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ایمونوتوکسین اونتاكبررسی ترکیب محیط کشت پیچیده براي بهبود تولید 
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چکیده
روي آوردند زیستیهاي از جمله سرطان به روشهاهاي اخیر به منظور درمان بسیاري از بیماريدر سال:زمینه و هدف

ایمونوتوکسین اونتاك یک داروي ویژه .باشدمیي نوترکیب هاز پروتئیناستفاده اهاکه یکی از پر کاربردترین این روش
با توجه به رشد چشمگیر سرطان در جامعه . و ملانوما استبراي درمان سرطان جهت بیماران مبتلا به لوکمیا، لنفوما

ازي ترکیب شیمیایی سبهینهدر این تحقیق، . رسدمیسازي ساخت داروهاي نوترکیب امري ضروري به نظر ، بومیامروزي
.مورد بررسی قرار گرفتاونتاكمحیط کشت پیچیده براي بیان ایمونوتوکسین نوترکیب

به عنوان القاگر IPTGي مختلفهاترکیب محیط کشت، غلظت.یک مطالعه آزمایشگاهی استتحقیق این : هامواد و روش
غلظت سلول بر اساس روش کدورت سنجی در طول . شدسازيبهینهنوترکیب اونتاك ایمونوتوکسینو زمان القاء در بیان 

.مورد بررسی قرار گرفتSDS-PAGEنانومتر و میزان بیان پروتئین توسط روش 600موج 
:glucose:محیط کشت پیچیده اصلاح شده حاوي: هایافته 6g/l،K2HPO4: 12.5g/l ،KH2PO4: 2.3g/l،Yeast

extract:20g/l ،Tryptone: 10g/lبهترین زمان القاء توسط . ان محیط کشت بهینه تعیین گردیدبه عنوIPTG با غلظت
0.1mM 3، در کدورت نوري=OD600nmبیشترین مقدار تولید بیومس و بیان پروتئین هدف در محیط کشت . تعیین شد

.تعیین گردیدOD600nm=5/5شده به میزان سازيبهینه

بیان بهتري LBترکیب محیط کشت پیچیده نسبت به محیط کشت گلوکز در استفاده از منبع کربن: گیرينتیجه
.برابر افزایش نشان دادLB،5/3مقدار بیومس تولید شده نسبت به محیط کشت ،همچنین. دهدمی

سازيبهینهاونتاك، محیط کشت پیچیده، : هاي کلیديواژه

بیوتکنولوژي، دانشگاه صنعتی مالک اشتر، تهران، ایران-کارشناسی ارشد مهندسی شیمی-1
دانشگاه صنعتی مالک اشتر، تهران، ایرانمهندسی بیوشیمی، پژوهشکده علوم و فن آوري زیستی،گروهاستادیار)نویسنده مسنول(-2
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مقدمه
رین علل مرگ و میر تعسرطان به عنوان یکی از شای

بر آمار دنیا و ایران شناخته شده و هرسال افراد در 
ي رایج نه تنها هادرمان. شودمیمبتلایان به آن افزوده 

کافی نیستند بلکه خود مسبب عوارض جانبی زیادي 
هاي زیست فناوري، با استفاده از روش. ]1[باشندمی

DNAها در تولید داروها و واکسننوترکیب، نقش مهمی
هاي لات نوترکیب که با دستکاريمحصو. ایفا کرده است

در موجودات مختلف همراه DNAژنتیکی و تغییرات 
هاي دارویی شده در فرآوردهاست، موجب تحول عظیمی 

هاي به طوري که امروزه شاهد مصرف فرآورده،است
هاي نوترکیب دارویی با وزن مولکولی بالا به جاي مولکول

هاي پروتئین امروزه از روش. شیمیایی کوچک هستیم
در . شودمیدرمانی براي درمان سرطان استفاده زیادي 

ي مهندسی هاروشحال حاضر محققین با استفاده از 
ژنتیک نوعی از داروهاي هوشمند پروتئینی با نام 

گیري اند که با هدفرا طراحی کردهایمونوتوکسین 
ي سالم هاي سرطانی از آسیب به بافتهااختصاصی سلول

ایمونوتوکسین . ]2[کندمیزیادي جلوگیري بدن تا حد 
و داراي دو بخش کاملاً مجزا است که زیستییک ماده 

صورت کووالان به یکدیگر ه ي مشخص و بهاتوسط رابط
یک بخش ایمنی که نقش تشخیصی و : متصل هستند

ي خاص را برعهده دارد هااتصال ایمونوتوکسین به گیرنده
ش سیتوتوکسیک را و یک بخش توکسینی یا سمی که نق

بر این اساس توکسین مربوطه هدفمند شده و . کندمیایفا 
ي سرطانی هابواسطه بخش ایمنی طیف مشخص از سلول

. ]3[شودمیدهد و سبب مرگ سلولی میرا هدف قرار 
ایمونوتوکسین اونتاك شامل توالی اسید آمینه قطعه 

A,B (Met1-Thr387)-Hisلی از توکسین دیفتري که با توا
همراه شده که (Ala1-Thr133)انسانی 2اینترلوکین 

کیلودالتون 58اسید آمینه، و وزن مولکولی 521داراي 
نیز نامیده DAB389-IL2باشد به همین خاطر به نام می
پس از 1999فوریه 5در DAB389-IL2. ]4-5[شودمی

FDAییدیه أآزمایشات بالینی متعدد موفق به دریافت ت

، هدف اصلی این دارو ]3[شد بالینیدهاي براي کاربر
اما بودCutaneous T cell lymphoma (CTCL)بیماري
گیري این ایمونوتوکسین در آزمایشات بالینی در به کار
Psoriasis, Chronic Lymphocyticهایی از قبیلبیماري

Leukemia (CLL), non-Hodgkin lymphoma (NHL)

ایمنی هاي خودبیمارياًو چندین بیماري دیگر خصوص
. ]6- 8[ثر واقع شدؤم

CTCLهاي سرطان لنفوسیتT است که یک نوع
ثیر قرار أپوست را تحت تباشد عمدتاًمیسلول سفید خون 

بدخیم در بدن Tهاي دهد به این معنی که سلولمی
اما در بیماران . کنندشروع به مهاجرت به سمت پوست می

هاي ند خون، غدد لنفاوي و ارگانتوابا بیماري پیشرفته می
.]9[حیاتی را هم درگیر کند 

بسیاربیانیيهاسامانهوهاارگانیسمامروزهچهاگر
باکتريدارد،نوترکیب وجودپروتئینتولیدبرايمتنوعی

دارويتولیدبرايکهبودمیزبانیاولیناشریشیاکلی
آیدمینظربهوقرارگرفتاستفادهموردنوترکیب
ازحوزهایندرآن،ازاستفادهباتوجهیقابليهاپیشرفت
بالايسرعتوسریعرشد.گیردصورتزیستیفناوري

فیزیولوژيمورددرکهزیاديدانشوپروتئینتولید
دارد، به همراه ابزار کارآمد ژنتیکی، آن وجوداشریشیاکلی

ي بیانی مبدل ساخته استهارا به یکی از بهترین سیستم
براي تولید انبوه پروتئین نوترکیب در باکتري .]10[

اشریشیاکلی، نیاز به استفاده از یک محیط کشت غنی از 
محیط کشت LBمحیط کشت مایع . باشدمیمواد مغذي 

ي نوترکیب در باکتري هامناسب براي بیان پروتئین
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این محیط منبع کربن اختصاصی ندارد . اشریشیاکلی است
ي سلوي بالاتر از هاتراکمو رشد باکتري را تا

4-2=OD600nmکه تراکم پس براي این. کندمیمین نأرا ت
سلولی بالاتر رود و در کنار آن بیان پروتئین افزایش یابد 
. نیاز است که تغییراتی در ترکیب محیط کشت انجام شود

در این پژوهش ترکیب و غلظت محیط کشت، مقدار 
براي LBمحیط کشت نسبت بهغلظت القاگر، زمان القاء 

ایمونوتوکسینو بیان )بیومس(افزایش بازدهی تولید
در سویه نوترکیب اشریشیاکلی که در مطالعات اونتاك

قبلی طراحی شده بود، در یک محیط کشت پیچیده 
. شده استسازيبهینهاصلاح شده 

هامواد و روش
در این تحقیق آزمایشگاهی از سویه نوترکیب 

BL21(DE3)پلاسمید حاويPET-IDZ) طراحی و تهیه
فناوري زیستی، دانشگاه شده در پژوهشکده علوم و

. استفاده گردید) صنعتی مالک اشتر
، عصاره مخمرg/l10حاوي پپتون(LBاز محیط کشت 

g/l5و کلرید سدیمg/l5 ( براي تهیه بانک سلولی و تهیه
در اگرچه تاکنون هیچ گزارشی. مایه تلقیح استفاده شد

ن اونتاك در محیط کشت پیچیده ارائه ئیمورد بیان پروت
دهد مواد مینشده است، با این وجود مطالعات قبلی نشان 

ي نوترکیب هامناسب مورد استفاده براي بیان پروتئین
گلوکز، گلیسرول، ساکارز، (منبع کربن: دیگر عبارتند از

، تریپتون، عصاره مخمر، پتاسیم دي هیدروژن )لاکتوز
.[11- 12[سفات، دي پتاسیم هیدرژن فسفاتف

باکتري اشریشیاکلی در دامنه وسیعی از شرایط محیطی 
rpm، دور همزن c40 -25 ،5/8 -5/6pH°يهمچون دما

با توجه به تحقیقات . باشدمیقادر به رشد 250-150
دور همزنC°37 ،7=pHيقبلی، باکتري در شرایط دما

rpm250حیط کشت در اتوکلاو م.]12- 13[تکثیر گردید

دقیقه 15گراد به مدت درجه سانتی121در دماي 
به محیط کشت استریل متناسب با وکتور . استریل شد

شود تا امکان بیوتیکی افزوده میمورد استفاده، معمولا آنتی
. اهم نمایدهاي حاوي پلاسمید را فرانتخاب پذیري سلول

بیوتیک یسیلین به عنوان آنتدر این تحقیق از آمپی
از طریق جذب هامیزان رشد سلول. ]13[استفاده شد

با استفاده از nm600نوري محیط کشت در طول موج
به منظور . گیري شددستگاه اسپکتروفتومتر اندازه

حاوي ) ml1(ي پرشده ها، میکروتیوپهاجداسازي سلول
5، زمانrpm12000سلول اشریشیاکلی با دور همزن 

همه آزمایشات انجام . سانتریفیوژ شدC°4يو دمادقیقه
محیط ml100(1به 5/2، با نسبت ml250شده در ارلن 

.انجام گردید) کشت
بیان ایمونوتوکسین نوترکیب اونتاك سازيبهینهبراي 

. در کشت فلاسک چندین پارامتر مورد مطالعه قرار گرفت
ي کربنی هایی با مکملهااین پارامترها شامل محیط کشت

، مقدار غلظت )گلوکز، ساکارز، لاکتوز، گلیسرول(فاوت مت
، زمان القاء و )IPTGیا ایزو پروپیل تیوگالاکتوزید(القاگر
مورد ) g/l9،6،3(ي مختلف مکمل کربنی هاغلظت

ثیر تمام پارامترها در بیان أت. استفاده قرار گرفت
ایمونوتوکسین اونتاك هم به صورت مجزا و هم در ارتباط 

غلظت ترکیبات دیگر . گر مورد مطالعه قرار گرفتبا یکدی
محیط کشت، طبق گزارشات قبلی ثابت در نظر گرفته شد 

:، که عبارتند از]12[
K2HPO4:12/5 gr/l ،KH2PO4:2.3gr/l ،yeast

extract:20gr/l ،tryptone:10gr/l .ي هاهمچنین غلظت
براي بیان پروتئین 0.1,0.5,1mM(IPTG(متفاوت 
].12[ورد بررسی قرار گرفتنوترکیب م

ها، به هرکدام آوري سلولبعد از اتمام زمان القاء و جمع
و به میکرولیتر بافر نمونه اضافه شد 35هااز میکروتیوپ
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دقیقه15کمک ورتکس به خوبی، هم زده شد و به مدت 
ها حرارت داده شد تا سلول) C°100دماي (در آب جوش

ورز، از سیستم الکتروفورز جهت انجام الکتروف. لیز شوند
سپس. استفاده شد)نام کشور سازندهBIORADشرکت (

میدآبیس اکریل-میدآاکریلي ژلهاچاهکدرهانمونه
دستگاه الکتروفورزدر100ولتاژو شدندریخته% 5/12

شدهآمیزيرنگبلوکوماسیباهاژلسپس.انتخاب گردید
.]14[سی شدندباندهاى پروتئینی مشاهده و بررو

نتایج
مورد LBمنابع کربنی متفاوتی نسبت به محیط کشت 

). 1شکل(بررسی قرارگرفت 

نمودار رشد باکتري در محیط کشت پیچیده با منابع - 1شکل 
کربنی متفاوت

نتایج نشان داد اضافه کردن منبع کربنی گلوکز به 
ترکیب محیط کشت پیچیده باعث بیان بهتر محصول 

). 2شکل (شود میابع کربنی دیگر نسبت به من

بیان ایمونوتوکسین اونتاك در محیط کشت پیچیده با - 2شکل 
منابع کربنی متفاوت

4زمان : T4زمان قبل از القاء، : SDS-PAGE ،T0بر روي ژل 
ساعت بعد از القاء

Test1 : ،ساکارزTest2 : ،لاکتوزTest3 : ،گلوکزTest4 : ،گلیسرول
Test5 :LB

نمودار ستونی مربوط به  مقدار سلول تولید شده -3شکل 
در محیط کشت پیچیده با منابع کربنی

ي هانمودار رشد باکتري را در محیط کشت4شکل 
بیشترین مقدار . دهدمیمتفاوت در کشت فلاسک نشان 

رشد سلول مربوط به محیط کشت حاوي گلوکز با غلظت 
l/g6باشدمی .
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در محیط کشت هاي پیچیدهنمودار رشد باکتري-4شکل
بر بیان ایمونوتوکسین IPTGثیر غلظت القاء گر أنتایج ت
دهند مینتایج نشان . نشان داده شده است5در شکل

ثیري در روند بیان پروتئین أ، تIPTGي زیاد هاغلظت
توان می، IPTGبه علت هزینه بالاي پودر ،ندارد، همچنین

یان این پروتئین براي ب0.1mMIPTGاز غلظت پایین 
.استفاده نمود

در بیان ایمونوتوکسین اونتاكIPTGثیر غلظت تأ-5شکل
4زمان : T4زمان قبل از القاء، : SDS-PAGE ،T0بر روي ژل 

ساعت بعد از القاء
Test1) :IPTG=0.1mM( ، )Test2 :(IPTG=0.5Mm ، )Test3 :

(IPTG=1mM

پروتئین در ثیر غلظت بیومس در میزان بیان أت6شکل 
بیشترین مقدار تولید بیومس . دهدمیزمان القاء را نشان 

در یک محیط . تعیین گردیدOD600nm=3در زمان القاء با 
3کشت یکسان، زمانی که مقدار جذب نوري به عدد 

ي دیگر هارسد، بیان بهتري نسبت به جذب نوريمی
.مشاهده شد

ر بیان ایمونوتوکسین تأثیر غلظت بیومس در زمان القاء د-6شکل 
اونتاك

4زمان : T4زمان قبل از القاء، : SDS-PAGE ،T0بر روي ژل 
ساعت بعد از القاء

Test1) :OD600nm=1.5( ،)Test2 :(OD600nm=3.0 ،)Test3 :
OD600nm=3.5(

بحث
در این پژوهش نوع محیط کشت به عنوان یکی از 

مهم به منظور فراهم کردن محیط مناسب براي عوامل
تولید بیشتر پروتئین هدف ،باکتري و همچنینرشد بهینه

در این تحقیق چهار نوع محیط . مورد ارزیابی قرار گرفت
در پژوهشی که . کشت با منبع کربنی متفاوت استفاده شد

و همکارانش انجام شده است، مشخص Collinsتوسط
ثر در تولید پروتئین ؤگردید که یکی از عوامل م

silk-elastin-likeبا . باشدمیب محیط کشت نوترکی
آزمایشاتی که انجام دادند محیط کشت کمپلکس غنی از 

به عنوان ) گلیسرول(عصاره مخمر، بافر و منبع کربنی 
انتخاب SELPsمحیط کشت بهینه براي بیان پروتئین 

با شو همکارB.A Fongهمچنین . ]12[کردند
ن محیط ترکیب محیط کشت توانستند بهتریسازيبهینه

Elastin-like polypeptidesکشت براي بیان پروتئین 

(ELPs)در پژوهش دیگري که. ]15[را انتخاب نمایند
A. M Velez و همکارانش براي تولیدpenicillin G در

سویه نوترکیب اشریشیاکلی انجام دادند با تغییرات محیط 
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کشت و شرایط آن به مقدار قابل توجهی بازدهی محصول 
.]16[افزایش دادند را 

ي متفاوت هادر این پژوهش انواع محیط کشت با غلظت
انتخاب محیط کشت حاوي . مورد بررسی قرار گرفته است

به منظور افزایش توده سلولی و تولید g/l6گلوکز با غلظت 
نوع نشان دادنتایج . زیاد پروتئین نوترکیب صورت گرفت

ت پیچیده است و محیط کشعاملثرترین ؤمحیط کشت م
به دلیل افزایش زیاد توده سلولی و در g/l6همراه با گلوکز 

ترین محیط نتیجه تولید زیاد پروتئین محصول، مناسب
میمقدار القاگر از جمله عوامل مه. کشت شناخته شد

است که بر روي میزان بیان پروتئین نوترکیب اثر 
يسازبهینهزمان القاء نیز از عوامل مهم در . گذاردمی

ی تولید باشند چرا که بازدهمیتولید پروتئین نوترکیب 
اي از تابع رشد که القاء صورت پروتئین نوترکیب به نقطه

بررسی منحنی . ]17-18[گیرد وابستگی زیادي داردمی
رشد بدون القاء و همراه با القاي سویه نوترکیب تهیه شده 

بتداي نشان داد بهترین زمان القاء در این سویه نوترکیب ا
.استOD600nm=3و در میفاز لگاریت

در و همکارانش lecinaسازيبهینهو هانتایج آزمایش
ثیر زیادي بر بازدهی أتIPTGشرایط تولید نشان داد مقدار 

تولید پروتئین نوترکیب ندارد و غلظت زیاد آن باعث 
منجر به محدود شود که نهایتاًمیسمیت در محیط کشت 

نتایجی که در این . ]19[شودمیلول شدن زمان رشد س
پژوهش گرفته شد نیز مشخص کننده مطالعات انجام شده 

اثر ،و همچنینIPTGبنابراین به دلیل قیمت بالاي . بود
(0.1Mm)سمی آن در تولید پروتئین دارویی مقدار کمتر 

IPTG براي بیان ایمونوتوکسین اونتاك پیشنهاد و انتخاب
.شد

گیرينتیجه
شرایط بررسی شده در محیط کشت سازيبهینهپس از

:گلوکز با غلظت: پیجیده، منبع کربن
6g/l ،K2HPO4:12.5g/l ،KH2PO4:2.3g/l ،Yeast

extract:20g/l ،Tryptone:10g/l .غلظتIPTG:0.1mM ،
. به دست آمدOD600nm=3زمان القاء در جذب نوري 

حاوي گلوکز نسبت به محیط کشت پیچیدهاستفاده از 
و منابع کربنی گزارش شده دیگر، بیان LBمحیط کشت 

غلظت بیومس تولیدي در ،همچنین. دهدمیبالاتري 
محیط کشت پیچیده اصلاح شده تعیین درg/l8/11حدود 

برابر 5/3به مقدار LBنسبت به محیط کشتگردید که 
تواند از لحاظ اقتصادي قابل می، که دهدمیافزایش نشان 
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Investigation of the Complex Culture Medium Composition for Improved

Production of ONTAK Immunotoxin by Recombinant Escherichia Coli

M. Heydari1, S.M. Robatjazi2, M. Zeinoddini3

Received: 02/08/2014 Sent for Revision: 21/09/2014 Received Revised Manuscript: 15/12/2014 Accepted: 24/12/2014

Background and Objective: In recent years, the biological methods have been considered as a most promising

candidate for the cancer treatment. One of the most applicable methods is recombinant proteins. ONTAK

immunotoxin is a special drug for cancer therapy of leukemia, lymphoma and melanoma. With respect to the

dramatic growth of cancer in today's society, production of recombinant protein drugs seems to be necessary. In

this research, optimization of complex culture medium for the expression of ONTAK recombinant has been

studied.

Materials and Methods: In this experimental study, various concentrations of IPTG (Isopropyl

Thiogalactopyranoside) were used as an inductor and the medium components and induction time optimized for

expression of ONTAK immunotoxin. The cell concentration was measured by optical density at 600 nm and the

protein expression levels were analyzed by SDS-PAGE gel.

Results: The modified complex culture medium containing: glucose 6 g/l; K2HPO4 12.5 g/l; KH2PO4 2.3 g/l;

Yeast Extract 20 g/l; Tryptone 10 g/l; were determined as optimal medium. OD600nm=3.0 was determined as the

best time for induction by IPTG at a concentration of 0.1mM. The maximum amount of the expression of the

target protein was determined at OD600nm=5.5.

Conclusion: The adding of additive carbon source (glucose) to the complex medium was caused a better

ONTAK immunotoxin expression as compared with the amount of expression observed in LB medium. The

amount of produced biomass on the optimized medium increased over 3.5 times in comparison to LB medium.
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