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  ، تهرانمرکز تحقیقات علوم اعصاب، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی ،استاد - 3
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  )28/11/93: پذیرش مقاله 4/7/93: دریافت مقاله(
 

کیلودالتون و از خانواده سرین  65، پروتئینی با وزن مولکولی )tPA(بافتی  فعال کننده پلاسمینوژن -چکیده
شود و  میي اندوتلیال عروق ترشح ها سلولاین پروتئین به طور طبیعی و با مقیاس کم توسط . پروتئازهاست

این پروتئین به طور تزریقی . هاي خونی را به عهده دارد تبدیل شدن پلاسمینوژن به پلاسمین و حل شدن لخته
 "رتپلاز"یکی از مشتقات این پروتئین به نام .شود میان حملات قلبی جهت رفع لخته خونی تجویز در زم
این دارو  .آن حذف شده استاسید آمینه  137است که پلاسمینوژن انسانی فعال کننده اي جهش یافته از  نسخه

به دلیل . باشد میشود و فاقد تغییرات پس از ترجمه از جمله گلیکوزیلاسیون  میدر باکتري اشریشیا کلی بیان 
و اغلب منجر به ایجاد  دارد زیاديسولفید، بیان این پروتئین در سیستم باکتریایی مشکلات  وجود نه باند دي

و تبدیل پروتئین غیرفعال به فرم فعال  مجدد خوردگی. شود می) inclusion body(هاي پروتئینی غیرمحلول  توده
سولفید متعدد، بازده  هاي داراي ساختار پیچیده و باندهاي دي ي طولانی و دشوار است و براي پروتئینفرایندآن 

در باکتري اشریشیاکلی  رتپلازآنزیم فعال محلول و تنظیمی، فرم  ترادفبا تغییر حاضر  گزارشدر . پایینی دارد
BL21  بیان القایی رتپلاز تحت کنترل پروموتر . استتولید شدهT7  منجر به رسوب پروتئین در داخل سلول
  .کردفرم فعال آنزیم را در سیتوزول ایجاد  ،که استفاده از یک پروموتر دایمی با قدرت کمتر در حالی ،گردید

  

  .شونده، فرم فعالبیان دایمی، بیان القا فعال کننده پلاسمینوژن بافتی، رتپلاز، : واژگانکلید
  

   مقدمه -1
عوامل فیبرینولیتیک که امروزه مورد استفاده قرار 

ها  این آنزیم. گیرند، از خانواده سرین پروتئازها هستند می
یک عامل (سبب تبدیل پلاسمینوژن به پلاسمین 

پلاسمین به نوبه خود . شوند می) فیبرینولیتیک طبیعی
سبب شکسته شدن فیبرینوژن و فیبرین موجود در 

پلاسمینوژن اکتیواتورها به دو . شود میهاي خونی  لخته
داروهایی  .شوند میدسته مستقیم و غیرمستقیم تقسیم 

تنکتپلاز ، لانوتپلاز و اوروکیناز جزو  مانند آلتپلاز، رتپلاز،
این عوامل بسیار . گیرند میفعال کننده هاي مستقیم قرار 

اختصاصی عمل کرده و ضمن بریدن باند پپتیدي 
Arg561-val562  پلاسمینوژن را به پلاسمین تبدیل
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  .]1،2[ کنند می
پلاسمینوژن بافتی است که به فعال کننده آلتپلاز اولین 

تولید شده و جزو نسل دوم  80در دهه  صورت نوترکیب
آلتپلاز داراي وزن . شود میها محسوب  ترومبولیتیک

این . اسیدآمینه است 572کیلودالتون و  68مولکولی 
 دمین، یک Fibronctin finger دمینمولکول داراي یک 

EGF دمین، دو Kringle 1   وKringle 2  و در نهایت یک
بیان  CHOي ها سلولآلتپلاز در . پروتئازي است دمین

از مهمترین مشکلات این . باشد میشود و گلیکوزیله  می
که به دلیل ) دقیقه 8-3(دارو، نیمه عمر کوتاه آنست 

 شود میجذب کبدي از جریان خون به سرعت حذف 
]1،3[.    

پلاسمینوژن نوترکیب دیگر است فعال کننده یک  رتپلاز
 355این مولکول با . استکه داراي یک حذف بزرگ 

پلی پپتید . کیلودالتون دارد 39اسید آمینه وزنی معادل 
و پروتئازي است و  Kringle 2هاي  دمیننهایی تنها داراي 

این دارو فاقد . شود میدر میزبان اشریشیاکلی بیان 
ه همین دلیل حذف هاي کربوهیدراتی بوده و ب زنجیره

نیمه . کبدي آن از جریان خون بسیار کاهش یافته است
به علاوه . شود میدقیقه تخمین زده  18-14عمر این دارو 

 استداراي پتانسیل ترومبولیتیک بیشتري نسبت به آلتپلاز 
]3،4[ .  

سولفید از  باند دي 9داراي  رتپلازاندازه کوچکتر،  با وجود
. است) آلتپلاز(سولفید مولکول اولیه  باند دي 17مجموع 

با دو مشکل عمده  E. coliدر  رتپلازبنابراین بیان 
وجود  -2سولفید متعدد  وجود باندهاي دي -1: روبروست

ژن مولد فعال کننده پلاسمینوژن هاي نادر در توالی  کدون
هاي  شوند که پلی پپتید میهر دو این عوامل سبب . بافتی

مناسب خود را پیدا  تاخوردگیدر حال ساخت نتوانند 
کرده و به صورت تجمعات غیر محلول پروتئینی رسوب 

کاهش میزان براي هاي مختلفی  روشاز . ]5،6[ نمایند
جمله  آن زشود که ا میتجمع پروتئین نامحلول استفاده 

دستورزي شده هاي باکتریایی  استفاده از میزبان توان به می
سیتوزول اکسیدکننده، کاهش دما، استفاده از با 

ونهاي چپر( تاخوردگیهاي شیمیایی تسهیل کننده  مولکول
همچنین ثابت شده است که . اشاره نمود... و ) شیمیایی

آن تاثیرگذار  تاخوردگینوع و شدت بیان پروتئین نیز در 
به عنوان مثال تولید ناگهانی حجم بالایی از . است

نامناسب و ایجاد  تاخوردگیهاي دشوار، احتمال  پروتئین
تغییر شدت بیان . دهد میرا بسیار افزایش  رسوب نامحلول

پروموتر و (هاي تنظیمی  یک پروتئین به کمک تغییر توالی
اي است که در مورد برخی از  راه حل ساده) اپراتور

محصولات نوترکیب بازده تولید فرم فعال را افزایش 
  .]7،8[ دهد می
با ترجیح و به طور سنتتیک که ژن رتپلاز ، حاضر مقالهدر 

تحت  ،شده است کدونی باکتري اشریشیاکلی ساخته
کنترل دو پروموتر مختلف دایمی و القا شونده قرار گرفته 

و  T7قوي بیان القایی پروتئین تحت تاثیر پروموتر  .است
 PCEیر یک پروموتر سنتتیک به نام ثبیان دایمی تحت تا
استفاده از دهد که  مینتایج نشان . انجام گرفته است

بیان یم رتپلاز زشود بخشی از آن میپروموتر دایمی سبب 
  .به فرم محلول و فعال تولید شوددر باکتري میزبان  شده

  
  مواد و روشها -2
  مواد -2-1

، مستر   Fermentasاز T4 ligaseهاي محدودگر،  آنزیم
، آنزیم پلیمراز تصحیح Ampliconاز  PCRمیکس آماده 

کوکتل مهارکننده پروتئازي از ، iNTRONاز  pfuکننده 
Roche ها از  و کلیه نمکMerck  وSigma  خریداري

از  PLAT Chromogenic activity assayکیت  .شدند
  . تهیه شد Abnovaکمپانی 

  
  ساخت ناقلین بیانی -2-2

 pET-21aاز ناقل بیانی با پروموتر القایی براي ساخت 
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  :رفتیبا استفاده از پرایمر  رتپلازژن . استفاده شد
 TCTTACCAGGGTAACAGCCATATGF 5’ -ret 3’ 

  :برگشتیو 
 3’ CGGGCGCATGTTATCGCAAGCTTR 5’ -ret 

هاي برشی  سایتپرایمر ها به ترتیب داراي . تکثیر شد
NdeI  وHindIII واکنش . بودندPCR  به صورت زیر

 5براي مدت  C 95◦دناتوراسیون اولیه در : انجام شد
ثانیه،  45براي مدت  C 95◦سیکل به صورت  30دقیقه، 

◦C66  ثانیه و  45براي مدت◦C72  دقیقه و  یکبراي مدت
با  PCRمحصول . دقیقه 10براي مدت  C 72◦در نهایت 

که  pET-21aدو آنزیم گفته شده هضم گردید و در ناقل 
این  .بود، کلون گردید بریده شده هاي مشابه پیشتر با آنزیم

  .شود میخوانده  T7-retپلاسمید از این پس 
ابتدا پروموتر براي تهیه ناقل بیانی با پروموتر دائمی، 

  :دائمی با پرایمرهاي رفتی
 TCATGTTTGACAGCTTATCAT 3’AGATCTF 5’ -pro   

  :و پرایمر برگشتی
 TCCTTAATTCTATTATGTGTAT 3’GAATTCR 5’ -pro  

پرایمرها به ترتیب داراي جایگاه برش براي . تکثیر شد
BglII  وEcoRI واکنش . هستندPCR  به صورت زیر

 5براي مدت  C 95◦دناتوراسیون اولیه در : انجام شد
ثانیه،  45براي مدت  C 95◦سیکل به صورت  30دقیقه، 

◦C64  ثانیه و  45براي مدت◦C72  و  ثانیه 45براي مدت
قطعه . دقیقه انجام گرفت 5براي مدت  C 72◦در نهایت 

تکثیر شده با دو آنزیم ذکر شده هضم گردید و در ناقل 
pET-21a  ،که پیشتر با دو آنزیم مذکور برش یافته بود

  :با پرایمر رفتی رتپلازن ژسپس . کلون گردید
 5’ GAATTCATGTCTTACCAGGGTAACA 3’  

  :و برگشتی
 5’ AAGCTTCGGGCGCATGTTATCGC 3’  

در ناقل داراي پروموتر یر شد و پس از برش آنزیمی ثتک
PCE حالت پرایمر رفتی داراي  در این .کلون گردید

و پرایمر برگشتی داراي جایگاه برش  EcoRIجایگاه برش 
HindIII پساین پلاسمید از این . باشد می PCE-ret 
هر دو پلاسمید پس از تکثیر در باکتري . شود میخوانده 

یید صحت مراحل کلونینگ أجهت ت DH5αاشریشیاکلی 
  .تعیین توالی گردید

  
  BL21 (DE3)بیان رتپلاز در باکتري اشریشیاکلی  -2-2

ي مستعد شده ها سلولبه  PCE-retو  T7-retدو پلاسمید 
ها بر  انتخاب کلون. ترنسفرم شدند BL21 (DE3)شیمیایی 

بیوتیک  داراي آنتی Lauria-Bertani (LB)روي محیط 
هاي  تک کلون. انجام گرفت) µg/mL 100( سیلین آمپی

ت مایع رشد داده شمورد نظر به صورت شبانه در محیط ک
و  C 37◦حالت دماي انکوباتور بر روي  در این. شدند

از  µl200سپس . تنظیم گردید rpm 180شیک بر روي 
محیط کشت تازه داراي  mL 20کشت شبانه جهت تلقیح 

در مورد باکتري داراي پلاسمید . استفاده شدآنتی بیوتیک 
T7-ret  به  ها سلول، پس از رسیدنOD600nm=0.8 ،IPTG 

در . به محیط کشت اضافه شد mM 1با غلظت نهایی 
از  mL 1ساعت پس از القا،  20و  4، 2، 0 هاي زمان

  . برداشته شدمحیط کشت 
، پس از تلقیح  PCE-retدر مورد باکتري داراي پلاسمید 

برداري انجام  ساعت بعد نمونه 20و  8  ،0 هاي در زمان
  . گرفت

  
  سنجش میزان بیان پروتئین -2-3

بیان پروتئین با  فرایندهاي برداشته شده حین  نمونه
محیط . شدند رسوب داده) rpm 5000 ،min 5(سانتریفوژ 

 mM(لیز در بافر  ها سلولکشت رویی دور ریخته شد و 
100Tris ،mM 20EDTA( سپس . معلق شدند

 10اي با فاصله  ثانیه 30سیکل  5سونیکاسیون به صورت 
جلوگیري از ایجاد گرما، کل  براي .ثانیه انجام گرفت

فاز محلول  .مراحل سونیکاسیون بر روي یخ انجام گرفت
توسط ) IB( ها سلولاز رسوب ) سوپرناتانت(سلولی 

جداسازي  )rpm 13000 ،min 30 ،C° 37(سانتریفوژ 
ها پس از مخلوط شدن با بافر نمونه و جوشانده  نمونه. شد

% SDS-PAGE10بر روي ژل دقیقه،  5شدن به مدت 
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 R-250بلو  -ها با رنگ کووماسی ژل. الکتروفورز شدند
زدایی  امیزي و سپس رنگ ساعت رنگ 2براي مدت 

  . شدند
  
  رتپلاز یتعیین فعالیت آنزیم -2-4

 PLAT chromogenicتوسط کیت فعالیت آنزیم رتپلاز 

activity assay  و مطابق دستور کار ارایه شده در آن تعیین
این کیت قادر به سنجش میزان تبدیل پلاسمینوژن . گردید

میزان . استبه پلاسمین در اثر فعالیت آنزیم رتپلاز 
اختصاصی یک سوبستراي پلاسمین تولید شده از طریق 

سازي  یمکباشد،  می pNA کروموفور که قادر به آزادسازي
  به طور خلاصه، براي هر استاندارد یا نمونه،. شود می
µl60 سازي به همراه  از محلول رقیقµl 10  از پلاسمینوژن
از سوبستراي پلاسمین با هم مخلوط شده و به  µl 10و 

از  µl 20سپس . دش اضافهخانه  96هر چاهک از پلیت 
استانداردها یا نمونه مورد بررسی به هر چاهک افزوده 

گراد براي مدت  درجه سانتی 37شده و پلیت در انکوباتور 
 nm 405در نهایت جذب در . گردیدساعت انکوبه  12

   .خوانده شد
  
  نتایج -3
  ساخت ناقلین بیانی با پروموتر القایی و دایمی -3-1

 pET-21aبیان رتپلاز به صورت القایی از ناقل  براي
ژن رتپلاز که به طور سنتتیک و با ترجیح . شداستفاده 

ده بود، با پرایمرهاي شکدونی میزبان اشریشیاکلی تهیه 
تکثیر و در ناقل  HindIIIو  NdeIهاي برش  داراي جایگاه

دست  به این ترتیب ژن رتپلاز پایین. مذکور کلون گردید
قابل بیان  IPTGقرار گرفته و با ماده القاکننده  T7پروموتر 

که -و همچنین ژن رتپلاز  pET-21aناقل  a1شکل . است
 -ندا هابتدا تکثیر و سپس با دو آنزیم گفته شده بریده شد

پس از انجام لیگاسیون و تراریختی به . دهد میرا نشان 
. خالص سازي گردید T7-retي مستعد، ناقل ها سلول

ید ؤبر روي پلاسمیدهاي استخراج شده م PCRواکنش 
  ).b1 لشک( استحضور ژن رتپلاز در این ناقل 
  

    
(b)  (a) 

-pETژن رتپلاز در ستون سمت چپ و پلاسمید ) a  1شکل 

21a  ناقل به طول . شود میدر ستون سمت راست مارکر دیده
نوکلئوتید بر روي ژل آگاروز  1065کیلوباز و ژن به طول  5/5
بر روي سه کلونی داراي  PCRکلونی ) b. شود میمشاهده % 1

نوکلئوتید، در هر  1065ژن رتپلاز به طول . pET-retپلاسمید 
سه کلونی تکثیر شده است که نشان دهنده وجود پلاسمید 

  .باشد نوترکیب می
  

و بیان دایمی آنزیم رتپلاز نیز  PCE-retاخت ناقل س براي
تنها تفاوت میان دو ناقل د تا شاستفاده  pET-21aاز ناقل 

و سایر مشخصات مطرح در توالی پروموتري آنها بوده 
شده براي ناقلین از جمله تعداد نسخه و توالی اسکلت 

و  BglIIتوسط دو آنزیم  pET-21aبا برش . یکسان بماند
EcoRI پروموتر ،T7 پروموتر . جدا گردیدPCE  که با

هاي مشابه  پرایمرهاي داراي جایگاه برش براي آنزیم
 ، در این ناقل کلون گردیدبودتکثیر و سپس هضم شده 

پس از استخراج پلاسمیدهاي مذکور، وجود . )a2شکل (
تایید  PCRتوسط واکنش  PCEقطعه کد کننده پروموتر 

ن رتپلاز تکثیر و پس از برش با ژسپس  ).b2 شکل(شد 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

io
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
5-

03
 ]

 

                               4 / 9

https://biot.modares.ac.ir/article-22-10333-en.html


 1393پاییز و زمستان  / 2، شماره 5دوره     زیست فناوري دانشگاه تربیت مدرس

49 

 PCEپایین دست پروموتر  HindIIIو  EcoRIدو آنزیم 
 نتایج c2شکل . تولید گردید PCE-retقرار گرفته و ناقل 

قطعه تکثیر و  PCE-retناقل بر روي  -PCRکلونی
قطعه تکثیر شده .  دهد میرا نشان ژن رتپلاز  -پروموتر

شود که  میطولی معادل مجموع پروموتر و ژن را شامل 
  . دهد میکلونینگ را نشان  فرایندصحت انجام 

  
  بیان دایمی و القایی رتپلاز -3-2

 E. coliبه میزبان  T7-retانجام بیان القایی، ناقل  براي

BL21 (DE3) پس از انتخاب کلون مناسب . ترانسفرم شد
رشد داده  OD600nm=0.8ها تا رسیدن به  و تلقیح، باکتري

شکل . آغاز شد IPTGشدند و سپس القاي بیان با افزودن 
a3  را در ساعات مختلف  ها سلولمده از آرسوب بدست

یک باند پروتئینی واضح با وزن مولکولی . دهد نشان می
شده که با افزایش زمان بر میزان آن کیلودالتون بیان  39

هیچ ) سوپرناتانت(در فاز محلول سلولی . شود میافزوده 
. شود میباند پروتئینی که بیان رتپلاز را نشان دهد، دیده ن

رسد که کل پروتئین نوترکیب در بیان القایی در  میبه نظر 
  ). b3شکل (یابد  میرسوب سلولی تجمع 

وارد  PCE-retدائمی، پلاسمید  انجام بیان با پروموتر براي
پس از تلقیح محیط . گردید E. coli BL21 (DE3)میزبان 

کشت جدید با کشت شبانه، به طور همزمان رشد باکتري 
بررسی رسوب سلولی . شدها و بیان پروتئین رتپلاز آغاز 

در  دهد که ساعت از زمان تلقیح نشان می 20و  8پس از 
این حالت نیز رتپلاز بیان شده و در رسوب سلولی تجمع 

میزان بیان و تجمع رتپلاز در بیان دایمی به مراتب . یابد می
بررسی فاز محلول ). a4شکل (کمتر از بیان القایی است 

را در ساعات  لکه پروتئینیهیچ بیان بالاي  سلولی نیز
اي ه لکه kDa 39اما در نواحی  ،دهد میمختلف نشان ن

  ).b4شکل (شود  میپروتئینی ضعیفی دیده 
  

      
(c)  (b)  (a) 

: Mستون %. 1پس از برش و خالص سازي بر روي ژل آگارز  pET21aو  PCE يقطعه پروموتر بررسی کیفیت و صحت )a  2 شکل
تکثیر قطعه پروموتري با الگو قرار  )bp 200 .bپروموتر تکثیر شده به طول : 2ستون شماره. وکتور خالص شده:  1ستون شماره. 1kbمارکر

. کنترل منفی:1ستون شماره . kb 1مارکر : Mستون . باشد میکه نشان دهنده صحت انجام کلونینگ  PCEداراي پروموتر  pET-21aدادن ناقل 
 در طی رتپلاز- PCEقطعه  بررسی تکثیر )C. با پروموتر دایمی pET-21aهاي داراي ناقل  شده از کلون پلاسمید استخراج: 5تا  2ستون شماره 

. کنترل منفی :1ستون شماره . میکسمارکر : Mستون %.  1با پرایمر ابتداي پروموتر و انتهاي ژن به وسیله الکتروفورز ژل آگارز  PCR کلونی
  .کلونینگ است فراینددهنده صحت انجام  که نشان PCR-کلونیتکثیر قطعه ژنی مورد نظر در طی : 4تا  2ستون شماره 
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(b)  (a) 
ساعت پس ) T2( ،4 )T4( ،20 )T20( 2و ) T0(در زمان شروع القا  BL21 (DE3)بیان القایی آنزیم رتپلاز در باکتري اشریشیاکلی   3شکل 

میزان بیان . دهد میکیلودالتون را نشان  39رسوب سلولی به دست آمده که باند رتپلاز با وزن بررسی ) IPTG .aاز افزودن القا کننده 
رتپلاز باند حاصل از بیش بیان . هاي باکتري سوپرناتانت به دست آمده از نمونه) b. پروتئین نوترکیب با افزایش زمان القا بیشتر شده است

 .شود ها دیده نمی در هیچکدام از نمونه

  

    
(b)  (a) 

ساعت پس از ) T20( 20و ) T8( 8و ) T0(در زمان شروع القا  BL21 (DE3)بیان دایمی آنزیم رتپلاز در باکتري اشریشیاکلی   4شکل 
میزان بیان پروتئین . کیلودالتون است 39رسوب سلولی به دست آمده موید بیان رتپلاز با وزن ) a. تلقیح پیش کشت به محیط کشت جدید

لکه پروتئینی مشخص حاصل از بیان . هاي باکتري سوپرناتانت به دست آمده از نمونه) b. نوترکیب با افزایش زمان القا بیشتر شده است
  .شود بالاي رتپلاز به صورت محلول دیده نمی

  
  رتپلاز آنزیمیتعیین فعالیت  -3-3

در  شود، دیده می 4و  3 هاي که در شکل مطابق آنچه
ي القاکننده بیان رتپلاز، ها سلولمربوط به سوپرناتانت 

دیده  kDa 39هیچ لکه پروتئینی مشخصی با وزن 

هاي پروتئینی ضعیف با وزن  لکه شود، حال آنکه مین
ي بیان کننده دایمی ها سلولمشابه رتپلاز در سوپرناتانت 

فعالیت آنزیمی  ،براي بررسی بیشتر .وجود دارد رتپلاز
مورد سنجش قرار  ها سلولرتپلاز براي سوپرناتانت 
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سنجش ذکر شده است،  1گونه که در جدول  همان. گرفت
القا شونده، فعالیت براي پروموتر رتپلاز  آنزیمیفعالیت 

با افزایش . دهد بسیار اندك و نزدیک به صفر را نشان می
ساعت، بیان فرم فعال آنزیم تغییري را  20زمان بیان تا 

این درحالیست که در بیان دایمی رتپلاز، . دهد نشان نمی
رتپلاز قابل تشخیص  آنزیمیساعت، فعالیت  8پس از 

ساعت، میزان  20ه است و با افزایش زمان بیان پروتئین ب
  . یابد میبیان فرم فعال نیز در حد قابل توجهی افزایش 

  
بررسی میزان فعالیت بیولوژیک رتپلاز در سوپرناتانت   1جدول 

  باکتري هاي بیان کننده رتپلاز به صورت القایی و دایمی
Activity (IU/mL)  

  plasmid 
T203  T4/T83    

2.4±o.11  1.9±0.09  T7-ret1 
12.9±0.54  6.5±0.31  PCE-ret2  

T7-ret (1  پلاسمید القا شونده باIPTG  براي بیان رتپلاز  
PCE-ret (2 پلاسمید دایمی بیان کننده رتپلاز  

T4 (3  ساعت براي پلاسمید  4میزان فعالیت پس ازT7-ret ،T8 
میزان  PCE-ret ،T20ساعت براي پلاسمید  8میزان فعالیت پس از 

 PCE-ret  و T7-retساعت براي دو پلاسمید  20فعالیت پس از 

  بحث -4
هایی  داروهاي ترومبولیتیک نقش مهمی در درمان بیماري

مانند انفارکتوس میوکاردینال حاد، آمبولی ریوي، ترومبوز 
شریانی و وریدي و بسیاري دیگر از مشکلات قلبی و 

فعال کننده هاي پلاسمینوژن بافتی جزو این . عروقی دارند
دسته از داروها قرار میگیرند که امروزه به صورت 

. ]11-9[ استنوترکیب تولید شده و در دسترس بیماران 
نوترکیب غیرگلیکوزیله است که در  tPAاولین  رتپلاز

این پروتئین به دلیل حذف . شود میتولید  E. coliباکتري 
نوترکیب کامل  tPA، طولی به مراتب کوتاهتر از دمینسه 

مورد  1996این عامل ترومبولیتیک از سال . دارد )آلتپلاز(
قرار گرفته و در حال حاضر توسط چند  FDAتایید 
نه تنها رتپلاز  .دشو میداروسازي معتبر تولید  شرکت

 )دقیقه 18-14(عمر مناسب و قابل قبولی است  داراي نیمه

اثرگذاري  رتپلازاند که  بالینی نشان داده هاي آزمایش بلکه
 داروهاي ترومبولیتیک نسبت به سایرسریعتر و کاملتري 

 استتر از آلتپلاز  به علاوه عوارض جانبی آن خفیف ،دارد
]12-14[ .  

هاي متعددي از بیان این پروتئین در  تاکنون گزارش
پروتئین حاصل از این . منتشر شده است E. coliباکتري 

نامناسب به  تاخوردگیاما به دلیل  ،بیان، پایدار است
 به رتپلاز. شود میغیرفعال تولید  رسوب پروتئینیصورت 

 متعدد، سولفید دي باندهاي وجود و پیچیده ساختار دلیل
 شرایط زیرا است، سلول داخل در رسوب و تجمع مستعد
 سولفید دي باندهاي ایجاد اجازه باکتري سیتوزول احیایی
 پروتئین ساختار در دجومو سیستئین 18 میان را صحیح

هاي  پروتئین مجدد خوردگیتاهمچنین . ]15[ دهد نمی
رسوب یافته در داخل سلول و تبدیل آنها به فرم فعال و 

نه تنها انجام . محلول نیز در مورد رتپلاز دشوار است
تولید را افزایش  فرایندزمان  مجدد تاخوردگیمرحله 

ناقص یا عدم  تاخوردگیدهد، بلکه مشکلاتی مانند  می
حذف کامل عوامل دناتوره کننده و دترجنت مورد استفاده 

 دشو می، سبب کاهش کارایی و بازده تولید فراینددر 
در  رتپلازهاي متعددي از بیان  به همین دلیل گزارش. ]16[

، ]17[هاي بیانی دیگر مانند باسیلوس سوبتیلیس  سیستم
هاي بیانی  ، سیستم]18[علف دریایی لامیناریا ژاپونیکا 

 ]22،23[، مخمرهاي پیکیا پاستوریس ]21-19[پستانداران 
و  ]25[ ، سیستم هاي قارچی]24[و پیکیا متانولیکا 

ها،  این تلاش با تمام. وجود دارد ]26[ي حشرات ها سلول
به دلیل مزایاي مورد مصرف در بازار،  رتپلازهمچنان 
اکتریایی مانند هزینه پایین، سرعت تولید بالا و بسیستم 

در باکتري اشریشیاکلی به حالت سادگی ژنتیکی میزبان 
به  in vitroغیرفعال تولید شده و در نهایت در شرایط 

 .]27،28[د شو  میحالت محلول و فعال تبدیل 

تولید فرم فعال آنزیم و مجدد  خوردگیحذف مرحله 
از اهداف مهم در تولید این  E. coliدر باکتري  رتپلاز
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کارهاي  یکی از راه .رود میداروي نوترکیب به شمار 
هاي نوترکیب دشوار، تغییر  پروتئین افزایش میزان حلالیت

که از یک پروموتر قوي براي  زمانی. سطح بیان ژن است
حجم بالایی از پروتئین نوترکیب در  شود، میبیان استفاده 

با توجه به ظرفیت محدود سلول . شود مییک زمان تولید 
هاي بالا از  و وجود غلظت تاخوردگیمیزبان براي 

مناسب، احتمال برهمکنش  تاخوردگیهاي فاقد  مولکول
با . یابد میرسوب پروتئین افزایش نهایتا و  آبگریزنواحی 

کاهش قدرت پروموتر، از تجمع ناگهانی پلی پپتیدهاي 
 ممانعت به عمل آمده و فرصت بیشتري تاخوردگیفاقد 

به همین دلیل . براي دستیابی به پیچش مناسب، محیاست
پروموتر القایی و در پروژه حاضر سعی شده است که 

، )PCE( با یک پروموتر دایمی با قدرت متوسط T7قوي 
همانگونه که . ل آنزیم رتپلاز مقایسه شونددر بیان فرم فعا

قادر به بیان  T7 هدر نتایج مشاهده شد، پروموتر القا شوند
. باشد میمقادیر قابل توجه از رتپلاز به صورت نامحلول 

نیز آنزیم رتپلاز به  PCE دایمی در بیان به کمک پروموتر
کند اما میزان آن به  میصورت نامحلول در باکتري رسوب 

بررسی میزان . باشد می T7مراتب کمتر از بیان با پروموتر 
دهد که  مینشان  ها سلولفعالیت بیولوژیک سوپرناتانت 

بیان القا شونده رتپلاز قادر به تولید فرم محلول و فعال 
پروموتر دایمی که استفاده از  در صورتی ،یستاین آنزیم ن

ست بخشی از پروتئین نوترکیب را به صورت فعال ا قادر
وجود فعالیت در . دکنو محلول در سیتوزول تولید 

با  اتخاذ شده کار راهدهد که  مینشان  ها سلولسوپرناتانت 
کاهش میزان تولید پروتئین نوترکیب، اجازه پیچش 

کاهش حجم . آن را فراهم کرده استمناسب بخشی از 
فعال باقی ماندن بخشی از سبب توانسته است تولید 

حتی در دي سولفید رتپلاز  پیوندهاي غنی از  مولکول
از طریق  BL21 (DE3)شرایط احیایی سیتوزول باکتري 

  .کنشهاي ناخواسته شودمیان کاهش 
 

  تشکر و قدردانی  -5
نویسندگان مقاله مراتب تشکر و قدردانی خود را از 
صندوق حمایت از پژوهشگران و فناوران براي حمایت 

  .  دارند میمالی از پروژه حاضر، اعلام 
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