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باشد  يبات ضد لخته ميكترين تر ي از مهمك ي(rt-PA)يب ك نوترننده پلاسمينوژن بافتيك ن فعالييپروت :زمينه و هدف
 توليد برايهاي مختلفي  نون روشكتا.  بالايي برخوردار استهاي قلبي و مغزي از اهميت تهكه در درمان سك

 .هاي پروكاريوتيك و يوكاريوتيك مورد بررسي قرار گرفته است هاي نوتركيب هترولوگ با استفاده از ميزبان ينيپروت
زايي و  بيماري به دلايل متعددي از جمله عدم Leishmania tarentolae (L. tarentolae)  تارنتولاليشمانيا انگل اخيراً

منظور  در تحقيق حاضر به: روش بررسي .هاي پيچيده اهميت زيادي يافته است ينيشرايط ويژه آن در توليد پروت
 حاوي دو كه هر يك دو سازه بياني L. tarentolaeسلول  يب انساني با استفاده ازك نوترt-PAسازي ميزان بيان  بهينه

 وارد L .tarentolaeهاي  ها از طريق الكتروپوريشن به سلول اين سازه.  بود طراحي و ساخته شدcDNA t-PAپي از ك
شت ك ترشح شده به محيط t-PAهاي ترانسفورم شده، بيان  پس از انتخاب كلون. و در ژنوم انگل ادغام گرديدند

 .ديدبررسي گر (Chromolize)كروموليز هاي وسترن بلات و  سلولي و ميزان فعاليت بيولوژيكي آن توسط آزمون
 ترانسفكت L. tarentolaeهاي  شت سلولك در محيط t-PA در غشاء نيتروسلولز حضور kD64ظهور باند  :ها يافته

ه ميزان فعاليت ك نشان داد  فعال در سوپ سلوليt-PAين ينتايج آزمون علاوه بر تاييد حضور پروت. ردكشده را تاييد 
هاي ترانسفكت شده با هر دو   و در سلولIU/ml375 سازه، كهاي ترانسفكت شده با ي ين ترشح شده در سلوليپروت

هاي  شت سلولك بيان شده در محيط t-PAدر اين مطالعه ميزان فعاليت : گيري  نتيجه.باشد  ميIU/ml480سازه برابر با 
 از  برابر بيشتر از مقدار گزارش شده در مطالعات پيشين در اين ميزبان و نيز بيشترهفتم ك ترانسفكت شده، دست

  .باشد هاي يوكاريوتيك ديگر مي عدد گزارش شده در بسياري از ميزبان

  . تارنتولاليشمانياننده پلاسمينوژن بافتي، ك ، فعاليبكين نوتريپروت: ليديكلمات ك

 

  
 Acuteانفاركتوس حاد ميوكارد هاي قلبي عروقي مانند  بيماري

Myocardial Infarction (AMI) ،مغزي  حمله(Stroke) ترومبوآمبولي  و
ترين عامل مرگ   اصلي احتمالاً(Venous thromboembolism)وريدي 

ترومبوآمبولي يكي از . باشند  جمعيت بالغ ميكو ناتواني در ي
هاي  باشد كه عروق ارگان اختلالات شايع جريان خون در انسان مي

عروق ريه، شريان مختلف از جمله عروق كرونر قلب، عروق مغزي، 
ويژه اندام تحتاني را  هها ب ليوي و بالاخره وريدهاي عمقي اندامك

 اين اختلال اگر با انسداد عروق حياتي بدن مانند 1-3.نمايد درگير مي
ليوي همراه باشد كعروق كرونر قلب، عروق مغزي، ريوي و يا 

  لبي، ـ قانفاركتوسري مانند ـناپذي تواند باعث بروز صدمات جبران يم

  

 ديدگاه مهم كي. ليه گرددكلي ريه و يا نارسايي ته مغزي، آمبوكس
عنوان  هاي پلاسمينوژن به نندهك درماني ترومبوز، تزريق وريدي فعال

هاي  نندهك فعال. باشد هاي فيبريني مي ننده لختهك هاي حل دارو
ه با تبديل پلاسمينوژن كهاي پروتئوليتيكي هستند  پلاسمينوژن آنزيم

شدن لخته فيبريني   باعث حل،ي پلاسمينشكل فعال آن يعن فعال بهغير
هاي  نندهك از ميان فعال 4.گردند و بازگشت مجدد جريان خون مي

ترين عامل ترومبوليتيك  ترين و ارزان پلاسمينوژن، استرپتوكيناز قديمي
ها توليد و هنوز در  هاي مختلفي از استرپتوكوك ه توسط گونهكاست 

 داروي كعنوان ي  ما بهشوركشورهاي جهان از جمله كتعدادي از 
   دليل منشا هين بياما استفاده از اين پروت. ي داردكلينيكاربرد كموثر 

زا  هاي تب نشكهاي نامطلوب از جمله وا نشكغير انساني آن با وا

مقدمه

 
  629-637،  1389 بهمن، 11 ، شماره 68 تهران، دوره يكپزش لومي، دانشگاه عكده پزشكمجله دانش
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     و همكارانمهدي حمايتكار      
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ننده ك يب فعالكه ديگر ترك (Urokinase)اوروكيناز . همراه است
زا  زا و تب منيدليل منشا انساني، اي هباشد اگرچه ب پلاسمينوژن مي

 گران بوده و اين منبع براي استفاده ،اما تهيه آن از ادرارباشد،  نمي
ننده پلاسمينوژن بافتي ك فعال اما .باشد وسيع درماني محدود مي

Tissue Plasminogen Activator (t-PA)ه ايمونوژن و ك  علاوه بر اين
تيك خود  بر خلاف دو عامل فوق، خاصيت فيبرينوليباشد، پيروژن نمي

هاي  رده، با قدرت بيشتري به لختهكطور اختصاصي اعمال  را به
 پلاسمينوژن به دام افتاده در داخل شود و ترجيحاً فيبريني متصل مي

هاي داخلي در  همين علت خطر خونريزي به. ندك ها را فعال مي لخته
يب كي نوترt-PAبنابراين . يابد اهش ميكميزان زيادي  استفاده از آن به

 انساني t-PA 5.باشد ي از موثرترين عوامل فيبرينوليتيك ميك يكش يب
 اسيد 527ه و داراي  بودkd68ولي حدود كسرين پروتئازي با وزن مول

ين مالتي دامين شامل پنج دامين اصلي ياين گليكوپروت. باشد آمينه مي
 Serine protease, Kringle2, Kringle1, Epidermal growthهاي  نام هب

factor, Finger17ين و يتس آمينواسيد سي35همچنين داراي . باشد  مي 
        باند دي سولفيدي بوده و سه زنجيره اوليگوساكاريدي از نوع

N-linkedزنجيره از نوع ك و ي O-linkedمتصل  يني آني به بدنه پروت
در درمان   داروي فيبرينوليتيككعنوان ي ه نوتركيب بt-PA. باشد مي

حمله حاد  و آمبولي ريه، انفاركتوس حاد ميوكارد نظير هايي بيماري
هاي  نون انواع مختلفي از سلولكتا 6و7.گردد استفاده ميايسكميك 

ها و مخمرها،  ها، قارچ تريكپروكاريوتي و يوكاريوتي ازجمله با
عنوان  هاي پستانداران، گياهان و حيوانات ترانسژن به حشرات، سلول

 دليل  به5. نوتركيب استفاده شده استt-PA هاي بياني در توليد سيستم
هايي نظير ساختار پيچيده، باندهاي دي سولفيدي زياد، ميزان و  ويژگي

ين ي در بيان اين گليكوپروتها غالباً تريكساختار اوليگوساكاريدها، با
ساكاروميسس ه ك همچنين نشان داده شده است 8و9.اند ناموفق بوده

دليل   و سلول حشرات نيز به(Saccharomyces cerevisiae) سرويزيه
     محيط كشت، گليكوزيلاسيون بيش از حد ين بهيترشح پايين پروت

 از طرف 10و11.باشند و فولدينگ نادرست براي اين منظور مناسب نمي
ين در گياهان ترانسژن نيز با بازده بسيار پاييني يديگر بيان اين پروت
هاي  ب با استفاده از سلول نوتركيt-PAامروزه  12.همراه بوده است

 توليد Chinese Hamster Ovary (CHO)چيني  هامستر تخمدان
، Activase (Genentech)هاي   نوتركيب تجارتي با نامt-PA. شود مي

Reteplase (Centosor & Roche)البته داروي 7. در دسترس است 

Reteplaseهاي   فقط داراي دامينKringle2با. و سرين پروتئاز است  
 t-PAاهش هزينه توليد كاين وجود، تحقيق و تلاش براي بهبود و 

 نوتركيب در سيستم t-PAلات توليد كي از مشكي. نوتركيب ادامه دارد
CHO ه از طرفي موجب كباشد  شت حاوي سرم ميك استفاده از محيط

گردد و  يب ميكين نوتريسازي پروت پيچيده شدن مراحل خالص
ها   و از طرف ديگر خطر آلودگي با ويروسدهد مي ها را افزايش هزينه

 t-PAهمچنين گليكوزيلاسيون . سازد ن ميكها را مم و پرايون
اخير  هاي در سال 13و14.بخش نيست  رضايتCHOسيستم  نوتركيب در

هاي انگلي متعلق به خانواده تريپانوزوميده  استفاده از ارگانيسم
(Trypanosomatidae)دليل خصوصيات  نولوژي بهكلعات بيوتا در مط

در اين ميان انگل غير . ها اهميت فراواني يافته است ي ويژه آنكژنتي
ه انگل نوعي ك Leishmania tarentolae (L. tarentolae)زاي  بيماري
 است براي كلونينگ و بيان Tarentolae anularisنام  ه بكمارمول

يژه خصوصيات و. هاي انساني مورد توجه فراواني قرار گرفته است ژن
اين ارگانيسم از قبيل سرعت رشد بالا، شرايط رشد ارزان، 

ها در آن  ينيزا بودن آن، گليكوزيلاسيون مناسب گليكوپروت غيربيماري
ين مختلف، اين انگل را به يو در نهايت بيان موفق چندين پروت
رده و كهاي هترولوگ تبديل  ينيميزباني بالقوه جهت بيان گليكوپروت

ن اهاي پستاندار عنوان جايگزيني براي سلول ه بهكشود  بيني مي پيش
هاي  ثر ميزبانكه در اكمطالعات نشان داده است  15-18.مطرح شود

هاي  ينيننده در بيان پروتك اي تعيين يوكاريوتيك، رونويسي مرحله
هاي مختلف افزايش رونويسي از  در ميان روش. باشد يب ميكنوتر
 قوي و وارد سازي نواحي متصل ها مانند استفاده از پروموترهاي ژن

 مشاهده شده ،(Matrix attachment regions)شونده به ماتريكس 
 Gene copy)ين نوتركيب يننده پروتك دكپي ژن كه تعداد كاست 

number)19و20.باشد  نيز عاملي تاثيرگذار در تنظيم رونويسي مي 
-tين يروتسازي بيان گليكوپ منظور بهينه منظور در اين مطالعه به بدين

PA در L. tarentolae پي از ژن كدام حاوي دو  كه هرك دو سازه بياني
t-PA18منظور ورود در ناحيه   بود طراحي و بهs ribosomal RNA 

(ssu)از ژنوم ميزبان به درون اين انگل ادغام شد  .ssuاي از   ناحيه
 رونويسي I پليمراز RNAه شدت توسط كباشد  ژنوم اين ميزبان مي

 اگرچه 21.باشد ه اين مطلب خود در ميزان بيان تاثيرگذار ميكود ش مي
 نوتركيب در اين t-PAسازي ميزان بيان  هدف از اين تحقيق بهينه

هاي طراحي شده اين قابليت را   ياخته بوده است، اما سازهكميزبان ت
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 با ژن مربوط به ساير t-PAردن ژن كه با جايگزين كدارند 
ها جهت بيان گروه وسيعي از  توان از آنهاي نوتركيب ب ينيپروت
  .ردكها در اين ميزبان استفاده  ينيپروت

  

  
 ژنوميك مورد استفاده t-PA :DNAثير ژن كطراحي پرايمرها و ت

  CHO (CRL-9606. A.T.C.C)هاي   از سلولt-PAثير ژن كجهت ت
سازي   خالصDNA (BILLATEC, Germany)توسط كيت استخراج 

 توسط دو جفت پرايمر t-PAپي از ژن كدر مرحله بعد دو . گرديد
FH-tPA/RH-tPA و FM-t2/RM-t2اين ). 1جدول (ثير گرديد ك ت

 SpeI, BamHIهاي آنزيمي  ه سايتكاي طراحي شدند  گونه پرايمرها به
 در ابتداي پرايمر HindIIIدر ابتداي پرايمر جلوزن و سايت آنزيمي 

  XbaIهاي  سايت برش آنزيم. پي اول قرار گيردكوط به عقب زن مرب
ترتيب در ابتداي پرايمرهاي جلوزن و عقب ژن مربوط   نيز بهSalIو 

تايي هيستيدين  ششهمچنين توالي . پي دوم قرار داده شدكبه 
(Histidin tag)سازي در مراحل  منظور تسهيل در امر خالص  نيز به

هاي آنزيمي   عقب زن پس از تواليانتهايي در ابتداي هر دو پرايمر
      ها توسط خط و توالي  توالي برش آنزيم1در جدول . تعبيه شد

منظور  به.  بازي هيستيدين با حروف سياه مشخص شده است18
 PWO DNA از آنزيمPCRاطمينان از صحت توالي حاصله، در فرايند 

Polymerase (Roche, Germany)استفاده شد .  
طور جداگانه در   بهPCR از محصولات كي هر:  واسطةساخت ساز

 ,clonJET PCR  (Fermentasيت ك متعلق به pJET1.2/bluntوكتور 

Lithuania)دست آمده از جهت  هپلاسميدهاي ب.  كلون گرديدند
 و هضم آنزيمي و به لحاظ PCRهاي  نشك، توسط واt-PAحضور ژن 

در مرحله . ند تاييد شدSequencing با انجام t-PAصحت توالي ژن 
 از پلاسميد حاوي آن توسط هضم آنزيمي با t-PAپي اول ژن كبعد 
 (-)pGEM-9Zfتور واسط ك جدا شده و به وSpeI/HindIIIهاي  آنزيم

)Promega, USA ( در ناحيه بالادست قطعه ژنيα-tubulin ه از قبل ك
به روش مشابه كپي دوم از . در اين وكتور كلون شده بود، وارد گرديد

 از پلاسميد حاوي آن XbaI/SalIهاي   توسط برش با آنزيمt-PA ژن
 كلون α-tubulinدست قطعه  ، پايين(-)pGEM-9Zfخارج و در وكتور 

تاييد .  ساخته شدpGEM-t1-α-t2ترتيب وكتور واسط  بدين. شد
  .شد  و هضم آنزيمي انجامPCRهاي  شده توسط آزمون پلاسميد ساخته

هاي نهايي جهت بيان  منظور ساخت سازه به: هاي نهايي ساخت سازه
t-PA نوتركيب در L. tarentolae وكتور ،pGEMt1-α-t2 توسط 
سازي از   پس از خالصt1-α-t2 بريده و قطعه BamHI/SalIهاي  آنزيم

، جهت ورود به (Qiagen, USA)روي ژل آگارز توسط كيت مربوطه 
 و pFX1.4hygوكتورهاي بياني . شدوكتورهاي نهايي استفاده 

pFX1.4satهاي  روش مشابه توسط آنزيم  نيز بهBglII/XhoI ه سازگار ك
(Biocompatible)هاي   با آنزيمBamHI/SalIباشند، تحت هضم   مي

پس از . ج شدرها خا  از آنStufferآنزيمي قرار گرفتند و قطعه 
 Ligationسازي بدنه اين وكتورها از روي ژل آگارز، واكنش  صلخا

  ور انجام شده و حضور قطعهك و وكتورهاي مذt1-α-t2مابين قطعه 
t1-α-t2هاي هضم آنزيمي تاييد  ها توسط واكنش  از آنك در هر ي
 pFX1.4sat-2tPA و pFX1.4hyg-2tPAبدين ترتيب وكتورهاي . گرديد

سازي پلاسميدها از  ليه مراحل فوق جهت خالصكدر . حاصل شدند
  .استفاده شد (Core Bio, Korea)كيت استخراج پلاسميد 

 .Lهاي   پروماستيگوت:L. tarentolaeهاي  ترانسفكشن سلول

tarentolae در محيط كشت Brain Heart Infusion (BHI) (Merck, 

Germany) حاوي µg/ml15 Hemin ،IU/ml50سيلين   پني(Sigma, 

USA) و µg/ml50 استرپتومايسين (Sigma, USA) در دماي C 26 
 از ژنوم ssuهاي بياني در ناحيه  دسازي سازهمنظور وار به. شت شدندك

 تحت SwaI توسط آنزيم pFX1.4hyg-2tPAسلول ميزبان، ابتدا وكتور 
 از ژل آگارز استخراج hyg-2tPA ةهضم آنزيمي قرار گرفت و ساز

شده جهت ترانسفكشن   خالصDNA از اين µg10مقدار . شد
 استفاده (Electroporation)هاي ليشمانيا توسط الكتروپوريشن  سلول
 سرم %15 حاوي BHI agarشده در محيط  هاي ترانسفكت  كلون22.شد
.  غربال شدند(Hygromycin)بيوتيك هيگرومايسين   آنتيµg/ml40و 

 هيگرومايسين µg/ml30 حاوي BHI brothها در محيط  اين سلول
مرحله دوم نيز به . كشت و براي مرحله دوم ترانسفكشن آماده شدند

 مقاوم به ةهاي ترانسفكت شد  قبل بر روي سلولروشي مشابه
تور كه حاصل هضم آنزيمي وك sat-2tPA ةهيگرومايسين، توسط ساز

pFX1.4sat-2tPA با آنزيم SwaIهاي ترانسفكت  كلون.  بود، انجام شد
 حاوي BHI agarدست آمده در اين مرحله بر روي محيط  ه بةشد

µg/ml40 هيگرومايسين و µg/ml80يك نورزوتريسين بيوت  آنتي
(Nourseothricin)دست آمده در محيط  ههاي ب كلون.  غربال شدند

BHI broth حاوي µg/ml30 هيگرومايسين و µg/ml60 نورزوتريسين 

  بررسيروش
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هاي  هاي بياني در ژنوم سلول  از سازهكوارد شدن هر ي. شت شدندك
، t-PAهاي   بر روي ژنPCRنش كشده توسط چندين وا ترانسفكت

hyg ،sat نيز  وPCR تاييد واردسازي در ناحيه ssuتاييد گرديد .  
 ml3يني يمحتواي پروت: (Western blotting)آزمون وسترن بلات 

) cell/ml108(هاي ترانسفكت شده   سلولة روزششمحيط كشت 
 پس Tri Chloro Acetic acid (TCA) 50% از محلول آبي ml3توسط 

 rpm12000سانتريفوژ در دقيقه  پنجساعت انكوباسيون در يخ و  يكاز 
 ml1ردن مايع رويي و شستشو با كپس از خارج . رسوب داده شد
 آب µl100 درجه، رسوب حاصل در 96 الكل ml1استون و سپس 
) يني پروتµg50(دست آمده  ه از محلول بµl30مقدار . ديونيزه حل شد

 مراحل وسترن ةادام.  الكتروفورز گرديد%12در ژل پلي آكريل آميد 
بادي پلي كلونال  و از آنتي 23 مطابق روش استاندارد انجام گرديدبلات

بادي اوليه و از  عنوان آنتي به) t-PA) Abcam, USAخرگوشي ضد 
 به) Dako, UK( خرگوشي Gبادي گاوي ضد ايمونوگلوبولين  آنتي

در ) DAB(از دي آمينوبنزيدين . بادي ثانويه استفاده شد عنوان آنتي
  . ظهور باندهاي حاصله استفاده گرديدبرايژن حضور پراكسيد هيدرو

هاي  ي نوتركيب در سلولt-PAميزان بيان : آزمون فعاليت آميدوليتيك
هاي ترانسفكت شده با هر دو   سازه و سلولكترانسفكت شده با ي

 Biopool Chromolize t-PA يتكمي توسط كطور   بياني، بهةساز
(Biopool, Ireland)هاي سوپ رقيق شده از  از نمونه.  ارزيابي شد

 و ml50 روز پس از تلقيح اوليه در حجم شش و پنجكشت سلولي 
شده در محيط   فعال ترشحt-PA جهت بررسي ميزان rpm130چرخش 

 فعال موجود در سوپ سلولي توسط t-PA. كشت استفاده شد
 مهارشده و پس از سه =pH 9/5  درsp-322بادي مونوكلونال  آنتي

ردن پلاسمينوژن و سوبستراي رنگي طبق كفه مرحله شستشو و اضا
 ميزان (Biopool, Ireland)ت سازنده كر شده توسط شركروش ذ

ميزان فعاليت . گيري شد اندازه nm405جذب نوري در طول موج 
دست آمده  ه ترشح شده بر اساس منحني استاندارد بt-PAآميدوليتيك 

  .يت محاسبه شدكهاي استاندارد موجود در  از نمونه
  

  
 با pGEMt1-α-t2وكتور واسط : هاي واسط و نهايي ساخت سازه

دست   در بالادست و پايينt-PAهاي اول و دوم از ژن  پيككلون كردن 
 α-tubulin (Non-translated region) ةقطعه ژني غير ترجمه شوند

 نشك توسط واt-PAهاي  توالي نوكلئوتيدي ژن. دست آمد هب
Sequencingبعد دو وكتور بياني نهايي كه حاوي ةدر مرحل.  تاييد شد 

هاي هيگرومايسين و نورزوتريسين و  بيوتيك هاي مقاومت به آنتي ژن
ترتيب   بهt1-α-t2 ة بودند، از طريق كلونينگ قطعt-PAدو كپي از ژن 

. دست آمد ه بpFX1.4sat و pFX1.4hyg از وكتورهاي كدر هري
 حاصل pFX1.4sat-2tPA و pFX1.4hyg-2tPAورهاي ترتيب وكت بدين
 Homologous واكنش ةواسط هاي نهايي به كه سازه دليل آن هب. شدند

recombination در نواحي ssuʹ5 و ssuʹ3 در ژنوم ميزبان ادغام 
     گردند، نواحي باكتريايي وكتورها كه غير ضروري و احتمالاً مي

هاي   پيش از ترانسفكشن، سازهمانع انجام صحيح ادغام ژني بودند،
hyg-2tPA و sat-2tPAننده ك از طريق هضم آنزيمي با آنزيم محدود

SwaIدست آمده  ههاي ب  نماي شماتيك سازه1ل كش.  جداسازي شدند
  .دهد  را نشان ميL. tarentolaeهاي  جهت واردسازي به ژنوم سلول

و پس از تاييد سكانس ژني : هاي ليشمانيا ترانسفكشن سلول
، اين سازه از طريق الكتروپوريشن به درون hyg-2tPA ةجداسازي ساز

 ةشد هاي ترانسفكت سلول.  ترانسفورم شدL. tarentolaeهاي  سلول
بيوتيك   آنتيµg/ml40 حاوي BHI agar در محيط hygمقاوم به 

-sat ة توسط سازها مجدداً اين سلول. هيگرومايسين انتخاب شدند

2tPA در اين مورد نيز محيط  ترانسفورم شده وBHI agar حاوي 
µg/ml40 هيگرومايسين و µg/ml80گري   نورزوتريسين جهت غربال
هاي حاوي ژن  ادغام سازه.  استفاده شدsat و hygهاي مقاوم به  كلون
t-PA در سلول ميزبان با انجام PCRهاي   بر روي ژنوم سلول

ت بررسي در اين مورد جه. ترانسفكت شده بررسي و تاييد گرديد
ننده هيگرومايسين و نورزوتريسين از پرايمرهاي ك دكهاي  حضور ژن

 از پرايمرهاي t-PAمنظور تاييد حضور ژن  ها و به اختصاصي آن
، hyg براي ژن bp1050ظهور قطعات . استفاده شد) 1جدول (موجود 

bp500 براي ژن sat و bp1700 براي ژن t-PAدهنده ورود   نشان
-sat و hyg-2tPA ةه با هر دو سازكهايي بود  لونهاي ژني در ك سازه

2tPA منظور  جهت تاييد نهايي و به). 2ل كش( ترانسفكت شده بودند
 PCRنش ك، واssuهاي ژني به ناحيه  حصول اطمينان از ورود سازه

 و پرايمر عقب ژن sat و hygديگري با استفاده از پرايمرهاي جلوزن 
ssuپرايمر عقب زن ه ك با توجه به آن.  انجام شدssuاي از ژن   به ناحيه
ssuترتيب قطعات  شود، ظهور به  در ژنوم انگل متصل ميbp2800 و 
bp2300 نشان)شتـه و ارـچههاي  ، ستون2ل ـكش( در ژل آگارز -  

 هايافته
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  . مورد نظر بودةهاي طراحي شده در ناحي  ادغام صحيح سازهةدهند 
 باند مربوط به با انجام آزمون وسترن بلات: آناليز وسترن بلات

 به t-PAبادي خرگوشي ضد   با آنتي(Actylase) تجاري t-PAنش كوا
 در غشاء نيتروسلولوزي مشاهده شد kD66 وزن مولكولي تقريباً

ولي حدود كطور مشابه باندي با وزن مول به). دو، ستون 3ل كش(
kD64هاي  شت سلولكبه سوپ محيط  هاي مربوط  با استفاده از نمونه

اين در ). پنج و چهارهاي  ، ستون3ل كش(دست آمد  هشده ب ترانسفكت
هاي  شت سلولك مربوط به سوپ محيط ةه در نمونكحالي بود 
  ).سه، ستون 3ل كش(نشده هيچ باندي مشاهده نشد  ترانسفكت

 فعال، t-PAول كه مولكاز آنجا : تعيين ميزان فعاليت آميدوليتيك
هاي  لونكشت ك محيط ند،ك پلاسمينوژن را به پلاسمين تبديل مي

 بررسي فعاليت براي و با هر دو سازه، كترانسفكت شده با ي
يت كشت توسط كشده در محيط  ين ترشحيآميدوليتيك پروت

Chromolizeپس از اتصال .  استفاده شدندt-PA موجود در محيط 
ها و افزودن  كبادي متصل شده به انتهاي چاه شت به آنتيك

سمين حاصل از تجزيه پلاسمينوژن بر پلاسمينوژن و سوبسترا، پلا
 nm405ه در كشود  رده و ماده كروموژنيكي توليد ميكسوبسترا اثر 

پس از رسم منحني استاندارد ميزان فعاليت . جذب نوري دارد
هاي ترانسفورم  شت سلولكين موجود در محيط يآميدوليتيك پروت

 آمده است با ضرب 2ه در جدول كطور  همان. شده بررسي گرديد
 ميزان فعاليت در ضريب رقت، فعاليت آميدوليتيك  عدد مربوط به

 و كلون ترانسفكت hyg-2tPA ةبراي كلون ترانسفكت شده با ساز
م برابر با ك  دستsat-2tPA و hyg-2tPA ةشده با هر دو ساز

IU/ml375 و IU/ml480ةونمه در نكر است كذ لازم به. دست آمد ه ب 
نشده در اين آزمون هيچ ميزاني  هاي ترانسفكت مربوط به سلول

  .فعاليت آميدوليتيكي مشاهده نشد
  

  CHO از ژنوم سلول t-PAمنظور تكثير ژن  شده به توالي پرايمرهاي طراحي :1-جدول

  (bp) ثير شوندهكطول توالي ت  )C(دماي ذوب   توالي  پرايمر
  

FH-tPA  
  

3AGAGAGGATGGATGCAATGACTAGTGGATCCCAA5  6/82  
  

RH-tPA  
  

3TCACACCACCACCACCACCACCGGTCGCATGTTGTCACAAGCTTTGT5  4/93  
1730  

  

FM-t2  
  

3ATGGATGCAATGAAGAGAGGTCTAGACCA5  4/73  
  

RM-t2  
  

3TCACACCACCACCACCACCACCGGTCGCATGTTGTCACGTCGACTGT5  9/94  
1725  

  
  
  
  
  
  

 sat-2tPAو  ) hyg-2tPA) bp9488هاي خطي شده     نماي شماتيك سازه  : 1-شكل
)bp9003 ( پــس از هــضم آنزيمــي توســط آنــزيمSwaI بــر روي وكتورهــاي 

pFX1.4hyg-2tPA و pFX1.4sat-2tPA. ــصارات ــه 5 ssu: اخت ــر واحــد 5، ناحي  از زي
 Ntr1) 0.4 k-IR cam BA( ،ntr2) 1.4 k-IR cam ؛L. tarentolae ريبوزومي RNAكوچك ژن 

CB ( وntr3) 1.7 k-IR(هـاي   نالگردن سـي ك ـ بين ژني جهـت فـراهم   ة، نواحي غير ترجمه شوند
، α-tubulin ؛L. tarentolaeمنظور انجام صحيح تغييـرات پـس از رونويـسي در     اسپلايسينگ به

، ژن hyg ؛t-PA مربوط بـه ژن  t-PA ،cDNA ؛L. donovani بين ژني از ةناحيه غير ترجمه شوند
، 3 ssu ؛بيوتيـك نورزوتريـسين   ، ژن مقاومت به آنتيsat ؛نبيوتيك هيگرومايسي مقاومت به آنتي

  .L. tarentolae ريبوزومي RNA از زير واحد كوچك ژن 3ناحيه 

  
  
  
  
  
  
  

 .L بــر روي ژنــوم ســلولPCRالكتروفــورز ژل آگــارز محــصولات : 2-شــكل

tarentolae   ماركر پنج و يكهاي   ستون . دوبار ترانسفكت شده ،kb1ژن دو سـتون  ؛ ،hyg 
)bp1050(ژن   شش و   سههاي    ستون ؛ ،t-PA) bp1700(بانـد    چهـار  ستون   ؛ ،kb8/2     مربـوط بـه 

 kb3/2، بانـد    هشت ستون   ؛)sat) bp500، ژن   هفت ستون   ؛ssu در ناحيه    hyg-2tPA ةادغام ساز 
  .ssu در ناحيه sat-2tPA ةمربوط به ادغام ساز
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 ي ترانسفكت شـده و    ها لات بر روي محيط كشت سلول     بآزمون وسترن   : 3-شكل
 ؛)Actylase( تجـاري    t-PA از   µg3،  مدو سـتون    ؛يني، مـاركر پـروت    اولسـتون   . (wild) نشده
، مچهـار  سـتون  ؛ سوپ سلولي كلـون ترانـسفكت نـشده       ييني از محتواي پروت   µg50،  سومستون  

µg50   مپـنج  سـتون  ؛بار ترانسفكت شـده   سوپ سلولي كلون يك  ييني از محتواي پروت ،µg50 از 
  . سوپ سلولي كلون دوبار ترانسفكت شدهييني پروتمحتواي

  
 ـهـاي محـيط      هاي استاندارد و نمونـه      فعاليت آميدوليتيك نمونه   :2-جدول شت ك

   ترانسفكت شدهL. tarentolaeهاي  مربوط به سلول
  nm405جذب در  )IU/ml( t-PAفعاليت   )سازي مرتبه رقيق(نمونه 
t-PA 02/0  0  )0( استاندارد  
t-PA23/0  5/0  )1:4(د  استاندار  
t-PA 44/0  1  )2:4( استاندارد  
t-PA 62/0  5/1  )3:4( استاندارد  
t-PA  84/0  2  )4:4(استاندارد  

  بار كسوپ سلول ي
  35/0  7/0  )1:500(ترانسفكت شده 

  بار سوپ سلول دو
  38/0  8/0  )1:600(ترانسفكت شده 

t-PA: Tissue Plasminogen Activator 
  

  
 جديد بيان قابل ةدر اين مطالعه تلاش بر آن بود تا با طراحي دو ساز

 سيستم كعنوان ي  بهL. tarentolae نوتركيب در انگل t-PAتوجهي از 
. دست آيد ههاي هترولوگ، ب ينيبياني جديد و قابل در بيان پروت

هاي  ينيپي ژن و بيان پروتكنون مطالعات زيادي تاثير مستقيم تعداد كتا
. اند هاي يوكاريوتيك نشان داده يب را در برخي ديگر از ميزبانكنوتر
ين يدست آوردن ميزان بالايي از بيان پروت همنظور ب دليل و به بدين
        پي از ژنكدام حاوي دو كه هر ك ژني ة، دو سازt-PAيب كنوتر
t-PA ديگر محققين با استفاده از . شدند بودند طراحي و ساخته

 هاي بياني اختصاصي اين ميزبان، يك يا دو كپي اضافي از ژنكتورو

Enhanced Green FIuorescent Protein (EGFP) را در لوكوس   
18s rRNA، هاي حاصل، يك  ها بعد از آناليز كلون آن. اند اينتگره نموده

ين يهاي اينتگره شده و فلورسانس پروت رابطه مستقيم بين تعداد كپي
EGFPين يكلون داراي بيشترين بيان، پروت. اند  گزارش كردهEGFP 

ه فرايند كاز آنجا  21. توليد كرده استmg/lit30مقدار  نوتركيب را به
صورت پلي سيسترونيك انجام   تريپانوزوميده بهةرونويسي در خانواد

  ه شاملكي اوليه mRNAشدن رونويسي از  ، روند نهاييشود مي
trans-splicing و poly-adenylationباشد جهت تهيه   ميmRNA 

باشد و در اين مسير نقش حضور نواحي  مونوسيسترونيك ضروري مي
به اثبات رسيده ) Intergenic NTRs( بين ژني ةغير ترجمه شوند

 pFX1.4sat و pFX1.4hygهمين دليل در وكتورهاي بياني   به24و25.است
و نيز ) sat و hygمانند ژن (هاي بيان شونده  اين نواحي در طرفين ژن

دليل مشابه، در اين  به). ntr3-1( تعبيه شده است Stuffer ةطرفين قطع
 از انگل α-tubulin بين ژني ةنهايي قطع مطالعه، در طراحي دو سازهِ

L. donovani پي از ژن ك مابين دوt-PAهاي  سازه.  قرار داده شد
 بودند t-PAپي از ژن ك حاوي دو كه هر يك فوق ةطراحي شد

ترتيب   ترانسفورم شدند و بدينL. tarentolaeهاي   به سلولترتيب به
دست  هبار ترانسفكت شده و دو بار ترانسفكت شده ب كهاي ي سلول
 t-PAپي ژن كبرابر تعدادي از  ها حاوي دو  از اين سازهكهري. آمدند
دليل اهميت  به 26.ار رفته بودك هه در مطالعه قبلي در اين انگل بكبود 

اربردهاي ك داروي فيبرينوليتيك، براي كعنوان ي ه بt-PAدرماني 
ي نياز به روشي موثر جهت توليد اين داروي ارزشمند با بازده كلينيك

 t-PAلي، ك مقايسه كدر ي. باشد بالا و صرف حداقل هزينه مي
زنجيره و غير  كصورت ت  بهE. coliنوتركيب توليد شده در سلول 

در ) Inclusion bodies(ول ل ذرات نامحلكش گليكوزيله بوده و به
سازي و  اگرچه پس از انجام مراحل محلول. ماند سلول باقي مي

Refoldingباشد و  مي ميكين توليد شده داراي فعاليت ي، پروت
 ندارد، اما t-PAهمچنين گليكوزيلاسون نيز تاثير مستقيمي در فعاليت 

E. coli ميزبان مناسبي براي توليد t-PA امل ك)Full length (نظر  به
ين در ي پروتRefoldingارامدي جهت كهاي  ه روشك رسد مگر آن نمي

 با t-PAشده  وتاهكل كه شك Reteplase 27و28.دست آيد هاين سلول ب
باشد در اين ميزبان با موفقيت  متري باندهاي دي سولفيد ميكتعداد 

رد اختصاصي كدليل عدم عمل توليد شده است، اما درمان با اين دارو به
قيم بر تر پلاسمينوژن موجود در محل لخته فيبريني و تاثير مسب

بحث

5          4          3        2         1 
kD 116  

  

kD 66  
  

kD 45  
  

kD 35  
  

kD 25  

  
kD18 
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تواند همراه با عوارض  پلاسمينوژن موجود در گردش خون، مي
نون نشان داده شده ك تا7.هاي داخلي باشد جانبي همچون خونريزي

هاي متفاوت از  ه با تعداد كپيكهاي سلولي پستانداران  ه ردهكاست 
تري نسبت به  هاي مناسب اند، ميزبان  شده انساني ترانسفورمt-PAژن 

اگرچه . باشند ها مي ها و باكتري سايرين از جمله سلول حشرات، قارچ
ال كهاي بياني خالي از اش  نوتركيب در اين دسته از سيستمt-PAبيان 

 ،ميلوماي رتهاي سلولي  ين در ردهيكلونينگ و بيان اين پروت نيست،
حال  در 5.يت انجام شده است با موفقCHO و 127Cفيبروبلاست 

 نوتركيب توليد CHOهاي  وسيلة سلول هصنعت ب  درrtPAحاضر 
ها براي كاهش قيمت و كاهش خطر آلودگي با  شود اما كوشش مي

ها و مايكوپلاسما ادامه دارد، هرچند علاقه به ساده  ها، پرايون ويروس
ت  از طريق حذف سرم، كشt-PAكردن پردازش پايين دست در توليد 

 با t-PAتر توليد  تر و از همه مهم  در محيط سادهCHOهاي  سلول
در اين مطالعه پس از  .وضعيت گليكوزيلاسيون بهينه نيز وجود دارد

 و L. tarentolaeهاي ساخته شده در ژنوم انگل  واردسازي سازه
 t-PAهاي ترانسفكت شده، آزمون وسترن بلات حضور  شت سلولك

در اين تست . ن سلول به اثبات رساندايشت كنوتركيب را در محيط 

 t-PAشود در ستون مربوط به   مشاهده مي3ل كه در شكطور  همان
 35 و 66هاي مولكولي  دو باند مختلف در وزن) Actylase(تجاري 

زنجيره و  ترتيب مربوط به اشكال تك ه بهككيلو دالتون حضور دارد 
 اين پنج و چهاراي ه در ستون. باشد  ميTwo chain (t-PA (ةدوزنجير

شده و دوبار  بار ترانسفكت كهاي ي ترتيب مربوط به كلوني ه بهكل كش
  .شود زنجيره مشاهده مي  ساختار تكباشد، عمدتاً ترانسفكت شده مي

شده در محيط  ين ترشحي ميزان فعاليت پروتكروموليزبا انجام تست 
 ترتيب مشخص بدين. دست آمد ههاي ترانسفورم شده ب كشت سلول

 سازه كهاي ترانسفكت شده با ي  در سلولt-PAه ميزان بيان كگرديد 
هاي ترانسفكت شده با هر دو سازه   و در سلولIU/ml350حداقل 

IU/ml480ه كاين ميزان از فعاليت، هفت برابر مقداري است . باشد  مي
ه كدر مطالعه قبلي اعلام شده و همچنين قابل رقابت با مقاديري است 

 تغيير نيافته CHO و سلول E. coli) IU/ml7-3(29 در مورد سلول
)IU/ml50(5دست آمده اميد  هبا نظر به نتايج ب.  گزارش شده است

ها و نيز انجام  سازي هاي بهينه ارگيري ساير روشك هه با بكاست 
يب در اين ميزبان ك نوترt-PAميلي، توليد بالاتري از كآزمايشات ت
  .دست آيد هيوكاريوتيك ب
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Background: Recombinant tissue plasminogen activator (rt-PA) is one of the most 
important thrombolytic agents used in patients with vascular occlusions such as acute 
ischemic stroke or myocardial infarction. A variety of recombinant protein expression 
systems have been developed for heterologous gene expression in prokaryotic and 
eukaryotic hosts. In recent years, Leishmania tarentolae (L. tarentolae), a non-
pathogenic trypanosomatid protozoa, has come under consideration because of its 
safety and immunogenicity as a vaccine vector and special attributes in the expression 
of complex proteins. This study was done to improve rt-PA expression in this 
protozoon and create the opportunity for the replacement of rt-PA gene with other 
genes for the production of other complex proteins. 
Methods: Two expression cassettes were used for the integration of two copies of t-PA 
cDNA, one copy in each cassette, into the parasite genome by electroporation. The 
transformed clones were selected by antibiotic resistancy. The expression of active 
secreted rt-PA was confirmed by Western blot analysis and Chromolize assay. 
Results: Appearance of a 64 kD band in nitrocellulose membrane in the Western blot 
analysis confirmed the presence of full-length rt-PA in the culture media. Chromolize 
assay showed the expression levels of active recombinant t-PA in single and double 
transfected L. tarentolae clones- 375 IU/ml and 480 IU/ml of the culture media, 
respectively. 
Conclusion: The produced rt-PA in the culture media containing the transfected cells 
was at least seven times higher than what has been reported in previous studies on L. 
tarentolae or on some other eukaryotic systems. 
 

Keywords: Expression, leishmania tarentolae, tissue plasminogen activator, t-PA. 
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