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مقدمه
از مقاومترین ارگانیسم های مقاوم   داینوکوکوس رادیودورانس1 یکی 
توانایی وسیع مقاومت  بواسطه  به پرتو در جهان محسوب میشود که 
در برابر آسیب های وارده به DNA از منابع مختلف مانند پرتو گاما، 
فرابنفش، پراکسید هیدروژن و خشکی شناسایی شده است )11(. سویه  
های وحشی این ارگانیسم، هنگامی که در معرض دوز های بیشتر از 5 
کیلو گری2 از پرتو گاما در طول فاز رشد نمایی زنده میمانند و بدلیل 
توانایی فوق العاده این سویه ها در زنده ماندن، برای سالها یک مدل 
از  ارگانیسم ایدهال برای مطالعه ژن هایی که در پایداری و حفاظت 

DNA نقش دارند، بوده است )2 و 12(.

آنتی  های  آنزیم  وجود  اکسیداتیو  استرس  علیه  اولین مسیر حفاظت 
اکسیدان همانند سوپراکسید دیسموتاز و کاتالاز است که بیومولکولها 

 Deinococcus radiodurans 	1

 kilo Gray 	2

را از آسیب های ناشی از ROS3 محافظت میکند. دومین مسیر حفاظت 
علیه استرس اکسیداتیو تولید پروتئین های دخیل در ترمیم DNA دو 
رشت های میباشد )1 و 2(. شکست های DNA دو رشت های بسیار 
داینوکوکوس  باکتری  که  بطوری  گردد،  ترمیم  باید  و  بوده  خطرناک 
رادیودورانس میتواند دوز هایی از اشعه گاما را متحمل شود که هزار 
شکست DNA دو رشت های در طول ژنوم ایجاد میکند )10 و 18(. 
ترمیم شکستگی DNA دو رشت های در داینوکوکوس رادیودورانس 
بعد از مواجه شدن با دوز های بالایی از اشعه گاما خیلی سریع بوده و 
هنگامی که سلولها بعد از مواجه شدن با اشعه در محیط کشت غنی 
 .)1( میکنند  ترمیم  را  خود  ساعت  تا سه  دو  زمان  در  میگیرند،  قرار 
تعداد زیادی پروتئین در میکروارگانیسم  های مقاوم به پرتو در پاسخ 
به استرس های یونیزان شناسایی شدهاند )18 و 19( که یکی از این 
 DrRRA در این ارگانیسم پروتئین DNA پروتئین های ترمیم کننده

 Reactive Oxygen Species 	3

Origami باکتری داینوکوکوس رادیودورانس در اشریشیا کلی سویه drRRA کلونینگ و بیان ژن
رامین فلاح زاده1، جلیل فلاح مهرآبادی2*، امیر میرزایی3 ، محمد داود غفاری4

1- کارشناسی ارشد، پژوهشکده علوم و فناوری زیستی، دانشگاه صنعتی مالک اشتر، تهران، ایران
2- استادیار، پژوهشکده علوم و فناوری زیستی، دانشگاه صنعتی مالک اشتر، تهران، ایران

3- دانشجوی دکتری، دانشگاه آزاد واحد علوم و تحقیقات، گروه زیست شناسی، تهران، ایران.
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 چکیده
سابقه و هدف: داینوکوکوس رادیودورانس یکی از باکتریهای مقاوم به پرتو است و میتواند در محیطهای رادیو اکتیو که سایر موجودات قادر به 
رشد در آن نیستند، به حیات خود ادامه دهد. مطالعات نشان میدهد که چندین پروتئین آنتی اکسیدان و ترمیم کننده DNA در مقاومت بخشی آن 
نسبت به پرتو نقش دارند. پروتئین DrRRA یکی از پروتئینهای تنظیمی مهم داینوکوکوس رادیودورانس در مقاومت بخشی به پرتو است. هدف از 

این مطالعه کلونینگ و بیان ژن drRRA در اشریشیا کلی بوده است.
مواد و روش ها: ژن drRRA داینوکوکوس رادیودورانس بصورت سنتتیک در وکتور pGEM-B1 ساخته شد و به دنبال آن در وکتور بیانی 
 ،Origami در اشریشیا کلی سویه drRRA ساب کلون شد. برای تایید ساب کلونینگ، هضم آنزیمی و توالییابی انجام شد. برای تایید بیان ژن pET21a

ژل الکتروفورز پلی اکریل آمید و وسترن بلاتینگ انجام شد.
یافته ها: پلاسمید pET21a حاوی ژن drRRA به همراه برچسب هیستیدینی در قسمت C-ترمینال بطور موفقیت آمیز ساخته شد. همچنین، 

پروتئین نوترکیب DrRRA بصورت داخل سلولی در اشریشیا کلی ترانسفورم شده تولید شد.
نتیجهگیری: نتایج این مطالعه نشان داد که ساب کلونینگ و بیان ژن drRRA در میزبان اشریشیا کلی امکانپذیر میباشد، همچنین، میزان بیان 

پروتئین هدف مناسب بوده و میتوان مقاومت بخشی پروتئین DrRRA را به پرتو در سیستمهای پروکاریوتی و یوکاریوتی نیز بررسی کرد. 
کلمات کلیدی: مقاومت به پرتو، ژن drRRA، داینوکوکوس رادیودورانس
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میباشد و این پروتئین که بعنوان تنظیم کننده پاسخ4 به DNA متصل 
میگردد و نقش بسیار مهمی در مقاومت به پرتو های یونیزان دارد )5 
drRRA در  بیان ژن  و  این مطالعه کلونینگ  از  بنابراین هدف  و 9(، 

میزبان باکتریایی بوده است.
مواد و روشها

 ژن، وکتور، میزبان، آنزیمها
کره   Bioneer شرکت  توسط   pGEM-B1 وکتور  درون   drRRA ژن 
سنتز شد که در توالي پپتيدي اين ژن تغييري لحاظ نشده بود و تنها بر 
 drRRA اشریشیا کلی حاصل شده بود. توالي ژن ،Codon usage اساس
داراي 1152 جفت باز است که در طراحي اين ژن در ابتدای آن جايگاه 
Nde I و انت های آن در BamH I قرار داده شده بود )شکل 1(. وکتور 
 )Novagen شرکت( Origami و DH5a اشریشیا کلی سویه ،pET21a

 ،T4 DNA ligase آنزيم  اندونوکلئاز،  برشي  آنزيمهاي  خريداري شد. 
کيت استخراج وکتور و مواد شيميايي )شرکت Roche( خريداري شد. 
)با   Prestained marker Kbp 1 و نشانگر پروتئيني  نشانگر مولکولي 
غلظت 625 ميکروگرم در 500 ميکروليتر( از شرکت فرمنتاز ليتواني 

خريداري و به ميزان 10 ميکروليتر براي SDS-PAGE استفاده شد. 
 BamH I حاوي اين ژن با آنزيمهاي اندونوکلئاز برشي pGEM وکتور
و Nde I برش داده شد. تمام مراحل خالصسازي ژن و وکتور به روش 
الکتروفورز و استخراج از ژل آگارز انجام گرديد. در نهايت قطعه مورد 
نظر با فرآيند ليگاسيون (Ligation) در وکتور pET21a )تحت کنترل 
کدکننده  توالي  داراي   pET21a وکتور  شد.  کلون   )T7 فاژ پروموتور 
انتهاي  فيوژن در  صورت  به  که  ميباشد   (6XHis-Tag) هيستدين 
C-ترمينال ژن خارجي بيان ميگردد )8(. پس از ترانسفورم محصول 

و   DH5α کلی  اشریشیا   (Competent) مستعد سلول  در  ليگاسيون 
کشت آن در محيط کشت LB Agar حاوي آنتيبيوتيک آمپيسيلين 
)با غلظت ن هایی 0/1 میلیمولار( و به دنبال آن کلنيهاي رشد يافته 
بعنوان کلونهاي واجد وکتور و احتمالاً واجد قطعه ژن انتخاب شدند. 
براي اطمينان از وارد شدن قطعه ژن در وکتور، اين کلنيها به صورت 
LB حاوي آمپيسيلين   Broth انتخاب و درون محيط کشت تصادفي 
گراد  سانتي  درجه   37 دماي  در  میلیمولار(   0/1 هایی  ن  غلظت  )با 
به مدت یک شبانه روز داخل شيکر انکوباتور کشت داده شد. پس از 
انجام استخراج وکتور، صحت استخراج وکتور توسط الکتروفورز بر روي 
ژل آگارز بررسي شد )شکل 2(. تاييد قرارگيري صحيح قطعه ژني در 
قسمت جايگاه کلونینگ چندگانه )MCS5(، به وسيله آزمايش هضم با 
دو آنزيم برشي BamH I و Nde I )بايستي توالي نوکلئوتيدي حدود 

1152 جفت باز مشاهده 
گردد( انجام شد. 

regulator  Response 	4

 Multiple cloning site 	5

شکل 1. نمايش وکتور نوترکيب خطي شده PET21a حامل ژن 
بهينه شده drRRA اين ژن درون جايگاه NdeI/BamH I واقع در 

MCS وکتور وارد شد.

drRRA بيان ژن 
اشریشیا  مستعد  سلول  به   drRRA ژن  pET21a حاوي  بياني  وکتور 
اين  شدن  ترانفسورم  تاييد  و  شد  ترانسفورم   Origami سویه  کلی 
آمپيسيلين  حاوي   LB Agar محيط  روي  بر  کشت  توسط  سويهها 
کلنيهاي  آن،  بدنبال  و  انجام شد  میلیمولار(  هایی 0/1  غلظت ن  )با 
سيلين  آمپي  حاوي   LB  Broth کشت  محيط  به  کرده  رشد  خالص 
در دماي 37 درجه سانتي گراد داخل شيکر انکوباتور کشت داده شد 
 .)OD600( رسيد  نانومتر   600 موج  طول  در   0/7 نوري  چگالي  به  تا 
Isopropyl β-D-( IPTG بواسطه اضافه کردن DrRRA بيان پروتئین

القا شد.  thiogalactopyranosid-1( با غلظت نهايي 0/2 ميلي مولار 

سلولهاي باکتري به مدت چهار ساعت در دمای 37 درجه سانتیگراد 
انکوبه شدند و به منظور بررسی بیان ژن، مقدار یک میلیلیتر از نمونه 
انکوبه شده را رسوب و سپس به آن مقدار صد ميکروليتر بافر نمونه 
  5% (v/v)،SDS 2% (w/v)  ،Tris-HCl (pH 6.8) 80 mM(
 bromophenol و    glycerol  10% (v/v)  ،β-mercaptoethanol

blue 0.001( اضافه و به مدت پنج دقيقه جوشانده شد. در نهايت 25 
ميکروليتر از اين نمونههاي پروتئيني روي ژل پلي اکريلاميد %12.5 
(w/v) حاوی سدیم دودسیل سولفات با ولتاژ 90 به مدت دو ساعت 

الکتروفورز شدند )4 و 14(.
 وسترن بلات

به منظور شناسائي و تائيد باند منسوب به پروتئين DrRRA، پس از 
الكتروفورز نمونه های پروتئینی در كنار ماركر عمل انتقال آنها به غشاء 
نيتروسلولزي با جريان برق مستقيم به ميزان mA/cm2 20 براي مدت 
24 ساعت صورت گرفت. پس از انكوباسيون غشاء با رقت 1/1000 از 
آنتيبادي ضد His-tag، اتصال آن به برچسب هيستيديني با استفاده از 
آنتیبادی ثانويه goat_anti.mouse IgG متصل به HRP، پس از افزودن 

محلول DAB6 بررسي شد )4 و 14(.

یافته ها
drRRA ژن  pGEM-B1 نتايج ترانسفورم وکتور 

پس از ترانسفورم وکتور pGEM-B1 حاوی ژن drRRA به باكتريهاي 
E. coli DH5α، كلنيهاي رشد یافته بر روي محيط LB agar حاوي 

 3,3′-diaminobenzidine 	6
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آنتیبیوتیک آمپیسیلین انتخاب شدند. به منظور غربال كردن كلنيهاي 
حاوي ساختار صحيح، پلاسميدهاي استخراج شده از اين كلنيها روي 
نظر  به  كه  سنگينتر  پلاسميدهاي  و  شده  الكتروفورز   1% آگارز  ژل 
ميرسيد داراي قطعه حدود 1152 جفت بازي بودند، به منظور تائيد 

نهائي با آناليز آنزيمي انتخاب شدند )شکل 2(. 

شکل2. نتایج استخراج پلاسمید. ستون 1: وکتور pET 21a )با اندازه 
سنتتيک   ژن  حاوي   pET 21a وکتور   :3 و   2 ستون   ،)5443  bp

)6595 bp با اندازه(drRRA

drRRA حاوی ژن pGEM-B1 تایید پلاسمید های 
آنزيم این پلاسميد )شكل 1( و محلهاي شناسائي  با توجه به طرح 

همزمان  هضم  با  كه  ميرفت  انتظار  آن  روي  بر  كننده  محدود  هاي 
با  NdeI قطعه كلون شده  BamH I و  آنزيم  اين پلاسميد توسط دو 
 pGEM-B1 اندازه حدود 1152 جفت باز خارج گردد. پلاسمید های
 Bam استخراج شده از سویه  های ترانسفورم شده با استفاده دو آنزیم
HI و NdeI هضم آنزیمی شد و قطعه مورد نظر با وزن مولکولی 1152 

جفت باز از وکتور 3003 جفت بازی جدا شد. 
3-3- تایید صحت واکنش  لیگاسیون با روش هضم آنزیمی و تعیین 

توالی
 Nde I و BamH I با فرآيند ليگاسيون در جايگاه برشي drRRA ژن
وکتور pET21a تحت کنترل پروموتور فاژ T7 کلون شد. پس از انجام 
آنزیمی  هضم  استفاده  با  پلاسمید  استخراج  صحت  وکتور،  استخراج 
Nde I و BamHI تایید شد و دو باند 1152 جفت بازی و 5443 جفت 
بازی ظاهر شد )شکل3(. همچنین، پلاسمید نوترکیب فوق با استفاده 
از پرایمر T7 promoter تعیین توالی شد. نتایج تعیین توالی، صحت 
سازه ژنی از لحاظ ورود ژن، جهت صحیح ورود ژن و عدم وجود جهش 

در توالی ژن را مورد تایید قرار داد.

آزمايش  توسط  ژن  قطعه  قرارگيري  و صحت  تاييد حضور   .3  شکل 
هضم دو طرفه: ستون 1 نشانگر وزني 1Kbp DNA، ستون 2 نتيجه 
هضم با آنزيمهاي Nde I و BamH I يک قطعه با اندازه bp 1152 )ژن 
drRRA( و يک قطعه با اندازه bp  5443 )وکتور pET 21a( مشاهده 

ميشود.
3-4- نتايج SDS-PAGE و وسترن بلات 

وکتور نوترکيب pET21a- drRRA به سويه E. coli Origami ترانسفورم 
شد و پس از القا با IPTG در غلظت ن هایی mM 0.2، در دماي 37 
درجه سانتي گراد کشت داده شد. به منظور انجام SDS-PAGE سلولها 
را رسوب داده و سپس ليز شدند. پروتئين نوترکيب DrRRA بيان شده 
در سويه Origami حاوي وکتور pET21a- drRRA با وزن مولکولي 
41/519 کيلودالتون قابل مشاهده بود )شکل4(. همچنین برای تایید 
نتیجه آن در شکل 5  از وسترن بلات استفاده شد که  بیان پروتئین 

آمده است.پ

 E. در  شده  بيان   DrRRA پروتئيني  الگوي  بررسي   .4 شكل 
رسوب  :7 و   5  ،1 ستون   :SDS-PAGE روش  با   coli  Origami 

بعنوان كنترل منفي.  القا  از  قبل  E. coli Origami حاوي پلاسمید   
 E. ستونهاي 2، 3، 6 و 8: رسوب باكتري ،unstain Ladder :4 ستون

coli Origami حاوي pET21a- drRRA چهار ساعت بعد از القاء
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شكل 5. شناسائي و تائيد پروتئين DrRRA با روش وسترن بلات با 
استفاده از آنتیبادی مونوکلونال ضد دنباله هیستیدینی

و   3 ستون  غیرالقا،  نمونه   :2 ستون   ،Pre-stain Ladder  :1 ستون   
ستون 4: نمونه های القا شده

بحث
اشعه  همانند  الکترومغناطیسی  امواج  یا  ذرات  صورت  به  تشعشعات 
گاما، اشعه X، اشعه ماوراء بنفش و امواج رادیویی باعث ایجاد آسیب 
اکسیداتیو در میان مولکول های حیاتی از جمله پروتئینها و اسید های 
فرابنفش  پرتو  منشا  های DNA با  آسیب  )3(. در  میشود  نوکلئیک 
به شدت  کروماتین،  تغییرات  به  پاسخ  در  یونیزان  تشعشعات  دیگر  و 
گروه آمینی پروتئین، تحریک میشود. ایجاد رادیکال های آزاد توسط 
پرتو های فرابنفش برای DNA مضر بوده و اغلب موجب القاء جهش 
باکتری  که  است  داده  نشان  مطالعات   .)17( میشوند  تصادفی  های 
داینوکوکوس رادیودورانس به اشعه  های یونیزان که باعث شکست های 
DNA میشود، بسیار مقاوم میباشد )5(. داینوکوکوس رادیودورانس یک 

ارگانیسم مولتی ژنومیک است یعنی دارای ده کپی از ژنوم در داخل 
سلول است و این باکتری میتواند از نوترکیبی هومولوگ برای بازآرایی 
به  مقاوم  های  میکروارگانیسم  اکثر  استفاده کند.  اشعه  متعاقب  ژنوم 
پرتو رنگدانه های محافظت کننده در برابر نور تولید میکنند که قادر 
به جذب تابش فرابنفش میباشند. استراتژی پایداری و بقاء مقاومت در 
برابر اشعه در میکروارگانیسم داینوکوکوس رادیودورانس نشان میدهد 
که مقاومت میکروبی توسط القاء برخی از ژنها، پروتئینها و آنزیم های 
خاص مسیر مکانیسم ترمیم DNA، صورت میگیرد )8 و 9( و همین 
طور برخی از پروتئین های دخیل در متابولیسم آنتی اکسیدانتی در 
نشان  مطالعات  دارد.  مهمی  بسیار  نقش  پرتو  به  مقاوم  های  باکتری 
رادیودورانس  داینوکوکوس  باکتری  در   DrRRA پروتئین  که  میدهد 
میتواند بطور قابل توجهی بیان ژن های recA و pprA را القا کند که 
منجر به افزایش فعالیت آنزیماتیک کاتالاز در این باکتری میشود )15 

و 16(. بطوری که موتانت های drRRA به پرتو گاما بسیار حساسند 
از رادیکال های  از آسیب های ناشی  و قابلیت سلول برای جلوگیری 
آزاد بطور قابل توجهی کاهش مییابد )18(. رادیکال های اکسیژن و 
هیدروژن پرکسید از شکست مولکول های آب توسط پرتو بوجود می 
آید که منجر به آسیب به غشای سلولی، DNA و پروتئین میشود. در 
مطالعات نشان داده شده است که سویه  های اشریشیا کلی نوترکیب 
بردن  بین  از  در  بیشتری  نسبی  فعالیت  دارای   drRRA ژن  حاوی 
رادیکال های سمی اکسیژن هستند. مکانیسم دفاعی معمول در سلول 
اکسیدانی  آنتی  فعالیت  دارای  های  آنزیم  توسط   ،H2O2 و   O2

•- علیه 
سوپراکسید دیسموتاز و کاتالاز انجام میگیرد )6(. بیان ژن drRRA در 
افزایش دوز  با  بیان KatG میشود که  افزایش  اشریشیا کلی منجر به 
اشعه گاما میزان بیان KatG افزایش مییابد. بنابراین، ژن drRRA یکی 
از ژن های بسیار مهم در حفاظت سلول های داینوکوکوس در مقابل 
اثرات اشعه گاما میباشد )7(. اگرچه فرضیات متنوعی در مورد مکانیسم 
مقاومت به اشعه وجود دارد اما تحقیقات اخیر نشان میدهد که میزان 
یون +Mn2 در مقاومت بخشی موثرتر است و پروتئین DrRRA نقش 
این  اگر  به عهده دارد بطوری که  را در سلول  این یون  انتقال  و  نقل 
پروتئین در باکتری های مقاوم به پرتو حذف ژنی شود، باکتری مورد 

نظر مقاومت خود را از دست میدهد. 
همولوگ  پروتئین  این  که  داد  نشان   DrRRA پروتئین   Blast نتایج 
یک  شامل  مشخص  دمین  دو  شامل  پاسخ(  کننده  )تنظیم   RRs7

های  انت  دمین  یک  و  آمینی  های  انت  گیرنده  شده  حفاظت  دمین 
دارای  کربوکسیلی  های  انت  که  میباشد  متغیر  افکتور   کربوکسیلی 
ویژهگی اتصال به DNA میباشد. ونگ و همکاران (Wang et al) گروه 
آسپارتیک اسید پروتئین DrRRA را که در سیگنال ترانسداکشن نقش 
این  که  داد  نشان  مطالعه  این  نتایج  دادند،  ای  نقطه  جهش  را  دارد 
پروتئین نقش بسیار مهمی در میزان القای مقاومت به پرتو دارا است، 
بطوری که میزان مقاومت به پرتو در سویه  های دارای جهش بسیار 
کاهش یافته بود )20(. اهبا و همکارانش )Ohba et al( در سال 2009، 
پروتئین DR1709 را در اشریشیا کلی سویه Bl21 بیان کردند و نشان 
دادند که مقاومت به اشعه در باکتری داینوکوکوس توسط یک مکانیسم 
چند مرحل های کنترل میشود و یون های +Mn2 و +Fe2 نقش بسزایی 
در ایجاد مقاومت به اشعه دارند. این محققان همچنین نشان دادند که 
 UV و H2O2 را با DR1709 زمانی که سلول های بیان کننده پروتئین
مجاور کنند، میزان بقا و ماندگاری این سویه ها نسبت به سویه  های 

وحشی اشریشیا کلی بیشتر میشود )13(.
بیان   ،2007 سال  در   )YuanYuan et al( همکارانش  و  یانگ  یانگ 
همزمان دو ژن pprI و drRRA را در داینوکوکوس، در میزان مقاومت 
به اشعه بررسی کردند. آنها این دو ژن را در داینوکوکوس حذف کردند 
و نتایج این مطالعه نشان داد که موتانت های فاقد این دو ژن بسیار 
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حساستر از سویه  های تیپ وحشی بودند و بنابراین این دو ژن بسیار 
مهم و حیاتی در القای مقاومت به اشعه هستند )21(. 

نتیجه گیری کلی
با توجه به آنکه پیشگیری علیه اثرات مضر اشعه  های یونیزان یکی از 
با هدف بررسی  این مطالعه  حوزه های مورد توجه دانشمندان است، 
های  پرتو  علیه  سلولپروکاریونی،   drRRA ژن  بخش  حفاظت  اثرات 
یونیزان انجام شده است. بعلاوه، هدف ن هایی این مطالعه، استفاده از 
این پروتئین حاصل از این ژن در سلول های یوکاریوتی پیشرفته مانند 
رده های سلولی و در ن هایت انسانها در آینده میباشد. به همین منظور، 
پیشنهاد میگردد آزمایش سنجش مقاومت در میزبان های پروکاریوتی 
و یوکاریوتی انجام شود که در صورت موفقیت در ایجاد مقاومت سلولی 

میتوان از آن در کاربرد های بالینی متعددی بهره گرفت.

سپاسگزاری
کلیهی نویسندگان از حمایت های مادی و معنوی پژوهشکده فناوری 

زیستی دانشگاه صنعتی مالک اشتر صمیمانه قدردانی مینمایند.
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