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 S2هاي نوتركيب انساني در سيستم جديد بياني  مهندسي گليكوزيلاسيون پروتئين

  2، ليلا خليلي1*دوست جعفر وطن
  استاديار. - شناسي گروه زيست -دانشكده علوم پايه -دانشگاه حكيم سبزواري - 1
  دانشجوي كارشناسي ارشد. - شناسي گروه زيست -دانشكده علوم پايه -ريدانشگاه حكيم سبزوا - 2

  6/10/1393، تاريخ پذيرش:5/8/1393تاريخ دريافت:
  چكيده

شود اما حشرات در سنتز محصولات  هاي بياني حشرات استفاده مي هاي نوتركيب و پيچيده از سامانه براي دستيابي به بيان بالاي بسياري از پروتئين
N- دليل اصلي اين  باشد. ميانتهايي  ي شبيه پستانداران ناتوانند. محصولات گليكوزيلاسيوني در حشرات حاوي واحدهاي مانوزي كم يا زيادگليكان

-2، (α)، گالاكتوزيل ترانسفراز، 1-4( -II ،βو  I) استيل گلوكز آمين ترانسفراز β- N) ،1 -2ها شامل  پايين بودن سطح فعاليت تعدادي از آنزيم ،ناتواني
استيل گلوكزآمين از انتهاي محصول گليكاني شده و مانع  -Nاز طرفي يك هگزوآميديناز كه سبب حذف باشد.  سياليل ترانسفراز مي - )2- 6، (α) و 3

لات توان حشرات را در جهت توليد محصو شود، در حشرات كشف شده است. لذا مي از اتصال گالاكتوز و اسيد سياليك به محصولات گليكاني مي
لذا در اين مقاله  .رو برداشت دار را از پيش دار و گالاكتوز كننده سنتز محصولات سياليل گليكوزيلاسيوني مشابه پستانداران مهندسي كرد و عوامل مهار

اي حشره ه مروري سيستميك به مسيرهاي آنزيمي گليكوزيلاسيون در پستانداران و حشرات و مهندسي مسيرهاي ممكن گليكوزيلاسيون در سلول
  ، پرداخته شده است.S2دروزوفيلايي 

  

  استيل گلوكز آميديناز، هگزوآميديناز. - N ،هاي حشره دروزوفيلا، گليكوزيلاسيون سلولهاي كليدي:  واژه
 j.vatan@hsu.ac.ir:Email، 051- 4003365نمابر:، 051- 44013329تلفن:،سبزوار دانشگاه حكيم سبزواري، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسي مسئول:  نويسنده*

. مجله دانش و S2هاي نوتركيب انساني در سيستم جديد بياني  ليلا. مهندسي گليكوزيلاسيون پروتئين دوست جعفر، خليلي وطن ارجاع:
 .52-45):3(10؛1394تندرستي 
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  مقدمه 
هاي دارويي در اغلب موارد تغييرات بعد از  براي توليد پروتئين

هاي بياني پستانداران در اين رابطه معمولاً  انهاست و سامترجمه لازم 
هاي بياني پستانداران جهت توليد  اولين انتخاب هستند. هرچند سامانه

توجه به مشكلات  شوند اما با هاي نوتركيب دارويي، استفاده مي پروتئين
هاي بياني حشرات  هاي نوتركيب در آنها، سامانه توليد انبوه پروتئين

ن مناسبي براي دستيابي به بيان بالاي بسياري از توانند جايگزي مي
هاي  . در سال)1(هاي نوتركيب و پيچيده مورد توجه قرار گيرند  پروتئين

عنوان ميزبان براي  ) از حشره دروزوفيلا بهS2اخير رده سلولي اشنايدر (
هاي زيادي توسط  هاي هترولوگ معرفي شده و پروتئين بيان پروتئين

. گزارشات زيادي از استفاده از اين )2(اين سيستم بيان شده است 
هاي نوتركيب انساني و غيرانساني  سيستم جديد براي بيان پروتئين

مشتق از  S2. ما نيز در تحقيقات قبلي، رده سلولي )3(وجود دارد 
مورد آزمايش و بررسي انساني  9دروزوفيلا را براي توليد عامل انعقادي 

هاي  انساني در سلول 9قرار داديم و نشان داده شد كه بيان عامل 
است. همچنين  CHOهاي پستانداران  بسيار بيشتر از سلول S2حشره 

و رسوب آن توسط باريوم سيترات مويد  9ژيكي عامل بيولوفعاليت 
هاي حشرات در گاما  برخلاف ساير سلول S2هاي  قابليت سلول

 .  )5و  4، 2(بود  9كربوكسيلاسيون عامل 
هاي نوتركيب ساختار گليكوپروتئيني دارند و  بسياري از پروتئين

از  گليكوزيدي -Oو  Nاضافه شدن واحدهاي قندي با اتصال از نوع 
. )6(شود  انجام پروتئين اي است كه بايد در  تغييرات پس از ترجمه

همگني به دو نظر ناگليكوزيلاسيون از همچنين بايد توجه داشت كه 
) و ناهمگني كوچك Macroheterogeneityصورت ناهمگني بزرگ (

)Microheterogeneityشود. ناهمگني بزرگ شامل تنوع  ) تقسيم مي
هاي گليكوزيلاسيوني و ناهمگني كوچك شامل  بالقوه جايگاه در تعداد

هاي  است كه به جايگاههايي  تنوع ساختاري اوليگوساكاريد
شوند. ناهمگني بزرگ و ناهمگني كوچك به  گليكوزيلاسيون متصل مي

بالقوه گليكوزيلاسيوني ي  ها جايگاهشرايط رشد سلول، محل قرارگيري 
. عدم يكساني )7(ر برده شده بستگي دارد كا ويژه سيستم بياني به و به

هاي بياني مختلف، يك چالش  ها در سيستم در گليكوزيلاسيون پروتئين
هاي سازگار  هاي نوتركيب درماني با ويژگي بزرگ در توسعه پروتئين

هاي بياني  باشد. محصولات موجود در پستانداران و سيستم يافته مي
باشند در  طور معمول در انتها داراي گالاكتوز و اسيد سياليك مي آنها به
هاي بياني  كه محصولات گليكوزيلاسيوني در حشرات و سيستم حالي
صورت انتهايي با واحد مانوزي كم يا انتهايي با واحد مانوزي زياد  آنها به

. از )9و  8(باشد  دار مي استيل گلوكز آمين - Nو هيبريد با انتهاي 
طرفي زير واحد قندي انتهايي اتصال يافته نقش مهمي در نيمه عمر 

 هايي با پروتئين موردنظر در شرايط درون سلول دارد. گليكوپروتئين

دار كه در حشرات توليد  استيل گلوكز آمين - Nانتهاي مانوزدار و 
آوري  شود، فوراً توسط ماكروفاژهاي موجود در گردش خون جمع مي
كه محصولات گليكوزيلاسيوني پستانداران با انتهاي  ليشوند در حا مي

حذفي قابل تشخيص نبوده و به مدت هاي  دار توسط مكانيسم سياليل
  . )7(مانند  ردش خون باقي ميتري در گ طولاني

هاي گفته شده بين حشرات و پستانداران،  بنا به تفاوت
به پستانداران در شرايط   هاي مشتق شده از حشرات نسبت گليكوپروتئين

. لذا مطالعه ساختارهاي )11و  10، 7(باشند  درون سلول كمتر فعال مي
در  )Endogenous(زاد  هاي درون اوليگوساكاريدي و فعاليت آنزيم

ها  حشرات ضروري است تا ما بتوانيم تشخيص دهيم كه كدام آنزيم
ها مانعي در  براي توليد محصولات ضروري بوده و وجود كدام آنزيم

رك بهتر دجهت توليد محصول موردنظرمان است. بنابراين براي 
هاي بياني مختلف و مهندسي  تفاوت محصولات توليدي در سيستم

هاي حشره دروزوفيلايي  مسيرهاي ممكن گليكوزيلاسيون در سلول
S2گليكوزيلاسيون در پستانداران و حشرات  ، بايد به مسيرهاي آنزيمي

  پرداخته شود. 
هاي تازه سنتز شده در مسيرهاي مختلف در داخل لومن  پروتئين

شوند. گليكوزيلاسيوني كه در شبكه  آندوپلاسمي گليكوزيله مي شبكه
عنوان هسته گليكوزيلاسيوني شناخته  افتد به آندوپلاسمي اتفاق مي

دنبال آن در  واحد قندي است و به 14شود كه يك هسته ثابت با  مي
گيرد. آغاز ساخته شدن هسته  گلژي گليكوزيلاسيون نهايي صورت مي

مت سيتوزولي شبكه آندوپلاسمي صورت گليكوزيلاسيوني در س
ي ليپيدي به  دهنده گيرد. واحدهاي قندي ابتدا بر روي يك انتقال مي

هاي  شوند كه اين حامل ليپيدي مشتقي از واحد نام دوليكول منتقل مي
دهنده  هاي قندي از انتقال باشد. مراحل انتقال واحد ايزوپرني مي

-Asn-Xaa-Ser/Thr توالي دوليكول بر روي اسيدآمينه آسپارژين در

ها مشاهده  گليكوزيله شونده پروتئين-Nترين جايگاه  عنوان بالقوه به
  . )12(شود  مي

در مسير گليكوزيلاسيوني پستانداران، ابتدا در بخش سيتوزولي دو 
استيل گلوكز آمين توسط آنزيم گلوكوزيل ترانسفراز غشايي  - Nواحد 

استيل  - Nصورت  ) بهUDP-GlcNAcاز دهنده نوكلئوتيد فعال (
شود تا توليد  گلوكز آمين فسفاته بر روي دوليكول منتقل مي

(GlcNAc-P-P-Dol)  كند. سپس پنج واحد مانوز از دهنده
توسط آنزيم سيتوبيوزيل دي فسفو  (GDP-Man)نوكلئوتيدي 

شوند.  مانوزيل ترانسفراز بر روي دوليكول منتقل مي- β - Dدوليكول 
 7نام دوليكول فسفات فليپاز اين مجموعه  دهنده غشايي به يك انتقال

خانده و به سمت لومني غشا واحد قندي متصل به دوليكول را چر
علاوه هر يك از واحدهاي مانوز كه قرار است به  كند. به منتقل مي

هاي  انتهاي اين مجموعه متصل شوند توسط ساير دوليكول فسفات
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كنند. آنزيم  غشايي از سمت سيتوزولي به سمت لومن انتقال پيدا مي
سفراز سه واحد واحد مانوز و آنزيم گلوكوزيل تران 4مانوزيل ترانسفراز، 

دهنده دوليكولي از سمت سيتوزولي وارد  گلوكز را كه توسط انتقال
كند تا  بخش لومني شده است، به انتهاي حدواسط توليد شده اضافه مي

. آنزيم ترانسفراز )7(كنند را توليد  Glc3Man9GlcNAc2حدواسط
) به OST: Oligosaccharides transferaseاوليگوساكاريدي (

، اولين اوليگوساكاريد متصل به ليپيد Glc3Man9GlcNAc2حدواسط 
)LLOs: lipid-linked oligosaccharides متصل شده و سبب ،(

شود و آن  دهنده ليپيدي مي برش باند فسفاته و جدا شدن آن از انتقال
كند. سوبستراي  پپتيد منتقل مي ي آسپارژين در توالي پليرا بر رو

اوليگوساكاريدي انتقال يافته به شبكه آندوپلاسمي تحت ويرايش 
هاي موجود در شبكه آندوپلاسمي و دستگاه گلژي قرار  وسيله آنزيم به
گيرند و محصولات نهايي متفاوت را در حشرات و پستانداران توليد  مي
  .)7(كند  مي

گليكاني با حذف گلوكز و  - Nدر پستانداران پردازش محصولات 
شود. اول  شود و در اين مسير چندين حدواسط توليد مي مانوز آغاز مي

، αسبب حذف يك واحد گلوكز با اتصال  I) گلوكوزيدازα) ،1- 2آنزيم 
سبب حذف دو  II) گلوكوزيداز1-3، (αشود و سپس آنزيم  ) مي1-2(

، αشود. در ادامه آنزيم  ) ميα) ،1-3ر با اتصال زير واحد گلوكز ديگ
شود كه سبب توليد  ) مانوزيداز سبب حذف چهار واحد مانوز مي1-2(

گردد. چندين مانوزيداز از ژنوم  مي Man5GlcNAc2حدواسط 
پستانداران تخليص و كلون شده است كه در واحد مانوزي كه حذف 

) مانوزيداز جداسازي شده از α) ،1- 2كنند، تفاوت دارند. مثلاً آنزيم  مي
 αشبكه آندوپلاسمي كبد موش، سبب حذف فقط يك مانوز با پيوند 

عنوان سوبستراي حد واسط  به Man8GlcNAc2) شده و توليد 1-2(
) مانوزيداز تخليص شده از دستگاه گلژي پستانداران α) ،1-2كند.  مي

سه است كه سبب حذف  ICو  IBو  IA) مانوزيداز α) ،1-2شامل 
 Man5GlcNAc2) و توليد حدواسط α) ،1- 2مانوز ديگر با پيوند 

ترانسفرازهاي متفاوت، كند. اين حدواسط در حضور گلوكوزيل  مي
. بعد از مراحل )13(كند  گليكاني مختلف توليد مي –Nمحصولات 

استيل - Nيك گليكاني، انتقال  - Nفوق، اولين مرحله سنتز محصولات 
از  Iاستيل گلوكز آمين ترانسفراز  - β - Nگلوكز آمين توسط آنزيم 

، αبر روي مانوز با پيوند  UDP-GlcNAcدهنده يعني  نوكلئوتيد انتقال
توليد  GlcNAcMan5GlcNAc2 باشد كه حدواسط ) مي1-3(

) α) ،1-6ر ادامه يك واحد قندي فوكوز توسط آنزيم شود. د مي
استيل گلوكز آمين اتصال پيدا  -Nفوكوزيل ترانسفراز به زير واحد 

) به واحد β) ،1-2استيل گلوكز آمين با پيوند  - Nكندكه اين واحد  مي
كه سبب حذف يك واحد  IIمانوزيداز - αمانوزي متصل است. سپس 

شود و  ) مي3و  1( -αد ديگر با پيوند ) و واحα) ،1-6مانوز با پيوند 

را  GlcNAcMan3[Fucα(1,6)]GlcNAc2محصول حد واسط فوكوزدار 
استيل گلوكز آمين  - N، دومينIIمانوزيداز - αدنبال عملكرد  كند. به توليد مي
 IIاستيل گلوكز آمين ترانسفراز - β-N) توسط آنزيم β) ،1-2با پيوند 

وسيله  يابد. ادامه مسير به انتقال مي )α) ،1-6به واحد مانوز با پيوند 
) گالاكتوزيل ترانسفراز به واحد β) ،1-4انتقال گالاكتوز توسط آنزيم 

N - شود. محصولات  استيل گلوكز آمين انتهايي كاتاليز ميN– 
دار  گليكاني در پستانداران در انتها توسط اسيد سياليك كلاهك

سياليل توسط نوكلئوتيد دار شدن شامل انتقال  شود. مرحله سياليل مي
بر روي واحد گالاكتوز در گليكان  CMP-Neu5Acدهنده  انتقال

) صورت α) ،2-6باشد. اتصال اسيد سياليك اغلب با پيوند  پذيرنده مي
) سياليل ترانسفراز آن را α) ،2-6گالاكتوزيد  -βكه آنزيم گيرد  مي

  .)14 و 7(كند  كاتاليز مي
واحد قندي  14  تا توليد حدواسط حشراتمسير گليكوزيلاسيون در 

باشد و در واقع فرآيندهاي پيرايشي كه در شبكه  با پستانداران مشابه مي
افتد اندكي با هم تفاوت دارند.  آندوپلاسمي و دستگاه گلژي اتفاق مي

) انجام Lepidopteron(طبق مطالعاتي كه روي حشرات لپيدوپتران 
 گليكاني آنها شامل پوكي - Nمشخص شد كه محصولات  شده است

پوكي مانوز و . وجود محصولات )15(باشد  ميمانوز و اوليگومانوز 
، αو  I)گلوكوزيدازα) ،1-2هاي  نظر حاكي از وجود آنزيم به اوليگومانوز

كه  ) مانوزيداز در حشرات بوده در حالي1 -2، (αو  II) گلوكوزيداز1-3(
) α) ،1-2ها، عدم وجود  نده مخصوص آنزيماستفاده از مهاركن

. از طرف )15(كند  را ثابت مي II) گلوكوزيدازα ) ،1-3و Iگلوكوزيداز
مانوزيداز از اندامك  -αو  IIگلوكوزيداز  -αو  Iگلوكوزيداز  -αديگر 

هاي حشرات جداسازي شده است كه توانايي توليد  گلژي سلول
تخليص شده  Sf9مانوزيداز كه از  - α دهد. محصولات گليكاني را به حشرات مي

، Man6GlcNAc2 ،Man7GlcNAc2، Man8GlcNAc2است محصولات 
Man9GlcNAc2 و Man9GlcNAc2 شناسد  عنوان سوبسترا مي را به

يعني حذف مانوز و گلوكز به مانند پستانداران ولي  مرحله كه تا اين
شود  انجام مي تر از انواع موجود در پستانداران هاي متفاوت توسط آنزيم

صورت شماتيك مراحل گليكوزيلاسيوني در  ) به2. در شكل ()16(
  شود.  حشرات و پستانداران مشاهده مي

 - N كه در اضافه كردن Iاستيل گلوكز آمين ترانسفراز - β-Nآنزيم 
) نقش دارد، از 3و  α- )1استيل گلوكز آمين به زيرواحد مانوز با پيوند 

دروزوفيلا ملانوگاستر جداسازي و كلون شده است و فعاليت آن در 
 نيز مشاهده شده است Bm-Nو  Sf9 ،Sf21 ،Mb0503حشرات 

) توسط آنزيم 1-3، (α) و 1 -2، (α. در ادامه دو واحد مانوز با پيوند )15(
α- وزيدازمانII شود كه فعاليت اين آنزيم در حشرات نيز  حذف مي

استيل گلوكز آمين  -Nمشاهده شده است. مانند پستانداران، حضور 
براي فعاليت اين آنزيم ضروري است. در ادامه واحد قندي فوكوز، 
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) فوكوزيل ترانسفراز بر روي حدواسط توليد شده α) ،1-6توسط آنزيم 
) فوكوزيل ترانسفراز α ) ،1-3ت حضور آنزيميابد. در حشرا انتقال مي

، αقابل تأمل است، كه سبب اضافه شدن واحد فوكوز ديگري با پيوند 
-1-3)(6،(αشود تا محصول [ ) به حدواسط موردنظر مي1-3(
1(GlcNAcMan5GlcNAc2Fucطور كه  ] توليد شود. همان

 وندبر داشتن فوكوز با پي مشخص است، اين حدواسط توليد شده علاوه

α) ،6-1( داراي يك فوكوز ديگر با پيوند ،α) ،1-3باشد. حضور  ) مي

توانند  همين آنزيم يك محدوديت براي حشرات است كه نمي
. در )18و  17(گليكاني پستانداران را توليد كنند  - Nمحصولات 

استيل گلوكز آمين  - β -Nحشرات آنزيم بعدي عملكردي بجاي 
استيل گلوكز آمين به  - Nكه سبب انتقال دومين  IIترانسفراز

استيل گلوكوزآميديناز  - β - Nشد،آنزيم  انتهاي حدواسط مي
استيل گلوكز آمين از انتهاي حدواسط  - Nباشد كه سبب حذف  مي

]α)،1 -3) 1- 6) و( [GlcNAcMan5GlcNAc2Fuc درشود مي .

  
  
  

  
  
  
  

پستانداران در طي مسير گليكوزيلاسيوني، انتقال گالاكتوز بر روي اين 
گيرد كه اسيد سياليك نيز بر  استيل گلوكز آمين صورت مي - Nواحد 

استيل  - β-Nنشيند. پس وجود آنزيم  روي واحد گالاكتوز مي
دار  گلوكوزآميديناز نيز محدوديت ديگري براي توليد محصولات سياليل

 )7(آسپارژين ل بر روي زير واحد دهنده ليپيدي دوليكواز روي انتقالGlc3Man9GlcNAc2مراحل انتقال حدواسط -1شكل

)B()9) و حشرات (Aمراحل مختلف گليكوزيلاسيوني درپستانداران (-2شكل
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كننده سنتز  . لذا اگر بخواهيم عوامل بلوكه)18(باشد  مي شده در حشرات
بندي كنيم  گليكاني پستانداران را در حشرات دسته - Nمحصولات 

  باشند: شامل شش مورد مختلف مي
  I) گلوكوزيداز2و  α -)1نبود فعاليت آنزيم  -1
 IIكوزيداز) گلو3و  α - )1نبود فعاليت آنزيم  -2
 IIاستيل گلوكز آمين ترانسفراز - β- Nنبود فعاليت آنزيم  -3
 ) سياليل ترانسفراز6و  α- )2گالاكتوزيد  -βنبود فعاليت آنزيم  -4
 ) فوكوزيل ترانسفراز3و  α )1-فعال بودن آنزيم  -5
 استيل گلوكوزآميديناز - β- Nفعال بودن آنزيم  -6

ه چندين قند و نوكلئوتيد گليكوزيلاسيوني نياز ب - Nدر مسير 
باشد كه انواع معمول آنها شامل گلوكز، گالاكتوز، مانوز،  مي  دهنده انتقال

استيل نورامينيك و  –N استيل گلوكز آمين و  - Nفوكوز، 
-UDP-Glc ،UDP-Gal ،GDPدهنده شامل  نوكلئوتيدهاي انتقال

Man ،GDP-Fuc ،UDP-GlcNAc  وCMP-Neu5Ac  .هستند
Tomia هاي سنجش گلوكوزيدازي براي سنجش  طي استفاده از روش

گليكوزيلاسيوني متوجه شد كه همه قندها و  –Nكمي قندهاي مسير 
دهنده قندي در سطح كافي در حشرات وجود  هاي انتقال نوكلئوتيد

به اندازه كافي در CMP-Neu5Ac دارند، اما بر خلاف پستانداران، 
دهنده  العنوان انتق به CMP-Neu5Ac. )7(شود  حشرات ديده نمي

 Nدار شدن نقش دارد و توسط  اسيد سياليك، در انتهاي مراحل سياليل
شود. طي  استيل گلوكز آمين طي يك سري مراحل آنزيمي سنتز مي -

مطالعات انجام شده مشخص شد كه سطح آن در حشرات خيلي خيلي 
 Neu5Acه است كه تركيب مشخص شد. همچنين )17(ناچيز است 

 -Nافرتز گزارش كرد كه فعاليت ويژه آنزيم  شود.  در حشرات ديده نمي

UDP - مراز كه در مسير سنتزي اسيد سياليك  استيل گلوكز آمين اپي
ساعت كمتر از  Sf9 ،30نقش دارد در CMP-Neu5Ac از تركيب 

 50كيناز ManNAc انواع جدا شده در كبد رت است و فعاليت آنزيم 
  .)17(مراز در حشرات است  ساعت بيشتر از اپي

هاي خاص كه از نظر  هاي پروتئين امروزه كلون كردن ژن
اند، مورد توجه قرار گرفته است.  بيوشيميايي و ايمونولوژي شناخته شده

ننده هاي كدك سازد كه ژن نوتركيب ما را قادر مي DNAتكنولوژي 
قسمتي از يك زنجيره پپتيدي يا كل آن را ساخته و در يك حامل 
مناسب بيان نماييم. تكنيك كلون كردن ژن بسيار گسترده و مقرون به 

هاي كلون كردن ژن اين است  باشد، اما يكي از محدوديت صرفه مي
وسيله تكنولوژي  توان مستقيماً به هاي كربوهيدراتي را نمي ژن كه آنتي
DNA كيب توليد كرد. سيستم بيولوژي و مهندسي متابوليك نوتر

دهد  امكان مهندسي در بسياري از ساختارها و فرايندهاي سلولي را مي
باشد  ها مي يندها، گليكوزيلاسيون در سطح پروتئينآكه يكي از اين فر

ها را براي سنتز محصولات منحصر  و در واقع امكان دستكاري سلول

دهد  يرهاي آنزيمي را به دانشمندان ميبه فرد و مهندسي بعضي مس
اخير مهندسي متابوليك، حاكي  . دستاوردهاي حاصل از مطالعات)11(

هاي  از آن است كه اين تكنولوژي براي گسترش توليد فراورده
نوتركيب گليكوپروتئيني، در رده سلولي حشراتي مثل دروزوفيلا و 

رود.  كار مي اند، به لپيدوپتران كه توسط وكتور بياني ترانسفكت شده
سيون اصول مطالعات ژنتيك مولكولي عموماً در مورد گليكوزيلا
شماري  حشرات بوده است كه چندين آنزيم مسير، فقط در تعداد انگشت

 - β. طبق مطالعاتي كه انجام شد فعاليت )19(از حشرات وجود دارد 
N - استيل گالاكتوزآمين ترانسفرازII رات در حشSf9 ،Sf21 ،

Mb0503  وBm-N  تا حدودي آشكار شده است و همچنين فعاليت
صورت خيلي ناچيز مشاهده شده  آنزيم گالاكتوزيل ترانسفراز نيز به

  .)21و  20(است 
شود فعاليت آنزيم  ) نيز آشكارا ديده مي1طوركه در جدول ( همان

آنقدر پايين  Mb0503و  Sf9 ،Tn-5B1-4گالاكتوزيل ترانسفراز در 
شود. در حشراتي هم كه سطح فعاليتي  ت كه در نظر گرفته نمياس

توان از وكتور بياني  آنزيم گالاكتوزيل ترانسفراز پايين است مي
ها استفاده كرد. بر اين اساس اولين  باكلوويروس جهت بيان اين آنزيم

استيل گالاكتوزآمين ترانسفراز از پستانداران  - β- Nكننده آنزيم  ژن كد
و اولين ژن كدكننده مانوزيداز از دروزوفيلا در سال  1986در سال 

هاي كدكننده اين  جداسازي شد. سپس با كلون كردن ژن 1995
هاي مسير گليكوزيلاسيوني در وكتور بياني باكلوويروس، توانايي  آنزيم

هايي كه در  زمايش. يكي از آ)21(ها را به حشرات دادند  بيان اين آنزيم
انجام شد آشكار كرد كه استفاده از  winو  Jarvisتوسط  1996سال 

) گالاكتوزيل ترانسفراز گاوي در وكتور 4و  β- )1ژن كدكننده آنزيم 
بياني باكلوويروس تحت كنترل پروموتور ويروسي، سبب بيان آنزيم 

ن وكتور ) گالاكتوزيل ترانسفراز در حشرات آلوده به اي4و  β- )1فعال 
  شود.  مي

  

استيل  - Nهاي گالاكتوزيل ترانسفراز و سنجش فعاليت آنزيم-1جدول
 )8(گلوكز آمين ترانسفراز در انواعي از حشرات 

فعاليت آنزيم 
  گالاكتوزيل ترانسفراز
(مول در دقيقه در 

 گرم پروتئين)ميلي

استيل  - β - Nفعاليت آنزيم 
  گالاكتوزآمين ترانسفراز
گرم  (مول در دقيقه در ميلي

 پروتئين)

 رده سلولي حشرات

7 94 Trichoplusia ni   
)BTI-TN-5B1-4(  

3 34 Spodoptera frugiperda   
)(Sf9  

7 64 Mamestra brassica   
(IZD-Mb0503) 

  

استيل گالاكتوزآمين  -β - Nفعاليت  T.niدر رده سلولي حشره 
استيل  - β-Nترانسفراز خيلي بالا است ولي حضور آنزيم 

 –β - Nشود. اولين بار  ميگلوكوزآميديناز مانع از فعاليت ويژه آن 
استيل گلوكوزآميديناز در گلژي مربوط به رده سلولي حشرات جداسازي 
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و شناسايي شد. واناتابل گزارش كرد در صورتي كه بتوان با استفاده از 
توان  كننده، فعاليت اين آنزيم را مهار كرد مي يك تركيب مهار
جاد كرد. واناتابل از دار شده و گالاكتوز دار شده را اي محصولات سياليل

) ADN-2دي داكسي نوجيرومايسين ( -2و1 -استوآميد -2كننده  مهار
  استفاده كرد. 
هاي  ها با ارزش بودند، چون وقتي سطح كافي از آنزيم اين يافته

گالاكتوزيل ترانسفراز و سياليل ترانسفراز در رده سلولي حشرات وجود 
رنده گالاكتوز و متعاقباً عنوان پذي استيل گلوكز آمين به - Nدارد و 

 - β توان با مهار آنزيم شود، پس مي سياليل با مهار آميديناز حفظ مي
N - اما از )16(دار توليد كرد  استيل گلوكوزآميديناز، محصولات سياليل .

بر  كننده فوق از نظر اقتصادي بسيار هزينه آنجايي كه استفاده از مهار
باشد پس دنبال يك راه حل بهتر بودند كه گزارش شد در صورت  مي

جهت سركوب  RNAiمهار ژن كدكننده آنزيم آميديناز، يا استفاده از 
را به سمت توليد محصولات گالاكتوزدار و توان مسير  بيان اين ژن، مي

هاي انجام شده توسط  . طي آزمايش)16(دار هدايت كرد  سياليل
جهت مهار، حدود  RNAiدنبال استفاده از  كه به واناتابل آشكار شد

استفاده از   شود. در هر دو روش  % كاهش فعاليتي مشاهده مي50
جهت سركوب بيان ژن، نياز به  RNAiمهاركننده آنزيم آميديناز و 

استيل گلوكوزآميديناز - β- Nشناسايي ژن بياني آنزيم موردنظر، يعني 
 -Nطور كه قبلاً اشاره شد در مسير  . همان)16(باشد  در حشرات مي

دهنده از جمله  گليكوزيلاسيوني نياز به چندين قند و نوكلئوتيد انتقال
هاي  باشد. طي سنجش مي CMP-Neu5Ac دهنده نوكلئوتيدي

 CMP-Neu5Acهاي  آزمايشگاهي مشخص شد كه فعاليت آنزيم
حشرات بسيار ناچيز است سياليك اسيد سنتتاز در  -CMPسنتتاز و 

. بنابراين براي فايق آمدن بر اين مشكل، محيط رشد حشرات را )20(
هاي حشرات را با  ان سلولتو تيمار كردند. متناوباً مي ManNAcبا 

سياليك -CMPوكتور بياني باكلوويروس كه حاوي ژن دو عملكردي 
كيناز است تراآلوده كرد تا توانايي سنتز  ManNAcاسيد سنتتاز/ 

ManNAc  را ازN-UDP -  استيل گلوكز آمين داشته باشد. در اصل
 ManNAcسياليك اسيد سنتتاز/  - CMP هاي تراآلوده شده با  سلول
فسفات سنتتاز  -9از و وكتور بياني كه شامل ژن اسيد سياليك كين

داخل  ManNAcرا از  ManNAc-6-Pانساني است، توانايي سنتز 
فسفات سنتتاز است را  -9سلولي كه سوبستراي آنزيم اسيد سياليك 

 mM 10خواهند داشت. همچنين مشخص شده است كه اضافه كردن 
هاي حشرات آلوده  انايي سلولاستيل گلوكز آمين در محيط، تو - Nاز

. در )20(دهد  برابر افزايش مي 10حدود  Neu5Acشده را براي سنتز 
دار در حشرات، وجود  هاي نوتركيب سياليل نهايت براي توليد پروتئين

سه عامل پذيرنده انتهايي گالاكتوز در يك يا چند شاخه، دهنده 
فعاليت آنزيم سياليل ) و CMP-Neu5Acنوكلئوتيدي اسيد سياليك (

  . )9(ترانسفراز ضروري است 

 بحث 
ها در دو  هايي در الگوي گليكوزيلاسيون پروتئين تهرچند تفاو

هاي زيادي  سيستم پستانداران و حشرات وجود دارد ولي گليكو پروتئين
يكي از  S2زوفيلا بيان شده است. رده سلولي در سيستم حشره درو

گليكوزيلاسيوني  - Nهاي سلولي حشره دروزوفيلا است كه مسير  رده
خوبي مورد مطالعه قرار گرفته است و از اين رده سلولي براي  به  در آن

هاي كاركردي همانند پستانداران استفاده شده است. هر  بيان پروتئين
تر از انواع  شده در اين حشرات متفاوتهاي توليد  چند گليكوپروتئين

خصوص  باشد ولي از بسياري جهات به موجود در پستانداران مي
. )22(محصولات نهايي بسيار شبيه انواع موجود در حشرات هستند 

به مانند حشرات از  S2گليكوزيلاسيوني در رده سلولي  - Nمحصولات 
، αانواع پوكي مانوز (هسته تري مانوزيل دار بدون واحد فوكوز با پيوند 

هاي  باشند. همچنين مطالعات ساختارهاي گليكوپروتئين )) مي1-6(
استيل گلوكز آمين را آشكار  - Nهاي دروزوفيلا محصولات بدون انت

حتي در  IIاستيل گلوكز آمين ترانسفراز  - Nكرد و فعاليتي از آنزيم 
. مراحل گليكوزيلاسيوني در اين )3(انواع بالغين مشاهده نشده است 

استيل گلوكزآمين توسط  - Nتا مراحل اضافه شدن  S2رده سلولي 
ترانسفراز در بخش مياني گلژي شبيه انواع موجود در حشرات است 

بيان شده در  5. آناليز تركيب كربوهيدراتي پروتئين اينترلوكين )22(
دهد كه شامل مانوز زياد، گلوكز آمين،  نشان مي S2هاي حشره  سلول

. مهندسي در سطح سلولي )23(فوكوز و فاقد اسيد سياليك است 
وضوع را آشكار كرده است كه اگر بتوان مانند انواع اين م S2حشرات 

استيل گلوكز آمين آميديناز را مهار كرد،  - Nمهندسي شده در حشرات، 
را روي II استيل گلوكز آمين ترانسفراز  - Nخواهيم توانست فعاليت 

استيل  - Nهسته سه مانوزيل دار مشاهده كنيم. يعني انتقال 
دار صورت گرفته و  كز و سه مانوزگلوكزآمين بر روي حدواسط دو گلو

استيل  - Nهاي گالاكتوز و سياليل نيز در حضور اين  متناوباً انتقال گروه
شود. دانشمندان بعد از ارايه اين مطالب اظهار  گلوكزآمين انجام مي

نقطه  IIاستيل گلوكز آمين ترانسفراز  - Nداشتند كه حضور آنزيم 
دار در  ها با انتهاي سياليل عطفي براي افزايش بيان گليكوپروتئين

هاي مهندسي  ه از روش. دليل استفاد)24(باشد  حشرات دروزوفيلا مي
ها در حشرات دروزوفيلا، اين است كه سطح اين  با وجود خود آنزيم

استيل گلوكز  -Nآنزيم آنقدر پايين است كه در حضور مهاركنندگي 
هاي  آمين آميديناز توانايي بروز فعاليتي از خود را ندارد. پس از روش

ها را بالا  نزيمكنند تا سطح بياني و فعاليتي اين آ مهندسي استفاده مي
هاي مناسب  برده و فعاليت آنزيم آميديناز را با استفاده از مهاركننده

  . )24(كنند  كنترل و مهار 
مطالعات ديگر در حشرات دروزوفيلا نبود دهنده سياليل، يعني 

CMP-  سياليك اسيد را در اين حشرات آشكار كرد. مسير ديگر
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است تراآلوده كردن صورت گرفته  S2مهندسي كه در اين رده سلولي 
وكتور بياني داراي اين حشرات با وكتور بياني باكلوويروس بود كه اين 

باشد چون طي مطالعات آشكار شد كه حشرات  دهنده اسيد سياليك مي
خارج  باشند. لذا از اسيد سياليك دروزوفيلا فاقددهنده اسيد سياليك مي

دار كردن انتهاي محصولات گليكوزيلاسيوني  سلولي براي سياليل
هي در مورد هاي آزمايشگا . از مطالعات روش)23(كنند  استفاده مي

گليكوزيلاسيوني كه در حشرات و رده سلولي  –Nمسيرهاي آنزيمي 
S2 ها نيز مانند پستانداران توانايي سنتز  انجام شد، مشخص شد كه آن

دار شده در انتها را دارند. سطح  محصولات گليكوزيلاسيوني سياليل
 - βهاي ضروري و از طرفي حضور آنزيم تخريبي، يعني  ناكافي آنزيم

N– ) 3و  1استيل گلوكوزآميديناز و وجود هسته فوكوز دار با پيوند (
گليكوزيلاسيوني به  –Nعنواني موانعي در جهت سنتز محصولات  به

. هنوز در مورد كاركرد )23(مانند پستانداران در حشرات هستند 
بيولوژيكي محصولات پوكي مانوز در حشرات اطلاعات كافي وجود 

 -Nميت ناتواني حشرات در توليد محصولات ندارد، ولي در عمو
هاي  گليكوزيلاسيوني پستانداران مانع از استفاده آنها در توليد پروتئين

نوتركيب درماني بوده است. به عبارتي رده سلولي حشرات توسط 
آميخته با سطح كافي مواد غذايي براي هاي مهندسي متابوليك  روش

ستانداران، سازگار شدند تا بتوانند دار به مانند پ توليد محصولات سياليل
از اين حشرات مهندسي شده در راستاي سيستم بيولوژي، جهت توليد 

ها و داروهاي درماني استفاده كرده و خصوصيات و  بسياري از واكسن
كنند و در پيشبرد  هاي موردنظر را به ژن آنها مهندسي  ويژگي

  دارند.   راهكردهاي پزشكي جديد قدم بر
گيري كلي بايد خاطر نشان كرد كه بررسي  يك نتيجه عنوان به

مسيرهاي آنزيمي گليكوزيلاسيون در پستانداران و حشرات مي تواند به 
هاي حشره  مهندسي مسيرهاي ممكن گليكوزيلاسيون در سلول

و توليد محصولات گليكوزيلاسيوني مشابه پستانداران  S2دروزوفيلايي 
دار و  نده سنتز محصولات سياليلكن كمك كند تا بتوانيم عوامل مهار

  رو برداريم.  دار را از پيش گالاكتوز
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Abstract: 
 
Insect expression systems have been used to achieve high expression of recombinant and complex proteins, but disability of 
insects in the synthesis of N-Glycan products similar to mammals has been a controversial conflict debate in recent years. 
Glycosylation products in insects contain high or low end of mannose units. The main reason for this inability is the low 
level of activity of a number of enzymes including β-N - (1 and 2) acetyl glucosamine transferase I and II, β- (1 and 4) 
galactosyl transferase, α-(2, 3) and α-(2, 6) sialyl transferase. In addittion, a hexoaminidase that remove N-acetyl 
glucosamine at the end of glycan products and prevents binding of galactose and Sialic acid to glycan products have been 
discovered in insects. So the insect cells can be engineered to produce glycan products similar with mammalians and 
remove blocking agents of synthesis of sialyl and galactose products. In this systematic review, the glycosylation pathways 
in mammals and insects and engineering of possible glycosylation pathways in S2 cells have been investigated. 
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