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-ببدی وًترکیب اوسابوی تا   آوتیقطعبت تًلیذ 

در بااابکتری  1BB-4 مًلکاااً  زوجیااارٌ  اااذ
 اشریشیبکلی

 

 زهرا ،عباداللهی شیما ،قمصری صفایی المیرا ری،سلمان باقنویسندگان: 
 *زاده شریف

 

 ثخؾ ایوًََلَطی، اًؼشیشَ دبػشَس ایشاى، سْشاى، ایشاى

 

 E-mail: zsharifzadeh@gmail.com صادُ صّشا ؿشیف ًَیؼٌذُ هؼئَل:* 

 
 چکیذٌ

َاای  ، عفًوا  َاای توًتممیاًن  درمان بیماری در 1BB-4 َای مىًکلًوال علیٍبادیآوتی مقذمٍ ي َذف:

 يجًدَای مىًکلًوال مًضی بٍ عل  بادیَا کاربرد دترود. آوتیيمريسی ي َمچىیه تممًوًورتپی سرطان
باادی کااملا    کارتمی محديدی در بااییه دترواد. قاتاان آوتای    ، زتمی ي تودتزٌ بسرگمطکلاوی تز قبیل تممىی
درماوی باضىد. َدف تز تماه  بردَای تممىیوًتوىد جامگسمه خًبی برتی کارمی scFvتوساوی تز قبیل قاتان 

ٌ باادی وا   آوتی قاتان ماایتٍ وًیید باٍ مىواًر تساتفادٌ تز آن در     1BB-4 ضاد  بار تی توسااوی  زوجیار
 .تس درماوی سرطان  تممىی

 
کلًن ضدٌ ي در  (+)pET-22يکتًر  در 1BB-4 توساوی علیٍ scFvی حاضر شن در ماایتٍ َب: مًاد ي ريش

وًیید ضدٌ وًسط يسترن بلان ي تلامست توجاا  ضاد.    scFvتيییٍ  وائیدبیان ضد.  E. coli TOP 10Fباکتری 
در  CD69 بیاان با بررسای میاستن    1BB-4 کىىدٌ بیانَای در وحرم  سلًل بادی آوتیدر تدتمٍ عملکرد تمه 

 .مًرد ترزمابی قرتر گرف  IL-2ي وًیید پريوئیه mRNAَا، بیان ساح سلًل

 
بیان ضدٌ ي قادر باٍ   ،در میسبان باکترمامی ضدٌ طرتحی scFvپصيَص وطان دتدود کٍ شن  وتامج تمه وتبیج:

مًجا  تیااای وًییاد     1BB-4ضد  scFvبا  CCRF-CEMَای . ویمار سلًلتس  1BB-4شن ضىاسامی آوتی
 .دَد میَدف تفستمص  َای سلًلرت بر ساح  CD69ضدٌ ي بیان  IL-2سامتًکامه 

 
 .Eبٍ خًبی در سیستم بیاوی باکتری  1BB-4زوجیرٌ تی توساوی علیٍ بادی و آوتی :گیریبحث ي وتیجٍ

coli َاای  سازی سالًل شن َدف ي فتالوًیید ضدٌ ي قادر بٍ ضىاسامی آوتیCCRF-CEM   تز تماه  تسا .
درماوی  ی سلًلَا ريشدر  Tَای سازی سلًلوًتن در ماایتان بتدی جُ  فتالبادی وًورکی  میآوتی

 .تفادٌ ومًدسرطان تس

 

ٌ وا    باادی  آوتای ، قاتان مىااط  متییار   سلًل درماوی ،1BB-4 مًیکًل کلیذی: ياشگبن  ،(scFv) زوجیار
 وًورکی  توساوی بادی آوتی
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 مقذمٍ

4-1BB (TNFRSF9, CD137)  ُیک فبکشَس ًکشٍص دٌّذ
سَهَسی ٍ یکی اص اػضبء خبًَادُ ثضسگ 
TNFRSF(Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily) 

کـف  1992دس ػبل  B. kwonاػز کِ سَػظ گشٍُ 
 دسکوک سحشیکی  هَلکَل ػٌَاى یک ِث 1BB-4. (1)ؿذ

 ایي هَلکَلٍاکٌؾ ثیي ؿَد. ثیبى هی Tّبی ػلَل ػغح
سا دس  +CD8 سشخیحبً Tّبی ػلَل ؽ گؼششؽٍ لیگبًذ
القبء  (in vitro)سٌی ثشٍى ٍ (in vivoسٌی )دسٍىهحیظ 

 ػبصی هشگ ػلَلی القبء ؿذُّوچٌیي اص فؼبل ٍ کٌذ یه
(AICD ) ّبی  ػلَلدسTCD8+ کٌذ. ػلاٍُ یشی هیخلَگ

ّبی سوبیض ٍ سٌظین دس خْز افضایؾ طىثش ایي،  ثبػث 
 TNF-αهبًٌذ  ییّبالقبء سشؿح ػبیشَکبیي ٍ ضذ آدَدشَص

 ٍIFN-γ ؽٍ لیگبًذ ایي هَلکَل. (3, 2)گشددهی 
اص عشیق کوذلکغ ٍ  CD28ذ ثغَس هؼشقل اص ٌسَاً هی

TCR-CD3 ّبی دس خْز فؼبل کشدى ػلَلT  ػول
کوک سحشیکی کِ اص ّبی ، دیبمػلاٍُ ثش ایي. (1)ٌذکٌ

 ؿًَذ ثِ ثلَؽ ػلَل دًذسیشیکاسػبل هی  1BB-4عشیق 
 .(4)کٌٌذکوک هی

گیشًذُ ایي  1BB-4سَهَسی ضذّبی ٍیظگی ثِ خبعش
ػشعبى دس  دسهبًیایوٌیآل ثشای ػٌَاى یک ّذف ایذُِ ث

اص عشیق سقَیز  1BB-4سػبًی دیبمًظش گشفشِ ؿذُ اػز. 
ٍ ّوچٌیي فؼبلیز  CD8هبًٌذ  Tبی ّ فؼبلیز ػلَل

سَاًذ ّذف قَی ٍ هؤثشی دس ّبی دًذسیشیک هی ػلَل
ّبی ٍیشٍػی، سد  ّبی اسَایویَى، ػفًَزدسهبى ثیوبسی

-5)دیًَذ آلَگشافز ٍ ّوچٌیي ایوٌی ضذسَهَسی ثبؿذ
دس  1BB-4ّبی هخشلفی خْز القبء ثیبى . آگًَیؼز(7

ثب ػبصی فؼبل اًذ کِ ؿبهلؿٌبخشِ ؿذُ Tّبی ػلَل
 لکلًَبّبی دلیکٌٌذُ، فؼبلIL-2  ٍIL-4ی ّبَکبیيػبیش

(Con A  ٍPHAآًشی ،)هٌَکلًَبلی ّبثبدی anti-TCR 

(mAb)  ٍ anti-CD3(5, 2)اػز. 

ًقؾ  1BB-4ّبی هٌَکلًَبل آگًَیؼز ثبدیآًشی
ّبی ّب، ثیوبسیدسهبًی قبثل سَخْی سا دس اًَاع ػشعبى

اًذ ٍ فؼبلیز ّبی ٍیشٍػی ًـبى دادُاسَایویَى ٍ ػفًَز
ّبی کَلَى، دسهبًی ػشعبى دس ػشعبىآًْب خْز ایوٌی

ّبی ّذبسَػلَلاس کبسػیٌَهب ٍ لیوفَهب دس کبسآصهبیی

دس ثیوبساى هجشلا ثِ . (9, 8)ثبؿٌذهی I ٍ IIثبلیٌی فبص 
ٍ  Urelumabثبدی هٌَکلًَبل لیوفَهب اػشفبدُ اص دٍ آًشی

Utomilumab  ِ1-4ػلیBB  هٌدش ثِ افضایؾ خوؼیز
ای سا دس ؿذُ ٍ ًشبیح اهیذٍاسکٌٌذُ CD8 Tّبی ػلَل

ّوچٌیي ًقؾ . (10)دسهبى ایي ثیوبسی ًـبى دادُ اػز
بی ٍیشٍػی دس ّّب دس ػفًَزثبدیهؤثش ایي آًشی

عجق ًشبیح ثِ . (11)دادُ اػز سٌی اثجبرّبی دسٍى هذل
ّبی آلَدُ ثِ ٍیشٍع آًفلَاًضا ٍ یب ز آهذُ، دس هَؽدػ

، LCMV (Lymphocytic choriomeningitis)ٍیشٍع 
هٌدش ثِ افضایؾ خوؼیز  1BB-4ثبدی هٌَکلًَبل آًشی

گـشِ ٍ هٌدش ثِ افضایؾ ثقبء هَؽ دس  Tّبی ػلَل
ثِ کبّؾ ؿَد. ّوچٌیي قبدس ّبی حبد هی ػفًَز
ّبی هَؿی  اص هذلّبی اسَایویَى دس ثؼیبسی  ثیوبسی

.( .)هبًٌذ لَدَع اسیششٍهبسَص ػیؼشویک، آػن ٍ.
 .(12, 11)اػز

ّبی هٌَکلًَبل سَلیذ ؿذُ هٌـأ ثبدیثؼیبسی اص آًشی
هَؿی داؿشِ ٍ کبسثشد هحذٍدی دس دسهبى اًؼبى داسًذ. 

صایی ایي ایي هحذٍدیز ثِ ػلز خبكیز ایوٌی
ّب اػز. اص ػَی دیگش اًذاصُ ثضسگ ثبدی آًشی
ّبی کبهل هَخت هحذٍدیز دػششػی آًْب ثِ  ثبدی آًشی

ثِ دلیل ٍخَد ایي د. ؿَ ّبی ّذف هیطىثؼضی اص آًشی
ّبی اًؼبًی ثب اًذاصُ کَچکشش ثبدیهـکلار، سَلیذ آًشی

 دس هغبلؼبر هخشلف هَسد اػشفبدُ قشاس گشفشِ اػز.
ثبدی ًَسشکیت ّذف اص ایي سحقیق سَلیذ قغؼِ آًشی

ثب  1BB-4اًؼبًی ػلیِ هَلکَل  scFvصًدیشُ هشغیش سک 
ٍ  1BB-4آگًَیؼز  scFvػبصی طى ّوؼبًِاص اػشفبدُ 

اػز. دس هشحلِ ثؼذ، سَاًبیی دس ثبکششی ثیبى آى 
سَلیذ ؿذُ ثب سکٌیک الایضا  scFv طى سَػظؿٌبػبیی آًشی

ثبدی دس افضایؾ ثیبى ثشسػی ؿذُ ٍ ػولکشد ایي آًشی
CD69 سَلیذ ػبیشَکبیي ٍ IL-2  هَسد اسصیبثی قشاس

 .گیشد هی
 

 ريش کبر 
 فیپلاسمیذ، سًیٍ ببکتری، محیط کشت ي مًاد مصر

-pETاص دلاػویذ  scFvػبصی سَالی خْز ّوؼبًِ
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22(+)(Biomatik, Canada)  اػشفبدُ ؿذ. ثبکششیE.coli 

TOP10F  ػلَل ٍCRF-CEM  اص اًؼشیشَ دبػشَس ایشاى
 HRPکٌظٍگِ ثب  anti-c-Mycثبدی خشیذاسی ؿذًذ. آًشی

(horseradish peroxidase اص ؿشکز )Roche(Germany) ،
 -فلَسػئیي کٌظٍگِ ثب سًگ anti-c-Mycثبدی آًشی

ٍ  abcam (USA) اص ؿشکز (FITC) ایضٍسیَػیبًبر
کٌظٍگِ ثب فیکَاسیششیي  anti-CD69ثبدی هٌَکلًَبل  آًشی

(PE ) اص ؿشکزBioLegend (San Diego, USA)  خشیذاسی
، آلجَهیي ػشم (DAB)دی آهیٌَ ثٌضیذیي  -'3,3ؿذ. 

بر، (، آهذی ػیلیي، کبًبهبیؼیي ػَلفBSAگبٍی )
ٍ فٌیل  (IPTG) سیَگبلاکشَدیشاًَصیذ -b-D-ایضٍدشٍدیل

 Sigmaاص ؿشکز  (PMSF)فلَسایذ  -هشیل ػَلفًَیل

Aldrich (St Louis, MO, USA)  ٍIL-2  ًَسشکیت اًؼبًی اص
اص دذشیذ ػٌششیک ثب سْیِ ؿذًذ.  R&D systemsؿشکز 
کِ اص سٍی دهیي  TKKGCKDCCFGTFNTFNسَالی 

 Biomatikسَػظ ؿشکز  1BB-4خبسج ػلَلی هَلکَل 
(Canada) 1-4طى ػٌشض ؿذُ ثَد ثِ ػٌَاى آًشیBB  ُاػشفبد

 ؿذ.
 anti-4-1BB scFvسبخت سبزٌ بیبوی 

( ٍ VLسَالی ًَکلئَسیذی هٌبعق هشغیش صًدیشُ ػجک )
اص  1BB-4ثبدی اًؼبًی ضذ ( آًشیVHصًدیشُ ػٌگیي )

اػشخشاج ٍ  Pfizerؿشکز  US8821867B2دشٌز ؿوبسُ 
( ثِ VH-(Gly4Ser)3-VLآهیٌَاػیذی ) 15سَػظ لیٌکش 

طى، سَالی  '3 یکذیگش هشلل ؿذًذ. دس ًبحیِ اًشْبی
ٍ ثشسػی  اضبفِ ؿذ سب سـخیق c-Mycکذکٌٌذُ 

هحلَل طى سَػظ ٍػششى ثلار ٍ الایضا سؼْیل ؿَد. ثِ 
-pETػبصی طى هَسد ًظش دس دلاػویذ هٌظَس ّوؼبًِ

ٍ خبیگبُ  5´دس اًشْبی  NcoI، خبیگبُ ثشؽ آًضین (+)22
طى ٍاسد ؿذ. ثؼذ اص  3´دس اًشْبی  Xholثشؽ آًضین 

ؿذُ، ػبصُ هَسد  عشاحی scFv ّبی طىػبصی کذٍى ثْیٌِ
  (+)pET-22 دس داخل ٍکشَس Biomatikًظش سَػظ ؿشکز 

 TOPػَیِ  E.coliػٌشض ؿذ. ػبصُ ًْبیی ثِ داخل ثبکششی 

10F حبهل طى  ّبی ًَسشکیتاًشقبل دادُ ؿذ ٍ ثبکششی
scFv سٍی دلیز حبٍی هحیظ LB (Luria-Bertani 

medium) ( ثب آهذی ػیلیيμg/ml 100.کـز دادُ ؿذًذ ) 

 1BB-4شن  علیٍ آوتی scFv اوسبوی ببدی آوتیتًلیذ 

 scFvسَلیذ ثشای  سؿذ کشدُ دس هحیظ کـز ّبیکلَى
 2XYT (16دس هحیظ  TOP 10Fاػشفبدُ ؿذًذ. ثبکششی 

دس  Naclگشم  Yeast Extract  ٍ5گشم  Tryptone ،10گشم 
 37دس دهبی  μg/ml120یک لیشش آة هقغش( ثب آهذی ػیلیي

( ODاًکَثِ ؿذ سب داًؼیشِ خزة ًَسی )دسخِ ػبًشیگشاد 
سػیذ. ثیبى  9/0ثِ حذٍد  600سؿذ ثبکششی دس عَل هَج 

scFv  سَػظIPTG 1 30هَلاس القبء ؿذ ٍ دس دهبی هیلی 
ػبػز اًکَثِ ؿذ. سػَة  18دسخِ ػبًشیگشاد ثِ هذر 

ثِ هذر  rpm 3700ّب سَػظ ػبًششیفیَط دس دٍس ثبکششی
آٍسی ؿذُ ٍ دسخِ ػبًشیگشاد خوغ 4دقیقِ دس دهبی  20

هیلی هَلاس حل ؿذ. ػول  PMSF 1ّوشاُ ثب  PBSدس 
ؿکؼز دیَاسُ سَػظ سٍؽ اػشبًذاسد ؿَک اػوَسیک 

هَخَد دس  1BB-4ّبی ضذ ثبدیخْز اػشخشاج آًشی
ّب دس ثبفش  دلاػن اًدبم ؿذ. ثذیي هٌظَس، ثبکششیدشی
TES(Tris- EDTA- sucrose ػشد حل )ّبیذشسًَیک( )

 ػبػز اًکَثِ ؿذ. ػذغ 1ؿذُ ٍ ثش سٍی یخ ثِ هذر 
ّیذَسًَیک( اضبفِ ؿذ ٍ )هشسجِ سقیق ؿذُ  TES 4ثبفش 

ػبػز اًکَثِ ؿذ.  2ثش سٍی یخ ّوشاُ ثب ؿیک ثِ هذر 
دقیقِ  30ثِ هذر  rpm 10000س ثؼذ اص ػبًششیفَط دس دٍ

دسخِ ػبًشیگشاد ػَح سٍیی حبٍی قغؼبر  4دس دهبی 
scFv آٍسی ؿذًذ.  خوغ 

 تًسط يسترن بلات 1BB-4 ذ  scFvتبئیذ بیبن 

دلاػن ثیبى ؿذُ اص دشی scFvدغ اص اػشخشاج قغؼبر 
ثبکششی ٍ سؼییي هقذاس ثب سٍؽ ثشادفَسد، هقبدیش هؼبٍی 

% خذاػبصی ؿذ. SDS-PAGE 10دشٍسئیي ثش سٍی طل 
، دشٍسئیي خذا ؿذُ ثِ SDS-PAGE ثذًجبل الکششٍفَسص

دس  BSA 3%غـبء ًیششٍػلَلض هٌشقل ؿذُ ٍ غـبء سَػظ 
سٍص ثلاک  دسخِ ػبًشیگشاد ثِ هذر یک ؿجبًِ 4دهبی 

-cثبدی هٌَکلًَبل ضذ ؿذ. ػذغ غـبء ّوشاُ ثب آًشی

Myc (2000 )ُکٌظٍگِ ثب  هشسجِ سقیق ؿذHRP  2ثِ هذر 
دسخِ ػبًشیگشاد اًکَثِ ؿذ. ثؼذ اص  37ػبػز دس دهبی 

حبٍی  PBS  ٍ05/0% PBST (PBSػِ ثبس ؿؼشـَ ثب 
05/0% tween-20 ،pH 2/7 ثبًذّبی دشٍسئیٌی سَػظ ،)

 ( ؿٌبػبیی ؿذًذ.DABآهیضی دی آهیٌَثٌضیذیي ) سًگ
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 تًسط تست الایسا 1BB-4 ذ  scFvبررسی اتصب  

طى َاًبیی ؿٌبػبیی آًشیاص سٍؽ الایضا ثشای ثشسػی س
4-1BB  سَػظscFv  .100سَلیذ ؿذُ اػشفبدُ ؿذ 

دس  μg/ml10ثب غلظز  1BB ٍ BSA-4  هیکشٍلیشش اص دذشیذ
طى ّذف ٍ هقذاس هؼبٍی ّبی الایضا ثِ ػٌَاى آًشیچبّک

( ثِ ػٌَاى کٌششل bovine serum albumin) BSAاص دشٍسئیي 
بػیَى، هٌفی کَر ؿذ. دغ اص اسوبم هشاحل اًکَث

اضبفِ ؿذ. دس  1BB-4ضذ  scFvٍ ثلاکیٌگ،  ؿؼشـَ
 c-Mycثبدی ضذ هشحلِ ثؼذ دغ اص اضبفِ ًوَدى آًشی

 TMB (Tetra methyl، ػَثؼششای HRPکٌظٍگِ ثب 

benzidine اضبفِ گشدیذ. قشائز )OD گش ثب دػشگبُ قشائز
 ًبًَهشش اًدبم گشفز. 450الایضا دس عَل هَج 
 1BB-4  ذ scFvبررسی اختصبصیت 

ّبی طىیآًشکبسگیشی  ثِ ثب زیاخشلبكی ضایالا سؼز
 scFvاحشوبلی  هشقبعغّبی ٍاکٌؾ سب ؿذ اًدبمهخشلف 

-1BB،IGF1R،c-4- ّبیطىآًشی .ًذؿَ یبثیاسص سَلیذ ؿذُ

Met،ROR1 ،PD1، یخـک ثذٍى چشث شیؿ  ٍBSA  ِث
کَر ؿذًذ  خبًِ 96 زیدلدس  μg/ml10 غلظزثب ػٌَاى 

ّب scFvسب ٍاکٌؾ  اًکَثِ ؿذًذ 1BB-4 ضذ scFvػذغ ثب 
اداهِ هشاحل عجق هشاحل رکش . هَسد ثشسػی قشاس ثگیشد

ثب دػشگبُ قشائز گش  ODؿذُ دس ثبلا اًدبم ؿذُ ٍ ًشبیح 
 الایضا خَاًؾ ؿذ.

 CCRF-CEMَبی  بر سطح سلً  scFvاتصب   بررسی

 تًسط فلًسیتًمتری

ػغح  دس 1BB-4سَلیذ ؿذُ ثِ هَلکَل  scFv اسلبل
ؿذ. ثشسػی فلَػبیشَهششی  ثب CCRF-CEMّبی  ػلَل
% 15ثب  RPMI 1640دس هحیظ  CCRF-CEMّبی ػلَل

FBS، μg/ ml 100 ٍ اػششدشَهبیؼیي U/ml 100  دٌی ػیلیي
، 1BB-4خْز سحشیک ثیبى هَلکَل . ًذکـز دادُ ؿذ

 IU/mlثب  ّوشاُ CD3 ضذ ثبدیآًشی ng/ml200ّب ثب ػلَل
300 IL-2  دسخِ  37 سز دس اًکَثبسَػبػ 48ثِ هذر

ّب دٍ هشسجِ ػلَل. دس هشحلِ ثؼذ اًکَثِ ؿذًذػبًشیگشاد 
ػلَل  5× 105ػذغ .ًذؿؼشـَ دادُ ؿذ PBS-5%FBSثب 
 ثلَسشیذبى ثَد کِ ثب% 95 ّبهبًی ػلَلدسكذ صًذُ)

ثِ  ثبدیّوشاُ ثب آًشی( دس ثبفش ثِ سٌْبیی ٍ یب ػٌدیذُ ؿذ
 اًکَثِ ؿذًذ.دسخِ ػبًشیگشاد  4بی دقیقِ دس ده 45هذر 

ثبدی آًشی ّب ثبثؼذ اص دٍ هشسجِ ؿؼشـَ ثب ثبفش، ػلَل
anti-c-Myc  کٌظٍگِ ثبFITC  ی دقیقِ دس دهب 45ثِ هذر

ّب ثب ّوچٌیي ػلَل. ًذاًکَثِ ؿذدسخِ ػبًشیگشاد  4
ثبدی ٍ آًشی goat anti-4-1BBسدبسی  هٌَکلًَبلثبدی آًشی

anti-goat-FITC ٌَاى کٌششل هثجز اًکَثِ ؿذًذ. اص ثِ ػ
ػٌَاى کٌششل ِ ثc-Met (ES1 )صًدیشُ ضذ ثبدی سکآًشی

دس ًْبیز ثب دػشگبُ فلَػیشَهششی  .ایضٍسبیخ اػشفبدُ ؿذ
Partec PASIII (Partec GmbH, Munster, Germany) 

سَػظ خَاًؾ كَسر گشفز ٍ ًشبیح ثذػز آهذُ 
 ,FlowJo 7.6.1 (Tree Star, Inc. Ashland, ORافضاس  ًشم

USAًذ( آًبلیض ؿذ. 
بٍ عىًان ی  مبرکر بیبوی در سطح  CD69بررسی بیبن 

 سلً  فعب 

-CCRFّبی ػلَل ؿذى ًـبى دادى فؼبل ثِ هٌظَس

CEM سَػظ scFv  ،ُهبسکش ثیبىسَلیذ ؿذ CD69 
ّب کِ ثب ثؼذ اص سحشیک اٍلیِ ػلَل گیشی ؿذ. اًذاصُ

-antiػبػز ثب  24ّب ثِ هذر سٍؽ قجل اًدبم ؿذ، ػلَل

4-1BB scFv  یک ٍscFv  غیش هشسجظ(ES1) ؿذًذ.  سیوبس
-PBSؿؼشـَ ) دٍهشسجِ ثب ثبفش، ػلَل حذٍدػذغ 

0.5% BSA) ِهٌَکلًَبل ثبدیٍ ثب آًشیًذ ؿذ ؿؼش anti-

CD69 PE 30. ثؼذ اص آهیضی ػلَلی كَسر گشفزسًگ 
خِ دس 4بی ده دس دقیقِ اًکَثبػیَى دس سبسیکی ٍ

 ّب ؿؼشـَ دادُ ؿذًذ ٍ سَػظ دػشگبُػبًشیگشاد، ػلَل
فلَػبیشَهششی خَاًؾ كَسر گشفز. ًشبیح ثذػز آهذُ 

 ,FlowJo 7.6.1 (Tree Star, Inc., Ashlandافضاس  سَػظ ًشم

OR, USAًذ( آًبلیض ؿذ. 
 Real-time تًسط IL-2 mRNA بررسی سطح بیبن شن

PCR 
 دس IL-2 ػبیشَکبیيثشای ثشسػی هیضاى ثیبى طى 

ثِ ّوشاُ  1BB-4ضذ  scFvی سحشیک ؿذُ ثب ّب ػلَل
 .اػشفبدُ ؿذ Real-Time PCRاص سکٌیک ّبی کٌششل  ًوًَِ

ّبی سبم اص سػَة ػلَل RNAثِ ّویي هٌظَس اثشذا 
CCRF-CEM  ُاػشفبدُ اص کیز ثبدی ثب آًشیثب سیوبس ؿذ

RNeasy Mini Kit (Qiagen) .ثشای  اػشخشاج ؿذ
اػشخشاج ؿذُ اص ًؼجز خزة  RNAظز گیشی غل اًذاصُ
خْز اػشفبدُ گشدیذ.  Nanodropدس دػشگبُ  A260/280ًَسی
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-cDNA (Roche, Gipfاص کیز ػٌشض ، cDNAػٌشض 

Oberfrick, Switzerland)  اػشفبدُ ؿذ ٍ هشاحل هخشلف
گشفز. ػغَح ثیبى  اًدبمالؼول کیز سدػشَ هغبثق

mRNA  ای دٍهشحلِسَػظ کیزQuantitech SYBR Green 

RT PCR kit(Takara)  دػشگبُثب Corbett Rotor-Gene 6000 

(Corbett Life Science, Sydney, Australia)  ؿذ. سؼییي 
 ؿبهل IL-2ثشای  ؿذُ دشایوشّبی عشاحی

GTCAGTGTTGAGATGATGCTTTGA-3′′5 
ٍATGTACACCATGCAACTCCTGTCT-5′′3  .ثَد 

Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase 
(HPRTث ) ِ ثشای آًبلیض ثیبى  سفشاًغػٌَاى طىmRNA 

ثیبى  سغییشار دس ثبدیثب آًشی ثؼذ اص سیوبس اػشفبدُ ؿذ.
IL-2 هحبػجِ ؿذ سَػظ هشذ. 

 scFvَبی تیمبر شذٌ بب تًسط سلً  IL-2ارزیببی تًلیذ 

 1BB-4 ذ 

سحشیک اٍلیِ  گیشی سَلیذ ػبیشَکبیي،خْز اًذاصُ
ّوشاُ ثب  CD3ضذ  ثبدیثب آًشی CCRF-CEMّبی ػلَل

IL-2  ّب دس حضَس ٍ ػذم حضَس ػلَل. ػذغ ؿذاًدبم
 ػبػز 48ثؼذ اص صًدیشُ سیوبس ؿذًذ. ثبدی سکآًشی

ّبی کٌششل ٍ ػلَلّبی سیوبس ؿذُ  ػَح سٍیی ػلَل
 standard sandwichسَػظ کیز  IL-2ثشای ثشسػی سَلیذ 

ELISA(R&D Systems اسصیبثی ).ؿذ 
 

 َبی آمبری بررسی

-Oneسؼز  اص p valueّب ٍ هحبػجِ  خْز آًبلیض دادُ

way analysis of variance (ANOVA) ٍ t-test  ٍ اػشفبدُ ؿذ
گضاسؽ mean ± standard deviation(SD )حؼت  ًشبیح ثش

 .ًذؿذ
 

 وتبیج

 TOP 10Fدر ببکتری  1BB-4 ذ  scFvبیبن 

 ل دلاػویذّبی ًَسشکیت حبهثؼذ اص کـز ثبکششی 
pET-22b-scFv ػیلیي، ثِ ػلز ٍخَد ثش سٍی دلیز آهذی

، (+)pET-22bثیَسیک سٍی دلاػویذ  طى هقبٍهز ثِ آًشی
ٍ کلٌی سـکیل  ّب دس هحیظ سؿذ کشدًذثشخی اص ثبکششی

دٌّذُ ٍسٍد دلاػویذ ثِ داخل ثبکششی ثَد.  دادًذ کِ ًـبى
آًبلیض ٍػششى ثلار خْز سبئیذ ثیبى دسػز ٍ ٍصى 

 29اًدبم ؿذ. ٍخَد ثبًذ حذٍد  scFvلکَلی هَ

-anti-c ثبدیکیلَدالشَى دغ اص اًکَثبػیَى غـبء ثب آًشی

myc  کٌظٍگِ ثبHRP آهیض  ثیبى هَفقیزscFv  دس کلَى
 (.1دّذ )ؿکل  اًشخبثی سا ًـبى هی

 
بیبن شذٌ در  scFvيسترن بلات پريتئیه  .1 شکل

 کلًن اوتخببی

اػشخشاج ؿذُ، دغ اص دلاػویک دشی ّبیدشٍسئیي
دسكذ،  10سٍی طل  SDS-PAGEخذاػبصی ثب الکششٍفَسص 

سٍی غـبی ًیششٍػلَلض ثلار ؿذ. ثؼذ اص اًکَثبػیَى ثب 
ثبًذّبی دشٍسئیٌی ثب اػشفبدُ  c-Myc ثبدی هًََکلًَبل ضذ آًشی

 29هـبّذُ ؿذًذ. ثبًذّبی حذٍد  DABاص ػَثؼششای 
. ػشَى اٍل: ػلبسُ اػز scFvکیلَدالشًَی هشثَط ثِ دشٍسئیي 

القبء ًـذُ ثِ ػٌَاى کٌششل هٌفی.  E.coli TOP10Fدشی دلاػوی 
القبؿذُ سَػظ  E. coli TOP10F دلاػویػشَى دٍم: ػلبسُ دشی

IPTG. 
 شن َذفبٍ آوتی 1BB-4 ذ  scFv اتصب بررسی 

ثب اًذاصُ  scFvٍ سبئیذ ثیبى  IPTGثؼذ اص القبی ثیبى ثب 
سَػظ آصهَى الایضا  scFv یهَسد اًشظبس، فؼبلیز اسلبل

سَلیذ ؿذُ  scFv دّذ کًِـبى هی 2ثشسػی ؿذ. ؿکل 
 سا داسد. 1BB-4طى سَاًبیی ؿٌبػبیی ٍ اسلبل ثِ آًشی
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 شن َذفبٍ آوتی 1BB-4 ذ  scFv . اتصب 2 شکل

 BSAطى هحلَل سؼز الایضا اًدبم ؿذ. اص آًشی scFvاص سَلیذ  ثؼذ

 3ثب  SD±ًشبیح ثلَسر هیبًگیي ثِ ػٌَاى کٌششل هٌفی اػشفبدُ ؿذ.
 : کٌششل هٌفی.NCهشسجِ سکشاس آصهبیؾ ًـبى دادُ ؿذُ اػز. 

 

 تیاختصبص

 گشید ثب 1BB-4ضذ  scFv احشوبلیٍاکٌؾ هشقبعغ 
 يیحبكل اص ا حیؿذ. ًشب یبثیاسص ضایّب سَػظ الايیدشٍسئ

ثبلا  زیثب اخشلبكسَلیذ ؿذُ  scFvسٍؽ ًـبى دادًذ کِ 
 گشیثب د یٍ ٍاکٌؾ هشقبعؼ ؿذُ لطى ّذف ٍكیثِ آًش

 (.1دّذ )خذٍل یّب ًـبى ًوطىیآًش

 

 َبی مختلف بًسیلٍ الایسا شن بٍ آوتی 1BB-4 ذ  scFv. بررسی اختصبصیت 1جذي  
 طى آًشی

4-1BB c-Met ROR1 PD1 BSA Skimmed Milk 

Anti 4-1BB 1.3 0.65 0.48 0.12 0.4 0.59 0.5 
 

بیبن شذٌ در سطح  1BB-4مًلکً  شىبسبیی بررسی 

 1BB-4 ذ  scFvسلً  تًسط 

ثِ  خذاػبصی ؿذُ scFvثِ هٌظَس اسصیبثی اسلبل 
سٍؽ  CCRF-CEMّبی دس ػغح ػلَل 1BB-4طى آًشی

ثبدی  کبس گشفشِ ؿذ. اسلبل سَػظ آًشیِ فلَػیشَهششی ث
anti-c-Myc  کٌظٍگِ ثبFITC ٍ ّبی ػلَل اسصیبثی ؿذ

CCRF-CEM ى کٌششل هٌفی دس ًظش ػٌَاِ سحشیک ًـذُ ث
دّذ کِ سدیف ثبلا( ًـبى هی) 3ؿکل  گشفشِ ؿذًذ.

اًذ ٍ ثٌبثشایي هَلکَل ّبیی کِ سحشیک اٍلیِ ًذاؿشِػلَل
4-1BB کٌٌذ ثؼذ اص هدبٍسر ثب سا ًیض ثیبى ًوی

ًـبى سغییشی دس ؿذر فلَسػٌز  ّب ّیچ ثبدی آًشی
ّبیی کِ سحشیک اٍلیِ سا دس هقبثل، ػلَل. دٌّذ  ًوی

کٌٌذ سَاًبیی اسلبل سا ثیبى هی 1BB-4اًذ ٍ هَلکَل داؿشِ
، ثشحؼت ؿذر فلَسػٌزسا داسًذ.  1BB-4ضذ  scFv ثِ

 20صًدیشُ اخشلبكی سَاًؼز ثِ %ثبدی سک آًشی
 سحشیک ؿذُ هشلل ؿَد. CCRF-CEMّبی  ػلَل

 CCRF-CEM َبیبر سطح سلً  CD69القبی بیبن 

 1BB-4 ذ  scFvتحری  شذٌ بب 

ثِ ػٌَاى هبسکش فؼبل ؿذى  CD69ى ػغح ثیب
 PEکًَظٍگِ ثب  CD69ثبدی ضذ آًشیسَػظ  Tّبی  ػلَل

ّبی دغ اص سحشیک ػلَلفلَػیشَهششی ثشسػی ؿذ. ٍ 
CCRF-CEM دس حضَس ٍ ػذم حضَس scFv  1-4ضذBB 

ّب ثب فلَسٍکشٍم ایي ػلَل ،ES1ثبدی کٌششل ٍ آًشی
CD69-PE  ًُـبًذاس ٍ سَػظ دػشگبPartec PAS ًبلیض آ

ًـبى دادُ ؿذُ اػز،  4ؿذًذ. ّوبى عَس کِ دس ؿکل 
 CCRF-CEMّبی  دس ػلَل CD69هیضاى ثیبى هبسکش فبلیز 

ًؼجز ثِ ًوًَِ کٌششل  1BB-4ضذ  scFvسحشیک ؿذُ ثب 
 % افضایؾ یبفشِ اػز.14ّبی سیوبس ًـذُ(  )ػلَل

در  IL-2 سبیتًکبیه mRNA شن بیبنبررسی سطح 

 1BB-4 ذ  scFvشذٌ بب  تیمبر CCRF-CEMَبی  سلً 

 ّبی ػلَل دس IL-2ػبیشَکبیي  mRNA ثیبىػغح 
اسصیبثی  Real time PCRسَػظ  CCRF-CEMسیوبس ؿذُ 

ػبػز  48دغ اص ثشای اًدبم ایي سٍؽ، ؿذ. 
 CCRF-CEMّبی  ، ػلَلC˚37اًکَثبػیَى دس دهبی 

ّبی هَسد ًظش  هیضاى ثیبى طىسیوبس ؿذُ خوغ آٍسی ٍ 
ثِ  HPRTهغبلؼِ طى ي دس ایي ثشسػی گشدیذ. ّوچٌی

 دس ًْبیز هقبدیشداخلی دس ًظش گشفشِ ؿذ.  ػٌَاى کٌششل
Cyclic threshold (CT)   ُهشثَط ثِ ّش ًوًَِ اص دػشگب 

Corbet ُّب هیضاى اػشخشاج ٍ دغ اص ًشهبلیضُ کشدى داد
ٍ ًؼجز ثِ ًوًَِ کٌششل  ΔΔCT2-ّب سَػظ فشهَلثیبى طى

     ضذ scFvًذ کِ سیوبس ثب ًشبیح ًـبى دادهحبػجِ ؿذ. 
4-1BB ثیبى mRNA  ػبیشَکبیيIL-2 ّبی سا دس ػلَل

 افضایؾ داد (±14/0) 5 ثِ( ±13/0) 1سیوبس ؿذُ اص 
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(P<0/05 5( )ؿکل)داسی دس . ثب ایي حبل سفبٍر هؼٌی
 کٌششل scFvثب ّبی سیوبس ؿذُ  دس ػلَل IL-2 mRNAثیبى 

(ES1.هـبّذُ ًـذ ) 
 1BB-4 ذ  scFvط تًس IL-2القبء ترشح 

سیوبس  CCRF-CEMّبی سَػظ ػلَل IL-2سشؿح  هیضاى
گیشی ؿذ. اًذاصُ ELISAاػشفبدُ اص ثب  scFv  ٍES1ؿذُ ثب 

هٌدش ثِ  1BB-4ضذ  scFvدّذ کِ ًـبى هی 6ؿکل 
دس هقبیؼِ ثب گشٍُ  IL-2افضایؾ قبثل سَخِ دس سَلیذ 

 ES1ػلاٍُ ثش ایي . (p < 0.05) سیوبس ًـذُ کٌششل ؿذ
القبء  CCRF-CEMّبی  سا دس ػلَل IL-2ًشَاًؼز سَلیذ 

 کٌذ.

 
 CCRF-CEMمًجًد در سطح سلً   1BB-4تًلیذ شذٌ بٍ مًلکً   scFv. اتصب  3شکل 

سا ثیبى  1BB-4ّبیی کِ دغ اص سحشیک  سا ًذاسًذ ٍ سدیف دبییي ػلَل 1BB-4ای ّؼشٌذ کِ سَاى ثیبى  ّبی سحشیک ًـذُ سدیف ثبلا ػلَل
ّبی سحشیک ًـذُ هشلل ًـذُ اػز دس حبلی کِ سَاًؼشِ ثِ هیضاى قبثل ثِ ػغح ػلَل scFv. ّوبًغَس کِ دس ؿکل هـخق اػز اًذ کشدُ

سًگ  ٍ ًوَداس خبکؼششی 1BB-4ضذ  scFvچیي هشثَط ثِ  ًوَداس ثب حبؿیِ خظسَخْی ثِ ّذف خَد دس ػغح ػلَل سحشیک ؿذُ هشلل ؿَد. 
 دّذ.سا ًـبى هی ES1ًوًَِ کٌششل 

 
 .CD69بر بیبن  1BB-4 ذ  scFv. اثر 4شکل 

سَػظ ًوَداس  CD69گیشی ٍ دسكذ ثیبى اًذاصُ anti-CD69 PEثبدی ّب سَػظ آًشیثش سٍی ػلَل CD69ػغح ثیبى هبسکش فؼبلیز ػلَلی 
ّبی ٌششل اػز ٍ ؿکلسیوبس ًـذُ ک CCRF-CEMّبی ی ػلَلدٌّذُّبی ّیؼشَگشام ثب سًگ عَػی ًـبىّیؼشَگشام ًوبیؾ دادُ ؿذ. ؿکل

دس هقبیؼِ ثب گشٍُ ثبؿٌذ. هی 1BB  ٍES1-4ضذ  scFvسیوبس ؿذُ ثب  CCRF-CEMّبی  ی ػلَلدٌّذُای هـکی ًـبىّیؼشَگشام ثب خظ ًقغِ
ًشَاًؼشِ اػز سغییشی دس ثیبى  ES1کِ القبء کٌذ، دسحبلی CCRF-CEM%14 ّبی سا دس ػغح ػلَل CD69سَاًذ ثیبى هی scFvکٌششل 
CD69 .ایدبد کٌذ 
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 mRNAريی بیبن  1BB-4  ذ scFv. اثر 5شکل 

 IL-2سبیتًکبیه 

هحبػجِ ؿذ. دس  HPRTًؼجز ثِ ثیبى طى  mRNAثیبى 
داسی دس افضایؾ هؼٌی 1BB-4ضذ  scFvّبی سیوبس ؿذُ ثب  ػلَل
(، دس حبلی P<0.05هـبّذُ ؿذ ) IL-2 ػبیشَکبیي mRNAثیبى 
 CCRF-CEMّبی  دس ػلَلسا  IL-2ًشَاًؼز سَلیذ  ES1کِ 

: کٌششل NC: ػذم هـبّذُ سغییش هؼٌی،P<0.05 ،NS. *: القبء کٌٌذ
 هٌفی.

 
-CCRFَبی  تًسط سلً  IL-2. تًلیذ 6شکل 

CEM  تیمبر شذٌ ببscFv  1-4 ذBB. 
سیوبس  CCRF-CEMّبی هیضاى سَلیذ ػبیشَکبیي سَػظ ػلَل

ذ. ًشبیح ثِ گیشی ؿ ثب سٍؽ الایضا اًذاصُ 1BB-4ضذ  scFvؿذُ ثب 
mean ± SD (pg/ml )دػز آهذُ اص سشؿح ػبیشَکبیي ثشحؼت 

ثغَس قبثل سَخْی سَلیذ  1BB-4ضذ  scFvثب ػِ ثبس سکشاس اػز. 
IL-2 ( سا افضایؾ دادP<0.05 اهب )ES1  اثشی ثش سٍی سشؿحIL-

 ًذاؿز. 2

 :*P<0.05 ،NSد، : ػذم هـبّذُ سغییش هؼٌی داسNC : کٌششل
 .هٌفی

 گیری بحث ي وتیجٍ

4-1BB سحشیکی اػز کِ ثش سٍی یک هَلکَل کوک
ّبی ّبی ایوٌی ثخلَف ػلَل عیف ٍػیؼی اص ػلَل

TCD8 1-4ؿَد.  ثیبى هیBB  ثبػث القبء سَلیذIL-2 ،IFN-γ 
 ٍTNF-α ّبی  دس ػلَلT  ؿذُ ٍ ّوچٌیي ثب اثش ثش
هٌدش ثِ هْبس هشگ  Bcl-2  ٍBcl-xLّبی ضذ آدَدشَص  طى

. ػلاٍُ ثش (13)گشددّب هییي ػلَلػلَلی فؼبل ؿذُ دس ا
دس عیف   1BB-4لکَلسػبًی هَایي ًقؾ هؤثش دیبم

ّبی ّب ؿبهل سَهَسّبی ثذخین، ثیوبسیٍػیؼی اص ثیوبسی
ّبی ٍیشٍػی ثبثز ؿذُ اػز. خَد ایوٌی ٍ ػفًَز

ّبی ثؼیبسی ًـبى دادُ اػز کِ ّذف قشاس  ًشبیح آصهبیؾ
اثشار قبثل سَخْی دس  1BB-4سػبًی دادى هؼیش دیبم
ّبی دسهبًی داسد کِ هَخت ثشسػی ٍ ثْجَد اػششاسظی

ّبی هٌَکلًَبل اًؼبًی ثش ثبدیسحقیق ثیـشش دس هَسد آًشی
ثِ ػٌَاى یک ػبهل دسهبًی ؿذُ اػز. ثِ  1BB-4ػلیِ 

سَاًذ هی 1BB-4ثبدی ثش ػلیِ سػذ کِ سَػؼِ آًشیًظش هی
ّبی ٍیشٍػی ٍ ّبی اًؼبًی، ػفًَز دس دسهبى ػشعبى

 ایوٌی هفیذ ٍاقغ ؿَد.ّبی خَد ثیوبسی
ّبی ثبدیًذاصُ ثضسگ آًشیصایی ٍ اخبكیز ایوٌی

هٌَکلًَبل هَؿی هَخت هحذٍد ؿذى کبسثشد ایي 
ثٌبثشایي سَلیذ  ّب دس ثبلیي ؿذُ اػز؛ثبدی آًشی
سَاًذ کبسثشد ّبی اًؼبًی ثب اًذاصُ کَچکشش هی ثبدی آًشی

ّبی هخشلف داؿشِ صیبدی دس سـخیق ٍ دسهبى ثیوبسی
ّب scFvّبی صیبدی کِ   . ثِ خبعش هضیز(15, 14)ثبؿذ

-ّبی کبهل داسًذ، ایي قغؼبر سک ثبدی ًؼجز ثِ آًشی

ثبدی ثِ ػٌَاى اثضاسّبی هٌبػجی ثشای ّذف  ی آًشی صًدیشُ
اًذ ٍ سبکٌَى  قشاس دادى ثیَهبسکشّبی هخشلف هؼشفی ؿذُ

scFvکٌٌذُ  سَهَسی ٍ سؼذیلؼبلیز ضذّبی هخشلفی ثب ف
ٍ VL)حبٍی ًَاحی  scFvسَلیذ ؿذُ اػز. اص هضایبی 

VHسَاى ثِ ّبی هٌَکلًَبل هیثبدی( دس هقبیؼِ ثب آًشی
طى ّذف، اًذاصُ کَچکشش، دس ًشیدِ دػششػی ثْشش ثِ آًشی

سش ٍ صهبى ٍسصی ساحزحلالیز ثبلا، قبثلیز دػز
، scFv. اًذاصُ کَچک (17, 16)کَسبّشش سَلیذ اؿبسُ کشد

ّبی سَهَسی سش سا ثِ داخل ثبفزسش ٍ ػویقًفَر ػشیغ
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ؿَد. ّبی هٌَکلًَبل ػجت هیثبدیثب آًشیدس هقبیؼِ 
اًؼبًی اص ًظش طًشیکی دبیذاسسش  scFvػلاٍُ ثش ایي قغؼبر 

سَاى آًْب سا ثِ هذر چٌذیي ػبل دس دهبی  ّؼشٌذ ٍ هی
ّبی ثبدی. آًشی(19, 18)یخچبل ًگْذاسی ًوَد

( Fcثبثز )صًدیشُ ًِ سٌْب ثِ دلیل فقذاى قغؼِ  سک
ّبی ّب ٍ اًذامصایی ٍ اثشار خبًجی سا دس ثبفز ایوٌی

ّبی ثبدیدٌّذ ثلکِ دس هقبیؼِ ثب آًشی هخشلف کبّؾ هی
گلیکَصیلِ ٍ فبقذ دیًَذ ّبی کَچک، غیش کبهل، دشٍسئیي

ثبؿٌذ. ػذم ًیبص ثِ سغییشار دغ اص  ػَلفیذی هی دی
دس سا ثِ ساحشی  scFvسشخوِ ػجت ؿذُ کِ ثشَاى قغؼبر 

ّبیی اص قجیل اؿشیـیبکلی سَلیذ ًوَد ٍ دیگش ثبکششی
ًیبصی ثِ کـز ػلَل دؼشبًذاساى ٍ یب اػشفبدُ اص 

 .(21, 20)حیَاًبر آصهبیـگبّی ًیؼز
      طىاًؼبًی ػلیِ آًشی scFvسَلیذ دس ایي دظٍّؾ 

4-1BB ًِی ٍ ثیبى سَالی هشثَعِ ػبصثب اػشفبدُ اص ّوؼب
اخشلبكیز هٌبػجی ثشای  scFvایي  اًدبم ؿذ. E.coliدس 

ثش ػغح  1BB-4طى ّذف ٍ هَلکَل اسلبل ثِ آًشی
ّب داؿشِ ٍ ثب ػبیش دشٍسئیي CCRF-CEMّبی  ػلَل

ٍاکٌؾ هشقبعؼی ًذاسد. ًشبیح ایي دظٍّؾ اثجبر ًوَد کِ 
سا ثش ػغح  CD69ثیبى  1BB-4ضذ  scFvسیوبس ثب 

 mRNA افضایؾ دادُ ٍ ثیبى CCRF-CEMّبی  َلػل
کٌذ. سا القبء هی IL-2ٍ ًیض سَلیذ دشٍسئیي  IL-2ػبیشَکبیي 

scFv  1-4ضذBB  1-4اص عشیق ّذف قشاس دادىBB  دس
ّبی ایوٌی دس  سٌی قبدس ثِ ایدبد دبػخهحیظ ثشٍى

ی دٌّذُ اػز ٍ ایي اهش ًـبى CCRF-CEMّبی  ػلَل
 سٌظین ایوٌی اػز. دس scFvٍیظگی ٍ سَاًبیی 

     ّبی اًؼبًی ػلیِ scFv ّذف اص ایي هغبلؼِ سَلیذ
4-1BB سَاى اص ایي هغبلؼِ  ثَدُ اػز. ًشیدِ اكلی کِ هی

سَلیذ ؿذُ داسای  scFv ثِ دػز آٍسد ایي اػز کِ
اًؼبًی سا  Tّبی  ػولکشد هٌبػت دس سحشیک ػلَل

 دسهبًی ػشعبىسَاى اص آى دس هغبلؼبر ػلَلداؿشِ ٍ هی
 ّبی ایوٌی اػشفبدُ ًوَد.ػبصی ػلَلخْز فؼبل

 قذرداوی ي تشکر

ساد دس اص ّوکبسی كویوبًِ آقبی دکشش فشّبد سیبضی
ثخؾ ایوًََلَطی اًؼشیشَ دبػشَس ایشاى سـکش ٍ قذسداًی 

گشدد. ایي سحقیق ثب حوبیز هبلی هؼبًٍز سحقیقبر، هی
گشًز دظٍّـی "فٌبٍسی ٍ آهَصؽ اًؼشیشَ دبػشَس ایشاى 

 اًدبم ؿذُ اػز. " 818وبسُ ؿ
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Abstract 
Background and Objective: Monoclonal antibodies against 4-1BB have been 

used in the treatment of autoimmune diseases, viral infections, as well as 

immunotherapy of cancers. Because of their foreign nature and the large size, 

the murine monoclonal antibodies have restricted efficacy in clinical use. Fully 

human antibody fragments such as scFv fragments can be an attractive 

alternative for immunotherapeutic applications. The aim of this study was the 

production of human scFv antibodies against 4-1BB in order to use it in cancer 

immunotherapy. 

 

Materials and Methods: In this study, anti-4-1BB scFv gene was cloned in 

pET-22(+) and expression in E. coli TOP 10F.The initial analysis of the gene 

product was performed by western blot and ELISA. Furthermore, its efficacy in 

stimulating 4-1BB expressing cells was evaluated by assessing the cell surface 

expression of CD69 and IL-2 mRNA and protein expression. 

 

Results: The results showed that the designed scFv gene was well expressed in 

E. coli and specifically reacts to the target antigen. The CCRF-CEM cell’ 

treatment with anti-4-1BB scFv induced IL-2 production and increased CD69 

expression on the surface of target cells. 

 

Conclusion: The anti-4-1BB single-chain antibody was successfully expressed 

in E. coli expression system and is able to detect target antigen and activate 

CCRF-CEM cells. This recombinant antibody could be useful for T cell 

activation in cancer cell therapy approaches. 

 

Keywords: 4-1BB molecule, Cell therapy, Single-chain fragment variable 

(scFv), Human recombinant antibody 
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