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Introduction: Overexpression of the EGFR is associated with carcinogenesis, 

and it is observed in more than 70% of head and neck cancers. The expression 

of an immunotoxin against EGFR designed as an alternative to full antibody led 

to the production of aggregated protein in the form of inclusion bodies. This 

study aimed to investigate the 8M urea and 6M guanidine hydrochloride 

approaches for obtaining the immunotoxin as the soluble and effective form with 

correct folding. 

Material & Methods: The BL21 (DE3) cells containing the pET28a-

huimmunotoxin construct were induced by 1 mM IPTG at 37°C for 24 h, and the 

amount of expression was checked by SDS-PAGE. This immunotoxin was in the 

form of inclusion bodies and was solubilized individually in 8 M urea and 6 M 

guanidine hydrochloride and then purified by Ni-NTA affinity chromatography, 

which was observed as a single band in SDS-PAGE analysis. To correctly refold 

the obtained immunotoxin, the purified samples were poured into a dialysis bag, 

and denaturing agents were removed in a multi-step process called stepwise 

dialysis. The reactivity assessment of the purified and refold immunotoxin was 

assessed by ELISA technique using A431 cell lysate. 

Findings: The immunotoxin (17 mg/ml) was expressed using the bacteria cells 

in the form of inclusion bodies. The refolded humanized immunotoxin had a 

high reactivity with A431 cells, indicating the suitable folding of the purified 

immunotoxin. The 50% binding activity rates of humanized immunotoxin 

obtained from urea and guanidine hydrochloride approaches were 0.8 and 1.7 

µg/ml, respectively. 

Discussion & Conclusion: The results of this study revealed that the urea 

approach was very effective in solubilizing and proper refolding of 

immunotoxins that were expressed in bacteria cells as inclusion bodies. 
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  دیتول یدرمیفاکتور رشد اپ  ۀرندی گ ضد نیمونوتوکسیا  نگیفرایند رفولد سازیینهبه

 یاکلایشیاشرباکتری در  شده

 *1بهمن اکبری

   پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه، کرمانشاه، ايران هدانشکد  ، یپزشک ی وتکنولوژیگروه ب 1

 

 چکیده  اطلاعات مقاله 
 

 پژوهشی نوع مقاله: 

 

 18/03/1400تاریخ دریافت: 

 05/04/1400تاریخ داوری: 

 30/06/1400تاریخ پذیرش: 

 

   
. شود ی م   دهي سر و گردن د   ی ها درصد سرطان 70از   ش ی همراه است و در ب   يی زا با سرطان   EGFR  ازحدش ی ب  ان یب   :مقدمه

به   EGFRضد    ن ی مونوتوکسي ا   ان ی ب  جا که  طراح   ی باد ی آنت   ی برا   ین ي گزي عنوان  تول  شده ی کامل  به   ن ی پروتئ   دی است، 

ا  افتهي تجمع  به  ا گردد می منجر    یباد نکلوژن ي موسوم  از  هدف  گوان  8  ۀاور   روش دو    یبررس   طالعهم  ني .  و   ن ي دی مولار 

 بود.  ح ی صح   ی عنوان فرم محلول و با تاشدگبه   ن ی مونوتوکسيبه دست آوردن ا  ی مولار برا   6  دي دروکلرا ی ه 

 IPTG  مولاریل یم   1توسط   pET28a-huimmunotoxin حاوی وکتور BL21 (DE3) یهاسلول  :هاو روش    مواد

  ن یمونوتوکسيا بررسی گرديد. SDS-PAGE ساعت القا شد و میزان بیان توسط  24به مدت  گرادی سانتدرجۀ  37در دمای 

حل شد و سپس با   مولار  6 د يدروکلرایه نيد یمولار و گوان 8 ۀاورجداگانه در   ،بود یبادنکلوژنيصورت اکه به آمدهدستبه

که    Ni-NTAکروماتوگرافی   گرديد  در  صورتبه خالص  باند  مناسب   ده يد   SDS-PAGE  تک  ريفولد  برای  شد. 

به   موسوم  ی ا چندمرحله  فرايند يک  طی  و  ريخته   ديالیز  کیسۀ  در   حاصل از تخلیص  های آمده، نمونه دست ايمونوتوکسین به 

stepwise dialysis،  ريفولدشده   شدۀ تخلیص   ايمونوتوکسین  پذيری واکنش .  گرديدند  حذف   کننده دناتوره  عوامل 

 .گشت   ارزيابی A431  سلولی   لايزت   از   استفاده با  الايزا  تکنیک توسط

مقدار    ها: یافته  به  باکتری    17mg/mlايمونوتوکسین  اي اينکلوژن  صورت به توسط  شد.  بیان  ی انسان   ن ی مونوتوکس بادی 

شده خالص   ن ی مونوتوکسي مناسب ا   گی تاشد  ۀ دهندداشت که نشان   يی بالا   ی ريپذواکنش   A431  ی ها شده با سلول ريفولد

اتصالی  .  بود  انسانی  50فعالیت  ايمونوتوکسین  به درصد  هیدروکلرايد، ها روش از    آمدهدست شدۀ  گوانیدين  و  اوره  ی 

 .بود تر ی لی لی ممیکروگرم بر    7/1و    8/0ترتیب  به 

ی و ايجاد فولدينگ مناسب ساز محلول ی در  مؤثر  روش   ، اوره  نتايج اين مطالعه نشان داد که روش   : یگير نتيجه بحث و  

 . شوندی م ی تولید  بادنکلوژنيا  صورت به يی است که در باکتری  ها ن ی مونوتوکسي ا در 

 

   نگي رفولد  د،ي دروکلرا ی ه   ن ي دی گوان  ،ی باد نکلوژن ي، ا ن ی مونوتوکسي ا  ه،اور  :های کليدیواژه

 نویسنده مسئول: 

 بهمن اکبری 

ب    ، یپزشک  ی وتکنولوژیگروه 

علوم    هدانشکد  دانشگاه  پزشکی، 
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  مقدمه

ی کلورکتال، سر و  هاسرطانی جامد ازجمله  هاسرطان

سینه و  ريه  مرگ  گردن،  بزرگ  عوامل  دنیا   ریوماز  در 

روشهستند از  درمان    مرسومهای  .  دسته   های ماریباين 

درمانی، راديوتراپی  ، هورمونیدرمانیمیشامل جراحی، ش

ايمونوتراپی   عل (1  ،2)است  و  روش.  اين،  بر  های  وه 

دار وجود  نیز  ده ن ديگری  دو  در  که  به   ۀد  عنوان  اخیر 

نويد روش شده های  ظاهر  سرطان  درمان  در  و  بخش  اند 

عنوان می  Targeted therapies تحت  .  (3)شوند  شناخته 

ی  رعادیغطور  که به   (EGFR)ۀ فاکتور رشد اپیدرمی  رندیگ

سرطان  از  مختلفی  اقسام  انسانیدر  جامد  مقدار    های  به 

هدفمند  برا  مناسبیهدف    گردد،میبیان    فراوان درمان  ی 

است ايمونوتوکسین  می  . (4)  سرطان  از  استفاده  با  توان 

  . تولید کارايی درمان را بالا برد  ،ضد اين گیرنده   شدۀ انسانی 

انسانی   صورتبه   عمدتاً  E.coliدر  شده  ايمونوتوکسین 

، ضرورت يافتن روش مناسبی جهیدرنت؛  استی  بادنکلوژنيا

تبديل   ايمونوتوکسین   دشده یتول ی  بادنکلوژن يابرای  با    به 

که میل اتصال و تمايل    شود یمفولدينگ مناسب احساس  

 هدف داشته باشد.  ژنیآنتبالايی به 

نوترکیب، فناوری توسعۀ با  هایژن  بیان پروتئین 

  توانايی  اين  .شد پذيرامکان سلولی هایمیزبان در خارجی

تولید داروهای پروتئینی نوترکیب   در شگرفی پیشرفت به

  دارو،زيست  گشت. اصطلح  منجر داروها ست يزموسوم به 

  ای دسته  توصیف برای  میلدی،  هشتاد  دهۀ در بار نخستین 

دارويیپروتئین  از از تولیدشده  های  استفاده    هایشرو  با 

تقريباً زيست  شد. استفاده  نوترکیب   سومکي دارو 

فناوریمی را تشکیل  توسعهدرحال داروهای    DNA  دهد. 

شد.   دارويی علوم در جديدی عصر سرآغاز نوترکیب

 بود. تولیدشده   یودارست يز اولین انسانی انسولین

اولین   بیانی  سامانۀ نيترمهم و میزبان اشريشیاکلی 

  کوتاه  است. زمان نوترکیب داروهای تولید  در شده استفاده 

  و  تخمیر وسیع دانش کار، سادگی تولید پروتئین خارجی،

  بیش  خارجی تا هایپروتئین تجمع بالای ظرفیت درنهايت،

محتوای  20 از  اشريشیاکلی سلولی، پروتئین درصد 

  تولید  برای پروکاريوتی سازوارۀ پرکاربردترين  را

 .(5) است  نوترکیب کرده  هایپروتئین 

پتانسیل علی اين  پروتئین رغم  مانند  ها،  نوترکیب  های 

آنتی  و  تکبادی ايمونوتوکسین   که ی وقتای  زنجیره های 

بیان شده باشند، تمايل بسیاری   به  توسط میزبان باکتريايی 

  . اگرچه (5)بادی دارند  فرورفتن و تشکیل اينکلوژن   درهم

  تشکیل  اما رسد؛می به نظر نامطلوب  بادیاينکلوژن  تشکیل

 در شده بیان  پروتئین چون مقاومت مزايايی تواندمی هانآ

  درصد   30 تا  بالا بیانی سطوح و یسلولدرون تجزيۀ   برابر

 . (6)باشد داشته سلولی را هایپروتئین  مجموع

پروتئین    از استفاده  با بادیاينکلوژن  از فعال ايجاد 

دناتوره  گوانیدين  کننده عوامل  و  اوره  قبیل  از  ای 

تدريجی    صورتبه  عوامل اين حذف سپس و  هیدروکلرايد

ارزان،  جهیدرنت؛  (7-9)است   پذيرامکان اگر يک روش   ،

اينکلو ريفولدينگ  برای  فراوان  بازدهی  با  و  بادی  ژن کارا 

سیستم   توسط  آن  تولید  گردد،  معرفی  ايمونوتوکسین 

  از بسیاری  برایباکتريايی گسترش بیشتری خواهد يافت.  

  سولفیدی دی  پیوند صحیح تشکیل دارويی، هایپروتئین 

در فعالیت داشتن برای   بعدیسه فضايی  ساختار زيستی 

 ت. اس ضروری

پروتئ بادی اينکلوژن کرو  یهان یها  و   یمتراکم، 

ها  وتيپروکار  توپلسمیدر س  شتریهستند که بی  اشده جمع

يا    منشأبا    یهان ی پروتئ  ازحدش یب  ان یب  علت به   خارجی 

  ۀ ديوار تخريب از پس(.  10)  شوند یم  ل یتشک  هترولوگ 

اينکلوژن   توسط  سلولی بقايای ساير از بادیسلولی، 

  با  ناخالص پروتئینی ۀ تود . اين(11) شود می جدا سانتريفوژ

  مانند کننده دناتوره  عوامل بالای هایغلظت از استفاده 

گوانیدين  سديم مانند هايیشوينده  هیدروکلريد، اوره، 

  مانند اضافی ۀ کاهند عوامل و سولفات دودسیل

حلدی  طی شده حل  هایپروتئین  .شودمی تیوتريتول 

  دسته ب را  خود ساختار و شکل عوامل، همین  حذف

  تشکیل  .(12)دهد  یم رخ يند ريفولدينگافر و آورندمی

  فولدينگ  باعث تواندمی سولفیدیدی  پیوندهای نادرست
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  منفی تأثیر موجب و شود توده  تشکیل و پروتئین نامناسب

زيست تبديلگردد دارويی پروتئین  فعالی بر    اينکلوژن   . 

نامحلول بادی    با   محلول پروتئین به غیرفعال و  های 

  اين  در اصلی  فعال چالش زيست و  صحیح   یبند صورت

 .است موارد

از فراوان بازيابی   در  ، بادیاينکلوژن محصول 

 زمانی نوترکیب،  پروتئین تولید   یدستن يی پا يندهایافر

  )تغییر ريفولدينگ يندابازده فر بتوان که شد خواهد محقق

پروتئین با ساختار سوم   دناتوره به  حالت از پروتئین شکل

  به  شده حل هایپروتئین  حداکثر تبديل برای را صحیح(

  ريفولدينگ   نديفرا.  داد افزايش زيستی فعال هایپروتئین 

  ۀ ده  اواخر از  .است داروسازی صنايع موردتوجه هان پروتئی

  شد  آغاز ريفولدينگ  نديفرا ۀ دربار پژوهش ،میلدی  80

در(16-13) پروتئی بسیاری .    تشکیل  دارويی، هاین از 

  در  زيستی فعالیت داشتن برای  سولفیدیدی  پیوند صحیح

  نادرست  تشکیل.  است بعدی ضروریسه فضايی ساختار

  و  شودمی پروتئین نامناسب فولدينگ سبب  ،پیوند اين

 ويژه به گردد،می  دارو فعالیت زيستی بر منفی تأثیر موجب

امر  اشريشیاکل در شده بیان  هایپروتئین ۀ دربار اين  ی 

 .(16)صادق است  

  مشخص دقیق  طوربه  هاپروتئین  ريفولدينگ سازوکار

به  هاپروتئین  که رسدمی نظر به اما؛  است نشده    ابتدا 

  به   سپس  و آينددرمیواسطی   ساختارهای  و  های بند صورت

  ایپروتئین مشخصه  یبند صورت.  رسندطبیعی می ساختار

فرا(17)  است   آن فعالیت و یبعدسه شکل از   ند ي. 

  انجام  نیازمند اغلب و نیست آسان ريفولدينگ

) خطا و  حدس با همراه  هايیآزمايش   مرحلۀ (.18است 

  آوردن  دستبه  برای مرحله نيترمهم  ريفولدينگ

است   فعال پروتئینی زيستی  نظر  فعالیت  (11)از  علت  به   .

حالت   در  ايمونوتوکسین  به  بادنکلوژنيا نداشتن  نیاز  و  ی 

برا مناسبی  روش  تبديل  يافتن  ی  هان یمونوتوکسيای 

فرم    دشده ی تول بهبادنکلوژنيابه  نظر  ی  از  فعال  صورت 

زيستی،   ا فعالیت  انجام  از  و  قیتحق   نيهدف  معرفی   ،

و  سازنه یبه کارا  مناسب،  روشی  برای  باصرفی  اقتصادی  ۀ 

پروتئین  در  صحیح  تاخوردگی  و  فولدينگ  های  ايجاد 

باکتری   بود که در  ايمونوتوکسین  مانند    E.coliنوترکیب 

 اند.ی بیان شده بادنکلوژن يا صورتبه 

 

 ها و روش مواد 
 ایمونوتوکسين  ۀلون و بيان توالی کدکنندکالف.  

 E.coliدر  شدهانسانی
 شیدۀ توالی ايمونوتوکسیین انسیانی  منظور کلون و بیانبه

و   pET-28aاز پلسمید  ضد گیرندۀ فاکتور رشد اپیدرمی،  

وکتور اسییتفاده شیید.   BL21-DE3يۀ  سییو E.Coil یباکتر

pET-28a  ضید   شیدۀ که واجد توالی ايمونوتوکسیین انسیانی

EGFR  یبیاکتر ، بیه درونبود E.coli يیۀ  سیییوBL21-DE3 

در محیط  گرادیسیانت  ۀدرج 37دمای  گشیته درترانسیفورم  

  ی. برای القا گرديد  کشییتحاوی کانامايسییین  LBکشییت  

پیروتیئییین دی  ،بییییان    ديیی رانیوز یی وگییالاکیتیوپی یی تی -ايیزوپیروپییییل 

بییا     (Merck, Germany)  (IPTG)تیوگییالاکتوپیرانوزيیید

 منظوربه.  اضییافه شییدبه محیط کشییت  مولاریلیم 1غلظت  

 يافتن بهترين زمان انکوباسییون پس از القا، انکوباسییون در

  روزشیبانهسیاعت و يک  16، 8، 6، 4،  2مختلف    یهازمان

هیا  آنانجیام شییید و نتیايج    گرادیسیییانتدرجیۀ   37در دمیای 

 گرديد.آنالیز  SDS-PAGEتوسط 

توسیط میزبان، تولید    بیان ايمونوتوکسیین   د يی تأ پس از 

( انجیام  تر ی ل ی ل ی م   200بزرگ ) در مقییاس    ايمونوتوکسیییین 

  بافر لیزکنندۀ   تر ی ل ی ل ی م  6در شد و کل پلت سلولی حاصل 

   50mM (Merck), EDTA 2 mM (Carol Erba)سیلول 

(Tris-HCl) (pH 8.0)    حل گرديد؛ سیپس محلول سیلولی

پالس همراه با   30بار، هر بار    20) تحت فرايند سیونیکاسییون  

 MgSO4(  Thermo)   ، ادامه وقف( قرار گرفت. در  ثانیه ت   30

20 mM (Sigma-Aldrich), 20µg/ml DNase   به محلول

،  ها سیلول شیده اضیافه گشیت. پس از سیونیکه کردن سیونیکه 

دقیقه(   30دور به مدت   20000محلول حاصییل سییانتريفیوژ ) 

های محلول جدا شییوند؛  ها از پروتئین بادی شیید تا اينکلوژن 

  SDS-PAGEتوسیط    آمده دسیت به سیپس سیوپرناتانت و پلت  

   صیورتبهايمونوتوکسیین    مشیخص گردد که  بررسیی شید تا 
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 بادی.اينکلوژن صورتبهمحلول بیان شده يا 

 

 صورتبه شده کردن ایمونوتوکسين بيان حل ب. 

مولار، تخليص    8  بادی در محلول اورۀاینکلوژن

در  شدهحلایمونوتوکسين   حذف تی نهاو   ،

 تدریجی اوره از مجاورت ایمونوتوکسين
تأ از  به   د يی پس  ايمونوتوکسین  شدن  صورت  بیان 

اينکلوژن اينکلوژن ابتدا  از  بادی،  )پلت( حاصل   200بادی 

در    تریلیلیم باکتری  حل  تریلیلی م  5کشت  ۀ کنندبافر 

)  بادیاينکلوژن محتوی  که  شد  (  Merckريخته 

NaH2po4(100mM)    وTris-Hcl(10mM)  اور   8  ۀ و 

سپس با ورتکس کردن، پلت کاملً    ؛ ( بودMerckمولار )

روز در اين محلول حل و محلول حاضر به مدت يک شبانه 

گرديد انکوبه  يخچال  آن،  ؛ در  از  دور    پس  به    10000با 

حذف شوند؛    هایناخالصتا  دقیقه سانتريفیوژ شد    20مدت  

سوپرناتانت حاصل برای تخلیص توسط ستون نیکل    سپس

 به یآرامبه  پرناتانتصورت که سوبدين   گرديد،استفاده  

  ريز از آمده دستبه فراکسیون   شد. اضافه تخلیص ستون

 بررسی بعدی برای و یآور جمع (Flow through) ستون

گرديد؛   دارینگه °C 4 دمای  ، درSDS-PAGEتوسط ژل  

  8  رفولدينگ حاوی اورۀ  بافر 17ml با ستون دوباره  سپس

در   ستون  ريز از آمده دستبه  فراکسیون و شد شسته مولار

  . آنگاه ستون( (First Washگرديد دارینگه °C 4 دمای

  برای  mM 25 ايمیدازول حاوی رفولدينگ بافر  ml 17  با

  ستون  به  یراختصاصیغ  طوربه  که هايیپروتئین  شدن جدا

  با  ، ستوندر انتها.  (Second Wash) شد شسته اند،ه چسبید 

5 ml ايمیدازول حاوی رفولدينگ بافر (Elution Buffer) 

275 mM   از که  هايیايمونوتوکسین  کردن جدا برای  

  داده  شستشو بودند،  متصل ستون  به خود  His-tag طريق

در شد حاصل  محلول   لیتری میلی 1 هایفراکسیون  و 

 .گرديد دارینگه  يخچال در و آوریجمع

تخیلییص،   فراينیید  از  از   20پس  هريییک  از  میکرولیتر 

 1هیای  ۀ موجود در فراکسییییونشییییدهیای تخلیصنمونیه

شیدند    ريخته SDS-PAGE های ژلدر چاهک  لیتریمیلی

 سیییپس  ؛اثبیات شیییود  هیاآنتیا وجود ايمونوتوکسیییین در  

واجد ايمونوتوکسیییین درون  لیتریمیلی  1های فراکسییییون

 یاديالیز ريخته شییدند تا طی يک فرايند چندمرحله کیسییۀ

از   اوره   جيتیدر، بیهStepwise dialysisموسیییوم بیه روش  

  ايمونوتوکسینکه بر فولدينگ  طوریبه  گردد،کیسه خارج  

سیییاعیت، از   24ه اين صیییورت کیه هر  ، بی اثر منفی نگیذارد

ديالیز کاسته شد تا به صفر   محلول اطراف کیسۀ  ۀ میزان اور

بیافرهیا    همیۀ  (.0M  ،0.5M  ،1M  ،2M  ،3M  ،6M)  دیی رسییی 

pH=8 داشتند. 

سییولفیدی  ، برای ايجاد پیوند دی 1M  البته در مرحلۀ 

 ، و ايجاد فولد صیحیح در آن   ايمونوتوکسیین مناسیب در 

بییافیر   بیر    ,  M urea 1  میحیتیوی رفیولییديینییگ  عیلوه 

 (NaH2po4(100 mM  Tris-Hcl(10 mM), ،)   ۀ دو میاد 

 (Merck  )400 mM L-Argenin   ( وMerck  )375 µM 

Oxidized glutathione(GSSG)   به محلول خارج از نیز

ديالیز به   سیپس فالکون حاوی کیسیۀ  شیدند؛کیسیه اضیافه  

. گرديیددرجیه انکوبیه    4روز در دمیای  شیییبیانیه  1میدت  

بیافر درون فیالکون اوره،    0M  ، پس از مرحلیۀتيی درنهیا

 PBSبافر  تریلیلیم 10ديالیز دور ريخته شید و  حاوی کیسیۀ

 NaH2po4(100 mM)(Merck){  يک درصید که محتوی

 Kcl (2.7 mM)(Merckو )  Nacl (137 mM)(  Merckو )

( فییالکون   }  Merck)KH2po4(2 mM)و  بییه درون  بود، 

يخچال  روز درشیییبانهفوق به مدت يک  ريخته و مجموعۀ

  ايمونوتوکسیییینمحلول حیاوی  انکوبیه گرديید. در پیايیان،  

ظت آن با دستگاه نانودراپ  غلرفولدشیده از کیسیه خارج و  

 -20  زريدر فر  میدنظر  گیری شیییید؛ سیییپس نمونیۀانیدازه 

واکنش   بعیدی برای  تیا از آن در مرحلیۀگرديید  نگهیداری  

 الیزا استفاده شود.

 

 صیورتبهشیده  حل کردن ایمونوتوکسیين بيانج. 

گوانيیدین هيیدروکلرایید  اینکلوژن در   6بیادی 

اییمیونیوتیوکسییيین   تیخیلیيیص  و   شیییدهحیلمیولار، 

گیوانیيیدیین  تیینیهیادر تیدرییجیی  حیذف   ،

 روکلراید از مجاورت ایمونوتوکسينهيد
صیییورت  بییان شیییدن ايمونوتوکسیییین بیه  ديیی س از تیأپ

 200بادی )پلت( حاصیییل از بادی، ابتدا اينکلوژناينکلوژن
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کننده ريخته لیتر بافر حلمیلی 5لیتر کشیت باکتری در میلی

میحیتیوی   کییه   M guanidine hydrochloride 6شییییید 

(Merck),200 mM Nacl,  100 mM Tris-HCl, 1 

mM EDTA at pH=8.3   سییپس با ورتکس کردن،    ؛ بود

اين محلول حیل   بیه آن  گرديید.  پلیت کیاملً در  آنگیاه 

اضیافه شید   10 mM mercaptoethanol( Merckمحلول ) 

  ؛ کیامیل گردد   هیا ی بیاد نکلوژن ي تیا فراينید محلول شییییدن ا 

روز در يخچال  شییبانه  1حاضییر به مدت   ۀ سییپس مجموع 

  12000محلول مدنظر سیانتريفیوژ )   ، ت ي درنها   شید. انکوبه  

مییدت   بییه  مییادۀ  30دور  نیوع  هیر  تییا    دقیییقییه( گیرديیید 

 . شود ای حذف  نشدهمحلول 

حییاوی  کییه  رويیی  میحیلیول  از  سییییانیتیريیفیییوژ،  از  پیس 

-Niسیتون   دربرای تخلیص    ،شیده بودايمونوتوکسیین حل

NTA    اسیییتفیاده    ،نیکیل بود-رزين  تریلیلیم  2کیه حیاوی

 بیه درون کیه اين محلول رويی،  صیییورت  نياگرديید، بیه  

 ريز از آمده دسییتبهنیکل ريخته شیید. فراکسیییون  سییتون

 توسط بررسی برای و آوریجمع (Flow through) ستون

SDS-PAGE 4 دمیای در C°گرديید؛ سیییپس دارینگیه 

 و شیید شییسییته رفولدينگ بافر ml 17 با سییتون دوباره 

 °C 4 در دمای سییتون ريز از آمده دسییتبه فراکسیییون

 ml 17 با   . آنگاه سیییتون((First Washگرديد  دارینگه

 جیدا برای mM 25 ايمییدازول رفولیدينیگ حیاوی بیافر

 به یراختصیاصی یغ  طوربه شید که شیسیته هايیپروتئین کردن

 5 با در پايان، سیتون  (Second Wash).اندچسیبیده  سیتون

ml 275 ايمیدازول حاوی رفولدينگ بافر mM (Elution 

Buffer)  از هايی کهايمونوتوکسیین تا شید داده  شیسیتشیو 

بودند، جدا و از ستون  متصل ستون به خود His-tag طريق

 آوریجمع لیتریمیلی 1 هایفراکسییون خارج شیوند و در

 گرديدند. دارینگه يخچال در و

تخیلییص،   فراينیید  از  از   20پس  هريییک  از  میکرولیتر 

 1هیای  فراکسییییوندر    ۀ موجودشییییدتخلیص  یهیانمونیه

شیدند    ريخته SDS-PAGE ژل  یهادر چاهک  یتریلیلیم

 سیییپس  گردد؛اثبیات    هیاآنتیا وجود ايمونوتوکسیییین در  

واجد ايمونوتوکسیییین درون  لیتریمیلی  1های فراکسییییون

 یاديالیز ريخته شییدند تا طی يک فرايند چندمرحله کیسییۀ

گوانیدين    جيتدر، بهStepwise dialysisموسییوم به روش  

کیه بر طوریبیه  ،هییدروکلرايید از کیسییییه خیارج شیییود

به اين صیورت    ،اثر منفی نگذاردايمونوتوکسیین  فولدينگ  

موجود دروکلرايد  سیاعت، از میزان گوانیدين هی 24که هر  

 دیديالیز کاسیته شید تا به صیفر رسی  محلول اطراف کیسیۀدر 

(0M ،0.5M ،1M ،2M ،3M ،6M.) 

سیییولفییدی  ، برای ايجیاد پیونید دی 1M  البتیه در مرحلیۀ 

علوه  ،  و ايجاد فولد صحیح در آن   ايمونوتوکسین مناسب در  

بییافیر    ، M Guanidine hydrochloride 1) رفیولییديینییگ  بیر 

200 mM Nacl  ،100 mM Tris-HCl ، 1 mM EDTA at 

pH 8.3 ) ،   مییاد   µM  375و    mM  L-Argenin 400  ۀدو 

Oxidized glutathione(GSSG)    از خییارج  محلول  بییه 

ديالیز به    سیپس فالکون حاوی کیسیۀ   شیدند؛ کیسیه اضیافه  

. گرديیددرجیه انکوبیه    4روز در دمیای  شیییبیانیه  1میدت  

بیافر گوانییدين هییدروکلرايید،   0M  ، پس از مرحلیۀتيی درنهیا

 10ديیالیز دور ريختیه شییید و    درون فیالکون حیاوی کیسیییۀ

بییافییر  یلیی ییی میی  مییحییتییوی   PBSلیییییتییر  کییه  درصیییید  يییک 

(NaH2po4(100 mM)   وNacl (137 mM)   وKcl (2.7 

mM)    وKH2Po4(2 mM))   بود، بیه درون فیالکون ريختیه

يخچیال  روز درشیییبیانیهفوق بیه میدت يیک   شییید و مجموعیۀ

  ايمونوتوکسیییین  محلول حیاویانکوبیه گرديید. در پیايیان،  

با   غلظت ايمونوتوکسیینخارج و  ديالیز   ۀرفولدشیده از کیسی 

در  مدنظرۀ  نمونی شید؛ سیپس ریگاندازه دسیتگاه نانودراپ  

نگهیداری    بعیدی برای  ۀمرحلی   تیا از آن در  گرديیدفريزر 

 واکنش الیزا استفاده شود.
 

اختصییاصییيیت ی و  ری پیذواکنشگيری انیدازه  د.

های حاصیل از روش ایمونوتوکسیين ریوولدشیدۀ

و گوانيیدین هيیدروکلرایید بیا تکنيیز الي ای   اوره

 نسبی
ی ايمونوتوکسیییین  ريپیذواکنشمیزان مییل ترکیبی و  

توموری  هایبر روی سییلول  ريفولدشییده از هر دو روش،

A431   فراوانیکیه بیه مقیدار EGFR  تعیین   ،ننیدک بییان می  را

ی توموری در هااين سیییلولابتدا  به اين ترتیب که گرديد، 

اسییترپتومايسییین  /نیلیسیی یپنحاوی   RPMI محیط کشییت
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به میزان  شیده کشیتهای  سیپس از سیلول  داده شیدند؛ کشیت

سیلول در هر چاهک از پلیت الیزا ريخته شید؛ پس   50000

در انکوبیاتور انکوبیه    سییییاعیت  24از آن، پلییت بیه میدت  

ها بچسیییبنید و ی به کف چاهکخوببهها  تا سیییلول گرديد

فاکتور رشد اپیدرمی را در سطح خود  رشد کنند و گیرندۀ 

هیا بیا بیه میزان منیاسیییب تولیید نمیاينید؛ سیییپس همیۀ چیاهیک

بیلکییینییگمی  بیل  گیرديییدنیید    (BSA 3%) حیلیول 

 سییییاعیت(؛ پس از آن، نمونیۀ   1بیه میدت    )انکوبیاسییییون

 مولار و نمونۀ   8 ايمونوتوکسییین ريفولدشییده با روش اورۀ 

ايمونوتوکسین ريفولدشده با روش گوانیدين هیدروکلرايد  

هیا ريختیه هیای مختلف درون آن چیاهیکمولار، در رقیت  6

وباسیییون در دمای آزمايشییگاه، سییاعت انک 1شیید. پس از 

 100دور ريختیه و بیه هر چیاهیک    هیامحلول درون چیاهیک

کیه  اضیییافیه گرديید  Thermo))  هيی ثیانوبیادی میکرولیتر آنتی

پیروتیئییین   ايینیجییا،  آنیتیی  anti-His-Tagدر  بییادی  کیونیژوگییه 

سییاعت(. آنگاه محلول  1به مدت    ثانويه بود )انکوباسیییون

 100هر چیاهیک  هیا دور ريختیه شیییید و بیه  درون چیاهیک

( اضیییافه Thermo( )TMB) میکرولیتر محلول سیییوبسیییترا

دقیقه انکوباسیییون در تاريکی، واکنش  20گرديد. پس از 

میکرولیتر اسییید سییولفوريک متوقف   100کردن با اضییافه  

نیانومتر   450، میزان جیذب هر چیاهیک در تيی درنهیاشییید و 

مییل اتصییییالی و میزان    منظور مقیايسییییۀخوانیده شیییید. بیه

های رفولدشییده با هريک از روشبادی  آنتی  یتاختصییاصیی 

 Sigma plotافزار  نرم  از  اوره و گوانییدين هییدروکلرايید،

vol.14   ۀ محاسییببرای رسییم نمودار وOD50%  اسییتفاده

 گرديد.

 

 یافته ها 

کدکنند ک  توالی  بیان  و  ايمونوتوکسین    ۀ لون 

که    pET-28aوکتور    E.coli:در  شده انسانی  زنجیرۀ تک

انسانی واجد   ايمونوتوکسین  بود    EGFRضد    شدۀ توالی 

شمارۀ  ) به (1شکل  يۀ سو  E.Coil  باکتری  درون  یخوب، 

BL21-DE3  شد.ترانسفورم  

باکتری  کشت    BL21-DE3  يۀ سو   E.Coil  نتیجۀ 

در   ايمونوتوکسین  ژن  واجد  وکتور  ی  ها زمان حامل 

نشان داد    روز شبانه ساعت و يک   16،  8، 6، 4، 2مختلف 

به مدت يک   انکوباسیون  را    روز شبانه که  نتیجه  بهترين 

(. 2شکل شمارۀ  ) در پی دارد  

 
  ضدۀ شد انسانی هایی نانوبادی: توالرنگاه یس  یدهاینواسیآم؛ فاکتور رشد اپیدرمیگیرندۀ ضد  شدۀ توالی ايمونوتوکسین انسانی .1 ۀ شکل شمار 

سودوموناس   ۀ شداصلح A نیقرمزرنگ: توالی اگزوتوکس ی دهای نواسیآم؛ : توالی لینکرهارنگیآب یدها ی نواسیآمی؛ درمی فاکتور رشد اپ گیرندۀ

 .(PE) نوزايآئروژ

 

 
نمونه   .1ی مختلف؛ ستون  هازمانحاصل از کشت باکتری در  SDS-PAGE 12%به کمک ژل  نیمونوتوکس يا انیسنجش ب  .2شکل شمارۀ 

عنوان راهنمای  به مشخص زۀ)دارای اندا mAb ۀنمون  .4؛ ستون  ساعت پس از القا 4نمونه  .3؛  ستون  ساعت پس از القا 2نمونه   .2؛  ستون از القا پیش

  کينمونه . 8؛ ستون ساعت پس از القا 16نمونه   .7؛ ستون ساعت پس از القا 8نمونه   .6؛ ستون ساعت پس از القا 6نمونه   .5؛ ستون(اندازۀ پروتئین

 ن یپروتئ ۀانداز یراهنما :M؛ پس از القا روزشبانه
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 1mM القا )القا با  پس ازساعت  24پلت  ۀنمون  .1 ستون ؛SDS-PAGE 12% ژلسنجش بیان پروتئین نوترکیب به کمک    .3 شمارۀ شکل

IPTGالقا با پسساعت  24سوپ  ۀنمون .2 ستون   (؛( 1 از القاmM IPTG ؛)  القا با بعد ساعت   24نمونه  .3 ستون( 1mM IPTG؛)   نمونه   .4 ستون

 پروتئین راهنمای اندازۀ .M؛ از القا  پیش

 

انجام   از  که    SDS-PAGEپس  شد  مشخص 

مقدار  اينکلوژن   صورت به   عمدتاًايمونوتوکسین   به  و  بادی 

شکل  است )   دشده ی تول شکل محلول در باکتری    به بسیار ناچیز  

 (. 3شمارۀ  

بیان ايمونوتوکسین  کردن    صورت به شده  حل 

اورۀ اينکلوژن محلول  در  تخلیص    8  بادی  مولار، 

، حذف تدريجی اوره ت ينهاو در  شده حلايمونوتوکسین  

فولدينگ:   بر  منفی  اثر  بدون  ايمونوتوکسین  مجاورت  از 

ژلتخلیص    نتیجۀ  تا    SDS-PAGE 10% در  شد  ريخته 

که    طورهمان(.  4گردد )شکل شمارۀ    د يیتأصحت تخلیص  

مشاهده   نیز  ژل  است  شودیمدر  توانسته  نیکل  ستون   ،

ی خوببه ايمونوتوکسین را که برچسب هیستیدينی داشت،  

حاصل    ی تریلیلیم  1  یها ون یفراکس  همۀ در    تخلیص کند. 

مولار،    8  شده با روش اورۀ حل   ن یمونوتوکسيا  ص یاز تخل

شمار  ن یمونوتوکسيا )شکل  داشت    ، جهیدرنت  ؛(4  ۀ وجود 

ک   6  یال  1  ص یتخل  یهاوب یت  اتيمحتو  همۀ  سۀ یدرون 

تدر  ختهير  زیاليد حذف  کار  و  مواد    یجيشدند 

به   صورت(  رمولا  8  )اورۀ کننده  دناتوره  که  یطورگرفت، 

و دوباره    گردد   جاد يا  نی مونوتوکسيمناسب در ا  نگيفولد

 سۀ یمحلول درون ک   ان،ينشود. در پا  ل یتشک  ی بادنکلوژنيا

غلظت    زیاليد نانودراپ،  دستگاه  کمک  به  و  خارج 

اندازه   ن یمونوتوکسيا م  یر یگحاصل  که  آن    زانیشد 

95g/mlµ  ک خارج  ۀنمون  نیهمچن   ؛بود از   زیاليد  سۀ یشده 

 . گرديد ینگهدار -20 زريدر فر زا،یانجام تست ال  برای

بیان ايمونوتوکسین  کردن    صورت به شده  حل 

مولار،   6بادی در محلول گوانیدين هیدروکلرايد  اينکلوژن 

، حذف تدريجی  ت ي نها و در   شده حل تخلیص ايمونوتوکسین  

بدون   ايمونوتوکسین،  مجاورت  از  هیدروکلرايد  گوانیدين 

نتیجۀ  آن:  فولدينگ  بر  منفی  ژلتخلیص    اثر     در 

 SDS-PAGE 10%    گردد    د يی تأ لود شد تا صحت تخلیص

  حاصل از  4و    3  ، 2  ، 1های  در فراکسیون (.  5)شکل شمارۀ  

محلول  ايمونوتوکسین  موجود  تخلیص،   است شده 

 
؛  1 تیوب تخلیص . 1 ستون؛ مولار 8 یشده با روش اوره حل نیمونوتوکسياۀ شد صی تخل ی هانمونه SDS-PAGE 10ژل % .4شمارۀ  شکل 

تیوب   .7ستون ؛ 6تیوب تخلیص  .6  ستون؛ 5تیوب تخلیص  .5ستون؛ 4تیوب تخلیص   .4 ستون؛ 3تیوب تخلیص   .3  ستون؛ 2تیوب تخلیص  . 2 ستون

 پروتئین  زۀ راهنمای اندا .Mشده؛ نمونه پلت محلول   .8 ستون؛ 7ص تخلی
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  هیدروکلراید با روش گوانیدین ، BL21(DE3) یشده توسط باکتربیان یبادنکلوژنیحاصل از انحلال ا ایمونوتوکسین  ژل تخلیص. 5شکل شمارۀ 

.  5ستون  ؛ 4تخلیص  فراکسیون .4ستون ؛ 3تخلیص  فراکسیون .3ستون ؛  2تخلیص  فراکسیون  .2ستون ؛  1تخلیص  فراکسیون .1ستون مولار؛  6

 پروتئین راهنمای اندازۀ .M شده؛ محلول پلت نمونه 

 

لیتری  میلی   1های  ، همۀ فراکسیون جه ی درنت (؛  5شکل شمارۀ  ) 

ديالیز ريخته شدند و کار حذف    درون کیسۀ   4  و   3  ، 2  ، 1

دناتوره  عامل  هیدروکلرايد(  )   ۀ کنند تدريجی  گوانیدين 

به  گرفت،  در  طوری صورت  مناسب  فولدينگ  که 

اينکلوژن  بادی تشکیل  ايمونوتوکسین ايجاد گردد و دوباره 

ک  درون  از  محلول  پايان،  در  به    یسۀ نشود.  و  خارج  ديالیز 

دستگاه   ) کمک  غلظت  TM 2000, USAنانودراپ   ،)

اندازه  حاصل  آن  ايمونوتوکسین  میزان  که  شد  گیری 

g/mlµ55    ايمونوتوکسین مقدار  با  مقايسه   شده حل بود. در 

روش   با  ايمونوتوکسین  کمتری  مقدار  اوره،  روش  توسط 

به  هیدروکلرايد  ) دست  گوانیدين  درصد(.    60حدود  آمد 

ديالیز، برای انجام تست الیزا روی    از کیسۀ   شده خارج   نمونۀ 

 نگهداری شد.   - 20آن در مراحل بعدی، در فريزر  

  ايمونوتوکسین اختصاصیت  ی و  ر ي پذ واکنش گیری  اندازه 

و گوانیدين هیدروکلرايد با روش   حاصل از اوره   ريفولدشدۀ 

: میزان میل اتصالی  A431های توموری  سلول   الیزای نسبی بر 

روش ر ي پذ واکنش و   با  ريفولدشده  ايمونوتوکسین  های  ی 

وموری  ت  ی ها بر روی سلول   اوره و گوانیدين هیدروکلرايد 

A431   حاصل    نتیجۀ   با روش الیزای نسبی صورت گرفت که

اتصالی   شده داده نشان    6شمارۀ    در شکل  میل  میزان  است. 

بهتر و بیشتر از   ب مرات به ايمونوتوکسین حاصل از روش اوره 

بود،   د ي دروکلرا ی ه   ن ي د یگوان ايمونوتوکسین حاصل از روش  

با    ايمونوتوکسین   OD 50%میزان    که ی طور به  ريفولدشده 

هیدروکلرايد،   و روش گوانیدين  اوره  برابر   ب ی ترت به روش 

g/mlµ8/0    وg/mlµ7/1    .یاتصال   ل ی م   زان یم ،  درواقع بود 

اوره    ن ی مونوتوکس ي ا  روش  از  با  حاصل  مقايسه  در 

روش   از  حاصل  ، د ي دروکلرا ی ه   ن ي د ی گوان ايمونوتوکسین 

 حدود دو برابر بیشتر بود. 
 

 
با    شده هیته) A431  یتومورهای میل اتصالی ايمونوتوکسین ريفولدشده با دو روش اوره و گوانیدين هیدروکلرايد روی سلول  .6شکل شمارۀ 

 ( Sigma plot vol.14افزار نرم
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 گيرینتيجه و بحث

هدف  با  حاضر  و    پژوهش  روشی  سازنه یبهمعرفی  ی 

و   کارا  و  باصرفمناسب،  فولدينگ  ايجاد  برای  اقتصادی  ۀ 

پروتئین  در  صحیح  مانند  تاخوردگی  نوترکیب  های 

باکتری   در  که  گرفت  صورت    E.coliايمونوتوکسین 

اند. به علت سهولت کار  ی بیان شده بادنکلوژن ي ا  صورتبه 

سیستم پروتئین  با  بالای  بیان  میزان  و  باکتريايی  بیانی  های 

آن  توسط  تولید  میزبان  گونه نياها،  نوترکیب  برای  ها 

غیرگلیکوزيله  پروتئین  نوترکیب  قرار    موردتوجههای 

  تولید برای باکتريايی سیستم اگرچه .(19  ، 20)  اند گرفته

غیرگلیکوزيلهپروتئین  نوترکیب    ای گسترده  طوربه  های 

  ترشح  سبببه   فعال محصول  تولید شود،می استفاده 

های  پروتئین  درصد از  90از   بیش  و  محدودشده  ناکارآمد

  . تجمع (20)مانند می باقی سلول  داخل دشده یتول نوترکیب 

سیتوپلسمی محیط در پروتئین  ايجاد  باعث احیای 

اينکلوژن پروتئینی تجمعات به  موسوم  بادی  نامحلول 

اينکلوژن ( 19) شود  می بیش  معمولاً ها  بادی .  اثر  بیانی،  در 

و   نوترکیب  پروتئین  ناکارآمد  و  جزئی  تاخوردگی 

ندا چاپروندسترسی  به  وجود  شتن  به  مولکولی  های 

اينکلوژن (21  ،22) آيند  می  ی هاواسطه از هابادی. 

ناقص با پروتئینی  از  تجمعاتی و شوندمی  لی تشک فولد 

پروتئین برمی در  را نوع يک  پیتیدهایپلی   های گیرند. 

  مشابه ای ثانويه  ساختار ها بادی انکلوژن تجمعات   درون

  درصد  15-27بیشتر موارد، حدود   در  اصلی دارند.  پروتئین 

  از  بیولوژيکی،  نظر از  پروتئین فعال  صورت به کل   پروتئین

می به  ها ی باد نکلوژن ي ا پروتئین  در  و آيد دست    تولید 

 . (11)شود  فراوانی می  هزينۀ  موجب  E.coli از   نوترکیب

پروتکل  کردن  تاکنون  محلول  برای  متعددی  های 

دست آوردن پروتئین فعال در  ها و به بادی دوبارۀ اينکلوژن 

ارائه اغلب  آزمايشگاه  در  که  است  ،  هاآن شده 

به اينکلوژن محلول  دستبادی  در    حلکننده  دناتوره آمده 

میمی ريفولد  دوباره  سپس  و  .  (11،  23)شود  گردد 

پروتئین  فولدينگ برای مرسوم هایروش  هایدوبارۀ 

در حجم    Dilution يا    Dialysis شامل نامحلول نوترکیب

يا رفولدينگ  بافر  از   .است وگرافیکرومات فراوانی 

  افزايش فولدينگ دربارۀ  مختلف مقالات از که هايیداده 

  که است  اين بیانگر ،آمده دستبه  بادیاينکلوژن  از مجدد

  تجمع  کاهش به  پايین وزن مولکولی با موادی کردن اضافه

سورفاکتانتمی کمک هاپروتئین    هادترجنت  و هاکند. 

ريفولدينگ توانندمی کنند  هاپروتئین دوبارۀ   به  کمک 

کرد   ديی تأۀ ما نیز اين موضوع را  مطالع. نتايج الیزای  (24)

و    Oxidized glutathione   مانند  یاضافه کردن مواد  که

و   تريس  اوره،  مانند  دترجنت  مواد  از  استفاده  و  آرژنین 

ريفولدينگ  فرايند  تسهیل  در  سولفات  دودسیل    سديم 

که   نوترکیبی    دشده ی تولی  بادنکلوژنيا  صورتبه پروتئین 

نهايی    ریتأث است،   محصول  زيرا  دارد؛  ی  خوببه مثبتی 

 هدف خود را بر روی سلول هدف شناسايی کرد.  ژنیآنت

مولار و گوانیدين    8  حاضر، از دو روش اورۀ  مطالعۀ در

ی و ايجاد فولدينگ  سازمحلول مولار برای    6هیدروکلرايد  

شده  انسانی  ايمونوتوکسین  که  صحیح  گرديد  استفاده  ای 

 بود.   دشده ی تول  E.coliی در باکتری بادنکلوژن يا صورتبه 

اتصالیهرچه     کياز    جادشده يا  ن یمونوتوکسيا  میل 

رفولد ا  ،باشد  شتر یب  نگيروش  که    یمعن  ن يبه  است 

  دارد؛تر  ح یفولدشده ساختار و فولد صحير  ن یمونوتوکسيا

ال   توانی م  جهیدرنت تست   ی هاروش  يیکارا  زا،یبا 

نتايج الیزای    .(25)  کرد  سه يمتفاوت را باهم مقا  نگيرفولد

که   داد  نشان  رفولدينگ  فرايند  از  حاصل  ايمونوتوکسین 

اتص از    50الی  میزان فعالیت  ايمونوتوکسین حاصل  درصد 

برابر کمتر از ايمونوتوکسین حاصل از روش    2روش اوره،  

بود.   هیدروکلرايد  کارايی  درواقعگوانیدين  نتايج  اين   ،

برای   صحیح  فولدينگ  ايجاد  در  اوره  روش  بیشتر 

انسانی ايمونوتوکسین  که  های  داد  نشان  را    صورتبه شده 

 شده بودند. ريايی بیانبادی در میزبان باکتاينکلوژن

که گفته شد، در مطالعۀ ما، ايمونوتوکسین به    طورهمان

باکتريايی    mg/ml17مقدار   میزبان    صورت بهدر 

در بادنکلوژنيا خوبی  عملکرد  اوره  روش  و  شد  بیان  ی 

اين   در  مناسب  فولدينگ  داشت،    های بادنکلوژني اايجاد 

فولدشده با  میزان میل اتصالی ايمونوتوکسین ري  کهیطوربه 
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اوره   روش    باًي تقر روش  با  که  بود  ايمونوتوکسینی  برابر  دو 

مشابه چنین   بود.  شده  ريفولد  در چندين  ا جه ی نت گوانیدين  ی 

است. در يک مطالعه، سان و همکاران در    آمده دست به مطالعه  

ای را  بادی تک زنجیره توانستند مقدار فراوانی آنتی   2014سال  

در باکتری بیان شده بود با روش   بادی اينکلوژن  صورت به که 

با افینیتی بالا در    ای زنجیره تک   بادی اوره، ريفولد کرده و آنتی 

ر سال  همکاران د   و  منزز  ؛ همچنین ( 26) ايجاد کنند    mgمقیاس  

يک  2011 )   ی ا ره ی زنج تک   ی باد ی آنت ،  اينتیمین  -antiضد 

intimin scFv  را طراحی و در باکتری )E.coli    .بیان کردند

بادی بود،  اينکلوژن   صورت به شده  پروتئین بیان   عمدۀ   ازآنجاکه 

آنتی  توانستند  اوره  روش  از  استفاده  با  گروه    بادی اين 

افین   ای زنجیره تک  و  صحیح  فولدينگ  اين  با  از  را  بالا  یتی 

 .  ( 9) دست آورند ها به بادی اينکلوژن 

سال   در  همکاران  و  پولیمنیدو  در  2008همچنین   ،

آنتیمطالعه تولید  برای   POM2)  ایزنجیره تک  بادی ای 

scFv)   اينکلوژن ريفولد  جهت  اوره  روش  هايی  بادیاز 

در    یاره یزنجتک  یبادیآنتاستفاده کردند که طی بیان اين  

بود. نتايج نشان    جادشده ي ا  Rosetta pLysS  E.coliباکتری  

ريفولدشده کارايی مناسبی   یاره یزنجتک   ی بادیآنتداد که  

ان  . اکبری و همکارژن هدف خود داشتدر شناخت آنتی 

سال   رشد  2017در  فاکتور  گیرندۀ  ضد  ايمونوتوکسین   ،

را   باکتريايی باد نکلوژن يا  صورتبه اپیدرمی  میزبان  در  ی 

روش از  استفاده  با  سپس  نمودند؛  ديالیز    بیان  و  اوره 

ايمونوتوکسین فعال    را به   ها یبادنکلوژن يا،  مرحلهبهمرحله

از میل   نتايج الیزای نسبی نشان   که ی طور به تبديل کردند،  

ايمونوتوکسین ريفولدشده در مقايسه با   قبولقابل اتصالی  

 همکاران و یاکبر  ؛ همچنین( 27) ی مرجع داشت بادی آنت 

ضد   شدۀ انسانی   ایزنجیرهتک   بادیآنتی   ،2016در سال  

را اپیدرمی  رشد  فاکتور  صورت به   که  گیرندۀ 

اوره و   روش  با  بود،  شده  بیان   باکتری   در   یباد نکلوژن ي ا 

 بادی آنتی   و  کردند  ريفولدمرحله  به مرحله   ديالیز

 را به  µg  مقیاس  درقبول  قابل   میل اتصالی   با  ای زنجیرهتک 

نسبی   دست  الیزای  از  نیز  مطالعه  اين  در  آوردند. 

 .( 28) بود  شدهاستفاده

نتايج   با  در مطالعۀ ما که روش    آمده دستبه در تضاد 

ريفولدينگ   برای  بود،    ترمناسبی  بادنکلوژنيااوره 

اند روش گوانیدين  مطالعاتی وجود دارد که گزارش کرده 

در   مناسب  فولدينگ  ايجاد  در  خوبی  عملکرد 

در  های بادنکلوژنيا نوترکیب  پروتئین  بیان  از  حاصل  ی 

مطالعهب در  همکاران  و  بوچنر  است.  داشته  ای  اکتری 

کرده  در  گزارش  هیدروکلرايد  گوانیدين  روش  که  اند 

قطعات   بسیار  بادیآنتی   Fabريفولد  .  (29)  است   مؤثرها 

با    ی بادیآنت  Fabت  شايد علت اين امر ماهیت متفاوت قطعا

و زيرا  اره یزنجتک   یبادی آنت  ايمونوتوکسین  باشد؛  ی 

با    تربزرگ  Fab قطعات متفاوتی  ساختار  و  هستند 

گزارش  2003سال همچنین کیم در   ايمونوتوکسین دارند؛

از يک   ايمونوتوکسینی متشکل  ی  بادیآنتکرده است که 

  Carcinoembryonic antigen (CEA)ضد  ی  اره یزنجتک

که   را  آئروژينوزا  سودوموناس  اگزوتوکسین    صورتبه و 

بیان اينکلوژن گوانیدين  بادی  روش  با  بود،  شده 

به   صورت به هیدروکلرايد   فعال  و  آورده  محلول  دست 

 . (30)بود  شده حفظمیل اتصالی آن   کهیطوربه است، 

که در مقايسه با روش    دهد ی م نتايج مطالعۀ حاضر نشان  

اوره   روش  هیدروکلرايد،  روش    عنوان به   تواند ی م گوانیدين 

ی و ايجاد فولدينگ صحیح در  ساز محلول کارا و مناسبی برای  

و   شود    ی ا ره ی زنج تک   های ی باد ی نت آ ايمونوتوکسین  استفاده 

بیان  اينکلوژن   صورت به که   باکتريايی  میزبان  در  بادی 

 گردند. می 
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