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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان
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 CHO DG44هاي  گذراي سلول انساني در سيستم بيان يبهبود بيان پروتئين اينترفرون بتا
  انتهاي ي با ايجاد يك تغيير در اولويت كدوني توالي ناپايدار كننده

  )CRID( ژن اينترفرون بتا
  

  ،1دآبا ، امين مرادي حسن4زهره حجتيدكتر ، 3هاشمي بني بتولدكتر ، 2حسن كربكنديدكتر ، 1زهرا بزي
   5محمدرضا مراثيدكتر 

  
  

  چكيده
به عنوان يك ميزبان بياني كه قادر به توليد پروتئين ) CHO )Chinese hamster ovaryهاي  سازي توليد اينترفرون بتا در سلول بهينه :مقدمه

 ،هدف اين مطالعه .ادي برخوردار استجهت كاهش قيمت و سرعت توليد اين پروتئين نوتركيب دارويي از اهميت زي باشد، دارويي با كيفيت بالا مي
 يا CRID(انتهاي پروتئين اينترفرون بتا  ي ناپايداركننده ي در اولويت كدوني در ناحيه ايجاد يك تغيير ي به واسطه mRNAثير پايداري أبررسي ت

Coding region instability determinant (هاي  سلول گذراي ها بر روي ميزان بيان و بررسي اثر اين موتاسيونCHO  به عنوان فاكتوري در
 .راستاي بهبود بيان ژن بود

 CRID موتاسيون مورد نياز براي ايجاد يك اولويت كدوني در توالي Cricetulus griseus، 4 )چينيهامستر ( با استفاده از جدول اولويت كدوني :ها روش
در ) SOEing PCR )Polymerase chain reaction-splicing by overlapping extension با روش. شدژن اينترفرون بتاي انساني طراحي 

. گرديد ترانسفكت CHO هاي درون سلول Express in®كيت  ي وسيلهه هاي مورد نظر ايجاد شد و ب از ژن اينترفرون بتا موتاسيون CRIDي  ناحيه
مخصوص  ELISAا ژن موتانت اينترفرون بتا با استفاده از كيت ترانسفكت شده ب CHO هاي ميانگين ميزان اينترفرون بتاي توليد شده توسط سلول

 .ترانسفكت شده با ژن طبيعي مقايسه گرديد CHO هاي اين ماده با ميانگين ميزان اينترفرون بتاي توليد شده توسط سلول

هاي حاصل جهت ايجاد يك اولويت  تاسيونمو. ييد گرديدأيابي قطعات حاصل ت بررسي ژل و توالي ي وسيلهه هاي انجام شده ب موتاسيون :ها يافته
در ميزان اينترفرون  )P > 05/0( برابري 9/2دار  سبب افزايش معني CHOهاي  پس از تراسفكت كردن ژن موتانت در سلول CRIDكدوني در توالي 

ترانسفكت  CHOهاي  شده توسط سلولترانسفكت شده با ژن موتانت نسبت به ميزان اينترفرون بتاي توليد  CHOهاي  بتاي توليد شده توسط سلول
 .شده با ژن طبيعي گرديد

تواند  مي CRIDانتهايي  ي ها در توالي ناپايدار كننده هاي مدنظر با موفقيت انجام گرديد و نشان داده شد كه انجام اين جهش موتاسيون :گيري نتيجه
ثير أها جديد بودند و ت اين موتاسيون. فرون توليد شده در محيط كشت شودداري باعث افزايش پايداري و در نتيجه افزايش غلظت اينتر صورت معنيه ب

  .رسد نظر ميه در مجموع، نتايج اين تحقيق جالب توجه و كاربردي ب. ها نيز به اثبات رسيد قابل توجه آن
  Codon Bias ،CRIDاي پليمراز،  اينترفرون بتا، واكنش زنجيره :واژگان كليدي

 
  مقدمه

   166يك گليكوپروتئين كروي با ) βIFN(اينترفرون بتا 
هـاي قنـدي    درصد آن را بنيـان  20اسيد آمينه است كه 

در كلينيـك بـه طـور     βIFNاز ). 1(د ن ـده تشكيل مـي 
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م ي ـثري به عنوان خط اول براي درمان و بهبـود علا ؤم
Multiple sclerosis همچنـين  ). 2-4(شود  استفاده مي

تـوان   مي βIFN كه از است مطالعات زيادي نشان داده
مهـار تكثيـر    ،)5(هـاي خـودايمني    براي درمان بيماري
-7( در نتيجه درمان سرطان زايي و  سلولي و مهار رگ

  .استفاده كرد )8-9(هاي ويروسي  درمان عفونت و) 6
ها  بيشتر توسط باكتري βIFNفرم نوتركيب امروزه 

توليـد  ) CHO )Chinese hamster ovaryهاي  و سلول
 ـ مي توليـدي در بـاكتري كـه بـه نـام       βIFNي شود، ول

rhIFN-β1b تري نسـبت   شود، كارايي پايين شناخته مي
همچنين تزريق مداوم آن  .)10( به فرم گليكوزيله دارد

ولـي  ). 11(كند  نيز ايجاد اثرات جانبي در فرد بيمار مي
 هاي سلول پروتئين توليد شده درحركت الكتروفورزي 

CHO،  كه به نامrhIFN-β1a بر روي ،شود ناخته ميش 
SDS PAGE الگـوي  . باشد مشابه اينترفرون انساني مي

گليكوزيلاسيون اين پروتئين داراي بيشترين شباهت با 
 اسـت و در بـدن غيـر ايمونـوژن و     IFNβفرم طبيعـي  

ميزبـان   CHOهـاي   لبه همين دليل سلو. باشد فعال مي
  ).12( ترجيحي براي توليد اين پروتئين نوتركيب است

اين ميان بيان گذرا تكنولوژي جديدي است كه  رد
هــاي  زيــاد پــروتئين بــه تــازگي بــراي توليــد ســريع و

نوتركيب در مقياس صنعتي مـورد توجـه قـرار گرفتـه     
 فراينـد اين سيستم نيازي به بيان پايـدار و  ). 13(است 

گير انتخاب كلني پايدار نـدارد و خطـر    طولاني و وقت
ــر رده ــودگي و تغيي ــه دليــل اســتفادهســلولي  ي آل  ي ب

بــه همــين دليــل . وجــود نــداردنيــز درازمــدت از آن 
سـازي و افـزايش مقيـاس     هاي زيادي براي بهينه تلاش

هاي نوتركيب در ايـن سيسـتم صـورت     توليد پروتئين
  ). 14(گرفته است 

  سـازي   بهينـه  ماننـد براي اين منظور كارهاي زيادي 

يش قـدرت  سازي شرايط توليد، افـزا  وكتور بياني، بهينه
سازي محـيط كشـت بـراي     توليدكنندگي سلول و بهينه

در اين سيستم صورت گرفته  IFNβبهبود بيان پروتئين 
  ).15-16(است 

با اطلاعات روزافزوني كه در مورد مكانيسم تنظـيم  
مشـخص شـده اسـت كـه      ،آيد دست ميه ها ب بيان ژن

فرايند پردازش ژن يكي از مراحل مهم در تنظـيم بيـان   
كنترل ميـزان بيـان پـروتئين در     ز رونويسي وژن پس ا

 ،ميزان رونويسي. باشد هاي يوكاريوتي مي سيستم سلول
 mRNAو ميزان تخريب  mRNAانتقال  ،ويرايش اوليه
ميــزان بيــان پــروتئين مــورد نظــر در  ي تعيــين كننــده

   .)17( استهاي پستانداران  سلول
ــاد   ــد زي ــكلات تولي ــلول IFNβاز مش ــاي  در س ه

 غنـي از  ي كننـده  هاي ناپايـدار  ان وجود تواليپستاندار
AU )AU rich elements  ــا و   UTR-'3در) AREي
 IFNβ )CRIDانتهاي پروتئين  ي كننده ناپايدار ي ناحيه

اين ژن ) Coding region instability determinantيا 
از تـوالي   يها حاوي تكرارهاي اين توالي). 18( باشد مي
ول ؤرسد مس ـ ه به نظر ميباشند ك مي AUUUA تاي 5

  ). 19( باشند mRNAپايداري و تنظيم بيان اين 
حــذف مســتقل هــر كــدام از ايــن نــواحي باعــث  

ها  آن ياين ژن و حذف هر دو mRNAپايداري نسبي 
ژن  mRNAباعث افزايش قابـل توجـه در نيمـه عمـر     

IFNβ همچنـين مطالعـات نشـان داده     ).18(د دگـر  مي
سـبب يـك فراينـد     IFNβدر  AREاست كـه نـواحي   
 ي گردد كه مختص خانواده زمان مي آدنيلاسيون غير هم

مطالعــات حــذفي  . باشــد مــي AREدوم از تــوالي 
نوكلئوتيـدي داخـل    32دخالـت تـوالي    ي دهنـده  نشان
موجود  ي به همراه ناحيه CRIDژن  ي كدكننده ي ناحيه

 .هسـتند  Aدر كوتاه شدن تـوالي دم پلـي    3׳UTR-در 
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از ترجمه و مستقل از فرايند تحريك اين پديده مستقل 
كه در فرايند توليد پـروتئين   به دليل اين). 20(باشد  مي

IFNβ ژن را حـذف كـرد،    ي كننده  توان انتهاي كد نمي
سازي كدوني تكنيك جديدي اسـت كـه در آن از    بهينه
كـد   61مينه و وجود آهاي  سيداهاي  پذيري كدون زوال
و افزايش كارايي بيان بهبود  جهتاسيد آمينه  20براي 

مختلــف  ي پــروتئين مــورد نظــر در موجــودات زنــده
  ).21-24( توان استفاده كرد مي

هاي تكـراري   سازي كدوني شامل حذف توالي بهينه
و سـاختارهاي   AU كننده مثل عناصـر غنـي از   و مهار
 ـ  هجايگا ،RNAي  ثانويه ثير بـر  أهاي برشي كه باعـث ت

شود و مطابقـت   يمورد نظر م mRNAروي ميزان بيان 
 tRNA دادن اولويت كـدوني اسـيد آمينـه بـا محتـواي     

د كه باعث افزايش بيان پروتئين شو سلول مورد نظر مي
از ايـن رو از   ).25-27( دگـرد  مـي  در نظر گرفته شـده 

كننده  تغيير اولويت كدوني براي حذف نواحي ناپايدار
و بهبــود بيــان  mRNA و در نتيجــه افــزايش پايــداري

با توجـه بـه   ). 17 ،28-29( استفاده شده استپروتئين 
بـا   IFNβبهبـود بيـان    ،اين مطالب هدف از اين مطالعه

 انتهاي توالي كـد  ي تغيير اولويت كدوني بر روي ناحيه
گذراي  در سيستم بيان) IFNβ )CRIDپروتئين  ي كننده
  .دبو CHOهاي  سلول
  
  ها روش

   :)rhIFN-β(انساني  IFNβژن  پلاسميد و
اســتفاده گرديــد  pSVMمطالعــه از پلاســميد در ايــن 

اين وكتور يك پلاسميد كلونينگ و بياني با ). 1 شكل(
ــول ــلول  bp 6475 ط ــتم س ــه در سيس ــاي  اســت ك ه

يوكاريوتي مورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت و مـاركر      
ــاريوت   ــگ در پروك ــراي كلونين ــابي آن ب ــا ژن  انتخ ه

وتي هاي يوكـاري  تمسسيلين و براي سي مقاومت به آمپي
انسـاني   IFNβژن . باشد ژن دهيدروفولات رودكتاز مي

اين  EcoRIنوكلئوتيد در جايگاه آنزيمي  1453 با طول
انسـاني،   IFNβعـلاوه بـر ژن   . شود پلاسميد كلون مي

پروموتور آن نيز در پلاسميد مورد نظر وارد شده است 
  ). 10(كه بدون القا قادر به بيان است 

  
  : pSVM+IFNβ ساختار پلاسميد 

  
   آن در IFNβكه ژن  pSVMساختار پلاسميد  .1 شكل

  .كلون شده است
  

  :طراحي پرايمر
انتهـاي   ي پس از مشخص كـردن تـوالي ناپايداركننـده   

با استفاده از جدول اولويـت  ) IFNβ )30 ،20پروتئين 
 Cricetulus griseus( ،4( هامســتر چينــي   كــدوني 

ــد و  ــاب ش ــيون انتخ ــر  2 موتاس ــت پرايم ــراي جف  ب
SOEing PCR )Polymerase chain reaction-

splicing by overlapping extension (   بـا اسـتفاده از
هـاي زيـر طراحـي و     با توالي Generuuner®افزار  نرم

ايـن  . براي سنتز به شركت تكاپو زيست فرسـتاده شـد  
 bp 900  و bp 571 ي  پرايمرها باعث ايجاد دو قطعـه 

  .شوند مي IFNβتايي از ژن 
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F1 = GGAATTCTCAGGTCGTTTGC 
R1 = TCAGCCTGTTGATGAAGTAGAAG  
F2 = CTACTTCATCAACAGGCTGACAG  
R2 =GGAATTCTAACTTTATGATGAGAGAA 

 900ي  باعث ايجاد يك قطعه R1و  F1پرايمرهاي 
 باعث ايجـاد يـك   R2و  F2نوكلئوتيدي و پرايمرهاي 

   .دنشو مي IFNβنوكلئوتيدي از ژن  571 ي قطعه
  :SOEing PCR ون به روشايجاد موتاسي

مـد در ايجـاد   اهاي بسـيار كار  ين روش يكي از روشا
 3باشـد كـه بـراي ايجـاد موتاسـيون از       موتاسيون مـي 

ــه  ــي  PCRمرحل ــتفاده م ــدا اس ــد ج ــاد . كن ــراي ايج ب
 PFU polymerase®نزيم آهاي مورد نظر از  موتاسيون

(Fermentase) ــ  ــيت تص ــه داراي خاص ــتباه حك يح اش
يي كـردن ابتـدا   Set upاما بـراي   ؛ديداستفاده گر ،است
PCR ــزيم  Taq polymerase (Fermentase)® از آن

طبـق  اول و دوم  ي مرحلـه  PCRواكـنش   .استفاده شد
  .يك از قطعات صورت گرفت براي هر 1جدول 

) 27804(ژل  از DNAبا استفاده از كيت استخراج 
Qiagene® جفت بـازي از ژل   900و  571 ي دو قطعه
ايـن  . ديد و به نسبت مساوي مخلوط شـد استخراج گر

بــراي متصــل كــردن  PCRمخلــوط در واكــنش ســوم 
سـيكل اول   10 در .قطعات مورد استفاده قـرار گرفـت  

ــر  ــدون پرايم ــدن ب ــه ش ــاي ، آنيل ــه 48 در دم ي  درج
ســيكل دوم بــا  20 در انجــام پــذيرفت وگــراد  ســانتي

 49، آنيله شدن در دمـاي  F1/R2استفاده از پرايمرهاي 
  .انجام شدگراد  ي سانتي درجه

  :pSVMكلون كردن ژن موتاسيون يافته در پلاسميد 
كه كه دو انتهـاي ژن اينترفـرون موتاسـيون     ييجا ازآن

بـا   ،باشـد  مـي  EcoR1يافته داراي جايگاه برش آنـزيم  
، ژن مـورد نظـر   EcoR1برش توسط آنـزيم   استفاده از

 pSVMوارد پلاسـميد   )Ligation( طي واكنش اتصال
ــ ــاكتري گردي ــل  E.coli XL-1 Blueد و در ب پروتك

ترانســفورم شــد  Sambrook ترانسفورماســيون كتــاب
هاي حاوي ژن توسـط   استخراج پلاسميد پس از). 30(

ــميد  ــتخراج پلاســ ، Qiagene )12125(كيــــت اســ
پلاسميدها براي تعيين توالي به شركت تكـاپو زيسـت   

  .فرستاده شدند
  :ها كشت سلول

ــلول ــاي  س ــيتواز  CHO-DG44ه ــران   انس ــتور اي پاس
هـا از محـيط    بـراي كشـت ايـن سـلول    . دشخريداري 

 10كه بـه آن   )DMEM High glucose  )Gipcoي پايه
) FBSيـا   Fetal bovine serum(درصـد سـرم گـاوي    

)Gipco ( ــيآندرصـــــــد  1/0و بيوتيـــــــك  تـــــ
 ،اضافه شده بودنـد  )Sigma( سيلين پني/استرپتومايسين

مـول   ميلي 1/0يه مقادير علاوه بر محيط پا. استفاده شد
ــوگزانتين ــي 01/0و  )Sigma( هيپ ــول  ميل ــدين م تيمي

)Sigma(      ايـن  . به ايـن محـيط كشـت افـزوده گرديـد
گـاز   و فشـار  گراد ي سانتي درجه 37ها در دماي  سلول
CO2 5 پاسـاژ   به صورت سوسپانسيون كشت و درصد

   .داده شدند

  
  قطعات از يك هر براي دوم و اول ي مرحله PCR واكنش. 1جدول 

Annealing پرايمرها نام قطعه
  )گراد سانتي ي درجه(

Mgso4 
  )مول ميلي(

dNTPs
  )مول ميلي(

  پرايمر
  )پيكومول(

Bp 900  F1/R1 52 5/1 02/0 10  
Bp 571  F2/R2 50 5/1 02/0 10 
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  :CHO هاي ترانسفكشن پلاسميدها درون سلول
عـي  ژن طبي هاي حاوي ژن موتاسيون يافتـه و  پلاسميد

ــا ــميد     ب ــتخراج پلاس ــت اس ــتفاده از كي    -1000Kاس
)Genet bio (    استخراج گرديد و سـپس بـا اسـتفاده از

 )open biosystem (ETR4621) ،)Express-inكيـت  
ترانسفكشن در  .ها ترانسفكت گرديدند به داخل سلول

 5/0 سـلول،  10 × 103اي با مقادير  خانه 24هاي  پليت
ــميد و   ــرم پلاسـ ــرم ميك 5/2ميكروگـ  Reagentروگـ

  . ترانسفكشن انجام شد
هـا بـا لام    براي اين منظور پس از شـمارش سـلول  

نئوبار مقادير مناسب سلول بـراي سـه تكـرار محاسـبه     
گرديــد و طبــق پروتكــل كيــت ترانسفكشــن مراحــل  

  . دشترانسفكشن انجام 

  :IFNβگيري غلظت  اندازه
 48براي اين منظور مايع رويي محـيط كشـت پـس از    

 يELISAآوري و بــا اســتفاده از كيــت  مــعســاعت ج
IFNβي انساني KAC1201 )Invitrogene (  فرم فعـال
IFNβ گيري شد در محيط كشت اندازه.   

  
  ها افتهي

  SOEing PCR ايجاد موتاسيون به روش
 4براي ارزيابي تغيير اولويـت كـدوني نيـاز بـه ايجـاد      

 بـا  PCR. بـود  IFNβژن  CRIDي  موتاسيون در ناحيه
طـي سـه مرحلـه صـورت      SOEing PCRاز  اسـتفاده 
در  Cو  A ،Bهــاي  تصــاوير ژل). 2شــكل ( پــذيرفت
ــورز قطعــات اول ،2 شــكل ــايج ژل الكتروف    دوم و ،نت

  

  
اول را نشان  ي مرحله PCRحاصل از  ي قطعه، Aژل  .SOEing PCR ي مرحله 3الكتروفورز قطعات حاصل از  نتايج حاصل از ژل .2شكل 

دوم را  PCRحاصل از  ي قطعه Bژل . باشد مي bp 900ستون دوم و سوم مربوط به قطعات و  1kb Ladderل مربوط به دهد كه ستون او مي
حاوي  IFNβكامل  ي قطعهC  ژل .باشد مي bp 571 ي و ستون دوم مربوط به قطعه1kb  Ladderدهد كه ستون اول مربوط به  نشان مي

ي IFNβژن  ستون سوم مربوط به ي طبيعي وIFNβستون دوم مربوط به ژن  و1kb  Ladder ستون اول مربوط به .باشد موتاسيون مي
  .باشد سرهم بندي شده مي ي موتاسيون يافته
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شود  طور كه مشاهده مي همان. دهند نهايي را نشان مي
   .هاي مورد نظر ايجاد شده بودند قطعات با اندازه

   :كلون كردن ژن موتاسيون يافته در پلاسميد
هاي استخراج شده  هضم پلاسميد ي دهنده  شانن 3شكل 

اند  مدهآدست ه ليگاسيون ب ي ي كه از مرحلهيها از باكتري
اين كار باعث خارج شـدن ژن   .باشد مي EcoR1با آنزيم 

هـاي   د كلـون شـدن ژن  أييجهت ت و شود از پلاسميد مي
  .صورت پذيرفت pSVMموتاسيون يافته در پلاسميد 

  

  
ليگاسيون  ي ي استخراج شده بعد از مرحلههضم پلاسميدها .3شكل 

ستون دوم  ،Ladder 1kbستون اول مربوط به. EcoR1با آنزيم 
ستون سوم مربوط به پلاسميد برش  مربوط به پلاسميد برش نخورده،

هشتم  تاستون پنجم  ستون چهارم مربوط به ژن اينترفرون، خورده،
نهم مربوط  ستونو  بدون ژن ي مربوط به پلاسميدهاي برش خورده

  .باشد حاوي ژن موتاسيون يافته مي ي به پلاسميد برش خورده
  
  :تعيين توالي ي وسيلهه ييد انجام موتاسيون بأت

 IFNβســاخته شــده حــاوي ژن  )Construct( ي ســازه
ها به شركت  يد ايجاد موتاسيونأيموتاسيون يافته براي ت

  تكــاپو زيســت فرســتاده شــد و توســط دســتگاه      
LTD sequenceing نتايج حاصـل  . تعيين توالي گرديد

در  SOEing PCR آميـز بـودن    موفقيت ي ندهده  نشان
 و 4 هـاي  در شـكل . بود هاي مورد نظر ايجاد موتاسيون

توان توالي طبيعي را با توالي موتاسيون يافتـه كـه    مي 5
  .مقايسه نمود اند، تعيين توالي شده

يعي ژن طب ي انساني درIFNβميانگين بيان  ي مقايسه
  :و موتانت
هاي حاصل جهت ايجاد يك اولويت كدوني  موتاسيون
و ترانسـفكت كـردن ژن موتانـت در     CRIDدر توالي 

 برابـري  9/2دار  سبب افـزايش معنـي   CHOهاي  سلول
)05/0 < P(  در ميزانIFNβ    ي توليد شـده نسـبت بـه

 CHOهـاي   ي توليد شـده توسـط سـلول   IFNβميزان 
  ).6شكل (ديد ترانسفكت شده با ژن طبيعي گر

  

  
نوكلئوتيدهاي كه زير . ي طبيعيIFNβژن  CRIDتوالي  .4شكل 

 هاي هدف براي ايجاد نوكلئوتيد ،آن خط كشيده شده است
  .باشند موتاسيون مي

  

  
. CRID ي نتايج تعيين توالي ژن موتاسيون يافته در ناحيه .5شكل 

هاي  نوموتاسي ،ي كه با پيكان به آن اشاره شده استيها نوكلئوتيد
  .باشند هدف ايجاد شده مي

  

  
ي توليد شده در محيط كشت حاوي IFNβغلظت  .6شكل 
ژن طبيعي و موتاسيون يافته  ي وسيلهه هاي تراسفكت شده ب سلول

و  ELISAروش  ي وسيلهه ب IFNβغلظت  .CRID ي در ناحيه
. يددي استاندارد تعيين گرIFNβبا استفاده از منحني كاليبراسيون 

 با استفاده از آزمون (*)دار بودن  بار و معني 3رار آزمايش تعداد تك
One-way ANOVA 3( تعيين گرديد  =n ،05/0 < P.(  
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  بحث
باعث در اين مطالعه با در نظر گرفتن قسمتي از توالي كه 

و پـس  ) 20، 31(گرديد  مي IFNβژن  mRNAناپايداري 
ــر روي مكانيســم و نحــوه  عملكــرد آن،  ي از بررســي ب

 ي سازي اين ناحيـه  هاي مناسب براي غير فعال موتاسيون
و بـا اسـتفاده از يـك جفـت     شـد  كننده طراحي  ناپايدار
موتاسـيون طراحـي شـده بـه      4طور همزمـان  ه پرايمر ب

در اين مطالعه . آميزي در ژن انجام گرديد صورت موفقيت
نشان داده شد كه با ايجاد تغييرات محدودي در اولويـت  

اي در تـوالي   دوني بـدون تغييـر در تـوالي اسـيد آمينـه     ك
تـوان ميـزان بيـان     مـي  IFNβموجود در انتهاي پـروتئين  

IFNβ اين موضوع . را در سيستم بيان گذرا بهبود بخشيد
ژن  ي در توالي ناپايدار كننده AUبه دليل كاهش محتواي 

مشخص شده بود باعـث   پيش از اينكه  استاينترفرون 
مطالعات قبلي در ). 18- 19(گردد  مي IFNβ ناپايداري ژن

مورد اين ژن نشان داده بود كه حذف اين نواحي غني از 
AU باعث بهبود پايداري mRNA 18- 20(شود  مي.(   

هاي مهم درگير  ها و توالي درك صحيح از مكانيسم
ــال     ــه و انتق ــرايش اولي ــردازش ژن و وي ــد پ در فراين

mRNA عمـر    و نيمهmRNA   تورهـاي  بـه عنـوان فاك
كننــده در ميــزان بيــان پــروتئين مــورد نظــر در   تعيــين
   .)17(ز اهميت هستند يهاي پستانداران حا سلول

هـاي درگيـر در    ها و توالي با شناسايي اين مكانيسم
تــوان بــا ايجــاد كمتــرين تغييــرات در ســاختار  آن مــي

mRNA هــاي  كــنش الشــعاع قــرار دادن بــرهم و تحــت
mRNA  هـاي   ولي، ايـن تـوالي  با ساير فاكتورهاي سـل

كاهنده در ميزان بيان پروتئين را حـذف يـا از كـارايي    
اشـاره شـد    پـيش از ايـن   طور كـه  همان. ها كاست نآ

سازي كدوني رويكردد جديدي است كه يكـي از   بهينه
   و ن حذف اين عنصر كاهنده در ژن مورد نظرآاهداف 

  ). 25-27( در نتيجه بهبود ميزان بيان پروتئين است
ــي در مط ــات قبل ــورد ژن الع ــر، از   در م ــاي ديگ ه

نوكلئوتيـد   سازي كدوني بـراي كـاهش سـطح دي    بهينه
AU  هـاي ناپايـدار   سـازي تـوالي   و در نتيجه غير فعـال 
افـزايش  . ها استفاده شـده اسـت   موجود در آن ي كننده

، موجب بهبود بيان پـروتئين مربـوط   mRNAپايداري 
  .)17، 24-25( گرديده است

ي توليـدي در  IFNβش غلظـت  تفسير علت افـزاي 
اين مطالعـه را شـايد بتـوان بـه دليـل بهبـود پايـداري        

mRNA  عمـر    به دليل افزايش نيمـهmRNA  دانسـت .
بدين ترتيب ميزان در دسترس قرار گـرفتن آن توسـط   

رود و در نتيجـه   سازي سلول بـالا مـي   دستگاه پروتئين
  . يابد ميزان بيان آن در سلول افزايش مي

 IFNβكـه در مـورد تنظـيم بيـان ژن     با تحقيقـاتي  
در كنار استفاده از ديگر فاكتورها  ،صورت گرفته است

سـازي   تـوان از بهينـه   براي بهبود بيان اين پروتئين مـي 
تـوالي   سـازي هـر دو   كدوني براي حذف و غير فعـال 

 ـ   IFNβژن  ي كننده ناپايدار ن را آثير أاسـتفاده كـرد و ت
چنين بر روي و هم mRNAهم بر روي ميزان پايداري 

در سيستم بيان گذرا و همين طور  IFNβميزان بيان ژن 
  .سيستم بيان پايدار سنجيد

  
  گيري نتيجه

نظر با موفقيت انجـام گرديـد و نشـان     هاي مد موتاسيون
 ي كننـده  ها در توالي ناپايدار داده شد كه انجام اين جهش

داري باعـث   صـورت معنـي  ه تواند ب مي) CRID(انتهايي 
ايداري و در نتيجـه افـزايش غلظـت اينترفـرون     افزايش پ

ها جديـد   اين موتاسيون. توليد شده در محيط كشت شود
، كـل در . ها نيز به اثبات رسيد ير قابل توجه آنأثبودند و ت

  .رسد نظر ميه نتايج اين تحقيق جالب توجه و كاربردي ب
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Abstract 

Background: Improvement of mRNA stability and therefore, production of interferon beta (IFN) in 
Chinese hamster ovary (CHO) cell, as a recombinant protein expression system, is very important. The 
aim of this study was to investigate this effect by creating a codon bias change in instability sequence 
located in C-terminal of interferon beta protein (Coding region instability determinant or CRID). 

Methods: Mutations were designed in 4 points, according to codon bias table of Cricetulus griseus, 
using polymerase chain reaction/splicing by overlapping extension (SOEing PCR) method inside the 
CRID of interferon beta gene. The concentration of interferon beta in the medium of Chinese hamster 
ovary cell was determined using ELISA test kit. 

Findings: The mutations were verified by gel-electrophoresis and sequencing the resultant DNA. The 
mutations in resulted in a significant (2.9 times) increase in interferon- concentration (P  0.05). 
Conclusion: The mutations in CRID could significantly increase the stability of mRNA and the 
resultant Interferon  concentration in the medium. These mutations were novel and their effectiveness 
was proved.  

Keywords: Interferon beta, Polymerase chain reaction/splicing by overlapping extension (SOEing 
PCR), C-terminal of interferon beta protein (CRID), Codon bias, Chinese hamster ovary 
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