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Evaluation of the α2-Antipalsmin-Resistance of a Domain 
Exchanged-Chimeric Streptokinase from Two Streptococci 
Groups

[1] Fibrinolytic drug therapy in the management of intravascular thrombosis, especially ... 
[2] A systematic review on the prevalence of acute myocardial ... [3] Translational initiatives 
in thrombolytic ... [4] Effectiveness of tenecteplase versus streptokinase in treatment of 
acute myocardial ... [5] Fibrinolysis and the control of ... [6] The evolution of recombinant 
thrombolytics: Current status ... [7] Alpha2-antiplasmin and its deficiency: fibrinolysis ... [8] 
The forgotten ... [9] Streptokinase for treatment of thrombotic disorders: The end? Or the ... 
[10] Point mutation in amino acid 263 of streptokinase gene as well as cloning and ... [11] 
Towards a superior streptokinase for fibrinolytic ... [12] Functional differences between 
Streptococcus pyogenes cluster 1 and cluster ... [13] Reprogrammed streptokinases develop 
fibrin‐targeting and dissolve blood clots with ... [14] Aslani MM. PCR/RFLP-based allelic 
variants of streptokinase and their plasminogen [15] Natural selection and evolution of 
streptococcal virulence genes involved ... [16] Allelic variants of streptokinase from 
Streptococcus pyogenes display functional ... [17] Streptokinase variants from Streptococcus 
pyogenes isolates display altered plasminogen activation ... [18] Screening, Cloning and 
Expression of Active Streptokinase ... [19] Sequence and kinetic analyses of streptokinase 
from two group G streptococci with high fibrin-dependent plasminogen ... [20] The 
condensed protocols from molecular cloning ... [21] A comparative study on the activity and 
antigenicity of truncated and full ... [22] Kinetics of activation of human plasminogen by 
different activator ... [23] Function of the central domain of streptokinase in substrate 
plasminogen docking and processing revealed ... [24] collaborative study to establish the 
3rd international ... [25] Biological activity analysis of native and recombinant streptokinase 
using clot ... [26] A standard clot method for the assay of plasminogen activators ...[27] 
Kinetics of the reactions between streptokinase ... [28] Structure-function analysis of the 
streptokinase amino ... [29] Structural domains of streptokinase involved ... [30] Chimerism 
reveals a role for the streptokinase β-domain in nonproteolytic active site ... 

Aims The chimeric domain-exchanged streptokinase (SKch) between two sk genes from 
groups G and A streptococci (SK2aG88 and SK2bALAB49, respectively) was constructed to 
evaluate the role of SK-domains (α, β, γ) in α2-antipalsmin-resistance variations of SK.
Materials & Methods In this experimental study, PCR-amplified genes of streptococci (skg, 
ska) were cloned into pET26b vector to produce pET26-SKG88 and pET26-SKALAB49. For 
domain exchange, the amplicon containing β and γ domains of SK2bALAB49 was replaced 
for that of the SK2aG88 within pET-SK2aG88 (pET26-SKch; α2aG88β2bALABγ2bALAB). 
All constructs were confirmed by restriction analyses/agarose-gel electrophoresis and DNA 
sequencing, transformed into E.coli Rosetta, and induced by IPTG for protein expression. 
Proteins were purified by Ni-NTA chromatography, quantified by Bradford method, and 
analyzed by SDS-PAGE/Western blotting assays. The α2-antipalsmin-resistance was measured 
by S2251 colorimetric assay for plasminogen activation.
Findings SDS-PAGE and western blotting results indicated the expression of proteins with the 
size of 47kD. At the highest concentration of α2-antiplasmin, SK2aG88 remained 80% active, 
whereas the SK2bALAB49 and SKch retained 55% of their activity.
Conclusion SKch shows similar activity reduction, indicating the minor role of the α domain 
compared to β and γ domains for α2-antipalsmin-resistance.
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  چکيده
استرپتوکیناز کایمر حاصل از تبادل دومین استرپتوکیناز میان دو سویه  :اهداف

های  منظور بررسی اثر دومین به Aو  Gک بتاهمولیتیک گروه و استرپتوک
  پلاسمین ساخته شد. استرپتوکیناز در مقاومت به مهارکننده آلفا دو آنتی

 (skg/ska) استرپتوکینازهای  در مطالعه تجربی حاضر ژن ها: مواد و روش
 SK2aG88و  SK2bALAB49ترتیب  به Gو  Aتکثیرشده از ژنوم دو سویه گروه 

مین  حاوی دو PCRمنظور تبادل دومین، محصول  کلون شدند. به pET26bدر 
گرفت. پس ها قرار  فاقد این دومین pET26-skG88در  skALAB49بتا و گامای 

انجام  E.coli Rosettaیابی، بیان در   از تایید هر سه سازه با آنالیز آنزیمی و توالی
تخلیص شدند. پس از تعیین  Ni-NTAها با کروماتوگرافی تمایلی  و پروتئین

بلات انجام شد.  غلظت، آنالیز با روش الکتروفورز ژل آکریلامید و وسترن
کارگیری سوبسترای  سنجی با به پلاسمین به روش رنگ مقاومت به آلفا دو آنتی

  گیری شد. اندازه S2251کروموژنیک 
ه بیان دهند بلات نشان : نتایج الکتروفورز ژل آکریلامید و وسترنها یافته

پلاسمین،  کیلودالتون بود. در بالاترین غلظت آلفا دو آنتی۴۷ها با اندازه  پروتئین SK2aG88 ،۸۰ در حالی که% فعالیت SK2bALAB49  و (α2aG88β2bALABγ2bALAB) SKch ،۵۵.فعالیت اولیه خود را نشان دادند %  
را نشان  SK2bALAB49الگوی کاهش فعالیت مشابه  SKch: گیری نتیجه
ها در بروز  دهد که بیانگر نقش کمتر دومین آلفا نسبت به سایر دومین می

  پلاسمین است. مقاومت به مهارکننده آلفا دو آنتی
  پلاسمین : استرپتوکیناز، تبادل دومین، کایمر، آلفا دو آنتیها کلیدواژه
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  مقدمه
رفتن تعادل هموستازی در بدن ایجاد  های خونی بر اثر ازبین لخته

 - های قلبی دنبال آن بروز بیماری شده و سبب انسداد عروق و به
میر سالیانه را به  و  شوند که بخش قابل توجهی از مرگ عروقی می

در حال حاضر از داروهای ترمبولیتیک  .[2 ,1]دهند خود اختصاص می
های خون  برای درمان و حل لختههستند موجود در خون  (hPg) نوژنیپلاسم هکنند فعالکه در حقیقت  (SK)مانند استرپتوکیناز 

پلاسمینوژن گلیکوپروتئینی با وزن  .[4 ,3]شود استفاده می
ایعات مآمینواسید است که در پلاسما و  ٧٩١کیلودالتون و دارای ٩٢

لخته خون در شرایط  خارج سلولی وجود دارد. در صورت تشکیل
نرمال و غیرپاتولوژیک، سیستم فیبرینولیتیک فیزیولوژیک از طریق 

آنزیم غیرفعال موجود در پلاسما را  این پیش ،hPgهای  کننده فعال
فعال، عامل تخریب فیبرین (ساختار اصلی  (hPn)به پلاسمین 

 توسط hPnکنترل  عدم صورت در. کند می های خونی)، تبدیل لخته
 های ماتریکس تخریب باعث hPnدر پلاسما،  موجود های مهارکننده

 (α2-AP)پلاسمین  آنتی دو  آلفا  .[6 ,5]شد خواهد نیز سلولی خارج
 سیستم فیبرینولیتیک عمل کننده تنظیم و مهارکننده عنوان به
کنش نشان  طی دو مرحله میان hPnکند. این مهارکننده با  می
کنش اولیه قابل بازگشت میان انتهای  دهد. در ابتدا یک میان می

 کمپلکس صورت گرفته و در مرحله بعد hPnو  α2-APکربوکسیل 
 رقابتی صورت شود که به تشکیل می hPn-α2-AP غیرفعال و پایدار
 را hPn سرعت کند و به جلوگیری می hPg به فیبرین اتصال از

دلیل عملکرد مهم آن میان  به α2-APساختار  .[7]کند می غیرفعال
های مختلف پستانداران بسیار حفاظت شده است و نقص در  گونه

های هموراژیک  عملکرد این مهارکننده سبب بروز بیماری
  .[8]شود می
عنوان داروهای ترمبولیتیک  متعددی به hPgهای  کننده فعال

اند که از میان آنها استرپتوکیناز از اهمیت  شناسایی و تایید شده
با وجود آن که داروهای ترومبولیتیک دیگر  .ای برخوردار است ویژه

عنوان  و مشتقات آن به (tPA)کننده بافتی پلاسمینوژن  مانند فعال
اخته و به بازار عرضه شن کیتیترومبول یداروهانسل دوم و سوم 

دلیل صرفه اقتصادی، کارآیی و سهولت  شدند، استرپتوکیناز به
عنوان پرکاربردترین داروی ترومبولیتیک در  استفاده، همچنان به

خصوص در کشورهای درحال  درمان اختلالات انسدادی عروق به
  .[10 ,9 ,6 ,3]شود توسعه محسوب می
همولیتیک  بتا استرپتوکوک یها ترشحی باکتری استرپتوکیناز آنزیم

عنوان سویه تجاری  را به C (GCS)متعلق به گروه  S. equisimilis H46A کریستنسن، ١٩٤٥در سال  است. Gو  A ،Cگروه 
تولیدکننده مقادیر بالای استرپتوکیناز معرفی نمود. امروزه از سویه 

متعلق به  S. equisimilis (ATCC9542)تجاری دیگری با نام 
عنوان سویه استاندارد برای تولید داروی  به C (GCS)گروه 

  .[11]شود استرپتوکیناز استفاده می
 ١٤٧- ٢٩٠، ١-١٤٦آمینواسیدهای  شامل ترتیب به که است γ و α، β ساختاری دمین سه آمینواسید و ٤١٤دارای استرپتوکیناز  مولکول

 نقش شناسایی منظور به فراوانی مطالعات .[11]است ٢٩١-٤١٤ و
که است  گرفته عملکرد آن صورت استرپتوکیناز در های دقیق دومین

بودن فعالیت مولکول به مشارکت هر  دهنده وابسته در مجموع نشان
اما تاکید بیشتر بر  ،[11]همپوشان آنها استسه دومین و فعالیت 

های  های عملکردی واریانت نقش اصلی دومین بتا در تفاوت
اثر  مقاومت بهن وجود در مورد با ای .[12]استرپتوکیناز است

های فاقد دومین  مطالعات مربوط به موتانت ،α2-AP مهارکننده
و نیز  SK (Val143-Ly386)و  SK (Val143-Lys293)آلفا 

دهد که  آمینواسید انتهای آمین، نشان می ٥٩های فاقد  موتانت
  .[13]نقش دارداحتمالاً دومین آلفا در ایجاد این مقاومت 

استرپتوکوک دارای های مختلف  جداشده از سویه skهای  ژن
گانه آلفا، بتا و گاما هستند  های سه هتروژنیسته متفاوت در دومین

 اسیدهای( V1متغیر  و بخش اعظم این هتروژنسیته در دو ناحیه
در دومین بتا ) ٢٤٤-٢٦٤ آمینه اسیدهای( V2 و) ١٤٧-٢١٨ آمینه

 سویه ٨٠شده روی  ممطالعات فیلوژنی انجا .[14]واقع شده است
های نوکلئوتیدی ناحیه بسیار متغیر  استرپتوکوک، براساس تفاوت V1 ٢و  ١، دو کلاستر اصلی (SK1, SK2)  و دو ساب کلاستر (SK2a, SK2b) تحقیقات نشان دادند در .[16 ,15]معرفی شدند 
مشابه است اما  SK2و  SK1های  حالی که ساختار ثانوی واریانت

های  واریانت که معنی بدین متفاوتی دارندخصوصیات عملکردی  SK1 نوع  دو هر قادر هستند تاhPg صورت  به( محیط در موجود
و دارای قدرت اتصال  کنند فعال را) فیبرینوژن به متصل یا محلول
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تر در مقایسه با  مراتب قوی به hPgسازی  و قابلیت فعال
 تنها SK2bهای  واریانت هستند، در حالی که SK2bهای  واریانت
هستند به بیان دیگر  فیبرینوژن به باندشده hPgکردن  فعال به قادر
همچنین گزارش شده است  .[16]کنند صورت اختصاصی عمل می به

 احتمالاً  SK2aکه فعالیت آنزیمی استرپتوکینازهای کلاستر 
نسبت به  α2-APمقاومت بیشتری به مهار توسط 

نشان  SK2bو  SK1ی ها هگرو شده در بندی دسته استرپتوکینازهای
از  α2-AP برابر مهارکننده شدن در غیرفعال. [17]دهند می

شود که سبب  های داروهای ترومبولیتیک محسوب می محدودیت
. بنابراین بررسی نقش [6]شود عمر کوتاه اثربخشی دارو می نیمه

در  α2-APبه مهار توسط احتمالی دومین آلفا در مقاومت 
تواند  های مختلف استرپتوکوک می ط به گروهاسترپتوکیناز مربو

اطلاعات مفیدی برای ایجاد یک داروی موثرتر فیبرینولیتیک را 
  فراهم نماید.

با هدف بررسی و تایید نقش احتمالی دومین آلفا  در مطالعه حاضر
در استرپتوکیناز مربوط به  α2-APبه مهار توسط در مقاومت 

سویه استرپتوکوک  ٧٥ان ، در میهای مختلف استرپتوکوکی گروه
دو سویه  ،[18]شده از نقاط مختلف ایران آوری همولیتیک جمع بتا G88  وALAB49 ترتیب متعلق به گروه  بهG  وA و هر دو سویه ،

و  2aترتیب  متفاوت بهکلاستر  ساباما دو  SK2 به کلاستر متعلق 2b ،منظور شناسایی  به .[19]برای تبادل دومین آلفا انتخاب شدند
تبادل دومین آلفا بین  ،کننده مقاومت به مهارکننده دومین تعیین

صورت گرفت و  SK2aG88و  SK2bALAB49دو ژن استرپتوکیناز 
و دومین بتا و  SK2aG88آلفای  دومین استرپتوکیناز کایمری با

 SKch (α2aG88β2bALABγ2bALAB)، به نام SK2bALAB49گامای 
ساخته شد. در صورتی که کایمر حاصل ویژگی مقاومت به مهارکننده 

توان دومین آلفا را مسئول این  به ارث ببرد می 2aرا از کلاستر 
ویژگی دانست. بنابراین هدف از این مطالعه، بررسی تاثیر دومین 

بار بنا به  بود که برای اولین α2-APآلفا در مقاومت به مهارکننده 
ادل دومین آلفا در دو سویه متعلق به دو گروه اطلاع ما با تب

تواند گامی در جهت  گیرد و می متفاوت استرپتوکوکی صورت می
عنوان یک داروی  سازی خصوصیات استرپتوکیناز به بهینه

  ترومبولیتیک باشد.
  

  ها مواد و روش
های مناسب برای تبادل  در مطالعه تجربی حاضر انتخاب سویه

های  (شماره SK2bALAb49 و SK2aG88های  دومین سویه
ترتیب متعلق به  که به) AY234134 ،HM390000.1دسترسی: 

تبادل دومین انتخاب شدند.  هستند، برای SK2bو  SK2aکلاستر 
های مذکور و اطلاعات مربوط به  سویه skتوالی نوکئوتیدی ژن 

  اند. شناسایی شده [15]کالیاو  [19 ,18]کرامتیکلاسترها توسط 
برای کلونینگ و بیان  های اولیه و کایمر: کلونینگ و ساخت سازه

(نواژن، ایالات متحده  E.coli DH5αهای  ترتیب از سویه به
(نواژن؛ ایالات متحده آمریکا) و وکتور  E.coli Rosettaآمریکا) و  pET26b  (نواژن؛ ایالات متحده آمریکا)کلیه  .استفاده شد

های مورد استفاده در کلونینگ، محصول کمپانی فرمنتاز  آنزیم
کاررفته از شرکت مرک (آلمان)  (کانادا) و مواد شیمیایی به

ژنومیک، تخلیص  DNAمنظور استخراج  خریداری شدند. به
از ژل  DNAو تخلیص  (PCR)ای پلیمراز  محصول واکنش زنجیره

لیص پلاسمید از باکتری، های شرکت روچ و برای تخ آگاروز از کیت
(بیونیر؛  AccuPrep® Plasmid Miniاز کیت استخراج 

  .جنوبی) استفاده شد کره
 G88ابتدا ژنوم سویه  pET26b-SKG88منظور ساخت سازه  به

 و NdeI-skf: 5´-3´-ATTGCTGGACCTGAGTGCATATGGACGAGAکارگیری پرایمر رفت  ای پلیمراز با به استخراج شد و واکنش زنجیره
-´5پرایمر برگشت  3´-TTTGTCGTTAGGGTTATCAGCTCGAGGACA 

:XhoI-skr مدت  سازی به صورت گرفت. در مرحله آغازین، واسرشت
دنبال آن مرحله تکثیر در  صورت گرفت. به C٩٥°دقیقه در دمای ١٠
سازی در دمای  دقیقه واسرشت چرخه و هر چرخه شامل یک ٣٠ °Cشدن در دمای  دقیقه جفت ، یک٩٥°Cدقیقه تکثیر در ٣ و ٥٦

 C٧٢°دقیقه در دمای ١٠مدت  بود. تکثیر نهایی به C٧٢°دمای 
از ژن  pET26b-SKALAB49ساخت سازه  یبراصورت گرفت. 

skALAB49 شده در وکتور  کلونpHSG )pHSG-SKALAB49 (
(موسسه  آرتور مکعنوان هدیه از طرف دکتر  شده به دریافت

دانشکده علوم زیستی،  ،Illawarraتحقیقات پزشکی و سلامت 
و  PCRعنوان الگو برای  دانشگاه ولونگونگ، ولونگونگ، استرالیا) به

 PCRاز همان پرایمرها و برنامه ذکرشده استفاده شد. محصول 
و  NdeIهای محدودگر  تخلیص و پس از تعیین غلظت، با آنزیم XhoI های آنزیمی وکتور  هضم و در جایگاهpET26b  .کلون شد

لیگاز DNAها در این پلاسمید با استفاده از آنزیم  ژنعمل اتصال  T4 ،روز صورت گرفت. کلیه  مدت یک شبانه و در دمای محیط به
  ذکر شده است. ١طور خلاصه در شکل  مراحل کلونینگ به

حاوی  SKchبرای تبادل دومین آلفا و ساخت مولکول کایمر 
و دومین بتا و گامای متعلق به  SKG88دومین آلفا متعلق به  SKALAB49های محدودگر  ، از آنزیمBstEII  وXhoI ترتیب  که به

کنند،  را هضم می β(skG88( ١٢٥١تا  ٣٧٥نوکلئوتیدهای 
). سپس برای ساخت دومین بتا و گامای ٢استفاده شد (شکل  SKALAB49 ،PCR  از الگویpET26b-SKALAB49  با

-´BstEII-skβf:5کارگیری پرایمر رفت  به 3´-TTGCGGTAACCAAAGATGATTC  و پرایمر برگشت XhoI-skr مدت سازی به انجام شد. در مرحله آغازین، واسرشت 
دنبال آن مرحله تکثیر در  صورت گرفت. به C۹۵°دقیقه در دمای ۵
ثانیه برای ٣٠مدت  به C۹۵°چرخه و هر چرخه شامل  ٣٠

 C۷۲°شدن و  ثانیه برای جفت٣٠مدت  به C۶۵°سازی،  واسرشت
مدت  دقیقه برای تکثیر بود. نهایتاً تکثیر نهایی به٤٥/١مدت  به
که حاوی  PCRصورت گرفت. محصول  C۷۲°دقیقه در دمای ٥

است پس از تخلیص و هضم با  SKALAB49دومین بتا و گامای 
 pET26b-G88در سازه  XhoI و BstEII محدودگر های آنزیم
منظور اطمینان از  ها، جای گرفت. به ه با همان آنزیمخورد برش

که دارای محل برش در  PsyIآنزیم  جایی دومین، از صحت جابه skG88  اما فاقد این جایگاه درskALAB49  است، استفاده شد
  ).٢(شکل 
نوترکیب  توسط پلاسمیدهای E. coli DH5αهای مستعد  باکتری pET26b-SK  شدند. پس از تایید  ترانسفورمبا روش شوک حرارتی
، پلاسمیدها استخراج و با روش هضم PCRها با روش کلونی  کلون

کلیه مراحل تخلیص و  .یابی ارزیابی شدند آنزیمی و سپس توالی
و در استفاده از  [20]های استاندارد انجام شدند کلونینگ با روش

  .های تجاری دستورالعمل شرکت سازنده اعمال شد کیت
نوترکیب  پلاسمید، بیانمنظور  به ی بیانساز نهیو به E. coli Rosetta یها در سلولاسترپتوکیناز  های نوترکیب سازه انیب



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همکاران ـــــــــــــــــــــــــــــ پور مریم رفیع ۸۰

   ۱۳۹۸ بهار، ۲، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                                         زیستی شناسی آسیب های پژوهش

pET26b-SK های سلول به E. coli Rosetta ژن مقاومت  دارای
به طرق  بیانسازی شرایط  بهینهشد. ترانسفورم کلرامفنیکل 

تا  ٥/٠( متفاوت های غلظت ،TY2X محیط کشت متفاوت از جمله
زمانی  های و همچنین انکوباسیون در بازه IPTG مولار) میلی یک
. بیان انجام شدساعت) ٢٠تا  ٣( IPTGختلف پس از القا با م

 های استرپتوکیناز ابتدا در مقیاس اندک و در حجم پروتئین
ها  لیتری انجام و تایید شد و در مرحله بعدی بیان پروتئین میلی٥

  لیتری صورت گرفت. میلی٥٠در حجم 
  

 
درون ) alab49و  g88اولیه ( نازیاسترپتوکژن  مراحل کلونینگ دو )١شکل 
و  NdeIهای محدودگر  پس از تکثیر، با آنزیم استرپتوکینازژن ؛ pET26bوکتور  XhoI  هضم و درون وکتورpET26b های مذکور، جای  شده با آنزیم هضم
های  : محل اثر آنزیمMCS، وکتور: کدون آغازین متعلق به ATG گیرد. می

  دنباله هیستیدینی 6His-tag:، محدودگر
  

  
 نازیاسترپتوکژن  دواز  (pET26b-SKch)ساخت استرپتوکیناز کایمر ) ٢شکل 

 بیترت به XhoIو  BstEIIمحدودگر  یها یمآنز؛ )alab49و  g88اولیه (
برش داده و خارج  را G88 skβ بتا و گاما) نی(دوم ١٢٥١تا  ٣٧٥ یدهاینوکلئوت
 skβ(حاصل از تکثیر دومین بتا و گاما)  PCRمحصول سپس  سازند. می

ALAB49  درون سازهpET26b-SKG88 برای تایید  .ردیگ یم یجا خورده برش
استفاده شد که جایگاه برش در دومین بتای  PsyIتبادل صحیح دومین از آنزیم 

skG88  دارد اما فاقد این جایگاه در دومین بتاskALAB49  است (مراجعه به
  ).٤شکل 

  
بیان  :بلاتینگ وسترنو  SDS-PAGEارزیابی پروتئین به روش 

 آمیزی % و رنگ١٢ SDS-PAGEهای نوترکیب با روش  پروتئین
های استاندارد  با روش بلات وسترنو سپس با  بلو ارزیابی کوماسی
ها به کاغذ   ، باندبلاتینگ وسترنمنظور انجام  به .[20]تایید شد

 BSA% ٥نیتروسلولز (بیورد؛ ایالات متحده آمریکا) منتقل و با 
هیستیدین موش -بادی مونوکلونال آنتی بلاک شدند. از آنتی

بادی اولیه و از  عنوان آنتی (کیاژن؛ ایالات متحده آمریکا) به
(کیاژن؛ ایالات  دیشر بادی بزی ضدموشی کونجوگه به هورس آنتی

منظور آشکارسازی  بادی ثانویه و به عنوان آنتی به متحده آمریکا)
؛ سیگما؛ DABآمینوبنزیدین ( دی- ٣باندهای پروتئینی نیز از 

  استفاده شد. ایالات متحده آمریکا)
 ی:بیترک لیم یمورد نظر با روش کروماتوگراف نیپروتئ صیتخل
ها از روش کروماتوگرافی تمایلی و کیت  منظور تخلیص پروتئین به Ni-NTA [21]یالات متحده آمریکا) استفاده شد(کیاژن؛ ا. 

شده دارای دنباله شش آمینواسیدی  های تخلیص پروتئین
هیستیدین در انتهای کربوکسیل هستند که به 

تمایل داشته و با آن  Ni+2اسید متصل به  استیک نیتریلوتری

با  دناتورهاز دو روش  نیپروتئ صیتخلدهند. برای  واکنش می
 دنبال روش . بهشداستفاده  طبیعیروش  زینو  مولار ٦حضور اوره 

 آییهر دو روش کار شدند.رفولد  زیالید قیطراز ها  تئینپرو دناتوره
های  منظور حفظ ساختار آنزیمی پروتئین به داشتند اما ییبالا

برای تخلیص استفاده شد. در انتها پس از  طبیعینوترکیب روش 
-SDSشده با استفاده از  های تخلیص اطمینان از خلوص نمونه PAGE[20]ها به روش برادفورد تعیین غلظت شدند ، پروتئین.  

شده به  های استرپتوکیناز تخلیص ارزیابی فعالیت آنزیمی پروتئین
آنزیمی از روش  ارزیابی فعالیتمنظور  به: روش کروموژنیک

کروموژنیک استفاده شد که روش تاییدشده بررسی فعالیت آنزیمی 
 S2251 (H-D-valyl-leucyl-lysine-p-nitroaniline)این روش پپتید سنتتیک در  داروهای فیبرینولیتیک است.

میزان جذب ناشی از تجزیه  .شود عنوان سوبسترا استفاده می به
با متناسب  یتیک استرپتوکینازسوبسترا ناشی از فعالیت پروتئول

. [22]است hPnیا ایجاد  SK-hPgتوانایی تشکیل کمپلکس فعال 
های حاوی  به پلیت SKنانومولار) ١٠٠شده ( های تخلیص پروتئین
میکرومولار؛ سیگما)  یک(و  S2251مولار؛ سیگما)  میلی (یک

-Trisمولار  میلی٥٠میکرولیتر بافر واکنش (١٠٠پلاسمینوژن در  HCl ،کلرید، با  مولار سدیم میلی١٥٠pH  منتقل شد٤/٧برابر (. 
دقیقه، ٦٠مدت  بهدقیقه، ٥های زمانی  ها در بازه سپس جذب نمونه

صورت  ها به ؛ انگلستان) خوانده شد. واکنشBiohit UV-160 )BioHITنانومتر با دستگاه میروپلیت ریدر مدل ٤٠٥در طول موج 
المللی بر  بیولوژیک (واحد بین بار تکرار انجام شدند. فعالیت سه
گرم  المللی بر میلی لیتر) و سپس فعالیت اختصاصی واحد بین میلی

آمده از  دست شده با رسم منحنی استاندارد به های تخلیص پروتئین
؛ Behring ؛Streptase® )CSLهای متوالی استاندارد  رقت

  .[23]محاسبه شد GraphPad 6افزار  آلمان) و با استفاده از نرم
 بر فعالیت آنزیمی استرپتوکیناز: α2-APبررسی اثر مهاری 

مدت  به hPn (SK-hPnنانومولار ٢٠٠، SKنانومولار ٤٠٠کمپلکس (
شده تا  انکوبه شد. سپس کمپلکس تشکیل C۳۷°ی دما دردقیقه ٥

 α2-APنانومولار) ١٠٠-٤٠٠نانومولار به بافر واکنش حاوی (٢٠رقت 
انکوبه شد. سپس  C۳۷°ی دما دردقیقه دیگر ١٥مدت  افزوده و به S2251 )میکرومولار) به مخلوط واکنش اضافه و فعالیت ٥٠٠

دقیقه ٥هر  C۳۷° یدما درنانومتر ٤٠٥آنزیمی با خوانش جذب در 
  .[17]دقیقه سنجش شد٦٠مدت  به

 برای ارزیابی و مقایسه فعالیت استرپتوکینازهای آنالیزهای آماری:
استیودنت -tنوترکیب در حضور و عدم حضور مهارکننده از آزمون 

  استفاده شد. GraphPad 6افزار  صورت غیرجفت و نرم به

  
  ها یافته

). الف -٣(شکل  شد انجام pHSG-ALAB49 سازه و G88 کیژنوم DNA یالگو روی PCR های اولیه و کایمر: ساخت سازه
وکتور  در وهضم  XhoIو  NdeI یها یمبا آنز PCRمحصول  pET26b ساخت  یمربوطه کلون شد. برا یمیآنز یها هگایدر جا pET26b-SKch، PCR بتا و گاما  نیدومpET26b- SKALAB49 و محصول  صورت گرفتPCR  پس از هضم با

-pET26b در وکتور متناظر XhoI و BstEIIمحدودگر  یها یمآنز SKG88 از ترانسفورم  سپ ).ب - ٣ (شکل گرفت یجاخورده  برش
ی ها کلون ،E.coli DH5α مستعد یبه باکتر ونیگاسیل محصول
 که با نیسیکاناما یحاو LBکشت آگار  طیمح یرویافته رشد
 skβ یمرهایپرا یریکارگ ه) با بالف -٤ (شکل PCR یکلون شیآزما
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و پلاسمید  ) تایید شدند، انتخابβ نیدوم یدینوکلئوت٣٣٠باند (
کارگیری چندین  ی با بهمیبا روش هضم آنز شده از آن، استخراج

 یدهایپلاسم به این منظور، شد. دییتامتفاوت  آنزیم محدودگر
محدودگر  یها یمصورت جداگانه تحت اثر آنز هب pET26b-SKch و pET26b-SKG88، pET26b-SKALAB49 بینوترک

 طرف کی از سازه سه هر ی بررسی و تایید آنزیمی دربرا قرار گرفتند.
 XhoIو  NdeI( نگیکلون یبرا استفاده مورد محدودگر یها یمآنز از

حاصل شد و  یدینوکلئوت٥٢٣٠ و ١٢٥٠حدود  باندکه دو  به کار رفت
 گاهیجا کی که استفاده شد BstEIIمحدودگر  میآنز گریاز طرف د
 کیو حاصل آن  داشتوکتور  یرو گاهیجا کیو  skژن  یبرش رو
 ی). براب -٤ (شکل بود یدینوکلئوت٥٠٩٤قطعه  کیو  ١٣٨٦ قطعه
 کی که PsyI میآنز از زین مریکا ساخت و نیدوم تبادل صحت دییتا
 فاقد اما دارد skG88 یبتا نیدوم گاهیجا کی و وکتور یرو برش گاهیجا

 در .رفت کار به ،)د و ج - ٤ (شکل است skALAB49 یرو برش گاهیجا

  ).٤ و ٣ های (شکل شد دییتا یابی یتوال با ها کلون صحت تینها
-pET26b بینوترک یدهایپلاسم های استرپتوکیناز: بیان پروتئین SK یها لسلوون در E. coli BL21 یمعمول برا زبانیکه م 

 انیب زانیکه میی . از آنجاشدندترانسفورم  است، pET26b ستمیس
 بالا IPTG پس از القا با E. coli BL21 یآمده در باکتر دست هب

 انیاستفاده شد و ب E. coli Rosetta (DE3) زبانیاز م نبود،
 انیقرار گرفت. ب یمورد بررس زبانیم نیدر ا بینوترک یها ینپروتئ
 و سپس SDS-PAGEروش  با مریو کا اولیه یها ینپروتئ
آمده  دست به جیقرار گرفت. براساس نتا یابیمورد ارز بلاتینگ وسترن

باند  pET26bدر وکتور  مریو کا اولیه بینوترک نیهر سه پروتئ
 انگریبرا نشان دادند که کیلودالتون ٤٧ یلکولومربوطه با وزن م

). علاوه بر آن، الف و د - ٥ (شکل بود ها ینپروتئ انیب صحت
 و ٧/٠ ینور جذب در انیب نیبهتر داد، نشان شده انجام یها یبررس
 از پس. است مولار میلی یک انیب یالقا یبرا IPTG نهیبه غلظت
 غلظت نییتعدفورد اروش بر باو  )ج -٥ (شکل صیتخل Ni-NTA یریکارگ هب با لیتر) میلی٥٠( بالا اسیمق در ها نیپروتئ ان،یب دییتا
 SKchو  SKALAB49 ،SKG88های  سازه انیب آییکارند. شد
 مشاهده شد تریل یلیگرم در م یلیم٧٠/٠و  ٤٥/٠/، ٧٨ بیترت به

  .)٥(شکل 
های  منحنی استاندارد براساس غلظت ارزیابی فعالیت آنزیمی:

نانومتر در مقابل ٤٠٥مختلف استاندارد و با محاسبه میزان جذب در 
) و براساس آن فعالیت اختصاصی ١زمان رسم شد (نمودار 

های نوترکیب محاسبه شد. در حالی که فعالیت  پروتئین
، SKALAB49و  SKG88 فیبرینولیتیک استرپتوکینازهای اولیه

واحد در میکروگرم است، فعالیت کایمر  ٥٩/٢٦و  ٨٢/٧٦٠ترتیب  به SKch ،واحد در میکروگرم به دست آمد که نسبت به  ٠١/١٧٧ SKALAB49  برابر افزایش و نسبت به  ٧تا حدودSKG88  تا
بیانگر کاهش نسبی فعالیت  ٢% کاهش یافته است. نمودار ٧٧

شده  ختهشده از سه سازه سا فیبرینولیتیک استرپتوکینازهای بیان
، است. براساس α2-APهای متفاوت مهارکننده  در حضور غلظت

نانومولار) فعالیت ١٠٠این نتایج، در حضور غلظت کم مهارکننده ( SK2aG88  حالی که کاهش ر % کاهش یافت، د١٠ناچیز و حدود
% گزارش شد. در حضور ٣٠فعالیت دو مولکول دیگر بیشتر و تا 

نیز کاهش فعالیت  α2-APنانومولار) ٤٠٠بالاترین غلظت ( SK2bALAB49  وSKch  فعالیت ٥٥تقریباً مشابه و تا حدود %
در عدم حضور مهارکننده گزارش شد در حالی که این کاهش فعالیت 

% فعالیت در عدم حضور ٨٠کمتر و تا  SK2aG88در مورد 

  ).٢و  ١مهارکننده مشاهده شد (نمودارهای 
  

  
آنالیز الکتروفورز ژل آگاروز برای تایید قطعات نوکلوتیدی برای انجام  )٣شکل 

: ١ستون . PCRحاصل از  skهای  ) ژن١(الف) الکتروفورز ژل آگاروز (%؛ کلونینگ
؛ ایالات متحده SM0311 )Thermo scientificکیلوبازی  یک DNAمارکر 

 ٢های  ستون ست.آمریکا) که الگو و سایز باندهای آن در سمت راست ژل آمده ا
های  ترتیب ژن بازی مشخص شده با فلش، به جفت١٢٥١: باندهای ٣و 

skALAB49  وskG88  هستند که حاصلPCR کارگیری الگوهای  با بهDNA 
 skحاوی ژن  pHSG-ALAB49و پلاسمید  G88شده از سویه  ژنومیک استخراج

عه حاوی کردن قط (ب) نتیجه هضم آنزیمی برای خارج هستند. ALAB49سویه 
 و گاما بتا نیدوم یدینوکلئوت٩٠٠قطعه  و برش خورده است XhoIو BstEII های  یمکه با آنز pET26b-SKG88سازه  :١ ستون. skG88ی و گاما بتا نیدوم

 DNA: مارکر ٢ستون . از سازه خارج شده است شده با فلش) (نشان داده
  )آمریکا متحده ایالات ؛SM0311 )Thermo scientificکیلوبازی  یک
  

  
%، برای تایید قطعات نوکلوتیدی پس از ١آنالیز الکتروفورز ژل آگاروز  )٤شکل 

و هضم آنزیمی پلاسمیدهای  PCRمنظور بررسی نتایج کلونی  مراحل کلونینگ به
 DNA: مارکر ١الف) ستون . شده های ترانسفورم شده از کلونی استخراج

که الگو و  )آمریکا متحده ایالات ؛SM0311 )Thermo scientificکیلوبازی  یک
 PCR: نتایج کلونی ١١تا  ٢سایز باندهای آن در سمت راست ژل آمده است. ستون 

 ٧و  ٤، ٢های ستون  کلون مجزا با استفاده از پرایمرهای دومین بتا، کلون ١٠روی 
فاقد  ٦و  ٥، ٣های  و کلون pET26b-SKchحاوی پلاسمید نوترکیب  ١١تا 

-pET26b(ب) نتیجه هضم آنزیمی پلاسمید  .پلاسمید نوترکیب مذکور هستند SKch مارکر ١ستون  .های محدودگر کارگیری آنزیم با به :DNA کیلوبازی.  یک
و  ١٤٠٠دو قطعه با اندازه تقریبی  BstEIIحاصل هضم سازه با آنزیم 

، قطعات XhoIو  NdeIهای  آن با آنزیم) و حاصل هضم ٢نوکلئوتید (ستون ٥١٠٠
 DNA: مارکر ١) ستون ج( ).٣نوکلئوتیدی است (ستون٥٢٣٠و  ١٢٥٠
حاوی دومین آلفا  PCRنتایج هضم آنزیمی محصول  ٧تا  ٢کیلوبازی. ستون  یک

ستون  (د) است. PsyIنوکلئوتیدی که فاقد جایگاه برش ٦٩٠، باند SKchو بتای 
 PCRمحصول  یمیهضم آنز جینتا: ٥تا  ٢ستون کیلوبازی،  یک DNA: مارکر ١

است و دو  PsyIبرش  گاهیجا دارایکه  SKG88 از سویه آلفا و بتا نیدوم یحاو
کاررفته در تمامی  به DNAمارکرهای  .بازی ایجاد شده است جفت١٦٠و  ٥٣٠قطعه 
 متحده ایالات ؛SM0311 )Thermo scientificکیلوبازی  ها مارکر یک ژل

  که الگو و سایز باندهای آن در سمت راست ژل الف و ج آمده است. است )آمریکا
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 SDS-PAGEهای استرپتوکیناز به روش  آنالیز بیان و استخراج پروتئین )٥شکل 

%، آنالیز عصاره پروتئینی ١٢ SDS–PAGE(الف) . بلاتینگ و وسترن
حاوی پلاسمیدهای نوترکیب قبل و  E.coli Rosetta یها لشده از سلو استخراج

ترتیب  شده به : عصاره سلولی پروتئین استخراج٣تا  ١، ستون IPTGبعد از القا با 
-pET26bو  pET26b-SKG88 ،pET26b-ALAB49های حاوی  از سلول SKch مولار  میلی القاشده با یکIPTG فلش باند پروتئینی استرپتوکیناز را که .

و  ٥های  : پروتئین مارکر، ستون٤دهند. ستون  شان میکیلودالتون وزن دارد ن٤٧
و  pET26b-SKG88های حاوی  شده از سلول : عصاره پروتئینی استخراج٦ pET26b-ALAB49 کیلوبازی ١٧٠تا  ١٠(ب) پروتئین مارکر . قبل از القا SM7012 (ج) . کاررفته در ژل شکل الف (سیناژن؛ ایران) بهSDS–PAGE ١٢ ،%

تا  ٢(سیناژن؛ ایران)، ستون  SM7012کیلوبازی ١٧٠تا  ١٠مارکر : پروتئین١ستون 
به روش کروماتوگرافی  SKchو  SKG88 ،SKALAB49شده  : پروتئین تخلیص٤

(د) آنالیز . (NI-NTA)های حاوی بیدهای نیکل  تمایلی با استفاده از ستون
 پس از SKG88: عصاره لیز سلولی حاوی ١، ستون SKG88بلات پروتئین  وسترن
بلات برای دو سازه دیگر  (نتایج وسترن، : پروتئین مارکر٢، ستون IPTGالقا با 

  اند). دلیل محدودیت فضا نشان داده نشده دقیقاً مشابه بودند که به
  

  
منحنی استاندارد فعالیت استرپتوکیناز؛ شیب نمودارهای حاصل از  )١نمودار 

؛ آلمان) با Behring ؛Streptase® )CSLهای متوالی استاندارد  جذب رقت
نانومتر به دست آمده و سپس منحنی استاندارد ٤٠٥فعالیت زیستی مشخص در 

براساس میزان شیب خط هر یک از استانداردها با فعالیت زیستی مشخص با 
براساس این منحنی استاندارد میزان  رسم شد. GraphPad6افزار  استفاده از نرم

  .[23]یب محاسبه شدندفعالیت سایر استرپتوکینازهای نوترک

  
های استرپتوکیناز در حضور  کاهش فعالیت فیبرینولیتیک مولکول )٢نمودار 

های  مانده فعالیت هر یک از مولکول هیستوگرام درصد باقی :α2-APمهارکننده 
دهد  نشان می α2-APنانومولار ٤٠٠تا  ١٠٠های  استرپتوکیناز را در حضور غلظت

)٠٥/٠<p.(  
  

  بحث
سی نقش احتمالی دومین آلفا در رحاضر با هدف بردر مطالعه 

های  در استرپتوکیناز مربوط به گروه α2-APمقاومت به مهار توسط 
و  Gمتعلق به گروه  G88مختلف استرپتوکوک، دو سویه 

 2bکلاستر  و ساب Aمتعلق به گروه  ALAB49و  2aکلاستر  ساب
برای تبادل دومین آلفا انتخاب شدند. نتایج چگونگی فعالیت 

نشان داد که  های متفاوت مهارکننده غلظت ردر حضواسترپتوکیناز 
که  2bهر دو مولکول اولیه و نیز کایمر حاصل متعلق به کلاستر 

بود، نسبت به مهارکننده  2bو بتا و گامای  2aدارای دومین آلفای 
. الگوی کاهش فعالیت مولکول کایمر در مقاومت نسبی نشان دادند

جایی  اثربودن جابه گزارش شد که دال بر بی SK2bALAB49 های متفاوت مهارکننده مشابه با مولکول اولیه حضور غلظت
منظور  دهد، به نشان می ٢طور که شکل  دومین آلفا است. همان

 2bو کلاستر  2aتبادل دومین آلفا، از دو سویه متعلق به کلاستر 
بود  2bتنها سویه متعلق به کلاستر  ALAB49استفاده شد. سویه 

 .در دسترس بود pHSGشده در وکتور  صورت کلون آن به skکه ژن 
دارای فعالیت بسیار اندک  SKALAB49پروتئین نوترکیب 

متعلق به  SKG88واحد در میکروگرم) است و برخلاف آن ٥٩/٢٦(
های بومی ایران است که فعالیت  ، از سویه2aکلاستر 

، SKG88فیبرینولیتیک بسیار بالایی دارد. فعالیت فیبرینولیتیک 
برابر فعالیت فیبرینولیتیک  ٣٠واحد در میکروگرم و حدود ٨٢/٧٦٠ SKALAB49 هایی نسبت داده  این فعالیت بالا به جهش .است
  .[19]اند پراکنده شده skشود که در سراسر ژن  می
دهد پروتئین های  (الف، ج و د) نشان می ٥صویر طور که ت مانه

کیلودالتون مربوط استرپتوکیناز با طول کامل ٤٧شده باند  استخراج
ل مشاهده با چشم میان و باند ناخالصی قاب [19]را نشان دادند

  ج). - ١شده، دیده نشد (نمودار  های تخلیص پروتئین
ترپتوکیناز از روش کمی برای ارزیابی فعالیت فیبرینولیتیک اس

روش کروموژنیک روش تاییدشده  .[25 ,24]کروموژنیک استفاده شد
و استاندارد برای سنجش فعالیت فیبرینولیتیک است. طبق 
فارماکوپه اروپا روش کروموژنیک در عدم حضور فیبرین انجام 

پیشنهاد کرده است که ارزیابی فعالیت در هر دو شرایط  (NIBSC)شود در حالی که موسسه ملی کنترل و استاندارد زیستی  می
در این  .[24]حضور و عدم حضور فیبرین لازم است صورت گیرد

مطالعه روش کروموژنیک در عدم حضور فیبرینوژن صورت گرفت. 
ها مانند روش  علاوه بر روش کروموژنیک از سایر روش

صورت کیفی  کازئینولیتیک و حل لخته که عمدتاً بیانگر نتایج به
  .[26 ,25]شود هستند، برای بررسی فعالیت فیبرینولیتیک استفاده می
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 α2-APدهد برای بررسی اثر مهاری  نشان می ٢طور که نمودار  همان
نانومولار مهارکننده استفاده شد ٤٠٠تا  ١٠٠از چهار رقت متفاوت از 

منظور مقایسه،  تا هرگونه اثر بازدارندگی آشکار شود. از طرفی به
صورت درصدی از  به α2-APکاهش فعالیت در حضور مهارکننده 

فعالیت در حالت کنترل، عدم حضور مهارکننده نشان داده شده 
فعالیت خود را حفظ کردند، در % ٥٥ ،SKchو  α2-AP، SK2bALAB49نانومولار) ٤٠٠( غلظت نیبالاتر در حضور است.

بنابراین  ).p>٠٥/٠فعالیت نشان داد (% ٨٠تا  SK2aG88حالی که 
 2bنسبت به کلاستر  2aنتایج دال بر مقاومت نسبی بیشتر کلاستر 

رو، موافق با  های بالاتر مهارکننده است. ازاین در برابر غلظت
بدون توجه به نوع استرپتوکیناز مطالعات گذشته هر سه مولکول 

کلاستر، نسبت به مهارکننده مقاومت نسبی نشان داده و بیش از 
فیبرینولیتیک خود را حتی در حضور غلظت بالای  نیمی از فعالیت

مهارکننده حفظ کردند. براساس گزارشات پیشین، در حالی که 
ترین رقیب  که بزرگ tPAداروهای ترمبولیتیک از جمله 

استرپتوکیناز است، نسبت به این مهارکننده حساس است، 
کنش  بوده و میانبه آن بیشتر مقاوم استرپتوکیناز همواره نسبت 

دهد. نکته  شدت تحت تاثیر قرار می و مهارکننده را به hPnمیان 
جالب توجه آن که گزارشات پیشین مبتنی بر مقاومت 
استرپتوکیناز، براساس مطالعاتی است که در مورد سویه استاندارد 

، صورت گرفته است و با وجود Cو گروه  2aمتعلق به کلاستر  ٩٥٤٢
این ویژگی بدون درنظرگرفتن  استرپتوکینازهتروژنسیته بالای ژن 
طور عمومی به استرپتوکیناز تعمیم داده  گروه یا کلاستر خاص، به

دنبال کلاستربندی و  ای که اخیراً به . در مطالعه[28 ,27]شده است
مطالعه خصوصیات کلاسترهای استرپتوکیناز انجام شد این طور 

بت به نس 2aادعا شده است که مغایر با مطالعات پیشین، کلاستر 
نسبت به آن حساس  2bو  1تر است و کلاستر  این مهارکننده مقاوم

 شایان ذکر است مطالعات گذشته تنها روی .[17]هستند
گاه از  انجام شد و هیچ Aاسترپتوکیناز کلاسترهای مختلف گروه 

به این منظور استفاده نشده است. نتایج ما نشان  Gیا  Cهای  گروه
و  2aکلاستر متفاوت  داد که هر دو مولکول اولیه متعلق به دو ساب 2b  2و نیز کایمر حاصل متعلق به کلاسترb  که دارای دومین آلفای 2a  2و بتا و گامایb  بود، نسبت به مهارکننده مقاومت نسبی

ق، این مقاومت نسبی در نشان دادند. گرچه همسو با مطالعه فو
بیشتر مشاهده شد.  SK2bALAB49نسبت به  SK2aG88مورد 

دهد، الگوی کاهش  مینشان  ٢طور که نمودار  از طرف دیگر همان
های متفاوت مهارکننده  فعالیت مولکول کایمر در حضور غلظت

است که دال بر  SK2bALAB49 مشابه با الگوی مولکول اولیه
دومین آلفا است. مطالعات پیشین مبتنی بر جایی  اثربودن جابه بی

که کاملاً فاقد دومین آلفا بودند و نیز  SK (Val143-Ly386)و  SK (Val143-Lys293)های  حساسیت موتانت
که بخشی از دومین آلفا را از دست  SK(60-414)های  موتانت

بودن وجود دومین  داده بودند نسبت به مهارکننده، حاکی از ضروری
رسد که حضور  طور به نظر می این .[29]بروز این ویژگی استآلفا در 

کننده است و حذف  کنش با مهارکننده تعیین این دومین در میان
شود. از طرف  کامل و جزئی آن سبب حساسیت نسبت به آن می

رسد که توالی آمینواسیدی نیز در این میان تاثیرگذار  دیگر به نظر می
های آمینواسیدهای  یافته باشد. مشاهده شده است که جهش

، S16K ،V19D ،L18D ،V20K [13]انتهای آمین مولکول  V22D ،V20D  وG24D [28]نسبت به مهارکننده حساس هستند. 
کنش با  احتمالاً آمینواسیدهای خاصی در دومین آلفا مسئول میان

مهارکننده هستند که این مناطق در هر سه مولکول مورد مطالعه در 
تغییر مانده است. بررسی این آمینواسیدها  این تحقیق بدون

از طرفی  .تواند گام دیگری در جهت تکمیل مطالعه قلمداد شود می
های  های استرپتوکیناز نقش اند دومین مطالعات فراوان نشان داده

 hPgسازی  که فاقد توانایی فعال (Streptococcus uberis) ساسترپتوکوکوس اوبری، دارای دومین بتای SKβswapهمپوشان دارند. در یکی از مطالعات اخیر اشاره شد کایمر 
است، نسبت به مهارکننده مقاومت کمتری نشان داده است و نقش 

شاید  .[30]سازد کنش با مهارکنندگان مطرح می دومین بتا را در میان
کنش با مهارکننده، حاصل فعالیت  طور تصور کرد که میان بتوان این

های بیشتری  به بررسیلفا و بتا است که همپوشان هر دو دومین آ
  نیاز دارد.

های پیشین  با توجه به یافته های مطالعه حاضر از محدودیت
  .شدجا  ههای والدی جاب ، تنها دومین آلفا میان سویهα2-APمبتنی بر اهمیت دومین آلفا در بروز مقاومت نسبت به مهارکننده 

دومین آلفا نسبت به با توجه به اهمیت کمتر شود  پیشنهاد می
های استرپتوکیناز (بتا و گاما) در بروز مقاومت به  سایر دومین

های والدی  جایی دومین بتا نیز میان سویه ه، جابα2-APمهارکننده 
های  توان از تعداد بیشتری از سویه منظور می انجام شود. بدین

  های متفاوت استرپتوکوک استفاده کرد. والدی متعلق به گروه
  

  گیری نتیجه
سازی داروی استرپتوکیناز، شناخت نقش  منظور بهینه به

های کلیدی از جمله مقاومت به  های آن در بروز ویژگی دومین
ای  شود از اهمیت ویژه مهارکننده که سبب افزایش پایداری آن می

بودن الگوی کاهش فعالیت  برخوردار است. با توجه به مشابه
ولکول اولیه دهنده دومین بتا و گاما، مولکول کایمر در مقایسه با م

رسد که دومین آلفا تاثیر چندانی در بروز مقاومت به  به نظر می
مهارکننده نداشته باشد و دومین یا آمینواسیدهای دیگری در بروز 

کارگیری تعداد  این ویژگی موثر باشند که نیاز به مطالعه بیشتر و به
  در این مورد است. های اولیه مولکولتری از  بیشتر و متنوع
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