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Secretory Expression of Recombinant Human Calcitonin in 
Green Microalgae Chlamydomonas reinhardtii

[1] Cloning and expression of human calcitonin genes in transgenic potato plants [2] 
Calcitonins - physiological and pharmacological aspects [3] Biology of peptides from the 
calcitonin genes [4] Forty years of calcitonin--where are we now? a tribute to the work of 
Iain Macintyre, FRS [5] Chemical synthesis and expression of the human calcitonin gene 
[6] Human calcitonin (hCT) gene expression and secretion by Pichia pastoris [7] 
Transgenic microalgae as green cell-factories [8] The microalga Chlamydomonas 
reinhardtii as a platform for the production of human protein therapeutics [9] The 
development of microalgae as a bioreactor system for the production of recombinant 
proteins [10] Chlamydomonas reinhardtii as a viable platform for the production of 
recombinant proteins: Current status and perspectives [11] Chlamydomonas sourcebook. 
1st Volmme [12] Efficient recombinant protein production and secretion from nuclear 
transgenes in Chlamydomonas reinhardtii [13] Expression of hepatitis B surface antigen 
in transgenic plants [14] Fed-batch production of recombinant human calcitonin 
precursor fusion protein using Staphylococcus carnosus as an expression-secretion 
system [15] Production of recombinant salmon calcitonin by amidation of precursor 
peptide using enzymatic transacylation and photolysis in vitro [16] Large-scale 
preparation of recombinant human calcitonin from a multimeric fusion protein produced 
in Escherichia coli [17] Chemical synthesis and expression in E. coli of a human Val8-
calcitonin gene by fusion to a synthetic human interferon-gamma gene [18] Production of 
a human calcitonin precursor with Staphylococcus carnosus: Secretory expression and 
single-step recovery by expanded bed adsorption [19] High-level synthesis in Escherichia 
coli of recombinant human calcitonin: Collagenase cleavage of the fusion protein and 
peptidylglycine α-amidation [20] Production of bioactive salmon calcitonin from the 
nonendocrine cell lines COS-7 and CHO [21] Expression of human calcitonin by 
microencapsulated recombinant myoblasts

Aims Calcitonin is a small peptide hormone that is produced by parafollicular thyroid cells in 
human and regulates the metabolism of calcium and phosphorus. It is therapeutically used in 
treatment of calcium-related disorders and osteoporosis. Recombinant calcitonin production 
encounters with several difficulties due to instability and low molecular weight, and also needs 
further treatment in prokaryotic systems. Microalgae have recently garnered high attention for 
their potential in expression of recombinant proteins. The aim of present study was to assess the 
ability of Chlamydomonas Reinhardtii to express recombinant human calcitonin.
Materials & Methods The optimized calcitonin coding sequence and carbonic anhydrase 
secretory signal was cloned in Pchlamy¬_3 and Pchlamy_4 vectors. The recombinant plasmids 
were transformed to wild type and also a cell wall deficient strain of Chlamydomonas Reinhardtii 
by electroporation. Transformed strains were screened by colony PCR method and selected 
strains were cultivated to produce recombinant calcitonin. Culture media have been collected 
after cells growth and assayed by ELISA method.
Findings Pchlamy_3 vector could not express the target sequence as desired and all the 
recombinant strains were resulted from Pchlamy_4 vector. The wild type strain also did not 
show desired yield and only cell wall deficient strain was successfully transformed. The yield of 
recombinant calcitonin produced by positive strain was about 1 pg/ml.
Conclusion The results of this study show that the used strategy for secretory production of 
recombinant calcitonin was successful and it could be used in further studies.
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  چکيده

های  کلسیتونین هورمون پپتیدی کوچکی است که در انسان توسط سلول
. استکننده متابولیسم کلسیم و فسفر  پارافولیکولار تیروئید تولید شده و تنظیم

های مربوط به کلسیم و پوکی  دارویی کلسیتونین در درمان ناهنجاری کاربرد
 یبنوترک یدآن، تول یداریو ناپا یینپا یعلت وزن مولکول استخوان است. به

 یستمدر س یدتول ینهمراه بوده و همچن یادیبا مشکلات ز یتونینکلس
به  یراً اخ .دارد یازبه مولکول بالغ ن یابیدست برای یبعد یمارهایبه ت یوتیپروکار
 .جلب شده است یادیتوجه ز یبنوترک های ینپروتئ یاندر ب ها یزجلبکر ییتوانا

در  Chlamydomonas Reinhardtii ییعه توانامطال یق،تحق ینلذا هدف ا
  بود. یبنوترک یانسان یتونینکلس یترشح یدتول

راهبر  یهمراه توال شده به سازی ینهبه یتونینکدکننده کلس یتوال ها: مواد و روش
. شدکلون  Pchlamy_4و Pchlamy_3 یدر وکتورها انیدراز یککربون یترشح
ناقص  یوارهواجد د یهو سو یوحش یهبه سو یبنوترک یدهایپلاسم

Chlamydomonas Reinhardtii شدندمنتقل  یشنبا روش الکتروپور .
شده و  یغربالگر یمرازپل ای یرهواکنش زنج یبا روش کلن یبنوترک های یهسو
 ها، یهکشت داده شدند. پس از رشد سو یتونینکلس یدتول برایمنتخب  های یهسو
  قرار گرفت. یابیمورد ارز زایشده و با روش الا یآور عکشت جم یطمح
هدف برخوردار  یتوال یانب برای یمناسب یتاز قابل Pchlamy_3وکتور  :ها یافته

حاصل  Pchlamy_4با استفاده از وکتور  یهمگ یبنوترک های یهنبوده و سو
نداشته و  یبیجهت نوترک یمناسب ییکارآ یزن یوحش یهسو ینشدند. همچن

در  یدیتول سیتونینکل یزانشد. م یدهناقص د یوارهواجد د یهفقط در سو یبینوترک
  محاسبه شد. لیتر یک پیکوگرم بر میلی یبیصورت تقر مثبت به یهسو

تولید  برایکاررفته  دهند که راهبرد به نتایج این مطالعه نشان می گیری: نتیجه
مطالعات بعدی قابل  برایآمیز بوده و  ترشحی کلسیتونین نوترکیب موفقیت

  استفاده است.
  یا پساترجمه شیرایپ نگ،یکلون زجلبک،یر ن،یتونیکلس ها: کلیدواژه
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  مقدمه
که در پستانداران ، هورمون پپتیدی کوچکی است (CT) کلسیتونین
های پارافولیکولار تیروئید ترشح شده و در تنظیم  توسط سلول

کننده  متابولیسم کلسیم و فسفر نقش اساسی ایفا کرده و تنظیم
های شدن سلول . کلسیتونین در معدنیاستهومئوستازی کلسیم 

استخوانی نقش مهمی ایفا کرده و موجب افزایش تراکم مواد 
مهارکننده شود. این هورمون معدنی استخوان و استحکام آن می

رفتن کلسیم    شدن کلسیم از استخوان بوده و مانع ازدست آزاد
و  استاستخوان در شرایط استرس کلسیم نظیر حاملگی وشیردهی 
و موارد  همچنین در درمان پوکی استخوان، بیماری پاژه

  .[1]کارسینومای تیروئید کاربرد دارویی دارد
 توان از کلسیتونینای نداشته و میفعالیت کلسیتونین ویژگی گونه

های ها نظیر ماهی، مارماهی و خوک در درمان بیماریسایر گونه
مدت از  حال استفاده طولانی انسانی استفاده نمود، با این

کلسیتونین هترولوگ موجب بروز واکنش حساسیتی، کاهش 
شود و لذا در این موارد به شدن آن می  اثرتدریجی اثر دارویی یا بی

  .[2]انسانی نیاز استکلسیتونین 
کیلودالتون واجد ٤/٣کلسیتونین انسانی پپتید کوچکی با وزن 

آمینواسید است. کمپلکس ژن کدکننده کلسیتونین روی ٣٢
قرار دارد و یک خانواده کوچک از پپتیدها  ١١کروموزوم شماره 

را  (CGRP) شامل کلسیتونین و پپتید وابسته به ژن کلسیتونین
 ۱۹۸۱و همکاران در سال  یاکوبسار توسط کند و اولین بکد می

 بتااست که نسخه  بتاو  آلفااین ژن واجد دو نسخه کلون شد. 
فرآیند پیرایش متناوب،     بوده و از نسخه آلفا طی  CGRPکدکننده 

شود که حاصل می CGRPمربوط به کلسیتونین و  mRNAدو 
مربوط به کلسیتونین یک پروپپتید اولیه واجد  mRNAمحصول 

آمینواسید ابتدایی زنجیره، توالی رهبر است ٢٥آمینواسید است. ١٤١
. این زنجیره اولیه کند ت میبه مسیر ترشحی هدای را که پروپپتید

پپتید  پلی فرآیندهای پس از ترجمه در دو ناحیه برش خورده و     طی 
شود که در دستگاه گلژی، می آمینواسید تشکیل٣٢نهایی واجد 

انتهای کربوکسیل آن آمیده شده و کلسیتونین بالغ حاصل 
   .[3]دشو می
) ١که عبارتند از:  دارد ویژگی ساختاری مهم ٣تونین بالغ یکلس

) دارابودن ٢، ٧و  ١های سولفیدی بین سیستئین وجود باند دی
شدن پرولین انتهای کربوکسیل  ) آمیده٣ و زنجیره آبگریز آلفا

زنجیره پروتئین که این امر نقش اساسی را در فعالیت بیولوژیک آن 
 .[4]کندایفا می

های نوتركيبی و کتكني    به كمک  یپروتئينی امروزه اکثر داروها
پپتيدی یشوند. هورمون كلسيتونين، پلیتوليد م    مهندسی ژنتيک 

های ژنتيكی از اهميت از طريق روش كه توليد آن استكوچک 
بسيار زيادی برخوردار است. با توجه به اینکه داروی كلسيتونين 
انتخابی مهم در درمان و پيشگيری از بيماری پوكی استخوان به 

های جديد از آوردن فرمول دست هب برایآيد، تلاشی جهانی  یشمار م
به فرم  پپتیدهای کوچکبیان اين هورمون را باعث شده است. 

های بزرگ تکنولوژی کامل و مقاوم در برابر تجزیه یکی از چالش
. بیان و تولید کلسیتونین انسانی در میزبان استمهندسی ژنتیک 

تولید این هورمون  برایها از اولین تلاش E. coliپروکاریوتیک 
و همکاران در سال  ایوانوفآید. صورت نوترکیب به شمار می به

را  E. coliدر  عدم موفقیت در تولید کلسیتونین نوترکیب ١٩٨٧
و پس از آن  [5]بودن و تجزیه آن دانستند ناشی از کوچک

های تولید کلسیتونین نوترکیب در میزبان برایراهکارهای مختلفی 
. برخی از این راهکارها شامل شدارایه  پروکاریوتی و یوکاریوتی 

های با لیگومر یا اتصال به پروتئینکردن توالی و تولید ا  الیگومریزه
بیان بالا در میزبان پروکاریوتی بوده است. با این حال آمیداسیون 
انتهای کربوکسیل کلسیتونین که نقش حیاتی در فعالیت زیستی 

گیرد که های یوکاریوتی صورت میاین پپتید دارد فقط در سلول
سلولی های مختلف تاکنون تولید کلسیتونین نوترکیب در رده

 تولید را کلسیتونین بالای مقادیر نتوانسته حشرات و پستانداران
 یا مخمر هایمیزبان در ؛باشد صرفه به اقتصادی نظر از که کند

  .[1 ,6]است نشده مشاهده کلسیتونین آمیداسیون تاکنون نیز گیاهی
های های نوترکیب در سلولامروزه توجه زیادی به تولید پروتئین

 زها معمولاً جهای گیاهی و جلبکاست. سلول گیاهی جلب شده
از نظر آلودگی به  ،(GRAS)شده  بندی خطر طبقهعوامل بی
ها و عوامل پاتوژن انسانی اعم از پریون، ویروس یا توکسین
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. این استباکتری ایمن هستند و استفاده خوراکی آنها نیز میسر 
های چند پروتئینخوبی قادر به تولید  ها یوکاریوت بوده و بهسلول

بعدی پیچیده هستند. همچنین رشد  زیرواحدی و با ساختارهای سه
قیمت و  های پستانداران به فاکتورهای رشد گرانآنها برخلاف سلول

شرایط دشوار نیازمند نیست و با توجه به قابلیت فتوسنتز، با 
استفاده از منابع غذایی ساده قادر به رشد و تولید محصول 

تولید  برایهای جالب توجه گیاهان رغم مزیت لیع .[7]هستند
های نوترکیب، برخی مشکلات در استفاده تجاری از آنها پروتئین

رسیدن به گیاه بالغ  برایوجود دارد؛ از جمله زمان طولانی مورد نیاز 
تراریخت قابل کشت در مزرعه و خطر انتقال ژن به سایر گیاهان در 

ها واجد تمامی خصوصیات محیط زیست. با این حال ریزجلبک
تولید پروتئین نوترکیب هستند: سرعت رشد بالا،  برایمطلوب 

کارآیی بالای بیان پروتئین نوترکیب با فعالیت زیستی، ایمنی بالا، 
های پیچیده و سهولت دستورزی ژنتیکی، قابلیت تولید پروتئین

  .[8]اعمال تغييرات پس از ترجمه
 Chlamydomonas) ینهاردتیر یدوموناسکلام سلولی جلبک تک

reinhardtii) تر،  مطالعه گیاهان پیچیده برایعنوان یک مدل  به
که تاکنون  استهای جلبکی ترین گونهشدهیکی از شناخته

مطالعات فراوانی روی ساختار، فیزیولوژی و ژنتیک آن صورت 
گرفته است. این گونه واجد خصوصیاتی است که آن را کاندید 

های نوترکیب نموده است: از جمله تولید پروتئین برایمناسبی 
شناخت کامل توالی ژنوم هسته، کلروپلاست و میتوکندری، وجود 

ترانسفورماسیون با کارآیی بالا، سرعت  برایهای مناسب تکنیک
ساعته، امکان رشد با تراکم بالا در ٥-٨رشد سریع با زمان تقسیم 

بودن  ترجمه، همسان بیورآکتور، قابليت اعمال تغييرات پس از
ها و عدم بروز مشکلات ناشی از استخراج محصول از سلول
های مختلف در مقایسه با گیاهان ترانسژن، امکان رشد در  بافت

علت قابلیت فتوسنتز و همچنین رشد هتروتروفی  محیط حداقلی به
در حضور منابع کربن نظیر استات؛ البته در مطالعات اولیه میزان 

تر از حد شده در هسته سلول پایین نوترکیب کلونهای بیان ژن
سازی هایی نظیر بهینهانتظار بود که این امر با کمک استراتژی

کارگیری  های ترجیحی میزبان، بهتوالی هدف بر مبنای کدون
میزبان در توالی  (UTR) شونده های غیرترجمه ها و توالیاینترون

بالا، بیان پروتئین  نوترکیب، استفاده از پروموترهای با بیان
 برای گر های هدایتصورت فیوژن، استفاده از توالی نوترکیب به

ها نظیر کلروپلاست یا انتقال پروتئین نوترکیب به سایر اندامک
دورماندن از  برایشبکه اندوپلاسمی و ترشح به خارج سلول 

  .[10-8]دسترس پروتئازهای سیتوپلاسم، این امر بهبود یافته است
در تولید و بیان  کلامیدوموناس رینهاردتیتوانایی ریزجلبک 

نوترکیب به اثبات رسیده است، با این حال تاکنون   هایپروتئین
های معدودی در آن بررسی شده فقط تولید نوترکیب پروتئین

فعالیت  برایبا توجه به تغییرات پس از ترجمه مورد نیاز . [8]است
به سایر  نسبت C. reinhardtiiبیولوژیک کلسیتونین و برتری 

هزینه پایین های یوکاریوتی بیان پروتئین نوترکیب از نظر سیستم
 .Cاعمال تغییرات پس از ترجمه، در این مطالعه، توانایی و 

reinhardtii  در بیان كلسيتونين انسانی مورد بررسی قرار گرفته تا
طبیعی بتوان سیستمی با قابلیت تولید کلسیتونین مشابه پپتید 

  با هزینه پایین و امنیت بالا طراحی نمود.
  

  ها مواد و روش
 یهای جلبکسویه: ها، شرایط کشت و وکتورهای مورد استفادهسویه

بود.  (C. reinhardtii cw15) و سویه با دیواره ناقص (C. reinhardtii 137c) مورد استفاده در این مطالعه شامل سویه وحشی
 E. coli TOP10تکثیر پلاسمیدها از میزبان واسطه  منظور به

 در محیط C. reinhardtiiهای . کشت سویهشداستفاده 
تهیه محیط  برای. [11]انجام پذیرفت (TAP)ت فسفا- استات یستر

آگار اضافه شده و در صورت -درصد وزنی، پودر آگار ٣/١- ٥/١جامد، 
گرم بر لیتر ٧/١٣، سوکروز به میزان TAP-Sucroseنیاز به محیط 

اضافه شده و اتوکلاو گردید.  TAP) به محیط مولار میلی٤٠(معادل 
های هایگرومایسین و بیوتیکدر صورت نیاز به افزودن آنتی

ترتیب  بیوتیک استریل با غلظت نهایی بهزئوسین، محلول آنتی
  به محیط اضافهلیتر  میکروگرم بر میلی٥و لیتر  میکروگرم بر میلی١٠
شده در انکوباتور گیاهی با نوردهی  های کشت محیطد. شدن

و دمای یه بر مترمربع بر ثان یشتینان یکروم٥٠ یکنواخت با شدت
°Cهای مایع نیز روی همزن با سرعت قرار گرفتند. کشت ٢٥ rpmدر همان شرایط نور و دما قرار گرفتند. ١٢٠  
(شارلو؛  براث بی ال از محیط کشت E. coliکشت باکتری  برای

سیلین با بیوتیک آمپیاستفاده گردید که حسب مورد آنتی اسپانیا)
های به آن اضافه شد. محیط لیتر میکروگرم بر میلی۱۰۰غلظت نهایی 

نگهداری شده و کشت مایع نیز با  C۳۷°شده نیز در دمای  کشت
  هم زده شد. rpm۱۵۰سرعت 

 GeneArt®های ترتیب در کیت هستند که به pChlamy_4 و pChlamy_3وکتورهای بیانی مورد استفاده، دو پلاسمید 
توسط یدوموناس کلام ینپروتئ یانو ب یدوموناسکلام یمهندس
  اند.ارایه شده سازنده (اینویتروژن؛ ایالات متحده) شرکت 

از آنجا که آمیداسیون : طراحی و سنتز ژن کلسیتونین نوترکیب
گیرد، تولید ترشحی کلسیتونین پپییدها در مسیر ترشحی صورت می

گر ترشحی آنزیم  این امر از توالی هدایت برایمد نظر قرار گرفت. 
در بالادست توالی  C. reinhardtii [12]کربونیک انیدراز 

کلسیتونین استفاده شد. یک واحد گلایسین نیز در انتهای 
آمیداسیون ضروری است. همچنین  برایکربوکسیل اضافه شد که 

 Kpn Iهای برش جایگاه pChlamy_3پلاسمید در  ینگنکلو برای
دست توالی قرار گرفته و ترتیب در بالادست و پایین به Not Iو 

(کانادا)  بیوماتیکسازی و سنتز به شرکت بهینه برایتوالی حاصله 
صورت  جفت باز به۱۸۳سفارش داده و توالی سنتزشده با طول 

  تحویل گرفته شد. pBMHشده در پلاسمید  کلون
 برای: کلونینگ در وکتورهای بیانی و تکثیر پلاسمیدهای نوترکیب

های محدودالاثر از آنزیم pChlamy_3پلاسمید کردن در   کلون
Kpn I  وNot I  استفاده شد. پلاسمید واجد توالی نوترکیب با این

دو آنزیم هضم شده و قطعه هدف از ژل آگارز استخراج شد. 
نیز با همین دو آنزیم هضم شده و قطعه و  pChlamy_3پلاسمید 

(فرمنتاس؛  T4 DNA ligaseهمراه آنزیم  به ۱به  ۳وکتور با نسبت 
شدند. پلاسمید نوترکیب حاصله   وارد واکنش اتصاللیتوانی)  CTchlamy3 .نامیده شد  

ش ابتدا لازم بود با رو pChlamy_4پلاسمید کردن در   کلون برای
های برش آنزیمی به جایگاه (PCR)یمراز پل ای یرهواکنش زنج

واجد جایگاه برش   ’ATGGCGCGTACTGGAATTCC-F: 5-’3  : شداز پرایمرهای زیر استفاده  کاراین  برایتوالی اضافه شود. 
Pst I 3و’-TCAGCCCGGGGCCTGCAGATA-R:5’  واجد

با میکرولیتر ۲۵در حجم  PCR. واکنش EcoR Iجایگاه برش 
انجام گرفت. هر  ؛ ایران)یکتاتجهیز(استفاده از بافر آماده مصرف 

. شدبه مخلوط واکنش اضافه  میکرومولار۵/۰پرایمر با غلظت نهایی 
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 در شدن اولیه : واسرشتاستصورت زیر  پروفایل دمایی واکنش به
و  C۹۵ ،°C۶۵°سیکل از دماهای ۳۰دقیقه، ۳مدت  به C۹۵°دمای  °C۷۲ ثانیه، نگهداری در دمای ۳۰مدت  کدام به هر°C۷۲ ۵مدت  به 

های ذکرشده مورد هضم با استفاده از آنزیم PCRدقیقه. محصول 
قرار گرفت و پلاسمید نیز به همین صورت تیمار شده و پس از 
استخراج و تخلیص قطعات از ژل آگارز، کلونینگ با روش ذکرشده 

 CTchlamy4در بالا انجام گرفته و پلاسمید نوترکیب حاصله، 
  نامیده شد.

روش شوک حرارتی و تیمار با کلرید هر دو پلاسمید نوترکیب با 
های شدند. باکتری  منتقل E. coli TOP10کلسیم به باکتری 

بیوتیک واجد آنتی بی النوترکیب سپس به محیط کشت 
 C۳۷°ساعت در دمای ۱۶مدت  سیلین منتقل شده و به آمپی

های مورد نظر در کلونینگ، سویهتایید صحت  برای. شدنگهداری 
سیلین کشت داده شده و پلاسمید با واجد آمپی بی براث المحیط 

استخراج  ؛ ایران)یکتاتجهیز(استفاده از کیت استخراج پلاسمید 
  های محدودالاثر مورد استفاده در کلونینگ تیمارشده و با آنزیم

یز قرار گرفت. یابی نشدند. در نهایت پلاسمید تاییدشده مورد توالی
که حدود  Fseqاز پرایمر  CTchlamy3یابی پلاسمید  توالی منظور به
. توالی شدشود، استفاده نوکلئوتید بالادست پروموتر متصل می١٠٠

. توالی ’ACTTGCAACCCTTATCCGG-3-’5آن عبارت است از: 
صورت دوطرفه و با همان  به CTchlamy4یابی پلاسمید 

های برش آنزیمی افزودن جایگاه برایپرایمرهای مورد استفاده 
انجام شد. در نهایت سویه واجد پلاسمید تاییدشده در حجم بالا 

مصارف بعدی، استخراج و در  برایکشت داده شده و پلاسمید آن 
  نگهداری شد. - C۲۰°دمای 

 برای :c.reinhardtiiانتقال پلاسمیدهای نوترکیب به سلول 
ها طبق پروتکل انتقال به روش الکتروپوریشن، کشت سلول

 (اینویتروژن؛ ایلات متحده) سازنده شده توسط شرکت ارایه 
افزایش کارآیی انتقال با  برای. پلاسمید نوترکیب نیز شدسازی  آماده

ها در برش خورده و خطی شد. سویه Sca Iاستفاده از آنزیم 
از کشت سانتریفوژ لیتر  میلی۱۵رسید،  ۵/۰ تا ۳/۰آن به  OD750 سویه و زمانی که کشت داده شده و پس از رشد TAPمحیط

شدند   حل TAP-sucroseمحیط میکرولیتر ۲۵۰ها در شده و سلول
پلاسمید خطی به آن افزوده شده و با استفاده از میکروگرم ۲و 

، میدان (بایوراد؛ ایالات متحده) Genepulser Xcellسیستم 
  :شدالکتریکی با شرایط زیر به سوسپانسیون سلولی اعمال 

نهایت،  میکروفاراد، مقاومت: بی۵۰ی: خازن یتظرفولت، ۶۰۰ولتاژ: 
 متر میلی۴عرض کووت: 

 متر میلی۱۰ساعت در ۲۴مدت  ها بهپس از الکتروپوریشن، سلول
مایع انکوبه شده و بعد از آن سانتریفوژ  TAP-sucroseمحیط 
محیط تازه حل شده و به میکرولیتر ۱۰۰و رسوب سلولی در  ندشد

بیوتیک هایگرومایسین با غلظت واجد آنتی TAP-agarپلیت 
) یا CTchlamy3پلاسمید (در مورد  لیتر میکروگرم بر میلی۱۰

پلاسمید (در مورد  لیتر میکروگرم بر میلی۵زئوسین با غلظت  CTchlamy4 ( ها در . پلیتشدبه روش کشت چمنی منتقل
و دمای  Em-2S-1 ۵۰نوردهی یکنواخت با شدت انکوباتور با 

°C۲۵ شدند.  هفته نگهداری۲مدت حداکثر  به  
اولین روش غربالگری، بررسی حضور  های نوترکیب:غربالگری سلول

بیوتیک  های رشدیافته در محیط واجد آنتیتوالی مورد نظر در کلنی
پلاسمید  Colony PCR برای. است PCR روشبا استفاده از  CTchlamy3 از پرایمرهای: F:5’TTGAGTGAGCTGATACCGC3’ 

 F. پرایمر شداستفاده ، ’R:5’GACTGATCAGCACGAAACG3و 
 UTR-’3به ناحیه  Rنوکلئوتید بالادست پروموتر و پرایمر ۵۰حدود 

(فاقد باز  جفت۹۰۰ای به طول متصل شده و موجب تکثیر قطعه
، باز جفت۱۸۳حضور توالی هدف به وزن شود که در قطعه هدف) می

 PCRشود. مخلوط واکنش می باز جفت۱۰۸۳معادل  PCRمحصول 
مولار از هر  میلیTaq 1X ،۲/۰بافر  :استبه شرح زیر 

سیناکلون؛ ایران)،  ؛dNTPsفسفات ( نوکلئوتیدتری دئوکسی
واحد ۱الگو،  DNAنانوگرم ۵۰-۱۵۰میکرومولار از هر پرایمر، ۴/۰ DNA پیلمرازTaq ،(سیناکلون؛ ایران) ،سولفید  متیل % دی۴ (DMSO)  میکرولیتر کلریدمنیزیم از محلول استوک ۶/۰و
 مولار. میلی۱۰۰

  

دقیقه و پس از آن ۴مدت  به C۹۵°چرخه دمایی شامل دمای 
ثانیه ۳۰مدت  به C۵/۵۸°ثانیه، ۳۰مدت  به C۹۵°مرحله دماهای ۳۵
است.  C۷۲°یقه دمای دق۱۰دقیقه. مرحله آخر نیز ۱مدت  به C۷۲°و 

با استفاده از همان پرایمرهای  CTchlamy4پلاسمید  PCRکلنی 
دقیقه ۴مدت  به C۹۵°مورد استفاده در کلونینگ و در شرایط دمایی 

 C۶۵°ثانیه، ۳۰مدت  به C۹۵°مرحله دماهای ۳۵و پس از آن 
مدت  ثانیه و مرحله آخر به۳۰مدت  به C۷۲°ثانیه و ۳۰مدت  به
  صورت گرفت. C۷۲°دقیقه در دمای ۱۰

  

هایی که در آزمایش سویه بیان محصول نوترکیب و سنجش آن: PCR  مراحل بعدی در حجم بالاتر  برایواجد توالی نوترکیب بودند
کلنی مورد نظر در  افزایش حجم، ابتدا از تک برایشدند.   کشت داده

بیوتیک کشت داده شد و محیط واجد آنتیلیتر یلیم۲۰حجم 
هنگامی که کشت به اواسط فاز لگاریتمی رسید (تراکم سلولی 

)، از آن به حجم حداکثر لیتریلیمسلول در ۱×۵-۱۰۶×۱۰۶
با توجه به این امر که بیان محصول . شدتلقیح  میکرولیتر۴۰۰
 ، نیازی به استخراج محصول نبوده و صرفاً استصورت ترشحی  به

جداسازی شده و مایع رویی برای ها به روش سانتریفوژ سلول
از آنجا که پروتئین نوترکیب در . شدمصارف بعدی جداسازی 

ریزجلبک بیان پایینی داشته و همچنین کلسیتونین پپتیدی 
 برایها نیز بیان پایینی دارد، که در سایر میزبان استکوچک 

غلظت و تغلیظ بعدی به افزایش  های تحلیلسنجش محصول و 
کردن انجمادی   تغلیظ از روش خشک منظور بهنمونه نیاز است. 

محیط کشت جداشده منجمد شد و در . در این روش شداستفاده 
درایر قرار گرفت. پودر حاصله در زمان نیاز، مجدداً در -دستگاه فریز

   شد.حجم اولیه) حل % ۱۰مقدار کمتری آب دیونیزه (حداکثر 
بررسی حضور کلسیتونین نوترکیب درون سلولی نیز،  برایهمچنین 

، بافر لیز با ترکیب زیر منظوراین  به. شدعصاره سلولی استخراج 
 یمسد ید، کلرpH=۸و  مولاریلیبا غلظتم یدکلرا یستر تهیه شد:

هنگام مصرف، یک قرص مهارکننده  .۲۰ یین%تو۱/۰و  مولاریلیم۴۰۰
به  (SIGMAFAST™ Protease Inhibitor Tablets)پروتئاز 

توده جلبکی در  زیستگرم ۵/۰. حدود شدبافر لیز اضافه لیتر  میلی۲۵
شود، بافر لیز مخلوط شده و به هاون چینی ریخته میلیتر  میلی۵

ها در حالت پس از آن نیتروژن مایع به هاون اضافه شده و سلول
شوند. عصاره سلولی حاصله سانتریوفوژ انجماد کوبیده و لیز می

  د.شواستفاده بعدی جداسازی می برایده و مایع رویی ش
  

به این انجام پذیرفت.  سنجش تولید کلسیتونین با روش الایزا
شده توسط شرکت  ارایه از کیت کمی الایزای کلسیتونین  منظور

. در این کیت روش الایزای شداستفاده (بایومریکا، ایالات متحده) 
بادی مونوکلونال موشی اختصاصی دوطرفه با استفاده از دو آنتی

کلسیتونین انسانی به کار گرفته شده است و حساسیت آن در حد 
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  است.لیتر  پیکوگرم بر میلی۱
  

  ها یافته
با توجه به نکات ذکرشده در  طراحی کانستراکت بیانی کلسیتونین:

بیان مناسب پروتئین  برایها، نکته اساسی قسمت مواد و روش
های سازی توالی کدکننده آن با توجه به کدون نوترکیب، بهینه

. سایر موارد مورد اهمیت در طراحی است C. reinhardtiiترجیحی 
، فقدان mRNA: ساختار ثانویه استتوالی بیانی به شرح زیر 

های محدودالاثر که ممکن است موجب اختلال های آنزیمجایگاه
های اسپلایسینگ نابجا، فقدان ، فقدان جایگاهشوددی در مراحل بع

، فقدان جایگاه داخلی اتصال به ریبوزم mRNAتوالی ناپایدارکننده 
که با توجه به این  Codon tandem repeatsو ممانعت از 
  : شدصورت زیر طراحی و سنتز  کننده به موارد، توالی کد
 یتوال پپتیدی سیگنال- انسانی یتونینکلس - گلایسین-کدون پایان
  یدراز ان یکراهبر کربون

 ۱نتایج هضم آنزیمی که در شکل : کلونینگ در وکتورهای بیانی
کننده صحت کلونینگ در هر دو وکتور  نمایش داده شده است، تایید

  کننده صحت کلونینگ است. یابی نیز تایید. نتایج توالیاستبیانی 
  

 
 CTchlamy3) پلاسمید Aهضم آنزیمی پلاسمیدهای نوترکیب:  )۱شکل 

تیمارشده با  CTchlamy4) پلاسمید Not I، Bو  Kpn Iهای تیمارشده با آنزیم
  GeneRuler DNA ladder mix) مارکر وزن مولکولی Pst I، Mو  EcoR Iهای آنزیم

  
 های تاییدی آن:و آزمایش C. reinhardtiiترانسفورماسیون به 

 .Cهای مختلف پلاسمیدهای نوترکیب خطی شده و به سویه
reinhardtii های شدند. پس از ترانسفورماسیون، کلنی  منتقل

کردند    بیوتیک رشدحاوی آنتی آگار TAPنوترکیب روی پلیت 
های نوترکیب، رپلیکاپلیت تهیه شد و کلنی ). از کلنی۲(شکل  PCR  شده با  سویه ترانسفورم۱۵۰گذاشته شد. حدودCTchlamy3 

مورد سنجش قرار  CTchlamy4شده با  سویه ترانسفورم۵۰و 
  گرفتند. 
 CTchlamy3شده با پلاسمید  های ترانسفورمیک از سویه در هیچ
مرحله کشت، ژن  ۲یا  ۱مثبت نشد. همچنین بعد از  PCRکلنی 

اموش کرده و در نتیجه قادر به نوترکیب را از دست داده یا آن را خ
  بیوتیک هایگرومایسین نبودند.رشد در محیط واجد آنتی

، CTchlamy4شده با پلاسمید  های نوترکیب ترانسفورمدر سویه
(واجد  CW15های سویه مثبت مشاهده شد که همگی سویه۶

  ).۳(شکل  دیواره ناقص) بودند
سویه، ۶دند. از ش  افزایش مقیاس کشت داده برایمثبت  سویه۶هر 
- ۴های شماره کردند که به سویه   رشدلیتر یلیم۴۰۰سویه در حجم ۴
  شدند.  گذاری نام ۱
  

  
پس از  C. reinhardtii) پلیت حاوی کلنی نوترکیب A )۲شکل 

  های نوترکیب) رپلیکاپلیت سویهBترانسفورماسیون.
  

  
سویه CtChlamy4 ،۶شده با  های ترانسفورمسویه PCRنتایج کلنی  )۳شکل 

  M: GeneRuler DNA ladder mix, PC: positive control, NC: negative controlشود. ) مشاهده می۱۶و  ۱۵، ۷، ۵، ۲، ۱مثبت (
  

 یفوژحاصل از سانتر ییرو یعما بررسی بیان کلسیتونین نوترکیب:
) به روش یبنوترکیرغ یههمراه نمونه شاهد (سو هب هایهکشت سو

ها سویه، یکی از سویه۴مورد سنجش قرار گرفت. از بین  یزاالا
تولید داشته لیتر  پیکوگرم بر میلی۲۲/۱) به میزان ۲(سویه شماره 

صورت درون  بررسی امکان تولید کلسیتونین به برایاست. همچنین 
سویه، عصاره سلولی استخراج شد و به ۴توده هر  سلولی، از زیست

دهد که رار گرفت. نتایج الایزا نشان میروش الایزا مورد سنجش ق
ها، کلسیتونین وجود ندارد. پس کدام از سویه در عصاره سلولی هیچ

از آن، سایر مراحل کشت در حجم بالا، تغلیظ و سنجش روی سویه 
کننده کلسیتونین نوترکیب صورت پذیرفت. در نمونه  تولید
لیتر  پیکوگرم بر میلی۷۵، حدود x۱۰۰شده به میزان  تغلیظ

  ).۱و جدول  ۱ نمودار( شدکلسیتونین مشاهده 
  

  
  منحنی استاندارد الایزا )۱ نموار

B                           A                       M 

A B 
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  نتایج آزمون الایزا )۱جدول 

میزان جذب در  نمونه
نانومتر۴۵۰  

غلظت محاسبه شده 
)لیتر پیکوگرم بر میلی(  

۱کنترل   ۱۱۶۵/۰  ۳۸۹/۲۶  
۲کنترل   ۵۲۰۵/۱  ۱۲۱/۴۸۴  

100X با غلظت ۲نمونه    ۲۶۶۳/۰  ۲۲۷/۷۵  
۱عصاره سلولی نمونه   ۰۱۳۵/۰  ۰ 
۲عصاره سلولی نمونه   ۰۱۹۵/۰  ۰ 
۳عصاره سلولی نمونه   ۰۱۶۵/۰  ۰ 
۴عصاره سلولی نمونه   ۰۲۶۵/۰  ۰ 
عصاره سلولی سویه 

نشده (شاهد) ترانسفورم  ۰۱۶۵/۰  ۰ 
  

  بحث
 در این مطالعه تلاش شد که از سیستم بیانی ریزجلبک

تولید کلسیتونین انسانی نوترکیب  برایکلامیدوموناس رینهاردتی 
. با توجه به اینکه آمیداسیون در مسیر ترشحی سلول شوداستفاده 
دهد و همچنین ترشح محصول به خارج سلول یکی از رخ می

راهکارهای حفظ آن از دسترس پروتئازهای سلولی است، بیان 
سیگنال  به این منظورنظر قرار گرفت  ترشحی کلسیتونین مد

  طبیعی کلامیدوموناس استفاده شد. ترشحی
عنوان محرکی قوی  های دارویی، بهامروزه نیاز روزافزون به پروتئین

های جدید و ایمن تولید تحقیق و توسعه روش راستایدر 
های شود. پیشرفتهای نوترکیب در مقیاس بالا لحاظ میپروتئین

ی هانوترکیب موجب شده است که بتوان از گونه DNAتکنولوژی 
های نوترکیب استفاده عنوان بستر تولید فرآورده مختلف زیستی به

و آرنتزن نمود. اصطلاح کشاورزی مولکولی اولین بار توسط 
آمیز پروتئین نوترکیب در میزبان همکاران در پی تولید موفقیت

 راستایهای زیادی در های اخیر تلاش. در سال[13]ارایه شد گیاهی 
 برایها به سوی استفاده از ریزجلبک گسترش کشاورزی مولکولی

های نوترکیب صورت گرفته است و بدین ترتیب هم تولید فرآورده
های منافع استفاده از سیستم گیاهی و هم مزایای سیستم

های مختلف جلبکی، شود. در میان گونهمیکروبی فراهم می
موضوع بیشترین مطالعات فیزیولوژی و  کلامیدوموناس رینهاردتی

بیان  راستایآمیزی نیز در های موفقیتک بوده و تلاشژنتی
  های نوترکیب در آن صورت گرفته است.پروتئین

عنوان یک بیماری خاموش، تهدیدکننده سلامت  پوکی استخوان به
ویژه در افراد  ها و ناتوانی بهها بوده و موجب بروز شکستگیانسان

و درمان پوکی  پیشگیری برایهای رایج شود. یکی از دارومسن می
. این کلسیتونین دارویی عمدتاً از استاستخوان، کلسیتونین 

صورت نوترکیب  هایی نظیر ماهی آزاد، مارماهی، خوک یا بهمیزبان
استفاده در  برایهای غیرانسانی شود، ولی کلسیتونینحاصل می

فعالیت زیستی کامل  منظور بهانسان محدودیت دارد و از آنجا که 
ه آمیداسیون نیاز است، میزبان پروکاریوتی صرفاً قادر کلسیتونین ب

فعالیت کامل به  برایساز کلسیتونین بوده و به تولید پیش
  تیمارهای شیمیایی نیاز دارد.

گرفته تاکنون در زمینه تولید کلسیتونین نوترکیب،  مطالعات صورت
 E.coli ،Staphylococcusهایی نظیر به تولید در میزبان

carnosus ،های کشت سلول های میوبلاست،مخمر، کشت سلول
زمینی  ، لارو کرم ابریشم و سیبNIH3T3های موشی، کشت سلول

های باکتریال و کشت سلولی بیان منجر شده است که میزبان
  .[21-14 ,6 ,1]اندبالانسبه بالاتری داشته

عملاً  pChlamy_4و  pChlamy_3مقایسه وکتورهای بیانی 
دهد، به را نشان می pChlamy_4کاررفته در  به برتری استراتژی

میزبان  وجه در ژنوم به هیچ CTchlamy3نحوی که پلاسمید 
شود، بار تجدید کشت حذف می۳یا نهایتاً  ۲پایدار نبوده و پس از 
در استفاده از یک  pChlamy_4کاررفته در  در حالی که استراتژی به

بیوتیک و توالی آنتی پروموتر برای بیان همزمان ژن مقاومت به
خود در محیط واجد  یبقا برایهدف، میزبان را مجبور به حفظ آن 

کند. همچنین مشاهده شد که وجود دیواره سلولی بیوتیک می آنتی
کاهش کارآیی ترانسفورماسیون و ترشح  راستایعاملی در 
های ترشحی استفاده پروتئین برایها به محیط است، لذا  پروتئین
  شود.های واجد دیواره ناقص ترجیح داده میاز سویه

دهد که سویه نوترکیب، بیانی نتایج حاصل از این مطالعه نشان می
در حد پیکوگرم دارد که البته این میزان مشابه نتایج سایر مطالعات 

خوبی عمل  شده به بوده است، همچنین سیگنال ترشحی استفاده
اسایی شد ولی در کرده و کلسیتونین نوترکیب در محیط کشت شن

  .عصاره سلولی قابل شناسایی نبود
  

  گیری نتیجه
 های یدشوار رغمیکه عل شود یحاصله مشاهده م یجبا توجه به نتا
صورت  به یتونینکلس یرنظ یدارکوچک و ناپا یدهایپپت یدخاص تول
در  یانسان یتونینکلس یترشح یانکاررفته در ب راهبرد به یب،نوترک

 ینبوده و ا آمیز یتموفق ینهاردتیر یدوموناسکلام یزجلبکسلول ر
کوچک برخوردار است. لذا  یدهایپپت یترشح یدتول یتروش از قابل

حجم و بازده  یشافزا برای یراهکار در مطالعات بعد یناز ا توانیم
ارزشمند  یدهایپپت یرسا یانب یتلاش در راستا ینو همچن یدتول

  استفاده نمود.
  

وسیله مراتب تشکر و قدردانی  نویسندگان بدینو قدردانی:  تشکر
فناوری سازمان  خود را نسبت به کارکنان پژوهشکده زیست

نژاد و ویژه جناب آقای شیخی های علمی و صنعتی ایران به پژوهش
  کنند.عمیدی ابراز می سرکار خانم
  موردی از سوی نویسندگان گزارش نشده است. :اخلاقی تاییدیه
یچ مطالعه ه ینکه در ا کنندیاعلام م یسندگاننو: منافع تعارض
  وجود نداشته است. یتعارض منافع گونه
 نگارنده ،)اول نویسنده( یحامد ناقوس :نویسندگان سهم
 یافق یدهحم ؛%)٥٠( بحث نگارنده/اصلی پژوهشگر/مقدمه

زهرا  ؛%)٣٠( آماری تحلیلگر/کمکی پژوهشگر ،)دوم نویسنده(
 ؛%)١٠( کمکی پژوهشگر/شناس روش ،)سوم نویسنده( یاتب ینیام
 کمکی پژوهشگر/شناس روش ،)چهارم نویسنده( یمعظم یننسر

)١٠(%.  
 فناورییستپژوهشکده ز یمال یتطرح با حما ینا :مالی منابع

   صورت گرفته است. یرانا یو صنعت یعلم یها سازمان پژوهش
  

 .Ofoghi H, Moazami N, Domonsky NN, Ivanov I. Cloning and expression of human calcitonin genes in transgenic potato plants. Biotechnol Lett. 2000;22(7):611-5. 2- Azria M. Calcitonins - physiological and pharmacological aspects. In: Azria M, editor. Calcitonins - physiological and pharmacological aspects, Mafosfamide - a derivative of 4-Hydroxycyclophosphamide. Enzymatic DNA methylation. Berlin/Heidelberg: Springer-Verlag; 1989. pp. 1-34. 3- Zaidi M, Breimer LH, MacIntyre I. Biology of peptides from the calcitonin genes. Q J Exp Physiol. 1987;72(4):371-408 -1 منابع
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