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 چکیدٌ 
اختصبصهی بهًدن   را بذين تًجٍ بهٍ   Tشوُبی ببکتریبیی قبدروذ لىفًسیت َبی سًپرآوتی ي َدف: سمیىٍ

َهب  ي مًوًسهیت  Tَهبی  از لىفًسهیت  ،َهب آوُب تحریک کردٌ ي سبب آزادسبزی حجم يسیعی از سبیتًکبیه

 فعهب  کىىهذ    سیستم ایمىی بیمبر را در جُت از بیه بردن سلًلُبی سرطبویتًاوىذ در وتیجٍ آوُب می گردوذ

از طریق اتصب  وبحیٍ  سهً  فهبکتًر    TGFαL3-SEBه کبیمریک ئیمطبلعٍ برای ايلیه ببر پريت در ایه

  بعلايٌ فعبلیت ضهذ  طراحی ي تًلیذ گردیذ استبفیلًکًکًس ايرئًس B رشذ اپیذرمی بٍ اوتريتًکسیه تیپ

 تًمًری آن بر علیٍ ردٌ سلً  سرطبن پستبن اوسبوی مًرد ارزیببی قرار گرفت 

بٍ اوتُبی  tgfαl3از طریق اتصب  شوتیکی اوتُبی آمیىی  TGFαL3-SEBپريتئیه کبیمریک  َب:ريش

 pET28a::tgfαl3-sebطراحی شذ  حبمل وًترکیب  GGSGSGGGبب ياسطٍ لیىکر  sebکربًکسی 

 ي بٍ صًرت یک پهريتئیه کبیمریهک بیهبن گردیهذ      مىتقل  BL21(DE3)بٍ میسببن بیبوی اشرشیبکًلی 

بهر ريی ردٌ سهلًلی سهرطبن پسهتبن      TGFαL3-SEBپريتئیه کبیمریهک  سپس فعبلیت ضذ تًمًری 

 اوسبوی مًرد ارزیببی قرار گرفت 

  پهريتئیه  شهذ آوسیمهی ي تعیهیه تهًالی تبییهذ      ، َضمcolony PCRطریق  ازَبی حبصلٍ یبفتٍ وتبیج:

يسهترن بهلات تبییهذ گردیهذ       بیبن، تخلیص ي سپس از طریق آوبلیس kDa 13کبیمریک بب يزن مًلکًلی 

 قبدر است رشذ سلًلُبی سرطبن پستبن را مُبر کىذ  TGFαL3-SEB  بررسی اثر ضذتًمًری وشبن داد

بهب مًفقیهت طراحهی، بیهبن ي      TGFαL3-SEBوتبیج وشبن داد کٍ پريتئیه کبیمریهک   گیزی:وتیجٍ

مًرد اسهتفبدٌ قهرار   پستبن ایمىًتراپی سرطبن  اوتخببی کبوذیذ تًاوذ بٍ عىًانمی احتمبلا تخلیص گردیذٌ ي

 گیرد 

 :  َب ياصٌ دیکل
 ، Bاوتريتًکسهههیه تیهههپ 

 استبفیلًکًکًس ايرئًس،

ایمىهههًتراپی،  کلًویىههه ،

، رشههذ اپیههذرمی αفههبکتًر

 سرطبن پستبن

 

 یشرر بررا  وحقًق  یتمبم

 یداوشگبٌ علرً  پششرک  

محفررً   تربررت حیذريررٍ

 است.

 مقدمٍ 

. (2, 1)عزعبٖ ٔؾىُ فٕدٜ علأت فٕٛٔی در ٕٞٝ خٟبٖ اعتت  

ٛ ؽیٕی درٔتب٘ی ٚ  اعتفبدٜ اس  ٖ عتِّٟٛب   درٔتب٘ی   پزتت  ،عتزعب

ٌبٞی ثٛاعغٝ فٛارك ختب٘جی ختد  ٚ تٟد تد وٙٙتدٜ عتِّٟٛب       

(. اوثتتز دارٚٞتتب  رتتد عتتزعبٖ ٚ 3) ٔحتتدٚد ٔتتی ؽتتٛد٘زٔتتبَ 

 ِٚتی  ٕ٘ٛدٜ خٌّٛیز اس تمغیٓ عِّٛی  پزتٛ درٔب٘ی، اعتفبدٜ اس

عجت عتزوٛة عیغتتٓ    ٘یغت در٘تیدٝفّٕىزد آٟ٘ب اختقبفی 

عبس  عیغتٓ ا ٕٙی ختٛد ثیٕتبر   (. فقبَ 4)فزد  ٔی ٌزدد ا ٕٙی 

وٙتتزَ پیؾتزٚ     خٟتت  ٞب  درٔب٘ی أیتدثشؼ در  ىی اس رٚػ
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ا تٗ ٔٙؾتٛر ثىتبر     ثتزا  ( اعتزاتض  خبِجی وتٝ  5) اعتعزعبٖ 

(. 7, 6ٌزفتٝ ٔی ؽتٛد اعتتفبدٜ اس عتٛپزآ٘تی صٟ٘تب ٔتی ثبؽتد )      

وٝ ٞغتتٙد  پزٚتئیٟٙب  ثبوتز تب ی  تب ٚ زٚعتی     ،عٛپزآ٘تی صٟ٘ب

ی را ثتدٖٚ تٛختٝ ثتٝ اختقبفت     Tِّٟٛب  س بد  اس عت  وّٟٛ٘ب 

٘تیدٝ عتجت آسادعتبس  مدتٓ     آ٘تی ص٘ی فقبَ ٔی وٙٙد درثٛدٖ 

، TNF-α ،IFN-γ ،IL-1ٚعیقی اس عتب تٛوب ٟٙب  ٔتٙتٛؿ ٔب٘ٙتد    

IL-2 ،IL-6 ،IL-8  ٚIL-12    اس عتتِّٟٛبT   ٔٙٛعتتیتٟب ٔتتی ٚ

عتی   (. وبرثزد عٛپز آ٘تی صٟ٘ب در درٔبٖ تٛٔٛرٞتب  8, 5ٌزد٘د )

(. در ا تٗ  10, 9ٔٛرد ثزرعی لزار ٌزفتٝ اعت )   ٌذؽتٝٞب دٞٝ

 ٛطاعتتبفیّٛوٛو  Bتیت   ا٘تزٚتٛوغیٗ تحمیك اس عٛپزآ٘تی صٖ 

ٝ ( اعتفبدٜ (SEB اٚرئٛط ٔتدَ ولاعتیىی اس عتٛپزآ٘تی     ؽد وت

 Tا ٗ عٛپزآ٘تی صٖ اِمبٌز لٛ  فقبِیت عِّٟٛب  ٔی ثبؽد.  صٟ٘ب

ٔی ثبؽتد   in vivoعیتٛتٛوغیه ٚ تِٛید عب تٛوب ٗ در ؽزا ظ 

 Tثتتٝ فٙتتٛاٖ اِمتتبٌز عتتِّٟٛب      SEBپتتظ اس ا٘تشتتبة   (.5)

عیتٛتٛوغیه خٟت درٔبٖ، ٔٛرٛؿ ٔٛرد ثزرعی د ٍز در ا ٗ 

تحمیك تحٛ ُ اختقبفی عٛپزآ٘تی صٖ ثٝ ثبفت عزعب٘ی ثتٛد.  

تحٛ ُ اختقبفی دارٚ  رد عزعبٖ  ه اعتزاتض  أیتدثشؼ  

   ٜ ٚ عتٕیت ثتز    درٔب٘ی اعت س زا وتبرا ی درٔتبٖ را افتشا ؼ داد

اعتتتزاتض ٟب ی  (.11رٚ  عتِّٟٛب  ٘زٔتبَ را وتبٞؼ ٔتی دٞتد )     

ثزا  خٟت ٌیز  دلیتك دارٚ ثتٝ عتٕت عتِّٟٛب  عتزعب٘ی در      

دعت ثزرعی ٔی ثبؽٙد وٝ ؽبُٔ اتقبَ فبُٔ درٔب٘ی ثٝ آ٘تتی  

( ٚ  تتب ِیٍب٘تتدٞب ی اعتتت وتتٝ ثتتٝ تزتیتتت آ٘تتتی صٖ    12ثتتبد  )

عب ی ٔتی وٙٙتد،   اختقبفی ٚ  ب ٌیز٘دٜ ٔزتجظ ثب تٛٔٛر را ؽٙب

ا ٗ اتقبَ عجت ٔی ؽتٛد وتٝ دارٚ ثتٝ عتٕت عتَّٛ عتزعب٘ی       

خٟت ٌیز  ؽدٜ ٚ عِّٟٛب  ٘زٔبَ اس اثزات عٕی دارٚ ٔحفتٛػ  

 (. 3ثٕب٘ٙد )

در ا ٗ تحمیك ثزا  خٟت ٌیز  دلیتك عتٛپزآ٘تی صٖ ثتٝ عتٕت     

عِّٟٛب  تٛٔٛر  ثدب  اعتفبدٜ اس آ٘تی ثبد  اختقبفی رتد  

ٝ    اس ِیٍب٘دٞب  ٔزتجظ  تٛٔٛر ٚ  وٕتتز  ثتب تٛٔٛروتٝ آ٘تتی ص٘غتیت

 ، اعتتفبدٜ ؽتد  در٘تیدٝ ٘یٕٝ فٕز ثیؾتز  در ٌزدػ ختٖٛ دارد 

ثب د در ٘ؾز داؽت ا٘تشتبة ِیٍب٘تد ٔٙبعتت درخٟتت ٌیتز       . (3)

دلیتك دارٚ ثتتٝ عتٕت عتتِّٟٛب  عتزعب٘ی ثغتتیبر ٟٔتٓ اعتتت ٚ     

  وٝ اس عز ك ِیٍب٘د ٔٛرد ٞدف لزار ٔی ٌیتزد ثب تد اس   ا ٌیز٘دٜ

(. 3ر عغح عِّٟٛب  عتزعب٘ی ثزختٛردار ثبؽتد )   تزاوٓ ثبلا ی د

ثٝ عٕت  SEBثزا  خٟت ٌیز  ٔٙبعت عٛپزآ٘تی صٖ  دبدر ا ٙ

وتٝ ٌیز٘تدٜ    TGF-αعِّٟٛب  تٛٔٛر  پغتبٖ اس ِیٍب٘د عجیقتی  

 ( اعتت، EGFR) Epidermal Growth Factor Receptorآٖ 

 (. 13) اعتفبدٜ ؽد

ت تٕتب ش ٚ  ٚ درخب EGFRارتجبط لبثُ تٛخٟی ثیٗ افشا ؼ ثیبٖ 

عیت    ٞتب در  EGFR(. 16-14ٔتبعتبس ٔؾبٞدٜ ٌزد تدٜ اعتت )  

ٚعیقی اس عِّٟٛب  تٛٔٛراَ ا٘غب٘ی ٔب٘ٙتد عتزعبٟ٘ب  پغتتبٖ،    

مٙدزٜ، پزٚعتتبت، ٔثب٘تٝ، وّیتٝ،    -ٔمقد، مّك-ٌزدٖ، ٔقدٜ، وّٖٛ

-Non (NSCLC)) ٝ ت عتَّٛ وٛکته ر   زیعزعبٖ غ پب٘ىزاط ٚ

Small Cell Lung Carcinoma )  ٖثتب  . ِتذا  دار٘تد افشا ؼ ثیتب

ٔؾشقتٝ کٙتد ٗ    EGFRتٛخٝ ثٝ ا ٗ وٝ ثیبٖ ثتیؼ اس ا٘تداسٜ   

تٛٔٛر ٔی ثبؽد، ثٙبثزا ٗ ٔی تٛا٘د ثٝ فٙٛاٖ اثشار  ثزا  فٛأُ 

درٔتتب٘ی فٕتتُ وتتزدٜ ٚ ثبفتتت عتتزعب٘ی ٔتتٛرد ٘ؾتتز را ثغتتٛر    

(. ثب تٛخٝ ثتٝ افتشا ؼ   19-17اختقبفی ٔٛرد ٞدف لزار دٞد )

اس  SEB  خٟت ٌیز  دلیتك در ا٘ٛاؿ عزعبٟ٘ب، ثزا EGFRثیبٖ 

اس  TGFα. ِیٍب٘تد  ؽتد اعتتفبدٜ   TGFαِیٍب٘د ا ٗ ٌیز٘دٜ  قٙتی  

 (TGFαL3)عٝ ٘بمیٝ  تؾىیُ ؽدٜ اعت وتٝ ٘بمیتٝ  عتْٛ آٖ    

 3را مفؼ وزدٜ اعت، در ٚالتـ ٘بمیتٝ    EGFRتٛا٘ب ی اتقبَ ثٝ 

٘متتؼ افتتّی را در اتقتتبَ ثتتٝ ٌیز٘تتدٜ ثتتز فٟتتدٜ دارد. ثتتزا     

خٌّٛیز  اس فزآ ٙد ٚرٚد اِمب ؽتدٜ اس عز تك اتقتبَ ِیٍب٘تد ثتٝ      

ُ   TGF-αدر ا ٗ تحمیك ثدب  اعتفبدٜ اس  ٌیز٘دٜ، ، ثب عتَٛ وبٔت

ثتتد ٗ ٚعتتیّٝ  ؽتتد،( اعتتتفبدٜ TGFαL3٘بمیتتٝ  عتتْٛ آٖ ) اس

خٟت  EGFRٟب ثٝ عٕت ثبفت عزعب٘ی ثیبٖ وٙٙدٜ عٛپزآ٘تی ص٘

ٔتی تٛا٘تد    TGFαL3-SEB( ٚ پزٚتئیٗ وب ٕز ه 8) ؽدٌٜیز  

ثٝ فٙٛاٖ وب٘د دا  ا ٕٙٛتزاپی عتزعبٟ٘ب ی وتٝ در آٟ٘تب ٌیز٘تدٜ     

  .اپیدرٔی افشا ؼ ثیبٖ دارد ٔٛرد اعتفبدٜ لزار ٌیزد دفبوتٛر رؽ

 َبريش 

ٔحتدٚدالاثز ٚ ویتت    آ٘تش ٓ ٞتب   : هَاد ٍ سَیِ ّبی ثبکتزیبیی

اس  DNA (Silica based DNA gel extraction kits)تشّتتیـ 

 (Thermo Fisher Scientific, Inc, USA)ؽتتزوت فزٔٙتتتبط 
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-Ni-NTA (Nickelخز تتتتتدار  ؽتتتتتد. عتتتتتتٖٛ تشّتتتتتیـ  

nitrilotriacetic acid)  َٛویتتت تشّتتیـ ٔحقتت ،PCR  ویتتت ٚ

 Qiagen GmbHص٘ٛٔی ثٝ تزتیت اس ؽتزوتٟب    DNAاعتشزاج 

(Germany) ،metabion (Germany)  ٚBioneer (Korea) 

پزا ٕزٞب  ٔتٛرد ٘یتبس ٚ ٕٞیٙتیٗ تتٛاِی     عٙتش خز دار  ؽد٘د. 

tgfα-linker        ثتٝ تزتیتت تٛعتظ ؽتزوتٟبBioneer (Korea)  ٚ

ShineGene Molecular Biotech,Inc.(China) عٛ ٝ  .ا٘دبْ ؽد

اس  Bٗ تیتت  دارا  صٖ ا٘تزٚتٛوغتتی اعتتتبفیّٛوٛوٛط اٚرئتتٛط

خٟتت   TOP10 اؽزؽیبوِٛیٕ٘ٛ٘ٝ ثبِیٙی خدا ٌزد د. ثبوتز ٟب  

خٟتت   BL21(DE3) اؽزؽتیبوِٛی پلاعتٕید ٚ   ٚ ٍٟ٘دار  تىثیز

اس    +pET-28aثیبٖ پزٚتئیٗ ٘ٛتزویت ٚ ٕٞیٙتیٗ مبٔتُ ثیتب٘ی    

. ردٜ خز تدار  ؽتد٘د   Novagen Inc. (Madison, USA)ؽزوت 

اس ا٘غتتتیتٛ  MDA-MB-468عتتِّٛی عتتزعبٖ پغتتتبٖ ا٘غتتب٘ی  

 .پبعتٛر ا زاٖ خز دار  ؽد

پظ اس ثزرعی ٘تتب ح  :  TGFαL3-SEBعزاحی سبسُ کبیوزیک 

ثتٝ   TGFαL3-SEB( عبسٜ وب ٕز ته  20) ثیٛا٘فٛرٔبتیهٔغبِقٝ 

فٛرتی عزامی ٌزد د وٝ تٛاِی اعید آٔیٙٝ ٘بمیٝ عْٛ فتبوتٛر  

در لغٕت ا٘تٟب  آٔیٙتی، پتظ اس     (TGFαL3)آِفب  رؽد اپیدرٔی

ٚ در ٟ٘ب تت   GGSGSGGGاعید آٔیٙتٝ   6آٖ ِیٙىز  ٔتؾىُ اس 

 اعتبفیّٛوٛوٛط اٚرئٛط Bتٛاِی اعید آٔیٙٝ ا٘تزٚتٛوغیٗ تی  

(SEB)   در ا٘تٟتتب  وزثٛوغتتی پتتزٚتئیٗ وتتب ٕزTGFαL3-SEB 

 (.1لزار ثٍیزد )ؽىُ 

 TGFαL3-SEB. تصَیز شوبتیک سبسُ کبیوزیک 1شکل

 

تبییذ سَیِ استبفیلَکَکَس اٍرئَس ثاب اساتدبدُ اس تکریاز    

خٟت تب ید ٟ٘تب ی عتٛ ٝ ٞتب     : هقبٍم ثِ حزارت Aصى ًَکلئبس

ثدعت آٔدٜ اس ٕ٘ٛ٘ٝ ثبِیٙی اس  اٚرئٛطاعتبفیّٛوٛوٛط ثبوتز  

  (nucA)ٔمبْٚ ثٝ مزارت  Aتىثیز لغقٝ مفبؽت ؽدٜ صٖ ٘ٛوّئبس

  اعتتفبدٜ ؽتد   اعتت،  اٚرئتٛط  اعتتبفیّٛوٛوٛط وٝ اختقبفی 

 '5(. ثتتتتتتتتتتد ٗ ٔٙؾتتتتتتتتتتٛر تتتتتتتتتتتٛاِی   21-26)

ATGGCTATCAGTAATGTTTCG3'    ثٝ فٙٛاٖ پزا ٕتز رفتت

ثتتٝ فٙتتٛاٖ  'TTTAGGATGCTTTGTTTCAGG3 '5ٚ تتتٛاِی 

عزامتی   nucAاس صٖ   bp 318پزا ٕز ثزٌؾت خٟت تىثیز لغقتٝ  

 ٚاعزؽت اثتدا ی عیىُ  ه فٛرت ثٝ ٙؼوٚا ا ٗ ٚ عبختٝ ؽد.

  دٔب  ثب دلیمٝ  5ٔدت  ثٝ
0
C94 ، 25  ُ ُ  ٞتز  افتّی  عتیى  عتیى

 دٔب   اِٚیٝ ثب  ٚاعزؽت ٔزمّٝ عٝ ؽبُٔ
0
C94 ٚ ٔدت  ٖ  سٔتب

  دٔب   ثب اتقبَ ٔزمّٝ دلیمٝ،  ه
0
C53 ٚ دلیمٝ  ه سٔبٖ ٔدت 

   دٔب  ثب ٌغتزػ ٔزمّٝ ٚ
0
C72 ٝدلیمٝ  ه سٔبٖ ٔدت ٚ درخ 

   در دٔب  ٟ٘ب ی عیىُ  ه ٘یش ا٘تٟب در ٚ
0
C72 ٝٔدت ث  ٖ  5 سٔتب

% 1رٚ  صَ اٌتتبرٚس  PCRٌزد تتد. ٔحقتتَٛ   اختتزا دلیمتتٝ

اِىتزٚفٛرس ٌزد دٜ ٚ ثب رً٘ آٔیش  در اتید ْٛ ثزٚٔب د آؽتىبر  

ٔیىزِٚیتز اس ٔحقَٛ ثدعت آٔدٜ خٟت  20ٔیشاٖ ٚ  عبس  ؽد

 تقییٗ تٛاِی ارعبَ ٌزد د.

جذاسااابسی ساااَیِ اساااتبفیلَکَکَس اٍرئاااَس داری صى  

پتظ اس تب یتد ٟ٘تب ی عتٛ ٝ ٞتب       : B (seb+)اًتزٍتَسیي تیپ 

در  B (seb+)، مضتتٛر صٖ ا٘تزٚتٛعتتیٗ تیتت  اعتتتبفیّٛوٛوٛط

 '5رفت  ثب تٛاِی ی آٟ٘ب اس عز ك پزا ٕزٞب  تؾشیقی اختقبف

TCGCATCAAACTGACAAACG3' ٚ    پزا ٕتتز ثزٌؾتتت ثتتب

 اعتفبدٜ ؽد.  'GCAGGTACTCTATAAGTGCC3 '5تٛاِی 

0دٔتب    ؽبُٔ ٚاعزؽت اِٚیتٝ در دٔتب  ثتب    PCRؽزا ظ 
C 94 

 دٔتب   عتیىُ  ٚاعزؽتت در    25دلیمٝ ٚ ثتٝ د٘جتبَ آٖ    5ثزا  

0
C94  دٔب  دلیمٝ، اتقبَ پزا زٞب در  1ثٝ ٔدت  

0
C64    ثٝ ٔدت

0 دٔتب   دلیمتٝ ٚ ٌغتتزػ در   1
C 72     دلیمتٝ ثتٛد.    1ثتٝ ٔتدت

  دٔب  دلمیٝ در  10ٚاوٙؼ ٟ٘ب ی ثٝ ٔدت 
0
C72    ادأٝ  بفتت. اس

دار  صٖ ا٘تزٚتٛعیٗ  اعتبفیّٛوٛوٛط اٚرئٛطثیٗ عٛ ٝ ٞب  
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-TGFαL3،  ه عٛ ٝ خٟت ٕٞغب٘ٝ عبس  عبسٜ B (seb+)تی  

SEB .ا٘تشبة ٌزد د 

 bp 720خٟت تىثیز لغقٝ : pET28a::sebت تَلیذ حبهل ًَتزکی

اس پزا ٕتز رفتت ثتب تتٛاِی      Bود وٙٙتدٜ  صٖ ا٘تزٚتٛوغتیٗ تیتت    
,

ATGGAGAGTCAACCAG 3GAATTCAGCA
,

5
دارا    

ٚ پزا ٕتز ثزٌؾتت ثتب تتٛاِی      EcoRIخب ٍبٜ ثزػ آ٘ش ٕی ثتزا   
,

TCACTTTTTCTTTGTCG3AAGCTTTAACG
,

5
 دارا   

 PCRؽتزا ظ  . اعتتفبدٜ ؽتد   HindIIIخب ٍبٜ ثزػ آ٘ش ٕی ثزا  

   دٔتب   ؽبُٔ ٚاعزؽت اِٚیٝ در دٔب  ثتب  PCRؽبُٔ ؽزا ظ 

0
C 94   عتیىُ  ٚاعزؽتت در   30دلیمتٝ ٚ ثتٝ د٘جتبَ آٖ     5ثزا 

  دٔب 
0
C94  0 دٔتب   دلیمٝ، اتقبَ پزا زٞتب در   1ثٝ ٔدت

C 63  

0 دٔتب   دلیمٝ ٚ ٌغتزػ در 1ثٝ ٔدت 
C 72     دلیمتٝ   1ثتٝ ٔتدت

  دٔب  دلمیٝ در  10ثٛد. ٚاوٙؼ ٟ٘ب ی ثٝ ٔدت 
0
C72   .ادأٝ  بفت

 EcoRI  ٚHindIIIثدعت آٔدٜ تٛعظ آ٘ش ٓ ٞب   PCRٔحقَٛ 

ثتب اعتتفبدٜ اس ویتت     آٖپظ اس ٚ  تحت ٞضٓ آ٘ش ٕی لزار ٌزفت

 pET28aخبِـ عبس  ٌزد د. پلاعتٕید   PCRتشّیـ ٔحقَٛ 

تحتت ٞضتٓ آ٘ش ٕتی     EcoRI ٚ HindIII٘یش تٛعظ آ٘تش ٓ ٞتب    

لتتزار ٌزفتتت ٚ عتتاظ ثتتب اعتتتفبدٜ اس رٚػ رعتتٛة ثتتب اتتتبَ٘ٛ  

 ،pET28a::sebتشّتتیـ ٌزد تتد.  خٟتتت تِٛیتتد مبٔتتُ ٘ٛتزویتتت  

 T4خبِـ ؽدٜ ثٝ ٕٞزاٜ آ٘ش ٓ  pET28aٚ مبُٔ  PCR ٔحقَٛ

ِیٍبس در ٚاوٙؼ اتقبَ ٚارد ٌزد د٘د. ٔحقَٛ ٚاوتٙؼ اتقتبَ   

 اؽزؽتیبوِٛی ثب اعتتفبدٜ اس رٚػ ؽتٛن مزارتتی ثتٝ ٔیشثتبٖ      

TOP10  ٔٙتمُ ٌزد دٜ ٚ عاظ ثز رٚ  ٔحتیظ(Luria-bertani) 

LB   100متتبٚ  آ٘تتتی ثیٛتیتته آٔاتتی عتتیّیٗ ثتتب غّؾتتت ٟ٘تتب ی 

ضٛر ٔیىزٌٚزْ در ٔیّی ِیتز وؾت دادٜ ؽد. خٟت اعٕیٙبَ اس م

ثتز رٚ    T7ثتب اعتتفبدٜ اس پزا ٕزٞتب      seb  ،colony PCRصٖ 

٘ٛتزویتت اس   ٞب وّٟٛ٘ب  ثدعت آٔدٜ ا٘دبْ ؽد عاظ پلاعتٕید 

وّٟٛ٘ب اعتشزاج ؽدٜ ٚ ٔددد تحت ٞضٓ آ٘ش ٕتی لتزار ٌزفتٙتد.    

ٔیىزِٚیتز اس پلاعٕید اعتشزاج ؽتدٜ خٟتت تتٛاِی     20در ٟ٘ب ت 

  بثی ارعبَ ٌزد د. 

خٟتت تِٛیتد عتبسٜ    : tgfαl3-sebکبیوزیک ّوسبًِ سبسی سبسُ 

 TGFα، تتتٛاِی ٔزثتتٛط ثتتٝ ٘بمیتتٝ  عتتْٛ  tgfαl3-sebوب ٕز تته 

(Accession No P01135)   اس ثب٘تتته پزٚتئیٙتتتیUniprot 

Knowledgebase database    ٖدر بفتتت ؽتتدٜ ٚ پتتظ اس افتتشٚد

در  BamH I، ٔىبٖ  ثزػ آ٘تش ٓ  GGSGSGGGتٛاِی ص٘ی ِیٙىز 

در ا٘تٟتب  وزثٛوغتی    EcoR Iا٘تٟب  آٔیٙی ٚ ٔىبٖ ثزػ آ٘ش ٓ 

لزار دادٜ ؽد. تٛاِی ٟ٘ب ی تٛعظ ؽتزوت عتبختٝ ؽتد. پتظ اس     

تحتتت ٞضتتٓ تٛعتتظ آ٘تتش ٓ ٞتتب    tgfαl3-linkerعتتٙتش، تتتٛاِی 

BamHI  ٚEcoRI       لزار ٌزفتت ٚ عتاظ تشّتیـ ٌزد تد. خٟتت

 یتتتمبٔتتُ ٘ٛتزو، pET28a::tgfαl3-sebتِٛیتتد عتتبسٜ وب ٕز تته 

pET28a::seb ثب آ٘ش ٓ ٞتب   ٘یش BamHI  ٚEcoRI    ٓتحتت ٞضت

آ٘ش ٕی لزار ٌزفتت ٚ عتاظ ختبِـ ٌزد تد. ٞتز دٚ ٔحقتَٛ       

ختتبِـ ؽتتدٜ در ٚاوتتٙؼ اتقتتبَ ٚارد ٚ عتتاظ ثتتٝ ٔیشثتتبٖ       

ٔٙتمُ ٌزد تد. ٔحقتَٛ اتقتبَ ثتز رٚ       TOP10 اؽزؽیبوِٛی

مبٚ  آ٘تتی ثیٛتیته آٔاتی عتیّیٗ وؾتت دادٜ ؽتد.        LBٔحیظ 

اس ٘ؾز مضتٛر   LBؽبٞز ؽدٜ ثز رٚ  ٔحیظ وؾت وّٛ٘ی ٞب  

، ٞضتٓ   colony PCR ثتب اعتتفبدٜ اس   tgfαl3-sebصٖ ٘ٛتزویتت  

 آ٘ش ٕی ٚ تقییٗ تٛاِی ارس بثی ٚ تب ید ٌزد د٘د. 

ثٟیٙتٝ  : TGFαL3-SEBثْیٌِ سبسی ثیبى پازٍتئیي کبیوزیاک   

در فزاوغتیٖٛ   TGFαL3-SEBعبس  ثیتبٖ پتزٚتئیٗ وب ٕز ته    

ٚ دٔتب   IPTGٔحَّٛ ثب تٛخٝ ثتٝ ٔتییزٞتب  سٔتبٖ اِمتب، غّؾتت      

 5/0ارس بثی ٌزد د. خٟت ثٟیٙٝ عبس  سٔبٖ اِمب، پظ اس رعتیدٖ  

OD600= ،IPTG   ثتب غّضتتت ٟ٘تتب یmM 1   افتشٚدٜ ؽتتد عتتاظ

 ته ؽتت پتظ اس اِمتب     ٕٞیٙیٗ ٚ  عبفت 6، 4، 2رعٛة ثبوتز  

ب ٕز در سٔبٟ٘تب  کوتز   ٚ ٔیشاٖ ثب٘د ثیبٖ پزٚتیئٗ وت  ٚر خٕـ آ

ؽدٜ ٔمب غٝ ٌزد د. در ا ٗ ارس بثی ثٟتز ٗ سٔبٖ اِمتب  ته ؽتت    

 5/0ثٛد. در آسٖٔٛ ثقد  پظ اس رعیدٖ   IPTGپظ اس افشٚدٖ 

OD600= ،IPTG   ثب غّؾت ٟ٘تب یmM 1،  mM 8/0  ٚmM 5/0 

خٟت اِمب افشٚدٜ ٌزد د. ِِٛٝ ٞب  وؾت ثٝ ٔدت  ه ؽتت در دٚ  

0 دٔب 
C 37  0  ٚ دٔتب

C 30        اِمتب ٚ ثب٘تد ثیتب٘ی آٟ٘تب  اس عز تك

SDS-PAGE ُ(.  5آ٘بِیش ٌزد د )ؽى    

پظ اس تب یتد  : TGFαL3-SEBخبلض سبسی پزٍتئیي کبیوزیک 

ثیبٖ پزٚتئیٗ در فبس ٔحَّٛ، تشّیـ در ؽزا ظ عجیقی ٚ ثتدٖٚ  

. ثتب تٛختٝ ثتٝ ا تٗ     دتبْ ؽتد  اعتفبدٜ اس ٔتٛاد د٘تبتٛرٜ وٙٙتدٜ ا٘   
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 ي َمکبران یًسفی                  درمبن سزطبن پستبن ي ایمىًتزاپی پزيتئیه کبیمزیک

ٞیغتید ٗ ثیبٖ ؽدٜ ثٛد  6پزٚتئیٗ وب ٕز ه ٔٛرد ٘ؾز ثب د٘جبِٝ 

تشّیـ پزٚتئیٗ ٘ٛتزویت اعتفبدٜ ؽد.  خٟت Ni-NTAاس عتٖٛ 

متبٚ  پلاعتٕید وب ٕز ته     BL21(DE3)ثبوتز  اؽزؽتیبوِٛی  

pET28a::tgfαl3-seb  ٓپتظ اس   ِیتز وؾت دادٜ ؽدٜ ٚ 1در مد

ثتٝ   mM 5/0ثٝ غّضتت ٟ٘تب ی    IPTGثب  =OD600 5/0رعیدٖ  

ٔدت  ه ؽت اِمب ٌزد د. عتاظ ثبوتز ٟتب ثتب عتب٘تز فیٛص خٕتـ      

ٜ    5آٚر  ؽدٜ ٚ رعٛة آٟ٘ب در  ٚ ثتب    ٔیّی ِیتز ثتبفز ِیتش وٙٙتد

ثب٘یتٝ ا  ثتب    15پبِظ  2-4 اعتفبدٜ اس أٛاج فزافٛت ثب ؽزا ظ 

پظ اس عب٘تز فیٛص ،  ِیش ٌزد د. Sonifier 450دعتٍبٜ  5/3لدرت 

ٚ پتظ   لزار ٌزفتت  Ni-NTAٖ تشّیـ ٔب ـ رٚ ی ثز رٚ  عتٛ

ٔیّی ٔتٛلار   50ٔیّی ٔٛلار ٚ  20اس ؽغتؾٛ ثب  ثبفزٞب  مبٚ  

در ٔدبٚرت ثتبفز متبٚ     پزٚتئیٗ وب ٕز ه ٔحَّٛ،  ا ٕیداسَٚ،

300  َ اس عتتٖٛ ختدا ٌزد تدٜ ٚ  در ثتبفز      ٔیّی ٔٛلار ا ٕیتداسٚ

د بِیش ؽد. پتظ اس   PBSتقّیك لزار ٌزفت ٚ عاظ در ثزاثز ثبفز 

% 12.5ثز رٚ  صَ  TGFαL3-SEBپزٚتئیٗ  SDS-PAGEا٘دبْ 

 . دٜ ٌزد دٞپّی اوز لأید ٔؾب

خٟت تب یتد ثیتبٖ پتزٚتئیٗ وب ٕز ته     : کِ گذاری ٍستزىل آًبلیش

TGFαL3-SEB  آ٘بِیش  ٖ ثتب اعتتفبدٜ اس آ٘تتی     ِىٝ ٌتذار  ٚعتتز

 ثبد  پّی وّٛ٘بَ رد ٞیغتید ٗ ا٘دبْ ؽد.

:  in vitroثزرساای هْاابر رشااذ ساالَ  ساازعبًی در شاازایظ 

وتتٝ دارا   MDA-MB-468عتتِّٟٛب  عتتزعبٖ پغتتتبٖ ا٘غتتب٘ی 

ٌیز٘دٜ فبوتٛر رؽد اپیدرٔی ٔی ثبؽٙد ثٝ فٙٛاٖ عَّٛ ٞدف ثتٝ  

خب٘ٝ وؾت دادٜ ؽتد. پتظ    96در ٞز کبٞه پّیت  3 × 104تقداد 

اس  ه ؽتت ٌزٔبٌتذار ، عتِّٟٛب  عحتبَ ختدا ؽتدٜ اس ٔتٛػ        

BALB/c     َّٛعتتبِٓ ثتتٝ فٙتتٛاٖ عتتَّٛ افىتتتٛر ثتتٝ ٘غتتجت عتت

در مضتتٛر  µl 100در مدتتٓ ٟ٘تتب ی  30:1 (E:T)افىتٛر/ٞتتدف 

اس فیتتٛصٖ پتتزٚتئیٗ   ng/ml 05/0 ،5/0 ،5 ،50  ٚ500غّؾتٟتتب  

TGFaL3-SEB  ٕٗٞیٙیٗ پزٚتئی ٚSEB  عتبفت در   72ثٝ ٔدت

0دٔتتب  
C 37  د  اوغتتید وتتزثٗ وؾتتت دادٜ ؽتتد.   %5مضتتٛر

 Tumor cell Growth ر رؽتتد عتتَّٛ عتتزعب٘یدرفتتد ٟٔتتب

Inhibition  (TCGI% ) اس عز تتك عتتٙدؼXTT  ارس تتبثی ٚ ثتتب

 اعتفبدٜ اس فزَٔٛ س ز ٔحبعجٝ ٌزد د.

TCGI%= 1-(A test-Ab)/(Ac-Ab)×100 

Atest     خذة ٘ٛر  عِّٟٛب  عزعب٘ی رؽتد  بفتتٝ در مضتٛر ;

 عَّٛ افىتٛر ٚ فیٛصٖ پزٚتئیٗ 

Ab  خذة ٘ٛر  ٔحیظ وؾت ; 

Ac خذة ٘ٛر  عِّٟٛب  عزعب٘ی در ٔحیظ وؾت ; 

 وتبیج 

ثتزا  تب یتد   : استبفیلَکَکَس اٍرئَس +sebشٌبسبیی سَیِ 

ثدعت آٔدٜ اس ٕ٘ٛ٘ٝ ٞتب    اعتبفیّٛوٛوٛط اٚرئٛطعٛ ٝ ٞب  

 Aاس صٖ ٘ٛوّئتتبس  bp 318ثتتبِیٙی  تته لغقتتٝ مفبؽتتت ؽتتدٜ    

تىثیتز   PCRثب اعتفبدٜ اس  اعتبفیّٛوٛوٛط اٚرئٛطاختقبفی 

اعتتبفیّٛوٛوٛط  ٞتب   پظ اس تب ید ٟ٘ب ی عٛ ٝ .(A2 ؽد )ؽىُ

اس  B (seb)، خٟتتت ؽٙبعتتب ی صٖ ا٘تزٚتٛوغتتیٗ تیتت  اٚرئتتٛط

پزا ٕزٞب  ؽٙبعب ی صٖ ٔذوٛر اعتفبدٜ ٌزد د ٚ در ٟ٘ب ت  ته  

خٟتت ٕٞغتب٘ٝ عتبس      اعتتبفیّٛوٛوٛط اٚرئتٛط   +sebعٛ ٝ 

 (.B2ىُ )ؽ ا٘تشبة ٌزد د

 +sebپتتتظ اسا٘تشتتتبة عتتتٛ ٝ   : sebّوسااابًِ سااابسی صى  

، تٛاِی ود وٙٙدٜ صٖ ا٘تزٚتٛوغیٗ تی  اعتبفیّٛوٛوٛط اٚرئٛط

B    ثب اعتفبدٜ اس پزا ٕزٞب  ٕٞغب٘ٝ عبس  تىثیز ؽتد ٚ ثب٘تدbp 

ٚ ر٘تً   ٔزثٛعٝ پظ اس اِىتزٚفٛرس ثتز رٚ  صَ آٌتبرٚس     720

  ُ (. خٟتت  A3آٔیش  ثب اتید ْٛ ثزٚٔب د آؽىبر عبس  ؽتد )ؽتى

ٞتتب  ثدعتتت آٔتتدٜ ، در وّتتٛ٘ی  sebتب یتتد ٕٞغتتب٘ٝ عتتبس  صٖ 

colony PCR   ثب اعتفبدٜ اس پزا ٕزٞبT7   ٚ ٕٞیٙیٗ  ا٘دبْ ؽد

 bp 1020 ( bp ثب٘تد ٞضٓ آ٘ش ٕی ا٘دبْ ؽد ٚ ثٝ تزتیت ثب٘دٞب  

ٔزثتٛط   bp 720ٚ   (B3)ؽىُ اس مبُٔ(  seb + bp 300صٖ  720

ُ    % 1ثز رٚ  صَ آٌبرٚس  sebثٝ صٖ  (. C3ٔؾتبٞدٜ ٌزد تد )ؽتى

 pET28a::sebدر ٟ٘ب ت ٘تیدتٝ تتٛاِی  تبثی پلاعتٕید ٘ٛتزویتت      

در  seb٘ؾبٖ داد وٝ ٕٞغب٘ٝ عبس  ثب ٔٛفمیت ا٘دبْ ؽدٜ ٚ صٖ 

 لزار ٌزفتٝ اعت.  خٛا٘ؼ کبرکٛة فحیح
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 ي َمکبران یًسفی                  درمبن سزطبن پستبن ي ایمىًتزاپی پزيتئیه کبیمزیک

  
، ATCC 25923استبفیلَکَکَس اٍرئَس  هرجت کٌتز . nucAهحصَ  تکرز صى  3ٍ  2، 1. ستَى PCRثب استدبدُ اس  nucA: تکریز صى (2A). 2شکل 

اساتبفیلَکَکَس   +sebشٌبسابیی ساَیِ    :(2B)هابرکز ٍسى هَلکاَلی.    M. ساتَى  ATCC 49453 استبفیلَکَکَس سبپزٍفیتیکَسکٌتز  هٌدی 

اساتبفیلَکَکَس   اساتبفیلَکَکَس اٍرئاَس، کٌتاز  هرجات      +sebسَیِ  3ٍ  2، ستَى DNAٍى کٌتز  ثذ1. ستَى PCRثب استدبدُ اس  اٍرئَس

اًتخاابة  +sebهاابرکز ٍسى هَلکااَلی. سااَیِ   M، سااتَى ATCC 6538 اسااتبفیلَکَکَس اٍرئااَس، کٌتااز  هٌداای ATCC 14485اٍرئااَس 

 جْت ّوسبًِ سبسی هَرد 3در ستَى  هشبّذُ شذُ استبفیلَکَکَس اٍرئَس

، ساتَى  sebهزثَط ثاِ صى    bp 720ثبًذ  2ٍ 1 ثب استدبدُ اس پزایوزّبی ّوسبًِ سبسی. ستَى seb: تکریز صى seb .(3A).ّوسبًِ سبسی صى  3شکل 

M هبرکز ٍسى هَلکَلی.(3B)  ًِتیج :colony PCR  ًشبى دٌّذُ حضَر ثبًاذ   1-5. ستَىbp 1020    هزثاَط ثاِ صىseb   ،ٍکتاَر ٍM   هابرکز ٍسى

جاذا   seb صى  bp 720حضَر ثبًاذ   1-3. ستًَْبی  EcoRI  ٍHindIIIثب استدبدُ اس آًشین ّبی  pET28a::seb : ّضن آًشیوی ٍکتَر(3C)هَلکَلی.

 هبرکز ٍسى هَلکَلی pET28a  .Mشذُ اس حبهل 
  

خٟتت تب یتد ٕٞغتب٘ٝ    : tgfαl3-sebّوسبًِ سبسی صى کبیوزیک 

 colonyدر وّتٛ٘ی ٞتب  ثدعتت آٔتدٜ ،      tgfαl3-sebعتبس  صٖ  

PCR   ثب اعتفبدٜ اس پزا ٕزٞبT7    ا٘دبْ ؽد ٚ ثب٘تدbp 1120 ( 

bp 820    ٖصseb + bp 300 ٔزثٛط ثتٝ صٖ وب ٕز ته    مبُٔ(  اس

tgfαl3-seb  وّتٖٛ ا٘تشتبة ؽتدٜ پتظ اس ر٘تً       10وّٖٛ اس  3در

%  ٔؾتبٞدٜ  1آٔیش  ثتب اتیتد ْٛ ثزٚٔب تد ثتز رٚ  صَ آٌتبرٚس      

اعتتشزاج ٚ   ٔتذوٛر وّتٖٛ   3(. عاظ پلاعٕید اسA4ٌزد د )ؽىُ

لتزار ٌزفتٙتد. پتظ اس     BamHI  ٚEcoRIتحت ٞضٓ آ٘ش ٕتی ثتب   

اس   tgfαl3-sebٔزثتٛط ثتٝ صٖ      bp 820ٞضتٓ آ٘ش ٕتی لغقتٝ    

ُ    3اس   pET28aمبُٔ  (. B4وّٖٛ ا٘تشبة ؽدٜ ختدا ٌزد تد )ؽتى

 ::pET28aدر ٟ٘ب تتت ٘تیدتتٝ تقیتتیٗ تتتٛاِی پلاعتتٕید ٘ٛتزویتتت 

tgfαl3-seb  ٚ ٜ٘ؾبٖ داد وٝ ٕٞغب٘ٝ عبس  ثب ٔٛفمیت ا٘دبْ ؽد

در کتتبرکٛة فتتحیح ختتٛا٘ؼ لتتزار   tgfαl3-sebصٖ وب ٕز تته 

 ٌزفتٝ اعت. 
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 ي َمکبران یًسفی                  درمبن سزطبن پستبن ي ایمىًتزاپی پزيتئیه کبیمزیک

کلاَى اًتخابة شاذُ.     10ثاز رٍی   T7ثاب اساتدبدُ اس پزایوزّابی     colony PCRاًجابم  . tgfαl3-seb .(4A). ّوسبًِ سبسی صى 4شکل

فبقاذ صى    6-1هی ثبشٌذ. ستًَْبی  pET28aاس ٍکتَر   bp 300ثْوزاُ   bp 820ثب ٍسى هَلکَلی  tgfαl3-seb دارای صى 7-9 ستًَْبی

tgfαl3-seb ستَى . هی ثبشٌذM هبرکز ٍسى هَلکَلی هی ثبشذ .(4B) ًتیجِ ّضن آًشیوی حبهل ّبی ًَتزکیت ثب آًشین ّبی .BamHI 

 ٍEcoRI ّضن آًشیوی حبهل  1. ستَىpET28a:: seb  ٍِجذا شذى قغع bp 720   هزثَط ثِ صى seb ، ّضن آًشیوی حبهل  4-2ستَى

pET28a:: tgfαl3-seb  ٍ ِجذا شذى قغعbp 820   هزثَط ثِ صى tgfαl3-seb  . ستَىM ٍسى هَلکَلی هبرکز 

 

ثٟیٙتٝ  : TGFαL3-SEBثْیٌِ سبسی ثیبى پازٍتئیي کبیوزیاک   

در فزاوغتیٖٛ   TGFαL3-SEBعبس  ثیتبٖ پتزٚتئیٗ وب ٕز ته    

ٚ دٔتب   IPTGثب تٛخٝ ثٝ ٔتییزٞتب  سٔتبٖ اِمتب، غّضتت      ٔحَّٛ

ٞب  ثیبٖ ٘ؾتبٖ داد وتٝ در فتٛرت    دد. ٔمب غٝ ثب٘ ارس بثی ٌزد

ثٝ ٔتدت  ته ؽتت     IPTGاس   mM 5/0اِمب ثیبٖ ثب غّضت ٟ٘ب ی 

0 در دٔتب  
C 37   اس پتزٚتئیٗ وب ٕز تته  50ثتیؼ اس %TGFαL3-

SEB  بس ٔحّتَٛ  لزار ٔی ٌیزد. ثیبٖ پزٚتئیٗ در ففبس ٔحَّٛ در 

فلاٜٚ ثز مفؼ عبختبرپزٚتئیٗ، عجت عِٟٛت تشّتیـ پتزٚتئیٗ   

 (.5٘یش ٔی ٌزدد )ؽىُ 

ایظ هی ثبشذ کِ در شاز  فبس هحلَ . ثبًذ ًشبى دادُ شذُ ثب فلش ثْتزیي ثبًذ ثیبًی در TGFαL3-SEB. ثْیٌِ سبسی ثیبى پزٍتئیي کبیوزیک 5شکل

 هبرکز ٍسى هَلکَلی Mثذست آهذ. ستَى  0C 37ثِ هذت یک شت در دهبی IPTGاس  mM  5/0القب ثب غلظت ًْبیی 

 

ثتب  : TGFαL3-SEBخبلض سبسی ٍ تبییذ پزٍتئیي کبیوزیاک  

ٞیغتتید ٗ   6تٛخٝ ثٝ ا ٗ پزٚتئیٗ وب ٕز ه ٔٛرد ٘ؾز ثب د٘جبِتٝ  

ثتتزا  تشّتتیـ پتتزٚتئیٗ   Ni-NTAثیتتبٖ ؽتتدٜ ثتتٛد اس عتتتٖٛ  

در ثبفز  TGFαL3-SEB٘ٛتزویت اعتفبدٜ ؽد. پزٚتئیٗ وب ٕز ه 

-SDSا ٕیتداسَٚ تقّیتك ٌؾتت. پتظ اس ا٘دتبْ       mM 300  مبٚ
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PAGE  ٗپزٚتئیTGFαL3-SEB  خبِـ ثب ٚسٖ تمز جیkDa 31 

 (.A6پّی اوز لأید ٔؾبدٜ ٌزد د )ؽىُ %5/12 ثز رٚ  صَ 

ٞیغتتید ٙی در ا٘تٟتب  آٔیٙتی پتزٚتئیٗ      6ثٝ دِیُ مضٛر د٘جبِٝ 

 TGFαL3-SEBوب ٕز ه خٟتت تب یتد ثیتبٖ پتزٚتئیٗ وب ٕز ته      

َ   ثب اعتتفبدٜ اس آ٘تتی ثتبد     ِىٝ ٌذار  ٚعتزٖآ٘بِیش  پّتی وّٛ٘تب

پتزٚتئیٗ وب ٕز ته     kDa 31ٚ ثب٘تد    رد ٞیغتید ٗ ا٘دتبْ ؽتد  

TGFαL3-SEB   د  آٔیٙتٛ  ٛثغتتزا   عپظ اس آؽىبرعبس  ثب

 (.B6ُٔؾبدٜ ٌزد د )ؽى (DAB)ثٙش د ٗ 

 
 .Ni-NTAثاب اساتدبدُ اس ساتَى     TGFαL3-SEB. تخلایض پازٍتئیي کبیوزیاک    TGFαL3-SEB .(6A). تخلیض ٍ تبییذ پزٍتئیي کبیوزیاک  6شکل

لکِ گاذتزی   . آًبلیش(6B).  هبرکز ٍسى هَلکَلی M% ، 90ٍ خلَص ثبلای  kDa 31ثب ٍسى هَلکَلی  TGFαL3-SEBپزتئیي کبیوزیک  2ٍ  1ستًَْبی 

، ستَى  القب ًشذُ BL21هیشثبى  1ًَب  ضذ ثزچست ّیستیذیي ، ستَىلثب استدبدُ اس آًتی ثبدی پلی ک TGFαL3-SEBپزٍتئیي کبیوزیک  ٍستزى.

 هبرکز ٍسى هَلکَلی L،  پس اس القب  TGFαL3-SEB تئیي کبیوزیکپزٍ 2
 

هْبر رشذ سلَلْبی سزعبى پستبى اًسابى تَساظ پازٍتئیي    

ثزرعی اثز ردتٛٔٛر  در ؽتزا ظ  :  TGFαL3-SEBکبیوزیک 

in vitro     ٘ؾبٖ داد وتٝ پتزٚتئیٗ وب ٕز تهTGFαL3-SEB   لتبدر

اعت ٔب٘ٙد  ه پُ ثیٗ عِّٟٛب  افىتٛر ٚ عتَّٛ عتزعب٘ی لتزار    

ٌزفتٝ ٚ در ٟ٘ب ت عجت ِیش عِّٟٛب  عزعبٖ پغتتبٖ ٌتزدد. در   

عزعبٖ پغتبٖ ا٘غب٘ی دارا   MDA-MB-468ا ٗ ٔغبِقٝ عَّٛ 

ٌیز٘دٜ فبوتٛر رؽد اپیدرٔی ثٝ فٙٛاٖ عَّٛ ٞتدف ٚ عتِّٟٛب    

دٜ لتزار ٌزفتت. ٘تتب ح    عحبَ ثٝ فٙٛاٖ عَّٛ افىتٛر ٔٛرد اعتفب

اس   ng/ml 05/0 ،5/0 ،5 ،50  ٚ500٘ؾتتتبٖ داد وتتتٝ غّؾتٟتتتب  

%، 66%، 38/52ثٝ تزتیتت عتجت    TGFaL3-SEBفیٛصٖ پزٚتئیٗ 

-MDA  % ٟٔبر رؽد عَّٛ تٛٔتٛر   %8/99ٚ  %13/94، 18/74

MB-468 ٗؽتتد٘د درمبِیىتتٝ پتتزٚتئیSEB  ٔؾتتبثٝ  در غّؾتٟتتب

% ٟٔتتبر رؽتتد  7/54ٚ  % 78/63، %9/51%، 32/47%، 2/35عتتجت 

 (.7عَّٛ تٛٔٛر  ٌزد د )ؽىُ 

 ثحث 

عیتٛتٛوغتتیه ٔتتی  Tعتتٛپزآ٘تی صٟ٘تتب اِمتتبٌز لتتٛ  عتتِّٟٛب  

را ثدٖٚ تٛخٝ ثتٝ   Tثبؽٙد، آٟ٘ب لبدر٘د تقداد س بد  اس عِّٟٛب  

اختقبفتتیت آ٘تتتی ص٘تتی آٟ٘تتب فقتتبَ ٔتتی وٙٙتتد در٘تیدتتٝ عتتجت  

 Tاس عب تٛوب ٟٙب  ٔتٙٛؿ اس عتِّٟٛب    آسادعبس  مدٓ ٚعیقی

( در ٘تیدتٝ فقبِیتت رتد تٛٔتٛر      8, 5ٚ ٔٙٛعیتٟب ٔی ٌزد٘تد ) 

عیغتتتٓ ا ٕٙتتی را افتتشا ؼ دادٜ، اس رؽتتد تٛٔتتٛر ٚ ٔتبعتتتبس    

(. وبرثزد عٛپز آ٘تی صٟ٘ب در درٔبٖ تٛٔٛرٞتب  5خٌّٛیز  وٙٙد )

 (.10, 9کٙد ٗ دٞٝ اعت وٝ ٔتٛرد ثزرعتی لتزار ٌزفتتٝ اعتت )     

آٚردٖ ٔحممتتبٖ ثتتٝ درٔبٟ٘تتب  خد تتد رتتد عتتزعبٖ   فّتتت رٚ 

ٔؾىلاتی اعت وٝ در ؽیٕی درٔتب٘ی ٚ اؽتقٝ درٔتب٘ی  تٛٔتٛر     

فقبَ عبس  عیغتٓ ا ٕٙی خٛد ثیٕبر  ىتی اس   ٔؾبٞدٜ ٔی ؽٛد.

    ٖ -ٔتی  رٚؽٟب  درٔب٘ی أیتدثشؼ در وٙتتزَ پیؾتزٚ  عتزعب

َ   5ثبؽد) -( ٚ اعتفبدٜ اس عٛپزآ٘تی صٖ ٞب  ىتی اس راٜ ٞتب  فقتب

ٚ ٕٞىبراٖ ٘ؾتبٖ   Perabo  ٓ ا ٕٙی ثیٕبر ٔی ثبؽد.عبس  عیغت

 SEBٞب  ته ٞغتٝ ا  خٖٛ ٔحیغی فقبَ ؽتدٜ ثتب   داد٘د عَّٛ

6B 6A 
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 ثز رٍی سلَلْبی سزعبى پستبى اًسبًی TGFαL3-SEB. ثزرسی اثز ضذتَهَری پزٍتئیي کبیوزیک 7 شکل
 

را  IL-2  ،IFN-γ  ٚTNF-α  عتتب تٛوب ٗ ٞتتب  اثغتتٛر ٌغتتتزدٜ

   ٛ عتِّٟٛب  عتزعبٖ    ستزؽح ٔی وٙد ٚ لبدر اعتت عتجت آپٛپتت

ٔثب٘ٝ ؽٛد. س زا ٔؾشـ ؽدٜ اعت وتٝ عیتٛتٛوغیغتیتی اِمتب    

ؽدٜ تٛعظ عٛپزآ٘تی صٟ٘ب ثغٛر اِٚیٝ اس عز ك آپٛپتٛس ٚاعغٝ 

ثتزا  وتبٞؼ    (2011)ٚ ٕٞىتبراٖ   Xu (.28, 27ٌز  ٔی ؽتٛد ) 

 ی ٚ افتتتتشا ؼ خبفتتتتیت عتتتتٛپزآ٘تی ص٘تتتتی   تٛوغیغتتتتیت

Staphylococcal Entrotoxin Type C (SEC2)  ُثقٙتتٛاٖ فبٔتت

ٚ  Thr20ردتٛٔٛر ، ثب ا دبد خٟتؼ ٘مغتٝ ا  دردٚ ٔٛلقیتت    

Gly22  َِٛٔٛىSEC2  ْخٟؼ  بفتٝ ثٙبSAM-3   را ا دبد وزد٘تد

وٝ خبفیت عٛپزآ٘تی ص٘ی آٖ ثٟجٛد  بفتتٝ ثتٛد ٚ آ٘تزا ثقٙتٛاٖ     

(. ا ٕتب٘ی ٚ  29وب٘د دا  لٛ  در درٔبٖ عزعبٖ ٔقزفتی وزد٘تد)  

در درٔبٖ فیجزٚعبروٛٔب ٌشارػ  SEBوبرا ی  (2008)ٕٞىبراٖ 

وزد٘د. ٘تب ح آٟ٘ب پیؾٟٙبد ٔی وٙد وتٝ ٔتزي عتِّٟٛب  تٛٔتٛر      

عیتٛتٛوغتیه ٚ افتشا ؼ    Tعتِّٟٛب   در٘تیدٝ افشا ؼ فقبِیتت  

اعتت ٚ   SEBعغٛح عب تٛوب ٟٙب در اثز تشر تك درٖٚ ٚر تد    

SEB       ٖوب٘د تتدا  ختتٛثی ثتتٝ فٙتتٛاٖ دارٚ  خد تتد در درٔتتب

ٚ ٕٞىتبراٖ اس   Lu(. ٕٞیٙتیٗ  5فیجزٚعبروٛٔب ٔغزح ٔی ثبؽتد ) 

در درٔبٖ عزعبٖ ٔقدٜ در ٔدَ میتٛا٘ی   SEB  ٚTNF-αتزویت 

ثتٝ فٙتٛاٖ فبٔتُ     SEB تحمیك مبرتز اس (. در 30اعتفبدٜ وز٘د )

عتٛپزآ٘تی   TGFαرد عزعبٖ اعتفبدٜ ٚ ثتب ثىتبرٌیز  ِیٍب٘تد    

خٟت ٌیز  ؽتد.   EGFRثٝ عٕت عِّٟٛب  ثیبٖ وٙٙدٜ  SEBصٖ 

-لاسْ ثٝ کوز اعت ِیٍب٘دٞب  عجیقتی ثٛاعتغٝ ٔیتب٘ىٙؼ ِیٍب٘تد    

ٛ  -ِیٍب٘د ٌیز٘دٜ عجت ٚرٚد اِمب ؽدٜ د در٘تیدتٝ  ٌ٘یز٘دٜ ٔتی ؽت

پزآ٘تی صٟ٘تب در عتغح عتَّٛ ٚ ٔتقبلجتب فقتبَ      ٔب٘ـ مضٛر عٛ

ٔی ٌزدد، ثٙبثزا ٗ ٔؾتىُ  وتٝ ثتب آٖ ٔٛاختٝ      Tوزدٖ عِّٟٛب  

در ٘تدتٝ اتقتبَ ِیٍب٘تد ثتٝ      SEB-ثٛد ٓ ٚرٚد اِمب ؽتدٜ ِیٍب٘تد  

اس عٝ ٘بمیٝ  تؾتىیُ ؽتدٜ اعتت وتٝ      TGFα. ِیٍب٘د ثٛدٌیز٘دٜ 

را مفتؼ   EGFRتٛا٘ب ی اتقبَ ثتٝ   (TGF-αL3)٘بمیٝ  عْٛ آٖ 

زدٜ ِٚتی فقبِیتت ٔیتٛص٘یته را اس دعتت دادٜ اعتت، در ٚالتـ       و

٘مؼ افّی را در اتقبَ ثٝ ٌیز٘دٜ ثز فٟدٜ دارد. ثتزا    3٘بمیٝ 

خٌّٛیز  اس فزآ ٙد ٚرٚد اِمب ؽتدٜ اس عز تك اتقتبَ ِیٍب٘تد ثتٝ      

ثب عَٛ وبٔتُ   TGF-αٌیز٘دٜ، ٔب در ا ٗ تحمیك ثدب  اعتفبدٜ اس 

صٖ ٘تتبلـ ٔتتی ثبؽتتد، ( وتتٝ ٔیتتتٛ TGF-αL3٘بمیتتٝ  عتتْٛ آٖ )

ٌیز٘تدٜ ثتٝ   -اس ٚرٚد اِمب ؽدٜ ِیٍب٘د اعتفبدٜ وزد ٓ ثد ٗ ٚعیّٝ

ثٝ عٕت ثبفت  SEB عٛپزآ٘تی صٖ داخُ عَّٛ خٌّٛیز  ؽدٜ ٚ

خٟتت ٌیتز  خٛاٞتد ؽتد. ثتب ا تٗ        EGFRعزعب٘ی ثیبٖ وٙٙتدٜ  

عتجت ٚرٚد   EGFRثٝ  TGF-αL3راٞىبر فلاٜٚ ثز ا ٙىٝ اتقبَ 

اِمب ؽدٜ ٍ٘زد دٜ درٔمب غٝ ثب آ٘تتی ثتبد  ٔٙٛوّٛ٘تبَ خبفتیت     

آ٘تی ص٘یه وٕتز  داؽتٝ ٚ ٘یٕٝ فٕز ثیؾتز  در ٌتزدػ ختٖٛ   

 (. 8خٛاٞد داؽت )

ثز رٚ   TGFαL3-SEBپزٚتئیٗ وب ٕز ه   In vitro یدر ثزرع

اثتز ٟٔتبر    MDA-MB-468 عِّٟٛب  عزعبٖ پغتتبٖ ا٘غتب٘ی   
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خٟی ٘ؾبٖ داد. ٘تب ح ٘ؾبٖ داد وٝ غّؾتت  ٚاثغتٝ ثٝ دٚس لبثُ تٛ

ng/ml 5  ٗاس پتتزٚتئیSEB  ٟٔتتبر رؽتتد 50لتتبدر اعتتت عتتجت %

% ٟٔبر رؽد عَّٛ تٛٔٛر  50عَّٛ تٛٔٛر  ٌزدد. در مبِیىٝ 

 TGFαL3-SEBاس پتتزٚتئیٗ وب ٕز تته   ng/ml 05/0در غّؾتتت 

ثدعت آٔد وتٝ ثتٝ    SEBثزاثز وٕتز اس پزٚتئیٗ  100 قٙی مدٚد 

ٚ اتقبَ ٞدفٕٙد پزٚتئیٗ وب ٕز ته ثتٝ    TGFα٘د فّت ٚخٛد ِیٍب

رعتتاٛرٞب  فتتبوتٛر رؽتتد اپیتتدرٔی ٔٛختتٛد در عتتغح عتتَّٛ  

 ng/mlتٛٔٛر  ٔی ثبؽد. ٕٞیٙیٗ پزٚتیئٗ وب ٕز ته در غّؾتت   

% ٟٔتبر رؽتد عتَّٛ    100عتجت   SEBثز ختلاف پتزٚتئیٗ     500

% ٟٔتبر  7/54تٟٙتب عتجت     ng/ml 500تٛٔٛر  ٌزد د درمبِیىتٝ  

   ٌزد د.  رؽد عَّٛ تٛٔٛر

ٞدفٕٙد عتبختٗ خٟتت ٌیتز      اس ٌشارػ ٘شغتیٗ مبرز ٔغبِقٝ

ثتب اعتتفبدٜ اس     اعتبفیّٛوٛوٛط اٚرئتٛط  Bا٘تزٚتٛوغیٗ تی  

ثتتٝ  TGFαL3-SEBٚ تِٛیتتد پتتزٚتیئٗ ٘ٛتزویتتت   TGFαِیٍب٘تتد 

 ٔی ثبؽد. پغتبٖ ٞدف ا ٕٙٛتزاپی عزعبٖ

ثٝ فتٛرت   TGFαL3-SEBٔغبِقٝ مبرز پزٚتئیٗ وب ٕز ه  در

ثتتٝ فٙتتٛاٖ وب٘د تتدا  ٚ ویتتت ثیتتبٖ ٚ ختتبِـ عتتبس  ؽتتد  ٘ٛتز

ٔتٛرد ارس تبثی    in vitro پغتتبٖ در ؽتزا ظ   ا ٕٙٛتزاپی عزعبٖ

 پزٚتئیٗ ا ٗ لبثّیت in vivo فٛرت  ثٝ آتی . ٔغبِقبتزفتلزار ٌ

 اثتز  ٚ ؽدٜ تِٛید اٍِٛ  عب تٛویٙی عِّٛی، ا ٕٙی عیغتٓ دراِمب

 خٛاٞتد  رٚؽٗ ثیؾتز کٝ ٞز را ٞب  میٛا٘ی ٔدَ در آٖ ثشؾی

 .  وزد

 گیزیوتیجٍ 

، ٞضتٓ آ٘ش ٕتی ٚ تقیتیٗ    colony PCR٘تب ح ثٝ دعت آٔتدٜ اس   

در  tgfαl3-sebتٛاِی ٘ؾبٖ داد وٝ ٕٞغب٘ٝ عبسعی صٖ وب ٕز ه 

ثب ٔٛفمیت ا٘دتبْ ؽتدٜ ٚ ا تٗ صٖ وب ٕز ته در      pET28aٚوتٛر 

 SDS-PAGEخٛا٘ؼ لزار ٌزفتٝ اعت. آ٘تبِیش   فحیح کبرکٛة

-TGFαL3ثیبٖ فحیح  ٚ وتبفی پتزٚتئیٗ    ٚعتزِٖىٝ ٌذار  ٚ 

SEB ٔیشثبٖ پزٚوتبر ٛتی   بس ٔحَّٛف درBL21(DE3)  تب یتد  را

ثغٛر کؾٓ ٌیز  عتجت   TGFαL3-SEBوزد. پزٚتئیٗ وب ٕز ه 

 in vitroٟٔبر رؽد عِّٟٛب  تٛٔٛر پغتتبٖ ا٘غتب٘ی در ؽتزا ظ    

ثتتب  TGFαL3-SEBپتتزٚتئیٗ وب ٕز تته  ٌزد تتد. درمتتبَ مبرتتز

ا ٕٙٛتزاپی عزعبٖ خٟت امتٕبِی ٝ فٙٛاٖ وب٘د دا  خّٛؿ ثبلا ث

 .در اختیبر ٔی ثبؽد in vivoادأٝ تحمیك ٚ ا٘دبْ آسٟٔٛ٘ب  

 ي قدرداوی تشکز 

 رعیدٜ ا٘دبْ ثٝ ا زاٖ پبعتٛر ا٘غتیتٛ ٔبِی مٕب ت ثب تحمیك ا ٗ

 .ٔی ٌزدد لدردا٘ی فٛق ٔزوش اس ٚعیّٝ ثد ٗ اعت وٝ

 تضبد مىبفع 

ٌٛ٘ٝ تقتبرك ٔٙتبفقی تٛعتظ ٘ٛ غتٙدٌبٖ     در ا ٗ پضٚٞؼ ٞیچ 

 .ٌشارػ ٘ؾدٜ اعت
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 Abstract 

 Background & Aim: Bacterial superantigens, stimulate polyclonal T cells 

irrespective of their antigen specificity, resulting in a massive release of cytokines 

from T cells and monocytes, and suggest that that they could be candidates of 

new antitumor agents. Recent attempts have been done to specifically target 

superantigens towards tumors. Here, we evaluate TGFαL3-SEB fusion protein as 

a new antitumor candidate by genetically fusing the third loop of transforming 

growth factor alpha (TGFalphaL3) to staphylococcal enterotoxin type B. 

Methods: Recombinant TGFαL3-SEB sequence was constructed by fusing the N-

terminal of tgfαl3 and C-terminal of seb using hydrophobic GGSGSGGG amino 

acid linker. In this study, gene coding for the SEB superantigen was amplified. 

The PCR product containing the seb gene was digested by EcoRI and HindIII and 

cloned in pET28a expression vector. Then the synthetic tgfα-linker sequence was 

digested by BamHI and EcoRI and cloned in pET28::seb vector. The recombinant 

pET28:tgfαl3-seb transformed into E. coli BL21(DE3). Expression of 

recombinant protein was examined by SDS-PAGE and western blotting. In vitro 

antitumor activity against MDA-MB-468, human breast cancer cells expressing 

EGFR, was evaluated. 

Results: Cloning of tgfαl3-seb was confirmed by colony-PCR, enzymatic 

digestion and sequencing. The recombinant TGFαL3-SEB fusion protein with 

molecular weights of 31kDa was expressed and confirmed by anti-his western-

blot analysis. The TGFaL3-SEB chimeric protein exhibited potent in vitro 

antitumor activity. 

Conclusion: Our findings indicated that TGFαL3-SEB fusion protein can be 

successfully constructed expressed and purified and may serve as a useful 

antitumor candidate for breast cancer immunotherapy. 
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