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Abstract 
 
Background: Meningococcal disease is an acute disease caused by the bacterium Neisseria meningitidis. 
The factor H binding protein (fHbp) virulence factor plays a vital role in the survival of the pathogen in the 
host. Single Chain Fragment Variable (scFv) antibodies are used for therapeutic and diagnostic applications. 
Utilizing computational study, Design, expression and affinity analysis of hybrid scFv for detecting the N. 
meningitidis were the main goals of this study.  
Materials and methods: In this study, by performing a series of computational analysis (Antibody and 
Antigen modeling and Antigen-Antibody Docking), a hybrid antibody designed. The designed antibody has a 
high affinity to the fHbp protein. The hybrid antibody’s nucleotide was synthesized in the expression vector 
pET28(+a). Afterward, the protein expression in BL21 bacteria was considered. Subsequently, the protein 
purification was completed using Ni-NTA resin. Finally, its affinity to fHbp protein was checked using ELISA.  
Results: VH1-VL2 form of hybrid antibody was selected with computational analysis. The SDS-PAGE and 
western blotting techniques were approved the expressed hybrid antibody. After purification of scFv and 
fHbp protein, in ELISA studies, the affinity of this scFv 7.6×10-9M was calculated. 
Conclusion: Based on the hybrid antibody’s proper affinity and utilizing antibody engineering and 
computational analysis, other forms of single-chain antibodies can be produced. These products can be used 
for therapeutic and diagnostic purposes, as the appropriate hybrid affinity of the scFv. 
Keywords: Hybrid single chain fragment antibody, Neisseria meningitidis, Factor H binding protein (fHbp), 
Cloning, Expression. 
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  دانشگاه آزاد اسلامی یشکپزعلوم جله م

  58تا  50صفحات ، 1402 بهار، 1، شماره 33 ورهد

  

   (scFv)بادي هیبرید به فرم تک زنجیرهارزیابی محاسباتی، طراحی و بیان آنتی

Single Chain Fragment Antibody  شناسایی پروتئین سطحی براي

Factor H binding Protein (fHbp) یسیتیدریا مننژتري نایساکب  

 6جلالیم ، اکر5ن محمدپور، محس4، مژگان بنده پور3، شهرزاد آهنگرزاده2فاطمه یاریان، 1مرجان خاجوي

 

 دانشجوي کارشناسی ارشد، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات، تهران، ایران1
  نشگاه علوم پزشکی فسا، فسا، ایراني نوین پزشکی، دااوریهادانشکده فن ،استادیار، گروه بیوتکنولوژي پزشکی2
 استادیار، مرکز تحقیقات بیماریهاي عفونی و گرمسیري، دانشگاه علوم پزشکی اصفهان، اصفهان، ایران3

  ستاد، مرکز تحقیقات بیولوژي سلولی و مولکولی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایرانا4 
 ، ایرانواحد فسا، فسا ،آزاد اسلامی، دانشگاه یوترمپکاو  سی برقمهندگروه 5
 ، ایرانهمدان، همدانمولکولی، دانشگاه علوم پزشکی  و پزشکی، مرکز تحقیقات اریستادا6

   کیدهچ

هاي تک بادينقش حیاتی در بقاي پاتوژن در میزبان دارد. آنتی H (fHbp)ي پروتئین متصل شونده به فاکتور ازارير بیمفاکتو :سابقه و هدف

ن و بررسی طراحی، بیاهاي محاسباتی، هدف از انجام این مطالعه، استفاده از روش. ارنددیصی ي درمانی و تشخکاربردها scFvزنجیره به فرم  

 . بود ،مننگوکوك اريبیم، عامل ی بادي تک زنجیره هیبریدي براي شناسایی باکتري نایسریامننژیتیدیسقدرت اتصال آنت

آنتی  آنتی بادي)،- آنتی ژنآنتی بادي و داکینگ زي آنتی ژن، سباتی (مدلساهاي محاسري ارزیابی در این تحقیق با انجام یک :روش بررسی

سنتز شد و پس از بیان در  (+)pET28aسازه ژنی آن در وکتور بیانی  طراحی شد. fHbpئین لا به پروتبادي هیبریدي با قدرت اتصال  با

   .با استفاده از روش الایزا بررسی شد fHbpروتئین آن با پ میل اتصال، Ni-NTAا استفاده از رزین و خالص سازي ب BL21باکتري 

و  SDS-PAGEبیان سازه طراحی شده با استفاده از  تی انتخاب شد.حاسباهاي میابیبا استفاده از ارز (VH1-VL2)فرم هیبریدي  ها:یافته

- scFv  M10این فرم هیبریدي  میل اتصالا، هاي الایز، در بررسیfHbpوسترن بلاتینگ تائید شد. پس از خالص سازي آنتی بادي و آنتی ژن 

  .محاسبه شد 6/7× 9

هاي روشبادي و هاي مهندسی آنتیدهد که با استفاده از روششان مینتی بادي نمناسب فرم هیبریدي آ میل اتصال :گیرينتیجه

  .دارندصی کاربرد انی و تشخیهاي تک زنجیره دست یافت که براي اهداف درميتوان به اشکال دیگري  از آنتی بادمی محاسباتی،

 .، کلونینگ و بیان پروتئینHشونده به فاکتور صل مت پروتئین، نایسریا مننژیتیدیس، باکتري آنتی بادي تک زنجیره هیبرید واژگان کلیدي:
  

  1مقدمه

 نوعی Neisseria meningitides)(باکتري نایسریا مننژیتیدیس 

مـاري  روهـی از بی پاتوژن مهم انسانی است کـه باعـث ایجـاد گ   

                                                
دانشگاه علوم  ،یپزشک نینو يهایدانشکده فناور ،یپزشک يوتکنولوژیگروه ب، فسا: نویسنده مسئول آدرس

 )       email: f.yarian@fums.ac.ir( انیاریفاطمه ، فسا یپزشک

ORCID ID: 0000-0002-6350-7162  

  18/4/1401: تاریخ دریافت مقاله

  24/7/1401: تاریخ پذیرش مقاله

شود. مننژیت باکتریایی هاي حاد به نام بیماري مننگوکوك می

حتی مـرگ را در چنـد    تب گذرا تاتظاهرات بالینی مختلفی از 

دهد. این عفونت در ساعت پس از شروع علائم بالینی نشان می

تر اسـت و عامـل آن، بـاکتري    کودکان خردسال و جوانان شایع

نازوفارنکس در افراد بیوم ي از میکرونایسریا مننژیتیدیس، عضو

تواند باعث ایجـاد بیمـاري در افـراد مسـتعد     سالم است که می

 .)1(شود 
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ــاکتري کوکســی گــرم منفــی اســت و بــر اســاس پلــی   ایــن ب

شود کـه  بندي می سروگروه طبقه 12ساکاریدهاي کپسولی به 

) عامـل بیمـاري   Y، و A ،B ،C ،W135 ،Xشش مورد از آنها (

  . این باکتري چنـدین )2( مننگوکوك در سراسر جهان هستند

لیپوالیگوساکارید، که به عنـوان  ایی دارد، مانند زفاکتور بیماري

کند، یک کپسـول پلـی سـاکارید کـه از     اندوتوکسین عمل می

، IgAکند، یک پروتئـاز بـراي تجزیـه    فاگوسیتوز جلوگیري می

و  Opaهاي مو مانند به نام پیلی، و پروتئین هاي سطحی زائده

Opc يهاي میزبان متصل مـی شـوند. ایـن بـاکتر    ولکه به سل 

ت که به بـاکتري  همچنین داراي یک لیپوپروتئین در سطح اس

. این پروتئین )4, 3(ها کمک می کند تا در میزبان زنده بمانند

fHbp پروتئین متصل شونده به فاکتور) H    نامیـده مـی شـود (

. د) در سرم خون  متصل می شـو hFHانسانی ( Hکه به فاکتور 

انسانی یک گلیکوپروتئین محلول در پلاسماي نرمال  Hفاکتور 

و تنظیم کننده کاهش فعالیت کمپلمان است. بنابراین فـاکتور  

fHbp   از باکتري در برابر حمله کمپلمان و ایمنی ذاتی میزبـان

این رو، این فاکتور به عنـوان یـک عامـل    محافظت می کند. از 

ننگوکوك در نظـر گرفتـه   مبیماریزاي بسیار مهم براي بیماري 

همچنین کاندید مناسبی براي طراحی واکسن  fHbpمی شود. 

هـاي  است، زیرا به طور گسـترده بـه عنـوان جزئـی از واکسـن     

 N. meningitidisبـاکتري   B طراحـی شـده علیـه سـروگروه    

استفاده شده است. ایـن پـروتئین بسـیار ایمونـوژن اسـت، بـه       

ورال و ترشـح آنتـی   م ـطوریکه باعث تحریک سیستم ایمنی هو

انـد  . بنابراین مطالعات نشان داده)5(گردد بادي بر علیه آن می

هاي بادي یک هدف مناسب براي تهیه آنتی fHbpکه پروتئین 

انسـانی   Hاز اتصال باکتري بـه فـاکتور   ضد باکتریایی است که 

 کنند.جلوگیري می

هاي ضد نایسریا مننژیتیدیس علاوه بر محافظـت در  آنتی بادي

یمونولوژیک آنهـا نیـز   برابر بیماري مننگوکوك، براي تشخیص ا

هـاي جدیـد، امکـان    شوند. از سوي دیگـر، فنـاوري  استفاده می

 ـتولید آنتی  هـایی بـا میـل ترکیبـی بـالا و فعالیـت ضـد        اديب

هـاي تـک   . آنتی بادي)7، 6( کنندمیکروبی بهینه را فراهم می

یـک   scFv  Single) (Chain Fragment Antibodyزنجیره اي 

کلاس از آنتی بادي هاي مهندسی شده هستند کـه از نـواحی   

  ) آنتی بادي هاVH) و سنگین (VLسبک ( ايمتغیر زنجیره ه

تشکیل شده اند کـه بـا اسـتفاده از یـک پیونـد دهنـده داراي       

-اسیدهاي آمینه تکراري گلیسین و سرین به هم متصـل شـده  

ها توانایی بالایی در خنثی کـردن عفونـت را   اند. این آنتی بادي

 ابـل توانند به عنوان یک جایگزین قاند و بنابراین مینشان داده

ي عفـونی باکتریـایی   هـا اعتماد براي درمان یا تشخیص بیماري

. در مطالعات قبلی ما، یک کتابخانه از آنتـی  )8( استفاده شوند

یـک ریبـوزوم   تکن تهیه شـد.  scFvبادیهاي تک زنجیره به فرم 

هاي تـک زنجیـره بـر علیـه     ادينتی بآسپلی براي شناسایی دی

اختصاصــی بــا میــل  scFvاســتفاده شــد و دو  fHbpپــروتئین 

 .)10, 9(اتصال بالا جدا شدند 

از مهندســی آنتــی بــادي و کمــک گــرفتن امــروزه اســتفاده از 

آنتــی بــادي، -ناي آنتــی ژس هــپلککمــ هاي محاســباتیروشــ

هاي سریع و ارزانی براي به دسـت آوردن سـاختارهایی   تکنیک

 .)12, 11( هستند که با روش هاي تجربی قابل مطالعه نیستند

هـا، تـوالی دو   بنابراین، در این مطالعه، با استفاده از این تکنیک

ــ ــرم هیبری ــدف ــی  VL1-VH2و VH1-VL2( دي جدی ) از آنت

هـاي  هاي تک زنجیره اولیه طراحی شـد. بـه کمـک روش   بادي

آنتـی بـادي، میـل    -محاسباتی، مدلسازي و داکینـگ آنتـی ژن  

بـا اسـتفاده از وب    fHbpاتصال این دو آنتی بادي بـا پـروتئین   

سرورهاي آنلاین مورد بررسی قرار گرفت. در نهایت سازه آنتـی  

اتصال آن به پـروتئین هـدف بـا    شد و میل  بادي مناسب سنتز

      .استفاده از روش الایزا مورد ارزیابی قرار گرفت

  

  مواد و روشها

 مواد مورد استفاده

و نوترین آگار (مرك)، تریس، متانول، اسـتون،  محیط نوترین براث 

ــین،      ــیلین، کانامایس ــی س ــان)، آمپ ــرك آلم ــین (م اوره، گلایس

Isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside (IPTG)   ،BSA 

ــیگما)،  ــن Anti-his Tag HRP )abcam(سـ  Ni-NTA)، رزیـ

کلریـد   ، 4PO2NaH(مـرك)،   X-100، تریتـون  20(کیاژن)، توئین 

(سـیتومتین ژن اصـفهان)،    TMBمیدازول (مرك)، کیت سدیم، ای

 SDS-PAGE )، گلیسرول (مرك)، کیـت Rocheکاغذ نیتروسلولز (

سـیگما)، برموفنـول بلـو،    ( DABن)، (شرکت سیتومتین ژن اصفها

  (سیگما). G250کوماسی بلو 

  مطالعه محاسباتی

بـه   IR.SBMU.RETECH.REC.1396.73این طرح با کد اخـلاق  

 fHbpاختصاصـی بـر علیـه پـروتئین      scFvدو  رسیده اسـت. ثبت 

)VL1-VH1  وVL2-VH2    با میل اتصال بالا از مطالعـه قبلـی مـا (

مطالعات ساختاري صورت گرفتـه  جداسازي شدند. با توجه به  )9(

ــن دو   ــرروي ای ــاختار    و scFvب ــا، دو س ــدي آنه ــوالی نوکلئوتی ت

) طراحی شـد. بـا توجـه بـه      VL1-VH2و VH1 -VL2هیبریدي (

ــ ــس ــواح    اختار خ ــود ن ــر وج ــا از نظ ــی بادیه ــر اص آنت ی متغی

)Complementarity-determining regions (CDRs    و حساسـیت

سازي مناسب این ساختارها، چنـدین وب سـایت بـراي    براي مدل
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که در این مطالعه، این دو سـاختار بـا    استاین منظور در دسترس 

ــی   ــایت تخصصـــــــــــ ــتفاده از ســـــــــــ اســـــــــــ
wsabdab/sabpred/abhttp://opig.stats.ox.ac.uk/webapps/ne(

)odybuilder )13( در ایـن سـایت، بـر اسـاس      .دسازي شـدن مدل

ترین مدل براي نواحی متغیـر آنتـی   ، نزدیکCDR graftingروش 

شود و در نهایـت مـدل آنتـی بـادي     بادي هدف، در نظر گرفته می

شـود. بـراي انجـام داکینـگ مولکـولی (بررسـی       مورد ساخته مـی 

ــی ژن  ــرهمکنش آنتـــ ــایت   - بـــ ــادي)، از ســـ ــی بـــ آنتـــ

https://cluspro.bu.edu/publications.php)( ــت ــداس , 14( فاده ش

هـاي  صورت تخصصـی بـراي انـواع بـرهمکنش    ه . این سایت ب)15

 گیرد که در این مطالعـه از مورد استفاده قرار میپروتئین - پروتئین

استفاده شده است. نتیجه حاصـل از ایـن    Antibody modeگزینه 

توسـط وب سـایت    اسـت کـه نیـاز اسـت     PDBوب سایت، فایـل  

 PDBهـاي دیگري مورد بررسـی قـرار گیـرد. پـس از آپلـود فایـل      

ــایت   ــولی در وب ســــــ ــگ مولکــــــ  PDBsumداکینــــــ

)https://www.ebi.ac.uk/pdbsum( ،ز جملــه، مختلفــی اایج نتــ

آنتـی بـادي و انـواع    - اسیدهاي آمینه درگیر در واکـنش آنتـی ژن  

بـه دسـت   آنتـی بـادي   - پیوندهاي موجود در برهمکنش آنتـی ژن 

ن دادنـد  دست آمده نشـا ه هاي ب. تجزیه و تحلیل داده)16(آید می

، از نظـر اتصـال و   VL2بـه   VH1قطعـه   که مدل اول یعنی اتصال

اسـت.   VL1-VH2تري نسبت به مـدل دوم  تعامل، ساختار مناسب

بنابراین، این مدل بـراي مطالعـه بیشـتر در شـرایط آزمایشـگاهی      

 انتخاب شد.

 fHbpبیان و خالص سازي آنتی بادي هیبرید و پروتئین   

ــی   ــی آنت ــازه ژن ــد (س ــادي هیبری ــه داراي VL2-VH1ب  720) ک

سـنتز شـد. پلاسـمید     (+) pET28aتور بیانی بود در وکنوکلئوتید 

ترانسـفورم شـد. پـس از     BL21 (DE3)مورد نظر در سلول بیانی  

ترانسفورماسیون، یک کلونی از باکتري حاوي پلاسمید مـورد نظـر   

میکروگـرم بـر میلـی لیتـر      50حـاوي   LBدرمحیط کشـت مـایع   

راد روي درجه سانتی گ ـ 37امایسین کشت داده شد و در دماي کان

سـاعت انکوبـه شـد تـا بـه       16دور در دقیقه به مـدت   160یکر ش

میلـی   1و  5/0برسد. سپس با اسـتفاده از دو غلظـت    6/0ورت کد

ــولار  ــا Isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside )IPTGم ) الق

هـا بـا اسـتفاده از    لولساعت انجام شد. س ـ 6بیان پروتئین به مدت 

دقیقه برداشت شـدند.   5دت قیقه به مدور در د 8000سانتریفیوژ 

ــز (  ــافر لی ــا ب ــه رســوب باکتریه ــریس،   50ب ــولار ت ــی م  ٪10میل

) اضافه شد و با استفاده از دسـتگاه  ,Triton-X100 %1/0گلیسرول، 

سونیکاتور لیز شدند. لیزات بدست امده براي بررسی بیان پـروتئین  

از  با اسـتفاده اري شدند. ذدرصد بارگ SDS-PAGE 12ژل بر روي 

پـروتئین هـدف مـورد بررسـی قـرار       وسترن بلاتینگ بیان تکنیک

 BL21ساعته، سـلول   4گرفت. طبق دستورالعمل، نمونه ي القایی 

میکروگرم پـروتئین خـالص سـازي شـده      30(به عنوان کنترل) و 

کاغـذ   درصـد، بـه   SDS-PAGE 12پس از بارگذاري بـر روي ژل  

(شـرکت   -Dry  Semiنیتروسلولز منتقل شدند. از دستگاه وسترن 

Biorad  ــا اســتفاده از ــروتئین، ب ) اســتفاده شــد. پــس از انتقــال پ

BSA3%   ساعت صورت گرفت. پـس از   2عمل بلاکینگ به مدت

ساعت در محلول آنتی بادي کنژوگه شـده بـا    2آن، کاغذ به مدت 

HRP وتئین وجـود داشـت، قـرار    بر علیه تگ هیستیدین که در پر

ب اکسیژنه براي عملکـرد  آ و DABراي گرفت. در نهایت از سوبست

استفاده شد که باندهاي مورد نظر بصـورت بانـد قهـوه     HRPآنزیم 

، TBSTاي بر روي کاغذ آشکار گردید. عمل شستشـو بـا محلـول    

 سه بار بعد از هر مرحله انجام شد.

) نوترکیب کـه داراي  scFvبراي استخراج و خالص سازي پروتئین (

فی میـل ترکیبـی و رزیـن    روماتوگرابرچسب هیستیدین است از ک

سـی سـی    100است، اسـتفاده شـد.    Ni-NTAاختصاصی آن که 

میلـی   20مـولار اوره،   6رسوب باکتري با استفاده از بافر لیز حاوي 

ــولار  ــولار  500و  4PO2NaHم ــی م ــار  NaCl ،8=pH( 10میل ب

)، بـر  12000دقیقـه بـا دور    20شد. پس از سـانتریفیوژ ( سونیکه 

ریخته شد. پـس از انجـام کرومـاتوگرافی،    اوي رزین روي ستون ح

دیانت ایمیدازول، بـا اسـتفاده   پس از چند بار شستشو با محلول گرا

میلـی مـولار، پـروتئین     500سی سی بافر حاوي ایمیـدازول   1از 

یوب جمع آوري شـد.  متصل شده به رزین، جداسازي و در میکروت

 PBSبافر یالیز در پروتئین خالص سازي شده با استفاده از کیسه د

سـاعت دیـالیز شـد. در انتهـا، بـراي بررسـی کیفیـت         3به مـدت  

ــروتئین خــالص ســازي شــده، از ژل   درصــد،  SDS-PAGE 12پ

بیــان و  scFvنیــز ماننــد پــروتئین  fHbpاســتفاده شــد. پــروتئین 

  .)17(خالص سازي شد 

بـا   fHbpپـروتئین  بریـد بـا   یه  scFv میل اتصـال بررسی 

  استفاده از الایزا

، با اسـتفاده  fHbpآنتی بادي هیبرید با پروتئین  میل اتصالبررسی 

از روش الایزا انجام گرفت. به طـور خلاصـه، کـف پلیـت الایـزا بـا       

میکروگـرم/   2و  fHbp )25/0 ،5/0 ،1 غلظتهاي مختلـف پـروتئین  

سـاعت در   16 و به مـدت لیتر در بافر بیکربنات) پوشانده شد میلی

، PBSTو بـا بـافر   دماي اتاق نگهداري شد. پس از سه بـار شستش ـ 

ساعت پوشانده شـد.   2، به مدت BSA%3تمامی چاهکها با محلول 

مراحل شستشو مجددا بعد از این مرحله تکـرار شـد. پـس از ایـن     

 fHbp ،100مرحله، براي هر غلظـت از چاهـک پوشـیده شـده بـا      

استخراج شده با غلظتهاي  scFvیدي ادي هیبرمیکرولیتر از آنتی ب

میکروگرم/میلی لیتـر) افـزوده شـد. مـدت     625/0، 25/1، 5/2، 5(

ساعت در نظر گرفته شد. پـس از شستشـو، از    5زمان انکوباسیون 
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، به تمـام  HRPآنتی بادي ثانویه بر علیه تگ هیستیدین کنژوگه با 

یم، تراي آنـز میکرولیتـر سوبس ـ  50چاهکها افـزوده شـد. در انتهـا،    

ه شـد و  هـا افـزود  ) به چاهـک TMBتترا متیل بنزیدین ( 3،3،5،5

4PO2NaH میکرولیتـر   50دقیقه براي توقف واکـنش،   20پس از 

2N    .به تمامی چاهکها افـزوده شـدOD      نمونـه هـا بـا اسـتفاده از

نـانومتر خـوانش شـد. از     450دستگاه الایزاریدر و در طـول مـوج   

ــراي محاســبه   ــر ب ــول زی ــروتئین ر د ffaK scFvفرم ــر پ  fHbpبراب

  .)9(استفاده شد 

Kaff = 1/2(2[Ab′]t - [Ab]t)  
n= [Ag]/[Ag′]  . 

  

  هایافته

 مطالعات محاسباتی

 scFvهاي هیبریدي به فرم ل کمپلکس آنتی بادياتصا

هاي محاسباتی توسط روش fHbp(دوفرم طراحی شده)  با 

ها با مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. نتایج این برهمکنش

ه است شدنشان داده  PDBsumاستفاده از وب سایت 

حاصل از داکینگ  PDBفایل  (a). در قسمت )1(شکل 

ي با استفاده از نرم افزار کایمرا مولکولی آنتی بادي هیبرید

بصورت شکل سه بعدي پروتئینی نمایش داده شده است. 

و  VL، و زنجیره fHbpهاي پروتئین در این شکل زنجیره

VH صورت رنگی مشخص شده است. پس از ه آنتی بادي ب

، برهمکنش PDBSumوسط وب سایت تخصصی سی تبرر

مورد بررسی قرار  scFvهاي مختلف هر دو فرم آمینهاسید 

-VL2)و  (1b) (VL2-VH1)  يهاولگرفتند که در جد

VH1) (1c) طور که در شکل  اند. همانمشخص شده

)، تعداد VL2-VH1مشخص شده است در فرمت هیبریدي (

یشتري یدروژنی بهاي نمکی و همچنین پیوندهاي هپل

مشاهده   آنتی ژن )، در تعامل باVL1-VH2نسبت به فرم (

شود. بنابراین این فرم هیبریدي براي مطالعات بعدي می

دیاگرام اتصال آنتی بادي نیز  (1d)در قسمت  انتخاب شد.

با آنتی ژن نشان داده شده  (VL2-VH1)هیبریدي فرم  

  . است

-VL2ي (بیان و خالص سازي آنتی بادي هیبرید

VH1:( 

نتایج بیان و خالص سازي آنتی بادي هیبریدي  2شکل 

)VL2-VH1 بر روي ژل ،(SDS-PAGE  و وسترن

بیان پروتئین  )(2aبلاتینگ را نشان می دهد. در قسمت 

scFv  ساعت پس از القا با  6و  4،2در زمانهايIPTG  را

  SDS-PAGE 12%نشان می دهد. نمونه ها بر روي ژل 

ودالتون بود. در کیل 27تئین مورد نظر ند.  پروبارگزاري شد

به عنوان نمونه کنترل و نمونه  BL21) سلول(2bقسمت 

ساعته در کنار نمونه خالص سازي شده بر روي ژل  4القایی 

PAGE 12%  اري شدند و در نهایت با استفاده از ذبارگ

 
تصویر سه بعدي داکینگ مولکولی آنتی بادي هیبریدي با  (a)، شکل fHbpداکینگ مولکولی دو فرم آنتی بادي هیبریدي با پروتئین  .1شکل 

نتایج برهمکنش اسیدهاي  (c)شکل  fHbpبا آنتی ژن  (VL2-VH1)نتایج برهمکنش اسیدهاي آمینه فرم هیبریدي  (b). شکل fHbpپروتئین 

 با آنتی ژن (VL2-VH1)دیاگرام اتصال آنتی بادي هیبریدي فرم   (d)شکل  fHbpبا آنتی ژن  (VL2-VH1)آمینه فرم هیبریدي 
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علیه تگ هیستیدینی   وسترن بلاتینگ توسط آنتی بادي

خالص   scFv (2c). در شکل تائید شد HRPکنژوگه با 

وماتوگرافی میل ترکیبی سازي شده با استفاده از ستون کر

   مشخص شده است.  Ni-NTAو رزین 

  

خالص شده توسط  scFvسنجش اتصال آنتی بادي 

ELISA: 

صورت ه ژن در چاهک ببادي متصل به آنتیمقدار آنتی

بادي منحنی سیگموئیدي جذب نوري در مقابل غلظت آنتی

- شود. غلظت آنتیه شده به هر چاهک نمایش داده میاضاف

هاي خاصی از مقدار جذب ماکزیمم در غلظت %50بادي در 

 ي میل اتصال تعیین شد. ژن براي محاسبهآنتی

- ي از ثابت میل اتصال برهمکنش آنتی) برآورد1ي (معادله

بادي کل ژن است، که تنها بر اساس غلظت آنتیآنتی - بادي

 ([′Ag])ژن است که یکی  قدار آنتیدو م براي OD- 50 در

) فرمول کلی براي 2ي (است. رابطه ([Ag])نصف دیگري 

  ژن استفاده شوند.وقتی است که غلظتهاي مختلف آنتی

Kaff = 1/2(2[Ab′]t - [Ab]t)     
          )1(  

Kaff = (n-1)/2(n [Ab′]t - [Ab]t)              (2) 

  است. n= [Ag]/[Ag′]که 

 

 ن آنتی بادي هیبرید بر روي ژلبیا (a)و وسترن بلاتینگ. شکل  SDS-PAGE12%بررسی بیان آنتی بادي هیبرید با استفاده از ژل  .2شکل 

ساعت پس از اضافه  6و  4،2 ، القا در زمانهاي صفر،BL21به ترتیب: سلول کنترل  4-1، شماره هاي IPTGمیلی مولار از القاگر  1با غلظت 

لیه تگ هیستیدینی آنتی وسترن  بلاتینگ با آنتی بادي بر ع (b)کیلودالتون است. شکل  27نمودن القاگر. وزن مولکولی پروتئین آنتی بادي 

 4تی بادي در زمان )، پروتئین خالص سازي شده، بیان آنBL21به ترتیب کنترل (سلول  3- 1. مارکر وزن مولکولی، چاهکهاي Mیبرید، بادي ه

الص ، آنتی بادي هیبرید خ1. مارکر وزن مولکولی، چاهک M براي بررسی آنتی بادي خالص سازي شده. SDS-PAGEژل   (c)ساعت. شکل 

  کیلودالتون است. 27. وزن مولکولی پروتئین Ni-NTAتون کروماتوگرافی سازي شده با استفاده از س

  

 

. با استفاده از تکنیک الایزا، غلظتهاي مختلف از آنتی بادي هیبرید با غلظتهاي fHbpآنتی بادي هیبرید با پروتئین  میل اتصالدیاگرام  - 3شکل 

با استفاده از فرمول، ثابت اتصال آنتی بادي با آنتی نانومتر،  450انش جذب در طول موج با هم قرار گرفتند و پس از خومختلف از آنتی ژن در مواجهه 

  .ژن محاسبه گردید
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از روي نمودار ترسیم شده،  OD-  50بادي درنتیت آغلظ

با  affKدست آمد. مقدار ه ژن باز آنتی براي سه غلظت

 1و  5/0هاي محاسبه شد (غلظت 1ي استفاده از رابطه

نیز با هم در نظر گرفته  2و  1هاي ژن با هم و غلظتآنتی

سباتی شدند). ثابت میل اتصال نهایی بصورت میانگین محا

ثابت میل اتصال آنتی براساس این محاسبات،  تعیین شد.

دست ه ب VH1)-(VL2 M10-9 ×6/7بادي هیبرید فرم 

  ).3(شکل  آمد

  

  بحث

هاي مواد سریع و شناسایی پاتوژنها به ویژه در نمونهتشخیص 

غذایی با مدت نگهداري کوتاه و همچنین فراهم نمودن عامل 

کشنده، ضد میکروبی مناسب براي درمان عفونتهاي بالقوه 

بسیار حائز اهمیت هستند. در برخی از موارد ممکن است 

ین پاتوژن بدخیم به تعداد کم در نمونه موجود باشد که در ا

هاي تشخیصی مناسب با حساسیت صورت فراهم نمودن روش

 .)18(و ویژگی بالا،  ضرورت مطلق است 

هاي ترین پاتوژنیکی از مهم Neisseria meningitides يباکتر

شود. شناسایی این باکتري در مراحل اولیه انسانی محسوب می

است. موفقیت  نظر درمانی بسیار حائز اهمیتزایی از بیماري

با  -1در تشخیص عامل مننژیت از چند نظر حائز اهمیت است:

ی، تشخیص هاي آنتی  بیوتیکتوجه به سیر صعودي مقاومت

قطعی ویروسی یا باکتریال بودن عفونت ایجاد شده، کمک 

شایانی به پزشکان در تجویز مناسب آنتی  بیوتیک و دوز 

هاي پراکندگی سویه - 2 .کردمصرفی خواهد 

یسریامننژیتیدیس مولد بیماري در کشور و منطقه متفاوت نا

موفقیت در تولید روش تشخیصی، توجه به ویژگی و  -3است. 

صاصیت آن برعلیه سویه خاصی که درآن منطقه یا کشور اخت

بیماریزایی ایجاد نموده  است، می تواند در مطالعات تهیه 

هاي وز بیماري توسط سویه یا سویهواکسن و پیشگیري از بر

هاي بادي. آنتی)19, 3(مولد بیماري، مورد استفاده قرارگیرد 

نوکلونال به خاطر اختصاصیت بالا، سمیت پائین، تنوع و م

وان ابزاري قدرتمند، براي داشتن طیفی از تأثیرات به عن

. )7, 6( گیرندمی ها مورد استفاده قرارتشخیص انواع بیماري

هاي نوترکیب ایجاد باديهاي اخیر اشکالی از آنتیدر سال

. این انواع شامل قطعات هستند Fcاند که فاقد دومین گردیده

دهنده وسیله یک اتصالکه به هستنداي ناحیه متغیر رشتهتک

اند. این اشکال در دهانعطاف به هم متصل شآمینواسیدي قابل

سازي مواردي نظیر کاربردهاي تشخیصی، تحویل دارو و خنثی

 ولوژیکی مربوط به دومینروند که اعمال بیکار میه ها بویروس

Fc با )8(است ژن موردنظر مدنظر نبوده و فقط اتصال به آنتی .

هاي مختلف نتی باديآ VLو  VHهاي مختلف اتصال زنجیره

ه نام اشکال هیبریدي را ها بscFv توان اشکال دیگري ازمی

از  VHهاي هیبرید، زنجیره  . در این آنتی باديکردطراحی 

 scFvاز  VLبا استفاده از یک لینکر به زنجیره  scFvیک 

  شود.صل میدیگري مت

 fHbpاختصاصی بر علیه پروتئین   scFvدر مطالعه قبلی دو 

که تمایل  )9(باکتري نایسریا مننژیتیدیس جداسازي شده بود 

داشتند، با توجه به اهمیت آنتی  fHbpژن  مناسبی به آنتی

هاي جداسازي شده و اهداف مورد نظر در تهیه کیت بادي

صورت  scFvنیز براي هر دو  حاسباتیمهاي ارزیابیتشخیصی، 

با استفاده از  شهمکاران و . در همین راستا، یاریان)10(گرفت 

باکتري  fHbpاز آنتی بادي بر علیه  VH، به قطعه هاروشاین 

نایسریا مننژیتیدیس دست یافتند که این نتایج با استفاده از 

پاینده و   .)11(ایشگاهی نیز تائید شد هاي آزمروش

-بر روي بهبود آنتی بادي مشابه،طی چند مطالعه  شهمکاران

در این تحقیق . )20(هاي مونوکلونال مطالعاتی را انجام دادند 

هاي جداسازي شده طراحی گردید  scFvبادي از دو مدل آنتی

)VH1-VL2 وVL1-VH2  و در شرایط (insilico  برهمکنش

ررسی قرارگرفتند. پس از هاي هیبرید مورد باین آنتی بادي

که بر روي هر دو مدل از آنتی بادي  هاي محاسباتیبررسی

هیبرید صورت گرفت و با توجه به اینکه هرچه پیوندهاي 

- ري در کمپلکس آنتی ژنهاي نمکی بیشتهیدروژنی و پل

تی ژن آنتی بادي به آن میل اتصالآنتی بادي مشاهده شود، 

نسبت به  (VL2-VH1) ي بیشتر خواهد بود، در فرم هیبرید

هاي نمکی ، پیوندهاي هیدروژنی و پل(VL2-VH1)فرم 

هاي بیشتر بیشتري وجود داشت، بنابراین این فرم براي بررسی

آنتی بادي  میل اتصال .در شرایط آزمایشگاهی انتخاب شد

ک آنتی بدست آمد که عدد بالایی براي ی M10 -9 ×6/7هیبرید 

یگر، این آنتی بادي هیبرید شود. از سوي دبادي محسوب می

متفاوت طراحی شده است که  scFvاز اتصال دو زنجیره از دو 

   scFv1در مطالعات قبلی ثابت اتصال براي هر یک از آنها، 

M10 -9 ×5/8  وscFv2  M 10 -9 ×7  میل بوده است. هر چند

شتر از فرم هیبریدي ها بیscFvبراي فرم اصلی یکی از  اتصال

هاي روشالعه نشان داد که با استفاده از است، اما این مط

توان اشکال متنوعی از و مهندسی آنتی بادي می محاسباتی

تواند . از سوي دیگر گام بعدي میکردآنتی بادیها را طراحی 

از  (VH,VL)هاي هدفمند در یک یا هر دو قطعه هشایجاد ج

 هاي اولیه باشد که به اینscFvیک از آنتی بادي هیبرید یا هر 
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دست ه هاي با قدرت اتصال بالاتري نیز بتوان فرمطریق می

هاي آورد. از آنجایی که هر دو استراتژي، ایجاد مولکول

روي هاي هدفمند بر هیبریدي (یا دو گونه اي) و ایجاد جهش

توان به عنوان ها را میscFvامکان پذیر است،  scFvقطعات 

هاي در آنتی ژن نی با پتانسیل بالا به ویژه برايعوامل درما

میل . تلاش ما در این مطالعه افزایش کردحال ظهور استفاده 

هایی بود که قبلاً جداسازي شده scFvو بهبود کارایی  اتصال

هاي توان به مولکولتر، میلوببودند. از این رو با تغییرات مط

هاي این آنتی باديتري در مطالعات آینده دست یافت. از قوي

توان در تهیه بیوسنسور و یا بر تشخیص، مینوترکیب علاوه 

طراحی ستون براي جداسازي باکتري مننژیت مننگوکوکی نیز 

   .کرداستفاده 

  

  تقدیر و تشکر

لی و مولکـولی دانشـگاه   با تشکر از مرکز تحقیقات بیولوژي سلو

علوم پزشکی شهید بهشتی که امکانات خود را براي انجام ایـن  

  .ادندحقیق در اختیار ما قرار دت
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