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Abstract  
Background: Fibroblast growth factor receptor 2b (FGFR2b) plays an important role in cell 
signaling pathway and regulating several key biological processes including cellular differentiation 
and proliferation. Genetic alterations (e.g. point mutation in FGFR2b tyrosine kinase domain) are 
associated with breast cancer, ovarian cancer, and endometrial cancer.   
Objective: The aim of this study was to express and purify the recombinant human FGFR2b kinase 
domain.  
Methods: This experimental study was conducted in Qazvin University of Medical Sciences during 
2013.  Recombinant pLEICS-01 vectors containing the FGFR2b tyrosine kinase domain gene were 
transformed into E. coli BL21 (DE3). Recombinant protein expression was induced with 1mM 
IPTG and analyzed by SDS polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). The recombinant 
protein was purified by Ni2+-NTA affinity chromatography. After dialysis, the protein activity was 
evaluated by interaction with the wild type and mutant SH2 domains of phospholipase C (PLC) 
using polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). Data were analyzed using One-way ANOVA 
and Tukey’s test.  
Findings: Pre and post-induction SDS-PAGE analysis showed that the expressed protein was 
soluble at 20 ºC. SDS-PAGE analysis also confirmed that no contamination and bacterial proteins 
were co-eluted with the purified protein. PAGE method results confirmed that the purified protein 
was in an active state. 
Conclusion: With regards to the results, the recombinant FGFR2b kinase domain-a 38 kDa protein- 
was expressed and purified in an active and soluble state. 
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  چكيده

رساني سلولي و تنظيم فرايندهاي مهم زيستي از جمله تمايز و تكثيـر سـلولي    در مسير پيام )2b )FGFR2b رشد فيبروبلاستي عامل  گيرنده: زمينه
  . با سرطان پستان، تخمدان و رحم در ارتباط است FGFR2bتيروزين كينازي  اي در ناحيه ير جهش نقطهتغييرات ژنتيكي نظ. نقش اساسي دارد

  . انساني انجام شد FGFR2bسازي مقدار مناسبي از ناحيه كينازي  مطالعه به منظور بيان و خالص :هدف
  هي ـژن ناح يكـه حـاو   pLEICS-01 ديپلاسـم . انجـام شـد  در دانشگاه علوم پزشكي قـزوين   1392اين مطالعه تجربي در سال  :ها مواد و روش

ن پـروتئي ن بيـا  .ژن مـورد نظـر انتقـال داده شـد     انيجهت ب BL21كليايشرشا مستعدي بود به باكتر FGFR2b بينوترك نيپروتئ ينازيك نيروزيت
. شـد  ارزيابي )SDS )SDS-PAGEدر حضور  ديآم ليآكر يپل ژلي الكتروفورز رواز با استفاده و  القا مولار ميلي يك IPTG از استفاده با نوتركيب

فعال بودن نمونه پروتئين بعد از دياليز توسط . خالص شد Ni2+-NTAپروتئين بيان شده با استفاده از كروماتوگرافي ميل تركيبي توسط ستون حاوي 
وكي واريانس يك طرفه و تهاي آماري آزمونبا  هاداده .بررسي شد PAGEطبيعي و موتان توسط روش  C (PLC) فسفوليپاز SH2 تعامل با ناحيه
  .تحليل شدند

همچنين بررسـي  . گراد محلول بوددرجه سانتي 20قبل و بعد از القا شدن نشان داد كه پروتئين بيان شده در دماي  SDS-PAGEبررسي  :ها يافته
SDS-PAGE نتايج . كتريايي نداشتهاي بارد كه پروتئين خالص شده عاري از آلودگي بود و پروتئينتأييد كPAGE    فعال بودن پـروتئين خـالص

  .كرد يدتأيشده را 
 خـالص  و دي ـتول ،اسـت  يلودالتونيك 38 نيپروتئ كيكه  2b يبروبلاستيرشد ف عامل بينوترك  رندهيگ ينازيك  هيناحها، باتوجه به يافته :گيري نتيجه

   .بودشد كه به صورت محلول و فعال 
  

  الكتروفورز ژل پلي اكريل آميدسازي، ها، جداسازي و خالصپروتئين ت،بروبلاسيرشد ف ي عاملهاگيرنده: ها كليدواژه
 

       
  :مقدمه 
در  )FGFR( يبروبلاسـت يرشـد ف  عامـل  يهـا  رندهيگ     
 يندهايفرآ يمتنظ در يديسلول، نقش كل يرسان امير پيمس
 يز سلولي، بقا، مهاجرت و تماير سلولياز جمله تكث يستيز
و  ييزا ، رگيم بافتي، ترميسم سلوليمتابول )1(.كنند يفا ميا

هستند كه در دوران  يفياز جمله وظا ينيمراحل جن  توسعه

ها با اتصال  رندهين گيدر بدن توسط ا يسالو بزرگ ينيجن
  )2(.دنشو يانجام م )FGF( يبروبلاستيرشد ف عواملبه 

  يا خـانواده  ،در پسـتانداران  يبروبلاسـت يرشد ف عوامل     
ن يروزي ـرنـده ت يق چهـار گ ي ـهستند كه از طر يعضو 18
 )3(.كننـد  يام م ـي ـجاد پيا )FGFR4 تا FGFR1( ينازيك
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 عوامـل ام كنتـرل نشـده   يشده است كه انتقال پ مشخص
در انسـان منجـر     يميتواند بـه بـدخ   يم يبروبلاستيرشد ف
  )4(.شود
از  يا بـه خـانواده   يبروبلاستيرشد ف عامل يها رندهيگ     

هـا   متعلق هستند كه همه آن ينازين كيروزيت يها رندهيگ
متصـل   يه خارج سلوليك ناحي، ييداخل غشا ك بخشي

ت يخاص ـ بـا  يه داخـل سـلول  ي ـك ناحيگاند و يشونده به ل
 يبروبلاستيرشد ف عاملاتصال  )6و5(.ندي دارنازين كيروزيت

 ،رنـده و بـه دنبـال آن   يرنده خود باعث جفت شدن گيبه گ
 ينازيه كين موجود در ناحيروزينه تيد آميون اسيلاسيفسفر

رنـده  يل گيكربوكس يشود كه متعاقب آن قسمت انتها يم
ن ي ـا. گـردد  يرنده فعال م ـيجه گيشود و در نت يله ميفسفر

 يبـه اسـام   يداخـل سـلول   ياصل يتراها دو سوبس رندهيگ
FRS1  وFRS2  نــه يد آميله شــدن اس ـيبــا فسـفر . دارنـد

 يبـرا  يمكان ،رندهيل گيكربوكس يه انتهاين در ناحيروزيت
ــرهم ــا ناح ب اول فــراهم  ياز سوبســترا SH2  هيــكــنش ب

اسـت و   (PLCγ)نوع گاما  Cپاز يم فسفوليشود كه آنز يم
سـپس   .گـردد  يله و فعـال م ـ يفسـفر  PLCγب ين ترتيبد
ن ي ـا ايد نشو يفعال م Aktناز و يك 3د يتينوزير فسفوايمس
دوم  يله كردن سوبسترايق فسفريها از طر رندهين گيكه ا

ب در ي ـن ترتيكننـد و بـد   يرا فعال م MAPKر يخود مس
 هـاي لشـك  )3(.نـد ينما يمشـاركت م ـ  يام سـلول ي ـانتقال پ
در  يبروبلاسـت يرشـد ف  عامـل  يها رندهيگ  افتهيون يموتاس

ه، پسـتان،  ي ـسرطان ر: زير شناخته شده است يها سرطان
معده، مغز، سر و گردن، پروستات، كولون، رحـم، مثانـه و   

ها بـا   رندهين گيام اياختلال در انتقال پ )7-9(.لومايپل ميمولت
 جمله از ،مرتبط است يانسان شناسيآسيبن اختلال يچند

ل جهـش  يبه دل فر كهيسندرم فا مانند يلتاسك يها سندرم
  )10(.شود يجاد ميا FGFR2ن يپروتئ ينازيه كيدر ناح

ر يمســ يمــيمشــخص شــده اســت كــه اخــتلال تنظ     
كـه  ( يبروبلاسـت يرشـد ف  عامـل  يهـا  رنـده يگ يرسان اميپ
جـاد سـرطان   يبا ا )باشد يكيرات ژنتيياز تغ يتواند ناش يم

نازها را بـه  ين گروه از كين امر ايا ودارد  يارتباط تنگاتنگ
جالب توجـه در درمـان سـرطان      يك هدف درمانيعنوان 

  ن مهاركننـده ير چندياخ يها در سال )12و11(.كند يمطرح م
   شــده اســت كــه  يــهارا يبروبلاســتيرشــد ف عامــل  رنــدهي

هـا   رنـده ين گيتوجه محققان به ا يسطح بالا  دهندهنشان
  )7(.ستها آن يسرطان كرد ضديبا رو
ــروتئ      ــتما FGFR2bن يپ ــالاي ــا   ييل ب ــه اتصــال ب ب

 FGF22 و FGF10 ,FGF7 ,FGF3 ,FGF1 يگاندهايل
شماره ده كروموزوم بلند  يبازو يرو FGFR2bژن . رددا

 )13(.دارداگـزون   21 واسـت  قرار گرفتـه   (10q26)انسان 
ال، ياندومتر يها رنده با سرطانين گيدر ا يكيرات ژنتييتغ

قابل ذكر اسـت كـه    )14(.استتخمدان و پستان در ارتباط 
در  يبروبلاسـت يرشـد ف  عامـل رنـده  يافتـه گ ي  نوع جهـش 

ام يش پيفزاها گزارش شده است كه با ا از سرطان يتعداد
در بررسـي متـون    )15(.ارتبـاط دارد رنـده  ين گي ـمرتبط با ا

گزارشي به دست نيامد كه در آن با استفاده از روش علمي 
ذكر شده در اين مطالعه اين پروتئين نوتركيب بيـان شـده   

ن يپـروتئ  ينـاز ين كيروزي ـتاز آن جا كه تهيه ناحيه  .باشد
FGFR2b كنـد   ين امكان را فراهم ميخالص ا به صورت
به سـاختار   راجع يبتوان اطلاعات يبعد ياههكه در مطالع

اثـر   گانـد از جملـه  ين و ليكـنش پـروتئ  برهم يز بررسيو ن
ين ن پروتئيا ينازيك  هيناح يمختلف را رو يها مهاركننده

بيـان و  ، بنـابراين مطالعـه حاضـر بـا هـدف      ددست آور به
 FGFR2bسازي مقدار مناسـبي از ناحيـه كينـازي     خالص

  .انساني انجام شد
  

  :هامواد و روش 
در مركز تحقيقـات   1392در سال  عه تجربياين مطال     

. سلولي و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي قزوين انجام شد
از  Ni2+-NTAو  IPTGدر ايـــن تحقيـــق ايميـــدازول، 

از شركت مرك و  HEPESو  سيلين آمپي سيگما،شركت 
از شـــــركت  BL21(DE3) شـــــياكلياشربـــــاكتري 

Invitrogen  شـيميايي مـورد    بقيـه مـواد  . تهيه شـدند
سـيگما و  هـاي  اده از نوع خالص بودنـد و از شـركت  استف

  . ندشدمرك تهيه 
   جهت ميزبان BL21(DE3) شياكلياشراز باكتري       
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-لوريـا ت كش ـ هـاي  باكتري در محـيط . بياني استفاده شد
گـرم بـر   ميكرو 100 در حضـور  آگـار  LB وبـراث   برتاني
. كشــت داده شــد ســيلين بيوتيــك آمپــي آنتــيليتــر ميلــي
حضـور كلسـيم كلريـد تهيـه      در) راپذي(هاي مستعد  سلول
  .شدند
تيـروزين    حاوي ژن ناحيهكه  pLEICS-01پلاسميد      

توسط محقق بـا  بود  FGFR2bكينازي پروتئين نوتركيب 
كـه بـا    شـد  سالم تهيه FGFR2b ژن cDNAاستفاده از 
 FGFR2bهـاي مشـاهده شـده در ژن     جهـش  توجه بـه 

اي در آن انجام شـده   نقطهموتاسيون  ،هاي سرطاني سلول
  در اين پروتئين نوتركيب با انتقال الگـوي موتاسـيون  . بود

مشاهده شده در گيرنده بيان شده در سـلول سـرطاني بـه    
تيروزين   فعال و نوتركيب ناحيه شكلنوع طبيعي پروتئين، 
ايجــاد شــد كــه داراي    FGFR2bكينــازي پــروتئين  

  .بودهاي مورد نظر  جهش
تيـروزين    ناحيهحاوي ژن كه  pLEICS-01 پلاسميد     

بـود بـه بـاكتري     FGFR2bكينازي پـروتئين نوتركيـب   
جهت بيان ژن مورد نظر انتقال   BL21كليشيامستعد اشر
ژن با واسطه حامل بياني انتخاب اين نتيجه بيان . داده شد

 هيستيدين دنباله پليهمراه با  بينوترك نيپروتئ ديتول ،شده
ريخته حاوي ژن مورد نظر در محـيط  هاي ترا باكتري .بود

مناسب كشت داده شـدند و بيـان ژن مـورد نظـر توسـط      
IPTG بـرداري   نمونه. گرديد مولار القا با غلظت يك ميلي

يك، دو، سه و چهار سـاعت بعـد از   و همچنين  قبل از القا
بـا اسـتفاده از روش   بيان پروتئين مورد نظر . شدالقا انجام 

آميد در حضور سـديم دودسـيل    آكريل الكتروفورز ژل پلي
  . شدارزيابي  )SDS-PAGE(سولفات 

جهت ارزيابي حلاليت پروتئين بيان شده، ابتدا محـيط       
هاي تراريخته حـاوي ژن مـورد نظـر     كشت داراي باكتري

توسـط  القـا   تـأثير  تحـت  هااين باكتري. شدندسانتريفيوژ 
IPTG  گـراد  درجه سانتي 37ساعت در دماي  24به مدت

سپس مايع رويي حاصل از سانتريفيوژ و  .رار گرفته بودندق
رسوب حاصل كه در حضور بافر ليزكننده توسط سونيكاتور 

. ارزيابي گرديـد  SDS-PAGEتوسط روش ، ليز شده بود

 100و  Tris-HCl ميلـي مـولار   25 حـاوي بافر ليزكننده 
جهت افزايش  .بود 8برابر  pHكلريد با  سديم ميلي مولار
دمـاي   سـاعته در  24ان شده از كشت روتئين بيحلاليت پ

  .شدگراد استفاده درجه سانتي 20
رسـوب  سازي پـروتئين بيـان شـده،     به منظور خالص     

در بـافر  هاي تراريخته داراي ژن مورد نظـر   حاوي باكتري
و  )قهيدور در دق( 13500 ليزكننده به مدت يك ساعت در

بـافر ليزكننـده    .شـد سانتريفيوژ گراد درجه سانتي 4 دماي
 سـديم  ميلي مولار HEPES ،100 ميلي مولار 25 حاوي

محلـول  . بود 8برابر  pHبا  )درصد 10(كلريد و گليسرول 
 شفاف به دست آمده روي ستون حاوي  Ni2+-NTA قرار

ها با يك شـيب غلظتـي از ايميـدازول     داده شد و پروتئين
ميـزان خلـوص   . شسـته شـدند   )ميلي مـولار  200تا  50(

         روش توســـطاز ســـتون بـــه دســـت آمـــده ئين پـــروت
SDS-PAGE  ــابي ــدارزي ــودن   . ش ــوط نم ــد از مخل بع

مـورد  خـالص  هاي به دست آمده كه حاوي پروتئين  نمونه
  . شدبودند، ايميدازول با استفاده از دياليز از محيط جدا نظر 

تيروزين كينازي   غلظت پروتئين مورد نظر كه شامل ناحيه
نانودراپ  توسط دستگاه ،بود FGFR2bپروتئين نوتركيب 

در طـول   M-1cm-1 41160با استفاده از ضريب خاموشي 
اسـاس تـوالي اسـيد    كـه بر نانومتر به دست آمد  280 موج
  .محاسبه شده بود  آمينه
جهت بررسي عملكرد ناحيه كينازي پروتئين مورد نظر      

موجـود در سوبسـتراي    SH2  ناحيهاز اتصال اين مكان با 
) Cپـروتئين فسـفوليپاز   ( رشد فيبروبلاسـتي  عامل  ندهگير

آكريـل   نتايج توسط الكتروفورز روي ژل پلـي  .استفاده شد
پروتئين بيـان   منظور نبدي. گرديدارزيابي  (PAGE) آميد

قطعه پپتيدي  و نيز SH2  ناحيه داراي پپتيدي شده با قطعه
كه در آن دو اسـيد آمينـه آرژينـين بـه      SH2  ناحيهداراي 

توانـايي اتصـال بـه ناحيـه     لانين تبديل شده بود و فاقـد  آ
) منفـي بـه عنـوان شـاهد    ( بودكينازي پروتئين مورد نظر 

 PAGEبا بررسي الگوي حاصـل از  نتايج مجاور گرديد و 
واريـانس يـك   هاي آماري آزمونها با داده )16(.ارزيابي شد
  .تحليل شدند >05/0Pوكي در سطح طرفه و ت
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  :هايافته 
نشان داد كه بعد از القـا توسـط    SDS-PAGEنتايج      

IPTG38نظر با انـدازه تقريبـي    ب مورد، پروتئين نوتركي 
سـاعت   4 تـا  3بهترين ميزان بيان و  كيلودالتون بيان شد

    ).1 شماره شكل( بودالقا  زبعد ا

    
تيروزين كينازي پروتئين نوتركيب   ناحيهژن بيان  - 1 شكل

FGFR2b  اشرشياكليدر باكتري   
  

  وزن مولكولي =1ستون 
نمونه ليز شـده بـاكتري داراي حامـل نوتركيـب قبـل از القـا بـا        = 2ستون 

IPTG مولار  با غلظت يك ميلي  
ه ترتيب در فاصله زمـاني  ب IPTGبعد از القا با نمونه = 6 تا  3هاي  ستون

  يك، دو، سه و چهار ساعت بعد
  

 يـي ع رويز سـلول و مـا  يحاصل از ل يها نمونه  سهيمقا     
 يدمـا  دربـود و ان شده نـامحلول  ين بيكه پروتئنشان داد 

 شـكل ( آمـد  دست محلول به حالت ،گراديسانت درجه 20
  ).2 شماره

  

    
 ي پروتئينتيروزين كيناز  ناحيهحلاليت   مقايسه - 2 شكل

   گراددرجه سانتي 37و  20در دو دماي FGFR2bنوتركيب 
  

  وزن مولكولي =1 ستون
و مايع رويي حاصـل از   به ترتيب نمونه ليز شده باكتري =3و  2 هايستون

   گراددرجه سانتي 37سانتريفيوژ در دماي 
و مايع رويي حاصـل از   به ترتيب نمونه ليز شده باكتري =5و  4 هايستون
  گراددرجه سانتي 20ريفيوژ در دماي سانت

ن مورد نظر با درجه يپروتئ نشان دادالكتروفورز  يالگو     
    .)3 شماره شكل( شده بودخالص  يخلوص مناسب

  
  

تيروزين كينازي پروتئين   سازي ناحيه خالص - 3 شكل
با استفاده ازستون كروماتوگرافي ميل  FGFR2bنوتركيب 

  Ni2+-NTAتركيبي حاوي 
  

  وزن مولكولي =1ن ستو
  سازي  نمونه اوليه قبل از خالص =2ستون 
  نمونه بعد از شستشوي اوليه ستون كروماتوگرافي  =3ستون 
 بـا  هـا بعـد از شستشـوي سـتون كرومـاتوگرافي     نمونه =9 تا 4 هايستون

  مولار ميلي 200تا  50ايميدازول با شيب غلظت
  

كـه ناحيـه    كـرد مشـخص   PAGEالگوي حاصل از      
 SH2  پپتيد كـه داراي ناحيـه  ينازي پروتئين مورد نظر با ك

و ) 4 شــماره ســتون چهــارم شــكل( كــردتعامــل برقــرار 
حاصل داراي الگوي الكتروفورزي متفاوت از هـر   مجموعه

 سـتون اول و دوم شـكل  ( بـود كدام از دو جزء به تنهـايي  
در حالي كه الگوي الكتروفورزي مخلوط حاوي  .)4 شماره

 SH2جهش يافتـه    داراي ناحيه پپتيدنظر با  پروتئين مورد
كه توانايي اتصال به ناحيه كينازي پروتئين مورد نظـر   بود

ــا الگــوي  .)4شــماره ســتون پــنجم شــكل ( شــترا ندا ب
 بـود يكسـان   هر كدام از دو جزء به تنهـايي  ،الكتروفورزي

دهنـده عـدم   كه نشان )4شماره ستون اول و سوم شكل (
جهش يافته   داراي ناحيهظر با پپتيد اتصال پروتئين مورد ن

SH2 بود.  
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تيروزين كينازي پروتئين   ناحيهبررسي عملكرد  - 4 شكل

  خالص شده FGFR2bنوتركيب 
  

   FGFR2bتيروزين كينازي پروتئين نوتركيب   ناحيه= 1ستون 
   SH2  پپتيد داراي ناحيه= 2ستون 
   افتهجهش ي SH2  پپتيد داراي ناحيه =3ستون 
   SH2  پپتيد داراي ناحيهپروتئين مورد نظر با مجموعه  =4 ستون

جهـش    پپتيـد داراي ناحيـه  پروتئين مورد نظر بـا  مخلوط حاوي  =5ستون 
  SH2يافته 

  
  :گيريبحث و نتيجه 
 عامـل  نوتركيـب كينازي گيرنده   در اين مطالعه ناحيه     

ان بي BL21 شياكلياشردر باكتري  2bرشد فيبروبلاستي 
 اگرچـه تركيـب  . شـد ورت محلول و فعال خـالص  به ص و

 ،اند مؤثري براي مهار پروتئين كينازها شناسايي شدههاي 
هـا در مهـار    اما مكانيسم مولكولي دقيـق ايـن مهاركننـده   

  )17(.به روشني مشخص نيست فعاليت پروتئين كينازي
ساختاري يا بررسي  هايهآنجا كه براي انجام مطالع از     
ليگاند به تهيه پروتئين خـالص   ن وكنش بين پروتئي برهم

  مرحلـه اين مطالعـه در  در  است،گرم نياز  شده در حد ميلي
تيـروزين كينـازي پـروتئين      ناحيهاول پلاسميد حاوي ژن 

ــب  ــت FGFR2bنوتركي ــاكتري    تح ــاني ب ــتم بي سيس
و پـروتئين مـورد نظـر بـه      گرفت قرار BL21 شياكلياشر

نشـان  به دست آمـده  سازي اوليه پروتئين  آماده. مددست آ
سـازي شـرايط توليـد     داد كه حلاليت پايين آن بـه بهينـه  

يكــي از مشــكلاتي كــه حــين توليــد . پــروتئين نيــاز دارد
نـامحلول بـودن    ،با آن مواجه شـويم  پروتئين ممكن است

ي غيرفعـال پروتئينـي بـه    هـا  پروتئين به دليل تجمع توده
توانـد بيـان    مـي  اين امـر علت  .است اياجسام توده شكل

سيتوپلاسم باكتري باشد كـه رفـع   ر بيش از حد پروتئين د
. دارد سـزايي ت باهمي ـ وريآزيست فناين مشكل از نظر 

آن   علت نامحلول بودن پروتئين بيـان بـيش از انـدازه    اگر
بـه ايـن   توان ميباشد با كاهش دادن سطح بيان پروتئين 

چندين روش براي به حـداقل رسـاندن   . مشكل غلبه كرد
يابي بـه پـروتئين محلـول     و دست ايل اجسام تودهتشكي

تغيير متغيرهايي نظير درجـه حـرارت،    جمله از ؛وجود دارد
 ،كننـده القا  ميزان بيان، متابوليسم ميزبـان و غلظـت مـاده   

از  تغييرات مهندسـي روي پـروتئين هـدف مثـل اسـتفاده     
هـا بـا    اتصال دنباله مناسب و نيز بيـان همزمـان چـاپرون   

تغييـر شـرايط    ،ترين كار ها مهم از بين اين روش .پروتئين
رشد بـاكتري اسـت ماننـد رشـد دادن بـاكتري در درجـه       

تر يا در محيط كشتي كه از نظر مـواد مـورد    حرارت پايين
   )18(.نياز باكتري غني نباشد

پــروتئين هــدف در  نمــودنمحلــول  در ايــن مطالعــه     
 20كـه در نهايـت در دمـاي     شدبررسي مختلف  دماهاي

ماينانـدر و  . مـد آ درگراد بـه صـورت محلـول    درجه سانتي
گلوتـاتيون اس   ، دنبالـه همكاران اثر دما، غلظت القاكننـده 

متصل شونده به مـالتوز  پروتئين  دنباله ،(GST) ترانسفراز
(MBP)  روي حلاليـت  را بـر  هـا   ن همزمان چاپرونبياو

. كردنـد بررسـي   شياكلياشرپروتئين بيان شده در باكتري 
كاهش دما بيـان پـروتئين را بـه صـورت     ها آندر مطالعه 

 IPTGدر حالي كه كـاهش غلظـت    كرد،محلول دو برابر 
 )19(.تأثير كمي در بيان پروتئين به صورت محلـول داشـت  

افزايش حلاليت  ،حاضر نيز با كاهش ميزان دمادر مطالعه 
   .پروتئين مشاهده شد

 ـهـاي  همطالع بهبا توجه       بـه   يابي ـ دسـت  يبـرا  ي،قبل
در ايـن   ،باشـد   شتهخود را دا يعيكه عملكرد طب ينيپروتئ

 نيكـه پـروتئ  استفاده شد  يا افتهي ونياز ژن موتاسمطالعه 
جهـت   هـا همطالع ـ نآدر  .كنـد  يم ـ ديفعال تول شكلرا به 
 ياز الگـو  رنـده يگ ني ـكينازي اتيروزين   هيناح يساز فعال
در  افزايش پيام مسئول كهه شد استفاد ييها ژن ونيموتاس

 ياسـكلت  هاي و اختلال يانسان يها از سرطان يسر كي
 شـكل فضـايي   ريي ـكه به تغ يكيژنت يها جهش )20(.دبودن
 نيشوند و در پـروتئ  يمنجر م فعال شكلبه  ينازيك هيناح

شـامل   ،ندنيـز وجـود داشـت    در اين پـژوهش   مورد مطالعه
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به  565زاي اسيد آمينه گلوتامات شماره بيماري ونيموتاس
قـش  ن  فريسندرم فـا  جادياست كه در ا (E565A) آلانين
 660اسيد آمينه ليزين شماره  ونيموتاس يگريو د )21(دارد

نقش تر ندوما است كه در سرطان (K660E) به گلوتامات
   )15(.دارد
پـروتئين توليـد    در اين مطالعه براي اثبات فعال بودن     
 Cپـروتئين فسـفوليپاز    SH2  كنش آن با ناحيهبرهم ،شده

 اين ارزيـابي نشـان داد  . شدبررسي  PAGEتوسط روش 
بـا  سـت  توانو  بوداز نظر عملكرد فعال  مذكوركه پروتئين 

قابل ذكر است . كندتعامل برقرار  SH2پپتيد داراي ناحيه 
هايي كه به صورت تجـاري توليـد    در اغلب موارد پروتئين

آرايـش فضـايي مجـدد     رشوند طي يـك فرآينـد تغيي ـ   مي
آيند كـه در برخـي    فعال خود در مي شكلبه ) ريفولدينگ(

در  لذا. ستفرسا بر و طاقت از موارد اين فرآيند بسيار هزينه
آرايـش  كـه    يـابي بـه پروتئينـي    براي دست اين پژوهش

از همان ابتدا  ،باشد شتهفضايي و عملكرد طبيعي خود را دا
   .شدپروتئين به صورت فعال توليد 

گ هـاي متـداول كـه در كتـاب كلونين ـ     يكي از روش     
به آن اشاره شـده اسـت و بـه طـور گسـترده در       ليمولكو
بررسـي القـاي الگـوي     ،ودش ـ ها از آن اسـتفاده مـي  همقال

هاي بيـان شـده پـس از القـاي ژن      الكتروفورزي پروتئين
كه در اين پژوهش نيز انجـام   )22(است IPTG مورد نظر با

قبـل و  هاي بيان شـده   مولكولي پروتئينبررسي وزن . شد
 SDS-PAGE در الگــوي  IPTG بعــد از القــا توســط  

جـه بـه   چنين بـا تو هم .در اين مورد باشد يتأييد تواند مي
 ،هيستيدين در ابتداي پروتئين مورد نظـر   وجود دنباله پلي
ــالص  ــراي خ ــتون     ب ــده از س ــان ش ــروتئين بي ــازي پ س

 بررسـي الگـوي  . كروماتوگرافي ميل تركيبي استفاده شـد 
SDS-PAGE توانـد   سازي مـي مواد حاصل بعد از خالص

اتصـال پـروتئين    ،اين علاوه بر .در اين مورد باشد يتأييد
تـوان بـه دليـل حضـور      را مي C ه فسفوليپازخالص شده ب

  .پروتئين مورد نظر با شكل طبيعي خود دانست
 عامـل  نوتركيـب كينازي گيرنده   در اين مطالعه ناحيه     

كيلودالتـوني   38كه يك پـروتئين  ( 2b رشد فيبروبلاستي

پروتئين مـورد  مشخص گرديد و  شدتوليد و خالص  )است
  تــوان در  مــيو  نظــر بــه صــورت محلــول و فعــال اســت

كنش پروتئين بعدي از آن جهت بررسي برهمهاي همطالع
  . كردهاي مختلف استفاده  و ليگاند از جمله اثر مهاركننده

  
  :اريگزسپاس 
ي قزوين جهت از شوراي پژوهشي دانشگاه علوم پزشك    

دانشـگاه  نامه كارشناسـي ارشـد   پاياناين حمايت مالي از 
  .شودقدرداني مي
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