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  چكيده
 روش خوبي براي ايمنوتراپي سرطان Tهاي هاي كايمريك سلولگيرنده: مقدمه و هدف

. است شده استفاده از نانوبادي Tدر اين گيرنده بجاي قطعه متغير گيرنده سلول . است كرده فراهم

ژن تي زنجيره سنگين شتري است كه قابليت اتصال به آنبادي آنتي كوچكترين قطعه VHHنانوبادي يا 

سازه .  استمند بهره از قدرت ايمني زايي اندكي ، انساني داشتهVHدارد و نيز همولوژي بسياري با 

اگرچه . است VHH-hing-CD28-CD3ζشده داراي  يمريكي كه در آزمايشگاه ما ساختهرسپتور كا

ما به علت نبود كنند، اشوند اينترفرون گاما آزاد مي فعال ميCD3ζهاي كايمريكي كه از طريق گيرنده

 باعث رهاسازي CD28لذا وجود . توانند به طور كامل فعال شوندهاي كمك تحريكي  نميسيگنال

 منظور به. شود سل نميTاما باعث فعال شدن كامل كند؛  شده و تكثير تومور را محدود مي2اينترلوكين 

-CD28-OX40 كه شامل است هشد هاي سه بخشي ساختههاي كايمريك، اندودامينبهبود عملكرد گيرنده

CD3ζ هاي به دنبال تحريك سلول. استT  كمك محركOX40سازي و  ل هاي قوي فعا سيگنال

  .استكند كه براي حفظ پاسخ ايمني بسيار مهم ميها ايجادمدت براي اين سلول طولاني
  

رداشت سنتز و  را در بOX40از توالي % 60پوشان كه در اين تحقيق پرايمرهاي هم: هامواد و روش

 CD28-CD3ζ ايجاد شد و سپس اين توالي با قطعه  SOE PCR با روش CD28-Ox40-CD3ζقطعه 

هاي بعد از انتقال اين سازه به درون سلول.  جايگزين شدVHH-hing-CD28-CD3ζدر سازه  

Jurkat) T ( بيان گيرنده در سطحmRNAهاي  و عملكرد آن با روشsemi-quantitative RT PCR 

  .شد  ارزيابيIL-2 كيت الايزا سنجش و

  

با . است شده بيشترOX40نتايج حاكي از آن است كه عملكرد و بيان سازه داراي :  گيرينتايج و نتيجه

كرد كه ميزان  گيري ن نتيجهتوان چني ميsemi-quantitative RT PCR و IL-2توجه به نتايج ارزيابي 

 برابرند اما pCDNA-2 hinge CAR-OX40  وpCDNA-1 hinge CAR-OX40هاي  بيان سازه

  .بيشتر است pCDNA-2 hinge CAR-OX40عملكرد سازه 

  

  .لنفوسيتOX40 ،  T كايمريك ، نانوبادي ، Tگيرنده سلول : كليديواژگان 
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  مقدمه
سرطان يكي از تهديدهاي مهم سلامتي در جهان 

 براي درمان سرطان يي مختلف و متنوعهاروش. است
 از تراپي/ ايمنيها  در بين اين روش،رودميكار هارائه و ب

هاي  جزو روش، بودهمند بهرهعوارض جانبي كمتري 
 ،تراپي تومورهدف ايمني. شوندانتخابي محسوب مي

ايمني (ي ايمني ميزبان در مقابل تومور ها پاسختقويت 
 مختص Tي ها سلولها يا باديو يا تزريق آنتي) فعال

هاي در بين روش. )1( است )ايمني غيرفعال(تومور 
طان ر سل تراپي سTرسد كه مينظر به ،تراپييمتنوع ايمن

   .ها باشديكي از كارآمدترين روش
Tهاي ترين مهم كه از سل تراپي سه روش عمده دارد
  .)3-2( است ي كايمريكها رسپتورآن 

رسپتورهاي كايمريك از سه جزء اصلي تشكيل 
  :اند شده

  
  هندده  قطعه سيگنال-1

 موجب بادي آنتي به ژن آنتياين قطعه با اتصال 
 اغلب ، در مطالعات.شود ميهاي سلوليتحريك واكنش

 FC  از گيرندهζ زنجيره يا  CD3ζζζζاز رشته
براي عملكرد بهينه و ايجاد سيگنال . است شده  استفاده

. است شده   به قطعات فوق متصلCD28دوم مولكول 
 كه است داده شانن OX40(CD134(  ابتحريك كمكي 

تكثير و توليد سايتوكاين و ايمني توموري را افزايش 
 كند را بيشتر مياي خاطرهTي ها سلولدهد و تكامل مي

)4-6( . OX40براي مدت و قوي   طولانيي سيگنال
 براي حفظ پاسخ كند كهمي فراهم Tي ها سلولفعاليت 
 مين سيتوپلاسومد ، و بدين ترتيبياتي استايمني ح

 بوده فعاليت كاملداراي  CD28-OX40-CD3ζسه قسمتي  
هاي حياتي براي فعاليت ضد توموري  تكثير و سيگنال،

  .)8-7 ،1( خواهدكرد فراهمرا 
  
   بازوي خارج سلولي فضاساز-2

 تسهيل  رابادي آنتي به نژ آنتياتصال  ،اين قسمت
از و ناحيه لولا  CH2، CH3 از نواحي اغلب. كندمي

 در اين تحقيق .شودمي استفاده آلفا CD8 يا IgG1مولكول 
 است شده  استفادهاز دو نوع بازوي خارج سلولي فضاساز 

يكي از . باشدكه تفاوت آنها در تعداد نواحي لولا مي
قه لولا و ديگري دو بازوهاي فضاساز يك تكرار از منط

  .شودتكرار را شامل مي
  
  )Antibody (ژن آنتيمولكول متصل شونده به  -3

 كه بادي آنتيهاي متغير از قسمتبراي اين منظور 
. شود مي استفاده بر عهده آنهاست ژن آنتيوظيفه شناسايي 

) VHH( بادي شتريدر اين تحقيق از قسمت متغير آنتي
با توجه به اينكه سازه . )10-9( است شده  استفاده

) VHH-hing-CD28-CD3ζ) pcCARكايمريك نسل دوم 
 آقايي بختياري و همكاران انجام ،را پيشتردر اين گروه 

 در اين تحقيق با ساخت سازه ،)11(بودند داده 
  بهبود و پايداري پاسخبراي چندبخشياندودوميني 

ي سرطان سينه ها سلول در مواجهه با Tي ها سلول
استفاده با  برآنيم تا ي بدين هدف براي دستيابايم؛ كوشيده

 ، و اوليگونوكلئوتيدهاي همپوشانSOE PCR روش از
 تكثير و به همراه قطعات OX40قطعه كمك محرك 

CD28 و CD3ζ، يك قطعه پيوسته جايگزين صورت به 
وارد ) T) Jurkatي ها سلول و بدرون CD28-CD3ζقطعه 
 semi با روش mRNA بيان گيرنده در سطح ؛ سپسشود

quantitative RT PCR و عملكرد آن با كيت سنجش IL-

 OX40 بررسي و با سازه فاقد قطعه كمك محرك 2
كنيم با تقويت سيگنالينگ مي شود؛ بنابراين فرض مقايسه

 بتوانيم MUC1 نانوبادي ضد استفاده ازگيرنده و 
 را بسازيم تا بتوانيم روش اي كارآمد و كاراتر گيرنده

  .طان به ارمغان بياوريمبهتري براي درمان سر
  

  :هامواد و روش
 : SOE-PCRطراحي پرايمر 

 CD28اين پرايمرها شامل بخش پرايمر معكوس قطعه 
 و قسمت OX40 باز آلي اضافي شامل توالي 97 علاوه به

 علاوه به CD3ζ و نيز پرايمر مستقيم قطعه استپوشان هم
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 و OX40 مانده  باز آلي اضافه شامل توالي باقي47
  .باشدپوشان ميسمت همق

For CD28+OX40: 
5’CCTGCTCCTCTTGGATGGGGGTCCGGAAA

CTGCCTCCCCCAGGGGGCTTGTGGGCATCGGG
GGGCAGCCTCTGGTCCCTCCGGAGCAGGTACA
GGGCGGAGCGATAGGCTGCGAAGTC 3’  

Rev CD3ζ+OX40: 
5’CCATCCAAGAGGAGCAGGCCGACGCCCAC

TCCACCCTGGCCAAGATCAGAGTGAAGTTCAG
CAGGAGC 3’   

جفت باز هم 18 به تعداد ’3دو پرايمر در انتهاي اين 
  . شد استفاده SOE-PCRاين دو پرايمر در . پوشان هستند

  
  :OX40تكثير دو نيمه ژن 

 طي P4 و P3 با پرايمرهاي CD28در مرحله اول قطعه 
-pcDNA3.1/Hygro-VHH از روي سازه PCRفرايند 

hinge-CD28-CD3ζ) pcCAR  ( تكثير شد سپس قطعه
CD3ζ با پرايمرهاي P1 و P2 طي فرايند PCR از روي 

  :  از اند عبارتتوالي پرايمرها .  شدسازه نامبرده تكثير 
P1 : 5’- AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGC - 3’ 

P2: 5’- TGCTCTAGATGGCTGTTAGCGAGG - 3’ 
P3: 5’ –  
CCGCTCGAGTTTTGGGTGCTGGTGGTGGTT

G - 3’ 
P4: 5’- GGAGCGATAGGCTGCGAAGTC -3’ 

 طي CD28 قطعه روي P3و For-OX40 يمرهاي پرا
 و پرايمرهاي CD28+OX40 قطعه PCRفرايند 

Rev+OX40 و P2 قطعه روي CD3ζ طي فرايند PCR 
  CD28+OX40قطعه . كند را سنتز ميCD3ζ+OX40قطعه 

 392 حدود CD3ζ+OX40 جفت باز و قطعه 307حدود 
  .جفت باز است

SOE-PCR:  
 مواد علاوه بهرا CD3ζ+OX40  و CD28+OX40قطعات 

 در دماي اتصال مناسب DNAلازم اوليه جهت تكثير 
 به همراه P3 و P2ه و بعد از آن پرايمرهاي كردانكوبه 

Taq DNA polymeraseمحصول اين .  و بافراضافه شد
PCR، قطعه CD28-OX40-CD3ζ) 690است)  جفت باز.  

  :(pcCAR) در وكتور CD28-OX40-CD3ζدرج قطعه 
 در وكتور CD28-CD3ζ برش اطراف هايجايگاه

pcCAR از اند عبارت Xho1 و Xba1. آنزيم Xba1 dam+ 
 تكثير شود و سپس -damاست كه بايد وكتور در ميزبان 

قطعه ورودي نيز . شود  هضمXba1 و Xho1هاي با آنزيم
 T4 DNA سپس با آنزيم شوند هضمتوسط ايندو آنزيم 

Ligase شد انجام فرايند درج.  
  

   درجتاييد
محصول حاصل از درج با روش الكتروپوريشن به 

- ترانسفورم شد و كلونTG1درون ميزبان اشرشيا كولي 

.  مشخص شدندcolony PCRهاي مثبت طي فرايند 
Colony PCR با پرايمرهاي P2 و P3 و وكتور شد انجام 
ها  با  كنترل در كنار كلونعنوان به OX40اوليه فاقد 
هاي  كلونPCRمحصول . ير شد تكثP3 و P2پرايمرهاي 

هاي منفي تر از كلون جفت باز سنگين127مثبت حدود 
هاي مثبت بعد از تخليص است و براي تاييد ثانويه كلون
-از كلون. شد هضم Pst1پلاسميد با آنزيم محدود كننده 

هاي منفي  جفت بازي و از كلون527هاي مثبت قطعه 
ييد نهايي  جفت بازي خارج شد و براي تا400قطعه 
  . توالي يابي شدند،هاي مثبتكلون

  )T) Jurkatي ها سلول به OX40انتقال سازه داراي 
ها از محلول ليپوفكتامين و طبق  انتقال سازهمنظور به

  .شد استفادهپروتكل پيشنهادي شركت سازنده 
   Lipofectamine 2000 مراحل ترانسفكشن توسط -6-1
 كشت آنتي  يك روز قبل از ترانسفكشن محيط-1

 FCSبيوتيك با  با محيط بدون آنتيها سلولبيوتيك دار 
 ها سلول تعويض شد چون در حين ترانسفكشن درصد1

ها تراواترند و اين سبب سميت بيوتيك آنتيبه نسبت
 هم بايد كم FCS ميزان ،شودها ميبيوتيكسلولي آنتي

ر  مايكروليت50 با 2000مايكروليتر از ليپوفكتامين 2. باشد
 8/0.  ناقص مخلوط شدRPMI-1640محيط كشت 

 50هاي تعيين توالي شده با مايكروليتر از هريك از سازه
 ناقص مخلوط و به RPMI-1640مايكروليتر محيط كشت 

  .دهيممي محيط كشت را تكان  ،ميآرا
 دقيقه در دماي اطاق 5در مرحله بعد هردو به مدت 

به  ،كرده خلوط اين دو را با هم م،؛ سپسشودانكوبه مي
ي ها محيط. كنيم دقيقه در دماي اطاق انكوبه مي20مدت 
 حاوي RPMI-1640 محيط تازه ، عوض شدهها سلول
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FCS 1كمپلكس نهايي را قطره .  به آن اضافه شددرصد
 پليت چند بار ،قطره در نقاط مختلف هر چاهك ريخته

 تا 4بعد از انجام ترانسفكشن بايد . شودعقب و جلو مي
 5گراد همراه با  درجه سانتي37عت در انكوباتور  سا6

  . انكوبه شودCO2 درصد
ي ترانسفكت شده با آنتي ها سلول انتخاب

  يگرومايسينها بيوتيك
 ،ها سلول ساعت از انتقال سازه به 24پس از گذشت 

 Jurkat،  103 ×50ي ها سلولاز هر چاهك پليت حاوي 
توسط  انتخابي  خانه برا96 چاهك پليت 3سلول در 

 غلظت Jurkatي ها سلول دربارة. شد بيوتيك ريختهآنتي
µg/ml 800دويگرومايسين به مدت ها بيوتيك از آنتي 

ي ها سلول پس از گذشت اين مدت ،هفته اعمال شد
  .مانندترانسفكت شده باقي مي

  Tي ها سلولبررسي بيان سازه در 
 semi-quantitative واكنش ، بررسي بيان ژنمنظور به

RT PCR ي بدون تيمار آنتي بيوتيكي ها سلول روي
ي ترانسفكت ها سلول از 5×105تعداد . گرفت صورت

 بعنوان كنترل جداسازي Jurkat سلول 5×105شده و نيز 
 با محلول ، كامل محيط كشتكردن  خارجمنظور بهشد و 

PBSتخليص .  استريل شسته شدRNA كيت استفاده از با 
MN و ساخت گرفت صورت cDNAكيت استفاده ازا  ب 

Fermentase كنترل عنوان بهژن بتا اكتين . شد انجام 
  . شد استفادهداخلي 

Semi-quantitative RT PCR با پرايمرهاي P2 و P3 
  :  ازاند عبارت و پرايمرهاي ژن بتااكتين شد انجام

5’- AGTAGGCTTTGTGGTTGATG - 3’ BA 
Forward(20 nt)  

5’- CTGTCAGGAAAGGAGAAATC - 3’ BA 
Reverse(20 nt)  

 به واسطه IL-2ارزيابي تحريك و توليد 

  رسپتورهاي كايمريك
 عنوان به (MCF7 و T47D و A431 سلول 7×103تعداد

در ) -MUC1 عنوان به (NIH3T3 و)  +MUC1ي ها سلول
 ؛ سپس دوپليكيت برده شدصورت به خانه 96پليت 
  pcCARsهاي ي ترانسفكت شده با سازهها سلول

 +MUC1ي هدف كه ها سلول روي دوپليكيت رتصو به
ي ها سلولقبل از مجاورت .  برده شدبودند -MUC1و 

Jurkat تحريك اوليه براي فعال ،ي سرطانيها سلول با 
 تخليص MUC1هاي ژن توسط آنتيTي ها سلولشدن 

 در ها سلول ساعت انكوباسيون 24بعد از . شد انجام ،شده
 محلول رويي اين ،گراد درجه سانتي37انكوباتور 

 µl شد و به هر چاهك الايزا ميزان آوري جمع ها سلول
 ميزان R&D اضافه شد سپس با كيت الايزاي شركت 50

IL-2 طبق پروتكل شركت توليدشده R&D گيري اندازه 
  .شد

  نتايج

   SOE-PCRساخت سازه با روش 
 سنتز CD3ζ و CD28 قطعات PCR روش استفاده ازبا 

 قطعات SOE پرايمرهاي ه ازاستفادشدند و با 
CD28+OX40 و CD3ζ+OX40 1شكل( تكثير شدند-

 CD28-OX40-CD3ζ قطعه SOE PCRبا روش ). 2-1و1
 pcCARقطعه مذكور در وكتور).3-1شكل(سنتز شد 

 و هضم colony PCRهاي مثبت با كلون. جايگزين شد
  .تأييدشدو توالي يابي  ميآنزي

  
  
  
  
  
  

 .) جفت باز392 (CD3ζ+OX40تصوير قطعه ) 2( ستون .) جفت باز307 (CD28+OX40 قطعهتصوير) 1(در ستون : 1شكل 

  .SOE-PCRحاصل از )  جفت باز690 (CD28-OX40-CD3ζتصوير قطعه ) 3(ستون 
  

3
(

2
(  

1
(

100
bp 

50
0bp 

50
0bp 

100
bp 

100
bp 

50
0bp 
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٢٠٠
bp 

١٠٠

�٠

�٠٠
bp 

١٠٠
bp 

  

 و ارزيابي بيان Jurkatي ها سلولانتقال سازه به 

  :RNAدر سطح 
 ،)T) Jurkatي ها سلولبعد از انتقال سازه نهايي به 

 گيرنده cDNA و تكثير RNAسازه با تخليص بيان 
 semiدر فرايند ). 2شكل  (تأييدشدكايمريك 

quantitative RT PCR ناحيه CD28-OX40-CD3ζ با 
افزار  نرمبا تكثير و ميزان بيان P1 و P3پرايمرهاي 

UVitec1نمودار گيري شد كه نتايج ميزان بيان در  اندازه 
  .است هشد گزارش

  
  
  
  
  
  
  
  
  

: 2 ستون .OX40 (pCDNA-1 hinge CAR)گيرنده كايمريك يك لولا و فاقد قطعه : 1ستون . semi-quantitative RT PCRنتايج حاصل از . 2شكل 

 OX40) pCDNA-1گيرنده كايمريك يك لولا داراي قطعه : 3 ستون .OX40 (pCDNA-2 hinge CAR)گيرنده كايمريك دو لولا و فاقد قطعه 

hinge CAR-OX40(.گيرنده كايمريك دو لولا داراي قطعه : 4ون  ستOX40) pCDNA-2 hinge CAR-OX40( . وكتور : 5ستونpCDNA3.1 

/Hygro(+) هاست ولي با پرايمرهاي و رديف پايين عيناً همين نمونه). سلول بدون پلاسميد(نمونه كنترل منفي : 6 ستونβ-actin.  
  

  
ي ها سلول در ،)هاي خاكستريستون( B-actin در قياس با بيان ژن داخلي )هاي مشكيتونس(هاي اين تحقيق ميزان بيان سازه. 1نمودار 

Jurkatبعد از ترانسفكشن .  

 به واسطه IL-2نتيجه بررسي تحريك و توليد 

  رسپتورهاي كايمريك
 Jurkatي ها سلولشده توسط  توليدIL-2ميزان 
  (+)pCDNA3.1/HYGROشده با وكتور كنترل  ترانسفكت

اً معادل سلول كنترل فاقد پلاسميد بود كه در تقريب
 IL-2 ميزان توليد ،pcCARمقايسه با انواع داراي سازه 

 NIH3T3ي ها سلولمقايسه نتايج . بسيار كم و ناچيز بود
 هستند +MUC1 كه ها سلول هستند با ساير -MUC1كه 

 عملكرد توليدشدههاي كايمريك دهد كه گيرندهمي نشان
هاي سطحي ژن ميانكنش با آنتي،هدرنتيجداشتند و 

MUC1،در اين پروژه نتايج .اند تحريك شده 
 حاوي قطعه كمك محرك pcCAR كه سازه دهد مي نشان

OX40، بيشتر تحريك شده و ميزان IL-2 بيشتري 
 عملكرد بهتري دارد كه احتمالاً به درنتيجه ،كرده توليد

تر و  كه سيگنال قوياست OX40دليل وجود قطعه 
 توسط كيت IL-2نتايج غلظت . كنديدارتري ايجاد ميپا

  ).2و نمودار  3شكل  (است شده آوردهالايزا در زير 
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 MUC1و يك رده سلولي با بيان بسيار ضعيف ) MUC1+) MCF7، A431 در دو رده سلولي IL-2ميزان توليد .  1جدول

)T47D ( و يك رده سلولي-MUC1) NIH3T3 .(  

  )IL-2) pg/mlغلظت   OD    ميانگين        ارنوع تيم          سلول

  pCDNA-2 hinge CAR  232/0  13/55  

 pCDNA-1 hinge CAR-OX40  213/0  61/50  
MCF7  pCDNA-2 hinge CAR-OX40  509/0  49/260  

  pCDNA3.1/HYGRO(+)  0705/0  06/36  

  Control  062/0  50/20  

  pCDNA-2 hinge CAR  048/0  55/24  

  pCDNA-1 hinge CAR-OX40  046/0  52/23  
A431  pCDNA-2 hinge CAR-OX40 088/0  25  

  pCDNA3.1/HYGRO(+)  099/0  125/28  

  Control  064/0  21  

  pCDNA-2 hinge CAR  3/0  95/112  
T47D  pCDNA-1 hinge CAR-OX40 261/0  02/62  

  pCDNA-2 hinge CAR-OX40  582/0  85/297  

  pCDNA3.1/HYGRO(+)  088/0  25  

  Control  063/0  83/20  

  pCDNA-2 hinge CAR  153/0  35/36  
NIH3T3  pCDNA-1 hinge CAR-OX40  146/0  69/34  

  pCDNA-2 hinge CAR-OX40  163/0  73/38  

  pCDNA3.1/HYGRO(+)  08/0  25  

  Control  06/0  20/20  

  

  
 و يك )T47D (MUC1 و يك رده سلولي با بيان بسيار ضعيف) MUC1+) MCF7، A431 در دو رده سلولي IL-2ميزان توليد .  2نمودار 

  .)MUC1) NIH3T3-رده سلولي 
  

 توليدي از IL-2شده ميزان  رسمنمودار با توجه به 
  در pCDNA-2 hinge CAR-OX40ي داراي سازه ها سلول

 pCDNA-1 hinge حاوي سازه Jurkatمقايسه با سلول 

CARي ها سلولكشتي با  در همMCF7 برابر 5 حدود IL-

 حاوي سازه Jurkat  و در سلول كردند  بيشتري توليد2
pCDNA-2 hinge CAR-OX40 در مقايسه با سلول Jurkat 

كشتي با  در همpCDNA-1 hinge CARحاوي سازه 
 بيشتري IL-2 برابر 5/2 حدود T47Dي ها سلول

 pCDNA-1 حاوي سازه Jurkat اما سلول كردند ليدتو

hinge CAR-OX40 در مقايسه با سلول Jurkat حاوي 
ي ها سلولكشتي با  در همpCDNA-1 hinge CARسازه 
MCF7 ميزان IL-2برابر 5/0 و حدود كرده  كمتري توليد 
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  .است داشتهكاهش 
  بحث

 ايمونوتراپي يكي از محورهاي ،درطي دهه گذشته
هاي پيشرفت. است بودهه در درمان سرطان مورد توج

هاي ژن دانش ما از سيستم ايمني و نيز شناسايي آنتي
باعث پيشبرد                         ي توموريها سلولموجود بر روي 

هاي جديد در ايمونوتراپي شده و ايمونوتراپي  استراتژي
هاي درمان سرطان را به يكي از اختصاصي ترين روش

 T ،هاي ايمنوتراپيدر بين روش. )12(ه است دكرتبديل 

 است قرارگرفته محققانسل تراپي همواره مورد توجه 
هاي ه گيرندهشد انجامبر طبق مطالعات . )13-15(

  :شودمي تقسيمكايمريك به سه نسل 
 كه از بودند  داراي دومن سيگنالينگها CARنسل اول 

 FC از گيرنده γ يا زنجيره CD3ζ ميبخش سيتوپلاس
 و همكاران توانستند قابليت ليز Eshhar. شد استفاده

 كننده اين ي بيانها سلولدگي سلول هدف توسط كنن
CAR نسل دوم . )16( را اثبات كنند ها CAR ها داراي

هاي مختلفي ارائه بود كه در CD3ζ و CD28هردو قسمت 
ها با خصوصيات عملكردي متفاوت گسترش از گيرنده

 Ι در فاز ها CAR نسل اول ،تاكنون. )17 ،2(اند يافته
 ، سرطان كليه،بيماران با سرطان تخمدانكلينيكال در 

 كه اين بيماران است شده لنفوما و نوروبلاستوما آزمايش 
  .)18 ،15(اند داده نشاني متوسطي ها پاسخ

ها اكنون در حال وارد شدن به CAR وم  نسل د
 سل و Bهاي باشد مانند بدخيميعرصه كلينيكال مي

 عرصه مهمتري براي اين شيوه كههاساير سرطان
هاي سه بخشي  گيرنده،اخيراً. )19(شد  خواهدمحسوب 

 همراه با CD3ζ، CD28هاي سيگنالينگ كه داراي موتيف
4-1BB يا OX40 عنوان به كه است هشد گزارش هستند 

ها اين گيرنده. )20(آيند ها به حساب ميCAR نسل سوم 
 به نسبت بهتري in vitro كه عملكردهاي موثر دادند نشان

 ي دو بخشي دارند و نيز قدرت فعاليتهاگيرنده

pI3Kinase/Aktژن در اين  شروع شده در ارتباط با آنتي
  .)21( بهبود يافته است ،نسل

Hombach كه تحريك كمكي دادند نشان و همكاران 
 سبب افزايش تكثير و توليد )CD134) OX40 واسطه به

 Tشود و تكامل سايتوكاين و واكنش عليه تومور مي
 ؛ همچنين)22 ،20(شود اي نيز بيشتر ميي خاطرهها سل

Juneكهكردند  و همكاران ثابت  CD134) OX40 ( بيانBcl-2 
شود كه اين كار دهد و تصور ميمي  را افزايشBcl-XLو 

لازم است ) +T )CD4ي ها سلول مدت طولانيبراي حيات 
 تحريك اوليه را براي تكثير CD28سيگنالينگ . )23(

بعد از ) CD134)OX40 سيگنالينگ كه درحاليكند مي فراهم
دهد كه زنده بمانند و به  موثر اجازه ميTي ها سلولآن به 

قوي  و مدت طولاني سيگنال OX40. دهند تكثير خود ادامه
كند كه براي حفظ پاسخ مي فراهم Tي ها سلولبراي فعاليت 

  . )25-24 ،11(ايمني حياتي است 
در اين تحقيق نسل سوم رسپتورهاي كايمريك را 

آقايي بختياري و  رسپتور كايمريكي كه ت. يمكرد ايجاد
 بود MUC1عليه  VHH حاوي ،اند   آن را ساخته،همكاران

اين قطعه را با است؛ OX40و فاقد قطعه كمك محرك 
 آقايي بختياري و ةشد  به سازه ساختهSOE PCRش رو

 IL-2 عملكرد و ميزان بيان آن با كيت ،كردهواردهمكاران 
 شد كه نتايج گيري اندازه PCR semi-quantitative RTو 

 OX40مويد آن است كه عملكرد و بيان سازه داراي 
-semi و IL-2با توجه به نتايج ارزيابي . است شده بيشتر

quantitative RT PCR كه كرد گيري نتيجه چنين توان مي 
و  pCDNA-1-hinge-CAR-OX40ي ها ميزان بيان سازه

pCDNA-2-hinge-CAR-OX40 برابرند اما عملكرد سازه 
pCDNA-2-hinge-CAR-OX40 بيشتر است كه احتمالاً به 

شود تا باشد و باعث مي با دو لولا ميHingeعلت ناحيه 
 عملكرد درنتيجهته باشد و گيري فضايي بهتري داششكل

  .داشت خواهدبهتري 
ن كليه مباحث فوق و خصوصيات ويژه درنظرگرفتبا 
VHHدر زمينه حل   مي اين تحقيق بتواند گا   اميد است كه

  .هاي كايمريك باشدمشكلات كاربردي گيرنده
  تشكر و قدرداني

 ارشد كارشناسي نامه نپايا حاصل تحقيق اين

 دانشكده مالي حمايت با و است بيوتكنولوژي پزشكي

زيست  كميته نيز و مدرس تربيت دانشگاه-پزشكي علوم
 دكتر شده تصويب طرح به مدرستربيت  دانشگاه فناوري

  .است هشد انجام) TMU-88-8-67( زاده رهبري فاطمه
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Abstract 
 
Background and Objective: Chimeric antigen T cell receptors provide a 
good approach for adoptive immunotherapy of cancer. In this new kind of 
chimeric T cell receptor, nanobodies are replaced as variable fragment of 
T cell receptor. Nanobodies (VHH) are the smallest fragments of 
antibodies that have great homology to human VH and low immunogenic 

potential. VHH-hing-CD28-CD3و construct was made in our laboratory. 
Tumor cells rarely provide costimulatory signals and hence CAR 
receptors that transmit just a CD3و signal can only initiate target cell 
killing and interferon γ release and fail to induce full activation. Although 
incorporation of a CD28 component results in IL-2 (Interlukin 2) release 
and limited proliferation, T cell activation remains incomplete. To 
optimize CAR signaling, tripartite endodomains were constructed which 
consist of CD28-OX40-CD3ζ. During T cell activation, OX40 transmits a 
potent and prolonged T cell activation signal and it is crucial for 
maintaining an immunological response.  
 
Materials and Methods: We designed overlapping primers that contain 
60% of OX40 sequence, then, CD28-Ox40-CD3ζ region was synthesized 
by SOE-PCR, consequently, it was replaced with CD28-CD3ζ region in 
VHH-Hing-CD28-CD3ζ construct. Then, this construct was transfected in 
Jurkat T cells, so IL-2 secretion and T cells proliferation were increased.  
 
Results: CD28-OX40-CD3ζ tripartite cytoplasmic domain provided a full 
complement of activation, proliferation, and survival signals for enhanced 
anti-tumor activity.  
 
Conclusion: With IL-2 and semi-quantitative RT PCR, it is concluded 
that mRNA expression of pCDNA-1-hinge-CAR-OX40 and pCDNA-2-
hinge-CAR-OX40 constructs are the same but the function of pCDNA-2-
hinge-CAR-OX40 construct is more than the others.  
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