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ها در آن به صورت  ژن، نقش برخي از ژن 25498يابي كامل ژنوم آرابيدوپسيس و شناسايي حدود  پس از توالي
هاي  توان به تعيين نقش هفت ژن در آرابيدوپسيس به عنوان ژن از جمله اين موارد مي. دشاحتمالي تعيين 

كننده آنزيم تيروزين آمينوترانسفراز اشاره نمود كه تا به حال نقش سه ژن با تحقيقات انجام شده  كداحتمالي 
در تحقيق حاضر، نقش ژن احتمالي ديگري از اين خانواده با استفاده از آزمون . مورد تاييد قرار گرفته است

ن تيروزين آمينوترانسفراز به دليل وقوع جهش در ژ. بررسي شد DL39مكمل سازي با باكتري اگزوتروف 
به منظور بررسي توانايي ژن احتمالي . باشد اين باكتري براي اسيد آمينه تيروزين اگزوتروف مي ،DL39باكتري 

تيروزين آمينوترانسفراز مورد نظر در مكمل سازي نقصان فعاليت تيروزين آمينوترانسفرازي باكتري، توالي ناحيه 
مورد استفاده قرار  DL39همسانه سازي شد و براي تراريختي باكتري  pQEهاي بيان  كد كنند ژن در ناقل

هاي تراريخت شده قابليت رشد در محيط بدون  نتايج آزمون مكمل سازي موفقيت آميز بود و باكتري. گرفت
نه بررسي فعاليت آنزيمي نيز نشان داد كه آنزيم قادر است اسيد آمي. مكمل اسيد آمينه تيروزين را بدست آوردند

نتايج بدست آمده در اين تحقيق، نقش تيرزوين  .هيدروكسي فنيل پيروات تبديل نمايد - 4تيروزين را به 
  .كند آمينوترانسفرازي ژن مورد بررسي را تاييد مي

 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
ژن  25498يابي ژنوم در آرابيدوپسيس، پس از اتمام پروژه توالي

هاي شناسايي شده،  به منظور ارزيابي نقش ژن. در آن شناسايي شد
ودات يوكاريوت يابي شده موج توالي  با ژنوم ژنوم آرابيدوپسيس

درصد از  69فعاليت حدود  .ديگر مورد مقايسه قرار گرفت
هايي با  يس بر اساس تشابه توالي آنها با پروتئيني آرابيدوپسها ژن

عملكرد مشخص در موجودات ديگر تعيين شد كه نسبت قابل 
، در فرآيندهاي متابوليسم و تنظيم ژن نقش ها توجهي از اين ژن

ها از طريق انجام آزمايش مورد  داشتند و تنها نه درصد از ژن
. (Arabidopsis Genome Initiative 2000)شناسايي قرار گرفتند 
ژن با نقش احتمالي  44توان به نامگذاري  از جمله اين موارد مي

در آرابيدوپسيس اشاره نمود كه نقش هفت ژن از  آمينوترانسفراز
 هاي كد كننده آنزيم تيروزين ژن به عنوان ژن 44اين 

. )Liepman and Olsen 2004(پيش بيني شد  آمينوترانسفراز
آميناز، آنزيمي است كه انتقال يك گروه  آمينوترانسفراز يا ترانس

به محل كربونيل يك تركيب را از يك تركيب دهنده آمين  آمين
معمولا اسيد آمينه به عنوان دهنده . پذيرنده آمين بر عهده دارد

. كند كتو اسيد به عنوان گيرنده آمين عمل مي -2آمين و 
هاي مختلف از  در ايجاد اسيد آمينه آمينوترانسفراز آنزيمي است كه
 آمينه اسيدهايسنتز  گياهان،در  .اهميت بالايي برخوردار است

حدواسط  طريق از )آلانين فنيل -Lو  تيروزين -L(آروماتيك 
كوريسمات از طريق . )، الف1شكل( گيرد مي كوريسمات انجام

شود سپس  فعاليت آنزيم كوريسمات موتاز به پريفنات تبديل مي
از پريفنات توسط آنزيم پريفنات كنش انتقال آمين وا

، L-Argonateمحصول انتقال آمين، . شود آمينوترانسفراز كاتاليز مي
 Lاسيد آمينه  آرگونات دهيدروژناز، اكسيد شده تا آنزيمتوسط 

تيروزين را ايجاد نمايد و يا از طريق فعاليت آنزيم آرگونات 
). ، الف1شكل( شود نين تبديل فنيل آلا - Lاسيد آمينه دهيدراتاز به 

 آلانين فنيل و يروزينتدر باكتري اشرشياكولي نيز همانند گياهان، 
، 1شكل(شوند  سنتز مي مشترك كوريسماتطريق حدواسط  از
تبديل كوريسمات به پريفنات  ،در اين مسير نيز اولين مرحله). ب
  L آمينه براي سنتز اسيد باكتري،   كه در  تفاوت  اين با   باشد مي
 

 /(prephenate dehydratase آنزيم دو عملكردي آلانين، فنيل
(chorismate mutase  كه توسط ژنpheA شود تبديل  كد مي

كوريسمات به پريفنات و پس از آن تبديل پريفنات به فنيل 
در مرحله نهايي نيز آنزيم تيروزين . نمايد مي پيروات را كاتاليز

را از  آلانين فنيل سنتز tyrBژن  آمينوترانسفراز كد شده توسط
بخشد  سرعت مي آلانين فنيل  -L بهفنيل پيروات طريق تبديل 

 آنزيم ،تيروزين -L آمينه اسيدسنتز در حاليكه براي ) ، ب1شكل(
 mutase/prephenate dehydrogenase chorismate دو عملكردي

 - 4كوريسمات به  شود تبديل كد مي tyrAكه توسط ژن 
آنزيم تيروزين فنيل پيروات را كاتاليز نموده و هيدروكسي 

 سنتز نهايي مرحله tyrBآمينوترانسفراز كد شده توسط ژن 
 -L بههيدروكسي فنيل پيروات  -4تيروزين از طريق تبديل 

 Mavrides and Orr(). ، ب1شكل(كند  هدايت ميتيروزين را 

1975; Whitaker et  al. 1982(.  
 تيروزينكه اشاره شد هفت ژن با نقش احتمالي  همانطور

اند و تا كنون  آرابيدوپسييس نامگذاري شدهدر آمينوترانسفراز 
با تحقيقات انجام شده مورد تاييد نقش سه ژن از اين خانواده ژني 

 .Titarenko et al. 1997; Lopukhina et al( قرار گرفته است

2001; Prabhu and Hudson  2010( . نتايج دو تحقيق انجام شده
 Psedomonas aeruinosaبا استفاده از ژن تيروزين آمينوترانسفراز 

)Gu et  al. 1998( خانواده تيروزين   و همچنين يكي از هفت ژن
در بانك  At5g36160آمينوترانسفراز آرابيدوپسيس داراي كد ژني 

نشان داد كه اين  ،)Prabhu and Hudson 2010(داده آرابيدوپسيس 
ها قادر به مكمل سازي باكتري اگزوتروف جهش يافته در ژن  ژن

در تحقيق حاضر نيز . بودند DL39نوترانسفراز با نام تيروزين آمي
 At5g53970بررسي نقش ژن ديگري از اين خانواده، با كد ژني 

 ، TARE ،WWW.arabidopsis.org در بانك داده آرابيدوپسيس،
ي سازي باكتر به اين منظور از آزمون مكمل. مورد نظر قرار گرفت

هاي تهيه شده از ژن مورد نظر و  با دستواره DL39اگزوتروف 
 - 4تيروزين به  -Lبررسي توانايي آنزيم براي تبديل اسيد آمينه 

  .هيدروكسي فنيل پيروات استفاده شد
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  )ب

  هر يك از اختصارها عبارتند از ).ب( E. coliو باكتري ) الف(آلانين در گياهان  فنيل-Lتيروزين و -Lمسير سنتز  -1شكل
 PheA (chorismate mutase/prephenate dehydratase) ،TyrA (chorismate mutase, prephenate dehydrogenase) و TyrB (tyrosine 

aminotransferase) برگرفته از )Prabhu and Hudson  2010( 

  

   هامواد و روش
 سازي ژن  ير و همسانهتكث

با برچسب هيستيدين به  ،pQE-60و  pQE-32هاي بيان  ناقل
براي  ،T5و داراي پروموتور  C و Nترتيب در انتهاي 

هضم آنزيمي اوليه در . ژن مورد نظر استفاده شدند سازي  همسانه
، به ترتيب با استفاده از آنزيم pQE-32 و ناقل pQE-60ناقل 
سيستم بافري و درجه حرارت ابق مط BamHIو  NcoI برشي

پس از  .انجام شد )فرمنتاس، آلمان(توصيه شده كارخانه سازنده 
 DNA، از آنزيم 5'هضم آنزيمي براي ايجاد دنباله صاف درانتهاي 

با توجه به دستورالعمل  )فرمنتاس، آلمان(  Klenowمراز پلي
ه، براي انجام واكنش هضم آنزيمي ثانوي. سازنده استفاده گرديد

هاي برشي انتخاب شده  ابتدا به دليل تفاوت سيستم بافري آنزيم
براي اين واكنش نسبت به واكنش هضم اوليه، از كيت خالص 

به منظور پاكسازي ناقل استفاده شد و در  )كياژن، آلمان(سازي 
و آنزيم برشي  pQE-60براي ناقل  BglIIمرحله بعد، آنزيم برشي 

KpnI   ناقل براي pQE-32  استخراج . قرار گرفت استفاده  رد مو  
  

  
RNA هاي برگي آرابيدوپسيس اكوتيپ كولمبيا با استفاده از نمونه 
دستورالعمل   مطابق  )آلمان  كياژن،( RNeasy Mini Kit     كيت

  DNAآلودگيبراي از بين بردن شركت سازنده انجام شد و 
 مورد) كياژن، آلمان( RNase-Free DNase Set، كيت ژنومي

، با استفاده از كيت cDNAسنتز  .استفاده قرار گرفت
SuperScript™ III Reverse Transcriptase kit )،اينويتروژن 

 18(dT)و اليگونوكلئوتيد  RNA، در حضور يك ميكروگرم )آمريكا
اي  آغازگرها به گونه طراحي، براي تكثير ژن مورد نظر. انجام شد

 pQEناقل  اي درج درمناسب بربرش سايت تا حاوي  شدانجام 
باشند، علاوه بر اين براي تهيه پروتئين نوتركيب بدون دنباله 

اي انجام شد كه داراي اسيد  هيستيدين، طراحي آغازگر به گونه
استفاده شود  pQE-60آمينه پايان بوده تا براي درج در ناقل 

در  PCRبا استفاده از واكنش ژن  ناحيه كد كنندهتوالي ). 1لجدو(
، )x10(ميكروليتر بافر  5/2ميكروليتري شامل  25واكنش مخلوط 

  مولار،  ميلي 10(  ريبونوكلئوتيد دئوكسي   مخلوط ميكروليتر   5/0

  
Arogenate 

dehydrogenase 

  
Arogenate 

dehydratase 
 

Prephenate    
aminotransferase 

  
L- tyrosine  

  

  
L- phenylalanine  

  
L-arogenate  

 

  
Chorismate 

  
Prephenate  

Chorismate mutase 

 
L- tyrosine 

  
  Chorismate  

 
   Prephenate 

 
    Prephenate 

 
4-hydroxyphenylpyrovate 

 

 
Phenylpyrovate 

 
L-phenylalanine 
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PheA   
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TyrB  
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 20(ميكروليتر از هريك از آغازگرها  5/0، )، آلمانفرمنتاس
فرمنتاس، ( Pfu مراز پليDNA ميكروليتر آنزيم  5/0و  )پيكومول

نيز  cDNAنانوگرم از  100حدود . مورد تكثير قرار گرفت )آلمان
شرايط دمايي مورد استفاده به . ها اضافه شد به هر يك از واكنش

چرخه  30دقيقه، سپس  دوگراد به مدت  درجه سانتي 94 :صورت
درجه  60ثانيه،  30گراد به مدت  درجه سانتي 94با دماي 

 دودرجه سانتي گراد به مدت  72ثانيه،  30گراد به مدت  سانتي
درجه  72اي در  دقيقه 10، و در نهايت بسط نهايي دقيقه
 3'حاوي جايگاه برش در انتهاي  PCRمحصول . گراد بود سانتي

با استفاده از كيت  PCRبود كه پس از خالص سازي محصول 
، )كياژن، آلمان( QIAquick PCR purification kit ي خالص ساز

ترتيب براي  به KpnIو  BglIIهاي برشي  از هضم آنزيمي با آنزيم
ناقل و . استفاده شد pQE-32 و pQE-60هاي بيان  درج در ناقل

يك درصد الكتروفورز TAE قطعه ژن مورد نظر، روي ژل آگارز 
 gel extraction kit كيتشدند و جداسازي آنها از ژل با كمك 

QIAquick )مطابق دستورالعمل شركت سازنده ) كياژن، آلمان
لي ژن تيروزين آمينوترانسفراز با هر واكنش اتصال توا. انجام شد

، PCRمحصول نانوگرم  75استفاده از حدود  يك از ناقلين با
ميكروليتر  دوميكروليتر بافر اتصال،  دونانوگرم ناقل،  25حدود 

PEG ،ميكروليتر آنزيم يك DNA  ر و د )فرمنتاس، آلمان(ليگاز
 .انجام شد ميكروليتر 20حجم نهايي 

  نتراريختي و تاييد آ
از طريق روش   DH10Bسويهباكتري مستعد شده اشرشياكلي 

هاي تهيه شده  با دستواره )Van Die et al. 1983(شوك حرارتي 
يلين س آگار حاوي آمپي -LBتراريخت شد و در محيط انتخابي

)µl mg-1100 (هاي  گري همسانه براي غربال. كشت داده شد
به و  مورد استفاده قرار گرفت Colony PCRبدست آمده، روش 

منظور بررسي حضور قطعه مورد نظر در ناقل، از هضم آنزيمي 
هاي انتخاب شده با  پلاسميد از همسانه استخراج. استفاده شد

و بر  )كياژن، آلمان( QIAprep Spin Miniprepاستفاده از كيت 
براي حصول . انجام شداساس دستورالعمل شركت مربوطه 

هاي مذكور،  اطمينان از صحت درج ژن مورد نظر در ناقل
پلاسميدها براي تعيين توالي ارسال شدند و از آغازگرهاي 

 . دشيابي استفاده  براي توالي pQE اختصاصي

  آزمون مكمل سازي
مركز استوك ژنومي  زا DL39اشرشياكلي جهش يافته اكتري ب

. تهيه شد (Coli Genome Stock Center, CGSC)كولي  اشرشيا
، با استفاده از DL39به منظور انجام آزمون مكمل سازي، سويه 

هاي  ناقل تهيه شده و همچنين هاي دستواره روش شوك حرارتي با
pQE-32 و pQE-60 )به عنوان شاهد تراريخت شد) ناقل خالي .

ليتر تيروزين،  ميكروگرم در ميلي 50آگار حاوي  -LBاز محيط 
ليتر  ميكروگرم در ميلي 50آلانين و  ليتر فنيل ميكروگرم در ميلي 50

هاي تراريخته شده استفاده  سيلين براي پخش نمودن باكتري آمپي
پس . گراد انكوبه شدند درجه سانتي 30ا در دماي ه نمونه. گرديد

ها، پنجاه همسانه به صورت تصادفي انتخاب و در  از رشد همسانه
 50ليتر تيروزين،  ميكروگرم در ميلي 50حاوي  M9محيط 

ليتر  ميكروگرم در ميلي 50آلانين،  ليتر فنيل ميكروگرم در ميلي
ميكروگرم در  50ليتر لوسين و  ميكروگرم در ميلي 50آسپارتات، 

 10ليتر والين،  ميكروگرم در ميلي 50ليتر ايزولوسين،  ميلي
 2/0درصد گليسرول و  5/0ليتر يوراسيل،  ميكروگرم در ميلي

براي . درصد آرابينوز به عنوان مكمل غذايي كشت داده شد
هاي باكتري شده است  قادر به تكميل نقصان cDNAبررسي اينكه 

هاي اسيد  با مكمل M9ابي در محيط هاي انتخ يا خير، همسانه
  . شدندبدون مكمل واكشت  M9آمينه مربوط و همچنين محيط 

  اندازه گيري فعاليت آنزيمي و خالص سازي پروتئين
از طريق  M15باكتري سويه براي اندازه گيري فعاليت آنزيمي، 

از . هاي انتخاب شده، تراريخت گرديد دستوارهشوك حرارتي با 
هاي مناسب استفاده  ي اطمينان از انتخاب همسانهيابي برا توالي
ها،  پس از انتخاب همسانه مناسب براي هر يك از دستواره. شد

براي تهيه عصاره آنزيمي و استخراج پروتئين نوتركيب، 
 LB هاي انتخاب شده به مدت يك شب در محيط مايع همسانه

 250ليتر از محيط كشت داده شده به  يك ميلي. كشت داده شدند
-IPTG(Isopropyl-beta از جديد اضافه شد و  LBمحيطليتر  ميلي

D-thiogalactopyranoside)  مولار در  ميلي 8/0با غلطت نهايي
 در شيكر نگهداريها  نمونه. دشمحيط براي القاء بيان ژن استفاده 

 دقيقه   5  مدت  سپس به. برسد 6/0معادل   OD به  تا   شدند
  قرار    يخ   درون   و   شده  سانتريفوژ ه دقيق  در دور   5000در 
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 pQEبراي همسانه سازي در ناقل  TATآغازگرهاي طراحي شده بر اساس توالي  -1جدول

 نام آغازگر توالي آغازگر

5′-GAGAATGGAGCAACGACGACGAGC-3′ pQETATf 

5′-AGAAATAGATCTTATGGTTGGATATTGAGTCTTGGC-3′ pQE-60TATr 

5′-ATCAGAAGATCTCTATATGGTTGGATATTGAGTCTT-3′ pQE-60TATSr 

5′-ATCAGAGGTACCCTATATGGTTGGATATTGAGTCTT-3′ pQE-32TATr 

  
  

هاي رسوب يافته در  مايع رويي دور ريخته شد و سلول. گرفتند
 250ليتر به ازاي  ميلي 4( (Breaking buffer) شكستنبافر 
گاه ها از دست براي شكسته شدن سلول .حل شدند) يترل ميلي

 دقيقه 30ها به مدت  سپس مجددا نمونه .سونيكاتور استفاده شد
 حاصله  عصاره   .شدند  دور در دقيقه سانتريفوژ 14000در 
 Lopukhina(هاي فعاليت آنزيمي بر اساس روش  اندازه گيريبراي

et al. 2001( پروتئين مطابق  استخراج. مورد استفاده قرار گرفت
و با استفاده از رزين  )Riewe et al. 2008(روش ريوه و همكاران 

nickel-nitriloacetic acid )از ژل . انجام شد )كياژن، آلمانSDS-

PAGE 12  دشدرصد براي الكتروفورز پروتئين استفاده. 

  
    نتايج و بحث

هايي كه توسط  تحقيقات انجام شده حاكي از آن است كه واكنش
ي شود نقش ضروري در مسيرها آنزيم آمينوترانسفراز كاتاليز مي

متابوليكي مختلف از جمله بيوسنتز و كاتابوليسم اسيدهاي آمينه، 
هاي گياهي  هاي ثانويه و واكنش به تنش بيوسنتز ويتامين، متابوليت

به عنوان نمونه طي تحقيقي كه در آرابيدوپسيس به منظور  .دارد
پاتوژن انجام  -بررسي نقش اكتادكانوئيدها در اثر متقابل گياه

با نقش احتمالي ، (At4g23600)ژني  گرفت، مشخص شد كد
تيروزين آمينوترانسفراز در بانك داده آرابيدوپسيس، در اين ارتباط 

نقش تيروزين آمينوترانسفرازي اين مكان ژني با . متقابل نقش دارد
تهيه پروتئين نوتركيب و بيان آن مورد تاييد قرار گرفت و نتيجه 

  حاصل   وليد مواد فنوليها، ت گيري شد كه احتمالا در حمله پاتوژن
  

  
 

تواند يكسري اتصالات عرضي  هيدروكسي فنيل پيروات مي -4از 
در ديواره سلولي ايجاد نموده و از اين طريق باعث استحكام اين 

در تحقيق ديگري . (Lopukhina et al. 2001)حصار فيزيكي شود 
 هاي القاء شونده آرابيدوپسيس طي ايجاد  كه به منظور شناسايي ژن
ات صورت گرفت گزارش شد كه يكي از زخم يا تيمار با جاسمون

 ژني  كد  با  تيروزين آمينوترانسفراز   كد كننده   ژني  هاي  مكان

(At2g24850) در اين واكنش دخالت دارد(Titarenko et al. 

نيز نقش  Prabhu and Hudson (2010(در تحقيق . (1997
تيروزين آمينوترانسفرازي مكان ژني ديگري با كد ژني 

(At5g36160)سازي ژن مورد نظر و آزمون  ، از طريق همسانه
بنابراين، نتايج اين سه تحقيق . مكمل سازي مورد تاييد قرار گرفت

نقش احتمالي اين سه مكان ژني را تاييد نمود اما در تحقيق 
اي درگير در بيوسنتز ه ديگري كه به منظور شناسايي ژن

كه  (At2g20610)گلوكوزينولات انجام شد، مشخص شد كد ژني 
هاي آرابيدوپسيس تحت عنوان ژن احتمالي تيروزين  در بانك داده

داشته و  C-S Lyase آمينوترانسفراز نام گرفته بود، فعاليت آنزيمي
آنها دليل نامگذاري نادرست . در بيوسنتز گلوكوزينولات نقش دارد

مكان ژني را به دليل تشابه اين دو آنزيم به يكديگر عنوان  اين
در تحقيق حاضر نيز به منظور  .(Mikkelsen et al. 2004)نمودند 

، با نقش احتمالي تيروزين (At5g53970)بررسي كد ژني 
آمينوترانسفراز در بانك داده آرابيدوپسيس، فعاليت اين ژن در 

و  DL39ازي با باكتري ساز طريق آزمون مكمل In vivoشرايط 
از طريق سنجش فعاليت آنزيمي مورد بررسي  In vitroدر شرايط 
  .قرار گرفت
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اي است كه در سه  ، باكتري جهش يافتهDL39باكتري اگزوتروف 
 LeMaster and Richards( ژن آن جهش اتفاق افتاده است

آسپارتات  -L(هاي آمينوترانسفراز  ها در ژن جهش. )1988
 ilvEو ) تيروزين آمينوترانسفراز - L( tyrB، )آمينوترانسفراز

منجر به غيرفعال ) Branched chain آمينوترانسفراز زنجيره فرعي(
ها و اگزوتروف شدن اين باكتري به اسيدهاي  شدن نقش اين ژن

ك اسيد، تيروزين، فنيل آلانين و اسيدهاي آمينه آمينه آسپارتي
لذا . زنجيره فرعي از جمله والين، لوسين و ايزولوسين شده است

حاوي اين شش اسيد آمينه قادر به رشد  M9اين باكتري در محيط 
بوده ولي فقدان يكي از اين مواد منجر به اختلال در رشد اين 

شده از اين باكتري با توجه به توضيحات ذكر . گردد باكتري مي
براي تراريختي با ژن احتمالي تيروزين آمينوترانسفراز استفاده شد 
با اين فرض كه اگر ژن احتمالي داراي نقش تيروزين 

بايست نقصان اين باكتري جهش يافته  آمينوترانسفرازي باشد مي
را مرتفع نمايد و ) تيروزين آمينوترانسفراز -tyrB )Lبراي ژن 

ه ري در محيط حاوي اسيدهاي آمينه ذكر شده بامكان رشد باكت
به همين منظور باكتري . آلانين را فراهم نمايد جز تيروزين و فنيل

DL39 هاي  هاي تهيه شده و همچنين ناقل با دستوارهpQE-32  و
pQE-60  نتايج تراريختي موفقيت . دشبه عنوان شاهد تراريخت

دستواره قابليت  هاي تراريخت شده با هر سه آميز بود و باكتري
هاي مكمل  فاقد اسيد آمينه M9خود را براي رشد در محيط رشد 

كه  در حالي) ، ب2شكل(آلانين بدست آوردند  تيروزين و فنيل
قادر به  pQE-60و  pQE-32هاي  باكتري تراريخت شده با ناقل

نتايج بدست آمده از اين ). ، ب2شكل(رشد در اين محيط نبود 
 Prabhu and Hudson( تحقيقآمده از  تحقيق با نتايج بدست

ين كه براي تاييد نقش ژن احتمالي ديگري از خانواده تيروز )2010
انجام شد، مطابقت   (At5g36160)آمينوترانسفراز با كد ژنتيكي

براي سه ژن،  DL39همانطور كه اشاره شد باكتري دارد 
تيروزين  -L( tyrB، )آسپارتات آمينوترانسفراز -L(آمينوترانسفراز 
جهش يافته ) آمينوترانسفراز زنجيره فرعي( ilvEو ) آمينوترانسفراز

 ژن تيروزين  كه تراريختي بابه منظور بررسي اين .است
  باكتري  نقصان اين بازگرداندن  به   منجر  تواند آمينوترانسفراز مي

  و   )آمينوترانسفراز  آسپارتات  -L(   آمينوترانسفراز  هاي  ژن   در

ilvE )هاي  گردد يا خير، باكتري) آمينوترانسفراز زنجيره فرعي
ط حاوي تمام تراريخت شده با هر سه نوع دستواره در محي

اسيدهاي آمينه بجز آسپارتيك اسيد و همچنين محيط ديگري 
حاوي تمام اسيدهاي آمينه بجز والين، لوسين و ايزولوسين 

هاي  ها قادر به رشد در محيط هيچ يك از باكتري. بازكشت شدند
اين نتايج نشان داد كه اين ژن تنها ). 2.جدول(ذكر شده نبودند 

رازي دارد و قادر نيست نقصان اين نقش تيروزين آمينوترانسف
آسپارتات آمينوترانسفراز و  -Lهاي  باكتري را در ژن

والين، لوسين و (آمينوترانسفراز براي اسيدهاي آمينه زنجيره فرعي 
توان  بر اساس نتايج بدست آمده مي. جبران نمايد) ايزولوسين

تنها داراي نقش تيروزين  At5g53970 كدگفت مكان ژني با 
ترانسفرازي است و در مسيرهاي مربوط به سنتز آسپارتات، آمينو

  .لوسين، ايزولوسين و والين نقشي ندارد
ها و  عليرغم اينكه ژن تيروزين آمينوترانسفراز گياهان، باكتري

ها را مورد  درخت فيلوژنتيكي كه تشابه تواليبر اساس پستانداران 
ا اين وجود، ب  اند مقايسه قرار داده است، از يكديگر مجزا شده

گروه  مينوترانسفرازهايك آ كلاسمشابهي از  زير گروه ها در آن
در اين درخت فيلوژنتيكي . )Mehta et al. 1989(اند  بندي گرديده

). 3كلش(اند  گروه بندي شده (Clade)نيا  در سه همها  آنزيم
هاي مختلف  هاي باكتريايي از باكتري نشان دهنده آنزيم Aنياي  هم

انتخاب شده است  پستانداران هاي آنزيممتعلق به  Bنياي  هم. است
در  آنزيم تيروزين آمينوترانسفراز خانواده دهنده نشان Cنياي  هم و

  Mehta et al.  1989; Jensen and Gu( آرابيدوپسيس است

عليرغم اينكه توالي پروتئين مورد نظر در تحقيق حاضر  .)1996
درصد با توالي پروتئين تيروزين آمينوترانسفراز  12تنها به ميزان 
. باهت دارد اما توانست نقصان آنرا جبران نمايدش در اشرشياكلي

نتيجه مشابهي نيز در تحقيق پرابهو و همكاران عليرغم تشابه هفت 
و  توالي پروتئين تيروزين آمينوترانسفراز باكتريدرصدي ميان 

 Prabhu and Hudson(پروتئين مورد مطالعه بدست آمده است 

2010(.  
- 4اليت آنزيمي پروتئين استخراج شده براي تبديل تيروزين به فع

در اين واكنش،  .هيدروكسي فنيل پيروات مورد آزمون قرار گرفت
  فنيل  هيدروكسي  - 4  و آمين   گروه  دهنده  عنوان  به تيروزين 
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 )الف    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  

  
 

 
 )ب    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  
 هاي در رقت ها نمونه، رشد داده شدند نانومتر 600 حدود ODها تا رسيدن به  باكتري.  DL39يافته  جهش E. Coli باكتري از استفادهبا  آزمون مكمل سازي -2شكل

ها  ام نمونهنتايج حاكي از رشد تم. كشت شدند )ب(و محيط فاقد تيروزين و فنيل آلانين  )الف(در محيط كشت حاوي تمام اسيدهاي آمينه 0001/0 و، 001/0، 01/0، 1/0
هاي شاهد در محيط كشت فافد تيروزين و فنيل آلانين بود  ها بجز نمونه و امكان رشد باكتري تراريخت شده با دستواره) الف(ها  در محيط حاوي تمام اسيدهاي آمينه

  ).ب(
  

براي انجام اين  .كند پيروات به عنوان گيرنده گروه آمين عمل مي
هاي  ها و همچنين نمونه ارهآزمون سه همسانه از هر يك دستو

نتايج بدست آمده . دشانتخاب ) pQE-60و  pQE-32ناقل (شاهد 

ها بجز  ارهنشان داد كه عصاره آنزيمي حاصل از تمامي دستو
 آمينوترانسفرازي بوده و   تيروزين  فعاليت  هاي شاهد داراي نمونه

  هاي فعاليت آنزيمي حاصل از عصاره نمونهداري ميان  تفاوت معني
 

4-10          3-10             2-10               1 -10  

4-103-102-101 -10 
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  هاي تهيه شده با استفاده از دستواره DL39آزمون مكمل سازي باكتري اگزوتروف  -2جدول
  
  
  
  
  
  
  
  

سازي پروتئين  به منظور خالص .مورد بررسي مشاهده نشد
هك ، چا4شكل(، عصاره خام آنزيم )5، چاهك 4شكل(نوتركيب 

پروتئين استخراج شده روي ژل . مورد استفاده قرار گرفت) 1
SDS-PAGE 12  4همانطور كه در شكل . دشدرصد الكتروفورز 
شود باند مربوط به پروتئين نوتركيب در محدوده مورد  ملاحظه مي

  . قرار گرفت) كيلودالتون 47(انتظار 
كه  جا توان گفت از آن در مجموع با توجه به نتايج بدست آمده مي

آزمون مكمل سازي منجر به بازگرداندن فعاليت آنزيمي در باكتري 
هاي تهيه شده گرديد و از طرف ديگر  تراريخت شده با دستواره

سنجش آنزيمي نشان داد كه پروتئين نوتركيب فعاليت آنزيمي 
هيدروكسي فنيل پيروات را كاتاليز  -4داشته و تبديل تيروزين به 
تواند تاييدي بر نقش تيروزين  نموده، اين شواهد مي

هرچند نتايج تحقيق حاضر . باشد آمينوترانسفرازي ژن مورد نظر 
نقش احتمالي ژن مورد بررسي را مورد تاييد قرار داده است، اما 

تواند امكان بررسي  هاي تراريخته براي ژن مورد نظر مي ايجاد لاين
تري ايي با جزييات بيشنقش اين ژن را در مسيرهاي بيوشيمي

 .فراهم نمايد

  
 

 
  

  .)Prabhu and Hudson  2010(ها و پستانداران  تيروزين آمينوترانسفراز در گياهان، باكتريهاي  درخت فيلوژني ژن -3شكل

  محيط رشد
  موجوداسيدهاي آمينهنوعبر اساسM9مشخصه محيط رشد

  M9 امكان رشد در محيط
L-Tyr+L-Phe  L-Leu+L-Ileu+L-Val  L-Asp 

  ها رشد نمونه  افزوده شد افزوده شد افزوده شد  1محيط رشد 
  ها رشد نمونه  افزوده شد افزوده شد حذف شد  2محيط رشد 
  عدم رشد  حذف شد افزوده شد افزوده شد  3محيط رشد 
  عدم رشد  افزوده شد حذف شد افزوده شد  4محيط رشد 
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عصاره  )1 ؛نشانگر پروتئين )M. درصد، رنگ آميزي شده با كوماسي برليانت بلو SDS-PAGE 12خالص سازي پروتئين تيروزين آمينوترانسفراز روي ژل  -4شكل
خروجي ستون تخليص  )5 ؛مولار ميلي 25خروجي ستون تخليص با ايميدازول  )4 ؛مولار ميلي 5خروجي ستون تخليص با ايميدازول  )3 ؛خروجي ستون تخليص )2 ؛خام

 يننشانگر پروتئ )M ؛مولار ميلي 250با ايميدازول 

  تشكر و قدرداني
از آنجا كه اين تحقيق در موسسه تحقيقات ژنتيك گياهي آلمان 

(IPK)   دريغ  بي  همكاري  از وسيله   بدين  است،   شده   انجام  

  
ها آندريا  كارشناسان محترم آزمايشگاه گروه هتروزيس بويژه خانم

  .دشوآپلت و گوندا ورشتت تشكر و قدرداني مي
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M            5        4        3      2      1            M 

   
  كيلو دالتون 47                 

  كيلو دالتون 50 

  كيلو دالتون 37
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