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CLONING, EXPRESSION AND PURIFICATION OF DSBA
PROTEIN OBTAINED FROM Brucella melitensis

Ali, Dina*; Dana Zaiter**; B. Al Balaa**, A. Al Mariri*** and
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ABSTRACT

The thio disulfide oxidoreductase gene was amplified from Brucella
melitensis genomic DNA by polymerase chain reaction (PCR) technique
using specific primers and inserted into expression vector pET-15b, then the
pPET-15b / dsbA Sonstruction was transformed into E. coli BL21(DE3). This
gene was highly overexpressed by IPTG induction. SDS-PAGE analysis
showed that the expressed protein is about 28 kDa. Finally, recombinant
protein was purified with a metal-chelating affinity column.

Keywords: dsbA, PCR amplification, gene cloning, expression, purification,
Brucella melitensis
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	تنسيل وتعبير وتنقية بروتين الـ DsbA الناتج من بكتريا البروســيلا الضـأنيـة
	المُلخص
	ضُخمت المورثة المرمزة لأنزيم أكسيدو ريدوكتاز ثنائي السلفوئيد انطلاقاً من جينوم البروسيلا الضأنية عن طريق تقنية التفاعل السلسلي للبوليميراز الـ PCR وباستخدام مرئسات نوعية، ومن ثم تم إدخالها في بلازميد التعبير الجيني الـ pET-15b. وبالتالي تم إدخال البلا...
	المُقدمة
	المواد والطرائق
	1- السلالات والبلازميدات Strains and plasmids
	1-1 السلالات Strains
	1-2 البلازميدات Plasmids
	2- استخلاص الجينوم Genome extraction
	2-3 عزل مورثة الـ dsbA بوساطة التفاعل السلسلي البوليميرازي Polymerase chain reaction
	4-1 تفاعل ربط مورثة الـ dsbA إلى بلاسميد الـ pET Ligation reaction


	تم مُعاملة كلاً من مورثة الـ dsbA وبلاسميد التعبير المورثي الـ  pET -15b بوساطة أنزيمات التقييد، ثم تم ترحيل كلاً منهما على هلامة الأغـاروز ذات التـركيز 0.8 % ثم قص الشدفتين وتنقيتـهما بوساطة الـ QIAquick Gel Extraction Kit Protocol (QIAGen ®)، حيث بل...
	4-2 تحضير الخلايا البكتيرية لتكون مهيئة لاستقبال البلازميد Competant cells

	تم تحضير كلاً من بكتـيريا الـ DH10B E.coli والـ BL21DE3 E.coli لتكـون مهيئة لاستقبال البلازميد، حيث تم وضع كل من هذه البكتيريا فـي محـلول الـ CaCl2 60 mM / Glycerol 15% البـارد، ثم حُفظت في درجة الحرارة – 80 م إلى حين استخدامها.
	4-3 - التحول البكتيري Transformation

	تم إدخال البلازميد الحاوي على المورثة إلى بكتيريا الـ DH10B E.coli بوساطة تقنية التحول البكتيري الـ Chemical Transformation بهدف تنسيل المورثة.
	4-4 استخلاص البلازميد Extraction of the plasmid

	اُستخلص البلازميد مـن إحـدى المستعمرات الايجابية النامية على طبق البتري لناتج التحول البكتيري، وتم قياس تركيز البلازميد المُستخلص بوساطة جهاز الـ Nanodrop.
	5 - التعبير البروتيني لمورثة الـ dsbA  Overexpression of dsbA gene

	تم إدخـال البـلازميد الحـاوي علـى مورثة الـ dsbA إلـى داخـل بكتيريا الـ E.coli BL21DE3 بهدف التعبير البروتينـي لمـورثة الـ dsbA، حيث تم في البداية استنبات المستعمرات الناتجة ضمن 3 ml من وسط الـ LB+Amp لمدة ست عشرة ساعة في حاضنة ذات درجة الحرارة 37  م،...
	6- استخلاص البروتين المأشوب وتنقيته Protein extraction and purification

	تم استخلاص البروتين المأشوب من إحدى الخلاصات البكتيرية التي عبرت عنـه، حيث تم تثفيل المستنبت البكتيري وحـل الراسب بمحلول الـLysis  Buffer (50Mm Tris Hcl (pH 8)، 1Mm EDTA،1Mm EDTA، 50Mm NaoH،100mM,0.0871gr/5ml PMSF)، بحيث يتم إضافة حجم3 ml  لكل غـرام م...
	بعـد استخلاص البروتين المأشوب من الخلاصة البكتيرية تـم تنقيتـه بوسـاطة أعمـدة الكـروماتوغرافيا الألفة للهيستيدين، حيث تم تحميل 2 ml مـن الطافي الثالث الحاوي عـلى البـروتينات والـذي تـم ترشيحة علـى عمـود الالفـة بمعـدل تدفق 1.0 ml / min، ثم تم غسـل الع...
	النتائج والمناقشة
	3-1 تضخيم مورثة الـ dsbA


	عُزلت مورثة الـ dsbA من الـ DNA الجينومي للبروسيلا الضأنية بوساطة الـ PCR ثم تم تحليل ناتج التفاعـل السلسلي للبوليميراز بهدف التأكد من عـزل المورثة من خلال ترحيل 5 µl من ناتـج الـ PCR على هلامة الأغاروز المُضاف لها الإيـتـيـديوم بـرومايـد ethidium   b...
	الشكل 1. صورة لهلامة الأغاروز 1.5% باستخدام الأشعة فوق البنفسجية UV لناتج تضخيم مورثة الـ dsbA واسمة عصابة معيارية (المسار 1)، شاهد سلبي (المسار 2)، عصابة الـ dsbA 654 bp (المسار 3).
	3-2 تنسيل مورثة الـ dsbA

	تـم ربـط مورثة الـ dsbA بعد معاملتها بوساطة أنزيمات التقييد إلـى بلازميد الـ pET -15b، ثم تم إدخال البلازميد الناتج pET -15b/dsbA إلى بكتيريا الـ E.coli DH10B بهدف التنسيل، فيما بعد عُزل البلازميد من إحدى المستعمرات البكتيرية الناتجة وتم التأكد من اح...
	الشكل2. هلامة الأغاروز % 1.5 لناتج تقطيع البلازميد بوساطة أنزيمات التقييد واسمة أطوال معيارية (المسار 1)، واسمة الأطوال المعيارية العالية (المسار 2)، بلازميد مغلق كشاهد إيجابي (المسار 3)، والـ DNA البلازميدي المُعامل بأنزيمات التقييد (المسار 4).
	3-3 التعبير البروتيني لمورثة الـ dsbA

	تـم التعبـير البـروتينـي لمـورثة الـ dsbA داخـل بكتيريـا الـ E.coli BL21DE3 تحــت سيـطرة المُحضـض PT7، حيـث تم إدخال البلازميد pET -15b / dsbA ضمن بكتيريا الـ E.coli BL21DE3 بوساطة تقنية التحول الكيميائي Chemical Transformation. يُوضح الشكل (3) صورة ل...
	الشكل 3. صـورة لهلامـة الـ SDS – PAGE 12% لناتج الرحلان الكهربائي على هلامة عديد الأكريلاميد متبـوعة بتلـوين أزرق الكـومـاسي لخلاصات من E.coli BL21 (DE32) الحاملة للبلاسميد  pET-15b / dsbA، قبل التحريض بواسطة الـ IPTG (المسار 2، 3، 4، 5) وبعد أربع ساع...
	3-4 استخلاص البروتين المأشوب وتنقيته

	اُستخـلـص البروتين المأشوب، ثم تـم تنقيته بوساطة أعمدة الكروماتوغرافيا الألفة للهيستيدين وترحيله على هلامة عديد الأكريلاميد، حيث تم تحديد الوزن الجزيئي للبروتين   28 KDaبالمقارنة مع واسمة العصابة المعيارية للأوزان الجزيئية (الشكل 4.). تبين بأن البروتي...
	الشكل 4. صـورة لهلامـة لـ SDS – PAGE 12%، يمثل المسار الأول واسمة عصابة معيارية للأوزان الجزيئية، والمسار الثاني الطافي الأول (ستوبلاسما)، والمسار الثالث الطافي الثاني (ستوبلاما محيطية)، والمسار الرابع البروتين المتوضع في الجدار الخلوي للبكتيريا، بينم...


