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 تأييديه اعضاي هيأت داوران حاضر در جلسه دفاع

 

 بعد اسكن نماييد.ژوهشي دانشكده دريافت و بعد از دفاع از حوزه پ
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 نامه حق مالكيت مادي و معنوي در مورد نتايج پژوهشهاي علميآيين

 دانشگاه تربيت مدرس

 

هاي پژوهشي و فناوري دانشگاه در راستاي تحقق عدالت و كرامت انسانها كه لازمه با عنايت به سياست مقدمه:

شكوفايي علمي و فني است و رعايت حقوق مادي و معنوي دانشگاه و پژوهشگران، لازم است اعضاي هيأت علمي، 

، رساله و نامهعلمي كه تحت عناوين پايان آموختگان و ديگر همكاران طرح، در مورد نتايج پژوهشهايدانشجويان، دانش

 طرحهاي تحقيقاتي با هماهنگي دانشگاه انجام شده است، موارد زير را رعايت نمايند:

حق نشر و تكثير پايان نامه/ رساله و درآمدهاي حاصل از آنها متعلق به دانشگاه مي باشد ولي حقوق معنوي  -1ماده 

 پديد آورندگان محفوظ خواهد بود.

نامه/ رساله به صورت چاپ در نشريات علمي و يا ارائه در مجامع انتشار مقاله يا مقالات مستخرج از پايان -2ده ما

بايد به نام دانشگاه بوده و با تاييد استاد راهنماي اصلي، يكي از اساتيد راهنما، مشاور و يا دانشجوي مسئول علمي 

مستخرج از پايان نامه و رساله به عهده اساتيد راهنما و دانشجو مي مكاتبات مقاله باشد. ولي مسئوليت علمي مقاله 

 باشد.

نامه/ رساله نيز آموختگي بصورت تركيبي از اطلاعات جديد و نتايج حاصل از پاياندر مقالاتي كه پس از دانش تبصره:

 شود نيز بايد نام دانشگاه درج شود.منتشر مي

حاصل از نتايج  )اثري هنري مانند فيلم، عكس، نقاشي و نمايشنامه(يا  آثار ويژهانتشار كتاب و يا نرم افزار و  -3ماده 

نامه/ رساله و تمامي طرحهاي تحقيقاتي كليه واحدهاي دانشگاه اعم از دانشكده ها، مراكز تحقيقاتي، پژوهشكده پايان

هاي نامهي دانشگاه و براساس آئينها، پارك علم و فناوري و ديگر واحدها بايد با مجوز كتبي صادره از معاونت پژوهش

 مصوب انجام شود.

المللي كه حاصل اي و بينهاي ملي، منطقهثبت اختراع و تدوين دانش فني و يا ارائه يافته ها در جشنواره -4ماده 

ري طرح از هاي تحقيقاتي دانشگاه بايد با هماهنگي استاد راهنما يا مجنامه/ رساله و تمامي طرحنتايج مستخرج از پايان

 طريق معاونت پژوهشي دانشگاه انجام گيرد.

در هيأت  23/4/87در شوراي پژوهشي و در تاريخ  1/4/87ماده و يك تبصره در تاريخ 5نامه در اين آيين -5ماده 

شوراي دانشگاه به تصويب رسيده و از تاريخ تصويب در   15/7/87رئيسه دانشگاه به تاييد رسيد و در جلسه مورخ 

 الاجرا است.دانشگاه لازم شوراي

متعهد مي شوم  علوم پزشكيدانشكده  ؟؟؟مقطع  ؟؟؟ورودي سال تحصيلي  ؟؟؟دانشجوي رشته  ؟؟؟اينجانب »

كليه نكات مندرج در آيين نامه حق مالكيت مادي و معنوي در مورد نتايج پژوهش هاي علمي دانشگاه تربيت مدرس را 

پايان نامه / رساله تحصيلي خود رعايت نمايم. در صورت تخلف از مفاد آيين در انتشار يافته هاي علمي مستخرج از 

نامه فوق الاشعار به دانشگاه وكالت و نمايندگي مي دهم كه از طرف اينجانب نسبت به لغو امتياز اختراع بنام بنده و يا 

ن فوري ضرر و زيان حاصله براساس هرگونه امتياز ديگر و تغيير آن به نام دانشگاه اقدام نمايد. ضمناً نسبت به جبرا

 «.برآورد دانشگاه اقدام خواهم نمود و بدينوسيله حق هرگونه اعتراض را از خود سلب نمودم 
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 تاريخ 

 

  



5 

 

 هاي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرسنامه )رساله(نامه پايانآئين

 

نامه )رساله(هاي تحصيلي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس، مبين بخشي از نظر به اينكه چاپ و انتشار پايان

هاي علمي پژوهشي دانشگاه است. بنابراين به منظور آگاهي و رعايت حقوق دانشگاه، دانش آموختگان فعاليت

 شوند: اين دانشگاه نسبت به رعايت موارد ذيل متعهد مي

دفتر نشر آثار “طور كتبي به دفتر نامه )رساله(ي خود، مراتب را قبلاً بهر صورت اقدام به چاپ پايان: د 1ماده 

 دانشگاه اطلاع دهد.” علمي

 

 : در صفحه سوم كتاب )پس از برگ شناسنامه(، عبارت ذيل را چاپ كند: 2ماده 

در  ؟؟؟؟؟؟است كه در سال  ؟؟؟؟؟؟نگارنده در رشته نامه كارشناسي ارشد پايانكتاب حاضر، حاصل “ 

 از آن دفاع شده است. ؟؟؟؟؟؟، مشاوره  ؟؟؟؟؟؟دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس به راهنمايي 

 

هاي انتشارات دانشگاه، تعداد يك درصد شمارگان كتاب )در هر : به منظور جبران بخشي از هزينه 3ماده 

تواند مازاد نياز خود را به نفع مركز نشر ه اهداء كند. دانشگاه ميدانشگا” دفتر نشر آثار علمي“نوبت چاپ( را به 

 در معرض فروش قرار دهد.

 

عنوان خسارت به دانشگاه     بهاي شمارگان چاپ شده را به %50، 3در صورت عدم رعايت ماده  : 4ماده 

 تربيت مدرس، تاديه كند.

 

هاي بهاي خسارت، دانشگاه مذكور را از ي از پرداختكند در صورت خودداردانشجو تعهد و قبول مي : 5ماده 

دهد به منظور استيفاي حقوق خود، از طريق مراجع قضايي مطالبه و وصول كند، به علاوه به دانشگاه حق مي

را از محل توقيف كتابهاي عرضه شده نگارنده براي فروش، تامين  4طريق دادگاه، معادل وجه مذكور در ماده 

 نمايد.

 

تعهد فوق و ضمانت اجرايي آن را قبول  ؟؟؟؟؟؟مقطع  ؟؟؟؟؟؟دانشجوي رشته  ؟؟؟؟؟؟: اينجانب  6ماده 

 شوم.كرده، به آن ملتزم مي

 

 

 

 نام و نام خانوادگي
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 تاريخ و امضا
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  تقديم به :
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و مروري بر مطالعات مقدمه 

 گذشته

 

 
 سرطان مثانه.1-1

سرطان يكي از مشكلات بزرگ تمام جوامع بخصوص كشورهاي در حال توسعه مي باشد.در ميان 

سرطانهاي دستگاه ادراري تناسلي نقش مهمي دارند كه در بسياري از افراد ٬تمام انواع بدخيمي ها
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منطقه و گروه  ٬گوهاي اين سرطانها بسته به زمان ال ٬منجر به مرگ فرد بيمار مي شود.علاوه بر اين 

 (1)هاي قومي مختلف متفاوت مي باشند.

 

 .اپيدميولوژي1-1-1

در سطح جهان سرطان مثانه از لحاظ فراواني در جايگاه نهم قرار دارد.از لحاظ جنسيت نيز 

بيشترين هزينه را  نهمين سرطان شايع در زنان مي باشد كهسرطان شايع در مردان و  چهارمين

.همچنين تخمين زده مي (2)تا مرگ براي بيمار در پي دارد نسبت به ساير سرطانها از زمان تشخيص

مرد و زن مبتلا به سرطان مثانه تشخيص داده شده و  73510 ٬ 2012شود كه در آمريكا  در سال 

در سالهاي اخير ميزان ابتلاي مردان تقريبا روند .(3)و زن از سرطان مثانه خواهند مردمرد  14880

مورد  24000در آلمان نيز  سالانه حدود افزايش داشته است. %0.2ثابتي داشته در حاليكه در زنان 

 .(4)جديد مبتلا به سرطان مثانه تشخيص داده مي شود

اطلاعات آماري لازم كه از طريق آزمايشگاه  ٬در ايران  2005در يك بررسي جمعيتي در سال 

مطب پزشكان و ساير مراكز در استانهاي  ٬و مراكز درماني  كلينيك هاي سرطان ٬هاي پاتولوژي 

 :فراواني سرطانهاي ادراري تناسلي را به صورت زير نشان مي دهد  ٬مختلف جمع آوري شده بود

 

 

 

 

.توزيع جنسيتي سرطان هاي مجاري ادراري در ايران1-1جدول   

 
 



3 

 

همانطور كه در جدول فوق مشاهده مي شود بيشترين درصد سرطانهاي ادراري تناسلي  در ايران 

 .(1)متعلق به سرطان مثانه است

نشانه از بيماران مي باشد.ساير  %80-85معمولترين نشانه سرطان مثانه هماتوري متناوب در 

رد مي و د هاي مجاري ادراري شامل : افزايش دفعات و نياز شديد به دفع ادرار و ادرار همراه با سوزش

 .(5)ازبيماران( %15-20باشد)

 

 . سطح بندي بيماري1-2

براي بكار گيري استراتژي  درماني صحيح و پيش بيني نتايج درمان  ، سطح بندي انواع سرطان 

 TNM(tumor,node,metastasis)سطح بندي تاييد شده، ثانه بسيار حائز اهميت است.آخرين م

مي باشد و پركاربردترين نوع سطح بندي در انواع سرطانها مي باشد كه علائم اختصاري و توضيحات 

 .(6)ه هر كدام ،در جدول زير آمده استمربوط ب

 

 

 

 

 . سطح بندي انواع  سرطانها2-1جدول 
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 .علائم و تعريف سطوح 1-2-1

 سرطان مثانه نيز بر اساس ميزان و درجه تهاجم تومور به ديواره مثانه سطح بندي مي شود.

به علت اينكه  Carcinoma in-situ (Tis) و Ta   ،T1به طور كلي سطوح 

به عنوان  ٬به لايه هاي دروني اپي تليال مثانه محدود مي شوند و ديواره عضلاني مثانه دخالتي ندارد

گروه هاي سطحي سرطان دسته بندي مي شوند.از ميان تومورهاي تهاجمي غير ماهيچه اي 

به صورت سطحي به  T1ه تومورهاي به موكوز محدود مي شوند در حاليك  Taتومورهاي سطح ٬

تهاجمي ترند.تومورهاي تهاجمي )سطوح   Taنسبت به  T1لاميناپروپريا حمله مي كنند. تومورهاي 

T2,T3,T4  به درون ماهيچه )T2)( و درون لايه چربي اطراف ماهيچه)T3 گسترش پيدا مي )

را نيز درگير مي كنند در سطح كنند و تومورهاي متاستاتيك كه گره هاي موضعي يا ارگانهاي دورتر 

T4  (9–7)قرار داده مي شوند . 
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  TNMسطح بندي انواع سرطان مثانه بر اساس سيستم. 1-1شكل 

 

بطور كلي مثانه از يك سرطان مثانه در مراحل ابتدايي در بخش داخلي ديواره مثانه رخ مي دهد. 

لايه عضلاني خارجي و يك ديواره داخلي ساخته شده از سلول هاي سنگفرشي، سلول هاي ترانزيشنال 

 و سلول هاي ترشحي تشكيل شده است.

سلول هاي ترانزيشنال منعطف بوده و بدون اينكه به ساختار سلول آسيب بزنند تغيير شكل مي 

 دهند.

ينوماي اوروتليال است كه از سلول هاي ترانزيشنال منشا مي گيرد فرم غالب سرطان مثانه ، كارس

اين نوع سلول ها را به خود اختصاص مي دهد.كارسينوماي سلول هاي ترانزيشنال مي تواند  %90كه 

 به ديواره كليه و مجاري ادرار كه داراي سلول هاي ترانزيشنال مي باشد نيز توسعه يابد.

نازك و صافي هستند كه در ديواره مثانه جاي دارند و شبيه به سلول هاي سنگفرشي سلولهاي 

از سرطان هاي مثانه ، كارسينوماي سلول  %2سلول هاي سنگفرشي هستند كه در پوست قرار دارند.

 هاي سنگفرشي هستند و معمولا در سطوح آخر بيماري يافت مي شود.
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توليد مي كنند و شبيه به  سلول هاي ترشحي نيز در ديواره واقعند و ترشحاتي مثل موكوس

از سرطان هاي مثانه آدنوكارسينوما هستند و اغلب در سطوح  %1-2سلول هاي ديواره روده اي اند. 

 آخر بيماري مشاهده مي شوند. 

با وجوديكه آدنوكارسينوما،كارسينوماي سلول هاي سنگفرشي  و ساركوما نيز اتفاق مي افتد ولي 

 .(3,10)اشي از كارسينوماي سلول هاي ترانزيشنالاستفراوان ترين نوع سرطان مثانه ن

 

 . ريسک فاكتور هاي سرطان مثانه:1-3

 مصرف سيگار: . 1-3-1

مي رسد كه علت  مهم ترين ريسك فاكتور ابتلا به سرطان مثانه ،مصرف سيگار  است و به نظر

از تومور هاي مثانه باشد.دود تنباكو شامل آمين هاي آروماتيك متعدد مي باشد كه به مجاري  50%

 ادرار ترشح شده و اثرات كارسينوژنيك بر كل سيستم مجاري ادراري مي گذارد.

 مشاغل خاص:. 1-3-2

افرادي كه بنا به شغل خويش با آمين هاي آروماتيك در ارتباطند. بطور مثال كساني كه در  

صنعت رنگ،فلزات و محصولات نفتي مشغول به كارند.البته اخيرا به علت بالارفتن سطح آگاهي و 

 ايمني اين فاكتور اثر كمتري دارد.رعايت نكات 

 

 

 پرتودرماني:. 1-3-3

درصد كمي از سرطان هاي مثانه با پرتو درماني در ناحيه لگني تحقيقات نشان مي دهد كه 

 مرتبط مي باشند.به عنوان مثال  مي توان به سرطانهاي دهانه رحم و بيضه اشاره كرد.

البته مرداني با سابقه سرطان پروستات چه با پرتو درماني و چه بدون پرتودرماني  از ريسك 

 وردارند.بالاتري براي ابتلا به سرطان مثانه برخ

 

 شيمي درماني:.1-3-4

استفاده از سيكلوفسفاميد براي درمان بيماري هاي پركاري لنفي و ساير امراض غير سرطاني با 

ايجاد و پيشرفت بيماري سرطان مثانه از نوع مهاجم به عضله در ارتباط است كه البته  دوره نهفتگي 

 (12–10)سال را در پي دارد 13-6

 



7 

 

 

 شيستوزوما:.1-3-5

شيستوزومازيس دومين عفونت انگلي شايع پس از مالارياست كه در آفريقا،آسيا و آمريكاي  

جنوبي ششصد ميليون نفر در معرض ابتلا به آن هستند. با اينكه رابطه تعريف شده خوبي بين 

كارسينوماي سلول هاي سنگفرشي مثانه و شيستوزومازيس وجود دارد، روند بيماري در مناطق بومي 

 .(13)ر در حال تغيير استمثل مص

 

 

 

 

 

 .نحوه درمان كنوني سرطان مثانه:1-4

درمان مي شوند  (TRUB)انهتومورهاي سطحي مثانه عمدتا بوسيله برش مجراي پيشاب از مث

 باشد. Intravesicalو يا شيمي درماني  BCGكه ممكن است همراه يا بدون درمانهاي ايمونوتراپي 

-Bladder)تومورهاي مهاجم معمولا با برداشت مثانه يا درمانهاي كمك كننده به مثانه

sparing therapies)درمان مي  ٬كه از شيمي درماني يا پرتوتابي تشكيل شده

 .(3,14,15)شوند

د نيازمند شيمي درماني سيستميك همراه بيماراني كه مبتلا به شكل متاستاتيك بيماري هستن

 با تركيبات چند گانه ضد سرطان مي باشند.

در بيشتر بيماران تومورهاي سطحي سرطان مثانه تشخيص داده مي شود.با وجوديكه تومورهاي 

همچنان ريسك بالايي براي عود بيماري وجود دارد.حدود ٬سطحي مي توانند كاملا برداشته شوند

سال شاهد بازگشت بيماري  15آنها ظرف %90سال و تقريبا  5ان ظرف اين بيمار 70-50%

تا   Taساله براي اين بيماران در سطح  5ميزان بقاي  ٬خواهند بود. با مراقبتهاي پزشكي بسيار 

 تغيير مي كند. %75تا   T1و در سطح  95%

سرانجام فرم   T1و  Taبيماران با تومورهاي غيرتهاجمي  %25تقريبا در ٬با اين وجود

 تهاجمي بيماري ايجاد مي شود.
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 T2ساله با تهاجم و متاستاز تومور كاهش پيدا مي كند.بيماران با تومورهاي سطح 5ميزان بقاي 

 %10و  T3از بيماران با تومورهاي سطح  %35اما فقط ٬سال ادامه حيات دارند 5ظرف  %60حدود  

 .(16,17)سال قادر به ادامه حيات خواهند بود 5تا   T4از بيماران با تومورهاي سطح 

 تشخيص داده شده است مراقبت مادامبراي بيماراني كه از ابتدا بيماريشان بصورت غير تهاجمي 

كيفيت زندگي و ادامه ٬پيش بيني مرضي ٬العمر ضروري است.تشخيص زودهنگام سرطان مثانه 

 .(18,19)حيات را براي فرد بيمار افزايش مي دهد

 

 هاي موجود. روند كنوني مطالعات تشخيصي و سنجش1-5

سال اخير روش هاي تشخيصي و همچنين درمان سرطان مثانه  پيشرفت  10تا  5در طول 

چشمگيري كرده است. جالب اينكه در دهه ي اخير ، در كشور هاي اروپايي  ميزان مرگ و مير در اثر 

كاهش داشته است. روش استاندارد و  %12و در زنان  %16اين بيماري به طور تقريبي در مردان 

سيستوسكوپي است. سيستوسكوپي روش قابل اعتمادي است كه  ٬طلايي براي تشخيص سرطان مثانه

 .(8,9)آسيبهاي مثانه را شناسايي مي كند  ديك به همه انواعنز

 
 

 .تصوير سيستوسكوپي تومور مثانه2-1شكل
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براي شناسايي زودهنگام سرطان مثانه و هم چنين بررسي پاسخ به درمان و بازگشت تومور وجود 

خيلي حساس و اختصاصي  ٬ماركرهاي تومور مثانه ضروري است.يك تست ايده آل بايد غير تهاجمي 

بايد قابل انجام و راحت بوده و نتايج بسيار تكرار پذير ارائه بدهد.يك تومور ماركر مناسب ٬ارزان ٬

بتواند براي پيگيري بيماران مبتلا به سرطان مثانه نيز قابل استفاده باشد.اگر يك تست بر اساس يك 

مي تواند كيفيت زندگي بيماران را بهبود داده و هزينه ٬تومور ماركر بتواند معيارهاي فوق را فراهم كند

.در سالهاي اخير تستهاي تهاجمي متعددي توسط (23–6,20)هاي مراقبت بعدي را كاهش دهد

 اره شده است:سازمان غذا و داروي امريكا تاييد شده است كه در زير به آنها اش

 

 (Urine cytology)سيتولوژي ادرار.1-5-1

سيتولوژي ادرار يك روش غير تهاجمي براي تشخيص سرطان مثانه است.كه موفقيت اين روش 

به سلولهاي رها شده در ادرار و تشخيص صحيح آنها توسط سيتوپاتولوژيست حرفه اي بستگي دارد تا 

گروه نرمال،غيرطبيعي ،مشكوك و بدخيم طبقه بندي  4بر اساس  مورفولوژي سلول را در يكي از 

 .(24)كند

يشرفته بيماري  نسبت به سطوح ابتدايي ،سلولهاي بيشتري به ادرار رها مي كنند. در سطوح پ

مطالعات انجام شده حساسيت براي سطوح پايين را كم ، ولي براي سطوح پيشرفته حساسيت بالايي 

 %20-53و حساسيت كلي  آن  %83-99را ارزيابي مي كنند . اختصاصيت سيتولوژي 

تشخيصي پايين براي سرطان مثانه سطحي و با درجات پايين است.سيتولوژي به علت حساسيت 

 .(29–9,25)د سيتوپاتولوژيست حرفه اي مي باشدمناسب نيست وهمچنين نيازمن

 

 

 

 

 

 



10 

 

 
 

 سلولهاي نرمال موجود در ادرار.3-1شكل 

A سلول هاي اوروتليال پايه سيتوپلاسم نسبتا چگال و با مرزهاي كاملا مشخص دارند. هسته و)

(سلول هاي اوروتليال سطحي سيتوپلاسم دانه هاي فراوان با مرزهاي Bهستک كوچک در مركز قرار دارد. 

 دالبري شكل دارند:هسته بزرگ ، گرد،چندتايي و با هستک هاي برجسته و مرزهاي هسته اي صاف

 هستند.

 
 كارسينوماي سلولهاي مجاري ادرار.. 4-1شكل 

سلولهاي كارسينوماي مجاري ادراري به ندرت به ادرار رها مي شوندئاين سلولها سيتوپلاسم با واكوئل 

-Diffرنگ آميزي  X 600(هاي فراوان دارند.هسته ها در مركز با شكل غير طبيعي قرار گرفته اند

Quik 

 +Immunocyt/Ucytتست . 1-5-2

در واقع يك سنجش فلورسنت ايمونوسيتولوژيك است كه با روش سيتولوژي ادرار تركيب شده 

است. اين سنجش دو موسين متفاوت و يك آنتي ژن كارسينوامبريوژنيك گليكوزيله موجود در 
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كدام از . حضور هر 19A211)وM344،LDQ10سلولهاي تومور با منشا اپي تليوم را شناسايي مي كند)

رنگ هاي سبز يا قرمز به عنوان جواب مثبت تلقي مي شود. ارزيابي اين سنجش نيازمند 

را  %80و اختصاصيت  %73سيتوپاتولوژيست مجرب مي باشد.اين روش حساسيت كلي 

 (32–21,22,30)دارد

 

  BTA TRAKو سنجش   BTA statتست . 1-5-3

كمپلمان انساني  Hايمونو اسي هاي آنزيمي اند كه هدفشان سنجش پروتئين مربوط به فاكتور

يك تست  BTA statاست.  X13.2و  X52.1در ادرار بوسيله آنتي بادي هاي مونوكلونال 

 است. %57-83و حساسيت  %60-92نيمه كمي است و داراي اختصاصيت 

BTA TRAK  يك سنجش كمي است و دارايcut off حدودU/ml  14  بوده و داراي

رفه اي و آزمايشگاه مرجع ازمند كارشناس حاست و ني %51-91و حساسيت  %24-97اختصاصيت 

 .(36–28,33)مي باشد 

  

1-5-4 UroVysion test. 

تستي است كه سلولهاي سرطاني مثانه را بر اساس آنيوپلوييدي كروموزوم هاي 

براي تشخيص بيماري در افراد  FDAبوسيله پروب شناسايي مي كند و توسط  17٬9٬7٬5٬3٬1

مبتلا به سرطان مثانه و هم چنين براي پيگيري افراد با سابقه ابتلا به سرطان مثانه تاييد شده 

ارزيابي شده است.حساسيت كلي اين  %5/94و اختصاصيت آن   %71است.حساسيت اين روش 

زينه بالا و نياز به روش نسبت به سيتولوژي به خصوص در سطوح پيشرفته بيماري بيشتر است .ه

از جمله محدوديتهاي اين  9p21حجم بالاي ادرار و عدم توانايي در شناسايي حذف در كروموزوم  

 (39–21,22,30,31,37)روش است

1-5-5 .UBC  و CYFRA21-1 

مطالعات نشان مي دهد كه بيان بيش از حد برخي پروتئين هاي ماتريكس هسته اي در سرطان 

. در ميان صورت مي گيرد هاي مختلفي از جمله سرطان هاي پستان،پروستات، كولون و مثانه

 .مثانه ،برخي از آنها بسيار مفيد گزارش شده اندبيوماركرهاي شناسايي شده براي تشخيص سرطان 

 سنجشهايي بر اساس اندازه گيري سيتوكراتينها هستند. UBCو   CYFRA 21-1تستهاي 

بدخيمي مثل كارسينوماي  سيتوكراتين ها پروتئينهاي رشته اي حدواسط هستند.در شرايط

 CYFRA21-1سلولهاي اوروتليال ، سيتوكراتين هاي خاصي بيش از حد بيان مي شوند.سنجش 
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 نيز UBCرا با كمك دو آنتي بادي مونوكلونال شناسايي مي كند.كيت  CK19اغلب قطعاتي از 

CK18 و CK8   (40)نمونه هاي ادراري شناسايي مي كندرا در . 

1-5-6.NMPs  

تحقيقات متعددي صورت گرفته است كه نمايانگر ارتباط بيان  يك پروتئين  از سوي ديگر 

 .(41)ماتريكس هسته اي و بيماري سرطان مثانه مي باشند

در رده هاي  NMP22يا  NuMAبررسي ها نشان مي دهد كه غلظت درون سلولي پروتئين 

 .(42)برابر بيشتر است 25سلولي سرطان مثانه  در مقايسه با رده هاي سلولي نرمال اوروتليال ، 

با سطح تمايز  NMP22هم چنين اطلاعات زيادي وجود دارد مبني بر اينكه غلظت درون سلولي 

. با در نظر گرفتن مطالب ذكر شده در كنار اين حقيقت كه (43)در سرطان مثانه رابطه مستقيم دارد

آنيوپلوييدي و تغييرات كروموزومي از جمله نشانه هاي سرطان مثانه هستند،مي توان سنجش ميزان 

NMP22  ماركر بالقوه براي سرطان مثانه در نظر گرفت.را  به عنوان يك 

 

 

1-6.NMP22 bladder chek 

طراحي شد كه يك Matritech Inc. (Newton, MA)اولين تست تجاري توسط شركت 

موجود در نمونه ادرار با استفاده از آنتي  NMP22ايمونو اسي كمي براي سنجش اشكال مختلف 

 بادي مونوكلونال بود.

است كه براساس يك واكنش  Point of careجديدترين نسل اين تست، يك سنجش 

قطره از ادرار فرد نياز دارد و آنتي ژن  4ايمونوكروموگرافيك، پروتئين را شناسايي مي كند. كه تنها به 

برابر حساس  4شناسايي مي كند.اين روش حداقل  Anti-NMP22مورد نظر را با آنتي بادي هاي 

 NMP22 Bladderلوژي است و هزينه آن نيز نصف هزينه سيتولوژي است. از مزاياي تر از سيتو

chek مي توان به در دسترس بودن و به صرفه بودن اشاره كرد.از طرفي هم انجام آن براي بيمار

است.نتايج مثبت  %98و اختصاصيت آن  %86هيچگونه ناراحتي ايجاد نمي كند.حساسيت اين روش 

 .(46–4,44)است NMP22 Bladder chekرابر نتايج مثبت كاذبب 2كاذب سيتولوژي 
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قطره از نمونه  4كاست كوچكي است كه با قرار دادن  NMP22 Bladder chek .5-1شكل 

 .(44)دقيقه، نتيجه آزمايش مشخص مي شود 30-50ظرف  Sادراري در چاهک 

 

 

 

 NMP22. مطالعات باليني صورت گرفته در مورد 1-6-1

در نمونه هاي بيماران  NMP22و همكارانش نشان داد كه متوسط ميزان  Solowayمطالعات 

 U/ml 35 و U/ml 1/13 ، U/ml 4/26و تهاجمي به ترتيب  CISبا سطوح غير تهاجمي،

 مي باشد.

در  Taبراي سطح  NMP22و همكارانش در يك بررسي دريافتند كه ميزان Chahalهمچنين 

 و همچنين در حالت تهاجمي بسيار كمتر مي باشد.و مقادير بسيار زياد T1-3مقابل سطوح 

(NMP22>20 U/ml)   با حالت تهاجمي بيماري و نوع عودكننده آن رابطه مستقيم

، به عنوان يك ماركر تشخيصي و حتي ماركري براي  NMP22دارد.معناي اين نتايج اينست كه 

( سطح %81-%100دامنه حساسيت متفاوت )بازگشت بيماري مي تواند مفيد باشد.با وجود 

NMP22  نمونه ادراري مي تواند در جهت درجه بندي مبتلايان از لحاظ بازگشت بيماري استفاده

شده و به ارولوژيست ها كمك مي كند تا پروسه درمان را  در جهت كاهش احتمال بازگشت بيماري 

 .(50–33,42,47)،براي هر فرد اختصاصي كنند

 

 :.مزايا و معايب1-6-2

سهولت اگرچه نسبت به سيتولوژي از حساسيت بيشتري برخوردار است اما بزرگترين مزيت آن، 

استفاده از  آن است.اين تست تنها بر اساس  سنجش مقدار كمي پروتئين رها شده در ادرار است و 

نيازمند تفسير سيتوپاتولوژيست نمي باشد.همين امر فاكتور خطاي آزمايشگر را حذف كرده و تكرار 

 پذيري را بالا برده و زمان و هزينه تشخيص را كاهش مي دهد.
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است،تاخير در تشخيص را كاهش داده و Point of careنوع جديد اين تست كه يك سنجش 

 پروسه تصميم گيري براي درمان را تسهيل مي كنند.

به مراتب بيشتر از سيتولوژي و ساير سنجش ها است .ساير سنجش  NMP22صرفه اقتصادي 

 Immunocytو   Uro Vysion هاي بر اساس ادرار كه براي استفاده كلينيكي تاييد شده اند مثل

 (53–51)بسيار گران ترند. چرا كه مستلزم آناليز و پردازش خارج از آزمايشگاه مي باشند

هنوز به طور گسترده در آزمايشگاه ها استفاده نمي شود و به علت  NMP22با وجود اين مزايا ، 

 بسيار بالا نيست، در حال حاضر جهت پيگيري عود بيماري استفاده مي شود.اينكه حساسيت آن 

از طرفي نيز، براي تومور هاي كوچك در حال تشكيل مجدد،نسبت به تومور هاي آغازين 

استاندارد مورد پذيرش همگان  Cutoff valueحساسيت كمي دارد.همچنين براي اين تست يك 

 وجود ندارد.

NMP22 رده اي در سطح غربالگري و همچنين پايش بيماري بررسي شده و تا كنون بطور گست

نتايج كاربردي بهتري نسبت به سيتولوژي ارائه كرده است.البته ويژگي پيش بيني بيماري براي 

تشخيص سرطان مثانه ،براي اينكه به عنوان يك ابزار پايشي جايگزين سيتولوژي شود به تنهايي كافي 

 ش بالقوه اي را در فرانگري بازگشت بيماري ايفا كند.نيست و امروزه مي تواند نق

در حساسيت كلي و تشخيص تومورهاي سطح پايين از  NMP22بر اساس اطلاعات موجود،

سيتولوژي مفيدتر است و در نتيجه مي تواند در كنار سيتولوژي بازگشت سرطان مثانه را زودتر و بهتر 

 از سيتولوژي به تنهايي،شناسايي كند.

با سيتولوژي و يا ساير ماركر هاي توموري موجود در ادرار نشان مي دهد كه  NMP22تركيب 

.اما اين تركيب ، پيچيدگي امر و هزينه آن را بالا مي ت پيش بيني بيماري را افزايش مي دهدقدر

 (31,32,39,45,53,54)برد

 

 

 

 

در بررسي هاي  NMP22مقايسه حساسيت و اختصاصيت سنجيده شده براي . 3-1جدول 

 (55)مختلف
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 (55)در سطوح مختلف سرطان مثانه NMP22.حساسيت و اختصاصيت 4-1جدول 

 
 NMP22. ويژگيهاي مولكولي 1-7

NMP22   ياNuMA1  محصول ژني به نامNuMA   11است كه در كروموزومq13  واقع شده

اسيد آمينه  2115پروتئيني با     ٬طول داشته و عمده محصول رونويسي و ترجمه bp 77830و

شامپانزه ودر زبرافيش حفاظت شده ٬موش خانگي ٬مرغ  ٬گاو ٬.اين ژن در انسان(58–56)است

گروه مختلف به طور جداگانه و مستقل اين پروتئين را شناسايي  5 ٬. در سالهاي نخست(59)است

كه بعدها  SPHو Centrophilin,SPNكرده و نام هاي متفاوتي به آن اطلاق كردند :

 آنها در واقع يك پلي پپتيد هستند.كلونينگ ثابت كرد كه همه 

 
 

 بر كروموزوم شماره  NuMa1محل قرارگيري ژن . 6-1شكل 

 

است .پيش بيني ساختار ثانويه اين پروتئين نشان مي دهد  kDa 238وزن مولكولي اين پروتئين

در ميان بخشهاي غير  216-1700كه يك بخش مارپيچ ميله اي طويل در ناحيه آمينو اسيدي 

واقع شده است. دومين آلفا هليكس مركزي شامل تكرارهاي  C-terminalو N-terminalمارپيچ 

هفتايي مي باشد كه در ميان آنها نواحي غني از پرولين قرار دارد.مطالعات بعدي پيشنهاد داد كه اين 
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مولكول بصورت دو رشته اي موازي است كه دايمر شده اند.اين پروتئين به خانواده پروتئيني خاصي 

براي قرار  NuMAميوزين و فيلامنتهاي حد واسط شباهت دارد. ٬علق ندارد ولي به تروپوميوزينت

-Cدارد كه اين آمينو اسيدها در (NLS)گيري در هسته نياز به سيگنال قرارگيري در هسته 

terminal ايزوفرم مختلف دارد كه بر اثر  3.اين پروتئين حداقل (60)آن واقع شده اند

اين (.اختلاف عمده (NuMA1,NuMA-s,NuMa-mپردازشهاي متفاوت حاصل شده اند

 .(57)آنهاست و در ساير نواحي كاملا شباهت دارند  C-terminalپروتئينها در 

 

 
 NuMaتصويري شماتيک از ساختار و ميانكنش هاي . 7-1شكل 

ميتوز و  ٬در طول اينترفاز و ميتوز در هسته حضور داشته و در سازماندهي ژنوم و تنظيم  بيان 

و ميكروتوبول است. بيان بيش از  NuMAتشكيل دوك شركت دارد. تشكيل دوك حاصل ميانكنش 

حد آن موجب تشكيل دوكهاي چند قطبي مي شود.در بيشتر سلولهاي بدن اين پروتئين بيان مي 

فيبرو بلاستها و  ٬برخي نورونها  ٬نوتروفيل  ٬كراتينوسيت  ٬شود.اما استثناهايي از جمله اسپرماتوزوا 

 .(61)ان اين ژن در آنها وجود نداشتسلولهاي عضلات صاف و اسكلتي نيز مشاهده شدند كه بي
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 .NuMAتصوير شماتيک از تقسيم ميتوزسلول و نقش . 8-1شكل 

مي تواند ميانكنش هاي متعددبا  NuMAنشان داده شد ،  8-1همان طور كه در شكل 

باعث حركت ميكروتوبولها مي شود و كمپلكسي  Dyneinميكروتوبولها داشته باشد.ميانكنش با 

 .، چرخه سلولي را تنظيم كند APCتشكيل مي دهد تا بواسطه اتصال 
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 NuMAبيماري هاي مرتبط با 1-7-1

عمدتا با مشاهده آنتي باديهاي خودي مربوط به بيماريهاي  NuMAاولين بيماريهاي مرتبط با 

 خود ايمني شناسايي شدند.در بيماريهايي چون 

(Sjögren´s syndrome , vitiligo , scleroderma , autoimmune thyroiditis )  
به شدت دچار موتاسيون مي  11q13دخالت دارد.در انواع سرطانها مشاهده شده كه لوكوس 

شود.انكوژنهاي زيادي در اين محل واقع شده اند و تغيير در آنها باعث درگيرشدن گره هاي لنفي مي 

به صورت فيوژن  APLفرم نادري از بيماري  ٬شود.همچنين بر اثر ترانسلوكيشن قطعات كرموزومي

ᵅNuMA-RAR .ايجاد مي شود 

از سوي ديگر اين پروتئين در عمل آپوپتوز نيز نقش دارد.همان طور كه مي دانيم از ويژگيهاي 

برآمدگي غشا و در نهايت تشكيل وزيكولهاي غشايي  ٬كوچك شدن سلول ٬فشردگي كروماتينآپوپتوز 

 به نام اجسام آپوپتوزي مي باشد.

اين امر مي تواند توسط مسيرهاي متفاوتي با هدف از بين بردن سلولهاي آسيب ديده و يا مضر 

 NuMAو  ٬DNAصورت بگيرد.براي تجزيه هسته اهداف متعددي وجود دارد از جمله: لامين 

تغييرات ساختماني لازم براي عوامل  ٬مطالعات نشان مي دهد كه فسفريله شدن اين پروتئين 

 kDa 48و  kDa 200ع عمل آنها را فراهم مي كند و در طي اين پروسه به قطعاتي آپوپتوز و شرو

 1701-1828مي شكند.بررسي هاي انجام شده نشان مي دهد كه ناحيه ضروري براي آپوپتوز در 

 .(62,63)واقع شده و حذف آن باعث مهار آپوپتوز مي شود

پس از تزريق به درون هسته سلولهاي  SPN3مطالعات نشان مي دهد كه آنتي بادي مونوكلونال 

HeLaميتوز را بلوكه و ايجاد  بقيه  %50سلولها منجر به  تشكيل ميكرونوكلئي شده و در  %50در  ٬

نقش مهم و  NuMA/SPNدوكهاي نا مناسب مي كند.اين امر تاييد كننده اينست كه آنتي ژن 

 .(61)كليدي در تقسيم ميتوز ايفا مي كند

 .طراحي آنتي ژن 1-8

و تست با  E.coliدر تحقيقات انجام شده با تهيه قطعات مختلف و كلونينگ و بيان آنها در 

 Dotبا روش   (SPN1,SPN2,SPN3,SPN4,SPN5,SPN7)آنتي بادي موجود 6

blot1اپي توپ خطي و  5 ٬اپي توپ 6نقشه اپي توپي اين پروتئين بدست آمده است.از ميان  ٬ 

اپي توپ در بخش ميله اي واقع  4٬اپي توپ خطي شناسايي شده 5اپي توپ غيرخطي مي باشند.از 

-Cقرار دارد دقيقا در  216تا  199كه در آمينواسيد  SPN4شده و فقط اپي توپ 

terminalبخش ميله اي قرار ميگيرد.در ميان اپي توپ هاي خطي موجود ،  سر كروي و ابتداي
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اسيد آمينه آغازين  300در  SPN-4و  SPN-3اپي توپ مهم واكنش دهنده با آنتي باديهاي 2

و جايگاه آنتي ژن  255-267در جايگاه  SPN3واقع شده اند.آنتي ژن  N-Terminalناحيه 

SPN4  (64)قرار دارد 199-216در جايگاه. 

 

 
 .SPN3(64)و محل دقيق اپي توپ  7SPN1,2,4,محل تقريبي اپي توپهاي.9-1شكل 

 

سنجشي كه بر اساس شناسايي با توجه به توضيحات ذكر شده مي توان دريافت كه با طراحي 

آنتي ژن رها شده در ادرار باشد و از طرفي به طور اختصاصي بتواند آنرا از ساير پروتئينهاي مشابه 

 متمايز كند مي توان در امر تشخيص زودهنگام سرطان مثانه قدم مثبتي برداشت.

كاملا  NuMAدر ايزوفرمهاي N-terminal با  در نظر داشتن اينكه نواحي نزديك به  

خود داراي   C-terminalيكسان است و همچنين همه ي پروتئينهاي هسته اي نيز در 

(NLS)  و از طرفي آنتي بادي موجود در بازار قادر است كه بخش  (60)هستندHead   اين

و حضور آن را در نمونه ادرار فرد گزارش دهد.لذا با توجه به اين (65)مولكول را شناسايي كرده 

داراي بخش  Headآمينو اسيد آغازين اين پروتئين كه علاوه بر بخش   300انتخاب ٬موضوع

اختصاصي تر مي تواند آنرا براي كاربرد تشخيصي ٬مي باشد SPN3هليكال و يك اپي توپ مهمتر 

 كند و ميزان دقت اين تست را افزايش دهد.

نتخاب شده در  ميزبان پروكاريوتي بوده  لذا هدف از انجام اين تحقيق،  بيان ناحيه ايمونوژنيك ا

در ميان وكتور هاي بياني موجود، وكتور جهت بيان استفاده مي شود.  BL21سويه  Ecoliاز باكتري

pGS21a ين فيوژن به علت دارا بودن پروتئGST  و همچنينHis tag گزينه مناسبي جهت بيان

 نوكلئوتيدي به شمار مي رود. 900قطعه 

-Niبا روش كروماتوگرافي تمايلي  دنباله هيستيديني تخليص پروتئين حاصله بواسطه دارا بودن 

NTA .انجام مي شود 
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وسترن بلاتينگ تاييد بيان صورت گرفته از پس از بيان و تخليص پروتئين مورد نظر جهت 

 استفاده مي شود.

ضد سنجش الايزا بر اساس واكنش آنتي ژن بيان شده و همچنين آنتي بادي پلي كلونال تجاري  

NuMA   پروتئين طبيعي نشان مي تواند تا حدي مشابهت آنتي ژن طراحي شده و بيان شده را با

 دهد.

 

 

 

 

 طراحي پروتيين در كامپيوتر : 

 جهت طراحي 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 NUMAآنتي ژنهاي طراحي شده در خصوص    
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 بيان پروتيين در سيستمهاي پروكاريوتي 

 

 

 

 

 

 تخليص پروتيين با استفاده از سيستمهاي جاري 

 

 NUMAآنتي باديهاي توليد شده بر ضد      
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 هامواد و روش
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 ها. مواد، وسايل و دستگاه2-1

 ژن مورد نظركد كننده آنتي DNA. قطعه 2-1-1

هاي بيوانفورماتيك با تمام تمهيدات لازم براي انجام بيان مناسب و نيز توالي حاصل از بررسي

 سفارش داده شد. Genscript كلون شدن در داخل وكتور بياني براي سنتز به شركت 

 

 

ژن مورد كد كننده آنتي DNA. پرايمرهاي اختصاصي وكتور حامل قطعه 2-1-2

 نظر

از پرايمرهاي اختصاصي وكتور با توالي Pgs21aبراي تاييد وجود قطعه سنتز شده در وكتور بياني 

 هاي زير استفاده شد.

 تصاصي وكتور. توالي پرايمر هاي اخ1-2جدول 

 

 

 

 

 

 وكتور بياني مورد استفاده. 2-1-3

بوده كه نقشه آن در شكل ؟ نمايش داده شده  pGS21aوكتور بياني استفاده شده در اين تحقيق 

 است.

T7 promoter primer: 

 

 

 

 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ 

 

T7 terminater primer: 

 

5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’ 
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 pGS21aنقشه وكتور بياني  1-2شكل

 

 ها. کیت2-1-4

  MN٬Bioneerپلاسميد، از كيت تخليص پلاسميد خريداري شده از شرركت   DNAبراي استخراج 

( جهرت  GE  healthcareهمچنين از كيت تخلريص پرروتئين برا سرتون نيكرل )     استفاده شد.intronو 

 جداسازي پروتئين استفاده شد.

 

 ها. بافرها و محلول2-1-5

 DNA. بافرهاي الكتروفورز 2-1-5-1

 روش تهيه:، TAE (X100)بافر  (1

Tris base 484 gr, Acetic Acid 2/144  ml, EDTA ( 5/0 M) 200ml 
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 ليتر برسد.ميلي 1000به حجم  ديونيزهبا آب 

 روش تهيه: ، DNA( بافر نمونه گذاري 2

glycerol 50%  V/V, Na2EDTA 1mM (pH= 0/8 ), Bromophenol blue 4/0%  W/V 

 SDS-PAGE. بافرهاي 2-1-5-2

ميلي ليتر  100گرم بيس اكريل آميد در  8/0گرم اكريل آميد و  30محلول استوك اكريل آميد: 

 صاف شد. 1آب مقطر حل شده و با كاغذ فيلتر واتمن شماره 

 .=8/8pHميلي ليتر آب مقطر.  100در  SDSگرم  4/0گرم تريس باز و  2/18بافر ژل پايين: 

 .=8/6pHمقطر. ميلي ليتر آب  100در  SDSگرم  4/0گرم تريس باز و  1/6بافر ژل بالا: 

در يك ليتر آب مقطر.  SDSگرم  1گرم گلايسين و  4/14 ٬گرم تريس باز 3بافر مخزن: 

3/8pH=. 

 5/0 SDS٬يك گررم   ٬ميلي ليتر گليسرول 5 ٬ميلي ليتر بافر ژل بالا X5: 10بافر نمونه احيايي 

 20مركاپتواتانل. حجم نهايي بره وسريله آب مقطرر بره     -2ميلي ليتر  1ميلي ليتر محلول بروموفنل و 

 ميلي ليتر رسانده شد.

ميكروليتر آب مقطر به صورت تازه  900در  TEMEDميكرو ليتر  TEMED :100 %10محلول 

 آماده شد.

تر آب مقطر به صورت تازه ميكرولي 1000ميلي گرم در  100آمونيوم پرسولفات : %10محلول 

 تهيه شد.

 هاي رنگ آميزي كوماسي بلو. محلول2-1-6

ميلي ليتر اتانل  125در  R250گرم كوماسي بلو  250R :25/0محلول رنگ آميزي كوماسي بلو 

 ميلي ليتر آب مقطر اضافه شد. 100ميلي ليتر اسيد استيك گلاسيال و  25حل شده و به آن 

ميلي  800ميلي ليتر اسيد استيك گلاسيال و  100 ٬ليتر متانولميلي  100محلول رنگ بر: 

 ليتر آب ديونيزه. 

 . بافرهاي وسترن بلات2-1-7

ميلي ليتر متانول با آب مقطر به حجم  150گرم گلايسين و  4/14 ٬گرم تريس باز 3بافر تانك: 

 ليتر رسانده شد. 1
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 1/0ميلي مولار حاوي  150به ميزان  NaClميلي مولار و  15: تريس باز به ميزان TBSTبافر

 .Triton X-100درصد  1/0و  Tween-20درصد 

 .BSA %1/0ميلي مولار حاوي  EIA :PBS 100بافر 

 شير خشك بدون چربي %5حاوي  PBSبافر  محلول بلاك كننده )بلاكر( :

 

 

 ELISAبافرهاي  2-1-8

 الايزاي پروتئين.2-1-8-1

در يك  KH2PO4گرم  KCl ،25/0گرم  Na2HPO4 ،25/0گرم  NaCl ،44/1گرم  PBS :10بافر 

 . =2/7pHليتر آب مقطر 

 . Tween 20 %1/0حاوي  PBS: بافر PBSTبافر 

 .BSA %1/0حاوي  EIA :PBSبافر 

 شير خشك بدون چربي.  %5حاوي  PBSبافر  محلول بلاك كننده )بلاكر( :

 نرمال اسيد كلريدريك  2محلول متوقف كننده واكنش الايزا:محلول 

 

 معرف برادفورد.2-1-8-2

متانول حل كرده و پرس از صراف    ml50را در  G250ميلي گرم رنگ كوماسي بريليانت بلو  100

(افزوده و با آب مقطر به حجم (w /v%84اسيد فسفريك  ml 100به آن  1كردن با فيلتر واتمن شماره 

 يتر مي رسانيم.يك ل

 

 بافرهاي ستون نيكل 2-1-9

 .بافرهاي تخليص 2-1-9-1

 ميلي مولار20ميلي مولار و ايميدازول 160فرفسفات:با (binding buffer)بافر اتصال

 ميلي مولار 40ميلي مولار و ايميدازول  160:بافر فسفات  (washing buffer)بافر شستشو

 ميلي مولار500مولار و ايميدازول ميلي 160:بافر فسفات  (elution buffer)بافر 
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 .بافرهاي شارژ  مجدد ستون نيكل2-1-9-2

، نيكرل سرولفات     pH=8ميلي مولار با  SDS 2%  ،EDTA 100مولار ،  6گوانيديوم كلرايد 

 ميلي مولار 100

  %100،  %75،  %50،  %25محلول اتانول 

 . بافرهاي تخليص آنتي بادي 2-1-10

 مواد و محلول هاي مورد نياز 

 =3/6pHميلي مولار  و 5/17بافر فسفات  -

در  4HPO2Naگرم از نمرك  272/0و  4PO2NaHگرم از نمك  87/1براي تهيه اين بافر بايستي 

 آب مقطر حل و به حجم يك ليتر رسانده شود.

 نرمال 5/0محلول اسيد كلريدريك  -

 نرمال 5/0محلول هيدروكسيد سديم  -

 آمونيومسولفات  -

 رزين دي اتيل آمينو اتيل سلولز -

 ها. آنتي بادي2-1-11

ژن بيان باشد، از آن براي شناسايي آنتيمتصل مي HRPكه به  Histagبادي بر عليه توالي آنتي

 شود.شده توسط باكتري استفاده مي

تهيه شد.آنتي بادي پلي كلونال  Abcamاز شركت  NMP22آنتي بادي تجاري پلي  كلونال  ضد 

 تهيه شده از خرگوش هاي ايمن شده مورد آزمايش نيز مورد استفاده قرار گرفت.

 به عنوان آنتي بادي ثانويه نيز استفاده شد.  HRPخرگوشي كونژوگه به  IgGآنتي بادي ضد 

 

 هاي باكتري. محيط كشت2-1-12

با آب  Triptoneگرم  10و  Yeast extractگرم  5و  NaClگرم  LB (7  =pH : )10محيط كشت 

 مقطر به حجم يك ليتر رسانده شد.

 گرم در ليتر آگار اضافه شد. 15مايع  LB: به محيط كشت  LB-Agarمحيط كشت 

با آب مقطر  Glycerolميلي ليتر  9و  Yeast extractگرم  24گرم تريپتون ، TB:12محيط كشت 

 به حجم يك ليتر رسانده شد.
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با آب مقطر به  Naclگرم  5و  Yeast extractگرم  10گرم باكتو تريپتون ، 2xYT :16محيط كشت

 حجم يك ليتر رسانده شد.

 محيط ذخيره سازي باكتري -

شود و براي هر استريل اضافه مي LBبه محيط  %60روش تهيه : گليسرول اتوكلاو شده به ميزان 

 افزاييم.ميلي ليتر از اين مخلوط مي 5/0ميلي ليتر كشت باكتري ،  1/5

سيلين ليتر آب مقطر استريل به يك گرم پودر آمپيميلي mg/ml 100 :10سيلين استوك آمپي

 .ug/ml100غلظت نهايي مورد استفاده: اضافه شد.

 

 ها. آنزيم2-1-13

كه براي بريدن قطعه سنتز  NotI٬EcoRI٬XhoIنامه عبارتند از:ر رفته در اين پايانهاي به كاآنزيم

 و تاييد آن مورد استفاده قرار گرفتند. pGS21aشده در وكتور بياني 

 نيز در بخش كشت سلولي استفاده شد. %25/0آنزيم تريپسين 

 ستون هاي كروماتوگرافي. 2-1-14

 Aldrich-Sigmaشركت  DEAE Celluloseو ستون  QIAGENشركت  NTA-+2Niاز ستون 

 استفاده شد.

 

 . وسايل2-1-15

(، پيپت ml ،50 ml 15 (، فالكون )ml ،1.5 ml 0.5 ميكروتيوب )( 25ml ،75mlفلاسك كشت سلولي )

(، كاغذ Nuncمحصول  Maxisorp(، بشر، استوانه مدرج،پليت الايزا )از نوع ml ،2 ml ،5 ml 1مدرج )

 مخصوص استريليزاسيون، سر سمپلر )زرد، آبي، كريستالي(و ... 0.2mmصافي، فيلتر 

 ها. دستگاه2-1-14

دستگاه سانتريفوژ ) معمولي(،انكوباتور، فور، اتوكلاو، هود لامينار، ميكروسكوپ معكروس ، يخچرال،   

دسرتگاهالكتروفور، شريكر،   درجه، بيوفترومتر، دسرتگاه الكتروفرورز، سرونيكاتور،      -70فريزر معمولي و 

 دستگاه قرائت گر الايزا و ...

 



29 

 

 

 ها. روش2-2

 هاانتخاب اپيتوپ. 2-2-1

 

 ايمطالعات كتابخانه2-2-1-1

هاي غالب ايمني و در عين حال خطي اي وسيعي براي پيدا كردن اپي توپمطالعات كتابخانه

 .(71–57,60,63,64,66)با استفاده از منابع موجود انجام شد NuMA1 براي پروتئين  

 هاي بيوانفورماتيكي. بررسي2-2-1-2

 قطعه مورد نظر جو براي توالي. جست2-2-1-2-1

 صورت گرفت و توالي پروتئين موردنظر  www.ncbi.nlm.nih.org/geneجستجو در پايگاه اطلاعاتي

( Accession Number:NP_006176)    دريافت شد . بر اساس مقالات دو ناحيه ايمونوژنيرك غالرب

 نوكلئوتيد مي باشد. 900ترمينال و -Nآمينو اسيد از  300براي بيان انتخاب شد كه معادل  

 

 

 

 

هاي ايمنوانفورماتيکبررسي. 2-2-1-2-2  

 نيز انجام شد. NMP22بررسي هاي ايمونوانفورماتيكي براي پيش بيني اپي توپ هاي اصلي پروتئين 

turns , antigenicity-beta  بيني براي پيشwww.immunepitope.orgدر آدرس  onlineسرور .

flexibility, surface accessibility وhydrophilicity هاي به ترتيب تحت روشChou and Fasman ،

Kolaskar and Tongaonkar ،Karplus and Schulz،Emini وParker .استفاده شد 

 

 ژن:بيني ساختار دوم پروتئين مربوط  به آنتيپيش.2-2-1-2-3

در  Phyreشرررامل  onlineژن برررا اسرررتفاده از سررررورهاي  تار دوم آنتررريبينررري سررراخپررريش

 در انجام شد. SOPMAو http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyreآدرس

 

 ژن:بيني ساختار سه بعدي آنتيپيش.2-2-1-2-4

http://www.immunepitope.org/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre
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 Abinitioو homology ،threadingهاي مدل كردن ژن با استفاده از روشبعدي آنتي ساختار سه

modeling هاي ذكر افزارهاي موجود كه از هر كدام از آنها  از روشبيني شد. تعداد زيادي از نرمپيش

در model-Swissكنند براي اين امر استفاده شدند از جمله: شده استفاده مي

در آدرس  http://swissmodel.expasy.org/ ،LOOPPآدرس

http://cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx ،TASSER-I  در آدرس

TASSER-u/Ihttp://zhanglab.ccmb.med.umich.ed ،Phyre در آدرس

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/index.cgi. 

 

 

 

 :و سنتز ژن طراحي سازه.2-2-2

و تجاري براي بيان مناسرب در   onlineافزارهاي قطعه انتخابي داراي دو اپي توپ بارز توسط انواع نرم 

بره علرت طيرف     Gen-Script (NJ, USA)بهينه شد و در نهايت توالي بهينه شده توسط  E.coliباكتري 

گيرد به عنوان توالي نهرايي انتخراب   سازي توالي براي بيان در نظر ميوسيعي از عوامل كه براي بهينه

در pGS21aژن مورد نظر در داخرل وكترور بيراني    هاي لازم براي قرار گرفتن بينيها و پيش.ويژگيشد

هراي  با اسرتفاده از جايگراه  pGS21aنظر گرفته شد بنابراين قطعه مورد نظر براي سنتز در داخل وكتور

 سفارش داده شد.Genscriptبه شركت  NotIو  EcoRIبرش 

 

 هاي آزمايشگاهيبررسي.2-2-3

 

 PCR. تاييد وجود قطعه با روش 2-2-3-1

پس از دريافت محصول مورد نظر براي اطمينان اوليه از وجود ژن مورد نظر در داخل وكتوري كه 

انجام شد. شرايط  T7terminatorو  T7promoterبا استفاده از پرايمرهاي  PCRفرستاده شده بود يك 

 واكنش به شرح زير بود.

 

 

http://swissmodel.expasy.org/
http://cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx
http://cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/index.cgi
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/index.cgi
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 PCR. مقادير مورد استفاده جهت انجام 2-2جدول 

(l) مواد مقدار 

1 Forward primer ( 10 pmol ) 

1 Reverse primer ( 10 pmol ) 

10 Mastermix 

13 O2deionized H 

 توالي هاي پرايمر هاي موردنظر از شركت ژن فناوران تهيه شده بود.

 

 PCR. چرخه دمايي 3-2جدول 

 گراد(دما )درجه سانتي زمان تكرار

 94 دقيقه 5 سيكل 1
3

0
 

ل
يك

س
 

 94 ثانيه 30

 48 ثانيه 30

 72 ثانيه 60

 72 دقيقه 10 سيكل 1

 

 و تاييد آن BL21انتقال پلاسميد حاوي ژن سنتتيک به ميزبان . 2-2-3-2

كه ميزبان اختصاصي وكتور براي بيان است براي انتقال وكتور به آن انتخاب شد.  BL21باكتري 

مستعد شده، براي واكنش شيميايي تهيه شد و سپس طي واكنش  BL21بدين منظور ابتدا باكتري 

 شيميايي پلاسميد به آن ترنسفورم شد.

 ه باكتري مستعد شده براي واكنش شيميايييته.2-2-3-4

بره   Co 37سراعت در   12بره مردت    LBليتر محيط ميلي 10در   BL21يك تك كلون از باكتري -1

 همراه شيك كردن كشت داده شد.
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2- ml5/0  از كشت شبانه فوق بهml 50  محيط مايعLB  ساعت )ترا   4الي  3اضافه شده و به مدت

كشرت داده   Co 37برسد( در شيكر انكوبراتور   5/0نانومتر به OD 600زماني كه شدت جذب در 

 شد.

بره   rpm3500و دور  Co 4ليتري منتقرل شرد و در دمراي   ميلي 50كشت باكتري به يك فالكون  -3

 نتريفيوژ شد.دقيقه سا 15مدت 

دقيقه روي يخ قررار   10حل شده و  2CaCl(mM 50)ليتر محلول سرد ميلي 50رسوب حاصل در  -4

 داده شد.

 سانتريفيوژ مانند مرحله قبل انجام شد. -5

دقيقه روي يخ قررار   10حل شده و  2CaCl(mM 50)ليتر محلول سرد ميلي 25رسوب حاصل در  -6

 داده شد.

 انجام شد.سانتريفيوژ مانند مرحله قبل  -7

 اضافه شده و سانتريفيوژ انجام شد.  2CaCl(mM 50)ليتر محلول سرد ميلي 12به رسوب حاصل  -8

 100هراي  حرل شرده و در حجرم    2CaCl(mM 50)ليتر محلول سرد ميلي 600رسوب حاصل در  -9

 ميكروليتري تقسيم شده و از يكي از آنها در همان روز استفاده شد.

ذخيره شدند. براي اطمينان از عدم آلودگي ميكروبري   -70ر فريزر به مابقي گليسرول اضافه و د 

از آن را روي پليتهاي جامد بردون آنتري بيوتيرك و داراي     lμ 50باكتري پذيراي )مستعد( تهيه شده 

 بطور ساكن قرار داديم. باكرتري ٣٧°Cآنتي بيوتيك آمپي سيلين كشت داده و يك شب در انكوباتور 

BL21   تنها بايد روي پليت بدون آنتي بيوتيك رشدكند چون ژن مقاومت به هيچ يك ازآنتي بيوتيكها

را ندارد. با مشاهده هرگونه آلودگي در پليتهاي فوق، بايد ميكروتيوبهراي حراوي سرلولهاي پرذيرا دور     

 ريخته و معدوم شوند.

 

 تخليص پلاسميد.2-2-3-5

اده شد. اين سيستم بر اساس ليز قليايي باكتري استف MNبراي تخليص پلاسميد از كيت شركت 

و اتصال پلاسميد به غشاء سيليكاژل استوار است. دستور العمل تخليص پلاسميد در زيرر آورده شرده   

 است:

 rpmدقيقه در  15ليتري بمدت ميلي 50در يك فالكون  ml 5كشت شبانه باكتري به حجم  -1

 سانتريفوژ شد. 4000
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محلرول   μl 250شرت بصرورت كامرل، رسروب باكتريهرا در      پس از خارج نمرودن محريط ك   -2

resuspension .حل شده و به يك ميكروتيوب منتقل شد 

3- μl250  بار به آرامي بر گردانرده شرد ترا     4-6محلول ليزكننده به ميكروتيوب اضافه شده و

 بخوبي مخلوط شود.

 دقيقه در دماي اتاق قرار داده شد. 5ميكروتيوب به مدت حداكثر  -4

5- μl 350  بار به آرامي برر گردانرده    6-10محلول خنثي كننده به ميكروتيوب افزوده شده و

 شده تا به خوبي مخلوط شود.

دقيقه سانتريفوژ شد. مايع رويي بره آرامري بره يرك      5بمدت  C4و دماي  rpm 4000در  -6

ثانيه سانتويفوژ شده  60بمدت  rpm 13000ستون تخليص پلاسميد منتقل شده سپس در 

 و مايع خارج شده دور ريخته شد. 

 اضافه شده مانند مرحله قبل سانتريفوژ انجام شد.  %70الكل  μl 700به ستون  -7

 دقيقه جهت خارج شدن كامل الكل سانتريفوژ شد. 1ستون بمدت  -8

دقيقه در  1ه و بمدت يا آب مقطر دو بار تقطير به ستون اضافه شدelutionبافر  µl 50مقدار  -9

rpm 13000 .سانتريفوژ شد ، پلاسميد تخليص شده در مايع خارج شده قرار دارد 

 

 

 ارزيابي كمي ميزان پلاسميدها .2-2-3-6

و محاسبه ضريب  nm260آن در  (OD)ميزان كمي پلاسميد استخراج شده با قرائت جذب نوري 

 اي در بيوفوتومتر مشخص گرديد.دو رشته DNAبراي  50رقت و ضريب ثابت 

 

 پلاسميد تخليص شده بر ژل آگارز الكتروفورز.2-2-3-7

درصد الكتروفورز  1پس از اتمام مراحل تخليص يك ميكروليتر از پلاسميد حاصل روي ژل آگارز 

 شد.

 

 انتقال پلاسميد حاوي ژن به باكتري با روش شيميايي با هدف تكثير پلاسميد. 2-2-3-8

 ابتدا باكتري مستعد روي يخ قرار داده شد تا كاملاً ذوب گردد. -1

2- ul5 هاي آرام مخلوط شد.از محلول حاوي پلاسميد به باكتري اضافه شد و با تكان 
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 دقيقه روي يخ قرار داده شدند. 30ها به مدت باكتري -3

 د.ثانيه شوك حرارتي داده شد و بلافاصله به يخ منتقل شدن 45ها به مدت به باكتري -4

 Co37به آنها اضافه شده و به مدت يك ساعت در  LBليتر محيط مايع ميلي 900پس از دو دقيقه  -5

 به همراه شيك كردن كشت داده شد.

بيوتيك جامد حاوي آنتي LBها را روي محيط ميكروليتر از محيط حاوي باكتري 200سپس  -6

هاي دريافت شوند. پس از گذشت اين زمان باكتريساعت كشت داده مي 14)آمپي سيلين( به مدت 

 كننده پلاسميد )حاوي ژن( روي محيط تشكيل كلوني خواهند داد. 

 

 

 هاي ترنسفورم شده براي داشتن ژن مورد نظرتاييد كلني .2-2-3-9

براي تاييد درست انجام شدن فرآيند ترانسفورماسيون، با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي كه 

اي با انجام شد كه با استفاده از اين پرايمرها قطعه colony PCRبراي وكتورطراحي شده بودند واكنش 

ليد جفت باز تكثير خواهد شد و در صورت خطا در ترانسفورماسيون اين محصول را تو 1880طول 

 نخواهد كرد.

 

 Colony PCRمقادير مورد استفاده جهت انجام .4-2جدول 

(l) مواد مقدار 

1 Forward primer ( 10 pmol ) 

1 Reverse primer ( 10 pmol ) 

10 Mastermix 

13 o2di H 

 

 

 

 

 Colony PCR چرخه دمايي  .5-2جدول 

 

 گراد(دما )درجه سانتي زمان تكرار
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 62 ثانيه 30

 72 ثانيه 60

 72 دقيقه 10 سيكل 1

 

 

 SDSبيان ژن سنتتيک و مشاهده  آن در ژل .2-2-3-10

 بدين صورت عمل شد: BL21براي انجام بيان ژن مورد نظر در ميزبان 

ليتر از محيط ميلي 5، يك تك كلون حاوي وكتور و ژن مورد نظر برداشته در 1ابتدا از كلون شماره  .1

LB  درجه همراه با شيك كشت شد. در شرايط  30ساعت و در دماي  8حاوي آمپي سيلين به مدت

 مشابه باكتري بدون وكتور نيز كشت شد.

ي قبل در دو ظرف ها كشت داده شده در مرحلهميكروليتر از هركدام از كلوني 100سپس مقدار  .2

 BL21ط مشابه كشت شد. در ظرف ديگر نيز باكتري و آمپي سيلين در شراي LBحاوي محيط كشت 

 فاقد وكتور به عنوان كنترل كشت شد.

 ادامه يافت.6/0حدود  ODكشت مورد نظر تا رسيدن به  .3

با غلظت  IPTGميكروليتر از  50مورد نظر به يكي از دو كشت مربوطه مقدار  ODپس از رسيدن به  .4

برسد. سپس به كشت دادن  IPTGمولار، براي  ميلي 1مولار اضافه شد تا به غلظت نهايي  ميلي 100

 ساعت ادامه داده شد. 5با شرايط مشابه براي مدت 

 سازي نمونهآماده.2-2-3-11

 1ها، در داخل ظرف يخ قرار داده شد و درون يخ مقدار ساعت ظروف حاوي كشت 5پس از اتمام  .1

درجه  چهارليتري منتقل شد. سپس در دماي ميلي 5/1ليتر از هر كشت به داخل ميكروتيوب ميلي

 دقيقه انجام شد. 5و به مدت  rpm 3500سانتريفيوژي با دور 

( مجددا حل  (pH=7.4محيط رويي خارج شده و رسوب باكتري در حجم مساوي از بافر فسفات سالين .2

 دقيقه انجام شد. 5و به مدت  rpm  3500شده و در دماي صفر درجه سانتريفيوژي با دور

 رسوب بدست آمده در بافر ليز حل شده و تحت سونيكاسيون قرار گرفت. .3
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 صورت گرفت.دقيقه  2ثانيه اي و با فاصله زماني  30پس از انجام سونيكاسيون در سه مرحله    .4

محلول بدست آمده مجددا با شرايط ذكر شده قبلي سانتريفيوژ شده و محلول رويي كه حاوي پروتئين 

 گرديد. هاي محلول مي باشد جدا

 .براي سنجش مقادير پروتئين از روش برادفورد استفاده شد.5

 دقيقه جوشانده شد. 5به ميزان  5Xميكروليتر از نمونه ها برداشته و در بافر نمونه  20.مقدار 6

 

 

 

 

 :به دست آوردن  زمان و غلظت بهينه القا كننده بيان.2-2-3-12

 

 ا كننده براي بيان:براي بدست آوردن غلظت بهينه الق.2-2-3-12-1

ميكروليتر از آن به سه فالكون  100ابتدا باكتري حامل پلاسميد به صورت شبانه  كشت داده شد و  ميزان 

حاوي آمپي سيلين اضافه شد و مشابه شرايط قبلي كشت داده شد.پس از اينكه  LBحاوي محيط كشت 

OD   بدست آمد  6/0حدودIPTG   ميلي مولار به محيط ها افزوده شد  2و 1/ 5،  1، 5/0با غلظت نهايي

 درجه كشت داده شد.رسوب باكتري جهت تخليص پروتئين استفاده شد. 30ساعت در دماي  5و به مدت 

 

 براي بدست آوردن زمان بهينه :.2-2-3-12-2

از آن به يك ارلن  ميلي ليتر  1ابتدا باكتري حامل پلاسميد به صورت شبانه  كشت داده شد و  ميزان 

حاوي آمپي سيلين اضافه شد و مشابه شرايط قبلي كشت داده  LBمحيط كشت  ميلي ليتر  100حاوي

مولار افزوده شد.و در زمان  ميلي 1با غلظت نهايي  IPTGبدست آمد  6/0حدود   ODشد.پس از اينكه 

تريفيوژ كرده واز رسوب حاصله ساعت پس از القا ، مقادير مساوي از محيط برداشته،سان 24و  2٬4٬8هاي 

 جهت تخليص پروتئين استفاده شد. 

 

 .براي بدست آوردن دماي بهينه:2-2-3-12-3

از آن را به يك ارلن ميلي ليتر  5/2ابتدا از باكتري حامل پلاسميد به صورت شبانه كشت داده شد و ميزان

 6/0حدود  ODحاوي آمپي سيلين اضافه شد و پس از رسيدن به  LBميلي ليتر محيط كشت  50حاوي 

IPTG  فالكون مختلف انتقال داده  3ميلي ليتر به  10ميلي مولار افزوده شد و به اندازه  1با غلظت نهايي



37 

 

سپس ساعت قرار داده شد. 4به مدت درجه سانتيگراد  37و  30،  23شد و هر كدام از آنها در دماهاي 

 جهت تخليص پروتئين استفاده شد.آنها را سانتريفيوژ كرده و از رسوب حاصله 

 

 SDS-PAGEهاي تهيه ژل.2-2-3-13

 عمل شد. 6-2مطابق جدول  %5/12براي تهيه ژل تفكيك كننده 

 

 

 

 SDS-PAGE. مواد لازم جهت تهيه ژل تفكيک كننده براي 6-2جدول

محلول  افر ژل پایینب 

 اكریل آمید

محلول  مقطرآب 

TEMED 10% 

محلول آمونیوم 

 %10پرسولفات 

 05/0 05/0 1/4 9/4 3 %5/12ژل

 

 

 SDS-PAGE. مواد لازم جهت تهيه ژل متراكم كننده براي 7-2جدول

 بافر ژل بالا 
محلول 

 اكریل آمید
 آب مقطر

محلول 

TEMED 10% 

محلول آمونیوم 

 %10پرسولفات 

 01/0 05/0 05/3 65/0 25/1 %4ژل 

 

 رنگ آميزي ژل با كوماسي بلو.2-2-3-14

 ساعت در محلول رنگ آميزي قرار داده شد. 5/0ژل پس از شست و شو با آب مقطر به مدت  .1

محلول رنگ آميزي تخليه شده و پس از شست و شو با آب مقطر محلول رنگ بر اضافه شد.  .2

 .محلول رنگ بر چند بار تعويض شد تا زماني كه زمينه ژل كاملاً شفاف شد
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 Ni-NTAتخليص پروتئين با استفاده از ستون .2-2-3-15

ابتدا ستون را تكان داده تا محتويات آن كاملا حل شود.سپس درب ستون را نيمه باز  .1

 سانتريفيوژ مي كنيم. g 100ثانيه در  30كرده و به مدت 

سانتريفيوژ مي ثانيه  30ميكرو ليتر از بافر اتصال را به ستون افزوده و مجددا  600 .2

 كنيم.

ثانيه  30به مدت  g100ميكروليتر از ليزات باكتريايي را به ستون افزوده و با دور  600 .3

 سانتريفيوژ مي كنيم. 

 ميكروليتر از بافر شستشو را به ستون افزوده و مجددا سانتريفيوژ مي كنيم. 600حجم  .4

را به ستون مي افزاييم و پس از  elution bufferميكروليتر از 200در اين مرحله  .5

  His tagمحلول رد شده را جمع آوري مي كنيم كه حاوي  پروتئين داراي ٬سانتريفيوژ 

 مي باشد.

 

 . شارژ كردن مجدد ستون نيكل2-2-3-16

 حجم از بافر گوانيديوم كلرايد شستشو مي دهيم. 2ستون را با  .1

 حجم آب مقطر شستشو مي دهيم. 5ستون را با  .2

 %25، %50،  %75،  %100،  %75،  %50،  %25اتانول يب با يك حجم از به ترت .3

 شستشو مي دهيم.

 ستون را با يك حجم آب مقطر شستشو مي دهيم. .4

 ميلي مولار مي شوييم. EDTA 100حجم  5سپس ستون را با  .5

 حجم آب مقطر مي شوييم. 1ستون را با  .6

 حجم نيكل سولفات شستشو مي دهيم. 2ستون را با  .7

 حجم آب مقطر شستشو مي دهيم. 2آخرين مرحله ستون را با در  .8
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 وسترن بلات براي بيان انجام شده.2-2-3-17

آميزي شود ولي اين بار رنگران مي SDSبراي انجام وسترن بلات ابتدا طبق روند قبلي ژل  .1

 SDS-PAGEها بر روي ژل پروتئينگيرد تا در ادامه مراحل وسترن بلات انجام گردد.صورت نمي

 تفكيك شدند.

ساعت به كاغذ  5/1آمپر به مدت  5/0هاي تفكيك شده بر روي ژل در شدت جريان پروتئين .2

 نيتروسلولز منتقل شد.

 ساعت قرار داده شد. 16كاغذ نيتروسلولز در محلول بلاكر به مدت  .3

 انجام شد. TBSTيك بار شست و شو با  .4

ساعت همراه با تكان قرار داده  5/1به مدت  EIAدر بافر  antiHis-tagبادي كاغذ در محلول آنتي .5

 شد.

 انجام شد. PBSو يك بار با  TBSTدو بار شست و شو با  .6

قرار داده شد تا زماني كه باندها ظاهر شدند.واكنش با اضافه  TMBي كاغذ در محلول سوبسترا .7

 .كردن آب مقطر متوقف شد

 

 الايزاي پروتئين.2-2-3-18

ميكروليتر  100اضافه شده و به هر چاهك الايزا (pH=9.6) بي كربنات نظر به بافرپروتئين مورد . 1

 نگهداري شد. C4°اضافه شد. پليت يك شب در 

انجام شد.باقي مانده محتويات  PBSTيا  PBSبار شست و شو با  5تا  3محتويات پليت خالي شده و . 2

 (Tapping). چاهك ها با كوباندن بر روي حوله تميز خالي شد

 بافر بلاك كننده به چاهك ها اضافه شد به طوري كه چاهك ها كاملا پر شدند.. 3

 تكرار شد. 3و  2مراحل . 4

اضافه  (Duplicate)ميكروليتر به صورت دوتايي  100آنتي بادي اوليه با غلظت مورد نظر به مقدار . 5

 شد.

 به آرامي شيك شد. C37°ساعت در  5/1پليت به مدت . 6

 تكرار شد. 3و  2مراحل . 7

 ميكروليتر به هر چاهك اضافه شد. 100آنتي بادي ثانويه بارقت مورد نظر به ميزان . 8

 به آرامي شيك شد. C37°دقيقه در  45پليت به مدت . 9

 تكرار شد. 3و  2مراحل . 10
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نگهداري  C37°ميكروليتر به هر چاهك اضافه شد و پليت در  100به مقدار  TMBسوبستراي . 11

 شد تا واكنش رنگي به ميزان مناسب پيش رود.

 نرمال به هر چاهك متوقف شد. HCl 2ميكروليتر از  100واكنش با اضافه كردن . 12

 قرائت شد. 450nmجذب نوري در 

 

 

 

 با استفاده از آنتي ژن نوتركيب خالص شده  ايمن كردن خرگوش ها. 2-2-3-19

آنتري ژن  نوبت برا فاصرله دو هفتره از     4دو عدد خرگوش از موسسه رازي تهيه شده و به هر يك در 

ميكروگرم و در تزريق هاي بعدي  500محلول تزريق شد. مقدار آنتي ژن در تزريق اول  تخليص شده

ز ميكروگرم بود. در تزريق اول از ادجوانت كامل فرونرد اسرتفاده شرد، در تزريرق دوم و سروم ا      250

ادجونت ناقص فروند استفاده شده و تزريق آخر بردون ادجوانرت انجرام شرد. تزريرق اول بره صرورت        

زيرپوستي و در ناحيه پشت، نزديك گردن در چند نقطه انجام شد. آخرين تزريق به صورت ماهيچره  

 اي در ناحيه ران انجام شد. خون گيري در روز قبل از تزريق و يك هفته پسرازآخرين تزريرق انجرام   

به مدت يك ساعت نگهداري شرده و سرپس برا     C°37شد. لوله هاي حاوي خون حيوانات در دماي 

 دقيقه سرم جدا شد. 20به مدت  4000سانتريفوژ دور 

 

 پلي كلونال توليد شده بر عليه آنتي ژن نوتركيب  تخليص آنتي بادي. 2-2-3-20

 آمينو اتيل سلولزآماده سازي رزين مبادله كننده آنيون دي اتيل . 2-2-3-20-1

ميلري ليترر آب    100ميلي ليتري ريخته و حدود  250سلولز را در يك بشر  DEAEگرم از  1

مقطر به آن افزوديم.آن را به آرامي هم زده و سپس مدتي بي حركت قرار داديم تا اينكه ذرات درشت 

نته كردن همراه برا آب  تر ته نشين شده ولي ذرات ريز به صورت معلق باقي ماندند.اين ذرات را به دكا

مقطر خارج نموديم.اين كار آنقدر تكرار شد تا اينكه محلول رويي صاف و شفاف ماند و سرپس حردود    

نرمال افزوده و براي نيم ساعت آن را به آرامي به هم زديرم و بره    Hcl 5/0سه برابر  حجم ژل به آن 

محلرول   pHآب مقطر شستشو داديم ترا  دنبال آن، آنرا بر روي كاغذ صافي معمولي ريخته و آنقدر با 

 زير صافي كاملا خنثي شد.

در مرحله بعد ژل را از روي كاغذ صافي به بشر انتقال داده و حردود سره برابرر حجرم ژل بره آن      

عمرل شرد.ژل روي صرافي را در برافر فسرفات       Hclنرمال افزوده و مثل مراحل  NaoH 5/0محلول 
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نموده و پس از هم زدن ملايم به مدت نيم سراعت ، آن را   غوطه ور  = pH 3/6ميلي مولار  و  5/17

بي حركت قرار داديم تا ژل ته نشين شود.سپس بافر رويي را تعويض كرده و اين عمل را تكرار كرديم 

 شود.در اين حالت ژل آماده استفاده است. 3/6محلول رويي برابر  pHتا جايي كه 

 

 

 

 

 مراحل تخليص.2-2-3-20-2

 پروتئين ها از سرم.جداسازي 1

گرم  %33استفاده شد.به ازاي هر ميلي ليتر سرم  %33به اين منظور از نمك سولفات آمونيوم 

سولفات آمونيوم وزن كرده و به صورت پودر بسيار نرم در آورديم.سپس آن را آرام آرام به سرم مورد 

ز آن به منظور كامل شدن نظر كه بر روي همزن مغناطيسي در حال به هم خوردن بود افزوديم.بعد ا

 عمل رسوب گذاري پروتئين ها ، هم زدن ملايم نمونه به مدت نيم ساعت ادامه يافت.

دور  3000درجه سانتيگراد و سرعت  25براي جدا كردن رسوب از محلول رويي آن را در دماي 

در حداقل دقيقه سانتريفوژ كرديم محلول رويي را بيرون ريخته و رسوب را  30در دقيقه به مدت 

 12مقدار بافر فسفات مذكور حل نموديم .سپس اين محلول را به كيسه دياليز  با انذازه منافذ 

ساعت با سه بار تعويض دياليز  24كيلودالتون انتقال داده و در برابر همين بافر  فسفات به مدت 

 كرديم.

 مبادله كننده يوني: .  جداسازي گاماگلوبولين ها از ساير پروتئين ها با استفاده از رزين2

ابتدا ميزان پروتئين محلول دياليز شده به روش براد فورد اندازه گيري شد.و با توجه به اينكه به ازاي 

ميلي  15ميلي ليتر ژل لازم بود، ميزان مورد نياز ژل را در يك فالكون  2ميلي گرم پروتئين   75هر 

ر آن انجام شد. بدين ترتيب كه پروتئين دياليز د Batchليتري قرار داده و  كروماتوگرافي  به صورت 

شده را بر روي ژل قرار داده و چندين مرتبه فالكون را تكان  داده و نيم ساعت آنرا بي حركت 

 گذاشتيم. پس ازته نشين شدن ژل فاز بالايي را كه حاوي گاماگلوبولين ها بود را جدا كرديم.

 SDS-PAGEنمونه تخليص شده بر روي ژل  پس از تعيين غلظت پروتئين به روش برادفورد،

 آناليز شد.
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 تخليص شده بر عليه آنتي ژن نو تركيب IgGتعيين تيتر .2-2-3-21

ميكرو گررم  در   2و  1،  5/0، 25/0با مقادير تخليص شده  t-NuMAاز پروتئين نوتركيب  .1

 هر چاهك به عنوان آنتي ژن استفاده شد.

 2و  5/1،  1، 75/0،  5/0، 25/0غلظررت  حيوانررات  بررا از سرررم ميكروليتررر  100مقرردار  .2

ميكروگرم در هر چاهك به عنوان آنتي بادي اوليه استفاده شرد و بره چاهرك هراي متنراظر      

از سرم حيوانات قبل از تزريق، نمونه گيري شده و به عنوان سرم نرمال برا همران   افزوده شد.

از پروتئين هاي سرم را به خود  %15ها  با احتساب اينكه ايمونوگلوبولين مقادير استفاده شد.

 اختصاص مي دهند.

 استفاده شد. 18-3-2-2از پروتكل ذكر شده در  .3
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 هانتايج و يافته
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 In silico هايبررسي .3-1
 . بررسي توالي نوكلئوتيدي3-1-1

 ايزوفرم مختلف است به نام هاي  3داراي NuMaتوالي نوكلئوتيدي

 NuMA-s ,NuMA-mوNuMA1   آمينواسيد است. براي  2115و  2124، 2110كه  طول آنها

 توالي مشترك اين ايزوفرم ها بدست آمد. Geneious 4.8.5سنتز توالي مورد نظر با استفاده از نرم افزار 

-Cفاوتشران در آمينرو اسريد هراي ناحيره      با هم مشابهت داشته و تنهرا ت  %2/99اين ايزوفرم ها 

terminal   ، آمينواسريد ابتردايي را انتخراب كرد.بردين      300بود. از اين رو مي توان از نواحي مشرترك

 ايزوفرم موجود در ادرار را شناسايي كند.   3ترتيب آنتي بادي نهايي تهيه شده مي تواند هر 

 

 
 

سه ايزوفرم  %2/99تطابق   Geneiousبررسي هاي انجام شده با نرم افزار . 1-3شكل

NuMA1,NuMA-s,NuMA-a .ديده ميشود . كربوكسيل تفاوت صرفا در ناحيه پايانه را نشان مي دهد 
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سرويه   E.coliژن سنتتيك كد كننده آنتي ژن مناسب تشخيص،با توجه بره تررجيح كردوني براكتري     

BL21 بود يافت.عوامل متعددي در راستاي  بيان مناسب  پروكاريوتي به 

هراي  كره نشران دهنرده ميرزان بهبرود اسرتفاده از كردون         Codon Adaptation Index (CAI)شاخص  

 %77/52بره   %GCكاهش يافت.محتواي  87/0به  90/0از باشد،ترجيحي براي سيستم پروكاريوت مي

شكل  افت.هاي داراي بيشترين بسامد استفاده، افزايش يها، به نفع كدونكدونرسيد و درصد پراكنش 

 ؟ تغييرات صورت گرفته در جهت بهترين بيان را نشان مي دهد.

 

 
 

 
 E.coliسازي توالي اوليه براي بيان در سيستم تغييرات لازم انجام شده در جهت بهينه .2-3شكل 

 

 

 

 هاي ساختارهاي پروتئينيبينيپيش.3-1-2

ژن بيشتر داراي داد كه اين آنتي ژن صورت گرفت نشانبررسي كه در ساختارهاي دوم احتمالي آنتي

 .مي باشدextended strandبه مقدار كمتريو  beta turnو  random coil alpha helix٬ساختارهاي 
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وكمتراز  random coilمربوط به  alpha helix،26%ساختار دوم مربوط به  %68در بررسي كلي بيش از 

 مي باشد.  extended strandمربوط به 1%

 

 

 
 

 
 

با استفاده از پايگاه اطلاعاتي  ژن تشخيصيبيني شده براي آنتيساختارهاي دوم پيش. 3-3شكل

SOPMA 
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 I-TASSER.ساختار سوم پيش بيني شده توسط نرم افزار 4-3شكل

 

 

 

 بررسي در توالي اوليه آنتي ژن بدست آمده در پايگاه اطلاعاتي .3-1-3

bin/protparam/protparam-http://web.expasy.org/cgi   نشان دهنده ي مقدارpI  پيش بيني شده ي

كيلودالتون مي باشد.پس از بيان در وكتور و ميزبان بياني، پروتئين  37و مقدار وزن مولكولي   26/5

 SDS-PAGEكيلو دالتوني در ژل  63و انتظار مي رود كه پروتئين ز به آن اضافه شده ني GSTفيوژن 

ساعت بوده و پايگاه اطلاعاتي  10، نيمه عمر اين پروتئين در ميزبان باكتريايي بيش از مشاهده شود 

http://biotech.ou.edu/   را پس از بيان در ميزان حلاليت اين پروتئينE.coli   ،4/78%   پيش بيني

 آن وارد فاز نامحلول مي شود. %6/21مي كند كه 

 

http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam
http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam
http://biotech.ou.edu/
http://biotech.ou.edu/
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 هاي آزمايشگاهيبررسي.3-2

 . سنتز ژن3-2-1

افزارهاي مختلف، توالي نهايي هاي مورد نياز در محيط مجازي و با استفاده از نرمپس از انجام بررسي

 براي سنتز شدن سفارش شد.ژن مشخص گشت و ژن مربوط به آنتي

قرار داده شده است تا  EcoRIوNotI،XhoIدر اين ژن توالي دومين هاي مربوطه همراه با سه جايگاه 

 ظر در وكتورهاي ديگر سابكلون شود.صورت نياز قطعه  مورد ندر

 

 
و  EcoRI.توالي نهايي ژن براي سنتز شدن كه داراي جايگاه هاي برش آنزيم هاي محدودكننده 5-3شكل

NotI .مي باشد 
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 . تخليص پلاسميد 3-2-2

ميكروگررم از ژن  2-4سنتز شد و به صورت پودر حاوي  pGS21aتوالي ژن در داخل وكتور بياني 

به آزمايشگاه فرستاده شد. براي اثبات اوليه اينكره تروالي مرورد نظرر مرا در داخرل وكترور قررار دارد         

 ،پلاسميد با استفاده از كيت  استخراج شد و كيفيت آن روي ژل آگارز بررسي شد.

 

 
 DNA.ماركر استاندارد Top10bيص شده از سويه تخل  pGS21a.پلاسميدa. تخليص پلاسميد  6-3شكل

صرورت گرفرت، كره     PCRجهت تاييد وجود قطعه در وكتور  ،  با استفاده از پرايمرهاي وكترور   

 جفت بازي اثبات كرد . 1880وجود ژن را با بدست آمدن يك باند حدود 
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.ماركر بر  aبراي اطمينان از وجود قطعه در محصول فرستاده شده از شركت.  PCR. واكنش 7-3شكل

 كنترل منفي PCR.c. محصول    bحسب جفت باز

 

 

 و تاييد آن BL21انتقال پلاسميد حاوي ژن سنتتيک به ميزبان . 3-2-3

وكتور حاوي ژن براي اينكه بيان شود بايد وارد ميزبان اختصاصي بيان خود شود بدين منظور 

هاي مستعد با صورت گرفت. ابتدا سلولBL21-DE3ي سويه E.coliفرآيند انتقال ژن به باكتري 

بيوتيك هيچ هاي چند آنتيهاي حاصل در پليتاستفاده از  كلسيم كلرايد تهيه شد. كشت سلول

هاي ها يا آلودگيساير باكتريهاي مستعد با گر عدم آلودگي سلولرا نشان نداد كه اين امر بيانرشدي 

 باشد. ديگر مي

نتتيك انجام شد كه در پس از تهيه شدن سلول مستعد فرآيند انتقال پلاسميد حاوي ژن س

كه  .شد پليت حاوي آمپي سيلين كلني هاي مورد نظر مشاهدهحاصل درهاينهايت با كشت سلول

 باشد.ها ميهاي مستعد شده و در عين حال عدم آلودگي سلولگر انتقال وكتور به سلولبيان
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 Colony PCRتاييد كلني هاي ترانسفرم شده به روش .3-2-4

 

 

 
  colony PCR.8-3شكل

aبر حسب جفت باز  .ماركرb  كنترل منفي.c 1.كلني شماره   

 

 

 

 

 

 

 pGS21a. بيان ژن در وكتور 3-2-5

سازي نمونه ،همسان سازي غلظت به ميزان بيان ژن در شرايط ذكر شده انجام شد پس از آماده

كيلودالتوني مشاهده شد.اين  63باند  SDS-PAGEميكروگرم پروتئين در هر چاهك و بردن رويژل  5

در حالي بود كه در  نمونه باكتري فاقد پلاسميد و هم چنين باكتري حامل پلاسميد القا نشده،باند 

 مورد نظر مشاهده نشد.
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. bباكتري القا نشده حاوي وكتور  pGS21a ..aحاصل از بيان ژن در وكتور SDS.ژل  9-3شكل

..ماركر پروتئيني استاندارد بر Mفاقد وكتور   BL21. باكتري cرسوب باكتري القا شده حاوي وكتور بياني  

. f. سوپرناتانت باكتري القا شده حاوي وكتور بياني e. باكتري القا نشده حاوي وكتور   dحسب كيلو دالتون  

 فاقد وكتور BL21باكتري 

 

 

در سويه مورد نظر ، چه درصدي از پروتئين هاي ميزبان  جهت بررسي اينكه پروتئين بيان شده

 Helena 24 اسكنر  -به خود اختصاص مي دهد از دستگاه دانسيتومتردر دو فاز محلول و نا محلول را 

process   استفاده شد. بدين منظور  ژلSDS-PAGE  بيان ، در دستگاه قرار داده شد و نمودار غلظت و

د در نمونه سوپر ناتانت ليزات باكتري القا شده، رسوب باكتري القا شده ، دانسيته پروتئين هاي موجو

پروتئين هاي  باكتري فاقد پلاسميد و باكتري حاوي پلاسميد القا نشده رسم شد كه نشان مي دهد 

از فاز غير محلول را تشكيل  %8/10از پروتئين هاي فاز محلول و  t-NuMA 9/12%پروتئين نوتركيب 

 مي دهد. 
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 .نمودار غلظت پروتئين هاي سيتوزولي مختلف موجود در ليزات باكتري بر حسب درصد.10-3شكل

a پروتئين نوتركيب.t-NuMA از پروتئين هاي محلول در سيتوپلاسم را به خود اختصاص مي  % 12/ 9كه

 دهد.
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 .نمودار غلظت پروتئين هاي موجود در رسوب باكتري القا شده.11-3شكل

b پروتئين نوتركيب .t-NuMA   از پروتئين هاي رسوب باكتري را به خود اختصاص مي دهد. %8/10كه 
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 .نمودار پروتئين هاي محلول موجود در باكتري ميزبان فاقد وكتور بياني12-3شكل

 

 
 

 .نمودار پروتئين هاي محلول موجود در باكتري حاوي وكتور بياني القا نشده13-3شكل
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 بهينه سازي زمان القاي باكتري . 3-2-6

در زمان هاي مختلف پس از القا  IPTG درجه سانتي گراد و با غلظت  30از كشت القا شده در دماي 

نمونه هاي هم حجم برداشته شد .پس از سونيكاسيون و جدا سازي پروتئين هاي فاز محلول ،نمونه ها 

، 2در   -NuMAtآناليز شدند.نتايج نشان مي دهد كه بيان پروتئين نوتركيب   SDS-PAGEبر روي ژل 

ساعت پس از القا اين پروتئين  24ساعت پس از القا تفاوت چنداني نداشته ،اما در زمان  8و 4

 ر محيط بسيار كاهش يافته و حتي به صفر مي رسد.غلظتش د

 

 

 
ساعت پس  a.24.ماركر استاندارد پروتئين.Bl21  .M.بهينه سازي زمان القاي باكتري سويه 14-3شكل

 القااز

b :8   ساعت پس از القاc :4    ساعت پس از القاd:2   ساعت پس از القا e باكتري القا نشده : 
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 : IPTGبهينه سازي غلظت . 3-2-7

ميلي ليتر از هر كشت برداشته شد و  10رسيد به ميزان  OD~ 0.6زماني كه محيط كشت باكتري به 

ميلي مولار اضافه شد تا  نهايتا محيط هايي با  IPTG  100به ترتيب به هر كدام مقاديرمتفاوتي از 

درجه در انكوباتور  30ساعت در  دماي  4ميلي مولار بدست آمد و به مدت   2و  5/1، 1، 5/0غلظت 

 به صورت زير آناليز شدند. SDS-PAGEئين هاي حاصله بر روي ژل شيكر دار قرار داده شد.پروت

 

 
 .IPTG.بهينه سازي غلظت 15-3شكل

a  .باكتري القا نشده.b باكتري القا شده با .IPTG  5/0  ميلي مولارc باكتري القا شده با .IPTG 1 ميلي

 مولار

dباكتري القا شده با. IPTG  5/1ميلي مولارe باكتري القا شده با .IPTG 2 ميلي مولار 

Mماركر پروتئيني استاندارد بر حسب كيلودالتون. 
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 بهينه سازي دماي القا. 3-2-8

ميلي مولار القا  1با غلظت نهايي   IPTGمناسب رسيد با  ODپس از اينكه كشت باكتري مورد نظر به 

درجه  37و  30، 23ميلي ليتر توزيع شده و در دماهاي  10فالكون با حجم  3و در صورت گرفت 

 سانتي گراد قرار داده شدند.

ميكروگرم در هر  5آناليز پروتئين هاي اين سه نمونه  پس از همسان سازي غلظت آنها به انذازه 

به صورت زير مي باشد.   SDS-PAGEچاهك، بر روي ژل 

 
 .بهينه سازي دماي القاي بيان باكتري16-3شكل 

M كيلودالتون.. ماركر پروتئيني استاندارد بر حسبa باكتري القا نشده .b 23. باكتري القا شده در دماي 

 درجه

c درجه 30. باكتري القا شده در دمايd درجه 37. باكتري القا شده در دماي 

 

 

 :Ni-NTAتخليص پروتئين با استفاده از ستون . 3-2-9

و بافر هاي داراي ايميدازول با غلظت  Ni-NTAاز ستون  His tagبراي تخليص پروتئين داراي 

كيلو دالتوني مورد نظر بصورت كاملا خالص مشاهده شود.به  63هاي متفاوت استفاده شد تا باند 
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در  elutionميلي مولار ايميدازول و بافر  40منظور كاهش باند هاي غير اختصاصي از بافر شستشوي 

مولار ايميدازول استفاده شد.پروتئين مورد نظر در ميلي  500ميلي مولار ايميدازول و  200دو مرحله 

ميلي مولار ايميدازول به صورت خالص ، كاملا از ستون جدا شد. 500غلظت 

 
 .NTA-2+Ni.تخليص با استفاده از ستون 17-3شكل

a . ليزات باكتري القا شده قبل از تخليص.bپروتئين هاي خارج شده از ستون پس از اتصال . 

c ميلي مولار  40. پروتئين هاي خارج شده پس از مرحله شستشو با بافر شستشوي حاوي ايميدازول

d پروتئين هاي خارج شده پس از مرحله.elution   ميلي مولار 200با بافر جدا كننده حاوي ايميدازول 

e ميلي مولار 500. پروتئين تخليص شده با بافر جدا كننده حاوي ايميدازول 

M پروتئيني استاندارد بر حسب كيلو دالتون. ماركر 

 

 بيان انجام شده نشان دادن  وسترن بلات براي. 3-2-10

پلي آكريلاميد با استفاده از دستگاه الكتروترانسفر  % 5/12پروتئين هاي تفكيك شده بر روي ژل

با اسرتفاده از   NMP22 truncated recombinantبه غشاي نيتروسلولز منتقل شد.بيان پروتئين 

و برا سوبسرتراي   TBSTدر برافر   5000/1برا نسربت     HRPآنتي بادي ضد هيستيدين كونژوگه برا 

مرورد بررسري قررار       ECLو هم چنين برا سوبسرتراي   Sigmaتهيه شده از شركت  TMBآنزيمي 

هر كيلو دالتوني ظا 63گرفت.همانطوركه در شكل مشاهده مي شود لكه  باند مورد نظر در محل ماركر 
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شده كه نشان مي دهد پروتئين مورد نظر به خوبي بيان شده  و آنتي بادي عليه دنبالره هيسرتيديني   

 پروتئين ،مي تواند پروتئين نوتركيب بيان شده را شناسايي كند. 

 

 
 

انتي بادي ضد برچسب  هيستيديني   با استفاده از     BL21   وسترن بلات براي تاييد بيان در.18-3شكل

 t-NuMA. پروتئين  نوتركيب c.كنترل منفي bماركر وزني بر حسب كيلودالتونTMB ..aسوبستراي و 

 



61 

 

 
 

 ECL.وسترن بلات براي تاييد بيان با استفاده از سوبستراي 19-3شكل

  

 

 الايزاي آنتي ژن تخليص شده. 3-2-11

بيان شده در ميزبان پروكاريوتي نسبت به آنتي t-NuMA براي بررسي ويژگي پروتئين نوتركيب 

،از الايزاي غيرمستقيم پروتئين با استفاده از  abcamتهيه شده از شركت  NuMa1بادي تجاري ضد 

 استفاده شد.نتايج در شكل ؟ ارائه شده است.  HRPخرگوشي كونژوگه به  IgGآنتي بادي ثانويه ضد 

اختصاصي  NuMaنتايج نشان مي دهد كه پروتئين نوتركيب تخليص شده براي آنتي بادي تجاري 

 مي باشد.
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   t-NuMA.نتايج حاصل از تست الايزا جهت  بررسي اختصاصي بودن پروتئين نوتركيب20-3شكل

 به عنوان كنترل منفي. BSAدر مقايسه با  NuMa1براي آنتي بادي تجاري 

t-NuMA  پروتئين نوتركيب:t-NuMA  ميكروگرم درهر چاهک استفاده شد. 2به ميزان 
Negative control  :BSA  ميكروگرم به عنوان كنترل منفي  درهر چاهک استفاده شد 2به ميزان

. 

:  Empty wellن چربي اوليه و صرفا بلاک شده با شير خشک بدو چاهک فاقد هر گونه پروتئين 

 مي باشد.

 

 برسي تيتر آنتي بادي پلي كلونال    
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titer determination

t-NuMA concentration (µg/ml)
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تخليص ايمونوگلوبولين هاي سرم با ترسيب پروتئين ها با استفاده از آمونيوم . 3-2-12

 سولفات و كروماتوگرافي تعويض يوني:

سررم برا اسرتفاده از آمونيروم      براي داشتن آنتي بادي پلي كلونال نسبتا خرالص  پرروتئين هراي   

ديراليز   =3/6pHساعت در مقابل بافر فسفات اسريدي   24رسوب داده شدند و به مدت  %33سولفات 

 انجام شد.

 Batchباردار شده  بره صرورت    DEAE celluloseمحتويات كيسه دياليز را خارج كرده و از ستون 

هاي سررم برا روش برادفرورد  قبرل از      جهت كروماتوگرافي تعويض يوني استفاده شد. غلظت پروتئين

از پرروتئين هراي سررم را     %15ميلي گرم در ميلي ليتر ارزيابي شد. برا توجره بره اينكره      12تخليص 

 1680برودن برازده  بايرد     % 100ايمونوگلوبولين ها تشكيل مي دهند، پرس از تخلريص در صرورت    
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ميلري گررم سرنجيده     2500شرده  ميكروگرم ايمونوگلوبولين داشته باشيم. غلظت پرروتئين تخلريص   

 شد.در تصوير زير فركشن هاي مختلف پس از تخليص مشاهده مي شود.

 
 

 . تخليص ايمونوگلوبولينهاي سرم خرگوشي با استفاده از كروماتوگرافي تعويض يوني21-3شكل

M  .ماركر استاندارد پروتئيني بر حسب كيلو دالتون  .a ايمونوگلوبولين تخليص شده در اولين فركشن 

bايمونوگلوبولين تخليص شده در دومين فركشن. 

cايمونوگلوبولين تخليص شده در سومين فركشن  . 

dسرم خرگوش ايمن شده قبل از تخليص . 

بررسي و مقايسه واكنش آنتي بادي تخليص شده و آنتي سرم . 3-2-12

 تخليص نشده:

قابرل    t-NuMAپلي كلونال ، جهت بررسي اينكه تا چره حرد برا آنتري ژن     پس از تخليص آنتي بادي 

 واكنش  مي باشد الايزا انجام شد. 
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purification efficiency evaluation

t-NuMA concentration (µg/ml)
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 t-NuMAخرگوشي تخليص شدده بدر عليده     IgGنتايج تعيين تيتر . 3-2-13

 تزريق شده:

مقادير مختلف آنتي بادي استفاده شرد.  براي تعيين تيتر آنتي بادي تخليص شده از تست الايزا و 

 از آنتي بادي سرم قبل از ايمن كردن نيز  استفاده شد.
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titer determination

t-NuMA concentration (µg/ml)
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 نمودار تعيين تيتر آنتي بادي پلي كلونال تخليص شده

 

 

 آيا نمودار تعيين تيتر صحيح است؟

 

 

 تخليص شدهوسترن بلاتينگ با استفاده از آنتي بادي پلي كلونال .3-2-14

 

 ؟(اضافه شود  )آيا لازم است
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 گيري و بحث، نتيجه

 اپيشنهاده
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 بحث.4-1

سرطان مثانه يكي از شايع ترين بدخيمي هاي مجاري ادرار مي باشد كه  بسيار تهاجمي و 

. هزينه بالاي (72)مورد بود 375000تقريبا  معادل  2012هتروزن است. شيوع جهاني در سال 

بيماري ، آنرا به يك مشكل بزرگ براي جوامع درمان و همچنين احتمال بسيار بالاي بازگشت و عود 

ميليون نفر مبتلا  7/2تبديل كرده است.در حال حاضر تخمين زده مي شود كه در كشور هاي غربي 

 .(8)به سرطان مثانه تشخيص داده مي شوند

 ورت غير تهاجمي به بافت عضلاني( در اولين تشخيص به ص%75 -%85بيشتر سرطان هاي مثانه )

(Non-Muscle invasive bladder cancer) و در مراحل Ta ،T1  وCIS   شناسايي  مي شوند  كه  حدود

تشخيص داده مي شوند. بازگشت  CISدر سطح  %10و  T1در سطح  Ta   ،20%در سطح  70%

 .(73)مشاهده مي شود Taبيماران   %80بيماري تقريبا در 

نسبت به تغييرات جزيي در مراقبت و درمان بسيار حساس بوده و هر گونه تداخل ،   NMIBCبيماران 

تغيير رفتار بيولوژيكي و باليني  بيماري  مي شود. ازين رو شناخت صحيح از ريسك فاكتور ها و باعث 

 .(74)ضروري است NMIBCمديريت بيماري جهت بهبود روند درمان بيماران 

از آنجايي كه اين بيماري فاقد علائم است، تشخيص و پيگيري سرطان مثانه همچنان به عنوان يك 

 چالش باقي مانده است.

ستاندارد طلايي براي تشخيص است اشاره شد، سيستوسكوپي كه يك روش ا 1همان طور كه در فصل 

داراي نقاط ضعفي است ، از جمله اينكه تهاجمي و نسبتا گران است.همچنين براي بيماران ايجاد 

 .(75)ناراحتي كرده و  عوارض جانبي همچون خونريزي ،آسيب ديواره مثانه و عفونت در پي دارد

سيتولوژي نمونه ادراري نيز يك روش خيلي اختصاصي است و بر خلاف سيستوسكوپي غير تهاجمي 

رد ولي براي سطوح است.اين روش براي شناسايي درجات بالاي سرطان مثانه حساسيت خوبي دا

. علاوه بر اين كارايي سيتولوژي بستگي به تجربه و (76)حساسيت دارد %4پايين سرطان مثانه تنها 

مهارت سيتوپاتولوژيست دارد و از طرفي هزينه بسيار بالايي دارد و در بسياري از كشور ها نيز امكان 

 .(77)پذير نيست

خيلي حساس براي تشخيص سرطان مثانه بدين ترتيب وجود يك ماركر اختصاصي، غير تهاجمي و 

مي تواند ضعف روشهايي همچون سيستوسكوپي را كاسته، كيفيت زندگي بيماران را بهبود بخشيده و 

يكي از مزاياي اين تست ها براي تشخيص سرطان مثانه از پرداخت هزينه هاي اضافي جلوگيري كند.
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ترايي است كه بر خلاف خون با ارگان هاي ميتواند در دسترس بودن سوبستراي آنها باشد.ادرار سوبس

. همچنين (78)كمتري در تماس است لذا پروتئين هاي  مزاحم كمتري را با خود حمل مي كند

pH پايين ادرار پروتئازها را غيرفعال مي كند و به پروتئينهاي سلولهاي اوروتليالي آسيب نمي زند. تا

كنون بيوماركرهاي متعددي براي سرطان مثانه شناسايي شده است و از ميان آنها نيز تعدادي توسط 

توان به پروتئين  سازمان غذا و داروي آمريكا جهت استفاده باليني مورد تاييد قرار گرفته اند كه مي

 اشاره كرد. (NMP22) 22ماتريكس هسته اي 

شناسايي  1974در سال  Coffeyو   Berezneyپروتئين هاي ماتريكس هسته اي كه ابتدا  توسط 

شدند، اسكلت ساختمان دروني هسته را تشكيل مي دهند و در عملكرد هايي همچون همانند سازي 

DNA   دخالت دارند. تحقيقات نشان مي دهد كه اين بيان ژن ، رونويسي، اتصال به هورمونها و

پروتئينها براي بافت و تومور اختصاصي هستند. در كارسينوماي ترانزيشنال مثانه ، نوع اختصاصي 

NMP22  وجود دارد. در ادرار افراد نرمال مقدار كمي از اين پروتئين وجود دارد در حاليكه در ادرار

. همين موضوع موجب طراحي تستي (55)برابر  بيشتر است 25داقل افراد مبتلا به سرطان مثانه ح

سازمان غذا و داروي  شده است كه توسط  NMP22و تست كمي NMP22 BladderChekچون 

 آمريكا نيز جهت استفاده باليني به تاييد رسيده است.

رها شده از NMP22شناسايي NMP22و تست كمي NMP22 BladderChekاساس تست كيفي  

 U/ml 10معادل  Cut offسلول هاي مرده رها شده در ادرار افراد مي باشد. تست كيفي داراي  

ساعت نتيجه تست مشخص مي شود در حاليكه تست كمي ميزان پروتئين را در  1است كه ظرف 

 .(45)نمونه ادرار تثبيت شده را به صورت دقيق تر نشان مي دهد

 %90و اختصاصيت آن از %47-%100از  Cut off  بسته به ميزان  NMP22حساسيت ايمونواسي  

ر در متغير است. همچون ساير تومور ماركر ها اين سوال مطرح مي شود كه آيا  ماركر مورد نظ 60%-

 مرحله تشخيص اوليه فقط كارايي دارد و يا در پيگيري و پايش بيماري نيز قابل استفاده است؟

Carpinito  و همكارانش در يك بررسي باليني نشان دادند كه در بيماران فعال ميزانNMP22  به طور

 مي باشد. U/ml 2.86و در افراد نرمال معادل U/ml 6.04ميانگين معادل 

Soloway  و همكارانش بازگشت بيماري را پس از برداشت تومور در مبتلايان به سرطان مثانه بررسي

روز بعد از جراحي و حتي به دنبال سيستوسكوپي  5را در ادرار افراد از  NMP22كردند. آنها مقادير 

 U/ml 10از اندازه گيري كردند. با مقايسه مقادير بدست آمده دريافتند كه در بيماران با مقادير كمتر 

احتمال عود بيماري بيشتر است و افرادي كه پس از  U/ml 10نسبت به بيماران با مقادير كمتر از 

 دارند به شدت در معرض ابتلا به سرطان مثانه قرار دارند. 20U/ml  برداشت تومور مقادير بالاي 
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يسه با وضعيت عود از سوي ديگر با توجه به بزرگي تومور و پيشروي آن در مرحله تشخيص در مقا

كننده بيماري ،حساسيت تست در تشخيص به مراتب بيشتر از حساسيت آن در حالت عودكننده مي 

 .(19)باشد

با اين حال سنجش مورد نظر در هر دو زمينه قابليت تشخيصي داشته و مي توان در هر دو جهت از 

 آن استفاده كرد.

توان، رويكرد تشخيص با استفاده از ي تشخيص وجود دارد ميعاتي كه در زمينهبا بررسي مطال

توپي را به عنوان روشي جديد در تشخيص، مشاهده كرد. در اين گونه مطالعات با هاي چند اپيآنتيژن

استفاده از نرم افزار هاي بيو انفورماتيكي و همچنين با توجه به تحقيقات پيشين صورت گرفته در 

نقشه يابي اپيتوپي ، جايگاه هاي ايمونوژنيك شناسايي شده و آنتي ژني طراحي مي شود كه  زمينه

 بتواند در تستهاي تشخيصي از اختصاصيت بالايي برخوردار باشد.

 C، سه ايزوفرم مختلف وجود دارد كه تفاوتشان در آمينو اسيد هاي ناحيه  NuMAدر مورد پروتئين 

 ترمينال آنها را كاملا حفاظت شده نشان مي دهند. Nانفورماتيكي بخش ترمينال بوده و ابزار هاي بيو

ترمينال همه پروتئين هاي هسته اي   Cبا توجه به اينكه سيگنال قرارگيري در هسته كه در بخش 

ترمينال و بخش مركزي پروتئين گزينه هاي مناسبي براي  Nواقع است لذا آمينو اسيد هاي واقع در 

 . (57)نتي ژن اختصاصي  هستنداستفاده به عنوان آ

اپي توپ  6داراي   NuMAپروتئين ، همكارانو  Harborthته توسط بر اساس مطالعات صورت گرف

 .(64)اپي توپ آن غير خطي مي باشد 1اپي توپ آن خطي و  5شناسايي شده است كه 

ند جهت توليد آنتي بادي پلي كلونال بود كه بتوا NMP22هدف از اين تحقيق بيان پروتئين نوتركيب  

 مورد استفاده قرار بگيرد و آنتي بادي توليد شده نيز جهت كاربرد تشخيصي قابل استفاده باشد.

در اين مطالعه آنتي ژن چند اپي توپي  طراحي شده است كه داراي تعدادي از نواحي ايمونوژنيك   

اي بدست آوردن ژني مناسب كه قادر به بيان برآمينواسيد آغازين مي باشد. 300در  NuMAپروتئين 

در  ،هاي مختلف مورد بررسي قرار گرفتافزاري نرمژن باشد توالي اوليه ژن به وسيلهآنتيمناسب اين 

د نظر قرار داده شد م BL21سويه  Ecoliمل متعددي براي بهينه كردن ژن و براي بيان در اين روند عوا

 و  Not1بين دو جايگاه  pGS21a. اين توالي در وكتور بياني ل شدندو همگي در جهت بهبود توالي اعما

EcoR1   طراحي شد و جهت سنتز به شركتGenscript  سفارش داده شد. پس از دريافت وكتور بياني

 BL21، استخراج پلاسميد صورت گرفت و در نهايت به سويه  Top10سويه  Ecoliمورد نظر در باكتري 

ترمينال  Nدر ناحيه  GSTو   His Tag داراي پروتئين فيوژن  pGS21aوكتور  جهت بيان انتقال يافت.

كيلودالتوني   63كيلودالتون افزوده و در نهايت بايد باند  26بوده و پس از بيان به پروتئين  بيان شده 
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محل  انجام شد و باند مورد نظر در IPTGمشاهده مي شد. در اين راستا القا با استفاده از القا كننده  

 كيلو دالتون ديده شد. 63ماركر 

مرحله بعدي بهينه سازي بيان با در نظر گرفتن پارامتر هايي همچون محيطهاي كشت مختلف، غلظت 

براث ،  LBو دماها و زمان هاي متفاوت  بود. بدين منظور محيط هاي كشت  IPTG  هاي متفاوت 

2xYT  وTB  مورد استفاده قرار گرفت. نتايج بدست آمده نشان داد كه در محيطLB   براث بيان

صورت مي گيرد . و با وجود اينكه بطور كلي ميزان توليد ساير  2xYTبيشتري نسبت به محيط 

 t-NuMAكيلودالتوني  63پروتئين TB پروتئينهاي باكتري تقريبا دو برابر شده بود ولي در محيط 

 مشاهده نشد. 

استفاده شد و آناليز  IPTGميلي مولار  2و  5/1،  1/. ، 5از مقادير  IPTGبراي بهينه سازي غلظت 

نشان داد كه در تمام  SDS-PAGEروي ژل  ميكروگرم در هر چاهك ( 5) پروتئين هاي هم غلظت

 غلظت ها ميزان بيان پروتئين موردنظر يكسان مي باشد.   

ساعت پس از القا از كشت ارلن نمونه   24و  8،  4،  2ان هاي در بهينه سازي زمان القا ، در زم

ساعت پس از القا غلظت هاي مشابهي از  8برداري شد و آناليز پروتئين ها نشان داد كه تا زمان 

ساعت پس از القا غلظت پروتئين حاصله بسيار كاهش مي  24بدست مي آيد اما  t-NuMAپروتئين 

ددي از جمله نيمه عمر پايين پروتئين، وجود پروتئاز هاي محيط و هم يابد كه مي تواند به دلايل متع

چنين از بين رفتن اثر آنتي بيوتيك آمپي سيلين در محيط و در نتيجه رشد ساير باكتري ها و 

 همچنين كاهش بازده پروتئين مورد نظر باشد.

ني پروتئين وجود در مرحله تخليص به واسطه پروتئين فيوژن هگزاهيستيديني كه در انتهاي آمي

از ساير پروتئين ها با  t-NuMAپروتئين   Ni-NTAداشت و با استفاده از كروماتوگرافي تمايلي ستون 

جدا شد. در اين راستا براي جدا شدن آن از ستون از گراديان غلظت ايميدازول mg/ml5/1غلظت 

باند غيراختصاصي تخليص  ميلي مولار با كمترين 500استفاده شد كه در نهايت با غلظت ايميدازول 

 صورت گرفت.

وسترن بلاتينگ با استفاده از آنتي بادي مونوكلونال ضد دنباله جهت تاييد بيان و تخليص ، 

كيلودالتوني در غشا پديدار شد كه  63هيستيديني كونژوگه با پراكسيداز انجام شد كه در نتيجه باند 

 نشان دهنده صحت بيان و تخليص انجام شده بود.

ي بررسي آنتي ژنيسيته پروتئين بيان و تخليص شده، از الايزاي غيرمستقيم و با استفاده از آنتي برا

بود، اختلاف  BSAاستفاده شد. در مقايسه با كنترل منفي كه  NuMAبادي پلي كلونال تجاري عليه 

OD  مناسب پروتئين توليد شده داراي خاصيت آنتي ژنيسيته معناداري مشاهده شد كه نشان مي دهد
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بادي تجاري به خوبي شناسايي مي باشد و اپي توپ هاي در نظر گرفته شده مي توانند توسط آنتي 

منظور توليد ليتري به  1شوند .پس از تاييد تمايل آنتي بادي و آنتي ژن ، كشت باكتري در مقادير 

 كافي پروتئين نوتركيب

t-NuMA ن سازي دو خرگوش صورت گرفت.جهت تزريق به خرگوش انجام شد. در مرحله بعدي ايم 

در مرحله اول براي اطمينان از توليد آنتي بادي عليه آنتي ژن تزريق شده  از تست الايزا با رقت 

سرم استفاده شد. نتايج نشان داد كه در مقايسه با سرم حيوان قبل از  1:5000تا    1:100هاي

توجه با اندازه مناسب پروتئين تزريق  تزريق ، مقدار قابل توجهي آنتي بادي توليد شده است كه با

 كيلودالتون( قابل پيش بيني بود. 63شده )

پس از اين مرحله تخليص آنتي بادي با روش ترسيب پروتئينهاي سرم با آمونيوم سولفات، دياليز و در 

نهايت با استفاده از ستون كروماتوگرافي تعويض آنيوني صورت گرفت و كيفيت آنتي بادي پلي كلونال 

و به دنبال آن الايزاي غير مستقيم با آنتي ژن تاييد شد و الايزا  SDS-PAGEحاصله با آناليز روي ژل 

 ميزان تمايل آنتي بادي بعد از تخليص را دو برابر بيشتر از سرم نشان داد.

بود. نتايج الايزاي  t-NuMAقدم بعدي تعيين تيتر آنتي بادي تخليص شده عليه آنتي ژن   

 ا استفاده از  مقادير مختلف آنتي ژن و آنتي بادي، تيترآنتي بادي را ؟ نشان داد. غيرمستقيم ب

بايد ميزان تمايل آنرا به  t-NuMAحال با در دست داشتن آنتي بادي خالص عليه پروتئين نوتركيب 

طبيعي موجود در سلول مي سنجيديم. براي اين كار بايد رده هاي سلولي استفاده  NuMAپروتئين 

كه تا اندازه زيادي داراي  پروتئين مورد نظر ما باشد. از طرفي براي كنترل منفي نيز رده اي  مي شد

باشد. مشكلي كه اينجا پيش مي آمد اين بود كه اين پروتئين از جمله  NuMAمورد نياز بود كه فاقد 

وارد پروتئين هاي هميشه حاضر و شركت كننده در تقسيمات سلولي اكثر سلول هاست و فقط در م

 نادري برخي سلول ها فاقد آن مي باشند.

با مطالعه مقالات متعدد و همچنين بررسي پروفايل بياني رده هاي سلولي مختلف ، رده هاي سلولي 

MCF7  وMDA   ،با منشا سلول هاي سرطان پستانHEK 293T  با   5637با منشا سلول هاي كليه و

 استفاده شدند. NuMAمنشا سلول هاي سرطان مثانه به عنوان رده هاي بيان كننده 

 

 يا خير؟آيا از پاراگراف قبلي لازم است 

 چگونه اين مبحث را خاتمه دهم؟
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