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در سیستم  (hPLGF-1) انسانی 1-کلونینگ و بیان پروتئین فاکتور رشد جفتی
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  چکیده
. استها رشد و تکثیر سلول ترین عاملمهم پاتولوژیک گیري عروق خونی جدید در شرایط فیزیولوژیک وآنژیوژنزیس یا شکل :سابقه و هدف

انسانی از بافت  PLGF-1ژن  ،در این پژوهش. ها در تحریک آنژیوژنزیس استترین پروتئینیا فاکتور رشد جفتی یکی از مهمPLGF پروتئین
 .جفت جدا شده و پروتئین مورد نظر در سیستم باکتریایی بیان شد

قطعه ژنی . توسط پرایمرهاي اختصاصی تکثیر شد از بافت جفت انسان PLGF-1ناحیه کد کننده ژن  ،تجربیدراین مطالعه : یسروش برر 
 E.coliبه باکتري  pET32a-PLGF-1و  pET28a-PLGF-1پلاسمیدهاي نوترکیب . کلون شد pET32aو  pET28aمورد نظر در پلاسمیدهاي 

Rosetta منتقل شدند و بیان پروتئین نوترکیب توسطIPTG بیان پروتئین نوترکیب و محلولیت آن با . القاء گردیدSDS-PAGE  بررسی و با
  . روش وسترن بلاتینگ هویت آن تائید شد

. تأیید گردید PLGF-1با موفقیت انجام و توالی ژن  pET32a-PLGF-1و  pET28a-PLGF-1سازه ژنی  ساخت و طراحی مراحل :هایافته
-PLGF همچنین پروتئین نوترکیب. را بیان کردند و توسط وسترن بلاتینگ به تایید رسید PLGF-1ئین پروت IPTGهاي القاء شده با باکتري

 . تقریبا به صورت نامحلول بیان شد 1
هاي توان از این پروتئین نوترکیب در تستشود و میبیان میRosettaE.coli به خوبی در سیستم بیانی  PLGF-1پروتئین  :گیرينتیجه

 .ه نمودمختلف استفاد
  .انسان1- کلونینگ و بیان، فاکتور رشد جفتی  آنژیوژنزیس، :واژگان کلیدي

  

  1مقدمه
 خـانواده فاکتورهـاي رشـد سـلول هـاي آنـدوتلیال عـروق خـونی        

(VEGF) هاي آنـدوتلیال  اختصاصی براي سلول هايشامل میتوژن
                                                

بخـش پزشـکی   ، مرکـز تحقیقـات بیوتکنولـوژي   ، انسـتیتو پاسـتور ایـران   تهـران،  : نویسنده مسـئول آدرس 
  )  email: rezamahdian@yahoo.com(رضا مهدیان دکتر  ،مولکولی

  20/2/90: تاریخ دریافت مقاله
  25/7/90 :رش مقالهتاریخ پذی

باشد و از نظر ساختمانی با فاکتورهاي رشد مشتق شـده  عروق می
بـه عنـوان فـاکتور     VEGF. در ارتبـاط اسـت   PDGFهـا  از پلاکت

زیـرا ایـن فـاکتور پتانسـیل      ،شـود نفوذپذیر رگی نیز شناخته مـی 
عضـو   5تا به حـال  . هاي خونی داردمؤثري در نفوذپذیر کردن رگ

ــانواده  ــامل VEGFخـــ ، VEGF-A ،VEGF-B ،VEGF-C شـــ
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VEGF-D  وPLGF که از نظر وزن ملکـولی و   مشخص شده است
 ).1- 3( )1شکل ( ندهست ت بیولوژیکی متفاوتخصوصیا

PLGF هـاي انـدوتلیال   هـاي ترفوبلاسـتی جفـت و سـلول    در مژه
 HUVEC ) Human Umblical Veinهـاي  جنینی ماننـد سـلول  

Endothelial Cell (   شـود و طـی دوران جنینـی باعـث     بیـان مـی
در سـایر   PLGF). 4(گردد تشکیل عروق خونی در بافت جفت می

هاي چربـی نیـز   از جمله قلب، شش، عضله، تیروئید و بافتها بافت
هــاي آنــدوتلیال، در ســلول  PLGFبیــان .شناســایی شــده اســت

هاي اریتروئید نیز گـزارش شـده   ها و سلولها، منوسیتترفوبلاست
زایـی  این فاکتور در تومورها به عنوان یکی از فاکتورهاي رگ. است

هـاي طبیعـی و   یی بافتزادر رگ PLGF). 1( باشدقوي مطرح می
 همچنین در تومورهـا نقـش دارد کـه فقـدان آن باعـث نقـص در       

فـاکتور رشـد جفتـی در    . شـود ها و تومور میزایی و رشد بافترگ
. ها و سرطان شناسایی شـده اسـت  هاي التهابی، بهبود زخمبیماري
PLGF  ــا در در بیمــاري کاردیوواســکولار، فراخــوانی مونوســیت ه

افـــزایش ضـــخامت درونـــی  و ی مـــزمنهـــاي عفـــونبیمـــاري
ــش دارد   ــکلورزیس نق ــالاي  ). 5(آترواس ــان ب ــث  PLGF-2بی باع

شـود و فقـدان آن باعـث    هاي حیاتی میافزایش رشد تومور و رگ
تغییـر در  . شـود هاي رگـی و ماکروفاژهـا مـی   پتوزیس در سلولوآپ

شود کـه  طبیعی جفت میرایج این فاکتور باعث توسعه غیر غلظت
مبتلا در افراد  .شودمپسی مشاهده میاکلارداري در پرهدر دوران با

یابد و در این افـراد  مپسی، فشار خون مادري افزایش میاکلاپره به
  ).6- 8(یابد میمادري کاهش  PLGFسطح سرمی  

 شـود نیز خوانده می PGFLو  PLGF ،PGF نام این پروتئین به
یلـه  گلیکوز– Nپـروتئین   نـوعی PLGF فاکتور رشد جفتی ).6(

کیلو دالتونی است و مونومرهاي آن با باندهاي  46-50همودایمر 
ژن کد کننده آن ). 4( گیرنددي سولفیدي کنار یکدیگر قرار می

را ایجاد  PLGFایزوفرم  Alternative splicing 4توسط فرآیند 
 و PLGF-1،PLGF-2  ،PLGF-3شامل هاي آن ایزوفرم .کندمی

PLGF-4  اسید  242و  221، 170، 149 که به ترتیب ازهستند
هـا داراي یـک   این ایزوفرم تمامی ).4،9( اندآمینه تشکیل شده

 PLGF ).10،11( اي سیگنال پپتید هستنداسید آمینه 18توالی 
  ).3،10(شود باند می VEGFR-1 (flt-1) با رسپتور

امروزه خرید فاکتورهاي رشد کـه بـه صـورت نوترکیـب بیـان      
بر تحقیقات در حوزه هاي هزینهاز بخش اند به عنوان یکیشده

ها در زمینـه تمـایز   باشد، به طوري که پژوهشعلوم سلولی می
هاي بنیادي و مهندسی بافت کاملاً وابسته به اسـتفاده از  سلول

فاکتور رشد جفتـی انسـان نیـز بـه     . این فاکتورهاي رشد است
 .باشـد عنوان یک فاکتور رشد در این زمینه داراي کـاربرد مـی  

 1کلونینگ و بیان فـاکتور رشـد جفتـی    ژوهش، هدف از این پ
بنـابر ایـن ضـرورت، در     .اسـت  E.coliانسانی در سیستم بیانی 

انسـان در   1این پژوهش به دنبال بیـان فـاکتور رشـد جفتـی     
سیستم بیانی باکتریایی جهت استفاده به عنـوان یـک فـاکتور    

ه بـه  همچنین بـا توج ـ . باشیمرشد در پژوهش هاي مذکور می
هاي توموري بـا در  اهمیت این پروتئین در رشد و توسعه سلول

تـوان تحقیقـات بیشـتري را در    دست داشتن این پروتئین مـی 

  
کد  H :ناحیه کد کننده انتهاي کربوکسیلی دمین پپتیدي  UTR :(CP(ناحیه غیر قابل ترجمه  5): UTR(ناحیه غیر قابل ترجمه    -1شکل 

کد کننده دمین  VHD: سیگنال پپتید  SP: ناحیه کد کننده انتهاي آمینی دمین پپتیدي NP: تصل شونده به هپارین کننده دمین م
 NRP1 /کد کننده دمین متصل شونده به هپارین VEGF/PDGF : Nهومولوژي 
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   (hPLGF-1) انسانی 1-فاکتور رشد جفتی کلونینگ                                                   دانشگاه آزاد اسلامیپزشکی علوم مجله / 34
زایی که هدفی بزرگ در درمان زمینه رشد تومورها و مهار رگ

     .انجام داد ،سرطان است
  

  مواد و روشها
پس از نمونه بافت جفت انسان بلافاصله در این مطالعه تجربی، 

جهت حفظ و پایدار کـردن  . زایمان از یک فرد سالم گرفته شد
  Qiagen(RNA later( لیتـر محلـول  میلـی  RNA ،1محتـواي  

تام با استفاده از   RNA. اضافه و بافت به آزمایشگاه منتقل شد
کمیت و . از بافت جفت استخراج شد RNeasy (Qiagen)کیت 

تروفورز و سـنجش  استخراج شده با انجام ژل الک RNAکیفیت 
بررســی  (Nano photometer IMpLEN)اســپکتروفوتومتري 

کریپتـاز معکـوس و   از آنزیم تـرانس  cDNAجهت ساخت . شد
 cDNAاستفاده شد و بررسی صحت ساخت  Quantitectکیت 

 . انجام شد GAPDHبا پرایمرهاي   PCRتوسط 
 یک جفت پرایمر اختصاصی کـه بـر اسـاس    با PLGF-1تکثیر ژن 

ــوالی ــاه داده  PLGFژن  ت ــود در پایگ ــاي موج  NCBI (NCه

طوري که جایگاه برش دو آنزیم محـدود  ه ، بانجام شد (000014.8
ــر  ــاي   XhoIو  Bam HIالاث ــه انته ــب ب ــه ترتی ــاي  ´5ب پرایمره

Forward  وReverse 1جدول ( افزوده شد.(    
  

  PGFH (Xho)و  PGFH(Bam)توالی پرایمر هاي  -1جدول 
Length Sequence (5'>3') Primer Name 

30bp CGCggatccCTGCCTGCTGTGCCC
CCCCAG 

PGFH(Bam) 

30bp GCGctcgagCCTCCGGGGAACAG
CATCGCC 

PGFH (Xho) 

  
 95 طبـق الگـو،   PCRهـاي حرارتـی   ریزي بـراي چرخـه  برنامه

بـه  گـراد  درجه سانتی 95 دقیقه، 10به مدت گراد درجه سانتی
 72 ثانیـه و  40ه مـدت  بگراد درجه سانتی 60 ثانیه، 40مدت 

سـیکل تکـرار    40بـراي   ثانیـه  40بـه مـدت   گراد درجه سانتی
  .گردید

پس از تایید تکثیر قطعه مورد نظر با الکتروفـورز در ژل آگـارز   
 Qiagen (QIAquick(از ژل بـا   PCRمحصـول   ، استخراج2%

Gel Extraction Kit انجام شد.  
 PCRل و همچنین محصو pET-28aو  pET-32aپلاسمیدهاي 

بـرش داده شـد و سـپس عمـل      XhoIو  BamHIهاي با آنزیم
در   Fermentas(T4 DNA Ligase(لیگاسـیون توسـط آنـزیم    

پـس از  ). 2 شـکل (ساعت انجام شـد   12دماي محیط به مدت 
بــا   ’E.coli TOP 10Fهــاي  عمــل لیگاســیون، بــاکتري  

  .پلاسمیدهاي نوترکیب ترانسفورم شدند

  

  
و    pET-28a-PLGF-1ي نوترکیــب نقشــه پلاســمیدها -2 شــکل

pET-32a-PLGF-1  
  

براي تائید انتقال پلاسمیدهاي نوترکیـب، ابتـدا بـا اسـتفاده از     
انجـام   PCRبا همان برنامه   Colony-PCRهاي نوترکیب،کلنی

هـاي  سپس پلاسمیدهاي نوترکیب استخراج شده از کلنی. شد
ار داده قر  XhoIو  BamHIتائید شده مورد برش با آنزیم هاي 

شدند و سپس محصول برش آنزیمـی الکتروفـورز گردیـد و در    
-pET-32a-PLGFو  pET-28a-PLGF-1نهایت پلاسمیدهاي 

 T7و  T7 promoterتلخــیص شــده و توســط پرایمرهــاي   1

terminator توالی مکمل این پرایمرهـا در دو  . تعیین توالی شد
 .ارندپلاسمید قرار د) MCS(سوي جایگاه چند گانه کلونینگ 

از  E.coliهـاي مسـتعد   جهت بیان پلاسمید نوترکیـب سـلول   
-pETو   pET-28a-PLGF-1بـا پلاسـمیدهاي    Rosettaسویه 

32a-PLGF-1 ــانجهــت بهینــه. ترانســفورم شــدند  ســازي بی
و شـرایط   IPTGهاي مختلـف از  ، در غلظتPLGF-1پروتئین 

 ـ   دسـت  ه مختلف القاء بررسی گردید تا بهترین شـرایط بـراي ب
شـرایط  .  وردن بیشترین میزان پروتئین نوترکیب تأیید شـود آ
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معـادل   OD 600ها تـا رسـیدن بـه    بهینه شامل تکثیر باکتري
 ـ میلـی IPTG 1و القاء بیـان بـا    6/0 سـاعت   5مـدت  ه مـولار ب

دور در  9000هـا بـا سـانتریفوژ در    سـپس سـلول  . انتخاب شد
ره لیـز  مدت یک دقیقه رسوب داده شده و از آنها عصاه دقیقه ب

با  PLGF-1بررسی بیان پروتئین نوترکیب . باکتریایی تهیه شد
  .انجام شد SDS-PAGE% 12الکتروفرز بر روي ژل 

با آنالیز وسـترن   PLGF-1تأیید هویت پروتئین نوترکیب براي 
% 12نمونه لیز باکتریایی پس از الکتروفـورز روي ژل  ، بلاتینگ

SDS-PAGE ن بلاتینگ به تفکیک شده، آن گاه با روش وستر
پـس از انتقـال، غشـاء بـا رنـگ      . غشاء نیتروسلولز منتقـل شـد  

Ponceau S آمیزي و از انتقال پروتئین مورد نظر اطمینان رنگ
هـاي اولیـه   بـادي سپس غشاء بـه ترتیـب بـا آنتـی    . حاصل شد

(Anti-His Tag)  موشی کونژوگه با  ضد(و ثانویهHRP ( انکوبه
بـادي ثانویـه، جهـت    بـا آنتـی  بعد از انکوبـه کـردن غشـاء    . شد

  .استفاده شد (DAB)مشاهده باند پروتئین از سوبستراي 
 PLGF-1 جهت بررسی محلولیت پروتئین نوترکیب، بیان پروتئین

داراي پلاسـمید نوترکیـب بـه کمـک      E.coli Rosettaدر باکتري 
IPTG(1Mm) سـاعت انکوباسـیون رسـوب آن     5و بعد از  القاء شد

استریل اضـافه کـرده و بـه     PBSوب حاصل به رس. آوري شدجمع
هــا بــا روش سونیکاســیون ســپس بــاکتري .خــوبی مخلــوط شــد

) ايثانیـه  20سـیکل   15بـراي   4/3و سیکل  100آملیفیکاسیون (
 ـ. لیز شدند دقیقـه بـا دور    5مـدت  ه سپس سوسپانسیون حاصل ب

دور در دقیقه سانتریفوژ شد و مایع رویی و رسـوب حاصـل    9000
   . بررسی شدند  SDS-PAGE% 12با ژل 

  
  هایافته
RNA  50داراي غلظــت  بافــت جفــتاســتخراج شــده از تــام 

 280/260در  2میکرولیترو نسبت جـذب نـوري برابـر    /نانوگرم
بر روي ژل آگارز بانـدهاي   RNAپس از الکتروفورز . بودنانومتر 

-3 شـکل (مشاهده شد  18Sو   28Sریبوزومی RNAمربوط به 
A .( کیفیتcDNA ه شده، با تکثیر ژن ساختGAPDH   تاییـد

بـا توجـه بـه پرایمرهـاي طراحـی شـده، دو       . )B-3شکل ( شد
 را داشـتند  PCRامکان تکثیر بـا   PLGF-2و   PLGF-1ایزوفرم

قطعـه ژن  که پـس از جداسـازي دو ایزوفـورم بـا الکتروفـورز،      
PLGF-1 bp)411 (    با اسـتفاده از کیـتQiagen QIAquick 

Gel Extraction Kit 3شکل ( ژل استخراج شد از-C(. 
-pETو  pET-28a-PLGF-1هاي نوترکیب تائید کلنیدر مورد 

32a-PLGF-1 ،ــاکتري ــاي بـ ــط  E.coli Top 10هـ توسـ
-pET-32aو  pET-28a-PLGF-1پلاســـمیدهاي نوترکیـــب  

PLGF-1 وجود ژن . ترانسفورم شدندPLGF-1  هـاي  در کلـون
، برش آنزیمـی  )D-3شکل ( clony-PCRانتخاب شده با روش 

  .و تعیین توالی تائید شد) E-3 شکل(

  
A 

  
B 

 
C 
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D 

 
E 
 

از  اسـتخراج شـده   تـام  RNAعکـس ژل الکتروفـورز    -A -3شکل 
بـا پرایمرهـاي    PCRعکس ژل الکتروفورز محصول  -Bبافت جفت؛ 

GAPDH 111، باندbp     مربوط به سنتز قطعه مـورد نظـر اسـت؛C- 
و  PLGF-1(411 bp)دو ایزوفرم ، PCRعکس ژل الکتروفورزمحصول 

PLGF-2(474 bp)       مـورد نظـر تکثیـر شـده اسـت؛D-   عکـس ژل
Colony-PCR ــد ــود ژن   411، بان ــازي وج ــت ب را در  PLGF-1جف

و 3و  2، 1هاي  در ستون pET28a-PlGF-1پلاسمید هاي نوترکیب 
 pET32a-PlGF-1 پلاسمید هاي نوترکیـب  7و  5، 4در ستون هاي

   pET32a-PlGF-1 هـاي نوترکیـب   قد پلاسمیدکلنی فا 6،در ستون 
برش آنزیمی پلاسمید نوترکیب، با برش آنزیمی  -Eدهد؛ می رانشان

از پلاسمیدهاي نوترکیب  PLGF-1پس کلون کردن خروج قطعه ژن 
pET28a-PlGF-1  وpET32a-PlGF-1   تأییدي بر کلون شـدن قطعـه

و   pET32a-PlGF-1 ،1ستون . باشددر پلاسمیدها می PLGF-1ژن 
 .باشدمی pET28a-PlGF-1 ،2ستون 

 
ترانسفورم شده با پلاسمیدهاي نوترکیـب   Rosettaهاي باکتري

pET28a-PlGF-1  وpET32a-PlGF-1 هاي به ترتیب پروتئین
کیلودالتـون را   38کیلودالتـون و   20نوترکیبی بـا وزن حـدود   

هـا مطـابق بـا وزن    وزن این پروتئین ).A-4شکل (بیان کردند 
-pET32aسـازه نوترکیـب   . رد انتظار براي هر دو سازه بـود مو

PlGF-1  ــود ــوالی تیروکســین ب ــه  حــاوي ت ــزایش ک ــث اف باع
و در نتیجـه منجــر بـه تولیــد    پـروتئین بیــان شـده   محلولیـت 
  . کیلو دالتونی گردید 38پروتئین 

، هویـت آن توسـط   PLGF-1 پس از بیـان پـروتئین نوترکیـب   
. بررسـی شـد    Anti-his tagباديآنالیز وسترن بلاتینگ با آنتی

کیلودالتونی و  20، باندهاي پروتئینی DABآمیزي پس از رنگ
کیلودالتونی متناظر بـا بانـدهاي مشـاهده شـده در آنـالیز       38

SDS-PAGE 4 شکل( بر روي غشاء ظاهر شدند-B.(  

ــروتئین  پــس از لیــز ســلولی و  PLGF-1در بررســی محلولیــت پ
وکتور بـه   ن شده با استفاده از هر دوهاي بیاسونیکاسیون، پروتئین
   .)C- 4 شکل( به دست آمد) محلولنا(صورت انکلوژن بادي 

  
A 

 
B 

 
C 

 1در شرایط متعارف،  ستون  PLGF-1بیان پروتئین  -A - 4شکل
در  Rosettaکشت شده در باکتري  pET32a-PLGF-1پلاسمید 

-pET32aپلاسمید  2ساعت صفر قبل از القاء می باشد، ستون 

PLGF-1  کشت شده در باکتريRosetta  بعد از القاء  5در ساعت
شاخص  Mکیلو دالتونی مشاهده می شود،  20باشد که باند می

کشت شده در  pET28a-PLGF-1پلاسمید  3وزنی پروتئین، ستون 
 4باشد، ستون در ساعت صفر قبل از القاء می Rosettaباکتري 

در  Rosettaتري کشت شده در باک pET28a-PLGF-1پلاسمید 
کیلو دالتونی مشاهده   38بعد از القاء می باشد که باند  5ساعت 

با روش وسترن بلاتینگ،  PLGF-1بررسی هویت  - Bشود؛ می
کیلو  38و  pET28aکیلو دالتونی در  20حاصل این واکنش یک باند 

نمونه هاي بعد از القاء بود که در نمونه هاي  pET32a دالتونی در
 PLGF-1بررسی محلولیت پروتئین  -Cاء مشاهده نشد؛ قبل از الق

رسوب  pET28a-PLGF-1،2سوپ رویی پس از سونیکاسیون  1،
رسوب پس از  pET28a-PLGF-1 ،3پس از سونیکاسیون 

سوپ رویی پس از سونیکاسیون  pET32a-PLGF-1 4سونیکاسیون 
pET32a-PLGF-1،4.M شاخص وزنی پروتئین. 
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  بحث
زایـی پاتولوژیـک در   رگدر  PLGFتور با توجه به اهمیـت فـاک  

هاي درمانی در باديها و همچنین کاربرد گسترده آنتیسرطان
سـازي  بهینـه مطالعـه  کنترل پیشرفت تومور، هدف اصلی ایـن  

گیري آن در آینـده بـه   و بـه کـار   E.coliبیان این پروتئین در 
ژن ایجاد کننـده  هاي اندوتلیال و آنتیعنوان فاکتور رشد سلول

بر اسـاس مطالعـات   . خ ایمنی در حیوانات آزمایشگاهی بودپاس
قبلی که حـاکی از بیـان ایـن پـروتئین در بافـت جفـت بـود،        

ــر  PLGFاختصاصــی ژن  cDNAو ســاخت  RNAاســتخراج  ب
اگر . روي نمونه گرفته شده از جفت انسان با موفقیت انجام شد

 هـاي انـدوتلیال  بیان این پروتئین در سلول ،چه مطالعات دیگر
HUVEC هـا جهـت   تـوان از ایـن سـلول   دهد و میرا نشان می
 . استفاده کرد  RNAاستخراج

از دو  PLGF-1در این مطالعـه، بـه منظـور انتقـال و بیـان ژن      
ــانی   pET28a و pET32aپلاســمید  ــاي بی ــوان وکتوره ــه عن ب

پروتئین نوترکیب  بهتراین پلاسمیدها جهت بیان . استفاده شد
در هر ، بیان شده PLGF-1تند، پروتئین گرفقرار مورد استفاده 

. کاملا بـه شـکل نـامحلول بـود     pET32aو pET28a دو وکتور 
Maglione را در  پـروتئین این  2000نیز در سال  شو همکاران

این ). 9(به شکل کاملا نامحلول گزارش کردند  E.coli باکتري
وبیسیته بالا یا تشـکیل نـاقص   تواند به دلیل هیدروفموضوع می

ایـن احتمـال   . پروتئین باشـد  سولفیدي در ساختارهاي ديدبان
ــا  ــه ن ــه     ک ــوط ب ــت مرب ــن اس ــروتئین ممک ــودن پ محلول ب

بـا  و  CLC GENOMICهیدروفوبیسیته آن باشد، با نـرم افـزار  
امـا  . توجه به توالی ژن و توالی اسیدآمینه پروتئین بررسی شـد 

 میزان هیدروفوبیسیته پروتئین توجیه کننده عدم محلولیت آن
 انــد کــه محلولیــت مطالعــات متعــددي گــزارش کــرده . نبــود

توان از طریق سولفید را میهاي حاوي چندین باند ديپروتئین
در این مطالعـه از   .)12،13( فیوژن با تیوردوکسین افزایش داد

تیوردوکسین را بـه پـروتئین اضـافه    که توالی  pET32aوکتور 
ل پـروتئین  ولـی بـر اسـاس نتـایج حاص ـ     کند استفاده شد،می

PLGF-1 پـروتئین  . دست آمده به صورت نامحلول بPLGF-1 
تخلیص و سـپس بـا    denaturingتوان به شکل نامحلول را می

سولفیدي و گلوتاتیون اکسید و احیا تشکیل باندهاي ديکمک 
  .القاء نمود تاخوردگی مجدد پروتئین را در شرایط آزمایشگاهی

به عنـوان   E.Coli Rosettaهمچنین در این مطالعه از باکتري 
هـاي مهندسـی ژنتیـک    میزبان بهینه سازي شده توسـط روش 

هاي خاصـی بـراي   هاي مختلف از کدونیوکاریوت. استفاده شد
بـه ایـن   . کننـد بیشـتر اسـتفاده مـی    یک اسید آمینه مشـخص 

بعضی از ایـن  . شودگفته می تمایل به یک کدون خاص ،پدیده
ــدون ــا در ک ــتفاده   E.Coliه ــر اس ــیکمت ــودم ــان   .ش ــذا بی    ل
 هـاي نـادر  هایی که شامل تعداد زیادي از ایـن کـدون  پروتئین

)Rare codon ( در  ،باشندE.coli    بسیار کم یا حتـی غیرقابـل
هــاي از سـویه  بـراي حــل ایـن مشــکل  . مشـاهده خواهـد بــود  

مربـوط بـه ایـن     tRNAباکتریایی حاوي پلاسمید کـد کننـده   
حـاوي پلاسـمیدي    Rosettaسـویه   .شـود ها استفاده میکدون

هـاي نـادر موجـود در    هاي مربـوط بـه کـدون   tRNAاست که 
تواند میزبان مناسبی براي بیان کند و میها را کد مییوکاریوت
  .)14( هاي نوترکیب یوکاریوتی باشدپروتئین

وسـترن بلاتینـگ    ،براي اطمینان از هویت پروتئین بیان شـده 
موشـی بانـد    Hisاز آنتی  انجام شد و در این بررسی با استفاده

 38و  pET28a-PLGF-1کیلودالتـــــونی در  20پروتئینـــــی 
 E.coli Rosettaدر باکتري   pET32a-PLGF-1کیلودالتونی در

در واقـع بـا توجـه بـه دنبالـه هیسـتیدینی کـه         .مشاهده شـد 
رود که کنند انتظار میپلاسمیدها به انتهاي پروتئین اضافه می

البتـه اسـتفاده از   . واکـنش دهـد   Hisپروتئین حاصل بـا آنتـی   
تواند تایید کننده نتایج می PLGFبادي اختصاصی بر علیه آنتی

  .فوق باشد
توان این پروتئین نوترکیب را به حیوانات در مطالعات آینده می

ژنیسـیته آن را بررسـی   آزمایشگاهی تزریق کرده و میزان آنتـی 
انـدوتلیال   هايه و همچنین به عنوان فاکتور رشد به سلولکرد

همچنـین   .کشت داده شده اضافه و عملکرد آن را بررسی کـرد 
  . بادي مونوکلونال از آن استفاده نمودتوان جهت تولید آنتیمی
  

  تشکر و قدردانی 
مرکز تحقیقات بیوتکنولوژي انستیتو  در را ما که کسانی از کلیه

 قـدردانی  و تشکر دادند، تحقیق یاري این پاستور ایران درانجام
  .شودمی
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