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  و تأثير بيان) C3.1) ANXC3.1تعيين جايگاه سلولي پروتئين انكسين 
  بيش از حد آن بر روي رشد وترشح پروتئين در آسپرژيلوس نيجر
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  چكيده
باشـند كـه    هاي متصل شونده به كلـسيم و فـسفوليپيدها مـي       ها، خانواده بزرگي از پروتئين       انكسين :فزمينه و هد  

هـا،    هـا ازجملـه آسكوميـست       هاي مذكور در طيفـي از قـارچ         پروتئين. هاي يوكاريوتي وجود دارند     تقريباً درتمامي رده  
 در  C3.1هدف بررسي جايگـاه سـلولي انكـسين       اين مطالعه  با     . اند  ها يافت شده    ها و همچنين اووميست     بازيديوميست

همچنين، تأثير بيان بيش از حد اين پروتئين بـر روي رشـد و        . اي آسپرژيلوس نيجر به انجام رسيده است        قارچ رشته 
  .توانائي ترشحي قارچ بررسي گرديد

) PCR) Polymerase Chain Reaction با اسـتفاده از روش  C3.1 دراين مطالعه تجربي، ژن انكسين :روش بررسي
 ژنومي قارچ آسپرژيلوس نيجر تكثير و پس از تأئيد صـحت تـوالي، در سـاخت دو سـازه ژنـي قابـل القـاء                          DNAاز روي   

 و تحـت كنتـرل   GFP(Green Fluorescent Protein)صـورت ممـزوج بـا     در سـازه اول، انكـسين بـه   . كار گرفتـه شـد   به
 ســـازه دوم، ژن مـــذكور تحـــت كنتـــرل پروموتـــور   و درPGEM–Egfpپروموتـــور گلوكـــوآميلاز در ناقـــل بيـــاني 

هـا بـا اسـتفاده از روش اسـتاندارد ترانـسفورماسيون              اين سـازه  .  كلون گرديد  pMJB104سلوبيوهيدرولاز در ناقل بياني     
 ها با استفاده از منبع كربنـي القاءكننـده، القـاء و    بيان هر يك از سازه.  وارد شدندN402ها به سويه آسپرژيلوس نيجر        قارچ

 هـا  آنهاي ترانـسفورمنت و ميـزان ترشـح پـروتئين توسـط       تأثير بيان بيش از حد ژن انكسين بر روي رشد شعاعي سويه           
هـاي ترانـسفورمنت بـا     مقايسه ميـانگين سـرعت رشـد شـعاعي و ميـانگين ميـزان ترشـح پـروتئين سـويه            . بررسي گرديد 

جايگــاه ســلولي انكــسين در ســويه . م پــذيرفت انجــاtهــاي مربوطــه در ســويه وحــشي بــا اســتفاده از آزمــون   ميــانگين
  .پ فلئورسنت تعيين گرديدوميكروسكنمود، با استفاده از   را بيان ميGFPترانسفورمنتي كه پروتئين ممزوج با 

  بر روي سرعت رشـد و ترشـح پـروتئين در آسـپرژيلوس نيجـر                 C3.1 اثر بيان بيش از حد ژن انكسين         :ها  يافته
هـاي ترانـسـفورمنت بـا سـويه          گين سرعت رشد شعاعي و ميـزان ترشح پروتئين سـويه         مقايسه ميان . بررسي گرديد 

 كننـده پـروتئين ممـزوج    ي بيـان  پي سـويه وي ميكروسك مطالعه). >α 05/0(داري را نشان نداد  وحشي، تفـاوت معني
  . باشد ي نشان داد كه  انكسين يك پروتئين سيتوزولي است كه در سراسر هيف قارچي منتشر م  GFP-انكسين

 بـراي اولـين بـار انجـام گرفتـه و گـزارش              C3.1لعه در تعيين جايگـاه سـلولي انكـسين          ا اين نوع مط   :گيري  نتيجه
اي  انكسين، يك توزيع سيتوزولي داشته و بيان بيش از حد آن منجر به افزايش ترشح پروتئين درقارچ رشته  . شود  مي
  .گردد سپرژيلوس نيجر نميآ

  
 گلوكوآميلاز         -4    سلوبيوهيدرولاز-C3.1 )AnnexinC3.1(   3 انكسين -2  لوس نيجر   آسپرژي-1 :ها كليدواژه

   پروتئين سيتوزولي-5
  

  مقدمه
شونده بـه    ها متصل   ها، خانواده بزرگي از پروتئين      انكسين

 نـوع   200حـال بـيش از        كلسيم و فسفوليپيدها بـوده و تـا بـه         
 )1(.ن يافـت شـده اسـت       درگياهان و جانورا   ها  آناز  ) ايزوفرم(

  انـد كـه از       ها نيـز شناسـايي شـده        ها در طيفي از قارچ      انكسين
 

  
 )3  و 2(.شوند  بندي مي   ها طبقه    انكسين Cدر گروه   لحاظ فيلوژني   

ها موجب توانائي اتصال     ساختار منحصر به فرد اين پروتئين     
  .شود به ساختارهاي غشائي مي

   هـشت  ها شامل چهارتـا     مركزي انكسين ) Domain(يندوم
  

نامه آقاي حمزه رحيمي جهت دريافت درجه كارشناسي ارشد در رشته بيوتكنولوژي پزشكي بـه راهنمـايي دكتـر خلـج و دكتـر                          اي است از پايان     اين مقاله خلاصه  
  .ستيتو پاستور ايران صورت گرفت اين مطالعه تحت حمايت مالي ان.1386 سال ،پزست اللهي و مشاوره دكتر يزدان فرج

(I                درماني ايـران،    - دانشجوي كارشناسي ارشد بيوتكنولوژي پزشكي، گروه بيوتكنولوژي پزشكي، دانشكده پيراپزشكي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 
 تهران، ايران

(II درماني ايران، تهران، ايران-بهداشتي استاديار بيوشيمي باليني، دانشكده پيراپزشكي،  دانشگاه علوم پزشكي و خدمات   
(IIIدرماني ايران، تهران، ايران- استاديار قارچ شناسي پزشكي، گروه قارچ شناسي پزشكي، دانشكده پيراپزشكي،  دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي   
(IVهران، ايران انستيتو پاستور ايران، ت، محقق گروه بيوتكنولوژي پزشكي، مركز تحقيقات بيوتكنولوژي  
(Vتهران، ايران خيابان كارگر، خيابان پاستور،  انستيتو پاستور ايران، ، استاديار بيوتكنولوژي مولكولي، مركز تحقيقات بيوتكنولوژي)*مؤلف مسؤول(  
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ايـن بخـش از مولكــول   .  آمينواسـيدي اسـت  70تـوالي تكـراري   
شود كه بـه      ميشناخته  ) Conserved(عنوان بخش حفظ شده       به
ــسيم و غــشاهاي سـلـولي متــصل   وا ــه كل ــروتئين ب ســطه آن پ
يرهمولوگ هاي غ   هاي قارچي حاوي دومين      انكسين )3-7(.گردد  مي

در انتهاي آميني زنجيره آمينواسـيدي بـوده كـه طـول و تـوالي               
لـولي متنـوع و             . متفاوتي دارنـد   اـوت، عامـل جـايگيري س ايـن تف

اـ   اين پروتئين . باشد  ها مي  عملكردهاي اختصاصي اين پروتئين    ه
از نوع سيتوزولي بوده كـه بـه دو حالـت محلـول و متـصل بـه                  

ــكلت دا  ــزاي اسـ ــشائي و اجـ ــل ســلـوليســاـختارهاي غـ  خـ
)Cytoskeleton ( در بعضي از موارد ممكن است      . شوند  ديده مي

  )8(.در سطح سلولي نيز نمايان شوند
اسـكلت سـلولي يـا      -عنـوان رابـط غـشاء       ها به   انكسين

 كرده و در وقايع اگزوسيتوز با واسطه  غشاء عمل-غشاء
ــسيم، مراحــل خاصــي از اندوســيتوز و پايدارســازي    كل

ها و غشاي پلاسمايي  هاي خاصي از غشاي اندامك دومين
هــاي انكــسين در برقــراري   ايزوفـرم )9(.باشــند دخيـل مــي 

، اندوسيتوز تـسهيل شـده بـا واسـطه      )10(هموستاز كلسيم 
  و11(رسپتور و در تنظيم رشد و تزايد سلولي نقـش دارنـد          

تواننـد جايگـاه داخـل سـلولي خـود را       هـا مـي    انكسين. )12
يـا تحـت    و  باتوجه به نوسانات غلظت كلسيم سـيتوزولي        

  )13(.تغيير دهند) استرس اكسيداتيو(شرايط استرس 
ــتفاده از روش  ــا اسـ ــارچي بـ هـــاي  اولـــين انكـــسين قـ

بيوانفورماتيك در آسكوميست نورسـپورا كراسـا شناسـايي         
هـا در     ، تعداد ديگـري از انكـسين      2004 در اواخر سال     )14(.شد

هـا شناسـائي و       اي نظيـر آسـپرژيلوس      هاي رشته   ساير قارچ 
. طور تجربي تعيـين خـصوصيت شـدند         ها نيز به   برخي از آن  

ــسين    ــاران ژن انكـ ــج و همكـ ــال خلـ ــراي مثـ  را از C3.1بـ
  )15  و2(.آسپرژيلوس نيجر كلون و مورد برسي قرار داده اند

حاوي يك نسخه    (A.niger)ژنوم قارچ آسپرژيلوس نيجر     
 kb 5/1اين ژن، با طول تقريبي    . باشد    مي  C3.1از ژن انكسين    

تخريب ايـن ژن    . كند  اي را كد مي      اسيد آمينه  506يك پروتئين   
گونه اثري در ميزان ترشح پـروتئين و يـا فنوتيـپ رشـد               هيچ

 هـدف از انجـام ايـن پـژوهش بررسـي            )15(.قارچ نداشته است  

جايگاه سلولي اين پروتئين و همچنين برسـي تـأثير احتمـالي            
 بر روي ميزان ترشح پروتئين      C3.1 بيان بيش از حد انكسين    

  .ط قارچ آسپرژيلوس نيجر بوده استتوس
  

  رسيروش بر
هــا و مــواد مختلفــي كــه در ايــن مطالعــه تجربــي   روش

)Experimental (باشند كار گرفته شدند، به شرح زير مي به:  
  

  ها پلاسميدها و سوش
 براي جداكردن ژن انكسين و      )N402 )15آسپرژيلوس نيجر   

. اسـتفاده قـرار گرفـت      بررسي بيان بيش از حد انكسين مورد      
 10(Invitrogen) TOP (E.Coli) هــاي اشريــشيا كلــي ســلول

لونينـگ،  عنوان ميزبان پلاسـميدهاي نوتركيـب در مراحـل ك           به
 بـراي كلـون   pGEM-TEasy (Promega)وكتور . استفاده شد

 pMJB104پلاســميد .  اســتفاده شــدPCRكــردن محــصولات 
حـاوي پروموتـور و     ) ، انگلـستان  g F2 هديه از طرف كمپـاني    (

و مـاركر مقاومـت     ) Bسلوبيوهيدرولاز   (B cbh ترميناتور ژن 
هـاي    هايگرومايسين است كـه سـبب مقاومـت ترانـسفورمنت         

 و رشـد در محـيط       Bبيوتيـك هايگرومايـسن      رچي به آنتـي   قا
هديه  (pGEM-Egfpپلاسميد  . شود  بيوتيك مي   حاوي اين آنتي  
 و  eGFPواجـد ژن كدكننـده      ) ، انگلستان G F2 از طرف كمپاني  

.  مربــوط بــه آســپرژيلوس آوومــاري اســتglaAپروموتــور 
ــسين  pAN7.1پلاســميد  ــاركر مقاومــت هايگروماي  حــاوي م

 -3 گليــسرآلدئيد (gpdAحــت كنتــرل پروموتــور باكتريــايي ت
باشـد كـه       مـي  )16(آسپرژيلوس نيدولانس ) فسفات دهيدروژناز 

  .هاي قارچي استفاده شد براي انتخاب ترانسفورمنت
  

  شرايط كشت و رشد
هـاي    هـاي قـارچي، قـارچ       آوري اسپور سـويه    جهت جمع 

) سـابورو دكـستروز   (SABمورد نظر بر روي محـيط غنـي     
.  درجـه كـشت داده شـد       30 روز در دماي     4-5آگار به مدت    

 ده از محلـول   پس از اسپورزائي، اسپورها به آرامي با اسـتفا        
1/0% )20(PBS-Tween بـراي تهيـه تـوده      . آوري شدند    جمع

ــويه  ــستي از س ــق، تعــداد     زي ــن تحقي ــاي مختلــف در اي   ه
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ليتـر محـيط كـشت      ميلـي 50در ) غلظت نهايي( اسپور  1×106
گـراد بـا دور       درجـه سـانتي    37 تلقيح و در دماي      SABمايع  
rpm250 ساعت رشد داده شدند16-24 در دقيقه به مدت .  
 C3.1راي بررسي تأثير بيان بيش از حد ژن انكـسين         ب

هـا در     هاي ترانسفورمنت و وحشي، ايـن سـويه         در سويه 
 جامـد  )Vogel's minimum medium()17(محيط حـداقل وگـل   

 %1سـلولز    كربوكسي متيل [حاوي منابع كربني القاءكننده بيان      
ــلوبيوهيدرولاز ــور ســــ  ،B ،(cbhB) بــــــراي پروموتــــ

 ](glaA)اي پروموتور گلوكـوآميلاز،      بر %1ومالتودكسترين  
  .گراد رشد داده شدند  درجه سانتي30در دماي 

  

   ژنومي و پلاسميديDNAاستخراج 
 قارچي براساس روش مولر اسـتخراج       DNAهاي    نمونه
  گـــرم از  ميلـــي100-200طـــور خلاصـــه،   بـــه)18(.گرديـــد

  و آوري شــد و در هــاون چينــي تــوده زيــستي قــارچ جمــع
ــايع خــرد   ــهتحــت ازت م ــد  و ب ــز درآم ــودر ري   .صــورت پ

  ســـپس هـــم حجـــم تـــوده خـــرد شـــده، بـــافر ليزكننـــده
)0.7 M NaCl, 0.1 M Na2 (SO3), 0.1 M Tris/HCl pH 7.5, 

0.05 M EDTA, 1% (w/v) SDS(    اضـافه و مخلـوط بـه 
. گـراد نگـه داشـته شـد        درجـه سـانتي    65 دقيقه در    20مدت  

ــول     ــم حجــم از محل ــزان ه ــا مي ــذكور ســپس ب ــوط م مخل
 ژنـومي   DNAاسـتخراج و    ) 24:1( ايزوآميل الكل    -فرمكلرو

  با استفاده از ميزان هم حجـم از ايزوپروپانـل رسـوب داده             
  

ــيص  ســا. شــد ــت تخل ــا اســتفاده از كي تخراج پلاســميدها ب
 بـا  PCR و تخليص محصولات Qiagen mini prepپلاسميد 

ــت تجــاري   ــام Qiagen gel extractionاســتفاده ازكي  انج
اي مولكـولي بـراي هـضم آنزيمـي، متـصل           ه ـ  روش. پذيرفت

 براساس E. coli و ترانسفورماسيون در DNAكردن قطعات 
  .)19(هاي تعريف شده، انجام گرديد روش

  

  هاي ژني  و تهيه سازهanx C3.1كلون كردن ژن 
ــتفاده از پرايمـــر بالادســـت  C3.1ژن انكـــسين  ــا اسـ  بـ

)1RAHF( -AGC-ATC-CTT-TGT-ATC-AGC-GCC-´5

´3->T<-C-AAC   1(دست    و پرايمر پائينRAHR( -CCA-´5
´3->C<-A-ACC-GAG-TGA-CAA-TAT-TGG-CCG 

در اين پرايمرها توالي كه زير آن خط كشيده شـده           . تكثير شد 
 SmaI و SacIهـاي   است به ترتيب نشانگر جايگـاه اثـر آنـزيم    

 دقيقـه يـك     ºC 5 9  ،5 : با شرايط زير انجام شد     PCR. باشد  مي
ــهºC 95، 1ســيكل،  ــه، Cº 58، 30، دقيق ــه درCº  68، 2 ثاني    دقيق

سـازي در وكتـور       پـس از خـالص     PCRمحصول  .  سيكل 30
pGEM-TEasy  پلاسميد نوتركيـب      كلون وpGEM-anxc3.1 

و  )anxc3.1(پس از تعيين توالي قطعه كلـون شـده          . گرفت نام
ــب    ــميد نوتركيـ ــسين از پلاسـ ــحت آن، ژن انكـ ــد صـ   تأئيـ

pGEM-anxc3.1      با هضم آنزيمـي sacI/smaI      جـدا و سـپس 
 پلاسميد نوتركيب حاصل.  كلون گرديدpMJB-104در وكتور 

–anxc pMJB104 1شكل شماره ( نام گرفت.(  

  
  
  
  
  
  
  

ايـن سـازه   .  كلـون شـده اسـت   cbhBژن انكسين بين پروموتور و ترمينـاتور   :  A (pMJB104-anxc.هاي تهيه شده نقشه سازه -1شكل شماره 
صورت    به EGFPدر اين سازه ژن    : B (pGEM-anxc-Egfp. باشد  ها مي    براي جداسازي ترانسفورمنت   Bهايگرومايسينبيوتيكي   آنتيحاوي ماركر   

C-terminal fusionباشد كار رفته در اين تحقيق مشخص مي هاي به جايگاه برش آنزيم.  با ژن انكسين ممزوج شده است. 
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، ابتدا  anxC3.1-GFP) فيوژن(براي تهيه سازه ممزوج     
ــت    3.1anxC ژن ــالا دســ ــر بــ ــا پرايمــ   :CAC-΄5- بــ

  

-A-CTT-AAC-AGC-ATC-CTT-TGT-AAG-TCG  
  
  

)2RAHF ('3-Cو پرايمر پائين دست )2RAHR() -AGT-΄5  
  

-CAT-GGC-AAC-GCA - AGA - ATG - GTT-AGC  
  
  

CAT-TG-C-3΄       تكثير و در وكتـور pGEM-TEasy   كلـون 
ش طراحي پرايمرها به نحوي بـود كـه جايگـاه بـر           . گرديد
XhoI   ــرش ــاه ب ــت و جايگ ــائين HindIII در بالادس  در پ

همچنين پرايمر بـالا دسـت طـوري    . دست ژن تعبيه شوند   
طراحي گرديد كـه پـس از كلـون نمـودن ژن انكـسين در               

 قالب قرائت صحيح پروتئين ممزوج      ،pGEM-Egfpوكتور  
هـاي    همانند سازه قبلي، ژن انكسين با آنزيم      . برقرار گردد 
XhoI/HindIIIــور    از ــدا ودر وكت ــب ج ــميد نوتركي  پلاس
pGEM-Egfp            ،كه با دو آنزيم مذكور بـرش خـورده بـود 

-pGEM-anxcكلون گرديد و پلاسميد نو تركيب حاصـل         

Egfp     تمـامي پلاسـميدهاي    ). 1شـكل شـماره     (نام گرفـت
، هـضم   PCRنوتركيب حاصـله در ايـن تحقيـق بـا روش            

  .اند آنزيمي و تعيين توالي تأييد شده
  

  ها ماسيون قارچي و جدا سازي ترانسفورمنتترانسفور
 اتيلن گليكـول   هاي تهيه شده با روش استاندارد پلي        سازه

) (Polyethylene glycole-PEG  هـاي   بـه درون پروتوپلاسـت 
 بـا   PEG در ايـن روش، از       )16(.قارچي انتقـال داده شـدند     

يـك  . اسـتفاده گرديـد   % 60 و غلظـت     6000وزن مولكولي   
 خطي شده   DraIهاي فوق كه با آنزيم        ميكروگرم از سازه  

سـازه  . كار رفتنـد  ه  بودند، در واكنش ترانسفورماسيون ب    
pGEM-anxc-Egfpــه ــابي     ب ــاركر انتخ ــتن م ــل نداش دلي

 pAN7.1همراه بـا پلاسـميد   )  Selection marker(قارچي 
درون ه   است، ب  Bكه واجد ماركر انتخابي هايگرومايسين      

ــت ــد    پروتوپلاســـ ــارچي وارد شـــ ــاي قـــ   روش(هـــ
Co-transformation .( ــسفورمنت ــازي تران ــر   جداس ــا ب ه

ــاوي SAB-Sorbitolروي محـــيط اســـموتيك  ــار حـ  آگـ
 ميكروگـرم   200 بـا غلظـت      Bبيوتيك هايگرومايسين    آنتي

  هـا  ورود سـازه . رفتصورت پذي (µg/ml)متر  در هر ميلي  
  

ي ترانـسفورمنت در محـيط        رشـد سـويه    به درون قارچ بـا    
  . تأئيد گرديدPCR و سپس آناليز Bحاوي هايگرومايسين 

  

  مشاهدات ميكروسكوپي
كننده سازه ژنـي      هاي قارچي بيان    براي بررسي سويه  

pGEM-anxc-Egfp  ــنت ــكوپ فلورس  Nikon از ميكروس
سـپورهاي قـارچ بـر      ا. استفاده شـد   FITCمجهز به فيلتر    

مالتودكــسترين % 1روي يــك لامــل در محــيط حــاوي    
رشـد داده شـده و      ) شرائط القاء پروموتور گلوكوآميلاز   (
نمـائي نهـائي      بـزرگ ( 100صورت مـستقيم بـا عدسـي          به

  .برسي گرديدند) 1000
  

  هاي آناليتيك روش
ــعاعي   ــد ش ــراي )  Radial growth rate(ســرعت رش ب

گيـري پيوسـته      حشي بـا انـدازه    هاي ترانسفورمنت و و     سويه
 روز بـر روي محـيط تغييريافتـه         5قطر ناحيه رشد به مـدت       

بـراي  . انجـام شـد   ) %1 و يا مالتودكـسترين      CMC% 1(وگل  
هـاي ترانـسفورمنت، ترشـح        بررسي قدرت ترشـحي سـويه     

جهـت ايـن بررسـي      . پروتئازها و آميلاز مد نظر قرار گرفـت       
ســوش  اســپور از 104صــورت نيمــه كمــي، حــدود     بــه

ترانسفورمنت و يا سوش وحشي در مركز پليت جامد حاوي        
 بـه   CMC %1(محيط تغييريافته وگل فاقـد نيتـرات آمونيـوم          

و يـا   ) ژلاتـين بـه عنـوان منبـع ازت        % 1عنوان منبع كـربن و      
براي بررسي ترشح آميلاز    (محيط وگل حاوي نشاسته ذرت      

 A. nigerها سوش  در اين روش. كشت داده شدنـد) قارچي

N402 قطـر  . عنوان كنترل منفي مورد اسـتفاده قرارگرفـت          به
هاي حاصل از تجزيه ژلاتـين و يـا نـشاسته در اطـراف                هاله

غيـــر (هـــا و ســـويه وحـــشي  هـــاي ترانـــسفورمنت كلنـــي
. گيــري و بــا يكــديگر مقايــسه شــدند ، انــدازه)ترانــسفورمنت

انجـام  ) تريپليكـه (صورت سه تائي  هاي فوق تماماً به  آزمايش
  . به انجام رسيدtها از طريق آزمون  و مقايسه ميانگينگرفتند 

  
  ها يافته

ــتفاده از روش  ــا اسـ ــوم  در ايـــن تحقيـــق بـ ــاي مرسـ   هـ
ــاء در  ــاني قابــــل القــ ــازه بيــ   مهندســــي ژنتيــــك  دو ســ
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هـضم   هـا بـا روش      نيجـر تهيـه و صـحت سـازه        آسپرژيلوس  
  و 1اشـكال شـماره     ( آنزيمي به همراه تعيين توالي تأئيد گرديـد       

كننــده  بيــان (pGEM-anxc-Egfpهــاي ژنــي  ســازهوجــود ). 2
و ) C-terminal fusionشـكل    بهANXC-GFPپروتئين ممزوج 

pMJB104-anxc  هـا   آنهاي قارچي با رشـد        در ترانسفورمنت 
. گرديـد  مـشخص  PCR و Bحـاوي هايگرومايـسين    در محيط 

مقايسه سرعت رشد شعاعي در بين سوش حاوي سازه ژنـي           
pMJB104-anxc   يا pGEM-anxc-Egfp       و سوش وحـشي بـا 

)  α>05/0(داري را نشان نداد        اختلاف معني  tاستفاده از آزمون    
همچنين، مقايسه ترشحي نسبي پروتئازهـا و       ). 3شكل شماره   (

  ). α>05/0(داري نبود  دهنده تفاوت آماري معني يا آميلاز نشان

  
  .هـــاي ژنـــي  بررســـي هـــضم آنزيمـــي ســـازه-2شـــكل شـــماره 

 هـضم آنزيمـي     -2 هـضم نـشده      pGEM-Egfp-anxC  پلاسـميد  -1) الف
ايجـاد دو    (XhoI/HindIIIهـاي      بـا آنـزيم    pGEM-Egfp-anxCسازه ژني   
  .DNA ماركر -3و ) kb 7/4 و kb 5/1بيني شده  قطعه پيش

 هـضم آنزيمـي سـازه       -3 و DNA، 2 مـاركر    -1: ها بـه ترتيـب      رديف) ب
) kb 8/1 و kb 7ي دو قطعه تقريب (BglIIهاي   با آنزيمpJMB104-anxcژني
   سازه ژني هضم نشده- kb 6/1( ،4 و  kb 7/4،kb 5/2سه قطعه  (NcoIو

  
  

  
 مقايسه رشد سويه ترانسفورم شده با سازه ژنـي          -3شكل شماره   

با سويه وحـشي    ) الف (C3.1تهيه شده جهت بيان بيش از حد انكسين       
سـت و تفـاوت      رشـد دو سـويه مـشابه ا        ها و سرعت   كلني شكل). ب(

  داري مشاهده نشد معني
  

مشاهدات ميكروسكوپ فلورسنت نشان داد كـه انكـسين         
C3.1    باشد كـه در انتهـاي هيـف           يك پروتئين سيتوزولي مي

  ).4  شمارهشكل(دهد  قارچ تجمع بيشتري را نشان مي
  

  
 در آسـپرژيلوس    GFP::AnnexinC3.1 الگوي بيان    -4شكل شماره   

). 100X(فلئورسـنت   نمـاي   )  نماي ميكروسكوپ نوري ب   ) الف. نيجر
  دگرد  در سراسر هيف مشاهده ميGFPفلئورسنت سبز ناشي از 

  
  بحث

ايـن  . باشد اي به شدت پلاريزه مي    هاي رشته   رشد قارچ 
طـور  ه  بدان معني است كه هيف از ناحيـه انتهـائي رأس ب ـ           

هاي   ناحيه مذكور محلي است كه آنزيم     . كند  مداوم رشد مي  
ــه ــسمت در محــيط   تجزي ــده از آن ق شــوند و  آزاد مــيكنن

دهنــده ديــواره ســلولي بــه رأس اضــافه  تركيبــات تــشكيل
بنـابراين يـك    . گردند تا امكان رشد بيـشتر فـراهم آيـد           مي

ــه مــذكور متــصور   ــد شــديد اگزوســيتوزي در ناحي فراين
هـاي دخيـل در       عنـوان پـروتئين     ها بـه     انكسين )20(.باشد  مي

ــسترده   ــات گ ــوع مطالع ــيتوز موض ــوده اگزوس ــد اي ب . ان
متأســفانه تــاكنون مطالعــات بــسيار محــدودي در مــورد  

 در فيزيولــوژي ايــن هــا آنهــاي قــارچي و نقــش  انكــسين
مطالعات بيو انفورماتيك و    . ارگانيسم ها انجام گرفته است    
از ايــن ) C4 و C3.1 ،C3.2(آزمايــشگاهي وجــود ســه ژن 

ــارچ   خــانواده را در قــارچ آســپرژيلوس نيجــر كــه يــك ق
حـذف ژن انكـسين     . صنعتي مهم اسـت، نـشان داده اسـت        

C3.1 منظور  درك بهتر عملكرد احتمالي آن در رشـد و              به
ترشح پروتئين در آسپر ژيلوس نيجر صورت گرفته است         
 كه نتايج حاكي از نقش غيرضروري اين ژن در دو فرآينـد       

 ايـن مـشاهده احتمـالاً       )15(.باشد  رشد و ترشح پروتئين مي    
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دليل عملكرد جبراني اعـضاي ديگـر ايـن خـانواده و يـا                به
اخيراً يـك مطالعـه     . باشد  هاي با عملكرد مشابه مي      پروتئين

بيوشيميائي در قارچ اووميـستي سـاپرولگنيا، وجـود يـك           
كننده آنزيم سـاخت ديـواره سـلولي          عنوان فعال   انكسين به 

 بتــا دي گلوكــان ســنتاز را بــه اثبــات رســانده 1-3يعنــي 
 باتوجه به اهميت ايـن آنـزيم در سـاخت ديـواره             )21(.است

سلولي، بايد منتظر ماند تا مطالعات از كارانـدازي ايـن ژن            
  .در قارچ مذكور انجام و نتايج منتشر گردد

در تحقيــق حاضــر بــه تــأثير بيــان بــيش از حــد       
)Overexpression (         اين ژن در قـارچ آسـپرژيلوس نيجـر

سـازه ممـزوج    همچنين بـا بيـان يـك        . پرداخته شده است  
)Fusion construct ( كـــه در آنGFPعنـــوان يـــك   بـــه

گزارشگر به انتهاي كربوكسي انكسين متصل شده، نحوه        
جهـت كنتـرل    . توزيع سلولي اين پروتئين بررسـي گرديـد       

كـــار گرفتـــه شـــده در قـــارچ، از   بيـــان دو ســـازه بـــه
پروموتـور  . شدت القاءپـذير اسـتفاده شـد        پروموتورهاي به 

 و  GFPپرژيلوس آووماري بـراي بيـان سـازه         گلوكوآميلاز آس 
 آسپرژيلوس فوميگاتوس) B) cbhBپروموتور سلوبيوهيدرولاز 

ــه   ــازه دوم بـ ــان سـ ــراي بيـ ــد  بـ ــار رفتنـ ــور . كـ پروموتـ
سلوبيوهيدرولاز، يك پروموتور بسيار قوي و به شدت قابـل          
تنظيم بوده كه در حضور منبـع كـربن گلـوكز خـاموش و در         

 ظيــر كربوكــسي متيــل ســلولزحــضور منبــع كــربن القــائي ن
)Carboxy Methyl Cellulose-CMC ( بــه شــدت فعــال

ــي ــردد م ــور  )22(.گ ــورد پروموت ــشابهي در م  وضــعيت م
گلوكوآميلاز وجود دارد؛ به اين معني كه ايـن پروموتـور           
ــا   ــوكز خــاموش و در حــضور نــشاسته ي در حــضور گل

 C3.1 القاء بيان انكـسين      )23(.گردد  مالتودكسترين فعال مي  
تحت كنترل پروموتورهاي فوق، افزايش ترشـح پـروتئين         

از طريق مشاهده قدرت هيدروليز ژلاتين و نـشاسته كـه           (
كننده اين مـواد      هاي تجزيه   مربوط به توانائي ترشح آنزيم    

همچنـين رشـد شـعاعي      . را بـه همـراه نداشـت      ) باشـد   مي
 حـد انكـسين     هاي نوتركيب تحت تأثير بيان بيش از        سويه
C3.1  دليـل عـدم      ايـن مـشاهدات احتمـالاً بـه       .  قرار نگرفت

ــذكور     ــدهاي م ــروتئين در فرآين ــن پ ــستقيم اي ــت م دخال
  .باشد مي

ها توزيـع سـيتوزولي       هاي عالي، انكسين    در يوكاريوت 
داشته كـه گاهـاً بـه غـشاهاي مختلـف و اجـزاي اسـكلت                

 بـه عنـوان يـك       GFPاستفاده از   . باشند  سلولي متصل مي  
هـاي    وتئين گزارشگر در تعيين جايگاه سلولي پـروتئين       پر

هايي نيز  مبني بـر        مختلف، روشي متداول بوده و گزارش     
هـاي     در تعيين جايگاه سـلولي پـروتئين       GFPكارگيري    به

.  وجـود دارد   )25(اي هاي رشته   قارچ و   )24(مختلف در مخمر  
اي در مـورد      تر اخيـراً مطالعـه      هاي پست   از بين يوكاريوت  

ــع  ســلولي انكــسين   در كپــك Cوه هــاي گــر نحــوه توزي
 GFPديكتيوسـتليوم بـا اسـتفاده از    ) slime mold(لزجـي 

اگرچه اين ارگانيـسم از لحـاظ تكـاملي         . انجام گرفته است  
اي نظيـر آسـپرژيلوس اسـت،         هاي رشـته    متفاوت از قارچ  

ولي از لحـاظ فيلـوژني دو انكـسين موجـود در آن يعنـي               
هـاي    هاي يافت شده در قارچ      ، با انكسين  C2 و   C1 انكسين
براساس آنچه  . گيرند  در يك گروه جاي مي    )  C3(اي    رشته

انـد، هـر دو        به زيبائي نشان داده    )26(كه ماركو و همكاران   
طـور    نوع انكسين ديكتيوسـتليوم در مقـادير كـم ولـي بـه            

توزيـع  . شـوند   مداوم در طول سيكل زندگي قارچ بيان مي       
ــلولي  ــلولي،   ANXC1-GFPس ــشاء س ــيتوزول، غ  در س

 ANXC2-GFPكـه     هسته و اندوزوم بوده است، در حالي      
همچنين، اين . در غشاء سلولي و سطح گلژي حضور دارد       

دهـد كـه      مطالعه نظير مطالعـات مـشابه ديگـر نـشان مـي           
كـسين را    نحوه توزيـع سـلولي و عملكـرد ان         GFPاتصال  

  .دهد تحت تأثير قرار نمي
 يــك توزيــع GFP انكــسين ممــزوج بــا ،در ايــن مطالعــه

نيجـر بـه    سيتوزولي را در سراسر ميـسليوم آسـپرژيلوس         
اين مشاهده با نحوه توزيع سيتوزولي انواع       . نمايش گذاشت 

همچنـين،  . هاي يوكـاريوتي مطابقـت دارد       مختلفي از انكسين  
در اين مطالعه پروتئين مذكور در ناحيه رأسـي كـه درواقـع     

 تـراكم بيـشتري نـشان داده        ،قسمت فعال هيف قارچي است    
ــع ســلولي  . اســت ــورد نحــوه توزي ــه مــشابهي در م  مطالع
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. كالمودولين در آسپرژيلوس نيدولانس صورت گرفته است      
شـونده بـه كلـسيم     پروتئين مذكور نيز يك پـروتئين متـصل       

باشد و توزيع سلولي پـروتئين        ها مي   ولي متفاوت از انكسين   
، يك توزيع سـيتوزولي همـراه بـا         GFP-ممزوج كالمودولين 

  )27(.گذارد تجمع بيشتر در ناحيه رأسي را به نمايش مي
استفاده از ميكروسكوپ فلئورسنت معمولي كه در اين 

هاي اين مطالعه     كار رفته است، يكي از محدوديت       تحقيق به 
تـر توزيـع سـيتوزولي        بررسـي دقيـق   . آيـد  به شـمار مـي    

تـر نظيــر   ي پيــشرفتهپوهــاي ميكروسـك  انكـسين بـا روش  
 عملــي بــوده و ايــن Confocalاســتفاده از ميكروســكوپ 

هـاي پيـشرفته      امكان وجود دارد كه با استفاده از سيستم       
پي بتـوان حـضور احتمـالي ايـن پـروتئين در            وميكروسك

همچنـين  . هايي نظير گلژي را نيز به اثبـات رسـاند           اندامك
بـا  اگرچه بيان سازه ممـزوج تحـت كنتـرل گلوكـوآميلاز            

 ولي براي   ،استفاده از روش ميكروسكوپي نشان داده شد      
هـاي كمـي نظيـر        تعيين كميت ميزان بيـان نيـاز بـه روش         

Real-time PCRباشد  مي.  
دار حذف يا بيـان بـيش از          توجه به عدم تأثير معني     با

 بر فيزيولـوژي رشـد آسـپرژيلوس، بـه          C3.1حد انكسين 
مزمان سـه    ه down-regulationرسد كه حذف يا       نظر مي 

  عــضو خــانواده انكــسين در ايــن قــارچ بتوانــد اطلاعــات 
  

همچنين مطالعـات   . مفيدتري در اين خصوص فراهم آورد     
 ،ي فاقد ايـن ژن      ترانسكريپتوميكس و پروتئوميكس سويه   

  .تواند رهگشاي تحقيقات آتي باشد مي
  
  گيري نتيجه

ال كـه اولاً توزيـع   ؤاين تحقيق در پاسخ به ايـن دو س ـ  
 چگونه مي باشد و ثانياً آيا       C3.1 تئين انكسين سلولي پرو 

توانــد موجــب  مــي C3.1بيــان بــيش از حــد ژن انكــسين 
افــزايش قــدرت ترشــحي قــارچ آســپرژيلوس نيجــر و يــا 

نتـايج ايـن تحقيـق بـا        . تسريع رشد گـردد، انجـام گرفـت       
استفاده از دوسازه القاءپذير، نشان داد كـه انكـسين يـك            

ن بـيش از حـد پـروتئين        توزيع سيتوزولي داشـته و  بيـا       
  .نداردمذكور، تأثيري در رشد و يا قدرت ترشحي قارچ 

  
  تشكرتقدير و 

مؤلفين مراتب قدرداني خـود را از گـروه         بدين وسيله   
م ي دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علـو     بيوتكنولوژي پزشك 

پزشــكي ايــران و گــروه بيوتكنولــوژي پزشــكي انــستيتو 
و در اختيـار قـرار      هـاي مـالي      پاستور ايران جهت حمايت   

  .دارند ادن امكانات آزمايشگاهي ابراز ميد
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Cellular Localization of AnnexinC3.1 and the Effect of its 
Overexpression on Growth and Protein Secretion in Aspergillus niger 

  
  

H. Rahimi, MScI      M.M. Farajollahi, PhDII     S.A. Yazdanparast, PhDIII 
M. Azizi, PhDIV           *V. Khalaj, PhDV 

  
  
  

Abstract 
Background and Aim: Annexins are a large family of calcium-phospholipid binding proteins which 

are distributed among nearly all eukaryotes. These proteins have been found in a wide range of fungi 
including ascomycetes, basidiomycetes and oomycetes. The aim of present study has been the 
investigation of cellular localization of ANXC3.1 in filamentous fungus Aspergillus niger (A. niger). The 
effect of ANXC3.1 overexpression on growth rate and protein secretion of A. niger has also been 
investigated.  

Materials and Methods: In this experimental study, the annexin C3.1 gene was PCR-amplified using 
genomic DNA of Aspergillus niger as a template. Following the confirmation of gene sequence, it was 
used in the preparation of two inducible gene constructs. In the first construct, annexinC3.1 was cloned 
in PGEM–Egfp expression vector as a GFP fusion and under the control of glucoamylase promoter. In the 
second construct, the gene was cloned in pMJB104 expression vector, driven by cbhB (cellobiohydrolase 
B) promoter. These constructs, then were transformed into A. niger N402 using a standard method. 
Overexpression of each construct was induced by an inducer carbon source and the effect of annexinC3.1 
overexpression on radial growth rate and protein secretion was analysed in transformants. Comparisons 
of radial growth rates, as well as protein secretion level, between wild type and transformants was 
performed using t test. Cellular localization of annexinC3.1 was investigated in annexin-GFP expressing 
transformant by fluorescent microscopy.  

Results: The effect of annexinC3.1 overexpression on growth rate and protein secretion was 
investigated in Aspergillus niger. No significance difference was observed in growth rate or level of 
protein secretion when transformants and wild type were compared (α <0.05). Microscopic examination 
of annexin C3.1-GFP fusion protein demonstrated that annexinC3.1 is a cytosolic protein which is 
distributed along the fungal mycelium.  

Conclusion: This is the first report on annexinC3.1 cellular localization. Annexin C3.1 is a cytosolic 
protein and its overexpression in A. niger does not increase the protein secretion level. 

 
Key Word: 1) Aspergillus niger       2) Annexin C3.1      3) Cellobiohydrolase B (cbhB) 
                   4) Glucoamylase          5) Cytosolic protein 
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