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  نوتركيب در سيستم يوكاريوتيك انساني فعال كننده پلاسمينوژنشكل جديدي از كلونينگ 
  2داودي نوشين و 1٭نظري راضيه

  ميكروبيولوژي گروه  دانشگاه آزاد اسلامي واحد قم، قم، 1
  بخش بيوتكنولوژيايران،  تهران، انستيتو پاستور 2

  6/4/89: تاريخ پذيرش   16/8/88 :تاريخ دريافت

  چكيده

يي نظير انفاركتوس ميوكارد حاد بيماريهابه عنوان عامل ترومبوليتيك برتر جهت درمان  (tPA )ژن   پروتئين فعال كننده پلاسمينو
مشتقي از مولكول  Reteplase(K2S) .توجه قرار گرفته است ي فارماكوكينتيك آن موردويژگيهاشناخته شده و امروزه بهبود 

tPA ومت آن به مهاركننده نسبت به مولكول مي باشد كه نيمه عمر و مقاtPA در  .طبيعي افزايش چشمگيري را نشان مي دهد
مي باشد كه  Leishmania tarentolaeدر سيستم يوكاريوتيك  tPAژن  K2Sاين تحقيق هدف اصلي كلونينگ و بيان فرم 

 از K2Sكاست بياني واجد فرم  .استي يوكاريوتيك معرفي شده ژنهابه عنوان ميزبان مناسب جهت كلونينگ و بيان  جديداً
از اسيد فسفاتاز ترشحي ليشمانيا و دو قطعه از لوكوس زيرواحد كوچك حاصل  signal sequenceهمراه با توالي  tPAپروتئين 

وارد  L. tarentolae  يسلولهاكه در نوتركيبي همولوگ مورد نياز است طي پروسه الكتروپوريشن به داخل  rRNAريبوزومي 
تست زيموگرافي روي سوپرناتانت  .را نشان داد 18srRNAدر سايت  K2Sتشخيصي ادغام كاست بياني  PCRتست  .گرديد

به صورت  K2Sپروتئين نوتركيب قادر به توليد  سلولهانشان داد  كه اين    L .tarentolae ي ترانسفكتسلولهاكشت 
 يسلولهاتوليد شده در   rK2Sنابراين مشخص شد كه پروتئين تئازي مناسب خود مي باشند و بسلولي با فعاليت سرين پرو خارج

L .tarentolae ي محيطهابا توجه به اين كه  .لحاظ بيولوژيكي فعال بوده و در اين سيستم فولدينگ مناسب خود را يافته اند از
 L .tarentolaeداد كه كشت اين سيستم بياني يوكاريوتيك ساده و ارزان قيمت مي باشد و همچنين نتايج اين تحقيق نشان 

با توليد و بهينه لذا مي توان اميد داشت كه مورد استفاده قرار گيرد،  rK2Sتواند به عنوان يك سيستم مناسب جهت توليد  مي
  .ددر اين سيستم بتوان هزينه توليد اين دارو را به حداقل رسان rK2Sسازي بيان 

  tPA  وReteplase، L. tarentolae :كليدي واژه هاي

  nazari1102002@yahoo.com: پست الكترونيكي 0251-7780001: تلفن ،لئونويسنده مس* 

  مقدمه
يكي ازعوامل  (tPA)ژن   پروتئين فعال كننده پلاسمينو

يي نظير بيماريهاترومبوليتيكي است كه جهت درمان 
امبوليسم ريوي مورد استفاده قرار  انفاركتوس ميوكارد حاد،

در  ل بالايي به فيبرين داشته،اين تركيب تماي .مي گيرد
تجزيه لخته هاي فيبريني در جريان خون نقش دارد و به 
اين دليل به عنوان عامل ترومبوليتيك برتر شناخته شده 

اسيد آمينه بوده و وزن  527واجد  tPAپروتئين  ).1( است
اين پروتئين از پنج  .كيلو دالتون مي باشد 72مولكولي آن 

و ناحيه  پروتئازي   Finger، EGF ،Kringle 1,2ناحيه 
دقيقه  3- 4حدودا  tPA نيمه عمر .تشكيل شده است

امروزه تحقيقات   tPA دليل اهميته ب ).8( باشد مي
 ي فارماكوكينتيك آن وويژگيهاگسترده ايي روي اصلاح 

ييهاي كلينيكي مطلوب آبا كار tPA ساخت اشكال جديد
جهت  در اين راستا تلاش در .)7(متمركز شده است

مي باشد كه نسبت به  tPAساخت مشتقي از مولكول 
، نيمه عمر بيشتري داشته و در ضمن طبيعي tPAمولكول 
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 Reteplase. مقاومت بيشتري نيز به مهاركننده داشته باشد
)K2S( شكلي از مولكول tPA  تنها واجد طبيعي است كه

طبيعي  tPAو ناحيه پروتئازي از مولكول  Kringle 2ناحيه 
و واجد بوده  kDa39  وزن مولكولي اين مولكول .اشدمي ب

فولدينگ صحيح  لفيدي است كه درپيوند دي سو 9
و  Fingerحذف نواحي   به دليل. مولكول نقش دارند

EGF،  حذف هپاتيك مولكول كاهش يافته و به اين ترتيب
 .دقيقه افزايش مي يابد14 - 18 نيمه عمر پلاسمايي آن به

 .E براي اولين بار دركه  tPAژن  K2Sتوالي ژنتيكي فرم 

coli و مشاهده شد كه پروتئين نوتركيب  كلون گرديدK2S 
توليد  E. coliهاي غير فعال در به صورت اينكولوژن بادي

ي يوكاريوتيك كه پروتئينهادر واقع توليد . )6، 3( مي گردد
بيش از دو پيوند دي سولفيدي دارند پيچيده بوده و به 

 Leishmania .)5(وتيكي مناسب نياز دارندميزبانهاي يوكاري

tarentolae  ي نوين مطرح شده جهت سيستمها ازيكي
اين ارگانيسم . ي انساني مي باشدپروتئينهاكلونينگ و بيان 

بوده و Tarentola annularis انگل نوعي مارمولك به نام  
استفاده از اين سيستم . زا مي باشد در انسان غير بيماري

ي بيان باكتريايي آسان بوده و در ضمن اسيستمهمانند 
و  Modification ،Foldingسيستم مناسبي براي 

Expression ي يوكاريوتيك همراه با تغييرات پس پروتئينها
در  ).2(مي باشد) مشابه پستانداران(اي پيشرفته  از ترجمه

 K2Sشكل توالي اين تحقيق هدف اصلي كلونينگ و بيان 
و ناحيه پروتئازي از  Kringle 2حيهواجد توالي مربوط به نا

 .مي باشد L.tarentolaeدر سيستم يوكاريوتيك  tPAژن 
 ي ترانسفكت سلولهانشان داده شد كه در مرحله بعد 

L.tarentolae قادر به توليد پروتئين   محصول اين تحقيق
در شكل فعال خود به صورت خارج  K2Sنوتركيب 

  .سلولي مي باشند

  مواد و روشها
با  tPAژن  K2Sقطعه : و كلونينگ آن  K2Sژن   تكثير

از پلاسميد  PCRاستفاده از پرايمر هاي اختصاصي و 

pTZ57R- tPA )9 (پرايمر .به عنوان الگو تهيه گرديد 

Forward   به نامF-K2S   5با توالي'-

ACAGGCGCCTCTTACCAAGGAAACAGTGAC

TGCTAC-3'  حاوي سايتKas I و پرايمر Reverse  به 
-'5 با توالي R-K2Sنام 

ACACTCGAGTCACACCACCACCACCACCACC

GGTCGCATGTTGTCACG-3'  حاوي سايتXho I   و
اختصاصي بوده و  K2Sيك كدون خاتمه ، براي قطعه 

 GenBank accession)انساني  tPAبراساس توالي ژن 

number 101047) شرايط . طراحي گرديدPCR  به صورت
دقيقه،  1به مدت  گراددرجه سانتي  94 درباز شدن اوليه 

طويل  دقيقه و 1به مدت درجه سانتي گراد  68در اتصال 
دقيقه به صورت  1به مدت درجه سانتي گراد  72 در  شدن

به درجه سانتي گراد  72نهايي در طويل شدن سيكل و  30
در وكتور  PCR محصول  .دقيقه انجام شد 10مدت 

pGEM-T Easy vector (promega) لاسميد پ. كلون گرديد
طي واكنش هضم  pGEM T vector-K2Sهاي نوتركيب  

مورد  Xho I/ Kas I (Biolab)آنزيمي با آنزيمهاي تحديدي 
قطعه يد قرار گرفت و به منظور بررسي صحت توالي أيت

K2S  براي . ارسال گرديدتعيين توالي كلون شده جهت
از وكتور  L. tarentolaeي ميزبان سلولهادر  K2Sبيان ژن 

 pF4splmsapx1.4hyg )Jenaي اختصاصي ليشمانيا بيان

Bioscience (قطعه . استفاده شد K2S ش هضم طي واكن
پلاسميد هاي از  Xho I/ Kas I ي آنزيمها آنزيمي با
 Xhoخارج و در سايت  pGEM T vector-K2Sنوتركيب  

I/Kas I  وكتور بياني اختصاصي ليشمانيا
pF4splmsapx1.4hyg ژن  حضور . كلون گرديدK2S  در

با  pF4splmsapx1.4hyg-K2Sپلاسميد هاي نوتركيب 
  .قرار گرفت تأييدواكنش هضم آنزيمي مورد استفاده از 

 L tarentolaeيسلولها:L.tarentolaeيسلولهاترانسفكشن 
 ,Difcoشركت ( Brain heart infusion brothروي محيط  

USA(  واجدµg/ml 15  همين)شركتSigma,UK (  در
پلاسميدهاي  .كشت داده شدندسانتي گراد  درجه 26
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pF4splmsapx1.4hyg-K2S  با استفاده از آنزيمSwa I 
)Fermentas ( طي واكنش هضم آنزيمي جهت ترانسفكشن

پس از . خطي شدند .tarentolae L يسلولهاو ورود به 
فاز لگاريتمي رشد و  به L .tarentolaeي سلولهارسيدن 
قطعه پلاسميد واجد  µg 10، حدودا  108cells/mlتعداد
K2S  گرديد سلولهاطي پروسه الكتروپوريشن وارد .
نيمه ي نوتركيب به صورت كلنيهاي تك روي محيط كلونها
بعد  B (Sigma)هيگرومايسين  50µg/mlواجد  BHIجامد 

. ژنوميك آنها تخليص گرديد DNAانتخاب و روز  5از 
ي لهاسلودرون ژنوم  K2Sقطعه ادغام كاست بياني واجد 

تشخيصي با  PCRطي واكنش  .tarentolae L نوتركيب
-'hyg  forward   5استفاده از پرايمر هاي

CATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCG-3'  ،
Reverse ssu  5'-

CTGCAGGTTCACCTACAGCTAC-3' و DNA 
  .قرار گرفت يديتأ، مورد سلولهاژنوميك 

ي سلولهاتوسط  K2Sپروتئين نوتركيب بررسي بيان 
پروتئين بررسي بيان براي  :L. tarentolae  نوتركيب
 L. tarentolae ي ترانسفكت سلولهاتوسط  K2Sنوتركيب 

و ارزيابي فعاليت بيولوژيك آن از تست زيموگرافي استفاده 
 SDS )12ي پلي آكريلاميد ژلهادر اين تست از . شد

و ژلاتين ) chromogenix(واجد پلاسمينوژن ) درصد
(Sigma) فعاليت ترا جهت ارزيابي به عنوان سوبس

 نمونه ها در دماي. نوتركيب استفاده شد K2Sپروتئوليتيك 

الكتروفورز  mA 8و جريان ثابت  درجه سانتي گراد 4
به مدت  درصد X-100 5/2با تريتون  ژلهاسپس . گرديد

در مرحله بعد . يك ساعت در دماي اطاق شستشو يافت
 5مدت  به)  M /NaOH )pH=8.3 0.1گلايسين در ژلها

 ژلهانهايتا . انكوبه گرديددرجه سانتي گراد  37 رساعت د
آميزي و  گبا استفاده از روش كوماسي بريليانت بلو رن

  .رنگ زدايي شد

  نتايج

  با استفاده از پرايمر هاي اختصاصي  : K2S  ژن كلونينگ 

K2S  طي واكنشPCR،  ژنK2S  كه محصولي با سايز
1100 bp و در وكتور  )1كل ش(باشد، ايجاد گرديد مي

pGEM-T Easy vector  يسلولهاكلون و در  E. coli  از
ي ترانسفورم شده سلولها. طريق ترانسفورميشن وارد گرديد

غربال و چند كلني سفيد  Blue-White screeningبا روش 
 1100خروج قطعه . جهت تخليص پلاسميد انتخاب شد

bp  پلاسميدهاي نوتركيب ازpGEM T vector-K2S ي ط
كلونينگ ، Xho I/ Kas I يآنزيمهاش هضم آنزيمي با واكن

 قرار داد تأييددر اين پلاسميدها را مورد  K2Sژن 
.)2شكل(

 
. ماركر وزن مولكولي: 1ستون . PCRبا  K2Sتكثير ژن  - 1شكل

  با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي آن K2Sتكثير ژن : 2ستون 

 
 – pGEMدر وكتور  PCR كلونينگ محصول تأييد - 2شكل 

Tvector  هضم پلاسميد با :  1ستون . با روش هضم آنزيمي
  .پلاسميد هضم نشده همان كلون:  2ستون .  KasI/XhoI يآنزيمها

 ماركروزن مولكولي: 3ستون 

1 2

1500bp

1000bp

1100bp

1 2 3

1500bp

1000bp

1100bp 
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         1              2              3 

1500bp 

1000bp 

8000bp 

1100bp

 tPAو مقايسه آن با توالي ژن  K2Sژن  نتايج تعيين توالي
حاصل با  K2Sنشان داد كه توالي ژن  NCBIانساني در 

انساني كاملاً يكسان مي  tPAتوالي بخش مشابه از ژن 
در وكتور بياني اختصاصي ليشمانيا كه جهت بيان ژن  .باشد
K2S  يسلولهادر  L tarentolae  ،مورد استفاده قرار گرفت

 .L حاصل از اسيد فسفاتاز ترشحي signal sequenceتوالي 

mexicana  كلونينگ ژن قرار دارد كه باK2S  در سايت
Xho I/ Kas I  ژن وكتور، اين توالي در سرK2S  قرار

به صورت ترشحي به   K2Sگرفته و سبب بيان پروتئين
همچنين در . مي گردد سلولهاسوپرناتانت محيط كشت 

 rRNAقطعاتي از لوكوس طرفين كاست بياني اين وكتور 
)5'ssu 3و'ssu (ارد كه جهت نوتركيبي همولوگ قرار د

 كاست بياني در اين لوكوس مورد استفاده قرار مي گيرد
در پلاسميدهاي  K2Sكلونينگ ژن  تأييدجهت  ).3شكل (

pF4splmsapx1.4hyg ي آنزيمهاواكنش هضم آنزيمي با  از
در نتيجه اين واكنش . استفاده شدXho I/ Kas Iتحديدي 

پلاسميدهاي حاصل  از K2Sژن مربوط به  bp 1100قطعه 
در  K2Sكلونينگ ژن  تأييداز كلونينگ آزاد شد كه سبب 

و ايجاد پلاسميدهاي  pF4splmsapx1.4hygپلاسميدهاي 
pF4splmsapx1.4hyg-K2S 4شكل( گرديد.(  

واكنش هضم آنزيمي روي بيشتر مجددا از  تأييدجهت 
ي آنزيمهابا  pF4splmsapx1.4hyg-K2S  پلاسميدهاي
NcoI/SpeI و نتيجه واكنش آزاد شدن قطعه فادهاست 

3400bp  كلونينگ ژن مجدد  تأييدرا نشان داد كه سبب
K2S 5شكل ( در اين پلاسميدها گرديد.(  

براي انجام  K2Sجهت آماده سازي وكتور بياني واجد
 .Lژنوم سلولهاي  18ssurRNAنوتركيبي همولوگ در محل 

tarentolae،  ز آنزيم ابتدا وكتور مربوطه با استفاده ا Swa 

Iسپس قطعه مورد نظر از طريق الكتروپوريشن . تيمارگرديد
كه  L. tarentolaeسلولهايي از  .وارد سلول انگل گرديد

پديده نوتركيبي همولوگ در آنها رخ مي دهد، مقاومت 
  .بيوتيكي نسبت به هيگرومايسين را نشان مي دهند آنتي

 
   يشمانيا نقشه وكتور بيان كننده اختصاصي ل - 3شكل 

pF4splmsapx1.4hyg 

 

 
  

  

  

  

  

  

  

 وكتور در K2Sژن كلونينگ تأييد  - 4شكل 

pF4splmsapx1.4hygماركروزن : 1ستون با روش هضم آنزيمي
 3ستون . KasI/XhoI يآنزيمهاهضم پلاسميد با :  2ستون . مولكولي

  .پلاسميد هضم نشده همان كلون: 

آنها ژنوميك از  DNAكلونهاي حاصل غربال شده و 
تأييد انجام نوتركيبي همولوگ  جهت. تخليص گرديد

در سايت :  K2S وادغام كاست ژني بيان كننده
18ssurRNA  ،ژنوم سلولهاي ترانسفكتPCR  با استفاده از

 در داخل سازه ساخته شده وhyg ژن  Forwardپرايمرهاي 

داخل ژنوم انگل  18ssurRNAازسايت   Reverseپرايمر
   K2Sرت ادغام كاست ژني بيان كننده در صو. انجام گرفت
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     1              2                3 

4000bp

3000bp

3400bp

      1             2                3 

2800bp3000bp 

2500bp 

و با استفاده از پرايمرهاي مذكور  18ssurRNAدر سايت 
فوق در  PCRدر نتيجه . تكثير مي يابد kb 8/2قطعه 

بدست آمد كه تاييدي بر انجام  kb 8/2چندين كلون قطعه 
نوتركيبي همولوگ و ادغام سازه ژني در محل يكسان در 

روي ژنوم سلولهاي ترانسفكت  بر. تمامي كلونها مي باشد
فوق گذاشته شد  با استفاده از پرايمرهاي PCRنيز نشده  

 ).6شكل(منفي بود  PCRكه نتيجه 

 
  

  

  

  

  

  

  

  
  

 در وكتور K2Sژن تأييد مجدد كلونينگ  - 5لشك

pF4splmsapx1.4hygپلاسميد :  1ستون  با روش هضم آنزيمي
 Nco I/Spe يآنزيمهاهضم پلاسميد با :  2ستون . هضم نشده

Iماركروزن مولكولي: 3ستون.  

با  :ي نوتركيبسلولهاتوسط  K2Sبيان پروتئين نوتركيب 
و  K2Sزيموگرافي پروتئين نوتركيب  استفاده از تست

ي سلولهافعاليت بيولوژيك آن در سوپرناتانت كشت 
براي . مورد ارزيابي قرار گرفت L .tarentolaeترانسفكت 
والد  و ي ترانسفكتسلولهاسوپرناتانت كشت اين منظور 

نتايج تست . جهت كنترل در اين تست استفاده شد
را  kDa 40 با وزن مولكولي حدوداً زيموگرافي هاله شفافي

ي ترانسفكت نشان داد كه سلولهاسوپرناتانت كشت در 
 نوتركيب توليدي در شكل فعال را در rK2S توليد

. ار دادقر تأييدي ترانسفكت مورد سلولهاسوپرناتانت كشت 

ترانسفكت ي سلولهادر ستون مربوط به سوپرناتانت كشت 
  ).7شكل( هيچ باندي مشاهده نگرديدنشده 

 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

در ژنوم  K2Sييد اينتگريشن كاست ژني بيان كننده  أت - 6شكل 
نتيجه :2ستون . ماركروزن مولكولي:1ستون .  PCRليشمانيا با روش 

PCR با پرايمرهايhyg forward و ssu reverse روي  DNA 
 با پرايمرهاي PCRنتيجه : 3ي ترانسفكت  ستون سلولهاژنوميك 

hyg forward و ssu reverse روي  DNA  ي سلولهاژنوميك
  .هنشدترانسفكت 

 
بررسي بيان و فعاليت بيولوژيكي پروتئين نوتركيب با تست  - 7شكل 

 2ستون . ي ترانسفكتسلولهات كشت سوپرناتان 1ستون . زيموگرافي
ماركروزن  3ستون . ترانسفكت نشده يسلولهاسوپرناتانت كشت 

 tPAنمونه استاندارد  4ستون . مولكولي پروتئين

   1                2             3                 4 
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  بحث
فعال كننده هاي  پلاسمينوژن عوامل فيبرينوليتيكي هستند 

ينو ليتيك كه عملكرد آنها تبديل پلاسمينوژن به عامل فيبر
پلاسمين با تجزيه فيبرين موجود . باشد طبيعي پلاسمين مي

در بيماريهاي . ر لخته ، سبب تجزيه لخته مي گرددد
..... ، امبوليسم ريوي و رومبوليتيك نظير سكته ميوكارديالت

كه عامل اتيولوژيك اساسي بيماري، نقص و يا در موارد 
هاي خوني توسط لخته خوني مي شديدتر انسداد كامل رگ

عال كننده هاي پلاسمينوژن جهت درمان ، استفاده از فباشد
ميان آنها فعال كننده  اين بيماريها كاربرد يافته است كه در

 Tissue –type plasminogen activatorپلاسمينوژن بافتي 
(tPA) به فيبرين و عملكرد اختصاصي دليل تمايل بالاه ب 

 به عنوان عامل ترومبوليتيك برتر شناخته شده است ،آن
ه با استفاده از مهندسي پروتئين ويژگيهاي امروز). 1(

اصلاح و بهبود يافته و نسلهاي  tPAفارماكوكينتيك 
 Reteplase .)1(جديدي از اين دارو ايجاد  گشته است

)K2S(  عامل ترومبوليتيك نسل سوم يك موتانت حذفي
دليل ه ب طبيعي بوده و tPAنوتركيب مشتق ازمولكول 

اساس مدارك بر  كه EGFو  Fingerحذف دومينهاي 
 tPAدر حذف سريع هپاتيك مولكول  موجود اين دومينها

، حذف هپاتيك مولكول كاهش يافته و متعاقب نقش دارد
دقيقه در  14- 18آن نيمه عمر پلاسمايي اين مولكول به 

) tPA( دقيقه اي مولكول طبيعي 3-4مقايسه با نيمه عمر 
و با آنتي ژنيك نبوده Reteplase . افزايش يافته است

هيچيك از علائم آلرژي مرتبط نمي باشد و بنابراين استفاده 
همچنين نيمه . مجدد آن در يك فرد مشكلي نخواهد داشت

سبب كاهش در مرگ و مير بيماران  Reteplaseعمر بالاي 
در ). 7(اركتوس ميوكارديال حاد گشته استمبتلا به انف

ابتدا ، Reteplase  دليل ويژگيهاي مطلوب ه تحقيق حاضر ب
با طراحي پرايمر هاي خاص سه دومين ابتدايي مولكول 

tPA  طبيعي حذف و ژن كد كنندهReteplase ساخته شد .
 Lي ميزبان سلولهادر  K2Sجهت كلونينگ و بيان ژن 

.tarentolae  كه تنها توالي مربوط به دو دومينKringle 2   
طبيعي در بر مي  tPAو دومين پروتئازي را از مولكول 

ت از وكتور بياني اختصاصي ليشمانيا تحت عنوان گرف
pF4splmsapx1.4hyg يكي از دلايل استفاده از . استفاده شد

اين وكتور جهت بيان پروتئين نوتركيب در اين تحقيق اين 
يك توالي  در آن، K2S است كه پس از قرارگيري ژن

60bp  مربوط بهSignal sequence  اختصاصي ليشمانيا
ابتداي ژن قرار  سفاتاز ترشحي ليشمانيا درمشتق از اسيد ف

گرفته و به اين ترتيب پروتئين نوتركيب به صورت ترشحي 
راه يافته  L. tarentolae  يسلولهاتوليد و به محيط كشت 

  .و پروسه تخليص پروتئين آسان مي گردد

از مزاياي ديگر وكتور بياني انتخابي در اين تحقيق، حضور 
 L سلول  18srRNA ژن  ssu´3و  ssu´5سكانسهاي  

.tarentolae  در اين وكتور در طرفين كاست ژني بيان كننده
K2S  در آن مي باشد كه به اين ترتيب كاست بياني فوق با

در ژنوم ) 18ssurRNA(ژن سابيونيت كوچك ريبوزومي 
 سلول انگل نوتركيبي همولوگ را انجام داده و كاست بياني

K2S 18ژنوم در ناحيه  درssurRNA بالا . اينتگره مي گردد
در سلول، سبب  18ssurRNAبودن ميزان رونويسي ژن 

  .افزايش بيان ژن هدف قرار گرفته در اين ناحيه خواهد شد

ل طي در اين تحقيق وكتور ابتدا قبل از ورود به سلو
، بخشهاي غير ضروري واكنش هضم آنزيمي برش يافته

بي همولوگ حذف و تواليهاي مورد نياز جهت انجام نوتركي
سپس . آزاد گرديد K2Sدرطرفين كاست ژني بيان كننده 

ي سلولهاوكتور آماده شده از طريق الكتروپوريشن به داخل 
  L .tarentolae يي از سلولها. وارد گرديدL .tarentolae 

مقاومت آنتي  در آنها رخ مي دهد،نوتركيبي همولوگ كه 
با . ندبيوتيكي نسبت به هيگرومايسين را نشان مي ده

انجام نوتركيبي همولوگ و  ادغام  تشخيصي PCRآزمايش 
ي ترانسفكت سلولهادر ژنوم  K2Sكاست ژني بيان كننده 

يي وكتور بياني آنتايج فوق كار. گرفتقرار  تأييدنيز مورد 
، كه در اين تحقيق K2Sاختصاصي ليشمانيا واجد ژن 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1390 ،5، شماره 24جلد                                                                                مجله زيست شناسي ايران                                         

638 

 

 pF4splmsapx1.4hyg-K2Sساخته شده و تحت عنوان  
 K2S اري شده است را جهت كلونينگ كاست بيانينامگذ

را به  L. tarentolaeي سلولهاژنوم  18ssurRNAدر ناحيه 
و همكارانش در  Breitling اثبات مي رساند كه با نتايج 

همخواني  2002مورد كلونينگ ژن اريتروپوئيتين در سال 
در ادامه جهت برررسي حضور پروتئين نوتركيب . )2(دارد

K2S )rK2S(  زيموگرافي تست فعاليت بيولوژيك آن از و
در اين تست جهت ارزيابي فعاليت . استفاده شد

از پلاسمينوژن و ژلاتين در  rK2Sپلاسمينوژنوليتيك 
 rK2Sي پلي آكريلاميد استفاده شد زيرا ژلهاساخت 

فعاليت پلاسمينوژنوليتيك، پلا نوتركيب توليدي فعال با 
رده و پلاسمين حاصل با سمينوژن را به پلاسمين تبديل ك

ژلاتين را هيدروليز مي كند كه  فعاليت پروتئوليتيك خود
رنتيجه اين واكنش هاله شفافي ناشي از هيدروليز ژلاتين د

در اين تست . در زمينه آبي رنگ ژل مشاهده مي گردد
  ترانسفكت نشدهي ترانسفكت و سلولهاسوپرناتانت كشت 

L. tarentolae ننتايج تست . تمورد بررسي قرار گرف
 Lي ترانسفكت  سلولها  زيموگرافي نشان داد كه

.tarentolae  هاله شفافي را در يك زمينه آبي رنگ ايجاد
به  K2Sمي كند كه نشان دهنده توليد پروتئين نوتركيب 

و فعاليت سرين  سلولهاصورت خارج سلولي توسط اين 
از طرف ديگر الكتروفورز . مي باشد rK2Sپروتئازي 

هاله شفافي ترانسفكت نشده ي سلولهااتانت كشت سوپرن
ي بر نتايج فوق تأييدرا روي ژل زيموگرافي ايجاد نكرد كه 

  K2Sاين يافته ها نشان داد كه پروتئين نوتركيب . بود

از لحاظ  L. tarentolae  يسلولهاانساني توليد شده در 
در اين سيستم فولدينگ بيولوژيك فعال بوده و بنابراين 

را جهت فعاليت خود يافته است كه اين نتايج با مناسب 
كه گونه هاي ليشمانيا و همكارانش  Flammeيافته هاي 

در شكل   IL-2 قادر به توليد سايتوكينهاي پستانداران مانند
اين همچنين نتايج  .)4( فعال خود مي باشند مطابقت دارد

و همكارانش كه چندين  Breitling با يافته هاي تحقيق
 L .tarentolae طور موفقيت آميز دره ن انساني را بپروتئي

بنابراين در اين تحقيق . )2(بيان نمودند نيز همخواني دارد
ترمينال پروتئين - Nكه حذف سه دومين  ه شدنشان داد

tPA ثير منفي روي ناحيه فعال دومين سرين أهيچ ت
و سرين  Kringle 2علاوه بر اين دومينهاي . پروتئازي ندارد

زي نيز فولدينگ صحيحي يافته و فعاليت بيولوژيك پروتئا
طبيعي tPA ترمينال پروتئين - Nآنها مستقل از سه دومين 

و همكارانش  kohnertاست كه اين نتايج با يافته هاي 
ه از طرف ديگر در اين تحقيق نشان داد). 6(مطابقت دارد

ميزبان مناسب  مي تواند به عنوان يك L tarentolaeكه  شد
و ساير پروتئينهاي انساني نوتركيب  rK2Sيد جهت تول

كه اين  ييدر ضمن از آنجا .مورد استفاده قرار گيرد
تعريف شده و ارزان قيمت  ي كاملاًمحيطهاارگانيسم روي 

پروتئين نوتركيب توليدي در اين رشد مي يابد، بنابراين 
سيستم هزينه كمتر و حداقل احتمال آلودگي با ويروسهاي 

واهد داشت كه به دليل استفاده از سرم در پاتوژنيك را خ
  .كشتهاي سلولي پستانداران مشاهده مي گردد
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Cloning of new form of human tissue plasminogen activator (K2S) 
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Abstract 

Tissue plasminogen activator (tPA) protein was found as superior therombolytic agent 
for treatment of diseases such as acute myocardial infarction and efforts is currently 
focused to improve the tPA molecule and thereby it's pharmacokinetic properties. 
Reteplase (K2S) is a derivative tPA that has a longer half-life and greater resistance to 
inhibitor than the natural tPA molecule. The aim of this research is cloning and 
expression of K2S form of the tPA cDNA in eukaryotic system L. tarentolae which is 
recently has been introduced as a suitable host for expression eukaryotic genes. K2S 
form of tPA cDNA amplified by PCR and has cloned at ssurRNA (18s) site of L. 
tarentolae genome by homologous recombination. Diagnostic PCR analysis showed 
integration of K2S expression cassette in 18srRNA gene. Performance of zymography 
analysis on culture supernatant of transfected L. tarentolae showed serine protease 
activity of the rK2S protein produced and demonstrate that rK2S protein produced in L. 
tarentolae cells was biologically active. Hence, L. tarentolae is the first useful 
biotechnologically eukaryotic organism and simple nutrient requirements; we hope to 
reduce the production cost of this protein by cloning of K2S gene in this system. 

Key words: tPA, Reteplase, L.tarentolae 
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