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  چكيده

ترشح استات در  براي توليد انبوه پروتئين نوتركيب، اشرشياكلييكي از مشكلات استفاده از باكتري 
محيط كشت است كه سبب كاهش طول عمر باكتري و به دنبال آن كاهش بيان پروتئين نوتركيب 

در مهندسي سودمند  يسنس به عنوان ابزارآنتي يRNAدر اين رساله ما از فناوري  .شودمي
- هاي مربوط به دو آنزيم اصلي مسير استات، يعني فسفوترانسژنبيان مهار جزئي  برايمتابوليك 

هاي كه حاوي ژنيك پلاسميد نوتركيب . استفاده كرديم ،(ACK)كيناز و استات (PTA)استيلاز 
و اثرات آن بر  دهد، ساخته شدمورد هدف قرار مي را ptaو  ackAسنسي است كه هر دو ژن آنتي

- داراي كاست آنتي Bl21 (DE3) اشرشياكلي مسير استات و توليد پروتئين نوتركيب در باكتري

 به عنوان پروتئيننوتركيب  ياينترفرون بتا. قرار گرفتمطالعه و مقايسه مورد سنس و فاقد آن 
و پروموتر طبيعي ژن  T7هاي آنتي سنس با استفاده از پروموتر قوي بيان ژنانتخاب شده و  مرجع
ackA كاست آنتيدر طي اين پژوهش ما دريافتيم كه . باشد، كنترل شدكه پروموتري ضعيف مي-

هاي مورد هدف را به طور جزئي ي ژنmRNAسطح  ،ackA، تحت بيان پروموتر طبيعي ژن سنس
اين باشد آنچه مورد توجه مي. شودط كشت مييكاهش داده و باعث كاهش ترشح استات در مح

در ميزان بيان اينترفرون بتا  ميزان كاهش استات چشمگير نبود،با اين كه  در اين حالت، است كه
در صورتي كه . دادبرابر افزايش نشان مي 6/3-2/4 ي كنترلباكتري داراي كاست نسبت به گونه

ها باكتريداد، كاهش قابل توجه از خود نشان مي T7تحت تاثير پروموتر قوي وقتي ميزان استات 
هاي قبلي نسبت به آنچه در گزارشدهد كه اين موضوع نشان مي .شدندسريعتر دچار مرگ مي

ها وقتي آزمايش .باشدتري در فيزيولوژي سلولي ميوجود دارد، مسير استات داراي اثرات حياتي
و انجام شد، افزايش رشد  ترمقياس بالامحيط كشت با در  ackAتحت تنظيم پروموتر طبيعي ژن 

تواند با موفقيت اين فناوري مي ،كهاين است  اين نتايج بيانگر و تر شدهبيشطول عمر باكتري هم 
  .شود و ارزيابي به كار گرفته هم اشرشياكليدر مقياس صنعتي توليد پروتئين نوتركيب در باكتري 
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  ي داروهاي نوتركيبتاريخچه .1- 1

- بردر عرصه علوم كاربردي سربيوتكنولوژي  آوري زيستي يافن به عنوان امروز،آنچه كه 

-بوده و پيش 1ي نوتركيبDNAآورده است حاصل كارهاي انجام گرفته در مورد توليد پروتئين از 

در اوايل . شودقات تبديلهاي مهم در توسعه و تحقيشود كه در آينده به يكي از بخشبيني مي

شناسي مولكولي و مهندسي ژنتيك منجر به پيشرفت قابل شواهد موجود در زيست 1970دهه 

پاول  شخصي به نام .شدهاي انساني اي مولكولي بيماريهجهي در توانايي تشخيص و فهم ريشهتو

موفق به  ن باربراي اولي 1972در سال ،باشدمي1980كه برنده جايزه نوبل شيمي درسال  2برگ

 3هربرت بويربه وسيله تيمي با رهبري  برگكار . در دانشگاه استنفورد شدي نوتركيب DNAتهيه 

نوتركيب  را با پلاسميد 4كلياشرشيا هايسلول 1973رنيا كه توانست در سال ازدانشگاه كاليف

                            
1 rDNA  

٢ Paul Berg  

٣ Herbert Boyer  

٤ E.coli  
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مقدمه
در  1تكنژن ادامه پيدا كرده و بعداز آن فناوري مهندسي ژنتيك توسط كمپاني ،ترانسفرم كند

، بهينه سازي نموده و با كمك كردههايشان را تكميل روش گروه بوير. گذاري شدآمريكا بنيان

را در  3هومولين، اولين پروتئين نوتركيب انساني به نام 2ليليالي شركت ،شريك صاحب پروانه خود

پيوسته و جهاني ت و كارهاي پس از گذشت بيش از دو دهه تحقيقاحال . توليد نمودند 1982سال 

ي صنعت بيوتكنولوژي هسته نوتركيبگيري بازار تجاري و تنوع فناوري، امروزه داروهاي و شكل

ي مربوط به حوزه. دهند تشكيل مي 2003ميليون دلار در سال  32دارويي را شامل بيش از 

محصولات  ، توليد و بازاريابي اينشركت است كه در كشف 110ل بيش از شام نوتركيب،داروهاي 

دارو در مراحل مختلف توليد نموده و داراي سهام  80ها بيش از اين شركت. كنندليت ميفعا

  . )54(باشند داروي موجود در بازار مي 73شامل تركيبي 

 ايجادبه وجود آمد كه سبب  DNAورزي هاي جديدي براي دستروش ،1980ي در دهه

در  1980هايي كه در دهه روتئينپ.  شدتركيب هاي نوهاي جديد براي توليد پروتئينفرصت

-مانند آنزيم(توليد  موجود در آن زمان فنونآنهايي بودند كه با  ،گرفتندكلينيك مورد مطالعه قرار 

  . قابل دستيابي بودند )هاي سلوليو دودمان هاي محدودگر

وارد بازار  در آمريكا و اروپادارويي زيستي  يفرآورده 120، حدود  2002اواسط سال  تا

اين داروها . باشندبيليون دلاري در سطح جهان مي15ي يك بازار اينها مجموعا دربرگيرنده. ندشد

- باديها و آنتيو عوامل ترومبوليتيك مانند واكسنها ، فاكتورهاي خوني شامل تعدادي از هورمون

                            
١ Genentech  

٢ Eli Iily 

٣ Humulin  
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مقدمه
  1يتراوناو پروتئينيمورد غير. ي پروتئيني دارندپايه ،تمام اينها به جز يكي. دهستنهاي منوكلونال 

در آمريكا مورد  1998باشد كه در سال ميسنس ئوتيد آنتيلكه ماهيت آن يك اوليگونوك ،نام دارد

ئيكي دارند كلنوي اسيدكه پايه يديگر هاي زيادفرآورده ،البته در حال حاضر. گرفتتاييد قرار

  .باشند ينيكي ميكل هايآزمايشحله در مر ،سنسدرماني يا فناوري آنتيجهت استفاده در ژن

رهاي خوني مانند فاكتو(ها ي پروتئينهاي سادهجايگزين ،بسياري از داروهاي زيستي اوليه

 شناختهمراه با  ،اسيدي يك پروتئيندار توالي آمينوتوانايي تغيير هدف. دهستن) و انسولين انساني

دارويي را  يشدهمهندسي هايپروتئين يدتول و ساخت، آنبيشتر ارتباط بين ساختار و عملكرد 

هاي نوتركيب تاييد شده در باكتري به طوريكه بسياري از پروتئين. بسيار تسهيل كرده است

هاي تخمدان اغلب سلول(هاي سلولي حيواني و دودمان ساكاروميس سرويزيه، مخمر اشرشياكلي

ي زيستي براي هرچند اغلب داروها. توليد شده است) 3موش صحرايييا كليه نوزاد  2خوكچة هندي

هم وجود دارد كه وارد  يدام ي داروييفرآورده، بين آنها تعدادي اندانساني تهيه شده ياستفاده

در آمريكا  1990 يدر اوايل دهه) 4سوماتوتروفين(مثلا هورمون رشد گاوي نوتركيب . اندبازار شده

ساير داروهاي زيستي . دوشمي گرفتهكاررها بهبراي افزايش محصول شيري گاودا كه هوارد بازار شد

يگر است كه اساس شامل تعدادي واكسن نوتركيب و يك محصول د ،مربوط به دامپزشكي

  .اينترفروني دارد

                            
١ Vitraven  

٢ Chinese hamster ovary: CHO  

٣ Baby hamster kidney: BHK  

٤ Somatotrophin 
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مقدمه
كلينيكي  هايمرحلة آزمايشداروي زيستي در حال حاضر در حال گذراندن  500 بيش از

. باشندها ميهاي مونوكلونال و واكسنآنتي بادي هافرآوردهدو دستة بزرگ اين . باشندمي

-آنتي هايفرآورده همگام با ژن درماني و) هاها و سيتوكينمانند هورمون(فاكتورهاي تنظيمي 

  .خود را دارند اهميت ويژه ،سنس نيز

ميليون دلار در  34807از  نوتركيبارزش فروش داروهاي شده، هاي انجامطبق بررسي

 52150به  كه اين مبلغ شودبيني ميپيش رسيده و 2006در سال  ميليون 41744به  2004سال 

 هايفرآورده درصدي تعداد 50رشد  همزمان با رود،انتظار مي. برسد 2010ميليون دلار در سال 

به  )نخواهد بود% 58كه كمتر از (، بازار اين داروها هم با تقسيم بازار فروشنوتركيب به تاييد رسيده

  .)54( دبرسي برند اصل 12بيش از 

  اي براي توليد پروتئين نوتركيب جهت مصارف درمانيگزينه: هااينترفرون .2- 1

پروتئيني نوتركيب، اينترفرون و اينترلوكين باعث ارتباط و راهيابي  هايفرآوردهدر بين 

DNA 1980ي ها، دردهههاي نوتركيب، اين پروتئيندر بين پروتئين. شدند درماني نوتركيب به ،

از دو سيتوكين مذكور  . مطالعات كلينيكي را به خود اختصاص دادند% 30ش از سهمي بي

براي درمان عفونت  γو  α، βهاي نوع از اينترفرون 6تر عمل كردند و بالاخره ها موفقاينترفرون

در ايالات  1اسكلروزيسهاي سفيد و بيماري مولتيپل، لوسمي، سرطان مزمن گلبولCمزمن هپاتيت

   . ريكا به تاييد رسيدندي  آممتحده

در واقع اين . گرفتانجام 1957در سال  1ليندنمن و 2اسحاق ها توسطنامگذاري اينترفرون

  .)70(گيردها سرچشمه ميفعاليت اين دسته از ماكرو مولكولنام از نوع 

                            
١ Multiple Sclerosis: Ms  

٢ Isaacs  
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مقدمه
به صورت طبيعي و نوتركيب در درمان موثر شماري از  βو  αهاي هم اكنون اينترفرون

هاي ويروسي، پاپيلوما و مولتيپل اسكلروزيس به كار ي خوني و غيرخوني، هپاتيت، عفونتهابيماري

  .مي روند

هاي ها يعني اينترفرونها بر اساس منبع سلولي اين پروتئينبندي اوليه اينترفرونطبقه

ي لوكوسيتي و فيبروپلاستي سپس دو دسته. لوكوسيتي، فيبروپلاستي و ايمني انجام گرفته است

شناخته  П هاي نوعي آخر به نام اينترفرونهاي دستهو اينترفرون  Іهاي نوعحت عنوان اينترفرونت

شود؛ در درجه اول بر اساس توالي نوكلئوتيدي گذاري كه در حال حاضر استفاده مياما نام. شدند

نامگذاري اخير با هاي لوكوسيتي در اينترفرون. باشدها و گروه ژني آنها ميهاي اينترفروني ژنويژه

و اينترفرون فيبروپلاستي با عنوان ) IFNα-Пو  IFNα-Іقبلا به ترتيب ( IFNωو  IFNαعناوين 

IFNβ  و در نهايت اينترفرون ايمني به نامIFNγ شوندشناخته مي.  

 2هاي كاذبتاي آنها ژن5وجود دارد كه  IFNαژن غيرآللي براي  18در انسان حداقل 

به  ωو  IFNαهاي ژن. هاي كاذب هستندتاي آنها ژن5، كه IFNωبراي ژن  6هستند و حداقل 

  .دهندرا تشكيل مي IFNα/β 3يخانوادهابرIFNβ همراه تك ژن 

انساني واقع  9ي ژنومي بر روي بازوي كوتاه كروموزوم در يك خوشه Iنوع  IFNهاي ژن

باشد كه منشا مي ون بودن تمام آنهاها، فاقد اينترهاي جالب توجه اين پروتئيناز ويژگي. اندشده

ها داراي اما علي رغم اين موضوع، اينترفرون. سازدي ژني را آشكار ميبسيار قديمي اين خانواده

را  ωو βو αهاي بالغ كه قبل از ترشح جدا شده و اينترفرون باشندميي ترشح پپتيدي توالي نشانه

                                                                              
١ Lindenmann  

٢ pseudogenes 

٣ superfamily 
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مقدمه
و  ωو  αهاي هاي اينترفرونرسد ژنبه نظر مي. ورندآاسيد آمينه به وجود مي 172تا  165با طول 

β  از منشا ژني منفردي باشند؛ هرچند همولوژيIFNα  وω  بيشتر از همولوژي آنها نسبت به

 به علاوه. اي استتوالي اسيدآمينه %30اين همولوژي در حدود . )71( باشدمي βاينترفرون

هر دوي . وده و فعاليت زيستي بسيار مشابهي دارندهاي يكسان بداراي گيرنده α و β هاياينترفرون

هاي ويروسي مقاومت ايجاد كرده، از تكثير سلولي ها در سلول هدف نسبت به عفونتاين اينترفرون

  .نمايندتنظيم مي را ١MHC-Іي جلوگيري نموده و بيان دسته

  :جمله از. گردند Iهاي نوعتوانند سبب توليد اينترفرونعوامل زيستي مختلفي مي

 ).ها، مايكوپلاسما و پروتوزوآها، باكتريشامل ويروس( بيميكرو آلودگي  )1

 ). TNF-αو  CSF-1 ،IL-1 ،IL-2( ها و فاكتورهاي رشدمواجهه با برخي سيتوكين )2

يكي از مراحل همانندسازي  كه در dsRNAاي مثل ئيك دو رشتهاسيدهاي نوكل )3

 .)25( گرددويروسي تشكيل مي

   βوناينترفر. 2-1- 1

تاي بعدي با 2تاي آن با هم موازي بوده و 3بخش مارپيچ است كه  5داراي  βاينترفرون

؛ اما با يك توپولوژي است 2اي از ساختار مارپيچ آلفا، گونهاين ساختار. باشندتا ناموازي مي3اين 

  20 وزن مولكولي تخميني آن . مشترك است I هاي نوعفولدينگ جديد كه در تمام اينترفرون

-دالتون ميكيلو 25آميد ظاهرا در نزديكي وزن آكريلدالتون است ولي در ژل پليكيلو

  . باشدايستد و اين به علت گليكوزيلاسيون اين مولكول مي

                            
١ Major Histocompatibility Complex  

٢ α- helix bundle   
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مقدمه
  .)β )25هاي فيزيولوژيكي اينترفرونويژگي. 1-1لجدو

  
a پس از حذف پپتيد نشانه  
b سيون متفاوت يك پروتئين واحد يلاكيلودالتون كه از گليكوز 35و  26 هايهاي بتاي موش با وزندو نوع از اينترفرون

  .شودحاصل مي
  
  

با كه اين دي مريزاسيون  ،باشدميزيرواحدي  ودبه صورت  βاينترفرون ساختار كريستالي

واحدي زير به صورت دو، طبيعيدر شرايط  البته اين مولكول. انجام مي شود رويي عنصر واسطه

   .شودديده نمي

  

   .)25( اينترفرون بتاي انسان و موشساختار ژني . 1-1شكل  

اسيدآمينه  187زون منفرد بوده و پروتئين آن شامل يك اگ ،در انسان βژن اينترفرون

  . قرار دارد 9بر روي كروموزوم  p22اين ژن در موقعيت . دارد
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مقدمه

  

   .)25( ي انسانيβاسيدي اينترفرونتوالي آمينو .2-1شكل 

جهش سيستئين به ليزين . سولفيد وجود داردپيوند دي 141و  31هاي تئينسيسبين  

 دشوو فعاليت ضدويروسي پروتئين ميسولفيد سبب از بين رفتن اين پيوند دي 141در موقعيت 

)25(.   

و در نتيجه  IFNγ، تنظيم منفي IL-10احتمالا شامل القاي  ،βمكانسيم عمل اينترفرون

پذيري داراي تحريكهاي سطحي ، مهار مولكولآنحاصل از القاي  IIي كلاس MHCكاهش بيان 

 ،به علاوه. باشدو تكثير آنها مي Tي هاز مهاجرت لنفوسيتو ممانعت ا β7 -1/β7-2 يعني  ،همزمان

و ايمونوگلوبولين داخل رگي در رفع  βاينترفرون يمشخص شده كه درمان تركيبي به وسيله

  .)70(د باشمؤثر مي 1بار- گايلاين نشانگان

صورت  MSبيماري درمان  روي اثر آن در ،βاينترفروندر مورد بيشتر تحقيقات كلينيكي ( 

هاي ميلين ژنآنتيعليه  Tهايايمني است كه در آن سلول، يك بيماري خودMS. استگرفته 

سازمان  ،1993 در سال. دهندپاسخ ايمني مي ،هاي گليال سيستم عصبي مركزيولخودي در سل

يك  IFN-β1b. مؤثر دانست MSبراي درمان را  IFN-β1bزيرجلدي تزريق  ذا و داروي آمريكا،غ

 ،اين ماده. شودمي توليد اشرشياكلي ي باكترياست كه به وسيله βاينترفرون يگليكوزيلهغيرشكل 

                            
١ Gaillain- Barre  
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مقدمه
فرم نوع يوكاريوتي به (IFN-β1a ، در حال حاضر .شودعرضه مي 1بتاسروندر داروخانه به نام 

 احتمالا،. باشددر بازار موجود مي 2آونكس وانعنتحت  ،)آيدليكوزيله كه از هامستر به دست ميگ

بخشد؛ ميبهبود  Tهايسلولكنندگي شديد كردن عمل سدايمني را با تحملات خود βاينترفرون

 .دهدبه دليل نامعلوم افزايش مي اين كار راكاملا ترانس هم،  اسيدنوئيكدرمان همزمان با رتي

نيز  را γو اينترفرونIL-1 با  )iNOS( سنتاز القاشوندهاسيدممكن است القاي نيتريك βاينترفرون

به  ،3هادر آستروسيت سنتاز القاشوندهاسيدنيتريك ينيتريك به وسيلهاسيدتوليد . مهار كند

  .كندعمل مي MSعنوان فاكتوري در پيشرفت 

 محققان شروع به كشف است، βاينترفرون آميزاز كاربردهاي موفقيت MSاگرچه درمان 

  .انددر درمان هپاتيت كرده І نوع هاياستفاده از اينترفرون هايي جهتراه

مبتلا  نابيماردرمان در  1βكلينيكي براي استفاده از اينترفرون هايآزمايش ،به خصوص

   .انجام شده است Cهپاتيت به 

هاي در بيماري βاينترفروناحتمالا  ،كه ددهنشان مي شدهنجاما هاياز پژوهش برخي

انطور كه قبلا گفته هم .نقش داشته باشدسمي غيراگزماي  روماتوئيد وآرتريتالتهابي مانند  مزمن

خودكشي سلولي از  βي ترشح اينترفرونرا به وسيله Tهايهاي استرومايي لنفوسيتسلول شد،

ل تداوم القاي موضعي ومسؤ ،βاينترفرونسب امكان دارد توليد نامنا ،اينبنابر. دهندنجات مي

  .)70(و التهاب مزمن حاصل از آن باشد  Tهايسلول

  

                            
١ Betaseron  

٢ Avonex 

٣ Astrocyte  
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مقدمه
  هاي نوتركيبميزباني براي توليد انبوه پروتئين :اشرشياكلي باكتري .3- 1

تركيب توليد پروتئين نوي براي تنوعهاي بياني بسيار مانهماها و ساگر چه امروزه ارگانيسم

كيب مورد استفاده نوتركه براي توليد داروي  اولين ميزباني بود ياكلياشرش باكتري ،وجود دارد

حوزه از فناوري در اين  ،آنهاي قابل توجهي با استفاده از آيد پيشرفتو به نظر ميگرفت قرار

تئين و دانش زيادي كه در مورد رشد سريع و سرعت بالاي توليد پرو. زيستي صورت گيرد

- ي از بهترين سيستمآن را به يك ،به همراه ابزار كارآمد ژنتيكي ؛داردوجود  اشرشياكليفيزيولوژي 

لدينگ اكسيداتيو پروتئين فو كنترلدر  اشرشياكليتوانايي  ،هژبه وي. ل ساخته استهاي بياني مبد

جهت به جديدي هاي دريچه ،1هاي بدون سلولپلاسم و نتايج جديد حاصل از آزمايشدر سيتو

 .)69( كيب گشوده استترتوليد پروتئين نو در صنايع ،ساده اما بسيار مفيدگيري اين ارگانيسم كار

 ، توليد پروتئين نوتركيبقيمت براي با وجود مزاياي قابل توجه در مورد استفاده از اين ميزبان ارزان

مسايلي كه محققان مختلفي را به مطالعه و تحقيق  از جمله .وجود دارد بر سر راه مشكلاتي نيز

-وسط باكتري در طي رشد سريع در فرمانتور مياستات ت بالاي ، توليدع آن واداشته استجهت رف

باشد كه سبب مرگ زودرس آن شده و به اين ترتيب فرآيند توليد پروتئين نوتركيب را كاهش 

  .دهدمي

مساله مشكل آفرين در توليد انبوه پروتئين نوتركيب استات به عنوان يك  .3-1- 1

  اشرشياكلي توسط

. سازدآنها را با يك مساله مواجه مي ،شودها به محيط ترشح ميستاتي كه توسط سلولا

در اين فرم تجزيه ، اين اسيد ضعيف ليپوفيل .استات، مانند ساير اسيدهاي ضعيف، سمي است

كننده از عبور pHشيب هم خوردن به  سببكرده و به آساني از منافذ غشا عبور ،نشده يا اسيدي
                            

١ cell- free  


