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  ده يچک

كل تشم ز و يپوفيههاي گليكوپروتئيني     از خانواده هورمون   )FSH(فوليكول استيمولاتينگ هورمون    : سابقه و هدف  
بـه  ايـن مطالعـه     . است آن ن هورمون مربوط به زيرواحد بتاي     يک ا يولوژيباشد که فعاليت ب    يم از دو زيرواحد آلفا و بتا     

 بـا سـيگنال سـكانس طبيعـي ژن و كلونينـگ آن در شـاتل                 FSHβ يجداسازي ناحيـه كدكننـده ژن انـسان       منظور
   .انجام شد و سيگنال سكانس آلفا فاكتور AOX1تحت پروموتر  pPIC9وكتور

 ـن ژن به صورت يک زن سالم، ا ي ژنوم   ينگ از رو  يون و کلون  يکاسيفيو مرحله امپل   د يط: ها مواد و روش   ک قطعـه  ي
kb۲قبل از کدون شروع جدا و اکسپرشن وکتور ´5ه ي ناحي با بازساز pPIC9-F1ساخته شد .  

 ـ اسپلا ي با حفظ نواح   FSHβ ح ژن ينک ساختار و ترادف صح    ي و سکانس  يميهضم آنز : ها  يافته -pTVدر نگ را يسي

ح ي سـاختار صـح  ي داراpPIC9F1 ،  نشان دادAOX1 يمرهاي با پراPCR و Restriction analysis.  نشان داد2019
  . باشد يم

  آن يعيگنال طبي و س   ناحيه كدكننده ژن   ن مطالعه شامل  ي ساخته شده در ا    pPIC9F1ب  يکتور نوترک  و :گيري نتيجه
+sig E2-IVS2-E3)( FSHβ نوم مخمر تحت پروموتر در ژن ژن را يبوده که قادر است اAOX1كه در ايـن  ،  وارد كند 

 بيـان   ي به نحو  FSHβ. آيد وجود مي    به FSH سيگنال پپتيد    -حالت فيوژن پروتئيني شامل سيگنال پپتيد آلفا فاكتور       
نگ ي کلون ين تلاش برا  ين نخست يرسد ا  يبه نظر م  .  آلفا فاکتور باشد   ي قادر به جدا ساز    يستم مخمر ي که س  خواهد شد 

  . باشديستم مخمري در سβFSH ينسانژن ا
  

 Pichia pastoris ،pPIC9 ،Follicle Stimulating Hormone: يدي کلهاي هواژ
 

  مقدمه
ــون   ــتيمولاتينگ هورم ــول اس ــانواده )FSH(فوليك  از خ

 متشكل از دو     که باشد ميز  يپوفيههاي گليكوپروتئيني    هورمون
زيرواحد آلفا   .دباش يم غيركووالان   با اتصال زيرواحد آلفا و بتا     

 ـن خانواده   ياهاي   در هورمون  و تفـاوت در فعاليـت       سـان  کي

هـا   هاي فوق مربوط به زيرواحـد بتـاي آن         ک هورمون يولوژيب
  .]١[باشد  مي

 بـه صـورت منفـرد بـر         FSHزيرواحد بتاي   ژن  در انسان   
از سـه اگـزون و دو اينتـرون           و رد قرار دا  ١١روي كروموزوم   
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 ينپـروتئ .  و در اگـزون دوم قـرار دارد        تشكيل) آمينواسيد١٨(
اينتـرون دوم در     کـه    باشد  اسيدآمينه مي  ١١١ متشکل از  يينها

بـرخلاف سـاير    . قرار دارد آن   ٣٦ و   ٣٥هاي   حد فاصل كدون  
نـسبت   به يك ناحيه    hFSHβ ژن   ،هاي گليكوپروتئيني  هورمون

 دارد كـه ويژگـي      ٣ اگزون   ٣′ترجمه شونده در سمت     طويل غير 
ــست   ــشخص نيــ ــاملاً مــ ــك آن كــ ــناح. بيولوژيــ   هيــ

 Cys28-Ala-Gly-Tyr31 (CAGY) و٧ و دو آسپاراژين  
 دهنـد  يل م يرا تشک  گليكوزيلاسيون زيرواحد بتا     يها  محل ٢٤

]٣[.  
  متفاوتي انيي ب يها ستميب س ي نوترک يها يند پروتئ ي تول يبرا

 ـ س يرنظ  ـ، س E-coliستم  ي  ـستم سـلول پـستانداران و س      ي ستم ي
  .باشد ي در دسترس ميمخمر

هاي زيـاد، بـه دليـل         با وجود مزيت   E-coliسيستم بياني   
 ـ (يبـردار  ام اصلاحات پس از نـسخه     عدم توانايي در انج     يرنظ

و تغــييرات پــس از ترجمــه بــراي توليــد ) هــا حــذف اينتــرون
ان ي ب .ک مثل اين پروتئين مناسب نيست     يوتيوکاري يها ينپروتئ
نـه  يار پرهز يز بس ي سلول پستانداران ن   ب در ي نوترک يها ينپروتئ

مخمر در سيستم بيان . زات کشت سلول استيازمند تجهيبوده و ن
 ارائـه  Invitrogen كه توسـط  Pichia pastorisلوتروف متي

 از جملـه    E-coliشده است علاوه بر دارا بودن مزاياي سيستم         
سـهولت در   ،   سـرم  و فاقد ارزان  کشت  سطح بالاي بيان، محيط     

هـاي   ، مزاياي سيـستم  کنترل شده  يالقا  و افزايش مقياس توليد  
 را جمه   و تر  يبردار نسخه اصلاحات پس از     شامليوكاريوتيك  

بــراي توليــد بــالاي را  سيــستم نيــکــه ا د،باشــ نيــز دارا مــي
استفاده از  . ]٥ [سازد يمفرد   هک منحصرب يوتيوکاريهاي   پروتئين

آلفا فـاكتور مـشتق از ساكارومايـسس        (سيگنال ترشحي مخمر    
 ـ يا خود ژن قادر است پروتئين نوتركيب      ) سرويزيه  FSH  ير نظ

 ـ کنـد مسير ترشـحي مخمـر هـدايت          در را  تـشكيل    در آن  ه، ك
تواند قبل از ترشح     سولفيدي و گليكوزيلاسيون مي    باندهاي دي 

. ]٦ [داخـل محـيط كـشت صـورت پـذيرد          هپروتئين نوتركيب ب  
هـايي كـه    كند در مورد پـروتئين   تأكيد مي Invitrogenكمپاني  

طور نرمال ترشحي و گليكوزيله هـستند حتمـاً از سـيگنال             هب
  . ]٥ [پپتيد طبيعي ژن هم استفاده شود

وانـات  ي از انـسان و ح     FSH  ژن ي جداسـاز  يتلاش بـرا  
ــه روش يکلون ــگ آن ب ــا ن ــيه ــت ي مختلف ــده اس ــام ش   . انج

Jameson JL  ـ بخكتا يبا بررسو همكاران   در فـاژ  يومانـه ژن
 FSH كه تمام ژن زيرواحـد بتـاي هورمـون         نشان دادند    لامبدا

در سـال   . ]٧ [قـرار دارد   كيلوبـازي    ١٢ ک قطعـه  يدر  انساني  
١٩٩٦Shoham  ان و همکار RNA      هـاي    سـلولي را از سـلول

 به منظور   cDNAک کتابخانه   ي جدا کرده و     انسانغده هيپوفيز   
  . ]٨ [ تهيه نمودندFSH-ßجداسازي ژن زيرواحد بتاي 
Tekeno Saneyoshi   ـو همکـاران ن   ـاز طر زي ق جـدا  ي

 بـه  ،cDNAک اسب نـر و سـاخت       يز  يپوفي از ه  RNAکردن  
 ـ   يرا با ژنوم سا    نآ افته و ي دست   βFSHژن    يرر موجـودات نظ

ها  آن. سه نمودند يرات، موش، گاو، گوسفند، خوک و انسان مقا       
    ].٩ [ کلون نمودندCHO ين ژن را در وکتور مناسب برايا

 FSHβجداسازي ناحيه كد كننـده ژن       با هدف   اين مطالعه   
 و كلونينگ آن در شـاتل       با سيگنال سكانس طبيعي ژن انساني     

 و سيگنال سكانس آلفا     AOX1 ت پروموتر تح pPIC9 وكتور
  .انجام شدفاكتور 

  
  ها مواد و روش
 Pfu DNAهاي محدود كننده، ليگـاز،  در اين مطالعه آنزيم

polymerase ،DNA marker ــيص ــت تخلـ  DNA،  كيـ
(DNA Extraction Kit;#K0513)و InsT/AcloneTM 

PCR product cloning kit (#K1214) ــامل  شـ
ــداري Fermentaseاز شــركت   pTZ57R/Tپلاسميــد  خري

ي DNA كيت تخلـيص   وTaq DNA Polymerase. گرديد
 (DNGTM-Plus DNA Extraction Solution)ژنوميك 

 High Pure)، كيت تخليص پلاسميد )ايران(از شركت سيناژن 

Plasmid Isolation Kit) ــركت ــد Roche از ش  و پلاسمي
pPIC9 از Invitrogen اخت سـيناژن   پرايمرها س . ديه گرد يته

   .و سكانسينگ نيز توسط اين شركت انجام شد
 ژنوميك از   DNA . ژنوميك انساني  DNAجداسازي  

 ساله سالم با باروري طبيعي با استفاده از         ٣٥نمونه خون يك زن     
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 و DNGTM-Plus DNA Extraction Solutionكيــت 
  . طبق پروتكل شركت سازنده انجام شد

ــيون ژن  ــا .FSHآمپليفيكاسـ  :FSHE2Fي  پرايمرهـ

5´-AGT-TTC-TAG-TGG-GCT-TCA-TTG-TTT-G-3′ 
-FSHE3R: 5´-GTA-TGT-GGC-CTG-AAA-TGT و

CC-3´ اسازي قطعهدبراي ج kbحاوي ناحيه كد كننده ژن  ~٢
FSHβ  اي  آمپليفيكاسيون بر اساس واكنش زنجيره  .  استفاده شد

 ، ميكروليتر حجم نهـايي واكـنش      ١٠٠ در    كه ،پليمراز انجام شد  
 هر كدام از    dNTP نانومولار،   ٨٠٠ر كدام از پرايمرها     غلظت ه 

 Taq DNA ميكرومـولار، آنـزيم  ٢٠٠دئوكسي نوكلئوتيـدها  

polymerase) ٣  و ٢،  ١هـاي     يونيت و در غلظت    ٥) سيناژن 
ک مرحله  ي شامل PCRط يشرا.  انجام شدMgمولار يون  ميلي

C°ـ مرحله بـه ترت    ٢٥قه،  ي دق ٢ به مدت    ٩٤   و  ٥٥،  ٩٤ب در   ي
 ٧ ييک مرحله نها  يقه و   يک دق يگراد هر کدام     درجه سانتي  ٧٢
  .  درجه بود٧٢قه در يدق

محــصول  . و سكانــسينگpTZ57Rكلونينــگ در 
PCR    با كيت K0513    در تخليص و pTZ57R  ـ کلون گرد   .دي

 ـ هـاي ترانـسفورم    تعدادي از كلوني   يرو بر  ـپلاسم ي بررس  يدي
 ـانجام شد و سه کلون که واجـد پلاسم         سـب در   ز منا يد بـا سـا    ي

.  انتخاب شدند  ييمبودند جهت هضم آنز    آگاروز ژل الکتروفورز  
استفاده  با   پلاسميدهر سه    د ساختار ييأ و ت  يساز پس از خالص  

  2020و pTV-2011 ،2019-pTVتحت نام ، PstIاز آنزيم 
pTV-2019نهايت دو كلون در و يگذار  نام-pTV 2020و  
pTV- به روش Dideoxy chain termination   انسسـك 

  . دنديگرد
بــه  .sig E2-IVS2-E3 (βFSH+(تكــثير ژن 

سيگنال سـكانس طبيعـي    حفظ باFSHβ منظور كلونينگ ژن 
ــد ترشــحي  آ ــيگنال پپتي ــد  در α-factorن و تحــت س پلاسمي

pPIC9 ر فوروارد يمدر پرا. طراحي شد ريمک جفت پراي  
PicxsigF1: 5´-CCC-CTC-GAG-AAA-AGA-

GAG*-GCT-GAA-GCT-ATG-AAG-ACA-
CTC-CAG-TTT-TT-C- 3´ 

 ـ  )  با خط  همشخص شد  (سازي شده  ناحيه باز  د يتـرادف اس
ــهيآم   Leu-Glu-Lys-Arg*Glu-Ala-Glu-Ala-Met يا ن

ه جدا شـدن    يد خواهد کرد که ناح    يمربوط به آلفا فاکتور را تول     
 توسـط کنـد و   ي مينمأرا ت آلفا فاكتورد يگنال پپتي از س ينپروتئ

 ـ بر)*(در محل   KEX2ستم  يس محـل بـرش   . شـود  يش انجام م
 پررنـگ نـشان داده شـده        FSHB  با سايه و ژن    XhoIآنزيم  
 . است

  پرايمر مقابلدر 
  PICSR: 5'-CCC-TCT-AGA-GAA-TTC-

TTA-TTC-TTT-CAT-TTC-ACC-AAA-GG 
 با سايه و    EcoRIكدون ختم با خط، جايگاه برش آنزيمي        

  . انتهاي ژن پررنگ نشان داده شده است
 :unit Taq٧/٣٣ نـسبت  ( مخلـوط  ن توسـط امپليفيكاسيو

unit pfu ١٨٧/٠(  Taq: Pfu ينح خطـا در ح ـ يجهت تصح 
  انجام Mgون  ي مختلف   يها ب دما و غلظت   يون در ش  يزاسيمريپل

پلاسميـد   )  ميكروليتـر  ١٠٠حجم نهايي   (نهايي  واکنش  در  . شد
2019 pTV-     غلظت هر كـدام از      و قرار گرفت به عنوان الگو

  هـــــر كـــــدام ازdNTPنومولار،  نـــــا٣٠٠پرايمرهـــــا 
 Taq:pfu DNA ميكرومولار، آنزيم٢٠٠نوكلئوتيدها  دئوكسي

polymerase ــ  يونيــت و غلظــت٥ ــا  ٥/١ ،Mgون ي  ٥/٢ت
 تـا  ٥/٥١در دماهـاي  Annealing  يدمـا  و بـود  مولار ميلي

  .انجام شد ٦/٦٣
 ٥٠ دقيقـه،    ١ درجـه    ٩٥سـيكل    ٢٠، شامل   PCRشرايط  

 سيكل نهايي شـامل     کيو  دقيقه   ٢ درجه   ٧٢ دقيقه و    ١درجه  
  . دقيقه بود١٠ درجه ٧٢ دقيقه و ١ درجه ٩٤

 ،pPIC9 در sig E2-IVS2-E3 (F1+(كلونينگ قطعـه  
 ـ    FSHβ ژن   ٣ اگـزون    -٢اينتـرون -٢ونزكلونينگ قسمت اگ

در شـاتل  ) (sig E2-IVS2-E3+ سيگنال سكانس ژن شامل
ام  انج EcoRI و   XhoIهاي    با استفاده از آنزيم    pPIC9 روكتو

 زمان با هر دو آنزيم  سازي، هم  پس خالصPCRشد محصول 

XhoI   و EcoRI             هضم آنزيمـي گرديـد و سـپس بـا پلاسميـد 
pPIC9با دو آنزيم فوق  و بريده شد Ligation mix  حـاوي 

 حـساس  E-coli XL1 blueليگاز تهيه گرديد و بـه سـلول   
پس از كلونينگ اين قطعه     . شده با كلريد كلسيم ترانسفورم شد     

 يناز ب ،  EcoRI و   XhoIهاي آنزيمي     از طريق محل   pPIC9در  
 اندازه صحيح داشتند دو كلون انتخاب     د با   يپلاسم  که ييها کلون
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بـا   بررسـي آنزيمـي      هـا پـس از     آن ص شـده از   يد تخل يپلاسم و
ــزيم ــاي  آنـ ــوان  XhoI/NotI و PstI ،NcoIهـ ــت عنـ تحـ

pPIC9F1/1 و pPIC9F1/2ت يــنهادر.  شــدندگــذاري م نــا
PCR يرهايمد با پرا  ين در هر دو پلاسم     ژ AOX1  ه ي طبق توص

  .]٥ [شرکت سازنده انجام شد

   نتايج
 دو مرحله انجام شد     ي ط FSHβنگ ژن   ي و کلون  يجداساز
 ـطور کامـل در شـکل شمات       هنگ ب ي و کلون  PCRکه مراحل    ک ي

  . نشان داده شده است) ١شکل (

E2F
E3R

S1PICR
Picxsig Fl

Exon2 Exon3

E1 E3E2chromosome11 
FSHβ gene

+1-54

PstI

Signal 
seq

pTV-2019

PstI

Cloning in pTZ57R/T

Exon2 Exon3
Signal                    

seq

PstI S1PICRPicxsig Fl
+sig E2-IVs2-E3 fragment

pPIC9-F1

XhoI

PstI

PstI

PstI

NcoI

NcoI

NotI

Cloning in pPIC9

PCR

  
 pPIC9 وكتور  انساني در شاتلFSHشماتيك مراحل كلونينگ ژن . ۱شكل 

  
  .نگ اوليکلون

 FSHE2F و FSHE3R  يرهـا يم بـا پرا آمپليفيكاسـيون 
  كيلوبـازي  ٢يـك قطعـه حـدود         يرمطابق انتظار منجر به تکـث     

-٢اگـزون (ه کدکننـده    ي ناح شامل FSHβن  از ژ ) بازي١٩٦٥(
 Flanking)راه بـا نـواحي جـانبي     هـم ) ٣ اگزون-٢اينترون 

regions) ٢لشك(شد  ٥′ و ٣′ هر دو سمت( .  
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ز بـــين ، اpTRZ57Rدر ن ژن يـــا كلونينـــگ پـــس از 
 ـ   يد اندازه صح  يپلاسمهايي كه    ترانسفورم  سـه   ،داد يح را نشان م

ــون انتخــاب  TV-2020  و pTV-2011 ،pTV-2019 و كل
 داراي يك جايگاه بـر روي ژن        PstIجا كه    از آن . ناميده شدند 

يـد    هضم آنزيمي هر سـه پلاسم      ،باشد يكي بر روي پلاسميد مي     و
توليـد كـرد   ~ ٤ kb و kb٩/٠ با اين آنزيم قطعات مورد انتظار

  ).٣شكل(سان بودن هر سه پلاسميد است  کيكه نشان دهنده 
  

1965

1kb

1             2              3            4             5

 
. E2F و E3R بــا پرايمرهــاي  FSHامپليفيكاســيون ژن . ٢شــكل 

 بـه ترتيـب در   FSH بـراي جداسـازي ژن   PCRواكنش  : ۱-۴هاي    ستون
  .۴/۶۷ و ۵/۶۶، ۵/۶۵، ۴/۶۴

  )فرمنتاس (1kb ladderاركر م: ۵ستون 
 

2011           2019           2020         100bp
3951

900

3000

2000

 
  . Psfl با استفاده از آنزيم Restriction analysis .٣شكل 
، PTV-2011هاي انتخاب شده   مربوط به كنستراكت۳ تا ۱هاي  ستون

pTV-2019   و pTV-2020 هر سه پلاسميد سـاختار صـحيح را        . باشد   مي
  . دهند نشان مي

  )فرمنتاس (bp ۱۰۰ماركر : ۴ستون 
 

  pTV-2020  و pTV-2019و كلـــــون  بـــــر روي د
ــاي اســتاندارد       ــا پرايمره ــرف ب ــر دو ط ــسينگ از ه سكان

M13/pUC      ـناح  ترادف صحيح در هـر دو   و  ٣ ،٢ اگـزون    هي
ج پس از بلاست کردن     ين نتا يا. دها را نشان دا    نواحي مجاور آن  

 حاصل شـد    GenBank ثبت شده در     يها ه با ژن  يهر دو ناح  
www.ncbi.nlm.nih.gov .  

  .نگ دوميکلون
 بـر  PICSRو PicxsigF1  يرهـا يم با پراآمپليفيكاسيون

يـك قطعـه      يرمطابق انتظار منجـر بـه تکـث        pTV-2019 يرو
-٢اگـزون (ه کدکننـده    ي ناح شامل FSHβن  از ژ ) بازي١٩٨٩(

 ـراه با    هم) ٣ اگزون -٢اينترون  ـيگنال سـکانس طب   يس  ژن و   يع
  .)٤شكل(شد  ٥′ و ٣′نواحي جانبي سمت حذف 
  

1kb1.5mM Mg2+ 2.5mM Mg2+

1889bp

  
ــكل  ــثير ژن ت. ٤ش ــsig E2-IVS2-E3+( FSH(ك ــاي  ب ا پرايمره
PICsigF1 و PICSR.  
 و به ترتيب دماهـاي      Mgمول     ميلي ۵/۱ با غلظت    ۴ تا   ۱هاي     ستون

  .۶/۶۳ و ۸/۵۹، ۵/۵۵، ۵/۵۱
 kb۱ شامل ماركر ۵ستون 

 و به ترتيب در همـان       Mg ميلي مول    ۵/۲ با غلظت    ۹ تا   ۶هاي    ستون
  .دماها
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pPIC9F1/1 pPIC9F1/2
Xho I/Not I       Pst I          Nco I          1Kb      Xho I/Not I      Pst I        Nco I 7977

7013
6413

3499

1935
1827

1072

  
 ،NcoIهـاي    بـا اسـتفاده از آنـزيم   Restriction analysis. ٥شكل 

XhoI/NotI و Psfl.  
 ۵هـاي      و ستون  pPIC9-F1/1 هضم آنزيمي پلاسميد     ۳ تا   ۱هاي    ستون

ــا  ــا آنــزيمpPIC9-F1/2 هــضم آنزيمــي پلاسميــد ۷ت ــه ترتيــب ب هــاي   ب
XhoI/NotI ،Psfl و Ncolدهد  را نشان مي.  

 kb۱ شامل ماركر ۴ ستون

  
  .AOX1 با پرايمرهاي PCR. ۶شكل 
  )فرمنتاس (kb۱ شامل ماركر ۱ستون 

 و pPIC9F1/1، امپليفيكاســيون بــر روي پلاسميــدهاي ۳ و ۲ســتون 
pPIC9F1/2دهد  را نشان مي .  

  .دهد را نشان مي pPIC9 امپليفيكاسيون بر روي پلاسميد ۴ستون 
  

 ـ    از طريق محل   pPIC9كلونينگ اين قطعه در      ي هـاي آنزيم
XhoI و EcoRI  ــاب ــون انتخ ــام و دو کل  pPIC9F1/1 انج

بـا  بررسـي آنزيمـي   ج ينتا. گذاري گرديدند  نام pPIC9F1/2و
ــزيم ــاي  آن ــشان داد  XhoI/NotI و PstI ،NcoIه ــر دو ن ه
 ـنهادر. ح هـستند  ي سـاختار صـح    يسان و دارا   کيد  يپلاسم ت ي

ه شـرکت   يبه توص   AOX1 ي تجار يون با پرايمرها  يامپليفيکاس
  مـورد انتظـار  يکه به باندهاشد  انجام  (Invitrogen)دهسازن

bp بـراي پلاسميـد  ٤٩٢  pPIC9  و بانـد  bp بـراي   ٢٣٨٣
  ).٦ شكل(  منجر شدpPIC9F1/2 و pPIC9F1/1هاي  كلون
  

  گيري بحث و نتيجه
 متـشکل   ييها ز ملکول يپوفي ه نييکوپروتئي گل يها هورمون

کووالان به هـم  يره آلفا و بتا هستند که به صورت غيراز دو زنج 
 ـ به .اند متصل شده  جهـت  Pichia pastoris رسـد کـه   ينظر م

وانات يا ح يها که از انسان      ن گونه هورمون  ي ا يها اکسپرشن ژن 
 ـ ارز ينچن مختلف جدا شده و هم      ـ فعال ابيي  ـ ا يکيولـوژ يت ب ي ن ي

 Pichiaينچن هم .]١٠،١١،١٢ [ باشدستم مناسبييها س هورمون

pastoris   ـ ي بررس يبرازبان  ي به عنوان م   ي رو يهـا  وني موتاس
هـا اسـتفاده     ن هورمـون  يهورمون ا -ت رسپتور يساختمان، فعال 

  . ]١٣ [شده است
 از انـسان و     FSHβتا كنـون جداسـازي و كلونينـگ ژن          

اهداف مطالعات   .هاي مختلف انجام شده است     وانات به روش  يح
تـر سـاختار و عملكـرد ايـن ژن،            فوق علاوه برشناخت بـيش    

هايي در اين ژن است كـه باعـث اخـتلالات            ونبررسي موتاسي 
شوند يا در فعاليت بيولوژيكي هورمون اثر        جنسي در انسان مي   

دربرخي مطالعات نيز جداسازي ايـن      . ]١٤،١٥،١٦ [گذارند مي
هاي متفاوت براي توليـد هورمـون        ژن با هدف تهيه كنستراكت    

در اكثـر ايـن مطالعـات       . ]١٧،١٨،٣ [نوتركيب انجام شده است   
داران نهـاي پـستا    ستراكت جهت انتقال و بيان ژن در سـلول        كن
 سـاخته شـده   Chinese hamster ovary (CHO)ويـژه   هب

 FSHβ و همكـاران ژن      Fidlerدر مطالعه مـشابهي     اما  . است
 جهــت بيــان در مخمــر pPIC9گوســفند را در شــاتل وكتــور 

Pichia pastorisها ژن را از طريق تهيـه    اما آن، كلون كردند
cDNA    بر روي mRNA دست آمده از هيپـوفيز گوسـفند        ه ب

 ].٦ [بدون سيگنال طبيعي ژن كلون كردند جدا و

 هدف جداسازي ناحيـه كـد كننـده ژن          با ن مطالعه يما در ا  
FSHβ        ـا ، با سيگنال سكانس طبيعي ژن از ژنوم انسان  ژن ن  ي

 دو ي و طيم جدا کرديعي طبيک زن با بارور  يرا از ژنوم کامل     

1Kb        Ppic9F1/1        Ppic9F1/2       pPIC9

3000

2000

500

2383

492
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تحت  Pichia pastorisگ در شاتل وکتور مخمر نيمرحله کلون
 .يم کلون نمود  ، و سيگنال سكانس آلفا فاكتور     AOX1پروموتر  

 يرهـا يمون با پرايکاسيفي امپل وRestriction mappingنتايج 
AOX1) Invitrogen (     ييـد  أساختار صحيح اين پلاسميد را ت

تطـابق كامـل نـواحي       عـلاوه بر   سكانـسينگ   يننچ   هم .كند مي
 نـشان   GenBankدر  شده  هاي گزارش    ده اين ژن با ژن    كدكنن

در ابتدا و Splicing  رندهيار مهم دهنده و پذي بسيداد که نواح
. زحفظ شده اسـت   ين) AG و   TGب    يبه ترت  (٢ نتروني ا يانتها

ژن ،  نييه بـرش پـروتئ    ي ناح ي ضمن بازساز  PicxsigF1پرايمر  
FSHB   فريم  با سيگنال سكانس شاتل وكتور به صورت      نيز   را 

در ايـن شـرايط پـس از فـراوري و اصـلاحات             . هدد  يمقرار  
 و KEX2هــاي  پــروتئين نوتركيــب توســط ميزبــان،  سيــستم

STE13           اي    موجود در ميزبان، بـه ترتيـب تـرادف اسـيدآمينه
Glu-Lys-Arg*-Glu-Ala-Glu-Ala ــا ــه ب ــي ك  * در محل

 را از فيـوژن     Glu-Alaمشخص شده است و ترادف تكـراري        
 گنال پپتيد خود به صـورت     ي س با rFSHβدا كرده و    پروتئين ج 

 ـ   ير تـأث  .شـود  بيان مـي   فريم  ـگنال پپت ي سـکانس س  ـد در ب  ي ان ي
 نشان داده شـده  Pichia pastoris هترولوگ در يها ينپروتئ
ز قبلاً نشان داده بودند ي و همکارانش نSamadder .]١٩ [است
 ديگنال پپت يچه با س    چنان MFαد  يگنال پپت ي تحت س  FSHβکه  

 برابـر  ١٦ش از ين شود بيگزي جا.Cognate s.p مثل يگريد
 Fidlerدر مطالعـه    . ]٢٠ [ منجر خواهد شد   ينش پروتئ يبه افزا 

 نامشخص  ينن پروتئ ي ژن در ترشح ا    يعيد طب يگنال پپت ينقش س 
 نـشان   ينچن  است و هم   MFαگنال  يماند و منحصراً تحت س     يم
ح و ي صحSplicing قادر به Pichia pastorisا يدهد که آ ينم

کــه در  در حــالي. باشــد ي مــFSHهــا از ژن  نتــرونيحــذف ا
pPIC9-F1    ـ ساخته شده در ا   تحـت دو    FSHن مطالعـه ژن     ي

 ـيد طب يگنال پپت ي موجود در وکتور و س     MFαد  يگنال پپت يس  يع
 ـ در ترشـح ا    ي بـالاتر  ييژن خواهد بود که ممکن است کارا       ن ي

 روشن خواهد ينچن ن مطالعه هميا. ط داشته باشدي به مح  ينپروتئ
 ـهـا توسـط س     نتـرون يح و کامـل ا    ينمود که حـذف صـح      ستم ي

Splicing مخمر Pichia pastorisـر خواهد بـود  ي انجام پذ  ا ي
  . يرخ

 ـ ساخته شده در ا    پلاسميد اسـت  ناحيـه       قـادر  ن مطالعـه  ي
 را در ژنوم مخمـر  sig E2-IVS2-E3)( FSHβ+كدكننده ژن 

 ـ         AOX1تحت پروموتر    ت فيـوژن    وارد كنـد كـه در ايـن حال
 FSH سيگنال پپتيد    -پروتئيني شامل سيگنال پپتيد آلفا فاكتور     

 تـلاش   ينن نخست يرسد ا  يبه نظر م  .  بيان خواهد شد   FSHβ-و
  .  باشديستم مخمري در سβFSH نگ ژن انسانيي کلونيبرا

  
   يتشکر و قدردان

 دانـشگاه علـوم     ي معاونت پژوهش  ت مالي ين طرح با حما   يا
. انجـام شـده اسـت       کشور يکنولوژوتي سمنان و شبکه ب    يپزشک
ن ي در ا  ي علم يران به خاطر همکار   يتوپاستور ا ي از انست  ،ينمحقق
  .نه کمال تشکر را دارنديزم
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