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  مقدمه
ديابت، كوتاهي  انسان مانند هايبيماريبرخي از 

قد، تالاسمي، انعقاد خون و ... ناشـي از كمبـود يـا 
درمـاني  حـلراهنقص پروتئين اسـت كـه تـاكنون 

، ارائه نشده است. بهترين انتخـاب درمانيژنتوسط 
ــن  ــان اي ــراي درم ــايبيماريب ــد ه ــج، تولي  راي

 650 حـدود ،تاكنون. باشدميدارويي  هايپروتئين
دارويي در سراسر جهان مورد تاييـد قـرار  پروتئين

مـورد از آن بـه روش  400گرفته است كه حـدود 
 است كـه از ذكرشايان. )1(اند نوتركيب، توليد شده

 انساني رشد هورمون ايران، در پرفروش داروي 10
)Human growth hormone( سـتفادها بـه دليـل 

ــراي ــاهي درمــان ب قــد و كــاهش  كنــدذهني، كوت

عوارض ناشي از سندرم ترنر و نارسايي مزمن كليه، 
هورمون رشد انساني بر رشد . باشدميحائز اهميت 

و بلــوغ بــدن، تكثيــر و تمــايز ســلولي، متابوليســم 
ها مـوثر اسـت و ها و ليپيدها، كربوهيدراتپروتئين

 به انسـولينباعث افزايش ميـزان فـاكتور رشـد شـ
)Insulin like growth factorشـود. ) در خون مي
اسـتفاده  ها، بيماري اين شيوع و جمعيت افزايش با

از هورمون رشد انسـاني در جهـان امـري اجتنـاب 
ناپــذير شــده و بنــابراين تقاضــا بــراي توليــد ايــن 

  پروتئين در حال افزايش است.
ي د بـا نـام سـوماتوتروپين، در دهـههورمون رش

از  1956كشف و براي اولـين بـار در سـال  1950
 يپپتيدپلياين هورمون،  غده هيپوفيز جدا گرديد.
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 ليديمينيسوكس يمتوكس كوليگل لنيات يپل توسط يانسان رشد هورمون ونيلاسيپگ
 آن يداريپاوعمرمهينيبررسوكربنات

  چكيده
هـاي چـاقي، كوتـاهي قـد، هورمون رشد، استفاده از آن براي درمان بيماري هاي زيستي مهم و متنوعهورمون رشد انساني به دليل فعاليت :هدف و زمينه

ط با توسعه سوختگي و نيز اهميت اين هورمون براي ورزشكاران در حال افزايش است. امروزه نيمه عمر پايين هورمون رشد انساني يك چالش بزرگ در ارتبا
 -PEGهاي زيست دارويـي اسـت. پلـي اتـيلن گليكـول (پگيلاسيون يك رويكرد موثر جهت افزايش نيمه عمر و پايداري پروتئين .اين دارو در دنيا است

Polyethylene glycolشود. هاي دارويي در نظر گرفته مي) به دليل انحلال پذيري بالا، به عنوان يك كانديد چند منظوره براي كانژوگاسيون پروتئين
  در اين پژوهش به بررسي پگيلاسيون هورمون رشد انساني و مطالعه بر روي نيمه عمر پلاسمايي آن پرداخته شده است.بر اين اساس، 

 12گـراد بـه مـدت  درجـه سـانتي 8) در دماي mPEG-SC( كربنات سوكسينيميديلگليكول متوكسي اتيلن: هورمون رشد انساني توسط پليكار روش
اسـتفاده  ELISA) و DLSاميكي نـور (، پراكندگي دينـSDS-PAGEساعت انكوبه شد. در اين پژوهش به منظور بررسي تائيد واكنش پگيلاسيون از 

  گرديد.
گيلـه . پتانسيل زتاي هورمون رشد انسـاني پن دادراندمان بالاي پگيلاسيون هورمون رشد را در شرايط آبي نشا SDS-PAGE: نتايج حاصل از هايافته 

ايش نيمـه عمـر فـرم پگيلـه بيانگر افـز ELISAهاي آناليز شد. يافته DLSشده به عنوان شاخص بار سطحي و پايداري هورمون رشد به وسيله تكنيك 
 باشد.برابر مي 12هورمون رشد انساني تا 

معنـاداري  هاي هيستيدين و يا ليزين هورمون رشد انساني به صـورتدر جايگاه اختصاصي ريشه : در اين پژوهش مشخص گرديد، پگيلاسيونگيرينتيجه
  شود.باعث اقزايش نيمه عمر آن مي

  
   گليكولاتيلنهورمون رشد انساني، پگيلاسيون، نيمه عمر پلاسمايي، پايداري، پلي :هاكليدواژه

  9/2/97  تاريخ پذيرش:   13/12/96 تاريخ دريافت:
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اسـت كـه در  ريشـه آمينواسـيدي 191متشكل از 
ـــد دي ـــاختمان آن دو پيون ـــولفس ـــين س يدي ب

. وجـود دارد  152Cys-189و    53Cys-165 هاي ريشـه
هـايي نظيـر هورمون عضوي از خانوادهاين هورمون 

كـه در اريتروپويتين و لاكتـوژن اسـت  لاكتين،پرو
شرايط فيزيولوژيك، توسـط غـده هيپـوفيز قـدامي 

شود. انتقال پيام بـه درون سـلول توسـط ترشح مي
هاي ي گيرنـدهتمامي اعضاي اين خانواده با واسطه

غشايي گليكوپروتئيني كه واجد سـه ناحيـه درون، 
ــت، صــورت  ــلولي و درون غشــايي اس ــارج س خ

  .)3 ،2(از اين رو عملكرد مشابهي دارند  گيرد؛مي
ــد؛ يكــي از  ــبلاً اشــاره گردي ــه ق همــان طــور ك
مشكلات اصلي هورمـون رشـد نوتركيـب انسـاني، 
پايين بـودن نيمـه عمـر پلاسـمايي و پايـداري آن 

از  ، تــاكنونمشــكلي باشــد. بــراي حــل چنــينمي
ــرو ــد مهندســي پ ــوعي مانن ــاي متن تئين، راهكاره

ــتفاده از افزودني ــواع اس ــده و ان ــدار كنن ــاي پاي ه
هاي شيميايي بهره گيري شده است. مديفيكاسيون

استفاده از روش مهندسـي پـروتئين نيازمنـد اخـذ 
هـا و نهادهـاي صـلاحيت مجوزهاي لازم از سازمان

باشد كه وقت و هزينه زيادي را مي FDAدار مانند 
ه، تا اي پايدار كنندهدر بر دارد. استفاده از افزودني

حدودي توانسـته اسـت پايـداري ايـن پـروتئين را 
  بهبود ببخشد، ولي رضايت بخش نبوده است.

همچنين، راهكارهاي متفاوت ديگري براي غلبه  
ها از جملـه روش محصـور بر عدم پايداري پروتئين

 هـا، ها يا ليپـوزوم سازي پپتيد درون نانوذرات، ژل
آمينــو اســيدي بــراي هاي تعــويض ژنتيكــي ريشــه

ــيته و  ــاهش ايمنوژنيس ــاختار و ك ــازي س پايدارس
ــا اتصــال همچنــين اصــلاح ســطحي پروتيئن هــا ب

، كووالان تركيباتي مانند عوامل آسيله كننده سـاده
قنــدها يــا پليمرهــا ارائــه شــده اســت. امــروزه، بــه 

ناز اســترپتوكي تــر ماننــدكـارگيري تركيبــات ايمن
اتصـال بـه پليمـر (براي انحلال لخته خون) بـراي 

سنتزي دكستران نيز روش مناسبي بـراي افـزايش 
پايداري و نيمه عمر زيسـت داروهـا محسـوب مـي 

  شود. 
در اين ميان، تركيب ايمن ديگري كه در صـنعت 
داروسازي به شدت مورد توجه قـرار گرفتـه اسـت، 

 PEG-Polyethylene( پلـــي اتـــيلن گلايكـــول

glycolل كووالان پلي ) نام دارد. پگيلاسيون با اتصا
زيســتي، انجــام  اتــيلن گليكــول بــه يــك مولكــول

شود. مولكول پلي اتيلن گلايكول يك پليمر غير مي
سمي و غير ايمنوژن است كه به عنوان يك رويكرد 
براي غلبه بر مشكلات برخـي از داروهـاي زيسـتي 

گيرد. پلي اتيلن گلايكـول بـا مورد استفاده قرار مي
ـــــــومي  ـــــــول عم -HO-(CH2CH2O)nفرم

CH2CH2OH  تـــا  500و وزن ملكـــولي بـــين
دالتون، پليمـري محلـول در آب و بيشـتر  20000

حلال هاي آلي است. از منظر حالـت فيزيكـي، بـر 
حسب وزن ملكولي به صـورت مـايع شـفاف (پلـي 

هاي با وزن پايين) تـا جامـد مـومي اتيلن گلايكول
هاي با وزن بالا) شكل ديده مي (پلي اتيلن گيلكول

لي اتيلن گلايكول به ازاي هـر واحـد اتـيلن شود. پ
اكسيد، سه پيوند هيدروژني با آب داشته و بنابراين 

  .)5 ،4(در آب محلول است 
 1000اندازه پليمر مـورد اسـتفاده مـي توانـد از 

ن بــه فــرم خطــي و كيلودالتــو 40-50دالتــون تــا 
اي تغيير كند. اوليگومرهاي سبك پلي اتـيلن شاخه

ــر از  ــدن  400گلايكــول (كوچــك ت ــون) در ب دالت
 الكل دهيدروژنازها، تبديل به متابوليت هايتوسط 

شوند. اين درحالي است كه فقدان سميت سمي مي
هـاي بـزرگ و تحريك كنندگي پلي اتيلن گلايكول

دالتون در طي چندين سـال اسـتفاده  1000تر از 
در صنايع غذايي، آرايشـي و دارويـي آشـكار شـده 
ر است. توليد آنتي بادي عليه پلي اتيلن گلايكول د

ــيلن  مــورد انســان مشــاهده نشــده اســت. پلــي ات
گلايكول بدون تغيير ساختماني به سهولت از بـدن 

گردد. شـدت حـذف آن بـا وزن ملكـولي حذف مي
هـاي كمتـر از حـدود پليمر متناسب است. در وزن

كيلو دالتون، از طريـق ادرار حـذف شـده و در  20
هاي مولكولي بالاتر، طي روندي آهسـته تـر، از وزن

  ادرار و مدفوع حذف مي شود.طريق 
متداول ترين شكل پلـي اتـيلن گلايكـول جهـت 

ي آن ها، ساختار متوكسيلهاصلاح سطحي پروتئين
)، بـا mPEGبا نام متوكسي پلي اتـيلن گلايكـول (

 CH3O-(CH2CH2O)n-CH2CH2OH فرمـول
است كه تنها يك گـروه هيدروكسـيله داشـته و از 

جلـوگيري  PEGهـاي اتصالات متقاطع بين ملكول
ــوده و در   mPEGكنــد.مي ــوژن ب نيــز غيــر ايمون
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بـه دليـل  هاي مختلـف قابـل تهيـه اسـت وانـدازه
داشتن يك گروه فعال هيدروكسـيل، عمومـاً بـراي 

گيـرد. در اتصال به پروتئين مورد استفاده قـرار مي
اين حالت همگن بـودن پيونـدها بيشـتر شـده و از 

يري ) جلـوگCross linkتشكيل اتصـالات عرضـي(
  گردد.مي

ـــواص  ـــر در خ ـــه تغيي ـــر ب ـــيون منج پگيلاس
هــاي زيســت دارويــي از فيزيكوشــيميايي مولكــول

 قبيل؛ تغيير آرايش فضايي، اتصال الكترواسـتاتيكي
شود كـه ايـن امـر در نهايـت و هيدروفوبيسيته مي

شـود منجر به بهبود رفتار فارماكوكينتيكي دارو مي
)6(.  

از اينرو در ايـن پـژوهش، پگيلاسـيون هورمـون 
رشد انسـاني نوتركيـب بـا اسـتفاده از پلـي اتـيلن 
گليكـــول متوكســـي سوكســـينيميديل كربنـــات 

)mPEG-SCت.) مورد بررسي قرار گرفته اس 
  
 كار روش 

اتـيلن گليكـول متوكسـي  پلـي: مواد مـورد نيـاز
) خطـي بـا mPEG-SCسوكسينيميديل كربنـات (

ــولي  ــون، 12وزن مولك ــو دالت ــون رشــد  كيل هورم
 Recombinant human growthانساني نوتركيب(

hormone (4 ) واحـديIU-International Unit (
و كيـت الايـزاي هورمـون  Eutropinبا نام تجاري 

و  JenKemهاي رشد انساني بـه ترتيـب از شـركت
LG (life science)  وMonobind  آمريكــا تهيــه

  شدند.
ميلي مولار بـا  50فسفات  بافر: روش پگيلاسيون

6,5 pH= هــاي هورمــون رشــد تهيــه شــد و ويال
) بـه طـوري كـه غلظـت r-hGHانساني نوتركيب (

ليتر باشد، در گرم بر ميليميلي 1ول پروتئيني محل
. سـپس پلـي اتـيلن گليكـول اين بافر حل گرديـد

متوكسي سوكسينيميديل كربنات با نسـبت مـولي 
برابر غلظت هورمون رشـد انسـاني بـه محلـول  20

 8  پروتئينــي اضــافه شــد. انكوباســيون در دمــاي
سـاعت انجـام گرديـد.  12سانتي گـراد بـه مـدت 

هاي چندگانه پگيله، هش توليد فرمسپس جهت كا
بـه  PEGبرابر غلظـت  50گليسين با نسبت مولي 

بافر پروتئيني اضافه شد و واكنش متوقـف گرديـد. 
سانتي گـراد نگهـداري  4  محصول نهايي در دماي

. جهت دستيابي بـه شـرايط بهينـه و رانـدمان شد
هاي مولي متفاوتي از بالاي پگيلاسيون، قبلا نسبت

PEG هاي مختلفي رمون رشد انساني در زمانو هو
  مورد آزمايش قرار گرفتند.

اكـنش تاييـد و جهت: SDS-PAGEالكتروفورز  
پگيلاسيون و بررسـي رانـدمان آن، ژل الكتروفـورز 

12% SDS-PAGE  تهيـــــه شـــــد وLμ 15  از
هـاي هاي پگيله و غير پگيله بـه درون چاهكنمونه

  ند.اي از ژل تزريق شدجداگانه
ــدگي ــور ( پراكن ــاميكي ن  DLS-Dynamicدين

Light Scattering( : پتانسيل زتا به عنوان شاخص
هورمـون رشـد انسـاني بـه  بار سطحي و پايـداري

مورد ارزيـابي قـرار گرفـت.  DLSي تكنيك وسيله
هاي پگيلـه از نمونهميكرو ليتر  1500بدين منظور 

 2/0و غير پگيله هورمون رشـد انسـاني بـا غلظـت 
  لي ليتر تهيه شد.گرم بر ميميلي

در : ELISAبررسي نيمه عمر پلاسمايي به روش 
هـاي سـرين پروتئازهـا ماننـد ، آنزيمجريان خـون

تريپســــين، تــــرومبين، پلاســــمين، كلاژنــــاز، 
يليسين، كيموتريپسين و ... بر هورمـون رشـد سوبت

 . بـه )8, 7(شـوداثر گذاشته و باعث تجزيـه آن مي
هـاي منظور بررسـي نيمـه عمـر فيزيولـوژيكي فرم

طبيعي و پگيله هورمون رشد انسـاني و تجزيـه آن 
هاي فوق از كيت الايـزاي هورمـون ها توسط آنزيم

  رشد انساني استفاده شد.
ميلي ليتر نمونه خون انساني تهيه شـد،  20ابتدا 

دور در  5000سانتريفيوژ ( بارو پلاسماي آن با سه 
) جـدا گرديـد. سـپس در دقيقه 10دقيقه به مدت 

ميكروليتري به صورت مسـاوي  500عدد ويال  24
 2هـا بـه پلاسما ريخته شـد. ويال ميكرو ليتر 180

گروه تقسيم شدند: يك گروه بـراي انكوبـه كـردن 
فرم طبيعي هورمون رشد و گروه ديگر براي انكوبه 
كردن فرم پگيله هورمون رشد مورد اسـتفاده قـرار 

هـاي گرفتند. سپس هورمون رشد انسـاني بـه ويال
مربوطه افزوده شد تا غلظت نهـايي هورمـون رشـد 

. ميكرو واحد بر ميلي ليتر  باشد 50ل درون هر ويا
دور در  400ها درون شيكير انكوباتور بـا دور  ويال

گراد قــرار داده درجــه ســانتي 30دقيقــه و دمــاي 
 24ساعت و  4دقيقه،  25، 0هاي شدند و در زمان

درجـه  -20ويـال بـه فريـز  3ساعت از هـر گـروه 
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گراد منتقل شـدند. سـپس غلظـت هورمـون سانتي
هاي مربوطه، بـا اسـتفاده از كيـت ن ويالرشد درو

مـورد ارزيـابي  =OD 450الايزا مربوطه در  نانومتر
  قرار گرفت.

جهت اعتبار سنجي بيشتر داده ها، هـر آزمـايش 
بار تكرار شد. همچنين به منظور بررسـي ميـزان  3

غلظت هورمون رشد درون نمونـه پلاسـماي خـون 
ر با 3با  انساني (قبل از انكوبه كردن هورمون رشد)

  تكرار، غلظت آن مورد ارزيابي قرار گرفت.
  
  هايافته 

به پـروتئين، وزن مولكـولي  PEGبا اتصال پليمر 
) مشـخص 1يابد. با توجه به شـكل (آن افزايش مي

بـه هورمـون رشـد  PEGشود كه اتصال پليمـر مي
كيلـو  22انساني باعث افزايش وزن مولكولي آن از 

-SDSشـود. نتـايج ميكيلو دالتـون  40دالتون به 
PAGE هاي پگيله بيانگر افزايش وزن مولكولي فرم

هورمون رشد انساني و تأييـد واكـنش پگيلاسـيون 
  باشد.مي

شـود بهينـه ) مشـخص مي2با توجه بـه شـكل (
و هورمــون رشــد  PEGهاي مــولي ســازي نســبت

ابل انساني، ميزان راندمان پگيلاسيون را به مقدار ق
ــدهاي  ــين بان ــزايش داده اســت. همچن ــوجهي اف ت
مربوط به فرم پگيله هورمون رشـد بـه طـور قابـل 

  اند.توجهي پهن و گسترده شده
پتانسيل زتاي هورمون رشـد انسـاني بـه عنـوان 
شاخص بار سطحي و پايـداري هورمـون رشـد بـه 

مـورد بررسـي قـرار گرفـت.  DLSكنيـك وسيله ت
ها سبب كـاهش بـار به پروتئين PEGاتصال پليمر 

ها و در نتيجه كاهش پتانسيل زتـا سطحي پروتئين
ــود مي ــاي  .)9(ش ــيل زت ــژوهش پتانس ــن پ در اي

 يلـي ولـت، وم -14هورمون رشد غير پگيله برابـر 
يلـي ولــت م -6بـراي هورمـون رشــد پگيلـه برابــر 

باشــد، كــه بيــانگر پگيلاســيون هورمــون رشــد مي
  باشد. انساني نيز مي

هاي سطحي و افزايش با پوشاندن بار PEGپليمر 
ــدروديناميكي  ــروتئينحجــم هي ــاهش  پ ــث ك باع

تحرك الكتروفورتيكي فرم پگيله هورمـون رشـد و 
ــاي آن  ــه كــاهش پتانســيل زت در نهايــت منجــر ب

  شود.مي

هـاي طبيعـي و پگيلـه نيمه عمر پلاسـمايي فرم
 4دقيقه،  25، 0هاي هورمون رشد انساني در زمان

. ررسي شـدساعت توسط كيت الايزا ب 24ساعت و 
هاي كيـت الايـزا، رسم منحني استاندارد محلولبا 
ــدار مي ــوان مق ــه واحــد غلظــت  ODجــذب ت را ب

هاي نمونه ODبعد از جذب  استاندارد تبديل نمود.
غلظـت پلاسماي خون انساني مشخص گرديد كـه 

هورمــون رشــد نمونــه خــون انســاني (غلظــت آن) 
باشـد. ميكرو واحد بر ميلي ليتـر  مي 5تقريبا برابر 

غلظت اوليه هورمون رشـد انسـاني بعـد از بنابراين 
ميكـرو  55انكوباسيون درون هر ويال تقريبا برابـر 

باشد. در مورد فـرم طبيعـي واحد بر ميلي ليتر  مي
دقيقه، غلظـت آن  20هورمون رشد، بعد از گذشت 

يابد ولـي در مـورد فـرم پگيلـه به نصف كاهش مي
 باشـد.سـاعت مي 4هورمون رشد، اين زمان حدود 

برابـر شـدن نيمـه عمـر  12نتايج حاصـله، بيـانگر 
  باشد.پلاسمايي فرم پگيله مي

هاي پگيله و غيـر پگيلـه در روش ديگري؛ نمونه 
هاي ماده تزريق شـدند هورمون رشد انساني به رت

ــاده، غلظــت و بعــد از خــونگيري از  موش هــاي م
هورمون رشد درون خون آن ها مورد سنجش قـرار 

دست آمده تصديق اي نتايج بهگرفت. به طور مشابه
 باشد.هاي مذكور ميكننده يافته

  
ــايج حاصــل از  -1 شــكل ــه ســازي  SDS-PAGEنت ــل از بهين قب
) ماركر وزن مولكولي 1و هورمون رشد انساني   PEGهاي مولي نسبت

) 3) نمونه غير پگيلـه هورمـون رشـد انسـاني  2بر حسب كيلو دالتون  
  نمونه پگيله شده هورمون رشد انساني
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  گيرينتيجهبحث و 
توانــد بــا اتصــال كوالانســي بــه مي PEGپليمــر 

ــو اســيدي مختلفــي در ريشــه ــروتئينهاي آمين  پ
. يكـــي از مباحـــث مهـــم در )4(متصـــل شـــود 

ي مناسـب هـا، انتخـاب ريشـهپگيلاسيون پروتئين
باشـد. بـر اسـاس مطالعـات جهت پگيلاسـيون مي

ي ريشــهو منطــق حــاكم بــر ايــده،  انجــام گرفتــه
هيســتيدين در هورمــون رشــد انســاني جهــت 

  .)10(پگيلاسيون انتخاب گرديد 
ي هيســـتيدين بـــراي دلايـــل انتخـــاب ريشـــه

ــيون: ــاي انتخــاب ريشــه   پگيلاس يكــي از معياره
ي هيستيدين، واكـنش پـذيري بـالاي ايـن ريشـه

آمينو اسيدي براي واكـنش پگيلاسـيون اسـت. در 

  
) مـاركر وزن مولكـولي بـر 1هاي مختلف  و هورمون رشد انساني در زمان PEGهاي مولي بعد از بهينه سازي نسبت SDS-PAGEنتايج حاصل از   -2شكل 

 1:10) فرم پگيله با نسبت مولي 4ساعت    4) در PEG/hGH( 1:10) فرم پگيله با نسبت مولي 3) نمونه غير پگيله هورمون رشد انساني   2حسب كيلو دالتون   
) فـرم 8سـاعت    1در  1:2) فرم پگيله با نسبت مولي 7ساعت   1در  1:5) فرم پگيله با نسبت مولي 6   ساعت 4در  1:5) فرم پگيله با نسبت مولي 5ساعت    1در 

  ساعت (پگيلاسيون با راندمان بالا) 12به مدت  1:20پگيله با نسبت مولي 

  
  پتانسيل زتاي فرم طبيعي هورمون رشد طبيعي -3 شكل

  
يپتانسيل زتاي فرم پگيله هورمون رشد انسان -4شكل  
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قابليـــت واكـــنش  Meansو  Feene 1971ســـال 
ــذيري ريشــه هاي مختلــف آمينواســيدي جهــت پ

واكنش پگيلاسيون را با يكديگر مقايسه كردند كـه 
  باشد.به صورت زير مي

Lys>Cys>Tyr>His>Asp>Glu>Arg>Trp>
Ser>Thr>Met  

ي هيستيدين بـراي در اين مقايسه، قابليت ريشه
ــب مي ــيون، مناس ــنش پگيلاس ــد.واك ــت  باش جه

جلوگيري از تشكيل محصولات هتروژن، بايد تعداد 
ي آمينو اسيدي مورد نظر در توالي پروتيئني ريشه

هاي هيسـتيدين در هورمـون كم باشد. تعداد ريشه
ي ترين ريشـهباشد. معمـولعدد مي 3رشد انساني 

باشـد. آمينو اسيدي بـراي پگيلاسـيون، ليـزين مي
عدد  9ي ليزين هاتعداد ريشه پروتئينولي در اين 

تواند محصولات هتـروژن زيـادي را باشد كه ميمي
ي مورد نظر ترجيحا بايد در سطح ريشه توليد كند.

) باشـد. بـا توجـه بـا PEGپروتئين و در دسترس (
 PDBشكل سه بعدي هورمون رشد كـه در پايگـاه 

ثبت شده است، مشـخص اسـت كـه  1HGUبا كد 
قرار دارنـد  پروتئينهاي هيستيدين در سطح ريشه

 و براي انجام واكنش پگيلاسيون مناسـب هسـتند.
براي جلوگيري از كاهش چشمگير فعاليت زيسـتي 

» جايگـاه فعـال«فرم پگيله هورمون رشد، دانستن 
ي مورد نظر باشد. ريشهبسيار مهم مي پروتئيناين 

بايد در اتصال پروتئين و گيرنـده نقـش پـر رنگـي 
ان دارد در محـدوده نداشته باشد و تا جايي كه امك

  پروتئين قرار نداشته باشد.» جايگاه فعال«
هاي هيدورژني هاي هيدروفوبي، پيوندبرهمكنش

هــاي نمكــي نقــش مهمــي را در اتصــال بــين و پل
 .)11, 10(كنند هورمون رشد و گيرنده آن ايفا مي

هاي زيـــادي از گيرنـــده در بـــرهمكنش ريشـــه
هاي هيدروفوبي با هورمون رشد نقش دارند. ريشـه

ــين ، 93، ايزولوســين44، گلوتاميــك اســيد43آرژن
ــان  ــرولين 105، ايزولوســين 104تريپتوف ، 106، پ
و تريپتوفـان  165، آسپارتيك اسيد164ايزولوسين 

از گيرنده هورمون رشد نقش مهمتري نسبت  169
هاي ها دارنـد. در ميـان اينهـا، ريشـهيشهبه بقيه ر

تري نسبت بـه نقش پررنگ 169و  104تريپتوفان 
هـا هاي ذكر شده دارند و اصلاحا بـه آنساير ريشه

  گويند.مي» نقاط داغ«

  پتانسيل زتاي فرم طبيعي هورمون رشد انساني-1جدول
  )mVپتانسيل زتا ( تحرك اجرا
1  1,17- 15,03 - 
2  1,32- 16,90 - 
3  0,96- 12,27 -  

  - 14,73 -1,15 ميانگين
  

  زتاي فرم پگيله هورمون رشد انساني نوتركيبپتانسيل  -2 جدول
  )mVپتانسيل زتا ( تحرك  اجرا
1  0,52- 6,71 - 
2  0,40- 5,18 - 
3  0,58- 7,64 -  

  - 6,45 -0,50  ميانگين

  
  هاي كيت الايزانمودار منحني استاندارد محلول -1نمودار 

  

  
هاي طبيعي و پگيلـه هورمـون رشـد نيمه عمر پلاسمايي فرم -2 نمودار

  )IUواحد بين المللي (انساني بر اساس 
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هاي گيرنــده بــا ريشــه 104ي تريپتوفــان ريشــه
و  175، ترئونين 172، ليزين 171آسپارتيك اسيد 

 169ي تريپتوفانيشههورمون رشد؛ و ر 168ليزين 
ــه ــا ريش ــده ب ــينگيرن ــين  43هاي آرژن   64و آرژن

ي هورمون رشد در ارتباط هستند. همچنين ريشـه
ي گيرنده به صورت مستقيم با ريشـه 106پرولين 
 هورمون رشد در ارتباط هست.  45لوسين 
هـاي هاي هيـدروژني و پل) بـه پيونـد3ول (جد

اره نمكــي بــين هورمــون رشــد و گيرنــده آن، اشــ
  كند.مي

بر اساس تحليل پيش گفته، سعي شده است كه 
ي انتخابي جهت پگيلاسـيون هورمـون رشـد ريشه

انساني در طيف ريشـه هـاي آمينـو اسـيدي ذكـر 
  شده، قرار نگيرد.

ــه ــرون حمل ــتي  الكت ــه PEGدوس ــه ب هاي ريش
 قـدرت به وابسته اي گسترده طور به آمينواسيدي،

. باشـدمي آمينواسـيديي ريشـه هر دوستي هسته
 pH كـه دهد مي رخ زماني تنها نوكلئوفيلي حمله

ي ريشـه  pKa از بالاتر يا نزديك پروتئيني، محلول
  .باشد اسيدي آمينو

mPEG-SC  داراي توانايي اتصال به ريشـه هـاي
ليزين و هيستيدين است. اما از آنجايي كه واكـنش 

گيرد، احتمـال پگيلاسـيون انجام مي  =6,5pHدر 
تر است. منطق حاكم هاي هيستيدين محتملريشه

در انتخاب ريشه هيستيدين براي پگيلاسيون، قبلاً 

مــورد  PEG-interferonدر داروي تجــاري بــا نــام 
ــرار گرفتــه اســت كــه در آن، ريشــه ي اســتفاده ق

 interferon-α-2bپـروتئين  34هيستيدين شماره 
  ست. پگيله شده ا

) مشـهود اسـت، وزن 1همان طور كه در شكل (
 40مولكولي فرم پگيله هورمون رشد تقريبا معادل 

كيلــو دالتــون اســت كــه نســبت بــه فــرم طبيعــي 
هورمون رشد انساني، داراي وزن مولكولي بـالاتري 

ي درجه آب پوشي بالا و حركـت زيـاد پلـ .باشدمي
 شود، شـعاعاتيلن گلايكول در محيط آبي باعث مي

 هيدروديناميكي اين پليمر بزرگ تر از يك پروتئين
محلول با وزن مشابه باشد. همچنين افزايش حجـم 
هيدورديناميكي پروتئين نيز باعث كـاهش تحـرك 

ــورتيكي فرم ــد الكتروف ــون رش ــه هورم ــاي پگيل ه
پگيلـه  هاي فـرمشود كه به همـين دليـل بانـدمي

هورمون رشـد در ژل الكتروفـورز پهـن و گسـترده 
هاي مولكولي كـاذبي را از خـود  نشـان ه و وزنشد
  .)12(دهند مي

ــطحي  ــاي س ــيال داراي باره ــل س ذرات در داخ
اي كـه درون هستند و همواره در اطراف سطح ذره
هـاي بـا بـار سيال قرار گرفته، افزايش غلظـت يون

شود. بنابراين يـك لايـه اضـافي از مخالف ديده مي
كنــد و لايــه هــا ســطح ذره را احاطــه ميايــن يون

آيـد. ايـن اضافي ديگري در دور ذره بـه وجـود مي
توان به دو قسمت ه به وجود آمده دور ذره را ميلاي

  هاي نمكي درگير در اتصال بين هورمون رشد و گيرنده آنهاي هيدورژني و پلپيوند-3جدول
هاي آمينو اسيدي هورمون رشد وفاصله بين ريشه

  گيرنده آن ( بر حسب آنگستروم)
  هاي هورمون رشد انسانيريشه  هاي گيرنده هورمون رشد انسانيريشه

2,9  Oɛ2172 Glu Nζ 41Lys  
3,3  Oɛ2 120Glu Nɛ246 Gln 
2,9  N103Ile O61Pro 
3,2  Oɛ1127Glu Nη1167Arg 
2,9  Oɛ1127Glu Nη2167Arg 
3,1  O104Trp Nζ168Lys 
3,2  Nη243Arg Oδ2171Asp 
3,2  Nη143Arg Oγ1175Thr 
2,9  O165Ile Nη2178Arg 
2,9  Nη243Arg Oδ112Asn 
3,0  Oδ2126Asp Oδ212Asn 
3,1  Oε244Glu Nƞ116Arg 
3,0  Oɛ1166Gln Nƞ219Arg 
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  ي بيروني. ي دروني و لايهتقسيم نمود: لايه
ي اسـترن نيـز ي دروني كـه بـه آن لايـهدر لايه

ها به شـدت محـدود هسـتند و بـه گويند، يونمي
اند. صورت كاملاً متراكم در كنار يكديگر قرار گرفته

يـه قبلـي لا ها تا حـدودي ازي بيروني يوندر لايه
 آزادي بيشتري دارند و توانايي جا به جـايي آن هـا

  ي قبلي است.بيشتر از لايه
هاي كنـد، لايـهوقتي ذره درون سيال حركت مي

ه دورني و بيروني اطراف آن نيز به همراه ذره جا بـ
بنـابراين  .كننـدحركـت مي شـوند و بـا ذرهجا مي

توان يك فاصله فرضي بين ذره و محيط سـيال مي
تصــور نمــود كــه ايــن فاصــله فرضــي همــان لايــه 
مضاعفي است كه ذره را احاطـه كـرده اسـت. ايـن 
ــدروديناميكي  ــله هي ــطلاح، فاص ــله را در اص فاص

گويند و پتانسيلي كه در اين فاصله وجود دارد، مي
گيري پتانسـيل انـدازهبه پتانسيل زتا معروف است. 

زتا اطلاعات دقيقي دربـاره مكانيسـم پراكنـدگي و 
  .)14 ،13(دهد ها ارائه ميپايداري بيوملكول

ي زير به معادله هنري معروف اسـت، كـه معادله
براي محاسـبه پتانسـيل زتـا كـاربرد دارد. در ايـن 

ــــه؛  ــــا،  zمعادل ــــيل زت ــــرك EU: پتانس : تح
: η: ثابــــت دي الكتريــــك، ɛالكتروفــــورتيكي،  

: تابع هنري است كه بـر حـس f(ka)ويسكوزيته و 
 اشد.ب 1,5يا  1تواند مينمونه 

  : 1معادله       

 

2 ( )
3E

zf kaU ε
η

=
  

) مشــخص اســت، 1همــان طــور كــه از معادلــه (
پتانسيل زتا با تحرك الكتروفورتيكي رابطـه عكـس 

هـاي سـطحي و بـا پوشـاندن بار PEGدارد. پليمر 
ــدروديناميكي  ــزايش حجــم هي ــروتئيناف باعــث  پ

پگيله شـده  پروتئينكاهش تحرك الكتروفورتيكي 
شود كه در نهايت منجـر بـه كـاهش پتانسـيل مي

  شود.پگيله شده مي پروتئينزتاي 
ها نظيـر هاي سرين پروتئازدر جريان خون آنزيم

تريپســــين، تــــرومبين، پلاســــمين، كلاژنــــاز، 
سوبتيليسين، كيموترپيسين و ... بر هورمـون رشـد 

شــود. اشـته و باعــث تجزيـه آن ميانسـاني اثــر گذ
اتصـال كـووالان پلـي اتـيلن پيشتر ثابت شـد كـه 

گليكول به پروتئين هدف (پگيلاسيون) به واسـطه 

افزايش انـداره آن، منجـر بـه كـاهش فيلتراسـيون 
ــط آنزيم ــه آن توس ــاهش تجزي ــوي و ك ــاي كلي ه

در ايــن  )16, 15(شــود پروتئــوليتيكي مــذكور مي
نتايج بدست آمده بيانگر افـزايش فـوق تحقيق نيز، 

العاده ي نيمه عمر پلاسمايي فرم پگيلـه هورمـون 
برابر  نسبت به فـرم طبيعـي غيرپگيلـه  12رشد تا 

  باشد.مي
طالعـات از سويي ديگر نتـايج ايـن پـژوهش بـا م

ساير محققان مـورد تجزيـه و تحليـل قـرار گرفتـه 
) به تنهايي يا b2 )A ®Intron-اينترفرون آلفااست؛ 

در تركيب با ريباويرين يك درمان استاندارد بـراي 
مـزمن  Cويروسي هپاتيت  بيماران مبتلا به عفونت

 2b-شناخته شده است. پگيلاسيون اينترفرون آلفـا
ــتفاده از ــا اس ــيلن  ب ــي ات ــي پل ــول متوكس گليك

) خطـي بـا mPEG-SCسوكسينيميديل كربنـات (
منجــر بــه توليــد  كيلــو دالتــون 12وزن مولكــولي 

شـــده اســـت. بـــر اســـاس  PEG intronداروي 
 PEGبيمار تيمار شده با  58اي كه بر روي مطالعه
intron  انجام گرفته است، نيمه عمـر سـرمي فـرم

فتـه برابـر افـزايش يا 10پگيله اينترفرون تا حدود 
  . )17( است

مكـارانش پژوهشـي و ه فريتاس  2013در سال 
بر روي پگيلاسـيون هورمـون رشـد انسـاني انجـام 

آلدهيدي و –kDa 20PEG ها با استفاده از  دادند. آن
2NH-kDa 20PEG  به ترتيـب انتهـايN-رمينـال و ت

ــه  ــطه Gln 141ريش ــه واس ــرانس (ب ــزيم ت ي آن
 اصلاحگلوتاميناز ميكروبي) هورمون رشد انساني را 

كردنـد. مطـابق انتظـار، اتصـال مولكـول  شيميايي
PEG  به هورمون رشد باعث افزايش وزن مولكـولي
هاي پگيله و همچنـين حركـت الكتروفورتيـك فرم

هـاي . فرمگرديـدهـا در ژل الكتروفـورز  كاذب آن
برابـر  4-5پگيله هورمون رشد، افزايش نيمه عمـر 

در مقايسه بـا فـرم طبيعـي هورمـون رشـد نشـان 
آنكه در اين پـژوهش نيمـه عمـر فـرم دادند. حال 

 mPEG-SCه از پگيلــه هورمــون رشــد بــا اســتفاد
حـدود  كيلو دالتـون بـه 12خطي با وزن مولكولي 

  .)18(ت برابر افزايش يافته اس 12
ــر ســر راه  ــه ب ــوانعي ك ــا و م يكــي از چــالش ه

در پگيلاسيون پروتئين ها وجود دارد اين است كه 
بـه جايگـاه فعـال يـا  PEGبرخي مواقـع مولكـول 
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هاي دارويي هاي نزديك جايگاه فعال پروتئينريشه
يابـد و در نتيجـه باعـث ها اتصـال ميو بيومولكول

ــت زيســتي بيومولكول ــديد فعالي ــاهش ش ــايك  ه
. مثلاً در پگيلاسيون اوريكاز اگـر از شوددارويي مي

PEG  درصـد  2,5خطي استفاده شود، تنها حـدود
از ايـن رو  .)19(ماند اقي ميفعاليت زيستي اوليه ب

 PEGي مناسب جهت اتصال مولكول انتخاب ريشه
  باشد.مهم مي بسيار

به منظور بررسـي كـاهش فعاليـت زيسـتي فـرم 
پگيله هورمـون رشـد انسـاني بايـد از روش كشـت 
سلولي بهره بـرد كـه ايـن روش خيلـي زمـان بـر، 

در اين پژوهش به منظور . حساس و هزينه بر است
هـاي طبيعـي و فرمبررسي نيمـه عمـر پلاسـمايي 

ــاني  ــد انس ــون رش ــه هورم  ELISAاز روش پگيل
مبتني بر واكنش بـين  ELISA. روش شداستفاده 

و تغيير در ساختار آنتي  آنتي ژن است -آنتي بادي
شـود. بـا ژن باعث عدم واكنش، با آنتـي بـادي مي

ورمـون و پگيلـه ه هاي طبيعـيتوجه به اينكه فرم
شناسايي شدند، عدم تغييـر  ELISAرشد با روش 

در ساختار فرم پگيله هورمـون رشـد انسـاني و در 
نتيجه كاهش فعاليت زيسـتي آن منتفـي بـه نظـر 

ــد رســد.مي پگيلاســيون  از ســاير مشــكلات فرآين
ه با دارا بودن گرو PEG، تهيه فرم فعال پروتئين ها

  آن است. تهيه يادو هزينه ز عاملي واكنشگر فعال
دارويي با  هايپروتئينكاربرد فناوري پگيلاسيون 

بـا توجـه توجه به اهميت آن، رو به گسترش است. 
هاي انجام گرفته در زمينه توليد هورمـون به تلاش

رشد نوتركيب، اكنون اين هورمون بـه سـهولت در 
گيرد. اما يكـي از مشـكلات رس مردم قرار ميتدس

باشـد. پايـداري پـايين آن مياصلي اين هورمـون، 
هاي داروسازي در زمينه پايـداري تحقيقات شركت

فرمولاسيون اين دارو رضايت بخش بوده است ولي 
 ،باشـدپايداري فيزيولوژيكي آن همچنان پايين مي

كه نيمه عمـر هورمـون رشـد انسـاني در  به طوري
باشـد. بـه علـت پـايين دقيقـه مي 20 خون تقريباً

ورمـون رشـد انسـاني، بيمـاران بودن نيمه عمـر ه
باشـند با دفعات زيـاد مي اين دارو تجويزمجبور به 
 تحميل مي كند انبيمار هاي زيادي را بركه هزينه

ي درد و رنج زياد ،و از طرف ديگر تزريق مكرر دارو
  را براي بيمار به همراه دارد.

ــــواص  ــــر در خ ــــث تغيي ــــيون باع پگيلاس
ــيميايي مولكول ــاي زيســت دافيزيكوش ــه ي از روي

 وقبيل تغيير آرايش فضايي، اتصال الكترواستاتيكي 
نهايت منجر  شود كه اين امر درهيدروفوبيسيته مي

بـه  .شـودبه بهبود رفتار فارمـاكوكينتيكي دارو مي
عــلاوه پگيلاســيون باعــث افــزايش پايــداري دارو و 

اي نيمه عمر در خون، كاهش پروتئوليز و دفع كليه
دفعــات  كــه بنــابراين كــاهش .)16 ،15(شــود مي

   را به همراه دارد. تزريقي مصرف دُز تزريق و
به عنوان نتيجه گيري كلي بايد گفـت كـه روش 
پگيلاسيون هورمون رشد و بهينه سازي فرآيند آن، 

دارويـي  هـايپروتئينيك دستاورد مهم در شيمي 
محسوب مـي شـود. در ايـن مطالعـه بـا توجـه بـه 
راندمان بالاي پگيلاسيون هورمـون رشـد انسـاني، 

هاي هيسـتيدين و/ مشخص شد پگيلاسيون ريشـه
يا ليزين هورمون رشد انساني به صورت معنـاداري 

شـود. باعث افـزايش نيمـه عمـر پلاسـمايي آن مي
هورمـون پگيلاسـيون كـه  همچنين نشان داده شد

  آن را كاهش مي دهد.پتانسيل زتاي رشد، 
 

  تقدير و تشكر
از حمايــت معاونــت پژوهشــي دانشــگاه صــنعتي 

هاي مالي و همچنين از مالك اشتر در تامين هزينه
مركــز تحقيقــات بيوشــيمي و بيوفيزيــك دانشــگاه 
تهران در ارائـه بخشـي از امكانـات آزمايشـگاهي و 

  گردد.ميآناليز دستگاهي تشكر و قدرداني 
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Abstract 
Background: Human growth hormone (hGH) use is increasing due to its important 
biological functions and therapeutic applications, the use of growth hormone for the 
treatment of obesity, short stature, burns and the importance of this hormone for athletes. 
Nowadays, the short half-life of hGH is a major challenge associated with the usage of this 
drug in the world. PEGylation is an effective approach to increase half-life and stability of 
biopharmaceutical proteins. Polyethylene glycol (PEG) due to high aqueous solubility is 
considered as a versatile candidate for pharmaceutical protein conjugation. Accordingly, in 
this study the PEGylation of human growth hormone and its plasma half-life and stability 
were carried out. 
Methods: hGH was PEGylated by using Methoxy PEG Succinimidyl Carbonate (mPEG-SC) 
at 8 °C for overnight.  In this study, SDS-PAGE, Dynamic Light Scattering (DLS), and 
ELISA techniques were used to prove PEGylation reaction. 
Results: The SDS-PAGE results showed high yield PEGylation of hGH under aqueous 
conditions. The zeta-potential, as an indicator of the Surface charge of PEGylated hGH, was 
analyzed by DLS technique. The ELISA results shown the increase half-life of pegylated 
hGH to 12 times. 
Conclusion: In the present study, we demonstrated that the PEGylation of lysine and/or 
histidine residues significantly increased the half-life of the human growth hormone.  
 
Keywords: Human growth hormone, PEGylation, Plasma half-life, Stability, Polyethylene 
glycol 
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