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چكيده
زمينه و هدف: اينترفرون‌ها وسيلة دفاعي بدن عليه ويروس‌ها هستند که به سرعت در بدن توليد شده، سلول​هاي اطراف را به توليد پروتئين‌هايي که تکثير ويروس را مهار، يا پاسخ ايمني و رشد سلولي را کنترل مي‌کنند، تحريک مي‌کنند. با ‌توجه به اهميت دارويي اينترفرون آلفا b2 انساني در ايران و جهان، توليد اين دارو در داخل كشور و از طريق بيوشيميايي امكان‌پذير اما بسيار مشكل مي‌باشد. زيرا توليد اين پروتئين توسط سلول‌هاي سالم بسيار كم انجام مي‌شود. هدف‌ از اين تحقيق، همسانه‌سازي (Cloning) و بيان ژن اينترفرون آلفا b2 انساني در باكتري اشرشياكلي در يك سيستم بياني مناسب جهت امكان هدايت پروتئين توليد‌شده به فضاي پريپلاسمي باكتري است. بيان در پريپلاسم، فضاي عالي براي تشكيل پيوند‌هاي صحيح و پيچش صحيح ايجاد مي‌كند. ناخالصي پروتئين و فعاليت پروتئازها در پريپلاسم كمتر از سيتوپلاسم است و تخريب و تجزيه پروتئين‌ها در پريپلاسم كمتر اتفاق مي‌افتد.
روش بررسي: ژن اينترفرون آلفاb2 پس از تكثير با آغازگرهاي اختصاصي در ناقل بياني  (+)pET-26b تحت کنترل پروموتور T7 و پپتيد نشانه پريپلاسمي pelB  و با استفاده از آنزيم‌هاي برشي NcoI و XhoI كلون گرديد و به باكتري اشرشياكلي سويه (DE3)BL21 منتقل گرديد. همسانه‌سازي ژن اينترفرون ‌آلفا در ناقل بياني pET-26b(+) با استفاده از Colony PCR، هضم آنزيمي و تعيين توالي، تأييد شد. سپس بيان ژن اينترفرون ‌آلفا با استفاده از آناليز بلات نقطه‌اي در فضاي پريپلاسمي و به​صورت پروتئين كل در زمان​هاي مختلف پس از القاء با IPTG مورد‌ بررسي قرار گرفت.
يافته‌ها: با استفاده از آناليز بلات نقطه​اي تأييد شد که پروتئين نوتركيب اينترفرون آلفاb2 در سيستم بياني اشرشياکلي توليد و وارد فضاي پريپلاسمي باكتري شده است.
نتيجه​گيري: اين تحقيق مي​تواند امكان توليد پروتئين مهم اينترفرون آلفاb2 انساني نوتركيب را در شكل صحيح خود و با صرف هزينه‌هاي بسيار پائين‌تر فراهم آورد.
كليد واژگان: اينترفرون آلفاb2، (+)pET-26b، اشرشياكلي، IPTG.
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      دريافت مقالة اصلاح​شده: 25/11/1391    
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مقدمه
اينترفرون‌ها، پروتئين​هاي توليد شده توسط سيستم ايمني بدن هستند كه در پاسخ به عفونت ويروسي،  سلول​هاي بيگانه، آنتي​ژن​ها و يا سلول​هاي سرطاني ساخته و رها مي‌شوند (1) و نقش مهمي را در مكانيسم دفاعي بدن عليه ويروس​ها ايفا مي‌كنند (2). در ميان انواع اينترفرون​ها، اينترفرون آلفا2 (شامل: آلفاa-2، آلفا-b2و آلفاc-2) به​طور گسترده براي اهداف پزشكي به​كار مي‌روند (3). اينترفرون درماني (همراه با شيمي​درماني) براي‌ درمان بسياري از سرطان​ها به​كار مي​رود (4). هپاتيت B وC نيز اغلب توسط اينترفرون آلفا و در تركيب با ديگر داروهاي ضدويروسي درمان مي‌شوند (5). چندين نوع مختلف از اينترفرون‌ها در حال حاضر براي درمان بيماران آماده شده​اند. پتانسيل دارويي اينترفرون‌‌‌‌‌ها با تأييد اينترفرون آلفا-a2 انساني نوتركيب (rhIFNα2a) به​نام روفرون (Roferon-A)A در سال 1986 و بعد از آن تأييد اينترفرون آلفا-b2 نوتركيب به​نام اينترون A(Intron-A) شناخته شد و به عنوان دارو در درمان بيماريهاي بدخيم و ويروسي به​كار رفت (3،6). اغلب داروهاي نوترکيب اينترفرون آلفا در اشرشياكلي (Escherichia coli) توليد و تخليص مي‌شوند (6). اينترفرون آلفا-b2، از خانوادة اينترفرون‌هاي نوع يك يا اينترفرون‌هاي لكوسيتي مي‌باشد و از نظر فيزيولوژيكي پروتئين فعالي است كه در پاسخ به بسياري از عوامل عفوني بيان مي‌شود و بسياري از عملكردهاي زيستي مثل جلوگيري از همانند‌سازي ويروس، جلوگيري از پيشرفت سرطان و ديگر عملكرد‌هاي ايمونولوژي را انجام مي‌دهند و در‌ نتيجه يكي از داروهاي زيستي مورد ‌استفاده براي درمان بيماري‌هايي مثل كم​خوني سلول‌هاي موئي​شکل، هپاتيت B مزمن (Chronic hepatitis B) و هپاتيت C مزمن (Chronic hepatitis C) مي‌باشند (7).
در سـال 1986، سـازمان جهاني غذا و دارو (Foodand Drug Administration)، IFN-α2b نوتركيب را براي درمان سلول‌هاي سرطان خون مويي‌شکل (Hairy cell leukemia)، تأييد کرد و در حال حاضر اين پروتئين نوترکيب در سيستم بياني باکتري اشرشياكلي توليد مي‌شود (8). هم اکنون اين پروتئين رتبة سوم مصرف جهاني داروهاي پروتئيني بيولوژيک را بعد از انسولين (Insulin) و اريتروپوئيتين (Erythropoietin) دارد (8،9).
به​منظور توليد پروتئين‌هاي نوتركيب، سيستم‌هاي بياني مختلفي توسط دانشمندان استفاده و به​طور تجاري بهره‌برداري شده‌اند(10). مزيت‌هاي بسياري براي استفاده از سيستم بياني اشرشياكلي به اثبات رسيده و آن را يك ميكروارگانيسم ارزشمند براي توليد پروتئين‌هاي نوتركيب در سطوح بالا باقي گذارده است. ويژگي​هاي ژنتيكي و فيزيولوژيكي كاملاً شناخته​شدة اين باكتري، تكثير در زمان كوتاه، آسان بودن دستورزي آن، دانش اثبات​شدة فرمانتاسيون و نهايتاً ظرفيت بالا براي تجمع پروتئين‌هاي نوتركيب (بيش از 20% از محتواي پروتئين كل سلولي)، اشرشياكلي را يكي از پركاربردترين ميزبان​ها جهت توليد پروتئين نوتركيب ساخته ‌است(11،12). بسياري از پروتئين‌هاي يوكاريوتي فعاليت زيستي كامل خود را در شكل غير‌گليكوزيله حفظ مي‌كنند و بنابراين در اشرشياكلي مي‌توانند توليد شوند. به​علاوه برخي از پيشرفت​ها، به​عنوان مثال، بيان پريپلاسمي، افزايش ميزان پروتئين به شكل محلول و توليد پروتئين با تشكيل باند‌هاي دي‌سولفيدي صحيح را امكان​پذير ساخته است (13،14).
ناگاتا و همكارانش (1980)، براي اولين​بار ژن اينترفرون آلفا را در اشرشياكلي همسانه‌سازي و بيان كردند. در شماري از كلوني​ها تا 1000 واحد فعاليت ضد ويروسي در هر گرم سلول به دست آمد (15). گودل و همكاران (1980)، نيز اينترفرون آلفا را در پلاسميد PNCV كلون كردند و آن​را در اشرشياكلي بيان كردند. pNCV مشتقي از پلاسميد pBR322 است كه داراي پروموتر تريپتوفان و پپتيد راهنما مي‌باشد (15). گودل (1980) همچنين ژن اينترفرون آلفا را بدون پپتيد راهنما در پلاسميد pBR322 كلون بيان كرد (15).
توليد محصولات دارويي مهم از منابع طبيعي آنها اغلب به ميزان بسيار اندك و با صرف هزينة بالايي صورت مي‌گيرد. با‌ توجه به اهميت دارويي اينترفرون آلفا b2 انساني در ايران و جهان، توليد اين دارو در داخل كشور و از طريق بيوشيميايي امكان‌پذير اما بسيار مشكل مي‌باشد. زيرا توليد اين پروتئين توسط سلول‌هاي سالم بسيار كم انجام مي‌شود. بنابراين راه آسانتر براي نيل به اين هدف استفاده از روش​هاي مهندسي ژنتيك است. در سال​هاي اخير نيز پژوهش‌هاي گسترده‌اي براي توليد داروهاي نوتركيب از طريق ميكروارگانيسم‌ها، حيوانات ترانس​ژنيك، گياهان و جانداران دريايي مورد توجه قرار گرفته ‌است. هدف‌ از اين تحقيق، همسانه‌سازي (Cloning) و بيان ژن اينترفرون آلفا b2 انساني در باكتري اشرشياكلي تحت کنترل پروموتر T7 و پپتيد نشانة پريپلاسميpelB (Periplasmic signal sequence) جهت هدايت پروتئين توليد‌شده به فضاي پريپلاسمي باكتري است. اين تحقيق مي​تواند امكان توليد پروتئين مهم اينترفرون آلفاb2 انساني نوتركيب را در شكل صحيح خود و با صرف هزينه‌هاي بسيار پايين‌تر فراهم آورد.
مواد شيميايي و آنزيم​ها: مواد مورد نياز شامل آنزيم‌هاي برشي  NcoIوXhoI  و ليگاز (New England Biolabs)، آنزيم پليمرازي (سيناژن)، مواد لازم براي تهيه و رنگ​آميزي ژل آگارز، نشانگرهاي مولکولي (سيناژن)، آغازگرها (فزاپژوه)، مواد مورد نياز براي بلات نقطه​اي (Roche)، محيط کشت باکتري (Himedia) و آنتي‌بيوتيک‌ها (Duchefa) مي‌باشند که از شركت‌هاي ذکر شده، تهيه شدند.
باكتري‌ها: در اين تحقيق از باكتري اشرشياكلي،  سويه​هاي DH5( و  BL21(DE3)استفاده شد. از سويه DH5( به​عنوان ميزبان براي نگهداري و تكثير سازه​هاي تهيه شده استفاده گرديد و از سوية BL21 (DE3) جهت بيان ژن اينترفرون استفاده شد.
آغازگرها: آغازگرهاي مورد استفاده براي تكثير DNA طراحي و از طريق شركت فزابيوتك تهيه شد و عبارت بودند از:
آغازگر پيشرو(Forward primer)
5'- CAT GCC ATG GCATGTGATCTGCCTCAAACC-3'
5'- Anchor seqNcoIAdditonal seqIFN alpha-3'

آغازگر معکوس (Backward primer)
5'- TGCAACCGCTC GAGTTGTTGTTCCTTACTTCTTAAAC-3'

5'-Additional seq Anchor seqXhoI2(Glu)IFN alpha-3'

آغازگر پيشرو داراي جايگاه برشي براي آنزيم NcoI و آغازگر معكوس داراي جايگاه برشي براي آنزيم XhoI بود. جهت افزايش كارآيي برش آنزيم‌هاي برشي، دو توالي اضافي به عنوان لنگرگاه آنزيم به دو‌طرف آغازگر افزوده گرديد. همچنين براي تسهيل در تخليص پروتئين در مراحل بعدي پژوهش، از فاکتور هگزا شامل دو اسيد آمينه گلوتاميک اسيد که براي برش در نظر گرفته شده است، پس از توالي  Histagدر آغازگر برگشت استفاده شد. 
ناقل‌ها: در مطالعة حاضر از يک ناقل بياني به نام  pET-26b(+) (شكل 1) استفاده شد. 
اين ناقل داراي ژن مقاومت به كانامايسين در باکتري، محل‌هاي برش براي آنزيم‌هاي NcoI و XhoI، پيش‌بر lac T7 براي افزايش نسخه‌برداري و پپتيد نشانة پريپلاسمي pelB براي هدايت پروتئين به فضاي پريپلاسمي مي‌باشد.

شكل 1: سازوارة ناقل بياني اشرشياكلي IFN-pET26b(+).

روش بررسي
تكثير DNA و خالص​سازي محصول PCR: ژن اينترفرون آلفا2b به طول 500bp قبلاً در وکتوري به نام pRSET کلون شده بود. در پژوهش حاضر، از اين وکتور و با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي طراحي شده، براي تکثير ژن اينترفرون آلفا2b به وسيلة PCR استفاده گرديد. براي تخليص محصول PCR از كيت تخليص بايونير استفاده شد. 
هضم آنزيمي ناقل و محصول  PCRبا استفاده از آنزيم​هاي برشي NcoI و XhoIو واكنش اتصال: محصول  PCRو ناقل با استفاده از آنزيم​هاي برشي NcoI و XhoI (تهيه شده از شرکت Biolabs ) به​طور جداگانه هضم گرديدند و با استفاده از كيت تخليص از ژل بايونير خالص​سازي شدند. و در نهايت محصول PCR در ناقل بياني pET-26b(+)، با استفاده از آنزيم T4 DNA Ligase كلون گرديد.
ترانسفورماسيون اشرشياكلي با استفاده از سازه​هاي تهيه شده: ابتدا باكتري​هاي مستعد شده اشرشياكلي به روش شوك حرارتي تهيه شدند (16) و همراه با 100 نانوگرم از محصول اتصال به آرامي مخلوط شده و به مدت 30 دقيقه بر روي يخ قرار داده شدند. سپس باكتريها به مدت 90 ثانيه در دماي  oC 42  قرار گرفتند و به مدت 2 دقيقه بر روي يخ نگهداري شدند. در مرحلة بعد 800 ميكروليتر از محيط كشت LB به ميكروتيوب​ها اضافه گرديد و به مدت 1 ساعت در دماي oC37 درون شيكر انكوباتور قرار گرفتند. در نهايت 200 ميكروليتر از محلول باكتري ترانسفورم​شده روي پتري ديش حاوي آنتي‌بيوتيك كانامايسين (با غلظت نهايي 50 ميكروگرم در ميلي​ليتر) توزيع گرديد و در دماي oC37 به مدت 12 ساعت نگهداري شدند.
بررسي بيان ژن اينترفرون آلفاb2: پس از غربال​گري، يك كلوني براي بررسي بيان پروتئين انتخاب گرديد. در اين تحقيق، بيان ژن مورد نظر در دو سطح كل پروتئين‌هاي باكتري و در فضاي پريپلاسمي باكتري بررسي شد. در تهية پروتئين‌هاي كل، يك كلوني از باكتري تراريخته و رشد يافته بر روي محيط گزينشگر، در 1 ميلي​ليتر محيط مايع TB حاوي كانامايسين كشت داده شد و در انكوباتور ºC37 شيكر‌دار در دور rpm 250 به مدت يك شب قرار داده شد.50 ميلي​ليتر از محيط مايع TB كانامايسين​دار با 1 ميلي​ليتر از كشت شب قبل، در ارلن 200 ميلي​ليتري استريل، تلقيح و در دماي ºC 37 شيك شد تا زماني كه غلظت آن در  O.D600به 4/0 تا 6/0 رسيد. از باكتري​هاي كشت داده‌ شده، 1 ميلي​ليتر در ميكروتيوب ريخته شد و به مدت 10 دقيقه با دور rpm 7000 سانتريفيوژ شدند. فاز رويي دور ريخته ‌شد و به رسوب حاصل، 50 ميكروليتر از بافر نمونه (x2) اضافه شد و تا زمان استفاده در فريزر  ºC20- نگهداري شدند (نمونه​هاي غير القايي به عنوان كنترل منفي). به مابقي كشت IPTG با غلظت نهايي1 ميلي‌مولار اضافه شد و به مدت 15 ساعت در دماي  ºC22 با هوادهي مناسب انكوبه شدند. در فواصل زماني 2، 4، 8 و 15 ساعت بعد از القا، هر بار 1 ميلي​ليتر از كشت باكتري برداشته و به ميكروتيوب منتقل شد. تمامي نمونه​ها به مدت 10 دقيقه با دور rpm 7000 سانتريفيوژ شدند و رسوب حاصله در 50 ميكروليتر از بافر‌ نمونه (x2) حل شده و در فريزر oC20- نگهداري شدند. (نمونه​هاي القايي).
تهية پروتئين‌هاي پريپلاسمي به روش شوك اسمزي: در اين تحقيق از نمونة كشت‌هاي باكتريايي پس از گذشت 15 ساعت از القاء جهت تهيه پروتئين‌هاي پريپلاسمي استفاده گرديد. 10 ميلي‌ليتر از نمونة كشت القاء‌ شده به درون فالكون 50 ميلي‌ليتري ريخته شد و در دور rpm 5000 به مدت 5 دقيقه در دماي اتاق سانتريفيوژ گرديد. فاز رويي دور ريخته ‌شد. رسوب سلولي در 1 ميلي​ليتر از بافر A (Tris-Hcl 189/0 گرم، آب مقطر 30 ميلي​ليتر) حل شد و سپس در دور rpm5000 به مدت 5 دقيقه سانتريفيوژ گرديد. پس از حذف فاز رويي، رسوب سلولي به آرامي در 5/0 ميلي​ليتر از بافر A و سپس در 5/0 ميلي​ليتر از بافر B (سوکروز 4 گرم، بافر A 8 ميلي​ليتر، EDTA (M 5/0، 8PH:)) حل گرديد. سوسپانسيون حاصل به مدت 15 دقيقه در دماي اتاق نگهداري شد و پس از سانتريفيوژ (در دور rpm2500 به مدت 5 دقيقه در دماي اتاق)، مايع رويي حذف و رطوبت اضافي گرفته‌ شد. بلافاصله 2 ميلي‌ليتر از آب دوبار تقطير يخ-آب به رسوب‌ سلولي اضافه و حل شد و به مدت 10 دقيقه بر روي يخ قرار‌ گرفت. نمونه​ها در دور rpm 5000 به مدت 5 دقيقه در دماي oC4 سانتريفيوژ شدند. فاز رويي (حاوي پروتئين‌هاي پريپلاسمي) و رسوب زيرين (پروتئين‌هاي سيتوپلاسمي) هركدام به​طور جداگانه به ميكروتيوب​هاي جديد منتقل شدند.
آناليز ايمونوبلاتينگ: نمونه‌هاي پروتئين تخليص‌شده از باكتري، با استفاده از بلات نقطه‌اي مورد ارزيابي قرار‌ گرفتند. نمونه​هاي پروتئيني (القايي و غير‌القايي) با استفاده از سمپلر، مستقيماً به​صورت نقاطي بر روي كاغذ نيترو‌سلولز قرار داده شدند. پس از خشك شدن نمونه‌ها، بر روي كاغذ نيتروسلولز، محلولwestern blocking 1x اضافه گرديد و به مدت 1 ساعت در دماي  oC15 تا 25 قرار گرفتند. محلول مرحلة قبل به آرامي بيرون ريخته شد و محلول Anti-His6Peroxidase بر روي نقاط ايجاد شده روي كاغذ نيتروسلولز اضافه گرديد و به مدت 5/1 ساعت در دماي 15تا oC25 انكوبه شد. محلول مرحلة قبل به آرامي بيرون ريخته شد و كاغذ نيتروسلولز، 3 بار و هر بار به مدت 5 دقيقه با TBST1x شست​وشو داده شد. براي ظهور باندهاي پروتئيني بر روي نقاط پروتئيني ريخته شده سوبستراي آنزيم افزوده شد. پس از ظهور باندها، كاغذ با آب مقطر شسته شد و در نهايت ظهور يا عدم ظهور باندهاي مورد‌نظر مورد ‌ارزيابي قرار گرفت.
يافته​ها
تكثير ژن اينترفرون آلفاb2 با استفاده از PCR و آغازگرهاي اختصاصي: ژن اينترفرون آلفاb2 با‌ استفاده از آغازگرهاي اختصاصي كه بر ‌اساس توالي‌هاي انتهاي'3 و '5 ژن اينترفرون آلفاb2 و محل‌هاي برشي NcoI در آغازگر پيشرو و XhoI در آغازگر معكوس طراحي شده بود، تكثير گرديد.
انجام عمل همسانه​سازي و بررسي صحت آن: پس از انجام هضم آنزيمي ناقل و ژن، غلظت ژن اينترفرون و ناقل pET تعيين شد. سپس به نسبت مناسب با يكديگر مخلوط شدند و با استفاده از آنزيم T4 ليگاز و طي فرايند اتصال، ژن اينترفرون وارد ناقلpET  شد و به سلول ميزبان باكتري اشرشياكلي سويه BL21(DE3) منتقل گرديد. همسانه‌سازي ژن اينترفرون آلفاb2 در ناقل pET-26b(+)، با استفاده از روش‌هاي Colony PCR (شكل 2 الف)، هضم آنزيمي توسط آنزيم​هاي  NcoIو XhoI (شكل 2 ب) و تعيين توالي تأييد گرديد.
بررسي بيان ژن اينترفرون آلفا با استفاده از بلات نقطه‌‌اي: در اين روش، سوسپانسيون​هاي باكتريايي در زمان​هاي مختلف 1، 2، 4، 8 و 15 ساعت پس از افزودن IPTG با غلظت نهايي 1 ميلي​مولار تهيه و از هر كدام به ميزان 10 ميكروليتر بر روي كاغذ نيتروسلولز برده شد و پس از افزودن آنتي​بادي منوکلونال به نام  Anti-His6-peroxidaze (خريداري شده از شرکت Roche آلمان) عليه پروتئين مورد نظر و افزودن سوبسترا به نام BM Blue POD (Roche آلمان)، بيان ژن در زمان​هاي مختلف مشاهده گرديد در حاليكه در كنترل منفي (‌باكتري حاوي ناقل بدون ژن) بيان ژن ديده نشد (شكل 3-الف).

بررسي ترشح ژن اينترفرون آلفا در فضاي          پري​پلاسميك: بيان سيتوپلاسمي و پريپلاسمي پروتئين اينترفرون آلفا، 15 ساعت پس از القاء مورد بررسي قرار گرفت. ابتدا به روش شوك اسمزي اجزاي اين دو فضا از يكديگر جدا گرديد و سپس با استفاده از روش بلات نقطه​اي مشخص شد كه اينترفرون آلفاb2 وارد فضاي پريپلاسمي باكتري شده است (شكل3-ب).



شكل1: نقشة ناقل بياني pET-26b(+) و محل وارد شدن ژن اينترفرون آلفا. اين ناقل داراي ژن مقاومت به كانامايسين)  (nptII، و محل‌هاي برشي NcoI و XhoI ، پيش‌بر lacT7و پپتيد نشانة پري​پلاسمي pelB است.
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                                         الف                                                ب
شكل 2- الف: تأييد حضور ژن اينترفرون آلفا در اشرشياكلي با استفاده از تکنيک Colony PCR با آغازگرهاي اختصاصي ژن اينترفرون آلفا. چاهکM- نشانگر مولکوليbp 100 چاهک1-کنترل آب (کنترل منفي) چاهک 2-کنترل مثبت (ناقل pETIFNα). چاهک‌هاي 8-3-کلوني‌هاي باکتري حاوي ژن اينترفرون آلفا. ب) تأييد حضور ژن اينترفرون آلفا در اشرشياكلي با استفاده از هضم آنزيمي. چاهک M، نشانگر مولکولي kb1 به ترتيب با سايزهاي 2500.3000.3500.4000.5000.6000.8000.10000bp
250.500.750.1000.1500.2000. ، چاهک 1، خروج ژن اينترفرون از پلاسميد پس از انجام هضم آنزيمي، چاهک 2، پلاسميد فاقد ژن، چاهک 3، ژن اينترفرون آلفا.
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                         الف                                                        ب
شكل 3-الف) تأييد بيان ژن توسط تکنيک بلات نقطه​اي، 1) ناقل pET26b(+) فاقد ژن اينترفرون آلفا قبل از القاء، 2) ناقل pET26b(+) حاوي ژن اينترفرون آلفا قبل از القاء، 3)، 4)، 5)،6)و7 )ناقلpET26b(+) حاوي ژن اينترفرون آلفاb2 به ترتيب 1، 2، 4، 8و15 ساعت پس از القاء با .IPTG ب) تأييدحضور ژن در فضاي پري‌پلاسمي باكتري توسط تكنيك بلات نقطه اي. 1) ناقل pET26b(+) فاقد ژن اينترفرون آلفا قبل از القاء، 2) ناقل pET26b(+) حاوي ژن اينترفرون آلفا قبل ازالقاء 3)ناقل pET26b(+) حاوي ژن آلفاb2، 2ساعت پس از القاء، 4) تأييد انتقال پروتئين اينترفرون آلفا b2 در فضاي پريپلاسمي
بحث
امروزه تقاضاي زيادي براي توليد پروتئين‌هاي نوترکيب انساني جهت درمان و تشخيص وجود دارد. بدين منظور سيستم‌هاي بياني باكتريايي، قارچي، حشره، پستانداران و گياهان براي توليد اين پروتئين‌ها به كار مي‌روند. در حال حاضر پروتئين‌هاي با ارزش دارويي و اقتصادي ترجيحاً در سلول‌هاي باكتريايي توليد مي‌شوند و در نسبت​هاي بياني بالا، پروتئين‌هاي نوتركيب به شكل اجسام نا‌محلول (اينكلوژن‌بادي) رسوب داده مي‌شوند و براي كاربردهاي بعدي مجدداً ريفولد مي‌شوند(17). به دليل ارزش درماني بسيار بالاي اينترفرون‌ها، چندين سيستم بياني (اشرشياكلي، باسيلوس سابتيليس، استرپتومايسس ‌ليويدانس، مخمر، سلول‌هاي آلوده‌شده با‌ باكلوويروس و سلول‌هاي پستانداران) براي توليد، تعيين خصوصيت و دستورزي اينترفرون‌ها توسعه يافته‌اند (3، 17). در اين ميان، سيستم‌هاي بيوسنتزي با هزينة توليد پايين كه اينترفرون را با ارزش درماني بالا توليد مي‌كنند بسيار مطلوب‌اند (17). 
مكان توليد پروتئين در سلول نيز از اهميت بالايي برخوردار است. پروتئين نامتجانس (Heterologous protein) مي​تواند در سيتوپلاسم يا در پريپلاسم توليد شده و يا به خارج از سلول ترشح شود (7). ايجاد اجسام نامحلول (Inclusion body)، يكي از مشكلات عمده در مسير توليد پروتئين به​صورت سيتوپلاسمي است. زيرا دوباره تاخوردن (Refolding) پروتئين‌هاي مجتمع شده كار مشكل و دشواري است. عدم اطمينان از اينكه آيا پروتئين‌هاي تاخورده، فعاليت زيستي خود را به​دست مي‌آورند و كم‌شدن بازده پروتئين‌هاي دوباره تاخورده و تخليص شده از جمله مشكلات بيان سيتوپلاسمي است (7و18). همچنين به​علت حضور پروتئازها در سيتوپلاسم تخريب پروتئين قابل حل بيشتر است (7). به همين دليل در اين پژوهش بيان پريپلاسمي پروتئين اينترفرون آلفا 2b مورد بررسي قرار گرفت. بيان پريپلاسمي پروتئين داراي چندين مزيت مهم مي‌باشد. تخليص پروتئيني كه به صورت پريپلاسمي توليد مي‌گردد راحت‌تر است. بيان پروتئين در فضاي پريپلاسمي فضاي عالي براي تشكيل پيوندهاي دي‌سولفيدي و پيچش صحيح ايجاد مي‌كند. همچنين ناخالصي پروتئين و فعاليت پروتئازها نيز در فضاي پريپلاسمي كمتر از سيتوپلاسم است (18). بنابراين، هدف از اين تحقيق در وهلة اول، همسانه‌سازي و بيان ژن اينترفرون آلفا b2 در يك سيستم بياني مناسب و شناخته شده و در مرحلة بعد، بررسي امكان ترشح اينترفرون آلفاb2 در فضاي پريپلاسمي توسط پپتيد راهنمايpelB ، با نظر به خالص‌سازي آسان پروتئين توليد شده در باكتري اشرشياكلي بود. سيستم بياني pET26b(+) که در تحقيق حاضر استفاده شد، يكي از قوي‌ترين سيستم‌ها براي همسانه‌سازي و بيان پروتئين‌هاي نوتركيب در اشرشياكلي است. زيرا اين ناقل داراي پروموتر قويT7  جهت افزايش نسخه​برداري ژن هدف، پپتيد نشانه pelB جهت هدايت پروتئين توليد شده به فضاي پريپلاسمي- كه از مناسبترين مكان​ها براي تشكيل نهايي پروتئين ساخته شده است- و نيز توالي 6 نوكلئوتيدي Histag جهت تسهيل در استخراج پروتئين توليد شده با استفاده از روش‌هاي كروماتوگرافي، مي‌باشد. با انجام اين تحقيق با هدف بهينه كردن توليد پروتئين اينترفرون آلفاb2 در باكتري اشرشياكلي مي‌توان زمينه را براي توليد ساير پروتئين‌ها فراهم كرد. با توجه به تحقيقات ساير محققان، مي​توان عنوان کرد که ناقل​هاي pBR322، داراي برچسب خاصي جهت تسهيل در خالص‌سازي پروتئين نوتركيب توليد شده نيستند، اما ناقل مورد استفاده در اين پژوهش (pET26b(+)) علاوه بر بيان بالا تحت پروموتر T7lac، داراي برچسب پلي‌هيستيدين (His-tag) مي‌باشد كه پروتئين نوتركيب توليد شده به​صورت متصل به آن را مي​توان با گذراندن از ستون‌هاي كروماتوگرافي ويژه، خالص‌سازي كرد و بر خلاف تحقيقات قبل كه خالص‌سازي امري دشوار بود، در اينجا خالص​سازي بسيار راحت‌تر صورت خواهد گرفت. در ضمن در پايان کار مي‌توان نشانه پلي​هيستيدين را با استفاده از جايگاه پروتئازي هگزا شامل دو اسيد آمينه گلوتاميک​اسيد که در پرايمر معکوس در نظر گرفته شده است حذف نمود.
ماير و همكاران (1982)، ژن سنتتيک اينترفرون آلفا b2 را تحت كنترل پروموترهاي  Lacو Lacuv5 بيان كردند (15). اين پروموتر نسبت به پروموتر T7lac كه در تحقيق حاضر از آن استفاده شد، ضعيف‌تر است و بيان ژن توسط اين پروموتر نسبت به سيستم بياني تحقيق حاضر، ممكن است در سطح پايين‌تري صورت بگيرد. اكرمي ابرقويي و همكاران (1379)، ژن IFNα2b، به​صورت cDNA و توالي پپتيد نشانة مصنوعي همراه (كه باعث ترشح پروتئين مي‌شود) را از پلاسميد pALCA1SIFN كه يك پلاسميد ناشناخته در اشرشياكلي مي‌باشد بيرون آورده و براي بيان مستقيم ژن اينترفرون آلفا به ناقل بياني pET24d(+) كه يك سيستم شناخته شده در اشرشياكلي است و داراي پروموتر قوي فاژ T7 است، وارد كردند. با وارد كردن  pET24d(+)در اشرشياكلي سوية BL21( DE3)،  بيان ژن اينترفرون آلفاb2 به​وسيلة بلات نقطه​اي و وسترن بلات مورد تأييد قرار گرفت. در بررسي اين سيستم بياني، نتايج به دست آمده نشان داد كه ظاهراً اينترفرون ‌آلفاي توليد شده وارد فضاي پريپلاسمي نشده و پپتيد راهنما از اينترفرون جدا نشده است (15). در‌حالي كه در تحقيق حاضر، نتايج حاصل از بلات نقطه‌اي نشان داد كه پروتئين اينترفرون آلفاي توليد‌ شده وارد فضاي پريپلاسمي شده است. مزيت ناقل بيانيpET26b(+)، كه در تحقيق حاضر از آن استفاده شد در اين است كه اين ناقل داراي توالي آمينواسيدي pelB است كه باعث هدايت پروتئين IFNα2b توليد شده به فضاي پريپلاسمي مي‌شود. در حالي كه ناقل بياني (+)pET24d فاقد اين توالي است. بهروان و همكارانش (2004)، cDNA‌ي اينترفرون آلفا b2 را از mRNA لكوسيت​هاي خون انساني تهيه كردند و پس از هضم با آنزيم‌هاي برشي، در ناقل بياني b‌pET21 تحت كنترل پروموتر T7 كلون كردند. در اين تحقيق، ژن اينترفرون آلفاي نوتركيب انساني بدون پپتيد نشانه و مستقيماً از DNA لكوسيت انساني تكثير شد و به درون اشرشياكلي سويه BL21 كلون گرديد. بيان ژن اينترفرون در اين سيستم بياني توسط آناليز  SDS-PAGEو وسترن بلات تأييد شد. در اين تحقيق، ژن اينترفرون به​صورت سيتو‌پلاسمي بيان شد و به​دليل نبود پپتيد نشانه نتوانست وارد فضاي پريپلاسمي شود (19). 
از معايب پروموترهاي با القاي حرارتي، يکي عدم انجام القاي کارآمد در دماي پايين است و ديگري، القاي پاسخ‌هاي شوک حرارتي است. پاسخ شوک حرارتي اشرشياکلي منجر به توليد پروتئين‌هايي مي‌شود که اغلب، پروتئاز‌هاي سلولي هستند و مي‌توانند جداسازي پروتئين‌هاي نوترکيب را با مشکل مواجه کنند.

با انجام موفق اين تحقيق و با توجه به کاربردهاي درماني اينترفرون آلفا2b و همچنين مزيتهاي باکتري اشرشياكلي به​عنوان ميزبان جهت توليد پروتئين‌هاي نوترکيب در فضاي پريپلاسمي، اين سيستم مي​تواند جايگزين مناسبي جهت توليد اين پروتئين ارزشمند دارويي نسبت به ساير سيستم‌هاي توليد پروتئين باشد.
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Production of Human Alpha 2b Interferon in E.coli Expression System
Nehzat Abdolrasouli 1, Hamid Rajabi Memari2*, Mohammad Roayaei Ardakani3, Mohamad Ali Ebrahimi 4, Nazanin Ebrahimi1 
Abstract
Background and Objective: Interferons are part of the body's defense system against viruses. These proteins are generated in the body, and then they trigger the cells around them to produce inhibitor proteins against virus replication. The purpose of this study was cloning and expression of the human interferon alpha-2bgene in preplasmic space of Escherichia coli. 
Subjects and Methods: In this research, Alpha 2b interferon gene was cloned in a pET-26b (+) expression vector, under the control of T7 promoter and pelB periplasmic signal peptide sequence using NcoI and XhoI restriction enzymes. The expression vector was transformed into Escherichia coli strain BL21 (DE3).Cloning of alpha interferon gene confirmed using colony PCR, digestion and DNA sequencing.Gene expression of alpha interferon was examined by SDS-PAGE and Dot blot analysis. Also the possibility of periplasmic targeting was determined using SDS-PAGE and dot blot analysis at 15 hrs after induction.

Results: The results showed that Alpha 2b interferon was produced in bacterial expression system and targeted to periplasmic space.

Conclusion: Our study showed that the production of pharmaceutical recombinant protein in preplasmic space of bacterial expression system is fissible and can be ustilized as a cheaper source and more efficient than conventional expression systems. 
Keywords: Interferon-α2b, pET-26b(+), Escherichia coli, IPTG.
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