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Abstract Hsp70 family members are central components of the cellular network of molecular chaperones and folding catalysts. The gene encoding a protein related to Hsp70 or DnaK in the domain bacteria is called dnaK. DnaK proteins are involved in de novo protein folding, formation, and disassembly of protein complexes and degradation of misfolded proteins. The gene dnaJ which codes for Hsp40 in bacteria, modulate the activities of DnaK by acting as co-chaperone. In the present study, we cloned and expressed DnaK from Bacillus 
halodurans Guj1 were identified. The dnaK gene of B. halodurans was successfully expressed in E. coli BL21 (DE3) using pET-28a+ expression system. The open reading frame of the cloned gene contained 1839bp and encoded 612 amino acid residues. Calculated molecular weight and pI of the protein were 66.18kDa and 4.55 respectively. The deduced amino acid sequence of B. 
halodurans Guj1 showed about 60% identity with the E. coli counterpart. The 3D structure of dnaK from B. halodurans was constructed using the crystal structure of human HSP70 chaperone BiP as the template, which showed an identity of 88.8% together. Partially purified recombinant DnaK by heat treatment showed a band at approximately 70kDa on SDS-PAGE. Our findings showed that the recombinant DnaK improved the refolding efficiency of the carbonic anhydrase by 27% after 60min at 54°C. According to the results obtained, DnaK from B. halodurans can potentially be used for improving the functional properties of enzymes and proteins in various applications.  
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  چکيده

از اجزای مرکزی شبکه  (Hsp70) ۷۰های شوک حرارتی  پروتئین اعضای خانواده
. ژن کدکننده هستندتاخوردگی  های های مولکولی و کاتالیزکننده چپرونسلولی 

نامیده  dnaKها  در حوزه باکتری DnaKیا  Hsp70پروتئین مربوط به یک 
در تاخوردگی ازنو پروتئین، تشکیل و تفکیک  DnaKهای  . پروتئینشود می

 های بدتاخورده دخیل هستند. ژن های پروتئینی و تخریب پروتئین کمپلکس
dnaJ  که کدکنندهHsp40 کننده  ست، با نقش کوچپرونی تنظیما ها در باکتری
باسیلوس باکتری  از DnaK. در این مطالعه، است DnaKهای  فعالیت

را شناسایی، کلون و بیان  Guj1 (Bacillus halodurans Guj1) هالودورانس
  با استفاده از سیستم، Guj1 باسیلوس هالودورانساز  dnaK . ژنشد
بیان  BL21 (DE3)سویه  اشریشیا کلیدر آمیز  طور موفقیت به +pET-28aبیانی

باز بوده که کدکننده  جفت١٨٣٩شده، دارای  شد. قالب صحیح خوانش ژن کلون
شده پروتئین  محاسبه pIمانده آمینواسیدی است. وزن مولکولی و  باقی ٦١٢
آمده  دست است. توالی آمینواسیدی به ۵۵/۴کیلودالتون و ۱۸/۶۶ترتیب  به

یکسانی دارد.  E. coli% با همتای خود در ٦٠حدود  Guj1 باسیلوس هالودورانس
با الگو قراردادن ساختار  باسیلوس هالودورانسدر  DnaKبعدی  ساختار سه
) ساخته شد، که در انسان HSP70عضوی از خانواده ( BiPکریستالی 

نوترکیب که توسط تیمار  DnaK % با هم است.۸/۸۸دهنده یکسانی  نشان
کیلودالتونی ۷۰یک باند تقریبا  SDS-PAGEطور جزئی خالص شد، در  حرارتی به
% دوباره ۲۷نوترکیب، بهبوددهنده کارآیی  DnaKهای ما نشان داد که  دارد. یافته

ساعت است.  مدت یک به C۵۴°انهیدراز بعد از قرارگیری در  تاخوردگی کربونیک
تواند  طور ذاتی می به باسیلوس هالودورانساز  DnaKآمده،  دست بنابر نتایج به

ها، در کاربردهای مختلف  ها و پروتئین های عملکردی آنزیم بهبود ویژگیمنظور  به
  استفاده شود.

  ، کلونینگ، فعالیت چپرونیBacillus halodurans ،DnaK ها: کلیدواژه
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  مقدمه
فرآیندهای زیستی حضور دارند و برای کسب ها در همه  پروتئین

بعدی طبیعی  صورت ساختار سه شکل عملکردی خود، باید به
ها در محیط شلوغ  این ماکرومولکول .[2 ,1]فردی درآیند منحصربه

های استرس فیزیولوژیکی و محیطی مثل  سلولی و تحت وضعیت
 های گیری میانکش اکسیداتیو و تورم در معرض شکل گرما، استرس

شکل و تجمعی  های بد توانند پروتئین غیرطبیعی قرار گرفته که می
ها دچار نقص شود نتیجه آن  اگر تاخوردگی پروتئینرا ایجادکنند. 
هایی بوده که روی هم انباشته شده و منجر به  تولید پروتئین

ها با داشتن شبکه کنترل  سلولشود.  اختلال در کار سلول می
ل پروتئین تاخورده، بدتاخورده، ها در تعاد کیفیت پروتئین

نهایت هومئوستاز   داشته و در یافته و تخریب آنها نقش تجمع
. [3 .1]کنند پروتئین (پروتئوستاسیز) و عملکرد پروتئوم را حفظ می

هایی هستند که با یکدیگر منجر به  های مولکولی، پروتئین چپرون
و  ها در کسب فرم طبیعی پایداری یا کمک به سایر پروتئین

شوند، بدون اینکه در ساختار نهایی آنها حضور  عملکردی خود می

غالب اعضای  (HSP)های شوک حرارتی  داشته باشند. پروتئین
ها  عموماً چپرون .دهند های مولکولی را تشکیل می خانواده چپرون

بندی شده که از جمله آنها  شان طبقه براساس وزن مولکولی HSP100 ،HSP90 ،HSP70 ،HSP60 ،HSP40  وHSP  های
های بسیاری در حفظ پروتئوم  ها دارای نقشHSPکوچک هستند. 

، تاخوردگی مجدد (de novo)خوردن ازنو  بوده که شامل تا
شده تحت استرس، تجمع اولیگومری، عبور و  های دناتوره پروتئین

  .[4]ها و کمک در تخریب پروتئولیتیک است مرور پروتئین
کننده آنالوگ  تولید (E. coli) کلیاشریشیا موجود در  dnaKژن 

 (Hsp70)کیلودالتونی ۷۰پروکاریوتی پروتئین شوک حرارتی 
های سلولی مختلف از جمله  یوکاریوتی است که در انواع فعالیت

ماندن باکتری تحت شرایط استرسی مختلف، شروع  زنده
، E. coliدر  ori-Cوابسته به  DNAو  λهمانندسازی باکتریوفاژ 

یم سلولی، تعدیل پروتئولیز، تاخوردگی پروتئین و تنظیم تقس
 DnaKپروتئین  .[7-5]کند جلوگیری از تجمعات پروتئینی شرکت می

، [6]ها از دو دومین اصلی تشکیل شده استHsp70مانند سایر 
کیلودالتونی) و N )۴۵ای در انتهای ATPaseیکی از آنها دومین 

 Cشونده به سوبسترا در انتهای  دیگری دومین متصل
های شوک حرارتی  با پروتئین DnaK. [7 ,1]کیلودالتونی) است۲۵( DnaJ  وGrpE ها هم در پزشکی و هم در  . چپرون[6]همکاری دارد

تولیدات بیوتکنولوژیک نیز حائز اهمیت بوده، از این رو ما به 
از باکتری  DnaKی، کلونینگ و بیان پروتئین یاب شناسایی، توالی

پرداخته و  Guj1سویه  (B. halodurans) باسیلوس هالودورانس
 DnaKیدراز را در حضور هان علاوه فعالیت آنزیم کربنیک به

  شده جزیی بررسی کردیم. خالص
  

  ها مواد و روش
در  :ها و مواد ها، آنزیم محیط کشت، کیتباکتری، پلازمیدها، 
از مرکز  Guj1سویه  B. haloduransباکتری  مطالعه تجربی حاضر

وکتورهای مورد استفاده  شد. (کیاژن؛ آلمان) خالص QIAamp DNA miniژنومی آن توسط کیت  DNAذخایر زیستی ایران تهیه و 
(ترموفیشر؛ ایالات متحده  pTZ57R/Tدر این مطالعه وکتور 

(نوآژن؛ ایالات متحده آمریکا) و  +pET-28aو وکتور آمریکا) 
% ۱کلرید،  % سدیم۱حاوی ( LB. محیط کشت هستند BL21 (DE3)سویه  E. coliو  DH5سویه  E. coliهای باکتریایی  میزبان

آگار  LB% عصاره مخمر) و محیط کشت جامد ۵/۰تریپتون، 
% ۵/۱% عصاره مخمر و ۵/۰% تریپتون، ۱کلرید،  % سدیم۱(حاوی 

 X-galگرفت، همچنین ترکیبات   آگار) مورد استفاده قرار
- ١-دی-بتا لیتر)، ایزوپروپیل گرم بر میلی میکرو٢٠(

سیلین  مولار)، آمپی میلی۱/۰( (IPTG)تیوگالاکتوپیرانوزید 
گرم بر  میکرو۵۰لیتر) و کانامایسین ( گرم بر میلی میکرو۵۰(

از  PCRلیتر) در محیط کشت استفاده شد. مسترمیکس  میلی
کلون توسط  T/Aبرای استخراج از ژل به کار برده شد.  ExpinTM (GeneAll)و کیت  PCRبرای انجام  (RR330)شرکت تاکارا 

و استخراج  رموفیشر؛ ایالات متحده آمریکا)(ت K1214کیت 
(کره) صورت  iNTRON Biotechnologyپلازمید توسط کیت 

ترموفیشر؛ ایالات ( Xho1و  BamH1های برشگر  گرفت. آنزیم
، لدر )کایآمر متحده الاتیا شر؛یترموف( لیگازT4، متحده آمریکا) DNA (SMOBIO, DM3100)  و مارکر پروتئین از شرکت سیناژن (PR901641) .مورد استفاده قرار گرفت  
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: Guj1سویه  B. haloduransاز باکتری  dnaKکلونینگ ژن  DNA  ژنومی از باکتریB. halodurans  سویهGuj1  توسط کیت
پرایمرها با استفاده از توالی ژن تخلیص شد. ، DNAاستخراج 

dnaK سویه  باسیلوس سرئوسهای  باکتری درFORC-005 ،
منظور تکثیر این ژن،  ). به۱(جدول طراحی شدند  Gene Runnerافزار  به کمک نرم) CP016285.1و  CP009686.1، CP015350.1های  ترتیب دارای شماره دسترسی (به Bacillus sp. B25و  MYBT18246سویه تورنژنسیس  باسیلوس

میکرولیتر از هر کدام از  ، یکPCRمیکس   مسترمیکرولیتر ۱۰
میکرولیتر و   بر  پیکومول۱۰برگشت به غلظت  پرایمرهای رفت و

ژنومی استفاده شد که درنهایت با آب دوبار  DNAمیکرولیتر ۴/۱
ای  میکرولیتر رسید. برنامه واکنش زنجیره۲۰تقطیر به حجم نهایی 

شامل مرحله قبل از  گرفت که ذیز مورد استفاده قرار  (PCR)مراز  پلی
شدن در  دقیقه، مرحله دناتوره۱۰مدت  به C۹۴°شدن در دمای  دناتوره
ثانیه، مرحله اتصال پرایمر در دمای ۳۵مدت  به C۹۴°دمای  °C۵/۴۶ شدن در دمای  ثانیه، مرحله طویل۳۵مدت  به°C ۷۲ 

مدت  بار تکرار شد و درنهایت به۳۰مرحله آخر  ۳ثانیه، ۸۰مدت  به
ول خاتمه یافت. محص C۷۲ ،PCR°شدن نهایی در  دقیقه طویل۱۰ PCR  تحت نور ۱در ژل آگاروز %UVبروماید  آمیزی اتیدیوم ، با رنگ

مورد نظر توسط کیت استخراج از ژل،  DNAمشاهده شد. باند 
 pTZ57R/Tکلون به وکتور  T/Aتخلیص و با استفاده از کیت 

 coli (DH5α).E متصل شد. این وکتور حامل ژن، به باکتری 
سیلین،  آگار حاوی آمپیLBروی محیط کشت  درنهایت و  انتقال IPTG  وX-gal  در°C۳۷  ساعت رشد یافت. از ۱۷تا  ۱۶حدود
قبل، تنها با این  PCRگذاشته شد (مطابق  PCRهای سفید،   کلونی

کلونی  میکرولیتر از تک ژنومی، حجم یک DNAجای  تفاوت که به
میکرولیتر آب دوبار تقطیر استفاده شد). کلونی ۱۰شده در  رقیق

ساعت رشد ۱۵مدت  به C۳۷°در دمای  LBحیط کشت مثبت در م
یافت و سپس توسط کیت استخراج پلازمید، پلازمید آن تخلیص و 
برای تعیین توالی به شرکت ماکروژن فرستاده شد (خوانش توسط 

برگشت). با استفاده از  M13رفت و  M13پرایمرهای عمومی 
که  آمده، پرایمرهای رفت و برگشتی طراحی شد دست توالی به

و  BamH1های برشگر  ترتیب دارای جایگاه برش برای آنزیم به
Xho1  میکرولیتر از وکتور  ). حجم یک۱هستند (جدول pTZ57R/T  عنوان  شده در آب دوبار تقطیر به بار رقیق۳۰حامل ژن DNA  ،میکرولیتر از هر یک از پرایمرهای کلونینگ به ۷/۰الگو

 PCRیکرولیتر مسترمیکس م۱۰میکرولیتر و   بر  پیکومول۱۰غلظت 
که درنهایت این مخلوط با آب دوبار تقطیر به حجم نهایی 

ابتدایی (تفاوت فقط  PCRمانند  PCRمیکرولیتر رسید، برنامه ۲۰
است) گذاشته شد. قطعه  C۵۶°در مرحله اتصال پرایمر در دمای 

مدت  به Xho1و  BamH1های برشگر  آنزیمتوسط  +pET-28aیافته از ژل تخلیص شد، این قطعه خالص شده و وکتور   تکثیر
قبل از انجام اتصال این دو قطعه به هم، وکتور ساعت هضم شد، ٦

کاررفته  خورده از ژل تخلیص و برای محاسبه میزان به و ژن برش
تا غلظت مناسب از وکتور و برای اتصال روی ژل آگاروز برده شدند 

به هم اتصال یابند. لیگاز T4توسط آنزیم ، ۲:۱نسبت ژن با 
کننده  بوده که کد dnaKحاوی ژن  +pET-28aاکنون وکتور  هم

خود است.  Cهیستیدینی در انتهای  حاوی دم DnaKپروتئین 
  انتقال BL21 (DE3)سویه  E. coliدرنهایت این وکتور به باکتری 

های آن،  کلونی آگار حاوی کانامایسین رشد یافت. از تکLBو روی 
با پرایمرهای  PCRگذاشته شد (همه شرایط آن مانند  PCRکلونی 

میکرولیتر از  کلونینگ بود، تنها با این تفاوت که حجم یک
 DNAعنوان  میکرولیتر آب دوبار تقطیر به۱۰شده در  کلونی رقیق تک

حاوی  LBالگو استفاده شد). کلونی مثبت در محیط کشت 
عت با دور سا۱۴مدت  به C۳۷°کانامایسین کشت داده شد و در  rpm۱۶۰از این  ، رشد آن صورت پذیرفت. پلازمید آن استخراج و

-T7و T7-promoterای توسط پرایمرهای عمومی PCRپلازمید  terminator با شرایط ،PCR و   با پرایمرهای کلونینگ گذاشته
یابی ژن موجود در این  توالیباند مورد نظر ملاحظه شد. درنهایت 

ثبت  NCBIآمده در پایگاه  دست ی ژن بهتوالوکتور صورت پذیرفت. 
توالی  I-TASSERو  EXPASYهای  و توسط پایگاه داده

  شد. بررسی DnaKآمینواسیدی پروتئین 
  

 .Bاز باکتری  dnaKپرایمرهای مورد استفاده جهت تکثیر ژن  )۱جدول 
halodurans 

دمای اتصال  توالی  پرایمرها
 ATGAGTAAAATTATCGGTATTG-3'  °C٨/٥٢-'5 پرایمر رفت

  TTACTTGTCTTCTTTTACTTCTTC-3'-5'  °C٧/٥٦پرایمر برگشت
پرایمر رفت

 کلونینگ
ATGAGTAAAATTATCGGGGATCCGAGTC TATT-3'-5'  °C٧/٦٨ 

پرایمر برگشت
 کلونینگ

CTTGTCTTCTTTTACTTCCTCGAGGATTA TTC-3'-5'  °C٧/٦٨  

  
دارای وکتور  BL21باکتری  :بررسی بیان و تخلیص جزیی پروتئین

دارای  LBکشت  ، در محیطdnaKحامل ژن  +pET-28aبیانی 
گرفت.  قرار  rpm۱۶۰با دور  C۳۷°صورت شبانه در  کانامایسین، به

، در محیط OD600nm=۶/۰پس از رسیدن به  DnaKبیان بهینه 
و  ۴و  ۲مدت  به C۳۰°در دمای  IPTGمولار  میلی۱/۰کشت حاوی 

یرفت. پس از گرفتن رسوب از باکتری توسط ساعت صورت پذ۶
دقیقه، توسط ۲۰مدت  به rpm۳۵۰۰با دور  C۴°سانتریفیوژ در دمای 

مولار  میلی۳۰۰مولار باز تریس،  میلی۵۰که حاوی  pH=۸بافری با 
است،  PMSFمولار  میلی مولار ایمیدازول و یک میلی۲۰کلرید،  سدیم

های  کیت لیز شد، سپس پروتئین مخلوط و توسط دستگاه سونی
دقیقه و ۲۰مدت  به rpm۵۰۰۰محلول باکتری با سانتریفیوژی در دور 

مانده از این  ، در محلول رویی باقی ماندند. رسوب باقیC۴°دمای 
سانتریفیوژ، توسط بافری مثل بافر قبل (تنها با این تفاوت که این 

مولار است) به حالت سوسپانسیون درآمد و تحت ۶ بافر دارای اوره
قرار گرفت،  C۴°دقیقه در ۱۵مدت  به rpm۹۰۰۰سانتریفیوژی با دور 

های رسوب  عنوان پروتئین مایع رویی حاصل از این سانتریفیوژ به
منظور تخلیص  % برده شد. بهSDS-PAGE ۵/۱۲باکتری روی 

ی محلول باکتری ها جزیی این پروتئین در فرم عملکردی، پروتئین
دقیقه قرار گرفت، و ۴۰حدود  C۷۰°تحت تیمار حرارتی در دمای 

دقیقه قرارگیری در یخ، سانتریفیوژی با دور ۱۰سپس بعد از  rpm۹۰۰۰  در دمای°C۴ دقیقه انجام شد و محلول رویی ۱۰مدت  به
-SDSروی ژل  DnaKشده  عنوان پروتئین جزیی خالص آن به PAGE ۵/۱۲رار گرفت.% مورد مطالعه ق  

جزیی  DnaKانهیدراز در حضور  بررسی فعالیت آنزیم کربنیک
انهیدراز با  میکرولیتر از آنزیم کربنیک۲۰به این منظور  شده: تخلیص
طور جداگانه در حضور  لیتر به گرم بر میلی میلی۰۱۲۵/۰غلظت 

با غلظت  (BSA)میکرولیتر پروتئین آلبومین سرم گاوی ۲۰
شده جزیی،  خالص DnaKمیکرولیتر ۲۰تر، لی گرم بر میلی میلی یک
بدون  BL21های محلول باکتری کنترل ( میکرولیتر از پروتئین۲۰

دقیقه در دمای۴۰) پس از تیمار حرارتی حدود +pET-28aوکتور 
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 °C۷۰  پروتئین دیگر، در دمای  و بدون حضور هیچ°C۵۴ مدت  به
 - تریسکاربردن بافر  ساعت قرار داده شد. پس از آن با به یک

مولار) و سوبسترای آن  میلی۷/۷pH= ،۵۰سولفات (
شده در استونیتریل) در  مولار حل میلی۵استات  (پارانیتروفنیل

دقیقه جذب آن توسط اسپکتروفوتومتر مورد ۳مدت  نانومتر به۴۰۰
  گرفت.  بررسی قرار

  
  ها یافته

  dnaKکلونینگ ژن 
، B. haloduransژنومی باکتری  DNAاز  dnaKژن  PCRپس از 

باز لدر  جفت۲۰۰۰تا ۱۵۰۰دیده شد که قطعه تکثیرشده در ناحیه بین  DNA  الف). پس از استخراج از ژل این قطعه و  -۱قرار دارد (شکل T/A های سفید  کلون آن، از کلونیPCR  گذاشته شد، این کار
است.  pTZ57R/Tتاییدکننده اتصال ژن مورد نظر در وکتور 

های برشی، به کمک  همراه جایگاه dnaKمنظور تولید قطعه ژن  به
). در ب - ۱شکل انجام شد ( PCRپرایمرهای کلونینگ، از این وکتور 

های برشگر برش وکتور صورت گرفت، تفاوت باند  ابتدا توسط آنزیم
نخورده کاملاً مبرهن است، با  خورده و برش پلازمید برش

شده نیز به  د نیاز برای برش، ژن خالصآوردن زمان مور دست به
پ و ت)، بعد از تخلیص وکتور و  - ۱همین صورت هضم شد (شکل 

شده، روی ژل آگاروز برده شدند تا غلظت مناسب از ژن و  ژن بریده

ث). پس از  - ۱وکتور برای اتصال مورد استفاده قرار گیرد (شکل 
باکتری روی  ، رشدBL21اتصال ژن و وکتور به هم و انتقال آن به 

آگار حاوی کانامایسین صورت گرفت، درنهایت از LBمحیط کشت 
انجام شد. وجود باندی در  PCRکلونی برداشته و کلونی  آن تک
شده است (شکل  باز، موید درستی فرآیندهای انجام جفت۱۸۰۰ناحیه 

الگو برای  DNAعنوان  ج). پلازمید این باکتری استخراج و به -۱
باز آن  جفت۱۸۰۰ستفاده قرار گرفت و باند حدود مورد ا PCRانجام 

  چ). -۱مشخص شد (شکل 
  DnaKتوالی نوکلئوتیدی و آمینواسیدی 

نوکلئوتید بوده ۱۸۳۹دارای  dnaKآمده، ژن  دست براساس توالی به
برای ثبت ژن فرستاده شد.  NCBIکه توالی این ژن به پایگاه داده 

 اینکه  ملاحظه شد NCBIکردن این توالی در پایگاه  بلاستپس از 
-C باسیلوس هالودورانسهای  باکتری dnaKهای  با توالی توالی 125 DNA ،سویه  باسیلوس کلوسیENTPro ،باسیلوس کلوسی 

و  OF4باسیلوس سودوفیرموس ، KSM-K16 DNAسویه 
Bacillus lehensis G1 ٧٨%، ٧٧%، ٧٧%، ٧٧%، ٩٩ترتیب  به %

  ).٢(شکل داشت یکسانی 
این  ٣که در شکل  شدبه توالی آمینواسیدی ترجمه  EXPASY translateتوسط سرور  این ژنسپس توالی نوکلئوتیدی 

اسیدآمینه تشکیل شده  ۶۰۵این پروتئین از توالی موجود است. 
  است.

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

. پ) PCR: محصول ۲ ستون، )(DNA SMOBIO, DM3100لدر  :۱ ستون .B. halodurans از dnaKحاوی ژن  pTZ57R/Tاز وکتور  PCR. ب) DNA (SMOBIO; DM3100)لدر : ۲ ستون ،PCR : محصول۱ ستون .B. haloduransباکتری ژنومی  DNAاز  PCRالف)  باسیلوس هالودورانسباکتری  dnaKمراحل کلونینگ ژن  )۱ شکل
نشده. ت)  : وکتور هضم۳ستون (DNASMOBIO; DM3100): لدر ۲شده، ستون  : وکتور هضم۱. ستون Xho1و  BamH1های برشگر  توسط آنزیم +pET-28aهضم وکتور 

 +pET-28aو وکتور  dnaK. ث) ژن DNA (SMOBIO; DM3100): لدر ۲شده، ستون  : ژن هضم۱، ستون Xho1و  BamH1های برشگر  توسط آنزیم dnaKهضم ژن 
های بعد از  کلونی حاصل از تک PCR. ج) +pET-28a: وکتور۳، ستون dnaK: ژن ۲، ستون DNA (SMOBIO; DM3100): لدر ۱خورده پس از استخراج از ژل. ستون  برش

، ستون dnaKحامل ژن  +pET-28aدارای  BL21پلیت حاوی باکتری  ۳و  ۲، ۱های  یکلون حاصل از تک PCR: محصول ۳و  ۲، ۱. ستون BL21به  +pET-28aانتقال وکتور 
  .DNA (SMOBIO; DM3100): لدر ۲، ستون PCR: محصول ۱. ستون dnaKحاوی ژن  +pET-28aحاصل از وکتور  PCR. چ) DNA (SMOBIO; DM3100): لدر ۴

  

   

 ت پ ب الف

 ث
 چ ج

dnaK 

۲۰۰۰bp 
۱۵۰۰bp 

۲۰۰۰bp  
۱۰۰۰bp  

۲۰۰۰bp  
۱۵۰۰bp  

۲۰۰۰bp 
۱۰۰۰bp ۲۰۰۰bp 

۱۵۰۰bp 

۲۵۰۰bp 
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  ب

  B. haloduransاز باکتری  DnaKالف) توالی نوکلئوتیدی مربوط به  )۲ شکل
  
   ب

  
 .strain Guj1 Bباکتری  DnaKنوکلئوتیدی  های توالی درخت فیلوژنی همولوگب) ؛ B. haloduransاز باکتری  DnaKالف) توالی نوکلئوتیدی مربوط به  )۲ شکل

halodurans  توسط پایگاه دادهClustalW  

  

  
  strain Guj1 B. haloduransاز باکتری  DnaKای پروتئین  توالی اسیدآمینه )۳شکل 

  
  بررسی بیان پروتئین
صورت نوترکیب، قطعه حاوی ژن  به dnaKژن برای بیان پروتئین 

منتقل  BL21کلون و به میزبان باکتری  +pET-28aدرون وکتور 
کیلودالتونی مارکر ۷۰شده باندی در نزدیکی ناحیه  شد. پروتئین بیان

  ).۴نشان داد (شکل  SDS-PAGEپروتئینی در  

 جزیی DnaK یدراز در حضورهان بررسی فعالیت آنزیم کربنیک
  شده تخلیص
نشان داد  DnaKهای مربوط به فعالیت پروتئین نوترکیب  بررسی

که پروتئین مورد نظر فعال بوده پس در این شرایط بیانی توانسته 
گیری حاصل از بررسی  شکل عملکردی خود را حفظ کند. این نتیجه

MSKIIGIDLGTTNSCVAVMEGGEATVIPNPEGNRTTPSVVAFKDGERQVGEVAKRQAITNPNTVISVKRHMGTNHKENIEGKEYTPQEISAIILQKLKSDAEAYLGEEVTKAVITVPAYFNDSQRQATKDAGKIAGLEVERIVNEPTAAALAYGLDKEDDQTILVYDLGGGTFDVSILELGDGFFEVKATSGDNKLGGDDFVQVIIDHLIAEFKKENGIDLSQDKMAMQRLEDAAEKAKKDLSGVMSTQISLPFITADTTGPKHLELTLTRAKFEELSSHLVERTLGPTRQALQDSGLSASEIDKVVLVGGSTRIPAVQEAVKNLTGKEPHKGVNPDEVIALGVAVQAGVLTGDVKDVVLLDVTPLSLGIETMGGVFTKLIERNTTIPTSKSQILPTAADNQPSVDIHVLQGEREMAADNKTLGRFQLTDIPPAPRGVPQIEVTFDIDANGIVNVKAKDLGTNKEQSITITSSSGLTDEEIDQMVKDAEANAEADKKRREEVELRNEADQLVFTTEKTLRDLGDNVDEAEKTKAEEAKEKLKKAIEANNIDEIRATKEELQQVVQALTTKLYEQAAQQAQQAQSAEGDQGTVEKGQDDNVVDADYEEVKEDKStop 

B. lehensis G1 

strain Guj1 B. halodurans  
B. halodurans C-125 DNA 

B. clausii strain ENTPro 
B. clausii strain KSM-K16 DNA  
B. pseudofirmus OF4 

 الف
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هیدراز در حضور این پروتئین نوترکیب، پس ان فعالیت آنزیم کربنیک
ساعت بود که نشان داد این  مدت یک به C۵۴°از قرارگیری در دمای 

آنزیم فعالیت بالاتری در حضور این پروتئین نسبت به حالتی که 
  ).۱دهد (نمودار  این پروتئین نباشد از خود نشان می

  

  
 E. coliدر باکتری  DnaK شده پروتئین بیان از SDS-PAGE ۵/۱۲% )۴شکل 

) DnaK ،۲های محلول باکتری لیزشده حاوی  ) پروتئینBL21 .۱سویه 
(باکتری  dnaKهای محلول باکتری لیزشده بدون وکتور حامل ژن  پروتئین

بعد از تیمار  DnaKهای محلول باکتری لیز شده حاوی  ) پروتئین۳کنترل)، 
های محلول باکتری کنترل  ) پروتئینC۷۰ ،۴°دقیقه در دمای ۴۰مدت  حرارتی به

های  ) پروتئین۵دقیقه، ۴۰مدت  به C۷۰°لیزشده بعد از تیمار حرارتی در دمای 
های رسوب باکتری کنترل  ) پروتئینDnaK ،۶رسوب باکتری لیزشده حاوی 

  (PR901641)شرکت سیناژن ) مارکر پروتئینی ۷لیزشده، 
  

  
  

  انهیدراز در حضور و عدم حضور چپرون بررسی فعالیت آنزیم کربنیک )۱نمودار 
% در نظر گرفته شد. فعالیت ۱۰۰حداکثر فعالیت آنزیم کربنیک انهیدراز 

منظور  ساعت (به مدت یک به C۵۴°انهیدراز بعد از قرارگیری در دمای  کربنیک
 DnaKکردن آنزیم) در حضور و عدم حضور پروتئین  شوک حرارتی و دناتوره

  بررسی شد.
  

  بحث
های مولکولی را  های شوک حرارتی بسیاری از چپرون پروتئین

ها عملکردهای متنوعی را انجام داده که از HSPدهند.  تشکیل می
نتزشده، تاخوردگی مجدد پپتیدهای تازه س جمله آن تاخوردگی پلی

ها، عبور و  شده، جلوگیری از تجمع پروتئین های دناتوره پروتئین
ها و کمک به تخریب پروتئولیتیک است. در صورت  مرور پروتئین

زایی نقش ایفا  عنوان عامل بیماری بروز مشکل در فعالیت آنها، به
 های مربوط به پیری (مانند آب مروارید)، کنند، مثل بیماری می

ای از  زایی دامنه اختلال در سیستم ایمنی و همچنین در بیماری
توانند درگیر باشند. تعدادی از  های انسانی می انواع سرطان

های تخریب عصبی مثل آلزایمر، پارکینسون و هانتینگتون  بیماری
توان با  ها بوده است. از این رو میHSPمربوط به کاهش فعالیت 
-8 ,4]ها پرداخت گونه بیماری درمان اینها به  هدف قراردادن چپرون منظور مطالعه  های نوترکیب به . علاوه بر آن، بیان پروتئین[10
ها، کاربرد داروهای درمانی و فرآیندهای صنعتی  عملکرد زیستی ژن

صورت فراوان و مناسب  به E. coliحائز اهمیت است. در باکتری 
بیان زیاد آن منجر گیرد ولی  های نوترکیب صورت می تولید پروتئین

، به همین منظور با [11]شود ای می گیری اجسام توده به شکل
توان به  می E. coliهای چپرونی مختلف در  استفاده از سیستم

. شرکت تاکارا [12]ها کمک کرد تاخوردگی صحیح این پروتئین
های مختلف چپرونی طراحی کرده که  های حاوی سیستم پلازمید

ها با پروتئین نوترکیب منجر به افزایش  ونبیان همزمان این چپر
. از این رو [13]شود این پروتئین نوترکیب در حالت محلول می

های مولکولی در حوزه بیوتکنولوژی بسیار حائز اهمیت  چپرون
در دامنه  (Hsp70)کیلودالتونی ۷۰هستند. پروتئین شوک حرارتی 

یی، کنترل ای از فرآیندهای تاخوردگی، عبور و مرور غشا گسترده
های تنظیمی، مسیرهای سیگنال عبوری، تنظیم  فعالیت پروتئین

شده حضور دارند، پس  ریزی چرخه سلولی، تمایز و مرگ برنامه
زایی،  فاکتورهای مهمی در فرآیند تکامل و پاتولوژی مانند سرطان

های ویروسی و  های خودایمنی، عفونت تخریب نورونی، بیماری
برای فعالیت خود به  Hsp70. [7]دشون سالخوردگی محسوب می ATP های  نیاز داشته، از این رو کوچپرونHSP40 (DnaJ)  و

با آن همکاری  (NEF)کننده نوکلئوتید  فاکتورهای تعویض
ها)  یوکاریوت Hsp70(همولوگ پروکاریوتی  DnaK. [1]کنند می

بوده، که  E. coliترین چپرون موجود در  ترین و مهم یکی از فراوان
  .[14 ,12]با آن همکاری دارند GrpEو  DnaJهای  رونکوچپ
های مولکولی در حوزه درمان و  دلیل اهمیت بسزای چپرون به

بیوتکنولوژی، هدف این مطالعه شناسایی، کلون، بیان و بررسی 
سویه  B. haloduransاز باکتری  DnaKخصوصیات چپرونی  Guj1  بود. از آنجایی که توالی ژنdnaK ی در این باکتر

، در [8]این باکتری dnaJکردن ژن  شده نبود، با بلاست شناخته
موجودات با همولوژی بالا با این توالی به دست آمد  NCBIپایگاه 

، FORC-005سویه باسیلوس سرئوس های  باکتریکه شامل 
با این توالی  ٩٩و  ٩٩، ١٠٠ترتیب دارای درصد یکسانی  به Bacillus sp. B25و  MYBT18246سویه  سیتورنژنس باسیلوس
ردیف شده  هم ClustalWاین موجودات در پایگاه  DnaKهستند. 

، پرایمر طراحی شد. با تکثیر این DnaKو از ابتدا و انتهای آن برای 
باز در وکتور  جفت۱۸۳۹، این قطعه B. haloduransژن از باکتری  pTZ57R/T  ،قرار گرفت و از این وکتور حاوی ژنPCR  گذاشته

متصل  +pET-28aشد، این قطعه تکثیرشده پس از برش به وکتور 
 BL21انتقال یافت. باکتری  BL21و پس از آن به میزبان 

عنوان میزبان مناسب برای بیان این پروتئین انتخاب شد. بیان  به
شده  ئین بیانساعت صورت پذیرفت. پروت۲مدت  به C۳۰°بهینه در 

خود بود، پس برای تخلیص آن  Cحاوی دم هیستیدینی در انتهای 
توان استفاده کرد. با کمک  می Ni-NTAاز کروماتوگرافی تمایلی 

بینی شد که توالی پروتئینی این ژن، وزن  پیش IPCپایگاه داده 
داشته و در  ۵۵/۴ایزوالکتریک  pHکیلودالتون و ۱۸/۶۶مولکولی 

) دارای بار منفی است. در ساختار pH=۴/۷می (شرایط سیتوپلاس
دلیل وجود تنها یک  اسیدآمینه وجود داشته و به ۶۱۲این پروتئین 
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نوترکیب DnaKبا پروتئین BSAبا 
با پروتئین های محلول باکتری کنترل آنزیم تنها

 کیلودالتون۷۰۰

کیلودالتون ۵۳  
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سولفید در این پروتئین وجود  سیستئین، احتمال تشکیل پیوند دی
ندارد. توالی نوکلئوتیدی ژن این پروتئین با توالی نوکلئوتیدی ژن 

dnaK  از باکتریB.halodurans C-125 DNA ،۹۹ یکسانی %
 DnaKبعدی پروتئین  دهد. از آنجایی که ساختار سه نشان می

-Iگزارش نشده بود، با استفاده از سرور  B. haloduransباکتری  TASSER ها و  در مقایسه با سایر توالی  برای این توالی پروتئینی
بعدی  ، ساختاری سهPDBساختارهای مشابه موجود در پایگاه 

که دارای ساختار  E. coliموجود در  DnaKبینی شد.  پیش
اسیدآمینه  ۶۰۵بوده،  PDBشده در پایگاه  بعدی کریستالوگرافی سه

است. این  ۷۹/۴شده آن  بینی ایزوالکتریک پیش pHداشته و 
. توالی های اتصال به نوکلئوتید و سوبسترا دارد پروتئین دومین

توالی % با ۶۰حدود  E. coliموجود در  DnaKای  اسیدآمینه
دهد. همچنین  موردنظر همولوژی نشان می DnaK ای اسیدآمینه DnaK B. halodurans  با ساختار سوم پروتئین ۸/۸۸شباهت % BiP  عضوی از خانواده کهHSP70 است، دارد.  در انسانBiP  یک

عنوان عضو ساکن شبکه  بوده که به ATPشونده به  پروتئین متصل
آن  ۴۰۸تا  ۲۵مانده  . از باقی[15]است HSP70آندوپلاسمی خانواده 

آن را  ۶۳۳تا حدود  ۴۱۹مانده  و از باقی NBDدومین 
، [16]تشکیل داده است SBDدومین  SBDو  SBDهای  زیردومین

 .DnaK Bهمچنین توالی آمینواسیدی این پروتئین با پروتئین 
halodurans، ۱۴/۵۲.یکسانی دارد %  

وترکیب مورد مطالعه در ن DnaKمنظور بررسی عملکرد چپرونی  به
انهیدراز در حضور و عدم  "، به آنزیم کربنیکدرون شیشهشرایط "

، شوک حرارتی C۵۴°دقیقه در دمای ۶۰حضور چپرون، برای مدت 
داده و ملاحظه شد که پس از این شوک حرارتی، فعالیت 

در % بهبود یافته است. ۲۷حدود  DnaKانهیدراز در حضور  کربنیک
صورت وابسته به  به DnaKنشان داد که  سندیپای مشابه  مطالعه

درون تواند باعث بهبود عملکرد لوسیفراز در محیط " غلظت می
های  با استفاده از چاپرون رانگلینگ" شود، همچنین شیشه DnaK:DnaJ:GrpE   کلستریدیوم استوبوتیلیکوماز (Clostridium acetobutylicum)  فولدینگ % ر۲۲موجب بهبود

 .DnaK Bطور کلی  به. [18 ,17]" شددرون شیشهلوسیفراز در محیط "
halodurans های هدف  در مقابل استرس حرارتی از پروتئین

محافظت کرده و فعالیت چپرونی دارد. هر چند با توجه به مطالعات 
گیری کرد برای دستیابی به فعالیت بهینه  توان نتیجه پیشین می DnaK  حضور کوچپرونDnaJ رسد ضروری به نظر می.  
توان به عدم استفاده از دیگر  های این مطالعه می از محدودیت

 GrpEهمانند  Dnakچاپرون های درگیر در عملکرد  چاپرون
شود  پیشنهاد میفاکتور تبادل نوکلئوتیدی) اشاره کرد.  عنوان (به
در شرایط  Dnakمنظور افزایش عملکرد فعالیت چاپرونی  به

های درگیر در شبکه چاپرونی  تمامی کوچاپرونی، از آزمایشگاه
  محیط سلولی استفاده شود.

  

  گیری نتیجه
روی  هالودورانس باسیلوس از DnaKبا توجه به اثر حفاظتی 

شود که  گیری می نتیجه انیدراز انسانی تمیارشده با حرارت، کربنیک DnaK منظور به تواند می طور ذاتی به هالودورانس باسیلوس از 
 در های هدف پروتئین و ها آنزیم عملکردی های ویژگی بهبود
  مختلف بیوتکنولوژی کاربرد داشته باشد. های حوزه

  

 حمایت مالی جهت گیلان دانشگاه ازوسیله  بدینتشکر و قدردانی: 
 .شود میو تشکر  قدردانی پژوهش حاضر
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