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  چکیده
و  VAMP، سـيناپتوبروين   SNAP-25 پروتئـوليز اختـصاصي و انتخـابي      ي  وسيله ههاي عصبي كلستريديوم آزادسازي نوروترانسميترها را ب       سم :هدفزمينه و   

. هاي عصبي اسـت  در پايانه) Docking complex( لنگراندازي ي مجموعه ي دهنده هاي تشكيل يكي از پروتئين SNAP-25پروتئين . كنند سينتاكسين، مهار مي
 را SNAP-25ها به طور اختصاصي و در جايگاه ويژه  هر كدام از اين سروتيپ. باشد  مي E و A ، Cاين پروتئين سوبستراي سم عصبي بوتولينوم، سروتيپ هاي         

آزمايـشگاه  در . كننـد  و در نهايت اگزوسيتوز نورترانسميترها و انتقال پيام عصبي جلوگيري مي  لنگراندازيي آميدي برش داده و از تشكيل مجموعه   در يك پيوند  
  .م بهره بردسبوتولي سم A وEهاي  در تشخيص تيپ  به روش نوتركيب از آن به عنوان سوبستراي سم،SNAP-25 توليد باتوان  مي

   ژن مـورد نظـر بـا اسـتفاده از    cDNA بـراي ايـن منظـور    .صـورت نوتركيـب توليـد كنـيم    ر آن شديم  كه ايـن پـروتئين را بـه        بدر اين مطالعه     :بررسيروش  
 شد سازي همسانه pET32aروي ناقل  PCRمحصول .  شد تكثيرRT-PCR توسط  تهيه وصحراييهاي مغز موش    سلولاستخراج شده از     تام RNAروش از   

نهايـت بـا اسـتفاده از يـك سـتون      در ييد قرار گرفت و أمورد تبادي اختصاصي  اده از آنتيو با استفينگ ت وسترن بلاپروتئين نوتركيب بيان شده به كمك روش   و  
   .از پروتئين مورد نظر جدا شد فيوژن تخليص و با كمك آنزيم اينتروكيناز) Ni-NTA(كروماتوگرافي ميل تركيبي 

 سـاعت در  ۵مدت زمـان انكوباسـيون    ، IPTGمولار   ميلييكده از غلظت ، استفا SNAP-25تئين نوتركيب  و در اين تحقيق شرايط بهينه براي بيان پر        :ها  يافته
مـولار ايميـدازول باعـث جداسـازي و       ميلـي ۲۵۰، غلظـت   Ni-NTAدر تخليص پروتئين نوتركيب با استفاده از ستون      .گراد تعيين شد     سانتي ي   درجه ۳۷دماي  

 نسبت به دماي محيط نتايج بهتـري را بـه   گراد  سانتيي  درجه۳۷از براي برش فيوژن در دماي      چنين استفاده از آنزيم اينتروكين     هم .تخليص پروتئين نوتركيب شد   
  .ه داشتاهمر

و قابـل اسـتفاده   مناسـب   بعـدي برش و انجام آزمايـشات  جهت اده و از دست نددر حين تخليص   ساختار خود را     پروتئين نوتركيب تخليص شده      :گيري  نتيجه
محـصول  اسـتفاده از ايـن   لـذا  باشـند   گيـر مـي   هاي تشخيصي سم بوتوليسم از جمله روش استاندارد تزريق به موش بسيار وقت كه ساير روش  جا  از آن  .باشد مي

 .هاي قبلي را مرتفع سازد اي مشكلات موجود در روش تواند تا اندازه در آزمايشگاه ميسوبسترا جهت تشخيص سم نوتركيب به عنوان 
   SNAP-25 ، پروتئين نوتركيب، E و Aوم تيپ توكسين بوتولينرونو: ي كليد گانواژ
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  مقدمه 
  هــاي عــصبي بوتولينــوم عوامــل نوروپاراليتيــك     ســم     

كنند و از     كلونرژيك را مهار مي    انتقال عصبي مهمي هستند كه    
 سـم  ).۱-۴( شـوند  اين طريق سبب سـستي و فلـج شـل مـي        

ــره  ــه از دو زنجي ــداز اســت ك ــك متالواندوپپتي ــوم ي  ي بوتولين
بــه  سـنگين  ي ده اســت كـه زنجيــره تــشكيل ش ـپپتيـدي   پلـي 

ــا ايجــاد  شــدههــاي حركتــي كلونرژيــك متــصل نــورون    و ب
 ي زنجيـره . نمايـد   سـبك را تـسهيل مـي       ي  هكانال ورود زنجير  

  كند بسيار اختصاصي عمل  سبك كه نقش پپتيدازي را بازي مي   
  . )۵-۹( كند مي

  soluble [SNARE](هــاي تئــاز، پــروتئينوسوبــستراي ايــن پر
  

N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein ( 
  ول تـــشكيل ؤ مـــسSNAREهـــاي  پـــروتئين. باشـــد مـــي

هـاي سيناپـسي و غـشاي         لنگراندازي بين وزيكول   ي  مجموعه
  باشــند كـه از ســه پــروتئين   هــاي عـصبي مــي  انتهـايي ســلول 
ــده  ــشكيل ش ــد ت ــشا :ان ــروتئين غ ــوليي پ ــ  وزيك ــام  هب   ن

)[VAMP] Vesicle associated membrane protein (، 

 ـيپروتئين غشا  و ) Syntaxnin (نـام سينتاکـسين    ه سيناپسی ب
ــروتئين ــام  پ ــه ن ــري ب ــروتئين SNAP-25 ديگ ــك پ ــه ي    ك

ــت  ــشايي اسـ ــطح غـ ــر . )۱۰-۱۲( سـ ــروتئين اول هـ   دو پـ
  دهنــد كــه در  كــدام تــشكيل يــك مــارپيچ آلفــا را مــي     

  كنــد و   لنگرانــدازي شــركت مــي  ي ســاختمان مجموعــه 
)[SNAP-25] Synaptosomal associated protein of 25KD(  

دهد كه در ساختمان اين مجموعه  تشكيل دو مارپيچ آلفا را مي     
ريـز بـا    گ  يك پـروتئين آب    SNAP-25 ).۱۳( كند شركت مي 

و از طريق پلميتيل با پيوند تيواسـتري        باشد    اسيدآمينه مي  ۲۰۶
 كـه به چهار سيستئين نزديك به مركز پروتئين متصل هـستند،           

هـاي موجـود در      ناحيـه . شـود  غشا متصل مي   مجموعه به    اين
  بــسيار حفاظــت كربوكــسيل ايــن پــروتئين  و آمينــي ي پايانــه

هـاي مـارپيچي     شود كه سـاختمان    بيني مي  هستند و پيش    شده
 ي  بنابراين مجموعه  .)۱۲-۱۴(كنند   داخل مولكول را ايجاد مي    

گرد  لنگراندازي از ابر پيچش چهار مارپيچ آلفا به صورت چپ        
  هـا مربـوط بـه      شـود كـه سـه عـدد از ايـن مـارپيچ             ايجاد مي 

SNAP-25     است و يك عدد مربوط به v-SNAREباشد  مي .
 بـه  کلـسيم شـود كـه غلظـت       اين مجموعه زماني تشكيل مـي     

 رسيدن پيام عصبي بـه انتهـاي عـصب و بـاز شـدن               ي  واسطه
پـس از لنگرانـدازي   . هاي وابسته به ولتـاژ افـزايش يابـد     پمپ

 انتهـاي سـيناپتيك و    ي حاوي نوروترانسميتر به غـشا     وزيكول
ــروتئين  ــك پـ ــه كمـ ــشا بـ ــاق دو غـ ــاي  الحـ ، SNAREهـ

به داخل فـضاي سيناپـسي      از طريق اگزوسيتوز    نوروترانسميتر  
ن رها شده و از اين طريق پيام عصبي از يك نورون بـه نـورو              

 .)۱۵-۱۷ (شـود  اي منتقـل مـي     هاي ماهيچـه   به سلول ديگر يا   
 پـروتئين قـادر هـستند    Eو A تيـپ وتولينوم هاي عصبي ب سم

SNAP-25   ايــني دهنــده  تــشكيلي اجــزاكــه يكــي از    
 و Gln197-Arg198 موقعيـت است را به ترتيب در  مجموعه  

Arg180-Gln181    كـه سـم    ييجا از آن  .)۱۸، ۱۹(برش دهند
بوتولينوم بسيار كشنده است تشخيص سريع و دقيق آن امـري       

بايـست روش خاصـي      اين مـي  شود بنـابر   حياتي محسوب مي  
  در. انتخاب شود كه سـاده، ارزان، دقيـق و در دسـترس باشـد       

  تـــشخيصزيـــادي بـــراي هـــاي  هـــاي اخيـــر روش ســـال
ــشگاهي ــم آزماي ــوم از  س ــستريديوم بوتولين ــصبي كل ــاي ع   ه

ــه    ــك ب ــا حــساسيتي نزدي ــك ب ــشخيص ايمونولوژي ــه ت جمل
در حال حاضـر    . )۲۰، ۲۱( ابداع شده است  هاي قديمي    روش
   توسـط  تـشخيص هـا    ترين روش  ترين و دقيق   حساساز  يكي  

)[RP-HPLC] Reversed Phase-High Performance 

Liquid Chromatographic( باشـــد كـــه پـــروتئين مـــي  
 SNAP-25 ــسترا ــوان سوب ــه عن ــشگاهیرا ب ــراي ی آزماي  ب

  نيـاز دارد  E و   Aتشخيص سريع سم عصبي بوتولينـوم تيـپ         
به روش سنتز آزمايشگاهي آن كه توليد  ييجا  و از آن )۲۴-۱۹(

 آن ي باشـد و تهيـه   در حال حاضر در داخل كشور مقدور نمي     
 بديهي است توليد نوع نوتركيـب آن        ، بالاست ي  مستلزم هزينه 

بـرآن شـديم    در اين مطالعه ما     . واقع شود تواند بسيار مفيد     مي
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مناسـب، بيـان و     در يك ناقـل SNAP-25سازي   تا با همسانه  
  EوA  سم عصبي نوع یيب، سوبستراتخليص پروتئين نوترك

را در آزمايشگاه فراهم كنيم تا در مطالعـات بعـدي بتـوانيم از           
در راي تشخيص سريع و اختصاصي سموم فوق اين سوبسترا ب

توانـد در    چنـين ايـن سوبـسترا مـی        هـم  .آزمايشگاه بهره بريم  
کمک شايانی داشـته   از غيرعملكردي عملكردي  سمتشخيص  

   .گرفت انجام مي با تزريق به موش  فقط در گذشتهباشد که
  

   روش بررسی
 انـساني از    SNAP-25استخراج ترادف ژن مربوط بـه            

پـس از   تجربـي  ي در اين مطالعه   : و طراحي پرايمر   بانک ژن 
ــي   ــرادف ژن ــساني SNAP-25اســتخراج ت ــک ژن از  ان و بان

 مـوش صـحرايي بـا      SNAP-25 آن با ترادف ژنـي       ي  مقايسه
 ، مشاهده شـد كـه ايـن دو ژن كـاملا          BLASTي  برنامهكمك  

 بنـابراين بـر اسـاس تـرادف         ،شـده هـستند    يكسان و حفاظت  
cDNA   از SNAP-25 صحرايي اقدام به طراحي پرايمر     موش

ــر .  شــدMWG-Bio-Techآن از شــركت  و ســفارش پرايم
 BamHI داراي جايگاه شناسايي آنـزيم محـدودالاثر     بالادست

جايگـاه شناسـايي آنـزيم     دسـت داراي     است و پرايمـر پـايين     
  .باشد مي EcoRIالاثر  دمحدو

  

 ACT GGATCC ATG GCC GAG-`5 پرايمر بالادست

GAC G-3   BamHI 
دسـت  پرايمـر پـايين    5`-GGA GAATTC TTA ACC 

ACT TCC CAG CAT-3`    EcoRI 
  

بـا   : تام از قسمت قشري مغز موش صحرايي       RNA ي  تهيه
 ده توسـط شـركت    ه ش ـ ي و پروتكل ارا   RNXاستفاده از كيت    

نـر     تام از قسمت قشري مغز موش      RNA ،)فرمنتاز( فروشنده
 از كـه  )Rattus norvegieus wister( راتـوس  بـالغ از نـژاد  

 به كمك ازت مـايع  و شده  تهيه ...دانشگاه علوم پزشكي بقيه ا   
ــود، اســتخراج شــد   ــده ب ــودر در آم ــه صــورت پ   . و هــاون ب

   آن به كمـك  و تكثير  SNAP-25 مربوط به    cDNA ي  تهيه
) ] [PCR Polymerase chain reaction(:  ــدا  RNAابت

دسـت و آب دوبـار تقطيـر تيمـار شـده بـا         تام با پرايمر پايين   
DEPC   گراد به مدت پنج دقيقه انكوبـه         سانتي ي   درجه ۷۰ در

 RNase (RNAsin) ي  كننده  و مهار  dNTPsشد سپس به آن     
ــه مـــدت   آب دو و ــافه و بـ ــر اضـ ــار تقطيـ ــه د۵بـ   ر دقيقـ

  گــراد انكوبــه شــد و بــه آن آنــزيم       ســانتيي  درجــه۳۷
Revert Aid M-Mulv Reverse Transcriptase  و  اضـافه

در . گرديد دقيقه انكوبه ۶۰گراد به مدت    سانتي ي   درجه ۴۲در  
 دقيقه در   ۱۰ آن را به مدت      ،پايان براي خاتمه دادن به واكنش     

ه كمك  حاصل بcDNA. گراد انكوبه كرديم  سانتيي  درجه۷۰
 cDNA جهت تكثيـر     PCR واكنش . تكثير شد  PCRواكنش  

 ۴/۰هـر واكـنش شـامل    . گرفت انجام    ميکروليتر ۲۵حجم   در
ــول از هــر پرايمــر،   ــی۲/۰ ميكروم مــولار از مخلــوط    ميل

 واحـــد dTTP ،۲و dATP ،dCTP ، dGTPنوكلئوتيـــدهاي
 ميكروليتـر  ۵/۲، )فرمنتـاز ( Pfu DNA polymerase آنـزيم 

 ۵۰ومولار    ميلی ۵/۲ي  ي با غلظت نها   PCR  ،MgCl2×10 بافر
 شامل يك PCRهاي  سيكل .بودتهيه شده    cDNAنانوگرم از   

ــه ــاي  ي مرحل ــدايي در دم ــدن ابت ــته ش ــه۹۴ واسرش  ي  درج
اي شـامل    سيكل سه مرحلـه ۳۰ دقيقه و ۵گراد به مدت   سانتي

 ۳۰گراد بـه مـدت        سانتي ي   درجه ۹۴واسرشته شدن در دماي     
 ي  درجـه ۶۰ الگـو در دمـاي   ي مـر بـه رشـته   ، اتصال پراي  ثانيه

   مـورد نظـر  ي گراد به مدت يـك دقيقـه و تكثيـر قطعـه        سانتي
گراد به مدت يك دقيقه و در پايان يـك           سانتي ي   درجه ۷۲در  

  گــراد   ســانتيي ه درجــ۷۲ تكثيــر نهــايي در دمــاي ي مرحلــه
   . دقيقه بود۷به مدت 

  

 محـصول  :PCR  واكـنش   حاصـل از   ي   قطعه سازی همسانه
PCR   مـاركر  به كمك )سيناژن(  بر روي ژل آگارز يك درصد 

چنـين هـضم آنزيمـي       يد قـرار گرفـت هـم      يأمولكولي مورد ت  
ايـن  يـد   ؤنيز م ) سيناژن( TaqI با كمك آنزيم     PCRمحصول  
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ــود  ــب ب ــتفاده از دو . مطل ــا اس ــزيم  ب  EcoRI و BamHIآن
، Y/TANGOدوگانه بـا بـافر       در يك واكنش هضم    )فرمنتاز(

گرفت تا انتهـاي چـسبناك در      قرارهضم  مورد   PCRمحصول  
 در اين مطالعـه  ين ناقل انتخاب شدهچن هم.  ايجاد شود  ۵` و ۳`

هضم مورد   با دو آنزيم فوق      بود كه ) نواژن(  PET32a وكتور
  بـر روي ژل آگـارز بـا دمـاي ذوب پـايين            سپس  قرار گرفت   

)Low-melting point [LMP](  ــا غلظــت يــك درصــد  ب
محـصول  سـازي    يت به كمك كيت خالص     و در نها   الكترفورز

PCR با كمـك آنـزيم   . صورت گرفت )سيناژن( و وكتورT4 

DNA Ligase )مـاي  عمل اتصال قطعه با ناقـل در د  )فرمنتاز
 ساعت انجام شد و سپس ۱۰و به مدت گراد  سانتيي  درجه۱۲

هـاي   هاي نوتركيب با روش شوك حرارتي به سـلول         پلاسميد
 تراريخت شدند )فرمنتاز( BL21-DE3ي  سويهE coliمستعد 

 آگــــار حــــاوي )Luria Bertani [LB]( و روي محــــيط
 ي  درجــه۳۷در دمـاي  كـشت داده  ســيلن  بيوتيـك آمپـي   آنتـي 
 مورد نظر به ي  هاي حاوي قطعه   كلون. انكوبه شدند  گراد سانتي
يـد  أي ت با تعيين تواليو در نهايت و هضم آنزيمي  PCRكمك  
  . گرديد

  

هاي جداسازي    كلون ي  از كشت شبانه   :ظرن بيان پروتئين مورد  
 مايع تلقـيح  LBليتر محيط   ميلي۵ ميكروليتر به ۵۰شده ميزان   

  نـانومتر،  ۶۰۰  در طـول مـوج     =OD ۶/۰  پس از رسيدن به    و
)[IPTG] Isopropyl B-D-thiogalactopyranoside( ــا  ب

 ۶افـزوده و بـه مـدت        مولار به محيط كشت       ميلی  يك غلظت
گراد انكوبـه شـدند سـپس      سانتيي  رجه د ۳۷ساعت در دماي    

   [SDS- PAGE]( هاي قبل و بعد از القـا بـه كمـك ژل    نمونه
  

Sodium dodecyl sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis(    
  يـــد أي بـــراي ت.ه قـــرار گرفتنـــدعـــ مـــورد مطالدرصـــد۱۲

ــر پـــروتئين  ــا  مـــورد نظـ ــزا بـ ــترن بلاتينـــگ و اليـ   از وسـ
   .اســــتفاده شــــد) ســــيگما(اختــــصاصی  بــــادی آنتــــی

 با استفاده SNAP-25تخليص  :SNAP-25تخليص پروتئين 

 محـصول   دو انتهـاي   كه توسط وكتور در      His-tag ي   قطعه از
بـراي ايـن منظـور از سـتون         .  انجـام شـد     اسـت،  ايجاد شـده  

هاي  كه پروتئين ) كياژن( Ni-NTAكروماتوگرافي ميل تركيبي    
 اسـتفاده  ،شـوند  تصل مي  با تمايل بالا به آن مHis-tagحاوي  

 سـيكل   ۵(ها به كمك سـونيكاتور       پس از شكستن سلول   . شد
 ي  درجـه ۴ دقيقـه در دمـاي     ۳۰نمونه را به مدت     ) اي  ثانيه ۲۰

 ريوفوژ سـانت   دور در دقيقـه    ۱۴۰۰۰گـراد و بـا سـرعت         سانتي
 مـولار   ميلـی ۱۰كرديم سپس محلول رويي را با بـافر حـاوي           

يـك   رسانده و به آن      ليتر ی ميل ۴  به حجم  =۸pHدازول و   يايم
 ۴ اضــافه كــرديم و در دمــاي Ni-NTA از رزيــن ليتــر ميلــی
 ـ   گـراد و    سانتي ي  درجه  ۵/۱هـم زدن بـه مـدت      هدر حالـت ب

هـاي   نظر بـا يـون    روتئين مورد ساعت انكوبه كرديم تا اتصال پ     
ــل  ــرد نيك ــورت گي ــپس ص ــتون  س ــنش در س ــوط واك  مخل

مختلـف  اي  ه ـ سـتون بـا غلظـت     . كروماتوگرافي قرار گرفـت   
 بـا   سـتون گرفـت، در نهايـت   رارشو ق و  ايميدازول مورد شست  

 ايميدازول شـسته شـد تـا پـروتئين     مولار  ميلی۲۵۰حاوي  بافر
هاي ستون در مراحل   و در پايان خروجي    خارج شود نظر   مورد

  . گرديد بررسي درصد SDS-PAGE ۱۲ مختلف به كمك ژل
  

ك آنزيم  به كمSNAP-25 مربوط به وكتور از ي برش قطعه
  بــراي ايــن منظــور ابتــدا خروجــي ســتون      : انتروکينــاز

ــه    را  ــت و بـ ــر ماسـ ــورد نظـ ــروتئين مـ ــاوي پـ ــه حـ   كـ
   بــر عليــه  ،ايــم يــد كــرده  أي آن را تSDS-PAGEكمــك 

 ي   درجـه  ۴در دمـاي     =۵/۷pH  بـا  مـولار  ميلـی  ۵۰تريسبافر  
ــاليز كــرديم، ســپس بعــد از يــك شــبانه  ســانتي   روز  گــراد دي

ــاليز، نمونــه را از كيـ ـ  ــارج كــرده و بــا    ي سهدي    ديــاليز خ
  اضـافه كـرديم    )سـيگما (به آن آنـزيم انتروكينـاز        ۲۰/۱نسبت

گراد انكوبـه    سانتيي  درجه۳۷ در دماي     ساعت ۱۵و به مدت    
ــد ــل . شـ ــه حاصـ ــنش در ادامـ ــا  واکـ ــي بـ ــضم آنزيمـ   هـ

ــك ژل ــد SDS-PAGE كمـ ــهدوازده درصـ ــورد مطالعـ      مـ
  .گرفت قرار
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  ها یافته

  ، RT-PCR بــه روش cDNAثيــر تكو پــس از تهيــه       
. تف ـ روي ژل آگـارز مـورد مطالعـه قـرار گر           PCRمحصول  

 ي شود، قطعه يك مشاهده مي ي شمارهتصوير در طور كه   همان
  خـواني دارد   انـدازه بـا ژن هـدف مـا هـم       لحـاظ  نظـر از   مورد

ماركر استفاده شده در ايـن آزمـايش        ).  جفت باز  ۶۲۱حدود  (
pUC18 باشد كـه بـا آنـزيم          ميTaqI       مـورد هـضم آنزيمـي   

   .قرار گرفته است
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

   بر روي ژل آگارزPCRبررسي محصول : ۱شكل
  PCRمحصول : ۳و۱،۲ رديف -
   هضم شده با آنزيمpUC18ماركر مولكولي: ۴ رديف -
 TaqI: ۴۵۸ ،۷۵۴ ،۱۴۴۴جفت باز   

  

ــراي ت ــه بـ ــد بيـــشتر محـــصول أيدر ادامـ ــل ازPCRيـ    قبـ
ــسانه ــزيم  همـ ــازي از آنـ ــدTaqIسـ ــتفاده شـ ــاليز .  اسـ   آنـ

ــه   ــرادف ژن در برنامـ ــامپيوتري تـ ــشان DNASIS ي كـ    نـ
ــصول    ــي محــ ــضم آنزيمــ ــه هــ ــطPCRداد كــ    توســ

ــزيم  ــه  TaqIآن ــه ب ــول دو قطع ــاز  ۵۱۴ و ۱۰۷ ط ــت ب   جف
ــ ــه.وجـــود خواهـــد آورد  هبـ ــن  نتيجـ ــا ايـ ــايش بـ   ي آزمـ

  ).۲ شكل( مطابقت داشت امر كاملا
 

  
   به روش هضم آنزيمي PCRيد محصول أيت: ۲شكل 

  TaqI هضم شده با آنزيم PCRمحصول : ۱رديف -
   هضم شده با آنزيمpUC18ماركر مولكولي :۲رديف -

TaqI: ۴۵۸، ۷۵۴، ۱۴۴۴جفت باز  
  

 مـوردنظر در ناقـل و تراريخـت آن بـه     ي  پس از الحاق قطعـه    
هـاي   هاي ميزبان، عمل استخراج پلاسميد از كلون داخل سلول 

هـا ابتــدا   يــد كلـون أيربـال شـده صــورت گرفـت و بـراي ت    غ
 كـه   EcoRI و   BamHIپلاسميدهاي نوتركيب را با دو آنزيم       

براي كلونينگ مورد استفاده قرار گرفته بودند، هـضم كـرده و            
 در.  مورد نظـر از پلاسـميد جـدا شـد        ي  مشاهده شد كه قطعه   

 هضم آنزيمي پلاسميدهاي نوتركيب روي ژل       ي   نتيجه ۳شكل
يد بيـشتر   أيچنين براي ت   هم. شود آگارز يك درصد مشاهده مي    

 به كمك پرايمرهاي PCRاز پلاسميدهاي استخراج شده عمل 
هـاي     بيان، كلـون   ي  در مرحله . طراحي شده نيز انجام پذيرفت    

آوري كرده و  ي قبل و بعد از القا جمع مختلف را در دو مرحله 
ــس ــستن ســلولپ ــروتئين  از شك ــا، پ ــاي آن ه ــا روي ژل ه   ه

SDS-PAGE       دوازده درصد مـورد مطالعـه قـرار گرفـت كـه 
هاي قبل از القـا در   در نمونه. شود  مشاهده مي  ۴نتيجه در شكل  

ــه ــدي مــشاهده نمــي ۴۵ي  ناحي ــون بان ــا در   كيلودالت شــود ام
هاي بعد از القا يك باند واضـح در ايـن ناحيـه مـشاهده       نمونه

بهتـرين  . كنـد  ي آن را تأييد مـي  ود كه وجود ماركر اندازهش  مي
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۶

مولار به محـيط    با غلظت يك ميلي  IPTGبيان پس از افزودن     
 و انكوبـه كـردن آن       ۶/۰كشت بعد از رسيدن به جذب نوري        

 ۱۵۰گـراد و  ي سـانتي   درجـه ۳۷به مدت پنج ساعت در دماي      
  .دست آمد  دور در دقيقه به

  
  
  
  
 
  
  
  
  
  

  

نزيمي پلاسميدهاي نوتركيب توسط دو آنزيم هضم آ: ۳شكل
BamHI و EcoRI  

   حاوي ژن مورد نظر كهpET32aوكتور : ۴ و۳ ،۱،۲رديف  -
  با دو آنزيم فوق مورد هضم قرار گرفته است

   هضم شده با آنزيمpUC18ماركر مولكولي: ۵رديف -
TaqI: ۴۵۸، ۷۵۴، ۱۴۴۴جفت باز   

  
  
  
 
 
  
  
  
  

  

  بعد از القا  هاي قبل و  نمونهSDS-PAGEژل مربوط به : ۴شكل
   سه كلون مختلفيهاي قبل از القا نمونه :۳ و۲، ۱ رديف -
 ۴/۱۴ و ۴/۱۸، ۲۵، ۳۵، ۴۵، ۲/۶۶ ،۱۱۶ :ماركر پروتئيني: ۴ رديف -

  کيلودالتون
    سه كلون مختلفي هاي بعد از القا نمونه : ۷ و۵،۶رديف  -

 نيـز   تينـگ محصول پروتئيني از روش وسـترن بلا      يد  أيبراي ت 
 در  .شـود   آن مـشاهده مـي     ي   نتيجه ۵شكلاستفاده شد كه در     

 بعد از بيان را در آن الكتروفورز كرده ي  ستون تست كه نمونه   
. دالتون مشاهده شد    كيلو ۵۰ديك به   بوديم، يك باند واضح نز    

در اين آزمايش در ستون قبل از القا اين باند مشاهده نـشد و             
 SNAP-25ضـد   دي  بـا  هـا از آنتـي     چون بـراي ظهـور بانـد      

متصل شده به يـك آنـزيم اسـتفاده شـد، ميـانكنش         )سيگما(
يد أيبادي، حضور پروتئين مورد نظر را ت بسيار اختصاصي آنتي

  .كرد
  
  
 
  
  
  
 
 
 
 
 
  

 ي  و قطعهSNAP-25 وسترن بلاتينگ پروتئين نوتركيب :۵شكل 
  وكتور

 و ۴/۱۸، ۲۵، ۳۵، ۴۵، ۲/۶۶ ،۱۱۶ :ماركر پروتئيني: M رديف -
   کيلو دالتون ۴/۱۴
  بعد از القا ي مربوط به نمونه: T رديف -

   قبل از القا ي  مربوط به نمونهC: رديف -
 اقـدام بـه     Ni-NTAدر ادامه با استفاده از ستون ميل تركيبـي          

طور كـه در      همان . شد SNAP-25  پروتئين نوترکيب  تخليص
 شو بـا   و  هاي ستون شامل شست     خروجي ،ده شد  مشاه ۶شكل

ــدازول ــم۱۰۰ ،۵۰ ايمي ــين   و ه ــي۲۵۰چن ــولار در ژل  ميل    م
SDS-PAGE ۱۲           درصد مـورد بررسـي قـرار گرفتـه اسـت . 

 كيلودالتوني ناقـل  ۲۰ ي   و قطعه  SNAP-25 پروتئين نوترکيب 
مولار ايميـدازول از      ميلي ۲۵۰شوي با   و  متصل به آن در شست    
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کـه نـشان    ايـن اسـت   ي دهنده ستون خارج شده است و نشان 
ون تي بـه س ـ   يبـا تمايـل بـالا     دای اين پروتئين     ابت رين د دهيست

  .شود متصل مي
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

  

هاي   دوازده درصد مربوط به خروجيSDS-PAGE ژل :۶شكل
  ستون تخليص 

 و ۴/۱۸، ۲۵، ۳۵، ۴۵، ۲/۶۶ ،۱۱۶ :ماركر پروتئيني: ۱ رديف -
   کيلو دالتون۴/۱۴
   قبل و بعد از القا ي به ترتيب نمونه: ۳و ۲ رديف-
  مولار  ميلي۵۰خروجي ستون تخليص با ايميدازول : ۴  رديف-
  مولار   ميلي۱۰۰خروجي ستون با ايميدازول : ۵  رديف-
  مولار  ميلي۲۵۰خروجي ستون با ايميدازول : ۶ رديف -

  
 ـ قابل ذكر است كه ميزان كل پروتئين        ۲۵۰دسـت آمـده از       ه ب

خـالص   SNAP-25 ميزان پروتئين و ليتر كشت يك گرم  ميلي
 ۲۰ ي  براي جـدا كـردن قطعـه       .بوده است گرم    ميلي ۵۰۰ شده
 از SNAP-25 كيلودالتـوني    ۲۵ ي  دالتوني وكتور از قطعـه     كيلو

بخـش   یآنزيم انتروكيناز كه داراي جايگاه شناسـايي در انتهـا     
  مورد نظر استفاده شد، پس پروتئين نوترکيب و ابتداي فيوژن 

 هضم شـده  ي هاي شاهد با نمونه از انجام هضم آنزيمي، نمونه    
 دوازده درصد مورد بررسـي قـرار     SDS-PAGE به کمک ژل  

 ـ مـي   نتيجه را مشاهده   ۷ شكلگرفتند كه در      ۲۰د، دو بانـد   كني

   هــضم شــده  ي كيلودالتــوني در نمونــه  ۲۵كيلودالتــوني و 
  پــروتئين نوترکيــب و فيــوژن وکتــورگــر  بــه ترتيــب نمايــان

25  SNAP-ت آمـده  دس  هدر نهايت ميزان پروتئين ب. باشد مي
  .گرم بود  ميلي۴۰۰

  

 درصد مربـوط بـه هـضم آنزيمـي          ۱۲ژل اكريل آميد     :۷شكل
  محصول بيان با آنزيم انتروكيناز

فيوژن هضم شده با آنـزيم       + SNAP-25پروتئين   :۱ رديف -
   ساعت۵انتروكيناز به مدت 

فيوژن هضم شده با آنـزيم       + SNAP-25 پروتئين   :۲ رديف -
   ساعت۳انتروكيناز به مدت 

  فيوژن+  SNAP-25  پروتئين:۳ رديف -
 ۱۳ با وزن مولكـول      Lysosymeماركر پروتئيني    :M رديف -

  کيلودالتون
  

  بحث
هاي عصبي كلستريديومي، اندوپپتيدازهاي وابـسته بـه          سم     
باشند كه به صـورت كـاملا انتخـابي اجـزاي         مي )Zn+2( روي
 ـ ها يا غـشاهاي سـيناپتيك را در مجموعـه     حفره دازي ي لنگران

هاي هدف با  توليد نوتركيب مولكول. دهند مورد هدف قرار مي  
 ي  توانـد وسـيله     توجه به عملكرد اين سموم در سـيناپس مـي         

ما در ايـن    . مناسبي در تشخيص آزمايشگاهي اين سموم باشد      
 بـه روش  SNAP-25تحقيق برآن شديم كه با توليد پـروتئين      

 

 

 

۶       ۵     ۴    ١       ٢     ٣      
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م در تشخيص ليسوسم بوتنوتركيب از آن به عنوان سوبستراي     
تنهـا روش قابـل     پـيش   هـا    تا مدت  .كنيم آزمايشگاهي استفاده 

اعتماد تشخيص سم بوتولينم، بررسي سميت ايجـاد شـده در            
  اگر چـه ايـن تـست حـساسيت بـالايي دارد            . )۲۳( موش بود 

  امـا اسـتفاده از تعـداد زيـاد    )ليتـر  پيكوگرم بر ميلـي   ۲۰تا ۱۰(
از  ي آن  بـالا  ي  نـه زي و ه  بر بـودن    زمان ،حيوانات آزمايشگاهي 

   .باشد  اين روش ميهاي محدوديت
سـموم   هاي جديدي بـراي تـشخيص      هاي اخير روش   در سال 

ــداع شــدهبوتوليــسم  كــافي  كــه در عــين حــساسيت اســت اب
 .انـد   ه  اي مرتفـع نمـود      فـوق را نيـز تـا انـدازه         هاي    محدوديت

ــاي روش ــت  RP-HPLC ، HPLC-MS ه ــي فعالي و بررس
اســتفاده از . باشــند هـا مــي  ايــن روشاندوپپتيـدازي از جملــه  
ــصنوعي ــدهاي مـ ــنتتيك(پپتيـ ــسمتي از ) سـ ــه از روي قـ كـ

ســـاخته ) VAMP-2 وSNAP-25 (سوبــستراهاي طبيعــي   
هـا    ايـن روش ي اساس تـشخيص محققـين در همـه     شوند    مي
اند  ه   و همكاران انجام داد    هاليسدر تحقيقي كه     .)۲۲( باشد مي

 SNAP-25تيد سنتزي  با استفاده از همين روش و به كمك پپ        
را بوتوليـسم    Bو   Aاند توكـسين تيـپ        توانسته VAMP-2و  

هــا در ايــن روش قطعــه ســنتزي از  آن). ۲۵( شناســايي كننــد
 را جهت بررسي SNAP-25 ۲۰۶تا آمينواسيد    ۱۳۷ آمينواسيد

 ۴۷ ي پپتيد، قطعه از برش پليپس . برش آنزيمي استفاده كردند
 سوبستراي  ي  وسيله هبفاز جامد   مانده بر روي     آمينواسيدي باقي 

چنـين بـا اسـتفاده از      هـم .گيرد آنزيمي مورد شناسايي قرار مي 
 فعاليـت  VAMP-2 آمينواسيدي سنتتيك پـروتئين     ۳۶ ي  قطعه

پـس از   .ورد مطالعـه قـرار دادنـد   م را Bاندوپپيدازي سم تيپ   
مانده   آمينواسيدي باقي۱۹ ي  پپتيد، قطعه   برش اندوپپتيدازي پلي  

در اين تست بـين ايـن سـم و          . يد گرديد أيفاز ثابت ت  بر روي   
 ها واكنش متقاطع ديده نشده و حـساسيت آن بـراي           ديگر سم 

BONT/A  براي و ليتر  نانوگرم در ميلي۳/۱تا حدBONT/B 

ــين   ــا۶/۰ب ــي۴/۵  ت ــانوگرم در ميل ــين  ن ــر تعي ــد ليت ز ا .گردي
در حـال حاضـر   كه توليد مصنوعي سوبستراهاي فوق       ييجا آن

ها از خـارج از      آن ي  باشد و از طرفي تهيه      يران مقدور نمي  در ا 
 بـسيار بالاسـت لـذا هـدف از           ي  زينـه كشور مستلزم صرف ه   

تحقيق حاضر توليد نوتركيـب يكـي از سوبـستراهاي اساسـي      
 كار بتـوان    ي  بود تا در ادامه     مي) SNAP-25(سموم بوتوليسم   

شناســايي ســريع و دقيــق اي جهــت  از آن بــه عنــوان وســيله
 و اكونـگ در تحقيقـي كـه    .استفاده كرد A  وE هاي روتيپس

اند با استفاده از همـين روش و بـه كمـك       ه  همكاران انجام داد  
 Aانــد توكــسين تيــپ    توانــستهSNAP-25 نوتركيــب پپتيــد

در تحقيـق   ).۱(  شناسايي كننـد LD50۸/۰ بوتوليسم را تا حد 
 ۲۰ ي   به صورت فيوژن بـا قطعـه       SNAP-25پروتئين  حاضر  

ــور   ــوني از وكت ــاريوتي pET32aكيلودالت ــستم پروك    در سي
E coli فيـوژن باعـث تـسهيل    ي اسـتفاده از قطعـه  .  توليد شـد 

  اســتفاده از سـتون كرومــاتوگرافي . تخلـيص پــروتئين گرديـد  
Ni-NTA ،            ه  نيز ميـزان بـالاي بيـان پـروتئين باعـث شـد ك ـ

از خلـوص و غلظـت بـالايي     پروتئين خـارج شـده از سـتون    
با مطالعـات انجـام شـده مـشخص شـد كـه             . اشد ب برخوردار

ثيري منفي أ فيوژن در برش آنزيمي توكسين بوتوليسم تي  قطعه
ميزان پروتئين تخلـيص شـده بعـد از بـرش بـا آنـزيم               . ندارد

اينتروكيناز نيز بالا بود و اين تجربـه نـشان داد كـه اسـتفاده از       
-SNAP براي توليد نوتركيب پـروتئين     pETسيستم وكتوري   

راي بررسي فعاليت اندوپپتيدازي سم بوتوليسم در شرايط      ب 25
 و  اكونـگ در تحقيقي مشابه     .داخل آزمايشگاهي مناسب است   

 از وكتور   SNAP-25همكاران جهت توليد پروتئين نوتركيب      
pMAL-C2   ايـن وكتـور نيـز داراي فيـوژن        . استفاده نمودنـد

 اسـت كـه    )Maltose Binding Protein [MBP]( پروتئين
آنـزيم مـورد اسـتفاده    . شـود  خليص از آن استفاده مـي     جهت ت 

از معايب ايـن  .  بودXaئين فاكتورتجهت جداسازي فيوژن پرو 
 تخلـيص   ي   بود كه مرحله   MBPزمان پروتئين    وكتور بيان هم  

ميزان . ساخت پروتئين نوتركيب را تا حدودي دچار مشكل مي    
 چنين غلظت پروتئين استحصال شده     پروتئين توليد شده و هم    

هـا مناسـب گـزارش       از ستون كروماتوگرافي نيز در تحقيق آن      
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بررسي فعاليت اندوپپتيـدازي بـراي شناسـايي        .)۱( شده است 
از ديگـر   آزمايشگاه تشخيصي  آن درو كاربرد بوتوليسم  ومسم

 نوتركيـب  SNAP-25بايـستي بـر روي      كارهايي است كه مي   
  .توليد شده صورت گيرد
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