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 چکيده
  

. باشد مي ٤٧٧/١٤ kD، گليکوپروتييني با وزن ملکولي(GM-CSF)مونوسيتي انساني- يتيفاکتور رشد گرانولوس
 و تكثير اين پروتئين باعث تحريك. قرار دارد) 5q31.1(انساني  ٥بر روي کروموزوم شماره  GM-CSFژن 

مينه اسيد آ ١٤٤انساني داراي GM-CSF پروتئين . مي شود ماكروفاژ و گرانولوسيت زاينده سلولهاي تمايز
اسيد آمينه  ١٢٧و تعداد . نمايند اسيد آمينه آن نقش سيگنال پپتيد را براي پروتئين ايفا مي ١٧باشد که  مي

دارويي است که با تحريک  GM-CSF. شود آن به عنوان پروتئين دارويي با نام مولگراموستيم شناخته مي
هاي  توسط سلول GM-CSF. هاي خوني داردهاي خوني تاًثير قابل توجهي در احياء سلول توليد و تکامل سلول

 GM-CSFدر اين مطالعه براي بيان . شود توليد مي Tهاي لنفوسيت  و سلول  اندوتليال، منوسيت، فيبروبلاست
جفت باز اندازه  ۵۹۰۰اين حامل . استفاده گرديد Novagenمحصول شرکت  pET-32(b)از حاملي موسوم به 

. گيرد لاي پروتئين هاي متصل شده به تيوردوکسين مورد استفاده قرار ميدارد و براي کلون نمودن و بيان با
در اين . است S tagو  His tagاست و داراي توالي هاي قابل شکست  T7همچنين پروموتور اين حامل از نوع 

لي به عنوان ميزبان استفاده شد و به علت وجود توا Rosetta-gami (DE3)   E.coliتحقيق از سويه باکتريايي
پلي هيستيدين متصل به پروتئين مورد نظرمان از کروماتوگرافي تمايلي نيکل جهت خالص سازي استفاده 

 .قرار داده شد pET-32(b)به صورت سنتتيک ساخته شد و در وکتور  GM-CSFژن  CDSدر مرحله اول، . شد
 ۳۷و ۳۴، ۳۰سه دماي و  ساعت ۸و  ۶، ۴، ۲زمان  ۴ ، درRosetta-gami (DE3)   E.coliباکتري پس از انتقال به

. آناليز شد PAGE -SDSمحلول حاصله به وسيله . بهينه سازي بيان پروتئين انجام گرفتدرجه سانتي گراد 
همچنين جهت خالص سازي پروتئين مورد نظر از آنزيمي به نام انتروکيناز استفاده شد که اين آنزيم کاملا 

کند و در نتيجه پروتئين مورد نظرمان به  ايجاد مي ↓Asp-Asp-Asp-Asp-Lysتخصصي برش در جايگاه توالي
مشاهده شد نتايج اين مطالعه نشان داد که   PAGE -SDSصورت جدا از پروتئين تيوردوکسين با استفاده از 

. ساعت بود ٤گراد و زمان  درجه سانتي ٣٤مربوط به دماي  lµg/µ ۹/۰ برابر GM-CSFبالاترين غلظت پروتئين 
گيري شده است که پس از بهينه  اندازه lµg/µ ۸/۰تا ۳/۰ بين GM-CSFت قبلي غلظت پروتئين در مطالعا

  .سازي در اين مطالعه غلظت بالاتري نسبت به تحقيقات گذشته مشاهده شد
  

  پروتئين، خالص سازينوترکيبي،  کلونينگ، ، GM-CSF :کلمات کليدي
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 رکيب نوت DNAوري ژن و فنا يبر همسانه سازمروري  ١-١

استانفورد مي در دانشگاه يدانشجوي گروه بيوش Peter Lobbanبراي نخستين بارتوسط  نوترکيب DNAايده 
با موفقيت انجام  نوترکيب DNAاولين پژوهش با تکنولوژي  ١٩٧٣و  ١٩٧٢آمريکا مطرح شد و در سالهاي 

در  نوترکيب DNAتکنولوژي .)Cohen et al. 1973, Jackson et al. 1972., Lobban and Kaiser 1973(شد
 Herbert W. Boyerو   Stanley N. Cohen مريکا به نام هايفورد آانپژوهشگر دانشگاه است ٢توسط  ١٩٧٤سال 

نخستين . )Hughes 2001(برنده جايزه ويژه اختراعات شد ١٩٨٠در سال و اين اختراع بسيار مهم  .ثبت اختراع شد
و  .)Johnson 1983(د توجه قرار گرفته شدردارو با استفاده از تکنولوژي نوترکيب انسولين انساني بود که بسيار مو

عبارتست از توليد توالي  DNAنوترکيبي . پس از آن تحقيقات ديگر منجر به توليد دارو هاي جديد نوترکيب شد
 که به روش مصنوعي و انتقال اين توالي به ميزبان هايي که به طور طبيعي فاقد اين ژن هستند و زماني DNAاز 

DNA با استفاده از سيستم همانند هاي آن توالي  کپيايد و تعداد در سلول ميزبان شروع به تکثير نم نوترکيب
ژن  نوترکيب DNAدر مرحله اول توليد . شود سازي سلول ميزبان افزايش يابد در اصطلاح کلونينگ ژن ناميده مي

يک گيرد  و با استفاده از تکن مورد مطالعه از نظر عملکرد، جايگاه و توالي در سلول ميزبان مورد بررسي قرار مي
شود و جهت انتقال به سلول ميزبان در حامل خاص قرار  هاي خاص اين ژن از سلول طبيعي خود استخراج مي
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توان قطعه اي از ژنوم موجودات  اين روش در رشته هاي مختلف بسيار کاربرد دارد و با استفاده از آن مي.گيرد  مي
در رشته هاي  نوترکيب DNAال حاضر از در ح. مختلف را به صورت هدفمند به موجودي ديگر انتقال داد

شود اما مهمترين استفاده از اين روش در توليد دارو هاي  بيوتکنولوژي ، دارو سازي و صنايع غذايي استفاده مي
هاي پروکاريوتي به سلول هاي يوکاريوتي د اکثر دارو هاي نوترکيب در سلولتولي .)Brown 2006(باشد خاص مي

-Gualandi) نمايند مي شوند و در اين ميان باکتري ها نقش مهمي را ايفا به علت هزينه هاي کم ترجيح داده مي

Signorini and Giorgi 2001)  دارو هاي متعددي با تکنيک در حال حاضرDNA توليد و به بازار  نوترکيب
 .درمان بيماري هاي خاص کماکان ادامه داردهاي جديد جهت  عرضه شده است و تحقيق براي کشف دارو

  
 ها سايتوکاين ۱-۲

 کشت روي شد مايع مشخص در آن تحقيق شد، کشف ١٩٦٠ دهه اواسط در ها سايتوکاين بار فعاليت اولين

 هاي سلول بلوغ و تکثير، تمايز تنظيم به قادر است که فاکتورهايي ، حاويin vitroشرايط  در ها لنفوسيت

 .Gery and Waksman 1972, Ikram et al(باشند مي دارند، تفاوت هم با ژنتيکي نظر از که هايي ميزبان ايمني

2010, Mier and Gallo 1980(. کشت هاي لنفوسيت توسط فاکتورها اين توليد که شد کشف آن، از پس 

 سايتوکاين ها در مايعات پايين غلظت گردد بدليل مي القا اختصاصي غير هاي ميتوژن يا ها ژن اثر آنتي در شده،

 مشکل با آنها سازي يوشيميايي، خالصب وجداسازي گيري اندازه مناسب هاي روش وجود عدم و کشت روي

 خالص هاي سايتوکاين توليد به ، منجر ١٩٨٠و ١٩٧٠ دهه در ژن کردن کلون هاي تکنيک توسعه با .بود مواجه

 لنفاوي، هاي سلول ايمني در پاسخ ايجاد شده گرديدسايتوکاين ها در کلون هاي ژن از پروتئين بيان بوسيله

 سايتوکاين ها، پروتئين. )Pizarro and Cominelli 2007(دارند نقش ساز خونهاي  ل سلو و التهابي هاي سلول

 به پاسخ در ها ديگر سلول يا سفيد هاي گلبول توسط که بوده کم مولکولي وزن با ١يهاي گليکوپروتئين يا ها

 اختصاصي گيرنده هاي به هدف، هاي سلول سطح در ها وکاينسايت .شوند مي ترشح ها محرك از تعدادي

 .دهند مي تغيير ها سلول اين در را ها ژن بيان نهايت در که کرده آغاز را پيام انتقال ومسيرهاي شده متصل خود
 ٣سايتوکاين ها به . صورت اختصاصي ميباشد به ها سلول برهم کنش بين سايتوکاين ها و گيرنده آنها بر روي

 سايتوکاين ممکن است که با گيرنده سطح سلولي اختصاصي خود برهم کنش ايجاد کنند در حالت اول حالت

 صورت به اصطلاح به و کرده برقرار سايتوکاين اتصال کننده ترشح سلول همان غشايي گيرنده با است ممکن

 ترشح در نزديکي سلول اختصاصي بر روي سلول ها کنش با گيرنده هاي در حال بعدي برهم. کند اتوکراين عمل

 موارد در دهد و مي انجام پاراکراين صورت به را خود باشد که اصطلاحا سايتوکاين عمل کننده سايتوکاين مي

 صورت به متصل و دورتري نقاط در هدف هاي هاي سلول گيرنده ها به سايتوکاين است ممکن کمي،

در اتصال به گيرنده اختصاصي بر روي  و پاراکراين اتوکراين به صورت ها سايتوکاين اندوکراين عمل کنند اکثر

                                                
1 - Glycoprotein   
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 Dixon and(کنند اندوکراين عمل مي صورتبه ها  کنند و تنها گروه اندکي از سايتوکاين ها عمل مي سلول

Philips 2011, Joseph et al. 2002, Mitchell and Cotran 2002(.  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .)Leonard 2008(ها  سايتوکاين عملکرد و القا روند بر بر مروري ۱- ۱شکل 

کنش ايجاد  با گيرنده سطح سلولي اختصاصي خود برهم ، پاراکراين اندوکراينحالت اتوکراين  ۳ها به  سايتوکاين
 نشان را اندوکراين عملکرد آنها از اندکي و داده نشان را و پاراکراين اتوکراين عملکرد ها سايتوکاين اکثر .کنند يم

 دهند مي
 

  ها گيرنده هاي سايتوکاين در سطح سلول ١- ٢- ١
 

 انتقال و اتصال عموماً جهت زنجيره يک که اند شده تشکيل مجزايي رواحدهايزي از سايتوکاين گيرنده هاي

 انواع .کند مي بازي اتصال در ضعيفي نقش و اغلب بوده ضروري پيام انتقال جهت ديگري و بوده ضروري پيام

 ساختاري نظر باشند اين گيرنده ها از هاي سايتوکاين در سطح خود مي بيان کننده گيرنده ها، سلول از مختلفي

  )Becker T. C. et al. 2002(شوند تقسيم مي خانواده پنج با يک ديگر تفاوت دارند و به بسيار
  خانواده گيرنده هاي ايمونوگلبولين) الف

  )گيرنده هماتوپويتين خانواده( Iخانواده گيرنده هاي سايتوکايني رده ) ب
  )گيرنده اينترفرون خانواده( IIخانواده گيرنده هاي سايتوکايني رده ) پ
  TNFگيرنده هاي  خانواده) ت
  گيرنده هاي کموکاين خانواده) ث

  

 مربوط به دارند نقش خونسازي و ايمني سيستم در که هاي سايتوکايني گيرنده ترينها بيش در ميان اين خانواده

 رديف خانواده داراي اين باشند اعضاي مي) گيرنده هماتوپويتين خانواده( Iي رده هاي سايتوکاين خانواده گيرنده

 حفاظت رديف يک و عدد، سيستئين چهار سلولي شامل خارج هاي دومين در شده حفاظت اي اسيدآمينه هاي
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. )Haque and Sharma. 2006(باشد هستند تريپتوفان و سرين مي که شامل اسيد آمينه هاي) WSXWS(شده
-ILوجود دارد داراي مسير هاي انتقال پيام مشترک هستند در اين گروه  Iهاي مختلفي در زير خانواده رده  گيرنده

 منوسيت سازي فعال سبب کرده، اثر ساز پيش هاي ولسل و خونساز هاي بنيادي ل سلو روي GM-CSF١و   3

و  ها ائوزينوفيل تکثير القاي سبب سايتوکاين سه هر. کنند مي القا را ها اکاريوسيتگتمايز م و شده ها
  .)Leonard 2008(شوند مي هيستامين سازي آزاد و ها بازوفيل گرانولاسيون

  
  
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
  
  

  Iرده هاي  تعدادي از گيرنده  ۲- ۱شکل 

ن ها مانند ياز پروتئ ياريرنده بسيهاي انتقال پيام مشترک هستند و گ گيرنده هماتوپويتين داراي مسير خانواده
GM-CSF،IL-3 ،IL-5   در ردهI پروتئين به پاييني پيوندي ميل با ها سايتوکاين اين از کدام هر. قرار دارند 

 اتصال صورت در و يافته افزايش پيوندي ميل شدن ايمرد پي در .شوند مي پذيرنده سايتوکاين متصل اختصاصي

 .)Leonard 2008(باشند مي غشا درون از پيام به انتقال قادر ها سايتوکاين به
  
 
   IIو  Iپيام در خانواده گيرنده هاي سايتوکايني رده  مسير انتقال ٢- ٢- ١

  

شود  سايتوکاين به گيرنده سطح سلولي شروع ميبا اتصال  IIو  I رده هاي سايتوکاين در گيرنده اکثر پيام انتقال
 شده و فعال JAK٢به  متصل پذيرنده انجامد سپس  زيرواحد گيرنده مي هاي زيرواحد وبه دايمريزاسيون

 فعال هاي STATدرنتيجه  شود مي STAT٣براي  اتصال هاي مختلف باعث ايجاد جايگاه تيروزين فسفريلاسيون

اتصال  .کنند مي القا را خاصي هاي ژن از برداري نسخه آنجا در و شده تقلمن هسته به سلول و از غشاي شده
STAT  ها به زير واحد ها از دومينSH2 در  موجودSTAT واحد زير در شده فسفريله واحدهاي تيروزين به 

 .) Becker S. et al. 1998, Chen et al. 1998(گيرد مي صورت JAKاثر  گيرنده در
 

                                                
1 - Human granulocyte macrophge colony stimulating factor 
2 - Janus tyrosine Kinase 
3 - Signal Transducer and Activator of Transcription 
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 هاي و ايجاد جايگاه تيروزين که با فسفريلاسيون هاي سايتوکاين پيام در خانواده گيرنده مسير انتقال ۳- ۱شکل 

 در و شده منتقل هسته به  سلول و از غشاي شده فعال هاي STATدرنتيجه  شود شروع مي STATبراي  اتصال

  .)Dixon and Philips 2011(کنند مي القا را خاصي هاي ژن از برداري نسخه آنجا
 

  خون سفيد و قرمز هاي گلبول تمايز و رشد در ها نقش سايتوکاين  ٣- ٢- ١
  
  
  
 

 قرمز هاي سلول شامل و دهد مي تشكيل را خون كل حجم% ٤٥تا  ٥٥حدود  خوني هاي در بدن انسان سلول

ها از  هستند اين سلول ٣ها يا ترومبوسيت ها و پلاكت ٢ها لكوسيت يا خون سفيد هاي ، سلول ١ها يا اريتروسيت خون
 .عملكرد با يکديگر داراي تفاوت هستند و هرکدام داراي نقش مهمي در بدن انسان هستند و سلولي نظر ساختمان

 روند درکه  خوني هاي سلول با جايگزيني جهت پلاكت و قرمز و سفيد گلبول ميلياردهادر بدن انسان روزانه 
 اين توليد خونريزيو عفونت  زمان شود در مي توليد روند، مي دست از ضربه يا بيماري سلول، طبيعي ٤تبديلات

 از با و. )Bonomo and Bonomo 2005(يابد مي افزايشبسيار  ايمني سيستم از سايتوكاين ترشح توسط ها سلول

 را آن تعادل و خوني سلول توليد روند اين .گردد مي بر خود طبيعي حالت به دوباره استرس عامل رفتن بين

تحقيقات مختلف نشان دادند که فاکتورهاي مختلفي که در خون به . )Clayton 2003(گويند ٥هماتوپويزيس
 از شده ترشح هاي سايتوكاين .خون نقش دارند سفيد و قرمز هاي گلبول تمايز و صورت محلول هستند در رشد

                                                
1 - Erythrocyte 
2 - leukocytes   
3 - thrombocytes 
4 - Turnover 
5 - Hematopoiesis 


