
 ي علمـي، پژوهشـي دانشـگاه علـوم پزشـکي زنجــان مجلـه

 ۶۴ تا ۵۳صفحات , ۱۳۹۴آذر و دي , ۱۰۰ي شماره, ۲۳ي  ره دو

  

   انساني M کلونينگ و توليد نوترکيب آنزيم گرانزيم
  ۴نادر چاپارزادهدكتر ، ۳فرامرز مهرنژاددكتر ، ۲محمد پاژنگدكتر  ،۱نرگس خازه

 pazhang@azaruniv.ac.ir    ي سلولي و مولکوليگروه زيست شناس ،پايه  علومي شگاه شهيدمدني آذربايجان، دانشکدهدانتبريز،  :ي مسوول نويسنده

  ۲۳/۱/۹۴ :    پذيرش ۲/۹/۹۳: دريافت
  

  چکيده
. شـود   بيان مـي NKهاي   سيتوتوکسيک و سلولTهاي  ه درلنفوسيتپروتئازهاست ک ي سرين  يکي از اعضاي خانوادهM  گرانزيم:زمينه و هدف

ق ي ـن تحقي در آپوپتوز، هدف از اMم يت گرانزين با توجه به اهميبنابرا .باشد هاي توموري هدف مي  ي آپوپتوز در سلول     يک القاکننده  Mگرانزيم  
  . استيستيم فعال به لحاظ زيد آنزيتول

بـه  جهـت بيـان پـروتئين،     کلـون و ناقـل نوترکيـب      (+)pET21a فعال به درون ناقل بياني       M يم گرانز مربوط به  cDNAقطعه :روش بررسي 
  جهت بيان بـالاي پـروتئين، شـرايط القـا بهينـه گرديـد و سـپس آنـاليز پـروتئين توسـط             . منتقل گرديد هاي مستعد با روش شوک حرارتي        سلول

SDS-PAGE  مولار حل شده و با استفاده از کروماتوگرافي تمـايلي نيکـل  ٨حاوي اوره   هاي توليدي در بافر      بادي انکلوژنسپس  .  انجام گرفت -
  .سنجيده شد) طيف سنجي( با استفاده از سوبستراي کازئين و با روش اسپکتروفتومتري M فعاليت پروتئازي گرانزيم. آگارز خالص شد

   بـا غلظـت  ي  درجـه ۲۲د و بهتـرين سـطح بيـان در دمـاي     بـادي توليـد ش ـ   صورت انکلـوژن   بهE.coli نوترکيب در باکتري     M گرانزيم :ها يافته
طـور همزمـان بـا تـاخوردن،       بـه M  گرانزيم،آگارز و شيب غلظت اوره  -ستون نيکل از   با استفاده    .بود ساعت   ۵ در طول    IPTGمولار از     ميلي ۱

گـرم    واحد بر ميلـي ۷۱اش  بوده و فعاليت ويژهنتايج حاصل از تعيين فعاليت نشان داد که آنزيم در حضور سوبستراي کازئين فعال   . خالص گرديد 
  . اين بود که آنزيم تاخوردگي درستي پيدا کرده استي  نشان دهندهM فعال بودن گرانزيم. است
نـد  توا تواند هدفي بالقوه براي داروهاي ضد سرطان باشد، بنابراين روش پيشنهادي در اين تحقيق مـي   ميM  با توجه با اينکه گرانزيم :گيري نتيجه

  .تسهيل کننده مطالعه بيشتر بر روي اين آنزيم باشد
  بادي ، آپوپتوز، کازئين، فعاليت پروتئازي، انکلوژنMگرانزيم:  کليديواژگان

  
  مقدمه

 ـ نوترک يهـا  نيان پـروتئ  ي ب يها  از چالش  يکي        يب انـسان  ي
  رفعـال و نـامحلول   ي غييها نيد پروتئيتول  E. coliيدر باکتر

  
  
  
  
  
  
  

  
. )۱(  اسـت  يبـاد   متراکم به نام انکلـوژن     ييها ن توده يو همچن 

 ـ نوترکيهـا  ني اشتباه پـروتئ ي از تاخوردگيريجهت جلوگ    ب ي
  
  
  
  
  
  

  پايه، دانشگاه شهيدمدني آذربايجان  علومي شناسي سلولي و مولکولي، دانشکده ه زيست گروکارشناس ارشد زيست شناسي سلولي و مولکولي، -۱
  .پايه، دانشگاه شهيد مدني آذربايجان  علومی شناسي سلولي و مولکولي، دانشکده  گروه زيست دکتراي تخصصي بيوشيمي، استاديار-۲
   علوم و فنون نوين، دانشگاه تهرانی نشکدهگروه مهندسي علوم زيستي، دادکتراي تخصصي بيوفيزيک، استاديار  -۳
  پايه، دانشگاه شهيدمدني آذربايجان  علومی شناسي سلولي و مولکولي، دانشکده  گروه زيستدکتراي تخصصي فيزيولوژي گياهي، دانشيار -۴

 



  انسانيMتوليد گرانزيم  

 

  ۱۳۹۴ آذر و دي ,۱۰۰ ي شماره, ۲۳ي  ره دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي، درماني زنجـان، دوي علمي، پژوهشي  مجله

۵۴ 

 يها روش  باشند،يديسولف يوند دي پي که حاويخصوصا زمان
تـوان بـه اسـتفاده از     يهـا م ـ  ان آني وجود دارد که از م  يمختلف

 يب بـه فـضا    ي ـن نوترک ي پـروتئ  يده ـ  جهت ي برا pelB يتوال
 کـه   ينيپروتئ(ن  يوردوکسي اضافه نمودن ت   ،)۲و۳( يپلاسم يپر

قسمت  به) شود يح مي صحيدي سولفي ديوندهايجاد پيباعث ا
N-ا اســتفاده از يــو  )۲و ۴( بيــن نوترکي پــروتئنــاليترم

بـا  . )۵(ن اشـاره کـرد      يان پروتئ ينه شده جهت ب   ي به يها سوش
 ـده از ا شده کـه بـا اسـتفا     مشاهده ني ا وجود  ـهـا ن  ن روشي ز ي

 با توجـه بـه      . رخ ندهد  ييطور کارا  ه ب ي تاخوردگ ممکن است 
 ـ ي انـسان  يهـا  نيد پـروتئ  ي ـن که تول  يا ح ي صـح  يا تـاخوردگ   ب
ن تـلاش   ي بنابرا  مهم باشد  ي و پزشک  ييتواند به لحاظ دارو    يم

 ـ اهمزيح حـا ي صحي با تاخوردگ ييها نيجاد پروتئ ياجهت   ت ي
ن ي از سـر   يا خـانواده ) ي گرانـول  يهـا  ميآنز(ها   ميگرانز. است

 يهـا  تي هـستند کـه توسـط لنفوس ـ       مـشابه ار  ي بس يپروتئازها
 هـدف  يهـا  بـه سـلول   و بـا ورود      شـده ک ترشح   يتوتوکسيس

 ـ و   ي تومور يها سلول(  ـا آلـوده بـه و     ي  يباعـث القـا   ) روسي
م و در ي گرانـز  نـوع ۵در انسان . )۶(شوند  يها م ز در آن  آپوپتو
 ي انـسان  يهـا  ميگرانـز . )۷(ها وجود دارد     نوع از آن   ۱۰ موش

 شـامل  يو انـواع موش ـ  بـوده  M و A ،B ،H ،Kانواع شامل  
)A,B,C,D,E,F,G,K,M,N (باشـند  يم )مي گرانـز  .)۳ M 

ن ي ا. شد يي شناسا ييصحرا  موش NK يها ن بار در سلول   ياول
ــز ــستراهايآن ــي پروتئيم سوب ــد از رزين ــ خــود را بع  يدوهاي

دهد و   ين برش م  ين و لوس  ين، نورلوس يونيل مت يک و طو  يفاتيآل
 ۲۰۱۱ در سـال  .ز معروف استي نMet-aseل به ين دليبه هم 

 ينـسان بررس ـ  از موش و اMم ي گرانزيميت آنزيز خصوص ين
ــگرد ــز. )۳( ديـ ــسانM ميگرانـ ــي آم۲۵۷ ي انـ . د داردينواسـ

 بـه   يده ـ  هـدف  ينال آن، توال  ي ترم -N ۲۵ تا   ۱ يهادينواسيآم
 حـذف  ن انـدامک يا بوده و بعد از ورود به يشبکه آندوپلاسم 

د بوده و وزن    ينواسي آم ۲۳۲ يم بالغ دارا  يجه آنز يدر نت . شود يم
   ).A۱شکل ( )۸( باشد يلودالتون مي ک۲۵ آن يمولکول

  
م ي بوده و در آنزي به شبکه آندوپلاسمي هدف دهي نشان داده شده بصورت پررنگ تواليدهاينواسيآم. M مي گرانزيدينواسي آميتوال:  A:۱شکل 

 با استفاده C وB يها شکل. M ميگرانز  در ساختاريديسولف ي ديوندهايپ: M ،Cميگاه فعال گرانزيک در جايتي کاتالييتا سه: B.بالغ وجود ندارند
  .ه شده اندي تهSPDBV و با استفاده از نرم افزار PDB: 2ZGCاز کد 
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 توسـط  ۲۰۰۹ در سـال   ي انـسان  M مي گرانز يستاليکر ساختار
 چهـار   ي حاو يساختار کل . )۵( ن شد يي و همکارانش تع   انگو

م ين تقـس  يه به دو دم   باشد ک  ي م β ي زده صفحه ي و س  αچ  يمارپ
شـود،   ي مـشاهده م ـ   B۱کـه در شـکل       طور همان. شده است 

ــاليجا ــاه فع ــه( گ ــا س ــالييت ــاو) يکيتي کات ــ رزيح  يدوهاي
Ser182، His41 و Asp86ــابي بـــوده و در شـــکاف ن ي مـ

 در ساختار خود چهـار  M مين گرانزيهمچن .ها قرار دارد  نيدم
م ياندن آنـز دار ميدارد که به پا   ) C۱شکل   (يديسولف يوند د يپ

 ـ M ميگرانز ).B۲شکل   ()۵( کنند يکمک م   ي ک القاکننـده  ي
 عمل آن، تورم    ي است که در ط    ي تومور يها آپوپتوز در سلول  

 بزرگ، متراکم   يتوپلاسمي س يها ل واکوئل يع، تشک ي سر يسلول
ز ي ـت لي ـن، قطعـه قطعـه شـدن هـسته، و در نها        يشدن کرومات 

 ي سوبــستراهاM ميگرانــز. )۹( دهــد يهــا رخ مـ ـ ســلول
 ـدهـد کـه از م   ي را بـرش م ـ    ي خاص يماکرومولکول هـا   ان آني

 ICAD،  )۱۱( ني، نوکلئوپلاسـم  )۱۰( نيويتوان به سـوروا    يم
ــده( ــپاز DNase ي مهارکنن ــط کاس ــده توس ــال ش  ،)۱۲( ) فع

PARP )يپل-ADP- ـ-بـوز ير  ، )۱۴( PI9،  )۱۳() مـراز  يپل
HSP75 )۱۵( ،Ezrinو  α- ن ي توبــول)اشـــاره کـــرد)۱۶  .

ــستراها ــصنوعيسوب ــراي م ــاي ب ــزيي شناس ــول ي آن م در ط
 آن بـه کـار   يژگ ـيون يـي م و تع يت آنـز  ين فعال ييتع ،يجداساز

 ي  مطالعه يبراکه تاکنون    ي مصنوع يسوبستراها. )۶( دنرو يم
 دهايليتروآنياسترها، ن ويدتيپپتاند شامل     استفاده شده  M ميگرانز

 نقـش بـا توجـه بـه        .)۱۷( باشـند  ي م ـ ها نيکومار لينومتي آم و
 يهـا   آپوپتـوز در سـلول     يدر القا  ي انسان M مين گرانز يپروتئ

 ـعنوان  توان آن را به  يم )۸( يسرطان  هـدف بـالقوه   ميک آنـز ي
 ـاگر ي دياز طرف.  سرطان در نظر گرفت ضدي داروها يبرا ن ي
 يهـا  ب ساخته شده و توسط کارخانـه      يصورت نوترک  م به يآنز

گما بــه فــروش ي همچــون ســي و داروســازييايميبــزرگ شــ
توانـد   ي م ـ ي و تجار  يد آن به لحاظ علم    ين تول يبنابرا .رسد يم

ــ اهمزيحــا ــز.  باشــدتي ــسان M ميگران ــاشر در يان  ياکليشي

 ـ ي تول يباد صورت انکلوژن  به ونـد  ي چهـار پ   يشـود و دارا    يد م
 بـا  ين بـاکتر ي است که روند تاخوردن آن را در ا  يديسولف يد

حال انجام شـده   به  که تا ييلذا در کارها  . کند يمشکل مواجه م  
 ل تـا ي و تـسه   يديسـولف  ي د يونـدها يل پ يجهـت تـشک    است،

 ينـو ي آم ي به انتها  pelB ي، از اتصال توال   M ميانزخوردن گر 
  استفاده شـده اسـت  يديسولف يوند ديل پ ي جهت تشک  نيپروتئ

 ين مطالعـه سـع  ي در ا.)۵( وده استز نبيت آم يکه چندان موفق  
 ـ به وکتور ب M مي گرانز cDNAشد    مناسـب انتقـال داده   ياني

 م مـورد يزبان مناسب، آنز ي ژن به م   يال ناقل حاو  شده و با انتق   
، ي آسـان جهـت خـالص سـاز        يسـپس روش ـ  . ان شود ينظر ب 

  .ه گردديت اراي فعاليتاخوردن و بررس
  

  يروش بررس
  ميمـراز و آنـز    ي پل DNAالاثـر،     محـدود  يها ميآنز: مواد     

T4 DNA Ligase از شرکت Fermentasن، يه و کازئي ته
  .دي گرديداريخر Merckکت ر مواد از شرياوره و سا

 ي  کدکننــدهcDNA ي قطعــه: M مي گرانــزcDNAر يــتکث
ــز ــل  M ميگران ــه در ناق ــت در طـ ـpPIC9 ک ــرار داش    ي ق

 دانـشگاه مونـاش   ي و مولکـول   ي با گـروه سـلول     يک همکار ي
 ـرد تحو يا از پروفسور ب   ياسترال  pPIC9ناقـل   . ل گرفتـه شـد    ي

و  ج استخراBioneerد شرکت يت استخراج پلاسميتوسط ک
ــه  ــپس ب ــنش    س ــو در واک ــوان الگ ــت PCRعن ــرار گرف    . ق

   cDNA اســـتاندارد ين مطالعـــه بـــر اســـاس تـــواليـــدر ا
 ـ ي اختـصاص  يمرهاي پرا M ميگرانز  توسـط  ي و برگـشت   ي رفت
ــرم ــزار  ن ــGenerunnerاف ــ گردي طراح  ــيپرا. دي ــر رفت   يم

)5' GGAATTCCATATGATCATCGGGGGCCGGGAG 3'( يدارا 
  يمـر برگـشت   يو پرا  NdeI مي و بـرش آنـز     ييگاه شناسـا  يجا

)5' CGCAAGCTTAGCTGATCGGCCGGTGACC 3'( يدارا 
ر قطعـه  يجهت تکث. باشد يم HindIIIم ي آنزيگاه برا ين جا يا

  .رفتي صورت پذPCR مذکور واکنش يمرهايموردنظر با پرا
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 ـ در ناقل ب   M مي گرانز cDNA يساز همسانه بعـد از   : ياني
 ـ، ا )مي آنـز  cDNA(ر قطعه مورد نظـر      يتکث  قطعـه توسـط   ن  ي
 واکـنش هـضم     يدر ط ـ  HindIIIو   NdeI ي برش يها ميآنز

  سـانتي گـراد    ي   درجـه  ۳۷ ي ساعت در دما   ۴دوگانه به مدت    
 ـناقل مـورد اسـتفاده در ا      . هضم قرار گرفت   مورد ق، ي ـن تحق ي

pET21a(+)   شده  ط ذکر يم فوق با همان شرا    ي توسط دو آنز
 ـ   . مورد هضم قرار گرفت     ـ يبعـد از تخل  و يص محـصولات ژن

 T4 DNA Ligaseم ياقل، واکنش الحاق با استفاده از آنـز ن
محصول واکنش الحاق بـا اسـتفاده از روش         . رفتيصورت پذ 
 سـوش  E. coli ي مستعد باکتريها  به سلوليکيشوک الکتر
TOP10  ـ ترانسفورم شده به پل    يها يباکتر. دي منتقل گرد  ت ي

LBساعت ۱۶مدت  ن منتقل و بهيليس يک آمپيوتيب ي آنتي حاو 
جهـت   . قرار داده شـد  يجاد کلون ي درجه، جهت ا   ۳۷ يدر دما 

 حاصل  يها ي، از کلون  بينوترکناقل   ي دارا يها ينش کلون يگز
 PCR واکـنش  يعنـوان الگـو    بهها  شده و از آن  ينمونه بردار 

 انجـام   )PCR -يواکنش کلـون   اي (PCRاستفاده شد، سپس    
 ـ ناقـل نوترک   ي حـاو  يبعد از انتخاب کلـون    . گرفت ب، ناقـل   ي

 ـ جهـت تا   استخراج شده و    ـد اول يي ناقـل  ،  آنورود ژن در     ي هي
هضم (قرار گرفت  Hind III و Nde I يها ميآنزر يتحت تاث

 پروموتر مري پرابا استفاده از نظر   موردناقل  ت  يدر نها  ).دوگانه
T7 توسط شرکت Bioneerدي گردين تواليي تع.  

ناقـل  :  Mمي مجدد گرانـز يخوردگ  و تايساز ان، خالصيب
 E. coli ي به بـاکتر يق واکنش شوک حرارتيب از طريترکنو

 مـوردنظر از  ي  قطعهي حاويها ي منتقل و کلون BL21سوش  
ان ژن  ي به منظور ب   دي مشخص گرد  PCR يق واکنش کلون  يطر

شـده،   ي جداسـاز يهـا  ي کلوني نظر، پس از کشت شبانه    مورد
در افته به طـور جداگانـه   ي رشد يها يتر از باکتريل يلي م۱ابتدا  

 بـه   ۱نـسبت    (LBط  يتـر مح ـ  يل يليم ۱۰۰ ي حاو ،دو فلاسک 
 پس .ح شدين تلقيليس يک آمپيوتيب يتر آنتيکرولي م۱۰۰و ) ۱۰۰

 ي  نـانومتر، مـاده  ۶۰۰مـوج    در طـول   =OD ۶/۰دن به ياز رس 
ط يمح ـدو  مولار به    يليم ۱ يي با غلظت نها   IPTG ي القاکننده

 ۲۲ يهـا در دمـا    از فلاسـک   يک ـيسـپس    . شـد  کشت افزوده 
گراد  ي سانت ي   درجه ۳۰ ي در دما  يگريگراد و د   ي سانت ي  درجه

  و ۵ و ۱۲ و ۱۶( مختلـف  ي زمـان يهـا   بازهيانکوبه شده و ط  
 نهيبهط ي شد تا شرايها نمونه بردار  از آن ) ساعت بعد از القا    ۲
 مختلـف بعـد از   يها  مربوط به زمانجيينتا. (ديان به دست آ  يب

 شـده و القـا      القا يها  نمونه  سپس ). نشان داده نشده است    القا،
وژ بــا دور يفي شــده و بـا اســتفاده از ســانتر يآور جمــعنـشده  

g۱۵۰۰۰ يـي ع رويمـا  ب ازين نوترکي پروتئي حاو يها ي باکتر 
 ها با الکتروفورز   ن در آن  يان پروتئ يجدا شده و ب   ) سوپرناتانت(

SDS-PAGE) درصــد۱۵ن ييد و ژل پــا درصــ۴ ژل بــالا ( 
 ژل از   ين بر رو  ي قطعات پروتئ  يريگ ندازهمنظور ا  به .ز شد يآنال

 (Cat.No.SMO671)ن شرکت فرمنتـاز     ي پروتئ ينما اندازه
ن، بعـد   ي مجدد پروتئ  يص و تاخوردگ  ي تخل جهت. استفاده شد 

 ـ حاصـل از ب  يهـا  يبـاد   ن، انکلوژن يان پروتئ ياز ب   يان در ط ـي
ت با استفاده   ي و در نها   يآور ون جمع يکاسين مرحله سون  يچند

 Tris-HCl (pH 8) ،Glycine مـولار  ميلي ۱۰۰ يوحااز بافر 
ــولار  ميلــي Mercapto Ethanol ۱ -2، مــولار ميلــي ۵۰ م
ــولار Urea  ۸و ــروتئييجــا از آن. حــل شــدند م ــه پ   ن ي ک

  و تـا   يسـاز   بود، خـالص   ينيديستي ه ي  دنباله يمورد نظر دارا  
آگارز -کلي ني مجدد با استفاده از ستون کروماتوگراف     يخوردگ

 يجي جهـت تـا خـوردن تـدر       .زمـان انجـام گرفـت     طور هم  به
   در  سـتون  ي شستـشو  آگـارز -کـل ين متصل به سـتون ن     يپروتئ

 ۳۰ يدارا ي بـافر شستـشو    ۵  با اسـتفاده از    ي متوال ي  مرحله ۵
 Imidazole ،100mM NaCl،Tris-HCl 20mMمولار  ميلي

در  .انجـام گرفـت    متفـاوت از اوره،      يهـا   و غلظـت   pH ۸با  
  و صفر مـولار    ۲،۴،۶،۸ب  يترت بهوره   شستشو غلظت ا   يها بافر
ن ي مـولار بـوده و آخـر   ۸  اورهي حـاو ن بافر شستشو ياول .بود

 ـ. فاقد اوره بـود  مورد استفاده   يبافر شستشو  ن لازم بـه  يهمچن
ونـد  ي پ ي حـاو  Mم  يب گرانـز  ين نوترک يچون پروتئ ذکر است   

 يديســولف ي ديونــدهايجــاد پي اســت، جهــت ايديســولف يد
 ـي م ۶ و   ۸ ي حـاو  ي در بـافر شستـشو     ،حيصح  مـولار اوره،   يل
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DTT) اسـتفاده شـد   مـولار    يلي م ۵ با غلظت ) توليتر ويت يد.  
 ۲۵۰( بافر جداکننـده  ن موردنظر با استفاده از      يت پروتئ يدر نها 
  و)Imidazole ،100mM NaCl،Tris-Hcl  20mM مـولار  ميلي

۸ pH:الکتروفـــورز قيـــ، جـــدا و از طر  SDS-PAGE 
  .ديزگرديآنال
 از  با استفادهن خالصيز پروتئياليپس از د: ميت آنزين فعالييتع
 ـعللودالتـون   ي ک ۱۰ز با قطـر منافـذ       ياليسه د يک   سيه بـافر تـر    ي

 يت پروتئـاز  ي ـن فعال يـي ، جهـت تع   )pH ۵/۷(مـولار    يلي م ۲۰
ــز ــستراM ميگران ــازئي از سوب ــتفاده گردي ک ــن اس ــه. دي    ب

ــازئيکرولي م۴۰۰ ــول ک ــر محل ــر  ۱ن يت ــافر ت   سيدرصــد در ب
 M ميتر محلول گرانـز   يکروليم pH (۱۰۰ ۵/۷( مولار يلي م ۲۰

 ي   درجـه ۳۷ ي ساعت در دمـا    ۱مدت   شده اضافه و به    خالص
 ـ انکوبـه گرد سانتي گراد  منظـور توقـف واکـنش     سـپس بـه   دي

ــيآنز ــريکرولي م۵۰۰ يم ــر ت ــتيت ــي کلرواس   )TCA( ديک اس
ش ين آزمـا يدر ا. به آن افزوده شد) ي به حجميوزن( درصد   ۵

ک ي کلرواسـت يتـر +  درصـد    ۱ن  يکـازئ  (ي منف از نمونه کنترل  
زان جذب محلول   يوژ، م يفيپس از سانتر   .دياستفاده گرد ) دياس
 ـ نانومتر خوانده شد و در نها      ۲۸۰ در طول موج     ييرو ت بـر   ي

 مي گرانـز  يت اختصاص ين، فعال يروزياساس نمودار استاندارد ت   
M  لازم به ذکر است جهت حصول بـه زمـان      .دي محاسبه گرد 
 ۹۰، ۶۰، ۳۰، ۲۰، ۱۰، ۵ يهـا  م در زمان يم، آنز ي آنز نه عمل يبه
ت شد ين فعاليين تعي کازئيقه با استفاده از سوبسترا  ي دق ۱۲۰و  

 تا ۲۰ه زمان در بازه يم عليت آنزي بودن فعاليو با توجه به خط
 ـ زمـان    يعني آن   ياني م ي قه، نقطه ي دق ۹۰ ک سـاعت جهـت     ي
 مقدار  يمينز آ  عمل هر واحد . م انتخاب شد  يت آنز ين فعال ييتع

ن از يروزيکرومول تيک مي جدا کردن يي است که توانا   يميآنز
ــازئ ــان يک ــد زم ــهيدق(ن را در واح ــد) ق ــته باش ــد از . داش   بع

م ي آن از تقـس ي ژهي ـت و ي ـم، فعال يت آنـز  يبه دست آوردن فعال   
ژه قبـل  ي ـت ويفعال (ديمحاسبه گردآن  بر غلظت  مي آنز تيفعال

 ـ  يل غي ـص بـه دل   ياز تخل   ـ يزرفعـال بـودن آن ص يم قبـل از تخل
: نين غلظـت پـروتئ  يـي تع ).همزمان با تاخوردن، محاسبه نـشد     

. ن از روش برادفورد استفاده شـد      ي غلظت پروتئ  يجهت بررس 
ــدر ا ــول پروتئ يکرولي م۵۰ ن روشي ــر از محل ــيت ــه ين  ۵/۲ ب

انـت  يلي بري کوماس ـيمحلول حاو( تراز معرف برادفورد  يل يليم
ضـافه و جـذب نمونـه      ا) کيد فسفر ي، اتانول و اس   G250 بلو

 ـ گرد ي نانومتر بررس ـ  ۵۹۵حاصل در طول موج      سـپس بـا   . دي
 ــ ) BSA (ين ســرم گــاوي اســتاندارد آلبـوم ياسـتفاده از منحن

  .دين محاسبه گرديغلظت پروتئ
  

  ها افتهي
 مربوط ي تواليساز  و همسانهM مي گرانزcDNAر يتکث     

 مينز گرايساز جهت همسانه: ياني بالغ در ناقل بM ميبه گرانز
M و سپس   يمر طراح يم بالغ پرا  ي آنز يدي نوکلئوت يه توال ي، عل   

کـه در    طور همان. ر شد ي مورد نظر تکث   ي توال PCRبا واکنش   
 يي بـالا  يي مورد نظر با کارا    يگردد، توال  ي مشاهده م  A۲ شکل

محـصول واکـنش    .  جفـت بـاز طـول دارد       ۷۱۸افته و   ير  يتکث
PCR) يانيو ناقل ب  ) شده خالص pET21a(+) ر يحـت تـاث    ت

بعـد از   . قـرار گرفتنـد    HindIIIو   NdeIم  يهضم بـا دو آنـز     
نان از خلوص ي محصولات حاصل از هضم و اطميساز خالص

  بعـد از   . رفتيواکـنش الحـاق صـورت پـذ       ) B۲ شکل( ها آن
 E. coli يب سـاخته شـده بـه بـاکتر    ي نوترکيها الحاق، ناقل

 يهـا بـر رو     يظهـور کلـون   . دنـد ي منتقل گرد  TOP10 سوش
 انتقال ي دهنده ن، نشانيليس يک آمپيوتيب ي آنتي حاو LBط  يمح

 يهـا  ينش کلـون  يجهت گـز   . مستعد بود  يموفق ناقل به باکتر   
 از  ي تعـداد  ي بـرا  PCR يب، واکنش کلون  ي ناقل نوترک  يدارا
 وجـود  PCRج حاصل از واکنش يها انجام گرفت و نتا   يکلون

 ژل يرو جفت باز را بـر  ۷۱۸ يبي با اندازه تقر   يباند اختصاص 
 ـ وجود ناقل نوترک   ي  دکنندهييآگارز نشان داد که تا      يب حـاو  ي

cDNA مي گرانز M  شکل( موردنظر بود يها ي در کلون A۳.( 
 الحـاق   ي ساخته شده، حضور توال    يانيپس از استخراج ناقل ب    

 يهـا  ميافته با استفاده از واکـنش هـضم دوگانـه توسـط آنـز          ي
NdeI و HindIII  ج حاصـل از  ينتـا .  قرار گرفت يمورد بررس
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۵۸ 

 و ۵۴۴۳ يهـا  الکتروفورز ژل آگارز، وجود دو بانـد بـا انـدازه       
 صـحت وجـود   ي دکننـده يي را نشان داد که تاي جفت باز ۷۱۸

ــوديــژن در ناقــل نوترک   ت جهــتيــدر نها). B۳ شــکل( ب ب
نـان از عـدم وجـود جهـش در     يد ورود ژن به ناقـل و اطم  ييتا

  .ديــگردي ن تـوال يــي وارد شـده، ناقــل سـاخته شـده تع   يتـوال 
 وارد شـده و  ياني نشان داد که ژن در ناقل ب     ين توال ييج تع ي نتا

 .باشد يم فاقد جهش

  
 

 

 

 

 

 
 

  

  

  

 و وکتور cDNAي الکتروفورز  نتيجه: B تکثير يافته،  M گرانزيمDNA،۲ :cDNAنماي   اندازه.PCR۱  ي الکتروفورز محصولات نتيجه :A: ۲ شکل
  +)pET21a (  و ناقل بيانيMگرانزيم cDNA به ترتيب، محصول هضم دوگانه و خالص شده ۳و DNA ،۲ نماي اندازه: ۱.شده تخليص

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ي الکتروفورز حاصل از واکنش  نتيجه :DNA ،Bنماي  اندازه. PCR ۴محصولات کلوني : ۳وPCR ۲،۱. ي الکتروفورز محصولات نتيجهA: :۳ شکل
  DNAنماي  اندازه. ۲و ) قطعه الحاق يافته(ه جدا شده از آن يافته و قطع ناقل نوترکيب برش. ۱. هضم دوگانه
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   کيلو دالتون از ژل۱۰اندازه مربوط به (نماي پروتئين  اندازه: M .۱حاصل از بيان پروتئين گرانزيمSDS-PAGEي  نتيجه: ۴شکل 
  .گراد  درجه سانتي۳۰ي القاشده در دماي  نمونه: ۴قانشده، ي ال نمونه:۳گراد،   سانتيي  درجه۲۲ي القاشده در دماي  نمونه:۲، )خارج شده است

  

  

  

  

  

  
  

  
 

 کيلو دالتون از ۱۰لازم به ذکر است اندازه مربوط به (نماي پروتئين  اندازه.۱ :سازي ي خالص  حاصل از مرحلهSDS-PAGEي  نتيجه: ۵شکل 
  سازي  خالصمحصول .۳ ،)تخليص نشده( شده هاي حل بادي انکلوژن. ۲، )ژل خارج شده است
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پس از  : M مي مجدد گرانز  ي و تاخوردگ  يساز ان، خالص يب
 وکتـور  يحـاو  E. coli BL21(DE3) يهـا  ي بـاکتر يالقا

ن، يان پروتئيل در بي مختلف دخ  ي فاکتورها يب و بررس  ينوترک
 ـ  القا و هـم ياز جمله زمان و دما   مختلـف  يهـا  ن غلظـت يچن
مرحلـه از   ن  ي چنـد  ي در ط  ي سلول يها ونيالقاکننده، سوسپانس 

ج حاصـل  ينتـا . ز قرار گرفتندي مورد آنالSDS-PAGEق  يطر
ــد پروتئ SDS-PAGE از  را در يلودالتــوني ک۸/۲۶ ينــيبان

نـشده    القـا  ي که نمونـه   يشده نشان داد، در حال      القا يها نمونه
 ـين امـر تا   يفاقد آن بود و هم      ـ بـر ب   يدي    بـود  M ميان گرانـز  ي

، گراد  سانتي ي رجه د ۲۲ يان در دما  ين سطح ب  يبهتر). ۴ شکل(
. باشـد  ي سـاعت م ـ   ۵ به مدت    IPTGمولار از    يلي م ۱غلظت  

 ـا علاوه بر   در  M مين گرانـز  يج نـشان داد کـه پـروتئ       ين نتـا  ي
 ـتول يبـاد  صورت انکلـوژن    به يباکتر  ـ ي ن يپـروتئ ( گـردد  يد م
 ي سلول يها د شده محلول نبوده و به همراه لاشه       يب تول ينوترک

 حل شده از    يها يباد انکلوژن ).کرد يوژ رسوب م  يفيدر سانتر 
 يع ـيآگارز خالص و همزمان به حالـت طب       -کليق ستون ن  يطر

هـا از     نمونـه  يساز پس از اتمام مراحل خالص    . خود درآمدند 
ــطر ــالSDS-PAGEقي ــدندي آن ــا .ز ش ــه  ينت ــشان داد ک ج ن

 ـي انجام گرفـت و بانـد پروتئ       يي بالا يي با کارا  يساز خالص  ين
). ۵ شکل( ديالتون مشاهده گرد  لودي ک ۸/۲۶نظر با اندازه     مورد

ط تاخوردن مجدد   يلازم به ذکر است که جهت حصول به شرا        
ــز ــيآن ــتيم، ش ــا ب غلظ ــف از اوره و همچنـ ـيه ن ي مختل

  .نه حاصل گردديط بهيتول استفاده شد تا شرايوتريت يد
 اسـت کـه     يهيبـد : M مي گرانـز  يت اختـصاص  ين فعال ييتع

 خواهـد بـود    ارزشمندي و تا خوردن مجدد، زمان يساز خالص
ن يـي جهـت تع  .  فعـال باشـد    يستيم حاصل به لحاظ ز    يکه آنز 

ن اسـتفاده   ي کـازئ  ي از سوبـسترا   M مي گرانز يت پروتئاز يفعال
ط مختلـف  ي شـرا ي بررس ـيقابل ذکر است کـه در ط ـ    . ديگرد

 حاصـل از هـر کـدام از         يهـا  M ميت گرانـز  يتاخوردن، فعال 
م ي آنـز ج نـشان داد کـه  ي قرار گرفت ونتـا  يابيط، موردارز يشرا

شــده درقــسمت مــواد و  ط تــاخوردن گفتــهيحاصــل از شــرا
 واحد بر ۷۱ يت اختصاصيفعال( تين فعالي بهتر يها دارا  روش

 يم به درسـت   يدهد که آنز   يش نشان م  ين آزما يا. بود )گرم يليم
 ي خود را به دست آورده و بـر رو         يت پروتئاز يتاخورده، فعال 

  . ن عمل نموده استيکازئ
  

  بحث
 در يا طور گـسترده  ها، به يشده در باکتر   کلون يها ان ژن يب     
ــرايع مختلــف از جملــه صــنعت داروســازيصــنا ــ تولي ب د ي
 ـهـا جهـت تول   ، و در پژوهش  ييب دارو ي نوترک يها نيپروتئ د ي
 اسـتفاده  ييايميوش ـي و بين با هدف مطالعـات سـاختار     يپروتئ

 ـ تول ي عنوان کارخانـه   ها به  يباکتر. گردد يم ن عمـل   يد پـروتئ  ي
 يا نـه ي کوتـاه بـا هز  يب را در زمان   ي نوترک يها نيه و پروتئ  کرد
 تـا بـه   ي مختلف ـي انسانيها ني پروتئ.)۱۸(کنند  يد م يتر تول  کم

 ـبـا ا  . اند ان شده يب ياکليشي اشر يانيستم ب يحال در س   ن حـال   ي
ا ين يها تا خوردن اشتباه پروتئ  ستمين نوع س  يمشکل عمده در ا   

 ي حاو يها نيدر پروتئ ( اشتباه   يدي سولف ي د يوندهايل پ يتشک
هـا   ن مـشکل  ي ـجهـت رفـع ا    . )۱و۲ و۴( است) نيستئيچند س 
 و  يمک ـ ک يها ي از جمله اضافه نمودن توال     ي مختلف يها روش

وو . وجـود دارد  شگاه  يط تاخوردن در آزما   ي شرا ينه ساز يا به ي
 pelB يو همکاران مشاهده نمودند که اضافه نمـودن تـوال    ال  
. )۵( باشـد  مـوثر   Mميح گرانـز يخوردن صح تواند در تا ينم

تور ن فـاک  ي به پروتئ  pelBده شده است که افزودن      ي د نيهمچن
 ان شـده اسـت    يباعث کاهش ب  ) hEGF( انسان   يدرميرشد اپ 

 ـ جهـت تول  pelBن اضافه نمـودن     يبنابرا. )۲(  M ميد گرانـز ي
 يگـر اضـافه کـردن تـوال    ياز طرف د . رسد يمناسب به نظر نم   

 يسـاز   مراحل خالصشيافزاها باعث   نين به پروتئ  يوردوکسيت
ن اضـافه   ي پـروتئ  ي با هضم پروتئـاز    يستيرا اول با  ي، ز شود يم

ب خالص شده را جـدا      ين نوترک يبه پروتئ ) نيدوکسوريت(شده  
ــروتئ ــن نوترکيکــرده، ســپس پ ــودي ــاره خــالص نم   ب را دوب
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 ميگرانـز  cDNA ي حاو يانيناقل ب ق  ين تحق ي در ا  .)۱۹و۲۰(
M اخته شـده  س)  در تاخوردني کمکيبالغ بدون توال( ي انسان

دست  محصول به .ان شديب ياکليشيشر ادرب ين نوترکيو پروتئ 
ن بـا  ي بود، بنـابرا  يصورت انکلوژن باد   ن به يان پروتئ يآمده از ب  

ط ي شد که شرا   يق، سع ين تحق يتوجه به روش اشاره شده در ا      
 يبا استفاده از بافرها (يساز م همزمان با خالصيخوردن آنز تا

 ـ    ير مختلف ـ ي مقاد ي مختلف حاو  يشستشو ن ي از اوره و همچن
 نـه گـردد و    يبه) تـول يوتريت ي د ي ا کننده ي بردن ماده اح   به کار 
جه ي نت . کند ح را کسب  ي صح ي تاخوردگ ي به درست  M ميگرانز

م خـالص  ي نـشان داد کـه آنـز   SDS-PAGEالکتروفورز ژل  
ن ي کازئيت با سوبستراين فعالييجه تعي نتنيشده است و همچن

 ـي بنابرا. خالص شده فعال است  M ميد نمود که گرانز   ييتا ا ن ب
ن يافـت کـه پـروتئ   يتـوان در  يم م ـيتوجه به فعال بودن گرانـز    

ح خـود  يو صـح ) يستيفعال به لحاظ ز(ک  يولوژي ب يتاخوردگ
 از M ميت گرانـز ي ـن فعاليـي جهـت تع . را کسب نموده اسـت    

 ـ ن اسـترها ويدتيپپت همچـون    ي سـنتز  يسوبستراها  ـ ي  تـوان  يز م
 ي نـسبت بـه سوبـسترا      ي سـنتز  ي سوبستراها نمود اما استفاده  

 بوده و ي کوچک يها هستند سوبستراها   ني که پروتئ  M مينزگرا
تواند بـا    يها م   محاسبه شده با آن    يميات آنز ين خصوص يبنابرا

ن يـي در مقابل تع  .  متفاوت باشد  M ميگرانز يعيت طب يخصوص
ــفعال ــزي ــسترا M ميت گران ــا سوب ــي پروتئي ب ــازئ (ين ) نيک

م در ي آنـز  يع ـيات طب ي مشابه بـا خـصوص     يميات آنز يخصوص
ق بـر  ي ـل اسـت کـه در تحق  ين دليبه ا . دهد ي به دست م   سلول

شـود   ين اسـتفاده م ـ   يلا از کـازئ    پروتئاز معمـو   يها مي آنز يرو
افت شده  ي است که به وفور      يا ن ماده ين کازئ يعلاوه برا . )۲۱(

 ي سـنتز ينه کار با آن بـه مراتـب کمتـر از سوبـستراها            يو هز 
  .است

  يريجه گينت
 يسـاز  نـه ين مطالعه با به   يتوان گفت که در ا     يت م يدر نها      
 بـه   يخـالص سـاز    (يا  مرحلـه  کي ي، روش ط تا خوردن  يشرا

   فعــالي انــسانM ميد گرانــزيــجهــت تول) همــراه تــاخوردن
 ـتوان گفت روش به کار رفتـه در ا    ين م يبنابرا. شنهاد شد يپ ن ي

ن و  يوردوکـس يت (ي خاص ـ يق بدون اضـافه نمـودن تـوال       يتحق
pelB ( ن يح در پروتئ  ي صح يجاد تاخوردگ ين باعث ا  يبه پروتئ

 ـکـاهش ب (هـا را     مربـوط بـه آن     ن مـشکلات  يشد، بنابرا  ان و ي
 از طـرف  . را نخواهـد داشـت    ) يش مراحل خالص سـاز    يافزا

م ين آنـز ي ـت نـشان داد کـه ا    ين فعال ييج مربوط به تع   يگر نتا يد
ن يتـوان از کـازئ   ين م ـيد بنابرايب نما ين را تخر  يتواند کازئ  يم

. م بهـره جـست    ين آنـز  يشتر ا ي ب ي عنوان سوبسترا در مطالعه    به
  يهــا توانــد در جهــت کــشف فعــال کننــده يه مــن مطالعــيــا

باشـد کـه بـا    )  آپوپتـوز ي م القا کنندهيآنز ( Mميم گرانزيآنز
 ي تومـور يهـا   آپوپتوز را در سلوليبتوان القا فعال نمودن آن  

 ي بـالقوه بـرا    يتواند هدف  ي م M مين گرانز يبنابرا. ش داد يافزا
ان زي م ي سهين حال جهت مقا   يبا ا .  ضد سرطان باشد   يداروها
ــارا ــزييک ــم تولي آن ــ در ايدي ــن تحقي ــزي ــا آن ــم توليق ب  يدي

 ـمقا ي گما، بـه مطالعـه    ي همچون س  ي معتبر يها شرکت  يا سهي
 و ي ســنتزي بــا اسـتفاده از سوبـستراها  يم ـيات آنزيخـصوص 

  .از استين نين کازئيهمچن
  

  يتشکر و قدردان
 يوتکنولـوژ ي گـروه ب يهـا  سندگان مقالـه از مـساعدت    ينو     

  و فنـاوري معاونت پـژوهش هاي مالي  حمايت از و   يکشاورز
 را  يكمـال تـشكر و قـدردان      جـان   ي آذربا يد مـدن  يدانشگاه شه 

  .دارند
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Background and Objective: Granzyme M is a member of a granule serine proteases family, which is mainly expressed 

by cytotoxic T lymphocytes and natural killer cells. Granzyme M appears to be a potent inducer of tumor cell apoptosis. 

With respect to the importance of Granzyme M in the apoptosis, the aim of this work is the production of the 

biologically active enzyme.  

Materials and Methods: The cDNA fragment of active hGzm M, was cloned into bacterial expression vector pET21a 

(+). Recombinant plasmid was transformed into competent cells via heat shock method for protein expression. 

Induction condition was optimized to obtain high yield of recombinant protein and then protein expression analysis was 

done by SDS-PAGE. Produced inclusion bodies were dissolved in buffer solution containing Urea (8M) and then 

purified by Ni-Agarose Affinity Chromatography. The protease activity of granzyme M was assayed by 

spectrophotometric method, using casein as substrate. 

Results: Recombinant granzyme M was expressed as inclusion bodies in E. coli and expression of protein at 22°c with 

1Mm IPTG during 5 hours provided the best protein expression level. Granzyme M was purified and refolded 

simultaneously by Ni-Agarose Affinity Chromatography using a concentration gradient of Urea. Results of the enzyme 

activity determination showed that the enzyme is active in the presence of casein and its specific activity is 71 U/mg. 

The activity of granzyme M showed that the enzyme was refolded properly. 

Conclusion: In this study a simple method was suggested to produce granzyme M and to determine the enzymatic 

activity of this enzyme which is involved in cancer cell apoptosis. This enzyme could be a potential target for anticancer 

drugs and the proposed method in this work facilitates studies on granzyme M. 
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