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Abstract 

Background: Streptokinase is one of the most common and cost effective fibrinolytic drugs 
for treatment of heart attacks and vein thrombosis. Unlike many advantages over other thrombolytic 
drugs, administration of streptokinase can produce some complications such as immunologic 
reactions, hemorrhage and incomplete treatment due to relative short half life. Pegylation is one of the 
most common methods for improving of these shortcomings.  

Materials and Methods: In this study, designing a proper candidate for specific pegylation 
with cysteine was done by means of SPDBviewer software. After a meaning ful mutation by SOEing 
PCR method, mutated (sk45cys) and intact SK (ski) genes were cloned in pET26-b vector and the 
structures were transformed in E.coli. Clones, Afrer growing, were expressed by IpTG and exptression 
of proteins was confirmed by SDS-PAGE and western blotting. The proteins were purified by affinity 
chromatography with NiNTA columns and amidolytic activity of purified proteins was assayed using 
chromogenic method and different concentrations of S2251 substrate.  

Results: Results of activity assays showed that amidolytic activity of SK45cys had about 10% 
increase in comparison to Ski, after 30 minutes of complex formation with plasminogen. 

Conclusion: Generally, it was concluded that, considering cys45 as a superficial aminoacid 
and also relative increase of activity, SK45cys can be considered a suitable protein for specific 
pegylation. 
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 تولید منظور به استرپتوکیناز پروتئین بیان و کلونینگ مند، هدف موتاسیون
  پگیلاسیون براي مناسب جدید مولکول
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  چکیده
 هاي سکته ماندر براي فیبرینولیتیک داروي ترین صرفه به مقرون حاضر حال در و ترین رایج استرپتوکیناز :هدف و زمینه
 ،دارد دیگر ترومبولیتیک داروهاي به نسبت استرپتوکیناز که هایی برتري و مزایا رغم علی .باشد می ها رگ گرفتگی و قلبی

 نسبتا عمر نیمه چنین هم و بوده همراه هموراژي و بدن ایمنی سیستم تحریک جمله از مشکلاتی با تواند می آن تجویز
   .باشد می معایب این از برخی اصلاح براي رایج هاي روش از یکی پگیلاسیون .شود ناقص درمان به منجر آن پایین
 نرم سیستئین، با اختصاصی پگیلاسیون براي مناسب پروتئینی تولید و طراحی براي حاضر تحقیق در :ها روش و مواد
 موتانت ژن ،SOEing PCR روش به مند هدف موتاسیون انجام از پس .شد استفاده SPDBviewer افزار

(sk45cys) غیرموتانت و )ski( وکتور درون به pET26-b ترنسفرم اشرشیاکلی درون به حاصل ساختارهاي و شده وارد 
 بلاتینگ وسترن و SD-PAGE توسط ها پروتئین بیان و شده بیان IPTG توسط رشد از پس حاصل هاي کلون .شدند

 از استفاده با ها آن فعالیت و شدند تخلیص  Ni-NTAستون با افیکروماتوگر افینیتی تکنیک با ها پروتئین .گردید بررسی
   .شد بررسی S2251 سوبستراي و از طریق کروموژنیک روش
 از دقیقه 30 از پس ،ski با مقایسه در sk45cys آمیدولیتیک فعالیت که داد نشان سنجی فعالیت از حاصل نتایج :ها یافته

   .است داشته فعالیت فزایشا درصد 10 پلاسمینوژن، با کمپلکس تشکیل
 نسبی افزایش چنین هم و شده جایگزین سیستئین مکان بودن سطحی به توجه با که دادند نشان  نتایج :گیري نتیجه
  .باشد اختصاصی پگیلاسیون فرآیند انجام براي مناسبی مولکول تواند می پروتئین این SK45cys فعالیت

   استرپتوکیناز گیلاسیون،پ موتاسیون، سنجی، فعالیت :کلیدي واژگان
  
  

  
  
  
  

 ، بخش تحقیق و توسعهایران پاستور انستیتو تحقیقاتی تولیدي مجتمع ،ایران، کرج :مسئول نویسنده*
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  مقدمه
 داروي ترین شده شناخته استرپتوکیناز،

 هاي سکته درمان در )لخته کننده تجزیه( فیبرینولیتیک
 توسط خونی عروق انسداد یا مبوز .)1-3(باشد می قلبی
 مرگ اوقات گاهی و قلبی سکته به منجر تواند می لخته
 تنها جراحی، کمک به انسداد رفع از نظر صرف .شود

 از منظور به ترومبولیتیک عوامل تجویز موجود درمان
 حال در و ینتر رایج استرپتوکیناز .است لخته بردن بین

 براي فیبرینولیتیک داروي ترین صرفه به مقرون حاضر
 که هایی برتري و مزایا رغم علی .)2 ،1(است منظور این

 دارد دیگر ترومبولیتیک داروهاي به نسبت استرپتوکیناز
 سیستم تحریک جمله از مشکلاتی با تواند می تجویزآن

 )2 ،1(بدن مختلف هاي اندام در ریزي خون و )3-7(ایمنی
 این بالاي نسبتاً عمر نیمه برخلاف چنین هم .باشد همراه
 نظر به ،دیگر ترومبولیتیک داروهاي به نسبت دارو
 افزایش و آن عمر نیمه افزایش به نیاز چنان هم رسد می

 بردن میان از براي خون جریان در آن گردش مدت
 ،8 ،6(باشد بیماران شده گرفته هاي رگ در لخته کامل

9(.  
 عمر نیمه افزایش براي نیز مناسب شرو یک

 کاهش نتیجه در و استرپتوکیناز مانند داروئی پروتئین
 مصنوعی پلیمر به آن اتصال آن، مجدد مصرف به نیاز
 پگیلاسیون که است (PEG) گلایکول اتیلن پلی

(PEGylation) پلی اتصال .)9 ،8 ،6(شود می نامیده 
 و ئینپروت سطح شدن پوشیده باعث گلایکول اتیلن

 بنابراین ،شود می پپتید مولکولی وزن افزایش
 افزایش به منجر  وداده کاهش را کلیوي اولترافیلتراسیون

 دسترسی چنین هم .شود می بدن در دارو عمر نیمه
 داده کاهش مذکور پروتئین به نسبت را ایمنی هاي سلول

 پروتئولیتیک هاي آنزیم توسط آن تخریب از نتیجه در و
 حلالیت شده، ذکر مزیت بر علاوه .کند می جلوگیري

 حلالیت افزایش باعث و داده افزایش را پروتئین
   .)8-10، 6(شود می نامحلول داروهاي

 خاصی آمینه اسیدهاي روي تواند می پگیلاسیون
 ابتدا در .بگیرد صورت (Cys) سیستئین و (Lys)لیزین مانند

 آزاد مینويآ گروه از استفاده بر مبتنی ها پروتئین پگیلاسیون
 اسید جانبی شاخه یا و ها پروتئین آمینی انتهاي در که بود

 نامحقق روش، این از استفاده .)11 ،10(دارد قرار لیزین آمینه
 زیرا .نمود می مشکل دچار پگیلاسیون جایگاه انتخاب در را
 را محقق ،پروتئین آمینی انتهاي در پگیلاسیون طرفی از

 طرف از و کرد می ناحیه نهما در واکنش انجام به محدود
 ها پروتئین ساختار در مختلف هاي مکان زیاد تعداد دیگر

 در که درک می اي پگیله هاي پروتئین تولید به منجر ها را آن
 به نسبت کمتري بسیار کارایی و فعالیت بازده داراي نهایت

 حاصل هایی پروتئین واقع در و بودند پگیله غیر پروتئین
 میزان لحاظ از و متعدد جایگاه، تعداد لحاظ از که شد می

   .)6(بودند ناهمگن ها جایگاه پگیلاسیون
 عنوان به سیستئین آمینه اسید از توان می طرفی از

 آمینه اسید .نمود استفاده گلیکول اتیلن پلی با اتصال جایگاه
 در  که باشد می آزاد سولفیدرل گروه داراي سیستئین
 به پروتئین سطح در هآمین اسید این داشتن قرار صورت
 .دهد واکنش شده فعال گلیکول اتیلن پلی با تواند می راحتی

 تا است معروف اختصاصی پگیلاسیون به که روش این
 پروتئین این ساختار در مختلفی هاي مکان روي بر کنون
 به استرپتوکیناز مانند هایی پروتئین در .)12(است شده انجام
 هاي تکنیک از استفاده با ،)13 ،12 ،2(اسیدآمینه این نبود دلیل

 به را سیتئین آمینه اسید کدون توان می ژنتیک مهندسی
 کرد هایی آمینه اسید جایگزین مند هدف صورت هب و دلخواه

 ساختار و تاخوردگی در یا و فعالیت در مهمی نقش که
 در بیان از پس که طوري هب ،)14 ،12(ندارند آن پروتئین
  .شود ایجاد سیستئین نهاسیدآمی دلخواه، جایگاه

 روي موتاسیون ایجاد تحقیق این از هدف
 مهندسی روش به سیستئین جایگاه ایجاد براي استرپتوکیناز

 ایجاد طی که پروتئینی که طوري به باشد، می ژنتیک
 شود می تولید مهندسی سیستئین جایگاه ایجاد براي موتاسیون

 اسید روي بر اختصاصی پگیلاسیون هدف براي آینده در
  .داشت خواهد کاربرد سیستئین آمینه
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  ها روش و مواد
 :موتاسیون براي مناسب جایگاه انتخاب

 با کمپلکس در استرپتوکیناز کریستالی ساختار ابتدا
 پروتئین جهانی بانک از pdb فایل صورت به پلاسمینوژن

)http://www.rcsb.org/pdb( براي و شده دانلود 
 SPDB viewerافزار نرم از ساختارها این یبررس و مشاهده

 از استفاده با افزار نرم همین در .شد استفاده 01/4نسخه  
 اساس .شدند بررسی ها آمینه اسید Accessibility آیکون
 اتصال نقاط از آن بودن دور و آمینه اسید انتخاب

 بر کاتالیتیک اهجایگ چنین هم و پلاسمینوژن با استرپتوکیناز
  .بود پلاسمینوژن روي

 آمینه اسید با ها اسیدآمینه این جایی هب جا از پس
 استفاده با پروتئین سازي مدل ،Insilico محیط در سیستئین

 مدل اساس بر .شد انجام MODELLER(9v2) افزار نرم از
 به کدام هر از متعددي pdb هاي فایل ،شده انجام سازي
 سطح ترین پایین داراي که مدلی ها نآ بین از که آمد دست
 ارزیابی براي .گردید انتخاب نهایی مدل عنوان به بود انرژي

 براي SPDB viewer افزار نرم از آمده دست به مدل
 هاي کربن فاصله متوسط محاسبه( RMSD محاسبه

   .شد استفاده)الگو و سیستئینی مدل میان آمینه اسیدهايآلفا
 با :مند هدف موتاسیون و پرایمر طراحی

 پرایمرهاي، 5/3نسخه  Gene Runner برنامه از استفاده
 طراحی مند هدف موتاسیون چنین هم و ژن تکثیر براي لازم

 روش از مند هدف موتاسیون انجام براي ).1 جدول(شدند
SOEing PCR )مراز اتصال از  اي پلی واکنش زنجیره

 ژن از فادهاست با ابتدا .شد استفاده )پوشانی طریق گسترش هم
 جفت و )ایران پاستور انستیتو( استرپتوکیناز

 همپوشان قطعات ،)F45, R414( و )F1,R45(پرایمرهاي
 .شدند ساخته PCR روش از استفاده با موتاسیون حاوي

 درجه 59آنیلینگ در دماي  از مرحله این در تکثیر براي
 درجه 72 دماي در  گسترشو دقیقه یک مدت به گراد سانتی
 .شد استفاده سیکل 30 در دقیقه 5/2 مدت به گراد سانتی

 کیت وسیله به آگارز ژل در الکتروفورز از پس قطعات
 اول مرحله در .شدند تخلیص ژل از )تجهیز یکتا شرکت(

SOEing PCR مولی نسبت به خالص همپوشان قطعات 
 دماي در ها رشته شدن واسرشته از بعد شده، مخلوط مساوي

 اجازه ،درجه 50 دماي در سیکل 15 در گراد سانتی درجه 94
 و شده تکمیل همپوشان قطعات مقابل هاي رشته تا شد داده
 جفت شدن اضافه با دوم مرحله در .شود ایجاد کامل قطعه

 .شدند تکثیر شده تکمیل قطعات ،R414 و F1 پرایمرهاي
 درجه 59 آنیلینگ در دماي از مرحله این در تکثیر براي

 درجه 72 دماي در  گسترشو دقیقه کی مدت به گراد سانتی
 ژن تکثیر براي .شد استفاده سیکل 30 مدت به گراد سانتی
 دوم مرحله در شده اشاره مراحل از نیز نخورده دست

 براي مرحله این در شده ایجاد موتانت هاي ژن .شد استفاده
 کره MACROGEN شرکت توسط موتاسیون ایجاد تایید

 تعیین پروموتر T7 یونیورسال ايپرایمره از استفاده با جنوبی
   .شدند توالی

  
 SOEing PCR براي نیاز مورد همپوشان قطعات و استرپتوکیناز ژن تکثیر براي شده استفاده پرایمرهاي توالی .1جدول
 توالی پرایمر نام

F1 AGACATATGATTGCTGGACCTGAGTG 
R45 TCCATGAGCAGGGCATGATGTTAG  
F45 TAACATCATGCCCTGCTCATGG 

R414 ATCTCGAGTTTGTCGTTAGGGTTATCAG 
  

 نخورده دست ژن و موتانت ژن :کلونینگ
 شرکت( XhoI و NdeI هاي آنزیم وسیله به استرپتوکیناز

 محصولات تخلیص کیت با و شده آنزیمی هضم )فرمنتاس

PCR )وکتور .شدند تخلیص )تجهیز یکتا کتشر pET26-

b )مند قدرت پروموتور از که ) نوواژنشرکت T7 داراي و 
 ها آنزیم همین با نیز )1 شکل( است کانامایسین مقاومت ژن
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 ژل از آگارز ژل در الکتروفورز از شپی و شده هضم
 واکنش ،وکتور با ها ژن شدن مخلوط از پس و شده تخلیص

 .)15(گرفت انجام T4 لیگاز آنزیم توسطلیگاسیون 
 دست ژن و موتانت ژن براي که شده تشکیل ساختارهاي

 pETski و pETskcys45 ترتیب به استرپتوکیناز دهنخور
 ترنسفرم DH5α سویه کلی اشرشیا درون به شدند، نامیده

 روش توسط وکتور درون به ها ژن ورود درستی .)15(شدند
 درون هاي ژن نهایی، تایید براي و گردید تایید آنزیمی هضم

 T7 یونیورسال پرایمرهاي از استفاده با طرف دو از ساختارها
 MACROGEN شرکت توسط ترمیناتور T7 و پروموتر

 درون به شده تایید ساختارهاي سپس .شدند توالی تعیین
 .)15(شدند ترنسفرم Rosetta(DE3) اشرشیا بیانی هاي سویه

 

  
 و نکانامایـسی  بـه  مقاومـت  ، T7 منـد  قدرت پروموتر از وکتور ؛اینpET26-b وکتور مختلف هاي قسمت  خطی شماتیک تصویر .1شکل

 در sk45cys و ski هـاي  ژن .بـرد  می بهره )MCS( کلونینگ چندگانه جایگاه دست پایین در )6His.tag( هیسیتیدینی برچسب چنین هم
 کـدون  از قبـل  درسـت  که )rbs( ریبوزوم اتصال جایگاه و lac اپرون از وکتور این .شدند وارد XhoI و NdeI هاي آنزیم اثر هاي جایگاه
  .برد می بهره یزن دارند قرار شروع

  
 از کـدام  هـر  از تـک  کلونی یک :پروتئین بیان

 5 در نخــورده دســت و موتانــت هــاي ژن حــاوي هــاي کلــون
 50( کانامایــسین حــاوي آگــار LB کــشت محــیط لیتــر میلــی

 در رشد شب یک از پس .شد تلقیح )لیتر میلی در میکروگرم
ــاي ــه 37 دمـ ــانتی درجـ ــراد، سـ ــر 50 گـ ــن از میکرولیتـ  ایـ

 جدیـد  آگـار  LB محـیط  لیتـر  میلـی  5 درون بـه  ونسوسپانسی
 میکروبـی  سوسپانسیون غلظت رسیدن از پس .شد داده پاساژ

 تولیـد  القـاي  بـراي  ،6/0 عـدد  به (OD600) نوري جذب به
ــروتئین ــه پـ ــسیون بـ ــت(  IPTG سوسپانـ ــایی غلظـ ــیم نهـ  نـ

 در انکوباسـیون  سـاعت  3 از پـس  .گردیـد  اضافه )مولار میلی
 سـانتریفوژ  از اسـتفاده  بـا  ها سلول گراد سانتی درجه 37 دماي

 دمـاي  در بعـدي  مراحـل  در استفاده براي و شده داده رسوب
  .)14 ،1(شدند داري نگه گراد سانتی درجه 20 منفی

SDS-PAGE: ــه ــداري ب ــوب از مق ــلولی رس  س
ــل( ــک از حاصـ ــی یـ ــسیون میلـ ــی لیترسوسپانـ  50 )میکروبـ

ــر ــافر میکرولیت ــدیم دي( لیزکننــده ب ــدروژن س  اتفــسف هی
 )مــولار 8 اوره و مــولار میلــی Tris.Cl 10 مــولار، میلــی100

 Tris.Cl 09/0( لودینـگ  بـافر  انـدازه  همـان  به و شده اضافه
 درصـد  SDS، 02/0 درصـد  2 گلیـسرول،  درصد 20 مولار،

 مخلوط از پس و شده اضافه )2ME درصد 2 و بلو بروموفنل
 گــراد سـانتی  درجــه 100 دمـاي  در دقیقـه  5 مــدت بـه  کـردن 

 ژل رد نمونه این از مایکرولیتر 20 سپس .شدند داده ارتحر
 بـه  ولت 10 ولتاژ با و شده ریخته درصد 15 آمید اکریل پلی

  .)14 ،1(شد انجام الکتروفورز ژل، مربع سانتی هر ازاي
ــترن ــلات وس  SDS-PAGE انجــام از پــس :ب

 موجـود  شـده  الکتروفورز هاي پروتئین باندهاي ابتدا ها، نمونه
 از اسـتفاده  با سپس و شده منتقل نیتروسلولزي غشاء به ژل در

 بـادي  آنتـی  نیـز  و تـایی  6 هیستیدینی برچسب ضد بادي آنتی
 بـر  داراي پروتئینـی  بانـدهاي  ،HRP آنـزیم  بـا  شـده  کنژوگه

 از غـشا  شوي و   شست براي .شدند شناسائی هیستیدنی چسب
ــافر ــولار،  TBS)10 ب ــی م ــولار، 15 و Tris.Cl میل ــی م   میل

NaCl( بـافر  حاوي محلول از و TBS و BSA 3  بـه  درصـد 
 سـازي  بلوکـه  از بعـد  .شد استفاده کننده بلوکه محلول عنوان
 بــادي آنتــی اسـتوك  از شــده رقیـق  2000/1 محلــول در غـشا 
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Anti-penta-His Ab )mg/dl 2/0(  در کـه TBS  حـاوي 
 دمـاي  در سـاعت  1 مدت به است، شده تهیه BSA درصد 3

 محلـول  با غشا،   TBS با شو و   ستش از پس .شد انکوبه اتاق
Ab با کنژوگه( ثانویه HRP( در که TBS درصـد  3 حاوي 

BSA ساعت 1 مدت به است، شده رقیق 5000به 1 اندازه به 
ــه اتــاق دمــاي در ــا غــشا شــو، و شــست از پــس .شــد انکوب  ب

 رویـت  قابل براي دقیقه 15تا   5 مدت براي DAB سوبستراي
  .)14 ،1(شد انکوباسیون باندها شدن

 بافر با سلولی رسوب ابتدا :ها پروتئین تخلیص
 میلی مولار، 100 و Tris.Cl میلی مولار، 10(کننده لیز

NaH2Po4  urea, 8M; PH=8 (از پس و شده مخلوط 
 آرامی به اتاق دماي در ساعت نیم حدود مدت به ورتکس

-Ni ستون از شده لیز هاي سلول آن از پس .شد زده هم

NTA اوره، ( شو و شست بافر بعد مرحله در .شد گذرانده
 NaH2Po4 8  میلی مولار، Tris.Cl 100   میلی مولار،10

 پروتئین نهایت در و شده گذرانده ستون از )PH=6.3مولار 
 میلی مولار 10اوره، ( الوشن بافر توسط استرپتوکیناز

Tris.Cl ،100 میلی مولار NaH2Po4 ،8 مولار PH=4.5( 
 محلول در موجود مولار 8 اوره نهایت در .شد آوري جمع

 سفادکس ستون با فیلتراسیون ژل روش توسط پروتئین نهایی
G-25 و مولار میلی 50 تریس حاوي بافر با و شده حذف 
  .)1(شد جایگزین =5/7pH مولار، میلی 25 سدیم کلرید

 هاي پروتئین فعالیت تعیین براي :سنجی فعالیت
Ski و SK45cys شد ادهاستف کروموژنیک روش از. 

 هاي پروتئین از )نانومول 4(مساوي مولی هاي غلظت
 میکروپلیت یک هاي چاهک در پلاسمینوژن و استرپتوکیناز

 37 دماي در دقیقه 10 مدت به  وشده ریخته اي خانه 96
 تشکیل آنزیمی کمپلکس تا شد داده قرار گراد سانتی درجه
 کروموژنیک سوبستراي کمپلکس این به سپس .گردد

S2251 )H-D-Val-Leu-Lys-pNA( مولار میلی یک 
 در دقیقه 30 مدت به و شد اضافه)کروموژنیکس، ایتالیا(

 نوري جذب میزان .شد داده قرار گراد سانتی درجه 37 دماي
 ثبت بنفش ماوراي نور 405 موج طول در شده ایجاد رنگ

   .)1(شد

  ها یافته
 با :موتاسیون براي مناسب جایگاه انتخاب

 دست به جایگاه،  SPDB viewer افزار رمن از استفاده
 داشته قرار آلفا دمین در که بود 45آرژینین آمینه اسید آمده

 شمار به پروتئین این روي بر سطحی آمینه اسید یک و
 که گاما دمین از جایگاه این چنین هم ).2شکل(آید می

 پلاسمینوژن روي بر کاتالیتیک جایگاه با نزدیکی ارتباط
 دور کاملا دارد، کمپلکس تشکیل از پس )791 سرین(

  .)13(باشد می
  

  
 مکـانی  موقعیت پلاسمینوژن؛ و استرپتوکیناز کمپلکس .2شکل

 ایـن  .است شده مشخص استرپتوکیناز ساختار در 45 آرژینین
 پـروتئین  بـا  تماسی و بوده سطحی آمینه اسید یک آمینه اسید

 عـال ف جایگـاه  .نـدارد  کمپلکس تشکیل هنگام در پلاسمینوژن
   .دارد گاما دمین با را ارتباط بیشترین پلاسمینوژن

  
 استفاده بامدل سازي استرپتوکیناز حاوي سیستئین 

 فاصله متوسط .شد انجام MODELLER افزار نرم از
 آلفاي هاي کربن با سیستئینی آنالوگ مدل آلفاي هاي کربن
 بسیار شباهت دهنده نشان که بود آنگسترم 22/1تنها الگو

  ).آنگسترم 5 از کمتر(بود الگو و سیستئینی دلم بالاي
 پوشان هم قطعات PCR روش از استفاده با :موتاسیون

 از پس و شده تکثیر SOEing PCR براي نیاز مورد
 ).الف، 3شکل(شدند الکتروفورز آگارز ژل در تخلیص
 یک به یک مولی نسبت به شده تخلیص همپوشان قطعات
 به خالی قطعات تکمیل و هیبریداسیون از پس و شده مخلوط
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 که گردید تشکیل کاملی ژن تکثیر و پلیمراز آنزیم وسیله
 45 آرژینین به مربوط کدون جایگاه در موتاسیون حاوي

 استرپتوکیناز موتاسیون بدون ژن چنین هم ).ب، 3شکل (بود

 PCR روش به (F1, R414) پرایمرهاي جفت وسیله به
  .)ب، 3شکل( شد تکثیر

  

  
 ،2ستون ؛DNA اندازه تخمین مارکر ،1ستون ژل؛ از تخلیص از پس PCR روش با شده ایجاد همپوشان قطعات الکتروفورز -الف .3شکل
 ,F45( پرایمرهاي جفت با PCR از حاصل قطعه ،3ستون باز؛ جفت156 طول به )F1, R45( پرایمرهاي جفت باPCR  از حاصل قطعه

R414( پرایمرهاي جفت با استرپتوکیناز موتانت و نخورده ستد هاي ژن تکثیر -ب باز جفت 1120 طول به )F1, R414ژن ،1 ستون ؛ 
 مارکر 3ستون است؛ شده ایجاد SOEing PCR تکنیک توسط که sk45cys موتانت ژن ،2ستون باز؛ جفت 1242 طول با نخورده دست

  DNA اندازه تخمین
  

ــاي ژن ــر هـ ــده تکثیـ ــت شـ ــورده دسـ  و ski( نخـ
sk45cys( يها آنزیم توسط NdeI و XhoI و خـورده  برش 

 حاصـــل هــاي  ســازه  .شـــدند pET26-b وکتــور  درون بــه 
)pETSKi و pETSK45cys( کلی اشرشیا میزبان درون به 

DH5α هضم روش توسط ژن ورود درستی و شده ترنسفرم 
ــی ــس آنزیم ــتخراج از پ ــاختارهاي اس ــمیدي س ــد پلاس  تایی

 وکتـور  درون بـه  شـده  تایید ساختارهاي سپس ).4 شکل(شد
  .شدند ترنسفرم Rosseta(DE3) کلی اشرشیا بیانی

  
  

  
 تاییـد  بـراي  pETSK45cys و pETSKi هاي سازه .4شکل
 و NdeI هـاي  آنـزیم  وسـیله  بـه  sk45cys و ski هاي ژن ورود

XhoI ــرش ــارز ژل در و خــورده ب  شــدند؛ الکتروفــورز آگ
هـستند کـه     sk45cys و ski هاي ژن ترتیب به 3 و1هاي ستون

 جـدا  وکتـور  از بـاز  جفـت  1242 اندازه با نزیمیآ هضم از پس
  .DNA اندازه تخمین مارکر ،2ستون اند؛ شده

  
 بـا  ها کلون توسط پروتئین تولید :تخلیص و بیان

 از پـس  ها پروتئین تولید و شده تحریک IPTG وسیله به القا
. 5شکل( SDS-PAGE هاي روش از استفاده با القا ساعت 3
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 سلولی توده ).ب،  5شکل(گردید تایید بلات وسترن و  )الف
 از پــس هــا پــروتئین و شــده شکــسته مــولار 8 اوره وســیله بــه

ــا ســانتریفوژ ــاتوگرافی روش ب ــا جــذبی کروم -Ni  آگــارزب

NTA  درصـد  90 از بـیش  خلـوص  درجـه  با مرحله یک در 
 هــاي محلــول در موجــود اوره ).ج، 5شــکل( شــدند خــالص
   .دیدگر حذف G-25 سفادکس ستون وسیله به پروتئینی

  
 و  Ski  هاي پروتئین ترتیب به 4 و 1 ستون ؛IPTG توسط القا از پس درصد 15 آمید اکریل پلی ژل در ها پروتئین الکتروفورز -الف .5شکل

SK45cys ، کلون نمونه 3 ستون و پروتئینی مولکولی وزن مارکر 2 ستون Ski کـاملا  پروتئینی باند داراي شده القا هاي نمونه القا؛ از قبل 
 وسترن  آزمون انجام از پس پروتئینی باندهاي مربوط تصویر -ب .هستند نشده القا نمونه با مقایسه در کیلودالتون 47 جایگاه در مشخصی

 -ج ؛SK45cys و Ski هـاي  پـروتئین  ترتیـب  بـه  3 و2 سـتون  و پروتئینـی  مولکولی وزن مارکر 1 ستون نیتروسلوز؛ کاغذ روي بر بلات
  کروماتوگرافی افینیتی روش به شده خالص ايه پروتئین الکتروفورز

  
 دست هاي پروتئین :بیولوژیک فعالیت بررسی

 نسبت  باجداگانه صورت به استرپتوکیناز موتانت و نخورده
 آمیدازي فعالیت و شده مخلوط پلاسمینوژن با 1:1 مولی

 مولارسوبستراي میلی 800 غلظت از استفاده با ها کمپلکس
S2251 مقایسه اساس ،روش این در .شد گیري اندازه 

 فعال هاي کمپلکس توسط شده ایجاد رنگ میزان فعالیت
 چقدر هر که طوري به ؛باشد می پلاسمینوژن با استرپتوکیناز

 شده ایجاد رنگ میزان ،شود تشکیل تري فعال کمپلکس
 ایجاد از حاصل نوري جذب میزان نتایج .بود خواهد بیشتر
 سوبسترا مولار میلی 800 غلظت در دقیقه 30 از پس رنگ
 دهنده نشان که بود Ski 71/0 براي و SK45cys 77/0 براي
 افزایش شرایط این با موتانت استرپتوکیناز که بود این

 نسبت را آمیدولیتیک فعالیت درصدي 10 حدود فعالیت
  .است داده نشان خود از نخورده دست استرپتوکیناز

  
   بحث

 ساختار در سیستئین آمینه اسید فقدان دلیل به
 انجام براي آلی ایده مولکول پروتئین این استرپتوکیناز،

 DNA تکنیک از استفاده با .باشد می اختصاصی پگیلاسیون
 جایگزین مند هدف صورت به را سیستئین توان می نوترکیب،

 یا و فعالیت در مهمی نقش که کرد هایی آمینه اسید
 که طوري به ندارند، استرپتوکیناز ساختار و تاخوردگی

 فعالیت در را تغییر کمترین حاصل سیستئینی موتانت
 که این دلیل به چنین، هم .کند ایجاد پروتئین بیولوژیک

 نیاز واکنش انجام براي نظر مورد گلیکول اتیلن پلی مولکول
 مورد آمینه اسید دارد، سطحی هاي اسیدآمینه به دسترسی به

 انتخاب سطحی ايه آمینه اسید میان از تعویض براي  بایدنظر
  .)14 ،12(گردد

 SPDBافزار نرم کمک به ابتدا  مطالعه این در

viewer به ،45 جایگاه در اسید گلوتامیک آمینه اسید 
 با .شد انتخاب سیستئین آمینه اسید با جایگزینی منظور

 که گردید مشخص ، SPDB viewer افزار نرم از استفاده
 استرپتوکیناز وتئینپر آلفا دومین در که 45 اسید گلوتامیک

 به توجه با .باشد می سطحی آمینه اسید یک است، شده واقع
 دمین با را تماس بیشترین استرپتوکیناز گاما دمین که این
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 رسد می نظر به دارد، )791 تا 541(پلاسمینوژن کاتالیتیک
 قرار گاما دمین در که 45 امینه اسید ناحیه در پگیلاسیون که

 مولکول با کمپلکس تشکیل در فضایی لحاظ از ،دارد
 جایگاه از کافی اندازه به و نکرده ایجاد تداخلی پلاسمینوژن

 شباهت بررسی براي .باشد دور پلاسمینوژن روي بر فعال
 نخورده دست پروتئین با موتانت پروتئین فضایی ساختار

 داد نشان آمده دست به مدل ارزیابی و شد انجام سازي مدل
 میان فاصله متوسط ناچیز بسیار مقدار به توجه با که

 موتاسیون، از پس احتمالا الگو، و مدل آلفاي هاي کربن
 کمترین موتانت استرپتوکیناز پروتئین که شد زده حدس

  .داشت خواهد را فضایی ساختار تغییر
 انتخاب بودن مناسب از نسبی اطمینان از پس

 روش از استفاده با استرپتوکیناز ژن موتاسیون، جایگاه
SOEing PCR وکتور از استفاده با و یافته موتاسیون 

pET26-b سویه اشرشیاکولی در Rosetta از .شد بیان 
 و بوده T7مند قدرت پروموتر داراي مذکور وکتور که جا آن

 انتظار بود، نادر هاي tRNA از غنی شده استفاده سویه
 صورت بالا کارایی با سیستم این با پروتئین بیان که رفت می

 ژل در ها پروتئین الکتروفورز موضوع، این تایید در .گیرد
 استرپتوکیناز قوي باندهاي که داد نشان آمید کریل پلی

 ایجاد نشده القا هاي سلول برابر در نخورده دست و موتانت
 قطعی را ها پروتئین این بیان نیز بلات وسترن نتایج و شده
  .نمود

 تولید پروژه این از هدف که این به نظر
 اختصاصی پگیلاسیون براي که بود اي سیستئینه رپتوکینازاست
 موتانت پروتئین این فعالیت باید شود استفاده آینده در

 دچار موتاسیون اثر در که دوش اثبات تا شد می بررسی
 فعالیت ،منظور همین به .باشد نشده فعالیت کاهش

 موتانت و (Ski) نخورده دست استرپتوکینازهاي
(SK45cys) نوري جذب .ندشد مقایسه هم با شده تخلیص 

 از پس ها پروتئین این وسیله به سوبسترا تجزیه از حاصل
 تنها نه  کهداد نشان پلاسمینوژن با کمپلکس تشکیل

SKcys45 با مقایسه در فعالیتی کاهش Ski بلکه ،نداشت 
 و کومار .داد نشان خود از نیز افزایش درصد 10 حدود

 جایگزینی هدف با تعدديم هاي موتاسیون )12(همکاران
 با را ها آن فعالیت و داده انجام استرپتوکیناز روي بر سیستئین

 ها آن مطالعه نتایج .کردند مقایسه نخورده دست استرپتوکیناز
 اثرات تواند می متفاوت هاي مکان در موتاسیون که داد نشان

 مانند ها آن از بعضی که طوري به ،بگذارد متفاوتی کاملا
SKD102C 26 و درصد SK S105C 24 کاهش درصد 

 و SK L258C مانند هایی موتانت اما ،داشتند فعالیت
SKL260C نخورده دست استرپتوکیناز با فعالیتی تفاوت 

 همکاران و منزوي گزارش ،دیگر طرف از .ندادند نشان
 به نسبت تغییر بدون SK105cys فعالیت  کهداد نشان

 فعالیت افزایش .)14(است بوده نخورده دست استرپتوکیناز
 جایگزینی که باشد علت این به تواند می حاضر مطالعه در

 در تغییراتی باعث احتمالا ،45آرژینین با سیستئین آمینه اسید
 با تر قوي کمپلکس تشکیل با که شده استرپتوکیناز ساختار

 داشته سوبسترا تجزیه براي بیشتري توانایی پلاسمینوژن،
 اهمیت فعالیت، کاهش عدم یا یتفعال افزایش پدیده .است

 از پس زیرا ،دارد ها موتانت این شده پگیله فرم در بالایی
 احتمال ها پروتئین این به گلایکول اتیلن پلی مولکول اتصال

 ،10 ،9 ،6(داشت خواهد وجود ها پروتئین این فعالیت کاهش
 کاهش حداقل با موتانتی هاي پروتئین طراحی بنابراین ؛)12

 مطلوب یافته، افزایش فعالیت با حتی و کاهش دونب فعالیت،
   .بود خواهد

  
  گیري نتیجه

 کلون ،تحقیق این از حاصل نتایج ،مجموع در
 که کند می معرفی را جدیدي استرپتوکیناز کننده تولید

 خاطر به حاصل موتانت پروتئین و داشته مناسبی بیان قدرت
 مناسب بیولوژیک فعالیت داشتن و آن سیستئین بودن سطحی

 .باشد اختصاصی پگیلاسیون براي آلی ایده مولکول تواند می
 لحاظ از شوند می تولید آینده در که ها پگیله هاي مولکول

 خواهند مقایسه پگیله غیر مولکول با پایداري و ژنیک آنتی
   .شد
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  قدردانی و تشکر
 ارشد کارشناسی نامه پایان از برگرفته مقاله این

 واحد نور پیام دانشگاه شناسی زیست گروه از ژنتیک رشته
  .باشد می ري شهر

 701 طرح از قسمتی که تحقیق این مالی هاي هزینه
 باشد، می )ایران پاستور انستیتو پژوهشی معاونت در مصوب(

   .است گردیده تامین ایران پاستور انستیتو پژوهشی بودجه از
 آقاي جناب دریغ بی هاي حمایت از وسیله بدین

 پاستور انستیتو ایدز و هپاتیت بخش رییس ادقیآقاص دکتر
 تولیدي مجتمع توسعه و تحقیق بخش همکاران کلیه و ایران

 قدردانی و تشکر پریان، دکتر آقاي ویژه به کرج تحقیقاتی و
  .گردد می
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