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  به عنوان يك كانديداي دارويي ضد سرطان  DT386-BR2تن ايمني فيوژن پروتئين  ارزيابي درون

  در مدل موشي
  

  4يآباد نجف انيجهان يعل، 3، محمد رباني2، راضيه انتشاري1فاطمه شفيعي
  
  

  چكيده
هاي شيميايي  هاي دارويي و عوارض جانبي درمان باشد و با توجه به گسترش روزافزون مقاومت ترين مشكلات مرتبط با سلامتي مي سرطان يكي از بزرگ مقدمه:

فيوژن پروتئيني مركب از بخش كاتاليتيك باشد. در مطالعات قبلي،  عوارض جانبي محدود، موضوع تحقيقات بسياري در علوم پزشكي مي فعلي، توليد داروهاي هدفمند با
تن،  توليد شد. مطالعات اوليه برون )DT386-BR2به عنوان عامل هدفمند كننده ( BR2و داخل غشايي سم ديفتري، به عنوان عامل كشنده و پپتيد ضد ميكروبي 

بر  DT386-BR2تن سميت ناشي از پروتئين  ي حاضر، ارزيابي درون هاي سلولي سرطاني نشان داد. هدف از انجام مطالعه اثرات ضد سرطاني انتخابي بر روي رده
  .هاي سفيد سالم بود روي موش

 بر كروماتوگرافي از استفاده با و توليد Escherichia coli باكتري در نوتركيب DNA تكنولوژي از استفاده با DT386-BR2 پروتئين فيوژن ابتدا، در ها: روش
 صفاقي داخل صورت به سالم هاي سفيد موش در) ميكروگرم/روز 300و  150 ،75 ،60 ،30 ،15( مختلف هاي غلظت با سپس، و گرديد سازي خالص نيكل ستون ي پايه
ها، از نظر وضعيت زنده ماندن، دماي بدن، ميزان تغييرات وزن و ميزان مصرف غذا براي دو هفته بعد از  هر گروه سه تايي از موش .گرديد تزريق متوالي روز 5 مدت به و

 .سالين تزريق شد آخرين تزريق مورد ارزيابي قرار گرفتند. به گروه شاهد منفي نيز نرمال

هاي مختلف در مقايسه با  هاي مواجه شده با فيوژن پروتئين در غلظت ، دماي بدن و ميزان تغييرات وزن موشداري بين ميزان زنده ماندن هيچ تفاوت معني ها: يافته
 .هاي سالم مشاهده نگرديد و با افزايش غلظت پروتئين، هيچ گونه عوارض سويي در موش )P < 05/0شاهد منفي وجود نداشت (

هاي فارماكوكينتيك و  تن پيش باليني به منظور تعيين ويژگي يك كانديداي دارويي مناسب در مطالعات درونتواند به عنوان  اين فيوژن پروتئين، مي گيري: نتيجه
  .فارماكوديناميك آن در مدل موشي زنوگرافت مورد ارزيابي قرار گيرد

  ، سميت، ايمني، موشسم ديفتريايمنوتوكسين،  واژگان كليدي:

  
به عنوان يك  DT386-BR2تن ايمني فيوژن پروتئين  ارزيابي درون .يعل يآباد نجف انيجهانشفيعي فاطمه، انتشاري راضيه، رباني محمد،  ارجاع:

  655- 661): 433( 35؛ 1396مجله دانشكده پزشكي اصفهان . كانديداي دارويي ضد سرطان در مدل موشي

  
  مقدمه

هاي نوتركيبي هستند كه از دو جزء مختلـف   ها، پروتئين ايمنوتوكسين
) كه باعـث  Targeting moietyاند؛ جزء هدفمند كننده ( تشكيل يافته

شـود و جـزء    ويژه مـي  هاي شناسايي يك ليگاند خاص بر روي سلول
هـاي انتخـاب    ) كه باعث از بين رفـتن سـلول  Toxic moietyسمي (
)، يك پپتيد ضد ميكروبي است Buforin). بوفورين (1شود ( شده مي

هاي سرطاني بـه سـلول وارد    كه با ايجاد منافذ موقتي در غشاي سلول
هاي طبيعي اثر سوئي اعمال كنـد و   شود، بدون اين كه روي سلول مي
هاي جديد  ن باعث شده است كه اين پپتيد، در طراحي ايمنوتوكسيناي

). از طـرف ديگـر، توكسـين ديفتـري     2-4مورد استفاده قـرار گيـرد (  
)Diphtheria toxin  ياDT    پركـاربردترين توكسـين باكتريـايي در ،(

اي كـه بـا    آيـد؛ بـه گونـه    ها به شمار مي طراحي و توليد ايمنوتوكسين

 پژوهشيمقاله
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ي ايـن توكسـين بـا     تصـل شـونده بـه گيرنـده    جايگزين كردن دمين م
هاي مختلفـي توليـد    توان ايمنوتوكسين هاي هدفمند كننده، مي موتيف
). بر اين اساس، در مطالعات قبلي فيوژن پروتئيني ايجاد گرديد 5كرد (

هاي سـرطاني   (پپتيدي از مشتقات بوفورين كه سلول BR2كه حاوي 
)، 6دهـد) (  هدف قرار مي تر از بوفورين مورد را به صورت اختصاصي

ــين ــك (  دم ــاي كاتاليتي ــرانسCatalytic domainه ــران  ) و ت   ممب
)Trans-membrane) توكسين ديفتري (DT3867باشد ( ) مي.(  

مطالعات مرتبط با ارزيابي اثرات سميت اختصاصـي ايـن فيـوژن    
هاي سـلولي نشـان داد كـه ايـن پـروتئين، داراي       پروتئين بر روي رده

هـاي سـلولي سـرطاني     داري بـر روي رده  سيك معنـي اثرات سيتوتوك
Michigan cancer foundation-7 )MCF-7 و (HeLa   به ترتيـب)

  و  08/2در حـدود   IC50يـا   Inhibitory concentration 50%بـا  
هاي سلولي  ليتر) است؛ در حالي كه روي رده ميكروگرم بر ميلي 55/0

) و Human umbilical vein endothelial cells )HUVECطبيعي 
Human embryonic kidney 293 )HEK 293 ــرات ــد اث ) فاق

ن، با توجه به نتايج اميدبخش ). بنابراي7( داري بود سيتوتوكسيك معني
مطالعات سلولي، به عنوان اولين قدم در انجام مطالعـات پـيش بـاليني    

ي حاضر، ارزيابي ايمني و سميت اختصاصي اين  درون تن، در مطالعه
فيوژن پروتيئن بر روي مدل موشي سالم انجام شد تا بتوان از نتايج آن 

ــين وي   ــامل تعي ــات ش ــدي مطالع ــيدر طراحــي مراحــل بع ــاي  ژگ ه
  .فارماكوكينتيك و فارماكوديناميك اين تركيب بهره برد

  
  ها روش

طــي مطالعــات قبلــي توليــد،  DT386-BR2فيــوژن پــروتئين  :مــواد
سازي و تعيين مقدار گرديد كه در زير به صورت خلاصه ذكـر   خالص

) كه همگـي نـر و   Albinoهاي سفيد نژاد آلبينو ( گرديده است. موش
ــدوده ــي داراي مح ــه  20-30 ي وزن ــد. از لان ــرم بودن ــات  گ ي حيوان

ي داروسازي اصفهان تهيه شدند. مواد شيميايي مختلف مورد  دانشكده
  هاي معتبر خريداري گرديدند. استفاده در اين طرح از شركت

ــتول ــالص و دي ــاز خ ــف يس ــروتئ وژني  :DT386-BR2 نيپ
)، براي توليد پروتئين 7طوري كه در مطالعات قبلي ذكر گرديد ( همان

 Escherichia coliهـاي پـذيراي    از باكتري DT386-BR2نوتركيب 
BL21 (DE3)     استفاده گرديد. براي اين منظـور پلاسـميد نوتركيـب

pET28-DT386-BR2    در اين باكتري ترانسفرم گرديد. القـاي بيـان
 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranosideي  نيــز بــه وســيله  

)IPTG(  سازي اين  مولار انجام شد و در نهايت، خالص ميلي 1با غلظت
ي ستون نيكل صـورت   پروتئين با استفاده از كروماتوگرافي تمايلي بر پايه

سـازي بـا اسـتفاده از تكنيـك      گرفت. در هر مرحله، تأييد بيان و خـالص 
Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gel electrophoresisا 

)SDS-PAGE.مورد ارزيابي قرار گرفت (  
ــه يســاز آمــاده ــرا هــا نمون حــذف  :تــن درون مطالعــات يب

ساكاريد از پروتئين خالص شده با اسـتفاده از تكنيـك تريتـون     ليپوپلي
X114  بـا اسـتفاده از روش    آنو ارزيابي كارايي اين روش در حذف  

Limulus amebocyte lysate )LAL ) بـه صـورت   8) انجام شـد .(
درصد به محلـول پروتئينـي    1با غلظت نهايي  X114خلاصه، تريتون 

  دقيقـه در دمـاي    30اضافه گرديد و پس از مخلوط شـدن، بـه مـدت    
ي  درجـه  37دقيقـه در دمـاي    10گـراد، بـه مـدت     ي سـانتي  درجه 4

در  هـا  گراد گرماگذاري شد. در آخرين مرحله، سانتريفيوژ نمونه سانتي
 g 20000 دقيقه و با دور 15براي مدت گراد  ي سانتي درجه 25دماي 

مرتبه تكرار شـد. در هـر مرحلـه،     3ي اين مراحل،  انجام گرديد. كليه
آوري شـد و   بخش مايع كه حاوي فيوژن پروتئين مورد نظر بود، جمع

مورد استفاده قرار گرفت. بعد  X114براي اضافه كردن مجدد تريتون 
ي ديـاليز و بـا    اين مراحل، عمليات تعويض بـافر بـه وسـيله   از اتمام 

Phosphate buffered saline )PBS) (4/7  =pH   انجـام شـد. در (
گيري شد  اندازه Bradfordنهايت، غلظت پروتئين با استفاده از معرف 

گيـري مقـدار اندوتوكسـين     هـا جهـت انـدازه    ) و همچنين، نمونـه 9(
ايــران ارســال گرديــد. در نهايــت،  مانــده، بــه انســتيتو پاســتور بــاقي
گـراد نگهـداري    ي سـانتي  درجـه  -70هـا در دمـاي    ي نمونه مانده باقي

  گرديد تا براي مراحل بعدي مطالعه مورد استفاده قرار گيرد. 
 DT386-BR2 نيپـروتئ  وژنيف ياختصاص ريغ تيسم يابيارز

ي  هـاي حيـواني توسـط كميتـه     ي آزمـايش  همه :تن درون صورت به
 Ethics Committee ofدانشـگاه علـوم پزشـكي اصـفهان (    اخـلاق  

Isfahan University of Medical Sciences   مورد ارزيـابي قـرار (
ي ملـي محافظـت و اسـتفاده از     گرفت و بر طبق دستورالعمل مؤسسه

 National Institute of Health Guide forحيوانات آزمايشگاهي (

the Care and Use of Laboratory Animals ) 10) اجرا گرديـد .(
، DT386-BR2به منظور تعيين سميت غيراختصاصي فيوژن پروتئين 

هاي سفيد سالم مورد استفاده قرار گرفتنـد. بـراي ايـن منظـور،      موش
شـدند    هاي مورد استفاده در دو گروه مورد و شاهد منفي تقسيم موش

و  150، 75، 60، 30، 15هـاي مختلفـي از فيـوژن پـروتئين (     و غلظت
هـاي گـروه    ميكروگرم/روز) به صورت داخل صفاقي بـه مـوش   300

روز متوالي مورد تزريق غلظت  5مورد تزريق گرديد. هر موش، براي 
روز از نظر دمـاي   15مشخصي از فيوژن پروتئين قرار گرفت و براي 

بدن، وضعيت زنده مانـدن، ميـزان وزن و ميـزان مصـرف غـذا مـورد       
مـورد   PBSاي گروه شاهد منفـي نيـز بـا    ه ارزيابي قرار گرفت. موش

  تزريق قرار گرفتند.
   20ي  نســــخه SPSSافــــزار  نــــرم ي:آمــــار يزهــــايآنال

)version 20, IBM Corporation, Armonk, NY به منظور آناليز (
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 با كه ييها موش بدن وزن يرو يدار يمعن رييتغ. ها موش بدن وزن يرو بر DT386-BR2 نيپروتئ وژنيف از مختلف يها غلظت يصفاق داخل قيتزر ريتأث. 3 شكل
هاي گروه شاهد منفي مشاهده نشد  ميكروگرم/روز) مورد تزريق قرار گرفتند، در مقايسه با موش 300و  150، 75، 60، 30، 15( نيپروتئ وژنيف از مختلف يها غلظت
)05/0 > Pها مربوط به ميانگين وزن سه موش در هر گروه است. باشد. داده ها مربوط به بعد از اولين تزريق تا يك هفته بعد از پنجمين تزريق مي ). داده  
  

ها، نشان  هاي مربوط به ميزان مصرف غذا در موش آناليزهاي داده
هـا، ميـزان    داد كه با افزايش غلظت فيوژن پروتئين تزريقي بـه مـوش  

ــه مــوش    هــاي گــروه شــاهد كــاهش يافــت   مصــرف غــذا نســبت ب
)05/0 < Pهاي گروه شاهد به طور متوسط مقدار مصرف  ). در موش

هـاي   گرم بود كه در مقايسه با مـوش  54/1غذا در طول زمان برابر با 
ي بالاترين غلظت از فيوژن پروتئين كه ميـزان مصـرف    دريافت كننده
داري  گرم بود، به طور معنـي  2/1ها به طور متوسط  ي آن غذاي روزانه

هايي كه دز ثابتي از فيـوژن پـروتئين را    موشبيشتر بود. از طرفي، در 
روز بررسي، ميـزان مصـرف غـذاي     15دريافت كرده بودند، در طول 

  ).4داري نشان نداد (شكل  ها كاهش معني موش
ها، مشاهدات حاكي از آن بود كـه بـا    در مورد قابليت بقاي موش

هـا   گذشت زمان و افزايش غلظت فيوژن پروتئين، هيچ كدام از مـوش 
ر مرگ و مير نشدند. بنابراين، فيوژن پروتئين مورد بررسي، فاقـد  دچا

  باشد. هاي سالم مي سميت غير اختصاصي بر روي موش
  

  
طور كه در نمودار نيز  ها. همان بر روي ميزان مصرف غذاي موش DT386-BR2هاي مختلف از فيوژن پروتئين  . تأثير تزريق داخل صفاقي غلظت4شكل 

 زانيم كه است يحال در نيا. هاي گروه مورد، ميزان مصرف غذا نسبت به گروه شاهد كاهش يافت مشهود است، با افزايش غلظت پروتئين تزريقي به موش
ها مربوط به بعد از اولين تزريق تا دو  ). دادهP < 05/0( نداشت يدار يمعن رييتغ ،يقيتزر يدزها شيافزا با و زمان طول در گروه كي يها موش در غذا مصرف

  ها مربوط به ميانگين مصرف غذاي سه موش در هر گروه است. باشد. داده هفته بعد از پنجمين تزريق مي
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  بحث
هدف از انجام اين مطالعه، ارزيابي سميت غيـر اختصاصـي و ايمنـي    

درمـاني بـر    به عنوان يك داروي شيمي DT386-BR2فيوژن پروتئين 
هـاي سـالم بـود كـه بـه صـورت هدفمنـد باعـث مـرگ           روي موش

  شود. هاي سرطاني مي سلول
هاي موشي در حالت طبيعي نسـبت بـه توكسـين ديفتـري      سلول

ميكروگرم بر كيلوگرم مقاوم هستند  100تر از هاي بالا حتي در غلظت
هـاي توكسـين ديفتـري بـر روي      كه اين به دليل عدم حضور گيرنـده 

اي،  اي كــه در مطالعــه )؛ بــه گونــه11باشــد ( هــاي موشــي مــي ســلول
ي  ها توانايي توليد نوتركيـب گيرنـده   ژنيك كه در آن هاي ترانس موش

سـين ديفتـري حساسـيت    توكسين ديفتري القا شده بود، نسبت به توك
ها، در مواجهه بـا توكسـين    بالايي كسب كردند تا حدي كه اين موش

  نـانوگرم بـر كيلـوگرم، دچـار مـرگ شـدند        100ديفتري بـا غلظـت   
). در حالي كه اين دز، بـا دز حسـاس بـراي انسـان و سـاير      13-12(

  موجودات حساس به توكسين ديفتري، برابر است.
ين صورت توليد شدند، بعـدها بـه   ژنيك كه به ا هاي ترانس موش

هاي مختلف توكسين ديفتـري مـورد    ي جنبه عنوان مدلي براي مطالعه
ي حاضر با توجه به ايـن كـه    )، اما در مطالعه12استفاده قرار گرفتند (
هـاي سـرطاني بـه     به داخل سلول DT386-BR2نفوذ فيوژن پروتئين 

هاي سـالم   ششود، از مو در اين پروتئين نسبت داده مي BR2حضور 
به عنوان حيوان آزمايشـگاهي مناسـب جهـت ارزيـابي سـميت غيـر       
اختصاصي فيوژن پروتئين ذكر شده استفاده گرديـد؛ چـرا كـه انتظـار     

هـاي طبيعـي قابليـت نفـوذ      رود اين فيوژن پروتئين به داخل سلول مي
هـاي   نداشته باشد و ورود آن به صورت اختصاصي بـه داخـل سـلول   

  انجام شود.  BR2طريق قسمت سرطاني و آن هم از 
هـاي   هـايي كـه غلظـت    حاضر نشان داد كه موش ي  نتايج مطالعه

دريافت كرده بودند، حتـي   DT386-BR2افزايشي از فيوژن پروتئين 
   ميكروگـــــــرم در روز كـــــــه معـــــــادل 300در غلظـــــــت 

گرم/كيلوگرم/روز بود نيز تغييري از نظر دماي بدن، وزن بدن  ميلي 10
ــرگ و م  ــزان م ــه دز    و مي ــود ك ــه نم ــد توج ــد. باي ــان ندادن ــر نش   ي

گرم/كيلوگرم/روز، بسيار بالاتر از دز قابل تحمل از توكسـين   ميلي 10
ميكروگرم/كيلـوگرم   100باشد كه برابر  ها مي ديفتري طبيعي در موش

  ). 14است (
ي توكسين ديفتري طبيعـي   همچنين، با توجه به اين كه دز كشنده

توان اين فيوژن پـروتئين   يلوگرم است، مينانوگرم بر ك 100در انسان 
هدفمند شده را با توجه به ايمني بالاي آن در مراحل بعدي مطالعـات  

هاي حيواني زنوگرافت واجـد تومورهـاي انسـاني     باليني در مدل پيش
هاي سـرطاني   كن سازي سلول مورد بررسي قرار داد تا از جهت ريشه

  زيابي گردد.هاي سالم ار بدون تأثير سوء بر روي سلول
كه اثـرات   DT386-BR2گيري نهايي اين كه ايمنوتوكسين  نتيجه

هاي سرطاني به اثبـات رسـيده و فاقـد     ضد تكثيري آن بر روي سلول
هاي سفيد سالم حساس بـه ايـن پـروتئين     مسايل ايمني بر روي موش

تواند براي مطالعات بيشتر پيش باليني و باليني به عنوان يك  است، مي
  .مناسب داروي هدفمند ضد سرطان مورد استفاده قرار گيردكانديداي 

  
  تشكر و قدرداني

ي  ي دكتري عمومي داروسازي به شماره نامه اين مقاله برگرفته از پايان
ي داروسازي تصويب و  باشد در دانشكده مي 193038طرح تحقيقاتي 

آوري دانشـگاه علـوم پزشـكي     با حمايت مالي معاونت پژوهش و فن
داننـد از   انجام شده است. نويسندگان مقاله بر خـود لازم مـي  اصفهان 

زحمــات ســركار خــانم فاطمــه مــؤذن كارشــناس آزمايشــگاه گــروه  
 .بيوتكنولوژي دارويي به خاطر همكاري فني ايشان قدرداني كنند
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In-vivo Evaluation of DT386-BR2, A Promising Anticancer Fusion Protein,  

in Mice Model 
 

Fatemeh Shafiee1, Razieh Enteshari2, Mohammad Rabbani3, Ali Jahanian-Najafabadi4 
 
Abstract 
Background: Cancer is one of the greatest health-related problems and due to increasing drug resistance and 
severe side effects of chemotherapeutic agents, production of targeted anticancer agents with lower side effects 
is under consideration. Previously, we produced a fusion protein consisted of catalytic and translocation domains 
of diphtheria toxin (DT386) fused to BR2, a cancer specific cell penetrating peptide. First steps of this study 
showed selective antiproliferative effects of DT386-BR2 on cancer cells but not on normal cell lines. The aim of 
the present study was evaluation of its in-vivo non-specific toxicity in healthy mice.  

Methods: The fusion protein was produced and purified through recombinant DNA technology. Intraperitoneal 
injections with various concentrations of DT386-BR2 were done in healthy mice for five consecutive days and they 
observed for 14 days after the last injection inspecting their food consumption, body weight, body temperature, and 
finally being dead or alive. Negative controls were injected with normal saline solution. 

Findings: There was not any significant effect on temperature, body weight, and viability of mice received 
various concentrations of DT386-BR2 (P < 0.05), and increasing the protein concentration did not show any 
adverse effects on mice. 

Conclusion: DT386-BR2 can be used for further pre-clinical studies to determine its 
pharmacokinetics/pharmacodynamics profiles and evaluation of its anticancer efficacy in suitable xenograft 
animal models. 
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