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  :چكيده

هـاي   هاي بافت پپتيد مونومري و كوچك است كه توسط سلول پلي) hEGF( اپيدرمال انسانيفاكتور رشد 

هـاي   هـاي اپيـدرمال، بـر روي سـلول     علاوه بر رشـد سـلول   hEGF. شود مختلفي در بدن انسان توليد مي

ي گذارد و مصارف بسيار زيادي در صنايع مختلف پزشكي، دارويي، آرايشي و بهداشت مختلفي نيز تأثير مي

. گـردد  هاي مختلفـي توليـد و مصـرف مـي     در حال حاضر اين فاكتور رشد توسط محققين و شركت. دارد

اي در  هظ ـهـاي جديـد و كارآمـد كمـك قابـل ملاح      نوتركيب و اسـتفاده از روش  DNAبكارگيري فناوري 

 hEGFيابي به مقادير نسبتاً مناسب كرده است ولـي تـا بـه حـال بـازدهي بـالايي از ميـزان توليـد          دست

هـا نوتركيـب در    بـه دليـل بـالا بـودن سـرعت بيـان پـروتئين        .گزارش نشده است پلاسمي پرينوتركيب 

نوتركيب به سرعت در سيتوپلاسم سلول تجمع يافته  هاي ، پروتئيناشريشيا كليهاي بياني مانند  سيستم

پلاسـم بـاكتري و    پري هاي ميزبان، عدم ترشح به القاء پاسخسبب و توليد اجسام نامحلول را مي دهند كه 

بنابراين براي دستيابي بـه بـازدهي بـالاي پـروتئين نوتركيـب      . ب ليز باكتري شودموجحتي ممكن است 

  .سازي شرايط توليد اهميت بسزايي دارد فعال به لحاظ عملكرد زيستي، بهينهترشحي و 

اي افـزايش توليـد   و غلظت آرژينين بـر  LBاثر دما، غلظت گلوكز اوليه در محيط كشت  در اين تحقيق

: تحت شرايط بهينه .بررسي شد كلي  اشريشيادر كشت غيرمداوم  hEGFپلاسميك پروتئين نوتركيب  پري

گرم بـر ليتـر    20استفاده از  ،IPTGمولار  ميلي 2/0القاء بيان توسط  گراد، درجه سانتي 30رشد در دماي 

 درصـد  25پلاسـم بـه    نوتركيـب بـه پـري   ترشـح پـروتئين    مقدارآرژينين -مولار ال 3/0و افزودن ، گلوكز

پلاسم بـاكتري توسـط روش شـوك     از پري فاكتور رشد اپيدرمال انسانيميزان  .رسيد پروتئين كل سلول

كـه از بـالاترين مقـاديري     گرم بر ليتر بدست آمده اسـت  ميلي 920اسمزي اصلاح شده در شرايط بهينه 

  .است كه تاكنون گزارش شده است

پلاسم، ژن سنتتيك، توليد ترشحي ، پريآرژينين-الشد اپيدرمال انساني، فاكتور ر :كليدواژه
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K(¢£ و m���K(¢£ و m���K(¢£ و m���K(¢£ و m���::::        
ي عزيزاني كه در مقطع كارشناسي ارشد و به نتيجه رسيدن اين  دانم كه از زحمات همه در اينجا لازم مي

ضـاي  هـاي تمـام اع   ها و كمـك  از حمايت .تحقيق به اين بنده حقير ياري رساندند تشكر و قدرداني نمايم

از حمايت و كمك استاد عزيزم جناب آقاي دكتر ايرج رسولي، استاد صبور و . نهايت متشكرم ام بي خانواده

الـدين غنـوي،    بابايي پور، استاد و معلم بزرگوارم جناب آقاي دكتر جـلال ... ا مهربانم جناب آقاي دكتر ولي

انم دكتـر پوپـك فرنيـا و خـواهر     استاد عزيزم جناب آقاي دكتر فرهبد، آقـاي دكتـر افشـين بهرامـي، خ ـ    

آقاي شهرام نظريان، آقاي دكتـر سـيد لطيـف موسـوي، خـانم دكتـر       بزرگوارشان خانم دكتر پريسا فرنيا، 

  .و تمامي استادان عزيزم در دانشگاه شاهد متشكر و ممنونم كرمي، خانم دكتر كريمي، خانم دكتر رجبيان

تريولوژي، و كتابخانـه و سـاير افـرادي كـه در     ، مايكوبـاك CSRهـاي   از لطف و همكـاري همكـاران بخـش   

  .بيمارستان دكتر مسيح دانشوري مرا ياري و حمايت نمودند كمال تشكر و قدرداني را دارم

خـانم دكتـر   هاي فراوان خانم حسـيني،   از زحمات و كمكخوشنويس، هدي فكري خانم  ها و هم از كمك

مصطفي جمـال آبـادي، محسـن بصـيري و     ي، حسين نورمهدي لاري، رضا رهبر، سيد مصطفوي، آقايان 

  .هاي خوبم بسيار متشكر و ممنونم همكلاسي

صـدري  آقـاي  حبيبي، آقاي سالار زاده، آقاي قاسم خواه، آقاي شكوري،  از كارمندان دانشگاه شاهد؛ آقاي

  .نيز كمال تشكر و قدرداني دارم... و پور، سركار خانم محلوجيان
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  :مقدمه -1-1

 2، بيـان 1960در اواخـر سـال    DNAهـاي   توالي 1آزمايشگاهيكاري  به دنبال كشف ابزارهايي براي دست

هـاي   يك تكنيك كليدي جهت توليـد پـروتئين  تخمير بعنوان  فرايند توسطهاي ميكروبي  ها در سلول ژن

ازي از منابع طبيعي مشكل يا غير يابي به آنها توسط جداس در مقادير و كيفيتي كه قبلا دست 3فعال زيست

  .ممكن بود، محقق گرديد

 4نوتركيـب  DNAاز فنـاوري   بيماري ديابتانسولين انساني اولين محصول جهت درمان  1982در سال 

هـاي موفـق ديگـر از     مثـال . يافتـه اسـت   گسـترش سازي اين فنـاوري تـاكنون بسـيار     تجاري. بدست آمد

، فاكتورهـاي  5هاي خـون ماننـد اريتروپـوئتين    اوري شامل پروتئينمحصولات دارويي توليد شده با اين فن

، هورمـون رشـد، فاكتورهـاي    فاكتور رشد اپيـدرمال هاي انساني مانند  ؛ هورمونانعقادي و ضد انعقاد خون

هرچنـد   .باشـند  هـاي مختلـف مـي    ها و واكسـن  مانند اينترفرون 6هاي ايمني ؛ واسطه...رشد فيبروبلاست و

استفاده كشت نوتركيب پايدار به لحاظ ژنتيكي،  وجود ها از نظر صنعتي نيازمند روتئينسازي اين پ تجاري

هاي بازيافت و تخليص مقرون بـه صـرفه    روش سازي، هاي بهينه ، روشفرايند تخمير با قابليت توليد بالااز 

  .است

وند، ماننـد  ش ـ هايي كه جهت اين منظور قابـل اسـتفاده هسـتند و اسـتفاده مـي      در ميان تمامي ميزبان

، و CHO(7(هــاي تخمــدان هامســتر  ، ســلولپيچيــا پاســتوريسو  ساكارومايســس ســرويزيهمخمرهــاي 

كاري ژنتيكي، سرعت رشد  دستهاي  روشاساساً به دليل سادگي  اشريشيا كليباكتري هاي ديگر،  ميزبان

مشـخص و   نـوم كـاملاً  سـاده، تـوالي ژ   غـذايي  هـاي  مندييابي به تراكم سلولي بالا، نياز بالا، قابليت دست

  .هاي هترولوگ گرديد براي بيان بسياري از ژن برگزيدهشناخته شده ميزبان  مسيرهاي متابوليكي كاملاً

 

 

                                                             
1 In vitro manipulation 
2 Expression 
3 Bioactive 
4 Recombinant DNA (rDNA) technology 
5 Erythropoietin 
6 Immune modulators 
7 Chinese Hamster Ovary (CHO) 
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هاي  هاي بافت پپتيد مونومري و كوچك است كه توسط سلول پلي) hEGF(فاكتور رشد اپيدرمال انساني 

هـاي   هـاي اپيـدرمال، بـر روي سـلول     ولعلاوه بر رشـد سـل   hEGF. شود مختلفي در بدن انسان توليد مي

گذارد و مصارف بسيار زيادي در صنايع مختلف پزشكي، دارويي، آرايشي و بهداشتي  مختلفي نيز تأثير مي

بـه  . دشـو  هاي مختلفي توليد و مصرف مـي  در حال حاضر اين فاكتور رشد توسط محققين و شركت. دارد

امكان بروز مشكلات مختلف، مخصوصاً  نيز بر بوده و هزينه و گير دليل اينكه توليد آن از منابع طبيعي وقت

هـاي مختلفـي جهـت     راهبردبنابراين  .در موارد مصرف انساني وجود دارد، اين كار مقرون به صرفه نيست

هـاي جديـد و    نوتركيب و استفاده از روش DNAبكارگيري فناوري . توليد بهينة آن بكار گرفته شده است

يابي به مقادير نسبتاً مناسب كرده است ولي تـا بـه حـال بـازدهي      اي در دست هظحكارآمد كمك قابل ملا

در هـاي محققـين    تمـامي تـلاش  . نوتركيب فعال زيستي گزارش نشده است hEGFبالايي از ميزان توليد 

توليـد، در   راهبـرد استفاده از حداكثر توانايي ميزبان نوتركيب و بكارگيري بهترين سيستم بيـاني و   جهت

ن روش نسبت بـه  يتر بصورت ترشحي مناسبهاي دارويي  اكنون توليد پروتئين .است يد پروتئين فعالتول

 مناسـب  هـاي  ، روشفاكتور رشد اپيدرمال انساني هدف از اين تحقيق معرفي .هاي ممكن است روشساير 

در فصل اول به  .اشدب ميو ارزيابي آنها  فعال بصورت ترشحي و كاملاًتوليد پروتئين براي بالا بردن بازدهي 

، سـاختار  hEGFكامـل ماننـد تاريخچـه كشـف، خـانواده       انساني با جزئيـات فاكتور رشد اپيدرمال معرفي 

، و در hEGFژنتيكي و پروتئيني آن، ساختار گيرنده و نحوه عملكرد اين پروتئين، كاربردهاي بسـيار زيـاد   

مـواد   فصل دوم .ايم پرداختهتخراج آن از ميزبان هاي اس هاي توليد و افزايش توليد و نيز راه نهايت به روش

در فصـل سـوم نتـايج حاصـل از     . هاي بكار رفته در اين تحقيق با جزئيات شـرح داده شـده اسـت    و روش

فصـل چهـارم   . ها و كارهاي عملي به همراه تصاوير مناسب و تفسير و ارزيابي آنها ذكر شده اسـت  آزمايش

مطالعـات  نتايج بدست آمده و عملكـرد   ب موضوع و اهميت تحقيق،رويكرد انتخا مربوط به بحث در مورد

نـو در آينـده توسـط محققـين ديگـر      هـاي   و نيز پيشنهادهاي لازم جهت مطالعات بهتر و ايـده  اتيتحقيق

  .باشد مي
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  1فاكتور رشد اپيدرمالمعرفي تاريخچه كشف و  -1-2

 1950در اوايـل سـال    4تور رشـد عصـب  ، با كشف فاك3شناس تكويني ، يك زيست2ينيسمونتال-ريتا لوي

وي  1953در سال  .]1[ي فاكتورهاي رشد بود  پيشگام ايده يني س ـمونتال-، دكتر استنلي كوهن به گـروه لـ

دكتر استنلي كوهن . نمود 5و جداسازي فاكتورهاي رشد از غدد بزاقي NGFپيوست و شروع به كار بر روي 

، با تزريق عصاره غده بزاقـي بـه   ]2[موش نر  6فكي-تدر طول مطالعه بر روي فاكتور رشد عصب غدة تح

روز  7-6طـي   هـا  هاي چشم و درآوردن دندان آن هاي تازه متولد شده متوجه باز شدن زودرس پلك موش

روزه ايـن فراينـد رخ    12-14درحاليكه در حيوانـات كنتـرل    ،هاي كنترل گرديد ، در مقايسه با موشاول

ايـن مشـاهدات    .موفق به شناسايي و تخليص اولين فاكتور رشد گرديد براي اولين بار يو .]2،3[ دهد مي

رشـد كـه مسـئول تكـوين      7ي برنده سبب شد كوهن پيشنهاد دهد كه عصاره غده بزاقي حاوي مواد پيش

سبب شد كوهن ماده مسئول تسريع رشـد را   در اين موردتحقيقات بيشتر . باشند زودرس موش است، مي

را  موشـي آن  8هاي اپيدرمال و اپيتليال قرنيه اش در تحريك تكثير سلول واناييجداسازي كند، كه بخاطر ت

  .]3[فاكتور رشد اپيدرمال ناميد 

مشترك بطور يني براي پيشگام بودنشان در شناسايي فاكتور رشد، سمونتال- استنلي كوهن و ريتا لوي

 .را دريافت كردند 1986جايزه نوبل فيزيولوژي و پزشكي سال 

شود  نيز ناميده مي 9اوروگاسترون-بتا بدليل توانايي در مهار ترشح اسيد معده كهد اپيدرمال فاكتور رش

، 6/4ايزوالكتريك  pHكيلودالتون،  2/6به وزن اسيد آمينه،  53اي كوچك، داراي  رشته پپتيد تك پلي] 4[

 EGF ،3كول بالغ و فعال در مول]. 5،6[اسيد آمينة سيستئين، فاقد ليزين، آلانين و فنيل آلانين است  6با 

-Cys6-Cys20 ،Cys14، هـاي سيسـتئين   سولفيدي درون مولكولي حاصل از اتصال اسـيد آمينـه   دي پيوند

Cys31  وCys33-Cys42  ســـاختار . )3-1شـــكل ( ]5،7،8[وجـــود داردEGF  هاي پيونـــدبوســـيلة ايـــن

، 31تا  20هاي  اسيد آمينه( B ،)، به شكل مارپيچ آلفا19تا  6 هاي اسيد آمينه( Aلوپ  3سولفيدي به  دي

                                                             
1 Epidermal Growth Factor (EGF) 
2 Rita Levi-Montalcini 
3 Developmental biologist 
4 Nerve Growth Factor (NGF) 
5 Salivary glands 
6 Sub-maxillary gland 
7 Promoting 
8 Corneal 
9 β-Urogastron 


