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 انساني IgG1از  Fcγ1متصل به پروتئاز - HTLV-1نیپروتئ بیمولكول نوترک تولید

 (HTLV-1 protease:hFcγ1) های وابسته به با هدف درمان بیماریHTLV-1 

 
 3آرمان مساوات، 2زادهی، نرگس ول1یریراحله م، 2یرضائ میعبدالرح دی، س1قزل دشت یساناز احمد

 
 

 چکیده

و  پیشگیری، کشوردر  HTLV-1های مرتبط با بیماریشناخته شده است. با توجه به افزایش شیوع  HTLV-1ویروس  بومی یشمال شرق ایران به عنوان منطقه مقدمه:
پیکیا  مخمردر سیستم بیانی  بادی انسانیاز آنتی Fcγ1متصل به قطعه پروتئاز -HTLV-1و تولید حاضر، طراحی  یمطالعه. هدف از باشدمیضروری مؤثر درمان به  دستیابی

 .باشددر مطالعات آینده میویروس پروتئاز ی مهارکنندهو استفاده آن در طراحی  پاستوریس

ابتدا  .وارد شد pPICZαAبیانی  تورک و  NotI و XhoI های آنزیمیمحل جایگاهدر آن  ژن بهینه شده، HTLV-1 protease:hFcγ1سازه ژنی پس از طراحی ها:روش

بر  نوترکیب ژنحاوی های سویه .شد الحاق GS115 پیکیا پاستوریسبا روش الکتروپوریشن به  سپسو  'E. coli TOP10Fبه باکتری کلرید کلسیم روش با  پلاسمید نوترکیب
 .انجام شد وسترن بلاتو  SDS-PAGEدر نهایت، به منظور تأیید بیان پروتئین نوترکیب، . و رشد داده شدندبیوتیك زئوسین انتخاب حاوی آنتی روی محیط کشت

در  انسانی hFcγ1و مولکول  پروتئاز-HTLV-1با استفاده از دو عنصر  HTLV-1 protease:hFcγ1نوترکیب  کلونینگ و بیان پروتئینطراحی،  ی حاضر؛در مطالعه ها:یافته
 یسازهالحاق صحت  است. kDa50 :Mwو   :3/8pIبا  لهیکوزیگل اریبس مریهمودا HTLV-1 protease:hFcγ1نوترکیب  نیپروتئ. انجام گردید پیکیا پاستوریس بیانیسیستم 

 .تأیید شد bp1687 و  bp1388  هایبا تکثیر قطعات به اندازه α-factorو   AOX1جفت پرایمربا استفاده  pPICZαAدر وکتور بیانی نوترکیب 

برای کاندیدای مناسب در طراحی  HTLV-1 protease:hFcγ1نوترکیب  پروتئینراهکاری نوید بخش جهت بکارگیری تواند مینتایج حاصل از این پژوهش،  گیری:نتیجه
 .باشد HTLV-1های وابسته به ی پروتئاز ویروس و درمان بیماریمهارکننده

 HTLV-1 protease:hFcγ1؛ پروتئین نوترکیب پیکیا پاستوریس؛ hFcγ1 ؛زپروتئا-HTLV-1 واژگان کلیدی:

 
پروتئاز - HTLV-1نیپروتئ بیمولكول نوترک تولید .آرمان نرگس، مساوات زادهیراحله، ول یری، ممیعبدالرح دیس یساناز، رضائ قزل دشت یاحمد ارجاع:

مجله دانشکده پزشکی  .HTLV-1با هدف درمان بیماریهای وابسته به  (HTLV-1 protease:hFcγ1)انساني  IgG1از  Fcγ1متصل به 

 .233-224 (:808) 43؛ 1404اصفهان 

 

 مقدمه
او  ا   تروپیککا سانککککع فو ن ل يروس  ین (HTLV-1) 1-و ، سول

نعا  1980كه اخنتین بعر در سعل بوده شنعخته شده   رتروويروس سا

مؤسککنککه م   در  «رسبرت گعلو»پروفنککور  تحقیقعت  در آزمعيشککهعه

شد سرطعن سعزی  شف و جدس ، رتروويريدهدر خعاوسده ، HTLV-1 .ك

تعرتروويروس قرسر دسرد نه و جنس دل . (1) زيرخعاوسده سورتورتروويري

یپ سسکککک .  هعر ت در بروز برخ   HTLV-1سين ويروس دسرسی چ

 Adult T cell) «بعلغین T لنفوم تهعجم  سکک ول»هع سز جم ه بیمعری

leukemia/lymphoma) ATLL  می وپککعت  مرت ب بککع ويروس »و

یا سککک ول  HTLV-1 associated) «1-نکککعا  او سا T لنفوتروپ

myelopathy/tropical spastic paraparesis )HAM/TSP  اقش

 (. 2)دسرد 

HTLV-1   در جنوب غرب  ژسپن، جزسير كعرسئیب، آفريقعی تح
شرق شمعل  صورت   صحرس، آمريکعی جنوب  و  وجود  بوم سيرسن به 
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ده بکه سين می یون فرد آلو 10-25سز میکعن  ط ق برآورد، (.7-3دسرد )

 HAM/TSP يع  ATLLبهدرصکککد  5-10 تقري عً جهعن،ويروس در 

شدم تلا  نن  سروكه هیچ د (. سز آاجعي 6) خوسهند   مؤثری برسیيع وسك

معن يع  ATLL ،HAM/TSP در ا   پیشکککهیریو   HTLV-1سز عفو

بهدسش  سين ويروس ت ديل به يا مشکل مهم بع وجود ادسرد، آلودگ  

کعبرسين8)شده سس  و سلام  سانعن  کر  ط  ،(. بن کعل سخی ک کد س ک چن

يعب  بمنظورهعي  تلاش مؤثر ع یه وسكنکککن و دسروهعی به  دسککک  

HTLV-1   (.11-9) صکورت گرفتکه سسک 

HTLV-1 س هع، روسيرترووسعير بع   هعيش عه  عختمعا سز اظر 

انککد  قص روسيومککع ن يس ا ب  سانککککعن ) م كتنککککع  Humanس

Immunodeficiency Viruses )HIV  .و هع عه ش نيس برخلافدسرد 

شعبه،هعی ساتقعل رسه زای سخ  روسيو دو نسي م نتم سز اظر پع و  من يسسی

درمعن بع دسروهعی دسراد.  عهمب عدیيزبنککیعر هعی تفعوت ن یتظعهرست بعل

ند ، ويروس مهعر كننده پروتئعز ترين درمعا  كه برسی آخرين و موفقمعا

HIV  و  بودهپروتئعز ويروس  کردعم مهعر م تن  بر ، ساجعم شککده سسکک

ضعي اتعيج سمیدوسركننده  ش و ر س همرسه به بخ شته س -HTLV-1 .دس
، يا بعشدم ضروری برسی تکثیر ويروس و پروتئین سعختعری ، پروتئعز

. (12سس  )ی پروتئعز ويروس ثر برسی طرسح  مهعركنندهؤهدف مهم و م

وجود دو بنیعن سسککیدی در  یسين او  سز آسککرعرتیا پروتئعزهع به وسککی ه

كه هر  بودههمودسيمر  ،پروتئعزسين گرداد. جعيهعه فععل خود شنعسعي  م 

سید آمینه بودهبنیعن  125آن حعوی  یزاجیره نترسی خود  رسیو ب س سوب

ص  م بنکیعر  صع نئول پردسزش پ   پروتئین سخت بعشکد. سين پروتئین م

Gag-pro-pol  وGag ،سی كعتعلیز آن مرح ه در ط  ب وغ بوده و سز آن رو

هعی برش . پروتئعز دسرسی جعيهعهسسکک  رواوينکک فرسيند ضککروری در 

و  Gagزيعدی اظیر كرنککیدامعتريکس، اوك ئوكرنککیداكرنککید، پروتئعزا

 (. 13) بعشدم  P3پروتئعزا

درصکککد شککک عه   HIV، 28بع پروتئعز  HTLV-1 توسل  پروتئعز

 یآازيم اشککعن دسده سسکک  كه اعحیهسين . مدل مولکول  سردد مولکول 

مولکول   ش عه  درصد 45 بوده وتر هستصعل سوبنترس كه حفعظ  شد
شعن م  نترس و خصوصیعت دهد. سز سيندر سعختعر رس ا رو ويژگ  سوب

یل  ؛بعشکککدمتفعوت سز هم م  عًمهعر هر دو آازيم سسکککعسککک ول  به دل

ص  صع ، تركی عت دسروي  كه برسی سين پروتئعز-HTLV-1تر بودن سخت

شعبه آن در ويروس  زيعدشود به سحتمعل آازيم سعخته م  برسی آازيم م

HIV .نیعری مهعر كننده ،گرچه تعكنونس ایز كعربردی خوسهد بود هعی ب

فععلی  منعس   سز خود  سمع، سس ز سعخته شده پروتئع-HTLV-1برسی 

شعن سه دهه  (.15 ،14) سادادسده ا ندر طول  شته، سطلاععت ب  یعریگذ

به  HTLV-1 روسيو ي زسیمعریو ب  نتيز عتیجه  درک خصوص

هع كه در ا مده سسککک ،  به س  يدسککک  آ عه جعديمنجر   یو توسککک

مع عه یهعشکککهعهيآز طعل عدد جه  م و  روسيو هیع  ي زس منيس یمت

هع نیهمچن معا یرسهکعر ا    در بع عفو  HTLV-1به منظور م عرزه 

نن كعرآمد چی(. تعكنون ه21 ،20) ديگرد سفرسد  یریشهیجه  پ یوسك

 یهعیمعریدرمعن ب یثر برسؤم یدسرو عيو  HTLV-1سز سبتلا به عفوا  

 ني(. بنعبرس23 ،22سسکک  ) دهيو سرسئه اهرد دیتول HTLV-1وسبنککته به 

 شيبه منظور سفزس HTLV-1 هیبه وسكنککن ع   عبيسککعخ  و دسکک 

 یریج وگ نیو همچن  س ول  منيس ژهيبه و اینتمیس  منيس یهعپعسخ

 یهعوسكنش لیسز ق   منيس نتمیس ايحعصل سز تحر  سز عوسرض جعا 

 (.24بعشد ) م مهم عریبن  منيخود س یمعریو ب  سلتهعب

اوتركیب  پروتئینو تولید بیعن ، ك واینگ ،هدف سز سين مطعلعه

HTLV-1 protease:hFcγ1  پیکیع پعستوريسدر سینتم مخمری 

بع سهدسف منظور دسکککترسککک  به مهعر كنندهبه ی پروتئعز ويروس 

 بعشد.درمعا  م 

 

 هاروش

و مدلینگ مولکولی طراحی سااا ژ ینی مطالعات بیوانفورماتیک، 

 HTLV-1 protease:hFcγ1 بینوترک نیپروتئ

یدتوسل   ئع-HTLV-1ژن  اوك ئوت و  CH2-hinge هعیز و بخشپروت

CH3 ی اعحیهFc  بعدی آاتIgG1  سانکککعا (Human-FcIgG1 سز )

 National Center) بیوتکنولوژی هعیدسدهپعيهعه سينترات  مركز م   

for Biotechnology Information )NCBI سرس به و  بدس  آمد

هعی توسل شد، بطوری كه سفزسرهعی مرت ب هر بخش سرزيعب  ارم كما

مخمری به صککورت بهینه شککده برسی بیعن در سککینککتم  ساتخعب شککده

سعزه شداد.  شرك   یطرسح   سب  سعخ  تو ژا  طرسح  و پس سز 

Generay™,China وكتوربیعا ، درpPICZα  رديد. گك ون -سکککعب

 E. coli به بعكتری  2CaCl شیمیعي سبتدس پلاسمید اوتركیب بع روش 

TOP10F'  پیکیع بع روش سلکتروپوريشککن به سکک ول مخمر  سککرسو
 بیعن گرديد. و شدهدسده  ساتقعل GS115 پعستوريس

در  HTLV-1 protease:hFcγ1بیکعن پروتئین اوتركیکب  برسی

دسرسی ژن مقعوم  به  pPICZαA، وكتور بیعا  پیکیع پعستوريسمخمر 

شد و بیوتیا آات  سین ساتخعب    (CTCGAG) هعی برشجعيهعهزئو

XhoI  وNotI ((GCGGCCGC  سعزه  3'و  5'به ترتیب در دو ساتهعی

. XhoI- HTLV-1 protease- hFcγ1-NotI3′′5) (دسده شد ژا  قرسر 

-αسين اعحیه در بخش  pPICZαAبع توجه به سينکه در اقشکککه وكتور 

Factor  آن قککرسر دسشکککک ، آن مککقککدسر سز بککخککشα-Factor 

(CTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCT) جه  یكه در اتی

سعزهبرش حذف م  ضعفهژا   یگرديد ایز به توسل     سم در. شد س

C-كدون ت مه )دو  خعت تدس توسل   نعل ایز سب ( قرسر TAAو  TGAرمی

 یسککعزهقرسر دسده شککد. سککرس  NotIبرش  جعيهعهگرف  و در اهعي  

 هع در يا قعلب صکککحی یری آنقرسرگ كنترل منظور بهطرسح  شکککده 

http://jims.mui.ac.ir/


 

 

 
http://jims.mui.ac.ir 

 انو همکار قزل دشت یساناز احمد یماربی درمان هدف با پروتئاز– HTLV-1نیپروتئ دیتول

 226 1404 تبهشیچهارم ارد یهفته/808 یشماره/  43سال –مجله دانشکده پزشکی اصفهان 

مخت ف  یهعميبرش آاز یهعهعهيجع. شدادو تأيید ، دوبعره بررس  بیعن

 ,NEB cutter) نيککآاککلا سفککزسرتککوسککککب اککرم  تککوسلکک یبککرس

http://nc2.neb.com/NEBcutter2منظور  نيشکککداد. بد  عبي( سرز

 یهعميآاز یبرس  برشککک هعهيجع چیشکککداد تع ه  هع بررسکککژن  توسل

XhoI,،NotI  وSacI محدودسلاثر  یهعميادسشککته بعشککند. آازNotI  و

XhoI و  نککگیك وا-سککککعب یبرسSacI كردن وكتور   خط یبرس

pPICZαA سستفعده شداد. پیکیع پعستوريسدر  شنيساجعم سلکتروپور و 

و  Fcγ1 ژن قطعه، HTLV-1 protease بع توجه به ساتخعب ژن

، پیکیع پعسکککتوريسسز طرف ، عدم تطعبق فرسوسا  كدون آاهع بع مخمر 

 JCat (Java Codon آالاين  رسفزستوسل  سککککعزه ژا  توسکککب ارم

Adaptation Tool, Version 1.0) كدون بعن سز اظر ساط عق  بع میز

س  و بهینهبیعا   شد. در اهعي  پس سز بهینهبرر و  سعزی توسل سعزی 

نه پروتئین بعلاترين شکککعخص ساط عق كدون  كنکککب یعن بهی جه  ب

HTLV-1 protease:hFcγ1شکککرك   ژا  توسکککب سکککعزه ، سکککنتز

Generay™, China ساجعم شد . 

ظور ن م ختککعر  بککه  ه  سز سککککع يش آگککع ي و آرس  فضککککع
 HTLV-1 protease:hFcγ1 كوسلان  و بررسککک  پیواکدهکعی غیر

. شد ساجعممولکول  و ژن متصل شده مدلینگ  Fc مزسحم بین دومین

توسکککب  ،HTLV-1 protease:hFcγ1مولکول  سکککعختعر مدلینگ 

  MODELLER 9.15 (http://salilab.org/modeller/) سفزسرارم

پروتئین  مرت ب بع هر كدسم سز ساجعم شکد. در سبتدس توسل  سکعختعرهعی 

بع بیشترين ش عه  سعختعری  Fcγ1و  HTLV-1 proteaseقطععت 

سستخرسج  protein data bank (www.rcsb.org)سز پعيهعه سينترات  

جه  شککنعسککعي  هومولوژی سلهوهعی سککعختعری سين  ،سککرس .شککد

هعه پروتئین پعي http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAهع، سز  ST 

بع  پروتئین اوتركیبگرديد. سلهوهعی منعسکککب هر جزز سز  سسکککتفعده

و بیشترين تشعبه سعختعری ساتخعب شداد. در اهعي  سعختعر فضعي  

سفزسر آالاين توسکککب ارم بککدسکککک  آمککدههککعی پروتئینمولکول  

http://nihserver.mbi.ucla.edu/savs .سرزيعب  شد 

 E. coli TOP10F'ترنسفورماسیون و تکثیر پلاسمید نوترکیب در 

ش  معيعمحیببدين منظور سز  بع و  LB Low saltو آگعر  هعی ك

 'E. coli TOP10Fبرسی كشکک  سولیه و تکثیر بعكتری  بدون زئوسککین

بدون زئوسککین و در شککیکر معيع  LBمحیب  سسککتفعده شککد. بعكتری در

میزسن  سينکهساکوبه شد تع  C° 37در دمعی ( rpm 200-150ساکوبعتور )

 برسی ،سکککککککککرس رسکککید.  :0OD600ا4-0ا6جذب اوری آن به 

سککککککککککیون نفورمع نتعد بعكتری  ترسا س ول م  سز مح ول و سيجعد 

2CaCl .سسکتفعده شکدLμ2  پلاسکمید حعوی ژن مورد  ی ژا سکعزهسز(

شده بعكتری μL 150به اظر(  نتعد  و مخ وط ضعفه گرديد س س ول م
 C° 4مع درشکوک سکر و بلافعص ه C° 42پس سز يا شکوک حرسرت 

معيع  LB محیبدر  C° 37 سعع  ساکوبعسیون در دمعی ياپکس سز و 

 .ت قی  شدزئوسین بیوتیا حعوی آات 

 HTLV-1نوترکیب  پلاسمید کردن خطی و ار يابی استخراج،

protease:hFcγ1 

زئوسین در  HTLV-1 protease:hFcγ1 پلاسمید حعویبعكتری 

سککرس سسککتخرسج پلاسککمید بع  ،گرديد تکثیر  μg/mL 100بع غ ظ 

  (Bioneer, Korea)سسکککتخرسج پلاسکککمیدتجعری سسکککتفعده سز كی  

تع سز  شککد سلکتروفورز ،بر روی ژل آگعرزو دراهعي   صککورت گرف 

حعصل كعر و وجود پلاسمید در مح ول سطمینعن ساجعم صح  مرسحل 

ضم سرس شود.  صل سز ه بع  SacIبقعيعی بعفر و آازيم سز پلاسمید حع

 Silica Bead DNA gel extraction (Thermoسسکککتفعده سز كی 

Scientific, USA)  شد. حذف 

یب  ید نوترک ماساایون، تکثیر پلاساام  HTLV-1ترنساافور

protease:hFcγ1  کلون  بهترين و انتخابدر پیکیا پاستوريس 

 pPICZαA-HTLV-1سبککتککدس پککلاسککککمککیککد اککوتککركککیککب 

protease:hFcγ1 ،به  بع روش پعسکککتوريسسلکتروپوريشکککن  یع   پیک

GS115 نفورم شده بر روی منتقل شد. سرس ك ون هعی مخمری ترا

تنهع زئوسککین كشکک  دسده شککد.  μg/mL  100حعوی YPDSمحیب 

شکککل بههع كروموزوم آن در اوتركیبهعي  كه پلاسککمید خط  ك ون

در  .وسرد شککده بود، قعدر به رشککد بر روی سين محیب بودادصککحی  

ي ، ك ون هع خعب و بر روی محیب ا نعسکککب سات گعر  YPDSهعی م آ

 بصورت شطراج  كش  دسده شد. 

سب و بهیاااان  شرايط بیان پروتئین انتخاب کلون منا سا ی 

 HTLV-1 protease:hFcγ1 نوترکیب
شترين میزسن تولید پروتئین اوتركیب، سبتدس  منظوربه ستیعب  به بی د

در حجم سادک كشکک  دسده شککد؛  حعوی پلاسککمید اوتركیبهعی ك ون

پس سز ساتخعب ك ون بیعا  منعسکب، جه  سفزسيش سکط  بیعن پروتئین 

. برسی سين پروتئین سرزيعب  شدبر میزسن بیعن  مؤثر، فعكتورهعی اوتركیب

محیب  pHو  ساکوبعسککیونسککوربیتول، زمعن ، منظور سثر غ ظ  متعاول

سرس بع سلقعز متعال  شداد.  س   ش  برر صد 0ا5ك ع روز چهعرم، ت در

غربعلهری سولیه توسککب سلايزس ساجعم شککد و در اهعي  ك ون مخمری بع 

ساتخعب  HTLV-1 protease:hFcγ1بیشکککترين میزسن تولید پروتئین 

 HTLV-1اوتركیب  سعزی شرسيب بیعن، پروتئینپس سز بهینه يد وگرد

protease:hFcγ1 مقیعس بعلا تولید شد. در  

ین  ئ ت پرو يیاد  یص و تای ل خ کیابت تر  HTLV-1 نو

protease:hFcγ1 
ید پروتئین اوتركیب  در  HTLV-1 protease:hFcγ1پس سز تول

توسب ستون كرومعتوگرسف   اوتركیب پروتئینحعوی مقیعس بعلا، سوپ 

و  HiTrap rProtein A Sepharose Fast Flow Columnپروتئین 
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نتعلتیا تخ یص شد.  ستفعده سز پمپ پري ص ستون، برسی تخ یسين بع س

و جدسسعزی آات  بعدی هعی منوك واعل سز سوپراعتعا  كش  س ول  و 

-Fc ی، برسی اعحیهAآسی  طرسح  شده سس . سختصعصی  پروتئین 

IgG  .شد  ultrafiltrationزدسي  پروتئین سزتغ یظ و اما جه م  بع

spin column (Sartorius stedim, Germany)  Vivaspin 20  بع

شعز  ستون ب kDa10افوذ پذيری غ شد.  ستفعده  دقیقه در  30مدت ه س

معی  يد. rpm8000بع  C° 4د ي  پس سز  سککککعاتريفیوژ گرد هع در ا

شته و به فريزر  سمر ر بردس سعاتريفیوژ، امواه سز ساتهعی پعك  تغ یظ بع 

C°70- .منتقل شد 

 HTLV-1 برسی بررس  وجود و يع عدم وجود پروتئین اوتركیب

protease:hFcγ1 سسککتخرسج  وزن مولکول  پروتئینهمچنین تعیین  و

سكريل  پ  -سديم دو دسیل سولفعت بع روش اوتركیب شده، پروتئین

ل مترسكم كننده شکککداد. برسی ژ سلکتروفورز (SDS-PAGE) ژل آمید

ژل جدسكننده سستفعده گرديد  برسیدرصد  12و غ ظ   درصد 5غ ظ  

 تمعمپس سز س .ساجعم شککد  250Gتوسککب كومعسکک  ب و  آمیزیو راگ

PAGE-SDSستفعده سز ، بعاد نفر بع س سعس سلکتروترسا هعی پروتئین  برس
نتم  شعز  cell ®Blot-sRad Mini Tran-Bioسی وينی یدين  پ  به غ

يد يد (PVDF) ديف ورس قل گرد به در .منت ي   هع ید ا ید تول تعئ منظور 

بکع روش وسکککترن  HTLV-1 protease:hFcγ1 پروتئین اوتركیکب

ص یبعد آاتسز بلات،  صع نعا Fcضد   سخت  goat anti-human  سا

IgG-HRP   سستفعده شد.  1ا5000بع رق 
 

 هاافتهی

کیاب تر نو ین  ئ ت پرو یوین  ی لی  کو ل مو  HTLV-1 ماد  

protease:hFcγ1 
 HTLV-1ژا   یمربوط بککه سککککعزه DNAهککعی در سبتککدس توسل 

protease:hFcγ1  پکعيهکعهسز NCBI سولیکه شککککد. طرسح  گرفتکه 

یبپروتئین  برش اوسح  لینکر و به همرسه منومر صکککورت به نوترك

سب آازيم   3'و 5 'ساتهعی دودر ترتیب به NotI و XhoI هعیآازيم تو

هعه قرسرگیری همچنین و سکککعزه، ید در سکککعزه سين جعي   پلاسکککم

pPICZαAضعفه شکل  شد س ن ،  .(1) سب ارم 30اخ  سفزسرسلهو تو

MODELLER software v: 9.15   ،سيجعد شککد. پس سز پعيش آاهع

دسشککک ، ساتخعب گرديد. بع   ERRATتنهع يا مدل كه بعلاترين سمتیعز

شکیل پیوادهعی دیتوجه به موقعی  نتئین و ت سی سید آمینه  -هعی س

سککعزی و سککولفیدی در سين اوسح ، فرم هندسکک  ديمر پروتئین بهینه

سعختعر اهعي  پروتئین اوتركیب، بع سمتیعز  شد.   ERRAT 92%تکمیل 

و سز اظر پعيدسری توسب امودسر رسمعچعادرسن تأيید گرديد. به طور قعبل 

 DNA هع بع بهینه سککعزی سسککترستژيا توسل توجه  سککطوب بیعن ژن

دسرسی چندين ويژگ  بود كه منجر به بیعن  سولیهشککد. ژن  سککعزیبهینه

سی سز معیعرهعی طرسح  بع دق  شکد. ژن بع سعمعل مجموعهضکعیف م 

ستفعده سز . دیبخششده كه بیعن رس به ود م  ساتخعب سوگیری كدون بع س

سعزگعر شده سس  ( پیکیع پعستوريس) كدون ترجیح  سرگعاینم هدف

كدون  كعاس  بل فر قع كدون وسقع  در م كعاس  جذور فر وسختلاف م

س  6.01به  3.84ترجیح  سز  سر  GC محتوسی .تغییر كرده س سرس در 

يکنوسخ  شکده و سکعختعر  mRNA توسل  به منظور سفزسيش ایمه عمر

يعفته سسککک  mRNA ثعاويه تعيج اشکککعن دسد كه پروتئین .كعهش   ا

HTLV-1 protease:hFcγ1 يا همودسيمر بنککیعر گ یکوزي ه بع pI 

س  50و وزن مولکول  ظعهری  8.30اظری  شکل  كی و دسلتون س (2-

رسککم  Accelrys DS Visualizer v2.1سفزسر فرم دسيمر بع ارمسلف(. 

 -Cys264)هعی جعيهعههعی پیوادهعی دی سککولفیدی . موقعی شککد

Cys324 ،Cys370-Cys428 شککنعسککعي  و بررسکک   برسی بعشککد.( م

هعی اوتركیب، سز وجود سحتمعل  اوسح  گ یکوزيلاسکککیون در پروتئین

 (/http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc)سفزسر آالاين ارم

NetNGlyc (v:1.0) چهککعر محککل بککعلقوه  .سسکککتفککعده گرديککدN-

، Asn300 ، وAsn63 ،Asn168 ،Asn187گ یکوزيلاسکککیون در 

و بقیه در اعحیه خعرج سک ول  پروتئین  Fcآخرين مورد وسقع در قطعه 
هع پروتئین رس منتعد گ یکوزيلاسیون بین  شد. سين مکعناوتركیب پیش

 .ب(-2)شکل  كنندشديد م 

 

 
 .ب  صورت منومر نوترکیب Fcپروتئین  یطراحی اولی  .1شکل 

 

مشکخص ،  in silicoسککعزی كدون و مدلینگ ، پس سز بهینهط ق اتعيج

آثعر و همروشکعا   Fcشکده بع  متصکلمولکول اوتركیب گرديد كه بین 

ستريا بر آازيم وجود اد سعختعر دراهعي  پس سز تأيید اهعي   سرد.آلو

شد. پس سز  سرسعلبرسی سعخ   ی ژا اوتركیب، سعزهفضعي  پروتئین 

سعزی دمع، متعاول بهینهینگ، ك وا ،ژا  در وكتور بیعا  یدريعف  سعزه

جعم گرديد. و زمعن كشککک  ید  سا یعن پروتئین تأي یبب  روش بع اوترك
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 HTLV-1 های گلیکو يلاسیونسطوح حل شوندژ با محل. ب( HTLV-1 protease:hFcγ1ب  صورت دايمر ییوین  تصوير شماتیک مدلینگ. الف( 2شکل 

protease:hFcγ1:hFcγ1  دايمر. 

 

SDS-PAGE  بعدی ضد بخش ثعب  و وسترن بلات بع بکعرگیری آات

نعا   شعهده ،. در سين مرح هصورت پذيرف سيمنوگ  ولین سا اتعيج  یم

 HTLV-1 protease:hFcγ1 وسترن بلات اشعن دسد كه تولید پروتئین

 بع موفقی  صورت گرفته سس .
ید کردن خطی و اسااتخراج یب  پلاساام  HTLV-1نوترک

protease:hFcγ1 

بع خط  كردن پلاسککمید  برسیهضککم آازيم  پس سز سسککتخرسج، 

ستفعده سز آازيم  شد SacIس سرس سلکتروفورز   یاتیجه .ساجعم گرديد و 

مشکعهده  ،آن بع بعاد حعصکل سز پلاسکمید سولیه و ح قوی مقعينکه شکد

بوده و بعلاتر سز تر سز پلاسمید ح قوی گرديد كه پلاسمید خط  سنهین

 سلف(.-3آن قرسر گرف  )شکل 

سا ی شرايط بهیااان  ،انتخاب کلون مناسبترنسفورماسیون، 

 نوترکیب ، تخلیص و تیيید بیان پروتئینبیان پروتئین
هعی  جعم سلکتروپوريشککن مخمر عدپس سز سا هعی ، سککک ولمنکککت

ي  شکککده بر روی محیب  حعوی YPDSسلکتروپور گعر   μg/mL 100آ

ش  دسده شداد. پس سز گذش  مدت زمعن C ° 29زئوسین در دمعی   4ك

 پديده سسعس بر آگعر رشد كرد. YPDSك ون بر روی محیب  9روز، تعدسد 

شتر كه رس هعي ك ون تعدسد توسنم اوتركی     ژاوم در پلاسکمید يا سز بی

س  وسرد آاهع  توسادم  خود هعك ون سين ساتخعب .امود مشخص رس شده س

شعاه سز يک  سز  كعر سين ساجعم برسی .بعشد شده ساتخعب ك ون بهتر بیعن هعیا

ظ   بع زئوسکککین دسرسی هعیمحیب و  μg/mL1000 ،μg/mL1500غ 

μg/mL2000 ستفعده منظور تأيید و ساتخعب ك ون مث   سز ه، بسرس شد. س

، Invitrogen سستفعده شد. ط ق دستورسلعمل شرك  Colony-PCR روش

صعصک ، ك ون هعی مث   جه  بیعن پروتئین بع سسکتفعده سز پرسيمرهعی سخت

 ب(.-3)شکل  اوتركیب ساتخعب گرديداد

هعی مخت ف   ید پروتئین )درصکککد هعی مؤثر بر میزسن تول فعكتور
 SDS-PAGEبع روش سلايزس و  pHمتعال و سکککوربیتول، دمع، زمعن و 

، C° 30، دمعی درصککد 1، سککوربیتول درصککد 2ا5سرزيعب  شککد. متعال 

بعنوسن شککرسيب بهینه برسی بعلاترين میزسن  pH: 5ا6 سککعع  و 96زمعن 

سعس سطلاععت به دس   دس  آمد.هبهعی اوتركیب تولید پروتئین بر س

 ExPASy (ProtParam tool of the ExPASy پکعيهکعهآمکده سز 

server (Biozentrum, University of Basel, Switzerland) at 

http://web.expasy.org/protparam/ )ئ ت پرو ترك نیوزن   بیکاو

ص  پروتئین در  بود. kDa50حدود  صع ضور بعادهعی غیر سخت عدم ح

-4)شککل  بعشکدهعی اوتركیب م ن مرح ه، بیعاهر خ وص پروتئینسي

-SDSبررسکک  حضککور پروتئین اوتركیب بع سسککتفعده سز روش سلف(. 

PAGE  شعخص: درصد 12توسب ژل (  وزا  پروتئینkDa ؛)Lane 

بعاد  قرسر گرفتن بع وجودكه kDa 50، پروتئین اوتركیب بع وزن 2&1

م  هعه سصککک   خود، در قنککک جعي یل  هعیدر  به دل ديهر ژل هم 

  (.ب-4شکل شود )گ یکوزيلاسیون متفعوت پروتئین ديده م 

 

 الف
 ب
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با روش  HTLV-1 protease:hFcγ1تیيید ترنسفورماسیون پلاسمیدهای نوترکیب . ب( دیکردن پلاسم یخط یبرا SacIتوسط  یميهضم آنزالف(  .3شکل 

Colony-PCR . تکثیر ین  :1ستونHTLV-1 protease:hFcγ1  با جفت پرايمرAOX1 ،bp 1976 = 588 + 1388 تکثیر ین  :2؛ ستونHTLV-1 

protease:hFcγ1  5با جفت پرايمر´ α-factor  3و´ AOX1 ،bp 1687= 299 + 1388 کلونی ترنسفورم نشدژ پیکیا پاستوريس  :3؛ ستونGS115   بعنوان کنتر

  DNA 100 bp plusو نی شاخص، M(؛ ستون AOX1 ´3و  α-factor ´5 منفی )جفت پرايمر

 

 
. بررسی حضور پروتئین نوترکیب با استفادژ SDS-PAGEبا روش  HTLV-1 protease:hFcγ1يید حضور پروتئین نوترکیب یالف( ار يابی تخلیص و ت .4شکل

گریتن باند در جايگاژ  قرار با وجود .kDa 50پروتئین نوترکیب با و ن  :2و  1ستون (؛ kDa: شاخص و نی پروتئینی )%12توسط ی   SDS-PAGEا  روش 

  روش ا  استفادژ نوترکیب؛ با پروتئین اختصاصیت يیدیشود )ب  دلیل گلیکو يلاسیون متفاوت پروتئین(. ب( تهای ديگر ی  هم ديدژ میاصلی خود، در قسمت

:Western blottingاختصاصی بادیاتصا  آنتی goat anti-human IgG-HRP antibody   ب  ناحی Fc داک  ی  دستگاژ توسط آن مشاهدژ و نوترکیب پروتئین

 .(باشدهای تخلیص شدژ ستون میها مربوط ب  یراکشنهای چاهک) شمارژ

 

 بحث
ستعوردهع  کي بیاوترك یهعنیپروتئ دیتول   نتيز یمهم فنعور یسز د

در حعل   صیو تشخ  درمعا یدسروهع یبعلا یسس  كه به ع   تقعضع

  زبعایم یهعنتمیدر س  ژن خعرج اي عنیب یبرس .(16) گنترش سس 

مثل  یهعنتمیبعلا سس . س  منيو س آي بع كعر  نتمیبه س عزیمخت ف، ا

هع، گ هع،یبعكتر هعنیمخمر اعتیو ح ع  یهعنیپروتئ دیتول یبرس وس

هعی بیعا  مخت ف  (. در گذشکته سکینکتم17) رواد به كعر م بیاوترك

(. سمع در سين 18) بکعر گرفته شکده سسک  HTLV-1هعی برسی پروتئین

 سستفعده شد.سز آن سینتم مخمری  هعیمزي به بنع مطعلعه 

 بع دسرس بودن مزسيعي  چون  پیکیع پعستوريسسینتم بیعا  متی وتروف 

    
 الف 

 ب 

     
 الف

 ب

http://jims.mui.ac.ir/


 

 

 
http://jims.mui.ac.ir 

 انو همکار قزل دشت یساناز احمد یماربی درمان هدف با پروتئاز– HTLV-1نیپروتئ دیتول

 230 1404 تبهشیچهارم ارد یهفته/808 یشماره/  43سال –مجله دانشکده پزشکی اصفهان 

هعی دسککتکعری ژاتیک  آسککعن، ترسكم سکک ول  بعلا انکک   به سکک ول

پنککتعادسرسن، دسرس بودن پتعانکیل بعلا جه  تولید پروتئین اوتركیب حعمل 

یعن حدسكثری  تغییرست پس سز ترجمه، وجود پروموترهعی قوی جه  ب

كر  سز خط  خعرج  حعوی چندين  DNAپروتئین اوتركیب و سلحعق 

ن  كعربرد جه  رس لیپروتئین هدف بع فرسيند اوتركی   همولوگ، سين پتعا

 (.19 ،17فرسهم اموده سس  ) یو تجعر  صنعت یحوزه در گنترده

  توپ پوشککشکک  متشکککل سز سپ  نیبعر سککعزه پروتئ نیسول یبرس

HTLV-1 هعی) اوك ئوت (  Envژن  1398تع  847و  843تع  95 ید

تولید گرديد. هی ريد  1987و همکعرسن در سککعل Nakamura توسککب 

كی و دسلتون در بکعكتری  150ژا  مکذكور بکع وزن مولکول  تقري   

E.coli  تعيج اشکککعن دسد كه سيمن  همورسل ع یه پروتئین یعن شکککد. ا ب

هعی وسكنینه شده سلقع شد و س ب سيجعد در میمون HTLV-1پوشش  

  (.20) ديگرد HTLV-1 هیعفوا  سول هیحفعظ  ع 

عه طعل کعرسن Tanaka یدر م معا کرديرو اي ،و هم ه    در ج

بع عفوا   اد كه . آنديمطرب گرد HTLV-1م عرزه  هع اشکککعن دسد

معا یهعمولکول پع  در ئعز بر  ی( دسرسZFN) یرو هيبع سثر بر اوك 
سز  روسيمنجر به حذف ژاوم پروو توساد بعلقوه سسک  كه م یکرديرو

س ول   م تلا به لوسم  در مدل موش روسيآلوده به پروو یهعس ول

T (.21) دگرد دأيیت نیبعلغ  

HTLV-1  شعبه برسی تکثیر كند و مهعر پروتئعز م  عمل HIV-1م

ندويروسککک  سز ب وغ ويروس ج وگیری م  كه 22) ك به طوری   .)

ئعز مهعركننده آمیز سز طرسح  دسرو روشککک  موفقی  HIV-1هعی پروت

عنوسن هعی پروتئعز بهم تن  بر سککعختعری منطق  بوده سسکک . مهعركننده

ترين هعی حعل  گذسر تکعمل ويروس، در بین مهم ترين و قویآاعلوگ

هع در مقعينککه بع هنککتند، زيرس آازيم HIV-1 مهعر كننده هعی ويروس

(. پروتئعز 23) سرادترين حعل  ساتقعل رس دهع، قویسوبنترسهع يع فرآورده

بنیعن آمینوسسککیدی  125آن حعوی  یهمودسيمری سسکک  كه هر زاجیره

بعشد. سين پروتئین سس  و بنیعر برسی سوبنترسی خود سختصعص  م 

در ط  تکعمل و  Gagو  Gag-pro-polمنککئول پردسزش پ   پروتئین 
تعلیز آن مرح ه سی ضکککروری در رواوينککک  ب وغ بوده و سز آن رو، كع

هع  (. ساوس  مخت ف24) بعشکککدويروس م  در  HIVضکککد  یسز دسرو

 یهعن یستصعل )معاند آاتعگوا یهعدسترس هنتند كه شعمل مهعركننده

CCR5 سدغکعم،  یهکعستصککککعل(، مهکعركننکدهپس یهکعو مهکعركننکده

نده هعركن تعزيترساس كر یهعم نده ر هعركن مل م  یهعمعکوس )شککککع

 یهعكنندهمعکوس(، مهعر رتعزيكرترساس  یديو اوك ئوز یديراوك ئوزیغ

نده نتهرسزيس هعركن ئعز م یهعو م اد پروت مع (. 25) شکککو بر سسکککعس س

 وجود ادسرد. HTLV-1مطعلععت مشعبه برسی  موجود یهعپژوهش

تعيج سکککعختعری به یدر مطعلعه آمده، طرسح  دسککک حعضکککر، ا

كند. در رس سمکعن پذير م  HTLV-1هعی بنکککیعر قوی پروتئعز مهعركننده

ژا ، بیعن و تولید پروتئین اوتركیب  یسين مطعلعه طرسح  و سعخ  سعزه

م ساجعم أبه صورت تو Fcγ1و پروتئعز -HTLV-1، قطعهبع سستفعده سز دو 

مزسيعي  همچون  Fcγ1به  متصککلشککد. تولید پروتئین اوتركیب پروتئعز 

سکککهول  تخ یص، سفزسيش ظرفی ، سفزسيش ایمه عمر، پعيدسری و حفظ 

ی  دسرد. فیوژن پروتئین ععل حعوی ف سيمواوگ وبین  Fcسز دسمین  Fcهعی 

ساد. تشکیل شده كه به طور منتقیم به پرتید مورد اظر سص   متصل شده

نم  پروتئین  م  سين ستصعل توساد هر مولکول پروتئین  دلخوسه بعشد. ق

 Fc اعحیهبیوفیزيا،  ديدگعهو فعرمعكولوژی دسرد. سز  زينت خوسص مفید 

شککده و موجب سفزسيش قعب ی  حل شکدن و  پیچشبطور منککتقل دچعر 

 Fc، وجود اعحیه فنعوریشککود ول  سز اظر پعيدسری مولکول سصکک   م 

سککعزی مقرون به صککرفه سز طريق كرومعتوگرسف  سفینیت  موجب خعلص

 (.26) شوددر ط  تولید م  Aپروتئین 

هع به ژنآات  یدهد، بردسشکک  و عرضکهمطعلععت گواعگون اشککعن م 

هعی دخیل در پعسککخ سيمن  اقش مؤثری در سيجعد پعسککخ منعسککب سکک ول

نعبرسين زمعا  موجود بر سککط   Fc-ژن به رسکککرتورهعیكه آات  دسراد؛ ب

اوتركیب متصل به ژن متصل شود، پروتئین آات  یهعی عرضه كنندهس ول
Fc (Fc-fusionسرتورهعی ش . ر ص  خوسهیم دس صع -( بع عم کردی سخت

Fc شکککود، بنعبرسين هعی معكروفعژ و دادريتیا بیعن م بر سکککط  سککک ول

سط  سين س ول Fc-دومین ص  خود در  صع سرتور سخت س  به ر هع قعدر س

، سز طريق سادوسککیتوز وسبنککته به Fcهعی متصککل به ژنمتصککل گردد. آات 

ژن بوسسکطه رسکرتور، شکواد. فرسيند سادوسکیتوز آات  رسکرتور بردسشکته م 

گردد؛ سين ويژگ  هعی سيمن  سک ول  و هومورسل م موجب سفزسيش پعسکخ

 .(27) تن  به سث عت رسیده سس -در شرسيب آزمعيشهعه  و درون

 

 گیرینتیجه
هعی ، ایعز فوری به درمعنHTLV-1هعی وسبنککته به بر سهمی  بیمعریبنع

، در HAM/TSPو  HTLV-1 ،ATLLهعی مرت ب بع مؤثر برسی بیمعری

صل سز سين مطعلعه پروتئین  ،منعطق بوم  وجود دسرد. بع توجه به اتعيج حع

كعرآمد بع پعيدسری منعسب جه   HTLV-1 protease:hFcγ1اوتركیب 

پروتئعز بع  ينس رسککد،بنظر م مطعلععت تکمی   در دسککترس خوسهد بود. 

نترسی كعملاً  ص  كه بتوساد وسرد  فععلی  منعسکب، سکعخ  سکوب صع سخت

سی در پیدسيش دسروی كنندهآلوده به ويروس شککود، اتعيج سمیدوسرسکک ول 

هدف پروتئعز در پ  خوسهد دسشکک . -HTLV-1ی مؤثر ع یه مهعركننده

نن پرو و  تئین سز تولید سين پروتئین، سسکتفعده سز آن به عنوسن كعاديد وسك
 .سس  آينده هعیر پژوهشد يع معرف  مهعركننده

 

 تشکر و قدردانی

  تخصکککصککک یمقطع دكتر یاعمهعنيحعضکککر حعصکککل پع یمطعلعه

قزل دشکک   یخعام سککعاعز سحمد ، پزشککک یمواولوژيس- پژوهشکک
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  مطعلعه، طرب مشککترک و مصککوب مععوا  پژوهشکک ني. سبعشککد م

  ( و مععوا  پژوهشکک3089-20)شککمعره طرب:   جهعد دساشککهعه

شک شهعه ع وم پز شمعره طرب:   دسا شهد ) شد ( م971409م  ز. سبع

  و مععوا  محترم پژوهش  جهعد دساشهعه  مععوا  محترم پژوهش

شهعه ع وم پزشک صو  دسا شهد بخعطر ت  نيس یهعنهيهز نیو تأم بيم

همکعرسن و پرسکککنل   . سز تمعمديآ و تشککککر بعمل م ريمطعلعه تقد

  جهعد دساشککهعه -منتق ه سز خون یهععفوا  قعتیمركز تحق  گرسم

- سلتهعب یهعیمعریسلتهعب و ب قعتیو مركز تحق یخرسسکککعن رضکککو

 یمطعلعه همکعر نيمشککهد، كه در ساجعم س  دساشککهعه ع وم پزشککک

 .گردد م  و قدردسا یساد، سرعسهزسراموده
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Production of HTLV-1 Protease Recombinant Molecule Fused to 

 Human IgG Fcγ1 (HTLV-1 Protease:hFcγ1) for Targeting 
 HTLV-1-associated Diseases Treatment 

 

Sanaz Ahmadi Ghezeldasht 1, Seyed Abdolrahim Rezaee 2, Raheleh Miri 1, 

 Narges Valizadeh 2, Arman Mosavat 3 

 

Abstract 

Background: Northeast Iran is recognized as an endemic region for HTLV-1 virus. Given the increasing prevalence 
of HTLV-1-associated diseases in the country, prevention and achieving effective treatment are essential. The aim of 

the present study was to design and produce the HTLV-1 protease fused to the Fcγ1 fragment of human antibody in 
the Pichia pastoris yeast expression system for its use in designing a viral protease inhibitor in future studies.  

Methods: Following the design of the HTLV-1 protease:hFcγ1 gene construct, the optimized gene was inserted into 
the XhoI and NotI restriction sites of the pPICZαA expression vector. First, the recombinant plasmid was transformed 
into E. coli TOP10F' using the calcium chloride method and then electroporated into Pichia pastoris GS115. 
Recombinant clones containing the gene were selected and grown on zeocin-containing culture medium. Finally, 

SDS-PAGE and Western blotting were performed to confirm the expression of the recombinant protein. 

Findings: In the present study, the design, cloning, and expression of the recombinant protein HTLV-1 
protease:hFcγ1, utilizing the two elements HTLV-1 protease and human hFcγ1 molecule, were performed in the 
Pichia pastoris expression system. The recombinant protein HTLV-1 protease:hFcγ1 is a heavily glycosylated 
homodimer with a pI of 3.8 and an Mw of 50 kDa. The correct insertion of the recombinant construct into the 
pPICZαA expression vector was confirmed using AOX1 and α-factor primer pairs, amplifying fragments of 1388 bp 

and 1687 bp, respectively 

Conclusion: The results of this research could provide a promising strategy for employing the recombinant protein 
HTLV-1 protease:hFcγ1 in designing suitable candidates for viral protease inhibitors and treating HTLV-1-associated 
diseases. 

Keywords: HTLV-1 protease; Human Fc gamma 1; Pichia pastoris; Recombinant protein HTLV-1 protease:hFcγ1 
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