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Abstract 
Objective: Bone morphogenetic protein-7 (BMP-7) is a multifunctional growth factor 
predominantly recognized for its osteoinductive properties. Due to the high cost of this 
protein, the availability of BMP-7 for treatment is limited. The heterologous production of 
recombinant hBMP-7 has been performed in a number of expression systems. In this 
study a novel form of BMP-7 was expressed in eukaryotic and prokaryotic hosts. 
Methods: For expression in the prokaryotic system, the novel protein was secreted to the 
periplasmic space of Escherichia coli using a pelB signal sequence followed by single-
step purification by Ni2+-charged column chromatography. In the mammalian cell 
expression system, we transferred a full-length cDNA encoding precursor of the novel 
protein to CHO cells then selected stable clones by using the appropriate antibiotic 
concentration. Expressions in both systems were confirmed by Western blot analysis. 
Results: The novel recombinant protein was produced as a 36-38 kDa dimer in the CHO 
cell line and a 16 kDa monomer in the Escherichia coli system. Quantitative analysis 
according to ELISA showed that the expression levels of the mutant protein in the 
eukaryotic and prokaryotic expression systems were 40 ng/ml and 135 ng/ml of the 
culture media, respectively. 
Conclusion: In this study, the expression level in Escherichia coli was at least three times 
more than observed in the CHO cells. However, further optimization is required to obtain a 
dimer protein in Escherichia coli. The results show that periplasmic expression may be 
suitable for the production of complex proteins such as BMPs. 
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  چكيده

بـه دليـل    . زايي خود شناخته شده است     اي است كه اغلب به دليل خواص استخوان         عامل رشد چند منظوره    BMP-7 :هدف
 BMP-7تاكنون توليد هترولوگ پروتئين نوتركيب      . استقيمت بالا، دسترسي به اين پروتئين براي مصارف درماني محدود           

هـاي پروكـاريوتي و       جديدي از پروتئين در ميزبان     شكلدر مطالعه حاضر    . هاي بياني انجام يافته است     در تعدادي از سيستم   
 . يوكاريوتي بيان شده است

پلاسمي باكتري اشريشيا كلي ترشـح       ري براي بيان در سيستم بياني پروكاريوتي، پروتئين جديد به فضاي پ           :ها مواد و روش  
 بـا طـول كامـل بـه         cDNAبراي بيان در سيستم بياني يوكاريوتي، قطعـه         . شد و تخليص توسط ستون تمايلي انجام گرفت       

بيان پروتئين نوتركيب در هـر دو سيـستم بيـاني توسـط     . هاي پايدار انتخاب شد    منتقل شد و كلون    CHOسلول يوكاريوتي   
  .تأييد شدآزمون وسترن بلات 

ورت ص ـ كيلودالتـون در سـلول يوكـاريوتي و بـه            38-36 پروتئين نوتركيب جديد به صورت دايمر با وزن مولكولي           :نتايج
تجزيه و تحليل كمـي بـا اسـتفاده از الايـزا            .  كيلودالتون در سيستم بياني اشريشيا كلي توليد شد        16مونومر با وزن مولكولي     

ليتـر    نانوگرم در هر ميلي    135 و   40در سيستم بياني يوكاريوتي و پروكاريوتي به ترتيب         نشان داد كه سطح بيان جهش يافته        
  .از محيط كشت است

بـا ايـن   .  برابر ميزان بيان در سلول يوكاريوتي بـود 3 در اين مطالعه سطح بيان پروتئين در اشريشيا كلي حداقل         :گيري نتيجه
نتايج مطالعه مذكور نـشان    . لكول دايمر در اشريشيا كلي مورد نياز است       دست آوردن مو   هاي بيشتر براي به    سازي وجود بهينه 

  .  مناسب باشدBMPsهاي پيچيده مانند  پلاسمي ممكن است براي توليد پروتئين داد كه بيان پري
 

  ، اشريشيا كليCHO، رده سلولي 7  ردهزاي انساني پروتئين استخوان پروتئين نوتركيب، :كليدواژگان
  

  

  همقدم
BMPs )Bone Morphogenetic Proteins(رشد امل، ع  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

هاي رشد    كه نقش آنان در بسياري از جنبه       استاي   چند منظوره 
ــامل شــكل  ــي، ش ــتخوان و رشــد   جنين ــضروف و اس ــري غ گي

 102-93: ، صفحات1391پاييز، 3، شماره 15، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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  BMP-7بيان فرم جهش يافته 
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  پـس از تولـد     هـا  پروتئيناين  . ها به اثبات رسيده است     استخوان
كـرده و در  نگهداري تـوده اسـتخواني ايفـا       نيز نقش اساسي در   

 تـاكنون فقـط     ].3-1[ها در بـالغين نقـش دارد         ترميم شكستگي 
BMP-2 و BMP-7) Bone Morphogenetic Protein-7( 

اند و در بازار دارويـي       ييد قرار گرفته  أبراي استفاده باليني مورد ت    
 درمـان    بـراي مـصرف در     BMP-7 ].7-4[دنيا موجود هـستند     

هـاي غيـر    تگيشكـس   و)Spinal Fusion( جوشي نخـاعي  هم
 )Long Bone Nonunions( هـاي بلنـد    استخوانيكپارچه در

 8[يد سازمان غذا و داروي آمريكا قـرار گرفتـه اسـت             أيمورد ت 
 باليني مفيد، نيمه عمر كوتاه آن نياز به تجـويز           با وجود آثار   ].9،

نمايد كـه بـه علـت        دوز قابل توجهي از اين دارو را ايجاب مي        
 مـصارف درمـاني   بـراي سـي بـه آن      ، دستر BMP-7گران بودن   

ــابراين . دشــو محــدود مــي توليــد ايــن پــروتئين دارويــي در بن
دست آوردن مقـادير كـافي از        ههاي بياني مختلف براي ب     سيستم

  . استآن ضروري 
هـاي نوتركيـب دارويـي در        امروزه تعداد زيادي از پروتئين    

ا ه ـ د كه دليل آن توانـايي آن      شو هاي يوكاريوتي توليد مي    سيستم
 Post-translational(در اعمـال اصــلاحات پـس از ترجمــه   

Modifications (در اين ميان سـلول      . استCHO )Chinese  
Hamster Ovary ( زيرا قـادر  استاز اهميت بالايي برخوردار 

به ايجاد ساختار مناسب و الگـوي گليكوزيلاسـيون صـحيح در            
ر ايـن رده    هاي توليد شده د    هاي دارويي بوده و پروتئين     پروتئين

 بـا وجـود   ]. 10[ ي دارد  مطلـوب  شـناختي  زيـست سلولي فعاليت   
هـاي    در فرم فعال خود در محـيط كـشت سـلول           BMPsتوليد  

 بازده توليد )Mammalian Expression System(پستانداران 
هـاي    سيـستم  بنـابراين . يابد هاي آن افزايش مي    كم بوده و هزينه   

 نيـز  )Escherichia coli (شيا كلييبياني پروكاريوتي مانند اشر
 BMPهـاي يوكـاريوتي بـراي بيـان          به عنوان جايگزين سيستم   

 ولي توليد پروتئين به صورت اجـسام تجمعـي           است  كار رفته  هب
)Inclusion body(ــم اشر ــ در سيتوپلاس ــد   شياي ــي نيازمن كل
 و  )Refolding(كـارگيري فرآينـدهاي تـا خـوردگي مجـدد            هب

ترشح . استئين فعال دارويي    دست آوردن پروت   ه ب  براي تخليص
توانـد   كلـي مـي    شيايپلاسمي باكتري اشر   پروتئين به فضاي پري   

هـا    ترشـح پـروتئين  ].13-11[معايب ذكر شده را برطرف سازد   
گيري  پلاسم، علاوه بر تحريك شكل     به فضاي اكسيد كننده پري    

 صـحيح پـروتئين،     تـاخوردگي باندهاي دي سولفيدي و ايجـاد       
  ].15-12[د شو  نيز مي سازي آن  خالصباعث تسهيل در امر

 هـاي  سلول(در پژوهش حاضر از دو سيستم بياني يوكاريوتي         
CHO( و پروكــاريوتي )پلاســم بــاكتري  بيــان در فــضاي پــري
.  استفاده شـد   BMP-7براي بيان فرم جديدي از      ) شيا كلي ياشر

 با ناحيـه متـصل      BMP-7در فرم جديد جايگزيني پايانه آميني       
 بـه  BMP-2 از )Heparin Binding Site(رين شونده به هپـا 

سـازي خـواص آن      منظور افزايش نيمه عمر اين پروتئين و بهينه       
در ايـن  . شـد  كه در مطالعات آينـده بررسـي خواهـد         انجام شد 

هاي بياني يوكـاريوتي و پروكـاريوتي        پژوهش كارآمدي سيستم  
  . استشدهپروتئين بحث و بررسي اين مورد استفاده در بيان 

 

  ها اد و روشمو
 طراحي سازه ژني

 بـراي بـاز     جفت 1300توالي ژن سنتز شده به طول تقريبي        
 بخـش  3 شـامل  )CHO DG44(انتقال بـه سـلول يوكـاريوتي    

و )  اسـيد آمينـه  263(، پروپروتئين ) اسيد آمينه29(توالي راهنما   
سـازه ژنـي كـه      . اسـت )  اسيد آمينه  139(ناحيه بالغ تغيير يافته     

د تنها شامل ناحيه بـالغ      شزبان پروكاريوتي سنتز     بيان در مي   براي
بـاز    جفـت  520 با تعـداد نوكلئوتيـد       BMP-7مهندسي شده از    

هاي برش آنزيمـي بـه انـضمام بخـشي از تـوالي           شامل جايگاه (
 براساس تغييـر پايانـه      BMP-7طراحي ناحيه بالغ از     . بود) ناقل

 16ناحيه  به اين ترتيب كه در اين       انجام شد؛   آميني اين پروتئين    
 اسـيد آمينـه     16 بـا    BMP-7 اسيد آمينـه ابتـدايي پايانـه آمينـي        

تعـويض  ) يا ناحيه متصل شونده بـه هپـارين        (BMP-2ابتدايي  
كـشور   (Gen Ray Biotechها توسـط شـركت    اين توالي. شد
  . ساخته شد) چين

  
 تهيه سازه بياني

، سازه بياني نهـايي     شده بالا هاي اشاره    پس از ساخت توالي   
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ابتـدا تـوالي    . دش به شرح زير تهيه      CHO انتقال به سلول     براي
 از  NotI و   KpnIالاثـر    هـاي محـدود    سنتز شـده توسـط آنـزيم      

سازي چندگانه   پلاسميد حد واسط بريده شد و در جايگاه كلون        
)Multiple Cloning Site( بياني ناقل pTracer-SV40 كلون 

ن تـوالي   پلاسميد نوتركيب حاصل با هضم آنزيمي و تعيـي        . شد
 اسـتفاده   PstI/NotIهاي   براي هضم آنزيمي از آنزيم    . شديد  أيت

 كلـي  شيايدر مورد سازه بياني نهايي براي انتقال به باكتري اشر         . شد
 EcoRI و NdeIالاثر   هاي محدود  نيز ژن سنتز شده توسط آنزيم     

 PET22b بيـاني  ناقـل از پلاسميد حد واسط جـدا شـد و در          
ب حاصل نيز از طريق هضم آنزيمي        پلاسميد نوتركي  .كلون شد 

 استفاده شـد  EcoRV/NdeIالاثر  هاي محدود  كه در آن از آنزيم    
  . دشيد أيت

  
سـازي پـروتئين در    پلاسمي و خـالص    بيان پري 
 كلي شياي اشرباكتري

 BL21(DE3)پلاســميد بيــاني حاصــل بــه ميزبــان ســويه 
)Novagenــاكتري.  منتقــل شــد)، آمريكــا ــسفورم ب  هــايي تران
)Transform( شده در محيط LB) Luria Bertani( كه شامل 

 درجــه 37 بــود در )Ampicillin (ســيلين بيوتيــك آمپــي آنتــي
كـه كـدورت محـيط در طـول           انكوبه شدند تا زماني    گراد سانتي
در ايـن مرحلـه القـا بـا         . رسـيد  5/0 نانومتر به حدود     600موج  

 تيوگالاكتوپيرانوزيـــد -دي-بتـــا اضـــافه كـــردن ايزوپروپيـــل
)Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside: IPTG(   
هـاي   ها در زمان   سه نمونه از سلول   . مولار صورت گرفت    ميلي 1
آوري   ساعت پـس از القـا توسـط سـانتريفوژ جمـع            4 و   2 و   0

 بـه   IPTGيك قسمت از كشت نيز بدون اضـافه كـردن           . شدند
اي ه ـ نمونـه . كار رفـت   هعنوان نمونه قبل از القا و كنترل منفي ب        

 الكتروفـورز    درصـد  15آوري شده در ژل پلي آكريل آميد         جمع
 برنامـه يد اوليه بيـان، شـوك اسـموتيك، طبـق           أيد و پس از ت    ش

 پس از انجام شوك اسموتيك عصاره       ].16[مرسوم انجام گرفت    
 بـراي سـازي    پلاسمي بـه منظـور آمـاده       هاي پري  حاوي پروتئين 

تخليص . دشه دياليز  تخليص در مقابل بافر ليز كنند      فرايندانجام  

  و روشNi-NTAپــروتئين بــا ســتون كرومــاتوگرافي تمــايلي 
العمــل شــركت ســازنده     و طبــق دســتور )Native( بــومي

)QIAGEN بـه طـور خلاصـه پـس از         .  انجام گرفت  )، آمريكا
پلاسـم ديـاليز    سازي ستون با بافر ليز كننده، عصاره پـري        متعادل

نوتركيب پروتئين  شده به ستون وارد و پس از شستشوي ستون،      
  . دشبا استفاده از بافر جداسازي از ستون جدا 

  
  CHOبيان پايدار و تخليص پروتئين در سـلول         

DG44. 
بيوتيـك   بـه آنتـي    پس از تعيين حساسيت سلول يوكاريوتي     

 ميكروگرم در   400 ()، آمريكا Zeocin( )Invitrogen (زئوسين
 استفاده از آنـزيم      بياني حاوي سازه ژني نهايي با      ناقل،  )ليتر ميلي

  خطـي شـده و بـا كمـك روش ليپوفكـشن            BglIIالاثر   محدود
)Lipofection(ــتفاده از ــا اســـ ــامين  و بـــ  2000 ليپوفكتـــ
)Lipofectamine 2000) (GIBCO Invitrogenو ) ، آمريكا

پـس از   .  منتقل شـد   CHO شركت سازنده به سلول      برنامهطبق  
، )Transfection ( ســاعت از انجــام ترانسفكــشن24گذشــت 

بيوتيك زئوسين منتقل شد     ها به محيط انتخابي حاوي آنتي      سلول
بيوتيـك بـا فاصـله       هاي مكرر و اضافه كردن آنتي      و طي انتخاب  

ها با ويژگي بيان مناسـب و پايـدار ژن            روز، كلون  4 تا   3زماني  
هاي ترانسفكت شـده در      پس از اين مرحله، سلول    . شدانتخاب  

.  كـشت داده شـد     بـود م  محيط كشت اختصاصي كـه فاقـد سـر        
آوري   روزه جمـع   6وجود پروتئين ترشـحي در محـيط كـشت          

 هـاي ترانـسفكت شـده در ابتـدا بـا روش الايـزا              شده از سلول  
)Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA( 
  Hi-Trap هاي ترشحي توسـط سـتون تمـايلي        سوپ. يد شد أيت

Hp Heparin) GE Healthcareــا ــق )، آمريك ــ و طب  هبرنام
  .دششركت سازنده تخليص 

  

 )ELISAآزمون (ي پروتئين  كمتجزيه و تحليل
ــروتئين در هــر دو سيــستم يوكــاريوتي و   ــان پ ــدا بي در ابت

همچنـين ميـزان    . دش ـ كنتـرل    ELISAپروكاريوتي با روش    
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هـاي ترانـسفكت شـده       دقيق پروتئين ترشحي در سوپ سـلول      
CHO     پلاسمي حاصـل     تخليص شده پري   بخش و همچنين در

 و با اسـتفاده از كيـت        ELISAشيا كلي با روش     ياز باكتري اشر  
، Human BMP-7 ELISA Kit) Ray Biotechتجــاري 
  . دست آمد ه ب)آمريكا
  

 )Western Blot (وسترن بلات
دست آمده از هـر دو سيـستم         ههاي تخليص شده ب    پروتئين

بياني يوكاريوتي و پروكاريوتي پس از تغليظ، در ژل پلي آكريل           
ادامه مراحل وسترن بلات طبق     . دش الكتروفورز    درصد 15 آميد

  ].17[شد هاي معمول انجام  برنامه
دست آمده از    هبراي انجام آزمون وسترن بلات روي پروتئين ب       

 )Polyclonal (كلونـال  بـادي اوليـه پلـي      سلول يو كاريوتي از آنتي    
بـادي    و آنتـي   )آمريكـا  (Abcam  شركت BMP-7 خرگوشي ضد 
ــزيم پراكــسيدازثانويــه اتــصا  ضــد )Peroxidase (ل يافتــه بــه آن

دست آمده از    هنمونه ب . استفاده شد ) ايران(خرگوشي شركت رازي    
بادي ضد توالي هيستيدين متصل  پلاسمي با استفاده از آنتي بيان پري

در هـر   . دشيد  أيت )آلمان (Rocheشده به آنزيم پراكسيداز شركت      
 )Luminescence (نـسانس ي لومي كمدو مورد از سيستم شناسايي      

  .ظهور باندهاي حاصل استفاده شدبراي 

  
  

 بـراي  نتايج حاصل از هضم آنزيمي روي پلاسميد نوتركيـب نهـايي             1 شكل
 )2رديـف   ،  ) كيلوبـازي  1( DNA نـشانگر  )1رديف  ؛  CHOانتقال به سلول    

هـاي   محـصول هـضم آنزيمـي بـا آنـزيم          )3رديـف   پلاسميد هـضم نـشده،      
PstI/NotIباز است  جفت4900 و باز  جفت561 قطعات  كه شامل.  

  
  

 بـراي نتايج حاصل از هضم آنزيمي روي پلاسميد نوتركيـب نهـايي             2 شكل
 )2رديـف   پلاسـميد هـضم نـشده،    )1رديف  ؛كلي شيايانتقال به باكتري اشر   

هـاي   محصول هضم آنزيمي با آنـزيم      )3رديف  ،  ) كيلوبازي DNA )1 نشانگر
NotI/EcoRVاست باز  جفت1820 و باز  جفت4095  كه شامل قطعات.  

  

  نتايج
   بيانيناقلساخت 

 بـراي  بيـاني    ناقـل  كلونينگ و سـاخت      فرايندپس از انجام    
هـاي   ، هـضم آنزيمـي بـا آنـزيم    CHO DG44انتقال به سلول 

 561 انـدازه  باعـث ايجـاد قطعـات بـا          PstI/NotIالاثـر    محدود
  ).1 شكل( شد باز  جفت4900 و باز جفت

كلي  شياي انتقال به اشربرايسميد نوتركيب توليدي در مورد پلا
   ،PET22b ناقـل نيز پس از كلونينگ قطعه ژني سنتز شـده داخـل            

 
 

 باعث ايجاد قطعـات     NotI/EcoRVهاي   هضم آنزيمي با آنزيم   
نتـايج  ). 2 شكل(د  ش باز  جفت 1820 و   باز  جفت 4095 اندازهبا  

 ـ هاي محاسبه شده به صـورت تئـوري و         مذكور اندازه  دسـت   ه ب
  .يد كردأيافزارها را ت آمده از نرم

  
  بيانتجزيه و تحليل

هاي ترانسفكت شده    پروتئين تخليص شده حاصل از سلول     
 بانـد    درصـد  15يوكاريوتي پـس از انجـام الكتروفـورز در ژل           
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 38-36مربوط بـه پـروتئين دايمـر، بـا وزن مولكـولي تقريبـي               
 با انجام SDS- PAGEنتايج حاصل از . كيلودالتون را نشان داد

 نتـايج   4شـكل   ).  الـف و ب    3شـكل   (يد شـد    أيوسترن بلات ت  
 سـاعته پـس از      4 سـاعته و     2هـاي    حاصل از الكتروفورز نمونه   

  درصد 15كلي را در ژل پلي آكريل آميد         شياي بيان در اشر   يالقا
نهـايي در   ) پردازش شـده  (همچنين پروتئين بالغ    . دهد نشان مي 

كيلودالتــون، پــس از 16كــولي پلاســمي بــا وزن مول بيــان پــري
 از طريـق   درصـد 15سازي و انجـام الكتروفـورز در ژل          خالص

  ). الف و ب5شكل ( يد شد أيوسترن بلات ت
  

    

    
؛ CHO cells تجزيه و تحليل بيان پروتئين توليدي در سيـستم بيـاني   3شكل 

آميـزي نيتـرات نقـره؛        پروتئين با رنـگ    SDS-PAGE تجزيه و تحليل     )الف(
 پروتئين تخليص شده در حالت دايمـر، بـا وزن مولكـولي تقريبـي               )1رديف  

 وسـترن بـلات   )ب( نـشانگر انـدازه پـروتئين؛    )2رديف  كيلودالتون،   36-38
 كنتـرل منفـي شـامل       )1رديـف   پروتئين تلخيص شده از سيستم يوكاريوتي؛       

 پروتئين تخليص شـده     )2رديف  هاي ترانسفكت نشده،     سوپ ترشحي سلول  
  كيلودالتون38-36مولكولي تقريبي دايمر با وزن 

  
  

 در بـاكتري    اهـاي مختلـف پـس از الق ـ        بررسي بيان پروتئين در زمان     4 شكل
 نشانگر اندازه پـروتئين،     )2رديف   نمونه قبل از القا،      )1رديف  ؛  شيا كلي ياشر

باند مربوط  ( ساعت بعد از القا      4و   2هاي   نمونه به ترتيب    )4 و 3هاي   رديف
 پيكـان بـا   كيلودالتـون    18ش نشده با وزن مولكولي تقريبـي        به پروتئين پرداز  

 ).مشخص شده است
  

  
  

 )الف(؛  شيا كلي ي بيان پروتئين توليدي در باكتري اشر      تجزيه و تحليل   5شكل  
 )1رديـف   ؛آميزي نيترات نقره   پروتئين با رنگ   SDS-PAGE تجزيه و تحليل  

 )3رديـف   ،  )رل منفـي  كنت( نمونه القا نشده     )2رديف  نشانگر اندازه پروتئين،    
ــا وزن مولكــولي تقريبــي    ــومر ب ــروتئين تخلــيص شــده در حالــت مون  16پ

 ؛ وسترن بلات پروتئين تلخيص شده از سيستم پروكـاريوتي         )ب(؛  كيلودالتون
 پروتئين تخليص شده بـا      )2رديف  ،  )كنترل منفي ( نمونه القا نشده     )1رديف  

   كيلودالتون16وزن مولكولي تقريبي 
  
 ELISAآزمون يزان بيان به كمك گيري م اندازه

هـاي   آوري شده از سلول     روزه جمع  6ميزان بيان در سوپ     
. اسـت ليتر   نانوگرم در ميليCHO DG44 ،40 ترانسفكت شده
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كلــي بــه صــورت  ميــزان بيــان پــروتئين در سيــستم اشريــشيا 
  .ليتر تعيين شد  نانوگرم در ميلي135پلاسمي  پري

  

 بحث
BMPs زايـي    تحريـك اسـتخوان    هايي با خاصـيت     پروتئين

 ].18[رود   كـار مـي    ه ب شديدهاي    كه براي درمان شكستگي    است
ها به ميزان زياد و      هاي مختلفي براي توليد اين پروتئين      استراتژي

هاي مختلف يوكـاريوتي و پروكـاريوتي        يي بيشتر در ميزبان   آكار
 جديدي  شكل تغيير يافتة  در اين پژوهش    . كار برده شده است    هب

. دش ـ در دو ميزبان يوكاريوتي و پروكـاريوتي بيـان           BMP-7از  
ها و همچنين بـازده      خصوصيات پروتئين توليدي در اين سيستم     

در اين پـروژه از ميزبـان يوكـاريوتي    . شدبيان بررسي و مقايسه   
CHO DG44 cellsعلت توانايي آن در توليد پـروتئين بـا   ه ، ب
 صــحيح و ايجــاد الگــوي   تــاخوردگيفعاليــت مناســب و  

 اثبات شده است كـه      ].10[يكوزيلاسيون مطلوب استفاده شد     گل
BMPs   توالي راهنما، پروپـروتئين      بخش 3 شامل  قبل از ترشح

 كه پس از برش پروتئوليتيكي، ناحيه بالغ كـه          استو ناحيه بالغ    
 به  ].20،  19،  8[ شود است رها مي    مونومر 2گليكوزيله و شامل    

 مناسـب و    خوردگيتـا رسد كـه پروپـروتئين در ايجـاد          نظر مي 
 بـا   ].22،  21[ به حالت دايمر و فعال نقـش دارد          BMPsترشح  
هـاي يوكـاريوتي      با طول كامـل بـه سـلول        cDNAقطعه   انتقال

)CHO( علت حضور پروپروتئين در بالا دست ژن مهندسي        ه   ب
  كيلودالتـون  38-36 كه بانـد مربـوط       شدشده، فرم دايمر ايجاد     

شـايان ذكـر    . د شـد  ي ـأي و وسترن بلات ت    SDS-PAGEتوسط  
 قابل مقايـسه    شناختي زيستاست پروتئين دايمر مذكور فعاليت      

اطلاعات مربـوط نـشان     (از خود نشان داد     را  با نمونه استاندارد    
هـاي   ميزان پروتئين ترشحي در سوپ سـلول  ). استداده نشده

است كه نـشان دهنـده       ليتر  نانوگرم در ميلي   40ترانسفكت شده   
 توليـد فـرم فعـال و دايمـر پـروتئين            وجـود با  بازده پايين بيان    

ــا . اســت CHOنوتركيــب در ســلول  ــايج حاصــل منطبــق ب نت
دست آوردن مقادير بالاي بيان      هداد ب  مطالعاتي است كه نشان مي    

ــتفاده از روش ــا اس ــستم  ب ــتاندارد در سي ــاي اس ــاني  ه ــاي بي ه

  ].25-23[ است مشكل COS و CHOنظير  يوكاريوتي
اي بياني پروكاريوتي كه در مقدمـه       ه دليل مزاياي سيستم  ه  ب

طراحي يك سيستم جديد    هدف  اين پروژه با     به آن اشاره شد،     
 بيـان پـروتئين مهندسـي شـده در فـضاي            بـراي براي اولين بار    

 بياني  ناقلبه اين منظور از     . انجام شد كلي   شيايپلاسمي اشر  پري
PET22b ــشانه ــوالي پپتيــد ن ــراي pelB كــه داراي ت  ترشــح ب
تـايي هيـستيدين    پلاسـم و تـوالي شـش       ه فضاي پـري   پروتئين ب 

)Histidin tag( اســتســازي   تــسهيل در امــر خــالصبــراي ،
پلاسـمي باعـث     اشاره شده است كـه فـضاي پـري        . استفاده شد 

هاي سـيتوزولي از پـروتئين ترشـحي نوتركيـب           جدايي پروتئين 
 و بـه دليـل ترشـح مقـادير كـم از پـروتئين نوتركيـب                 شود مي

سـازي   تواند باعث تسهيل در امر خالص      ستم مي محلول، اين سي  
هاي   پس از آزاد شدن پروتئين      حاضر  در مطالعه  ].14-11[د  شو

پلاسمي با كمك شوك اسموتيك، پروتئين نوتركيب        فضاي پري 
 و در يـك مرحلـه       Ni-NTAحاصل با كمـك سـتون تمـايلي         

 و وســترن بــلات وجــود SDS-PAGEنتــايج . دشــتخلــيص 
  بـــا وزن مولكـــولي   )  شـــدهپـــردازش (پـــروتئين بـــالغ  

ميــزان . دادپلاســمي نــشان   پــريبخــشدالتــون را در  كيلــو 16
 ساعت بعـد از القـا، تفـاوت قابـل           4 و   2 پروتئين بيان شده در   

همچنين بررسي و مقايسه الگـوي      . دهد اي را نشان نمي    ملاحظه
پلاسـمي، نـشانگر انتقـال كامـل         پروتئين سيتوپلاسـمي و پـري     

  . استپلاسمي  به فضاي پري)  شدهپردازش(پروتئين بالغ 
دهد كـه ايـن      گيري ميزان پروتئين بيان شده، نشان مي       اندازه

 كـه   اسـت ليتر از محـيط كـشت        گرم در هر ميلي     نانو 135 ميزان
 برابر بيشتر از ميزان بيـان پـروتئين مـذكور در سـلول              3حداقل  
CHO) 40 نتايج مذكور منطبـق بـا      . است) ليتر گرم در ميلي    نانو

هاي پروكـاريوتي    داد بيان در سيستم    لعاتي است كه نشان مي    مطا
از بازده بيشتري نسبت به سيستم بيـاني يوكـاريوتي برخـوردار            

پلاسـمي    البته توليد پروتئين مونومر در فضاي پـري        ].26[است  
 استفرضيه دخالت پروپروتئين در ايجاد فرم دايمر        ة  يد كنند أيت

 ـغ در اشر  زيرا فقط سازه ژني محتوي ناحيه بـال        شيا كلـي بيـان     ي
هاي يوكاريوتي به علـت       به سيستم  BMPsساز   انتقال پيش . شد
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هاي  جايگاه در   )Furin ( توسط آنزيم فورين   برش پروتئوليتيكي 
پروپـروتئين، باعـث ايجـاد مخلـوط      گانـه داخـل   آنزيمي چنـد 

هــاي   يافتـه ].20[شـود   هـاي مــذكور مـي   نـاهمگني از پـروتئين  
 بيـان كـه   )Heterogenicity(گني نـاهم  نيـز    ياد شـده  پژوهش  

كند، در حـالي كـه در        يد مي أي را ت  استمنطبق با مطالعات قبلي     
 نـاهمگني ،  حاضرسيستم پروكاريوتي مورد استفاده در پژوهش       

دليل بيان ناحيه بالغ محـدود شـده و         ه  در پايانه آميني پروتئين ب    
مخلوط يكنواختي از پروتئين بـالغ پـردازش شـده توليـد شـده              

 در مـورد مونـومر      شناختي زيست فعاليت   آزمونكه   با اين . است
اما با توجه به مطالعات قبلـي  شياكلي انجام نشد،    يتوليدي در اشر  

ــي  ــشان م ــه ن ــا  hBMP-7داد  ك ــودايمر ي ــت هوم ــط در حال  فق
تـوان    مـي  ،]24 [اسـت  شـناختي  زيـست هترودايمر داراي فعاليت    

كور منوط به    پروتئين مذ  شناختي زيستبيني نمود كه فعاليت      پيش
   .استگيري فرم دايمر پروتئين   شكلبرايانجام مراحل بعدي 

پلاسـم و توليـد      ي كه در بـازده پـردازش در پـري         يجا از آن 
پروتئين كامل پردازش شده عوامل مختلف ماننـد شـرايط القـا،            
 رشد، ميزان بيان، سويه ميزبان و نوع پپتيـد نـشانه نقـش دارنـد              

 توليد پروتئين به فـرم مونـومر        وجودبا  رود كه     انتظار مي  ،]27[
بتـوان بـه    سازي هر يك از عوامل فـوق         در اين سيستم، با بهينه    

 .ست يافت توليد پروتئين بالغ و پردازش شده در حالت دايمر د         
دست آمده در ايـن دو سيـستم بيـاني، اميـد             هبا توجه به نتايج ب    

بـا   هـا،  سازي بيان در ايـن سيـستم       است در آينده علاوه بر بهينه     
 پيـشنهادي بـا نمونـه       جهـش يافتـة   هاي تكميلـي،     آزمونانجام  

 و فرضيه توليد داروي جديـد از نـسل دوم        شوددارويي مقايسه   
BMPsدشوو عوارض جانبي كمتر اثبات  يي بهترآ با كار .  

  

 قدرداني و تشكر
  .است انجام شده ايران پاستور انستيتو مالي حمايت با تحقيق اين
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