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Background and Aim: Prostate cancer is one the most common causes of 

cancer-associated death in men. Studies have indicated that targeting peptides to 

prostate cancer cells represent potential to be used as valuable diagnostic and 

therapeutic tools. Over the recent years, phage display peptide libraries have been used 

for identifying targeting peptides to a variety of cancer cells.  In the current study, we 

aim to isolate peptides targeting to LNCAP cells (human prostate adenocarcinoma 

cells). A heptapeptide phage display library was used through biopanning to isolate 

peptides binding specifically to LNCAP cells. 

Materials and Methods: Four rounds of positive panning on LNCAP (target 

cell) and 4 rounds of subtractive panning on control cells including 5637 (bladder), 

Huh-7 (liver) and SW480 (colon) and AGS (stomach) and human fibroblast normal 

cells were performed. Polyclonal phage ELISA was exploited to evaluate the process 

of enrichment during biopanning. Subsequently, phage clones were randomly picked 

out from titer plates, amplified by using plaque-PCR and their genomic DNA was 

sequenced. Bioinformatic analysis was conducted for further characterization of 

isolated peptides. 

Results: Several rounds of panning resulted in the enrichment of peptides among 

which the peptide (NERALTL) was the most frequent. Also, in silico analysis showed 

the presence of several consensus amino acid motifs in peptides. 

Conclusions: The NERALTL peptide identified through biopanning can be considered 

as a potential specific binder to LNCAP cells. Further analysis of this peptides is 

required to show its capacity for targeted delivery of various gene and drug delivery 

vehicles into prostate cancer cells. 
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( با استفاده LNCAPشناسایی پپتیدهای هدف گیری کننده ی سلول های سرطانی پروستات )

 از کتابخانه ی نمایش فاژی پپتیدی
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سرطان پروستات از علل شایع مرگ و میر در مردان می باشد. مطالعات نشان داده  :زمینه و اهداف

رهای درمانی و است که پپتیدهای هدف گیری کننده ی سلولهای سرطان قابلیت استفاده به عنوان ابزا

تشخیصی را دارند. در سالهای اخیر کتابخانه های نمایش فاژی پپتیدی برای شناسایی پپتیدهای هدف گیری 

کننده ی سلولهای سرطانی مختلفی بکار گرفته شده اند. هدف از این تحقیق جداسازی پپتید های هدف گیری 

منظور از کتابخانه فاژی پپتیدی استفاده شد و کننده ی سلولهای آدنوکارسینومای پروستات انسان بود بدین 

شناسایی و جداسازی LNCAP با انجام بیوپنینگ پپتیدهایی با قابلیت اتصال اختصاصی به سلول های

 گردید.

 مرحله 4)سلول هدف( و LNCAP بیوپنینگ مثبت روی سلولهای  مرحلهچهار مواد و روش کار: 

انجام شد. پلی  Huh-7و  Fibroblast، AGS ،SW480,5637پنینگ منفی روی سلول های کنترل شامل 

کلونال الیزا برای ارزیابی روند غنی سازی انجام شد. سپس ژنوم تعدادی از فاژهای جداسازی شده در 

بر روی پلاکهای به دست آمده، تکثیر و تعیین توالی گردید. مطالعات  PCRمراحل آخر بیوپنینگ با انجام 

 یشتر انجام شد.بیوانفورماتیکی برای بررسی های ب

 NERALTLبیوپنینگ منجر به غنی سازی تعدادی پپتید شد که در بین آنها پپتید  مرحلهچندین : هایافته

بیشترین فراوانی را داشت. بررسی بیوانفورماتیکی توالیهای به دست آمده چند موتیف آمینواسیدی مشترک 

 را نشان داد.

می تواند به عنوان مارکری رایند بیوپنینگ جداسازی شده طی ف NERALTLپپتید : گیرییجهنت

اختصاصی برای سلولهای سرطانی پروستات در نظرگرفته شود. تحقیقات بیشتری برای بررسی قابلیت 

سرطانی پروستات  سلولهایبرای انتقال دارو یا ژنهای سرکوبگر تومور به داخل ورود هدفمند این پپتیدها 

 باید انجام شود.
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 مهمقد 

سرطان بیماری پیچیده ای است و یکی از بهترین راه 

کارهای شناسایی و درمان این بیماری پیدا نمودن تفاوت های 

است که در سلول های توموری و نرمال وجود دارد. تغییرات 

منجر  ،ژنتیکی و پروتئومیکی که طی تومورزایی صورت می گیرد

می گردد. تفاوت های توموری به تغییر خصوصیات سطحی سلول

در خصوصیات سطحی سلول های توموری و نرمال می تواند به 

رای اتصال و رسانش هدفمند عنوان یک آدرس مولکولی ب

های توموری بکار رود. از آن جا که یکی از ها به سلولمولکول

بهترین راه کارها برای درمان بیماری سرطان، پیدا نمودن تفاوت 

توموری و نرمال وجود دارد، تعیین  هایولهایی است که بین سل

 پزشکی ایران یشناسوبکریممجله 
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های درمانی برای اهداف اختصاصی سرطان، نسل جدیدی از روش

سرطان ایجاد نموده است. گروهی از مارکرها که عملکرد و 

بیانشان به طور اختصاصی با پیشرفت سرطان پروستات همراه 

(. با این وجود تاکنون مارکرهای 1-9است شناسایی شده اند )

رسانش هدفمند برای شناسایی سرطان پروستات و ایده الی 

ها شناسایی نشده است. بنابراین شناسایی داروها به این سلول

مارکرهای اختصاصی که کارایی بهتری برای تشخیص و درمان 

(. 1-4) رسده باشند ضروری به نظر میسرطان پروستات را داشت

ر اثر سرطان پروستات به عنوان دومین علت شایع مرگ و میر د

ی مطالعهسرطان در مردان یک مسئله مهم به شمار می رود. 

مربوط به نخستین گزارش شیوع سرطان در تهران سرطان 

(. 0) پروستات را دومین سرطان شایع در مردان معرفی می کند

در حال حاضر، جراحی، رادیوتراپی، شیمی درمانی و هورمون 

طان پروستات هت درمان سردرمانی به عنوان روش های اصلی ج

های درمانی د که متاسفانه هیچ یک از این روششونمحسوب می

قابلیت درمانی صد درصد ندارند. در روش جراحی برداشت بافت 

اما در شرایط بدخیمی سرطان تعدادی  ،گیردصورت می سرطانی

ری توانند باعث عود مجدد بیمامانند و میها باقی میاز سلول 

شیمی درمانی هدفمند نبوده و  اده درهای مورد استفشوند. دارو

. بنابراین نمایندت تکثیر بالا را متاثر میهای با سرعی سلولهمه

های جهت استراتژی های درمانی جدید خصوصاًیافتن شیوه

وستات که موجب افزایش هدفمند نمودن درمان سرطان پر

 ی از و کاهش عوارض جانبی ناش های درمانیکارایی روش

 انی غیر اختصاصی می گردد ضروری به نظر های درمروش

می رسد. تاکنون مارکرهای ایده الی برای سرطان پروستات و 

اهداف آن برای رسانش هدفمند داروها شناسایی نشده است. 

داروهای پپتیدی به علت اندازه ی کوچک و قابلیت نفوذ بالا به 

بافت ها، ایمنی زایی کم گزینه های مناسبی در زمینه 

ولوژی محسوب می شوند. اتصال این ذرات پپتیدی به فارماک

در رسانش دارو داروهای ضد سرطانی موجب افزایش اختصاصیت 

در نتیجه اختصاصیت درمان  های سرطانی وها و بافتبه سلول

 (.2-8شود )می

های نمایش فاژی از جمله ابزارهای هستند که نهکتابخا

ها و یا پروتئین های رپپتیدهای که بافت ها، تومو برای شناسایی

خاصی را مورد هدف قرار می دهند بکار گرفته شده اند. این 

های ی جهت غربالگری و شناسایی مولکولکتابخانه ها ابزار ها

پپتیدی یکی دارویی محسوب می شوند. کتابخانه ی نمایش فاژی 

ترین کتابخانه های نمایش فاژی است و نسبت به سایر از پرکاربرد

ی فاژی ایمنی زایی کمتر و قابلیت نفوذ بیشتری دارد. کتابخانه ها

در این کتابخانه ها انواع بسیار زیادی از پپتید های با توالی 

تصادفی به صورت فیوژن با پروتئین پوششی فاژ در سطح فاژ 

نمایش داده می شوند. در این کتابخانه ها هرکلون فاژی بیان 

به خود است که در اسیدی منحصر ک نوع توالی آمینوکننده ی ی

یک کتابخانه  ها نوع پپتید در سطح فاژهایمیلیاردمجموع 

 .(3-11) نمایش داده می شوند

نمایش فاژی تکنیکی مولکولی است که در این تکنیک ژن 

ها به صورت فرم عملکردی در سطح خارجی باکتریوفاژ از طریق 

اتصال با پروتئین های پوششی ویروس نمایش داده می شوند. از 

مزایای تکنیک نمایش فاژی، شناسایی سریع و جداسازی فاژهای 

دارای اختصاصیت اتصال به هدف مورد مطالعه طی فرایندی به 

می باشد. بیوپنینگ امکان  Biopanningنام غنی سازی یا

شناسایی پپتیدهای اختصاصی را در محدوده ی میکرومولار تا 

ینگ فاژ های ( طی بیوپن16-19نانومولار را موجب می شود.  )

کتابخانه ابتدا با هدف مورد نظر که می تواند پروتئین، آنزیم، 

سلول، بافت و یا موجود زنده باشد انکوبه می شود سپس فاژ های 

اتصال نیافته طی مراحل شستشو حذف و فاژ های اتصال یافته 

پس از مرحله ی رهاسازی در میزبان مناسب تکثیر می یابند 

برای بدست اوردن  Panningاز فرایند  مرحله 0تا  3 معمولاً

فاژهای اختصاصی ضروری است. توالی پپتیدهااز طریق تعیین 

( فرایند 14-12ی هر کلون تعیین می گردد. ) DNAتوالی

های ای سرطانی منجر به جداسازی پپتیدبیوپنینگ روی سلول ه

 با قابلیت اتصال اختصاصی به سلول های سرطانی می گردد.

اسایی و جداسازی فاژ یا فاژهایی از یک این مطالعه شن

کتابخانه فاژی که قابلیت اتصال اختصاصی به سلول های توموری 

می دهد. به همین پروستات را داشته باشند را مورد بررسی قرار 

ی فاژی هفت پپتیدی مورد استفاده قرار گرفت و منظور، کتابخانه

صاصی به طی مراحل غنی سازی متعددی فاژهای که به طور اخت

های سلولی کنترل های توموری پروستات نسبت به رده سلول

جداسازی و در میزبان مناسب تکثیر و سپس  ،گردندمتصل می

های دید. در نهایت با استفاده از روشبا تعیین توالی شناسایی گر

های پپتیدی جدا یکی مطالعات بیشتری بر روی توالیبیوانفورمات

 شده انجام شد.
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 هاروشمواد و 

این مطالعه بر پایه ی تحقیقات آزمایشگاهی و مطالعات 

بیوانفورماتیک می باشد. در مرحله اول توسط تحقیقات 

آزمایشگاهی فاژ های که قابلیت اتصال اختصاصی به سلول های 

سرطانی پروستات را دارند، غنی سازی و در مرحله ی بعد با 

 مطالعات بیوانفورماتیک بررسی شدند.

( و ph.d 7 peptide libraryایش فاژی )کتابخانه نم

   ER2738سویه باکتریایی

 Ph.D.-7 phage displayکتابخانه نمایش فاژی پپتیدی )

peptide library از شرکت )New England BioLabs (USA )

ساخته شده  M13KEخریداری شد. این کتابخانه از ناقل فاژی 

ی که در است. توالی های پپتیدی تصادفی هفت اسیدآمینه ا

کلون شده اند پس از بیان در  pIIIانتهای آمین پروتئین پوششی 

سطح فاژ نمایش داده می شوند. کتابخانه هایی که با استفاده از 

ساخته شده اند، پنج ظرفیتی می باشند و هر پنج  M13KEفاژ 

موجود در یک ویریون فاژی بالغ، پپتید کلون  IIIنسخه پروتئین 

مایش می دهند. تنوع ذرات فاژی در این شده را در سطح خود ن

ذره ی فاژی با پپتید های متفاوت می باشد. 751 کتابخانه حدود 

از غربالگری این کتابخانه نمایش فاژی جهت جداسازی پپتیدهای 

های سرطانی پروستات با قابلیت اتصال اختصاصی به سلول

LNCAP ت استفاده شد. سویه باکتریایی که به عنوان میزبان جه

تکثیر فاژهای کتابخانه در مراحل مختلف تحقیق مورد استفاده 

، دارای E.coliبود. این سویه از باکتری  ER2738قرار گرفت، 

( بوده و از سرعت رشد بسیار بالایی برخوردار F+پیلوس جنسی )

 (11است. )

 کشت رده های سلولی

 AGS)آدنوکارسینومای مثانه(،  5637های سلولیرده

)آدنوکارسینومای کلون( ،  SW480ومای معده( ، )آدنوکارسین

HUH7  کارسینومای کبد( و(Fibroblast  به عنوان سلول های

)آدنوکارسینومای پروستات( به عنوان سلول  LNCAPکنترل و 

خریداری  (ایران -تهران) هدف از بانک سلولی انیستیتو پاستور

حاوی ده درصد  DMEMو  RPMIشد. سلول ها در محیط کشت 

( و یک درصد Fetal BovineSerum: FBSسرم جنین گاوی  )

( و در PenSterpاسترپتومایسین ) –آنتی بیوتیکپنی سیلین 

درصد رشد  CO2 0و  سلسیوسدرجه ی  39شرایط انکوباسیون 

داده شد. سلول ها پس از گذشت سه روز با استفاده از تریپسین 

(Trypsin )20 ، درصد ./EDTA (Ethylenediaminetetraacetic 

acid )52/5  درصد پاساژ داده شد. تمامی مواد کشت سلول از

 آمریکا خریداری شد. Gibcoشرکت 

 ( منفی و مثبت Biopanning) انجام بیوپنینگ

بیوپنینگ مهمترین مرحله شناسایی ذرات فاژی هدفمند با 

استفاده از روش نمایش فاژی است. انجام مراحل متعدد غنی 

حجم می تواند منجر به سازی و شستشوهای با افزایش زمان و 

جداسازی ذرات فاژی با میل پیوندی بالا شود. برای انجام مرحله 

اول غنی سازی، سلول ها یک روز قبل از بیوپنینگ تریپسینه و 

کنترل و توموری پروستات در  از سلول های 3 × 015تعداد 

خانه ریخته شدند. در روز بعد محیط سلول ها )که  6های پلیت

درصد داشتند( با محیط فاقد سرم تعویض و  75ود کانفلونسی حد

نگهداری شد پس از  سلسیوسدرجه ی  39یک ساعت در دمای 

در  PBS+BSA 2%ساعت با بافر بلاک کننده   1آن به مدت 

دمای اتاق بلاک شد. بعد از حذف بافر بلاکینگ یکبار با بافر 

به سلول   pfu 3×1151 شستشو شسته و ذرات فاژی به تعداد

کنترل اضافه گردید پس از یک ساعت نگهداری ذرات فاژی  های

که به سلول های کنترل متصل نشده بودند به سلول های 

ساعت دردمای اتاق قرار  1پروستات اضافه گردید و به مدت 

گرفت. سپس ذرات فاژی که اتصال ضعیف داشتند طی شستشو 

د حذف گردید و فاژ های اتصال یافته طی فراین PBS+BSA1%با 

دقیقه، و سپس  2مین به مدت آتری اتیل 0.8ml لیز سلولی با 

استخراج  ml، TRIS /HCL 1M pH= 7.4 0.8خنثی نمودن آن با 

دوم و سوم و  مرحلهگردید. سپس ذرات فاژی تیتر و تکثیر شد. 

 چهارم پنینگ هم به همین ترتیب انجام شد.

 یزاآزمون پلی کلونال فاژ ال

هزار از سلول های  25ی، تعداد جهت بررسی روند غنی ساز

LNCAP  خانه ریخته شد. روز بعد پس  76در چاهک های پلیت

از بلاک نمودن، ذرات فاژی مراحل مختلف پنینگ به تعداد 

( به هر چاهک افزوده گردید. سپس آنتی بادی Pfu 1115) یکسان

Anti-M13  متصل بهHRP  اضافه و در نهایت با افزودنTMB  و

رمال واکنش ن 12کنش با اسیدسولفوریک متوقف نمودن وا

 نانومتر قرائت شد. 105یزا ریدر جذب در توقف و با دستگاه الم
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 تکثیر و استخراج فاژ:

در  155به  1به نسبت  ER2738کشت شبانه ی باکتری 

میلی  3رقیق گردید، سپس به ازای هر پلاک  LBمجیط کشت 

یپ لیتر از محیط رقیق شده در تیوب جدید ریخته شد بعد با ت

استریل از پلاک های آبی رنگ نمونه ای با دقت برداشته و هر 

ساعت  0/1کدام را در یک تیوب جداگانه ریخته شد و به مدت 

 18000gدرجه و با شیکر انکوبه نمودیم. بعد در دور  39در دمای 

میکرولیتر از  055ثانیه سانتریفوژ نمودیم.  35به مدت 

 255تقل شد و به هر تیوب سوپرناتانت را به تیوب های جدید من

 35اضافه نمودیم و به مدت  PEG/2.5M NaCl %20میکرولیتر 

دقیقه  15دقیقه روی یخ انکوبه نمودیم. در مرحله بعد با 

ذرات  g 12555 و دور سلسیوس درجه  1سانتریفوژ در دمای 

فاژی را رسوب داده شد. مجددا سانتریفوژ نمودیم و سوپرناتانت را 

بافر حل  TBSمیکرولیتر  155رسوب را در  دور ریخته شد.

گردید. این رسوب حاوی ذرات فاژی است که برای مراحل بعد 

 )تیتراسیون و تعیین توالی( استفاده شد.

 تیتراسیون فاژها:

های رای تخمین اولیه ای از تعداد فاژبرای تعیین تیتر فاژ، ب

به صورت سریالی رقیق  LB محیط کشت تکثیر یافته را در

با  ER2738میکرولیتر باکتری  255رقت فاژ را به  نمودیم و هر

OD  تا  0مناسب در هر تیوب جداگانه اضافه نمودیم و به مدت

دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمودیم تا باکتری ها با فاژها آلوده  15

آگاری که از قبل  TOPمیلی لیتر  2شوند. پس از آن با افزودن 

 سلسیوسدرجه  10قریبا در ماکروویو ذوب شده بودو دمای آن ت

بیوتیک حاوی آنتی گارا LBبود مخلوط و روی پلیت های 

که یک ساعت قبل از تیتراسیون در  IPTG/XGALتتراسیکلین و 

انکوباتور گرم شده بودند به طور یکنواخت پخش نمودیم. تیتر 

ساعت  21محلول فاژی با شمارش پلاک های آبی بعد از 

 انکوباسیون مشخص گردید.

از ژل و تعیین  DNAفاژی ، استخراج  DNAر تکثی

 توالی:

محصول فاژی بدست آمده در مرحله  بالا به عنوان الگو 

ترمینال این Nفاژ که توالی پپتیدی در ناحیه  PIIIبرای تکثیر ژن 

ژن کلون شده است مورد استفاده قرار گرفت واکنش پلیمراز 

 و آغازگرهای MASTER MIXزنجیره ای با استفاده از 

انجام گرفت. بدین منظور توالی  M13فاژ  PIIIاختصاصی ژن 

دریافت و  NCBI رونوشت ژن مورد نظر از پایگاه اینترنتی

( و  (forward primerآغازگرهای الیگونوکلئوتیدی مستقیم 

 و  primer express 3توسط نرم افزار  (reverse primerمعکوس )

Oilgo v.7  شد. توالی آغازگر مسقیمطراحی 

 5'-TTTAGTCCTCAAAGCCTCTG-3'  و توالی آغازگر

باشد. می 'CAAGCCCAATAGGAACCC-3-'5 معکوس

چرخه انجام شد و مراحل دمایی و زمانی  30در  PCRواکنش 

واسرشتگی و اتصال پرایمرها و گسترش به  برای واسرشتگی اولیه،

 35 سلسیوسدرجه  70دقیقه،  0 سلسیوسدرجه  70ترتیب 

درجه  92ثانیه و  35به مدت  سیوسسلدرجه  65 ثانیه،

ثانیه بهینه شد. کارایی تکثیر با ژل  35به مدت سلسیوس 

با استفاده از کیت استخراج   PCRالکتروفورز بررسی شد. محصول

( خالص DNA Purification ,AITbiotech ®GeneAllاز ژل )

سازی شد. برای تخلیص پس از برش باند های مورد نظر قطعات 

DNA قرار داده  0/1درصد داخل یک میکروتیوب  1گارز از ژل آ

برابر وزن ژل بریده شده  3شدند و طبق دستور کیت با افزودن 

 درجه 05اضافه شد و تا حل شدن ژل در دمای  GBبافر 

قرار داده شد سپس نمونه ی ذوب شده روی ستون  سلسیوس

سانتریفوژ  rpm 12000منتقل شده و به مدت یک دقیقه با دور 

میکرولیتر بافر  955. بعد از دور ریختن محلول زیر ستون گردید

NW  اضافه و مجددا سانتریفوژ گردید با انتقال ستون به

و پس از یک   EBمیکرولیتر بافر  05میکروتیوب جدید و افزودن 

دقیقه سانتریفوژ محصول تکثیر ژن تخلیص شده به دست آمد که 

و ژل آگارز  استخراج شده با نانودراپ DNAکمیت و کیفیت 

 ,Bioneerبررسی شد. ونمونه ها برای تعیین توالی به شرکت )

South Korea.فرستاده شدند ) 

 آنالیز توالی های پپتیدی :

توالی های نوکلئوتیدی حاصل از تعیین توالی توسط نرم 

به توالی پپتیدی ترجمه شدند.  Emboss -Transeqافزار آنلاین 

برای بررسی درصد  clustal Wزار پپتید های بدست آمده با نرم اف

هم ردیفی و همولوژی پپتید ها بررسی شدند. همچنین از پایگاه 

-SAROTUP (Scanner and Reporter of Targetاطلاعاتی 

Unrelated Peptides به آدرس )http://immunet.cn/sarotup  که

حاوی مجموعه ای از نرم افزارهای اختصاصی جهت بررسی توالی 

شده از کتابخانه های نمایش فاژی پپتیدی می باشد، های جدا 
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جهت بررسی و تعیین برخی ویژگی های توالیهای پپتیدی متصل 

 استفاده گردید. LNCAPشونده به سلول 

 تعداد فاژ ها را در هر مرحله از بیوپنینگ نشان می دهد. 1جدول 

 تعداد فاژ ها بعد از

 (pfuبیوپنینگ) 

 داد فاژها قبل ازتع

 (pfuبیوپنینگ)

 

 اول مرحله 1× 1115 0×015
 مرحله 1× 1115 6×015

 دوم
 مرحله 1× 1115 0/1×115

 سوم
 مرحله 1× 1115 2/1×215

 چهارم

 

بیوپنینگ برای جداسازی فاژ های با اتصال 

 و ارزیابی موفقیت غنی سازیLNCAPاختصاصی به سلول 

ش نمایش فاژی انجام مرحله ی غنی سازی با استفاده از رو

پپتیدی استفاده شد.  9شد به همین منظور از کتابخانه ی فاژی 

برای جداسازی فاژ های با اتصال اختصاصی به سلول های 

،  HUH7 ،AGS ،SW480سرطانی پروستات از سلول های 

و سلول های نرمال فیبروبلاست انسانی به عنوان کنترل و 5637

از  مرحلهاستفاده شد. در هر برای حذف فاژهای غیر اختصاصی 

به این سلول ها  Pfu/ml 1110بیوپنینگ کتابخانه ی فاژی با تیتر 

اضافه و ذرات فاژی که به سلول های کنترل متصل نشدند را 

.      .اضافه نمودیم LNCAPبازیابی و به سلول های 

 هاآنفرایند بیوپنینگ و فراوانی  توالی پپتید های جداسازی شده طی: 2جدول 

  کلون فاژی توالی اسید آمینه ای پپتید فراوانی درصد فراوانی

26 % 9 NERALTL L3-1, L3-6, L3-13, L3-16, 

L3-17, L3-24, L3-26 
1 

0/9 % 2 SPSTHWK L3-19, L3-25 2 

0/9 % 2 STFTSRV L3-11, L3-27 3 

1/3  % 1 ASYIQYY L3-14 1 

1/3  % 1 DEHIRRH L3-15 0 

1/3  % 1 WSTTNVP L3-18 6 

1/3  % 1 GHFNLPP L3-21 9 

1/3  % 1 SHHSQGT L3-22 2 

1/3  % 1 WSVTSAA L3-2 7 

1/3  % 1 ANYARYG L3-3 15 

1/3  % 1 HWIPRTQ L3-4 11 

1/3  % 1 HIGTIYL L3-5 12 

1/3  % 1 YNMGTVT L3-7 13 

1/3  % 1 KCCMINY L3-8 11 

1/3  % 1 ALHNRVN L3-9 10 

3.1 % 1 VSASDRY L3-10 16 

1/3  % 1 TVHSRMK L3-28 19 

1/3  % 1 HAMRAQP L3-12 12 

1/3  % 1 TTKALLP L3-29 17 

 

 هایافته

بیوپنینگ برای جداسازی فاژ های با اتصال 

 و ارزیابی موفقیت غنی سازی LNCAPاختصاصی به سلول 

مرحله ی غنی سازی با استفاده از روش نمایش فاژی انجام 

 پپتیدی استفاده شد. 9مین منظور از کتابخانه ی فاژی شد به ه

های با اتصال اختصاصی به سلول های سرطانی برای جداسازی فاژ
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و سلول  HUH7 ،AGS ،SW480  ،5637پروستات از سلول های 

های نرمال فیبروبلاست انسانی به عنوان کنترل و برای حذف 

از بیوپنینگ  رحلهمفاژهای غیر اختصاصی استفاده شد. در هر 

به این سلول ها اضافه و  Pfu/ml 1110ی فاژی با تیتر کتابخانه

ذرات فاژی که به سلول های کنترل متصل نشدند را بازیابی و به 

اضافه نمودیم. در مرحله بعد ذرات فاژی که  LNCAPسلول های 

به سلول های سرطانی پروستات به طور اختصاصی اتصال یافته 

ی مکرر بودند طی مراحل متعدد شستشو و سپس رها ساز

های فاژ ER2738جداسازی نمودیم. با استفاده از سویه باکتریایی 

بعدی بیوپنینگ تکثیر شدند. برای  مرحلهی جداسازی شده برا

بار پنینگ را تکرار نمودیم و در هر تکرار  1یافتن بهترین کلونی 

برای افزایش اختصاصیت، افزایش سختی شرایط غنی سازی 

فاژ های دارای میل  صورت گرفت. این امر موجب می شود که

باقی بمانند و  LNCAPترکیبی بالاتر برای اتصال به سلولهای 

های با اتصال سست تر و میل ترکیبی تعدادشان نسبت به فاژ

بی کمتر که طی شستشو حذف می شوند، افزایش یابد. برای ارزیا

تعداد ذرات فاژی قبل و بعد  مرحلهچگونگی بیوپنینگ پس از هر 

در  مرحلهاز پنینگ محاسبه شد. افزایش تعداد فاژ بعد از هر 

بیوپنینگ قبلی دال بر موفقیت در انجام غنی مقایسه با نتیجه  

هر مرحله از  های ورودی و خروجی درنسبت فاژ .سازی بود

بیوپنینگ جهت تعیین کارایی غنی سازی مورد استفاده قرار 

 نشان داده شده است. 2گرفت این نسبت ها را جدول 

پلی کلونال فاژ الایزا برای تایید موفقیت آمیز بودن 

 روند غنی سازی

علاوه بر مقایسه تیتر فاژها قبل و بعد از بیوپنینگ به 

یزا انجام شد. چگونگی روند غنی سازی فاژ المنظور بررسی 

فاژهای جداسازی شده در هر مرحله بیوپنینگ در باکتری 

ER2738 و تیتراسیون برای تعیین رقت  تکثیر و استخراج شدند

 به تعداد مساوی LNCAPهای کنترل و ها انجام شد. سلولفاژ

ای هر خانه کشت داده شدند و فاژه 76هزار سلول( در پلیت 25)

 به صورت جداگانه به همه  pfu 1110پنینگ به رقت  مرحله

ها اضافه شد و قابلیت اتصال فاژهای مراحل مختلف پنینگ سلول

 ،طی واکنش الیزا بررسی شد LNCAPهای کنترل وبه سلول

یزای در ازمون ال LNCAPافزایش شدت جذب در سلول های 

تایید نمود، که انجام شده موفقیت بیوپنینگ بر روی این سلول را 

براساس نتایج  .(1)نمودار  ایج تیتراسیون نیز همخوانی داشتبا نت

سوم بیوپنینگ به علت  مرحلهبدست آمده ذرات فاژی حاصل از 

داشتن بیشترین شدت جذب برای مراحل بعدی مطالعه انتخاب 

 شدند.

 فاژی و تعیین توالی  DNAتکثیر

طریق تعیین کلون های فاژی غنی سازی شده می توانند از 

توالی شناسایی شوند فاژ های بازیابی شده در مرحله ی سوم 

های ده و برروی پلیتوارد ش ER2738بیوپنینگ به باکتری 

IPTG/XGAL/Tet پلاک آبی رنگ از  35ده شدند کشت دا

ساعت در انکوباتور کشت داده شده  12از  های که کمترپلیت

از هم بودند انتخاب پلاک جدا  155بودند و حداکثر دارای حدود 

 بی رنگی که کاملاًآهای باید دقت شود که فقط پلاک .نمودیم

تا هر پلاک فقط نشاندهنده ی یک  ،مجزا هستند برداشته شود

های انتخاب شده به عنوان الگو برای باشد. از پلاک DNAمولکول 

ی استوک استفاده جیره ای پلی مرازی و همچنین تهیهواکنش زن

ی پلی مرازی با پرایمر های طراحی شده برای هشد. واکنش زنجیر

نوکلئوتیدی حاوی  005قطعه ی  انجام شد. M13 فاژ PIIIژن 

نوکلئوتید کلون شده در آن تکثیر  21فاژ و  3ژن پوششی شماره 

( پس 1شد. نتیجه ی تکثیر ژن روی ژل آگارز بررسی شد. )شکل

ها برای نمونه  Gene All از استخرج از ژل با استفاده از کیت

 فرستاده شدند.  Bioneerتعیین توالی به شرکت 

بررسی توالی های پپتیدی حاصل از تعیین توالی با 

 استفاده از روش های بیوانفورماتیکی

آنالیز های بیوانفورماتیکی همگام با روش های آزمایشگاهی 

در تکنولوژی نمایش فاژی برای شناسایی پپتید های اختصاصی 

استفاده از روش های بیوانفورماتیکی موتیف به کار می رود با 

های مشترک در پپتید های جداسازی شده شناسایی می گردد 

همچنین همولوژی بین پپتیدهای جدا شده با توالی های 

پروتئینی موجود در پایگاه های اطلاعاتی بررسی می گردد که در 

 تایید نهایت می تواند صحت پپتید های جدا شده در آزمایشگاه را

نماید. به همین منظور توالی های نوکلئوتیدی حاصل از تعیین 

به توالی امینواسیدی  ExPASY توالی توسط پایگاه اطلاعاتی

قابل  3ترجمه شد. توالی های پپتیدی بدست آمده در جدول 

مشاهده می باشند. در این جدول توالی پپتیدی و فراوانی هر یک 

ور که قابل ملاحظه است از کلون ها نشان داده شده است. همانط

 29و کنترل و تعیین توالی  LNCAPغنی سازی روی سلول های

نوع توالی پپتیدی شده است توالی  17پلاک منجر به جداسازی 
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مرتبه تکرار  9بالاترین فراوانی را دارد و  NERALTLپپتیدی 

نیز به میزان  STFTSRVو  SPSTHWKشده است. توالی های 

 کمتر تکرار شده اند.

جهت پیدا کردن  clustal wر مرحله بعد از نرم افزار د

موتیف های مشترک بین پپتید های بدست آمده استفاده شد. 

ی مشترک را نشان همردیفی پپتید ها چند موتیف اسید امینه 

می تواند بیانگر جداسازی  های مشترکداد. وجود موتیف

باشد.  های فاژی با اتصال هدفمند به سلول های پروستاتهمسانه

از موتیف های  HWو  RV, RA, H-RM,T-SR,TVموتیف های 

راوانی ن بررسی درصد و فتکراری قابل مشاهده هستند. همچنی

 .نشان داده شده است 1مینواسیدها که در جدول آهریک از 

بیانگر افزایش تعداد امینواسیدهای ترئونین، لوسین، سرین، 

-می باشد که مینین در پپتیدهای جداسازی شده یآلانین و آرژ

تواند خود دلیلی بر میل ترکیبی و اختصاصیت آنها در اتصال به 

 باشد.  LNCAPسلول 

 

 درصد آمینواسیدهای مختلف در موقعیت های مختلف پپتید های تعیین توالی شده و فراوانی کل هر امینو اسید . 3جدول          

 آمینواسید ختلف پپتیددرصد امینواسیدها در موقعیت های م فراوانی کل
VII VI V IV III II I 

67/12 15/9 62/27 95/3 72/20 95/3 11/11 15/9 Thr 

50/15 62/27 95/3 59/39 5 5 95/3 5 Leu 

77/2 5 5 11/11 11/11 15/9 21/11 01/12 Ser 

77/2 95/3 95/3 95/3 33/33 95/3 95/3 11/11 Ala 

77/2 5 21/11 01/12 95/3 72/20 5 5 Arg 

15/9 95/3 95/3 11/11 15/9 5 15/9 72/20 Asn 

31/6 95/3 5 5 21/11 15/9 15/9 11/11 His 

96/1 11/11 11/11 5 5 29/2 5 95/3 Tyr 

23/1 5 5 5 5 5 62/27 5 Glu 

23/1 21/11 95/3 5 95/3 5 15/9 5 Pro 

23/1 15/9 11/11 5 5 95/3 95/3 95/3 Val 

19/3 5 5 15/9 15/9 95/3 95/3 5 Ile 

61/2 11/11 5 5 5 95/3 5 95/3 Lys 

61/2 95/3 95/3 5 95/3 95/3 5 3.7 Gly 

61/2 5 15/9 5 5 5 95/3 15/9 Trp 

11/2 95/3 95/3 15/9 5 5 5 5 Gln 

11/2 5 95/3 5 95/3 95/3 5 5 Met 

02/1 5 5 5 5 95/3 15/9 5 Phe 

50/1 5 95/3 5 5 95/3 95/3 5 Cys 

50/1 5 5 95/3 5 5 5 95/3 Asp 
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، B. را نشان می دهد.IPTG-Xgalپلاکهای آبی حاصل از تعیین تیتر محلول فاژی به دست آمده از دور آخر بیوپنینگ بر روی پلیت حاوی  A : 1شکل 

یدی پپتید نمایش یافته روی سطح فاژ بر روی ژل آگارز یک درصد. اعداد حاوی توالی نوکلئوت M13KEحاصل از تکثیر قسمتی از ژنوم فاژ  bp 550الکتروفورز باند 

 می باشد. Ladder 100 bpمارکر مورد استفاده  DNA  نشان داده شده در شکل نمایانگر شماره پلاکهای فاژی تکثیر شده می باشد.

 

ی انجام شده بیانگر شدت جذب نوری حاصل از آزمون الیزا 1نمودار 

برای هر کدام از  مراحل مختلف پنینگ می باشد. و نشان دهنده ی چگونگی 

 روند غنی سازی می باشد.

 بحث

( ابزار مولکولی بسیار Phage displayتکنیک نمایش فاژی )

قدرتمندی است که جهت شناسایی لیگاندهای اختصاصی، مورد 

راهم می آورد استفاده قرار می گیرد. این تکنیک این امکان را ف

که بتوان توالیهای پپتیدی بسیار متنوعی را در سطح فاژ نمایش 

(. این 18داد و بدین ترتیب کتابخانه های پپتیدی را ساخت )

 (Phage display peptide libraries)پپتیدی گونه از کتابخانه های فاژی 

واجد پپتیدهای بسیار متنوعی بوده و می توان پپتیدهایی را که 

قابلیت اتصال اختصاصی به یک هدف خاص باشند، از آن ها واجد 

جدا نمود. این هدف می تواند پروتئین، آنزیم، سلول، بافت و ... 

 (.13باشد )

در سلول های سرطانی پروتئینهای مختلفی وجود دارند که 

بیان برخی از آن ها در حالتی که سلول سرطانی می گردد، 

ن به عنوان مارکرهای سرطان و از آن ها می توا افزایش می یابد

(. اما تنها برخی از این پروتئینها قابلیتهای بالینی لازم 6نام برد )

( را دارا tumor markerجهت استفاده به عنوان مارکر توموری )

می باشند. از جمله مهمترین این مارکرها که جهت کاربردهای 

 carcinoembryonic antigenبالینی مناسب می باشند می توان به 

(CEA)  وvascular endothelial growth  factor  (VEGF)   اشاره

(. مارکرهای توموری که در سطح سلول های سرطانی 4کرد )

بیان می گردند، گزینه های بهتر و کارآمدتری جهت استفاده به 

عنوان اهداف بیوپنینگ برای جداسازی پپتیدهای اختصاصی می 

نهای سطحی متصل می باشند. پپتیدهایی که به این پروتئی

گردند، این قابلیت را دارا می باشند که بتوان از آن ها جهت 

تشخیص سلول های سرطانی و نیز انتقال هدفمند دارو و ژن 

استفاده نمود. بنابراین شناسایی پپتیدهای اختصاصی متصل 

شونده به پروتئنهای سطحی سلول های سرطانی افق دید 

( و ژن Targeted therapyفمند )وسیعتری را در زمینه درمان هد

درمانی در پیش روی ما می گشاید. در سال های اخیر، کاربرد 

( نقش Phage display librariesکتابخانه های نمایش فاژی )

بسیار مهمی در گسترش کاربرد تکنیک نمایش فاژی داشته 

است. غربالگری این کتابخانه ها تحت شرایط مناسب، موجب 

ی جدید سنتتیک به صورت پپتید یا قطعات شناسایی لیگاندها

آنتی بادی می گردد که قابلیت اتصال اختصاصی به رسپتورهای 

سطح سلولی را دارا می باشند. این لیگاندها دارای ویژگیهای 

مطلوبی همچون میل ترکیبی بالا برای اتصال به رسپتورهای 

و سطح سلولی، اختصاصیت، قابلیت وارد کردن فاژ به درون سلول 

... می باشند. این امر منجر به افزایش قابل توجه تعداد مولکولهای 

هدفمند کننده که در سال های اخیر شناسایی شده اند، گردیده 

(. حضور این لیگاندهای هدفمند کننده در سطح 65) است

نانوذرات فاژی، اختصاصیت و کارایی انتقال فاژ به داخل سلولها را 

 ایش می دهد.به میزان بسیار زیادی افز

های عات متعددی از غربالگری کتابخانهتاکنون در مطال

های یدی جهت جداسازی و شناسایی پپتیدنمایش فاژی پپت
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 مثانه  اختصاصی سلول های سرطانی مختلف از جمله سرطان

( و... 64) ( گلیوبلاستوما69) ( شش66کلون ) سرطان و (61)

 استفاده شده است. 

ز بیوپنینگ و همکارانش با استفاده ا Leeدر مطالعه ای، 

کتابخانه نمایش فاژی پپتیدی و جداسازی و بازیابی فاژهای 

های سلولی سرطان مثانه و تعیین از رده ،اختصاصی سرطان مثانه

از  invitroو  invivo نانوذرات فاژی به صورتاختصاصیت اتصال 

برای تشخیص سرطان مثانه در  ،این نانوذرات هدف گیری کننده

و  Zhang(. 61استفاده نمودند )اد نمونه های ادراری افر

ی فاژی پپتیدی هفت همکارانش با غربالگری کتابخانه

آمینواسیدی بر روی سلول های سرطانی کولون موفق به 

شدند که قادر به اتصال اختصاصی  cp15شناسایی پپتیدی به نام 

(. در مطالعه ی دیگری 60بود ) HT29و   SW480به سلولهای 

Romanov  و همکارانش کلون فاژیpg35  را از غربالگری

کتابخانه ی فاژی هشت پپتیدی به عنوان لیگاند پپتیدی 

به عنوان سلول های  c4-2bو  c4-2اختصاصی برای سلول های 

با توجه به پیچیدگی های  ( 1سرطانی پروستات بدست اوردند. )

گسترده سطح سلول های سرطانی و تغییرات سریع مولکول های 

سطحی این سلول ها و از طرفی ویژگی تکنولوژی نمایش فاژی 

مین ها و موتیف های مختلف باید مطالعات ودر شناسایی د

گسترده ای برای شناسایی این تفاوت های سطحی توسط 

 محققین صورت پذیرد. 

در این تحقیق جداسازی نانو ذرات فاژی اختصاصی برای  

فاده از کتابخانه ی با است LNCAP سلول های سرطانی پروستات

انجام شد. در این مطالعه بیوپنینگ منفی  Ph.D7 peptideفاژی 

و مثبت همزمان و به تعداد مساوی به ترتیب روی سلول های 

کنترل و هدف انجام شد. این شیوه ی بیوپنینگ که در آن 

همزمان غربالگری مثبت و منفی انجام می شود موجب افزایش 

افزایش اختصاصیت پپتید های جدا  فشار انتخابی و در نتیجه

شده نسبت به هدف مورد نظر می شود. یکی از اهداف جداسازی 

پپتیدهای اختصاصی طی فرایند بیوپنینگ استفاده از آنها برای 

های سرطانی می باشد. رسانش هدفمند عوامل درمانی به سلول

بنابراین پپتیدهای جدا شده باید قابلیت اتصال اختصاصی به 

ای سرطانی را داشته باشند و سلول های نرمال بدن سلول ه

متصل نشوند تا اثرات جانبی داروها که از معضلات درمان های 

موجود برای سرطان است کاهش یابد. بر همین اساس در این 

های های کنترل پپتیدبا انجام بیوپنینگ منفی روی سلولتحقیق 

تومور پروستات را که قابلیت اتصال به سلول های دیگری غیر از 

را داشتند حتی الامکان حذف نمودیم. به همین منظور از  رده ی 

های لول سرطانی مثانه برای حذف پپتیدبه عنوان س 5637سلولی 

با قابلیت اتصال به سلول های مجاری ادراری که مرتبط با 

به عنوان سلول  HUH7استفاده شد و از سلول  باشدیمپروستات 

ی با قابلیت اتصال به سلول های کبدی برای حذف ذرات فاژ

کبدی انتخاب شد چون پیش از این گزارش شده است که بافت 

(. 62دارد ) invivoکبدی تمایل به جذب غیر اختصاصی فاژها در 

ی ز به عنوان سلول نرمال و نمایندههای فیبروبلاست نیاز سلول

های طبیعی بدن به عنوان های سطحی سلولهای با ویژگیسلول

های . در مجموع سعی شد با انتخاب ردهرل استفاده شدکنت

های با اتصال اختصاصی سلولی مناسب احتمال جداسازی پپتید

را افزایش دهیم. اگرچه بهترین شاهد و  LNCAPبه سلول های 

کنترل در این قبیل مطالعات وجود سلول های نرمال بافت مورد 

پروستات  نظر است اما به علت عدم دسترسی به سلول نرمال

های سلولی مختلف با انتخاب طیف گسترده ای از رده سعی شد

اختصاصیت ذرات فاژی برای اتصال به سلول های پروستات را 

 افزایش دهیم.

یکی از مشکلات کتابخانه های فاژی پپتیدی جداسازی و 

انتخاب پپتید های مثبت کاذب است که به این پپتیدها، 

 Target Unrelated Peptide پپتیدهای غیر مرتبط با هدف یا

(TUP) که به دلایلی غیر از اتصال اختصاصی به  ،گفته می شود

های بنابراین شناسایی توالی .(61عامل هدف جداسازی می شوند)

TUP  امری مهم محسوب می شود. به همین منظور بررسی توالی

های پپتیدی حاصل از این تحقیق با استفاده از نرم افزار 

TUPscan ایگاه اطلاعاتی در پSAROTUP  و مطالعات

آزمایشگاهی بیشتر ضروری به نظر می رسد. جداسازی این 

پپتیدها می تواند به علت میل ترکیبی بالا و اختصاصیت آنها در 

 بیشتر باشد.  ،و یا سرعت تکثیر  LNCAPاتصال به سلول های 

از ذرات فاژی جداسازی آزمایشات بیشتر،در نهایت با انجام 

می توان به عنوان لیگاند هدف گیری کننده این تحقیق  شده در

برای شناسایی سلول های سرطانی پروستات در آینده استفاده 

ر این زمینه برای بررسی ورود دنمود. همچنین تحقیقات بیشتر 

می تواند قابلیت استفاده  LNCAPاین ذرات به داخل سلول های

ی سرکوبگر تومور به از این ذرات فاژی برای انتقال دارو یا ژنها

 داخل توده ی توموری را مورد بررسی قرار دهد.
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 تقدیر و تشکر

نویسندگان بر خود لازم می دانند از همکاری و زحمات 

تشکر و تمام کسانی که در انجام این پژوهش ما را یاری نمودند، 

 .قدردانی نمایند

 تعارض منافع:

ان هیچ پزشکی ایر شناسیمیکروببین نویسندگان و مجله  
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