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چکیده:
موفقیت سیستم های بیانی مخمر برای بیش از 20 سال جهت تولید پروتئین های نوترکیب امری اثبات شده است. استفاده از مخمر 
متیلوتروف Pichia pastoris به عنوان یک میزبان سلولی جهت بیان پروتئین های نوترکیب در  صنعت دارویی طی سالهای اخیر رشد 
چشم گیری داشته است. سیستم بیانی مخمر Pichia pastoris با دارا بودن مزایایی چون دستکاری ژنتیکی آسان، تراکم سلولی بالا 
نسبت به سلول های پستانداران، دارا بودن پتانسیل بالا جهت تولید پروتئین نو ترکیب فولد شده حامل تغییرات پس از ترجمه، وجود 
پروموترهای قوی جهت بیان حداکثری پروتئین نو ترکیب و الحاق DNA خطی خارجی حاوی چندین کپی از پروتئین هدف با فرایند 
نو ترکیبی همولوگی، این پتانسیل را جهت کابرد گسترده در حوضه ی صنعتی و تجاری فراهم نموده است. هدف از این متن مروری، 
بررسی ویژگی های سیستم بیان مخمر P.pastoris از دیدگاه تجربی مهندسی ژنتیک، شیمیایی پروتئین و ملاحظات طراحی مولکولی 

می باشد که جهت بیان موفق پروتئین نوترکیب مورد نظر ضروری هستند.
کلید واژه: Pichia pastoris ، تولید پروتئین نوترکیب ، سیستم های بیانی     

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولكولي
دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 1393 

مقدمه:
عالم  مولکولهای  ماکرو  از مهمترین  یکی  عنوان  به  ها  پروتئین 
بیولوژیکی، در سیستم متابولیکی و کاتابولیکی موجودات زنده 
آنها در  به درگیری  توان  ایفا می کنند که می  را  نقش مهمی 
فرایندهای مهم سلولی از جمله سیگنالینگ سلولی، چسبندگی 
 .)96 ( نمود  اشاره  تقسیم سلولی  و  ایمنی  های  پاسخ  سلولی، 
و  کشاورزی  آنزیمی،  صنایع  در  پروتئینها  تجاری  تولید  امروزه 
دارویی با تکیه بر مهندسی پروتئین و مهندسی ژنتیک در حال 
گسترش است به طوریکه محصولات تولید شده در این صنایع 
بخش مهمی از نیازهای جوامع را در بر میگیرد. در سال 1922 
اولین پروتئین دارویی با نام انسولین توسط  Banting و همکاران 
با  کشف گردید  )4( و به دنبال آن دوره بیوتکنولوژی مدرن  
تاسیس Cetus Corporation در کالیفرنیا در سال1971 شروع 
 گردید. فرایند تخمیر میکروبی در شرایط هوازی و بی هوازی از 

اوایل سال 1900 جهت تولید میزان زیادی از مواد شیمیایی مانند 
اسید سیتریک )45( و استون و بوتانول )41( به ترتیب صورت 
پروتئینهای  تولید کننده  میان سیستم های مختلف  از  گرفت. 
نوترکیب، سیستم یوکاریوتی به دلیل تولید پروتئین های بزرگ 
به ویژه پروتئین های غنی از باند دی سولفیدی و تغییرات بعد 
از ترجمه بروی آنها نسبت به سیستم پروکاریوتی ترجیح داده 
میشود)30(. این در حالی است که سیستم های پروکاریوتیک 
جهت سنتز پروتئین های کوچک کاراتر است. در میان سیستم 
به  نسبت  بیشتری  مزایای  دارای  مخمر  یوکاریوتی،  بیان  های 
میباشد که شامل رشد سریع سلولی،  بیان  سایر سیستم های 
تولید سطوح بالای از رهاسازی پروتئین در محیط کشت، حذف 
اندوتوکسین و باکتریوفاژ، کمک به فولد شدن پروتئین، امکان 
دست ورزی ژنتیکی وکتور بیان، فقدان بیماری زایی در انسان، 
از ترجمه مانند  صرفه جویی در هزینه، تنوع در تغییرات پس 
گلیکلوزاسیون، متیلاسیون، اسیلاسیون و ... و در نهایت توانایی 
برای جمع آوری پروتئینهای ترشح شده در محیط کشت، بدون 
200 از  بیش  امروزه  میباشد)71(.  میزبان  سلولهای  به  آسیب 
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به   FDA لیست  در  دارویی  خاصیت  با  پپتید  پلی  و  پروتئین 
انسانی،  انسولین  شامل  ها  آن  از  بعضی  که  خورد  می  چشم 
آلبومین، هورمون رشد انسانی (HGH)، فاکتور VIII و غیره می 
شود)30(. در سال 2004 هزینه ی پروتئین نوترکیب درمانی در 
بازارهای جهانی معادل 44 بیلیون دلار بوده است که تا انتهای 
سال 2010 بالغ بر 70 بیلیون دلار آمریکا صرف هزینه ی این 
ترکیبات دارویی شد)87(. امروزه تولید پروتئین های نوترکیب 
از طریق مهندسی زیستی در سیستم های بیان مخمری مانند 
است.  یافته  گسترش  توجهی  قابل  صورت  به   P. pastoris

مهمترین ملاحظات برای بهبود و کارایی سیستم بیانی پروتئین 
های نوترکیب در p. pastoris، شامل طراحی وکتور، فولدینگ 
پروتئین در شبکه آندوپلاسمی، گلیکوزیلاسیون صحیح، سکانس 
می  تخمیر  فرآیند  سازی  بهینه  و  ژنی  دوز  ترشحی،  سیگنال 
 P.شود )28(. در کل مهندسی مکانیسمهای ترشح پروتئین د ر
پروتئین های  بازدهی عملکردی  افزایش  به   pastoris منجر 

نوترکیب می شود.
در  دارویی  نوترکیب  های  پروتئین  تولید  تاریخچه ی 

: Pichia pastoris

توسط گسترده  مقیاس  در  پستانداران  نوترکیب  های  پروتئین 
 P. pastoris تولید شده و به محیط خارج سلولی ترشح می­

لیتر  بر  گرم   1.5 میزان   با  شده  گزارش  مورد  کمترین  شود. 
و همکاران   Wang توسط  انسولین  پیش ساز  تولید یک  جهت 
دیگر  های  گزارش  است.  گرفته  )115( صورت   2001 سال  در 
عنوان 30   به  سلولی   داخل  اینترلوکین  لیتر  بر  گرم   4 شامل 
درصد پروتئین و 4 گرم بر لیتر ترشح سرم آلبومین انسان )25( 
های  پروتئین   ،  )26( تومور  نکروز  فاکتور  لیتر از  بر  گرم   6  ،
هترولوگ  )75( و 10 گرم بر لیتر از فاکتور نکروز تومور )103( 
می باشد. تولید سرم آلبومین در مخمر  P. pastoris  تقریبا  
67 برابر S. cerevisiae )10 / 0.15 گرم بر لیتر(  می باشد 
از  14 گرم  P. pastoris بیش  )80(  ژلاتین تولید شده در 
بر لیتر )119( گزارش شده است. شواهد حاکی از آن است که 
 P. pastoris به صورت حداکثری می تواند 20- 30 گرم بر 

لیتر پروتئین نوترکیب تولید کند  )78(. در جدول 1 به اختصار 
در مورد تعدادی دیگر از پروتئین های تولید شده توسط مخمر  
P. pastoris که امروزه  نقش مهمی را در زمینه بیوتکنولوژی 

پزشکی ایفا میکنند پرداخته شده است .

Protein Indication Reference

Angiostatin Antiangiogenic 
factor [122127 ،] 

Elastase inhibitor Cystic fibrosis [125] 

Endostatin Antiangiogenic 
factor [72] 

Epidermal growth 
factor analog 

(EGF)
Diabetes [91،20]

Insulin-like growth 
factor-1 (IGF-1)

Insulin-like 
growth factor-1 

deficiency
[102] 

Human serum 
albumin

Stabilizing blood 
volume in burns/

shock
[66] 

Kallikrein inhibitor 
ecallantide or 

kalbitor

Hereditary 
angioderma [28]

Human hepatocyte 
growth factor 

(HGF)

Mitogen for 
hepatocytes [74]

keratinocyte 
growth factor-2 

(KGF-2)

Vertebrate 
organogenesis [117]

Human 
Granulocyte-colony 
stimulatory factor 

(HGF)

Hematopoietic 
growth factor [4]

Human bone 
morphogenetic 

protein-6 (BMP-6)
Osteogenesis [32]

Antigen ligA and 
lipL32 of leptospira

Leptospirosis 
vaccine candidate [46]

مخمر  در  شده  تولید  نوترکیب  های  پروتئین  از  تعدادی  معرفی   .1 جدول 

P. pastoris. ستون اول نام پروتئین نوترکیب ذکر شده و در ستون دوم 

عملکرد پروتئین نوترکیب نشان داده شده است.

Pichia Pastoris یک مخمر متیلوتروف:

 Hansenula, شامل  مخمر  از  محدودی  جنس های 
های  جنس  بین  در   Pichia و   Candida, Trulopsis

به  متانول  از  خود  سلولی  متابولیک  مسیرهای  در  آن  مختلف 
 ،)36( کنند   می  استفاده  نیاز  مورد  کربنی  منبع  تنها  عنوان 
از  استفاده  میشود.  یاد  متیلوتروف  مخمرهای  نام  با  آنها  از  که 
در  متیلوتروف  مخمرهای  ژنهای  بیان  تنظیم  هدف  با  متانول 
سطح رونویسی، می تواند در کنترل سرعت و میزان سنتز آنزیم 
های تولیدی موثر واقع شود )62(. وجود قویترین پروموترهای 
کنترل کننده بیان در ژن های مخمری، یک پتانسیل حداکثری 

1393، مروری بر... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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را برای تولید صنعتی پروتئینهای نوترکیب از طریق القای قابل 
تنظیم متانول فراهم کرده است )23،34(. به عنوان یک مثال، 
از  استفاده  با   (AOX1) اکسیداز الکل  ژن  از  حاصل  مشتقات 
مسیر متانول، منجر به شناخت  پروموتر  AOX1 شده است که 
به عنوان یکی از قوی ترین پروموترهای تنظیم کننده یوکاریوتی 
معرفی می شود. متابولیسم متانول در مخمرهای متیلوتروف با 
هدف تنظیم بیان ژن، از طریق اکسیداسیون آن به فرمالدهید 
و پراکسید هیدروژن )H2O2( توسط آنزیم الکل اکسیداز انجام 
های  آسیب  از  جلوگیری  دلیل  به  واکنش  این   .)22( میپذیرد 
وارده توسط پراکسید هیدروژن، درون یک اندامک سلولی بنام 
الکل  آنزیم  افینیتی  میزان  شود)23(.  می  انجام  زوم  اکسی  پر 
اکسیداز نسبت به اکسیژن ناشی از تجزیه پر اکسید هیدروژن 
بسیار کم است بنابراین مخمر بیان ژن AOX1 را افزایش می 
دهد )34(. این فرایند مهم سلولی در مخمر به منظور استفاده از 
پروموتر ژن AOX1 برای بیان پروتئین های نوترکیب پیشنهاد 
نوترکیب  پروتئین های  از  ای  میشود )34،24(. طیف گسترده 
با استفاده از این پروموتر در عملکرد های متنوع از 5،1 گرم بر 
لیتر )یک پیش ساز انسولین()115( تا20-30 گرم بر لیتر  )78( 
تولید شده اند. مخمر P. pastoris در حالت رویشی  به صورت 
به  منجر  نیتروژن  در صورت محدودیت  و  دارد  هاپلوئید وجود 
که  آنجا  از  شود.  می  دیپلوئید  سلول  تشکیل  و  جنسی  تکثیر 
این مخمر به صورت هموتال می باشد انجام کراسینگ ژنتیکی 
رشد  برای  مکمل  نشانگر  نیازمند  جدید،  سویه  تشکیل  جهت 
انتخابی سلول دیپلوئید می باشد  )57(. سرعت در تراکم بالای 
رشد مخمرها، یکی دیگر از دلایلی است که کاربرد مخمرهای 
افزایش داده است  متیلوتروفیک را در حوضه ی صنعت بسیار 
)71،37(. از طرف دیگر تولید پروتئین ها با پیوند دی سولفیدی 
زیاد یا پروتئین های گلیکوزیله یا فسفریله شده، برداشته شدن 
پروتئین  اولیگومریزه شدن  پروتئین،  آمینی  انتهای  از  متیونین 
هدف و ترشح آن در حالت محلول به محیط کشت، بخوبی در 
سیستم میکروارگانیسم Pichia Pastoris اثبات شده است  

. )84،120(
:Pichia pastoris در مقایسه با  Pichia pink مخمر

 P.pastoris مخمرهای موتاسیون یافته از ،P.pink سویه های
هستند که جهت تولید سطح بالایی از پروتئین های نوترکیب 

برای سطوح آزمایشگاهی و صنعتی طراحی شده اند )61(. این 
متانول  از  توانند  می  بطوریکه  هستند  متیلوتروفیک  مخمرها 
بعنوان تنها منبع کربن استفاده کنند. مخمرهای متیلوتروفیک 
محیط  بیان،  بالای  از جمله سطح  مزایایی  بودن  دارا  بر  علاوه 
کشت ارزان، عدم نیاز به سرم، سهولت در افزایش مقیاس تولید 
و القاء کنترل شده، می توان به پردازش پس از نسخه برداری و 
ترجمه در این سیستم یوکاریوتی اشاره نمود که این سیستم را 
برای تولید بالای پروتئین های نوترکیب یوکاریوتی منحصربفرد 
می سازد )27،70،17(. تمام سویه های P.pink فاقد ژن کد 
روی  توانند  نمی  سلولها  این  بنابراین  هستند،  آدنین  کننده 
محیط کشت های حداقل یا فاقد آدنین رشد نمایند )61(. علاوه 
افزایش  موجب  مخمر  رشد  هنگام   ADE2 ژن  فقدان  این،  بر 
سلولهای  های  واکوئل  در  پورین  نوکلئوتیدهای  سازهای  پیش 
مخمر می گردد )70( و نتیجه ی آن حضور کلنی های صورتی 
رنگ می باشد. این در حالی است که سلولهای مخمر دارای این 
ژن، هنگام کشت روی محیط های حداقل یا فاقد آدنین، کلنی 
های سفید رنگ ایجاد می نمایند. در یک مقایسه کلی،  مخمر 
P.pastoris توانسته موفقیت زیادی در تولید بیشتر پروتئین 

هنوز  وجود  این  با   ،)112-39( نماید  ایجاد  نوترکیب  های 
 P.pastoris بیانی مخمر  تقویت  سیستم  و  افزایش  پتانسیل 
پروتئین  حداکثری  تولید  در  تواند  می  که  است  اهمیت  حائز 

هدف مورد توجه قرار گیرد.
 Pichia مخمر  در  نوترکیب  پروتئین  بیان  سیستم 

:Pastoris 

مهندسی ژنتیک به عنوان یک ابزار نوین در تولید پروتئین های 
نوترکیب توانسته است میزان زیادی از نیازهای صنعت را فراهم 
نماید )29(. مخمر Pichia pastoris به عنوان یک یوکاریوتی، 
بسیاری از مزایای سیستم های بیان یوکاریوتی مانند پردازش 
پروتئین، فولدینگ پروتئین، و تغییرات پس از ترجمه را دارا می 
  E.باشد )30(، این در حالی است که به سادگی مانند باکتری
باشد  قابل دست ورزی می  یا ساکارومیسس سرویزیه  و   coli 

تر،  سریع   ،Pichia pastoris مخمر بیان  سیستم   .)1،2،3(
آسان تر و ارزان تر برای استفاده نسبت به دیگر سیستم های 
بیان مانند baculovirus و یا کشت بافت پستانداران می باشد و 
به طور کلی سطوح بالاتری از بیان را نیز نشان می دهد )25(. 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم،حمید باباولیان و همکاران
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به عنوان مثال  تولید پروتئین به صورت  اینکلوژن بادی یا فولد 
شدن نامناسب پروتئین به عنوان یک مشکل در سیستم بیان 
باکتریایی تلقی می شود ) .49( در یک مقایسه دیگر، سیستم 
بیانی مخمر P. pastoris با دستکاری مولکولی و ژنتیکی قادر 
است که به میزان 10 تا 100 برابر، سطح بیان پروتئین هترولوگ 
را نسبت به مخمر ساکارومیسس سرویزیه  افزایش دهد )11(. 
اضافه بر این سیستم بیان P. pastoris به صورت کیت بیان 
برای استفاده تحقیقاتی از شرکت Invitrogen در دسترس می 
پپتید  پلی  اولین  شده  انجام  مطالعات  به  توجه  با   .)56( باشد 
 60( ecallantide با نام ، P. pastoris درمانی بیان شده توسط
اسید آمینه( توسط FDA در سال 2009 مورد تایید قرار گرفت 
)131( و توسط شرکت Dyax )کمبریج، MA( به منظور درمان 

آنژیوادم ارثی تولید شد. 
5-1 ویژگی ها و خصوصیات وکتور بیانی:

های  پروتئین  بیان  جهت  تجاری  وکتورهای  از  زیادی  تعداد 
خارجی در  P. pastoris وجود دارد که امروزه با توجه به هدف 
مورد نظر در حال استفاده می باشد. در تصویر 1 یک نمونه از 
وکتور بیانی نشان داده شده است.  از آنجا که برخی از وکتورها 
شامل یک توالی کدکننده از سیگنال ترشحی در بالادست ناحیه 
سایت کلونینگ چندگانه (Multiple coloning site) نمی شود، 
این وکتورها را می توان برای ترشحات داخل سلولی استفاده نمود 
)93(. البته این نکته قابل ذکر می باشد که کلونینگ پروتئین 
مورد نظر همراه با سیگنال ترشح مادری در وکتور می تواند در 
بیان خارج سلولی نقش داشته باشد. وکتورهای دیگر شامل یک 
  alpha-mating factor توالی کدکننده از توالی سیگنالی مانند
(α-MF) و  سیگنال ترشحی Phosphatase (PHO1)  می باشد 

از  اول  نسل  باشد.  می  نظر  مورد  ژن  ترشح  در  آن  نتیجه  که 
 )pHIL-D2 or pPIC9 مانند( P. pastoris وکتورهای بیانی در
می  که  باشند  می   (HIS4) دهیدروژناز  هیستیدین  ژن  شامل 
تواند به عنوان یک نشانگر انتخابی از طریق ترانسفورماسیون به  
P. pastoris ادغام شود )73(. به منظور دستیابی به  سطح 

 ،His+ بیان بالایی از پروتئین مورد نظر در ترانسفورمنت های
نیاز به آزمایشات و تحقیقات بیشتر از طریق ادغام چند نسخه 
ای کاست بیان می باشد  )25(. در نتیجه وجود یک ژن مقاومت 
به آنتی بیوتیک برای تولید وکتور pPIC9K مورد استفاده قرار 

  His+ های  ترانسفورمنت  تا  دهد  می  اجازه  روش  گرفت. این 
باشند  بیوتیک می  آنتی  از  بالایی  به سطح  مقاومت  دارای  که 
انتخاب شده که شامل نسخه های متعددی از وکتور بیان باشند  
بیانی  وکتورهای  در  مشترک  عمده  خصوصیات  از  یکی   .)95(
مخمر P.pastoris حضور یک کاست بیانی است که متشکل از 
توالی پروموتر )عمدتا پروموتر AOX1(، توالی خاتمه رونویسی 
 multiple یا single و بین آنها ناحیه )AOX1 مشتق شده  از(
خاتمه  توالی  میباشد.  خارجی  ژن  ورود  برای  سایت  کلونینگ 
مولکول  آدنیلاسیون  پلی  طریق  از  ناحیه ی  3´  در  رونویسی 
مخمری  بیان  فرایند  در  که  کند  می  سازماندهی  را   mRNA

منظور  به  بیانی  کاست  طراحی   .) 50( دارد  ای  ویژه  اهمیت 
 Cap-AOX1 5´ UTR-ORF-3´ رونویسی  محصولات  ایجاد 
UTR-PolyA با هدف تشکیل ساختار mRNA بالغ صورت می 

باشد به طوریکه  توالی های رمزکننده  بایستی دارای  گیرد که 
ترجمه  بری  بهره  با  پایدار   mRNA تولید  توانایی  سلول مخمر 
خارجی  کننده  کد  توالی  یک  ورود   .)93( باشد  داشته  را  کارا 
به داخل وکتور بیانی معمولا در E.coli  نیز انجام می شود ) 
63، 79، 111(. بنابراین همه وکتورهای بیانی P.pastoris به 
اند.  )E.coli/P.pastoris( طراحی شده  صورت شاتل وکتور 
منشاء  یک  محتوی  همچنین  آنها  بیانی  کاست  دیگر  طرف  از 
همانندسازی برای حفظ پلاسمید در باکتری همراه با مارکرهای 
انتخابگر برای ترانسفورماسیون وکتور در هر دو ارگانیسم است. 
در برخی موارد، وکتورها محتوی یک فراگمنت منشاء گرفته از 
توالی AOX1 ´3  میباشند که می تواند همراه با توالی پروموتر 
AOX1 برای انجام جایگزینی ژن AOX1 استفاده شود )71(. 

در کل پروموترAOX1 جهت بیان پروتئین نوترکیب مورد نظر 
در وکتورهای بیانی P.pastoris نیازمند اجزایی می باشد که 

در جدول 2 به تفصیل بیان شده است.

تصویر 1. شکل شماتیک از وکتور بیان P. pastoris که بیانگر قسمتهای 

مختلف می باشد.

1393، مروری بر... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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جدول 2. اجزای موجود در وکتور بیان P. pastoris و توصیف نقش آنها 
ویژگی توصیف مزیت

5 ‘AOX1  1000 ~ bp یک قطعه
 AOX1 حاوی پروموتر

اجازه دادن متانول القایی برای بیان 
در سطوح بالا از Pichia و تلفیق 
AOX1پلاسمید هدف به لوکوس

Sig
توالی DNA  کد کننده برای 
یک سیگنال ترشحی پروتئین 

N ترمینال.

پروتئین های مطلوب هدف برای 
ترشح

MCS سایت چندگانه کلون  محل تلفیق ژن مورد نظر به وکتور 
بیان

TT
سیگنال انتهای رونویسی و 
سیگنال پلی آدنیلاسیون از 
 (~260 bp) AOX1 ژن

انجام عملیات ختم رونویسی و پلی 
 mRNA آدنیلاسیون

a-Mating 
Factor سیگنال ترشحی ترشح پروتئین نوترکیب

HIS4

 Pichia  نوع وحشی ژن
برای هیستیدینول دهیدروژناز 
)~kb 2.4( و قابل استفاده 

 Pichia his4 برای نژادهای

 یک نشانگر انتخابی برای جداسازی 
  Pichia سویه های نوترکیب

3´ AOX1
توالی از ژن AOX1 با فاصله 

 TT نسبتا زیاد به توالی
(~650 bp)

تلفیق پلاسمید هدف به لوکوس
 AOX1

Amp ژن مقاومت به آمپلی سیلین مارکر 
انتخابی

PBR322 
origin

نقطه شروع همانند سازی در 
E. Coli

عمل همانندسازی و حفاظت در 
باکتری

f1 origin
ناحیه f1 به عنوان نقطه 
شروع همانندسازی در 

باکتریوفاژ

تکثیر DNA تک رشته ای برای 
انجام موتاسیون 

Not I

مکان های اختصاصی برش 
برای آنزیم های محدود کننده

خطی شدن وکتور جهت تلفیق در 
Pichia ژنوم

Bgl II
Sac I
Sal I
Stu I

 Pichia بیانی  وکتورهای  در  کاربردی  پروموترهای   2-5
 pastoris

در مخمر P. pastoris دو ژن جهت کد کردن پروتئین الکل 
اکسیداز با نام های AOX1 و AOX2 وجود دارد. محصول ژن 
مورد  سلول  در  اکسیداز  الکل  های  فعالیت  اکثر  برای   AOX1

به شدت تحت   AOX1 بیان ژن قرار می گیرد )23(.  استفاده 
تنظیم و کنترل متانول می باشد به طوریکه بالغ بر 30 درصد از 
کل پروتئینهای محلول در سلول در اثر حضور متانول بیان می 
 AOX1 در حدود 97٪ با AOX2 شوند. این در حالی است که
همولوگ می باشد اما بیان آن در حضور متانول بسیار کندتر از 
 AOX1 می باشد )23، 68(. در مورد بیان ژن AOX1 بیان ژن
قابل ذکر است که در تنظیم آن در سطح رونویسی  نکته  این 
مهار/ فرایند  شامل  که  است  ای  مرحله   2 فرایند  یک  نیازمند 

القاء می باشد )مانند ژن GAL1  در  رهاسازی و یک مکانیزم 
در  یافته  رشد  مخمرهای  در  این   .)59،110( ساکارومیسس( 
حضور متانول، حدود 5٪ از  polyA + RNA از طریق بیان ژن 
AOX1 می باشد. به طور خلاصه، رشد در برابر گلوکز با وجود 

حضور القاگر متانول سبب مهار رونویسی شده، به همین دلیل 
برای القاء مطلوب با متانول، رشد بر روی گلیسرول قابل توصیه 
می باشد )62،83،129(، البته رشد در حضور تنها گلیسرول به 
عنوان یک عامل رها ساز برای بیان حتی سطوح پایین از بیان 
ژن AOX1 قابل توصیه نیست و حضور متانول جهت القاء لازم 
است )34،68(. اگر چنانچه فعالیت ژن AOX1 از دست رود و 
بیان الکل اکسیداز سلولی دچار نقصان شود نتیجه ی آن ایجاد 
می   (Methanol utilization slow)   MutS فنوتیپی  نژاد  یک 
باشد که به صورت - Mut  نمایش داده می شود. این سلولهای 
مخمر قادر به استفاده متانول جهت بیان ژن نمی باشند )جدول. 
3(. علاوه بر این، سلول ها با نماد + Mut  اشاره به نوع وحشی 
سویه های مخمری دارد که از متانول به عنوان تنها منبع کربن 
شده  ارزیابی  های  ویژگی   .3 جدول   .)23،68( کنند  می  استفاده 
برای نژاد های فنوتیپی مختلف از P.pastoris . در ستون اول نوع 

فنوتیپ، در ستون دوم انواع مختلف ژن AOX، در ستون سوم میزان 

نرخ اختصاصی رشد در  مانده در محیط، ستون چهارم  باقی  متانول 

ساعت و در ستون آخر نرخ تغذیه متانول ذکر شده است.

P. pastoris جدول 3.  مشخصات سویه های مختلف مخمر

Strain 
type

AOX 
gene

Residual 
methanol 
(%)

Specific 
growth 
rate 
(h-1)

Methanol 
feeding rate

Mut+ AOX1
+ 

AOX2
+ <0.5 0.14 +++

MutS AOX1
- 

AOX2
+ 0.2-0.8 0.04 ++

Mut- AOX1
- 

AOX2
- 0.5 0 -

پروموترهای  نباشد  مناسب   AOX1 پروموتر  که  مواردی  در 
دیگر شبیه PEX8 ،FLD1 ،GAP و YPT7 استفاده می شوند 
)70( )جدول. 4(. در مورد پروموتر GAP باید گفت که از ژن 
است.  شده  مشتق  مخمر  دهیدروژناز  فسفات   3 گلیسرآلدهید 
القای  از این پروموتر این است که متانول برای  مزیت استفاده 
آن لازم نیست و برای استفاده از یک منبع کربن دیگر نیازی 
و  این، رشد سویه  بر  باشد )118(. علاوه  نمی  تغییر کشت  به 
بیان ژن را مرسوم تر، آسان تر و مستقیم تر می سازد. پروموتر 
GAP برای کاربردهای مختلف استفاده می شود که از آن جمله، 

تولید محصولات  به منظور  القاگر متانول،  به دلیل عدم حضور 
در صنایع غذایی کاربرد دارد. در سیستم بیانی GAP، پروتئین 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم،حمید باباولیان و همکاران
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هترولوگ کلون شده همراه با رشد سلول بیان می شود  )21( که 
این سیستم نیاز به هیچ شستشو برای برداشتن منبع کربن غیر 
متانول ندارد و بنابراین سیستم بیان GAP ممکن است به میزان 
به صرفه جهت  برای گسترش روش های مقرون  توجهی  قابل 
شود   استفاده  هترولوگ  های  پروتئین  از  بزرگ  مقیاس  تولید 
مطالعات  شده جهت  نشاندار  های  پروتئین  بیان  برای   .)113(
NMR از کشت محدود به منبع کربن تک استفاده می شود که 

به دلیل پیوستگی بیان پروموتر GAP، این پروموتر یک انتخاب 
مخمر  برای  است  ممکن  که  هایی  پروتئین  تولید  برای  خوب 
سمی باشند نیست )126(. پروموتر FLD1 از آنزیم گلوتاتیون 
وابسته به دهیدروژناز فرمالدهید از مخمر P.pastoris مشتق 
شده است که توسط متانول به عنوان منبع کربن و آمین های 
الکیلی مانند متیل آمین به عنوان منبع نیتروژن القا می شود 
القای  از  بالایی  پذیری  انعطاف   FLD1 پروموتر  بنابراین   .)97(
بیان پروتئین با متیل آمین که یک منبع نیتروژن ارزان است 
را نشان می دهد. پروموترهای PEX8 )60( و YPT1 )95( در 
مواقعی که سطح بیان متوسط مورد نیاز است به کار برده می 
شوند. ژن PEX8 یک پروتئین ماتریکس پروکسی زومال را کد 
می کند که مورد نیاز برای تکامل پراکسی زوم می باشد. شواهد 
حاکی از آن است که سطح بیان در پروموتر PEX8 با القا متانول 
 AOX1 و FLD1 به طور قابل توجهی پایین تر از پروموترهای
است. در صورتی که ژن YPT1 یک GTPase درگیر در ترشح را 
کد می کند. این پروموتر یک سطح پایین اما پیوسته از بیان را 
در محیط محتوی گلوکز، متانول یا مانیتول به عنوان تنها منبع 
کربن YPT1  فراهم می کند )95(. پروموتر ترکیبی AOX1 و 
انواع پروموترهاست که برای بیان همزمان  GAP یکی دیگر از 

پروتئین های نوترکیب گسترش یافته و از طریق افزایش سطح 
القای  GAP صورت می گیرد )121(. متانول در  پروموتر  بیان 
پروموتر GAP و القای پروموتر AOX1 نقش مهمی را ایفا می کند 
که  در صورت عدم وجود گلوکز، میزان اثر آن در  تولید پروتئین 
ترشحی مورد نظر به میزان 2 برابر در پروموتر GAP بیشتر از 
پروموتر AOX1 می باشد. اخیرا در طی روند ترانسفورماسیون 
از الکتروپوریشن بخاطر آسانی آن و لیتیوم استات برای صرفه 
بر  علاوه   .)105( شود  می  استفاده  آن  های  هزینه  در  جویی 
این، مارکرهای انتخابی نه تنها جهت گزینش ترانسفورمانت ها 

استفاده می شوند، بلکه برای اطمینان از بقاء پلاسمید در طی 
روند تناوب نسل استفاده می شوند. از مارکرهای انتخاب غالب 
آنتی  از  برخی  و  به مس  )35(  مقاومت  به ژن های  توان  می 
و   )40( هیگرومایسین   ،)58( کلرامفنیکل   شامل  ها  بیوتیک 
زئوسین )88( اشاره نمود. مارکرهای انتخابی اکسوتروف شامل 
TRP1 ، LYS2 ،LEU2 ،HIS4 ،HIS3 و URA3 برای تکمیل 

میزبان طراحی می  موتاسیون آکسوتروف خاص در سویه  یک 
شوند که برای مخمر P.pastoris ژن های HIS4 و مقاومت به 

زئوسین معمولا استفاده می شوند )88،40(.
.Pichia pastoris جدول .4 پروموترهای  کاربردی در مخمر

Promoter Regulation Reference

AOX1 Inducible (methanol) [110] 

FLD1 Inducible (methanol, methylamine) [97]  

GAP Constitutive [97]

PEX8 Inducible (methanol, oleate) [60]  

YPT1 Constitutive [95] 

5-3 سیگنال پپتید:
از  توانند  می  پپتید  سیگنال  طریق  از  نوترکیب  های  پروتئین 
مسیر ترشحی عبور کنند و دچار تغییرات بعد از ترجمه شوند که 
ممکن است برای عملکرد پروتئین ضروری باشد )54(. مطالعات  
 500 بر  بالغ  که  است  داده  نشان   )2006( همکاران  و   Plantz

پروتئین نوترکیب در سیستم بیانی مخمر P. pastoris تولید 
شده است  )89( که توسط سیگنال پپتید به درون محیط انتقال 
داده می شود. مزیت عمده برای بیان پروتئینهای هترولوگ به 
این   P. pastoris  مخمر در  ترشحی  های  پروتئین  عنوان 
به  نسبت  بومی  های  پروتئین  از  پایین  بسیار  که سطوح  است 
پروتئینهای هترولوگ در مخمر P. pastoris ترشح می شوند 
  ،Pichia حداقل  رشد  کشت  محیط  در  که  آنجایی  از   .)75(
میزان کم پروتئین وجود دارد این بدان معنی است که ترشح 
پروتئین هترولوگ شامل اکثریت قریب به اتفاق از کل پروتئین 
می باشد که به عنوان اولین گام در تخلیص پروتئین قابل ذکر 
اثرات  از  ترشحات خارج سلولی،  این،  بر  )6(. علاوه  باشد   می 
زیان آور بیان بیش از حد پروتئین های داخل سلولی پیشگیری  
 P. pastoris می کند )65(. در برخی از موارد، ازآنجایی که
گرفته  قرار  استفاده  مورد  وسیع  بیانی  سیستم  یک  عنوان  به 
های  پروتئین  کارآمد  ترشح  جهت  کوتاه  سیگنال  توالی  است، 

1393، مروری بر... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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پپتیدهای  آنجایی که کارایی  از  به کاربرده می شود.  نوترکیب 
نوترکیب  های  پروتئین  ترشح  در  تواند  می  ترشحی  سیگنال 
متفاوت باشند، تنوع دسترسی به سیگنال های پپتیدی اهمیت 
ترشحی  سیگنال  شناسایی  برای  دیگر،  طرف  از  دارد.  زیادی 
بهینه در هر پروتئین نوترکیب، غربالگری سیگنال پپتید برای 
 Brockmeier  .)67( بالاترین ظرفیت ترشح می تواند انجام شود
و همکاران در سال 2006 )9( یک کتابخانه سیگنال پپتیدی 
ایجاد کردند که می تواند یک ابزار قدرتمند برای بهینه کردن 

ترشح پروتئین نوترکیب در باکتری گرم مثبت باشد.
دو  به  توان  می  را  پروتئین  انتقال  کارکرد  با  پپتیدها  سیگنال 
دسته مجزا شامل همزمان با ترجمه (Cotranslational)  و پس 
اولی،  مورد  در  که  کرد  تقسیم   (Posttranslational) ترجمه  از 
آندوپلاسمی  شبکه  به  ترجمه  عمل  با  همزمان  پروتئین  پیش 
Posttranslational، پیش  اما در  انتقال داده می شود )7،64(. 
پروتئین به طور کامل سنتز می شود و از ریبوزوم قبل از انتقال 
مثال،  عنوان  به   )10( شود  می  آزاد  آندوپلاسمی  شبکه  به 
سیگنال  یک  عنوان  به   (a-MF)  a-Mating Factor Leader

پپتید posttranslational طبقه بندی می شود )81(. در مسیر 
تواند  می  سیتوپلاسم  در  پروتئین  کامل  سنتز  ترجمه،  از  پس 
باشد.  داشته  به همراه  پروتئین های خاصی  برای  را  مشکلاتی 
پلی پپتیدهای تازه ساخته شده باید در یک ساختار unfold یا 
تا حدی فولد، قبل از انتقال از طریق غشای شبکه آندوپلاسمی 
حفظ شوند )86(. اما این امکان وجود دارد که برخی پلی پپتیدها 
به صورت misfold  مانده و تجمع یابند و حتی فولد شدن در 
سیتوپلاسم به حالت اصلی خود نیز صورت گیرد، که این مانع 
شناسایی توالی سیگنال پپتیدی و انتقال آن از طریق پروتئین 
ترانس لوکان Sec61 می شود )108(. اگرچه در بعضی موارد از 
به عنوان یک قدم  باندهای دی سولفیدی  فولدینگ و تشکیل 
محدودکننده در تولید پروتئین های خارجی یاد می شود )51(. 
 a-Mating Factor Leader مطالعات حاکی از آن است که توالی
طور  به   P. pastoris مخمر  بیانی  وکتورهای  از  بسیاری  در 
گسترده برای ترشح پروتئین های هترولوگ استفاده می شود 
 (PHO1) 27(. علاوه بر این یک توالی سیگنالی اسید فسفاتاز(
در مخمر  P. pastoris شناسایی شده )17( که قادر بوده است 
پروتئین پوشش G2 از ویروس HanTaan  را به محیط کشت 

سویه KM71 از مخمر P. pastoris )42( ترشح کند. اگرچه 
سیگنال  عنوان  به   a-MF از  استفاده  که  دادند  نشان  مطالعات 
پپتید حتی می تواند منجر به ترشح مقدار بالاتری از پروتئین 
نوترکیب شود اما استفاده از سیگنال پپتید بومی پروتئین مورد 
نظر و جستجو برای توالی سیگنال پپتید ترشحی با کارایی بالا 
دیگر،  مثال  یک  عنوان  به   .)28( شود  گرفته  نادیده  نباید  نیز 
توالی سیگنال فیتوهماگلوتینین (PHA-E) در لوبیای فازئولوس 
سیگنالی  توالی  این  که   )90( است   شده  شناسایی  ولگاریس 
فیتوهماگلوتینین،  ترشح  برای   a-MF سیگنال  توالی  جای  به 
استفاده  مورد  سبز  فلورسانس  پروتئین  و   snowdrop lectin

قرار گرفته است )90(. اخیرا یک آنالیز پروتئومیک از پروتئین 
های ترشح شده توسط یک سویه وحشی P. pastoris تحت 
القای متانول انجام شده است )53(. در این مطالعه 37 پروتئین 
توانند  می  که  است  شده  گزارش  طبیعی  ترشحی  خاصیت  با 
ترشح  برای  پپتیدها  سیگنال  غربالگری  برای  خوبی  کاندیدای 

پروتئین در P. pastoris باشند.
5-4 دوز ژنی:

تعدادی از عوامل به طور بالقوه می تواند در نتیجه بیان پروتئین 
می  آن جمله  از  که  بگذارد  تاثیر   P. pastoris در  هترولوگ 
توان به خواص توالی نوکلئوتید )به عنوان مثال ترکیب کدون ، 
محتوای AT و ساختار ثانویه(، نحوه الحاق توالی به ژنوم، انتخاب 
سویه های میزبان، نحوه بیان، استفاده از متانول و شرایط کشت 
که  داشت  اظهار  توان  این حال می  با   .)17،102( کرد   اشاره 
بیان پروتئین از تنها یک نسخه ژن نوترکیب، یک عامل محدود 
کننده در تولید پروتئین است. از این رو پیشنهاد شده است که 
قرار دادن چند نسخه ژن نوترکیب می تواند با هدف به دست 
آوردن حداکثر بازده پروتئین انجام شود )94(. علاوه بر بهینه 
سازی کدون ژن هترولوگ، تعداد کپی ژن یکی از پارامترهای 
مهم به شمار می رود که باید در هنگام بیان و ترشح پروتئین 
قرار گیرد. در مخمر  ارزیابی  P. pastoris مورد  نوترکیب در 
P. pastoris، ادغام کاست بیان به داخل ژنوم ارگانیسم یک 

روش بسیار کارامد تلقی می شود که سبب تشکیل یک کلون 
بسیار پایدار شده و نیاز به فشار ثابت انتخاب را حذف می کند. 
با استفاده از این روش می توان گونه های که حاوی یک یا چند 
مطالعات   .)130( کرد  تولید  را  هستند  بیانی  کاست  از  نسخه 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم،حمید باباولیان و همکاران
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انجام شده حاکی از آن است که سویه های حاوی نسخه های 
نوترکیب  پروتئین  ترشح  بر  مثبتی  اثر  بیان،  کاست  از  متعدد 
دارند )76،77،130( که در جدول 5 به بعضی از آنها اشاره شده 

است.
جدول 5.ژنهای الحاق شده در کاست بیان مخمر P. pastoris و میزان اثر 

آن در نرخ پروتیئن ترشحی. 

gene name

No. copies 
of the 

expression 
cassette

Explaination Reference

miniproinsulin 
(MPI) 11

Increase MPI 
production from 

19 to 250 mg/L of 
secreted protein

[76] 

human serum 
albumin and the 
ribosomal DNA 

locus 

1 For low gene 
copy numbers [77]

porcine insulin 
precursor (PIP) 12

The highest PIP 
yield in culture 

supernatants
[130] 

شده  اینتگره  های  کپی  محتوی  که  هایی  سویه  کلی،  طور  به 
فراوان از یک کاست بیانی می باشند اغلب نسخه های متعددتری 
از پروتئین خارجی را نسبت به سویه های تک نسخه ای تولید 
می کنند)جدول. 5(. بنابراین بعد از اینکه یک نسخه کپی از ژن 
مورد نظر در سویه P. pastoris جهت تولید مقدار قابل توجهی 
پروتئین فعال از نظر بیولوژیکی با اندازه صحیح وارد شد، بهتر 
است جهت افزایش تعداد نسخه های ژن مورد نظر به بررسی و 
ساخت سویه های کارامد بپردازیم. روشهای مختلفی برای تولید 
P.pastoris وجود  فراوان در مخمر  با کپی  بیانی  سویه های 
دارد که در زیر به سه روش اصلی اشاره می کنیم. در روش اول، 
یک وکتور با کپی های فراوان دم-سر از یک کاست بیانی ساخته 
می شود  )28(. روش دوم مستلزم استفاده از یک وکتور بیانی 
در مخمر P. pastoris است که محتوی هر دو ژن HIS4 و ژن 
مقاومت به کانامایسین باکتریایی KanR  می باشد، که علاوه بر 
این، مقاومت به آنتی بیوتیک یوکاریوت G418 را سبب می شود 
 sh 77،106(. روش سوم استفاده از یک وکتور حمل کننده ژن(
ble باکتریایی است که مقاومت به آنتی بیوتیک زئوسین را به 

دنبال دارد )106(. زئوسین از طریق ورود به داخل DNA باعث 
مرگ سلولی می شود. مقاومت به زئوسین توسط محصول ژن 
sh ble ایجاد می شود که با اتصال به آنتی بیوتیک آن را غیر 

فعال می کند )106(. در نهایت سویه های بیانی با نسخه های 
فراوان این سه نوع روش گزینش می شوند و جهت تولید پایدار 

در کشت فرمانتور مورد ارزیابی قرار می گیرند.
5-5 گلیکوزیلاسیون:

همه  در  اتفاق  حال  در  تغییر  ترین  فراوان  گلیکوزیلاسیون 
که  است  ممکن  و   )69( است  زنده  موجودات  های  سلسله  ی 
محلولیت، فولدینگ، حساسیت به پروتئولیز، پایداری، اتصال به 
تاثیر  تحت  را  پروتئین   in vivo شرایط  در  فعالیت  و  رسپتور 
در  شده  رها  پپتیدهای  پلی  تمام  تقریبا   .)31،124( دهد  قرار 
با  گلیکوزیلاسیون  طوریکه  به  هستند  گلیکوزیله  ها  یوکاریوت 
)84(. حدود  است   متفاوت  و سلول  بافت  گونه،  نوع  به  توجه 
70 درصد از پروتئین های درمانی را گلیکو پروتئین ها تشکیل 
می دهند بنابراین گلیکوزیلاسیون صحیح پروتئین ها در کارایی 
غیر  گلیکوزیلاسیون  که  چرا  باشد  می  مهم  بسیار  پروتئین 
انسانی می تواند نیمه عمر پروتئین را کاهش دهد و یک پاسخ 
ایمنوژنیک نسبت به کربوهیدرات خارجی ایجاد نماید )47(. در 
برخی موارد، یک پروتئین به طور معمول بدون گلیکوزیله فعال 
است که γ- اینترفرون یکی از آنها می باشد )92(. در مواردی که 
گلیکوزیلاسیون برای پایداری و یا فولدینگ مناسب لازم است 
)به عنوان مثال، اریتروپویتین و کوریونی گنادوتروپین انسانی(، 
  P. pastorisعمل گلیکوزیلاسیون اغلب می تواند توسط مخمر
انجام شود )44(. عمل گلیکوزیلاسیون در توالی اولیه پروتئین 
در سایت (Asn-X-Ser/Thr) رخ می دهد و پروتئین ترشح شده 
پستانداران از طریق اتصال کووالانسی قند D-مانوز با آسپاراژین 
متصل به -Nاستیل D-glucosaminemolecules- گلیکوزیله می 
شوند  )6(. آنزیم های قارچی نیز اغلب به همین نوع گلیکوزیله 
می شوند، اگر چه گاهی اوقات کربوهیدرات اضافی متصل شده به 
اکسیژن موجود در سرین یا ترئونین در پروتئین قارچی مشاهده 
می شود )82(. در یوکاریوت ها گلیکوزیلاسیون پروتئین ها به 
صورت شایع بعد از عمل ترجمه و قبل از ترشح می باشد، اما 
تفاوت های مهمی بین یوکاریوت ها در نوع قندهای اضافه شده 
 P. pastoris در طول گلیکوزیلاسیون وجود دارد. برای مثال
به  کربوهیدرات   N و   O بخش  دو  هر  کردن  اضافه  به  قادر 
پروتئین های ترشحی است )38(. برخلاف سلولهای پستانداران، 
که الیگوساکاریدهای اتصال O عمدتا متشکل از سیالیک اسید، 
 P. pastoris استیل گالاکتوز آمین هستند، در N گالاکتوز و
ساخته  مانوز  باقیمانده  از  تنها   O اتصال  الیگوساکاریدهای 

1393، مروری بر... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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ها،  یوکاریوت  اکثر  که  جایی   .)44( شوند   می  اضافه  و  شده 
از  هیدروکسیل  گروههای  بروی  را   O اتصال  الیگوساکاریدهای 
ترئونین و سرین اضافه می کنند، P. pastoris نمی تواند دارای 
اسید آمینه ترجیح داده شده برای گلیکوزیلاسیون باشد. پروتئین 
های گلیکوزیله با پتانسیل بالایی در مخمر P. pastoris تولید 
در  درمانی  گلیکوپروتئینهای  تولید  اما   ،)19،114( شوند   می 
این سیستم به دلیل تفاوت در بیوسنتز کربوهیدرات متصل به 
پروتئین نسبت به ارگانیسم هدف یعنی انسان مختل شده است 
سویه  مهندسی  در  بزرگی  های  پیشرفت  وجود،  این  با   .)43(
استفاده  با  کامل  انسانی   N گلیکوزیلاسیون  با   P. pastoris

مخمر  گلیکوزیلاسیون  مسیرهای  از  دسترس  در  اصلاحات  از 
تبدیل  سبب  که  است  گرفته  صورت  سرویزیه   ساکارومیسس 
انسانی  نوع  مانوز  گلیکانهای  به  مخمری  نوع  مانوز  گلیکانهای 
 )14(  )2001( همکاران  و   Callewaert.)8،14،43 ( شوند 
که   Trichoderma reesei از  1،2-الفا-D-مانوزیداز  یک 
شامل  گلیکوپروتئین   2 با  بود  آندوپلاسمی  شبکه  هدف  مورد 
هماگلوتینین از ویروس آنفولانزا و ترانس سیالیداز از تریپانوزوم 
گلیکانهای   -N آنالیز  از  حاصل  نتایج  کردند.  بیان  هم  کروزی 
موجود در هر دو پروتئین خالص شده نشان داد که یک کاهش 
بالای 85% در تعداد باقیمانده اتصال آلفا 1و2 مانوز وجود دارد و 
الیگوساکارید مانوز نوع انسانی Man(5)-GlCNaC(2)، اکثریت 
N- گلیکان مربوط به ترانس سیالیداز مهندسی شده گلیکو را 

تشکیل می دهد. در روش دیگر از کتابخانه ژنومی برای انسانی 
استفاده  ترکیبی  به صورت   N اتصال  با  گلیکوزیلاسیون  کردن 
واکنش  انجام  برای   P. pastoris ترشحی  مسیر   .)19( شد 
که  شد  مهندسی  ژنتیکی  صورت  به  متوالی  گلیکوزیلاسیون 
بیانگر پردازش اولیه N- گلیکانها در انسان و دیگر پستانداران 
انسانی  غیر  گلیکوزیلاسیون  حذف  از  بعد  باشد.  می  تر  عالی 
 ،P. pastoris توسط حذف ژن آلفا- 1و6 مانوزیل ترانسفراز از
فعال  برای  که  شد  ساخته  ترکیبی  ژنتیک  کتابخانه  چندین 
استیل   –  N 1و2  بتا  و  مانوزیداز   2 1و  آلفا-  محل  در  شدن 
ترشحی  مسیر  در   )GnT1( انسانی   I ترانسفراز  آمینیل  گلوکز 
به کاربرده شد. بیان نوترکیب یک پروتئین گزارشگر انسانی در 
گلیکوپروتئین  یک  تشکیل  به  منجر  شده  مهندسی  سویه  این 
گلیکان   -N عنوان  به   GlcNAC-Man (5)-GlcNAC(2) با 

اولیه می شود. این استراتژی برای مهندسی مخمر جهت انجام 
شمار  به  مهم  یک   )71( انسان  شبیه  پیچیده  گلیکوزیلاسیون 
می رود. Vervecken و همکاران )2004(  )114( با غیر فعال 
برای  هایپرمانوزیله شدن مخمر  OCH1 که مسئول  کردن ژن 
 ،N گلیکوزیلاسیون  کردن  انسانی  و  ترانسفراز  مانوزیل   6-1-α

تایید  مورد  ارگانیسم  این  در  را   P. pastoris مهندسی  عمل 
قرار داد. در مرحله دوم آنها یک آنزیم α- 1و2 مانوزیداز موجود 
Kre- ،در شبکه آندوپلاسمی و دو گلیکوزیل ترانسفراز کایمریک

GnT1-2 وگالاکتوزیل ترانسفراز -Kre2-B-1,4 را به میزان زیاد 

 )2004(  Gerngross توسط  دیگر  گروه   .  )114( کردند   بیان 
موفق در مهندسی سویه های P. pastoris برای انسانی کردن 
ترشح کمپلکس  به  قادر  ها  )39(. سویه  ها شد  گلیکوپروتئین 
سیالیک انتهایی بودند و آنها را یک جایگزینی مناسب برای تولید 
گلیکوپروتئین ها در لاین سلولی پستانداران می سازد. به عنوان 
مثال، این گروه یک اریتروپوئتین نوترکیب با عملکرد کامل در 
مطالعات حیوانی تولید و مورد ارزیابی قرار دادند به طوریکه با 
شکل فعال بیولوژیکی آن پروتئین قابل قیاس بود. Li و همکاران 
در سال 2007 )71( قادر به بهینه کردن تولید IgG انسانی در 
 P. Pastoris مهندسی شده قندی بودند که عملکرد موثری 

را با واسطه آنتی بادی نشان می دهد. در دسترس بودن سویه 
بیانی  یک سیستم  را  این  مهندسی شده،   P. pastoris های 
سازد.  می  نوترکیب  های  پروتئین  ترشح  و  تولید  برای  جذاب 
گلیکوپروتئین های نوترکیب با الگوی گلیکوزیلاسیون صحیح نه 
تنها مشکلات قابلیت های بالقوه مخمر P. pastoris را از بین 
می برند بلکه اجازه تولید گلیکوپروتئین های درمانی را در این 

میزبان می دهند.
بهینه سازی فرآیند تخمیر:

تخمیر برای پروتئین های ترشحی بدلیل مرتبط بودن بازده با 
موارد،  برخی  در  طوریکه  به  است  امری ضروری  سلولی  تراکم 
بیان در فرمانتور با افزایش چشمگیری 10 برابری بازده نسبت به 
فلاسک دیده می شود. پارامترهای عملیات فرآیندهای زیستی، 
و  استرس  میزان   ،PH دما،  کشت،  محیط  ترکیبات  جمله  از 
هوادهی و استراتژی های تغذیه می تواند بر عملکرد و کیفیت 
محصول تاثیر به سزایی بگذارد )15(. برای تولید پروتئین های 
طور  به  بالا،  سلولی  تراکم  با  تخمیر  فرآیندهای  در  نوترکیب 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم،حمید باباولیان و همکاران
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اساسی،  های  نمک  از  متشکل  کشت  محیط  یک  از  گسترده 
عنوان  به  آمونیوم  هیدروکسید   ،(PTM1) ردیاب  نمک  محلول 
 ،)PH منبع نیتروژن ) که در آن گروه هیدروکسیل جهت حفظ
و ترکیبات تغذیه ای گلیسرول/متانول که به عنوان منبع کربن 
القا پروموتر  و انرژی می باشد استفاده می شود. متانول جهت 
با  شود،  می  Muts استفاده  های +MUT و  سویه  در   AOX1

این وجود میزان غلظت متانول در کارایی سیستم بیان تاثیر به 
سزایی دارد چراکه در غلظت بالاتر از 4 گرم بر لیتر رشد سلول 
مهار می شود )43( . استراتژی های مختلفی جهت تنظیم موثر 
غلظت متانول در طی فرایند تغذیه وجود دارد که شامل مراحل 
مختلف است  )128،99،104(. در مرحله اول،  نژاد مهندسی 
شده در محیط حاوی گلیسرول، کشت می شود که منبع کربن 
یابند. در مرحله دوم، یک  تا سلول ها تجمع  را مهار می کند 
گلیسرول تغذیه ای در یک سطح محدود کننده در مرحله گذار 
به کاربرده می شود تا غلظت سلول را بدون مهار رشد افزایش 
دهد. یکی دیگر از اهداف مرحله دوم این است که سلولها برای 
یکی دیگر از منابع کربنی آماده شوند. در مرحله سوم، متانول 
به محیط تخمیر جهت شروع فاز القایی اضافه می شود. استفاده 
از گلیسرول یکی از شایع ترین استراتژی های مورد استفاده در 
با این حال، گزارشی  فرایند تغذیه مخمر است )62،83،129(. 
مبنی بر اثر مهار کنندگی گلیسرول اضافی با سرکوب پروموتر 
AOX1 جهت تولید پروتئین نوترکیب ارائه شده است )123(. 

بسیاری از مطالعات انجام شده، استفاده از سوربیتول را به عنوان 
گلیسرول/ ای  تغذیه  استراتژی  در  گلیسرول  با  جایگزین  یک 

از  حاکی  آزمایشات   .)13،16،116( کنند  می  پیشنهاد  متانول 
آن است که ترکیب محیط روی رشد و زنده بودن سلول و بیان 
بر  علاوه  میگذارد،  بسزایی  تاثیر  مخمر  در  هترولوگ  پروتئین 
این، عصاره مخمر، کازآمینو اسید یا EDTA سبب تشدید تجمع 
پروتئین توسط مخمر پاستوریس می شود. تکمیل محیط القا با 
M0.4 ال آلانین، mm5 ترکیب EDTA یا 2% کازآمینواسید در 
محیط القای BMMY، تولید scFv را تقریبا 5-3 برابر افزایش 
می دهد و به 25mg/l از scFv عملکردی برسد )71( . از آنجایی 
که اکسیژن در اکسیداسیون متانول به فرمالدئید به عنوان یک 
واکنش جانبی استفاده می شود، نرخ انتقال اکسیژن در مسیر 
از اهمیت ویژه ای برخوردار است که منجر  از متانول  استفاده 

به شکل گیری محصول می شود )98(. به منظور تنظیم مقدار 
مورد نیاز از اکسیژن، تمامی موانع مربوط به انتقال اکسیژن به 
حداقل می رسد و هوای غنی شده از اکسیژن استفاده می شود. 
در بسیاری از فرآیندهای تخمیر P. pastoris، در حدود 20-

30٪ اکسیژن محلول حفظ می شود )123،16،52،107،109(. 
بسیاری از فرآیندها درمخمر P. pastoris در دمای 30 درجه 
سانتی گراد انجام می شود که مطلوب برای رشد مخمر است. 
یک  گراد،  سانتی  درجه   20 به   30 از  رشد  دمای  کاهش  با 
افزایش 3 برابری در بهره وری خاص R-پروتئین در کشت های 
chemostat از P. pastoris صورت گرفت که با کاهش شار از 

طریق چرخه TCA، کاهش سطح پروتئین های دخیل در پاسخ 
های  چاپرون  از  سلولی  تر  پایین  سطوح  و  اکسیداتیو  استرس 
مولکولی  بدست آمد )PH . )33 محیط کشت ​​نقش مهمی را در 
فرآیندهای تخمیر به عهده دارد زیرا سرعت رشد سلول، فعالیت 
آنزیم، و تخریب پروتئولیتیک، وابسته به pH محیط کشت می 
باشد. گزارشات نشان می دهد که مقدار pH در محدوده 3.5 
 P. از Mut+ تا 5.5 می تواند اثر کمی بر روی نرخ رشد سویه
پروتئین  حداکثری  تولید  برای   .)55( باشد  داشته   pastoris

های مختلف، pH های بهینه مختلفی وجود دارد )75(. به عنوان 
مثال برای تولید اریتروپویتین در P. pastoris، بالاترین حالت 
تغذیه  مرحله  شامل   ،PH تنظیم  مرحله  دو  در  تولید محصول 
گلیسرول با pH = 5.0 و فاز القایی متانول در pH = 4.5 وجود 
 P. دارد  )101( و برای تولید هورمون رشد انسانی نوترکیب در
pastoris، بالاترین وضعیت تولید محصول در pH = 5.0 می 

باشد )12( .
نتیجه گیری و چشم انداز آینده:

سیستم های بیانی مختلفی از مخمرها جهت تولید پروتئین های 
نوترکیب در حال استفاده می باشد. امروزه به دلیل در دسترس 
پروموترها،  وکتورهای موجود،  تنوع  بودن سویه های مخمری، 
در  ترانسفورماسیونی  های  پروتوکول  اگزوتروفیک،  مارکرهای 
سیستم  وجود  تخمیری،  های  تکنیک  با  ترکیبی  واکنش  یک 
و  ماکرواری  تکنولوژی  سنتتیک،  بیولوژیک  و  بیولوژیکی  های 
سرعت گسترش پایگاههای اطلاعاتی، استفاده از مخمرها را به 
طور چشم گیری در حوضه صنعت و تولید افزایش داده است. 
مطالعات نشان می دهد که مخمر P. pastoris دارای پتانسیل 

1393، مروری بر... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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بالایی برای تولید پروتئین های نوترکیب با هزینه کمتر و کارایی 
بیوراکتورهای  در  کردن  تجاری  مطالعات  که  باشد  می  بیشتر 
صنعتی جهت تولید کنترل شده رو به گسترش است. مدل های 
ریاضی جامعی از متابولیسم مخمر جهت شناسایی، شبیه سازی 
و یا مهندسی متابولیک مسیرهای تولیدی در سلول های مخمری 
پیشنهاد شده است )85(. نوع مدل برای استفاده بستگی به هدف 
از مطالعه و همچنین داده های موجود دارد این در حالی است 
 S. cerevisiae 100( و( P. pastoris  که مدل ژنومی برای
)48( در دسترس است. زیست شناسی مولکولی، نیروی محرکه 
مهمی در جهت تحقیق در مواد دارویی زیستی و تولید سطح 
 biopharmaceutical صنعت  باشد.  می  پروتئین  از  بالایی 
مولکول  ها،  ریبوزوم  طوریکه  به  است  وجهی  چند  صورت  به 
آنتیسنس، آنتی بادیهای مونوکلونال، ژنومیکس، پروتئومیکس، 
متابولومیکیس، شیمی ترکیبی و بیوسنتز، غربالگری با توان بالا، 
و  بافت  مهندسی  درمانی،  ژن  نانوبیوتکنولوژی،  بیوانفورماتیک، 
بیولوژیکی دخیل  ترکیب مهم  این  در  از مسائل دیگر  بسیاری 
ژنتیک  مهندسی  توسط  جهان  در  آن  مهم  اثرات  که  هستند 
نشان داده شده و چهره فارماکولوژی، پزشکی و صنعت را تغییر 
داده است. در چندین سال آینده باید پیشرفت های مهمی در 
حل بیماری های حاد مزمن و تولید پیچیده داروهای جدید و 
واکسن ها، کاهش قابل ملاحظه اثرات آلودگی محیط زیست با 
استفاده از میکروب های نوترکیب ، و توسعه فرایندهای زیستی 
نوترکیب برای حل مشکل انرژی که جهان اکنون با آن مواجه 

است صورت گیرد.
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