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الفأري المدمج بالمنطقة  GITRLهندسة بروتينين خيمريين مأشوبين مثنوي ومثلوثيّ من 
Fc  واستعراف خصائصهماللغلوبيولين المناعي البشري 

 
 1,2 فلمى يوس د.

 .صيدلة سريريّة، أستاذ مساعد في الصّيدلة السّريريّة والمناعة-دكتوراه فلسفة في العلوم الطبيّة الحيويّة
 .دلانيّات والتّكنولوجيا الصّيدلانيّة، كليّة الصّيدلة، جامعة دمشق، سوريةقسم الصي 1 
 .الهيئة العامّة للتّقانة الحيويّة، دمشق، سورية 2
 
  :ملخّصال

( عدداً من اللجائن والمستقبلات ذات TNFSFخلفيّة: تضمّ فوق عائلة عامل نخر الورم )
الأدوار المحوريّة في تكاثر الخلايا المناعيّة وتمايزها وبقياها واستماتتها. يُعبّر عن لجائن 

باستثناء اللجين  هذه العائلة كبروتينات وظيفيّة مثلوثيّة عابرة للغشاء الخلوي أو ذوّابة
 . (mGITRLمستقبل عامل النّخر الورمي المحرّض بالغليكوكورتيكويد )الفأري المثنوي ل
كموناً  يمتلك استهدافهفي تنظيم ردّ الفعل المناعي و  GITRLو GITRيسهم التآثر بين 

ين ن. يشكّل إنتاج بروتيوأمراض المناعة الذّاتيّة علاجيّاً مناعيّاً واعداً مضاداً للسرطان
ما في الاستقصاءات  خطوة مفتاحيّة تسهمالفأري  GITRLمن  ين مثنوي ومثلوثيمأشوب

إنتاج بروتنيات : . الهدفGITRLلـ  المحتملة لعلاجيّةا خصائصال حول ةقبل السّريريّ 
GITRL  مأشوبة مثلوثةtrimer  ومثنويّةdimer  وتقييم خصائصها وقدرتها على

ا التّائيّة. الطّرق: صمّم بروتينان خيمريّان مأشوبان وتفعيل الخلاي GITRالارتباط بـ 
. اكتنف البروتين المثنوي CHO)) لمبيض الهامستر الصيني لخط الخلويوأنتجا في ا

للضد  Fcالشدفة المتبلورة ملتحماً مع  mGITRLالنطاق خارج الخلوي للبروتين الفأري 
 .hFc ر مشارك لـ ، في حين أُنتج البروتين المثلوثيّ بتعبيhIgG1البشري 

mGITRLمع mGITRL.HA اختبرت قدرة البروتينين على الارتباط بـ .mGITR 
البشريّة بمقايسات التّدفق الخلوي والتّرسيب المناعي المشارك،  Jurkatالمعبّر عنه في  

التّائيّة على التكاثر. النّتائج: أنتج بروتين مثنوي  وياتلمفاوقيّمت فعّاليتهما في تحريض ال
(hFc. mGITRL)2  وآخر مثلوث(Fc. mGITR)2:mGITRL.HA وجرى انتقاء ،

 Jurkatخلايا بن قدرة متشابهة على الارتباط االنّسائل الأعلى تعبيراً. أبدى كلا البروتين
 السّاذجة المساعدة وتفعيل اللمفاويات التّائيّةmGITR المعبّرة عن المستقبل الفأري 

CD4+CD25-  ،تفوّق نسبي للبروتين المثلوث.  معوتحريض تكاثرها 
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خصائص وظيفيّة  والمثلوثالمثنويّ  ينالاستنتاجات: تبرهن نتائجنا على امتلاك البروتين
وتنقيته  Fcبـ  مدمجمثنوي  GITRLقاربة. تؤسّس هذه النتائج لإمكانيّة إنتاج تم

يّ كعلاج مناع  GITRاستهدافلتقييم كمون  in vivoواختباره مستقبلًا في الحيّ 
 .للسرطان

، مثنويّ، المحرّض بالغليكوكورتيكويدنخر الورم عامل لجين مستقبل كلمات مفتاحيّة: 
 لمفاويات تائيّة. ،Fcبـ  مدمجمثلوثيّ، بروتين 
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and Trimeric Proteins of Murine GITRL Fused to the  

Fc Region of Human Immunoglobulin 
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Abstract: 
Background: Tumor necrosis factor (TNF) superfamily (TNFSF) comprises 

different ligands and receptors with pivotal roles in cell proliferation, 

differentiation, survival, and apoptosis. TNF Ligands are produced as 

functional trimeric-transmembrane and soluble proteins, with the exception of 

the dimeric murine glucocorticoid-induced TNF receptor ligand (mGITRL). 

GITR-GITRL interaction contributes to controlling the immune response and 

holds the potential for being a promising anti-cancer and autoimmune disease 

immunotherapy. Production of dimeric and trimeric recombinant mGITRL is 

a key step towards preclinical investigations of the possible therapeutic 

characteristics of GITRL. Aim: Production, characterization and evaluation of 

dimeric versus trimeric recombinant GITRL proteins, based on binding to 

GITR and T cell activation. Methods: Two chimeric recombinant proteins were 

designed and produced in the Chinese Hamster Ovary (CHO) cell line. The 

dimer protein encompassed the ectodomain of mGITRL fused to the 

fragment crystallizable region (Fc region) of human immun oglobulin hIgG1, 

whereas trimeric ligand was produced via co-expression of [hFc.mGITRL] 
and [mGITRL.HA], and selection of high co-expressing positive clones. 

Ligands binding to mGITR expressed in human Jurkat cells was assessed using 

flow cytometry and co-immunoprecipitation assays, and functionality was 

evaluated by means of T cell proliferation. Results: A dimeric (hFc. 

mGITRL)2 and trimeric (hFc. mGITR)2:mGITRL.HA proteins were 

produced, and highly expressing clones were selected and expanded. Both 

proteins were capable of binding to mGITR and activating naïve T 

lymphocytes CD4+CD25- to proliferate, with superiority of the trimer. 

Conclusions: Our findings prove comparable functionality of murine dimeric 

and trimeric ligands, and establish for the dimeric Fc fusion GITRL 

production and purification for in vivo testing to investigate the potential of 

GITRL as tumor immunotherapy. 

Key Words: Glucocorticoid-Induced TNF Receptor Ligand (GITRL), Trimer, 

Dimer, Fc-Fusion Proteins, T Lymphocyte. 
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 :Introductionمقدّمة ال
 Tumor Necrosis Factorتضمّ "فوق عائلة عامل نخر الورم" 

Superfamily (TNFSF )19  ًلجيناligand 29، يقابلها 
( 1BB،OX40 CD40 ،GITR-4)مثل  receptorمستقبلًا 

وصّفت خصائصها وصنّفت في "فوق عائلة مستقبلات عامل 
  (TNFRSF(النّخر الورمي" 

(Elgueta, 2009 ؛Wang, 2009 ؛Hehlgans, 2009 2009 ؛
 Nocentini and Riccardi, 20092010؛ Croft). 

د شلالٍ معقّدٍ من المستقبلات بلجائنها قدح زناينجم عن ارتباط 
أحداث نقل الشّارة داخل الخلية، والذي يعطي بالمحصلة طيفاً 

المناعيّة وغير المناعيّة  خلاياواسعاً من الوظائف يشمل تفعيل ال
 Riccardi Nocentini &2009 ,(ا وتمايزها وبقياها واستماتته

, 2018eVaname). عن معظم لجائن عائلة  خلاياتُعبّر ال
TNF  تينات عبر غشائيّة من النّمط الثانيبرو بشكلtype II 

transmembrane proteins  بنطاقات خارج خلويّة
ectodomains  تشكّل مثلوثات يمكن أن تتوسّف بفعل إنزيمات

نوعيّة تؤدي بالمحصلة  metalloproteinasesبروتينازات فلزيّة 
جائن اللمعظم تُعدّ و  ،خلاياإلى توليد سيتوكينات ذوّابة تحرّرها ال

المنشطرة وغير المنشطرة فعّالة كمثلوثات متماثلة 
homotrimers ), 2007Chattopadhyay) . على النّقيضو ،

 GITRLعلى أنّ  2008عام برهن و  Chattopadhyay عاد
)Chattopadhyay ,فريدة الفأري يبدي بنية بلوريّة مثنويّة 

بكون  TNFبالمقابل، تتسم مستقبلات عائلة الـ  .2008(
 من النّمط oligomericمها بروتينات قليلة الوحدات معظ
 type I transmembrane proteinsالعابر للغشاء  الأوّل

), 2019Siegmund and tWajan). 
موصولة  ةل متنوّعاطو أببنية تشبه السويقة ب TNFالـتتسم لجائن 

، والتي core regionمع نطاق عبر غشائيّ للمنطقة اللبيّة 
، TNFتحتوي بنيةً ذات سمة مميزة لجميع لجائن عائلة الـ 

 TNFالتّناددي لعامل النّخر الورمي نطاقالتُعرف بـ

Homology Domain THD)). يمتلك THD  شطيرة شكل
في الاتجاه ذات  عاكسةة بيتا مَطْوِية متوازية ومتتشبه صَحيفَ 

 Jelly Rollتوضّع طوبولوجي مشابه للفافة هُلَامِيَّة 
(Chattopadhyay, 2007, 2008; Zhou, 2008) توفّر .

الثمالات المصانة ضمن طيقان بيتا تماسات نوعيّة بين 
في حين تمنح لمثلوثيّة. تؤمّن تثبيتاً للبنية او الوحدات، 

طيقان بيتا المتجاورة بين الواصلة  loopsالتسلسلات في العرى 
ه تجاه مستقبل تهنوعيّ  TNFفي عائلة الـ  لجينكل ل ميّزةمال

, 2018)Vanamee)  تنخرط لجائن ومستقبلات عائلة الـTNF 
في العديد من عمليات التّطور الطبيعي بما في ذلك الإستماتة 

(، وتنظيم وظائف apoptosisالخلوي المبرمج )أو الموت 
بكلّ نمط خلوي.  المناعيّة، واستجابات إضافيّة نوعيّة خلاياال

اً في عدّ بعض سيتوكينات هذه العائلة متورطمن جهةٍ أخرى، يُ 
وأمراض  اتبما في ذلك السّرطان عددٍ من الأمراض لدى البشر

 .(المناعة الذّاتيّة
(Hehlgans, 2009 ؛Wang, 2009 ؛   Elgueta 2009, 

Croft, 2010, Nocentini & Riccardi,  2009(. 
مستقبل عامل النّخر الورمي المحرّض يعدّ لجين 

induced TNF receptor -Glucocorticoidبالغليكوكورتيكويد 

ligand (GITRL) عائلة الـ  أحد أفرادTNF . اكتشف مستقبل
 T cellهجينة  ورميّة تائيّةفأريّة  خلايا فيأوّل الأمر  GITRالـ 

hybridoma بـ ديكساميتازون  معالجةdexamethasone ،
 20يقارب  عابر للغشاء الخلوي روتينلبتبيّن أنّه يرمّز و 

 I transmembrane protein type Iمط من النّ  كيلودالتون
وأطلق عليه ، حمضاً أمينيّاً  228مكوّنٍ من و غنيٍّ بالسيستئين 

 "لمستقبل عامل النخر الورمي 18فوق العائلة " في حينها اسم
(TNFRSF 18) ومن ثمّ عُدّل هذا المسمى ليغدو "مستقبل ،

( أو AITRالمحرّضة بالتّفعيل" ) TNFطائفة مستقبلات 
CD357 (Nocentini, 1997; (Known, 1999 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hehlgans%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15819693
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hehlgans%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15819693
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211124721011839#bib29
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Siegmund%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31192209
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211124721011839#bib7
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211124721011839#bib8
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211124721011839#bib41
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hehlgans%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15819693
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211124721011839#bib28
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 naïve T lymphocytesتعبّر اللمفاويات التّائيّة السّاذجة 
(CD4+ وCD8+ عن مستويات منخفضة جداً أو )من  معتدلة

GITR ّخلايا  عبير عنه عقب تفعيلها إلى، وتزداد مستويات الت
 Tregsاللمفاويّة التّائيّة النّاظمة  خلايامستفعلة، في حين تعبّر ال

، (Clouthier and Watts, 2014)بصورة مستمرّة  GITRعن 
 ،FoxP3 (forkhead box P3كما تعبّر عن عامل الانتساخ 

رّع الذي ينتمي لعائلة عوامل الانتساخ ذات الحلزون المجنّح/متف
، forkhead/winged-helix familyالرأس )الشبيه بالشوكة( 

وهذا ما انعكس على تعريف هذه الخلايا، إذ باتت تٌعرف بأنّها 
 Foxp3الخلايا التائيّة النّاظمة إيجابيّة عامل الانتساخ 

((Foxp3+regulatory T cells  إضافةً لتعبيرها عن السلسلة
 interleukin- (IL-) 2 2 لمستقبل الإنترلوكين α-chainألفا 

receptor والذي يُعرف بـ ،CD25 الأمر الذي أدى إلى ،
+توصيفها بـ 

FoxP3
+

CD25
+

CD4. (Ono, 2006.) 
 توصيف اللجين ،خلال فترة وجيزةو  ،GITRأعقب اكتشاف  

GITRL الذي يُعدّ أحد أصغر عائلة لجائن TNF (125 
الاحترافيّة  خلاياحمضاً أمينيّاً(، وتعبّر عنه وبصورة مهيمنة ال

 خلاياوال macrophagesالمقدّمة للمستضد بما في ذلك البلاعم 
، واللمفاويات البائيّة المفعّلة  dendritic cellsالتّغصّنيّة 

 medullaryالصّعتريّة اللبيّةالظّهاريّة  خلاياوال

thymic epithelial cells تحديد خواص المستقبل  ، تلا ذلك
 Zhou Z, 2008, Nocentini) البشري ولجينه بعد فترة وجيزة

and Riccardi, 2009). 
 agonistic( أو الضد النّاهض GITRLاللجين ) ينجم عن تآثر

antibody  لـGITR (DTA-1 مع )عامل  تفعيله إلى مستقبل
عبر سبيلٍ يتواسطه العامل الثاني المرافق   NF-kB الانتساخ

في تنظيم  GITRور الذي يلعبه اكتنف الغموض الدّ . TNFRلـ
يّن لاحقاً ، وتبلزمنٍ طويلٍ نسبيّاً  -CD4+CD25التّائيّة  خلاياال

التّائيّة المستفعلة  خلايافي تكاثر ال أنّه مسؤولٌ عن تحسّنٍ 
في  anergicفي حالة عطالة  Tregs. تُعدّ خلايا وتفعيلها

ستقبل تتكاثر استجابة لتفعيل م)أي أنّها لا in-vitro الزّجاج
( في المستنبتاتT Cell Receptor (TCR ،)الخلية التّائيّة 

         التّكاثر في الحيغير أنّ من المعتقد أنّها جمهرة قادرة على 
in vivo.  ثبت انخراطGITR  في تكاثر الخلايا التّائيّة النّاظمة

. كما (Petrillo et al., 2015)دة الصعتريّة الغوتمايزها في 
على سطوح الخلايا التائيّة النّاظمة  GITRتفعيل تبيّن أنّ 

CD4+CD25+، بأضداد ناهضة  سواءagonistic  أم بأشكال
 تهاإعادة برمجإلى ، يؤدّي GITRLمأشوبة ذوّابة من اللجين 

ك من خلال تأثير شلال الأحداث الشّاريّة في وذل وتثبيطها
ما من شأنه  ،FoxP3مستويات التّعبير عن عامل الانتساخ 

 تعزيز تكاثر كلٍّ من الخلايا التّائيّةو  مثبّطمعاكسة فعلها ال
CD8 المستفعلة من النّمطين

CD4و +
، والذي ينجم عنه +

زيادة في إنتاج السيتوكينات وتراجع في نمو بالمحصلة 
 )2003Tone ;, 2002Shimizu ;, 2002McHugh ,( رم.الو 

 أدوية بيولوجيّة شملت شهدت العقود الثلاثة المنصرمة تطوير
بروتينات مأشوبة لاستهداف لجائن و/أو و وحيدة النّسيلة  اً أضداد

في  المنخرطتين TNFRSF-TNFSF فوق عائلتي مستقبلات
 inflammatory diseasesلأدواء التهابيّة  الإمراضيّة الآليات

 Rheumatoid Arthritisأهمّها؛ التهاب المفاصل الرّوماتويدي 
(RA وداء الأمعاء الالتهابي ،)Inflammatory Bowel 

Disease (IBDوالتّصلّب المتعدّد )Multiple Sclerosis  
(MS)  والذئبة الحماميّة الجهازيّة Systemic Lupus

usErythematos (SLE ّكما تعد .) لجائن و/أو مستقبلات
TNFRSF-TNFSF مثل ،BAFF وCD40 وOX40 

أهدافاً مناعيّة جزيئيّة ، CD30و CD27و 1BB–4و GITRو
 ,Croft)جديدة لتقويّة الاستجابة المناعيّة الكابحة للأورام. 

2013, Akinleye, 2019, Heinhuis, 2019, Montfort, 

2019, Perez-Ruiz, 2019, Heinhuis, 2020) 

يمرّ تطوير العلاجات الحيويّة أو الأدوية البيولوجيّة بأطوار 
( والدّراسات ما قبل in vitro)المختبر تشمل الدّراسات في

 في بالدّراسات والتي تُعرف أيضاً  preclinical studiesسريريّة 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/epithelial-cell
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211124721011839#bib29
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211124721011839#bib29
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211124721011839#bib31
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211124721011839#bib37
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211124721011839#bib32
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211124721011839#bib23
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تشبه إلى  (I ،II ،IIIوأطوار سريريّة ثلاثة ) (in vivo) الحيّ 
تلك المعتمدة في تطوير الأدوية صغيرة الوزن الجزيئي  حدٍّ بعيد

التي تشكّل الغالبيّة العظمى من الأدوية الكيميائيّة التّقليديّة 
الجهات الوصائيّة، مثل إدارة  كشرط لازمٍ لحيازتها موافقة

 Food and Drug Administrationالأدوية والأغذية الأمريكيّة
(FDAأو ال )دويةلأل الأوروبيّة وكالة European Medicines 

Agency )(EMA قبل إجازة استعمالها والسّماح للشركات ،
إلّا أنّ هذه العلاجات، وبعكس الأدوية  بتسويقها.المطوّرة 

التّقليديّة، تواجه تحديّاتٍ تفرضها طبيعتها البروتينيّة من حيث 
التّصميم والاستعانة بطرق التّقانة الحيويّة لإنتاجها، وحتميّة 

ميم بروتينات مطابقة أو مماثلة للبروتينات الخاصّة بالنوع تص
الذي ستختبر فيه، تفادياً لحدوث ردّ فعلٍ أو النّموذج الحيواني 

مناعيٍّ تجاه البروتينات العلاجيّة البشريّة التي سيعدّها جهازه 
 المناعي غيريّةً. 

بغية تعزيز  agonistsبنواهض  GITRيقتضي استهداف 
دة للأورام كمحصلةٍ لتفعيل الخلايا التّائيّة النوعيّة المناعة المضا

ستنفاد الموضعي للخلايا التّائيّة لاول المهاجمة للورم من جهة
، تطوير نسخٍ فأريّة من الناظمة المتموضّعة ضمن سرير الورم

هذه النّواهض البروتينيّة لاختبارها في الأطوار ما قبل السّريريّة 
ل إنتاج بروتين مثلوثي مأشوب يشكّ .  (in vivo)في الحيّ 
الفأري تحدياً تقنيّاً يعيق التحري ما قبل  GITRLوثابت من 

 السّريري عن خصائصه. وبناءً على ما سبق، هدفت هذه
 trimerمأشوبة مثلوثة  GITRLإنتاج بروتنيات الدّراسة إلى 

     وتقييم خصائصها وقدرتها على الارتباط dimer ومثنويّة 
 .-CD4+CD25يل الخلايا التّائيّة من النّمط وتفع GITRبـ 
 

 :مواد البحث وطرائقه
نتاج البروتينين في ا  Chinese لخط الخلويإعداء الخلايا وا 

Hamster Cells CHO):)  ُخّم ضcDNA  المرمّز للنطاق
( 173-43)الأحماض الأمينيّة من  mGITRLخارج الخلوي لـ 

 مَشْرَع حيث استُعمِلنوعيين؛  PCRباستعمال مشرعي 
mGITRL sense  ّذو التّسلسل النوكليوتيدي 

 TCGGATCCTCACTCAAGCCAACTGC      
 والمَشْرَع ذو التّسلسل النوكليوتيديّ 

 AAGAATTCAATCTCTAAGAGATGAATGG

 المضخّمة ةنُسّلت الشّدف .mGITRL antisenseكمَشْرَعٍ 
        ضمن الإطار 1Fcشدفة مرمّزة لـ  مع PCRبتفاعل الـ 

frame in  في السلالة الجرثومية الإشريكية القولونيةE.coli 

Top 10 .خلايا تمّ توليد كسلالة مضيفة في مرحلة التنسيل 
 تعبّر عنأو  hFc. mGITRLتعبّر بشكل ثابت عن 

hFc.mGITRL وmGITRL.HA  باستعمال الناقل سويّة
 للتعبير في  حقيقيّاتالمخصّص  pMTF vector))البلازميدي 

 elongation 1-والمتضمّن لمعزاز عامل الإطالة وىالنّ 

promoter 1-factor  وجين المقاومة للصاد الحيوي
( لانتقاء النّسائل المعداة Geneticin) G418نيومايسين/

( و/أو الصّاد الحيوي زيوسين hFc.mGITRL pMTF)بـ
ziocin (لانتقاء النّسائل المعداة بـpMTF mGITRL.HA .)

 CHO cells (Americanيا الخط الخلوي خلا جرى إعداء

Type Culture Collection)  بأحد أو كلا بلازميدي التّعبير
. كما تمّ electroporationباستعمال التّثقيب الكهربائي 

 المستقبل ر بصورة ثابتة ودائمة عنالحصول على خلايا تعبّ 
mGITR البشريّ يا الخط الخلوي التّائيّ بإعداء خلا Jurkat 

ne JE6.1) cells(Clo  ببلازميد التعبيرpMTF -mGITR 
الخلايا جرى انتقاء (. Masahide Tone)هديّة من الباحث 

G418 (Geneticin )  باستعمال التي تمّ إعداؤها ثابتة التّعبير
وأجريت تمديدات متسلسلة للخلايا بهدف  ملغ/مل1بتركيز 

الخلايا حُضنت  .الحصول على خليّة مفردة )نسيلة( في كلّ بئر
والحاوي على مصل  DMEMالمغذي في وسط الاستنبات 

والمضاف إليه الصادان  %10 بنسبة FBS الجنين البقري
درجة  37، وذلك بدرجة حرارة الحيويان بنسلين وستربتومايسين

حصدت  .%100، رطوبة CO2 10%-5مئويّة، بتركيز 
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ائج الطوافي وتمّ انتقاء النسائل الأعلى تعبيراً بناءً على نت
-in المصمّمة من قبلنا المُرْتَبِطِ بالِإنْزِيْم المُمْتَزِّ المَناعِيِّ مُقايسة 

house ELISA . 
المصمّمة لهذه  المُرْتَبِطِ بالِإنْزِيْم المُمْتَزِّ المَناعِيِّ مُقايسة 
 ELISA in-house الدّراسة

 flat bottom جرى تلبيس أطباق عياريّة مِكروية مسطّحة القاع
الضّد  من مكل 50 بئراً بـ 96 الألفة للبروتينات مؤلفة من وعالية
 الموجّه لـ capturing antibody )الضّد اللاقط متزازهالمراد ا

hFCمن شركة ImmunoResearch Jackson  الولايات(
 (pH 9.6) في دارئة بيكربونات/كربوناتالمتحدة الأمريكيّة( 
الكاملة لكلّ طبق  مكغ/مل. بعد التغطية 5 بتركيز نهائيّ قدره

بواسطة لاصقٍ بلاستيكيّ منعاً للتبخر، جرت حضانة الأطباق 
4 حرارة قدرها بدرجة

o مع  ،ساعة 12 مئويّة ولمدة ليلة كاملة أو
 الفوائض من. في اليوم التّالي، أزيلت ستمرالم الرجّ مراعاة ا
  300 مرّات بملء الآبار بـ 3 الأطباق توغسلاللاقطة الأضداد 
فراغها مع  الحاوي على التوين( PBS) حلول الغسلمل من م وا 

 تجبحُ  الحرص على إزالة كامل سائل الغسل في كلّ مرّة.
على سطوح الآبار اللاقطة متز عليها الأضداد تالمواقع التي لم 
مكل من دارئة الحجب المكوّنة من دارئة  300 الملبّسة بإضافة

 )بتمديد  PBSةبمزج الدارئة الفوسفاتيّ المحضّرة  TPBS الغسل
1X ) حموضة/باهاء درجةذات pH 7.4) ) مع عامل فعّال

، )حجم/حجم( %0.05 بنسبة( Tween20) على السّطح
 BSA in %4) %4 بنسبة BSA وألبومين المصل البقري

PBS/Tween). 3-2 وجرت تغطية الأطباق وحضنها مدّة 
ساعات بدرجة حرارة الغرفة أو طوال ليلة كاملة بدرجة حرارة 

4 قدرها
o .مرّات بدارئة الغسل بعد  3 غُسِلت الأطباق مئويّة

مكل من وسط  150نقلت عيّنات بحجم انقضاء فترة الحجب. 
أو  G418الاستنبات الطافي في آبار النسائل التي نمت بوجود 

G418+ziocin ،بعد تثفيلها إلى آبار مناظرة في طبق الإليزا 
ضنت مدّة ساعتين جرت تغطية الأطباق بلاصق بلاستيكي وحُ 

 )خمس مكثّف بدرجة حرارة الغرفة. تلا فترة الحضانة غسلٌ 
الماعزيّة  الكشف للأطباق بدارئة الغسل. أضيفت أضداد (مرّات

 Horseradishبيروكسيداز الفجل الحار  المقترنة بإنزيم

Peroxidase (HRP النوعيّة بالشدفة )hFc 
(ImmunoResearch Jacksonوكشف عن النسائ ،) ل المعداة

المعبّرة عن البروتين المثلوث بواسطة مقايستي إليزا وباستعمال 
 hFcنوعين من أضداد الكشف؛ الضّد الأوّل للكشف عن 

)مماثل لضدّ الكشف المستعمل في مقايسة البروتين المثنوي(، 
-HRP Anti-(HA)والثاني ضدّ كشف جرذي وحيد النّسيلة 

Tag Antibody (Rocheنوعيّ لتسلس ) ل مكوّن من تسعة
مشتق من بروتين  ][YPYDVPDYAأحماض أمينيّة 

human influenza hemagglutinin (HA) protein  الواسم
إلى  1:5000بتمديد قدره وذلك  HA tagged-GITRLلبروتين 

حيث حضنت الأطباق مدّة  ،في دارئة الحجب 1:10000
 أضيف حجم قدرهساعة، وتلا ذلك غسلّ مكثف لأربع مرّات. 

إلى الآبار، وتمّ إيقاف التّفاعل ( TMB)ل من الرّكازة كم 100
ل من محلول كم 100دقيقة بإضافة  20الإنزيميّ اللونيّ بعد 

إلى كلّ بئرٍ من  (%1)حمض الكبريت الممدّد بنسبة  الإيقاف
الآبار. وجرت قراءة الامتصاص )الكثافة اللونيّة( للآبار 

 450قدرها  ول موجة باستخدام قارئٍ لأطباق الإليزا وبط
 نانومتر. 

  تنقيّة البروتينات الخيمريّة المأشوبة:
 hFc.mGITRLتمّـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــت تنقيـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــة الــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

فـــــــــــــــــــــــــــــــي  ينلمفـــــــــــــــــــــــــــــــرز ا 2:mGITRL.HA(Fc.mGITR)و
للنســـــــــائل الأعلـــــــــى تعبيـــــــــراً )بعـــــــــد تكثيرهـــــــــا  الاســـــــــتنباتوســـــــــط 

مرارهــــــــــــــــــا إلــــــــــــــــــى فلاســــــــــــــــــكات بحجــــــــــــــــــوم  ــــــــــــــــــك T175وا  ( وذل
 affinity لألفـــــــةاعتمـــــــاداً علـــــــى تقنيّـــــــة التفريـــــــق اللـــــــوني با

chromatography  آغــــــــــــــــــــــــــاروز حبيبــــــــــــــــــــــــــات باســــــــــــــــــــــــــتعمال
,A (Life Technologiesالبــــــــــــــــــــــروتين   USA) أجريــــــــــــــــــــــت .

ــــــــــــــــة ) لاســــــــــــــــتعراف  (BCA Protein Assayمعــــــــــــــــايرة لونيّ
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تـــــــــــمّ التحقّـــــــــــق مـــــــــــن  المـــــــــــردود مـــــــــــن البروتينـــــــــــات المأشـــــــــــوبة.
ــــــــــــــــــــــاوز الأ ــــــــــــــــــــــاة  ةن الجزيئيّ ــــــــــــــــــــــات المنقّ  باســــــــــــــــــــــتعمالللبروتين

ــــــــــــــــــــى ه ــــــــــــــــــــائي عل  SDS-PAGE لامــــــــــــــــــــةالــــــــــــــــــــرحلان الكهرب
-nonوغيــــــــــــــــــــر مُرجِعــــــــــــــــــــة  reducingبشــــــــــــــــــــروط مُرجعــــــــــــــــــــة 

reducing ــــــــــــى الهــــــــــــلام ــــــــــــة عل ــــــــــــات المرحّل ، ولوّنــــــــــــت البروتين
، وتــــــــمّ التّحقّــــــــق مــــــــن Coomasie Blueبزرقــــــــة كومــــــــازي 

الأوزان الجزيئيّـــــــــــــــة بالمقارنـــــــــــــــة مـــــــــــــــع ســـــــــــــــلّم متـــــــــــــــدرّج مـــــــــــــــن 
حُفظـــــــــــــت  بروتينـــــــــــــات عياريّـــــــــــــة معروفـــــــــــــة الأوزان الجزيئيّـــــــــــــة.

 اســــــــــتنباتهايــــــــــد فــــــــــي الآزوت السّــــــــــائل وأعيــــــــــد جمتّ الخلايــــــــــا بال
والحـــــــــــاوي  DMEM وســـــــــــط المغــــــــــذيال عنــــــــــد الحاجـــــــــــة فــــــــــي

 %10 بنســـــــــــــــــبة FBSعلـــــــــــــــــى مصـــــــــــــــــل الجنـــــــــــــــــين البقـــــــــــــــــري 
والمضـــــــــــــــــــــاف إليـــــــــــــــــــــه الصـــــــــــــــــــــادان الحيويـــــــــــــــــــــان بنســـــــــــــــــــــلين 

ــــــــــــــروتينين المأشــــــــــــــوبين وستربتومايســــــــــــــين.  ــــــــــــــدرة الب قُيّمــــــــــــــت ق
ـــــــــــدفق الخلـــــــــــوي  mGITR علـــــــــــى الارتبـــــــــــاط بــــــــــــ بطريقتـــــــــــي التّ

Flow Cytometry  والتّرســــــــــــــــــــــيب المنـــــــــــــــــــــــاعي المشـــــــــــــــــــــــارك
co-immunoprecipitation . 

 :Flow Cytometry الجريان/التّدفق الخلوي
أجريت تجارب التّدفق الخلوي أحادي أو ثنائي اللون على جهاز 

 من شركة بيكتون ديكينسون FACScan الجريان الخلوي
(Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA)  .

          الأنابيب المخصّصة للجريان الخلوي يفوزّعت الخلايا 
(2 x 10

% 2مزوّد بـ PBS وغسلت بوقاء ،/الأنبوب(5
FBS+EDTAمكل من الوقاء،  100 في الخلايا ، وبعثرت

طوافي  مع mGITR البشريّة المعداة بـ  Jurkat خلايا وحضنت
النّسائل المعداة بـالبروتين المثنوي أو المثلوث من اللجين 

المأشوب، تلا ذلك غسلٌ مكثّفٌ بالوقاء متبوعٌ  الخيمري
 مفلورة أو مع شدفها IgG وحيدة النسيلة أضداد بالحضن مع

(Cy5-Fab2) موجّهة للقطعة Fc  مدّة نصف ساعة البشريّة
 في الظلام، وأزيل الفائض من الأضداد غير المرتبطة بالغسل بـ

ابة الانتثار مل من الوقاء. تمّ إمرار الخلايا المصونة عبر بو  3

وسجّل وسطي  ،forward and side scatterالأمامي والجانبي 
 سلبيّة.  أضداد شاهدة بالمقارنة معشدّة الفلورة 

والتبقيع  Immuno-Precipitation التّرسيب المناعي
 : Western Blottingالمناعي 

حضنت حلالات الخلايا أو طوافي أوساط الاستنبات والممدّدة 
آغاروز اء الرّبط أو البروتينات المنقّاة مع حبيبات بوق1:1 بنسبة 

مدّة أربع ساعات  A (Life Technologies, USA)البروتين 
درجة مئويّة لتحقيق اقتران البروتينات المدمجة  4بالدّرجة 
إلى الرّكازة الصّلبة، أزيل الجزء غير المرتبط  hFcبالشّدفة 

 sampleات وقاء العيّن 2xوغُسلت الحبيبات ومزجت مع 

buffer  ومُسّخت البروتينات بالتسخين في حمامٍ مائيّ بدرجة
درجة مئويّة مدّة خمس دقائق ثمّ رحّلت البروتينات  100حرارة 

ذات مدروج  SDS-PAGEالمرتبطة بالحبيبات على هلامة 
 PVDF%. نقلت البروتينات إلى أغشية 12-4تراكيز بمجالٍ 

 .%5 بنسبة BSAالحاوي على  PBSوحصرت/حجبت بـ 

  HRP-Anti(HA)-Tag Antibodyوحضنت مع أحد ضدين:
(Rocheالواسم لبروتين ) HA tagged-GITRL أو Anti-

hFc (HRP )في دارئة  1:10000إلى  1:5000 بتمديد قدره
   ، وظهّرت البروتينات المرتبطة بالضد الموسوم بـالحجب
HRP  بحضن الأغشية مع ركازةTMB  المولدة للون

(ThermoFisher لتقييم تعبير خلايا .)Jurkat  البشريّة المعداة
رُسّب بروتين المستقبل  ،pMTF -mGITR ببلازميد التعبير

mGITR من حلالاتٍ لأعداد متكافئة من خلاياJurkat   وذلك
المثبّت  anti-GITR (rat IGg2b, k)باستعمال الضّد الجرذي 
كميّات  )الطّور الصّلب( وحُمّلت Lعلى حبيبات بروتين 

                        متكافئة من البروتينات في آبار هلامة
-anti%( واستعمل ضدّ الكشف 4-12) SDS-PAGEالـ 

GITR (Goat IgG) (HRP)  للتبقيع المناعيwestern 

blotting . 
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: in vitro في الزجاج -2تكثير الخلايا ومقايسة الإنترلوكين
 المثلوثو المثنوي  المأشوبين أجريت مقايسات وظيفيّة للبروتينين

 للخلايا التّائيّة الفأريّة in-vitro ومقارنة تفعيلهما في الزّجاج
CD4

+
CD25

 ضداد موجهة لـوتحريضهما لتكاثرها استجابة لأ -
CD3 (Anti-CD3 Ab ) أو الببتيدH—Y ( كمستضدH-Y 

peptide) نتاج خلايا  mGITRالبشريّة المعداة بـ  Jurkat وا 
كما تمّ تقصي قدرتهما على تثبيط ( IL-2) 2 للسيتوكين

CD4 اللمفاويات التّائيّة النّاظمة
+
CD25

خلايا  وزّعتحيث  .+
التّائيّة أو الخلايا التّائيّة  الخلايا أو spleenocytes الطحال

 ( المعزولة والمنقّاة من فئران+CD4) helper cells المساعدة
 BALB/c mice بحيث  ،اعالق ةبئراً مسطح 96 ضمن أطباق

10 استنبتت
5 1x خاليةٍ  مسبقاً بأضداد الملبّسة لية في البئرخ

، 0.5 تراوحت بينبتراكيز  الفأري CD3 من الآزيد وموجهة ضد
مع البروتين المأشوب  نت الخلاياضِ مكغ/مل. حُ  10، 5، 1

 rat anti-GITRمكغ/مل، أو الضدّ الجرذي  5و 1و 0 بتراكيز
في الوسط  دف المقارنة،مكغ/مل به 5( بتركيز )

 من مصل الجنين البقري% 10 المزوّد بـ DMEM الزّرعي
FBS ساعة،  48 درجة مئويّة. بعد انقضاء 37 وبدرجة حرارة

ميكرو كوري  1بتركيز يبلغ  3H ثيميدين موسوم بـتمّت إضافة 
Ci  ساعة. قمنا  64في البئر، ومن ثمّ حصدت الخلايا بعد

 ل العدّادةباستعما 3H-thymidine بقياس وتحليل اندخال الـ
Betaplate liquid scintillation counter من شركة( 

Wallac Oy, Turku, Finland) أمّا خلايا .Jurkat  التّائيّة
فقد تمّ توزيعها في أطباق زرع  ،mGITR المعبّرة عنالبشريّة 

 قيسكمحرّضٍ على الإنقسام، و  PHA مسطحة القعر بوجود
في الوسط الزرعي المكيّف المفرز ( IL-2) 2 الإنترلوكين

ساعة، وذلك باستعمال عتيدة  24بعد  IL-2 لتقصي تراكيز الـ
ELISA (R&D systems ).وتبعاً لتعليمات المصنّع 
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Dimer" "(hFc. mGITRL)2    A 

  
Trimer" "(Fc. mGITR)2:mGITRL.HA B 

  
 

C 

والبلازميد الحامل  mGITRLhFc.الحامل للشدفة المرمّزة لـ  pMTF))المعداة بالبلازميد  CHOا (: نتائج نخل نسائل خلاي1الشّكل )
مخططي أعمدة لقراءات الكثافة الضّوئيّة بطول موجة  Bو Aبمقايسة الإليزا والتبقيع المناعي. يمثّل  mGITRL.HAللشدفة المرمّزة لـ 

= 450  نانومتر لمقايستي الإليزاELISA ة مع تراكيز الشّدفة المتناسبhFc  اللون الأزرق( والـ(HA tag  في طوافي )اللون البرتقالي(
 .Fc)المثلوث  ( وA) 2(hFc. mGITRL)تعبيراً عن البروتين المثنوي تمّ انتقاء النّسائل الأعلى وسط الاستنبات 

mGITR)2:mGITRL.HA  (B( .)C )د نتائج التبقيع المناعي بشروط مرجعة باستعمال ض Anti-hFc المقترن بـHRP 
على  ( وذلك بعد ترحيلهاAفي ) المقيّمة بناءً على نتائج مقايسة الإليزا (n= 17)بروتينات حلالات خلويّة للنسائل المعداة الأعلى تعبيراً ل

بوزن  monomer. تظهر العصائب بروتيناً موحوداً PVDFونقلها إلى أغشية  %12-4بمدروج تركيز يتراوح بين  SDS-PAGEهلامة 
 .hFc.mGITRLللبروتين الخيمري المأشوب كيلودالتون  55-50جزيئي يقارب الـ 

  hFc. mGITRL المثنوي

  hFc. mGITRL الموحود



 د. يوسف                    ...         Fcفأري المدمج بالمنطقة ال GITRLهندسة بروتينين خيمريين مأشوبين مثنوي ومثلوثيّ من 

 

                                20من  11
 

 

A 

مكغ  1المنقّى ووزنه الجزيئي باستعمال الرّحلان الكهربائي لـ  hFc.mGITRLتقييم نقاوة البروتين الخيمري المأشوب  :(2)الشّكل 
. وبالتلوين بزرقة كومازي (NR( وغير مرجعة )R( وذلك في شروطٍ مرجعة )SDS-PAGEعلى هلامة الأكريلاميد )مكغ من البروتين 2و

 لبروتينات عياريّة معلومة الوزن الجزيئي. ladderسلّم المساق أقصى اليمين 

 

 
 :Results النتائج

نُخِلت  CHOتقييم إنتاج البروتينين الخيمريين المأشوبين في 
في خلايا حقيقيّات ( pMTF) النّسائل المعداة بـبلازميد التّعبير

الشدف الجينيّة المراد التّعبير عنها وذلك النّوى والحاوي على 
بناءً على مستويات البروتينات المأشوبة داخل الخلويّة مقيّمةً 

 Fcـللمنطقة بطريقة التبقيع المناعي باستعمال أضداد موجهة 
أو  Anti-hFc (HRP) من الغلوبيولين المناعي البشري

ة في أوساط الاستنبات والمقيّمة بإحدى أو كلتا مقايستي المفرز 
الإليزا المصمّمتين للكشف عن البروتين المثنوي أو المثلوث، 
على التّرتيب.  برهنت نتائج مقايسة الإليزا نجاح عمليّة الإعداء 
نتاج كلا البروتينين الخيمريين المأشوبين بمستويات متفاوتة  وا 

 )حيث يمثّل 1 ائل، كما يبيّن الشّكلمن حيث التّعبير بين النّس
1A مستويات التّعبير عن البروتين المثنوي hFc. mGITRL 
 hFc. mGITRL مستويات التّعبير عن كلا البروتينين 1Bو

معاً(.  وجرى انتقاء النّسائل الأعلى تعبيراً  mGITRL.HAو
والتّحقّق من الوزن الجزيئي للبروتينات المأشوبة في حلالات 

والمنقولة إلى  SDS- PAGEاها المرحّلة على هلامة الـخلاي
بطريقة التبقيع المناعي، والتي برهنت نتائجها  PVDF أغشية

  monomer على امتلاك البروتين الموحود
بيّن ترحيل كيلو دالتون(.  55-50) للوزن الجزيئيّ المتوقّع

 المنقّى على هلامة  البروتين المأشوب
SDS-PAGE والتّلوين بزرقة كومازي تواجده كموحود 

monomer كيلو دالتون في ( 55-50) بوزن جزيئيّ يقارب
في  dimerization الشروط المرجعة وتثانيه )تشكيله لمثنوي(

       الشروط غير المرجعة وبوزن جزيئي يمكن تقديره تقريبيّاً 
الجزيئيّ كيلو دالتون )أي قرابة ضعف الوزن ( 110-100) بـ

 كما جرى التّأكّد من ارتباط البروتين للبروتين الموحود(.
mGITRL.HA ن بالبروتي(hFc. mGITRL)2  لتشكيل بلمر

على حبيبات  A مثلوث بإجراء التّرسيب المناعي بالبروتين
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للبروتين المرحّل بأضداد مفلورة  آغاروز ومن ثمّ التّبقيع المناعي
 GITRL ائج ترسيباً مشتركاً لـحيث بيّنت النت ،HAموجّهة لـ 
 20 يقارب بوزن جزيئي ،HA (mGITRL.HA) الموصوم بـ

 (،3 )الشّكل hFc. mGITRL مع البروتين ،دالتون كيلو
اقتصر على الخلايا المعداة ببلازميدي التّعبير سويّةً والمنتقاة 

 HAو h بناءً على إيجابيّة بمقايستي الإليزا للكشف عن
هو متوقّع في الخلايا المعبّرة عن البروتين معاً وغاب كما 

  (.3 المثنوي فحسب )الشّكل

 

B 

 

→ 

 

 
A 

 
→ 

-antiوضد   anti-HAتبقيع المناعي بضدي نتائج ال (3الشّكل )

Fc   لكشفmGITRL.HA المترسّب بصورة مشاركة مع 
hFc.mGITRL  المنقّى بالارتباط بالبروتينA  على حبيبات
ئل المعداة بصورة مزدوجة بكلا بلازميدي التّعبير الأغاروز في النّسا

mGITRL-pMTF و GITRL.HA-pMTF. A))التبقيع  ـ
( mGITRL.HA)يظهر البروتين  HRP-anti-HAضد المناعي ب

التبقيع المناعي بأضداد   (B). كيلودالتون 20 يقارب الـبوزن جزيئي 
anti-hFc  بعد تجريد الغشاء من أضدادanti-HA ّن ، حيث يتبي
ظهر كما ت كيلو دالتون، 55)-(50 لوزن جزيئيّ يقاربامتلاك البروتين 

 .hFcقد تكون بلمرات من الـ  عصابات بأوزان جزيئيّة أعلى

mGITRL. 
التّائيّة البّشريّة المعداة عن  Jurkatتقييم تعبير خلايا 

  :(mGITRالفأري ) GITRالمستقبل 
لايا التّائيّة البشريّة تمّ التّحقّق من نجاح الإعداء وقدرة الخ

Jurkat  على التّعبير عن المستقبل الفأريmGITR  بطريقة
بالضد  mGITRالتّرسيب المناعي، حيث رسّب البروتين 

التبقيع  أثبتت نتائجو  (rat anti-GITR IGg2b, k)الجرذي 

للبروتينات المرسّبة  anti-GITR (Goat Ig)المناعي بالضّدّ 
تعبيراً  PVDFوالمنقولة لأغشية  SDS-PAGEوالمرحّلة على 

في النّسائل  mGITRبمستويات مرتفعة عن البروتين 
M،H1،H2  الشّكل(4A واعتمدنا مقايسة الجريان الخلوي ،)

للتيقّن من أنّ البروتين معبّرٌ عنه على سطوح الخلايا، حيث 
 rat anti-murine GITR مع الضّد Jurkat حُضنت خلايا

IgG  ائل المعبّرة عن وتلا ذلك كشف النسneo-mGITR  على
سطوحها بأضدادٍ ثانويّة مفلورة موجّهة ضد الضّدّ الجرذي. يبيّن 

وسطي زيادة في الفلورة مقدّرة ب( 4الشّكل ) الشّكل
 Jurkat بالمقارنة مع شاهدين؛ الأوّل خلاياالفلورة الومضان/
 لقياس الفلورة الذّاتيّة، والثاني ضدّ شاهد mGITR بـ غير معداة

isotype الشّكل  لتقييم الارتباط غير النّوعي(4B).  برهنت
عن ( 4)الشّكل  M ،H1 ،H2 النتائج تعبيراً عالياً للنّسائل

الأمر الذي يتيح استعمالها لتقييم  ،mGITR المستقبل الفأري
 قدرة البروتينين الخيمريين المأشوبين على الارتباط بالمستقبل

GITR الفأري. 
تينين الخيمــــــــــــريين المأشــــــــــــوبين تقيــــــــــــيم قــــــــــــدرة البــــــــــــرو 

 والمثلـــــــــــــــــــــــــــــــــوث 2(hFc.mGITRL)المثنـــــــــــــــــــــــــــــــــوي 
(Fc.mGITR)2:mGITRL.HA  علــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــى

   الفأري: GITRالارتباط بالمستقبل 
قيّمت قدرة البروتينين المثنوي والمثلوث على الارتباط  

التّائيّة  Jurkat الفأري المعبّر عنه في خلايا GITR بالمستقبل
بطريقتي  pMTF -mGITR التعبير ببلازميدالبشريّة المعداة 

الجريان الخلوي والتّرسيب المناعي. بيّنت نتائج حضن طوافي 
النّسائل المعبّرة عن البروتين المثنوي أو البروتين المثلوث مع 

شدّة وقيس وسيط الفلورة المعبّرة عن  mGITR-Jurkat خلايا
، hFc موجهة للقطعة Cy5-Fab2 الارتباط باستعمال شدف

بوصفهما الأعلى إنتاجاً  و   بموجب ذلك النّسيلتان وانتقت
للمستقبل على سطوح خلاياهما، واعتمدتا لاختبار قدرة 

 mGITR البروتينين الخيمريين على الارتباط بالمستقبل
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المناعي والجريان الخلوي. برهنت نتائج كلتا  بطريقتي التّرسيب
مريين المقايستين خصائص ارتباط نوعيّ للبروتينين الخي

حيث أمكن  ،5 بالمستقبل الفأري كما يبيّن الشّكل المأشوبين
 hFc ترسيب المستقبل باللجين المرتبط من خلال القطعة

 )الشّكل (A )حبيبات آغاروز حاملة لـ البروتين بالطور الصّلب
5A.)  كما أمكن للبروتينين المأشوبين الارتباط بالمستقبل

 (.5B )الشّكل Jurkat-mGITR المعبّر عنه على سطوح خلايا
 .hFc)تقييم فعّالية البروتينين الخيمريين المأشوبين المثنوي 

mGITRL)2 والمثلوث(Fc. mGITR)2:mGITRL.HA 
بتقييم الاستجابات لاحقاً قمنا في تحريض الخلايا التّائيّة  

للخلايا التّائيّة الطّحاليّة  in-vitro في الزّجاجالإنقساميّة 
خلايا توفير الولنفي إمكانيّة  (،5A لفأر )الشّكلالمعزولة من ا

 تعزيز تفعيل في والتي قد تسهم للشارة الثانية مقدّمة للمستضدال
التأثير التّحريضي  قمنا باختبار تكاثرها،و الخلايا التّائيّة 

المشارك لكلٍّ من البروتينين كذلك على الخلايا التّائيّة الفأريّة 
CD4 المنقّاة

+
CD25

أيّة إضافة لخلايا مساعدة  بغياب) -
 لدى تفعيلها بضد وحيدة النّسيلة (5B ( )الشّكلخارجيّة المنشأ

(anti-CD3 mAb) (2c11)   ّه لـموج CD3  في معقّد مستقبل
 بوجود أحد البروتينين الخيمريّين، الخلايا التّائيّة الفأريّة

 .أو غيابه costimulator المأشوبين كعامل محرّض مشارك
دون  لايا في أطباق زرع خلوي تحتوي على كميّاتحضنت الخ

والمرتبط  CD3 من الضدّ الموجه نوعيّاً لـ suboptimal مثاليّة
أعلى الخلايا بفعّالية تكاثر  6 بقاع آبار الأطباق. يظهر الشّكل

بوجود البروتين الخيمري المثنوي أو المثلوث بالمقارنة مع 
ستجابة ت الاحيث كان GITRL في غيابالخلايا  استجابة

تثبت هذه النّتائج  .بمفرده anti-CD3كاثريّة أصغريّة تجاه تّ ال
انقسام الخلايا  فيملحوظة  تأثيراً محرّضاً مشاركاً أدّى إلى زيادةٍ 

التائيّة في الشروط دون المثلى من تراكيز شارة التّفعيل الأولى 
-anti والتي يوفّرها الضد النّوعي TCR لمستقبل الخلايا التّائيّة

CD3 mAb  (.6)الشّكل 
 

 :Discussionالمناقشة 
يعدّ تعزيز المناعة المضادة للأورام عن طريق حصر نقاط 
التدقيق )التحقّق( المناعيّ أحد السبل الحديثة المتّبعة في 
معالجة السّرطانات. وتتجلّى صوابيّة هذه المنهجيّة العلاجيّة في 

هداف تشمل النجاح الذي أحرزته الأضداد الموجهة ضد أ
 cytotoxic T-lymphocyteمستضد الخلايا التّائيّة السّامة 

antigen (CTLA-4 مثل( )Ipilimumab و ،) حاصرات محور
 programmed death ligand 1لجين الموت المبرمج 

(PDL1( ومستقبل الموت الخلوي المبرمج )PD-1)  مثل(
pembrolizumab ،nivolumab ،cemiplimab) والتي تقوم ،

جميعها بحصر الشارات  التثبيطيّة الواردة إلى الخلايا التّائيّة، 
 FDAوقد حظيت هذه الأدوية بموافقة إدارة الأدوية والأغذية 

. ورخّصت للاستعمال في علاج أشكالٍ متعدّدة من السّرطان
غير أنّ تطوير الخلايا السّرطانيّة لآليات مقاومة متنوعة مثبّطةٍ 

حتّم البحث عن أهداف مناعيّة جزيئيّة  لردّ الفعل المناعي قد
تصميم  جديدة لتقويّة الاستجابة المناعيّة الكابحة للأورام. يعدّ 

مستقبل عامل النّخر الورمي المحرّض نواهض ل
أحد الأهداف الجزيئيّة العلاجيّة  (GITRبالغليكوكورتيكويد )

 ,Sukumar  S,  2017; Tran B Heinhuis KMالواعدة. )

ا في هذه الدّراسة  بتصميم بروتينين خيمريين قمن (;2020
أحدهما مثنوي والآخر مثلوث من لجين المستقبل الفأري 

mGITR   ملتحمينfused  بالقطعة الثابتةhFc  من
البشري، وهدفنا من خلال هذا  IgGالغلوبيولين المناعي 

 التّصميم إلى تحقيق جملة من الفوائد كان أهمها سهولة التّنقية

ل التّقنيّات المعتمدة في تنقية الأضداد وحيدة النّسيلة باستعما
، إضافةً إلى  Aوذلك اعتماداً على ألفتها العالية للبروتين 

 dimerizationمنحها البروتين المدمج القدرة على التثاني  
،  Fcنتيجة لتشكّل جسور ثنائيّة الكبريت  بين  قطعتي 

طالة عمره النّصفي لدى البشر المتواسط  Fcبمستقبل  وا 
والذي يحمي  ، neonatal Fc receptor   (FcRn)الوليدي  



 د. يوسف                    ...         Fcفأري المدمج بالمنطقة ال GITRLهندسة بروتينين خيمريين مأشوبين مثنوي ومثلوثيّ من 

 

                                20من  14
 

IgG  من التّدرك داخل الخلوي، ما يمنحه عمراً نصفيّاً طويلًا
يوماً ومستويات بلازميّة مرتفعة لدى  21يقارب الـ  في الدّوران
  and Bussel JB (2020 Patel DD .))الإنسان 

الفأري مع  GITRLين تمكّنا في هذا البحث من دمج اللج
البشريّة، ما منح البروتين المُدمج القدرة على  Fcالشّدفة 

تشكيل مثنويّات وأتاح لنا غربلة النّسائل المنتجة للبروتين 
المأشوب وانتقاء الأعلى إنتاجيّة وتنقيّة البروتينين المثنويّ 

إضافةً إلى  Aوالمثلوث باستعمال الحبيبات المطليّة بالبروتين 

ة العمر النّصفيّ لهذه البروتينات ذات المأموليّة العلاجيّة إطال
لدى البشر، في حال تمّ الانتقال بها إلى الدّراسات السّريريّة بعد 

 إثبات نجاعتها ومأمونيتها في الدّراسات ما قبل السّريريّة. 
وفعّالية البروتين  functionalityبرهنت دراستنا على وظيفيّة 

تباطه بمستقبله سواء في تجارب الترسيب المثلوث مقاسةً بار 
المشارك أم دراسات الارتباط على سطوح الخلايا، وقدرته على 
تأمين الشّارة المفعلة الثانية اللازمة لتكاثر الخلايا التّائيّة 

 . anti-CD3والمحرّض بضد  -CD4+CD25الساذجة 
 

 

B 

 

A 

 

C 

 

D 

اعتماداً على مقايستي ( mGITRالفأري ) GITRالتّائيّة البّشريّة عالية التّعبير عن المستقبل  Jurkatانتقاء نسائل خلايا  (4الشّكل )
(. بيّنت النّتائج B ،C ،Dعلى سطوح الخلايا ) mGITR( والجريان الخلوي لكشف التعبير عن A) التّرسيب المناعي المتبوع بالتبقيع المناعي

 H1النسيلتين  الفأري الكلّي، وتموضعه على الغشاء الخلوي في GITRعبيرٍ مرتفعة عن بروتين لمستويات ت M ،H1 ، H2امتلاك النّسائل 
 (Bشاهد ) isotype( بالمقارنة مع ضد غير نوعي Dالممثلة في ) H2( وC) الممثلة في
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C 
 

 

 

A 

 

D 

 

B 

التاّئيّة  Jurkat( المعبّر عنه في خلايا mGITRالفأري ) GITRتقييم ارتباط البروتينين المأشوبين المثنوي والمثلوث بالمستقبل  (:5الشّكل )
 mGITR( للمستقبل A( وذلك بطريقتي التّرسيب المناعي )H1)النّسيلة عالية التّعبير  mGITR-pMTFببلازميد التعبير البشريّة المعداة 

من البروتين المأشوب متبوعاً  hFcلربط القطعة كطور صلب )مثبّت على حبيبات الأغاروز(  Aفي الحلالة الخلوية باستعمال البروتين 
( للتحقّق من القدرة B، والجريان الخلوي )anti-GITR Abوالتّبقيع المناعي باستعمال أضداد  SDS-PAGEبالرّحلان الكهربائي على هلامة 

دٍ سلبي. أبدى البروتين المثلوث قدرة ارتباط غير المعداة للمقارنة كشاه Jurkatعلى الارتباط بالمستقبل على سطوح الخلايا، استعملت خلايا 
(. مقارنة لمتوسطات شدّة Cمكغ/مل( ) 50، 5، 0.5، 0.05بالمقارنة مع البروتين المثنوي بالتراكيز المستعملة ) mGITRأعلى بالمستقبل 
 .Dو Cي بمثابة شاهدٍ سلبي ف hFc(. واستعمل بروتين D( بين البروتينين )MF) mean fluorescenceالفلورة 

 

وعلى النّقيض ممّا توصلت إليه البحوث التي وصّفت خصائص 
متماثلة  اتعلى أنّها مثلوثالأخرى  TNFجميع بروتينات عائلة 

 Chattopadhyay، فقد برهن homotrimersالوحيدات 
الفأري يبدي بنية بلوريّة مثنويّة  GITRL( على أنّ 2008)

غير أنّ الجديد ي المحلول. ف ثابتٍ  كما أنّه يوجد كمثنويٍّ فريدة 
البروتين  الذي أفضت إليه دراستنا الحاليّة تجلّى بامتلاك

المثنوي لخصائص وظيفيّة مشابهة للبروتين المثلوث من حيث 
وتفعيل الخلايا التّائيّة  mGITRالقدرة على الارتباط بالمستقبل 

ن بدرجة أقل نسبيّاً من نظيره المثلوث.  المساعدة السّاذجة، وا 
شكّل تفسير هذه النتائج تحدياً، نظراً لتعارضها مع المنظور ي

السّائد لنقل الشّارة الخلويّة المحرّض بـ لجائن "فوق عائلة عامل 
يُعبّر عنها على سطوح الخلايا ( والتي TNFSFنخر الورم" )

كبروتينات عبر غشائيّة من النّمط الثاني بنطاقات خارج خلويّة 
ectodomains ابلها ثلاثة مستقبلات، يشكّل كلّ مثلوثيّة تق

 ligandمستقبلٍ منها بارتباطه باثنين من موحودات اللجائن 

monomers  وحدةً رئيسيّة لنقل الشارة الخلويّة، حيث يتطلّب
النّقل الفعّال للشارات داخل الخلويّة بدءاً من المستقبلات عمليّة 

رح بعض لوحيدات متعددة من المستقبل. تقت clusteringتعنقدٍ 
الدّراسات الحديثة بأنّ المستقبلات تكون مرتّبة بشكلٍ مسبق 

" غير النّاقلة restingعلى سطوح الخلايا في حالة "الراحة 
الخلوية في بنىً سداسيّة مؤلفة من  ”nonsignaling“للشارة 

. يتطلّب anti-parallel الاتجاه ةومتعاكس ةوازيمثنويات مت
ن وتثبيت الحالة "الفعّالة شاريّاً" تفعيل المستقبل ارتباط اللجي

Vanamee and Faustman, 2018).) 

https://www.science.org/doi/10.1126/scisignal.aao4910#con1
https://www.science.org/doi/10.1126/scisignal.aao4910#con1
https://www.science.org/doi/10.1126/scisignal.aao4910#con2
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البروتين تحفيز ب Naïve mouse CD4+ T Cellsالمساعدة الفأريّة السّاذجة  ة التّكاثريّة للخلايا التاّئيّةتعزيز الاستجاب :(6الشّكل )
استجابةً مكغ/مل  0.05بتركيزٍ قدره  2:mGITRL.HA(Fc.mGITRL)المثلوث  وأ 2(Fc.mGITRL)المأشوب المثنوي 

 anti-CD3.متزايدة من كيز التر 
 

وزملائه نُشرت مؤخراً  Wang Fكشفت دراسة حديثة لـ  
( عن تشارك النّوعين الفأري والبشري بوجود نمطين من 2021)

 receptor–ligandلجين-التآثرات؛ الأوّل تآثر من نمط مستقبل

interface مستقبل -، والثاني تآثرٌ من نمط مستقبلreceptor–

receptor interface حيث تمكّن التآثرات الفريدة بين ،
لتي تتواسطها النّهايات الكربوكسيليّة، من تشكيل المستقبلات، وا

بنى عالية التّرتيب على سطح الغشاء الخلوي، مع وجود فارق 
الفأري والبشري يتفق مع نتائجنا  GITRLجوهري بين اللجين 

ويُفسّرها، حيث تبيّن أنّ تآثر المستقبل البشري مع لجينه 
(hGITR-hGITRL)  يؤدّي لتشكيل شبكة مسدوسيّة

hexameric network   مؤلفة من معقدات غشائيّة، في حين
( mGITR-mGITRLيكوّن المعقد الفأري للجين ومستقبله )

 ((Wang, 2021سلة خطيّة نظراً لتآثرات مثنويّة سل
وكنتيجةٍ لما ذكر آنفاً، فإنّ الدراسات ما قبل السّريريّة في الحيّ 

in vivo يّات مختلفة على الفئران بلجائن مثنوية قد تبدي سلوك
عن تلك الناجمة عن اللجائن المثلوثيّة البشريّة. ومن هنا تبرز 

أهميّة البحث الحالي الذي يقترح أنّ كلا اللجينين الفأريين 
المثنوي والمثلوث، وظيفيّان وفعّالان بصورة شبه متكافئة لكن 
مع أفضليّة للمثلوث، وقد يعود ذلك لتشكيلهما بلمرات قليلة 

الترتيب قادرة في كلتا الحالتين على نقل الشارة  الوحدات عالية
الضّروريّة لتفعيل الخلايا التّائيّة، غير أنّ إثبات صحة الفرضيّة 
في البشر تقتضي مزيداً من البحوث وعقد المقارنات بين 
اللجينين البشريين المثنوي والمثلوث. وفي حال ثبتت فعّالية 

تداعياته الإيجابيّة من البروتين البشري المثنوي، فسيكون لذلك 
حيث اليسر من النّاحيتين التّقنيّة والإنتاجيّة، ما يمهّد الطريق 

 لتطبيقات سريريّة واعدة.
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