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  چكيده

هـاي  هدف اين مطالعه افزايش توليد هورمون رشد انساني توسط اضافه كردن تركيبات شيميايي به محيط كشت فاقـد سـرم سـلول    :هدف
CHO  و بررسي خواصhGH باشدتوليد شده مي .  

هـاي  در سـلول  ZnSO4و  DMSO ، NaBuهاي مختلف گليسـرول، مل غلظتدر اين مطالعه، تاثير تيمارهاي مختلف شا :هامواد و روش
CHO  مورد بررسي قرار گرفت و توليدGH خانه حـاوي   12ها به هر چاهك يك پليت سلول.روش الايزا سنجيده شد بهDMEM-F12 و 

FBS10 هـاي مختلـف   شـد و بـا غلظـت    ساعت محيط رويي دور ريخته شد و با محيط فاقد سرم جايگزين 24پس از . اضافه شدند درصد
  .ارزيابي شد ، دات بلات و وسترن بلاتبا استفاده از الايزا rhGHتركيبات شيميايي تيمار شدند وتوليد 

  50سـديم بـوتيرات و   مـولار   ميلي 1در غلظت  ،گليسرول درصد 5/0، متيل سولفوكسايددي درصد 1هاي در اين گزارش، در غلظت :نتايج
  .مشاهده شد rhGHافزايش بيان  CHOهاي وي در سلولسولفات رميكرو مولار

 rhGHيند صـنعتي و در مقيـاس وسـيع بـراي توليـد      آكه كنترل شرايط كشت سلولي به توسعه يك فر اين نتايج نشان داد :گيرينتيجه
 . كندكمك مي

 فاقد سرم، محيط )rhGH(، هورمون رشد انساني نوتركيب (CHO)تخمدان همستر چيني سلول  :كليدي واژگان
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  مقدمه

هـايي بـا   هاي پستانداران در توليـد پـروتئين  علت توانايي سلول به
طبيعـي   شـكل  هاي بيوشيميايي شـبيه بـه  كيفيت بالا و با ويژگي

هاي درماني نوتركيب در پروتئين، امروزه تعداد زيادي از پروتئين
تعداد  كه امروزهبا وجود اين. شوندهاي پستانداران توليد ميسلول

 70هاي سلولي در دسترس هستند امـا نزديـك بـه    زيادي از رده
هـاي تخمـدان   در سـلول  هاي درماني نوتركيـب از پروتئين درصد

 Chinese Hamster Ovary cell  (CHO)ي همســتر چينــ
هايي هسـتند كـه   داراي ويژگي CHOهاي سلول. شوندتوليد مي

هـاي نوتركيـب   نها را به يك رده مناسب براي توليـد پـروتئي  آن
ها داراي توانايي اين سلول .كندكاربرد باليني تبديل مي انساني با
به جاي كشت چسبنده هستند كـه   صورت سوسپانسيون كشت به

ــن ــتفاده از      اي ــيع و اس ــاس وس ــلولي در مقي ــت س ــت، كش حال
ها داراي اين قابليت اين سلول .كندبيوراكتورها را امكان پذير مي

خـارجي و بيـان مقـدار     DNAور ورود آسان منظ باشند كه بهمي
ژنتيكـي   اصلاحات زيادي از پروتئين خارجي به آساني دستخوش

صــورت  بــه  پــروتئين توليــد هــا قابليــتقرارگيرنــد، ايــن ســلول
 فعاليـت  بـراي  كـه  ايترجمه از پس اصلاحات انجام و گليكوزيله

 باشند؛ ايمن بودن محصـول، است را دارا مي لازم پروتئين زيستي
ويژگي كليدي ديگري است كه بايد در انتخاب ميزبان سـلولي در  

زا سلول ميزبان نبايد به عوامـل نابجـاي بيمـاري   . نظر گرفته شود
كه نهايتا ممكن است به انسان منتقل شود، اجازه رشـد و تكثيـر   

هـاي ايمـن   ، ميزبـان CHOهـاي  اثبات شده است كه سلول. دهد
 44 كه اي مشخص شدرمطالعهد .دارويي هستند براي توليد مواد

ويـروس نقـص ايمنـي     از جملـه  كـه  زاي انسـان بيمـاري  ويروس
، Human Immunodeficiency Virus (HIV(اكتســـابي 

رده  ايـن  در همانندسازي قابليت سرخك و هرپس پوليو، آنفلونزا،
اي حـاوي تعـداد   سرم مخلوط بسيار پيچيده ).1(ندارند  را سلولي

ــناخ  ــات ش ــادي از تركيب ــد،  زي ــاي رش ــامل فاكتوره ــده ش ته ش
باشـد  ها و غيـره مـي  هاي حامل، عناصر ضروري، هورمون پروتئين

ترين سرمي  متداول. ها ضروري استكه براي تكثير و تمايز سلول
 شود سرم جنين گاوي يـا كه در محيط كشت سلولي استفاده مي

)Fetal Bovine Serum( FBS تر بوده و حـاوي  است زيرا غني
با اين . باشدها ميهاي كمتري نسبت به ساير سرم بوليننوگلووايم

علت ملاحضات اخلاقي، علمي، ايمنـي و   وجود استفاده از سرم به
توان بـه آسـيب بـه    كه از آن جمله مي. اقتصادي معايبي نيز دارد

هاي ويروسـي، هزينـه بـالا، مداخلـه در     هاي گاوي، آلودگيجنين

لذا سعي بـر  . وان نام بردتخالص سازي محصولات نوتركيب را مي
جـاي سـرم از محـيط فاقـد سـرم بـراي توليـد         اين است كـه بـه  

  .)2( هاي نوتركيب استفاده شودپروتئين

هاي درماني است كه امـروزه مـورد   هورمون رشد يكي از پروتئين
كه ) hGH(هورمون رشد انساني . توجه محققين قرار گرفته است

شود، يك هورمون پروتئينـي  سوماتوتروپين نيز شناخته مي با نام
هاي سوماتوتروپيك غـده هيپـوفيز پيشـين    است كه توسط سلول
هورمون رشـد انسـاني داراي نقـش    ). 3(شود ساخته و ترشح مي

كليدي در رشد سـوماتيك كودكـان و در متابوليسـم بزرگسـالان     
هـا،  است كه تاثير خود را از طريق اثر بر متابوليسم كربوهيـدرات 

يـك زنجيـره    hGH ).4(كنـد  يپيـدها اعمـال مـي   ها و لپروتئين
اسـت و داراي دو بانـد دي   آمينه اسيد 191پپتيدي منفرد با  پلي

ــد بــين سيســتئين شــماره   و  53ســولفيدي اســت كــه يــك بان
اســت كـه باعــث تشــكيل يـك لــوپ بــزرگ در    165سيسـتئين  

و  182و بانـد ديگـر بـين سيسـتئين شـماره      . شـود مولكول مـي 
ه يك لـوپ كوچـك نزديـك بـه انتهـاي      است ك 189سيستئين 

كاربرد هورمون رشـد در درمـان    ).5(كند كربوكسيليك ايجاد مي
در كودكـان و   GHDهايي از قبيل كمبود هورمون رشـد  بيماري

، سـندرم پرادرويلـي   )8(، سندرم ترنر )7و  6و  4(در بزرگسالان 
) 10و  9( سيلورفيك مثل سندرم راسلمورهاي ديس، سندرم)9(
، آرتريــت روماتوئيــد )12(و ســندرم داون ) 11(ندرم نونــان ســ و

 Chronic Renal( CRF ، نارسـايي مـزمن كليـه   )13(جوانـان  

Falure ()14( ديسپلازي اسكلتي ،)16(، فيبروز كيستيك )15( ،
، )18(، بيماري التهـاب روده  )17(واسطه استروئيد كوتاهي قد به

استفاده توسط و ) 19(معكوس كردن عوارض جانبي كهولت سن 
 .و غيره گزارش شده است )20(ورزشكاران 

مقدار  كه به توليد پروتئين به فاز چرخه سلولي و بيان چندين ژن
هـايي كـه در تكامـل    شوند از قبيل آنبيان مي G1زيادي در فاز 

هايي كه در ترجمـه پـروتئين درگيرنـد    ريبوزوم نقش دارند و ژن
چرخـه سـلولي    G1اي فـاز  هايي كـه در انته ـ سلول .بستگي دارد
ترنـد و انـدازه بزرگتـري    شوند از نظر متابوليكي فعـال متوقف مي

به دلايـل ذكـر    .هايي كه در اين فاز نيستند دارندنسبت به سلول
آل بـراي افـزايش توليـد     چرخه سلولي زمـان ايـده   G1شده، فاز 

باعث  G1شود و وقفه در فاز پروتئين نوتركيب در نظر گرفته مي
هـاي سـلولي از    قابليت توليد پروتئين در تعـدادي از رده  افزايش
طور  به CHOهاي سلول ).21(شود و هيبريدوما مي CHOقبيل 

بـا   .رونـد  كار مـي هاي نوتركيب بهاي براي توليد پروتئينگسترده
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هاي پروكاريوتي پايين اين وجود ميزان توليد در مقايسه با ميزبان
ها براي افزايش ميزان ر اين سلولهاي گوناگوني دتژيااستر. است

كار گرفته شده از قبيل تنظيم دماي كشت، اضافه كردن توليد به
از جملـه تركيبـات    ).22(مواد شـيميايي و مهندسـي بيوراكتـور    

-رود ميكار ميشيميايي كه براي متوقف كردن چرخه سلولي به

  ).23(سولفوكسايد و سديم بوتيرات اشاره كرد متيلتوان به دي

DMSO  شــوند و گليســرول تركيبــاتي هســتند كــه باعــث مــي
تواننـد بـا   طبيعي خود پايـدار شـود و مـي    پيكربنديپروتئين در 

هـاي شـيميايي عمـل    عنوان چـاپرون  تاثير بر فلدينگ پروتئين به
باعث توقف رشـد سـلول، جلـوگيري از     DMSOهمچنين . كنند

قطبي آن  شود؛ و طبيعتو افزايش تمايز فنوتيپي مي يسآپوپتوز
كه آسيب مهمـي بـه غشـاي سـلول وارد     شود بدون اينباعث مي

باعث توقف چرخه سـلولي    DMSO ).24(كند وارد سلول شود 
هاي غيرقطبي و با سست كردن واكنش) 22(شود مي G1در فاز 

 RNAPolرا توســط  RNAبــين هيســتون و كرومــاتين، ســنتز 
ي در صـنعت  اطـور گسـترده  گلسيرول بـه ). 25(دهد افزايش مي

كـار   عنوان پايداركننـده پـروتئين بـه   ژي به  داروسازي و بيوتكنولو
توانـد  مـي ) Osmolyte( عنـوان اسـموليت  گليسـرول بـه  . رودمي

ي آبـي در اطـراف   باندهاي هيـدروژني تشـكيل داده و يـك لايـه    
دهـد و باعـث افـزايش كشـش     هاي پروتئين تشكيل مـي مولكول

در نتيجه از تشكيل تجمعات سطحي و ويسكوزيته محلول شده و 
عنوان چاپرون گليسرول همچنين به. كند پروتئيني جلوگيري مي

صــحيح پــروتئين را بهبــود  تــاخوردگيشــيميايي عمــل كــرده و 
سـديم   ).25(شـود  بخشد و باعث افزايش سنتز پـروتئين مـي   مي

اي طـور گسـترده  بوتيرات، نمك سديم اسيد بوتيريك است كه به
منظـور افـزايش بيـان     نوتركيـب بـه   CHOهـاي  در كشت سلول

تـرين تغييراتـي كـه    يكي از واضح. رودكار مي پروتئين خارجي به
- شـود استيلاسـيون هيسـتون   توسط سديم بوتيرات ايجـاد مـي  

داستيلاز است كه نتيجه اين امر افزايش رونويسي و افزايش بيان 
سديم بوتيرات همچنين باعث مهـار رشـد   . پروتئين خارجي است

عنـوان متوقـف كننـده    روي به .شودمي يسل و القاي آپوپتوزسلو
 mRNA شود و پايداريهاي انساني شناخته ميآپوپتوز در سلول

و يا  mRNAروي يا توسط تغيير ساختار دوم . دهدرا افزايش مي
آن، باعـث  هـاي پايداركننـده بـه    توسط افزايش اتصـال پـروتئين  

صـورت   بـه  روي همچنـين  . شـود مـي  mRNAافزايش پايـداري  
  اي مسئولـا بيشتر ريبونوكلئازهـا غير مستقيم، يك يـمستقيم ي

 ).26(كند هاي ناپايدار را مهار مي mRNAتجزيه 

طـور قابـل تـوجهي     تواند به افزايش بيان پروتئين مي در مجموع،
  .هاي درماني شـود  باعث كاهش هزينه و زمان در توليد پروتئين

اهميـت ايـن هورمـون در زمينـه      همين منظور و بـا توجـه بـه    به
بهينـه سـازي توليـد هورمـون رشـد در       زيست فناوريپزشكي و 

با توجه به نقـش گسـترده و    .حائز اهميت است CHOهاي سلول
از نظـر   اهميت فيزيولوژيك هورمون رشد و اينكه كشور ما هنـوز 

باشد و با توجه به اينكـه توليـد    دارا بودن اين هورمون وابسته مي
وزارت بهداشـت قـرار   درجـه يـك   هـاي  ون جزء اولويتاين هورم

رسد نيازمند تلاش گسترده در جهت رفـع  نظر مي گرفته است، به
هـاي اساسـي علمـي و عملـي در     نيازهاي ملي و رسيدن به پايـه 

منظور اهداف درمـاني   زمينه توليد محصول و تجاري سازي آن به
  .باشدو بيوتكنولوژيك مي

  

  ها مواد و روش

منظـور توليـد و بهينـه     بـه تجربي در اين مطالعه  :يكشت سلول
 hGHحاوي ژن  pSeqTag سازي هورمون رشد انساني، پلازميد

صـورت   بـه  ) CMV(ويـروس  مگـالو تحت كنترل پروموتور سـايتو 
) CHO(هـاي تخمـدان همسـتر چينـي     پايدار بـه داخـل سـلول   

  rhGHهاي توليـد كننـده   ترانسفكت شده و كلون پايدار از سلول
وسط اضافه كردن آنتي بيوتيـك جنتيسـين بـه محـيط كشـت      ت

  هـا، از محـيط  بـه منظـور رشـد سـلول     .سلولي انتخـاب شـدند  
Dulbecco's Modification of Eagle's Medium/Hams 

F12 (DMEM/Ham’s F12)  )  از شـركتGIBCO آمريكـا ، (
از ( )FBS ) Fetal Bovine Serumســرم  درصــد 10حــاوي 
-مخلوط آنتي بيوتيـك پنـي   درصد 1، )، آمريكاGIBCOشركت 

؛ و بعـد از  شـد استفاده  )، آمريكاSigma( استرپتومايسين-سيلين
منظــور برطــرف كــردن مــداخلات ســرم در  هــا بــهرشــد ســلول

سازي، از محيط فاقد سرم يندهاي پايين دستي از قبيل خالصآفر
SFM )Serum Free Media (ــامكس ــاوي گلوت ، Sigma( ح
و سديم ) ، آمريكاPluronic-F68 ()Sigma( پلورونيك ، )آمريكا

 .شداستفاده ) ، آلمانMerck(كربنات بي

 :CHOهاي توليد هورمون رشد انساني نوتركيب در سلول
ترانسـفكت شـده    CHOهاي بعد از انتخاب كلون پايدار از سلول

بيوتيـك  توسـط اضـافه كـردن آنتـي     GHبا پلازميـد حـاوي ژن   
ــين ــاSigma( جنتيس ــا  )، آمريك ــت ب ــر   400غلظ ــرم ب ميكروگ

، ايـن  GHمنظـور توليـد   هـا، بـه   به محيط كشت سلولليتر  ميلي
  درصـد  10حـاوي   DMEM/Ham’s F12هـا در محـيط   سلول
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و در شـرايط  ) cm2 T flask 25(كشت سـلولي   سرم در فلاسك
قـرار داده  و رطوبت  گراد درجه سانتي 37و دماي   CO2 درصد 5

 GHمنظـور بررسـي توليـد     هها بسپس محيط رويي سلول .شدند
هـا،  توسـط ايـن سـلول    GHمنظور اثبـات توليـد    به. شدبرداشت 

، انـد كه با اين پلازميد ترانسفكت نشده CHOهاي طبيعي سلول
هـاي  در شـرايط كـاملا مشـابه بـا سـلول     عنوان كنتـرل منفـي    به

ها نيز و محيط رويي اين سلول شدندكشت داده  ترانسفكت شده،
 .شدبعدي برداشت براي آناليزهاي 

در محـيط   CHOهـاي  در سلول rhGHسازي توليد بهينه
خانـه و بـا    12اين آزمايش در پليت كشـت سـلولي    :فاقد سرم

براي انجام اين آزمايش بعد از شـمارش  . شدتايي انجام سه تكرار 
كشـت  محـيط   حـاوي  Cell/ml105×1 ها، به هر چاهـك  سلول

DMEM/Ham’s F12  صورت  به  و شدسرم اضافه  درصد 10و
  يدي اكسـيد كـربن، دمـا    درصد 5شبانه در انكوباتور با شرايط 

ها در تا سلول داده شدو حاوي رطوبت قرار  گراد درجه سانتي 37
برسند؛ سپس محيط  درصد 80اين شرايط رشد كرده و به تراكم 

فسـفات  و پس از دو بار شستشو بـا   شدها دور ريخته رويي سلول
جداگانـه و بـاتكرار   صـورت   به ) ، ايرانPBS) (CMG(بافر نمكي 

-متيلحاوي مواد افزاينده گليسرول و دي SFMتايي محيط سه 

 2تـا   0هـاي  با غلظت) ، آمريكاDMSO) (Sigma( سولفوكسايد
، Sigma( ميكرومـول  400تـا   0 سديم بوتيرات با غلظت  ،درصد
 400تـا   0بـا غلظـت   )، آلمـان Merck( و سـولفات روي ) آمريكا
ســاعت در  72مــدت  اضــافه و بــه كشــت بــه محــيط ومــولميكر

بعد از سپري شدن اين زمان محيط رويي . شدانكوباتور قرار داده 
قـرار  گـراد   درجـه سـانتي    -80ها برداشت شده و در دماي سلول
  .شدداده 

دات  rhGH: ميزانمنظور بررسي نسبي  انجام دات بلات به
ميـزان نسـبي   يك تست سريع بـراي بررسـي    )Dot Blot(بلات 

منظور بررسي اوليـه   در اين تحقيق به. باشدپروتئين در نمونه مي
تست دات بـلات انجـام    CHOهاي  توليد هورمون رشد در سلول

 و ها برداشـت شـد  براي اين منظور محيط كشت رويي سلول. شد
ــه  ــق ليوفيليزاســيون نمون ــا  از طري ــراه ب ــيظ شــدند و هم ــا غل ه

هـاي  لكـه صـورت   به رل مثبت هاي كنتهاي مختلف نمونه غلظت
ميكروليتـر روي غشـاي    3 مقـدار اي كوچك هـر كـدام بـه    دايره

ي مجهـول،  بعد از لكه گـذاري نمونـه  . نيتروسلولز قرار داده شدند
كنترل مثبت و كنترل منفي روي كاغذ نيتروسـلولز، بـراي انجـام    

  :ترتيب طي شد تست دات بلات مراحل زير به

و  PBSدر محلـول بلاكينـگ حـاوي     كاغذ نيتروسلولزقرار دادن 
Skim Milk منظـور بلوكـه كـردن سـطح كاغـذ نيتروسـلولز       به، 

ــاوي    ــول ح ــط محل ــلولز توس ــذ نيتروس و  PBSشستشــوي كاغ
Tween 20؛ انكوباسيون در محلول حاويSkim Milk    و آنتـي

؛ (10A7 anti- GH Antibody) بادي ضد هورمون رشد انساني
  Skim Milkون در محلول حاويانكوباسي ،تكرار مرحله شستشو

 HRP )sheep anti-mouseكونژوگه با  Anti-IgG آنتي بادي و

IgG1 HRP(،  تكــرار مرحلــه شستشــو؛ پوشــاندن ســطح كاغــذ
بررسـي بيـان    ،)، ايـران ECL )CMGنيتروسلولز توسط محلـول  

GH توسط فيلم راديولوژي در اتاق تاريك. 

 رشـد  ز هورمـون ا مختلـف  هايرقت شامل مثبت كنترل ينمونه

نتيجـه  . بارگذاري شـد  PBS عنوان كنترل منفيو به بوده تجاري
 .نشان داده شده است 1تست دات بلات در شكل 

منظـور  بـه  :روش الايـزا  بهتوليد شده  rhGH غلظتبررسي 
از روش  CHOهـاي  بررسي توليد هورمون رشد انساني در سلول

هـر   منظـور بـه   بـراي ايـن  . اختصاصي ساندويچ الايزا استفاده شد
 شـد اضافه  GHآنتي بادي اوليه ضد  خانه الايزا 96چاهك پليت 
انكوبـه   گـراد  درجه سانتي 4يك شبانه روز در دماي  و پليت الايزا

شبانه صورت  به پليت  PBS-T بار شستشو با بافر سهپس از . شد
  PBS-Tمرتبـه شستشـو بـا بـافر      3پـس از   امجـدد و  شدبلاكه 
 PBSبا استفاده از هورمون رشد تجـاري در   هاي استاندارد غلظت
دوتـايي بـه   صـورت   بـه  هاي پروتئين و همراه با نمونه شدندتهيه 

سـاعت در دمـاي اتـاق قـرار داده      دومـدت   ها اضافه و بـه  چاهك
هـر   بـه نشاندار با بيـوتين   GHبادي ثانويه ضد سپس آنتي. شدند

اتـاق و  ساعت انكوباسيون در دماي  يكپس از . شدچاهك اضافه 
هـر   به  PBS-T،HRP-Streptavidinمرحله شستشو با بافر  سه

ساعت در دمـاي اتـاق قـرار داده     يكمدت  چاهك اضافه شد و به
به هر چاهك اضـافه   TMBميكروليتر  100پس از شستشو، . شد
محلول متوقـف كننـده    د،تغيير رنگ مناسبي ايجاد ش كهزمانيو 
ه و جذب آن در طـول  به هر چاهك اضاف) 1Nاسيد سولفوريك (

  .شدنانومتر خوانده  450موج 

 روش كمـك  بـه  شـده  توليدrhGH مولكولي  وزن تعيين

ايمونوبلاتينـگ يـا وسـترن بلاتينـگ روشـي دو       :بلات وسترن
مرحله اي است كه طي آن ابتـدا بانـدهاي پروتئينـي جـدا شـده      

به غشـاي ديگـري    SDS-PAGEوسيله الكتروفورز از روي ژل  هب
يابند و در مرحله باشد انتقال مي ز جنس نيتروسلولز ميكه غالبا ا

دوم توسط آنتي بادي اختصاصي، پروتئين مـورد نظـر شناسـايي    
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در ايـن مرحلـه بـا اسـتفاده از كيـت وسـترن بلاتينـگ        . شودمي
و وزن مولكـولي و   وسترن بلات انجام شد) ، ايرانCMGشركت (

 ـ   rhGHخلوص  ا نمونـه  توليد شده مورد بررسي قـرار گرفـت و ب
  .تجاري آن مورد مقايسه قرار گرفت

ميكروليتـر از محـيط كشـت     40قبل از انجام وسترن بلاتينـگ،  
ــافر نمونــه   CHOهــاي رويــي ســلول توســط همــين حجــم از ب

)sample buffer(  آكريـل  ها به ژل پلـي سپس نمونه. رقيق شد
آكريل آميد ها روي ژل پليپروتئين. منتقل شدند درصد 12آميد 

ولت توسـط   40دقيقه در  90مدت  جدا شده سپس به رصدد 12
بقيـه مراحـل   . بافر ترانسفر به غشـاي نيتروسـلولز منتقـل شـدند    

  .همانند آزمايش تست بلات انجام گرفت

  نتايج

هـاي  توليد هورمـون رشـد انسـاني توسـط سـلول      اثباتمنظور  به
CHO  ابتدا توليدrhGH منفـي  از طريق مقايسه با حالت كنترل 

شـكل  (از طريق دات بـلات   )ترانسفكت نشده CHOهاي سلول(
همانطور كـه   .گرديدبررسي و  اثبات  )1نمودار (و تست الايزا ) 1

توليـد  دهنـده  نشـان شـود نتـايج الايـزا    مي مشاهده 1در نمودار 

rhGH هــاي در ســلولCHO هــاي و عــدم توليــد آن در ســلول
  .باشدترانسفكت نشده مي

  

  

در  rhGHمنطـور بررسـي اوليـه توليـد      ت بـه تصـوير دات بـلا  : 1شكل 
هـاي كنتـرل مثبـت، كنتـرل     تصوير دات بلات نمونه، CHOهاي  سلول

؛ )گـرم بـر ليتـر    1/0 غلظـت ( استاندارد :  1منفي و نمونه مجهول؛ الف
اسـتاندارد  :  1؛ ج)گـرم بـر ليتـر    ميلـي  1000 غلظـت ( استاندارد :  1ب
 100غلظــت ( اندارد اســت: 2؛ الــف)گــرم بــر ليتــر ميلــي 100  غلظــت(

-nCHO (nonهـاي   محـيط رويـي سـلول   : 2؛ ب)ميكروگـرم بـر ليتـر   

transfected CHO) ــه ــي؛ ج  ب ــرل منف ــوان كنت ــي : 2عن محــيط روي
ترانسـفكت شـده بـا ژن     rCHO (recombinant CHO)هـاي   سـلول 

  .هورمون رشد انساني
  

 

و  rCHOهاي در محيط كشت سلول rhGHمقايسه غلظت : به روش الايزا كت نشدههاي ترانسف از طريق مقايسه با سلول rhGHبررسي توليد : 1نمودار 
nCHO ي عدم وجود نشان دهنده: روش الايزا بهrhGH  در محيط كشت سلول ترانسفورم نشدهnCHO هـاي ترانسـفكت   و توليد اين هورمون در سلول

  .است rCHOي شده
Error bar  باشدتكرار براي هر آزمايش مي 3ج حاصل از نتاي. باشدنشان دهنده انحراف معيار مي.  

  
در  GHمنظور يك بررسي اوليه براي توليد  به :تست دات بلات

هـاي كنتـرل   تست دات بلات انجام شد، نمونـه  CHOهاي سلول
هاي مختلفي از هورمون رشد تجاري اسـت كـه   مثبت شامل رقت

رم گ ـ ميلي 100آزمايش تا شود، دقت اين مشاهده مي 1در شكل 

. دهـد هاي كنترل مثبت را تشـخيص مـي  غلظت نمونه  ازبر ليتر 
در محـيط   GHنشان داده شده توليـد   1طور كه در شكل  همان

  .نيز توسط تست دات بلات تائيد شد CHOهاي رويي سلول
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 بـا افـزودن   hGHسـازي توليـد   منظـور بررسـي بهينـه    سپس بـه 
ويي ايـن  توليد شده در محيط ر hGHتركيبات شيميايي، ميزان 

همـانطور كـه در    .ها از طريق سنجش با الايزا بررسـي شـد  سلول
هـاي  نتايج بررسـي تـاثير غلظـت    نشان داده شده است 2نمودار 

 CHOهـاي  توسـط سـلول   rhGHمختلف گليسـرول بـر توليـد    
دهنده تاثير مثبت گليسرول بر روند توليد است كـه غلظـت   نشان
نمودار  .شناخته شد rhGHدرصد موثرترين غلطت بر توليد  0,5

دهـد  را نشان مـي  rhGHبر توليد  DMSOنشان دهنده تاثير  3

درصد با تاثير مثبت بر رونـد توليـد    1نيز در غلظت  DMSOكه 
نتـايج الايـزاي   . گرديـد  rhGHباعث افزايش دوبرابري در توليـد  

در  rhGHهــاي مختلــف ســولفات روي بــر توليــد تــاثير غلظــت
ين ماده بر روند توليد را اثبات كرد تاثير مثبت ا CHOهاي  سلول

ميكرومول به عنوان موثرترين غلظت نشان داده شد  50و غلظت 
  ).4نمودار (

مول باعث افـزايش  يليم 1همچنين سديم بوتيرات نيز در غلظت 
  ). 5نمودار(نسبت به حالت كنترل گرديد  rhGHدر توليد 

 

توسـط   rhGHنمودار بررسي اثر گليسـرول بـر ميـزان توليـد      : روش الايزا به هاي مختلف گليسرول توليد شده در غلظت GHمقاسيه ميزان :  2نمودار 
  .rhGHعنوان موثرترين غلظت بر ميزان توليد درصد به 5/0و مشخص شدن غلظت  SFMدر محيط  rCHOهاي سلول

Error bar  باشدمايش ميتكرار براي هر آز 3نتايج حاصل از . باشدنشان دهنده انحراف معيار مي.  
  

  

 

توسـط   rhGHنمودار بررسـي اثـر گليسـرول بـر ميـزان توليـد        : روش الايزا به DMSOتوليد شده در غلظت هاي مختلف  GHمقاسيه ميزان  :3نمودار 
  .rhGHعنوان موثرترين غلظت بر ميزان توليد درصد به 1و مشخص شدن غلظت  SFMدر محيط  rCHOهاي  سلول

Error bar  باشدتكرار براي هر آزمايش مي 3نتايج حاصل از . باشدانحراف معيار مي نشان دهنده.  
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 rhGHثير سـولفات روي بـر ميـزان توليـد     نمودار بررسي تـا : روش الايزا به هاي مختلف سولفات روي توليد شده در غلظت GHمقاسيه ميزان : 4نمودار 
 .rhGHعنوان موثرترين غلظت بر ميزان توليد به مولميكرو 50و مشخص شدن غلظت  SFMدر محيط  rCHOهاي توسط سلول

Error bar  باشدتكرار براي هر آزمايش مي 3نتايج حاصل از . باشدنشان دهنده انحراف معيار مي.  
 

 

 rhGHميـزان توليـد   نمودار بررسي تاثير سولفات روي بـر   :روش الايزا به هاي مختلف سديم بوتيرات توليد شده در غلظت GHمقاسيه ميزان : 5نمودار 
  .rhGHعنوان موثرترين غلظت بر ميزان توليد مول به ميلي 1و مشخص شدن غلظت  SFMدر محيط  rCHOهاي توسط سلول
Error bar  باشدتكرار براي هر آزمايش مي 3، نتايج حاصل از باشدنشان دهنده انحراف معيار مي.  

  

ر د rhGHپـس از  بررسـي كمـي ميـزان      :تست وسترن بلات
بودنـد،   طور نسبي خالص سازي و تغلـيظ شـده   ههايي كه بنمونه

توليد شده، تسـت وسـترن    rhGHمنظور بررسي وزن مولكولي  به
انجـام و   درصـد  12ژل  در پـروتئين  الكتروفـورز . بلات انجام شد

با توجه بـه  . استفاده شد GHبراي اين تكنيك از آنتي بادي ضد 
طور  كيلودالتون است، همان 22اينكه وزن مولكولي هورمون رشد 

نشان داده شده است هورمون رشد نوتركيب توليد  2شكل كه در 
كيلودالتون قـرار گرفتـه اسـت كـه      25و  15شده بين دو نشانگر 

دهد وزن مولكولي هورمـون رشـد توليـد شـده صـحيح      نشان مي
  .است

  
 مولكـولي   وزن تعييننتايج حاصل از وسترن بلات به منظور :  2شكل 

rhGHهاي بلات نمونه ، وسترنشده توليدGH  تجاري وrhGH   توليـد
 rhGHنمونـه  ) 3هورمون رشـد تجـاري،   ) 2ماركر پروتئيني، ) 1: شده

  .توليد شده
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  حث ب

اي است كـه   هورمون رشد انساني يك پروتئين ترشحي تك رشته
شود و نقـش  داران ترشح مي هاي غده هيپوفيز همه مهرهاز سلول

هـاي زيسـتي مهـم و    علت فعاليـت  به. كندا ميمهمي در رشد ايف
اي هـاي گسـترده  متنوع هورمون رشد، اين هورمون داراي كاربرد

ــوژي مــي رده ســلولي پســتانداران . باشــددر پزشــكي و بيوتكنول
خاطر توانايي در ايجـاد فلـدينگ و اصـلاحات پـس از ترجمـه       به

م عنوان سيسـت  ضروري براي فعاليت زيستي درون سلول، اغلب به
كه يـك  زماني. شوندنوتركيب براي توليد مواد دارويي استفاده مي

شـود در مقايسـه بـا    هاي پستانداران بيـان مـي  پروتئين در سلول
هـا، گياهـان و مخمـر    ها از جمله باكتريكه در ساير ميزبانزماني

وري بـا ايـن وجـود بهـره    . شود كيفيت و اثر بهتـري دارد بيان مي
هـاي توليـد در   ر مقايسـه بـا سيسـتم   هـا د اختصاصي اين سـلول 

به همين منظور و . هاي پروكاريوتي پايين باقي مانده استميزبان
هاي مختلفـي بـراي بهينـه سـازي     براي غلبه بر اين مشكل روش

هـاي پسـتانداران كـه داراي    توليد پـروتئين نوتركيـب در سـلول   
پلـي پپتيـدهاي درمـاني     سـاخت  در توليد و توجهي قابل كاربرد
توانـد   مـي  افزايش بيان پروتئين. د در نظر گرفته شده استهستن
ــه ــه   ب ــاهش هزين ــث ك ــوجهي باع ــل ت ــور قاب ــد ط ــان تولي  و زم

 ارجح بـراي  سيستم CHOهايسلول. هاي نوتركيب شود پروتئين
 در مقيـاس  درمـاني  بـراي اسـتفاده   هاي نوتركيـب توليد پروتئين
به آساني  ،كنندرشد مي سرعت ها بهزيرا اين سلول وسيع هستند
پيچيده پـس ازترجمـه    اصلاحات وانندتشوند و ميترانسفكت مي

همچنـين ايـن   . انجـام دهنـد   فعاليـت زيسـتي را   براي نياز مورد
نوتركيب ايمن هستند و بـه همـين    داروهاي توليد ها برايسلول
در اين تحقيـق هـدف بهينـه سـازي توليـد       .قابل اعتمادند دليل

باشد مي CHOهاي كمك سلول ههورمون رشد انساني نوتركيب ب
شـده بـا پلازميـد     كتترانسف CHOهاي كه به اين منظور سلول

شود و در شرايط مختلـف  حاوي ژن هورمون رشد كشت داده مي
كنـيم  منظور افزايش سطح توليد، توليد هورمون رشد را القا مي به

اي بـراي توليـد    دست آوردن مقدار بهينه، مقدمه هتا در صورت ب
هاي از سلول GHبه اين دليل كه  .ياس صنعتي فراهم شوددر مق

CHO شود، ابتدا توليد هورمون به محيط كشت سلولي ترشح مي
هاي ترانسفكت شده از طريق بررسي محيط رويـي  رشد در سلول

توسـط  ) ترانسـفكت نشـده  (هـاي كنتـرل   ها بـا سـلول  اين سلول
ناچيز هورمـون  مقادير بسيار . اثبات شدو دات بلات تكنيك الايزا 

دليل وجود سـرم   هاي فاقد پلازميد بهرشد در محيط كشت سلول

ايـن دليـل كـه سـرم مخلـوط بسـيار         در محيط كشت است، به
ــده ــد،   پيچي ــاي رش ــه فاكتوره ــف از جمل ــواد مختل ــاوي م اي ح
هـا مثـل هورمـون    هورمـون  هاي حامل، عناصر ضروري وپروتئين

هـاي  كثير و تمايز سـلول داري، ت سرم براي نگه. رشد و غيره است
انساني و حيواني در محيط كشت لازم است؛ ولي بـا ايـن وجـود    
استفاده از سرم به چندين دليل چـالش برانگيـز اسـت كـه از آن     

توان به هزينه بالا، مداخله در خالص سازي محصـولات  جمله مي
به همين دليل . هاي ويروسي اشاره كردنوتركيب و امكان آلودگي

ق سعي بر اين بوده است كـه پـروتئين نوتركيـب در    در اين تحقي
  . محيط فاقد سرم توليد شود

  rhGHثير سرم، گليسرول و دمـا را بـر ميـزان توليـد     اتمحققان 
 10، سـرم  درصـد  1گليسـرول   گرديـد و مشخص  كردند  بررسي
سطوح مناسب براي افـزايش  گراد  درجه سانتي 31و دماي  درصد

ثير اتــديگـر  در پژوهشــي ). 27(ميـزان توليـد پــروتئين هسـتند    
DMSO هاي هاي خارجي در سلولبر بيان ژنCHO   نوتركيـب

، DMSO درصد 1مورد بررسي قرار گرفت و مشاهده شد غلظت 
همچنين در ايـن پـژوهش    .شود ها ميباعث افزايش بيان اين ژن

بـر  ) درصد 1( DMSOو  )اmM (زمان پنتانوئيك اسيد  ثير همات
تعيين شد و مشاهده  CH0 -NTHU-108 توليد پروتئين فيوژن

كه در حضور هـر  برابر افزايش يافت در حالي 8/2شد ميزان بيان 
برابـر افـزايش    6/1يك از اين دو ماده بـه تنهـايي، ميـزان بيـان     

، DMSOثير ات ـ) 31(و همكـارانش   Rodrigues). 28(يافت  مي
بتـا  گليسرول، سديم بوتيرات و دما را بر ميزان توليـد اينترفـرون   

بررسي كردند؛ در اين آزمايش مشـخص   CHOهاي توسط سلول
 4ثير باعث افزايش ابا بيشترين ت  گراد درجه سانتي 30 شد دماي

برابر،  2ميزان توليد را  DMSOشود، مي  برابري در ميزان توليد
 85/0برابري و گليسرول ميزان توليد را  3سديم بوتيرات افزايش 

اي ديگر ميزان سرم محيط در مطالعه. )29(دهد برابر افزايش مي
كشت، سديم بوتيرات و سولفات روي بر ميزان توليـد اينترفـرون   

 2بتا بررسي شد و مشخص شد حضور هر يك از اين تركيبات را 
صـورت  كـه ايـن تركيبـات بـه    دهد اما زمانيبرابر افزايش مي 8تا 
 شـوند ميـزان توليـد افـزايش    زمان به محيط كشت افزوده مي هم

 )31(و همكــارانش  Rodrigues). 30(بيشــتري خواهــد داشــت 
ثير سديم بوتيرات را بر ميزان توليد پرولاكتين انساني نوتركيب ات

بررسي نمودند و مشاهده كردنـد در غلظـت    CHOهاي در سلول
 Chenو   Liu .از اين تركيب توليد افزايش خواهد يافت درصد 1
  M-CSFين ماده توليد ا درصد 1مشاهده كردند در غلظت ) 32(
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  .د يافتهافزايش خوا CHOهاي نوتركيب در سلول

DMSO    و سديم بوتيرات باعث توقف رشد سـلول در فـازG1  و
گليسرول نيـز   .شوندافزايش رونويسي و بيان پروتئين خارجي مي

عنوان چاپرون شيميايي عمل كرده و فلدينگ صحيح پـروتئين  به
روي . شـود سنتز پـروتئين مـي   بخشد و باعث افزايشرا بهبود مي

هاي انساني شـناخته  در سلول يسعنوان متوقف كننده آپوپتوزبه
دهـد و از ايـن طريـق    را افزايش مي  mRNA شود و پايداريمي

چرخـه   G1به اين دليل كـه فـاز   . يابدتوليد پروتئين افزايش مي
آل براي افزايش توليد پروتئين نوتركيب در نظر سلولي زمان ايده

هـا بـه محـيط حـاوي سـرم اضـافه       ابتـدا سـلول   ،شودفته ميگر
رسـيدند   درصـد  80ها بـه تـراكم   كه سلولشوند و پس از اين مي

بهترين زمان براي افزودن تركيبات شيميايي و جـايگزين كـردن   
رفت در اين مطالعه همانطور كه انتظار مي. محيط فاقد سرم است

شت بيـان پـروتئين   با افزودن اين تركيبات شيميايي به محيط ك
  .برابر حالت كنترل رسيد دوافزايش و تا حدود 

  

  تيجه گيرين

نشــان  CHOدر  rhGHنتــايج حاصــل از بهينــه ســازي توليــد  
ثير تـا ي فاكتورهاي انتخاب شده ي اين مطلب بود كه همهدهنده

فاكتور گليسرول در غلظت . داشتند rhGHمثبت بر ميزان توليد 
ثرترين وو م ـ را داشـت ر ميزان توليـد  بيشترين تاثير ب درصد 5/0

، سديم بوتيرات و سـولفات روي  DMSOغلظت براي فاكتورهاي 
بيشـترين  . ميكرومولار بـود  50مولار و ميلي1، درصد 1به ترتيب 

اسـت كـه ايـن فـاكتور      DMSOميزان توليد مربوط بـه فـاكتور   
كنتـرل   برابـر نسـبت بـه حالـت     2 را حـدود  rhGHميزان توليد 
  .ه استافزايش داد
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Abstract 

Aim: The purpose of this study was enhancement of hGH synthesis by chemical components addition 
to Serum-Free CHO cells culture and investigate the characteristics of produced hGH. 

Material and Method: The effects of different treatments including various concentrations of 

glycerol, DMSO, NaBu and ZnSO4 in CHO cells were investigated and the GH production was 
assessed using ELISA method. Cells are seeded into each well of a 12 well plate containing DMEM-
F12 and 10% FBS. After 24 hours, media was aspirated and replaced with SFM and treatment with 
different concentrations of chemicals and rhGH production was assessed using ELISA, dot blotting 
and western blotting. 

Results: Concentrations of 1%DMSO, 0.5% Glycerol, 1mM NaBu and 50 μM ZnSO4 were caused to 
elevate the expression of rhGH in the CHO cells. 

Conclusion: These findings indicate that control of culture aid to development of an efficient large-
scale and industrial process for the production of rhGH. 

Keywords: Chinese hamster ovary (CHO) cell, Human growth hormone (hGH), Serum Free Media 
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