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Abstract 

Objective 

Ricin is a globular glycoprotein poison found in the endosperm of the castor plant. This protein 

consists of two A chains with 267 amino acids (32 kilo Daltons) and a B chain with 262 amino 

acids (34 kilodaltons), connected by a disulfide bond. The sensitivity of cancer cells to ricin is 

due to the higher expression of glycoproteins on the surface of cancer cells. The toxicity of the 

ricin enzyme in destroying cells caused this enzyme to be used as the most important candidate 

in the production of immunotoxins. However, the low ability of ricin to enter the target cell using 

the Golgi apparatus has caused increased cytotoxicity, which affected its use as an immunotoxin. 

This research was carried out with the aim of engineering ricin protein to increase the surface 

charge of the protein and facilitate the entry of ricin into the cell through the endosomal route and 

reduce the effect of cytotoxicity. 
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Materials and methods 

Therefore, the structural status of ricin protein with R134A, L214A, R31A, and P250A mutations 

was investigated using thermodynamic studies. Then, the gene sequence related to the mutant 

version was synthesized and expressed using the expression vector pET22b(+) in the cell wall of 

Escherichia coli BL21(DE3). Purification was done using a Ni-NTA column, and then the 

function of the protein on  class A431 cancer epithelial cells was evaluated using a cytotoxicity 

test.  

Results 

The obtained results showed that the considered mutations significantly increased the surface 

charge of the protein. Also, comparing the analysis of Root Mean Square Deviation (RMSD), 

root-mean-square fluctuations (RMSF) and  Radius of gyration (Rg)  graphs between the natural 

sample and the mutant showed that the mutations have no significant effect on the main structure 

of the protein. Confirmation of the production and purification of recombinant ricin protein in the 

cell wall with a molecular weight of about 33 kilodaltons was done using SDS-PAGE gel. 

Cytotoxicity results showed that mutant ricin protein can cause cell death of A431 cancer cells at 

a concentration of 300 ng/ml.  

Conclusions 

In silico and In vitro results on ricin protein showed that creating targeted mutations to increase 

protein surface charge can improve protein performance. Therefore, mutant ricin protein (R134A, 

L214A, P250A, and R31A) with greater cell penetration and less toxicity for target cells has a 

high ability to be used as a toxin in the production of immunotoxins.  
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   چکیده

  Aشود. این پروتیین شامل دو زنجیره متابولیت ریسین یک گلیکوپروتئین سمی است که در آندوسپرم گیاه کرچک یافت می هدف:

باشد که بوسیله پیوند دی سولفیدی به هم متصل کیلودالتون( می34آمینو اسید )262با    Bکیلودالتون( و زنجیره32آمینواسید )267با  

های سرطانی است.  های موجود در سطح سلولهای سرطانی به ریسین به دلیل بیان بیشتر گلیکوپروتئینهستند. حساسیت سلول

ها بکار گرفته  ها سبب شد که این آنزیم به عنوان مهمترین انتخاب در تولید ایمونوتوکسینسمیت آنزیم ریسین در از بین بردن سلول
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حال، توانایی پایین ریسین در ورود به سلول هدف با استفاده از مسیر دستگاه گلژی، سبب بالا رفتن سمیت سلولی شده،  شود. با این

ها تحت تأثیر قرار داده است. این پژوهش با هدف مهندسی پروتئین ریسین به منظور  که این نقص، استفاده از آن را در ایمونوتوکسین

افزایش بارالکتریکی سطحی پروتئین و تسهیل ورود ریسین به داخل سلول از طریق مسیر اندوزومیک و کاهش اثر سمیت سلولی 

 صورت پذیرفت. 

و در مقایسه با    R134A  ،L214A  ،R31A    ،P250Aهای  وضعیت ساختاری پروتئین ریسین با ایجاد جهش  :هاروشمواد و  

یافته، مورد بررسی قرار گرفت. سپس توالی ژنی مربوط به نسخه جهشبا استفاده از مطالعات ترمودینامیکی  نمونه طبیعی این آنزیم  

بیانی   وکتور  از  استفاده  با  و  باکتری    (+)pET22bسنتز  سلولی  پیروپلاسمی  فضای  شد.    BL21(DE3)  اشریشیاکلیدر  بیان 

با استفاده از    A431های سرطانی پوست  انجام و سپس عملکرد پروتئین بر رده سلول  Ni-NTAسازی با استفاده از ستون  خالص

   آزمون سمیت سلولی مورد بررسی قرار گرفت. 

های ایجاد شده به شکل چشمگیری سبب افزایش بارالکتریکی سطحی پروتئین شده است. مقایسه آنالیز نمودارهای  جهش   :نتایج

RMSD  )انحراف جذر میانگین مربعات(  ،RMSF    و )نوسانات جذر میانگین مربعات(Rg    بین نمونه طبیعی و )شعاع ژیراسیون(

داری بر ساختار اصلی پروتئین ندارد. تأیید تولید و خالص سازی پروتئین نوترکیب ها هیچ تأثیر معنیموتانت مشخص کرد که جهش

انجام شد. این فرم نوترکیب نسبت    SDS-PAGEکیلودالتون با استفاده از ژل    33ریسین در دیواره سلولی با وزن مولکولی حدود  

به فرم طبیعی از وزن مولکولی کمتری برخوردار است. نتایج سمیت سلولی نشان داد که پروتئین ریسین موتانت قادر است در غلظت  

ng/mL  300  های سرطانی سبب مرگ سلولی سلولA431  .گردد 

های بدست آمده در این مطالعه بر روی پروتئین ریسین نشان داد که ایجاد جهش  In vitroو    In silicoنتایج    گیری:نتیجه

رو، پروتئین تواند به شکل مؤثری سبب بهبود عملکرد پروتئین گردد. از اینمی  هدفمند به منظور افزایش بارالکتریکی سطحی پروتئین

ی هدف، قابلیت  ها( با قابلیت ورود سلولی بیشتر و سمیت کمتر برای سلولR31Aو  R134A  ،L214A  ،P250Aریسین موتانت )

 ها دارد. خوبی به عنوان توکسین در تولید ایمونوتوکسین

 پروتئین نوترکیب، سمیت سلولی، سرطان، ریسین.: هاکلیدواژه

 : پژوهشی. نوع مقاله

 ( 1403)  میدح  ، آریان نژادمینا  کاخکی  ، میرشمسیحمدرضا، نصیری مسرین، مشتاقی نسنحید، مرعشی سبداللهرحمانی عاستناد:  

 .138-121(، 4) 16، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. موثر تولید پروتئین ریسین نوترکیب با هدف تولید ایمونوتوکسینمهندسی و 
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 مقدمه 

اند.  بادی هدف مرتبط با یک سم تشکیل شده های کایمری هستند که از یک آنتیپروتئین (RIT) 1های نوترکیبایمونوتوکسین

دهد و سم متصل به آن فرآیند مرگ سلولی را های عفونی مورد هدف قرار میژن خاصی را روی تومور یا سلولبادی، آنتی این آنتی

)می  تسهیل   ایمونوتوکسینWilkins et al. 2006کند  درمان سرطان  ها(.  بیماریبرای  و  مانند سرطان ها  مختلف  خون    های 

(Kreitman et al. 2000; Wayne et al. 2014 ( تومورهای جامد ،)Sausville et al. 1995; Azemar et al. 2003; 

Shafiee et al. 2019  2میزبان  (، بیماری پیوند در مقابل  (Groth et al. 2019 عفونت ،)( های ویروسیBerger et al. 2010; 

Krishna et al. 2017و بیماری )( های خودایمنیZhao et al. 2019 توسعه یافته )درصد از   7/66جامد،    یتومورها  یبرا  .اند

های کارآمد  اولین ایمونوتوکسین  .(Dillekås et al. 2019)  علت ثبت شده است   ک یبا متاستاز به عنوان    ی سرطان  یرهایمرگ و م

آنتی بادی با توکسینبا ترکیب  تولید شدند )   4و ژلونین    3های گیاهی همچون ریسینها   .Krolick et alبدون اتصال دومینی 

1982; Casellas et al. 1982; Thorpe et al. 1981 های عملکردی، پایداری بسیار کم، ترکیب (. از دست دادن ویژگی

 .Antignani et alها گزارش شده است )ناهمگن، سمیت بالای سموم متصل شونده از مهمترین معایب نسل اول ایمونوتوکسین

ها با ها، امکان طراحی و مهندسی نسل دوم ایمونوتوکسین(. با پیشرفت تکنولوژی و کسب دانش ساختار و عملکرد توکسین2013

شود. از    می  ها که برای مرگ سلولی نیاز نباشد، حذفبکارگیری روش اتصال شیمیایی ایجاد شد. در این روش، نواحی از توکسین

ایمونوتوکسین دارویی  عوارض  )اینرو،  یافت  کاهش  شکل چشمگیری  به  توان  Allahyari et al. 2017ها  می  همچنین  به  (. 

تلاشهای متعددی در خصوص تولید ایمونوتوکسین های الحاقی خصوصا در ترکیب با پروتئین های گیاهی اشاره کرد که برای درمان  

تومور قابل استفاده هستند. از جمله این پروتئین ها پروتئین غیرفعال ریبوزوم گیاهی است که تا کنون در موارد متعددی برای ساخت 

استف است )ایمونوتوکسین ها  ریبوزوم  کی،  Gilabert-Oriol et al. 2014 ).  Saporin-S6اده شده   پروتئین غیرفعال کننده 

ها دانه  از  شده  که  .،  Saponaria officinalis L  یاستخراج  دلاست  پا  یمیآنز  تیفعال   لیبه  برابر    ی داریبالا،  در  مقاومت  و 

 (. Polito et al. 2011) مورد استفاده قرار گرفته است یضد سرطان باتیساختن ترک یکونژوگه، به طور گسترده برا یندهایفرآ

زایی و  سازی، اتصال قند، ایمنیسازی پروتئین، سهولت شبیه ها، بازده بیان و خالص گیری دومینساختار پروتیئنی سم، جهت 

 ن یسیسم ر(.  Shapira et al. 2010ها می باشد )های انتخاب سم برای تولید ایمونوتوکسینسمیت غیراختصاصی مهمترین شاخص

پروتئین ریسین   Aزنجیره    شده است  لیتشک  Bو    A  رهیاست که از دو زنج   بوزومیکننده ر  رفعالیغ  نیکوپروتئیگل  کی  ،از گیاه کرچک

  . (Moshiri et al. 2016کند )می  سمیت ایجاد  28s rRNAهای حیاتی در  گلیکوزوئیدی است که با دپورینه کردن آدنین-Nیک  

حلقه سارسین/ریسین قرار داشته که در تمام واحدهای بزرگ ریبوزومی بسیار محافظت    GAGAاین آدنین در ساختار سنجاق سری  

 
1 Recombinant immunotoxins 
2 Graft-vs.-host disease 
3 Ricin 
4 Gelonin 
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حال، مطالعات بعدی  (. با اینLancaster et al. 2008شده است و برای عملکرد صحیح زیرواحد بزرگ ریبوزوم ضروری است )

های التهابی سیتوکین نیز نشان داد که سمیت ریسین از طریق مسیرهای مهار سنتز پروتئین، القاء آپوپتوز سلولی و آزادسازی واسطه

رو، ریسین به عنوان یکی از مهمترین کاندیدهای تولید از این   .( Day et al. 2002; Kumar et al. 2003شود )ناشی می 

ریسین برای مسیریابی   B(. زنجیره   Antignani et al. 2013; Allahyari et al. 2017ها مطرح بوده است )ایمونوتوکسین

ز طریق یک غشای سلولی به سیتوزول دارد. استفاده ا A رسد که نقش مهمی در انتقال زنجیرهدرون سلولی مهم بوده و به نظر می 

زنجیره   از  ایمونوتوکسین  Bو    Aتوأمان  تولید  در  اصلی ریسین  تمرکز  بنابراین  ندارد.   وجود  پروتئین  بزرگ  اندازه  به  توجه  با  ها 

ها نشان داده  (. بررسی Bortolotti et al. 2022; Park et al. 2022باشد )می  ریسین  Aهای این حوزه بر روی زنجیره  پژوهش

درصد(  آن به    5ریسین از  سطح سلول به داخل آن، از طریق اندوسیتوز و انتقال بخش جزئی )حدود    Aکه مسیر انتقال زنجیره  

شود. وارد سیتوزول  می A دستگاه گلژی است. پروتئین وارد شده از آنجا به طورانتقال معکوس به شبکه آندوپلاسمی منتقل و زنجیره

 Yoshida etاند )ها به داخل سلول نیز گزارش کردهین خصوص پژوهشگران شواهدی مبنی بر انتقال ریسین از طریق اندوزومدر ا

al. 1991; Słomińska et al. 2013 دهد که هرچه پروتئین دارای بارالکتریکی سطحی بیشتری باشد،  ها نشان می(. گزارش

ریسین در    Aرو، به منظور استفاده  از زنجیره  (. از این Fröhlich  2012گردد )می  ها بیشتر تسهیلمسیر انتقال از طریق اندوزوم 

ای باشد که بارالکتریکی سطحی آن ضمانتی برای ورود آنزیم به داخل سلول  ها، بایستی مهندسی این پروتئین به گونهایمونوتوکسین

(. مطابق گزارش کیم  Park et al. 2022اد آپوپتوز داشته باشد )سرطانی فراهم سازد و آنزیم در سیتوزل عملکرد مناسب را در ایج

در جایگاه آنزیمی ریسین نقش دارند و جایگزینی آنها سبب   Y123و    R180  ،E177  ،Y80( اسیدهای امینه  1992و همکاران )

به آلانین    250گزارش کردند که تغییر پرولین  (. همچنین محققان  Kim et al. 1992گردد )می  کاهش چشمگیر عملکرد آنزیم 

سلولی  برای  ریسین  کمتر  سمیت  و  سلول  به  اندوسیتوز  طریق  از  ریسین  سریعتر  ورود  در  بسزایی  مجاور  نقش  گردد  می   های 

(Sokołowska et al. 2011از این آنزیم ریسین  (.  به  با هدف دستیابی  نوین  این مطالعه  برای   Aرو،  توانایی سمیت کمتر  با 

 نالیزهای دینامیک مولکولی صورت پذیرفت. های سالم و تسهیل ورود از طریق اندوسیتوز،  به کمک آسلول

 

 ها مواد و روش

آنزیم ریسین از بانک جهانی    Aساختار سه بعدی زنجیره   و   یتوال: آماده سازی ساختار پروتئینی-دینامیک مولکولی

( استخراج شد. به منظور ایجاد مدل جهش یافته از نرم  https://doi.org/10.2210/pdb1OBS/pdbژن به شماره دسترسی )

 PROCHECK. کیفیت مدل تولید شده با استفاده از سرور  (Eswar, Webb et al. 2006)استفاده شد     Modeller 9.2افزار  

server   (http://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK/)   ( مورد آنالیز و بررسی قرار گرفتLaskowski et al. 

1993  .) 

http://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK/
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جهش زنجیره  :  ایجاد  اندوسیتوز  منظور  به  که  داده  نشان  جهش    Aمطالعات  ایجاد  است    P250Aریسین،  ضروری 

(Sokołowska et al. 2011همچنین بررسی بارالکتریکی سطحی پروتئین ریسین نشان .)  دهد که اسیدهای آمینه  میR134 ،

L214  ،R26  ،R29    وR31  رو، در این تحقیق به منظور  اند. از این های با بارالکتریکی سطحی بسیار پایین قرار گرفته در محل

به همراه جهش پرولین   R31Aو آرژنین    L214A، لوسین  R134A  های اسیدهای آمینه آرژنینافزایش بارالکتریکی سطحی جهش 

P250A 50سازی و سپس دینامیک مولکولی آن به مدت مدل 2/9یافته با استفاده از نرم افزار مدلر در نظر گرفته شد. سازه جهش  

بر اساس مطالعات انجام شده و نتایج بدست آمده از بخش دینامیک مولکولی، امینواسیدهای کاندید  نانوثانیه مورد بررسی قرار گرفت.  

( با آلانین در P450Aو پرولین  L214A، لوسین R134A ،R31Aبرای تغییر مشخص شده و سپس این امینواسیدها  ) آرژنین  

ساختار پروتئین  تعویض شده )جهش نقطه ای( و در ادامه با استفاده از علم دینامیک  مولکولی، شارژ سطحی و پایداری مولکولی 

 مورد بررسی قرار گرفت. 

نرم :  آنالیز دینامیک مولکولی از  استفاده  با  یافته  پروتئین ریسین در دو شکل طبیعی و جهش  ترمودینامیکی  افزار  رفتار 

گرومکس  )  18  5ترمودینامیکی  گرفت  قرار  بررسی  و  آزمون  نیروی  Abraham et al. 2015مورد  میدان  از  منظور،  بدین   .)

CHARMM27  (MacKerell et al. 2000  به همراه مدل )Simple Point Charge (SPC) water    استفاده و به منظور

(. برای خنثی کردن Berendsen et al. 1981سازی و رهاسازی محلول، مدل مکعب انتخاب گردید )ایجاد شرایط مطلوب مدل

یابی انرژی سیستم با استفاده از الگوریتم های سدیم )مثبت( و کلر )منفی( با جایگزینی آب استفاده شد. بهینهبار کلی سیستم از یون 

Steepest Descent   پیکوثانیه صورت گرفت. همچنین تعادل    500درجه کلوین برای    300انجام و تعادل دمای سیستم در دمای

با زمان    Nosé-Hooverهای  الگوریتمنانوثانیه صورت پذیرفت. از    500درجه کلوین برای    300بار و دمای    1فشار سیستم تحت  

پیکوثانیه جهت همگام سازی دما و فشار استفاده شد. مراحل    5/0با زمان پایداری    Parrinello-Rahmanپیکوثانیه و    1/0پایداری  

درجه کلوین صورت پذیرفت. دینامیک و پایداری پروتئین   310بار و دمای    1نانوثانیه تحت فشار    50ایجاد دینامیک مولکولی به مدت  

آنالیزهای   از  استفاده  Fluctuations -Root -Mean-Squareو    Root Mean Square Deviation (RMSD)با 

(RMSF)  وGyration Radius  ( مورد آنالیز و بررسی قرار گرفتAbraham et al. 2015  .) 

نوترکیب ریسین   پروتئین  نوترکیب-Aتولید  پروتئین  تولید  و  ساختار :  سنتز ژن  با  پروتئینی  تولید  منظور  به 

است که سبب تولید پروتئین در فضای   pelBاستفاده شد. این وکتور حاوی سیگنال پپتید    (+)pET22bصحیح، از وکتور بیانی  

(. توالی پروتئینی ریسین بدست آمده از مطالعات دینامیک مولکولی با Taghizadegan et al. 2020شود )می  پری پلاسمیک

تبدیل به توالی نوکلئوتیدی گردید. به منظور انجام فرآیندهای    CLC Main Work Bench (ver 5.5)استفاده از نرم افزار  

در ابتدا و انتهای توالی هدف قرار داده شد. به منظور بیان توالی    XhoIو    NcoIمهندسی ژن، توالی نوکلئوتیدی آنزیم های برشی  

 
5 Gromacs 
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 در وکتور بیانی از قرار دادن کدون پایان در سازه ژنی امتناع گردید. توالی نوکلئوتیدی به منظور بیان در در باکتری His Taqراهبر 

سازی بهینه(https://www.genscript.com) با استفاده از نرم افزار آنلاین شرکت ژن اسکریپت  (BL21 DE3ی )اکلییشاشر

(.  ژن هدف سنتز شده  Shanghai, Chinaجهت سنتز، ارسال شد )  GenRay Biotechnologyکدون شده و سپس به شرکت  

که با آنزیم های   (+)pET22bبرش و به وکتور بیانی    XhoIو     NcoIهای برشی  تحویل و با استفاده از آنزیم  pUCدر وکتور  

انتقال و تأیید انتقال با استفاده از    E. coliBL21(DE3)مشابه هضم شده است، وارد گردید. محصول واکنش الحاق، به باکتری  

حاوی   BL21(DE3)  یاکلیاشرشروش توالی یابی و هضم آنزیمی مورد تأیید قرار گرفت. به منظور القای بیان ژن، سلول های  

نوترکیب کشت   شدند. سپس    16وکتور  داده  به  میلی   1ساعته  شبانه  از کشت  محیط کشت    49لیتر  لیتر  حاوی   LBمیلی  مایع 

شرایط کشت میکروبی در انکوباتور    OD=600در    6/0درصد( منتقل و تا زمان رسیدن غلظت سلول ها به    1سیلین )بیوتیک آمپی آنتی

درجه سانتیگراد فراهم گردید. سپس به منظور القای بیان ژن، نمونه صفر برداشته و القاگر    37و دمای    RPM  110شیکردار با دور  

6IPTG    برداری تولید پروتئین نوترکیب صورت پذیرفت.  پروتئین  مولار به محیط کشت اضافه و هر ساعت نمونه میلی  1با غلظت

 (.  Taghizadegan et al. 2020بارگذاری شد ) SDS-PAGEنهایی جهت بررسی بر روی ژل 

با   BL21(DE3)اشرشیاکلی لیتر محیط کشت حاوی باکتری میلی 500بدین منظور، : سازی پروتئین نوترکیب خالص

 Das etیک درصد القاء و سپس با استفاده از روش شوک اسمزی ، پروتئین از دیواره سلولی جداسازی گردید )  IPTGاستفاده از  

al. 2013  7هیپرتونیکلیتر از بافر  میلی  200(. بدین منظور  (HCl 30 mM, EDTA 1 mM and Sucrose 20%, -Tris

pH=8دار دقیقه بر روی یخ انکوبه گردید. سپس محلول با استفاده از سانتریفیوژ یخچال  30های باکتری اضافه و به مدت  ( به سلول

 mM 5) 8هیپوتونیک لیتر از بافر  میلی 200آوری گردید. سپس سانتریفیوژ و  محلول رویی جمع  rpm  8000دقیقه در   20به مدت 

4MgSOدقیقه در    20دقیقه بر روی یخ قرار داده شد. محصول به مدت    30ها اضافه و به مدت  (  به پلتrpm  8000   سانتریفیوژ

مرحله رویی  بخش  شد.  آوری  جمع  رویی  بخش  و و  ) هیپرتونیک  لیزکننده  محلول  در  و  ترکیب  هم  با   mM 50هیپوتونیک 

, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH: 8.04PO2NaH  ساعت دیالیز گردید. سپس محلول بدست آمده   16( به مدت

سازی پروتئین مورد استفاده قرار گرفت. به منظور  )ترموفیشر ساینتیفیک، امریکا( برای خالص  Ni-NTAمطابق دستورالعمل کیت  

(. همچنین غلظت Das et al. 2013برده شد )  SDS-PAGEسازی شده، محصول بر روی ژل  بررسی کیفیت پروتئین خالص

 گیری قرار گرفت.  مورد اندازه ((Bradford 1976پروتئین استخراجی با استفاده از روش برادفورد 

به منظور بررسی عملکرد پروتئین نوترکیب تولید شده در این :  Aبررسی سمیت سلولی پروتئین نوترکیب ریسین  

بر رده سلول نوترکیب ریسین  بررسی سمیت پروتئین  از روش  بدین منظور،   A431های سرطانی پوست  مطالعه،  استفاده گردید. 

 
6 Isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranoside 
7  Hypertonic 
8 Hypotonic 
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ساعت    72درجه سانتیگراد به مدت    37درصد دی اکسید کربن و دمای    5خانه تحت شرایط    96های  در چاهک  A431های  سلول

، 500،  100غلظت مختلف از پروتئین نوترکیب ریسین )  5کشت داده شدند.    FBSدرصد    10به همراه    RPMIدر محیط کشت  

ها با استفاده از ازمون  اضافه و سپس حیات سلول  A431های سرطانی  نانوگرم( در سه تکرار بر روی سلول  2000،  1500،  1000

MTT  ها، سمیت سلولی آنزیم با  مورد بررسی قرار گرفت. همچنین به منظور بررسی قدرت پروتئین ریسین در از بین بردن سلول

های ها نیز با غلظتئین به داخل سلولدهنده پروتشرکت اینویتروژن )امریکا( به عنوان حامل انتقال  LTXاستفاده از لیپوفکتامین  

لیتر از محلول میلی  20(. به منظور برآورد میزان سمیت سلولی،  Rust et al. 2015نانوگرم( انجام شد )  500،  400،  300،  200،  100)

PBS    3لیتر از ماده  گرم در میلیمیلی  5حاوی-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide   

(MTT)  دقیقه در تاریک خانه بر روی شیکر گذاشته شد. سپس تغییر رنگ با استفاده از دستگاه   10ها اضافه و به مدت  به روی سلول

 (.  Zhu et al. 2017نانومتر مورد آزمون قرار گرفت )  590در  Epochرنگ سنجی 

 

 نتایج و بحث 

ها نشان داده که سطح غشای گزارش:  بارالکتریکی سطحی پروتئین-بررسی دینامیک مولکولی پروتئین ریسین

های با بارالکتریکی مثبت تمایل  رو، پروتئین (. از این Chen et al. 2016های سرطانی دارای بار الکتریکی منفی است )سلولی سلول

ها نشان داده که اسیدآمینه آلانین )غیرقطبی( نقش  های سرطانی دارند. در این خصوص گزارشبیشتری برای اتصال به دیواره سلول

( دارد  پروتئین  بارالکتریکی سطحی  افزایش  در  نتایج  (Chen et al. 2012; Sokołowska et al. 2011بسزایی  بررسی    .

نانوثانیه    50( به مدت  P250Aو     R134A  ،L214A  ،R31Aهای  یافته )جهشدینامیک مولکولی بین پروتئین طبیعی و جهش

داد، که مهندسی پروتئین ریسین و تغییر آمینواسیدها به شکل مؤثری سبب افزایش بارالکتریکی مثبت سطحی پروتئین گردیده  نشان

( نشاندهنده بارمنفی سطح پروتئین است که در پروتئین جهش یافته این نواحی به شکل  1(. نواحی قرمز در شکل )1شکل  است )

رسیده است.   -622/58تا    622/58به    -745/54تا    845/54داری کاهش یافته است. همچنین دامنه شارژسطحی پروتئین از  معنی

این نتایج نشان داد افزایش بارالکتریکی سطحی در پروتئین جهش یافته، دامنه بارالکتریکی سطحی نیز افزایش یافته است. همچنین 

تواند منجر به افزایش ورود توکسین از طریق فرآیند اندوسیتوز به  می  داد که افزایش بارالکتریکی سطحی پروتئین   گزارش ها نشان 

کننده کاهش اثر دستیابی به این مهم خود تسهیل(.  Sokołowska et al. 2011  ،Taghizadegan et al. 2020سلول گردد )

 باشد. با توجه به حفظ اسیدهای آمینه جایگاه کاتالیکی آنزیمی، انتظارهای مجاور با افزایش ورود به سلول میسمیت برای سلول

به لحاظ عملکردی قویمی نداشته و  آنزیم ریسین کاهش  آنزیمی ریسین شامل  رود که قدرت فعالیت  تر گردد. جایگاه کاتالیکی 

( که به لحاظ ساختار Kim et al. 1992است )  Y123و    Y80، )تیروزین(  E177، )گلوتامیک(  R180اسیدهای آمینه )آرژنین(  

 ( دارد.  P250Aو  R134A ،L214A ،R31Aیافته )های جهشپروتئینی فاصله زیادی به محل
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از  1شکل   بعد  ریسین  پروتئین  بارالکتریکی سطحی  بررسی   .50  ( ترمودینامیکی.  در شرایط  (: Aنانوثانیه 

محاسبه شارژ سطحی پروتئین  بر اساس اسید  یافته. )(: پروتئین ریسین جهش Bپروتئین ریسین طبیعی )

امینه های شرکت کننده با استفاده از نرم افزار های بیوانفورماتیک بعد از مدل سازی و شبیه سازی با نرم  

محاسبه و نشان دهنده افزایش شارژ سطحی پروتئین  )بار مثیت( جهش یافته می باشد که با   pymolافزار  

توجه به شارژسطحی منفی سلول های سرطانی باعث افزایش نفوذ ایمنوتوکسین به سلول های سرطانی از  

زیر شکل    و همچنین افزایش دامنه بار الکتریکی در   1طریق آندوسیتوز می شود. )افزایش رنگ آبی در شکل  

 هنده افزایش بار الکتریکی پروتئین جهش یافته می باشد( نشان د

Figure 1. Checking the surface charge of ricin protein after 50 nanoseconds in 

thermodynamic conditions. (A): normal ricin protein (B): mutant ricin protein. (Calculation 

of protein surface charge based on amino acids of the participants using bioinformatic 

software after modeling and simulation with Pymol software shows an increase in the 

surface charge of the mutated protein, which according to the negative surface charge of 

cancer cells increases the penetration of immunotoxin into cancer cells through endocytosis) 

 

ساختاری سه بعدی در ترین و معتبرترین روش آنالیز  دقیق:  یافتهمقایسه رفتار دینامیکی ریسین طبیعی با جهش 

است که معیاری از میزان پایداری ساختار پپتید در شرایط دینامیک   (RMSD)  انحرافات  مجذور  متوسط   دینامیک مولکولی، جذر

یافته  ( برای پروتئین ریسین طبیعی با جهش A2در شکل )  RMSD(. مقایسه دو نمودار  Aier et al. 2016باشد )می   مولکولی

  ی الگو   افتهیجهش   ن ئیدر پروت  ی اجهش نقطه  یهامحل در  دهایاس  نویآم  ی توال  در   رییبه علت تغ  ن یپروتئ  دو  هر   اگرچه داد که    نشان

نشان    (یو توابع مولکول  ها، حرکت مولکولهاساخنار مولکول  نیروابط ب  ی)بررس  یمولکول  کینامید  جینتا  اماندارند،    یمشابه   قایدق
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یافته تقریبا پایدار شده و نوسانات  نانوثانیه به بعد، ریسین جهش   20یافته بیشتر است. از زمان  دهد که پایداری در نمونه جهشمی

نوسان دارد )شکل    30کوچکی دارد این در حالیست که در زمان     مجذور   میانگین   (. جذرA2نانوثانیه در ریسین طبیعی همچنان 

پذیری اسیدهای آمینه بین نمونه  یک پروتئین است. بررسی انعطاف   های آمینهاسید   پذیریانعطاف  دهندهنشان (  RMSF)  نوسانات

یافته تأثیری بر انعطاف پروتئین ریسین نداشته و دارای  دهد که تغییر اسیدهای آمینه در نمونه جهشمی   یافته نشانطبیعی و جهش 

در بین دو  (  250و     31،  214،  134(. مقایسه اسیدهای آمینه نقاط جهش یافته )B2باشند )شکل  می  الگوی کاملا مشابه با یکدیگر 

یافته داشته که این به نوبه خود سبب عدم تغییر عملکردی  ( نشان از تعادل یکسان اسیدهای آمینه طبیعی و جهش B2نمودار شکل )

با شعاع ژیراسیون )پروتئین می بررس  جینتا(.  C  2گردد )شکل  می  ( توصیفRgگردد. میزان فشردگی پروتئین  از  شعاع   یحاصل 

سازی اگرچه که دارای نوساناتی است اما  یافته در مقایسه با نمونه طبیعی در طول شبیه پروتئین ریسین جهش  نشان داد که  ونیراسیژ

جهش یافته آن در قالب نهایی آنالیز دینامیک    باشد. ساختار سه بعدی پروتئین ریسین طبیعی ومی  از تراکم ساختاری مناسبی برخوردار 

آمینواسید    4(.  همردیفی ساختاری نشان داد که تغییر در  3درصدی ساختاری دارد )شکل    100نانوثانیه( نشان از مشابهت    50مولکولی )

جهش با عدم تغییر در ساختار   کاندید، هیچ نوع تغییری در ساختار اصلی پروتئین به وجود نیاورده است. مطالعات نشان داده که ایجاد 

(. گرچه هر دو پروتئین به علت تغییر در توالی آمینو  Chen et al. 2016تواند تضمین کننده عملکرد آنزیم باشد )می   سوم پروتئین 

ی روابط  ای در پروتئین جهش یافته الگوی دقیقا مشابهی ندارند، اما نتایج دینامیک مولکولی )بررسهای جهش نقطهاسیدها در محل

ها و توابع مولکولی(  و بررسی خواص ترمودینامیکی )مانند دما، چگالی، حجم، فشار و ...( با ها، حرکت مولکولبین ساخنار مولکول

استفاده از نرم افزار گرومکس نشان دهنده عدم تغییر در ساختار اساسی پروتئین  و تشابه ساختاری بالای دو نوع پروتئین  می باشد  

ئین  و آمینواسید ها و بخصوص  عدم تغییر توالی آمینواسیدها در سایت های و با توجه به عدم تغییر در ساختار اساسی دو نوع پروت

 کاتالیتیکی )جایگاههای فعال آنزیم( در فعالیت آنزیمی و عملکرد دو نوع پروتئین  تغییری ایجاد نشده است. 

کیلو دالتون با  33یافته با وزن مولکولی حدودی  تولید پروتئین نوترکیب ریسین جهش:  تولید پروتئین نوترکیب ریسین 

از   NI-NTA(. همچنین این پروتئین نوترکیب با استفاده از ستون  4مورد تأیید قرار گرفت )شکل    SDS-PAGEاستفاده از ژل  

گرم در  میلی  19سازی شد. غلظت پروتئین خالص شده با استفاده از روش برادفورد،  عصاره دیواره سلولی با کیفیت مناسب خالص

در ساعت    BL21(DE3)  اشرشیاکلیلیتر محاسبه گردید. عدم مشاهده باند پروتئین ریسین در محتویات سیتوپلاسمیک سلولی  میلی

(. این پروتئین نوترکیب وزن مولکولی کمتری S5و    S4،  4دارد )شکل    pelBنشان از عملکرد صحیح سازه و  پپتید راهبر    5و    2

در   9نسبت به پروتئین ریسین طبیعی دارد. اهمیت تولید پروتئین در دیواره سلولی، ناشی از عدم تولید پروتئین در شکل انکلوژن بادی

تواند دارای عملکرد  سیتوپلاسم است. انکلوژن بادی فرمی از تولید پروتئین است که در آن پروتئین ساختار خود را حفظ نکرده و نمی 

توان تاخوردگی مجدد پروتئین (. اگرچه که روش های آزمایشگاهی وجود دارد که با استفاده از آن می Carrio et al. 2000باشد )

 
9 Inclusion Body 
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(.  Singh et al. 2015)   های تولید شده و بازدهی بسیار پایینی را دارند ها سبب افزایش چشمگیر هزینه را ایجاد نمود، اما این روش 

سازد که بیان  می  این امکان را فراهم  pET22(b)با استفاده از وکتور    یاکلیاشرشها در باکتری  سازی تولید آنزیم رو، بهینه از این 

سازی تولید پروتئین نوترکیب با توجه به  در دیواره سلولی صورت پذیرد. البته فرآیند بهینه  pelBپروتئین با استفاده از سیگنال پپتید  

بادی انکلوژن  بیان، دز بالای القاگر و بیان تحت    یاکلیاشرش ها در  اینکه تولید  بیان پروتئین، دمای بالای  به مواردی مانند سطح 

 (.  Carrio et al. 2000تگی دارد، باید تنظیم گردد )بری بسهای قوی پیشسیستم

 

 

انحراف  (: تغییرات  Aنانوثانیه شبیه سازی. )  50نوسانات ساختاری پروتئین ریسین در طول  . آنالیز  2شکل  

شعاع  (: تغییرات  Cو )  (  RMSFنوسانات جذر میانگین مربعات )(: تغییرات  B، )( RMSDجذر میانگین مربعات )

 ( Rgژیراسیون )

Figure 2. Analysis of structural fluctuations of ricin protein during 50 ns of simulation. (A): 

RMSD changes, (B): RMSF changes and (C): Rg changes 

 



 1403و همکاران،  رحمانی

133 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

یافته. رنگ سبز مربوط به پروتئین ریسین طبیعی و رنگ . همردیفی پروتئین ریسین طبیعی با جهش 3شکل  

 های ایجاد جهش استدهنده محل باشد. رنگ قرمز نشانمی یافتهآبی مربوط به ریسین جهش 

Figure 3. Alignment of normal and mutant ricin protein. The green and blue colors 

correspond to natural ricin and mutated ricin, respectively. The red color indicates the 

locations of the mutations 

 

به منظور برآورد اثر پروتئین نوترکیب ریسین تولید :  A431های  بررسی سمیت سلولی ریسین بر روی سلول 

انتقال پروتئین به داخل سلول با  شده بر روی سلول  های سرطانی، آزمون سمیت سلولی با مجاورت پروتئین با سلول و همچنین 

)غلظتی از دارو که در نتیجه    IC50و با استفاده از مختصات نقطه با توجه به تعریف    5موفقیت انجام شد. با توجه به نمودار شکل   

پروتئین  نوترکیب ریسین تولید شده در این مطالعه بر روی سلول   IC50درصد از رشد سلول ها جلوگیری می شود( در نتیجه    50آن  

حدود    LTXبا استفاده از حامل لیپوفکتامین  برای این پروتئین     IC50نانوگرم بر میلی لیتر می باشد و    320های سرطانی حدود  

نانوگرم بر میلی لیتر گزارش   71/81پروتئین  طبیعی ریسین حدود    IC50(. در حالی که   5نانوگرم بر میلی لیتر می باشد )شکل    200

نانوگرم   500همچنین نتایج نشان داد که پروتئین ریسین تولید شده در این مطالعه، در غلظت .  (Naemi et al. 2023شده است )

که، انتقال پروتئین نوترکیب ریسین (. در حالی5( )شکل P<0.05های سرطانی است )لیتر قادر به از بین بردن تمامی سلولدر میلی

ها گردید ها، سبب از بین رفتن تمام سلول لیتر به داخل سلولنانوگرم در میلی   300با غلظت    LTXبا استفاده از حامل لیپوفکتامین  

(P<0.05  این نتیجه به نوبه خود نشان می5( )شکل .)  دهد که تغییر آمینو اسیدها سبب شده که از میزان سمیت سطحی سلولی
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بادی پانتومومب موفق به ایجاد مرگ آنتی ScfVدر اتصال با  Aپروتئین ریسین کاسته شود. محققان با بکارگیری توکسین ریسین  

 و ریسین  ScfV(. اگرچه که این غلظت مربوط به پروتئین Naemi et al. 2023نانوگرم شدند )   71/81در غلظت  IC50سلولی 

های سرطانی  ای برای سلولدهد پروتئین طبیعی ریسین دارای سمیت بالای کنترل نشدهمی  باشد، اما به لحاظ عملکردی نشان می

 شود. می و سالم است که این سبب ایجاد عوارض دارویی بالا برای بیماران 

 

.  SDS-PAGE. بررسی پروتئین نوترکیب ریسین جهش یافته تولید شده در دیواره سلولی بر روی  4شکل  

S1  ،پروتئین ریسین خالص سازی شده با ستون نیکل :S2  ،مارکر پروتئین شرکت سیناژن :S3  پروتئین حاضر :

ساعت    2: محتویات سیتوپلاسمیک سلول در  IPTG  ،S4ساعت بعد از القا با    2در دیواره سلولی باکتری در  

: محتویات  IPTG  ،S6ساعت بعد از القا با    5: پروتئین حاضر در دیواره سلولی باکتری  IPTG  ،S5بعد از القا با  

 IPTGساعت بعد از القا با  5سیتوپلاسمیک سلول 

Figure 4. Examination of the recombinant Ricin protein produced in the cell wall on SDS-

PAGE. S1: ricin protein purified by nickel column, S2: Cinagen protein marker, S3: protein 

present in the bacterial cell wall at 2 hours after induction with IPTG, S4: cytoplasmic 

contents of cells at 2 hours after induction with IPTG, S5: protein present in the bacterial 

cell wall at 5 hours after induction with IPTG, S6: cytoplasmic contents of cells at 5 hours 

after induction with IPTG 
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با پروتئین نوترکیب ریسین و انتقال دهنده    A431های سرطانی پوست رده  برای سلول  MTT. آزمون  5شکل  

 لیپوفکتامین

Figure 5. MTT assay for A431 cells with recombinant ricin protein and lipofectamine 

transporter 

دهد که اهداف اصلی در نظر گرفته شده برای مهندسی آنزیم ریسین  می  نتایج بدست آمده در این مطالعه نشان:  نتیجه گیری

با استفاده از دینامیک مولکولی به شکل کامل بدست آمده است. دستیابی به بارالکتریکی سطحی بالاتر که خود تضمینی بر ورود 

پژوهش ارائه شده است. همچنین بهتر پروتئین ریسین به داخل سلول و کاهش سمیت سلولی است به عنوان مهمترین دستاورد این 

عدم تغییر در ساختار عملکردی پروتئین و حفظ ساختار سوم پروتئین منطبق با نمونه طبیعی آنزیم نشان از دقت مهندسی انجام شده 

 مولکولی   باشد. نتایج آزمایشگاهی بدست آمده تأییدی قوی برای فرآیند مهندسی با استفاده از روش دینامیکمی   بر روی پروتئین

یافته با سمیت سطح سلولی کمتر نسبت به نمونه طبیعی و عملکرد قوی در داخل سلول  باشد. دستیابی به پروتئین ریسین جهشمی

تولید می  نشان در  توکسین  عنوان  به  بکارگیری  جهت  مناسب  بسیار  کاندیدای  مطالعه  این  در  شده  تولید  پروتئین  که  دهد 

 ها است.  ایمونوتوکسین

قالب کد طرح  :  سپاسگزاری در  فردوسی مشهد  دانشگاه  مالی  با حمایت  پژوهش  که   49206این  است  پذیرفته  صورت 

 دانند از آن دانشگاه محترم تشکر و قدردانی نمایند. می نویسندگان بر خود لازم 
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