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Abstract 

Background: Immunotoxin (IT) is a directed toxin containing two distinct sections (immune 
and toxin parts) covalently bond using specific chemical or peptide linkers. The aim of this study is to 
produce a recombinant and hybrid protein containing diphtheria toxin (DT) and granulocyte colony 
stimulating factor (G-CSF).  

Materials and Methods: According to the structure of the first commercial recombinant 
immunotoxin (Ontak, hybrid protein containing DT fused interlukine2), gene encoding of DT and G-
CSF was amplified using specific primers and plasmid template of pET-IDZ3 (pET21 harboring the 
gene encoding ontak immunotoxine) and pET-GCSF (pET23 harboring G-CSF), respectively. The 
DT-GCSF fusion protein produced using soeing PCR and specific primers. Finally, pET-DT-GCSF 
construction prepared using subcloning of DT-GCSF into pET21a(+) and confirmed by sequencing, 
SDS-PAGE and western blot technique.  

Results: Gene encoding of DT-GCSF inserted into NdeI/EcoRI site of pET21 and the 
construction of strain producing DT-GCSF recombinant immunotoxin was confirmed using customary 
methods.  

Conclusion: The cytokine fusion protein, DT-GCSF, could be used for the inhibition of G-
CSF receptor bearing cancer cells. 

Keywords: Immunotoxin, Diphtheria toxin, Granulocyt colony stimulating factor, Protein 
expression 
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 و دیفتري توکسین از استفاده با نوترکیب ایمونوتوکسین بیان و سازي همسانه
  گرانولوسیت کلنی رشد محرك فاکتور

  
  3نیا سعیدي علیرضا ، *2الدینی زین مهدي ،1دنیاپور فاطمه

  
  .ایران تهران، اشتر، مالک صنعتی دانشگاه ،زیستی وريآ فن و علوم گروه مولکولی، بیوتکنولوژي ارشد کارشناس -1
  .ایران تهران، اشتر، مالک صنعتی دانشگاه زیستی، وريآ فن و علوم گروه بیوشیمی، تخصصی دکترايدانشیار،  -2
 .ایران تهران، اشتر، مالک صنعتی دانشگاه زیستی، وريآ فن و علوم گروه ژنتیک، تخصصی دکتراياستادیار،  -3

 
 12/3/95 :پذیرش تاریخ 6/11/95 :ریافتد تاریخ

 

  چکیده
 )توکسینی بخش و ایمنی بخش( مجزا بخش دو اتصال از که است مند هدف توکسین یک ایمونوتوکسین :هدف و زمینه

 نوترکیب و هیبریدي پروتئین تولید حاضر تحقیق اصلی هدف .شود می تشکیل اختصاصی پپتیدي یا شیمیایی واسط با
   .است گرانولوسیتی کلنی رشد محرك ورفاکت و دیفتري توکسین بر مشتمل

 توکسین شامل هیبریدي پروتئین اونتاك،( نوترکیب تجاري ایمنوتوکسین اولین ساختار به توجه با :ها روش و مواد
 (G-CSF) گرانولوسیت کلنی رشد محرك فاکتور و (DT) دیفتري توکسین رمزدرآورنده به ژن ،)2 اینترلوکین و دیفتري

 کننده رمز ژن حاوي pET21 پلاسمید( pET-IDZ3 پلاسمیدي قالب و اختصاصی ایمرهايپر از استفاده با
اتصال  سپس .یافت تکثیر )G-CSF کننده رمز ژن حاوي pET23 پلاسمید( pET-GCSF و )اونتاك ایمونوتوکسین
 هیبریدي ژنی طعهق ،ادامه در .شد انجام Soeing PCR روش طی در و اختصاصی پرایمرهاي از استفاده بادو قطعه ژنی 

 از طریق ژنی سازه این ساخت .آید دسته ب pET-DT-GCSF ژنی سازه تا گردید منتقل pET21a (+) وکتور درون
 .گرفت قرار ییدأت مورد بلات وسترن و SDS-PAGE یابی، توالی
 (+) وکتور ندرو NdeI و EcoRI آنزیمی هاي جایگاه بین نوترکیب ایمونوتوکسین درآورنده رمز به ژن :ها یافته

pET21a نوترکیب ایمونوتوکسین مولد سویه تولید و گردید کلون صحیح صورت به DT-GCSF از استفاده با 
   .گرفت قرار ییدأت مورد مرسوم هاي روش

 که ها  و مهار آنسرطانی هاي سلول با مقابله راستاي در تواند می ،DT-GCSF پروتئین، هیبرید سیتوکین :گیري نتیجه
  .گیرد قرار استفاده مورد د،نشو می بیان زیاد G-CSF هاي گیرنده ها آن ولیسل سطح در

 پروتئین بیان گرانولوسیت، کلنی رشد محرك فاکتور دیفتري، توکسین ایمونوتوکسین، :کلیدي واژگان
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  مقدمه
 از استفاده سرطان، درمانی هاي روش از یکی

 تکثیري هاي فعالیت کردن بلوکه جهت موثر هاي پروتئین
 درمانی پروتئین هم راستا این در .است سرطانی هاي سلول

 هوشمند و شده گذاري هدف هاي پروتئین هم و معمول
از  سرطان رمانید توکسین .دنگیر می قرار استفاده مورد
 خوانده ایمونوتوکسین نام به که اختصاصی داروهاي طریق

 توجه مورد که است نوینی درمانی هاي روش از د،نشو می
 مقاومت امروزه .است گرفته قرار دارو ساخت متخصصان

 سبب درمانی، شیمی داروهاي برخی به نسبت ها سرطان
 .)1-4(است شده ترکیبات این به دانشمندان ویژه توجه

 از استفاده با خاص تومورهاي بیوتراپی جدید، استراتژي
 مشتمل هیبریدي هاي پروتئین تولید اثر در و ژنتیک مهندسی

 هاي گیرنده و پروتئین سنتز کننده مهار هاي توکسین بر
 به .باشد می سرطانی هاي سلول سطح روي بر موجود سلولی

 هیبریدي هاي پروتئین این ساختار در دیگر بیان
 که گردد می طراحی ایمنی بخش یک ،)ایمونوتوکسین(

 سلول سطح روي بر موجود هاي گیرنده شناسایی آن هدف
 اثر در که است توکسین یک آن دوم بخش .است سرطانی

 آن شده ریزي برنامه مرگ سبب سرطانی، سلول در نفوذ
 نوترکیب هاي ایمونوتوکسین بیشتر در .)5-8(گردد می

 A اگزوتوکسین و )DT( دیفتري توکسین دو از امروزي
 استفاده بالینی آزمایشات سطح در )ETA( سودوموناس

 از تر راحت باکتریایی هاي توکسین این زیرا .شود می
 فعالیت و شوند می تولید کلی اشرشیا در گیاهی هاي توکسین
 ورود دیگر طرف از .دهند می نشان خود از را بیشتري

 به توکسین رسیدن متضمن ها اندوزوم داخل به توکسین
 و غشاء از انتقال پدیده بلکه ،نیست خود سیتوزولی اهداف

 .شود می تلقی مهم امري نیز اندوزوم از توکسین شدن رها
DT و ETA غشاء از انتقال هاي دومین داراي ذاتی طور به 
 از بسیاري در ها دومین این که است حالی در این باشند، می

 میان، این در .)10، 9(دنشو نمی دیگریافت هاي توکسین
 وکارآمدترین ترین قوي از یکی دیفتري توکسین
 تواند می که باشد می طبیعت در شده شناخته هاي توکسین

 از توکسین این .باشد سمی بسیار یوکاریوت هاي سلول براي
 .شود می تولید دیفتریا باکتریوم کورینه باکتریایی گونه

 ، X اشعه از استفاده با وکریستالوگرافی ژنتیکی آنالیزهاي
 این ساختار در مجزا عملکردي دومین سه دهنده نشان

 از بعد اي آمینه اسید 535 پپتید پلی این .)11(باشد می توکسین
 از هدف، سلول سطح در خود سطحی هاي گیرنده به اتصال
 پوشش یک در خود گیرنده همراه به اندوسیتوز طریق

 مسیر تحت سپس .شود می سلول وارد کلاترینی
 غیر با و ریبوزیلاسیون ADP فعالیت انجام با و پروتئولیتیک

 مانع (EF-2) پروتئین سنتز کننده طویل فاکتور سازي فعال
 پروتئین سنتز مهار نتیجه در و mRNA سازي طویل

 از .)12(انجامد می سلولی مرگ به نهایت در که دگرد می
-G( گرانولوسیتی کلنی رشد محرك فاکتور دیگر، سوي

CSF( ساز پیش هاي سلول رشد براي مستعد محرك یک 
 گیرنده همراه به آن گیرنده که است سرطانی و طبیعی خونی

 کلنی رشد محرك فاکتور و (IL-3) 3 اینترلوکین
 سطح روي بر (GM-CSF) گرانولوسیت-ماکروفاژ

 زیادي میزان به (AML) لوکمیا خون سرطان هاي سلول
 براي هدفی توانند می ها یرندهگ این نتیجه در .شود می تولید

   .)14، 13(باشند AML سرطان درمانی توکسین
 و سازي همسانه طراحی، ،حاضر تحقیق هدف

 دیفتري توکسین از متشکل نوترکیب ایمونوتوکسین بیان
)DT( انسانی گرانولوسیتی کلنی رشد محرك فاکتور و 
)G-CSF( شرایط سازي بهینه با آتی مطالعات در تا است 

 عملکردي – ساختاري بررسی آن، مطلوب تولید و یبیان
  .گیرد صورت DT-GCSF ایمونوتوکسین

  
 ها روش و مواد

 pET- DT-GCSF ژنی سازه ساخت و طراحی
 و pET-IDZ3 پلاسمیدهاي از پژوهش این در

pET-GCSF پلاسمید .شد استفاده pET-IDZ3، پلاسمید 
pET21 ستا اونتاك ایمونوتوکسین کننده رمز ژن حاوي 

 دومین فاقد( ناقص دیفتري توکسین ژن دو ترکیب از که
 و )گیرنده سلول سطح در خود هاي گیرنده به اتصالی
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 pET-GCSF پلاسمید .)15(است شده تشکیل 2 اینترلوکین
 محرك فاکتور کننده رمز ژن حاوي pET23 پلاسمید نیز

 مینأت پلاسمید دو هر .)16(است گرانولوسیت-کلنی رشد
 نوترکیب ایمونوتوکسین دهنده تشکیل جز دو کننده

-کلنی رشد محرك وفاکتور ناقص دیفتري توکسین(
 نیز و نظر مورد ژن تکثیر منظور به .باشند می )گرانولوسیت

 از ،کننده محدود هاي آنزیم برشی هاي سایت افزودن
   .شد استفاده مراز پلی اي زنجیره واکنش

 فتريدی توکسین ژن تکثیر منظور به پرایمر طراحی
  ناقص

 ناقص دیفتري توکسین ژن تکثیر راستاي در
 pET-IDZ3 پلاسمید در که IDZ3 ژن ي قطعه در موجود

 پرایمر در NdeI برش جایگاه بود، شده سازي همسانه
 ژن کردن خارج منظور به چنین هم .شد طراحی بالادست،

 بالادست پرایمرهاي،  IDZ3 ژنی قطعه از دیفتري توکسین
 2 اینترلوکین ژن که شدند طراحی اي گونه هب دست پایین و
 که( ناقص دیفتري توکسین ژن فقط و گشته حذف آن از

 ،بنابراین .باشد تکثیر قابل )باشد می اتصالی دومین فاقد
 قابلیت که شد طراحی اي گونه به دست پایین پرایمر

 به ،باشد داشته را ناقص دیفتري توکسین ژن انتهاي شناسایی
 پایین پرایمر در .باشد می حذف قابل 2 ترلوکیناین ترتیب این

 پپتیدي واسط عنوان به هیستیدین اسید آمینو توالی دست
  ).1 جدول(گشت تعبیه

  
 پرایمـر  ابتـداي  رنگـی  بـه صـورت      NdeI آنزیم برش جایگاه(.ناقص DT  ژن تکثیر منظور به شده طراحی پرایمرهاي ترادف .1 جدول

 پـایین  پرایمر ابتداي خط، زیر به صورت است هیستیدین لینکر ترادف حاوي که Soeing PCR انجام براي نظر مورد ترادف و بالادست
  .)است شده داده نشان دست

 اندازه   ترادف پرایمر نام
F-DT192  5/-GAGTCATATGCATCATCATCATCACCACGGTGCTGACGACGTTG-3/  44 bp 
R-DT192 5/- GGTGTATGCGTTTTGTGACCCGGAGAGTAAGC -3/ 32bp 

  
 محرك فاکتور ژن تکثیر منظور به پرایمر طراحی

  گرانولوسیت-کلنی رشد
 پلاسمید در موجود G-CSF ژن تکثیر منظور به

pET-GCSF ، فاکتور به مربوط ژن که این به باتوجه 
 ترمینال -c در گرانولوسیت-کلنی رشد محرك

در  XhoI آنزیمی برش جایگاه گیرد، می قرار ایمونوتوکسین
  ).2 جدول(شد تعبیه پایین دست پرایمر

 توسط ژنی قطعه دو هر قطعات، تکثیر از بعد
 و  قرار گرفتهآنزیمی هضم مورد NdeI و XhoI هاي آنزیم
  .تخلیص شدند مربوطه کیت و آگارز ژل توسط سپس

  
 پـایین  پرایمـر  ابتداي نگیر به صورت    XhoI آنزیم برش جایگاه(. G-CSF ژن تکثیر منظور به شده طراحی پرایمرهاي ترادف .2 جدول
 دسـت  بالا پرایمر ابتداي خط، زیر به صورت است هیستیدین لینکر ترادف حاوي که Soeing PCR انجام براي نظر مورد ترادف و دست
  .)است شده داده نشان

 اندازه ترادف پرایمر نام
F-GF192  5/- TCACAAAACGCATACACCCCTAGGCCCTGCCAGCTC -3/   36 bp 
R-GF192  5/- CAGTGCTCGAGTTAGGGCTGGGCAAGGTGGCGTAG -3/    35 bp  

  
 و DT ژن دو اتصال جهت مناسب پرایمر انتخاب
GCSF از استفاده با soeing PCR 

 در NdeI آنزیمی برش جایگاه گرفتن قرار با
 ،G-CSF ژن انتهاي در XhoI و DT ژن ابتداي

 جایگاه دو حاوي DT-GCSF نوترکیب ایمونوتوکسین

 ژن انتهاي و ابتدا در ترتیب به XhoI و NdeI آنزیمی برش
 جایگاه و الادستب درپرایمر NdeI برش جایگاه .باشد می

   .)3 جدول(شد طراحی دست پایین پرایمر در XhoI برش
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 رنگـی  بـه صـورت     XhoI و NdeI هـاي  آنزیم برش جایگاه( .DT-GCSF ژن تکثیر منظور به شده طراحی پرایمرهاي ترادف .3 جدول
  .)است شده داده نشان دست پایین و دست بالا پرایمرهاي ابتداي

 اندازه ترادف  پرایمر نام

F-DT192  5/-GAGTCATATGCATCATCATCATCACCACGGTGCTGACGACGTTG-3/ 44bp 
R-GF192  5/- CAGTGCTCGAGTTAGGGCTGGGCAAGGTGGCGTAG -3/ 35 bp 

  
 DT-GCSF درآورنده رمز به ژن سازي همسانه
   (+)pET21a پلاسمید درون

 مراز پلی آنزیم با PCR ابتدا ،منظور این براي
Taq )عدم به توجه با .گرفت صورت ) فرمنتاسشرکت 

 آنزیم با PCR کار ادامه در ،Taq آنزیم تصحیح قابلیت
 منظور بهچنین   هم.شد انجام )بیونیر شرکت( Pfu مراز پلی

 درون DT-GCSF درآورنده رمز به ژن سازي همسانه
 PCR محصول آنزیمی هضم ، (+)pET21a پلاسمید

 صورت )فرمنتاس شرکت( XhoI و NdeI آنزیم دو توسط
 نیز پلاسمید .شد ایجاد ژن در چسبنده انتهاي دو و گرفت
 دو در چسبنده انتهاي و شده خطی آنزیم دو این توسط
 کننده رمز ژن تخلیص از پس .گشت ایجاد آن طرف

 یک در نظر مورد قطعه رز،آگا ژل روي از ایمونوتوکسین
 داخل به )فرمنتاس شرکت( لیگاز T4 آنزیم توسط واکنش

 به pET-DT-GCSF پلاسمید تا یافت انتقال بیانی پلاسمید
  :شد انجام کلون ییدأت جهتدو روند زیر  .آید دست

 استفاده با pET- DT-GCSF پلاسمید آنزیمی دو هضم -1
 پلاسمیدي ي نقشه اساس بر که XhoI و NdeI  آنزیم دو از

pET- DT-GCSF قطعه آنزیمی، هضم این محصول 
 .باشد می 1708 اندازه با DT-GCSF هیبریدي

  T7 عمومی پرایمرهاي از استفاده باتعیین ترادف ژنی  -2
  هیبریدي ي قطعه بیان ارزیابی

 ، pET- DT-GCSF ژنی سازه ساخت از پس
 BL21(DE3) شده مستعد باکتري درون  بهمربوطه پلاسمید

 باکتري ادامه در .یافت انتقال )کلریدکلسیم از استفاده با(
 سیلین آمپی حاوي LB کشت محیط در تولیدي نوترکیب

 از مولار میلی یک با 7/0OD در بیان القاي و شد داده رشد
IPTG )به گراد سانتی درجه 37 دماي در )فرمنتاس شرکت 

 ینپروتئ بیان بررسی نهایت در .شد انجام ساعت 4 مدت
 سازي همسانه و طراحی صحت و تایید منظور به هیبریدي

 و SDS-PAGE روش کمک به نوترکیب ایمونوتوکسین
  .شد انجام بلات وسترن

  
  ها یافته

  pET- DT-GCSF ژنی سازه تولید و سازي همسانه
 پلاسمیدهاي روي بر PCR واکنش انجام از پس
pET-IDZ3 و pET-GCSF توالی به یابی دست منظور به 

 پرایمرهاي از استفاده با ترتیب به GCSF، PCR و DT نیژ
F-DT192 ، R-DT192 ، F-GF192 و R-GF192 و 

 ژل روي بر PCR محصول و شد انجام Pfu مراز پلی آنزیم
 حدوداً باند تکثیر .گرفت قرار بررسی مورد درصد 1 آگارز
 کننده ییدأت ترتیب به بازيجفت  538 و بازيجفت  1167
 با ).الف، 1 شکل(باشد می G-CSF و DT هاي توالی تکثیر
 با و soeing PCR واکنش توسط ژنی قطعه دو این الحاق

 آنزیم و R-GF192 و F-DT192 پرایمرهاي از استفاده
 بر بازي جفت1708 حدود در باندي حضور ،Pfu مراز پلی

 الحاقی توالی تکثیر ي کننده ییدأت درصد 1 آگارز ژل روي
   ).ب ،1 شکل(باشد می جدید

  

  
با استفاده از  PCR نتیجه الکتروفورز محصول -  الف.1شکل 
 -3 و 2،) بازي کیلو DNA)  1گر وزنی   نشان-Pfu .1آنزیم 

. DT قطعه تکثیر یافته  -5 و G-CSF ، 4قطعه تکثیر یافته 
 توسط آنزیم soeing PCR نتیجه الکتروفورز محصول -ب

Pfu . 1-گر وزنی  نشانDNA)  1 قطعه تکثیر -2، )بازي کیلو
  .DT-GCSFیافته 
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 درآورنده رمز به ژن سازي زیرهمسانه منظور به
 محصول ،pET21 پلاسمید درون نوترکیب ایمونوتوکسین

soeing PCR پایه پلاسمید و pET21، آنزیم دو با 
 کلون لیگاز T4 آنزیم با و برش XhoI و NdeI محدودگر

 منظور به و شد انتخاب کلونی سه مرحله این در .گردید

-pET-DTپلاسمید آنزیم دو هضم حاصله، هاي کلون ییدأت

GCSF هاي آنزیم از استفاده با XhoI و NdeI داراي که 
 روي بر ولی بوده pET21 پلاسمید درون برش جایگاه

، 2 شکل(شد انجام د،نندار جایگاه شده کلون ژن توالی
  ).الف

  

  
- XhoI.  1 و  NdeI هاي آنزیم با ها آن دوآنزیمی هضم و اتصال از حاصل هاي کلنی از سمیدپلا استخراج الکتروفورز نتیجه -الف .2شکل
 نشده هضم هاي پلاسمید -7 و 5 ،3 . سوم و  دوم ، اول هاي کلنی دوآنزیمی هضم ترتیب به-6 و DNA )Kbp1.(2، 4وزنی گر نشان
  . pET-DT-GCSF پلاسمیدي نقشه -ب .سوم و دوم اول، هاي کلنی حاصل

  
 pET-DT-GCSF پلاسمید نقشه اساس بر

 سه هر از بازي جفت1708 حدود قطعه خروج )ب، 2 شکل(
 قطعه مجموع(باشد می سازي همسانه تایید بر اي نشانه کلون،
 وکتور بدنه و بازي جفت1708 حدود شده کلون
 نیز نهایت در ).باشد می خورده برش بازي جفت 5443حدود

 تعیین انجام جهت ورانآ فن ژن شرکت به مربوطه پلاسمید
 صحت آمده دست به نتایج که گردید منتقل ژنی ترادف

 نشده ارائه نتایج( داد نشان را pET-DT-GCSF ژنی سازه
  ).است

  
  

 DT-GCSFهیبریدي پروتئین بیان
 شده، ساخته ژنی سازه مولکولی ییدأت از بعد

 باکتري درون به pET-DT-GCSF پلاسمید
BL21(DE3) در پروتئین بیان بررسی .شد القا و تهیاف انتقال 

-SDS از استفاده با القا از بعد ساعت 4 و صفر هاي زمان

PAGE کیلو 64 حدود باند مشاهده که گرفت صورت 
 نوترکیب ایمونوتوکسین مناسب بیان کننده تایید دالتونی

DT-GCSF بادي آنتی از استفاده با ).الف، 3شکل(باشد می 
 تولید بلات، وسترن و هیستیدین دنباله برعلیه اختصاصی

  ).ب، 3شکل(گرفت قرار نهایی تایید مورد هیبریدي پروتئین
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 )1( القاء از قبل نوترکیب باکتري ).ب( بلات وسترن و )الف(  SDS-PAGEروش از استفاده با DT-GCSF پروتئین بیان بررسی .3شکل

  ).M( پروتئینی گر نشان ،)2( القاء از پس ساعت 4 و
 

   بحث
 ساز، خون هاي سلول ماندن زنده و تمایز  تکثیر،

 محرك فاکتور عنوان تحت پروتئینی همجموع یک اثر تحت
 توان می CSF هاي تیپ ترین مهم از .باشد می (CSF)  کلنی

-GM، )گرانولوسیت( G-CSF ، )ماکروفاژ( M-CSF به

CSF )ماکروفاژ-گرانولوسیت( و IL-3 )3 اینترلوکین( 
 بر فرده ب منحصر تحریکی اثر واجد یک هر که نمود اشاره
 .باشد می استخوان قرمز مغز اجدادي هاي سلول روي

 زیادي مقدار به ها سیتوکین نوع این هاي گیرنده چنین هم
 بیانهاي سرطانی مرتبط با خون نیز  برروي سطح سلول

 ANL ، ALL نظیر لوکمیا انواع در که طوريه ب .دنشو می
 در .)17-19(شود می مشاهده ها هگیرند این بیان AML و

 روده و مثانه سرطان نظیر ها سرطان از دیگر برخی خصوص
 سرطانی سلول سطح روي بر G-CSF گیرنده بیان نیز بزرگ

 مذکور هاي گیرنده ،اساس براین .)20-22(است شده گزارش
 روي پیش در سرطانی هاي سلول شناسایی براي را هدفی
 و سازند می فراهم وییدار کنندگان تولید و نامحقق

 حال در ها سیتوکین اساس بر زیادي هاي ایمونوتوکسین
  .)24، 23، 10(دنباش می توسعه و تحقیق

 یک داشتن با دیفتري توکسین ،دیگر سوي از
 بودن دارا نیز و فیورین پروتئاز آنزیم براي برش جایگاه

 سمیت و سیتوزول به )C( آنزیمی دومین انتقال مکانیسم
 ساخت در استفاده براي ها گزینه ترین مهم از یکی الا،ب نسبتاً

 R دومین کردن جایگزین با .باشد می ها ایمونوتوکسین
 مختلف، گیري هدف لیگاندهاي با توکسین این )گیرندگی(

 این کارآمدترین .اند شده ساخته متعددي هاي ایمونوتوکسین
 ترمینال-N انتهاي آمینواسید 388 حاوي ها ایمونوتوکسین

 )T انتقالی، و C آنزیمی، هاي دومین یعنی ( دیفتري توکسین
 نیز DAB389 نام به که( دیفتري توکسین از قطعه این .هستند

 توالی ،T و C دومین دو داشتن بر علاوه ،)شود می خوانده
 یک عنوان به تواند می که دارد نیز را R و Tدومین بین

 از را ایمونوتوکسین گیري هدف قسمت و کرده عمل واسط
 قسمت این شود می موجب و دارد نگه جدا مولکول بقیه

 .باشد داشته اش گیرنده به اتصال در بیشتري عمل آزادي
 یوکاریوتی فیورین پروتئاز عملکرد براي جایگاهی چنین هم

 کلسیم به وابسته پروتئاز سرین یک فیورین .سازد می فراهم
 غشاي و گلژي ترانس ها، اندوزوم غشاي بین که باشد می

 فعال و شکستن در پروتئاز این .شود می جاه ب جا سلولی
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 نقش سلولی هاي پروتئین از بسیاري سازهاي پیش کردن
 کرده شناسایی را آرژینین از غنی هاي توالی تواند می و دارد

 ورود مسیر که این به توجه با ،بنابراین .)26، 25(بشکند و
 سطح به اتصال قطری از ها سلول داخل به ها ایمونوتوکسین

 توکسینی قسمت باشد، می اندوزوم به ورود وسپس سلول
 بتواند تا شود جدا گیري هدف قسمت از باید ایمونوتوکسین

 قابل پپتیدي واسط یک گرفتن قرار نتیجه در ،گردد فعال
 ایمونوتوکسینی، بخش دو مابین فیورین، توسط شکستن

  .شود اتفاق این موجب تواند می
 ساختار گرفتن نظر در با حاضر تحقیق در

 اونتاك یادینلوکین دیفتیتوکس  شده تجاري ایمونوتوکسین
(DT389-IL2)، هیبریدي پروتئین DT389-GCSF طراحی 

 است پروتئین فیوژن یک نظر مورد ایمونوتوکسین .گردید
 آمینواسید از که( دیفتري توکسین شامل بخش دو از که

 )DAB389 شود، می مخت388 ترئونین به و شده آغاز متیونین
 از که( انسانی گرانولوسیت-کلنی رشد محرك فاکتور و

 )شود می ختم 174 پرولین به و شده آغاز ترئونین آمینواسید
 آمینواسید یک توسط ژنی قطعه دو این .است شده تشکیل

 اند یافته اتصال همدیگر به پپتیدي واسط عنوان به هیستیدینی
 یکعلیرغم آن که  .ستا اونتاك ایمنوتوکسین مشابه که

 داخل در باید ها ایمونوتوکسین براي مناسب پپتیدي واسط
 شکسته سلول به ورود از قبل نباید باشد، شکستن قابل سلول
 جدا هم از را ایمونوتوکسین بخش دو بتواندباید  نیز و شود
 .نشود ایجاد تداخل پروتئینی جزء دو عملکرد در تا دارد نگه

 دو تا دارد را واسط نقش قسمت این در هیستیدین از این رو،
 روي بر تاخوردگی و مانده جدا هم از پروتئینی جزء

 پروتئاز توسط برش ، با این وجودباشند نداشته همدیگر
 مشابه( DAB389 در موجود ترادف مبناي بر و فیورین

  .)28، 27(گیرد می صورت )اونتاك ایمونوتوکسین
 

  گیري نتیجه
 ها ایمونوتوکسین طراحی در ها سیتوکین از استفاده

 کاربرد افزایش سبب که است جدیدي هاي استراتژي از
 .است شده مختلف هاي سرطان درمان در ها ایمونوتوکسین

 هاي گیرنده حاوي سرطانی هاي سلول گذاري هدف با چراکه

 آن براي را اي منطقه سلولی مرگ مکانا ها، سیتوکین این
 کنترل منظور هب ،حاضر تحقیق در .کند می فراهم

 روي بر G-CSF هاي گیرنده سطح آن در که هایی سرطان
-DT389) مناسب ایمونوتوکسین یک یابد، می افزایش ها آن

GCSF) را جدیدي کارهاي راه تواند می که گردید طراحی 
 با مقابله منظور به مند هدف و مند هوش داروهاي توسعه براي

  .نماید فراهم سرطانی هاي سلول
  

  قدردانی و تشکر
 زیستی وريآ فن و علوم پژوهشکده در فوق طرح

 بودجه و است گرفته انجام اشتر مالک صنعتی دانشگاه
بدین  .است شده مینأت دانشگاه اینتوسط  فوق آزمایشات

 تشکر و دانشگاه این نمسئولا زحمات از وسیله نویسندگان
 .اري می نمایندزسپاس گ
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