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چكيد ه 
  تكنولوژی DNA نوترکيب يک تكنيک مولكولی in vitro جهت جداسازی و دستكاری قطعات DNA می باشد. با استفاده از تكنيک 
ســاخت مولكول های کايمريک DNA نوترکيب، سپس واردکردن اين مولكول نوترکيب به سلول های زنده، همانندسازی و تكثير 
آنها در سلول امكان پذير شــد. امروزه تكنولوژی فيوژن پروتئين يک استراتژی برای دسترســی سريع، ارزان و پربازده بيان 
و ژن آلفای کلستريديوم سپتيكوم  )etxD( D پروتئين هاست. توالی نوکلئوتيدی ژن اپسيلون کلســتريديوم پرفرينجنز تيپ
)csa( از GenBank به دست آمد.سپس جهت توليد فيوژن پروتئين کايمريک، فيوژن ژن اپسيلون- آلفا طراحی گرديد. ساختارهای 
دوم و ســوم و ويژگی های فيوژن پروتئين حاصل به وســيله نرم افزارهای آنلاين تعيين شد. نتايج نشان داد ساختار فيوژن ژن 

طراحی شده برای بيان فيوژن پروتئين کايمريک مناسب است.

کلمات کليدی: کلستريديوم پرفرينجنز،کلستريديوم سپتيكوم، توکسين اپسيلون، توکسين آلفا، فيوژن ژن
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Recombinant DNA technology is an in vitro molecular techniques to isolate and manipulate DNA fragments. Us-
ing this technique, construction chimeric molecules, called recombinant DNA molecules, then insert the recombinant 
molecules to living cells, replication and proliferation of the cells was possible. The fusion protein technology is the 
strategy to achieve rapid, cheap and efficient expression of proteins. Clostridium perfringens type D epsilon gene 
nucleotide sequence (etxD) and Clostridium septicum alpha gene (csa) were retrieved from GenBank. Then, to produce 
chimeric fusion protein, epsilon-alpha fusion gene was designed. Secondary and tertiary structures and characteristics 
of the fusion protein was determined by online software.The results showed that the designed fusion gene construction 
is suitable to expression of chimeric fusion protein.
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مقدمه
باكتری گرم مثبت، میله ای، بی هوازی و اسپورداركلســتریدیوم پرفرینجنز، 
یک باكتری مقاوم به گرما از جنس كلستریدیوم هاست. این باكتری اغلب در 
خاک یافت می شود و جزء فلورطبیعی دستگاه گوارش انسان و پستانداران 
می باشد (۲0). سلول باكتری در شــرایط نامساعد محیطی، اندوسپورهایی 
را تشــکیل می دهد كه بقای آن را در شــرایط ناگوار مثل: خشــکی، گرما 
و كمبود مواد غذایی تضمین می كند. اســپورها در محیط وجود داشــته و 
اغلب، مواد غذایی خام را آلوده می كنند.كلستریدیوم پرفرینجنز بیش از ۱۷ 
نوع توكســین متفاوت تولید می كند. از این میان چهار نوع اصلی آن، آلفا، 
بتا، اپســیلون و یوتا برای طبقه بندی پرفرینجنز به پنج تیپ A-E استفاده 
می شــود (۱۷). هر تیپ این باكتری، تركیب متفاوتی از ژن های توكسین را 
حمل می كند. آلفاتوكسین در تمام تیپ های پرفرینجنز تولید می شود ولی 
در تیــپ A بیش از دیگر گونه ها تولید می گردد. در واقع همه ســویه های 
كلســتریدیوم پرفرینجنــز، ژن كدكننده پروتئیــن CPA را دارند. این ژن 
)cpa( روی DNA كروموزومی و نزدیک مبدا همانندسازی قرار دارد و یکی 
از حفاظت شــده ترین نواحی درون كروموزوم باكتری اســت. آلفا توكسین 
كلســتریدیوم پرفرینجنز عامل ایجاد گازگانگرن می باشــد. بتاتوكسین در 
تیپ B و C و توكســین اپسیلون در تیپ B  و D كلستریدیوم پرفرینجنز و 

توكسین یوتا فقط درتیپ E مشاهده شده است )۱6(.
اپسیلون یکی از توكسین های قوی كلستریدیوم پرفرینجنز تیپ D و بعد از 
نوروتوكسین های بوتولینوم و تتانوس، سومین توكسین قوی كلستریدیایی 
اســت )۱۸(. توكسین اپســیلون 3۷ كیلو دالتون وزن مولکولی داشته و به 

صورت یک پروتوتوكسین غیرفعال ترشح می شود و به وسیله تیمار با آنزیم 
پروتئولیتیک مانند تریپســین می تواند فعال گردد. توكسین اپسیلون عامل 
بیماری انتروتوكســمی درگوســفند و عامل necrotic enteritis در بره های 
خیلی جوان می باشــد وگاها می تواند باعث شرایط مشابه در اسب های تازه 
متولد شــده گردد )4 و ۱0(. توكســین اپســیلون یکی از اعضای خانواده 
معروف Clostridium/Bacillusmosquitocidal toxin ETX/MTX2 است.

باكتری گرم مثبت، میله ای و اســپوردار كلســتریدیوم سپتیکوم جزء فلور 
طبیعی انســان و دیگر جانوران است)۲۱(.كلستریدیوم سپتیکوم از جمله 
باكتری هــای متحرک اســت و با اســتفاده از   peritrichous flagellae  از 
یک محیط به محیط دیگر جا به جا می شــود )۱۵(. این باكتری بی هوازی 
تخمیركننده بوده و درهر جایگاه anoxic حاوی تركیبات آلی یافت می شود 
)۷(. كلستریدیوم سپتیکوم قادر به تولید چهار توكسین اصلی آلفا، بتا، گاما 
و دلتا می باشد )۱(. از این میان آلفا توكسین عامل اصلی كشندگی در این 
باكتری و عامل بیماری گاز گانگرن اســت )۱3(. آلفا توكسین كلستریدیوم 
سپتیکوم از جمله توكســین هایی است كه به صورت پروتوكسین غیرفعال 
تولید می شــود و برای فعال شــدن نیاز به هیدرولیــز پروتئولیتیک دارد. 
پروتوكســین ترشح شــده به پروتئین های غشــایی GPI-anchored روی 
ســلول های هدف متصل شده )۸( و به وســیله پروتئازهای سلول میزبان 
مانند فورین، با جداشــدن یک توالی 4۵ اسید آمینه ای از پایانه كربوكسی 
)پایانه C ( فعال می شود )3 و 9(. آلفا توكسین یکی از اعضای خانواده پروتئینی
 Clostridium septicum alpha toxin/aerolysin/ heamolysin/lecucidin   toxin

می باشد.

بررسی فيوژن ژن اپسيلون...



130
در

پژوهشوسازندگی

بررسی توالی های ثبت شده و ساختار
فيوژن ژن و فيوژن پروتئين

به منظور طراحی فیوژن ژن اپســیلون- آلفا كلســتریدیوم پرفرینجنز تیپ 
D و كلستریدیوم ســپتیکوم از توالی های ثبت شده در GenBank استفاده 
شد. اولین داده مربوط به ژن etx بود. آنالیز توالی نوكلئوتیدی ژن اپسیلون 
ثبت شــده باشماره ثبتHQ179546.1 نشان داد در این توالی ۱00۸ جفت 
نوكلئوتیدی از باز شــماره ۱0۲-۷مربوط به توالی ســیگنال پپتید است و 
مابقی توالی، پروتوتوكســین اپسیلون می باشــد.درتوالی پروتوتوكسین باز 
۱4۲-۱03 مربوط به قســمت كلیواژ است كه در توكسین فعال حذف می 
شــود.این قســمت در پایانهN و بلافاصله بعد از ســیگنال پپتید قرار دارد. 
توكســین اپســیلون حاصل از این توالی، یک پروتئین 334 اسید آمینه ای 
می باشد كه یک قطعه 3۲ اسید آمینه ای در پایانه N، سیگنال پپتید و قطعه 
اسید آمینه ای باقی مانده، پپتید بالغ غیرفعال یا پروتوتوكسین است و بعد از 
كلیواژ به توكسین فعال تبدیل می شود. شکل ۱ نمای شماتیک ژن اپسیلون 

و نمای شماتیک توكسین اپسیلون را نشان می دهد.
مراحل مشــابه روی ژن آلفای توكسین كلســتریدیوم سپتیکوم انجام شد. 
ژن آلفا توكســین ثبت شــده در انک ژن با شماره با JN793989 یک توالی 
۱33۲ نوكلئوتیدی می باشــد. این توالی، مربوط به توكسین فعال آلفاست. 

جدول 1. توکسين های اصلی تيپ های مختلف کلستريديوم پرفرينجنز

توكسین یوتاتوكسین اپسیلونتوكسین بتاتوكسین آلفاتیپ

A+---

B-++-

C-+--

D--+-

E---+

D شكل 1 الف. نمای شماتيک ژن اپسيلون کلستريديوم پرفرينجنز تيپ

در واقع در این توالی ثبت شــده قسمت مربوط به كلیواژ از پایانه C حذف 
شده اســت. این توالی، یک پروتئین 443 اسید آمینه ای را كد می كند كه 
3۱ اسید آمینه ابتدای آن مربوط به سیگنال پپتید است. این پروتئین تولید 
شده همان توكسین فعال آلفا می باشد. شکل ۲ نمای شماتیک ژن توكسین 

آلفا را نشان می دهد
توالی هــای نوكلئوتیدی برای طراحی فیوژن ژن كایمریک اســتفاده شــد. 
ایــن فیوژن ژن از اتصــال ژن etx  كلســتریدیوم پرفرینجنز تیپ D و ژن 
csa كلســتریدیوم سپتیکوم ساخته شد. ساختار یک فیوژن پروتئین شامل 
اتصــال دو پروتئین یا حوضه پروتئین ها به وســیله یــک لینکر پپتیدی 
اســت. انتخاب توالی لینکر برای ساختار فیوژن پروتئین بسیار مهم و حائز 
 A=۲-۵( اهمیت اســت. بر اساس مطالعات انجام شده بهترین پپتید، توالی
n A)EAAAK( n( مــی باشــد، لینکرهای هلیکال به طــور موثر می تواند 
حوضه هــای پروتئین ها را از هم جدا كننــد و فاصله بین حوضه ها با تغییر 
طول موتیف EAAAK می تواند كنترل شود. بنابراین دو توالی نوكلئوتیدی 
توســط توالی AEAAAKEAAAKA كه برای E. coli اپتیمایز  شد به هم 
متصل شــد. سپس جایگاه اثر آنزیم محدود كننده NdeI و توالی جانبی آن 
در انتهــای´۵ ژن etxو جایگاه اثر آنزیم محدودكننده XhoI  و توالی جانبی 
آن در انتهای´3 ژن csa طراحی شــد. طول فیوژن ژن طراحی شده ۲۲6۵ 
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جفت باز است.
از نوكلئوتیــد9۸۷-۱ مربوط به ژن اپســیلون، جفــت بازهای9۸۸-۱0۲4 
)36bp( مربوط به توالی لینکر و جفت بازهای ۲۲6۵-۱0۲4 مربوط به ژن 
آلفا می باشد )با در نظرگرفتن توالی آنزیم های محدودكننده(. بنابراین ژن 
 csa آغاز و ژن ATG به همراه سیگنال پپتید و ناحیه مربوط به كلیواژ و etx
بدون ســیگنال پپتید و ناحیه كلیــواژ و بدونATGآغاز و كدون اختتام در 

توالی فیوژن ژن طراحی شده استفاده گردید.

 شــکل های ۱ تا 3 نمای شماتیک ژن های اپسیلون و آلفا و طراحی شده و 
فیوژن پروتئین كایمریک را نشان می دهد.

آناليز آنلاين فيوژن پروتئين

الگوها و پروفایل های فیوژن پروتئین كایمریک به وسیله نرم افزار آنلاین 
InterPro پیشگویی شد.

D شكل 1 ب. شماتيک توکسين اپسيلون کلستريديوم پرفرينجنز تيپ

شكل 2. شماتيک ژن آلفای کلستريديوم سپتيكوم

شكل 3 الف. شماتيک فيوژن اپسيلون - ژن آلفای کلستريديوم سپتيكوم

شكل3 ب. شماتيک فيوژن پروتئين کايمريک حاصل از بيان فيوژن ژن  اپسيلون- آلفای طراحی شده

بررسی فيوژن ژن اپسيلون...
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حاصل،  نتایج  اساس  بر   (http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan)
 Clostridium(اپسیلون توكسین  از  تركیبی  ساختار،  شدكل  مشخص 
 )perfringens epsilon toxin ETX/Bacillusmosquitocidal toxinMTX2
Clostridium septicum alpha toxin/aerolysin/( آلفا  توكسین  و 

فیوژن  اینترپرواسکن  شکل4  باشد.  می   )heamolysin/lecucidin toxin
پروتئین كایمریک را نشان می دهد.

PROMOTIF پیشگویی  برنامه  از  با استفاده  ساختار دوم فیوژن پروتئین 
شد.

(http://www.rubic.rdg.ac.uk/~gail/#software) برای این منظور از سه

شكل4. اينترپرواسكن فيوژن پروتئين کايمريک

epsilontoxin :ست آنالیز
 fusion chimeric )4۱۲aa( و   alpha toxin peptide )3۲۸aa( و   peptide
۷۵۲aa( peptide( اســتفاده شد. نتایج نشان داد توالی۷۵۲ اسید آمینه ای 
شامل پروتوتوكسین اپســیلون، لینکرو پپتید بالغ آلفا می باشد. از نرم افزار 
GOR برای تعیین محل دقیق لینکر اســتفاده شد )6(. نتایج نشان داد یک 
هلیکــس پیک بین جایگاه 340-3۲۸ وجود دارد كه مربوط به قطعه لینکر 
اســت. شکل ۵ آنالیز ســاختار دوم فیوژن پروتئین به وسیله GOR را نشان 
می دهد. نتایج تجزیه و تحلیل GOR نشــان داد كه یک قله مارپیچ در مکان 

3۲۸-340 قرار گرفته است كه مربوط به قطعه رابط می شود.

شــكل5: تجزيه و تحليل ساختمان دوم فيوژن پروتئين با نرم افزار GOR، قطعۀ رابط بين اسيد آمينه های 329 
تا 340 قرار گرفته است.
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از نرم افزار signalP برای تعیین محل دقیق سیگنال پپتید استفاده گردید و 
مشخص شد بیشترین احتمال كلیواژ بین جایگاه اسیدآمینه 33-3۲، ناحیه 
مربوط به سیگنال پپتید ژن اپسیلون قرار دارد. كلیواژ سایت سیگنال پپتید 
در شــکل6 نشان داده شده است. بر اســاس نتایج بدست آمده از نرم افزار 
آنلایــن SignalP محتمل ترین جایگاه بــرش در فیوژن پروتئین در منطقه 
HM- 33-3۲ قــرار دارد. نتایج حاصل از تجزیــه و تحلیل با  اســید آمینه

MTOP نشــان داد كه پایانه آمین فیوژن پروتئیین در داخل قرار گرفته و 
یک مارپیچ در حد فاصل اسید آمینه های ۸ تا ۲۵ قرار دارد كه یک مارپیچ 

غشائی است.

پيشگويی ساختار سوم فيوژن پروتئين
 پیشــگویی ساختار ســوم فیوژن پروتئین با آپلود چندین مدل روی سرور

. SignalP شكل 6. پيشگوئی جايگاه برش پپتيد علامتی در فيوژن پروتئين با استفاده از نرم افزار آنلاين

 complete epsilon انجام شد )۲۲(. مدل های آپلود شده شامل I-TASSER
(toxin (328aa) ,epsilon prototoxin peptide (296aa

 443aa(.mature( activated epsilon toxin(282aa),complete alpha toxin
4۱۲aa( alphatoxin( بود. مدل آپلود شــده فیــوژن ژن كایمریک به این 
ترتیب: complete epsilon toxin+linker+alpha maturepeptide بود.توالی 
 E.coli،optimize بود كه برای AEAAAKEAAAKA لینکر استفاده شده

می شود )۱9(.
 .GCGGAAGCGGCGGCGAAAGAAGCGGCGGCGAAAGCG

نتایج پیشگویی ساختار سوم فیوژن پروتئین،كه در شکل ۷ مشاهده می
شود یک پروتئین شامل دو حوزه كه با یک لینکركوچک به هم متصل شده 

بود را نشان داد. 

بحث
در مطالعه حاضر،روش های بیوانفورماتیک مورد اســتفاده برای فیوژن ژن 
etx و csa توضیح داده شــد. بر طبق آخرین اطلاعــات این اولین طراحی 
فیوژن ژن اپســیلون-آلفا جهت تولید فیوژن پروتئین نوتركیب اســت.این 
یافته ها نشــان داد فیــوژن پروتئین حاصل می تواند برای تولید واكســن 
جهت جلوگیری از مســمومیت ناشی از توكسین اپســیلون و آلفا استفاده 
شــود.تولید مقادیر زیاد واكسن از ســویه های پاتوژن نیاز به شرایط ایمنی 
شــدید، استحصال پرهزینه توكســین و مراحل كنترل كیفیت دقیق دارد. 
بنابراین این روش برای تولید این توكســین ها در یک میزبان مطمئن و در 
یک شکل ایمونولوژیک سودمند خواهد بود. از آنجا كه سطح بیان پروتئین 
نوتركیب معمولا در باكتری بالاست، سیستم های بیان باكتریایی برای این 
 هدف مناسب ترین هستند مخصوصا زمانی كه تغییرات پس از ترجمه نیاز

 نمی باشد )۵(.
در مطالعه حاضر، توالی كامل ژن توكســین اپســیلون با سیگنال پپتید آن 
برای ترشح مناسب فیوژن پروتئین و توالی ژن آلفا توكسین، بدون سیگنال 
پپتید آن و توالی AEAAAKEAAAKA به عنوان لینکر نیاز است. بر طبق 
PROSITE، PRINTS، Pfam- یافته های چندین بانک اطلاعاتی شــامل

A،TIGRFAM، PROFILES و PRODOM كل ســاختار فیوژن پروتئین 
شامل تركیبی از توكسین اپسیلون كلستریدیوم از خانواده ETX/MTX2 و 
Clostridium septicum alpha toxin/aerolysin/heamolysin/lecu- هحوض

cidin toxin می باشد.
در ســال Hunter ،۱99۲ و همکارانش نشــان دادند توالی اسید آمینه ای 
حاصل از ژن توكسین اپسیلون بین كدون آغاز در باز ۱۸۸ و كدون اختتام 
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در باز ۱۱۷4 قرار دارد. بدین معنا كه این قســمت مربوط به 9۸6 جفت باز 
بین كدون آغاز و پایان اســت. داده ها نشــان داد از متیونین آغاز تا لایزین 
)باز۲۸4( حدود 3۲ اســید آمینه، ســیگنال پپتید است كه لایزین ممکن 
اســت اولین باز توكســین بالغ و غیرفعال باشــد. در مطالعه دیگری كه در 
توســط Imagawa انجام شد مشخص گردید ژن آلفا توكسین كلستریدیوم 
ســپتیکوم ۲۲93 جفت باز طول دارد و توالی توكســین آلفای حاصل بین 
باز ۵60 و ۱۸9۲ قــرار دارد. از باز ۵60 تا باز 6۵3 )93 نوكلئوتید( مربوط 
به ســیگنال پپتید است. این توالی، یک پروتئین 443 اسید آمینه ای را كد 
می كند كه 3۱ اســید آمینه ابتدایی آن سیگنال پپتید می باشد. برای تایید 
این یافته ســاختار دوم توكســین آلفا و اپســیلون و فیوژن پروتئین با نرم 
افزار آنلاین PROMOTIF پیشگویی شد )۱۲(. نتایج نشان داد اسید امینه 
لایزین شماره 33 اولین نوكلئوتید اپسیلون غیرفعال )پروتوتوكسین( است 
كه با كلیواژ توسط تریپسین به توكسین فعال تبدیل می شود. بر طبق یافته 
های Habeeb  و Bhown از لایزین )باز ۲۸6( تا لایزین )باز3۲3( حدود ۱3 
اسید آمینه بعد از كلیواژ حذف می شود. بر مبنای نتایج مطالعه حاضر، ژن 
PGEM- كایمریک طراحی شــده برای اولین بار سنتز و به وكتور كلونینگ

B1 لایگیت، ســپس به باكتری E. coli/TOP 10 ترانســفورم گردید. توالی 
فیوژن ژن كلون شده با شماره  KU 726861 در بانک ژن ثبت شد. یافته ها 
تولید این پروتئین را در ســلول میزبان تایید كرد كه شامل سیگنال پپتید 
 epsilon mature inactivatedpeptide،)توكسین اپسیلون)3۲ آمینواســید

شكل 7. نتايج پيشــگويی ساختار ســوم فيوژن پروتئين حاصل از بيان فيوژن ژن  اپسيلون- آلفای 
طراحی شده، توکسيناپسيلون با يک لينكرکوچک به پروتئين آلفا توکسين متصل است.

 alpha toxin ۲96(، یک لینکر كوچک هیدروفوبیک )۱۲ آمینواسید( وaa(
4۱۲aa( maturepeptide( می باشد. برای ورود ساختمان فیوژن ژن طراحی 
شــده به وكتور بیانی pET ، قراردادن جایگاه اثر آنزیم NdeI در انتهای´ 3 
ژن اپسیلون و XhoI در انتهای´۵ ژن آلفا ضروری است. یافته های تحقیقات 
InterProScan به وســیله نتایج پیشگویی ســاختار سوم فیوژن پروتئین با 
اســتفاده از برنامه نــرم افزاری آنلاین I-TASSER تایید شــد. نتایج، یک 
پروتئین شــامل دو حوضه كه با یک لینکر كوچک به هم متصل شده اند را 
نشان داد.نتایج پیشگویی ســاختار دوم هم با نتایج پیشگویی ساختار سوم 
 complete epsilon toxin، epsilon prototoxin،epsilon activated toxin،
complete alpha toxin و alpha mature peptide تایید شد. نتایج نشان داد 
specificity هر دو ژن اپسیلون و آلفا در ساختار سوم فیوژن ژن وجود دارد.

شکل۷، ساختار سوم قسمت ها و حوضه های فیوژن پروتئین كایمریک كه 
با I-TASSER پیشگویی شده است را نشان می دهد.

بعد از بیان، این ساختارها می توانند باعث تجمع مناسب فیوژن پروتئین در 
فضای پری پلاسمیک E. coli شوند. به دلیل وجودسیگنال پپتید توكسین 
اپســیلون پروتئین كایمریک كه به آن اجازه عبور از غشــای سیتوپلاسمی 
را مــی دهد.بنابراین مطالعــه In silico فولدینگ و ســاختار یک پروتئین 
عملکردی، مهمترین و بهترین راه برای درک ســاختار و عملکرد آن است.

نتایج مطالعه حاضر به وضوح نشــان داد فیوژن ژن اپســیلون- آلفا در یک 
میزبان مناسب می تواند تولید و بیان شود.
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