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Introduction:  Endotoxin or lipopolysaccharide (LPS) is one of the components of the wall 

of gram-negative bacteria, which, when in contact with blood, stimulates the immune 

system and causes fever and even serious adverse effects or death. Removing endotoxin is 

one of the most daunting challenges presented to the purification process in the production 

of recombinant biological drugs. Bacterial endotoxin (LPS) is resistant to heat and passes 

through sterilizing filters, and due to its dangerous side effects in living organisms, part of 

the target protein purification process is always related to removing this disturbing factor 

from the product. 

Materials & Methods: The affinity matrix S3E3-S-Sepharose, which was produced by 

immobilizing the improved variant of antimicrobial peptide S3 called S3E3 peptide on 

Sepharose chromatography resin, was used to remove endotoxin from active 

pharmaceutical ingredient (API) of streptokinase, and the performance of this matrix was 

compared with the performance of a disposable commercial matrix (containing S3 peptide 

as its ligand) and with ion exchange chromatography resin. 

Results: The statistical analysis of the results revealed that compared to commercial S3 

matrices and ion exchange chromatography, the S3E3-S-Sepharose matrix had higher 

protein recovery (84.07% compared to 81.50 and 75.31%, respectively) and higher 

streptokinase biological activity recovery (81.95% vs. 27 76.76 and 61.54%, respectively). 

Conclusion: As evidenced by the obtained results, the S3E3-S-Sepharose matrix seems to 

be a suitable candidate for use in the purification processes of Streptokinase API and other 

recombinant biopharmaceuticals. 
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در حذف    S3  د ی پپت   ۀ افت ی بهبود   انت ی حاصله از وار   ی ل ی تما   س ی ماتر   یی کارا   ی اب ی ارز 

 ی تجار   ی ها عملکرد آن با ستون   ۀ س ی و مقا   ناز ی فعال استرپتوک   یی دارو   ۀ از ماد   ن ی اندوتوکس 
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است که در صورت تماس    یگرم منف  یهای باکتر  ۀوارید   یاز اجزا  یکی(  LPS)  د یساکاریپوپل یهمان ل  ای  نیاندوتوکس  مقدمه: 

از   نی. حذف اندوتوکسشودیمرگ م ای یعوارض نامطلوب جد  یو باعث بروز تب و حت یمنیدستگاه ا ک یبا خون، باعث تحر

( در برابر گرما مقاوم  LPS)  ییایباکتر  نیاست. اندوتوکس   بینوترک  یستیز  یداروها  د یدر تول  صیتخل   ند یفرا  یهاچالش  نیترمهم

ف به علت عوارض خطرناک آن در موجود زنده، همواره بخش  کند ی عبور م  ز ی کننده نسترون   یلترهایاست و از  از مراحل    یو 

 .عامل مزاحم از محصول مربوط است نیهدف به حذف ا نیپروتئ  صیتخل 

موسوم به    S3  یکروبیضدم  د یپپت  ۀافت یبهبود  انت یوار  تیکه از تثب   S3E3-S-Sepharose  یل یتما  س یاز ماتر  : ها مواد و روش

  ناز ی فعال استرپتوک  یی دارو  ۀاز ماد  نیحذف اندوتوکس   ی شده است، برا  د یسفاروز تول  ی کروماتوگراف  نیرز  ی بر رو  S3E3  د یپپت

  سه یمقا  ی ونی  ضیتعو نیو رز  S3  گاند یل یدارا  بارمصرفک ی یتجار سیبا عملکرد ماتر  سیماتر  نیو عملکرد ا د یاستفاده گرد

 . شد 

  یۀبر پا  یتجار  یل یتما  سیبا ماتر  سه یدر مقا  S3E3-S-Sepharose  سیبود که ماتر  نیا   ۀکنند ان یب  ج ینتاهای پژوهش:  یافته

  31/75درصد و    50/81با    سهیدرصد در مقا  07/84)  شتریب   نیپروتئ  یابیاز بازده باز  ،ی ونی  ضیتعو  ی و کروماتوگراف  S3  گاند یل

 .درصد( برخوردار بود 54/61درصد و   27/76مقابل  ردرصد د 81/ 95) شتری ب ک یولوژیب  تیفعال یابیدرصد( و باز

  یی دارو  ۀ ماد  صیتخل   یندهایاستفاده در فرا  ی برا  S3E3-S-Sepharose  سیکه ماتر  دهد ینشان م  ج ینتا  :ی ری گ جه ی بحث و نت

 . رسد ینظر مبه ی مناسب یدایکاند  ب،ینوترک یستی ز یداروها ری و سا ناز یفعال استرپتوک 

 ناز یفعال استرپتوک  یی دارو ۀ ، مادS3 ۀافتیبهبود انتیوار ن،ی، حذف اندوتوکسS3 یکروبیضدم د یپپت: های کلیدیواژه
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از وار   ی ل ی تما   س ی ماتر   یی کارا   ی اب ی ارز   . رضا   کهن ی آهنگر ،  مینا   ی سپاه   ، شاهین   ان ی حداد   ستناد: ا  اندوتوکس   S3  د ی پپت   ۀ افت ی بهبود   انت ی حاصله  فعال    یی دارو   ۀ از ماد   ن ی در حذف 

 . 27- 41:    32( 4)   ؛ 1403  مهر   ، ایلام له دانشگاه علوم پزشکی  مج .  ی تجار   ی ها عملکرد آن با ستون   ۀ س ی و مقا   ناز ی استرپتوک 
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 مقدمه 

  ۀ وار ی ( د LPS)   د ی ساکار ی پوپل ی همان ل   ا ی   ن« ی »اندوتوکس 

با خون،    ی گرم منف   ی ها ی باکتر  است که در صورت تماس 

تحر  ا   ک ی باعث  حت   ی من ی دستگاه  و  تب  بروز  باعث    ی و 

جد  نامطلوب  م   ا ی   ی عوارض  اساس  1)   شود ی مرگ  بر   .)

ک  کنترل  تزر   ت، ی ف ی ملزومات  از    ی عار   د ی با   ی ق ی محصولات 

  با  ی (. تقر 2باشند )   ن ی ها اندوتوکس آن   س زا و در رأ عوامل تب 

است    شده ل ی تشک   LPSاز    ی گرم منف   ی چهارم سطح باکتر سه 

برهم  در  باکتر   ی ها کنش که  مح   ی سلول  سلول   ط ی با    ی ها و 

مهم   رامون ی پ   زبان ی م  به کند ی م   فا ی ا   ی خود نقش    ، ی ع ی طور طب . 

منف   ی ها ی باکتر  که    ی محدود   ی گرم  و    LPSهستند  ندارند 

  کنند؛ ی را حمل م   ی گر ی د   ک ی ل ی ف ی آمف   بات ی آن، ترک   ی جا به 

  LPSهمان    ا ی   ن ی اندوتوکس   توان ی از موارد استثنا م   ر ی غ   ن، ی بنابرا 

  ی گرم منف   ی ها ی خاص باکتر   ی ها ی ژگ ی از و   ی ک ی عنوان  را به 

  م ی مراحل تقس   ۀ در هم   LPS  ی ها (. مولکول 3در نظر گرفت ) 

ل   ، ی سلول  و  د   ز ی مرگ  مح   ۀ وار ی شدن  در  آزاد    ط ی سلول 

ازآنجا شوند ی م  باکتر .  مح   توانند ی م   ها ی که  با    یی ها ط ی در 

مغذ  مواد  بنابرا   ی کمبود  کنند؛  رشد  بافرها  و  آب    ن، ی مانند 

  ی ندها ی و فرا   شوند ی م   افت ی جا  در همه   با ی تقر   ها ن ی اندوتوکس 

به    ی ها همواره در معرض خطر آلودگ آن   زات ی و تجه   یی دارو 

)   ن ی اندوتوکس  دارند  ا 4قرار  بر  علاوه    سک ی ر   ن، ی (. 

ناش   ن ی اندوتوکس  ن   ی همواره  آلوده شدن محصول  و    ست ی از 

م   ی گاه  فرا استفاده   زبان ی به علت    ی آلودگ   د، ی تول   ند ی شده در 

م   ند ی فرا   ی ذات  هم عنوان به   گردد؛ ی محسوب  در    ۀ مثال، 

و    ان ی ب   ی گرم منف   ی باکتر   زبان ی که در م   ب ی محصولات نوترک 

م   ن ی اندوتوکس   شوند، ی م   د ی تول  از  در    زبان ی حاصل  همواره 

فرا   ند ی فرا  با هدف    ی مراحل   ند، ی وجود دارد و لازم است در 

 (. 3،  5و اجرا گردند )   ی طراح   ی حذف آن از محصول اصل 

با استفاده از   ن ی حذف اندوتوکس  ی ل ی تما  ی ها س ی ماتر 

  یی و کارا   گاند ی ل   ن یی پا   ت ی به علت سم   ی کروب ی ضدم   د ی پپت   گاند ی ل 

روش  ازجمله  اندوتوکس   ی ها مناسب،  از    ن ی حذف 

ماتر   یی دارو   ی ها فرآورده   -S3E3-S  ی ل ی تما   س ی است. 

Sepharose   تثب از  وار   ت ی که    د ی پپت   ۀ افت ی بهبود   انت ی کووالان 

رو   S3  ی کروب ی ضدم  سفاروز    ی کروماتوگراف   ن ی رز   ی بر 

حذف    ی برا   د ی جد   ی ل ی تما   س ی ماتر   ک ی است،    شده ه ی ته 

  د ی (. پپت 6،  7است )   ی ست ی ز   یی دارو   ی ها از فرآورده   ن ی اندوتوکس 

موجود در همولنف    Cفاکتور    ن ی که از پروتئ   S3  ی کروب ی ضدم 

نعل  است، خاص   ی اسب خرچنگ    ار ی بس   ت ی سم   ت ی مشتق شده 

در    S3  د ی دارد. پپت   LPSاتصال به    ی را ب   یی بالا   ل ی اندک و تما 

  ۀ ن ی آم   د ی سه اس   ن ی آزاد و همچن   Cو    N  ی ها انه ی خود پا   ی توال 

گلوتام   ن ی ز ی ل  سه  بنابرا   ن ی ستئ ی س   ک ی و    د ی اس ک ی و    ن، ی دارد؛ 

نوع اول،    ن ی آم   ی عامل   ی ها از گروه   ک ی با هر   د ی پپت   ن ی ا   ت ی تثب 

سولف   ل ی کربوکس  ا   ل ی در ی و  از  است.    ت ی تثب   ان، ی م   ن ی ممکن 

آگاروز با   س ی ماتر  ی بر رو  S3  د ی و هتروژن پپت  ی راختصاص ی غ 

بود  ( گزارش DADPA)   ن ی آم ل ی پروپ ی د نو ی آم ی د   نکر ی ل  شده 

موجود    ل ی گروه کربوکس   ق ی از طر   د ی هتروژن پپت   ت ی (؛ اما تثب 8) 

اندک   ی اب ی باز  د، ی اس  ک ی گلوتام   ۀ ن ی آم  د ی و سه اس  C ی در انتها 

از    اصله ح   س ی مصرف بودن ماتر   بار ک ی و    ی د ی اس   ی ها ن ی پروتئ 

  قات ی حاضر در تحق   ۀ مقال   سندگان ی (. نو 9آن بود )   ی اصل   ب ی معا 

تثب   ن ی ش ی پ  امکان  هدف  با    د ی پپت   ی اختصاص   ت ی خود، 

  C  نال ی آزاد در ترم   ل ی گروه کربوکس   ق ی از طر   S3  ی کروب ی ضدم 

  د ی از پپت   د ی اس   ک ی گلوتام   ۀ ن ی آم   د ی توانستند با حذف سه اس   د ی پپت 

S3 موسوم به    ۀ افت ی بهبود   انت ی ، به وارS3E3    که بر    ابند ی دست

آن از سرور    یی ا ی م ی و ش   ی ک ی ز ی خواص ف   ی بررس   ج ی اساس نتا 

ProtParam    پرتال وار ExPASy   (10از  خالص  بار    انت ی (، 

  ن ی بود؛ همچن   شتر ی ، سه بار مثبت ب S3  د ی ( از پپت S3E3)   افته ی بهبود 

نتا  طبق  بانک    ی کروب ی ضدم   ت ی خاص   ی ن ی ب ش ی پ   ج ی بر  از 

و  CAMP R3   (11  ن ی آنلا   ی اطلاعات    ت ی سم   ی ن ی ب ش ی پ ( 

  S3E3  انت ی (، وار 12)   HemoPIبا استفاده از سرور    ک ی ت ی همول 

پپت  به  خاص S3  د ی نسبت  سم   شتر ی ب   ی کروب ی ضدم   ت ی ،    ت ی و 

خود،    ن ی ش ی پ   قات ی حاضر در تحق   ۀ داشت. محققان مقال   ی کمتر 

بازدارندگ  آزمون  از  استفاده  مقا LALواکنش    ی با  به    ۀ س ی ، 

  ن ی کس اندوتو   ی درصد پنجاه   ی ساز ی خنث   ی ها غلظت 

 (ENC50  واکنش در   )LAL   م غلظت  و    ن ی انگ ی پرداختند 

ENC50   ی دها ی پپت  S3    وS3E3   به   0/ 686و    1/ 42  ب ی ترت را 

  ن ی طور خلاصه، اساس ا (. به 13گزارش کردند )   کرومولار ی م 

استوار است. در    LALو    ن ی واکنش اندوتوکس   یۀ آزمون بر پا 

فعال    م ی به آنز   ن ی در حضور اندوتوکس   C، عامل  LALواکنش  
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آنز   شود ی م   ل ی بد ت  تغ فعال   م ی و  باعث  ساختار    ر یی شده  در 

آن   ی د ی بخش پپت  ان ی م  وند ی شکستن پ  ک ی کروموژن  ی سوبسترا 

و با آزاد    گردد ی ( م ن ی تروآنال ی و بخش مولد رنگ آن )پارا ن 

پاران  مح   ن ی آنال   ترو ی شدن  زرد    ط، ی در  رنگ  انتشار  باعث 

(. در  3)   شود ی نانومتر( م   405موج  در طول   ی ر ی گ اندازه )قابل 

  ی کروب ی ضدم   د ی ، اتصال پپت LALواکنش    ی آزمون بازدارندگ 

  جه، ی و درنت   گردد ی م   Cبه عامل    LPSمانع از اتصال    LPSبه  

درنت   شود ی م   د ی تول   ی کمتر   ۀ شد فعال   Cعامل   باعث    جه، ی و 

کمتر  زرد  رنگ  کروموژن   ی صدور  تست    گردد ی م   ک ی در 

ا 14)  اساس  بر  غلظت    حات، ی توض   ن ی (.    ENC50کاهش 

ب S3E3  ۀ افت ی بهبود   انت ی وار    ی ل ی تما   ل ی م   ش ی افزا   ۀ کنند ان ی ، 

 بود.   LPSاتصال آن به  

وار   ن ی ا   سندگان ی نو  ادامه،  در    ۀ افت ی بهبود   انت ی مقاله 

S3E3   یی انتها   ل ی کربوکس   یۀ مختلف ناح   گاه ی دو جا   ق ی را از طر  

  ن ی ستئ ی س   ۀ ن ی آم   د ی آزاد در اس   ل ی در ی گروه سولف   گاه ی جا   ق ی و طر 

عملکرد دو    ۀ س ی کردند و با مقا   ت ی سفاروز تثب   ن ی رز   ی بر رو 

مدل    ن ی ئ از پروت   ن ی حاصله در حذف اندوتوکس   ی ل ی ستون تما 

ب   ن، ی آلبوم  حذف  باز   ن ی اندوتوکس   شتر ی بازده    شتر ی ب   ی اب ی و 

آزاد    ل ی در ی گروه سولف   ق ی از طر   ت ی حالت تثب   ی را برا   ن ی پروتئ 

ماتر   ۀ حاصل   ی ل ی تما   س ی ماتر   ی برا  -S3E3-S  س ی موسوم 

Sepharose   ( آنان همچن 6گزارش نمودند .) اثر    ن یpH  غلظت ،

اندوتوکس  غلظت  و  رو   ن ی نمک  را    ب جذ   ت ی ظرف   ی نمونه 

م   س ی ماتر   ک ی استات  و    ی ساز مدل   ن ی پروتئ   ی اب ی باز   زان ی و 

)   ی ساز نه ی به  در    ادشده، ی   ن ی ش ی پ   قات ی تحق   ۀ (. در هم 7کردند 

مدل استفاده    ن ی عنوان پروتئ به   ن ی آلبوم   ن ی مراحل از پروتئ   ۀ هم 

  ط ی با شرا   ی ن ی از محلول پروتئ   ن ی اما به حذف اندوتوکس   د؛ ی گرد 

  ر ی تأث   ن ی و همچن   نشده پرداخته    د ی تول   ات ی در عمل   ی واقع   ی بافر 

نتا  بر  ک   ج ی آن    ی بررس   ی واقع   ط ی محصول در شرا   ی ف ی کنترل 

  ی ل ی تما   س ی حاضر عملکرد ماتر   ق ی در تحق   ن، ی نشده است؛ بنابرا 

S3E3-S-Sepharose  حاصله   ی ل ی تما  س ی ماتر  ن ی عنوان بهتر به

وار  برا S3E3  انت ی از  آلودگ   ی ،  در    ن ی اندوتوکس   ی حذف 

شد.    ی بررس   ناز ی فعال استرپتوک   یی دارو   ۀ از ماد   ی واقع   ط ی شرا 

  ۀ نمون   ، ی به علت داشتن بار منف   ب ی نوترک   ناز ی استرپتوک   ن ی پروتئ 

بس   ی برا   ی مناسب  اتلاف  اتصال    ی ناش   ن ی پروتئ   ار ی احتمال  از 

حذف    ات ی عمل   ان ی بود. در پا   ی ل ی تما   س ی به ماتر   ی راختصاص ی غ 

کنترل    ی اصل   ی ها آزمون   ج ی بر نتا   ند ی فرا   ن ی ا   ر ی تأث   ن، ی اندوتوکس 

آلودگ   محصول   ن ی ا   ی ف ی ک    ت ی فعال   ن، ی اندوتوکس   ی شامل 

دو روش    ج ی شد و با نتا   ی اب ی و درصد خلوص آن ارز   ک ی ولوژ ی ب 

اندوتوکس  ماتر   ن ی حذف  روش    ی تجار   ی ل ی تما   س ی با  و 

 . د ی گرد   سه ی مقا   ی ون ی آن   _ی ون ی   ض ی تعو   ی کروماتوگراف 

 ها مواد و روش
در    S3E3-S-Sepharose  کس ی ماتر   یی کارا   ی اب ی ارز 

آلودگ  ماد   ی ن ی اندوتوکس   ی حذف  فعال    یی دارو   ۀ از 

ا ب ی نوترک   ناز ی استرپتوک  از  ماتر   س ی ماتر   ن ی :    ی تجار   س ی و 

EndoBind   روش به از    ی کار دوباره   ی شنهاد ی پ   ی ها عنوان  و 

 DEAE Sepharose  ی ون ی   ض ی تعو   ی کروماتوگراف   ن ی رز 

Fast Flow    فرآور به باز  روش  حذف    ی برا   ی عنوان 

 mg/ml  ن ی با غلظت پروتئ   ناز ی استرپتوک   APIاز    ن ی اندوتوکس 

ابتدا    ادشده، ی   ی ها س ی ماتر   یی کارا   ۀ س ی مقا   ی استفاده شد. برا   10

LPS   باکتر دست به از    APIبه    E. Coli O55: B5  ی آمده 

م   ناز ی استرپتوک  گرد   ی زان ی به  آلودگ   د ی اضافه  بار    ی تا 

به    ن ی ا   ی ن ی اندوتوکس  مجاز    1000  زان ی م محصول  حد  برابر 

  ن ی محصول تأم   ن ی ا   ی ف ی ک   ۀ در شناسنام   ن ی اندوتوکس   ی آلودگ 

بر اساس شناسنام  مجاز    ۀ محصول، محدود   ن ی ا   ی ف ی ک   ۀ شود. 

ب   ن ی اندوتوکس  واحد  هزار  صد  هر  (  IU)   ی الملل ن ی در 

اندوتوکس   10حداکثر    ناز، ی استرپتوک  است.  EU)   ن ی واحد   )

فعال ازآنجا    ب ی نوترک   ناز ی پتوک استر   API  ک ی ولوژ ی ب   ت ی که 

حداکثر    ن، ی بود؛ بنابرا  IU/ml 106 ق ی تحق  ن ی شده در ا استفاده 

  زان ی محاسبه شد و به م   EU/ml 100مجاز آن    ی آلودگ   زان ی م 

.  د ی اضافه گرد   ن ی اندوتوکس   EU/ml 100.000هزار برابر معادل  

بحران   ، ی آلودگ   زان ی م   ن ی ا  غلظت  گرفتن  نظر  در  فرض    ی با 

معادل  CAC)   ن ی اندوتوکس   ۀ افت ی تجمع   ی ها فرم   ل ی تشک   ،)

EU/ml 114000 (16  ،15 تقر ،) 0/ 877معادل    با ی  CAC   .است 

مورد    از، ی موردن   س ی ماتر   زان ی م   ن ی تخم   ی برا  در 

  ق ی آمده از تحق دست از مدل به   S3E3-S-Sepharose  س ی ماتر 

  ی برا   س، ی ماتر   ن ی ا   ی ات ی عمل   ط ی شرا   ی ساز مدل   ۀ دربار   ن ی ش ی پ 

  ی (. برا 7( استفاده شد ) SBC)   ک ی جذب استات   ت ی ظرف   ن ی تخم 

  ناز ی استرپتوک   APIبافر    ی ون ی و قدرت    pH  ط ی منظور، شرا   ن ی ا 
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 (NaGlutamate.H2O 20.5 g/l  ،NaH2PO4.2H20 0.39 

g/l    وNa2HPO4 1.39 g/l د ی گرد   ی ر ی گ ( اندازه   (pH 7.2    و

،  pH  ر ی (. با وارد کردن مقاد mS/cm2  0.75  ی ک ی الکتر   ت ی هدا 

اندوتوکس  معادل   ن ی غلظت  در  نمک  غلظت  تخم   ۀ و    ن ی مدل 

زده شد    ن ی تخم   س ی ماتر   ن ی ا   ک ی جذب استات   ت ی شده، ظرف زده 

  ن ی تخم   SBCدرصد    25حدود    ی ات ی ت جذب عمل ی ظرف   زان ی و م 

گرد زده  لحاظ  تقس   د؛ ی شده  با    ی آلودگ   زان ی م   م ی سپس 

ظرف   ن ی اندوتوکس  عمل   ت ی بر  ن   ، ی ات ی جذب  مورد  از    از ی حجم 

 شد.   ن یی تع   س ی ماتر 

م Endobind  ی تجار   س ی ماتر   ۀ دربار    ت ی ظرف   زان ی ، 

ماتر  برا   عنوان   EU/ml 200.000  س ی جذب  بود.    ی شده 

  ی ات ی جذب عمل   ت ی ظرف   زان ی م   س، ی از اشباع نشدن ماتر   نان ی اطم 

  زان ی شده در نظر گرفته شد و م درصد مقدار عنوان   25معادل  

 . د ی محاسبه گرد   از ی مورد ن   س ی ماتر 

  از، ی مورد ن   ی ون ی   ض ی تعو   س ی حجم ماتر   ن ی تخم   ی برا 

عمد  بخش  اشغال  به  توسط    کس ی ماتر   ت ی ظرف   ۀ توجه 

جذب    ت ی ظرف   ، ی ات ی عمل   ی جار   یۀ بر اساس رو   ن، ی اندوتوکس 

mg 15   هر    ی براml 1   به   س ی ماتر نظر گرفته شد.  منظور  در 

از    ، ی ون ی   ض ی امکان اعمال به ستون تعو   ی برا   APIبافر    ض ی تعو 

اولتراف  بافر  micrpcone,10 KD)   لتر ی روش  و   )Tris- HCl 

200mM, pH 8.0   د ی استفاده گرد . 

که در    ادشده ی   ی ها س ی شده از ماتر محاسبه   ی ها حجم 

شمار  شده   1  ۀ جدول  داده  ستون نشان  در    ی ها اند. 

که با    ن ی رز   ۀ دارند نگه   لتر ی ف   ی دارا   ی ک ی پلاست   ی کروماتوگراف 

مولار به مدت دو    1  د ی دروکس ی ه   م ی قرار دادن در محلول سد 

شده بودند،    ی ساز ی بهداشت   ، ی ق ی با آب تزر   ی کش ساعت و آب 

. شد   خته ی ر 

 ن یاندوتوکس EU/ml 100.000حذف  ی برا هاسیاز ماتر کیشده از هراستفاده  ریمقاد  .1 شماره  جدول

فیرد یکروماتوگراف  سیماتر  جذب تیظرف   از ین مورد حجم   

µl ی اسم ی اتیعمل   واحد 

1 S3E3-S-Sepharose *2.71×106   6.775×105 EU/ ml of 

matrix 

147.6≈150 

2 EndoBind **2.0×105 5.0×104 2000 

3 Sepharose-DEAE-

F.F. 
**100 #15 mg protein/ ml 

of matrix 

677.7≈700 

  یۀ : بر اساس رو# دکننده؛یتول   تیفیک یزده شد؛**: بر اساس گواه  ن یتخم ی سازمدل  ۀبا استفاده از مدل حاصله در مرحل یجذب اسم ت ی*: ظرف 

 نازی استرپتوک API یبازفرآور ندیفرا یجار

ماتر   ها س ی ماتر  برابر حجم  ده    ی ها از محلول   س، ی با 

روش    ی )برا   pH 7.2گلوتامات    م ی شامل بافر سد   ی ساز متعادل 

  tris-HCl 100 mM pH 8.0( و بافر  ی ل ی تما   ی کروماتوگراف 

کروماتوگراف   ی )برا  متعادل ی ون ی   ض ی تعو   ی روش    ی ساز ( 

عمل  اندوتوکس   ات ی شدند.    ناز ی استرپتوک   APIاز    ن ی حذف 

تماس،    قه ی دق   15صورت گرفت و پس از    وسته ی پ صورت نا به 

جاذبه خارج و    ی رو ی ستون باز شد و محلول از ستون با ن   ی انتها 

حجم    ک ی . ستون با  د ی گرد   ی آور ( جمع FTستون )   ی خروج 

  FTستون به    ی شستشو داده شد و خروج   ی ساز از بافر متعادل 

با دو    ی ل ی تما   ی کروماتوگراف   ی ها سپس ستون   د؛ ی اضافه گرد 

ح  سد   جم برابر  محلول  ستون    M 25/0  د ی کلرا   م ی ستون  و 

  د ی کلرا   م ی با دو برابر حجم ستون از محلول سد   ی ون ی   ض ی تعو 

M 07/0   کلات، به مدت   ی دوکس  م ی درصد سد  0/ 01  ی حاو

ستون در ظروف    ی تماس داده شد و دوباره خروج   قه ی دق   15

اندوتوکس   ی عار  شستشو(.    ۀ )مرحل   د ی گرد   ی آور جمع   ن ی از 

تعو  سد   ی ون ی   ض ی ستون  محلول  ستون  حجم  برابر  دو    م ی با 

ستون    ی مشابه فوق تماس داده شد و خروج   M 25/0  د ی کلرا 

ها با  ستون   ۀ هم   ت، ی (. درنها ش ی شو   ۀ )مرحل   د ی گرد   ی آور جمع 

  15به مدت  M 2  د ی کلرا   م ی برابر حجم ستون از محلول سد  5

و    د ی گرد   ی آور ستون جمع   ی شد و خروج تماس داده    قه ی دق 

محلول شستشو داده    ن ی برابر حجم ستون از ا   5سپس دوباره با  

)مرحل  با    ا ی اح   ۀ شد  درمجموع  در    10و  ستون(.  حجم  برابر 

و    ش ی ، شستشو، شو FTستون شامل    ی ها ی از خروج   ک ی هر 

)آون شده در    ن ی از اندوتوکس   ی عار   ی ا شه ی در ظروف ش   ا ی اح 
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انجام    ی شد و برا   ی آور ( جمع قه ی دق   30به مدت    C250°  ی دما 

اندازه    ی . برا د ی گرد   ی بردار نمونه   ن، ی ندوتوکس ا   ی ر ی گ آزمون 

از روش    ص ی ستون در هر مرحله از تخل   ی حجم خروج   ن یی تع 

  ی خروج   ی ها ان ی در جر   ن ی اندوتوکس   زان ی استفاده شد. م   ن ی توز 

موج  در طول   ک ی کروموژن   ی کمّ  یی نها   ۀ آزمون نقط   ق ی از طر 

nm 405   پروتئ د ی گرد   ی ر ی گ اندازه غلظت  از    ن ی .  استفاده  با 

  زان ی و م   ی ر ی گ اندازه   nm 280موج  طول   در   ی روش جذب نور 

ضر   ن ی پروتئ   ی اب ی باز  شد.  درصد    0/ 01  ی خاموش   ب ی محاسبه 

 (mg/ml 1 پروتئ ) د ی لحاظ گرد  0/ 949معادل   ناز ی استرپتوک  ن ی  

پا 17)  در  نتا   ند ی فرا   ن ی ا   ر ی تأث   ان، ی (.    ی اصل   ی ها آزمون   ج ی بر 

و درصد    ک ی ولوژ ی ب   ت ی محصول شامل فعال   ن ی ا   ی ف ی کنترل ک 

 شد.   ی ررس خلوص آن ب 

اندوتوکس   ند ی فرا   ر ی تأث   ی اب ی ارز  فعالیت    ن ی حذف  بر 

فعال   ی فرآور   APIبیولوژیک     ی ک ی ولوژ ی ب   ت ی شده: 

کروموژن   ناز ی استرپتوک  روش  با    یی نها   ۀ نقط   ک ی به  و  آزمون 

صورت گرفت.    S-2251  ک ی کروموژن   ی استفاده از سوبسترا 

ا  پا   ن ی اساس  بر  در    ن ی به پلاسم   نوژن ی پلاسم   ل ی تبد   یۀ آزمون 

که    ک ی کروموژن   ی ناز استوار است. سوبسترا ی حضور استرپتوک 

(  Val-Leu-Lys)   ی د ی پپت   ی توال   ک ی به    ن ی ل ی تروآن ی از اتصال پاران 

و    ن ی ل ی تروآن ی ن   ان ی م   وند ی پ   ن ی شده است که توسط پلاسم ساخته 

پپت  م   ی د ی گروه  شدن    شود ی شکسته  آزاد  اثر  در  و 

ناش   ی جذب   ف ی ط   ن، ی ل ی تروآن ی پاران  ن   ی زردرنگ    ن ی ل ی تروآن ی از 

ط  در  قابل   405  موج ول آزاد  است.    ی ر ی گ اندازه نانومتر 

پلاسم  تأث   ن ی ازآنجاکه  اثر  در  رو   ناز ی استرپتوک   ر ی فعال    ی بر 

پلاسم   گردد ی م   د ی تول   نوژن ی پلاسم  ه   ز ی ن   ن ی و    ز ی درول ی باعث 

افزا   ک ی کروموژن   ی سوبسترا  محلول    ی نور   ته ی دانس   ش ی و 

نور   زان ی م   جه، ی درنت   شود؛ ی م  غلظت  OD)   ی جذب  با   )

 دارد.   م ی مستق   تباط ار   ناز ی استرپتوک 

 mM  ک ی کروموژن   ی انجام آزمون از سوبسترا   ی برا 

استفاده شد.   IU/ml 4/524862 ت ی با فعال  ی ، استاندارد داخل 3

نمونه  اولتراف   ی ها غلظت  از  استفاده  با  آزمون  با    لتر ی مورد 

microcone   ی با غشا  KD 10    به غلظتmg/ml 10   شد    ظ ی تغل

بافر حامل   با  بافر آن  نمونه د ی گرد   ض ی تعو   APIو  ها شامل  . 

نمونه  و  رقت    ی ها استاندارد  با  آزمون    ه ی ته   100به    1مورد 

  ی ها استاندارد و نمونه   یی نها   ی ها از نمونه   تر ی ل ی ل ی م   1.  د ی گرد 

  79/ 01و    IU/ml 7/177  ،5 /118مورد آزمون در سه غلظت  

)برا   ه ی ته  نمونه   ی ها رقت   یۀ ته   ی شد  از  مورد    ی ها مذکور 

و    800، 750، 700ها در ابتدا  نمونه   ک ی ولوژ ی ب   ت ی آزمون، فعال 

نمون   ن ی تخم   IU/mlهزار    850 شد(.  با    ۀ زده  بالا  کنترل حد 

ساخته شد.    ی ل با استفاده از استاندارد داخ   IU/ml600  ت ی فعال 

( استفاده  PBS)   ی از بافر فسفات نمک   ن، یی کنترل حد پا   ی برا 

  ی ها استاندارد، رقت   های رقت )   ها ¬از نمونه   ک ی . از هر د ی گرد 

ب  حد  کنترل  مثبت،  پا   الا، کنترل  حد    ی ها رقت   ن، یی کنترل 

آزمون(    ی ها نمونه   ی ها ن ی تخم  داخل    µl 50مورد  به 

ها  از چاهک   ک ی شد و به هر   خته ی ر   ت ی کروپل ی م   ی ها چاهک 

µl 25   از اختلاط    نان ی اطم   ی . برا د ی اضافه گرد   ی انسان   ی پلاسما

  ی رو   ه ی ثان   20- 30به مدت    ی آرام به   ت ی ها، پل چاهک   ات ی محتو 

  ت ی کروپل ی وبرگشت حرکت داده شد. م سطح صاف رفت   ک ی 

قرار گرفت. پس    C°37  ی در انکوباتور با دما   قه ی دق   10به مدت  

پا  انکوباس   ان ی از  از    µl 50ها  از چاهک   ک ی به هر   ون، ی زمان 

و دوباره به مدت    د ی مولار اضافه گرد - ی ل ی م   0/ 75  ی سوبسترا 

دما   قه ی دق   20 برا   C°37  ی در  سپس  داده شد؛  قرار    ی درجه 

  ک ی است  د ی اس  µl 25  ها ¬ک از چاهک ی توقف واکنش، به هر 

اضافه گرد   20 نور   د ی درصد  موج  ها در طول آن   ی و جذب 

با استفاده از    ت ی کروپل ی خوانش م   ج ی نانومتر قرائت شد. نتا   405

روش    ParLin vol.1افزار  نرم    Parallel Line Assayبه 

فعال   د ی گرد   ل ی وتحل ه ی تجز    ناز ی استرپتوک   م ی آنز   ی ست ی ز   ت ی و 

  ت، ی شد. درنها   ن یی استاندارد تع   م ی با آنز   سه ی مورد آزمون در مقا 

  ت ی فعال   زان ی م   ن، ی حذف اندوتوکس   ی ندها ی از فرا   ک ی هر   ی برا 

محاسبه    ه ی اول   API  ۀ نسبت به نمون   شده ی اب ی باز   یی نها   ک ی ولوژ ی ب 

 . د ی و گزارش گرد 

اندوتوکس   ند ی فرا   ر ی تأث   ی اب ی ارز  خلوص    ن ی حذف  بر 

API   فاز    ی کروماتوگراف   ق ی از طر   ناز ی استرپتوک   ۀ شد ی فرآور

کارا  با  )   یی معکوس  برا RP-HPLCبالا    ر ی تأث   ی اب ی ارز   ی (: 

اندوتوکس   ی ها روش  ماتر   ن ی حذف    ی رو   ادشده ی   ی ها س ی با 

استفاده    C18با ستون    RP-HPLCدرصد خلوص محصول، از  

  فلورو ی تر   ی درصد حجم   1شامل نسبت    A  ک شد. فاز متحر 

شامل    Bو فاز متحرک    ی ق ی ( در آب تزر TFA)   د ی اس ک ی است 
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حجم   1نسبت   استون   TFA  ی درصد    . د ی گرد   ه ی ته   ل ی تر ی در 

استرپتوک نمونه  غلظت  با  طر   کسان ی   با ی تقر   ناز ی ها    ق ی )از 

متعادل   ی ساز ق ی رق  بافر  ته   ی ساز با  شد و در هر    ه ی هر ستون( 

ستون    ه نمون   µl 20آزمون   ط   C18به  و    ۀ برنام   ی اعمال 

شمار   ، ی ان ی گراد  جدول  اساس  خارج   2  ۀ بر  ستون    ی ساز از 

  ۀ قبل و بعد و عدم مشاهد   ۀ . تطابق کروماتوگرام نمون د ی گرد 

  ر یی تغ  ا ی اضافه به محصول  ۀ نبودِ نشت ماد  انگر ی اضافه نما  ک ی پ 

بود. درصد خلوص نمونه با استفاده از    ن ی نکردن ساختار پروتئ 

  ی منحن   ر ی به مجموع سطوح ز   ک ی پ   ی منحن   ر ی ز   ح نسبت سط 

  . د ی گرد   ن یی موجود تع   ی احتمال   ی ها ک ی پ 

 ناز یاسترپتوک نیدر آزمون درصد خلوص پروتئ HPLC یبرا  یانیگراد ۀبرنام.   .2 شماره  جدول

 ( V/V)درصد  Bمتحرک  فاز (V/V)درصد  Aمتحرک  فاز (قهی)دق  زمان

1- 0 68 32 

4- 1 52→68 48→32 

5- 4 52 48 

7- 5 0 100 

10- 7 68 32 

 

 پژوهش یهاافتهی 

در    S3E3-S-Sepharose  ی ل ی تما   س ی استفاده از ماتر 

: مراحل  ناز ی فعال استرپتوک   یی دارو   ۀ از ماد   ن ی حذف اندوتوکس 

اندوتوکس  شو   ن ی حذف  شستشو،  نمونه،  اعمال    ش ی شامل 

کروماتوگراف   ن ی پروتئ  اح ی ون ی   ض ی تعو   ی )در  و  ستون    ی ا ی ( 

ستون   ک ی هر   ی برا  نتا از  شد.  انجام  و    ن ی پروتئ   زان ی م   ج ی ها 

مقا   مانده ی باق   ن ی اندوتوکس  مقاد   سه ی در  شکل    ه ی اول   ر ی با  در 

. شده است نشان داده   1  ۀ شمار 

 
  ن ی. درصد پروتئa. یون ی ضی و تعو  یتجار ی لیتما یهاسیبا ماتر سهی در مقا S3E3-S-Sepharose یل یتما سیعملکرد ماتر.   .1 شماره  شکل 

 ص ی از مراحل تخل کیهر  یدر خروج مانده یباق   نی. درصد اندوتوکسbو  مانده یباق 
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ستون  و    S3E3-S-Sepharose  ی ل ی تما   ی ها دو 

EndoBind کروماتوگراف حالت  در  اتصال    ی منف   ی ،  )عدم 

درنت   ن ی پروتئ  و  کردند  عمل  از    ی خروج   ان ی جر   جه، ی هدف( 

ح  جر   ن ی ستون  به  موسوم  نمونه،    ی آور جمع   FT  ان ی اعمال 

  0/ 25  م ی سد   د ی دو ستون با کلر   ن ی ا   ی شستشو   ۀ مرحل . در  د ی گرد 

شد که    ی شده به ستون جداساز متصل   ن ی ئ از پروت   ی مولار، بخش 

  ۀ مرحل   ی ها، خروج آن   ن ی با توجه به غلظت اندک اندوتوکس 

  ی عنوان محصول خروج به   ی ع ی صورت تجم به   FTشستشو و  

کروماتوگراف ستون   ن ی ا  ستون  در  شد.  گرفته  نظر  در    ی ها 

  ی شستشو حاو   ۀ در مرحل   ن ی غلظت اندوتوکس   ، ی ون ی   ض ی تعو 

درنت   EU/ml 1/74حدود    کلات ی دزوکس م ی سد  و    جه، ی بود 

عنوان محصول  به   ش ی شو   ۀ ستون در مرحل   ی خروج   ان ی تنها جر 

برا   ن ی ا  شد.  گرفته  نظر  در  از    ک ی هر   ر ی تأث   ی بررس   ی ستون 

درصد خلوص محصول، ابتدا با    ی مذکور بالا رو   ی ها روش 

پپت   نان ی هدف اطم  نبودِ نشت  برا   S3E3  د ی از    ی به محصول و 

به ستون   د ی پپت  ن ی ، ا S3E3 د ی مربوط به پپت  ک ی ثبت زمان ماند پ 

HPLC   ۀ جدول شمار   ی ان ی گراد   ط ی و بر طبق شرا   د ی اعمال گرد  

از ستون خارج و در    د ی پپت   ن ی ا   ک ی پ   قه، ی دق   3/ 4، در زمان  2

. ( 2کروماتوگرام نشان داده شد )شکل  

 
 د ی زمان ماند پپت  نییتع  یبرا S3E3خالص  دی پپت  ۀکروماتوگرام نمون   .2 شماره  شکل 

  ناز ی فعال استرپتوک   یی دارو   ۀ محصول ماد   ۀ سپس نمون 

آلودگ  نمون به   ی ن ی اندوتوکس   ی بدون    ش ی پ   ۀ عنوان 

  ک ی با هر   شده ی فرآور   ۀ ( و نمون 3  ۀ )کروماتوگرام شکل شمار 

ماتر  نمونه به   ها س ی از  فرآور   ی ها عنوان  از  ستون    ی پس  به 

HPLC   ده ی د   3  ۀ طور که در شکل شمار . همان د ی اعمال گرد  

  قه ی دق  6/ 4در زمان ماند   ناز ی ک مربوط به استرپتوک ی پ  شود، ی م 

. گردد ی از ستون خارج م 
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 ی از فرآور ش ی کنترل پ ۀعنوان نمونبه ناز یاسترپتوک API ۀکروماتوگرام نمون   .3 شماره  شکل 

  ی ها مربوط به نمونه   ی ها از کروماتوگرام   ک ی هر در  

هر   شده ی فرآور   ناز ی استرپتوک  -S3E3-S  ی ها از ستون   ک ی با 

Sepharose   شمار تجار 4  ۀ )شکل  ستون    EndoBind  ی (، 

)شکل    ی ون ی   ض ی تعو   ی ( و ستون کروماتوگراف 5  ۀ )شکل شمار 

از    ش ی کنترل پ   ۀ نمون   ک ی مانند پ   قا ی دق   ک ی پ   ل ی (، پروفا 6  ۀ شمار 

بنابرا   ی فرآور  ه   توان ی م   ن، ی بود؛  که  از    ک ی چ ی گفت 

رو   ی فرآور   ی ها روش  تأث   ی بر  محصول  خلوص    ر ی درصد 

  3/ 4در زمان    ک ی مشاهده نکردن پ   ن، ی نداشتند. علاوه بر ا   ی منف 

نمون   قه ی دق  کروماتوگرام  تما   شده ی فرآور   ۀ در  ستون    ی ل ی با 

S3E3-S-Sepharose از ستون    د ی پپت   ن ی نبودِ نشت ا   ۀ کنند ان ی ، ب

. بود   حصول به م 

 
 S3E3-S-Sepharoseبا ستون   یلیتما یکروماتوگراف Washو   FTمخلوط  ۀکروماتوگرام نمون   .4 شماره  شکل 
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 EndoBindبا ستون   یلیتما یکروماتوگراف Washو   FTمخلوط  ۀکروماتوگرام نمون   .5 شماره  شکل 

 

 
 ی ون ی ضی تعو  ی کروماتوگراف  شیشو  ۀکروماتوگرام نمون   .6 شماره  شکل 

با    سه ی در مقا   ی اضاف   ک ی مشاهده نکردن پ   ، ی طورکل به 

هرگونه    ا ی   گاند ی عدم نشت ل   ۀ کنند ان ی ب   ی از فرآور   ش ی پ   ۀ نمون 

پروتئ   ر یی تغ  ساختار  برا   ن ی در  از    ک ی هر   ر ی تأث   ی بررس   ی بود. 

رو کاربرده به   ی ندها ی فرا  بر    ک ی ولوژ ی ب   ت ی فعال   ی شده 

نمونه   ناز، ی استرپتوک  جمع   ی ها ابتدا  از    شده ی آور محصول 

ا   ک ی هر  از    ندها ی فرا   ن ی از  استفاده  غلظت    microconeبا  به 

mg/ml 10   سوبسترا   ظ ی تغل از  استفاده  با  سپس  و    ی شد 

آنال   ی انسان   ی و پلاسما   ک ی کروموژن  از روش  استفاده  با    ز ی و 

Parralell line   نرم تغ ParLin vol.1افزار  با    ت ی فعال   رات یی ، 

آلوده    ر ی غ   ناز ی استرپتوک   API  ۀ ها نسبت به نمون آن   ک ی ولوژ ی ب 

نتا د ی گرد   ی اب ی ارز  مقا   ج ی .  به  هر   ۀ س ی مربوط  از    ک ی عملکرد 

. آورده شده است   3  ۀ ها در جدول شمار روش 
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 ن یدر حذف اندوتوکس یونی ضیو تعو  ی لیتما ی مختلف کروماتوگراف  یهاعملکرد روش ۀسیمقا.   .3شماره  جدول

S3E3-S-

sepharose 
EndoBind 

DEAE-

Sepharose F.F. 
SK-API یابیارز شاخص  

53/92  23/91  1/91 یکروماتوگراف  ۀمرحل (:درصد) نیپروتئ ی اب یباز -    

- - 26/91 ه یبافر اول ضی (: بازده تعودرصد) نیپروتئ ی اب یباز -   

85/90  34/89  58/90 یی نها ظی(: بازده تغلدرصد) نیپروتئ ی اب یباز -    

07/84  5/81  31/75 حذف ندیفرا کل(: درصد) نیپروتئ ی اب یباز -    

98/73054  08/71060  68/70462  91/76175  (IU/mg) ژهیو  کیولوژیب تیفعال 

1/4  72/6  5/7 ( درصد) ی افت پتنس درصد -    

95/81  27/76  54/61   - 
  درصد همان ای کل کیولوژیب تیفعال ی ابیباز درصد

(درصد) دز ی اب یباز  

54/5  52/4  68/5 ی آلودگ حذف تمیلگار -   

342/0  622/3  254/0  - 
 ندیفرا  یی نها ۀشدظیتغل ۀنمون در نیاندوتوکس غلظت

 (EU/ml)حذف 

60/98  58/98  38/98  63/98 ( درصد) خلوص درصد   

 

شده است،  گزارش   3 ۀ جدول شمار طور که در همان 

تعو  به سا   ی ون ی   ض ی روش  باز روش   ر ی نسبت    ن ی پروتئ   ، ی اب ی ها 

که در روش  ها داشت. ازآنجا روش   ر ی نسبت به سا   ی کمتر   ی کل 

مانع    ی ک ی الکتر   ت ی هدا   ، ی ون ی   ض ی تعو   ی کروماتوگراف  بالا 

و    شود ی م   ی ون ی   ض ی تعو   س ی شونده به ماتر جذب جزء جذب 

(، در  18،  19باشد )   ن یی نمونه پا   ی ک ی الکتر   ت ی هدا لازم است  

بازفرآور  تعو   ناز ی استرپتوک   API  ی روش  با ستون    ض ی آلوده 

  ن ی ا   ی بود. برا   ی ضرور   tris-HClبافر آن با بافر    ض ی تعو   ، ی ون ی 

استفاده شد. در    KDa 10  ی با غشرا   لتر ی منظور، از روش اولتراف 

بازده   ن ی ا  ب   91/ 26  ن ی پروتئ   ی اب ی باز   ی مرحله،  .  ود درصد 

هر ازآنجا  در  روش   ک ی که  بازده از    ن ی پروتئ   ی اب ی باز   ی ها 

مقاد حاصل  هر   ن ی پروتئ   ی اب ی باز   ر ی ضرب  مراحل    ک ی در  از 

  ۀ مرحل   ک ی به    از ی به علت ن   ی ون ی   ض ی روش تعو   ن، ی است؛ بنابرا 

ب   ض ی تعو  روش    ی کمتر   ی بازده   شتر، ی بافر  برخلاف  داشت. 

کروماتوگراف   ، ی ون ی   ض ی تعو   ی کروماتوگراف  روش    ی دو 

  ، ی تجار   س ی و ماتر   ق ی تحق   ن ی در ا   شده ه ی ته   س ی با ماتر   ی ل ی تما 

که در    ی معن   ن ی بودند؛ بد   ی منف   ی هر دو از نوع کروماتوگراف 

ماتر   ن ی ا  ماتر   ن ی پروتئ   ۀ عمد   س، ی دو  به  اتصال  در    س ی بدون 

گرد   FT  ان ی جر  خارج  ستون    81/ 4حدود    ب ی ترت )به   د ی از 

به    ن ی پروتئ   ، ی ون ی   ض ی روش تعو درصد(؛ اما در    74درصد و  

  ی ل ی تما   س ی متصل شد. در هر دو ماتر   س ی به ماتر   LPS  مراه ه 

S3E3-S- Sepharose   ماتر بخش S3  ی تجار   س ی و  از    ی ، 

  ، ی بودن و داشتن بار منف   ی د ی به علت اس   ناز ی استرپتوک   ن ی پروتئ 

آن،    ی جداساز   ی که برا   د ی متصل گرد   ها س ی ماتر   ی گاندها ی به ل 

شد.    ه مولار استفاد   0/ 25  م ی سد   د ی مرحله شستشو با کلر   ک ی از  

  ب ی ترت )به   د ی ها خارج گرد از ستون   ناز ی حالت، استرپتوک   ن ی در ا 

و    16/ 4حدود   درحال   21/ 2درصد  همچنان    که ی درصد(، 

ماتر   ن ی اندوتوکس  ازآنجا   ها س ی به  بود.  غلظت  متصل  که 

پروتئ   ن ی اندوتوکس  مرحل   ی خروج   ن ی در  بس   ۀ در    ار ی شستشو 

بنابرا  بود؛  پروتئ   ی ر ی جلوگ   ی برا   ن، ی اندک  اتلاف  ن،  ی از 

  ن ی عنوان محصول ا به   FT  ی شستشو به همراه خروج   ی خروج 

  ن ی پروتئ   ، ی ون ی   ض ی . در روش تعو د ی گرد   ی آور ها جمع روش 

باز   س ی از ماتر   ش ی شو   ان ی در جر  مرحله    ن ی ا   ی اب ی جدا شد و 

پروتئ   91/ 4)   ی طولان  روش،  سه  هر  در  بود.    ن ی درصد( 

ن به   شده ی آور جمع  محصول،  تغل   از ی عنوان  داشت.    ظ ی به 

روش   ک ی هر   ی کل   ی اب ی باز   زان ی م   ه ک ازآنجا  از  از  ها 

مراحل آن محاسبه شد؛    ز ی در ر   ن ی پروتئ   ی اب ی ضرب باز حاصل 

ن   ی ون ی   ض ی تعو   ی روش کروماتوگراف   ن، ی بنابرا  به    از ی به سبب 
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اولتراف   ک ی  سا   ون ی لتراس ی مرحله  به  نسبت  ها،  روش   ر ی اضافه 

درصد    84درصد در مقابل    75/ 3داشت )   ی کمتر   ی کل   ی اب ی باز 

تأث صد در   81/ 5و   روش  سه  هر  درصد    ی رو   ی نامطلوب   ر ی (. 

(  ژه ی و  ت ی )فعال  ی پتنس  زان ی خلوص محصول نداشتند، هرچند م 

  ۀ . در هم افت ی کاهش    ی جزئ   زان ی محصول در هر سه روش به م 

پروتئ روش  پتنس اتلاف   ن ی ها  افت  و  کاهش    ی شده  باعث 

م د ی گرد   ک ی ولوژ ی ب   ت ی فعال   ی بازده  در    ی ها روش   ان ی . 

نسبت    ق ی تحق   ن ی ا   س ی با ماتر   ی ل ی تما   وش ر   ی شده، بازده استفاده 

  82داشت )   ی شتر ی ب   ک ی ولوژ ی ب   ت ی فعال   ی ها، بازده روش   ر ی به سا 

مقابل   در  تما   76/ 3درصد  روش  به  مربوط  با    ی ل ی درصد 

 (. ی ون ی   ض ی درصد مربوط به روش تعو   61/ 5و    ی تجار   س ی ماتر 

 گیرینتیجه  و ثبح

  س ی ماتر   یی عملکرد کارا   ی بررس   ی برا   ق، ی تحق   ن ی در ا 

اندوتوکس   S3E3-S-Sepharose  ی ل ی تما  حذف  از    ن ی در 

پروتئ  شرا   ی ن ی محصول  ماتر   ، ی واقع   ی ات ی عمل   ط ی در    س ی از 

فعال    یی دارو  ۀ از ماد  ن ی حذف اندوتوکس   ی برا  ادشده ی  ی ل ی تما 

گرد   ناز ی استرپتوک  ماتر   د ی استفاده  عملکرد  عملکرد    س ی و  با 

پا   ی ار تج   س ی ماتر  روش    S3  انت ی وار   گاند ی ل   یۀ بر  و 

و مشاهده شد که ستون    سه ی مقا   ی ون ی آن   ض ی تعو   ی کروماتوگراف 

ماتر   S3E3-S-Sepharose  ی ل ی تما  دو  به    گر، ی د   س ی نسبت 

  ت ی و فعال   ن ی درصد پروتئ   شتر ی ب   ی اب ی داشت )باز   ی شتر ی ب   یی کارا 

همچن ی ک ی ولوژ ی ب  تما   ن ی (؛    S3E3-S-Sepharose  ی ل ی ستون 

تم  ستون  به  نها   ، ی تجار   ی ل ی ا نسبت    ن ی اندوتوکس   یی غلظت 

  ن ی حذف اندوتوکس  ی بازده  گر، ی د عبارت کمتر و به   ۀ ماند ی باق 

توسط    ن ی حذف اندوتوکس   ی بازده   ش ی افزا   ن ی داشت. ا   شتر ی ب 

بودن قدرت    شتر ی به ب   توان ی را م   S3E3-S-Sepharose  س ی ماتر 

ل  وار   ا ی آن    گاند ی اتصال  ل   S3E3  انت ی همان    س ی ماتر   گاند ی با 

تحق S3  د ی پپت   ان )هم   ی تجار  اساس  بر  دانست.  مرتبط    ق ی ( 

برابر    S3E3 07/2  ی ها انت ی وار   ENC50مقدار    ن ی انگ ی م   ن، ی ش ی پ 

بود که    S3  د ی پپت   ENC50درصد( کمتر از مقدار    52  با ی )تقر 

اس   ر ی تأث   ۀ کنند ان ی ب  از    د ی اس   ک ی گلوتام   ۀ ن ی آم   د ی مثبت حذف 

  ی و بر ر   انت ی وار   ن ی بار مثبت ا   ش ی افزا   جه، ی ساختار آن و درنت 

بار    ش ی (. اثر افزا 13بود )  ن ی اندوتوکس   ی کنندگ ی خنث  ت ی خاص 

خاص  و  در    ی کروب ی ضدم   ی دها ی پپت   ی ز ی گر آب   ت ی مثبت 

به    ت ی و خاص   ی کروب ی خواص ضدم   ش ی افزا  در    LPSاتصال 

) مختلف گزارش   قات ی تحق  افزا 14،  20- 25شده است    ش ی (. 

  ی نواح   ان ی م   ک ی کنش الکترواستات برهم   ش ی بار مثبت باعث افزا 

  ی دارا   ی دها ی پ ی و فسفول   ی کروب ی ضدم   ی دها ی مثبت پپت   بار   ی دارا 

منف  باکتر   ی غشا   ی بار  درنت   ی سلول    ت ی خاص   ش ی افزا   جه، ی و 

(. علاوه بر  26- 32)   گردد ی م   ی ون ی کات   ی دها ی پپت   ی کروب ی ضدم 

م  پپت   ش ی افزا   ان ی ارتباط  مثبت  افزا   د ی بار    ت ی خاص   ش ی و 

  ش ی افزا   ن ی ا   ر ی در تأث   ی اختصاص   ی ها آن، گزارش   ی کروب ی ضدم 

افزا  اندوتوکس   ت ی خاص   ش ی بار در  وجود دارد؛    ز ی ن   ن ی اتصال 

  ی ن ی گز ی جا   ق ی از طر   S3  د ی مثال، افزودن بار خالص پپت عنوان به 

اس  گلوتام   ن ی س ی گلا   ۀ ن ی آم   د ی دو  ل   د ی اس   ک ی و  با    ن ی ز ی آن 

افزا SΔ3  انت ی )وار  به  و    LPS  ی کنندگ ی خنث   ت ی خاص   ش ی (، 

پپت   ی کروب ی ضدم   ت ی خاص   ش ی افزا  گرد   د ی آن  ،  33)   د ی منجر 

اتصال به    ی ل ی قدرت تما   ش ی بار مثبت در افزا   ش ی (. اثر افزا 14

LPS   خاص   ی کروب ی ضدم   ی دها ی پپت   ی برا   ی کروب ی ضدم   ت ی و 

  ی مشتق از بافت شکم   Buferin2  د ی پپت   ی ها انت ی وار   ر ی نظ   گر ی د 

آس  به    یی ا ی وزغ    د ی پپت   ا ی BF2A   (34  )و    BF2Bموسوم 

با بار   ن ی آرژن  ۀ ن ی آم  د ی اس  ی ار ی که تعداد بس   P6m ی کروب ی ضدم 

که    Ponericin W1  ی کروب ی ضدم   د ی پپت   ا ی ( و  31دارد )   ثبت م 

بار مثبت است،    ی دارا   ن ی ز ی ل   ۀ ن ی آم   د ی اس   ی تعداد فراوان   ی حاو 

ن 32)  ا گزارش   ز ی (  است.    LPSبه    ل ی تما   ش ی افزا   ن ی شده 

افزا   ی ناش   تواند ی م  الکترواستات برهم   ش ی از    ان ی م   ک ی کنش 

  د ی پ ی ( ل ی نف بار م   ی فسفات )دارا   ی ها ون ی و    د ی بار مثبت پپت   ی نواح 

A  ،LPS    اتصال در  پپت   LPSباشد.    ، ی کروب ی ضدم   ی دها ی به 

  ی ها نه ی آم   د ی به اس  LPSفسفات در مولکول  ی بار منف  ی ها ون ی 

و    شوند ی متصل م   ی کروب ی ضدم   ی دها ی بار مثبت در پپت   ی دارا 

  ی و نواح   LPS  دروفوب ی و انشعابات ه   ل ی آس   ی ها شاخه   ان ی م 

آب   ز، ی ن   د ی پپت   دروفوب ی ه  از  گردد ی م   ار برقر   ز ی گر تعامل   .

  ت ی از روش تثب   ق ی از طر   S3  د ی پپت   ، ی تجار   س ی در ماتر   ، یی سو 

طر  کربوکس   ق ی از  گروه  آم   ل ی اتصال  گروه    نکر ی ل   ن ی به 

DADPA   ( بود  شده  همان 35متصل  شد،  (.  گفته  که  طور 

  د ی اس   ک ی گلوتام   ۀ ن ی آم   د ی خود دو اس   ی در ساختار توال    S3د ی پپت 

بنابرا  تثب   ن، ی داشت؛  روش  از  گروه    ق ی طر   ز ا   ت ی استفاده 

تثب   ل، ی کربوکس  ناح   S3هتروژن    ت ی به    ا ی و/    نال ی ترم   C  یۀ از 
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اس   ک ی هر  . در  د ی منجر گرد   د ی اس   ک ی گلوتام   ی ها نه ی آم   د ی از 

ل   ، ی ل ی تما   ی کروماتوگراف  انقطاع    ۀ د ی با پد   گاند ی هتروژن بودن 

  دهد ی رخ م   ی وقت   ک ی انقطاع پ   ۀ د ی دارد. پد   م ی ارتباط مستق   ک ی پ 

از    ی بخش   ، ی کروماتوگراف  س ی ماتر  ی خال  ت ی ظرف   رغم ی که عل 

  FT  ان ی همراه با جر   س ی شونده بدون اتصال به ماتر جزء جذب 

متصل    س ی از آن به ماتر   ی و تنها بخش   شود ی از ستون خارج م 

وار   ل ی در ی سولف   ی ها گروه   یی کتا ی .  گردد ی م    S3E3  انت ی در 

  ی ها ن ی رز  ی آن بر رو  ی اختصاص  ت ی حاضر، امکان تثب  ق ی تحق 

(  ل ی در ی اتصال گروه سولف   ی )برا   د ی   ل ی است   ی دارا   نکر ی ل   ا ی   ه ی پا 

  ن ی از علل عملکرد بهتر ا   ی ک ی   تواند ی م   ز ی ن   ن ی فراهم کرد و ا 

 . باشد   س ی ماتر 
 

   گزاریسپاس

انست   ن ی ا   سندگان ی نو  از  ا   تو ی مقاله  بابت    ران ی پاستور 

معنو   ی مال   ت ی حما  همچن   ی و  نانو    ن ی و  بخش  کارکنان 

  ی کمال تشکر و قدردان  مانه ی صم  ی همکار  ی برا  ی وتکنولوژ ی ب 

 . را دارند 

 تعارض منافع 

م   سندگان ی نو  منافع   کنند ی اعلام  تضاد  ا   ی که    ن ی در 

 . مطالعه وجود ندارد 

   کد اخلاق

بوده و کد اخلاق    ی ن ی بال   یی مطالعه فاقد کارآزما   ن ی ا 

 . در مورد آن کاربرد نداشت 

 یمال تی حما

انجام    ران ی پاستور ا   تو ی انست   ی مال   ت ی مطالعه با حما   ن ی ا 

 . شده است 

 سندگانی مشارکت نو

تحق   سندگان ی نو   ی تمام  انجام  و  داده   ز ی آنال   ق، ی در  ها 

 . اند نوشتن مقاله مشارکت نموده 
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