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 چكيده
زايي  كانديدا آلبيكنس نقش محوري در اتصال، تهاجم و بيماري         (SAP2) آنزيم آسپارتيل پروتئيناز ترشحي      :هدف

 هدف از اين مطالعه كلون نمودن، بيـان و بررسـي خـصوصيات بيوشـيميايي آنـزيم                  .طلب دارد  اين مخمر فرصت  
SAP2 وكاريوتي پيكيا پاسـتوريس بـراي بيـان پـروتئين          يهمچنين در اين تحقيق براي اولين بار، از سيستم          . است

 . استفاده شدSAP2نوتركيب 
 تكثير و درون ناقل PCR توسط SacII و EcoR1كنس با انتهاهاي چسبان  كانديدا آلبيSap2 ژن :ها مواد و روش

T/A با اسـتفاده از آغازگرهـاي عمـومي تـوالي ايـن ژن تعيـين شـد و سـپس درون ناقـل بيـاني             . دشكلون    ساب
pGAPZαA  ژن  . دش ـ انتقال داده سازه نوتركيب به درون مخمر پيكيا پاستوريس        .  قرار گرفتSap2     طـي پديـده 

پروتئين بيـان شـده بـه كمـك روش وسـترن            . دشهمولوگ درون ژنوم مخمري پيكيا پاستوريس داخل        نوتركيبي  
 بـا  دست آمده  بهدر نهايت پروتئين    . شدد  ي تأي SAP2ن  يبادي مونوكلونال بر عليه پروتئ     بلاتينگ و با استفاده از آنتي     

 .د شدي تخليص و فعال بودن آنزيم تأيNi-NTAكمك ستون كروماتوگرافي ميل تركيبي 
 كانديدا آلبيكنس و وارد نمودن آن درون ژنوم مخمر بياني پيكيا پاستوريس با Sap2 در اين تحقيق تكثير ژن :نتايج

 را  SAP2 كه پروتئين نوتركيـب      مددست آ  علاوه بر اين، كلوني از مخمر را به       . انجام شد روش نوتركيبي همولوگ    
 .دست آمد گراد به  درجه سانتي30 ساعت در دماي 96مان بالاترين بيان پس از طي ز. كرد به محيط ترشح مي

 در مخمر پيكيا پاستوريس منجر به افزايش قدرت بيان انبوه اين ژن نسبت به سيـستم      Sap2 ژن   ي القا :گيري نتيجه
رات بعد از ترجمه و فعال نمودن آنزيم، به علـت اسـتفاده از سيـستم                يهمچنين نياز به تغي   . شود بياني باكتريايي مي  

، آسپارتيل اسيد پروتئينـاز تخلـيص شـده در ايـن             تحقيق حاضر  هاي افتهيبرطبق  . رود از بين مي  وكاريوتي،  يبياني  
 اسـيدي   pHاين پروتئين نوتركيـب در      . استك سوبسترا   يعنوان    به BSAتحقيق خود فعال بوده و قادر به تجزيه         

  .بيشترين فعاليت را دارد
 

 ، پيكيا پاستوريسSap2ينگ  كانديدا آلبيكنس، كلون:كليدواژگان
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  مقدمه-1
تـرين   كي از مهـم ي (Candida albican) كانديدا آلبيكنس

طلـب دو    اين مخمر فرصـت   . زاي انسان است   مارييمخمرهاي ب 
صـورت فلـور      به اغلب) هيف، مخمر  ((Dimorphism)شكلي  

  توانـد بـه يـك       طبيعي در سطوح مخـاطي وجـود دارد امـا مـي           
يافتـه   گي در افرادي با پاسخ ايمني كـاهش    عامل تهديدكننده زند  

ــراد     ــضا، اف ــد اع ــي پيون ــان ط ــرطان، درم ــي از س    +HIVناش
(Human Immunodeficiency Virus)هاي  و افرادي با بيماري 

ــه ــستم    زمين ــديازيس سي ــاد كاندي ــده و ايج ــديل ش  كياي تب
(Systemic Candidiasis) ــد ــاكتور ]. 1[ نمايـ ــدين فـ چنـ
  چــسبندگي، دو شــكلي، تغييــرات مــستعدكننده ماننــد قــدرت 

، سـركوب سيـستم   (Phenotype switching)شـكل ظـاهري   
ــا    ــپارتيل پروتئينازهـ ــسفوليپازها و آسـ ــد فـ ــي و توليـ    ايمنـ

(Aspartic Proteinases)زايـي كانديـدا مطـرح     ، براي بيماري
زايـي ايـن     از بين فاكتورهـاي مـؤثر در بيمـاري        ]. 2[شده است   

تيل پروتئينازهــاي ترشــحي هــاي آســپار  وجــود آنــزيم،مخمــر
(Secreted Aspartic Proteinase: SAP) عنـوان فـاكتور     بـه

 و تهـاجم    هـا  SAP وجـود    .اسـت زايـي بـالقوه، مطـرح        بيماري
ــه ــون  گون ــا آزم ــدا ب هــاي بيوشــيميايي، ژنتيكــي و  هــاي كاندي

 ].3[ايمنوشيمي ثابت شده است 

 براي ترشـح پروتئينـاز      Sap1-Sap6شش ژن نسبتاً همسان     
كانديـدا آلبيكـنس در حالـت       . كانديدا آلبيكنس وجـود دارد    در  

 را بيـان    Sap1-3هـا شـامل      ك مجموعه از ژن   يمخمري در ابتدا    
 در  .شـوند  هـاي مخـاطي بيـان مـي        كند كه بيشتر در عفونـت      مي

هـا شـامل      ايـن ژن   يدر شكل هيف ابتدايي، ديگـر اعـضا        عوض
Sap4-6  ستميك هـاي سي ـ   شوند كه مؤثر در ايجاد عفونـت        بيان مي
 در ايجاد حفره در سطوح مخاطي بدن        SAP1نقش آنزيم   . هستند

هاي پوششي    در چسبندگي به سلول    SAP1-3هاي   و توانايي آنزيم  
 مـؤثر   (Biofilm)  بيـوفيلم   در توليد  SAP5,6,9  و ثابت شده است  

هـاي حـذف شـده       هاي كانديدا آلبيكنس با ژن     سويه]. 5،  4 [است
Sap1   و Sap3   انـسان   اپيتليـوم  سـاختار  در   ي صدمات بافتي كمتر 

(Reconstituted Human Epithelium: RHE)همچنين . رد دا

هـاي   افتـه، چـسبندگي كمتـر بـه سـلول         ي هاي جهـش   اين سويه 
زايـي كمتـر در مـدل واژينيـت مـوش            پوششي دهاني و بيماري   

ده شها حذف     آن Sap2هاي اين مخمر كه ژن       سويه. نشان دادند 
زايي در مدل واژينيت تجربي       از بيماري  اي بود، تقريباً هيچ نشانه   

هاي مـوش آلـوده شـده،     علاوه تجزيه بافت   به. در موش نداشت  
 در مخمر كانديدا آلبيكنس توانايي      Sap2نشان داد كه حذف ژن      

 چــسبندگي مخمــر بــه ســطوح ســلولي و ايجــاد كلونيزاســيون
(Colonization) در آزمـون    ].6[ كاهش داده است      به شدت   را

 هاي بادي  با استفاده از آنتي    (Immunofluorescent) نتايمنوفلورس
ژن در سـطح     عنوان آنتـي    به SAPهاي    وجود پروتئين  ،اختصاصي

ــت در      ــه باف ــوذ ب ــي نف ــنس ط ــدا آلبيك ــلولي كاندي ــواره س دي
كانديديازيس سيستميك و عدم توانايي ماكروفاژها در فاگوسيتوز        

 ].7[هاي كانديدا ثابت شده است  سلول

 تنهــا طــي SAP نــشان داده كــه ايــن SAP7تحقيــق روي 
شـود و نقـشي در       عفونت داخل رگي كانديديازيس توليـد مـي       

هـاي   گـروه . هـاي مـورد مطالعـه نـدارد         در موش  ينعفونت واژ 
 هـيچ نقـشي     Sap7 (Sap7Δ)هاي فاقد    افتهي آزمايش مانند جهش  

 ].8[در ايجاد عفونت مخاطي نداشت 

 كــه از دارد  كرومــوزوم ديپلوئيــد 8كانديــدا آلبيكــنس  
 7 تـا    1صـورت    تـرين كرومـوزوم بـه      تـرين بـه كوچـك      بزرگ
 يك كروموزوم با اندازه      داراي شود و همچنين   گذاري مي  شماره

 نـشان داده    Rتر بوده و با       كه از سايرين بزرگ     است بسيار متغير 
اين كروموزم داراي دو قـسمت اتـصال اضـافي متغيـر            . شود مي

بررسـي  . شود  كد مي  (rRNA) ريبوزومي   RNAاست كه براي    
 Rهـا را روي كرومـوزم         وجود خانواده اين ژن    Sapترادف ژن   

در گونه بسيار شايع كانديدا     ]. 9[دهد   كانديدا آلبيكنس نشان مي   
.  گـزارش شـده اسـت   Sap1-10 از   Sap ژن   10آلبيكنس وجـود    

هاي كانديدا آلبيكـنس نـشان داده        SAPهاي آمينواسيدي    ترادف
ــين     در حــدود SAP3  و SAP1 ، SAP2كــه درصــد شــباهت ب

بيــان ]. 10 [اســت درصــد 25 درصــد و بــين مــابقي اعــضا 68
 طي چرخه زندگي كانديدا آلبيكنس بسته به شكل         Sap هاي   ژن

صورت افتراقـي تنظـيم و بيـان         يا فنوتايپ آن متفاوت بوده و به      
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 طـي شـكل     SAP4براي مثال توليد بيشتر آنـزيم       ]. 11[د  شو مي
 در حـضور    SAP2كـه     در حالي  ؛شود يان مي زايي هيف ب   بيماري
BSA (Bovine Serum Albumin)عنوان منبع نيتـروژن و    به

آنـاليز نـورترن بلاتينـگ      . آيـد  دسـت مـي    هاي سفيد به   از كلوني 
(Northern blotting) از خانواده SAP   هاي كانديدا نـشان داد

هاي مـات     طي تغييرات شكل ظاهري كلون     SAP3 و   SAP1كه  
(Opaque)        به سـفيد در سـويهWHO-1    شـود در     توليـد مـي

 طي جوانه زدن و تشكيل هيف در اين مخمر و           SAP2كه   حالي
د شـو  عنوان منبع نيتروژن توليـد مـي       در محيط حاوي پروتئين به    

دهنده اين مسئله باشد كه كانديدا      تواند نشان  اين پديده مي  ]. 12[
رشـد و   آلبيكنس نيازمند پروتئينازهاي خاص در هر مرحلـه از          

هاي خاص خود    ايجاد بيماري بوده و همچنين هر آنزيم ويژگي       
 سـوش  4ك مطالعـه  يدر ]. 13[را دارد كه با بقيه متفاوت است        
ــا ATCC10261 و H12هــاي  از كانديــدا آلبيكــنس ســوش  ب

زايي بـالا و دو سـوش مقـاوم بـه كلوتريمـازول              قدرت بيماري 
(Clotrimazole) N و Pــه ــايي   ب ــي توان ــور بررس ــاد منظ  ايج

بررسـي  ) رت(عفونت واژني در مدل موش بزرگ آزمايشگاهي        
ي اتصال كانديـدا بـه پوشـش واژن و          ينتايج نشان داد توانا   . شد

ايجــاد كانديــديازيس واژنــي در واژينيــت رت بــه بيــان دو ژن 
رن تآنـاليز سـا   .  مربوط اسـت   Sap2  و Sap1آسپارتيل پروتئيناز   

 (Dot blot)اي  قطـه  به روش ن(Southern blotting)بلاتينگ 
ــلات  ــورترن ب ــه(Northern blotting) و ن ــازي   از دورگ س
(Hybridization) RNA        نـي هاي استخراج شـده از مـايع واژ 

 (Probes)هـاي    هاي آلوده شده از هـر سـوش بـا پـروب            موش
زايـي   هاي بـا قـدرت بيمـاري      اختصاصي نشان داد كه در سوش     

در مقابـل   . شـود   هر دو ژن طي هفته اول عفونت بيـان مـي           ،بالا
هــاي   وســيله ســويه هــا بــه هــيچ ژنــي طــي عفــوني كــردن رت

 هـر دو    Pزاي    سوش نسبتاً بيمـاري    . بيان نشد  Nزاي   غيربيماري
 هر دو ژن    mRNA اما سطح    ؛كرد  را بيان مي   Sap2 و   Sap1ژن  
 زودتـر از سـطح      Sap1 ژن   mRNAهمچنين سـطح    . ين بود يپا

mRNA   ژن Sap2  بندگي و اتصال   در مورد چس  . يابد  كاهش مي
آميـزي بـافتي     هاي عفوني شده با رنگ     در هيستوپاتولوژي بافت  

PAS (Providian Acid Shift)   سـوش   نـشان داده شـد كـه 
 H12 بـالقوه    يزا هاي بيماري   كمتر از سوش   Nغيرواژينوپاتيك  

 هاي پوششي واژن   به سلول  P و سوش نسبي     ATCC10261و  
كي ي (Eسلكتين  همچنين قدرت تحريك توليد     . شود متصل مي 

در ) هـاي چـسبان در رونـد التهـاب          خانواده مولكول   اعضاي از
ي ينتايج اين تحقيق يك رابطه آشكار بين توانا      . ها بالاتر است   آن

يكـي از   ]. 14[ را ثابت كرد     SAPزا با ترشح     هاي عفونت  سوش
 كانديدا آلبيكنس كـه باعـث   SAPهاي  اختصاصات اصلي آنزيم  
هــاي پــستانداران  پروتئينازهــاي ســلولتمــايز آن از آســپارتيل 

 (Residue preference)هاي ترجيحـي   شود، داشتن ترادف مي
 كه وجود اين دو ناحيه است P1׳ و P1در دو جايگاه اختصاصي     

باعث تشخيص محل برش در سوبسترا و اختـصاصي شـدن آن            
 و  SAP1  ، SAP2  ،SAP3كـه    براي مثال با توجه به اين     . شود مي

SAP6   تـر را    گريز بزرگ  يدهاي آب پپتيدي بين آمينواس   باندهاي
 اسـت  اختـصاصي هـر آنـزيم       P1׳ و   P1د، اما دو ناحيـه      شكن مي
 لوسين را در محـل      SAP3ل آلانين و    ي فن SAP1,2,6طوري كه    به

P1  احتمـالاً نقـش اصـلي       ها بر پايه اين گزارش   . دهد  ترجيح مي 
يـه بـراي   اين پروتئينازها در كانديدا آلبيكنس فـراهم آوردن تغذ      

   SAP2آنـزيم آسـپارتيل پروتئينـاز اسـيدي         ]. 15 [اسـت سلول  
زاي كانديـدا    زايي مخمر بيماري   ترين عوامل بيماري   كي از مهم  ي

سازي ايـن آنـزيم از محـيط         استخراج و خالص  . استآلبيكنس  
منظـور   صـورت خـالص، بـه      ين و به  يكشت كانديدا در مقادير پا    

عـلاوه بـر    . يـست پـذير ن   نمطالعه عملكرد و فعاليت آنزيم، امكا     
زا در ايران    هاي كانديدا آلبيكنس بيماري    اين، تحقيق روي سويه   

هـاي نوتركيـب از ايـن         و توليد ناقل   SAPهاي   در مبحث آنزيم  
محققـان حاضـر بـر آن       به همين دليل     ؛ است انجام نشده ها   آنزيم
 از نظــر هــا SAPتــرين آنــزيم خــانواده   تــا بــا بيــان مهــمشــدند
 ـدر  ) SAP2آنـزيم   (زايـي    بيماري ك ناقـل مناسـب و تخلـيص        ي

 نـد ابيك منبع دائمي توليد آنزيم فوق دست يپروتئين نوتركيب به   
هـاي   تا در مطالعات بعدي بتوان از آن براي تهيـه واكـسن، كيـت             

 ،تشخيصي، توليد دارو عليه اين مخمر و ساير مطالعـات در ايـران   
 بـار از سيـستم       همچنين در اين مطالعه براي اولـين       .نموداستفاده  
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ــاري ــا پاســتوريس يوك ــه(Pichia pastoris)وتي پيكي   منظــور   ب
  . استفاده شدSAP2كلون و بيان آنزيم 

  

 ها  مواد و روش-2

  پلاسميدها و مواد واكنش-2-1
ــد از   ــميدها بع ــه پلاس ــال هم ــه روش (Transfer)انتق  ب
 يبراي رشد مخمر پيكيا   ]. 16[استاندارد، تكثير و خالص شدند      

-YPD (Yeast extract-Peptoneاز محــيط كــشت ب نوتركيــ

Dextrose)   بيوتيـك   ليتـر آنتـي     ميكروگرم بر ميلـي    100، حاوي
 اسـتفاده   )Invitrogenخريداري شـده از      ((Zeocin)زئوسين  

 كلروفـرم   - ژنومي كانديدا آلبيكـنس بـا روش فنـل         DNA. شد
 SacII و   EcoR1هـاي آنـدونوكلئاز       آنـزيم  .دش ـاستخراج  ] 17[
 واحـد در    15  بـا غلظـت    هريـك ) Takaraشده از شركت    تهيه  (

ــر،  ــر BspH1 (Fermentas) 25ميكروليت ــد در ميكروليت  و  واح
DNA   ليگاز T4 (Fermentas)    واحـد در ميكروليتـر      5 با غلظت   

  

 بـراي   SAP2 (Monoclonal)بـادي مونوكلونـال      آنتـي . تهيه شد 
  .دش ژاپن تهيه Takaraانجام وسترن بلاتينگ از شركت 

  
 Sap2از ژن  PCR تكثير -2-2

 Sap2عنوان الگو بـراي تكثيـر ژن         ژنوم كانديدا آلبيكنس به   
 كـه حـاوي     (Primers)ي  يبا استفاده از آغازگرهـا    . استفاده شد 

بـرداري از ژن     ، كپي است SacII و   EcoR1 گر هاي برش  ترادف
Sap2         بـاز انجـام شـد     جفـت 1200 كانديدا آلبيكـنس بـا طـول 

 اطمينـان از عـدم وجـود        بـراي غازگرها   در طراحي آ   .)1جدول  (
اسـتفاده   Gene Runnerافـزار   ا مكمـل نـرم  يهاي تكراري  توالي
 بــا درجــه خلــوص Bioneer آغازگرهــا توســط شــركت . شــد

 HPSF (High Purified Salt Free)صــورت ليــوفيليزه   بــه
(Lyophilized)  شماره دستيابي ژن مورد مطالعه     .  ساخته شدند

، NCBI (National Center Biotechnology Information) در 
ID3647354 است.  

  Sap2 تكثير ژن برايتوالي آغازگرهاي طراحي شده  1جدول 

 ــــــ توالي دما جايگاه محدودكننده

EcoR1 55 '3-ACTCCAACAACAACCAAAAGAATTC CAC-'5 جلويي 

SacII 54 '3-AGGTCAAGGTCAAGGCAGAAATACACCGCGGCAT-'5 برگشتي 

  
 در  EcoR1 حي خط كشيده شده جايگاه شناسايي آنزيم        نوا

ــويي   ــازگر جل ــشتي  SacII  و(Forward)آغ ــازگر برگ  در آغ
(Reverse) است.  

سـازي   واسرشـت : صورت زير اسـتفاده شـد    به PCRبرنامه  
 ثانيـه،  30 دقيقـه و  2مـدت    بـه (Initial Denaturation)اوليه 

 درجـه  94 در   كـدام   ثانيـه هـر    30مدت   سازي ثانويه به   واسرشت
 درجـه   45 آغـازگر،    (Annealing)گـراد، دمـاي اتـصال        سانتي
 (Extension)سازي    ثانيه، دماي طويل   30مدت    به  و گراد سانتي

سـازي نهـايي     و طويـل  دقيقـه 2مدت   و به  گراد  درجه سانتي  72
ــراي  ــه انجــام شــد10ب ــداد .  دقيق ــه دســتگاه 33تع   چرخــه ب

 ، +Mg2 و غلظـت      ميكروگـرم  1 الگـو    DNAغلظـت   . داده شد 

  . ميكرومولار بود3
  

 T/A درون پلاسميد Sap2 كلون -2-3
به دليل بروز مشكلات متعدد در فرايند كلونينگ بـه روش           
نوتركيبي همولوگ، تصميم گرفته شد كه كلونينگ ابتدا در ناقل          

T/A  به اين منظور قطعات ژني ابتدا به كمك         .  انجام شودPCR 
. دش ـسـازي نهـايي تكثيـر         طويل  مرحله  در  دقيقه 20و با زمان    
 نانوگرم در ميكروليتـر پـس از        8/10 در غلظت    PCRمحصول  

، ليتـواني بـه     T4 (Fermentas) ليگـاز    DNAوسيله   تخليص به 
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، ليتـواني متـصل و      pTZ57R/T (Fermentas)ناقل كلونينـگ    
ــميد  ــود T/A-Sap2پلاس ــاكتري  . ب ــميد حاصــل درون ب پلاس

هـاي   بـاكتري . دشرانسفورم ت (Escherichia coli)اشرشياكلي 
 (Luria Bertani agar) آگـار  LBترانسفورم شده روي محيط 

  ناقـل نوتركيـب    .  رشـد كـرد    (Ampicillin) سيلين حاوي آمپي 
تــوالي . دشــ (Sequencing)پــس از اســتخراج، تعيــين تــوالي 

   توســـط تعيـــين تـــرادف هـــر دو رشـــته Sap2 صـــحيح ژن 
(Double-strand sequencing)ــا آغا زگرهــاي عمــومي  و ب

(Universal) هـاي   هـضم آنزيمـي بـا همـان آنـزيم         . د شد ي تأي
EcoR1   و SacII  ،Colony-PCR     د ي و تعيين توالي همگي تأي

  . بودSap2بر اثبات ژن 
 

 درون مخمر   (Transgenic) تراريختي -2-4
 پيكيا پاستوريس

ــق    ــن تحقيـ ــده در ايـ ــتفاده شـ ــل اسـ  pGAPZαAناقـ
(Invitrogen) اراي ژن مقاومـــت بـــه ايـــن ناقـــل د. اســـت

هيـستيدين و    اين ناقل داراي دم پلي    . بيوتيك زئوسين است   آنتي
د وجود  ييترتيب براي تخليص و تأ      بوده كه به   C-mycتوپ   اپي

ــي   ــتفاده م ــب اس ــحي نوتركي ــروتئين ترش ــو پ ــه. دش ــور  ب منظ
 به داخـل ناقـل   T/Aكلونينگ قطعه ژني مورد نظر از ناقل       ساب
به وجود كدون آغـاز در آغـازگر         و با توجه     pGAPZαAبياني  

ورود فرادست، دو آنزيم برشي محدودالاثر در دو طرف منطقـه           
  بـدين منظـور سـازه نوتركيـب        .  انتخاب شـد   T/A در ناقل    ژن

T/A-Sap2      و نيز ناقل بياني pGAPZαA    هـاي    به كمك آنـزيم
ــدودالاثر  ــر  SacII (Takara) )15 و EcoR1مح ــد در ه  واح

 از  1 بـه    5 واكنش الحاق با نسبت      پسس. بريده شدد ) ميكروليتر
 و محصول   pGAPZaA نانوگرم در هر ميكروليتر از       50غلظت  

PCR   نانوگرم در هر ميكروليتـر بـا اسـتفاده از آنـزيم             10 برابر 
DNA   ليگاز T4 (Fermentas)    گـراد   سانتي  درجه 16 در دماي 

هـاي   پس از آن محصول واكـنش اتـصال بـه سـلول           . انجام شد 
ناقـل  .  وارد شد  XL1-Blueد اشرشياكلي سويه    باكتريايي مستع 

. دشـــ درون بـــاكتري تكثيـــر Sap2+pGAPZαAنوتركيـــب 

 حـاوي   LBهاي ترانسفورم شده قادر به رشد در محيط          باكتري
پـس از   . بيوتيك زئوسـين بـود     ليتر آنتي   ميكروگرم بر ميلي   100

منظور ترانـسفورم در مخمـر پيكيـا         استخراج از درون باكتري به    
 BspH1 با آنـزيم اختـصاصي       Sap2+pGAPZαA،  پاستوريس

(Fermentas)) 25     ايـن  .  خطـي شـد    ) واحد در هر ميكروليتـر
آنــزيم ناقــل فــوق را در محــل پروموتــور آن كــه بــراي انجــام 

بــراي . دهــد نــوتركيبي همولــوگ ضــروري اســت، بــرش مــي 
سازي مخمـر پيكيـا پاسـتوريس، سـويه مخمـري درون         حساس
وز كـشت داده شـد و سـپس         ك شبانه ر  يمدت    به YPDمحيط  

بـه   Litium acetate/ssDNA/PEGش  رووكتور نوتركيب به
مخمرهـاي  ]. 18[د  ش ـ داخل مخمر حـساس شـده انتقـال داده        

ــت  ــده روي پليــ ــسفورم شــ ــاي  ترانــ ــاوي YPDهــ    حــ
 گـرم   20 و   (Peptone) گـرم پپتـون      20 گرم عصاره مخمر،     10

 ميكروگــرم در 100ك ليتــر از محــيط بــه همــراه يــگلــوكز در 
 روز  4مـدت    گـراد بـه     درجه سانتي  30-28ليتر زئوسين در     ميلي

  .دشها تشكيل  كشت داده شد و كلوني
 

 نوتركيبي هومولوگد انجام ي تأي-2-5
 به درون ژنوم پيكيا پاسـتوريس،       Sap2د ادغام ژن    ي تأي براي

DNA  ــه روش ــتوريس ب ــا پاس ــوزمي پيكي  DNA fast كروم
 pGAP و   AOX1هـاي   و با اسـتفاده از آغازگر     ] 16[استخراج  

  انجام PCR باشد،  ژنوم پيكيا مي   باكه مكمل با مناطق همولوگ      
هـايي از    كلون. دست آمد  بازي مورد انتظار به     جفت 1800و باند   

 موفـق بـه ادغـام درون    Sap2مخمر با ترانسفورم ناموفق كه ژن    
 .بازي داشتند  جفت600ده بود، باند شها ن آن

جلويي  pGAP: 5´-GTCCCTATTTCAATCAATTGAA-3  ́

برگشتي  AOX1: 5´-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3´ 

ــرادف  ــالاكتوز  (pGAPت ــور گ ــل  ) پروموت ــم روي ناق ه
pGAPZαA           و هم روي ژنوم مخمر پيكيا پاسـتوريس موجـود 

 و محل انجـام نـوتركيبي همولـوگ بـين ناقـل نوتركيـب               است
pGAPZαAــه ــده    ب ــراه ژن وارد ش ــتSap2هم ــرادف .  اس ت

AOX1   بـين دو ناحيـه ذكـر شـده محـل           . ر دارد  روي ناقل قرا
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آغازگرهاي طراحي شده فوق درست در      . است Sap2ورود ژن   
ناحيه قبل و بعد از ژن الحاقي روي ژنوم مخمر قـرار داشـته و               
بنابراين در صورت انجام صحيح نوتركيبي همولوگ، محـصول         

PCR            بايد شامل ترادف ژن وارد شـده درون مخمـر (Sap2)  و 
.  باشــدpGAP و AOX1 بــه دو ناحيــه هــاي مربــوط تــرادف
 ميكروليتـر بـا     25 چرخـه در حجـم       30 به تعداد    PCRواكنش  

ــتفاده از  ــرم از 1اس ــت  DNA ميكروگ ــر و غلظ ــومي مخم  ژن
Mg2+ ،75/1ميكرومولار انجام شد . 

 
 د بيان پروتئين نوتركيبيي تأ-2-6

 SDS-PAGEوسيله    در مخمر پيكيا پاستوريس به     SAP2بيان  
(Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis). 

 كروليتـر ي م60. د شدي تأي(Western Bloting)و وسترن بلاتينگ 
 محيط كشت حـاوي اسـيد پروتئينـاز كانديـدا           يياز محلول رو  

هـا ازروي ژل      جدا و پـروتئين    SDS-PAGEوسيله   آلبيكنس به 
ز سيـستم    ميكرومتـر بـا اسـتفاده ا       45/0به غشاي نيتروسلولزي    

Minitrans blot (Sigma)سپس غشاها با محلـول  .  منتقل شد
 حـاوي  PBS (Phosphate Buffered Saline) بافر [شستشو 

كلريد سديم، كلريد پتاسـيم و فـسفات دي سـديك بـه همـراه               
شسته و درون محلـول بلوكـه كننـده    ] (Tween 20) 20توئين 

ساعت انكوبه   1براي  )  به همراه سرم آلبومين گاوي     PBS بافر  (
 موش Anti-Sap2pبادي مونوكلونال  غشاها بريده و با آنتي   . شد

 4ك شب در    يك ساعت در درجه حرارت اطاق و براي         يبراي  
 Anti-IgGبعـد از شستـشو بـا        . گراد انكوبـه شـد     درجه سانتي 

 و  H2O2بعـد از آن بـا       . كونژوگه شده با پراكسيداز انكوبه شـد      
تـا  شـد   انكوبـه  (Diaminobenzidine: DAB)آمينو بنزن  دي

  .باندها مشاهده شود
 

ــروتئين -2-7 ــا SAP2 تخلــيص پ  نوتركيــب ب
 ستون كروماتوگرافي تمايلي نيكل

ك كلون از مخمر نوتركيب پيكيا پاستوريس ترشح كننـده          ي
 گـرم   10 حـاوي    YPDليتـر محـيط       ميلـي  50 در   SAP2آنزيم  

 ـ گـرم گلـوكز در       20 گرم پپتـون و      20عصاره مخمر،    ك ليتـر   ي
 تحـت شـرايط     گـراد   سـانتي   درجـه  30روز در     شـبانه  4مدت   به

ليتـر    ميلـي 50بعد از رسـوب مخمرهـا،    . هوازي كشت داده شد   
 بـا  (Amicon filter) وسيله فيلترهـاي آميكـون   محيط كشت به
 10000 mw (Molecular weight) (Cut off)سطح حـداقل  

حيط  م pH  مولار NaOH 6وسيله    به .دشليتر تغليظ     ميلي 10ه  ب
 12بعد از ديـاليز بـراي       .  رسانده شد  =7pH به   =3pHكشت از   

، مـاده   pH=6/8مـولار و     لـي ي م 10ساعت با بافر سديم سيترات      
-Ni-NTA (Agaros Nickel Hisتغلــيظ شــده بــه ســتون 

select)   در ستون كروماتوگرافي ميـل تركيبـي        . دشمنتقل(Ni-

NTA) )Qiagenهــاي حــاوي  پــروتئين) ، آلمــانHis-tagــ ا  ب
  درجـه 4سـتون در دمـاي   . شـود  تمايل بـالا بـه آن متـصل مـي      

 سـاعت انكوبـه     5/1مدت   به و در حالت به هم زدن        گراد سانتي
. هاي نيكل صورت گيـرد     ونيال پروتئين مورد نظر با       تا اتص  شد

 وسـيله ايميـدازول    در اين فرايند باند پروتئينـي مـورد نظـر، بـه           
(Imidazole))    از ستون خارج   ) رمولا  ميلي 400-250با غلظت

 SDS-PAGEدر پايان فرايند تخليص محصول به كمـك         . شد
دسـت   د و مقدار محـصول بـه      ي درصد و وسترن بلاتينگ تأي     12

  . سنجيده شد(Bradford) آمده با روش برادفورد
  

 SAP2 بررسي فعاليت پروتئوليتيكي آنزيم -2-8
ــزيم  ــ SAP2آن ــستراهاي  ي ــوده و داراي سوب ــاز ب ك پروتئ
در ايــن . اســت BSA و (Casein)ز قبيــل كــازئين متعــددي ا

تحقيق براي بررسي فعال بـودن آنـزيم توليـدي از سوبـستراي             
BSA  ميكروليتـر از     270محلـول   .  استفاده شد BSA 1   درصـد 

 pH=3/5با  مولار    ميلي KCl 50 در بافر    )W/V: حجمي/وزني(
از محلـول حـاوي     )  ميكروگرم 30( ميكروليتر   225تهيه و به آن     

نمونه كنتـرل منفـي، سوبـستراي    .  تخليص شده اضافه شد   آنزيم
BSA   بعــد از انكوباســيون در  . اســت بــدون آنــزيم فــوق  

 ساعت فعاليت آنزيمي با افـزودن       1 براي   ،گراد  درجه سانتي  37
 درصـد  TCA (Trichloro Acetic acid) 10 ميكروليتـر  700

هاي هضم نشده با سانتريفوژ      متوقف و پروتئين  ) حجمي/وزني(
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آنـزيم  .  دقيقه رسـوب داده شـد      5 دور در دقيقه براي      5000 در
SAP2     باعث تجزيه پروتنين BSA پروتئوليز با كمـك    . شود  مي

ــزايش جـــذب محلـــول رويـــي   OD در (Supernatant) افـ
(Optical Density) 280يـك واحـد   . گيري شد  اندازه نانومتر

(Unit)    فعاليت آنزيم SAP     شـود   به اين صـورت تعريـف مـي :
   بـراي   1/0نمونـه را     ODي از آنـزيم كـه نيـاز اسـت تـا             مقدار

  ].19[ ساعت افزايش دهد 1
 

  نتايج-3

 PCR نتايج -3-1
 درصد الكتروفورز و بانـد  1 روي ژل آگارز   PCRمحصول  

قطعـه  ). 1شكل  (د  شباز مشاهده     جفت 1200اختصاصي حدود   
. خواني دارد  همNCBIمورد نظر از لحاظ اندازه با توالي ژن در      

 مربوط به سـويه ايزولـه شـده پـس از تكثيـر و               PCRصول  مح
 از  DNAمشاهده روي ژل آگارز، با استفاده از كيت اسـتخراج           

 microgen تعيين تـوالي بـه شـركت         براي  و ژل، تخليص شده  
  .كره جنوبي ارسال شد

  

  
  

 M( DNA؛   درصـد  1 بـر روي ژل آگـارز        Sap2 ژن   PCRمحصول   1شكل  
 ـ) 1،  )كروليتـر يكروگرم در م  ي م 5(بازي   ت جف 10000-100نشانگر اندازه    د بان
  باز  جفت1200 با اندازه Sap2مربوط به ژن 

  
گونـه   جه تعيـين تـوالي دو طرفـه ژن كلـون شـده، هـيچ              ينت

 و اتـــصال (Active site)جهـــشي را در جايگـــاه فعاليـــت 
(Binding site)هاي ژن نشان نداد  و بقيه قسمت.  

 كلونينگ  نتايج كلونينگ و ساب-3-2
محصول درج ژن در .  انجام شدT/Aكلونينگ ابتدا در ناقل   

 blue XL1 سـويه   اشرشـياكلي  را، به داخل بـاكتري T/Aناقل 
 Colony-PCRهايي كه توسـط      ترانسفورم شد كه در تمام كلوني     

د بيـشتر از    يي ـبـراي تأ  . وجود داشت كنترل شد، قطعه مورد نظر      
د نوتركيـب بـا     پلاسمي. شد استخراج   پلاسميد،  ها يكي از كلون  ي

 بود،  شده كه براي كلونينگ استفاده      SacII و   EcoR1دو آنزيم   
بــاز   جفــت1200خــروج قطعــه بــا طــول حــدود . شــدهــضم 
سـپس محـصول   . دهنده كلون شدن قطعـه در ناقـل اسـت         نشان

 بعــد از تخلــيص از ژل بــه داخــل SacII و EcoR1هــضم بــا 
pGAPZαA    كه با EcoR1   و SacII     هـضم شـده بـود، كلـون 

 .د كرديتعيين توالي، سازه نوتركيب را تأي. دش

هــاي  پــس از ترانــسفورم ناقــل درون مخمــر، تنهــا كلــوني
.  رشــد نمــودYPDمخمـري مقــاوم بــه زئوســين روي محــيط  

  بـا آغازگرهـاي    PCR ژنومي مخمـر و انجـام        DNAاستخراج  
AOX1 از روي DNAــومي ــري درون    ژنـ ــس از قرارگيـ  پـ

بازي حاصـل از      جفت 1800 دهنده باند  پلاسميد درون آن نشان   
هـايي از مخمـر بـا ترانـسفورم          يكلون. نوتركيبي همولوگ است  

بـازي    جفـت  600 داخـل آن نـشده، بانـد         Sap2ناموفق كـه ژن     
   ).2شكل (داشتند 

  

  
  

؛ AOX1 ژنومي مخمر با اسـتفاده از آغازگرهـاي          DNA از روي    PCR 2شكل  
M( DNA    بازي    جفت 10000-100 نشانگر اندازه)كروليتريوگرم در م  كري م 5(، 
 ژن داخـل    ژنـوم مخمـر بـدون     (بازي مربوط به كنترل منفـي         جفت 600 باند   )1

بازي مربوط به ژنوم مخمر همراه با ترانسفورم موفـق            جفت 1800 باند   )2،  )شده
 درون  Sap2بازي تأييد ترانسفورم ژن       جفت 1800، مشاهده باند    )ژن داخل شده  (

   و  Sap2بـاز مربـوط بـه ژن          جفـت  1200 (اسـت ژنوم مخمر پيكيـا پاسـتوريس       
  )باز مربوط به نواحي هومولوگ روي ژنوم مخمر  جفت600
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   و همكارانالهه محمودي  آنزيم آسپارتيل پروتئيناز ترشحي كانديدا
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 Sap2 بيان ژن -3-3
ــراي تأي ــب  از روش وســترن SAP2د محــصول پروتئينــي ي

.  استفاده شدSAP2بادي مونوكلونال بر ضد     بلاتينگ توسط آنتي  
ونال بادي مونوكل  در اين آزمايش چون براي ظهور باندها از آنتي        

 ـ متصل شده به     SAP (Takara)ضد   ك آنـزيم اسـتفاده شـد،       ي
بادي، حضور پـروتئين مـورد نظـر را          كنش اختصاصي آنتي   ميان
  ).3شكل (د كرد يتأي

  

  
  

 نشانگر پروتئيني   )M؛  Sap2بادي منوكلونال عليه     وسترن بلاتينگ با آنتي    3شكل  
، (Fermentase#RD 0431) كيلودالتون 116 و 2/66، 45، 35، 25، 4/18، 4/14
  .  كيلودالتـون دارد   48عصاره محيطي پيكيا پاستوريس حاوي سـازه كـه بانـد             )1
  )كنترل منفي (عصاره محيطي پيكيا بدون سازه )2
  
 SAP2 تخليص پروتئين -3-4

پس از اطمينان از وارد شدن پلاسميد داخل ژنوم مخمـر و            
، كلـوني كـه حـاوي       SDS-PAGE روي   يمشاهده باند پروتئين  

 SAP2 در ژنــوم آن بــود رشــد داده شــد و پــروتئين Sap2ژن 
  ، SAP2بـــه انتهـــاي كربوكـــسيل پـــروتئين . دشـــتخلـــيص 

 IMAC اسيدآمينه هيستيدين اضافه شده كه براي تخليص بـه روش            6
(Immobilized Metal ion Affinity Chromatography). 

ليتر   ميلي 50مقدار  . استفاده شد ) Ni-NTAبا استفاده از ستون     (
 يك كلون از مخمر نوتركيـب پيكيـا       ي با   YPDاز محيط كشت    

. روز كـشت داده شـد      شـبانه  4مدت    به SAP2كننده آنزيم    ترشح
ليتـر محـيط كـشت توسـط          ميلـي  50بعد از رسـوب مخمرهـا،       

 و در نهايـت     يافـت ليتـر تغلـيظ       ميلـي  10فيلترهاي آميكون بـه     
تعيـين  . دش توسط ستون تخليص جدا      SAP2پروتئين نوتركيب   

 ODمقدار پروتئين، با آزمون برادفورد توسط اسپكتروفتومتر در         
 برابـر بـا     دست آمده  به غلظت پروتئين     كه نشان داد  نانومتر   280

  ).4شكل  (استك ليتر يگرم در   ميلي1/0±75
  

  
  

 آميـزي   درصد، رنـگ   SDS-PAGE 12  روي ژل  Sap2تخليص پروتئين    4شكل  
، 45، 35، 25، 4/18، 4/14ر پروتئيني نشانگ) M؛ شده با كوماسي بريليانت بلو    

  خروجــي ســـتون تخلــيص بــا ايميـــدازول     )1 كيلودالتــون،  116 و 2/66
 )3،  مـولار   ميلـي  100خروجي ستون تخليص با ايميدازول       )2،  مولار  ميلي 50

  مولار  ميلي250خروجي ستون تخليص با ايميدازول 
  
  نوتركيبSAP2گيري فعاليت آنزيم   اندازه-3-5

 كـه   مشخص كردن اين  ينان از فعال بودن آنزيم و       براي اطم 
آنزيم تخليص شده ساختار خود را طي تخليص از دست نداده           

مقـدار  . گيـري شـد    ، فعاليت آنزيم در لوله آزمايش انـدازه       است
 بـا اسـپكتروفتومتر     SAP2 توسط   BSAتجزيه شدن سوبستراي    

در لولـه آزمـايش كـه حـاوي      .  بررسي شد   نانومتر OD 280در  
ــست ــزيم سوب ــه  اســت SAP2را و آن ــزيم باعــث تجزي ــن آن ، اي
در لوله  .  شد و پپتيدهاي كوچك حاصل شد      BSAهاي   پروتئين

بنابراين .  بوده و آنزيم وجود ندارد     BSAكنترل، تنها سوبستراي    
ها، سوبـسترا و آنـزيم رسـوب و تنهـا       به نمونهTCAبا افزودن  

 قابـل   پپتيدهاي كوچك حاصل از پروتئـوليز بـا اسـپكتروفتومتر         
 SAPكه يك واحـد فعاليـت آنـزيم          بر مبناي آن  . هستندبررسي  

 ـ               بـه ميـزان     نمونـه را   ODا  مقداري از آنـزيم كـه نيـاز اسـت ت
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   ، آنــزيم نوتركيــب حاصــل افــزايش دهــد، مقــدار فعاليــت1/0
 اسـت آنـزيم   ) گـرم  ميكرو 075/0(كروليتر  ي م 1 واحد به ازاي     3
قايسه با گـروه كنتـرل      نتايج نشان داد كه آنزيم در م      ). 1نمودار  (

  قابل ذكر است كـه فعاليـت آنـزيم خـالص           . فعاليت بالايي دارد  
دهنـده فعاليـت      كه ايـن نـشان     است برابر نمونه كنترل منفي      11

  .استوكاريوتي يبالاي آنزيم تخليص شده از سيستم 
  

  
  

 )1سـتون   ؛  Excel بـا منحنـي      SAP2 بررسي فعاليت پروتئوليتيكي     1نمودار  
محلول حـاوي   )2ستون . استمنفي حاوي سوبسترا بدون آنزيم   نمونه كنترل   

مقـدار  . شود  مي BSA ميكروگرم آنزيم تخليص شده كه باعث پروتئوليز         225
 )ميكروگـرم  75 ( ماكروليتر 1 به ازاي     واحد 3 ،فعاليت آنزيم نوتركيب حاصل   

  .استآنزيم 
 

  بحث-4
  توليدSAPطلب كانديدا آلبيكنس آنزيم    زاي فرصت  بيماري

هـاي محـيط    كند كه اين مخمر را قادر به استفاده از پـروتئين     مي
رشـد مخمـر و     نمايـد و باعـث       عنوان منبعي از نيتـروژن مـي       به

شناسـي   سوبـستراهاي زيـست   ]. 12[د  شـو  زايـي آن مـي     بيماري
 فـراوان بـوده و شـامل سـرم آلبـومين انـسان              SAPهـاي    آنزيم

(BSA)كــــراتين، كــــلاژن، لاكتــــوفرين ، (Lactoferrin) و 
 كـه در حالـت طبيعـي بـه          IgA(هـاي ترشـحي      ايمنوگلوبولين

ها توسط قارچ    اين آنزيم . است) پروتئازهاي باكتري مقاوم است   
هاي خـارجي، جلـوگيري از سيـستم دفـاعي           براي تجزيه بافت  
دست آوردن آمينواسيدهايي كه براي متابوليسم       ميزبان و براي به   

ه كه  شديقات قبلي ثابت    در تحق . روند كار مي  مخمر نياز است به   

 در ايجـــاد SAPهـــاي  كانديـــدا آلبيكـــنس نيازمنـــد آنـــزيم
ها با مراحل مختلف نفـوذ       وجود اين آنزيم  . استكانديديازيس  

.  ثابـت شـده اسـت      زايـي  در نتيجـه بيمـاري    به بافت ميزبـان و      
توانند هدف خـوبي بـراي توسـعه دارو          ها مي  ن آنزيم يبنابراين ا 

در ايـن مطالعـه بـراي اولـين بـار           ]. 20[عليه اين مخمر باشـند      
دا آلبيكـنس   ي كاند SAP2كننده   كلونينگ، بيان و تخليص ژن كد     

 بررسياين  . وكاريوتي پيكيا پاستوريس انجام گرفت    يدر سيستم   
منظور فراهم آوردن زمينه مطالعات آنزيمي، مهندسي پروتئين         به

يكـنس  ترين فاكتور بيماريزايي كانديدا آلب     و ايمنولوژيكي از مهم   
(SAP2)   هـاي زيـاد سيـستم بيـاني         با وجـود مزيـت    . شد انجام

اشرشياكلي، اما به دليل عدم توانايي در انجام اصلاحات پس از            
ها و تغييـرات پـس از ترجمـه     برداري نظير حذف اينترون    نسخه

هـاي يوكـاريوتي مثـل پـروتئين         اين سيستم براي توليد پروتئين    
SAP2  هـاي نوتركيـب در      تئيناز طرفي بيان پرو   .  مناسب نيست

سلول پستانداران نيز بسيار پرهزينـه بـوده و نيازمنـد تجهيـزات       
 .استكشت سلولي 

پيكيـا   (Methylotroph)بيان نمودن در مخمر متيلوتروف      
 ماننـد   باكتريـايي پاستوريس علاوه بر دارا بودن مزاياي سيـستم         

داشتن محيط كـشت ارزان و فاقـد سـرم، سـهولت در افـزايش               
هاي يوكاريوتي   ليد و القاي كنترل شده، مزاياي سيستم      مقياس تو 

برداري و ترجمـه     شامل سطح بيان بالا، اصلاحات پس از نسخه       
هـاي    كه اين سيستم را براي توليد بهينه پروتئين       استرا نيز دارا    

در تحقيق حاضر براي    ]. 21[سازد   يوكاريوتي منحصر به فرد مي    
تل ناقـل طراحـي      شـا  pGAPZαA(اولين بار از ناقل مخمـري       

 اسـتفاده   SAP2 براي توليـد    ) شده براي مخمر پيكيا پاستوريس    
كننده علامـت ترشـحي آلفـا         اين ناقل حاوي ناحيه كد     .شده است 
  اسـتفاده از   . اسـت سازي پروتئين بيان شـده در مخمـر          براي خارج 

آلفا فـاكتور مـشتق شـده از ساكارومايـسس          [اين علامت ترشحي    
 درون ناقل مخمـري  ](Saccharomyces cerevisiae)سرويزيه 

pGAPZαA     سازد تا در مـسيري      ، پروتئين نوتركيب را قادر مي
سولفيدي و   از ترشح هدايت شود كه در آن تشكيل باندهاي دي         

تواند قبل از ترشـح پـروتئين نوتركيـب بـه            گليكوزيلاسيون مي 
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   و همكارانالهه محمودي  آنزيم آسپارتيل پروتئيناز ترشحي كانديدا
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

80  

ايـن ناقـل همچنـين داراي       . داخل محيط كشت صورت پـذيرد     
نوم مخمر بـوده كـه آن را قـادر بـه انجـام              نواحي همولوگ با ژ   

 ژن  pGAPZαAناقـل مخمـري     . نمايـد  نوتركيبي همولوگ مي  
 مخمـري   (Marker)ن و نشانگر    يبيوتيك زئوس  مقاومت به آنتي  

هيستيدين را نيز دارد كه به آن اجازه رشـد در محـيط مخمـري              
هاي كلون كردن بـا      درآزمايش]. 22[دهد   بدون هيستيدين را مي   

كه بـازده ترانـسفورماسيون       ژن نوتركيب، به علت آن     هدف بيان 
 در حالتي كه    ويژه به (استمحصول الحاق به سويه بياني، پايين       

       ـ يپروتئين نوتركيب بيان شده، داراي اثر سـم  ) ر سـلول باشـد     ب
اي كه پلاسـميد     د كه محصول الحاق ابتدا به سويه      شو توصيه مي 

]. 23[انتقال داده شود    تواند بيان شود،     بياني نوتركيب در آن نمي    
در اين تحقيق نيز، به دليـل بـروز مـشكلات متعـدد در فراينـد                
كلونينگ به روش نوتركيبي همولوگ، تـصميم گرفتـه شـد كـه             

منظـور كـسب غلظـت بـالايي از           به T/Aكلونينگ ابتدا در ناقل     
پلاسميد نوتركيب و افـزايش احتمـال كـسب آن در تراريخـت             

 Sap2تكثيــر ژن .  پيكيـا پاســتوريس، انجـام شـود    سـويه بيـاني  
 كلونينگ، بـا اسـتفاده از آنـزيم         T/A منظور استفاده در فرايند      به

 Taq   اين كار با هدف اضافه شدن نوكلئوتيـد        .  پليمراز انجام شد
 Taq آنـزيم   .  الزامـي بـود    PCR محـصولات    3'آدنين به انتهاي    

دي ترانـسفرازي   پليمراز با اتكا بر خصوصيت دئوكسي نوكلئوتي      
كند و استفاده از     صورت مستقل مبادرت به اين كار مي       خود و به  

 Pfuپذير نبود  پليمراز كه فاقد اين خصوصيت بود امكان. 

طـور كامـل     صورت دو طرفـه، بـه       به Sap2 تعيين توالي ژن    
افـزار   طور مجازي در نرم    دست آمده به   دو توالي به  . انجام گرفت 
GenRuner   نتيجـه تعيـين تـوالي دو       . دندش ـه   ترجمه و مقايس

گونه جهشي را در جايگـاه فعاليـت و          طرفه ژن كلون شده، هيچ    
 .هاي ژن نشان نداد اتصال و بقيه قسمت

ــل    ــتون نيك ــتفاده از س ــيص اس ــه تخل ــفارز -در مرحل    س
(Nickel sepharose)سازي  ، علاوه بر نقش كليدي در خالص

محلـول  در هـاي موجـود    پروتئين هدف، امكان حذف پـروتئين    
هـاي   عامل جدا كننده پـروتئين    .  سلولي را نيز فراهم آورد     رويي

هـاي ايميـدازول بـا جايگـاه         نوتركيب از رزين، رقابت مولكول    

هيسيتيديني ادغام شده با پـروتئين نوتركيـب در اتـصال بـه              پلي
در نهايت غلظـت بـالاي ايميـدازول در         . هاي ستون است   رزين

. شـود  ئين نوتركيب را باعث مي     جدا شدن پروت   ،سازي بافر رقيق 
ژل الكتروفورز از پروتئين خـالص شـده بانـد مـورد انتظـار در               

توانـد   قوي بودن اين باند تنها مي     .  را نشان داد     دالتون 48حدود  
ها در مرحله تزريق نمونه به سـتون         حكايت از اتصال محكم آن    

هيـستيديني   داشته باشد و اين امر مستلزم حضور برچسب پلـي         
(6XHis) منظـور سـهولت در      برچـسب هيـستيديني بـه     . است

اين برچسب امكـان تخلـيص پـروتئين        . استتخليص پروتئين   
 فـراهم  IMACوسـيله سـتون     را به(Fusion protein)اتصالي 

براساس نوع پروتئين، برچـسب هيـستيديني بـه         ]. 24[آورد   مي
قـرار دادن برچـسب   . شود ا كربوكسيلي متصل مي   يانتهاي آميني   

 انتهــا ممكــن اســت باعــث پوشــيده شــدن آن در اثــر كيــدر 
در چنين مواردي برچسب را به انتهـاي        . تاخوردن پروتئين شود  

 متـصل براساس مطالعـات قبلـي،      . كنند ديگر پروتئين متصل مي   
 SAP2كردن برچسب هيستيديني به انتهاي كربوكسيل پـروتئين         

ــته را     ــه روش واسرش ــيص آن ب ــياكلي تخل ــاكتري اشرش در ب
نكته قابل ذكر آن است كـه اسـتفاده از          ]. 25 [كند ميپذير   امكان

 ؛شـود   درصد پروتئين نمي   100 منجر به خلوص     IMACستون  
طـور   هـاي غنـي از هيـستيدين دارد كـه بـه            زيرا سلول پروتئين  

ــه ســتون متــصل مــي  ايــن مــسئله در . شــوند غيراختــصاصي ب
هـا   وكـاريوت ي چـرا كـه      ؛تر اسـت  شديدوكاريوتي  يهاي   سيستم
به همين علت در    . هاي غني از هيستيدين بيشتري دارند      نيئپروت

هــاي  وكــاريوتي بــراي كاســتن از پــروتئين   يهــاي  ســلول
غيراختصاصي، شرايط اتصال به سـتون و شستـشو بـا افـزايش             

 (Detergents) هـا   مولار و افزودن دترجنت    2 تا   NaClغلظت  
در مطالعـه حاضـر نيـز       ]. 26[شود   تر مي  سخت 20مانند توئين   

ــصالي ت ــروتئين ات ــيص پ ــروتئينSAP2خل ــشكل پ ــا م ــاي   ب ه
غيراختصاصي مواجه بود كه با تغيير شرايط تخليص تا حدي از           

 از IMACپروتئين متصل شده به سـتون   . اين مشكل كاسته شد   
. شـود  ا افزايش غلظت ايميدازول خارج مـي      ي pHطريق كاهش   

 SAP2 روي ساختار پـروتئين      pHجايي كه تأثير تغييرات      از آن 
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ــود ــزايش غلظــت  ، مــشخص نب ــر اف از روش دوم كــه مبنــي ب
 .ايميدازول بود، استفاده شد

ــا آنتــي  ــادي  نمونــه خــارج شــده از ســتون در واكــنش ب ب
.  باند قوي در وسترن بلاتينگ نشان داد       ،SAP2 نوكلونال عليه   وم

 در شـرايط    BSAاين پروتئاز نوتركيب قادر به هـضم پـروتئين          
 توليـد شـده در      SAPيزان پروتئين   همچنين م . لوله آزمايش بود  

 بيـشتر در   اين تحقيق حدود هشت برابـر      سيستم بياني پيكيا در   
 .را نشان داد توليد] 27[ سيستم بياني اشرشياكلي  بامقايسه

بــا توجــه بــه نكــات ذكــر شــده، اســتفاده از مخمــر پيكيــا 
 ك سيـستم بيـان مناسـب بـراي نـشان دادن نقـش             يپاستوريس  

  نداشـتن   وجـود   صـورت  د بيمـاري در    در ايجا  SAP2 پروتئين
ك سيـستم   ي در بررسي حاضر  . استديگر عوامل مستعد كننده     

 مـد دست آ  در مقادير بالابهSAP2م پروتئين فعال يبياني توليد دا  
. هاي حيواني مناسب اسـت     زايي در مدل   كه براي مطالعه بيماري   

اين آنزيم توليد شده در پيكيا پاستوريس خود فعال بوده و قادر            
هـاي ميزبـان      كه مثالي از انواع پروتئين     است BSAه هيدروليز   ب
رود بـا افـزايش هـر چـه          انتظار مي .  است عنوان منبع نيتروژن   به

زايي   بر بيماريSAP2بيشتر مطالعه در زمينه بررسي اثر پروتئين   
كانديدا آلبيكنس، اطلاعـات هـر چـه مفيـدتري در زمينـه درك         

  دست آيد تا در آينده      زا به  ريچهره واقعي فعاليت اين عامل بيما     
  

صي و سـاير    ي ـهـاي تشخ   بتوان از آن براي تهيه واكـسن، كيـت        
علـت اسـتفاده     هاي اخير، به   همچنين در سال  . مطالعات بهره برد  

زيــاد از داروهــاي ضــد قــارچي در كــشور، مقاومــت دارويــي 
كننده،   بسيار نگران (Azol)خصوص در مورد داروهاي آزولي       به

عنوان منبعـي    تواند به  ين راستا تحقيق حاضر مي    در ا . شده است 
دسـت آوردن داروي اختـصاصي و هـدف عليـه عامـل              براي به 
 آن بيـانگر مطالعـات انجـام شـده نيـز         .  باشد SAP2زاي   بيماري

زاي كانديــدا آلبيكــنس خــانواده  اســت كــه در مخمــر بيمــاري
توانـد    در حد بـالايي حفـظ شـده اسـت و مـي             SAPپروتئيني  

نديداهاي مهمي براي ساخت واكـسن مطـرح شـوند          عنوان كا  به
توان با داشتن چنين سيستم      علاوه در مطالعات آينده مي     به]. 28[

بياني بالا از توليد پروتئين حاضر، در جهـت شـناخت خـواص             
ــوژيكي، داشــتن نقــش در پاتوژن  ــوژيكي، فيزيول ــايمنول سيتي، ي

فرايندهاي سـلولي و بررسـي خاصـيت چـسبندگي بـه عوامـل              
 .دبهره بر... نظير لاكتوفرين، فيبرينوژن، كلاژن و سرمي 

  
  قدرداني  تشكر و-5

 كننده اين پـروژه،    ، حمايت وسيله از دانشگاه تربيت مدرس     بدين
  .نماييم تشكر و قدرداني مي
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