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  بيولوژيكي آن فعاليتو بررسي در باكتري  CTLA4 حاويسازه نوتركيب  بيان
  2پناهييونس  و 3، راحله حبيبيان3، جعفر اماني1، زهرا نورمحمدي*2، جعفر سليميان1حسين مهدي زاده

 شناسي تهران، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم و تحقيقات تهران، گروه زيست، ايران 1

  مركز تحقيقات آسيب هاي شيميايي، ها پژوهشكده سيستم بيولوژي مسمويت ،)عج(نشگاه علوم پزشكي بقية االله داايران، تهران،  2
  مركز تحقيقات بيولوژي مولكولي، ها پژوهشكده سيستم بيولوژي مسمويت ،)عج(دانشگاه علوم پزشكي بقية االله ايران، تهران،  3

 11/07/1401 :تاريخ پذيرش  30/11/1400 :تاريخ دريافت

  چكيده

CTLA4 ه مهاري لنفوسيت هاي گيرندT سازه كايمر متشكل از دمين خارج سلولي . مي باشدCTLA4  و بخشFC  از آنتي بادي
IgG1  انساني  با اتصال به ليگاندهايCD80  )B7-1 ( وCD86  )B7-2 ( بر روي سلول هاي عرضه كننده آنتي ژنAPC) ( مانع

اين سازه به نام داروي آباتاسپت جهت درمان . پاسخ ايمني مي شود و مهار Tو در نتيجه مانع فعال شدن لنفوسيت  CD28اتصال 
و به كمك  گرديدطراحي    CTLA4-FCدر اين تحقيق، سازه كايمر .مجوز گرفت 2005بيماري آرتريت روماتوئيد، در سال 

 E.coli BL21DE3 ريو در باكتكلون  pET-28aدر پلاسميد شده ژن سنتز  .بررسي شدهاي آن  گيژابزارهاي بيوانفورماتيك وي
براي بررسي . شد انجامروش فلوسايتومتري  باو بررسي تمايل اتصال شد پروتئين نوتركيب بيان و تخليص . ترانسفورم شد

-CTLA4ويژگي هاي بيوانفورماتيك. استفاده شد) MLR(ين نوتركيب از روش كشت لنفوسيتي مختلط ئفعاليت بيولوژيك پروت

FC  پروتئين نوتركيب در باكتري با . حي شده جهت بيان در سلول پروكاريوت مناسب مي باشدنشان داد كه ساختار طرا
نتايج فلوسايتومتري رابطه مستقيم بين . نتايج وسترن بلاتينگ و الايزا صحت پروتئين را تاييد كرد. بيان شد mg/L 10غلظت

تاييد   Tيم بين غلظت پروتئين و مهار لنفوسيت هاي هم رابطه مستق MLRدر تست . را نشان داد MFIغلظت پروتئين ها و ميزان 
متصل شد و توانست   CD86و CD80توليد شده در سلول باكتريايي بخوبي به گيرنده هاي  CTLA4-FC پروتئين نوتركيب .شد

   .بنابراين مي تواند كانديداي خوبي براي توليد دارو باشد. را مهار نمايد T سلول هاي

   CTLA4-FCآباتاسپت، فلوسايتومتري،فورماتيك، بيوان: كليدي واژه هاي

  jafar.salimian@bmsu.ac.ir :پست الكترونيكي،   02176294339  : نويسنده مسئول، تلفن* 

  قدمهم
يكي از ليگاندهاي كمك تحريكي كه بر روي سلول هاي 

T بيان مي شود، CD28 به گيرنده هاي  كه استCD80 
)B7-1 ( وCD86  )B7-2 ( بر رويAPC  ها متصل مي

د و باعث تحريك تكثير سلولي و ترشح سايتوكاين ها شو
برخي گيرنده هاي اعضاء خانواده  .مي شود Tتوسط سلول 

CD28  نقش مهاركنندگي دارند و باعث مهار سلولT  فعال
كه  مي باشد CTLA4شده مي شوند يكي از اين گيرنده ها 

-CD80 )B7فعال شده بيان مي شود و به  Tبر روي سلول 

ها متصل شده و باعث  APCبر روي ) B7-2(  CD86و ) 1
به  CTLA4ميل پيوندي  .مي شود Tسلول  مهار تكثير

CD80  )B7-1 ( وCD86  )B7-2 (10  برابر بيشتر از  15تا
CD28  12و  8. (است.( CTLA4-FC  كايمريك پروتئين 

و  CTLA4دمين خارج سلولي رسپتور محلول است كه از 
ساني تشكيل شده است و ان Gاز ايمنوگلوبين  FCبخش 

بعنوان يك داروي مهار كننده ايمني مورد استفاده قرار مي 
اين دارو بعنوان مهار كننده رقابتي در مسير  .گيرد
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CD28/B7 (CD80,CD86) به اين ترتيب كه . عمل مي كند
CTLA4 كه بر روي سلول هاي T   برخلاف بيان مي شوند
 CD28   گيرنده هاي با اتصال رقابتي بهCD80   وCD86  

مهار باعث عرضه كننده  آنتي ژن بر روي سلول هاي 
امروزه  با نام آباتاسپت اين دارو. مي شوند Tلنفوسيتهاي 

آرتريت روماتوئيد و برخي بيماري هاي بيماري در درمان 
با  ).13و  8( ايمن ديگر مورد استفاده قرارمي گيرد خود

الي در دمين اتص )L104Eو  A29Y( ايجاد دو جهش
CTLA4 بيشتر ) افينيتي ( تمايل اتصال  با داروي موثرتري

بنام بلاتاسپت توليد شد كه براي جلوگيري از رد پيوند 
مي آلوگرافت در بيماران پيوند كليوي مورد استفاده قرار 

جهش هاي ايجاد شده در دمين اتصالي باعث . گيرد
توسط   CTLA4-FC.)24( گرديدتمايل اتصال افزايش 
 .تلف بيان شده استمختلف در ميزبان هاي مخ محققان

فيوژن پروتئين  2006و همكاران در سال لي  بعنوان مثال
CTLA4-Ig  را در گياه برنج كلون و بيان كردند و ويژگي

ها و فعاليت پروتئين توليد شده را در محيط برون تني 
مورد بررسي قرار دادند و نشان دادند كه پروتئين توليد 

عاليت بيولوژيكي مي باشد و قادر است تكثير شده داراي ف
زنگ و همكاران در سال ). 12( را مهار نمايد Tسلول 
را در  CTLA4-Ig، پلاسميدهاي خطي حاوي ژن 2007

تخليص نشان  پس از بيان كردند و كلون و CHOسلول 
بيان  ).29( دادند كه پروتئين توليدي فعاليت بيولوژيك دارد

كاريوتي نسبت به ميزبان يوكاريوتي پروتئين در ميزبان پرو
سادگي مزاياي زيادي از جمله ارزان بودن، بازدهي بالا و 

در اين تحقيق  ).30و  11( فرايند توليد و تخليص دارد
پس از بررسي هاي بيوانفورماتيك در  CTLA4-Ig پروتئين 
بيان و فعاليت بيولوژيكي آن  E.coli BL21DE3سلول 
  .شدبررسي 

  مواد و روشها
مورد  ساختارطراحي  جهت: بررسي هاي بيوانفورماتيك

به  CTLA4دمين خارج سلولي  يانتهاي كربوكسيل ،نظر

. انساني متصل شد IgG1آنتي بادي  FC ي،انتهاي آمين
با استفاده از برخي از خواص فيزيكوشيميايي پروتئين 

 پروت پرام  به آدرس افزار آنلاين نرم
http://expasy.org/tools/protparam.html  مورد بررسي

ارزيابي ساختمان دوم پروتئين نوتركيب  .)17( گرفت قرار 
به آدرس الكترونيكي   4به كمك نرم افزار گور 

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/secpred_gor4.pl 
بيني ساختار سه بعدي  براي پيش). 20( صورت گرفت

تاسر به آدرس - آيافزار  پروتئين، از نرم
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER 

ارائه  PDBجهت تصويرسازي فايل  و). 30( استفاده گرديد
 .استفاده شد 7/1 استوديو افزار تاسر ، از نرم- شده توسط آي

 افزار با نرم ژني، هاي  مربوط به سازه mRNAساختار دوم 
 /http://mfold.rna.albany.eduدر  ام فولد  تحت وب

اندركنش نحوه  يا داكينگ). 16و  32( بيني شد پيش
با استفاده از سرور زد  CD86و   CD80تئين با ليگاند پرو
 .)19( انجام شد  (/http://zdock.umassmed.edu) داك

پروتئين هاي نوتركيب به وسيله ) تمايل اتصال ( افينيتي 
-PPA-Pred (http://www.iitm.ac.in/bioinfo/PPAسرور

Pred/)  آنتي ژنيسيتي پروتئين هاي  ).15و27( بررسي شد
-http://www.ddg) واكسي ژنيب با سرور نوترك

pharmfac.net/vaxijen/scripts/VaxiJen_scripts/VaxiJe

n3.pl)  28و 4،9( بررسي گرديد (.  

توالي : كلونينگ و ترانسفورماسيون پلاسميد نوتركيب
كانادا   Biomatikبهينه سازي شده جهت سنتز به شركت

ژن مورد  ،پس از طراحي و سفارش پرايمر .ارسال گرديد
 pET-28a همچنين پلاسميد. تكثير شد PCRنظر با روش 
و پلاسميد با استفاده از  PCRسپس محصول . استخراج شد

. هضم شد XhoIو   HindIIIهاي محدود كننده آنزيم
واكنش الحاق بين قطعه ژن و پلاسميد برش خورده با 

انجام شد و ژن مورد نظر  T4 DNAآنزيم ليگاز استفاده از
تاييد كلونينگ با استفاده . كلون شد pET-28aسميد در پلا

 .، هضم آنزيمي و تعيين سكانس انجام شدPCRاز واكنش 
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پلاسميد نوتركيب با استفاده از روش شوك حرارتي در 
   .ترانسفورم شد E.coli BL21DE3 مستعد باكتري

پس از تاييد كلونينگ بمنظور : بيان پروتئين نوتركيب
بررسي بر روي چند  pET-28aسميد بررسي بيان ژن در پلا

باكتري مورد  .كلوني حاوي پلاسميد نوتركيب انجام گرفت
بمدت  )μg/ml50( كانامايسين حاوي نظر در محيط كشت

 rpm150درجه سانتيگراد و سرعت  37دماي  يك شب در
ميكروليتر از هر كشت  50مقدار سپس . كشت داده شدند
 μg/ml50داراي  LBط محي ليتر يليم 5به به طور جداگانه 

كدورت پس از رسيدن  .شدند انكوبهاضافه و  كانامايسين
با  IPTG ،  7/0نانومتر به  600در طول موج  رشد باكتري

و  شده  در شرايط استريل اضافه mM 1غلظت نهايي  
و سرعت  گراد يدرجه سانت 37 ساعت در دماي 6بمدت 

rpm150  وله ل يك .شدند نگهداريدر شيكر انكوباتور
طبق شرايط فوق تهيه  IPTGنيز بدون افزودن شاهد 
از هر  ليتر يليم 5/1پس از اتمام زمان فوق مقدار  .گرديد

ب كشت تست و شاهد درون ميكروتيو يها كدام از لوله
ريخته شد و به كمك سانتريفوژ در  ليتري يليم 5/1هاي 

 .ها جمع شدند دقيقه سلول 5بمدت   rpm5000سرعت 
مولار  8ميكروليتر اوره  60را با ع شده جم يها سلول

پس از و  مخلوط x5/2 رقت با بافر نمونهبا  شكسته شد و
-SDS( اكريل آميد پلي  ژل روي دقيقه 5جوشانيدن بمدت 

PAGE( 12  شد الكتروفورزدرصد.  

پروتئين  براي تخليص: تخليص پروتئين نوتركيب
 Ni-NTA محلول حاوي پروتئين روي ستونابتدا نوتركيب 

ستون سپس . آوري شد اضافه گرديد و مايع خروجي جمع
بافر  ، mM20بافر فروشويي حاوي ايميدازول بترتيب با 

 MESو بافر  mM250فروشويي حاوي ايميدازول 
)mM20 (آوري شد داده شد و خروجي آن جمع شستشو .

 5اه مرهاي ستون به از خروجي ميكروليتر 20مقدار 
دقيقه قراردادن در آب  5ز بافر نمونه پس اميكروليتر 

الكتروفورز شد تا  SDS-PAGE 12٪جوش روي ژل 

 C˚-20ها در  بقيه محلول. نتيجه تخليص بررسي شود
پس از تخليص پروتئين بمنظور حذف  .اري شدهدنگ

و سپس با استفاده از روش  شده  دياليز انجام ،ايميدازول
ت در نهاي. يين غلظت شدنظر تعبرادفورد پروتئين مورد 

گراد  يسانتدرجه  -70 نظر درپروتئين تخليص شده مورد 
  .نگهداري شد

جهت  :شده يانبمنظور تأييد پروتئين ب وسترن بلاتينگ
 HRPبا كانجوگه  Anti- FC بادي يانجام اين تكنيك از آنت

بعد از بيان و  يها يكي از نمونه .استفاده شد زيربصورت 
و نتخاب شدند مربوط به آن ا) بدون القاء(نمونه شاهد 

 .درصد الكتروفورز شدند SDS-PAGE 12روي ژل بر
به ابعاد ژل بريده و روي ژل قرار داده شد  كاغذ نتيروسلولز
 بلاتينگ و داده شد راردر داخل تانك ق سپس ساندويچ

پس از بلاتينگ  .انجام شد 75دقيقه با ولتاژ  45بمدت 
 كينگبلا ساعت، در داخل بافر 12كاغذ نيتروسلولز بمدت 

آنتي بادي  .شستشو داده شد PBSTبا بافر سپس  شناور شد
Anti- FC روي كاغذ نيتروسلولز ريخته شد و بمدت  بر

سپس  .ساعت در دماي اتاق روي شيكر قرار داده شد يك
دقيقه شستشو داده  15و هر بار بمدت  PBSTبا سه بار 

روي كاغذهاي نيتروسلولز ريخته شد و  DABمحلول  .شد
  ).4( هور باندها با آب مقطر واكنش مهار شدپس از ظ

با توجه :  بوسيله تست الايزا تاييد پروتئين هاي نوتركيب
آنتي بادي  FCبه اينكه پروتئين هاي نوتركيب حاوي بخش 

تأييد پروتئين هاي نوتركيب سنجش  بمنظورمي باشند لذا 
 غلظت هاي مختلفابتدا  .شداستفاده الايزا غير مستقيم 

بافر پوشش  ميكروليتر 100 در) ميكروگرم 3/0- 5( پروتئين
، مولار 05/0 كربنات سديم، يب-بافر كربنات(دهنده 

6/9=pH (در  .ميكروپليت ريخته شد هاي در چاهك
سپس . چاهك كنترل تنها بافر پوشش دهنده اضافه شد

گراد  درجه سانتي 4ميكروپليت بمدت يك شب در دماي 
 PBSTتخليه، با بافر  ها پس ازچاهك. داري گرديدهنگ
چندين مرتبه شستشو ) 20 درصد توئين 05/0با  PBSبافر (

 100با سپس چاهك ها . داده شده و خشك شدند
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شيرخشك حاوي  PBST ( ميكروليتر از بافر بلاكينگ
-درجه سانتي 37ساعت در  و قرار دادن بمدت يك )05/0

 IgGآنتي بادي  آنتي در مرحله بعد،. شدند تثبيتگراد 
تهيه و  PBSTدر  4/1با رقت  HRP ونژوگه شده با آنزيمك

 37 دقيقه در دماي 30و بمدت  درون هر چاهك ريخته شد
 يسوبستراميكروليتر  50 .گراد انكوبه شددرجه سانتي

TMB  به هر چاهك اضافه و ميكروپليت به محل تاريك
پس از تغيير رنگ محلول . منتقل شد تا واكنش انجام گيرد

 )N1 اسيد كلريدريك (محلول بازدارنده كنش با ، واآبيبه 
نانومتر  450 طول موج جذب در در نهايت. متوقف گرديد

  .خوانده شد

جهت مقايسه ساختار دوم : Circular Dichroismانجام 
پروتئين هاي نوتركيب با ساختار دوم پيش بيني شده 
توسط نرم افزارهاي بيوانفورماتيك بررسي ساختار دوم يا 

CD  استفاده از دستگاه اسپكتروپلاريمترباJASCO J-810  
درجه  25 نانومتر و دماي 180-240با طيف اندازه گيري 

غلظت نمونه پروتئين مورد استفاده . انجام شد گراد سانتي
بود و از محلول شستشويي كه پروتئين   g/mlμ200برابر با 

  .استفاده شد در آن حل شده بود بعنوان نمونه بلانك

تمايل اتصال پروتئين هاي نوتركيب با استفاده از بررسي 
جهت مقايسه تمايل اتصال پروتئين : تكنيك فلوسايتومتري

 CD152نوتركيب با پروتئين استاندارد، پروتئين استاندارد

[CTLA-4] (human):Fc (human)   از شركت آديپوژن
خريداري ) CHI-HF-210A4-C500:شماره كاتالوگ(

به  و پروتئين استاندارد نوتركيب نپروتئياتصال  .گرديد
با روش  راجي بر سطح سلولهاي  B7 گيرنده سلولي

-HEKاز سلولهاي . فلوسيتومتري مورد ارزيابي قرار گرفت

 منفي بيان نمي كنند بعنوان كنترل راB7 كه گيرنده  293

 و  Rajiسلولهاي از سلول  1×105ابتدا . استفاده گرديد
HEK-293  شده و با  ريخته نههاي جداگا لولهدرPBS 

 ميكروليتر 100بلاكينگ با  .سرد دو بار شستشو انجام شد
PBS درصد 2 حاوي FBS  دقيقه دردماي 45بمدت C ˚4 

 .سرد انجام شد PBS دو بار شستشو با سپس .انجام شد
 Rajiبر روي سلولهاي  CD80جهت بررسي بيان رسپتور 

 5 نميزاب PE Mouse Anti-Human CD80  آنتي بادي
دقيقه  45بمدت  و هر ميكروتيوپ اضافه شدبه  ميكروليتر
سرد  PBS شستشو با از سپ .انكوبه شد C ˚4دردماي 

انجام  BD Facs Calibur فلوسيتومتري خوانش با دستگاه
. بعنوان كنترل منفي استفاده شد HEK-293از سلول  .شد

 Rajiهمچنين براي تنظيم ولتاژ دستگاه ابتدا سلول هاي 
 در مرحله بعد .استفاده شد) آنتي بادي كانژوگه(رنگ  بدون
،  ml/gμ10 هاي با غلظت بترتيب نوتركيب ينئپروت
ml/gμ 1 ،ml/gμ 1/0 وml/gμ 01/0  اضافه شدبه لوله ها 

آنتي  سپس .انكوبه شد C ˚4 دقيقه دردماي 45بمدت  و
 2 ميزانب  Monoclonal Anti-Human IgG1-FITCبادي

دقيقه  45بمدت  ل ها اضافه شد وبه سلو ميكروليتر
خوانش با دستگاه  در نهايت. انكوبه شد C ˚4دردماي 

بدون رنگ براي  Rajiابتدا سلول . انجام شد فلوسيتومتري
تنظيم ولتاژ دستگاه و سپس نمونه هاي تست خوانش 

آناليز داده هاي بدست آمده با استفاده از  در نهايت .گرديد
  .جام شدان Flowjo 7.6.1نرم افزار 

: توسط پروتئين نوتركيب Tبررسي ميزان مهار لنفوسيت 
 CtxB (B subunit ofبا آنتي ژن  BALB/cابتدا موش 

Chlora toxin) طحال موش جدا و سلول  ايمن شد سپس
طحال در سلول  50000تعداد . جداسازي شد هاي طحالي

خانه كشت داده شد و به هر چاهك  96هر چاهك پليت 
از آنتي ژن  μg/ml 10و  Aگرم كانكاناوالين ميكرو 4مقدار 
CtxB غلظت هاي مختلف. اضافه شد )g/mlμ5/2 ،
g/mlμ5 ،g/mlμ10 ،g/mlμ20 ( از پروتئين هاي استاندارد

و همچنين  نوتركيب به چاهك ها اضافه گرديد و پليت 
ساعت  48پس از گذشت . ساعت انكوبه شد 48بمدت 

روش سنجش تكثير درصد حيات سلول هاي تيمار شده با 
  . سنجش گرديد (MTT)و بقاي سلولي 

  نتايج
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: خصوصيات فيزيكوشيميايي پروتئين نوتركيب
 1خصوصيات فيزيكوشيميايي پروتئين نوتركيب در جدول 

  .آورده شده است

  افزار پرات پرام پيش بيني برخي از خصوصيات فيزيكوشيميايي پروتئين نوتركيب بوسيله نرم -1جدول

ميانگين  .
يدروپاتيسيتي ه

(GRAVY) 

شاخص 
 آليفاتيك

شاخص 
 ناپايداري

نيمه عمر برآورد شده 
رتيكولوسيت پستانداران در (

 )شرايط آزمايشگاه

PH
ايزوالكتريك 

  نظري

وزن 
  مولكولي

 )دالتون(

تعداد 
اسيدهاي 

 آمينه

نام 
 ساختار

- 403/0  71/74  37/47 ساعت 30   67/5  6/39447  357 CTLA
4-FC 

  

نيمه عمر . ساعت تخمين زده شد 30ر نيمه عمر ساختا
مدت زماني است كه طول مي كشد تا نيمي از ميزان يك 

شاخص . پروتئين بعد از سنتز در سلول باقي مي ماند
ناپايداري تخمين ميزان پايداري پروتئين در لوله تست مي 

باشد  40وقتي شاخص پايداري يك پروتئين كمتر از . باشد
نشان  40و شاخص بالاتر از يعني پروتئين پايدار است 

شاخص آليفاتيك پروتئين . دهنده ناپايداري پروتئين است
آلانين، ( بعنوان ميزان نسبي زنجيره هاي جانبي آليفاتيك 

كه در يك پروتئين وجود ) والين، ايزولوسين و لوسين 
دارد تعريف مي شود و فاكتور مثبتي براي افزايش پايداري 

شاخص . لار مي باشدحرارتي پروتئين هاي گلوبو
GRAVY  براي پپتيدها و پروتئين ها به صورت مجموع

ارزش هاي هيدروپاتي همه اسيد هاي آمينه تقسيم بر تعداد 
 GRAVY. رزيدوهاي موجود در سكانس محاسبه مي شود

و  5(كمتر پروتئين باعث اندركنش بهتر آن با آب مي شود 
22.(  

هاي  بيني شبر اساس پي :بررسي ساختمان دوم پروتئين
طراحي  ، پروتنين كايمر GORIVانجام گرفته با نرم افزار 

رشته  % 52/9 شده از ساختارهاي دوم آلفا هليكس
%   70/57و مارپيچ تصادفي   % 77/32يافته  گسترش

   .است تشكيل شده
ارزيابي نتايج : ارزيابي پايداري مدل هاي ساختاري

تفاده از نرم پايداري مدل هاي ساختاري طراحي شده با اس
 آورده شده است 1شكل كه در  افزار راماچاندران پلات

( رزيدو  300رزيدوها در سه ناحيه مطلوب  نشان داد كه
خارج و ناحيه %)  8/12( رزيدو  46، ناحيه مجاز % ) 6/83

ساختاري پايدار است . قرار مي گيرند %) 6/3(رزيدو  13
 هاي درصد از رزيدوهاي آن در ناحيه 80كه حداقل 

بررسي  بنابراين ساختار. مطلوب و مجاز قرار داشته باشند
  . شده پايدار مي باشد

  

 
  CTLA4-FC ساختارنمودار راماچادران  -شكل

  
-Iء اطلاعات سرور  پس از ذخيره: سوم نامبيني ساخت پيش

TASSER  به فرمتpdb با استفاده از نرم افزار ،Accelrys 

Discovery Studio Visualizer 1.7  كه قادر به
است، مدل ساختار سه بعدي  pdbتصويرسازي فرمت 

گذاري و مكان نواحي پايداركننده و عملكردي  پروتئين نام
نتايج بررسي ساختمان سوم  ).2شكل(مشخص گرديد 

زا جنشان مي دهد كه دمين هاي عملكردي و پايداركننده م
ا برابر ب C-score. از يكديگر در ساختارها قرار گرفته اند
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نشان دهنده اين است كه اين ساختار  ساختار هم 56/0
  .دارد مناسبيكيفيت 

 
بيني شده توسط  پروتئين نوتركيب پيش 3Dساختمان  -2شكل 
افزار  و تصويرسازي شده توسط نرم I-TASSERافزار  نرم

Accelrys DS Visualizer 1.7 ). ناحيه زرد رنگ مربوط به بخش
 )مربوط به بخش پايدار كننده مي باشدعملكردي و ناحيه آبي و قرمز 

و   CD80بررسي داكينگ  پروتئين نوتركيب با ليگاند 
CD86 :سرور هكس داكينگ براي بررسي نحوه  در

 CD86و  CD80اندركنش پروتئين نوتركيب با ليگاندهاي 
اين ليگاندها بود كه اين فرمت از  PDBنياز به فرمت 

دركنش آنها با سپس نحوه ان. سايت يوني پرات اخذ شد
همانطور كه در . پروتئين هاي نوتركيب بررسي گرديد

نشان داده شده است پروتئين هاي نوتركيب از  3 شكل
به ليگاندهاي دايمر و  CTLA4ناحيه صحيح يعني از ناحيه 

  . متصل مي شوند CD86و  CD80مونومر 

B A  
اندركنش مناسب بين ): 1NCNو   1I85( CD86و ) 1DR9و 1I8L( CD80با ليگاندهاي  CTLA4-FC) داكينگ(نحوه اندركنش  -3شكل 

  .برقرار شده است) زرد رنگ(  CD86و  CD80و ليگاند هاي مونومر و دايمر ) آبي رنگ( كايمربخش عملكردي پروتئين هاي 
 

پيش بيني ميل پيوندي پروتئين هاي نوتركيب با 
-PPAبا استفاده از سرور  : CD86و   CD80ليگاندهاي 

Pred  با ليگاندهاي  پروتئين نوتركيب كايمريميل پيوندي
CD80  وCD86 مقدار . به طور جداگانه بررسي گرديدKd 
برابر با  CD86بترتيب براي ) ثابت تفكيك( بيني شده  پيش

8/2e-07 M  و براي CD80  0/26برابر باe-08M  مقدار و
 CD86براي ) انرژي آزاد پيوند( پيش بيني شده  Gدلتا 
 48/10-برابر با  CD80و براي kcal/mol 8/ 93-ابر با بر

kcal/molهرچه دلتا  .مي باشدG  و ثابت تفكيك كمتر باشد
نتايج نشان داد كه ساختار ميل   ميل پيوندي بيشتر است

 .پيوندي مناسبي دارد

جزئيات  :و پايداري آن mRNAبيني ساختار  پيش
داد كه نشان  mRNA 5'انتهاي  ترموديناميك مربوط به

برابر با شروع  ΔG و -10/336حداقل انرژي آزاد برابر با 
  ). 4شكل ( .مي باشد -60/5

  
  CTLA4-FC براي mRNAپيش بيني ساختمان دوم  -4شكل

ژن پروتئين نوتركيب  5′كه انتهاي  مي دهدنشان  نتايج
شواهد . همانند ساختار ژنهاي پروكاريوتي فولد شده است
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يزان كافي جهت بيان مناسب بم mRNAنشان مي دهد كه 
  . در ميزبان باكتريايي پايدار مي باشد

نتايج بررسي آنتي : آنتي ژنيسيتي پروتئين نوتركيب
با حد آستانه با سرور واكسي ژن  كايمرژنيسيته پروتئين 

 با شاخص آنتي ژن  كايمر نشان مي دهد كه ساختار 5/0
تحريك سيستم ايمني را و لذا  استغير آنتي ژن ،  4877/0

   ).6جدول( .ي كندنم
پس از بيان : نوتركيب پروتئينو تخليص بيان بررسي 
آن  در همسانه انتخاب شده و بدنبال نوتركيبپروتئين 

مولار،  8هاي باكتري با استفاده از اوره  شكستن سلول
بقاياي سلولي و ساير اجزاء نامحلول با سانتريفيوژ از 

امه عصاره محلول در اد. عصاره شفاف سلولي جدا گرديد
مورد  SDS-PAGEدر بافر نمونه پروتئيني حل شده و با 

نوتركيب  نتيجة بيان سازوارة 5 شكل. بررسي قرار گرفتند
تصوير ژل . دهد نشان ميپس از انجام فرآيند تخليص را 

ن ودالت كيلو 45تقريبي  وزنبا مؤيد بيان پروتئين نوتركيب 
پروتئين تخليص شده غلظت . است ذرات مجتمعبصورت 

اندازه گيري  mg/L 10براي انجام آناليزهاي بعدي برابر با
پروتئين هاي بمنظور بازيافت پيوندهاي دي سولفيدي  .شد

 .بودند ريفولد شدند ذرات مجتمعنوتركيب كه بصورت 

  
جهت بيان پروتئين بررسي تخليص پروتئين نوتركيب  -5شكل

  (SMOBIO) روتئيني، ماركر پ1ستون : CTLA4-FCنوتركيب 
عصاره نمونه ، 3 .)كنترل منفي(عصاره سلول القاء نشده  نمونه ،2ستون

فروشويي ستون با بافر حاوي  ،4ستون  .ستون .از القاء بعد سلول
  mM250ايميدازول 

همانگونه : آناليز پروتئين نوتركيب با روش وسترن بلات
وسترن بلات  نتايجنشان داده شده است  6كه در شكل 

 FCا بخش بطور اختصاصي ب FC- كه آنتي شان دادن
اين در حالي است كه . دهدپروتئين نوتركيب واكنش مي

هاي موجود كوچكترين واكنشي با ديگر پروتئين FC- آنتي
هاي بيان شده در در سوپ سلولي كه حاوي تمام پروتئين

  .باكتري است، نداشت

  
 (پروتئينيماركر ) 1  :نتيجه وسترن بلاتينگ پروتئين نوتركيب -6 كلش

marker- proteintech  Prestained protein( 2 ( پروتئين
  بنوتركي

با : وسيله تست الايزا تاييد پروتئين هاي نوتركيب به
توجه به اينكه بخش پايدار كننده در پروتئين هاي نوتركيب 

آنتي بادي مي باشد لذا با انجام الايزا با  FCتوليد شده، 
. حضور پروتئين تاييد شد FCگه ضد آنتي بادي كانژو

نشان داده شده است ميزان جذب  1همانطور كه در نمودار
با افزايش غلظت پروتئين  nm450نوري در طول موج 

نوتركيب افزايش يافته است در حالي كه جذب پروتئين 
  .با افزايش غلظت ثابت مانده است BSAكنترل 
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-CTLA4آناليز ساختار دوم پروتئين نوتركيب : CDنتايج   يبنمودار الايزاي پروتئين نوترك -1نمودار 

FC  نشان داد كه ساختار دوم اين پروتئين با ساختار دوم
  )7جدول (. پيش بيني شده آنها تقريبا مشابه مي باشد

  مقايسه ساختار دوم پروتئين نوتركيب با ساختار دوم پيش بيني شده -7جدول 

  نام ساختار ساختار دوم يچ تصادفيمارپ بتا-صفحه هليكس-آلفا بتا-پيچ
 پيش بيني شده %26/58 %45/34 % 28/7 محاسبه نشد

CTLA4-FC 7/12 %  3/5 %  3/31%  7/50%  CD 

  

بررسي تمايل اتصال پروتئين هاي نوتركيب با استفاده از 
در سلول  PEشدت رنگ  7 شكل: تكنيك فلوسايتومتري

Raji  كه بيانگر بيان بالاي رسپتورCD80  بر سطح اين
 7 همانگونه كه در شكل. سلول مي باشد را نشان مي دهد

در تمامي  FITCنشان داده شده است نتايج شدت رنگ 
غلظت هاي پروتئين استاندارد و پروتئين نوتركيب تقريبا 

درصد مثبت مي باشد ولي وقتي در آناليز  90برابر و بالاي 
ميانگين ، شدت فلورسانس  Flowjoنتايج با نرم افزار 

)MFI ( نمونه ها بررسي شد مشاهده شد كه اين پارامتر

براي نمونه هاي مختلف متفاوت مي باشد و با كاهش 
 بطور منطقي كاهش مي يابد MFIغلظت پروتئين ها ميزان 

پروتئين استاندارد  MFIلذا مي توان با مقايسه . )8شكل ( 
غلظت هاي مختلف ميزان تمايل نوتركيب با پروتئين 

نمونه ها در   MFI،2 نمودار. ال آنها را بررسي نموداتص
غلظت هاي مختلف پروتئين استاندارد و پروتئين هاي 

مطابق نمودار در غلظت هاي . نوتركيب را نشان مي دهد
بيشتري نسبت به   MFIمختلف، پروتئين استاندارد ميزان 

   .داردپروتئين نوتركيب 
  

 

نمودار خاكستري نمونه بدون رنگ، نمودار : بر سطح اين سلول مي باشد CD80بيانگر بيان بالاي رسپتور كه  Rajiدر سلول  PEشدت رنگ  -7شكل
 Rajiو نمودار نارنجي سلول هاي  CD80فاقد رسپتور  Hek293آبي سلول 
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B   A 

 D  C 
 g/mlغلظت) A: )آبينمودار (  CTLA4-FCين، پروتئ)سبزنمودار ( در غلظت هاي مختلف پروتئين استاندارد FITCمقايسه شدت رنگ  -8شكل 

μ 10 B (غلظتg/ml μ 1 C (غلظتg/ml μ 1/0 D (غلظتg/ml μ 01/0  نمونه بدون رنگ و )نمودار خاكستري(  

  

  
  CTLA4-FC پروتئين استاندارد با پروتئين نوتركيب  MFIمقايسه -2نمودار
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توسط پروتئين هاي  Tبررسي ميزان مهار لنفوسيت 
زان حيات سلول ها پس از تيمار با غلظت مي: نوتركيب

هاي مختلف پروتئين استاندارد و پروتئين نوتركيب با 
نتايج نشان مي دهد كه ميزان  .سنجيده شد MTTروش 

توسط پروتئين نوتركيب  Tمهار كنندگي لنفوسيت هاي 
CTLA4-FC از پروتئين استاندارد  در غلظت هاي مختلف
  )3نمودار. (كمتر مي باشد

  
غلظت هاي حضور در  Tدرصد حيات لنفوسيت هاي  -3دار نمو

پروتئين  و مقايسه آن با )ستون هاي قرمز(  مختلف پروتئين نوتركيب
نمونه هاي ستون هاي آبي رنگ . ،)ستون هاي سبز رنگ  ( استاندارد

  )فاقد پروتئين مهاركننده( كنترل 

  بحث
فعال شده بميزان   Tبر روي سلول هاي  CTLA4گيرنده 

 B7ليگاند هاي اد بيان مي شود و با اتصال رقابتي به زي
تمايل اتصال مولكول . باعث مهار پاسخ ايمني مي شود

CTLA4  به ليگاند هاي نسبتB7  برابر  15تا  10تقريبا
از  بدليل اين تمايل اتصال زياد. مي باشد CD28مولكول 
و  Tبعنوان مهار كننده لنفوسيت هاي  CTLA4مولكول 

سيستم ايمني جهت درمان برخي بيماري هاي  مهار كننده
    )8(.مي شودخود ايمن استفاده 

در سلول هاي  اغلب CTLA4-Igدر مطالعات قبلي 
يوكاريوتي بيان گرديده بود بعنوان مثال زنگ و همكاران 

را در  CTLA4-Igپلاسميد خطي حاوي  2007در سال 
 بيان در سلول). 29(كلون و بيان كردند  CHOسلول هاي 

يوكاريوتي با مشكلات زيادي مانند پيچيدگي پروسه 
همراه  و هزينه هاي بالا استخراج خطر آلودگي ويروسي

ولي در سيستم باكتريايي مزيت هاي زيادي همچون . است
صرفه بودن ه رشد سريع و زياد، هزينه پايين استخراج، و ب

ين ئپروتدر اين تحقيق  اذل. )2و1( از نظر اقتصادي دارد
 فعاليت در سلول باكتريايي بيان شد و CTLA4-FCكايمر 

با نمونه توليد شده در سلول هاي يوكاريوتي  نآ بيولوژيكي
   .گرديد مقايسه
قبل از انجام تست از ابزارهاي بيوانفوماتيك  استفاده امروزه

مانند در دسترس  بدليل مزاياي بسياريهاي آزمايشگاهي 
ل و مرسوم مي بودن، سريع و كم هزينه بودن امري معمو

طبق نتايج حاصل از نرم  .)34و  25 ،16،23(باشد 
كايمر مورد مطالعه بيشترين پايداري و   ProtParamافزار

 I-TASSER افزار نتايج نرم .طول عمر را خواهد داشت

شده پروتئين، ساختاري  بيني داد كه ساختار سوم پيش نشان
ر ساختا )C-score( كه ضريب اطمينان چرا. صحيح است

نرم افزار  .شده در محدوده مجاز قرارگرفته است تعيين
بيني ساختمان  افزارها در پيش آيتاسر، در مقايسه با ساير نرم

سوم پروتئين از دقت عمل بيشتري برخوردار است و 
. ستاهاي مختلفي براي نيل به اين مهم  داراي روش

شود، به  افزار لحاظ مي پارامترهايي كه توسط اين نرم
نظر  كه از C-score .)19( كند ب مدل برتر كمك ميانتخا

است، يك نمره اطمينان براي تعيين  2تا  -5عددي بين 
 افزار مي شده توسط اين نرم بيني كيفيت ساختارهاي پيش

باشد كه بر پايه اهميت ساختار الگوهاي همتراز و 
 شده محاسبه مي سازي همگرايي پارامترهاي ساختار شبيه

اماچاندران مناطق مجاز از نظر انرژي براي نمودار ر .گردد
رزيدوهاي اسيد آمينه در ساختار پروتئيني  φو   ψزواياي 

را بررسي مي كند و بر اين اساس تعداد رزيدوهاي دلخواه، 
تعداد رزيدوهاي مجاز و تعداد رزيدوهاي خارج از 

، سرور زد داك. )33و  9(. محدوده را نشان مي دهد
مي تواند مدل ني و با سرعت بالا سروري است كه به آسا

 3( هاي مناسب براي اندركنش هاي پروتئين ها ارائه دهد
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يكي از فاكتورهاي مهم در طراحي ژنهاي كايمر . )18و 
بمنظور بررسي . باشد مي  mRNAتوجه به پايداري ساختار

، وجود ساختارهايي از ΔGميزان  RNAپايداري ساختار 
 حداقل انرژي آزاد. دقبيل لوپ هاي كاذب ارزيابي ش

)ΔG( دهنده پيشرفت خود به خودي واكنش بوده كه نشان 
شده پايدار بوده  ساختار كايمر انتخابنشان مي دهد كه 

اين واقعيت با بيان ميزان بالاي پروتئين در فاز  .است
مناسب باعث  بهينه سازي  ).14(آزمايشگاهي ثابت گرديد 

ركيب در ميزبان بيان مناسب و بالاي پروتئين هاي نوت
 بودن بدليل اينكه دارا pET-28a روـكتواز . گرديد

پروتئين . استفاده شدبودن  سسترد درو  يقو رموتووپر
ريفولد و هاي نوتركيب تحت شرايط دناتوره تخليص 

در مقايسه با ديگر مطالعات انجام شده مانند مطالعه . شدند
 ئينكه ميزان پروت 2007سئوب شين و همكارانش در سال 

mg/L 6 پروتئين با غلظت  توليد نمودند توليدmg/L 10 
نشان دهنده بهينه سازي مناسب بيان مي  در اين تحقيق

با پيش  CDيكسان بودن تقريبي نتايج  .)21و  4( .باشد
نشان دهنده پيش بيني دقيق ساختار بيني هاي انجام شده 

جهت  تكنيك فلوسايتومترياستفاده از از  .دوم مي باشد
 .در مطالعات مختلف مرسوم مي باشدرسي افينيتي بر

زنگاي و همكاران براي بررسي تمايل اتصال فيوژن 
از روش فلوسايتومتري استفاده   CTLA4-FCپروتئين
  Rajiدر آناليزهاي فلوسايتومتري از سلول  ).26( نمودند

را در سطح خود بيان مي كند  CD80بدليل اينكه رسپتور 
عات مختلف هم براي بررسي افينيتي در مطال. استفاده شد

پروتئين  MFIميزان . مي شوداز همين سلول استفاده 
 MFIميزان  با در مقايسه نوتركيب در غلظت هاي مختلف

اين  .ي را نشان مي دهدكمترمقادير پروتئين استاندارد 
موضوع با توجه به اينكه پروتئين استاندارد در سلول هاي 

مخلوط . نظر مي رسده طبيعي بيوكاريوتي توليد شده است 

و سلول هاي  Tسلول هاي طحالي حاوي سلول هاي 
تحريك سيستم ايمني موش با عرضه كننده آنتي ژن هستند 

يك آنتي ژن باعث مي شود تا افزودن اين آنتي ژن در 
 عرضه آنتي ژن توسطمحيط كشت سلول هاي طحالي 

APC ير ها بهتر انجام شده و در نتيجه فعالسازي و تكث
اثر  پايين بودن .را در پي خواهد داشت Tسلول هاي 

پروتئين استاندارد  امهاري پروتئين نوتركيب در مقايسه ب
دليل تمايل اتصال كمتر اين پروتئين ها به رسپتورشان ب

تست نتايج مويد و  نسبت به پروتئين استاندارد مي باشد
نشان داده است مختلف مطالعات  .فلوسايتومتري مي باشد

در افزايش نيمه عمر پروتئين  CTLA4ه گليكوزيلاسيون ك
 )8( .نقش دارد و در تمايل اتصال آن به گيرنده نقشي ندارد

به گيرنده متصل شد و  نوتركيببا توجه به اينكه پروتئين 
لذا به نظر مي رسد  گرديد  Tباعث مهار تكثير سلول هاي 

 بازيابي كامل پيوندهاي دي سولفيدي و ايجاد ساختار
صحيح پروتئين مي تواند در افزايش عملكرد آن نقش 

با اصلاح و بهينه سازي روش هاي  بنابراين. داشته باشد
 .به اين مهم دست يافت مي توانريفولد پروتئين 

 نتيجه گيري

توليد شده در اين تحقيق در مقايسه  CTLA4-FCپروتئين 
در سلول هاي يوكاريوتي توليد با پروتئين استاندارد كه 

از  Tكمتري در اتصال به سلول هاي  ده بود تمايل اتصالش
اثربخشي كمتري بعنوان دارو و در نتيجه  خود نشان داد
علارغم اين موضوع با توجه به اينكه توليد . خواهد داشت

تي مزاياي بسيار پروتئين نوتركيب در سلولهاي پروكاريو
 بهينه سازي روش هاي را با زيادي دارد مي توان اين دارو

بعنوان دارو توليد در فازهاي بعدي مطالعه  بيان و تخليص
  .نمود كه اين موضوع نياز به مطالعات بيشتر و تكميلي دارد
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Abstract 

The chimer structure consisting of the extracellular domain of CTLA4 and the FC fragment of 
human IgG1 antibody binds to CD80 (B7-1) and CD86 (B7-2) ligands on APCs as a result 
inhibits CD28 binding  and T lymphocyte activation. This structure, called Abatasept, was 
approved by the US FDA in 2005 to treat rheumatoid arthritis. In this study, the CTLA4-FC 
chimer structure was designed and then some of its features were investigated using 
bioinformatics tools. The gene was then cloned into the pET-28a plasmid and transformed 
into E.coli BL21DE3. Recombinant protein was expressed and purified, and flow cytometry 
was used to evaluate the binding affinity. Mixed lymphocyte culture (MLR) method was also 
used to evaluate the biological activity of recombinant protein. Bioinformatics results showed 
that the designed structure of CTLA4-FC is suitable in terms of physicochemical properties, 
second and third structure, how it binds to the receptor, antigenic properties and mRNA 
properties. Recombinant protein was well expressed in bacteria. Purification was performed 
as required. Western blotting and ELISA results were positive and flow cytometry and MLR 
tests were acceptable. Recombinant CTLA4-FC protein was produced in bacterial cells and 
bound well to CD80 and CD86 receptors and was able to inhibit T cells. So it can be a good 
candidate for drug production. 

Key words: bioinformatics, Abatasept, CTLA4-FC, flow cytometry 


