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  93تا  86 صفحات

 تحقیقی

  
  Leishmania tarentolaeن نوترکیب انسانی در یتیتروپویکلونینگ و بیان ار

  2*این يدیاسکندر امدکتر  ،1يد شهباز محمدیحم ،1ان مهریانورسادات ک
  .رانیا استورپ توی، انستسمیک و متابولیقات ژنتیتحق ار گروهیدانش - 2. رانیا پاستور تویانست، بیوتکنولوژي پزشکی یتخصص يدکتر يدانشجو - 1

   ________________________________ ___________________________    
  چکیده

لو دالتون است کـه در کلیـه سـنتز شـده و در     یک 40 یله با وزن مولکولیکوزیهورمونی گل ین انسانیتیتروپوین اریپروتئ : زمینه و هدف
می، سـرطان و  شناخته شده و کاربرد موثري در درمان آن» نیتیاپو« این پروتئین دارویی با نام تجاري. ها نقش دارد تکثیر و تمایز اریتروسیت

 ـ) Leishmania tarentolae(ارزیابی استفاده از میزبان انگلی لیشمانیا تارانتولا مطالعه به منظور  این. کند ایفاء می HIVهاي ناشی از  عفونت ه ب
  .انجام شدن یتیتروپویمنظور تولید فرم نوترکیب ار

هاي بیوانفورماتیکی سـنتز شـد و توسـط     زي کدون توسط پایگاهسا ن پس از بهینهیتیتروپوین ارژ یفیتوص ن مطالعهیدر ا: روش بررسی 
سازه بیـانی سـاخته شـده بـا     . کلون گردید pLEXSYسازي از روي ژل در وکتور بیانی  و خالص XbaIو  KpnIهاي  استراتژي برش با آنزیم

رانسفکت شده با سازه ژنی بـا اسـتفاده از روش   انگل ت يها یو تایید کلون ییشناسا. روش الکتروپوریشن به لیشمانیا تارانتولا ترانسفکت شد
PCR ن کلون شده توسط تتراسـایکلین  یتیتروپویژن ار. ن انجام گرفتیتیتروپویبا پرایمرهاي تشخیصی سازه بیانی و پرایمرهاي مخصوص ار

دار پروتئین نوترکیب تولید شـده  قمتعیین . نگ آنالیز شدیو وسترن بلات SDS-PAGEهاي القاء شده با تکنیک  القاء گردید و بیان ژن در سوش
هاي مهندسـی ژنتیـک    کلونینگ و بیان در میزیان لیشمانیا تارانتولا توسط روش يبران یتیتروپویسازه بیانی ار .انجام شد ELISAنیز با روش 

  .تایید شد
نگ تایید کننـده ورود سـازه   ین بلاتو وستر SDS-PAGEنتایج آنالیز بیان ژن در سوش انگل ترانسفکت شده توسط الکتروفورز  :ها  یافته

سـاعت   72میکروگرم تتراسایکلین و زمان القـاء   10بهترین شرایط بیان پروتئین نوترکیب، . ن بودندیتیتروپویژنی به کروموزم انگل و بیان ار
د کـل  ر لیتر معادل بـا یـک درص ـ  گرم د میلی 4/12کیلو دالتون تخمین زده شد و میزان بیان آن نیز  40وزن مولکولی پروتئین بیان شده . بود

  .پروتئین سلول تعیین گردید
ن در لیشمانیا تارانتولا طراحی و ساخته شد و پروتئین مذکور بـا موفقیـت   یتیتروپویکلونینگ و بیان ژن ار يبراسازه بیانی : گیري  نتیجه

 ـن نوترکیب مورد اسـتفاده قـرار گیـرد و ا   یتیتروپویلید ارتواند به عنوان میزبان مناسب در تو لیشمانیا تارانتولا می. گردید ییالقاء و شناسا ن ی
  .دارد زین يساز یت بومیقابل يفناور

  ، کلونینگ ژن ، بیان ن ، لیشمانیا تارانتولایتیتروپویار :ها  کلید واژه
   ________________________________ ___________________________    

  eomid8@yahoo.com، پست الکترونیکی اسکندر امیدي نیا دکتر : نویسنده مسؤول  *
  66402770، نمابر 021-66969298تلفن ، یمیوشیبخش ب، سمیک و متابولیگروه ژنت ،رانیپاستور اتو یانستن، تهرا:  نشانی

  11/8/92: ، پذیرش مقاله  2/7/92: ، اصلاح نهایی  28/3/92: وصول مقاله 
  
  

  
  مقدمه
در  عنـوان دارو  هب دهایها و پپت نیر استفاده از پروتئیاخ يها در سال

در حـال   .دا کـرده اسـت  ی ـپ يادی ـز ، گسـترش ها يماریدرمان انواع ب
ب دارویـی نیـز تولیـد و    ی ـنوترک يهـا  فرآوردهاز  يادیتعداد ز حاضر

ع در توسـعه  یرغـم رشـد سـر    یعل). 1( گرفته استمورد استفاده قرار 
مه عمر ینمانند ل مختلف ی، مصرف آنها به دلاینیپروتئ يها فرآورده
مـت بـالا   یق و یکیمونولـوژ یاز به مصرف مکرر، مشکلات این ،کوتاه

 مختلفــی يهــا يهــا و اسـتراتژ  روش از ایــن رو .)2(ت دارد یمحـدود 

کـار   هب ـ ین ـیپروتئ يداروها خصوصیات و افزایش کارایی بهبود يبرا
 یدر تــوال يکــار دســت شــاملن آنهــا یتــر کــه مهــم انــد گرفتـه شــده 

 يها وارد کردن آنها در حاملواسطه مهندسی ژنی،  به نهیآم يدهایاس
 ين کندکردن روند آزادسـاز یمنظور حفاظت و همچنبه  یدارورسان

مصـنوعی نظیـر پلـی اتـیلن      ای ـ یعیطب يمرهایپل بهآنها  اتصال و دارو
هـاي   دیگـر از روش  یک ـی ).4و3(است  سیالیک اسید گلیکول یا پلی

ر در یی ـق تغی ـاز طر ینیکوپروتئیگل ير در محتواییمهندسی داروها، تغ
. اسـت هـاي گلیکوزیلاسـیون    اهنه و وارد نمودن جایگیدآمیاس یتوال
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، in vivoت ی ـ، فعالیمولکـول  يداری ـتواننـد در پا  یها م دراتیکربوه
هـاي دارویـی نقـش     ته پروتئینیمونوژنسی، حلالیت و ایعمر سرم مهین

کـه   یدرمـان  يهـا  نیدرات پـروتئ یزان کربوهیر در مییتغ. داشته باشند
؛ قــرار گرفتــه يداروســاز يهــا مــورد توجــه شــرکت يطــور جــد بــه

هـا   سیاله کردن پروتئین پلی). 6و5(ون نام دارد یلاسیکوزیگل یمهندس
هاي مهندسی گلیکوزیلاسیون اسـت کـه بـا دو روش     از جمله روش

ــی   ــر پل ــه پلیم ــیون ب ــوي     کونژوگاس ــر الگ ــا تغیی ــید و ی ــیالیک اس س
گیـرد   واسطه بیان در میزبـانی جدیـد صـورت مـی     بهگلیکوزیلاسیون 

ه در مهندسـی گلیکوزیلاسـیون مـورد    هـایی ک ـ  از جمله میزبـان ). 7(
ا تارانتولا، یشمانیل. ا تارانتولا استیشمانیانگل ل ؛گیرد استفاده قرار می

زبـان  یر در نقـش م ی ـاخ يهـا  رپاتوژن است که در سالیغ يپروتوزوآ
. ب مـورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت     ی ـنوترک يهـا  نیتولید پروتئ يبرا
ون یلاسیکوزیگل يالگوفرد این میزبان، وجود  همنحصر ب يها یژگیو

 يته بـالا یهزینـه، هموژنس ـ  مشابه بـا پسـتانداران، کشـت آسـان و کـم     
بـا توجـه بـه    ). 8و7( ان استیزان بالاي بیله شده و میکوزین گلیپروتئ

عنـوان   ها تارانتولا، این سلول میزبان هـم اکنـون ب ـ  یشمانیخصوصیات ل
  CHO هـــــــاي یوکـــــــاریوتی ماننـــــــد جـــــــایگزین میزبـــــــان

(Chinese Hamster Ovary) هـاي دارویـی مطـرح     در تولید پروتئین
توان بـه   هاي تولید شده در این میزبان می از جمله پروتئین. شده است

  .اشاره نمود) 10(و فعال کننده پلاسمینوژن بافتی ) 9( اینترفرون گاما
ــویار ــانیتیتروپــ ــ ین انســ ــون بســ ــا وزنیکوزیارگلیهورمــ   له بــ

ایـن  . شـود  یشـناخته م ـ  »نیتیاپـو « با نام تجاريبوده و کیلودالتون  40
هـا   هـا سـنتز شـده و در تکثیـر و تمـایز اریتروسـیت       پـروتئین در کلیـه  

توان به استفاده  ن مییتیتروپویاز کاربردهایی دارویی ار. دخالت دارد
هـاي   ناشی از صدمات کلیـه، سـرطان و عفونـت    یخون کمدر درمان 

ن در انسـان  یتیوتروپ ـیژن کدکننده ار). 11(اشاره نمود  HIVناشی از 
ــر رو ــوزوم  يب ــه پروتئ  )7q22( 7کروم ــرار دارد ک ــیق ــا  ین  165ب

بـا اسـتفاده از    نیتیتروپـو ین سـاختار ار یـی تع. کند ینه را کد میدآمیاس
ــا روش و  Nuclear Magnetic Resonance (NMR) يهـــ
ن هورمـون، داراي  ی ـنشـان داده اسـت کـه ا    Xاشـعه   یستالوگرافیکر

 يهـا  دراتی ـکربوه ).12(ت کس چپگرد اسیهل 4ساختار پروتئینی با 
 یکیولوژیت بیفعال ي؛ بران که از نوع اسیدسیالیک هستندیتیتروپویار

ی نیــز بـه منظـور تولیــد   یهـا  از ایــن رو تـلاش  .)13(هسـتند   يضـرور 
لــه شــده از ایــن دارو انجــام شــده اســت کــه یکوزیگل يهــا آنــالوگ

اکنـون در   ن هـم یتیتروپـو یار). 14(ن اشاره نمود یتیتوان به داربوپو می
ن تولیـد  یشود که از معایب عمده آن بازده پای تولید می CHOمیزبان 
  ).15( است

این مطالعه به منظـور ارزیـابی اسـتفاده از میزبـان انگلـی لیشـمانیا       
بـه منظــور تولیـد فـرم نوترکیــب    ) Leishmania tarentolae(تـارانتولا  

  .اریتروپویتین انجام شد

  روش بررسی
سـم  یک و متابولیگروه ژنت یمیوشیدر بخش ب یفیوصتن مطالعه یا
  .انجام شد 1391-92 يها سال یط رانیتو پاستور ایانست

و سوش انگل لیشمانیا تارانتولا از شرکت  pLEXSYحامل  :مواد
JenaBioscience آگــارز . آلمــان تهیــه شــدندNi-NTA  از شــرکت

QIAgen ــخر ــگرد يداری ــی. دی ــه ضــداریتروپویتین   آنت ــادي اولی و ب
 Abcamاز شـرکت   HRPکونژوگـه شـده بـه     IgGبادي ثانویـه   آنتی
آکریـل آمیـد از    مـواد شـیمیایی اسـتفاده شـده شـامل ژل پلـی      . بودند

از  Luria Bertani (LB(ط کشــت یآلمــان و محــ Merckشــرکت 
  .شدند يداریخر Sigma-Aldrichشرکت 

ا ن، پروتئینـی ب ـ یتیتروپـو یکه ار با توجه به این :طراحی و سنتز ژن
ــان شــود  اســتمنبــع انســانی  ــارانتولا بی  ؛و بایــد در انگــل لیشــمانیا ت

ژن  یتـوال  يکـدون بـر رو   يسـاز  نـه یانجام به. سازي کدون شد بهینه
 ین انسـان یک پـروتئ ی ـن یتیتروپـو یارل بود که ین دلیبه ان یتیتروپویار

 ب آنی ـد فرم نوترکیتول يبرازبان انتخاب شده یکه م یر حالد. است
اسـتفاده از   يالگـو  لـذا  .اختـه اسـت  یک تـک  ی ـ )انتولاا تـار یشمانیل(

 یعــیزبــان طبیا تـارانتولا متفــاوت از م یشــمانیاختــه لیکـدون در تــک  
استفاده از کـدون   يق الگویمنظور تطب هن رو بیاز ا. پستاندار آن است

ت بهبـود  ی ـزبان انتخاب شده و در نهاین موردنظر و میپروتئ ین توالیب
ــاز نـــهیان ژن، بهیـــب ــاتیک کـــدون يسـ ــاه بیوانفورمـ   یتوســـط پایگـ

http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=5689  ــام انجـ
ن مهندسـی شـده توسـط سـنتز مصـنوعی تهیـه و       یتیتروپویژن ار .شد

  .کره انجام شد BioNeerساخت ژن توسط شرکت . آماده گردید
سـی شـده   در ابتـدا ژن مهند  :نیتیتروپـو یساخت سازه بیانی ژن ار

جفـت  . جداسـازي و تکثیـر شـد    PCRن توسـط تکنیـک   یتیتروپویار
  طراحــــــی شــــــده عبــــــارت از   پرایمرهــــــاي اختصاصــــــی 

Epo-Forward: 5/ ATTCTAGACGCGCCGCCG 3/ و  
Epo-Reverse: 5/  AGGTACCGCGGTCGCCC 3/ بودند.  

پیکومـول از هـر    20تر حـاوي  یمـاکرول  25در حجـم   PCRتکثیر 
 2/0 ییبـا غلظـت نهـا    dNTPتر از یماکرول PCR1x ،5/0پرایمر، بافر 

ــی ــولار،  میل ــاکرول 75/0م ــا یم ــا غلظــت نه ــدمنیزیم ب  5/1 ییتر کلری
 DNA Taqواحـد از   5/2الگـو و   DNAکروگـرم  یم 3/0مولار،  میلی
 (Thermal Cycler, Eppendorf, Germany)مراز در دستگاه ترمـو سـایکلر   پلی

درصـد افقـی    5/1در ژل آگـاروز  حاصـله   PCRمحصول . انجام شد
ژل  ياز رو XbaIو  KpnIهاي  آنالیز شد و پس از برش توسط آنزیم

ن در یتیتروپـو ی، ژن اریانی ـه سـازه ب ی ـبـه منظـور ته  . شد يساز خالص
و  XbaIو  KpnI يها میکه توسط برش با آنز pLEXSYحامل بیانی 

توسـط   ؛شـده بـود   ین قسـفاتاز خط ـ یم آلکـال یمار شدن بـا آنـز  یز تین
ب ساخته شده به داخـل  ید نوترکیپلاسم. دیل وارد گردواکنش اتصا

ط یمح ـ يترانسـفورم شـد و بـر رو    E. coli Top10مستعد  يها سلول
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تاییـد  . ن کشـت داده شـد  یلیس ـ یک آمپ ـیوتیب یآنت يحاو LBکشت 
و  اثـر  هاي محدود میکلونینگ ژن مورد نظر توسط آنالیز برش با آنز

  .انجام شدیابی  توالی
 يبـرا  :ن بـه لیشـمانیا تـارانتولا    یتیتروپـو ییانی ارترانسفکشن سازه ب

ــال ســازه   ــد ژن اریتروپــو pLEXSEPOانتق ــه لیشــمانیا  ی، واج تین ب
 SwaIحاوي ژن کلون شده با آنزیم  pLEXSYتارانتولا، ابتدا حامل 

میکروگـرم   8سـازي از ژل بـا غلظـت     برش داده شد و پس از خالص
لیشـمانیا تـارانتولا مسـتعد     تهیه به منظور .شد ترانسفکتشن آماده يبرا

  BHIلیتــــر محــــیط  میلــــی 10ترانسفکشــــن، ســــوش انگلــــی در 
(Brain Heart Infusion) گراد  درجه سانتی 26ه شد و در دکشت دا

ــه مــدت  ــه  24ب ــگردســاعت انکوب هــاي رشــد کــرده در   ســلول. دی
rpm2500  دقیقه سانتریفوژ  10گراد به مدت  درجه سانتی 25و دماي
. لیتر از بافر ترانسفکشن هموژن شـد  میلی 2در ه حاصلرسوب  .ندشد

  و یــا cells/ml 107×6 ترانسفکشــن يبــراهــاي انگــل  غلظــت ســلول
OD 2  ها باید زنده و متحرك بوده و دوکـی شـکل یـا     سلولبود که

ماکرولیتر از سلول انگـل   350در ادامه . هاي بلند نباشند داراي تاژك
سـازه بیـانی مخلـوط     DNAمـاکرولیتر از محلـول    50آمـاده شـده بـا    

ــه کــووت الکتروپوریشــن   متــري  میلــی 2گردیــد و پــس از انتقــال ب
الکتروپوریشـن در  . دقیقه بر روي یخ انکوبه شد 10استریل، به مدت 

و  µF500، مقاومـت  V450با پارامترهاي ولتاژ  Gene pulserدستگاه 
ز لیتـر ا  میلی 2هاي الکتروپوریت شده به  انگل. دو پالس انجام گرفت

هـاي   هـا و بیـان ژن   بازیافت سـلول  يبراانتقال داده شد و  BHIمحیط 
. گراد انکوبه شدند درجه سانتی 26ساعت در  24کلون شده به مدت 

هاي ترانسفکت شـده در محـیط جامـد     جدا کردن سلول يبراسپس 
بیوتیک انتخابی بلئومایسین کشت داده شـد و تـا    انتخابی حاوي آنتی

گـراد قـرار    درجـه سـانتی   26روز در  10-14 ها به مدت ظهور کلونی
بـه   DNAلازم به ذکر است از سلول انگل بدون محلـول  . داده شدند

  GFP عنـــــــوان کنتـــــــرل منفـــــــی و از ســـــــازه واجـــــــد ژن
(Green Fluorescent Protein) عنوان کنترل مثبت در ترانسفکشن  هب

  ).16(استفاده شد 
و  ییشناسـا  :رانتولا ن در لیشـمانیا تـا  یتیتروپـو یتایید ترانسفکشن ار

 PCRمثبت حاوي سازه ژنی با استفاده از دو روش  يها یز کلونیآنال
. با پرایمرهاي ژن مورد نظر انجام شد PCRبا پرایمرهاي تشخیصی و 

  :جفت پرایمرهاي طراحی شده عبارت بودند از
A1304-Forward:5/TCCGCCATTCATGGCTGGTG3/ 

A1715-Reverse:5/ TATTCGTTGTCAGATGGCGCAC 3/ 
 يبـرا  .بـود  جفـت  1100توسـط ایـن پرایمرهـا    حاصـله  طول محصـول  

کرومـوزومی   DNAاطمینان از وارد شـدن ژن مـورد نظـر بـه داخـل      
تشخیصــی بــا اســتفاده از    PCR ســوش انگــل ترانســفکت شــده،   

نیز انجـام  ) اشاره شده در بالا(پرایمرهاي اختصاصی ژن اریتروپوئتین 
جفـت بـاز    500ت پرایمـر،  توسط ایـن جف ـ  PCRطول محصول . شد

عنـوان   بـه ترانسفکت نشده  یکروموزومی سوش انگل DNAاز . است
  ).16(کنترل منفی در این آزمایش استفاده شد 

القاء و بیان ژن کلون شـده   :ن نوترکیبیتیتروپویبیان و تخلیص ار
  در انگــل ترانســفکت شــده توســط افــزودن تتراســایکلین بــا غلظــت 

 BHIهـا بـا محـیط     اي ایـن منظـور سـلول   بر. میکروگرم انجام شد 10
سـاعت در   48مـدت   همیکروگـرم تتراسـایکلین پاسـاژ و ب ـ    10حاوي 
  از آنجـایی کـه در سـمت    .شـدند گراد انکوبه  درجه سانتی 26دماي 
–Nن قـرار داده شـده   یدیستیهگزا ه ینال پروتئین کلون شده توالیترم
با توجه . شداستفاده  +NTA Ni2یلیص آن از ستون تمایدر تخل ؛بود

ــاس      ــر اس ــده و ب ــد ش ــب تولی ــوئتین نوترکی ــودن اریتروپ ــحی ب ترش
 ازکــه  Ni-NTAهــاي آمــاده آگــارز  دســتورالعمل اســتفاده از رزیــن

ابتدا محـیط کشـت حـاوي اریتروپـوئتین      ؛تهیه شد QIAgenشرکت 
سـپس بـه هـر     .شـد و محلول رویی جـدا  د یگرد سانتریفوژبیان شده 
از  تریمـاکرول  15مقـدار  ظ شـده،  یلیتر از محیط کشـت تغل ـ  یک میلی

  افــزوده شــده و لولــه میکروفیــوژ بــه مــدت  Ni-NTAرزیــن آگــارز 
پـس از  . شـد  )همـزده ( درجه به آرامـی سـروته   4دقیقه در دماي  30

 درجـه  4دمـاي  دقیقه و 30به مدت  rpm 10000سانتریفوژ مجدد در 
با  اًمجددنشین شده  ی دور ریخته شد و رزین تهی، مایع روگراد سانتی

پروتئین متصل به رزیـن   ،پس از مرحله شستشو. شد شو دادهبافر شست
 ی حاوي پروتئین تخلیصیمایع رودر انتها از . جدا گردیدتوسط بافر 

  .آنالیزهاي بعدي استفاده شد يبرا
هـاي القـاء شـده     بیان ژن در سـوش  : آنالیز بیان پروتئین نوترکیب

. آنـالیز گردیـد   نـگ یو وسـترن بلات  SDS-PAGEتوسط دو تکنیک 
SDS-PAGE  ها  درصد انجام شد و نمونه 12در ژل پلی آکریل آمید

وسترن بلاتینگ مطابق . آمیزي شدند نقره، رنگ يزیآم رنگ با روش
بادي اولیـه ضـداریتروپویتین    با پروتکل استاندارد و با استفاده از آنتی

  ).17(انجام شد  HRPکونژوگه شده به  IgGبادي ثانویه  و آنتی
بـه منظـور تعیـین مقـدار      :ن تولیـد شـده   یتیتروپویتعیین مقدار ار

ــ ــده از  پــــــ ــان شــــــ ــب بیــــــ   ELISA روشروتئین نوترکیــــــ
(enzyme-linked immunosorbent assay) ابتــدا از . اســتفاده شــد

هـاي   سـلول  يط کشت حاویمح ییع رویاریتروپویتین استاندارد و ما
هـاي متصـل    ترانسفورم شده، سریال رقت تهیه گردیـد و بـه چاهـک   

پــس از . بــادي اولیــه ضــداریتروپویتین اضــافه گردیــد شــده بــا آنتــی
 HRPکونژوگـه شـده بـه     IgGبادي ثانویه  ها، آنتی شستشوي چاهک

افــزوده شــد و بعــد از اضــافه کــردن سوبســتراي تتــرا متیــل بنزیــدین  
)(TMB دقیقه، واکنش با اسیدسولفوریک  30باسیون به مدت وو انک
  هـا در طـول مـوج    د و جـذب نـوري چاهـک   نرمال متوقف گردی ـ 2

  .نانومتر خوانده شد 630نانومتر و طول موج رفرانس  450
  ها یافته

  و با توجه به بیان اریتروپویتین انسانی در انگـل لیشـمانیا تـارانتولا   
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 تـوالی بهینـه شـده بـا     یپوشـان  همژن اریتروپویتین، سازي کدون  بهینه
درصـد شـباهت   . اسـت در شکل یک قابـل مشـاهده   توالی ژن اصلی 

اغلـب بازهـاي   . درصـد بـود   92، یژن اصـل  ینه شده با توالیبه یتوال
طـوري کـه رمـز     فتند؛ بهها قرار گر تغییریافته در قسمت انتهاي کدون

  .نکردآمینه تغییر  يتمام اسیدها
شـکل   ژن اریتروپویتین در، جداسازي و تایید  PCRتصویري از 

اسـتراتژي   نظر بـا اسـتفاده از  ژن مـورد . الف نشان داده شده اسـت -2
  .دیکلون گرد pLEXSYدر حامل  XbaIو  KpnIکلونینگ 

  بیان در لیشمانیا تارانتولا براياصلی اریتروپویتین و توالی کدون بهینه شده  DNAتوالی  یهمپوشان:  1شکل 
  .درصد و نواحی خاکستري بیانگر عدم شباهت بین دو توالی است 100دهنده شباهت  نواحی مشکی نشان

  .درصد بود 92، یژن اصل ینه شده با توالیبه یدرصد شباهت توال
 

  .1 kb Ladder)( DNAمارکر . انجام شده بر روي ژن اریتروپویتین PCRتصویر الکتروفورز ژل آگاروز از ) الف:  2 شکل
. 1 kb Ladder)( DNAمارکر  . XbaI و KpnI اثرهاي محدود میب توسط آنزید نوترکیبرش پلاسم يالگو) ب .ژن اریتروپوئتین PCRمحصول : 1

  سازه بیانی حاوي ژن اریتروپوئتین) 1
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 ب تایید کلونیـک ژن در حامـل اشـاره شـده را توسـط     -2شکل 
جه برش، دو قطعـه  یدر نت. دهد نشان می د اثرهاي محدو برش یا آنزیم

جفت بازي که به ترتیب مربوط به وکتـور و ژن کلـون    500و  8000
. بینی شده مطابقـت داشـت   که با الگوي قطعات پیش دیده شد است؛

. یابی و چک کـردن تـوالی صـورت گرفـت     تایید بیشتر توسط توالی
ــام گرفــت pLEXSEPO ســازه ســاخته شــده پــس از تاییــد   بــراي. ن

ترانسفکشن، سازه بیانی  به منظور انجامسازي سازه ساخته شده  آماده
دو  SwaIش با آنزیم در بر. برش داده شد SwaIساخته شده با آنزیم 

جفت بازي حاصل گردید که سـازه   2000جفت بازي و  6000قطعه 
جفت بـازي   2000قطعه  .جفت بازي بود 6000بیانی مورد نظر قطعه 

شکل ( سازه بیانی نیست ءاي است که از حامل جدا شده و جز منطقه
  بـا پرایمرهـاي   PCRتایید ترانسفکشن توسـط دو روش مختلـف   ). 3

  DNAمارکر . SwaIبرش یافته با آنزیم  حامل: SwaI .1برش یافته با آنزیم  pLEXSEPO  تصویري از حامل:  3ل شک
 

مارکر . اریتروپویتین) A1715و  A1304(ی انجام شده با پرایمرهاي تشخیص PCRدرصد از  یک تصویر الکتروفورز ژل آگاروز) الف:  4 شکل
DNA )(1 kb Ladder .1 تصویر الکتروفورز ژل آگاروز از ) ب. دو سوش انگل ترانسفکت شده با ژن اریتروپویتین: 2وPCR  انجام شده با

  نسفکت نشدهانگل ترا: 3. سفکت شدهدو سوش انگل تران: 2و DNA )(1 kb Ladder .1مارکر . پرایمرهاي مخصوص اریتروپویتین
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اریتروپویتین  يساز القاء و خالص يطرح الکتروفورز : 5شکل 
ها توسط تکنیک نقره  نمونه. ا تارانتولایشمانید شده در لیب تولینوترک
ص ینمونه تخل) 1: ب عبارتند ازیها به ترت چاهک. آمیزي شدند رنگ
  ساعت القاء 72) 4. ساعت القاء 48) 3. ساعت القاء 24)2. شده

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ب یتروپویتین نوترکیوسترن بلاتنیگ انجام شده بر روي ار : 6شکل 
  : ب عبارتند ازیها به ترت چاهک. ا تارانتولایشمانید شده در لیتول
یب تروپویتین نوترکیار) 2. ا تارانتولا فاقد سازه ژنییشمانیل) 1

  خالص شده
  

ل طــو). 4شــکل ( تشخیصــی و پرایمرهــاي ژن مــوردنظر انجــام شــد
و ) A1715و  A1304(توسط پرایمرهاي تشخیصـی  حاصله محصول 

 جفت بـاز  500و  1100پرایمرهاي مخصوص اریتروپویتین به ترتیب 
کــه در کلــونی انگــل ترانســفکت شــده نیــز ایــن دو محصــول اســت 

پـس از تاییـد کلونینـگ ژن در لیشـمانیا تـارانتولا      . شـود  مشاهده مـی 
طـور   همـان . صورت گرفـت  ترانسفکت شده، بیان پروتئین نوترکیب

کیلودالتـون   40بانـدي بـا وزن    ؛نشان داده شده اسـت  5که در شکل 
نتیجـه  . شود کـه بیـانگر بیـان اریتروپـویتین نوترکیـب اسـت       دیده می

دهنـده تاییـد    کـه نشـان   آمـده اسـت   6وسترن بلاتینگ نیز در شـکل  
میـزان بیـان اریتروپـویتین نوترکیـب     . درست پروتئین بیـان شـده بـود   

گرم در لیتر معادل بـا یـک    میلی 4/12ید شده در لیشمانیا تارانتولا تول
  .درصد کل پروتئین سلول تعیین گردید

  بحث
 يزبـان مناسـب بـرا   یبـه عنـوان م   لیشـمانیا تـارانتولا  ن مطالعه یدر ا
د ی ـن مناسـب تول یدر نظـر و پـروتئ   اریتروپـویتین ان ژن ینگ و بیکلون
  .دیگرد

بـوده  ارویی پرمصرف و اثرگـذار  اریتروپویتین که یک پروتئین د
در سـال  کـه   يبـه طـور  . ز بازار اقتصادي مناسبی برخوردار اسـت و ا

زان یـــــبــــه م  رانیـــ ـان در یتیتروپــــو یزان فــــروش ار یـــ ـم 1387
ــر 000/935/311/182 ــد ال ی ــرآورد ش ــد   . ب ــداول تولی ــیر مت در مس

شود که میزان بیان  استفاده می CHOهایی نظیر  اریتروپویتین از میزبان
ینی براي بیـان  زاز این رو پیدا کردن جایگ. ایین استاً پئین تقریبپروت

ــوده اســت   ــویتین نوترکیــب همــواره مــورد توجــه ب  و تولیــد اریتروپ
ن یتیتروپـو ید اری ـ، توليلادیم ـ 2002ن هدف، در سال یا اب). 19و18(

ــنوترک ــان انگلــیب در می ــارانتولا توســط یشــمانیل یزب و  Breitlingا ت
ق ی ـن تحقی ـن در اید پروتئیکن بازده تولیول ؛)20( انجام شد همکاران

توان بـه وکتـور اسـتفاده شـده      یل آن مین گزارش شد که از دلاییپا
 .کدون اشاره نمـود  يساز نهیو عدم به pcDNA3.1/GSepo)وکتور (
ن یتیتروپــویان اریــکــه بــا هــدف بهبــود و ارتقــاء ب مطالعــه حاضــر در

ــنوترک ــان لیب در می ــور ب از شــد؛ا انجــام یشــمانیزب ــوکت ــجد یانی د ی
pLEXSY نتایج آزمایش تاییـد   .دیگردکدون استفاده  يساز نهیو به

میـزان  . کننده بیان صحیح این پروتئین دارویی در میزبان انگلـی بـود  
لیتـر معـادل بـا     گرم بـر میلـی   میلی 4/12پروتئین تولید شده در حدود 

در حـالی کـه مقـدار    . یک درصد کل پروتئین سلول تخمین زده شد
 8/8تـا   6/5بین  CHOگزارش شده براي اریتروپویتین تولید شده در 

تـر  یل یلیگرم بر م یلیم 5/9ا تارانتولا یشمانیلیتر و در ل گرم بر میلی میلی
ــت  ــوده اس ــایج کــه ب  ). 20( ب ــایــن نت ــازده تولیانگر افــزای د یــش ب

بـراي پـروتئین فعـال کننـده      حاصـله هـاي   با یافته است؛ن یتیتروپویار
کـه بایـد    ایـن  عـلاوه بـر  ). 21(ن بافتی نیز همخـوانی دارد  پلاسمینوژ

تر تولید و سـادگی انجـام کـار را نیـز بـه آن       مزایایی نظیر هزینه پایین
  .اضافه کرد

هاي دارویی، چگـونگی و   از جمله مباحث مهم در تولید پروتئین
میزبان انتخاب شده بتواند فرم اولاً طوري که  هب .استمیزان بیان آنها 

و فعال پروتئین مـوردنظر را تولیـد کنـد کـه ایـن ویژگـی در       صحیح 
ــروتئین  ــورد پـ ــر     مـ ــه نظیـ ــس از ترجمـ ــرات پـ ــایی داراي تغییـ هـ

گلیکوزیلاسیون از اهیمت بالایی برخوردار اسـت و از ایـن رو بـراي    
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تـوان از هـر    نمی ؛یوکاریوتی هستندماً ها که عمو این دسته از پروتئین
بیان و تولید محصول نوترکیـب   انمیزنکته دوم . میزبانی استفاده کرد

 بـراي محصول تولید شده از بازده مناسب به طوري که بایستی  .است
نیـاز صـنعت    پاسخگوي و بتواند اشدتولید در مقیاس بالا برخوردار ب

هـاي یوکـاریوتی    هاي جایگزین براي سلول از میزبان). 22و18(باشد 
ل لیشـمانیا تـارانتولا   توان به انگ می ؛هاي اخیر مطرح شده که در سال

فعـال   و اشاره کرد که چندین پروتئین دارویی نظیـر اینترفـرون گامـا   
تـرین   از مهـم ). 8(کننده پلاسمینوژن بافتی در آن تولیـد شـده اسـت    

 يمزایـــا و خصوصـــیات جالـــب توجـــه لیشـــمانیا تـــارانتولا، الگـــو
هزینــه،  ون مشــابه بــا پســتانداران، کشــت آســان و کــمیلاســیکوزیگل

 ان اسـت ی ـزان بـالاي ب ی ـله شده و میکوزین گلیپروتئ يته بالایهموژنس

  ).9و8(
  گیري نتیجه
کلونینگ و بیـان ژن اریتروپـویتین    يسازه بیانی بران مطالعه یدر ا

ــا    ــذکور ب ــروتئین م ــارانتولا طراحــی و ســاخته شــد و پ در لیشــمانیا ت
ان تواند بـه عنـو   لیشمانیا تارانتولا می. موفقیت القاء و شناسایی گردید

میزبان مناسب در تولید اریتروپـویتین نوترکیـب مـورد اسـتفاده قـرار      
  سازي نیز دارد گیرد و این فناوري قابلیت بومی

  تشکر و قدردانی
 انورسـادات کیـان مهـر    يآقا نامه بخشی از پایان حاصل این مقاله

انسـتیتو  از  دکتري تخصصی بیوتکنولـوژي پزشـکی  اخذ درجه  يبرا
  .انجام شدانستیتو پاستور ایران  یت مالیا حماو ب پاستور ایران بود
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Abstract 
Background and Objective: Human erythropoietin (EPO) is a glycosylated hormone with molecular 
weight of about 40 KDa which is synthesized in kidneys and plays an important role in proliferation and 
differentiation of erythrocytes.This study was done to assess and analyze the expression of recombinant 
EPO in Leishmania tarentolae host. 

Method: In this descriptive study, the EPO gene was codoned , optimized with bioinformatics database 
prior to be  synthesized. It was cleaved by KpnIandXbaI enzymes and cloned into pLEXSY expression 
vector. The constructed expression cassette was transfected into Leishmania tarentolae through 
electroporaton method. Identification and confirmation of transfected colonies was performed using PCR 
expression diagnostic primers and EPO specific primers. Induction of the cloned gene was done with 
tetracycline. The expression in induced strains was analyzed by SDS-PAGE and western blotting 
techniques. The amount of recombinant protein was quantified by ELISA method. Confirmation of 
cloning and EPO expression cassette was carried out through genetic engineering procedures. 

Results: Expression analysis of transfected parasitic strain with SDS-PAGE and western blotting 
confirmed gene integration into chromosomal of host as well as expression. The optimal conditions for 
expression were found to be 10μg of tetracycline and 72h induction time. Molecular weight of expressed 
protein estimated to be 40 KDa and expression level was determined to be 12.4 mg/l which was equal to 
1% of total protein mass. 

Conclusion: EPO expression cassette for cloning and expression in Leishmania tarentolae  was designed 
and protein of interest was successfully induced and identified  Leishmania tarentolae can be used as a 
suitable host for production of recombinant EPO and this technology has a  potential for localization. 

Keywords: Erythropoietin, Leishmania tarentolae, Gene expression, Cloning 
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