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 چکیدُ

. ثیوبري خَدایوي التْبثی هشهي اعت یک اعکلزٍسیظهبلتیپل  سهیٌِ ٍ ّدف:       
کلزا هی تَاًذ ؽذت  تَکغیيی هیلیي هتقل ثِ قغوت ایوًََصى تشریق هخبعی پزٍتئیي افل

پبعخ ایوٌی در ثیوبراى هبلتیپل اعکلزٍسیظ را کبّؼ دّذ. ثزاي تَلیذ ایي پزٍتئیي 
ثٌذي ؽبخـ ّبي  ًَتزکیت در هقیبط اًجَُ، اًتخبة هیشثبى ثیبًی هٌبعت، ًَع تزکیت

پزٍتئیٌی، عبختبر فضبیی دٍ پزٍتئیي در حبلت هتقل ؽذُ، ثْیٌِ کزدى تَالی ًَکلئَتیذي 
، ثغیبر حبئش اّویت هی GC( ٍ هحتَايCAI)اس لحبػ عبسگبر ثَدى کذٍى ّبي خَاًؼ

 .ثبؽذ

ٍ   DNA2،PSIPREDدر ایي هغبلؼِ ثب اعتفبدُ اس ًزم افشارّبي:بزرعى رٍػ      
ProtParam  .ثْتزیي حبلت هوکي ثزاي تَلیذ پزٍتئیي ًَتزکیت هَرد ارسیبثی قزار گزفت

کلزا  تَکغیيی هیلیي هتقل ثِ قغوت ایوًََصى ػلاٍُ ثزایي، خَاًؼ فحیح پزٍتئیي افل
ًیش هَرد تَخِ قزار گزفت. پظ اس حقَل اعویٌبى اسکبرآهذي قغؼِ کذکٌٌذُ ثِ رٍػ ًزم 

دادُ ؽذ .ثِ هٌظَر ارسیبثی قغؼِ عزاحی ؽذُ  افشاري، قغؼِ کذکٌٌذُ ثزاي عٌتش عفبرػ
اًدبم گزفت. درًْبیت  قغؼِ عزاحی ؽذُ   T7آسهَى تکثیزصًی ثب اعتفبدُ اس پزایوزّبي

 خبي گزفت.  pET28درهحل کلًَیٌگ ٍکتَر ثیبًی 

درفذ ثِ  64اس  CAIثؼذاس ثْیٌِ عبسي قغؼِ کذکٌٌذُ هٌْذعی ؽذُ، هیشاى  : یبفتِ ّب      
درفذ ارتقب پیذا کزد. حضَر ثبًذ حذٍد  49درفذ ثِ 41اس GC درفذ ٍ هحتَاي 80

700bp  در الگَي الکتزٍفَرس حبفل اس ثزرعی ٍکتَر ًَ تزکیت عبختِ ؽذُ ثِ رٍػ
تکثیزصًی، ًؾبى دٌّذُ کلًَیٌگ فحیح قغؼِ هَرد ًظز درهحل کلًَیٌگ ٍکتَر ثیبًی 

pET28 .هی ثبؽذ 

هغبلؼبت ًزم افشاري ٍ آسهبیؾگبّی ًؾبى هی دّذ قغؼِ عزاحی ؽذُ  یجِ گیزى:ًت        
 احتوبلا در ثْتزیي حبلت هوکي قبدر ثِ کذکزدى پزٍتئیي ًَتزکیت هزثَعِ اعت.

 پزٍتئیي افلی هیلیي کلزا،تَکغیي  هبلتیپل اعکلزٍسیظ،: کلیدی ُ ّبیٍاص

 

 

 

 

 

 

پزٍتئیي اصلی هیلیي هتصل بِ قغوت  کدکٌٌدُ طزاحی، بْیٌِ عبسی ٍ عبخت عبسُ صًی

 کلزا تَکغیي ایوًََصى
 

 پضٍّؾی – علوی رتبِ دارای

 کؾَر پشؽکی ًؾزیبت علَم کویغیَى اس

 

33 پبییش(3هجلِ علَم آسهبیؾگبّی، دٍرُ ّؾتن)ؽوبرُ   
 تحقیقی

 آدرط هقبلِ:

 تَکغیي ایوًََصىپزٍتئیي افلی هیلیي هتقل ثِ قغوت  کذکٌٌذُ عبسي ٍ عبخت عبسُ صًی عزاحی، ثْیٌِ "ي یشداًیى،  ّبؽوی    

 14-8(:3، دٍرُ ّؾتن)ؽوبر1393ُهدلِ ػلَم آسهبیؾگبّی، پبییش  "کلزا
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 هقدهِ

ّبي خَدایوٌی  ثیوبري هبلتیپل اعکلزٍسیظ یکی اس      

آى غؾبي  عیغتن ایوٌی اعت کِ درالتْبثی هشهي هزثَط ثِ 

 .(1)ؽَد تخزیت هی ّبي ػقجی دچبر هیلیي عغح علَل

یکی اس هْوتزیي ػَاهل ایدبد کٌٌذُ ایي ثیوبري آعیت 

در ایي پزٍتئیي اعیذ  ثبؽذ. هی (MBP)پزٍتئیي افلی هیلیي 

ذُ ــٌبختِ ؽـؽ ایوًََصًیکقغوت  99 تب 83آهیٌِ ّبي 

ثِ آى قغوت هتقل ؽذُ ٍ  T  ٍBّبي فَعیتــلٌ کِ اعت

تبکٌَى  .(3)ؽًَذ ّبي خَدایوٌی هی ثبػث القبي ٍاکٌؼ

 ًؾذُ ؽٌبختِ لزٍسیظاعکدرهبى قغؼی ثزاي ثیوبري هبلتیپل 

 ثِ اًذ رعیذُ FDA تبییذ ثِ کِ حبضز ّبي درهبى ثیؾتز ٍ

 ثبػث ایوٌی عیغتن عزکَة ثب ٍ درهبًی ػلائن فَرت

 عیغتن عزکَة. ؽَد هی ثیوبراى سًذگی ثْجَدکیفیت

 ایوٌی عیغتن تَاًبیی کبّؼ چَى ایی ػوذُ هؼبیت ایوٌی

 دًجبل ثِ را ّب ػفًَت ٍ ّب ثیوبري دیگز ثب هقبثلِ در

 ایي کٌتزل در ًَیي ثغیبر ّبي خٌجِ اس یکی(. 4)دارد

 ػبهل ثِ ًغجت تحول یب پبعخی ثی حبلت ایدبد ثیوبري

 .هی ثبؽذ MBP صى آًتی ّوبى یب ثیوبري ایي کٌٌذُ ایدبد

ّبي  اس هشیت ّبي هْن ایي رٍػ درهبًی ًغجت ثِ رٍػ

اختقبفی ثَدى ٍ حبلت پیؾگزاًِ ایي ًَع  ،ػلائن درهبًی

درهبى اعت کِ هؼبیت دارٍّبي عزکَة کٌٌذُ عیغتن 

ثزاي القبي ثی پبعخی افشایؼ علَل  .(5)ایوٌی را ًذارد

ٍ هیشاى  Th1ّبي تٌظین گز ٍ کبّؼ فؼبلیت علَل ّبي 

رٍیکزدّب هی ّبي خَدي اس خولِ هْوتزیي  آًتی ثبدي

پبعخ ایوٌی ثِ هٌحزف کزدى  ،ثبؽذ. اس خٌجِ ّبي دیگز

 . ایي علَل ّب ثبتزؽحهی ثبؽذTh2  ّبي عوت علَل

ثبػث کبّؼ پبعخ TGF-B، IL-4 ٍ IL10عبیتَکبیي ّبي 

یتَتَکغیک ــبي عــَل ّــٍ عل Th1علَل ّبي هخزة 

کلزا یکی اس ثْتزیي  تَکغیي Bقغوت (. 7،6)دَی ؽـه

ّبي  آًتی صى ّبي تؼذیل کٌٌذُ پبعخ ایوٌی ثِ عوت علَل

Th2کلزا اس ثبکتزي ٍیجزیَ کلزا تزؽح  تَکغیيثبؽذ.  هی

 ثبؽذ. هی A  ٍBداراي دٍ سیز ٍاحذ  تَکغیيهی ؽَد ایي 

ِ ــِ ثک B ٍ هغوَهیت ساٍاحذ ػولکزدي ٍ  سیز Aوت ـقغ

 ز ــیــذ غـــزٍاحـَاى سیـػٌِ ـث تـــاعز ــبهـتــٌـپ َرتـــف

 

 Bٍاحذ اس قغوت  ّز سیز ؽَد. ؽٌبختِ هیَکغیک ـت

. هؾبّذُ ثبؽذ اعیذ آهیٌِ هی 124کلزا داراي  تَکغیي

ّبي دیگز  گزدیذُ ٌّگبهی کِ ایي پزٍتئیي ثب آًتی صى

شریق ـٍ ثِ فَرت خَراکی ثِ حیَاًبت ت ؽَد کًَضٍگِ

ًتی صى هی آحول ًغجت ثِ آى ـبد تــبػث ایدــث َدؽ

یکی اس رٍیکزدّبي هغزح ؽذُ ثزاي اتقبل  .(8)گزدد

ثْزُ گیزي اسرٍػ ّبي  ،ًَتزکیت پزٍتئیيّب در  پزٍتئیي

ّب هؼبیجی چَى  ؽیویبیی پزٍتئیي ؽیویبیی هی ثبؽذ. اتقبل

ٍخَد آهذى حبلت آًتی صًیک در پزٍتئیي ٍ اهکبى ثِ 

(. ثزاي غلجِ ثز ایي 9ًبپبیذار ثَدى اتقبل را ثِ ّوزاُ دارد)

 پزٍتئیيتَاى ایي دٍ پزٍتئیي را ثِ فَرت  هؾکلات هی

ایي کبر ثب اتقبل قغؼبت صًی ایي دٍ  تَلیذ کزد. ًَتزکیت

ثزاي  گیزد. صى ٍ تَلیذ پزٍتئیي در هیشثبى هٌبعت اًدبم هی

ّب اعتفبدُ  یذ پزٍتئیي در هقیبط اًجَُ هی تَاى اس ثبکتزيتَل

ثبیغتی ثزاي  ًَتزکیت پزٍتئیيکزد. ثزاي ایٌکبر تَالی صًی 

ّبي  . یکی اس ثْتزیي ثبکتزي(10)ثیبى در هیشثبى ثْیٌِ گزدد

اعت کِ ثب E.coli BL21(DE3) هٌْذعی ؽذُ ثبکتزي

در ایي هغبلؼِ ثب د. عبسگبري دار pETّبي ثیبًی حبهل 

هتغیز زرعی ًزم افشاري ٍ در ًظز گزفتي ـث

ٍ  GCهحتَاي ،CAI(Codon Adaptation Index)ّبي

ذ کِ در ؽ ، قغؼِ کذکٌٌذُ اي عزاحیاتقبل دٌّذُاًتخبة 

اپی تَپی  ّبي ؽبخـهی تَاًذ الگَي خَاًؼ هٌبعت 

هَرد ًظز را ثزاي تغییز پبعخ ایوٌی ثِ عوت پبعخ تٌظیوی 

 فزاّن ًوبیذ.

 رٍػ بزرعی

پزٍتئیي افلی هیلیي ٍ  اعیذآهیٌِ ايدر اثتذا تَالی         

اخذ  NCBI  ٍUNIPROTکلزا اس عبیت  تَکغیيقغوت ثتب 

کِ پزٍتئیي افلی هیلیي  ایوًََصًیکقغوت عپظ ؽذ. 

هَرد تْبخن قزار هی گزفت  B  ٍTّبي  تَعظ لٌفَعیت

در عزاحی فَرت پذیزفتِ قغؼِ کذکٌٌذُ  گزدیذ. هؾخـ

تَالی هَرد ًظز  اسکلزا  تَکغیي يراٌّوب هزثَط ثِ تَالی

اس  ّب ـــبخــــؽ فضبییفؼ عبختبر ـحذف ؽذ. ثِ هٌظَر ح

بر ــتـــبخـــع ِــــک تــخـــع بيــــذُ ّـــٌــدّ قــبلــات
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 ذــزدیــگ بدُـفـتــاعذــدّ یــه لــیکــؾـت ظـکــلیــّـبفــآل

(AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAK) .َرـظــٌـه ِــث 

 عتَى)خذثی کزٍهبتَگزافی عتَى پبیِ ثز پـزٍتئیـي تخـلیـ

 اضبفِ تزهیٌبل N قغوت در ّیغتیذیي تَالی ػذد 6( ًیکل

 خبیگبُ ثِ هزثَط تَالی ّیغتیذیي ّبي تَالی اس ثؼذ. گزدیذ

 تَالی ثزػ ثزاي. قزارگزفت اًتزٍکیٌبس آًشین ثزػ

 هحذٍد ّبي آًشین حبهل، در قزاردادى ٌّگبم ًَکلئَتیذي

 C اًتْبي در Xho1 ٍ تزهیٌبل N قغوت در Nco1 کٌٌذُ

 ثیَاًفَرهبتیکی افشار ًزم اس اعتفبدُ ثب. ؽذ اضبفِ تزهیٌبل

DNA2ٌِثزاي. گزفت فَرت ًَکلئَتیذي تَالی کزدى ثْی 

 هَرد ثیؾتز ًظز هَرد ثبکتزي در کِ را ّبیی کذٍى کبر ایي

 ّبي تَالی ّوچٌیي ؽذ اًتخبة گزفت هی قزار اعتفبدُ

 ّبي خبیگبُ ٍ گزفت قزار ارسیبثی هَرد ًیش GC تکزاري

 psipredافشار ًزم. ؽذ ثزرعی ًیش تَالی در آًشیوی ثزػ

 افــشار ًــزم ٍ پزٍتئیي ثبًَیِ عــبختبر ثیٌی پــیؼ ثزاي

ProtParam ًَتزکیتپزٍتئیي  پبیذاري هیشاى تؼییي ثزاي 

 ShineGene ؽزکت تَعظ ؽذُ، ثْیٌِ صى عٌتش. ؽذ اعتفبدُ

 اًذاسُ ثِ عَلی داراي ؽذُ عٌتش قغؼِ. گزدیذ اًدبم چیي

 ٍکتـَر در ؽذُ کلَى فَرت ثِ صى ایي. ثَد ثبس خفت498

pUC57 حبهل بفتـدریـ اس ظــپـ. ذــؽـ دریـبفـت 

 ـَکـؽـ فــزآیٌذ یــعـ ـذُ،ــؽ دادُ عـفبرػ

 ثــِ حــبهل( Heat shock transformation)یـــزارتــح

گزدیذ. ثب تَخِ  هٌتقلXL1blue هـغـتـؼـذ ثـبکـتزي درٍى

هَرد ًظز ٍ  حبهلثِ حضَر صى هقبٍهت ثِ آهپی عیلیي در 

 ی عیلیي در هحیظ کؾت رؽذ ثبکتزي، کلًَیـضَر آهپـح

ؽذُ ثَد اًتخبة گزدیذ.  اًتقبلّبیی کِ ثِ عزس فحیح 

کیبصى(، ؽزکت عپظ ثب اعتفبدُ اس کیت اعتخزاج پلاعویذ)

اعویٌبى اس  سپظ اپلاعویذّبي تکثیز یبفتِ اعتخزاج ؽذًذ. 

ّضن  کیفیت هٌبعت پلاعویذ اعتخزاج ؽذُ، ٍاکٌؼ

( ثز vivantis )ؽزکت NcoI  ٍXhoIآًشیوی ثب آًشین ّبي

پظ اس ثزػ قغؼِ عزاحی ؽذُ،  رٍي پلاعویذّب اًدبم ؽذ.

ًیش ثب اعتفبدُ اس آًشین ّبي اؽبرُ ؽذُ ثِ  pET28پلاعویذ 

 حبهلفَرت خغی درآهذ. عپظ قغؼِ ثزػ خَردُ ؽذُ ٍ 

درفذ خذاعبسي ؽذ. در یک خغی ؽذُ ثز رٍي صل آگبرس 

خغی ؽذُ ثب اعتفبدُ اس کیت  لـحبهصًی ٍ قغؼِ  پبیبى

درفذ تخلیـ یک اس رٍي صل آگبرٍس کیبصى ؽزکت 

خبیگبُ قغؼِ عزاحی ؽذُ ثِ درٍى  اتقبلگزدیذ. عپظ 

هحقَل  اًتقبلاًدبم گزفت. خْت  pET28حبهلکلًَیٌگ 

ثِ درٍى علَل ّبي فلاحیت  pET28a اتقبل

. اس رٍػ ؽَک حزارتی اعتفبدُ ؽذ EcoliBL21دار

حبٍي کبًبهبیغیي  LBثز رٍي پلیت  ثبکتزي ّبي اًتقبل ؽذُ

داراي صى هقبٍهت ثِ  pET28aکؾت دادُ ؽذًذ )پلاعویذ 

 حبهلثزاي اًدبم ٍاکٌؼ تکثیزصًی،  کبًبهبیغیي اعت(.

 عویذ اس ثبکتزيًَتزکیت ثب اعتفبدُ اس کیت اعتخزاج پلا

ّب ثِ ػٌَاى الگَي صًی  حبهلؽذُ خذا ؽذ. ایي  اًتقبل ّبي

ٍاکٌؼ در ٍاکٌؼ تکثیز صًی هَرد اعتفبدُ قزار گزفت. 

دقیقِ  5 ٍاعزؽتی اٍلیِ ثِ هذت: تکثیز تحت ؽزایظ دهبیی

دٍر  30درخِ عبًتی گزاد ثزاي یک دٍر، ٍ ثِ تؼذاد  95 در

درخِ  46ثبًیِ در 40 عبًتیگزاد،درخِ  95 ثبًیِ در 50ثِ هذت

دقیقِ  5درخِ عبًتیگزاد ٍ در پبیبى 72 ثبًیِ در 60عبًتیگزاد، 

خْت  .درخِ ثِ ػٌَاى گغتزػ ًْبیی قزارگزفت 72 در

 اعتفبدُ ؽذ. T7تکثیزصًی، اس پزایوزّبي  ٍاکٌؼ اًدبم

 یبفتِ ّب
بت صًی لاسم ــوِ قغؼــضَر ّــبى دٌّذُ حـًتبیح ًؾ        

ی ــبیــزیــتبکــشثبى ثـیــدر هح ـحیـَاًؼ فــگَي خــال در

 حبهل دریبفت ٍ عزاحی اس (. پظ1هی ثبؽذ)خذٍل

 ثبکتزي درٍى ثِ ًَتزکیت حبهل ّبي ،PUC57 ًَتزکیت

 ّبي ثبکتزي. ؽذًذ دادُ اًتقبل XL1blueدار فلاحیت ّبي

 دادُ کؾت عیلیي آهپی حبٍي آگبر هحیظ رٍي ؽذُ اًتقبل

 ٍ ؽذُ اًتقبل ّبي ثبکتزي اس حبفل عفیذ ّبي کلٌی. ؽذ

 صى یک ػٌَاى ثِ را قغؼِ صًی احتوبلاً عیلیي آهپی ثِ ٍمبهق

 اس اعتفبدُ ثب ًَتزکیت حبهل ثزرعی. اًذ پذیزفتِ خبرخی

 حذٍد ثبًذ حضَر ٍ NcoIٍ XhoI  هحذٍدالاثز ّبي آًشین

 ؽذُ عزاحی صًی قغؼِ حضَر کٌٌذُ تبییذ ثبسي خفت 500

 صًی تَالی اعتخزاج ٍ آًشیوی ثزػ اس پظ .(1)ؽکلاعت

 ثِ ذُــؽ عزاحی قغؼِ کلًَیٌگ عبة صل، اس ًظز هَرد

 ّبي ثبکتزي عپظ. گزفت فَرت pET28 حبهل درٍى

  برــآگ تـــلیــپ رٍي تــزکیــًَتل حـــبه ثب ذُــؽ قبلــاًت
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 .ذــذًـؽ دادُ تــؾـک يــغیـیــبًبهـکحبٍي 

 بــث تِــذیبفــرؽ بيــّ ٌیـلـاسک لــبفـیذحـوـپلاع

 َردـه یـوـشیــآً نــضــّ ٍ یــصً ثیزـتک رٍػ اس فبدُـتـاع

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ثبسي تــخف 700بًذــث ضَرــح. تــزفــگ زارــق یــزرعــث

 فحیح زآیٌذــف ٌذُــدّ بىــًؾ َرســکتزٍفــال گَيـــال در

 .(2)ؽکلثبؽذ هی کلًَیٌگ عبة

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 درصد 1بز رٍی صل آگبرٍس  NcoI ٍXhoIبب آًشین ّبی PET28ّضن آًشیوی پلاعوید -1ؽکل 

  DNA( هبرکز 3( پلاعوید بزػ خَردُ 2 ( پلاعوید ّضن ًؾد1ُ
 

 تَالی اعید اهیٌِ تَالی ًَکلئَتیدی بعد اس بْیٌِ کزدى تَالی ًَکلئَتیدی قبل اس بْیٌِ کزدى 

اًشین 

هحدٍدالاثز 
    NCO1 

5’---C   CATGG---3’ 

3’---GGTAC   C---5’ 

5’---C   CATGG---3’ 

3’---GGTAC   C---5’ 

M 

تَالی 

 ّیغتیدیي

CACCATCATCACCACCAC CACCATCATCACCACCAC HHHHHH 

جبیگبُ بزػ 

اًشین 

 اًتزٍکیٌبس

GACGACGACGACAAA GACGACGACGACAAA DDDDK 

 قغوت

ایوًََصى 

تَکغیي 

 کلزا

)CTXB) 

ACCCCGCAGAACATCACCGACCTGTGCG 

CTGAATACCACAACACCCAGATATACACC 

CTGAACGACAAAATCTTCTCTTACACCGA 

ATCTCTGGCTGGTAAACGTGAAATGGCT 

ATCATCACCTTCAAAAACGGTGCTATCTT 

CCAGGTTGAAGTTCCGGGTTCTCAGCAC 

ATCGACTCTCAGAAAAAAGCTATCGAAG 

TATGAAAGACACCCTGCGTATCGCTTACC 

TGACCGAAGCTAAGTTGAAAAACTGTGC 

GTTTGGAACAACAAAACCCCGCACGCTA 

TCGCTGCTATCTCTATGGCTAAC 

ACCCCGCAGAACATCACCGACCTGTGCG 

CTGAATACCACAACACCCAGATATACACC 

CTGAACGACAAAATCTTCTCTTACACCGA 

ATCTCTGGCTGGTAAACGTGAAATGGCTA 

TCATCACCTTCAAAAACGGTGCTATCTTCC 

AGGTTGAAGTTCCGGGTTCTCAGCACATC 

GACTCTCAGAAAAAAGCTATCGAACGTAT 

GAAAGACACCCTGCGTATCGCTTACCTGA 

CCGAAGCTAAAGTTGAAAAACTGTGCGTT 

TGGAACAACAAAACCCCGCACGCTATCGC 

TGCTATCTCTATGGCTAAC 

TPQNITDLCAEYHNTQI 

YTLNDKIFSYTESLAGK

RE 

MAIITFKNGAIFQVEVP

GS 

QHIDSQKKAIERMKDTL

RI 

AYLTEAKVEKLCVWNN 

KTPHAIAAISMAN 

 GCTGAGGCTGCCGCTAAGGAAGCAGCA لیٌکز

GCAAAGGAAGCGGCGGCTAAAGAAGCT 

GCTGCTAAAGCT 

GCTGAGGCTGCCGCTAAGGAAGCAGCAG 

CAAAGGAAGCGGCGGCTAAAGAAGCTGC 

TGCTAAAGCT 

AEAAAKEAAA 

KEAAAKEAAAKA 

 پزٍتئیي

صلی هیلیيا  

)MBP) 

GAAAACCCGGTTGTTCACTTCTTCAAAAA 

CATCGTTACCCCGCGTACCCCG 
GAAAACCCGGTTGTTCACTTCTTCAAAAACA

TC 

GTTACCCCGCGTACCCCG 

ENPVVHFFKNIVTPRTP 

پبیبى کدٍى  TAATGA TAATGA  

 اًشین

هحدٍدالاثز
XHO1 

5’---C   TCGAG---3’ 

3’---GAGCT   C---5’ 

5’---C   TCGAG---3’ 

3’---GAGCT   C---5’ 

LE 

 

 تَالی ًَکلئَتیدی ٍ اعید آهیٌِ ایی کبهل فیَصى پزٍتئیي طزاحی ؽدُ-1جدٍل
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 بحث

 کلزا ٍ پزٍتئیي افلی هیلیي تَکغیيتزکیت قغوت ثتب       

هی تَاًذ ثزاي خلَگیزي اس پبعخ ثیؼ اس حذ خَد ایوٌی در 

گیزد. ثزاي ثیوبراى هبلتیپل اعکلزٍسیظ هَرد اعتفبدُ قزار 

َُ ًیبس ثِ یک هیشثبى ــقیبط اًجــزٍتئیي در هــذ پـَلیـت

ّبي هٌْذعی  یکی اسخذایBL21ِ ثبکتزي  .هٌبعت هی ثبؽذ

 ایي پزٍتئبسّبي. ثبؽذ هی ًَتزکیت پزٍتئیي تَلیذؽذُ ثزاي 

 تَلیذ پزٍتئیي ثِ آعیجی ًتیدِ درٍ  ؽذُ یبفتِ خْؼ ثبکتزي

 عبسگبريPET ّبي حبهل ثب خذایِ ایي. داؽت ًخَاّذ ؽذُ

 کِ ثبؽذ هی PET28a ّب حبهل ایي اساًَاع یکی. دارد

 آعبى، غزثبلگزي ثزاي کبًبهبیغیي ثِ هقبٍهت صى داراي

 C دراًتْبيHis tag  ٍ پزٍتئیي اًجَُ تَلیذ ثزاي T7پزٍهَتز

ٍ  Nحبهل. ثبؽذ هی آعبى عبسي خبلـ ثزاي تزهیٌبل 

PET28a ًِذاؽتي ػلت ث tag پزٍتئیي تزؽحی ّبي 

 هی تَلیذ ثبدي کلَسیَىــاً َرتــف ِــث را یتــَتزکــً

دّذ کِ اضبفِ کزدى  هغبلؼبت قجلی ًؾبى هی(. 11)ًوبیذ

ثبػث  تَاًذ کلزا هی تَکغیي ثِ اًتْبي آهیٌی قغوت ثتب پپتیذ

ثٌبثزایي تَالی هزثَط . (12)آى گزدد ػولکزد ٍ عبختبر تغییز

پزٍتئیي تزهیٌبل Nکلزا در قغوت  تَکغیيثِ قغوت ثتب 

گزفت. ّوچٌیي ثزاي خبلـ عبسي ثْتز اس  قزار ًَتزکیت

تزهیٌبل اعتفبدُ ؽذ.  Nتبیی ّیغتیذیي در عوت 6تَالی 

خبلـ عبسي َالی ّیغتیذیي ثؼذ اس ــثزاي خذاکزدى ت

دادُ ؽذ.ایي آًشین ثغیبر  خبیگبُ ثزػ آًشین اًتزٍکیٌبس قزار

زدى ــذا کــذرت خــٍ ق ذــول هی کٌــتقبفی ػــاخ

 فؼ ــٌظَر حــِ هــبؽذ. ثــث یـتیذیي را دارا هــیغــَالی ّــت

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

پزٍتئیي  ّبي در ػولکزد ثیي ؽبخـفبفلِ ٍ ػذم تذاخل 

 .اعتفبدُ ؽذ تزکیت ؽذُ اس اتقبل دٌّذُ ّبي پپتیذيًَ

 .کٌٌذ ّب را ثِ عِ ًَع تقغین هی هحققبى اتقبل دٌّذُ

 ٍ (rigid) عفت، ((flexibleپذیز اًؼغبف ّبي اتقبل دٌّذُ

 اتقبل دٌّذُ .(cleavable) ؽکغتاتقبل دٌّذُ ّبي قبثل 

ّبي پزٍتئیٌی ثخَاٌّذ  ؽبخـّبي اًؼغبف پذیز سهبًی کِ 

ثب ّوذیگز تذاخل ٍ ایٌتزاکؾي داؽتِ ثبؽٌذ کبرثزد دارد. ایي 

اعتفبدُ  ًَتزکیت ي پزٍتئیي ّبِ در ـبًی کــسه اتقبل دٌّذُ

 ّب ثب ّن ٍ در ًتیدِ ؽبخـثبػث تذاخل  ثؾَد هوکي اعت

ّب  ّب تَعظ آًتی ثبدي ؽبخـّبي  ػذم ؽٌبعبیی اپی تَح

 in vivoؽکغت ًیش در هحیظ ّبي قبثل  اتقبل دٌّذُؽَد. 

ؽَد. حفؼ فبفلِ  ّوذیگز هی ّب اسؽبخـ ثبػث خذایی 

 ثزاي ػذم تذاخل در رًٍذ ؽٌبعبیی ثب علَل ثیي دٍ پزٍتئیي

ّبي پپتیذي عخت اتقبل دٌّذُ ّبي ایوٌی لاسم اعت. 

(rigid) خَثی ِ عبختبر آلفبّلیکظ تؾکیل هی دٌّذ ٍ ث

 هی ًَتزکیتپزٍتئیي در ّب ؽبخـ ثبػث حفؼ فبفلِ 

فحت تؾکیل   psipred. ثب اعتفبدُ اس ًزم افشار(13)ؽَد

تَالی  تبییذ ؽذ. اتقبل دٌّذُعبختبر آلفب ّلیکظ ایي 

 DNA2ثب ًزم افشارًَتزکیت  پزٍتئیي هزثَط ثِ ًَکلئَتیذي

ایي ًزم افشار عبسگبري  ب اعتفبدُ اســذ. ثــیٌِ گزدیــثْ

هزثَط ثِ قغؼِ  GCٍ هحتَاي  (CAI)ّبي خَاًؼ کذٍى

 ثِ چقذر ّز CAI ارسیبثی قزار گزفت. ًتبیح کذکٌٌذُ هَرد

 تز هیشثبى هٌبعت ثزاي ثیبى در درفذ ًشدیک ثبؽذ100

  درفذ چقذر ّز تَالی اعت. GCي هَرد دٍم هحتَا .تـاع

 

 حضَرقطعِ دٌّدُ ًؾبى جفت ببسی 700ببًد(  PCR .1رٍػ بِ ٍ T7پزایوزّبی تَعط عکبًظ صى صحت درج بزرعی-2ؽکل 

 ( کٌتزل هٌفیDNA .3هبرکز  (2. اعت کدکٌٌدُ
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GC زدىــبسکــزاي ثــزي ثــؾتــزصي ثیــذ ثِ اًــبؽــث بلاــث 

بثزایي ــٌــ. ث(14)اعت بســن ًیــّ ساDNA  ِــتــرؽ دٍ

 .ذـــبؽــث ذــدرف 70زــسی GCقذارــت هــاع تزــْــث

یت ــَتزکــَالی ًــت CAIشاى ــیــٌِ کزدى هــْیــل اس ثــجــق

ؼذ اس ــِ ثــَد کــذ ثــدرف 64 جیؼی صى،ــبلت عــدر ح

جَد ــثْ ذــرفد 80 تــبعــثغیبر هٌ هیشاى ثِ یٌِ کزدىــْــث

ذ ــدرف 49ِ ــذ ثــدرف 42اس  GCقذار ــزد ٍ هــیذا کــپ

ي ـییـثزاي تؼ ProtParamشارــزم افــبفت. ًــؼ یــشایــاف

 Instabilityبراهتزــذ. پــبدُ ؽـتفـیي اعـزٍتئـذاري پـبیـپ

Index(II) ذدي ــذار ػــذُ هقــی ؽــزاحـغؼِ عـــزاي قــث

بیذاري ــزاي پــشاى ثــي هیــِ ایـک ی دّذــؾبى هــرا ً 32

 (.1)تـــت اعــــبعــٌــذُ هـــی ؽـــزاحــــِ عــؼــــغــــق
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 ًتیجِ گیزی

هٌبثغ ػلوی هَخَد، ایي هغبلؼِ ًخغتیي  ثزرعیثزپبیِ       

 حبهلدرخقَؿ عزاحی، ثْیٌِ عبسي ٍ عبخت  گشارػ

هزثَط ثِ پزٍتئیي افلی قغؼبت کذ کٌٌذُ  دارايًَتزکیت 

 کلزا هی ثبؽذ. تَکغیيؽذُ ثب قغوت ثتب هیلیي تزکیت 

 قدرداًی ٍ تؾکز

 تَعظ گزفتِ فَرت هبلی حوبیت حلــه اس بلِـــهق يای      

 1790/35 ًبهِ ؽوبرُ ثِ  گلغتبى پشؽکی ػلَم داًؾگبُ

 ػشیش ّوکبراى سحوبت اس ّوچٌیي. اعت پذیزفتِ فَرت

 آقبي ٍ ذــصً عبرُ خبًن خوبلی، آیلز دکتز خبًن عزکبر

 بیبًیــؽ کــکو کبر، بمــاًد در ِــک ذیبىــفو وبػیلــاع

 .ًوبیین هی قذرداًی ٍ زــؾکـت ذــوَدًــً
 

References 

1. Goldenberg MM. Multiple sclerosis review. Pharmacy 

and Therapeutics. 2012; 37(3): 175-184. 
 

2. Flachenecker P. Epidemiology of neuroimmunological 

diseases. Journal of neurology. 2006; 253(Suppl 5): v2-

v8. 
 

3. Bielekova B, Goodwin B, Richert N, Cortese I, Kondo 

T, Afshar G, et al. Encephalitogenic potential of the 

myelin basic protein peptide (amino acids 83–99) in 

multiple sclerosis: results of a phase II clinical trial with 

an altered peptide ligand. Nature medicine. 2000; 6(10): 

1167-75. 
 

4. Loma I, Heyman R. Multiple sclerosis: pathogenesis 

and treatment. Current neuropharmacology. 2011; 9(3): 

409-416. 
 

5. Turley DM, Miller SD. Prospects for antigen-specific 

tolerance based therapies for the treatment of multiple 

sclerosis.  Results Probl Cell Differ. 2010; 51: 217-35. 
 

6. Holmøy T. Immunopathogenesis of multiple sclerosis: 

concepts and controversies. Acta neurologica 

scandinavica. 2007; 115(s187): 39-45. 
 

7. Weiner HL. The challenge of multiple sclerosis: how 

do we cure a chronic heterogeneous disease? Annals of 

neurology. 2009; 65(3): 239-48. 
 

8. Olivera N, Cédola M, Gómez RM. The Cholera Toxin 

as a Biotechnological Tool. 2012; DOI: 10.5772/36708. 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19130025


 . . .طزاحی، بْیٌِ عبسی ٍ عبخت عبسُ صًی /14

 

 33پبییش (3)ؽوبرُ ّؾتنهجلِ علَم آسهبیؾگبّی، دٍرُ 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Designing, Optimization and Construction of Myelin Basic Protein Coding Sequence 

Binding to the Immunogenic Subunit of Cholera Toxin 

 

Abstract 

 

Background and Objectives: Multiple sclerosis (MS) is a chronic 

inflammatory autoimmune disease. Mucosal feeding of myelin basic 

protein binding to the cholera toxin B subunit can reduce the intensity of 

the immune response in MS patients. Expression system, the domain 

composition of the fusion protein, accessibility of two domains, codon 

adaptation index (CAI) and GC contents are very important for the large 

scale production of fusion protein. 

Material and Methods: we used DNA2, PSIPRED and ProtParam 

softwares for designing the best form to produce fusion protein. Moreover, 

the correct open reading frame of myelin basic protein was also considered.  

First the coding sequence was verified and then synthesized.  For 

confirmation of the recombinant vector, PCR test was carried out using T7 

primers. Finally it was inserted into the cloning site of pET28 expression 

vector.  

Results: After coding optimization, the CAI rate was increased from 64 % 

to 80% and GC content from 41 % to 49%. The presence of a band near 

700bp resulted from PCR amplification test demonstrates the correct 

cloning of recombinant vectors in the cloning site of pET28 expression 

vector.  

Conclusion: According to software and experimental analysis, the  

designed sequence probably in the best form could be used for production 

of recombinant protein. 
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