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 12/9/1398تبسیخ پزیشؽ:     31/4/1398تبسیخ دسیبفت: 

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 چکیذُ

-E. coli Blثِ فشم فؼبل هحلَل دس ثبکتشی  DT389GCSFی حبهش، تَلیذ پشٍتئیي ًَتشکیت ّیجشیذی  ّذف اص هٌبلؼِ :ّذف

21(DE3) ٍ ثبؿذ. اسصیبثی ػویت ػلَلی آى هی ، تخلیق 

 داشگ دسخِ ػبًتی 28دس دهبی   E. coli BL-21(DE3)ّیؼتیذیي دس ثبکتشی  6ی  ، ثب دًجبلDT389GCSFِپشٍتئیي  ّب: هَاد ٍ رٍش

 قلبخ تیکشتًَ يیئتٍشپ دشکلوػ تیبًْ سد .ذؿ قیلخت صٍسبفػ لکیً یلیبوت یفاشگَتبهٍشک ىَتػ قیشً صا غپػ .ذؿ ىبیث لَلحه مشف  ِث

            .تفشگ ساشق یثبیصسا دسَه LH-06 یًبًشػ لَلػ یٍس شث  TTM  ىَهصآ صا ُدبفتػا بث ُذؿ

دسكذ تخویي صدُ ؿذ.  80ٍ  12تشتیت دس حذٍد  ، ثImage Jِافضاس  ثب اػتفبدُ اص ًشم DT389GCSFهیضاى ثیبى ٍ خلَف پشٍتئیي  ًتبیج:

 هَلاس ثَد. 00017/0±000019/0 ی ػلَلی، دس حذٍد دس هؼشم سدُ DT389GCSFػبػت قشاسگیشی پشٍتئیي  48پغ اص  IC50هیضاى 

ؿکل   سا ثِ DT389GCSFتَاى ثبصتبخَسدگی پشٍتئیي ّیجشیذی  ثب کبّؾ دهب ٍ اػتفبدُ اص هکبًیؼن دسٍى ػلَلی، هی گیری: ًتیجِ

تَاى ثب اػتفبدُ اص ایي سٍؽ، اص  ّبی هشثًَِ هی ًتیدِ دس هشاحل تَلیذ آصهبیـگبّی ایوًََتَکؼیيفشم فؼبل هـبّذُ ًوَد. دس   هٌبػت ٍ ثِ

 ًظش کشد. ثبدی كشف كَست ایٌکلَطى  هشاحل تَلیذ ثِ

 ػبصی، فشم فؼبل گشاًَلَػیت، ثیبى، خبلق کلًَی هحشک سؿذ  ایوًََتَکؼیي، فبکتَس کلیذی: گبىٍاش
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 مقدمه

ٍ هیش دس خْبى ػشًبى، یک ػبهل هْن ٍ اػبػی هشگ 

ّبی هشػَم  اػت. ثب تَخِ ثِ هـکلات اػتفبدُ اص سٍؽ

ّبی  دسهبًی ٍ پشتَدسهبًی اص خولِ هقبٍهت ػلَل ؿیوی

دسهبًی ٍ داسا ثَدى  ػشًبًی ثِ ثشخی داسٍّبی ؿیوی

ّبی  ػَاسم خبًجی ٍ ػویت ایي داسٍّب ثش سٍی ثبفت

ساّکبسّبی خذیذ ثشای دسهبى اختلبكی ٍ  ی  ػبلن، اسائِ

. اهشٍصُ (3-1)ذ سػ ًظش هی هَثشتش ػشًبى هشٍسی ثِ

ّب ٍ  ّبی ًَتشکیت کِ ثتَاًذ ثبفت اػتفبدُ اص پشٍتئیي

ّبی اختلبكی سا سدیبثی، ؿٌبػبیی ٍ ًبثَد کٌذ،  ػلَل

قبت كَست ثبؿذ. ًتیدِ تحقی هَسد تَخِ هحققیي هی

 گشفتِ، دػتیبثی ثِ ًَػی پشٍتئیي ّیجشیذی َّؿوٌذ ثِ

ک ًبم ایوًََتَکؼیي اػت. دًیلَکیي دیفتیتَکغ یب اًٍتب 

(DT389IL2) اٍلیي ایوًََتَکؼیي ًَتشکیت اػت کِ دس ،

، تَاًؼت اص ػبصهبى غزا ٍ داسٍی آهشیکب 1999ػبل 

اص  ثشداسی تبییذیِ دسیبفت کٌذ. ایي ایوًََتَکؼیي ثب ایذُ

تَکؼیي دیفتشی ًشاحی ؿذُ اػت. کِ دس آى ثخؾ 

اتلبلی تَکؼیي دیفتشی حزف ٍ خبیگضیي آى ایٌتشلَکیي 

ایوًََتَکؼیي  . دس ػبختبس (6-4) اًؼبًی ؿذُ اػت 2

DT389GCSF ( تَکؼیي دیفتشیDT ( ًبقق )ثذٍى

گشاًَلَػیت  کلًَی هحشک سؿذ  ثخؾ اتلبلی( ثِ فبکتَس

سٍؽ هٌْذػی طًتیک هتلل ؿذُ اػت.   ثِ  G-CSF یب

ای ثب  یک پشٍتئیي تک صًدیشُ دیفتشی ًجیؼی، تَکؼیي

ّبی  ٍػیلِ گًَِ ثبؿذ کِ ثِ ی آهیٌَاػیذی هی سیـِ 535

ؿَد ٍ اص ًظش  دیفتشیب تَلیذ هیهَلذ ػن کَسیٌِ ثبکتشیَم 

آهیٌَ )  A: دهیيػبختبسی اص ػِ دهیي تـکیل ؿذُ اػت

  فؼفبت دی آدًَصیي آًضیوی ػولکشد ثب (1-193 اػیذّبی

-378ی آهیٌَاػیذّب) T دهیيتشاًؼفشاصی،  سیجَصیل

ذ اًتقبل ٍ کوک ثِ فشآیٌ کبًبل ػولکشد تـکیل ( ثب205

آهیٌَاػیذّبی ) B دهیيٍ  دهیي آًضیوی ثِ ػیتَصٍل

. (12-7) ثبؿذ هی گیشًذُثِ  اتلبل ػولکشد ثب (535-386

ػن دیفتشی دس  B، دهیي DT389GCSFدس ًشاحی 

ثخؾ اًتْبی کشثَکؼیل کِ هحل اتلبل تَکؼیي دیفتشی 

خبیگضیي ٍ ثشای  G-CSFػلَل اػت، ثب  گیشًذُثِ 

 .تػا ُذؿ یسازگ فذّ ،ىَخ ىبًشػ یبّ ػلَل

FSCG983TD   صا ،یذیػاٌَیهآ یِ ـیس 475   بث 

 ٍ یذیػاٌَیهآ یِ ـیس 983 بث  یشتفید يیؼکَت یِ ؼٌق

 471 بث یًبؼًا یتیػَلًَاشگ ذؿس کشحه سَتکبف یلاَت

 يثاس قیشً صا ِک تػا ِتفبی لیکـت یذیػاٌَیهآ یِ ـیس

 للته نِّ ث teMreS4ylGreS یذیػاٌَیهآ 7 یذیتپپ

 3′ ِث 5′ یبْتًا سد ،قیلخت سد تلَْػ سَظٌهِ ث ٍ ذًاُ ذؿ

            .(1 لکؿ) تػا ُذؿ یحاشً يیذیتؼیّ 6 یلاَت ىآ

 

 
ّبی تَکؼیي دیفتشی ٍ ایوًََتَکؼیي  تلَیش ؿوبتیک اص دهیي: 1ؿکل 

DT389GCSF  

 

ی  اص خبیگبُ گیشًذُ DT389GCSFپشٍتئیي ّیجشیذی 

، کِ ػوذتب تَػي اًذٍتلیبل ٍ G-CSFػیتَکیي 

ؿَد ٍ تکثیش ٍ توبیض ػلَل ّبی  ّب تَلیذ هی فیجشٍثلاػت

ّبی ػشًبًی اتلبل  ػلَلکٌذ، ثِ  خًَی سا تحشیک هی

-ّوشاُ ایٌتشلَکیي ثِ GCSFی  گیشًذُ .(15-13) یبثذ هی

3 (IL-3)  ( فبکتَس هحشک سؿذ کلٌی هبکشٍفبط ٍGM-

CSFّبی ػشًبًی هیلَئیذی حبد یب  ( ثش سٍی ػٌح ػلَل

AML (Acute Meyloid Lukemia ثِ هیضاى )

تَاًٌذ  ّب هی ؿًَذ ٍ دس ًتیدِ ایي گیشًذُ صیبدی تَلیذ هی

, 16) ثبؿٌذ AMLدسهبًی ػشًبى   ّذفی ثشای تَکؼیي

17). 
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ّبی ًَتشکیت ثب  ّبی اكلی دس تَلیذ پشٍتئیي یکی اص گلَگبُ

  ثبصیبثی فشم فؼبل ٍ ثبصتبخَسدُ  هٌـب پشٍکبسیَتی، هؼئلِ

ثبدی اػت. چشا کِ دس  ّب دس ؿشایي ایٌکلَطى آى

 ًیض ٍ ثبلا ثیبى دلیل ثِ ّب ّب، پشٍتئیي ػیتَپلاػن ثبکتشی

 كَست ثِ كحیح تبخَسدى ثشای لاصم ٍخَد ؿشایي ػذم

دػت آٍسدى  آیٌذ. دسًتیدِ ثشای ثِ هی دس ثبدی ایٌکلَطى

فشم فؼبل پشٍتئیي، ًیبص اػت کِ ثب اًتخبة سٍؿی هٌبػت 

حذاقل  ّب ثشای ثِ تشیي سٍؽ کی اص ػبدُثبصتبخَسدُ ؿًَذ. ی

ّب کبّؾ دهب اػت.  یثبد گیشی ایٌکلَطى سػبًذى ؿکل

ػوَهب ثیبى دس دهبی پبییي هٌدش ثِ افضایؾ حلالیت ٍ 

 اػت ِئلؿَد. ایي اهش ًبؿی اص ایي هؼ تبخَسدى كحیح هی

 کٌٌذُ تؼییي کِ ّیذسٍفَثیک ّبی ثشّوکٌؾ کِ

ثبؿٌذ. اص ػَیی  ِ ثِ دهب هیٍاثؼت ّؼتٌذ ّب ثبدی ایٌکلَطى

احتوبلا کبّؾ دهب ػشػت سًٍَیؼی، تشخوِ ٍ 

گیشی  آٍسد ٍ ثٌبثشایي اخبصُ ؿکل یسا پبییي ه خَسدىثبصتب

دّذ. ّوچٌیي دس دهبی پبییي  كحیح سا هی ػبختبس

  E. coliّب دس افضایؾ ثیبى ٍ فؼبلیت ؿوبسی اص چبپشٍى

کِ دّذ  ّوچٌیي گضاسؿبت ًـبى هیؿذُ اػت.  گضاسؽ

 القبپشٍتئبصّبی ؿَک حشاستی کِ ًی افضایؾ ثیبى 

پیذا  کوتشی فؼبلیت پبییي دهبیی ؿشایي دس ؿًَذ هی

هٌدش ثِ کبّؾ قبثل تَخِ ایي هؼئلِ  ثٌبثشایي  کٌٌذ. هی

ثشایي اػبع . (18, 5) ؿَد تخشیت پشٍتئیي ًَتشکیت هی

ی ثبصتبخَسدگی  هٌظَس حزف هشحلِ حبهش، ثِ  دس هٌبلؼِ

، دس ثبکتشی DT389GCSFپشٍتئیي ّیجشیذی ًَتشکیت 

E. coli BL-21(DE3) ِفشم هحلَل ثیبى ٍ ػپغ اص  ث

ی ًیکل ػفبسٍص تخلیق گشدیذ ٍ ًشیق ػتَى توبیل

 DT389GCSFکشد آى ثب اػتفبدُ اص ػٌدؾ ػویت ػول

، هَسد HL-60ی لَکویبی اًؼبًی ی ػلَل ثش سٍی سدُ

 هٌبلؼِ قشاس گشفت.

 

 ها مواد و روش

هَاد ؿیویبیی : هَاد ضیویبیی ٍ زیستی هَرد استفبدُ

اص  LB تهَسد اػتفبدُ ؿبهل پَدس آهبدُ هحیي کـ

آهیذ،  اکشیل ثیغایویذاصٍل،  ، Applichemؿشکت

 ،R250َ ثل کَهبػی ثلَ، هشکبپتَاتبًَل، ثشٍهَفٌل

تْیِ  Merck تػیبل ٍ هتبًَل اص ؿشکلاگ اػیذاػتیک

-1-دی-ثتب-ایضٍپشٍپیل ثبص، گشدیذ. تشیغ

( APS) پشػَلفبت آهًَیَم ،(IPTG) تیَگبلاکتَپیشاًَصیذ

آهیذ اص ؿشکت ػیٌبطى تْیِ ؿذ.  اکشیل ٍ پلی

 ت اص ؿشک(، SDSػَلفبت ) دٍدػیل ، ػذینکلشیذ آهًَیَم

Aldrich-Sigma ؿذ خشیذاسی. 

ٍ  Flukaاص ؿشکت  (PMSF)فلَسایذ  ػَلفًَیل هتبى فٌیل

اص ؿشکت   Chelating Sepharose Fast Flowسصیي

GE Healthcare Life Sciences ٍ ت هحیي کـ

RPMI 1640 ػشم خٌیي ٍ ( گبٍیFBSپٌی ٍ )  ػیلیي

 تْیِ ؿذ. Gibcoاص ؿشکت 

 -pET حبٍی پلاػویذ E. coli BL-21(DE3)ثبکتشی 

 DT389GCSF   ثذػت آهذُ ثَد، کِ دس تحقیقبت قجلی

ی ػلَلی لَکویبی  سدُ .(11, 8) هَسد اػتفبدُ قشاس گشفت

اًیؼتیتَ پبػتَس اص  HL-60 (PCC No.C217 )اًؼبًی 

 ایشاى خشیذاسی ؿذ.

 50هیضاى  ثِ :DT389GCSFبیبى ٍ تخلیص پرٍتئیي 

،  E. coli (BL21)هیکشٍلیتش اص ثبًک هشثَى ثِ ثبکتشی

لیتش  هیلی 20دس  pET-DT389GCSFحبٍی ٍکتَس 

ػیلیي ثب ثیَتیک آهپیحبٍی آًتی LB-Brothهحیي 

لیتش، دس ؿشایي  هیکشٍگشم دس هیلی 100غلظت ًْبیی 

 ؿیکش اػتشیل کـت دادُ ؿذ. پغ اص تلقیح، دسٍى

گشاد  ػبًتی  دسخِ 37دهبی  ٍ دس دقیقِ دٍس 200 اًکَثبتَس

ػبصی هٌظَس تبصُ ثِ ؿذ. هذت یک ؿت گشهبگزاسی ثِ

 200کـت، هحیي کـت حبٍی ثبکتشی سؿذ یبفتِ ثِ 

ثیَتیک حبٍی آًتی ،LB-Brothلیتش هحیي کـت  هیلی

دس ًَل  7/0ػیلیي ، اهبفِ ٍ تب سػیذى ثِ خزة آهپی

دس  دٍس 200 اًکَثبتَس ؿیکش ًبًَهتش، دسٍى 600هَج 

پغ  گشاد، گشهبگزاسی ؿذ. ػبًتی  دسخِ 37دهبی  ٍ دقیقِ

سػیذى ثِ خزة ًَسی هَسد ًظش، خْت  اص سؿذ ثبکتشی ٍ

هَلاس ثب غلظت  IPTG ،1هیکشٍلیتش  200هیضاى  القب ثِ

ثِ هحیي کـت اهبفِ ٍ دس ؿیکش  هَلاسهیلی 1ًْبیی 

دس دقیقِ،  دٍس گشاد ػبًتی دسخِ 200، 28اًکَثبتَس ثب دهبی 
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 ػبػت اص القب، هحیي 4گشهبگزاسی گشدیذ. پغ اص گزؿت 

 5هذت  دٍس دس دقیقِ( ثِ 8000کـت، ًی ػبًتشیفَط )

گیشی گشدیذ. ثشای اسصیبثی دقیقِ اص کـت ػلَلی سػَة

ّبی قجل  ، ًوSDS-PAGEًٍَِػیلِ سٍؽ  هیضاى ثیبى ثِ

-SDSاص القب ٍ پغ اص القب ثشداؿت ؿذ. پغ اص اًدبم  

PAGEافضاس  ، دسكذ ثیبى پشٍتئیي تَػي ًشمImage J ،

ًشم افضاس  ًَػی هَسد ثشسػی قشاس گشفت. ایي ًشم افضاس

ًحَُ الکتشٍفَسص اص هٌظش طل تلبٍیش ثشای آًبلیض قذستوٌذ 

پشٍتئیي  ثیبى هیضاىثبؿذ.  هی دس طل هَخَد ثبًذّبی تَصیغ

دس آى ثشاػبع داًؼیتِ ثبًذ ظبّش ؿذُ ٍ هقبیؼِ آى ثب 

ػبصی پشٍتئیي  ؿَد. خبلق ػبیش ثبًذّب، تخویي صدُ هی

ی ّیؼتیذیٌی ثب ػتَى  خْت داؿتي دًجبلِ ثِ

 هٌظَس ، اًدبم گشفت. ثNi-NTAِکشٍهبتَگشافی توبیلی 

سٍؽ ػًَیکبػیَى، سػَة ػلَلی دس یخ  ؿکؼت ػلَلی ثِ

هیلی لیتش ثبفش  10اصای ّشگشم سػَة،  ٍ ثِ قشاس دادُ ؿذُ

هیلی  20هیلی هَلاس، تشیغ  50تؼبدل حبٍی ) ایویذاصٍل

هیلی هَلاس دس  PMSF 1 هَلاس، 5/0هَلاس، کلشیذ ػذین 

pH 7.8ِایدبد  هٌظَس هخلَى ؿذى کبهل ٍ ( اهبفِ ٍ ث

ّب ػَػپبًؼیَى، اص دػتگبُ ّوَطًبیضس اػتفبدُ ؿذ. ػلَل

ػیکل، ثب  10دقیقِ، دس  10هذت  ثِ بتَسدس دػتگبُ ػًَیک

ٍات ؿکؼتِ ؿذًذ. ػَػپبًؼیَى هزکَس،  200تَاى

ثب  گشاد ٍ ػبًتی  دسخِ 4دقیقِ، دس دهبی  25هذت  ثِ

دٍس دس دقیقِ، ػبًتشیفیَط ٍ پغ اص آى، هحیي  13000

خذاػبصی  ،کِ حبٍی پشٍتئیي هحلَل ثَد اص سػَة سٍیی

سصیي هبتَگشافی، اثتذا ّبی کشٍ ػبصی ػتَى ثشای آهبدُ. ذؿ

Chelating Sepharose Fast Flow ػَلفبت  ثب

ی ػجَس پشٍتئیي  ؿبسط ؿذ. پغ اص هشحلِ هَلاس 2/0ًیکل 

ایدبد  ثب هحلَل ثِ سصیي،  اص ػتَى، پشٍتئیي اتلبل یبفتِ

 آىهَلاس ایویذاصٍل اص  هیلی 700تب  50ؿیت غلظت 

پشٍتئیي حبٍی  ّبی ًوًَِ. دس ایي هشحلِ گشدیذخذاػبصی 

آٍسی ؿذًذ. پغ اص  هیکشٍلیتش خوغ 1500 ّبی دس حدن

هٌظَس فشهَلاػیَى ایوًََتَکؼیي  تخلیق اٍلیِ، ثِ

 ب اػتفبدُ اص ػٌتشیکَىث PBS بهشثًَِ، تؼَین ثبفش ث

. گشدیذاًدبم ٍ ایویذاصٍل اص هحلَل پشٍتئیٌی حزف 

 ًَتشکیت هٌظَس ثشسػی هیضاى ثیبى  ٍ خلَف پشٍتئیي ثِ

DT389GCSF ،دسكذ  10 اص طلSDS-PAGE 

كَست R-250  هیضی ثب کَهبػی ثلَآ ٍ سًگؿذ اػتفبدُ 

 .گشفت

ػویت  ػٌدؾ :DT389GCSFسٌجص سویت سلَلی 

اص ًشیق قذست کـٌذگی ، DT389GCSF ػلَلی

ثب  HL-60 لَکویبی اًؼبًی ّبی پشٍتئیي دس هؼشم ػلَل

یک  ،MTTتؼت هَسد اسصیبثی قشاس گشفت.  MTT آصهَى

 ثشای ػٌدؾ هیضاى ػویت داسٍّبػٌدی  سٍؽ سًگ

دلیل  کِ اػبع آى تـکیل سًگ فَسهبصاى ثِثبؿذ  هی

 5ٍ  2 –تیبصٍل هتیل )دی  MTTاحیبی تشکیت

ّبی تتشاصٍلیَم  یذ( ٍ یب دیگش ًوکبهٍتتشاصٍلیَم ثش فٌیل دی

ّبی  تتشاصٍلیَم اص ًشیق آًضین  اػت. ثب گؼؼتگی حلقِ

ّبی صًذُ، ثلَسّبی فَسهبصاى  هیتَکٌذسیبیی دس ػلَل

ثبؿٌذ. ایدبد  ؿَد کِ ثٌفؾ سًگ هی غیشهحلَل تـکیل هی

ّبی صًدیشُ تٌفؼی ٍ  ایي ثلَسّب حبکی اص فؼبل ثَدى آًضین

ّب اػت. ثب اًذاصُ گیشی  هؼیبسی ثشای صًذُ ثَدى ػلَل

 ،ّبی هؼیي دس ًَل هَج ًیف ػٌدیهیضاى خزة تَػي 

 .کشد هـخق سا هبًذُ  ّبی صًذُ تَاى دسكذ ػلَل هی

هحلَل کِ اص ًَع  HL-60 ّبی کـت ػلَل

  RPMI 1640ت ّؼتٌذ دس هحیي کـ )غیشچؼجٌذُ(

-ػیلیي پٌیدسكذ  FBS ٍ 1 دسكذ 10 حبٍی

اص هیکشٍلیتش  180 حدن .گشفت اًدبماػتشپتَهبیؼیي 

ّش چبّک   ثِ cell/ml103ی حبٍی ػلَلػَػپبًؼیَى 

 هقبدیشهیکشٍلیتش اص  20. ؿذخبًِ اهبفِ  96پلیت 

DT389GCSF   (600  ٍ450  ٍ300  ٍ60  ٍ0 )هختلف

دسخِ  37  دس دهبیثِ ّش چبّک اهبفِ ٍ هیکشٍگشم 

 یسازگبهشگ تػبػ 48 تذهِ ث ذكسد OC 5 2 ،داشگ ػبًتی

 بث)  TTM لَلحه شتیلٍشکیه 02 ،تػبػ 48 صا غپ .ذؿ

 کّبچ شّ ِث (SBP شتیل یلیه سد مشگ یلیه 5 تظلغ

 ِخسد 73 یبهد سد تػبػ 4 تذهِ ث ٍ ذیدشگ ِفبها

 یِ ٌػاٍِ ث ُذًص یبّ لَلػ .ذؿ یسازگبهشگ داشگ یتًبػ
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 مَیلٍصاشتت بث ،لبؼف یسذٌکَتیه صبتکٍدس نیضًآ يتؿاد

 ىاصبهسَف یبّ لبتؼیشک دبدیا ٍ ُداد ؾٌکاٍ TTM فشؼه

 بث ِقیقد 5 تذهِ ث ،ًِبخ 69 تیلپ ىآ صا غپ .ذًدشک

 یبّ لبتؼیشک یٌیـًِ ت یاشث ِقیقد سد سٍد 0002

 يیحه شتیلٍشکیه 002 غپػ .ذؿ طَفیشتًبػ ىاصبهسَف

 شتیلٍشکیه 002 ٍ ذیدشگ یصبػاذخ ییٍس لَلحه تـک

 سَظٌهِ ث کّبچ شّ ِث (OSMD) ذیؼکَفلَػ لیته ید

 01 صا غپ ٍ ذؿ ُدٍضفا ىاصبهسَف یبّسَلث یصبػ لَلحه

 اضیلاا ُبگتػد سد شتهًَبً 075 سد بِّ ًَوً ةزخ ِقیقد

 .ذؿ تئاشق niapS (ledom 0012-xaF etatS)  سذیس

 داذؼت بث نیقتؼه سًَِ ث ةزخ ٍ ُذؿ ذیلَت گًس ساذقه

 یاشث ساشکت ِػ سد بّ ىَهصآ مبوت .دَث تػبٌته ُذًص لَلػ

            .ذؿ مبدًا FSCG983TD تظلغ شّ

 

 نتایج

 DT389GCSFتَلیذ فرم هحلَل پرٍتئیي 

ّب، هیضاى  ًجق ؿشایي رکش ؿذُ دس قؼوت هَاد ٍ سٍؽ

-SDSثب اػتفبدُ اص طل  DT389GCSFثیبى پشٍتئیي 

PAGE  .63 ی ثبًذ هـبّذُهَسد ثشسػی قشاس گشفت ~ 

دس  DT389GCSF کیلَدالتًَی ثیبى پشٍتئیي ّیجشیذی

ی ثبًذ دس  ػبػت پغ اص القب ٍ ػذم هـبّذُ 4صهبى 

ًـبى دادُ  2ی صهبى كفش قجل اص القب، کِ دس ؿکل  ًوًَِ

 ثب اػتفبدُ اص ًشم افضاسؿذُ اػت، هَیذ ثیبى پشٍتئیي اػت. 

Image J ، ی دسكذی پشٍتئیي ّیجشیذ 12ثیبى

DT389GCSF ، هحبػجِ ٍ تخویي صدُ ؿذپغ اص القب.  

 

 
-SDSثب اػتفبدُ اص سٍؽ  DT389GCSFبثی ثیبى پشٍتئیي : اسصی2ؿکل

PAGE .Mصهبى( ثبکتشی ًَتشکیت دس 1. یٌیپشٍتئ ( هبسکش ٍصى هَلکَلی 

 .القبػبػت پغ اص  4 صهبى( ثبکتشی ًَتشکیت دس 3 ،القب كفش

 ػبصی خبلق خْت هختلفی ّبی دیگش سٍؽ اصػَی

دس ایي پظٍّؾ  کِ داسد ٍخَد ّبی ًَتشکیت پشٍتئیي

تَالی  اثتذای دس ؿذُ ًشاحی ّیؼتیذیٌی ثشچؼت دلیل ثِ

ًیکل خْت  توبیلی کشٍهبتَگشافی سٍؽ ایوًََتَکؼیي، اص

 ثْشُ گشفتِ ؿذ.  DT389GCSFتخلیق فشم هحلَل 

، پغ اص DT389GCSFثشسػی هیضاى خلَف پشٍتئیي 

-SDS دسكذ 10ل ط ػفبسٍص، اص-ػجَس اص ػتَى ًیکل

PAGE هـبّذُ  3دس ؿکل ًَسکِ  اػتفبدُ ؿذ. ّوبى

ثب افضایؾ غلظت  8ػوت چبّک   ثِ 5ؿَد، اص چبّک  هی

ثب اػتفبدُ  ایویذاصٍل، ثش خلَف پشٍتئیي افضٍدُ ؿذُ اػت.

، DT389GCSFًْبیی  هیضاى خلَف Image J اص ًشم افضاس

 .دسكذ ثشآٍسد ؿذ 80

 

 
-SDSثب اػتفبدُ اصسٍؽ DT389GCSF : اسصیبثی تخلیق پشٍتئیي3ؿکل

PAGE .1  ،هبسکش 3( ًوًَِ خشٍخی اص ػتَى، 2( ًوًَِ ٍسٍدی ثِ ػتَى )

( ًوًَِ ّبی خشٍخی اص ػتَى حبٍی 4-8ٍصى هَلکَلی ثشحؼت کیلَدالتَى، 

DT389GCSF  سلاَه هیلی 700هیلی هَلاس تب غلظت  50اص ؿیت غلظت 

           .لٍصاذیویا

 

 ارزیببی عولکرد فرم هحلَل پرٍتئیي 

DT389GCSF 
ؿذُ  خبلق DT389GCSFػلَلی  ثشای ثشسػی اثش ػویت

کِ حبهل  HL-60ّبی لَکویبی اًؼبًی  ثش سٍی ػلَل

اػتفبدُ ؿذ.  MTTّؼتٌذ، اص آصهَى G-CSFی  گیشًذُ

هیبًگیي خزة ثشحؼت  4 ؿکلصیؼتی دس  آصهَى ػٌدؾ

 60ٍ  300ٍ  450ٍ  600)هقبدیش  ثشای ًبًَهتش 570دس

 اػت.ؿذُ  دادُ ًـبى DT389GCSFهیکشٍگشم ( 0ٍ

گش ایي ثَد  ًتبیح ثیبى )ؿذ.)آصهبیـبت ػِ ثبس تکشاس اًدبم 
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هیکشٍگشم  60ػبػت ثؼذ اص تیوبس تب هیضاى  48کِ 

DT389GCSFداسی ثش هشگ ػلَلی ًذاؿتِ  ، تبثیش هؼٌی

كَست ٍاثؼتِ   ػلَلی ثِ یاهب پغ اص ایي هقذاس، هیضاى ثقب

اص هیکشٍگشم  600ثِ آى، کبّؾ داؿتِ ٍ هیضاى 

هَلاس( ًؼجت ثِ ػبیش  10-6ایوًََتَکؼیي تَلیذی  )

ّب، ثیـتشیي ػویت سا ًـبى دادُ اػت. غلظت

 

 

 600ًبًَهتش دس هقبدیش كفش تب  570. هیبًگیي خزة خَاًذُ ؿذُ دس MTTتخلیق ؿذُ ثب اػتفبدُ اص آصهَى DT389GCSF پشٍتئیي : اسصیبثی ػویت ػلَلی 4ؿکل 

 )آصهبیـبت ثب ػِ ثبس تکشاس اًدبم ؿذُ اػت(. .پشٍتئیيهیکشٍگشم 

 

 بحث

 ثشای خذیذ ٍ َّؿوٌذ ساّکبس یک تشاپی ایوًََتَکؼیي

 ؿَد هی هحؼَة ػشًبًی ّبی ػلَل ػبصی غیشفؼبل ٍ هْبس

هَسد  ػشًبًی ّبی ّذفوٌذ ػلَل دسهبى تَاًذ ثشای هی کِ

، DT389GCSF ّیجشیذی پشٍتئیي اػتفبدُ قشاس گیشد.

 G-CSFًَتشکیت اػت کِ دس آى  DNAهحلَل فٌبٍسی 

خبیگضیي دهیي اتلبلی تَکؼیي ًجیؼی دیفتشی ؿذُ 

اػت. ثشایي اػبع پشٍتئیي ًشاحی ؿذُ اص خبیگبُ 

ؿذُ  G-CSFی  ّبی حبهل گیشًذُ اؽ ٍاسد ػلَل گیشًذُ

ّبی ػشًبًی اص  ًَس اختلبكی ػجت هشگ ػلَل ٍ ثِ

ؿَد. پشٍتئیي  بد هیح خولِ ػشًبى هیلَئیذی

DT389GCSF 1993، اٍلیي ثبس تَػي چبدٍیک دس ػبل 

 دیفتشی تَکؼیي تحقیق، آى دسهَسد هٌبلؼِ قشاس گشفت. 

 هشثَى کبهل تَالی ثِ یآهیٌَاػیذ 486 ثب تَالی ًبقق

هتلل  HATPL ، اص ًشیق ساثي پپتیذی  G-CSFثِ

 70 حذٍد ،DT486GCSFپشٍتئیي هَلکَلی ىٍص ثَد. ؿذُ

تَلیذ ٍ گشاد  سخِ ػبًتید 30 کِ دس دهبی ثَدکیلَ دالتَى 

ثب  AMLّبی  ػبصی، دس هؼشم ثلاػت پغ اص خبلق

هَلاس اثش ػویت   10-6، ثب غلظت ثبلای G-CSFی  گیشًذُ

. دس تحقیق (19) ًـبى داد ٍ ػجت هشگ ػلَلی ؿذ

ثب دس ًظش گشفتي ػبختبس  DT389GCSFحبهش، پشٍتئیي 

(، DT389IL-2ی اًٍتبک ) ایوًََتَکؼیي تدبسی ؿذُ

ی آهیٌَاػیذی اػت  سیـِ 389ي دیفتشی داسای تَکؼی

-Gثِ تَالی کبهل  SG4SMکِ اص ًشیق ساثي پپتیذی 

CSF  کیلَ  63اتلبل یبفتِ اػت ٍ ٍصى هَلکَلی آى

  ی گزؿتِ . ًی هٌبلؼِ(11, 9, 8) هی ثبؿذ  دالتَى

  تَػي گشٍُ تحقیقبتی پظٍّؾ حبهش ثش سٍی پشٍتئیي

هحیي  آى دس ػبختبسی ثیٌی پیؾ، DT389GCSFتلفیقی 

اًدبم گشفت.  ،هشتجي افضاسّبی ًشم اص اػتفبدُ سایبًِ ثب

، اص ًظش خلَكیبت DT389GCSFكحت ػبختبس پشٍتئیي 

. ّوچٌیي دس (9) ییذ ؿذبكَست ثٌذی ٍ ػولکشدی، ت

ثِ فشم  DT389GCSFتحقیق دیگش، پغ اص ثیبى پشٍتئیي 

گشاد ٍ  دسخِ ػبًتی 37ایٌکلَطى ثبدی دس دهبی 

ای ثب ثبفش  هشحلِ 3ػبصی آى اص ًشیق ؿؼتـَی  خبلق
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 یگدسَخبتصبث ،سلاَه 3 یُ سٍا یٍبح سلاَه هیلی 50تشیغ 

 سَوح سد FSCG983TD يیئتٍشپ یدبث ىطَلکٌیا مشف

 شـً غًبػسَئَلف يػَت .تفشگ مبدًا سلاَه 52 يیئتؼیػ

 یصبئلکًَ دشکلوػ ، یًاسٍد ییبوً گًسٍد یدٌػ فیً ، یتار

 ىَهصآ بث تیوػ یثبیصسا يیٌچوّ ٍ یٌیؼکَت ؾخث

TTM، یسبتخبػ یثبیصسا دسَه یذیلَت يیئتٍشپ ٍ 

 ٍ سبتخبػ تؼک شگ ىبیث حیبتً . تفشگ ساشق یدشکلوػ

 یِ لحشه صا غپ FSCD983TD تػبٌه دشکلوػ

           .)01( دَث یگدسَخبتصبث

ّب کِ دس  ی گلَگبّی دس ًشاحی صیؼت داسٍ یک هشحلِ

 پشٍتئیي ػولکشد ثحث یبثٌذ، تظبّش هی E. coliثبکتشی 

 دس پشٍتئیٌی ّش كحیح ػولکشد الجتِ کِ اػت تَلیذی

 .E ن اػت. دس ػیتَپلاػ آى كحیح ػبختبس داؿتي گشٍی

coli ِّب ثیبى ثبلایی داسًذ ٍ ؿشایي کِ پشٍتئیي ایي  دلیل   ث 

كَست  ثِ ٍخَد ًذاسد ّب آى تبخَسدگی كحیح هٌبػجی ثشای

دلیل  ثِآیٌذ.  هی ثبدی دس ایٌکلَطى ًبم رسات ًبهحلَل ثِ

كحیح داسد ی ًب ّبی تبخَسدُکِ پشٍتئیي حبلت ایي

تَاًذ فؼبلیت ثیَلَطیکی داؿتِ ثبؿذ ٍ ثبصتبخَسدگی  ًوی

ثبؿذ. دس ًتیدِ هوکي  ساحتی هیؼش ًوی كحیح پشٍتئیي ثِ

ّبی دیگش اػت دس ًی هشاحل ثبصتبخَسدگی ثب گًَِ

پشٍتئیي اص خولِ تدوؼبت پشٍتئیٌی ٍ اؿکبل غیشًجیؼی 

 ثب پشٍتئیي آٍسدى دػت ئیي ّوشاُ ثبؿذ. ثٌبثشایي ثِپشٍت

ؿشایي خبسج  دس ثبصتبخَسدگی سًٍذ ًی كحیح تبخَسدگی

, 20) داسد پبییٌی ( هـکل ثَدُ ٍ ثبصدin vitroُثذًی )

ثبدی  . دس پظٍّـی، ثبصدُ ثبصتبخَسدگی فشم ایٌکلَطى(21

GCSF  ،(22) اػت  دسكذ ػٌَاى ؿذُ 30ثِ فشم فؼبل .

ثش ٍ  ی دیگش، ًی اًدبم هشاحل صهبى ّوچٌیي دس هٌبلؼِ

هٌظَس ثبصتبخَسدگی  ًَلاًی ٍ هـکل ٍ پشّضیٌِ، ثِ

، هیضاى صیبدی اص پشٍتئیي ثِ DT389IL2ایوًََتَکؼیي 

تدوؼبت پشٍتئیٌی ٍ اؿکبل غیشفؼبل پشٍتئیي تجذیل ؿذُ 

ی  هٌظَس حزف هشاحل صهبًجش ٍ پشّضیٌِ . ثِ(23) ثَد

ثبصتبخَسدگی ٍ افضایؾ ثبصدُ تَلیذ پشٍتئیي ًَتشکیت ثب 

تَاى اص کـت  ػبختبس ٍ فؼبلیت ثیَلَطیکی كحیح، هی

 پبییي ثب سٍؽ ایي دس ثْشُ ثشد. ثبکتشی دس دهبی پبییي

 ػلَل تَػي پشٍتئیي ثیبى ػشػت کـت،دهبی  آٍسدى

 ثشای پشٍتئیي کِ ای گًَِ ثِ یبفتِ کبّؾ ثبکتشیبیی

 .(24, 18, 8, 5) ذکٌ هی پیذا فشكت كحیح تبخَسدگی

ی حبهش، پشٍتئیي  هٌبلؼِ ّویي هٌظَس، دس ثِ

DT389GCSF ِی ی ثیبً دس ؿشایي آصهبیـگبّی دس ػَی 

E. coli BL21(DE3) ًَتشکیت پلاػویذ حبٍی  pET-

DT389GCSF  تبثیش تحت گشاد دسخِ ػبًتی 28دس دهبی 

گشفت. ًتبیح حبكل  هیلی هَلاس قشاس IPTG، 1القبگش  هبدُ

 12گش ثیبى هٌبػت )دس حذٍد  ، ثیبىSDS-PAGEاص 

 ًَتشکیت دسكذ( ایوًََتَکؼیي ًَتشکیت ثَد. پشٍتئیي

 6دلیل داسا ثَدى تَالی  هحلَل، ثِ كَست ثِ ؿذُ ثیبى

 سٍؽ تشهیٌبل، ثِ-Nآهیٌَاػیذ ّیؼتیذیٌی دس اًتْبی 

ٍ تَػي سٍؽ  ؿذ تخلیق ًیکل توبیلی کشٍهبتَگشافی

 Imageآهیذ ٍ ثب اػتفبدُ اص ًشم افضاس  آکشیل الکتشٍفَسص پلی

J  دسكذی پشٍتئیي هحبػجِ ؿذ.  80خلَف تقشیجی

  ػٌدؾ ػویت ایوًََتَکؼیي ًَتشکیت ثش سٍی سدُ

کِ ًَػی ػلَل لَکویبی اًؼبًی اػت ٍ  HL-60ػلَلی 

اػت، اًدبم گشفت ٍ هیضاى هشگ  G-CSFی  حبٍی گیشًذُ

هَسد اسصیبثی ٍ هقبیؼِ قشاس  MTTٍ هیش ػلَل ثب آصهَى 

ت ثَد کِ ثب افضایؾ غلظت گش ایي هٌل گشفت. ًتبیح ثیبى

DT389GCSF ًبًَهتش کبّؾ یبفت.  570، هیضاى خزة دس

ّبی صًذُ هی  گش کبّؾ دس تؼذاد ػلَل کِ ایي اهش ثیبى

ثبؿذ. ثشسػی دادُ ّبی حبكل اص ػٌدؾ صیؼتی ًـبى داد 

ثیـتشیي ػویت سا داؿتِ ٍ   هیکشٍگشم 600کِ هیضاى 

ثشای کـتِ ، DT389GCSF)غلظت هَسد ًیبص  IC50 هیضاى 

( ثشاثش HL-60ّبی  دسكذ ػلَل 50ؿذى 

 هَلاس هحبػجِ ٍ تخویي صدُ ؿذ. 000019/0±00017/0

گش ایي هٌلت اػت کِ فشم هحلَل ایي  ًتبیح حبكلِ ثیبى

ایوًََتَکؼیي داسای ػبختبس كحیح ٍ ػولکشد هٌبػت 

 ثبؿذ.  هی

  

 گیرینتیجه

ؿکل  ثِ DT389GCSFدس ًتیدِ ثب ثیبى پشٍتئیي 

ّبی تَلیذ سا  تَاى ثب سفغ هـکلات صیش ّضیٌِ هحلَل، هی

 حذاقل سػبًذ:  ثِ
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ثبدی  ( ثبصتبخَسدگی كحیح فشم غیشفؼبل ایٌکلَطى1)

ّب،  ّبی ًَتشکیت ثیبى ؿذُ دس پشٍکبسیَت پشٍتئیي

 ساحتی هیؼش ًیؼت. ثِ

ّبی دیگش پشٍتئیي اص خولِ ( اهکبى تـکیل گ2ًَِ)

یگبػیَى( ٍ اؿکبل غیشفؼبل تدوؼبت پشٍتئیٌی )آگش

 پشٍتئیي دس ًی هشاحل ثبصتبخَسدگی ٍخَد داسد.

صدایی فشم  دػتی ثبصتبخَسدگی ٍ اٍسُ ( هشاحل پبییي3)

ثبدی هٌدش ثِ اص دػت سفتي هقبدیش صیبدی اص  ایٌکلَطى

  پشٍتئیي ًی ایي هشاحل ؿذُ ٍ ثبػث كشف صهبى ٍ ّضیٌِ

 د.ؿَ صیبدی هی

 
 تشکر و قدردانی

  داًٌذ اص داًـگبُ كٌؼتی هبلک ًَیؼٌذگبى ثشخَد لاصم هی

ّبی هبلی خْت اًدبم ایي پظٍّؾ  اؿتش ثشای حوبیت

 تـکش ًوبیٌذ.
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Abstract 

Aim: This study aimed to produce recombinant hybrid protein, DT389GCSF, in E. coli BL-21(DE3) 

in a soluble and active form and to purify it and evaluate its cytotoxicity. 

Material and Methods: The protein, His6-tagged DT389GCSF was expressed in E. coli BL-21(DE3) 

in a soluble form at 28 °C. Then it was purified by affinity chromatography on nickel sepharose 

column. Finally, the function of purified recombinant protein was evaluated by MTT assay on HL-60 

cancer cell line. 

Results: The yield of expression and purification of DT389GCSF were determined at about 12 and 80 

percent, respectively, using Image J software. The IC50 value upon 48 hours of exposure of 

DT389GCSF toward cell line was about 0.00017±0.000019 M. 
Conclusion: By reducing the temperature and using the intracellular mechanism, the refolding of 

hybrid protein, DT389GCSF, can be observed in a proper and active form. As a result, in vitro 

production of relevant immunotoxins, by using this method, the steps of inclusion body production can 

be neglected. 

Keywords: Immunotoxin, Granulocyte Colony Stimulating Factor, Expression, purification, active 

form 
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