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Abstract 
  
The production of biotechnological drug proteins plays an important role against disease. The process of 
producing drug recombinant proteins is not a direct path, because it requires a lot of work and on the other 
hand, one of the important and significant aspects in the production of proteins is the discussion of their 
stability and solubility during the expression and purification process. Proteins are stable only in a limited 
range of temperature and acidity conditions and are highly susceptible to physical and chemical degradation. 
Today, various solutions have been proposed to increase the solubility and stability of proteins, including 
guided changes in the protein molecule, and optimization of the instructions for expression, purification and 
solubility of proteins, which is often the first approach that is not possible. This review article provides 
solutions to increase the stability of proteins at different levels, including the study of the effect of expression 
construct design, protein tags and sequences on stability, optimal host cell selection and improved expression 
conditions. The effect of optimizing buffers used in pharmaceutical formulations such as selecting 
appropriate amino acids and osmolytes to increase protein stability and how sugars and polyols affect the 
stability of recombinant pharmaceutical proteins is also investigated. 
Keywords: Therapeutic proteins, Protein stability, Construct design, Formulation, Improvement of 
expression conditions. 
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  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  122تا  111صفحات ، 1401 تابستان، 2، شماره 32 ورهد                                                                                 

  

طول  در هاي نوترکیب داروییهاي افزایش پایداري پروتئینمروري بر روش

  فرایند تولید و نگهداري 

 1درمضانعلی خاوري نژا ،3، مهران حبیبی رضایی2محسن قرنفلی، 1سمیه ابوالقاسمی دهاقانی

     
  دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات، تهران، ایراندانشکده علوم و فناوري هاي همگرا، گروه زیست شناسی،  1

  ژوهشگاه رویان، تهران، ایرانپژوهشکده تولید مثل، پ گروه ژنتیک،2 
 ایران گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه تهران، تهران،3

   کیدهچ

هاي نوترکیب دارویی پروتئینی تولید کند. فرایندها ایفا میدارویی زیست فناور نقش مهمی در مبارزه بر علیه بیماري هايروتئینتولید پ

ها بحث پایداري و هاي مهم و قابل توجه در تولید پروتئینمسیري مستقیم نیست، زیرا نیاز به کار فراوان دارد  و از سوي دیگر  یکی از جنبه

بسیار  و هستندمحدودي از شرایط دمایی و اسیدیته پایدار  ها تنها در بازهپروتئین .آنها در طول فرایند بیان و خالص سازي است حلالیت

ها ارایه شده است مستعد تخریب فیزیکی و شیمیایی هستند. امروزه راهکارهاي مختلفی به منظور افزایش میزان حلالیت و پایداري پروتئین

که  استها هاي بیان، خالص سازي و فرآیند حلالیت پروتئینات هدایت شده در ملکول پروتئین و بهینه سازي در دستورالعملکه شامل تغییر

ها در سطوح پروتئیناین مطالعه مروري به ارائه راهکارهاي جهت افزایش پایداري  .در اغلب اوقات رویکرد اول ممکن و دست یافتنی نیست

پردازد، از جمله بررسی تاثیر طراحی سازه بیانی، توالی و دنباله هاي پروتئینی بر روي پایداري، انتخاب بهینه سلول میزبان و بهبود مختلف می

نند انتخاب آمینو اسید ها گیرد، همچنین تاثیر بهینه سازي بافرهاي به کار رفته در فرمولاسیون دارویی ماشرایط بیان نیز مورد بحث قرار می

ها نوترکیب دارویی ها بر روي پایداري پروتئینو اسمولایت هاي مناسب به منظور افزایش پایداري پروتئین و چگونگی تاثیر قند ها و پلی الُ

  .گیردنیز مورد بررسی قرار می

  .بیانی، فرمولاسیون، بهبود شرایط بیانهاي دارویی زیست فناور، پایداري پروتئین، طراحی سازه پروتئین واژگان کلیدي:
  

  1مقدمه

ها بحث هاي مهم و قابل توجه در تولید پروتئینیکی از جنبه

ها در طول پایداري و حلالیت آنها است. پایداري پروتئین

فرایند بیان و خالص سازي یکی از موضوعات مهم و چالش بر 

ت هاي نوترکیب تحانگیز است زیرا بسیاري از پروتئین

شوند ناپایدار بوده و فولدینیگ صحیح شرایطی که بیان می

دهند و یا اینکه دچار شکست خود را از دست می

                                                
ی محسـن قرنفل ـ تهران، گروه ژنتیک، پژوهشکده تولیـد مثـل، پژوهشـگاه رویـان،     : ولآدرس نویسنده مسئ

)email: mgharanfoli@royaninstitute.org  ( 

ORCID ID :0000-0002-8403-7817  

    21/6/1400: تاریخ دریافت مقاله

  19/8/1400: تاریخ پذیرش مقاله

پروتئولیتیکی شده و در نهایت کاهش پایداري آنها در سطح 

 دهد. از این رو مطالعه پایداري ساختار فضایی رخ می

 ها و شناسایی عوامل افزایش دهنده پایداري آنها یکیپروتئین

. )1( از موضوع هاي مهم و مورد توجه در جوامع علمی است

هاي نوترکیب، تولید پروتئین پایدار با در تولید پروتئین

فولدینگ صحیح و داراي عملکرد درست جهت استفاده دارویی 

. امروزه استراتژي هاي مختلفی به )2( بسیار حائز اهمیت است

ین ها ارایه شده منظور افزایش میزان حلالیت و پایداري پروتئ

است که شامل تغییرات هدایت شده در ملکول پروتئین بوده و 

یا بهینه سازي در پروتکل هاي بیان، خالص سازي و پروسه 

حلالیت پروتئین ها به انجام می رسد که در اغلب اوقات 

یکی از . )1( رویکرد اول ممکن و دست یافتنی نیست
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با آن مواجه است، هاي نوترکیب مشکلاتی که تولید پروتئین

پروتئینی با فولدینیگ صحیح و فعال در سلول میزبان تولید 

هاي نوترکیب به صورت است. متاسفانه بسیاري از پروتئین

شوند و این موضوع یک فولد شده پایدار و محلول بیان نمی

  مانع بزرگ در صنعت داروسازي و بیوتکنولوژي است.

ور نقش مهمی در مبارزه هاي دارویی زیست فناتولید پروتئین

هاي اخیر رشد تحقیق بر دههکند. در ها ایفا میبر علیه بیماري

روي این محصولات به طور محسوسی از داروهاي کوچک 

  رود این روند در مولکول سبقت گرفته است و انتظار می

دار باشد. تولید یک داروي زیستی هاي پیش رو نیز ادامهدهه

را که از یک سو این فرآیند نیاز به مسیري مستقیم نیست، زی

کار فراوان دارد و از سوي دیگر مسئله ناپایداري محصول در 

 به علاوه  ؛طی فرآیند و نیز هنگام نگهداري مطرح است

هاي دیگري چون نیاز به قوانین محکم، بررسی چالش

) GMP )Good Manufacturing Practiceموشکافانه مقررات 

مصرف (به عنوان مثال در اثر ظهور  و رقابت شدید در بازار

هاي بیوسیمیلارها) پیش رو هستند. از این رو یکی از جنبه

ها بحث پایداري و حلالیت مهم و قابل توجه در تولید پروتئین

ها آنها در طول فرایند بیان و خالص سازي است، زیرا پروتئین

محدودي از شرایط دمایی و اسیدیته پایدار   تنها در بازه

بسیار مستعد تخریب فیزیکی  و )marginal stabilityتند (هس

هاي نوترکیب نیز و شیمیایی هستند. تعداد بسیاري از پروتئین

شوند ناپایدار بوده و تا شدگی تحت شرایطی که بیان می

دهند و یا اینکه دچار شکست صحیح خود را از دست می

سطح  پروتئولیتیکی شده و در نهایت کاهش پایداري آنها در

هاي دارویی دهد. همچنین پروتئینساختار فضایی رخ می

به  ،دارند )aggregation( تمایل بسیار زیادي براي تجمع

خصوص زمانی که با غلظت بالاي مورد نیاز براي دوزها، 

بنابراین مشکل اساسی در راه تولید  ؛شوندنگهداري می

د، هستنهاي دارویی که یک کلاس بزرگ از داروها پروتئین

  .بحث پایداري و حفظ فعالیت آنها است

 : چالش ها و پیشرفت ها پروتئینیتولید داروهاي  - 1

ها و پپتیدها داراي پتانسیل بالاي درمانی برعلیه پروتئین

از این رو بخش  ؛هاي مختلف هستندها و سندرمبیماري

اند. امروزه در مهمی از صنعت داروسازي را تشکیل داده

هایی که به ارویی، میزان پروتئینشاخه بیوتکنولوژي د

گیري شوند، داراي رشد چشمعنوان دارو به بازار عرضه می

قرار بالینی بوده و تعداد بسیاري نیز در مرحله مطالعات 

 . اداره مواد غذایی و دارویی ایالات متحده آمریکا)3( دارند

)FDA( هاي نوترکیب را به عنوان بسیاري از پروتئین

هاي داروهاي بیوتکنولوژي، واکسن، آنزیم، سایتوکاین

طبیعی و یا نوترکیب ثبت کرده است. این داروهاي 

روهاي بیولوژیک را نوترکیب درمانی که یک سوم از کل دا

دربردارند، همچنین تحت عنوان درمان هاي بیوتکنولوژي 

زیرا آنها براي اهداف مختلفی شامل  ،دنشونیز شناخته می

تشخیص، پیشگیري، مدیریت بیماري و یا درمان مورد 

  .)5, 4( گیرنداستفاده قرار می

هاي درمانی سازي پروتئینمنبع، روش تولید و خالص

هاي بسیار زیادي کرده است که به طور معمول پیشرفت

ورت شیمیایی و هاي با وزن ملکولی پایین به صپروتئین

ی که داراي تعداد زیادي اسید هاي آمینه هستند در یآنها

نوترکیب  DNAهاي زنده تولید می شوند. تکنولوژي سلول

   هاي دارویی نوترکیب از معمولاً براي تولید پروتئین

پس از تولید . کندهاي پستانداران استفاده میسلول

حث هاي نوترکیب موضوعی که مطرح می شود بپروتئین

خالص سازي آنها  از بین ترکیبات پروتئینی و غیر 

به آن توجه داشت این است باید اي که پروتئینی است. نکته

هاي دارویی و که خالص سازي اشتباه و نادرست پروتئین

هاي ایمنی در بیماران سزایی بر روي پاسخه پپتیدها تاثیر ب

   هاي پروتئینی که سبب ایجاد دارد، مانند آلودگی

شود و همچنین نحوه خالص سازي هاي آلرژیک میکنشوا

ها ها تاثیر بسیار زیادي بر روي ساختار پروتئینپروتئین

 ؛ها نیز تاثیر گذار استروي عملکرد آندارند که به طبع بر 

هاي مختلفی مانند کروماتوگرافی، رسوب از این رو روش

دادن، جداسازي و الترافیلتراسیون براي خالص سازي 

 . )6- 8( هاي دارویی معرفی شده استئینپروت

  هاي داروییپایدارسازي و فرمولاسیون پروتئین - 2-1

که مشکل اساسی هستند ها کلاس بزرگی از داروها پروتئین

در راه تولید این گونه داروها بحث پایداري آنها است. زمانی 

شود اغلب به ها صحبت میکه در مورد پایداري پروتئین

دنبال درك این نکته هستیم که چرا و چه موقع ساختار 

 طبیعی پروتئین ها تمایل دارند که به ساختار واسرشت

)denature( ها اشاره به تبدیل شوند. ساختار پایه پروتئین

ساختاري دارد که به صورت کاملا بهینه و به درستی تا 

شده و داراي فعالیت و عملکرد است و در مقابل، فرم 

. این دو استها  فاقد ساختار و فعالیت واسرشت پروتئین

فرم زمانی در حالت تعادل قرار دارند که از لحاظ 

هاي دارویی . پروتئین)9( دینامیکی یکسان باشندترمو

به خصوص  ،تمایل بسیار زیادي براي متراکم شدن دارند

زمانی که با غلظت بالاي مورد نیاز براي دوزها، نگهداري 
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ها سبب ایجاد از آنجا که  تجمع پروتئین .)10( شوندمی

بنابراین تجمع از جمله  ؛شودپاسخ ایمنی در بیماران می

به دقت در طول پروسه تولید و نگه باید مواردي است که 

بیش از  .هاي دارویی مورد بررسی قرار گیردداري پروتئین

هاي بسیار زیادي براي سال است که دانشمندان تلاش 50

رابطه بین دناتوراسیون پروتئین ها و رقابتی که پی بردن به 

بین دناتوراسیون برگشت پذیر و برگشت ناپذیر آنها وجود 

زیرا تجمع بزرگترین مانع در بیوشیمی  ،انددارد انجام داده

  ها علی الخصوص پروتئین هاي دارویی است.پروتئین

ها بحث یکی از تنگناهاي اصلی در راه تولید پروتئین

و حلالیت آنها است، وجود پروتئین با غلظت بالا و پایداري 

پایداري طولانی مدت، عموماً یکی از نیازهاي اساسی 

موجود در تهیه داروهاي پروتئینی به صورت مایع است. 

    ها در غلظت بالا عموما متراکم شده، رسوب پروتئین

کنند و گاهی اوقات ممکن است که به صورت خود به می

بنابراین  ؛ي پروتئولیتیکی نیز بشوندهاخودي دچار شکست

آماده سازي نمونه پروتئینی که هم داراي غلظت بالا بوده و 

هم پایداري طولانی مدت در حالت مایع داشته باشد با 

  .)12, 11(یکدیگر متناقض و فرایند مشکلی است 

ر هایی است که دشکست پروتئینی یکی دیگر از چالش

ها با آن روبرو طول فرآیند استخراج و نگهداري پروتئین

ها در شرایطی که در محیط اصلی خود پروتئین .هستیم

شوند و یا  قرار ندارند ناپایدار شده، پروتئولیز و شکسته می

- تجمع در آنها اتفاق می افتد. در این شرایط امکان شکست

هاي شیمیایی شامل اکسید شدن، دآمین شدن، قطعه 

قطعه شدن و تغییر در پیوندهاي دي سولفید یا کراس 

لینک نیز در آنها وجود دارد. مسیر دیگر تجزیه شدن در 

ها است. طول فرمولاسیون دارویی و  اکسید شدن پروتئین

ها هم مانند تجمع سبب ایجاد اکسید شدن پروتئین

شود که باعث ها میتغییرات اساسی در ساختار پروتئین

دوم، سوم و چهارم آنها نیز تحت تاثیر قرار شده ساختار 

ها نسبت به شرایط تجمع و گیرد. بسیاري از پروتئین

تجمع مانع اصلی در مسیر  هستند.اکسیداسیون حساس 

فرمولاسیون ترکیبات بیولوژیک و در پروسه بیان بالا و 

هاي دارویی . فرمولاسیون پروتئین)13( خالص سازي است

، زیرا استاد دارویی بسیار پیچیده در مقایسه با دیگر مو

ها، هاي فیزیکی و شیمیایی در پروتئینتحت تاثیر ناپایداري

از طریق پروسه هاي مختلفی مانند تجمع، دناتوراسیون، 

شود. بنابراین هیدرولیز و یا اکسید شدن شکست ایجاد می

مطالعات پیش فرمولاسیون به عنوان یک مرحله مهم در 

ارویی است. به منظور افزایش پایداري فرمولاسیون مواد د

در باید ها، خصوصیات شیمیایی و فیزیکی آنها را پروتئین

هاي مناسب را به پروتئین اضافه نظر گرفت تا بتوان افزودنی

تواند جلوي این کرد. به کار گیري فرمولاسیون مناسب می

گونه تاثیرات را بگیرد و براي فائق آمدن به این مشکل از 

ت فیزیکی و شیمیایی و یا از پلیمرها در اصلاحا

   ).14( توان استفاده کردفرمولاسیون داروها نیز می

  پایداري پروتئین هاهاي افزایش روشعوامل تاثیر گذار  و  - 2

  هاعوامل تاثیر گذار در پایداري پروتئین - 1- 2

ها از عوامل متغیر علاوه بر دما و حضور واسرشت کننده

تئین ها را تحت تاثیر قرار می دهند دیگري که پایداري پرو

هاي ها در غلظت، نمکpHتوان به تاثیر اسیدیته می

ها و ها، نگهدارندهها، اسمولایتمختلف، کمک حلال

. تغییر در هر یک از این )16, 15( ها اشاره کردسورفکتانت

ییر در  تا شدگی تواند  در بعضی از موارد سبب تغعوامل می

ها شده  که در نتیجه سبب کاهش و متراکم شدن پروتئین

. )17( شودپایداري و از دست دادن فعالیت آنها می

 Isoelectric( ها در مجاورت نقطه ایزوالکتریکپروتئین

point( .ه طورکلی با در نظر گرفتن ب خود پایدار هستند

ک نقش هاي الکتروستاتیهاي موجود، برهم کنشاستثنا

اتصالات  .دنکمی در پایداري پروتئین در حالت طبیعی دار

ها به آنزیم ها نیز باعث افزایش لیگاندها مانند مهار کننده

  شود.ها میپایداري پروتئین

هاي خارج سلولی تعداد اتصالات دي سولفیدي در پروتئین

هاي درون سلولی این در حالی است که پروتئین .زیاد است

شود. وجود سولفیدي در آنها کمتر دیده می پیوندهاي دي

ها سبب تعداد زیاد پیوندهاي دي سولفیدي در پروتئین

ها از طریق افزایش پایداري در حالت طبیعی پروتئین

محدودیت در انعطاف پذیري ساختار و در نتیجه کاهش 

شود. با توجه به ها میپروتئین میزان آنتروپی ساختاري

هاي آمینو اسیدي در توالی پروتئینی  هاینکه هر کدام از ریش

از این رو مشارکت یکسانی  ،داراي خواص متفاوتی هستند

ها ندارد. مطالعات نشان داده است که در پایداري پروتئین

که در سمت داخل  ،هاي آمینو اسیديعدم دسترسی ریشه

به مولکول هاي حلال سبب شده که این   ،پروتئین قرار دارد

و اسیدي در ساختار اولیه مشارکت بیشتري ریشه هاي آمین

هاي آمینواسیدي که ها نسبت به  ریشهدر پایداري پروتئین

  در سمت خارج پروتئین ها قرار دارند داشته باشند.
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راهکارهاي افزایش پایداري ساختاري و -2 -2

  هاساختمانی پروتئین

هاي تاثیر طراحی سازه بیانی،توالی و دنباله -2- 2- 1

  ها بر پایداري پروتئین پروتئینی

   ها ارایه هاي که براي افزایش پایداري پروتئینراه حل

هاي پشت سر هم و سریالی است. شود به صورت روشمی

مهندسی سازه ژنی تولید کننده پروتئین یک رویکرد 

ها است، که از طریق عمومی براي افزایش پایداري پروتئین

پروتئین را افزایش  توان بیان، خالص سازي و فعالیتآن می

داد، که یک حیطه گسترده و پرکاربردي است که امروزه 

بسیار مورد توجه قرار گرفته است. از جمله متدهایی که در 

 هاي هدفمندتوان به  جهششود میاین حوزه استفاده می

)site directed mutagenesis( اضافه کردن و یا حذف ،

 )،segment/domain deletion and ligation( قطعه ژنی

-using novel non( هاي اسید هاي آمینهبهینه کردن کدن

native amino acids،(  تغییرات شیمیایی )Chemical 

modification and additives( هاي احتباسی به و روش

اشاره ) confinement in nanoparticles( کمک ذرات نانو

 . )12( دکر

  طراحی سازه بیانی - 2- 2- 1- 1

هاي اي است که بیولوژیستسازه بیانی اولین مرحله طراحی

ساختاري در راستاي افزایش پایداري، در فرایند بیان و 

از آن مطمئن باشند. به طور  دها  بایسازي پروتئینخالص

ها  به علت مثال ممکن است پایداري ساختاري در پروتئین

 هاي شکست پروتئولیزي تحت تاثیر قرار گیرد،وجود جایگاه

ها بیشتر تحت تاثیر ها سبب شده پروتئینوجود این جایگاه

پروتئازهاي که در درون سلول میزبان وجود دارند قرار 

هاي توان  به کمک تکنیکگیرند. فرایند پروتئولیز را می

هاي شکست از روي سازه مهندسی ژنتیک و با حذف جایگاه

 بیانی در طول ساخت پروتئین نوترکیب کاهش داد که در

ها با اندازه هاي شکست، پروتئیننتیجه حذف این جایگاه

  ).19، 18( شوندواقعی  و در مقیاس بالا تولید می

ها ذاتا ناپایدار و داراي نیمه ساختار اول بعضی از پروتئین

که توالی  یعمر کوتاهی  هستند. به طور مثال پروتئین های

سرین و هاي پرولین، گلوتامات، آنها غنی از اسید آمینه

است، اغلب داراي نیمه عمر کمتر از دو   (PESTs)ترئونین

پروتئین را براي   (PESTs)هاوجود این توالی هستند.ساعت 

ها و یا مسیر پروتئولیز شدن توسط ماشین پروتئوزوم

  ).21، 20( سازدمستعد می calpainپروتئولیز توسط 

ه ، یک فاکتور مهم براي اندازNهمچنین توالی انتهاي 

به  .گیري نیمه عمر پروتئین در شرایط آزمایشگاهی است

هاي غنی از اسید آمینه N اگر این دنباله ،طور مثال

متیونین، سرین، آلانین،گلایسین، ترئونین، والین و یا 

ساعت است و  20پرولین باشد، نیمه عمر پروتئین بیشتر از

له در مقابل در صورتی که این دنبا ؛شودپروتئین پایدار می

از فنیل آلانین، آسپارتات، لایزین و یا آرژنین تشکیل شده 

دقیقه  3نیمه عمر آن کمتر از  باشد پروتئین ناپایدار شده و

که  ناپایدار شدن در این روش از طریق مسیر یوبی است 

در ناپایداري  Nبنابراین تاثیر انتهاي است. کوئیتین 

. نیستتوجه هاي بیانی باکتریایی قابل پروتئین در سیستم

ها از این رو  به منظور افزایش پایداري این گونه از پروتئین

هاي مهندسی ژنتیک و با بهینه کردن با  استفاده از تکنیک

توان نیمه ها میهاي اسیدهاي آمینه در این پروتئینکدون

  ). 23، 22( عمر آنها را افزایش داد

داري و هاي پروتئینی بر روي پایتاثیر دنباله -2-2- 2-1

  ها افزایش حلالیت پروتئین

باکتریایی  يهاهاي نوترکیب زیادي در سیستمپروتئین

شوند که چالش اصلی در مسیر مانند اشرشیاکلی تولید می

 Inclusion( ها تشکیل  اجسام اینکلوژنیتولید این پروتئین

bodies (ها به ساختارهاي نامحلول و تبدیل شدن پروتئین

. به کمک استیستم بیانی نامطلوب که براي یک ساست 

هاي توان در طراحی سازههاي مهندسی ژنتیک میتکنیک

هاي استفاده کرد که نه ها از دنبالهژنی بیان شده در باکتري

کند، بلکه سبب تنها به افزایش حلالیت پروتئینها کمک می

تر شود. نکته ها  نیز سادهشده که خالص سازي پروتئین

در اینجا مورد توجه قرار گیرد این است  دیگري که باید

ها تاثیر گذار که توالی آنها برروي پایداري پروتئین Nدنباله 

   استفاده  )TAG( هاهاي که از دنبالهاست، در سیستم

د تواننها نمیاز آن رو این دنباله ؛شودکنند پوشیده میمی

 ها داشته باشند. علاوه برتاثیري بر روي پایداري پروتئین

       ها ها بر افزایش پایداري پروتئینتاثیري که دنباله

توان به عنوان عاملی براي افزایش گذارند، آنها را میمی

 MBP TAGحلالیت پروتئین هدف نیز در نظر گرفت، مانند

)Maltose Binding Protein ( که سبب افزایش حلالیت

پروتئین هدف شده و مانند چاپرون سبب القاي تاشدگی 

  شود. می Ecoli  تئین هدف در باکتري صحیح پرو

هاي پروتئینی در فرایند جداسازي و افزایش بازده دنباله

سازي پروتئین هاي نوترکیب نیز موثر هستند، پس از خالص

هاي سازي روش عمومی براي حذف دنبالهاتمام خالص

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
ia

u.
32

.2
.1

11
 ]

 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.1
02

35
92

2.
14

01
.3

2.
2.

6.
3 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 tm
uj

.ia
ut

m
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

09
 ]

 

                             5 / 12

http://dx.doi.org/10.52547/iau.32.2.111
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.10235922.1401.32.2.6.3
http://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-1932-fa.html


  روش هاي افزایش پایداري پروتئین هاي نوترکیب دارویی داسلامی                                      آزا دانشگاهپزشکی علوم / مجله 116

 factorتمایلی، استفاده کردن از پروتئاز ها مانند ترومبین و 

Xa ر نتیجه آن یک تکه تکه شدن غیر اختصاصی است که د

    انجام شده و کاهش پایداري در پروتئین هدف ایجاد 

در خالص سازي  هاشود. بنابراین استفاده کردن از دنبالهمی

توانند باعث افزایش پایداري ساختاري شوند در صورتی می

ها را ها توانایی جدا شدن از پروتئینکه خود این دنباله

 به استفاده کردن از پروتئازها داشته باشند.بدون نیاز 

که خود آنها توانایی  intein-based tags هاي نظیر دنباله

     جلوي این نوع  ،ها را دارندجدا شدن از پروتئین

هاي ایجاد شده تحت تاثیر پروتئاز ها را در ناپایداري

گیرند که براي جدا شدن بدون نیاز به پروتئاز پروتئین می

 .)24( توان استفاده کرداز نیکل نیز می هاي درونی

هاي بیانی باکتریایی، به منظور جلوگیري از در سیستم

ا توجه به اینکه برخی از کیل اجسام  اینکلوژنی و بتش

ها در فضاي سیتوپلاسمی پایدار نیستند، سیستم پروتئین

در ارتباط با  )pMal )pMal vector system (NEB)حاملی 

براي انتقال پروتئین از ما بین غشاي  malEنشانگر 

  سیتوپلاسمی به فضاي پري پلاسمی مورد استفاده قرار 

هاي دیگر سلول ها به بخشر نتیجه پروتئینگیرند. دمی

بنابراین از پروتئولیز شدن آنها جلوگیري شده  ؛منتقل شده

 compositional( و سبب افزایش پایداري ساختاري

stability (ها مانند شود. همچنین استفاده از چپرونمی

که   )Fab antibody fragments( هاآنتی بادي Fabقطعات 

شود به داري پروتئین هاي غشایی مییش پایسبب افزا

 کند. از دیگرها نیز کمک میافزایش پایداري پروتئین

ها در طول ی که سبب افزایش پایداري پروتئینهایچاپرون

  اشاره کرد.GroEL و  DnaK توان بهشوند میبیان می

هاي پیشرفته مهندسی ژنتیک براي امروزه استفاده از روش

د بیانی و سلول میزبان مورد توجه ایجاد تغییر در پلاسمی

بنابراین نیاز به روش هاي دقیق و سریعی  ؛قرارگرفته است

است که بتواند وقایع  تا شدگی و  تا شدگی را در لحظات 

هاي اولیه و مستقیما در سلول زنده ثبت کند. این روش

انتخابی، کارآیی لازم براي بررسی  تا شدگی و حلالیت در 

توانند هاي زنده را دارند، همچنین میشرایط محیط سلول 

را مهار ) aggregation(براي بررسی ترکیباتی که تجمع 

کنند و عواملی که باعث افزایش حلالیت به صورت می

طبیعی و یا با کمک موتاسیون می شوند، مورد استفاده قرار 

   ).18( گیرند

علی رغم ارزشمند بودن بسیار زمان بر  ،هاتمامی این روش

یازمند طراحی هاي پیچیده و دقیق هستند. به علاوه، در و ن

هاي پروتئین، باید صورت تغییر در هر یک از اسید آمینه

هاي دقیقی در مورد تاثیر این تغییر بر کل شبیه سازي

مجموعه صورت گیرد که خود، فرایند پایدارسازي با این 

هاي سازد. از سوي دیگر، در پروتئینروش را مشکل می

یی ترجیح بر این است که تغییر چندانی نسبت به دارو

چرا که هر گونه  ،سیستم بیولوژیک وجود نداشته باشد

تغییر نیازمند مطالعات سنگین و پرهزینه و بررسی اثرات 

توان به این تغییرات در بدن است. جایگزین این روش، می

ها با بهینه کردن شرایط منظور افزایش پایداري پروتئین

هاي مجاز، بافر مناسب، و به کارگیري افزودنی نگه داري

ها، قندها که تحت مواد فعال سطحی، بهره گیري از یون

شوند، هاي شیمیایی نامیده میها یا چپرونعنوان اسمولایت

میزان پایداري پروتئین را بدون آنکه نیازي به ایجاد تغییر 

  دهد. در ساختار اولیه آنها باشد، افزایش می

  ها نتخاب سلول میزبان و پایداري پروتئینا - 2- 2- 2

پروتئین نوترکیب ممکن است تحت تاثیر پروتئازهاي درون 

هاي سلولی قرار گیرد که در نتیجه آن سبب ایجاد ناپایداري

شود و یا اینکه خود پروتئین براي ساختاري در آنها می

از آن رو انتخاب نوع سلول  ؛سلول میزبان سمی باشد

هاي نوترکیب زیادي بر روي پایداري پروتئین میزبان تاثیر

ها در سلول دارد. سمیت ایجاد شده در اثر بیان پروتئین

میزبان توسط تنظیم دقیق میزان سطح بیان به کمک  

شود و همچنین میزان پروموتورهاي تنظیمی کنترل می

هاي داخل بیان پروتئازهاي داخلی و به طور کلی پروتئین

به طور مثال به کمک  .کنترل کرد توانمیزبان را می

است، به  T7 lysozymeکه بیان کننده  pLysS پلاسمید

  polymerase T7 RNAعنوان مهارکننده طبیعی آنزیم 

گیرد. همچنین این عمل کرده و جلوي فعالیت آن را می

نیز مورد  Vector( pET( پروموتر در سیستم ناقل بیانی

هاي داخلی را ان پروتئینگیرد و میزان بیاستفاده قرار می

به عنوان  OmpT یی. گونه باکتریا)26, 25( دهدکاهش می

را کاهش Aspartyl protease میزبان که میزان بیان آنزیم 

دهد، به صورت تجاري در شرکت می

Invitrogen/ThermoFisher Scientific  وجود دارد و   

 روتئین نوترکیب بیان شده را بالا برد.تواند پایداري پمی

 Chineseهاي بیانی پستانداران مانند استفاده از سیستم

hamster ovary (CHO) cells وembryonic 

kidney(HEK) cell human  هاي به منظور بیان پروتئین

ها در این ، زیرا کدوناستتر انسانی بهتر و کاربردي

و تغییرات پس از ترجمه هاي بیانی بهینه شده است سیستم
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     درنتیجه  ؛شودها اعمال مینیز بر روي پروتئین

ها بیان شده داراي  تا ی که در این سیستمیهاپروتئین

شدگی صحیح بوده، پایدار هستند و فعالیت خود را حفظ 

  .)27( اندکرده

  هابهبود شرایط بیان و پایداري پروتئین - 2- 2- 3

به منظور اطمینان حاصل کردن از تولید پروتئین با 

تاشدگی صحیح و پایدار که داراي فعالیت باشد، فراهم 

ول میزبان از آن جهت که آوردن شرایط مناسب توسط سل

هاي پروستاتیک، لیگاندها و کوافکتور هاي مورد بتواند گروه

نیاز براي پروتئین هدف را تامین کند ضروري است. 

بسیاري از این عوامل در طول پروسه بیان توسط محیط 

شوند، اما بسیاري دیگر هاي میزبان فراهم میکشت و سلول

و یا به میزان کافی در  هاي میزبان سنتز نشدهتوسط سلول

 دراختیار سلول قرار گیرند. باید دسترس نیست و 

ها در طول فرآیند بیان به کمک مواد حلالیت پروتئین

افزودنی به محیط کشت مانند ترهالوز ،گلایسین، پرولین، 

مانیتول، ال آرژنین، پتاسیم سیترات، زایلیتول و پتاسیم 

. همچنین دما به عنوان عاملی )28( یابدفسفات افزایش می

ظر گرفته براي افزایش حلالیت و پایداري پروتئین در ن

ها را که پروتئین  pColdهاي بیانیشود. به طور مثال  ناقل

 کندگراد بیان میدر دماي پایین حدود پانزده درجه سانتی

هاي میزبان کمتر که در این شرایط پروتئین هاي سلول

شود جلوي بیان پروتئازها گرفته میتولید شده و همچنین 

تر که در نهایت  سبب شده پروتئین با بازده بالا و خالص

توان به این نکته تولید شود. از فواید دیگر این سیستم می

اشاره کرد که در دماهاي پایین تکثیر سلولی متوقف شده 

هاي داخلی مانند پروتئازها است و میزان بیان پروتئین

بنابراین پروتئین هدف بیشتر محافظت شده  ؛یابدکاهش می

ادامه به بررسی  در ).29( یابدو خلوص آن افزایش می

    هاي که براي این منظور مورد استفاده قرار استراتژي

  پردازیم.گیرد میمی

  هاتاثیر بهینه سازي بافر در پایداري پروتئین -2- 2- 4

ا هدف انتخاب نوع افزودنی و غلظت مورد استفاده از آنها ب

اي است، زیرا  افزایش پایداري پروتئین کار مشکل و پیچیده

توان به بافرها به منظور افزایش هایی که میتعداد افزودنی

پایداري پروتئین اضافه کرد، زیاد و متنوع است. بهینه 

کردن شرایط بافري براي رسیدن به بهترین حلالیت و 

آید. می پایداري در پروتئین به کمک غربالگري به دست

هایی با حلالیت و نیاز به بهینه سازي بافر براي پروتئین

شود و غربالگري پایداري ابتدایی پایین، بیشتر احساس می

انجام شود. از آن جا که ترکیبات بافري، باید بیشتري نیز 

لیگاندها و عوامل احیا کننده در بافري که پروتئین در آن 

سیار زیادي بر روي شود تاثیر بحل شده و نگه داري می

پایداري پروتئین ها دارد، غربالگري نوع بافر مورد استفاده 

یک روش بسیار کارامد در پایداري پروتئین، کریستالوگرافی 

هاي اولیه و فرمولاسیون بیولوژیک آنها است. یکی از روش

است، در  Thermofluorمورد استفاده در غربالگري بافرها 

هاي  pHا ترکیبات مختلف واین روش بافرهاي متنوع ب

گیرند و در نهایت  با اندازه متفاوت مورد بررسی قرار می

تاثیرات آنها بر روي ) Tm )protein melting pointگیري 

در این  ،شود. به طور مثالپایداري پروتئین ها مشخص می

-N-(2 و  bis-Tris ،citrateمطالعه تاثیرات بافرهاي

acetamido)- iminodiacetic acid (ADA)  بر روي پایداري

  . )31, 30( پروتئین ها سنجیده شده است

ها نیز ها در پایداري پروتئینغربالگري لیگاندها و افزودنی

تاثیرگذار است. اتصال لیگاندها به طور خاص باعث افزایش 

ها علی الخصوص سبب افزایش پایداري پایداري پروتئین

هاي کوچک شود. علاوه بر تاثیراتی که ملکولساختاري می

ها و یا دیگر یون ،گذارندها میبر روي پایداري پروتئین

د. نشومیها هاي ارگانیک نیز سبب پایداري پروتئینافزودنی

در پایداري و اندازه  MgCl2به طور مثال استفاده از نمک 

اختار رایج است که این یون سبب پایداري س Tm گیري

چهارم شده و یون منیزیم در بین هوموتترامر قرار گرفته و 

  ).30( کندساختار آن را پایدار می

 PEG )Poly توان به پلیمرهايهاي دیگر میاز پایدارکننده

(ethylene glycol)(  یاMPD )2-methyl-2,4-

pentanediol ( اشاره کرد.  MPD   با برقراري اتصال با

ریشه اسیدآمینه هاي آبگریز که در سطح پروتئین قرار دارد 

از آن رو باعث  ؛شودسبب افزایش آب پوشی پروتئین می

  که میزان پایداري پروتئین را بالا ببرد.شده 

هاي انتخاب آمینو اسیدها و اسمولایت - 2- 2- 5

  مناسب به منظور افزایش پایداري پروتئین

طور قابل توجهی به ه ها به بحلالیت و پایداري پروتئین 

 ها، هایی مانند ترکیبات یونی، نمککمک افزودنی

 ).12, 11( یابدمیها در بافر افزایش ها و اسمولایتدترجنت

ها به منظور افزایش امروزه آمینو اسیدها و اسمولایت

گیرند. اسید آمینه ها مورد استفاده قرار میپایداري پروتئین

آرژنین به عنوان یک ملکول فعال دخیل در فرمولاسیون 

زیرا باعث افزایش حلالیت  ،شوددارویی استفاده می

ها شده و جلوي متراکم ها از داخل اینکلوژن باديئینپروت
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گیرد. این اسید شدن پروتئین را در طول خالص سازي می

هاي معمولی مانند اوره و گوانیدیم آمینه برخلاف دناتورانت

ها بر روي پایداري هیدروکلراید با افزایش حلالیت پروتئین

باردار مانند هاي تاثیري ندارد. اضافه کردن اسید آمینه اآنه

ها آرژنین و گلوتامات به بافر باعث افزایش حلالیت پروتئین

اما تاثیري بر روي ساختار پروتئین ندارد و جلوي  ،شودمی

را  RNA- پروتئین و پروتئین –برهم کنش هاي پروتئین 

گیرد. همچنین افزودن اسید هاي آمینه باردار سبب نمی

شده و جلوي  هاافزایش طول عمر و پایداري پروتئین

 ؛گیردها را در طول زمان میدگریگه، شکست و رسوب آن

ها را با غلظت و توان در حضور آنها پروتئیندر نتیجه می

دست آورد. مکانیسمی که از طریق آن ه حلالیت بالا ب

آرژنین سبب افزایش حلالیت، بدون تاثیر بر روي پایداري 

این رو اگر ، از استشود هنوز ناشناخته و قابل بحث می

تاثیري که آرژنین بر روي پروتئین و حلالیت آن دارد کاملا 

توانست به عنوان یک مشخص شده بود این اسید آمینه می

افزودنی قابل اطمینان براي افزایش پایداري پروتئین مورد 

. به منظور بررسی تاثیر این )32( استفاده قرار بگیرد

هاي مختلف به محیط توان آنها را با غلظتها میافزودنی

ها سنجیده اضافه کرده و در نهایت میزان پایداري پروتئین

  شود.

ها  بر روي پایداري تاثیر قندها و پلی اُل -2- 6-2

  پروتئین

دلیل به کارگیري واژه اسمولایت براي چنین ترکیباتی این 

است که این مواد اولین بار در سیستم بیولوژیک به عنوان 

هاي فشار اسمزي شناخته شده و بعدها اثر تنظیم کننده

استفاده  آنها بر ساختار پروتئین هاي سلول به اثبات رسید.

ساس به دما، پلیمرهاي تجزیه پذیر و کردن از پلیمرهاي ح

 کنندها کمک مینانوذرات نیز به افزایش پایداري پروتئین

)33.(   

قندها به عنوان یک افزودنی کارآمد جهت حفاظت از   

ها در مقابل از دست دادن فعالیت و دناتوره شدن پروتئین

 ،هاشیمیایی و حرارتی معرفی شده است. در میان قند

نوان یک پایدار کننده مناسب براي محافظت ترهالوز به ع

کردن از مواد بیولوژیکی در مقابل از دست دادن آب و 

این قند یک اسمولایت سازگار در  .است خشک شدن

ها است که تحت شرایط استرس میزان سنتز آن ارگانیسم

یابد. با توجه به این خصوصیات منحصر به فرد افزایش می

هایی که در ی بردن به مکانیسمتمایل بسیار زیادي براي پ

طول استرس سبب افزایش میزان بیوسنتز ترهالوز در 

. ترهالوز با توجه به )34( شود وجود داردها میارگانیسم

خصوصیات فیزیکی و شیمیایی منحصر به فرد خود مانند 

واکنش پذیري شیمیایی پایین، خصوصیت غیر احیایی، بالا 

، تمایل بالا براي برقراري )Tg )Glass transitionبودن 

هاي آب و وجود آن به صورت ساختار پیوند با ملکول

ه مناسب به منظور پلیمري، به عنوان یک پایدار کنند

محافظت از ساختار پروتئین است. ترهالوز بر روي پایداري 

 .ها در طول لیوفیلیزاسیون بسیار تاثیر گذار استپروتئین

ها  در معرض دماي بالا در همچنین هنگامی که پروتئین

 از  تجمع و تا شدگی آنها جلوگیري  ،محلول قرار دارند

ها در فظت از پروتئینکند. قندها به طور کلی سبب محامی

آنها این توانایی را دارند  .شوندمقابل از دست دادن آب می

ها پیوندهاي هاي آب با پروتئینکه به جاي ملکول

هاي در واقع قندها جایگزین ملکول .هیدروژنی برقرار کنند،

, 35( شوندآب از دست رفته در پروتئین خشک شده می

36( .  

انجام  شو همکاران  Timasheffمطالعات زیادي که توسط 

ها سبب پایداري شده، نشان داده است که قندها و پلی اُل

شوند. ها در محلول میشده پروتئین )Fold( ساختارتاشده

در نتیجه تمایل بسیار زیادي که براي آب پوشی در حالت 

 ؛جود داردها نسبت به حالت اصلی و پایه وتانشده پروتئین

 ،بنابراین در حالت تا شدگی که آب پوشی کمتر است

هاي پروتئین هاي قند وارد پیوند هیدروژنی با ملکولملکول

رود که شود. انتظار میشده در نتیجه باعث پایداري آنها می

ها ارتباط هاي گوناگونی با کمک حلالها به روشپروتئین

فیزیکوشیمیایی برقرار کنند که این وابسته به خصوصیت 

. به طور کلی مشاهده شده است که ترهالوز سبب استآنها 

شود هاي مختلف میایجاد محافظت در پروتئین ها به روش

ها است. که کارایی این حفاظت وابسته ساختار پروتئین

ها و رغم وجود چنین اطلاعاتی، نقش دقیق پروتئینعلی

ضور خصوصیات فیزیکوشیمیایی آنها در محیط، در ح

نیست ترهالوز به منظور افزایش پایداري هنوز مشخص 

)37(.  

 برروي تاثیر   Gekkoمطالعات انجام شده توسط 

ها نشان داده اُل بر انرژي آزاد پروتئینهاي پلیاسمولایت

سته بین زنجیره هاي ناخوااست که برقراري اینتراکشن

هاي ها، با اسمولایتجانبی اسیدهاي آمینه در پروتئین

ها نسبت به اُل تاثیر بیشتري بر روي پایداري پروتئینپلی

اُل با پپتید دارد. از سوي دیگر اخیراً برقراري پیوند پلی

مطالعاتی که بر روي زنجیره جانبی اسیدهاي آمینه و 
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انجام پذیرفته  شانو همکار Bolenترکیبات مدل، توسط 

ها بین نشان داده است، تجمع و انباشتگی اینتراکشن

ها که شامل زنجیره جانبی اسیدهاي آمینه و اسمولایت

سبب تاشدگی پروتئین هستند سوکروز و یا دیگر قندها 

شوند، اما در مقابل آن اتصال بین اسمولایت ها و می

, 35( دشونها میپپتیدها سبب افزایش پایداري پروتئین

ها در کل توان گفت پایداري پروتئین. از این رو می)38

و یا  هاي مناسبوابسته به برقراري تعادل، بین اینتراکشن

هاي کمک حلال و حالت دناتوره و یا نامناسب، بین ملکول

هاي پروتئین است و دلیل اصلی که طبیعی ملکول

ها اُلی سبب افزایش پایداري پروتئینهاي پلیاسمولایت

شوند هنوز دقیقا شناخته شده نیست. تاثیرات کمک می

هاي ها، هم وابسته به ملکولحلال در پایداري پروتئین

در نتیجه  ؛کمک حلال و هم خود ساختار پروتئین است

ها ها در پایداري پروتئینتعمیم دادن تاثیرات کمک حلال

ها کار صحیح و درستی حلال در کل به همه انواع کمک

  . نیست

هایی که از طریق آنها، قندها سبب در ادامه به بررسی مدل

     شود ها میحفظ ساختار و افزایش پایداري پروتئین

  پردازیم. می

 :)Water entrapment models( مدل احاطه شده با آب

ترهالوز با برقراري پیوندهاي هیدروژنی با لایه آب اطراف 

ا یک ساختار منسجم و بسته را در سطح پروتئین هپروتئین

اي بین هاي آب مانند لایهکند. در این مدل ملکولایجاد می

گیرد از آن رو سبب شده پروتئین و ترهالوز قرار می

تر هاي پروتئین که هم اکنون با لایه محکمدینامیک ملکول

نسبت به حالت  ،متشکل از آب و ترهالوز در ارتباط هستند

دایی که پروتئین تنها با آب در ارتباط بوده تغییر پیدا ابت

  . )39( کند و پایداري ملکول هاي پروتئین را افزایش دهد

 Water replacement( هاي آبمدل جایگزینی ملکول

models(ترهالوز  ،هاي آب: در تئوري جایگزینی با ملکول

تمایل دارد که به طور مستقیم بدون وساطت لایه آب 

 که در نتیجه اطراف پروتئین با پروتئین ارتباط برقرار کند

   ).39( شودها میسبب افزایش پایداري پروتئین

  

  بحث

هاي دارویی که از مشکلات  اساسی در راه تولید پروتئینیکی 

، بحث پایداري آنها است. هستندیک کلاس بزرگ از داروها 

هاي دارویی تمایل بسیار زیادي براي متراکم شدن پروتئین

به خصوص زمانی که با غلظت بالاي مورد نیاز براي  ،دارند

با توجه به اینکه فعالیت  .)10( شونددوزها، نگهداري می

ها وابسته به ساختار و انعطاف پذیري آنهاست، هر پروتئین

گر وجود دارد هاي دیها و ملکولارتباطی که بین پروتئین

ممکن است باعث تغییر در کنفورماسیون آنها شود. به طور 

دهد بالقوه، اختلالاتی که انعطاف پذیري پروتئین را تغییر می

ممکن است با عملکرد آنها نیز تداخل داشته باشد و این 

 موضوع که چگونه عملکرد، انعطاف پذیري و پایداري 

ز به شدت مورد بحث ها با هم در ارتباط هستند هنوپروتئین

ها، تنها بوده و درك عمیق از ارتباط بین خصوصیات پروتئین

بلکه تاثیر زیادي در طراحی،  ،یک موضوع علمی صرف نیست

. اگرچه ثبات )40( عملکرد و کاربرد پروتئین ها نیز دارد

ها براي بسیاري از دانشمندان داراي معناي متفاوتی پروتئین

توان به توانایی کلی ثبات پروتئین را می است، اما به طور

هاي ها براي حفظ ساختار و عملکرد خود در محیطپروتئین

ها در شرایط متفاوت تعریف کرد، همچنین اگر پروتئین

فیزیولوژیکی طبیعی قرار داشته باشند و جمع همه نیروهاي 

منفی باشد، در این صورت  Gمشارکت کننده به سمت 

ها در یدار است. اگر چه که تمام پروتئینپروتئین تاشده پا

از  ،هاي که از لحاظ فیزیولوژیک پایدار باشند قرار ندارندمحیط

 روند.این رو به سمت ناپایداري می

از عرضه اولین پروتئین نوترکیب درمانی به بازار در دهه 

هشتاد میلادي تاکنون تعداد زیادي محصول با موفقیت تجاري 

اي جدید دیگري نیز در مرحله کارآزمایی سازي شده و دارو ه

بالینی به سر می برند. از آنجایی که محصولات پروتئینی اثرات 

هاي انسانی نشان ها و ناهنجاريدرمانی مفیدي در بیماري

اند اقبال زیادي در بازار مصرف براي آنها وجود دارد. این داده

، حمل و فرآیند تولیدباید درحالی است که داروهاي پروتئینی 

نقل، نگهداري و ذخیره سازي را بدون تخریب شدن پشت سر 

بگذارند، فراهم آوردن این شرایط بسیار سخت است چرا که 

ها در برابر تخریب شیمیایی و فیزیکی آسیب پذیرند و پروتئین

در معرض عوامل آسیب رسان بسیاري نیز قرار دارند. از این رو 

اسایی عوامل افزایش دهنده ها و شنمطالعه پایداري پروتئین

پایداري آنها یکی از موضوعات مهم و مورد توجه در جوامع 

هاي علمی است و چالش اساسی در مسیر تولید پروتئین

دارویی است که امروزه توجه هاي زیادي را به سمت خود 

زیرا بسیاري از پروتئین هاي نوترکیب تحت  جلب کرده است.

ناپایدار شده،  تا شدگی خود  شرایطی که براي بیان می شوند

     را از دست داده و یا اینکه دچار شکست پروتئولیتیکی 

شوند که در نهایت سبب کاهش پایداري در سطح ساختار می
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هاي شود. بنابراین در تولید پروتئینفضایی پروتئین می

نوترکیب، تولید پروتئین پایدار با  تاشدگی و عملکرد صحیح 

ه دارویی قرار گیرد بسیار حائز اهمیت که بتواند مورد استفاد

هاي نوترکیب به صورت زیرا متاسفانه بسیاري از پروتئین ،است

شوند و این موضوع یک مانع تاشده پایدار و محلول بیان نمی

 .)3, 2(هاي داروسازي و بیوتکنولوژي است بزرگ در حوزه

ورماتیک و ایجاد تغییرات ژنومیک، در این دوران با ظهور بیوانف

همراه با تلاش و تحقیقاتی که بر روي پروتئومیکس انجام شده 

هاي هاي زیادي برروي استفاده از دنبالهاست، پیشرفت

ها به میزان بالا پروتئینی ایجاد شده است که در تولید پروتئین

و خالص سازي آنها به شرط حفظ ساختار و عملکرد آنها موثر 

همچنین نقش بسیار تاثیر گذاري در مطالعات بیولوژیک  ،است

هاي پروتئینی از یک سو ساختاري دارد. استفاده از این دنباله

ها سبب شده که فرایند خالص سازي و جداسازي این پروتئین

، استتر شده و از لحاظ اقتصادي نیز مقرون به صرفه راحت

و طراحی همچنین تاثیرات مثبتی بر روي صنعت داروسازي 

شود که در زمینه پیش بینی میدارند. همچنین نیز  دارو ها 

  هاي زیادي صورت هاي پروتئینی در آینده پیشرفتدنباله

گیرد. با استفاده از این تکنیک که داراي کاراي قابلیت می

ها هاي ارتباطی پروتئینتوان رابطه بین شبکهمیاست، بالایی 

پروتئینی جدیدي را عرضه  را بررسی کرد و همچنین داروهاي

. همچنین توانایی پی بردن به رابطه بین ساختار و عملکرد کرد

ها در جاهاي که به علت محدودیت در تکنیک و پروتئین

  یابد.اطلاعات در دسترس نیست افزایش می

هاي اخیر توسعه هاي میزبان نیز در سالمطالعه برروي سلول

هاي تولیدي د که تمام ردهرساند. به نظر میزیادي پیدا کرده

اي هستند که به صورت ژنتیکی هاي سلولیدر حجم بالا، رده

هاي القاکننده ماندن یا حمل ترنسژنبراي افزایش میزان زنده

هاي هاي رسیده از آزمایشگاهاند. گزارشرشد توسعه یافته

هاي زیادي از چگونگی امکان افزایش آکادمیک بیانگر مثال

هاي هاي سلولی نوترکیب با روشدن و تولید ردهرشد، زنده مان

کننده هاي کنترلها، ژن. پروتوانکوژناستمهندسی ژنتیک 

هاي فاکتور رشد (مثل انسولین ها)، ژنسیکل سلولی (سایکلین

هاي هاي آنتی آپوپتیک، براي تولید میزبانو فاکتور رشد) و ژن

  .)41(شوند هاي سلولی درج میبا تولید بالا در رده

هاي مختلفی به منظور افزایش در این مطالعه مروري استراتژي

ها ارایه شده است که شامل میزان حلالیت و پایداري پروتئین

تغییرات هدایت شده در ملکول پروتئین بوده و یا بهینه سازي 

- در پروتکل هاي بیان، خالص سازي و پروسه حلالیت پروتئین

ب اوقات رویکرد اول ممکن و رسد که در اغلها به انجام می

توان گفت که یک ، از این رو می)1( دست یافتنی نیست

ها براي افزایش پایداري محیط اطراف پروتئینبررسی کامل در 

تواند به اندازه کافی کارآمد باشد و پروتئینی که به آنها می

صورت منحصر به فردي پایدار است در اختیار ما قرارمی گیرد 

هاي پیچیده مهندسی ژنتیک باشد. بدون آنکه نیازي به روش

و خالص بنابراین عوامل متفاوت تاثیر گذار که در طول بیان 

ها به منظور افزایش پایداري آنها مورد بررسی سازي پروتئین

قرار می گیرد امروزه بیشتر به صورت رویکرد طراحی ترکیبی 

هایی با کارایی گیرد. در این رویکرد روشمورد استفاده قرار می

دست آوردن یک استراتژي مناسب به ه و قابلیت بالا براي ب

ها در شرایط مختلف بهینه با ینمنظور افزایش پایداري پروتئ

   .)42, 2( گیردیکدیگر ترکیب شده و مورد استفاده قرار می
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