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  و همکاران ستاریان  ها هاي دخیل در بیوسنتز و تجزیه کتکولامین مرفین و بیان ژن برخی آنزیم

Abstract

Introduction: Thrombosis and the blockage of blood vessels with clots, can lead to acute myocardial infarction and 

some times even death. Aside from surgical interventions to remove the blockage, the only available treatment is the 

administration of thrombolytic agents to dissolve the blood clot. Streptokinase (SK) is the most commonly used 

fibrinolytic drug for this purpose. However, SK has some disadvantages including immunogenicity, short half-life and 

hemorrhage induction. PEGylation of pharmaceutical proteins by the incorporation of cysteine amino acid is a novel 

method to decrease their immunogenicity and also to increase their stability and half-life. The ultimate goal of this study 

was designing and construction of the cysteine analogues of full-length and truncated forms of SK, which posses less 

hemorrhagic side effects due to fibrin specificity.

Methods: By application of PCR-based site-directed mutagenesis technique, mutants of SK genes, harboring the 

transversion of AGC codon (serine) to TGC (cysteine), which encoded full-length (amino acids 1-414) and truncated 

(amino acids 60-386 and 143-386) proteins were established and cloned in pET41a plasmid. Expression of the 

recombinant SKs was achieved through the induction of E. coli transformants. Produced proteins were confirmed by 

western blotting, purified by affinity chromotography and finally evaluated for their biological activity.

Results: Mutant SK genes were efficiently expressed and due to the fusion of vector-derived His-tag the 

recombinant full-length and truncated proteins were easily purified. Also despite the replacement of serine to cysteine in 

the position of 208, the biological activity of the new recombinant protein was still maintained.

Conclusion: The produced mutants of this study provide the possibility of establishing the cysteine specific 

PEGylation process and improvement of clinical activity of streptokinase protein.
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طراحی، کلون، بیان و ارزیابی جایگزین هاي سیستئینی مولکول استرپتوکیناز 

  در اندازه هاي کامل و کوتاه شده

                                    ،2، حسین خان احمد2، سید مهدي سادات2ش معمارنژادیان، آر2، رضا عربی2محمدرضا آقاصادقی ،2،1نسترن منزوي

  *3،2، فرزین روحوند3،2ملانیا ابراهیمی

  تهران ،گروه زیست شناسی، دانشگاه خاتم. 1

  تهران ،انستیتو پاستور ایران بخش هپاتیت و ایدز،. 2

  ، تهرانایران انستیتو پاستور ،آزمایشگاه بانک ژن نوترکیب. 3

  88اسفند  12: پذیرش    88مرداد  19: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم مرفین و

  چکیده
انسداد بـه کمـک جراحـی، تنهـا درمـان موجـود        صرفنظر از رفع. ترومبوز یا انسداد عروق خونی توسط لخته، می تواند منجر به سکته قلبی و گاهی اوقات مرگ شود :مقدمه

استرپتوکیناز رایجترین داروي فیبرینولیتیک براي این منظور است، اما با ایـن وجـود تجـویز آن بـا مشـکلاتی از جملـه       . تجویز عوامل ترومبولیتیک بمنظور از بین بردن لخته است

 ایمنـی زائـی     از  پگیلاسیون پروتئینهاي داروئی با واسطه اسید آمینه سیستئین یـک روش نـوین کاسـتن   . اشدتحریک سیستم ایمنی، نیمه عمر کوتاه دارو و خونریزي همراه می ب

هدف نهائی این مطالعه طراحی و ساخت جایگزینهاي سیستئینی استرپتوکیناز کامل و نیـز اشـکال کوتـاه شـده آن، کـه بـا       . دارو و همچنین افزایش پایداري و نیمه عمر آنها است

  .اختصاصیت به فیبرین اثرات هموراژیک کمتري دارند، می باشدداشتن 

، )سیسـتئین (  TGCبـا  ) سرین( AGCموتانتهاي ژنهاي استرپتوکیناز، داراي جایگزینی کدون  PCRبا استفاده از تکنیک موتاسیون زائی در ناحیه دلخواه به کمک  :ها روش

. کلـون شـدند   pET41aرا کد می کردند ساخته شـده و در پلاسـمید   ) 143-386و  60-386اسیدهاي آمینه (وتاه شده و ک) 1-414اسیدهاي آمینه (که پروتئینهاي با طول کامل 

بی استرپتوکیناز هاي نوترکیب بیان شدند و پروتئینهاي حاصل با انجام وسترن بلات تائید شده، به روش کروماتوگرافی میل ترکی E. coliبدنبال القاء باکتري هاي ترانسفورم شده 

  .تخلیص شده و در نهایت از نظر فعالیت بیولوژیک مورد ارزیابی قرار گرفتند

 از   سـتیدینی ناشـی  بیان ژنهاي استرپتوکیناز موتانت بخوبی صورت گرفته و پروتئین هاي نوترکیب با اندازه هاي کامل و کوتاه شده بواسطه اتصـال بـه برچسـب هی    :ها یافته

  .حفظ کردند  را ، پروتئینهاي نوترکیب جدید همچنان فعالیت بیولوژیک خود 208علیرغم جایگزینی سرین با سیستئین در جایگاه اسیدآمینه اي . ناقل ژنی به راحتی تخلیص شدند

  پـروتئین   بـالینی   فعالیـت   ارتقـاء   ترتیـب   پروتئینهاي موتانت تولید شده در این مطالعه امکان انجام فرآینـد پگیلاسـیون اختصاصـی بـر روي سیسـتئین و بـه ایـن        :گیري نتیجه

  .استرپتوکیناز را فراهم می آورند

  

  استرپتوکیناز، پگیلاسیون، موتاسیون زائی، جایگزین سیستئینی :هاي کلیدي واژه
 

 

  *مقدمه

مزایاي درمان ترومبولیتیک در بیماران مبتلا به سکته هاي 
  

  

 

در میـان  . ]3[قلبی و مغزي به خوبی نشـان داده  شـده اسـت    

دارویـی  ) Streptokinase(ترومبولیتیک، اسـترپتوکیناز  عوامل 

است که به طور متعارف به ویژه در کشورهاي در حـال توسـعه   

به دلیل قیمت پایین و بهره وري بالا در حال استفاده بوده است 

اسـید   414استرپتوکیناز یک پپتید تک زنجیره اي بـا  . ]19،15[
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ه توسط گونه هاي کیلودالتون است ک 47آمینه و وزن مولکولی 

مختلف استرپتوکوك هاي بتاهمولیتیک ترشح شـده و خاصـیت   

فیبرینولیتیکی خود را بـه طـور غیـر مسـتقیم بـا فعـال کـردن        

. ]6و3،2[پلاسمینوژن در حال گردش در خون اعمال می کنـد  

با وجود آنکه بروز برخی عـوارض جـانبی مثـل ایمنـی زایـی و      

وئـی را تنهـا بـه یـک دوز     خونریزي استفاده از این پروتئین دار

، مطالعـات بـالینی مقایسـه اي    ]2[تزریقی محدود کرده اسـت  

بـه   TPAبرتري همه جانبه سایر دارو هاي ترومبولیتیک مثـل  

بررسیها نشان مـی دهـد   .  ]11[استرپتوکیناز را تائید نکرده اند 

اسید آمینه انتهاي آمینی مولکول استرپتوکیناز می  59که حذف 

اصی کردن عملکـرد ایـن پـروتئین موجـب فعـال      تواند با اختص

شدن پلاسمینوژن تنها در حضور رشته هاي فیبرین گشته و بـه  

این ترتیب با مهار فیبرینولیز عمومی احتمال خونریزي ناشـی از  

همچنـین  . ]6، 29و 31[مصرف اسـترپتوکیناز را کـاهش دهـد    

اسیدآمینه انتهاي کربوکسیل موجب کاهش ایمنـی   28برداشت 

استرپتوکیناز می شود و در عین حال مشخص شده اسـت   زایی

نقـش مهمـی در    386-414که ناحیه حاوي اسید آمینـه هـاي   

به این ترتیب دو فرم   .]23،2و 36[عملکرد استرپتوکیناز ندارد  

-386داراي اسـیدهاي آمینـه   (کوتاه شده پروتئین استرپتوکیناز 

همچنـین   با اختصاصیت بالاتر بـه فیبـرین و  ) 143-386و  60

اثرات آنتی ژنیسیتی کمتر در مطالعات پیشین معرفی شـده انـد   

لازم بذکر است که علیرغم حذف ایـن قطعـات   .  ]2، 28و 29[

  . استرپتوکینازبخش عمده اي از فعالیت خود را حفظ کرده است

یکی از روش هاي مناسب براي افـزایش نیمـه عمـر یـک     

تیجه کـاهش نیـاز بـه    پروتئین داروئی مانند استرپتوکیناز و در ن

مصرف مجـدد آن، اتصـال آن بـه پلیمـر صـناعی پلـی اتـیلن        

    است کـه تحـت عنـوان پگیلاسـیون نامیـده     ) PEG(گلایکول 

علاوه بر مزیـت ذکـر شـده، پگیلاسـیون     .  ]11، 14[می شود 

همچنین حلالیت پروتئین را افزایش داده و از ایمنـی زایـی آن   

 PEGک یا چنـد مولکـول   در این روش عموماً ی. نیز می کاهد

فعال شده از طریق پیوند هاي کووالانس به پـروتئین یـا پپتیـد    

به طوري که این امر باعـث ایجـاد   ، مورد نظر متصل می شوند

تغییراتی در شکل فضایی و هیدروفوبیسیتی پروتئین مورد نظـر  

. ]1و 18 [گشته و نیمه عمر آن را در بـدن افـزایش مـی دهـد     

مانند لیـزین   یخاص نهیآم يها دیاس يروتواند  یم ونیلاسیپگ

)Lys ( و سیستئین)Cys (نیستئیساستفاده از که  ردیصورت بگ 

با توجه به فقدان اسـید آمینـه    .]8[است  براي این منظور ارجح

ــترپتوکیناز    ــروتئین اس ــاختار پ ــتئین در س  ]2، 3، 6و 15[سیس

بمنظور نیل به هـدف پگیلاسـیون ایـن پـروتئین مـی بایسـت       

اري در توالی اسید آمینه اي مولکول حداقل یـک اسـید   بادستک

اسـید آمینـه   . آمینه در جایگاه مناسب به سیستئین تبدیل گـردد 

انتخابی بـراي ایـن منظـور مـی بایسـت ضـمن سـطحی و در        

دسترس بودن دور از جایگاه فعال آنزیم قـرار داشـته و از نظـر    

تئینی بیوشیمیائی شبیه به سیستئین باشد بطوریکه موتانت سیس

  .حاصل کمترین تغییر را در فعالیت بیولوژیک پروتئین ایجاد کند

ــر اســاس آنالیزهــاي   ــن هــدف در تحقیــق حاضــر ب ــا ای ب

ــاه     ــرین در جایگ ــه س ــید آمین ــامپیوتري اس ــول  208ک مولک

استرپتوکیناز براي انجام این موتاسیون و تبـدیل بـه سیسـتئین    

ــد  ــاب ش ــک  . انتخ ــام تکنی ــا انج ــپس ب  site-directedس

mutagenesis        کدون مربـوط بـه ایـن اسـید آمینـه در تـوالی

و کامـل  ) 143-386و  60-386(نوکلئوتیدي اشکال کوتاه شده 

مولکول استرپتوکیناز به کدون مربـوط بـه سیسـتئین    ) 414-1(

تغییر کرده و بدنبال کلون کردن و بیان سه جایگزین سیستئینی 

متنــاظر پروتئینهــاي نوترکیــب ، E. coliمــذکور در بــاکتري 

تخلیص و با توجه به موتاسیون صورت گرفتـه از نظـر فعالیـت    

  .بیولوژیکی مورد ارزیابی قرار گرفتند

  مواد و روش ها

با توجه به اینکه توالی اسید آمینه اي پروتئین اسـترپتوکیناز  

ــاتی  ــاه اطلاعـ ــانی  Protein Databankدر پایگـ ــه نشـ بـ

www.pdb.org از  نرم افزار  موجود می باشدPDB viewer 

v3.7 (www.expasy.org/spdbv/)    جهت مشـاهده سـاختار

در این شـکل اسـیدهاي آمینـه    . سه بعدي پروتئین استفاده شد

سطحی و عمقی و نیز اسیدهاي آمینـه تشـکیل دهنـده ناحیـه     

بـر  . پروتئین قابل تشخیص مـی باشـند  ) catalytic site(فعال 

ــاس ــن اس ــاه   ای ــرین در جایگ ــه س ــید آمین ــروتئین  208اس پ

استرپتوکیناز بواسطه شباهت بیوشیمیائی با سیستئین، فاصـله از  

و قـرار داشـتن در   ) 250-290ناحیه (جایگاه فعال استرپتوکیناز 

. ناحیه سطحی پروتئین جهت تبدیل به سیسـتئین انتخـاب شـد   

کوتـاه   موتانتهاي سیستئینی ژن استرپتوکیناز بیان کننده اشکال

و کامــل  )143-386و  60-386تــوالی اســید آمینــه اي ( شــده
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ــوالی ( ــام   )1-414ت ــا انج ــول ب ــاد PCRمولک ــک ایج  و تکنی

  بر )Site-directed mutagenesis(در ناحیه دلخواه  موتاسیون

S. equisimilisقـبلاً از سـویه اسـتاندارد     که skc2روي ژن 

(ATCC 9542) بـراي ایـن منظـور    . جدا شده بود ایجاد شدند

بـه طـور جداگانـه تکثیـر      PCRابتدا دو بخش از ژن بـه روش  

تبـدیل کـدون مربـوط بـه     (شدند بطوریکه موتاسیون مورد نظر 

بـا  ) TGCبـه   AGCدر استرپتوکیناز کامل از  208اسید آمینه 

ــارگیري ــه اي     بک ــیون نقط ــاوي موتاس ــژه ح ــاي وی پرایمره

در محل اتصال ایـن دو  ) 1 ، جدولR208و  F208پرایمرهاي (

سپس در واکنش بعدي، این دو قطعه تکثیـر  . ناحیه ایجاد شدند

شده که داراي نواحی همپوشان بودنـد بـا افـزودن یـک جفـت      

ــده  (پرایمــر انتهــائی  ــان کنن ــه بی ــوان مثــال در مــورد قطع بعن

و اعمــال یــک ) R414و  F1ناز کامــل پرایمرهــاي اســترپتوکی

درجه سانتی گـراد جهـت جـدا شـدن      94(سیکل دماي تقلیب 

درجـه سـانتی گـراد     54(، دماي جفت شدن )رشته هاي مکمل

و ) جهت هیبرید شـدن نـواحی انتهـائی همپوشـان از دو قطعـه     

 میآنـز  تیگراد، جهت فعال یدرجه سانت 72( ونیزاسیمریپل يدما

Taq بـا  ). الـف  1-شـکل (به هم متصل و تکثیر شدند ) مرازیپل

توجه به اینکه در طراحی پرایمرها تـوالی اختصاصـی بـرش دو    

تعبیه شده و به این ترتیـب   PstIو  BamHIآنزیم محدودالاثر 

مربـوط بـه   (حاصل  PCRاین نواحی در دو انتهاي محصولات 

ایجاد شده بود برش این قطعات بـا  ) قطعات کوتاه شده و کامل

نزیمهاي مذکور و در نهایـت کلـون کـردن آنهـا در پلاسـمید      آ

pET41a (Novagen)     ــمید ــه پلاس ــاخت س ــه س ــر ب منج

pETSK1 ،pETSK60  وpETSK143     شد کـه بـه ترتیـب

مولکـول   143-386و  60-386، 1-414قادر به بیـان نـواحی   

نـه تنهـا    pET41aپلاسـمید  ). ب 1-شکل(استرپتوکیناز بودند 

را موجب می شود،  T7ر پروموتر قدرتمند بیان پروتئین تحت اث

ــا افــزودن برچســب  اســیدآمینه  6متشــکل از ( 6xHisبلکــه ب

به انتهاي آمینی پروتئین حاصل امکان شناسـائی و  ) هیستیدین

تخلیص پروتئین را به ترتیب با استفاده از آنتی بادي اختصاصی 

و نیز به روش کروماتوگرافی میل ترکیبی فـراهم   6xHisعلیه  

بدنبال تائید صحت توالی سازه هـاي موتانـت سـاخته    . آورد می

شده با روشهاي آنالیز آنزیمی و نهایتاً واکنشهاي تعیـین تـوالی   

     ، پلاسـمیدها بـه درون سـلولهاي میزبـان بیـانی     )ج-1-شکل(

)E. coli BL21 (کلونیهاي نوترکیب حاصـل  . ترانسفورم شدند

ده و بیان پروتئین کشت داده ش LBمیلی لیتر محیط مایع  5در 

OD600( 6/0پس از رسیدن به جذب نوري  بـا افـزودن   ) 0.6 =

بـراي  ) میلـی مـولار   2/0به غلطت نهـائی  ( IPTGالقاء کننده 

پـس از   .درجه سانتی گراد القاء شد 37ساعت در دماي  4مدت 

میکرولیتر از بافر  50لیز رسوب سلولهاي باکتریائی القاء شده در 

میلی مـولار   NaH2Po4 ،10میلی مولار  100شامل (لیز کننده 

Tris.Cl  لیزات حاصل بـا مقـدار مناسـب بـافر     ) مولار اوره 8و

SDS-PAGE ) مـولار   09/0شاملTris.Cl ،20 %  ،گلیسـرول

2 %SDS ،02/0 %  2% 2بروموفنل بلو وME ( مخلوط و بمدت

پـس از  . درجه سانتی گراد جوشانده شـد  100دقیقه در دماي  5

روي تـوالی   بـر   محل برش آنزیمهاي محدودالاثر . ینازو کلونینگ ژن استرپتوک 208پرایمرهاي مورد استفاده جهت موتاسیون زائی در اسید آمینه جایگاه   -1جدول

  .بصورت پر رنگ نشان داده شده اند) R208و  F208(بصورت خط زیر و کدون موتانت بر روي پرایمرهاي موتانت 

توالی  نام پرایمر قابل برش با آنزیم

F1 5’-GAAGGATCCATTGCTGGACCTGAGTG-3’ BamHI

R208 5’-TTTAAAATGCATTGTGCTTGAGCTAGTAATTC-3’ -

F208 5’-CAAGCACAATGCATTTTAACAAAACCCA-3’ -

R414 5’-ATCTGCAGTTATTTGTCGTTAGGGTTATCAGG-3’ PstI

F60 5’-CGAGGATCCAGTCCAAAATCAAAA-3’ BamHI

F143 5’-AATAGGATCCCATGTGCGCGTTAG-3’ BamHI

R386 5’-CCGCTGCAGTTACTAGGGTAAATG-3’ PstI

رـب
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الکتروفورز  SDS-PAGE% 12حلول روئی در ژل سانتریفوژ، م

شده و باندهاي پروتئینی مطابق یک روش استاندارد بـه غشـاء   

ــدند   ــل ش ــلولوز منتق ــاء  . ]33[نیتروس ــش غش ــدنیال پوش ب

 4یـک شـب در   (آلبومین سرم گاوي % 3نیتروسلولوز با مخلوط 

و انجام مراحل شستشو، غشاء ابتدا بـا رقـت   ) درجه سانتی گراد

 ,His )Moues anti-His Abآنتی بادي موشی علیه  2000/1

Qiagen ( ــا رقــت  IgGآنتــی بــادي ضــد  5000/1و ســپس ب

 ,HRP )HRP-Goat anti-mouse IgGکنژوگـه بـا آنـزیم    

Sigma ( بعـد  . ساعت در دماي اتاق تیمار شد 2هر یک بمدت

میلـی مـولار    10شـامل  ( TBSاز هر تیمار شستشو با بافرهاي 

Tris.Cl ،150 ــولار می ــی م ــا  NaClل  TBSTو ) pH: 7.5ب

و  NaClمیلـی مـولار    Tris.Cl ،500میلـی مـولار    20شامل (

05/0  %Tween 20 ( ســرانجام پــس از  . صــورت گرفــت

ــروتئین     ــه پ ــوط ب ــی مرب ــدهاي اختصاص ــر بان ــوي آخ شستش

ــزاي    ــاده رنگـ ــور مـ ــترپتوکیناز در حضـ  'DAB )3.3اسـ

Diaminobenzidine (ــاهر شــدند ــاي نوت. ظ ــب پروتئینه رکی

در ) 6xHis-tag(حاصل بواسطه داشـتن برچسـب هیسـتیدینی    

-Ni-NTA )Nickelانتهاي آمینی با استفاده از ستونهاي آگارز 

NitriloTriacetic Acid, Qiagen (    مطـابق بـا دسـتورالعمل

براي ایـن منظـور   . شرکت سازنده در یک مرحله تخلیص شدند

میلـی   5ه در میلی لیتر از کشت باکتریهاي القاء شد 200رسوب 

 NaH2Po4 ،10میلـی مـولار    100شامل (لیتر از بافر لیز کننده 

 15بـه مـدت   ) pH: 8مولار اوره بـا   8و  Tris.Clمیلی مولار 

میلی لیتـر   2دقیقه لیز شده و بعد از سانتریفیوژ محلول روئی با 

دقیقـه در یـک فـالکون مخلـوط      30بمدت  Ni-NTAاز رزین 

) Qiagen(ص کروماتوگرافی این مخلوط در ستون مخصو. شد

ریخته شد و بعد از خارج شدن محلول بـالایی، پـروتئین هـاي    

شامل مواد مشابه بافر لیز کننده (متصل به رزین با بافر شستشو 

سرانجام پروتئین هـا بـا   . براي دو بار شسته شدند )pH: 6.3با 

) pH: 4.5داراي مـواد مشـابه دو بـافر قبلـی بـا      (بـافر الوشـن   

میلی لیتري الوت شده و غلظت آنهـا   5/0فراکسیون  4بصورت 

 نـانومتر بررسـی   280با اندازه گیري جذب نوري در طول مـوج  

  . شد

فعالیت پروتئینهـاي تخلـیص شـده اسـترپتوکیناز بـا روش      

بطـور  . اندازه گیـري شـد   ]32[استاندارد و نیمه کمی کازئینولیز 

 ،Skim milk% 5خلاصه، یک ظرف پتري بوسـیله ژل حـاوي   

 Tris baseمیلی مولار  50و  NaClمیلی مولار  10آگارز، % 1

. میلی متر در درون آن ایجاد شـد  5پر شده و چاهکهائی با قطر 

نیمی از حجم این چاهکها با غلطتهاي مختلف از اسـترپتوکیناز  

نانوگرم  10یا مقدار ثابت  و) B. Braun, Germany(استاندارد 

ر این مطالعه و نیمـه دیگـر   از پروتئین نوترکیب تخلیص شده د

میلـی گـرم در میلـی لیتـر از محلـول       1هر چاهک بـا غلظـت   

پر شد بطوریکه میزان ) Fluka, Sweden(پلاسمینوژن انسانی 

دو . مولاریته پلاسمینوژن در چاهکها بیشتر از استرپتوکیناز بـود 

چاهــک نیــز کــه فقــط حــاوي اســترپتوکیناز اســتاندارد بــدون  

سـمینوژن بـدون اسـترپتوکیناز بودنـد نیـز      پلاسمینوژن و یا پلا

سـاعت انکوباسـیون در    24پـس از  . بعنوان کنترل تعبیه شـدند 

دماي اتاق و تشکیل هاله هاي ناشی از لیـز کـازئین در اطـراف    

چاهکها ابتدا منحنی استاندارد مربوطه بـر اسـاس قطـر هالـه و     

غلطت استرپتوکیناز در چاهکهاي استاندارد رسم شـده و سـپس   

تقریبی نمونه هاي تخلیص شده با توجه بـه قطـر هالـه     غلطت

  .ایجاد شده در اطراف چاهکهاي مربوطه بدست آمد

  
  یافته ها

مولکـول   یاختصاص ـ ونیلاس ـیامکـان پگ  جـاد یمنظور ا به

و  PCRبا انجام  نازیسه فرم موتانت ژن استرپتوک ناز،یاسترپتوک

ــ ــ ونیموتاس ــناح یزائ ــر رو يا هی ــده از( skc2ژن  يب         جداش

S. equisimilis (   و دو شکل کوتـاه شـده آن)  الـف -1شـکل (

 نهیدآمیمربـوط بـه اس ـ  ( TCG يدیشد که کدون نوکلئوت یسع

 نهیدآمیمربوط بـه اس ـ ( ACGبه کدون ) 208 گاهیدر جا نیسر

 ـا يبکار گرفته شـده بـرا   يمرهایپرا. شود لیتبد) نیستئیس  نی

 يژنهـا . انـد نشـان داده شـده    1آنها در جـدول   یمنظور و توال

-414 يا نهیدآمیاس ـ یکننده توال انیموتانت که ب نازیاسترپتوک

قـدم بعــد در   ربودنــد، د نازیاسـترپتوک  143-386و  386-60، 1

-1شـکل  (کلون شده  pET41aناقل  BamHI / PstI گاهیجا

و  pETSK1 ،pETSK60 يدهایپلاســـم بیـــو بـــه ترت) ب

pETSK143 لقاء شده در بدنبال تائید موتاسیون ا. حاصل شدند

مـذکور بـه درون    يدهایپلاسـم ) ج-1-شـکل (ژنهاي مـذکور  

E. coli یائیباکتر يسلولها BL21     ترانسـفورم شـده و جهـت

 His-tagبا پرچسب  وژنیبصورت ف( بینوترک ينهایپروتئ انیب

القاء ) موجود است pET41aدر بدنه وکتور توالی سازنده آن که 
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 SDS-PAGE% 12ر ژل شده د انیب ينهایپروتئ یابیارز. شدند

را کـه از لحـاظ    یلودالتـون یک 58و  66، 78 نیحضور سه پـروتئ 

 143-386و  60-386، 1-414 يهـا  یبـا تـوال   بیبه ترت یوزن

انجام وسـترن   و بدنبال آن دادمعادل بودند، نشان  نازیاسترپتوک

 یو آنت ـ ینیدیستیبرچسب ه هیعل يباد یبلات با استفاده از آنت

 ـن HRPه با کنژوگ هیثانو يباد  یوجـود سـه بانـد اختصاص ـ    زی

را در برچسب هیسـتیدینی  متصل به  ينهایپروتئ انیمربوط به ب

 نیا صیتخل تیدر نها). 2شکل (مذکور اثبات نمود  ياندازه ها

 ـیترک لی ـم یاز روش کرومـاتوگراف  فادهبا است نیسه پروتئ و  یب

منجر به  بیتقل طیدر شرا Ni-NTAآگارز  يستونها يریبکارگ

در سه انـدازه   بینوترک نازیاسترپتوک ینیستئیل مشتقات سحصو

 يمحتـــو تیـــاســـتفاده از پل بـــا ).3شـــکل (مـــذکور شـــد 

 ینیستئیاز مشتقات س يمساو ریمقاد نیکازئ/نوژنیپلاسم/آگارز

 زیل یاز نظر توانائ قیتحق نیشده در ا صیتخل ينازهایاسترپتوک

بدسـت   جیبر اساس نتـا . شدند سهیبا هم مقا نیکازئ یاختصاص

هـم   نیسـتئ یبـه س  208 نیسـر  نهیدآمیاس لیتبد رغمیآمده عل

ــترپتوک ــل نازیاس ــده آن فعال  کام ــاه ش ــم اشــکال کوت ــو ه  تی

 ـبر ا. خود را حفظ کرده بودند کیولوژیب  کـه یاسـاس، در حال  نی

ــازئ ــه ک ــا زینولیهال ــراف چاهکه ــاو يدر اط ــترپتوک يح  نازیاس

 ـ ینیستئیمشتقات س زیاستاندارد و ن شـده   جـاد یشـده ا  صیتخل

 ـو  نازیاسترپتوک يکه فقط حاو یکنترل منف يبودند، چاهکها  ای

را در اطراف خـود   زینولیاز کازئ ينوژن تنها بودند نشانه ایپلاسم

 ـبـا انـدازه گ   نیهمچن). الف-4شکل (نداشتند  قطـر هالـه    يری

ــه چاهکهــا ــوط ب ــف اســترپتوک ریمقــاد يحــاو يمرب  نازیمختل

 يمتر بـرا  یسانت 8/1واحد،  37 يمتر برا یسانت 4/1(استاندارد 

 یمنحن ـ مو رس ـ) واحـد  150 يمتـر بـرا   یسانت 8/1واحد و  75

استاندارد مربوطه مشاهده شد که مشتقات کامل و کوتـاه شـده   

سـطوح  تـوالی اسـیدآمینه اي،   با توجـه بـه طـول     نازیاسترپتوک

 يواحد برا 40و  75، 128(دهند  یرا نشان م تیاز فعال یمختلف

) 143-386و  60-386، 1-414 بی ـول بـه ترت با ط يها یتوال

  ).ب-4شکل (

      بحث

ــزایش نیمــه عمــر عوامــل   روشــهاي متفــاوتی بمنطــور اف

ترومبولیتیک بکار گرفته شده اند که از آن میان مـی تـوان بـه    

موسـوم بـه   (اسـترپتوکیناز  -اسیلاسیون کمپلکس پلاسـمینوژن 

دو ناحیه از ژن به طور . PCRایجاد موتاسیون نقطه اي به روش  :الف -1 شکل

دو . حیه با هم یکی می شوندجداگانه تکثیر شده و در واکنش بعدي این دو نا

 AGCشامل موتاسیون از نوع جایگزینی  208در کدون  R208و  F208پرایمر 

مکمل هم هستند،  5/از آنجایی که این پرایمرها در ابتداي . هستند TGCبه 

می تواند   ایجاد شده با هم همپوشانی داشته و بخش مشترك PCRمحصولات 

. ضمن بسط یافتن تکثیر شود R414 و F1سوم با پرایمرهاي  PCRدر واکنش 

منجر به پیدایش  1انتهائی با سایر پرایمرهاي معرفی شده در جدول  PCRانجام 

  .می گردد 143-386و  60- 386محصولات موتانت با اندازه هاي 

لی از نقشه پلاسمیدهاي بیان کننده پروتئینهاي کامل و کوتاه طرح ک: ب- 1 شکل

) 1- 414توالی اسیدآمینه اي (ژن هاي بیان کننده قطعات کامل . شده استرپتوکیناز

استرپتوکیناز با دو آنزیم ) 143-386و  60-386توالی اسیدآمینه اي (و کوتاه شده 

BamHI  وPstI  در پلاسمیدpET-41a (Novagen) ند بطوریکه  کلون شد

بصورت متصل به برچسب  T7پروتئینهاي مربوطه تحت پروموتر قدرتمند 

)Fusion-tag( بیان شوند .KanR ژن مقاومت به کانامایسین را نشان می دهد.  
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APSAC (]6[ اتصال پروتئین وصل شونده به مالتوز ،)MBP (

، ادغـام شـیمیائی آلبـومین    ]16[به انتهاي آمینی اسـترپتوکیناز  

، موتاسـیون زائـی جهـت ایجـاد     ]4[سرم انسانی به یوروکینـاز  

نــواحی گلیکوزیلاســیون در فعــال کننــده پلاســمینوژن بــافتی 

)TPA (]35[  ــیلن گلایکــول ــی ات ــه ) PEG(و اتصــال پل ب

روشها نتایج امیدوار برخی از این . اشاره نمود ]20[استافیلوکیناز 

کننــده اي را در پــی داشــته و برخــی موجــب کــاهش فعالیــت 

و همکاران نشان داده اند که  Abuchowski. پروتئین شده اند

با ایجاد کنژوگه هاي فعال ) پگیلاسیون( PEGاتصال کووالان 

ضمن کاهش ایمنی زائی پروتئینها نیمه عمر درگـردش آنهـا را   

اسید آمینه لیزین موجود در توالی  ].1[در بدن افزایش می دهد 

پروتئین از جمله نقاط مناسب جهت انجام پگیلاسـیون اسـت و   

این استراتژي در موارد پگیلاسیون آسپارژیناز، آلفـا اینترفـرون،   

قبلاً بکار گرفتـه   ]26،17[و استرپتوکیناز ]11[آدنوزین دآمیناز 

لیت از جمله مشکلات این روش کاهش چشمگیر فعا. شده است

پروتئین در اثر پگیلاسیون لیزین بوده است، بنابراین با توجه به 

فراوانی لیزین در توالی پروتئینها معمـولاً سـعی مـی شـود کـه      

پگیلاسیون بصورت نسبی صـورت گرفتـه و تـا حـد امکـان از      

د که البته پیامد ناگزیر این تغییرات کاهش فعالیت جلوگیري شو

نسبی هم ایجاد مخلوط هتروژنی از پروتئینهـاي پگیلـه و غیـر    

      در روشــهاي نــوین پگیلاســیون ســعی . ]8[پگیلــه مــی باشــد 

فعـال کـه تـوان اتصـال بـه       PEGمی شود که بـا اسـتفاده از   

بـه   PEGپـروتئین را دارد اتصـال کـووالان     Thiolگروههاي 

نمونه . ینه سیستئین موجود در پروتئین صورت گیرداسیدهاي آم

هائی از این استراتژي را می توان در موارد پگیلاسیون هورمون 

، اتصال ]25 [تریکوزانتین HIVو داروي ضد  ]12[رشد انسانی 

PEG     به انتهاي کربوکسیل فـاکتور هفـت نوترکیـب)FVIIa (

بـه   PEGو نیـز اتصـال    ]5[و ترومبومودولین کوتاه شده  ]24[

. مشاهده کرد]30[ 2اینترلوکین ) site-directed(ناحیه دلخواه 

در تمام این موارد افـزایش نیمـه عمـر و کـاهش ایمنـی زائـی       

بنـابراین   .پروتئین پس از پگیلاسیون بخوبی مشاهده شده است

با در نظر گرفتن استراتژي اخیر، در تحقیق حاضر تلاش شد که 

یون اختصاصی استرپتوکیناز بـر  شرایط لازم جهت انجام پگیلاس

مبناي اسیدآمینه سیستئین فراهم شده و با انجام موتاسـیون در  

سطح ژن، کدون مربـوط بـه اسـید آمینـه سیسـتئین در ناحیـه       

مناسب ژن بیان کننده اشکال کامل و کوتاه شده اسـترپتوکیناز  

ناحیه در نظر گرفته شده براي ایجاد این موتاسـیون  . ایجاد شود

می بایست دور از منطقه فعال آنزیم باشد بلکه بمنظـور   نه تنها

تسهیل در انجام پگیلاسیون می بایست در سطح پروتئین قـرار  

بر این اسـاس، بـا توجـه بـه     . ]23،8 [داشته و در دسترس باشد

کـه هـم    208نتایج ارزیابی هاي کامپیوتري اسـیدآمینه سـرین   

ائی با سیسـتئین  شرایط مذکور را دارا بوده و هم از نظر بیوشیمی

با توجه به تجربـه  . مشابهت داشت جهت جایگزینی انتخاب شد

قبلی ما در مورد کلونینـگ، بیـان و تخلـیص یـک مرحلـه اي      

 )SK60-386و  SK143-386(و کوتاه شده  )SK1-414(تعیین توالی ژنهاي موتاسیون یافته استرپتوکیناز کامل  .توالی نوکلئوتیدي سه ژن موتانت استرپتوکیناز: ج- 1 شکل

  .تائید نمود) C-بیان کننده سیستئین( TGCرا به کدون ) S-بیان کننده اسید آمینه سرین( AGCل کدون تبدی
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ــا اســتفاده از برچســب هیســتیدین   ــدا ]21[اســترپتوکیناز ب ، ابت

ــمید  ــاي    pQE30 (Qiagen)پلاس جهــت بیــان جایگزینه

امـا بـا وجـود آنکـه     . سیستئینی استرپتوکیناز در نظر گرفته شـد 

بعنوان میزبان بیانی مـورد ارزیـابی    E. coliسویه هاي مختلف 

، موفقیتی در بیان ژن )نتایج نشان داده نشده است(قرار گرفتند 

و  60-386توالیهـاي  (مربوط به اشکال کوتاه شده استرپتوکیناز 

بدست نیامـد و تنهـا پـروتئین کامـل اسـترپتوکیناز      ) 386-143

بمنظور رفع این مشکل . سیستم قابل بیان بود در این) 414-1(

کـه تحـت   ( pET41a (Novagen)ژنهاي مذکور در پلاسـمید 

موجـب بیـان پـروتئین بصـورت      T7کنترل پرومـوتر قدرتمنـد   

کلون شده و بیان آنها در ) متصل به برچسبهاي طویل می گردد

E. coli BL21  بررسی شد که خوشبختانه امکان بیان مناسب

علـت  . وتاه شده نیز در این سیستم فـراهم گردیـد  مولکولهاي ک

این امر می تواند تسهیل بیان پروتئینهاي کوتاه شـده بواسـطه   

. ]28[ژن باشد  5/موجود در ابتداي ) فیوژن(توالی هاي اتصالی 

به این ترتیب نه تنها ژن کامل استرپتوکیناز بلکه دو ژن کوتـاه  

نیـز بخـوبی در   ) 143-386و  60-386بیان کننده تـوالی  (شده 

E. coliسویه  BL21 (DE3)  در مطالعـه مشـابه   . بیان شـدند

دیگري نیز نشان داده شده بود که وجـود تـوالی هـاي اتصـالی     

طولانی در انتهاي آمینـی اسـترپتوکیناز نوترکیـب کوتـاه شـده      

در قدم بعد بـا  . ]22[منجر به افزایش پایداري و بیان می گردد 

موجود در انتهاي ) His-tag(ی بهره گیري از برچسب هیستیدین

آمینی، مشتقات سیستئینی استرپتوکیناز نوترکیب به راحتی و بـا  

تخلـیص شـده و از نظـر     Ni-NTAیک مرتبه عبور از سـتون  

ایـن تخلـیص در   . فعالیت بیولوژیک مورد ارزیابی قـرار گرفتنـد  

صورت گرفته و علیرغم آنکه اوره ) denaturing(شرایط تقلیب 

ه در مراحل تخلیص نیز از محیط خارج نشـده بـود،   مورد استفاد

نکتـه  . پروتئینهاي خالص شده فعالیت خود را حفظ کرده بودنـد 

قابل ذکر آنکه بعلت فقدان پیونـد دي سـولفیدي در سـاختمان    

نتیجه فقـدان سـاختار ثانویـه، ایـن پـروتئین       استرپتوکیناز و در

ده اسـت  همواره در شرایط تقلیب نیز فعالیـت خـود را نشـان دا   

اما با توجه به اینکه در ساختار پروتئینهاي خالص شـده  . ]36،9[

این تحقیق یک اسیدآمینه سیسـتئین وارد شـده بـود، مشـاهده     

حفظ فعالیت پروتئینهاي کامـل و کوتـاه شـده اسـترپتوکیناز در     

شرایط تقلیب و در حضور غلظـت بـالاي اوره یافتـه اي جالـب     

 
استرپتوکیناز تخلیص شده بـا   هاي پروتئیننمایانگر  SDS-PAGEژل  -3شکل

 2و1الوشــن :  3و2مــارکر پروتئینــی  ســتون هــاي : 1ســتون. Ni-NTAآگــارز 

ازاسـترپتوکیناز   2و1الوشـن  :  5و4ن هـاي  سـتو )   1-414(ازاسترپتوکیناز کامـل  

ازاسـترپتوکیناز کوتـاه شـده     2و1الوشن :  7و6ستون هاي )   60-386(کوتاه شده 

)386-60 .(

. فعالیت انواع موتانت استرپتوکیناز به روش لیز شعاعی کازئین بررسی -4شکل

و کوتاه ) SK1-414( وکیناز تخلیص شده با طول کاملنمونه هاي استرپت) الف(

نانوگرم و نیز نمونه هاي  10با غلظت هاي برابر  )SK143و  SK60(شده 

در داخل  )St150و  St37 ،St75(استاندارد استرپتوکیناز با فعالیتهاي مختلف 

ریخته شده و  Skim milkچاهک هاي تعبیه شده در پلیت حاوي ژل آگارز و 

) میلی گرم در میلی لیتر 1(کردن چاهکها با محلول پلاسمینوژن غلیظ پس از پر 

چاهکهاي حاوي . درجه سانتی گراد انکوبه شد 37ساعت در دماي  24پلیت براي 

تنها نیز بعنوان کنترل منفی در نظر  )SK(و یا استرپتوکیناز  )Plg(پلاسمینوژن 

هک هاي حاوي استرپتوکیناز با اندازه گیري قطر هاله پیرامون چا) ب. (گرفته شدند

استاندارد و رسم منحنی استاندارد، فعالیت بیولوژیک نمونه هاي تخلیص شده بر 

-386به ترتیب براي قطعات (واحد  128و  75، 40اساس قطر هاله آنها به میزان 

.بدست آمد) 1-414و  60- 386، 143

وسترن بلات بر روي لیزات باکتري هاي حاوي پلاسمیدهاي بیان کننـده   -2شکل

: 3 و 2مـارکر پروتئینـی،  سـتون هـاي     : 1سـتون  . و کوتاه شده استرپتوکیناز کامل

: 5و  4،  ســتون هــاي IPTGپــروتئین کامــل بــه ترتیــب بعــد و قبــل از القــاء بــا 

،  IPTGبه ترتیب بعـد و قبـل از القـاء بـا      60-386استرپتوکیناز کوتاه شده با توالی 

به ترتیب بعد و قبـل   143-386استرپتوکیناز کوتاه شده با توالی : 7و  6ستون هاي 

.IPTGاز القاء با 
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مـی رفـت مقایسـه فعالیـت      همانطور که انتظار .توجه می باشد

مشتقات سیستئینی استرپتوکیناز با روش نیمه کمـی کـازئینولیز   

نشان داد که در شرایط کلی استرپتوکیناز با طول کامـل نسـبت   

اما بایـد توجـه کـرد    . به اشکال کوتاه شده آن فعال تر می باشد

موجب اتصال بیشتر  1-59که طبق گزارشات قبلی حذف ناحیه 

ه رشــته هــاي فیبــرین و در نتیجــه فیبرینــولیز اســترپتوکیناز بــ

، بنابر ایـن بـا در نظـر گـرفتن آنکـه      ]28[اختصاصی می گردد 

      واکنش کازئینولیز در فقـدان فیبـرین انجـام مـی شـود انتظـار      

می رود که اشکال کوتاه شده اسـترپتوکیناز موتانـت حاصـل از    

حضور  این تحقیق در مقایسه با فرم کامل فعالیت بیشتري را در

رشته هاي فیبرین نشان دهند که البته تائید ایـن ادعـا نیازمنـد    

مقایسه فعالیت آنها با روشـهاي کمـی در حضـور رشـته هـاي      

بنا به اطلاع نویسـندگان بـراي اولـین بـار نتـایج      . فیبرین است

تحقیق حاضر نشان داد که پس از جایگزینی اسید آمینه سـرین  

ز با اسید آمینه سیستئین، نه مولکول استرپتوکینا 208در جایگاه 

تنها فعالیت بیولوژیک استرپتوکیناز حفظ می شود بلکـه الگـوي   

تغییر فعالیت نیز در مولکولهاي کامل و کوتاه شده اسـترپتوکیناز  

بــه ایــن ترتیــب بــا داشــتن جایگزینهــاي . تغییــري نمــی کنــد

سیستئینی امکان انجام پگیلاسیون اختصاصـی اسـترپتوکیناز از   

تئین با هدف کاهش ایمنی زائی و افزایش نیمه عمر طریق سیس

فرآینـد اتصـال پلـی اتـیلن گلایکـول بـه       . آن فراهم می گردد

اشکال سیستئینی استرپتوکیناز حاصل از این تحقیق متعاقبـاً در  

  .حال انجام است

  اريزسپاسگ

هزینه هاي مربوط به انجام این مطالعه توسط انستیتو پاستور ایران تـامین  

  .شد
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