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چكيده

زمينه و هدف: پروتئين مهاركننده تريپسين موجود در سويا با داشتن 181 اسيد آمينه و دو باند دي سولفيدي تمايل خاصي به آنزيم تريپسين پانكراس دارد. اين پروتئين كه به ميزان قابل توجهي در سويا وجود دارد، مقاومت بالايي در برابر حرارت و مواد شيميايی از خود نشان مي‌دهد. روشهاي متعددي مانند تركيبي از روشهاي كروماتوگرافي، كروماتوگرافي جذبي با استفاده از فلزات و استفاده از الكتروفورز براي جداسازي اين پروتئين مورد استفاده قرار گرفته است.

روش بررسي: در اين مطالعه ابتدا پودر سويا با متانول چربي‌زدايي شد و بخش باقيمانده در آب ديونيزه عصاره‌گيري گرديد. با روش رسوب در نقطه ايزوالكتريك پروتئين‌هاي ذخيره‌اي محلول حذف گرديد. بخش غني از مهاركننده تريپسين به ستون جذبي وارد شده و پس از شستشوي ستون و خارج نمودن پروتئينهاي متصل نشده، مهار كننده تريپسين از ذرات ژل با كاهش دادن pH جدا و از نظر فعاليت و خلوص مورد بررسي قرار گرفت.
يافته‌ها: بررسي پروتئين بدست آمده در SDS-PAGE خلوص بالاي 99 درصد و وزن ملكولي aKD20 را نشان داد. مهاركننده تريپسين در SDS-PAGE در شرايط احيايي و غير احيايي به صورت يك باند مشابه ديده شد كه نشان‌دهنده تك زنجيره‌اي بودن اين پروتئين است. اشباع نمودن ستون، افزايش ظرفيت تام ستون و انجام كروماتوگرافي در 8-6=pH  بازدهی و خلوص پروتئين بدست آمده را افزايش داد.
نتيجه‌گيري: به وسيله اين روش مي‌توان در مدت زمان كم مقادير قابل توجهي از مهاركننده تريپسين را با خلوص بسيار بالا جداسازي نمود. از ويژگيهاي ديگر اين روش سادگي، عدم نياز به دياليز و يا بافر مي‌باشد.
كليد واژه‌ها: سويا، مهاركننده تريپسين، تريپسين، کروماتوگرافی ميل تركيبي
وصول مقاله: 5/11/85      اصلاح نهايي: 10/3/86      پذيرش مقاله: 24/3/86
مقدمه

مهاركننده‌هاي پروتئازها پروتئين‌هاي کوچکي هستند که عمدتاً در بافتهاي ذخيره‌اي گياهان وجود دارند و ممكن است تا 10 درصد از ميزان پروتئين تام اين بافتـها را تشـکيل دهنـد. اين مهارکننده‌ها احتـمالاً در 

هنگام مواجه شدن با حشرات يا ميکروارگانيسمهاي پاتـوژن در برگـهاي گيـاهـان نيـز ظاهـر شـونـد (1). اين 
پروتئين‌ها با مهار پروتئازهاي موجود در روده حشرات از تجزيه پروتئينهای گياهي حاوي اسيدهاي آمينه ضروري براي رشد آنها، جلوگيري مي‌کنند. در سالهاي گذشته تلاشهاي زيادي براي افزايش بيان اين پروتئينها در گياهان به منظور مقاوم نمودن آنها انجام گرفته است (2). مهاركننده‌هاي پروتئازهاي موجود در دانه گياهان به سه دسته كلي تقسيم مي‌شوند: مهاركننده‌هاي سرين پروتئاز، سيستئين پروتئاز و متالوکربوکسي پروتئاز. مقدار و تنوع ساختاري مهاركننده‌هاي سرين پروتئاز به مراتب بيشتر از نوع سيستئين پروتئاز است (3). مهاركننده تريپسين پانكراس كه يك سرين پروتئاز است، به صورت گسترده‌اي در دانه‌ها وجود دارد (3). اين پروتئينها به دليل اثر مهاري روي آنزيمهاي هضم‌كننده دستگاه گوارش در انسان و حيوانات به عنوان مواد ضدتغذيه‌اي شناخته مي‌شوند. اخيراً فعاليت بيولوژيكي بالقوه اين مهاركننده‌ها در زمينه فارماكولوژي، پزشكي و مصارف آرايشي- بهداشتي مورد توجه بسيار قرار گرفته‌ است (4). در دانه سويا دو پروتئين با خواص مهاركنندگي تريپسين گزارش شده است. اين دو پروتئين مهاركننده نوع Bowman-birk و نوع  Kunitz هستند (5). بعد از مطالعاتي كه نشان داد مهاركننده‌هاي تريپسين نوع كونيتز موجود در سويا در مدلهاي آزمايشگاهي و باليني تغييرات القاءكننده بدخيمي را مهار مي‌كنند. توجه به كاربرد درمانی اين پروتئينها بيشتر شده است (7, 6). از اثرات ديگر گزارش شده اين پروتئين، افزايش رشد، قطر و رنگدانه‌هاي مو (8) و مهار رگ‌زايي در مدلهاي حيواني را مي‌توان نام برد (9). از آنجا كه اين پروتئين يكي از عوامل اصلي ايجاد آلرژي در افراد حساس مي‌باشد، جدا سازي اين عامل از ساير پروتئين‌هاي سويا، كه منبع ارزان و مناسب پروتئين مي‌باشند، از لحاظ صنعتي نيز قابل توجه است (10). مهاركننده تريپسين موجود در سويا اولين بار در سال 1945 توسط Kunitz از دانه سويا جدا شد (11). اين پروتئين مونومر و غير گليكوزيله كه داراي 181 اسيد آمينه و دوباند دي سولفيدي است، تمايل زيادي به آنزيم تريپسين (سرين پروتئاز پانكراس) دارد و به عنوان فاكتور نامحلول در الكل نيز شناخته مي‌شود (12). وزن ملكولي اين پروتئين 1/20كيلو دالتون است. توالي اسيد آمينه‌هاي آن توسط Koide و همكاران تعيين شد (13). تاكنون سه ايزوفرم نزديك به هم از اين پروتئين شناسايي شده است (14). روشهاي متعددي مانند تركيبي از روشهاي كروماتوگرافي (15)، كروماتوگرافي با استفاده از فلزات (16) و استفاده از الكتروفورز (17) براي جداسازي اين پروتئين مورد استفاده قرار گرفته است. در اين مطالعه يك روش سريع و ساده و بدون نياز به بافر و دياليز براي خالص‌سازي مهار كننده تريپسين بر پايه کروماتوگرافی ميل تركيبي با استفاده از ليگاند تريپسين معرفي شده است. 
روش بررسي
مواد مورد استفاده در اين مطالعه عبارت بودند از: دانه خام سويا (داخل)، متانول، اسيدکلريدريک، کلريد سديم، استات سديم، اسيد استيک، کربنات سديم، گليسين، فسفات دی هيدروژن سديم (مرک)، ژل سفارز 4B فعال شده، مواد مورد نياز برای الکتروفورز و رنگ آميزي (فارماسيا)، تريپسين گاوي، فنيل متيل سولفونيل فلوريد(PMSF) ، سوبسترای  N-benzoyl-L-arginin-4-nitroanilide (BAPA) (سيگما)،  

تهيه ستون ميل تركيبي با ليگاند تريپسين
 براي تهيه ستون ميل تركيبي داراي ليگاند تريپسين، ابتدا رزين سفارز 4B سه بار با اسيد كلريدريك يك ميلي مولار شسته شد تا ذرات رزين متورم شوند. پس از آماده‌سازي رزين، به هر ميلي ليتر ژل متورم شده، 5 ميلي‌گرم آنزيم تريپسين خالص در بافر کربنات 1/0 مولار با 5/8pH= حاوي کلريد سديم 5/0 مولار اضافه شده و به مدت 2 ساعت به آرامي در دماي اتاق تكان داده شد. ميزان تريپسين متصل شده به رزين با اندازه‌گيري ميزان پروتئين باقيمانده در مايع رويي محاسبه شد. سپس مناطق فعال باقيمانده روي رزين با بافر گليسين 2/0 مولار حاوي 5/0 مولار كلريد سديم مسدود شد. رزين بدست آمده 5 بار به صورت متناوب با دو بافر استات 1/0 مولار حاوي 5/0 مولار كلريد سديم با 4pH= و بافر كربنات 1/0 مولار حاوي 5/0 مولار كلريد سديم با 5/8pH= شسته شد. پس از آماده سازي و شستشو، رزين به داخل يك ستون وارد شده و با حجم كافي از بافر فسفات نمكي شسته شد تا به تعادل بافري رسيد. ستون تا زمان استفاده در دماي 4 درجه نگهداري شد.

اندازه‌گيري غلظت پروتئين
غلظت پروتئين با روش برادفورد محاسبه شد (18). در اين روش با معرف برادفورد (شامل 1/0 گرم كوماسي آبي G-250، 50 ميلي ليتر اتانل 95 درصد و 100 ميلي‌ليتر اسيد فسفوريك 85 در حجم نهايي يك ليتر)، غلظت پروتئين با استفاده از آلبومين گاوي به عنوان استاندارد اندازه‌گيري شد. 

غلظت مهارکننده تريپسين خالص نيز به روش uv طبق فرمول زير محاسبه گرديد. 
ضريب خاموشي مهار کننده تريپسين / جذب در280 نانومترmg/ml) =) غلظت پروتئين

ضريب خاموشي مهارکننده تريپسين خالص 94/9 = E1% در نظر گرفته شد (19).
خالص سازي مهار كننده تريپسين
دانه سويا توسط آسياب به آرد تبديل شد و با استفاده از متانول چربي زدايي شد. به هر 100 گرم پودر سويا يك ليتر متانول اضافه شد و به مدت 4 ساعت در دماي 4 درجه هم زده شد. پس از آن مايع رويي خارج شده و رسوب باقيمانده در دماي اتاق در عرض 24 ساعت خشك گرديد. ماده بدست آمده در يك ليتر آب مقطر حل شده و به مدت 24 ساعت در دماي 4 درجه هم زده شد. به منظور جلوگيري از تخريب احتمالي پروتئينهاي محلول توسط پروتئازها، PMSF در غلظت نهايي 3/0 ميلي‌ مولار به محلول اضافه شد (20). پس از آن محلول در ×g 5000 به مدت 30 دقيقه سانتريفيوژ و مايع رويي جدا شد. به منظور رسوب و جدا سازي پروتئينهاي ذخيره‌اي سويا (گليسينين و بتا كانگلايسينين)، pH اين مايع با اسيد كلريدريك نيم مولار به آرامي در عرض 1 ساعت به 8/4 كاهش داده شد (21). مخلوط حاصله سانتريفيوژ و پس از جدا نمودن مايع رويي، pH آن با هيدروكسيد سديم يك مولار به 7 رسانده شد و يك ساعت در دماي 4 درجه قرار داده شد. سپس محلول مجدداً سانتريفيوژ گرديد. مايع رويي شفاف حاوی مهارکننده تريپسين بلافاصله به ستون ميل تركيبي با ليگاند تريپسين وارد شد. پروتئينهاي متصل نشده به ستون با شستشوي ستون با آب مقطر خارج گرديد. به منظور جداسازي پروتئينهاي غير اختصاصي با اتصال ضعيف، ستون با 5 حجم از محلول نيم مولار کلريد سديم شستشو داده شد. سپس ستون با دو حجم آب ديونيزه شستشو شد. مهار كننده تريپسين متصل شده به ليگاند تريپسين با اسيد كلريدريك 01/0 مولار از ستون جدا گرديد. غلظت پروتئينهاي خارج شده از ستون با ميزان جذب در 280 نانومتر مشخص شد. براي تعيين بيشترين ميزان بازدهي، محلول غني از مهارکننده تريپسين طي آزمايشات جداگانه در pH هاي مختلف وارد ستون شده و بهترين pH اتصال مشخص گرديد. پروتئين خالص شده در مقابل آب ديونيزه دياليز شده و در دماي 20 – درجه سانتيگراد براي سنجش فعاليت و آزمون‌هاي بعدي نگهداري گرديد. 

اندازه‌گيري فعاليت مهاركنندگي تريپسين
فعاليت مهاركنندگي پروتئين بدست آمده با روش ارائه شده توسط انجمن شيمي غلات آمريكا (AACC) اندازه‌گيری شد (22). در اين روش ابتدا غلظتهای مختلف مهاركننده تريپسين در حجم 2 ميلي‌ليتر تهيه گرديد. سپس 2 ميلي ليتر از محلول تريپسين 20 ميکروگرم در ميلی ليتر به هر لوله اضافه شد و دقايقی محتويات لوله‌ها به آرامی مخلوط گرديد. پس از آن به هر لوله 5 ميلي ليتر محلول 4/0 ميلي‌گرم در ميلی ليتر از سوبستراي تريپسين (BAPA) اضافه شده و به مدت 10 دقيقه در دماي 37 درجه انكوبه شد. واكنش بين تريپسين و سوبستراي آن با اضافه نمودن يك ميلي ليتر اسيد استيك گلاسيال 30 درصد متوقف شد و ميزان رنگ توليد شده در هر لوله در طول موج 410 نانومتر اندازه‌گيري گرديد. واحد فعاليت اين پروتئين مهارکننده بر اساس ميزان كاهش جذب (ممانعت از اثر تريپسين بر سوبسترا) محاسبه شد. هر واحد فعاليت پروتئين مهارکننده به صورت 01/0 کاهش جذب در طول موج 410 نانومتر تعريف شد (22).
الكتروفورز در ژل پلي‌ اكريل آميد
الكتروفورز در ژل پلي‌ اكريل آميد در حضور سديم دو دسيل سولفات (SDS-PAGE) بر اساس روش لاملي (23) در ژل جداكننده 12 درصد و ژل متراكم كننده 4 درصد تحت شرايط احيايي و غير احيايي انجام شد. چهار حجم نمونه به يک حجم بافر نمونه (X5) افزوده شد و پنج دقيقه درآب جوش قرار گرفت.10 ميکرو‌ليتر از هر نمونه به چاهک‌ها اضافه و در ولتاژ ثابت150 ولت الکتروفورز گرديد. پس از اتمام الكتروفورز، ژل با رنگ كوماسي آبي R-350 (فارماسيا) رنگ‌آميزي شد. وزن ملكولي مهاركننده تريپسين توسط پروتئين‌هاي استاندارد با وزن مولكولي مشخص كه اطلاعات آنها در اشكال مربوطه آمده است، تعيين گرديد.

يافته‌ها
حدود 30 درصد دانه سويا از پروتئين تشكيل شده است. همانطور که در شکل1 مشخص است دانه سويا دارای پروتئينهای زيادی با اوزان مولكولی متنوع است. در اين ميان پروتئينهاي با وزن مولكولي بالا درصد قابل توجهي را به خود اختصاص داده و ميزان مهاركننده نسبت به آنها بسيار كمتر است. اين پروتئينها را بر اساس ضريب رسوب‌دهي (واحد سودبرگ) دسته‌بندي مي‌كنند. بر اين اساس مي‌توان پروتئينهاي سويا را به 4 دسته كلي تقسيم نمود: 1- پليمر گليسينين s15، 2- گليسينين s11، 3-آلفا، بتا و گاما كانگلايسينين s7 و 4- سيتوكروم c و مهاركننده تريپسين s2. با توجه به شكل 1 مشخص است كه بيشتر پروتئينهاي سويا را پروتئينهاي ذخيره‌اي با وزن ملكولي بالا تشكيل مي‌دهند. در اين مطالعه، پس از حذف پروتئينهاي پر مقدار ذخيره‌اي با روش رسوب در نقطه ايزوالكتريك، محلول غني از مهارکننده تريپسين در pH هاي مختلف به ستون کروماتوگرافي ميل‌ تركيبي وارد شده و مشخص گرديد که در pH بين 8-6 اين پروتئين بيشترين اتصال را با ليگاند تريپسين برقرار مي‌کند. در pHهاي پائين‌تر ميزان اتصال اين پروتئين به تريپسين کاهش يافته به طوري که با کاهش pH به 2 اين پروتئين به طور کامل از ژل جدا مي‌شود. فوق اشباع نمودن ظرفيت ستون در کاهش اتصال غير اختصاصي پروتئينها و افزايش خلوص پروتئين بدست آمده مؤثر بود. به علاوه شستشوي ستون با کلريد سديم نيم مولار، نقش مؤثري در بالا بردن خلوص پروتئين داشت. الکتروفورز در حضور سديم دودسيل سولفات در شرايط احيايي و غير احيايي نشان داد که محصول بدست آمده شامل يک باند پروتئينی با وزن ملکولي حدود 20 کيلو دالتون است که ناخالصی در الگوی آن ديده نمي‌شود (شکل 1). فعاليت مهاري اين پروتئين  بر اساس ميزان کاهش جذب رنگ توليد شده در اثر تأثير تريپسين بر سوبسترا در 410 نانومتر مشخص شد. هر واحد مهارکنندگي تريپسين به صورت 01/0 کاهش جذب در طول موج 410 نانومتر تعريف گرديد. بر اساس نتايج بدست آمده، فعاليت پروتئين خالص شده   TIU / mg3600 تخمين زده شد.
شکل 1: الکتروفورز پروتئنهای  دانه سويا در شرايط احيايي (ستون1) و مهاركننده تريپسين خالص شده به ترتيب در شرايط احيايی (ستون2) و غير احيايی (ستون3). M : ماركرهايي با اوزان از پايين به بالا 14،18،29،45 ،66 و 78 كيلو دالتون است.
بحث 
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مقدار مهارکننده‌هاي تريپسين موجود در سويا در مقايسه با ساير دانه‌ها بيشتر است. بدين لحاظ دانه سويا منبع مناسبي براي خالص سازي اين پروتئين محسوب مي‌شود. تخليص اين مهارکننده‌ها از سويا از جنبه‌هاي متعددي اهميت داشته و قابل استفاده است. براي مثال به دليل اينكه اين پروتئين از يك زنجيره پلي پپتيدي غيرگليکوزيله تشكيل شده است و در شرايط احيايي و غير احيايي به صورت يك باند ظاهر مي‌شود، از آن مي‌توان به عنوان يک پروتئين استاندارد مطلوب استفاده نمود. بعلاوه جداسازي اين پروتئين به منظور جلوگيري از اثرات ضد تغذيه‌اي و آلرژي در فرآورده‌هاي غذايي مانند شير خشک نيز حائز اهميت است (24). از شكل خالص شده اين پروتئين همچنين مي‌توان براي بررسي اثرات آن روي سيستمهاي بيولوژيك مانند فرايند رگزايي در سلولهاي اندوتليال يا اثرات محافظتي آن عليه مواد سرطان‌زا استفاده نمود. قسمت عمده پروتئينهاي سويا را دو پروتئين ذخيره‌اي گلايسينين و کان گلايسينين تشکيل مي‌دهند. گلايسينين (پروتئين s11) از 12 واحد پروتئيني با وزني معادل 375 كيلو دالتون تشكيل شده است. اين پروتئين در 8/5pH= رسوب مي‌كند. بتا كانگلايسينين (پروتئين s7) دومين پروتئين عمده ذخيره‌اي سويا با وزن 150 كيلو دالتون است كه در 8/4pH= رسوب مي‌كند (25). روشهاي مختلفي مانند پائين آوردن pH با استفاده از اسيد يا گاز دي‌اكسيدكربن (21) براي رسوب‌دهي و تخليص اين دو پروتئين استفاده شده است. در مقاله حاضر با استفاده از اسيدكلريدريك نيم مولار و پايين آوردن pH اين دو پروتئين رسوب كرده و محلول غني از مهارکننده تريپسين بدست آمد. با ترکيبي از اين روش و استفاده از ستون کروماتوگرافي ميل ترکيبی مهاركننده تريپسين با خلوص بالاي 99 درصد به دست آمده و وزن ملکولي آن با استفاده از الكتروفورز در حضور SDS معادل 20 كيلو دالتون تعيين گرديد. ميزان فعاليت اين پروتئين TIU/mg3600 بود كه در مقايسه با نوع تجاري در دسترس، قابل مقايسه بود (26). در اين مطالعه براي خالص سازي اين پروتئين با ستون كروماتوگرافي ميل تركيبي از بافر استفاده نشد و تنها از آب مقطر با 7-6pH= استفاده گرديد. اين روش در مقايسه با ساير روشهاي خالص سازي در مدت زمان بسيار كمتري قابل انجام است و هزينه كمتري در بر دارد. با استفاده از روش فوق مي‌توان در مدت زمان كوتاهي مقادير قابل توجهي مهاركننده تريپسين با خلوص بالا بدست آورد. از آنجا كه در الكتروفورز اين پروتئين ناخالصي ديده نمي‌شود، با اطمينان مي‌توان از پروتئين بدست آمده توسط اين روش در كارهاي تحقيقاتي به منظور بررسي اثرات مختلف آن استفاده نمود.  
تشكر و قدرداني
 نويسندگان مقاله بر خود لازم مي‌دانند از همكاري آقايان اميرکياني و خانم مريم چلبي در اجراي اين مطالعه قدرداني و تشکر نمايند.
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