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 چكيدٌ

فزآیٌذ در  ذٌتَاً هی وِ ّغتٌذ ّبی ته علَلی ّبی هخوزی ٍ یَوبریَت درًٍی در ثزخی پزٍتئیي ّبی ثخؼ ّب ایٌتئیي مقدمٍ:

ّب در تخلیـ ته  ّب، وبرثزد ایي تَالی ایٌتئیي هىبًیغن ػولىزدؽٌبعبیی ثؼذ اس ؽًَذ.  خذااس هبثمی پزٍتئیي ّب  پیزایؼ پزٍتئیي

 رٍػ  هشیت. گغتزػ یبفتٌذ یثزؽگز ایٌتئیٌی هختلف ّبی خَد ٍ دًجبلِ ِّبی ًَتزویت هَرد تَخِ لزار گزفت ای پزٍتئیي هزحلِ

 ٍ پزٍتئبسی ّبی آًشین ثِ احتیبج ػذم پزٍتئیي، تخلیـ ّبی رٍػ ثمیِ ثِ ًغجت ّب ّبی ایٌتئیٌی ثزای تخلیـ پزٍتئیي زد دًجبلِوبرث

  صى ثِ رهش درآٍرًذُ در ایي هغبلؼِ، .وٌذ هی اّویت حبئش التقبدی لحبػ اس را رٍػ ایي وِ ثبؽذ هی پزٍتئبس حذف هزاحل

Denileukin Diftitox ثب ًبم تد(بری اًٍتبن،Ontak ) پلاعویذ  هیشاى ثیبى آى درثب دًجبلِ ایٌتئیٌی تلفیك گزدیذ ٍ ثقَرت هَلىَلی

pTXB1 هَرد ثزرعی لزار گزفت. 

 عزاحی ؽذًذ پزایوزّبی هٌبعت، pTXB1( ٍوتَر MCSعبسی) ّبی چٌذتبیی ّوغبًِ خبیگبُ ثز اعبطدر ایي هغبلؼِ،  :بررسيريش 

 (PTX-IDZ)ایي عبسُ ًَتزویتاًدبم گزفت.  NdeI  ٍSapIّبی  عبسی ثب اعتفبدُ اس آًشین ّوغبًًٍِتبن، تىثیز لغؼِ وذوٌٌذُ اپظ اس ٍ 

 تزاًغفَرم گزدیذ ٍ ثیبى اًٍتبن هَرد هغبلؼِ لزار گزفت. ER2566عَیِ  E.coliّبی  ثِ علَل

یذ ؽذ. ثیبى بئٍ ثزػ آًشیوی ت PCRتَعظ  pTXB1عبسی تَالی اًٍتبن در تلفیك ثب دًجبلِ ایٌتئیٌی در ٍوتَر ثیبًی  ّوغبًِ وتايج:

 گزدیذ. تبئیذرٍػ لىِ گذاری ٍعتزى  آًبلیشٍ ثب SDS-PAGEپزٍتئیي ًَتزویت ثب رٍػ 

ای را  در هحل تلفیك تَالی اًٍتبن ثب دًجبلِ ایٌتئیٌی ػذم ٍرٍد ّیچ اعیذ آهیٌِ اضبفِ SapIخبیگبُ آًشین هحذٍدوٌٌذُ  گيری: وتيجٍ

ثیبى ایي پزٍتئیي ثِ فَرت تلفیك ؽذُ ًغجت ثِ در ایي عبسُ اًٍتبن ًَتَوغیي َثیبى ایوًوبیذ. ّوچٌیي  یي هیتضو ،در پزٍتئیي ّذف

ای پزٍتئیي دارٍیی  تخلیـ ته هزحلِ ،در هزاحل ثؼذی ثب تَخِ ثِ ثیبى هٌبعت پزٍتیئي اًٍتبن، ارسیبثی گزدیذ.دًجبلِ ّیغتیذیٌی ثب 

 خَاّذ گزفت.اًدبم  اًٍتبن
 

 ّبی ًَتزویت پزٍتئیي، عبسی ّوغبًِ، ّب ًَتَوغیيَ: ایٌتئیي، ایوکليدی َای ياشٌ
                                                           

 پژوهشکده علوم و فنبوری سیستی، دانشگبه صنعتی مبلک اشتز ،انشجوی دکتزید -1

 پژوهشکده علوم و فنبوری سیستی، دانشگبه صنعتی مبلک اشتز ،انشیبرد -2

 یستی، دانشگبه صنعتی مبلک اشتزپژوهشکده علوم و فنبوری س ،استبدیبر -3،4

 zeinoddini52@mut.ac.ir، پست الکتزونیکی: 221-22674622 )نویسنده مسئول(؛ تلفن:* 

 16/1/1365تبریخ پذیزش:      16/12/1364تبریخ دریبفت: 
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  322     ي َمكارانزادٌ  سيد علي مًسًی

 9315 خرداد، سًم ، شمارٌ ارمچُ ديرٌ بيست ي  مجلٍ داوشگاٌ علًم پسشكي ي خدمات بُداشتي ـ درماوي شُيد صديقي يسد

 مقدمٍ

اٍلیي ثبر در عبل ( Protein splicing)ّب پزٍتئیي پیزایؼ

ٍاحذّبی  ، یىی اس سیزVMA1هغبلؼبت ثز رٍی  پظ اس 0991

، در هخوز عبوبرٍهبیغظ عزٍیشیِ ٍاوَئلی ATPaseپزٍتئیي 

هخوزی دارای حفؼ  VMA1وؾف گزدیذ. ًَاحی اًتْبیی 

ّبی  ثب ّوَلَي آى در هیىزٍارگبًیغن یغِدر همبؽذگی ثبلایی 

وِ ثخؼ هزوشی آى فبلذ ایي حفؼ  حبلی ، دراعتدیگز 

 عَل وبهل . هغبلؼبت ثیؾتز ًؾبى داد وِاعتؽذگی 

mRNA ُوذوٌٌذVMA1  ِپظ اس تزخوِ  لیٍ ؽَد هیتزخو

ثز . ؽذذ خَاّعبس حذف  پپتیذ پیؼ ثخؼ هزوشی آى اس پلی

ّب ثِ  ثؼذی، پیزایؼ پزٍتئیيّبی  ایي هؾبّذات ٍ یبفتِ اعبط

هَلىَلی هؼزفی گزدیذ وِ هؾبثِ ثب پیزایؼ  ػٌَاى یه فزآیٌذ

mRNA  در فزآیٌذ پیزایؼ  .وٌذ ػول هیدر عغح ثیبى صى

ّبی پزٍتئیٌی ًمؼ دارًذ وِ ثِ ػٌَاى  ّب ثزخی تزادف پزٍتئیي

ؽٌبختِ ( Intein ) ئیيایٌتیب ّوبى  ثخؼ درًٍی پزٍتئیي

 mRNAّب در تَالی  هؼبدل ایٌتزٍى ، وِّب ؽًَذ. ایي تزادف هی

ثذٍى ایٌىِ ثِ ّیچ وَفبوتَر یب آًشین  ًبثبلغ ّغتٌذ، در ٍالغ

دیگزی ًیبس داؽتِ ثبؽٌذ دارای لبثلیت خَدثزؽی ثَدُ ٍ اس ایي 

ای  ّب ثب توبم فزآیٌذّبی پظ اس تزخوِ ًظز پیزایؼ پزٍتئیي

 (.0،3)اردتفبٍت د

 ّب ّن اس لحبػ ػلوی ٍ ایٌتئیيّب ٍ  پیزایؼ پزٍتئیيهغبلؼِ 

هَرد تَخِ لزار دارد: ثِ ػٌَاى هثبل اس لحبػ وبرثزدی  ّن

ّبی حفؼ ؽذُ  ّب ثبػث ؽٌبعبیی دٍهیي همبیغِ تزادف ایٌتئیي

دارای  ّب آىّبی هختلف گزدیذ وِ در ػولىزد  در ایٌتئیي

ّوبى اثتذای وؾف پیزایؼ  اس یگزداس عَی  ،(2)اّویت اعت

ّب در ایي فزآیٌذ هَلىَلی، تحمیمبت  ٍ ًمؼ ایٌتئیي ّب پزٍتئیي

وبرثزدّبی آى در ثیَتىٌَلَصی اًدبم  ؽٌبعبییسیبدی ثب ّذف 

اعبط  ّب ثز تزیي وبرثزد ایٌتئیي یىی اس اٍلیي ٍ هْنگزفت. 

 تز عزیغ ثیّبی توبیلی خَدثزؽی ثِ هٌظَر ثبسیب گغتزػ دًجبلِ

 .(5،4)ّبی ثیبًی اعت ّبی ّذف خبلـ در عیغتن پزٍتئیي

ّز دًجبلِ ایٌتئٌی دارای یه ثخؼ توبیلی)ًظیز دٍهیي 

اتقبل یبثٌذُ ثِ ویتیي( ثزای تخلیـ توبیلی پزٍتئیي تلفیمی ٍ 

وِ در فؼبلیت خَدثزؽی المب ؽذُ ًمؼ یه ثخؼ ایٌتئٌی اعت 

مبی ثزػ ثب اعتفبدُ اس الّبی هختلف،  (. در عیغتن0دارد)ؽىل 

گیزد تب پزٍتئیي ّذف اس دًجبلِ  اًدبم هی هختلفیػَاهل 

تخلیـ ٍاثغتِ ثِ ّبی  در توبم عیغتن. ایٌتئیٌی خذا گزدد

ّبی افلی وبّؼ ثزػ دًجبلِ در  یىی اس چبلؼ ،ّب ایٌتئیي

ٌّگبم ثیبى پزٍتئیي ٍ ثزػ عزیغ آى پظ اس ثیبى ٍ در سهبى 

ّبی  ّب اس رٍػ ایي عیغتن .(7،6)تخلیـ پزٍتئیي اعت

ّب اعتفبدُ  هختلفی ثِ هٌظَر المبی فزآیٌذ خَدثزؽی ایٌتئیي

ٍ  pHّب ؽبهل ؽیت دهب، ؽیت  تزیي ایي رٍػ وٌٌذ وِ هْن هی

( یب DTTاعتفبدُ اس ػَاهل وبّؼ دٌّذُ، ًظیز دی تیَتزیتَل )

β- (8)هزوبپتَاتبًَل اعت. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
گذاری ثز  (. فزآیٌذ عتَى3گزدد) ( تَالی پزٍتئیي ّذف در تلفیك ثب دًجبلِ ایٌتئیٌی ثیبى هی0) .ؽوبتیه اس عبختبر ٍ هزاحل ػولىزد دًجبلِ ایٌتئیٌی تقَیزی :0ؽىل 

 رج خَاّذ ؽذ.(. پزٍتئیي ّذف پظ اس ؽغتؾَ اس عتَى خب5ؽَد) (. فزآیٌذ خَدثزؽی در عتَى تخلیـ المب هی2گیزد) عتَى حبٍی رسیي ویتیي اًدبم هی
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 325 ٍسازی ي بيان ايمًوًتًکسيه ايوتاک بٍ صًرت  َمساو… 

 9315 خرداد، سًم ، شمارٌ چُارم ديرٌ بيست ي  درماوي شُيد صديقي يسد مجلٍ داوشگاٌ علًم پسشكي ي خدمات بُداشتي ـ

در ّب،  ّب ثِ هٌظَر تخلیـ پزٍتئیي اّویت ایٌتئیي ثز اعبط

حمیك حبضز، دًجبلِ ایٌتئیٌی ثب پزٍتئیي ًَتزویجی تلفیك ت

عزعبى ثِ ػٌَاى یىی . وبرثزد داردعزعبى  در درهبىگزدیذ وِ 

اس هؼضلات خبهؼِ پشؽىی، ّوِ عبلِ افزاد سیبدی را هجتلا وزدُ 

بدی ًیش ؽذُ اعت. یىی اس هیز سی ٍ هَخت هزي ٍ

ّبی  ، اعتفبدُ اس پزٍتئیيعزعبى درهبى خذیذ در ّبی اعتزاتضی

ّبی عغحی ایي  ز ػلیِ گیزًذُتَوغیٌی ّذف گذاری ؽذُ ث

  هؼزٍف( Immunotoxin)ّبعت، وِ ثِ ًبم ایوًََتَوغیي علَل

. ایوًََتَوغیي، پزٍتئیي ّیجزیذی هؾتول ثز دٍ خشء ّغتٌذ

ثِ ػٌَاى لیگبًذ ػول وزدُ ٍ خؼ پزٍتئیٌی اعت. یه ث

وٌذ ٍ ثخؼ دٍم ًمؼ  ّبی عزعبًی را ؽٌبعبیی هی علَل

 گزدد داؽتِ ٍ عجت هزي علَل عزعبًی هی عیتَتَوغیه

درهبى ثیوبراى ثب وِ در ّبیی  ًَتَوغیيَیىی اس ایو. (03-9)

 لٌفَهبی پیؾزفتِ ٍ یب ثیوبراى ثب اهىبى ػَد هدذد ثیوبری

ثب ًبم دًیلَویي  ی اعت وِدارٍی، ؽَد اعتفبدُ هی

 تدبری ثِ ػٌَاى ٍ یب( DenileukinDiftitox)دیفتیتَوظ

. اًٍتبن هحقَل فٌبٍری گزدد ؽٌبختِ هی( Ontak)اًٍتبن

DNA  پظ اس اخذ تَلیذ گزدیذ ٍ  0999در عبل  ًٍَتزویت

 Eisai( تَعظ ؽزوت FDAیِ عبسهبى غذا ٍ دارٍی آهزیىب)تبئیذ

 (.02،05)گزفتِ اعتدر دعتزط لزار 

 الوللی یيثاس پبیگبُ  اًٍتبنتَالی وذوٌٌذُ  ،تحمیك لجلیدر 

( http://www.drugbank.ca/drugs/DB00004)ثبًه دارٍ

ٍ ثب دًجبلِ ّیغتیذیٌی  ایي تَالی تلفیكگزفتِ ؽذ ٍ 

آًبلیشّبی اٍلیِ  ًیش ٍ pET-21aدر ٍوتَر ثیبًی عبسی  ّوغبًِ

ثِ هٌظَر تَلیذ عبسُ ًَتزویت وِ در  .(04)اًدبم گزفت ػولىزد

ای دًجبلِ ایٌتئیٌی وبرثزد  ثیبى پزٍتئیي ٍ حذف ته هزحلِ

 در تلفیك ثب دًجبلِ ایي تَالی در هغبلؼِ وًٌَی، داؽتِ ثبؽذ،

ٍ ّوزاُ یه دٍهیي  MxeGyrA ویلَدالتًَی ~38ایٌتئیٌی

 عبسی ّوغبًِ pTXB1اتقبل یبثٌذُ ثِ ویتیي در ٍوتَر ثیبًی 

ثزرعی هیشاى ثیبى پزٍتئیي اًٍتبن ثِ فَرت تلفیك ثب  ٍ گزدیذ

( ٍ همبیغِ ثیبى آى در حبلت INT- CBD)دًجبلِ ایٌتئیٌی

در تب  گزفتثب هَفمیت اًدبم ّیجزیذی ثب دًجبلِ ّیغتیذیٌی 

ثزای تَلیذ پزٍتئیي  یا هزحلِ ته تخلیـ تحمیمبت ثؼذی

 ارسیبثی گزدد. دارٍیی اًٍتبن

 ريش بررسي

 اًٍتبن تَالی وذوٌٌذُ یعبس ّوغبًِ

تَالی وذوٌٌذُ اًٍتبن درٍى  عبسی ّوغبًِثِ هٌظَر 

اثتذا  (Biolab ،NEB #N6707)ؽزوت pTXB1 پلاعویذ ثیبًی 

در (. 0)خذٍل ًذهٌبعت عزاحی گزدیذٍ پزایوزّبی اختقبفی 

ثزای پزایوز  NdeIایي پزایوزّب، خبیگبُ ثزػ آًشین 

ثزای پزایوز  SapIٍ خبیگبُ ثزػ آًشین ( Forward)پیؾزٍ

تب اس اضبفِ ؽذى ّزگًَِ  ًذگزفتِ ؽذ در ًظز( Reverse)پیزٍ

اعیذآهیٌِ اضبفی ثِ تَالی پزٍتئیي دارٍیی خلَگیزی گزدد. 

ثب اعتفبدُ اس پزایوزّبی اختقبفی هذوَر ٍ ًیش  PCRٍاوٌؼ 

)هحتَی تَالی وذوٌٌذُ اًٍتبن در تلفیك  pET- IDZپلاعویذ 

 Pfuثِ ػٌَاى الگَ ٍ تَعظ آًشین ی( ّیغتیذیٌ ثب دًجبلِ پلی

(AccuPower® Pfu PCR PreMix،  ؽزوتBioneer اًدبم )

ّضن آًشیوی تَعظ دٍ  ،PCRعبسی هحقَل  . پظ اس آهبدُؽذ

ی چغجٌذُ هٌبعت فَرت گزفت تب اًتْب SapI  ٍNdeIآًشین 

ش ثب ایي دٍ ًی pTXB1تَلیذ گزدد. غلظت هٌبعت اس پلاعویذ 

ن ّبی ّض ّز یه اس هحقَلات ٍاوٌؼ آًشین خغی ؽذ ٍ عپظ

 تخلیـ ؽذًذ.آگبرس ، اس صل آًشیوی ثبلا، پظ اس الىتزٍفَرس

پلاعویذ  ّبی ًغجت هٌبعت اس غلظت ثز اعبطٍاوٌؼ الحبق 

لیگبس اًدبم  T4تَالی اًٍتبن تَعظ آًشین ثزػ خَردُ ٍ لغؼِ 

، pTXB1گزفت تب پظ اس الحبق لغؼِ تَالی اًٍتبن ثب پلاعویذ 

 ثِ دعت آیذ.  pTX- IDZذ ًَتزویت پلاعوی

 : تَالی پزایوزّبی هَرداعتفبدُ در ایي تحمیك0خذٍل

 تًالي وام پرايمر

F-IDZ 5ˊ- GGTGGTCATATGGGTGCTGACGACGTTGTTGACTC- 3ˊ 

R-IDZ 5ˊ- GGTGGTTGCTCTTCCGCAGGTCAGGGTTGAGATGATAGAC - 3ˊ 
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  324     ي َمكارانزادٌ  سيد علي مًسًی

 9315 خرداد، سًم ، شمارٌ چُارم ديرٌ بيست ي  درماوي شُيد صديقي يسد مجلٍ داوشگاٌ علًم پسشكي ي خدمات بُداشتي ـ

ویت ّبی حبٍی پلاعویذ ًَتز ولَى تبئیذٍ  ؽٌبعبییخْت 

 دٍ رٍػ سیز اًدبم ؽذ:

ّبی ثِ دعت آهذُ ثب اعتفبدُ  ولًَی رٍی ثز PCRاخزای  -0

( تب حضَر لغؼِ هَرد ًظز در 0اس پزایوزّبی اختقبفی)خذٍل 

 .الف( -0)ؽىل ّب ارسیبثی گزدد ولًَی

 4ٍ  0ّبی  حبفل اس ولَىّضن دٍ آًشیوی پلاعویذّبی  -3

ّضن یه آًشیوی ثب  ٍ NdeI  ٍBamHIّبی  ثب اعتفبدُ اس آًشین

تب حضَر ایي لغؼِ در  فَرت گزفت AgeIاعتفبدُ اس آًشین 

، عبسی ّوغبًِلاسم ثِ تَضیح اعت پظ اس . ؽَد تبئیذپلاعویذّب 

 .ة( -0)ؽىل گزدد حذف هی SapIخبیگبُ ثزػ آًشین 

 اًٍتبن ارسیبثی ثیبى پزٍتئیي

ّبی  ثبوتزیاثتذا ثِ  pTX-IDZپلاعویذّبی ًَتزویت 

اًتمبل یبفتٌذ. المبی ثیبى پزٍتئیي  ER2566بًی، عَیِ هغتؼذ ثی

هَلار در دهبی  هیلی 0غلظت  IPTGٍ ثب اعتفبدُ اس  OD 0.7در 

 5ًظز  گزاد اًدبم گزفت. ثیبى پزٍتئیي هَرد درخِ عبًتی 26

ٍ ٍعتزى  SDS-PAGE ّبی عبػت پظ اس المب ثِ ووه رٍػ

، خزیذاری anti- CBDولًَبل،  ثبدی پلی ثلات)ثب اعتفبدُ اس آًتی

ثِ  ارسیبثی گزدیذ.( BioLab ،NEB#S6651ؽذُ اس ؽزوت 

 pTX-IDZ هٌظَر همبیغِ ًتبیح ثیبى پزٍتئیي اًٍتبن در عبسُ

توبم ، سهبى ّنثِ عَر ، pET-IDZًغجت ثِ ثیبى آى در عبسُ 

 اًدبم گزفت. ثزای ایي عبسُ ًیش ؽزایظ ثبلا

 وتايج

 pTX-IDZ عبخت عبسُ

 ل ـ)ؽىpET-IDZاعتفبدُ اس الگَی  ثب PCRهحقَل ٍاوٌؼ 

 

( دارای عَل تمزیجی 0ٍ پزایوزّبی اختقبفی)خذٍل  الف( -3

خفت ثبسی ثَد وِ اختقبفیت ٍ عَل آى ثز رٍی صل  0471

در تَالی وذوٌٌذُ اًٍتبن  یلجل هغبلؼِدر گزدیذ.  تبئیذآگبرس 

 pET21aثب دًجبلِ ّیغتیذیٌی درٍى پلاعویذ ثیبًی  یكتلف

عزاحی پزایوزّبی ایي هغبلؼِ  در یٍلَد، ولَى ؽذُ ث

اختقبفی ثِ فَرتی اًدبم گزفت تب ایي دًجبلِ ّیغتیذیٌی 

ًیش ثِ  NdeI  ٍSapIّبی آًشیوی  حذف گزدد. ّوچٌیي خبیگبُ

 pTXB1در ٍوتَر ثیبًی  PCRهحقَل  ّوغبًِ عبسیهٌظَر 

در هزحلِ ثؼذ ّویي پزایوزّب ثِ هَرد اعتفبدُ لزار گزفتٌذ. 

ّبی فحیح اعتفبدُ ؽذًذ. اس ثیي ؽؼ  ٌبعبیی ولَىهٌظَر ؽ

هزثَط  PCRولًَی وِ هَرد ثزرعی لزار گزفتٌذ، ًتبیح ٍاوٌؼ 

الف( ٍ ثِ ّویي ػلت ایي  -3ثِ دٍ ولًَی هثجت ثَد)ؽىل 

اًتخبة  pTX-IDZعبخت عبسُ  تبئیذّب ثزای ارسیبثی ٍ  ولًَی

 ؽذًذ.

ّبی ُ ًمؾِ خبیگب ثز اعبط pTX-IDZ عبخت عبسُ تبئیذ 

ٍ ًیش تَالی لغؼِ وذوٌٌذُ اًٍتبن  pTXB1آًشیوی پلاعویذ 

خزٍج  (BamHI  ٍNdeI)در ٍاوٌؼ ّضن دٍ آًشیویاًدبم ؽذ. 

خفت ثبسی)هدوَع عَل لغؼِ  3258ای ثب عَل تمزیجی  لغؼِ

ًؾبى دٌّذُ فحت  دًجبلِ ایٌتئیٌی(تَالی وذوٌٌذُ اًٍتبن ٍ 

( AgeI)آًشیوی در ٍاوٌؼ ّضن ته ثَد. عبسی فزآیٌذ ّوغبًِ

خفت ثبس خبرج گزدیذ وِ ثزاثز  0511ًیش لغؼِ ثب عَل تمزیجی 

 هدوَع عَل ثخؾی اس لغؼِ تَالی وذوٌٌذُ اًٍتبن ٍ ثذًِ

-pTXایي اعبط عبخت عبسُ صًی  ثزة(. -3ٍوتَر ثَد)ؽىل 

IDZ  ،ة(. -2گزدیذ)ؽىل  تبئیذ 

 

 

 

 

 

 

 
 ثز اعبط pTX-IDZثب اعتفبدُ اس پزایوزّبی اختقبفی. ة( تأییذ پلاعویذّبی ًَتزویت  PCRٍاوٌؼ  عبطثز اّبی ًَتزویت وبًذیذ  . الف( ؽٌبعبیی ولًَی3ؽىل

 (. 5ٍ  2ّبی  )چبّه AgeI( ٍ ّضن یه آًشیوی ثب آًشین 3ٍ  0ّبی  )چبّه NdeI  ٍBamHIّبی  ثب آًشین یویدٍ آًشّضن 
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 327 ٍسازی ي بيان ايمًوًتًکسيه ايوتاک بٍ صًرت  َمساو… 

 9315 خرداد، سًم ، شمارٌ چُارم ديرٌ بيست ي  درماوي شُيد صديقي يسد مجلٍ داوشگاٌ علًم پسشكي ي خدمات بُداشتي ـ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 . pTX-IDZ عبسُ. ة( ًمؾِ صًی pET-IDZ الف( ًمؾِ صًی عبسُ :2 ؽىل
 

 IDZ-INT-CBDّیجزیذی ثیبى پزٍتئیي 

هَرد  ER2566در عَیِ ثیبًی  pTX-IDZثیبى عبسُ

عبػت  5ارسیبثی لزار گزفت. ثیبى پزٍتئیي در سهبى ففز ٍ 

 -5اًدبم ؽذ)ؽىل  SDS-PAGEپظ اس المب ٍ ثب اعتفبدُ اس 

 9، ثیبى Image Jافشار  آًبلیش ثیبى ثب اعتفبدُ اس ًزم(. الف

 pTX-IDZدرفذی پزٍتئیي اًٍتبن را پظ اس المب در عبسُ 

ثیبى پزٍتئیي اًٍتبن در عبسُ  وِ  یدر حبلداد،  ًؾبى هی

pET-IDZ ،درفذ ارسیبثی ؽذُ ثَد.  03، ثب ؽزایظ هؾبثِ المب

ولًَبل  هًََثبدی  ّوچٌیي ٍعتزى ثلات ثب اعتفبدُ اس آًتی

anti-His  آًتی ثبدی پلی ولًَبل ة( -5)ؽىل ٍ anti-CBD 

. یبثی فحت ثیبى اًدبم گزفتهٌظَر ارس ج(-5)ؽىل 

ویلَدالتَى اعت،  48پزٍتئیي اًٍتبن دارای ٍسى هَلىَلی 

رٍد تب پزٍتئیٌی ثب  دًجبلِ ایٌتئیٌی اًتظبر هیثب ٍلی در تلفیك 

. ثٌبثزایي، ثب ؽَدویلَدالتَى ثیبى  ~87ٍسى هَلىَلی 

ّیجزیذی ئیي ثیبى پزٍت ،ویلَدالتًَی ~87هؾبّذُ ثبًذ 

IDZ-INT-CBD  ثیبى . ّوچٌیي همبیغِ ًتبیح گزدیذ تبئیذ

عبسُ  تلفیك ؽذُ ثب دًجبلِ ایٌتئیٌی( ثب) pTX-IDZ عبسُ

pET-IDZ (تلفیك )ًؾبى دٌّذُ  ؽذُ ثب دًجبلِ ّیغتیذیٌی

 ّیجزیذی هذوَر ثب ٍخَد پزٍتئیي درثیبى ػذم وبّؼ 

 .اعتافشایؼ اًذاسُ پزٍتئیي اٍلیِ 

 

 

 

 

 

 

 

 

(، ثیبى پزٍتئیي 5ٍ  0المب )چبّه  ففزثیبى پزٍتئیي اًٍتبن در دٍ  حبلت تلفیك ؽذُ ثب دًجبلِ ّیغتیذیٌی ٍ دًجبلِ ایٌتئیٌی. سهبى  الف( آًبلیش ٍ همبیغِ :5 ؽىل

عبػت پظ اس المب  5ك ؽذُ ثب دًجبلِ ایٌتئیٌی (، ثیبى پزٍتئیي اًٍتبن ثِ فَرت تلفی3عبػت پظ اس المب )چبّه  5اًٍتبن ثِ فَرت تلفیك ؽذُ ثب دًجبلِ ّیغتیذیٌی 

: ثیبى پزٍتئیي ثؼذ اس المب، چبّه 3: هبروز ٍسى هَلىَلی، چبّه 0)چبّه  anti- His(. ة( تأییذ ثیبى ثب ٍعتزى ثلات ٍ ثب اعتفبدُ اس آًتی ثبدی هًََولًَبل، 2)چبّه 

: ثیبى پزٍتئیي 3: هبروز ٍسى هَلىَلی، چبّه 0)چبّه  anti- CBDثب اعتفبدُ اس آًتی ثبدی پلی ولًَبل  : ثیبى پزٍتئیي لجل اس المب(. ج( آًبلیش ثیبى ثب ٍعتزى ثلات 2ٍ

 : ثیبى پزٍتئیي لجل اس المب(. 2ثؼذ اس المب، چبّه 
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  326     ي َمكارانزادٌ  سيد علي مًسًی

 9315 خرداد، سًم ، شمارٌ چُارم ديرٌ بيست ي  مجلٍ داوشگاٌ علًم پسشكي ي خدمات بُداشتي ـ درماوي شُيد صديقي يسد

 بحث

ّبی دارٍیی ثِ ٍعیلِ  حبضز، ثغیبری اس پزٍتئیي در حبل

 DNAؽًَذ. تىٌَلَصی  ًَتزویت تَلیذ هی DNAتىٌَلَصی 

ّبی  ّبی هختلفی اعت، ٍلی یىی اس هشیت ت دارای لبثلیتًَتزوی

ّبیی ثب ػولىزد ٍ فؼبلیت هٌبعت  هْن آى، تغْیل تَلیذ پزٍتئیي

ثزای  FDA یِتبئیذعبل پظ اس دریبفت  34 وِ یعَراعت. ثِ 

اٍلیي پزٍتئیي دارٍیی ًَتزویت)اًغَلیي( ، افشایؼ چؾوگیزی در 

ٍ در حبل حبضز ثیؼ اس ّبی دارٍیی هؾبّذُ ؽذ،  تؼذاد پزٍتئیي

( وِ 3118پزٍتئیي دارٍیی ٍخَد دارد)آهبر هزثَط ثِ عبل  021

 اًذ ٍ هَرد  ًَتزویت تَلیذ ؽذُ DNAّبی  ثب رٍػ ّب آىاغلت 

. یىی اس (07،06)( ّغتٌذFDAعبسهبى غذا ٍ دارٍی آهزیىب) تبئیذ

 ّغتٌذ وِّب  ًَتَوغیيَایو ّبی دارٍیی ّبی هْن پزٍتئیي گزٍُ

ٍ هَفك اس ایي دارٍّب، دارٍیی تحت ػٌَاى  هثبل هْن

DenileukinDeftitox  )ایي دارٍ (08)اعت)ًبم تدبری: اًٍتبن .

ّبی دارٍیی ًَتزویت اعت وِ ثب هَفمیت  ای اس پزٍتئیي ًوًَِ

اگزچِ تؼذاد خیلی ثیؾتزی اس رٍد.  ثزای همبفذ درهبًی ثىبر هی

 دارٍّبی پزٍتئیٌی ثبلمَُ ٍخَد دارًذ وِ ثِ ػلت ثزخی 

ّبی دارٍیی را وغت تبئیذّب هَفمیت لاسم ثزای وغت  چبلؼ

، پبیذاری ٍ ثبسدّی تَلیذ دارٍّبی پزٍتئیٌی (09،31)وٌٌذ ًوی

ّب اس ػَاهل هْوی ّغتٌذ وِ در هَفمیت  ًَتَوغیيَیز ایوًظ

یىی اس اّذاف تحمیمبت . (30)ًمؼ دارًذ ّب آىتدبری ٍ درهبًی 

ّبی هختلف در ثْجَد تخلیـ  هختلف ًیش ثزرعی وبرثزد رٍػ

لیذ دارٍ ثب وبّؼ هذت دارٍّبی پزٍتئیٌی ٍ افشایؼ ثبسدّی تَ

 ـیتخل یثزا یهختلف ّبی رٍػ ّبعت. سهبى ٍ وبّؼ ّشیٌِ

اس  هیبى اعتفبدُ یيدر ااًذ،  بفتِیتَعؼِ  تیتزو ًَ ّبی يیپزٍتئ

 ّبی پزٍتئیي خْت تخلیـ ًَیي رٍػ یه یٌتئیي،ا یب دًجبلِ

 در لبلت اعت عبل 34 در حذٍد وِ آیذ هی حغبة ثِ ًَتزویت

 پیزایؼ هؾبثِ ثبلغ، پزٍتئیي یذدر تَل ي اٍلیِپزٍتئی پیزایؼ ایذُ

mRNA تزیي ٍیضگی  هْن. (0،3،33)اعت گزدیذُ هغزح

ّب لبثلیت المبی ػولىزد  ّبی تخلیـ هجتٌی ثز ایٌتئیي رٍػ

وِ  ثِ عَری خَدثزؽی ٍ تخلیـ پزٍتئیي در یه هزحلِ اعت،

ّبی فَق عزیغ در تخلیـ  ّبی اخیز تحت ػٌَاى رٍػ اس رٍػ

 Split Intein mediated ultra-Rapid)َتزویتپزٍتئیي ً

Purification (SIRP) )(32)ثزًذ ًبم هی. 

هتؼذدی اًتؾبر یبفتِ اعت وِ  یّب گشارػّبی اخیز  در عبل

ّبی هختلف ّوزاُ ثب دٍهیي  ّبی ایٌتئیٌی در حبلت اس دًجبلِ

( ٍ ELP(، پزٍتئیي ؽجِ الاعتیي)CBDي)اتقبل یبثٌذُ ثِ ویتی

( ثِ Phasinدٍهیي اتقبل یبثٌذُ ثِ پلی ّیذرٍوغی ثَتیزات)

ّبی هختلف ًَتزویت اعتفبدُ  هٌظَر تخلیـ پزٍتئیي

اًذاسی رٍػ  در تحمیك حبضز ًیش ثب ّذف راُ .(35-36)اًذ وزدُ

پزٍتئیي اًٍتبن، لغؼِ تَالی وذوٌٌذُ ایي هذوَر در تخلیـ 

تلفیك ثب دًجبلِ ایٌتئیٌی ّوزاُ ثب دٍهیي اتقبل  پزٍتئیي در

 عبسی ّوغبًِ pTXB1( در ٍوتَر INT-CBDیبثٌذُ ثِ ویتیي)

 گزدیذ. 

 گيری وتيجٍ

خذیذ)ّوزاُ ثب دًجبلِ ثیبًی وِ در عبسُ ای  همبیغِ ثز اعبط

 ثب ًوًَِ ثذٍى ایٌتئیي اًدبم گزفت، ثیبى پزٍتئیي درایٌتئیي( 

ثِ ثیبى دیگز تَلیذ ًَتزویت ی گزدیذ. ّز دٍ عبسُ هغلَة ارسیبث

وِ عجت افشایؼ  INT  ٍCBDاًٍتبن در لبلت ّیجزیذی ثب 

 ؽَد، اثز هٌفی ثز ویلَدالتَى هی 38اًذاسُ پزٍتئیي ثِ هیشاى 

ایي ًتبیح، ثب  ثز اعبطتَلیذ اٍلیِ ایي پزٍتئیي ًذاؽتِ اعت. 

بی ّبی هختلف ثِ هٌظَر الم ثیبى پزٍتئیي در همیبط ثبلا، رٍػ

خَاّذ ؽذ وِ فزآیٌذ خَدثزؽی دًجبلِ ایٌتئیٌی ارسیبثی 

 ٍ اعتفبدُ  pHّب ؽبهل ؽیت دهب، ؽیت  تزیي ایي رٍػ هْن

 ( یب DTTدٌّذُ، ًظیز دی تیَتزیتَل) اس ػَاهل وبّؼ

β-  .هغبلؼبت ثؼذی ثب ّوچٌیي، در هزوبپتَاتبًَل ّغتٌذ

ثِ ّبی هختلف المبی فزآیٌذ خَدثزؽی،  رٍػ ایي اعتفبدُ اس

تحمیمبت ثیؾتزی ًیبس اعت تب عبختبر ٍ ػولىزد پزٍتئیي ثب 

ّبی هختلف آسهبیؾگبّی ثزرعی گزدد ٍ ًیش هیشاى خلَؿ  رٍػ

تدبری هَرد ارسیبثی لزار  پزٍتئیي حبفل در همبیغِ ثب ًوًَِ

 گیزد.
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Abstract 

Introduction: Inteins (INT) are internal parts of a number of proteins in yeast and some other unicellular 

eukaryotes, which can be separated from the immature protein during protein splicing process. After 

identifying the mechanism of intein action, applications of these sequences are be considered in the single- 

step purification of recombinant proteins and different intein tags were developed. The most important 

advantage of using intein tags in purification of recombinant proteins than other affinity tags is no 

requirement of expensive protease enzymes and following additional steps to remove protease that make 

intein tags economically are considered more important. In the present study, denileukin diftitox 

immunotoxin (brand name Ontak), be fused with an intein tag and it was inserted in pTXB1 plasmid. 

Methods: In this study, with respect to multiple cloning sites (MCS) of pTXB1, specific primers were 

designed. Polymerase Chain Reaction (PCR) was performed and encoding sequence of ONTAK was cloned 

using restriction sites of NdeI and SapI. Recombinant vector (PTX-IDZ) was transformed into E. coli strain 

ER2566 and expression of gene was studied. 

Results: The accuracy of recombinant construct was confirmed by PCR and enzymatic digestion. The 

produced recombinant proteins were confirmed by SDS-PAGE and Western blotting. 

Conclusion: Restriction site of SapI guarantees no additional residues incorporate in primary protein 

sequence. Also, the expression of this construct was analyzed in compare with fused protein to poly-His tag. 

According to the appropriate expression of fused protein in both constructs it was expected that one step- 

purification of considered drug protein will be success in the following steps. 
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