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Extended Abstract

1. Introduction

pplying monoclonal Antibodies (mAb) to 
diagnose and treat various diseases, includ-
ing cancer, has become a standard and ef-
fective method. There exist >70 monoclo-
nal antibodies on the world pharmaceutical 

market, and numerous are in various stages of testing [1]. 
However, in some cases, monoclonal antibodies have limi-

A
tations, e.g., the size and complexity of the molecule reduce 
its potential to penetrate tumor tissues; the flat structure 
of the interacting segments complicates catalytic cavities 
to penetrate deep into enzymes [2, 3]. To overcome such 
limitations and increase the antitumor activity of antibodies, 
there are various approaches, like antibody engineering to 
increase affinity; the invention of antibody conjugate anti-
bodies or the use of antibody fragments; finally, the creation 
of bispecific antibodies. Binding to two different targets by 
a single antibody molecule is an intriguing idea in cancer 
treatment research. Such molecules can perform several 
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Aims Dual-Character antibodies can simultaneously target two surface markers. Blinatumomab is a C19 / 
CD3 antibody from the BiTE family (Bispecific T cell engager antibody) and was approved by the US Food 
and Drug Administration for clinical use. This antibody effectively targets malignant cells in patients with 
acute infoblastic leukemia. In the production of large quantities of such antibodies on an industrial scale, 
selecting the appropriate host remains a critical issue. Mammalian cells and strains of E.coli are the most 
common hosts for producing antibodies and antibody components on an industrial scale, respectively.
Methods & Materials In this study, a dual-specific antibody was used in the mammalian system of plasmid 
pcDNA3.1 (+) and for expression in the bacterial system of plasmid pET22b. The antibody produced in 
both systems was purified using nickel affinity resin under similar conditions. Next, SDS-PAGE and West�
ern blot analysis was performed on both study samples. Finally, the binding properties of the antibody 
secreted from both systems were assessed by the ELISA test.
Findings The present study results suggested that antibodies produced by the mammalian expression 
system provided better binding properties than the expression system in bacteria.
Conclusion This study indicated that in the case of antibodies to two traits of the BiTE family, like 
Blinatombe, mammalian cells generate a more efficient and successful expression system; although the 
bacterium can produce much larger amounts of the antibody.
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functions, as follows: the inhibition of the cell surface re-
ceptor; simultaneous blockade of two ligands; the cross-
linking of two surface receptors, and the placement of a T 
cell adjacent to the tumor [4]. Three dual-character antibod-
ies have been licensed by legal authorities; catumaxomab 
[5], blinatumomab, and emicizumab [6]. The benefits of 
dual-character compounds include their bilateral effect on 
different tumor targets and their cumulative or synergistic 
drug effects due to the overlap of cancer signaling pathways. 
These antibodies come in a wide variety of formats, includ-
ing those with and without Fc [4]. The BiTE Bispecific T 
cell engager format consists of two single antibody chains 
linked together by a polypeptide linker. In BiTEs, one arm is 
targeted against CD3 and one arm against the tumor antigen. 
The features of this format include the ability of Tcell-cell 
polyclonal antigen-dependent activation and the induction 
of T cell proliferation. Thus, BiTE has a great ability to lysis 
the target cell. Blinatumomab, or CD3 × CD19bsAb anti, is 
the first drug in the BiTE family to be introduced by Amgen 
in 2014 to treat Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) and 
Non-Hodgkin’s Lymphoma (NHL) [7].

Blinatombe is a protein fusion with a molecular weight 
of 55 KD that contains two scFv (Single Chain Fragment 
Variable) antibody chains. This protein consists of 4 vari-
able domain cDNAs plus 3 linker peptides, 2 long linkers 
to bind to make the scFv fragment, and a short linker to 
bind the two fragments. This structure provides the flexibil-
ity and freedom of action required to connect each arm to 
the target epitopes located on the surface of the two cells. 
In the N-terminal part of this protein is scFv binding to mu-
rine CD19 antibody derived from mAb HD37. Moreover, 
in the C-terminal part of the scFv is terminal binding to 3 
CD antibody derived from mAb L2K murine antibody [8]. 
The presence of a hexahistidine sequence at the C-terminus 
of this protein allows it to be purified by affinity resins Im-
mobilized Metal Ion Affinity Chromatography (IMAC) [9].

 The persistent and high expression of CD19 molecule on 
malignant B cells and its role in the survival and prolifera-
tion of these cells made it a target marker on B cells. Unlike 
CD20 and CD22, the CD19 receptor is expressed in almost 
all developmental stages of B cell lineage. It is a reliable 
marker for treating this category. Furthermore, in patients, 
almost 100% of malignant cells express this antigen [10]. 
CD19 is a PI3 kinase activator. This enzyme is a key ele-
ment in signaling in malignant cells [11]. The in vitro per-
formance of CD3 × CD19 anti in T cell and CD19 expres-
sion cells was strongly significant in simultaneous culture 
experiments. The minimum concentration required for lysis 
of CD19 target cells was approximately pg/mL [12].
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Additionally, CD3+, CD4+, or CD8+ T cells present 
a similar ability to lysis target cells and perform so with 
vigor. Of course, naïve T cells are an exception [13]. More-
over, anti-CD3 × CD19 is sufficient for T cell activation and 
requires no prior activation or stimulants. T cell activation 
leads to the expression of CD69 and C25 as well as the up-
regulation of adhesion molecules, like CD2 on its surface. 
Besides, it releases inflammatory cytokines, such as IFNϒ, 
TNFα, IL2, IL6, IL1, finally the sequential proliferation of 
T cells [14]. The mechanism of T cell-cell killing in CD19 
target cells involves the formation of a strong cytolytic syn-
apse between the two cells, followed by the depletion of 
the toxic proteins perforin and granzymes from the secre-
tory T vesicles on the target cell. The activation of caspase 
enzymes in the target cell indicates the significance of the 
apoptosis pathway parallel to the pathway of secretory ves-
icles to destroy the target cell [8].

 For producing therapeutic recombinant proteins, includ-
ing monoclonal antibodies, various hosts are used, such as 
bacteria, baculovirus, yeast, plant cells, and mammalian 
cells [15]. Among these, the mammalian cell class due to 
its ability to produce protein by natural folding and creating 
proper post-translational modifications are especially im-
portant. Chinese Hamster Ovary (CHO) cell line is the most 
widely used cell line for generating antibodies; producing 
about two-thirds of recombinant therapeutic proteins in this 
class [16]. HEK293 human embryonic kidney is a human 
kidney embryonic cell. It is widely used for the transient 
expression of TGE recombinant proteins. Despite its epi-
thelial origin, it adapts well to suspended culture conditions. 
Due to the human nature of this class, the recombinant pro-
teins expressed in it are similar to human proteins concern-
ing post-translational changes. Furthermore, the process of 
translation, folding, and maturation processes occur with 
considerable adequacy. The transient gene expression ap-
proach is commonly used to shortly produce large amounts 
of protein for the biochemical studies of the drug and to 
perform preclinical investigations [17, 18]. Expi 293 cell is 
a HEK293 cell-derived class for culture in high cell density 
suspension and serum-free culture medium. The chemical-
ly defined form of these properties makes this cell suitable 
for industrial production [19].

 The mammalian cell expression system is currently the 
most common method of producing this antibody; how-
ever, Escherichia coli has the potential to produce proteins 
without a glycosylation pattern, as well as the ease of order-
ing the production process and the cost-effectiveness of the 
bacterial culture raw materials has made this host a suit-
able host for the production of Fc-free antibodies and dual-
specific antibodies [20]. Accordingly, a significant portion 
of therapeutic proteins without glycosylation pattern is 
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produced in this host, and BL21 (DE3) is among the most 
common industrial and research strains. The long history of 
industrial use of E. coli, as well as the appropriate rules of 
the drug production supervisory departments to this host, 
are significant advantages of this production platform [21].

 Considering the single-chain and non-glycosylation of 
Blinatombe, the capacity of the bacterial expression system 
to produce this antibody was used; we compared it with 
the antibody produced in eukaryotic cells. This is because 
no such comparison has been made for the Blinatomb an-
tibody. The great advantages of E. coli, as a suitable host 
include its industrial production parameters; the availabil-
ity of inexpensive culture media for the production of bio-
pharmaceuticals in this host; the expression of monoclonal 
antibodies of two BiTE family traits (due to no post-trans-
lational changes). The commercial manufacturer expressed 
Blinatomomb in the host of CHO. This study aimed to ex-
amine the expression and binding properties of antibodies 
expressed in both systems and compare them.

2. Materials and Methods

Cells and consumables

 Expi293F cell and related culture medium (Expi293 re-
cession Expression Medium) and its specific transfection 
agent (ExpiFectamine™ 293 transfection Reagent), as well 
as Pen/Strep and L-Glu antibiotics and pcDNA3.1 (+) vec-
tor (Invitrogen; CA, USA), were prepared. Ni-NTA chro-
matographic resin was obtained from QIAGEN (USA). 
Trypan blue and 3-d3 aminobenzidine (DAB) and anti-
histamine conjugated with HRP and TMB were prepared 
from Sigma-Aldrich (USA). E.coli BL21 strain (DE3) and 
vector pET-22b were obtained from Novagen (USA). Re-
striction enzymes were collected from Thermo Fisher Sci-
entific (USA). NALM-6 and Jurkat cell lines were obtained 
from the cell bank of the Pasteur Institute of Iran.

 Expressive structures and expression in E.Coli

 The expression constructs expressing the two antibodies 
of blinatumomab from the PGH vector in the pET-22b vec-
tor were cloned by HindIII and NcoI enzymes. BL21 (DE3) 
strain was used for protein expression. The pET-22b vector 
was designed for the periplasmic expression of the target 
protein. The strain transformed by the expressive vector in 
the LB medium was incubated to reach OD=0.5 in a wave-
length of 600 nm. Then, 0.5mM IPTG was used for induc-
tion. The cells were isolated by centrifugation after 4 hours 
of culture. Besides, a culture batch without induction was 
considered as a negative control.

 Expression structure and the expression of Expi293F cell 
line

 The coding sequence of the blinatombe protein was 
cloned from the PGH vector into the pcDNA3.1 vector. 
This measure helped to construct the expression structure 
in the cellular system by two enzymes, NheI and HindIII. 
These expression constructs were then transfected into 
Expi293F cells. Expi293F cells were cultured in specific 
and without serum culture medium Expi293 ™ expres-
sion medium with penicillin-streptomycin (2mM) antibiot-
ics. The cells were cultured in a CO2 incubator shaker in 
a humid environment and in rotating glass bottles at 125 
rpm. The cells were passaged every three days at a density 
of approximately 3 × 10⁵ cells/mL. The cell count method 
with trypanblo was employed to calculate the frequency of 
cells. In short, the transfection was performed according to 
the manufacturer’s method, as follows: The day before the 
transfection, the cells were cultured in an additive-free me-
dium. The next day, the transfectamine ™ 293 reagents and 
plasmid were mixed with specific relativity. Incubations 
were added to the cells. After 16-18 hours, ExpiFectamine 
™ Transfection Enhancer 1 and 2 were added to the cells 
according to the manufacturer’s instructions. On the sev-
enth day, the supernatant was isolated from the cells and 
stored to assess expression.

Protein purification

To purify the antibodies expressed by the Expi293F cell line, 
Ni-NTA (Ni-Nitrilotriacetic acid) column was used. Initially, 
the cell soup was filtered by a 0.45 μm filter. The column was 
then washed with a binding buffer [NaH2PO4 (50 mM), NaCl 
(300 mM), imidazole (10 mM), pH=8.0)]. Accordingly, NaH-
2PO4 (50 mM), NaCl (300 mM), imidazole (20 mM), pH=8.0 
were washed and finally buffered by NaH2PO4 (50 mM), 
NaCl (300 mM), imidazole (250 mM; pH=8.0). The purifica-
tion of the protein expressed in bacteria was similar to that of 
the cell. The difference concerned the chemical composition 
of the triple buffers, i.e., changed as follows:

Binding buffer: (100mM NaH2PO4, 10mM Tris, 8M Urea 
pH=8);

Washing buffer: (100mM NaH2PO4, 10mM Tris, 8M 
Urea pH=6.3);

Elution buffer: (100mM NaH2PO4, 10mM Tris, 8M Urea 
pH=4.5).

SDS PAGE and Western blot analysis
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 SDS PAGE and Western blot analysis were implemented 
to evaluate protein expression. Kumasi blue staining was 
used to detect proteins. The proteins were electrophoresed 

in a 12% gel at 100 volts for 80 minutes. SDS PAGE was 
followed by Western blotting. This process was performed 
by a semi-dry transfer cell Trans-Blot (Biorad) using nitro-

Figure 1. Gel electrophoresis of expression structures

A: Agarose gel electrophoresis related to antibody gene cloning in pcDNA3.1 vector for expression in Expi293F cell row 1) DNA 
marker 1kb row 2) The digestion of gene construct containing antibody coding fragment [pcDNA3.1 + bsAb] by NheI restriction 
enzymes HindIII and the creation of fragments 5429 and 1587 bp of rows 3) The digestion of gene constructs containing antibody 
coding fragment [pcDNA3.1 + bsAb] by XhoI restriction enzymes Making fragments 5731 and 1269 bp of rows 4) Cloned gene 
structure [pcDNA3. 1 + bsAb] not digested; B: Gel electrophoresis related to antibody gene cloning in vector pET-22b for expres-
sion in BL21 (DE3) strain 1) DNA marker 1kb. Row 2) Digestion of gene constructs containing antibody-coding fragments by NcoI 
and HindIII restriction enzymes and generation of 5493 and 1587 bp fragments Row 3) Undigested gene constructs.

Figure 2. SDS PAGE analysis of purified antibodies 

A: Purified protein from the Expi293F cell expression system. Row 1) Marker protein 116-14 kDa Row 2 and 3) Purified fractions 
of cell soup; B: The purified protein of the BL21 (DE3) expression system. Row 1) Marker protein 116-14 kDa Row 2) Uninduced 
cell lysate. 3) IPTG-induced cell lysates 4) Purified fraction of IPTG-induced lysates.
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cellulose membrane (GE Healthcare) to transfer proteins. 
After transfer, the membrane was blocked by 4% Bovine 
Serum Albumin (BSA). Next, the antibody against polyhis-
tidine conjugated with HRP in a dilution of 1: 1500 was 
used. For the appearance of protein spots, 3 and 3 Demino-
benzidine (DAB) methods were used. 

ELISA Assessment

 An ELISA test was used to evaluate the expression level 
of antibodies secreted by two different expression sys-
tems. For this purpose, CD19-expressing cell lines, called 
NALM-6, and CD3-expressing cell lines, called Jurkat 
were cultured in 96 cells overnight. The cells were then 
fixed using 3.7% formaldehyde. After washing the cells 
3 times, the unoccupied surfaces of the well were blocked 
by 2% bovine serum albumin for one hour. Next, the cells 
were incubated overnight with the serial dilutions of the an-
tibody expressed at 4°C (12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.58 pg/
mL). After performing the re-washing steps, 100 μL of 
antibody against HRP-conjugated polyhistidine was added 
to each well at a dilution of 1: 250 in 1% BSA. After one 
hour and re-rinsing, 100 μL of TMB (3,30,5,50 Tetrameth-
ylbenzidine) was added to each well to perform a dyeing 
reaction. Finally, the light absorption of each well was read 

with an ELISA reader at 450 nm. Cell line without CD19 
and CD3 markers (CHO cell) was also used as a negative 
control.

3. Results

 The sequence encoding the blinatombe gene was suc-
cessfully cloned into the pcDNA3.1 vector using two re-
striction enzymes NheI and HindIII. To confirm the clon-
ing accuracy of the structure made by the two mentioned 
enzymes, an enzyme was digested which led to the creation 
of two pieces with a size of approximately 1600 and 5400 
bp (Figure 1-A). In the case of the expression construct in 
bacteria, the coding sequence was successfully cloned into 
the pET-22b vector. Enzymatic digestion in this case also 
indicated the formation of 5000 and 1600 bp formats (Fig-
ure 1-B). Finally, by sequencing the created structures, the 
cloning accuracy was confirmed in both cases.

The expression level in both expression systems was de-
termined after purifying the protein with a nickel column 
(Figure 2). Moreover, the purified protein from each system 
was determined to be concentrated. This was 2.3 mg/L for 
Expi293F cells and 100 mg/L for the bacterial expression 
system. SDS PAGE analysis, followed by Western blotting 

Figure 3. Western blot antibody test 

A: Western blotting performed on antibodies expressed in the Expi293F cell expression system. Row 1) Marker protein 10–180 
kDa rows 2 and 3) Antibody of two purified traits. Row 4) Positive control protein with histidine sequence; B: Western blotting 
was performed on antibodies expressed in the BL21 (DE3) strain expression system. Row 1) Marker protein 10–180 kDa. Row 
2) Cell lysates after induction with IPTG (containing dual-character antibodies) Row 3) Positive control protein with histidine se-
quence. Row 4) Uninduced cell lysate and no dual-character antibody (negative control). In both expression systems, coloring was 
performed by DAB.
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was performed per expression system; this measure indi-
cated the expression of 55 kDa target protein at the respec-
tive site (Figure 3).

To evaluate the frequency of expression per case, a den-
sitometric system was used to determine the density of 
each band in SDS PAGE gel. The obtained results revealed 
that the band related to the expression system in bacteria 
contained approximately 19.3% of the total proteins. Addi-
tionally, the band related to the mammalian cell expression 
system contains about 7.1% of the total cultured proteins 
(Table 1).

Antibody binding ability expressed by ELISA was as-
sessed. Two NALM-6 cell lines were applied for CD19 and 
Jurkat cell line for CD3. Both classes were treated with se-
rial dilutions of antibodies (Figure 4). The relevant results 
reflected that the extent of antibody binding expressed from 
the Expi293F cellular system was approximately twice as 
high as the antibody binding expressed in BL21 (DE3).

4. Discussion

The expression system of mammalian cells is of con-
siderable significance in the biopharmaceutical industry. 
The special features of this system include high sensitiv-
ity; expensive culture media; the inherent complexity of 

Moazzami R, et al. Bispecific Antibody: Expression in Expi293F Cells and E.coli. The Horizon of Medical Sciences. 2021; 27(3):400-417.

Figure 4. Investigating the effect of antibody binding produced in Expi 293F expression system and BL-21 (DE3) strain to surface 
marker

A: of Jurkat cell; and B: NALM-6 cell in both types of antibody cells produced in the mammalian expression system further attaches 
to the target cell than the bacterial expression system.
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eukaryotic cells, as well as the time-consuming process of 
culturing these cells. Such characteristics assist researchers 
in the field of industrial protein production research; they 
could use alternative systems in cases where simpler and 
cheaper hosts can be replaced. This also applies to produc-
ing antibody fragments or single-chain antibodies without 
a glycosylation pattern. A relevant challenge is to study the 
possibility of producing each molecule of a drug or anti-
body candidate protein in simpler expression systems, like 
bacteria. It is necessary to explore the possibility of produc-
tion in cheaper systems for each protein separately; thus, 
the possibility of producing antibodies against the CD19 
marker, as a powerful and expensive drug in the treatment 
of leukemia, was investigated (this antibody was available 
at the time of the release of the most expensive therapeutic 
antibody). This study compared and evaluated the produced 
protein using the method of rapid antibody production in the 
mammalian expression system (temporary expression sys-
tem) and simultaneous expression in the bacterial system.

 After successful cloning and expression of dual-character 
antibody in both systems, this antibody was purified and its 
production was confirmed. The expression levels in bacte-
ria and Expi293F cells equaled 100 mg/L and 2.3 mg/L, re-
spectively. Mack et al. obtained the expression of 15 mg/L 
by the antibody expression of two anti-EpCAM × anti-CD3 
properties in BiTE format in the bacterial host [22]. McCall 
et al. produced a dual-character antibody in a similar format 
against anti-HER2 / neu × anti-CD16 in bacteria with an 
expression level of about 3.7 mg/L. Kuo et al. expressed the 
anti-CD123 × anti-CD3 antibody in the CHO-K1 host in a 
format similar to BiTE at a rate of about 5 mg/L [23]. The 
level of expression in E.coli expression systems is generally 
higher than that in mammalian expression systems; how-
ever, Root et al. achieved a significant expression of 1300 
mg/L [24]. De Nardis et al. also produced dual-specific an-
tibodies against HER2 and HER3 in the CHO-DG44 host 
in IgG-like formulation with an expression level of about 
1200 mg/L [25]. 

The examined bacterial system reflected the ability to 
produce higher amounts of antibodies; however, the gen-
erated antibody had a lower binding power, compared to 
mammalian cells. Examining antibody binding characteris-
tics produced per system by ELISA test signified that the 
mammalian expression system is more efficient in antibody 
production than the bacterial production system. In other 
words, the binding rate to each of the target indices (i.e., 
CD19 & CD3) was averagely about twice as high. This is 
probably due to differences in folding systems and protein 
processing in mammalian cells and bacteria. Previous stud-
ies provided similar results [22]. Flow cytometric analysis 
can be used to more accurately evaluate the antibody bind-
ing power produced. Besides, a mixed lymphocyte culture 
system in the presence of target cells can be used to evalu-
ate the cytotoxic effect of antibodies on the target cell [12, 
26]. Additionally, further studies are suggested to evaluate 
the expression of this antibody in other common expression 
systems, such as other mammalian cells or yeast cells. An-
other approach is to implement different expression vectors 
in the mammalian expression system.

5. Conclusion

 This study indicated that in the case of antibodies to two 
traits of the BiTE family, like Blinatombe, mammalian cells 
present a more efficient and successful expression system; 
although the bacterium can produce much larger amounts 
of the antibody.
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Mirza Hosseini (data analysis and text writing and editing) 
Fatemeh Nadafi (laboratory and research methods, text 
writing and editing) Fatemeh Davami (Research idea, con-
ceptualization, data analysis, and text writing and editing)

Table 1. SDS-PAGE gel densitometric analysis of the frequency of each band before and after purification with Ni-NTA column

Expression system
%

Before purification After purification (%)

Expi 293F 8.11 3.7

BL21 (DE3) 8.30 3.19
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اهداف آنتی بادی های دوخصیصه ای قادر به هدف گیری هم زمان دو مارکر سطحی هستند. بلیناتومومب یک آنتی بادی علیه C19/CD3از خانواده 
BiTE(Bispecific T cell engager antibody) است و سازمان غذا و داروی ایالات متحده آن را برای مصارف بالینی تأیید کرده است. این 
آنتی بادی به نحو مؤثری سلول های بدخیم را در بیماران مبتلا به لوکمی انفوبلاستیک حاد هدف قرار می دهد. در تولید مقادیر زیاد از چنین 
آنتی بادی هایی در مقیاس صنعتی انتخاب میزبان مناسب یک مسئله مهم و حیاتی است. سلول های پستانداری و سویه های باکتری E.coli به 

ترتیب از رایج ترین میزبان ها برای تولید آنتی بادی و قطعات آنتی بادی در مقیاس صنعتی هستند.

مواد و روش ها در این مطالعه برای بیان آنتی بادی دوخصیصه ای در سیستم پستانداری پلاسمید (+) pcDNA3.1 و برای بیان در سیستم 
باکتریایی پلاسمید pET22b استفاده شد. آنتی بادی تولیدشده در هر دو سیستم با استفاده از رزین افینیتی نیکل در شرایط مشابه تخلیص شد 
و در مرحله بعد آنالیز SDS-PAGE و وسترن بلات روی هر دو نمونه صورت پذیرفت و نهایتاً ویژگی های اتصالی آنتی بادی ترشح شده از هر دو 

سیستم با آزمون الایزا سنجیده شد.

یافته ها نتایج بیانگر این بود که آنتی بادی تولید شده سیستم بیانی پستانداری دارای ویژگی های اتصالی بهتری نسبت به سیستم بیانی 
در باکتری است.

نتیجه گیری این مطالعه نشان داد که در آنتی بادی های دو ویژگی از خانواده BiTE، مانند Blinatombe، سلول های پستانداران یک 
سیستم بیان کارآمدتر و موفق تر تولید می کنند. اگرچه باکتری می تواند مقادیر بیشتری از آنتی بادی را تولید کند.

کلیدواژه ها: 
بلیناتومومب، آنتی بادی 
دوخصیصه ای ،لوکمی 

لنفوبلاستک حاد

تاریخ دریافت: 11 فروردین 1400
تاریخ پذیرش: 25 خرداد 1400

تاریخ انتشار: 10 تیر 1400

مقدمه

برای   )mAb( منوکلونال  آنتی بادی های  از  استفاده  امروزه 
تشخیص و درمان بیماری های گوناگون از جمله سرطان تبدیل 
از 70  بیش  اکنون  است.  مؤثر شده  و  استاندارد  به یک روش 
آنتی بادی منوکلونال در بازار دارویی دنیا موجود است و تعداد 
زیادی نیز در مراحل کارآزمایی قرار دارند ]1[. با این وجود در 
برخی از موارد آنتی بادی های منوکلونال دارای محدودیت هایی 
نیز هستند، برای مثال بزرگی و پیچیدگی مولکول از پتانسیل 
مسطح  ساختار  یا  و  می کاهد  توموری  بافت های  به  آن  نفوذ 
بخش های تعامل کننده نفوذ به عمق حفره های کاتالیتیک در 
آنزیم ها را با دشواری مواجه می کند ]3 ،2[. برای برطرف کردن 

چنین محدودیت هایی و افزایش فعالیت ضدتوموری آنتی بادی ها 
رویکردهای متفاوتی مثل مهندسی آنتی بادی برای افزایش افینتی، 
ابداع آنتی بادی های کونژوکه1، استفاده از قطعات آنتی بادی ها2 و 
نهایتاً ایجاد آنتی بادی های دوخصیصه ای3 وجود دارد. اتصال به دو 
هدف متفاوت با یک مولکول آنتی بادی واحد یک ایده جذاب در 
تحقیقات درمان سرطان است. چنین مولکول هایی قادر به انجام 
چند عمل هستند: 1( مهار رسپتور سطح سلولی؛ 2( بلوک کردن 
هم زمان دو لیگاند؛ 3( اتصال متقاطع دو رسپتور سطحی؛ 4( 
در مجاورت تومور قرار دادن سلول T ]4[. تاکنون سه آنتی بادی 

1. Antibody Drug Conjugate
2. Antibody fragments
3. Bispecific

1. مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی پزشکی ایران، انستیتو پاستور ایران، تهران، ایران.
2. مرکز تحقیقات علوم دارویی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایران.

مقاله پژوهشی
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E.Coli و Expi293F در میزبان

، *فاطمه دوامی1  ، فاطمه ندافی2  ، حسن میرزاحسینی1  رضا معظمی1 

http://hms.gmu.ac.ir/index.php?slc_lang=fa&sid=1
https://orcid.org/0000-0002-7693-2926
https://orcid.org/0000-0003-2593-7855
https://orcid.org/0000-0003-0879-9796
https://orcid.org/0000-0002-7614-1833


410

تابستان 1400. دوره 27. شماره 3

دوخصیصه ای توانسته اند از مراجع قانونی مجوز ورود به بازار را 
Emi- و blinatumomab ،]5[ Catumaxomab  کسب کنند:

به  می توان  دوخصیصه ای  ترکیبات  مزایای  از   .]6[  cizumab
اثر دوجانبه آن ها روی اهداف متفاوت توموری و ایجاد تأثیرات 
مسیرهای  هم پوشانی  دلیل  به  سینرژیک  یا  تجمعی  دارویی 
سیگنالینگ سرطان اشاره کرد. این آنتی بادی ها دارای فرمت های 
بسیار متنوعی هستند که شامل انواع دارای بخش Fc و انواع فاقد 
آن است ]4[. فرمت BiTE (Bispecific T cell engager)شامل 
دو تک زنجیره آنتی بادی است که از طریق یک لینکر پلی پپتیدی 
به هم متصل شده اند. در BiTEها یک بازو علیه CD3 و یک بازو 
علیه آنتیژن توموری هدف گیری شده. از ویژگی های این فرمت 
 T می توان به توانایی فعال سازی وابسته به آنتیژن پلیکلونال سلول
و القا پرولیفریشن سلول T اشاره کرد. بدین ترتیب BiTE توانایی 
زیادی در لیز کردن سلول هدف دارد. بلیناتومومب4 یا در واقع 
CD3×CD19bsAb anti اولین داروی از خانواده BiTE است که 
 ALL (Acute Lymphoblastic درمان  برای   Amgen شرکت
(leukemia و NHL (non-Hodgkin’s lymphoma) در سال 

2014 معرفی کرده ]7[.

و   55  KD مولکولی  وزن  با  پروتئینی  فیوژن  بلیناتومومب 
scFv (Single Chain Frag-  شامل دو زنجیره متغیر آنتی بادی

چهار   cDNA طریق  از  پروتئین  این  است.   ment Variable)
دامین متغیر به علاوه سه پپتید لینکر ساخته شده، دو لینکر 
بلند برای اتصال برای ساخت بخش scFv و یک لینکرکوتاه برای 
متصل کردن این دو بخش. این ساختار انعطاف و آزادی عمل 
اپیتوپهای هدف واقع بر سطح  به  بازوها  از  اتصال هریک  لازم 
دو سلول را فراهم می کند. در بخش N ترمینال این پروتئین 
 mAb مشتق از آنتی بادی موشی CD19 متصل شونده به scFv
HD37 و در بخش C ترمینالscFv متصل شونده به 3CD مشتق 
از آنتی بادی موشی mAb L2K قرار دارد ]8[. وجود یک توالی 
هگزاهیستیدینی در C ترمینال این پروتئین امکان تخلیص آن 
 IMAC Immobilized توسط رزین های افینیتی کروماتوگرافی
 metal ion affinit (chromatography)را فراهم می کند ]9[.

 B روی سلول های بدخیم CD19 بیان دائمی و بالای مولکول
و نقش آن در بقا و پرولیفراسیون این سلول ها باعث شد که به 
عنوان شاخص هدف روی سلول Bدر نظر گرفته شود، برخلاف 
CD20 و CD22 رسپتور CD19 تقریباً در تمامی مراحل رشدی 
دودمان سلول B بیان می شود، از این رو یک مارکر مطمئن برای 
درمان این رده محسوب می شود. از طرف دیگر نشان داده شده 
که در افراد بیمار تقریباً 100 درصد سلول های دچار بدخیمی 
 PI3 یک فعال کننده CD19 .]10[ این آنتیژن را بیان می کنند
کیناز است، این آنزیم یک عنصر کلیدی در میسر سیگنالینگ 
در سلول های بدخیم است ]11[. عملکرد in vitro مربوط به 

4. Blinatumomab

CD3×CD19 anti در آزمایش های کشت هم زمان سلول T و 
سلول های بیان کننده CD19 بسیار چشمگیر بوده؛ حداقل غلظت 
 pg/ml در حدود CD19 مورد نیاز برای لیز سلول هدف واجد

است ]12[.

T سل های CD3+ ،CD4+ یا CD8+ توانایی مشابهی در لیز 
سلول های هدف نشان می دهند و با قدرت این کار را می کنند. 

این مورد استثنا هستند ]13[.  البته سلول های T naïve در 
خود CD3×CD19 anti برای فعال سازی سلول T کفایت لازم را 
داراست و نیازی به فعال سازی قبلی یا مواد کمک محرکی نیست، 
فعال شدن سلول T منجر به بیان و ظهور CD69 و C25 و همچنین 
Up regulation ژن مولکول های چسبانی مثل CD2 بر سطح 
آن شده و از طرف دیگر باعث رهایش سیتوکاین های التهابی مثل 

 T و نهایتاً تکثیر متوالی سلول های IFNï ,TNFï ,IL2 ,IL6 ,IL1
می شود ]14[. مکانیسم سلول کشی سلول T در مورد سلول هدف 
دارای CD19 شامل تشکیل یک سیناپس سیتولیتیک محکم 
بین دو سلول و متعاقب آن تخلیه پروتئین های سمی پرفورین و 
گرآنزیم ها از وزیکول های ترشحی T سل روی سلول هدف است. 
فعال شدن آنزیم های کاسپاز در سلول هدف گویای اهمیت مسیر 
آپپتوز به موازات مسیر وزیکول های ترشحی برای از بین بردن 

سلول هدف است ]8[.

جمله  از  درمانی  نوترکیب  پروتئین های  تولید  برای  امروزه 
آنتی بادی های منوکلونال از میزبان های گوناگونی شامل: باکتری، 
باکولوویروس، مخمر، سلول های گیاهی و سلول های پستانداری 
استفاده می شود ]15[ که از بین آن ها رده سلول های پستانداری 
با تاخوردگی طبیعی و  به علت داشتن توانایی تولید پروتئین 
Post Translational Modi� ترجمه  از  تغییرات پس  )ایجاد 
CHO (Chi- صحیح اهمیت ویژه دارند. رده سلولی )fications

(nese hamster ovary پرکاربردترین رده سلولی برای تولید 
پروتئین های  از  دو سوم  که حدود  نحوی  به  آنتی بادی هاست، 
نوترکیب درمانی در این رده تولید می شوند ]16[. رده سلولی 
جنینی  )سلول   )HEK293 human embryonic kidney
کلیه انسان است و در حال حاضر به طور گسترده ای برای بیان 
پروتئین های   (Transient Gene Expression) TGE موقت 
به خوبی  اپیتلیالی  منشأ  علی رغم  و  می شود  استفاده  نوترکیب 
با شرایط کشت معلق سازگاری می یابند. به دلیل انسانی بودن 
این رده پروتئین های نوترکیب بیان شده در آن، از نظر تغییرات 
پس از ترجمه مشابه پروتئین های انسانی هستند و روند ترجمه، 
تاخوردگی و بلوغ آن ها با کفایت چشمگیری صورت می گیرد. 
رویکرد بیان موقت ژن معمولًا برای تولید مقادیر زیاد پروتئین 
در زمان کوتاه برای بررسی های بیوشیمیایی و بیوفیزیکی دارو 
و انجام مطالعات پیش بالینی استفاده می شود ]18 ،17[. سلول 
Expi 293 یک رده مشتق از سلول HEK293 است که برای 
کشت در شرایط معلق با تراکم سلولی بالا و در محیط کشت 

E.Coli و Expi293F در میزبان )ALL( بیماری لوکمی لنفوبلاستیک حاد CD19 رضا معظمی و همکاران. بیان مقایسه ای آنتی بادی دوخصیصه ای علیه مارکر
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عاری از سرم و به شکل Chemically Defined تطابق یافته 
ویژگی ها این سلول را برای تولید صنعتی مناسب کرده ]19[.

هرچند در حال حاضر سیستم بیانی سلول های پستانداری 
مقابل  در  اما  است  آنتی بادی  این  تولید  رایج  روش  سیستم 
پروتئین های  تولید  برای   Escherichia coli باکتری  پتانسیل 
الگوی گلایکوزیلاسیون و همچنین سهولت دست ورزی  بدون 
این  باکتریال  کشت  اولیه  مواد  بودن  ارزان  و  تولید  فرآیند 
میزبان را به میزبان مناسب برای تولید آنتی بادی های فاقد Fc و 
آنتی بادی های دوخصیصه ای تبدیل کرده است ]20[، به طوری 
که اکنون تولید بخش قابل توجه ای از پروتئین های درمانی فاقد 
الگوی گلایکوزیلاسیون در این میزبان انجام می شود و در این 
میان سویه BL21 (DE3) یکی از رایج ترین سویه های صنعتی و 
تحقیقاتی است. تاریخچه طولانی استفاده صنعتی از ای.کولای 
و همچنین قوانین مناسب بخش های نظارتی تولیدی دارو در 
رابطه با این میزبان از مزیت های توجه برانگیز این پلت فرم تولید 

است ]21[.

و  تک زنجیره  به  توجه  با  است  شده  سعی  پژوهش  این  در 
سیستم  ظرفیت  از  بلیناتومومب  بودن  گلایکوزیلاسیون  بدون 
بیانی باکتری برای تولید این آنتی بادی و مقایسه آن با آنتی بادی 
درباره  چون  شود،  استفاده  یوکاریوتی  سلول  در  تولیدشده 
آنتی بادی بلیناتومومب تاکنون چنین مقایسه ای صورت نگرفته. 
مزایای زیاد ای.کولای به عنوان میزبان مناسب از نظر پارامترهای 
تولید صنعتی و در دسترس بودن محیط های کشت ارزان قیمت 
برای تولید زیست داروها در این میزبان و همچنین قابل بیان بودن 
آنتی بادی های منوکلونال دوخصیصه ای خانواده BiTE )به دلیل 
نداشتن تغییرات پس از ترجمه ای( در آن از یک سو و وجود این 
 CHO واقعیت که تولیدکننده تجاری بلیناتومومب را در میزبان
بیان نموده، از سوی دیگر ما را برآن داشت که در این پژوهش به 
بررسی بیان و ویژگی های اتصالی آنتی بادی بیان شده در هر دو 

سیستم و مقایسه آن ها بپردازیم. 

مواد و روش ها

سلول ها و موادمصرفی

مربوطه  کشت  محیط  و   Expi293F سلول 
ترانسفکشن  ماده  و   (Expi293™Expression Medium)
ExpiFectamine™293 transfection Re� )مخصوص به آن 

agent( و همچنین آنتی بیوتیک Pen/Strep و L-Glu و وکتور 
تهیه   Invitrogen (CA, USA) شرکت  از   )+(  pcDNA3.1
QIAGEN (USA) از شرکت Ni-NTA شدند. رزین کروماتوگرافی

خریداری شد. تریپان بلو و ماده 3و 3´دی آمینوبنزیدین )DAB( و 
 (USA) از شرکت TMB و HRP آنتی پلی هیستیدین کونژوگه با
و   E.Coli BL21 (DE3) سویه  شدند.   Sigma-Aldrichتهیه 

شدند.  تهیه    (USA) Novagenشرکت از   pET-22b وکتور 
(USA) Thermo Fisher Sci-  آنزیم های محدودکننده از شرکت

entific خریداری شدند. رده سلولی NALM-6 و Jurkat از بانک 
سلولی انستیتو پاستور ایران تهیه شدند.

 E.Coli سازه بیانی و بیان در

سازه بیانی بیان کننده آنتی بادی دوخصیصه ای بلیناتومومب 
 HindIII توسط آنزیم های pET-22b در وکتور pGH از وکتور
و NcoI کلون گردید. سویه BL21 (DE3) برای بیان پروتئین 
استفاده شد؛ وکتور pET-22b برای بیان پری پلاسمیک پروتئین 
هدف طراحی شده است و سویه ترانسفورم شده توسط وکتور 
 OD=0.5 واجد آمپیسیلین تا رسیدن به LB بیانی در محیط کشت
 IPTG در طول موج 600 نانومتر انکوبه شد. سپس برای القا از
باغلظت 0.5mM استفاده شد. جداسازی سلول ها با استفاده از 
سانتریفیوژ پس از 4 ساعت کشت صورت گرفت، یک بچ کشت 

بدون القا هم به منزله کنترل منفی در نظر گرفته شد.

Expi293F سازه بیانی و بیان رده سلولی

توالی کدکننده پروتئین بلیناتومومب از وکتورpGH در وکتور 
pcDNA3.1 برای ساخت سازه بیانی در سیستم سلولی، توسط 
سازه  این  سپس  شد،  کلون  ساب   HindIII و   NheI آنزیم  دو 
Ex- ترانسفکت شدند. سلول های Expi293F  بیانی به سلول های

 Expi293™ در محیط کشت اختصاصی و بدون سرم pi293F
Expression Medium به همراه آنتی بیوتیک های پنیسیلین 
استرپتومایسین )2mM( کشت شدند. سلول ها در شیکر انکوباتور 
CO2 در محیط مرطوب و در بطری های شیشه ای در حال دوران 

با سرعت 125rpm کشت شدند. سلول ها هر سه روز یک بار 
از  داده می شدند.  پاساژ   cells/mL 5 10×3 ًدر چگالی حدودا
روش شمارش سلولی با تریپانبلو برای محاسبه تعداد سلول ها 
استفاده شد. به طور خلاصه ترانسفکشن طبق شیوه نامه شرکت 
ترانسفکشن  از  نحو صورت گرفت: روز پیش  این  به  و  سازنده 
بعد،  روز  شدند؛  کشت  افزودنی  ماده  فاقد  محیط  در  سلول ها 
و   )ExpiFectamine™293 Reagent( ترانسفکت کننده  ماده 
پلاسمید که با نسبتی مشخص با هم مخلوط شده بودند بعد 
انکوباسیون به سلول ها اضافه شدند. پس از 16 تا 18 ساعت هم 
ExpiFectamine™ Transfection Enhancer 1&2 براساس 
دستورالعمل سازنده به سلول ها افزوده شدند. در روز هفتم محیط 
بیان ذخیره  میزان  ارزیابی  برای  و  از سلول ها جدا شده  رویی 

گردید. 

تخلیص پروتئین

 Expi293F برای تخلیص آنتی بادی بیان شده توسط رده سلولی
شد؛  استفاده   Ni-NTA (Ni-Nitrilotriacetic acid) ستون  از 
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ابتدا سوپ سلولی توسط فیلتر 0/45 میکرومتر فیلتر شد. سپس 
 Binding (NaH2PO4 (50mM), NaCl (300 بافر  با  ستون 
(mM), imidazole (10 mM), pH =8.0 شست وشو داده شد؛ 
در مرحله بعد نمونه با سرعت 1ml/min روی ستون اعمال گردید 
 Wash (NaH2PO4 (50mM), NaCl و سپس ستون توسط بافر
شست وشو   (300 mM), imidazole (20 mM), pH =8.0)
 NaH2PO4 (50mM), NaCl (300 mM), داده شد و نهایتاً بافر
imidazole (250 mM) pH =8.0)Elution پروتئین مورد نظر 
را از ستون خارج کرد. برای تخلیص پروتئین بیان شده در باکتری 
مراحل کار مشابه با تخلیص پروتئین بیان شده از سلول بود. با 
این تفاوت که ترکیب شیمیایی بافرهای سه گانه به این شرح 

تغییر یافته بود:

 Binding buffer: (100mM NaH2PO4, 10 mM Tris, 8
M Urea pH =8)

 Washing buffer: (100mM NaH2PO4, 10 mM Tris, 8
M Urea pH =6.3)

 Elution buffer: (100mM NaH2PO4, 10 mM Tris, 8
M Urea pH =4.5)

 آنالیز SDS PAGE و وسترن بلات

از آنالیز SDS PAGE و وسترن بلات برای ارزیابی میزان بیان 
پروتئین استفاده شد. رنگ آمیزی کوماسی بلو برای آشکارسازی 
پروتئین ها به کار رفت. پروتئین ها در ولتاژ 100 ولت در زمان 80 
 SDS PAGE دقیقه در ژل 12 درصد الکتروفورز شدند. متعاقب
دستگاه  توسط  فرایند  این  پذیرفت.  صورت  بلاتینگ  وسترن 
semi-dry transfer cell Trans-Blot(Biorad) با استفاده از 
غشای نیترو سلولز (GE Healthcare) برای انتقال پروتئین ها 
 4 )BSA( انجام شد؛ پس از انتقال، غشا توسط آلبومین سرم گاوی

درصد بلوکه شد. در مرحله بعد از آنتی بادی علیه پلی هیستیدین 
کونژوگه با HRP در رقت 1:1500 استفاده گردید، برای ظاهر 
 )DAB( شدن لکه های پروتئینی از روش 3 و 3 دآمینوبنزیدین

استفاده شد.

سنجش الایزا

دو  توسط  ترشح شده  آنتی بادی  بیان  سطح  بررسی  برای 
سیستم بیانی مختلف از یک تست الایزا استفاده شد. به این 
منظور رده سلول های بیان کننده CD19 به نام NALM-6 و رده 
سلولی بیان کننده CD3 به نام Jurkat در پلیت 96 خانه به مدت 
یک شب کشت شدند. سپس سلول ها با استفاده از فرمالدهید 
3/7 درصد تثبیت شدند، پس از سه بار شست وشوی سلول ها، 
سطوح اشغال نشده چاهک توسط آلبومین سرم گاوی 2 درصد به 
مدت یک ساعت بلوکه شدند. در مرحله بعد سلول ها با رقت های 
سریالی از آنتی بادی بیان شده در C°4 به مدت یک شب انکوبه 
شدند )pg/ml 12/5، 6/25، 3/12، 1/56، 0/78(. پس از مراحل 
شست وشوی مجدد μl100 از آنتی بادی علیه پلی هیستیدین 
کونژوگه با HRP در رقت 1:250 در BSA 1 درصد به هر چاهک 
افزوده شد. پس از یک ساعت و شست وشوی مجدد μl100 از 
ماده Tetramethylbenzidine 3,30,5,50( TMB( برای انجام 
واکنش رنگ زایی به هر چاهک افزوده شد. نهایتاً جذب نوری هر 
چاهک با دستگاه خوانش الایزا در طول موج nm 450 قرائت شد. 
از رده سلولی فاقد مارکرهای CD19 ,CD3 )سلولCHO( هم به 

عنوان کنترل منفی استفاده شد.

تصویر 1. ژل الکتروفورز سازه های بیانی؛ الف( آگاروز ژل الکتروفورز مربوط کلونینگ ژن آنتی بادی در وکتور pcDNA3.1 برای بیان در سلولExpi293F؛ ردیف 
DNA )1 مارکر 1kb؛ ردیف 2( هضم سازه ژنی واجد قطعه کدکننده آنتی بادی ]pcDNA3.1+bsAb[ توسط آنزیم های محدودکننده NheI و HindIII و ایجاد 
قطعات 9245 و 7851 جفت بازی؛ ردیف 3( هضم سازه ژنی واجد قطعه کدکننده آنتی بادی ]pcDNA3.1+bsAb[ توسط آنزیم ها محدودکننده XhoI ایجاد 
قطعات 1375 و 9621 جفت بازی؛ ردیف 4( سازه ژنی کلون شده ]pcDNA3.1+bsAb[ هضم نشده. ب( ژل الکتروفورز مربوط به کلونینگ ژن آنتی بادی در وکتور 
22b-pET برای بیان در سویه DE3( BL21(؛ ردیف DNA )1 مارکر 1kb؛ ردیف2( هضم سازه ژنی واجد قطعه کدکننده آنتی بادی توسط آنزیم های محدودکننده 

NcoI و HindIII و ایجاد قطعات 3945 و 7851 جفت بازی؛ ردیف 3( سازه ژنی هضم نشده.
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یافته ها

تولید سازه های بیانی

pcD-  توالی کدکننده ژن بلیناتومومب با موفقیت در وکتور
 HindIII و NheI با استفاده از دو آنزیم محدودکننده NA3.1
کلون شد. برای تأیید صحت کلونینگ سازه ساخته شده توسط دو 
آنزیم مذکور هضم آنزیمی شد که منجر به ایجاد دو قطعه با سایز 
حدوداً bp 1600 و 5400 گردید )تصویر شماره 1-الف(. درباره 
سازه بیانی در باکتری هم توالی کدکننده با موفقیت در وکتور 
pET-22b کلون شد، هضم آنزیمی در این مورد هم نشان دهنده 
ایجاد دو قطعه bp 5000 و 1600 شد )تصویر شماره 1-ب(. در 
نهایت با تعیین توالی سازه های ایجادشده صحت کلونینگ در هر 

دو مورد تأیید شد. 

آنالیز بیان پروتئین

انجام تخلیص  میزان بیان در هر دو سیستم بیانی متعاقب 
پروتئین با ستون نیکل صورت گرفت )تصویر شماره 2( و پروتیئن 
تخلیص شده از هر سیستم تعیین غلظت شد. این میزان درباره 
سلول Expi293F به میزان mg/L 3/2 و درباره سیستم بیان 
در باکتری mg/L100 بود. آنالیز SDS PAGE و متعاقباً وسترن 
بلات برای هرکدام از سیستم های بیانی انجام شد که مبین بیان 
پروتئین 55 کیلو دالتونی هدف در جایگاه مربوطه بود )تصویر 

شماره 3(.

برای بررسی درصد بیان در هرمورد، از سیستم دانسیتومتری 
برای تعیین میزان چگالی هر باند در ژل SDS PAGE استفاده 
شد. نتایج این آنالیز نشان داد که باند مربوط به سیستم بیانی 
در باکتری حدوداً 19/3 درصد از کل پروتئین ها و باند مربوط 
به سیستم بیان سلول پستانداری در حدود 7/1 درصد از کل 

تصویر 2. آنالیز PAGE SDS آنتی بادی تخلیص شده؛ الف( پروتئین تخلیص شده حاصل از سیستم بیانی سلول Expi293F. ردیف 1( پروتئین مارکر 14�116 
kDa؛ ردیف 2 و 3( فراکشن های تخلیص شده از سوپ سلولی؛ ب( پروتئین تخلیص شده سیستم بیانی )BL21 )DE3؛ ردیف 1( پروتئین مارکر kDa 116�14؛ 

IPTG ؛ ردیف 4( فراکشن تخلیص شده از لیزات سلولی القاشده باIPTG ردیف 2( لیزات سلولی القانشده؛ ردیف 3( لیزات سلولی القاشده با

تصویر 3. آزمون وسترن بلات آنتی بادی؛ الف( وسترن بلات انجام شده روی آنتی بادی بیان شده در سیستم بیان سلول Expi293F. ردیف 1( پروتئین مارکر 
kDa 180–10؛ ردیف 2 و 3( آنتی بادی دوخصیصه ای تخلیص شده؛ ردیف 4( پروتئین کنترل مثبت دارای دنباله هیستیدینی؛ ب( وسترن بلات انجام شده بروی 
آنتی بادی بیان شده در سیستم بیانی سویه )BL21 )DE3؛ ردیف 1( پروتئین مارکر .kDa 180–10؛ ردیف 2( لیزات سلولی پس از القا با IPTG )حاوی آنتی بادی 
دوخصیصه ای؛ ردیف 3( پروتئین کنترل مثبت دارای دنباله هیستیدینی؛ ردیف 4( لیزات سلولی القانشده و فاقد آنتی بادی دوخصیصه ای )کنترل منفی(. در هر دو 

سیستم بیانی رنگ آمیزی توسط DAB صورت گرفته است.
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پروتئین های کشت را شامل می شود )جدول شماره 1(.

بررسی توانایی اتصال آنتی بادی به سلول هدف

بررسی توانایی اتصالی آنتی بادی بیان شده با استفاده از آزمون 
الایزا بررسی شد. دو رده سلولی NALM-6 برای CD19 و رده 

سلولی Jurkat برای CD3 استفاده شد. هر دو رده با رقت های 
سریالی از آنتی بادی تیمار شدند )تصویر شماره 4(. نتایج مبین 
این بود که میزان اتصال آنتی بادی بیان شده از سیستم سلولی 
Expi293F حدوداً دوبرابر بیشتر از اتصال آنتی بادی بیان شده در 

سویه BL21 (DE3) است.

بحث

ATN-iN درصد هر باند از قبل و بعد از تخلیص با ستون EGAP -SDS جدول 1. آنالیز دانسیتومتری ژل

سیستم بیانی قبل از تخلیص بعد از تخلیص

Expi 293F 11/8% 7/3%

BL21(DE3) 30/8% 19/3%
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تصویر 4. بررسی اثر میزان اتصال آنتی بادی تولیدشده در دو سیستم بیانی Expi 293F و سویه DE3(21-BL( به مارکر سطحی. الف( سلول Jurkatب( سلول 
NALM-6 در مورد هر دو نوع سلول آنتی بادی تولیدشده در سیستم بیانی پستانداری نسبت به سیستم بیانی باکتریال به میزان بیشتری به سلول هدف متصل 

می شود.
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هرچند که امروزه سیستم بیانی سلول های پستانداری در صنعت 
بایو فارما جایگاه ویژه ای به خود اختصاص داده اند اما ویژگی های 
خاص این سیستم مانند حساسیت زیاد، گران بودن محیط های 
کشت و پیچیدگی ذاتی سلول های یوکاریوتی و همچنین زمان بر 
بودن فرآیند کشت این سلول ها این فرصت را در زمینه تحقیقات 
تولید صنعتی پروتئین های درمانی برای محققین به وجود آورده 
تا در مواردی که امکان جایگزینی میزبان های ساده تر و ارزان تر 
وجود داشته باشد، از سیستم های جایگزین استفاده کنند. این امر 
درباره تولید قطعات آنتی بادی یا آنتی بادی های تک زنجیره ای که 
فاقد الگوی گلایکوزیلاسیون هستند هم مصداق دارد. یک چالش 
در این زمینه بررسی امکان تولید هر مولکول پروتئین کاندیدای 
دارویی یا آنتی بادی در سیستم های بیانی ساده تر مانند باکتری 
است، در واقع لازم است که درباره هر پروتئین امکان تولید را در 
سیستم های ارزان تر به طور مجزا بررسی کرد. از این رو بررسی 
امکان تولید آنتی بادی علیه مارکر CD19 به عنوان یک داروی 
توانمند و در عین حال گران قیمت در درمان سرطان خون پژوهش 
آنتی بادی  آنتی بادی در زمان عرضه گران قیمت ترین  )این  شد 
درمانی عرضه شده بود(. در این مطالعه سعی شد با استفاده از 
روش تولید سریع آنتی بادی درسیستم بیانی پستانداری )سیستم 
بیان موقّت( و بیان هم زمان در سیستم باکتریال به مقایسه و 

بررسی پروتئین تولیدشده پرداخته شود.

پس از کلونینگ و بیان موفق آنتی بادی دوخصیصه ای در هر 
دو سیستم این آنتی بادی تخلیص و تولید آن تأیید شد. میزان 
 mg/L به ترتیب به میزان Expi293F بیان در باکتری و سلول
100و 2/3 بود. مک و همکاران با بیان آنتی بادی دو خصیصه ای 
anti-EpCAM × anti-CD3 در فرمت BiTE در میزبان باکتری 
به بیان mg/L15 دست پیدا کردند ]22[. در مطالعه ای دیگر ام 
سی سل و همکاران توانستند یک آنتی بادی دوخصیصه ای در 
فرمتی مشابه را علیه anti-HER2/neu×anti-CD16 در باکتری 
با سطح بیان حدود mg/L 3/7 تولید کنند. کو و همکاران نیز 
anti-CD123×anti- آنتی بادی CHO-K1 توانستند در میزبان

CD3 در فرمتی شبیه به BiTE به میزان حدود mg/L 5 بیان 
بیانی  سیستم های  در  بیان  سطح  اینکه  وجود  با   .]23[ کنند 
E.Coli عموماً بالاتر از سیستم های بیانی پستانداری است اما روت 
anti-P- و همکاران توانستند برای بیان آنتی بادی دوخصیصه ای
 BiTE با یک فرمت مشابه CHO در سلول cadherin×anti-CD3
به سطح بیان چشمگیر mg/L 1300 دست پیدا کنند ]24[. د 
 HER2 ناردیس و همکارن توانستند آنتی بادی دوخصیصه ای علیه
و HER3 را در میزبان CHO-DG44 در فرمت شبه IgG با سطح 
بیان حدود mg/L 1200 تولید کنند ]25[. هرچند در این مطالعه 
سیستم باکتری توانایی تولید مقادیر بیشتری از آنتی بادی را نشان 
داد اما آنتی بادی تولیدشده در مقایسه با سلول های پستانداری 
ویژگی های  بررسی  داشت.  کمتری  پایین تری  اتصال  قدرت 
اتصالی آنتی بادی تولیدشده در هرکدام از سیستم ها به کمک 

تولید  در  پستانداری  بیان  که سیستم  داد  نشان  الایزا،  آزمون 
آنتی بادی از سیستم تولید باکتریال کارآمدتر است، یعنی میزان 
 )CD19 و CD3 اتصال به هرکدام از شاخص های هدف )یعنی
از  ناشی  احتمالًا  امر  این  است.  دوبرابر  متوسط حدود  به طور 
تفاوت در سیستم های فولدینگ و پردازش پروتئینی در سلول 
نشان دهنده  نیز  پیشین  مطالعات  باکتری هاست.  و  پستانداری 
نتایج مشابهی هستند ]22[. برای بررسی دقیق تر قدرت اتصال 
آنتی بادی تولیدشده می توان از آنالیز فلوسایتومتری و همچنین 
برای بررسی اثر سایتوتوکسیک آنتی بادی بر سلول هدف می توان 
از سیستم کشت مختلط لنفوسیتی در حضور سلول های هدف 
استفاده کرد ]26 ،12[. همچنین برای بررسی های بیشتر می توان 
بیان این آنتی بادی را در سایر سیستم های بیانی رایج مانند سایر 
سلول های پستانداری و یا سلول های مخمری مطالعه کرد، یک 
رویکرد دیگر نیز استفاده از وکتورهای بیانی متفاوت در سیستم 

بیان پستانداری است.

نتیجه گیری

آنتی بادی های  درباره  که  داد  نشان  پژوهش  این  انجام 
سلول های  بلیناتومومب،  مانند   BiTE خانواده  دوخصیصه ای 
هرچند  هستند،  موفق تری  و  کاراتر  بیانی  سیستم  پستانداری 

باکتری توانایی تولید مقادیر بسیار بیشتری از آنتی بادی را دارد.

ملاحظات اخلاقي

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

از   IR.PII.REC.1399.008 اخلاق  کد  دارای  پژوهش  این 
انستیتو پاستور ایران است.

حامي مالي

این پژوهش با استفاده از گرنت تحقیقاتی انستیتوپاستور ایران 
و در این مؤسسه انجام شده است. 

مشارکت نویسندگان

روش  شناسی آزمایشگاهی و پژوهشی: رضا معظمی و فاطمه 
ندافی؛ تحلیل داده ها، نگارش و ویرایش متن: همه نویسندگان؛ 

ایده پژوهشی و مفهوم سازی: فاطمه دوامی.

تعارض منافع

نویسندگان هیچ گونه تعارض منافعی اعلام نکردند.

E.Coli و Expi293F در میزبان )ALL( بیماری لوکمی لنفوبلاستیک حاد CD19 رضا معظمی و همکاران. بیان مقایسه ای آنتی بادی دوخصیصه ای علیه مارکر
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