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DNA Cloning and Expression of alpha-Synuclein
Protein  in E. coli

[1] Association of anosmia with autonomic failure in Parkinson ... [2] Non-motor symptoms in 
Parkinson’s ... [3] Autonomic dysfunction in 3414 Parkinson’s disease patients ... [4] Clinical 
criteria for the diagnosis of Parkinson’s ... [5] Stanley Fahn Lecture 2005: The staging procedure 
for ... [6] Lewy ... [7] Alpha-Synuclein in filamentous inclusions of Lewy bodies from ... [8] Etiology 
and pathogenesis of Parkinson’s ... [9] Recent advances in the genetics of Parkinson’s s ... [10] The 
central theme of Parkinson’s disease ... [11] Inhibition of alpha-synuclein aggregation by small 
heat ... [12] Persyn, a member of the synuclein family, has a distinct pattern of expression ... [13] 
Identification, localization and characterization of the ... [14] The rat brain synucleins; family of 
proteins transiently associated ... [15] High-resolution mapping of SNCA encoding alpha-
synuclein, the non-A beta component ... [16] Genes associated with Parkinson ... [17] Alpha-
synuclein in extracellular vesicles: Functional implications ... [18] The aggregation and fibrillation 
of ... [19] Human alpha-synuclein-harboring familial Parkinson’s ... [20] Aggregated alpha-
synuclein mediates dopaminergic ... [21] Molecular cloning of cDNA encoding an unrecognized 
component of amyloid ... [22] A cDNA for a human microtubule associated protein 2 epitope in 
the Alzheimer neurofibrillary ... [23] Identification of two distinct synucleins ... [24] Both familial 
Parkinson’s disease mutations accelerate ... [25] Rapid purification and analysis of alpha-
synuclein proteins ... [26] Cloning, expression, purification, and spectroscopic analysis of the ... 
[27] CLUSTAL W: Improving the sensitivity of progressive multiple [28] BioEdit: A user-friendly 
biological sequence alignment editor... [29] A new method for purification of recombinant  ... [30] 
NACP, a protein implicated in Alzheimer’s ... [31] Evidence for a partially folded  ... [32] Human 
recombinant NACP/alpha-synuclein is  ... [33] Effect of temperature on protein ... [34] Kinetic 
model of the aggregation  ... [35] Recombinant protein expression  ...

Aims Identifying the structure and function of alpha-Synuclein protein can lead to the 
development of appropriate treatments for Parkinson disease. The aim of the current study 
was to investigate DNA cloning and the expression of alpha-Synuclein protein in E. coli.
Materials & Methods In this experimental study, the sequence of encoding alpha-Synuclein 
in pRK172 recombinant plasmid was amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR), using 
best primers. The synthesized DNA was, then, digested by restriction enzymes and cloned into 
pET28a and recombinant plasmid was transferred into the expression strain of E. coli (BL21) by 
Calcium Chloride method. The expression of alpha-Synuclein gene was induced by Isopropyl-
Beta-D-Thiogalactoside (IPTG) and the expression of alpha-Synuclein was investigated by 
SDS polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) method. Sequencing was done, using the 
ClustalW algorithm by the BioEdit 5.0.9 program.
Findings In products of DNA enzymatic digestive reactions and pET28a plasmid with restriction 
enzymes, the size of the fragments indicated the correctness of the enzymatic reactions. The 
synthesized DNA and pET28a plasmid were 407 and 5369 nucleotides, respectively. The 
translation of the sequence of the cloned fragment revealed a 100% similarity to the human 
alpha-Synuclein protein. In expressing the recombinant protein in comparison with negative 
control samples, adding IPTG increased the expression of alpha-Synuclein protein in all samples, 
especially 2 hours after induction. Most of alpha-Synuclein expressed from the pET28a-alpha-
Synuclein plasmid accumulated in the bacteria as incorporated objects.
Conclusion The alpha-Synuclein protein is cloned into the pET28a plasmid and formation 
of the objects incorporated by alpha-Synuclein is confirmed by the expression of the pET28a-
alpha-Synuclein system and paves the way for producing this protein in high scale.  
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  چکيده

ساز  تواند زمینه سینوکلئین می -شناخت ساختار و عملکرد پروتئین آلفااهداف: 
هدف پژوهش  های درمانی مناسب علیه بیماری پارکینسون باشد. توسعه روش
 در باکتری سینوکلئین - آلفا پروتئین بیان و DNA کردن حاضر، کلون
  بود. اشریشیاکلی
سینوکلئین موجود  - در پژوهش تجربی حاضر، توالی کدکننده آلفاها:  مواد و روش

و با استفاده از پرایمرهای  PCR، به کمک روش pRK172در پلازمید نوترکیب 
 HindIIIو SalIهای محدودگر  یمآنزسنتزشده توسط  DNAمناسب تکثیر شد. 

روش کلسیم کلراید به  بهکلون و پلازمید نوترکیب  pET28a  در حامل و بریده
سینوکلئین -منتقل شد. بیان آلفا (BL21)اشریشیاکلی یه بیانی باکتری سو

-SDSالكتروفورز القا و بیان پروتئین نوترکیب با روش  IPTGتوسط محلول  PAGE  .ها به کمک الگوریتم  سازی توالی ردیفارزیابی شدClustalW  با برنامه BioEdit 5.0.9 .صورت پذیرفت  
با  pET28aو پلازمید  DNAهای برش آنزیمی  در محصولات واکنشها:  یافته
های آنزیمی بود.  دهنده صحت واکنش ، اندازه قطعات، نشانهای محدودگر آنزیم DNA  تکثیرشده و پلازمیدpET28a و  ۴۰۷های  ترتیب با طول مورد استفاده به
% با ۱۰۰شده، تشابه  ترجمه حاصل از توالی قطعه کلون نوکلئوتید بودند. ۵۳۶۹

در در بیان پروتئین نوترکیب سینوکلئین انسانی را نشان داد.  - پروتئین آلفا
موجب افزایش بیان پروتئین  IPTGهای شاهد منفی، افزودن  قیاس با نمونه

   ساعت پس از القا شد. بیشتر ۲ویژه  ها به سینوکلئین در تمامی نمونه - آلفا
صورت  به pET28a-alpha-Synucleinشده از پلازمید  سینوکلئین بیان - آلفا

  اجسام گنجانده در باکتری تجمع یافتند.
تشکیل  و کلون pET28a پلازمید در سینوکلئین - آلفا پروتئینگیری:  نتیجه

-pET28aهنگام بیان از سامانه  سینوکلئین به - اجسام گنجانده توسط آلفا alpha-Synuclein و راه را بر تولید این پروتئین در مقیاس بالا  شود تایید می
  سازد. هموار می
ای پلیمراز، مهندسی  یرهزنجسینوکلئین، کلونینگ، واکنش  -پارکینسون، آلفا ها: کلیدواژه
  ژنتیک
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  مقدمه
سیستم  برنده یلو تحلبیماری پارکینسون، یک نارسایی پیشرونده 

معرفی و  ۱۸۱۷در سال  جیمز پارکینسوناست که توسط  عصبی
های  بالینی، این بیماری در زمره نارسایی نظر نقطهتوصیف شد. از 
های حرکتی معمولاً با کاهش  گیرد، اما این نارسایی حرکتی قرار می

. [3-1]های شناختی در بیماران همراه است سطح هوشیاری و توانایی
کندی علایم بالینی این بیماری شامل لرزش در حال استراحت و 

م دیگری چون حرکات است. در صورت پیشرفت بیماری، علای
فقدان حرکت و ناپایداری وضعیت هم ممکن است در بیماران دیده 

. این عوارض، نتیجه تجمع یک دسته از مواد پروتئینی [4]شوند
. قسمت عمده [5]اند ها است که به اجسام لِوی معروف درون نورون

سینوکلئین  - های آمیلوئیدی پروتئین آلفا اجسام لِوی از فیبریل
  .[7 ,6]تشکیل شده است

گیر  با وجود این که در اغلب موارد وقوع این بیماری غیرارثی یا تک
% این موارد ۱۰الی  ۵اند که حدود  است، مطالعات حاکی از آن بوده

اساس ژنتیکی داشته و در زمره نوع خانوادگی پارکینسونیسم قرار 
در سال  ریچاردگورزنام ویلیام  . اولین بار شخصی به[8]گیرند می
احتمال  ها به با مشاهده وقوع مکرر بیماری در برخی خانواده ۱۹۰۲

زایی پارکینسون اشاره نموده است، ولی  ها در بیماری دخالت ژن
بود که اولین ژن مرتبط با این بیماری (ژن  ۱۹۹۷تنها در سال 

SNCA شناسایی شد. ژن (SNCA  روی بازوی بلند کروموزوم
که پروتئینی به همین  ) واقع شده استPARK1(جایگاه  ۴شماره 

را رمزگذاری  ۶۷/۴ایزوالکتریک  pHاسیدآمینه و  ۱۴۰نام با 
سینوکلئین  -ژن از جمله ژن رمزکننده آلفا ۶. تاکنون [9]نماید می

اند که جهش در آنها به نوع خانوادگی پارکینسونیسم  شناسایی شده
 - فااند که افزایش بیان ژن آل . مطالعات نشان داده[10]شود منجر می

دلیل دو یا سه برابر شدنش در ژنوم طی  سینوکلئین، خواه به
هایی که بیان آن را بیشتر  نوترکیبی و خواه در نتیجه جهش

نمایند، از دلایل اصلی بروز نوع خانوادگی بیماری پارکینسون  می
ای نظیر  های نقطه . این در حالی است که برخی جهش[9]است A53T  وE46Kای آمیلوئیدی توسط ه ، سرعت تشکیل پلاک

دهند، در حالی که بعضی دیگر (نظیر  پروتئین را افزایش می A30P[11]افزایند ) بر نرخ تشکیل تجمعات اولیگومری می.  
سینوکلئین در سامانه عصبی مرکزی به وفور بیان  - پروتئین آلفا

های محلول است که  شود و جزء خانواده کوچکی از پروتئین می
شود و چهار عضو از  ها شناخته می ینوکلئینتحت عنوان خانواده س

سینوکلئین و  - سینوکلئین، گاما -سینوکلئین، بتا -قبیل آلفا
های  ها بین گونه سینورتین دارد. توالی این خانواده از پروتئین

. [15-12]دهد شدگی بالایی از خود نشان می مختلف جانوری حفظ
اشناخته باقی سینوکلئین تاکنون ن - عملکرد دقیق پروتئین آلفا

رسد که در فرآیندهایی چون تمایز  مانده است، ولی چنین به نظر می
های  جایی وزیکول ها، نقل و انتقالات آکسونی و جابه نورون

سینوکلئین هم  - داخل مغز، آلفا. [16]سیناپسی نقش داشته باشد
صورت متصل به اجزای غشادار  به شکل محلول و آزاد و هم به

مطالعات اسپکتروسکوپی و نتایج  .[17]ستسلولی دیده شده ا
اند که  نشان داده (NMR)های رزونانس مغناطیسی هسته  بررسی
سینوکلئین اساساً پروتئینی فاقد تاشدگی است، وضعیتی که  -آلفا

خنثی و  pHحاصل بار منفی کل بالای این پروتئین در 
توان  . ساختار این پروتئین را می[18]هیدروفوبیسیتی کم آن است

تا  ۱های  به سه ناحیه تقسیم نمود که ناحیه اول شامل اسیدآمینه
شده است که  زیرواحدی نه چندان حفظ ۱۱که واجد چهار تکرار از  ۶۰

دوست را در  همراه با تکرارهای بخش میانی دو مارپیچ دوگانه
ه از اسیدآمینه نمایند. ناحیه میانی ک پروتئین ایجاد می Nانتهای 

زیرواحدی دیگر شامل  ۱۱تکرار  ۳امتداد داشته و علاوه بر  ۹۵تا  ۶۱
پروتئین است.  (NAC)قسمتی موسوم به جزء غیرآمیلوئید بتای 

های آمیلوئیدی  است که موجب تشکیل پلاک NACهمین قسمت 
 ۹۶شود. ناحیه سوم هم از زیرواحدهای  سینوکلئین می -توسط آلفا

سازد  شدت باردار پروتئین را می به Cشده و انتهای  گسترده ۱۴۰تا 
  ).۱(شکل 

  های  اند که تجمع پروتئین برخی شواهد حاکی از آن بوده
سینوکلئین در مغز بیماران مبتلا به پارکینسون، عامل اولیه  -آلفا



 ۱۴۷ اشریشیاکلی باکتری در سینوکلئین - آلفا پروتئین بیان و DNA کردن کلونـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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های عصبی  هایی است که در نهایت به مرگ سلول اندازی واکنش راه
های  رو، شناخت جزئیات ساختاری فیبریل . از این[20 ,19]انجامد می
سینوکلئین در سطح مولکولی، گام اول در راه دستیابی به  -آلفا
های درمانی مناسب برای این بیماری است. بیان، استخراج و  شیوه
و  یوداو توسط  ۱۹۹۳برای اولین بار در سال  (Escherichia coli) اشریشیاکلیسینوکلئین نوترکیب از باکتری  -سازی آلفا خالص

. این محققان در ابتدا با استفاده [21]همکاران صورت پذیرفته است
، فاز متضاد (HPLC)از روش کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا  (RP-HPLC) های هموژن  سینوکلئین را از نمونه - پروتئین آلفا

اند. در ادامه نیز به کمک  دهمغز افراد مرده مبتلا به آلزایمر جدا نمو
و اولیگونوکلئوتیدهای  (PCR)پلیمراز  ای زنجیره واکنش
شده، توالی کدکننده  شده از روی توالی پروتئین خالص طراحی

جنین انسانی  cDNAسینوکلئین را از روی کتابخانه  -مربوط به آلفا
 pSENACPساخته و در پلازمید  gt11λ ([22](موسوم به کتابخانه 

) در روشی مشابه، یک تیم ۱۹۹۴ن نمودند. یک سال بعد (کلو
سینوکلئین  -های آلفا و بتا تحقیقاتی از دانشگاه کمبریج، پروتئین

های کالبدشکافی مغز افراد مبتلا به پارکینسون، به روش  را از نمونه HPLC  فاز متضاد استخراج نموده و با طراحی پرایمرهای دژنره
ها، توالی کدکننده  یابی جزیی پروتئین لیبراساس نتایج حاصل از توا
از روی  PCRسینوکلئین را به کمک  -هر دو پروتئین آلفا و بتا

های حاصل، DNA. [23]کورتکس انسانی ساختند cDNAکتابخانه 
بیان  BL21، کلون و با استفاده از سویه pRK172درون پلازمید 

سینوکلئین نوترکیب  -های آلفا و بتا در نهایت نیز، پروتئین شدند.
، ۱۹۹۹به روش کروماتوگرافی تعویض یونی استخراج شدند. در سال 

و با طراحی پرایمرهای مناسب  PCRبه کمک  [24]و همکاران نارهی
، موفق به [21]شده از مغز انسان تهیه cDNAاز روی کتابخانه 

یافته آن  شی و سه فرم جهشسینوکلئین وح - آلفا DNAساخت  (A53T, A30P, A53T+A30P)  .شدندDNAشده  های ساخته
کلون و پس از بیان  pAMG21در ادامه، درون وکتور پروکاریوتی 

، ۲۰۰۲به روش کروماتوگرافی تعویض یونی تخلیص شدند. در سال 
برداری معکوس موفق  و همکاران به کمک روش رونوشت چوی

 RNAلئین را با استفاده از توتال سینوک -آلفا cDNAشدند 
 pGEX-4T-1های انسانی ساخته و آن را درون پلازمید  لنفوسیت

- اس -و در فرودست ژن کدکننده پروتئین الحاقی گلوتاتیون
 GSTسینوکلئین متصل به  - . آلفا[25]کلون نمایند (GST)ترانسفراز 

در ادامه به کمک کروماتوگرافی میل ترکیبی تخلیص شدند. در 
اند تا با استفاده  موفق شده [26]و همکاران بیساقلیاپژوهشی دیگر، 

مربوط به قطعه میانی  DNAپوشان،  و دو پرایمر هم PCRاز روش 
) ۱۰۳تا  ۵۷سینوکلئین انسان را (از اسیدآمینه  -پروتئین آلفا

کلون نمایند. قطعه مورد نظر پس از  pET28bساخته و در پلازمید 
 (TALON)سفاروز  -وسط رزین کبالتت BL21بیان در سویه 

  تخلیص شد.
سازی سنتز نوترکیب پروتئین  هدف از انجام پژوهش حاضر، بومی

سینوکلئین در روند  -سینوکلئین بود. از آنجا که پروتئین آلفا -آلفا
نماید، تهیه  زایی پارکینسون نقش بسیار مهمی ایفا می بیماری

برای انجام انواع  مقادیر مناسب از این پروتئین گامی ضروری
  مطالعات ساختاری، شناسایی مکانیزم، سینتیک تجمع 

های مولکولی مهارکننده  سینوکلئین و نیز یافتن استراتژی -آلفا
آید. بنابراین پژوهش حاضر با  تشکیل اجسام لوی به شمار می

 در باکتری سینوکلئین - آلفا پروتئین بیان و DNA کردن هدف کلون
  انجام شد. اشریشیاکلی

  

  
ساختار  NMR (PDB ID: 1XQ8) (B شده با پروتئین، شناساییساختار  A)  سینوکلئین انسان -نواحی مختلف پروتئین آلفا )۱شکل 

   JSmolبرنامه  شده با داده نمایشپروتئین 

  
  ها مواد و روش

   DNAحاوی  pRK172پلازمید  در پژوهش تجربی حاضر،
؛ ETHاز دانشگاه  رونالد رییکسینوکلئین (اهدایی پروفسور  -آلفا

مورد استفاده قرار گرفت.  PCRعنوان الگو در  بهسوئیس) 
ترتیب  کاررفته در این مطالعه به پرایمرهای پیشرو و پسروی به

) که با توجه به تمایل کدونی ۲نوکلئوتید بود (شکل  ۴۱و  ۵۵دارای 
   طراحی شدند. اشریشیاکلیویژه باکتری 

هایی از قبیل  ترتیب شامل قسمت خود به ’5پرایمر پیشرو از انتهای 
نمودن بستر مناسب  یک توالی الحاقی چهار نوکلئوتیدی برای فراهم

مکان های سنتزشده به آنزیم محدودکننده، DNAبرای اتصال 
، مکان شناسایی و برش SalIشناسایی و برش آنزیم محدودکننده 

سینوکلئین از  - منظور جداسازی پروتئین آلفا هب TEVپروتئاز 
 برچسب هیستیدینی فرادست خود در مرحله تخلیص پروتئین و

که به  سینوکلئین -آلفا پروتئینرمزکننده انتهای آمین  بخش
 pRK172سینوکلئین روی پلازمید  -توالی کدکننده آلفا ’5انتهای 

 ۲۱از  TEV. مکان شناسایی و برش پروتئاز شود، بود متصل می
ای به طول هفت  نوکلئوتید تشکیل شده است که در نهایت قطعه

- آلانین فنیل-گلوتامین-گلایسین- Cاسیدآمینه را (شامل انتهای 
) به Nانتهای -اسید گلوتامیک- اسید آسپارتیک- لوسین- تیروزین
توالی پرایمر پسرو نیز  نماید. سینوکلئین اضافه می - آلفا Nانتهای 

های یک مکان الحاقی چهار  بخشترتیب از  به ’5از انتهای 
بخش مکمل جایگاه شناسایی و برش آنزیم نوکلئوتیدی، 
، توالی مکمل دو رمزکننده کدون پایان (برای HindIIIمحدودکننده 

اطمینان از پایان ترجمه در صورت عدم شناسایی کدون پایان اول 
 تئینپروتوسط ریبوزوم) و بخش مکمل رمزکننده انتهای کربوکسیل 

سینوکلئین  -توالی کدکننده آلفا ’3که به انتهای سینوکلئین  -آلفا
شود، تشکیل شده است. دمای  متصل می pRK172روی پلازمید 

بود  ºC۶۷و  ۷۱ترتیب  پرایمرهای پیشرو و پسرو به (Tm)ذوب 
  ). ۲(شکل 

سینوکلئین، پرایمرهای پیشرو و پسرو (هر  - منظور تکثیر ژن آلفا به
عنوان  به pRK172پیکومول بر میکرولیتر)، پلازمید ۱۰ر یک به مقدا

مولار)،  میلی۵/۱کلرید ( نانوگرم)، منیزیوم۱۰الگو (به مقدار 
و یک  PCRمولار)، بافر  میلی۵/۲فسفات ( نوکلئوتیدتری یدئوکس

میکرولیتر با هم مخلوط ۲۰در حجم نهایی  Taqواحد آنزیم پلیمراز 
ای پلیمریزاسیون طبق برنامه واکنش  شده و واکنش زنجیره

سیکل سه  ۳۵دقیقه، ۵مدت  به ºC۹۴واسرشتی ابتدایی در دمای 
)، اتصال ºC۹۴ثانیه در دمای ۳۰ای شامل فازهای واسرشتی ( مرحله

در دمای ثانیه ۳۰شدگی ( )، طویلºC۶۹ثانیه در دمای ۴۵پرایمرها (



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همکاران سارا شیخی  ۱۴۸

  ۱۳۹۶ زمستان ،۱، شماره ۹دوره                                                                                                                                                                                                     مدرسفناوری دانشگاه تربیت  زیست

ºC۷۲شدن نهایی پرایمرها در دمای  ) و طویلºC۷۲ مدت  به
نوکلئوتید روی ژل  ۴۰۷به طول  PCRمحصول دقیقه انجام شد. ۱۰

 سینوکلئین -آلفا ژن طول که آنجا ؛ کره جنوبی) تخلیص شد. ازDNA )Gene Allالکتروفورز و با استفاده از کیت استخراج %، ١آگارز 
 با است، نوکلئوتید ۴۲۰برابر با   pRK172 پلازمید در موجود
 های جایگاه نظیر( پرایمرها آویز پیش های قسمت احتساب
 و TEV آنزیم برش جایگاه دهنده، برش های آنزیم شناسایی
   .باشد نوکلئوتید PCR، ۴۶۷ واکنش محصول نهایی طول که رفت می انتظار ،)الحاقی های مکان

  

  
  (B)و پسرو  (A)ترادف و مشخصات پرایمرهای پیشرو  )۲شکل 

  
سینوکلئین به درون  - آلفا DNAمنظور ورود  به: هضم آنزیمی
در  PCRمحصول واکنش و  pET28aپلازمید ، حامل مورد نظر

؛ آلمان) HindIII )Fermentasو  SalIهای  معرض برش آنزیم
دادن قطعات اضافی دارای انتهاهای  قرار گرفتند تا با ازدست

 pET28aچسبنده شوند. به این صورت که در گام نخست، پلازمید 
و  SalIهای مجزا همراه با آنزیم  در ویال PCRحاصل از  DNAو 

در ادامه،  گرماگذاری شدند. ºC۳۷ساعت در  ۳مدت  اش به بافر ویژه
) ºC۳۷ساعت در  HindIII )۳سط آنزیم هضم آنزیمی دوم تو

ها بر پلازمید، صحت  صورت پذیرفت. برای اطمینان از تاثیر آنزیم
انجام واکنش آنزیمی پس از هر مرحله توسط بارگذاری قطعات 

 DNAروی ژل آگارز تایید و محصول مربوطه توسط کیت استخراج 
(سیناکلون؛  بازی جفت۱۰۰بازی و  جفت۵۰ بازیابی شد. از مارکر

  ایران) استفاده شد.
سینوکلئین به درون پلازمید  - آلفا DNAکردن  کلون ساب

pET28a :های هضم آنزیمی پس از  محصولات واکنش
؛ آلمان) T4 )Fermentasلیگاز  DNAسازی، توسط آنزیم  خالص

 ١٨مدت  و به ºC۴به یکدیگر متصل شدند. این واکنش در دمای 
پیش از انجام واکنش اتصال، ساعت در گرمخانه انجام گرفت. 

و پلازمید) توسط دستگاه  DNAها ( غلظت هر یک از نمونه
سنجی  ؛ ایالات متحده) سنجیده شد. غلظتThermoنانودراپ (

میکروگرم در میلی لیتر و ۰۵/۰را برابر با  DNAها غلظت  نمونه
میکروگرم در میلی لیتر تعیین نمود. با ۰۶/۰غلظت پلازمید را برابر با 

 ۳ها (به نسبت  های مربوطه، حجم مناسبی از نمونه توجه به غلظت
و پلازمید) برای واکنش اتصال مورد استفاده قرار  DNAبه یک از 

 pET28a-α-synucleinگرفت. بدین ترتیب سامانه بیانی 
شده از این  سینوکلئین بیان - لازم به ذکر است که آلفا ساخته شد.

، TEVعلاوه بر جایگاه شناسایی پروتئاز خود،  Nسامانه در انتهای 
یک برچسب هیستیدینی شامل شش اسیدآمینه هیستیدین 
متوالی هم دارد. این برچسب در تخلیص پروتئین به کمک 

گیرد. با تیمار  یبی مورد استفاده قرار میکروماتوگرافی میل ترک
شده از ستون کروماتوگرافی با پروتئاز  محتوای پروتئینی شسته TEVجز تنها یک اسیدآمینه  های اضافی (به ، تمامی قسمت

  شوند.  سینوکلئین جدا می -آلفا Nگلایسین) از انتهای 
غربالگری و  اشریشیاکلی،سویه غیربیانی باکتری تراریختی 

کلراید  محصول واکنش اتصال با استفاده از روش کلسیم یابی: توالی
منتقل شد تا در آنجا  اشریشیاکلیباکتری  DH5αبه داخل سویه 

پروتئین ای غیربیانی و فاقد   سویه DH5α تکثیر و ازدیاد یابد.
بوده و لذا قادر به انجام نوترکیبی ژنتیکی بین  (recA)ای  رک

های تراریخت ابتدا روی  باکتری ده نیست.ش پلازمیدهای ترانسفورم
بیوتیک  حاوی آنتیآگاردار  (LB)لوریابرتانی کشت ط حیم

ساعت  ۱۶مدت  ) بهلیتر گرم بر میلی میلی٥٠کانامایسین (با غلظت 
های ظاهرشده به  گرما گذاری شدند. سپس کلنی ºC۳۷در دمای 

) لیتر گرم بر میلی میلی٥٠کانامایسین مایع ( LBمحیط کشت 
دور در ۲۰۰و  ºC۳۷ساعت (در دمای  ۱۶مدت  منتقل شدند تا به

 DNAدقیقه) تکثیر نمایند. در انتها، پلازمیدهای نوترکیب (حاوی 
؛ کره Gene All(سینوکلئین) به کمک کیت استخراج پلازمید  -آلفا

سینوکلئین در پلازمید  -آلفا DNAتخلیص شدند. حضور  جنوبی) pET28a  با استفاده از روشPCR یابی  و صحت توالی آن با توالی
)Macrogen Inc.؛ کره جنوبی) تایید شد.  

 یباكتربیانی  نوتركيب در سويهتراریختی و بیان پروتئین 
منظور بیان پروتئین لازم است تا پلازمیدهای واجد  به :اشریشیاکلی

منتقل شوند. برای سینوکلئین به درون یک سویه بیانی  -ژن آلفا
استفاده  اشریشیاکلی باکتری BL21(DE3) سویه این منظور از

بوده و بیان پروتئین در آن به  T7پلیمراز  RNAکه دارای ژن  شد
القا  (IPTG)تیوگالاکتوپیرانوزید  -دی - بتا کمک ایزوپروپیل

شود. همانند مرحله قبل، برای ورود پلازمید نوترکیب به  می
های  باکتریکلراید استفاده شد.  های مستعد از روش کلسیم باکتری

کانامایسین جامد ( LBط کشت حیواجد پلازمید ابتدا به م
 ºC۳۷ساعت در دمای  ۱۶مدت  ) منتقل و بهلیتر گرم بر میلی میلی٥٠

 LBهای ظاهرشده به محیط کشت  گرماگذاری شدند. سپس، کلنی
 ۱۶مدت  بهمنتقل و  )لیتر گرم بر میلی میلی٥٠کانامایسین مایع (

دور در دقیقه) انکوبه شدند. در انتها، ºC۳۷ )۲۰۰ساعت در دمای 
% ۵مایع تا غلظت نهایی  LBها در محیط کشت جدید  باکتری

در دقیقه). بعد از رسیدن دور ۲۰۰و  ºC۳۷تلقیح شدند (دمای 
  ، بیان پروتئین ۶/۰محیط به حدود  (OD600)دانسیته نوری 

 IPTGمولار  سینوکلئین با محلول با غلظت نهایی یک میلی -آلفا
های رشدکرده  منظور تعیین بهینه زمان بیان، از باکتری . بهالقا شد

ساعت پس از القا،  ٢٠و  ٦، ٤، ٣، ٢، ١های  در محیط در زمان
در شده  آوری های جمع گیری به عمل آمد. در گام بعدی، نمونه ونهنم
دقیقه سانتریفیوژ و پس از ادغام با بافر ۱۰مدت  دور در دقیقه به۸۰۰۰

سلفات  دودسیل سدیم - امید اکریل گذاری پلی مخصوص نمونه
)SDS-PAGE مولار تریس با  میلی۵/۶۲؛pH  ۵، ۸/۶برابر با %

بلو)  % بروموفنول۰۵/۰و  SDS% ۲% گلیسرول، ۱۰بتامرکاپتواتانول، 
بارگذاری شدند. وزن  )حجمی -(وزنی %١٥آمید  آکریل روی ژل پلی

آمده با استفاده از این روش، تقریبا  دست خیس رسوب باکتریایی به
 بیانمنظور  بهطور خلاصه  به ازای هر لیتر محیط کشت بود. گرم به١٠
به  pET28a-α-synucleinسینوکلئین، پلازمید نوترکیب  -آلفا

منتقل شد.  اشریشیاکلیکتری با BL21 (DE3)درون سویه بیانی 
های  سازی شرایط رشد، آزمایشات متعددی با غلظت برای بهینه

مولار)، دماهای مختلف گرماگذاری  میلی۱تا  ۱/۰(از  IPTGمختلف 
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 ۸/۰تا  ۴/۰مختلف انجام القا (از  )، فازهای رشدºC۳۷و  ۳۰، ۲۰(
های مختلف گرماگذاری پس از القا (تا  نیز زماندانسیته نوری) و 

میزان  ) انجام پذیرفت.IPTGنمودن  ساعت پس از اضافه ۲۰نهایت 
صورت اجسام گنجانده)  سینوکلئین محلول و نامحلول (به -آلفا

فسفات، مولار  میلی۲۰نمودن بافر لیزکننده ( پس از اضافه
مولار  میلی۲مولار ایمیدازول،  میلی۲۰کلرید،  مولار سدیم میلی۲۵۰

لیتر  میکروگرم بر میلی۵۰و  ۱۰۰ - % تریتون ایکس۱بتامرکاپتواتانول، 
ای  ثانیه۱۰پالس  ۴لیزوزیم) به رسوب باکتری، سونیکاسیون (

دور در ۱۳۰۰۰ای) و سانتریفیوژ آن در  ثانیه۳۰% و فواصل ۵۰شدت  به
نتایج بیان پروتئین در  دقیقه نشان داده شد.۹۰مدت  بهدقیقه 

ºC۳۷ مولار  میلی های مختلف پس از القا با یک و در زمانIPTG 
  دانسیته نوری) تعیین شد. ۶/۰(القا در 
 ClustalW[27]ها به کمک الگوریتم  سازی توالی : ردیفسازی ردیف

  صورت پذیرفت. BioEdit 5.0.9[28]با برنامه 

  
  ها یافته

%، اندازه قطعه تکثیرشده مطابق ۱روی ژل آگاروز  PCRدر واکنش 
  ). ۳نوکلئوتید بود (شکل  ۴۶۷با مقدار قابل انتظار یعنی 

  

  
  سینوکلئین -آلفا DNAمربوط به ساخت  PCRتصویر محصول واکنش  )۳شکل 

  باز) جفت۴۶۷( PCRاز سمت چپ، چاهک اول) محصول 
  بازی جفت۵۰چاهک دوم) مارکر 

  سوم) کنترل منفیچاهک 

  
 pET28aو پلازمید  DNAهای برش آنزیمی  در محصولات واکنش

دهنده  ، اندازه قطعات، نشانHindIIIو  SalIهای محدودگر  آنزیمبا 
تکثیرشده و پلازمید  DNAهای آنزیمی بود.  صحت واکنش pET28a ۵۳۶۹و  ۴۰۷های  ترتیب با طول مورد استفاده به 

  ).۴نوکلئوتید در تصاویر قابل رویت بودند (شکل 
، pET28aسینوکلئین در پلازمید  - آلفا DNAکردن  پس از کلون
 سازی با طرفه تعیین و با استفاده از ردیف صورت یک توالی آن به

، مشخص شد که NCBI داده بانک P37840.1 دسترسی شماره
% با پروتئین ۱۰۰شده، تشابه  جمه حاصل از توالی قطعه کلونتر
 ).۵سینوکلئین انسانی را نشان داد (شکل  -آلفا

های شاهد منفی،  در قیاس با نمونهدر بیان پروتئین نوترکیب 
سینوکلئین در  -موجب افزایش بیان پروتئین آلفا IPTGافزودن 

های حاوی  ساعت پس از القا شد. نمونه ۲ویژه  ها به تمامی نمونه
کیلودالتون تشکیل دادند ۲۰پلازمید نوترکیب باندی با وزن تقریبی 

-pET28aشده از پلازمید  سینوکلئین بیان -). بیشتر آلفا۶(شکل 

α-synuclein ه صورت اجسام گنجاند به(inclusion body)  در
  ).۷باکتری تجمع یافتند (شکل 

  

  
با  pET28aسینوکلئین و  - آلفا DNA برشتصویر ژل الکتروفورز  )۴شکل

  HindIIIمحصول برش پلازمید با آنزیم  SalI  (E محصول برش پلازمید با آنزیم D)  پلازمید حلقوی برش نخورده  HindIII  (Cبا آنزیم  DNAمحصول برش  SalI  (Bبا آنزیم  cDNAمحصول برش  A)  کنندههای محدود  آنزیم
از مارکر  Eو  C ،Dهای  بازی و در شکل جفت۵۰از مارکر  Bو  Aهای  در شکل

  ی استفاده شدباز جفت۱۰۰

  

  
با ترجمه  سینوکلئین انسانی -پروتئین آلفاسازی توالی  نتیجه ردیف )۵شکل 

 pET28aشده در پلازمید  قطعه کلون
  

  
-pET28aشده از کلون حاوی  های استخراج پروتئین SDS-PAGEژل  )۶شکل  α-synuclein  در دمایºC۳۷  وIPTG  مولار میلی۱با غلظت  

  وزن مولکولی شاخص )ستون سمت چپ
  شاهد)نشده (نوترکیب القا حاوی پلازمید BL21 (DE3) باکتری )Aستون 
حاوی پلازمید  BL21 (DE3)های  ترتیب معرف رسوب باکتری به )Hتا  B ستون

) پس از القا توسط ساعت ۲۰و  ۶، ۵، ۴، ۳، ۲، ۱های مختلف ( نوترکیب در زمان IPTG   

      A                     B                C            D            E
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-pET28aشده از کلون حاوی  های استخراج پروتئین SDS-PAGEژل  )۷شکل  α-synuclein نمودن بافر لیزکننده به رسوب باکتری پس از اضافه  

  وزن مولکولی شاخص )ستون سمت چپ
  شاهد)نشده (حاوی پلازمید نوترکیب القا BL21 (DE3)باکتری )Aستون 

ساعت  ۲زمید نوترکیب حاوی پلا BL21 (DE3)  معرف رسوب باکتری )Bستون 
  مولار یک میلی IPTGبا  پس از القا

پس از  شده توسط بافر لیزکنندههای لیز محلول رویی باکتری )Cستون 
  سونیکاسیون و سانتریفیوژ

ه پس از سونیکاسیون و شده توسط بافر لیزکنندهای لیز رسوب باکتری )Dستون 
  سانتریفیوژ

  
  بحث

   پروتئین بیان و DNA کردن هدف پژوهش حاضر، کلون
و  DH5αیه سو بود کهاشریشیاکلی  در باکتری سینوکلئین -آلفا

منظور  به pET28aتوسط پلازمید  BL21(DE3)بیان آن در سویه 
سینوکلئین  -ایجاد روشی ساده و کارآمد برای تولید پروتئین آلفا

از جمله بهترین وکتورها برای  pETهای بیانی  استفاده شد. سامانه
 آیند، زیرا در به شمار می اشریشیاکلیها در باکتری  بیان پروتئین
است  T7شده در آنها تحت کنترل پروموتر  های کلون درجه اول ژن
شده است و در نتیجه میزان  ترین پروموترهای شناخته که جزء قوی

شده در باکتری را به میزان قابل توجهی افزایش  بیان پروتئین کلون
تنظیم  lacخود توسط اپراتور  T7دهد. در درجه دوم، پروموتر  می
شده در پلازمید تحت  زمان بیان ژن کلون شود. بدین سان، می

توان مراحل تکثیر پلازمید  گیرد و به کمک آن می اختیار قرار می
های غیربیانی) و بیان پروتئین را از هم  عنوان مثال در سویه (به

قادر به تولید مهارگر لَک  pETهای  جدا نمود. علاوه بر این، سامانه
در  pETه پلازمیدهای شود ک هستند. چنین قابلیتی موجب می

کننده این مهارگر هستند، هم کارا بوده  هایی که فاقد ژن بیان سویه
شده ممانعت به عمل آورند. مضاف بر  و از بیان نابهنگام ژن کلون

های  درون سلول pETهای پلازمیدهای  این، تعداد نسخه
عدد در هر باکتری است. از  ۲۵تا  ۲۰پروکاریوتی، کم و چیزی بین 

رو مشکلاتی که سایر پلازمیدهای دارای نسخه کم یا زیاد در این 
عنوان مثال ایجاد مسمومیت در باکتری  نمایند. به باکتری ایجاد می

دلیل  واسطه بیان بالای پروتئین، بیان کمتر از حد مورد نیاز به به
کمبود پلازمید در سلول و ایجاد نوترکیبی بین پلازمیدها، در مورد 

  کند. ندرت بروز می به pETنی های بیا سامانه
پلازمیدی بیانی است، اما استخراج پروتئین از  pRK172وکتور 
های واجد این پلازمید مستلزم جوشاندن رسوب باکتریایی  باکتری

در بافر لیزکننده، کروماتوگرافی تعویض یونی و استفاده از 
های پروتئاز برای ممانعت از تخریب پروتئین نوترکیب  مهارکننده

روز  ۶تا  ۴لیص نیز توسط پروتئازهای میزبان است. کل فرآیند تخ
کشد که خود احتمال تشکیل تجمعات پروتئینی را افزایش  طول می

شده به این  سینوکلئین تخلیص -. علاوه بر این، آلفا[29]دهد می

های تخلیص مانند  روش درجه خلوص کمی داشته و سایر روش
نیز برای افزایش خلوص  HPLCکروماتوگرافی اندازه طردی و 

دیده شد،  ۷. اما همان طور که در شکل [30]محصول لازم هستند
-pET28a-αسینوکلئینی که توسط  - های آلفا پروتئین synuclein  صورت اجسام گنجانده در  شوند، اکثراً به بیان می

ها تا حد  شوند. بدین ترتیب پروتئین انباشته می اشریشیاکلی
مانند و دیگر  زیادی از دسترس پروتئازهای باکتریایی مصون می

ها برای تخلیص آنها نیست.  یازی به استفاده از این مهارکنندهن
در انتهای  TEVشونده توسط پروتئاز  علاوه، تعبیه توالی شناسایی به N شده توسط این سامانه  پروتئین بیان(pET28a-α- synuclein)  موجب افزایش درصد خلوص آن پس از تنها یک

ی با استفاده از مرحله تخلیص به روش کرماتوگرافی میل ترکیب
شود. زیرا پس از آن که باکتری بیانی لیز  برچسب هیستیدینی می

رزین میل  های نیکل شد و محتوای پروتئینی آن در معرض یون
ترکیبی قرار گرفت، تنها پروتئین واجد برچسب هیستیدینی و 

های میزبان پروکاریوتی که واجد چند  قسمتی از پروتئین
هستند، به ستون کروماتوگرافی متصل هیستیدین در ساختار خود 

شوند. در گام بعد، پس از تیمار  ها شسته می و مابقی پروتئین
سینوکلئین با  - آلفا TEVهای متصل به ستون با پروتئاز  پروتئین

آید. گذشته از این، کل فرآیند  درجه خلوص بالا به دست می
  انجامد.  روز به طول می ۴تا  ۳سازی تنها  خالص

کننده  فاقد ژن بیان pET28aبه اینکه پلازمیدی چون با توجه 
محل کلونینگ خود است،  ۵یا ' ۳پروتئین الحاقی در انتهای '

بودن  شده توسط این سامانه در صورت هیدروفوب های بیان پروتئین
دهند.  تمایل بالایی به ایجاد تجمعات پروتئینی از خود نشان می

سینوکلئین که تمایل  - لفاهایی چون آ ای در پروتئین چنین پدیده
دهد.  زیادی به ایجاد اجسام گنجانده دارند، بیش از پیش رخ می

ها را در مقادیر  سازی این دسته از پروتئین تواند خالص این امر می
کننده تسهیل نماید. در پژوهشی که توسط  زیاد تحت شرایط دناتوره

تئین انجام گرفته است، مشخص شد که پرو [29]و همکاران هوانگ
جای آن که در  های پیشین به سینوکلئین برخلاف گزارش -آلفا

شود. این  پلاسم باکتری یافت می سیتوپلاسم تجمع یابد، در پری
بخشد. از آنجا که  خود، بازده تخلیص این پروتئین را بهبود می

کاربردن  سینوکلئین ساختار مشخصی نداشته و به -پروتئین آلفا
شود،  ب تاخوردگی نامناسب آن نمیکننده موج شرایط دناتوره

بیان و  pET28aنمودن ژن این پروتئین در وکتور  کلون
 نماید. سازی محصول پروتئینی را در مقادیر بالا تضمین می خالص

 - با توجه به هیدروفوبیسیته پایین و بار منفی بالای آلفا
بینی است که هر گونه تغییر در محیط  سینوکلئین، قابل پیش

ه به افزایش هیدروفوبیسیته یا کاهش بار کلی آن پروتئین ک
تواند به تاخوردگی این پروتئین [که ذاتاً فاقد ساختار  بینجامد، می

اند که  مشخصی است] کمک نماید. نتایج آزمایشات نیز نشان داده
از ساختار  ۳حدود  pHسینوکلئین در درجه حرارت بالا و  -آلفا
معنی است که تحت چنین تری برخوردار است. این بدان  منظم

گیری ساختارهای بتا افزایش یافته و  شرایطی احتمال شکل
. از این رو، واضح [31]گیرد تری به خود می پروتئین شکل فشرده

 - پایین، دمای بالا و غلظت بالای آلفا pHاست که شرایطی از قبیل 
پذیری  سینوکلئین به هنگام تخلیص در آزمایشگاه، میزان تجمع

توان با افزایش دمای  . اما نمی[32]دهند این پروتئین را افزایش می
محیط کشت، نرخ ایجاد تجمعات  pHبیش از حد یا کاهش شدید 

ی بالاتر از دمای پروتئینی را بیشتر کرد. زیرا رشد باکتری در دماها
شدت کاهش یافته و این خود، بیان و در نتیجه  ) بهºC۳۷بهینه (
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کند. از سوی دیگر، باکتری  غلظت نهایی پروتئین را کم می
های خیلی پایین قابلیت رشد ندارد. از این رو pHدر  اشریشیاکلی

  های آمیلوئیدی توسط  برای افزایش احتمال تشکیل پلاک
در واقع به خروج محصول از محیط عمل و سینوکلئین که  -آلفا

توان به تغییر در  انجامد، تنها می افزایش بیان هر چه بیشتر آن می
های مختلف  کارگیری غلظت دهنده محیط کشت، به مواد تشکیل IPTG زیادنمودن مدت زمان انکوباسیون اکتفا نمود. شایان  و و کم

حت تاثیر شدت ت ذکر است که سرعت تشکیل اجسام گنجانده به
در محیط  [34]و غلظت اولیه پروتئین [33]عواملی چون زمان، دما
های منتشرنشده همین گروه تحقیقاتی  است. براساس داده

تا  IPTG )۱های بالای  مشخص شده است که استفاده از غلظت
واجد پلازمید  اشریشیاکلیباکتری  DE3مولار) روی سویه  میلی۲

به بیان سریع و انفجاری  pET28a-α-synucleinنوترکیب 
  انجامد. این نرخ بالای تولید  سینوکلئین می -پروتئین آلفا

گیری اجسام گنجانده را افزایش  سینوکلئین، احتمال شکل -آلفا
ساعت پس از القا) و  ۳تا  ۲های کم انکوباسیون ( داده و در زمان

رسد.  ) به بیشترین میزان خود میºC۳۷دمای بهینه رشد باکتری (
رسد که باکتری در این مدت کم، اکثر منابع خود را  نین به نظر میچ

نماید. به همین نسبت نیز  صرف ساخت پروتئین نوترکیب می
های میزبان در این محدوده زمانی  احتمال بیان سایر پروتئین

کاهش یافته و در نتیجه، ناخالصی محصول نهایی به حداقل 
  رسد. می

نیز نتایج حاصل از سایر های پژوهش حاضر و  طبق یافته
ها، رشد باکتری در محیط کشت واجد مقادیر اندک گلوکز  پژوهش

ها که مستعد تشکیل  موجب افزایش بیان آن دسته از پروتئین
واجد لاکتوز هستند که  LBهای  شود. محیط اند می اجسام گنجانده

شود. وجود گالاکتوز،  درون باکتری به گالاکتوز و گلوکز تجزیه می
به محیط اضافه شود، فعالیت  IPTGن باکتری پیش از آن که درو

لَک را مختل کرده و موجب بیان  تعدادی از مهارکننده های اپرون
های تحت کنترل این اپرون و در  ضعیف یا اصطلاحاً نشتی ژن

 IPTGنتیجه، بیان اندک پروتئین نوترکیب قبل از القا توسط 
سینوکلئین،  -ایین آلفادلیل هیدروفوبیسیته پ . به[35]شود می
های آمیلوئیدی در چنین  احتمال فراوان، نرخ تشکیل پلاک به

شدت کاهش یافته یا به حد صفر تنزل  هایی، اندکی یا به غلظت
سینوکلئین، پروتئینی یوکاریوتی  - خواهد یافت. از آن جا که آلفا

شود، گونه محلول آن  است و برای باکتری، غیربومی محسوب می
تواند بر رشد ارگانیزم تاثیر منفی گذاشته و در  تری میدرون باک

نهایت میزان نهایی پروتئین نوترکیب را نیز کاهش دهد. پژوهش 
%) به ۱تا  ۵/۰حاضر نشان داد که افزودن مقادیر اندک از گلوکز (

لَک و در نتیجه بیان  مانع از نشتی اپرون LBمحیط کشت 
زده نهایی را به طرز شود و با زودهنگام و مضر سینوکلئین می

 بخشد. چشمگیری بهبود می
  در حال حاضر، اطلاعات زیادی در زمینه نقش دقیق پروتئین 

با  زایی پارکینسون در دست نیست. سینوکلئین در روند بیماری -آلفا
توجه به نقش کلیدی این پروتئین در پارکینسونیسم، تعیین 
عملکرد و انجام مطالعات ساختاری روی این پروتئین از اهمیت 

ای برخوردار است. انجام چنین تحقیقاتی، مستلزم وجود  ویژه
سینوکلئین است. از این رو، در پژوهش  -آلفا  شده خالصپروتئین 

کلون و  pET28aر پلازمید سینوکلئین د - حاضر پروتئین آلفا
 های آتی تخلیص شرایط بهینه بیان آن ارزیابی شد تا در آزمایش

  های مرتبط مورد استفاده قرار گیرد.  شود و برای انجام تحقیق
 ژن ساخت که کرد ذکر توان های پژوهش حاضر می از محدودیت

 این در شده داده شرح روش به سینوکلئین -آلفا پروتئین بیانگر
 اسیدآمینه یک واجد که انجامد می پروتئینی بیان به همقال

 موجب TEV پروتئاز زیرا. است خود N انتهای در اضافی گلایسین
 و گلایسین های اسیدآمینه بین ناحیه در خود شناسایی توالی برش

 اضافی، گلایسین یک تنها وجود چند هر شود، می گلوتامین
 علاوه. نماید نمی ایجاد پروتئین فیزیکوشیمیایی خواص در تغییری

 افزودن نتیجه در لک اپرون نشت چشمگیر کاهش وجود با این، بر
 پروتئین القای از پیش بیان  باکتری، کشت محیط به گلوکز

 خطر و کاسته نهایی بازده از جزیی، مقادیر در حتی نوترکیب
 افزایش را باکتریایی پروتئازهای توسط نوترکیب پروتئین شناسایی

 ویژه های سوی برخی از شود که استفاده پیشنهاد می. دهد می
 نام به آنزیمی واجد که pLYSE و pLysS همچون اشریشیاکلی

 و شده IPTG با القا از پیش T7 پلیمراز RNA عملکرد از مانع T7 لیزوزیم. نماید برطرف را مشکل این تواند می هستند، T7 لیزوزیم
 کامل طور به تقریباً  را نوترکیب پروتئین پایه اصطلاح به بیان

  .نماید می متوقف
  
  گیری یجهنت

تشکیل  و کلون pET28a پلازمید در سینوکلئین -آلفا پروتئین
هنگام بیان از سامانه  سینوکلئین به - اجسام گنجانده توسط آلفا pET28a-α-synuclein و راه را بر تولید این  شود تایید می

  سازد. پروتئین در مقیاس بالا هموار می
  

شناسی  کلیه مراحل این کار در دانشکده زیست تشکر و قدردانی:
 را دخو تشکر و تقدیر تبامر سیلهو بدیندانشگاه تهران انجام شد. 
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