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Bone morphogenetic proteins (BMPs) belong to the superfamily transforming growth factor-
beta. These molecules play a role in fetal development and differentiation of different cells. 
In this regard, two homodimer molecules BMP-2 and BMP-7 play an important role in the 
formation of ectopic bone So that two types of recombinant form are available for ectopic use. 
After binding of the homodimer BMP-2 to its receptor at the cell surface, the accumulation of 
homodimers of type I and II receptors results in a biological response within the cell. Despite 
the existence of recombinant types of BMP-2 and BMP-7 due to the dangers of their use, the 
strategy of using monoclonal antibodies to trap endogenous types is still a priority in research 
programs. Instead of using monoclonal antibodies, the alternative method is to use the 
natural receptors of the ligand in the body. In this regard, due to the proper Kd binding of the 
ectodomain component of the receptor II of the BMP molecule in this project, the expression 
and purification of this part were attempted to trap BMP-2 endogenous. The protein component 
of the type II receptor ectodomain was expressed and purified by the bacterial host, which, by 
evaluating CD, of this recombinant protein showed a similar structure to that of the natural 
type. Also, its binding to the BMP-2 ligand with ELISA was evaluated and then calculated as Kd. 
Based on the results, the type II receptor ectodomain can be connected to the BMP-2 with a 
suitable binding property at the nM concentration, and in subsequent studies, it can be used as 
an alternative to a monoclonal antibody to Trap endogenous BMP molecules.
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  چکيده
متعلق به سوپرفامیلی فاکتور  (BMPs) استخوانی های مورفوژنتیکپروتئین
ین ها در رشد و تکوین جنینی و همچناین مولکول .هستندکننده رشد بتا ترنسفورم
در این خصوص دو مولکول همودایمر  کنند.های مختلف نقش ایفا میتمایز سلول
BMP‐2  وBMP‐7  ه ک طورید بهننقش مهمی در تشکیل اکتوپیک استخوان دار

ز اتصال بعد ا .هستندصورت استفاده اکتوپیک در دسترس نوع نوترکیب آن بهدو 
و  Iتجمع همودایمرهای نوع  به گیرنده خود در سطح سلول، BMP‐2همودایمر 

II رغمعلی شود.منجر به ایجاد پاسخ بیولوژیک در داخل سلول می آن گیرنده 
از استفاده از آنها  دلیل خطرات ناشیبه BMP‐7و  BMP‐2وجود انواع نوترکیب 

های بادیانداختن با آنتیهنوز استراتژی استفاده از انواع آندوژن از طریق به دام
روش  .استهای تحقیقاتی در اولویت برنامه در محل ضایعه استخوانی نوکلونالوم

های نوکلونال استفاده از گیرندهوهای مبادیجای استفاده از آنتیجایگزین دیگر به
مناسب اتصال بخش  dKدر این رابطه با توجه به  .استطبیعی این لیگاند در بدن 

اقدام به بیان و تخلیص این در این پروژه  BMP‐2مولکول  IIاکتودمین گیرنده 
پروتئینی اکتودمین  قطعه اندوژن شد. BMP‐2انداختن قسمت با هدف به دام

این  CDارزیابی با خلیص شد که در میزبان باکتریایی بیان و ت IIگیرنده نوع 
ارزیابی  همچنین .حاکی از ساختار مشابه با نوع طبیعی آن بود نوترکیب پروتئین

آن  dK در ادامه با الایزا مورد بررسی قرار گرفت و BMP‐2اتصال آن به لیگاند 
تواند بخش اکتودمین گیرنده نوع دو می آمده،دستبه نتایج براساس محاسبه شد.
در مطالعات متصل شود و  BMP‐2اتصال مناسب در غلظت نانومولار به  با ویژگی
ه برای ب بادی مونوکلونالآنتی جایبهعنوان یک جایگزین بهتواند بعدی می

  مورد استفاده قرار گیرد. آندوژن BMPهای اندازی مولکولدام
  بادی مونوکلونالآنتی، BMP‐2 ،BMPR‐II :هاکلیدواژه
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  مقدمه
 متعلق به ،(BMPs) های مورفوژنتیک استخوانیپروتئین

این  هستند. (TGF‐β) بتا کننده رشدفاکتور ترانسفورم سوپرفامیلی
بار از طریق توانایی آنها در القای اکتوپیک اولین هاسایتوکاین

استخوان و غضروف شناسایی شدند. تاکنون از این خانواده تشکیل 
نوع پروتئین شناخته و تعیین خصوصیت شده است که  ۲۰بالغ بر 
 ،هاBMP .[1]دارندالقای استخوان یا غضروف  متفاوتی در توانایی

فاکتورهای رشد چندعملکردی هستند که از طریق اتصال به 

مهمی در تشکیل الگوی  نقش II)	II (BMPR‐I,و  Iهای نوع گیرنده
ها از انواع مختلفی از سلول یجنینی و همچنین رشد، تکوین و بقا

ت باف یالقا جمله استخوان را دارند، با این وجود نقش اصلی آنها در
شده اوتهای ناکمطالعات پیشین روی موش .[3	,2]استاستخوان 
های تکوینی منجر به ناهنجاری BMPR‐Iکه فقدان  ه استنشان داد
بیشتر برای تمایز  IIدر حالی که فقدان گیرنده نوع  ،شودشدید می

  .[4]مزودرم ضروری است یبلاست و القااپی
قادر است به انواعی از گیرنده ها و همچنین یک  BMP مولکول یک

ها اتصال یابد. BMPمختلف از  تواند به انواعنیز میگیرنده 
BMPR‐II های رت اختصاصی تنها به مولکولصوبهBMP  از جمله
BMP‐2 ،BMP‐4 ،BMP‐6 ،BMP‐7 ،GDF‐5 ،GDF‐9  و

15‐BMP هر چند که این لیگاندها در شرایط  .[5]شودمتصل می
نسبت به  BMPR‐IIتری برای اتصال به طبیعی تمایل پایین

I‐BMPR ,6]دارند	اند که در شرایط اما مطالعات دیگری نشان داده ،[7
، تمایل این لیگاندها BMPR‐Iهمراه با  BMPR‐IIافزایش بیان 

  .[5]یابدطور چشمگیری افزایش میبرای اتصال به آن به
 نوترکیب انسانی BMP‐2، یک 	Infuse(R)پروتئین نوترکیب 

(rhBMP‐2) از سازمان غذا و داروی آمریکا برای بازسازی  است که
که این  ها در موارد خاص تایید شده است. با وجود ایناستخوان

راهم ف دارو گزینه جدیدی برای جایگزینی پیوند استخوان اتولوگ
	,8]کرده است با این حال کاربرد بالینی این فاکتورهای رشد  .[9

ر ید و نیاز به استفاده از دنوترکیب با توجه به الف) هزینه بالا تول
سازی (میکروگرم در دوزهای فوق فیزیولوژیک آن برای استخوان

زمان مقابل پیکوگرم)، ب) ناتوانی در حفظ غلظت آنها در مدت
نسبت به فرم  rhBMP‐2طولانی و ج) فعالیت بیولوژیک کمتر 

؛ دلیل تفاوت در تغییرات بعد از ترجمهبه آندوژن آن (احتمالاً 
PTMs( [10]هنوز مورد استقبال عمومی جراحان واقع نشده است.  

انی و مک زمانیتوسط ایجاد شرایط یندهای بیولوژیک آبیشتر فر 
شود. بنابراین استفاده از تنها یک توسط ریزمحیط خود انجام می

آل برای بهبود را تضمین تواند شرایط ایدهعامل رشد اگزوژن نمی
ی بادیواسطه آنتبه یاستخوان یبازساز  استراتژی کند. استفاده از

(AMOR)  جایگزینی برایrhBMP‐2  ،اندازی دامبه برایاگزوژن
BMP‐2 که با  استدر بافت هدف  ساخت (اندوژن)درونهای

امد روی داربست جشده تثبیتهای منوکلونال بادیاستفاده از آنتی
نشان داده است  "درون شیشه" هایبررسی .10]‐[12قابل انجام است

توانند بدون ایجاد تغییر در ها میبادیکه تنها برخی از این آنتی
متصل شوند. علاوه  BMP‐2به رسپتورهایش، به  BMP‐2اتصال 

، AMORی مونوکلونال مورد استفاده در روش هابادیبر این، آنتی
هنوز هزینه تولید بالا و احتمال پاسخ ایمنی موضعی یا 

استفاده ، AMORعلاوه بر روش  .[13]میزبان دارد سیستماتیک را در
های بادی با قابلیت تثبیت بر گرافتهای جایگزین آنتیپروتئیناز 

بادی، سنتتیک شاید بتواند ضمن دارابودن مزایای استفاده از آنتی
احتمالی آن باشد ولی هنوز استفاده از این نوع معایب فاقد 

از معرفی نشده است،  AMOR عنوان جایگزینی برایها بهپروتئین
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 BMPR‐II بخش اکتودومینتوان به ا میهپروتئینجمله این 
  .[14]آندوژن است BMP‐2اشاره کرد که قادر به اتصال به 

BMPR‐II  نوعی گیرندهTGF‐β کینازی ضروری در تروئونین-سرین
به این  GDFو  BMPاست. لیگاندهای  BMPرسانی مسیر پیام

پوشانی با گیرنده یابند و این گیرنده دارای همگیرنده اتصال می
Activin‐II  های . کریستالاستدر اختصاصیت لیگاندBMPR‐II 

های به دو فرم دیده شده که در هر دو ساختار کونفورماسیون
در مجاورت سطح تماس لیگاند، در اتصال با پل  Aمتفاوتی از لوپ 

سولفیدی خاص یدهند. این پل دسولفیدی درون لوپ نشان میدی
(Cys94‐Cys117) های تنها در گیرندهBMPR‐II  وActivin 

حضور دارد که ممکن است به نحوه اتصال مشابه آنها مرتبط 
  .[14]باشد

 TGFهای در مطالعات قبلی برای بیان قسمت اکتودومین گیرنده
استفاده  [18	,17]و یوکاریوت [16	,15]از هر دو سیستم بیانی پروکاریوت

 رغم سهولت کار و هزینهلیست. سیستم بیانی پروکاریوت عشده ا
که  ارددسولفید و گلیکولیزاسیون مشکل کمتر، در تشکیل پیوند دی
هستند. واجد هر دو مورد  TGFهای قسمت اکتودومین گیرنده

 استگلیکولیزاسیون -Nسه نقطه برای  داری BMPR‐IIپروتئین 
تشکیل پیوند و همچنین  [20	,19]نیستکه در محل اتصال لیگاند 

های بیانی سولفید صحیح ممکن است از طریق سویهدی
 گرفولدینسولفید یا از طریق کننده تشکیل پیوند دیتسهیل

  .[22	,21]آیدبه دست  شدهبادی حلانکلوژن اکسیداتیو
حاضر کلونینگ، بیان و تعیین ویژگی توالی مربوط  هدف از مطالعه

 اشرشیا کلی انسانی در باکتری BMPR‐II نیاکتودومبخش به 
BL21 (E.	coli	BL21) توان اتصال آن به لیگاند ارزیابی منظور به
BMP‐2 است.  

  

  هاواد و روشم

از  (DE3)	BL21و  DH5αهای سویه های باکتریایی:مواد و سویه
 نیپروتئ انیژن و ب نگیبرای کلون بیترتبه اشریشیا کلیباکتری 
و  Nde1های محدودکننده آنزیم قرار گرفت. استفاده مورد بینوترک
XhoI آنزیم ،DNAکنندگی و آنزیم پلیمراز دارای خاصیت تصحیح
DNA  لیگازT4 به کار رفتند.  ؛ ایالات متحده آمریکا)(ترموفیشر
های مورد استفاده برای استخراج پلاسمید از باکتری و استخراج کیت
DNA شدند تهیه ؛ مالزی)از ژل آگارز (ویوانتیس.  
مربوط به  cDNA یتوال :BMPR‐II نیاکتودم یتوال نگیکلون

و  NCBIداده  هایگاهیاز پا یانسان BMPR‐II نیاکتودم
Ensemble انیب یساز نهیمنظور بهاستخراج شد. سپس به 

جام ان یلازم در توال راتییتغ ،یکل ایشاشر  یدر باکتر  نیاکتودم
به  pUCسنتز و کلون در وکتور  منظوربهمورد نظر  یگرفت. توال

وکتور  افت،یکانادا سفارش داده شد. بعد از در Basic	Bioشرکت 
pUC مورد نظر یتوال یحاو (pUC‐BMPR‐II) ،و  ریتکث منظوربه

 یرم شد. باکتر وترانسف DH5α	Coli	E. یبه داخل باکتر  ینگهدار 
	LB تیپل یشده رورموترانسف Agar کیوتبییآنت یحاو 

 یهایکشت داده شد. کلون لیتر)میکروگرم بر میلی۱۰۰( نیلیسیآمپ
در  دیاستخراج پلاسم برایمورد نظر  بینوترک توروک یرشدکرده حاو

کشت داده شد،  نیلسییآمپ کیوتیبیآنت یحاو عیما LB طیمح
 ویوانتیس؛ مالزی)( GF‐1سپس به کمک کیت استخراج پلاسمید 

  استخراج شد. DH5α	coli	E. یاز باکتر  pUC‐BMPR‐IIوکتور 
 نگیکلونمنظور ساببه: BMPR‐II نیبخش اکتودوم یتوال ریتکث
	pET‐21 یانیدر وکتور ب BMPR‐II نیاکتودم یتوال b ابتدا ،
 نیقطعه مورد نظر و همچن ریتکث منظوربه یاختصاص یمرهایپرا

)، XhoIو  Nde1محدودکننده ( میدو آنز یبرش برا یهاگاهیدرج جا
شد. واکنش  یطراح His‐Tag یو توال نیستئیس نهیآمدیاس
 مورد نظر با استفاده یتوال ریمنظور تکثبه (PCR) مرازیپل یارهیزنج
 صورت pUC‐BMPR‐IIوکتور  یشده از رویطراح یمرهایاز پرا
  :گرفت
  :رفت مریپرا یتوال

 5’‐CCCCATATGAGCCAAAACCAAGAGCG‐3’ 
  :برگشت مریپرا یتوال

5’‐GGGCTCGAGTTAGCAATGATGATGATGATGATG	
CGTTTCATCGCGGTTAAA‐3’ 

 یانیو انتقال ژن مورد نظر به وکتور ب ریتکث یبراهای ذکرشده توالی
 بیترتبه هیثان۴۵و  ۳۰، ۳۰شامل  PCR ی. برنامه اجرانداستفاده شد

چرخه انجام  ۳۵ یبرا اتصال و پلیمریزاسیون، واسرشتیمراحل  یبرا
  شد.
‐pET یانیدر وکتور ب BMPR‐II نیاکتودم یتوال نگیکلونساب

21	b :یانیب وکتور pET‐21	b  یبه داخل باکتر E.	coli	DH5α 
 کیوتبییآنت یحاو LB طیدر مح یباکتر  ریرم و بعد از تکثوترانسف
، با استفاده از کیت لیتر)میکروگرم بر میلی۱۰۰( نیلسییآمپ

 b	pET‐21 یانیاستخراج شد. وکتور ب GF‐1استخراج پلاسمید 
‐pUC‐BMPRوکتور  یاز رو PCRشده و قطعه حاصل از استخراج

IIمحدودکننده  میاز دو آنز ده، با استفاNde1  وXhoI  مورد هضم
	pET‐21خورده قرار گرفت. وکتور برش یمیآنز b  از ژل آگارز

د بع BMPR‐II نیاکتودم یتوال یاستخراج و همراه با قطعات حاو
لیگاز  DNA میعمل اتصال قطعات با استفاده از آنز ،یمیآنز از هضم

T4 مایشب و در د کیمدت به °C۴ بینوترک دیانجام شد. پلاسم 
pET‐21	b/BMPR‐II یبه داخل باکتر  ییایمیبه روش ش E.	

coli	 BL21	 (DE3) یشده رورموترانسف یرم شد. باکتر وترانسف 
 مثبت یهایرشد داده شد. کلون نیلسییآمپ یحاو Agar	LB تیپل

و با  Colony‐PCRشده به روش ترانسفورم یحاصل از رشد باکتر 
 نظورمبه. ندشد ییشناساذکرشده  شدهیطراحی مرهایاستفاده از پرا

 عیما LB طیشده در محدییتا یهایکلونتک د،یاستخراج پلاسم
 دییمنظور تاکشت داده شد. به نیلسییآمپ کیوتیبیآنت یحاو
	pET‐21شده در داخل وکتور کلون قطعه bقطعه  یابیی، توال
  .گرفت صورت

 بینوترک وکتور یحاو یکلون کی :بینوترک نیپروتئ صیو تخل انیب
pET‐21	 b/BMPR‐II طیمح تریلیلیم۵ در LB یحاو عیما 

 C۳۷° یصورت شبانه در دماو به حیتلق نیلسییآمپ کیوتیبیآنت
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 تریلیلیم۵۰از کشت شبانه به  تریکرولیم۵۰۰کشت داده شد. سپس 
 C۳۷°ی و در دما حیتلق کیوتیبیآنت یتازه حاو عیما LB طیاز مح
 منظوربه، OD=۶/۰به  دنیکشت داده شد. بعد از رس rpm۲۵۰ با دور
 طیبه مح مولاریلیمیک ییدر غلظت نها IPTG ن،یپروتئ انیب یالقا

 انیب یساعت بعد از القا۴انکوبه شد.  C۳۰°ی کشت اضافه و در دما
 C۴° یدر دما قهیدق۱۰مدت به g۳۰۰۰ در دور یکشت باکتر  ن،یپروتئ
(ایمیدازول:  A در بافر یباکتر  زیشد. بعد از ل وژیفیسانتر
مولار، کلریدسدیم: میلی۵۰فسفات: هیدروژندیمولار، سدیممیلی۱۰
 شنیکیبه کمک روش سون )۸برابر با  pHمولار، با میزان میلی۳۰۰

 زانیم C۴° یدر دما قهیدق۲۰مدت به g۱۰۰۰۰ در دور وزیفیو سانتر
‐SDSبه روش  دآمیلیژل آکر یموجود رو نیکل پروتئ در انیب

PAGEانیب یبادنکلوژنمحصول در فاز ا ی، الکتروفورز شد. تمام 
صورت مولار به۸اوره  ونیشد که در ادامه با کمک روش دناتوراس

ه در شدانیب بینوترک نیپروتئ صیتخلمنظور به .[7]درآمد محلول
؛ اژنی(ک Ni‐NTA ی، از ستون کروماتوگرافBL21	coli	E. یباکتر 
امل ش صیتخلمنظور به) استفاده شد. بافرهای مورد استفاده ایران
(بافر  Bاستفاده شد)، بافر  هایباکتر  زیل برای(بافر تعادل که  Aبافر 
؛ ایمیدازول: حذف اورهبرای مختلف اوره  یهاشو با غلظتوشست
مولار، کلریدسدیم: میلی۵۰فسفات: هیدروژندیمولار، سدیممیلی۳۰
؛ (بافر جداکننده Cو بافر ) ۸برابر با  pHمولار، با میزان میلی۳۰۰

مولار، میلی۵۰فسفات: هیدروژندیمولار، سدیممیلی۲۵۰ایمیدازول: 
. پس از است )۸برابر با  pHمولار، با میزان میلی۳۰۰کلریدسدیم: 

بعد از  یباکتر  زیل یی، محلول روAکردن ستون توسط بافر برهیکال
. شسته شد Bبه ستون اضافه و سپس ستون توسط بافر  وژیفیسانتر

 منظوربهآن  یبه ستون اضافه و خروج C، بافر شووپس از شست
ژل  یشده روصیتخل نی. پروتئشد یآور جمع یانجام مراحل بعد

  قرار گرفت. یابیمورد ارز SDS‐PAGEبه روش  دآمیلیآکر
، طیف بررسی ساختار دوم منظوربه: (CD)نمایی دورانی دو رنگ

CD پروتئین BMPR‐II ردر باف لیترمیلیگرم بر میلی٢/٠ت با غلظ 
PBS ٤/٧ باpH=  دستگاه اسپکتروپولاریمتر توسطJASCO	J‐715 

بدون تغییر در  J‐715	JASCOافزار با نرم حاصل . طیفگرفته شد
] θ[ واری مولیصورت بیضی. نتایج بهاصلاح شدشکل کلی طیف 

)1−dmol	2(deg	 cm و براساس میانگین وزنی آمینواسیدهای 
. مورد ارزیابی قرار گرفتندغلظت آن و  BMPR‐II پروتئین
محاسبه  (cl)/(θ×100MRW)=[θ] صورتواری مولی بهبیضی
یتر، لگرم بر میلیغلظت پروتئین بر حسب میلی cطوری که به شد
l  طول مسیر نور وθ شده در دامنه طول گیریواری اندازهبیضی

  .استدور  UVموجی 
به روش  BMP‐2در اتصال به  BMPR‐IIفعالیت گیرنده  ارزیابی
ب نوترکی پروتئینمنظور ارزیابی میزان اتصال به: (ELISA) الایزا

BMPR‐II  لیگاند نوترکیببه BMP‐2 روش الایزا به کار رفت. در ،
و  ١٠٠، ٥٠، ١٠، ٥/٠های مختلف از با غلظت BMP‐2 ینپروتئابتدا 
 (PBS) میکرولیتر بافر کوتینگ١٠٠در  لیتربر میلی میکروگرم٢٠٠

. های پلیت الایزا اضافه شدو به چاهکبرای هر چاهک محاسبه 

ها با سپس چاهک .شد انکوبه C٤°مدت یک شب در دمای پلیت به
) چندین با ۲۰ -تویین %۵حاوی  PBS(بافر  PBSTاستفاده از بافر 
‐BMP ینپروتئهای خالی از کردن محلمنظور بلوکهشسته شد. به

 BSA ۳%حاوی  PBSTمیکرولیتر بافر ۱۰۰در کف چاهک،  2
 کننده) به هر چاهک اضافه و پلیت(آلبومین سرم گاوی؛ بافر بلوکه

بار ها سهانکوبه شد. بعد از آن چاهک C۳۷°ساعت در دمای یک
شسته شدند. در مرحله بعد پروتئین نوترکیب  PBSTتوسط بافر 
BMPR‐II لیتر و در حجم م بر میلیمیکروگر با غلظت یک

ساعت در مدت یکبه اضافه و پلیت میکرولیتر به هر چاهک۱۰۰
 PBSTبار توسط بافر سه انکوبه شد. سپس، پلیت C۳۷°دمای 

به پروتئین  BMP‐2منظور ارزیابی میزان اتصال شسته شد. به
‐His هیعل HRP میکنژوگه با آنزبادی ، آنتیBMPR‐IIنوترکیب 

Tag در بافر  ۱:۴۰۰۰بادی با غلظت به کار رفت. آنتیPBS  رقیق و به
، C۳۷°شدن در دمای ساعت انکوبهها اضافه شد. بعد از یکچاهک
شسته شد. میزان  PBSTنشده توسط بافر های متصلبادیآنتی

، ۵، ´۳، ۳با استفاده از سوبسترای  His‐Tagبادی به اتصال آنتی
 ۱۰۰گیری شد. به این منظور، اندازه (TMB)بنزیدین تترامتیل -´۵

به هر چاهک اضافه و پلیت در محل  TMBمیکرولیتر از سوبسترای 
 واکنش متوقف یدیکمک محلول استاریک قرار داده شد. سپس به 

  گیری شد.نانومتر اندازه۴۵۰و جذب نوری در طول موج 
بررسی اثر سمیت پروتئین نوترکیب منظور به MTTسنجش 

BMPR‐II شدهتخلیص  
 هایسلول): C2C12( های نامیرا میوبلاستی موشلكشت سلو
C2C12  (انستیتوپاستور؛ ایران) ده از ستفااستريل با ايط اشردر

ط مخلواز  %١ ،(FBS) مرـس %١٠دارای  DMEMمحيط كشت 
ر نكوباتوايط اشرو در سترپتومايسين ا -سیلینپنی بیوتیکآنتی

2CO یماد) و %٥(دار °Cبرای تیمار سلولی، شد. داده كشت  ٣٧
 کشت دادهخانه کشت سلولی ٩٦ پلیتهزار سلول در هر خانه از ١٠

 هایبا غلظت BMPR‐II ساعت، پروتئین نوترکیب١٢شد، و پس از 
لیتر میلیبر  میکروگرم٧٨/٠، ٥٦/١، ١٢/٣،  ٢٥/٦، ٥/١٢ ،٢٥، ٥٠، ١٠٠

لولی ساعت از تیمار، محیط کشت س٤٨اضافه شد. پس از گذشت 
گرم بر میلی٥/٠با غلظت  MTTبا محیط کشت حاوی محلول 

  تعویض و آزمون سنجش بقا انجام شد.لیتر میلی
از  ساعت٤پس از گذشت : (assay	MTT) سلولی یسنجش بقا

محیط  MTT محلول تعویض محیط کشت با محیط کشت حاوی
ها به سلول MTTسنجش انجام منظور رویی دور ریخته شده و به

میزان الایزا ریدر اضافه شد. سپس، با استفاده از  DMSOمحلول 
 گیریاندازهنانومتر ٥٧٠ها در طول موج شده توسط سلولرنگ جذب

بار تکرار شد و درنهایت برای هر غلظت حداقل سه. این آزمایش شد
  افزار مورد بررسی قرار گرفت.صورت آماری با استفاده از نرمنتایج به

با  II‐BMPRاکتودومین گیرنده  d(K(تعیین ضریب تفکیک 
	با استفاده از الایزا رقابتی BMP‐2پروتئین 

اتصال، از یک روش الیزا رقابتی  dKگیری در این مطالعه برای اندازه
به این صورت که ابتدا غلظت ثابتی از پروتئین  [23]استفاده شد
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BMP‐2 های متوالی از پروتئین نوترکیب با رقتBMPR‐II  در یک
آزاد  BMP‐2لوله مجاور شد تا به تعادل برسند، سپس میزان 

ها پس از رسیدن به حالت تعادل، با مانده در هر یک از رقتباقی
در  BMPR‐IIروش الیزا غیرمستقیم که در آن پروتئین نوترکیب 

ده آمدستکف پلیت کوت شده است. با رسم نمودار جذب نوری به
های مختلف پروتئین نوترکیب غلظت از الیزا غیرمستقیم برای

II‐BMPR توان میdK را به دست آورد.  
زمان با عمل کوتینگ پروتئین هم :d(K(تعیین ضریب تفکیک 

لیتر در دمای میکروگرم بر میلیبا غلظت یک BMPR‐IIنوترکیب 
°C۴ های لیتر از رقتمیلی۲۰۰لوله به میزان  ۸مدت یک شب، در به

 ۱۰۰از رقت  PBSشده در (تهیه BMPRIIکیب مختلف پروتئین نوتر 
 BMP‐2میکرولیتر ۲۰۰نانومولار) اضافه شد، سپس به آنها ۳۹/۰تا 

، ۹لیتر افزوده شد. در لوله شماره میکروگرم بر میلی۲با غلظت 
 BMPR‐IIبدون حضور پروتئین نوترکیب  BMP‐2میکرولیتر ۴۰۰

مدت یک شب در ها برای تعادل واکنش بهاضافه شد (تمام لوله
موجود  BMP‐2منظور بررسی میزان قرار گرفتند). به C۳۷°دمای 

ها به پلیت الایزا که تایی از محتویات لولهصورت سهدر هر لوله، به
  کوتینگ انجام شده بود، اضافه و آزمون الایزا انجام شد.

  

  ج و بحثنتای
صورت به BMPR‐IIتوالی ژن : BMPR‐IIاکتودمین  تکثیر توالی

 Basic	Bioشرکت با توالی بهینه از  pUC57شده در وکتور کلون
  ).۱تحویل گرفته شد (شکل کانادا 

منظور تکثیر توالی اکتودمین مراز بهای پلیسپس واکنش زنجیره
BMPR‐II  در شرایط بهینه از وکتورpUC57  انجام شد. ژل

جفت نوکلئوتید را ۴۱۳الکتروفورز حضور یک باند در اندازه حدود 
  ).۲نشان داد (شکل

  

ATGAGCCAAAACCAAGAGCGTCTGTGTGCATTCAAGGACCCATAC
CAACAAGACCTGGGTATCGGTGAATCCCGTATCTCTCATGAGAAC
GGTACGATCCTGTGTTCTAAAGGCTCCACGTGCTATGGCCTGTGGG
AAAAATCCAAAGGCGACATTAACCTGGTCAAACAGGGTTGCTGGA
GCCATATTGGCGATCCTCAGGAGTGTCATTATGAAGAATGCGTGG
TAACGACTACTCCTCCTTCTATTCAGAATGGCACCTATCGCTTCTG
CTGCTGTAGCACTGATCTGTGTAATGTTAATTTTACCGAAAATTT
TCCGCCGCCAGATACCACGCCGCTGAGCCCGCCGCACTCTTTTAAC
CGCGATGAAACGTAA 

	pUC57شده در وکتور کلون BMPR‐IIتوالی بهینه ژن  )١شکل 
  

  
  pUC57از روی وکتور  PCRپس از  BMPR‐IIژل الکتروفورز ژن  )٢شکل 

  

‐pETدر وکتور بیانی  BMPR‐IIکلونینگ توالی اکتودمین ساب

21	b :منظور انتقال ژن بهBMPR‐II  به وکتور بیانیpET‐21	b ،
های پس از برش با آنزیم PCRاین وکتور و قطعه حاصل از 

لیگاز به یکدیگر  T4، به کمک آنزیم XhoIو  Nde1محدودکننده 
ترانسفورم  (DE3)	BL21متصل شدند و قطعه حاصل در باکتری 

 ۳با استفاده از پرایمرهای ژن در شکل  Colony‐PCRشد. نتایج 
  ).۴آمده است (شکل 

  

  
‐pET21b برای وکتور بیانی نوترکیب Colony‐PCRژل الکتروفورز  )٣ شکل

BMPR‐II  
  

  
پس از  b	pET‐21نوترکیب در وکتور بیانی  BMPR‐IIمقایسه توالی  )٤شکل 

  NCBIموجود در پایگاه داده  BMPR‐IIتعیین توالی با توالی 
  

‐BMPRپس از تایید توالی ژن بیان و تخلیص پروتئین نوترکیب: 
II لیتر محیط کشت میلی۵۰، کلونی حاوی پلاسمید نوترکیب درLB 

سیلین کشت داده شد، سپس با رسیدن به بیوتیک آمپیحاوی آنتی
بیان پروتئین القا شد. پس از القای  IPTGکدورت مناسب توسط 

برداری شده و پس از لیز باکتری به کمک بیان از محیط کشت نمونه
تئین ارزیابی شد، بهینه زمان میزان بیان پرو SDS‐PAGEروش 

ساعت ۴ آمدهدستالقای بیان پروتئین نوترکیب مطابق با نتایج به
  ).۶و  ۵های است (شکل

  

  
ساعت پس از القای بیان ٤و  ٢های صفر، کل محتوای پروتئینی در نمونه )٥شکل 

) زمان ۳ساعت پس از القا، (۲) ۲ساعت پس از القا، SDS‐PAGE. )۱ (۴)روی ژل 
  (PM1500) نیپروتئ یشاخص وزن مولکول) Mصفر، (

  



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکاران بهمن اونق ۴۶۰

   ۱۳۹۸ ابستانت، ۳، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                            مدرسفناوری دانشگاه تربیت زیست

  
، SDS‐PAGEشده روی ژل تخلیص BMPR‐II پروتئین نوترکیب )٦شکل 

. وزن مولکولی های مختلف از ستون استباندهای مختلف مربوط به خروجی
شاخص وزن  (M) .دالتون استکیلو۱۶حدود پروتئین نوترکیب مورد نظر در 

شده بعد از آورینمونه جمع (wash)، (PM1500) نیپروتئ یمولکول
  وشوبا بافر شست Ni‐NTAستون  یشووشست

  

ر بادی، پس از حل پروتئین دصورت انکلوژنپس از بیان پروتئین به
مولار پروتئین نوترکیب بعد از حذف اوره به کمک ستون ۸اوره 

تخلیص و درصد خلوص پروتئین نوترکیب  Ni‐NTAکروماتوگرافی 
BMPR‐II آمید به روش شده توسط ژل آکریلاستخراجSDS‐
PAGE  ۱بررسی شد (نمودار.(  
منظور بررسی ساختارهای ، بهCDطیف  :(CD)نمایی دورانی دو رنگ

و مقایسه آن با محتوای ساختار  BMPR‐IIدوم پروتئین نوترکیب 
، توسط (PDB)دوم همین پروتئین موجود در پایگاه داده پروتئین 

ثبت شد. نتایج نشان داد  J‐715	JASCOوپولاریمتر دستگاه اسپکتر
محتوای ساختار دوم پروتئین نوترکیب در مقایسه با اطلاعات 

  ).۱ای ندارد (جدول تغییرات قابل ملاحظه PDBموجود در 
  

  
  به روش الایزا BMP‐2در اتصال با  BMPR‐IIارزیابی فعالیت گیرنده  )١نمودار 

	BMPR‐IIمحتوای ساختار دوم گیرنده  )١جدول 
اطلاعات ساختار دوم 

	CDآمده دستبه
اطلاعات ساختار دوم 

  PDBآمده از دستبه
  نوع ساختار دوم

  صفحه بتا  %٧/٢٦  %٧/١٩

  مارپیچ آلفا	%٧/٧٣	%٣/٨٠
  کویل+رندوم

  
به روش  BMP‐2در اتصال به  BMPR‐IIفعالیت گیرنده  ارزیابی
های مختلف منظور پس از تثبیت غلظتبدین: (ELISA) الایزا

وشو و در کف پلیت، انجام مراحل شست BMP‐2پروتئین 
ها توسط ژن در کف چاهکهای خالی از آنتیکردن، محلخشک
BSA پس  ها اضافه وبلوکه شد. سپس پروتئین نوترکیب به چاهک

کونژوگه با  His‐Tagبادی علیه از انکوباسیون، شسته شدند. آنتی
ها اضافه و پس از انکوباسیون شسته شدند. به چاهک HRPآنزیم 

به پلیت اضافه و در محل تاریک  TMBدر مرحله آخر سوبسترای 
انکوبه شد. پس از تغییر رنگ محلول به آبی، به کمک محلول اسیدی 

نانومتر ۴۵۰واکنش متوقف شد سپس میزان جذب در طول موج 
ن داد جذب برای هر سه غلظت مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشا

یکسان است.  BMPR‐IIلیتر از پروتئین میکروگرم بر میلی۱۰و  ۵، ۱
ین لیتر این پروتئمیکروگرم بر میلیبنابراین در ادامه از غلظت یک

  ).۱؛ نمودار ۲استفاده شد (جدول 
بررسی اثر سمیت پروتئین نوترکیب  منظوربه MTT سنجش

BMPR‐II بررسی سمیت پروتئین نوترکیببرای : شدهتخلیص 
BMPR‐IIهای ، تاثیر پروتئین نوترکیب روی بقا و تکثیر سلول

 C2C12ها نامیرا میوبلاستی موش مورد بررسی قرار گرفت. سلول
بر  میکروگرم١٠٠تا  ٣٩/٠ هایساعت در معرض غلظت٤٨مدت به

لیتر پروتئین قرار گرفته و پس از آن تکثیر و بقای آنها با میلی
افزار بررسی نتایج به کمک نرم. ارزیابی شد MTTاستفاده از تست 

ده های تیمارشسلولی برای سلول یبقا ،دهدشدند. نتایج نشان می
به همراه بررسی  BMPR‐IIهای مختلف پروتئین نوترکیب با غلظت

ها نسبت به ، تمامی نمونهMTTآزمون های مربوط به آماری داده
بوده است، بنابراین پروتئین نوترکیب ندار کنترل منفی معنی

BMPR‐II  اثر سمیتی روی سلولC2C12  ؛ نمودار ۳ندارد (جدول
۲.(  

  
  با روش الایزا BMPR‐IIبه دنباله هیستیدینی  His‐Tagنتایج بررسی اتصال آنتی  )٢جدول 

   BMPR‐II  نمونه
تر)  لی(میکروگرم بر میلی

BSA ۳%   
  (میکرولیتر)

 BMP‐2 
لیتر)میکروگرم بر میلی(یک  Anti	His‐Tag  

OD   
  نانومتر)۴۵۰(

۱  ۵/۰  ۱۰۰  ۱۰۰  ۱:۴۰۰۰  )۰۰۸/۰± (۲۷۴/۰  
۲  ۱  ۱۰۰  ۱۰۰  ۱:۴۰۰۰  )۰۲/۰± (۷۴۶/۰  
۳  ۵  ۱۰۰  ۱۰۰  ۱:۴۰۰۰  )۰۱۶/۰± (۸۴۳/۰  
۴  ۱۰  ۱۰۰  ۱۰۰  ۱:۴۰۰۰  )۰۰۵/۰± (۸۵۶/۰  
۵  ۲۰  ۱۰۰  ۱۰۰  ۱:۴۰۰۰  )۰۰۸/۰± (۸۸۴/۰  

  ۱۰۰  ۱:۴۰۰۰  )۰۰۳/۰± (۱۲۹/۰  -  -  (BSA‐)کنترل منفی 
  ۱۰۰  ۱۰۰  ۱:۴۰۰۰  )۰۰۸/۰±  (۰۸۴/۰  -	(BSA+)کنترل مثبت 
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  های مختلف پروتئین نوترکیبهای تیمارشده با غلظتسلول MTTهای مربوط به آزمون داده بررسی آماری )٣جدول 
  BMPR‐2غلظت   داریسطح معنی  داریمعنی  %٩٥فاصله اطمینان   هاتفاوت بین میانگین  tآزمون 

  لیترمیکروگرم بر میلی١٠٠  ٦١٧١/٠  خیر  ١٤٠٢/٠تا  -٠٨٨٦٠/٠  ٠٢٥٨٠/٠±٠٤٩٦١/٠	با کنترل سهیدر مقا ترلییلیبر م کروگرمیم١٠٠غلظت 
  لیترمیکروگرم بر میلی٥٠  ٢١٨٥/٠  خیر  ١٩٠٣/٠تا  -٠٥٠٧٣/٠  ٠٦٩٨/٠±٠٥٢٢٧/٠	با کنترل سهیدر مقا تریلیلیبر م کروگرمیم٥٠غلظت 

  لیترمیکروگرم بر میلی٢٥  ٠٥٨٣/٠  خیر  ٢٢٧٠/٠تا  -٠٠٤٩٦٤/٠  ١١١٠/٠±٠٥٠٢٩/٠	با کنترل سهیدر مقا تریلیلیبر م کروگرمیم٢٥غلظت 

  لیترمیکروگرم بر میلی٥/١٢  ٦٩٢٧/٠  خیر  ٠٩٦٢٦/٠تا  -١٣٧٩/٠  -٠٢٠٨٠/٠±٠٥٠٧٦/٠	با کنترل سهیدر مقا تریلیلیبر م کروگرمیم٥/١٢غلظت 
  لیترمیکروگرم بر میلی٢٥/٦  ٩٥٠٢/٠  خیر  ١١٧٨/٠تا  -١١١٤/٠  ٠٠٣٢٠٠/٠±٠٤٩٦٨/٠	با کنترل سهیدر مقا تریلیلیبر م کروگرمیم٢٥/٦ غلظت

  لیترمیکروگرم بر میلی١٢/٣  ٣٣٥٣/٠  خیر  ١٩١١/٠تا  -٠٧٣٤٦/٠  ٠٥٨٨/٠±٠٥٧٣٦/٠	با کنترل سهیدر مقا تریلیلیبر م کروگرمیم١٢/٣غلظت 
  لیترمیکروگرم بر میلی٥٦/١  ٩٣٢٨/٠  خیر  ٠٩٦٨٥/٠تا  -١٠٤٤/٠  -٠٠٣٨٠٠/٠±٠٤٣٦٥/٠	با کنترل سهیدر مقا تریلیلیبر م کروگرمیم٥٦/١غلظت 
  رلیتمیکروگرم بر میلی٧٨/٠  ٨٠٤٤/٠  خیر  ٢١٠٢/٠تا  -١٦٨٢/٠  ٠٢١٠٠/٠±٠٨٢٠٣/٠	با کنترل سهیدر مقا تریلیلیبر م کروگرمیم٧٨/٠غلظت 
  لیترمیکروگرم بر میلی٣٩/٠  ٦٤٠٩/٠  خیر  ٠٩٠٩٣/٠تا  -١٣٩٣/٠  -٠٢٤٢٠/٠±٠٤٩٩٣/٠	با کنترل سهیدر مقا تریلیلیبر م کروگرمیم٣٩/٠غلظت 

  

  
های مختلف های تیمارشده با غلظتسلولی برای سلول یبقا ارزیابی )٢نمودار 

  MTTبه روش  BMPR‐IIپروتئین نوترکیب 
  

با  II‐BMPRاکتودومین گیرنده  d(K(تعیین ضریب تفکیک 
بعد از انجام الایزا با استفاده از الایزا رقابتی:  BMP‐2پروتئین 

صورت موجود در هر لوله به BMP‐2غیرمستقیم برای بررسی میزان 
ها به پلیت الایزا که کوتینگ انجام شده و تای از محتویات لولهسه

  ). ۳نتایج زیر به دست آمد (نمودار 
  

	

  
، ب) شده در الایزا رقابتیگیریالف) مقادیر جذب اندازه؛ dKتعیین  )٣نمودار 

های مختلف مستقیم برای غلظتغیر آمده از الایزا دستنمودار جذب نوری به
  دست آمد.ه را ب dKکه به کمک آن  II‐BMPRپروتئین (نانومولار) نوترکیب 

با توجه به نمودار بیشترین میزان جذب نوری در الایزا رقابتی مربوط 
بوده و همچنین  BMPR‐IIبه غلظت صفر پروتئین نوترکیب 

نانومولار این ۱۰۰کمترین میزان جذب نوری مربوط به غلظت 
 II‐BMPRمعادل غلظتی از پروتئین نوترکیب  dK پروتئین است.

شود که با توجه به جذب نوری ماکزیمم مهار می %۵۰است که 
نانومولار به دست آمد که معادل اتصال ۹/۴نمودار غلظتی برابر با 

  است. BMP‐2با  BMPR‐IIپروتئین نوترکیب 
  

  بحث
ها، شامل بازسازی و توسعه استخوان توسط تعدادی از واسطه

Wntsهای ، فاکتورهای رشد فیبروبلاستی، پروتئینhedgehog  و
های . استخوان[25	,24]شوندانسولین تنظیم میفاکتورهای رشد شبه

عنوان ها بهBMPبالغ دارای توان بازسازی ذاتی هستند و 
	,26]اندهای اصلی این فرآیند شناخته شدهواسطه 27] .BMP ها

شوند که طی تشکیل همچنین عوامل رشد و تمایز نیز نامیده می
ها، از جمله BMPهای مختلفی دارند. تجویز برخی از استخوان نقش

BMP‐2 ،BMP‐4  وBMP‐7 تواند موجب آغاز آبشار ترمیمی می
، BMP‐2گری کند. شود و فرآیند بازسازی استخوان را میانجی

BMP‐4  وBMP‐7 از اعضای خانواده TGF‐β  هستند، که به
. فرم فعال [27]شوندمتصل می IIو  Iهای هترومریک نوع گیرنده
ها BMPصورت هومودایمر است. ساختار ها بهBMP شناختیزیست

خورده است که برای آنها و دیگر مانند، دست چپ کمی پیچ
توپ درگیر در اتصال به دو نوع اپی TGF‐βخانواده های پروتئین
" که از wristتوپ "شود، اپینظر گرفته میها در گیرنده

های هر دو مونومر تشکیل شده که به اکتودومین گیرنده اسیدآمینه
" که متشکل از knuckleتوپ "شود و اپیمتصل می Iنوع 

" wristتوپ "های یکی از مونومرها بوده که برخلاف اپیاسیدآمینه
 rhBMP‐2خیراً، . ا[28]شودمتصل می IIبه اکتودومین گیرنده نوع 

برای ترمیم و بازسازی نقایص استخوانی مورد تایید  rhBMP‐2و 
اند. با این حال، چندین قرار گرفته (FDA)سازمان غذا و دارو آمریکا 

معضل کاربردی برای استفاده از این فاکتورهای رشد نوترکیب وجود 
دارد که شامل نیاز به دوز فوق فیزیولوژیک این فاکتورهای رشد، 
برخی از عوارض جانبی بالقوه جدی و هزینه بالای آنها هستند. 

عنوان یک استراتژی را به AMORو همکاران استراتژی  فرایربنابراین 
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   ۱۳۹۸ ابستانت، ۳، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                            مدرسفناوری دانشگاه تربیت زیست

	,10]رویکرد فعلی تجویز فاکتورهای رشد گزارش کردند یبرا نیگزیجا

قادر بودند  BMP‐2های مونوکلونال علیه بادیکه در آن آنتی [11
BMPصورت های داخل بدن را در محل آسیب به دام انداخته و به

های استخوانی عمل کنند، اما موثری در ترمیم و بازسازی آسیب
بدون ایجاد تغییر در اتصال  توانندیها مبادییآنت نیاز ا یتنها برخ
BMP‐2  به رسپتورهایش، بهBMP‐2  متصل شوند. علاوه بر این
های ایمنی موضعی یا سیستماتیک در توانند پاسخها میبادیآنتی

ی هاپروتئیناستفاده از میزبان ایجاد کنند. هدف ما در این مطالعه 
ک است. های سنتتیبادی با قابلیت تثبیت بر گرافتجایگزین آنتی

شاره کرد که ا BMPR‐IIتوان اکتودمین ها میاز جمله این پروتئین
موجب پاسخ ایمنی در بدن  BMP‐2ضمن اتصال مناسب با لیگاند 

شود. همچنین مطالعات قبلی نشان داده است که برای میزبان نمی
‐BMPلازم است و وقتی با  BMP‐2شروع فرآیند ترمیم شکستگی 

یابد. شود توان این فرآیند افزایش میترکیب می BMP‐7و  4
ها ی دیگر از مزایای استفاده از پروتئینتوان به یکبنابراین می
انداختن اتصال و به دامدر توان آنها در  BMPR‐IIاکتودمین 
BMP‐2 ،BMP‐4  وBMP‐7  در محل آسیب، اشاره کرد. در مطالعه

شده، بیان BMPR‐IIهای نوترکیب حاضر نشان داده شد که پروتئین
را  d(K(ضریب تفکیک با  BMP‐2انداختن توان اتصال و به دام

همچنین این پروتئین نوترکیب در مقایسه با کنترل اثر  دارند.
داری برای سلول ندارد. با توجه به اتصال مناسب این سمیت معنی

، از آنجایی که همه دایمرهای BMP‐2گیرنده نوترکیب با لیگاند 
BMP طور کامل درگیر در اتصال با همه اجزای گیرنده طبیعی به به
  ند آنچه که در سلول وجود دارد، نیستند.مان
  

  گیرینتیجه
ثر وبتواند باعث تجمع م بینوترک نیپروتئ نیا رسد،یبه نظر م
 نیا یشود ول یاستخوان عهیدر محل ضا BMP‐2 یهالمولکو

ا رقابت ب ایثر وم تیاتصال باعث کاهش فعال نیا ایموضوع که آ
 طیمح" در مطالعه ازمندین شودیسطح سلول م BMP‐2 یهاهرندیگ

  " است.زنده
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 تیاستفاده شد، رعا رهینامه، کتاب، مقاله و غانیاعم از پا گرانید

  کامل امانت شده است.
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