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Abstract 
Background and Objectives: Cancer is one of the most deadly diseases 

in the present age and its conventional therapies have had low success. 

Toxin therapy of cancer is a new therapeutic approach, which has 

attracted the attention of pharmaceutical specialists. Diphtheria toxin 

consists of three functional, transducing, and binding domains, that the 

functional part inhibits protein synthesis and causes cell death. The 

purpose of this study was to produce the functional domain of the 

diphtheria toxin fused with a TAT penetrating peptide and to 

investigate its degree of lethality on cell line. 
 

Methods: In this study, primer was designed for tat-diph gene and the 

gene construct containing the sequence of the functional chain of 

diphtheria toxin and the TAT peptide sequence, were amplified and 

cloned into prokaryotic expression vector pET-28a containing a 

sequence of histidine. After transferring into bacterial host (E. coli 

BL21 DE3), induction of expression was performed using IPTG, then, 

the resulting protein was purified and the protein expression was 

confirmed by anti-histidine antibody attached to horseradish peroxidase 

(HRP) using western blotting technique. In the next step, the lethality 

of the produced chimeric protein, was evaluated on MCF7 cell line by 

MTT assay. Data were analyzed by uni pirate and oligo 6 software. 

 

Results: The results of MTT assay indicated that the TAT-Diph 

recombinant protein adjacent to the MCF7 cell line increased the rate 

of mortality of the cells. 

 

Conclusion: The results of this study revealed that the recombinant 

protein with functional domain of diphtheria toxin and AT peptide 

could have lethal effect on MCF7 cell line. 
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 چکیده

است که در عصر حاضر وجود دارد و  ییها یماریب نیتر مهلک از یکی ،سرطان :زمینه و هدف

از  ،رطاننیز دارای موفقیت کمی بوده است. توکسین درمانی س آن مرسوم به یها درمان

درمانی نوینی است که موردتوجه متخصصان ساخت دارو قرار گرفته است. توکسین  یها روش

عملکردی بخش  بوده که دهنده و اتصال دهنده انتقالعملکردی،  بخش سه :شاملباکتری دیفتری 

 عملکردیتولید بخش  با هدف این مطالعه .شود  یم مرگ سلول و پروتئین سنتز مهار باعث آن

لاین  یو بررسی میزان کشندگی آن بر رو TATپپتید نفوذکننده  به همراهین دیفتری توکس

 صورت گرفت. سلولی

و سازه ژنی انجام شد  tat-diph برای قطعه ژنی طراحی پرایمردر این مطالعه،  :روش بررسی

و در ناقل بیانی  ، تکثیرTATحاوی توالی زنجیره عملکردی توکسین دیفتری و توالی پپتید 

         به میزبان باکتریایی انتقالکلون گردید. بعد از  هیستیدین  حاوی دنباله a 28pET،روکاریوتپ

(E.coli DE 21 BL 3) ، القای بیان باIPTG شد و   پروتئین حاصل تخلیص سپس .صورت گرفت

 کیتکنبا استفاده از  HRPبادی ضد هیستیدین متصل به  با کمک آنتی نوترکیب پروتئین

 بر روی دشدهیپروتئین کایمریک تولبعد، میزان کشندگی   . در مرحلهگردیدبلات تأیید  وسترن

 مورد ارزیابی قرار گرفت.  MTTروش  با 7MCFسلولی   رده

سلولی   ردهتواند  می TAT-Diphنشان داد پروتئین نوترکیب  MTTنتایج حاصل از  :ها افتهی

 را از بین ببرد. 7MCFسرطانی 

بخش عملکردی توکسین دیفتری و  با پروتئین نوترکیب ج این مطالعه نشان دادنتای :یریگ جهینت

 اثر کشندگی داشته باشد. 7MCFبر روی رده سلولی  تواند یم، TATپپتید 

 .TAT ؛ پپتیدها؛پروتئین نوترکیب سم دیفتری؛ :ها دواژهیکل
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 مقدمه
 .است جهان سراسردر  ها یبیمار نیتر کشنده از یکی، سرطان

 دارای درمانی اشعه و یدرمان یمیش مانند رایج سرطان یها درمان

 به مقاومت پیشرفت تومور، آن علت که بوده کمی بقا درصد

 ها یباکتر .باشد می تومور برای درمان اختصاصیت عدم و درمان

طور  به داده، قرار هدف را اختصاصی تومورها طور به توانند یم

 ایی شده کنترل شکل به و جستجو کرده و نفوذ بافت در فعال

استفاده  ،درمانی سرطان یها . یکی از روش(1) کنند سمّیت ایجاد

تکثیری  یها تیمؤثر جهت بلوکه کردن فعال یها نیاز پروتئ

، پروتئین درمانی معمول، سرطانی است. در این راستا یها سلول

شده و هوشمند مورداستفاده  یارگذ هدف یها نیپروتئ همچنین

. استراتژی جدید بیوتراپی تومورهای خاص با رندیگ یقرار م

ی هیبریدی بر ها نیپروتئدر اثر تولید  ،استفاده از مهندسی ژنتیک

ی سلولی موجود ها رندهیگهای مهارکننده سنتز پروتئین و  توکسین

. بازدهی و (2) باشد میی سرطانی ها سلولبر روی سطح 

عنوان  بهدارویی وانتقالات  نقل در بودن توکسین دیفتری ریپذ تنوع

توکسین دیفتری در  از طرفی، .(3) است فعال موردتوجه  نیپروتئ

. یک باشد میتر  دیگر شناخته یها یهای باکتر بین توکسین

 58لکولی وپپتیدی با وزن م زنجیره تک پلییک از  ،پروآنزیم

 دارای ذاتی طور به سم دیفتری. (4) است شده  ساختهکیلو دالتون 

 این که است حالی در این ،باشد یم غشا از انتقال های دمین

 پدیده .شوند ینم یافت دیگر های توکسین از بسیاری در ها میند

 تلقی مهم امری اندوزوم، از توکسین و رها شدن غشا از انتقال

 ندارد. خون به نیازی به ورود ،علائم برای ایجاد باکتری .شود یم

 که است به هپارین متصل اپیدرمی توکسین، فاکتور گیرنده

 و قلبی یها سلول ژهیو به ریوت،ی یوکاها سلولاز  بسیاری برروی

 از پس به توکسین، آلوده یها سلول در .حضور دارد عصبی

 RNAرونویسیو  DNAاز همانندسازی  ،پروتئین سنتز توقف

 Bو  A. توکسین دیفتری از دو فاکتور (5) شود یمجلوگیری 

، فاکتور Bو فاکتور  عملکردی، فاکتور A که فاکتور شده  لیتشک

به مقدار کافی وجود   Bفاکتور که یهنگام Aاست. فاکتور  اتصال

 Bفاکتور  جالب آنکه .کند یداشته باشد اثر خود را اعمال م

محافظ در برابر بیماری  یباد یاست که سبب تولید آنت یژن یآنت

 . (6) شود یم

 

وارد به سلول میزبان  دو مکانسیمق از طری توکسین دیفتری

ورود مستقیم که باعث تشکیل یک سوراخ در سطح  (1 :شود می

 اندوسیتوز وسیله به که میرمستقیورود غ( 2 ؛شود یغشا میزبان م

 پپتیدهای نفوذکننده به سلول .(5) ردیگ یرسپتور انجام م به وابسته

CPP های  ها و حامل بهبود ترارسانی داروهای مرتبط با آن برای

، CPP .(7)گیرند  مورداستفاده قرار می ها دارویی به درون سلول

جهت تسهیل توان از آن  می دهد که ابزار قدرتمندی را شکل می

ازجمله  ؛یشناس بیپروتئینی در شرایط آس  ترارسانی داروها با پایه

های التهابی، نقایص در ارتباط با استرس  سرطان، بیماری

نیز TAT کرد. پپتیدهای اکسیداتیو، دیابت و آسیب مغزی استفاده 

فرصت  CPP. پپتیدهای (8) هستند اه نیپروتئجزء این دسته از 

بار بزرگتر از محدودیت  200های دارویی را که  انتقال مولکول

. آورند فراهم می ،داروهای زیستی در دسترس هستند  اندازه

 با هایی ، لیپوزومCPPپپتیدهای اند با استفاده از  وانستهمحققان ت

های  مینو. د(9) طول عمر بالا و چندین عملکرد تهیه کنند

که بعضی  است  پیشنهاد شده به این دلیل  PTDترارسانی پروتئین

توانند  می هستند، فاکتورهای رونویسیاغلب که  ها از پروتئین

 .(10) وآمد کنند ها یا از سلولی به سلول دیگر رفت درون سلول به

مین توکسین وتولید سازه عملکردی از د با هدف این مطالعه

پپتیدهای نفوذکننده   از خانواده TATفیوژن پپتید  همراهدیفتری به 

در محیط و ارزیابی عملکرد پروتئین کایمریک  CPPبه سلول 

از  ای نمونه عنوان به MCF 7رده سلولی  بر روی یآزمایشگاه

  ی سرطان سینه انجام شد.ها سلول
 

 روش بررسی
، tat-diphافزاری پرایمرها جهت تکثیر ژن  طراحی و آنالیز نرمدر 

بخش  Aتوکسین دیفتری  یا نهیدآمیتوالی اسژن کدکننده ابتدا 

ریوم کورینه باکت ( از سویه استانداردپیر سیب 623عملکردی )

 TATپپتید ژن کدکننده و ( KB 6UniProt KB:Q 85دیفتریا )

 ،( مربوط به ویروس نقص ایمنی اکتسابی47-57 یها نهیدآمی)اس

وبرگشت  رفت سپس توالی پرایمر. (11)ی و سنتز گردید ساز نهیبه

و  DBA)، الیگو(.Inc  6الیگو  افزار نرم با استفاده از طراحی

انجام  Tm، میزان پرایمر دایمر و GCیزهایی از قبیل درصد آنال

 . شد
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و  5' یدر ابتدا EcoRIآغازگر رفت دارای جایگاه برشی آنزیم 

کدون و  Hind IIIجایگاه برشی آنزیم  آغازگر برگشت واجد

 آغازگرهای. ژن طراحی شد 3' انتهایخاتمه رونویسی در 

 .ندژن سنتز شدنایشرکت س توسط شده یطراح

 

 آغازگر رفت:
5'ATCATAGAATTCTATGGTCGCAAAAAGCGTCGTCAGCGCC

GTCGTGGCTCAATGGGCGCTGATGATGTAGTC3' 
 EcoRI 

 درجه سانتیگراد 2/92 :دما

 

 آغازگر برگشت:
5'ATCATATAAGCTTTTAGTGGTGATGGTGATGGTGAG

CGCACGCCTGCGCCATGTAC3' 

 Hind III 

 درجه سانتیگراد 2/89: دما

به مدت ،  E.coli BL 21 DE3یههای مستعد، سو تهیه سلولجهت 

محیط کشت لوریا بیوتیک در  ساعت بدون حضور آنتی 15

سانتیگراد  درجه 37مایع در دمای سیگما آلمان( )شرکت  برتونی

پس از کشت داده شد. ر دقیقه دور د 120 و هوادهی با سرعت

 20به مدت  محیط کشت باکتری OD، 6/0و رسیدن به تلقیح 

دور در دقیقه  6000دقیقه با  3به مدت  گرفت ودقیقه در یخ قرار 

 ،محلول رویی دور ریخته شد و به رسوب ، سپسفوژ گردیدیسانتر

سرد مولار  میلی 100)سیگما آلمان(،  کلسیم کلراید تریل یلیم 20

 نیازا . پسگذاشته شددقیقه در یخ  30تریل اضافه و به مدت اس

دقیقه سانتریفوژ  3و به مدت دور در دقیقه  6000محلول با  ،مرحله

کلسیم کلراید  تریل یلیم 5مراحل بالا با اضافه کردن  اً. مجددگردید

. گرفتانجام  %20گلیسرول استریل  تریل یلیم 1و  مولار میلی 100

در ) تریل یلیم 5/1های استریل  در لولهمحلول ام، زدن آر بعد از هم

 سانتیگراد درجه -20تقسیم و در دمای میکرولیتر(  200مقادیر

با روش های مستعد  به سلوللیگیشن انتقال واکنش  .نگهداری شد

صورت که  ینبد؛ گرفتانجام سرما(  -)شوک گرما شوک دمایی

 ـخ قـرار داده شدند، دقـیقـه در داخـل ی 15مدت  به ها شـواکنابتدا 

 

 

 

 

 5به مدت  مجدداًدرجه و  37دقیقه در دمای  5 به مدت سپس

میکرولیتر محیط  800دقیقه در یخ قرار گرفتند. در ادامه، به مقدار 

انکوباتور  ساعت در اضافه و به مدت یک ها آنبه  LBکشت 

بیوتیک  یآنتبه محیط کشت حاوی  ازآن پسگذاشته شدند و 

 (تریل یلیممیکروگرم بر  50)غلظت سیگما آلمان(، ) یسینکاناما

 منتقل شدند.

 فاقد ژن هدف pET28aتخلیص پلاسمید 

 LBمحیط  به pET28aپلاسمید  ی دارایها کلوناز پلیت حاوی 

 (تریل یلیممیکروگرم بر 50بیوتیک کانامایسین ) آنتی حاویمایع 

راد درجه سانتیگ 37ساعت در دمای  12سپس به مدت ، تلقیح شد

منظور تخلیص پلاسمید  به انکوبه گردید؛درون شیکر انکوباتور 

a28pETکیت استخراج ، از، طبق پروتکل استخراج پلاسمید 

 استفاده شد.ژنت بیو کره جنوبی( شرکت )

 کایمریک جهت تکثیر ژن Touch-up PCRواکنش 

 tat-diph (bp623) 

 و پلیمرازPfu  پلیمراز آنزیم با Touch-up PCRش واکن

 DNA- Taq (فرمنتاز روسیه ) انجام شد:ه شرح زیر ب 

 5/1و  بافر اضافه بهمنیزیم سولفات  ماکرولیتر 5/7 میکرولیتر و 5/1

 میکرولیتر 5/1 و dNTP میکرولیتر 5/1 هر آغازگر، از میکرولیتر

سویه )شامل  tat-diph حاوی سازه ژنی a28pET دپلاسمی از

و  KE 85 UniProt KB:Q6 اکورینه باکتریوم دیفتری استاندارد

 مربوط به ویروس نقص ایمنی اکتسابی TATپپتید ژن کدکننده 

سنتز  الگو عنوان به کاناداتوسط شرکت بیوماتیک  قبلاًکه  (11)

  .شده بود(

 ابتدایی شدن واسرشته مرحله یک :شامل  Touch-up PCRمراحل

 مرحله دقیقه، 5 به مدت سانتیگراد درجه 94در دمای 

 20 مدت به سانتیگراد درجه 94 دمای در ابتدایی شدن واسرشته

 سانتیگراد درجه 58دمای  در والگ رشته به آغازگرها اتصال ثانیه،

 درجه 72 دمای در موردنظر قطعه تکثیر ثانیه، 20 مدت به

 در نهایی تکثیر مرحله یک ،پایان در و ثانیه 50 مدت به سانتیگراد

 برای ،تیدرنها بود. دقیقه 15 مدت سانتیگراد به درجه 72 دمای

 الکتروفورز شد.% 1روی ژل آگارز محصول  ،تأیید
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 pET28aدر ناقل  tat-diphسازی ژن  همسانه

 بر روی آنزیمی هضم واکنش ابتدا سازی، منظور همسانه به

با  tat-diphحاوی ژن  pET28aبیانی  پلاسمیدو  PCRمحصول 

ایران(  )سینا کلون HindIIIو  EcoRI محدودالاثر دو آنزیم

درجه  37های جداگانه در دمای  ساعت در میکروتیوب 2مدت  به

 کمک با خورده برش محصول هضم آنزیمی انجام شد.سانتیگراد 

 واکنش ( تخلیص شد.ژنت بیو) PCRتخلیص محصول  کیت

 22ساعت در دمای  2لیگاز به مدت  T4با استفاده از آنزیم  الحاق

 میزبان به حرارتی شوک روش با درجه سانتیگراد انجام و

 .شد داده انتقال  E.coli DE 21 (BL3)،مستعد سویه اشرشیاکلی

رشدیافته  یها یسازی، ابتدا از کلن برای بررسی صحت همسانه

حاوی  ،سیگما آلمان()آگار   Lروی پلیت حاوی محیط کشتبر

سیگما  )شرکت( تریل یلیممیکروگرم بر 50کانامایسین )غلظت 

زیر برای  یها . روششداستفاده  ها  نیکلآنالیز جهت انجام  آلمان(

 :سازی صورت گرفت صحت همسانه دییتأ

از  tat-diph کایمریکجهت تکثیر ژن  :PCRواکنش  :الف

 از ابتدا، PCRاستفاده شد که برای انجام عمل  PCRواکنش کلنی 

صورت تصادفی مستر پلیت  به شده، یلتشک های یکلون از کلن 15

 2/0ویال  15داخل  ها یکلن 15هرکدام از این  ، سپسگردید  یهته

 ،درادامه .نده پیپتاژ شدمیکرولیتر آب مقطر دیونیز 25حاوی 

دقیقه در دستگاه  10به مدت  ،منظور تخریب دیواره باکتری به

 ها و از آن گرفتنددرجه سانتیگراد قرار  95دمای  ،ترموسایکلر

. واکنش گردیداستفاده  PCRالگو برای واکنش  DNAعنوان  به

PCR و آنزیم  شده یبا کمک جفت پرایمرهای طراحTaq  پلیمراز

 کلرید منیزیم مولار میلی 2 درجه سانتیگراد و 60تصال با دمای ا

 .انجام شد

 هضم آنزیمی پلاسمید و خروج قطعه موردنظر: ب( 
 های یمسازی، واکنش هضم آنزیمی با آنز همسانه  برای تأیید قطعه

با روش   شده بر پلاسمید تخلیص Hind IIIو  EcoRIمحدودالاثر 

 2لاسمید نوترکیب به مدت های مثبت حاوی پ لیز قلیایی از کلنی

 درجه سانتیگراد صورت گرفت. 37ساعت در دمای 

 tat-diph-pET28a  ژن سازه بیان

 نوترکیب های سویه شبانه از کشتسازی،  همسانه دییپس از تأ

 به رـرولیتـمیک 50 زانـمیبه  tat-diph-pET28aد ـد پلاسمیـواج

 

 لیتر یلیممیکروگرم بر 50حاوی غلظت  LBمحیط  تریل یلیم 5

 ،کشت محیط نوری جذب رسیدن از پس و شد تلقیح کانامایسین

 1با غلظت  IPTG القاکننده 6/0-8/0 ،نانومتر 600 موج طول در

 درساعت  4به مدت )ها  مولار به محیط کشت اضافه و سلول میلی

 (دور در دقیقه 180سرعت  و درجه سانتیگراد 37دمای ، روز شبانه

زمان  داری شدند. پس از طی مدتدر شیکر انکوباتور نگه

های  شدند. نمونه یآور ها سانتریفوژ و جمع سلول ،مذکور

 X1با رقت  Sample Bufferشده جهت بررسی بیان با  جمع

 بر روی ژل دقیقه 10مخلوط و پس از جوشانیدن به مدت 

 10% SDS-PAGE (12) مورد ارزیابی قرار گرفتند.  

 تعیین میزان محلول و غیرمحلول بودن پروتئین

 حاصل سلولی رسوب منظور تعیین حلالیت پروتئین نوترکیب، به

غلظت  بافر لیزکننده )حاوی لیزوزیم بابیان باکتری با استفاده از  از

 سپس بعد از انجام سانتریفوژ ،لیز شد( لیتر یلیممیکروگرم بر 1

 درجداسازی و  عنوان فاز محلول بهدقیقه، محلول رویی  3مدت  به

مقدار  مانده ینگهداری شد. به رسوب باقدرجه سانتیگراد  -20

افزوده  مولار(  8)حاوی اوره   =8pHبافر لیزکننده با  تریل یلیم یک

درجه و  37ساعت در شیکر انکوباتور با دمای  یکو به مدت 

نتریفوژ قرار داده شد و پس از انجام سا دور در دقیقه 180 سرعت

درجه  -20عنوان فاز نامحلول در ، محلول رویی بهقهیدق 3به مدت 

نگهداری شد. هر نمونه به همراه نشانگر پروتئینی روی  سانتیگراد

 الکتروفورز و بررسی انجام گرفت. SDS-PAGE %10ژل 

 از ستون کروماتوگرافی پروتئین با استفاده تخلیص

 Ni-NTA: 

میل  ،ستون کروماتوگرافی لهیوس تخلیص پروتئین نوترکیب به

 انجام گرفت. طبیعی ودناتوره  با روش ،Ni-NTAترکیبی 

ند شد الکتروفورز SDS-PAGE %10ژل  روی تخلیص یها نمونه

(12،13). 

 نوترکیب پروتئین تأیید

بلات با  وسترن روش از ،شده انیب نوترکیب پروتئین تأیید برای

 شد. استفاده HRPمتصل به  Anti-His tag یباد یآنت استفاده از

پروتئین کایمر با استفاده از بافر انتقال  ،الکتروفورز پس از

 متانول وSDS 3% مولار، میلی 48 مولار، تریس میلی 39لایسین )گ

 نیتروسلولز انتقال داده شد.  کاغذ ( به20%
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          گرم 5 ) کننده استفاده از بافر بلوکه با نیتروسلولز کاغذ

Skim Milk )راما مهر آریا ایران(  تریل یلیم 100در X TBS 1) 

انتیگراد، انکوباسیون درجه س 37ساعت در دمای  یکمدت  به

در داخل  1:1000ضد هیستیدین با رقت  یباد یآنت .انجام گرفت

ریخته ( آلمان سیگما) PVDFتهیه و روی غشای  X TBS1 بافر

 داخل، درجه سانتیگراد 37ساعت در دمای  شد و به مدت یک

و هر بار به  TBSسپس سه بار با بافر  ،شیکر انکوباتور قرار گرفت

               و DABشو داده شد. سوبسترای و شستدقیقه  10مدت 

% H2O2 30شد و پس از ظهور  فزودهعنوان کاتالیزور به غشا ا به

 .(12)گردید واکنش با آب مقطر مهار ، باندها

نوترکیب به روش  یها نیبررسی میزان کشندگی پروتئ
MTT 

شد؛ استفاده  MTTاز تست ، ها منظور بررسی میزان تکثیر سلول به

 10را در آمریکا(  بیو وست) MTTپودر  گرم یلیم 50 بدین منظور

کاملاً حل  ()کیمیا تهران اسید، ایرانآب مقطر دیونیزه  تریل یلیم

 شد، فیلتر آلمان( سیگما شرکت) کرونیم 2/0کرده و با فیلتر 

 درجه -20تقسیم و در  یتریل یلیم 5/1 یها سپس در حجم

مختلف پروتئین برحسب  یها نگهداری شد. رقتسانتیگراد 

از  MCF 7سلول . گردیدها اضافه  به چاهک تریل یلیمبر کروگرمیم

 ظرف )شرکت بانک سلولی انستیتو پاستور ایران خریداری و در

در فلاسکی کشت داده  ها سلول. شدنگهداری  آلمان( سیگما

آزما  شرکت پارسدر لوله فالکون ) یآور و پس از جمعشدند 

ند. دقیقه سانتریفوژ شد 10مدت  هب دور در دقیقه 300در  ایران(،

 ریخته شدسلول  10000به تعداد ای  خانه 96در میکروپلیت سپس 

 شرکت) %5 اکسیدکربن دی ودرجه سانتیگراد  37 یدر دما و

 ،ساعت مجاورت 48و  24از  پس گردید و انکوبه آلمان( سیگما

 قرار گرفت.  یموردبررس

 

 

 

 

 

 

 

 

 10به میزان  ،فوق یها پس از اتمام دوره انکوباسیون در ساعت

)غلظت نهایی  شدبه هر چاهک اضافه  MTTمیکرولیتر از محلول 

   مدته ب سپس است(، تریل یلیمبرمیکروگرم  5/0رنگ معادل 

انکوبه  %5 اکسیدکربن دیو سانتیگراد  درجه 37 ساعت در 48-24

بررسی و تشکیل بلورهای  در پی ،پس از طی این زمان .گردید

محلول ژاپن(  نیکون - SM -1T) رنگ با میکروسکوپ بنفش

میکرولیتر از  100میزان به و  یآور جمع یآرام ها را به رویی سلول

به آن آلمان(  سیگما) 4540 D (DMSO) محلول حلال کریستال

        . پس ازشدند حل ها ستالیکردن، کر اژاضافه کرده و با پیپت

دستگاه  نانومتر با 570در طول  ODمیزان جذب  ،دقیقه 20-10

ELISA rider (قرائت گردید  بیوتک )و سیتوتوکسیسیتی آمریکا

 .(14)شد محاسبه با کمک نمودار  آن

 

 ها یافته
از بانک  نهیدآمیاسابتدا توالی ، tat-diph برای انتخاب قطعه ژنی

ی ساز نهیبه E.coliهای  کدون براساساستخراج و  یونی پرات،

عنوان الگو مورد استفاده قرار  سپس سنتز و به ،کدون انجام گرفت

طراحی گردید. برای  پرایمراز روی ژن سنتزشده،  درادامه .گرفت

منظور بررسی  به) 6الیگو  افزار از نرمنیز پرایمرها  زطراحی و آنالی

همانند دمای وبرگشت  رفتبا جفت پرایمرهای  طمرتب یها یژگیو

Tm درصد ،GCلوپ پرایمرها و یشدگ ، احتمال تشکیل جفت) 

 که ژن شده یطراحاختصاصی استفاده شد. با استفاده از پرایمر 

TAT  ود و آنزیم ب شده هیتعبآن بر روی پرایمر فورواردPfu ، قطعه

، تیدرنها (.1)شکل شد  تکثیر (bp623) دیفتریا عملکردی

 )شکل انجام گرفتجهت کلونینگ  pET28aاستخراج پلاسمید 

 (.2 شماره
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4                   3                    2                   1 

 
 %.1بر روی ژل آگارز  بخش عملکردی دیفتری ژن PCRالکتروفورز محصول : 1شکل شماره 

( 4، ستون Taq DNA polymerase( ژن بخش عملکردی دیفتری تکثیرشده با آنزیم 3ستون  ( کنترل منفی،2ستون  ،DNA اندازه نشانگر( 1ستون 

 باشد. می  Pfu DNA polymeraseآنزیمژن بخش عملکردی دیفتری تکثیرشده با 

 

 
 %.1ژل آگارز شده بر روی  تخلیص pET28aالکتروفورز  :2شکل شماره 

 باشد. می تخلیص شده a28pET( 2و ستون  DNAاندازه  نشانگر( 1ستون 

 

623 bp 750 bp 

500 bp 

750 bp 

 

500 bp 

 EcoRIدو آنزیم با استفاده از هضم آنزیمی وکتور و ژن موردنظر 

  .انجام شد Hind III و

 

 2و ستون pET28a  وکتور نشانگر 1ستون ، 3در شکل شماره 

        و EcoRI یها میآنزکه هر دو با بوده  tat-diphژن  نشانگر

Hind III شده همراه با قطعه  هضمbp623 باشند. می 
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3                          2                          1 

  
 %.1ژل آگارز  در TAT همراه با پپتید tat-diph: هضم آنزیمی ژن عملکردی 3شکل شماره 

 باشد. می DNA اندازه نشانگر( 3 و با ستون شده هضم tat-diphکردیژن بخش عمل ( قطعه2، ستون EcoRI/ Hind IIIبا  شده هضم آنزیمی pET28a( وکتور 1ستون 

 

bp750 
bp 623  

bp500 

وسیله  به pET28aناقل  ژن،سازی  الحاق و همسانه پس از انجام

سپس  ،های مستعد تراریخت شد روش شوک حرارتی به سلول

 واکنش،  tat-diphنهای حاوی ژ منظور مشخص شدن کلنی به

PCR  .انجام شد 
 

 ه،استفاده شد T7 پرایمر با توجه به اینکه ازلازم به ذکر است 

       ،بنابراین اندازه ژن ؛گردیدبه انتهای ژن اضافه  bp300 حدود 

bp 923  4شماره  )شکلبود(. 

 

14  13  12 11  10   9    8   7   6    5    4   3     2    1 

 
 %. 1بر روی ژل آگارز   tat-diphهای نوترکیب دارای ژن : آنالیز کلنی4شکل شماره 

 های نوترکیب هستند.  ( کلنی11و  9، 7های  های فاقد ژن و ستون ( کلنی10و  8و ستون  1-6های  ستون

 عنوان الگو. نترل مثبت از ژن سنتزی دیفتری به( ک14( کنترل منفی، ستون 13ستون  ،DNAاندازه  نشانگر( 12ستون 

 

bp 923  

bp750 

منظور  انجام شد و به نیز یید کلونینگأهضم آنزیمی برای ت

،  tat-diphو ژن pET-28aور ـتـی وکـوشـج اطمینان از هم

 ش هضم ـنـواک

 

روی ژل آگارز   اًمجدد Hind III و EcoRIدو آنزیم آنزیمی با 

 (.5د )شکل شماره مشخص گردی
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2                                 1 

 
 . tat-diph: آنالیز تأیید کلونینگ برای سازه نوترکیب5شکل شماره 

 .DNA( نشانگر اندازه 2، ستون  tat-diphو pET-28a( 1ستون 

 

   623 bp  500 bp 

750 bp 

 اطمینان از جهتابتدا ،  tat-diphنوترکیب سازهبررسی بیان جهت 

 ت و ـشـط کـری به محیـتـباک حـد از تلقیـبیان پروتئین موردنظر بع

ها روی ژل  جوشاندن نمونه ، سپسSample Buffer دنکر اضافه

SDS-PEGE(6 شماره )شکل ، بررسی اولیه انجام گرفت. 

 10      9      8      7      6       5       4       3        2        1  

  
 SDS-PAGE %12 بر روی ژل TAT-Diphبررسی بیان پروتئین  :6 شماره شکل

القا شده، ساعت  24کلنی یک،  (4ستون  ،القاشده ساعت 2کلنی یک،  (3ستون  ،( نشانگر اندازه پروتئین2 ،ستون ،القا ( نمونه قبل از1ستون   

 ساعت 24چهار، ( کلنی 8 ستونالقاشده،  ساعت 2 چهار،( کلنی 7ستون القاشده،  ساعت 24 دو،( کلنی 6ستون  القاشده،ساعت  2دو، ( کلنی 5ستون 

.القاشده ساعت 24 پنج، ( کلنی10ستون  القاشده، ساعت 2 پنج،نی ( کل9ستون القاشده،   

 

kDa 28  

kDa 25 

kDa 35 

به کمک کروماتوگرافی میل  TAT-Diphتخلیص پروتئین 

         پروتئین در غلظت انجام گرفت. (Ni-NTA)ستون  ترکیبی

          ولـامحلـت( و نـاعـس 24ول )ـ، در دو فاز محلIPTGمولار  میلی 1
 

 بیان میزان بالاترین درجه سانتیگراد دارای 37در دمای ساعت(  2)

      روی ژل برطور جداگانه  به شده پروتئین تخلیصبود، نتایج 

12% SDS-PAGE  (.8و  7)شکل شماره الکتروفورز شد 
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9           8          7           6            5           4           3           2            1 

  
 . 1Mm-IPTGساعت با فاز محلول 24درجه سانتیگراد به مدت  37دمای TAT-Diph نوترکیب : پروتئین7 شماره شکل

 ( نشانگر اندازه پروتئین، 3( محلول خروجی از ستون، ستون 2( نمونه قبل از القا، ستون 1ستون 

 .MES( محلول 9، ستون  Elution( محلول5-8وشوی ستون، ستون  ( محلول شست4ستون  

2-N-morpholino Ethane Sulfonic acid)) 

 

kDa 35 

kDa 25 

kDa 28 

تأیید محصول پروتئینی نوترکیب با استفاده از روش 

انجام گرفت. نتیجه  Anti-His Tagبادی  بلاتینگ و آنتی وسترن

شده بر روی کاغذ  کیب خالصهای نوتر بلاتینگ پروتئین وسترن

 شود.  میدیده  8 شماره نیتروسلولز در شکل

 

 His-Tagبادی ضد  آنتی دگردیبلات مشخص  با انجام وسترن

های نوترکیب  طور اختصاصی با توالی هیستیدین پروتئین به

 دهد. واکنش می

3                  2                  1 

  
 .بلاتینگ شده با استفاده از تکنیک وسترن بیان TAT-Diph نئی: تأییدپروت8 شماره شکل

 ( نشانگر اندازه پروتئین است.3کنترل، ستون ( 2ستون  ،TAT-Diph( پروتئین نوترکیب 1ستون  

 

kDa 25 

kDa 35  kDa 28 

نوترکیب بر روی لاین سلولی به روش  پروتئینمنظور تعیین اثر  به

MTT، های سرطانی پس از پاساژ دادن سلول MCF7  درون

های بنفش  و ایجاد کریستال MTTاضافه کردن رنگ  ،ها چاهک

 اده از ـفـا استـا بـه وج آنــم ولــط ،تــاعـس 48ت دـی مـرنگ ط

 

. گردیدخوانده شد و نمودار آن مشخص   ELISA riderدستگاه 

و  24های  در زمان پروتئین ثیرأدهنده میزان ت نشاننمودار و جدول، 

 .باشد می MCF7 سرطانی  های ساعت بر روی سلول 48
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 ساعت. 48و  24های  در زمان TAT-Diphشده از پروتئین  های استفاده ل: غلظتجدو

 میکروگرم( 80) غلظت پروتئین ساعت 24زمان  ساعت 48زمان 

100 100 4/1 

2/70 70 8/1 

4/51 20 16/1 

15/22 2 32/1 

7/16 0 64/1 

15/6 0 128/1 

0 0 256/1 

 

 

  
 ساعت.  48و  24های سرطانی در زمان  بر روی سلول TAT-Diphنمودار: میزان تأثیر پروتئین 

 
 بحث

ی ها درمانکه  استی دنیا، سرطان ها یماریب نیتر مهلکیکی از 

 اثربخشی کمی دارند. ،ی و پرتودرمانیدرمان یمیشرایج آن مانند 

 برای یفرد بهمنحصر یها سمیمکان دارای نیز ییباکتریا یها درمان

 د.ندارن دسترسی آن به استاندارد یها روش که بوده سرطان درمان

 قرار هدف را اختصاصیت تومورها طور به توانند یم ها یباکتر

ی ا شده کنترل شکل به و کرده نفوذ بافت در طور فعال بههند، د

روش  ،توکسینبا استفاده از ن سرطان درما .(1)کنند  یتسمّ ایجاد

گرفته  نوینی است که موردتوجه متخصصان ساخت دارو قرار

ها نسبت به برخی داروهای  سرطانبه مقاومت  ،امروزه است.

 معطوف کردهبه این ترکیبات  را ، توجه دانشمندانیدرمان یمیش

است. استراتژی جدید بیوتراپی تومورهای خاص با استفاده از 

هیبریدی بر  یها نیژنتیک و در اثر تولید پروتئ مهندسی

سلولی موجود  یها رندهیهای مهارکننده سنتز پروتئین و گ توکسین

 .(2)سرطانی است  یها بر روی سطح سلول

انجام  2010و همکاران در سال  Trabuloی که توسط ا مطالعهدر 

 یسلول صورت درون عوامل درمانی معمولاً بهشد، مشخص گردید 

یابند تا خاصیت دارویی خود را در داخل سیتوپلاسم یا  انتقال می

، انتقال یدرمان سته در ژنمانند ه)یک اندامک ویژه اعمال کنند 

های ناقص لیزوزومی به لیزوزوم برای درمان و داروهای  آنزیم

 (،پاپتوزی در میتوکندری برای درمان سرطانآ ضدسرطانی پیش

های  ها، پپتیدها و حامل غشای سلولی از ورود پروتئینهمچنین 

مگر اینکه یک  ؛آورد ها جلوگیری به عمل می دارویی به سلول

. مقاومت (15) ها کمک کند رارسانی فعال به عبور آنمکانیسم ت

 یها تومور به آپوپتوز که توسط بسیاری از درمان یها به سلول

بنابراین ؛ ، یک مشکل عمده بالینی استشود ایجاد میضد تومور 

 سرطان یآگه شیمؤثرتر برای پیشگیری از پ یها توسعه درمان
طی تحقیقی در  و همکاران  Frøysnes.(16) یک اولویت است

 PE 31 MOC با بررسی استفاده از ایمونوتوکسین 2019سال 

یک اصل جدید درمان برای درمان متاستاز  عنوان بهداخل صفاقی 

  روـط بهان دادند ـ(، نشPM-CRCال )ـورکتـولـسرطان ک صفاقی از
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 .(17)اند  % از بیماران درمان شده72ماه نزدیک به  13طی ،میانگین

بالای  ریتأث(، 2018)سال  ای در مطالعه و همکاران Yangهمچنین 

ایمونوتوکسین را در درمان سرطان مری نشان دادند. در این 

با یک  EGFRی هدفمند ادب یآنت کیاز قسمت متغیر  ،تحقیق

جایگزین شد که باعث  Pseudomonas exotoxin Aقطعه از 

، وجود تیدرنهای برهنه گردید و ها موشبهبود تومور در 

از طریق کروماتوگرافی جذب  tag-Hisایمونوتوکسین ناشی از 

  ( با استفاده از رزینIMACیون فلز )

 NTA-Ni  و باPAGE-SDS مبتنی بر  یها درمان. (18)شد  دییتأ

درمانی در  یها روش نیعنوان یکی از پرطرفدارتر به توکسین

برای  دوارکنندهییک استراتژی اممطرح است که  درمان سرطانی

 که در طی تحقیقی. (19)باشد  میدرمان هدفمند متاستاز سرطان 

ژن از  گرفتانجام و همکاران  Günterتوسط  1995در سال 

یک ابزار قوی در  عنوان به ،توکسین باکتری در وکتور بیانی کلون

تحت نیز سم دیفتری  .(6)تحریک سیستم ایمنی استفاده شد 

و با غشاهای  ردیگ یتغییرات کانونی در محلول اسیدی قرار م

ایجاد بازسازی و انتقال غشایی  ،ازآن پس کهچربی همراه است 

یک گام اساسی در تحویل دامنه کاتالیتیکی  ،یندآ. این فرشود می

یک نیز  DT. (20) ی توکسین دیفتری به سلول آلوده استسمّ

و  کشد یطور انتخابی م که به بودهفرد  پروتئین باکتریایی منحصربه

اجازه استفاده از  ها، در آن به دلیل تخصص خاص عملکرد دمین

داده این سم در مهندسی پروتئین برای ساخت پروتئین نوترکیب 

(. توکسین دیفتری به گیرنده سطح سلولی خاصی 3)شده است 

یت از ر غشای سلولی باعث ایجاد سمّمتصل و با ایجاد کانال د

 ،های باکتریایی . توکسین(21-23) شود یطریق دمین کاتالیکی م

ها  . آنکنند یخودکشی را نیز بیان م یها نوع جدیدی از ژن

ی نسبت به طیف گرهایی سمّ سریع و انتخاب یها نیعنوان پروتئ به

طی  و همکاران  Romaniuk.(10) ها هستند از سرطان یا گسترده

مشتقات نوترکیب از توکسین نشان دادند  2012سال در  ای مطالعه

انکولوژیک،  یها یماریدیفتری برای درمان و پیشگیری از ب

همچنین کاربرد  ،مؤثر است ها یماریخودایمنی، عفونی و سایر ب

 یها مسدودکننده ها، ی توسعه واکسن، سیتوتوکسینعملی آن برا

HB-EGFتشخیصی، داروهای سرپوئینوئیدی و یها ستمی، س 

  .(24) وساز برای تحویل دارو میسر است ساخت

 

کند. جذب  غشایی عمل می حاملعنوان  به TATپپتید از طرفی، 

وسیله فاگوسیتوز یا  غیرمستقیم بوده و به TATسلولی از پپتید 

با وارد شدن نیز  TAT. پپتیدهای مرتبط با گیرد  یپینوسیتوز انجام م

پس از مسیرهای مختلف  بار مولکولیبراساس ، ها به سلول

در سطح  ها ینوگلیکانام گلیکوز که شده سلول وارد ،اندوسیتوز

. دامنه انتقال پروتئین (25) گذارند یم ریها تأث سلول برجذب آن

(PTD( یا پپتیدهای نفوذ سلولی )CTPs ،قادر به حمل پروتئین )

ازجمله ذرات ویروسی، در  ؛پپتیدها، اسید نوکلئیک و نانوذرات

ر د ای مطالعه طی Behrendt. (26) غشای سلولی به سلول هستند

ه برای ک (Tatآرژینین ) - سیستم انتقال دوقلو نشان داد 2014سال 

ها استفاده  پروکاریوت یپیچیده در سراسر غشا یها نیحمل پروتئ

ونقل  حمل TatCو  TatBیک مجموعه از چندین نسخه ؛ شود یم

 هستند Tatبا پیوند پپتید سیگنال که هر دو از زیربناهای پروتئین 

. همچنین در تحقیقی (27) ندانتقالات مؤثر در این نقل و بوده که

و همکاران صورت گرفت،  Song توسط 2015که در سال 

به یک لیپید ضد میکروبی  تواند یم TATپپتید مشخص گردید 

استراتژی جدیدی را  ،با مکانیسم دوگانه ضد سرطانو تبدیل شود 

برای تولید پپتیدهای ضد سرطان بر پایه پپتیدهای نفوذ سلولی ارائه 

و همکاران   Gaoیی که توسطها شیآزمابراساس  .(28)دهد 

 کننده فعالدر مورد بیان توکسین دیفتری و فاکتور ( 2012سال )

ی سرطانی ها سلولبر روی  MTTانسانی با روش  Bی ها سلول

ی ها غلظتانجام گرفت، مشخص گردید در  -1BALLلنفاوی 

 2و در غلظت  ها ولسل% از 40لیتر،  میکروگرم برمیلی 4/2

نیز  تریل یلیممیکروگرم بر 4/0% تا غلظت 22، تریل یلیممیکروگرم بر

. در سال (29)روند  ی سرطانی از بین میها سلول% از 4به مقدار 

 نیز شفیعی و همکاران با ارزیابی اثرات پروتئین نوترکیب 2016

2 DT 386- BR ی ا مجموعهی بر روی ضد سرطانعامل  عنوان به

( با استفاده از MCF 7ی ها سلول)در رابطه با  ها سرطاناز انواع 

میکروگرم  08/2و با غلظت اولیه پروتئین نوترکیب  MTT روش

% 60، تریل یلیممیکروگرم بر 75/0 در غلظتدند ، نشان داتریل یلیمبر

، تمامی تریل یلیممیکروگرم بر 10 ، در غلظتتیدرنهاو  ها سلول

نتایج در مقایسه با  این یافته .(14)شوند  ی سرطانی نابود میها سلول

میکروگرم  83 تحقیق حاضر که مقدار اولیه پروتئین نوترکیب

 لیتر،  میکروگرم برمیلی 75/0بود و در غلظت  تریل یلیمبر
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 با غلظت اولیه بیشتر، نتیجه نشان دادتند؛ رفاز بین  ها سلول% 100

 2012و همکاران در سال   Qiao. همچنینگردد  بهتری حاصل می

که با کمک  PG 13مانند  ها نیپروتئدر بررسی گروهی از 

تومور  آنتی عنوان بهتوکسین دیفتری جهش پیدا کرده بودند )

به این نتیجه دست  MTTبرروی لاین سلولی( با کمک روش

ی سرطانی که در معرض ها سلول% 25/0یافتند که تنها 

اند  ده ماندهاند، زن روز قرار داشته 6ی نوترکیب به مدت ها نیپروتئ

( در 2010)سال  و همکاران Pan. در تحقیق دیگری توسط (30)

  تومور ی نوترکیب آنتیها نیپروتئرابطه با استفاده از 
 AdDC312 -DT-A 

کمپلکس پروموتر بیان  DMD-H 19 و H 19 هلیوس بهکه 

به کمک  MCF 7 ی سرطانیها سلولشوند، بر روی  می

ی سرطانی از بین ها سلول% 100، مشخص گردید MTTروش

( با 2004ی )سال ا مطالعهو همکاران در  Zhang .(31)اند  رفته

و توکسین  4 -بررسی پروتئین نوترکیب )شامل اینترلوکین 

ی سرطانی با غلظت اولیه ها سلولدیفتری( و سمّیت بالای آن در 

 MTTو با روش تریل یلیممیکروگرم بر 300پروتئین نوترکیب 

 100، نشان دادند در غلظت MCF 7ی سرطانیها سلولبرروی 

روند و در غلظت  می نیاز ب ها سلول% 80، تریل یلیمگرم برمیکرو

ماند  نمی سرطانی زنده  سلول  چیهنیز  تریل یلیممیکروگرم بر 10000

نتایج بیان  .است سهیمقا قابل، که نتایج نسبت به تحقیق حاضر (32)

دهنده  نشان، SDS-PAGE %10 بر روی ژل نوترکیب پروتئین

  کیلو دالتونی بوده که با اندازه 28  حضور یک باند در محدوده

مورد انتظار پروتئین کایمریک مطابقت داشت. آزمون 

 28حضور باند  تیدین،ضد هیس یباد یبلات با استفاده از آنت وسترن

      . کند می دییکیلودالتونی را در نتایج تخلیص پروتئین تأ

        ، ها چاهکاز  هرکدامبه  MTTهمچنین پس از اضافه کردن پودر 

 

 

 تـود غلظـاوجـی بـاهک اولـه در چـود کـب ورتـص نـیدـبایج ـنت

 48و ساعت  24پروتئین، بعد از گذشت  تریل یلیممیکروگرم بر 4/1

از بین رفته بود و میزان سمّیت برای  ها سلولساعت، تمامی 

 8/1 % گزارش شد. در چاهک دوم نیز با غلظت100 ها سلول

و  ندشد  کشته ها سلول %70ساعت، 24بعد از  تریل یلیممیکروگرم بر

غلظت  باو در چاهک چهارم  ها سلول% از 2/70 ،ساعت 48بعد از 

% از 2ساعت،  24در مدت زمان  تریل یلیممیکروگرم بر 32/1

میکروگرم  64/1ی ها غلظتاز بین رفتند، اما در  ها سلول

میکروگرم  256/1 و تریل یلیممیکروگرم بر 128/1، تریل یلیمبر

ساعت،  48همچنان زنده ماندند. اما در زمان  ها سلول تریل یلیمبر

 تریل یلیممیکروگرم بر 128/1 نتیجه بهتری حاصل شد و تا غلظت

 از بین رفتند.  ها سلول% از 15/6یز ن

 

 یریگ جهینت
هرچه زمان بیشتری  ،مطالعات مشابه و تحقیق حاضر براساس نتایج

پروتئین نوترکیبی شامل توکسین دیفتری، اثر بیشتری  گذرد یم

زمان  گذشت بای سرطانی دارد. همچنین ها سلولبرروی سمّیت 

از بین رفتن ی بالای پروتئین نوترکیب، میزان ها غلظتدر 

؛ بنابراین استفاده از رسد یم% 100ی سرطانی به ها سلول

ی امیدوارکننده در جهت حل راهی نوترکیب هدفمند، ها نیپروتئ

 .باشد یم ها سرطاندرمان انواع 

 

 تشکر و قدردانی

کارشناسی ارشد رشته  نامه یانپا از بخشی حاضر تحقیق

دارویی د علوم واح ،دانشگاه آزاد اسلامیمصوب  بیوتکنولوژی

 است.
 

 

 

 

 

 

References: 
 

1. Minchinton AI, Tannock IF. Drug penetration in solid tumours. Nat Rev Cancer 2006;6(8):583-92. PubMed 

 

2. Leader B, Baca QJ, Golan DE. Protein therapeutics: a summary and pharmacological classification. Nat Rev Drug 

Discov 2008;7(1):21-39. PubMed 

  

3. Auger A, Park M, Nitschke F, Minassian LM, Beilhartz GL, Minassian BA, et al. Efficient Delivery of Structurally 

Diverse Protein Cargo into Mammalian Cells by a Bacterial Toxin. Mol Pharm 2015;12(8):2962-71. PubMed 

 

 
31 

 1398 آذر، نهم، شماره سیزدهممجله دانشگاه علوم پزشکی قم/ دوره 

 International License Creative Commons Attribution License 4.0 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16862189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18097458
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Auger%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26103531
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26103531
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nitschke%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26103531
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Minassian%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26103531
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beilhartz%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26103531
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Minassian%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26103531
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26103531


 

 

 و همکاران محدثه پروند                                                            ...ارزیابی وبخش عملکردی سم دیفتریا  و TATتولید سازه نوترکیب پروتئین  و طراحی
 و همکاران نسرین جاوید تبریزی                                                                                   ...

 

 

4. Wang J, London E. The membrane topography of the diphtheria toxin T domain linked to the a chain reveals a transient 

transmembrane hairpin and potential translocation mechanisms. Biochemistry 2009;48(43):10446-56. PubMed 

 

5. Kreitman RJ. Immunotoxins for targeted cancer therapy. AAPS J 2006;E532-E51. PubMed 

 

6. Günter-Seeboth K, Schupp T. Cloning and sequence analysis of the Corynebacterium diphtheriae dtxR homologue from 

Streptomyces lividans and S. pilosus encoding a putative iron repressor protein. Gene 1995;166(1):117-9. PubMed 

 

7. Murriel CL, Dowdy SF. Influence of protein transduction domains on intracellular delivery of macromolecules. Expert 

Opin Drug Deliv 2006;3(6):739-46. PubMed 

 

8. Tan ML, Choong PF, Dass CR. Recent developments in liposomes, microparticles and nanoparticles for protein and 

peptide drug delivery. Peptides 2010;31(1):184-93. PubMed 

 

9. Torchilin VP. Cell penetrating peptide‐modified pharmaceutical nanocarriers for intracellular drug and gene delivery. 

Biopolymers 2008;90(5):604-10. PubMed 

 

10. Pahle J, Walther W. Bacterial toxins for oncoleaking suicidal cancer gene therapy. Recent Results Cancer 

Res. 2016;209:95-110. PubMed 

 

11. Amani J, Saffarian P, Najar-Peerayeh S, Imani-Fooladi AA. Designing and analyzing the structure of Tat-BoNT/A(1-

448) fusion protein: An in silico approach. Mol Biol Res Commun 2014;3(2):115-27. PubMed 

 

12. Hosseini ZS, Amani J, Baghbani Arani F, Nazarian S, Motamedi MJ, Shafighian F. Immunogenicity of the 

nanovaccine containing intimin recombinant protein in the BALB/c mice. Clin Exp Vaccine Res 2018;(7)1:51-60. 

PubMed 

 

13. Gheybi E, Salmanian AH, Fooladi AAI, Salimian J, Hosseini HM, Halabian R, et al. Immunogenicity of chimeric 

MUC1-HER2 vaccine against breast cancer in mice. Iran J Basic Med Sci 2018;21(1):26-32. PubMed  

 

14. Shafiee F, Rabbani M, Jahanian-Najafabadi A. Production and evaluation of cytotoxic effects of DT386-BR2 fusion 

protein as a novel anti-cancer agent. J Microbiol Methods 2016;130:100-5. PubMed 

 

15. Trabulo S, Cardoso AL, Mano M, De Lima MCP. Cell-penetrating peptides—mechanisms of cellular uptake and 

generation of delivery systems. Pharmaceuticals 2010;3(4):961-93. PubMed 

 

16. Heulot M, Chevalier N, Puyal J, Margue C, Michel S, Kreis S, et al. The TAT-RasGAP317-326 anti-cancer peptide 

can kill in a caspase-, apoptosis - , and necroptosis-independent manner. Oncotarget 2016;7(39):64342-59. PubMed 

 

17. Frøysnes IS, Andersson Y, Larsen SG, Davidson B, Øien J-MT, Julsrud L, et al. ImmunoPeCa trial: Long-term 

outcome following intraperitoneal MOC31PE immunotoxin treatment in colorectal peritoneal metastasis. Eur J Surg 

Oncol 2019;S0748-7983(19):30406-8. PubMed 

 

18. Yang Y, Tian Z, Ding Y, Li X, Zhang Z, Yang L, et al. EGFR-targeted immunotoxin exerts antitumor effects on 

esophageal cancers by increasing ROS accumulation and inducing apoptosis via inhibition of the Nrf2-Keap1 Pathway. 

J Immunol Res 2018;2018. PubMed 

 

19. Ma X, Lv P, Ye S, Zhang Y, Li S, Kan C, et al. DT390-triTMTP1, a novel fusion protein of diphtheria toxin with 

tandem repeat TMTP1 peptide, preferentially targets metastatic tumors. Mol Pharm 2012;10(1):115-26. PubMed 

 

20. Flores-Canales JC, Kurnikova M. Microsecond simulations of the diphtheria toxin translocation domain in association 

with anionic lipid bilayers. J Phys Chem B 2015;119(36):12074-85. PubMed 

 

21. Kumar A, Das G, Bose B. Recombinant receptor-binding domain of diphtheria toxin increases the potency of curcumin 

by enhancing cellular uptake. Mol Pharm 2014;11(1):208-17. PubMed 

 

22. Li J, Rodnin MV, Ladokhin AS, Gross ML. Hydrogen–deuterium exchange and mass spectrometry reveal the pH-

dependent conformational changes of diphtheria toxin T domain. Biochemistry 2014;53(43):6849-56. PubMed 

 

32 
 1398 آذر، نهمشماره  سیزدهم،مجله دانشگاه علوم پزشکی قم/ دوره 

 International License Creative Commons Attribution License 4.0 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19780588
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2761061/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8529874
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17076596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19819278
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18381624
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18381624
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28101690
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28101690
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28101690
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6373572/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5795045/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29372033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29372033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27609715
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4034016/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27602963
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31036394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31036394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31036394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30596104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23198829
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26305016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24224661
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25290210


 

 

 و همکاران محدثه پروند                                                            ...ارزیابی وبخش عملکردی سم دیفتریا  و TATتولید سازه نوترکیب پروتئین  و طراحی
 و همکاران نسرین جاوید تبریزی                                                                                   ...

 

 

23. Vargas-Uribe M, Rodnin MV, Kienker P, Finkelstein A, Ladokhin AS. Crucial role of H322 in folding of the 

diphtheria toxin T-domain into the open-channel state. Biochemistry 2013;52(20):3457-63. PubMed 

 

24. Romaniuk S, Kolibo D, Komisarenko S. Perspectives of application of recombinant diphtheria toxin derivatives. 

Bioorg Khim 2012;38(6):639-52. PubMed 

 

25. Subrizi A, Tuominen E, Bunker A, Róg T, Antopolsky M, Urtti A. Tat (48-60) peptide amino acid sequence is not 

unique in its cell penetrating properties and cell-surface glycosaminoglycans inhibit its cellular uptake. J Control 

Release 2012;158(2):227-85. PubMed 

 

26. Zahid MD, Robbins P. Protein transduction domains: applications for molecular medicine. Curr Gene Ther 

2012;12(5):374-80. PubMed 
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