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      چكيده

 
ن ارض جـانبي آاست كه نارسايي كليوي يكـي از عـومتوتروكسات يكي از داروهاي پرمصرف در شيمي درماني زمينه و هدف: 

ا بـه توانـد متوتروكسـات ر(گلوكارپيداز تحت نام تجاري وراكساز) آنزيمي باكتريايي است كه مي G2است. آنزيم كربوكسي پپتيداز
  . شودميوي ير غيركلياز مس آنغيرفعال خود تبديل كند و پس از درمان با دز بالاي متوتروكسات، منجر به حذف  هايمتابوليت

 :NCBI  )Accession numberآمـده از سـايت بـه دسـت G2در اين پـروژه ابتـدا ژن كربوكسـي پپتيـداز  روش كار:
ACY05517 در داخل وكتور (pUC57 توسط شركتGene Cust  براي ادامه روند، وكتـور سپس, شد سنتز pUC57 

بـه همـراه پرايمرهـاي داراي  PCRاستخراج شد و به عنوان الگو در واكنش  بود از باكتري G2كه حاوي ژن كربوكسي پپتيداز 
هضم آنزيمـي صـورت گرفـت و در   PCRروي محصول از آن بر  پس مورد استفاده قرار گرفت.XhoI و   NdeIسايت برش
 E. coliكلون گرديد. در نهايت پلاسميد نوتركيب به داخل سـويه بيـاني  pET28aهاي مورد نظر در وكتور بياني بين سايت
BL21  ترنسفورم شد و تعدادي از پلاسميدهاي تاييـد شـده از طريـقColony PCR  بـراي تعيـين تـوالي بـا پرايمـرT7 

promotor  وT7 terminatorبيان تحت شـرايط  ، ارسال شدند. نتايج تعيين توالي نيز حضور ژن را تاييد كردند، پس از آن
 بياني مختلف بهينه گرديد.

سـاعت  6درجه سانتيگراد و مدت زمان انكوباسـيون  25دماي  IPTGمولار  ميلي 5/0بيشترين سطح بيان در غلظت  ها:يافته
  تعيين شد. در انتها پروتئين مورد نظر از طريق كروماتوگرافي تمايلي نيكل آگارز تخليص و ويژگي هاي سينتيكي آن بررسي شد.

pH  و  7و دماي بهينه فعاليت آنـزيم بـه ترتيـبC˚25  بـراي سوبسـتراي متوتروكسـات  .آمـدبـه دسـتMμ 42= mK  و 
mol/minμ  005431/0 = maxV .محاسبه شد  

كانديـداي توانـد مينـزيم آبوده و در آينده ايـن  G2اين مطالعه به منظور توليد و فرآوري آنزيم كربوكسي پپتيداز  گيري:نتيجه
  .باشدبراي كاهش اثرات جانبي شيمي درماني  بالقوه اي

  
  : گزارش نشده است.تعارض منافع
  حامي مالي نداشته است.: كنندهمنبع حمايت 
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Abstract   

 
Background: Methotrexate is one of the most widely used chemotherapeutic 
agents that may cause kidney failure as a side effect. Carboxypeptidase G2 
(Glucarpidase marketed under the brand name of Voraxaze) is a bacterial enzyme 
that can convert methotrexate to its inactive metabolites and provides an alternative 
non-renal pathway for methotrexate elimination in patients with renal dysfunction 
during high-dose methotrexate treatment.  
Methods: In this research, carboxypeptidase G2 was synthetized in pUC 57 vector. 
Then it was subcloned into pET28a between NdeI and XhoI restriction sites. 
Recombinant vector was transformed into E. coli BL21 and its expression was 
examined in various conditions.    
Results: The optimum expression of recombinant protein was obtained at the 
concentration of 0.5 mM IPTG, 25 ° C, 6 h. Then the active enzyme was purified 
by Nickle affinity chromatography. Optimal pH and temperature of enzyme was 7 
and 25 ˚C respectively. The Km and Vmax for methotrexate were 24 µM and 
0.005431 µmol/min.   
Conclusion: The present study was conducted to produce recombinant 
carboxypeptidase G2 and to improve its production efficiency. In future, this 
enzyme could be a potential candidate for preventing chemotherapy side effects.  
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  مقدمه

سرطاني نيـاز  هايسلولبا توجه به سرعت زياد تكثير 
. باشـدمي هاسـلولزيادي به فولات احيـا شـده در ايـن 

به عنوان راهكـاري  هاسلولكاهش ميزان فولات در اين 
براي درمان سرطان در نظر گرفته شـده و داروهـايي در 

 هـايآنالوگاين خصوص طراحـي شـده اسـت. يكـي از 
در درمـان سـرطان  مـؤثرفولات كـه بـه عنـوان داروي 

ـــات  ـــيعي دارد، متوتروكس ـــاربرد وس  Methotrexatك
(MTX)  است. متوتروكسات كه آنالوگ سنتتيك فولات

يك تركيب مهم در شـيمي  1948). از سال 1باشد (مي
آن از  هــايمتابوليت. اثــر ايــن دارو و باشــدميدرمــاني 

، ترميم و DNAر به مهار سنتز منج DHFRطريق مهار 
در  هايسـلولكه منجر به مـرگ  گرددميهمانندسازي 

. متوتروكســات در درمــان گــرددميحــال تكثيــر زيــاد 
ــاييبيماري ــل  ه ــم، مولتيپ ــد آرترايتيس ــون رماتوئي چ

نيز مورد اسـتفاده  )Psoriasis( پسوريازيساسكلروزيز و 
تزريـق  ). اين داروي سمي مدتي پس از2( گيردميقرار 

بـر  تـأثيريتـا  گـرددميدفـع  هاكليـهبه مرور توسـط 
با دامنه  توانميسالم نگذارد. متوتروكسات را  هايسلول

در هفتــه بــراي  mg/ml 20دوز وســيع تجــويز كــرد، از 
غيرسـرطاني  هـايبيماريدرمان لوكمي ليمفوبلاستي و 

و مـواقعي كـه بـا لوكـوورين  از جمله آرتريت روماتوييد
. در mg/ml 1000-330000تا دوزهاي شود ميتركيب 

 اصــــطلاحاًكـــه  mg/ml 1000-330000 دوزهـــاي
 عنوانبـه معمـولاً .)3( شودميگفته  بالا متوتركسات دز

كـه در بيمـاران بـا  شودميتجويز  بلندمدتيك تزريق 
آب و  ازحـدبيشعملكرد كليوي نرمال از طريق مصرف 

روكسـات در قليايي سازي بـراي افـزايش حلاليـت متوت
ادرار تنظيم كرد. اما در مواردي اين دوز بالا باعث بـروز 

كه در اين صـورت دفـع دارو  گرددمي هاكليهآسيب در 
به خـوبي انجـام نگرفتـه و اثـرات سـمي  آن بـر سـاير 

حـذف ايـن دارو  هـايراه. يكي از نمايدميبروز  هاسلول
. گلوكارپيداز آنزيمي است كه باشدميتجزيه آنزيمي آن 

متوتروكسات را به تركيبـاتي بـا سـميت كمتـر تبـديل 
 G2). گلوكارپيداز يـا كربوكسـي پپتيـداز 4و 5( كندمي

ــويه  ــودوموناس از س ــايي س ــالوآنزيم باكتري ، RS-16مت

ــولي  ــا وزن مولك ــودايمري ب ــروتئين هم  2× 41800پ
  ). 6( باشدميدالتون 

ـــــال  ـــــداز  1971در س ـــــي پپتي از  G1كربوكس
Pseudomonas stutzeri  جدا شد و با آنـزيم مطالعـات

بـه طـور طبيعـي  گرديد كـهاوليه مقايسه شد، مشاهده 
متيـــل  -5(شـــامل  دهـــدميفـــولات را كـــاهش 

ــدروفولات و  ــدروفولات  -5تتراهي ــل تتراهي -2,4فورمي
diamino-N10 methylpteroic) acid (  كـه بـه عنـوان

. شوندميشناخته  citrovorumو  lecovorinفاكتورهاي 
از سودوموناس  G2ژن كربوكسي پپتيداز 1983در سال 

ـــپس در   ـــد ، س ـــدا ش ـــد از آن در   E coliج و بع
Pseudomonas putida بيان شد. كربوكسي پپتيدازG2 

دو ظرفيتي روي دارد و شامل دو زير  هايكاتيوننياز به 
. تــوالي باشــدميكيلــو دالتــوني  42واحــد حــدود 

تعيين شدند.  بيان بالاي اين  بعداًهم  هاژن نوكلئوتيدي
آن را فـراهم كـرد.  سـازيخالصپروتئين هموژن زمينه 

، هاآنزيماين مطالعه نشان داد كه در بين  اين خانواده از 
بهترين قابليت را براي تمايز بين   G2كربوكسي پپتيداز

يل تتراهيدروفولات دارد، بنـابراين مت -5متوتروكسات و 
ــتفاده ــراي اس ــير را ب ــولات مس ــردش ف ــرم در گ از  ف

كنـد. بنـابراين كـاربرد همـوار مي G2كربوكسي پپتيداز
  .كلينيكي اين آنزيم گسترش پيدا كرد

 هايگونـهآنزيم كربوكسي پپتيداز تا به حال بيشتر از 
 هابررسـيسودوموناس فلاونوباكترها جـدا شـده اسـت. 

مختلـف  هايگونـهي جدا شده از هاآنزيمن داده كه نشا
). ايـن آنـزيم 7و8شباهت ساختاري زيادي با هم دارند (

از دو زير واحد يكسان تشكيل شده كـه هـر زيـر واحـد 
ايــن آنــزيم متوتروكســات در  اتــم روي اســت. 2واجــد 

-N10دي آمينـو 4و2گردش را به متابوليـت غيرفعـال 
ابوليزه كـرده و روش ) متDMAPمتيل پتروئيك اسيد (

 سـازدديگري را براي دفع كليوي متوتروكسات مهيا مي
ـــراً ).9 و 10( ـــي تحـــت عنـــوان اخي  وراكســـاز داروي

(Voraxaze)  توســـــط شـــــركت آمريكـــــاييBTG 
International Inc ) كــه از آنــزيم 5عرضــه شــده (

در آن بهره برده اسـت. ايـن دارو  G2كربوكسي پپتيداز 
واحـد آنزيمـي بـا قيمـت  1000به صورت ويال حـاوي 
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. قابـل رسـدميدلار در آمريكا به فروش  27،000حدود 
واحـد  50ذكر است كه مقدار مصرف در هر بار استفاده 

. يعنـي هزينـه باشـدميبه ازاي هر كيلوگرم وزن بيمـار 
ك بيمـار بـا وزن تنها يك بار استفاده از دارو در مورد ي

واردات، در  هايهزينهكيلوگرم بدون در نظر گرفتن  70
). بـا توجـه بـه 5( شـودميدلار بـرآورد  93،800حدود 

ــزيم  ــزيم، در ايــن مطالعــه ابتــدا ژن آن اهميــت ايــن آن
سنتز  pUC 57بهينه و سپس در  G2كربوكسي پپتيداز 

كلـون  pET 28شـد. ژن سـنتز شـده در حامـل بيـاني 
. پــس از آمـد بـه دســتايط بيـان بهينــه گرديـد و شــر

بهينـه فعاليـت  pHتخليص آنزيم شرايط بهينـه دمـا و 
  .مطالعه و پارامترهاي سينتيكي آنزيم محاسبه شد

  
  روش كار

و  Nde1، محــدودگر هــاي مــورد نيــاز (پليمــرازآنزيم
Xho1 و...( ) Co.Fermentase (و EDTA ،SDS 

)Sigma Co،(  مواد مـورد اسـتفاده در تهيـه ژل اكريـل
 )Co Merck(آميد و سـاير مـواد شـيميايي مـورد نيـاز 

در ايـن پـژوهش از  جهت انجام آزمايشات آماده گرديد.
بـه عنـوان ميزبـان BL21(DE3) سويه  E .coliباكتري 

 اختصاصي براي كلونينگ و بيان ژن كلون شده استفاده
  شد.

 .Eدر بـاكتري  G2كلونينگ ژن كربوكسـي پپتيـداز 
coli : توالي ژن آنـزيم كربوكسـي پپتيـدازG2  از بانـك
) NCBI   )Accession number : ACY05517ژنــي

يافت شد اين ژن در باكتري سودوموناس وجود داشت و 
با توجه بـه اينكـه بـراي انجـام ايـن پـروژه بايـد ژن در  

بــا توجــه بــه  .شــدميترنســفرم   E.coliميزبــان بيــان
 ژن كربوكسي پپتيداز   E.coliباكتري كدونيارجحيت 

G2 توسط شركتGeneCust سنتز  بهينه شد، و سپس 
ايـن توسـط  XhoI و NdeI دو سـايت بـرش نيدر بژن 

از آنجا كه بـراي  انجام گرديد. pUC57در وكتور  شركت
كلـون  pET28ادامه روند كار بايد ژن در داخـل وكتـور 

 پرايمرهـاي Oligo analyzer  افـزارنرمبا كمك  شدمي
 نهايتـاًو  مورد نظر طراحي و مراحل كلونينگ انجام شد

  E.coliپلاسميد حاوي ژن مورد نظر به داخل بـاكتري 
ترانســفرم گرديــد. پــس از  BL21 (DE3) ســويه بيــاني

ايجاد وكتور نوتركيب و بعـد از ترنسـفورم كـردن آن در 
ترنسفورم شـده در  هايسلول، E.coli BL21 هايسلول

  سـيلينآمپي  آگار(جامـد) واجـد LBمحـيط كشـت  
mg/ml100ـــــين ـــــد  mg/ml  50، كانامايس و فاق

ده شد كرر هـايكلونيكشت داده شدند از  بيوتيكآنتي
يك پليت ، سيلينآمپي  بيوتيكآنتيوي محيط حاروي 

تكثير اي يمرهايي كه براپرده از ستفابـــا ا. دتهيه شدر ما
روي بر  Colony PCR، شدندده ستفااني ژقطعه 

وي كه حا هــاييكلونياز شد. م نجاا هــاكلونيادي از تعد
گرفت م نجاا يدسمپلااج ستخر، اشدندداده تشخيص ژن 
ه مشاهدروي ژل كر سايز مناسب رها با مايدسمين پلاو ا

ها روش ينشده با ا ييدتا يدهاياز پلاسم يتعداد شدند.
ــا پرايمــر  يتــوال يــينتع يبــرا  T7و  T7 promotorب

terminatorد.، ارسال شدن  
 وكتـور حاوي باكتري از كلني تك ابتدا: بيان پروتئين

 LBكشـت  محيط mL 10 حجم در مورد نظر، نوتركيب
 ساعت16 مدت به mL gμ50-1 مايع حاوي كانامايسين 

 mL 100 در1:100بـه نسـبت  سـپس .شـد داده كشت
دمـاي  در انكوبـاتور در تلقيح شده و جديد كشت محيط

°C 37 با دور  rpm200  منتقل شد و بعد از رسيدن به 
OD غلظتهاي مختلف  5/0 برابرIPTG )25/0 ،5/0 ،1 (

ـــا ( ـــاوت (37و 25دم ـــاي متف  10و  6، 4، 2) و زمانه
ساعت) بررسي گرديد. بيان بهينه در  بـا غلظـت نهـائي 

درجه سـانتي  25در دماي  IPTGمولار ميلي 5/0غلظت
 6پـس از  هاسـلولسـاعت تعيـين شـد. 6گراد به مدت 

 ,minآوري شدند (ساعت انكوباسيون با سانتريفيوژ جمع
4 °C 20 g,   12000 به دسـت). در مرحله بعد رسوب 

  Naclحـاوي  pH 8ميلي مولار  40آمده در بافر تريس 
وي يـخ ميلي مولار بـر ر 5ميلي مولار و ايميدازول 300

sonicate  دقيقـه و در هـر  10شد. اين عمل بـه مـدت
ثانيـه  40شـدند و سونيكه مـي هاسلولثانيه  20دقيقه 

ــي ــخ م ــد. ســلولروي ي ــا ماندن ــاي شكســته شــده ب ه
دقيقــه در  20بــه مــدت  g ×12000ســانتريفيوژ بــا دور

نشـين شـدند. سـپس همـه گراد تهدرجه سانتي4دماي 
درجـه  100ه در دمـاي نمونه ها بـه همـراه بـافر نمونـ

دقيقه حـرارت داده شـدند. بـراي  5گراد به مدت سانتي
 12ژل  آناليز بيان پروتئين نوتركيب نمونـه هـا بـر روي

بارگذاري شدند و توسط بريليانـت SDS-PAGE درصد 
  د.رنگ آميزي گرديدن-G 250بلو

 روش از آنـزيم، تخلـيص منظـور به: تخليص پروتئين
 و (Affinity Chromatography) تمايلي كروماتوگرافي
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 اسـتفاده (Nickel - Sepharose)  نيكل سفارز ستون از
هيسـتيديني  دنبالة داراي شده بيان نوتركيب آنزيم .شد

)tag-6Hisانتهـــاي آمـــين ( ) درTerminal-N خـــود (
باشد. اين دنباله هيستيديني داراي تمايل زيادي بـه مي

كند. بدين مينيكل بوده و ميانكش محكمي با آن برقرار 
ميلـي مـولار  40  بافر تريس  منظور، ابتدا ستون توسط

 مولار نمك  ميلي300مولار ايميدازول و ميلي 5داراي 
NaCl به تعادل رسيد. سپس عصاره ي سلولي به سـتون

منتقل و به آرامـي از روي سـتون عبـور داده شـد و بـه 
هاي متصل نشده به سـتون بـه دنبال آن حذف پروتئين

) انجام شد و در Washing Bufferبافر شستشو (وسيله 
هاي متصل به ستون از بافر آخر براي جداسازي پروتئين

) اسـتفاده شـد. بـافر جـدا Elution Bufferجدا كننده (
مولار به ميلي40حاوي تريس  )Elution Bufferكننده (

 NaCl  300مـولار و نمـك ميلـي250همراه ايميدازول 
  .باشدمي pH 8مولار با ميلي

رقابت ايميدازول موجود در ايـن بـافر بـا هيسـتيدين 
براي اتصال به نيكـل سـبب خـروج پـروتئين از سـتون 

شود. خلوص و تعيين وزن مولكـولي نمونـه تخلـيص مي
بر طبق  روش   SDS-PAGE درصد12شده بر روي ژل 

Laemmli د.كنترل ش  
 پپتيداز كربوكسي آنزيم فعاليت: تعيين فعاليت آنزيمي

آنـزيم  ايـن اصـلي سوبسـتراي حضـور در اتاق دماي در
 .گرفت قرار بررسي مورد سينتيكي روش به متوتروكسات

ــوط در ــيون متوتروكســات مخل ــايش، اكسيداس  آزم
 8مـولار، ميلي 50 فسفات پتاسيم بافر مولار درميلي34

pH درجه 25 دماي نانومتر در 320 در جذب كاهش با 
  .)cm 1-M8300 = ε-1(شد  گيري اندازه گراد سانتي

: بهينه آنزيم براي سوبستراي متوتروكسات pHتعيين 
ي بهينه، فعاليت آنزيم در مخلوط پل pHبه منظور يافتن 

 50مـولار، سـديم فسـفات ميلي 50بافري حاوي تريس
مـولار و گلايسـين ميلـي 50مولار، سيتريك اسيد ميلي

 رد  مولار با استفاده از سوبستراي متوتروكسـاتميلي50
  مورد سنجش قرار گرفت.pH  )3-9 (دامنه

بـه منظـور يـافتن : تعيين دماي بهينه فعاليت آنـزيم
دماي بهينه، فعاليـت آنـزيم در مخلـوط بـافري حـاوي 

 مولار با استفاده از سوبسـترايميلي 50پتاسيم فسفات 
ـــايي  ـــه ي دم ـــات در دامن ـــه  5-55متوتروكس درج

 گراد مورد سنجش قرار گرفت. سانتي

پارامترهـاي سـينتيكي : پارامترهاي سـينتيكيتعيين 
بـا اسـتفاده ازسوبسـتراي  G2آنزيم كربوكسـي پپتيـداز

متوترواكسات با رسم و بررسي منحني ميكائيليس منتن 
منظـور فعاليـت . بدينآمد به دست prismتوسط برنامه 

هاي مختلف اين سوبسترا در دماي اتاق آنزيم در غلظت
بـراي  Specific Activityگيـري شـد. همچنـين اندازه

  .سوبستراي متوترواكسات محاسبه شد
  

  هايافته
ابتدا تـوالي ژنـي : G2كلونينگ ژن كربوكسي پپتيداز 

ــداز  ــزيم كربوكســي پپتي ــه آن ــوط ب ــور  G2مرب در وكت
pUC57  بــين دو ســايت بــرشNdeI  وXhoI  بهينــه و

سنتز شد. پس از سنتز جهت تكثير پلاسميد مورد نظـر 
منتقل شد و پـس از رشـد اسـتخراج   Ecoli DH5αبه 

پلاسميد صورت گرفت. پلاسميد به دسـت آمـده بـراي 
ــزيم ــط آن ــر، توس ــورد نظ ــور ژن م ــد حض ــاي تايي ه

مـورد هضـم دوگانـه قـرار  XhoIو  NdeIمحدودكننده 
هـاي محـدود كننـده گرفت، در اثر هضم توسـط آنـزيم

جفت بـاز و  1100قطعه ژني وارد شده در محدوده بين 
باز قـرار گرفـت و وكتـور خطـي شـده در  جفت 1500

 pET28aجفت باز قرار گرفت. پلاسميد  3000محدوده 
هضم  XhoIو  NdeIهاي محدود كننده نيز توسط آنزيم

دوگانه شد. محصول هضم شده بر روي ژل بـرده شـد و 
 5000صحت هضم آنزيمي با ايجاد تك باند در محدوده 

  جفت باز مورد تاييد قرار گرفت.
 pUC57ي مورد نظر حاصل از هضم پلاسميد قطعه ژن

پس از اسـتخراج از  pET28aو محصول حاصل از هضم 
ژل براي انجام واكنش الحاق بكـار بـرده شـدند. سـپس 

 E. coli BL21محصولات حاصل از الحـاق بـه بـاكتري 
 هاي مثبت پلاسـميد اسـتخراجانتقال پيدا كرد. از سويه

ــه پلاســميد نوتركيــب  ــا  pET28aشــد. هضــم دوگان ب
براي تاييد وارد شدن ژن مورد  XhoIو  NdeIآنزيمهاي 

  انجام شد. pET28a نظر به وكتور
ــميد  ــر در پلاس ــورد نظ ــون ژن م ــد كل ــس از تايي پ

pET28a پلاسميدهاي نوتركيـب بـراي تعيـين تـوالي ،
ارسال شد. نتيجه تعيين توالي ژن مورد نظر بررسي شد 

ج تعيـين و مشخص شد توالي بدون جهـش اسـت. نتـاي
را  %100توالي نيز حضور ژن را تاييد كردنـد و شـباهت 

  د.نشان دادن
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بعد از اطمينان كامل از درسـت : بررسي بيان پروتئين
بودن توالي ژن سنتز شـده، بـه منظـور بيـان پـروتئين 

مـايع  LBنوتركيب، باكتري نوتركيب در محيط كشـت 
آوردن بهتـرين  بـه دسـتكشت داده شد. سپس بـراي 

شرايط بيان با مقادير بالايي از پروتئين محلول و فعـال، 
، دمـا و IPTGهاي مختلف شرايط مختلف بياني (غلظت

زمان) سنجيده شد و در نهايت بهترين شرايط بيـان بـا 
درجه سـانتي  25در دماي  IPTGمولار ميلي 5/0غلظت

  
 شده. كلون ژن برروي PCR  نمونه :3 نمونه ،ladder DNA  :2 نمونه شده، سنتز اوليه ژن روي برPCR  نمونه :1 نمونه -1 شكل

 
: بانـد مربـوط بـه پلاسـميد خطـي  .57pUCوكتور نوتركيـب  XhoIو  NdeIهاي محدودكننده الف) ژل هضم دوگانه با آنزيم مراحل كلونينگ. -2 شكل

pUC57 ،  باند مربوط به ژن جدا شده از پلاسميد بعد از هضم آنزيمي ب) پلاسميدpET28a كننـده محـدود هـايآنزيم هضم بوسيله شده خطي NdeI و 
XhoI هاي محدودكننده ج) ژل فرايند هضم دوگانه با آنزيمNdeI وXho I بين ناحيه در شده خطي پلاسميد bp 5000 است مشخص. 
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  .ساعت تعيين شد 6گراد به مدت 
پس از بيـان در : G2تخليص آنزيم كربوكسي پپتيداز 

هـاي سـانتريفيوژ شـده شرايط بهينه، مايع رويي سـلول
حاصل از محيط كشت دور ريخته شد و رسـوب آن كـه 

و پروتئين مورد نظر بود در بـافر تـريس  هاسلولحاوي 
و  NaCl  مـولارميلـي 300حاوي  pH 8مولار ميلي 40

 sonicateميلي مولار محلول و بر روي يخ  5ايميدازول 
 هـاي شكسـته شـده بـا سـانتريفيوژ بـا دورشد. سـلول

g12000  درجــه  4دقيقــه در دمــاي  20بــه مــدت
 رسوب سلوليي و نشين شدند. محلول روي سانتيگراد ته

برده شد. همـانطور كـه مشـاهده  SDS-PAGEبر روي 
هم در محلول رويي و هم رسوب پروتئين وجود  شودمي

دارد. در ايــن مطالعــه آنــزيم موجــود در محلــول رويــي 
مايع رويي حاوي  در مرحله بعد، تخليص استفاده گرديد.

پروتئين نوتركيب توسط ستون تمايلي نيكل با اسـتفاده 
ميلي  60ديان ايميدازول به ترتيب در غلظت هاي از گرا

ميلي مولار انجام گرفت.  250ميلي مولار و  100مولار، 
در مرحله ي اول خالص سازي بطور كامل انجام نشـد و 

ايميـدازول از  پـايينپروتئين مورد نظر در غلظت هـاي 
ستون خارج گرديد. براي حل ايـن مسـئله در دسـترس 

صال به ستون نيكل سفاروز مورد نبودن، پروتئين براي ات
و  Nبررسي قرار گرفت با توجه به اينكه هـر دو انتهـاي 

C  آنزيم در داخل دمُين كاتاليتيك و در هسـته آبگريـز
پروتئين در دسترس نبوده و در  His-tagقرار دارند، لذا 

فرآيند تخليص مشكل ساز شد. براي رفع ايـن موضـوع 
سـتفاده شـد تـا آنـزيم مولار ا 8در بافر تخليص از اوره 

پـروتئين  Nموجود در انتهاي  His-tagكاملا باز شده و 
در معرض نيكل موجـود در سـتون كرومـاتوگرافي قـرار 
گيرد. با استفاده از اين دستورالعمل تخليص پروتئين به 

 غلظت پروتئين درو  راحتي در مرحله اول صورت گرفت
پــروتئين  ميلــي مــولار ايميــدازول تخلــيص شــد. 250

تخليص شده در محلول رويي ، تك باند با وزن مولكولي 
-SDSكيلو دالتون بر روي ژل  42,211مونومري حدود 

PAGE  شـده ). سپس آنزيم تخليص3ديده شد (شكل 
 ميلـي مـولار 50 در بـافرجهت حذف اوره و ايميدازول 

در سـاختار   Znدياليز شد. به دليل وجـود  pH 8تريس
نيـز  2ZnClميلي مـولار  0/5آنزيم در بافر دياليز حدود 

مــورد اســتفاده گرديــد و خصوصــيات بيوشــيميايي آن 
  بررسي قرار گرفت.

آوردن  به دسـتجهت  :خصوصيات بيوشيميايي آنزيم
pH  بهينــه آنــزيم توســط سوبســتراي متوتروكســات در
pH اندازه گيري شـد.  9تا  3هاي بينpH  بهينـه بـراي

تعيــين گرديــد. نمــودار  7اكسيداســيون متوتروكســات 
نشـان شـده  4براي اين آنـزيم در شـكل   pH-فعاليت 

  
: 5–ساعت 4زمان : قبل القا 4–ساعت 2:بعد القا زمان 3 –ساعت  2 زمان:قبل القا 2 –: پروتئين ماركر 1(2Gالف)آناليز بيان پروتئين كربوكسي پپتيداز -3 شكل

درجه سانتي گـراد و  25دماي  ساعت ). نمونه از ژل هاي الكتروفورز در زمانه هاي مختلف،6:بعد القا زمان 7 – ساعت 6زمان  :قبل القا6 –ساعت  4بعد القا زمان 
  : پروتئين تخليص شده توسط ستون نيكل سفارز 1شكل ب) نمونه  IPTGمولار ميلي 5/0غلظت 
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  است.
دماي بهينه با استفاده از سوبستراي متوتروكسـات در 

گراد مورد سنجش قرار گرفت. درجه سانتي 5-55دامنه 

درجـه سـانتي  25متوتروكسات دمـاي  براي سوبستراي
  د.بهينه تعيين گرديگراد به عنوان دماي 

: G2پارامترهاي سينتيكي آنـزيم كربوكسـي پپتيـداز 

  

  
در مخلـوط بـافري حـاوي تـريس، سـديم  وبراي سوبستراي متوتروكسات در دماي محيط.  pH -دماي بهينه الف) نمودار فعاليت –بهينه pHتعيين  -4شكل

متوتروكسـات در مخلـوط  -دما  براي سوبستراي  -مورد سنجش قرار گرفت. ب) نمودار فعاليت pH 3-9در دامنه  -mM50 فسفات، اسيد سيتريك و گلايسين
  mM50بافري حاوي پتاسيم فسفات 

  
در دمـاي  mM50هاي مختلف متوتروكسات  در بافرحاوي پتاسيم فسـفات در حضور غلظت G2فعاليت كربوكسي پپتيداز  -منتن  ايليسنمودار ميك -5شكل 

  گراددرجه سانتي 25
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مـولار) در بـافر ميلـي 34/0اكسيداسيون متوتروكسات (
 nmمولار) با كاهش جذب در ميلي 50پتاسيم فسفات (

گيـري شـد. گراد انـدازهدرجه سانتي 25در دماي  320
) با اسـتفاده از  maxVو  mKپارامترهاي سينتيكي آنزيم (

بـه ،  Prismمنتن است و توسط برنامه -رابطه ميكائليس
  .آمد دست
  

  گيريو نتيجه بحث
بسياري نسـبت  هايمزيتدرماني داراي  هايپروتئين

به داروهاي كوچك مولكول هستند، فعاليت اختصاصـي 
توانـد تقليـد را هيچ داروي كوچك مولكـولي نمي هاآن

اختصاصي، امكان كند. همچنين به دليل همين فعاليت 
ينـدهاي بيولـوژيكي نرمـال بـدن و ايجـاد رآتداخل با ف

 كـهازآنجايي. علاوه بر اين يابدميعوارض جانبي كاهش 
هـاي طبيعـي بـدن ينئاز پروت هـاپروتئينبعضي از اين 

هستند احتمال ايجاد پاسخ ايمني نامطلوب نيز كـاهش 
از منظر اقتصـادي نيـز مـدت زمـان لازم بـراي  .يابدمي

ــرفتن  ــهگ ــازمان تأييدي ــه  هايس ــذا و دارو نســبت ب غ
داروهاي كوچك مولكول كمتر است و همچنين به دليل 

هاي مختلف در سـاختار و عمـل، ثبـت ينئيكتايي پروت
اسـت و بـه همـين  ترآسـان پـروتئينپتنت براي توليد 

هاي دارويـي بـه توليـد دليل توجـه بسـياري از شـركت
ت. از طرف ديگر بـا معطوف شده اس پروتئينيداروهاي 

 در صورت استفاده از هاآنزيم توجه به ماهيت كاتاليتيك
انتظـار داشـت كـه بتواننـد  تـوانمينها به عنوان دارو آ

تعداد زيادي از مولكولهاي هدف را به محصـول دلخـواه 
ي دارويـي در درمـان بيمارهـاي هـاآنزيم تبديل كننـد.

سـرطان ديـده و درمـان  سـيبآ عفوني، درمان بافتهاي
پيشـرفت در بيوتكنولـوژي در  .نقش مهمي ايفا ميكنند

طي ده سال گذشته به شركت هاي داروسازي اين اجازه 
را داده است كه محصولات آنزيمي ايمن تر، ارزان تر بـا 
توانايي و اختصاصيت افزايش يافته را توليدكنند. توسعه 

ي اولـين هـاي درمـاني نشـان دهنـدهو توليد پـروتئين
نوتركيب بـود. در آغـاز  DNAصنعتي تكنولوژي كاربرد 

انقلاب بيوتكنولوژي هدف اصلي بيـان و توليـد كارآمـد 

هـا در علـوم پـروتئين، پروتئين نوتركيب بود. پيشـرفت
ژنتيك و زيست شناسي مولكولي فرصت هـاي جديـدي 

ي نوتركيب جهت رويـارويي بـا هاپروتئينرا براي توليد 
فعاليت دارويي فـراهم  مديريت بهتر بيمار و اختصاصيت

نموده است. نـوآوري در صـنعت داروسـازي وابسـته بـه 
توليد و طراحي داروهاي جديد و ايمن با در نظر گرفتن 
عملكرد و مقرون به صرفه بودن آنها است. بيوتكنولوژي 

دهـي دارويـي بـه ژنتيكي در فرايندهاي توسـعه و علوم
اي شركت هاي داروسازي اين امكان را مي دهد كـه بـر

ميليـون دلار در حـدود يـك سـوم  300هر دارو حدود 
هاي امروزه صرفه جويي كنند و اين چشم انداز را هزينه

دارد كه داروها يك يا دو سال زودتر به بازار وارد شـوند. 
لذا جهت دستيابي بـه اهـداف مطـرح در نقشـه جـامع 
علمــي كشــور، ســند ملــي توســعه زيســت فنــاوري در 

ازار جهـاني محصـولات زيسـت درصد ب 3برخورداري از 
فناوري و كمك به ارتقـاي سـطح علمـي و فنـاوري بـه 
منظـور كســب مقــام نخسـت منطقــه و ســهم شايســته 
جهاني، با توجه به اهميت توسـعه صـادرات محصـولات 
زيستي و لزوم تحقق هدف كمي مندرج در نقشه جـامع 
علمي كشور در اين حوزه، لزوم تدوين نقشه راه و انجام 

فنـاوري در هاي مختلف زيستمرتبط در حوزهمطالعات 
فناوري و پيش بينـي بررسي وضعيت موجود بازار زيست
بـيش از پـيش  1404ميزان صادرات هر حوزه تـا افـق 

آشكار مي شود. لـذا براسـاس نقـش ذاتـي ايـن امـر در 
دانشگاه ها و مراكز علمي و تحقيقـاتي در جهـت توليـد 

، بر آن شديم تا آزمايشگاهي محصولات دارويي نوتركيب
با استفاده از توان تكنيكي و علمي لازم قـدم در مسـير 
رفع نيازهاي داخلـي كشـور در زمينـه توليـد داروهـاي 

هاي ذكـر شـده توسـط نوتركيب و نادر براساس اولويت
مراجع ذيصلاح امر از جملـه وزارت بهداشـت، درمـان و 
آموزش پزشـكي، انجمـن بيوتكنولـوژي، سـتاد توسـعه 

وري و شبكه بيوتكنولوژي پزشكي كشور نهاده زيست فنا
بــا نــام  G2و داروي نوتركيــب و نادركربوكســي پپتيــداز

 2012را كــه در ســال (Voraxaze) تجــاري وراكســاز 
عنـوان يكـي از  بـهو  تاييـد شـده اسـت  FDA توسـط

 اي از خصوصيات كاتاليتيكي آنزيم توليدي در آزمايشگاه آنزيم شناسي خلاصه -1جدول
 T(optimum) pH(optimum) Specificactivity حلاليت

(µmol/min/mg) 
Km(µM) Vmax(µmol/min) شاخص  

 C 25  7 0098/0±197/0  2/1±24  0002/0±005431/0  CPG2° محلول
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داروهاي نادر مورد نياز كشور كه در اولويت هاي وزارت 
بـا قيمـت بـالا  داروي بيوسـيميلار.بهداشت بـه عنـوان 

هـدف اصـلي ايـن  را مورد مطالعه قـرار دهـيم باشدمي
نوتركيـب  G2پژوهش توليد آنـزيم كربوكسـي پپتيـداز 

-بود. براي اين منظور پس از سنتز ژن آنزيم كربوكسـي
مراحـــل كلونينـــگ، بيـــان، تخلـــيص و  G2پپتيـــداز 

خصوصيات بيوشيميايي آنزيم مذكور مورد مطالعه قـرار 
ايلي كه در توليد اين دارو بـه عنـوان گرفت. يكي از مس

 آن اهميت بسيار زياد دارد تخليص پروتئينييك داروي 
آن سـلول ميزبـان توليـد كننـده  پروتئينـياز مجموعه 

آمـده  به دست پروتئينهمچنين در اين پروژه  باشدمي
 به دستسصورت اينكلوژن  %50محلول و  %50بصورت 

مـل ايـن به همين دليـل جهـت محلـول كـردن كا آمد
كاملا محلول و فعال  پروتئينآوردن  به دستو  پروتئين

  .تحقيقات و مطالعاتي در حال انجام است
 1984در تحقيق اوليه كه بـروي ايـن آنـزيم در سـال

و همكارانش صـورت گرفـت آنـزيم  Sherwood توسط 
ــه  E.coliي و سودوموناســدو ســويه از  مــورد مطالعــه ب

آمده بود و اين مطالعه جهـت بررسـي و مقايسـه  دست
د با وجوكه   آمده از دو منبع متفاوت بود به دستآنزيم 

 سيستم بياني سودوموناسي فعاليت قابـلاينكه از آنزيم 
قبولي مشاهده شد ولي ميزان بيان و فعاليـت مشـاهده 

بـه همـين (9).  بود  E.coli شده كمتر از سيستم بياني
ــس از آن در ــل پ ــودا و  دلي ــط گ ــدي توس ــه بع مطالع

بر روي اين آنزيم انجـام شـد  2009همكارانش در سال 
بـراي   E.coliاز سيسـتم بيـاني  پروتئينبراي بيان اين 

آمده بـه فـرم  به دست پروتئينبيان آن استفاده شدكه 
ي آنزيمي پس هابررسياينكلوژن بادي و نامحلول بود و 

در ). 10( گرديدبروي آن انجام  پروتئين Refolding از 
 تحقيقي كه در اين اواخر صورت گرفته به بررسي دمين

هاي اين پروتئين پرداخته است، و اثر حذف اين دمـين 
آمدن فرم محلـول  به دستو  پروتئينها در ميزان بيان 

  .)13مورد بررسي قرار گرفته است ( پروتئين
بررسـي بـر روي ايـن گفـت  تـوانميولي بطور كلي 

پروتئين ارزشمند و با قيمت بالا در كشـور بـراي اولـين 
بار صورت گرفته است. كلونينگ ژن كربوكسي پپتيـداز 

G2  با اسـتفاده از سـويهE. coli BL21 گرفـت. صـورت
سپس بهترين دما و شرايط القا و زمان مناسب بـاكتري 
نوتركيب بياني در شـرايط مختلـف مـورد بررسـي قـرار 

گرفت. با مطالعه نتايج حاصل از بيان مشخص شـد كـه 
 37گراد بهتـر از دمـاي درجه سانتي 25آنزيم در دماي 

گراد بيان مي شود و همچنين تغيير زمـان درجه سانتي
 6ميلــي مــولار و  5/0بــالاتر از  IPTGو تغييــر غلظــت 

در افزايش بيان آنـزيم نـدارد. لـذا  تأثيريساعت زمان، 
شـامل  G2ن آنزيم كربوكسي پپتيداز بهترين شرايط بيا

مـولار ميلـي 5/0درجه سـانتي گـراد، غلظـت 25دماي 
IPTG  كـه تحـت ايـن آمـدساعت به دسـت  6و زمان .

بـه  ٪50 بـه فـرم محلـول و ٪50شرايط بياني بصورت 
كـه  آمـد بـه دسـتصورت اينكلوژن بـادي و نـامحلول 

آمده از مطالعات قيلـي بـرروي  به دستنسبت به نتايج 
 آنزيم اين نتيجه قابل قبولي بوده است. اين

ين داراي قيمت بـالا (هـر ويـال ئاين پروت كهازآنجايي
1ml  ر هزار دلار) و از داروهاي  بيوسيميلا 27آن حدود

است، كه در اولويت هاي وزارت بهداشت براي توليد در 
آمدن فرم محلـول و فعـال در  به دستو  باشدميكشور 

داخل سلول دستاورد بزرگي است كه در آينده بتـوان از 
دارويي در مقيـاس صـنعتي  پروتئينبراي تهيه اين  آن

ـه بهره برد، تـا بتوانـد بـصورت يـك داروي نوتركيـب ب
راحتـي در دسترس عمـوم قـرار بگيـرد. ضـمن اينكــه 

يع رونــد باعـــث كـــاهش هزينــه هــاي درمــاني و تســر
بهبودي بيمـاران گـردد و كمكي به بومي سـازي علـوم 

در اين پژوهش پس از سنتز ژن آنزيم  .در كـشور شـود
مراحل كلونينگ، بيان، تخليص و  G2كربوكسي پپتيداز 

و نتايج  خصوصيات بيوشيميايي آنزيم مذكور بررسي شد
رضايت بخشي حاصل گرديـد. ايـن پـروتئين نوتركيـب 

فعال در داخل سـلول بـاكتري توليـد بصورت محلول و 
  شده و اميد است كه در آينده به توسعه صنعتي برسد.

  
  تشكرتقدير و 

وسيله نويسندگان اين مقالـه كمـال تشـكر را از  بدين
و موسسه نيماد كه بـا همكـاري   دانشگاه تربيت مدرس

 صميمانة خود ما را در انجام اين پژوهش ياري رسـاندند
  .دارندابراز مي
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