
ها در تحقیق، تشخیص و درمانکاربرد نانوبادي

فاطمه وحدت لاسمی

دانشجوی دکتری بیوتکنولوژی پزشکی دانشگاه علوم پزشکی مشھد

مقدمه

پپتیدي سنگین یکسان و دو زنجیرة سبک یکسان تشـکیل شـده   از دو زنجیرة پلیGایمونوگلوبین هايباديآنتیکلیساختار 

ها از دو دومین و زنجیـرة سـنگین از چهـار    زنجیرة سبک این ایمونوگلوبین. استشدهمحافظتت در پستانداران بشداست که

اخـتلاف دارد کـه   هـا بـادي آنتـی پپتیدي سبک و سنگین بین ترمینال دومین زنجیرة پلی-Nتوالی . دومین تشکیل شده است

ژنآنتـی کهدهندمیرا تشکیل fvقطعات متغیر VH-VLهايدومینجفت . اندشدهمعرفیVLو VHمتغیر هايدومینعنوانبه

.شوندمیمشخص CLو CHکه به ترتیب با اندشدهحفاظت شدیداLًو Hهايتوالیسایر . کنندمیرا شناسایی 

عنـوان بـه خـاص وجـود دارد کـه    IgGهـاي بـادي آنتـی هتروتترامریـک معمـول،   هـاي بـادي آنتیدر سرم شترسانان علاوه بر 

CH1دومـین ثابـت   اولـین پپتیـدي سـبک و   فاقـد زنجیـرة پلـی   کهاندشدهشناخته ) HCAbs(زنجیرة سنگین هايباديآنتی

.انـد شـده گـذاري نـام VHHعنـوان بهیک دومین متغیر اختصاصی دارند که سنگینشانترمینال زنجیرة -Nدر ناحیۀ. هستند

VHH در یکHCAbقطعـۀ  ارزهـم ساختاري و عملکردي ازلحاظfab ایـن دومـین منفـرد    . اسـت معمـول  هـاي بـادي آنتـی

.شودمیهم شناخته ) SdAb(دومین تکباديآنتینانوبادي یا عنوانبهمتر نواختصاصی با ابعادي در حد نا

زنجیرة سنگینهايباديآنتیVHHمعمولی و هايباديآنتیVHمقایسه ساختار دومین 

.قرار دارند) FR(ترشدهحفاظتهستند که در بین نواحی ) CDR(متغیر هايتوالیداراي ر دوه-1

کـه  هیدروفوب تشکیل شده استهاياسیدآمینهاز 47و 45، 37،44هايموقعیتدر FR2شدهحفاظتناحیه VHدر -2

.دهندمیبا نواحی هیدوروفوب زنجیرة سنگین میانکنش هااسیدآمینهاین 

هیدورفولیک تشکیل شده است بـه همـین   هاياسیدآمینهاز 47و 45، 44، 37هايموقعیتدر FR2، ناحیۀVHHدر-3

.دلیل قادر به اتصال به زنجیرة سبک نیستند

.اندشدهسولفیدي به یکدیگر متصل هستند که توسط باند ديVHاز تربزرگVHHدر CDR3و CDR1نواحی -4



نانوباديهايویژگی

کـان  ماهـا آندومینی و ویژگی مونومریک طبیعت تک. استمحلول و پایدار شدیداًیک جزء )KD15(نانوبادي با اندازة کوچک 

را ژنآنتـی شونده بـه  و طراحی ساده قطعات چندظرفیتی و پرتوان متصلVHHهايکتابخانهونینگ آسان، انتخاب سریع از کل

و دهنـد مـی جیح را تـر ) مثل جایگـاه فعـال آنـزیم   (تهبا ساختار فرورفهاییتوپها ارتباط با اپیVHHهمچنین ،کندمیفراهم 

.معمول هستند را شناسایی کنندهايباديآنتییا مخفی براي دسترسغیرقابلمناطقی را که توانندمی

نانوباديساختار

VHHي دو صفحۀ ساختمان خود حاودرBرشتۀ 5رشتۀ بتا در عقب و 4که استB اندگرفتهدر قسمت جلو قرار

مراحل تولید نانوبادي با فناوري نمایش فاژي

سنگینهايزنجیرهاستخراج و تکثیر ژن -1

فاژيدر وکتورباديآنتیسازي ژن کلون-2

)panningو selectionمرحلۀ (مناسبکنندةبیانجداسازي فاژهاي -3

)screening(در مرحلۀ غربالگري تولیدشدهباديآنتیتعیین خصوصیات -4

و نانوباديباديآنتیمقایسۀ 

.هستندPHمقاوم به دما و هابادينانوکهدرحالی،شوندمیبالا دناتوره PHدرهاباديآنتی-1

.ها سایز کوچکی دارندنانوباديکهدرحالیسایز بزرگ هستند ازنظرهاباديآنتی-2

فاقد زنجیرة سبک هانانوباديکهدرحالیاندشدهزنجیرة سبک یکسان تشکیل 2زنجیرة سنگین یکسان و 2از هاباديآنتی-3

.هستند

در مقاومت به گرمـا  هانانوباديخاصیت هیدروفیل بودن (اندهیدروفیلهابادينانوکهدرحالیهستند هیدروفوب هاباديآنتی-4

.)نقش دارد



در تحقیقها کاربرد نانوبادي

هاکروموباديعنوانبهGFPمتصل بهVHHاستفاده از-1

ها از یـک کروموبادي. باشدمیها ها در زمینۀ تحقیق صورت گرفته است به وجود آمدن کروموباديVHHپیشرفتی که در مورد 

VHH عنـوان بهشاناختصاصیژنآنتیها بعد از اتصال به کروموبادي. اندشده، تشکیل پروتئین فلورسنت سبز فیوز شدهکه به

.روندمیداخل سلولی به کار هايهدفردیاب براي تعیین موقعیت 

؛ به این روندمیکار بهاپروتئینشن خیلی بالا براي مشخص کردن موقعیت وبا رزولهايمیکروسکوپها همچنین در کروموبادي

محـل  به خاطر فاصلۀ بین رنـگ اورگانیـک و  شوندمیاورگانیک متصل هايرنگبا طول کامل به هايباديآنتیکه وقتی تعل

محـل  شـود مـی متصـل  هاآنها به خاطر اندازه کوچکشان وقتی رنگ به VHHانیست امتشخیصقابلخوبیبهواقعی پروتئین 

.کنندمیمشخص خوبیبهرا هاپروتئیندقیق 

ها براي تخلیص پروتئینVHHاستفاده از-2

VHH یگاندهایی براي تخلیص پروتئین لعنوانبهبه خاطر پایداري، طبیعت مونومریک و ثابت ماندن بر روي بسترهاي جامد ها

Captureهمچنـین در تکنولـوژي   ، شوندمیاز خون استفاده IgGانسانی براي تلخیص IgGد هاي ضVHH.روندمیکار ب –

select C-tag یکtag تمس ـقتشکیل شده اسـت را بـه   اسیدآمینهپپتیدي جدید که فقط از چهارC-   ترمینـال پـروتئین

ایـن موضـوع نشـان داد کـه     . کنندمیبراي تلخیص مؤثر پروتئین استفاده C-tagهاي ضد VHHو از کنندمیاضافه موردنظر

هـاي پپتیـدي   بـر ضـد  تواننـد مـی ،دهنـد میبا فرورفتگی را ترجیح هاییتوپها اپیVHHکهرودمیآنچه که انتظار برخلاف

.کوچک هم ساخته شوند) خطی(

ایمنیگذاريرسوبها براي VHHاستفاده از -3

کـه در میـدان   باشـند مـی مگنتیـک  ذراتحـاوي  مگنتوتاکنیـک هسـتند  هـاي باکتريهاي غشادار در ها که اورگانلمگنتوزوم

عنـوان بـه تواننـد مـی VHHهاي پوشیده با همراه با مگنتوزوم، مگنتوزومVHHبا بیان . کنندگیريجهتتوانندمیمغناطیسی 

.شوندموردنظرجداشدن پروتئین ایمنی وگذاريرسوبدر یک میدان مغناطیسی باعث capturingعوامل



سازي پروتئین هدفغیرفعالها براي اینترباديعنوانبهVHHاستفاده از -4

VHH همچنـین در شـرایط   هـا آن،شـوند مـی پایداري هستند که اغلب به جایگاه کاتالیتیـک متصـل   هايمولکولهاin vivo

مداخله با عمل پروتئین از طریق ایجاد یک .کنندمیکه با شکل و عمل پروتئین مداخله شوندمیها استفاده اینترباديعنوانبه

VHHبـا وارد کـردن ایـن   . ثابت شـده اسـت  یزمینسیبنشاسته در درسازآنزیم شاخهضدمهاري برVHH    هـا بـه پلاسـتید

توانندمیها همچنین باديااینتر. افزایش یافتVHHتوسط مهار اختصاصی آنزیمواسطهبهمقدار آمیلوز در عصاره زمینیسیب

آنزیم یوبیکوئیتین لیگاز F-boxبه دومینVHHیکdeGradeFPدر. با شکل پروتئین مداخله کنندdeGradeFPعنوانبه

پروتئـازوم  واردیوبیکوئیتینـه شـده و بـراي تخریـب    پلـی ژنآنتـی ، ژنآنتـی در اثر اتصال به in vivoدر شرایط. شودمیفیوز 

.شودمی

XفاکتورعنوانبهVHHاستفاده از -5

پروتئینی بـزرگ سـخت   هايکمپلکسغشایی و هايپروتئینبراي تعیین ساختارهاي پروتئینی از طریق کریستالوگرافی اشعۀ

.به وجود آمدندVHHمانند باديآنتیو قطعات باديآنتیکننده، به شکل هاي کریستالیزهونبراي این منظور چاپر،است

در تشخیصهانانوباديکاربرد 

در تشخیص پاتوژنVHHاستفاده از -1

ا اختصاصـیت لازم را ندارنـد،    را بـا حساسـیت بـالا تشـخیص دهنـد     ژنآنتـی تواننـد مـی مونوکلونال هايباديآنتیاگرچه ، امـ

تواننـد مـی خوبیبهها VHHمثال عنوانبه؛دباشمیداراي حساسیت و اختصاصیت بالا در تشخیص پاتوژن VHHکهدرصورتی

.مونوکلونال چنین توانایی را ندارندهايباديآنتیاما ،یرسینا را از هم تشخیص دهندوبروسلاهايعفونت

HIVدر تشخیص VHHاستفاده از -2



ماننـد  HIVژنآنتـی ، این معرف در اثر فیوژن یک شودمیاستفاده براي تشخیصVHHاسیون بر اساس نوتیلاز یک معرف آگ

P24 باVHH در افراد . آیدمیقرمز خون به وجود هايسلولاختصاصیHIV+ضـد هـاي بـادي آنتـی ت وجـود  به علP24  ایـن

.شودمیمعرف موجب آگلوتیناسیون 

غیرتهاجمیتصویربرداريها در VHHاستفاده از -3

ردیـاب  عنـوان بـه و با رادیونوکلئوتیدها لیبل شـدند  دهندمیهدف قرار مرتبط با تومور را مورد هايپروتئینکه هاییباديآنتی

باید سیگنال شدید، اختصاصـیت بـالا   هاردیاباین . روندمیکار بSPECو PECتومور از طریقغیرتهاجمیبراي تصویربرداري 

،بـا طـول کامـل   هـایی بـادي آنتـی طـولانی  عمرنیمهت علبه. تی کم داشته باشندسداري بالا، حلالیت بالا و ایموژنیبه هدف، پای

ی با طول عمر طـولانی نیـاز   یبنابراین به رادیونوکلئوتیدها،شودمیتصویربرداري با کنتراست کافی چند روز بعد از تزریق انجام 

خـوب بـه داخـل    نفـوذ ، بافـت ها به خاطر انتقال سریع از خون به VHHروازاین،دهدمیداریم که این خود سمیت را افزایش 

فـراهم  را اعت بعد از تزریق امکان تصویربرداري با حساسیت بالا در طی چند س،اضافی از کلیههايردیابحذف سریع و تومور 

.دنکنمی

درمانی نانوباديهاياستراتژي

ایـن  . ، بانـد شـوند  شـوند مـی سـرطانی محسـوب   هـاي هـدف عنـوان بهترانس ممبرین که هايپروتئینبه توانندمیها نانوبادي

خـارج  هايهدفبه توانندمیمستقیماًها همچنین نانوبادي. باشندمیC-Metوشامل رسپتور فاکتور رشد اپیدرمیهاپروتئین

.باشندمیها و کموکاینHGFمل شاهاهدفاین که ،باشندمیتوموري داراي عملکرد فت سلولی باند شوند که در داخل با

سرطانهاي ضدنانوباديبنديطبقه

هاي برهنهنانوبادي-1

)شامل توکسین و آنزیم(ها با دومین افکتور نانوبادي-2

.گیرندمیها قرار پلکسها و پلیلها، میسها شامل لیپوزوموپارتیکلهایی که بر روي سطح ناننانوبادي-3



ها به بدنانتقال نانوباديهايروش

انتقال خوراکی-1

انتقال داخل وریدي-2

انتقال داخل حفره شکمی-3

انتقال به داخل تومور-4

ماننـد  سـخت  ها باید طوري طراحـی شـوند کـه نسـبت بـه شـرایط       براي استفاده خوراکی و داخل حفره شکمی، نانوبادي

،در هنگـام تزریـق داخـل وریـدي پایـدار هسـتند      معمولاًها به خاطر اینکه نانوبادي. اسیدي مقاوم باشندPHپروتئازها و

.رودمیبه کار in vivoاین روش براي مطالعات درمان سرطان در شرایطحاضربنابراین در حال

وریدي نانوباديتزریق داخل

کـه تزریـق همیشـه در نزدیکـی تـودة تومـوري انجـام        اسـت فاز اول در درمان سرطان نانوبادي تزریق داخل وریـدي آن  

گردش خون طی کنند تـا بـه تومـور    ت زمان کافی را در سیستمیک مدشدهتزریقلازم است که مواد درنتیجه،شودنمی

هسـتند توسـط کلیـه    تـر کوچـک اندازه نظرازبا دومین افکتور که هاي نانوباديهاي برهنه و یک سري از نانوبادي. برسند

نانوبادي ممکن اسـت موجـب   –هاي توکسینط کلیه و احتباس در کلیه کونژوگهتوسسازيپاكبراثر . شوندمیسازيپاك

یـک روش بـراي کـاهش    . نانوبادي به حداقل برسـد ايکلیهسمیت باید احتباس براي جلوگیري از این.سمیت کلیه شود

کـه موجـب افـزایش    باشـد مـی تجمع و احتباس در کلیه کمتر کردن میزان فیلتراسیون از طریق افزایش اندازه نانوبـادي  

اتـیلن پلـی از طریـق گلیکوزیلاسـیون یـا    توانـد مـی این افزایش اندازه . شودمیو شانس جذب بهتر توسط تومور عمرنیمه

سـرمی ماننـد آلبـومین صـورت گیـرد کـه موجـب        هايپروتئینبههاآنکووالان ها و یا اتصال غیروزاسیون نانوباديگلایک

صفراوي مسیر اصلی دفع داروهـایی اسـت کـه بـراي     –سیستم کبدي.شودمیاحتباس کمتر در کلیه وعمرنیمهافزایش 

.هابه نانوپارتیکلهاي متصل مانند نانوباديندتوسط کلیه خیلی بزرگسازيپاك

انتقال از خون به بافت و نفوذ به تومور



. گیـرد مـی صـورت  diffusionایـن انتقـال از طریـق    . اسـت بافت و نفوذ در داخل تومـور  بهفاز دوم انتقال دارو از خون

بنـابراین  نفـوذ کننـد،  به بافت توموري diffusionاز طریق توانندنمیبه خاطر اندازة بزرگشان مونوکلونال هايباديآنتی

و شـود نمـی کنریشهکامل طوربهاگر بخشی از تومور در معرض دارو قرار بگیرد تومور . در درمان سرطان مناسب نیستند

.مونوکلونال برتري دارندهايباديآنتیها نسبت به که از این نظر نانوباديدارداحتمال رشد مجدد تومور وجود 

ها با هدفواکنش نانوبادي

که ایـن  باشدمیها مرحلۀ نهایی قبل از مکانیسم عمل، اتصال واقعی نانوبادي به مولکول هدف در مورد همۀ انواع نانوبادي

بعد . تا اثرات جانبی به حداقل برسداست این اختصاصیت براي درمان ضروري . گیردمیها صورت اتصال از طریق نانوبادي

. کشـد مـی سـاعت طـول   24حدوداًکه افتدمیاتفاق یک اندوسیتوز خیلی آهسته از باند شدن نانوبادي به رسپتور هدف،

نانوبادي دوپاراتوپیک از ي بايهانانوبادي. پاراتوپیک پیشنهاد شده استهاي بايبراي اندوسیتوز سریع استفاده از نانوبادي

و در مرحلـۀ بعـدي   تـر سـریع موجـب اندوسـیتوز   وشـوند میکه به پروتئین هدف یکسان متصل اندشدهتشکیل مختلف 

.دگردمیکه موجب رها شدن دارو از نانوبادي شوندمیتخریب در لیزوزوم 

گیرينتیجه

اقتصـادي  ازنظـر هـا میکروارگانیسمت تولید با پایداري بالا در علو بهها براي کاربردهاي بیوتکنولوژي مهم هستندنانوبادي

.معمول برتري دارندهايباديآنتیطبیعت مونومریک نسبت به وت اندازة کوچک علبه اساساً.اندصرفهبهمقرون


