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Abstract 



 Vigilin is an abundant, highly conserved, ubiquitous protein containing 15 related, but 

non-identical, K-homolous nucleic acid binding domains. The construction, transfection and 

production of recombinant vigilin in mammalian expression system were investigated. The 
whole length of vigilin was amplified by polymerase chain reaction (PCR) and ligated to pCEP-

PU vector. The recombinant construct pCEP-PU with vigilin was produced and transfected into 

Human embryonic kidney cells in a specific culture medium. The secreted recombinant vigilin 
was purified from the serum-free medium to homogeneity by  affinity chromatography. The 

conditioned and purified media were tested for the presence of vigilin by sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and immunoblotting with specific 
antibody. An immunoreactive band with an apparent molecular mass of  approximately 140 kDa 

was detected. Immunofluorescence staining of transfected cells with vigilin demonstrated that 

recombinant vigilin molecules are localized in the nucleus and cytoplasm. In summary, the 

purified recombinant vigilin will facilitate future studies that address the structure and function 
of vigilin. 

KKeeyywwoorrddss::  SSDDSS--PPAAGGEE  //  vviiggiilliinn  //  IImmmmuunnoobbllootttt  //  IImmmmuunnoofflluuoorreesscceennccee//  aaffffiinniittyy  cchhrroommaattooggrraapphhyy  

 

Introduction 
                

                  RRiibboonnuucclleeoopprrootteeiinn  ccoommpplleexxeess  ((RRNNPPss))  

aarree  ssuubbssttrraatteess  ffoorr  RRNNAA  eexxppoorrtt  ffrroomm  tthhee  

nnuucclleeuuss  ttoo  tthhee  ccyyttooppllaassmm  ((SSiioommii  eett  aall,,  11999944;;  

kkiimm  eett  aall,,  11999955))  tthhrroouugghh  nnuucclleeaarr  ppoorree  

ccoommpplleexxeess,,  aann  eenneerrggyy--ddeeppeennddeenntt  pprroocceessss  

wwhhiicchh  iiss  mmeeddiiaatteedd  bbyy  ssppeecciiffiicc  ssaattuurraabbllee  

ffaaccttoorrss  ((NNaannddaabbaallaann  aanndd  RRooeeddeerr,,  11999955))..  

TThheessee  ffiinnddiinnggss  hhaavvee  ssttiimmuullaatteedd  eeffffoorrttss  ttoo  

iiddeennttiiffyy  RRNNAA--bbiinnddiinngg  pprrootteeiinnss  iinnvvoollvveedd  iinn  

RRNNAA  eexxppoorrtt..  AA  nnuummbbeerr  ooff  RRNNAA--bbiinnddiinngg  

mmoottiiffss  hhaass  bbeeeenn  ddeessccrriibbeedd  iinn  rreecceenntt  yyeeaarrss,,  

ssuucchh  aass  tthhee  RRNNPP  mmoottiiff,,  tthhee  aarrggiinniinnee--rriicchh  

mmoottiiff,,  tthhee  RRGGGG  bbooxx  aanndd  tthhee  hheetteerrooggeennoouuss  

nnuucclleeaarr  rriibboonnuucclleeoopprrootteeiinn  KK--hhoommoollooggoouuss  

((KKHH))  ddoommaaiinn  ((KKiilleeddjjiiaann  eett  aall,,  11999955))..  TThhee  

mmuullttii--KKHH--pprrootteeiinn  vviiggiilliinn  hhaass  aa  nnuucclleeaarr  

llooccaalliizzaattiioonn  sseeqquueennccee,,  aanndd  hhaass  bbeeeenn  

llooccaalliizzeedd  iinn  tthhee  nnuucclleeuuss  aanndd  ccyyttooppllaassmm  ooff  aa  

wwiiddee  vvaarriieettyy  ooff  cceellllss  ((KKuueegglleerr  eett  aall,,  11999966))..  

                  AAnnaallyyssiiss  ooff  tthhee  vviiggiilliinn  KKHH--ddoommaaiinn  

ssttrruuccttuurree  hhaass  ssuuggggeesstteedd  tthhaatt  tthhee  pprrootteeiinn  

ccoonnssiissttss  ooff  1155  KKHH  ddoommaaiinnss  ((KKrruussee  eett  aall,,  

11999966)),,  rraatthheerr  tthhaann  tthhee  1144  ddoommaaiinnss  ddeessccrriibbeedd  

pprreevviioouussllyy..  TThhee  ooccccuurrrreennccee  ooff  aann  aaddddiittiioonnaall  

ffiifftteeeenntthh  NN--tteerrmmiinnaall  KKHH  ddoommaaiinn  iiss  

ssuuppppoorrtteedd  bbyy  tthhee  oobbsseerrvvaattiioonn  tthhaatt  tthhee  

eexxoonn//iinnttrroonn  bboouunnddaarriieess  aallssoo  ddeeffiinnee  tthhee  

ssttrruuccttuurree  ooff  tthhiiss  ddoommaaiinn,,  aass  oobbsseerrvveedd  ffoorr  tthhee  

rreemmaaiinniinngg  1144  ddoommaaiinnss  ((LLaanngg  aanndd  

FFrriiddoovviicchh--KKeeiill,,  22000000))..  SSiinnccee  tthhee  KKHH--

ddoommaaiinn  sseeqquueennccee  mmoottiiff  iiss  hhiigghhllyy  

ddeeggeenneerraattee,,  aanndd  ttoo  aavvooiidd  ccoonnffuussiioonn  wwiitthh  tthhee  

nnuummbbeerriinngg  ooff  tthhee  1144  KKHH  ddoommaaiinnss  ooff  vviiggiilliinn  

ddeessccrriibbeedd  pprreevviioouussllyy,,  tthhee  vviiggiilliinn  ttRRNNAA  

ccoommpplleexx  hhaass  oonnllyy  bbeeeenn  cchhaarraacctteerriizzeedd  ffrroomm  aa  

ccyyttoossoolliicc  eexxttrraacctt  ((KKrruussee  eett  aall,,  11999988))..  

                  AAlltthhoouugghh  vviiggiilliinn  iiss  aann  uubbiiqquuiittoouuss  

pprrootteeiinn,,  iitt  sshhoouulldd  bbee  eemmpphhaassiizzeedd  tthhaatt  

hhiigghheesstt  eexxpprreessssiioonn  iiss  oobbsseerrvveedd  iinn  tthhoossee  cceellllss  

wwhhiicchh  aarree  kknnoowwnn  ttoo  pprroodduuccee  hhiigghh  qquuaannttiittiieess  

ooff  pprrootteeiinn,,  ssuucchh  aass  lliivveerr  ppaarreenncchhyymmaall  cceellllss  

oorr  ppaannccrreeaattiicc  sseeccrreettoorryy  cceellllss  ((PPlleennzz  eett  

aall,,11999933;;  AArrnniinngg  eett  aall,,  11999966))..  FFrroomm  tthhee  

iinnccrreeaassee  ooff  vviiggiilliinn  pprroodduuccttiioonn  iinn  cceellllss  aanndd  

ttiissssuueess  wwiitthh  ssttiimmuullaatteedd  ttrraannssllaattiioonnaall  

aaccttiivviittyy,,  aanndd  oowwiinngg  ttoo  tthhee  ffaacctt  tthhaatt  
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aannttiivviiggiilliinn  aannttiibbooddiieess  mmaayy  iinnhhiibbiitt  tthhee  

ssyynntthheessiiss  ooff  pprrootteeiinnss  dduurriinngg  ttrraannssllaattiioonn  iinn  

vviittrroo  ((WWeebbeerr  eett  aall,,11999977;;  KKrruussee  eett  aall,,  22000000)),,  

iitt  iiss  rreeaassoonnaabbllee  ttoo  aassssuummee  tthhaatt  vviiggiilliinn  mmaayy  

hhaavvee  aa,,  aass  yyeett  uunnkknnoowwnn,,  ffuunnccttiioonn  iinn  pprrootteeiinn  

ttrraannssllaattiioonn..  TThhee  ppeesseenntt  ssttuuddyy  wwaass  ddeessiiggnneedd  

ttoo    iinnvveessttiiggaattee  tthhee  ccoonnssttrruuccttiioonn,,  ttrraannssffeeccttiioonn  

aanndd  pprroodduuccttiioonn  ooff  rreeccoommbbaanniinntt  vviiggiilliinn  iinn  

mmaammmmaalliiaann  eexxpprreessssiioonn  ssyysstteemm  aass  sseeccrreetteedd  

pprrootteeiinn..  

  

Materials and Methods 
 

Recombinant expression plasmid of vigilin 

(pCEP-vigilin plasmid) 


                  VViiggiilliinn  ccDDNNAA  wwaass  aammpplliiffiieedd  bbyy  

ppoollyymmeerraassee  cchhaaiinn  rreeaaccttiioonn  ((MMuulllliiss  eett  aall,,  

11998866))    wwiitthh  sseennssee  pprriimmeerr  aanndd  aannttii--sseennssee  

pprriimmeerr..    TThhee  aammpplliiffiiccaattiioonn  pprroodduucctt  wwaass  

iinnsseerrtteedd  iinnttoo  rreessttrriicctteedd  eexxpprreessssiioonn  vveeccttoorr  

ppCCEEPP--PPuu  ((KKoohhffeellddtt  eett  aall..,,  11999977))..  
  

TTrraannssffeeccttiioonn  aanndd  PPrroodduuccttiioonn  ooff  

RReeccoommbbiinnaanntt  vviiggiilliinn  
  

                  HHuummaann  eemmbbrryyoonniicc  kkiiddnneeyy  cceellllss  wweerree  

ccuullttiivvaatteedd  iinn  DDuullbbeeccccoo''ss  mmooddiiffiieedd  EEaaggllee  

mmeeddiiuumm  ccoonnttaaiinniinngg  1100%%  ffeettaall  ccaallff  sseerruumm,,  

00..2255  mmgg//mmll  GG441188,,  00..11  mmgg//mmll  

ppeenniicciilllliinn//ssttrreeppttoommyycciinn,,  aanndd  22  mmMM  LL--

GGlluuttaammiinnee..  TThhee  ppCCEEPP--vviiggiilliinn  ppllaassmmiidd  ((2255  

µµgg))  wwaass  ttrraannssffeecctteedd  iinnttoo  cceellllss  ((oonnee  mmiilllliioonn  

cceellllss//1100  ccmm
22
  ccuullttuurree  ddiisshh))  uussiinngg  aa  ccaallcciiuumm  

pphhoosspphhaattee  pprreecciippiittaattiioonn  mmeetthhoodd  ((CChheenn  aanndd  

OOkkaayyaammaa,,  11998877))  aanndd    aa  sseelleeccttiioonn  ppeerriioodd  

wwiitthh  00..55  µµgg//mmll  ppuurroommyycciinn..    
 

Purification of recombinant vigilin by 

affinity chromatography 


                  TThhee  sseerruumm--ffrreeee  cceellll  ccuullttuurree  mmeeddiiaa  

((tthhrreeee  lliitteerrss))  ccoonnttaaiinniinngg  rreeccoommbbiinnaanntt  vviiggiilliinn  

wwaass  ccoonncceennttrraatteedd  ttoo  ~~5500  mmll,,  aanndd  ddiiaallyyzzeedd..  

TThhee  ddiiaallyyzzaattee  wwaass  llooaaddeedd  oonn  aa  NNii
22++

--

nniittrriilloottrriiaacceettaattee  ssuuppeerrffllooww  ccoolluummnn..  AAfftteerr  

bbeeiinngg  wwaasshheedd  wwiitthh  3300  ccoolluummnn  vvooll..  ooff  wwaasshh  

bbuuffffeerr  [[5500  mmMM  NNaaHH22PPOO44  ((ppHH  88..00))//11  MM  

NNaaCCll]]  aanndd  1100  ccoolluummnn  vvooll..  ooff  wwaasshh  bbuuffffeerr  

ccoonnttaaiinniinngg  4400  mmMM  iimmiiddaazzoollee,,  tthhee  

rreeccoommbbiinnaanntt  vviiggiilliinn  wwaass  eelluutteedd  iinn  tthhee  wwaasshh  

bbuuffffeerr  ccoonnttaaiinniinngg  8800  mmMM  iimmiiddaazzoollee..    

Western Blot (immunoblot) analysis 

                  PPrrootteeiinnss  wweerree  rreessoollvveedd  oonn  ssooddiiuumm  

ddooddeeccyyll  ssuullffaattee  ((SSDDSS))  ppoollyyaaccrryyllaammiiddee  ggeellss    

((LLaaeemmmmllii  ,,11997700))  aanndd  ttrraannssffeerrrreedd  oonnttoo  

nniittrroocceelllluulloossee  mmeemmbbrraannee  ((  LLii  eett  aall,,  11999933))..  

MMeemmbbrraanneess  wweerree  iinnccuubbaatteedd  ffoorr  22  hh  iinn  1100  

mmMM  TTrriiss--HHCCll,,  ppHH  88..00,,  115500  mmMM  NNaaCCll,,  

00..0055%%  TTrriittoonn  XX--110000  ((TTBBSSTT))  ccoonnttaaiinniinngg  1155  

%%  sskkiimm  mmiillkk,,  rriinnsseedd  wwiitthh  TTBBSSTT,,  aanndd  tthheenn  

iinnccuubbaatteedd  oovveerr  nniigghhtt  wwiitthh  ppoollyycclloonnaall  aannttii--

vviiggiilliinn  aannttiisseerruumm  FFPPIIIIII  ((11::11000000  ddiilluutteedd))  iinn  

TTBBSSTT  ccoonnttaaiinniinngg  00..11  %%  bboovviinnee  sseerruumm  

aallbbuummiinn  ((BBSSAA))..  MMeemmbbrraanneess  wweerree  wwaasshheedd  

tthhrreeee  ttiimmeess  wwiitthh  TTBBSSTT,,  iinnccuubbaatteedd  wwiitthh  aannttii--

rraabbbbiitt  iimmmmuunngglloobbuulliinnss  ccoonnjjuuggaatteedd  wwiitthh  

aallkkaalliinnee  pphhoosspphhaattaassee  ((11::11000000  ddiilluutteedd))  iinn  

TTBBSSTT  iinncclluuddiinngg  00..11  %%  BBSSAA  ffoorr  11  hh  aatt  rroooomm  

tteemmppeerraattuurree..  AAfftteerr  iinnccuubbaattiioonn  iinn  110000  mmMM  

TTrriiss--HHCCll,,  ppHH  99..55,,  110000  mmMM  NNaaCCll  aanndd  55  mmMM  

MMggCCll22  ((AAPP--bbuuffffeerr))  ffoorr  1100  mmiinn,,  pprrootteeiinn  

bbaannddss  wweerree  vviissuuaalliizzeedd  bbyy  aa  ccoolloorr  rreeaaccttiioonn  

wwiitthh  nniittrroo  bblluuee  tteettrraazzoolliiuumm//55--bbrroommoo--44--

cchhlloorroo--33--iinnddoollyyll  pphhoosspphhaattee  ddiissssoollvveedd  iinn  

bbuuffffeerr  uunnttiill  tthhee  bbaannddss  wweerree  cclleeaarrllyy  vviissiibbllee..  

 

Immunofluorescence staining of  

transfected cells  with vigilin 


                  TThhee  ttrraannssffeecctteedd  hhuummaann  eemmbbrryyoonniicc  

kkiiddnneeyy  cceellllss  wwiitthh  vviiggiilliinn  wweerree  ggrroowwnn  iinn  

IIssccoovveess  mmeeddiiuumm,,  ssuupppplleemmeenntteedd  wwiitthh  1100  %%  

ffeettaall--ccaallff  sseerruumm,,  110000  UU//mmll  ppeenniicciilllliinn,,  110000  

µµgg//mmll  ssttrreeppttoommyycciinn,,  00..0055  mmgg//mmll  ll--aassccoorrbbiicc  

aacciidd  ssooddiiuumm  ssaalltt  aanndd  22mmMM  gglluuttaammiinnee..  

UUnnddeerr  tthheessee  ggrroowwtthh  ccoonnddiittiioonnss  bbrriieeffllyy  22--

44xx1100
55
  cceellllss  wweerree  ggrroowwnn  oonn  rroouunndd  ccoovveerr  

sslliippss  ((2222  mmmm  iinn  ddiiaammeetteerr))  ffoorr  4488  hh,,  wwaasshheedd  

ttwwiiccee  wwiitthh  pphhoosspphhaattee  bbuuffffeerreedd  ssaalliinnee  ((PPBBSS,,  

113377  mmMM  NNaaCCll,,  88..55  mmMM  NNaa22HHPPOO44,,  11..55  mmMM  

KKHH22PPOO44,,  33  mmMM  KKCCLL,,  ppHH  77..33)),,  ffiixxeedd  wwiitthh  

mmeetthhaannooll  ffoorr  1100  mmiinn  aanndd  ssuubbsseeqquueennttllyy  wwiitthh  

aacceettoonnee  ffoorr  11  mmiinn  aatt  ––2200  °°CC..  CCeellllss  wweerree  

wwaasshheedd  aaggaaiinn  ttwwiiccee  wwiitthh  PPBBSS..  AAss  pprriimmaarryy  

aannttiisseerruumm  aanndd  aannttii--vviiggiilliinn  aannttiibbooddyy  FFPPIIIIII  

((ddiilluuttiioonn  11::220000  iinn  PPBBSS  ccoonnttaaiinniinngg  00..11  %%  

BBSSAA))  wweerree  aapppplliieedd  ffoorr  oonnee  hhoouurr  aatt  3377  °°CC..  

FFoorr  fflluuoorreesscceennccee  ssttaaiinniinngg  ooff  cceellllss  aa  CCyy33  

ccoonnjjuuggaatteedd  sseeccoonnddaarryy  aannttii--rraabbbbiitt  aannttiisseerruumm  

((ddiilluuttiioonn  11::440000))  ccoommbbiinneedd  wwiitthh  aann  AAMMCCAA  

ccoonnjjuuggaatteedd  sseeccoonnddaarryy  aannttii--hhuummaann  aannttiisseerruumm  

((ddiilluuttiioonn  11::110000))..  
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Results 
 

Construction and expression of 

recombinant vigilin 


                    ccDDNNAA  ooff  vviiggiilliinn  wwaass  aammpplliiffiieedd  bbyy  

ppoollyymmeerraassee  cchhaaiinn  rreeaaccttiioonn  ((PPCCRR))  wwiitthh  

sseennssee  pprriimmeerr  55’’--CCAATTGGCCCCAATTGGGGGGGGAA--

GGTTTTCCCCGGTTTTGGCCAAGGTTTTTTTTGGAACCCC--33’’  aanndd  

aannttii--sseennssee  pprriimmeerr  55’’--GGAAAAGGAATTCCTTTTCCGGTT--

TTTTGGGGGGGGCCCCCCCCAAAAGGGGGGAAGG--33’’  iinn  tthhee  

pprreesseennccee  ooff  ddNNTTPPss  aanndd  PPCCRR  bbuuffffeerr..  TThhee  

PPCCRR  aammpplliiffiiccaattiioonn  pprroodduuccttss  wweerree  

ffrraaccttiioonnaatteedd  bbyy  ggeell  eelleeccttrroopphhoorreessiiss  uussiinngg  

00..88%%  aaggaarroossee  ggeell  ((FFiigg..  11))..  DDNNAA  bbaanndd  wwaass  

vviissuuaalliizzeedd  uunnddeerr  uullttrraavviioolleett  lliigghhtt  aafftteerr  

ssttaaiinniinngg  wwiitthh  eetthhiiddiiuumm  bbrroommiiddee  ((FFiigg..  11,,  llaannee  

22))..    TThhee  NNccooII--BBggllIIII  ffrraaggmmeenntt  ooff  tthhee  

aammpplliiffiiccaattiioonn  pprroodduucctt  wwaass  iinnsseerrtteedd  iinnttoo  tthhee  

NNccooII--BBggllIIII  rreessttrriicctteedd  eexxpprreessssiioonn  vveeccttoorr  

ppCCEEPP--PPuu  ccoonnttaaiinniinngg  tthhee  ssiiggnnaall  ppeeppttiiddee  

sseeqquueennccee  BBMM--4400  aanndd  aa  PPuurroommyycciinnee  

rreessiissttaannccee  ggeennee  ((FFiigg..  22))  rreessuullttiinngg  iinn  ppllaassmmiidd  

ppCCEEPP--vviiggiilliinn..    TThhiiss  ppllaassmmiidd  eennccooddeess  11226666  

aammiinnoo  aacciiddss  rreessiidduueess  ((33880000bbpp))  wwhhiicchh  iiss  

iiddeennttiiccaall  ttoo  tthhee  wwhhoollee  lleennggtthh  ooff  vviiggiilliinn..  TThhee  

ppllaassmmiidd  ppCCEEPP--vviiggiilliinn  wwaass  rreessttiicctteedd  bbyy  

ssppeecciiffiicc  eennzzyymmeess  ttoo  ccoonnttrrooll  tthhee  iinnsseerrtt  PPCCRR  

ffrraaggmmeenntt  iinnttoo  vveeccttoorr  ((FFiigg..  33))..  TThhee  NNccooII--

BBggllIIII  rreessttrriicctteedd  ppllaassmmiidd  sshhooww  ttwwoo  bbaannddss  

((FFiigg..  33AA,,  llaannee  22))  aanndd  NNhheeII--NNccooII--BBggllIIII  

rreessttrriicctteedd  ppllaassmmiidd  sshhooww  tthhrreeee  bbaannddss  ((FFiigg..  

33BB  aanndd  CC,,  llaannee  22))..  AAss  nneeggaattiivvee  ccoonnttrrooll  

wwiitthhoouutt  rreessttrriiccttiioonn,,  tthhee  ppllaassmmiidd  sshhooww  nnoo  

bbaanndd  ((FFiigg..  33BB,,  llaannee  33))..  

                  ppCCEEPP--vviiggiilliinn  ppllaassmmiidd  wwaass  ttrraannssffeecctteedd  

iinnttoo  hhuummaann  eemmbbrryyoonniicc  kkiiddnneeyy  cceellllss..  TThhee  

ttrraannssffeecctteedd  cceellllss  wweerree  ggrroowwnn  ttoo  ccoonnfflluueennccee,,  

wwaasshheedd  ttwwiiccee  wwiitthh  pphhoosspphhaattee--bbuuffffeerreedd  

ssaalliinnee,,  aanndd  sswwiittcchheedd  ttoo  sseerruumm--ffrreeee  mmeeddiiuumm..  

TThhee  mmeeddiiaa  wweerree  ccoolllleecctteedd  eevveerryy  4488  hh,,  

ccoooolleedd,,  cceennttrriiffuuggeedd  ttoo  rreemmoovvee  cceelllluullaarr  

ddeebbrriiss..  

  

ppuurriiffiiccaattiioonn  ooff  rreeccoommbbiinnaanntt  vviiggiilliinn  

  

  TThhee  ppuurriiffiiccaattiioonn  ooff  rreeccoommbbiinnaanntt  

vviiggiilliinn  wwaass  ssttaarrtteedd  wwiitthh  ttwwoo  lliitteerr  ooff    

ccoonnddiittiioonneedd  sseerruumm--ffrreeee  mmeeddiiuumm..  AAfftteerr  

ccoonncceennttrraattiioonn  aanndd  ddiiaallyyssiiss,,  tthhee  ddaaiillyyzzaattee  

wwaass  ppuurriiffiieedd  bbyy    aaffffiinniittyy    cchhrroommaattooggrraapphhyy  

  

  ((FFiigg..  44))..  AAllll  ooff  ccoonnttaammiinnaattiinngg  pprrootteeiinnss  

eelluutteedd  aatt  ddiiffffeerreenntt  ppoossiittiioonnss..  TThhee  eelluuttiioonn  

pprrooffiillee  rreeccoorrddeedd  aatt  223300  nnmm  sshhooww  eelluuttiioonn  

ffrraaccttiioonnss  ooff  vviiggiilliinn  ffrroomm  11--55  ((FFiigg..  44))..  

    

CChhaarraacctteerriizzaattiioonn  ooff  rreeccoommbbiinnaanntt  vviiggiilliinn  

A-SDS-PAGE and Immunobloting 

analysis of recombinant vigilin 

  BBeeffoorree  ppuurriiffiiccaattiioonn,,  tthhee  ccoonnddiittiioonneedd  

sseerruumm--ffrreeee  mmeeddiiuumm  wwaass  tteesstteedd  ffoorr  tthhee  

pprreesseennccee  ooff    rreeccoommbbiinnaanntt  vviiggiilliinn  bbyy  SSDDSS  

ggeell  eelleeccttrroopphhoorreessiiss  uussiinngg  ccoooommaassssiiee  bblluuee  

ssttaaiinniinngg  aanndd  iimmmmuunnoobblloottttiinngg..  CCoommppaarreedd  

wwiitthh  nnoonnttrraannssffeecctteedd  ccoonnttrroollss  ((FFiigg..  55AA,,  llaannee  

11)),,  tthhee  ttrraannssffeecctteedd  cceellllss  sseeccrreetteedd  

aapppprrooxxiimmaatteellyy  22  gg  //mmll  ooff  rreeccoommbbiinnaanntt  

vviiggiilliinn  wwiitthh  aann  aappppaarreenntt  mmoolleeccuullaarr  mmaassss  ooff  

114400  kkDDaa  ((FFiigg..  55AA,,  llaannee22))..  TThhee  ssaammee  

rreeccoommbbiinnaanntt  ffrraaggmmeenntt  wwaass  iiddeennttiiffiieedd  iinn  

iimmmmuunnoobblloottss  wwiitthh  ssppeecciiffiicc  aannttiibbooddyy  aaggaaiinnsstt  

vviiggiilliinn  aatt  tthhee  ssaammee  mmoolleeccuullaarr  mmaassss  ooff  114400  

kkDDaa  ((FFiigg..  66,,  llaannee22))..  

                  AAfftteerr  ppuurriiffiiccaattiioonn,,  TThhee  eelluuttiioonn  

ffrraaccttiioonnss  wweerree  tteesstteedd  ffoorr  tthhee  pprreesseennccee  ooff  

rreeccoommbbiinnaanntt  vviiggiilliinn  bbyy  SSDDSS  ggeell  eelleeccttrroopphhoo--

rreessiiss  aanndd  ssttaaiinneedd  wwiitthh  ccoooommaassssiiee  bblluuee  

ssttaaiinniinngg..  AAbboouutt  4400  %%  ooff    ssttaarrtteedd  pprrootteeiinn  wwaass  

rreeccoovveerreedd  aanndd  tthhee  ffiinnaall  ppuurriittyy  ooff    hhiigghhllyy  

ppuurriiffiieedd  rreeccoommbbiinnaanntt  vviiggiilliinn  wwaass  ddeetteecctteedd  ttoo  

bbee  mmoorree  tthhaann  9955  %%  ((FFiigg..  55BB,,  llaanneess  11--44))..    AAnn  

iimmmmuunnoorreeaaccttiivvee  bbaanndd  wwiitthh  aann  aappppaarreenntt  

mmoolleeccuullaarr  mmaassss  ooff  aapppprrooxxiimmaatteellyy  114400  kkDDaa  

((FFiigg..  66,,  llaannee33))  wwaass  ddeetteecctteedd,,  wwhhiillee,,  nnoo  

iimmmmuunnrreeaaccttiivvee  pprroodduucctt  wwaass  ddeetteecctteedd  iinn  tthhee  

pprreeppaarraattiioonnss  ffrroomm  ccoonnttrrooll  ttrraannssffeecctteedd  cceellllss  

((FFiigg..  66,,  llaannee11))..  

  

BB--  IImmmmuunnoofflluuoorreesscceennccee  ssttaaiinniinngg  aannaallyyssiiss  

ooff  rreeccoommbbiinnaanntt  vviiggiilliinn  
  

                    IImmmmuunnoofflluuoorreesscceennccee  ssttaaiinniinngg  sseerrvveedd  

ttoo  ssttuuddyy  tthhee  llooccaalliizzaattiioonn  ooff  rreeccoommbbiinnaanntt  

vviiggiilliinn  mmoolleeccuulleess  iinn  ccyyttooppllaassmm  aanndd  nnuucclleeuuss  

ooff  ttrraannssffeecctteedd  cceellllss  ((FFiigg..  77))..  TTrraannssffeecctteedd  

cceellllss  wweerree  iimmmmuunnoossttaaiinneedd  wwiitthh  aannttiibbooddyy  

aaggaaiinnsstt  vviiggiilliinn  iinnddiiccaattiinngg  tthhee  llooccaalliizzaattiioonn  ooff  

vviiggiilliinn  mmoolleeccuulleess  iinn  tthhee  ccyyttooppllaassmm  aanndd  

nnuucclleeuuss  ((FFiigg..77AA))..  OOnn  tthhee  ootthheerr  hhaanndd,,  tthhee  

nnoonnttrraannssffeecctteedd  cceellllss  wwiitthh  vviiggiilliinn  ddiidd  nnoott  

sshhooww  iimmmmuunnoossttaaiinneedd  ((FFiigg..77BB))  aass  aa  nneeggaattiivvee  

ccoonnttrrooll..
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FFiigg..  11  PPoollyymmeerraassee  cchhaaiinn  rreeaaccttiioonn  ((PPCCRR))  aannaallyyssiiss..  TThhee  PPCCRR    pprroodduuccttss  ddeemmoonnssttrraatteedd  tthhee  

ffuullll  vviiggiilliinn  ffrraaggmmeenntt  ((33880000  bbpp))  iinn  llaannee  22..  II  kkbb  llaaddddeerr  mmaarrkkeerr  wwaass  rruunn  iinn  llaannee  11..  

  

  
 

Fig. 2 Construction of recombinant vigilin plasmid. The PCR vigilin fragment was 

ligated into pCEP-PU vector resulting in pCEP-PU-vigilin plasmid. 
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Fig. 3 The restriction endonucleases digestion of pCEP-PU-vigilin plasmid. Analysis on 

0.8% agarose gel, the vigilin plasmid was digested with Nco I- BgI II (panel A; 

lane2), Nhe I- Nco I- BgI II  (panel B; lane2 and panel C; lane2) and negative 

control without enzymes (panel B; lane3). I kb ladder marker for DNA shown in 

lane 1. 
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FFiigg..  44  PPuurriiffiiccaattiioonn  ooff  sseeccrreetteedd  vviiggiilliinn  bbyy  aaffffiinniittyy  cchhrroommaattooggrraapphhyy..  TThhee  eelluuttiioonn  pprrooffiillee  

rreeccoorrddeedd  aatt  223300  nnmm  sshhoowwss  tthhee  eelluuttiioonn  ffrraaccttiioonnss  ooff  ppuurriiffiieedd  vviiggiilliinn..  

  

  
  

FFiigg..  55  SSDDSS--  ppoollyyaaccrryyllaammiiddee  ggeell  eelleeccttrroopphhoorreessiiss  ((  SSDDSS--PPAAGGEE))  aannaallyyssiiss  ooff  rreeccoommbbiinnaanntt  

vviiggiilliinn..  TThhee  sseeccrreetteedd  vviiggiilliinn  wwaass  ppuurriiffiieedd,,  sseeppaarraatteedd  bbyy  SSDDSS--PPAAGGEE  aanndd  ssttaaiinneedd  

wwiitthh  CCoooommaassssiiee  BBlluuee..  AA  aanndd  BB,,  sseeccrreetteedd  vviiggiilliinn  bbeeffoorree  aanndd  aafftteerr  ppuurriiffiiccaattiioonn  

rreessppeeccttiivveellyy..  CCoonnttrrooll  mmeeddiiuumm  ffrroomm  nnoonnttrraannssffeecctteedd  cceellllss  ((((ppaanneell  AA;;  llaannee  11))  aanndd    

ttrraannssffeecctteedd  cceellllss  wwiitthh  vviiggiilliinn  ((ppaanneell  AA;;  llaannee22))..  VViiggiilliinn  ppaatttteerrnn  aafftteerr  aaffffiinniittyy  

cchhrroommaattooggrraapphhyy  ((ppaanneell  BB;;  llaanneess  11--44))..  PPoossiittiioonnss  ooff  gglloobbuullaarr  mmaarrkkeerr  pprrootteeiinnss  aarree  

iinnddiiccaatteedd  iinn  kkDDaa..  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  



Sayed Kamel Areida 

  

 315 

FFiigg..  66  IImmmmuunnoobblloott  aannaallyyssiiss  ooff    sseeccrreetteedd  rreeccoommbbiinnaanntt  vviiggiilliinn..  TThhee  ppuurriiffiieedd  rreeccoommbbiinnaanntt  

vviiggiilliinn  sseeppaarraatteedd  bbyy  SSDDSS  ggeell  eelleeccttrroopphhoorreessiiss  aanndd  eelleeccttrroottrraannssffeerrrreedd  ttoo  

nniittrroocceelllluulloossee  mmeemmbbrraanneess..  TThhee  bblloott  wwaass  iinnccuubbaatteedd  wwiitthh  ffiirrsstt  aannttiibbooddyy  aaggaaiinnsstt  

vviiggiilliinn  ffoorr  22  hhrrss  aanndd  wwiitthh  sseeccoonndd  aannttiibbooddyy  ffoorr  oonnee  hhoouurr..  TThhee  ccoonnddiittiioonnaall  ffrreeee  mmeeddiiaa  

ooff  sseeccrreetteedd  vviiggiilliinn  bbeeffoorree  ppuurriiffiiccaattiioonn  sshhoowwnn  iinn  llaannee  22  aanndd  aafftteerr  ppuurriiffiiccaattiioonn  iinn  llaannee  

33..  PPrrootteeiinnss  mmaarrkkeerr  iinnddiiccaatteedd  iinn  kkDDaa  iinn  llaannee  11..  

  

  
  

FFiigg..  77  IImmmmuunnoofflluuoorreesscceennccee  mmiiccrroossccooppyy  ooff  ttrraannssffeecctteedd  cceellllss  wwiitthh  vviiggiilliinn  ((AA))  aanndd  nnoonn--

ttrraannssffeecctteedd  cceellllss  ((BB))  aass  nneeggaattiivvee  ccoonnttrrooll..  

  

  
 


Discussion 


 Vigilin, a protein with 15 reiterative 

putative RNA-binding domains of the KH 

type (Dodsen and Shapiro, 1997), has been 

shown to be capable of binding RNA. The 
observation that vigilin is part of a nuclear 

as well as a cytoplasmic multi-protein tRNP 

(Kügler et al., 1996) suggested that one 
cellular function of the protein might be 

associated with tRNA binding and/or 

export. This idea was supported by the 

finding that cellular levels of vigilin are 

always highest under conditions of 

increased protein synthesis (Mahone et al., 
1995),  which imply a high demand for 

tRNA molecules. 

         Also, the isolated vigilin complexes 
are composed of a large number of 

polypeptides, they nevertheless satisfy 

several criteria of specificity. First, they 
have been isolated from soluble nuclear and 

cytoplasmic protein fractions by using 
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affinity-purified anti-vigilin antibodies, 

yielding highly reproducible protein 

patterns with different immuno-affinity 
matrix preparations and different batches of 

soluble protein fractions from HEp-2 cells 

(Schmidt et al., 2002). Secondary, such 

complexes resist treatment with high salt 
concentrations (0.8–1.0 M NaCl), which 

releases the bound tRNA. 

  TThhee  pprreessccnnccee  ooff  ll44--11SS  KKHH--ddoommaaiinnss  

iiss  aa  ddiissttiinncctt  ssttrruuccttuurraall  ffeeaattuurree  ooff  vviiggiilliinnss  

ssiinnccee  ootthheerr  KKHH--pprrootteeiinnss  iinn  ggeenneerraall  ccoonnttaaiinn  

oonnllyy  11--SS  KKHH--ddoommaaiinnss..  AAllssoo,,  tthhee  pprreesseennccee  

ooff  KKHH--ddoommaaiinnss  iinn  ssuucchh  nnuummbbccrrss  aass  sseeeenn  iinn  

vviiggiilliinn  ccoouulldd  bbcc  tthhee  rreeaassoonn  ooff  aa  vvaarriieettyy  aatt  

ffiirrsstt  ggllaannccee  ccoonnttrraaddiiccttoorryy  iinntteerraaccttiioonn  

pprrooffiilleess  wwiitthh  ddiiffffeerreenntt  RRNNAA  ssppeecciieess  ((WWeebbeerr  

eett  aall..,,  11999977))..  LLooookkiinngg  aatt  tthhee  mmoottiiff  

aalliiggnnmmeenntt  iinn  vviiggiilliinn  aanndd  ootthheerr  KKHH--pprrootteeiinnss  

sshhoowwss  eevviiddeenntt  tthhaatt  tthhee  ttiigghhtt  ccoonnsseeccuuttiivvee  

aarrrraannggeemmeenntt  ooff  tthhee  1144//II  SS  KKHH--ddoommaaiinnss  iiss  

eexxcceeppttiioonnaall  aass  iiss  tthhee  llooccaalliizzaattiioonn  ooff  bbootthh  tthhee  

NNLLSS  aanndd  NNEESS  aatt  uunniiqquuee  ssiittccss  wwiitthhiinn  tthhee  

KKHH--ddoommaaiinnss..    

AA  cceennttrraall  qquueessttiioonn  iiss  ccoonncceerrnneedd  

wwiitthh  wwhhiicchh  pprrootteeiinn  ccoommppoonneennttss  ooff  tthhee  

ccyyttooppllaassmmiicc  aanndd  nnuucclleeaarr  vviiggiilliinn--ccoonnttaaiinniinngg  

ttRRNNPPss  pphhyyssiiccaallllyy  iinntteerraacctt  wwiitthh  ttRRNNAA..  

VViiggiilliinn  iittsseellff  mmaayy,,  iinn  ppaarrtt,,  ffuullffiill  tthhiiss  rroollee,,  

oowwiinngg  ttoo  iittss  ttaannddeemmllyy  rreeppeeaatteedd  KKHH  

ddoommaaiinnss,,  wwhhiicchh  hhaavvee  bbeeeenn  sshhoowwnn  ttoo  bbiinndd  

RRNNAA  iinn  ootthheerr  pprrootteeiinnss..  TThhiiss  qquueessttiioonn  wwaass  

aaddddrreesssseedd  bbyy  aannaallyyssiinngg  tthhee  bbiinnddiinngg  ooff  

rraaddiiooaaccttiivvee  vviiggiilliinn  ttrraannssllaatteedd  iinn  vviittrroo  ttoo  

bbiioottiinnyyllaatteedd  ttRRNNAA  iimmmmoobbiilliizzeedd  oonn  

ssttrreeppttaavviiddiinn--ccooaatteedd  mmaaggnneettiicc  bbeeaaddss  

((DDooddssoonn  aanndd  SShhaappiirroo,,  11999977))..  SSppeecciiffiicciittyy  ooff  

ttRRNNAA--bbiinnddiinngg  iiss  ssuuggggeesstteedd  bbyy  ccoommppeettiittiioonn  

eexxppeerriimmeennttss,,  ssiinnccee  tthhee  pprreesseennccee  ooff  eexxcceessss  

ffrreeee  ttRRNNAA  oovveerr  iimmmmoobbiilliizzeedd  ttRRNNAA  

iinnhhiibbiitteedd  rreepprroodduucciibbllyy  vviiggiilliinn  bbiinnddiinngg  ttoo  tthhee  

iimmmmoobbiilliizzeedd  ttRRNNAA..  TThhuuss  ,,  tthhee  eevviiddeennccee  

tthhaatt  vviiggiilliinn  mmaayy  bbee  aabbllee  ttoo  bbiinndd  aa  cceelllluullaarr  

RRNNAA,,  nnaammeellyy  ttRRNNAA,,  wwhhiicchh  iiss  iinn  lliinnee  wwiitthh  

ssttrruuccttuurraall  iinnvveessttiiggaattiioonnss  ((DDrraappeerr  eett  aall..,,  

22000011))  wwhhiicchh  pprreeddiicctt  aann  RRNNAA--bbiinnddiinngg  

ssuurrffaaccee  oonn  tthhee  vviiggiilliinn  KKHH  ddoommaaiinn..  

HHoowweevveerr,,  tthheessee  rreessuullttss  ddoo  nnoott  rruullee  oouutt  tthhee  

ppoossssiibbiilliittyy  tthhaatt  vviiggiilliinn  aanndd  ootthheerr  

ccoommppoonneennttss  ooff  oouurr  iimmmmuunnooaaffiinniittyy--ppuurriiffiieedd  

vviiggiilliinn  ccoommpplleexxeess  mmaayy  iinntteerraacctt  wwiitthh  ttRRNNAA  

((KKrruussee  eett  aall..,,  22000000))..  TThhee  pprroommiinneenntt  114400  

kkDDaa  pprrootteeiinn  bbaanndd  ffoouunndd  ttoo  bbee  eennrriicchheedd  iinn  

bbootthh  tthhee  ccyyttooppllaassmmiicc  aanndd  tthhee  nnuucclleeaarr  vviiggiilliinn  

ccoommpplleexxeess..  IInn  ccoonncclluussiioonn,,  TThheessee  

eexxppeerriimmeennttaall  ssttrraatteeggyy  ooff  eexxpprreessssiinngg  tthhee  

vviiggiilliinn  aass  aa  sseeccrreetteedd  rreeccoommbbiinnaanntt  pprrootteeiinn  

sshhoouulldd  ffaacciilliittaattee  ffuuttuurree  ssttuuddiieess  tthhaatt  aaddddrreessss  

tthhee  ssttrruuccttuurree  aanndd  ffuunnccttiioonn  ooff  tthhiiss  pprrootteeiinn..  
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ttoo  aa  mmuullttii--pprrootteeiinn  ccoommpplleexx..  BBiioocchheemm..  JJ..  

334466,,  110077--111155  

1100..  KKuueegglleerr,,  SS..,,  GGrrüünnwweelllleerr,,  AA..,,  PPrroobbsstt,,  CC..,,  

KKlliinnggeerr,,  MM..,,  MMüülllleerr,,  PP..KK..,,  aanndd  KKrruussee,,  CC..  

((11999966))..  VViiggiilliinn  ccoonnttaaiinnss  aa  ffuunnccttiioonnaall  

nnuucclleeaarr  llooccaalliissaattiioonn  sseeqquueennccee  aanndd  iiss  pprreesseenntt  

iinn  bbootthh  tthhee  ccyyttooppllaassmm  aanndd  tthhee  nnuucclleeuuss..  

FFEEBBSS  LLeetttt..  338822,,  333300--333344..  

1111..  LLaaeemmmmllii,,  UU..  KK..  ((11997700))..  CClleeaavvaaggee  ooff  

ssttrruuccttuurraall  pprrootteeiinnss  dduurriinngg  tthhee  aasssseemmbbllyy  ooff  

tthhee  hheeaadd  ooff  bbaacctteerriioopphhaaggee  TT44..  NNaattuurree  222277  

((2255))::  668800--668855..  

1122..  LLaanngg,,  BB..DD..  aanndd  FFrriiddoovviicchh--KKeeiill,,  JJ..LL..  

((22000000))..  SSccpp116600pp,,  aa  mmuullttiippllee  KKHH--ddoommaaiinn  

pprrootteeiinn,,  iiss  aa  ccoommppoonneenntt  ooff  mmRRNNAA  

ccoommpplleexxeess  iinn  yyeeaasstt..  NNuucclleeiicc  AAcciiddss  RReess..  2288,,  

11557766--11558844..  

1133..  LLii,,  KK..,,  KK..  TTaammaaii,,  EE..  MM..  TTaann,,  aanndd  JJ..  UUiittttoo..  

((11999933))..  CClloonniinngg  ooff  ttyyppee  XXVVIIII  ccoollllaaggeenn..  

CCoommpplleemmeennttaarryy  aanndd  ggeennoommiicc  DDNNAA  

sseeqquueenncceess  ooff  mmoouussee  118800--kkiillooddaallttoonn  BBuulllloouuss  

PPeemmpphhiiggooiidd  AAnnttiiggeenn  ((BBPPAAGG22))  pprreeddiicctt  aann  

iinntteerrrruupptteedd  ccoollllaaggeennoouuss  ddoommaaiinn,,  aa  

ttrraannssmmeemmbbrraannee  sseeggmmeenntt,,  aanndd  uunnuussuuaall    

  

  

  

  

  

  

  

ffeeaattuurreess  iinn  tthhee  55''--eenndd  ooff  tthhee  ggeennee  aanndd  tthhee  33''--

uunnttrraannssllaatteedd  rreeggiioonn  ooff  tthhee  mmRRNNAA..  JJ..  BBiiooll  

CChheemm..,,  226688    ((1122))::  88882255--88883344..  

1144..  MMaahhoonnee,,  MM..,,  SSaaffffmmaann,,  EE..EE..  aanndd  LLaasskkoo,,  

PP..FF..  ((11999955))..  LLooccaalliizzeedd  BBiiccaauuddaall--CC  RRNNAA  

eennccooddeess  aa  pprrootteeiinn  ccoonnttaaiinniinngg  aa  KKHH  ddoommaaiinn,,  

tthhee  RRNNAA  bbiinnddiinngg  mmoottiiff  ooff  FFMMRR11..  EEMMBBOO  JJ..  

1144,,  22004433--22005555  

1155..  MMuulllliiss,,  KK..BB..,,  FFaalloooonnaa,,FF..AA..,,  aanndd  HHoorrnn  

GG..TT  ((11998866))..  PPeecciiffiicc  eennzzyymmaattiicc  aammpplliiffiicc--

aattiioonn  ooff  DDNNAA  iinn  vviittrroo::  tthhee  ppoollyymmeerraassee  cchhaaiinn  

rreeaaccttiioonn..  CCoolldd  SSpprriinngg  HHaarrbboorr  SSyymmpp  QQuuaanntt  

BBiioo..  5511::226633--227733..  

1166..  NNaannddaabbaallaann,,  KK..  aanndd  RRooeeddeerr,,  GG..SS..  ((11999955))..  

BBiinnddiinngg  ooff  cceellll--ttyyppee--ssppeecciiffiicc  RRNNAA  sspplliicciinngg  

ffaaccttoorr  ttoo  iittss  ttaarrggeett  rreegguullaattoorryy  sseeqquueennccee..  

MMooll..  CCeellll..  BBiiooll..  1155,,  11995533--6600  

1177..  PPlleennzz,,  GG..,,  GGaann,,  YY..,,  RRaaaabbee,,  HH..MM..  aanndd  

MMüülllleerr  PP..KK..  ((11999933))..  EExxpprreessssiioonn  ooff  vviiggiilliinn  

iinn  cchhiicckkeenn  ccaarrttiillaaggee  aanndd  bboonnee..  CCeellll  TTiissssuuee  

RReess..  227733,,  338811--338899..  

1188..  SScchhmmiiddtt,,  CC..,,  HHeennkkeell,,  BB..,,  PPöösscchhll,,  EE..,,  

PPuurrsscchhkkee,,  WW..,,  GGllooee,,  TT..RR..  aanndd  MMüülllleerr,,  

PP..KK..  ((22000022))..  CCoommpplleettee  ccDDNNAA  sseeqquueennccee  ooff  

cchhiicckkeenn  vviiggiilliinn,,  aa  nnoovveell  pprrootteeiinn  wwiitthh  

aammpplliiffiieedd  aanndd  eevvoolluuttiioonnaarryy  ccoonnsseerrvveedd  

ddoommaaiinnss..  EEuurr..  JJ..  BBiioocchheemm..  220066,,  662255--663344..  

1199..  SSiioommii,,  HH..,,  CChhooii,,  MM..,,  SSiioommii,,  MM..CC..,,  

NNuussssbbaauumm,,  RR..LL..  aanndd  DDrreeyyffuussss,,  GG..  ((  11999944))..  

EEsssseennttiiaall  rroollee  ffoorr  KKHH  ddoommaaiinnss  iinn  RRNNAA  

bbiinnddiinngg::  IImmppaaiirreedd  RRNNAA  bbiinnddiinngg  bbyy  aa  

mmuuttaattiioonn  iinn  tthhee  KKHH  ddoommaaiinn  ooff  FFMMRR11  tthhaatt  

ccaauusseess  ffrraaggiillee  XX  ssyynnddrroommee..  CCeellll  7777,,  3333--3399..  

2200..  WWeebbeerr,,  VV..,,  WWeerrnniittzziinngg,,  AA..,,  HHaaggeerr,,  GG..,,  

HHaarraattaa,,  MM..,,  FFrraannkk,,  PP..  aanndd  

WWiinntteerrssbbeerrggeerr,,  UU..  ((11999977))..  PPuurriiffiiccaattiioonn  aanndd  

nnuucclleeiicc--aacciidd--bbiinnddiinngg  pprrooppeerrttiieess  ooff  aa  

SSaacccchhaarroommyycceess  cceerreevviissiiaaee  pprrootteeiinn  iinnvvoollvveedd  

iinn  tthhee  ccoonnttrrooll  ooff  ppllooiiddyy..  EEuurr..  JJ..  BBiioocchheemm..  

224499,,  330099--1177..  

  

    

  

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 ( المأشوب)إنشاء وعدوى وانتاج الفيجيلين المعاد صياغته 
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 في أوساط زراعة الأنسجة في الثدييات
 

 السيد كامل عريضه
كليح العلْم -قسن علن الحيْاى  –الوٌصْزج –جاهعح الوٌصْزج – هصس   

 
  

الٌّْيةح  جةص  هةي امحوةا  51الفيجيليي ُْ أحد الثس ّتيٌاخ الٌّْيةح لللليةح ي يونةْى هةي 
ّتيٌةةاخ عاليةةح ثسال وحةةدج  تثعاةةِا  ّالميةةس هووا لةةح يةةٔ الوسكيةةة  حيةة  توْاجةةد تةةْيسج هةة الو

ّالثح  هْضْع الدزاسح يوعلق تإًشاء، عدّٓ ّاًواج الفيجيليي الوعاد صياغوح ئ . الوسنس 

 . شزاعح امًسجح ئ الثديياخ أّساط

ام سلسلح تفاعل أًصين يي تإسولدلللفيجي الأهيٌيح للأحوا ّقد تن تالين الووات  النلٔ  

    .الْحداخ هي الحوض الٌّْٓ ئ ًاقلاخ النلًْح الثلوسج ،  ن تعد ذلك الوحام ُرٍ
 ةن تعةةد ذلةك تةةن هًوةةاج ُةرا الثةةسّتيي الوعةاد صةةياغوح يةةٔ هلايةا كلْيةةح جٌيٌيةَ ّذلةةك تٌ ةةل      

ي الوفسش هي ّتن تٌ يوَ هي الْسط الثسّتيٌ. تلاذهيد هأشْب لِرا الٌْع هي امحوا  الٌّْيح
تلك الللايةا الوحةْزج ّذلةك تْاسةرح طسي ةح ال اتلةح النسّهةاتْجسام ّقةد تةن الحصةْ  علةٔ 

                                                                                   . تسّتيي عالي الٌ اّج

رح ت ٌيةةةاخ الفصةةةل ّقةةد تةةةن الوعةةةسم علةةةٔ ُةةةرا الثةةةسّتيي الوعةةةاد صةةةياغوَ  تْاسةةة            

ّأسةفسخ ُةرٍ الو ٌيةاخ عةي أى الةْشى الجصية  لِةرا . النِستائي الجيلاتيٌةٔ ّالْسةوسى تلةْخ

إسةةولدام ت ٌيةةح الصةةثا الوٌةةاعٔ الفلْزيسٌسةةٔ للللايةةا تّ. كيلْدالوةةْى 541الثةةسّتيي حةةْالٔ 

النلْيةةح الوحةةةْزج الوةةصزّع تِةةةا الفيجيلةةةيي ّجةةد أى جصينةةةاخ ُةةةرا الثةةسّتيي هووسكةةةصج يةةةٔ 

                           .يوْتلاشم ّالٌْاج لِرٍ الللاياالس

، ي ةةةد  تةةةن الحصةةةْ  علةةةٔ الفيجيلةةةيي الوعةةةاد صةةةياغوح قهةةةا سةةةثّهةةةي هلاصةةةح                
                                                      .ئ صْزج ً يح هوا يسِل الدزاساخ الوسو ثلح عليح  هي حي  الوسكية ّالْظيفح( الوأشْب)

                                                                    

  


