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ها و  در رده High temperature requirement A2 (HtrA2)بررسي الگوهاي بيان 
 هاي سلولي مختلف و توليد آن در ميزبان پروكاريوتي بافت
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  13/11/1398 :تاريخ پذيرش  28/07/1398 :تاريخ دريافت

  چكيده

HtrA2 شرايط استرسي اين پروتئاز به يك شود و تحت ها بيان ميسرين پروتئاز ميتوكندريايي است كه تقريبا در همه بافت
اين پروتئين احتمالا داراي فعاليت چاپروني نيز بوده و در . كندشودو در القاي آپوپتوز شركت ميفاكتور پروآپوپتوزي تبديل مي

ها، الگوي  در القاي آپوپتوز و ارتباط آن با برخي بيماري HtrA2باتوجه به اهميت آنزيم . ها نقش دارد تاخوردن مناسب پروتئين
در  HtrA2ژن نشان داد كه  PCRنتايج . هاي بيماري بررسي شد هاي سلولي طبيعي و برخي رده در ردهHtrA2بيان پروتئين 

هاي سرطاني ريه و  هم چنين در سلول. هاي سرطاني معده بيان نمي شود هاي طبيعي معده بيان مي شود ولي در سلول سلول
در رده  HtrA2با توجه به بيان متفاوت ژن . نيز بيان ديده شد )SW480رده سلولي (هاي آدنوكارسينوماي كولون انسان  سلول

ر د. با بيماري باشد مشاهده نگرديداين پروتئاز  هاي سلولي هاي طبيعي و بيماري، الگوي مشخصي كه نشان دهنده ارتباط بيان
نوتركيب به حاملكلون و   (+)pET21aحاملدرون HtrA2مربوط به آنزيم  cDNAه قطع، HtrA2مرحله بعد با توجه به اهميت 

سپس پروتئين . آناليز شد SDS-PAGEدر نهايت بيان پروتئين توسط . منتقل شدند TOP10سويه  E.coliهاي مستعد  سلول
ين و با روش سازي شد و فعاليت پروتئازي آن توسط سوبستراي كازئ آگارز خالص-توليد شده توسط ستون نيكل

توليد شده ساختار طبيعي داشته  HtrA2نتايج نشان داد كه آنزيم توليد شده فعال است و بنابراين . اسپكتروفتومتري سنجيده شد
  .و مي توان از آن در جهت تحقيقات بعدي استفاده نمود

 ،بيان، فعاليت پروتئازيSDS-PAGEآپوپتوز، كازئين،  ،HtrA2 :كليدي ه هايواژ

 saeed.najavand@gmail.com, S.najavand@azaruniv.ac.ir :لكترونيكي، پست ا09127123560: مسئول، تلفن نويسنده  *

  مقدمه
هوموستازي عبارت از وضعيت ثابت و پايدار در سلول 

برخي عوامل كه بعضا هم قابل تشخيص نيستند، . باشد مي
توانند هوموستازي را به هم زده و موجب تغيير در ثبات  مي

برخي از تغييرات و صدمات . و پايداري سلول گردند
خي ديگر موجب مرگ سلولي قابل برگشت بوده و بر

 مسيرهاي سلولي شامل انيوكيز. )12(گردند  سلولي مي
)Anoikis(آپوپتوز ، )Apoptosis( )و نكروز) نيازمند انرژي 
)Necrosis( )عملكرد است كه براي ) بدون نياز به انرژي

هاي  هوموستازي بافت و تنظيم پاسخحفظ ، مناسب سلول
شكل اصلي مرگ برنامه ريزي . )1(باشند  ايمني نياز مي

شده سلول آپوپتوز است كه در آن سلول دچار يك سري 
 يختشنا ريختتغييرات مولكولي، بيوشيميايي و 

)morphological( شود  مي)ها شامل مخلوطي  سلول. )28
زماني . هاي پروآپوپتوزي و ضدآپوپتوزي هستند از پروتئين

ها تغيير كند، سلول آماده ورود به  كه تعادل بين اين پروتئين
هاي پروآپوپتوزي و يا  تحريك مولكول. شود آپوپتوز مي
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مهار فاكتورهاي ضدآپوپتوزي بستگي به نوع سلول و 
پتوز، مسير خارجي، مسير دو مسير اصلي آپو. محرك دارد

هاي مرگ و مسير داخلي، مسير  وابسته به گيرنده
در مسير ميتوكندريايي،  .)29( باشد ميتوكندريايي مي

 Second تحريك روند آپوپتوز با آزاد شدن

Mitochondria-derived Activator of Caspases and 
Direct IAP-Binding protein with Low PI 

)SMAC/DIABLO ( سرين پروتئازو high temperature 

requirement A2  )HtrA2  (از ميتوكندري صورت مي
هاي نقش اين فاكتورها خنثي كردن اعمال مهار كننده. گيرد

 X-Linked Inhibitor Of Apoptosisآپوپتوز از قبيل 
)XIAP( ،CIAP1  وCIAP2 باشد مي)28و  27( .HtrA 

ها  هم در پروكاريوتها و  پروتئازها هم در يوكاريوت
ها به عنوان  اين پروتئازها اولين بار در باكتري. حضور دارند
مدل غشايي از اين . پلاسميك كشف شدند پروتئين پري

 degradation of periplasmic proteins protease خانواده
)Deg P  ( باكتريايي است كه در باكتري اشرشياكليشناسايي

پروتئازي القا شده با شوك شد و نشان داده شد كه سرين 
حرارتي بوده و به همراه فعاليت چاپروني براي بقاي 

اين پروتئاز، .)24( باكتري در دماهاي بالاتر ضروري است
هاي تانخورده، بدتاخورده يا غيرطبيعي را تجزيه  پروتئين

تواند به عنوان چاپروني جهت حفاظت ساختار  كرده و مي
هاي باكتريايي  ز گونهدر بسياري ا. پروتئين عمل كند

ها  زايي آن به كاهش بيماري HtrAزا، فقدان عملكرد  بيماري
ها  پذيري باكتري شود كه به دليل افزايش آسيب  منجر مي

زا  نسبت به استرس يا كاهش در ترشح فاكتورهاي بيماري
زا،  هاي بيماري باكتري HtrAبنابراين پروتئاز . باشد مي

در انسان چهار . ي استهدف خوبي براي اهداف درمان
شناسايي شده است و مشخص  HtrAهمولوژي از پروتئاز 

شده كه در فيزيولوژي سلول نقش مهمي دارند و شامل 
HtrA1 ،HtrA2/omi ،HtrA3  وHtrA4  و  24(مي باشند

انتهاي كربوكسيل،  PDZاز طريق دمين  HtrAخانواده . )31
دمين انتهاي . از ساير سرين پروتئازها قابل تشخيص است

هاي تواند شامل توالياين خانواده متغير است و مي آمين

دمين پروتئازي از نوع . باشد )signal( گرنشانتنظيمي و 
بهترين عضو شناخته  HtrA2. )24(باشد كيموتريپسين مي
است كه تحت شرايط فيزيولوژيك  HtrAشده از خانواده

در شرايط . كنددر حفظ هوموستازي ميتوكندري شركت مي
هاي سلولي ناشي از استرس، فعاليت پاسخ به آسيب

ژن . شودحفاظتي آن به فعاليت پروآپوپتوزي تبديل مي
HtrA2  2( 2انساني بر روي بازوي بلند كروموزمp 13.1 (

اگزون دارد و پلي   8اين ژن . )27()1شكل(واقع شده است 
جرم مولكولي . كند اسيدآمينه را كد مي 458پپتيدي با 

HtrA250 هاي  كيلو دالتون است و توسط ريبوزوم
  . )30و 19، 3( شود سيتوزولي بيان مي

     

  )27(2 در كروموزم  HtrA2جايگاه قرارگيري ژن  -1شكل 

خود، يك  آمينبا طول كامل در انتهاي  HtrA2پروتئين 
 Mitochondria Targetingتوالي هدف دهي به ميتوكندري 

Sequence  (MTS)  را دارد كه منجر به قرارگيري پروتئين
 يك دمين درون غشايي .شود در ميتوكندري مي

intermembrane )TM ( و يك موتيفAla-Val-Pro-Ser 
)AVPS(  متصل به پروتئين اتصاليIAP IAP Binding 

Protein )IBM( دمين كاتاليزي حفاظت شده سرين . دارد
، 228، آسپارتات  306پروتئازي به صورت سرين 

باشد كه  مي) His 198, Asp 228, Ser 306( 198هيستيدين 
با حذف  )2شكل (نام دارد ) PD(دمين پروتئوليتيك 

به فرم بالغ تبديل  HtrA2پروتئوليتيك ناحيه انتهاي آمين، 
  .)36(شود  مي
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ساختار . وزن مولكولي دارد kDa HtrA2 36فرم فعال 
دارد كه  kDa110تريمر اين پروتئين وزن مولكولي معادل 

 ).36و  23) (3شكل .(باشدداراي ساختار هرمي شكل مي

  
  HtrA2پروتئاز در ساختاريدمين هاي  -2شكل 

 

  و موتيف تريمريزاسيون PDZدمين  ساختار -3شكل 

HtrA2  پروتئيني هست كه در هوموستازي ميتوكندري و
با مرگ  HtrA2 . در نتيجه حفظ بقاي سلول نقش دارد

توسط فعاليت . باشد ميريزي شده سلول در ارتباط  برنامه
آپوپتوز و توسط مكانيسم ناشناخته غير وابسته كاسپازها در 

اين پروتئين در . كندبه كاسپاز در مرگ سلولي شركت مي
اين احتمال . انيوكيز و مرگ سلولي نكروز نيز دخيل است

وجود دارد كه اين پروتئين داراي فعاليت چاپروني نيز باشد 
عدم عملكرد در . ها شركت نمايد و در تاخوردن پروتئين

هاي آسيب  رگ سلولي منجر به حذف معيوب سلولمسير م
تواند به عنوان منشا تغييرات نئوپلاستيك  ديده شده و مي

بسياري  در HtrA2طوري كه تغيير بيان  ، به)24(عمل كند 
ديده سرطان، آلزايمر، هانتينگتون، ارتريت  نظيرها  از بيماري
در القاي آپوپتوز، اين  HtrA2به دليل نقش . شده است

تواند به عنوان هدف دارويي براي درمان برخي  تئين ميپرو
هاي سرطاني مورد توجه  ها و از بين بردن سلول بيماري

با توجه به اهميت پروتئين   .)31و  22، 20، 18(قرار گيرد 
HtrA2  در مسير آپوپتوز و ارتباط داشتن آن با برخي از
ها از جمله سرطان، مطالعه اين پروتئين در سطوح  بيماري

در اين مطالعه پس . رسد مختلف امري ضروري به نظر مي
، ابتدا HtrA2از طراحي و تهيه پرايمرهاي اختصاصي 

ها و  اي پليمراز بر روي انواع سلول واكنش زنجيره
منظور بررسي الگوي  سالم و بيمار ، به هاي انساني بافت

در مرحله بعد، . بيان اين پروتئين صورت گرفت
در ميزبان اشرشياكلي  HtrA2سازي و بيان ژن  همسانه

)E.coli ( به منظور تخمين وزن مولكولي و تعيين فعاليت
مطالعات مربوط به ساختار . پروتئازي آن صورت پذيرفت

ه خصوصيات چاپروني پروتئين و نيز مطالعات مربوط ب
  . اكنون در حال انجام است احتمالي اين پروتئين هم

  هامواد و روش
طبق : از منابع سلولي مختلف HtrA2تكثير قطعه ژني 

مطالعات انجام شده، منابع زيادي به نقش اين پروتئين در 
ها  هاي عصبي، هانتيگتون، آلزايمر و سرطان بيماري
از طرفي،  به دليل اينكه منابع  ).20و  18( اند پرداخته

هايي مثل سرطان  كمتري به نقش اين پروتئين در سرطاني
اند و همچنين به دليل در دسترس بودن  ريه و معده پرداخته

هاي سرطاني معده و ريه باعث شد به  و سهولت تهيه سلول
هايي براي تحقيق و بررسي نقش و عملكرد  عنوان نمونه

 بافت هاي طبيعي،در اين مطالعه. نداين پروتئين انتخاب شو
سرطاني معده و ريه و سلولهاي آدنوكارسينوماي كولون  و
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هاي  آزمايشگاه توسطكه قبلا ) SW480رده سلولي (انسان 
باليني گروه بيوشيمي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم 

و مورد تاييد ) نمونه 5از هر بافت تعداد ( تهيهشكي تبريزپز
با استفاده از ها  سلولاين مربوط به  cDNAونيز بودند آماده 
تهيه ، bioneerشركت  cDNAو سنتز  RNAكيت استخراج 

، دو جفت آغازگر HtrA2براي تكثير قطعه ژني . گرديد
رفت و برگشت مختص قطعه ژني توسط نرم افزار 

generunner  و واكنش زنجيره اي ) 1جدول (طراحي شد
با يك برنامه  )Polymerase chain reaction )PCR پليمراز

از هر . گرديد انجام C60°اتصالدمايي تنظيم شده و دماي 
دو جفت آغازگر براي انجام واكنش زنجيره اي پليمراز بر 

هاي سنتز شده از منابع سلولي مختلف   cDNAروي 
  .استفاده گرديد

در ناقل HtrA2 همسانه سازي قطعه ژني 
حاوي  vector (Pmd-HtrA2( ناقل: (+)pET21aبياني

 Sino(از شركت سينوبيولوژيكال  HtrA2قطعه ژني 

Biological (اي پليمراز با  واكنش زنجيره. تهيه گرديد
سازي با برنامه  استفاده از جفت آغازگر مختص همسانه

به عنوان الگو  Pmd-HtrA2حاملدمايي ذكر شده بر روي 
توالي و مشخصات جفت آغازگر . انجام پذيرفت

اختصاصي قطعه ژني و جفت آغازگر اختصاصي 
) 1(در جدول  PCRسازي همراه با اندازه محصول  همسانه

  .آمده است
جايگاه برش آنزيم ها در جدول (سازي مختص همسانهتوالي و مشخصات مربوط به آغازگرهاي اختصاصي قطعه ژني و آغازگرهاي  -1جدول 

 )مشخص شده است

 هاي مربوط به آنهاتوالي آغازگرها و 
تعداد

 جفت باز
واكنش اندازه محصول 

 زنجيره اي پليمراز

  جفت آغازگر
اختصاصي 

 سازي همسانه

  آغازگر رفتي
GGAATTCCATATGGCCGCCGTCCCTAGC

 
NdeI 

28 
975  

آغازگر  جفت باز
 برگشتي

CCGCTCGAGTTCTGTAACCTCAGGGGTCAC
 

XhoI 
30 

  جفت آغازگر
اختصاصي 
 قطعه ژني

 ATGGCTGCTCCGAGGGCGGG 20 آغازگر رفتي

آغازگر  جفت باز 1377
 CTATTCTGTCACCTCAGGGGTCAC 24 برگشتي

  

، قطعه مورد HtrA2كد كننده آنزيم  بعد از تكثير قطعه ژني
تهيه شده از XhoIو  NdeIهاي برشگر آنزيم نظر توسط

برش   C37°دقيقه در دماي 25به مدت شركت سيناكلون، 
براي  (+)pET21aبياني  از حامل در اين مطالعه. يافت

. استفاده گرديدHtrA2سازي قطعه ژني  همسانه
pET21a(+)  نيز با شرايط ذكر شده توسط دو آنزيمNdeI 

پس از تخليص . در معرض هضم قرار گرفت XhoIو 
قطعه ژني و ناقل هضم شده توسط كيت استخراج از 

توسط  )Ligation( ، واكنش الحاقBionner)شركت (ژل
صورت گرفت و واكنش الحاق به  T4 DNA Ligaseآنزيم

سپس . انجام پذيرفت C4°ساعت در دماي  16مدت 

محصول واكنش الحاق با استفاده از روش شوك حرارتي به 
 E.coliباكتري  )competent cells( هاي مستعدسلول
باكترهاي ترانسفرم شده به . منتقل گرديد TOP10شسو

سيلين منتقل و به مدت بيوتيك آمپيحاوي آنتي LBپليت 
 هايناقل حضوربراي تاييد . قرار گرفت C37°ساعت در 16

هاي تكثير يافته، ابتدا تعدادي از  نوتركيب در كلوني
ها ژل كراكينگ انجام  ها انتخاب شده و بر روي آن كلوني

 ,NaOH, SDS(در ژل كراكينگ، بافر كراكينگ.پذيرفت

EDTA(  بافر تخريب كننده است كه ديواره سلولي باكتري
ژنومي  DNAرا ليز كرده و محتويات داخل سلول از جمله 

با الكتروفورز كردن اين . شوند و پلاسميد از سلول آزاد مي
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توان با توجه به اندازه باندهاي ظاهر شده  عصاره سلولي مي
بر روي ژل آگارز، پلاسميدهايي كه احتمالا داراي قطعه 

هاي تاييد شده  از كلوني. )17( نمودژني هستند را مشاهده 
استفاده  PCRوني توسط ژل كراكينگ براي انجام واكنش كل

 هاي تاييد شده در مرحله كلوني  در نهايت از كلوني.گرديد

PCR هاي  حاملاستخراج پلاسميد صورت گرفت و
تعيين توالي شدند  T7نوتركيب توسط آغازگرهاي پروموتر 

  ).Bionnerشركت (

پس از در اين مرحله، : HtrA2 بيان و تخليص آنزيم
 )Transformed bacteria( ترانسفورمهاي  انتقال باكتري

و ظاهر شدن  BL21(DE3)هاي مستعد به سلول شده
سيلين، بر بيوتيك آمپيحاوي آنتي LBپليت ها در  كلوني

براي . يرفتها كشت اوليه انجام پذ ي از كلونيروي تعداد
لاكتوز دو القاگر ها با  بررسي توليد پروتئين نوتركيب، نمونه

)mM 4 ( وIPTG)mM 1 ( شدند و در فواصل زماني القا
، بيان  C°33و  C°30و  C°25ساعت و دماي  21و  6، 3

بعد از . مورد بررسي قرار گرفت HtrA2پروتئين 
ها، بافر ليز  سانتريفيوژ به رسوبات حاصل هم حجم آن

- توان پروتئينپس از اضافه شدن بافر ليز، مي. اضافه گرديد

باكتريايي درون سلولي باكتري را از رسوب محلول هاي 
سونيكاسيون در فواصل  .جدا نموداسيون با عمل سونيك

بار، روي يخ صورت  5ثانيه به تعداد  20زماني
 سانتريفيوژ و ،حاصل از سونيكاسيونهاي  نمونه.گرفت

با . جداسازي گرديد HtrA2حاوي پروتئين محلول رويي 
ي هيستيديني در پروتئين بيان شده از  توجه به وجود دنباله

ليص پروتئين بيان شده تمايلي نيكل آگارز براي تخستون 
از  شده در اين مرحله خالصهاي  نمونهو  استفاده شد

و سنجش فعاليت آنزيم در مجاورت  SDS-PAGEطريق 
  ).21و  10(با سوبسترا آناليز شدند

سنجش فعاليت در اين مرحله، : تعيين فعاليت آنزيم
به اين  آنزيمي از نمونه تخليص شده صورت گرفت

بافر  ml20 گرم سوبستراي كازئين در  2/0صورت كه 

به . تنظيم گرديد 5/7محلول بر روي  pHتريس حل شد و 
ميكروليتر از  100ميكروليتر از سوبسترا و 400نمونه اصلي

 40دقيقه در انكوباتور  60نمونه ريخته شد و به مدت 
 400در اين آزمايش كنترل منفي شامل . درجه قرار گرفتند

ها از  دقيقه نمونه 60بعد از . ميكروليتر سوبسترا بود
ميكروليتر بافر  500انكوباتور خارج و به نمونه اصلي 

TCA  به عنوان مهار كننده فعاليت آنزيم و به كنترل منفي
ميكروليتر آنزيم  100ميكروليتر مهار كننده به همراه  500

قه به دقي15ها به مدت  همه نمونهدر ادامه . اضافه گرديد
ها به مدت  درجه منتقل شدند، سپس نمونه -C°20دماي 

سانتريفيوژ شدند و بعد از اتمام  12000دقيقه با دور  5
نانومتر  280ها در طول موج  سانتريفيوژ، جذب نوري نمونه

 280بعد از خوانش جذب در طول موج . گرفته شد
نانومتر، جهت تبديل جذب به مولاريته از منحني استاندارد 

 HtrA2آنزيم و در نهايتفعاليت  ده شدتيروزين استفا
  ).10شكل ( محاسبه گرديد

  نتايج
بافت ها مربوط به  HtrA2نتايج حاصل از تكثير قطعه ژني 

اي پليمراز  نتايج واكنش زنجيره: هاي سلولي مختلف ردهو 
كه توسط هر دو جفت آغازگر  HtrA2مربوط به قطعه ژني 

نشان ) 4(طراحي شده براي ژن انجام شده است در شكل 
 1377جفت بازي و  975حضور قطعه . داده شده است

در رده  HtrA2جفت بازي نشان دهنده حضور و بيان ژن 
اي  در واكنش زنجيره( باشد يا بافت سلولي مربوطه مي

به عنوان رده يا بافت سلولي مربوطه  cDNAپليمراز از 
  .)الگو استفاده شده است

در  HtrA2شود، ژن  مشاهده مي 4طور كه در شكل  همان
هاي  هاي طبيعي معده بيان شده ولي در سلول سلول

 1377همچنين وجود قطعه . سرطاني معده بيان نشده است
اي پليمراز مربوط به  جفت بازي در واكنش زنجيره

هاي سرطاني ريه نيز علتي بر بيان اين ژن در  سلول
 SW480سلولي   در رده. باشد هاي سرطاني ريه مي سلول
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  .در سلول هاي آدنوكارسينوماي كولون انسان مي باشدجفت بازي نشان دهنده بيان اين ژن  975نيز حضور قطعه 

  
بافت سرطاني معده، چاهك سوم  cDNAاز PCRچاهك اول بلانك، چاهك دوم محصول) الف HtrA2/omiاز قطعه  PCRنتيجه  -4شكل 

چاهك  )، بDNAوچاهك چهارم اندازه نماي ) باشد جفت باز مي 975اندازه قطعه حدود  (بافت طبيعي معده   cDNAمربوط به  PCRمحصول 
اندازه نماي چاهك اول ) جباشد، چاهك سوم بلانك،  مي) جفت باز1377(از بافت سرطاني ريه  PCRچاهك دوم محصول  DNAاولاندازه نماي 

DNA  چاهك دوم ،PCR  باcDNA  مربوط به رده سلوليSW480 )975 چاهك سوم بلانك،)جفت باز  

در ناقل  HtrA2سازي قطعه ژني  نتايج مربوط به همسانه
سازي، پس از تكثير  در مرحله همسانه: (+)pET21aبياني 

اي پليمراز با  توسط واكنش زنجيره HtrA2قطعه 
جفت  975سازي،يك قطعه  آغازگرهاي مختص همسانه

به منظور حذف قطعات و مواد و . بازي مشاهده گرديد
انجام  PCRهاي اضافي، خالص سازي محصول  آنزيم

  ).الف 5شكل ( پذيرفت

  
 اي پليمراز واكنش زنجيرهخالص سازي محصول ) الف -5شكل 

چاهك اول محصول خالص (HtrA2/omiمربوط به قطعه ژني 
 HtrA2/omiمربوط به قطعه ژني  اي پليمراز واكنش زنجيرهشده

نتيجه استخراج ) ب). DNA، چاهك دوم اندازه نماي )جفت باز975(
چاهك اول (از ژل HtrA2/omiو قطعه ژني  (+)PET21aحامل

برش خورده توسط هر  HtrA2/omiباند مربوط به قطعه ژني 
، چاهك دوم باند مربوط به )جفت باز1000حدود (دوآنزيم برشگر  

حدود (برش خورده توسط هر دو آنزيم برشگر   (+)PET21aحامل
  )DNA، چاهك سوم اندازه نماي )جفت باز5500

هاي  توسط آنزيم حاملضم آنزيمي قطعه ژني و پس از ه
 1%، محصولات بر روي ژل آگارز  XhoIو  NdeIبرشگر 

بارگذاري شدند و به منظور خالص سازي قطعه ژني و 
جهت بستن واكنش الحاق، محصولات هضم از ژل  حامل
 HtrA2نتايج استخراج قطعه ژني. استخراج گرديدند آگارز

هاي برشگر از  هضم شده توسط آنزيم (+)pET21aحاملو 
  .داده شده استنشان ب  5شكل در ژل آگارز 

بعد از انجام واكنش الحاق، محصول واكنش الحاق به 
انتقال يافته و  Top10هاي مستعد اشرشياكلي سويه  سلول

ها در  كلوني C37°دماي ساعت انكوباسيون در 16پس از 
-ها، براي تائيد نو پس از مشاهده كلوني.پليت نمايان شدند

ها و اطمينان از قرار گرفتن صحيح تركيب بودن كلوني
هاي  ، از كلوني(+)pET21aحاملدرون HtrA2قطعه ژني 

بعد از انجام الكتروفورز .حاصل ژل كراكينگ به عمل آمد
نزديكي در ژل كراكينگ ، يك باند سفيد رنگي در 

هاي چسبيده  ها ديده مي شود كه مربوط به پروتئين چاهك
مانع  DNAهاي چسبيده به هستند كه اين پروتئين DNAبه 

باند دوم مربوط به ژنوم . شوددر ژل مي DNAاز حركت 
باشد كه  مي حاملباند سوم مربوط به . باشدباكتري مي

مد نظر ما در اين ناحيه قرار گيرد و  حامل نوتركيباحتمالا 
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 باشند ميها RNAبخش سفيد رنگ در انتهاي ژل مربوط به 

نتايج مربوط به ژل كراكينگ تعدادي از  6شكل ). 17(
هاي مرحله قبل را كه به طور تصادفي انتخاب شده  كلوني

نشان داده  6همان طور كه در شكل .دهد بودند را نشان مي
هاي حاصل از تخريب  حاملمربوط به شده است باند 

نسبت به  8و  2،4هاي  شده در چاهك راديسيهاي ت كلوني
در ) 1چاهك ( ژني بدون قطعه (+)pET21aحاملباند 

بالاتري قرار گرفته اند و احتمالا نشان دهنده  موقعيت
  .هاي مربوطه مي باشند حاملدر  HtrA2 حضور قطعه ژني

  
هاي ترانسفرم  مربوط به ژل كراكينگ تعدادي از كلوني نتيجه -6شكل 
 ،بدون قطعه ژني (+)pET21aحاملباند مربوط به 1چاهك (شده 
هاي حاصل ازتخريب كلوني هاي حاملباند مربوط به 9تا 2هاي چاهك

  ).ترانسفورم شده

شد  هايي كه احتمال داده ميكلونيپس از ژل كراكينگ، 
تر، نوتركيب باشند انتخاب و جهت تاييد كامل حاملداراي 

نتيجه  7شكل . ها انجام گرفتبر روي آن PCRكلوني 
هاي ترانسفرم شده با  از تعدادي از كلوني PCRكلوني 
  .دهد نوتركيب را نشان مي حامل

  
چاهك اول و پنجم (، PCRنتيجه الكتروفورز كلوني  -7شكل 

PCRناقلشده با  ترانسفورمكلوني  ازpET21a(+)بدون قطعه ژني ،
اديسي هاي تراز كلوني PCRچهارم مربوط به كلوني  تاچاهك دوم 

  )DNAتركيب، چاهك ششم اندازه نماي هاي نو حاملشده با 

 975شود وجود باندهاي  طور كه در شكل مشاهده مي همان
در  HtrA2دهنده حضور قطعه ژني  جفت بازي نشان

  .باشد هاي ترانسفرم شده مي كلوني

هاي  حاملدر مرحله بيان، : HtrA2/omiبيان و تخليص 
هاي  سازي به سلول نوتركيب تاييد شده در مرحله همسانه

هاي شدند و پس از غربالگري، كلونيمنتقل  BL21مستعد 
براي بررسي . نوتركيب براي بيان آماده شدند حاملحاوي 

ميلي مولار  4تركيب، القا توسط غلظت بيان پروتئين نو
هاي مختلف و در  در زمان IPTGميلي مولار  1لاكتوز و 

و  C°30دماي . صورت گرفتC°33و  C°25 ،C°30دماهاي 
ميلي مولار و  4ساعت انكوباسيون پس از القا با لاكتوز  6

IPTG 1 مولار به عنوان شرايط بهينه در نظر گرفته  ميلي
در شرايط HtrA2نتايج مربوط به بيان  8شكل . شدند

  . دهد مختلف را در ژل الكتروفورز نشان مي

  
هاي  با القا كننده HtrA2بيان پروتئين SDS-PAGE ژل  -8شكل 

 ساعت 6چاهك اول نمونه القا شده با لاكتوزبعد از ( IPTG لاكتوز و 
، چاهك دوم نمونه ) كيلودالتوني با پيكان مشخص شده است 36باند (

بعد  IPTGساعت، چاهك سوم نمونه القا شده با  6بدون القا بعد از 
  )نماي پروتئيناندازه چهارمچاهك ، ساعت 6از 

كيلو  36حضور پروتئين SDS-PAGE نتايج حاصل از
بهترين . دهد هاي القا شده را نشان مي دالتوني در نمونه

ميلي  1غلظت هاي القا شده با  سطح بيان مربوط به نمونه
ساعت در  6ميلي مولار لاكتوز، به مدت  4و  IPTG مولار

دليل استفاده از دو نوع  ).9شكل (باشد  مي C30°دماي 
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حضور القاگر در  HtrA2القاگر اين بود كه چونپروتئين 
لاكتوز بيان ضعيفي را از خود نشان داد، لذا  براي بهتر 

نابراين كسب ب. نيز استفاده شدIPTGشدن بيان از القاگر 
نتايج بهتر نياز به بهينه سازي كدون براي سيستم پروكايوتي 

  .باشد مي

هاي بيان شده، توسط ستون نيكل  در ادامه كار پروتئين
 SDS-PAGEآگارز خالص سازي شدند و سپس توسط 

نتايج مربوط به خالص سازي پروتئين  9شكل . آناليز شدند
HtrA2  توسط ستون نيكل كيلودالتون  36با وزن مولكولي

  .دهد آگارز را نشان مي

 
 HtrA2مربوط به پروتئين  SDS-PAGEژل  نتيجه -9شكل 

 ساعت 6چاهك اول پروتئين القا شده بالاكتوز بعد از (تخليص شده
، چاهك دوم اندازه )كيلودالتوني با پيكان مشخص شده است 36 باند(

 6بعد از  IPTGنماي پروتئين، چاهك سوم پروتئين القا شده با 
  .)تخليص شده توسط ستون  ساعت و چاهك چهارم نمونه

براي تعيين فعاليت پروتئازي  :HtrA2تعيين فعاليت آنزيم 
HtrA2 ي جذب نمونه. از سوبستراي كازئين استفاده گرديد

جهت .  گيري شد نانومتر اندازه 280موردنظر در طول موج 
نانومتر به  280ها در طول موج  تبديل مقدار جذب نمونه

  .)10شكل( مولاريته، منحني استاندارد تيروزين رسم گرديد

اصلي القا شده  در اين مرحله در ابتدا اختلاف جذب نمونه
- به) به ازاي دقيقه(با لاكتوز و نمونه كنترل در واحد زمان 

بوده و سپس با استفاده از معادله  5/0دست آمد كه برابر با 

 397/0خط نمودار استاندارد تيروزين، فعاليت آنزيم 
  . ميكرومول در دقيقه محاسبه گرديد

  
  منحني استاندارد تيروزين -10شكل 

و  IPTGهمچنين اختلاف جذب نمونه اصلي القا شده با 
 43/0برابر با ) به ازاي دقيقه(نمونه كنترل در واحد زمان 

ميكرومول در دقيقه  334/0بوده و فعاليت آنزيم برابر با 
  ).11شكل (محاسبه گرديد 

  
در نمونه القا شده با لاكتوز ( HtrA2تعيين فعاليت آنزيمي  -11شكل 

ميكرومول در دقيقه و در نمونه القا  397/0معادل ميزان فعاليت آنزيم 
ميكرومول در دقيقه  334/0ميزان فعاليت آنزيم معادل  IPTGشده با 

  )محاسبه گرديد

و هم در دماي  C25°بررسي فعاليت آنزيم هم در دماي 
°C40 درجه  40به طوري كه آنزيم در دماي . انجام گرفت

نتايج نشان داده نشده (فعاليت بيشتري از خود نشان داد 
  ).است

 بحث

ريزي شده سلول را تنظيم  مسيرهاي مختلفي كه مرگ برنامه
كنند به عنوان اهداف درماني در انكولوژي به منظور  مي
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بر افزايش حساسيت به عوامل شيمي درماني و يا غلبه 
دو مسير . اند مساله مقاومت، كانون توجه تحقيقات بوده

ريزي شده شامل  سلولي برنامه كننده مرگ اصلي تنظيم
و مسير سيگنال آپوپتوزي ) مسير خارجي(هاي مرگ  گيرنده

اين مسيرها با . باشد مي) مسير داخلي(ميتوكندريايي 
م آپوپتوزي تنظي هاي پروآپوپتوزي و آنتي تعدادي از پروتئين

هاي آپوپتوز به عنوان هدف درماني  كننده تنظيم. شوند مي
هدف قرار دادن آپوپتوز يك . )4(جديد مطرح هستند 

 HtrA2. )7(روش جديد براي كشف داروي سرطان است 
پروتئيني هست كه در هوموستازي ميتوكندري و در نتيجه 

هاي  در سلولHtrA2 . )31( حفظ بقاي سلول نقش دارد
طريق فعاليت پروتئازي خود قادر به القاي انساني از 

آپوپتوز در مسير غير وابسته به كاسپاز و در مسير وابسته به 
 IAP - كنش كاسپاز كاسپاز از طريق توانايي مهار ميان

تواند به عنوان  ميHtrA2 بنابراين  .)35و 33،34(باشد  مي
همچنين آناليز و  .)16(كانديد دارويي آپوپتوز مطرح باشد 

به عنوان تنظيم  HtrA2/omiبررسي وضعيت بيان پروتئين 
كننده آپوپتوز، براي درك ميزان پيشرفت سرطان در 

بنابراين با توجه به  .)4( هاي سرطاني نياز است بافت
كننده و  تنظيم به عنوان يك آنزيم HtrA2/omiاهميت 

ا بيان اين در ابتد، القاگر آپوپتوز و فعاليت ضد توموري آن
بررسي شد و  يهاي مختلف انسانپروتئين در سلول

بياني مناسب  حاملدر  HtrA2/omiمربوط به  cDNAسپس
كلون و بيان گرديد و پس از بهينه كردن بيان پروتئين، 

سازي آنزيم انجام گرفت و در نهايت فعاليت خالص
  .پروتئازي آن با استفاده از سوبستراي كازئين بررسي شد

 مطالعات انجام گرفته مشخص شده است بيان  بر حسب

HtrA2/omiدر تومورها بر حسب نوع تومور متغيير است .
 lung( براي مثال در آدنوكارسينوماي ريه

adenocarcinoma(  بيان بالايي ازHtrA2/omi  ديده شده
 هاي سر و گردن در كارسينوماي سلول. )2( است

)squamous cell carcinoma of the head and neck(  در
 HtrA2/omiمقايسه با سلول هاي طبيعي همان بافت بيان 

 chronic( در لوكمياي لنفوسيتي مزمن. )8( بيشتر مي باشد

lymphocytic leukemia( هاي  در مقايسه با سلولB 
همچنين بيان . )9( كمتر مي باشد HtrA2/omiطبيعي بيان 
HtrA2/omi  در تومورwilm,s  در مقايسه با كليه طبيعي
در سرطان تخمدان اين پروتئين بيان . )5( باشد بيشتر مي
در سرطان پستان نيز با افزايش پيشرفت . )11( پاييني دارد

در . )26و  25( كاهش مي يابد HtrA2/omiتومور، بيان 
سرطان پروستات متاستاتيك نيز در مقايسه با سرطان 

ي يا هيپرتروفي خوش ابتدايي پروستات، پروستات طبيع
در . )6( باشد كمتر مي HtrA2/omiخيم پروستات، بيان 

در  )germ cell tumor( هاي جنسي مردانه تومور سلول
 تري دارد بيان پايين HtrA2/omiهاي سالم  مقايسه با بيضه

در يك آزمايش صورت گرفته بر روي كارسينوماي .)14(
 tissue( آرايه بافتيمعده پيشرفته، با استفاده از رويكرد ريز 

microarray( ميزان بيان پروتئين ،HtrA2/omi  60بر روي 
 60بيمار از  43بيمار بررسي شد و مشخص شد كه در 

، )Gastric carcinoma( بيمار مبتلا به كارسينوماي معده
گيرد در حالي كه در  به خوبي صورت مي HtrA2/omiبيان 

وجود  HtrA2/omiموكوس طبيعي معده بيان پروتئين 
در رده سلولي . )15( ندارد و يا بيان خيلي ضعيفي دارد

 )Hepatocellular carcinoma( كارسينوماي هپاتوسلولار
بيان خيلي بالايي دارد و آپوپتوز  Htr A2/omiنيز، پروتئين 

  .)32(كند  هاي كارسينوماي هپاتوسلولار را القا مي سلول

در  HtrA2/omiدر اين تحقيق براي بررسي بيان ژن 
مربوط به  cDNAهاي طبيعي و سرطاني،  سلول

HtrA2/omi  از منابع مختلف سلولي تهيه شده و بعد از
ها  مشخص شد تعدادي از اين سلول PCRانجام عمل 

بوده ولي در بعضي ديگر يا  HtrA2/omiداراي بيان ژن 
در . ل تشخيص نيستبياني وجود ندارد و يا بيان قاب

cDNA  تهيه شده از بافت سرطاني معده برخلاف مطالعات
بيان نشده بود و هيچ باندي به دنبال  HtrA2/omiقبلي ژن 

تهيه شده  cDNAمشاهده نشد در حالي كه در  PCRانجام 
باند مربوط به  PCRاز بافت سرطاني ريه بعد از انجام 
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بيان اينكه  پس از. قابل مشاهده بود HtrA2/omiتكثير 
در چندين بافت و رده مورد بررسي و  HtrA2پروتئين 

براي درك عملكرد و خصوصيات . مطالعه قرار گرفت
احتمالي اين پروتئين كه بيان هاي متفاوتي از آن در چندين 

به منظور مطالعات بيشتر بافت مورد مطالعه مشاهده گرديد 
اين پروتئين در ناقل مناسب   cDNA، و لزوم توليد پروتئين

در اين تحقيق . كلون شد و پروتئين نوتركيب بيان گرديد
به دليل بيان ژن مورد نظر در ميزبان طي كلون سازي 

پروكاريوتي، نياز به وجود توالي سيگنال پپتيد جهت 
در استراتژي   قرارگيري در ميتوكندري نبود در نتيجه

فقطقطعه كه نگ مختص كلوني از آغازگرهاي كلونينيگ
را همانندسازي مي  HtrA2/omiفرم بالغ پروتئين  مربوط به

در نتيجه استفاده از اين آغازگرها  .كردند استفاده گرديد
بعد از مشاهده . جفت باز توليد شدند 975قطعات ژني با 

 (+)pET21aحاملباند مورد نظر، كلونينگ قطعه ژني در 
صورت گرفت، نتايج حاصل از ژل كراكينگ و كلوني 

PCR بودند،  حامل، مويد كلون شدن قطعه ژني درون
حاوي قطعه كلون شده  حاملهمچنين براي اطمينان بيشتر 

 در. فرستاده شد bioneerبراي تعيين توالي به شركت 
-Hisآغازگرهاي مختص كلونينگ توالي كربوكسيل انتهاي 

Tag موتيف. طراحي شد His-Tag  قادر به تسهيل در
جداسازي و تخليص پروتئين مورد نظر از طريق ستون 

شود و در واقع پروتئين از  آگارز مي-كروماتوگرافي نيكل
هاي نيكل ستون كروماتوگرافي  طريق اين موتيف با گروه

 His-Tagدليل قرار نگرفتن توالي . كند كنش برقرار مي ميان
، آمينود كه در ناحيه ترمينال آغازگرها اين ب- Nدر 
اند و به هنگام توليد  عملكردي جاي گرفته هاي دمين

پروتئين بالغ برش دقيقا از كنار دمين درون غشايي صورت 
، PDZبعد از دمين  كربوكسيلانتهاي گيرد در حالي كه در مي

در مرحله بيان . عملكردي مهمي وجود ندارند دمين هاي
ها زمان از BL21(DE3)بياني  حاملدرون  HtrA2/omiژن 

براي  و لاكتوز IPTGهاي القاكنندهو و دماهاي مختلف 
 ،HtrA2براي بيان پروتئين . استفاده گرديدبررسي بيان 

 4ساعت انكوباسيون پس از القا با لاكتوز  6و   C30°دماي 
مولار به عنوان شرايط بهينه  ميلي IPTG 1ميلي مولار و 

به  HtrA2/omi  پروتئين. براي بيان پروتئين انتخاب شد
 36وزن مولكولي معادل  His-Tagهمراه توالي مربوط به 

در محدوده  SDS-PAGEكيلودالتون داشت كه بر روي ژل 
فعاليت آنزيم .كيلودالتون قرار گرفت 41- 30بين 

HtrA2/omi  توسط سوبستراي كازئين نيز در اين مطالعه
 HtrA2/omiدر اثر فعاليت آنزيم . ر گرفتمورد بررسي قرا

بر روي سوبسترا، كازئين شكسته شده و تيروزين به همراه 
هاي  با تهيه رقت. شوند قطعات پپتيدي ديگر توليد مي

مختلف از تيروزين و رسم نمودار استاندارد تيروزين، 
هاي حاصل از پروتئوليز را به  توان جذب نوري نمونه مي

پايدار  10تا  pH 7فرايند پروتئوليز در . دمولاريته تبديل كر
بوده و كازئين سوبسترايي زود هضم و قابل دسترس 

به همين دليل از كازئين به عنوان سوبستراي آنزيم . باشد مي
HtrA2/omi فعاليت آنزيم در دماي . استفاده شد°C25 

. از خود نشان داد C40°كاهش قابل توجهي نسبت به دماي 
در معرض دماهاي بالا نيز مشابه  HtrA2قرارگيري موقتي 

كه پروتئاز تجزيه كننده ) deg P(چاپرون باكتريايي خود 
باشد،  ها در فضاي پري پلاسميك باكتري مي پروتئين

با ). 13(دهد  را افزايش مي HtrA2/omiفعاليت پروتئازي 
احتمالا داراي فعاليت  HtrA2/omiتوجه به اين كه پروتئاز 

چاپروني بوده و نيز آنزيمي است كه تحت شرايط استرسي 
 40فعاليت بيشتري دارد، بنابراين فعاليت بيشتر در دماي 

. درجه پيش بيني مي شد 25درجه نسبت به دماي 
تر بر روي فعاليت آنزيمي و فعاليت  هاي دقيق آزمايش

ن اين پروتئين چاپروني پروتئين در حال انجام است تا بتوا
را به عنوان تارگتي مفيد و سودمند در درمان برخي 

  .ها از جمله سرطان معرفي نمود بيماري
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Abstract 

HtrA2  is the mitochondrial serine protease, expressed in almost all tissues. At stressful 
conditions, this protease is converted into a pro-apoptic factor and induces apoptosis. It 
has been showed that beside protease function, HtrA2 acts as a chaperone and is 
involved in the proper protein folding. Considering the importance of the HtrA2 enzyme 
in inducing apoptosis and its association with some diseases, the expression pattern of 
HtrA2 protein was evaluated in natural cell lines and some disease categories. PCR 
results obtained in the present study showed that the normal human gastric tissue 
express HtrA2 gene, but the HtrA2 gene was not expressed in gastric cancer form. Also, 
HtrA2 gene was expressed in human lung cancer tissue, SW480 cell lines and MS cell 
lines. According to different expression of HtrA2 gene in natural and diseases tissues 
and cell lines, there was no specific pattern indicating the association of expression of 
this protease with a disease. In the next step, due to the importance of HtrA2, the 
coloning of HtrA2 gene in pET21a (+) (expression vector) has been done and the 
recombinant vector was transformed to the E. coli TOP10 strain cells. Finally, protein 
expression was analyzed with SDS-PAGE electrophoresis. Then, the produced protein 
was purified with Ni-NTA Agarose and protease activity of HtrA2 was assayed by 
casein substarte with spectrophotometer. The results showed the produced protein is 
active, so the produced HtrA2 has natural structure and can be used for further research. 
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