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ي بــراي باشد كه هدف مناسبهاي نوتركيب كايمريك ميباديشكلي از آنتي (Infliximab) اينفليكسيماب :زمينه و هدف

بادي منوكلونــال يبا هدف ارزيابي بيان آنت پژوهش كنوني هاي التهابي است.بيماري مهار فاكتور نكروز توموري آلفا در
  صنعتي در سلول تخمدان هامستر چيني انجام شد.در مقياس نيمه اينفليكسيماب
انجــام دانشــگاه تهــران  در مركز رشد ١٣٩٤مرداد  تا ١٣٩٣از بهمن  نيمه صنعتي، طالعه با هدف توليداين م :روش بررسي

 %٢انتقال و وجود ناقــل پلاســميدي حــاوي ژن بــرروي ژل  E.coli، به باكتري اينفليكسيمابهاي يد. وكتور حاوي ژنگرد
به سلول تخمدان هامستر چينــي  (Invitrogen, Germany) ٢٠٠٠ليپوفكتامين آگارز بررسي شد پلاسميد جداسازي و توسط 

هاي ترانســفكت شــده انتخــاب شــدند. ميــزان توليــد وله تيمــار و ســلهفتــ دو، G-418ها توســط ترانسفكت شــد. ســلول
، مورد سنجش قــرار گرفــت. كلــون بــا بيــان بــالا IgGساعت با كيت الايزا  ٤٨هاي انتخابي پس از در كلون اينفليكسيماب

 Sodium dodecyl sulfateخــالص شــد. جهــت تاييــد خلــوص، از روش  Aين يكشت و محصول با ســتون افينيتــي پــروت
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) .و براي تعيين راندمان تخليص، از تست الايزا استفاده شد  

از تســت  فكشن با استفادهپس از ترانس اينفليكسيماببررسي ژل آگارز، وكتور حاوي ژن را تاييد نمود. ارزيابي غلظت  ها:يافته
تخليص بــا ســتون  نشان داد. در مرحله ٦ ng/mlو  ٢٣ ng/mlترتيب ه، بيشترين و كمترين ميزان بيان را ب٤٥٠ nm در IgGالايزا 

محاســبه  %٧٠خلــيص، تمشــاهده و رانــدمان  دقيقه ٨/٠الي  ٧/٠، در بازه زماني اينفليكسيماب، پيك مربوط به Aين يافينيتي پروت
  تاييد نمود.را  اينفليكسيمابكيلو دالتوني بر روي ژل پس از تخليص حضور  ٥٠و  ٢٥هاي شد و وجود باند

طري غلطــان بــا درصــد صنعتي با استفاده از سيستم بدر مقياس نيمه اينفليكسيماببيان پژوهش كنوني در گيري: نتيجه
  انجام شد. %٧٠تخليص حدود  راندمان و بيان بالا

  .، تخمدان هامستر چينياينفليكسيماببادي منوكلونال، آنتي، بيان ژن :ليديك لماتك

 
  

Tumor necrosis factor-alpha (TNF- α) التهابي اصلي سايتوكين 
 ايمني سيستم عملكرد و التهاب ميزبان، دفاع در مركزي نقش و بوده
 هايبيماري ها،عفونت انواع پيشرفت و توسعه پاتوژنز، با كه دارد

 سرمي مقادير ١دارد. ارتباط غيره و بدخيم هايبيماري خودايمني،
TNF-α نامناسب آن  توليد كهحالي در است، مهم منيـاي هموستاز براي  

  
 ٣و٢يديروماتو آرتريت مانند مزمن التهابي هايبيماري انواع پاتوژنز در

 غيره و كرون بيماري ملتهب، روده بيماري، (MS) اسكلروز مالتيپل
 موثر درماني استراتژي α-TNF اضافي مقادير كردن خنثي ٤.دارد نقش

 ٥.رودمي شماربه هابيماري اين ايبر
 ،(Remicade) ديكيرم تجاري نام با (Infliximab) اينفليكسيماب

 كه باشدمي TNF ضد بر IgG1 كايمريك مونوكلونال باديآنتي يك
 سايتوكين اين اتصال مانع و دارد TNF- به اتصال براي زيادي تمايل

  مقدمه
   

 

  ١٥تا  ٩هاي ، صفحه١شماره  ،٧٤دوره  ،١٣٩٥فروردين ي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل
 

  ٣٠/٠٢/١٣٩٥آنلاين:      ٢٩/٠٢/١٣٩٥پذيرش:      ١٢/٠٢/١٣٩٥ويرايش:      ٠١/١٠/١٣٩٤دريافت:          چكيده
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              و همكاران نژادسرابي زهره                  ١٠

  ١٥تا  ٩ ،١، شماره ٧٤ ، دوره١٣٩٥ فرورديني تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 
 

 وسيلهبه تومور، ندهكن نكروز فاكتور( گرددمي خود هايگيرنده به
 مهم سايتوكين يك و گرددمي توليد T-cell و ماكروفاژها و هامونوسيت

 درگير ناحيه به التهابي هايسلول نفوذ و التهاب پاتوژنز مسير در
. گرددمي التهاب كاهش باعث اتصال عدم اين كه( باشدمي

 ،)(FDA) متحده ايالات داروي و غذا سازمان توسط اينفليكسيماب
 شديد، تا متوسط يديروماتو آرتريت چون هاييبيماري درمان براي

 آرتريت آنكليوزان، اسپونديليت اولسراتيو، كوليت و كرون بيماري
 خصوصبه كه مواردي در و است شده تاييد پسوريازيس و پسورياتيك

  .گرددمي تجويز دهد،نمي پاسخ متعارف هايدرمان به بيمار
 محصولاتي مهمترين و ترينگران از يكي دارويي هايينيپروت

 سنتز طبيعي، روش جزبه هاييراه از را آنها است توانسته بشر كه هستند
 موشي هايينيپروت درماني، هايباديآنتي گروه اولين ٦.كند توليد و

 واقع در و شدند توليد موشي هيبريدوماي تكنيك با كه بودند
 استفاده در اصلي محدوديت ٧.درفتنمي شماربه اول نسل هايباديآنتي

 براي رواين از ٩و٨.بود آنها ايمونوژنيسيتي ها،مولكول اين از درماني
 كه شد مطرح كايمريك هايباديآنتي بحث مشكل، اين كردن مرتفع
 بين هاباديآنتي اين در. شوندمي محسوب دوم نسل هايباديآنتي

 انساني ژن (C) بتثا قسمت و موشي باديآنتي ژن (V) متغير قسمت
هاي منوكلونال باديهاي توليد آنتياز روش ١٠.شودمي ايجاد ارتباط

و  Stirrer tank bio-reactors ،Wave bio-reactorتوان به نوتركيب مي
Roller bottle system توليد و تهيه ،اين مطالعهاز  اشاره نمود. هدف 

 ينيپروت عليه ،نفليكسيماباي نامبه كايمريك نوع از مونوكلونال باديآنتي
TNF-α ،سيستم بطري غلطان  از استفاده با انساني(Roller bottle)  در

  .باشدسلولي تخمدان هامستر چيني مي رده در صنعتيمقياس نيمه
  

حاصل و صنعتي طالعه، يك پژوهش با هدف توليد نيمهاين م  
تا مرداد  ١٣٩٣ي ارشد بوده كه از بهمن نامه دانشجويي كارشناسپايان

دانشگاه علوم  هاي داروييدر مركز رشد واحدهاي فناوري فرآورده ١٣٩٤
 در DH5α سويه E.coli انجام شده است. كشت باكتريپزشكي تهران 

با روش متداول ميكروبيولوژيكي تحت  Luria-Bertani (LB) Agarمحيط 
 LBي ايجاد شده در محيط هاتك كلني شرايط استريل انجام گرفت.

Agar محيط كشت  درLuria-Bertani (LB) broth .اين تلقيح گرديد 

 هايسلول مورد در پلاسميد تهيه و كلونينگ مختلف مراحل در محيط
 مورد باكتري .گرفت قرار استفاده مورد شده، كلون ژن واجد نوتركيب،

جهت  .باشدمي DH5 سويه E.coli باكتري ،طرح اين در استفاده
 كلسيم كلريد شيميايي روش از پژوهش اين در هاي مستعدسلول

هاي مستعد براساس پس از تهيه سلول ١١شد. براساس دستوركار استفاده
بيوتيك انتخابي كانامايسين دستوركار، ترانسفورماسيون انجام شد. آنتي

   ١١بود.
 Roche)اساس دستوركار ارايه شده توسط سازنده كيت  بر

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) تخليص پلاسميد انجام ،
 سلولي رده .گرديد منتقل - ٢٠ Cبه  سازي، پلاسميدشد. پس از خالص

CHO محيط در و پاستور ايران، بخش بانك سلولي تهيه انستيتو از 
 Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM (Thermo كشت

Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) با همراه FBS در %١٠ 
 سلول محيط كشت ساعت ٢٤پس از . شد داده كشت T25 فلاسك
 داده پاساژ هاسلول و تعويض قديمي محيط ساعت ٤٨ هر. شد تعويض

 CHO هايسلول وارد ليپوفكشن طي فرايند شده تخليص پلاسميد. شدند
 ٢٠٠٠ ليپوفكتامين محلول از ها،سلول ترانسفكشن منظوربه. شد

(Invitrogen, Gibco, Grand Island, NY, USA) ابتدا شد. استفاده 
براساس  گرفت، سپس انجام هموسايتومتر لام توسط سلولي شمارش

 ,Invitrogen, Gibco)شركت سازنده، ترانسفكشن انجام شد  كارردستو
Grand Island, NY, USA). محيط، تعويض اولين از پس ساعت ٧٢    

µl بيوتيكآنتي ١٠ G-418 پروموتر تا است زماني ساعت ٧٢( شد اضافه 
 G-418 بيوتيكآن آنتي به و تعويض محيط روز دو هر. شود) اندازيراه

. گرفت انجام روز ١٤ طي بارتا پنج  چهار كار اين. گرديد اضافه
  .بودند شده ترانسفكت هايسلول ماندند زنده باقي كه هاييسلول

 كلني هر از سلولي، شمارش از سپ نموده، جدا كلون را ١٠ ابتدا
 خانه، هر به همزمان طوربه و داديم انتقال چاهك هر به سلول ١٠٠٠٠
 Fetal bovine serum (FBS)سرم  با همراه DMEM كشت محيط

 سوپ( نمونه از ١-٢٠ µl ساعت، ٤٨ از پس و نموديم اضافه %١٠
 روي (IgG) باديآنتي نامعلوم مقدار با ،)چاهك هر به مربوط سلولي

 هايباديآنتي از واكنش پس. شد ريخته) استيرنپلي پليت( جامد فاز
 هايپليت كف در شده كوت باديآنتي -آنتي با نمونه در موجود
 Horseradish عنوان تحت آنزيمي با كه ديگري باديآنتي -آنتي كيت،

peroxidase (HRP) باديآنتي نتيجه در گرديد، اضافه شده كونژوگه 

  بررسيروش 
   

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
6-

24
 ]

 

                               2 / 7

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-7345-en.html


  
 ١١    نهاي غلطابيان اينفلكسيماب در سيستم بطري دربه رده سلولي تخمدان هامستر  Fv1و  IgG1هاي كايمريك انتقال سازه بياني حاوي ژن         

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 
Tehran Univ Med J (TUMJ) 2016 April;74(1):9-15 

 سوبستراي سپس. گرددمي ساندويچ ژنآنتي دو بين در ي،اختصاص
 اضافه 3.3'.5.5' - tetramethylbenzidine (TMB) نامهب كروموژنيك

 غلظت انتها در. گرديد تعيين شده باند آنزيم فعاليت انتها در و شد
 با ٤٥٠ nm در آنها Optical density (OD) تعيين از پس هانمونه

كلون داراي بيشترين ميزان  .گرديد محاسبه اندارداست منحني از استفاده
 كشت %١٠ سرم با همراه DMEM محيط در بادي منوكلونالبيان آنتي
 ٢٥ فلاسك به و ها جداسازيسلول ،%١ تريپسين سپس با. داده شد

  داده شد. انتقال
رسيدن  از پس و تعويض را سلول كشت محيط ساعت ٢٤ از پس

ند. داده شد پاساژ ٧٥ فلاسك به را هالولس ،%٩٠ ميزانبه سلول تراكم
ي در محيط كشت تكثير و انتقال Roller bottleها به سيستم سپس سلول
ساعت  ٤٨از  پسسرم كشت داده شدند.  %١٠با  DMEM حاوي محيط

بدون سرم،  DMEM ها، محيط كشت بياني حاوي محيطو تكثير سلول
 ت (محيط كشت حاويانسولين اضافه گرديد. در انتها سوپرناتان %١

آوري و براي ساعت جمع ٤٨بادي بيان شده) پس از منوكلونال آنتي
 كه سلولي سوپ نگهداري گرديد. ابتدا ٤ C مراحل بعدي در دماي

 به و كرده آوريجمع را است سلول از مترشحه اينفليكسيماب حاوي
 فيلتر زا استفاده با نموديم و مخلوط ستون سازيمتعادل بافر با ١:٢ نسبت

 تخليص كاردستور طي تخليص مراحل. نموديم فيلتر را آن سرسرنگي
آوري مناسب جمع هايتخليص، نمونه از پس ١٢.انجام شد اينفليكسيماب
آميد و آكريلپلي %١٠بروي ژل  الكتروفورز تكنيك از و با استفاده

 ركادستوربراساس ، اينفليكسيماب خلوص بلو، ميزانآميزي كوماسيرنگ
ه منظور بررسي ميزان راندمان مرحلبه ١٣.د ارزيابي قرار گرفتمور

  وارد  از پسو  شـپي سلول، كشت از حاصل هايسازي، نمونهخالص

 IgG الايزا كيت از استفاده با كروماتوگرافي ستون به شدن
(Invitrogen, Gibco, Grand Island, NY, USA) قرار سنجش مورد 

 محاسبه شد. صتخلي در انتها راندمان گرفت و
  

ورده آ ١در جدول  اينفليكسيماب سبك و سنگين هايزنجيره توالي  
 هب اشاره VH و سبك زنجيره متغير ناحيه ژن به اشاره VL شده است.

 ثابت و متغير ناحيه بين اتصالي بخش J سنگين، زنجيره متغير ناحيه ژن
  .باشدمي هازنجيره

بوده كه از  pVITRO2-neo-mcsاستفاده در اين طرح ناقل مورد 
باشد. مشخصات ناقل يوكاريوتي مي هايسلول براي رايج هايناقل جمله

  ه است.نشان داده شد ١مورد استفاده همراه با جزييات دقيق آن در شكل 
 حاوي كشت محيط اينكه به توجه با ترانسفورماسيون، از پس

 جداسازي جهت انتخابي محيط وانعنبه كانامايسين بيوتيكآنتي
 طفق در نتيجه بود، اندكرده دريافت را هدف ناقل كه هاييباكتري
 و رشد كرده به شروع آگار LB محيط در ناقل حاوي هايباكتري
 يصتخل كيت از استفاده با پلاسميد سازيخالص .دادند كلوني تشكيل

 يدهايپلاسم الكتروفورز. گرفت انجام (Roche, USA)پلاسميد 
 كتروفورز،ال نتايج. شد انجام %٢ آگارز ژل از استفاده با شده، استخراج
  .)٢ شكل( داد نشان را حامل پلاسميد خلوص
 بيان ميزان آناليز براي ،800µg G-418/Ml پايدار تحت كلون ١٠
 استفاده با سلولي شمارش( چاهك هر در سلول ٤١٠تعداد . شدند انتخاب

  DMEM حاوي كشت طـمحي در) گرفت امـانج تومترـهموساي لام از

  
  اينفليكسيمابو سبك  نيسنگ يهارهيزنج يدياس نويآم يتوال :١ جدول

Chain Sequence 
Light chain (VL) Asp Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Val Ser Pro Gly Glu Arg Val Ser Phe Ser Cys   Arg Ala Ser Gln Phe Val 

Gly Ser Ser Ile His Trp Tyr Gln Gln Arg Thr Asn Gly Ser Pro Arg Leu Leu Ile Lys Tyr Ala Ser Glu Ser Met Ser Gly Ile 
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Ser Ile Asn Thr Val Glu Ser Glu Asp Ile Ala Asp Tyr Tyr 
Cys Gln Gln Ser His Ser Trp Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Asn Leu Glu Val Lys 

Heavy chain (VH) Glu Val Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Met Lys Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Ile 
Phe Ser Asn His Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala Glu Ile Arg Ser Lys Ser Ile Asn 
Ser Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ala Val Tyr Leu Gln Met Thr 
Asp Leu Arg Thr Glu Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Arg Asn Tyr Tyr Gly Ser Thr Tyr Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 
Thr Leu Thr Val Ser 

  

  هايافته
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              و همكاران نژادسرابي زهره                  ١٢

  ١٥تا  ٩ ،١، شماره ٧٤ ، دوره١٣٩٥ فرورديني تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  pVITRO2-neo-mcsناقل پلاسميدي دابل اكسپرشن : ١شكل 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  شده استخراج پلاسميدهاي الكتروفورز: ٢شكل   
 به مربوط Aباند  .باشدمي نخورده برش صورتبه پلاسميد به مربوط ٢و  ١رديف  دو هر

 linear پلاسميد به مربوط Cباند  و Relax پلاسميد به مربوط B باند ،Supercoiled پلاسميد
    .باشدمي ٦١٢٥ bp مولكولي وزن داراي مورد نظر پلاسميد. باشدمي

 در ساعت، ٤٨ از پس كه شد، داده كشت %١٠ FBS سرم با همراه
. )٣ شكل(گرفت  قرار گيرياندازه و سنجش مورد الايزا معرض تست

 بيشترين. شد بررسي هاخانه غلظت استاندارد، منحني به توجه با
 غلظت كمترينو  ٢٣ ng/ml استاندارد منحني به توجه با غلظت
ng/ml از پس كلني باديآنتي توليد عملكرد بهترين .)٤ شكل(د وب ٦ 
  .بود ١ pg/cell ساعت، هشت و چهل

. گرفت انجام اينفليكسيماب تخليص دستوركار طي تخليص مراحل
  ،٥ ml/minسرعت  با شستشو افرـب از استفاده با شستشو رحلهـم از پس

  
  
  
  
  
  
  

  انتخابي G-418 تحت پايدار چاهك ترانسفكت ١٠ :٣شكل 
 تست از استفاده با بيان، ميزان ترينمناسب آناليز جهت ها،سلول از مساوي تعداد كلني هر از

    .اندشده انتخاب IgG الايزا
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 و تعيين ٤٥٠ nm موج طول در ينييپروت نمونه به توجه با جذب ميزان: ٤شكل   
 و ٢٣ ng/mlترتيب منحني استاندارد به براساس بيان و كمترين ميزان نبيشتري

ng/ml گرديد. محاسبه ٦    
 مشاهده پيك شد. خارج ستون، به غيراتصالي و اضافي موارد تمامي
 شستشو، مرحله از پس. است مطلب اين دوم مويد پيك از پيش شده
 پيك يجتدربه مشخص، زمان از مدت پس. شد سازي اضافهخارج بافر

گرديد  مشاهده دقيقه ٧/٠- ٨/٠زماني  فاصله در اينفليكسيماب به مربوط
 اينفليكسيمابكننده كلون بيان كشت از حاصل هاينمونه ).٥ (شكل

ستون كروماتوگرافي  سازي با استفاده از(سوپ سلولي) پس از خالص
 يزاالا كيت از استفاده با تخليص، راندمان بررسي ، برايA پروتيين افينيتي

IgG شگر، ـگاه خوانـدست از استفاده با سپس. قرار گرفت سنجش وردـم  
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 ١٣    نهاي غلطابيان اينفلكسيماب در سيستم بطري دربه رده سلولي تخمدان هامستر  Fv1و  IgG1هاي كايمريك انتقال سازه بياني حاوي ژن         
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 A ينيبر روي ستون پروت Infliximabتخليص  :٥ شكل
 ٢هاي موجود در ستون) و پيك شماره (ناخالصي Washingمربوط به مرحله  ١پيك شماره 

    دقيقه مشاهده شده است. ٨/٠الي  ٧/٠نمونه اصلي كه در زمان  Elutionمربوط به مرحله 
گيري سازي اندازهپيش و پس از مرحله خالص پروتيين غلظت ميزان

 ) و٢٣٠ µg( ورودي غلظت به توجه با شدهانجام محاسبات از پس. شد
 حدود تخليص راندمان ستون، به اينفليكسيماب )١٦١ µgخروجي (

-SDS از اينفليكسيماب حضور تاييد جهت .شد زده تخمين %٧٠
PAGE شود، باندهاي مشاهده مي ٦طور كه در شكل همان. شد استفاده

 ) در٥٠ kDa( سنگين زنجيره و )٢٥ kDaسبك ( زنجيره مربوط به
دهنده نشان سولفيدي،دي اتصال از طريق پيوندهاي آزاد و بدون حالت

  د.وب CHOتوسط سلول  اينفليكسيماببادي منوكلونال بيان آنتي
  

 TNF-α زيانبار آثار با مقابله راهكارهاي تريناز مناسب يكي  
 درمان آن تاثير و است اينفليكسيمابمنوكلونال  باديآنتي از استفاده

 تاكنون ١٤.است شده يد اثباتيروماتو آرتريت معالجه در α-TNF عليه
 داروي و غذا موسسه توسط TNF-α هايكنندهبلاك از چند عدد

 از. است شده تاييد هابيماري از مختلفي انواع معالجه ايبر آمريكا
 سال در( ، اتانرسپتاينفليكسيماب ،به آداليموماب توانمي جمله
) يديبراي آرتريت روماتو ٢٠٠٩ سال در و كرون بيماري براي ٢٠٠٨

 يد،يروماتو آرتريت براي ٢٠٠٩ سال در(گوليموماب  سرتوليزوماب و
به  با توجه ٦١و١٥.كرد اشاره )انكيلوزان يليتاسپوند و پسوريايي آرتريت
  در مقايسه با ساير  اينفليكسيمابانجام شده، در اين ميان  هايپژوهش

  
  
  
  
  
  
  
  

 آميزيرنگ با %١٠ آميد آكريل ژل روي بر SDS-PAGE نتايج :٦ شكل
 با B و باند (Heavy chain) سنگين زنجيره به مربوط ٥٠ kDa وزن با Aباند     بلوكوماسي

 با نمونه ١ رديف. باشدمي اينفليكسيماب (Light chain) سبك زنجيره به مربوط ٢٥ kDa وزن
 و ١٥ µg/µl غلظت با نمونه ٣ رديف ،١٠ µg/µl غلظت با نمونه ٢ رديف ،٥ µg/µl غلظت
    .باشدمي ٢٠ µg/µl غلظت با نمونه ٤ رديف
محسوب ترين و شايد بهترين آنها ، قويTNF-αهاي ضد باديآنتي
  ١٧گردد.مي

بادي منوكلونال كايمريك در جهت توليد آنتي پژوهش كنوني
هاي چرا كه باتوجه به يافته موشي) انجام گرديد - انسانينيمه بادي(آنتي

 هايباديآنتي درماني كاربرد براي اساسي ساير مطالعات، مشكل
 جايبه كه است آن )اول نسل هايباديآنتي( منوكلونال حيواني

 تشابه با وجودشود كه مي ايجاد موشي باديآنتي انساني، باديآنتي
 ايمونولوژيك، پاسخ يك ايجاد براي دو، اين بين اختلافات ساختاري،

 نهايت در كه بود خواهد كافي انسان بدن به باديآنتي اين تزريق از پس
 توليد و التهابي سيستم فعاليت علتبه خون از آنها سريع حذف سبب

 مانع، اين رفع براي تلاشي در ١٨.گرددانساني مي موش ضد بادييآنت
 از يكي. شد گرفته كارهب نوتركيب، DNA از استفاده براي هاييروش

 انساني ژن و موشي ژن تركيب از حاصل تركيبي DNA ها،روش اين
 هاييباديآنتي سلول، كشت طريق از كايمريك DNA اين بيان. است
 رساندن حداقل به براي بنابراين كند.مي ايجاد يموش - انسانينيمه

 تركاربردي ها،باديآنتي كردن انساني بحث ،شدهبيان ايمونوژنيسيتي
  ١٩.)سوم نسل هايباديآنتي( بود خواهد

از  پژوهش كنونيرفته، در  كارهدر رابطه با نوع سيستم بياني ب
عنوان به ر چينيهاي هامستهاي پستانداران و سلولسيستم بياني سلول

هاي ساير توجه به يافته استفاده شد. با سيستم بياني يوكاريوتي،

  بحث
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              و همكاران نژادسرابي زهره                  ١٤

  ١٥تا  ٩ ،١، شماره ٧٤ ، دوره١٣٩٥ فرورديني تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 
 

 آن، قطعات و باديآنتي توليد براي بياني سيستم چندين ٢٠مطالعات
 پستانداران هايسلول و حشره هايسلول گياهان، مخمر، باكتري، شامل

 و بالقوه كاربردهاي مزايا، كدام هر كه باشدمي دسترس در
 باديآنتي توانندنمي هادارند باكتري را خود خاص هايحدوديتم

 ترجمه از پس اصلاحات سيستم فاقد زيرا كنند، بيان را كامل گليكوزيله
 با آلودگي با هاباكتري در غيرگليكوزيله هايباديآنتي توليد البته. هستند
 هايديباآنتي توليد بازده كه است همراه باكتري ساكاريدهايليپوپلي

مطالعه در  ٢١.دهدمي كاهش سازيخالص فرآيند خلال در را فعال
با توجه به مطالعات انجام گرفته، سلول تخمدان همستر چيني، كنوني 
ستفاده از اين سيستم، آن اباشد. مهمترين دليل ترين سلول ميمناسب

 هايباديآنتي بيان براي پستانداران هايسلول بياني هاياست كه سيستم
 ٢١.باشندمناسب مي ايچندزنجيره هايينيپروت و بزرگتر قطعات كامل،

  قال ـبا انت صنعتيمهـدر مقياس ني اينفليكسيمابمطالعه بيان اين در 

هاي تخمدان به سلول اينفليكسيمابوكتور پلاسميدي حاوي ژن 
عنوان سيستم بياني يوكاريوتي و كشت در سيستم هامستر چيني به
 انجام شد. %٧٠تخليص حدود  راندمان و درصد بالا بطري غلطان با

هاي باديهاي ايمونولوژيك كه در آنتيمنظور جلوگيري از پاسخبه
بادي كايمريك استفاده شد كه از روش آنتي شود،غير انساني ديده مي

  .شودين از جريان خون مييمانع از حذف سريع پروت
شجويي تحت عنوان نامه دانمقاله حاصل پايان اين: سپاسگزاري

به رده  Fv1 و IgG1 كايمريك هايژن حاوي بياني سازه انتقال"
در  اينفليكسيماب بيان منظور بررسيسلولي تخمدان هامستر چيني به

تا  ١٣٩٣از بهمن كارشناسي ارشد در مقطع  "هاي غلطانسيستم بطري
هاي دارويي در مركز رشد فناوري فرآوردهكه  باشدمي ١٣٩٤مرداد 

هاي مادي و انجام گرديد. از حمايتنشگاه علوم پزشكي تهران دا
  گردد.معنوي اين مركز قدرداني مي

  
 

  

1. Ware CF. Network communications: lymphotoxins, LIGHT, and TNF. Annu Rev Immunol 2005;23:787-819. 
2. Bradley JR. TNF-mediated inflammatory disease. J Pathol 

2008;214(2):149-60. 3. Feldmann M, Maini RN. Anti-TNF alpha therapy of rheumatoid 
arthritis: what have we learned? Annu Rev Immunol 2001;19:163-96. 

4. Horiuchi T, Mitoma H, Harashima S, Tsukamoto H, Shimoda T. 
Transmembrane TNF-alpha: structure, function and interaction with 
anti-TNF agents. Rheumatology (Oxford) 2010;49(7):1215-28. 

5. Palladino MA, Bahjat FR, Theodorakis EA, Moldawer LL. Anti-
TNF-alpha therapies: the next generation. Nat Rev Drug Discov 
2003;2(9):736-46. 

6. Wolf R, Matz H, Orion E, Ruocco V. Anti-TNF therapies--the 
hope of tomorrow. Clin Dermatol 2002;20(5):522-30. 

7. Köhler G, Milstein C. Continuous cultures of fused cells secreting 
antibody of predefined specificity. Nature 1975;256(5517):495-7. 

8. Schroff RW, Foon KA, Beatty SM, Oldham RK, Morgan AC Jr. 
Human anti-murine immunoglobulin responses in patients receiv-
ing monoclonal antibody therapy. Cancer Res 1985;45(2):879-85. 

9. Shawler DL, Bartholomew RM, Smith LM, Dillman RO. Human 
immune response to multiple injections of murine monoclonal IgG. J Immunol 1985;135(2):1530-5. 

10. Morrison SL, Johnson MJ, Herzenberg LA, Oi VT. Chimeric human 
antibody molecules: mouse antigen-binding domains with human con-stant region domains. Proc Natl Acad Sci U S A 1984;81(21):6851-5. 

11. Sambrook J, Russell DW. Molecular Cloning: A laboratory manual. 3rd 
ed. New York, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2001. p. 
116-8. 

12. Fahrner RL, Knudsen HL, Basey CD, Galan W, Feuerhelm D, Vanderlaan M, et al. Industrial purification of pharmaceutical anti-
bodies: development, operation, and validation of chromatography 
processes. Biotechnol Genet Eng Rev 2001;18:301-27. 13. Mostafaei A. Protein Gel Electrophoresis, Theoretical and Practi-
cal Approach. 3rd ed. Tehran: Tazkieh Publishing Co.; 2005. p. 1-
10. [Persian] 

14. Chan AC, Carter PJ. Therapeutic antibodies for autoimmunity and 
inflammation. Nat Rev Immunol 2010;10(5):301-16. 

15. Elliott MJ, Maini RN, Feldmann M, Long-Fox A, Charles P, 
Katsikis P, et al. Treatment of rheumatoid arthritis with chimeric 
monoclonal antibodies to tumor necrosis factor alpha. Arthritis 
Rheum 1993;36(12):1681-90. 

16. Dommasch E, Gelfand JM. Is there truly a risk of lymphoma from 
biologic therapies? Dermatol Ther 2009;22(5):418-30. 

17. Smolen JS, Weinblatt ME. When patients with rheumatoid arthritis 
fail tumour necrosis factor inhibitors: what is the next step? Ann 
Rheum Dis 2008;67(11):1497-8. 

18. Little M, Kipriyanov SM, Le Gall F, Moldenhauer G. Of mice and 
men: hybridoma and recombinant antibodies. Immunol Today 
2000;21(8):364-70. 19. Kriangkum J, Xu B, Nagata LP, Fulton RE, Suresh MR. Bispecific 
and bifunctional single chain recombinant antibodies. Biomol Eng 
2001;18(2):31-40. 20. Schillberg S, Fischer R, Emans N. Molecular farming of recombi-
nant antibodies in plants. Cell Mol Life Sci 2003;60(3):433-45. 

21. Wu AM, Yazaki PJ. Designer genes: recombinant antibody frag-
ments for biological imaging. Q J Nucl Med 2000;44(3):268-83. 

 
 
 
 

 

References
 

  
Sarabinejad Z. et al. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
6-

24
 ]

 

                               6 / 7

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-7345-en.html


  
                            ١٥ 

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 
Tehran Univ Med J (TUMJ) 2016 April;74(1):9-15 
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 Background: Infeliximab is a form of chimeric antibody which neutralizes the most 
important inflammatory cytokine, TNF-, in inflammatory disorders. The aim of cur-
rent study was to pilot expression of chimeric infliximab in Chinese Hamster ovary 
(CHO) cells. 
Methods: In this research study, pVITRO2-neo-mcs vector that consist of infliximab 
light chain and heavy chain was used to transform into the E.coli by CaCl2 method. The 
plasmid was then purified and transfected to cultured CHO cells by Lipofectamine 
2000® (Invitrogen GmbH, Germany). Transfected cells were selected upon G-418 
treatment after 2 weeks and the level of expression, based on standard curve, was 
measured using IgG ELISA kit after 48 hours for each clone. High level expressed 
clone was then cultured in roller bottles and recombinant chimeric product was purified 
by protein A affinity chromatography. The purity of the product was analyzed by 10% 
gel SDS-PAGE from eluted samples. The efficacy of the purification was analyzed by 
ELISA before and after purification step. This article is a master's student thesis from 
February 2015 to August 2016 in pharmaceutical technology development center, Teh-
ran University of Medical Sciences, Tehran, Iran. 
Results: The purified plasmid was analyzed on 2% agarose gel. After selective pressure 
of G-418, 10 stable transfect clones were assessed for infliximab secretion by IgG ELISA 
kit at 450 nm. The maximum and minimum expression which detected by ELISA were 23 
ng/ml and 6 ng/ml, respectively. The band width of infliximab fraction during purification 
procedure was observed at 0.7-0.8 min. The efficiency of the purification by ELISA was 
70%. On SDS-PAGE analysis, two bands, 25 and 50 kDa, respect to light and heavy 
chains of Infliximab, was confirmed the expression of recombinant protein. 
Conclusion: In the current study, the construct for infliximab monoclonal antibody 
production was designed using genetic engineering techniques and the expression was 
confirmed by conventional molecular biology methods. The high yield production was 
carried out in semi-industrial scale using roller bottles with a 70 percentage of purifica-
tion efficiency. 
 
Keywords: Chinese hamster ovary, gene expression, infliximab, monoclonal antibody. 
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