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 ابزار آزمايشگاهي مناسب براي توليد پروتئينهاي نوتركيب: پاستوريسپيكيامخمر 

  *1،3، محمدحسين صنعتي2سعيد حسني ،1، امير اميري يكتا1،2زهرا الياسي گرجي
  مثل، گروه ژنتيكپژوهشگاه رويان، پژوهشكده زيست شناسي و علوم پزشكي توليد مثل جهاد دانشگاهي، مركز تحقيقات پزشكي توليد تهران،  1

 دانشكده علوم داميدانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان، گرگان،  2

 گروه ژنتيك پزشكي پژوهشكده زيست فنĤوري پزشكي، ،زيست فنĤوريپژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و تهران،  3

 26/9/93 :تاريخ پذيرش  17/11/92 :تاريخ دريافت

  چكيده
هاي نوتركيب را داراست، اما ممكن است پروتئينهاي توليد شده توليد مقادير بالايي از پروتئين سيستم بياني باكتري توانايي

از طرف ديگر سلولهاي پستانداران اگرچه انتخاب . اي باشندو فاقد اصلاحات پس از ترجمهتاشدگي ساختاري مناسبي نداشته 
هاي بالاي توليد و ميزان كم محصول نوتركيب در اين سيستمها، شوند اما هزينهمناسبي براي توليد پروتئين نوتركيب محسوب مي

جمله  مخمرها به دليل داشتن ويژگيهاي بيشمار از. محققان را به سمت مطالعه بر روي سيستم بياني مخمري سوق داده است
اي صلاحات پس از ترجمهبيان پروتئينهاي برون سلولي و درون سلولي، و توانايي انجام ا دستكاري ژنتيكي آسان، ميزان بالاي

براي توليد  پاستوريسپيكيامخمر متانول دوست . متناسب با سلولهاي يوكاريوتي، براي بيان پروتئينهاي خارجي مناسب هستند
ترشح مقادير كمي از پروتئينهاي دروني مخمر . محيط كشت ارزان، توسعه يافته است پروتئينهاي نوتركيب در تراكم سلولي بالا و

- پيكياهاي گلايكوسويچ مخمر حال، سويه به هر. شودباعث خالص سازي آسان پروتئينهاي نوتركيب از آن مي كشت، در محيط

مهاي بياني مخمر را رفع اي يكسان با سيستم بياني يوكاريوتي، تنها نقص سيستبا قابليت انجام اصلاحات پس ترجمه پاستوريس
نسبت به ساير ميزبانها، سيستم ترشحي مناسبي براي دستيابي به مقادير بالاتري از  پاستوريسپيكيابر اين اساس، . است كرده

  . رودميبشمار با ساختار درست  پروتئينهاي نوتركيب

 ، پروتئين نوتركيب، مهندسي ژنتيكپاستوريسپيكيا: ه هاي كليديواژ

  m-sanati@nigeb.ac.ir :پست الكترونيكي، 021-23562720 :نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
در : فنĤوري تاريخچه كاربرد مخمر در عرصه زيست

عنوان اولين داروي ه بانسولين انساني  1960اوايل سال 
طوري كه امروزه اين ه بتوليد شد  باكتري نوتركيب در

بيماراني كه از ديابت  بسياري از برايفرآورده نوتركيب 
چندين پروتئين پس از آن . شوداستفاده مي برندميرنج 

 ديگر و بخصوص هورمون رشد انساني نيز در باكتري
بيان موفق پروتئين  .)48( استتوليد شده نوتركيب

هاي اول، دوم، سوم و به ساختار، نوتركيب در باكتري
و از  وابسته استخصوصيات عملكردي پروتئين موردنظر 

بيان است، پروكاريوت يك موجود آنجايي كه باكتري 
هايي روبروست يتمحدودبا  آن يوكاريوتي در هايپروتئين

شده  توليد بسياري از پروتئينهاي نوتركيبهمچنين . )22(
 پستانداراندر سلولهاي حشرات در زمان استفاده در بدن 

نوع كه علت آن حذف سريع اين  كنندعمل ميغيرفعال 
. )55( ار استدر چرخش خون بدن پستاند پروتئينها
گرايش زيادي براي يافتن سيستمهاي امروزه  ،بنابراين

  .دارد توليدي جايگزين وجود
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-تا به امروز به دليل شناخت ساختار 1980از اوايل سال 

 آوريفنشيميايي، فيزيولوژيكي و ژنتيكي، زيست هاي
 سازمان غذا و دارو، ساكارومايسزسرويسيهتخمير در مخمر 

يك موجود  به عنواناين ميكروارگانيزم را  )FDA(آمريكا 
سال  طيدر  .است خطر به رسميت شناختهسلولي بيتك

در مخمر پروتئينهاي نوتركيب  ،1980
 مشخصچندي بعد اما  ؛شدند بيان ساكارومايسزسرويسيه

اين موجود براي توليد تمام پروتئينهاي موردنياز  كه شد
جستجو  ،1980 سال از نيمه. )73و  45 ،21( نيستمناسب 

 هاي مخمري آغازبراي ميزبانهاي جايگزين در ميان گونه
 اولين گونه بعد از ورومايسزلاكتيسكلي). 65( شد

بود كه براي بيان پروتئينهاي  ساكارومايسزسرويسيه
اكنون براي توليد رنين در فرآيند شد و هم نوتركيب استفاده
  .)91( دارد بسياري پنيرسازي كاربرد

، شده ژنتيكي اصلاح پاستوريسپيكيا هايمخمرامروزه 
جالب توجه  به طورهاي گلايكوسويچ، تحت عنوان سويه

-آنزيمهاي مسئول اصلاحات پس كدكننده ژنهاي داراي

قادر به ترشح مقادير بالايي از پروتئينهاي بوده و  ايترجمه
با ساختارهاي طبيعي و گليكوزيلاسيون صحيح نوتركيب 

كه اين امر مشكلات استفاده از پروتئينهاي نوتركيب  هستند
را براي انسان حل  پاستوريسپيكيا توليد شده در مخمر

مخمر  اين در سالهاي اخيربا توجه به اين موارد . استكرده
-بهتوليد پروتئينهاي دارويي  مناسبي برايسيستم توانسته 

هاي هم اكنون سويه ي كهبه طور .)47 و 42(حساب آيد 
، براي توليد پروتئينهاي پاستوريسپيكياگلايكوسويچ مخمر 

گليكوزيلاسيون مختص - Nنوتركيب با اصلاحات 
  ).74(پروتئينهاي انساني، در دسترس هستند 

به دو گروه  مصرف متانولها براساس مخمر كلي به طور
مثالهايي از هر يك از اين دو  كه شوندعمده تقسيم مي

اين دو گروه ). 65(ذكر شده است 1در جدول گروه 
  :عبارت است از

  .دوستول ميزبانهاي متان) 1

  . دوستول ميزبانهاي غيرمتان) 2

بع كربن و من به عنواناز متانول  ،دوست نولهاي متامخمر
ها براي در ابتدا اين گروه از مخمر. كنندانرژي استفاده مي

لين وتوليد پروتئين خوراكي مورد استفاده قرار گرفتند و ا
جهت مصرف خوراك آنها شده در  توليد پروتئين خوراكي

دو  وجود پس از چندي به دليل. )64( است دام بوده
سيستم مناسب براي توليد پروتئين  به عنوانويژگي، 

 كه) 65 و 64( گرفتند نوتركيب دارويي مورد توجه قرار
توانايي رشد در غلظتهاي ) 1: ازند اين دو ويژگي عبارت

كه قوي  وجود پروموترهاي )2 و) 65 و 21( سلولي بالا
در اين مخمر آنزيمهاي اكسيدكننده متانول را تنظيم توليد 

  ). 99و  65، 64، 28، 21(عهده دارند  بر

  

  .)65(بندي مخمر براساس مصرف متانول تقسيم-1 جدول
  دوستمخمرهاي متانول

  
، پيكيا متانوليكا پاستوريسپيكيا، )Hansenula polymorpha(مورفاهانسنولاپلي

)Pichia methanolica( كانديدابويديني ،)Candida boidini( اوگاتامينوتا ،

)Ogataea minuta( ،  

  سرويسيه، كلي ورومايسزلاكتيس،ساكارومايسز

 دوستمخمرهاي غيرمتانول
  

، زايگوساكارومايسزروكسي )Yarrowia lipolytica(ياروياليپوليتيكا

)Zygosaccharomyces rouxi( زايگوساكارومايسزبايلي ،)Zygosaccharomyces 

bailii( ، ساركوسيفااكسيدنتاليس)Sarcoscypha occidetalis(  
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دوست براي ول دو سويه از مخمرهاي متان كلي به طور
 :شونداستفاده مي خارجيبيان پروتئينهاي 

  )64 و 18( پاستوريسپيكيا )1

  ).86 و 36( مورفاهانسنولاپلي )2

پيوسته  به طور، دانشمندان امروزه :پاستوريسپيكيامخمر 
بيان پروتئينهاي  منظوربهها مخمر دستكاري ژنتيكيدر حال 

سال گذشته  20در طول . )29( هستنديوكاريوتي خارجي 
- پيكياكه مشهورترين آنها  هابياني مخمر هايسيستم

براي توليد پروتئينهاي نوتركيب مورد ، است پاستوريس
اهميت ويژه اين . )23 و 10(اند قرار گرفته بسيارتوجه 
كشت  خارجي در محيط توانايي ترشح پروتئين ،مخمر
 درصد 80از  بيشتواند شده ميمحصول ترشح. است

با توجه به  .)60( كشت را شامل شود پروتئينهاي محيط

 درپروتئين  1000بيش از  قابليت اين سيستم بياني، تاكنون
  ).96و  71، 10( نداهكلون و بيان شدفوق سيستم بياني 

ثر و ؤيك سيستم بياني مفيد با بازدهي م پاستوريسيكياپ
به شمار در مهندسي پروتئين  يكاربرد- يك ابزار تجربي

-پيكيا، 1980 در سال ).99و  73، 60، 18(رود مي

، 10( توسعه يافت خارجيبراي بيان پروتئينهاي  پاستوريس
اولين پروتئين نوتركيب  2009و در سال ) 99و  61، 17

 ).65( توليد شدآن در  )آنزيم بازدارنده كاليكرين( دارويي

سيستم  :پاستوريسپيكياويژگيهاي سيستم بياني مخمر 
نسبت به ديگر سيستمهاي بياني مزايا  پاستوريساپيكي بياني

از اين  برخي كه؛ )60(و معايب مختص به خود را دارد 
در  توان از مقالات مختلف استخراج نمود وها را ميويژگي

  .تقسيم بندي كرد 2 لب جدولقا
  .پاستوريسپيكيامزايا و معايب سيستم بياني  -2جدول 

- پيكيامخمر مزاياي 

  پاستوريس

  ).22(است قادر به ادغام يك ژن خارجي در ژنوم خود و توليد پروتئين خارجي 
  ).79(است در ژنوم خود  AOX قوي به نام پروموترداراي 

  ).41( كندمي استفاده AOXبراي تحريك پروموتر از منبع كربن ارزان نظير متانول 
  ).60(ا است نرخ رشد بالا و سريع به همراه تخمير آسان و ارزان در غلظت سلولي بالا را دار

  ).97و  60( سازدكشت ترشح مي اي از پروتئين نوتركيب را در محيطملاحظهميزان قابل
  ).63و  27 ،23( سازدكشت ترشح مي ميزان كمي از پروتئين خود را در محيط

  ).60( شودآلودگيهاي آندوتوكسين و باكتريوفاژ در اين مخمر ديده نمي
  ).60و  22(است دستكاري ژنتيكي آن آسان 

و سولفيدي ، تشكيل پيوند ديپپتيديي گوناگون شامل تشكيل ساختار پلياترجمهتوانايي انجام اصلاحات پس
  ).52و  23(د گليكوزيلاسيون را دار

گزارش  ساكارومايسزسرويسيهمخمر  برابر بيشتر از دوتا  يكدر اين مخمر  هشد سطوح پروتئين نوتركيب توليد
  ).2(است شده

  ).10(است پذير تجاري امكان به صورتدسترسي به اين سيستم بياني 

- پيكيامخمر معايب 

  پاستوريس

يكسان با  به طوراين مخمر در مقايسه با سيستم بياني پستانداران، قادر به اصلاح گليكوپروتئينها 
  ).52(اليگوساكاريدهاي انساني نيست 
توانند با موفقيت در اين مخمر ترشح شوند و حفظ بيان بالاي پروتئين در شبكه تمام پروتئينهاي نوتركيب نمي

  ).23(شود يك مشكل محسوب ميآندوپلاسمي هنوز 
  ). 65(اي دارند كلي چرخه زيستي و بيوشيميايي پيچيده به طور

  ).22(تر است خصوصيات ساختاري و عملكردي آن در مقايسه با ميزبان باكتريايي ناشناخته
  ).47(قادر به سنتز آنتي باديهاي مونوكلونال در الگويي مناسب نيستند 

طبيعي  به طوركه اين قندها در اين نوع پروتئينها . كنندرا به پروتئينهاي انساني اضافه ميدر برخي موارد قندهايي 
  .)47(شود يافت نمي
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-تمام سويه: پاستوريسپيكيامخمر ژنوتيپهاي مختلف در 

اوليه و طبيعي سويه از  پيكياپاستوريسمخمر تجاري هاي 
NRRL-Y 11430 اي هاي تغيير يافتهسويه. اندگرفته ءمنشا

نسبت به سويه اصلي دچار كه تنها در يك جايگاه ژني 
، JC254 و ،GS115، GS190 شاملاند شده دستكاري

 و دستكاري هايي كه در دو جايگاه ژني دچار تغييرسويه
هايي كه در سه ، سويه JC227و GS200 اند شاملشده

در نهايت  و  JC300اند شامل جايگاه ژني دچار تغيير شده
 دستكاري و تغييردچار چهار جايگاه ژني  در هايي كهسويه
ها اين تغييرات در اين سويه. هستند  JC308شاملاند شده
تواند به عنوان نشانگر انتخاب در طي فرآيند نوتركيبي مي

 هاي متعددي ازسويهحال حاضر  در. )34(استفاده شود 
دسترس  اي از ژنوتيپ درطيف گستردهبا  پاستوريسپيكيا

آن  ب يك سويه خاص با توجه به كاربردانتخا. هستند
به فرد خود را دارا  هر سويه ويژگي منحصر .شودتعيين مي

 ديد سويه موردنظر خودو محققان طبق نياز و صلاح است
تا كنون گزارش مستندي مبني بر برتري . كنندمي انتخاب را

در توليد يك و رجحان مشخص يك سويه بر سويه ديگر 
يك چرا كه الگوي بيان  گزارش نشده استخاص محصول 

-بررسي و تفسير نمي خاص يك ويژگيپروتئين بر اساس 

 .اي استوابسته به عوامل متعدد و پيچيدهشود بلكه 
براساس نوع پروتئين و ميزان اصلاحات مورد نياز پس از 

تر باشند انتخاب خواهند ها كه مناسبهر يك از سويه ،بيان
اي كه براي بيان سويهاولين لازم به ذكر است كه  .)22( شد

بوده است  GS115پروتئينهاي نوتركيب استفاده شد سويه 
وجود ها، نكته مهم در ويژگي اكثر اين سويه). 25(

پروتئازهاي واكوئلي فاكتور . پروتئازهاي واكوئلي است
 به طور. آيندبسيار مهمي در تجزيه پروتئين به حساب مي

به  پاستوريسپيكيامثال برخي از پروتئينها در محيط كشت 
به  شوند زيرا اين گونه از پروتئينهاناپايدار توليد مي طور

 آنها به سرعت توسطو  حضور پروتئازها حساس بوده
خصوص اينكه در شرايط كشت در ه ب. شوندتجزيه مي

به  مقياس انبوه به علت تراكم بالاي سلولي اين آنزيمها

چندين سويه . شوددر محيط كشت يافت مي شكل فراوان
، SMD1163 هايعاري از پروتئاز از جمله سويه

SMD1165 ،SMB1168 )5 80 و( و SMD1168H )95 (
به عنوان كه  هستند كننده پروتئينآنزيمهاي تجزيه فاقد 
هاي موفق در كاهش تجزيه برخي از پروتئينهاي سويه

هاي داراي اين سويه). 60( خارجي گزارش شدند
 با تجزيهتوانند در غلظت سلولي بالا و خصوصيت مي

 دارند آهستهدرصد كمي از سلولها رشد كنند اما نرخ رشد 
هيستيدين  ژنفاقد  SMD1168 و GS115 هايسويه ).10(

نتيجه براي بيان يك ژن  هستند؛ در  (HIS4) ژدهيدرژنا
 ن در محيطخارجي در ژنوم آنها نياز به حضور هيستيدي

داراي ژن  GS115 و SMD1168هاي سويه. استكشت 
آنزيم الكل  كردنكدكه اين ژن با  هستند 1- زالكل اكسيدا

 از متانول درصد 85 مسئوليت مصرف تقريباً 1- اكسيداز
). 50( كشت را بر عهده دارند در محيط موجود

است  1- الكل اكسيداز پروموتراگرچه فاقد ،  KM71هسوي
، 2- به نام الكل اكسيداز اما با استفاده از پروموتر ديگري

پروموتر اين  سازد كهرا فعال مي 2- آنزيم الكل اكسيداز
 21، 6. (تر استضعيف 1-الكل اكسيداز پروموتربه نسبت 

كه در آن هر دو  ي استسويه ديگر MC100-3). 50و 
  . )10( استحذف شده پروموتر الكل اكسيداز

مطالعات : پاستوريسپيكيا مخمر فنوتيپهاي موجود در
هاي نوتركيب فيزيولوژيكي سلول ميزبان براي توليد پروتئين

براساس ژنوتيپ، سه نوع فنوتيپ ). 65(ضروري است 
  :)65و  64( وجود دارد پاستوريسپيكيامتفاوت از مخمر 

 اين گروه فنوتيپ طبيعي و اصلي مخمر+Mut : پ فنوتي
هاي حاوي اين نوع فنوتيپ سويه. هستند پاستوريسپيكيا
و الكل  1- هاي الكل اكسيدازپروموتر يدو ژن رمزكننده هر

در اين گروه متانول به ميزان بالا و . را دارند 2- اكسيداز
ه ب متانولو با حضور  )77 و 33(شود سريع استفاده مي

 خواهدبيان پروتئين در سطح بالا انجام  ،منبع كربن عنوان
بدليل مصرف سريع متانول  +Mut هايسويه). 20(شد 
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و با  هستندتوانايي تحمل غلظت بالاتري از متانول را دارا 
به  اماشوند، مي يت متانوليمسمومري دچار مال كمتاحت

نيازمند اكسيژن بوده و بيشتر همان نسبت به ميزان بيشتري 
 22، 10(شوند ها با كمبود اكسيژن مواجه مياز ساير سويه

- پيكيا مخمر ترين ميزبان بياني مورد استفاده دررايج .)53و 

است  Mut+ ، داراي فنوتيپGS115سويه س، پاستوري
)60(.  

 حذف شده AOX1 پروموتردر اين گروه  Muts : فنوتيپ
. ماندنخورده باقي مي دست AOX2است، اما پروموتر 
دوست در اين دسته جاي  هاي متانولرتعداد كمي از مخم

كنند آرامي از منابع متانول استفاده مي اين گروه به. دارند
با مقادير كمتري از  Muts هايسويه ).65و  64، 62، 20(

). 33 و 20(شوند مي ءالقا +Mut هايمتانول نسبت به سويه
بهتر  هستندگيري آهسته كه داراي فرآيند شكلهايي پروتئين

است توسط اين نوع فنوتيپ توليد شوند زيرا نرخ القاي 
در بيشتر موارد توليد و در نتيجه  رتآهستهپروتئين در آنها 

به  ).70و  67 ،22 ،2( است ترمحصول نوتركيب صحيح
در اين فنوتيپ رشد و توليد پروتئين وقتي  عبارت ديگر

پروتئينهاي حاوي فولدينگ پيچيده كه انجام شود  ترآهسته
تشكيل ساختارهاي سوم خود بيشتري براي  زماننياز به 
به  ،تا قبل از ترشح داشتخواهند فرصت را اين  دارند،

با يك نگاه  ديگر از سويي. ساختار صحيح خود دست يابند
ن كم متانول ميزادر حضور  شود كهمشخص مي ايمقايسه

 ،+Mutهاي نسبت به سويه Mutsهاي سويهدر محيط كشت 
كد كردن  مسئول( A2-ميزان توليد آنزيم كربوكسي پپتيداز

 محصولذا مقدار ل ؛استها بيشتر در اين سويه)پروتئين
سويه  بيشترازMuts  در اين شرايط در سويهتوليدي نيز 

Mut+  نرخ افزودنلازم به ذكر است كه  .)22(خواهد بود 
هاي ها نسبت به سويهكشت اين سويه متانول در محيط

Mut+ به تا غلظت متانول در محيط  استتر برابر آرام سه
زيرا مصرف  باقي بماند g/l 8 -2 موردنظر يعني بينميزان 

گيريد و غلظت بالاي متانول در متانول آهسته صورت مي
). 91( شودها سم محسوب ميمحيط كشت براي اين سويه

به اكسيژن  +Mutهاي مقايسه با سويهها در اين سويه
دليل ه ب، Muts هايدر سويه). 21( هستندكمتري نيازمند 
پايين، زمان مورد نياز براي رسيدن به  سوخت و ساز

 200تا  150بين  و عمدتاً هستندپروتئين توليدي طولاني 
 و 48؛ 43( انجامدساعت بعد از مصرف متانول بطول مي

هاي طبيعي حاوي ژن درحاليكه اين زمان براي سويه ؛)49
 و 40(است كمتر حتيساعت و يا  50 ،1- الكل اكسيداز

50(. 

در  پاستوريسپيكياتا به امروز اكثر آزمايشات در مخمر 
ها در حضور است زيرا اين سويهانجام شده Mut+ي سويه

متانول سرعت رشد بالاتر و در نتيجه درصد توليد محصول 
اين وجود چندين مطالعه نوتركيب بيشتري دارند، اما با 

از نظر توليد پروتئين  Muts هاياست كه سويهنشان داده
در دو  HRP مثال آنزيم به طور. نوتركيب ارجحيت دارند
به نتايج . توليد شد  Muts و Mut+ سويه از دو نوع فنوتيپ

نسبت به  Mut+آمده نشان داد كه نرخ رشد در سويه  دست
اما است يك و نيم برابر بيشتر بوده به ميزان Muts سويه

 نسبت به سويه Mut+ دهي محصول در سويهنرخ بهره
Muts  57(سه برابر كمتر بوده است.( KM71 است اي سويه

ضعيفي رشد كشت حاوي متانول با نرخ  كه بر روي محيط
  .)60و  12( است Muts و داراي فنوتيپ كندمي

-پيكيا مخمرهاي سويهتعدادي از : -Mutفنوتيپ ) 3

 كنندنميمنبع كربن استفاده  به عنواناز متانول  پاستوريس
، 19( است شده حذفدر اين گروه  پروموترزيرا هر دو 

از گليسرول،  در نتيجه اين گروه عمدتاً .)65و  64
كنند؛ سوربيتول يا مانيتول به عنوان منبع كربن استفاده مي

با  در زمان القاحهمچنين ممكن است كشت آنها 
اي مخلوط همراه باشد؛ به اين صورت دستورالعمل تغذيه
اي از متانول به عنوان محرك القايي شدهكه از مقدار كنترل

 ،گليسرولبيان پروتئين نوتركيب و از مقدار محدودي 
به عنوان منبع كربن و رشد استفاده  سوربيتول يا مانيتول

اگر اين شرايط در زماني است كه ).65و  57، 22(كنند 
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در آنها  AOX1 پروموتر -Mut ها حتي فنوتيپهايتمام سويه
خواهند به توانمندي القاي بيان در سطوح بالا ، قرار گيرد

قادر به  اي است كهسويه MC100-3 مثلا ).60(رسيد 
– به عبارت ديگر داراي فنوتيپ نيست؛استفاده از متانول 

Mut  قادر به اين فنوتيپ به طور معمول ). 60و  12(است
تنها زماني از متانول براي اين سويه . رشد در متانول نيست

براي بيان پروتئين  AOX1 پروموترشود كه از استفاده مي
استفاده  مخمراين ارد شده به ژنوم ودر وكتور  نوتركيب

  .)34( شود

تمام : پاستوريسپيكياهاي مورد استفاده در مخمر وكتور
 شاتل وكتورعنوان ه ب پاستوريسپيكياهاي بياني وكتور
عمل زيرا  ؛شوندطراحي مي اشريشياكلي/ پاستوريسپيكيا

-پيكيابياني  وكتورواردسازي يك توالي خارجي به درون 

-نجام ميا سويه اشريشياكلي باكتريدر  معمولاً پاستوريس

ابتدا حاوي ژن مورد نظر وكتور  اين صورت كهبه . گيرد
چرا كه اين باكتري سيستم وارد باكتري اشريشياكلي شده 

 پاستوريسپيكياتري نسبت به مخمر تكثيري سريع و ساده
پس از كشت اين ميكروارگانيزم از حضور پايدار  دارد، لذا
بدون نوتركيب در يك سيستم ميزبان مطمئن شده و  وكتور

 ، توالي نوكلئوتيدي سازه مربوطه ازصرف هزينه و وقت
شود و در صورت بررسي ميو جهش لحاظ هرگونه تغيير 

وكتور مربوطه آماده انتقال به  ،عدم مشاهده هرگونه تغيير
  ).60 و 1( ژنوم مخمر است

طراحي بايد  پاستوريسپيكيابياني  وكتورآنچه كه در يك 
  :)60( شامل موارد زير است شود

 دست ژن در بالا AOX1'5توالي  )1

 توالي پيام ترشحي  )2

 جايگاه كلونينگ چندگانه )3

 جايگاه پايان رونويسي )4

 يانتخاب نشانگرجايگاه  )5

 وتيكبيجايگاه ژن مقاومت به آنتي )6

 دست ژن در پايين AOX1'3توالي  )7

 پاستوريسپيكيا بياني در وكتوراولين اقدام در انتخاب يك 
ترشح يك پروتئين در محيط  اين موضوع است كهتعيين 
سلولي  صورت درونه سلولي صورت بگيرد يا ب خارج
  ).91( باشد

 ،مخمردر تجاري براي بيان ژن خارجي  وكتورچندين 
دو  به عنوان pPIC9و  PHIL-D2 ،1 در شكل. وجود دارد

 پاستوريسپيكيامخمر  مورداستفاده در وكتورهاي ازنمونه 
 ).22(است نشان داده شدهتوليد پروتئين نوتركيب براي 

و  pPIC9Kتوان مي ي اين گونه مخمريهاوكتوراز ديگر 
pPICZa خود  فرد را نام برد كه هر يك ويژگي منحصربه
  .)22(را دارند 

  

  
  

  
 ).22(پاستوريس رايج در پيكياهايي از وكتورهاي  نمونه - 1شكل 
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-پيكياعنوان دستĤورد جديد در سيستم ترشحي مخمر به

، وكتورهاي گلايكوسوييچ طوري طراحي پاستوريس
گرديدند كه قادر به بيان پروتئينهاي نوتركيب انساني با 

از . اي صحيح در اين مخمر هستنداصلاحات پس ترجمه
توان به وكتورهاي تجاري شامل دسته مياين 

pGlycoSwitchM8 ،pGlycoSwitchM5 ،

pGlycoSwitchGnT-I ،pGlycoSwitchGalT/1 ،

pGlycoSwitchGalT/2،pGlycoSwitchMan-II/1  ،

pGlycoSwitchMan-II/2 و pGlycoSwitchGnT-II  اشاره
  ).51(نمود 

: پاستوريسپيكيا مخمر در استفاده پروموترهاي مورد
، خارجيپروتئينهاي  توليدكليدي براي  هايمعياريكي از 

استفاده از  با ژن مورد نظر) بيان( افزايش بازدهي رونويسي
 و AOX1 پروموترهاي .)64(است مناسب  پروموتر
AOX2 پروموترهاي به عنوان سپاستورياپيكيمخمر  در 

كه در پي آنها سه  شناسايي گرديدندطبيعي و اصلي 
مشخص . آوردوجود ميه ب پاستوريسپيكيافنوتيپ براي 

به  پاستوريسپيكياموفقيت سيستم بياني است كه  شده
). 10(است  AOX پروموتربدليل وجود  زياديميزان 
شدت توسط متانول تحريك و توسط ه ب AOX پروموتر

 شودمي متوقفمنابع كربني ديگر نظير گليسرول و گلوكز 
به كشت حاوي متانول  طي كه در محيبه طور ،)99 و 22(

 درصد پنجبيش از  AOXآنزيم  mRNAمنبع كربن،  عنوان
به عبارت ديگر . )22( شودرا شامل مي RNAه از ذخير

كشت  محيط درزماني كه  1- فراواني آنزيم الكل اكسيداز
تواند به مي ،كندعنوان منبع كربن رشد ميحاوي متانول به

 )64و  43، 22( غلظت پروتئينهاي سلولي برسد درصد 30
- الكل اكسيداز پروموتردهنده قدرت برجسته نشان اين كه
را  الكل اكسيداز درصد از فعاليت 85 اين پروموتر. است 1

در مقابل . )100و  90، 32، 19( دهدبه خود اختصاص مي
به تري ضعيف پروموترتوسط  2- آنزيم الكل اكسيداز ،آن

از  درصد 15و  شودكنترل مي 2- الكل اكسيداز نام پروموتر
به خود اختصاص را در سلول الكل اكسيداز  فعاليت

جديدي  بر اين، پروموترهايعلاوه. )76 و 19(دهد  مي
ند اهشد براي بيان ژنهاي خارجي جداسازي و بكار گرفته

 فسفاتتري  گليسرآلدئيد شامل پروموترهايكه 
 فرمالدئيد ،)99و  GAP( )10 ،21 ،91 ،94( دهيدروژناز
 هيدروكسي ديو ، )99و  21 ،71(  (FLD)دهيدروژناز

 پاستوريسپيكيا در مخمر) 56(  (DHAS) سنتتاز استون
  .)94(هستند 

در مخمر  در متابوليسم متانول AOX پروموترمسير 
شيميايي نشان داد كه استفاده بيومطالعات : پاستوريسپيكيا

به همراه  خاصاز متانول نيازمند يك مسير متابوليكي 
  .)93(است  مشخصچندين آنزيم 

يك داراي  دوستي متانولهامخمر ،2اساس شكل  بر
. )74(هستند متانول  و مشابه براي استفاده از مسير عمومي

از پروموتر الكل اكسيداز توانند با استفاده از مي اين گروه
صورت كه  يندب ؛منبع كربن استفاده نمايند به عنوانمتانول 
الكل  پروموتركشت مخمر،  ورود متانول به محيطپس از 

- ژن الكل اكسيداز بيان مي در پي آن فعال شده واكسيداز 

در ادامه آنزيم الكل اكسيداز توسط مخمر در محيط . شود
در حضور آنزيم الكل اكسيداز و ). 43( شودترشح مي

متانول به فرمالدئيد اكسيده  ،زوماكسيژن در محيط پراكسي
 هيدروژن پراكسيد محصول جانبي اين واكنشو شود مي

يك محصول جانبي در  ،پراكسيد هيدرژن .)35 و 10( است
به استرس  و منجر رودبشمار ميمسير مصرف متانول 

مقداري از . )56( شودسلولي و تحريك مرگ سلولي مي
اي از با حضور آن مجموعهشده و سيتوزول فرمالدئيد وارد 

 در اين مسير ابتدا فرمالدئيد .شودها انجام ميفرآيند
و سپس ساخته  تبديل دهيدروژناز، فرمالدئيد را به فرمات

اكسيدكربن تبديل  دي فرمات را به ،دهيدروژناز فرمات
باقيمانده  در مسير ديگر فرمالدئيد). 43و  37، 35( دكنمي

ه دهد و بفسفات واكنش مي- 5 زبا زايلولو مزودر پراكسي
كربنه  سهسنتتاز دو ماده  استون وكسيهيدروسيله آنزيم دي

فسفات  ترياستون و گليسرآلدئيد  هيدروكسييعني دي
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در طي واكنشهايي اين اجزا . )43و  35( شودتوليد مي
 خواهندفسفات را توليد - 5زايلولوز زول، بار ديگر سيتو
پيچيده  فرآينديم متابوليسم متانول در مخمر يك ظتن. كرد
حضور  باكننده متانول  آنزيمهاي متابوليزسنتز . )93( است

گلوكز و  ا حضورمتانول، فرمالدئيد و فرمات تحريك و ب
تبديل متانول به . )93و  77، 30( شودمي متوقفاتانول 

مصرف متانول در  مرحله محدودكننده چرخه ،فرمالدئيد
 ومقدار فرمالدئيد  زماني كهو  شودمحسوب مي سلول

رشد سلول متوقف  افزايش يابد، همزمان به طورمتانول 
 فرمات، دهيدروژناز فرمالدئيد. )22(شد  خواهد

سنتتاز آنزيمهاي  استون هيدروكسي دهيدروژناز و دي
  .)57(آيند حساب ميبهواكنش در اين كليدي 

  
  ).74( پاستوريسپيكيامسير استفاده از متانول در  -2شكل 

AOX1 : الكل اكسيداز؛:FLD2  فرمالدئيد دهيدروژناز؛FGH3 :s -  فرميل گلوتاتيون هيدرولاز؛FDH4 : فرمات دهيدروژناز؛CAT5 : كاتالاز؛DAS6 : دي
: FBP10بيس فسفات آلدولاز؛  -6و1-فروكتوز: FBA9تريوفسفات ايزومراز؛ : TPI8دي هيدروكسي استون كيناز؛ : DAK7هيدروكسي استون سنتتاز؛ 

: F1,6BPدي هيدروكسي استون فسفات؛ : DHAPگليسرآلدئيد سه فسفات؛ : GAPدي هيدروكسي استون؛ : DHAبيس فسفاتاز؛  6و1- فروكتوز
 .گلوتاتيون :GSHفسفات؛ -5-زايلولوز: Xu5Pفسفات؛ : Piفسفات؛ - 6-فروكتوز: F6Pبيس فسفاتاز؛  6- و  1- فروكتوز

بسياري از : پاستوريسپيكيامخمر توالي پيام ترشحي در 
ترشحي داراي يك منطقه  پروتئينهايپروتئينها بخصوص 

لازم  صحيح پروتئين گيريشكلكه براي  هستند پروپپتيد
كوچك  شامل يك توالي ،اين منطقه پيشين. )73(است 

به سيستم  را پروتئينها كه استاسيدآمينه  6-15 متشكل از
 پروپپتيداگرچه منطقه . )73و  68(سازد منتقل ميترشحي 
شود در هنگام آزادسازي پروتئين بالغ حذف مي ،پروتئين

و بالغ براي پايداري بيان  mRNA اما حضور آن در
؛ )73(ضروري است شدن پروتئين جلوگيري از تجزيه

تواند عدم حضور آن در هنگام بيان پروتئين مي همچنين

از شبكه آندوپلاسمي  پروتئينهاتر آرامسازي به خارج منجر
، 46( دادن ساختار پروتئيني شودو در برخي موارد از دست

پروتئينهاي اوليه پس از خروج از شبكه . )75و  66
شوند تا منطقه آندوپلاسمي، به جسم گلژي منتقل مي

دسترسي  ،در مخمر. )82و  73، 24( حذف شود پروپپتيد
-سازي پروتئين از سلول ميجبه خار منجربه پيام ترشحي 

توانند با توالي پيام ژنهاي خارجي مي. )92و  13، 9( شود
. )68( طبيعي خود و يا توالي پيام مخمري ترشح شوند

تواليهاي پيام  پاستوريسپيكيا و ساكارومايسزسرويسيه
آميزي بسياري از موفقيت به طوراما  ،اختصاصي كمي دارند
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، پاستوريسپيكيامخمر توليدشده در پروتئينهاي نوتركيب 
مشاهده  هستند و استفاده از توالي پيام طبيعي خود قادر به

 زيست با توالي پيام طبيعي يافتهترشحمحصولات گرديده 
  ).81و  73، 68، 22( هستندتر فعال

 نيز و ريمخموكتورهاي جايگاه توالي پيام ترشحي در 
، 13(است  پروموتر، پس از شروع توالي ديگر يوكاريوتها

  ).68و  58

آميزي موفقيت به طورتواليهاي پيام ترشحي مخمري كه 
استفاده  پاستوريسپيكيا براي بيان پروتئينهاي نوتركيب در

و  (a-MF) توالي پيام ترشحي آلفا فاكتور شدند شامل
، 22، 14(هستند (PHO1)  توالي پيام ترشحي اسيد فسفاتاز

  .)85و  64، 58

 كاربردترين توالي پيامرپ به عنوان MF-aي ترشحتوالي پيام 
 پاستوريسپيكيادر خارجي براي بيان پروتئين  ترشحي

  .)92و  14، 10(است  معرفي شده

تعدادي از : پاستوريسپيكيامخمر در  انتخاب نشانگرهاي
دستكاري  در فرآيند هاي انتخابنشانگر به عنوانژنها 
اين . شوندمياستفاده  پاستوريسپيكيادر  يژنتيك

-پيكيا هاي مخمري نظيرسويه نشانگرهاي انتخاب در

به در برخي از نواحي ژني  يهايجهش در اثر پاستوريس
مثال برخي از نشانگرهاي انتخاب  به طور .آيندمي دست
مربوط به مسير  HIS6، و HIS1 ،HIS2 ،HIS4 ،HIS5نظير 

،  ARG1نظير برخي ديگر هيستيدين هستند بيوسنتز 
ARG2 ،ARG3 وARG4  مسير بيوسنتز آرژنين  مربوط به
 ADE1، MET2، URA3نشانگرهاي ديگري نظير . هستند

 مثال به طور. )34( اندنيز تا كنون گزارش شده FLD1و 
ناشي از جهش در  HIS4هاي داراي نشانگر انتخابي سويه

سنتز كه قادر به  خود هستند دهيدروژناز لژن هيستيدينو
 در محيط هيسيتيدن حضور كه يبه طورنيستند  هيستيدين

ن از اوتلذا مي ؛است ضروري آنها رشد ادامه براي كشت
 اين ويژگي براي غربالگري كلنيهاي نوتركيب استفاده نمود

 بيان )1992( همكارانش و پايفر .)44و  17، 15، 10(

 صحيح پروموترهاي نتخابا و نشانگرها گزينش كه داشتند
 ضرورينوتركيب  محصول از بالايي ميزان دستيابي براي
 متفاوت پروتئين هر براي ويژگي دو اين نتخابا .است
 سازيبهينه براي آن گسترده تنظيم دهنده نشان كه بوده

 به طور طرف ديگر،از  .)68( است پروتئين توليد فرآيند
- پيكيادر مخمر  URA3استفاده از نشانگر اينكه با مثال 

به دليل استفاده از اين نشانگر گسترش يافت اما  پاستوريس
منجر سازد بر مينكه رشد سويه مورد نظر را كند و زمانآ
براي حل اين  نهايت دانشمندانشود كه در مشكلاتي مي به

 نشانگرهااين . ديگري را معرفي نمودند نشانگرهايمشكل 
كه با  هستندتواليهاي ژني مختص ژنوم مخمر از بخشي 

 )PCR( اي پليمراززنجيره واكنش تكنيك استفاده از
شناسايي شدند و با وجود اين تواليها ديگر نيازي به 

  ).69( نيستبا استفاده از وكتور نگر اواردسازي يك نش

دليل ه ب: پاستوريسپيكيا سازه ژني به ژنوم مخمر انتقال
-پيكيا پايدار براي وكتور خارج كروموزوميآنكه هيچ 

بياني معمولا به درون  هايوكتور، وجود ندارند پاستوريس
تئينهاي وهاي بياني و پرشوند تا سويهژنوم مخمري وارد مي

  ).60 و 21( آيد به دستخارجي پايدار 

به  شدهنوتركيب خطي هايوكتوراولين مرحله واردسازي 
استفاده  در يك جايگاه خاص با وكتور، هضم ژنوم مخمر

درون  خطي به وكتورو سپس انتقال الاثر آنزيم محدود از
سازي پس از آماده معمولاً. )60و  10(سلول مخمر است 

و خطي  اشريشاكليدر باكتري  وكتور نوتركيبنهايي 
درج آماده  الاثر، وكتورآنزيمهاي محدود نمودن آن توسط

 DNAتوالي . است پاستوريساپيكي مخمرژنوم  درون
نوتركيب را  DNA شده ورودخطي وكتورموجود در انتهاي 

 وكتورو در نتيجه  سازدبه جايگاه ژنومي مخمر تحريك مي
مراحل  3در شكل  .)91( شودبه ژنوم مخمر ملحق مي

نهايت ترشح  و در انتقال سازه نوتركيب به ژنوم مخمر
  .)1(نشان داده شده است  پروتئين
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سازي، به هر سازه نوتركيب پس از طراحي و آماده. پيكياپاستوريسنماي شماتيكي از وارد شدن يك سازه نوتركيب به سيستم بياني مخمر  -3شكل 

اي به شبكه آندوپلاسمي توالي نوكلئوتيدي كدكننده پروتئين نوتركيب پس از بيان و ترجمه جهت انجام اصلاحات پس ترجمهشود؛ ژنوم مخمر وارد مي
  ).1( گرددشود و در نهايت بر اساس نوع پروتئين به خارج از سلول يا درون سيتوپلاسم منتقل ميو جسم گلژي وارد مي

-پيكيامخمر  در DNAرداستفاده براي انتقال روشهاي مو

و  است ساكارومايسزسرويسيهمخمر مشابه با  پاستوريس
انتقال سازه ژني به . )15( همراه داردبهنيز نتايج مشابهي را 

گيرد ژنوم مخمر با استفاده از چهار روش متفاوت انجام مي
الكتروپوريشن، اسفروپلاست، استفاده از ليتيم  كه شامل

و  91، 62، 22، 17، 16( هستند گليكول اتيلنپليو  كلرايد
دليل انجام مراحل زياد، ه اسفروپلاست بروش در . )94

فرآيندهاي آن  بر علاوهو  يابدافزايش مياحتمال آلودگي 
 ماني سلول را كاهش دهدهضم سلولي ممكن است زنده

ترين روش  ترين و سريع آسانالكتروپوريشن . )38و  4(
اين روش . )89(است  پاستوريسپيكياژنوم  انتقال ژن در

به مراحل كمتري  زيرا) 91 و 22(بوده ترين روش رايج
 .)3(است نيازمند است و احتمال آلودگي در آن كمتر 

 وكتورجايگاه ژني يكساني در سازه ژني  در صورتي كه
نوتركيب و ژنوم مخمر وجود داشته باشد ادغام يك ژن به 

با . شودهمسان ناميده مينوتركيبي  ،درون ژنوم مخمر
واردسازي سازه بياني در جايگاههاي خاصي از كروموزوم 

، اين مخمر به ميزبان نوتركيب تبديل پاستوريسپيكيا

نوتركيب ممكن است بر روي  وكتوراندازه . شود مي
-توسعه سويه ،بنابراين. گذار باشدتأثيرم ميزبان پايداري ژنو

از دست دادن  هاي بياني پايدار از نظر ژنتيكي كه نرخ
بسيار  استدرصد در هر نسل يك كمتر از  وكتور در آنها

  ).88 و 73( است مورد توجه

: پاستوريسپيكيادر مخمر  گيري پروتئين شكل مسير
 اغلب با تشكيل ساختارهاي دوم ،پروتئينها گيريشكل

ترشح به آماده براي پروتئينهاي ). 22(شود پروتئين آغاز مي
و در آنجا دستخوش  شده هدايتشبكه آندوپلاسمي 

تنها  در ادامه،. شونداي مياصلاحات پس از ترجمه
شبكه آندوپلاسمي را  ،صحيح ساختارپروتئينهاي داراي 

بالغ هاي پروتئينايت و در نه) 46و  40(خواهند كرد ترك 
  ).73( شوندهايي به سطح سلول منتقل ميصورت بستهه ب

- پيكيادر مخمر  اي پروتئينترجمهاصلاحات پس

-پيكيايكي از مزاياي عمده استفاده از : پاستوريس

اي پروتئينهاي ترجمهتوانايي اصلاحات پس پاستوريس
شده هاي مهندسيدسترسي به سويه. استنوتركيب 

آنها را به سيستم بياني ، پاستوريسپيكيادر  گلايكوسويچ

 سازه نوتركيب

 سازه نوتركيب به ژنوم مخمرانتقال 

 اي در شبكه آندوپلاسمياصلاحات پس ترجمه

ترشح پروتئين از جسم 
 گلژي
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مفيدي براي توليد و ترشح پروتئينهاي نوتركيب تبديل 
كلي، اصلاحاتي كه بايد پس از  به طور .)23( است ساخته
-انجام گيرد شامل تشكيل باندهاي دي پروتئين ترجمه

سولفيدي، خارج كردن توالي پيام ترشحي از توالي اصلي 
 .)59(است ن و گليكوزيلاسيون پپتيد بالغ پروتئي

پس  از جمله مشكلات پروتئوليزاسيون و گليكوزيلاسيون
كه بر كيفيت پروتئين  هستند پاستوريسپيكيادر  ايترجمه

مختلف پروتئينهاي . گذاردمي تأثيرنوتركيب ترشح شده 
بر اساس اين  .دهستنداراي وزن مولكولي مختص به خود 

را مورد نظر  نوتركيب توليد محصولتوان خصوصيت مي
محصول نوتركيب توليدي اندازه اگر . ارزيابي نمود

 به دستش مورد انتظاروزن مولكولي طبيعي تر از كوچك
به اين . خواهد بود پروتئوليزاسيون حاصلاين فرآيند ، آيد

معنا كه پروتئين نوتركيب توليدي در معرض آنزيمهايي 
 .)91( است شدهآن تجزيه  منجر بهكه قرار گرفته است 

ثرترين راهكارهاي جلوگيري از فرآيند ؤيكي از م
آنزيمهاي هاي عاري از پروتئوليزاسيون، استفاده از سويه

اشاره  طور كه قبلاً همان )60( است تجزيه كننده پروتئين
با توانند در غلظت سلولي بالا و مي هاسويهگرديد اين 

 اندازهاگر  ).10(رشد كنند  پروتئينهادرصد كمي از  تجزيه
، واقعي آن باشد ميزانمحصول نوتركيب توليدي بيشتر از 

آيد يعني ميدر اثر گليكوزيلاسيون پديد اين مشكل 
اي و تاشدگيهاي ساختاري در اين پيوندهاي بين رشته

رشته از پروتئين  اتصال و ادغام چندينبه  محصول منجر
 شودچند برابر مي با اندازهتئين تشكيل پروسبب شده و 

- Nمحققان اعلام نمودند كه اصلاح مسير  .)91(
هاي گلايكوسويچ، فيزيولوژي گليكوزيلاسيون در سويه

هاي دهد و چنين سويهقرار نمي تأثيرمخمر را تحت 
قادر به توليد ميزان بالايي از  مهندسي شده، كاملاً

گليكوزيلاسيون - Nگليكوپروتئينهاي پستانداران با الگوي 
  ). 52(هستند  مورد انتظار

براي  ايو بهينه فرد شبكه آندوپلاسمي محيط منحصربه
تاشدگي،  ها، نظيرپروتئين انجام اصلاحات پس از ترجمه

 كندسولفيدي ايجاد ميسرهم بندي و تشكيل باندهاي دي
و اينان به همراه ) 53(همكارانش و  گژآن). 91(

به اين نتيجه رسيدند كه  2006در سال  ،)50( همكارانش
-بهبود توانايي تكميل ساختار پروتئيني و اصلاحات پس

اي در شبكه آندوپلاسمي منجربه افزايش ترشح ترجمه
؛ زيرا )23(د شومي پاستوريسپيكيا در پروتئينهاي نوتركيب

پروتئين نوتركيب توليد شده در ميزبان به ساختار هرچه 
و نيمه پايداري باشد  ترنزديك وتئينآن پرساختار طبيعي 

ترشح  نرخ لذا ؛شدعمر پروتئين مورد نظر بيشتر خواهد 
شناسايي آن در پي آن درصد پروتئين در محيط كشت و 

   .يابدافزايش مي

 تقريباً: پاستوريسپيكيا در مخمر گليكوزيلاسيونالگوي 
شده در سيستم درصد از پروتئينهاي ترجمهنيم تا يك 
گليكوزيلاسيون . )22(هستند گليكوپروتئين  ،يوكاريوتي

ها اي گليكوپروتئينترجمهترين نمونه از اصلاحات پسرايج
 كه در شبكه آندوپلاسمي آيندبه شمار ميدر فرآيند ترشح 

اين در . )39( افتدپس از ترجمه پروتئين اتفاق مي و
ر ها به آسپارژينهاي خاص موجود داليگوساكاريد فرآيند،

 –X– هاي آسپارژيناسيدآمينه ازمعين يك توالي 

طول و نوع . )51(شوند مي ترئونين متصل/سرين
اليگوساكاريهاي اضافه شده به گليكوپروتئينها متفاوت 

اين تفاوت تنها مربوط به ساختار پروتئين هدف . است
اي در آن قابل ملاحظه به طورنيست بلكه سيستم بياني نيز 

هاي متصل در پستانداران اليگوساكاريد. )22(است دخيل 
اي موجود در توالي اسيدآمينهگليكوزيلاسيون به جايگاه 

و استيل گالاكتوزآمين  N- اسيدسياليك، گالاكتوز و اغلب از
تنها از قند مانوز و اين توالي  پاستوريسپيكيا مخمر در

گليكوپروتئينهاي . )10(است  تشكيل شدهمانوزيل فسفات 
مانوز  14تا  8تنها  پاستوريسپيكيا مخمر درشده  بيان

در اين تعداد كه  درحاليكنند، با خود حمل مياضافي 
است  200الي  50در حدود  ساكارومايسزسرويسيهمخمر 

، ساكارومايسزسرويسيه مخمر در .)89و  10 ،8(
 ،شده به پروتئينهاي ترشحي هاي اضافهاليگوساكاريد
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در نتيجه پروتئين داد و  دنرا افزايش خواه ژنيآنتيفعاليت 
 شودمي سازيبه سرعت توسط كبد پاك ،در خونمصرفي 
است اين حالت ديده نشده پاستوريسپيكيا مورداما در 

  ).89و  18 ،10(

 در مخمر بيان ترشحي مقايسه بابيان سيتوپلاسمي در 
 ،اولين مرحله در بيان پروتئينهاي نوتركيب: پاستوريسپيكيا

يعني مشخص شود هدف توليد  استبيان  تعيين نحوه
ترشح . استسلولي پروتئين  سلولي يا ترشح خارج داخل

حالت ترجيحي توليد پروتئين است زيرا دسترسي و 
اما انتخاب نوع بيان بستگي  استشناسايي محصول آسان 

اگر يك پروتئين در ميزبان . به پروتئين موردنظر دارد
شود در ميزبان سلولي توليد مي درونصورت ه اش بطبيعي

 صورته و اگر ب ،نوتركيب هم بايد اين اصل رعايت شود
مورد استفاده در ميزبان جديد  وكتورترشحي بوده پس بايد 

محيطهاي شرايط نيز خاصيت ترشحي داشته باشد زيرا 
است و در صورت عدم  تفاوتم سلولي و ترشحي درون

 به طور وتئينيك پر توجه به اين اصل ممكن است
غيرفعال  به صورتو در نهايت شده ناصحيح ساختاربندي 

  ).72(توليد گردد 

شود اغلب منجربه بيان سطوح بالا مي ،يان سيتوپلاسميب
. نيستزيرا محدوديتهاي بالقوه مسيرهاي ترشحي را دارا 

ين جنبه منفي نيز دارد براي مثال در داما اين نوع بيان چن
دليل ساختاربندي و پردازش پروتئينها ه بسياري از موارد ب

محدوديت شديدي ، سولفيديتشكيل باندهاي دينظير 
همچنين شكستن . براي بيان سيتوپلاسمي وجود دارد

سازي پروتئين نيازمند مراحل اضافي منظور خارجه ب سلولها
ديواره سلولي مخمر  زيرادر طول پردازش محصول است 

مواد حاصل از د نيز در ادامه فرآين. محكم استبسيار 
تجزيه سلولي بايد پاكسازي شوند و محصول نهايي تنها 

چرا كه  استبخش جزئي از اجزاي سلولي در دسترس 
درصد از پروتئينهاي داخل سلولي را پروتئينهاي يك تنها 

  ).98 و 72 ،61( دهندهدف تشكيل مي

: پاستوريساپيكيدر مخمر  بيان پروتئينثر بر ؤعوامل م
 اصل مهم است سه پاستوريسپيكيابراي بيان يك ژن در 

  :)64 و 61(

 بياني وكتوربه مورد نظر  وارد ساختن ژن )1

سويه مورد نظر از ژنوم  بياني به وكتورانتقال  )2
   يسپاستورپيكيامخمر 

 بررسي بيان محصولات حاصل از ژن خارجي )3

واردشده  ژن تعداد كپيهايبيان پروتئينهاي خارجي تنها به 
 نظير ملوابلكه به ديگر ع ،)76 و 31( بستگي ندارد به ژنوم
جايگاه ورود ژن  سازه نوتركيب به درون كروموزوم، ورود

توالي (mRNAدر ترجمه نشده  3'و 5' نواحي در وكتور،
نوع و  ،cDNAدر  A+Tتركيب درصد ، )پيام ترشحي

كننده  ماهيت پيام ترشحي، فعاليت آنزيمهاي تجزيه
هاي ميزبان، شرايط رشد و پروتئينها، فيزيولوژي سويه

كه همه اين  وابسته استهاي تخميري كشت و پارامتر
دي بهينه ملاحظه موارد بايد در طراحي يك سيستم تولي

به بررسي برخي توان مي مطلبدر توضيح اين  .)84(شوند
 روش ترجيحي براي بيان يك ژن در. پرداخت موارداين از 

به درون ژنوم  بپيكيا پاستوريس انتقال سازه نوتركي مخمر
اين روش مزاياي است با استفاده از وكتورهاي بياني مخمر 

منحصر به فردي دارد از جمله آنكه سازه نوتركيب پايدار 
شده و امكان حضور چندين نسخه از آن در ژنوم مخمر 

گيري ژن در سازه نوتركيب بهترين جايگاه قرار .وجود دارد
ژن از پروموتر است تا حداكثر بازدهي و كيفيت بيان  دبع

 AOX1هايي كه پروموتر هدر سوي .آيد به دستمورد نظر 
سرعت ) ‐Mutيعني فنوتيپهاي (در آنها حذف شده است 

است كه با  +Mutي هاتر از سويهها بسيار پايينرشد سويه
براي . رشد طبيعي خود را دارند AOX1حضور پروموتر 

شود كه از ترجيح داده ميپروتئينهاي درون سلولهاي بيان 
-ها پروتيئناين سويهاستفاده شود زيرا در  ‐Mutفنوتيپهاي 

كه وابسته به مسير متابوليسم  طبيعي خود سلول يها
شوند و در نتيجه خالص هستند توليد نمي AOX1پروموتر 
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نهاي درون سلولي يسازي پروتئين از حجم انبوهي از پروتئ
ترشحي از هر هاي پروتيئنتوليد اما براي . تر استراحت

بار و همكاران در . توان استفاده نموددو نوع فنوتيپ مي
را )HSA( آلبومين سرم انساني پروتئين ترشحي 1992سال 

اي در هر دو فنوتيپ توليد نموده اما تفاوت قابل ملاحظه
در ترشح اين پروتئين در اين دو نوع فنوتيپ مشاهده 

كند وجود شواهد بسياري وجود دارد كه اثبات مي. ندنكرد
ژن مورد نظر در ژنوم مخمر براي بيان بهينه  يك كپي از

پروتئين مورد نظر كافي است و افزايش تعداد كپيهاي يك 
اما با . نظر ندارد چناني در توليد محصول مورد آن تأثيرژن 

مطالعات بسيار ديگري نشان دادند كه حضور  ،اين وجود
چند نسخه از ژن مورد نظر در ژنوم مخمر براي افزايش 

 نيز تعداد شواهد اندكيهمچنين . سطح بيان ضروري است
نشان داد كه حضور چند نسخه از ژن مورد نظر در ژنوم 

داشته نظر ات منفي در بيان ژن مورد تأثيرتواند مخمر مي
 آنبر روي بيان  ژن تعداد كپيهاي يك أثيرتبنابراين . باشد

طول ناحيه توالي . ژن خاص غير قابل پيش بيني است
UTR -ʹ5 اي در توليد ش تعيين كنندهنقتواند يك ژن مي

براي سنتز بهينه يك  .نظر داشته باشدموردبهينه محصول 
با  UTR -ʹ5توالي ناحيه  خارجي بهتر است طولپروتئين 

اسريكريشنا و . يكسان باشد mRNA-AOXتوالي طول 
مشاهده نمودند كه سطح بيان ) 1993(همكاران 

با  UTR -ʹ5طول توالي  يكسان سازي با تنظيم  HSAپروتئين
برابر افزايش  50در حدود  mRNA-AOXطول توالي 

بالايي هستند  A+Tژنهايي كه داراي درصد باز . )84(يافت
قادر به ترجمه با بازدهي بالا نيستند يك مثال از اين موارد 
كه در نهايت منجر به بلوكه شدن فرآيند ترجمه در مخمر 

 ATTATTTTATAAAAشده است توالي  پاستوريسپيكيا
الگوي عمومي براي يك . است HIV-gp120موجود در ژن 

توالي  درصد از 30-55ژن طوري بايد باشد كه در حدود 
بيان شد،  طور كه قبلاً همان. باشد A+Tهاي بازحاوي  ژني

روتئين روش ترجيحي در توليد محصول ترشح يك پ
كه خالص سازي محصول به دليل آن ،نوتركيب است

طبيعي  به طوربراي پروتئيني كه . تر استنوتركيب راحت
در سيستم شود ترشح آن به حالت ترشحي توليد نمي

همچنين . و يا حتي غير ممكن است بسيار سختميزبان 
 طبيعي ترشحي هستند نظير به طوري كه يبراي پروتيئنها

HSA درون سلولي  به صورتآنها  و يا هورمون رشد توليد
ترشح يك پروتئين نياز به توالي پيام  براي .ممكن استغير

انتخاب توالي پيام ترشحي براي يك . ترشحي است
و  HSAدر برخي پروتئينها نظير . پروتئين دلخواه است

ليزوزيم گاوي استفاده از توالي پيام ترشحي طبيعي خود 
اگر توالي پيام ترشحي يك پروتئين در . پروتئين كافي است
توان از تواليهاي پيام ترشحي موجود در دسترس نيست مي

 . )79( ده نموداستفاα-MF مخمر نظير 

 پاستوريسپيكياكشت مخمر : پاستوريسپيكيامخمر  كشت
در  سلولها ،اول مرحلهدر . گيردطي دو مرحله انجام مي

يك منبع كربن غيرقابل حاوي ( Batchكشتي به نام  محيط
از دوم  در مرحلهكنند و رشد مي) تخمير نظير گليسرول

 و AOX پروموتركشت القايي براي تحريك  يك محيط
بمنظور بيان ) نظير متانول(منبع كربن قابل تخميراستفاده از 

 اين محيط .شودمياستفاده و القاي پروتئين نوتركيب ژن 
در طول  .)73و  60، 8( شودناميده مي Fed- Batchكشت 

گليسرول  ن كه اغلبمنبع عمومي كرب ،مخمر تكثيررشد و 
سازد فقط تا حدي كه نيازمنديهاي سلول را برطرف  است
رشد هر سه فنوتيپ  .)94و  60(گيرد استفاده قرار ميمورد 
- اما سويه. بر روي گليسرول يكسان است پاستوريسپيكيا

فنوتيپهاي مختلف در استفاده از متانول متفاوت  دارايهاي 
ساعت موردنياز است تا سلولها  5تا  4حدود . كنندعمل مي

به محيط متانول  وروداز محيط گليسرول و خروج  از پس
مشاهده  شبريرلي و همكاران. )87( ق يابندبيبا آن تط

به تغييرات سطح متانول در  +Mutهاي نمودند كه سويه
  . )6(هستند محيط بسيار حساس 

جهت توليد : پاستوريسپيكياكشت مخمر  ثر برؤعوامل م
- پيكيايب با ساختار صحيح در مخمر پروتئين نوترك
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ترين نمودن شرايط كشت مناسب از مهم، فراهم پاستوريس
توان به موارد زير كه مي ،)22(رود شمار ميه عوامل ب

  :اشاره كرد

كلي انتخاب  به طور: پاستوريسپيكيامخمر ظرف كشت 
بهينه پروتئين در بيان اولين مرحله براي  ،ظرف كشت
ش توسط بار و همكاران كه ايطي مطالعه. استمقياس كم 

بر ميزان  تأثيربا  ظرف كشتنوع  انجام شد، 1992در سال 
پروتئين كشت، بر روي بيان  محيطداخل به  انتقال اكسيژن

براساس تصوير  ،در اين مطالعه. استگذار بودهتأثيربسيار 
آنها . شد نوع ظرف كشت با اشكال مختلف استفاده ، پنج4

ثر توليد را بهبود ؤطور مهب سوممشاهده كردند ظرف كشت 
توان اظهار داشت در توضيح اين مطب مي .)22( بخشدمي

اي قابل استفاده براي كشت مخمر در ف شيشهوظركه 
-در هر يك از گوشه مشخصي زوايايداراي  ،مقياس كم

ميزان  زواياخود هستند كه بر حسب نوع اين هاي ديواره 
اكسيژن ورودي و خروجي به ظرف در هنگام كشت مخمر 

با در اين ظروف كه كشت مخمر  چرا .تغيير خواهد كرد
، لذا شكل همراه استدر طول كشت  داومتكان دادن م

 به طور. سزايي دارده ب تأثيراكسيژن  انتقال ظرف در ميزان
درجه  45زاويه شيشه در حدود  كشت اولمثال در ظرف 

، سه، چهار و است در حالي كه در هر يك از ظروف دو
 به طور ظروف و در نهايت اشكال هاديوارهي پنج زوايا
ميزان درصد اكسيژن لذا  ،استطراحي شده  متفاوت

تغيير خواهد ميزان بيان ژن  در پي آنورودي و خروجي و 
ي كه در ظرف دو زاويه ديواره نسبت به ظرف به طور .كرد
بالا به  ناحيهسطح به ميزان نيم سانتيمتر و از  ناحيهاز  ،يك

انحراف داشته و  به سمت داخل سانتي متر هشتميزان 
سپس اين زوايا به يكديگر متصل شده تا ديواره ظرف را 

هاي هر يك از ظروف با تشكيل ديواره .تشكيل دهند
مشخص شده  4زواياي مختلف طبق توضيح بالا در شكل 

 .است

  

  

  
ظروف يك تا پنج به ترتيب . انواع ظروف كشت مخمر -4شكل 

ظرف كشت مخمر هستند كه نرخ اكسيژن نمايانگر اشكال مختلفي از 
هاي ظروف رساني به سلولهاي مخمري را با توجه به زواياي ديواره

درجه است، در شكل دو،  45در شكل يك زاويه ديواره . دهندتغيير مي
هاي ظرف به سه، چهار و پنج اين زاويه با تغيير شكل ديواره شيشه

  ).22(هاي مختلف تغيير كرده است فرم

نظير ديگر : پاستوريسپيكيامخمر كشت  محيط اجزاي
نيازمند منابع كربن و  پاستوريسپيكياها، رشد مخمر

گلوكز و گليسرول و  ،ترين منابع كربنرايج. استنيتروژن 
. استپپتون و عصاره مخمري  ،ترين منابع نيتروژنرايج

ثرگذاري بر روي رشد و اكشت با محيطسازنده اجزاي 
را در مخمر تحت  هاي خارجيبيان پروتئين، هاسلول تكثير
  .)54و  11( دندهقرار مي تأثير

درجه حرارت : پاستوريسپيكيامخمر  كشت دماي محيط
تجزيه نه تنها بر روي ميزان پروتئين در طول مرحله القاي 

. )11( دگذارمي تأثيربلكه بر روي بيان پروتئين نيز  پروتئين
است منجربه تشكيل دماي بالاتر از حد طبيعي ممكن 

و در نتيجه  شده لكوليوسولفيدي درون مباندهاي دي
يافته با  پروتئينهاي تجمع. پروتئين بيشتر شود تجمعامكان 

 درون زاسيونپروتئولي نسبت بهخود  ساختاردادن دست از
 از حد طبيعير تدماي پايين. شوندتر ميسلولي حساس

كه با  در حالي زاسيون شده،منجربه كاهش تجزيه پروتئولي
- زمان تشكيل صحيح پليكاهش سرعت تشكيل پروتئين، 

  ). 84( دهدپپتيد در حال توليد را افزايش مي
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سازي اسيديته  بهينه: محيط كشت )pH( نترل اسيديتهك
براي رشد سلول، تشكيل و پايداري پروتئين ضروري 

شده اغلب در تخمير با اسيديته كنترل ،بنابراين است؛
تعيين . )83(شود مي انجام پاستوريسپيكياسيستم بياني 

فرد هر پروتئين به  اسيديته بهينه به ويژگيهاي منحصربه
-پيكيا. )60( خصوص پايداري آن پروتئين بستگي دارد

تا  سهبين  ايمحيط با اسيديتهبه رشد در  قادر، پاستوريس
اسيديته محيط اين امكان وجود دارد كه لذا  ،است هفت

كشت مخمر بر اساس خصوصيات منحصر به فرد هر 
  ). 8(پروتئين تغيير كند 

اكسيژن محلول : كنترل اكسيژن محلول و القاي متانول
ها تخمير در بيشتر. جريان هوا كنترل شود ميزانتواند با مي

، ميزان پس از اتمام كامل گليسرول و شروع مصرف متانول
 درصد 35تا  30مداوم در نرخ  به طوراكسيژن محلول 

شود اما پروتئينهاي متفاوت نيازمند سطوح نگهداري مي
 به دست آزمايش با تكراركه تنها  هستند اكسيژن مختلف

  .)60(آيد مي

توليد پروتئينهاي : پاستوريسپيكيامخمر  غلظت سلولي) و
يابد اما شده با افزايش غلظت سلولي افزايش ميترشح

 خصوصه سلولي ب ، تجمع ديگر مواداين راستادر سفانه أمت
همان نسبت افزايش  به كننده پروتئين تجزيهآنزيمهاي 

 در چنين محيطي برخي از پروتئينهاي ترشح. يافت خواهد
به پروتئينها  سايركه  كامل پايدارند درحالي به طورشده 
سه رويكرد براي . دنياباي كاهش ميقابل ملاحظه طور

برروي  پروتئينكننده  مهاي تجزيهآنزي تأثيركاهش 
كشت سلول  شده در محيط پروتئينهاي خارجي ترشح

هاي مكمل اسيدآمينهافزودن )1 :وجود دارد پاستوريسپيكيا
كشت كه احتمال  نظير پپتون و يا كاسامينواسيد به محيط

 تغيير اسيديته محيط)2 ،دهدتجزيه محصول را كاهش مي
به سمتي كه حداقل ميزان پروتئازها در محيط وارد  كشت
 هاياستفاده از يك سويه ميزبان كه در آن ژن) 3و  شود

PEP4  وPRB1)كننده پروتئينتجزيه هايآنزيم كدكننده(، 

،  SMD1163هايسويهبراي مثال  ).8( باشد حذف شده
SMD1165،SMB1168  )5  80و( وSMD1168H  )95 (

كاهش تجزيه  اين خصوصيت دركه  ژن هستنداين دو فاقد 
ژن لازم به ذكر است  .است ثرؤخارجي م بعضي پروتئينهاي

PEP4 تئينازآنزيم پروA-  و ژنPRB1 آنزيم پروتئينازB-  را
  .)60(كندكدگذاري مي

: پاستوريسپيكياكشت مخمر  در محيط غلظت متانول) ز
غلظت  ،1992در سال  شهاي بار و همكارانبراساس يافته

به . ثر استؤمبيان پروتئين  ميزانمتانول مورد استفاده در 
 دريك درصد از متانول تا نيم كلي غلظتهاي بين  طور

متانول  تجمع. شوداستفاده مي پاستوريسپيكيا كشت محيط
باشد  مراه داشتهه ات منفي بهتأثيرتواند بر رشد سلول مي
دسترسي به  ،بنابراين. بيان پروتئين را كم كند ميزانو 

  .)22(است سطوح بهينه متانول براي بيان هر پروتئين لازم 

نيز بر روي  ءالقادوره طول : ءالقا مدت زمان
تعداد ، ءپروتئوليزاسيون موثر است با گذشت زمان القا

شود در نتيجه ميزان تجزيه سلولي سلولهاي زنده كم مي
  .)11( يابدافزايش مي

كلي  به طور: پاستوريسپيكيامخمر  درپروتئين  ترشح
اي ميزان كمي از مخمر در مقايسه با قارچهاي رشته

. كندكشت ترشح مي خود را در محيط طبيعي پروتئينهاي
يك ميزبان جذاب براي توليد به مخمر را  ،اين خصوصيت
 خالص ،در نهايتسازد زيرا ي تبديل ميحپروتئينهاي ترش

كمتر  پروتئينيمحصول تجزيه سازي محصول آسان و 
زيادي  درصدپروتئين نوتركيب  ،بنابراين. )83( دش خواهد

 هب). 7( دهداز پروتئينهاي كل محيط بياني را تشكيل مي
دليل وجود شرايط و نيازمنديهاي خاص نظير ه رحال به

براي  اغلبپايداري و تاشدگي پروتئين، ترشح پروتئين 
ن عي در ميزبابيط به طور شود كهمي توصيهپروتئينهايي 

  .)19(هستند خود ترشحي اصلي 
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 كشت شده در محيطح شناسايي محصول نوتركيب ترش

سيستم بياني مخمر در تا به امروز : پاستوريسپيكيا مخمر
پروتئينهاي نوتركيب موفق  بسياري از توليد مقادير بالايي از

در  g/l10-1 ن محصولات، بي ميزانبراي مثال . است بوده
. استشده گزارش پاستوريسپيكياهاي كشت سويه محيط

تمام محصولات در اين ميزان در سطوح  اما با اين وجود
محصولات  تمامبراي شناسايي  شوند وبالايي توليد نمي

كريلآميد پلي اباندي در ژل همواره نبايد انتظار داشت كه 
مشاهده  ،شودآميزي ميرنگكوماسي بلو  كه توسط روش

زيرا اين روش يك روش اختصاصي نبوده و تنها بر  .گردد
و قادر  كندمي جداسازياساس وزن مولكولي پروتئينها را 

با  .مقادير كمتر از ميكروگرم نيستپروتئينها با به شناسايي 
در مخمر متفاوت هر پروتئين  دتوجه به اينكه ميزان تولي

شناسايي محصول با اين روش وجود  عدماست احتمال 
يك در يك ژن براي بررسي بيان لازم است  ،بنابراين .دارد

يك يا چند آزمون حساس براي  ازسويه از مخمر نوتركيب 
تواند بر مبناي آزمايشها مي. استفاده شودتشخيص پروتئين 

عليه پروتئين ادي ب و يا استفاده از يك آنتي فعاليت آنزيمي
از جمله آزمونهاي  .)91( دنژن موردنظر باشيا محصول 
توان به وسترن بلاتينگ، الايزا و فلوسايتومتري حساس مي
  .اشاره نمود

بر : پاستوريسپيكيامحصولات تجاري توليد شده در 
، در حال Pichiaطبق گزارشات حاصل از سايت شركت 

حاضر شمار زيادي از محصولات پروتئيني توليد شده در 
براي كاربردهاي صنعتي و دارويي وارد  ،پاستوريسپيكيا

اين ميزان در حدود هفتاد محصول . بازار شده است
به تعدادي از آنها اشاره  3نوتركيب است كه در جدول 

   .)49( شده است

 به طورآنزيمهايي كه  ، تعدادي از4همچنين در جدول 
گسترده در صنايع كاغذ و خمير كاغذ، منسوجات، صنايع 
مواد شوينده، و صنايع مواد غذايي و شيميايي كاربرد دارند 

 ،توليد شده پاستوريسپيكياو در سطوح آزمايشگاهي در 
  ).34( ه استنشان داده شد

 .)49( پاستوريسپيكياشده در مخمر فهرست محصولات نوتركيب تجاري توليد  -3جدول 
 كاربرد شركت سازنده نام محصول نوتركيب

 
Kalbitor® (DX-88 ecallantide, a recombinant 
kallikrein inhibitor protein) 

Dyax (Cambridge, MA)  درمان آنژيوادم ارثي 

Insugen® (recombinant human insulin)  Biocon (India) درمان ديابت 

Medway (recombinant human serum albumin) 
Mitsubishi Tanabe 
Pharma (Japan) 

 افزايش حجم خون

Shanvac ™ (recombinant hepatitis B vaccine) Shantha/Sanofi (India) گيري از هپاتيتپيشB 

Shanferon™ (recombinant interferon-alpha 2b) Shantha/Sanofi (India)  درمان هپاتيتC و سرطان 

Ocriplasmin (recombinant microplasmin) ThromboGenics (Belgium) درمان چسبندگي زجاجيه(VMA) 

Nanobody® ALX-0061 (recombinant anti-IL6 
receptor single domain antibody fragment) 

Ablynx (Belgium) درمان ورم مفاصل روماتيسمي 

Nanobody® ALX00171 (recombinant anti-RSV 
single domain antibody fragment) 

Ablynx (Belgium) 
درمان عفونت ويروسي سينسيشال

  (RSV)تنفسي

Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF) Trillium (Canada)  
/اي مثانهدرمان التهاب درون شبكه

  (IC/BPS)درمان سندرم درد مثانه 

Purifine (recombinant phospholipase C)  
Verenium/DSM (San Diego, 
CA/Netherlands)  

صمغ زدايي از روغنهاي حاوي ميزان
 فسفر زياد
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 كاربرد شركت سازنده نام محصول نوتركيب

Recombinant trypsin  
Roche Applied Science 
(Germany)  

 هاهضم پروتئين

Recombinant collagen 
Fibrogen (San Francisco, 
CA)  

/تحقيقات پزشكي واكنشگرهاي
 هاي غشاييپركننده

AQUAVAC IPN (recombinant infectious pancreatic 
necrosis virus capsid proteins)  

Merck/Schering Plough 
Animal Health (Summit, 
NJ) 

واكسن نكروز پانكراس عفوني در
 ماهي قزل آلا

Recombinant phytase Phytex, LLC (Sheridan, IN) افزودني خوراك دام 

Superior Stock recombinant nitrate reductase 
The Nitrate Elimination Co. 
(Lake Linden, MI)  

محصولات مبتني بر آنزيم، جهت
 آزمايش و تصفيه آب

Recombinant human cystatin C  Scipac (United Kingdom) واكنشگر تحقيقاتي
  

  .)34(پاستوريس نوتركيب توليد شده در پيكيابرخي از آنزيمهاي  -4جدول 
  ميزان توليد محصول  توالي پيام ترشحي پروموتر  آنزيم

      زايلاناز
Endo-β-1,4-xylanasepAOX1α-MF  mgl-160  
Thermostable endoβ-1,4-xylanase pAOX1α-MF  mgl-1148  

Acidophilic endo-1,4-β-xylanase pAOX1native  mgl-1178  

      سلولاز
Carboxy methyl cellulasepAOX1HAS ___  
Endo- β-1,4-glucanasepAOX1α-MF  mgl-165  

      پروتئاز
Aspartic proteasepAOX1SUC2 ___  
Aspergillus oryzaepAOX1α-MF  mgl-1513  
Thermo monosporafuscapGAPα-MF  Ul-1135  

     ليپاز
Lipase Lip2ppAOX1α-MF  mgl-1630  
LipasepGAPα-MF 184 Ul-1 
Lipase B pGAPα-MF  mgl-188  

     آميلاز
Salivary α-amylase pAOX1GKL  mgl-10,24  
α-Amylase pAOX1PHO1  mgl-150  
α-Amylase pGAPα-MF 500 Ul-1 

    فسفاتاز

Alkaline phosphatase pAOX1 PHO1  mgl-1٢ 
Phosphatase pAOX1 α-MF  mgl-1١٠ 

: مقايسه سيستم بياني مخمر با ديگر سيستمهاي توليدي
سيستمهاي توليدي متفاوت كه تاكنون مطالعه  5در جدول 

به شدند و يا براي بيان پروتئينهاي نوتركيب استفاده شدند 

سيستم در معايب هر  ومزايا  .اندشدهخلاصه گنجانده طور
  .)47( استجدول مشخص شدهاين 
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  .)47(مقايسه سيستمهاي مختلف براي توليد پروتئينهاي نوتركيب  -5جدول 

  موارد مورد ارزيابي
 سيستمهاي توليدي

  مخمر  باكتري
+سلولهاي حشرات

  باكلوويروس
سلول (سلولهاي حيواني

CHO(  
گياهان 
  ژنترانس

حيوانات 
  ژنترانس

  +++++  +++++ + +++ +++++ +++++  ميزان توليد از نظر تئوري
  ++++  ++ + + ++(+) ++(+)  ميزان توليد از نظر تجربي

  +++  ++++ + ++ +++++ +++++  هزينه سرمايه گذاري
  ++++  +++++ ++ ++ +++++ +++++  هزينه توليد

  ++++  +++++ + ++ +++++ +++++  پذيري سيستمانعطاف
  +++++  +++++ +++ ++++ +++++ +++++  سيستم بيانيپايداري 

  ++++  +++  ++++  +++  ++  +  ايترجمهاصلاحات پس
پايداري محصول نوتركيب

  توليدشده
+++++  +++++  +++  +++  ++++  ++++  

  +++  +++ ++++ +++ +++ +++  خالص سازي محصول
آلودگي سيستم توليدي با 

  هاپاتوژن
+++++  +++++  +++++  +++  +++++  +++  

ميزان محصولات توليدي در 
  بازار

++++  +++  +++  +++++  +  +++  

 

  بحث و نتيجه گيري

يك محصول نوتركيب با انتخاب يك ميزبان مناسب  توليد
نظر هاي موردترين معياردر اين راستا مهم. شودآغاز مي

كه ارتباط  استكيفيت، كميت و ميزان محصول : شامل
كليد موفقيت . مستقيمي با كاربرد نهايي آن محصول دارد

براي افزايش توليد محصول، شناسايي تمام محدوديتهايي 
 20در حدود . است كه در مراحل ساخت آن نقش دارند

نوتركيب دارويي در ميزبانهاي  هايدرصد از پروتئين
 50و  اشريشياكليدرصد از آنها در باكتري  30مخمري، 

علي رغم . شوندصد در سلولهاي يوكاريوتي توليد ميدر
اين واقعيت، امروزه گرايش فراواني براي جايگزيني 
ميزبانهاي ميكروبي اصلاح شده نظير مخمر و باكتري با 

از سويي ديگر، ). 65( سلولهاي يوكاريوتي وجود دارد
ميزبانهاي باكتريايي فاقد توانايي تغييرات پس از ترجمه 

شده در آنها به و بيشتر پروتئينهاي توليد ستندهپروتئينها 
به همين دليل . دهندمرور زمان فعاليت خود را از دست مي

كاربرد باكتري براي توليد پروتئينهاي پيچيده و نيازمند 

و  47( اصلاحات پس از ترجمه، در عمل حذف شده است
جمله  ازمخمرها در ميان ميزبانهاي ميكروبي، ). 65

مناسب براي توليد پروتئينهاي نوتركيب مهاي سميكروارگاني
ها دليل آنكه اين گونهه ب؛ )88و  47، 36(روند شمار ميه ب

رشد سريع بر لذا  ،داشته دستكاري ژنتيكي آسانقابليت 
با غلظت سلولي بالا و  قيمت كشت ارزان روي محيط

، 29، 23(دارند  اي پيچيده راترجمهتوانايي اصلاحات پس
شده در محصولات نوتركيب توليد ،اين بر لاوهع). 65و  36

است ويروسي  DNAآلودگي به  و سمآنها عاري از 
به  سال گذشته سيستمهاي بياني مخمر 20در طول  .)100(

- آميزي در تحقيقات پايه و صنعت زيست موفقيت طور

 ءتوليد و ترشح پروتئينهاي نوتركيب با منشا براي فناوري
انساني، حيواني، گياهي، قارچي، باكترياي و ويروسي 

  .)26( انداستفاده شده

توان اظهار داشت كه گرفته ميبا توجه به مطالعات انجام 
براي توليد پروتئينهاي  شرايط لازم پاستوريسپيكيا مخمر

توانايي ترشح  زيرا اين مخمر) 10(نوتركيب را دارد 
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خصوصيات  باپروتئين نوتركيب انساني و غير انساني 
با نگاهي به . )23(را نشان داده است زيستي مورد انتظار 

توان بيان مي 2007مطالعات لي و همكارانش در سال 
داشت كه وجه مشترك در ميان تمام سيستمهاي توليدي 

در ، فقدان تشابه در جزئيات كار پاستوريسپيكيامخمر 
فرآيند توليد است؛ كه در نهايت مقايسه اين سيستم توليدي 

با وجود . )60( است را در تحقيقات مختلف مشكل ساخته
 به پاستوريسپيكيااينكه دستورالعملهاي عمومي تخمير 

فراهم گرديد اما بسياري از  Invitrogenوسيله شركت 
دهد كه بهينه سازي توليد پروتئينهاي مطالعات نشان مي

بايد بر مبناي تجربيات فردي  پاستوريسپيكيا وتركيب درن
-پيكيا آميز موفقيت كاربرد رغمعليهمچنين . انجام شود

هنوز مطالعات بيشتري  ،در تحقيقات انجام شده پاستوريس
تري از پيامهاي ترشحي، نياز است تا درك عميق

در كننده پروتئينها  گليكوزيلاسيون و آنزيمهاي تجزيه
 با پيشرفتهاي بيشتر، تاآيد  به دست پاستوريسپيكيا

ترشح پروتئينهاي پستانداران در اين موجود بهبود مشكلات 
از  تريمنجر به توليد دامنه وسيعو در نهايت  ؛يابد

  .شوددر اين سيستم  ي خارجيپروتئينها

  تشكر و قدرداني

هشگاه رويان العه حاضر با حمايت علمي و مالي پژومط
  .شده استتهران انجام 
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Abstract 

The bacterial expression system has the ability to produce high amounts of recombinant 
proteins, but the produced proteins might not have suitable structure folding and post-
translational modifications. In the other hand, the mammalian cell expression system 
also provides the suitable form for protein production; however the higher costs and 
generally low production yielding for this expression system made the researchers to 
have tendency to study on the yeast expression system. Yeasts are particularly suited to 
expression of foreign proteins for numerous features, including easy genetic 
manipulation, high levels of intra-cellularly or extra-cellularly protein expression, and 
the ability to carry out higher eukaryotic protein modifications. The methylotrophic 
yeast Pichia pastoris has been developed for the production of various recombinant 
proteins and growth into high cell densities in an inexpensive medium. Secretion of low 
amounts of yeast endogenous proteins in cell culture media makes the simple 
purification of expressed recombinant proteins. However, the Pichia pastoris Glyco-
switch strains with the ability to produce eukaryotic glycoproteins with the same post-
translational modifications fixed the only deficiency in yeast expression system. 
Accordingly, Pichia pastoris is an appropriate secretory system for obtaining larger 
quantities of correct products, in compare to other host cells. 
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