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ABSTRACT
Background & objectives: Calprotectin, S100A8 and S100A9 are involved in important
processes including cell signaling and regulation of inflammatory responses. In this study,
recombinant expression, purification and structural characterization of S100A8 and S100A9
were accomplished.
Methods: In this experimental study, pET15b was used as vector of human S100A8 and
S100A9 coding sequences, hosted by E.coli BL21 (DE3). Gene expression and purification
attempts were evaluated using SDS-PAGE. Protein purification was accomplished using Ni-
NTA resin based on its affinity for His-tag present on recombinant proteins. Tertiary structure
of proteins were evaluated using spectrofluorimetry.
Results: The subunits were over expressed 3-4 hours following induction at 37 °C. S100A9
was expressed mainly as inclusion body while S100A8 was found to be expressed mainly as a
soluble protein. Purification of S100A8 and S100A9 was achieved at 100 mM imidazole.
Spectroscopic studies showed that the amino acid tryptophan is in the internal structures and
is less exposed to the aqueous environment.
Conclusion: In this study, a recombinant S100A8 and S100A9 subunits were expressed and
purified and also their structures were confirmed.
Keywords: S100A8, S100A9, E.coli BL21(DE3), pET15b, Ni-NTA, Spectroflourimetry
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مقدمه
ها به نام پروتئین اي از پروتئینکالپروتکتین به خانواده

زیر مجموعه که به نوبه خود تعلق داردS100هاي 
این . می باشندEF-handاي از پروتئین هاي خانواده 

نوع پروتئین ها به صورت وابسته به کلسیم با انواع 
داده و در تنظیم خاصی از پروتئین ها میان کنش 

بسیاري از فرآیند هاي سلولی نظیر انتقال پیام، تمایز 
. ]2،1[و کنترل چرخه سلولی نقش دارند

مختلف به نام هايواحد دو زیرازکالپروتکتین
)S100A8(MRP-8و)S100A9(MRP-14 تشکیل

غیر بطوردر فرایند وابسته به کلسیم شده است که 
به نامهاي و دادهتشکیل هترو دیمر کمپلکس کووالان 

آنتی ژن فیبروز کیستیک، ،MRP8/14کالپروتکتین،
- 7[دنمی شوشناختهMac387و 27E10آنتی ژن

در S100ژنهاي مربوط به پروتئین هاي خانواده .]3
1q21قالب یک مجمموعه ژنی بر روي کروموزوم 

ساختمان ژنهاي کد کننده پروتئین . قرار گرفته است
سایی شده و توالی آنها کلون گردیده شناMRPهاي 
352یک ناحیه کد کننده با دارايMRP-14،است

14نوکلئوتید بوده و پروتئینی با وزن مولکولی حدود 
. اسید آمینه را تشکیل می دهد114کیلودالتون و 

یک ناحیه کد کننده با انسانی دارايMRP-8یتوال
اسید 93نوکلئوتید می باشد که پروتئینی با 279

چکیده
فرآیندهاي مهمی نظیر پیام رسانی و تنظیم پاسخ هاي التهابی نقش در S100 A9وS100 A8کالپروتکتین، :زمینه و هدف

. بصورت نوترکیب، خالص سازي و بررسی ساختار آنها انجام گردیدS100 A9وS100 A8در این مطالعه، بیان . دارند
E.coliنسانی و از اS100 A8, S100 A9به عنوان حامل توالی کد کننده ژنهاي pET15bدر این مطالعه تجربی از :روش کار

BL21(DE3)بیان ژن و فرآیند خالص سازي از طریق . به عنوان میزبان استفاده گردیدSDS-PAGE مورد ارزیابی
پروتئین هاي His-Tagو بر اساس میل ترکیبی آن به Ni-NTAخالص سازي پروتئینها با استفاده از رزین . قرارگرفت

.ن ها با طیف سنج فلورسانس بررسی شدساختار سوم پروتئی. نوترکیب انجام گرفت
درصد بالایی . بیان بالایی را نشان دادنددرجه سانتی گراد 37ساعت بعد از القاء و دماي 3-4زیر واحدهاي مذکور :یافته ها

. عمدتا بصورت محلول بیان گردیدS100A8در فاز اینکلوژن بادي نشان داده شد، در حالیکه زیر واحد S100A9از پروتئین 
S100A8 وS100A9 در غلظتmM100در بررسی طیف سنجی نشان داده شد که اسید . ایمیدازول خالص سازي گردید

.آمینه تریپتوفان در ساختار هاي داخلی قرار گرفته و کمتر در معرض محیط آبی است
مچنین، ه. بصورت نوترکیب بیان شده و تخلیص گردیدS100A9و S100A8در این مطالعه زیر واحدهاي :نتیجه گیري

. ساختار آنها مورد تایید قرار گرفت
S100A8 ،S100A9 ،E.coli: کلمات کلیدي BL21(DE3)،Ni-NTA ،طیف سنجی فلورسانس ،pET15b
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کیلو دالتون را می 10.8آمینه و وزن مولکولی حدود 
یک ریشه اسید دارايMRP-14و MRP-8. سازد

این . ساختمان خود می باشنددرآمینه سیستئین
یا توالی قرارگیري درپروتئین ها فاقد توالی سیگنال

همچنین این پروتئینها فاقد جایگاههاي.غشاء هستند
N -کالپروتکتین . ]3- 5، 8[شندباگلیکوزیلاسیون می

نقش عمده اي در تنظیم پاسخهاي ایمنی و التهابی ایفا 
فعال شدن نوتروفیلها و چسبندگی . ]9[می کند

با آزادسازي مقادیر قابل مونوسیت ها به اندوتلیال
پژوهش ها نشان . توجهی از کالپروتکتین همراه است

می دهد که غلظت پلاسمایی این پروتئین در برخی 
بیماریهاي التهابی بطور چشمگیري افزایش می یابد، 
لذا این پروتئین بعنوان یک مارکر مناسب براي 

امروزه . ]10[فرآیندهاي التهابی معرفی شده است
افزایش غلظت مدفوعی کالپروتکتین بعنوان یک 
بیومارکر درتشخیص بیماریهاي التهابی روده مورد 

. ]11،8[استاستفاده قرارگرفته
بعنوان یک عامل موثر در ترمیم زخم روتکتین،کالپ

این .ی شناخته شده استپس از جراحتهاي پوست
قابلیت اتصال به عنصر روي و برداشت آن پروتئین

به همین دلیل مانع از فعالیت واز محیط را دارد
آنزیمهاي وابسته به روي نظیر آنزیم متالوپروتئیناز 

ی جلوگیري ماتریکس شده و از رشد عوامل میکروب
کالپروتکتین پروتئین نوینی در . ]12-14[می کند

عرصه مطالعات سرطان است و پژوهشهاي ساختاري 
این . و عملکردي آن نیز قدمت چندانی ندارد

پروتئین رشد سلولهاي پروکاریوتی و یوکاریوتی و 
بویژه سرطانی را بطور موثر و توانمند مهار می کند

یش بینی می شود که این از این رو پ. ]1، 8، 18-15[
پروتئین در آینده اي نه چندان دور یکی از داروهاي 

. موثر و مفید در جهت مقابله با سرطان باشد
یکی از روش ها جهت مطالعه ساختار سوم پروتئین 

در مطالعه .ها، روش طیف سنجی فلورسانس است
فلورسانس برخی مولکولها تهییج شده و ضمن 

اولیه انرژي خود را بصورت برگشت به پایه انرژي 

طیف نشري . نشر فلورسانس از دست می دهند
همواره داراي انرژي کمتري است زیرا بخشی از 
. انرژي بصورت گرما و ارتعاش از بین می رود

خاصیت نشر فلورسانس مولکولها اغلب در محیطهاي 
آبی فروکش می کند، برعکس در محیطهاي 

اتصال محکم این غیرقطبی و یا محیط هایی با شرایط
هم فرآیند فروکش و هم . پدیده تشدید می شود

تشدید فلورسانس اطلاعات خوبی در خصوص ساختار 
بطور کلی .و عمل پروتئین در اختیار می گذارند

ویژگی فلورسانس پروتئین ها بدلیل فلوروفورهاي
ذاتی نظیرریشه هاي تیروزین، تریپتوفان و فنیل 

دارکردن رجی که در نشانآلانین یا فلوروفورهاي خا
در .ایجاد می شودپروتئین ها استفاده می شوند،

واقع این ویژگی در بسیاري از پروتئین ها صرفا 
مربوط به اسید آمینه تریپتو فان می شود 

]20،19،4[.
که در بالا به برخی از ،به اهمیت کالپروتکتینعنایت با

سازي و خالص بیان ،این مطالعهدرآنها اشاره شد، 
، S100A9و S100A8کالپروتکتین،زیرواحدهاي

از آنجا . دستور کار قرار گرفتبصورت نوترکیب در 
که پروتئین ها درساختارهاي طبیعی خود قادر به 

و تاخوردگی این هستند ساختاربیولوژیک فعالیت 
اسپکتروسکوپی فلورسانس نیز به کمکپروتئین ها 

.مورد بررسی قرار گرفت

روش کار
pET15bاز پلاسمیدتجربیدر این مطالعه:وادم

(Liferiver) توالی ناحیه کد کننده بعنوان وکتور
E.coliانسانی و از S100 A9وS100 A8ژنهاي 

BL21(DE3)(Novagen) به عنوان میزبان جهت
از . نوترکیب استفاده شدS100 A9وS100 A8بیان

IPTG(Sigma)1آمپی به عنوان القاء کننده و از
جهت انتخاب کلنی هاي ترانسفورم (Sigma)سیلین 

1Isopropyl-D-thiogalactopyranoside
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LB1محیط از . شده درمحیط کشت استفاده گردید

(Sigma)از . ستفاده گردیدبراي کشت باکتري ا
(Applichem)و ایمیدازولNi-NTA(Sigma)رزین 

. جهت خالص سازي پروتئین نوترکیب استفاده گردید
کتهاي سایر مواد شیمیایی مورد استفاده ازشر

Merck وSigma خریداري شده و از درجه
Molecular biology gradeبرخوردار بودند .

پلاسمیدهاي حاوي توالی کد :ترانسفورماسیون
بطور S100A8 , S100A9کننده زیر واحدهاي 

انتقال ) Competent cell(جداگانه به میزبان پذیرا 
ترانسفورمیشن با استفاده از شوك . داده شدند

رتی و بر اساس پروتکل استاندارد انجام گرفتحرا
معادل (میکرولیتر پلاسمید 2بدین صورت که . ]21[

50به S100 A8حاوي ژن کد کننده ) نانوگرم16
میکرولیتر میزبان پذیرا اضافه شده، مدت نیم ساعت 

درجه 42سپس در دماي . روي یخ انکوبه شد
رار داده ثانیه ق60سانتیگراد حمام آب گرم به مدت 

افزوده و در SOCمیکرولیتر محیط 200سپس . شد
محتوي . درجه انکوباتور شیکر قرار داده شد37

حاوي آمپی LB Agarمیکروتیوپ  برروي  محیط
پخش شده به مدت یک شب در انکوباتور % 1سیلین 

نیز S100A9در مورد. درجه قرار داده شد37
. مراحل مذکور انجام گرفت

از کلنی هاي بدست آمده :تائید آنبیان ژن و
آمپی سیلین، یک تک کلنی به –LB Agarدرمحیط 

% 1حاوي آمپی سیلین LB Brothمیلی لیتر محیط50
درجه سانتیگراد و37تلقیح شده در شیکرانکوباتور 

پس از اینکه . دور بر دقیقه قرارداده شد200
nm600ODرسید،6.0محیط بهIPTG با غلظت نهایی
4یلی مولار به محیط افزوده شد و به مدت  م1

200درجه سانتیگراد و37ساعت در شیکرانکوباتور 
به فاصله هر یک ساعت . دور بر دقیقه قرارداده شد

15مقداري از محیط کشت برداشته شده و به مدت 

1 Luria-Bertani

درجه 4، دماي دور بر دقیقه5000دقیقه در 
شده و رسوب مربوطه جمع آوري و درسانتریفیوژ

.نگهداري شد- 20دماي
جمعهاينمونهSDS-PAGE:پروتئینالکتروفورز

وnativeشرایطدرواحدزیردوازشدهآوري
denaturant12آکریلامید پلیژلرويوشدهلیز %

S100A8بیان . شدندالکتروفورزولت200جریان با

آنها در ) Size(نوترکیب به کمک اندازه S100A9و 
و همچنین وجود باند متمایز رکر استانداردمقایسه ما

در ستون مربوط به نمونه القاء شده، نشان داده می 
.  شود

زیردوبیانازپس:واحدهازیرحلالیتبررسی
روشانتخاببراي،S100A8 ,S100A9واحد

میزانdenaturingوnativeروشبهتخلیص
نمونه. گرفتقراربررسیموردپروتئینحلالیت

ازاستفادهبابیانمرحلهازشدهآوريجمعهاي
mM100Tris ،mMبافر  دروسونیکاتوردستگاه

25NaCl،عنوانبهآنازاينمونهلیزشدهwhole

cell lysateازسانتریفیوژانجامازبعدهمايونمونه
مشخص. شدبررسیSDS-PAGEتوسطروییمایع
دوهردرشدهنبیاپروتئینمیزانبیشترینکهشد

کمیمیزانودارندقرارمحلولدرحالتزیرواحد
.اندکردهپیداتجمعبادينکلوژنیادر

شده،بیانپروتئینسازيخالصمنظوربه: تخلیص
مرحلهدرشدهآوريجمعهايباکتريحاويرسوب

درساعتیکمدتبهلیزکنندهبافردربیان،
یگرادسانتدرجه4ودقیقهبردور13500

mM25حاويلیزکنندهبافر. گردیدسانتریفیوژ
HEPES،mM100NaClبا%10گلیسرول و

8pH=روشباهاییکهنمونهسوپرناتانت. بود
nativeوdenaturingستونازبودلیزشدهNi-

NTAازاستفادهباستونسپس.شددادهعبور
)مولارمیلی50- 200(ایمیدازول مختلفغلظتهاي

جمعوخاملیزاتازهایینمونه. شددادهشوشست
SDS-PAGEرويبرشستشومراحلازشدهآوري

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 e

jo
ur

na
ls

.a
ru

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

03
 ]

 

                             4 / 11

https://ejournals.arums.ac.ir/jarums/article-1-639-en.html


111حمیده اصغري و همکاران ...            بررسی بیان ژن و خالص سازي زیر واحدهاي

پروتئینحاويفرکشنتاقرارگرفتبررسیمورد
وجود یک باند متمایز در .شودجدابیشترخلوصبا

که طی در نمونه هاي القاء شده اندازه مورد نظر 
با افزایش غلظت ایمیدازولمراحل خالص سازي

ف باند هاي دیگر قویت می شود و در عین حال حذت
و S100A8طی این مراحل، خالص سازي پروتئین 

S100A9نوترکیب را نشان می دهد  .
:غلظتو تعییندیالیز نمونه هاي تخلیص شده 

جهت خارج کردن ایمیدازول و اوره از نمونه هاي 
حاوي پروتئین تخلیص شده، نمونه ها دربافرحاوي 

mM100NaClوmM25Tris،6=pH 24به مدت
ها با غلظت پروتئین نمونه. ساعت دیالیز شدند

نانومتر 280استفاده از نانودراپ و در طول موج 
ml mg-1از ضریب خاموشی ویژه . اندازه گیري شد

S100براي ml mg-1526/0وS100A8براي 03/1

A9غلظت . استفاده گردیدS100A8 mg ml-16/0
.دست آمدmg ml-13/1حدود S100 A9و 

ین قبل و بعد از دیالیزئبررسی  ساختار پروت
خالصنوترکیبپروتئینفلورسانسسنجیطیف
ازآنجا. شدانجامVarionدستگاهازاستفادهباشده

تریپتوفاناسیدآمینهدارايزیرواحددوهرکه
طولدروتحریکنانومتر280موج طولدرهستند

. شدگیرياندازهآنهانشرنانومتر450تا 300موج 

درگرممیلی3.0پروتئیناین بررسی ها با غلظت
mM100NaCl ،mM25در بافر حاويولیترمیلی

PO4NaH2،5/6=pHو در دماي اتاق انجام شد.

یافته ها
نوترکیبS100A9و S100A8بیان 

براي ،IPTGپس از ترانسفورم شدن باکتریها و القا با 
کالپروتکتینپروتئیندو زیر واحد بررسی بیان 

هاي تراریخته در محیط مناسب نوترکیب، باکتري
در ها قبل و بعد از القاکشت داده شدند و نمونه

نتایج . مورد ارزیابی قرار گرفتندساعت اول تا چهارم
SDS-PAGE بانشان داد که بعد از القاIPTG ،

از . بیان شده استنظرنوترکیب موردهاي پروتئین 
آنجا که این پروتئین ها داراي دنباله پلی هیستیدین 
هستند وزن مولکولی بیشتري از نوع طبیعی خود 

و زیر19در حدود S100A8لذا زیر واحد . دارند
کیلو دالتون مشاهده 17در وزن S100A8واحد 

3تایج نشان داد که بهترین میزان بیان نهمچنین .شد
شکل (باشد میIPTGبعد ار القا توسط ساعت 4الی 

).2و1
نوترکیبS100A9و S100A8خالص سازي 

درجه سانتیگراد 37در دماي هابعد از بیان پروتئین

ساعت 1نمونه لیزشده باکتري حامل پلاسمید نوترکیب 2نشانگر وزن مولکولی، ستون 1ستون :SDS-PAGEتوسط S100A8بررسی بیان ژن . 1شکل
بعد از القاء با 8و 4،6هاي نمونه لیزشده باکتري حامل پلاسمید نوترکیب قبل از القاء، ستون3مولار، ستون با غلظت یک میلیIPTGاز القاء با بعد

IPTGبیان . باشدبه ترتیب در فاصله زمانی دو، سه و چهار ساعت بعد از القاء میS100A8نشان داده شده بصورت باندهایی متمایز در امتداد پیکان
.به ترتیب نمونه هاي القاء نشده درفاصله زمانی دو، سه، چهارساعت بعد از القا می باشد9و 7، 5ستونهاي . است
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هاي حاصل از لیز سلول و مایع ي نمونهو مقایسه
SDS-PAGEرویی حاصل از سانتریفیوژ آن توسط 

بیان شده S100A9زیر واحد مشاهده شد که 
تر محلولS100A8و زیر واحدنامحلول تقریبا 
). 4و3شکل (است 

درجه 37در دماي :S100A9بررسی حلالیت زیر واحد . 3شکل
به ترتیب نمونه 3و 2نشانگر وزن مولکولی، ستون 1ستون . سانتیگراد

درجه 37لیز شده باکتري و مایع رویی حاصل از سانتریفیوژ در دماي 
شکل میزان پروتئین موجود در فاز محلول بسیار سانتیگراد، باتوجه به

کم بوده و نشان دهنده این موضوع است که پروتئین بیشتر در فاز 
.غیر محلول قرار دارد

درجه 37در دماي :S100A8بررسی حلالیت زیر واحد . 4شکل
به ترتیب نمونه 3و 2نشانگر وزن مولکولی، ستون 1ستون . سانتیگراد

درجه 37کتري و مایع رویی حاصل از سانتریفیوژ در دماي لیز شده با
.سانتیگراد

در ابتداي هیستیدینبا توجه به وجود دنباله پلی
سازي پروتئین بیان پروتئین مورد نظر براي خالص

ستون کروماتوگرافی میل ترکیبی حاويشده از
Ni2+-NTAشستشوي ستون با استفاده . استفاده شد

مولار میلی200الی 50دازول از از شیب غلظت ایمی

عت سا1نمونه لیز شده باکتري حامل پلاسمید نوترکیب 2نشانگر وزن مولکولی، ستون 1ستون :SDS-PAGEتوسط S100A9بررسی بیان ژن . 2شکل
IPTGبعد از القاء با 8و 4،6هاي نمونه لیز شده باکتري حامل پلاسمید نوترکیب قبل از القا، ستون3مولار، ستون باغلظت یک میلیIPTGبعد از القاء با 

. پیکان نشان داده شده استبصورت باندهایی متمایز در امتداد S100A9بیان . باشدبه ترتیب در فاصله زمانی دو، سه و چهار ساعت بعد از القاء می
.به ترتیب نمونه هاي القاء نشده در فاصله زمانی دو، سه، چهار ساعت بعد از القاء می باشد9و 7، 5ستونهاي 

(K Da)
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هاي مختلف حاصل نارزیابی فرکش. صورت پذیرفت
نشان داد SDS-PAGEاز شستشوي ستون بر روي 

mMنوترکیب در غلظت S100A9و S100A8که 

منفرد جداسازيهايایمیدازول بصورت باند100
هر دو زیر واحد به صورت 5که در شکل می گردد

.روي ژل نشان داده شده استباند هاي متمایزي بر 

، نشانگر 1ستون. نوترکیب پس از تخلیص:S100A8 , S100A9. 5شکل
3و ستون S100A8، نشان دهنده زیر واحد 2وزن مولکولی، ستون 

.هر دو زیر واحد4و ستون S100A9زیر واحد 

S100A9و S100A8سنجی فلورسانس طیف

نوترکیب
که نسبتاً S100 A8پروتئینهمانطور که ذکر شد

S100A9محلولتر بود بصورت طبیعی و زیرواحد

تخلیص مولار 6در بافر حاوي اوره بصورت دناتوره 
و سپس دیالیز جهت خروج اوره و ایمیدازول شد

انجام شد و به منظور اطمینان از اینکه پروتئین به 
شکل فعال و طبیعی بدست آمده است طیف سنجی 

طیف سنجی ).7و6کل ش(فلورسانس انجام شد
قبل و S100A9ن نوترکیبیفلورسانس در پروتئ

.نشان داده شده است6بعد از دیالیز در شکل 

بحث
بصورت نوترکیب روشی براي بیان پروتئین

انجام مطالعات و مورد نظرپروتئین دسترسی به
سیستم . استآندارویی کاربردساختاري و بررسی

نوترکیب بصورتئین هاي مختلفی براي تولید پروت

بیشترین طول موج نشر فلورسانس از اسیدآمینه. در حالت دناتوره و طبیعی:S100 A9پروتئین نوترکیب آنالیز طیف سنجی فلورسانس . 6شکل
نشر فلورسانس در حالت دناتوره و قبل از دیالیز، منحنی) (منحنی.در دماي اتاق=5.6pHباmM100NaCl ،mM25PO4NaH2تریپتوفان در

.نشر فلورسانس بعد از دیالیز و خروج اوره از نمونه را نمایش می دهد(         ): 

بیشترین طول موج نشر فلورسانس از اسیدآمینه تریپتوفان  . بعد از تخلیص و دیالیز:S100 A8یب پروتئین نوترکآنالیز طیف سنجی فلورسانس . 7شکل
.در دماي اتاق=5/6pHبا mM100NaCl ،mM25PO4NaH2در 
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بیان پروتئین ها در . در بیوتکنولوژي وجود دارد
منجر به تولید پروتئین اغلب سلولهاي پستانداران 

هاي نوترکیب فعالی می شود که دچار تغییرات پس 
و از ترجمه  نیز شده اند، ولی این روش زمان گیر

در حالیکه باکتریها همچنان سیستم هاي ،گران است
یکی از مشکلاتی که حین تولید .بی هستندتولیدي مناس

پروتئین نوترکیب در میزبان پروکاریوتی ممکن است 
. با آن مواجه شویم نامحلول بودن پروتئین است

بسیاري از پروتئین هایی که در میزبان پروکاریوتی 
تولید می شوند تاخوردگی نادرست و یا ناکامل 

محلول داشته که اغلب بصورت  اجسام توده اي و غیر
مطالعات بیان پروتئین اکثر. در سلول تجمع می یابند
که داده است نشان E.coliهاي نوترکیب در باکتري

. تشکیل اجسام توده اي یک قاعده است تا یک استثناء
روشهاي مختلفی براي به حداقل رساندن تشکیل 

یابی به پروتئین محلول وجود اجسام توده اي و دست
متغیرهایی نظیر درجه حرارت، دارد که شامل تغییر 

ي القا متابولیسم میزبان و غلظت مادهمیزان بیان،
کننده یا تغییرات مهندسی روي پروتئین هدف مثل 
استفاده از اتصال دنباله مناسب و نیز بیان همزمان 

ي هااز بین روش. باشدها با پروتئین میچاپرون
تغییر شرایط رشد باکتري مانند رشد دادنموجود، 

تر و یا در محیط کشتی باکتري در درجه حرارت پایین
نباشد، اغلب که از نظر مواد مورد نیاز باکتري غنی

به عنوان یک راهکار مناسب بکار گرفته می شود
البته جهت صرفه جویی در هزینه ها و . ]24-22[

افزایش میزان محصول نهایی در بسیاري موارد از 
اجسام توده اي در فاز پروتئین هایی که بصورت 

. استفاده می شودنامحلول تجمع حاصل کرده اند
براي این منظور بایستی ابتدا این رسوب به شکل 

عوامل دناتوره کننده قوي معمولاً. محلول در آید
نظیر اوره و گوانیدیوم هیدروکلرید جهت محلول 

این . استفاده می شوندinclusion bodyکردن 
ضایی سوم و چهارم پروتئین را از عوامل ساختارهاي ف

بین برده و رسوب حاوي پروتئین غیر فعال را محلول 
. ]25[می کنند

و همکارانش در Hunterدر یک مطالعه که توسط 
وMRP8واحدهاي انجام شد زیر1998سال 

MRP9 بصورت نوترکیب در باکتري اشرشیاکلی
که بدلیل بیان بیش ازبیان شدBL21 (DE3)گونه 

حد، هر دو زیر واحد در فاز نامحلول بصورت 
اینکلوژن بادي قرار گرفتند که پس از لیز کردن 

حاوي این زیرواحدها در رسوبنمونه و سانتریفیوژ، 
مولار حل شد و پس از انجام 8بافر حاوي اوره 

دیالیز، توسط بررسی هاي اسپکتروفوتومتریک و 
نگ بررسی دیمریزه شدن این دو زیر واحد فولدی

در مطالعه .]26[طبیعی این پروتئین ها تایید شد
دیگري ژنهاي کد کننده این دو زیر واحد در وکتور 

pET11/20 قرار گرفته و بیان شدند و براي تشکیل
هترودیمر هر دو زیرواحد به نسبت یکسان مخلوط 
شده و براي اطمینان از دیمریزه شدن فرآیند 

رم طبیعی دناتوراسیون و سپس برگرداندن به ف
.]5[صورت گرفت

ي اول پلاسمید حاوي ژنهاي در این مطالعه در مرحله
S100A8ي کد کننده پروتئین نوترکیب ناحیه

,S100A9 تحت سیستم بیانی باکتريE.coliBL21

.قرار گرفت و پروتئینهاي مورد نظر به دست آمد
و S100A9وS100A8پس از بیان ژن هاي پروتئین 

S100A8واحد خص شد که زیربررسی حلالیت مش

حلالیت بیشتري دارد که شاید بدلیل وزن مولکولی 
واحد کوچکتر به مین علت زیرهبه.کمترآن است

در .تخلیص شدفرم طبیعی و در شرایط بدون اوره 
واحد بزرگتر براي بدست آوردن خصوص زیر

سلولهاي لیز شده از حاصلپروتئین بیشتر از رسوب
inclusion bodyیانامحلولواقع از بخشو در

مین جهت رسوب حاصل از هبه. استفاده شد
مولار حل شد و در 6سانتریفیوژ در بافر حاوي اوره 

از آنجاییکه .ستون کروماتوگرافی نیکل تخلیص شد
اوره موجب از بین رفتن ساختارهاي فضایی پروتئین 
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براي برگشت به فرم طبیعی بایستی اوره از ،می شود
اوي پروتئین خارج می شد که این کار با محیط ح

سپس براي اطمینان از . دیالیز نمونه ها انجام شد
از روش طیف سنجی هاي حاصل، ساختار پروتئین

که به عنوان یکی از روشهاي فلورسانس استفاده شد
تاخوردگی بررسیو مطالعه ساختار سوم پروتئین ها

.]20[گرددپروتئین هاي نوترکیب استفاده می 
حضور تنها یک ریشه تریپتوفان در هرکدام از زیر

واحد هاي کالپروتکتین شرایط را براي مطالعه با 
روش اسپکتروفوتومتري فلورسانس فراهم 

در میانه مارپیچ آلفاي سوم MRP8در Trp54.میکند
مارپیچ Cدر نزدیک به انتهاي MRP14در Trp88و

ارواحد کوچک داراي چهزیر.چهارم واقع است
.واحد بزرگ داراي یک تیروزین استتیروزین و زیر

بنابراین اگر در مطالعه فلورسانس ذاتی از طول 
براي تهییج استفاده شود هم تیروزینnm280موج

ها تهییج خواهند شد و اگر از ها و هم تریپتوفان
تریپتوفان هااستفاده شود تنهاnm290طول موج

اطلاعاتی را در طول موج نشري . تهییج خواهند شد
ها در اختیار می گذاردخصوص موقعیت تریپتوفان

نمونه ها در طول موج در این مطالعه.]28،27[
nm280 تهییج شدند و طول موج نشر در دامنهnm

حداکثر طول موج نشر .اندازه گیري شد300- 400
(S100A9در زیر واحدهتریپتوفان در حالت دناتور

nm352)مولار6در بافر حاوي اوره قبل از دیالیز و
و به نظر می رسد که تمام ریشه هاي است

در ارتباط با محیط آبی تریپتوفان درسطح پروتئین و
در حالیکه حداکثرطول موج نشر .قرار گرفته اند

blueاست که یک nm336نمونه بعد از دیالیز در

shift با حالت دناتوره نشان می دهد ومقایسهرا در
ریشه هاي تریپتوفان بطور است کهبیان کننده این 

چشمگیري در داخل پروتئین قرار گرفته و تماس 
.کمتري با محیط آبی دارد

ه گیرينتیج
S100 A9وS100A8در این مطالعه دو زیر واحد 

بصورت نوترکیب تولید و خالص گردید و نشان داده 
به صورت محلول هاي تخلیص شدهپروتئینشد که 

در محصول این مطالعه . داراي ساختار طبیعی استو 
پروتئیندو برهمکنش مطالعات بعدي جهت بررسی 

بررسی وبا همدیگر و تاثیر آن در روند بهبود زخم
مورد میزان القا آپوپتوز در سلولهاي یوکاریوتی

.استفاده قرار خواهد گرفت
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