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Background: Immunotoxin is a fusion protein containing two dis-

tinct sections covalently bonded by specific linkers. It includes an 

immunological section with a diagnostic role to connect the immuno-

toxin to the specific receptors and a toxic section with a cytotoxic 

role that leads to the cell death. The aim of this study is development 

of a lymphoma cancer protein therapy method using a recombinant 

immunotoxin produced by connecting diphtheria toxin to human in-

terleukin 2 (IL2). 

Materials and Methods: After the synthesis of the fusion protein 

gene sequence (IDZ: DT-IL2), subcloning was done in the pET ex-

pression system. The pET-IDZ plasmid was transformed to BL21 

(DE3) bacteria and then was induced. The protein purification was 

accomplished by nickel affinity chromatography system and then the 

function of the produced recombinant fusion protein was evaluated 

on K-562 cancerous cell line by MTT biological assay.  

Results: After production of pET-IDZ plasmid, the expression of the 

recombinant fusion protein in BL21 (DE3) bacteria was validated 

using electrophoresis and Western Blot methods. The purification 

yield determined above 95% using densitometry method. Afterwards, 

K-562 cells were treated by different concentrations of the produced 

fusion protein. The results showed the proper function of the pro-

duced fusion protein. Also, IC50 % amount (immunotoxin concentra-

tion to remove 50% of the cells) was determined as 6×10-6 M. 

Conclusion: Immunotoxin or targeted toxin is a novel strategy for 

cancer patients. The first recombinant immunotoxin (named Ontak), 

in which diphtheria toxin had been connected to interleukin 2, was 

approved from United States Food and Drug Administration (FDA) 

in 1999. Considering the importance of this drug, recombinant fusion 

protein was attempted to be produced in this research. Experimental 

data confirmed effective protein function, but complementary studies 

will be required to be compared with Ontak. 

Keywords: cloning, expression, purification immunotoxin, diphthe-

ria, interleukin.  
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های مشخص    ایمونوتوکسین ی  پروتئین هیبریدی و دارای دو بخش کاملًا مجزا اس  که توسط رابط             مقدمه:   

صورت کووالان به یکدیگر متصل هستند: ی  بخش ایمنی که نقش تشخیصی و اتصال ایمونوتوکسین بوه                    و به 

های خاص را بر عهده دارد و ی  بخش توکسینی یا سمی که نقش سیتوتوکسی  و مرگ سولوولوی را             گیرنده

دهد. هدف از مطالعه حاضر، تولید ی  پروتئین هیبریدی با استفاده از اتصال مولکولی توکسین دیفتری            انجا  می 

(DT)   انسانی  8به اینترلوکین(IL2)باشد. منظور استفاده از آن در بیماران مبتلا به لنفوما می ، به 

، (IDZ: DT-IL2)پس از سنتز اولیه توالی ژنی رمز کننده پروتئین هیبریودی مووکوور        ها:     مواد و روش  

توولویودی، درون         pET-IDZ، صورت گرف . پلاسمید      pETسازی قطعه مربوطه در سیستم بیانی        همسانه

منتقل و سپس القاء گردید. در ادامه تخلیص پروتئین بوا اسوتوفواده از سویوسوتوم                   BL21(DE3)باکتری  

انجا  شد و در نهای  عملکرد پروتئین هیبریدی نوترکیب تولیدی بر         (Ni-NTA)کروماتوگرافی تمایلی نیکل    

اس ، با استفاده از روش سونوجوش         8که دارای گیرنده سطحی برای اینترلوکین       K-562روی رده سرطانی    

 مورد ارزیابی و مقایسه قرار گرف .  MTTزیستی 

، با BL21(DE3)، بیان پروتئین هیبریدی نوترکیب در باکتری pET-IDZپس از تولید پلاسمید  ها:   يافته

درصد  32های الکتروفورز و وسترن بلات تأیید گردید. تخلیص پروتئین هیبریدی، خلوص بالای     استفاده از روش  

های مختلو  پوروتوئویون          با غلظ     K-562های  را با استفاده از روش دانسیتومتری نشان داد. در ادامه سلول           

 مولار اس . 2×  32-32برابر  IC%50 هیبریدی تولیدی تیمار شد. نتایج حاصله نشان داد که میزان

های نوین درمانی بیمواران    عنوان یکی از استراتژی     گواری شده به    ایمونوتوکسین یا توکسین هدف     گیری:   نتیجه

از    3333های هیبریدی )با نا  اونتاک( در سوال               آیند. اولین نمونه نوترکیب این پروتئین        حساب می   سرطانی به 

متصل شده بود. بوا      8سازمان غوا و داروی آمریکا تأییدیه دریاف  کرد که در آن توکسین دیفتری به اینترلوکین                

توجه به اهمی  داروی موکور، تلاش گردید این دارو در داخل کشور تولید شود. نتایج حاصل از عملکرد اولویوه                 

نمونه تولیدی بیانگر صح  نمونه اس  ولی لاز  اس  آزمایشات تکمیلی و مقایسه آن با نمونه خارجی صوورت        

 پویرد.

 کلون، بیان، تخلیص، ایمونوتوکسین، دیفتری، اینترلوکین.ها:  کلید واژه
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های سرطانی اس . در ایون                                           های تک یری سلول                       بلوکه کردن فعالی                      
گواری شده هوشمند و هوم                                          های پروتئینی هدف                     راستا هم توکسین                   

های منووکولوونوال                                 بادی        تراپی معمول، شامل استفاده از آنتی                                            پروتئین       
 . یوکوی از                             3-2گوردد                       درمانی، برای این منظور استفواده موی                                                   

های تووکسویونوی                               های درمانی سرطان، استفاده از پروتئین                                               استراتژی        

 مقدمه     

سالوه افوراد                          عنوان یکی از مع لات جامعه پزشکی، همه                                                   سرطان به          
ومیر زیادی نیز شده اس . یکوی                                              زیادی را مبتلا کرده و موجب مرگ                                         

های م  ور جوهو                                  های درمانی سرطان، استفاده از پروتئین                                                  از روش        

 

  382-318صفحات  -8شماره  - 4دوره  -3134تابستان 
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1: Immunotoxin, 2: DenileukinDiftitox, 3: Ontak, 4: Diphtheriae Toxin, 5: Catalytic domain (C), 6: Translocation domain (T) 
7: receptor Binding domain (B)  

ها اس  که به                        های سطحی این سلول                           گواری شده علیه گیرنده                               هدف   
اند. ایمونوتوکسین، پروتئین هویوبوریودی                                                            معروف         3نا  ایمونوتوکسین                  

عنوان لیگاند عمول                             مشتمل بر دو جزء پروتئینی اس . ی  بخش به                                                         
کند و بخش دو  نوقوش                                     های سرطانی را شناسایی می                                    کرده و سلول               

گوردد.                سیتوتوکسی  داشته و سبب مرگ سلول سورطوانوی موی                                                                       
آید که قوادر اسو                                      دس  می            ترتیب نوعی داروی هوشمند به                                      این       به  

های دیگر تمیز داده و سبوب از                                      های سرطانی را از سایر سلول                              سلول    
 . در این راستا و در جوهو  درموان                                                 2-38شود           ها می       بین رفتن آن             

بیماران با لنفومای پیشرفته و یا بیماران با امکان عود مجدد بیماری،                                                                               
،   8از ی  ایمونوتوکسین درمانی جدید با نا  دنیلوکین دیفتیوتووکوس                                                                                 

شود. اونتاک موحوصوول                                        ، استفاده می                1عنوان اونتاک                  شده به            شناخته      
پس از اخو تأییدیه                     3333نوترکیب اس  که در سال                          DNAفناوری      

در         Eisaiتوسوط شورکو                           (FDA)سازمان غوا و داروی آمریکا                                     
دسترس قرار گرف . در ساختار این پروتئین هیبریودی، تووکسویون                                                                          

4دیفتری      
(DT)     عنوان الگو مورداستفاده قرار گورفو . در ایون                                                                   به

T-DT: C-)       9و اتصوالوی                    2، انتقالی           2توکسین سه دومین عملکردی                             

B                                                                                      وجود دارد. با استفاده از فناوری مهندسی ژنتی ، دومین اتصالی )
(B)                 شود. بر این اسواس تووکسویون                                                 جایگزین می            8با اینترلوکین

هوای              ها گویورنوده                        های سرطانی که در سط  آن                             موکور علیه سلول                   
  .  31و     34شوند          گواری می          شوند، هدف           تولید می          8اینترلوکین            

منظور تولید و توسعه ایمونوتوکسین نوتورکویوب                                                                 در مطالعه حاضر به                       
جه  درمان سرطان لنفوما، با الگوبرداری از نمونه توجواری شوده                                                                                       

  -8اونتاک، ژن به رمز درآورنده پروتئین هیبریدی اینوتورلووکویون                                                                                        
  8توکسین دیفتری )با جایگزینی ژن به رمز درآورنده اینترلووکویون                                                                                       

، درون            )   (C-T-IL2جای دومین اتصالی توکسین دیوفوتوری:                                                              به  
کلون و بیان گردید. در نهای  نیز پس از                                               pET21aپلاسمید بیانی                

تخلیص پروتئین هیبریدی تولیدی، عملکرد آن با استفاده از سنجش                                                                          
 زیستی خار  بدنی، مورد ارزیابی قرار گرف .                                        

 ها  مواد و روش          
که ایمونوتوکسین مورد نظر ی  فیوژن پروتئین اس ،                                                  با توجه به این              

از دو بخش انتهای آمینو )مربو  به توکسین دیفتوری( و بوخوش                                                                                            
شده اس . بخش                ( تشکیل       8انتهای کربوکسیل )مربو  به اینترلوکین                                      

از توووکسوویوون دیووفووتووری                                                                       Tو       Cاول حوواوی دو دوموویوون                                         
(Met1-Thr387)                                     انسوانوی                    8و بخش دو  حاوی اینترلوکیون
(Ala1-Thr133)            دیگر در ساختار کامل تووکسویون                                       بیان      اس . به
از توکسین که زیورواحود                                       Bجایگزین دومین                   8دیفتری، اینترلوکین                        

منظور تعیویون تووالوی                                         باشد، شده اس . به                             اتصال به گیرنده آن می                             
جوایوی از                         )زیرواحد جابه                     T)زیرواحد فعال آنزیمی( و                                         Cهای           قطعه    

غشا( که در ایمونوتوکسین وجود دارد، توالی توکسین دیوفوتوری از                                                                                          

عنووان            اسیدآمینه به              82گرفته شد. توکسین به همراه                                     NCBIسای         
شود که در حین یا بعد از ترش  از کووریونوه                                                                       سیگنال پپتید ترش  می                          

نوکلئوتید ابتدایی حووف                            92شوند  بنابراین                  باکتریو  دیفتریا حوف می                           
جای متیونین از قطعوه                          شدند. توالی توکسین با اسیدآمینه گلایسین به                                                 

C                                                         از قطعوه                  129آغاز شده و تا اسیدآمینه تر ونین شمارهT                اداموه
که فیوژن پروتئین در سیستم پروکاریوتی بویوان                                                                 دارد. با توجه به این                              
)فاقد اینترون( اسوتوفواده                                       8اینترلوکین               mRNAخواهد شد از توالی                   

و          NCBIکننده با استفاده از سایو                               شد. بعد از پیدا کردن توالی کد                                           
جدا کردن سیگنال پپتید، توالی مورد نظر که از اسیدآمینه گلایسیون                                                                                     

یابد، تعیین               ادامه می          311آغاز و تا اسیدآمینه تر ونین شماره                                                   3شماره         
شد. پس از مشخص شدن ترادف هر دو جزء ایمونوتووکسویون، بوا                                                                                         
استفاده از اسیدآمینه هیستیدین دو جزء مربوطه به یکدیگر مورتوبوط                                                                                        

باشود(            گردیدند )وجود اسیدآمینه مربوطه بر اساس مطالعات قبلی، می                                                                     
-Nگونه که اشاره شد در این طراحی، در بخوش                                                 . همان           32و         32    

  8ترمینال اینوتورلووکویون                                         -Cترمینال توکسین دیفتری و در بخش                                            
و توالوی                   طراحی گردید. هم نین در ابتدای ژن، جایگاه برش                                                      

و در انتهای ژن کدون خاتمه و جایگواه بورش                                                                    (is6 )هیستیدین            
ها بور موبونوای                               طراحی گردید. پس از بهینه کردن کدون                                                      

سونوتوز               جه            Bioneer، به شرک            E.coliسیستم بیانی باکتری                      
 ارسال شد.         

   p EM-B1پس از سنتز، ژن مورد نظر در پلاسمید کلوونویونو                                                                      
سومویود                گواری گردید. پولا                          نا      p EM-IDZدریاف  شد و به نا                           

)با استفاده از کولوریود                                       L1-blue مربوطه به باکتری مستعد شده                              
هوای            منظور تک یر آن انتقال داده شد و از کلنی                                                           مولار( به                3 2کلسیم         
سیلین، استخرا  پلاسمید صورت گورفو ،                                                    شده بر مبنای آمپی                           غربال     

صورت گرف                  و          سپس ه م آنزیمی توسط دو آنزیم                              
و دو انتهای  سبنده در ژن ایجاد شد  هم نین پلاسمویود بویوانوی                                                                                       

pET21a(+)                                                    توسط این دو آنزیم خطی شده و انتهای  سبنده در
دو طرف آن ایجاد شد. پس از تخلیص از روی ژل آگارز، ژن موورد                                                                                           

  (+)pET21aبه داخل پلاسمید بیانوی                               4Tنظر با استفاده از آنزیم                                 
 دس  آید.          به     pET-IDZانتقال یاف  تا پلاسمید                     

   BL21(DE3)سوویوه                    ، به باکتری             pET-IDZپلاسمید          
یافته و بوه                     مولار(، انتقال                     3 2مستعد شده )با استفاده از کلرید کلسیم                                                      

های م ب  انتخاب گردد.                                 سیلین غربالگری گردید تا کلنی                                        کم  آمپی          
بوا           OD     9 2 آمده برای القوای بویوان در                                                دس        باکتری نوترکیب به                     

mM     3        ازIPT            گراد )جه  افوزایوش                                درجه سانتی            12در دمای
های محلول( به مدت  هار ساع ، مورد استفاده قرار گرف .                                                                              پروتئین       

سازی فیوژن پروتئین، ابتدا فرآیند شکس  سولوولوی                                                                      منظور خالص                به  
 انیه( انجا  گرف . سپوس بوا                                           12سیکل        32وسیله سونیکاسیون )                        به  
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1: Western Blot  

 8اینترلوکین              -همسانه سازی، بیان، تخلیص و ارزیابی سمیی  پروتئین هیبریدی توکسین دیفتری                                                                      

  382-318صفحات  -8شماره  -4دوره  -3134تابستان 

دقیقه و دموای  وهوار                                  12به مدت          rpm    38222انجا  سانتریفوژ )                       
هوای موحولوول از بوخوش رسووب،                                                                 گراد(، پروتئین                      درجه سانتی            

های اضافه و بدنه باکتری جودا گوردیود. موحولوول                                                                                    بادی        اینکلوژن        
سفارز عبور داده شد.                               -پروتئینی حاوی ایمونوتوکسین از ستون نیکل                                                 

برای جدا کردن پروتئین از ستون، با استفاده از شویوب غولوظوتوی                                                                                                
های مجزا            مولار، تفکی  پروتئینی در لوله                              میلی      222تا      82ایمیدازول             

مونوظوور فورموولاسویوون                                                صورت گرف . پس از تخلیص اولیه، به                                              
هوای         ایمونوتوکسین مربوطه، با استفاده از سنتریکون، ایومویودازول                                                                             

، تعوی  بافر گوردیود و                                PBSاضافی از پروتئین خار  شد و با بافر                                          
 هم نین تا سه برابر ت لی  شد.                            

خلوص و اندازه ایمونوتوکسین تخلویوص شوده بوا اسوتوفواده از                                                                                                                 
SDS-PA E   38           بلو    شده با کوماسی               درصد رنR-250                 آنالویوز

  32شد. به کم  روش ژل دانسیتومتری، خلوص پروتئین بیش از                                                                            
نیز مطاب  با روش                              3گواری وسترن                 درصد محاسبه گردید. آنالیز لکه                                       

درصد انجا  شد. لاز  بوه  کور                                               SDS-PA E  38مرسو  روی             
اس  با توجه به طراحی دنباله هیستیدین در انتهای آمینوپروتئین، از                                                                                     

بووادی موونوووکوولووونووال و تووجوواری عوولوویووه                                                                                                                                                               آنووتووی          
 is6    (Roche: 04905318001)                              استفاده شد. هم نین تعیین

غوولووظوو  پووروتووئوویوون بووا اسووتووفوواده از کوویوو  بوورادفووورد                                                                                                                                     
(BioRad: 500-02030)                                               صورت گرف  و ایوموونووتووکسویون

 سازی شدند.            گراد  خیره            درجه سانتی            -92حاصله در دمای               
برای ارزیابی عملکرد پروتئین هیبریدی تولیدی، از رده سورطوانوی                                                                                      

( ATCC: CCL-243 ) K-562          کونونوده گویورنوده                                          که بیان
ها در محویوط                    در سط  سلولی اس ، استفاده شد. سلول                                        8اینترلوکین              

رشد داده شدند. برای                          FBSدرصد      32حاوی        RPMI-1640کش        
ها در غلظتوی بورابور بوا                                                    آزمایش سمیی  ایمونوتوکسین، ابتدا سلول                                             

cell ml    432                            ای منتقل شدند. بعود از                                  خانه      32به هر  اه  پلی
  322های متفاوت از ایمونوتوکسین )صفر تا                                                        ساع  رشد، غلظ                       32

  98شده و به مودت                                 ها اضافه              صورت دوتایی به سلول                             میکروگر ( به                
انوکووبوه                       2CO گراد و پنج درصود                        درجه سانتی                19ساع  در دمای                    

ها با اسوتوفواده از نومو                                                        بودن سلول               شدند. در نهای  میزان زنده                                   
در           MTTبه شکل زیر انجا  شد. موحولوول                                                    (MTT)تترازولیو           
لیتر از محولوول                      میکرو       82تهیه و مقدار                 PBSدر    mg ml    2غلظ         
MTT                        شده و به مدت  هار                     ای اضافه          خانه      32به هر  اه  از پلی

هوای زنوده                          انکوبه شد. سلول                         C     19الی شش ساع  در انکوباتور                                    
واسطه داشتن آنزیم ردوکتاز میتوکندری فعال، با نم  تترازولویوو                                                                                    به  

گوردد. در                         های فورمازان موی                          واکنش داده و سبب تشکیل کریستال                                        
مویوکورولویوتور از                                        322شده با                های فورمازان تشکیل                          ادامه کریستال               

ایزوپروپانل اسیدی، محلول شده و سپس جووب هور  واهو  در                                                                               
هوای              نانومتر خوانده شد. درنتیجه با این روش، سلول                                               292مو            طول   

شده و         های متابولیسمی، از هم تفکی                              واسطه آنزیم             زنده از غیرزنده به                        

نوتویوجوه        -ال  . pET-IDZشده  آنالیز مولکولی سازه ساخته:  1شکل  

 الکتروفورز با ژل آگاروز، محصول ه م دو آنزیمی پلاسمید نووتورکویوب             

pET-IDZ          ( 3) .         و       با استفاده از دو آنزیم موحودودگور

 -. ب   DNA ،1 kb( مارکر وزنی  8محصول ه م دو آنزیمی پلاسمید، )      

  .pET-IDZ نقشه پلاسمید نوترکیب

آنالیز بیان و تخلیص ایمونوتوکسین نوترکیب توولویودی بوا                : 2شکل  

بیان پروتئین نوترکیوب   -و وسترن بلات. ال   SDS-PA Eاستفاده از  

( باکتری نوترکیب پوس از     8( مارکر وزن مولکولی، )  3قبل و بعد از القا، )      

تخلیص پروتئین  -( باکتری نوترکیب قبل از القاء. ب1 هار ساع  القاء، )

وسوتورن    -شده.   ( پروتئین خالص8( مارکر وزن مولکولی، )3نوترکیب، ) 

( پروتئویون     8( پروتئین خالص و ت لی  شده، )        3بلات پروتئین نوترکیب، )    

 ( مارکر وزن مولکولی.1شده قبل از ت لی ، ) خالص
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 گردد.       لوا ا ر سمیی  پروتئین هیبریدی تولیدی مقایسه می                                              

 ها  يافته     
،   (p EM-IDZ)پس از سنتز اولیه ایمونوتوکسین نووتورکویوب                                                                   

، ه وم دو                     pET-IDZمنظور تهیه و ساخ  سازه پلاسمیدی                                                  به  
با استفواده                 (+)pET-21aو     p EM-IDZآنزیمی پلاسمیدهای                    
انوجوا  شود. در اداموه                                                          و       از دو آنزیم محدودگر                             

لیگاز صورت گورفو . پوس از                                                 T4کلونین  به کم  آنزیم                       ساب   
آمده، ساخ  سوازه                              دس        ارزیابی مولکولی پلاسمیدهای نوترکیب به                                            

  3222، تأیید گردید. آزاد شدن قطعه حدود                                         pET-IDZپلاسمیدی           
 (.  3آمده اس  )شکل                 دس      های به        بازی بیانگر صح  کلون                    

   pET-IDZمنظور بررسی بیان ایمونوتوکسین مربوطه، پلاسمید                                                          به  
القاء          IPTمنتقل شد و با                  BL21(DE3)به باکتری مستعد شده                         

، بیانگر تولویود                      (SDS-PA E)گردید. نتایج حاصله از الکتروفورز                                              
کیلوو             22اندازه حدوداا               ً       مناسب ایمونوتوکسین نوترکیب در باکتری )به                                                    

سوازی               ال (. هم نین پس از خوالوص                                         -8باشد )شکل                   دالتون( می              
پروتئین با استفاده از ستون شارژ شده با نیکل و تعوی  و ت ولویو                                                                                               

درصودی بوه کومو  دو روش                                                                           32پروتئین، خلوص بوالای                                 
SDS-PA E                                 ب و  (.       -8و وسترن بلات تأیید گردید )شکل 

منظور ارزیابی فعالی  ایمونوتوکسین نوتورکویوب توولویودی، از                                                                                            به  
اسو                           8های سرطان خون که دارای گیرنده اینتورلووکویون                                                                          سلول    

(K-562)           شده و میزان مرگ سلولی بوه کومو  روش                                                             ، استفاده
MTT assay                                                              1مورد ارزیابی و مقایسه قرار گرف . مطاب  شکل   ،

افزایش غلظ  ایمونوتوکسین نوترکیب مورداستفاده، سبب کواهوش                                                                          
نانومتری وابسته                   OD 570های زنده بر اساس کاهش                                     درصد سلول           

 های فورمازان، شده اس .                        به تشکیل کریستال                

 گیری        و نتیجه           
های رایج م ول فوتووتوراپوی،                                                   شده اس  که درمان                          امروزه مشخص                 

درمانی همیشه برای از بین بردن بدخیمی کافوی                                                                رادیوتراپی و شیمی                     

ها خود مسبب عوار  جانبی موتوعوددی                                                       علاوه این درمان                      نیستند، به            
های درمانی نوویون از جوملوه                                                   کارگیری شیوه              هستند  بنابراین با به                           

تر عمول                 های هدف بسیار اختصاصی                               ها که برای سلول                         ایمونوتوکسین            
 .      32-38یابود                   کنند، این عوار  تا حد بسیار بالایی کاهش می                                                       می  

بوادی اسو                           بخش ایمنی در ساختار ایمونوتوکسین اغلب ی  آنتی                                                           
هوا نویوز                      هر ند که امروزه از سایر ترکیبات ایمنی نظیر سیتووکویون                                                               

بادی منوکلونال در نوقوش یو  حوامول و                                                                        شود. آنتی                 استفاده می            
شود که با شناسایی گیرنده سط  سلول سبوب                                                            دهنده  اهر می                     انتقال      

اتصال هدفمند ایمونوتوکسین و کم  به انتقال توکسین حمل شوده                                                                               
شود. از طرف دیگر بخش توکسینی در سواخوتوار                                                                     به درون سلول می                     

ایمونوتوکسین ها، شامل توکسین های باکتریایی و گیاهی یا سوایور                                                                        
سال قوبول                       42صورت کلاسی  از                         ترکیبات کشنده سلولی اس . به                                     

واسوطوه                   تاکنون، ایمونوتوکسین ها در ا ر کانژوگاسیون شیمیایی )به                                                                      
بادی به ی  توکسین پروتئینوی                                     کننده( ی  آنتی                        مواد شیمیایی متصل                     

یا مشتقات آن، تولیدشده اس . اموروزه عولاوه بور ایون نوو  از                                                                                            
های مهندسی ژنتیکی،                      توان با استفاده از تکنی                           ها، می       ایمونوتوکسین            

دو بخش ایمنی و توکسینی را به یکدیگر متصل نموده و کوارایوی                                                                                         
  .  39-82دس  آورد              موردنظر را از آن به                   

توسعوه ازجوملوه                               با توجه به گسترش سرطان در کشورهای در حال                                                            
های نوین درمانوی بسویوار                                      ایران، لزو  توجه و تحقی  بر روی روش                                         

ضروری اس . در تحقی  حاضر تلاش گردید با تولید ی  نوموونوه                                                                                       
ایمونوتوکسین نوترکیب بر اساس ایده برداری از نمونه تجاری موجود                                                               

Denileukin Diftitox)      یاOntak   (                                  گامی در جوهو  درموان ،
بیماران مبتلا به سرطان لنفوما برداشته شود. پس از طراحی و سنتوز                                                                                         
ایمونوتوکسین بر مبنای نمونه تجاری، تولید پروتئین نوترکیب موکور                                                                                

، صورت پویرف . لاز  به  کر اس ، با                                                   pETبر اساس سیستم بیانی                             
توجه به پتن  بودن ساختار داروی تجاری، ترادف ژنی ایون داروی                                                                                      

طور واض ، نمایه نشده و بر مبنای اطلاعوات                                             به     NCBIنوترکیب در            
شده در خصوص اونتاک، ترادف اولیه شناسایی و سنتز گردید. در                                                                          ارا ه     

خصوص سنجش زیستی نیز لاز  به توضی  اسو  کوه گویورنوده                                                                                     
، توموایول                      (CD25)در سه فر  وجود دارد، تمایل کم                                 8اینترلوکین              

، توووموووایووول بوووالا                                                                               (CD122 CD132)موووتووووسوووط                        
(CD25 CD122 CD132)                    هوای بودخویوم                                 هم نین سولوول

  8کننده ی  یا تعداد بیشتری از زیر واحدهای گیرنده اینترلوکین                                                                                   بیان    
-84شونود                   دیده می            CTCLها شامل          ها و لنفو                   در بع ی لوسمی                 

 . اگر ه ایمونوتوکسین اونتاک به هر سه فر  گیرنده اینترلوکیون،                                                                     83
هوای              کننده گویورنوده                           های بیان              تواند اتصال یابد، ولی تنها سلول                                             می  

توانند پروتئین ترکیبی را وارد سلول نمایونود.                                                    تمایل بالا و متوسط می                      
وسیلوه              به      8ایمونوتوکسین اونتاک بعد از اتصال به گیرنده اینترلوکین                                                                       

شده توسط دستگاه در مقادیر صفر تا           میانگین جوب خوانده    :3شکل  

 باشد(. میکروگر  )آزمایشات با سه بار تکرار می 322

 امرایی و همکاران

Summer 2015; Vol. 4, No. 2: 125-132   
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1: Elongation Factor 2  

  382-318صفحات  -8شماره  -4دوره  -3134تابستان 

افتد که           شود، سپس ه م اسیدی اتفا  می                                 اندوسیتوز، وارد سلول می                             
)زیرواحد فعال آنزیمی( توکسویون                                              Cاین واکنش، برای انتقال قطعه                                       

پس از ورود               Cدیفتری از آندوزو  به سیتوپلاسم، حیاتی اس . قطعه                                              
ریووبوووز از                  -ADPسووم بووا بوورداشووتوون یوو                                                بووه سوویووتوووپوولا                       

و انتقال آن بوه فواکوتوور                                         (NAD)نوکلئوتید                 دی      آمیدآدنین             نیکوتین       
سازی آن و در نتیجه موهوار                                 باع  غیرفعال              (EF2)    3    8سازی          طویل    

  .  81و     84گردد          سنتز پروتئین و مرگ سلولی می                           
در مطالعه حاضر، ارزیابی عملکردی ایمونوتوکسین نوترکیب تولیدی                                                                           

بوا         8کننده گیرنده اینترلوکین                           که بیان         K-562بر روی رده سرطانی                     
 ، انجا  گرف . آنالیز نتایج سنجش زیستوی                                                   82تمایل متوسط اس                            

میکروگر  از ایمونووتووکسویون                                        322(، نشان داد که میزان                                  1)شکل          
هوا،              مولار( نسب  به سایر غولوظو                                     32×         32-32نوترکیب تولیدی )                      

)غلظ  موردنیاز از تووکسویون                                      50ICسمیی  بیشتری دارد. هم نین                                     
موولار               2×         32-32ها( به میزان                      درصد سلول               22برای از بین بردن                          

آمده در این آزمایش با تحقیقات                                 دس      به      50ICمحاسبه گردید. میزان                       
کونونوده گویورنوده                                      که بیان         T2C2 مشابه قبلی روی رده سلولی                                

طوور رده                      با تمایول موتووسوط اسو  و هومویون                                                                       8اینترلوکین              
با تمایل بالا                      8کننده گیرنده اینترلوکین                                   که بیان              UT102 سلولی     

مقایسه اس . نتایج بیانگر افزایش پنج بورابوری در                                                               اس ، قابل             82    
قدرت مرگ سلولی ایمونوتوکسین تولیدی، نسب  به رده سولوولوی                                                                                  

 T2C2                                                    و کاهش شش برابری نسب  به رده سلولی UT102   
بود. لاز  اس  در مطالعات بعدی علاوه بر آزمایش ایمونوتوکسویون                                                                                    

های سلولی موکور، با نمونه تجاری نیز مقایسوه                                                                 تولیدی بر روی رده                       
هرحال با توجه به عد  دسترسی به ایون دارو در                                                                           صورت گیرد. به                   

های هنگف  واردات دارو، تولید و تجاری کردن                                                     داخل کشور و هزینه                       
آن در داخل کشور، هزینه درمان بیماران را تا حد زیوادی کواهوش                                                                                           

تووان بوه                    دهد  هم نین با ت ییر گیرنده پروتئین تولویودی موی                                                                      می  
هوای              های جدیدی دس  پیدا کرد که علیه سورطوان                                                         ایمونوتوکسین            

 دیگر هم کاربرد داشته باشد.                            

 ت کر و  دردانی              
پروژه فو  در پژوهشکده علو  و فناوری زیستی دانشگاه صنوعوتوی                                                                                    

های فو  از سوی این                                گرفته اس  و بودجه آزمایش                                    مال  اشتر انجا                    
شده اس   بنابراین جا دارد تا از زحمات مسئولین ایون                                                        دانشگاه تأمین               

 دانشگاه، سپاسگزاری گردد.                        
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