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 ده يچك
 يهرا  نيپرروت   انيب يبرا يزبانيم ستميس ني(پرکاربردترCHO)  ينيتر چتخمدان همس يها سلولسابقه و هدف: 

 يشرد  بررا   يمهندسر  يهرا  بهينه و نيز ميزبان يبيان يچون ايجاد وکتورها هم يمتنوع يها . روشباشند يم بينوترک

 يهرا  سلول بر پايره نن  ياند. در اين مطالعه روش مهندس کار گرفته شد  به زبانيم نيدر ا نيپروت  انيب زانيافزايش م

دهنرد    ( و پروت ين انتقالeIF2α S51A) 2 ييوکاريوت يفاکتور آغاز يواحد آلفا شوند  زير لهيقابل فسفر ريموتان غ

بره منورور    کننرد،  يرا در سلول کنترل م نيترجمه و ترشح پروت  يها ريمس بي، که به ترت(CERT S132A) سراميد

 .شد  است  کار گرفته به نهيبه CHO يايجاد رد  سلول

 کننرد  پسسرمينونن برافتي    و فراکتور فعرال   CERT S132A ،eIF2α S51A يهرا  از نن کيهر ها: مواد و روش

 (t-PAدر وکتور ب )يها از نن کيهر  کنند  انيب داريپا يسلول يها تيمناسب کلون شدند. جمع يانيCERT S132A 

نشرد    يدستورز يها لولبا س سهيدر مقا t-PA نن يموقت انيها در ب سلول نيا ييشد  و کارا جاديا eIF2α S51Aو 

 .قرار گرفت يمورد بررس

انجرام   قير از طر زبران يدر ننوم سرلول م  eIF2α S51Aو  CERT S132A يها از نن کيوارد شدن هر  ها:يافته

PCR  برDNA از  کير مطرابق برا هرر     ياختصاصر بست بانرد   در وسترن نيچن شد. هم ديتائ داريپا يها سلول يننوم

-tرا در بيان  %05افزايش بيان  CERT S132A مشاهد  شد. بيان نن eIF2αS51Aو  CERT S132A يها نيپروت 

PA شد  با نن  داريپا يها دنبال داشت. در مقابل در سلول بهeIF2α S51A مشاهد  نشد انيب زانيبر م يمثبت ريتاث. 

 CHOسرلول   جاديرا در ا CERT S132A نن هيسلول بر پا يروش مهندس ييکارا قيتحق نيا جينتاگيري: نتيجه

 .دهد ينشان م شد  نهيبه

کنند  پسسمينونن  فعال، 2يوکاريوتي  يسراميد، فاکتور آغازچيني،  دان هامسترهاي تخم سلولهاي کليدي: وان  

 بافتي

 

 مقدمه
را  يديجد يدرمان يها امروزه روش بينوترک يها نيپروتئ

 يهاا  يماار ياز سارطان تاا ب   هاا  يمارياز ب يعيوس فيط يبرا

 انيا ب يبارا  يمتناوع  يهاا  زباان ي[. م1اناد    فراهم کرده يعفون

 نياز ا يارياند اما بس شده يمعرف ييدارو بينوترک يها نيپروتئ

 جااد يو ا ندهسات  يا دهيا چيپ يهاا  سااتتار  يهاا دارا  فراورده

 ماه يو ن تيرا در فعال يمهم اريپس از ترجمه نقش بس راتييتغ

 :mahboudi_f@pasteur.ac.ir  Email                                         021-66480780  تلفن:نويسنده مسئول،  *

 16/6/1394 تاريخ پذيرش: 25/5/1394 تاريخ دريافت: 
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در  هاا  نيپاروتئ  نيا اغلاب ا  ني. بناابرا باشد يها دارا م عمر آن

 يهاا  اناوا  رده  اني. در مشوند يم ديپستانداران تول يها سلول

 نيا استفاده را در ا نيتر شيبCHO  يها موجود، سلول يسلول

پساتانداران   يها ن وجود، کشت سلولي[. با ا2اند   داشته نهيزم

 يهاا  نيپاروتئ  انيا ب زانيا باوده و م  نهيو پرهز ريگ وقت اريبس

هاا   و قاار   هاا  يبا باکتر سهيدر مقا ها زبانيم نيدر ا بينوترک

 ييدارو يها از فراورده ياريبس ي. از طرفباشد يم نيپائ اريبس

. رناد يبالا مورد استفاده قرار گ يدر دوزها ستيبا يم بينوترک

[. 4،3  باشاد  يبالا م اريداروها بس نيدرمان با ا نهيهز نيبنابرا

 انيااب شيدر جهاات افاازا يمتنااوع يهااا راسااتا روش نياادر ا

 يپستانداران مورد بررسا  يها در سلول بينوترک يها نيپروتئ

 طيمحا  يسااز  ناه يباه به  توان ياند که از آن جمله م قرار گرفته

 يو مهندس يانيوکتور ب اءاجز يساز نهيبه د،يتول نديکشت و فرا

 زانيا کنناده در م  نيي[. دو عامل تع6،5د  اشاره کر يانيسلول ب

را باه   نيپاروتئ  ديتول زانيکه م ، ژهيو ديشامل تول نيپروتئ تريت

 يسالول  تهيو دانس دهد، يازاء هر سلول در واحد زمان نشان م

کشت و  طيمح باتيترک يساز نهيبه انيم ني. در اباشد يزنده م

زمان  ،يسلول تهيدانس شيسهم را در افزا نيتر شيب ديتول نديفرا

 يمبتنا  يها است. روش  شده داشته ديتول نيپروتئ تريکشت و ت

 زانيم شيدر افزا ينقش مهم زين يانياجزاء وکتور ب يبر مهندس

آن  انيا ب يداريا پا زانيا م شيو افازا  ياز ژن تارج يسيرونو

عناوان   به يانيب لولس يمهندس ريات يها [. در سال5اند   داشته

 يسلول تهيو دانس ژهيو ديتول شيدر جهت افزا نيروش نو کي

 يمهندسا  يهاا  از روش کارد يرو ني. در ااست  افتهيگسترش 

ها با هدف  هدفمند ژن انيسرکوب ب اي شيدر جهت افزا کيژنت

وجاود،   نيا [. باا ا 7  شاود  يسلول استفاده م يها يژگيبهبود و

روش به عوامل  نيا تيموفق دهند يمطالعات انجام شده نشان م

و  يتاارج  نيپروتئ انيب زانيم زبان،ياز جمله سلول م يمتنوع

که با هدف  ييکردهايدارد. از جمله رو يتگبس نيپروتئ تيماه

اناد   قرار گرفته يمورد بررس بينوترک يها نيپروتئ تريت شيافزا

و  يسالول  ريتکث شيافزا ،ياز مرگ سلول يريبه جلوگ توان يم

استفاده شاده   يها اشاره نمود. در مقابل، روش ميمتابولسبهبود 

و ترجمه،  يسيرونو شيشامل افزا ژهيو ديتول شيدر جهت افزا

در  سات يو القااء ا  نيانتقال و ترشا  پاروتئ   ،يبهبود تاتوردگ

 [.8  باشند يم يسلول کليس

از  CHO سلو يمهندس نهيدر زم يکنون مطالعات متنوع تا

در مراحاال ملتلااف  رياادرگ يهااا ژن انيااب شيافاازا قيااطر

دساته   نيا انجام شاده اسات. از ا   نيو ترش  پروتئ يتاتوردگ

 يهاا  ها و فولادازها و واساطه   چپرون انيب شيبه افزا توان يم

 [.11-9اشاره نمود   يترشح يها کوليوز جاديا

 کيا عناوان   باه (CERT)  ديدهناده سارام   انتقاال  نيپروتئ

باه   کياز شابکه اندوپسسام   ديدر انتقال سارام  ياصل اتوريمد

عناوان   باه  دي[. سارام 12شاناتته شاده اسات      يدستگاه گلژ

ماورد   نيليو اسافنگوم  سارول يگل لياسا  يساز سااتت د  شيپ

در شابکه   سارول يگل لياسا  ي. تجما  د رديا گ ياستفاده قرار ما 

. شود يم D (PKD) نازيک نيپروتئ يبه فراتوان منجر يگلژ پس

 يهاا  نيپروتئ يپس از فعال شدن، با فراتوانD  نازيک نيپروتئ

را در  ينقش مهم يترشح يها کوليوز جاديدر ا ريدرگ يميتنظ

دهنده  انتقال نيعسوه پروتئ . بهکند يم فايا نيترش  پروتئ نديفرا

و  باشاد  يما D  نااز يک نيپاروتئ  يسوبساترا  کيتود  د،يسرام

توساط   132 نيسار  نهيام ديدر محل اس CERT ونيسسيفسفر

را  يآن به گلاژ  ليو تما نيپروتئ نيا تي، فعالD نازيک نيپروتئ

اناد   [ نشاان داده 14و همکااران    Florin [.13  دهد يکاهش م

 يبااد  يکنناده آنتا   انيا ب CHO يها به سلول CERT انتقال ژن

دو ژن را  نيا ا انيب زانيتواند م يم يانسان نيمنوکلونال و آلبوم

  دهاد. در مطالعاه   شيافازا  %60و  26 زانيا باه م  بيا ترت باه 

Fugmann   نشان داده شده است ترانسفکشن 13و همکاران ]

 يموقت انيب دازيبا ژن گزارشگر پراکس CERT يها زمان ژن هم

 شيبرابر افزا 5/2 زانيبه م HEK293 يها ژن را در سلول نيا

اند ژن موتان  دو مطالعه فوق محققان نشان داده ر. در هدهد يم

نسابت باه   CERT (CERT S132A)  ونيسسيقابل فسفر ريغ

ژن هترولاوگ   انيا ب شيدر افزا يتر آن نقش موثر يعينو  طب

 .داشته است

 يهاا  از فااکتور  يکي (eIF2) 2 يوتيوکاري يآغاز فاکتور

ملتلاف   طي. در شارا باشاد  يم يدر کنترل ترجمه سلول يديکل

 يکااهش سارم و آلاودگ    ،يمانند شوک حرارت ياسترس سلول
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در محال   فااکتور  نيا يآلفا رواحديز ونيسسيفسفر ،يروسيو

 زانيا ملتلاف منجار باه کااهش م     ينازهايتوسط ک 51 نيسر

ها نشان  گزارش ي[. برت15  شود يبه کسهک م ستهترجمه واب

 تواناد  يما  زيا ن کيدر شبکه اندوپسسام  نياند تجم  پروتئ داده

 يبرت نهيزم ني[. در ا16فاکتور را القاء کند   نيا ونيسسيفسفر

 نيااا ونيسساايقاباال فسفر ريااژن موتااان غ  محققااان نقااش

 هبا  51 نيسار  ناه يآم دي، که در آن اس (eIF2α S51A)فاکتور

 يهاا  ژن انيا ب زانيا م شياسات، را در افازا   افتهي رييتغ نيآلان

و همکااران   Underhill اناد  قارار داده  يمورد بررسا  يتارج

باه   eIF2α S51A زماان ژن  اند ترانسفکشن هم [ نشان داده17 

 زانيا م شيافازا  ،يماوقت  انيدر ب فرازيراه ژن گزارشگر لوس هم

 .دنبال داشته است ژن را به نيا انيب

 ريا انوا  موتان غ ييکارا يبررس قيتحق نياز انجام ا هدف

 eIF2α S51Aو  CERT S132A يهاا  ژن ونيسسيقابل فسفر

 انيا ب شيافازا  تيا باا قابل  CHO ديا جد يرده سلول جاديدر ا

کنناده   راستا، از ژن کاد  ني. در اباشد يم بينوترک يها نيپروتئ

 نيپاروتئ  انعناو  ( بهt-PA) يبافت نوژنيکننده پسسم فاکتور فعال

 يباافت  نوژنيکننده پسسام  استفاده شده است. فاکتور فعالدل م

دالتااون  لااويک 68 يبااا وزن مولکااول ينيکااوپروتئيگل ،يانسااان

 يعنيبه نو  فعال آن  فعال ريغ نوژنيپسسم ليکه با تبد باشد يم

 يانساان  t-PA. شود يم ينيبريباعث حل شدن للته ف نيپسسم

نسابت باه    يباالاتر  يمنيو ا ييکارا زا که نيا ليدل به بينوترک

برتوردار  نازيو اوروک نازيپروتئازها مانند استرپتوک نيسر ريسا

 کيا ترومبوت يها يماريصورت گسترده در درمان ب به باشد، يم

 بياانوترک t-PAاساات. امااروزه   مااورد اسااتفاده قاارار گرفتااه

 .[18  شود يم ديتول CHOيها در سلول يصورت تجار به
 

 هامواد و روش
پاساتور،   توي)انسات  CHO-K1 يسالول  رده. يکشت سلول  

 يگاو نيسرم جن %10 يحاو DMEMکشت  طي( در محرانيا

واحد در 100(، کاي، آمرInvitrogenفعال شده با حرارت ) ريغ

 تااريل يلاايدر م کروگاارميم 1/0،  نيليساا يپناا تااريل يلاايم

، Biosera) نيماااولار گلوتاااام يلااايم 2و  نيساااياسترپتوما

 37 يکربن، دماا  دياکس ي% د5 يحاو اتور، در انکوب انگلستان(

ها در  کشت داده شدند. سلول% رطوبت 85و  گراد يدرجه سانت

ساالول در  2/0× 106 يروز بااا تااراکم ساالول  2-3فاصااله 

با روش تريپان بلو  يپاساژ داده شدند. شمارش سلول تريل يليم

 و با استفاده از لام نئوبار انجام شد.

کنناده ناو     کد يتوال. يانيب يها ديو ساخت پلاسم يطراح

 ديشاونده باه سارام    متصال  نيشونده پروتئ لهيفسفر ريموتان غ

(CERT S132A) شاده توساط    ژن )اهادا  نيا ياز وکتور حاو

شااده و پااس از  ريااتکث (، آلمااانMonilola Olayiayeدکتاار 

، (pGEM-T EASY Promegaدر وکتاور حدواساط   نگيکلون

و  HindIII يهاا  ميزباا اساتفاده از آنا    يتوال نيي( و تعيتوانيل

XbaI در وکتااور )+(pcDNA3.1/hygro  يکلااون شااد. تااوال 

  ژن قارار داده  نيا برگشات ا  مريدر پرا FLAGکننده دنباله  کد

 يشااونده فاااکتور آغاااز لهيفساافر ريااشااد. ژن نااو  موتااان غ

از وکتاور   ريا پاس از تکث  زيا ن (eIF2α S51A)  2 يوتيوکاري

، David Schubertژن )اهادا شاده توساط دکتار      نيا ا يحاو

کلون شاده و   pGEM-T EASY ( در وکتور حد واسطکايآمر

 XbaIو HindIII يهاا  ميبا استفاده از آنز يتوال نييپس از تع

Fermentas)در وکتاااور  (يتاااواني، ل)+(pVP22/myc-His2   

 نيديسات يه يشامل دنباله پلا  يژن توال نيکلون شد. در مورد ا

دو سازه باه   ني. ارديگ ير مژن قرا يموجود در وکتور در انتها

 دهياانام peIF2α S51Aو  pcDNA-CERT S132A بيااترت

باا   يباافت  نوژنيکننده پسسام  کننده فاکتور فعال کد يشدند. توال

از  (يتاوان ي، ل Fermentas) XhoIو NotI يها مياستفاده از آنز

شاده باود(،     جاديا ي)که در مطالعات قبل pTZ57R t-PA ناقل

 ميدو آنز نيکه توسط هم pCMV-puro قلتارج شده و در نا

 شود.  جاديا pTPA شده بود کلون شد تاسازه دهيبر

انجااام  يباارا. داريللپا ير ه سللول  جللا يو ا ترانسفکشلل 

( کاااي، آمرInvitrogen) 2000 نيپوفکتاااميترانسفکشاان از ل

 يهاا  وکتاور  دار،يا پا يرده سالول  جااد يا ياستفاده شاد. بارا  

pcDNA-CERT S132A وpeIF2α S51A   بااا اسااتفاده از

شاده و   ي( تطيتواني، لFermentas) BglII محدودکننده ميآنز

 رانسفکشان به سلول ترانسفکت شدند. در مورد هر وکتور دو ت
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 1:10ها به نسابت   ساعت سلول 48 مستقل انجام شد. پس از

 تار يل يلا يدر م کروگارم يم 200 يحااو  طيشده و در مح قيرق

شده  ترانسفکت يها )در مورد سلول نيسيگرومايه کيوتيب يآنت

 تار يل يليدر م کروگرميم 400 اي( pcDNA-CERT S132Aبا 

شده باا   ترانسفکت يها )در مورد سلول نيسينئوما کيوتيب يآنت

peIF2α S51A  يهااا ( کشاات داده شاادند. ساالول CHO 

قرار  کيوتيب يعنوان کنترل در معرض آنت به زينشده ن ترانسفکت

کاه   يتاا زماان   يانتلااب  طيمحا  نيها در ا گرفتند. کشت سلول

 د،ينشده باه صافر رسا    ترانسفکت يها درصد زنده بودن سلول

 طيهفته در محا  4ها به مدت  . در مرحله بعد سلولافتيادامه 

کشت داده شدند و  کيوتيب يغلظت دو برابر از آنت يکشت حاو

منظاور   کشت حذف شاد. باه   طياز مح کيوتيب يپس از آن آنت

شاده،   داريا پا يها به ژنوم سلول يانيب يها الحاق ناقل يبررس

DNA از وکتورها  کيترانسفکت شده با هر  يها سلول يژنوم

انجام  PCR شده و صيتلل DNA جاستلرا تيبا استفاده از ک

 شد.

 5× 106باست، تعاداد    انجام وساترن  يبرا. بلات  وسترن

 زيا شاده و ن  جااد يا داريا پا يهاا  تيا از جمع کيسلول از هر 

از هار   کروگارم يم 50شادند.   زيترانسفکت نشده ل يها سلول

الکتروفورز شاد. پاس    SDS-PAGE 12%ژل  يعصاره بر رو

آمياد باه ياک غشاا      آکريال  ها از ژل پلى آن انتقال پروتئين از

 %5تشک  ريدر محلول ش نگينيتروسلولزى انجام شده و بسک

فات. پاس از انجاام شستشاو،     صورت گر ساعت کيبه مدت 

 يبااد  يآنتا  يساعت در بافر حاو 2مدت  به تروسلولزيغشاء ن

از  CERT S132A ناساب قارار گرفات. در ماورد ژن    م هياول

 FLAG Cell Signallingدنبالااه    هيااعل يباااد يآنتاا

Technologies)و در مااورد ژن  کاااي، آمر )eIF2α S51A  از

( کاا ي، آمرRoche) نيديسات يه يدنباله پلا  هيعل هياول يباد يآنت

 انجام شده و مجدداً يتروسلولزيغشاء ن ياستفاده شد. شستشو

متصال باه    هيا ثانو يبااد  يآنت يساعت در بافر حاو 1مدت  هب

( قارار داده  کاي، آمرSanta Cruz Biotechnology) دازيپراکس

 Amersham تياااز ک تاااًيشستشااو نها نجااامشااد. پااس از ا

Biosciences) ECLيهاا  باناد  يسااز  آشاکار  يبرا( کاي، آمر 

 استفاده شد.  ينيپروتئ

 t-PA يانيب وکتور. t-PA انيب زانيم يو بررس يملقت انيب

-pcDNA يهاا از وکتور کيا شده با هار   داريپا يها به سلول

CERT S132A  وpeIF2α S51A کنتارل   يهاا  سالول  زيا و ن

سااعت،   72ترانسفکت شد. پس از گذشات   ييصورت دوتا به

انجاام شاد.    يو شمارش سلول يآور  جم  يکشت سلول طيمح

رده  هار کشات   طيدر مح بينوترک t-PA يميآنز تيفعال زانيم

 تياااافعال نياااايتع تياااابااااا اسااااتفاده از ک يساااالول

 (Trinity Biotechتعراندي، ا )زانيا م  محاسابه  يشد. بارا  نيي 

مورد استفاده  ريفرمول ز (specific productivity) ژهيو ديتول

 t-PA ،X1 يحجما  ديا تول زانيم Pفرمول  نيت. در اقرار گرف

را بار   کشتزمان  t و ييتعداد سلول نها X2 ه،يتعداد سلول اول

 زانيا بار حساب م   ژهيو دي[. تول19  دهد يحسب روز نشان م

 . شود ي/سلول/روز گزارش مانيب

 

 نتايج
 CERT يهاا  ژن ناگ يکلون ديا تائ. يانيب يها ساخت سازه

S132A، eIF2α S51A   وt-PA مربوطاه از   يانيا در وکتور ب

 يانجام شد. نقشه وکتورهاا  يتوال نييو تع يميهضم آنز قيطر

 نشان داده شده است.  1در شکل  قيتحق نيمورد استفاده در ا

 يهاا  از ترانسفکشان سالول   پس. داريپا ير ه سول  جا يا

CHO   يهاا  از ناقال  کيا با هار pcDNA-CERT S132A  و

peIF2α S51Aدهاياز پسسام  کيدر بردارنده هر  يها ، سلول 

 ايا  نيسا يگرومايه کيا وتيب يآنتا  يحااو  طيدر مح بيبه ترت

 نيا انتلااب شاده در ا   يهاا  انتلاب شدند. سالول  نيسينئوما

غلظاات  ياوحاا طيهفتااه در محاا 4 يالاا 3ماادت  مرحلااه بااه

کشات داده شادند. هادف از انجاام      کيوتيب يآنت افتهي شيافزا

 يسالول  تيجمع تر شيهر چه ب يساز يمرحله دوم انتلاب، غن

 يهاا  باالاتر و حاذف کامال سالول     انيب يدارا يها از سلول

 يانيب يها ادغام سازه . در مرحله بعدباشد يترانسفکت نشده م

 يبررسا  PCR نجاما قيهاي انتلاب شده از طر در ژنوم سلول

 نينشان داده شده است. در ا 2مرحله در شکل  نيا جيشد. نتا
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 PCRدر  CERTمطابق با ژن   يباز جفت 1800شکل، قطعه 

 pcDNA-CERT ديپسسام  يحااو  يهاا  سالول  مرباو  باه   

S132A کنناده   کاد  يمطابق با توال يباز  جفت 1000، و قطعه

eIF2α  درPCR ديشده باا پسسام   داريپا يها مربو  به سلول 

peIF2α S51A يها قابل مشاهده است. در هر مورد از سلول 

 ن کنترل استفاده شده است.عنوا نشده به ترانسفکت

 

 
. ج. وکتاور  peIF2α S51Aژن  يانيا . ب. وکتور بt-PAژن  يانيدر شکل نشان داده شده است. الف. وکتور ب قيتحق نيشده در ا هيته يها . نقشه وکتور1شکل 

 CERT S132Aژن  يانيب

 

 
  DNAيبر رو PCRمحصولات  ي. الکتروفورز ژل آگارز برا2شکل 

 peIF2αشده با وکتور  داريپا يها . الف. سلولداريپا يها سلول يژنوم

S51Aانجام  جهي: نت2و 1 يها . ستونPCR يبر رو يها سلول يبر رو 

بر  PCRانجام  جهي: نت4  ، ستونDNA: مارکر 3ستون  دار،يپا يها سلول

-pcDNAشده با وکتور  داريپا يها . ب. سلولکنترل يها سلول يرو

CERT S132A انجام  جهي: نت1. ستونPCR کنترل،  يها سلول يبر رو

 يبر رو PCRانجام  جهي: نت4و  3 يها ، ستونDNAمارکر  2ستون 

 .داريپا يها سلول

 

 eIF2α S51Aو  CERT S132A يهاا  ژن. بللات  وسترن

بست بار   وسترن نيبنابرا شوند، يم انيب يصورت درون سلول به

  ريا ناو  غ  کاه  نيا انجام شد. با توجه باه ا  يعصاره سلول يرو

 انيا در سلول ب زين eIF2α و CERT يها از ژن کيهر  موتان

 CERTهترولاوگ   يهاا  نيپروتئ ييمنظور شناسا به شوند، يم

S132A وeIF2α S51A يهاا  دنباله هيعل يباد ياز آنت FLAG 

 جينتاا  3بست استفاده شاد. شاکل    در وسترن نيديستيه يو پل

شاکل باناد باا     ني. در ادهد يبست را نشان م مربو  به وسترن

و باناد   CERT S132A نيپروتئ لودالتونيک 69 يوزن مولکول

. دهد يرا نشان م eIF2α S51A نيپروتئ ودالتونيکل 36با وزن 

عنوان کنتارل   نشده به ترانسفکت يها در هر مورد عصاره سلول

 استفاده شده است. 

 CERT S132Aهاي  . انجام وسترن بست به منظور تائيد بيان ژن3شکل

هاي  . الف. نتيجه وسترن بست انجام شده بر روي سلولeIF2α S51Aو 

. ب. نتيجه وسترن eIF2αS51A (CHO eIF2)پايدار شده با ژن 

 CERT S132Aهاي پايدار شده با ژن  نجام شده بر روي سلولبست ا

(CHO CERT). هاي ترانسفکت نشده  در هر مورد از ليزت سلول

 عنوان کنترل استفاده شده است.  به

 

 CHO يهللا  ر سللول  t-PAژن  يملللقت انيللب يبررسلل

 يهاا  تياز جمع کيهر  ييکارا يبررس منظور به. شده يمهندس

 انياز روش ب بينوترک يها نيپروتئ انيشده در ب جاديا يسلول

شده با هار   داريپا يها سلول بيترت نياستفاده شد. به ا يموقت
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 زيا و ن eIF2α S51A و CERT S132A يهاا  از وکتاور  کيا 

شاده و   ترانسافکت  t-PAکنناده   انيکنترل با وکتور ب يها سلول

 72بعد از گذشات   يکشت سلول طيدر مح t-PA تيفعال زانيم

 شود يمشاهده م 1گونه که در نمودار  شد. همان يساعت بررس

شاده باا    داريپا يها در سلول ژهيو ديو تول يحجم ديتول زانيم

 تيا واحاد فعال  236 بيا ترت به pcDNA-CERTS132Aناقل 

 يازا هبا  کروواحاد يم 900 ( وU/ml) تريل يليدر هر م يميآنز

محاسبه شده اسات کاه در    µ (U/cell/day)سلول در هر روز 

. در دهاد  ينشاان ما   شيافازا  %50کنترل  يها با سلول سهيمقا

 peIF2α S51Aشاده باا ناقال     جااد يا يهاا  مقابل در سالول 

 مشاهده نشد.  انيب زانيدر م يرييتغ گونه چيه

هاي پايدار   در بيان موقتي در سلول t-PA. بررسي ميزان بيان 4شکل 

هاي پايدار  و سلول CERT S132A (CHO CERT)شده با ژن 

هاي  در مقايسه با سلول eIF2α S51A (CHO eIF2α)شده با ژن 

دهد. نتايج با استفاده از آزمون  کنترل. نوار تطا انحراف معيار را نشان مي

one way-ANOVA ها  بررسي شده و تفاوت بين ميانگين

 شد.  دار در نظر گرفته معني  p<0.05در

 

 گيريبحث و نتيجه
در روند  ياصل يها از چالش يکي داريپا يه سلولرد جاديا

 ريات يها . در سالباشد يم ييدارو بينوترک يها نيپروتئ ديتول

 جااد يا ،يانيا ب يهاا  سالول  يمانند مهندسا  يمتنوع يها روش

 ليتسه ياتومات برا يها ستميو استفاده از س ديجد يها وکتور

[. 20،21اند   شده يمعرف يصنعت داريپا يها سلول جاديا نديفرا

با  CHO يرده سلول جاديراستا مطالعه حاضر با هدف ا نيدر ا

و انجاام شاد.    يطراح بينوترک يها نيپروتئ نهيبه انيب تيقابل

ماوثر   ياساتراتژ  کيعنوان  به زبانيسلول م يکيژنت يدستورز

مااوثر  انيااموجااود در ب يدر جهاات کاااهش مواناا  ساالول 

وجاود   نيا شاناتته شاده اسات. باا ا     بيا نوترک يها نيپروتئ

 نيا ا زيا آم تيا موفق يريکاارگ  ژن هدف مناسب در به ييشناسا

 يها [. مشلص شده است در سلول7دارد   يروش نقش اساس

واره باا   ترش  شده هم بينوترک نيپروتئ انيب زانيپستانداران م

 ني. بناابرا باشاد  يمتناسب نما  mRNA زانيم ايژن  يتعداد کپ

پاس از ترجماه    ايا ترجماه   يها نديتصور کرد که فرا توان يم

باشاند   نيپروتئ ديکننده سرعت در تول مراحل محدود توانند يم

ترجماه و   يرهايمطالعاه، ماا مسا    نيدر ا بيترت ني[. به ا22 

 يسلول مورد بررسا  يعنوان اهداف مهندس را به نيترش  پروتئ

 يهاا  در سالول  نيپاروتئ  انيا ب که ني. با توجه به اميا قرار داده

 باشااد، يماا يا مرحلااه و چنااد دهيااچيپ ينااديراپسااتانداران ف

 يسالول  ناد يفرا کي يکل تيکه فعال يديکل يها ژن يريگ هدف

دنباال داشاته    را باه  يماوثرتر  جينتا تواند يم کنند يرا کنترل م

 يهاا  شاونده ژن  لهيقابال فسافر   رينو  موتان غ نيباشد. بنابرا

و  (eIF2α S51A) 2 يوتيوکاري يفاکتور آغاز ي واحد آلفا ريز

رده  جاديا ي( براCERT S132A) ديدهنده سرام انتقال نيپروتئ

ماورد   بيا نوترک يها نيپروتئ افتهيبهبود  انيب تيبا قابل يسلول

 قرار گرفتند.   يبررس

فاوق   يهاا  از ژن کيا در بردارناده هار    يانيب يوکتورها

ژن سااتته  کننده هار   انيب داريپا يسلول تيساتته شده و جمع

انجام بر  قياز طر زبانيشد. وارد شدن هر ژن در ژنوم سلول م

 يهاا  نيپاروتئ  انيا صاحت ب  نيچنا  شد. هم ديتائ يژنوم يرو

 يبررسمنظور  شد. به ديبست تائ انجام وسترن قيمربوطه از طر

 يها از رده کيدر هر  يبافت نوژنيکننده پسسم فاکتور فعال انيب

 يموقت انياستفاده شد. ب يموقت انيشده از روش ب جاديا يسلول

بازه  کيهترولوگ در  يها موثر ژن انيب يروش موثر برا کي

 نيا ا يدر طا  که نيبا توجه به ا ي. از طرفباشد يکوتاه م يزمان

شاده   ترانسافکت  يهاا  ديپسسام درصاد   نيتر شيب يبازه زمان

 نيبناابرا  مانند، يم يباق يصورت تارج کروموزوم چنان به هم

قارار   زباان يژناوم م  ياثار مکاان   ريتحت تاث يژن تارج انيب

 [. 23  رديگ ينم
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 يها در سلول t-PA ژهيو ديتول زانيو م تريمطالعه ت نيا در

با  سهيدر مقا %50 زانيبه م CERT S132Aشده با ژن  داريپا

در  انيا ب زانيا م شي. اماا افازا  افتي شيکنترل افزا يها سلول

مطالعه در  نيما در ا جينشد. نتا دهيد eIF2α S51A يها سلول

کاه اثار    باشاد  ي[ ما 17و همکاران   Underhill جيتضاد با نتا

 يموقت انيرا در ب eIF2α S51Aزمان ژن  مثبت ترانسفکشن هم

تضااد   نيا اناد. ا  نشاان داده  CHO يها در سلول فرازيژن لوس

 نيپاروتئ  تيا موجاود در ماه  يهاا  تفااوت  ليا دل باه  تواند يم

ژن و نو  روش ترانسفکشن باشد. به نظار   انينحوه ب ،يتارج

 يشاونده زماان   لهيفسافر  بال قا ريا نو  موتاان غ  انيب رسد يم

در شابکه   بيا نوترک نيموثر باشاد کاه تجما  پاروتئ     تواند يم

اساترس   طيمنجر به قرار گرفتن سلول در شارا  کياندوپسسم

 تار  شيب يها يساز نهيلازم است پس از انجام به نيشود. بنابرا

روش،  نيا بازده ا شيو افزا يروش ترانسفکشن موقت يبر رو

 انيا را در ب eIF2α S51Aژن  نناده ک انيسلول ب ييکارا مجدداً

 قرار داد.  يهترولوگ مورد بررس يها ژن

را  CERT S132Aژن  ييکارا قيتحق نيحاصل از ا جينتا

نشاان   داريا پا يسلول تيدر جمع t-PA يموقت انيب شيدر افزا

سالول لازم اسات در    نيا ا ييکارا ديمنظور تائ. اما به دهد يم

 يدارا يسالول  يهاا  تک کلون يپس از جداساز يمطالعات آت

 يلسلو تياز جمع CERT S132A از ژن انيب زانيم نيتر شيب

 يسااتتار  يهاا  يژگيملتلف با و يها نياز پروتئ يفيفوق، ط

 انيا رده حاصل در ب ييشده و کارا انيب زبانيم نيمتفاوت در ا

. در صاورت کساب   رديقرار گ يمورد بررس زين ها نيپروتئ نيا

 زباان يم کيا عناوان   به تواند يفوق م يمناسب، رده سلول جينتا

مورد اساتفاده   ييدارو بينوترک يها نيپروتئ انيدر ب افتهي بهبود

 .رديقرار گ

 

 تشكر و قدردانی
انجام شده  رانيپاستور ا تويانست يمال تيبا حما قيتحق نيا

 David Schubertو دکتر  Monilola Olayioyeاست. از دکتر 

و  CERT S132A يهاا  ژن يحااو  يهاا  وکتاور  هيا هد يبرا

eIF2α S51A شود يم يقدردان. 

 منابع
[1] Jayapal KP, Wlaschin FK, Hu SW, Yap MG. 

Recombinant protein therapeutics from CHO cells - 20 

years and counting. Chem Eng Prog 2007; 103: 40-47. 

[2] Almo SC, Love JD. Better and faster: 

improvements and optimization for mammalian 

recombinant protein production. Curr Opin Struct Biol 

2014; 26: 39-43. 

[3] Bandaranayake AD, Almo SC. Recent advances in 

mammalian protein production. FEBS Lett 2014; 588: 253-

260. 

[4] Kim JY, Kim YG, Lee GM. CHO cells in 

biotechnology for production of recombinant proteins: 

current state and further potential. Appl Microbiol 

Biotechnol 2012; 93: 917-930. 

[5] Hacker DL, De Jesus M, Wurm FM. 25 years of 

recombinant proteins from reactor-grown cells - where do 

we go from here? Biotechnol Adv 2009; 27: 1023-1027. 

[6] Cacciatore JJ, Chasin LA, Leonard EF. Gene 

amplification and vector engineering to achieve rapid and 

high-level therapeutic protein production using the Dhfr-

based CHO cell selection system. Biotechnol Adv 2010; 

28: 673-681. 

[7] Kuystermans D, Krampe B, Swiderek H, Al-Rubeai 

M. Using cell engineering and omic tools for the 

improvement of cell culture processes. Cytotechnology 

2007; 53: 3-22. 

[8] Mohan C, Kim YG, Koo J, Lee GM. Assessment of 

cell engineering strategies for improved therapeutic protein 

production in CHO cells. Biotechnol J 2008; 3: 624-630. 

[9] Peng RW, Fussenegger M. Molecular engineering 

of exocytic vesicle traffic enhances the productivity of 

Chinese hamster ovary cells. Biotechnol Bioeng 2009; 102: 

1170-1181. 

[10] Ku SC, Ng DT, Yap MG, Chao SH. Effects of 

overexpression of X-box binding protein 1 on recombinant 

protein production in Chinese hamster ovary and NS0 

myeloma cells. Biotechnol Bioeng 2008; 99: 155-164. 

[11] Jin F, Kretschmer PJ, Harkins RN, Hermiston TW. 

Enhanced protein production using HBV X protein (HBx), 

and synergy when used in combination with XBP1s in 

BHK21 cells. Biotechnol Bioeng 2010; 105: 341-349. 

[12] Hanada K, Kumagai K, Yasuda S, Miura Y, 

Kawano M, Fukasawa M, et al. Molecular machinery for 

non-vesicular trafficking of ceramide. Nature 2003; 426: 

803-809. 

[13] Fugmann T, Hausser A, Schoffler P, Schmid S, 

Pfizenmaier K, Olayioye MA. Regulation of secretory 

transport by protein kinase D-mediated phosphorylation of 

the ceramide transfer protein. J Cell Biol 2007; 178: 15-22. 

[14] Florin L, Pegel A, Becker E, Hausser A, Olayioye 

MA, Kaufmann H. Heterologous expression of the lipid 

transfer protein CERT increases therapeutic protein 

productivity of mammalian cells. J Biotechnol 2009; 14: 

84-90. 

[15] Holcik M, Sonenberg N. Translational control in 

stress and apoptosis. Nat Rev Mol Cell Biol 2005; 6: 318-

327. 

[16] Harding HP, Zhang Y, Ron D. Protein translation 

and folding are coupled by an endoplasmic-reticulum-

resident kinase. Nature 1999; 397: 271-274. 

[17] Underhill MF, Coley C, Birch JR, Findlay A, 

Kallmeier R, Proud CG, et al. Engineering mRNA 

translation initiation to enhance transient gene expression 

in chinese hamster ovary cells. Biotechnol Prog 2003; 19: 

121-129. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

4-
17

 ]
 

                               7 / 9

http://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-2980-en.html


 پور و همکاران اعظم رحيم...                                                         کننده مسيرهاي ترجمه هاي تنظيم بررسي کارايي ژن

022 

 

[18] Rouf SA, Moo-Young M, Chisti Y. Tissue-type 

plasminogen activator: characteristics, applications and 

production technology. Biotechnol Adv 1996; 14: 239-266. 

[19] Brezinsky SC, Chiang GG, Szilvasi A, Mohan S, 

Shapiro RI, MacLean A, et al. A simple method for 

enriching populations of transfected CHO cells for cells of 

higher specific productivity. J Immunol Methods 2003; 

277: 141-155. 

[20] Balasubramanian S, Matasci M, Kadlecova Z, 

Baldi L, Hacker DL, Wurm FM. Rapid recombinant protein 

production from piggyBac transposon-mediated stable 

CHO cell pools. J Biotechnol 2015; 200: 61-69. 

[21] Hou JJ, Hughes BS, Smede M, Leung KM, Levine 

K, Rigby S, et al. High-throughput ClonePix FL analysis of 

mAb-expressing clones using the UCOE expression 

system. N Biotechnol 2014; 31: 214-220. 

[22] Becker E, Florin L, Pfizenmaier K, Kaufmann H. 

An XBP-1 dependent bottle-neck in production of IgG 

subtype antibodies in chemically defined serum-free 

Chinese hamster ovary (CHO) fed-batch processes. J 

Biotechnol 2008; 135: 217-223. 

[23] Rajendra Y, Hougland MD, Alam R, Morehead 

TA, Barnard GC. A high cell density transient transfection 

system for therapeutic protein expression based on a CHO 

GS-knockout cell line: Process development and product 

quality assessment. Biotechnol Bioeng 2015; 112: 977-986. 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

4-
17

 ]
 

                               8 / 9

http://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-2980-en.html


 Koomesh                                                                                                                           Autumn 2015, 17 (1):  

 21 

Efficiency of translation and post-translation regulatory 

genes in optimization of tissue plasminogen activator gene 

expression 

 

S Azam Rahimpour (Ph.D)
1
, Azita Najaei (BS.c)

2
, Fereidoun Mahboudi (Ph.D)

 *3  

1 - School of Advanced Technologies in Medicine, ShahidBeheshti University of Medical Sciences, Tehran. 

Iran 

2 - Payame Noor University, Tehran, Iran 

3 - Biotechnology Research Center, Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran 

 
(Received: 16 Aug 2015; Accepted: 7 Sep 2015) 

 

Introduction: Chinese hamster ovary (CHO) cells are the most commonly used host system for the 

expression of high quality recombinant proteins. Different strategies such as generation of more efficient 

expression vectors and establishment of genetically engineered host cells have been employed to improve 

recombinant protein expression in this system. Here the cell line engineering strategy based on the 

phosphorylation resistant variants of eukaryotic initiation factor 2 alpha(eIF2α) and ceramide transfer 

protein(CERT), key mediators of protein translation and secretion, have been used to develop improved 

CHO host cells. 
Materials and Methods: The CERT S132A, peIF2α S51A and tissue plasminogen activator (t-PA) were 

cloned in suitable expression vectors. CERT S132A and peIF2α S51A stable cell pools were generated and 

the efficacy of the cells for transient expression of t-PA was evaluated in comparison to un-modified CHO 

cells. 
Results: Integration of CERT S132A and peIF2α S51A expression vectors in CHO cell genome 

confirmed by PCR analysis of genomic DNA from stable cells. Moreover, the specific bands for CERT 

S132A and peIF2α S51A proteins were observed in Western blot analysis. Expression of CERT S132A 

gene increased expression of t-PA by 50%. However no positive effect on t-PA expression was observed in 

the peIF2α S51A stable cell pools. 

Conclusion: This study showed the efficiency of CERT S132Abased cell line engineering approach for 

the development of optimized CHO host cells. 
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