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Abstract 
Background and Objectives: Tumor-infiltrating regulatory T (TI-Treg) 

cells perform an important function in cancer immune escape. In this 

study, the third generation CAR construct was designed against human 

CD25 antigen as the cell surface biomarker of TI-Treg cells. 

 

Methods: At first, the construct of anti-CD25 CAR was designed. 

Using RNAfold web server, the RNA secondary structure was 

evaluated. Also, NK-92 cell line was transduced using lentiviral 

vectors. Then, the expression level of anti-CD25 CAR RNA, was 

assessed by qRT-PCR in NK-92 cells transduced with CAR and mock 

transfer vectors as well as untreated cells. 

 

Results: The RNA secondary structure was stable. Also, the expression 

level of anti-CD25 CAR RNA in the NK-92 cells transduced by 

pCDH-513B-1-anti-CD25 CAR transfer vector was significantly 

higher than NK-92 cells transduced by mock transfer vector and 

untreated cells (P˂0.0001). 

 

Conclusion: The present study on anti-CD25 CAR RNA showed that 

this type of CAR transcripts were stable and expressed at a high level. 

In fact, this type of CAR can be further studied in the future as a tool to 

remove the cancer immune escape in all types of solid and liquid 

cancers. 
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 چکیده

عملکرد مهمی را  (TI-Treg)کننده در تومور  ی رخنه کننده تنظیم Tهای  سلول :زمینه‌و‌هدف

علیه  CARی  کنند. در این پژوهش، نسل سوم سازه در فرار سرطان از سیستم ایمنی اجرا می

 طراحی شده است. TI-Tregهای  عنوان نشانگر زیستی مهم سطح سلول انسانی به CD25ژن  آنتی

، RNAfoldطراحی شد. با استفاده از وب سرور  anti-CD25 CARی  ابتدا سازه روش‌بررسی:

ی سلولی  ارزیابی شد. همچنین با استفاده از وکتورهای لنتی ویروسی، رده RNAساختار ثانویه 

NK-92  ترابرد شد. سپس سطح بیانRNA anti-CD25 CAR وسیله  بهqRT-PCR های  در سلول

NK-92  ترابردشده با وکتورهای انتقالیCAR های تیمارنشده ارزیابی  و تقلیدی و همچنین سلول

 شد.

‌‌یافته در  RNA anti-CD25 CARپایدار بود. همچنین سطح بیان  RNAی  ساختار ثانویهها:

 pCDH-513B-1-anti-CD25 CARی وکتور انتقالی  وسیله ترابردشده به NK-92های  سلول

های  با وکتور انتقالی تقلیدی و سلول ترابردشده NK-92های  داری بیش از سلول طور معنی به

 (.P˂0.0001تیمارنشده بود )

‌‌نتیجه های این نوع  نشان داد رونوشت anti-CD25 CAR RNAمطالعه حاضر روی گیری:

CAR  پایدار بود و در سطح بالایی بیان شد. درواقع، این نوعCAR تواند در آینده همچون  می

های جامد و مایع بیشتر بررسی  ایمنی در انواع سرطانابزاری برای حذف فرار سرطان از سیستم 

 شود.

‌‌کلیدواژه واکنش زنجیره ای پلیمراز در انفورماتیک؛  ؛بیوانفورماتیک‌بیولوژی کامپیوتری؛ها:

 .شناسی ینایم-تومورفرار  ؛ترابرد ؛anti-CD25 CAR ؛زمان واقعی

  ‌
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‌مقدمه
 NKو Tهای  ی سلولهای اخیر درزمینه پیشرفت

گیری از سیستم  شده، به امیدهای فراوانی برای بهره ژنتیک مهندسی

جر شده است. های بدخیم همچون سرطان من ایمنی علیه بیماری

ی روزافزونی دارد،  های برجسته که امروزه استفاده یکی از فناوری

 ژنی کایمر یا های آنتی گیرنده

 (CARs )Chimeric Antigen Receptors طورکلی،  است. به

کایمر  cDNAهای  توالی ژنی کایمر شامل های آنتی گیرنده

شده،  های طراحی شده هستند که همراه با انواع مولکول مهندسی

منظور انتقال یک پیام سلولی  شناسایی سطح سلول توموری را به

های خاص  گیرند. یکی از ویژگی به عهده می NK یا Tکننده  فعال

                   سلول βαهای  این فناوری این است که برخلاف گیرنده

T (TCRشناسایی آنتی ،) های  وسیله مولکول ها مستقیماً به ژن

CAR ی  کننده گیرد؛ بنابراین، عموماً به اجزای ارائه صورت می

محدود  (HLAs)های لوکوسیت انسانی  ژن چند شکل از قبیل آنتی

 نیست.

ی متغیر سبک  های گذشته، زمانی که قطعات ژنی زنجیره در سال

(VL( یا سنگین )VHآنتی ) ها  ژن گیری آنتی ها توانستند هدف بادی

ژنی کایمر نیز  ی آنتی ندهرا صورت دهند، پیدایش فناوری گیر

صورت گرفت. این زمانی بود که اجزای مربوطه درون یک 

ی پروتئینی  گیرنده(. 1جایگزین شدند ) βαTCRهترودیمر 

CD25  یا زیرواحدα ی از گیرندهIL-2 (IL-2Rαیک گلیکو ،) 

طور ذاتی و به  کیلودالتون است که به 55غشایی با وزن  پروتئین

 تنظیمی یا Tهای  سلولمیزان زیاد بر سطح 

Regulatory T cells (Treg) شود و شاخص اصلی این  بیان می

ویژه در  در سیستم ایمنی و به Treg های سلول هاست. سلول

با  Tumor microenvironment (TME)ی ریز توموری  ناحیه

-TIکننده در تومورها یا ) ی رخنهکننده تنظیم Tهای  عنوان سلول

Tregs )Tumor-infiltrating Tregs های مؤثر در مهار  از سلول

های سیستم ایمنی علیه سرطان هستند و موجب فرار سرطان  پاسخ

 شوند. از سیستم ایمنی می

 

 

 

 

و نقـش  CD25 ،CD4 ،FoxP3ها نشانگرهای زیستی این سلول

های  ی سلول مهمـی در هوموستاز دارند. هوموستاز و توسعه

Treg نطور عمده به سایتوکای به IL-2  وابسته است که بهCD25 

دنبال این  شود. به متصل می Tregهای  شده بر سطح سلول بیان

، IL-10 ،IL-35هایی نظیر  ها با تولید سایتوکاین فرایند، این سلول

TGFβ با توجه به این مهم (. 2شوند ) سبب مهار پاسخ ایمنی می

 Tregهای  ی سلول نقش مهمی در هوموستاز و توسعه CD25که 

ی پاراکلینیکی برخی از تومورها  عنوان نشانه دارد و آن را به

 IgG1بادی مونوکلونال نوترکیب  اند، آنتی شناسایی کرده

( ایجاد شده است. سازمان Daclizumabشده داکلیزوماب ) انسانی

بادی  ( این آنتیFDAی آمریکا )متحده غذا و داروی ایالات

بر سطح  CD25ا اتصال به مونوکلونال را تأیید کرده است که ب

رسانی  و توقف مسیر پیام IL-2باعث مهار اتصال  Tregهای  سلول

JAK/STAT ،MEK/Erk  وPI3K/Akt  برای جلوگیری از

 شوند. می Tregهای  مانی و تکثیر سلول زنده

ی نسل سوم  در پژوهش حاضر برای اولین بار، طراحی سازه

CAR ژن  علیه آنتیCD25 ی بیوانفورماتیکی  انسانی و مطالعه

ارزیابی شده است.  RNA anti-CD25 CARی  ساختار ثانویه

با  NK-92های  کمک سیستم لنتی ویروسی، ترابرد سلول سپس به

صورت گرفت و سطح بیان رونوشت  anti-CD25 CARی  سازه

 سنجیده شد. qRT-PCRمربوطه با 

‌

‌روش‌بررسی
‌anti-CD25 CARی‌‌ساخت‌سازه

ــه طــول  anti-CD25 CARی  ســازه ــین دو جایگــاه bp 1551ب ، ب

وکتــور لنتــی  3’در انتهــای BamHIو  5’در انتهــای  XbaIبرشــی 

بــا نــام  HIV-1بــر مبنــای  VSV-Gویروســی انتقــالی نــوع کــاذب 

pCDH-513B-1  ــا  CMV-MCS-EF1α-copGFP-T2A-Puroیـ

 (.1طراحی شد. )شکل 
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 pCDH513Bدرون‌وکتور‌‌anti-CD25 CARی‌ژنی‌‌سازه:‌نمودار‌1شکل‌شماره‌

 

 بحث‌

 Single chain variable (scFv)ای یا  زنجیره ی متغیر تک از قطعه

fragment بادی مونوکلونال داکلیزوماب به همراه  نتیمربوط به آ

 3(Gly4Ser)ی غنی از گلایسین و سرین یعنی  دهنده اتصال

 استفاده شد. anti-CD25 CARباهدف طراحی و تولید 

‌درزمینه‌تجزیه ‌محاسباتی ‌ثانویه‌وتحلیل ‌ساختار ی‌‌ی

‌anti-CD25 CARرونوشت‌

به  RNAfoldکمک وب سرور  ی مدنظر، به به دنبال طراحی سازه

 نشانی
 

http://rna.tbi.univie.ac.at/cgibin/RNAWebSuite/RNAfol

d.cgi (3 ساختار ثانویه )anti-CD25 CAR RNA .ارزیابی شد 

‌های‌سلولی‌و‌کشت‌سلول‌رده

ساخت  DMEMدر محیط کشت  Lenti-X 293Tی سلولی  رده

در محیط کشت  Jurkatی سلولی  و رده Bio-Ideaشرکت ایرانی 

RPMI 1640  ساخت شرکت ایرانیBio-Idea 10شده با  غنی 

استرپتومایسین کشت داده شد. -سیلین درصد پنی 1و  FBSدرصد 

ساخت  Alpha MEM در محیط کشت NK-92ی سلولی  رده

بدون ریبونوکلئوزیدها و  Sigma-Aldrichشرکت آمریکایی 

 g/molگلوتامین و -mM 2 Lبا  دزوکسی ریبونوکلئوزیدها همراه

 mMسازی آن  منظور غنی کربنات کشت داده شد. به بیسدیم  5/1

فولیک  mM 02/0مرکاپتواتانول، -mM 1/0 2اینوزیتول،  2/0

درصد  1نوترکیب انسانی،  U/ml 200-100 IL-2اسید، 

درصد  5/12درصد سرم اسب و  5/12استرپتومایسین، -سیلین پنی

FBS  .به محیط کشت اضافه شد 

های سلولی در انکوباتور کشت سلول با  های حاوی رده فلاسک

 درصد نگهداری شد. CO2 5و  C 37°دمای 

 تولید‌ذرات‌لنتی‌ویروسی‌حاوی‌سازه

را ی مدنظر  سازه آمریکا System Bioscienceشرکت در ادامه، 

منظور  به. مذکور قرار گرفتو درون وکتور انتقالی  سنتز کرد

و  Lenti-X 293 Tی سلولی  تولید ذرات لنتی ویروسی، رده

ساخت شرکت آمریکایی  pMD2.Gو  ps-PAX2.2وکتورهای 

Addgene کننده، وکتور  بندی ی سلولی بسته عنوان رده ترتیب به به

طور  کننده و وکتور پوششی مورداستفاده قرار گرفتند. به بندی بسته

میلیون سلول  6به تعداد  Lenti-X 293 Tی سلولی  دهخلاصه، ر

کشت داده شد.  DMEMمحیط  ml 8در  T75در یک فلاسک 

و روش شوک  E. coli TOP10ی  منظور ترادیسی از سویه به

منظور ایجاد ذرات لنتی ویروسی،  حرارتی استفاده شد. به

 ps-PAX2.2 ،μg 5/10وکتور  μg 21زمان با  ترآلودگی هم

-pCDHی  وکتور انتقالی حاوی سازه μg 21و  pMD2.Gوکتور 

anti-CD25 CAR ی سلولی  در ردهLenti-X 293T  با روش

ساعت  16فسفات صورت گرفت. بعد از گذشت -رسوب کلسیم

کمک میکروسکوپ فلورسنت  محیط کشت تعویض شد و به

زمان ارزیابی شد. محیط رویی حاوی  راندمان ترآلودگی هم

بعد از ترآلودگی  72و  48، 24های  در زمانذرات لنتی ویروسی 

 (.4آوری شدند ) جمع
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 ها‌تغلیظ‌و‌تعیین‌تیتر‌ویروس

منظور تغلیظ ذرات لنتی ویروسی ایجادشده، محیط رویی  به

فیلتر شد. سپس  µm 45/0کمک فیلتر سرنگی  شده به آوری جمع

تغلیظ شد. به دنبال آن، تعیین  PEG-8000کمک  این مایع رویی به

از  µl 16و  µl 1 ،µl 4اوت های متف کردن حجم تیتر با اضافه

با جمعیت  Lenti-X 293Tی سلولی  شده به رده های تغلیظ ویروس

تعیین  ،ساعت 72هزار سلول صورت گرفت. بعد از گذشت  60

 GFPکمک فلوسایتومتر بر اساس میزان بیان  تیتر ویروسی به

 لیتر یا عنوان واحدهای ترابرد در هر میلی به

Transducing units/ml (TU/ml) ( 5ارزیابی شد.) 

‌NK-92ی‌سلولی‌‌ترابرد‌رده

 24در پلیت کشت سلولی  NK-92ی سلولی  طور خلاصه، رده به

لیتر محیط کشت  میلی 5/1هزار سلول در  600ای با جمعیت  خانه

ساعت قبل از  2کشت داده شد. حدود  Alpha MEMکامل 

رات به محیط کشت اضافه شد. ذ U/ml 100 IL-2ترابرد، به میزان 

 ویروسی تعیین تیترشده با فراوانی آلودگی یا

Multiplicity of infection (MOI) 50  و پلی برن با غلظت نهایی

μg/ml 8  به محیط کشت حاویNK-92 منظور بهبود  اضافه شد. به

ی سلولی  راندمان ترابرد، سانتریفوژ پلیت کشت سلول حاوی رده

NK-92  با دورg360  مای دقیقه در د 90به مدت°C 32  .انجام شد

ساعت، محیط کشت تعویض و محیط تازه به  24بعد از گذشت 

ساعت،  72اضافه شد. بعد از گذشت  NK-92های  سلول

کمک میکروسکوپ فلورسنت و  ترابردشده به NK-92های  سلول

های  وتحلیل فلوسایتومتر ارزیابی شدند. در ادامه، سلول تجزیه

ساخت  μg/ml 2مایسین با غلظت بیوتیک پورو ترابردشده با آنتی

آمریکا گزینش و تا رسیدن به جمعیت  Sigma-Aldrichشرکت 

 (.6مطلوب کشت داده شدند )

 qRT-PCRانجام‌روش‌

NucleoSpinبر اساس پروتکل مربوط به 
®
RNA/Protein kit 

 ،Macherey-Nagel GmbH & Co.KGساخت شرکت آلمانی 

انجام  anti-CD25 CAR NK-92ی سلولی  از رده RNAاستخراج 

ساخت  2X RT Pre-Mix Kitای با  رشته تک cDNAشد. سنتز 

 کره جنوبی و پروتکل مربوط به آن انجام شد.  Biofactشرکت 

 

 

شده با  طراحی anti-CD25 CAR اختصاصی سپس آغازگرهای

 های با توالی AlleleID 7.7افزار  نرم

F CAR: GACGACTTCGCCACCTACT و 

R CAR: GTCCTCTTCACCTCCACCTT  در نظر گرفته

 شد.

 GAPDHاختصاصی مربوط به  آغازگرهایدر این پژوهش از 

 عنوان ژن مرجع شامل به

F (GAPDH): CGGGAAGCTTGTGATCAATGG                و

R (GAPDH): GGCAGTGATGGCATGGACTG  استفاده

 Step-Oneبا دستگاه  anti-CD25 CARرونوشت شد. میزان بیان 

Real-Time thermal cycler  ساخت شرکت آمریکاییABI  با

 یا سه تکرار و درنظرگرفتن شاهد بدون الگو

Non-template control (NTC)  انجام شد. واکنشqRT-PCR 

 Biofactاز شرکت  μl 10 2x SYBR Green Master Mixشامل 

 از μl 1از هر پرایمر و  pmol/μl 10کره جنوبی، 

cDNA (ng/μl 50)  در حجم نهاییμl20 ی   تهیه شد. برنامه

qRT-PCR سازی آغازین،  شامل واسرشت°C95 15مدت  به 

 C72°ثانیه و  35مدت  به C58°ثانیه،  20مدت  به C95°دقیقه، 

دقیقه برای  3مدت  به C72°و چرخه  40ثانیه در  30مدت  به

گسترش نهایی در نظر گرفته شد. همچنین منحنی ذوب دستگاه با 

وتحلیل میزان  ترسیم و ارزیابی شد. تجزیه C95-55°اعمال دمای 

2بیان رونوشت مدنظر با فرمول 
-ΔΔCt .تعیین شد 

‌

‌ها‌یافته
‌RNAی‌‌ساختار‌ثانویه

نشان داد انرژی  anti-CD25 RNAی  وتحلیل ساختار ثانویه تجزیه

و انرژی آزاد  Minimum free energy (MFE)آزاد کمینه یا 

 Free energy of the thermodynamicگروه ترمودینامیکی یا 

ensemble ترتیب  بهkcal/mol 90/701-  وkcal/mol 46/722- 

ی مرکزی با انرژی آزاد کمینه  دست آمد. همچنین ساختار ثانویه به

 Centroid secondary structure with a minimum freeیا

energy  برابرkcal/mol 10/554-  ،ارزیابی شد. به دنبال آن

 mountain plotاحتمال تشکیل جفت باز و  MFEی  هساختار ثانوی

 (.2ترسیم شد )شکل 
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 ‌
 anti-CD25 CARمربوط‌به‌‌RNAی‌‌ثانویه :‌نتایج‌بیوانفورماتیکی‌ساختار2شکل‌شماره‌

‌کمینه،‌)ج(‌احتمال‌تشکیل‌جفت‌باز،‌)ب(‌ساختار‌ثانویه‌بر‌اساس‌انرژی‌آزاد‌plot‌mountain)الف(‌

 
 anti-CD25کننده‌‌بیان‌NK-92ی‌سلولی‌‌ایجاد‌رده

CAR 
 

 هـای         زمـان سـه وکـتـور مذکـور، سلـول به دنبال ترآلـودگـی هـم

Lenti-X 293T ی کننده بیانGFP هایی با درخشش  عنوان سلول به

ساعت در زیر میکروسکوپ  16سبزرنگ بعد از گذشت 

 (.3فلورسنت مشاهده شدند )شکل 

 ‌
 پس‌از‌ترآلودگی‌Lenti-X 293Tهای‌‌مربوط‌به‌سلول‌40نمایی‌:‌تصاویر‌میکروسکوپ‌)الف(‌نوری‌و‌)ب(‌فلوروسنت‌معکوس‌با‌بزرگ3شکل‌شماره‌

 
های                های تولیدشده، سلول منظور تعیین تیتر ویروس به

Lenti-X 293T وتحلیل شدند.  با فلوسایتومتر تجزیه 

از  μl 16درصد با استفاده از حجم  2/14ها میزان بیان  این سلول

 (.4سوپ ویروسی داشتند )شکل 
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‌شده‌‌ویروس‌تغلیظ‌lμ‌16حاوی‌‌Lenti-X 293Tهای‌‌در‌سلول‌GFPرصد‌بیان‌گیری‌د‌:‌اندازه4شکل‌شماره

 توسط‌فلوسایتومتری‌anti-CD25 CARی‌‌دارای‌سازه

ی سلولی  شده به ترابرد رده های تغلیظ ویروس =50MOIبر اساس  

NK-92  (. 5درصد منجر شدند )شکل  6/91به میزان 

مانی در برابر  ( و زنده6این یافته با میکروسکوپ فلورسنت )شکل 

 غلظت پورومایسین مذکور تأیید شد.

 

 
 توسط‌فلوسایتومتری‌anti-CD25 CARی‌‌های‌حاوی‌سازه‌ترابردشده‌با‌لنتی‌ویروس‌NK-92های‌‌در‌سلول‌GFPگیری‌درصد‌بیان‌‌:‌اندازه5شکل‌شماره‌

 

 
 CARی‌‌ترابردشده‌حاوی‌سازه‌NK-92ی‌سلولی‌‌مربوط‌به‌رده‌100نمایی‌‌:‌تصاویر‌میکروسکوپ‌)الف(‌نوری‌و‌)ب(‌فلورسنت‌معکوس‌با‌بزرگ6شکل‌شماره‌

 

7 
1399 اردیبهشت، دومشماره  دهم،چهارمجله دانشگاه علوم پزشکی قم/ دوره   

 International License Creative Commons Attribution License 4.0 

 



 

 

‌و همکاران معین دهباشی‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌... شده در بیان anti-CD25 CAR مرتبط با qRT-PCRو  RNAهای ساختار ثانویه  وتحلیل تجزیه
 و همکاران ن جاوید تبریزینسری                                                                                   ...

 

 

‌ ‌رونوشت ‌بیان ‌ر‌anti-CD25 CARسطح ی‌‌دهدر

 NK-92سلولی‌

نشان داده شده است، سطوح بیان  7طور که در شکل  همان

ترابردشده با وکتور  NK-92های  رونوشت مذکور در سلول

pCDH-513B-1-anti-CD25 CARای ـه ولــلـ، در سNK-92  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 NK-92های  ( و در سلولMockترابردشده با وکتور تقلیدی )

 ارزیابی شد.  qRT-PCRکمک  ردنشده )شاهد منفی( بهتراب

نسبت به  anti-CD25 CARنتایج نشان داد سطح بیان رونوشت 

 (.P˂0.0001دار است ) ی تقلیدی و شاهد منفی و معنی نمونه

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

 
‌CARی‌کننده‌بیان‌NK-92های‌‌در‌سلول‌anti-CD25 CAR:‌نمودار‌افزایش‌بیان‌رونوشت‌7شکل‌شماره‌

 (P˂0.0001نفی(‌)های‌تقلیدی‌و‌ترابردنشده‌)کنترل‌م‌در‌مقایسه‌با‌سلول

 
 بحث

ترین مانع درمان موفق سرطان محسوب  اصلی Tregهای  سلول

های  به سلول  CD8+Tهای شوند. درواقع، کاهش نسبت سلول می

Treg  که در ریز محیط توموری(TME) ابند، با ی نیز تجمع می

مانی بیماران  آگهی ضعیف، درمان ناموفق و کاهش زنده پیش

(، 7مبتلابه انواع مختلف سرطان همچون لنفوم غیرهوجکین )

(، 10(، گلیوبلاستوما )9(، سرطان ریه )8سرطان تخمدان )

(، سرطان 12(، سرطان پستان )11آدنوکارسینوم پانکراس داکتال )

 ها (، ملانوما و دیگر بدخیمی14ی رحم ) (، سرطان دهانه13کبد )

ها قاطعانه بر شاخص  همبستگی دارد. همچنین برخی گزارش

های  آگهی ضعیف تأکید دارد که با افزایش تعداد سلول پیش

Treg (.15دهد ) در سرطان سر و گردن همبستگی نشان می 

ها وضعیت کاملاً متفاوتی را با  برانگیز، دیگر گزارش طور بحث به

نشان داد که در آن بهبود موضعی  Tregهای  ولافزایش سطح سل

مانی بیماران مبتلابه سرطان سر و گردن را مشخص  و افزایش زنده

 (. 16کرد )

با  Tregهای  ی سرطان معده، افزایش میزان سلول درباره

آگهی ضعیف در این نوع سرطان همراه بوده است؛ اما  پیش

و سرطان معده هنوز مبهم  TI-Tregهای  همبستگی بین سلول

 است.

ی بزرگ مشخص شده است که میزان  ی سرطان روده درباره

با  TI-Tregsهای  یافته بین سلول ی تجمع شده فعال Tregهای  سلول

عنوان  توان از آن به ی پیشرفت تومور مرتبط است که می مرحله

های درمانی استفاده کرد  عامل مهمی برای بهبود کارایی روش

 Acute( AMLلوسمی حاد میلوئیدی یا ) (. در سرطان17)

myeloid leukemiaهای بلاست لوسمی به افزایش  ، سلول

شوند  ( منجر میTMEر ریز محیط توموری )د Tregهای  سلول

(18.) 

گیری و کاهش  دریافتند هدف 2011اوستن و همکاران در سال 

عنوان درمان نویدبخشی  ممکن است به Tregهای  جمعیت سلول

 موردتوجه واقع شود. AMLبرای سرطان 
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 Tregهای  همچنین گزارش شده است سطوح بالاتر جمعیت سلول

وان نشانگر تشخیصی زودهنگام برای سرطان عن توانسته است به

 Chronic lymphocytic leukemiaلوسمی مزمن لنفوئیدی یا

(CLL) ( 19محسوب شود.) 

های  نشان دادند حذف سلول 2017دوئل و همکاران در سال 

Treg در بیماران لوسمی حاد لنفوئیدی یا 

(ALL) Acute lymphoblastic leukemia ساز  پیشB  ممکن

بادی  ها را از وضعیت بدون پاسخ به درمان با آنتی است آن

( به وضعیت پاسخگو Blinatumomabمونوکلونال بلیناتوموماب )

(. همچنین نشان داده شده 20بادی تبدیل کند ) به درمان با این آنتی

کننده  بادی بلوکه عنوان آنتی ( بهNivolumabاست نیولوماب )

PD-1 در بیماران مبتلابه لنفوم  ممکن است از تهاجم ایمنی تومور

 کننده و مقاوم جلوگیری کند. هوجکین بازگشت

(، ریه 21های پروستات ) گیری شده است که در سرطان نتیجه

با وضعیت  ALL (25)و  (24(، دهان )23(، معده و مری )22)

کننده در  رخنه CD4+CD25high T cellهای  پیشرفته، سلول

یابند. همچنین  رها تجمع میشکل وسیعی اطراف تومو تومورها به

های  ها همچون پستان و ریه، جمعیت سلول در برخی سرطان

CD4+CD25+FOXP3+ Tregs ای همراه با  طور گسترده به

 (.26یابد ) گسترش بیماری افزایش می

ها در  ها مربوط به نقش پررنگ این سلول ترین سرنخ یکی از مهم

و همکاران و شیمیزو و  ی اونیزوکا درمان ناموفق سرطان به مطالعه

گردد. در این دو مطالعه نشان داده  بازمی 1999همکاران در سال 

کمک درمان با  به CD4+CD25+ Tregsهای  شد حذف سلول

تواند حذف انواع تومورها را در شرایط  می CD25بادی ضد  آنتی

in vitro  وin vivo ی آن گسترش  افزایش دهد که نتیجه

 (.28، 27تومورهاست ) زایی موفق علیه ایمنی

های  ی موجود، طیف وسیعی از سرطان های گسترده بر اساس داده

جامد و مایع مکانیزم مشترکی برای فرار از سیستم ایمنی دارند. 

ترتیب، مبارزه با فرار انواع تومورها از سیستم ایمنی و  بدین

ها  ی این نوع سرطان کننده شکستن مقاومت و ویژگی بازگشت

های موفق برای بیماران باشد. جدیدترین  نویدبخش درمانتواند  می

های درمانی که در حال حاضر  نوع درمان سرطان از بین روش

 های ایمنی درمانی  نتایج بسیار موفقی را در پی داشتـه اسـت، روش

 

 NKو  Tهای  ی تغییرات ژنتیکی است که در سلول سلولی بر پایه

( CARژنی کایمر ) های آنتی پذیرد و با عنوان گیرنده انجام می

 شود. قلمداد می

های موجود در انواع  گیری از داده در این پژوهش با بهره

ها  های جامد و مایع پیرامون مکانیزم مشترک فرار سرطان سرطان

ی  از سیستم ایمنی، برای اولین بار بر این نکته تلاش شد که گیرنده

سلول ایمنی یعنی  ترین نوع ژنی کایمر نسل سوم در پرمزیت آنتی

NK ژن  علیه آنتیCD25  انسانی طراحی شود. در این مطالعه

ی رونوشت  وتحلیل بیوانفورماتیکی، ساختار ثانویه کمک تجزیه به

anti-CD25 CAR  ،باهدف بررسی پایداری ارزیابی شد. در ادامه

کمک  به NK-92های  بیان رونوشت مدنظر بعد از ترابرد سلول

qRT-PCR سنجیده شد. 

ترین میزان انرژی  طورکلی، بر اساس اصول ترمودینامیک، منفی به

عنوان پایدارترین ساختار  ، بهRNAآزاد در یک ساختار ثانویه 

RNA بینی یک ساختار  شود. همچنین پیش شناخته میRNA  از

وتحلیل این  ی موضوع اساسی تجزیهیک توالی، دربرگیرنده

دو سطح از پیچیدگی معمولاً در  RNAمولکول است. ساختار 

دهد که  ای را تشکیل می شود. سطح اول، ساختار ثانویه شناخته می

شدگی بازی متداول است. این نکته از اینکه  ی جفت دهنده نشان

شدگی بازی را شکل دهد یا ندهد،  هر ریبونوکلئوتید، یک جفت

ی ساختار ثانویه معمولاً های ایجادکننده متفاوت است. برهمکنش

ی سطح بعدی کننده هایی است که تعیین تر از آنقدرتمند

پیچیدگی ساختاری یعنی ساختار سوم باشد؛ بنابراین، این امر 

ها را از اجزای ساختار ثانویه  تفسیر ساختار سوم برهمکنش

، RNA anti-CD25 CARی  سازد. ساختار ثانویه پذیر می امکان

(، MFEهای مهمی شامل انرژی آزاد کمینه ) نشان داد شاخص

ی مرکزی با  انرژی آزاد گروه ترمودینامیکی و ساختار ثانویه

ی  دهنده انرژی آزاد کمینه در سطح مناسبی قرار داشتند که نشان

طویل بود که ازنظر طولی از نه توالی  RNAپایداری ساختار این 

 رمزگردان تشکیل شده بود.

کی وتحلیل بیوانفورماتی ای بر اساس تجزیه تاکنون هیچ مطالعه

صورت نگرفته  CARهای  در انواع سازه RNAی  ساختار ثانویه

توان پیشنهاد کرد که در صورت استفاده از این  است. در اینجا می

 ی های پیچیده وتحلیـل، راندمان میـزان بیـان رونوشـت سـازه تجزیه
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‌و همکاران معین دهباشی‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌... شده در بیان anti-CD25 CAR مرتبط با qRT-PCRو  RNAهای ساختار ثانویه  وتحلیل تجزیه
 و همکاران ن جاوید تبریزینسری                                                                                   ...

 

 

CAR  افزایش یابد که هریک از قطعاتcDNA  متعددی تشکیل

های درمانگر  ولید این دسته از مولکولهای ت شده است و هزینه

 قیمت کاهش خواهد یافت. گران

 در گام بعدی این پژوهش، میزان بیان رونوشت

anti-CD25 CAR  ارزیابی شد. نتایج مربوط به آن نشان داد در

 ترابردشده با وکتور انتقالی NK-92ی سلولی  رده

 pCDH-513B-1-anti-CD25 CARهای  نسبت به سلولNK-92 

های ترابردنشده افزایش بیان  ابردشده با وکتور تقلیدی و سلولتر

 داری وجود دارد. چشمگیر و معنی

‌

‌گیری‌نتیجه
گیری  کننده در هدف های خیره امروزه با وجود پیشرفت

، هنوز مسائل مهمی همچون CARهای توموری با انواع  ژن آنتی

نی بازگشت سرطان، درمان ناموفق و فرار سرطان از سیستم ایم

رسد حذف  نظر می پاسخ مانده است. بر اساس منابع مذکور، به بی

طور بالقوه  در خلال درمان ممکن است به TI-Tregهای  سلول

های جامد و مایع، بر اساس مکانیزم  نتایج مثبتی را در انواع سرطان

 ر با این ـی حاض هـالعـد؛ بنابراین، در مطـه باشـراه داشتـهم مشابه، به

 

 

های  ی اولین بار نوع جدیدی از این گیرنده در سلولبرا هدف

NK-92 ژن  گیری آنتی منظور هدف بهCD25  .انسانی طراحی شد

، با دیدگاه anti-CD25 CARی حاضر پیرامون رونوشت  مطالعه

 CARبیوانفورماتیکی و آزمایشگاهی نشان داد رونوشت این نوع 

در  CARاین نوع پایدار بود و در سطح بالایی بیان شد. درواقع، 

کردن فرار سرطان از  عنوان ابزاری برای برطرف تواند به آینده می

 های جامد و مایع بیشتر بررسی شود. سیستم ایمنی در انواع سرطان

‌

‌قدردانی و تشکر
-شناسی ی زیست ی دکترای تخصصی رشتهنامه این مقاله از پایان

را انجام ژنتیک مولکولی گرفته شده که آقای معین دهباشی آن 

در معاونت  8489ی  داده است. پروپوزال مربوطه با شماره

وسیله از  پژوهشی دانشگاه اصفهان تصویب شده است. بدین

ی  معاونت پژوهشی دانشگاه اصفهان، ریاست محترم دانشکده

های زیستی و ریاست محترم گروه سلولی و  علوم و فناوری

امکانات و  آوری دلیل فراهم مولکولی و میکروبیولوژی به

 تجهیزات پژوهشی لازم کمال قدردانی و سپاس را داریم.
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