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Background and Aim recombinant DNA technique is a powerful and appropriate method for the produc-
tion of protein biopolymers with specificity in amino acid sequence and spatial chemistry. Elastin-Like 
Polypeptide (ELP) is a biocompatible, biodegradable and non-immunological biopolymer used in various 
biotechnology studies. The ELP tag is a cheap, fast and non-chromatographic technique for purifying tar-
get proteins. In this study, pET expression vector was designed for the combination of ELP gene sequenc-
es and target recombinant protein in order to produce recombinant fusion protein with the ELP tag.
Methods & Materials MOD gene was transformed to E. coli-BL21 (DE3) cells after designing and synthesis 
among the XbaI and XhoI restriction sites in the pET-32a (+) vector of the clone. Then, colonies were 
isolated based on plasmid size and examined by cutting using restriction enzymes. The final recombinant 
colonies was verified using polymerase chain reaction method and DNA sequencing.
Ethical Considerations The Research Ethics Committee of Arak University of Medical Sciences approved all 
ethical considerations ofworking on laboratory animals (Code: 92-146-11).
Results Replacing the MOD sequence in the pET-32a vector (+) eliminated the components expressing the 
fusion tags (Thioredoxin, Histidine, and S-tag), the identification site of protease enzyme (tobacco etch 
virus), and multiple cloning site. In addition, it added specific restriction enzyme identification sequences 
of ELP gene and target gene. As a result, in the optimized pET-MODvector, 466 nucleotides reduced in size 
and the secondary structure was improved.
Conclusion Considering the improvement of spatial structure and reduction of pET-MOD vector size, as 
well as the possibility of the fusion of recombinant protein with the ELP tag, it is possible to use this vec-
tor for ELPyation of the target protein.
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Extended Abstract

Introduction

lastin-Like Polypeptides (ELPs) are a 
group of temperature-sensitive biopoly-E

mers with various biotechnological and biomedical appli-
cations [6]. ELP is a component of temperature-sensitive 
synthetic biopolymers, with its solubility dependent on 
temperature change; under the Transition temperature (Tt), 
ELP is soluble in aqueous medium and accumulates in the 
form of self-assembly with increased solution temperature. 
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By binding the protein at the gene level to the ELP, the re-
sulting aggregated proteins will have the same properties 
[7]. Due to the thermal sensitivity of the ELP molecule, pu-
rification by chromatography is not required for protein pu-
rification [5]. Studies to produce the fusion of recombinant 
protein bound to the ELP tag, as well as the oligomeriza-
tion of ELP, require several cloning steps in the nonspecific 
vector and re-subcloning [13, 15]. Therefore, in this study, 
we optimized the pET expression vector, the pET-MOD 
specific vector, to oligomerize ELP, as well as to produce 
recombinant ELP tag fusion protein for biotechnological 
and pharmaceutical applications. Accordingly, the inexpen-
sive purification of the recombinant protein by the Inverse 
Transition Cycling (ITC) technique and the targeted drug 
conjugate delivery, etc. will be generated.

Materials and Methods

The MOD gene was designed with the structure required 
for the cloning, expression, and purification of the recom-
binant protein. Then, the XbaI and XhoI restriction enzyme 
cleavage sites were added at the 5 'and 3' ends, respec-
tively. The prediction of secondary structures and stability 
of mRNA expressed in pET-32a(+) and pET-MOD were 
evaluated by the centerfold server. Additionally, the G+C 
content of these two fragments was evaluated by Rare Co-
don Analysis Tools. The designed gene was synthesized by 
the Biomatic Spa company. The designed pUC-57 gene 
carrier was cleaved by XbaI and XhoI enzymes to release 
the synthetic MOD fragment.

The pET-32a(+) vector was also cleaved by XbaI and 
XhoI enzymes and dephosphorylated by alkaline phospha-
tase to linearize the plasmid. The purification of linearized 
plasmid and MOD cut DNA was performed by agarose gel 
purification kit. The pET vector and the MOD extension 
fragment were joined by T4 DNA ligase to form the pET-
MOD vector. The obtained vectors were heat-transfected 
to 100 μL of E.coli-BL21 (DE3) cells transfected using 
CaCl2; then, the bacteria were spread on a cell culture plate 
containing Luria-Bertani medium and 100 μg/mL ampicil-
lin. They were incubated overnight at 37°C. After trans-
formation, recombinant colonies were separated based on 
plasmid size. Furthermore, the positive colonies were ex-
amined for the presence of insert fragment using restriction 
enzyme cleavage analysis. The PCR colonization technique 
conducted the final confirmation of recombinant colonies, 
and the PCR product was confirmed by 1% agarose gel and 
DNA sequencing.

Results

Predicting mRNA secondary structure suggested that the 
optimization of the pET expression vector could prevent 
the formation of a stable secondary structure. The free ener-
gy of the second mRNA structure also changed from -122.8 
to -20. Besides, the percentage of the G+C content of these 
two genes was similar and in the ideal range (50%-51%). 
After the enzymatic digestion of pUC-57, the 111bp frag-
ment was released from the MOD synthesized gene; then, it 
was ligated into the XbaI and XhoI sequences and replaced 
with the 577bp sequence from the pET-32a(+) sequence.

In this optimized nucleotide sequence, genes expressing 
amino acid sequences, including Trx-Tag with His-Tag 
(thrombin protease enzyme digestion site), S-tag (TEV 
protease enzyme digestion site), and multiple cloning site 
(multiple cloning site) followed, were deleted. The pET-
32a(+) vector length decreased from5900 bp to 5434bp 
(466bp decrease). Furthermore, the identification site of 
the restriction enzymes Sfi-I, BamH-I, and EcoR-I were 
replaced with the pET-MOD sequence. By the cleavage 
of the BamH-I and EcoR-I sequences, adherent sequences 
were created to bind the target protein gene with a similar 
tail. After the cleavage of the pET-MOD vector with Sfi-
I, a linear plasmid with adherent ends consistent with the 
adherent end of the ELP gene cut by Bgl-I and pflM-I was 
generated. The nucleotide sequence encoding GGSGGSG 
(glycine + cysteine) was added to the MOD sequence, as a 
flexible linker region between the target protein sequence 
and the ELP tag.

Moreover, the WYWYW (tryptophan + tyrosine) coding 
nucleotide sequence was added to the MOD sequence to 
estimate recombinant protein concentration. The recom-
binant plasmid was purified from the transformed cell and 
identified based on plasmid size. Eventually, colony-PCR 
was performed to confirm the recombinant pET-MOD plas-
mid. Besides, the presence of 160bp band on 1% agarose 
gel and the sequencing of the resulting gene revealed the 
accuracy of cloning. The resulting pET-MOD plasmid se-
quence is available (Code: KP834588.1).

Discussion

The production of large amounts of the bioactive fu-
sion protein is a critical issue in biotechnology, and ELP 
fusion is an appropriate choice for this purpose [21]. 
The ELP tag, like many other tags, might reduce the 
bioactivity of the fusion protein based on the size and 
orientation of it [23]. Studies on the production of re-
combinant protein fusion and the ELP tag, have used 
the full-length synthesis of the target gene to put these 
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genes together. As a result, that method will be costly, 
and the sequence development will be complex and 
time-consuming (due to its timely nature) [24].

 Alternatively, primary cloning in the non-expression vec-
tor, followed by sub-cloning, was applied. This method is 
also time-consuming, and because of the non-specificity of 
vectors, oligomerization will be complicated [25, 26]. The 
present study, for the first time, used the pET vectors and 
the MOD synthetic gene, to design and generate the pET-
MOD specific vector in high volumes of the bioactive fu-
sion protein with the oligomerization ability of the ELP tag. 
The synthetic MOD gene was designed based on the fol-
lowing requirements: 1. Reduce the sequence length of the 
pET-MOD vector by omitting the unnecessary sequence in 
the pET-32a(+) base vector; 2. Add Sfi-I locus sequence se-
quences that complement the inserted gene resulting from 
the oligomerization of the ELP gene generated by the RDL 
technique. Furthermore, it will reduce the complexity of the 
oligomerization of the ELP gene in non-specific vectors; 
3. Incorporate the sequence identification of BamHI and 
EcoRI to the sequence integration and construction of fu-
sion protein with ELP; 4. Incorporate a nucleotide sequence 
box encoding a flexible linker between the ELP tag and the 
target protein. This process helps to reduce the spatial inter-
ference on recombinant protein activity, particularly con-
cerning its effect on the function of ELP5 tag fusion growth 
factors. The incorporation of the nucleotide sequence box 
encoding aromatic side-chain amino acids to absorb the 
UV light of the recombinant protein (to calculate protein 
concentration), particularly for proteins lacking aromatic 
amino acids [29].

Conclusion

The pET-MOD properties highlight the appropriate appli-
cation of this vector for purifying recombinant protein and 
generating fusion protein with ELP tag (for use as a scaffold 
containing elastin as part of extracellular matrix). Further-
more, considering the presence of growth factors based on 
the study purpose, it is recommended for various studies, 
including wound healing research.
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زمینه و هدف تکنیک DNA نوترکیب، یک روش قدرتمند و مناسب برای تولید بیوپلیمرهای پروتئینی با اختصاصیت در توالی آمینواسید و 
شیمی فضایی است. پلی پپتید شبه الاستین بیوپلیمری زیست سازگار، زیست تخریب پذیر و غیرایمونولوژیک است که در مطالعات گوناگون 
بیوتکنولوژی مورد استفاده قرار می گیرد. تگ ELP یک تکنیک ارزان، سریع و غیرکروماتوگرافی برای تخلیص پروتئین های هدف است. 
در این مطالعه وکتور بیانی pET-MOD جهت کنار هم قرارگیری توالی ژن های ELP و پروتئین نوترکیب هدف، به منظور تولید پروتئین 

فیوژن نوترکیب به همراه تگ ELP طراحی و ساخته شدند. 

مواد و روش ها ژن MOD پس از طراحی و سنتز در بین سایت برش XbaI و XhoI موجود در وکتور (+) pET-32a کلون، و به سلول های 
E.coli-BL21(DE3) ترانسفرم شد. سپس، کلنی ها بر اساس اندازه پلاسمید جداسازی و به وسیله برش توسط آنزیم های با اثر محدود، 

بررسی شد. تأیید نهایی کلنی های نوترکیبب با استفاده از PCR و توالی یابی DNA (DNA sequencing) انجام گرفت.

ملاحظات اخلاقی این مطالعه در کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی اراک با کد 11-146-92 تصویب شد.

 Thioredoxin:TRX( باعث حذف قطعات بیان کننده تگ های فیوژن pET-32a (+) در وکتور MOD یافته ها جایگزینی توالی
توالی های  اضافه کردن  و  )TEV( و جایگاه کلونینگ چندگانه  پروتئاز  آنزیمی  Histidine:HIS ،S-tag(، سایت شناسایی هضم 
 466 کاهش   pET-MOD بهینه شده  وکتور  در  درنتیجه  شد.  هدف  ژن  و   ELP ژن  اختصاصی  محدود  اثر  با  آنزیم  شناسایی 

نوکلئوتید در سایز و بهبود ساختار ثانویه حاصل شد.

 ، ELP و نیز امکان فیوژن کردن پروتئین نوترکیب با تگ ،pET-MOD نتیجه گیری با توجه به بهبود ساختار فضایی و کاهش اندازه وکتور

کلیدواژه ها: 
پلی پپتید شبه الاستین، 

پروتئین نوترکیب، 

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: 28 اردیبهشت 1398
تاریخ پذیرش: 16 شهریور 1398

تاریخ انتشار: 10 آذر 1398

مقدمه

بیوپلیمرهای طبیعی و مصنوعی دسته ای از مواد هستند که 
به عنوان داربست مهندسی بافت، ماتریکس انتقال دارو و سنسور 
جزء  پپتیدها  می شوند.  استفاده  بیوسنسورها  در  انتقال دهنده 
دسته جدیدی از بیوپلیمرها هستند، که ویژگی های شیمیایی، 
فیزیکی و فعالیت های بیولوژیکی متنوع آن مورد توجه است. از 
این رو، پلیمرهای برگرفته از پروتئین به عنوان گروه جدیدی از 
مواد با پتانسیل بالا برای ساخت مواد زیست فعال در نظر گرفته 
می شوند ]2 ،1[. برای ساخت پروتئین دو استراتژی کلی وجود 

دارد: سنتز شیمیایی و تولید نوترکیب پروتئین. در سنتز شیمیایی 
پروتئین ها، افزایش میزان تولید و افزایش طول توالی آمینواسیدها 
دقت  نوترکیب   DNA تکنیک  اما  نیست؛  امکان پذیر  به راحتی 
بالقوه ای برای تولید پلی پپتیدهای جدید با ویژگی مورد نظر و 
اختصاصیت بالا و مرتبط با توالی آمینواسیدی و شیمی فضایی 
دارد. سیستم نوترکیب بهترین رویکرد برای کاهش هزینه تولید 

پپتیدهای بلند و پروتئین است ]4 ،3[. 

نوکئوتید(   100 طول  )تا  نوکلئوتیدها  از  کوتاه  توالی های 
می توانند توسط سنتز شیمیایی تولید و سپس برای کد کردن 

۱. گروه بیوتکنولوژی و میکروبیولوژی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی اراک، اراک، ایران.
2. مرکز تحقیقات انتقال خون، موسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون و پایگاه منطقه ای انتقال خون مرکزی، اراک، ایران.

3. مرکز انتقال خون، اراک، ایران.
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۶. مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی اراک، اراک، ایران.

بهینه سازی وکتور بیانی pET جهت فیوژن کردن پروتئین نوترکیب و بیوپلیمر پلی پپتید شبه الاستین
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صورت  به  مورد نظر  مولکولی  وزن  با  تکراری  پلی پپتید های 
قطعه های بزرگ تر به یکدیگر ملحق شوند ]3[. در میان متدهای 
فراوان که به صورت متداول برای کنار هم قرار دادن توالی های 
اتصال  می رود،  کار  به  صحیح  جهت گیری  با   DNA کوچک 
مستقیم بازگشتی1 به عنوان یک روش سریع و مفید جهت تولید 
بیوپلیمرهای الیگومریک با وزن مولکولی مورد نظر مفید است ]5[. 
اخیراً، پلیمرهای فراوانی جهت مصارف مهندسی بافت با استفاده 
از توالی های الاستین انسانی به عنوان زیر واحد های ساختاری این 
بیوپلیمرها به کار گرفته شده اند که کنترل ویژگی های پلی پپتیدی 

آن در سطح سنتز شیمیایی و ژنتیکی امکان پذیر است ]6[. 

پلی پپتید شبه الاستین2 جزء بیوپلیمرهای مصنوعی حساس 
تشکیل   (VPGXG)n تکراری  پنتاپپتیدهای  از  که  دماست  به 
شده اند،در این توالی X می تواند هر اسیدآمینه ای به غیر از پرولین 
بوده و n عداد این تکرارها ست. حلّالیت پلی پپتید شبه الاستین 
به تغییر دما وابسته است؛ به طوری که در زیر دمای تغییر3، 
ELP در محیط آبی محلول بوده و با افزایش دمای محلول به 
صورت خود آرایی تجمع می یابد ]7[. هنگامی که در سطح ژن 
ELP به پروتئین هدف ملحق می گردد، مجموع پروتئینی حاصل 
به  اکنون،  نیز دارای همان تغییر فاز برگشت پذیر خواهد شد. 
 ELP ملحق کردن  با  هدف  پروتئین های  عامل دارکردن  فرایند 
سطح  در  هدف  پروتئین های  ترمینال   -C یا  ترمینال   -N به 
روشی  تکنیک  این   .]8،  9[ می شود  گفته   ELPyation ژن، 
غیر کروماتوگرافیکی و ارزان قیمت با صرفه جویی در زمان برای 
تخلیص پروتئین هدف است. در روش RDL، ژن های مونومری 
سنتز شده ELP به صورت معمول در وکتور کلونینگی همانند 
سیستم وکتور pUC الیگومریزه می شوند که این سیستم وکتور 
جهت بیان مناسب نیست. بنابراین، محصول ژنی الیگومریزه شده 

نهایی باید در وکتور بیانی کلون شود ]10 ،5[. 

در مطالعات مختلفی به منظور تخلیص غیرگروماتوگرافی و 
 ELP یا انتقال هدفمند، از پروتئین نوترکیب فیوژن شده به تگ
تخلیص  به  می توان  موارد  این  جمله  از  است.  شده  استفاده 
انتقال  و   ،]13،  14[ آنزیم ها   ،]11،  12[ رشد  فاکتورهای 
هدفمند داروها ]15[، اشاره کرد. با این حال، در این مطالعات 
به منظور تولید فیوژن پروتئین نوترکیب متصل به تگ ELP و 
نیز الیگومریزه کردن ELP احتیاج به چندین مرحله کلونینگ در 
وکتور غیراختصاصی و ساب کلونینگ مجدد است. بنابراین در 
این مطالعه، با بهینه سازی وکتور بیانی pET و وکتور اختصاصی 
الیگومریزه کردن ELP و نیز تولید فیوژن  pET- MOD، جهت 
پروتئین نوترکیب متصل به تگ ELP، برای مصارف بیوتکنولوژی 
و دارویی مانند تخلیص ارزان قیمت پروتئین نوترکیب با تکنیک 

1. Recursive Directional Ligation (RDL)
2. Elastin Like Polypeptide (ELP)
3. Transition Temperature (TT)

ITC 4 و انتقال هدفمند، داروی کونژوگه و غیره تولید خواهد شد. 

مواد و روش ها

 DH5a سویه E.coli در این مطالعه بنیادی کاربردی، میزبان
 )Novagen, USA( pET- 32a (+) و پلاسمید ) Invitrogen(
آنزیم های  از  همچنین  شد.  استفاده  کلونینگ  انجام  برای 
محدودالاثر SfII ،XbaI و XhoI و آنزیم آلکالن فسفاتاز ساخت 
 T4 DNA و   Fermentas ،pfu DNA polymerase شرکت 

Ligase ساخت شرکت Vivantis در این تحقیق استفاده شد.

MOD طراحی و ارزیابی بیوانفورماتیک ژن

ژن MOD شامل توالی های نوکلئوتیدی شاین دلگارنو5 به عنوان 
محدودالاثر،  آنزیم های  شناسایی  نواحی  ابتدایی،  شروع  کدون 
بعضی تگ ها و نواحی ارتباطی6 مورد نیاز برای کلونینگ، بیان 
و خالص سازی پروتئین نوترکیب طراحی شد. سپس، سایت های 
برش آنزیم های محدودالاثر XbaI و XhoI به ترتیب در انتهای '5 
 mRNA و '3 اضافه شدند. پیش بینی ساختارهای دوم و پایداری
 center توسط سرور pET-MOD و pET-32a (+) بیان شونده در
fold 7 ارزیابی شد. علاوه بر این، محتوای G+C این دو قطعه توسط 
Rare Codon Analysis Tools 8 ارزیابی شد. ژن طراحی شده 

توسط شرکت بیوماتیک )Biomatik, Canada( سنتز شد.

 pET-32a (+) در وکتور بیانی MOD ساب کلونینگ ژن

اصول مهندسی ژنتیک بر اساس اصول سمبروک و همکاران به 
کار گرفته شده است ]pUC-57 .]16 حمل کننده ژن طراحی شده 
 ،)Biomatik, Canada( توسط شرکت بیوماتیک MOD سنتزی
توسط آنزیم های XbaI و Fermentas-Lithuania( Xhol( برش 
خورده تا قطعه MOD سنتزی آزاد شود. وکتور (+) pET-32a نیز 
توسط آنزیم های XbaI و XhoI برش خورده و توسط آنزیم آلکالن 
خالص سازی  شود.  پلاسمید خطی  تا  شد  دفسفریله  فسفاتاز9 
کیت  توسط   MOD برش خورده   DNA و  پلاسمید خطی شده 
تخلیص از ژل آگارز )Roche-Germany( انجام گرفت. وکتور

pET و قطعه الحاقی MOD برش خورده )با نسبت 1 به 3 قطعه 
 )Fermentas-Lithuania( T4 DNA ligase توسط )به وکتور

به هم ملحق شدند تا وکتور pET-MOD حاصل شود.

وکتور های حاصل از طریق روش شوک حرارتی )39 درجه 
E.coli-( به 100 میکرولیتر از سلول های )به مدت یک دقیقه

4. Inverse Transition Cycling (ICT)
5. Shine-Dalgarno
6. Linker
7. Http://www.ncrna.org/centroidfold
8. Http://www.genscript.com
9. Fermentas-Lithuania
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BL21 )DE3 مستعد شده با استفاده از CaCl2 ترانسفرم شدند 
و سپس باکتری ها در پلیت کشت سلولی حاوی محیط کشت 
آمپی سیلین  میلی لیتر   / میکروگرم  و100   Luria-Bertani
گسترده شده و در 37 درجه سانتی گراد به صورت شبانه انکوبه 
اساس  بر  نوترکیب  کلنی های  ترانسفرماسیون،  از  پس  شدند. 
به  مثبت  کلنی های  و   ]17[ شده  جداسازی  پلاسمید  اندازه 
آنالیز برش  از  با استفاده   insert منظور بررسی حضور قطعه
با آنزیم های محدود الاثر بررسی شدند. تأیید نهایی کلنی های 
نوترکیب از طریق تکنیک کلنی PCR با استفاده از پرایمر های 
5'-GGGAATTGT- و   5'TCAGTGGTGGTGGTGGTG-3'

'GAGCGGATAAC-3 که برای این مطالعه طراحی شده بود 
انجام شد و محصول PCR با ژل آگارز یک درصد و توالی یابی 

DNA (DNA sequencing)تأیید شد.

یافته ها

pET-MOD طراحی و ارزیابی بیوانفورماتیک وکتور

پیش بینی ساختار دوم mRNA نشان داد بهینه سازی وکتور بیانی 
pET می تواند از تشکیل ساختار دوم پایدار جلوگیری کند )تصویر 
شماره 1(، به صورتی که ساختار ساده و سست mRNA برای ترجمه 
مناسب باشد ]18[. انرژی آزاد ساختار دوم mRNA نیز از 122/8- به 
20- تغییر پیدا کرد. درصد محتوای G+C این دو ژن نیز مشابه و در 

محدوده ایده آل )50-51 درصد( قرار داشت )تصویر شماره 2(.

pET-MOD و ساخت وکتور MOD ساب کلونینگ ژن

پس از هضم آنزیمی pUC-57 که حاوی قطعه ژن MOD است، 
با استفاده ازآنزیم های محدودالاثر، قطعه bp 111 از ژن سنتزی 

 ،XhoI و   XbaI توالی های  محل  در  اتصال  با  و  شده  رها   MOD
جایگزین توالی bp 577 از توالی (+) pET-32a شد. در این توالی 
نوکلئوتیدی بهینه شده، ژن های بیان کننده توالی های آمینواسیدی 
شامل Trx-Tag که با His-Tag )سایت شناسایی هضم آنزیمی پروتئاز 
ترومبین(، S-Tag )سایت شناسایی هضم آنزیمی پروتئاز TEV( و 
جایگاه کلونینگ چندگانه10 دنبال شده است، حذف شد. طول وکتور 
 bp( 5434 کاهش یافت bp 5900 به bp از طول pET-32a (+)
466 کاهش طول(. همچنین سایت شناسایی آنزیم های محدودالاثر 
Sfi-I ،BamH-I و EcoR-I در توالی pET-MOD جایگزین شدند 

)تصویر شماره 3(. 

توالی های   ،EcoR-I و   BamH-I شناسایی  توالی های  برش  با 
چسبنده برای اتصال ژن پروتئین هدف با دم چسبنده مشابه ایجاد 
خطی  پلاسمید   ،Sfi-I با   pET-MOD وکتور  برش  از  پس  شد. 
با انتهای چسبنده سازگار با انتهای چسبنده ژن ELP )حاصل از 
برش   pflM-I و   Bgl-I توسط  که   )RDL روش  با  الیگومریزه شدن 
 GGSGGSG کدکننده  نوکلئوتیدی  توالی  شد.  تولید  بود،  خورده 
)گلیسین + سیستئین( به عنوان ناحیه لینکر منعطف بین توالی 
 WYWYW و توالی نوکلئوتیدی کد کننده ELP پروتئین هدف و تگ
)تریپتوفان + تیروزین( در جهت برآورد غلظت پروتئین نوترکیب، به 

توالی MOD اضافه شد )تصویر شماره 4(. 

از سلول ترانسفرم شده تخلیص شد و  پلاسمید نوترکیب شده 
تشکیل آن بر اساس اندازه پلاسمید مشخص شد )تصویر شماره 5(. 
 pET-MOD ،Colony-PCR نهایتاً برای تأیید پلاسمید نوترکیب
انجام گرفت و حضور باند bp 160 روی ژل آگارز یک درصد و 
توالی یابی ژن حاصل، صحت کلونینگ را نشان داد )تصویر شماره 

10. Multiple cloning site

.pET-MOD:B ،pET-32a (+) :A .XbaI و XhoI دو قطعه مابین نواحی شناسایی آنزیم های mRNA تصویر 1. ساختار دوم
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 KP834588/1 کد  با  حاصل   pET-MOD پلاسمید  توالی   .)6
دردسترس است.

بحث

ــاوی  ــه ح ــد ک ــی ش ــی bp 111 طراح ــه، توال ــن مطالع در ای
ــب در  ــن نوترکی ــوژن پروتئی ــد فی ــرای تولی ــرش ب ــگاه ب جای
ــاز  ــورد نی ــرش م ــگاه ب ــز شــامل جای ــود و نی ــگ ELP ب ــار ت کن
ــده  ــدی کد کنن ــی نوکلئوتی ــردن ELP، توال ــرای الیگومریزه ک ب
GGSGGSG )گلیســین + سیســتئین( بــه عنــوان ناحیــه لینکــر 
منعطــف بیــن توالــی پروتئیــن هــدف و تــگ ELP، توالــی 
نوکلئوتیــدی کد کننــده WYWYW )تریپتوفــان + تیروزیــن( در 
ــرآورد غلظــت پروتئیــن نوترکیــب و ســایر توالی هــای  جهــت ب
ــی  ــن توال ــود. ای ــن ب ــازی پروتئی ــان و خالص س ــرای بی لازم ب
ــور  ــرش XbaI و XhoI در وکت ــگاه ب ــن جای ــنتز مابی ــس س پ
 ،pET-MOD کلــون شــد. درنتیجــه وکتــور pET-32a (+) بیانــی

ــرای  ــای لازم ب ــودن توالی ه ــول bp 466 و دارا ب ــش ط ــا کاه ب
تولیــد فیــوژن پروتئیــن نوترکیــبِ دارای دنباله تخلیصــی ELP و 

ــد. ــاخته ش ــردن ELP س ــرای الیگومریزه ک ــی لازم ب توال

پلی پپتیدهای شبه الاستین دسته ای از بیوپلیمرهای حساس به 
دما با کاربردهای بیوتکنولوژی و زیست پزشکی گوناگون هستند. 
ELP ویژگی های منحصر به فردی دارد از جمله اینکه می تواند به 
صورت ژنتیکی کد شود و از این طریق فرصت کنترل بر توالی 
 )Tt( آمینواسید و وزن مولکولی را فراهم می کند. دمای تغییر
مولکول ELP تحت کنترل فاکتور های خارجی و داخلی همانند 
برای  ELP ها  طراحی  بنابراین  دارد.  قرار   ELP مولکول  طول 
استفاده های ویژه امکان پذیر است. به علت تأثیرپذیری حرارتی 
مولکول ELP، خالص سازی به واسطه کروماتوگرافی برای تخلیص 
زیست تخریب پذیر،   ELP گذشته،  این  از  نیست.  نیاز  پروتئین 
زیست سازگار و غیر ایمونولوژیک و غیر سمی است و می تواند به 
میزان زیادی بیان شود ]20 ،19[. تولید مقدار فراوان پروتئین 

.XbaI و XhoI دو قطعه مابین دو سایت شناسایی G+C تصویر 2. آنالیز محتوای

)rbs: ribosome binding site( .MOD تصویر 3. شکل شماتیک از ژن سنتزی طراحی شده
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 ELP فیوژن زیست فعال، موضوع حیاتی در بیوتکنولوژی است و
فیوژن، انتخاب مناسبی برای این موضوع است. محل قرارگیری 
و جهت گیری ELP نسبت به پروتئین هدف، اثر مهمی بر فعالیت 
اختصاصی و میزان بیان پروتئین هدف دارد. هنگامی که ELP در 
C- ترمینال پروتئین هدف قرار گرفته باشد )Pro-ELP(، پروتئین 
هدف بیشتری در مقایسه با هنگامی که ELP در N- ترمینال 
 .]21[ می آید  دست  به   )ELP-Pro( دارد  قرار  هدف  پروتئین 
همچنین میزان تولید پروتئین ELP های بلند کمتر از میزان انواع 
کوتاه آن است ]22[. مشخص شده است که تگ ELP ممکن 

است بر اساس اندازه و جهت قرار گیری، همانند بسیاری از تگ  ها، 
زیست فعالی پروتئین فیوژن شده را کاهش دهد ]23[. 

پروتئین  فیوژن  تولید  زمینه  در  که  مختلفی  مطالعات  در 
نوترکیب و تگ ELP، صورت گرفته است، به منظور کنار هم 
قرار دادن این ژن ها در کنار هم محققان از روش های مختلفی از 
جمله سنتز طول کامل ژن مورد نظر استفاده کردند، که این امر 
علاوه هزینه بر بودن، به خاطر طولانی بودن توالی زمان بر و دارایی 
پیچیدگی سنتز خواهد بود ]24[. در روش دیگر از کلون سازی 

 pET-MOD :B ،pET-32a (+) :A .تصویر 4.طرح شماتیک از تغییرات انجام گرفته در ساختار وکتور

تصویر 5. الکتروفورزیس بر روی ژل آگارز 0/۶ درصد برای جست وجوی پلاسمید نوترکیب بر اساس اندازه. پلاسمید (+) pET-32a با وزن )kbp 5/9( را می توان در 
لاین های 5، 7 و 8 دید و سایر لاین ها حاوی پلاسمید نوترکیب pET-MOD با وزن )kbp 5/4( هستند.
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ابتدایی در وکتور غیربیانی و سپس ساب کلونینگ استفاده شده 
است که این روش نیز زمان بر و نیز به علت غیراختصاصی بودن 

وکتور ها، در الیگومریزه کردن پیچیدگی دارد ]26 ،25[. 

در مطالعه انجام شده توسط عمومی و همکاران ، برای ساخت 
کاست 8xELP-Intein-hEGF به صورت چند مرحله ای سه توالی 
مورد نظر در pUC57 کلون شد و پس از تکمیل شدن سازه در 
وکتور بیانی pET15b بیان شد ]27[ که با توجه به چند مرحله ای 
بودن بر پیچیدگی کار می افزاید، علاوه بر این توالی 8xELP در 
خارج از وکتور طراحی و سپس کلون شد. در حالی که در وکتور 
pET-MOD امکان الیگومریزه کردن و تنظیم طول موردنظر بر 
اساس نیاز ممکن است. همچنین با توجه سایت برش و توالی های 
در نظر گرفته شده در وکتور طراحی شده، امکان استفاده از این 
وکتور همانند وکتور تجاری جهت کلون کردن انواع پروتئین های 

نوترکیب در کنار تگ ELP، ممکن است. 

گروه تحقیقاتی ما، در مطالعات قبلی از وکتور دستکاری شده 
با  ولی   ،]28[ کردند  استفاده   ELP الیگومریزه کردن  منظور  به 
توجه برخی از معایب، از جمله احتیاج به وجود اسیدآمینه های 
دارای زنجیره جانبی آروماتیک در ساختار پروتئین نوترکیب، به 
منظور محاسبه غلظت پروتئین به وسیله جذب نور UV و نیز نبود 
طراحی لینکر منعطف بین پروتئین نوترکیب و تگ ELP، احتمال 
اختلال در عملکرد پروتئین نوترکیب، به ویژه در صورتی که این 

پروتئین فاکتور رشد باشد، وجود داشت. 

 pET از وکتورهای استفاده  با  اولین بار،  برای  این مطالعه  در 
و ژن سنتزی MOD، وکتور اختصاصی pET-MOD به منظور 

با  زیست فعال  فیوژن  پروتئین  بالای  مقادیر  تولید  در  استفاده 
قابلیت الیگومریزه کردن تگ ELP، طراحی و ساخته شد. طراحی 
ژن سنتتیک MOD بر اساس نیازهای زیر انجام گرفته است: 
1. کاهش طول توالی وکتور pET-MOD از طریق حذف توالی 
غیرضرور موجود در وکتور پایه (+) pET-32a، به منظور کاهش 
بار اضافی بر سلول میزبان وکتور و در نتیجه افزایش تولید پروتئین 
توالی محل  فیوژن مورد نظر در میزبان سلولی؛ 2. اضافه کردن 
شناسایی Sfi-I که مکمل ژن insert حاصل از الیگومریزه شدن 
ژن ELP تولید شده با تکنیک RDL است و پیچیدگی ناشی از 
الیگومریزه کردن ژن ELP را در وکتورهای غیراختصاصی کاهش 
خواهد داد؛ 3. الحاق توالی شناسایی BamHI و EcoRI به منظور 
الحاق توالی و ساخت پروتئین فیوژن با ELP؛ 4. الحاق جعبه 
 ELP بین تگ انعطاف پذیر  لینکر  نوکلئوتیدی کد کننده  توالی 
فعالیت  بر  فضایی  تداخل  کاهش  منظور  به  پروتئین هدف،  و 
پروتئین نوترکیب، به ویژه در مورد تأثیر بر عملکرد فاکتورهای 
رشد فیوژن شده با تگ ELP 5. الحاق جعبه توالی نوکلئوتیدی 
کد کننده آمینواسیدها با زنجیره جانبی آروماتیک برای جذب 
نور UV پروتئین نوترکیب ) به منظور محاسبه غلظت پروتئین(، 
به ویژه در مورد پروتئین های فاقد اسید آمینه های آروماتیک ]29[. 

علاوه بر این، pET-MOD دارای توالی 6XHis-Tag در انتهای 
C تگ ELP در ساختار بیانی منطبق با کدون پروتئین فیوژن 
است. این ساختار از شش آمینواسید هستیدین متوالی تشکیل 
شده است که امکان تخلیص پروتئین نوترکیب فیوژن با استفاده 
از رزین ها را فراهم می کند. به علاوه، حضور تگ هیستیدینی 
امکان استفاده از آن را به عنوان اپی توپ جهت تشخیص پروتئین 

تصویر 6. الکتروفورز بر ژل آگارز یک درصد، حاصل از کلنی PCR وکتور بیانی bp DNA ladder،M :A .pET 100، لاین bp  ،۱ 626محصول PCR وکتور (+) 
 .pET-MOD وکتور PCR ۱۶0 محصول bp ،2 50، لاین۱ و bp DNA ladder،M :B .pET-32a
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nitrilotri-  با استفاده از آنتی بادی منوکلونال یا کونژوگه با آنزیم
acetic acid-nickel فراهم می کند.6XHis-Tag به صورت نرمال 

بر ساختار و فعالیت پروتئین نوترکیب تأثیرگذار نیست ]30[. 

با توجه به امکان pET-MOD در خالص سازی پروتئین نوترکیب 
با استفاده از روش ترکیبی تگ ELP و تگ های هیستیدین و 
درنتیجه خالص سازی پشت سرهم و کامل کننده همدیگر، امکان 
به صورت محسوسی کاهش  نهایی  آلودگی در محلول  حضور 

خواهد یافت.

وکتور  این  از  استفاده   ،pET-MOD ویژگی های  به  توجه  با 
جهت خالص سازی پروتئین نوترکیب و نیز تولید فیوژن پروتئین 
با تگELP، به منظور استفاده به عنوان داربست حاوی الاستین 
به عنوان بخشی از ماتریکس خارج سلولی از یک طرف و از طرف 
دیگر وجود فاکتورهای رشد بر اساس مطالعه موردنظر، جهت 

مطالعات مختلف از جمله ترمیم زخم پیشنهاد می شود. 

نتیجه گیری

 5/4( pET-MOD در این مطالعه، طراحی و ساخت پلاسمید
Kbp( با جایگزینی بخشی از توالی های (+) pET-32a به منظور 
تولید وکتور مناسب، در جهت ملحق کردن ژن ELP و پروتئین 

هدف و تولید بیومتریال فعال در مطالعات آتی انجام گرفت. 

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

ایــن مطالعــه در کمیتــه اخــلاق دانشــگاه علوم پزشــکی اراک با 
کــد 11-146-92 تصویب شــد.

حامی مالی

علوم  دانشگاه  پژوهشی  معاونت  مالی  حمایت  با  مقاله  این 
پزشکی اراک انجام شده است.

مشارکت نویسندگان

محمدرضا سلیمان ومصطفی خلیلی: تحقیق و بررسی، نگارش 
پیش نویس؛ علیرضا سلیمان میگونی: نگارش پیش نویس، تحلیل؛ 
نهایی سازی  و  ویراستاری  پروژه،  مدیریت  نظارت،  باعزم:  مریم 

نوشت.

تعارض منافع

نویســندگان تصریــح می کننــد هیچ گونــه تضــاد منافعــی در 
خصــوص پژوهــش حاضر نداشــتند. 

تشکر و قدردانی

پژوهشی  معاونت  از  را  امتنان  و  قدردانی  کمال  نویسندگان 
دانشگاه علوم پزشکی اراک دارند.
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