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  مقدمه

وگ و      با توجه به سرعت کنون ی تحقیقات پروتئین، نیاز به بیان کاراتر و سریعتر ژنهـا در سیسـتمهاي بیـان همولـوگ و هترولـ

تخلیص سریع پروتئینها، روز به روز بیشتر حس می شود. تلاش براي درك رابطه میان سـاختار پـروتئین و عملکـرد زیسـتی     

د، جهـت بیـان و    هاي ژنـومیکس تولیـد شـده   برنامه آن شدت یافته است و تعداد زیادي از پروتئینهاي کاندید که از طریق انـ

اند. بیان مناسب و تکنیکهاي کارآمد تخلـیص از عوامـل بنیـادي بـراي تولیـد انبـوه پـروتئین        تخلیص مورد توجه قرار گرفته

  خالص به شمار می روند.

  

  نوع سیستم بیان
  

کشت سلولهاي پسـتانداران  

)CHO(  

  
  شیر حیوانات ترانس ژن

  
جوجـه هـاي   تخم مـرغ  

  ترانس ژن

  
  گیاهان ترانس ژن

  شرکتهاي استفاده کننده

1-Amgen 
(Thousand Oaks, CA) 
2-Genentech 
(S. San Francisco, CA) 
3-Crucell 
(Leiden, Netherlands) 
 

1-GTC 
Biotherapeutics 
(Framingham, MA) 
2-PPL Therapeutics 
(Edinburgh, UK) 
3-BioProtein 
(Paris, France) 
 

1-Avigenics 
(Athens, GA) 
2-Origen 
Therapeutics 
(Burlingame, CA) 
3-TranXenoGen 
(shrewsbury, MA) 
4-Viragen 
(Plantation, FL) 
5-GeneWorks 
(Ann Arbor, MI) 
6-Vivalis 
(Nantes, France) 
 

1-Croptech 
(Blacksburg, VA) 
2-Epicyte 
(San Diego, CA) 
3-Large Scale 
Biology 
(Owensboro, KY) 
4-Meristem 
Therapeutics 
(Clermont-Ferrand, 
France) 
5-Prodigene 
(College Station, 
TX) 
 

هزینه تقریبی به ازاي هـر  

  گرم مادة خام
150$ 1$-2$ 1$-2$ 0.05$ 

  )6ۀ انواع سیستمهاي بیان صنعتی در حال حاضر (: مقایس1شکل 

  

بعلاوه سیستمهاي بیان و تکنیکهاي تخلیصی که سریعاً میزان زیادي از پروتئینهاي نوترکیب خالص را تولید می کنند، بـراي  

ه مرغوبیـت سـویه     شناسایی مولکولهاي هدف در تو هـاي  سعۀ صنعت دارویی نقشی حیاتی دارند. کارایی سیسـتمهاي بیـان بـ

میزبان، وکتورها و شرایط رشد میزبـان وابسـته اسـت. امـروزه باکتریهـا، مخمرهـا، سـلولهاي حشـرات، اووسـیت قورباغـه و           

  )12سلولهاي پستانداران جزو شایعترین سیستمهاي بیان می باشند. (

بر و غیر عملی پروتئینهـا در مقیاسـی اسـت کـه بـراي      هاي تحقیقاتی بیان و تخلیص هزینهاري از برنامهمانع پیش روي بسی

ارزیابی و ویژگی سنجی آنها کفایت کند. اغلب در منابع طبیعـی مقـدار بسـیار کمـی از پـروتئین مـورد نظـر وجـود دارد کـه          

نیز همراه می باشد. بعلاوه در برخـی تحقیقـات نیـاز بـه      تخلیص آن مشکل است و البته معمولاً با تخریب ساختاري پروتئین
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عملکرد پروتئین مـی باشـد کـه بـدلیل محـدودیت در تولیـد       -اي در رابطه با ساختارهاي خاص اسیدآمینهبررسی نقش ریشه

  )12پروتئینهاي دستکاري ژنتیکی شده در سیستمهاي باکتریایی، این دسته از تحقیقات نیز با مانع روبرو هستند. (

بدین ترتیب در اغلب تحقیقات پیش از هر چیز، تولید مقدار کافی از پروتئین فعال یک شرط اساسی مـی باشـد. بـراي پاسـخ     

ت طبیعـی و     به این نیاز، تکنیکهاي مولکولی زیستی با استفاده از سیستمهاي یوکاریوتی، پروتئینهاي نوترکیب را هماننـد حالـ

  فعال آن تولید می کنند.  

الانه بدنبال فناوریهاي نوینی هستند که در عین هزینۀ کمتر، کارایی بیشتر و فراگیرتر، امکـان افـزایش مقیـاس    صنعتگران فع

را میـان   DNAتولید در آنها به سهولت فراهم باشد. سیستمهاي جدید کلونینگ با کارایی بالاتر  و سـرعت بیشـتر، قطعـات    

یشرفت دیگر علوم، علاقه براي ایجـاد سیسـتمهاي اتوماتیـک رو بـه     سیستمهاي وکتوري منتقل می کنند. بعلاوه همگام با پ

  1) شکل 12گسترش است. (

اند و پـس از تولیـد انبـوه،    رسیده FDAدر طی سالهاي گذشته تعداد زیادي از زیست داروها با گذر از تستهاي بالینی به تایید 

اـص خـود ر  وارد بازار شده ه ویژگیهـاي مـورد        اند. همۀ سیستمهاي بیان فوائد و مشکلات خ د. بـدین ترتیـب وابسـته بـ ا دارنـ

)، زیست داروها در سیستمهاي مختلف میزبانی بیان می شوند. توجه به نوع دستکاریهاي پس از ترجمـۀ  case-by-caseنیاز(

 محصولات در میزبانهاي مختلف، یک نکتۀ کلیدي در انتخاب میزبان مناسب است. فرآیندهایی از جمله گلیکوزیلاسیون کـه 

شـود و یـا در برخـی    در پروتئینهاي انسانی با الگوي خاص صورت می گیرد در برخی میزبانها مثل باکتري بکلی انجـام نمـی  

  2) شکل8پذیرد. (دیگر مثل مخمر، با الگوي نادرست صورت می

  
  )6: مقایسۀ نوع گلیکوزیلاسیون سیستمهاي بیان مختلف (2شکل

  

ژنیک بعنوان رقباي قدرتمند در عرصۀ صنعت وارد می شوند، ولـیکن هـم   وانات ترانساي نزدیک گیاهان و حیاگرچه در آینده

  )8پذیرد. (هاي سلولی میکروبی و یا پستانداران صورت میاکنون تولید صنعتی همۀ زیست داروها در رده

Escherichia coli هاي سلولی مهندسی شدهو نیز رده(BHK, CHO)  اییـد شـده را   سیستمهاي تولید زیست داروهاي ت

مهندسی شده براي تولید تعداد محدود اما مهم زیست داروها اسـتفاده مـی     Saccharomycesتشکیل می دهند. همچنین 



۵ 
 

و انسـولین تولیـد    Glaxosmith klineتوسـط شـرکت    (HBsAg)نوترکیب   Bژن سطحی هپاتیت شود، بعنوان مثال آنتی

  ید می شوند. توسط این مخمر تول NovoNordiskشده توسط شرکت 

Microbes 
Bacteria (prokaryotes) 
Escherichia coli (E. coli) 
Streptococci 
Yeasts (eukaryotes) 
Saccharomyces cerevisiae 
Pichia pastoris 

Plants 
Insect Cells, Baculovirus Vectors 

Mammalian Cells 
Mammalian cells, nonprimate 
hamster, Chinese ovary (CHO) 
murine myeloma cells 
murine cells other 
Mammalian cells, primate 
monkey cells, diploid, kidney, or fetal lung 

Human cells 
human cells, transformed with Epstein-Barr virus transformed 

human cells, gene activation by TKT2 

human kidney cells, embryonic 
human cells, unspecified 

Avian Systems 
Transgenic Mammals 

Goats 
Rabbits 
Mice, XenoMouse (used in development only) 

Viruses 
Recombinant viruses as products (live vaccines) 

Yellow fever virus vector 

  )16: سیستمهاي بیان و میزبانهاي محصولات نوترکیب (1جدول 

در فاز دوم سنجش بالینی براي تولیـد در میزبـان گیـاهی     Plant Biotechnologyتوسط شرکت  "CaroRx"هم اکنون 

ت و ( عامل فساد باکتریایی دندان) اختصاصی اس mutans Streptococcusاست. این آنتی بادي تولید شده در گیاه، براي 

  اتصال این آنتی بادي به باکتري، از چسبیدن باکتري به سطح دندان جلوگیري می کند.

، هزینه دندانپزشـکی دارد. درخواسـت تاییـد قـانونی ایـن      USAمیلیارد دلار آمریکا، فقط در  50فساد باکتریایی دندان سالانه 

  زیست داروها ذکر شده اند. به اختصار انواع سیستمهاي بیان 1محصول در دست اقدام است. در جدول 

  

 رو به افزایش  
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  سرعت رشد          

  هزینه عملیاتی         

  هزینه سرمایه گذاري        

       
  گلیکوزیلاسیون 

        
  اجتماع زیرواحدهاي محصول  

        
  تاخوردگی محصول 

  امنیت        

  افزایش مقیاس تولید          

  

  
  مخمر

  
  باکتري

  
  ژنیکحیوانات ترانس

  
 کشت سلولهاي پستانداران

  
 ژنیکگیاهان ترانس

  )6: مقایسۀ انواع سیستمهاي بیان زیست داروها (3شکل

  

  اند.هایشان با هم مقایسه شده، سیستمهاي تولید زیست داروها با توجه به برخی ویژگی2در جدول 

  

  مخمر E. coli  ویژگی
ــلولهاي  ســـ

  حشرات

ــلولهاي  ســـ

  پستانداران

حیوانــــــات 

  ژنیکترانس

  خیلی بالا متوسط طمتوس متوسط  بالا  سرعت بیان

  خیلی آهسته  آهسته  متوسط  سریع  سریع  زمان تولید میزبان مناسب

  متوسط  زیاد  زیاد  کم  کم  هزینه عملیاتی

 + + +  +  -  بیان خارج سلولی

 + + +  -  +  بیان سلولهاي متیله

 + + +  -  -  دستکاري پس از ترجمه

  اندوتوکسین  ویژگی دردسرساز
عــــــــــــــدم 

  گلیکوزیلاسیون
 آلودگی ویروسی  وسیآلودگی ویر

آلودگی ویروسـی  

 و پریونی

 - - - -  + in vitroبازآرایی محصول 

 ممکن ممکن ممکن  ممکن  -  گلیکوزیلاسیون ناخواسته

  + - - - -  بیان همراه پروتئین خودي



٧ 
 

  ؟  خوب  ؟  خوب  خوب  وضعیت قوانین ثبت

  )5: مقایسۀ عواملی که در انتخاب نوع میزبان مهمند (2جدول

  

  
  : مقایسۀ زیست داروها از نظر سیستم تولید و مسیر قانونی کسب مجوز3جدول 

  

ا توجـه بـه سیسـتم تولیـد       NDAو  BLAدر دو دسـته بنـدي    2006کلیۀ زیست داروهاي تایید شده تا سال  3در جدول  بـ

نداران تولیـد  اند. همانطور که دیده می شود اغلب زیست داروها در سیستم کشـت سـلولهاي پسـتا   صنعتی با هم مقایسه شده

تاییدیـه مـی گیرنـد بصـورت سـنتتیک       NDAتایید می شوند. همچنین کلیۀ داروهـایی کـه از مسـیر     BLAشده و از مسیر 

  اند.، سیستمهاي تولید زیست داروها از نظر ملاحظات ایمنی و خطرات احتمالی مقایسه شده4ساخته می شوند. در جدول 

  

  عامل سیستم میکروبی لولهاي حشراتس سلولهاي پستانداران ژنحیوانات ترانس

 هااندوتوکسین + + + +

 اسیدهاي نوکلئیک + + + +

 بار مواد زائد زیستی + + + +

 ویروسها - + + +

 پریونها - - - +

  )5: ملاحظات ایمنی سیستمهاي تولید زیست داروها (4جدول
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  :هاباکتري -1

یش مـورد اسـتفاده بـوده اسـت و       20ستم باکتریایی است که از قدیمیترین سیستم تولید زیست داروهاي نوترکیب سی سال پـ

مـی تـوان در مـدت کـم در      E.coliبدلیل سهولت و کم هزینه بودن، هنوز هم استفاده می شود. با استفاده از سیسـتم بیـان   

وموترهـاي القـایی مـی    حدود گرم از محصول پروتئینی را به ازاي هر لیتر از محیط کشت ارزان بدست آورد. بـا اسـتفاده از پر  

  % از کل پروتئین سلول میزبان بالا برد.50توان سطح بیان محصول را تا حد 

خیلـی بیشـتر از بیـان پـري پلاسـمیک آن اسـت، ولـیکن بـدلیل          E.coliاگرچه میزان بیـان سیتوپلاسـمیک محصـول در    

inclusion bodies  و مشکلات تخلیص پروتئین فعال، معمولاً با افزودن توالیpelB  یاompA    به ابتداي تـوالی پـروتئین

-نمـی  میزبان مناسبی براي تولید آنتی بـادي  E.coliبیان پري پلاسمیک ترجیح داده می شود. بدلیل عدم گلیکوزیلاسیون، 

یـاد   F(ab)2 و یـا   dcFvs, Fabsاي مناسب جهت بیان قطعات آنتـی بـادي مثـل    باشد و تنها می توان از آن بعنوان گزینه

  )8کرد. (

Company Brand Name Generic 
Chiron Crop. PROLEUKIN® IL-2 Aldesleukin 

Amgen Kineret Anakinra 
Amgen Neupogen Filgrastim 
Aventis Lantus Insulin Glargine 
Eli Lilly Humulin Insulin Human 
Eli Lilly Lispro Insulin 

Schering Corporation Intron-A Interfron Alfa-2b 
Intermune Infergen Interfron Alfacon-1 

Berlex Corporation Betaseron Interfron Beta-1b 
Scios Inc. Natrecor Nesiritide 
Wyeth Neumega Oprelvekin 
Amgen Neulasta Pegfilgrastim 

F.Hoffmann-La Roche; PEGasys Peginterfron Alfa-2a 
Schering-Plough PEG-Intron Peginterfron Alfa-2b 
DL BioPharma Retavase Retoplase 

Pharmacia Genotropin Somatropin 
Eli Lilly Humatrope Somatropin 

Novo Nordisk Norditropin Somatropin 
Genentech Nutropin AQ Somatropin 
Eli Lilly Forteo Teriparatide 

  : لیستی از داروهایی که در سیستم باکتریایی تولید می شوند5جدول 

  

ژنتیکی شناخته شده. رشد سریع و ارزان. بیان زیـاد محصـول در مـدت زمـان کوتـاه       ۀمراحل معین ثبت قانونی. گنجین فوائد:

  )3. فرآیند کلونینگ آسان و شناخته شده ((گاهی در طی پنج روز). شناسایی آسان

شوند و بدلیل تخریب سلولی، مشکلاتی در تخلیص و جداسـازي ایجـاد مـی    پروتئینهاي تولیدي ترشح نمی همیشهمضرات: 

هـاي پـس از ترجمـه در محصـولات. احتمـال تـاخوردگی نادرسـت محصـول.         هـا. عـدم دسـتکاري   شود. داراي اندوتوکسین
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بـه محصـول در حـین تخلـیص و     محصول بدلیل گنجـایش محـدود وکتـور کلونینـگ. احتمـال آسـیب        ةمحدودیت در انداز

  )3( جداسازي

لیستی از زیست داروهایی که در مقیاس صـنعتی در سیسـتم باکتریـایی تولیـد مـی شـوند آورده شـده اسـت. در          5در جدول 

  تولید می شوند، آمده است. E.coliنمایی شماتیک از مراحل تخلیص زیست دارویی که در سیستم تولید باکتریایی  5فصل

  :مخمرها -2

می باشند. مخمرها سیسـتمهاي تولیـد حدواسـط میـان پروکاریوتهـا       P.pastorisو  S.cervisiaeترین مخمرها، استفادهپر

  )1( (سیستم باکتریایی) و یوکاریوتهاي عالیتر (کشتهاي سلولی پستانداران) می باشند.

دون اندوتوکسـین. میـزان زیـاد      ژنتیکی شناسایی ۀشناسایی بعنوان یک عامل ایمن توسط مراجع قانونی. گنجین فوائد: شده. بـ

دلیل ترشـح آن. رشـد        8تا  2بیان محصول در مدت زمان تقریباً کوتاه ( هفته). سهولت در جداسـازي و تخلـیص محصـول بـ

دلار به ازاي هر گرم محصول نهایی. محیط کشت ارزان. تاخوردگی معمولاً صحیح محصـول. انجـام    100-50سریع. هزینه 

  )3( ترجمه. تولید محصولات بزرگتر نسبت به سیستم باکتریاییدستکاریهاي پس از 

ژنهـا بهمـراه   گلیکوزیلاسیون زیاد می تواند فعالیت محصـول را تخریـب کنـد. احتمـال حضـور ایمنـوژن و یـا آنتـی        مضرات: 

  )3( محصول. احتمال تاخوردگی نادرست محصول.

 5یستم مخمري تولید می شوند آورده شده اسـت. در فصـل  لیستی از زیست داروهایی که در مقیاس صنعتی در س 6در جدول 

  نمایی شماتیک از مراحل تخلیص زیست دارویی که در سیستم تولید مخمري تولید می شوند، آمده است.

  

Company Brand Name Generic 
Ortho-McNeil 

Pharmaceutical (US) 
Janssen-Cilag (EU) 

Regranex Becaplermin 

Novo Nordisk Glucagen Glucagon 
Novo Nordisk Novolog Insulin Aspart 
Novo Nordisk Novolin Insulin Human 

Berlex Corporation Refludan Lepirudin 
Berlex Laboratories Leukine Sargramostim 

  : لیستی از داروهایی که در سیستم مخمري تولید می شوند6جدول 

  

  :LEXSYیوکاریوتی  بیانسیستم  -3

 the Moorishاسـت کـه از    Leishmania tarentolaeاین سیستم بیان بر پایۀ پروتوزوآي کینتوپلاسـتی تـک سـلولی    

gecko Tarentola mauritanica می باشد. (جداسازي شده و براي پستانداران بیماریزا نbisafety level 1(  

است. دستکاریهاي پس از ترجمـۀ پروتئینهـا در سیسـتم     E. coliاستفاده از این سیستم بیان یوکاریوتی به سادگی استفاده از 

LEXSY   کاملاً مطابق با دستکاریهاي یوکاریوتهاي عالی می باشد و شامل گلیکوزیلاسیون و تشکیل باندهاي دي سـولفید
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و بیـان در   E.coli) نیز در این میزبان استفاده کرد: کلون در shuttle vectorsمی توان از وکتورهاي دوطرفه (نیز می شود. 

LEXSY) .12. از دیگر خصوصیات مهم این سیستم بیان امکان بیان پیوسته، القایی و یا ترشحی در آن است(  

  سلولهاي حشرات: -4

ــته،     رده ــن دس ــتفاده در ای ــورد اس ــلولی م ــاي س (از  Highfive) و Spodoptera frugiperda(از  SF-21و  SF-9ه

Trichoplusia ni.اند.این سه رده با هم مقایسه شده 7) در جدول 1( ) می باشند  

  

Cell line source Cell density in culture 

Sf9 
Spodoptera frugiperda 

ovarian tissue 

>12 x 106 cells/ml in suspension on 

day 6-7 with>98% viability 

Sf21 
Spodoptera frugiperda 

ovarian tissue 

>6 x106 cells/ml in suspension on day 

6-7 with>98% viability 

Tn5B1-4(high five) 
Trichoplusia embryonic 

tissue 

>8 x 106 cells/ml in suspension on day 

6-7 with>98% viability 

S2 Drosophila > 50-100 x 106 

  )9: مقایسۀ سه ردة سلولی حشرات جهت تولید زیست داروها (7جدول

  

انجام دستکاریهاي پس از ترجمه. تاخوردگی صـحیح محصـول. ترشـح محصـول. بیـان تقریبـاً زیـاد محصـول. تولیـد          فوائد: 

  )3( هفته. بی خطر بودن ویروسهاي حشرات براي انسانها. 4محصول در 

اي اضـافی در تخلـیص اسـت.    د. محیط رشد گران. حذف ویروسهاي حشرات مرحلـه موارد اندك ثبت شده. رشد کنمضرات: 

حاوي پروتئینهاي ایمنوژنیک میزبانی. امکان گلیکوزیلاسیون نادرست. ویروسـهاي پسـتانداران در گرمـا کشـتهاي سـلولهاي      

  )3( حشرات را آلوده می کند.

دون مـواد     از کشت سلولی حشرات جهت تولید ذرات ش Novavaxتولیدات: شرکت  به ویروسی (پروتئین پوسـته ویـروس، بـ

  )3( ژنتیکی درونی) براي تولید واکسن، دارو و مواد تشخیصی استفاده می کند.

نمایی شماتیک از مراحل تخلیص زیست دارویی که در سیستم تولید کشت سـلولهاي حشـرات تولیـد مـی شـوند،       5در فصل

  آمده است.

  سلولهاي پستانداران: -5

ازار را بـراي    Genentechکه شرکت  1986از سال  ان                 tPAمجوز ورود به بـ اـنی (اولـین پـروتئین درمـانی کـه در میزبـ انس

ان چنـد      رده هاي سلولی پستانداران بیان شد) دریافت کرد تا کنون این نوع سیستم بیان توانسته با قابلیـت بـالاي خـود، میزبـ

هـاي سـلولی   درصـد از داروهـاي نوترکیـب تاییـد شـده در رده      70-60 باشد. هـم اکنـون   pipelineصد کاندید دارویی در 

  )8پستانداران بیان می شوند. (



١١ 
 

تولید یک پروتئین خاص در کشت سلولهاي پستانداران در مقیاس بزرگ عبارت است از: انتقال ژن پروتئین مورد نظـر   ۀپروس

سـلولی بدسـت آمـده، بهینـه سـازي و       ةداري از ردبه سلول میزبان، انتخاب سلولهاي حاوي وکتور، سنجش بیان ژن و نگه ـ

  تثبیت محیط کشت مناسب، تخلیص پروتئین مورد نظر از محیط کشت سلولی.

ه کـف ظـرف، جهـت      هاي سلولی که در محیط کشت بصورت سوسپانسیون رشد می کنند، نسبت به ردهرده هاي چسـبنده بـ

هاي سـلولی پسـتانداران کـه    رایجترین رده رسند.بالاتري می تولید محصولات مناسبترند، چراکه در محیط یکسان، به غلظت

 BHK )baby(سوسپانسـیون)،   CHO (Chinese hamster ovary) توسط صنعت دارویی استفاده می شـوند عبارتنـد از:  

hamster kidney ،(NS0 )mouse myeloma سوسپانسیون ،(HEK-293  ،(کلیه جنین انسانی)PER-C6    سـلولهاي)

  )1(نسانی) اي اشبکیه

) 90pg/cell/day-20بازدهی تولید محصول با استفاده از این سیستم بیان به حدود چند گرم به ازاي هر لیتر محیط کشت (

در ابتـداي   Ig kappaسال پیش می باشـد. بـا اسـتفاده از تـوالی      25برابر بهبود نسبت به  100رسیده است که نشان دهندة 

  )8بصورت ترشحی بیان کرد. ( توالی پروتئین می توان محصول را

تاخوردگی معمولاً صحیح محصول. انجام دستکاریهاي صحیح پس از ترجمـه. ترشـح محصـول. مراحـل معـین ثبـت       فوائد: 

  )3( ژنیک) براي پروتئینهاي بزرگ و پیچیده.قانونی. تنها انتخاب (بجز ترانس

. دار تولید می شـوند تی که در محیط سرمنها در محصولاها و آلرژرشد کند. محیط رشد گران. احتمال حضور آلودگیمضرات: 

  )3( دلار به ازاي هر گرم محصول نهایی. 5000-500محصول. هزینه  ةشناسایی گران محصول. تخلیص پیچید

لیستی از زیست داروهایی که در مقیاس صنعتی در سیستم کشت سـلولهاي پسـتانداران تولیـد مـی شـوند آورده       8در جدول 

نمایی شماتیک از مراحل تخلیص زیست دارویی که در سیستم تولید کشت سلولهاي پستانداران تولیـد   5فصل شده است. در

   می شوند، آمده است.

  

Company Brand Name Generic 

Centocor, Inc. (subsidiary of Johnson 

& Johnson) and Eli Lilly and 

Company 

Reopro Abciximab 

Centocor, Inc. (subsidiary of Johnson 

& Johnson) and Eli Lilly and 

Company 

Reopro Abciximab 

Cambridge Antibody Technologies 

and Abbott Laboratories 
Humira Adalimumab 

Ilex Oncology, Inc., Millennium 

Pharmaceuticals, Inc., Genzyme and 

Berlex Laboratories, Inc 

Millennium & ILEX (EU); Berlex, 

ILEX & Millennium Pharmaceuticals 

(US) 

Campath alemtuzumab 
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Genentech, Inc. Activase Alteplase 

Genetech Avastin Bevacizumab 

ImClone Systems Inc. Erbitux Cetuximab 

Allergan, Inc RESTASIS cyclosporine 

Amgen Aranesp Darbepoetin Alfa 

Amgen Aranesp Darbepoetin Alfa 

Genentech, Inc. Pulmozyme Dornase Alfa 

Eli Lilly Xigris Drotrecogin Alfa 

Xoma, Ltd. & Genentech, Inc. Raptiva Efalizumab 

Amgen Epogen/Procrit Epoetin Alfa 

Amgen(us) and Wyeth(eu) Enbrel Etanercept 

Novo Nordisk NovoSeven Factor VIIa 

Wyeth Benefix Factor IX 

Bayer Corp. Kogenate FS Factor VIII 

Baxter Healthcare 

Genetics Institute 
Recombinate Factor VIII 

Wyeth Europe Ltd. (US) Refacto Factor VIII 

Serono S.A. 

Ares Serono 

(Europe) Ltd 

Gonal-FREE Folitropin Alfa 

Organon Follistim AQ Folitropin Beta 

Wyeth Mylotarg 
Gemtuzumab 

Ozogamicin 

Genzyme Corporation Cerezyme Imiglucerase 

Johnson & Johnson Remicade Infliximab 

Biogen Idec Avonex Interfron Beta-1a 

Serono Rebif Interfron Beta-1b 

Biogen Idec and Élan Tysabri Natalizumab 

Genentech / Novartis Xolair Omalizumab 

MedImmune Synagis Palivizumab 

IDEC Pharmaceuticals Rituxan Rituximab 

Serono Saizen Somatropin 

Serono Serostim Somatropin 

Genentech TNKase Tenecteplase 

Genzyme Corp THyrogen Thyrotropin Alfa 

ImaRx Abbokinase Urokinase 

  : لیستی از داروهایی که در سیستم کشت سلولهاي پستانداران تولید می شوند8جدول 
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  ترانس ژنیک: تولید سیستمهاي-6

هـاي شـرکتهاي دارویـی اسـت.     دستیابی به سیستم ایمن، اقتصادي و قابل اعتماد تولید پروتئین یکـی از بزرگتـرین دغدغـه   

بالا و عدم توانایی در تولیـد مقـادیر زیـاد محصـول،      ۀ، مخمر و کشت سلول پستانداران بدلیل هزیناییی هاي باکتريسیستم

راي هـر گـرم محصـول       1000تـا   100یک واحد تولیـد از   ۀنیازمند جایگزین مناسبی می باشند. معمولاً هزین دلار آمریکـا بـ

  )4( ید آن بستگی دارد.پروتئینی تخلیص شده، متغیر است که به نوع محصول، حجم و سیستم تول

دین ترتیـب        ه طـول مـی انجامـد. بـ بنابر مطالعات صورت گرفته، ساخت واحدهاي تولید شرکتهاي دارویی، سه تا پنج سال بـ

دلیل عـدم اطمینـان از تاییـد      شرکتها مجبورند در حین تستهاي دارویی، اقدام به ساخت و تجهیز واحـدهاي تولیـد نماینـد.    بـ

واري در پیش بینی بازار مصرف، ریسک سرمایه گذاري بالاست. عـلاوه بـر آن، داشـتن داروي تاییـد     قانونی دارویی و نیز دش

  شده بدون سیستم تولید مناسب، پیامدهاي نامناسبی در بر دارد.

تـر مـی باشـند. ایـن     سیستمهاي تولید ترانس ژنیک بدلیل حجم تولید بالا، ریسک سرمایه گذاري را کم می کنند و اقتصادي

  )4( از میزبانها و بافتهاي حیوانی، گیاهی و طیور را در بر می گیرند. طیف وسیعیها سیستم

  

  :)pharming( ترانس ژنیک حیوانات - 6-1

تولید محصولات. میزان بالاي بیان محصول. تاخوردگی صحیح محصول. سـهولت در   ةقادر به انجام فرآیندهاي پیچیدفوائد: 

  )3( دلار به ازاي هر گرم محصول نهایی). 50-20رزان محصول (افزایش مقیاس تولید محصول. تولید ا

تجربیات اندك  قانونی جهت ثبت. پتانسیل نامعلوم جهت آلودگی ویروسی. میزان بیان متغیر. مـدت زمـان طـولانی.    مضرات: 

در پـذیرش   را پیچیده می کنـد. مشـکلات حـل نشـده     Batchesو  lotsابهامات بی پاسخ در تخلیص. تولید پیوسته، تعیین 

  )3( عمومی.

  محصولاتی که توسط سیستم حیوانات ترانس ژنیک تولید می شوند:

تریپسین آلفـا یـک، لیپـاز    در اسکاتلند: استفاده از خرگوش و گوسفند جهت تولید آنتی PPL therapeuticsشرکت  -1

، فیبرینوژن، آلبـومین  موتاز، فاکتورهاي چهار و هشت خونیتحریک شونده با نمک صفرا، کلاژن، سوپراکساید دیس

  انعقاد خون، کلسی تونین. XIVسرم انسانی، فاکتور 

راي تولیـد آلفـا گلوکوزیـداز، مهار       Pharmingشرکت  -2 اسـتراز، کـلاژن،    C1ننـده  کدر هلند: اسـتفاده از گوسـاله بـ

 فیبرینوژن، فاکتورهاي چهار و هشت خونی، لاکتوفرین.

ز بـراي    Genzymeشرکت  -3 ، بتـا  IIIتـرومبین  آلفـا یـک پروتئینـاز، آنتـی     ةتولیـد مهارکننـد   در آمریکا: اسـتفاده از بـ

 )3( ، واکسن مالاریا، آلبومین سرم انسانی.tPAتونین، هورمون رشد، اینترفرون، کلسی

نمایی شماتیک از مراحل تخلیص زیست دارویی که در سیستم تولید حیوانات ترانس ژنیک تولید می شـوند، آمـده    5در فصل

  است.

 
  وتئینهاي درمانی نوترکیب در شیر حیوانات ترانس ژنیک:تولید پر
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استفاده از شیر ترانس ژنیک یک روش به صرفه جهت تولید مقادیر زیاد پروتئینهاي پیچیده اسـت. بـه زودي تجـاري سـازي     

وانسـته  ) که در شیر بزهاي ترانس ژنیک بیان می شود، آغاز می گردد. ایـن محصـول ت  rhATترومبین نوترکیب انسانی (آنتی

  ) تاییدیه بگیرد.EMEAاز انجمن پزشکی اروپا (

پپتیدهاي سـاده مثـل انسـولین و هورمـون رشـد      ي و ساکارومایسس، جهت تولید پلیشیاکلایبیوراکتورهاي اولیه از جمله اشر

پیچیـده   ۀرجم ـانسانی مناسبند. ولیکن استفاده از این بیوراکتورهاي میکروبی براي تولید پروتئینهایی که دسـتکاري پـس از ت  

هستند مثل فاکتورهـاي انعقـادي و یـا منوکلونـال آنتـی بادیهـا) رضـایت بخـش          intricateنیاز دارند (و یا نیازمند تاخوردگی 

  )2( نیست.

 محصول شرکت حیوان تولید کننده مرحله توسعه

  اروپا CHMP نظر مثبت 

  فاز سوم در آمریکا
 GTC Biotherapeutics ATryn بز

 C1مهارکننده استراز  Pharming خرگوش فاز سوم

 MM-093 (AFP)  بز فاز دوم

  آلفا گلوکوزیداز Pharming خرگوش فاز دوم

 هورمون رشد انسانی BioSidus گاو پیش بالینی

 آلبومین GTC Biotherapeutics گاو پیش بالینی

 فیبرینوژن Pharming گاو پیش بالینی

 کلاژن Pharming گاو پیش بالینی

 لاکتوفرین Pharming گاو لینیپیش با

 تریپسین آلفاآنتی GTC Biotherapeutics بز پیش بالینی

 واکسن مالاریا GTC Biotherapeutics بز پیش بالینی

 GTC Biotherapeutics CD137(4-1BB)MAb بز پیش بالینی

  )2ر پی کسب مجوز بازار می باشند (: لیستی از داروهاي نوترکیب که در شیر حیوانات ترانس ژنیک تولید شده و د9جدول

  

توسـعه یافتنـد کـه جهـت سـاخت آنتـی بادیهـاي         CHOبدین ترتیب کشتهاي سلولهاي پستانداران در مقیاس بزرگ مـثلاً  

تـوان  آنها، هنوز نمـی  ةمنوکلونال و سیتوکینها مناسبند. با این حال بدلیل دوز درمانی بالاي برخی پروتئینها و یا ساختار پیچید

پروتئینهاي نوترکیب را از طریق بیوراکتورهاي میکروبی و یا کشـتهاي سـلولی بدسـت آورد. امـروزه منبـع استحصـال        برخی

  تریپسین آلفا یک، پلاسماي انسانی است.ترومبین و آنتیاینگونه پروتئینها مثل آنتی
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  )2ن (تریپسی: نمایی شماتیک از فرآیند تولید بزهاي ترانس ژنیک جهت تولید آنتی4شکل 

  

ه تخـم     ةامروزه با فیوژن وکتور بیانی که حاوي ژن مورد نظر است، با توالیهاي تنظیمی ویژ غدد شیري و سپس انتقـال آن بـ

ژن درون ژنوم تخم انتگره مـی شـود،   -گونه انتخابی، می توان برخی پروتئینها را در شیر آن گونه، تولید کرد. هنگامیکه هترو

  )2( یک ویژگی غالب به نسلهاي آینده حاصل از زاد و ولد این حیوان منتقل می شود. ساختار بیان شیر ویژه بعنوان

محدودیتهاي سیستم بیان ترانس ژنیک مربوط به اثرات بالقوه نامطلوب پروتئینهاي هترولوگ بر سلامت حیوان تولیـد کننـده   

  می گردد.

پس از ترجمـه از جملـه گامـا کربوکسیلاسـیون، بتـا       ةاگرچه سیستمهاي بیان ترانس ژنیک قادر به انجام دستکاریهاي پیچید

ه ویژگیهـاي    می باشند، با این حال ش O-linkedو  N-likedهیدروکسیلاسیون یا گلیکوزیلاسیون  ایستگی سیستم تولیـد بـ

  خاص محصول نیز بستگی دارد.

هدف گیري پروتئینهاي هترولوگ جهت بیان در غدد شیري موشهاي ترانس ژنیک بصورت مستقل توسط چنـدین گـروه در   

تقـال  در جنین تک سلولی و یا ان Pronuclear microinjectionمیلادي گزارش شد. با استفاده از تکنیک  80 ۀانتهاي ده

  )2( سلولهاي سوماتیک در جنین می توان حیوان ترانس ژن تولید کرد. ۀوکتور به جمعیتهاي اولی
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  )2: نمایی شماتیک از فرآیند انتقال هسته به هستۀ سلول سوماتیک جهت تولید حیوان ترانس ژنیک (5شکل 

  

ایـن حیـوان بـه ارث مـی      ةري به نسلهاي آیندغدد شی ةپس از انتگراسیون وکتور در ژنوم سلول تخم ریا، ترانس ژنهاي ویژ

ا   گـرم بـر لیتـر     20رسند. غلظت پروتئین بیان شده در شیر بصورت روتین در حد یک گرم بر لیتر است که البته این میزان تـ

 هم گزارش شده است. میزان بیان پروتئین مورد نظر به توالی تنظیمی مورد استفاده در غدد شیري، ژن بیـان شـده و جایگـاه   

  ژن در ژنوم تخم، وابسته است.-انتگراسیون هترو

نیک بیشتر جهت آزمایش ساختارهاي بیان استفاده می شود. بدین ترتیب توالیهـاي تنظیمـی کـه اثـرات     ژاز موشهاي ترانس 

  در غدد شیري شناسایی می شوند. دارند قویتري بر بیان ژنهاي هترولوگ

، بدلیل بزرگی تخم خرگوش نسبت به Pronuclear microinjectionنیک تولید خرگوشهاي ترانس ژنیک با استفاده از تک

ها را به هشت بار در سال رسـانده اسـت.   ارداري، تعداد شیردهیبموش، ساده و کم هزینه است. همچنین زمان کوتاه میان دو

  .  چند کیلوگرم از پروتئین موردنظر را بدین طریق بدست آورد ةمی توان در مقیاس تجاري در محدود

ر محصـول صـورت    پیچیده ۀدر خوکهاي ترانس ژنیک، حجم شیردهی بالاتر است و همچنین دستکاري پس از ترجم تري بـ

  می گیرد.

ماه است. مـی تـوان سـالانه چنـد      18تا  16زمانی از آغاز انتقال ترانس ژن تا اولین شیردهی  ۀدر بزهاي ترانس ژنیک، فاصل

دین طریق بدست آورد. درمورد گاوهاي ترانس ژنیک میزان محصول باز هم بیشـتر  صد کیلوگرم از پروتئین تخلیص شده را ب

  )2( است.
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  )2: نمایی از زمان مورد نیاز جهت ایجاد نسلی از بزهاي ترانس ژنیک (6شکل

  

ATrynاولین زیست داروي تولید شده در سیستمهاي ترانس ژنیک :  

باند سولفیدي است. این ویژگیهـا   3و  N-linkedاي گلیکوزیلاسیون ترومبین یک گلیکوپروتئین پیچیده حاوي جایگاههآنتی

ه ازاي هـر دور     ATبراي عملکرد صحیح  درمـان   ةضروریند. همچنین مقدار مصرف درمانی این پروتئین در حد چنـد گـرم بـ

ه  پروموتر ژن بتاکازئین ب ۀاست. بزهاي ترانس ژنیک بعنوان سیستم بیان این پروتئین استفاده شدند. منطق  hAT cDNAز بـ

ه روش      متصل شد. این ترانس ژن در معرض کروموزومهاي جنین بز قرار داده شد و در نهایت این جنینها بـه بزهـاي مـادر بـ

، rhATتلقیح مصنوعی منتقل گردید. بزهاي متولد شده حاوي این ترانس ژن می باشند و قادر به تولیـد محصـول ایـن ژن،    

 rhATگرم در لیتر است. جهت تخلیص و جداسـازي پـروتئین   2در شیر این بزها  rhATدر شیر خود هستند. غلظت تقریبی 

اـتوگرافی تعـویض       از شیر بزهاي ترانس ژنیک از فیلتراسیون مماسی، کروماتوگرافی تمایلی هپـارین، نـانو فیلتراسـیون، کروم

تخلـیص شـده    rhATده می شـود. سـاختار   % استفا50اندرکنشهاي هیدروفوب با بازده بالاتر از  ۀیونی و کروماتوگرافی بر پای

  )2( ) است.hpATترومبین تخلیص شده از پلاسماي انسانی (شبیه آنتی

، میزان مـانوز بیشـتر و   GalNAcبا این حال تفاوتهایی در گلیکوزیلاسیون آنها دیده می شود که می توان به حضور فوکوز و 

  اره کرد.اش hpATنسبت به  rhATاسید سیالیک و گالاکتوز کمتر در 

اسـتفاده از   EMEA، 2006شـود. در دوم ژانویـه   با این حال تفاوتی در عملکرد این دو پروتئین در مهار تـرومبین دیـده نمـی   

rhAT    تـرومبین  را جهت پیشگیري از انسداد انعقادي سیاهرگی در حین جراحی بیمارانی که بصورت مـادرزادي کمبـود آنتـی

  دارند، تایید کرد.

تریپسـین آلفـا یـک و آنتـی     استراز، آنتـی  C1ر تلاشند که آلبومین انسانی، هورمون رشد انسانی، مهارکننده امروزه محققان د

  )2( بادیهاي منوکلونال را در شیر حیوانات ترانس ژنیک تولید کنند.
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  )2تریپسین از شیر بزهاي ترانس ژنیک (: نمایی شماتیک از فرآیند تخلیص آنتی7شکل

  ترانس ژنیک: هايجوجه - 6-2

هاي ترانس ژن نیز به تازگی مورد توجه صنعتگران قرار گرفته است بطوریکه هم اکنـون چنـدین شـرکت    سیستم بیان جوجه

اي از ژنـوم مـرغ وارد کـرد کـه     ها باید ژن انسانی مورد نظر را در منطقهاند. براي تولید این جوجهساس بنا نهاده شدهبر این ا

  ) 13اي مرغ بیان شود تا محصول در تخم مرغ جاي گیرد. (محصول آن در سلولهاي غدد لوله

هـا بـه میکروبهـا    براي جلوگیري از آلودگی جوجهها حاوي پروتئینهاي نوترکیب موردنظر می باشند. تخم مرغهاي این جوجه

هـا را در مقابـل   باید قوانین سختی براي محافظت از آنها اعمال کرد که ایـن استریلیزاسـیون شـدید، سیسـتم ایمنـی جوجـه      

  )6بیماریها تضعیف کرده و می تواند منجر به خسارات زیادي شود. (

  مزایاي استفاده از سیستم بیان در تخم مرغ:

  ماه) 6داري سریع و زمان کوتاه رسیدن به بلوغ  (بار-1

  شوند. نگهداري از مرغها آسان است.هزینه کم تولید: تخم مرغها به ویروس حیوانی آلوده نمی-2

  )15تا در سال براي هر مرغ( 252تا در ماه و  21تولید زیاد پروتئین: یک تخم مرغ در روز، -3

  وترکیب و از جمله گلیکوزیلاسیون در تخم مرغ شبیه انسان است.  دستکاریهاي پس از ترجمۀ پروتئینهاي ن-4

  

  TranXenoGen, Incشرکت 

براي درمان انواع سرطانها است. از دیگر فعالیتهـاي آن، بررسـی امکـان     ANUP این شرکت بیوتکنولوژي در حال تحقیق بر

  )15تولید انسولین و آلبومین سرم انسانی در تخم مرغ می باشد. (

  

 Origen Therapeuticsشرکت 
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کلونال کاملاً انسانی در تخم مـرغ  این شرکت آمریکایی بیوتکنولوژي در حال تحقیق و بررسی امکان تولید آنتی بادیهاي پلی

  )14می باشد. (

  

  .AviGenics, Incشرکت 

ا    این شرکت آمریکایی زیست دارویی در تلاش است تا با انتقال ژن انسـانی بـه ژنـوم مـرغ، پـروتئین نوتر      کیـب دلخـواه را بـ

  )13الگوي گلیکوزیلاسیون صحیح در تخم مرغ بیان کند. (

  )AviGenics, Inc. )13محصولات شرکت 

  نام محصول مورد استعمال وضعیت

 FDAپایان فاز اول مطالعات بالینی با تایید 

  2007و ورود به فاز دوم در سال 
 AVI-014 درمان نوعی سرطان

 AVI-005 درمان نوعی بیماري عفونی  FDAنی با تایید پایان فاز اول مطالعات بالی

 AVI-010 درمان اختلالات یک اندام  2007شروع فاز یک در سال 

Pre-clinical  AVI-032  و  AVI-041 

  

  ترانس ژنیک:  گیاهان - 6-3

(مـادة   Salicinانسـت  یـک شـرکت فرانسـوي تو    1982اند. در سـال  کردهانسانهاي غارنشین از گیاه بعنوان دارو استفاده می

کنـون مـورد بررسـی قـرار     میلادي تـا  70سازندة آسپرین) را از درخت بید جدا کند. موضوع بیان در گیاهان نوترکیب از دهۀ 

کـه   Btگرفته است. در تلاشهاي اولیه سعی شد تا ژنهاي مقاومت به آفات و حشرات در غلات بیان شوند که ذرت نوترکیـب  

  )6اي موفق از این دسته تحقیقات می باشد. (است نمونه Bacillus thuringensisحاوي ژن از باکتري 

بدلیل ترانسفورماسیون و کشت آسان در سیستمهاي گیاهی و دستکاریهاي پس از ترجمـه محصـولات هماننـد سیسـتمهاي     

یشتر مورد توجه محققـان و  انسانی (از جمله استیلاسیون، گلیکوزیلاسیون و فسفریلاسیون) این نوع سیستم بیان روز به روز ب

  صنعتگران قرار می گیرد.

) و واکسنها می باشند. تنبـاکوي  plantibodiesگیاهان قادر به بیان فاکتورهاي  رشد، پروتئینهاي سرم، آنزیمها، آنتی بادیها (

وع گیـاه و    موشی می باشد. بسته به IgG1اولین میزبان گیاهی است که قادر به بیان  (Nicotiana tabacum)نوترکیب  نـ

سیستم بیان آن، در برخی گیاهان دستکاریهاي پس از ترجمۀ آنتی بادیهـا بیشـتر بـه انسـان شـباهت دارد. سیسـتم خـزه در        

را  VEGFاز تواناترین سیستمهاي بیان گیاهی است که حتی پروتئین پیچیـدة همـودیمر    Biotech GmbHشرکت آلمانی 

  هم بخوبی تولید می کند.

ن مدونی براي تولید و استفاده از گیاهان ترانس ژنیک در مراکز معتبر ارزیابی کیفیت، تصـویب نشـده اسـت    اگرچه هنوز قوانی

  )6نویسهایی تدوین شده و از محققان خواسته شده تا نظرات خود را نسبت به آنها ارائه دهند. (پیش 2002ولیکن از سال 

هـا. سـهولت در افـزایش مقیـاس     حیوانات. انبار کردن آسان دانه هاي کوتاهتر رسیدن به تولید محصول نسبت بهفوائد: چرخه

 ـ   ژنتیکـی شـناخته    ۀتولید محصول. میزان بالاي تولید (بیش از یک کیلوگرم محصول به ازاي هر جریب زیـر کشـت). گنجین

  )3( )دلار به ازاي هر گرم محصول نهایی 10-20کند. تولید ارزان (شده. هیچ ویروس گیاهی، انسان را آلوده نمی
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کشها). دستکاریهاي پس از ترجمـه  کشها، علفتوانایی بالقوه در آلوده شدن سیستم (قارچهاي خاکی، باکتري، حشرهمضرات: 

  )3( در گیاهان متفاوت از حیوانات است. احتمال حضور آلرژنها. مشکلات حل نشده در پذیرش عمومی.

  

 )7( : مقایسۀ روشهاي مختلف تولید گیاهی زیست داروها10جدول

  مشکلات  فوائد  نوع سیستم

گیاهان نوترکیب: تجمـع محصـول در درون   

  گیاه

ــداري رده  ــازده، پای ــرفه  ب ــی، ص ــاي دائم ه

  اقتصادي

  مقیاس زمانی  

گیاهان نوترکیب: ترشـح محصـول از ریشـه    

  یا برگ

مقیاس، بـازده کـم، هزینـه زیـاد تجهیـزات        قابلیت حفاظت، تخلیص

  تولید

  ستانتقال ژن به ژنوم کلروپلا

)Transplastomic( 

ا هـم، سـمیت      بازده بالا، بیان چنـدین ژن بـ

  کم، قابل حفاظت

  عدم گلیکوزیلاسیون، امکان انتقال افقی ژن

بازده بالا، مقیاس زمانی، انجام همزمان چند   گیاهان ترانسفورم شده با ویروس

  ترانسفورماسیون  

  امنیت کم، محدودیت در اندازة قطعات ژنی

Agroinfiltartion هزینه بالا  قابلیت حفاظت  

ــح     کشت بافتها یا سلولها ــت، ترش ــت حفاظ ــانی، قابلی ــاس زم مقی

  محصول به محیط، مدارك مدون ثبت

  هزینه بالا

 
  

  )7: میزبانهاي گیاهی براي تولید زیست داروها (11جدول

  شرکتهاي استفاده کننده از این فناوري  مشکلات  فوائد  سویه

  گیاهان مدل

Arabidopsis 
thaliana 

  

هـاي متنـوع جهـش    در دسترس بودن سویه

ــهولت در   ــترس، سـ ــوم در دسـ ــه، ژنـ یافتـ

  ترانسفورماسیون

    عدم تولید به صرفه محصول

  گیاهان ساده

Physcomitrella 
patens, 
Chlamydomonas 
reinhardtii, 
Lemna 

  

ــح    ــک، ترش ــر کلونی ــان، تکثی ــت آس حفاظ

محصول به محـیط، قـوانین مـدون، امکـان     

ــوترکیبی ــوگ در  نـــــــــ همولـــــــــ

Physcomitrella 
 

    )scalabilityتنوع زیاد (

  محصولات برگدار

  تنباکو

ــاي     ــول، فناوریهـ ــالاي محصـ ــم بـ حجـ

ــناخته شــده،     ــان ش ــیون و بی ترانسفورماس

  افزایش مقیاس سریع، گیاه غیر خوراکی

پایداري کم محصـول در برگهـاي درو   

  شده، حضور آلکالوییدها

1-Biotechnology Inc. 
(http://www.planetbiotechnology.com) 

2-Meristem Therapeutics 
(http://www.meristem-
therapeutics.com) 

3-Chrologen 
(http://www.chlorogen.com) 

 .Medicago Incپایداري کم محصـول در برگهـاي درو   حجم بـالاي محصـول، مفیـد بـراي تولیـد        شبدر، یونجه
(http://www.medicago.com) 
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  یکشده، حضور اسید اگزال  واکسنهاي حیوانی، تکثیر کلونیک

  کاهو
خــوراکی، مناســب بــراي تولیــد واکســنهاي 

  انسانی

پایداري کم محصـول در برگهـاي درو   

  شده
  

  غلات

  ذرت، برنج

پایداري محصول در حین انبار کردن، حجـم  

ــهولت در   ــول، ســــ ــالاي محصــــ بــــ

  ترانسفورماسیون و دستکاري ژنتیکی

  Prodigene Inc.  
(http://www.prodigene.com) 

  پایداري محصول در حین انبار کردن  گندم، جو
ــواري در     ــول، دش ــم محص ــم ک حج

  ترانسفورماسیون و دستکاري ژنتیکی
  

  حبوبات

  سویا
بــه صــرفه اقتصــادي، تولیــد بــالا، بیــان در 

  پوشش دانه

بیـــان کـــم محصـــول، دشـــواري در 

  ترانسفورماسیون و دستکاري ژنتیکی
  

    بیان کم محصول  محصولحجم بالاي   نخود

  ها و سبزیجاتمیوه

    نیاز به پختن سیب زمینی  خوراکی، پایداري محصول در انبار  سیب زمینی، هویج

  خوراکی، حفاظت در گلخانه  گوجه فرنگی
هزینه بالاي رشـد، اسـتفاده اجبـاري از    

  سردخانه پس از چیدن
  

  هاي روغنیدانه

Camelina sativa 
  

 ــ  ــال ژن محصـ ــد اتصـ ــه ژن فراینـ ول بـ

Oleosinسیستم جوانه زدن ،  
  حجم کم محصول؟

UniCrop 
 (http://www.unicrop.fi/) 

  

  

  کنندة گیاهان ترانسژنیک تولیدشرکتهاي 

از تنباکوي ترانس ژنیک جهت تولید آنزیمهاي لیزوزومی انسانی استفاده می کند. همچنـین بـه    Croptechشرکت  -1

، در تنباکو تولید کند. برگهـاي  Gaucherروزیداز را براي درمان بیماري تازگی این شرکت توانسته داروي گلوکوسرب

  این گیاه معادل یک دوز درمانی  می باشند.

، مواد تشخیصـی اویـدین و بتاگلوکورونیـداز تولیـد شـده در ذرت تـرانس       Sigmaبا همکاري  Prodigeneشرکت  -2

در تلاش براي تولید آنزیمهاي صنعتی در  Genencor ژنیک را به بازار عرضه کرده است. این شرکت با همکاري 

 گیاهان ترانس ژنیک است.

نیز در تلاش براي ساخت گوجه فرنگـی و سـیب زمینـی دسـتکاري شـده       Boyce Thompson مرکز تحقیقاتی  -3

  )3( است. Norwalkو ویروس  Bحاوي واکسنهاي خوراکی وبا، هپاتیت 

 

  یقاتیمرحله تحق  میزبان  پروتئین/مورد مصرف  همکار  شرکت

Monsanto بیمارستان کودکان لندن  
آنتی بادي ضد پوسیدگی 

  دندان
  فاز سوم  ذرت

Large scale  -  scFv فازهاي سوم  تنباکو  غیر هوچگینی  



٢٢ 
 

biology 
Meristem 

Therapeutics 
Solvay 

Pharmaceuticals 
  فاز دوم  ذرت  لیپاز گوارشی

Large scale 
biology 

ProdiGene, 
Plant Bioscience 

 فاز اول  تنباکو  نتی باديآ

Monsanto NeoRx فاز اول ذرت  آنتی بادي ضد سرطان 

ProdiGene  -   واکسنTGEV فاز اول ذرت 

Epicyte 
Pharmaceutical 

Dow, Centocor  آنتی بادي ضدHSV فاز اول ذرت  

Corp Tech Immunex Enbrel مطالعات پیش بالینی تنباکو  

Corp Tech  Amgen مطالعات پیش بالینی نباکوت  آنتی بادیها 

AltaGen 
Bioscience Inc. 

 مطالعات پیش بالینی  سیب زمینی  آنتی بادیها  ارتش آمریکا

Meristem 
Therapeutics 

CNRS مطالعات پیش بالینی  ذرت  لاکتوفرین انسانی 

MPB Cologne 
GmbH 

Aventis 
CropScience 

 مطالعات پیش بالینی  سیب زمینی  محرمانه

  )6یست داروهایی که در میزبان گیاهی بررسی می شوند (: ز12جدول

  

  ترانس ژنیک گیاهاندر  GFPبیان 

اـنت     GFP )green fluorescent protein، ژنی به نام Aequoreaدر عروس دریایی  ) وجود دارد کـه پروتئینـی بـا فلورس

. براي تولیـد گیاهـان تـرانس ژنیـک کـه      سبز تولید می کند. این ژن در صنعت گیاهان ترانس ژنیک کاربردهاي فراوانی دارد

آینـد، فرآینـد ترانسفورماسـیون (معرفـی ژن بـه      ) به حساب میGMO )Genetically Modified Organismاي از دسته

  )10پذیرد. (گیاه، جذب توسط گیاه و بیان ژن جدید در گیاه) انجام می

  روشهاي مختلفی براي معرفی ژن به گیاه وجود دارد:

 بمباران طلا -1

 Agrobacterium tumefaciensاستفاده از  -2

به سلول گیاهی در محیط کشت بدلیل ویژگـی ذاتـی    E.coliو انتقال طبیعی ژن از  E.coliکلون ژن موردنظر در  -3

 E.coliوکتوري در 

ز صنعتگران براي سهولت در جداسازي گیاهان ترانس ژنیک از گیاهان فاقد ژن مـوردنظر، پـس از مرحلـۀ ترانسفورماسـیون ا    

توانیم پـس از  را در کنار ژن موردنظر در یک ساختار واحد کلونینگ قرار دهیم، می GFPاستفاده می کنند. اگر ژن  GFPژن 

در طول موجهاي مختلف بجـز   GFP، گیاهان ترانس ژنیک را جداسازي نماییم. UVمشاهدة نور سبز فلورسانت تحت اشعه 

و   (cyan fluorescent protein: CFP)، کبود (yellow fluorescent protein: YFP)نور سبز، قادر به تولید نور زرد 

بصورت طبیعـی فلورسـانت قرمـز تولیـد      2نیز می باشد. از آنجاییکه کلروفیل  (blue fluorescent protein: BFP)یا آبی 
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شـوند.  ز دیـده مـی  به رنگ مخلوطی از رنگهاي سبز یـا زرد و قرم ـ  UVدر نور  GFPمی کند، گیاهان ترانس ژن حاوي ژن 

)10(  

  ترانس ژنیک: Oleosin-با استفاده از فناوري اجسام روغنی پروتئینهاتولید 

پروتئینـی، فراینـد تخلـیص و     ةاز این جهت منحصر به فرد است که همزمان با تولیـد تـود   Oleosin-فناوري اجسام روغنی

هم پوشش می دهد. بدین جهت سرمایه گـذاري بـراي   تولید را به خود اختصاص می دهد) را  ۀ% از هزین75بازیافت آن (که 

  نتاسیون متداول است.الازم جهت فرم ۀتجهیز واحد تولید با این سیستم بسیار کمتر از سرمای

 _اقتصادي، برخلاف پروتئینهاي بیان شده در شیر و یا برگ، پروتئینهاي تولید شده در سیستم اجسام روغنی ۀعلاوه بر صرف

Oleosin گ   هاي حاصل را انبار نمود.ل پایدارند و می توان دانهتا چندین سا ) در یـک  Safflower(ُبعنوان نمونه گیاه گلرنـ

گرده افشانی دارد و به سـادگی مـی تـوان آن را از دیگـر زمینهـاي تحـت کشـت        -زمین کوچک رشد می کند و سیستم خود

قابلیـت بیـان پروتئینهـاي     -1بررسـی کـرد:    را می تـوان در دو بخـش   Oleosin-سیستم تولید اجسام روغنی تفکیک نمود.

  ها.اجسام روغنی حاوي پروتئین مورد نظر از دانه ۀتوانایی جداسازي کم هزین -2ها، نوترکیب در اجسام روغنی دانه

اي منحصر بفرد در دانه است. ساختار اجسام روغنی متشکل از یک هسته از لیپیـد خنثـی یـا    جسم روغنی یک اندامک ذخیره

  )4( یل گلیسرول است که با یک نیمه غشاء از جنس فسفولیپید احاطه شده است.آستري

  

  
  )4و رنگ آمیزي اجسام روغنی درون آن ( safflower: نمایی از برش عرضی دانه 8شکل 

  

ام    در سطح خارجی این لایه، دسته ا ویژگیهـاي      Oleosinوجـود دارنـد.    Oleosinاي از پروتئینهـا بـه نـ پـروتئین خاصـی بـ

  رفکتانتی است که انتهاهاي کربوکسیلی و آمینی آن آمفی پاتیک می باشد درحالیکه مرکز آن هیدروفوب است.سو
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  )4در سطح آن ( Oleosin: شکل شماتیک یک جسم روغنی و جایگاه پروتئین 9شکل

  

ر سـطح خـارجی غشـاء    این مرکز لیپوفیل از غشاء جسم روغنی به داخل آن فرو رفته است درحالیکه بخشهاي آمفی پاتیک د

 اند. بدین ترتیب جسم روغنی در پوششی آمفی پاتیک محصور شده که به آن پایداري مـی بخشـد.  جسم روغنی گسترده شده

ا    در  Oleosinبا استفاده از فناوریهاي مهندسی ژنتیک می توان پروتئینهاي موردنظر بیان شده را از طریق فیوژن کـووالان بـ

  )4( .سطح اجسام روغنی قرار داد
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و  Xژن-Oleosin: بیـان فیـوژن ژن   B و قرارگیري پروتئین آن در سـطح جسـم روغنـی/    Oleosin: بیان ژن A :10شکل

  )Stratosome )4قرارگیري آنها در سطح جسم روغنی در سیستم زیستی 

  

دین ترتیـب مـی   است که مراحل آن ب ـ Stratosomeسیستم زیستی  ۀترکیبی از مهندسی اجسام روغنی با تخلیص آنها، پای

  باشد:

است به گیاه عرضه مـی شـود.    X-Oleosinفیوژن ژن ةابتدا با استفاده از مهندسی ژنتیک، ترانس ژنی که کدکنند -1

هاي آن ایجاد می شوند، این فیـوژن پـروتئین نیـز بیـان مـی گـردد و اجسـام        همانطور که گیاه رشد می کند و دانه

  روغنی درون آنها تولید می شوند.

 ترانس ژنیک پس از جمع آوري از مزرعه تحت فرایند جداسازي اجسام روغنی قرار می گیرند.هاي دانه -2

را شناسـایی   Oleosinسپس با استفاده از روشهاي شیمیایی و یا آنزیم خاصی که جایگاه فیوژن پـروتئین هـدف و    -3

 می کند، این پیوند گسسته می شود.

با استفاده از روشهاي تخلیص متـداول بـا هزینـه انـدك، پـروتئین      تریفوژ اجسام روغنی شده و ندر انتها از طریق سا -4

 موردنظر جداسازي می گردد.

یش از      کیلـو دالتـون را تولیـد کـرد.      100در این سیستم می توان پروتئینهایی با اندازه یک کیلودالتون (نه اسـید آمینـه) تـا بـ

  )4( تم صورت می گیرد.همچنین دستکاریهایی از جمله تشکیل باندهاي دي سولفید در این سیس

  

  
  )Stratosome )4: فلوچارت سیستم زیستی 11شکل
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  فرایند جداسازي: روغن از آب سبکتر است:

 ـ دانه آب، مـواد دانـه از اجسـام     ۀها ابتدا توسط آسیاب، هموژن می شوند. سپس در طی یک فرایند کم هزینه جداسـازي برپای

% از پروتئینهاي ناخواسته حذف می گردند و بخش حـاوي اجسـام   98بیش از روغنی با سانتریفوژ جدا می شوند. بدین ترتیب 

دین ترتیـب        روغنی که غنی از پروتئین نوترکیب موردنظر است تحت دیگر فرایندهاي متداول جداسـازي قـرار مـی گیـرد. بـ

  )4( یابد.هاي تخلیص تا حدود زیادي کاهش میهزینه

  
  

  )4: فرآیند جداسازي اجسام روغنی (12شکل
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