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  یک مطالعه مبتنی :است KfiBبیان کپسول در باکتری اشرشیاکلی نیازمند پروتئین 
 بر آنالیز ساختار و عملکرد

  
  

 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
 

 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  

  چکیده
، در انـسان   بـوده مـهاج ــتریهای مـ بیان کپسول یکـی از عوامـل مهـم بیمـاریزایی باک ـ    : زمینه و هدف 

ب بـرای  ـناس ــستم مـدل م   ـ ـنوان یـک سی   ـع ـه  ژه ب ـ ـرایط وی ـ ـن ش ـتــیاکلی با داش  ــاشرش . استت  ـمیـدارای اه 
اشد ـی ب ـاده م ـتفـابل اس ـی ق ـایـشـطوح غ ـدی به س  ــاکاریـلی س ـول پ ـپسـال ک ـمطالعه مکانیسمهای تولید و ارس    

 ، KfiA  ، KfiB ، KfiCین  ـئ ـــروتـوع پ ـار ن ـ ـه ــلی بـه چ   ـیاک ــرشـدی در اش  ـاری ــاکـی س ـلـتولید کپسول پ   . 
KfiDــــــازمـیــ ن  – GLcA - β(1,4) (4راری ـکـــای تـارهـــتــاخـاد سـجــــه در ایـاشد کـــند مــی ب

GlcNAc-α(1-   - ن ـئی ــار پروتـه ــه نـوع از چ ـش س ــون نق ــتـا کن ـ . سازنده کپسول، ایفای نقش می کنند
  . ناشناخته مانده است KfiBص شده است اما هنوز نقش ـخـشـوق مــف

 ، در ایـن مطالعـه چنـدین سـاختار متفـاوت بیـان               KfiBظور یافتن نقش پـروتئین      ـبه من : روش بررسی 
گی ـم ــه هـ ک ـ(pMA1)ل از آن ـام ــتار کـک ساخــ و ی(pMA2-6)ین  ـن پروتئ ـکننده بخشهای مختلف ای   

های ـپروتئین ـیص ـل ــحـضور ایـن قطعـه بـه تخ    . ته شد ـند ساخـ داشت6His-tagعه ی ـدر انتهای آمین خود قط 
  . کمک می کند NTA+Ni2-تولید شده با استفاده از ستون کروماتوگرافی 

 KfiBران نقـش    ـ قادر بـه جب ـ    pMA1نای  ـتثـه شده به اس   ـمید های ساخت  ـکدام از پلاس   هیچ : یافته ها 
ری ـپــسول را مجــدداً بــه باکتـــ نتوانــستند توانــایی تولیــد کو  نبــودهpPC6::23هش یافتــه ـدر پلاســمید جــ

 His-tagعه  ـط ـــور ق ـضـ ـود کـه ح   ـن ب ـ ـده ای ـ ـنـان ده ـشـ ن pMA1 اـبی  ـایـوانــن ت ـی ای ـاز طرف . بازگردانند
ل ـام ــعه کـط ـــماً بـه ق ـت ــ حن کـه ـن ای ــم ــضته  ـداش ــین مزاحمتـی در عملکـرد آن ن       ـروتئـن پ ـه ای ـل ب ــصـمت
  .باشد  کمپلکس نیاز می (Complementation)کمیل ـرای تـ بKfiBین ـروتئـپ

 بـه   KfiBاین پروتئین نشان داد که پروتئین       )اتصال(مطالعات مرتبط با یافتن محل تجمع     : نتیجه گیری 
 . شود  غشاء سیتوپلاسمی متصل می

 KfiB ،K5 اشرشیاکلی، کپسول پلی ساکاریدی، : واژه های کلیدی
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  مقدمه

بیان یک کپسول پلی ساکاریدی از خصوصیات مرسوم        
این ساختار با احاطه سطوح سـلولی       . یشتر باکتریها می باشد     ب

در تعاملات مختلف بین باکتری و محیط خارجی مـشارکت          
برای کپسول پلـی سـاکاریدی چنـدین عمـل مهـم         . می کند   

  : ذکر شده است که مهمترین آنها عبارتند از 
ایفای یک نقش کلیدی درمقابله با سیستم دفاعی میزبان 

نت ، همچنین تاثیر بر تـشکیل اجتماعـات        در طول مدت عفو   
   .)1،2(باکتریایی و مقاومت در برابر عوامل مخرب محیطی 

بیان کپسولهای پلی ساکاریدی در تعـدادی از باکتریهـا          
ــورد      ــا در م ــین آنه ــت، از ب ــه اس ــرار گرفت ــه ق ــورد مطالع م

اشرشیا ). 3(اشرشیاکلی بهترین اطلاعات به دست آمده است      
 نــــوع کپــــسول پلــــی 80ز کلــــی مــــی توانــــد بــــیش ا 

ایــن . متفــاوت تولیــد نمایــد  )Kیــاآنتی ژنهــای (ســاکاریدی
کپسول ها در اشرشیاکلی بـر اسـاس خـصوصیات ژنتیکـی و       

) . 3(تقسیم بندی شده اند     ) 1-4(بیوشیمیایی در چهار گروه     
بــه دلیــل محــدودیت فــضا در ایــن بخــش بــر آنتــی ژنهــای  

  .  متمرکز خواهیم شد 1 ، 2گروههای 
ای جـدا شـده     ـهـیاکلیـ که در اشرش   1نهای گروه   آنتی ژ 

 هـوشـــا خـب ـ د ،ـونـــی شـان م ــیـــای روده ای بـه ــتـفونـاز ع
 قــرار  his که در نزدیـکـی اپرون cps (gene cluster)ی ـژن

این آنتـی   .  می شوند    (encoded)  کد گذاری  ،گـرفته اسـت 
ژنها به پلـی سـاکاریدهای کپـسولی بیـان شـده بـا جنـسهای                

  ).4(یلا و اروینیا شباهت دارند کلبس
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 در اشرشـیا کلیهـای جـدا  شـده از           2آنتی ژنهای گـروه     

تعــدادی از عفونتهــای مختلــف انــسان و حیوانــات بیــان مــی 
 در نزدیکـی    kpsاین آنتـی ژنهـا توسـط ، لوکـوس           )2(شوند
serA    ــه ــباهت ب ــاختمانی ش ــاظ س ــده، از لح ــذاری ش  کدگ

ن شـده بـا جنـسهای نایـسریا و          کپسولهای پلی ساکاریدی بیا   
ــر خــلاف کپــسولهای گــروه  ) . 2،3(هموفیلــوس دارنــد   1ب

 در طـرف سیتوپلاسـمی      2کپسولهای پلی ساکاریدی گـروه      
 (Processive)غـــشاء داخلـــی بواســـطه واکنـــشهای ممتـــد 

  )6،5،4،3.( گلیکوزیل ترانسفرازها ساخته می شوند
در آزمایــشگاه روبــرتس در دانــشگاه منچــستر ســاختار  

ولیگــومری کمــپلکس ســازنده و ارســال کننــده موجــود در ا
 بعنــوان یــک K5غــشاء داخلــی بــا اســتفاده از آنتــی ژنهــای 

 مطالعات بعـدی   )3. (، ترسیم گردید) 1شکل (سیستم مدل 
درهمان آزمایشگاه نشان داد که ایـن کمـپلکس در قطبهـای            
سلولی قرار داشته و در همان محلها ست که پلی سـاکاریدها     

  ) 7. ( سلولی تخلیه می شوندبه سطوح
 مشاهده می شود ، بیوسـنتز   1,2 همانگونه که در شکل

 بـا یـک سـاختار کمـپلکس         K5پلی ساکاریدهای کپـسولی     
چند پروتئینی صورت می گیرد کـه در تولیـد و ارسـال پلـی             

 ،  KfiA   ، KfiBپروتئینهـای   . ساکاریدها نقش ایفا می کننـد       
KfiC ،  KfiD    ید نقش حیاتی ایفا مـی       در بیوسنتز پلی ساکار

ــد  ــا ســویه   . کنن ــد شــده ب ــسولی تولی  K5پلــی ســاکارید کپ
 )8. (اشرشیاکلی شباهت زیادی به هپارین سولفات دارد

  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  
 ارسال کننده کپسول-شکل شماتیک کمپلکس سازنده:1شکل  
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 در آزمایـشگاه  KfiC و KfiAمطالعات بـر روی پروتئینهـای     
 پروتئین بـه  روبرتس در دانشگاه منچستر نشان داد که این دو       

 گلوکز آمین گلیکوزیـل     α-UDP-N-acetyl-Dترتیب یک   
  UDP-Glucuronicacid و یـک   (α-GlcNAc-T) ترانسفراز

β-    گلوکوزیل ترانسفراز (β-GlcA-T)    5،6( هـستند. (KfiD 
.  دهیدروژناز عمل می کنـد UDP-Glucuronic acidبعنوان 

 نامـشخص بـوده، ممکـن    KfiBتا کنـون نقـش پـروتئین      ) 9(
 در مراحل آغـازین بیوسـنتز پلـی سـاکارید نقـش ایفـا               است
مطالعات پیشگویی کننده ساختمان این پروتئین نـشان        . بکند  

 (  مـارپیچ  – می تواند با داشتن نـواحی مـارپیچ          KfiBداد که   
در تسهیل آغاز تولید کپسول با ایفای یـک نقـش سـاختاری            

  ) .6(ظاهر شود 
ژی اتـصالی   بیان یک پروتئین از طریـق کـاربرد تکنولـو         

 باعث تـسهیل تخلـیص آن   (gene fusion technology) ژن
یکــی از ایــن روشــها اســتفاده از شــش . پــروتئین مــی شــود 

می باشد که قبلاً با موفقیت فوق        (6XHis)هیستیدین متوالی   
 مـورد اسـتفاده     KpSالعاده ای برای دیگر انواع پروتئین های        

عیــین نقــش ایــن مطالعــه بــا هــدف ت) 10. (قــرار گرفتــه بــود
  . با استفاده از این روش می باشدKfiBپروتیینی

  روش بررسی 
  تمام مواد شیمیایی و دیگر مواد مورد نیاز از کمپانیهای

 آلدریچ ، مـرک و اوکـسوئید تهیـه گردیدنـد، بـه              –سیگما  
استثنای مواردی که نام کمپانی مربوط بـه آن ذکـر گردیـده             

  LB(Luria-Bertani)ت ـشـط کـحیـها در مـتریـاکـب. است 
   پرایمرهای مورد استفاده و پلاسمید های ساخته.شدند داده

  . آورده شده اند 2و1شده در این مطالعه در جدول  

DNA پلاسمیدی توسط کیت QIA Prep   کمپـانیQiagen 
ــد  ــتخراج گردی ــا  . اس ــر ب ــل تکثی ــتفاده از  PCRمراح ــا اس  ب

 (Stratagene) پلیمـراز    Pfuپرایمرهای  ذکـر شـده و آنـزیم          
 پس از DNAتجزیه و تحلیل اندازه قطعات   . صورت گرفت   

الکتروفورز بر روی ژل آگـاروز بـا اسـتفاده از مـارکر یـک               
  برای توالی یـابی  .صورت گرفت (Gibco BRL) کیلوبازی
اسـتفاده    ABI PRISM Ready (Perkin Elmer)از کیـت  

  .شد
 به منظور کلون کردن قطعه مورد نظر برای بیان پروتئین   

 کامـل   DNA به عنوان الگو برای تولیـد        pPC6 از پلاسمید    ،
KfiB (aa1-563 ,KfiB) دو قطعــه ، KfiBبخــش   کــه فاقــد

ــد   ــی بودن ــایی آمین  ;KfiB6) KfiB2 and aa452-563انته
(aa147-563; ــه ــایی   KfiB و دوقطعـ ــش انتهـ ــد بخـ ــه فاقـ  کـ

 ;KfiB5) KfiB3 and aa1-453; (aa1-153 کربوکـسیلی بودنـد  
و  PCRولات  ـصـ ـپـس از بـرش مح     ). 2دول  ـج(استفاده شد 

 BamHI-SmaI/KpnIهــــای ـمـــزیــا آنــا بــــــــــتـورهوک
ــه روش فنــل  و  کلروفــورم عمــل اتــصال –اســتخراج آنهــا ب

 انجـام   0C16 در   T4محصولات آنهادر حضور آنـزیم لیگـاز        
 بــا اســتفاده از روش XL1Blueســلولهای پــذیرای . گرفــت 

(11)Mandel,Higaلاســمید حــاوی محــصول  تهیــه شــد و پ
PCR         با استفاده از روش شوک حرارتی یا الکتروپوریشن به  

   های موفق برای مطالعات بعدیـاز کلنی. دـداخل آنها وارد ش
ــد  ــتفاده ش ــس   . اس ــه پ ــب ک ــدین ترتی ــتخراجب  DNA از اس

  پلاسمید از چند کلنی رشد نـمـوده در سـطـح پلیـت و برش

ی از آنها با داشتن اندازه    آنها با آنزیمهای محدود کننده ، یک      
  انتخاب و پس از توالی یابی و اطمینان ) kb)1,7مورد انتظار 

  ارسال                     ساختن             ارسال      
1                                             2 3                                   

                                  Kps     F     E     D    U    C   S                                       T  M

                                                                                Kfi      D    C      B     A

 اشرشیاکلی سازنده و ارسال کننده کپسول شکل شماتیک کمپلکس خوشه ژنی:2شکل
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ــه صــورت صــحیح ســاخته شــده و در   KfiBاز اینکــه ژن   ب

 pMA1 می باشد ، تحت عنوان  His-tagانتهای خود دارای 
 متـصل بـه     KfiBبرای تأیید بیـان پـروتئین       .نامگذاری گردید 

His-tagادی ـی بـتفاده از آنتـترن بلات با اس ، آنالیز های وس  
  . اجرا شدHis-tagاختصاصی علیه 

  ای حامل ژن تولید کننده ـه هـویـن در سـئیـان پروتـبی
  

  
  
  

  
Seq =توالی  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
KfiB           کامل و همچنین حامل دیگر قطعـات ناکامـلKfiB ،  

-isopropyl-1-thio)درزمانهای خاصی با افزودن محلول      

β-D-galacto pyranoside) IPTG  ــد ــا گردی ــس از .  الق پ
 ساعت سلولهای باکتریایی ته نشین شده پس از      5-3گذشت  

-SDS مخلوط شدن بـا بـافرالکتروفورز بـرای آنـالیز توسـط     

PAGE و وسترن بلات آماده شدند .  
  

      
  

  
  

  

  
  
  

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 اندازه مورد انتظار خصوصیت (’3 →’5)توالی  پرایمر
KF1F 

 
CGG GAT CCC GAT GAT GAA 
TAA ATT AGT GC 

Binds forward strand of kfiB starting from 
the beginning of kfiB  

1.7kb 

KF1R 
 

ACA GCC CTT GAT TTT AGC 
TCT CC  

Binds reverse strand of kfiB starting from 
the end of kfiB  

 

KF2F CGG GAT CCC GGC ATA TAA 
TAA AAG ATT GC 

Binds forward strand of kfiB starting from 
coding seq for amino acid 147 

KF2R 
 

ACA GCC CTT GAT TTT AGC 
TCT CC  

Binds reverse strand of kfiB starting from 
the end of kfiB  

1.2kb 

KF3F 
 

CGG GAT CCC GAT GAT GAA 
TAA ATT AGT GC 

Binds forward strand of kfiB starting from 
the beginning of kfiB  

0.45kb 

KF3R GGG GTA CCC CGC AAT CTT 
TTA TTA TAT GC  

Binds reverse strand of kfiB starting from 
coding seq for amino acid 147 

 

KF5F CGG GAT CCC GAT GAT GAA 
TAA ATT AGT GC 

Binds forward strand of kfiB starting from 
the beginning of kfiB  

1.36kb 

KF5R GGG GTA CCC CAT ATA GCA 
CAG GTG G 

Binds reverse strand of kfiB starting from 
coding seq for amino acid 453 

 

KF6F CGG GAT CCA TGG AGC AGC 
TGA GCA G 

Binds forward strand of kfiB starting from 
coding seq for amino acid 452  

KF6R ACA GCC CTT GAT TTT AGC 
TCT CC  

Binds reverse strand of kfiB starting from 
the end of kfiB  

0.33kb 

 پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه:1                      جدول

= Amprمقاوم به آمپی سیلین 
= aaآمینو اسید   

 پلاسمید های ساخته شده در این مطالعه:2جدول

 خصوصیات پلاسمید
pMA1 Ampr, 6xHis tag fusion of full-length kfiB (encodes aa1-563) in pQE32 vector at BamHI–Sma I sites 

pMA2 Ampr, 6xHis tag fusion of truncated kfiB lacking N-terminal domain (encodes aa147-563) in pQE32 
vector at BamHI – Kpn I sites  

pMA3 Ampr, 6xHis tag fusion of truncated kfiB lacking C-terminal domain ( encodes aa1-153) in pQE32 
vector at BamHI – Kpn I sites  

pMA5 Ampr, 6xHis tag fusion of truncated kfiB lacking C-terminal domain ( encodes aa1-453) in pQE32 
vector at BamHI – Kpn I sites  

pMA6 Ampr, 6xHis tag fusion of truncated kfiB lacking N-terminal domain (encodes aa452-563) in pQE32 
vector at BamHI – Kpn I sites  

4/ 
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یکی از ژلهای الکتروفورز پس از رنگ آمیزی بـا کوماسـی            
بلو به منظور مـشاهده بانـدهای پـروتئین مـورد اسـتفاده قـرار           

از ژل دوم جهت انتقال پروتئین هـا بـه یـک غـشای              . گرفت  
(Millipore)PVDF  از روش(Towbin et.al)  اســــتفاده

  ).12(شد
 و همکـارانش  Bronnerاز متـد   برای تهیه اجزاء سلولی

بـرای انـدازه گیـری میـزان آلـودگی جـزء            .استفاده شد ) 13(
غشائی با اجـزاء سیتوپلاسـمی از روش تعـدیل سـازی شـده              

Maagd&Lugtenberg )14( در ایـــن روش . اســـتفاده شـــد
ــالات ده ــزان مـ ــدروژناز میـ ــزیم   (MDH)یـ ــه یـــک آنـ کـ

همچنـین بـرای    . سیتوپلاسمی است انـدازه گیـری مـی شـود         
سنجش میزان آلودگی جزء سیتوپلاسمی با غشاء بـا اسـتفاده      

 NADHمیزان فعالیت   )15(و همکارانش    Hayashiاز روش   
ــدروژناز   ــه غــشاء مــورد  (NFD)فــری ســیانید دهی  متــصل ب

ن فعالیت تام کمتـر     در هر دوروش میزا   . استفاده قرار گرفت    
آلودگی قابل اغماض به جزء دیگررا نشان می        % 3یا مساوی   

  . دهد
  نتایج

نتایج حاصله نشان دهنده وجـود یـک بانـد پروتئینـی بـا        
 و   )KfiBبانـد مـورد انتظـار بـرای          ( KDa66وزن مولکولی   

به نظر می رسید که باندهای کوچکتر     . باندهای کوچکتر بود  
 SDS-PAGEدر  . د شـده باشـند       ایجا KfiBاز شکسته شدن    

رنگ آمیزی شده توسط کوماسی بلو ، پـروتئین مـورد نظـر             
بنابراین با در نظر گرفتن میزان پایین تولید        . قابل مشاهده نبود  

این پروتئین همراه با حساسیت بـالای پـروتئین کامـل تولیـد             
شده نسبت به تخریب پروتئولیتیکی ، تصمیم به ادامه مطالعـه         

د چنــدین ســاختار بیــانی دیگــر کــه قطعــات  از طریــق ایجــا
  که فاقـد بخـشهایی از یکـی از دو انتهـای     KfiB متفاوت از

را تولیــد مــی  His-tagکربوکــسیلی یــا آمینــی و  متــصل بــه 
چنین قطعاتی با استفاده از     . نمودند ضروری به نظر می رسید       

ــpMA1پرایمرهــای اختــصاصی و   PCRعنــوان الگــو بــا ه  ب
 و انتقــال بــه  pQE32 اتــصال بــه  ســاخته شــده و پــس از  

XL1Blue ،و تاییــد بــه روش پــرش آنزیمــی و تــوالی یــابی 
آنتی بادی بـه    . نامگذاری شدند    pMA2,3,5,6تحت عناوین   

   ه هایـکــید تـد تولـ مویHis-tagائی ـناسـش ه برایـکار رفت
  نیـیع ورد انتظارـحیح مـ با وزن ملکولی صKfiBی ـینـپروتئ

  
  نیـیع ورد انتظارـحیح مـ با وزن ملکولی صKfiBی ـینـپروتئ

5.21 (pMA3)   ، 55 (pMA5)   کیلو دالتون    16 و (pMA6) 
 در غیـاب    pMA2اما هـیچ پروتئینـی در سـویه حـاوی           . بود  

  .سایر پروتئینهای کپسول مشاهده نشد
ــا    ــا ب ــا قطعــات ناکامــل پروتئینه ــروتئین کامــل ی ــان پ بی

pMA6,pMA5,pMA3, pMA1   بـدون حـضور IPTGز  نی ـ
قابل رویت بوده، حـضور دیگـر پروتئینهـای کپـسول باعـث             

 می شد، هـر چنـد کـه         KfiBافزایش پایداری پروتئین کامل     
این تاُثیر تا حدی در قطعات دیگر نیز مشاهده می شـد، ایـن              

  ) 2شکل ( نداشتpMA2حضور تاثیری در تولید پروتئین با 
  

  
  
  
  
 
 
 
 
  
 
  
  
  
  
  
  

 و قطعـات ناکامـل   تجزیه و تحلیل پـروتئین کامـل   ;2شکل 
6His-KfiBدر شرایط القا نشده   

      XL1-Blue[pMA1]، 1ستون 
  XL1-Blue[pMA1][pPC6::23]  ،2ستون 
      XL1-Blue[pMA2] ،3ستون 
  XL1-Blue[pMA2][pPC6::23] ،4ستون 
      XL1-Blue[pMA3] ،5ستون 
  XL1-Blue[pMA3][pPC6::23] ،6ستون 
      XL1-Blue[pMA5] ،7ستون 
  XL1-Blue[pMA5][pPC6::23] ،8ستون 
      XL1-Blue[pMA6] ،9ستون 
  XL1-Blue[pMA6][pPC6::23] ،10ستون 

66 
kD

a  
 

55 
kD
a 

2
1.
5 
k 16 

kDa  
 

  10      9         8       7        6       5       4       3       2      1 
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   جهشها (complementation)آنالیزهای تکمیل نمودن 

 ،  KfiB به منظور تعیین عملکرد تکمیل سازی پـروتئین         
 بــه داخــل بــاکتری    KfiBتمــام ســاختارهای متفــاوت از    

[pPc6::23] XL1Blue  منتقـــل شـــدند .MS101 بـــا بیـــان 
 pPC6::23 حـساس بـوده ،       K5 به باکتریوفـاژ     K5کپسول  

 توانـایی تولیـد     KfiBبعنوان یـک جهـش یافتـه بـرای تولیـد            
 را نــدارد از ایــن روی از ایــن دو بــرای کنتــرل  K5کپــسول 

همـه پلاسـمیدهای مختلـف       . مثبت و منفـی اسـتفاده گردیـد       
KfiB   بــه اســتثنای pMA1   در تکمیــل ســازی موتاســـیون 

pPC6::23 و بازگرداندن توانایی تولید کپسول ناتوان بودند.  
تجزیه و تحلیـل اجـزاء غـشایی و سیتوپلاسـمی توسـط               

  وسترن بلات 
به دنبال تفکیک اجزاء غشائی از سیتوپلاسـمی تـستهای          

NFD   و MDH         تأیید نمودند که میزان آلودگی این دو جزء 
 .با همدیگر قابل اغماض است 

ــایر      ــدان س ــه در فق ــشان داد ک ــلات ن ــترن ب ــایج وس نت
 ، قطعـه کامـل پـروتئین        K5پروتئینهای کمپلکس بیوسـنتزی     

KfiB  نــه قــادر بــه تجمــع و اتــصال بــه غــشاء بــوده و نــه در 
اما در حـضور دیگـر پروتئینهـای        . سیتوپلاسم دیده می شود     

بیوسنتزی قسمت اعظم این پروتئین به غشاء متصل می شـود           
 ، K5در فقــــدان ســــایر پروتئینهــــای ).  الــــف3شــــکل (

م در  ـ ه ـ pMA3ده بـا    ـ  کیلو دالتونی تولیـد ش ـ      5/21پروتئین
می و هم در جزء غشائی مشاهده مـی شـود           ـوپلاسـزء سیت ـج

و حضور دیگر پروتئینهای کمپلکس ممکن اسـت منجـر بـه            
).  ب 3شـکل   .(تجمع بیشتر این قطعه در جزء غـشائی بـشود           

 کیلـو دالتـونی     55، پـروتئین    K5 در فقدان سـایر پروتئینهـای     
 علـی رغـم مـشاهده در جـزء غـشائی،            pMA5تولید شده بـا     

بیشتر در جزء سیتوپلاسمی مـشاهده مـی شـود و در حـضور              
 کیلـو  110پروتئینهای دیگـر یـک بانـد پروتئینـی در حـدود          

 باشد در محـصول تـام       KfiBدالتون که می تواند یک دایمر       
سـمی مـشاهده مـی      و جـزء سیتوپلا     سلولهای تخریـب شـده    

در هر دو حالـت حـضور  یـا فقـدان سـایر           ).  ج 3شکل  (شود
در  pMA6 کیلو دالتونی تولید شـده بـا         16پروتئینها،پروتئین  

مقــادیر قابــل مقایــسه ای در هــر دو  غــشائی و سیتوپلاســمی 
همچنـین ژلهـای رنـگ آمیـزی         ). د 3شکل  (تجمع می یابند    

ز تجمـع پروتئینهـا     شده با کوماسی بلو مقادیر قابل شناسایی ا       
  . نشان ندادند KfiBرا در جزء غشائی قطعات ناکامل 

  

  

  
  
 
 
 
  
 
 
  
  
  
  

-6Hisل تجزیه و تحلیل محل تجمع پروتئین کامل و قطعات ناکام ;3شکل 
KfiB            در حالت  فقدان یا حضور سـایر پـروتـئیـنـهای کمپلکس بیوسـنتزی 

K5) 1بترتیب مربوط به محصول تام سـلولهای تخریـب شـده، جـزء              3و2و 
  ).غشائی  و جزء سیتوپلاسمی  می باشند

  بحث 
 pPC6::23این مطالعه نشان داد که تظاهریافتن فنوتیـپ         

 KfiBوتئین کامـل     بـوده و پـر     KfiBبه دلیل تخریـب در ژن       
 بیان می شود، فعالیتی pMA1 متصل به هیستیدین که توسط

 متصل به   KfiBپروتئین  .  وحشی دارد  KfiBمشابه با پروتئین    
هیستیدین بیـان نـسبتاً کمـی دارد کـه  بـه همـین دلیـل بـرای            

دلایل متعددی برای بیان    . اهداف تخلیص نامناسب می باشد      
شرشیاکلی مطرح می باشد    کم در پروتئینهای نو ترکیب در ا      

عموم پروتئینهـایی کـه سـمی بـودن آنهـا مطـرح مـی باشـد                 .
 یـا سیـستمهای انتقـال       DNAپروتئینهای غـشائی ا نـد کـه بـا           

 یـک  KfiB.  پیدا می کنند (interaction)الکترون تداخل   
پروتئین غشائی است که میزان بیان این پـروتئین بـه صـورت             

ن در مقـادیر بـالاتر از       هنگامی که این پـروتئی    . کامل کم بود  
حد معمول در داخل سلول بیـان مـی شـود ممکـن اسـت بـه                 

ستمهای حیاتی  ـین در سی  ـن پروتئ ـور ای ـال یا حض  ـاتص یلـدل
  ان  ـیـاهش بـغشایی یا تداخل در متابولیسم سلولی منجر به ک

در مطالعات بعدی در مواردی     .نهای فوق بشود    ـیـروتئـپ
 متـصل   KfiBل  ـن کام ـ ـی از پروتئ ـ  ر بالای ـادیـقـد م ـولیـکه ت 

       به هیستیدین مـورد نیـاز باشـد بایـد بیـان پـایین آن درچنـین                  
برای کاهش سمیتی که با میزان       .مد نظر قرار بگیرد      شرایطی

  از می توان با استفاده ایجاد می شود تولید بالای این پروتئین

  K5در فقدان سایر پروتئینهای   K5در حضور سایر پروتئینهای 
 1          2            3         1          2          3     
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کــه  (signal sequence)یــک تــوالی علامــت دهنــده  

یت پروتئینها به فضای پری پلاسـمی مـی شـود بـه             باعث هدا 
  . میزان قابل توجهی این اثرات سمی را تقلیل داد 

همچنین در  یک روش ساده تر با کاهش حرارت رشد           
  ) .16( موفقیتهایی در این زمینه به دست آمده است oc25تا 

ما در این مطالعه برای فائق آمدن بـر ایـن مـشکل و اهـداف                
فی از پروتئین را کـه  بخـشهایی از یکـی            دیگر، قطعات مختل  

بیــان . از دو انتهــای آنهــا حــذف شــده بــود ایجــاد نمــودیم  
ــی      ــه آمین ــشی از پایان ــد بخ ــای فاق  (N-terminus)پروتئینه

کان ـدر حضور دیگر پروتئینهای مربوط به کپسول ام        طـقـ،ف
ــذیر ــود  پ ــزایش   .ب ــد انعکاســی از اف ــی توان ــن موضــوع م ای

 ط ـرایـیز کننده درشـولـئـهای پروتـنسبت به آنزیم حساسیت

 انتهای  فقدان دیگر پروتئینهای کپسول ونشان دهنده اهمیت
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ب نـامزد  ـس ـناـداری مـ به دلیل میزان تولیـد و پای ـ       pMA6با   
تی بـادی   ـولید آن ـ ـاده در ت ـ  ـف ــص و است  ـلی ــی بـرای تخ   ـخوب

ید ها  ـمـک از پلاس  ـچ ی ـ  می باشد هی    KfiBاختصاصی برای   
یرات ـبران تاث ـ ـل و ج ـ  ـی ـــادر بـه تکم   ـ ق pMA1ثنای  ـتـبه اس 
ری ـت ــش و باز گردانیدن امکـان تولیـد کپـسول بـه باک            ـهـج

. ود ـبــــ نKfiB (K5-) در (null mutant)ش ـهــــدارای ج
ان ـشـ ـ علاوه بـر ایـن کـه ن        pMA1یت آمیز با    ـیل موفق ـکمـت

د ـولی ــرای ت ـ ب ـ KfiBین  ـئـروتـل پ ـه کام ـطعـنده نیاز به ق   ـده
ه ـع ــطـت ق ـم ــدم مزاح ـت از ع  ـایـکـد ،ح ـاشـول می ب  ـکپس

6His-tag ده بـه   ـطا ش ـ ـمحافظت اع . ن منظور دارد    ـرای ای ـ ب
ینهای ـگر پروتئ ـ ـمع آن با دی ـ   ـجال ت ـبـ به دن  KfiBن  ـیـروتئـپ

 (interaction)ان دهنـده یـک تعامـل        ـپسول نش ـبط به ک  ـمرت
 با یک یا بیشتر از یکی از پروتئینهای مرتبط          KfiBتنگاتنگ  

  .با تولیدکپسول می باشد 
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