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Abstract 
Objective  

Immunotoxins are one of the most promising ways in therapeutic fields, specially cancer 

therapy which have a unique toxin-antibody structure, and kill the cancer cell by passing 

through the cell membrane and entering the target cell. The aim of this study was to engineer 

and design bovine pancreatic enzyme (RNase A) for to escape from ribonuclease inhibitor (RI) 

as a toxin segment in designing of immunotoxins used in therapeutic fields. 
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Materials and Methods 

After bioinformatics investigation using PyMol software, engineering and substitution of target 

amino acid in wild gene coding RNase A sequence (K91A) were performed. The wild type and 

recombinant proteins in E.coli (BL21(D3) strain) were expressed and refolded, and then 

approved using SDS-PAGE. The purification of produced proteins was conducted using an 

immobilized-metal affinity chromatography for His-tagged proteins. 

 

Results 

The results showed that the protein concentrations were 3 and 2.2 g/L for wild RNase A and 

recombinant enzyme. The hydrolysis activity measurement of the produced enzymes, in 

presence of different concentrations of RI, indicated that recombinant variant had lower 

sensitivity and higher catalytic activity in comparison with the wild enzyme. The results 

obtained from enzyme activity of recombinant enzyme compared to the wild enzyme, in 

presence or absence of RI, demonstrated that the interaction effect between RNase A and RI can 

be disrupted by manipulation of amino acids involved in this interaction. 

 

Conclusion 

In respect to the current results, it was concluded that RNase A enzyme can be used as a 

promising drug in engineering and production of immunotoxins. 
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 چکیده

 ساختار دارای باشند کههای درمانی و به ویژه درمان سرطان میها در حوزهترین روشها یکی از امیدبخشایمنوتوکسین هدف:

 سلول هدف رفتن بین از هدف باعث سلول داخل به ورود و سلولی غشای از هستند و با گذر بادیآنتی-توکسین فرد به منحصر

( RI( در جهت فرار از مهارکننده ریبونوکلئازی )RNase Aآنزیم پانکراس گاوی ) مهندسی و طراحیاین پژوهش شوند. هدف می

 باشد.های درمانی میهای مورد استفاده در حوزهعنوان بخش توکسین در طراحی ایمنوتوکسینبه
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 ژن هدف در مهندسی و تعویض آمینواسید ،PyMolهای بیوانفورماتیک با استفاده از نرم افزار پس از بررسی :مواد و روش

 سویه  E.coli باکتری های نوع وحشی و نوترکیب در( صورت پذیرفت. پروتئینK91A) RNase Aتوالی  کننده کد وحشی

BL21(D3)  ،بیانrefold  و با استفاده از ژلSDS-PAGE  از استفاده با های تولیدیسازی پروتئینخالص گردیدند.تایید 

 انجام شد. His-tag  برای تمایلی تثبیت شده با یون فلزی کروماتوگرافی

 گرم بر لیتر بود. نتایج 9/9و  7وحشی و آنزیم نوترکیب به ترتیب  RNase Aها برای آنزیم نتایج نشان داد غلظت پروتئین نتایج:

 که داد ریبونوکلئازی نشان هایکنندهمهار از مختلفی هایغلظت حضور های تولیدی دریدرولازی آنزیمفعالیت ه گیریاندازه

چنین این واریانت افزایش فعالیت واریانت نوترکیب در مقایسه با آنزیم وحشی حساسیت کمتری نسبت به مهارکننده داشته و هم

نوترکیب نسبت  باشد. نتایج حاصل از بررسی فعالیت آنزیمی آنزیمدارا میکاتالیکی را در حضور مهار کننده نسبت به آنزیم وحشی 

و مهارکننده   RNase Aآنزیم نینشان دادند که اثر متقابل ببه آنزیم وحشی در حضور و عدم حضور ممانعت کننده ریبونوکلئازی 

 نمود.  تلمخ کنشبرهم این در درگیر آمینو اسیدهای کاریدست با توانمی ریبونوکلئازی را

عنوان به دارای قابلیت استفاده RNase Aگونه استنباط نمود که آنزیم توان اینبا توجه به نتایج پژوهش حاضر می گیری:نتیجه

 .باشدها مییک داروی امید بخش در مهندسی و تولید ایمنوتوکسین

  RNase A: ایمنوتوکسین، مهندسی آنزیم، مهارکننده ریبونوکلئازی، های کلیدیواژه

 .پژوهشی: نوع مقاله

( مهندسی و تولید آنزیم نوترکیب 8777: وکیلی ازغندی معصومه، نصیری محمدرضا، قوتی شاهرخ، جوادمنش علی، )استناد

 .48-87(، 6)89مجله بیوتکنولوژی کشاورزی  .( به عنوان یک پتانسیل داروییRNase Aریبونوکلئاز پانکراس گاوی )
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 مقدمه

های قلبی و عروقی ، سرطان پس از بیماری(WHO 2018) منتشر شده توسط سازمان جهانی بهداشتمطابق با آمار 

ایی در مقابله با آن در حال انجام است های بسیار گستردهشود که تلاشدومین عامل مرگ و میر در سطح جهان محسوب می

(Mohammadabadi and Mozafari 2019با این وجود علی .)قابل توجه در درمان انواع سرطان، در  هایرغم پیشرفت

بسیاری از موارد سیستم ایمنی بیمار در مقابل داروهای موجود مقاومت نشان داده و در نتیجه موجب عدم دریافت پاسخ مناسب به 

برند ره میتر تومور بههای بکار رفته برای رشد سریعهای سرطانی از درمانگردد و حتی گاهی با بروز مقاومت، سلولدرمان می

(Pucci et al. 2019 .) ،بدخیم  سرطانیهای در حال حاضر برای از بین بردن سلولکه اکثر ترکیبات درمانی موجود علاوه بر این
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 ، عوارض جانبی شدیدی دارندیسرطانفقط سلول یا بافت در هدف قرار دادن  تواناییاند به دلیل سمیت و عدم طراحی شده

(Mohammadabadi and Mozafari 2019 .)اند برای مبارزه موفقیت آمیز با های اخیر محققین تلاش کردهبنابراین، در دهه

کارها برای دفاع هوشمندانه استفاده از داروهای نوترکیب ایی انتخاب کنند. از جمله بهترین راهکارهای هوشمندانهسرطان راه

-باشد. در واقع در این روش با جلوگیری از رسیدن دارو به سلولهای سرطانی میگیری مستقیم و اختصاصی سلولهوشمند و هدف

شوند های هدفمند سرطان مطرح میشود و تحت عنوان درمانهای سالم اثر سوء داروهای شیمی درمانی نیز به حداقل رسانده می

(Sun et al. 2018ایمنوتوکسین .)بادی بوده که با گذر آنتی-ینهای دو عملکردی دارای ساختار منحصر به فرد توکسها مولکول

عنوان ها بهبادیها از آنتیشوند. در تولید ایمنوتوکسیناز غشای سلولی و ورود به داخل سلول هدف باعث از بین رفتن آن سلول می

رساند کنند که توکسین یا داروی مورد نظر را به صورت غیرفعال در جریان خون حمل کرده و به سلول هدف میاستفاده می 8حامل

(Akbari et al. 2017.) شده و  انتخاب بادیآنتی نوع به دلیل خود سلولی هدف انتخاب ها برایاختصاصیت ایمنوتوکسین

های گذشته تعدادی باشد. در طی دههسمیت ایجاد شده در القاء مرگ سلولی به سلول هدف، مرتبط با توکسین بکار برده شده می

اند که متاسفانه به های مختلف درمانی از جمله درمان سرطان بکار برده شدهکتریایی قوی در حوزههای گیاهی و بااز ایمنوتوکسین

عنوان  ها محدود گشته است. خوشبختانه بهاختصاصی بودن، استفاده از آنهای شدید ایمنی، سمیت ذاتی و غیرسبب ایجاد پاسخ

های شدید بر مشکل پاسخ RNase Aهای خانواده بزرگ ده از آنزیمهای گیاهی و باکتریایی، استفاروش جایگزین برای توکسین

های اخیر نشان داده (. پژوهشCuchillo et al. 2011ها غلبه نموده است )ایمنی در بدن انسان و سمیت غیراختصاصی توکسین

ولی و متوقف نمودن های داخل سلRNAبه واسطه هدف قراردهی هوشمند  RNase Aاست که ریبونوکلئازهای خانواده بزرگ 

ها مانند ایمونوژنسیتی بالا و سمیت چنین غلبه بر مشکلات سایر توکسینها پس از ورود در سلول هدف و همسنتز پروتئین

 (.Jordaan et al. 2018رو دارند )های درمانی و به ویژه درمان سرطان پیشبخشی در حوزهاختصاصی آینده امیدغیر

 Findlyسازی شد )سال پیش شناسایی و از پانکراس گاو خالص 48در حدود  RNase Aی یا ریبونوکلئاز پانکراس گاو

et al. 1961 این آنزیم به دلیل پایداری بالا، سادگی ساختار و قابل تصفیه بودن به مقدار زیاد به یک مدل متداول در مطالعه .)

ها دریافت چندین جایزه دان قرار گرفت که نتیجه مطالعات آنهای متمادی مورد مطالعه دانشمنها تبدیل شد و برای سالپروتئین

های مورد ها، جلوگیری از سنتز پروتئیننوبل بود. با گذشت زمان و بررسی عملکرد این آنزیم در از بین بردن ترانسکریپتوم سلول

 .Ardlet et alولی روشن گردید )ها و در نتیجه القاء مرگ سلولی اهمیت آن به عنوان یک عامل القاء کننده مرگ سلنیاز آن

-توانست به عنوان القاء کننده مرگ سلولی یک کاندید بسیار مناسب برای اتصال به آنتییم(. با توجه به اینکه این آنزیم 2009

یق های مونوکلونال بررسی و تحقبادیهای متفاوت و تولید داروهای نوترکیب هوشمند در نظر گرفته شود، با تولید آنتییباد

(. پس از Kimiz-Gebologlu et al. 2018پیرامون آنزیم مذکور اهمیت بیشتری پیدا کرد و مطالعات در این زمینه آغاز گردید )

                                                      
1. Carrier 
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یتوتوکسیک سمطالعات زیادی که در این زمینه صورت گرفت نتایج وجود یک مانع بزرگ برای استفاده از این آنزیم به عنوان عامل 

 (.Dickson et al. 2005باشد )( می9RIین مهارکننده ریبونوکلئاز )پروتئنشان داد و آن وجود و یا ایمنوریبونوکلئاز را 

فعال کردن این آنزیم دارد، و در نتیجه غیر RNase Aایجاد پیوند با آنزیم ر مهارکننده ریبونوکلئازی میل ترکیبی بالایی د

های درون سیتوپلاسم یک سلول ینپروتئاز کل  8/8تا  88/8د حدوKD  58این پروتئین نعل اسبی شکل با وزن مولکولی تقریبا 

و این مهارکننده ریبونوکلئازی وجود دارد از نوع پیوندهای هیدروژنی  RNase Aدهد. عمده پیوندهایی که بین آنزیم یمرا تشکیل 

اینکه این (. Dickson et al. 2005) باشدیم RNase Aو زنجیره جانبی آمینواسیدهای  RIین پروتئبین آمینواسیدهای 

عامل  کیبه عنوان  محققان بر این باورند کهاما کنون دقیقاً مشخص نشده است ایی در سلول بر عهده دارد تاپروتئین چه وظیفه

 یبرا یسلول حسط رندهیعدم داشتن گ(. با این وجود Ardlet et al. 2009د )کنیعمل م گانهیب یهاRNaseدر برابر  یدفاع

 نیا یبر رو قاتیهنوز تحق رو شیبا وجود تمام موانع پکه  سبب شده است به عنوان یک ویژگی خاص در بدن  RNase A میآنز

 کند. زیمشابه متما یهانیمنوتوکسیا ریرا نسبت به سا میآنز نیاو  بخش ادامه باشد دیام کلئازوبونیمنوریا کیبه عنوان  میآنز

اقدام به  مآنزی-نیپروتئ یمهندس چنینهم و کیوانفورماتیب یهاکیا استفاده از تکنهستند که ب نیپژوهشگران امروزه به دنبال ا

 (RIو مهارکننده ریبونوکلئاز ) RNase A آنزیم نیب میل ترکیبی شیکه سبب افزا ییهانهیآمدیاس ینیگزیحذف و جا ،ییشناسا

ئاز پانکراس گاوی، پیدا کردن آمینواسیدهای موثر در مهندسی آنزیم ریبونوکل زیرو نشیهداف پژوهش پااز  یکی .نمایند شوندیم

 ها جهت فرار از مهارکننده در فضای سیتوزول سلول بود.ارتباط بین این آنزیم و مهارکننده ریبونوکلئازی و جایگزینی آن

 

 هامواد و روش

 JM110 در این پژوهش از دو سویهها: دهندهو واکنش هاآنزیم پلاسمیدها، باکتریایی، هایسویه

-های نوترکیب استفاده گردید. همباکتری اشرشیاکلی جهت تهیه و تکثیر وکتورها، تهیه استوک و بیان پروتئین BL21(DE3)و

ها استفاده شد. ها به منظور کلونینگ و بیان ژن در باکتریبا توجه به نوع کاربرد آن (+)pET21aو  pUC19چنین از دو وکتور 

از شرکت  (+)pET21aتفاده شده از دانشکده داروسازی دانشگاه سیدنی تهیه شدند و وکتور بیانی باکتریایی اس هر دو گونه

Invitrogen های باکتریایی در محیط کشت استرالیا خریداری شد. گونهLB ( درصد عصاره مخمر و  5/8درصد تریپتون،  8اگار

های ن به شکل هوازی کشت داده شدند. آنزیمسیلیبیوتیک امپیآنتی µg/ml 888( حاوی pH=7کلرید سدیم با  8/8

خریداری و در فرایند  Genesearch)استرالیا، ایالت ویکتوریا( و آنزیم لیگاز از شرکت Scientifix کننده از شرکت محدود

  RNase Aآنزیمهای چنین واریانتو هم PCRکلونیگ استفاده شدند. سنتز آغازگرهای طراحی شده به منظور فرایند کلونی 

                                                      
1. RNase Inhibitor   
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گرهای سیلین، واکنشمحیط کشت، آگارز، امپی استرالیا انجام شد. 7IDTتوسط شرکت  pUC19طراحی شده در وکتور کلونیگ 

)استرالیا، ایالت Sigma Aldrich تخلیص پروتئین، بافرها و سایر مواد شیمیایی استفاده شده در پژوهش حاضر از شرکت 

 نیوساوت ولز، سیدنی( خریداری شدند.

به منظور مهندسی (: RNase Aی و ایجاد موتاسیون در آنزیم ریبونوکلئاز پانکراس گاوی )مهندس

و طراحی آنزیمی با کمترین میل اتصال نسبت به مهارکننده ریبونوکلئازی ضمن حفظ فعالیت کاتالیکی، پس از   RNase Aآنزیم

چنین ساختارهای پروتئینی مورد نیاز در این دید. هماستخراج گر 6NCBIبررسی منابع، توالی آنزیم مورد نظر از پایگاه داده 

 PDB( و فایل (PDB1DFJ/PDB/10.2210آنزیم ریبونوکلئاز پانکراس گاوی با شماره دسترسی  PDBپژوهش شامل فایل 

استخراج گردیدند و تجزیه و  5PDBاز سرور  )PDB2BNH/PDB/10.2210(دسترسی  مهارکننده ریبونوکلئازی با شماره

های حاصل از بررسی (. بر اساس یافتهPyMol, 2016انجام شد ) 7/8نسخه  PyMolاختاری به کمک نرم افزار تحلیل س

و ممانعت کننده ریبونوکلئازی، اسیدهای آمینه هدف بر اساس فاکتورهای  RNase Aکمپلکس ساختار کریستالی اثر متقابل بین 

-ممانعت کننده پیوند یونی برقرار کرده باشد )به این دلیل که این پیوند قویاسیدآمینه مورد نظر باید با  -8رو انتخاب شدند: پیش

قرار گرفته  RNase Aاسیدآمینه انتخاب شده باید در لوپ سطحی ساختار آنزیم  -9باشد(، ترین نوع از پیوندهای شیمیایی می

گیری م باشد. با در نظر گرفتن شرایط مذکور اندازهانگستر 5بین دو اسیدآمینه در این ساختار کمپلکس باید کمتر  فاصله -7باشد و 

( صورت 1DFJو ممانعت کننده ریبونوکلئازی )با شماره دسترسی  RNase Aدر ساختار اثر متقابل بین  Oو   Nهایبین اتم

ای جایگزینی با بر 78، از بین آمینواسیدهای کاندید شده، اسیدآمینه لیزین PyMolپذیرفت و بر اساس نتایج حاصل از نرم افزار 

 انتخاب شد.واریانت نوترکیب آلانین تحت عنوان 

آن، توالی  نوترکیب واریانتوحشی و  RNase Aبیانی آنزیم  به منظور طراحی سازهطراحی ساختار وکتور: 

 BamHIو  5'در انتهای  XbaIهای های برشی آنزیمبین جایگاه pUC19های مذکور داخل وکتور کلونینگ اسیدی ژننوکلئیک

در  PelBسازی بیان و تاخوردگی مناسب آنزیم در پری پلاسم باکتری، سیگنال پپتاید گذاری شدند. جهت بهینهجای 7'در انتهای 

 7'های تولیدی در انتهای سازی پروتئینبه منظور سهولت در خالص  His-Tagتوالیچنین توالی آنزیم قرار گرفت و هم 5'انتهای 

 باشد.می 8های طراحی شده مطابق شکل ها قرار گرفتند. ساختار ژندست کدون آغاز در ساختار آنزیمدر بالا RBSو جایگاه 

و افزایش بیان در سامانه بیانی باکتریایی  RNase Aهای آمینه توالی آنزیمی های اسیدعلاوه بر این، به منظور بهینه نمودن کدون

 Genscriptسازی استفاده شد )برای بهینه  GenScriptآنلاینافزار پس از ویرایش اولیه توالی نوکلئوتیدی، از نرم 

Piscataway, NJ, USA.) 

 

                                                      
1. Integrated DNA Technologies 
2.  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
3. Protein Data Bank 
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 نوترکیب آن وحشی و واریانت RNase A. طراحی سازه بیانی آنزیم 5شکل 

Figure 1. Designing expression construct of wild type RNase A and recombinant variant 

 

مطابق دستورالعمل  pUC19های سنتز شده در وکتور سازی ژنرقیق: (+)pET21aیانی کلونینگ در وکتور ب

های سفید رنگ به صورت جداگانه ترانسفورم شدند. بخشی از کلونیJM110 کننده انجام شد و در سلول مستعد شرکت سنتز

فید و آبی که در اثر عمل آنزیم های سهای نوترکیب بودند و پس از تفکیک کلونیحاصل از ترانسفورم که حاوی باکتری

اند، جهت تهیه استوک کشت مایع داده شدند و پس از مخلوط شدن با میزان مناسب گلیسرول به فریزر بتاگالاکتوزیداز تولید شده

وحشی و  RNase Aهای بدست آمده به منظور انجام مراحل کلونینگ و بیان برای آنزیم منتقل گردیدند. بخش دیگر کلونی -78

ساعت کشت مایع  7کشت شبانه، در محیط کشت انتخابی کشت خطی و پس از آن برای مدت  آن به صورتنوترکیب  اریانتو

انجام گردید و حضور قطعات  Invitrogenشرکت  Mini-Prepداده شدند. استخراج پلاسمید وکتورهای مورد نظر توسط کیت 

های چنین پلاسمیدهای حاوی ژنو هم (+)pET21aه وکتور بیانی ژنی به روش هضم آنزیمی تایید شدند. پس از هضم دوگان

-ها از آنزیمها و ژل، به منظور تخلیص قطعات ژنی از محلولBam H1و  Xba1های توسط آنزیم pUC19سنتز شده در وکتور 

عات استفاده گردید. قط Invitrogenشرکت  PureLink Quick Gel Extraction PCRاز کیت  BamH1و  Xba1های 

های به صورت جداگانه به درون وکتور بیانی وارد شده و پلاسمیدهای نوترکیب حاوی ژنT4  DNA ligaseژنی توسط آنزیم 

چنین تهیه استوک پس از تایید انجام واکنش لیگاسیون، انتقال به مورد نظر ساخته شدند. به منظور تکثیر وکتورهای نوترکیب و هم

با  PCRهای هدف در پلاسمیدهای نوترکیب کلونی گرفت. جهت تایید حضور هر کدام از ژن صورت JM110های مستعد باکتری

بیوتیک انجام گردید. پلاسمیدهای تایید شده در های پدیدار شده در محیط کشت دارای آنتیبر روی کلونی T7استفاده از پرایمر 

فاقد قطعات ژنی به صورت جداگانه به میزبان  (+)pET21aر چنین وکتوانتقال داده شدند. هم BL21مرحله بعد به میزبان بیانی 

 به عنوان کنترل منفی در پروسه بیان انتقال داده شد. BL21بیانی 

چنین کنترل منفی ابتدا به صورت های ژنی و همهای حاوی سازهکلونیهای نوترکیب: بیان و تخلیص پروتئین

گراد رشد داده شدند. از درجه سانتی 78تیک بصورت کشت شبانه در دمای بیواگار حاوی آنتی LBجداگانه بر روی محیط کشت 

 78و دمای  rpm 958به درون محیط کشت جدید تلقیح گردید و در انکوباتور با دور  8:58سوسپانسیون سلولی حاصل به نسبت 

عنوان القاگر به IPTGید، تلقیح رس7/8نانومتر به  488که کدورت محیط کشت در طول موج گراد انکوبه شد. زمانیدرجه سانتی

برداری ساعت انکوبه گردیدند. نمونه 5مولار انجام شد و مجدداً با همان شرایط ذکر شده برای مدت میلی 8/8بیان با غلظت نهایی 
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ا با دور ههای سلولی از محیط کشت، کلیه نمونهساعت پس از تلقیح انجام شد. به منظور جداسازی توده 74و  5، 7های در زمان

88888 rpm  کننده میکرولیتر بافر لیز 58گراد سانتریفیوژ شدند. رسوب سلولی با درجه سانتی 6دقیقه در دمای  88برای مدت

ها از فضای پری پلاسمیک مخلوط شد و مولار( جهت استخراج پروتئین 7میلی مولار و اوره  88هیدروکلراید )حاوی سدیم دی

های تایید شده با استفاده از ستون بررسی شدند. تخلیص پروتئین SDS-PAGEده از روش ها با استفاوجود پروتئین

مطابق دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد.  GE Healthcareشرکت  Ni-NTA agaroseکروماتوگرافی تمایلی و ماتریکس 

Refolding        ها و حذف اوره با استفاده از کیسه دیالیز )پروتئینcut off=10 KD مولار و میلی 8/8( و بافر )فسفات

(، ضریب جذب 8)فرمول  های استخراجی بر اساس معادله بیرلامبرتمولار( انجام شد. محاسبه غلظت پروتئینمیلی 58گلیسین 

ه چنین بگیری شد. همنانومتر اندازه 978و روش اسپکتروفتومتری در طول موج  UVو با استفاده از دستگاه   RNase Aآنزیم

های تخلیص شده، محصولات حاصل از ستون کروماتوگرافی با استفاده از روش منظور تایید خلوص، اندازه و وزن مولکولی پروتئین

SDS-PAGE .بررسی شدند 

 (8فرمول 

Log (I0/I) = A 

A = abc 

طول نمونه  b شود(،داده مینشان  ε گاهی نیز با) ضریب جذب ماده aدر طول موج مربوطه،  مادهنوری  مقدار جذبA ، که در آن

 باشد.می ماده غلظت c و، )ظرف نمونه(

وحشی و   RNase Aبه منظور ارزیابی و مقایسه فعالیت آنزیمیهای تولیدی: ارزیابی فعالیت آنزیمی پروتئین

بر  RNA Precipitation Acid-Insolubleآن در حضور و عدم حضور ممانعت کننده ریبونوکلئازی از روش واریانت نوترکیب 

های مورد آزمایش همراه با (. در این روش ابتدا مخلوطی از آنزیمBorriello et al. 2011مخمر استفاده گردید ) RNAروی 

mg/ml 7 RNA  میلی  888مولار و تریس اسیدکلریک میلی 858کلراید مخمر )شرکت سیگما( در بافر واکنش )حاوی سدیم

گراد انکوبه شدند. پس از گذشت زمان در نظر گرفته شده، توقف درجه سانتی 78ساعت در دمای  8( به مدت pH=7.5مولار با 

- RNAادنانجام شد و جهت رسوب د استات لیاوراندرصد  95/8درصد حاوی  88واکنش آنزیمی با اضافه کردن اسید پرکلریک 

سنجی دقیقه سانتریفیوژ شدند. طیف 85به مدت  rpm 89888گراد و با دور درجه سانتی 6ها در دمای های هضم نشده کلیه نمونه

نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر صورت گرفت. هر یک واحد افزایش در طول  948از مایع رویی برای هر نمونه در طول موج 

چنین به منظور بررسی و ومتر در این آزمایش به عنوان یک واحد از فعالیت آنزیمی در نظر گرفته شد. همنان 948موج جذب شده در 

های مولاری به ترتیب های مذکور در حضور ممانعت کننده ریبونوکلئازی، یکسری از رقتایی فعالیت آنزیمی، آنزیمارزیابی مقایسه

و در  DTTمیلی مولار  9ها در حضور ها تهیه گردید. سپس نمونهت کننده به آنزیماز ممانع 7و  5/9، 9، 5/8، 8، 5/8، 8با نسبت 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%BA%D9%84%D8%B8%D8%AA
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%BA%D9%84%D8%B8%D8%AA
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دقیقه پیش انکوبه شدند. بررسی فعالیت آنزیمی این محصولات پیش انکوبه شده مطابق با  88گراد به مدت درجه سانتی 78دمای 

 درصد انجام شد. 5با انحراف معیار سطح  هامراحل ذکر شده انجام شد. هر نمونه دارای سه تکرار بود و آنالیز داده

 

 نتایج 

ژنی  توالی گردآوری از پس(: RNase Aمهندسی و ایجاد موتاسیون در آنزیم ریبونوکلئاز پانکراس گاوی )

به منظور شناسایی  انجام شد. RNase Aورزی آنزیم شده، مهندسی و دست ذکر داده هایپایگاه از نظر مورد و اطلاعات پروتئینی

-برای اتصال به مهار کننده دارند و به این دلیل که پیوند بین اکسیژن و نیتروژن قوی را میل ترکیبی بیشترین که هایییدآمینهاس

با فاصله  RNase A-RIکمپلکس  باشد، اتصالات بین اکسیژن و نیتروژن در کریستالوگرافیترین نوع از پیوندهای شیمیایی می

 87مورد بررسی قرار گرفتند. بر اساس نتایج حاصل از این نرم افزار مجموع  PyMolافزار انگسترم با استفاده از نرم 5کمتر از 

ایی که در جدول با رنگ قرمز اسیدآمینه 4اسیدآمینه  87( و سپس از بین این 8آمینواسید در مرحله نخست انتخاب شدند )جدول 

و لیزین( بر اساس فاصله پیوند )هر چه  68، لیزین 77، آرژنین 77، اسپارتیک اسید 9، گلوتامیک اسید 8یزین اند )لمشخص شده

باشد( و بار الکتریکی )شارژ( آمینواسیدها )پیوند یونی بین دو تر میفاصله بین دو اسیدآمینه کمتر باشد پیوند برقرار شده محکم

بدلیل  78اسیدآمینه کاندید شده، لیزین  4به منظور جایگزینی کاندید شدند. نهایتاً از بین  پذیرد(اسیدآمینه با بار مخالف صورت می

 (.9اهمیت این اسیدآمینه و تصمیم در ایجاد کمترین میزان تغییرات در ساختار آنزیم، جهت جایگزینی با آلانین انتخاب شد )شکل 

 RI-RNase Aانگستروم در کمپلکس  1از  آمینه دارای پیوند با فاصله کمتر. فهرست اسیدهای5جدول 

(PDB ID: 1DFJ) 

Table 1. The list of all amino acids with less than 5 Å distance in RI-RNase A complex 

(PDB ID: 1DFJ) 

 

 (RNase A)آنزیم ریبونوکلئاز 

Ribonuclease enzyme 

 (RI)مهارکننده ریبونوکلئاز 

Ribonuclease inhibitor (RI) 

 فاصله )انگستروم(

Distance (Å) 

LYS31 GLN6 3.4 

ARG39 GLU397 3.3 

GLN426 3.2 

LYS91 GLU283 
3.5 

2.8 

SER89 ASP228 2.7 

TRP259 2.9 

ASN67 LEU405 3.2 

TYR433 3.0 

LYS1 GLU440 3.5 

ASP38 ARG453 3.2 

GLN28 ASN89 3.0 

LYS7 SER456 2.5 

LYS41 ASP431 2.8 
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3.1 

GLU2 ARG443 3.5 

GLN11 SER456 2.8 

GLU111 TRP433 2.7 

GLU436 2.9 

 

 

 

 
: B: ساختار سه بعدی کمپلکس آنزیم ریبونوکلئاز پانکراس گاوی و مهارکننده ریبونوکلئازی، A. 1شکل 

  RNase A-RIانتخاب شده برای جایگزینی در کمپلکس  15آمینه لیزین اسید

Figure 2. A: Three dimensional structure of RNase A and RI complex, B: Lys91 residue 

selected for substitution in RI-RNase A complex 

 

به منظور کلونینگ در وکتور بیانی قطعات ژنی به طور های نوترکیب: پروتئین سازیخالص و بیان کلونینگ،

 پروتئین ترتیب به منظور ترشح به His-tag و  pel B Leaderبین (+)pET-21aصورت جداگانه در وکتور بیانی مشابه و به

انجام  T4پروتئین قرار گرفتند و واکنش لیگاسیون با استفاده از آنزیم  سازیخالص تسهیل و پلاسمیکپری فضای در شده بیان
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با استفاده از پرایمر  PCRشد. صحت واکنش لیگاسیون و کلون شدن قطعات ژنی در وکتور مورد نظر از طریق انجام کلونی 

ترانسفورم و با  BL21(DE3)تایید شده در سویه بیانی  های(. سازه7چنین هضم آنزیمی تایید گردید )شکل و هم T7یونیورسال 

 آمیداکریلپلی ژل روی کیلو دالتون در بر86بیان شدند. باندهای پروتئینی با وزن مولکولی حدود  IPTGاستفاده از القاء به کمک 

دیالیز  کیسه از استفاده و با خالص شده تمایلی های کروماتوگرافیستون وسیله به هاشدند. پروتئین مشاهده انتظار مورد در جایگاه

Refolding الکتروفورز بر روی ژل  شد. نتایج انجام هاآنSDS-PAGE شده عاری از هر  تخلیص محصولات که داد نشان

 ~نظر ) مورد وزنی محدوده در شده سازیخالص هایآنزیم که اثبات نمودند نتایج چنین اینهم باشند.گونه ناخالصی پروتئینی می

14 KD(.6نمایند )شکل حرکت می ژل روی ( بر  

  
A B 

 (+)pET-21aو هضم آنزیمی جهت تایید حضور ژن هدف در وکتور  PCR. آنالیز کلونی 9شکل 

A کلونی :PCRهای دارای قطعه ؛ ستونbp 668 های های حاوی قطعه هدف و ستوننشان دهنده کلونی

 bp 1449: هضم آنزیمی: قطعه Bباشند، های فاقد قطعه هدف مینشان دهنده کلونی bp 118دارای قطعه 

 باشدمی RNase Aنشان دهنده ژن آنزیم  bp 418و قطعه  (+)pET-21aنشان دهنده وکتور 

Figure 3. Colony PCR and enzymatic digestion analysis to confirm the presence of a gene 

fragments in the construction of the pET2-1a(+) vector 

A: Colony PCR; Columns with 660 bp fragments shows colonies target fragment and 

columns with 220 bp fragments shows colonies without target fragments, B: Enzymatic 

digestion; 5443 bp fragment shows the pET-21a(+) vector and 420 bp fragment shows 

RNase A gene 

 

A 
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 RNase Aهای انجام شد و میزان آن برای پروتئین UVهای استخراجی با استفاده از دستگاه محاسبه غلظت پروتئین

 تحقیقات در در سامانه بیانی باکتریایی RNaseحاسبه گردید. بیان آنزیم گرم بر لیتر م 9/9و  7به ترتیب  نوترکیبوحشی و 

های تولیدی رسد غلظت پروتئینلیتر گزارش گردیده است، بنابراین به نظر می در گرم 5 تا لیتر در گرم 6/8 متغیر دامنه در مختلف

سولفیدی باند دی 6باشد زیرا این آنزیم با دارا بودن میدر پژوهش حاضر با توجه به اندازه و نوع پروتئین نوترکیب در دامنه مطلوبی 

 کندبه منظور تاخوردن فشار مضاعفی به سلول وارد می

آن با  نوترکیب واریانتوحشی و  RNase Aفعالیت نوکلئازی های تولیدی: ارزیابی فعالیت آنزیمی پروتئین

)حاصل  آنزیم نوترکیبنتایج این آزمون نشان داد که  انجام شد. Acid-insoluble RNA Precipitationاستفاده از روش 

درصد فعالیت آنزیمی آنزیم وحشی را دارا می باشد. به منظور تشخیص درصد حساسیت  78با آلانین(،  78جایگزینی لیزین 

RNase A  غلظت در تماس با مهارکننده ریبونوکلئازی سنجش فعالیت آنزیمی در حضور یکسری از واریانت نوترکیبوحشی و-

 های مختلف مهارکننده به آنزیم در شرایط آزمایشگاهی انجام شد.

عنوان کنترل مثبت بکار برده شد. زیرا تحقیقات گذشته در این زمینه نشان داده بودند که در این آزمون آنزیم وحشی به

RNase A فعال میطور کامل غیروحشی در حضور مهارکننده ریبونوکلئازی به( گرددGotte et al. 2013 محاسبه درصد .)

در مقایسه با آنزیم وحشی  واریانت نوترکیبصورت گرفت. نتایج این آزمون نشان داد که  9مهارکنندگی با استفاده از فرمول شماره 

حساسیت کمتری نسبت به مهارکننده ریبونوکلئازی دارد و این آنزیم افزایش فعالیت کاتالیکی را در حضور مهارکننده نسبت به 

 آنزیمی، آنزیم وحشی از یک فعالیت بیشتر مولاری غلظت نسبت در که داد نشان نتایج این چنینهم باشد،نزیم وحشی دارا میآ

 هاینسبت آنزیمی در هایمهارکننده با اتصال فرار از توانایینوترکیب  واریانتمهار شده است و در مقابل  درصد 75از  بیشتر

دارای میل ترکیبی بسیار کمتری با  نشان داد آنزیم نوترکیب بطور کلی نتایج این آزمون (.5شکل  دارد ) را بالاتر مولاری غلظت

درصد فعالیت آنزیمی آنزیم وحشی را در عدم حضور مهاکننده دارا  78باشد و در عین حال مهار کننده در مقایسه با آنزیم وحشی می

 باشد.می

 (9فرمول 

= درصد  588 ×( 5-مهارکننده/میزان فعالیت آنزیم در حضور مهارکننده )میزان فعالیت آنزیم در عدم حضور

مهارکنندگی فعالیت آنزیمی   
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 نوترکیب آن وحشی و واریانت RNase A. نتایج بیان و تخلیص آنزیم 4شکل 

: کل پروتئین 9(، BL21(DE3): کنترل منفی )مجموع پروتئین تولیدی باکتری 1: مارکر پروتئینی، 5 

: محتویات زیرین عبور داده شده از 4حاوی وکتور همراه با قطعه هدف،  BL21(DE3)دی باکتری تولی

سازی شده توسط ستون های خالص: به ترتیب آنزیم6و  1ستون کروماتوگرافی تمایلی نیکل، 

 ، آنزیم وحشی و نوترکیب  His-tagکروماتوگرافی تمایلی نیکل علیه 

 

Figure 4. Expression and purification analysis of wild type RNase A and recombinant 

variant 

Lane 1: protein marker ladder, lane 2: negative control (total protein from E.coli BL21), 

line 3: total of protein from E.coli BL21 with target fragment, lane 4: flow true after 

passing the affinity chromatography column, lane 5 and 6: purified enzymes from Nicole 

affinity chromatography column against His-tag, wild type and recombinant variant 
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نوترکیب  وحشی و واریانت  RNase A( بر فعالیت کاتالیکی آنزیمRI. اثر مهارکننده ریبونوکلئازی )1شکل 

 آن

Figure 5. Effect of the ribonuclease inhibitor (RI) on catalytic activity of wild type RNase 

A and recombinant variant.  

 بحث

RNaseهایی تحت عنوان های اخیر به منظور تولید ایمنوتوکسینهایی هستند که در دههها از دسته توکسین

پانکراتیک انسانی و   RNaseهایها و به ویژه آنزیماند. در واقع این آنزیمجه محققین قرار گرفتهایمنوریبونوکلئازها بسیار مورد تو

چنین دارا بودن طور ویژه گاو( به دلیل نداشتن گیرنده سطح سلولی و به تبع آن ایجاد حساسیت کمتر و همنشخوارکنندگان )به

عنوان یک توکسین مهم در طراحی وم سلول پس از اینترنالیزه شدن، بهقدرت القاء مرگ سلولی با استفاده از تخریب ترنسکریپت

ترین سوبسترا عنوان اصلیبه mRNAاند که (. محققان گزارش کردهJordaan et al. 2018باشند )ها مطرح میایمنوتوکسین

-ثیر این آنزیم قرار میها نیز تحت تا Ribosomal RNAها و RNAشود با این حال ریزشناخته می RNase Aبرای آنزیم 

-گردد. مهمها باعث القاء اپوپتوزیس می(. در واقع این آنزیم با نفوذ به سیتوزول سلول و تخریب آنGotte et al. 2013گیرند )

-می (RIسیتوزول ) داخل ریبونوکلئازی مهارکننده فرار از توانایی قوی، کشنده فاکتور یک عنوان بهRNase A برای  مسئله ترین

کننده هایی که باعث اتصال ریبونوکلئاز پانکراس گاوی به مهاررو در این پژوهش به منظور پیدا کردن اسید آمینهد. از اینباش

 سویهو ایجاد  78شوند با تکیه بر نتایج بیوانفورماتیکی اقدام به جایگزینی اسید آمینه لیزین ریبونوکلئازی موجود در سیتوزول می

-ترمینال توالی آمینو Cانتهای  در (His-tagهیستیدین ) پروتئین الحاق از حاضر مطالعه س گاوی شد. درآنزیم پانکرا نوترکیب

آمینواسیدی است که عموماً به منظور  7تا  4یک توالی  His-tagشد. شایان ذکر است که  های نوترکیب استفادهاسیدی پروتئین

شود و در تحقیقات مختلفی نشان داده شده است که حضور این تگ در ه میها تعبیها نوترکیب در ساختار آنسازی پروتئینخالص
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ها نداشته است، ضمن اینکه های پانکراتیک انسانی و حیوانی تاثیر منفی بر فعالیت و خواص فیزیکو شیمیایی آن RNaseانتهای

(. نتایج Schirrmann et al. 2014د )باشمی صرفه به مقرون و معمول نوترکیب بسیار هایپروتئین سازیخالص و تولید برای

های مورد نظر به خوبی و به دور از هر نشان داد که پروتئین SDS-PAGEهای نوترکیب بر روی ژل حاصل از تایید بیان پروتئین

 ه از اشریشیاکلی بهتوان به استفادها نوترکیب را میاند. دلایل راندمان مناسب تولید پروتئینگونه آلودگی در میزبان بیانی تولید شده

ها، انتخاب توالی سازی مناسب کدونشوند، بهینهآن بیان می در متعدد هایاکثر پروتئین مطمئن که بیانی یک میزبان عنوان

 بیان هایپروتئین استقرار طرفی (. ازLi et al. 2017مناسب و روش صحیح و بهینه استخراج پروتئین مرتبط دانست ) 4هدایتگر

 در این شدن باشد، اکسیدهمحلول می های نوترکیبپروتئین بیان برای متداول هایروش از یکی پلاسمیک پری فضای در شده

 (.Taherian et al. 2019دهد )می بیشتر را پایداری و درست تاخوردگی صحیح، سولفیدیدی باند تشکیل اجازه پروتئین به فضا

با آلانین( در  78)حاصل جایگزینی لیزین  آنزیم نوترکیبنشان داد که های تولیدی نتایج ارزیابی فعالیت آنزیمی آنزیم

ترکیبی آنزیم مذکور به مهارکننده(  مقایسه با نوع وحشی حساسیت بسیار کمتری نسبت به مهارکننده ریبونوکلئازی )کاهش میل

توان به توانایی ایش میزان فعالیت آنزیمی را میچنین این نتایج افزایش فعالیت آنزیمی آنزیم مذکور را نشان داد. این افزداشته و هم

نشان داد لوپ  FADEاز مهارکننده ریبونوکلئازی مرتبط دانست. مطالعات انجام شده به کمک الگوریتم  آنزیم نوترکیبفرار موفق 

P4-P5  در ساختار آنزیمRNase A ار کمپلکس گیری ساختباشد نقش مهمی در شکلمی 74تا  78های که شامل اسید آمینه

و  77، سرین 77های گلایسین (. اسیدآمینهArdlet et al. 2009; Cuchillo et al. 2011دارد ) RIو  RNase Aبین آنزیم 

 6در این لوپ در برقراری ارتباط بین آنزیم و مهارکننده بسیار موثر بوده و جایگزینی این اسیدهای آمینه باعث افزایش  78لیزین 

تر باشد، میل ترکیبی مهارکننده گردد )هرچه مقدار ثابت تفکیک کوچک( در ساختار کمپلکس میKd valueبرابری ثابت تفکیک )

با اسیدآمینه آرژنین در  77گزارش کردند که جایگزینی گلایسین  Rutkoski et al. (2010)به آنزیم بیشتر است(. در این رابطه 

برابری میل ترکیبی  958پانکراس گاوی به مهارکننده خوکی و کاهش برابری میل ترکیبی آنزیم  88888این لوپ باعث کاهش 

در این پژوهش،  PyMolآنزیم ریبونوکلئاز سمینال گاوی به مهارکننده انسانی شد. این نتایج مطابق با نتایج حاصل از نرم افزار 

مطالعه اسیدآمینه انتخاب شده جهت کند. در این تایید می RNase A -RIرا در ساختار  78آمینه لیزین میزان اهمیت اسید

باشد که بدون تغییر در شکل جایگزینی با اسیدآمینه آلانین تعویض گردید، دلیل این جایگزینی اندازه کوچک اسیدآمینه آلانین می

 سنجش (. نتایجLee 2008نماید )های جانبی در ساختار مهار کننده آنزیم نیز جلوگیری میفضایی آنزیم از اتصال به زنجیره

مطابق با  ریبونوکلئازی وحشی و مهارکننده RNase Aبین آنزیم  کنشبرهم که نمود اثبات حساسیت در مقابل مهارکننده

-می مختل تا حدودی کنش،برهم این در درگیر هایاسیدآمینه در جهش ایجاد و مهندسی ژنتیک های پیشین انجام شده باپژوهش

ورزی ژنتیکی و تعویض اسیدهای با استفاده از دستکه  کرد اثبات نتایج این دیگر ارتیعب (. بهJohnson et al. 2007گردد )

                                                      
4. Signal peptide 
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که ضمن حفظ فعالیت کاتالیتیکی و هیدولازی، دارای پایداری  نمود ایجاد جدیدی از آنزیم را توان واریانتمی و ایجاد جهش آمینه

 باشد. آن وحشی از نوع ترعالف هاکننده مهار حضور در آزمایشگاهی شرایط ساختمانی بوده و در

پژوهش حاضر با توجه به این مهم که ریبونوکلئاز نوترکیب مشابهت بسیار  در شده ارائه نتایج به استناد باگیری: نتیجه

چنین میل ترکیبی بسیار کمتری در مقایسه با آنزیم وحشی در مقابل مهارکننده انسانی داشته و هم بالایی با ریبونوکلئاز

 هایتوکسین با کنژوگه شده داروهای دیگر انواع به نسبت کمتری ایمونوژنیستی گردد آنزیم مذکورمی بینیلئازی دارد پیشریبونوک

نوترکیب در طراحی و  این سویه توان ازرسد که میچنین به نظر می نمایند. بنابراین، ایجاد بیمار برای گیاهی یا باکتریایی شیمیایی،

های درمانی استفاده بخش در حوزهعنوان یک داروی امیدها بهچنین غلبه بر مشکلات سایر توکسینو هم هاتولید ایمنوتوکسین

سلولی در دست  مرگ هدفمند القاء و های تولیدی بر سرکوببررسی اثر آنزیم راستای در پژوهش، مطالعات این دنبال کرد. به

 باشد.انجام می

انجام  66647/7معاونت پژوهشی دانشگاه فردوسی مشهد و با گرنت شماره این پژوهش با حمایت مالی سپاسگزاری: 

چنین از پروفسور ویسل شود. همشد، لذا از کلیه مسوولین پژوهشی دانشگاه برای اعطای فرصت مطالعاتی تشکر و قدردانی می

 آید.د آزمایشگاهی سپاسگزاری بعمل میکایسر، استاد دپارتمان داروسازی دانشگاه سیدنی، برای در اختیار گذاشتن تجهیزات و موا
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