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طراحي و ساخت نانو سازههاي شبه فاژي نمايش دهنده پپتيدهاي كاهش دهنده رشد : موضوع پايان نامه
 In Vivo و بررسي اثرات درماني آن در شرايط EGFRتومورهاي 

 دانشگاه فنآوريهاي نوين پزشكي دانشكده PhDدكتراي تخصصي دانشجوي دوره مجيد اسدي قلعهني اينجانب 
 شده در اين پايان نامه توسط اينجانب انجام شده و صحت   كه تحقيقات ارائهمينماي  گواهي معلوم پزشكي تهران

و اصالت مطالب نگارش شده مورد تائيد مي باشد و در موارد استفاده از كار ديگر محققان به مرجع مورد استفاده 
اشاره شده است. بعلاوه گواهي مي نمايم كه مطالب مندرج در پايان نامه تاكنون  براي دريافت مدرك توسط 

 در هيچ بخش آن از كار ساير دانشجويان و محققين كپي نشده است.اينجانب يا فرد ديگري ارائه نشده است و
 را به طور كامل رعايت كرده ام. شگاهصوب دان دستورالعمل متدوين متن پايان نامه

 
 امضاء دانشجو: 

      تاريخ:        
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 حق چاپ، نشر و مالكيت معنوي

 هر گونه كپي برداري از كل يا بخشي از پايان نامه فقط با اجازه استاد راهنما مجاز است. .1

كليه حقوق معنوي اين اثر متعلق به دانشگاه علوم پزشكي تهران ميباشد و بدون اجازه كتبي دانشگاه  .2
 قابل واگذاري به غير نيست.

 استفاده از اطلاعات و نتايج موجود در پايان نامه بدون ذكر مرجع مجاز نميباشد.   .3
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تشكر و قدرداني 

 

  عزيزم كه در اين دوره تحصيلي با مهرباني و صبوري خود مرا ياري نمود...  همسراز 

 هميشه پشتيبانم كه از ابتدا تا كنون حضور معنوي و عاطفيشان همواره حس ميشد و خانوادهاز 

 ميشود...

  كه حضورش قوت قلبم بود و هست ...  مادر بزرگوار همسرماز 

 كه مانند برادر بزرگتر و دوستي محترم راهنماعزيز و استاد ،   صدرالدينيقاي دكترآاز جناب 

 مشفق براي من بودند و هستند ...  

 هم در راهنما كه لطف و راهنمائي هاي ايشان  استاد محترم رسائيوفسوررپقاي آاز جناب  

 ه و هست ...  همواره شامل حال بنده بودزندگي و هم در كار همانند پدري دلسوز و مشوقي عالي

كه راهنمائي هاي ارزشمندشان در انجام اين  و آقاي دكتر خسرواني رجبيدكتر سركار خانم  از

  ... تحقيق همواره هدايتگر اينجانب بود

 و آقايان خليلي، آسيابانها، هدايتي، خداشناس، آقاي دكتر ناموراز دوستان و همكاران گرانقدرم، 

كه مرا در رنجبر، خوشطينت، جوانمردي، بنكدار و خانمها تويسركاني، نافيان، سليمي و جعفري 
 ... طول انجام پايان نامه همياري نمودند

 و از كليه كساني كه به نحوي در انجام اين پروژه به من كمك نمودند... 

 و از خداوند برا تمام اين عزيزان كمال صحت و  كمال تشكر را دارمنموده وسپاس و قدرداني 
 خوشبختي ابدي را خواستارم.
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 چكيده 

 نقش اساسي در رشد سلول توموري دارد و (EGFR)نشان داده شده است كه گيرنده فاكتور رشد اپيدرمي 
افزايش بيان آن در درصد قابل توجهي از تومورهاي انساني مشاهده شده است. تا به امروز روش هاي متعددي در 

 گسترش يافته است. در زمينه واكسن سرطان يكي از EGFRدرمان سرطان بر اساس هدف قرار دادن 
استراتژي ها ايمني درماني فعال عليه گيرنده مي باشد. از طرف ديگر از آنجاييكه ذرات فاژي بسيار ايمونوژنيك 

ميباشند در مطالعات سرطان به طور گستردهاي در واكسيناسيون عليه تومور استفاده شدهاند. اين ذرات 
مي توانند به عنوان يك وسيله انتقال براي عرضه موثر آنتي ژن به سيستم ايمني عمل كنند. همچنين نشان داده 
شده است كه پپتيد نمايش داده شده در سطح فاژ مي تواند موجب القاي پاسخ ايمني در موش ايمن شده گردد. 

) و اثرات EM-L2 طراحي شد (L2 و دومين EGFRدر اين مطالعه پپتيدي نوتركيب متشكل از ميموتوپ 
  ارزيابي گرديد. براي M13پيشگيري و درماني آن هم به صورت تنها و هم به صورت نمايش داده شده روي فاژ 

 ايجاد شدند. پپتيد LL/2 مثبت با استفاده از سلول هاي EGFR مدل توموري C57BL/6اين بررسي موش هاي 
EM-L2 بيان و تخليص شد و ذرات فاژي نوتركيب نمايش دهنده آن نيز تخليص و تيتر سنجي گرديدند. در 

گروه درماني ابتدا مدل توموري ايجاد شد و سپس موش ها با واكسن ايمني زايي شدند در حاليكه در گروه 
پيش گيري، موش ها ابتدا ايمن گرديده و سپس تومور در آنها ايجاد شد. در هر دو گروه درماني و پيش گيري از 

 براي ايمني زايي در گروههاي كنترل استفاده شد. . پس از PBSفاژ نمايش دهنده بتادوميكروگلوبولين موشي و 
توموري شدن اندازه تومورها با كمك كوليس ديجيتال مورد سنجش قرار گرفت و همزمان ميزان بقاي گروهها 

نيز ارزيابي گرديد. در گروه پيشگيري تفاوت معنادار در روند رشد تومور بين گروههاي واكسن پپتيدي و فاژي با 
، و نيز بين واكسن پپتيدي با گروه فاژ كنترل مشاهده شد. در گروه درماني تفاوت معنادار در روند PBSگروه 

رشد تومور بين گروههاي واكسن پپتيدي و فاژي با گروههاي كنترل مشاهده گرديد. ميتوان نتيجه گرفت كه 
  داراي خاصيت ضد توموري است. EM-L2پپتيد 

  سرطان، گيرنده فاكتور رشد اپيدرمي، واكسن پپتيدي، واكسن فاژي، ايمني درمانيكلمات كليدي:
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 ) فصل اول: مقدمه1

 ) مقدمه1-1

به طور غير عادي تقسيم و  بدخيم بدن در يك تومور بيماري اي است كه در آن سلول هاي سرطان
سلول هاي سرطاني از سازوكارهاي عادي تقسيم و د. الم را نابود مي كننستكثير مي شوند و بافت هاي 
يا عوامل بيروني  علت دقيق اين پديده نامشخص است ولي عوامل ژنتيكي. رشد سلول ها جدا مي افتند

 سلولهاي غير طبيعي به در اين بيماري .باشدميموثر در اين امر و مواد سرطانزا  هم چون ويروس
صورت كنترل نشده تكثير يافته و مي توانند بافتهاي مجاور را درگير كنند. سلولهاي سرطاني 

همچنين ميتوانند از طريق جريان خون يا لنف به ساير نقاط بدن گسترش يابند. انواع سرطان شامل 
در يك جاندار سالم،  .]1كارسينوم، ساركوم، لوسمي، لنفوم و سرطان دستگاه اعصاب مركزي است[

سرطان شامل .و تمايز، يك تعادل وجود دارد هميشه بين ميزان تقسيم سلول، مرگ طبيعي سلولي
احتمال  .مي شناسند كه در پزشكي آنها را بيشتر با نام نئوپلاسم بدخيم مي شود همه انواع تومورهاي

 .بروز سرطان در سنين مختلف وجود دارد ولي احتمال بروز سرطان با افزايش سن زياد مي شود
ميليون نفر بر اثر  7٫6 ر طبق گزارش انجمن بهداشت آمريكاو ب است  مرگ ها٪13سرطان باعث 

 .]2[د مرده ان2007سرطان و در سال 

 ) EGFRمعرفي گيرنده فاكتور رشد اپيدرمي () 1-2

0Fگيرنده فاكتور رشد اپيدرمي

� (EGFR/ErbB1/HER1) مي باشد. 1 يك گيرنده تيروزين كينازي نوع 
 عضو ديگر نيز هست: 3 مي باشد كه شامل ErbB/HERاين گيرنده عضوي از خانوادي گيرنده هاي 

HER2 (HerbB2/neu) ،HER3 (ErbB3) و HER4 (ErbB4) ]3-5[   اين گيرنده ها از نظر توالي و
 .عملكرد رابطه نزديكي با يكديگر دارند

 EGFR نژ) 1-2-1

 گزارش 1987 و همكاران در سال Haley انساني توسط EGFRساختمان كامل اگزون و اينترون ژن 
 اگزون تشكيل 26 قرار داشته و از 7p11-13شد. ژن گيرنده فاكتور رشد اپيدرمي در روي كروموزوم 

 دومن خارج سلولي را كد 1-14 كيلوباز است. اگزون هاي 110 اين گيرنده داراي DNAشده است 
 كد 16-26 كد مي شود و اگزون هاي 15كرده در حاليكه دومن موجود در عرض غشاء توسط اگزون 

 توسط L1 (I)كننده دومن داخل سلولي بوده كه حاوي دومن تيروزين كينازي نيز مي باشد. زير دومن 

                                                 
1 Epidermal Growth Factor Receptor 
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 S2 و زير دومن 8-11 بوسيله اگزون هاي L2 (III)، 5-7 بوسيله اگزون هاي S1 (II)، 1-4اگزون هاي 
(IV) كد مي گردد. نيمه اول ناحيه 13-14 بوسيله اگزون هاي S´ دومن موجود در عرض 15 اگزون ،

 EGFR كد كننده ناحيه تيروزين كينازي داخلي گيرنده 16-22غشاء را كد مي كند. اگزون هاي 
ناحيه انتهايي دومن تيروزين كينازي كه درگير در نفوذ كلسيم و انترنالاليز شدن گيرنده . ]3مي باشند[

 از دو ناحيه كوچكتر تشكيل شده كه توسط اگزون هاي CAIN ناميده مي شود. دومن CAINاست 
 حاوي يك ناحيه بزرگ ترجمه نشده با دو منطقه پلي 26 كد مي شود. اگزون انتهايي يا اگزون 24-23

 .]3آدينله شده فرعي مي باشد[

 EGFRويژگي هاي شيميايي و ساختاري ) 1-2-2

EGFR اسيد آمينه مي 1210 كيلودالتن است. پيش ساز آن داراي 170 يك پروتئين با وزن مولكولي 
1Fباشد كه پس از حذف پپتيد نشانه

اين .  ]5[ اسيد آمينه خواهد بود1186 اسيد آمينه)، واجد 24 (�
 مي باشد. بخش -O و فاقد پيوند هاي -Nپروتئين حاوي بخش قندي زيادي با پيوند هاي 

2F% از وزن مولكولي آن را شامل مي شود. مطالعات اسپكترومتري وزني20كربوهيدراتي مولكول تقريبا 

� 
EGFR تخليص شده از سلول هاي A431 جايگاه بالقوه 11 نشان مي دهد كه از N گليكوزيلاسيون-

 جايگاه آن گليكوزيله بوده و يك سايت به صورت نسبي گليكوزيله بوده و دو جايگاه ديگر فاقد 8آن، 
 زيردومن تقسيم ميشود كه 4 به EGFRناحيه خارج سلولي در . ]6[تركيبات كربوهيدراتي مي باشد

 كه به ترتيب به III و I). زيردومن هاي 1-1(شكل  و  ]7[ شوند  نمايش داده ميI-IVبه صورت 
 نيز نمايش داده ميشوند، از خانواده تكرارهاي غني از اسيد آمينه لوسين بوده و شبيه L2و  L1صورت 

به دومن هاي يافت شده در خانواده گيرنده انسولين مي باشند. قبل از كريستاليزه كردن گيرنده، 
 در اتصال ليگاند نقش ايفا ميكنند. با اين حال مشخص III و Iمشخص شده بود كه زيردومن هاي 

 نقش اصلي را در اين امر به عهده دارد چون اين زيردومن به صورت جدا IIIشده است كه زيردومن 
 كه IV و IIزيردومن هاي . ]8[  داراستTGF-α و EGF را با تمايل مشابه به EGFRتوانايي اتصال به 

 نيز نمايش داده ميشوند، غني از ريشههاي اسيد آمينه سيستئين بوده و S2 و S1به ترتيب به صورت 
 پيوند دي سولفيدي 25 در مجموع EGFRحاوي پيوندهاي دي سولفيدي مي باشند. در مولكول 

 . ]8[ )1-1 متمركز هستند (شكل IV و IIديده مي شود كه عمدتا در زيردومن هاي 

 

                                                 
2 Signal peptide 
3 Mass specterometery 
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 دومن TM زيردومن هاي دومن خارج سلولي. S2 و EGFR .L1، S1، L2شكل شماتيك ) 1-1 شكل

. C دم انتهاي CT دومن تيروزين كينازي و TKعرض غشا، 

3Fدومن خارج سلولي

� EGFRمرور  ]9[  در هر دو فرم مونومر و دايمر كريستاليزه شده كه در مرجع
 و IIدر اين فرم زيردومن هاي . ]10[ شده است. مونومر به فرم افسار شده يا خودمهاركننده وجود دارد

IV سمت چپ). با 2-1 با يكديگر تماس داشته و پروتئين را به صورت مهار شده نگه مي دارند(شكل 
EGF4F متصل به ليگاند EGFRساختار دايمر  اين حال در

TGF-α5F و يا �

 مشخص شده كه براي اتصال �
 به يكديگر III و I زيردومن هاي II و I درجه اي زيردومن هاي 130ليگاند به گيرنده با يك چرخش 

 سمت راست). ايجاد فرم دايمر صرفاً با 2-1نزديك شده ومي توانند به ليگاند متصل شوند (شكل 
طريق تماس هاي مكرر بين دو  تماس گيرنده و بدون دخالت ليگاند انجام مي پذيرد كه اين امر از

  گيرنده: ليگاند وجود دارد. 2:2 انجام مي پذيرد. فرم دايمر به نسبت IIبازوي دايمر كننده زيردومن 

 پيشنهاد شده EGFR يك مدل براي فعال سازي EGFRبا بررسي كريستال هاي مونومر و دايمر 
 در اين مدل، مونومر ها عمدتا در فرم خودمهاركننده وجود دارند كه در آن بازوي دايمر .]9[است

 پنهان شده و بنابراين از دايمر شدن گيرنده جلوگيري مي شود. مونومر در تعادل IIكننده زيردومن 
بين دو حالت خودمهار كننده و فرم بازكه شبيه حالت دايمر مي باشد است. با اتصال ليگاند بين 

 را در معرض قرار مي دهد و II فرم باز پايدار شده و بازوي دايمر كننده زيردومن III و Iزيردومن هاي 
 .بنابراين امكان دايمر شدن به وجود مي آيد

 

 EGFR. چپ: مونومر دومن خارج سلولي EGFR ساختار مونومر و دايمر دومن خارج سلولي )2-1شكل 

  دارد. راست: ساختار دايمر در اتصال به II و I زيردومن هاي 130° نياز به يك چرخش EGFبراي اتصال به 

EGF ]10[  .

                                                 
4 Extra cellular domain 
5 Epidermal Growth Factor 
6 Transformation Growth Factor α 
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C يك دومن عرض غشايي، يك ناحيه تيروزين كينازي و يك دم انتهاي EGFRدر ساختمان  6F

 نيز �
ديده مي شود. به دنبال فعال شدن گيرنده و فعال شدن دومن تيروزين كينازي آن، چند ريشه 

 فسفريله مي شوند. با بررسي كريستال دومن تيروزين كينازي مدلي -Cتيروزين در ناحيه دم انتهاي 
 دومن -Cبراي فعال سازي آن پيشنهاد شده است. در اين مدل، با دايمريزه شدن گيرنده لوب انتهاي 

تيروزين كينازي در يك گيرنده به دومن نامتقارن خود در گيرنده ديگر متصل شده و منجر به فعال 
سازي اين دومن مي شود.  

 EGFليگاندهاي خانواده ) 1-2-3

 شناسايي شده است كه مشتمل بر اين موارد ميباشد: فاكتور EGF ليگاند در خانواده 9در مجموع 
 EGF، فاكتور رشد شبيه به (TGF-α)، فاكتور رشد تغيير شكل دهنده آلفا (EGF)رشد اپيدرمي 

BTC)، بتاسلولين (�AREG8F)، آمفيرگيولين (�HBEGF7F)متصل شونده به هپارين  9F��) هيرگيولين ،
(HREG10F��) نورگيولين ،(NREG11F��)رگيولين  ، اپي(EREG12F��) و اپيژن (EPGN13F��) بعضي از اين .

 مي باشد و EGFR كه منحصرا ليگاند EGFها منحصر به يك عضو خانواده مي باشند مانند ليگاند
 HER4 و EGFR كه به هر دوي HB-EGFبرخي نيز بين دو عضو خانواده مشترك مي باشند مانند 

 .]12-11[ هيچ ليگاندي شناسايي نشده استHER2متصل مي شود. تا كنون براي 

% مي باشد. اما اين ليگاند ها 25شباهت توالي پروتئيني بين ليگاند هاي مذكور كم بوده و در حد 
 سنتز مي 1ويژگي هاي مشتركي دارند. همه اين ليگاند ها به صورت پروتئين هاي عرض غشايي نوع 

، يك ناحيه مجاور غشا، يك دومن عرض غشايي EGF، واحد -Nشوند كه مشتمل بر يك ناحيه انتهاي 
 منحصر به فرد مي باشد. هر EGF واحد 9 از نظر داشتن EGF مي باشند. -Cو يك بخش انتهاي 

 واجد يك دومن AREG و HBEGFچند كه تنها واحد مجاور به غشا از نظر عملكرد فعال است. 
 مهمترين وجه مشترك ليگاند هاي   .]A( ]13 3-1متصل شونده به هپارين نيز مي باشد (شكل 

 است. اين واحد مسئوليت اصلي براي اتصال به گيرنده را دارد و مشتمل بر EGF واحد EGFخانواده 
 پيوند دي سولفيدي به ترتيب بين سيستئين ه اسيد آمينه سيستئين است. س6 اسيد آمينه داراي 40

 مي شود. تك اسيد C وB و A وجود دارد كه منجر به تشكيل حلقه هاي 6 و 5 و 4 و 3،2و1هاي 

                                                 
7 Carbocyl terminal 
8 Heparin Binding EGF-Like Growth Factor 
9 Amphiregulin 
10 Betacellulin 
11 Heregulin 
12 Neuregulin 
13 Epiregulin 
14 Epigen 
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 به عنوان ناحيه لولا شناخته مي شود چرا كه عقيده بر اين است كه دو C و Bآمينه بين حلقه هاي 
 .]B( ]13 3-1بخش پروتئين مي توانند در حول آن به عنوان يك لولا حركت كنند (شكل 

 

. ]EGF ]13: واحد B: پيش ساز ليگاندها در اتصال به غشا. EGFR .A ليگاندهاي )3-1شكل 

 
 آورده شده است. EGFR نيز انواع ليگاندهاي خانواده 1-1در جدول

  EGFRپيام رساني ) 1-3

در پي اتصال ليگاندهاي مذكور به هر يك از گيرنده هاي عضو خانواده ، گيرنده با همتاي خود و 
يا عضو ديگري از خانواده تشكيل هومودايمر و يا هترو دايمر مي دهد. اين امر منجر به فعال سازي 

 شده كه منجر به راه اندازي آبشارهاي پيام EGFRدومن تيروزين كينازي در بخش درون سلولي 
 .شود. نتيجه خالص اين امر رشد، تمايز، تكثير و مهاجرت سلولي خواهد بودرساني سلولي مي

 EGFRسيرهاي پيام رساني ) م1-3-1

مسيرهاي پيام رساني گيرنده فاكتور رشد اپيدرمي مشابه ديگر گيرنده هاي تيروزين- كينازي 

 و آبشارهاي -Cمي باشد. اين مسيرها شامل آنهايي است كه درگير در فعال شدن فسفوليپاز 
14Fفرودست وابسته به 

��PKC و كلسيم، فعال شدن ras 15 و بدنبال آن فعال شدنF

��MAP Kinase وساير 
GTPase هاي كوچك مانندrac,rho ،16F

��STAT هاي چندگانه و پروتئين G هتروتريمريك و هم چنين 
 و پروتوانكوژن Dموارد ديگر كه كمتر توسعه يافته شامل فسفاتيديل اينوزيتول كيناز و فسفوليپاز

                                                 
15 Protein kinase C 
16 Mitoge activated protein kinase  
17 Signal of transducer and activator of transcription 

γ
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-14[  مي باشدsrc)proto-oncogen (cytoplasmic tyrosine kinaseسيتوپلاسميك تيروزين كيناز 
 مشخص شده است كه يكسري از اين مسيرهاي پيام رساني لازم بوده ولي براي يك پاسخ ويژه و. ]15

 EGFR ليگاندهاي خانواده )1-1جدول 

Ligand Receptors 

 ErbB-
1 

ErbB-
2 

ErbB-
3 

ErbB-
4 

EGF + - - - 

TGF-α + - - - 

HB-EGF + - - + 

amphiregulin + - - - 

betacellulin + - - + 

epigen + - - - 

epiregulin + - - + 

neuregulin 1 - - + + 

neuregulin 2 - - + + 

neuregulin 3 - - - + 

neuregulin 4 - - - + 

 
- فسفات 2 موجب هيدروليز فسفاتيديل اينوزيتول C-γاختصاصي كافي نمي باشند. فسفوليپاز 

 actin-modifying بي فسفات) و هم چنين فعال شدن پروتئينهاي 5 و 4گشته(فسفاتيديل اينوزيتول 
 متوقف گردد اين حركت 17F��MEK لازم بوده و اگر مسير پيام رساني EGFRبراي تحريك با واسطه 

متوقف مي گردد. با اتصال ليگاند به گيرنده يكسري از مسيرهاي پيام رساني فعال مي شود، اما براي 
 نه تنها اثر مثبت بر C-γتعدادي از اين مسيرها كه هنوز نتايج بيولوژيكي تعيين نشده است. فسفوليپاز

روي حركت سلول بواسطه آزاد شدن پروتئين هايي (مانند گلسولين، پروفيلين و كوفيلين) داشته بلكه 
 و حوادث وابسته به كلسيم و اثر فيدبك منفي تضعيف كننده Cهم چنين از طريق پروتئين كيناز 

EGFRمي كند نيز عمل  ،PKC گيرنده EGF فسفريله كرده بدين ترتيب موجب 654 را در ترئونين 

                                                 
18 Mitogen-extracellular-signal regulated kinase kinase 
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 موجب حركت در Erk مي شود. و در اين زمان فعاليت متناوب ras-MAP kinaseقطع فعاليت محور 
  ]16-14[سلول گشته و اثر تكثيري آن كاهش پيدا مي كند

 كينازها تكثير و مهاجرت سلولي است. گيرنده فعال erk MAPاز جمله پاسخهاي چندگانه مسيرهاي 
 ��MAP Kinase 18Fشده موجب، فعال شدن آبشارهاي كينازي مي گردد كه در نهايت عضوهاي خانواده

 ها به هسته منتقل گرديده و موجب فعال شدن فاكتورهاي MAP kinaseرا فعال مي كند. اين 
يك مسير كاملاً مشخص كه  رونويسي گشته و بدين ترتيب روي پاسخ هاي رشد سلول اثر مي گذارد.

 مي باشد. در Ras/extra cellular signal-regulated kinase فعال مي شود مسيرEGFتوسط گيرنده 
، Raf در غشاء سلول يك آبشار پي در پي فسفريلاسيون Grb2-Sos-Rasمحل تجمع كمپلكسهاي 

MEK و سپس ،Erk اتفاق مي افتد. فعال شدن خانواده Erk از MAP kinase در نهايت مي تواند 
موجب القاء سيكل رشد سلول گردد. چندين مسير موازي اين آبشار كينازي در پستانداران شناخته 

 Stress-artivated كه همچنين به نام C-Jun N-terminal kinase kinaseشده است كه شامل مسير 

protein .نيز ناميده مي شود، مي باشد 

19Fفعال كننده هاي ضروري 

��JNK بطور كلي به نام MAP kinase kinase شناخته مي شود كه 
MKK4 و MKK7 مي باشند. اگرچه هر دو مسير JNK و ERKs با يك الگو مشابه فعال مي شوند ولي 

 .]15-14[آنها مسيرهاي مشخص و معين پاسخ دهي مثبت به تحريكات خارج سلولي دارند
Erk بطور قابل توجه در مقابل ميتوژنها فعال مي گردد در حاليكه JNK بيشتر در مقابل 

 در پاسخ به استرس در ارتباط با ابقاء JNKسيتوكينها و استرسهاي محيطي فعال مي گردد. فعاليت 
20Fتوقف سيكل سلولي و مرگ برنامه ريزي شده

 مي باشد.  ��
همانطور كه ذكر شد در طي اتصال ليگاند به گيرنده، گيرنده دايمر گشته و نواحي داراي 

باقيمانده هاي تيروزين كينازي فسفريله مي شود، كه اين نواحي به عنوان يك سري مناطق لنگري 
دو نوع  هايي كه حاوي دومنهاي قابل اتصال به فسفوتيروزين هستند عمل مي كند.براي اتصال پروتئين

SH221Fاز اين دومنها تشخيص داده شده است دومن

22F و دومن ��

�� PTB  .
، Shc واكنش مي دهند شامل EGF دومن كه با گيرنده SH2تعدادي از پروتئين هاي حاوي 

Grb2 فسفوليپاز ،γ−c ،GAP، STAT1 α ،STAT3 و فسفوتيروزين فسفاتاز SH-PTP2  مي باشند 

                                                 
19 Mitogen-activated protein Kinase 
20 Janus kinase 
21 Apoptosis 
22 Src homology 2 
23 Phosphotryrosine binding 
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 است كه به نظر مي رسد مسئول واكنش PTB هم چنين حاوي يك دومن shc4پروتئين آداپتور 
 براي Grb2 و shc مي باشد. مشخص شده است كه هر دو پروتئين هاي 1148اصلي آن در تيروزين 

 مي تواند مستقيماً به فسفوتيروزين Grb2 در محل فعال شدن رسپتور مورد نياز مي باشند. rasفعاليت 
 فسفوريله شده متصل shc متصل گردد يا بطور غيرمستقيم توسط YLNحاضر در سكانس حفظ شده 

 .]14[گردد
پروتئين هاي آداپتور كه باعث تداخلات پروتئين- پروتئين از طريق موتيفهاي اختصاصي 

مي گردند، هم چنين موجب يك ارتباطي مابين مولكولها از طريق شبكه پيام رساني و پروتئين هاي 
 Ras است كه نقش اصلي در فعال كردن Grb2تيروزين كينازي مي شوند. يكي از پروتئين هاي آداپتور 

small G prorein دارد. اين آداپتور پروتئين ها اغلب حاوي يك تعدادي موتيف مي باشند كه تداخلات 
 پروتئين- پروتئين را ميانجيگري مي كنند.

 است كه به تيروزين فسفريله اختصاصي حاوي Grb2 از موتيفهاي پروتئيني SH2دومن 
 به سكانسهاي غني Grb2 از SH3سكانسهاي ديكته كننده الگوي اتصالي ويژه، متصل مي گردد. دومن 

از پرولين متصل مي گردد. 
 كاملاً فعال مي گردد و وقتي يك اسيد آمينه MEKوقتي دو اسيد آمينه سرين فسفريله مي شود، 

 نيز ناميده مي شود دو MAP kinase kinase كه MEKسرين فسفريله شود بطور نسبي فعال مي شود. 
 وقتي فعال شد مي تواند موجب فعال MEK% با هم مشابهت دارد. 80ايزوفرم دارد كه سكانسشان 

 گردد. فعال شدن از طريق Extra cellular-signal regulated kinase يا MAP kinasكردن 
 در باقيمانده هاي تيروزين و ترئونين اتفاق مي افتد. دو ايزوفرم (Tandem)فسفريلاسيون پشت سر هم 

% با هم 90 كيلودالتون بود، و 42 و 44 وجود دارد كه پروتئينهايي بترتيب Erk بيشتر از 2 و 1
مشابهت دارند. 

ERK23نوبه خود باعث فعال شدن خانواده ه بF

��ETS از فاكتورهاي رونويسي گشته، و مشخص شده 
است كه ظاهراً اينها توانايي فعال كردن ژنهاي معين رونويسي را داشته باشند. 

Transcription factor ETS ها پروتئين هاي Helix-turn-helixمي باشند. علاوه بر  Erk،  
MAP kinase هاي ديگري نيز وجود دارد كه متعلق به آبشار MAP kinase مي باشد اما هر دو فعال 

24Fكننده بالادست

25F و پذيرنده فرودست��

  وP38 MAP متفاوت مي باشد از جمله اينهاErk آنها با ��

Activator Protein Kinase (SAPK) Stress مي باشند كه ثابت شده كه تنظيم كننده پاسخ سلولها 
 مي باشند. انتهاي UVبه يك تعداد زياد تحريكات خارج سلولي شامل ميتوژنها، سيتوكينها و اشعه 

                                                 
24 E-twenty six 
25 Up stream activator 
26 Down stream effector 
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 ,c.jun است. دوتايي شدن c.jun c.fos فسفريلاسيون فاكتورهاي رونويسي اختصاصي JNKفعاليت 

c.fos تشكيل فاكتور رونويسي AP-1 26F

، استرسهاي UV مي دهد. اين دوتايي شدن تحت اثر اشعه ��
 تشكيل مي شود كه به سكانس هدف خود متصل مي گردد و باعث افزايش PKCمحيطي و فعال شدن 

 .]17, 15-14[ رونويسي از يكسري ژنهاي خاص مي گردد
 . نمايش داده شده استEGFR خلاصه اي از مسيرهاي پيام رساني 4-1در شكل 

 

 

 EGFR خلاصه اي از مسيرهاي پيام رساني )4-1شكل 

1-4 (EGFR و سرطان 

فاكتورهاي رشد و گيرنده هاي آن نقش مهمي در تنظيم رشد و روندهاي نئوپلاستيك در سلول ايفا 
كنند. مي

EGF يك هدف منطقي در درمان سرطان مي باشد. فعال شدن EGFR روند هاي مورد نياز براي رشد 
و پيشرفت سرطان را ارتقا مي دهد كه مشتمل بر تكثير و بلوغ، رگ زايي تهاجم، متاستاز و ممانعت از 

تواند منجر به ممانعت از رشد، تهاجم،  ميEGFRآپوپتوز مي باشد. بنابراين ممانعت از پيام رساني 
 .]21-18[رگ زايي و آپوپتوز شده و حتي آپوپتوز را نيز القا كند

ديده شده است كه گيرنده فاكتور رشد اپيدرمي و ليگاندهاي آن در تعدادي از انواع تومورها افزايش 
 تومورهاي جامد بيان 30%-50 در EGFRبيان داشته و يا درگير در حلقه هاي رشد اتوكرين مي باشند. 

                                                 
27 Activating protein1 
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مي شود كه مشتمل بر كارسينوماي سر و گردن، كليه، ريه، كولون،تخمدان، پروستات، گليوما، 
 .]21[) 2-1پانكراس و مثانه مي باشد (جدول 

  در انواع سرطانEGFR بيان )2-1جدول 

 

 را از حالت EGFRچندين مكانيزم وجود دارد كه بوسيله آن سلول هاي سرطاني مي تواند پيام رساني 
27Fكنترل شده خارج كنند كه مشتمل بر حلقه اتوكرين

، افزايش بيان گيرنده و جهش هاي فعال كننده ��
 .]22[ و گريز از تجزيه گيرنده بوسيله آندوسيتوز مي باشد

- يك گليكوپروتئين مناسب جهت هدف گيري سرطانهايي ميEGFRمطالعات نشان ميدهد كه اين 

 باشد كه در آنها اين ملكول نقش ايفا ميكند. 

 ) اهداف1-5

 ) هدف اصلي:1-5-1

نمايش دهنده پپتيدهاي موثر در درمان تومورهاي  طراحي و ساخت نانوسازههاي شبه فاژي نوتركيب 
EGFR+ و بررسي اثرات آن در شرايط In Vivo  

 ) اهداف فرعي1-5-2

 . طراحي يك پلي پپتيد فيوژن نوتركيب.1

 .8+8 با روش M13. نمايش دادن پلي پپتيد فيوژن نوتركيب ساخته شده در سطح فاژ 2

 +EGFR. ارزيابي اثرات فاژ ساخته شده در موشهاي داراي تومور 3

 ) ضرورت انجام پروژه1-6

                                                 
28 Autocrine  
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سرطان مهمترين علت مرگ در سراسر جهان بعد از بيماريهاي قلبي و عروقي بوده و بار مسئوليت  
. از جمله راههاي نسبتا جديد درمان اين  در حال افزايش مي باشدهمچنان جهاني در مبارزه با آن

بيماري، پپتيد درماني و فاژ درماني ميباشد. در ادامه روند تحقيقات در مورد درمان سرطان در اين 
بررسي ايمني درماني فعال اختصاصي حاصل از نانوسازه فاژي ساخته شده پايان نامه قرار است اثر 

. سيستم ايمني موش با استفاده از اين سازه به گونه اي تحريك ميشود كه منجر به اثر روي گردد
آنتيباديهاي توليد شده عليه پپتيدهاي نمايش داده شده در سطح فاژ ميتوانند به  تومور ميگردد.

EGFR .متصل و مانع از اتصال ليگاند به آن شوند  

 ) فرضيات پايان نامه  1-7

 EGFR خارج سلولي L2 و دومين EGFRپليپپتيدي كه متشكل از ميموتوپ تزريق  -1
 باشد در ادجوانت فروند  ميتواند منجر به توليد آنتيبادي در موش گردد. 

تزريق فاژ نمايشدهنده اين پليپپتيد به موش نيز منجر به توليد آنتيبادي عليه پپتيد و  -2
 فاژ ميگردد. 

 +EGFRپليپپتيد و فاژ نمايش دهنده پليپپتيد مذكور در موشهاي داراي تومور  -3
 خاصيت مهاركنندگي (درماني و پيشگيري كنندگي) خواهد داشت.

 خاصيت ضد توموري فاژ نمايش دهنده پليپپتيد نسبت به پليپپتيد تنها بيشتر است. -4

 ) پرسشهاي تحقيق1-8

 مثبت خاصيت مهار كنندگي EGFRآيا ميتوان پليپپتيدي طراحي كرد كه براي تومورهاي  -1
 داشته باشد؟

 آيا تزريق اين پليپپتيد به موش منجر به توليد آنتيبادي ميشود؟ -2

 آيا اين پليپپتيد ميتواند داراي خاصيت پيشگيري كنندگي باشد؟ -3

 آيا اين پليپپتيد ميتواند داراي خاصيت درماني باشد؟ -4

  نمايش داد؟VIII به همراه پروتئين M13آيا ميتوان اين پليپپتيد را در سطح فاژ  -5

آيا تزريق فاژ نمايشدهنده اين پليپپتيد به موش منجر به توليد آنتيبادي عليه فاژ و پپتيد  -6
 ميشود؟

آيا نمايش اين پليپپتيد در سطح فاژ رشتهاي ميتواند اثرات فرضي ضد توموري فوق را  -7
 افزايش دهد؟
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 :EGFR) پيشينه تحقيق و مطالعات انجام شده بر روي ميموتوپ 1-9

 را  EGFR ساختاري از ملكول  پپتيدي است كهEGFRهمان طور كه از اسم آن پيداست، مي موتوپ 
تيم  واكنش دهد. اين پپتيد توسط EGFR  توليد شده عليه آن ميتواند با آنتي باديتقليد ميكند و 

. براي  به دست آمدبيوتكنولوژي پزشكي دانشگاه تربيت مدرس  در آزمايشگاه تحقيقاتي دكتر رسايي و
 اسيد آمينه اي پپتيدي به دست آمد كه داراي 12با استفاده از كتابخانه پپتيدي تصادفي اين كار 

 وجود نداشت از اين رو EGFR بود ولي توالي آن در ساختمان ICR-62خاصيت اتصالي به آنتي بادي 
سپس اين پپتيد به صورت  آمده است. 3-1 ناميد. توالي اين پپتيد در جدول EGFRآن را مي موتوپ 

.  استفاده شده استEGFRو از آن براي توليد آنتي بادي عليه  كونژوگه شد BSAشيميايي سنتز و با 
 EGFRبا  BSAنتايج نشان داد كه آنتي بادي هاي خرگوشي حاصل از تزريق ميموتوپ متصل به 

 مهار In Vitro) را در شرايط EGFR) A431واكنش متقاطع دارد و رشد سلول هاي بيان كننده 
 .]23[مي كند. 

 كلون pAK8-GVO77در ادامه اسدي و همكاران ژن كد كننده اين پپتيد را در وكتور فاژميدي 
 به نمايش در آورد و پس از تزريق به موش، پاسخ ايمني ايجاد شده M13 فاژ 8كرد و بر روي پروتئين 

را بررسي كرد كه نشان ميداد به مقدار كمي آنتي بادي عليه مي موتوپ ايجاد شده است. نتايج تزريق 
 به مدل موشي نشان داد كه اين سازه اثر درماني بهتري نسب به EGFRفاژ نمايش دهنده ميموتوپ 

 .]24[اثر پيشگيري كننده دارد 

، با ذرات فاژ (1M)در ادامه به منظور مقايسه پتانسيل ذرات فاژي نمايش دهنده يك تكرار مي موتوپ 
28Fنمايش دهنده يك تكرار سه تايي پشت سرهم

 در ايمني زايي و EGFR (3M) از اين مي موتوپ ��
، In Vivo بر روي رشد تومور در شرايط EGFRاثر واكسن فاژي نمايش دهنده مي موتوپ همچنين 

فاژي توسط جوانمردي و همكاران  طراحي شد كه سه تكرار از ميموتوپ را نمايش ميداد. نتايج 
سه تكرار نسبت به سازه تك تكرار در مهار ، برتري سازه داراي  In Vivoحاصل ار بررسي اين سازه در 

 .]25[را نشان داد   +EGFRتومور 

 قسمت L2در اين مطالعه و با پيش فرض قويتر كردن خاصيت ضد توموري واكسن فاژي، دومين 
 فيوز شد تا پپتيد نوتركيب EGFR  به ميموتوپ G4S به واسطه لينكر EGFRخارج سلولي ملكول 

EM-L2 حاصل شود. سپس اين پپتيد روي فاژ خطي M13 فاژي نمايش داده شد 8 به هراه پروتئين 
 ). 13-1تا يك واكسن جديد ساخته شود (شكل

                                                 
29- triple tandem repeat  
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  EM-L2) نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده 1-10

به صورت فيوژن در انتهاي  EM-L2پپتيد  نمايش فاژي، 8+8در اين پايان نامه با استفاده از سيستم 
 نانومتر و طول آنها بسته به 5/6 فاژي به نمايش در آمده است. قطر اين ذرات حدود 8آميني پروتئين 

) لازم به ذكر است كه ژنوم 5-1(شكل  نانومتر امتداد يابد.930ميزان ژنوم بسته بندي شده مي تواند تا 
موجود در اين ذرات متعلق به وكتور فاژميدي بوده و ذرات توانايي آلوده كردن باكتري را دارند اما 

بدون كمك فاژ كمكي توانايي تكثير و بسته بندي مستقل را ندارند، لذا نمي توان آنها را فاژهاي كامل 
به حساب آورد.  

 

، قسمت سبز رنگ ميموتوپ و قسمت بنفش رنگ EM-L2 نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده )5-1شكل

  است (عكس توسط نگارنده طراحي شده است).EGFR از L2ساب دومين 
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 EM-L2) تواليهاي مرتبط با پپتيد نوتركيب 3-1جدول 

 Name Sequence 
1 Mimotpe QHYNIVNTQSRV 
2 L2 Domain 

of EGFR 
CTAISGDLHILPVAFKGDSFTRTPPLDPRELEILKTVKEITGFL
LIQAWPDNWTDLHAFENLEIIRGRTKQHGQFSLAVVGLNITS
LGLRSLKEISDGDVIISGNRNLCYANTINWKKLF 

3 EM-L2 
Peptide 
Sequence 

NH2HHHHHHQHYNIVNTQSRVGGGGSCTAISGDLHILPVAF
KGDSFTRTPPLDPRELEILKTVKEITGFLLIQAWPDNWTDLH
AFENLEIIRGRTKQHGQFSLAVVGLNITSLGLRSLKEISDGDVI
ISGNRNLCYANTINWKKLFGGGGS-COOH 

4 Optimized 
DNA 
sequence of  
EM-L2 
Peptide 

CATCATCATCATCATCATCAGCACTATAACATCGTGAATA
CCCAGTCTCGCGTGGCGGTGGCGGCAGTTGTACGGCAATC
AGCGGTGATCTGCATATTCTGCCGGTCGCATTTAAAGGCG
ATAGCTTTACCCGTACCCCGCCGCTGGACCCGCGTGACTG
GAAATTCTGAAAACCGTGAAAGAAATTACGGGTTTTCTGC
TGATCCAGGCGTGGCCGGATAACTGGACCGACCTGCATGC
CTTCGAAAATCTGGAAATTATCCGTGGCCGCACGAAACAG
CACGGTCAATTTTCCCTGGCGGTGGTTGGCCTGAACTTAC
CAGCCTGGGTCTGCGTTCTCTGAAAGAAATCAGTGATGGC
GACGTTATTATCAGCGGTAATCGCAATCTGTGCTACGCAA
ATACGATCAACTGGAAAAAACTGTTCGGTGGTGGTGGCA
GCGC 
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 ) فصل دوم: مروري بر مطالعات2

 ) ايمني درماني سرطان2-1

با و جود اينكه روش هاي درماني استاندارد مانند جراحي، پرتو درماني و شيمي درماني در دهه هاي 
اخير منجر به افزايش طول عمر تعداد زيادي از بيماران سرطاني شده اند، ولي اين روش ها در بسياري 
از موارد، خصوصا در مواقعي كه سرطان ايجاد متاستاز مي كند، نا كار آمد مي باشند. در نتيجه نياز به 
ايجاد روش هاي جايگزين براي روش هاي درماني فعلي، احساس مي شود. يكي از اين روش ها ايمني 
درماني سرطان مي باشد. به كار گيري اجزاء سيستم ايمني در راستاي درمان سرطان، ايمني درماني 

29Fسرطان ناميده مي شود. اين مبحث را ويليام كولي

 .]26[ پايه ريزي كرد 1980 در سال ˹˼

 تقسيم active و passiveاز آن به بعد اين شيوه درماني گسترده تر شده و امروزه آن را به دونوع 
  دسته بندي كرد. كه مي توان هركدام از آنها را به دو زير گروه اختصاصي و غيراختصاصيمينمايند

در اين روش بيشتر از آنتي باديهاي مونوكلونال كه برعليه آنتي ژن : passiveايمني درماني اختصاصي 
هاي سرطاني كمك گرفته ميشود. اين آنتي باديها يا با كمك سيستم كمپلمان به روش 

complement dependent cytotoxicity و يا به كمك ماكروفاژ ها و NK cellها به روش Antibody 

Dependent Cytotoxicity و يا با مهار كردن گيرنده هاي فاكتورهاي رشد و تمايز باعث مرگ سلول 
 .]27[هاي سرطاني مي شوند 

 بدين منظور BCGتعدادي از ادجوونت هاي باكتريايي مانند : passiveايمني درماني غيراختصاصي 
استفاده مي شوند. اين ادجوونت ها را مي توان بصورت سيستميك و يا مستقيما به داخل تومور تزريق 

 .]28[ در مورد درمان تعدادي از ساركوما ها موفقيت آميز بوده است BCGنمود. واكسن 
- اختصاصي: در اين روش مستقيماً سيستم ايمني فرد جهت درمان تحريك ميactiveايمني درماني 

شود. هدف اين نوع درمان القاي پاسخ ايمني پايدار عليه تومور ميباشد در اين رابطه از واكسنهاي 
 سرطاني بهره گرفته ميشود

  واكسن هاي سرطاني) 2-2

پاسخ ايمني  شامل دسته ي وسيعي از روش ها و استراتژي هاي گوناگون مي باشد و هدف آن ايجاد
در بدن فرد دريافت كننده است. در واقع از برتري هاي ايمني طولاني مدت و ايجاد خاطره ي 

                                                 
30 William B. Coley 
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30Fواكسيناسيون نسبت به ساير روش هاي درماني هدفمند

 ايجاد خاطره ي ايمني طولاني مدت است كه ��
  ]29[ مي تواند تا مدت ها باقي بماند

ازلحاظ تئوري شخص بيمار دريافت كننده ي واكسن پاسخ ايمني را ايجاد مي كند كه قادر است تومور 
به نوعي مي توان . ]30[ را درمان كرده و يا تحت كنترل خود در آورد و از پيشروي آن جلوگيري كند

31Fواكسن هاي سرطاني را به دو گروه پيش گيري كننده

32F و درماني��

 .]31[  تقسيم نمود��

 ) واكسن هاي پيش گيري كننده2-2-1

واكسن هاي پيش گيري كننده به افراد سالم تجويز مي شوند تا از ابتلا به سرطان جلوگيري كنند. از 
 اشاره نمود كه به منظور جلوگيري از ابتلا به Gardrasil و Ceravixاين نوع واكسن ها مي توان به 

33Fسرطان رحم القا شده در اثر عفونت با ويروس پاپيلوما

 قرار گرفته اند. FDA توليد شده و مورد تاييد ��
اين واكسن ها به خوبي از ابتلا به عفونت پاپيلومايي جلوگيري مي كنند اما در درمان عفونت از قبل 

34Fايجاد شده بي تاثير هستند. واكسن 

��HBV كه از ابتلا به بيماري كبدي القا شده با HBV جلوگيري 
% سرطان ها در اثر عفونت 20-10مي كند نيز از اين قبيل واكسن ها به شمار مي رود. با توجه به اينكه 

به ميكرو اورگانيسم ها ايجاد مي شود اميد است كه بتوان در آينده براي ساير اين سرطان ها نيز واكسن 
 .]31[توليد شود

سرطان هايي كه داراي پايه ي وراثتي قوي هستند نيز مي توانند، موارد مناسبي جهت تحقيق در 
. در يك مطالعه ي پيش باليني مشاهده شده است كه زمينه ي واكسن هاي پيش گيري كننده باشند

 از رشد تومور Her2/Neuواكسيناسيون بوسيله ي سلول هاي دندريتيك فعال شده با آنتي ژن سرطاني 
 جلوگيري مي كند. كه نشان دهنده Her2/Neu در موش ترانسژنيك Her2/Neuبيان كننده ي 

 .]32[ پتانسيل پيش گيري كنندگي اين واكسن مي باشد

 مشاهده شده است كه بسياري از تومورهاي سرطاني براي بقا نيازمند فعاليت آنزيم تلومراز هستند و
بسياري از تومورها نيز دچار افزايش بيان در آنتي ژنهاي سرطاني جنيني مي باشند. هم تلومراز و هم 
آنتي ژنهاي سرطاني جنيني در بافت هاي طبيعي و بالغ به ميزان كمي بيان ميشوند، از اين رو ممكن 

                                                 
31- Targetted therapy 

32- Prophylactic 

33- Therapeutic 

34- Human papilloma virus (HPV) 

35- Hepatitis B Virus 
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35Fاست بتوان عليه اين آنتي ژنها پاسخ ايمني بدون القا خود ايمني

 ايجاد نمود. دانستن اين نكته كه ��
آيا مي توان از اين آنتي ژنها براي ايجاد واكسن هاي پيش گيري كننده استفاده نمود نيازمند مطالعه و 

آزمايش است. مطالعاتي در اين زمينه صورت گرفته است كه ممكن است بتواند در سالهاي آينده 
  ]31[د نتايج مهمي را در بر داشته باش

 ) واكسن هاي درماني2-2-2

اكثريت غالب واكسن هايي كه در حال طي مراحل باليني مي باشند، به عنوان واكسن هاي درماني در 
نظر گرفته مي شوند. واكسن هاي درماني با هدف درمان، به افرادمبتلا به سرطان تجويز مي شود. تا 

  قرار گرفته استFDA مورد تاييد PROVENGE پروستات به نام  واكسن درماني سرطانفقطكنون 
. راه كارهاي مختلفي براي واكسيناسيون سرطان وجود دارد كه در ادامه به تعدادي از آن ها ]33[

 اشاره مي شود.

 ) واكسن هاي برپايه ي اسيد هاي نوكلئيك 2-2-3

اين دسته از واكسن ها به دليل سرعت زياد توسعه امروزه در بسياري از فازهاي باليني واكسن انساني 
 و Wolff از مطالعات DNAاز جمله واكسن هاي سرطاني وارد شدهاند. ايده اوليه واكسن هاي 

 به داخل عضله DNAهمكارانش استخراج گرديد. آنها مشاهده كردند كه با تزريق مستقيم پلاسميد 
 .]34[اسكلتي موش بيان طولاني مدت ژن مورد نظر را مي توان مشاهده كرد

36F، سلول هاي فرد دريافت كننده را ترانسفكتIn Vivoاين نوع واكسن ها در شرايط 

 مي كنند و ��
 واكسن ها از يك DNAاساس عملكرد آنها استفاده از سيستم رونويسي و ترجمه سلول ميزبان است. 

 ميد باكتريايي تشكيل شده اند ژن آنتي ژن مورد نظر را تحت كنترل يك پروموتر يوكاريوتيسپلا
)CMV promoter(ميد ها با استفاده از مكانيسم هاي درون سلولي وارد هسته س كد مي كنند. اين پلا

سلول هاي نزديك محل تجويز و يا سلول هاي عرضه كننده آنتي ژن مي شود و پس از بيان ژن آنتي ژن 
 .مورد نظر توليد مي شود كه سبب تحريك سيستم ايمني مي شود

 بكار گرفته مي شود كه از جمله DNAروش هاي متعددي به منظور مهندسي و بهبود واكسن هاي 
آنها مي توان به عرضه همزمان با مولكول هاي ايمونومدولاتور، عرضه ايمن واكسن، استراتژي هاي 

انتخاب پروموتر قوي ويا شكستن شبكه سركوبگر سيستم ايمني، افزايش پتانسيل ايمني زايي واكسن، 
 با استفاده تغيير توالي Tبهينه سازي كدون هاي اسيد هاي آمينه، بهينه سازي اپي توپ هاي سلول هاي 

، تجويز همزمان با سايتوكاين ها و مولكول هاي MHCاسيدهاي آمينه ي متصل شونده به 
                                                 
36- Autoimmunity 

37- Transfect 
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 به برخي از 1-2 و... اشاره كرد. در جدول ميدس بر روي پلاCpGكواستيمولاتور، قرار دادن توالي هاي 
 استراتژي هاي افزايش پتانسيل واكسن و سرطان مربوطه اشاره شده است.

 DNA) برخي استراتژي هاي افزايش پتانسيل واكسن هاي 1-2جدول 

 
 

اين واكسن ها داري مزايايي نسبت به ساير واكسن ها مي باشند كه شامل سادگي، هزينه ي كم توليد در 
 . از آنجايي كه ]38-35[است ياس بالا، ايمن تر بودن نسبت به واكسن هاي ويروسي و پايداري بالا قم

چراكه  توسعه يافتهاند RNA در ژنوم ميزبان زياد است واكسن هايي بر پايه DNAاحتمال ادغام 
ميد هايي س در ژنوم ميزبان بسيار ضعيف است. براي تهيه ي اين واكسن ها از پلاRNAاحتمال ادغام 

 كد كنندهي آنتي ژن مورد نظر در cDNAكه داراي پروموترهاي فاژي هستند استفاده مي شود. توالي 
 RNA مورد نظر با استفاده از RNAاين نوع وكتورها كلون شده و پس از تكثير در ميزبان باكتريايي، 

 Invitro به مقدار زياد رونويسي مي شود و پس از عمل Invitroپليمراز باكترويوفاژ به صورت 

Capping و Poly adenylationاز، مورد استفاده قرار مي گيرد. همچنين مي توان مستقيما  mRNA 
 كه وارد RNA به برخي از واكسن هاي 2-2 . در جدول ]39-38[استفاده نمود استخراج شده از تومور 

  .]40[فاز باليني شدهاند اشاره شده است 
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  و پاسخ ايمني آنها در فاز بالينيRNA) برخي از واكسن هاي 2-2جدول 

 
 ��37F) واكسن هاي برپايه ي وكتور2-2-4

از اين واكسن ها مي توان براي بيان آنتي ژن هاي سرطاني، سايتوكاين ها، مولكول هاي كو-استيمولاتور 
آنتي ژن، استفاده نمود. عرضه كننده ي ويا تركيبي از اين ها و هدايت آن ها به سمت سلول هاي 

التهابي باعث  واكسن هاي بر پايه ي وكتور مي توانند منجر به پاسخ التهابي قوي شوند كه اين پاسخ
ايجاد پاسخ ايمني قوي عليه آنتي ژن هاي توموري حمل شده توسط وكتور مي شود. آنتي ژن توموري 

 به همراه ادجوونت مي باشد آنتي ژنانتقال داده شده با اين وكتور ها بسيار ايمني زا تر از تجويز همان 
كه اين از مزاياي اين روش است. انتخاب نوع وكتور در اين روش بسيار مهم است چرا كه هركدام از 

د. اين وكتور ها را ناين وكتورها توانايي ايجاد پاسخ در گروه خاصي از سلول هاي سيستم ايمني را دار
38Fمي توان به سه گروه وكتورهاي ويروسي

39F، وكتورهاي باكتريايي��

40F و وكتورهاي مخمري��

 تقسيم ��
 .]35[نمود

 

                                                 
38- Vector based vaccines 
39- Viral vectors 
40- Bacterial vectors 
41- Yeast based vectors 
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 ) وكتور هاي برپايه ي ويروس2-2-5

استفاده از ويروسها براي درمان سرطان داراي قدمت تاريخي مي باشد و گزارشهايي از بهبود سرطان در 
افرادي كه به عفونت ويروسي مبتلا شدهاند وجود دارد. از نمونه هاي اين وكتور ها مي توان به وكتور هاي 

41Fبر پايه ي آدنو ويروس

42F ها و واكسينيا��

 ويروس ها اشاره نمود. اين وكتور ها ظرفيت بالايي براي پذيرش ��
قطعه ي كد كننده دارند و امكان كلون كردن ژن مربوط به آنتي ژن مورد نظر به همراه مولكول هاي كو 

43Fهمچنين مي توان به وكتورهاي بر پايهي پاكس ويروس پرندگان . ]41, 35[استيمولاتور وجود دارد 

�� 
اشاره كرد كه چون در سلول هاي انساني قادر به رشد و تكثير نميباشند از اهميت برخوردارند. 

44Fوكتورهاي بر پايه ويروس فولپاكس

  نيز قادر به تكثير در سلول هاي پستانداران نميباشند.��

 ��SFV 45F�� ،SIN 46F�� ،VEE 47F (شامل Alpha Virus ويروسي نظير وكتورهاي بر پايه RNAاز وكتور هاي 
) نيز براي اين منظور استفاده مي شود. اين وكتور ها بدليل ايجاد التهاب و القاي اپپتوز در سلول ها 

 اولين ويروسي بود كه در Imlygic. در اين ميان داروي ويروسي ]42-41[ايمونوژن هاي قويي هستند
 . ]43[ قرار گرفت FDAمورد تاييد 2015اواخر نوامبر 

 ) وكتور هاي باكتريايي2-2-6

48Fليستريا مونوسايتوژنزاز باكتريهاي درون سلولي مانند 

 كه ماكروفاژها را آلوده مي كند استفاده ��
ليستريايي كه براي بيان آنتي ژن هاي سرطاني مهندسي شده است، امكان در معرض مي كنند. 

 را فراهم مي سازد كه مي تواند پاسخ II و كلاس I كلاس MHCقرارگرفتن آنتي ژن از هر دو مسير 
  . همچنين از سالمونلا به دليل مسير بيماريزايي آن ]45-44[ ايمني سلولي قدرتمندي را القا كند

ال و غدد لنفاوي توسط ماكروفاژ ها و سلول هاي دندريتيك طح بهره ميگيرند، اين باكتري در
فاگوسيته شده و كشته مي شود كه مرگ باكتري باعث آزاد شدن پلاسميد با تعداد كپي بالا در داخل 

 به اين ترتيب امكان بيان آنتي ژن سرطاني را در فاگوسيت ها فراهم مي سازد كه  وفاگوسيت ها مي شود
  .]45[ در نهايت منجر به القاي سيستم ايمني مي شود

 ) واكسنهايي با اساس پپتيدي يا پروتئين هاي نوتركيب: 2-2-7

                                                 
42- Adenovirus 
43- Vaccinia 
44- Avian Poxvirus 
45- Fowlpox 
46- Semliki Forest virus 
47- Sindbis virus 
48- Venezuelan equine encephalitis virus 
49- Listerai Monocytogenes 
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واكسن هاي مبتني بر پپتيد بر اين فرض استوار هستند كه در سلول هاي سرطاني برخي از آنتي ژن 
 بيان ميشوند كه در بافت سالم يا وجود ندارند و در سطوح پايين بيان  (TAAs)هاي مرتبط با تومور 

 از جمله آنتيژنهايي كه در اين رابطه مورد استفاده قرار گرفتهاند ميتوان به دومين خارج .ميشوند
در ايمن سازي با استفاده از آنتي ژن هاي . ]46[ اشاره نمودMUC-1 و EGFR ،CEAسلولي 

پروتئيني نوتركيب مي توان از پروتئين كامل و يا دومين هاي خاصي از پروتئين ها استفاده نمود. به 
دليل اينكه سيستم ايمني به آنتي ژن هاي خودي تولرانس نشان مي دهد معمولا از هومولوگ هاي 
حيواني آن ها استفاده مي شود و يا اينكه پروتئين هاي خودي به صورت فيوز شده با يك ايمونوژن 
قوي و يا به همراه ادجوونت به منظور از بين بردن تولرانس تجويز مي شوند. در مورد آنتي ژن هاي 

 ) پاسخ سيستم ايمني بر عليه EGFRسرطاني (خصوصا گيرنده هاي فاكتور هاي رشد و تمايز مانند 
اپي توپهاي متفاوت آنتي ژن مي تواند اثرات متفاوتي داشته باشد، و ميتواند داراي خاصيتي مهار 
كنندگي و يا حتي تشديد كنندگي تومور باشد. از اين رو استفاده از پپتيد ها براي ايمن سازي به 

دليل اينكه پاسخ ايمني را محدود به اپي توپ هاي خاصي از آنتي ژن مي كند مي تواند مفيد باشد 
]47[. 

 نشان داده شد كه ميتوان عليه قسمت خارج سلولي 2006در مطالعه راميرز و همكاران در سال 
EGFR موشي (به عنوان كانديد واكسن پپتيدي)  با استفاده از يك ادجوانت مناسب در بدن موش 

آنتي بادي توليد كرد. آنتي بادهاي توليد شده با اين روش توانسته بودند در موشهاي توموري شده با 
 .  ]48[سلولهاي كارسينوماي ريه لوييس اثرات ضد توموري از خود نشان دهند 

49Fدر اين ميان ميموتوپها

مي موتوپ از لحاظ لفظي به معناي از اين واكسنها هستند. ي ديگر هگرو ��
50Fتوسط گيسن، 1986تقليد كننده اپي توپ است. اين واژه در سال 

و همكارانش ابداع شد. اپي توپ و  ��
51Fمي مو توپ هر دو توسط يك پاراتوپ

 مشترك از آنتي بادي شناسايي مي شوند. تقريباً مي توان گفت ��
 از اپي توپ حقيقي را تقليد مي كند. با اين وجود ممكن است هيچ شباهتي ساختاريكه مي موتوپ 

ميان سكانس مي موتوپ و اپي توپ آنتي ژن اصلي وجود نداشته باشد. اين تقليد براساس شباهتها، 
 .]49[ويژگي هاي فيزيكوشيميايي و يا آرايش فضايي دو سكانس به وجود مي آيد

 ميموتوپ ها مزايايي دارند كه آنها را تبديل به گزينه هاي مناسبي براي واكسيناسيون مي كند:

                                                 
50 Mimotope 
51 Geysen 
52 Paratope  
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داراي ساختمان شيميايي تعريف شده هستند و سنتز آن ها در مقادير بالا ساده و كم هزينه  )1
است.  

داراي پايداري شيميايي هستند و نگهداري آنها براي طولاني مدت بصورت ليوفيليزه امكان پذير  )2
 است.

  استفاده نمي شود.سميدر هنگام سنتز آن ها از مواد  )3

 شده است در نتيجه آنتي بادي ناخواسته پاسخ ايمني ايجاد شده بر عليه آن ها از پيش تعريف )4
 بر عليه آن ها ايجاد نمي شود. 

  مي توان با اتصال آن ها به پروتئين هاي ايمونوژن قوي بر ايمني زايي آنها افزود. )5

 براي تهيه ي آن ها نيازي به داشتن اطلاعات در مورد آنتي ژن وجود ندارد و با استفاده از آنتي  )6
  را انجام داد.Panningبادي هاي جدا شده از سرم بيمار ميتوان عمل 

براي آنتي ژن هاي غير پپتيدي مانند ليپيدها، كربوهيدرات ها و هاپتن ها نيز در صورتي كه  )7
 آنتي بادي بر عليه آن ها موجود باشد مي توان ميموتوپ تهيه كرد.

همچنين در مورد اپي توپ هاي وابسته به كونفورماسيون مي توان به جاي اپي توپ اصلي از ميموتوپ 
 .]51-50[متناظر استفاده نمود 

 ) برخي واكسن هاي پپتيدي سرطان و فاز باليني آنها3-2جدول 

 

 ) واكسن هاي بر پايه ي سلول سرطاني2-2-8

 مزيت عمده نسبت به روش هاي تك هدفي ذكر شده در 3واكسن هاي بر پايهي سلول توموري حداقل 
- آنتي ژنهاي مختلف و حتي ناشناخته به صورت همزمان مي توانند 1القاي پاسخ ايمني دارند: 

- پردازش طيف وسيعي از اپي توپهاي 3 نمي باشد. HLA- پاسخ ايمني محدود به 2هدفگيري شوند. 
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NK cellsشامل ( منجر به ايجاد هر دو پاسخ ايمني ذاتي MHC II و MHC Iمختص  52F

��, 

macrophages, and eosinophils( و اختصاصي )CD8+ and CD4+ T cells(به   . ]47[ مي شود
دليل اينكه تا مدت ها شناخت صحيح از ماهيت آنتي ژن هاي سرطاني وجود نداشت بسياري از 

تلاش هاي اوليه جهت تهيه ي واكسن هاي سرطاني شامل استفاده از سلول كامل به عنوان منبع 
 (مختص خود Autologousاين واكسن ها مي توانند به صورت  . ]52[ آنتي ژن هاي سرطاني مي شد

 .]53[ باشند  (مانند رده هاي سلولي سرطاني)Allogeneicبيمار) و يا 

همچنين اين واكسن ها مي توانند به صورت سلول هاي دستورزي نشده و يا دستورزي شده براي بيان 
53F، مولكول هاي Co-stimulatorسايتوكاين ها، مولكول هاي 

��MHC و يا به صورت مخلوط با 
54Fادجوونت ها، سايتوكاين ها و يا ساير تركيبات ايمونومودولاتور

، تجويز شوند. از راه هاي ديگر افزايش ��
ايمني زايي اين سلول ها آلوده سازي و يا ليز كردن آنها با استفاده از ويروس ها و اتصال هاپتن ها به 

 .]53[ سطح اين سلول ها مي باشد

 در پاسخ به واكسيناسيون توسط سلول كامل يا ليز سلولي به طور Tمكانيسم فعالسازي سلول هاي 
55Fكامل مشخص نيست، احتمالا آنتي ژنهاي توموري توسط سلول هاي دندريتيك

 فاگوسيته ميشوند و ��
 +T CD4 عرضه ميشوند. در برخي مدلها پاسخ سلول هاي +T CD8 به سلول هاي MHC Iتوسط 

 سال اخير چندين نوع از اين 20در . ]32[براي مبارزه موثر عليه تومور ضروري به نظر ميرسد 
در مطالعات پيش باليني و باليني بر پايهي سلول كامل توموري و يا ليزات سلول توموري واكسن هاي 

مورد ارزيابي قرار گرفته اند كه در اينجا به تعدادي از آن ها اشاره مي شود: 

OncoVax از جمله واكسن هاي سلولي Autologous است كه از سلول هاي توموري پرتوديده تشكيل 
  .]54[  به عنوان ادجوونت، تجويز مي شودBCGشده است كه بدون ادجوونت و يا همراه با واكسن 

Rinale (LipoNova) نوع ديگري از واكسن هاي Autologous است كه بر پايه ي سلول هاي توموري ليز 
 .]55[ شده با روش هاي مكانيكي است كه از قبل با اينترفرون گاما و توكوفرال در كشت انكوبه شده اند

                                                 
53- Natural killer cells 

54- Major Histocompatiblity Complex 

55- Immunomodulator 

56- Dendritc cell 
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GVAX از جمله واكسن هاي سلولي Allogeneic است كه كه از دو ردهي سلولي سرطان پروستات 
LNCaP و PC-3 تشكيل شده است كه بوسيله ي يك وكتور AAV56F

 را كد مي كند، GM-CSF كه ��
 به فاز باليني و سرطان مربوطه هر يك از واكسن هاي فوق 6-1در جدول . ]56[دستورزي شده است 

 .]47[اشاره شده است 

 ) واكسن هاي بر پايه ي سلول توموري و فاز باليني آنها4-2جدول 

 
 ) واكسن هاي بر پايه ي سلول هاي دندريتيك2-2-9

سلول هاي دندريتيك قابل ترين سلول هاي عرضه كننده ي آنتي ژن هستند كه قابليت تحريك طيف 
 را دارند. اين سلول ها NK كمكي و T كشنده، Tوسيعي از سلول هاي سيستم ايمني شامل سلول هاي 

از پيش ساز هاي خون ساز ايجاد شده و بيشتر در بافت هاي سطحي و فضاهاي بين بافتي يافت 
مي شوند. سلول هاي دندريتيك با كارايي بالا آنتي ژن را از محيط اطراف برداشت مي كنند و در تعداد 

بالا در سطح خود در معرض قرار مي دهند. اين سلول ها در اثر تحريك كننده هاي بلوغ مانند 
سايتوكاين هاي التهابي بالغ مي شوند كه اين فرايند همراه با افزايش بيان مولكول هاي كو-استيمولاتور 

 مي شود. سلول هاي دندريتيك Tو ترشح سايتوكاين هاي مختلف است كه باعث تحريك لنفوسيت هاي 
در آزمايشگاه از سلول هاي پيش ساز گرفته شده از بدن فرد بيمار، در حضور سايتوكاين هايي مثل 

GM-CSF و فاكتور Flt3-L ايجاد مي شوند. سپس در محيط كشت در معرض آنتي ژن قرار مي گيرند و 
57Fسپس در حضور سايتوكاين هاي التهابي و 

��LPS.بالغ مي شوند و به بدن بيمار تزريق مي شوند  
در اين روش واكسيناسيون آنتي ژن مي تواند به صورت سلول كامل سرطاني يا بقاياي آن، پروتئين، 

 انواع روش هاي واكسناسيون 1-2 و يا برپايه ي وكتور هاي ويروسي باشد. در شكل DNA ،RNAپپتيد، 
 .]57, 35[با استفاده از سلول هاي دندريتيك خلاصه شده است 

                                                 
57- Adeno-Associated Virus 

58- Lipopoly sacharide 
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 ) خلاصه اي از انواع روش هاي واكسيناسيون با استفاده از سلول هاي دندريتيك1-2شكل 

 اشاره شده 5-2هركدام از اين نوع واكسنها داراي مزايا و معايبي است كه به تعدادي از آنها در جدول 
 است.

 ) مزايا و معايب بعخي از واكسنهاي سرطان5-2جدول

 
 از انواع سايتوكاينها به عنوان عامل درماني و يا : در اين شيوه  غير اختصاصيactiveايمني درماني 

 FDA از اولين سايتوكاين هايي بودند كه مورد تأييد IFNα و IL12ادجوونت استفاده ميشود. 
 كه تحت آزمايشات IL21 و IL7, IL12قرارگرفتند و در درمان ملانوما مؤثرند. از ديگر سايتوكاين ها 
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 MHC نيز كه در بلوغ سلول هاي دندريتيك و افزايش بيان ژن هاي GM-CSFكلينيكال قرار دارند. 
  .]59-58[مي شود نيز به همراه تومور واكسن ها مورد استفاده قرار مي گيرد

2-3 (ICR61 و ICR62  

ICR61 و ICR62 دو آنتي بادي عليه EGFR هستند كه توسط دكتر مجتهدي در رت توليد شده و 
  در اتصال بهEGFتوانايي واكنش با اپيتوپهاي مختلف اين ملكول را دارند. اين انتس باديها ميتوانند با 

EGFR60[ رقابت كنند[. 

58Fنمايش فاژي) 2-4

�� 

 DNAنمايش فاژي روشي براي بررسي برهمكنش پروتئين با پروتئين، پروتئين با پپتيد و پروتئين با 
59Fمي باشد كه در آن با استفاده از باكتريوفاژها

 بين پروتئين و اطلاعات ژنتيكي آن ارتباط برقرار ��
60F توسط شخصي به نام جرج اسميت1985ميكنند. اين تكنيك در سال 

 ابداع شد. او نمايش ��
. ]61[ روي فاژهاي رشته اي ثابت كردIIIپپتيدهاي مورد نظر را به صورت تركيب با پروتئين 

61Fسپس اين تكنيك توسط افرادي مثل جان مك كافرتي

، براي نمايش دادن پروتئين هايي مثل ��
62Fآنتي بادي گسترش يافت. وجود رابطه بين ژنوتيپ و فنوتيپ در اين تكنيك امكان غربالگري

�� 
كتابخانه هاي بزرگ پروتئيني به منظور پيدا كردن و تكثير يك پروتئين خاص در شرايط آزمايشگاهي 

  و فاژهاي رشته اي هستندM13را مي دهد . شايع ترين فاژي كه در اين تكنيك به كار مي رود فاژ 
. ]64[  نيز كاربرد دارندλ و فاژ T4 ،T7 اگرچه در اين زمينه فاژهاي ]62-63[

اساس نمايش فاژي ) 2-4-1

نمايش فاژي براي غربالگري پربازده برهمكنش هاي پروتئين به كار مي رود. در مورد نمايش فاژي با فاژ 
M13 ،DNA كد كننده پپتيد يا پروتئين مورد نظر در ژن پروتئين III و يا VIII كه به ترتيب ،

پروتئين سه و هشت فاژ را كد مي كنند، قرار مي گيرد. سپس فاژ نوتركيب شده به داخل سلولهاي 
63F ترانسفورمTG1، SS320, ER2738, XL1-Blue مثل E.coliباكتري

 مي شود. ��

                                                 
59 Phage display 
60 Bacteriophage  
61 Georg Smith 
62 Jhon Mc Caferty 
63 screening 
64 transformation 
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 با فاژ كمكي آلوده E.coliاگر وكتور فاژميدي مورد استفاده قرار بگيرد ذرات فاژي تا زماني كه باكتري 
 فاژميدي با DNAنشود از باكتري آزاد نخواهند شد. در اين ميان فاژ كمكي باعث بسته بندي 

 VIII يا III در ژن هاي DNAپروتئين هاي پوششي مي شود. با قرار دادن تعداد زيادي از قطعات 
با ثابت مي توان كتابخانه اي ايجاد كرد كه از آن پروتئين هاي مورد نظر قابل جداسازي خواهند بود. 

 يا پروتئين هاي هدف روي سطح چاهك، فاژهايي كه پروتئين نمايش داده شده روي آن DNAنمودن 
با پروتئين ثابت شده روي سطح چاهك توانايي اتصال داشته باشند باقي مانده ، در حاليكه ساير فاژها 
با شستشو حذف خواهند شد. فاژهاي باقي مانده را مي توان استخراج و پس از الوده نمودن باكتري آنها 

 panningرا تكثير كرد تا تركيبي غني شده از فاژهاي مرتبط به دست آورد. با تكرار اين چرخه، كه 
ناميده مي شود، مي توان نمونه اصلي را باحذف مواد نامطلوب بيش از بيش غني نمود. مي توان با فاژ به 
دست آمده از مرحله آخر، يك باكتري مناسب را آلوده نمود و از آن فاژميدها را جدا نموده و از توالي 

DNA65[ براي شناسايي پروتئين يا قطعات پروتئيني مرتبط استفاده نمود[ .

 ) روشهاي متنوع در نمايش فاژ2-4-2

 8+8 ، 8 ، 33 ، 3+3 ، 3حدود بيست نوع نحوه نمايش فاژ داريم كه مهمترين آنها را مي توان به انواع 
 به عنوان حامل مولكول، تعداد مولكول هاي حاصل و وكتورهاي PVIII يا PIII بسته به استفاده از 88و 

 ، يك جايگاه كلونينگ در ژنوم فاژ، منجر به 3به كار گرفته شده، دسته بندي كرد. در سيستم هاي مدل 
 نوتركيب از روي يك فاژميد (پلاسميد gIII ، 3+3 مي شود. در مدل PIIIادغام پپتيد بر هر كپي از 
 و علامت بسته بندي) كددهي مي شود، در حاليكه در مرحله بعد يك فاژ Ffحاوي ناحيه همانندسازي 

 از نظر بسته بندي ناقص است. Ff از نوع ��64Fكمكي هم به اين مجموعه وارد مي شود، فاژ كمكي
 نوتركيب و وحشي را در ساختمانش PIIIمحصول اين مجموعه ذرات ويروسي است كه هر دو نوع 

 نوتركيب gIII نوتركيب و وحشي را كددهي مي كند و gIII ، ژنوم يك فاژ هر دو نوع 33دارد. در مدل 
 88 و 8+8 ، 8نمايش   ، درج شده است.M13 از يك وكتور كلونينگ 65F�� (MCS)در جايگاه كلونينگ

 را دارند با اين تفاوت كه پروتئين نمايش داده شده بر روي PIIIهم از اساس ذكر شده در مورد 
PVIII 66[) 2-2 بيان مي شود (شكل[. 

 M13) فاژ 2-5

 مي باشد كه در ادامه راجع به اين M13مهمترين فاژي كه در نمايش فاژي به كار مي رود، فاژ رشته اي 
 نانومتر بوده و طول آن متناسب با مقدار 5/6فاژ مطالب بيشتري جمع آوري شده است. قطر اين فاژ 

                                                 
65 Helper Phage 
66 Multiple Cloning Site 
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DNA نوع پروتئين دارد. 5اين فاژ در پوشش خود  .]67[  نانومتر متفاوت است900 تا 221 آن از 
 كپي از آن در سطح فاژ قرار 2700 است كه حدود VIIIمهمترين آنها جهت پايداري فاژ پروتئين 

.  ]68[  درجه قرار مي گيرد20دارد. اين پروتئين نسبت به محور عمودي فاژ در يك زاويه 

 
 روش هاي متنوع در نمايش فاژ )2-2شكل 

 

66Fاين فاژ داراي دو انتها مي باشد، انتهاي صاف

 تشكيل شده و ديگري انتهاي 9 و 7 كه از پروتئين هاي ��
pointed 70-69[) 3-2 (شكل  تشكيل شده است5 و 3 كه از پروتئين هاي[ .  

 M13 تصوير شماتيك فاژ )3-2 شكل

                                                 
67 Blunt 
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در جدول زير اطلاعات مربوط به تمام پروتئين هاي فاژ به طور خلاصه جمع آوري شده است 
. ]71[ )6-2(جدول

 پروتئين هاي فاژ )6-2جدول 

 

از تمام پروتئين هاي پوششي فاژ مي توان براي نمايش فاژي بهره جست، اما مهمترين پروتئين هايي كه 
 هستند VIII وIIIاز آنها در نمايش فاژي استفاده مي شود پروتئين هاي 

 VIIIپروتئين  ) 2-5-1

 اسيد آمينه اي از 5 اسيد آمينه اي است، كه يك قطعه كوچك 50 يك پروتئين  كوچك 8پروتئين 
 داشته و از سه α آن به سمت بيرون قرار گرفته است در حاليكه مابقي آن ساختار مارپيچيي Nانتهاي 

دومن تشكيل شده است: 

  اسيد آمينه دارد.14دومن اسيدي دو گانه دوست كه  -

  اسيد آمنه تشكيل شده است.20دومن آب گريز كه از  -

  . اسيد آمينه تشكيل شده است10دومن بازي دوگانه دوست كه از  -
 DNA مي دهد تا ملكولهاي آن روي هم سوار شوند و روي 8اين ساختار اين امكان را به پروتئين  

67Fفاژي ساختاري شبيه پولك ماهي

 .]72[ )4-2(شكل  ايجاد نمايد��

 

                                                 
68 Fish scale  
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 در سطح فاژ 8 نحوه قرار گرفتن پروتئينهاي )4-2شكل

 Nجايگاهي كه در آن پپتيد خارجي را در اين پروتئين قرار مي دهند بين توالي نشانه و ابتداي توالي 
 نمايش 8 اسيدآمينه اي را مي توان در تمام پروتئين هاي 8 تا 6آن مي باشد. البته فقط قطعات كوچك 

داد و براي نمايش پپتيدهاي بزرگتر بايد از وكتورهاي فاژميدي استفاده كرد كه به دنبال آن دو نوع 
. ]73[ ، طبيعي و نوتركيب، خواهيم داشت8پروتئين  

  III) پروتئين 2-5-2

 در انتهاي آميني قرار دارند و براي آلوده N2 و N1اين پروتئين داراي سه دومن مي باشد. دومن هاي 
CT68Fكردن باكتري ضروري هستند. دومن سوم 

 مي باشد كه در انتهاي كربوكسيل پروتئين قرار داشته ��
69F روي ذره فاژ، اتمام فرآيند بسته بندي شدن3و براي قرار گرفتن پروتئين 

 و نيز رهايي فاژ از سطح ��
  توسط دو رابط غني از گلايسين از هم جدا شده اند3باكتري ضروري و كافي است. دومن هاي پروتئين 

 .]74[ )5-2شكل(

 ) روند آلوده شدن باكتري توسط فاژ 2-5-3

 باكتري شروع مي شود، تماس اين دو با هم باعث F با پيلي N2آلوده شدن فاژ با برهمكنش دومن 
 موجود در سطح باكتري متصل TolA مي شود كه بعد از آن اين دومن به پروتئين N1رهاسازي دومن 

. ]77-75[) 6-2 (شكل شده و طبق مراحلي ناشناخته ژنوم فاژ وارد باكتري مي شود

                                                 
69 Carbocyl terminal 
70 Packaging  
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 3 وضعيت قرار گرفتن دومن هاي پروتئين )5-2شكل 

 نحوه اتصال فاژ به باكتري )6-2شكل

 ) بسته بندي و خروج فاژ از باكتري2-5-4

بعد از اينكه ژنوم فاژ وارد باكتري شد، تبديل به فرم دو رشته اي مي شود و پروتئين هاي خودش را 
 است كه روي تمام ژنوم تك رشته اي فاژ به غير 5ترجمه مي كند. يكي از اين و پروتئين ها، و پروتئين  

PS70Fاز بخشي به نام 

 يا سيگنال بسته بندي را مي پوشاند. اين سيگنال در خروج فاژ از باكتري نقش ��
دارد. به طور خلاصه خارج شدن فاژ از باكتري شامل مراحل زير است: 

71Fمرحله پيش آغازي -

: در اين مرحله جايگاههاي بسته بندي در سطح باكتري تشكيل ˻̀
 .)7-2 در اين ساختار نقش دارند (شكل4 و 11، 1مي شوند. پروتئين هاي 

                                                 
71 Packaging signal 
72 Preinitiation  
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72F مرحله شروع -

 و ژنوم تك رشته اي فاژ آغاز 9، 7: اين مرحله با قرار گرفتن پروتئين هاي ˼̀
 بيرون زده DNA+PV كه از يك طرف كمپلكس PS با 9 و 7مي شود. در اين حالت پروتئين هاي 

 برهمكنش كرده و باعث آغاز اين مرحله مي شود.

73Fمرحله طويل سازي -

  تشكيل شده است.5 با 8: از جايگزيني متوالي پروتئين هاي ˽̀

74Fمرحله پيش خاتمه -

  در انتهاي فاژ قرار مي گيرند. 6 و 3: كه در آن كمپلكس پروتئين هاي ˾̀

 

 
 ساختار شماتيك جايگاه بسته بندي فاژ در سطح باكتري )7-2شكل

 

75Fمرحله خاتمه

 تغيير كرده و به رها سازي 6 و 3: كه طي آن ساختار فضايي كمپلكس پروتئين هاي ��
.  ]80-78, 70[فاژ از باكتري كمك مي كند

فاژ كمكي ) 2-6

حاملهاي فاژميدي تنها داراي منشا همانند سازي باكتريوفاژخطي و فاقد ژنهاي لازم براي تكثير و 
بسته بندي ذرات فاژ مي باشند، بنابراين براي غني سازي و انتخاب كتابخانه فاژميدي نياز به فاژ كمكي 

مي باشد. فاژكـمكي تكـثير وبسته بندي را انجام داده و سبب رهايي فـاژميد بصورت فـاژ كامل از 
بـاكتري مي گردد. فاژهاي كمكي زيادي موجود مي باشد كه همه آنها داراي جهش هايي هستند كه 

 يكي از شايع ترين اين M13K07كارايي آنها را براي بسته بندي و رها شدن از باكتري مي كاهد. 
فاژهاي كمكي است كه در منشا همانند سازي آن جهشي ايجاد شـده تا توليد و تكثير اين فاژكـمكي 

                                                 
73 Initiation 
74 Elongation  
75 Pretermination  
76 Termination  
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 مقاوم به كانامايسين است و اين مقاومت را M13KO7 با كارايي كمتري انجام پذير مي سازد. همچنين
به باكتري حامل نـاقل هم منتقل مي كند، بنابراين انتخاب باكتري آلـوده به فـاژكمـكي و نـاقل 

. ]81, 70[فـاژميدي آسان ترخواهد بود

 ) بيان فاژي پروتئين و دومنهاي پروتئيني2-7

پروتئين ها و دومن هاي پروتئيني بسياري بر سطح فاژ نمايش داده شده اند. در بيشتر اين موارد 
پروتئين نمايش داده شده بر سطح فاژ توانايي اتصال يا آنزيمي خود را حفظ مي كند. اين نوع نمايش 

به منظور دو كاربرد عمده بوده است:  

 جداسازي آنتي بادي هاي نوتركيب با تمايل بالا. -1

76Fتكامل جهت دار پروتئين ها -2

��. 
 ) جداسازي آنتي باديهاي نوتركيب با تمايل بالا2-7-1

 ��77F دانشمنداني بنام مك كافرتي و گريفيس1991پس از معرفي نمايش فاژي توسط اسميت در سال 
اقدام به بكارگيري اين روش در مورد آنتي بادي ها كردند. نشان دادن پروتئين ها بر روي سطح فاژ يك 
روش مطمئن براي انتخاب ژن هاي كم يابي است كه كد كننده پروتئين ها با فعاليت اتصالي هستند. 

اين تكنيك مي تواند براي نشان دادن مولكول هاي آنتي بادي منوكلونال نيز استفاده گردد. مراحل اين 
تكنيك در اصل تقليدي از سيستم ايمني هومورال بدن است. روند تكنيك به طور خلاصه شامل 

. ]85-82[مراحل زير است

 توليد مخازن ژني قطعه مورد نظر. -1

  كلون سازي اين مخازن در وكتورهاي فاژي يا فاژميدي مناسب. -2

  جداسازي فاژهايي كه داراي آنتي بادي بر عليه آنتي ژن مورد نظر هستند. -3

  تعيين خصوصيات آنتي بادي مختص به آنتي ژن. -4

Fab ،ScFv78Fاين روش براي نمايش و جداسازس انواع آنتي بادي هاي نوتركيب مانند   -5

̀ ̂ ،
F(ab)2 و آنتي بادي شتري VHH85-84[ مورد استفاده قرار گرفته است[. 

VHH79F و ScFvآنتي بادي هاي نوتركيبي نظير 

در مقايسه با آنتي بادي هاي منوكلونال به علت سايز ��
كوچك و امكان نفوذ بيشتر در بافت به نسبت آنتي بادي هاي مونوكلونال، پايداري و حلاليت بالا، 

                                                 
77 Directed Evolution of Proteins 
78 Griffiths 
79 Single chain fragment variable 
80 Variable heavy chain  
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نيمه عمر بالا در خون و امكان توليد در سيستم هاي پروكاريوتي در سالهاي اخير براي درمان سرطان 
مورد توجه قرار گرفته اند. آنتي بادي هاي نوتركيب بر عليه ماركرهاي مختلف سرطاني از كتابخانه 

 موفق به جداسازي 2008 و همكاران در سال Ahmadvandهاي فاژي جدا شده اند. براي مثال 
VHH86[  بر عليه اندوگلين شدند[. Horak و همكاران تعداد قابل توجهي آنتي بادي انساني ScFv 

  .]87[  توليد كرده اندEGFRبر عليه تمامي اعضاي خانواده 

 ) تكامل جهت دار پروتئين ها2-7-2

هنگامي كه يك جمعيت از پروتئين ها با ويژگي هاي دلخواه به دست آمد، مي توان لايه هاي بيشتري 
از اصلاح و انتخاب را بر روي آن اعمال كرد تا پروتئيني با ويژگي هاي تمايل و يا آنزيمي مورد نظر به 

دست آيد. البته مي توان اين روند را از يك پروتئين كاملا شناخته شده نيز شروع كرد و به يك 
كتابخانه با تنوع قابل توجه دست يافت. استراتژي سوق دادن يك جمعيت از پروتئين ها به سوي 

ويژگي هاي دلخواه با استفاده از تغييرات تصادفي در توالي ژن آن ها با عنوان تكامل جهت دار 
شناخته ميشود. در مقايسه با روش هاي مرسوم براي دستكاري ويژگي هاي پروتئين مزيت اين روش 
آن است كه هيچ نيازي به دانستن ويژگي هاي ساختاري يا جزئيات واكنش در سطح مولكولي نيست. 

با اين روش مي توان براي مثال آنزيم هايي با قدرت بيشتر و يا آنتي بادي هايي با تمايل بالاتر را 
. ]89-88[ توليد كرد

استراتژي كلي در اين امر همانند سيستم هاي مرسوم در نمايش فاژي مي باشد، با اين تفاوت كه در 
هر مرحله غني سازي يك مرحله تنوع زايي نيز وجود دارد . اين تنوع زايي با ايجاد جهش در ژنهاي 

 مستعد به خطا، بر زدن PCRمربوطه انجام مي پذيرد. براي اين كار از تكنيك هاي مختلفي مانند 
DNA و استفاده از گونه هاي باكتري مستعد به خطا در همانند سازي براي تكثير فاژ استفاده مي 

. ]89[شود

مثال هاي اين گونه استفاده از نمايش فاژي به وفور در مقالات به چشم مي خورد. براي مثال 
Friedman و همكاران موفق به افزايش تمايل آنتي بادي نوتركيب Affibody با تمايل بالا براي 

EGFR90[ از يك آنتي بادي با تمايل كم شدند[ .Li و همكاران موفق به توليد گيرنده هاي سلول T 
 . ]91[ با استفاده از اين فناوري شدندHTLV-1با تمايل بالا براي پپتيد مربوط به ويروس 

نمايش فاژي پپتيد ) 2-7-3

كتابخانه هاي  نمايش فاژي براي نمايش پپتيدها به طور گسترده مورد استفاده قرار گرفته است. 
پپتيدي به دو صورت وجود دارند: 
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كتابخانه هاي نمايش فاژي پپتيدهاي طبيعي.  -1
 كتابخانه هاي نمايش پپتيدهاي تصادفي. -2

 ) كتابخانه هاي نمايش پپتيدهاي طبيعي2-7-3-1

اين گونه كتابخانه ها به طور گسترده براي تعيين اپي توپ آنتي بادي هاي مونوكلونال مورد استفاده 
قرار گرفته اند. 

 ) كتابخانه هاي پپتيدي و پپتيدهاي جايگزين آنتي باديها2-7-3-2

پس از معرفي فناوري توليد آنتي بادي هاي مونوكلونال و توليد اين گونه آنتي بادي ها به سرعت 
امكان استفاده از آن ها به عنوان عوامل درماني مطرح شد. براي مثال مي توان به استفاده از آن ها به 

عنوان درمان سرطان اشاره كرد كه در مباحث پيشين مطرح شد. آنتي بادي ها ويژگي هاي خاصي 
دارند كه آن ها را به عنوان كانديداي مناسب براي اين منظور مطرح مي كند: تمايل و ويژگي بالا براي 

 مولكول هدف، امكان توليد در مقياس بالا، سميت پايين و عملكرد پايين به عنوان آنتي ژن.

امروزه با استفاد از فناوري نمايش فاژي مي توان به پپتيد هايي دست پيدا كرد كه از لحاظ تمايل و 
ويژگي قابل مقايسه با آنتي بادي ها باشند. همانطور كه قبلا ذكر شد كتابخانه هاي نمايش پپتيدهاي 

 عضو مختلف را مي توانند بيان كنند. با انجام غني سازي بر روي مولكول هدف توسط 1010تصادفي تا 
پپتيد ها در مقايسه با آنتي بادي ها  چنين كتابخانه هايي مي توان به هدف مذكور دست پيدا كرد.

 :]92[داراي مزيت هايي مي باشند كه به شرح زير است

 هزينه توليد پايين تر. -1

 150-180فعاليت بالاتر در واحد وزن (مقايسه كنيد وزن آنتي بادي هاي مونوكلونال  -2
  اسيد آمينه).10-50كيلودالتون را با يك پپتيد داراي 

 پايداري بالاتر -3

 احتمال كمتر برهم كنش ناخواسته با سيستم ايمني. -4

 نفوذ بالاتر در ارگان يا تومور. -5

 و همكاران از Hetianمثال هاي چنين پپتيد هايي به وفور در مقالات به چشم مي خورد. براي مثال 
 فاژ موفق به جداكردن پپتيد pIIIيك كتابخانه پپتيدهاي تصادفي نمايش داده شده بر سطح پروتئين 
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80Fمتصل شونده به دومن تيروزين كينازي گيرنده فاكتور رشد اندوتليال عروقي

�� (VEGFR)شدند  
]93[  .

Karasseva و همكاران موفق به جداسازي چنين پپتيدي بر عليه HER2 شدند. پپتيد به دست آمده 
 ناميده شد هيچ واكنش متقاطعي با ديگر اعضاي خانواده نداشت. مولفان پيشنهاد كرده اند p6.1كه 

 در .]94[  استفاده شودHER2تواند به مقاصد عكس برداري و يا درماني بر عليه  كه اين پپتيد مي
 اشاره نمود كه همان طور كه ذكر شد، توسط خانم زارع در EGFRهمين راستا مي توان به مي موتوپ 

 متصل شده و از آن براي توليد BSAآزمايشگاه دكتر رسايي به دست آمده و توسط آقاي نواري به 
 .]23[  استفاده شده استEGFRآنتي بادي عليه 

كتابخانه هاي پتيدهاي تصادفي و تعيين نقشه اپي توپي آنتي بادي هاي ) 2-7-3-3

مونوكلونال، طراحي واكسن هاي پپتيدي 
همانطور كه قبلا ذكر شد با نمايش قطعات يك آنتي ژن بر روي فاژ مي توان نقشه اپي توپي يك 

بادي مونوكلونال را تعيين كرد و البته اين روش با محدوديت هايي همچون عدم امكان شناسايي آنتي
اپي توپ هاي فضايي و نياز به ايجاد كتابخانه مستقل براي هر آنتي ژن همراه است. با استفاده از 

كتابخانه هاي پپتيدهاي تصادفي اين محدوديت ها رفع شده است. در ابتدا با بهره گيري از 
كتابخانه هاي پپتيدي تنها بررسي اپي توپ هاي خطي كه با آنتي بادي هاي مونوكلونال خاص واكنش 

مي دادند، امكان پذير بود. ولي كتابخانه هايي طراحي شدند كه با قرار دادن اسيدآمينه هاي خاص در دو 
 امكان پذير شد. بدين ترتيب Scaffoldطرف سكانس تصادفي بيان پپتيد با ساختار حلقه مانند يا 

 .]95[اپي توپ هاي فضايي هم مورد بررسي قرار گرفتند 

 ��81F) استفاده از نمايش فاژي در ايمن سازي اختصاصي جايگاه2-8

يكي ديگر از كاربردهاي نمايش فاژي، استفاده از آن در ايمن سازي اختصاصي جايگاه است. در اين 
روش مي توان ناحيه خاصي از پروتئين ها را به منظور ايمن كردن و هدايت پاسخ سيستم عليه همان 

82Fناحيه روي فاژ به نمايش گذاشت. در همين راستا ليدكويست

 و همكاران پس از شناسايي اپي توپ ��
83F ويروس پاپيلوماي انسانيE7پروتئين 

 فاژ به نمايش در آورده و بعد 8، آن را روي پروتئين 16 تيپ ��
 از ايمن ساختن حيوان با فاژهاي نوتركيب، بر عليه همان ناحيه آنتي بادي  منوكلونال تهيه نمودند

]96[ .

                                                 
81 Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 
82 Site specific immunization  
83 Lidqvist 
84 Human papillomavirus 
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 ) فصل سوم: مواد و روشها 3

 ) مواد 3-1

 ) وكتور فاژميدي3-1-1

 مي باشد كه pAK8-GVO77وكتوري كه در اين پايان نامه از آن استفاده شده است فاژميدي به نام 
84Fتوسط دكترالكساندر كليمكا

 هديه شد. اين وكتور توانايي نمايش دادن پپتيدهاي دلخواه روي سطح ��
 مشاهده مي كنيد 1-2 را دارد. نقشه اين وكتور را در شكل 8فاژ به صورت فيوز شده با پروتئين 

(همان طور كه در شكل مشاهده مي شود، وكتور داراي قطعه خارجي بوده كه مي بايست از آن خارج 
 شود.)

 

 

  اهدايي توسط دكتر كليمكا (آلمان)pAK8-GVO77) فاژميد 1-3شكل 

 ) وكتور بياني3-1-2

 نشان 2-3 استفاده گرديد. نقشه مربوط به اين وكتور در شكل pET32aدر اين مطالعه از وكتور بياني
 .داده شده است

 ) فاژ كمكي3-1-3

 مي باشد كه در بخش منشا همانند M13KO7فاژكمكي كه در اين تحقيق مورد استفاده قرار گرفت 
سازي آن جهشي ايجاد شـده كه توليد و تكثير اين فاژكـمكي را با كارايي كمتري انجام پذير 

                                                 
85 Alexander Klimka 
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 مقاوم به كانامايسين است و اين مقاومت را به باكتري حامل آن هم M13KO7 مي سازد. همچنين
 منتقل مي كند، بنابراين انتخاب باكتري آلـوده به فـاژكمـكي و نـاقل فـاژميدي آسان ترخواهد بود.

 

 

 pET32a ) وكتور بياني2-3شكل 

 ) سويه هاي باكتريايي3-1-4

 به عنوان ميزبان BL21-DE3به عنوان سويه كلونينگ و Top10 سويههايE.coliاز باكتري 
  فاژي به منظور پك كردن فاژ در اين تحقيق استفاده شد. به عنوان ميزبانTG1سويه باكتريايي، و 

 ) رده هاي سلول جانوري و انساني3-1-5

 C57BL/6 را در مقادير بالا بيان مي كند و توانايي تومور زايي در موش EGFR كه LL/2رده سلولي 
را دارد. اين رده سلولي بعنوان مدل براي بررسي متاستاز و همچنين مطالعهي مكانيسم داروهاي 

 شيمي درماني كاربرد دارد.

 )  بافرها و محلول ها3-1-6

  DNA) بافرهاي الكتروفورز 3-1-6-1

 روش تهيه:،  )X100 (TAEبافر  )1
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Tris base 484 gr, Acetic Acid 2/144  ml, EDTA ( 5/0 M) 200ml. 
  ميلي ليتر برسد.1000با آب مقطر به حجم 

 روش تهيه:  ،DNA) بافر نمونه گذاري 2
glycerol 50%  V/V, Na2EDTA 1mM (pH= 0/8 ), Bromophenol blue 4/0%  W/V 

 ELISA) بافرهاي 3-1-6-2

 4 ميلي مولار با اتوكلاو كردن استريل شده و در pH : (NaHCO3 100 = 6/8بافر بيكربنات (
 درجه نگهداري شد. 

 ميلي مولار اتوكلاو شده و در NaCl 150 ميلي مولار ، TBS) 5/7 = pH : (Tris-HCl 50بافر 
 يخچال نگهداري شد. 

  اضافه شد.Tween20 ميكروليتر TBS 100 بافر cc100: به TBSTبافر 
% شير خشك 3 و يا حاوي BSA% 1%-5/1محلول بلاك كننده (بلاكر) :  بافر بيكربنات حاوي 

  .بدون چربي
 در KH2PO4 گرم KCl ،25/0 گرم Na2HPO4 ،25/0 گرم NaCl ،44/1 گرم PBS :10بافر 

 . =2/7pHيك ليتر آب مقطر 
 . Tween 20% 1/0 حاوي PBS: بافر PBSTبافر 
 .BSA% 1/0 حاوي EIA :PBSبافر 

 % شير خشك بدون چربي. 5 حاوي PBSمحلول بلاك كننده (بلاكر) :  بافر 

 SDS-PAGE) بافرهاي 3-1-6-3

 ميلي ليتر 100 گرم بيس اكريل آميد در 8/0 گرم اكريل آميد و 30محلول استوك اكريل آميد: 
  صاف شد.1آب مقطر حل شده و با كاغذ فيلتر واتمن شماره 

 .=8/8pH ميلي ليتر آب مقطر. 100 در SDS گرم 4/0 گرم تريس باز و 2/18بافر ژل پايين: 
 .=8/6pH ميلي ليترآب مقطر. 100 در SDS گرم 4/0 گرم تريس باز و 1/6بافر ژل بالا: 
 .=3/8pH ئر يك ليتر آب مقطر. SDS گرم 1 گرم گليسين و 4/14 ، گرم تريس باز3بافر مخزن: 

 SDS، 5/0 يك گرم ، ميلي ليتر گليسرول5 ، ميلي ليتر بافر ژل بالاX5: 10بافر نمونه احيايي 
 ميلي 20-مركاپتواتانل. حجم نهايي بوسيله آب مقطر به 2 ميلي ليتر 1ميلي ليتر محلول بروموفنل و 

 ليتر رسانده شد.
 ميكروليتر آب مقطر به صورت تازه 900 در TEMED ميكروليتر TEMED :100% 10محلول 

 آماده شد.
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 ميكروليتر آب 1000 ميلي گرم پودر آمونيوم پرسولفات در 100% آمونيوم پرسولفات: 10محلول 
 مقطر به صورت تازه تهيه شد.

 

 ) محلول هاي رنگ آميزي كوماسي بلو3-1-6-4

 ميلي ليتر اتانل حل 125 بلو در R250 گرم كوماسي 250R :25/0محلول رنگ آميزي كوماسي بلو 
  ميلي ليتر آب مقطر اضافه شد.100 ميلي ليتر اسيد استيك گلاسيال و 25شده و به آن 

 ميلي ليتر آب 800 ميلي ليتر اسيد استيك گلاسيال و 100 ، ميلي ليتر متانل100محلول رنگ بر: 
 مقطر. 

 % استيك اسيد در آب مقطر.7محلول نگهداري ژل: 

 ) بافرهاي وسترن بلات3-1-6-5

 ليتر 1 ميلي ليتر متانول با آب مقطر به حجم 150 گرم گليسين و 4/14 ، گرم تريس باز3بافر تانك: 
 رسانده شد.

 درصد 1/0 ميلي مولار حاوي 150 به ميزان NaCl ميلي مولار و 15: تريس باز به ميزان TBSTTبافر 
Tween-20 درصد 1/0 و Triton X-100. 

 .BSA 1/0 ميلي مولار حاوي EIA :PBS 100بافر 
 % شير خشك بدون چربي5 حاوي PBSمحلول بلاك كننده (بلاكر) :  بافر 

 ) آنتي باديها3-1-7

3-1-7-1 (ICR62 و ICR61 

 مي باشند كه در موش EGFR عليه بخش خارج سلولي IgG2b آنتي بادي منوكلونال از كلاس دو
 صحرايي تهيه شده است.

3-1-7-2 (IgG خرگوشي به دست آمده عليه مي موتوپ متصل به BSA : 

 به خرگوش به دست آمده BSAاين آنتي بادي توسط آقاي نواري بعد از تزريق مي موتوپ متصل به 
 است.

 ) محيط كشت هاي باكتري3-1-8

 با آب Triptone گرم 10 و Yeast extract گرم 5 و NaCl گرم LB) 7 = pH : (10محيط كشت 
 مقطر به حجم يك ليتر رسانده شد.
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   گرم در ليتر آگار اضافه شد.15 مايع LB : به محيط كشت LB-Agarمحيط كشت 
 با آب Triptone گرم 16 و Yeast extract گرم 10 و NaCl گرم 2XYT) 7:PH :(5محيط كشت 

 مقطر به حجم يك ليتر رسانده شد.
  گرم در ليتر آگار اضافه شد.15 مايع 2XYT: به محيط كشت  آگار: 2XYTمحيط كشت 

 - محيط ذخيره سازي باكتري 
 1/5 استريل اضافه مي شود و براي هر LB% به محيط 60روش تهيه : گليسرول اتوكلاو شده به ميزان 

  ميلي ليتر از اين مخلوط مي افزاييم.5/0ميلي ليتر كشت باكتري ، 

 ميلي گرم از پودر تتراسايكلين در يك ميلي ليتر اتانل حل شد. mg/ml 10 : 10استوك تتراسايكلين 
 .ug/ml10غلظت نهايي مورد استفاده: 

 ميلي گرم از پودر كانامايسين در يك ميلي ليتر آب حل شد. mg/ml 50 :50استوك كانامايسين 
 .ug/ml5غلظت نهايي مورد استفاده: 

 ميلي ليتر آب مقطر استريل به يك گرم پودر آمپي سيلين mg/ml 100 :10استوك آمپي سيلين 
 . ug/ml100:  در نمونه محيط كشت غلظت نهايي مورد استفاده اضافه شد.

 ) محيط هاي كشت سلول جانوري3-1-9

 DMEM) محيط كشت 3-1-9-1

 را در يك ليتر آب مقطر چهار بار DMEM گرم پودر 38/13جهت تهيه محيط كشت خام يا ناقص 
 محيط pHاضافه شد.   گرم سديم پيروات1/1 گرم سديم بيكربنات و 7/3تقطير حل نموده و به آن 

 ميكرون فيلتر شود. براي ايجاد محيط 22/0 باشد و قبل از استفاده توسط فيلتر 4/7فوق بايد حدود 
DMEM ميلي ليتر 10 ميلي ليتر محيط خام، 90%، به 10 كامل FBS 85F

 ميلي گرم پني سيلين، 1/6، ��
 -گلوتامين اضافه شد. لازم به ذكر است L گرم 06/0 الي 02/0 ميلي گرم استرپتومايسين و 10

 تهيه و فيلتر مي                        شوند و در حجم هاي يك ميلي ليتر x 100آنتي                        بيوتيك ها و گلوتامين بصورت ذخيره 
-گلوتامين L- درجه سانتيگراد نگهداري شدند. در صورتي كه در پودر محيط كشت پيرووات و 20در 

 موجود باشد نيازي به اضافه كردن آن ها وجود ندارد.

 ) روش تهيه تريپسين3-1-9-2

 ميكرون فيلتر كرده و 2/0 را در آب مقطر تهيه نموده، با فيلتر mM 53 EDTA % تريپسين و 05/0
 - نگهداري ميكنيم.20، در ml 1پس از تقسيم در ويالهاي 

                                                 
86- Fetal Bovine Serum 
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86F) محيط انجماد3-1-9-3

�� 

FBS 10 به همراه %DMSO 

 ) آنزيمها3-1-8

 كه در اين EcoRI و Sfi1, Not1, BamHI آنزيمهاي به كار رفته در اين پايان نامه عبارت بودند از
 جهت كلونينگ در EcoRI و BamHI جهت كلونينگ در فاژميد و از Sfi1 و Not1ميان از آنزيمهاي 

 T4 DNA Ligaseساير آنزيمها جهت تاييد وكتور استفاده شد. براي كلون كردن قطعات نيز از آنزيم 
  استفاده شد.Jena Bioscienceاز شركت 

 ) بافرهاي بيان پروتئين3-1-9

  آب مقطر اتوكلاو شده تهيه گرديد. lit1 در IPTG پودر gr 238: با حل نمودن IPTG 1mMمحلول 
 متانول حل ml50 وزن شده و در mg50 به ميزان G-250محلول برادفورد: از رنگ كوماسي بلو 

 آب مقطر افزوده گرديد. محلول فوق بعد از حل ml500 و H3PO4 85٪ از ml100گرديد.  سپس 
 آب مقطر به محلول افزوده شد. اين محلول بعد از تهيه بايست ml350شدن كامل فيلتر شد. مجدداً 

  درجه نگهداري شود.4در دماي 
 

 ) بافرهاي مورد استفاده در تخليص پروتئين3-1-10

 بافر به صورت استوك تهيه گرديد. سپس در مراحل بعدي بافرهاي تخليص از 4براي تخليص پروتئين 
 اين چهار بافر استوك به صورت تازه و در همان روز تخليص تهيه ميشدند. 

 از سديم كلرايد در آب مقطر به g2/292 از سديم فسفات منوبازيك به همراه 10x A :g6/27 بافر 
  حل گرديد. lit1حجم نهايي 

 آب مقطر حل lit1 سديم كلرايد در g 9/292 سديم فسفات ديبازيك به همراه 10x B :g 4/28بافر 
 گرديد. 

 آب حل گرديد و ml150 سديم كلرايد در g2/29 سديم فسفات منوبازيك، 5x :g7بافر تخليص 
  رسانده شد. ml200 رسانده شد. در نهايت حجم نهايي محلول به 8 محلول به pHسپس 

                                                 
87- Frezzing 
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 با هم 10x B از محلول 10x A ،ml 23/1 از محلول ml77/8 ايميدازول، M3  :g6/20بافر ايميدازول 
  رسانده شد. ml 100 تنظيم گرديد. سپس حجم نهايي به 6 روي pHمخلوط شده و 

همانگونه كه ذكر شد از بافرهاي فوق براي تهيه بافرهاي تخليص در همان روز به صورت زير استفاده 
 شد: 

 با هم مخلوط M3 از بافر ايميدازول 5x ،µl100 از بافر تخليص ml6بافر اتصال در شرايط طبيعي:  
  رسانده شد. ml30 تنظيم گرديد. در نهايت حجم نهايي محلول به 8 روي pHشده و 

 با هم M3 از ايميدازول 5x ،µl 335 از بافر تخليص ml10بافر شستشوي ستون در شرايط طبيعي: 
  رسانده شد. ml50 تنظيم گرديد. حجم نهايي به 8 روي pHمخلوط شده و 

 با هم M3 از بافر ايميدازول 5x ،ml25/1 از بافر تخليص ml3بافر خارجسازي در شرايط طبيعي: 
  رسانده شد. ml15 تنظيم گرديد. سپس حجم نهايي به 8 محلول روي pHمخلوط شده و 

 محلول 10x A ،ml 42/9 محلول ml58/0 اوره، g 48محلول ليز كننده در شرايط دناتوره كننده : 
10x B با هم مخلوط شده و pH تنظيم گرديد. سپس حجم نهايي به 8/7 روي ml100 .رسانده شد  

 با 10x B محلول 10x A ،ml 42/9 محلول ml58/0 اوره، g1/48بافر اتصال در شرايط دناتوره كننده: 
  رسانده شد. ml100 تنظيم گرديد. در نهايت حجم كلي به 8/7 روي pHهم مخلوط شده و 

 10x B محلول 10x A ،ml 62/2محلول ml38/7 اوره، g1/48بافر شستشو در شرايط دناتوره كننده: 
  رسانده شد.ml100 تنظيم گرديد. در نهايت حجم كلي به 6 روي pHبا هم مخلوط شده و 

 با هم مخلوط نموده و 10x A از محلول ml10 اوره، g1/48بافر خارجسازي در شرايط دناتوره كننده:  
pH تنظيم گرديد. سپس حجم نهايي به 4 روي ml100 .رسانده ميشد  

 ) بافرهاي ايمونوهيستوشيمي3-1-11

 در يك KH2PO4 گرم KCl ،25/0 گرم Na2HPO4 ،25/0 گرم NaCl ،44/1 گرم PBS :10بافر 
 .=4/7pHليتر آب مقطر 

 H2O2% 3/0 به همرا PBSبافر غير فعال كننده ي پراكسيداز داخلي: بافر 
 BSA% 1 به همراه PBSبافر بلاك كننده: 

 BSA% 1/0 به همراه PBSبافر رقيق كننده: 
 DABمحلول سوبستراي 
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 ) وسايل 3-1-12 

 ,1.5 ,0.2 ,0.5)، ميكروتيوب (well 96)، پليت كشت سلولي (25ml ،75mlفلاسك كشت سلولي (

ml) فالكون ،(15 ml ،50 ml) 1)، پيپت پاستور، پيپت مدرج ml ،2 ml ،5 ml ،بشر، استوانه مدرج ،(
 مخصوص استريليزاسيون، 2mm .0)، كاغذ صافي، فيلتر Nunc محصول Maxisorpپليت الايزا (از نوع 

 سرنگ انسولين، سر سمپلر (زرد، آبي، كريستالي) و ... .

 ) دستگاه ها3-1-13

- درجه، 70انكوباتور، اتوكلاو، ، يخچال، فريزر معمولي و  دستگاه سانتريفوژ (دوربالا و معمولي)،
 الكتروفور، شيكر، دستگاه قرائت گر الايزا و ... بيوفتومتر، دستگاه الكتروفورز، سونيكاتور، دستگاه

 ) روش ها3-2

 ) تهيه باكتري مستعد شده براي واكنش شيميايي3-2-1

 به o C37 ساعت در 12 به مدت LB ميلي ليتر محيط 10 در TG1يك تك كلون از باكتري  -1
 همراه شيك كردن كشت داده شد.

2- ml5/0 از كشت شبانه فوق به ml 50 محيط مايع LB ساعت 4 الي 3 اضافه شده و به مدت 
 o C37 برسد) در شيكر انكوباتور 5/0نانومتر به  OD 600(تا زماني كه شدت جذب در 

 كشت داده شد.

 rpm3500 و دور o C4 ميلي ليتري منتقل شد و در دماي50كشت باكتري به يك فالكون  -3
  دقيقه سانتريفيوژ شد.15به مدت 

 دقيقه روي يخ 10 حل شده و CaCl2(50 mM) ميلي ليتر محلول سرد 50رسوب حاصل در  -4
 قرار داده شد.

 سانتريفيوژ مانند مرحله قبل انجام شد. -5

 دقيقه روي يخ 10 حل شده و CaCl2(50 mM) ميلي ليتر محلول سرد 25رسوب حاصل در  -6
 قرار داده شد.

 سانتريفيوژ مانند مرحله قبل انجام شد. -7

 اضافه شده و سانتريفيوژ انجام CaCl2(50 mM) ميلي ليتر محلول سرد 12به رسوب حاصل  -8
 شد. 

 حل شده و در حجم هاي CaCl2(50 mM) ميلي ليتر محلول سرد 600رسوب حاصل در  -9
  ميكروليتري تقسيم شده و از يكي از آنها در همان روز استفاده شد.100
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- ذخيره شدند. براي اطمينان از عدم آلودگي ميكروبي 70 به مابقي گليسرول اضافه و در فريزر 
 از آن را روي پليتهاي جامد بدون آنتي بيوتيك و داراي lμ 50باكتري پذيراي (مستعد) تهيه شده 

 C°37آنتي بيوتيكهاي آمپي سيلين، كانامايسين و تتراسايكلين كشت داده و يك شب در انكوباتور 
تنها بايد روي پليت بدون آنتي بيوتيك رشدكند چون ژن TG1 بطور ساكن قرار داديم. باكـتري

مقاومت به هيچ يك ازآنتي بيوتيكها را ندارد. با مشاهده هرگونه آلودگي در پليتهاي فوق، بايد 
 ميكروتيوبهاي حاوي سلولهاي پذيرا دور ريخته و معدوم شوند.

 ) انتقال فاژميد به باكتري با روش شيميايي3-2-2

 ابتدا باكتري مستعد روي يخ قرار داده شد تا كاملا ذوب گردد. -1
2- ul5.از محلول حاوي فاژميد به باكتري اضافه شد و با تكانهاي آرام مخلوط شد  

  دقيقه روي يخ قرار داده شدند.30باكتريها به مدت  -3

  ثانيه شوك حرارتي داده شد و بلافاصله به يخ منتقل شدند.45به باكتريها به مدت  -4

 به آنها اضافه شده و به مدت يك ساعت در LB ميلي ليتر محيط مايع 900پس از دو دقيقه  -5
oC37.به همراه شيك كردن كشت داده شد  

 جامد حاوي آنتي بيوتيك LB ميكروليتر از محيط حاوي باكتريها را روي محيط 200سپس  -6
 ساعت كشت داده مي شوند. پس از گذشت اين زمان باكتريهاي 14(آمپي سيلين) به مدت 

 دريافت كننده فاژميد روي محيط تشكيل كلوني خواهند داد. 

 ) تخليص پلاسميد 3-2-3

 استفاده شد. اين سيستم بر اساس ليز قليايي باكتري MNبراي تخليص پلاسميد از كيت شركت 
و اتصال پلاسميد به غشاء سيليكاژل استوار است. دستور العمل تخليص پلاسميد در زير آورده شده 

 است:
 rpm دقيقه در 15 ميلي ليتري بمدت 50 در يك فالكون ml 5كشت شبانه باكتري به حجم  -1

  سانتريفوژ شد.4000
 محلول μl 250پس از خارج نمودن محيط كشت بصورت كامل، رسوب باكتريها در  -2

resuspension.حل شده و به يك ميكروتيوب منتقل شد  
3- μl 250 بار به آرامي بر گردانده شد تا 4-6 محلول ليزكننده به ميكروتيوب اضافه شده و 

 بخوبي مخلوط شود.
  دقيقه در دماي اتاق قرار داده شد.5ميكروتيوب بمدت حداكثر  -4
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5- μl 350 بار به آرامي بر گردانده 6-10 محلول خنثي كننده به ميكروتيوب افزوده شده و 
 شده تا به خوبي مخلوط شود.

 دقيقه سانتريفوژ شد. مايع رويي به آرامي به يك 5 بمدت C4° و دماي rpm 4000در  -6
 ثانيه سانتويفوژ شده 60 بمدت rpm 13000ستون تخليص پلاسميد منتقل شده سپس در 

 و مايع خارج شده دور ريخته شد. 
 % اضافه شده مانند مرحله قبل سانتريفوژ انجام شد. 70 الكل μl 700به ستون  -7
  دقيقه جهت خارج شدن كامل الكل سانتريفوژ شد.1ستون بمدت  -8
 دقيقه 1يا آب مقطر دو بار تقطير به ستون اضافه شده و بمدت elution بافر µl 50مقدار  -9

  سانتريفوژ شد ، پلاسميد تخليص شده در مايع خارج شده قرار دارد..rpm 13000در 

 ) ارزيابي كمي ميزان پلاسميدها3-2-4

 و محاسبه ضريب nm260 آن در (OD)ميزان كمي پلاسميد استخراج شده با قرائت جذب نوري 
  دو رشته اي در بيوفوتومتر مشخص گرديد.DNA براي 50رقت و ضريب ثابت 

 الكتروفوزر پلاسميد تخليص شده بر ژل آگازر
 درصد الكتروفورز 2پس از اتمام مراحل تخليص يك ميكروليتر از پلاسميد حاصل روي ژل آگارز 

 شد.

 ) تاييد وكتور فاژميدي با استفاده از هضم آنزيمي3-2-5

با توجه به بررسي توالي وكتور در نرم افزارهاي كامپيوتري، به منظور تاييد وكتور، با آنزيمهاي 
  به صورت زير وكتور مورد تست هضم آنزيمي قرار گرفت:SfiI, NotI, EcoRI, PstIمحدود ساز 

 .o C37در Pst1  وEcoR1الف) هضم دوگانه با آنزيمهاي 
 .o C37در  EcoR1ب) هضم با 

 .o C37در  Pst1پ) هضم با 
 .o C37در  Not1ت) هضم با 
 .o C50در  Sfi1ث) هضم با 

 20, ميكروليتر از محصول تخليص پلاسميد شده3پروتكل هضم آنزيمي در اين تحقيق: 
 5/0) در يك ميكروتيوب X10 ( آنزيم ميكروليتر بافر5/2 , واحدآنزيم 4 ,ميكروليتر آب مقطر

ميلي ليتري مخلوط و سپس با توجه به نوع آنزيمها، ميكروتيوب در دماي مربوطه در طي يك شب، 
 انكوبه شد. 
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 ) آماده كردن قطعه كلون شونده3-2-6

، به دست آمد و با توجه به مطالعات Uniprot و توالي پروتئن آن از NCBI از EGFRتوالي مرجع ژن 
 L2 انتخاب شد و از آن توالي  Ref Seqبه عنوان   Q01279 و NC_000077.6 ژن زير به شمارههاي

 به ميموتوپ وصل شد و يك توالي هيستسدين به G4Sاين توالي با استفاده از لينكر جدا گرديد. 
  آمده است.3-1انتهاي آميني آن اضافه شد. توالي كامل در جدول

  In Silico) بررسيهاي 3-2-7

 ) بهينه سازي توالي ژن3-2-7-1

 صورت GeneScript شركت OptimumGeneTM Codonبهينه سازي توالي ژن توسط نرم افزار 
، ساختار ثانويه GC، محتوي Codon Usageپذيرفت. اين نرم افزار توالي نوكلئوتيدي را از نظر 

mRNA.وجود جايگاههاي آنزيمي مخل در كلونينگ و ... بررسي ميكند ، 

 mRNA) پيشبيني ساختار دوم 3-2-7-2

 در سايت mfold مربوط به ژن بهينه سازي شده، با استفاده از برنامهي mRNAبررسي ساختار دوم 
http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold.انجام شد   

 ) بررسي ويژگي هاي فيزيكي و شيميايي پروتيين3-2-7-3

براي بررسي ويژگي هاي فيزيكي و شيميايي توالي پروتيئن طراحي شده در صورت بيان بر روي 
 استفاده گرديد.  http://web.expasy.org/protparam در ProtParam فاژي از نرم افزار 8پروتئين 

) و نيز به همراه تگ تيوردوكسين 1 فاژي (توالي 8توالي پروتئين طراحي شده به همراه توالي پروتئين 
  به نرم افزار ارائه گرديد:input) به عنوان 2(توالي 

1- HHHHHHQHYNIVNTQSRVGGGGSCTAISGDLHILPVAFKGDSFTRTPPLDPR 
ELEILKTVKEITGFLLIQAWPDNWTDLHAFENLEIIRGRTKQHGQFSLAVVGLNI
TSLGLRSLKEISDGDVIISGNRNLCYANTINWKKLFGGGGSAAEGDDPAKAAFN
SLQASATEYIGYAWAMVVVIVGATIGIKLFKKFTSKA 

2-MVKQIESKTA FQEALDAAGD KLVVVDFSAT WCGPCKMIKP VIFLEVDVD 
FFHSLSEKYS DCQDVASECE VKCMPTFQFFKKGQKVGEFS GANKEKLEAT IN 

ELVHHHHHHQHYNIVNTQSRVGGGGSCTAISGDLHILPVAFKGDSFTRTPPLDR 
ELEILKTVKEITGFLLIQAWPDNWTDLHAFENLEIIRGRTKQHGQFSLAVVGLNI
TSLGLRSLKEISDGDVIISGNRNLCYANTINWKKLF 
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 ) بررسي ميزان آنتيژنسيته 3-2-7-4

 براي محاسبهي ميزان خاصيت /http://www.darrenflower.info/VaxiJen در VaxiJenنرمافزار 
 آنتيژني سازه به كار رفت.

 ECD-EGFR در Bپيش بيني اپيتوپ هاي سلول ) 3-2-7-5

از نرم  EGFR پروتئينقسمت خارج سلولي  در توالي Bبراي پيش بيني وجود اپيتوپ هاي سلول 
. براي اين كار كا توالي قسمت  استفاده گرديدBCPREDS (http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/)افزار 

  به نرم افزار داده شد م نتايج آناليز گرديد.EGFR پروتئينخارج سلولي 

 و Cetuximab در برهمكنش آن با آنتيبادي ECD-EGFR) بررسي ساختار سوم 3-2-7-6

  EM-L2پيش بيني ساختار سوم

 Protein Data Bank (PDB) از سايت EGFR و Cetuximabساختار سه بعدي كمپلكس بين 

(http://www.pdb.org/)  تحت شماره ي شناسايي PDB ID: 1YY9 گرفته شد. جايگاه اتصال 
Cetuximab به EGFR با استفاده از نرم افزار Pymol ميموتوپ، مربوط به  نشان داده شد. توالي هاي
L2 domain از ECD-EGFR و پپتيد EM-L2توالي  نشان داده شده است3-1  در جدول .EM-L2 

براي تعيين ساختار سه بعدي ارائه  m4t (http://www.fiserlab.org/servers/m4t)سپس به پايگاه 
 .گرديد

 ) سنتز شيميايي ژن3-2-8
 با استفاده از لينكر HIS Tag و EGFR به همراه توالي ژن ميموتوپ L2نهايتا توالي ژنومي دومين 

G4S به هم فيوز و صحت كلونينگ در وكتور مذكور با استفاده از نرم افزار بررسي  و جهت سنتز و 
 جهت سهولت كار فاژميد نيز به مركز فرستاده شد  ارسال شد.BioMatikساب كلونينگ به شركت 

)Biomatik, Canadaو فاژميد  ) تا قطعه در داخل وكتور كلون گردد M13-pAK8-VIII-EM.L2 
  همزمان پرايمرهاي آن نيز طراحي گرديد. .ساخته شود

 

 

 

 

http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/
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Sfi1 primer: 5’- 
TCTATGCGGCCCAGCCGGCC-3’ 

Total number of the bases  is 20  

        % A = 10.00                       (2) 

        % G = 30.00                       (6) 

        % T = 15.00                       (3) 

        % C = 45.00                       (9) 

                    

                              

                              

 

Not 1 primer: 5’-ACCCTCTGCGGCCGCGCT-3’ 

  Total number of the bases  is 18  

        % A =  5.56                       (1) 

        % G = 27.78                      (5) 

        % T = 16.67                      (3) 

        % C = 50.00                      (9) 

        % Ambiguous =  0.00      (0) 

                              

                              

 

 EM-L2 كد كننده DNA) پرايمرهاي اختصاصي قطعه 3-2-9

 پرايمرهايي كه در اين راستا انتخاب شدند مبتني بر توالي قطعه كد كننده مي موتوپ و توالي 
 به ’3 نوكلئوتيد سمت 18 و مكمل ’5 نوكلئوتيد سمت 21 بودند، طوري كه pAK8-GVO77وكتور 

 عنوان پرايمر انتخاب شدند. توالي و ويژگيهاي آين پرايمرها در زير آمده است:

 

 به باكتري با روش شيميايي و تاييد M13-pAK8-VIII-EM.L2 ) انتقال فاژميد3-2-10

 سازه

 PCR) كلوني 3-2-10-1

 با استفاده از پرايمرهاي pAK8-GVO77.EMبه منظور شناسايي كلونهاي حاوي فاژميد نوتركيب 
 براي تاييد كلون هايي كه روي پليت رشد كرده colony PCRقطعه كلون شده واكنش اختصاصي 

 : بصورت زير مي باشدبراي هر كلون نحوه انجام اين واكنش انجام شد.  بودند،
 طبق جدول زير تهيه مي شود، سپس تك كلون مورد نظر برداشته شده و به PCRابتدا ميكس 
  حل مي شود.PCRآرامي در ميكس 

 Colony PCR) مقادير مورد استفاده جهت انجام 1-3جدول 

(µl)مواد  مقدار 

1 Forward primer ( 10 pmol ) 
1 Reverse primer ( 10 pmol ) 

10 Mastermix 
13 di H2o 
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 Colony PCR ) چرخه دمايي 2-3جدول 

 دما (درجه سانتيگراد) زمان تكرار

 94  دقيقه5  سيكل1

30
كل

سي
 

 

 94  ثانيه30

 62  ثانيه30

 72  ثانيه60

 72  دقيقه10  سيكل1

3-2-10-2 (PCR روي پلاسميد تخليص شده از TG1ترانسفورم شده  

 يكي از كلونها به منظور تخليص پلاسميد انتخاب شد. پس Colony PCRپس از مشاهده نتايج 
 مثل مراحل قبل PCR استفاده گرديد. پروتكل PCRاز جداسازي پلاسميد از آن به عنوان الگو در 

 مي باشد.

  pAK8-GVO77.EM) هضم هاي آنزيمي روي سازه 3-2-10-3

 20, ميكروليتر از محصول تخليص پلاسميد شده3پروتكل هضم آنزيمي در اين تحقيق: 
 5/0) در يك ميكروتيوب X10 ( آنزيم ميكروليتر بافر5/2 , واحدآنزيم 4 ,ميكروليتر آب مقطر

ميلي ليتري مخلوط و سپس با توجه به نوع آنزيمها، ميكروتيوب در دماي مربوطه در طي يك شب، 
 انكوبه شد.

  Sfi1) هضم آنزيمي بوسيله 3-2-10-3-1

 درجه 50، پلاسميد تخليص شده با اين آنزيم در دماي Sfi1به منظور بررسي محل برش آنزيم 
  درصد الكتروفورز شد.2سانتيگراد بريده شد و محصول برش خورده روي ژل آگارز 

 Not1) هضم آنزيمي بوسيله 3-2-10-3-2

 درجه 37 پلاسميد تخليص شده با اين آنزيم در دماي Not1به منظور بررسي محل برش آنزيم 
  درصد الكتروفورز شد.2سانتيگراد بريده شد و محصول برش خورده روي ژل آگارز 

 Sfi1/Not1) هضم دوگانه آنزيمي سازه ساخته شده با 3-2-10-3

روي پلاسميد تخليص شده از همان كلني طي دو شب با  به منظور مشاهده قطعه كلون شده،
  ،هضم دوگانه آنزيمي انجام شد.Sfi1/Not1آنزيمهاي مورد استفاده در كلونينگ، يعني 
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 ) تست تعيين توالي3-2-10-4

 و هضم آنزيمي، نمونه پلاسميد تخليص شده clony PCRپس از تأييد كلونينگ با روش 
pAK8-GVO77.EMبه صورت دو طرفه  براي تعيين توالي و پرايمرهاي اختصاصي قطعه كلون شده 

 ارسال شد.   DNAbiotechبه شركت 

 pAK8-EM.L2-GVO) گرفتن استوك از باكتري حاوي سازه 3-2-11

 به همراه LB، از كلونهاي انتخاب شده در محيط كشت مايه كارپس از محرز شدن صحت روند 
 - ذخيره گرديد.70 درصد استوك تهيه شد و در فريزر 50گليسرول 

 فاژكمكي تخليص و ) تكثير3-2-12

: در ادامه جهت اجراي پايان نامه نياز به فاژكمكي داشتيم كه جهت تكثير آن مطابق زير عمل شد
 را كشت و اجازه داده شد تا E.coli TG1 باكتري 2XYT ميلي ليتر محيط كشت 5داخل  -1

OD برسد.7-9/0 نانومتر به 600 آن در طول موج ./ 

 آگاردار به عنوان كنترل منفي كشت داده 2XYTمقداري از باكتري رشد كرده در پليت  -2
 شد.

  ميكروليتر از استوك فاژ كمكي به آن اضافه شد. 50 -3

 درجه سانتيگراد 37 دقيقه با شيك در 30 دقيقه بدون شيك و 30فالكون حاوي باكتري  -4
 انكوبه شد.

 100 اضافه و به آن 2XTY ميلي ليتر محيط 200محتويات فالكون به ارلن حاوي  -5
 ميكروليتر آنتي بيوتيك كانامايسين افزوده شد.

  درجه سانتيگراد به همراه شيك انكوبه شد.37 دقيقه در 20 ارلن حاوي محيط كشت -6

 ميكروليتر آنتي بيوتيك كانامايسين افزوده و سپس به مدت سه روز ارلن 100مجددا به آن  -7
  درجه سانتيگراد به همراه شيك انكوبه شد.37حاوي محيط كشت در 

 درجه 4 ميلي ليتري تقسيم و در دماي 50پس از آن محتويات ارلن داخل فالكونهاي  -8
  دقيقه سانتريفيوژ شد.15 به مدتrpm 3800سانتيگراد و سرعت 

 دقيقه 20 به مدت oc 70مايع رويي به فالكونهاي استريل جديد منتقل و در حمام آب گرم  -9
 حرارت داده شدند.

 دقيقه سانتريفيوژ 15 به مدتrpm 3800 درجه سانتيگراد و سرعت 4فالكونها و در دماي  -10
 شد.
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 گرم به ازاي هر 5/0مايع رويي به فالكونهاي استريل جديد منتقل و به آنها سديم آزيد ( -11
 ليتر) افزوده شد.

  درجه سانتيگراد نگهداري شدند.4فالكونهاي حاوي فاژ كمكي به عنوان استوك در يخچال  -12

 ) تيتراسيون فاژكمكي3-2-13

 در اين تحقيق از روش رقت سازي متوالي جهت تعيين تيتر فاژها استفاده شد:

 شماره 8 تا 1 ميلي ليتري انتخاب و روي آنها به ترتيب از 5/1 عدد ميكروتيوب استريل 8 -1
 گذاري شد.

 ريخته 2XYT ميكروليتر محيط 990 ميكروليتر و در بقيه 900در ميكروتيوب شماره يك  -2
 شد.

 ميكروليتر به ميكروتيوب شماره يك اضافه و پس 100از استوك فاژي خوب ورتكس شده  -3
 اضافه شد.اين كار تا 2 ميكروليتر به ميكروتيوب شماره 10از ورتكس كردن، از آن 

  ادامه مي يابد.8ميكروتيوب شماره 

 رقت هايي كه بدين ترتيب حاصل مي شوند بدين قرارند:  -4

شماره 
 لوله

1 2 3 4 5 6 7 8 

 10-15 10-13 10-11 10-9 10-7 10-5 10-3 10-1 رقت

 
 رسيده OD 8/0 بهEcoli.TG1ميكروليتر باكتري  900در سه ميكروتيوب استريل ديگر  -5

 به آنها اضافه شد. رقت نهايي اين 8 و 6، 4 ميكروليتر از محتويات لوله هاي 100ريخته و 
 .10-16 و 10-12، 10-8لوله ها به ترتيب عبارتند از: 

 o C37 دقيقه با شيك در دماي 30 دقيقه بدون شيك و 30سپس اين سه ميكروتيوب  -6
 انكوبه شدند.

 سانتريفيوژ شدند. o C4 و دماي rpm 4000ميكروتيوبها در  -7

 آگاردار آمپي سيلين، به 2XYTمايع رويي دور ريخته شده و رسوب آنها رو پليت هاي حاوي 
در روز بعد با توجه به رشد باكتريها   انكوبه شدند.o C37دماي صورت چمني كشت و پليت ها در 

 در پليت ها تيتر فاژها محاسبه گرديد.
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 EM-L2) تكثير و تخليص نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده پپتيد نوتركيب 3-2-14

به عنوان عامل سازنده M13-pAK8-VIII-EM.L2 در اين مرحله از باكتري حاوي فاژميد
استفاده شد و مابقي كارها روي آن انجام  EM-L2پپتيد نوتركيب نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده 

 گرفت.

 E.coli حاوي آنتي بيوتيك آمپي سيلين ،باكتري 2XYT ميلي ليتر محيط كشت 5داخل  -1

TG1 حاوي فاژميد نوتركيب را كشت و اجازه داده شد تا OD نانومتر 600 آن در طول موج 
 /. برسد.7-9/0به 

  ميكروليتر فاژ كمكي اضافه شد.200به آن  -2

  انكوبه شد. o C37 دقيقه با شيك در دماي 30 دقيقه بدون شيك و 30سپس  -3

 سانتريفيوژ شد. o C4 و دماي rpm 4000 دقيقه در 20 -4

 اضافه 2XYT ميكروليتر محيط كشت 100مايع رويي دور ريخته شد و به رسوب حاصله  -5
 شد.

 ميكروليتر 50 اضافه و به آن 2XTY ميلي ليتر محيط 100محتويات فالكون به ارلن حاوي  -6
  ميكروليتر آنتي بيوتيك آمپي سيلين افزوده شد.75آنتي بيوتيك كانامايسين و 

  درجه سانتيگراد به همراه شيك انكوبه شد.37 دقيقه در 20ارلن حاوي محيط كشت -7

 ميكروليتر آنتي بيوتيك 75 ميكروليتر آنتي بيوتيك كانامايسين و 50به آن مجدداً  -8
 آمپي سيلين افزوده شد.

 به همراه شيك كردن oc31 ساعت در 12 به مدت 2XTY ميلي ليتر محيط 100ارلن حاوي  -9
 انكوبه شد.

 20 به مدت rpm4000 ميلي ليتري منتقل و در 50محتويات ارلن به فالكونهاي استريل  -10
 دقيقه سانتريفيوژ شد. 

مايع رويي به فالكونهاي استريل ديگري منتقل شد و يك پنجم حجمشان به آنها محلول  -11
PEG (20% Polyethylene glycol 6000, 2.5 M NaCl) دماي  ساعت در 2 اضافه وo C4 

 انكوبه شد.
  دقيقه انجام شد.15به مدت  o C4 و دماي rpm 19000سانتريفيوژ در دور  -12

  استريل شسته شد. PBSمايع رويي دور ريخته شده و رسوب فاژي به وسيله  -13
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 با نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده پپتيد E.coli TG1) آلوده كردن باكتري 3-2-15

  تخليص شده.EM-L2نوتركيب 

نانوذرات شبه فاژي براي حصول اطمينان از وجود فاژ در رسوب به دست آمده پس از تخليص 
 فاقد فاژميد با آنها آلوده شد و سپس باكتري E.coli TG1، باكتري  EGFR نمايش دهنده مي موتوپ

 انكوبه و از نظر مقاومت به آمپي سيلين o C37 دقيقه با شيك در دماي 30 دقيقه بدون شيك و 30
 بررسي شد. 

  EGFR ) تيتراسيون نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده مي موتوپ3-2-16

نانوذرات شبه فاژي نمايش و نيز  EGFR نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده مي موتوپتيتراسيون 
  انجام گرفت.2-13-2-2 به عنوان كنترل مطابق روش 2mβدهنده قسمتي از پروتئين 

 روي سطح نانوذرات شبه فاژيEGFR ) اثبات نمايش مي موتوپ3-2-17

 و BSA خرگوشي عليه مي موتوپ متصل به ICR61 ،ICR62 ،IgGدر اين مرحله از آنتي باديهاي 
 آنتي بادي غير مرتبط در تست الايزا استفاده شد.

 ) انجام تست الايزاي فاژ3-2-17-1

 خرگوشي عليه مي موتوپ متصل به ICR61 ،ICR62 ،IgGدو ميكروگرم از آنتي باديهاي  -1
BSA ميكروليتر بافر بيكربنات رقيق و در 100 ميكروگرم از آنتي بادي غير مرتبط در5 و 

 كت شد. o C4چاهك هاي الايزا به صورت دوبله در طي يك شب و در دماي 
آنتي بادي اضافه همراه بافر بيرون ريخته و پليت چندين بار محكم روي حوله تميز تكانده  -2

 شد. 

 o C37 ساعت در دماي 5/1چاهك ها با بافر بلاك كننده كاملاً پوشانده شده و به مدت  -3
 انكوبه شدند. 

  درصد شستشو داده شدند.TBST 5/0 بار با 3پليت ها  -4
) به smPBS) skim milk ميكروليتر 100فاژهاي تازه تخليص و تيتر شده موجود در -5

  در نظر گرفته شد.pfu/ml 1014آنتي باديها اضافه شد. تيتر فاژهاي اضافه شده 

 به مدت يك ساعت به آرامي در دماي اتاق انكوبه شدند. -6
  معمولي شسته شدند.TBS بار با 2 و TBST% 5/0 بار با 8چاهك ها  -7
 رقيق 1:10000 به ميزان EIA با بافر Pharmacia از شركت HRP متصل به M13آنتي  -8

  ميكروليتر به هر چاهك اضافه شد. 100شده و 
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 همراه با تكان انكوبه شد. o C37يك ساعت در  -9
  انجام گرفت.TBS بار با 2 و TBST% 5/0 بار شستشو با 8 -10
  به هر چاهك اضافه شد.TMB ميكروليتر از سوبسترا 100 -11
 انكوبه گرديد (زمان انكوباسيون با توجه به مشاهده اختلاف رنگ o C37 دقيقه در 20 تا 10 -12

 حاصله از چاهك تست و شاهد مي تواند متفاوت باشد).
  نرمال واكنش متوقف شد.HCl 4 ميكروليتر 50با اضافه كردن  -13
  نانومتر انجام شد.450 با دستگاه قرائت گر الايزا در طول موج ODقرائت  -14

) انجام آزمون الايزا با آنتيبادي عليه تگ هيستيدين روي فاژ نمايش دهنده 3-2-17-2

 EM-L2پپتيد 

 در سطح EM-L2، جهت تاييد وجود پپتيد EM-L2با توجه به وجود تگ هيستيدين در پپتيد 
 فاژ ميتوان از آنتيبادي عليه تگ هيستيدين در آزمون الايزا نيز بهره برد.  

 روش كار:
 حل و در چاهك هاي پليت الايزا اضافه شد. PBS ميكروليتر از بافر 100 ذره فاژي در1012 -1

 نگهداري شد. o C37پليت يك شب در 
  شست و شو داده شد.PBS بار با 5 تا 3 شده، خشك محتويات پليت -2

باقي مانده محتويات چاهك ها با كوباندن بر روي دستمال كاغذي تميز خالي  -3
 .(Tapping)شد

%) به چاهك ها اضافه شد به 5 ميكروليتر بافر بلاك كننده (شير خشك بدون چربي 250 -4
 طوري كه چاهك ها تقريباً پر شدند.

  قرار داده شد.C37° ساعت در 5/1پليت به مدت  -5

  تكرار شد.3 و 2مراحل  -6

 ميكروليتر به صورت 100 با رقت مورد نظر به مقدار )HRP) abcamآنتي بادي كونژوگه با  -7
  اضافه شد.(Duplicate)دوتايي 

  قرار داده شد.C37° در يك ساعتپليت به مدت  -8

  تكرار شد.3 و 2مراحل  -9

 10 ميكروليتر به هر چاهك اضافه شد و پليت به مدت 100 به مقدار TMBسوبستراي  -10
  نگهداري شد تا واكنش رنگي به ميزان مناسب پيش رود.C37°دقيقه در 

  نرمال به هر چاهك متوقف شد.HCl 4 ميكروليتر از 50واكنش با اضافه كردن  -11
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  قرائت شد.450nmجذب نوري در 

  pET32a در وكتور بياني EM-L2) سابكلونينگ ژن كد كننده پپتيد  3-2-18

 EM-L2 براي ژن PCR) انجام واكنش 3-2-18-1

، با استفاده از پرايمر هاي M13-pAK8-VIII-EM.L2 از وكتور EM-L2به منظور خارج كردن ژن 
 طبق PCR هستند واكنش EcoRI و BamHIاختصاصي اين ژن كه حاوي جايگاه برشي آنزيم هاي 

  جفت بازي توليد شود.465 آماده شد. انتظار مي رود محصول حدود 2-2مقادير جدول 

 ) استخراج قطعه تكثير شده از ژل آگارز3-2-18-2

 استفاده شد كه  Intron Biotechnology شركت DNA Fragment Clean upبراي اين كار از كيت 
  به ستون سيليكا استوار است.DNAبر اتصال قطعات 

 براي تخليص اين قطعه از ژل به صورت زير انجام شد:
 3-2 قرار گرفت. هر oC 55 دقيقه در دماي 10 بدان اضافه شد و براي BNL. سه برابر وزن ژل بافر 1

 دقيقه مخلوط واكنش ورتكس شد تا ژل به طور كامل حل شود.

  حجم از ايزو پروپانول نيز اضافه شد و با پيپتينگ به خوبي مخلوط شد.5/1. به علت كوچكي قطعه 2

 . محصول به روي ستون سيليكا منتقل شد.3

  دقيقه انجام شد.1 به مدت rpm  13000 به ستون سانتريفوژ در دورDNA. به منظور اتصال 4

  اضافه شد.Washing ميكروليتر از بافر 700.5

 . سانتريفوژ مانند مرحله قبل انجام شد.6

 . به منظور خشك شدن ستون سانتريفوژ مانند مرحله قبل انجام شد.7

 . ستون در تيوب استريل قرار گرفت.8

 1 بدون تماس نوك سر سمپلر با ستون به مركز آن اضافه شد و براي Elution ميكروليتر از بافر 40.9
 دقيقه در در دماي اتاق قرار گرفت.

 .سانتريفوژ مانند مرحله قبل انجام شد.10
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  و آماده كردن آن براي كلونينگpET32a) هضم آنزيمي وكتور  3-2-18-3

 و EcoRI و ايجاد انتهاهاي چسبنده از هضم آنزيمي با دو آنزيم pET32a به منظور برش وكتور 
BamHI استفاده شد و وكتور خطي شد. مخلوط واكنش با مقادير زير آماده شد و پس از انجام 

 DNA Fragment Cleanواكنش مانند مرحله قبل وكتور ران شده روي ژل آگارز با استفاده از كيت 

up.استخراج گرديد  

 ) مقادير واكنش هضم آنزيمي ژن بياني3-3 جدول

 

 

 

 

 

 

 

 

 EM-L2 خطي شده و ژن pET32a) انجام واكنش ليگاسيون بين وكتور 3-2-18-4

انتهاهاي چسبنده دو سوي ژن و وكتور خطي شده سازگار بوده لذا شرايط ليگاسيون ژن به وكتور 
 استفاده شد و طبق فرمول زير Insert 3: Vector 1مهيا مي باشد. براي انجام اين واكنش از نسبت 

 غلظت قطعه كلون شونده محاسبه شد:

ng of vector × Kb of inser / Kb of vector × 3/1 = ng of vector 

  آماده شد.4-3در ادامه مخلوط واكنش مطابق جدول

 

 

 )ulمقدار ( مواد

DNA 25 

Buffer K 4 

EcoRI 5/1 

BamHI 5/1 

DDW 8 
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 ) مقادير واكنش ليگاسيون4- 3جدول

 )ulمقدار ( مواد

insert 24 

Vector 8 

Buffer 4 

T4 DNA Ligase 2 

DDW 2 

 

 BL21) ترانسفورماسيون محصول ليگاسيون به باكتري 3-2-18-5

تهيه باكتري مستعد و ترانسفورماسيون با محصول ليگاسيون طبق روند قبلي انجام شد و باكتري هاي 
 ترانسفورم شده روي محيط حاوي آمپي سيلين كشت داده شدند.

 ) تاييد ساب كلونينگ ژن مورد نظر در كلني هاي ترانسفورم شده3-2-19

 PCR) كلني 3-2-19-1

 Colony PCR از طريق انجام واكنش pET32aمرحله اول تاييد ساب كلونينگ قطعه به داخل وكتور 
 ابتدا Colony PCR صورت مي گيرد. براي انجام T7با استفاده از پرايمر هاي يونيورسال پروموتر 

 آماده شد و سپس با نوك سر سمپلر بخشي از هر كلون وارد 5-2مخلوط واكنش مطابق جدول 
 تهيه شد. واكنش طبق Back upواكنش شد. همچنين روي پليت داراي آمپي سيلين از هر كلون 

 انجام شد. در كلون هاي مثبت پس از واكنش قطعه اي به طول حدود 2-2چرخه دمايي جدول 
  جفت باز حاصل خواهد شد. 1150

) تاييد ساب كلونينگ با انجام واكنش هضم آنزيمي دوگانه به منظور خارج 3-2-19-2

 كردن قطعه مورد نظر

)در 5 از يكي از كلون هاي مثبت (كلون شماره Intron Biotechnologyبا استفاده از كيت شركت 
Colony PCR تخليص پلاسميد انجام شد و طبق روند قبلي برش آنزيمي دو گانه با آنزيم هاي 

EcoRI و BamHI جفت بازي خارج شود.465 انجام شد، انتظار مي رود قطعه  
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 ) مقادير واكنش هضم آنزيمي تاييدي5-3جدول 

 )ulمقدار ( مواد

DNA 20 

Buffer K 3 

EcoRI 1 

BamHI 1 

DDW 5 

 

 SDS و مشاهده آن در ژل E.coli) بيان ژن سنتتيك در ميزبان 3-2-20

 ) القاي بيان ژن3-2-20-1

  به صورت زير عمل شد:E.coliبراي بيان ژن مورد نظر در ميزبان 

 ميلي 5 و واكنش هضم آنزيمي تاييد شده است، كشت PCR. ابتدا از كلوني كه مثبت بودن آن در 1
 همراه با شيك انجام شد. در oC 37 ساعت در 8ليتري حاوي آنتي بيوتيك آمپي سيلين به مدت 

 شرايط مشابه باكتري بدون وكتور نيز كشت داده شد.

 ميلي ليتري حاوي آنتي بيوتيك آمپي 5 ميكرو ليتر از كشت اوليه به دو كشت 100. در ادامه مقدار 2
 فاقد BL21سيلين منتقل شد و كشت در شرايط مشابه ادامه پيدا كرد. در محيط ديگري باكتري 

 وكتور به عنوان كنترل منفي كشت داده شد.
  ادامه پيدا كرد.6/0 حدود OD. كشت مورد نظر تا رسيدن به 3

 اضافه شد به IPTG ميكروليتر از 50 مورد نظر به يكي از دو كشت مقدار OD. پس از رسيدن به 4
 ساعت در شرايط 4 ميلي مولار باشد. سپس كشت به مدت 1طوري كه غلطت نهايي آن در كشت 

 مشابه ادامه پيدا كرد.
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 ) آماده سازي نمونه3-2-20-2

 ميلي ليتر از هركدام 1. پس از اتمام مدت زمان كشت، فالكون هاي كشت در يخ قرار گرفته و مقدار 1
انجام  oC 4 دقيقه در 5 به مدت r.p.m 3500 ميلي ليتري منتقل شد. سپس سانتريفوژ 5/1به تيوب 

 شد.

) مجددا حل شد و pH 7.0 ميكروليتر بافر  سالين (50. مايع رويي خارج شد و رسوب باكتري در 2
 سانتريفوژ مانند مرحله قبل انجام شد.

 . رسوب باكتري در بافر ليز حل شد.3

  دقيقه انجام شد.2 دقيقه اي با با فاصله زماني 1. سونيكاسيون در سه مرحله 4

. محلول به دست آمده مانند شرايط قبلي سانتريفوژ شده و محلول رويي كه حاوي پروتئين هاي 5
 محلول است، جدا گرديد.

. رسوب حاصل كه حاوي پروتئين هاي انكلوزيوني مي باشد، مجددا در بافر فسفات حل شده و تحت 6
 شرايط قبلي تحت سونيكاسيون قرار گرفت.

. محلول به دست آمده مانند شرايط قبلي سانتريفوژ شده و محلول رويي كه در اين مرحله حاوي 7
 پروتئين هاي نا محلول است، جدا گرديد.

 . سنجش مقادير پروتئين موجود در نمونه به روش برادفورد انجام شد.8

  دقيقه جوشانده شد.10 ميكروليتر از بافر نمونه به مدت 5 ميكروگرم از هر نمونه با 20. مقدار 9

 تعيين مقادير بهينه فاكتورهاي مختلف  براي القاي بيان

 ) تعيين دماي بهينه براي القا3-2-20-3

 50 ميلي ليتر از آن به ارلن حاوي 5/2ابتدا كشت اوليه از باكتري مورد نظر به روش قبلي آماده شد و 
 با غلظت IPTG مورد نظر OD حاوي آمپي سيلين تلقيح شد. پس از رسيدن به LBميلي ليتر محيط 

، 18 ميلي مولار اضافه شد و محيط به سه فالكون منتقل شد. فالكون ها به ترتيب در دماي 1نهايي 
 ساعت كشت داده شدند. از رسوب حاصله جهت تخليص پروتئين و 4 سانتي گراد به مدت 30 و 25

 بررسي ميزان بيان  استفاده شد.
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 SDS-PAGE) تهيه ژل هاي 3-2-20-4

  عمل شد.7-3  و براي تهيه ژل بالا مطابق جدول 6-3براي تهيه ژل پايين مطابق جدول

 SDS-PAGE) مقادير مربوط به تهيه ژل تفكيك كننده ي 6-3جدول 

 بافر ژل پايين 

 

محلول آكريل 
 آميد

محلول  آب مقطر
TEMED 10% 

محلول آمونيوم 
 %10پر سولفات 

 ml 3  9/4  ml 1/4  ml 05/0  ml 05/0  ml  %5/12ژل 

 

 SDS-PAGE مقادير مربوط به تهيه ژل متراكم كننده ي )7-3جدول 

 ) رنگ آميزي ژل با كوماسي بلو3-2-20-5

  دقيقه در محلول رنگ آميزي قرار گرفت.30ژل پس از شست و شو با آب مقطر به مدت 

 محلول رنگ آميزي خارج شده و پس از شست و شوي مجدد با آب مقطر محلول رنگ بر اضافه شد.

 Ni-NTA) تخليص پروتئين محلول با استفاده از ستون 3-2-20-6

 ) آماده سازي ليزات باكتري3-2-20-6-1

  دقيقه روي يخ قرار گرفت.15. پلت باكتري به مدت 1

 ميلي ليتر به 5-2 ميلي مولار حل شد. (10 ميلي ليتر بافر ليز حاوي ايميدازول 4. پلت در حد اقل 2
 ازاي هر گرم وزن خشك)

  دقيقه روي يخ قرار گرفت.30 اضافه شد و ليزات به مدت mg/ml 1. ليزوزيم به مقدار 3

 بافر ژل بالا 

 

محلول آكريل 
 آميد

محلول  آب مقطر
TEMED 10% 

محلول آمونيوم 
 %10پر سولفات 

 ml 25/1  65/0  ml 05/3  ml 05/0  ml 01/0  ml  %4ژل 
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  دقيقه تحت سونيكاسيون قرار گرفت.1 دقيقه اي با فاصله زماني 5 مرتبه 4. ليزات براي 4

  انجام شد.C 4˚ دقيقه در دماي 30-20 به مدت g 1000. سانتريفوژ در دور  5

. مايع رويي كه حاوي پروتئين هاي محلول مي باشد براي تخليص پروتئين جدا شد. بخشي از آن 6
  نگه داري شد.SDS-PAGEبراي مشاهده روي ژل 

 ) متعادل سازي ستون3-2-20-6-2

 ميلي ليتري منتقل شد و 15 ميلي ليتر حجم بستر) به فالكون Ni-NTA) 5/0 ميلي ليتر از ماده 1. 1
 پس از سانتريفوژ  كوتاه مايع رويي دور ريخته شد.

 ميلي ليتر از بافر ليز به بستر اضافه شده و پس از معكوس كردن آرام فالكون سانتريفوژ مجدد 2. 2
 انجام شده و مايع رويي دور ريخته شد.

 ) تخليص پروتئين3-2-20-6-3

 ساعت 1 به مدت C ˚ 4. چهار ميلي ليتر از ليزات به بستر اضافه شد و به آرامي با شيك در دماي 1
 مخلوط شد.

 جمع آوري SDS-PAGE. مخلوط روي ستون لود شد. بخشي از خروجي ستون براي بررسي در ژل 2
 شد.

 ميلي ليتر از بافر شست و شو شسته شد. بخشي از خروجي ستون براي 5/2. بستر دو بار هر بار با 3
  جمع آوري شد.SDS-PAGEبررسي در ژل 

 خارج شد و براي بررسي در ژل elution ميلي ليتر از بافر 5/0. پروتئين مورد نظر چهار بار هر بار با 4
SDS-PAGE.نگه داري شد  

 ) شارژ مجدد ستون نيكل3-2-20-6-4

  برابر حجم بستر با آب مقطر شسته شد.10. رزين با 1

  ميلي مولار شسته شد.EDTA 100 برابر حجم بستر با محلول 10. رزين با 2

  برابر حجم بستر با آب مقطر شسته شد.10. رزين با 3
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  برابر حجم بستر با بافر شست و شو شسته شد.10. رزين با 4

  برابر حجم بستر با آب مقطر شسته شد.10. رزين با 5

  ميلي مولار اضافه شد.NiSO4 100 برابر حجم بستر با محلول 10 رزين با .6

  برابر حجم بستر با آب مقطر اضافه شد.10. رزين با 7

%  به رزين اضافه شد. براي نگه داري رزين اجازه مي دهيم قبل از 20. ده برابر حجم بستر اتانول 8
 خروج كامل كمي از اتانول روي رزين باقي بماند.

 )  تخليص پروتئين نامحلول با استفاده از ستون نيكل3-2-20-7

 ) آماده سازي نمونه3-2-20-7-1

  حل شد.Resuspension بافر ml4 ميلي ليتر كشت در 100.رسوب سلولي از 1

  دقيقه روي يخ انجام شد.1 دقيقه با فواصل زماني 5. سونيكاسيون سه مرتبه هر بار به مدت 2

  انجام شد.oC 4 دقيقه در 10. سانتريفوژ دور بالا به مدت 3

  بافر جداسازي سرد حل شد.ml3. پلت در 4

 . سونيكاسيون مانند مراحل قبل انجام شد.5

  انجام شد.oC 4 دقيقه در 10. سانتريفوژ دور بالا به مدت 6

  تكرار شد.4-6. مراحل 7

 ) محلول كردن پروتئين3-2-20-7-2

  بافر محلول سازي حل شد.ml5.پلت در 1

  دقيقه در دماي اتاق حل زده مي شود.30-60. نمونه 2

  انجام شد.oC 4 دقيقه در 10. سانتريفوژ دور بالا به مدت 3

  ميكروني حذف گرديد.45/0. ذرات اضافي با استفاده از فيلتر 4
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 ) رناتوراسيون و تخليص3-2-20-7-3

  آب مقطر شسته شد.ml5 . ميلي ليتر رزين رزين نيكل با 1

  اضافه شد.M1/0 ميكروليتر نيكل سولفات 500. 2

  آب مقطر شسته شد.ml5. ستون با 3

  ميلي ليتر بافر محلول سازي متعادل شد. 5-10. ستون با 4

  بافر محلول سازي شسته شد.ml10 . نمونه لود شده و ستون با 5

  بافر رناتوراسيون شسته شد.ml10. ستون با 6

  ميلي ليتر شسته شد.10-30 با حجم 6-0. ستون با شيب غلظتي اوره 7

  بافر شست و شو اضافه شد.ml5. پس از پايان يافتن شيب اوره 8

  ميلي ليتر از بافر شست و شو انجام شد.10-20. شست وشوي ستون با 9

  انجام شد.Elution ميلي ليتر از بافر 10-20. جداسازي پروتئين از ستون با اضافه كردن 10

 ) تاييد پروتئين تخليص شده پس از بيان در باكتري3-2-21

 داراي تگ هيستسدين است براي تاييد پروتئين تخليص EM-L2با توجه به اينكه پپتيد نوتركيب 
 شده پس از بيان در باكتري از دو آزمون الايزا و وسترن بلات استفاده گرديد. 

 بيان شده در EM-L2) الايزا با آنتيبادي عليه تگ هيستيدين روي پپتيد 3-2-21-1

 باكتري

 روش كار:
 حل و در چاهك هاي PBS ميكروليتر از بافر 100دو ميكروگرم از پپتيد تخليص شده در -1

 به عنوان كنترل BSAنگهداري شد. از  o C37پليت الايزا اضافه شد. پليت يك شب در 
 استفاده گرديد.

  شست و شو داده شد.PBS بار با 5 تا 3 شده، خشك محتويات پليت -2

باقي مانده محتويات چاهك ها با كوباندن بر روي دستمال كاغذي تميز خالي  -3
 .(Tapping)شد
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%) به چاهك ها اضافه شد به 5 ميكروليتر بافر بلاك كننده (شير خشك بدون چربي 250 -4
 طوري كه چاهك ها تقريباً پر شدند.

  قرار داده شد.C37° ساعت در 5/1پليت به مدت  -5

  تكرار شد.3 و 2مراحل  -6

 ميكروليتر به صورت 100 با رقت مورد نظر به مقدار )HRP) abcamآنتي بادي كونژوگه با  -7
  اضافه شد.(Duplicate)دوتايي 

  قرار داده شد.C37° در يك ساعتپليت به مدت  -8

  تكرار شد.3 و 2مراحل  -9

 10 ميكروليتر به هر چاهك اضافه شد و پليت به مدت 100 به مقدار TMBسوبستراي  -10
  نگهداري شد تا واكنش رنگي به ميزان مناسب پيش رود.C37°دقيقه در 

  نرمال به هر چاهك متوقف شد.HCl 4 ميكروليتر از 50واكنش با اضافه كردن  -11

  قرائت شد.450nmجذب نوري در 

 ) وسترن بلات روي پروتئين تخليص شده3-2-21-2

 تهيه و پروتئين ها روي آن تفكيك شدند،  SDSبراي انجام وسترن بلات ابتدا طبق روند قبلي ژل 
 ولي اين بار رنگ آميزي انجام نمي شود تا روي ژل وسترن بلات انجام شود.

 ساعت به كاغذ نيترو 5/1 آمپر به مدت 5/0. پروتئين هاي تفكيك شده بر روي ژل در شدت جريان 1
 سلولز منتقل شدند.

  ساعت در محلول بلاك كننده قرار گرفت.16. كاغذ نيترو سلولز به مدت 2

  شست و شو داده شد.PBST. كاغذ يك بار با 3

  همراه با شيك قرار داده شد.His-tag حاوي آنتي بادي عليه EIA ساعت در بافر 5/1. كاغذ به مدت 4

  انجام شد.PBS و يك بار با TBST. كاغذ دوبار با 5

 قرار داده شد تا زماني كه باند ها ظاهر شدند. ختم واكنش با TMB. كاغذ در محلول سوبستراي 6
 اضافه كردن آب مقطر انجام شد.

 ) ايمن سازي موش بمنظور بررسي پتانسيل ايمني زايي آنتيژتها3-2-22

  تايي براي تزريق تقسيم شدند.2 گروه 4 به BALB/c سر موش 12
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  تزريق شد.150µl PBS در 1012pfu با تيتر  راEM-L2فاژ نمايش دهنده پپتيد   EM-L2- به گروه 1
 150µl  در1012pfu با تيتر ) راغير مرتبط ( 2mβفاژ نمايش دهنده پپتيد  (كنترل) C- به گروه 2

PBS.تزريق شد  
  تزريق 150µl PBSدر  بيان شده در باكتري EM-L2 ميكروگرم پپتيد peptid-L2 ،100- به گروه 3

 شد.
  تزريق شد.PBS ،150µl PBS- به گروه 4

 صورت گرفت. 30 و 24، 17، 10، 1تزريقات به صورت زير پوستي و به مدت يك ماه و در روزهاي 
  با ادجوانت كامل و ناقص فروند انام پذيرفت.EM-L2پپتيد تزريقات براي فاژها بدون ادجوانت و براي 

 ) جمع آوري سرم حيوانات3-2-23

يك هفته پس از آخرين تزريق حيوانات را بيهوش كرده و سپس خونگيري مستقيما از چشم انجام 
 به مدت يك ساعت نگهداري شده و سپس C37°شد. ميكروتيوب هاي حاوي خون حيوانات در دماي 

 نگهداري C°20- دقيقه سرم جدا شد. سرمهاي جدا سازي شده در 20 به مدت 4000با سانتريفوژ دور 
 شد.

جهت BALB/c) خونگيري از موشها و انجام الايزا جهت ايمن شدن موشهاي 3-2-24

 بررسي پتانسيل ايمني زايي آنتيژنهاي تزريق شده

 با استفاده از سرم حيوانات ايمن ELISAبمنظور بررسي پتانسيل ايمني زايي ذرات مختلف فاژي تست 
پروتكل الايزا كه در اين بخش توضيح داده مي شود اساس شده و آنتيژن تزريقي به آنها انجام شد. 

 كلي اين تست در اين تحقيق است و در هر بخشي جزئيات متفاوت توضيح داده مي شود.
 روش كار:

 حل و در چاهك هاي PBS ميكروليتر از بافر 100 ذره فاژي در1012دو ميكروگرم از آنتي ژن و يا  -1
 نگهداري شد. o C37پليت الايزا اضافه شد. پليت يك شب در 

  شست و شو داده شد.PBS بار با 5 تا 3 شده، خشك محتويات پليت -2

 .(Tapping)باقي مانده محتويات چاهك ها با كوباندن بر روي دستمال كاغذي تميز خالي شد -3

%) به چاهك ها اضافه شد به طوري 5 ميكروليتر بافر بلاك كننده (شير خشك بدون چربي 250 -4
 كه چاهك ها تقريباً پر شدند.

  قرار داده شد.C37°پليت به مدت يك ساعت در  -5

  تكرار شد.3 و 2مراحل  -6
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 اضافه (Duplicate) ميكروليتر به صورت دوتايي 100آنتي بادي اوليه با رقت مورد نظر به مقدار  -7
 شد.

  قرار داده شد.C37°پليت به مدت نيم ساعت با شيك و نيم ساعت بدون شيك در  -8

  تكرار شد.3 و 2مراحل  -9

، 15000/1 با رقت هايHRPآنتي بادي ثانويه (آنتي بادي ضد آنتي بادي موشي) متصل به  -10
  ميكروليتر به هر چاهك اضافه شد.100 تهيه و به ميزان 30000/1 و 20000/1

  قرار داده شد.C37°پليت به مدت نيم ساعت با شيك و نيم ساعت بدون شيك در  -11

 دقيقه 10 ميكروليتر به هر چاهك اضافه شد و پليت به مدت 100 به مقدار TMBسوبستراي  -12
  نگهداري شد تا واكنش رنگي به ميزان مناسب پيش رود.C37°در 

  نرمال به هر چاهك متوقف شد.HCl 4 ميكروليتر از 50واكنش با اضافه كردن  -13

  قرائت شد.450nmجذب نوري در  -14

 ايمن شده با BALB/C در موشهاي EM-L2) بررسي وجود آنتي بادي عليه پپتيد 3-2-25

  EM-L2فاژ نمايش دهنده 

 سرم موشها در تست الايزا به 4000/1 و 1000/1جهت بررسي توليد آنتي بادي عليه پپتيد، دو رقت 
 به عنوان آنتيژن و سرم موشهاي گروه E.Coli بيان شده در باكتري EM-L2كار گرفته شد. پپتيد 

PBS و C .پروتكل الايزاي پپتيد اين بخش مشابه مرحله قبل است.  به عنوان كنترل به كار رفتند 

 LL/2) كشت و آماده سازي سلول هاي 3-2-26

 منتقل شد و DMEM+10% FBS ميلي ليتر محيط كشت 5- پس از خروج سلول ها از تانك ازت به 1
 10 حاوي T-25 سانتريفوژ شد. سپس رسوب سلولي به يك فلاسك 1000rpm دقيقه در 6براي 

 منتقل شد و در انكوباتور قرار گرفت. به منظور DMEM+12. 5% FBSميلي ليتر محيط كشت 
 به منظور تهيه LL/2آماده سازي سلول ها به مقدار كافي براي ايجاد تومور در حيوان، ابتدا سلول هاي 

، كشت داده شد كه در موقع نياز اين استوك ها احيا شده و LL/2استوك هاي منجمد از سلول هاي 
 براي توليد و آماده سازي سلول به مقدار كافي مورد استفاده قرار گيرند.

 % كشت داده شدند.90 تا رسيدن به تراكم LL/2-سلول هاي 2

 - سلول ها تريپسينه شده و شمارش شدند.3

  سانتريفوژ شدند.1000rpm دقيقه در 6- سلول ها بمدت 4
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 FBS + 10%)- به رسوب سلولي به ازاي هر يك ميليون سلول يك ميلي ليتر محيط انجماد5

DMSO).اضافه شد  

 نگهداري شدند و C°70- ساعت در C ،2°20- ساعت در 2- سلول ها به كرايوتيوب منتقل شدند و 6
 سپس به تانك ازت منتقل شدند. 

  در حيواناتEGFR) ايجاد مدل تومور 3-2-27

 هفته بعد از آخرين تزريق واكسن فاژي و براي 2اين كار در مورد حيوانات گروه پيش گيري كنندگي 
 حيوانات گروه درماني قبل از ايمن سازي انجام شد.

% 80 تا تجمع (DMEM+10% FBS)در محيط كشت كامل T-75 در فلاسك هاي LL/2-سلول هاي 1
 كشت داده شدند.

 خام شستشو DMEM محيط كشت 5ml- محيط كشت فلاسك هاي كاملا خالي شد و سلول ها با 2
 داده شدند.

 5 اضافه شد و فلاسك ها به مدت /EDTA 2mM Trypsine 0.25% محلول 2ml- به لايه سلولي 3
  قرار گرفتند.C°37دقيقه در انكوباتور 

 محيط كشت كامل اضافه شد و با پيپتينگ سلول ها از كف 5ml- به فلاسك هاي تريپسينه شده 4
 فلاسك جدا شدند.

 - سلول ها شمارش شدند.5
  دقيقه سانتريفوژ شدند.2 به مدت 1200rpm منتقل شدند و در 50ml- سلول ها به فالكون هاي 6
 محيط كشت خام سرد شسته 10ml- محيط كشت دور ريخته شد و رسوب سلولي دو بار، هربار با 7

 شدند.
 100µl خام اضافه شد كه در هر DMEM- پس از طي مراحل شستشو به رسوب سلولي به مقداري 8

  سلول وجود داشته باشد.106حجم سوسپانسيون سلولي 
 كشيده شد، و 100µl داخل سرنگ هاي انسولين به حجم هاي 18G- سلول ها با استفاده از سوزن 9

 سرنگ روي يخ قرار داده شد.
 به C57BL/6 سلول به پهلوي چپ هر موش 106 معادل 100µlسوسپانسيون سلولي به حجم  -10

 صورت زير جلدي تزريق شد.
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87F) مانيتورينگ تومور 3-2-28

�� 

بعد از تشكيل تومور در موش ها، روند رشد تومور در حيوانات مورد بررسي قرار گرفت. بدين منظور 
اندازه تومور در هر موش در تمام گروهها هفتهاي دو بار اندازه گيري گرديد. اندازه گيري توسط كاليپر 

88Fديجيتال 

 :]97[صورت گرفت و حجم تومور با استفاده از فرمول زير محاسبه شد ��
Tumor volume (mm3) = ½ A (mm) × B2 (mm2) 

 برابر است با: حاصل بزرگترين (mm3)با استفاده از اين فرمول حجم تومور بر حسب ميليمتر مكعب 
 .2 تقسيم بر (B) بزرگترين قطر عرضي 2 × توان (A)قطر طولي 

 ) ايمن سازي موش هاي مدل توموري3-2-29

 هفتهاي ماده به دو گروه درماني و پيش گيري كنندگي تقسيم شدند C57BL/6 6 سر موش 32تعداد 
  تايي تقسيم شدند.4كه مجددا هركدام از اين دو گروه به چهار گروه 

 ) گروه پيش گيري3-2-29-1

 تعداد موش ها در هر گروه و ماده تزريقي به آنها مربوط به گروه پيش گيري آورده شده 8-2در جدول 
 است.

 ) تعداد موش ها و نحوه ايمن سازي آنها در گروه پيش گيري8-3جدول 

 p-EM-L2 p-Peptid  p-C p-PBS گروه

 4 4 4 4 تعداد

 ايمن سازي
EM-L2 
displaying 
phage 

EM-L2 peptid β2m displaying 
phage 

PBS 

 (S. C)يك ميليون سلول به هر موش  تزريق سلول

 
 در هر بار، تزريق EM-L2 فاژ نمايش دهنده پپتيد 150µl PBS در p-EM-L2 ،1012pfu- به گروه 1

 شد.
 تزريق 150µl PBS  بيان شده در باكتري درEM-L2پپتيد   ميكروگرم p-Peptid  ،100- به گروه 2

 شد.
 در هر بار، 150µl PBS در 1012pfu با تيتر  2m β فاژ غير مرتبط نمايش دهنده p-C- به گروه 3

 تزريق شد.
                                                 
88- Tumor monitoring  

89- Digital caliper 
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  در هر بار، تزريق شد.p-PBS ، 150µl PBS- به گروه 4
تزريقات به مدت يك ماه و در چهار نوبت به صورت زير پوستي انجام گرفت. يك هفته پس از 

  است.prophylactic نشان دهنده P تزريق گرديد. LL/2آخرين تزريق سلول هاي تومورزاي 

 ) گروه درماني3-2-29-2

 تعداد موش ها در هر گروه و ماده تزريقي به آنها مربوط به گروه درماني آورده شده 9-2در جدول 
 است.

 ) تعداد موش ها و نحوه ايمن سازي آنها در گروه درماني9-3جدول 

 t-EM-L2 t-Peptid  t-C t-PBS گروه

 4 4 4 4 تعداد

 (S. C)يك ميليون سلول به هر موش  تزريق سلول

 ايمن سازي
EM-L2 
displaying 
phage 

EM-L2 peptid β2m displaying 
phage 

PBS 

 
 در هر بار، تزريق EM-L2 فاژ نمايش دهنده پپتيد 150µl PBS در p-EM-L2 ،1012pfu- به گروه 1

 شد.
 تزريق 150µl PBS  بيان شده در باكتري درEM-L2پپتيد   ميكروگرم p-Peptid  ،100- به گروه 2

 شد.
 در هر بار، 150µl PBS در 1012pfu با تيتر  2m β فاژ غير مرتبط نمايش دهنده p-C- به گروه 3

 تزريق شد.
  در هر بار، تزريق شد.p-PBS ، 150µl PBS- به گروه 4

تزريقات بعد از اينكه تومور قابل لمس شد، هفته اي يكبار براي چهار هفته و بصورت زير پوستي 
  است.therapeutic نشان دهنده tصورت گرفت. 

89F) بررسي نرخ بقا3-2-30

�� 

-Logبراي بررسي عملكرد واكسن پپتيدي و فاژي علاوه بر روند رشد تومور، نرخ بقا نيز توسط آزمون 

Rank (Mantel–Cox)  مورد بررسي قرار گرفت. براي اين كار زمان مرگ هر حيوان ثبت ميشود و در
 پايان آزمايش روند مرگ و مير حيوانات در هر گروه مورد ارزيابي قرار ميگيرد. 

                                                 
90- Survival rate 
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 C57BL/6) ارزيابي وضعيت سيستم ايمني موشهاي 3-2-31

بمنظور بررسي فعال شدن سيستم ايمني هومورال و سلولي اقدام به اندازه گيري مقدار سايتوكاين هاي 
IL-4 و IFN-γ.در سرم حيوانات ايمن شده با واكسن فاژي و پپتيدي گرديد  

 ) آزمايش سنجش سايتوكايني3-2-31-1

90Fتهيه بافر شستشو

 براي الايزا��

 مواد لازم -
 PBSبافر 

 Tween 20(Sigma, USA)شوينده 
 روش تهيه -

 به PBS به خوبي حل شد و حجم نهايي با PBS در حجم كمي از Tween 20 ميكروليتر 500مقدار 
يك ليتر رسانده شد. محلول حاصل بر روي همزن و با استفاده از مگنت به خوبي مخلوط شد. بدين 

  بدست مي آيد. PBS-Tween درصد 05/0ترتيب، محلول 
91Fتهيه محلول متوقف كننده

 براي الايزا��
 مواد لازم -

 Merck, Germany) ((H2SO4)اسيد سولفوريك 
 آب مقطر بدون يون

 روش تهيه  -
 ميلي ليتر 50 ميلي ليتر از اسيد سولفوريك در آب مقطر بدون يون حل و حجم نهايي به 78/2مقدار 

 نرمال تهيه شد. اين بافر در سنجش همه سايتوكاين ها 2رسانده شد. به اين ترتيب اسيد سولفوريك 
از كيت هاي الايزاي ساندويچ و  INfγ وIL-4مورد استفاده قرار گرفت. براي سنجش سايتوكاين هاي 

 استفاده شد. آزمون بر اساس دستورالعمل ذكر (Ebioscience)طبق دستور پيشنهادي شركت سازنده 
 شده توسط خود شركت انجام گرفت.

 حجم لازم از آنتي بادي پوشاننده پليت طبق دستور توصيه شده در داخل كيت، در بافر  -1
PBS ميكروليتر از آن، در هر چاهك پليت الايزا ريخته شده و پس از پوشاندن 100 تهيه و 

 روي آن، پليت به مدت يك شب در دماي اتاق نگهداري شد.

                                                 
̂˺ Washing buffer 
̂˻ Stop solution 
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 ميكروليتر بافر شستشو شدند. در تمام مراحل پس از 250چاهك ها سه بار و هر بار با حجم  -2
 شستشو، آبگيري با كوبيدن پليت روي چند لايه دستمال كاغذي و گاز انجام گرفت. 

 ساعت، در دماي اتاق، بلوك 1 ميكروليتر بافر رقيق كننده به مدت 250چاهك ها با ريختن  -3
 شدند.

 ميكروليتر از محلول آنتيبادي رقيق شده به 100چاهك ها مانند مرحله قبل شسته شده،  -4
  ساعت در دماي اتاق انكوبه شدند2صورت دوتايي به چاهك ها اضافه و به مدت 

 ميكروليتر از آنتي بادي شناسايي كننده كه طبق 100 پس از شستشو مطابق مراحل قبل،  -5
دستور كيت در محلول رقيق كننده تهيه شده بود در تمام چاهك ها ريخته شد و 

  ساعت در دماي اتاق انجام گرفت.2انكوباسيون به مدت 

 ميكروليتر از كونژوگه آنزيم كه به 100 چاهك ها مطابق مراحل قبل شسته شدند. بعد،  -6
 20 در بافر رقيق كننده تهيه شده بود، به تمام چاهك ها اضافه و پليت 200 به 1نسبت 

 دقيقه در دماي اتاق، در تاريكي انكوبه شد. 

 به هر TMB ميكروليتر محلول سوبستراي 100چاهك ها مطابق قبل شسته شدند. سپس  -7
  دقيقه انكوباسيون در دماي اتاق در تاريكي انجام گرفت. 20چاهك اضافه شده و 

 450 ميكروليتر محلول متوقف كننده به هر چاهك اضافه شده و جذب نوري در طول موج هاي 50
 در انتها، خوانده شد.بوسيله دستگاه اليزا ريدر  نانومتر(جذب رفرانس) 570نانومتر(جذب اختصاصي) و 

به منظور رسيدن به غلظت سايتوكاين، با استفاده از غلظت و جذب نوري استانداردها منحني 
 پيكوگرم در ميلي ليتر بدست آمد بر حسب INfγ وIL-4استاندارد رسم شده و بر آن اساس غلظت 

 ) تهيه بافت و رنگ آميزي3-2-32

 - ابتدا بافت مورد نظر از موش جدا شده و مقداري از آن داخل فرمالين خنثي انداخته شد.1
92F- آن بافت داخل دستگاه پروسسور بافت2

  قرار گرفت و قالب پارافين از آن تهيه گرديد.��
 ميكرون تهيه شد. اين برش تهيه شده 7-5- از قالب پارافيني توسط دستگاه ميكروتوم برش در حد 3

 روي لام قرار داده شد و اجازه داديم تا خشك گردد.
  قرار داده شد تا زماني كه پارافين آن كاملا ذوب گردد.C65°- لام در دماي 4
  دقيقه قرار گرفت.5 و در هر كدام به مدت IIو  XyleneI - دپارافينه كردن: لام در محلول5
 - آبدهي: لام در محلول الكل به شرح ذيل قرار گرفت:6

  دقيقه5% به مدت 100اتانول 

                                                 
93- Tissue processor 
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  دقيقه5% به مدت 96اتانول 
  دقيقه5% به مدت 90اتانول 
  دقيقه5% به مدت 80اتانول 
  دقيقه5% به مدت 70اتانول 

  دقيقه در آب مقطر آب كشي گرديد.5- لام به مدت 7
  دقيقه درون رنگ هماتوكسيلن قرار داده شد.10- لام به مدت 8
  دقيقه زير شير آب، آب كشي شد.10- لام به مدت 9

 - لام رنگ شده چند ثانيه در محلول اسيد-الكل قرار داده شد.10
  دقيقه زير شير آب، آب كشي شد.3- لام به مدت 11
93F ثانيه در رنگ مخالف20- سپس به مدت 12

  در ائوزين قرار داده شد.��
 - آبگيري: لام در محلول الكل به شرح ذيل قرار گرفت:13

  دقيقه3% به مدت 70اتانول 
  دقيقه3% به مدت 80اتانول 
  دقيقه3% به مدت 96اتانول 
  دقيقه3% به مدت 100اتانول 

  دقيقه.5 هر كدام به مدت II و XyleneI- شفاف سازي بافت در محلول 14
- چند قطره چسب بر روي لام ريخته شد و لامل روي آن قرار داده شد تا براي مدت طولاني قابل 15

 نگهداري باشد.

 ) ايمونوهيستوشيمي3-2-33

 ) تهيه بافت در قالب پارافين3-2-33-1

  انجام شد و سپس به شرح ذيل ادامه پيدا كرد:27-2-2 از پروتكل 7 تا 1ابتدا مراحل 
- براي اينكه محلولها به صورت يكنواخت روي بافت قرار بگيرند و همچنين مواد كمتري مصرف 8

  يك دايره هيدروفوب دور بافت روي لام كشيده شد.Dako Penشود، با استفاده از 
 نكته اينكه از اين پس هيچگاه لام نبايد خشك بشود. -

 دقيقه در دماي اتاق 30 ميكروليتر بافر بلاك كننده به هر لام اضافه گرديد و به مدت 100- مقدار 9
 نگهداري شد.

  دقيقه انجام گرديد.2 بار و هر بار به مدت 3- شستشوي لام با بافر شستشو 10
                                                 
94- Counterstain  
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 دقيقه در دماي اتاق 30 ميكروليتر به هر لام اضافه گرديد و به مدت 100% به ميزان 1- سرم بز 11
 انكوبه گرديد.

  تكرار شد.10- مرحله 12
 به ميزاني كه روي بافت پوشانده شود H2O2 3%- سپس بمنظور غير فعال سازي پروكسيداز بافتي 13

  دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد.15ريخته شد و 
  تكرار شد.10- مرحله 14
 ساعت در 2 ميكروليتر از آنتي بادي اوليه با غلظت مورد نظر روي بافت ريخته و 100- به مقدار 15

 دماي اتاق نگهداري شد.
  تكرار شد.10- مرحله 16
 ميكروليتر روي هر بافت ريخته 100 به ميزان 1000: 1 كونژوگه با رقت HRP- آنتي بادي ثانويه 17

  دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد.45شد. لام به مدت 
  تكرار شد.10- مرحله 18
 دقيقه در تاريكي و در دماي اتاق 5 بعنوان سوبستراي آنزيم به هر لام اضافه شد و DAB- محلول 19

 انكوبه گرديد.
 ثانيه در 35 با كج كردن لام و تكاندن آن از روي لام خارج گرديد و لام به مدت DAB- سپس 20

 محلول رنگ هماتوكسيلن غوطه ور گرديد.
  دقيقه با آب مقطر شسته شد.1- سپس لام به مدت 21
 - آبگيري: لام در محلول الكل به شرح ذيل قرار گرفت:22

  ثانيه30% به مدت 70اتانول 
  ثانيه30% به مدت 80اتانول 
  ثانيه30% به مدت 90اتانول 
  ثانيه30% به مدت 100اتانول 

  ثانيه.30 هر كدام به مدت II و XyleneI- شفاف سازي بافت در محلول 23
- چند قطره چسب بر روي لام ريخته شد و لامل روي آن قرار داده شد تا براي مدت طولاني قابل 24

 نگهداري باشد.
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 Frozen section و تهيه 94F��OCT) تهيه بافت در 3-2-33-2

- بافت مورد نظر از موش جدا شد و قطعات كوچك از آن جدا شد و داخل بلوك آلمينيومي حاوي 1
OCT.قرار گرفت  

  قرار گرفت.C°70-- بلوك براي چند دقيقه داخل مخزن نيتروژن قرار داده شد و سپس در فريزر 3
 مقطع گيري شد و مقاطع روي لام Cryostat- از بلوك تهيه شده از بافت، با استفاده از دستگاه 1

 منتقل شد.
  دقيقه در استون سرد قرار داده شد تا بافت فيكس شود و در هواي آزاد خشك شد.10- لام ها براي 2
  دقيقه در دماي اتاق قرار گرفت.5 پوشانده شد و براي PBS- روي اسلايد ها با مقداري 3
  به طور كامل از روي لام دور ريخته شد.PBS-با كج كردن و تكان دادن لام 4

  كار ادامه پيدا كرد.1-28-2-2 پروتكل بخش 8از اين پس از مرحله 

 ) آناليز آماري3-2-34

95Fدر اين پروژه آناليز تستهاي مقايسهاي

 انجام شد. نتايج مربوط به Student’s t test با استفاده از ��
 Dunnett’s multiple همراه با تست تعقيبي One-way ANOVAآناليز رشد تومور توسط آزمون 

comparison صورت گرفت. همچنين در آزمايش نرخ survival حيوانات پس از ايجاد تومور از تست 
Log-Rank (Mantel–Cox) test  براي معنادار بودن نتايج بهره گرفته شد. در بررسي و تفسير نتايج

 به عنوان تفاوت معني دار در نظر گرفته شد. آناليز آماري و رسم >05/0P.valueمقادير آزمايشها 
  انجام گرفت.Graph Pad Prism version 5.04تمام شكلها در اين پروژه با استفاده از نرم افزار 

  

                                                 
95- Optimum cutting temperature 

96- Comparative analyses 
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 ) فصل چهارم: نتايج4

 in silico) نتايج مربوط به مطالعات 4-1

 ) نتايج مربوط بهينه سازي توالي ژن4-1-1

 صورت GeneScriptشركت  OptimumGeneTM Codonبهينه سازي توالي ژن توسط نرم افزار 
گرفت كه نتايج آن نشان دهنده ي بهبود توالي از لحاظ نوع كدون هاي مورد استفاده براي بيان بهتر 

در ميزبان مورد نظر مي باشد. از طرف ديگر برخي توالي هايي كه امكان ايجاد اخلال در بيان ژن را 
 برخي از نمودار هاي بهبود ويژگي هاي توالي ژن مي 1-3دارند در صورت وجود حذف شدند. شكل 

 باشد.

 

: بهينه سازي كدونها از نظر EM-L2 .A بيان كننده پپتيد DNA) بهينه سازي توالي قطعه 1-4شكل 

 : بهينه سازي سازگاري نسبي كدونهاGC .C: بهينه سازي محتواي Bفراواني. 
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 mRNA) پيشبيني ساختار دوم 4-1-2

 اين ژن از mRNA مربوط به ژن بهينه سازي شده نشان مي دهد كه mRNAبررسي ساختار دوم 
 اين مولكول در ساختار ثانويه خاصي 5) برخوردار است. در ضمن انتهاي dG=-145پايداري خوبي (

بخشي از قرار ندارد و به راحتي مي تواند در اختيار ريبوزوم براي ترجمه قرار گيرد.شكل زير كه 
 Structure Drawing با فرمت خروجي mfold ساختار سه بعدي پيش بيني شده توسط نرم افزار

Mode  اين مولكول مي باشد.3 و 5بوده و نشان دهندهي محل انتهاي  

 

 mfold ژن بهينه سازي شده با نرمافزار mRNA) بررسي ساختار دوم 2-4شكل 

 ) بررسي ويژگي هاي فيزيكي و شيميايي پروتئين4-1-3

 فاژي كه به همراه هم بيان خواهند 8انجام بررسي بر روي پروتئين طراحي شده به همراه پروتئين 
شد نشان مي دهد كه پروتئين بيان شده از پايداري لازم برخودار است و به ترتيب در سلول هاي 

 ساعت خواهد >10 دقيقه و  10 ساعت، 4يوكاريوتي، مخمري و باكتريايي داراي نيمه عمري برابر با 
بود. همين بررسيها بر روي پروتئين بيان شده در باكتري به همراه تگ تيوردوكسين نشان داد كه اين 

پپتيد نيز از پايداري خوبي برخوردار است و نيمه عمر آن در سلول هاي يوكاريوتي، مخمري و 
   ميباشد.< 10  و < 20، 30باكتريايي به ترتيب 

 ) بررسي ميزان آنتيژنسيته 4-1-4

بررسي آنتي ژنسيته ي پروتئين طراحي شده نشان مي دهد كه پروتئين طراحي شده با امتياز آنتي 
  مي تواند يك آنتي ژن قوي بوده و پاسخ ايمني را به خوبي تحريك نمايد.0.6091ژنسيتهي 
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 و Cetuximab در برهمكنش آن با آنتيبادي ECD-EGFR) بررسي ساختار سوم 4-1-5

 EM-L2پيش بيني ساختار سوم

مي باشد. EGFR  L2 domain و Cetuximab نشان مي دهد كه محل اتصال بين 3-4شكل 

ساختار سه  است. L1 مشابه قسمتي از دمين EGFRضمنا اين بررسي نشاد نيدهد كه ميمووتوپ 

 ). 4-4 به دست آمد (شكل m4t نيز با استفاده از نزم افزار EM-L2بعدي توالي پروتئيني 

 

-cetuximab/Erbitux/IMC از Fab در كمپلكس با بخش EGFRساختار دومين خارج سلولي ) 3-4شكل 

C225 (PDB ID: 1YY9)  با نرم افزار Paymol  بخش .Fab با نمايش ribbon به رنگ سبز و آبي نشان داده 
دومين خارج سلولي شده است. بخشي از كمپلكس كه با نمايش سطح توپر نشان داده شده است مربوط به 

EGFR مي باشد. قسمت قرمز رنگ EGFR مربوط به دومين L2 مي باشد. اپيتوپ (بنفش) موجود بر روي 
  (زرد) كه داراي ويژگي هاي مشابه با ميموتوپ مي باشد در شكل نشان داده شده است.L1دومين 
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. بخش بنفش رنگ مربوط به ميموتوپ، بخش زرد  EM-L2ساختار پيش بيني شده ي پپتيد ) 4-4شكل 

 و بخش قرمز رنگ مربوط به G4Sرنگ مربوط به نشان هيستيديني، بخش آبي رنگ مربوط به لينكر 

  اپيتوپي كه با سينوكسيمب واكنش ميدهد نشان داده شده است.L2 مي باشد. روي دومين L2دومين 

 ECD-EGFR در Bپيش بيني اپيتوپ هاي سلول ) 4-1-6

 BCPREDS نرم افزار  درEGFRپروتئين قسمت خارج سلولي توالي 

(http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/) نتايج نشان داد كه بيشترين امتياز در اين زمينه  گرديد. بررسي
  قرار دارد.L2ميباشد كه در دومين " TRTPPLDPRELE "مربوط به اپيتوپ 

 

. BCPREDS نرم افزار  درEGFRپروتئين  پيشبيني اپيتوپهاي خطي قسمت خارج سلولي  ) 5-4شكل 

  است. L2بيشترين امتياز در اين راستا مربوط به اپيتوپي در دومين 

 

http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/
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 ) نتايج مربوط به تخليص پلاسميد4-2

 E.coli TG1 به منظور بررسي آن، وكتور به باكتري pAK8-GVOبعد از گرفتن وكتور 
 كشت داده شد تا وكتور LB ميلي ليتر محيط 5ترانسفورم شد. سپس باكتري پذيرنده اين وكتور در 
 فاژميدها تخليص و يك لاندا از آنها جهت MNتكثير شود. به وسيله كيت تخليص پلاسميد شركت 

سنجش و مشاهده روي ژل آگارز يك درصد الكتروفورزشد. غلظت پلاسميد تخليص شده در اين 
 . )3-1 مي باشد (شكلlµ ng/ 500مرحله حدود 

 
 E.coli TG1 از باكتري pAK8-GVO) الكتروفورز محصول تخليص پلاسميد 6-4شكل 

 

 ) نتايج تاييد وكتور فاژميدي با استفاده از هضم آنزيمي4-3

با توجه به بررسي توالي وكتور در نرم افزارهاي كامپيوتري، به منظور تاييد وكتور، با آنزيمهاي 
 مورد تست هضم آنزيمي قرار گرفت. درزير نتايج مربوط به Sfi1, Not1, EcoR1, Pst1محدود ساز 

 اين تست آورده شده است.

  EcoR1, Pst1 ، EcoR1/ Pst1) نتايج مربوط به هضم آنزيمي با 4-3-1

  وكتور بايد خطي شود.Pst1با آنزيم  -1
  جفت بازي از وكتور خارج مي شود.1100 يك قطعه EcoR1با آنزيم  -2

 جفت بازي از 300 جفت بازي و يك قطعه 800يك قطعه EcoR1/ Pst1در هضم دوگانه با  -3
 )4-3وكتور خارج مي شود.(شكل 
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 .EcoR1, Pst1 ، EcoR1/ Pst)  نتايج الكتروفورز پس از هضم آنزيمي با 7-4شكل 

. ستون 50-1000) لدر 3. ستونEcoR1) با آنزيم 2. ستونEcoR1/ Pst1) در هضم دوگانه با 1ستون 
 ) پلاسميد هضم نشده5. ستونPst1) هضم با آنزيم 4

 :Not1 و Sfi1) نتايج مربوط به هضم آنزيمي با 4-3-2

  وكتور بايد خطي شود.Not1در هضم با  -1
 )5-3 وكتور بايد خطي شود. (شكلSfi1در هضم با  -2

 مشاهده مي شود،نتايج تمام تست هاي هضم آنزيمي مطابق 5-3 و 4-3همان طور كه در شكل 
 انتظار بوده است و قطعات مذكور توسط آنزيم هاي مربوطه از وكتور خارج شده اند.
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 .Not1 و Sfi1) نتايج الكتروفور مربوط به هضم آنزيمي با 8-4شكل 

- پلاسميد 3- پلاسميد تخليص شده. ستون2. ستونo C37 در Not1- پلاسميد خطي شده با 1ستون 

 .C o50  درSfi1خطي شده با 

 مربوطه پس از ORF) نتيجه مربوط به بررسي نرم افزاري مراحل كلونينگ و پيدا كردن 4-4

 كلونينگ

براي بررسي صحت محل كلونينگ، توالي وكتور قبل و بعد از كلونينگ ( بدون توالي كلون شونده 
 و توالي مي موتوپ پس از ORF بررسي شد و seqbuilderو با توالي كلون شونده) توسط نرم افزار 

-EM مشاهده مي شود توالي پپتيد 6-3كلونينگ مورد جستجو قرار گرفت و همان طور كه در شكل 

L2 پس از كلونينگ نرم افزاري در نتيجه كلونينگ قابل مشاهده است. شكل شماتيك سازه جديد 
M13-pAK8-VIII-EM.L2 نشان داده شده است. 4 نيز در شكل   

 
 pAK8-GVO) بررسي و صحت كلونينگ در وكتور 9-4شكل 
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 M13-pAK8-VIII-EM.L2) سازه 10-4شكل 

  به باكتري با روش شيمياييM13-pAK8-VIII-EM.L2 ) نتيجه انتقال فاژميد4-5

، اين سازه با استفاده از روش شيميايي به M13-pAK8-VIII-EM.L2پس از ساحته شدن سازه 
 انتقال داده شد. ماركر انتخابي اين سازه مقاومت به آمپيسيلين است. كلنيهاي E.coli TG1باكتري 

 رشد كرده نشاندهنده صحت ترانسفورماسيون است. 

 
  M13-pAK8-VIII-EM.L2) كلني هاي به دست آمده پس از ترانسفورميشن سازه 11-4شكل 

 E.coli TG1به باكتري 
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 : M13-pAK8-VIII-EM.L2 به منظور تاييد فاژميد PCR) نتيجه كلني 4-6

 انجام شد. نتيجه PCRجهت تاييد وكتور ترانسفورم شده سه كلني به طور رندوم انتخاب و كلني 
  در آنها موجود است. EM-L2نشان داد كه كلنيهاي مورد نظر همگي مثبت بوده و ژن پپتيد 

 

 كه 3 و 1،2 جفت بازي در چاهكهاي 495. باند M13-pAK8-VIII-EM.L2 روي PCRنتيجه  ) 12-4شكل 

  است. EM-L2 كد كننده پپتيد DNAهر يك معرف يك كلون است، مويد تكثير 

  تخليص شدهM13-pAK8-VIII-EM.L2 روي فاژميد PCR) نتيجه 4-7

يكي از كلونهاي مثبت به منظور تخليص پلاسميد انتخاب شد. پس از جداسازي پلاسميد از آن به 
  بازي مشاهده گرديد.495 استفاده گرديد و مجددا باند PCRعنوان الگو در 

 

: M: كمترل منفي و NC: نموته تست، 1 تخليص شده. M13-pAK8-VIII-EM.L2 روي PCR) 13-4شكل 
  ميباشد.DNAماركر 
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 SfiI با استفاده از آنزيمهاي M13-pAK8-VIII-EM.L2) نتيجه هضم آنزيمي روي سازه 4-8

 NotI و 

 مثبت PCRروي فاژميد نوتركيب تخليص شده از همان كلني كه در  به منظور تاييد صحت كلونيگ،
 ،هضم دوگانه آنزيمي Sfi1/Not1شده بود، طي دو شب با آنزيمهاي مورد استفاده در كلونينگ، يعني 

 بازي مشاهده گرديد 460انجام شد. پس از هضم آنزيمي محصول نهايي روي ژا آگارز ران و باند 
 ). 10-4(شكل 

 ) نتيجه مربوط به تعيين توالي4-9

-M13-pAK8-VIII و هضم آنزيمي، نمونه پلاسميد colony PCRپس از تأييد مجدد وكتوربا روش   

EM.L2با پرايمرهاي اختصاصي قطعه كلون شده توسط شركت  تخليص شده DNA به صورت دو 
نيز مويد حضور  نتيجه تعيين توالي شكل  مشاهده مي شود،تعين توالي شد. همان طور كه در طرفه 
 ).11-4 كد كننده در سازه مي باشد (شكل DNAقطعه 

 

 

 و  SfiIبا استفاده از آنزيمهاي  M13-pAK8-VIII-EM.L2) نتيجه هضم آنزيمي روي سازه 14-4شكل 

NotI ماركر  بازي نشان دهنده صحت كلونينگ است. 460 كه در آن مشاهده باند :DNA.ميباشد  
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 به EM-L2. بررسي نشان داد كه ژن پپتيد DNAstar) بررسي نتيجه تعيين توالي با نرم افزار 15-4شكل 

 درستي و با فريم مناسب در وكتور فاژميدي قرار داده شده است.

 ) نتيجه مربوط به تيتراسيون فاژكمكي4-10

پس از تيتراسيون فاژ كمكي با روش رقت سازي متوالي و آلوده كردن باكتري و كشت آن ها در محيط 
 pfu/ml 1014حاوي كانامايسسن طي يك شب، تعداد كلوني ها در پليت ها شمارش شده و تيتر نهايي 

محاسبه شد. 

 با نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده E.coli TG1) نتيجه مربوط به آلوده كردن باكتري 4-11

  تخليص شدهEM-L2پپتيد 

 ، جهت اثبات وجود آنها در رسوب EM-L2نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده پپتيد پس از تخليص 
 دقيقه بدون 30 فاقد فاژميد با آنها آلوده شد و سپس باكتري E.coli TG1 حاصله از تخليص، باكتري

 انكوبه و از نظر مقاومت به آمپي سيلين، روي پليت حاوي o C37  دقيقه با شيك در دماي30شيك و 
 19-3، همان طور كه در شكل o C37در دماي آمپي سيلين بررسي شد. پس از يك شب انكوباسيون 

 حاوي آمپي سيلين، كلوني هاي باكتري ها رشد كرده در 2XYTمشاهده مي شود در پليت حاوي محيط 
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نانوذرات شبه فاژي در حاليكه در پليت كنترل كلوني اي مشاهده نشد كه اين نشان دهنده وجود 
 ).12-4محصول تخليص شده است (شكل 

 
 EGFR  با نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده مي موتوپE.coli TG1)  آلوده كردن باكتري 16-4شكل 

 تخليص شده. سمت راست كنترل منفي و سمت چپ نمونه آلوده شده با نانوذرات شبه فاژي

  و فاژ كنترلEM-L2) نتيجه مربوط به تيتراسيون ذرات فاژي نمايش دهنده پپتيد 4-12

  و نيزEM-L2پس از تيتراسيون نانوذرات شبه فاژي، تيتر نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده پپتيد 

 به عنوان كنترل محاسبه شد.  نتيجه حاصله تيتر  2mβنانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده پروتئين 
  گزارش شد.pfu/ml1017 و pfu/ml 1012براي فاژ  اصلي و كنترل به ترتيب 

 

 و pfu/ml 1012 به ترتيب تيتر  براي فاژ  اصلي و كنترل) تيتراسيون نانو ذرات شبه فاژي. 17-4شكل 

pfu/ml1017 .به دست آمد 
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  روي سطح نانوذرات شبه فاژي EM-L2) نتيجه مربوط به اثبات نمايش پپتيد 4-13

از تست   سطح فاژPVIII پروتئين Nبراي بررسي حضور پپتيد نمايش داده شده بر روي انتهاي 
خرگوشي عليه مي موتوپ و آنتي بادي غير ICR62، ICR61  ،IgGآنتي بادي هاي الايزا به كمك 

 آنتي  مشاهده مي شود تمايل14-3مرتبط به عنوان كنترل استفاده شد. همان طور كه در شكل 
نانوذرات شبه فاژي  به BSA خرگوشي عليه مي موتوپ متصل به IgG و ICR62 ،ICR61بادي هاي 

نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده قسمتي از بيشتر از تمايل آنها به  EM-L2نمايش دهنده پپتيد 
 به عنوان كنترل است در حاليكه تمايل آنتي بادي غير مرتبط نسبت به هر دو نانوذره 2mβپروتئين 

 شبه فاژي كمتر از دو آنتي بادي ديگر مي باشد. 

 
 بر روي سطح ذرات فاژي. آنتي بادي هاي EM-L2 براي نشان دادن نمايش پپتيد ELISA) آزمون 18-4شكل 

 خرگوشي عليه ميموتوپ و آنتي بادي ضد پروژسترون به عنوان آنتي بادي IgGs و ICR61 ،ICR62مونوكلونال 
  به عنوان كنترل استفاده β2m ميكروگرم / چاهك). ذرات فاژي نمايش دهنده 1كنترل مورد استفاده قرار گرفتند (

 و آنتي بادي خرگوشي عليه ميموتوپ  تمايل بالاتري نسبت به فاژ نمايش ICR61 ،ICR62شد. نتايج نشان داد كه 
 انحراف ± دارند.  هر نوار نشان دهنده ميانگين β2m در مقايسه با فاژ كنترل نمايشدهنده EM-L2دهنده پپتيد 

  .معياراست

  EM-L2) نتايج الايزا با آنتيبادي عليه تگ هيستيدين روي فاژ نمايش دهنده پپتيد 4-14

 در سطح فاژ به EM-L2، جهت تاييد وجود پپتيد EM-L2با توجه به وجود تگ هيستيدين در پپتيد 
 نشان ميدهد 15-3كمك آنتيبادي عليه تگ هيستيدين آزمون الايزا انجام شد. همانطور كه شكل 
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 نسبت به آنتيبادي عليه تگ هيستيدين از تمايل خوبي برخوردار EM-L2فاژ نمايش دهنده پپتيد 
 است.

 

 

 

 

 

 

 

 

 در سطح فاژ به كمك آنتيبادي عليه تگ هيستيدين. نتيجه EM-L2) جهت تاييد وجود پپتيد 19-4شكل 

 نسبت به آنتيبادي عليه تگ هيستيدين از EM-L2نشاندهنده اين امر است كه فاژ نمايش دهنده پپتيد 

 تمايل خوبي برخوردار است.

 در وكتور بياني به منظور توليد EM-L2) نتايج مربوط به سابكلون كردن ژن پپتيد 4-15

 پپتيد در باكتري 

 EM-L2 براي ژن PCR) نتيجه واكنش 4-15-1

  بهينه شده است،E.coliكه توالي آن براي ميزبان  M13-pAK8-VIII-EM.L2روي وكتور حاوي ژن 
 جفت بازي حاصل 465 انجام شد و قطعه حدود PCRبا استفاده از پرايمرهاي اختصاصي ژن واكنش 

 از آن روي ژل مشاهده شد. 
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 و پرايمرهاي اختصاصي. PCR با استفاده از EM-L2 كد كننده پپتيد DNA) تكثير ژن يا 20-4شكل 

  جفت بازي مويد تكثير ژن مورد نظر است.465مشاهده باند 

 با آنزيمهاي   در واكنش هاي مجزا تحت هضم آنزيميEM-L2 و ژن pET32aدر ادامه وكتور 
BamHI  و EcoRI قرار گرفتند و پس از انجام واكنش محلول حاوي آنها روي ژل ران شد و خالص  

سازي آنها انجام گرفت. پس از غلظت سنجي مجصولات حاصل از برش آنزيمي، واكنش ليگاسيون 
 ترانسفورم شد. ماركر انتخابي اين وكتور نيز ژن TG1طبق فرمول آماده شد و محصول آن به باكتري 

 مقاومت به آنتيبيوتيك آمپيسلين است. 

  روي كلونهاي مثبتPCR) نتيجه واكنش 4-15-2

روي تك كلون هاي حاصل از ترانسفورماسيون محصول ليگاسيون ابتدا با استفاده از پرايمر هاي 
 انجام شد.  سپس روي كلونهاي مثبت اين مرحله  با پرايمرهاي T7 ،PCRيونيورسال پروموتر 

 470) و 17-4 (شكل 1150 انجام شد. محصولات حدود PCR واكنش كلني EM-L2اختصاصي ژن 
 ) جفت بازي نشان دهنده كلون هاي مثبت هستند در اين مرحله هستند.18-4(شكل 
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 جفت بازي 1150. مشاهده باند T7 با استفاده از پرايمرهاي استاندارد پروموتور PCR) كلني 21-4شكل 

  ميباشد.EM-L2نشاندهنده كلنيهاي مثبت دريافت كننده ژن پپتيد 

 با استفاده از كلونهايي كه EM-L2 با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي ژن پپتيد PCR) كلني 22-4شكل 

 جفت بازي نشاندهنده كلنيهاي مثبت 465 مثبت شده بودند. مشاهده باند T7 قبل با پرايمر PCRدر 

  ميباشد.EM-L2دريافت كننده ژن پپتيد 
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 ) نتيجه واكنش هضم آنزيمي به منظور تاييد كلونينگ4-15-3

به منظور تاييد قطعي كلونينگ ژن و بررسي صحت فريم در وكتور بياني،  از يكي از كلون هاي مثبت 
 هضم EcoRI و BamHIتخليص پلاسميد انجام شد و روي آن با شرايط قبلي با استفاده از آنزيمهاي 

 جفت بازي روي ژل نشانگر ساب كلون شدن صحيح ژن 465آنزيمي انجام شد. مشاهده قطعه حدود 
EM-L2 در وكتور pET32a 19-4 مي باشد (شكل. ( 

 
 روي وكتور تخليص شده از كلون EcoRI و BamHI) هضم آنزيمي با استفاده از آنزيمهاي 23-4شكل 

  جفت بازي مويد صحت كلونينگ است.465. مشاهده باند حدود 5شماره 
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  در ميزبان باكتريايي pET32a) القاي بيان اوليه ژن ساب كلون شده در وكتور بياني 4-16

، يك سي سي از  C  370 ساعته در دماي4بيان ژن در شرايط ذكر شده انجام گرفت. پس از بيان 
 ميكروليتر بافر نمونه PBS ،20محيط كشت برداشته و رسوب داده شد. پس از يك بار شستشو با بافر 

-SDSروي رسوب ريخته و نمونهها براي ده دقيقه جوشانده شدند. سپس نمونهها روي روي ژل 

PAGE 5/12كيلو دالتوني مشاهده شد. در نمونه باكتري فاقد پلاسميد (كنترل 28 درصد ران و  باند 
 منفي) باند مورد نظر مشاهده نشد.

 

 كيلو دالتوني 28: نمونه القا شده حاوي باند 3و 2 خالي، BL21: 1) بيان پروتيين نوتركيب. 24-4شكل 

 : ماركر پروتييني، Mمربوط به پروتيين نوتركيب، 

 ) نتايج مربوط به بهينه سازي دماي القا4-17

 ميلي مولار 1 با غلظت نهايي IPTG مناسب رسيد، القا با ODپس از اينكه كشت باكتري مورد نظر به 
 درجه 30 و 25، 18 ميلي ليتر تقسيم شده و در دماهاي 10صورت گرفت و در سه فالكون با حجم 

سانتي گراد قرار داده شدند. پس از تعيين غلظت پروتئين ها در هر نمونه با روش برادفورد و همسان 
 به صورت زير مي SDS-PAGE ميكروگرم در هر چاهك، بر روي ژل 10سازي غلظت آن ها به اندازه 

 باشد.
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 30: دماي 3: ماركر پروتييني، M: نمونه قبل از القا، 2 خالي، BL21: 1) بهينه سازي دماي القا. 25-4شكل 

  درجه سانتي گراد18: دماي 5 درجه سانتي گراد، 25: دماي 4درجه سانتي گراد، 

 Ni- NTA) نتيجه مربوط به تخليص پروتئين نو تركيب با ستون 4-18

 و بافر هاي تخليص حاوي غلظت هاي Ni- NTA از ستون His tagبراي تخليص پروتئين داراي 
 كيلو دالتوني مورد نظر به صورت كاملا خالص مشاهده 28متفاوت ايميدازول استفاده شد، تا باند 

 ميلي 100 و 50شود. به منظور كاهش باند هاي غير اختصاصي، از بافر شست و شو با غلظت هاي 
 ميلي مولار استفاده شد. غلظت نهايي پپتيد خالص 500 با غلظت Elutionمولار ايميدازول و بافر 

  ميلگرم در هر سي سي گزارش گرديد.1شده پس از تغليظ حدود 

 ) نتايج مربوط به تاييد پپتيد بيان شده شده در باكتري4-19

 داراي تگ هيستسدين است و بنابراين براي تاييد پروتئين تخليص شده پس EM-L2پپتيد نوتركيب 
 از بيان در باكتري از دو آزمون الايزا و وسترن بلات استفاده گرديد. 
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- كيلودالتوني نشان28 بيان شده در باكتري. مشاهده باند EM-L2) تخليص و تغليظ پپتيد 26-4شكل 

 دهنده تخليص مناسب اين پپتيد ميباشد.

-EM) نتيجه آزمون الايزا با استفاده از آنتيبادي عليه تگ هيستيدين روي پپتيد 4-19-1

L2  

 ميكروگرم از آن به ازاي هر چاهك در آزمون الايزا به كار رفت. از 1پس از تخليص پپتيد نوتركيب، 
 به عنوان كنترل استفاده شد. نتيجه نشان داد كه آنتيبادي عليه تگ هيستيدين به BSAپروتئين 

 ). 23-3صورت فابل ملاحظهاي نسبت به پپتيد نوتركيب تمايل دارد (شكل 

 ) نتيجه آزمون وسترن بلات براي پپتيد بيان شده4-19-2

% پلي آكريل آميد با استفاده از دستگاه الكتروترانسفر به 5/12پروتئين هاي تفكيك شده بر روي ژل 
 ضد HRP با استفاده از آنتي بادي كونژوگه با EM-L2غشاي نيترو سلولز منتقل شد. بيان پپتيد 

 مورد بررسي TMB و با سوبستراي آنزيمي TBST در بافر 5000/1برچسب پلي هيستيدين با نسبت 
 كيلو 28قرار گرفت. همانطور كه در شكل مشاهده مي شود، لكه ي باند مورد نظر در محل ماركر 

دالتوني ظاهر شده كه نشان مي دهد پپتيد مورد نظر به خوبي بيان، تخليص و تغليظ  شده و آنتي 
-4 قادر به شناسايي پپتيد نوتركيب بيان شده مي باشد (شكلپپتيدبادي عليه تگ پلي هيستيديني 

24.( 
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 ميكروگرم EM-L2 .1) آزمون الايزا با استفاده از آنتيبادي عليه تگ هيستيدين روي پپتيد 27-4شكل 

 الايزاي مستقيم انجام HRPآنتيژن در هر چاهك كت شد و با استفاده از آنتي هيس تگ كونژوگه شده با 

 OD كنترل تست ميباشد. اختلاف BSA است و EM-L2 نشان دهنده پپتيد EM-L2 pepشد. 

 نشاندهنده تمايل بالاي پپتيد بيان شده به آنتي هيس تگ است.

 تخليص EM-L2) آزمون وسترن با استفاده از آنتيبادي عليه تگ هيستيدين روي پپتيد  28-4شكل 

 ميكروليتر از محلول تغليظ شده  پپتيد در هر چاهك ران شد و با استفاده از آنتي هيس تگ 20شده. 

 كيلودالتوني نشاندهنده بيان، 28 تست وسترن انجام شد. مشاهده باند حدود HRPكونژوگه شده با 

: رسوب باكتري فاقد وكتور. 1تخليص و تغليظ خوب پپتيد و برهمكنش آن با آنتي هيس تگ كونژوگه است. 

 : ماركر پروتئيني.M: پپتيد تخليص و تغليظ شده. 2
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 ) نتايج مربوط به بررسي پتانسيل ايمني زايي سازه هاي فاژي و پپتيد تزريق شده4-20

اولين خون گيري قبل از تزريق آخر از رگ دم حيوانات انجام شد و سپس سرم آنها جدا و از آن 
 تهيه و جهت بررسي توليد آنتي بادي در موش ها، PBS در بافر 4000/1 و 2000/1، 500/1رقت هاي 

 مشاهده مي شود آنتي بادي به خوبي عليه 25-3تست الايزاي فاژ انجام شد. همان طور كه در شكل 
 جهت كنترل استفاده شده است. PBSنانوذرات شبه فاژي توليد شده است. از سرم موش ايمن شده با 

 
) نتايج تست الايزا در اثبات توليد آنتي بادي عليه نانوذرات شبه فاژي و پپتيد 29-4شكل 

EM-L2.Group EM-L2  نشان دهنده نتايج سرم موش هاي ايمن شده با نانوذرات شبه فاژي 

 Group C است. EM-L2 عليه خود نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده پپتيد EM-L2نمايش دهنده پپتيد 

نشان دهنده نتايج سرم موش هاي ايمن شده با نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده پروتئين بتادو 

 نشان دهنده نتايج سرم L2 pep . است2Mβميكروگلوبولين عليه خود نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده 

 نشان دهنده نتايج سرم Group PBS است. EM-L2 عليه پپتيد EM-L2موش هاي ايمن شده پپتيد 

 به عنوان كنترل است.  EM-L2 بر عليه نانوذرات شبه فاژي نمايش دهنده پپتيد PBSايمن شده با  موش

  انحراف معياراست.±هر نوار نشان دهنده ميانگين 

 BALB/C در موشهاي EM-L2) نتايج مربوط به بررسي وجود آنتي بادي عليه پپتيد 4-21

 EM-L2ايمن شده با فاژ نمايش دهنده 

 سرم موشها در تست الايزا به 4000/1 و 1000/1جهت بررسي توليد آنتي بادي عليه پپتيد، دو رقت  
 به عنوان آنتيژن و سرم موشهاي گروه E.Coli بيان شده در باكتري EM-L2كار گرفته شد. پپتيد 

PBS و C به عنوان كنترل به كار رفتند. نتايج نشان داد كه سرم موشهاي ايمن شده با نانوذرات فاژي 
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 نسبت به گروههاي EM-L2 به طرز معناداري تمايل بيشتري به پپتيد EM-L2نمايش دهنده پپتيد 
 كنترل دارند.

 BALB/C در موشهاي EM-L2نتايج بررسي وجود آنتي بادي عليه پپتيد  ) الايزاي مربوط به 30- 4شكل

 Group در هر چاهك كت شد. EM-L2. يك ميكروگرم پپتيد EM-L2ايمن شده با فاژ نمايش دهنده 

EM-L2 سرم موشهاي ايمن شده با واكسن فاژي نمايش دهنده پپتيد :EM-L2 .Group C سرم موشهاي :

 به PBSسرم موشهاي ايمن شده با  : β2m .Group PBSايمن شده با واكسن فاژي نمايش دهنده پپتيد 

 EM-L2 توانستهاند بر عليه پپتيد Group EM-L2عنوان كنترل. نتايج نشان ميدهد كه سرم موشهاي 

  انحراف معياراست.±هر نوار نشان دهنده ميانگين آنتي بادي توليد نمايند. 

  C57BL/6) نتايج حاصل از تومورزايي در موشهاي 4-22

 به صورت زير LL/2 سلول 106براي ايجاد تومور در حيوانات گروه پيش گيري كننده و درماني تعداد 
% بود، بدين ترتيب كه تمام 100پوستي به موش ها تزريق گرديد. نرخ تشكيل تومور در حيوانات 

موش ها در گروه درماني و پيش گيري توموري شدند. يك هفته پس از تزريق سلول ها تومور قابل لمس 
 نشان داده شده است. قبل و بعد از تشكيل تومور C57BL/6 موش 27-3بود. شكل 
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 : موش بعد از ايجاد تومورB: موش قبل از ايجاد تومور. A) نتايج توموزايي.31-4شكل 

 ) نتايج حاصل از بررسي روند رشد تومور4-23

 ) نتايج مربوط به گروه پيش گيري4-23-1

 يك .موش هاي گروه پيش گيري به مدت يك ماه، هفتهاي يك مرتبه، مورد تزريق آنتيژن قرار گرفتند
هفته پس از آخرين تزريق تعداد يك ميليون سلول به هر موش تزريق گرديد. تومورها يك هفته پس 

 بار اندازه گيري شد و بعد از محاسبه حجم تومور 2ابعاد تومورها هفتهاي از سلول ها قابل لمس بودند. 
و محاسبه ي ميانگين، نمودار روند رشد تومور رسم شد. براي بررسي آماري نتايج بدست آمده مانند 

 نمودارهاي مربوط به روند رشد تومور در گروه پيش گيري را نشان 28-4گروه درماني عمل شد. شكل 
 با p-EM-L2 peptide و p-EM-L2 phageميدهد. تفاوت معنادار در روند رشد تومور بين گروههاي 

 p-EM-L2 و  بين گروههاي p- S phage و p-PBSبين گروههاي  درحاليكه   وجود داردp-PBSگروه 

phage و p- S phage تفاوت معنادار مشاهده نميشود. بين p-EM-L2 peptide با گروه p- S phage 
 نيز تفاوت معنادار مشاهده شد. 
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موش ها ابتدا ايمن سازي شده و يك نمودارهاي مربوط به روند رشد تومور در گروه پيش گيري. ) 32-4شكل 

 سلول به موش ها تزريق شد. پس از قابل لمس شدن تومورها 106هفته بعد از آخرين ايمن سازي تعداد 

نمودار : p-EM-L2 phageاندازه گيريها بطور منظم انجام شد و نمودار ميانگين حجم تومور ها رسم شد. 

:  EM-L2  .p-EM-L2 peptideپپتيد نوتركيب مربوط به گروه دريافت كننده واكسن فاژي نمايش دهنده 

: p-S phage بيان شده در باكتري. EM-L2نمودار مربوط به گروه دريافت كننده واكسن پپتيدي نوتركيب 

نمودار مربوط به گروه دريافت : β2m .p-PBSپپتيد نمودار مربوط به گروه دريافت كننده فاژ نمايش دهنده 

 با p-EM-L2 peptide و p-EM-L2 phage. تفاوت معنادار در روند رشد تومور بين گروههاي PBSكننده 

. >P)05/0 تفاوت معنادار مشاهده نميشود(p- S phage و p-PBS بين گروههاي .  وجود داردp-PBSگروه 

  نيز تفاوت معنادار مشاهده شد. p- S phage با گروه p-EM-L2 peptideبين 

 
 ) نتايج مربوط گروه درماني4-23-2

 بصورت زير جلدي و به LL/2 عدد سلول 106به موش هاي اين گروه ابتدا بصورت زير جلدي تعداد 
 روز بعد از تزريق 10پهلوي راست تزريق شد. پس از اينكه تومور ها قابل رؤيت و لمس شدند (حدود 

سلول ها) روند ايمني زايي آغاز شد و ابعاد تومور دو بار در هفته اندازه گيري شد. براي بررسي آماري 
 استفاده Dunnett post test به همراه تست تعقيبي Oneway ANOVAنتايج بدست آمده از تست 

 نشان داده شده است. تفاوت 29-4شد. نتايج مربوط به روند رشد تومور گروه درماني در شكل 
  و t-PBS با گروه t-EM-L2 peptide و t-EM-L2 phageمعناداري در روند رشد تومور در گروههاي 

t-S phage  ) 05/0وجود دارد(P<. بين گروههاي t-PBS و t-S phage تفاوت معنادار مشاهده 
 نيز مشاهده t-EM-L2 peptide و t-EM-L2 phageنميشود. همچنين تفاوت معنادار بين گروههاي 

 نشد.
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 تزريق شد LL2نمودارهاي مربوط به روند رشد تومور در گروه درماني. ابتدا به موش ها سلول ) 33-4شكل 

پس از قابل لمس شدن تومورها اندازه گيريها بطور منظم انجام شد و نمودار ميانگين حجم تومور ها رسم و 

پپتيد نوتركيب نمودار مربوط به گروه دريافت كننده واكسن فاژي نمايش دهنده : t-EM-L2 phageشد. 

EM-L2  .t-EM-L2 peptide نمودار مربوط به گروه دريافت كننده واكسن پپتيدي نوتركيب  :EM-L2 

-β2m .tپپتيد نمودار مربوط به گروه دريافت كننده فاژ نمايش دهنده : t-S phageبيان شده در باكتري. 

PBS : نمودار مربوط به گروه دريافت كنندهPBS با استفاده از تست آماري تفاوت معناداري در روند رشد .

وجود دارد   t-S phage  و t-PBS با گروه t-EM-L2 peptide و t-EM-L2 phageتومور در گروههاي 

)05/0(P<. بين گروههاي t-PBS و t-S phage.تفاوت معنادار مشاهده نميشود  

96F) نتايج بررسي نرخ بقا4-24

�� 

براي بررسي كارآمدي واكسن فاژي نمايش دهنده مي موتوپ علاوه بر روند رشد تومور، نرخ بقا نيز 
مورد بررسي قرار گرفت. بدين ترتيب كه مرگ هر حيوان ثبت شد و در پايان آزمايش روند مرگ و 
مير حيوانات در هر گروه مورد ارزيابي قرار گرفت. در اين آزمايش به منظور بررسي صحت نتايج از 

  استفاده گرديد.Log-Rank (Mantel–Cox)آزمون 

 ) نرخ بقا در گروه پيش گيري4-24-1

 صفر بود يعني تمام موش هاي گروه p-PBS نرخ بقا در گروه 32در بررسي مشاهده شد كه در روز 

                                                 
97- Survival rate 
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-p و p-EM-L2 peptide صفر شد، در حالي كه در گروه p-C نرخ بقا در گروه 36مرده بودند. در روز 

EM-L2 phageموش سوم از گروه 43% بود. در روز 50 نرخ بقا p-EM-L2 phage مرد در حالي كه 
 پابرجا  )45 هنوز مشاهده ميگرديد و اين نتيجه تا روز آخر ( %50 نرخ p-EM-L2 peptideدر گروه 

-p-PBS ،p براي گروه median survival نشان داد كه Log-Rank (Mantel–Cox)بود. نتايج آزمون 

C ،p-EM-L2 peptide و p-EM-L2 phage مي باشد و بدين ترتيب 41 و 5/43، 29، 27  به ترتيب 
نتايج تست بررسي روند مرگ و مير معنادار گزارش شد و در اين ميان بهترين نتيجه مربوط به 

 ).30-4موشهاي دريافت كننده واكسن پپتيدي ميباشد (شكل 
 

 

 

 

) بررسي نرخ بقا در گروه پيش گيري. بررسي نرخ بقا در اين گروه نشان داد كه روند مرگ و مير 34-4شكل

 توانسته بودند تا حدي EM-L2به طور معنادار متفاوت مي باشد، به طوري كه واكسن پپتيدي و فاژي 

 .>P)05/0 شوند (p-EM-L2 phage و p-EM-L2 peptideموجب افزايش ميزان بقا در حيوانات گروه 
 ) نرخ بقا در گروه درماني4-24-2

 صفر بود يعني تمام موش هاي گروه t-PBS نرخ بقا در گروه 33در بررسي مشاهده شد كه در روز 
-t-EM و t-EM-L2 peptide مرد، در حاليكه در گروه 37 در روز t-Cمرده بودند. آخرين موش گروه 

L2 phage كه پايان آزمايش بود 45% مشاهده گرديد. همچنين در روز 75% و 50 نرخ بقا به ترتيب 
 نشان Log-Rank (Mantel–Cox) زنده مانده بود. نتايج آزمون t-EM-L2 phageيك موش از گروه 

 به t-EM-L2 phage و t-PBS ،t-C ،t-EM-L2 peptide براي گروههاي median survivalداد كه 
 ( تست بررسي Logrank for trend مي باشد و بدين ترتيب نتايج تست 5/39 و 37، 5/32، 30ترتيب 
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روند مرگ و مير) معنادار گزارش شد كه در اين ميان بهترين نتيجه مربوط به موشهاي دريافت كننده 
 ).31-4واكسن فاژي ميباشد  (شكل 

 

 

 

 

) بررسي نرخ بقا در گروه درماني. بررسي نرخ بقا در اين گروه نشان داد كه روند مرگ و مير به 35-4شكل 

 توانسته بود تا حدي موجب افزايش ميزان EM-L2طور معنادار متفاوت مي باشد، به طوري كه واكسن فاژي 

 .>P)05/0 شود (t-EM-L2 phageبقا در حيوانات گروه 
 

 ) بررسي مقدار سايتوكاين هاي سرم موش ها در گروه درماني و پيش گيري4-25

به منظور مطالعه پولاريزاسيون سيتم ايمني به سمت ايمني هومورال يا سيستم ايمني سلولي ميزان 
سايوكاينهاي سرم موش هاي گروه درماني و پيش گيري اندازه گيري شد. براي اين منظور مقدار 

 (به عنوان IFN-γ (به عنوان سايتوكاين ايمني هومورال) و همچنين مقدار سايتوكاين IL-4سايتوكاين 
نتايج نشان ميدهد همه آنتيژنها توانسته اندازه گيري شد.  pg/mlسايتوكاين ايمني سلولي) بر حسب 

اند هم ايمني سلولي و هم ايمني همورال را تحريك كنند. در اين ميان تفاوت معنا داري بين 
 تفاوت معنادار داشتند PBSگروههاي دريافت كننده آنتيژن مشاهده نشد اما همه اين گروهها با گروه 

 ).32-4(شكل 
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-IL غلظت :A) اندازه گيري غلظت سايتوكاين هاي سرم در موش هاي گروه درماني و پيش گيري.36-4شكل 

 در IL-4 غلظت :C در موش هاي گروه پيش گيري. IFN-γغلظت  :B.  در موش هاي گروه پيشگيري4

 t نشان دهنده گروه پيشگيري و P در موش هاي گروه درماني. IFN-γغلظت : Dموش هاي گروه درماني. 

نشان دهنده گروه درماني است. نتايج نشان ميدهد همه آنتيژنها توانسته اند هم ايمني سلولي و هم 

 ايمني همورال را تحريك كنند. 
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 ) نتايج بررسي بافتي4-26

ابتدا براي اثبات توموري بودن بافت توموري ايجاد شده برش بافتي از تومور تهيه گرديد و رنگ آميزي 
H&E انجام گرديد. براي اين منظور از بافت تومور حيوانات در هر يك از گروههاي موش تيمار شده 

درماني و پيشگيري برش بافتي تهيه گرديد و سپس لام مورد مطالعه قرار گرفت. نتايج نشان داد كه 
 در تمام گروههاي حيواني يك بافت كاملا توموري با نرخ ارتشاح LL/2بافت ايجاد شده توسط سلول 

 undifferentiated% مي باشد. مطالعات ميكروسكوپي نشان دهنده بافت توموري به صورت 100

carcinoma 33-4 به همراه درصدي از نكروز و همچنين ميتوز فراوان مي باشد (شكل.( 
 

 
. (A)) بررسي پاتولوژيك بافت تومور. برش بافتي تهيه شده از تومور در گروه درماني شكل 37-4شكل 

. ظاهر بافت نشان دهنده توموري بوده نمونه با (B)برش بافتي تهيه شده از تومور در گروه پيش گيري شكل 

  %  است.  100ارتشاح 

سپس بمنظور بررسي متاستاز بافت ايجاد شده، بافتهاي مجاور تومور شامل ريه و كبد مورد بررسي و 
مطالعه بافتي قرار گرفت. در هيچ كدام از اين بافتها در هيچ يك از گروههاي مورد مطالعه الگوي 
توموري مشاهده نشد و تمام بافتها از نظر پاتولوژي الگوي نرمال و غير پاتولوژيك را نشان دادند 

). اين نتايج نشان داد كه در اين مدل توموري متاستاز به ساير بافتها رخ نداده است و 34-4(شكل 
 تومور محدود به محل تزريق باقي مانده است.
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) بررسي پاتولوژيك بافت هاي كبد و ريه در موش هاي گروه درماني و پيش گيري. از بافت هاي ريه 38-4شكل 

و كبد موش ها در گروه درماني و پيش گيري برش تهيه و پس از رنگ آميزي مورد مطالعه و مقايسه با بافت هاي 

 p نشان دهنده گروه درماني و tمذكور در موش نرمال قرار گرفت. نام هر عكس در بالاي آن ذكر شده است. 

 نشان دهنده گروه پيشگيري است.
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  بودت تومور+EGFR) ايمونوهيستوشيمي به منظور بررسي 4-27

از بافت تومور ايجاد شده در موش هاي گروه پيشگيري بيوپسي انجام شده و سپس از آنها بلوك 
پارافيني تهيه گرديد. بلوكهاي پارافيني برش زده شده و بافت تومور مورد مطالعه جهت بررسي وجود 

براي اين كار از  مثبت در تست ايمونوهيستوشيمي مورد آزمون قرار گرفت. EGFRسلول هاي 
 5000/1 به عنوان آنتي بادي اوليه و رقت EGFR (Dako, M3563)  آنتي بادي عليه 200/1رقت

 به عنوان آنتي بادي ثانويه استفاده شده بود. به HRPآنتي بادي پلي كلونال ضد موشي متصل به 
). اين تست در بخش پاتولوژي 34-4اسلايد كنترل منفي آنتي بادي اوليه اضافه نشده بود (شكل 

 بيمارستان امام خميني انجام شده است. 
 

 
ز. بافت توموري پس از نمونه برداري و قالب گيري برش داده شده و مقطع روي لام انتقال داده شد. كنترل 

. براي اين كار از بافت توموري موش تيمار شده گروه پيشگيري استفاده شد. نام گروه موشي (NC)منفي 

 در بالاي عكسها آمده است. 
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 ) فصل پنجم: بحث و نتيجه گيري5

 ) بحث5-1

هدف  از اين مطالعه طراحي و توليد واكسنهايي براي ايمني درماني سرطانهاي توموري بيان 
يك پروژه چندين ساله ميباشد كه كماكان  اين تحقيق بخشي از  بوده است.EGFRكننده پروتئين 

 در حال ادامه است.
 ميليون 6 سرطان يكي از شايع ترين علل مرگ و مير در سراسر جهان است و هر ساله بيش از 

 ميليون مورد جديد سرطان گزارش مي شود. سالانه ميلياردها دلار صرف 10نفر مرگ و بيش از 
تحقيقات در زمينه سرطان مي شود. با اين حال، پيشرفت هاي حاصل شده در اين زمينه به ميزان 

 كافي مطلوب نبوده است. 
اخيراً پيشرفت هاي مهم در بيولوژي مولكولي، بيولوژي سلولي و ژنوم موجب قدرت بخشيدن 
دانسته هاي بشري در مورد سرطان و  بازشدن مسيرها جديد براي درمان سرطان شده است. اين 

مطالعات منجر به شناسايي ماركرهاي سرطاني گشته است كه تا حدي عامل تمايز بين سلول سرطاني 
و سلول نرمال مي باشند. با شناسايي ماركر هاي سرطاني، امكان ايجاد درمان هايي كه توانايي تمايز 

سلول هاي نرمال و سرطاني را دارا مي باشند حاصل گشته است. اين درمان هاي جديد بر خلاف 
سيستم هاي درماني اوليه بر عليه سرطان مانند راديودرماني و شيمي درماني عوارض جانبي كمتري 
داشته و هدفمندتر عمل مي كنند. براي مثال مي توان به استفاده از آنتي بادي هاي مونوكلونال در 

 براي درمان FDAدرمان اشاره كرد كه منجر به تاييد تعداد قابل توجهي از اين آنتي بادي ها توسط 
 سرطان گشته است. 

 مهمترين از كه دارند بيوتكنولوژي و مولكولي بيوتكنولوژي در فراواني ي استفاده موارد فاژها
 طراحي در بسيار كاربردهاي داراي كه نمود اشاره فاژي نمايش تكنولوژي به توان مي ها آن كاربردهاي

 شاخص و غالب هاي ژن آنتي توان مي تكنولوژي اين با است. سرطاني هاي واكسن بخصوص و واكسن

واكسن هاي فاژي را مي توان به راحتي و با صرف  .نمود پيدا را سرطاني هاي سلول و زا بيماري عوامل
هزينه كم در مقياس بالا توليد نمود و پايداري بالاي فاژ در مقابل شرايط سخت محيطي مدت 

 نگهداري اين واكسن ها را افزايش مي دهد.

از طرفي در مطالعات قبلي نشان داده شده است كه واكسن هاي فاژي نيازي به استفاده از ادجوانت 
 به موش آنها M13 و همكاران انجام شد با تزريق فاژ Hashiguchiندارند. در مطالعهاي كه توسط 

پاسخ ايمني شديدي عليه اين فاژ مشاهده كردند. آنها فاژ را بدون استفاده از ادجوانت تزريق كردند و 
اين قدرت ايمني زايي فاژ بدون استفاده از ادجوانت را به عنوان يكي از ويژگيهاي مهم واكسن هاي 
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 بادي آنتي توپي اپي ي نقشه آوردن بدست تكنولوژي اين ديگر هاي استفاده از .]98[فاژي بيان كردند

امروزه براي اين منظور عمدتا از كتابخانه هاي نمايش فاژي پپتيدهاي تصادفي استفاده مي شود. . هاست
 بيان Ff فاژ pIII پپتيد با تواليهاي مختلف كه معمولا در سطح پروتئين 1010دراين كتابخانه ها تا 

مي شوند، وجود دارد. با انجام چند مرحله غني سازي مي توان به فاژهايي كه پپتيد برهمكنش كننده با 
آنتي بادي مورد نظر را بيان مي كنند، دست يافت. معمولا پپتيد به دست آمده شباهت توالي با آنتي ژن 
اصلي (ماركر سرطاني) ندارد، بلكه تقليدي از ساختار آن مي باشد. به چنين توالي هايي مي موتوپ گفته 

 ميموتوپ به كار رفته در اين تحقيق نيز با استفاده از يك .است توپ اپي مقلد معناي به كهمي شود 
 . ]23[كتابخانه فاژي توسط نواري و همكاران به دست آمده است 

 مي باشد. EGFRاز ماركرهاي سرطاني كه در سال هاي اخير بسيار مورد توجه قرار گرفته است 
EGFR كيلودالتون متعلق به خانواده 170 يك گليكوپروتئين با وزن مولكولي HER از خانواده گيرنده 

 سه عضو ديگر نيز وجود دارد كه از EGFR علاوه بر HERهاي تيروزين كينازي مي باشد. در خانواده 
، گيرنده با EGFR دارند. به دنبال اتصال ليگاند به EGFRنظر توالي و عملكرد رابطه تنگاتنگي با 

همتاي خود و يا يكي ديگر از اعضاي خانواده تشكيل هومو يا هترودايمر داده و آبشارهاي پيام رساني 
 در EGFRرا فعال مي كند كه در نهايت منجر به رشد، تكثير، تمايز و مهاجرت سلولي خواهد بود. 

% تومورهاي جامد ديده مي شود و نشان داده شده است كه پيام رساني تنظيم نشده آن %50-30
روندهاي دخيل در بدخيمي مشتمل بر تكثير و بلوغ، رگ زايي تهاجم، متاستاز و ممانعت از آپوپتوز را 

 را از حالت كنترل شده EGFRارتقا مي دهد. سلول هاي سرطاني توسط چندين مكانيسم پيام رساني 
 و گريز از EGFRخارج مي كنند كه مشتمل بر توليد ليگاند و ايجاد حلقه اتوكرين، جهش و تكثير ژن 

 . ]22[تجزيه به واسطه آندوسيتوز مي باشد 
سيستم ايمني بدن بصورت بالقوه اين توانايي را دارد كه سلول هاي سرطاني را از سلول هاي 

طبيعي تشخيص دهد و استفاده از سيستم ايمني در راستاي درمان سرطان ايمني درماني ناميده 
ويليام كلي اولين كسي بود كه با استفاده از عصاره كشت  كه اخيرا بيشتر به آن توجه ميشود.مي شود 

استرپتوكوكال سعي در به كارگيري سيستم ايمني در راستاي ايمني درماني سرطان را داشت از اين 
 ياز زمان ويليام كلي تا كنون روش هاي ايمني درمان .]99[رو او را پدر ايمني درماني سرطان مي نامند 

دستخوش پيشرفتها و تحولات چشمگيري شدهاند و مي توان به طور كلي آنها را به دو دسته ايمني 
درماني فعال و غيرفعال تقسيم نمود كه هر كدام از آنها شامل روش هاي اختصاصي و غير اختصاصي 

 ميشوند.
روش هاي غيرفعال اختصاصي شامل استفاده از آنتي بادي هاي مونوكلونال مي شود كه بيشترين 

استفاده را در ايمني درماني سرطان دارند و بيشترين مطالعات برروي آنها صورت گرفته است. 
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آنتي بادي ها با روش هاي مختلفي سلول هاي سرطاني را از بين ميبرند: مهار گيرنده فاكتور رشد و 
القاي اپوپتوز، به كارگيري سيستم كمپلمان براي ليز كردن سلول هاي سرطاني و فعال سازي خاصيت 

 و ماكروفاژها در مجاورت سلول هاي NK كشندگي سلول هاي سيتم ايمني ذاتي مانند سلول هاي
 .]27[سرطاني و در نهايت مرگ سلول هاي سرطاني 

همچنين آنتي بادي هاي مونوكلونال برداشت آنتي ژنهاي سرطاني را توسط سلول هاي عرضه كننده 
آنتي ژن تسهيل مي كنند و به اين ترتيب باعث تحريك سلول هاي سيستم ايمني سلولي عليه 

سلول هاي سرطاني ميشوند. از معايب استفاده از آنتي بادي ها علاوه بر هزينه بالا، نيمه عمر كوتاه آنها 
از سوي ديگر اغلب اين آنتي بادي ها داراي بخشهاي غيرانساني . ]100[و نياز به تكرار در تجويز است 

 ميباشند كه منجر به ايجاد واكنش ناخواسته با سيستم ايمني مي شود.
روش هاي فعال غير اختصاصي شامل استفاده از انواع ادجوونت هاي باكتريايي و شيميايي و 

همچنين انواع سايتوكاين ها مي شود كه باعث ايجاد پاسخهاي التهابي و افزايش كلي فعاليت سيستم 
 .]102-101[ايمني و در نهايت فعال شدن سيستم ايمني در مقابل سلول هاي سرطاني مي شود 

روش هاي ايمني درماني اختصاصي به انواع واكسن هاي سرطاني گفته مي شود كه مي توانند 
پيش گيري كننده يا درماني باشند. برتري اين روش ها كه زمينه اصلي تحقيق حاضر نيز ميباشد، 

نسبت به ساير روش ها ايجاد خاطرهي ايمني است كه مي تواند در حالت ايدهآل تا آخر عمر همراه فرد 
. روش هاي مختلفي ]30-29[باقي بماند و او را از بازگشت سرطان و يا ابتلاي به سرطان حفظ كند 

براي واكسيناسيون در مقابل سرطان وجود دارد. واكسن هاي برپايه سلول از اولين واكسن هايي بودند 
كه براي درمان سرطان به كار گرفته شدند. با پيشرفت علم و شناخت هرچه بيشتر آنتي ژنها 

روش هاي واكسيناسيون نيز متحول شدند و واكسن هايي نظير واكسن هاي پروتئيني، پپتيدي، 
واكسن هاي برپايه نوكلئيك اسيد، واكسن هاي برپايه وكتور ها و واكسن هاي برپايه سلول هاي 

 .]35[دندريتيك، مورد مطالعه قرار گرفتند 
در بحث واكسن سرطان يكي از موارد مورد توجه يافتن آنتي ژن سرطاني مناسب مي باشد. عمده 

 يكي از آنها به EGFRآنتي ژنهاي سرطاني را آنتي ژنهاي افزايش بيان يافته تشكيل مي دهند كه 
 در تنظيم رشد و تمايز سلولي نقش دارد و از اين رو EGFRشمار ميرود. همان طور كه ذكر شد 

 در بسياري از سرطان ها شامل EGFRميتواند داراي قابليت سرطان زايي باشد. افزايش بيان در 
سرطان هاي ريه، سينه، پروستات، سر وگردن و حتي در گلايوبلاستوما ها نيز مشاهده شده است كه در 

 .]21[ارتباط مستقيم با رشد و تهاجم سرطان، مقاومت به شيمي درماني و رگزايي است 
 ميلادي، عوامل درماني 80 به عنوان يك هدف درماني سرطان در اوايل دهه EGFRبا معرفي 

 توليد شدهاند. دو دسته از اين عوامل بيش از ديگران موثر واقع شده و تعدادي EGFRمختلفي عليه 
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 براي درمان مورد تاييد قرار گرفته و يا در فاز آزمايشي قرار دارند كه FDAاز آنها هم اكنون توسط 
) و مولكول هاي كوچك مهاركننده تيروزين Cetuximabنظير مشتمل بر آنتي بادي هاي مونوكلونال (

 متصل مي شوند EGFR. آنتي بادي هاي مونوكلونال كه به دومن خارج سلولي ]103[كينازي ميباشند 
 جلوگيري مي كنند كه مشتمل بر ممانعت از اتصال EGFRتوسط سه مكانيسم اصلي از پيام رساني 

. در مقابل مهاركنندههاي ]104[ مي باشد ADCCليگاند به گيرنده، القاي اندوسيتوز گيرنده و القاي 
تيروزين كينازي به دومن تيروزين كينازي گيرنده در بخش درون سلولي گيرنده متصل ميشوند و 

 .]105[مانع از پيام رساني گيرنده ميشوند 
واكسيناسيون عليه ماركر سرطاني مي تواند جايگزين ديگري براي آنتي بادي هاي مونوكلونال باشد 

-. بدين منظور مي توان از مولكول ماركر به عنوان واكسن استفاده كرد. اما اين روش محدوديت]106[

هاي خاص خود را دارد. بسياري از ماركرهاي سرطاني كه هدف آنتي بادي هاي مونوكلونال مي باشند 
 گيرندههاي فاكتور رشد ميباشند. واكسيناسيون با مولكول ماركر مي تواند به HER2 و EGFRمانند 

توليد آنتي بادي هاي تحريك كننده گيرنده به جاي آنتي بادي هاي مهاركننده منجر شود . از سوي 
ديگر بسياري از اپي توپهاي موجود در طبيعت از نوع فضايي ميباشند و ممكن است در مراحل 

پردازش آنتي ژن از بين بروند. نكته قابل توجه ديگر تركيب شيميايي ماركرهاي سرطاني مي باشد. 
برخي از اين ماركرها تركيب گليكوليپيدي و يا كربوهيدراتي دارند كه آنتي ژنهاي ضعيفي هستند 

]107[. 
يك راه حل جايگزين مي تواند تعيين نقشه اپي توپي يك آنتي بادي موثر عليه ماركر و استفاده از 

. مزاياي استفاده از واكسن هاي مي موتوپي در ]51[ميموتوپ به دست آمده به عنوان واكسن باشد 
مقايسه با آنتي بادي هاي مونوكلونال قابل توجه مي باشند . تركيب شيميايي اين تركيبات تعريف شده 
بوده و هزينه سنتز اين پپتيدها در مقايسه با آنتي بادي ها ناچيز مي باشد. به علاوه از لحاظ شيميايي 
پايدار بوده و مي توان آنها را به صورت ليوفيليزه به مدت طولاني نگهداري كرد. آنها پاسخ ايمني از 
قبل تعريف شدهاي را القا مي كنند و در نتيجه از توليد آنتي بادي هاي ناخواسته جلوگيري مي شود. 
آنتي بادي هاي توليد شده انساني بوده و با سيستم ايمني برهم كنش ناخواسته ندارند. از سوي ديگر 

اين آنتي بادي ها از كلاسها و زيركلاسهاي مختلف ميباشند و از كل ظرفيت سيستم ايمني براي 
سركوب تومور استفاده مي كنند. همچنين اين واكسن ها مي توانند جايگزين مناسبي براي ماركرهايي از 

 .]51[جنس كربوهيدرات باشند 
Riemer و همكاران از چنين استراتژياي براي توليد يك واكسن پپتيدي عليه EGFR استفاده 

 به دو مي موتوپ اين Cetuximab (Erbitux)كردند. آنها با تعيين نقشه اپي توپي آنتي بادي 
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97Fآنتي بادي دست يافتند كه پس از اتصال به پروتئين 

��KLH به عنوان حامل و تزريق به موش، توانايي 
 را داشتند. آزمون بررسي رشد نشان داد كه آنتي بادي هاي توليد شده EGFRتوليد آنتي بادي عليه 

 و Li. همچنين در مطالعه ديگري ]108[ را دارا بودنA431توانايي ممانعت از رشد رده سلولي 
 را از كتابخانه VEGF آنتي بادي) مي موتوپ VEGF (آنتي Avastinهمكاران با استفاده از آنتي بادي 

 نشان داد. اين مي موتوپ سپس Avastinپپتيدي جدا كردند كه پپتيد جدا شده افينيتي بالايي به 
 كونژوگه گرديد و ايمني زايي موش ها با اين واكسن به طور موثري KLHسنتز و به پروتئين حامل 

باعث فعال شدن سيستم ايمني هومورال موش گرديد. همچنين سرم موش هاي ايمن شده با اين 
 و بنابراين مهار تكثير سلول هاي اندوتليال عروق VEGFR به VEGFواكسن مي موتوپي مانع از اتصال 

 . ]109[گرديد
ميموتوپي كه در طراحي واكسن پپتيدي اين مطالعه به كار رفته است پس از غنيسازي كتابخانه 

 آمده است. خاصيت ضد سرطاني اين 9-1 به دست آمده و توالي آن در جدول ICR62فاژي عليه 
 .]25-23[پپتيد در مطالعات متعددي بررسي شده است 

آنتي  برخي ازسلول هاي سرطاني هستند كه در  بر اين فرض استوار پپتيد مبتني بر واكسن هاي
وجود ندارند و در سطوح پايين  يا سالم در بافت بيان ميشوند كه  (TAAs) تومور مرتبط با هاي ژن

 از جمله آنتيژنهايي كه در اين رابطه مورد استفاده قرار گرفتهاند ميتوان به دومين . ميشوندبيان
 .]46[ اشاره نمود MUC-1 و EGFR ،CEAخارج سلولي 

، ابتدا  نواري و همكاران نقشه EGFRدر راستاي بدست آوردن واكسني جهت تومورهاي سرطاني 
 اسيد آمينه اي به دست آوردند. سپس 12 را از كتابخانه پپتيدي تصادفي ICR-62اپي توپي آنتي بادي 

 به موش و خرگوش تزريق شد و يافتهها نشان داد كه آنتي بادي BSAاين پپتيد به صورت متصل به 
 In Vitro در شرايط EGFR واكنش متقاطع دارد و رشد سلول هاي بيان كننده EGFRايجاد شده با 

. در ادامه اسدي و همكاران ژن كد كننده اين پپتيد را در وكتور فاژميدي ]23[را مهار مي كند 
pAK8-GVO77 فاژ 8 كلون كردند و بر روي پروتئين M13 به نمايش در آوردند. واكسن فاژي 

مذكور به موش تزريق و پاسخ ايمني ايجاد شده  بررسي شد كه نتايج نشان ميداد آنتي بادي عليه 
-. ضمنا واكسن مذكور  در مطالعات حيواني خاصيت پيشگيري كننده]24[مي موتوپ ايجاد شده است 

 مثبت را EGFRاي نداشت اما توانسته بود در موشهاي گروه درماني به طرز معنا داري رشد تومورهاي 
كندتر كند. جهت تقويت و عملكرد اين واكسن جوانمردي و همكاران ميموتوپ را به صورت سه تايي 

                                                 
98- keyhole limpet hemocyanin 
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 نمايش دادند كه نتايج آنها تا حدي نسبت به نتايج اسدي و همكاران بهتر شده بود M13روي فاژ 
]25[.  

مطالعه حاضر طراحي و ساخت واكسني قويتر از سه حوزه فاژ، واكسن پپتيدي و ميموتوپ الهام 
گرفته و دو واكسن پپتيدي و فاژي توليد شده است. اساس اين واكسنها پروتئين نوتركيب فيوژني 

 تشكيل شده است كه به "EGFR از L2دومين خارج سلولي " و "EGFRميموتوپ "است كه از 
 و واكسن دوم E.coli بيان شده در باكتري EM-L2 ناميده شد. يك واكسن، پپتيد EM-L2اختصار 
EM-L2 نمايش داده شده بر روي فاژ M13 .بود  

هدف از اين كار افزايش پتانسيل مهار كنندگي واكسن بود و پيش فرض اين مطالعه اين بود كه 
 نمايش داده شده روي فاژ قدرت بيشتري نسبت واكسنهاي قبلي و نيز نسبت به پپتيد EM-L2پپتيد 

EM-L2 بيان شده در باكتري E.coli.دارد  
-1 توالي آنتيژن مورد نظر به دست آمد (جدول in silicoبدين منظور ابتدا به كمك مطالعات 

-). نتايج مطالعات نرمافزاري نشان داد كه پپتيد مورد نظر از نظر ساختاري پايدار بوده و از آنتي3

 EGFR با قسمت خارج سلولي Cetuximabژنسيته خوبي برخوردار است. ضمنا در بررسي برهمكنش 
 و بررسي ساختار سوم پپتيد ]110[ برهمكنش دارد L2نشان داده شده كه اين آنتيبادي با دومين 

EM-L2 نيز نشان داد كه اين بخش از پروتين در در پپتيد EM-L2 نيز موجود است. ژن به دست 
-M13  كلون شد و سازهpAK8-VIII-EM.L2آمده از پپتيد به صورت شيميايي سنتز و در وكتور 

pAK8-VIII-EM.L2 ساخته شد. پس از ترانسفورماسيون اين سازه به باكتري TG1  و آلوده كردن
  ساخته شدند. EM-L2باكتري حامل آن با فاژ كمكي ذرات فاژي نمايش دهنده پپتيد 

 8در واقع يكي از اهداف اوليه در اين تحقيق، ساختن ذرات فاژي اي بود كه روي پروتئين هاي 
. تعداد پروتئين هاي هشتي كه نمايش دهد را هم EM-L2خود به صورت تصادفي (موزاييك) پپتيد 

بدين ترتيب نوتركيب شده و پپتيد را نمايش مي دهند دقيقا مشخص نيست، اما با توجه به مقالات 
 به 3 تخمين زد كه اين در مقايسه با پروتئين 150 حدود پپتيد، مي توان اين تعداد را اندازهمرتبط و 

  .]96[ مراتب بيشتر است
98Fمنوچاريان

 براي واكسينه كردن خوكها عليه 8+8 و سيستم نمايشي M13 و همكاران از باكتريوفاژ ��
99Fانگل سيستي سركوزيس

 استفاده نموده اند و موفق به ايجاد ايمني عليه اين انگل در خوكها شده اند ���
100F كه توسط هوتن. در مطالعه اي]111[

 و همكاران انجام شده يك پپتيد سنتزي، هم روي پروتئين ���
 فاژي نمايش داده شد و هم با اووالبومين كونژوگه شد تا ميزان توليد آنتي بادي عليه پپتيد سنتزي 8

                                                 
99 Manoutcharian 
100 cysticercosis 
101 Houten 
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را بررسي نمايند. نتايج آنها نشان داد كه آنتي بادي عليه پپتيد در حيوانات ايمن شده با فاژ بيشتر بوده 
كه اين يافتهها نشان مي دهد كه فاژ  ]112[ پپتيد-تا حيوانات ايمن شده با كونژوگه اووالبومين

 پتانسيل استفاده جهت واكسيناسيون و تحريك سيستم ايمني را دارد.
-M13بررسيها نشان ميدهد كه پس از آلوده يا ابر آلوده شدن باكتري حاوي سازه نوتركيب 

pAK8-VIII-EM.L2 ده دقيقه زمان لازم است كه ذرات فاژي شروع به خارج شدن از  حدود
 .]113[باكتري ها كنند 

 قرار گرفته در DNA و طول آنها با توجه به 7همان طور كه قبلا ذكر شد قطر اين ذرات حدود 
آورد كما اينكه پيش از  نانومتر باشد، لذا مي توان اين ذرات را نانوذره هم به حساب 900آن مي تواند تا 

 nanometer phageرا به عنوان   Flt4 نمايش دهنده T4اين نيز برخي محققان ، فاژها از جمله فاژ 
 طرف ديگر اين ذرات توانايي آلوده كردن باكتري را دارند اما وقتي  از.]116-114[ معرفي كرده اند

وارد باكتري شدند، بدون حضور فاژ كمكي، توانايي تكثير به عنوان فاژ را نداشته و اساسا خاصيت فاژي 
خود را از دست مي دهند، لذا نمي توان آنها را فاژ كامل به حساب آورد و به همين دليل اين ذرات 

 نانوذره شبه فاژي ناميده شدند.
 روي سطح فاژ، از تست الايزا با استفاده از EM-L2براي نشان دادن نمايش داده شدن پپتيد 

نتايج در قياس با   خرگوشي عليه مي موتوپ استفاده شد كهIgG و ICR62 ،ICR61آنتي بادي هاي 
 فاژميد كنترل و آنتيبادي غير مرتبط مويد نمايش پپتيد روي سطح فاژ بودند. 

 تنظيم شدند و 150µl PBS در هر 1012pfuفاژها پس از تكثير، تغليظ و تيتراسيون به تعداد 
 براي ايمن سازي حيوانات مورد استفاده قرار گرفتند.

 با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي، ژن E.coli بيان شده در EM-L2براي توليد واكسن پپتيدي 
 Bl21 سابكلون گرديد. سازه جديد سپس به باكتري pET32a تكثير و در وكتور بياني EM-L2پپتيد 

 100ترانسفورم و پپتيد مذكور بيان و پس از آن تخليص شد. پس از تخليص براي هر تزريق حدود 
  به كار برده شد.1:1ميكروگرم از آنتيژن به همراه ادجوانت فروند با نسبت 

 استفاده شد. رده سلولي C57BL/6 و موش هاي LL/2براي ايجاد مدل حيواني تومور از رده سلولي 
LL/2 مشتق شده از نوعي كارسينوماي ريوي است كه كارسينوماي ريوي لوييس نام دارد و بطور خود 

 ماده ايجاد مي شود. دليل انتخاب اين سلول ها و موش ها در درجه C57BL/6بخودي در ريه موش هاي 
 و در درجه دوم توان بالاي تومورزايي ]117[سلول ها مي باشد  در اين EGFRاول بدليل بيان بالاي 

. در بسياري از مطالعات نيز از اين سلول ها براي ]118[  استC57BL/6اين سلول ها در موش هاي 
. در تعدادي از مطالعات از اين سلول ها براي ايجاد ]117, 114[ايجاد مدل تومور استفاده شده است 

 اوليه اين كار قائم و . در مراحل]119, 48[ استفاده شده است EGFRمدلهاي توموري بيان كننده 
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 ميتواند با سلولهاي ICR62همكاران با استفاده از آزمون فلوسايتومتري نشان دادند كه آنتيبادي 
LL/2 نرخ تومورزايي در اين مطالعه نيز ]25-24[. همانند مطالعات قبلي ]120[ برهمكنش دهد 
 درصد گزارش شد.100

 با  1012در گروه پيش گيري موش ها ابتدا چهار بار و به مدت يك ماه و هربار با تيتري معادل 
 ميكروگرم از آنتيژن پپتيدي ايمن سازي شدند، در روز هفتم پس از 100واكسن فاژي و با حدود 

 سلول 106آخرين تزريق، از موش ها به منظور بررسي پاسخ آنتي بادي، خون گرفته و تعداد حدود 
LL/2 .به هركدام از موش ها تزريق شد  

 تزريق شد و پس از اينكه تومورها قابل LL/2 سلول 106در گروه درماني ابتدا به موش ها تعداد 
 لمس شدند، موش ها مانند گروه پيش گيري كنندگي به چهار زير گروه تقسيم شدند.

101Fدر بيشتر تحقيقات مثل مطالعه انجام شده توسط وان

 و همكاران، از فاژ وحشي جهت كنترل ���
 شبه فاژي و روش تيتراسيون به نظر . اما در اين تحقيق با توجه به ماهيت]121[شده است استفاده 

مي تواند گزينه بسيار ايدهآلي به عنوان كنترل ) غير مرتبط ( 2mβنمايش دهنده پپتيد ميآيد كه فاژ 
 جفت باز رمزدهي مي شد و طولي بيش 1300 با طول حدود DNAباشد. اين پپتيد توسط يك قطعه 

مي باشد. با توجه به ماركر انتخابي و  EM-L2 برابر طول پپتيد 3 اسيدآمينه داشت كه حدودا 420از 
ماهيت كنترل، كار با آن دقيقا شبيه كار با فاژميد نوتركيب ساخته شده بود و اين شرايط بين كنترل 

 خالي تزريق شد. پس از PBSو نمونه را بيش از پيش يكسان مي كند. به گروه كنترل منفي نيز 
 تشكيل تومور ابعاد تومور هر دو روز اندازه گيري شد و نتايج به صورت نمودار رسم شد.

در ايمن سازي با استفاده از آنتي ژن هاي پروتئيني نوتركيب مي توان از پروتئين كامل و يا 
دومين هاي خاصي از پروتئين ها استفاده نمود. به دليل اينكه سيستم ايمني به آنتي ژن هاي خودي 

تولرانس نشان مي دهد معمولا از هومولوگ هاي حيواني آن ها استفاده مي شود و يا اينكه پروتئين 
هاي خودي به صورت فيوز شده با يك ايمونوژن قوي و يا به همراه ادجوونت به منظور از بين بردن 
تولرانس تجويز مي شوند. در مورد آنتي ژن هاي سرطاني (خصوصا گيرنده هاي فاكتور هاي رشد و 

 ) پاسخ سيستم ايمني بر عليه اپي توپهاي متفاوت آنتي ژن مي تواند اثرات EGFRتمايز مانند 
متفاوتي داشته باشد، و ميتواند داراي خاصيتي مهار كنندگي و يا حتي تشديد كنندگي تومور باشد. 

از اين رو استفاده از پپتيد ها براي ايمن سازي به دليل اينكه پاسخ ايمني را محدود به اپي توپ هاي 
 .]47[خاصي از آنتي ژن مي كند مي تواند مفيد باشد 

ها نشان دهنده يك چالش مهم در ايمونوتراپي سرطان انسان TAAمقاومت سيستم ايمني به 
است و دراستراتژي هر واكسن موفق ، بايد به اين موضوع پرداخته شده باشد. نتايج آزمايشگاهي كه  

                                                 
102 Wan 
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به تازگي منتشر شده است  نشان ميدهد كه شكستن مقاومت ايمني به آنتيژن  خودي تحت اين 
 . ]122[اصل كه شناسايي آنتيژن خودي يك پديده فيزيولوژيك است ممكن ميباشد

 يك آنتيژن گسترده در سلولهاي اپيتليال بدن ميباشد بيانگر آن است كه EGFRاين امر كه 
اين پروتئين به خودي خود يك ايمنوژن ضعيف بوده و هر گونه طراحي واكسن بر مبناي اين آنتيژن 

 را كمي سخت مينمايد.
102Fدر مطالعه سانچز راميرز

 موش  EGFR)، اين محققان قسمت خارج سلولي 2006 و همكاران (���
 توليد نموده و پس از تخليص موشها HEK293 در سلولهاي pCDNA3و انسان را با استفاده از وكتور 

) ايمن كردند. نتايج آنها نشان داد كه آنتيبادي VSSP و FAرا با آنها به كمك ادجوانتهاي مختلف (
  .]48[ موشي در بدن موشها توليد شده استEGFRبه ميزان قابل قبولي عليه 

 انجام شده بود، قسمت خارج سلولي 2008در مطالعه ديگري كه توسط سانچز راميرز در سال 
EGFR) انساني با استفاده از ذرات بسيار ريز پروتئوليزوزوم VSSP(  به عنوان ادجوانت به موش تزريق 

 . ]106[شد و اينبار نيز نتايج مشابهي به دست آمده بود 
در اين مطالعه نيز براي واكسن پپتيدي از ادجوانت كامل و ناقص فروند جهت ايمني زايي موشها 
استفاده شد در حاليكه براي تزريق واكسن فاژي از ادجوانت استفاده نگرديد. نتايج نشان داد كه هر دو 

 شوند. EM-L2نوع واكسن توانسته بودند سيستم ايمني را تحريك و منجر به توليد آنتيبادي عليه 
اين نتايج همانند نتايج راميرز نشان ميدهد كه با استفاده از ادجوانت و يا حامل مناسب مانند فاژ ،كه 

 ميتواند نقش محرك سيستم ايمني و ادجوانتي بازي كند، GCخود نيز با وجود توالي هاي غني از 
ها را شكست و بدن را به توليد آنتيبادي عليه اين آنتيژنها TAAميتوان مقاومت ايمني نسبت به 

واداشت. هرچند با توجه به شرايط و ماهيت آنتيژنها قياس نميتواند جامع باشد اما مقايسه اوليه 
 سرم 4000/1نشان داد كه واكسن پپتيدي در مجموع آنتيژن بهتري بوده است به طوري كه در رقت 

 بيشتري نسبت به سرم موشهايي OD ايمن شده بودند اختلاف EM-L2موشهايي كه با فقط با پپتيد 
 و ]112[كه با واكسن فاژي ايمن شده بودند نشان دادند كه اين نتايج به نظر مغاير با نتايج هوتن 

103Fهمراستا با نتايج يام

 در گروه دريافت كننده EM-L2 ميباشد. توليد آنتيبادي عليه پپتيد ]123[ ���
 در سطح پپتيد EM-L2واكسن فاژي نمايش دهنده اين پپتيد نيز يافته ديگري است كه وجود پپتيد 

 را تاييد ميكند.
 و قوي ايمني پاسخ يك ايجاد شد، ارائه  Metzinger توسط كه خطر سيگنال ي نظريه اساس بر

 ها سيگنال اين سطح سرطاني هاي سلول مورد در است كه خطر هاي سيگنال وجود نيازمند ماندگار

                                                 
103 Sanchez Ramirez 
104 Yum 
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 سازي فعال جهت لازم خطر هاي سيگنال شيميايي و باكتريايي هاي ادجوونت ميباشد. پايين بسيار
 .]124[ميكند تأمين را ايمني سيستم

-MTPاز  عبارتند ند شو مي استفاده منظور اين براي مشابه فعاليت برخي از ادجوانتهاي ديگر كه با

PE ،MF59 ،ISCOM و Detox .هاي نوكلئوتيد دئوكسي اوليگو CpG ديگر  كه در فاژ نيز موجودند از 

نتايج ما . ]125[شود  مي استفاده سرطان واكسيناسيون و درمان منظور به كه هايي هستند ادجوونت
در اين قسمت نشان ميدهد كه هم ادجونت فروند و هم خود فاژ ميتوانند در تحريك سيستم ايمني 

 .خوب عمل نمايندها TAAعليه 
 T7 مرغ را در سطح فاژ   EGFRدر مطالعه دانگ و همكاران قسمتهاي مختلف قسمت خارج سلولي 

 آن نمايش دهند. سپس فاژهاي نوتركيب به عنوان 10Bبه صورت فيوز شده با پروتئين پوششي 
 تلقيح و سرطاني LL2/2Cواكسن به موشها تزريق و سپس موشها را با سلولهاي سرطان ريه 

 از ايجاد تومور ممانعت نمايد.  40نمودند. نتايج آنها نشان داد كه اين واكسن توانسته است تا حدود % 
به دست آمده از موشهاي ايمن شده با اين واكسن اثرات سمي ضمن اينكه سلولهاي لنفوسيت طحال 

 .]126[ از خود نشان داده است A431عليه سلولهاي 
 موشي به موش EGFRدر مطاله سانچز سرم به دست آمده ناشي از تزريق قسمت خارج سلولي 

 بيش از  in vitro در شرايط +EGFRتوانسته بود بدون حضور سيستم كمپلمان،  از رشد سلولهاي 
در مطالعه ديگري آنتيباديهاي پليكلونالي كه به دست آمده  .]48[ درصد جلوگيري نمايد 50حدود 

 موشي به موش توانسته بودند نه تنها از رشد سلولهاي EGFRناشي از تزريق قسمت خارج سلولي 
EGFR+ در شرايط in vitro ميزان ]106[ جلوگيري كنند بلكه اپپتوز را نيز در آنها القا ميكردند .

كاهش رشد تومور با استفاده از واكسن پپتيدي طراحي شده در اين مطالعه نسبت به گروه كنترل 
% ميباشد كه از اين نظر به مطالعه 40 % و براي گروه درماني حدود 45براي گروه پيشگيري حدود 

سانچز نزديك ميباشد. شايان ذكر است كه پپتيد اين مطالعه با پپتيد به كار رفته در مطالعه سانچز 
 متفاوت ميباشد.   

% رشد 27در مطالعه انجام شده توسط جوانمردي واكسن فاژي طراحي شده توانسته بود حدود 
 در گروه پيشگيري EM-L2 در حاليكه واكسن فاژي نمايش دهنده پپتيد ]25[تومور را كاهش دهد 

% رشد تومور را كاهش داده است و از اين نظر نسبت به واكسن 50% و در گروه درماني حدود 33
 جوانمردي عملكرد بهتري داشته است.  

نتايج مختلفي از بررسي اثر پيش گيري كنندگي واكسن هاي سرطاني بر روي تومورها بدست آمده 
جاكوبسون به طور مثال هيچ اثر پيش گيري كنندگي بر روي رشد تومور مشاهده است. در مطالعه 

مرغ كه بر  EGFR در مطالعه دانگ و همكارانش كه از دومينهاي مختلف . ولي]127[نشده است 
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 به نمايش در آمده، به منظور واكسيناسيون استفاده كرده است، اثرات پيش گيري T7روي فاژ 
كنندگي قابل مشاهده است كه با ميزان آنتي بادي ايجاد شده عليه هر دومين چندان مرتبط نيست و 

 و دخيل بودن ساير بخشهاي سيستم EGFRدليل آن مي تواند عملكرد متفاوت دومين هاي مختلف 
 .]126[ايمني به جز ايمني هومورال، نظير ايمني سلولي باشد 

 (از mflt4 نمايش دهنده T4همچنين در مطالعهي رن كه بر روي اثر پيش گيري كنندگي فاژ 
فاكتور هاي دخيل در رگزايي) صورت گرفت، هيچ گونه اثر مهاري بر روي رشد تومور مشاهده نشده 

 .]114[بود 
 (از گيرنده هاي فاكتورهاي رگزايي) استفاده mVEGFR2 نمايش دهنده T4 در مطالعهاي ديگر، از فاژ 

  LLCشده است. نتايج نشان داد كه اين فاژ توانسته بود تا حدي حيوان را در مقابل سلول هاي 
 .]97[محافظت كرده و رگ زايي بافت توموري را نيز كاهش دهد 

 فاژ رشتهاي 8) روي پروتين MAGE-A1در مطالعه فانگ و همكاران، پپتيد اختصاصي تومور ملانوما (
  B16.F10نمايش و اثرات درماني و پيشگيري كننده واكسن در موشهاي توموري شده با رده سلولي 

بررسي شد. نتيجه نشان داد كه واكسن فاژي توانسته بود رشد تومور را كم و نرخ بقا را به طرز 
معناداري افزايش دهد. پپتيد نمايش داده شده در مطالعه ما نسبت به مطالعه ايشان هم از نظر اندازه 
و هم از نظر نوع آنتيژن تفاوت داشت اما نتايج اين مطالعه هم مانند مطالعه فانگ كارامدي واكسنهاي 

 .]128[فاژي نمايش دهنده پپتيد سرطاني را تاييد ميكند 

بافت ايجاد شده در اثر تزريق سلول مورد مطالعه ميكروسكوپي و پاتولوژي قرار گرفت و نتايج 
حاكي از اين بود كه بافت در هر دو گروه درماني و پيش گيري داراي الگوي پاتولوژيك و توموري 
مي باشد. سپس به منظور بررسي تهاجم بافتي و متاستاز، مطالعه پاتولوژي بر روي بافتهاي مجاور 

تومور شامل ريه و كبد موش ها در گروههاي درماني و پيش گيري انجام شد. در تمام گروهها بافتهاي 
كبد و ريه در مقايسه با بافت مشابه در موش نرمال الگوي مشابهي با بافت نرمال داشته و غير 

پاتولوژيك بودند. از آنجاييكه بافت نرمال كبد و ريه هم در گروههاي تيمار شده با واكسن فاژي و هم 
) در هر دو گروه درماني و پيش گيري مشاهده PBSدر گروههاي كنترل (تيمار شده با فاژ كنترل و 

شد مي توان گفت كه احتمالا اين نوع از تومور قادر به متاستاز نبوده و ارتباطي با نوع تيمار صورت 
  ]25[گرفته بر روي گروههاي حيواني ندارد كه اين نتايج مشابه نتايج جوانمردي و همكاران است 

 mflt4 نمايش دهنده T4 و همكاران انجام شد اثر ضد توموري فاژ Renدر مطالعهاي كه توسط 
 براي LLC(از فاكتور هاي دخيل در رگزايي) در مدل توموري موش بررسي گرديد. آنها از رده سلولي 

 و Dong ديگر  و از طرف]114[ايجاد تومور استفاده كردند و متاستاز به ريه را مشاهده كردند 
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 از همين رده سلولي EGFR نمايش دهنده دومن خارج سلولي T7همكاران در مطالعه واكسن فاژي 
LLC 126[ استفاده كردند ولي هيچ گزارشي از مشاهده متاستاز در نتايج خود بيان نكردند[.  

با توجه به نتايج و اختلاف معناداري كه بين اثر واكسن هاي فاژي و پپتيدي روي روند رشد تومور در 
 و گروه دريافت كننده فاژ كنترل وجود دارد مي توان نتيجه گرفت PBSمقايسه با گروه دريافت كننده 

كه اين واكسن توانسته روي روند رشد تومور تاثير بگذارد. اگرچه اختلاف معناداري در تاثير واكسن 
 در گروههاي درماني و پيش گيري در روند رشد تومور مشاهده نشد اما نتايج EM-L2پپتيدي و فاژي 

به دست آمده از الگوي رشد تومورها در دو گروه پيشگيري و درماني نشان ميدهد كه ظاهرا در گروه 
پيشگيري واكسن پپتيدي و در گروه درماني واكسن فاژي نتايج بهتري نشان داده اند.  در مطالعه 

جوانمردي نيز مشاهده شد كه بعد درماني واكسن فاژي پتانسيل بهتري نسبت به بعد پيشگيري دارد 
 تكرار بود. اين مطلب بيانگر 1 تايي بيشتر از واكسن فاژي با 3و اين امر در مورد واكسن فاژي با تكرار 

اين است كه طول پپتيد نمايش داده شده ميتواند نقش بسزايي در عملكرد واكسن فاژي داشته باشد. 
 در گروههاي EM-L2البته با توجه عدم مشاهده اختلاف معنادار در تاثير واكسن پپتيدي و فاژي 

 نسبت به EM-L2درماني و پيش گيري در روند رشد تومور، فرض اينكه فاژ نمايش دهنده پپتيد 
  خاصيت آنتيژني بهتري دارد رد ميشود.  EM-L2پپتيد 

از طرف ديگر مسئلهاي كه علاوه بر اندازه تومور در بررسي پتانسيل يك واكسن موثر مي باشد، موضوع 
تاثير آن واكسن بر روي طول عمر حيوان مي باشد كه اين تاثير نيز به خوبي در مورد واكسنها در 

گروههاي درماني و پيش گيري قابل مشاهده است، به طوري كه ميانگين بقا براي واكسن پپتيدي 
EM-L2 5/43 روز و براي واكسن فاژي نمايش دهنده پپتيد EM-L2 41 روز در گروه پيشگيري 

 گزارش شد. در مقايسه با واكسن فاژي با 5/39 و 37مي باشد. اين ارقام براي گروه درماني به ترتيب 
 تايي از ميموتوپ، واكسنهاي اين تحقيق عملكرد بهتري داشته اند به طوري كه درصد بقا در 3تكرار 

 و واكسن قاژي نمايش دهنده پپتيد EM-L2روز آخر براي گروه پيشگيري در مورد  واكسن پپتيدي 
EM-L2 6/16 تايي 3 درصد بود درحاليكه اين عدد براي واكسن فاژي با تكرار 25 و 50 به ترتيب 

درصد گزارش شده بود. در روز آخر آزمون براي گروه درماني در مورد  واكسن فاژي نمايش دهنده 
 6/16 تايي 3 درصد بود درحاليكه اين عدد براي واكسن فاژي با تكرار 25 نرخ بقا EM-L2پپتيد 

درصد گزارش شده بود. بنابراين بهترين نتيجه در بررسي نرخ بقا متعلق به بعد پيشگيري واكسن 
  ميباشد.EM-L2پپتيدي 

 موشي نمايش داده شده روي فاژ و توليد شده در باكتري از آنتيژنهاي L2با توجه به اينكه پپتيد 
خودي است نگرانيهايي در مورد اين امر كه آنتيباديهاي ايجاد شده عليه آن ممكن است باعث بيماري 
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خودايمن شود مطرح ميشود. در اين زمينه مطالعه لي و همكاران در بررسي اثرات جانبي يك مهار 
 . ]129[ حاكي از ايجاد راشهاي پوستي در بعضي از بيماران است EGFRكننده تيروزين كينازي 

اما در بيشتر مطالعاتي كه انجام شده و يا در مورد داروهايي كه در مراحل آزمايشي هستند تاكنون 
عارضه جدياي گزارش نشده است. با توجه به اينكه طبق گزارش رابين گرانديس مهار بيان ژن 

EGFR پيشنهاد ميشود در ايمنيزاسيون ]130[ در سلولهاي سرطاني و نه نرمال بسيار مهم است 
فعال كه منجر به پاسخهاي ايمني دراز مدت ميشود اثرات جانبي نيز به دقت مورد كنترل مستمر 

 EGFRقرار گردند. سانچز در مطالعه خود نشان داد كه موشهاي دريافت كننده قسمت خارج سلولي 
 داشتد اما در اين مدت هيچگونه IgGموشي تا يك سال بعد از آخرين تزريق تيتري هرچند پايين از 

. در مطالعه حاضر اين قسمت مورد ارزيابي دقيق قرار نگرفت ]48[عرضه جانبي در موشها ديده نشد 
 اما در حين ايمن كردن موشها بخصوص در گروه پيشگيري هيچ عارضهاي ديده نشد.

بررسي اجمالي روند نشان ميدهد كه در مطالعه اسدي واكسن فاژي نمايش دهنده ميموتوپ خاصيت 
با افزايش تكرارنمايش ميموتوپ  .]24[پيشگيري كنندگي نداشته اما داراي خاصيت درماني بوده است 

 تايي توانسته بود هم در گروه 3 در كار جوانمردي، واكسن فاژي نمايش دهنده تكرار 3 به 1از 
نهايتا در اين بخش از  .]25[پيشگيري و هم در گروه درماني نتايج ضد توموري از خود نشان دهد 

 طراحي، توليد و در سطح فاژ نمايش داده شد. نتايج به دست آمده در اين EM-L2پروژه پپتيد 
مطالعه نشان داد كه اين واكسن (بخصوص واكسن پپتيدي)، نسبت به واكسنهاي قبلي هم در زمينه 

پيشگيري و هم در زمينه درماني داراي عملكرد بهتري بوده است. در اين ميان در گروه پيشگيري 
 عملكرد بهتري از خود EM-L2واكسن پپتيدي و در گروه درماني واكسن فاژي نمايش دهنده پپتيد 

   نشان دادند.

بديهي است كه چالشهاي زيادي در طراحي و رسيدن به يك واكسن سرطاني سر راه است. هر چه 
بينش و فهم ما از مفاهيم بنيادي مثل نحوه عرضه آنتيژنها و ... بيشتر شود سرعت و اشتياق ما نيز در 

اين زمينه علمي بيشتر خواهد شد و اين اشتياق بيشك منجر به توليد واكسنهاي ضد سرطاني 
موثرتري خواهد شد. مي توان گفت كه با تحقيق بيشتر در زمينه افزايش كارايي اين نوع واكسن 

مي توان اميدوار بود كه در آينده بتوان از واكسن هاي پپتيدي و واكسنهاي فاژي در كلينيك جهت 
مبارزه با بيماريهاي مختلف از جمله سرطان استفاده گردد. 
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 ) نتيجه گيري5-2

 توانسته است اثرات درمانياي را در موشهاي EM-L2در نهايت با توجه به اينكه پپتيد نوتركيب  
توموري شده نشان دهد ميتوان چنين نتيجه گرفت كه اين پپتيد ميتواند كانديد مناسبي براي تهيه 

 مثبت باشد.  اثرات اين پپتيد در ادجوانت فروند به تنهايي نسبتا از فاژ EGFR  واكسن در سرطانهاي
نمايش دهنده آن بهتر بوده است بنابراين، هرچند ميتوان اذعان داشت كه پپتيد بزرگ و استفاده از 
ادجوانت ميتواند نياز به استفاده فاژ را تحتالشعاع قرار دهد اما به هيچ عنوان نميتوان مزاياي فاژ را 

 به عنوان حامل آنتيژن ناديده گرفت. 
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 ) پيشنهادات5-3

 . ]T4 ]97 روي فاژ EM-L2نمايش پپتيد  -1

, 48[ در سلولهاي يوكاريوتي و بررسي پپتيد بيان شده در مدل حيواني EM-L2بيان پپتيد  -2
106[. 

 .]48[ بر روي فاژ EGFRنمايش كل قسمت خارج سلولي  -3

  در سطح ليپوزوم و توليد يك واكسن ليپوزومي.EM-L2نمايش پپتيد  -4

  فعال شده باشد. EM-L2تهيه واكسن سلولي دندرتيكي كه با پپتيد  -5

 با يك پپتيد ايمنوژن (مانند سم تتانوس) جهت تحريك بيشتر EM-L2فيوز كردن پپتيد  -6
 . M13سيستم ايمني، و حتي نمايش آن روي فاژ 
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 تاييديه استاد راهنما مبني بر آمادگي دانشجو براي دفاع از پايان نامه
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Abstract 
 
Epidermal growth factor receptor (EGFR) has been shown to play a critical role in 
tumor cell growth, and its over expression in a significant percentage of human tumors 
has been observed. Up to now numerous methods in cancer therapy have been 
developed using EGFR as the primary target. In the field of cancer vaccine, one strategy 
would be active immunotherapy against the receptor in order to control its over activity. 
On the other hand, since phage particles are highly immunogenic;  within cancer 
research have been widely used for the vaccination against tumors. It can be used as a 
delivery vehicle to efficiently administrate the antigen to the immune system. 
Additionally it is shown that peptide displayed on the surface of phage particles can 
strongly induce immune response in immunized mice. In this study a novel fusion 
recombinant peptide base vaccine consisting of L2 domain of murine ECD-EGFR and 
EGFR mimotope (EM-L2) was constructed and its prophylactic and therapeutic effects 
either as a peptide vaccine or as a phage base vaccine were evaluated. For this purpose 
C57BL/6 EGFR positive tumor model mice was created using LL/2 cell line. 
Recombinant M13 phage particles displaying EM-L2 and the EM-L2 peptide were 
produced. In therapeutic group of study tumor models were first established and then 
the mice were immunized using the vaccines, while in the prophylactic group of study 
mice were first immunized and then were challenged with tumor cells. In both groups of 
study β2microglobolin displaying phage and PBS were used to immunize control 
groups of mice. In prophylactic group the significant difference in tumor growth rate 
observed between the peptide and phage vaccine groups with the PBS group. There was 
significant difference in tumor growth rate between the peptide vaccine and control 
phage too.  In therapeutic group significant difference in tumor growth rate was 
observed between the peptide and phage vaccine groups with the control groups. It can 
be concluded that the EM-L2 peptide may has antitumor activity and immunization with 
such peptide can trigger an effective immune response against tumor in EGFR positive 
tumor mice model and these data may be helpful for further cancer immunotherapy 
research. 
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