PE38کلونینگ 

قبلاً در آزمایشگاه تهیه شده   PET22b-huscFvوکتور نوترکیب 
هضم و  XhoIو  Hind IIIبا  PET22b-huscFv. وکتور [64]بود 

با همین  که قبلاً ای PCRحاصل از  PE38 سپس به محصول
یگاسیون  لمحصول  شد. سپس لیگیتها هضم شده آنزیم

huscFv-PE38 های مستعد نوترکیب به سلولE. coli DH5α 
 بایافته روی پلیت،  های ظهورکلونی ،شد. در نهایت انتقال داده

PCR، .آنزیم محدود کننده و سكانسینگ شناسایی و تایید شدند 
 E. coliدر  HuscFv-PE38بیان ایمونوتوکسین نوترکیب 

)+( نوترکیب به  PET22b، پلاسمید  huscFv-PE38برای بیان 
میلی  644شد. کشت  انتقال داده E. coli BL21 (plys S)سویه 

حاوی  LB)+( نوترکیب در محیط  PET22bلیتری باکتری حاوی 
درجه سانتی گراد  37میلی گرم بر میلی لیتر آمپی سیلین در  244

با   IPTGرسید، 7/4کشت سلولی به  ODتهیه شد. هنگامی که 
میلی مولار اضافه و کشت به مدت چهار ساعت  2غلظت نهایی 

فوژ به سانتریه کمک دستگاه سلولی ب دیگر انكوبه شد. رسوب
میلی گرم از وزن مرطوب  644دقیقه جمع آوری و  25مدت 
میلی  244میلی لیتر بافر لیز مجدداً معلق شد ) 3ها در سلول
 PMSFمیلی مولار  NaH2 PO4  ،2میلی مولار  NaCl  ،54مولار

 ،pH 8.0 چرخه 34(. سلول باکتریایی که به حالت تعلیق درآمده و 
ثانیه با فواصل  34سونیكاسیون )سونیكیاسیون به مدت

 34به مدت ثانیه( روی یخ انجام شد. لیزات سلولی  34استراحتی
 rpm 26444درجه سانتی گراد در دور  0دقیقه در دمای 

-huscFvسانتریفیوژ و مایع رویی و رسوب حاصل از نظر حضور 

PE38  با استفاده از ژل الكتروفورزSDS-PAGE %24  رنگ و
 مورد آزمایش و تایید قرار گرفت. Coomassie blueآمیزی 

 

تخلیص پروتئین نوترکیب با استفاده از ستون 

 بادی لوزینو ریفولدینگ اینکNi-NTA کروماتوگرافی 

طبق دستورالعمل شرکت سازنده، از روش کروماتوگرافی میل 
برای  Ni-NTA (Qiagen  ،Chatsworth  ،CA  ،USA)ترکیبی 

 استفاده شد. Hisتخلیص پروتئین نوترکیب با تگ 
مولار  1سازی تحت شرایط دناتوراسیون و با استفاده از اوره خالص

انجام شد. رسوب تهیه شده بعد از سونیكاسیون )اینكولوژن بادی( 
 2-0در  شده، شسته X-100 Triton %2و   PBSبا مرتبهسه 
 دقیقه در دور  24مولار حل و به مدت  1لیتر بافر لیز اوره میلی

rpm1444  میلی لیتر  6سانتریفیوژ شد. سپس مایع رویی با رزین
ه بدر نهایت دقیقه در دمای اتاق انكوبه و  34به مدت  و  مخلوط

ستون منتقل شد. آلودگی پروتئینی ناخواسته با استفاده از بافر 
 NaClمیلی مولار  344فسفات ،  میلی مولار سدیم 64ی شستشو

د. شاز ستون شستشو   pH=8.0 با میلی مولار ایمیدازول 54، 
 64 یسپس پروتئین مورد نظر از ستون با استفاده از بافر شستشو

میلی  654و  NaClمیلی مولار  344میلی مولار فسفات سدیم، 
جدا و جمع آوری شد. برای  ،pH=8.0 با مولار ایمیدازول



 ی و همكارانمریم ایران  Aمتصل به اگزوتوکسین  EGFRVIIIنوتوکسین ضد وطراحی و ساخت سازه ژنی ایم

 

 2046زشكی پارس، دوره بیست و یكم، شماره یک، بهار مجله علوم پ

 26 

استفاده شد و  [62]ای پروتئین از روش دیالیز مرحله ریفولدینگ
بررسی  Coomassie blueو رنگ آمیزی  SDS-PAGEخروجی با 

 بررسی شد. SDS-PAGEبا  نیز شد. خلوص پروتئین
 

اتصال  غیرمستقیم برای بررسی فعالیت الایزا روش

 Anti-EGFRVIII HuscFv-PE38آنتی ژنی 

 الایزاریفولد شده با روش  huscFv-PE38اختصاصیت و فعالیت  
 به عنوان U87MG EGFRVIIIهای سلول غیرمستقیم تعیین شد.

به عنوان کنترل  CHOهای و سلول EGFRVIIIمثبت کنترل 
سلول در هر چاهک  245به طور خلاصه،  .نداستفاده شد آنمنفی 

یک شبانه روز کشت داده شد.  در پلیت های کشت به مدت
به مدت  PBS (pH 7.4)به همراه درصد  24 فرمالینها در سلول

 BSA-PBS با مرتبهو سپس سه  ثابتدقیقه در دمای اتاق  25
 طپلیت حاوی سلول توس بعد از آن، شدند.داده شستشو یک درصد 
BSA-PBS  ساعت در دمای اتاق انكوبه  یکبه مدت سه درصد

 huscFv-PE38و سه بار شستشو داده شد. غلظت های مختلف 
ساعت انكوبه و پلیت  5/2به پلیت اضافه شده به مدت  یریفولد

در مرحله بعد، پلیت با آنتی بادی ضد انسانی متصل  .شستشو شد
 5/2( به مدت یک درصد  BSA-PBSدر 6444: 2)رقت  HRPبه 

 TMBساعت انكوبه و پلیت شستشو شد. در نهایت، سوبسترا 
 نانومتر خوانده شد. 054در  ODاضافه و 

 

بررسی قدرت ایمونوتوکسین در مهار رشد سلولی و 

  MTTکشتن سلول هدف با استفاده از آزمون

قدرت ایمونوتوکسین در جلوگیری از تكثیر سلولی به کمک 
مورد آزمون   CHOو U87MGروی دو رده سلولی  MTT آزمون 

سلول در هر  544قرار گرفت.  این سلول ها به ترتیب به تعداد 
میكرولیتر محیط کشت حاوی 244چاهک از پلیت )در هر چاهک، 

سلول( ریخته شده و به مدت یک شبانه روز در انكوباتور با  544
میكرولیتر از  64درجه سانتی گراد انكوبه شدند. سپس  37دمای 

 6/4و  0/4، 1/4، 2/2، 6/3مختلف ایمونوتوکسین )رقت های 
 3میكروگرم در میلی لیتر( به هر چاهک اضافه شد )هر رقت 

درجه  37تكرار(. پس از سه روز انكوباسیون در انكوباتور با دمای 
میكرولیتر  644سانتی گراد، محیط کشت سلول ها تخلیه و با 

با  MTTده میكرو لیتر محلول فیلتر ش 54محیط کشت تازه و 
میلی گرم در میلی لیتر جایگزین شد. پلیت ها به مدت  5غلظت 

درجه سانتی گراد انكوبه شدند و سپس این  37ساعت در دمای  0
به همراه  DMSOمیكرولیتر  644مخلوط با دقت حذف شده و 

 سورنسن به هر چاهک اضافه شد -میكرولیتر بافر گلیسین 65
/. 51/. گرم گلیسین و 75اوی سورنسن ح -)یک لیتر بافر گلیسین

رسانده  5/24یک نرمال به  NaOHآن با  pHبود که  NaClگرم 

شده بود(. پس از حل شدن کریستال های ارغوانی رنگ فورمازان 
نانومتر با استفاده از اسپكتروفتومتر  574جذب نوری در طول موج 

 میكروپلیت ریدر اندازه گیری شد.
 

 ها:یافته

 ایمونوتوکسین نوترکیبساخت و بیان 

با  PCR ه روشب PE38 Pseudomonas aeruginosaتكثیر توالی 
با طول  PCRپرایمرهای طراحی شده منجر به تولید یک محصول 

 (.6)شكل  جفت باز شد 2204 نزدیک به
با اثر محدود های  آنزیم ه کمکپس از برش ب PCRمحصول 

و وکتور  HindIII-XhoIپیش بینی شده در پرایمرها در محل 
 این کار .کلون شد PET22b-aEGFRVIII huscFv انتخاب شده 

شد که  PET22b-Aegfr-vIIhuscFv-PE38بیانی  سازهمنجر به 
 ( تأیید شد.0)شكل  PCR( و 3با هضم محدود کننده )شكل 

برای بیان پروتئین نوترکیب بررسی  E. coliچندین سویه بیانی 
بیان بالاتری   E. coli BL21 (plys S)کتری باها شد که در بین آن

حاوی مذکور نسبت به سویه های دیگر نشان داد. باکتری 
PET22b-huscFv-PE38  در محیطLB  کشت داده شدند و بیان

huscFv-PE38  بانوترکیب IPTG 2 درجه  37میلی مولار در دمای
زمانی مختلف القا شد. نتایج نشان های سانتی گراد برای دوره 

ساعت بیان   نوترکیب در ایمونوتوکسین مقدارداد که بالاترین 
 huscFv-PE38نشان داد که  SDS-PAGEشد. تجزیه و تحلیل 

کیلو دالتون بیان شده  23به صورت یک باند پر رنگ در حدود 
نوترکیب نشان داد که  است. تجزیه و تحلیل بیان ایمونوتوکسین

شتر محصول پروتئینی به صورت اینكلوژن بادی و در رسوب بی
 (.5)شكل  ه استظاهر شد

 

 پروتئین نوترکیب فولد دوبارهتخلیص و 
، huscFv-PE38برای تخلیص و فولد دوباره پروتئین نوترکیب 

مولار حل شدند و با استفاده از  1ها در اوره اینكولوژن بادی
خالص شدند.  Ni-NTAکروماتوگرافی ترکیبی با استفاده از رزین 

 درصد 11این روش تخلیص منجر به پروتئینی با خلوص حدود 
پروتئین خالص نشان  SDS-PAGE تحلیل و تجزیه در که شودمی

 (.2)شكل  ه استداده شد

پروتئین نوترکیب دارای فولد مناسب به  ،از روش دیالیز مرحله ای
دست آمد. روش برادفورد برای تعیین غلظت پروتئین نوترکیب 

IT میكروگرم در میلی لیتر را نشان داد. 344 غلظت 
 

 نتیجه سنجش الایزا
های کارسینوم روی سلول huscFv-PE-38 تحلیل واکنش

U87MG EGFRVIII  نشان داد  الایزابا روشanti-
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EGFRVIIIhuscFv-PE-38  قادر به تشخیص و اتصال به
EGFRVIII های  در سطح سلولU87MG EGFRVIII .است 

-huscFvمیكروگرم بر میلی لیتر  5در غلظت  الایزادر  ODحداکثر 

PE38 دهنده اتصال فعالیت نیمی از .به دست آمد IT  نوترکیب و
huscFv  2/4 میكروگرم بر میلی لیتر محاسبه شد. 5/4 و 

 

 MTTنتایج آزمون 

  توسط آزمون huscFv-PE38 یو اثر مهار رشد سلول تیاثر سم

MTTهایروی سلول U87MG مذکور آزمون جیشد. نتا یابیارز 

، 51، 20، 21، 73 زانیبه م یمهار رشد سلول تینشان داد که فعال
 ،65/2، 5/6، 5 ریبا استفاده از مقاد توانی درصد م 37و  04، 55

 از تریلیلیبر م كروگرمیم 471/4و  252/4، 326/4، 265/4

 نیا یبرا IC50 شده به دست آمد. ارزش بیبازترک ایمونوتوکسین
 6444نانوگرم و  654برابر با  بیبه ترت huscFv و نیمونوتوکسیا

اثر مهار  واکنش و چیه نیمونوتوکسیبود. ا تریلیلینانوگرم بر م
 .نداد نشان  EGFRVIII-CHO یمنف یخط سلول یرشد رو

 

 
 

 .ECDحلقه  343-612 نهیآمیدهایو اس EGFR  ،EGFRVIII یاز نوع وحش یكیشمات: تصویر  1شكل 
(Aدر مقا )با  سهیEGFR ینوع وحش ،EGFRVIII از  نهیآم دیاس 627( است که منجر به از دست دادن 7-6حذف درون قاب )اگزون  یداراECD شود.یم 

از  شیب یسرطان یهاسلول یرو wtEGFRکه  یشود و هنگامینشان داده م EGFRVIII دری ( به طور اساس346تا  617) ECDدر  دیسولفیمحدود د حلقه
 .دهدیرا نشان م ma528 پادتن تیها محل اتصال سا فلش .ردیگیقرار م دیدر معرض د یشود تا حدیم انیحد ب

(Bاس )با  343-612 نهیآم یدهایKLH [3] شد قیها تزربه موش مونوژنیا کیشده و بارها و بارها به عنوان  بیترک. 
 

 
 

 PE38 Pseudomonas aeruginosaتوالی برای تكثیر  PCR: تصویر ژل آگارز محصول 6شكل 
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 محدود کنندهآنزیم های با هضم   PET22b-aEGFRvIIhuscFv-PE38بیانی  ژل آگارز تایید سازه: تصویر 3شكل 
 

 
 PCR با  PET22b-aEGFRvIIhuscFv-PE38کانستراکت بیانی : تصویر ژل آگارز تایید 0شكل 

 

 
 است. دالتون بیان شدهکیلو  23به صورت یک باند پر رنگ در حدود که  huscFv-PE38پروتئین   SDS-PAGE: تصویر ژل 5شكل 
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 Ni-NTAرزین تخلیص شده با ستون  huscFv-PE38پروتئین  SDS-PAGE: تصویر ژل 2شكل 

 

 
 انسانی شده. بادیو آنتی PE38 -huscFvبرای ایمونوتوکسین الایزا آزموننتایج   :7شكل 

 .نشان دادند  EGFRVIIIاندازهبا افزایش بیش از   U87MGفعالیت مشابهی روی خط سلولی  huscFvبادیایمونوتوکسین و آنتی

 

 
 MTTبا استفاده از آزمون  huscFv یباد یو آنت huscFv-PE-38 نیمونوتوکسیا یرو یمهار رشد سلول شیآزما: 1 شكل 

huscFv-PE-38 یباد یو آنت huscFv یهاسلول یرو یمهار ریتأث U87MG خط سلول(انیاز اندازه ب شیبا ب ی EGFRVIII )یمهار ریکه تأث یرا نشان دادند، در حال 
نشان  huscFv یباد ینسبت به آنت U87MG یهاسلول یبر رو یارشد قابل توجه یمهار ریتأث نیمونوتوکسینداشتند. ا EGFRVIII CHO یمنف یهاسلول یرو یمعنادار

 داد.
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 :گیریبحث و نتیجه
و مقاومت دارویی دو دلیل رایج شكست بیماری  شدت یافتن

اغلب در انواع  EGFRهای مرسوم هستند. درمان سرطان با روش
از شود و مختلف سرطان، دچار جهش یا بیان بیش از حد می

 .محسوب شودهدف چندین نوع درمان تواند به عنوان می رو،این
 های مونوکلونالبادیبا آنتی EGFRیک رویكرد، هدف قرار دادن 

متاستاتیک های است که برای سرطان cetuximab همچون
 کولورکتال، سر و گردن، ریه غیرسلولی و پوست تایید شده است

های تیروزین کیناز از مهارکنندهاستفاده دیگر  رویكرد. [67-61]
. با است EGFRفسفوریلاسیون سوبستراهای  برای مهار کردن

، EGFRهای هدفمند فعلی این حال، یک مشكل عمده در درمان
است که توسط  EGFRعوارض جانبی ناشی از تعامل دارو با 

 .[34]شود هدف بیان می های طبیعی غیربافت
ه های جدیدی بود کبادیشناسایی آنتیحاضر هدف اصلی مطالعه 

 متمایز EGFRهای را از گیرنده EGFRVIIIتوانند گیرنده می
 از درصد 33-65ویژگی برای گلیوبلاستوما که در آن کنند. این 

کنند مهم است. علاوه بر را بیان می EGFRVIII نوع بیماران،
های بادیهای تیروزین کیناز فعلی و همچنین آنتیاین، مهارکننده

 مونوکلونال در بیماران مبتلا به گلیوبلاستوما مؤثر نیستند. بنابر
را هدف قرار  EGFRVIIIیدی که های جدبادیشناسایی آنتی ،این

هایی های هدفمند برای سرطانتواند به توسعه درمان، میدهند
 شود، کمک کنند. ها بیان می در آن  EGFRVIIIکه گیرنده 

ها به عنوان عوامل درمانی جدید برای ایمونوتوکسین
های معمول مقاوم هستند، پیشنهاد هایی که به درمانبدخیمی

 ناشی ازهایی دارای محدودیت راهبردحال، این  اند. با اینشده
. انسانی استها زایی بالا و اندازه بزرگ ایمونوتوکسینایمنی

رفع این راهبرد برای ، دو mAbsاندازه سازی و به حداقل رساندن 
 . [32] خواهند بودها محدودیت

که با  EGFRVIIIبادی ضد ، یک آنتیحاضردر مطالعه 
یک و  (PE-38) نوزاژاگزوتوکسین کوتاه شده سدوموناس ائرو

شان داد د. نتایج نشدهنده پپتیدی ترکیب شده است تهیه  پیوند
بادی را کاهش ، میل ترکیبی قسمت آنتیاین دو ترکیبکه 
و همكاران گزارش  چاندراموهان مطالعات قبلی نیزدر  دهد.نمی

هدف خود را با میل  EGFRVIIIو  Anti-EGFRwtکردند که 
 دهند.ترکیبی بالا تشخیص می

امیدفر و همكاران با ایمونیزه کردن شتر با پپتید  6440در سال 
 آمینو اسید است 20که دارای   EGFRVIIIسنتزی مشتق از 

(LEEKKGNYVVTDHCموفق ب ،)بادی تک ه تولید آنتی
مین شتری شد. حیوان شتر سیستم ایمنی اای تک دزنجیره

ره فاقد زنجی آنتی بادی های است قادر شته ومنحصر به فردی دا
فعالیت خود را حفظ کرده اند.  که در عین حالتولید کند  سبک

ال به قابلیت اتص پژوهشگرانآنتی بادی تولید شده توسط این 
های تخلیص شده از افراد مبتلا ژنآنتی نین پپتید سنتزی و همچ

بادی تولید شده در سطح نانومولار به سرطان ریه را داشت. آنتی
و همچنین گیرنده تخلیص  EGFRVIII قادر به تشخیص پپتید

 .[36]بود  شده از بیماران

سین توموری ایمونوتوکفعالیت ضد در مطالعه حاضر، فولد صحیح و
اد که الایزا نشان دآزمون با استفاده از روش الایزا تایید شد. نتایج 

را با میل ترکیبی  U87VIIIهای ایمونوتوکسین فولد شده، سلول
 دهد. تشخیص می (OD50% = 0.1μg.mL-1)بالا 

ایی ه با برخی از مطالعات قبل تفاوتمطالعه حاضر همچنین نتایج 
تولید کردند  scFv(BC3)-PE38 ITو همكاران یک  . هكسامدارد

( به طور قابل BC3 mAb( )والدبادی اولیه )که در مقایسه با آنتی
 این .دادمیژن را نشان تری به آنتیتوجهی، فعالیت اتصال کم

به توکسین  huscFvممكن است به دلیل اثر منفی ادغام  تفاوت
 ایمونوتوکسین باشد.

پائولو و همكاران مطابقت های دیگزارش نتایج مطالعه حاضر با
بادی را از یک آنتی EpCAMضد  ها یک ایمونوتوکسین دارد. آن

فعالیت  انسانی تولید کردند. این ایمونوتوکسین EpCAMضد 
انسانی داشت.   EpCAMبادی ضدژنی برابر با آنتیاتصال آنتی

 scFvهمچنین هكسام و همكاران فعالیت اتصال مشابه 

(UCHT1)-PE38 IT  وUCHT1 scFv  را گزارش کردند. در سال
  EGFRVIIIبادی ضد ، ناکایاشیكی و همكاران یک آنتی6444

کردند  اظهارها  تولید کردند. آن 3C10  (IgG2b)موش  mAbاز  را
ژن مربوطه را تشخیص بادی به طور خاص آنتیکه این آنتی

دهد، اما میل ترکیبی آن تقریباً چهار برابر کمتر از میل ترکیبی می
 .[32-33]والدین است 

به طور کلی، تا به امروز، هم تومورهای خونی و هم تومورهای 
 همطالعمورد  PEهای مبتنی بر درمان با ایمونوتوکسین برایجامد 

برای درمان  PEهای مبتنی بر . ایمونوتوکسین(37)ه اند قرار گرفت
تومورهای هماتولوژیک نتایج بالینی خوبی در انواع مختلف 

اند که اهداف مشترک لنفوم غیرهاچكین نشان داده ولوسمی 
های مرتبط با ایر گیرندهو س CD22 ،CD25 ،CD30ها، آن

در همان زمان، عوارضی مانند  بودند و Bهای سلول بدخیمی
. [31]است اورمی همولیتیک ظاهر شد که برای بدن انسان مضر 

ها به دلیل تفاوت در برعكس، درمان تومور جامد با ایمونوتوکسین
تر است. ساختار بافت تومور و وضعیت کلی سیستم ایمنی پیچیده
ها هنوز برای تومورهای جامد بدخیم، کاربرد بالینی ایمونوتوکسین

 زایی و سمیت غیراختصاصی، محدود است. همانبه دلیل ایمنی
نفوذ به  به منظورها ، تواناییایمونوتوکسینیان شدب طور که قبلاً

اندودرم مویرگی و فضای خارج سلولی برای رسیدن به تومورها، 
بادی، محدود است. بنابراین، به دلیل وضعیت ماکرومولكولی آنتی
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های متصل به توکسین یا قطعات بادیسازی آنتیکوچک
ژن نتیبادی و آتواند میل ترکیبی بین داروی آنتیبادی میآنتی

برای رسیدن را عمر دارو در پلاسما  و نیمه ردههدف را تضمین ک
ه ایمنی های بالقوتوپبه حالت توزیع بهینه بهبود بخشد. حذف اپی

 ههای انسانی، همبادیزای توکسین و ترکیب آنتی
ها آلی برای بهبود ایمنی ایمونوتوکسینهای ایدهدستورالعمل

های گیرنده هدف ژنهستند. علاوه بر این، هنگام غربالگری آنتی
ژن، بادی بر اساس سطح بیان آنتیمناسب و تنظیم میل آنتی

ژن، اندوسیتوز و ویژگی آنتی از جملهعوامل مختلفی 

. [31]نظر گرفته شوند ژن باید در های اتصال به آنتیمحدودیت
شونده به هدف با ویژگی و کارایی های متصلبادیانتخاب آنتی

ها ها در سلولایمونوتوکسینآزاد شدن میزان  افزایشبالا باعث 
بر  PEر نوترکیب مبتنی ب هایشود. توسعه آتی ایمونوتوکسینمی

ساخت یک ایمونوتوکسین نوترکیب مؤثر از طریق یک سری 
که نفوذپذیری و توزیع  داشتهای جدید تمرکز خواهد راهبرد

رود کند. انتظار میهای تومور هدف را تضمین میمتعادل در بافت
های از ایمونوتوکسین گسترده ترها، استفاده سازیاین بهینه

 .[04]را در کاربردهای بالینی ترویج کنند  درمانی بیشتر
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Abstract:  
Introduction: 

Cancer is one of the most common causes of human mortality in today's societies, and extensive efforts 

are being made to combat it. EGFRVIII is a tumor-specific antigen that is not observed in normal 

tissues, making it possible to target cancerous tissues without damaging normal tissues. ANTI-

EGFRVIII-based immunotoxins can lead to the death of cancer cells that express an excessive amount 

of the EGFRVIII receptor by directing toxic components to these cells. 

Materials and Methods:  

The objective of the present study is to develop a new human immunotoxin against EGFRVIII (huscFv-

PE38) by genetically fusing a single-chain human anti-EGFRVIII antibody with a truncated form of the 

Pseudomonas aeruginosa exotoxin A (PE) (PE38KDEL). 

Materials and methods: The PE-38 exotoxin a fragment was amplified using PCR and attached to 

pET22b-antiEGFRVIII huscFv. The reaction was confirmed by PCR and enzymatic digestion. The 

immunotoxin was expressed in E. coli BL21 (plysS) and then purified using Ni-NTA chromatography. 

After that, the purified immunotoxin reaction was evaluated using ELISA methods and MTT test. 

Results:  

The PCR and restriction digestion experiments confirmed the accuracy and integrity of the designed 

immunotoxin structure. Purification of the expressed immunotoxin using Ni-NTA chromatography 

column resulted in a highly pure, non-recombined immunotoxin with a molecular weight of 63 kDa 

shown on SDS-PAGE gel. 

Conclusion:  

The results of this study demonstrate that the designed immunotoxin was successfully cloned, 

expressed, and purified, and can be considered as a promising candidate for the inhibition of EGFRVIII-

positive cancer cells. 
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