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Abstract 
 

Background and purpose: Antibody phage display library is a powerful in vitro technology 

for production of recombinant antibody fragments against a wide variety of antigens. However, the 

presence of insert-free clones in the phage libraries limited the specific enrichment of antibody fragments 

in many studies. The aim of this study was to protein A-aided recovery of insert-containing phages in 

antibody phage display library. 

Materials and methods: Tomlinson antibody library was prepared according to the standard 

protocol. Three rounds of panning were performed in two independent groups on VERO/HER2 cells, 

considering a step of protein A-aided phage precipitation at the end of each round only in one group. The 

efficiency of this method was evaluated on the selected clones using PCR and phage-Elisa. 

Results: The results of PCR showed that 87% of clones contained insert after three rounds of 

panning using protein A-recovered phages while in the control group only 41% of clones contained insert. 

Also, the results of phage-ELISA showed specific enrichment of anti-HER2 antibodies in protein A-

treated group. 

Conclusion: This method provided a simple and effective way for selective enrichment of 

antibody fragments in the phage display antibody libraries. 
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 پژوهشي

 A ينبه كمك پروتئ بادي يقطعه آنت يحاو يفاژها ياختصاص انتخاب
  فاژ بادي يكتابخانه آنت يكدر تكن

  
  1،2رضا ولدان

2،3عليرضا رفيعي  

4تبار يغلامرضا هاشم   
5يمحمدرضا باسام  

  
  چكيده
بادي در محيط  ي ساخت قطعات آنتيها روشين قدرتمندتربادي فاژ يكي از  تكنيك كتابخانه آنتي :و هدف سابقه

هاي اختصاصي و عملكردي وجود  بادي با اين حال يكي از مشكلات تكنيكي در مسير انتخاب آنتي. آزمايشگاه است
ي موجود ها كلونهدف از اين مطالعه استفاده از قابليت اتصال . بادي فاژ است بادي در كتابخانه آنتي فاژهاي فاقد قطعه آنتي

بادي از فاژهاي فاقد قطعه  ي فيزيكي فاژهاي حاوي قطعه آنتيساز خالصبراي  Aين پروتئبادي فاژ به  آنتي در كتابخانه
  .بادي است آنتي

بادي عليه گيرنده  آنتي انتخاب .طبق پروتكل مربوطه تكثير شد Tomlinsonبادي فاژ  آنتي كتابخانه :ها مواد و روش
HER2  در سطح سلولVERO سه چرخه . انجام شدpanning  ي كه در يك گروه به صورتدر دو گروه صورت گرفت

ي شدند، در حالي كه در ساز خالصمتصل به آگاروز  A ينپروتئيله وس بهفاژهاي توليد شده  panningقبل از هر چرخه 
انتهاي هر چرخه در دو آمده در  به دستهاي  بادي يآنت. صورت نگرفت A ينپروتئي با ساز خالصگروه كنترل مرحله 

  .مورد ارزيابي قرار گرفت phage-ELISAو  PCR يلهوس بهگروه مورد مطالعه 
ي ساز خالصبادي پس از  تعداد فاژهاي حاوي قطعه آنتي ملاحظه قابلافزايش  دهنده نشان PCR آزموننتايج  :ها يافته

 آزمونبعلاوه نتايج . است) درصد 41(نسبت به گروه كنترل ) درصد panning )87در انتهاي چرخه سوم  Aين پروتئتوسط 
  .است Aين پروتئبادي در گروه فاژ خالص شده با  ييد انتخاب و تكثير اختصاصي آنتيتأاليزا نيز 

هاي  بادي بادي را براي توليد و انتخاب آنتي ي فاژهاي حاوي قطعه آنتيساز خالصاين مطالعه اهميت  :استنتاج
  .دهد يمبادي فاژ نشان  اصي را در تكنيك كتابخانه آنتياختص

  

  .بادي فاژ فاقد قطعه آنتي ،A ،HER2ين ئپروتبادي فاژ،  كتابخانه آنتي :واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
 antibody phage( بادي فاژ يآنتكتابخانه 

display(  ي از فاژهاي نوتركيب گفته ا مجموعهبه
 بادي يآنتشود كه روي سطح خود قطعات مختلف  يم
ي مذكور روشي براي نمايش و فناور .دهند يمنمايش  را
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ي وسيعي از انواع ا كتابخانهبادي از  يآنتانتخاب 
ي ا رشتهفاژ . هاي مختلف روي سطح فاژ است بادي آنتي

M13 بادي  يدآمينه يك آنتياسفيزيكي توالي  صورت به
ين تر معمولدر . )1(كند  يمي ژنتيكي آن متصل توال بهرا 

 1اي صورت تك زنجيره بادي به حالت قطعات آنتي
(scFv)  در اين فرمت . گيرد يمروي سطح فاژ قرار
 VHو زنجيره سنگين  VLهاي زنجيره سبك  دامين

 linkerيا  spacerايمونوگلوبولين توسط يك 
 يفناور .)2(اند  شدهير به يكديگر متصل پذ انعطاف

قدرتمند  هاي از فناوري يكي بادي فاژ يآنتكتابخانه 
در خارج از  بادي و قطعات آنتي بادي ساخت آنتي براي
در بدن  بادي آنتيتوليد  يعيطب يسماز مكان يدبا تقل 2بدن
 يگر و غربال يدقادر به تول يفناور ينا. است

 1010-109تا حدود  بادي از آنتي يبزرگ يها كتابخانه
 يدروش تول يناز محاسن ا. )3(مختلف است  نكلو

كنترل در  ،3يدتول يتبالا بردن ظرف يع،كتابخانه وس
 يطذرات فاژ و انتخاب در شرا يداريانتخاب، پا يندفرآ

 يژهو ياتبا خصوص هايي بادي يآنت يدتول براينامتعارف 
 يهعل بادي يآنت يدو تول )مثلاً مقاوم به حرارت(
 يفناور يناز ا. )4( هستند يو خود يسم هاي ژن يآنت

 يها هدف يهمنوكلونال عل هاي بادي يساخت آنت براي
-VEGF-2, TRAIL-R1, TRAILمثل  يتومور

R2,EGFR دخالت  يالتهاب يها ها و واسطه مولكول
-IL-12, ILاز جمله  يمنخود ا هاي يماريكننده در ب

13,TNFα, GM-CSF مثل  يبيكروم هاي ژن يآنتAP 
  β-amyloidيهعل يتو در نها زخم ياهعامل س يباكتردر 
استفاده شده  يمرآلزا يماريب يشرفتاز پ يريجلوگ براي
ذكر شده مراحل آزمون  هاي بادي از آنتي ياريبس. است
 يكه تنها دارو يدر حال كنند، يم يخود را ط باليني
 phage يشده با فناور يدتول FDA از سويشده  يرفتهپذ

                                                 
1 single chain fragments variable 
2 in vitro 
3 throughput 

display يداروAdalimumab (Humira®)  كه است 

 يدكرون، روماتوئ هاي يماريو در درمان ب TNFα يهعل
  .)5(شود  ياستفاده م يازيسسوريتو آرتر

بادي فاژ به دليل گستردگي و تنوع  كتابخانه آنتي
بادي عليه  ي آن قابليت توليد و انتخاب آنتيها كلوندر 

ين تر ممهبا اين حال يكي از . اپيتوپي را دارد هرگونه
بادي فاژ وجود فاژهاي فاقد قطعه  معايب فناوري آنتي

فاژهاي فاقد قطعه . در كتابخانه است 4بادي آنتي
هاي  بادي بادي باعث عدم موفقيت در توليد آنتي آنتي
. شود يميفيت و عملكردي عليه اهداف مختلف باك

در روند توليد فاژهاي نوتركيب  insertي فاقد ها كلون
سطح خود  در بادي يآنتموجب توليد فاژهاي بدون 

بادي به  اين فاژهاي نوتركيب بدون قطعه آنتي. شوند يم
ژن در  يآنتيراختصاصي به سطوح و غدليل اتصال 

شوند و موجب  يمي متوالي انتخاب غالب ها چرخه
 هاي بادي آنتي شكست فرآيند انتخاب و انتخاب

دلايل . )7 ،6(شوند  يماختصاصي و غير عملكردي يرغ
هضم ناقص . 1شامل  insertي فاقد ها كلونوجود 

-selfوكتور به خود  insertوكتور يا اتصال بدون 

ligation  2؛ )7(در طي روند ساخت كتابخانه است .
پايين بودن ميزان كارآمدي توليد فاژهاي نوتركيب از 

شار مثبت انتخاب ف .3؛)8 ،7( 5طريق فاژهاي كمكي
. در مراحل كشت كتابخانه است insertي فاقد ها كلون

در  (insert)بادي  ژن آنتي از طرف ديگر وجود
ي كتابخانه موجب تحميل انرژي بيشتر به ها كلون

شود؛ در نتيجه  يمبادي  باكتري براي حفظ و بيان آنتي
در  ها كلوناز تعداد اين  panningي متعدد ها چرخهدر 

بادي كاسته و موجب  ي فاقد ژن آنتيها كلونرقابت با 
 .)9 ،6(شود  يمبادي  ي فاقد ژن آنتيها كلونغالب شدن 

هاي مختلفي براي كاهش ميزان فاژهاي فاقد  ياستراتژ

                                                 
4 insert-free clones 
5 helper phage 
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insert بادي فاژ وجود دارد در روش كتابخانه آنتي .
بيوتيك  يآنتمثال اضافه كردن ژن مقاومت به  عنوان به

در وكتور فاژميد،  insertكلين در محل وارد شدن تتراسا
بيوتيك به ژن  يك ژن آنتي 1چهارچوبكلون كردن در 

بادي  به قطعه آنتي 2و اتصال يك تگ )10(بادي  آنتي
براي خالص كردن فاژهاي نوتركيب حاوي قطعه 

از طرف ديگر پروموتورهاي . )11(بادي  آنتي
 PIIIي فاقد ژن تر و فاژهاي كمك يقوتر و  يناناطم قابل

اند  شدهبادي فاژ  ي آنتيها كتابخانهموجب بهبود كيفيت 
ذكر شده نياز به طراحي و  مواردبا اين حال در تمام . )6(

بادي جديد يا تغيير در  ي آنتيها كتابخانهساخت 
ي موجود است كه همگي متحمل صرف ها كتابخانه

 هرگونههزينه و زمان بسيار زياد است، از طرف ديگر 
هاي بسيار بيشتر  يبررسغيير در ساختار كتابخانه نيز به ت

بنابراين در ؛ بادي دارد براي حفظ عملكرد كتابخانه آنتي
ي حاوي ها كلونفيزيكي  صورت بهصورتي كه بتوان 

insert  ي فاقد ها كلونرا ازinsert  ي راحت بهجدا كرد
 كاملاًهاي  بادي توان طي مراحل انتخاب به آنتي يم

 .اختصاصي دست يافت

بر اساس كلون  Tomlinsonبادي فاژ  كتابخانه آنتي
هاي سنتزي سبك و سنگين  يرهزنجقطعات 

 .شده است ساخته فاژميدوكتور  هاي دريك بادي آنتي
 يرهزنج يچهارچوب برا يك كتابخانه بر اساسين ا

 يرهزنج يكو   (V3- 23/DP-47 and JH4b( ينسنگ
ساخته شده ) O12/O2/DPK2and Jκ1(سبك كاپا 
به  بادي اتصال آنتيل تنوع در مح آن است كه در

كتابخانه قسمت  يندر ا. )12(وارد شده است  ژن آنتي
CDR3 يول يممكن كوتاه طراح يتا جا ينسنگ يرهزنج 
 يها كلون. آن حفظ شده است ژن به آنتي تصالقدرت ا

اتصال به  يتموجود در كتابخانه از لحاظ قابل

                                                 
1 in frame 
2 tag 

 يناند؛ بنابرا گرفتهمورد بررسي قرار  Lو  Aهاي  ينپروتئ
 يعملكرد ظموجود در كتابخانه از لحا يها اكثر كلون
. )13(را دارند  Aين پروتئو قابليت اتصال به  فعال هستند

بر اين اساس هدف از اين مطالعه استفاده از قابليت 
به  Tomlinsonي موجود در كتابخانه ها كلوناتصال 
بادي  براي بهبود كيفيت فرآيند انتخاب آنتي Aين پروتئ
بر اين اساس در صورتي كه به طريق . ژن است يآنتعليه 

ي حاوي قطعه فاژها A ينپروتئفيزيكي و با استفاده از 
بادي  را از فاژهاي فاقد قطعه آنتي (insert)بادي  آنتي

(insert-free)  ،توان از  يمتفكيك و خالص كرد
به  panningي متوالي ها چرخهخالص شده در  فاژهاي
  .ي اختصاصي دست يافتها كلون

  

  ها مواد و روش
  و كشت سلول ها سلول

) تهران، ايران(از انستيتو پاستور  VEROي ها سلول
هاي  ژن يآنتبادي عليه  براي انتخاب آنتي. تهيه شد
كننده  يانب VEROي ها سلولاز  (HER2)سطحي 
 ها سلول. (VERO/HER2(شد استفاده  HER2گيرنده 

حاوي دو ميلي  RMPI1640 (Biosera, UK)در محيط 
 FBSبه همراه ده درصد  L-glutamineمولار 

(Biosera)  سيلين و  يپنليتر  يليمواحد به ازاي هر  100و
ليتر استرپتومايسين  يليمميكروگرم به ازاي هر  100

(Biosera) 37در آنكوباتور  ها سلول. كشت داده شدند 
اكسيد كربن و  يدبه همراه پنج درصد  گراد سانتيدرجه 

  .درصد رطوبت نگهداري شدند 95
  

  ي نوتركيبفاژهاي كتابخانه و توليد ساز آماده
 Tomlinson (Sourceبادي فاژ  كتابخانه آنتي

bioscience, UK) 80منجمد در فريز  صورت به - 
ليتر محيط كشت  ميلي 200كتابخانه در . نگهداري شد

2xTY  ليتر  ميكرو ليتر به ازاي ميلي 100حاوي
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سيلين و يك درصد گلوكز به مدت دو ساعت در  يآمپ
تا (به همراه تكان آنكوبه شد  گراد سانتيدرجه  37دماي 

از اين ميزان ). رسيد 4/0به حدود  OD 600زماني كه 
 فاژهاي كمكياز  2×1011ليتر برداشته و به  ميلي 50

دقيقه در حمام آب گرم  30اضافه شد و به مدت 
دقيقه آنكوباسيون  30بعد از طي شدن  .آنكوبه شد
به  x g 3000محيط كشت در  فاژهاي كمكيكتابخانه با 

 100رسوب باكتري در . دقيقه سانتريفيوژ شد 10مدت 
ميكروگرم به  100حاوي  2xTYليتر محيط كشت  ميلي

ميكروگرم به ازاي  50سيلين و  ليتر آمپي ازاي ميلي
. درصد گلوكز حل شد 1/0ليتر كانامايسين و  يليم

به مدت  گراد سانتيدرجه  30محيط كشت در دماي 
 xمحيط كشت در . يك شب به همراه تكان آنكوبه شد

g 3300  80به . دقيقه سانتريفيوژ شد 30به مدت 
 PEG/NaClليتر محلول  ميلي 20ليتر از مايع رويي  ميلي

ميلي مولار  5/2و  6000اتيلن گليكول  يپلدرصد  20(
NaCl ( اضافه شد و به مدت يك ساعت روي يخ

در  x g 3300دقيقه در  30محلول به مدت . آنكوبه شد
رسوب فاژ به . سانتريفيوژ شد گراد سانتيدرجه  4دماي 

حل شد و سپس به مدت  PBSليتر  ميلي 4دست آمده در 
رسوب حاصل . سانتريفيوژ شد x g 11600ده دقيقه در 

جذب نوري محلول فاژ رويي به دست . خته شددور ري
تعداد فاژ (فرمول خوانده شد و از طريق  260آمده در 
× ضريب رقت ×  260جذب نوري در = ليتر در ميلي

  .زير تعداد فاژ محاسبه شد) 1010×  14/22
  

ي فاژهاي نوتركيب به ساز خالصبادي و  انتخاب آنتي
  Aين پروتئكمك 

 يها سلولمعمولي و  VERO يها سلول
VERO/HER2  درصد  80تاConfluency داده  كشت

. از پليت جدا شدند cell scraper سپس توسط .شدند
با تعداد دو ميليون در  PBSپس از شستشو با  ها سلول

 Modified Tyrode’s buffer (150 ليتر يليم يك

mMNaCl, 12 mM NaHCO3, 2.5mMKCl, 2 
mMCaCl2, 2 mM MgCl2, 1 mg/ml BSA, 1 

mg/ml glucose) به سلول . حل شدVERO  معمولي
بادي فاژ توليد شده در قسمت قبل  كتابخانه آنتي 1010

اضافه شد و به مدت دو ساعت در دماي اتاق همراه به 
به مدت  x g 140در  سلول .تكان ملايم آنكوبه گرديد

دقيقه سانتريفيوژ شدند و سپس مايع رويي به يك  20
مايع رويي مرحله قبل به حدود  .تيوب جديد منتقل شد

به  ها سلول. اضافه شد VERO/HER2دو ميليون سلول 
دقيقه در دماي اتاق با تكان ملايم آنكوبه  30مدت 
به مدت ده دقيقه سانتريفيوژ  x g 140در  ها سلول. شدند

 50رسوب حاصل به . و سپس مايع رويي دور ريخته شد
 HEPES-modified Tyrode’s buffer (10 يترل ميلي

mM HEPES, 12 mM NaHCO3,138 mMNaCl, 
2.9 mMKCl, 2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 1 

mg/ml glucose, 1 mg/ml BSA) شستشو داده شد .
. دقيقه سانتريفيوژ شد 20به مدت  x g 200در  ها سلول

 HEPES-modified يترل ميلي 1رسوب حاصل در 

Tyrode’s buffer  اين . شدحل و مانند قبل سانتريفيوژ
وسيله  فاژ متصل به سلول به. مرحله دو بار تكرار شد

دقيقه جدا  15به مدت  Glycineآنكوباسيون با محلول 
 Trisميكرو ليتر محلول  100ي جدا شده با فاژها .شدند

به  x g18000يعاً در سرخنثي شد و  pH 8مولار با  2
فاژهاي جداشده به سه . مدت ده دقيقه سانتريفيوژ شد

دقيقه در  30اضافه و به مدت  TG1ليتر باكتري  ميلي
سپس  .درجه حمام آب گرم آنكوبه شد 37دماي 
ميكروگرم به ازاي  100حاوي  TYEها در پليت  يباكتر
سيلين و يك درصد گلوكز كشت سطحي  يآمپليتر  ميلي

  .گراد آنكوبه شد درجه سانتي 37داده و در 
فاژهاي نوتركيب براي چرخه بعدي انتخاب مطابق 

روند انتخاب تا . ي كتابخانه تهيه شدساز آمادهبا روش 
در يك . چرخه سوم با شرايط ذكر شده در بالا انجام شد

يقاً مشابه روش ذكر شده دقگروه ديگر مراحل انتخاب 
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ي ساز خالصانجام شد با اين تفاوت كه براي  بالادر 
 insertاز فاژهاي فاقد  ها آنتفكيك  فاژهاي نوتركيب و

محصول فاژ نوتركيب هر چرخه قبل از وارد شدن به 
متصل آگاروز  Aين پروتئيتر ل يكروم 100چرخه بعد با 

(Santa cruz, USA)  به مدت يك شب در دماي
فاژهاي . يخچال به همراه تكان آرام آنكوبه شد

شد  متصل A ينپروتئبادي به  نوتركيب حاوي قطعه آنتي
هر بار . سرد شسته شد PBSو سپس چهار بار توسط 

شسته شد و  PBSليتر محلول  يليمشستشو به كمك يك 
دور در دقيقه به مدت پنج دقيقه سانتريفيوژ  2500در 
از طريق  A ينپروتئي نوتركيب متصل به فاژها. شد

دقيقه جدا  15به مدت  Glycineآنكوباسيون با محلول 
 Trisميكرو ليتر محلول  100با  ي جدا شدهفاژها .شدند

ي جدا شده براي فاژها. خنثي شد pH 8مولار با  2
  .چرخه بعدي انتخاب استفاده شدند

  
  PCR يلهوس بهي حاوي فاژ ها كلونبررسي 

بادي جدا  براي بررسي موفقيت روند انتخاب آنتي
 به دست آمدههاي  يباكتراز  HER2شده عليه گيرنده 

نمونه انتخاب  24صورت تصادفي  از انتهاي هر چرخه به
يتر آب مقطر ل يكروم 25يك كلوني باكتري در . شد

گراد  يسانتدرجه  100دقيقه در دماي  10حل و به مدت 
يتر از كيت ل يكرومشامل ده  PCRواكنش . آنكوبه شد

PCR )Amplicon ( ها نمونهدو ميكرو ليتر از هر كدام از 
يتر از هر كدام از ل يكروم 5/0 استخراج شده و

 LMB3: CAGGAAACAGCTATGACپرايمرهاي 
شرايط . بود pHEN: CTATGCGGCCCCATTCAو 

گراد  درجه سانتي 94دمايي شامل واسرشت سازي اوليه 
درجه  94سيكل واسرشت سازي  40دو دقيقه و 

ثانيه و  45درجه  55ثانيه، اتصال در  30گراد  سانتي
Extension  72ه يك دقيقه و در نهايت درج 72در 
از پس . دقيقه انجام شد 7گراد به مدت  درجه سانتي

درصد رانده  5/1آگاروز روي ژل  ها نمونه PCR اتمام
فاژ  هر چرخه انتخاب در هر دو گروه PCR يجنتا. شد

با يكديگر  Aين پروتئنشده با  و خالصخالص شده 
  .مقايسه شد

  
  phage-ELISA يلهوس بهبررسي روند انتخاب 

جمعيت فاژهاي توليد شده در انتهاي هر چرخه از نظر 
 VERO/HER2ي ها سلولقابليت اتصال به هر كدام از 

 هر .مورد بررسي قرار گرفت Phage-ELISAيله وس به
سلول در  40000ي مورد نظر شمرده و ها سلولكدام از 

به مدت يك  ها سلولبه . خانه كشت داده شد 96پليت 
در . اده شد تا به كف پليت متصل شودشب فرصت د

به  ها سلول. شسته شد PBSسه بار با  ها سلولروز بعد 
 PBSمدت يك ساعت توسط شير خشك دو درصد در 

شسته و سپس ده  PBSدو بار توسط  ها سلول .بلاك شد
ميكرو ليتر از فاژهاي استخراج شده از انتهاي هر چرخه 

درصد شير خشك  2حاوي  PBSميكرو ليتر  90به 
اضافه و سپس به هر حفره اضافه و يك ساعت در دماي 

 1/0حاوي  PBSسه بار توسط  ها حفره. اتاق آنكوبه شد
 100به هر حفره . شسته شد Tween 20 (Sigma)درصد 

متصل  anti-M13بادي  آنتي 1:5000ميكرو ليتر از رقت 
در دو درصد شير خشك اضافه ) HRP )Amershamبه 
. به مدت يك ساعت در دماي اتاق آنكوبه شد و

 Tweenدرصد  1/0حاوي  PBSسه بار توسط  ها حفره

محلول ميكرو ليتر از  100به هر حفره . شسته شد 20
Sigma) TMP ( دقيقه در دماي اتاق  15اضافه شد و

 Stopميكرو ليتر  50واكنش با اضافه كردن . آنكوبه شد

solution  در طول موج متوقف و سپس جذب نوري
هر  يزاآزمون ال. شد نانومتر خوانده 450نانومتر و  650

هر دو گروه انتخاب  درسه بار تكرار  باچرخه انتخاب 
 يكديگر با يجسپس نتا و انجام A ينبا و بدون پروتئ

  .شدند مقايسه
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و گروه خالص ) A-شكل( Aين پروتئنشده با  خالصمراحل طي شده در هر دو گروه فاژ . HER2بادي عليه گيرنده  استراتژي به كار گرفته شده براي انتخاب آنتي :1تصوير شماره

رخه پس از استخراج فاژهاي نوتركيب يك مرحله در انتهاي هر چ Aين پروتئبا اين تفاوت كه در گروه خالص شده با . يقاً مشابه به يكديگر هستنددق) B-شكل( Aين پروتئشده با 
  .ديز وجود دارن Aين پروتئي با ساز خالص

  

  
 panningاز هر چرخه  به دست آمده هاي يكلوننمودار تعداد  :2تصوير شماره 

به  هاي يكلونتعداد . Aين پروتئدر هر دو گروه فاژ خالص شده و خالص نشده با 
ها در  يكلونتعداد . از انتهاي هر چرخه در هر دو گروه شمارش شد دست آمده

داري بين تعداد  يمعنبرابر شد با اين حال تفاوت  3تا  panning 2ي متوالي ها چرخه
  .وجود نداشت A ينپروتئها در دو گروه فاژ خالص شده و خالص نشده با  يكلون

  

  يافته ها
بادي عليه گيرنده  تيبراي انجام مراحل انتخاب آن

HER2  بيان شده در سطح سلولVERO  نياز به توليد فاژ
فاژ  يدتول يجنتا. بادي فاژ بود نوتركيب از كتابخانه آنتي

 1012 ×2 يترنشان دهنده ت Tomlinsonاز كتابخانه  يبنوترك
چرخه  يكانجام  برايمناسب فاژ  يزانم. بود يبترك فاژ نو

 يفاژ به ازا 1000سلول در حدود  يرو بر panningموفق 
كه در هر چرخه  توجه به اينكه با ينبنابرا ؛هر سلول است
panning106 عدد  109در حدود  ،عدد سلول استفاده شود

  .اده شدبراي هر چرخه استففاژ 
 بادي يانتخاب آنتشده براي به كار گرفته هاي  ياستراتژ

تصوير شماره در  يكشمات صورت به HER2 يرندهگ يهعل
انتخاب هر كدام از مراحل . نشان داده شده استيك 
ورت موازي براي دو ص به HER2بادي عليه گيرنده  يآنت

و فاژ خالص نشده با  Aين پروتئگروه فاژ خالص شده با 
نتايج شمارش كلوني در انتهاي . داده شد انجام Aين پروتئ

 3تا  2هر چرخه براي هر دو گروه نشان دهنده افزايش 
 panningي متوالي ها چرخهها در  يكلونبرابري تعداد 

از هر كدام  يبرا panning يها چرخه يشرفتبا پ .بود
 شد تا در يشتربه دست آمده ب هاي يها تعداد كلون گروه

با اين حال . يدن خود رسيزاچرخه سوم به حداكثر م
آمده در  به دستهاي  يكلونتعداد داري بين  يمعنتفاوت 

 Aين پروتئدو گروه فاژ خالص شده و خالص نشده با 
  ).2تصوير شماره (وجود نداشت 
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كلون انتخاب شده در انتهاي چرخه سوم  24در  PCRبررسي نتايج . Insertاز نظر وجود  ها كلونبررسي تصادفي تعدادي از  PCRتصوير الكتروفورز محصولات : 3تصوير شماره 

panning  ينپروتئنشان داد كه در گروه خالص نشده با A 41  حاوي  ها كلوندرصدinsert  بودند(A) . ينپروتئبا در صورتي كه در گروه خالص شده A 87  حاوي  ها كلوندرصد
insert  بودند (B.  

  

  
در دو گروه فاژ خالص  insertي حاوي ها كلوننمودار درصد : 4تصوير شماره 

در گروه خالص  insertي حاوي ها كلونتعداد . A ينپروتئشده و خالص نشده با 
افزايشي بالا رفت  صورت به panningي متوالي ها چرخهدر طي  A ينپروتئشده با 

در صورتي كه در گروه . بود insertحاوي  ها كلوندرصد  87و در چرخه سوم 
  .درصد بود 41اين ميزان در انتهاي چرخه سوم  A ينپروتئخالص نشده با 

  
بادي و  براي بررسي پيشرفت روند انتخاب آنتي

 از insertي حاوي ها كلونهمچنين برآورد ميزان 
انجام  PCRصورت تصادفي  دست آمده به به هاي يكلون
در  انتخاب يها چرخه با افزايش). 3تصوير شماره(شد 

تعداد  از A ينپروتئگروه فاژهاي خالص شده با 
ي كه در به صورتكاسته شد  Insert-free يها كلون

) كلون 24از  21(درصد  panning 87آخرين چرخه 
بودند در صورتي كه در گروه  insertحاوي  ها كلون

در  panningدر چرخه انتهاي  Aين پروتئخالص نشده با 
حاوي  ها كلوندرصد ) كلون 24تا از  10( 41حدود 
insert  4تصوير شماره(بودند.( 

  
ي انتخاب شده عليه گيرنده ها كلونبررسي قابليت اتصال : 5تصوير شماره 

HER2  ينپروتئدر دو گروه فاژ خالص شده و خالص نشده با A . جذب نوري در
 A ينپروتئ و فاژهاي خالص شده با VERO/HER2 يها سلولاليزا با  آزمون

 A ينپروتئبادي نسبت به گروه خالص نشده با  سبب بهبود قابل ملاحظه انتخاب آنتي
  .شود يم

  
ي ها سلولهاي جداشده به  بادي قابليت اتصال آنتي

مورد ارزيابي قرار  phage-ELISAآزمون هدف توسط 
الص شده با در گروه خ phage-ELISAنتايج . گرفت
نشان دهنده افزايش قابل ملاحظه جذب  A ينپروتئ

در  VERO/HER2نوري فاژهاي متصل شده به سلول 
نسبت به گروه خالص نشده  panningي متوالي ها چرخه

ي كه روند افزايشي ملايم به صورت. است A ينپروتئبا 
براي  panningي ها چرخهجذب نوري ثبت شده از 

نشان دهنده اتصال بيشتر  A ينپروتئگروه خالص نشده با 
و ميزان  insertي فاقد ها كلونيراختصاصي غو تكثير 

  ).5تصوير شماره (كمي كلون اختصاصي است 
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  بحث
ي فاژهاي نوتركيب ساز خالصدر اين مطالعه اثر 

بادي عليه  آنتي در بهبود انتخاب A ينپروتئتوسط 
ي ساز خالص. مورد ارزيابي قرار گرفت HER2گيرنده 

و  panningفاژهاي نوتركيب در انتهاي هر چرخه 
بادي با محصول خالص شده سبب كاهش  انتخاب آنتي

 يباد چشمگير ميزان فاژهاي نوتركيب فاقد قطعه آنتي
)insert-free clones) از طرف ديگر ميزان . شد

ريق به آمده از اين ط به دستهاي  بادي اختصاصيت آنتي
وجود فاژهاي فاقد قطعه . ميزان بسيار زيادي بهبود يافت

هاي فناوري  يتمحدودبادي از مشكلات و  آنتي
بادي فاژ نسبت  فناوري كتابخانه آنتي. استبادي فاژ  آنتي

ي قديمي مثل هيبريدما ارجحيت دارد، زيرا ها روشبه 
ژن مورد نظر را خالص و به  يآنتتوان  يمدر اين روش 

ي پلي استيرول، ها لولهمخالف مثل پليت ها و سطوح 
كاغذ نيتروسلولز، ذرات مگنت متصل كرد و سپس در 

هاي مختلف توليد  بادي عليه آن آنتي panningفرآيند 
ي احتمال ها روشبا اين حال در اين  .)16-14(كرد 

ژن در هنگام  ايجاد تغييرات ناخواسته در ساختار آنتي
يده به سطوح وجود دارد ژن بزرگ و پيچ اتصال آنتي

هاي مناسب عليه  بادي توليد آنتي ازكه اين خود مانع 
وسيله  بادي به انتخاب آنتي. شود يماپيتوپ هاي فضايي 

بادي فاژ در سطح سلول امكان  فناوري كتابخانه آنتي
عملكردي و اختصاصي  كاملاًهاي  بادي جداسازي آنتي
 .)16(هاي فضايي فراهم آورده است  را عليه اپيتوپ

ي پژوهشي در سراسر دنيا مشكلات ها گروهياري از بس
هاي  بادي مختلفي را از جمله شكست در انتخاب آنتي

هاي با ميل  بادي آوردن آنتي به دستاختصاصي و 
 مثال عنوان به. كنند يمرا تجربه  affinityاتصال پايين 

براي  Griffinبادي فاژ  آنتي از كتابخانهاستفاده 
و  anthocyanin-1 (AN1)بادي عليه  جداسازي آنتي

موجب شكست در  petuniaپروتئين  NACدامين 

 به دستهاي  بادي آنتي. بادي شد فرآيند انتخاب آنتي
ي جدا شده خوب بهي متوالي انتخاب ها چرخهآمده طي 

اليزا و وسترن  آزمونر ها د بادي بودند ولي اين آنتي
بلات قادر به شناسايي اهداف مورد نظر خود نبودند كه 

هاي  بادي اين دليل بر ميزان بسيار پايين ميل اتصال آنتي
براي درك اين مشكل اين محققان . )6(جداشده است 

كلون مختلف را از طريق تعيين توالي مورد ارزيابي  100
ي نشان دهنده عدم نتايج تعيين توال. بيشتر قرار دادند
به ي ها كلونبادي بادي در اكثريت  وجود قطعه آنتي

نيز  PCRآزمون صورت مشابه نتايج  به. آمده بود دست
ي متوالي ها چرخهدر  insertنشان دهنده از دست رفتن 

آمده در  به دستانتخاب بود كه اين نتايج با نتايج 
 مونآزدر اينجا نيز نتيجه . مطالعه حاضر همخواني دارد

در گروه انتخاب با محصول خالص نشده با  PCRاليزا و 
هاي  بادي نشان دهنده عدم انتخاب آنتي Aپروتئين 

ي به صورتاختصاصي پس از سه چرخه انتخاب است، 
پس از سه چرخه انتخاب فاقد  ها كلونكه اكثريت 

insert  4و  3 تصوير شماره(بودند.(  
بادي در  از ديگر دلايل شكست انتخاب آنتي

هاي با ميل  بادي ي انتخاب، جدا نشدن آنتيها چرخه
ي ها روشژن خود با استفاده از  تياتصال بالا از آن

elution هاي با ميل اتصال بالا  بادي آنتي. معمول است
به ژن نياز  به دليل بالا بودن قدرت اتصال خود به آنتي

استفاده از . دارند elutionيير در شرايط تغ
triethylamine  12با=pH  دقيقه موجب  30به مدت

شود  يمها از اهداف خود  بادي جداسازي كارآمد آنتي
علاوه بر مشكلات ذكر شده، در مواردي كه . )6(

شود و مراحل  يمژن مورد نظر در سطح سلول بيان  آنتي
گيرد، آندوسيتوز  يمانتخاب بر روي سلول زنده صورت 

ژهاي متصل به سطح سلول موجب عدم موفقيت در فا
ي با ميل اتصال بالا نيز گزارش شده ها كلونانتخاب 

براي حل اين مشكل كوتاه كردن زمان . است
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بادي فاژ با سلول هدف يا  آنكوباسيون كتابخانه آنتي
گراد پيشنهاد  يسانتدرجه  4انجام آنكوباسيون در دماي 

  .)16(شده است 
-CCRبادي عليه  اي انتخاب آنتيدر يك مطالعه بر

موجب بهبود  pH=5/6با ، استفاده از محلول شستشو 5
. )17(شد  به دست آمدهي ها كلوناختصاصيت 

محلول  pHصورت مشابه در مطالعه ديگر اثر ميزان  به
بادي عليه  شستشو در دو گروه انتخاب آنتي

disialoganglioside GD2  در سطح سلول زنده مورد
به  (PBSاستفاده از محلول شستشو . بررسي قرار گرفت

براي انجام مراحل  pH=5/7با  Tween-20TPBS)همراه 
ي فاقد ها كلونشستشو موجب انتخاب و غالب شدن 

insert  ،اليزا و  آزموني كه در به صورتشدPCR  بسيار
اده يراختصاصي بودند؛ در صورتي كه استفغ ها كلوناز 

موجب كاهش قابل توجه  pH=5/7با  TPBSاز محلول 
يراختصاصي از سطح سلول غو  insertي فاقد ها كلون

در شرايط  insertي حاوي ها كلونميزان . شود يم
در صورتي كه با . درصد بود 73شستشو استاندارد 

در صد  12ين ميزان به شستشو امحلول  pH=5كاهش 
در اين  به دست آمدهيج اين نتايج نيز با نتا. )7(رسيد 

ي كه در صورت انجام به صورتمطالعه مطابقت دارد، 
صورت معمول و استاندارد بسياري از  مراحل انتخاب به

محلول  pHبا اين كاهش . هستند insertفاقد  ها كلون
ي فاقد ها كلونبراي حذف  حل راهيك  عنوان بهشستشو 

insert ايط بادي در شر زماني كه هدف جداسازي آنتي
 به نظرو فيزيولوژيك است، منطقي  nativeكاملاً 

موجب تغييرات در ساختار و  pHرسد، زيرا تغييرات  ينم
در نتيجه . هاي سطحي سلول خواهد شد ينپروتئعملكرد 

استفاده از روش به كار گرفته شده در اين مطالعه به دليل 
سازگاري كامل با شرايط طبيعي سلول امكان انتخاب 

فيزيولوژيك  كاملاًهاي مختلفي را در شرايط  بادي آنتي
از طرف ديگر اتصال فاژهاي حاوي قطعه . دهد يم

ي فاقد ها كلوننه تنها از ميزان  Aبادي به پروتئين  آنتي
insert  كاهد، بلكه از اين طريق  يمو پس زمينه
. شوند يمنيز انتخاب  )functional( ي عملكرديها كلون

نه تنها قابليت اتصال اختصاصي  ها كلونبه بيان ديگر اين 
ي عملكردي ها جنبهژن را دارند، بلكه از ديگر  به آنتي
  .)13 ،12(بادي نيز فعال هستند  آنتي

  

References 
1. Hoogenboom HR. Selecting and screening 

recombinant antibody libraries. Nat Biotech. 

2005;23(9):1105-1116. 

2. Sergeeva A, Kolonin MG, Molldrem JJ, 

Pasqualini R, Arap W. Display technologies: 

Application for the discovery of drug and 

gene delivery agents. Advanced Drug 

Delivery Reviews. 2006;58(15):1622-1654. 

3. Bradbury ARM, Sidhu S, Dubel S, 

McCafferty J. Beyond natural antibodies: 

the power of in vitro display technologies. 

Nat Biotechnol. 2011;29(3):245-254. 

4. Smothers JF, Henikoff S, Carter P. Affinity 

Selection from Biological Libraries. 

Science. 2002;298(5593):621-2. 

5. Thie H, Meyer T, Schirrmann T, Hust M, 

Dubel S. Phage display derived therapeutic 

antibodies. Curr Pharm Biotechnol. 

2008;9(6):439-446. 

6. de Bruin R, Spelt K, Mol J, Koes R, 

Quattrocchio F. Selection of high-affinity 

phage antibodies from phage display libraries. 

Nature Biotechnol. 1999;17(4):397-399. 

7. Tur MK, Huhn M, Sasse S, Engert A, Barth 

S. Selection of scFv phages on intact cells 



     
  و همكاران رضا ولدان    

  

 

 53       1393 دي،  120و چهارم ، شماره مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                                   دوره بيست           

 پژوهشي

under low pH conditions leads to a 

significant loss of insert-free phages. 

Biotechniques. 2001;30(2):404-408. 

8. Chasteen L, Ayriss J, Pavlik P, Bradbury 

AR. Eliminating helper phage from phage 

display. Nucleic Acids Res. 2006; 

34(21):e145. 

9. Lu J, Sloan SR. An alternating selection 

strategy for cloning phage display antibodies. J 

Immunol Methods. 1999; 228(1-2): 109-119. 

10. Krebber A, Bornhauser S, Burmester J, 

Honegger A, Willuda J, Bosshard HR, et al. 

Reliable cloning of functional antibody 

variable domains from hybridomas and 

spleen cell repertoires employing a 

reengineered phage display system. J 

Immunol Methods. 1997;201(1):35-55. 

11. Guo J, Catchmark JM, Mohamed MN, 

Benesi AJ, Tien M, Kao TH, et al. 

Identification and characterization of a 

cellulose binding heptapeptide revealed by 

phage display. Biomacromolecules. 

2013;14(6):1795-1805. 

12. de Wildt RM, Mundy CR, Gorick BD, 

Tomlinson IM. Antibody arrays for high-

throughput screening of antibody-antigen 

interactions. Nat Biotechnol. 

2000;18(9):989-994. 

13. Lee CM, Iorno N, Sierro F, Christ D. 

Selection of human antibody fragments by 

phage display. Nat protoc. 2007;2(11):3001-

3008. 

14. Hust M, Maiss E, Jacobsen HJ, Reinard T. 

The production of a genus-specific 

recombinant antibody (scFv) using a 

recombinant potyvirus protease. J Virol 

Methods. 2002;106(2):225-233. 

15. Hawlisch H, Muller M, Frank R, Bautsch W, 

Klos A, Kohl J. Site-specific anti-C3a 

receptor single-chain antibodies selected by 

differential panning on cellulose sheets. 

Anal Biochem. 2001;293(1):142-145. 

16. Eisenhardt SU, Schwarz M, Bassler N, Peter 

K. Subtractive single-chain antibody (scFv) 

phage-display: tailoring phage-display for 

high specificity against function-specific 

conformations of cell membrane molecules. 

Nat protoc. 2007;2(12):3063-3073. 

17. Osbourn JK, Earnshaw JC, Johnson KS, 

Parmentier M, TimmermansV, McCafferty 

J. Directed selection of MIP-1 alpha 

neutralizing CCR5 antibodies from a phage 

display human antibody library. Nat 

Biotechnol. 1998;16(8):778-781. 

 


