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  مقاله پژوهشي
  

  كلونينگ، بيان و بهينه سازي  : انساني1-آنتاگونيست رسپتور اينترلوكين
 E.coliدر ميزبان 
    

  ****نوشين شباب، *فاطمه ابراهيم زاده،  ***جمشيد كريميدكتر ، ** حسن ميرزاحسيني، دكتر* قاسم براتي
  *****دكتر مسعود سعيدي جم

  
                                  30/2/93  :  ،  پذيرش    9/11/92  :دريافت 

  
  :چكيده

يك سايتوكاين ضد التهابي قوي است كه باعث محدود كردن اثـرات التهـابي            ) IL-1) IL-1Ra آنتاگونيست رسپتور    :هدفمقدمه و   
 متصل مـي شـود      IL-1  به طور رقابتي به رسپتور     IL-1  ،IL-1Raبعلت تشابه ساختماني با     .  مي شود  IL-1) (1-مربوط به اينترلوكين  

. بنابراين در درمان افراد مبتلا به بيماري هاي التهابي نظيـر آرتريـت روماتوئيـد بكـار مـي رود                   . ولي هيچ سيگنالي را القا نمي كند      
  . مي باشدE. coliهدف از مطالعه حاضر كلون كردن، بيان و بهينه سازي بيان اين پروتئين در 

ــار ــه  :روش ك ــي قطع ــه تجرب ــن مطالع ــه   دراي ــوط  ب ــي ســنتزي مرب ــه وســيله  IL-1Raي ژن ــر داده شــدPCR ب  پــس از . تكثي
ــاني    ــور بي ــه در وكت ــن قطع ــدpET28aبــرش دو آنزيمــي، اي ــون گردي ــدا در ســطح  .  كل ــان ژن مــورد نظــر ابت ــه mRNAبي  ب

 مــورد برســي قــرار گرفــت و بــراي تاييــد پــروتئين بيــان  SDS-PAGE و ســپس در ســطح پــروتئين بــه روش RT-PCRروش 
 و مــدت زمــان هــاي مختلــف IPTGبهينــه ســازي بيــان نيـز در غلظــت هــاي مختلــف  . ه از وســترن بــلات اســتفاده گرديــدشـد 

  .بعد از القاء صورت گرفت
.  مشخص شـد pET28a و هضم دو آنزيمي، كلون شدن قطعه ي ژني مورد نظر در وكتور بياني  PCR- به كمك روش كلني:نتايج

نتيجـه ي   .  مـشاهده شـد    SDS-PAGE و   RT-PCRلاي پروتئين نوتركيب به ترتيب بـه روش         رونويسي از ژن كلون شده و بيان با       
ميزان بيان در غلظت هاي مختلف القاءكننده و مـدت زمـان     . حاصل از الكتروفورز پروتئين نيز با روش وسترن بلات تاييد گرديد          

  .پس از القاء بهينه سازي گرديد
.  بـود pET28a به وسيله وكتور بيـاني  E.coliدهنده ي بيان بالاي اين پروتئين در ميزبان         نتايج حاصل از مطالعه  نشان        :نهايينتيجه  

اين مطالعه هم چنين نشان داد رابطه مستقيمي با افزايش بيان و مدت زمان برداشت سلول ها پس از القاء وجود دارد، لذا القاء با                  
 .ئين پيشنهاد مي گردد به مدت يك شب براي بيان بالاي پروتIPTG ميلي مولار 1غلظت 

 
  1-گيرنده هاي اينترلوكين/ سيتوكاين ها  /پروتئين نوتركيب/ التهاب روماتيسمي مفصل :كليد واژه ها

  

  :مقدمه 
التهاب مكانيسمي است كه باعث محدود كردن اثرات              

از طرف ديگر خـود     . مربوط به عوامل ضد عفوني مي گردد      
  سـيب و ضـايعه بـر      التهاب نيـز مـي توانـد باعـث ايجـاد آ           

  
  
  
  

سلولهاي خودي گردد و لذا اين مكانيسم بايـد در ميزبـان            
  .)1( به شدت تحت كنترل باشد

يكي از مهمترين سايتوكاين هائي كه در ايجاد التهـاب              
  ســايتوكايني كــه باعــث. )2(  مــي باشــدIL-1نقــش دارد، 
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 مي شـود،    IL-1محدود كردن اثرات ضد التهابي مربوط به        
مي باشد كـه توسـط      ) IL-1) IL-1Raتاگونيست رسپتور   آن

اكثر سلول هاي بدن به خصوص مونوسيت ها، ماكروفاژها،         
  فيبروبلاســت هــا و هــم چنــين هپاتوســيت هــاي كبــدي 

   .)3،4( سنتز مي گردد) به عنوان يك پروتئين فاز حاد(
در افراد مبتلا به بيمـاري هـاي التهـابي نظيرآرتريـت                 

يك بيماري التهابي مزمن و پيشرونده اسـت،        روماتوئيد كه   
 IL-1Ra هر دو بالاست ولـي سـطح         IL-1Ra و   IL-1سطح  

.  را بلوكـه كنـد     IL-1آنقدر نيست كه بتواند اثرات التهـابي        
نشان داده شده است كه تزريق نوع نوتركيب اين پـروتئين         
مي تواند باعث كاهش اثرات بيماري و اثرات ضـد التهـابي            

هـم چنـين    . )5( لا به اين بيماري ها گردد     آن در افراد مبت   
تحقيقات مختلف ايمن بودن و كارائي ايـن پـروتئين را بـه          

كه در نهايـت باعـث شـد ايـن     ) 6-10( اثبات رسانده است 
 جهـت   FDA تـا ئيديـه خـود را از        2001پروتئين در سال    

. درمان بيماري  التهابي آرتريت روماتوئيـد دريافـت نمايـد          
 شـناخته   )Anakinra(  آنـاكينرا   نـام  اين دارو هم اكنون بـا     
   در بـازار عرضـه      )Kineret(كينـرت   شده و با نـام تجـاري        

هم چنين در تحقيقات مختلف نشان داده        .)11( مي گردد 
شده است كه اين دارو مي توانـد در بـسياري از اخـتلالات      

ــد )12(نظيــر بيماريهــاي عفــوني و )GVHD )13، رد پيون
برخي سرطان ها به خصوص لوسمي ها نيـز نقـش داشـته             

  .)14،15( باشد
 مي باشـد و     IL-1اين آنتاگونيست از اعضاي خانواده ي           
 شكل ترشحي و داخل سلولي وجـود دارد كـه هـر دو          2به  

. )16( شكل آن حاصـل رونويـسي از يـك ژن مـي باشـند             
عملكرد شكل داخل سلولي آن بـه خـوبي شـناخته نـشده             

 اسيد آمينه است    152ي فرم ترشحي آن كه داراي       است ول 
 بـه   IL-1و گليكوزيله مي باشـد، بعلـت داشـتن تـشابه بـا              

برخلاف   متصل مي شود ولي    IL-1رقابتي به رسپتور   صورت
IL-1      17( نمـي كنـد     هيچ سيگنال داخل سلولي را فعال( .

فرم نوتركيب آن غير گليكوزيله است ولي اثرات بيولوژيـك      
  .)18(  طبيعي و گليكوزيله آن داردمشابهي  با نوع

ــوع نوتركيــب         ــاربردي كــه ن ــه اهميــت ك ــا توجــه ب   ب
ــد،     ــته باش ــد داش ــي توان ــروتئين م ــن پ ــه  اي ــن مطالع   اي

   ضــمن آنهــدف اصــلي از انجــام طــرح ريــزي گرديــد و 
ــروتئين در    ــن پ ــازي اي ــه س ــان و بهين ــردن، بي ــون ك   كل

E. coli   ــشگاهي ــرايط آزمايـ ــن دارو در شـ ــد ايـ     توليـ
  است تا بتوان آن را در آينده اي نزديك به صورت وسيع و 

  
تجاري توسط شركت هاي داروسازي داخـل كـشور توليـد           

   .نمود
  :روش كار

در اين مطالعه تجربي ابتـدا قطعـه           :تكثير ژن مورد نظر        
سـپس تكثيـر    . ژني مورد نظر به صورت سنتتيك تهيه شد       
ــي   ــر، يكــ ــك دو پرايمــ ــه كمــ ــا Forwardآن بــ     بــ

  ’GAT ATA CATATG GAC GAC GAC GAC AAG-3-’5 تـوالي 
 و  NdeIداراي جايگاه برش آنزيمي براي آنزيم محدود الاثر         

 GAT ATA CTCGAG-’5 بـا تـوالي  Reverseديگـري  

CTA CTC GTC CTC CTG GAA-3’   داراي جايگـاه 
  طـي فراينـد      XhoIبرش آنزيمي براي آنزيم محدود الاثـر        

PCR صورت گرفت .  
  : تحت شرايط زير انجام شدPCR فرايند

بـه  سانتيگراد   درجه   95مرحله ي واسرشت اوليه در دماي       
ــدت  ــپس 2م ــه، س ــل  25 دقيق ــوالي از مراح ــيكل مت  س

 ثانيه، اتـصال در     30 درجه به مدت     95واسرشت در دماي    
 72 ثانيه و گسترش در دماي       30 درجه به مدت     55دماي  

رش انتهائي   دقيقه ودر نهايت مرحله گست     1درجه به مدت    
  . دقيقه10 درجه به مدت 72در دماي 

 به منظور بررسي تكثير بـر روي   PCRسپس محصول      
  .ژل آگارز آشكار گرديد

 توسط دو آنزيم محـدود الاثـر        PCR محصول   :هضم آنزيمي 
NdeI   و XhoI       همزمان .   تحت برش دو آنزيمي قرار گرفت

نـزيم   نيز تحت برش آنزيمـي بـا دو آ  pET28aوكتور بياني   
  . مذكور قرار گرفت

پـس از بـرش آنزيمـي و ايجـاد انتهـا هـاي               :واكنش اتصال 
 و وكتور بياني، مقدار مناسـبي       PCRچسبناك در محصول    

از آنها را با يكديگر مخلوط  كرده تا با اضافه كـردن آنـزيم               
T4 DNA Ligase     واكنش اتـصال صـورت گيـرد و وكتـور  

اتـصال بـه    سپس محصول واكنش    . نوتركيب تشكيل گردد  
.   ترانـسفورم شـد  ´Top 10 F  سـويه   E.coliدرون سلول 

 PCRوسيله ي واكنش   به آمده غربالگري كلني هاي بدست   
بدين ترتيب  . بر روي كلني هاي بدست آمده صورت گرفت       

كلني هاي حاوي پلاسميد مورد نظر انتخـاب گرديـد و در            
كانامايسين به مدت   حاوي آنتي بيوتيكLB Brothمحيط 

 درجه به منظور استخراج پلاسميد 37در دماي  و ساعت 16
پس از استخراج ، به منظور تائيـد حـضور          . كشت داده شد  

  .قطعه ي ژني، پلاسميد تحت برش دو آنزيمي قرار گرفت
  پلاسميد نوتركيب پس از استخراج  : بيان پروتئين مورد نظر
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  بـه منظـور    BL21(DE3) سويه ي E.coliبه درون سلول 
سپس باكتر هـا  . روتئين مورد نظر ترانسفورم گرديد    توليد پ 

  حاوي آنتي بيوتيك كانامايـسين و  LB Brothدر محيط  
 كشت داده شـد تـا       rpm 220 درجه  با دور      37در حرارت   

OD600    در اين مرحله به آن      .  برسد 5/0 آن بهIPTG  اضافه 
سـپس انكوباسـيون بـاكتري هـا بـه منظـور بيـان              . گرديد

  . در شرايط مذكور ادامه يافتپروتئين نوتركيب
  بـه    RNAابتدا بررسي بيان ژن در سـطح         :بررسي بيان ژن  

بـراي ايـن كـار    .  صورت گرفتRT-PCRوسيله ي واكنش    
mRNA   ــا ــان الق ــد از زم ــل و بع ــاكتري در قب ــال از ب  توت

 از روي آن سنتز گرديـد و        cDNAسپس  . استخراج گرديد 
  cDNA  بــر روي ايــنPCRدر نهايــت بــا انجــام آزمــايش 

  . در باكتري ها مورد بررسي قرار گرفتmRNAحضور 
در مرحله ي بعد، بررسي بيان ژن در سطح  پـروتئين                 

  بـراي    SDS-PAGEبدين منظور از تكنيك     . صورت گرفت 
آشكار شدن تمام پروتئين هاي باكتريائي بر روي ژل پلـي           

  در اين حالت رسـوب مربـوط بـه         . آكريل آميد استفاده شد   
 ليتر از محيط كـشت در دو حالـت قبـل و بعـد از                 ميلي 1

 دقيقه جوشانده شـد تـا   5 درجه به مدت     100القاء در آب    
سپس نمونه ها بر روي ژل پلي آكريل        . سلول ها ليز گردند   

پـس از اتمـام الكتروفـورز، ژل بـا رنـگ            . آميد لود گرديـد   
بانـدهاي   كوماسي بلو رنگ شد و پس از مرحله ي رنگبري         

  .ئين هاي باكتري بر روي ژل ظاهر گرديدمربوط به پروت
 از روش   SDS-PAGEبراي تائيد نتيجه ي مربوط بـه              

وســترن بــلات اســتفاده شــد كــه طــي آن بعــد از انتقــال 
پروتئينها از ژل به كاغذ نيتروسـلولز و اتـصال آنتـي بـادي           
اوليه عليه برچسب هيستيديني و به دنبـال آن اسـتفاده از          

نژگـه بـا آنـزيم پراكـسيداز، حـضور          آنتي بـادي ثانويـه كو     
  . پروتئين مورد نظر مورد آناليز قرار گرفت

 بدين منظور بيان پروتئين تحـت شـرايط          :بهينه سازي بيان  
برداشت سلول   زمانهاي مختلف  مدت و IPTGغلظت مختلف

پروتئين با   ميزان بيان . بعد از القاء مورد بررسي قرار گرفت      
نرم افزار   به كمك ) Densitometry(سنجي استفاده از تراكم  

TotalLab TL120گرفت  صورت آميد آكريل پلي روي ژل  بر
  .تا بهترين حالت براي بيان ژن مذكور مشخص گردد

  :نتايج
 قطعه ي ژني مورد نظـر توسـط         :كلونينگ ژن مورد نظر        

  .  دــ كلون شpET28aبرش آنزيمي جدا گرديد و در وكتور 
  PCRت آمده توسط واكنش كلني هاي بدس ابتدا غربالگري

  
و سپس واكنش هضم آنزيمي     ) 1شكل(كلني صورت گرفت  

به وسيله ي دو آنزيم به صورت همزمان براي تائيد نتيجـه             
  ).2شكل(بر روي پلاسميدهاي استخراج شده انجام گرفت 

همانطور كه در شكل پيداست، پس از برش پلاسميد با دو           
 جفت باز از 481  ، قطعه ژني با طولXho I و Nde Iآنزيم 

پلاسميد خارج شده است كه نشان دهنده ي كلون شـدن           
  .ژن در پلاسميد بياني مذكور مي باشد

  

  
  

  PCRغربالگري كلني ها با انجام كلني : 1شكل 
 كلني انتخاب شده مثبت 2شكل مشخص است هر  همانگونه كه كه در

 مقطر ، كنترل منفي كه در آن از آب3ستون ). 1-2ستونهاي (بوده اند
، كنترل مثبت كه الگوي آن 4 ستون .به عنوان الگو استفاده شده است

   را نشان مي دهدDNA نيز ماركر 5ژن سنتزي است و ستون 
  
    

  
  

پلاسميد،  تخليص از كشت و انتخاب شده پس هاي كلني: 2شكل
  د قرار گرفته انXho I و Nde Iتحت هضم دو آنزيمي با 

   برش از وكتور خارج شده استدر اين حالت، قطعه ژني پس از
 7 و 6، پلاسميد هضم نشده و ستون هاي 5ستون ). 1-4ستون هاي (

   مي باشندDNAماركر 
  

پس از كلون شـدن قطعـه ي ژنـي          : بيان پروتئين در ميزبان   
 بـه   IPTG بـا    ء، القـا  pET28aمورد نظر در پلاسميد بياني      
  .منظور بيان ژن صورت گرفت
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 RT-PCR بـا روش     RNAن در سـطح     ابتدا بيـان ژ    در     
نتيجه ي حاصل اين روش بر روي ژل آگارز،         . مشخص شد 

  مربوط به ژن مورد نظر در        mRNAنشان دهنده ي وجود     
سلول باكتريايي بود كه به صورت باند مشخـصي بـا طـول             

  ).3شكل ( جفت بازقابل مشاهده مي باشد 480تقريبي 
  

  
  

  RT-PCRواكنش : 3شكل 
باكتري حاوي : 2حاوي وكتور بدون ژن ، ستون باكتري : 1ستون 

-RTكنترل منفي واكنش : 3 بدون القا، ستون pET28a-IL-1Raوكتور 

PCR به ترتيب كنترل مثبت و : 7 و 6ستون . نمونه ها: 5 و 4، ستون
  DNAماركر : 8ستون . PCRمنفي واكنش 

  

 SDS-PAGEسپس بيـان در سـطح پـروتئين توسـط                
به اينكه بيان پروتئين نوتركيـب بـه        با توجه   . مشخص شد 

صورت اجسام انكلوزيوني نا محلول صورت گرفته، نتيجه به  
 كيلـو دالتـوني كـه       20صورت باند پر رنگي در محدوده ي        

نشان دهنده ي قسمت اعظم پروتئين هاي كل باكتريـايي          
در . است، بر روي ژل پلي آكريل آميد قابـل مـشاهده بـود            

ر رسيد كه غلظت هاي مختلف طي بهينه سازي بيان به نظ
القاء كننده تاثير چنداني درميزان بيان پروتئين نوتركيـب         

  .)4شكل (نداشته است

  
  IPTGبهينه سازي بيان در غلظت هاي مختلف  : 4شكل

نمونه : 2ماركر پروتئيني، ستون : 1به ترتيب از راست به چپ، ستون 
، 0,5، 0,25، 0,1به ترتيب بيان در غلظت هاي : 3-7غير القا، ستون 

 20وزن ملكولي پروتئين نوتركيب در حدود .  ميلي مولار1و 0,75
  كيلو دالتون مي باشد

  
بهينه سازي بيان ژن در زمان هاي مختلـف برداشـت                 

سلول ها پـس از القـاء، نـشان دهنـده ي تفـاوت بيـان در                 
  ).5شكل (زمانهاي مختلف مي باشد 

  

  
  

 هاي متفاوت برداشت بهينه سازي بيان در زمان : 5شكل
  .سلولها پس از القا

ماركر : 2نمونه غير القا، ستون : 1به ترتيب از چپ به راست، ستون
، 2 به ترتيب زمان هاي برداشت سلول در 3-7پروتئيني، ستون هاي 

وزن ملكولي .  ساعت پس از القا را نشان مي دهد16 و 7، 5، 4
  .باشد كيلو دالتون مي 20پروتئين نوتركيب در حدود 

  

 TotalLabTL120آنـاليز ژل بـا اسـتفاده از نـرم افـزار           
نشان دهنده اين موضوع بود كه هر چه مدت زمان افزايش           

لذا بيـشترين   . يافته است، ميزان بيان نيز بيشتر شده است       
 . سـاعت پـس از القـاء مـشاهده شـد           16بيان پـروتئين در     

 بــه كمــك SDS-PAGEنتيجــه ي بدســت آمــده از روش 
  ).6شكل (يمونوبلاتينگ تائيد گرديد روش ا

  

  
نتيجه ي وسترن بلاتينگ با آنتي بادي عليه توالي : 6شكل 

  برچسب هيتيديني
بلاتينگ بر روي عصاره باكتري : 2ماركر پروتئيني، ستون : 1ستون 

نتيجه ي بلاتينگ بر روي عصاره : 3بدون پلاسميد نوتركيب، ستون 
  ءاز القاباكتري حاوي پلاسميد نوتركيب بعد 
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  :بحث
آرتريت روماتوئيد يك بيمـاري التهـابي مـزمن و پـيش           

در اين بيماري، درمان معمول، اسـتفاده از        . رونده مي باشد  
) DMARDs(داروهاي تعـديل كننـده ي ضـد روماتوئيـد           

نظير متوتركسات مي باشد اما ايـن داروهـا در بيمـاران بـا              
فرم مزمن آن علائم متوسط تا شديد بيماري و مبتلايان به       

از طرف ديگر درمان با اين داروهـا        . اثر گذاري پائيني دارند   
نياز به استفاده طولاني مدت دارد كه اين به نوبـه ي خـود             
به تدريج كاهش اثر گذاري دارو را به همراه خواهد داشـت            
و همچنين اين استفاده طـولاني مـدت مـي توانـد اثـرات              

  . )19( اشدسمي بر روي بدن بيماران مبتلا داشته ب
 نوتركيب، محصولات   DNAامروزه با استفاده از فناوري          

يكي . پروتئيني با كاربردهاي درماني فراواني توليد شده اند       
  از ايــن داروهــاي نوتركيــب آنــاكينرا نــام دارد كــه همــان  

IL-1Ra           انساني است كـه عمـدتا در ميزبـان E.coli   بيـان   
موفق بـه دريافـت      2001اين دارو نهايتا در سال      . مي شود 
 بــراي درمــان بيمــاري آرتريــت روماتوئيــد FDAتائيديــه 

اين داروي نوتركيب هم اكنون با نام تجاري كينرت    . گرديد
با توجه بـه اهميـت ايـن        . )11( در بازار به عرضه مي رسد     

پروتئين و كاربرد درمـاني آن، هـدف از مطالعـه ي حاضـر              
كلونينگ وبيـان ژن مربـوط بـه ايـن پـروتئين در شـرايط               
آزمايشگاهي بود تا اولـين قـدم جهـت توليـد وسـيع ايـن               

  . داروي نوتركيب در ايران برداشته شود
به منظور انجام اين كـار، ابتـدا در ژن مربـوط بـه ايـن                    
وتئين، از توالي برچسب هيستسديني  به منظور تسهيل         پر

هـم چنـين تـوالي      . در شناسائي و تخليص آن تعبيـه شـد        
مربوط به انتروكيناز نيز بعد از آن قرار گرفت تـا بتـوان در              

، پس از تخليص اين پـروتئين و بـرش          مطالعهادامه ي اين    
  .قطعه ي اضافي محصول خالص پروتئيني را بدست آورد

 pETن مطالعه از سيستم بياني وكتورهـاي گـروه          در اي     
وكتـور  .  مي باشند استفاده شد    T7كه داراي پروموتور قوي     

 بـود كـه اسـتفاده ي        pET28aمورد استفاده در اين گـروه       
وسيعي در توليد دارو هاي نوتركيب به خـصوص در ايـران            
دارد و لذا به راحتي در اكثـر مراكـز تحقيقـاتي كـشور در                

 بـا يافتـه هـاي حاصـل از        مطالعهايج اين   نت. دسترس است 
  هايـــدونگ تـــن و همكـــارانش در اســـتفاده از پـــژوهش 

در ايـن تحقيـق، آنهـا از        . اين سيستم بياني مطابقـت دارد     
ــور  ــتفاده    pET30aوكت ــروتئين اس ــن پ ــان اي ــت بي    جه
  .)20( نمودند

  
 به منظور بيان اين     E.coliدر اين مطالعه ازسلول بياني          

  E.coliاسـتفاده ازسيـستم بيـاني   . ده شـد پـروتئين اسـتفا  
بـه  تـوان  از آن جملـه مـي   . مزاياي زيادي را به همراه دارد  

ميزان بالاي توليـد محـصول نوتركيـب در ايـن سيـستم و             
ارزان بودن استفاده از آن در توليـد ايـن گونـه محـصولات            

هر چند اين سيستم داراي محدوديت      . پروتئيني اشاره كرد  
كه مهمترين آنها عـدم تـشكيل پيونـد         هائي نيز مي باشد،     

ــه    ــس از ترجم ــردازش پ ــود پ ــدم وج ــولفيدي و ع   دي س
 نيـز  مطالعـه پـروتئين مـورد نظـر در ايـن      . )21( مي باشد 

داراي پيوند دي سولفيدي و هـم چنـين گليكوزيلاسـيون           
مشخص شده است كه فرم غير گليكوزيله ي آن         . مي باشد 

اراي عملكـرد  نيز همانند فـرم اصـلي و گليكوزيلـه ي آن د          
ازطرف ديگر نشان داده شده كه وجود       . )18( يكساني است 

يا عدم وجـود پيونـد دي سـولفيدي نيـز در عملكـرد ايـن         
پروتئين تاثيري ندارد و لذا فـرم احيـا و اكـسيد آن داراي              

به اين ترتيب مي توان به      . )20(عملكرد يكساني مي باشند   
پـروتئين   بـراي بيـان ايـن        E.coliراحتي از سيستم بياني     

بهره جست، همچنان كه در ساير مطالعات از اين سيـستم           
  .)20 ،22-24( براي بيان اين پروتئين استفاده شده است

 ساعت از زمان    16بيشترين ميزان بيان پروتئين بعد از           
 طي بهينه سازي SDS-PAGEآناليز ژل   . القاء مشاهده شد  

ش يابـد،   بيان، نشان داد كه هر چه مدت زمان القـاء افـزاي           
با توجـه بـه     . ميزان بيان پروتئين نيز افزايش پيدا مي كند       

اينكه پروتئين به صـورت اجـسام نـامحلول انكلوزيـوني در            
 پروتئين ها بـه دليـل اينكـه    بنابراين، .سلول بيان مي شود  

فاقد عملكرد هستند، بر روي حيـات سـلول ميزبـان هـيچ             
زمـان  در نتيجه بـا افـزايش مـدت         . ثيري نخواهند داشت  تأ

القاء، پروتئين ها به تدريج در سيتوپلاسم تجمع مي يابنـد           
و به مرور زمان درصد بيشتري از پروتئين هاي يك سـلول            

 سـاعت از زمـان      16د تا جايي كه پس از       نرا شامل مي شو   
ــيش از   ــاء ب ــان را   80الق ــاي ميزب ــروتئين ه ــد از پ    درص

  . پروتئين هاي نوتركيب تشكيل مي دهند
   :نتيجه نهايي

نتايج حاصل از مطالعه  نشان دهنده ي بيان بالاي اين               
 pET28a به وسيله وكتور بياني      E.coliپروتئين در ميزبان    

اين مطالعه هم چنين نشان داد رابطـه مـستقيمي بـا            . بود
افزايش بيان و مدت زمان برداشت سلول هـا پـس از القـاء              

مدت  به   IPTG ميلي مولار    1وجود دارد، لذا القاء با غلظت       
 .يك شب براي بيان بالاي پروتئين پيشنهاد مي گردد
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Abstract 
 
Introduction & Objective: Interleukine-1 receptor antagonist (IL-1RA) is a powerful anti-
inflammatory cytokine which limits the biological effects of IL-1. Due to structural similarity
between IL-1 and its antagonist, IL-1RA competitively binds to IL-1 receptor which leads to 
no signal transduction. Therefore , it is applied in the treatment of patients with inflammatory 
diseases  such as Rheumatoid Arthritis. The aim of this study is cloning, expression and op-
timization of IL-1RA in E. coli. 
Materials & Methods: In this experimental study synthetically prepared cDNA was amplified 
by PCR. After double digestion with NdeI and XhoI restriction enzymes, this gene was 
cloned in pET28a expression vector. Expression of desired gene was analyzed at RNA level 
by RT-PCR and at protein level by SDS-PAGE and followed by western blot to confirm 
SDS-PAGE results. Optimization of recombinant protein expression was performed in dif-
ferent IPTG concentrations and harvesting times after induction. 
Results: The presence of gene in pET28a was determined by colony-PCR and confirmed by 
restriction digestion. Transcription of cloned gene and expression of high yield recombinant 
protein were shown by RT-PCR and SDS-PAGE, respectively. The result of SDS-PAGE was 
confirmed by western blot. Expression was optimized in different induction time and IPTG 
concentrations 
Conclusion: The result of this study demonstrated expression of this recombinant protein at 
high level in E.coli system by pET28a expression vector. This study also showed a direct as-
sociation between the increased  level of expression and time of induction . Therefore, an 
overnight induction time with 0.1 mM IPTG concentration is recommended for a high level 
expression. 
(Sci J Hamadan Univ Med Sci 2014; 21 (2):145-151) 
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