
 
 

50  

 مقاله پژوهشي 

  دارهدف ییزالوس فلاووس با استفاده از روش جهشیکاز آسپرژیاور یم درمانیآنز یمهندس
  

  ٣يانيجل ين زارعيحس، *۱،٢يمانيا يمهد،١يان مرجانيرضائلا يل
 

  29/10/1396تاریخ پذیرش  11/08/1396تاریخ دریافت 
 
 يدهچک

بوده و در  يکاهش اورات سم ازجمله يدرمان يکاربردها يدارا ييم دارويک آنزي عنوانبه) EC 1.7.3.3لوس فلاووس (يکاز آسپرژيم اوريآنز :هدف و زمينهپيش
ل يبالا در تبد يژگيل و ويداشتن تما رغميعلشود. ياستفاده م (TLS) يز تومورياز سندروم ل يناش يسميپراوريو ها ياختلالات نقرس، نفروپات ينيدرمان بال

 ازجملهوجود دارد که  يمتعدد ين چالش راهکارهايحل ا يت مواجه ساخته است. براين را با محدودکم آن در برابر حرارت، کاربرد آ يداريسوبسترا به محصول، پا
  باشد.يکاز ميم اورين بار در آنزياول يبرا يديسولفيد يهاجاد پليو ا يق طراحين تحقياشاره کرد. هدف از ا يکيژنت ين و دستکاريپروتئ يتوان به مهندسيم هاآن

وند يجاد پيا يح برايصح يهاتي، موقعpdb 1xxjو با در نظر گرفتن کد  موجود يهاو سرور يکيوانفوماتيق با استفاده از مطالعات بين تحقيا : درکار مواد و روش
  جاد شدند.يا يانتخاب يهاجهش SOE-PCRو روش  دارهدف ييزاکاز انتخاب شد. سپس با روش جهشيم اوريدر آنز يديسولفيد

 يارهين زنجيب يديسولفيوند ديو سه پ يارهيداخل زنج يديسولفيوند دينش شد که شامل سه پيگز يديسولفيوند ديل پيتشک ياحتمال گاهيشش جا: هايافته
 هاآنباشند که با جهش دادن يم Ser 145-Thr 185 ،Ala 235-Val 248 ،His 256-Gln 281 ،Ala 6-Cys290 ،Ser282-Ser282 ،Asn12-Asp283شامل 

ت توسط يبا موفق Ser282و  Ala6 ياجهش نقطه ينگ برايو کلون SOE-PCRج حاصل از ين پروژه نتايشود. در ايل ميتشک يديسولفيوند دين پيستئيبه س
  شدند. تأييد، ين توالييتع درنهايتو  يميو هضم آنز PCR يکلون يهاروش

انجام  ييزات جهشيبا موفق SOE-PCRن شد و توسط روش يين تعيستئينه سيدآميجهش به اس يبرا ييهات مکانيق با موفقين تحقي: در اگيريبحث و نتيجه
  شد.

 ، نقرسSOE-PCR، دارهدف ييزاجهش، يديسولفيوند ديکاز، پياور ها:کليدواژه

  
 ١٣٩٧ نيفرورد، ٥٠-٦٢ ص، اول شماره، نهميست و بدوره ، يهارومي پزشکمجله 

  
  ۰۴۴-۳۱۹۴۲۶۱۸، يميوشيه، بخش بي، گروه علوم پايه، دانشکده دامپزشکيه، دانشگاه ارومياروم: مکاتبهآدرس 

Email: m.imani@urmia.ac.ir 

  
  مقدمه
 يدازهايداز متعلق به کلاس اکسيا اورات اکسيکاز يم اوريآنز

لوس يآسپرژ کازيم تترامر است. اوريک آنزيبدون کوفاکتور بوده و 
ک را در يد اوريون اسيداسي، اکس)EC1.7.3.3; UOXفلاووس (

-5زواورات (يا يدروکسيه-۵به  يژن مولکوليحضور اکس
hydroxyisourate 2) وO2H د ب حين ترکيکند. سپس ايز ميکاتال

ع ب محلول قابل دفيک ترکيبه  يمير آنزيک واکنش غي يط واسط
  ).۱شود (يل ميدکربن تبدياکس ين دين و همچنيآلانتوئ يعني

ا لوس فلاووس بيکاز آسپرژيم اوري، آنزييايميوشيدگاه بياز د
باشد يم نهيدآمياس ۳۰۲ يلو دالتون و دارايک ۵/۳۴ يجرم مولکول

                                                             
 رانيه، ايه، ارومي، دانشگاه اروميست فناروي، پژوهشکده زيو مولکول يسلول يوتکنولوژيارشد، دپارتمان ب يکارشناس يدانشجو١
 مسئول) يسنده(نو رانيه، ايه، ارومي، دانشگاه اروميه، دانشکده دامپزشکيگروه علوم پا، يميوشي، بخش بيميوشيب يتخصص يار، دکتريستادا ۲
  ، ايرانزدي، زدي يد صدوقيشه ي، دانشگاه علوم پزشکيک، دانشکده پزشکي، گروه ژنتيپزشک يوتکنولوژيب يتخصص يار، دکتريتاداس٣

لو دالتون يک ۱۳۵ يهموتترامر و با جرم مولکول صورتبهم ين آنزيا
ب ير تخريدر مس يديم کليک آنزيکاز ياور). ۳-۱ت دارد (يفعال

کاز بعد از عمل ير اورين مسياست. در ا ينيپور يدهاينوکلئوت
ن يع گسترده ايرغم توزي). عل۴کند (يت ميداز فعالين اکسيگزانت

کاز در ژنوم يها و پستانداران ژن اورسميکروارگانيم در ميآنز
 ودشينمان يب ييهاوقوع جهش ليبه دلبالاتر و انسان  يهاماتيپر

د ياس هاآندر  وبوده  يکاز عملکردين جانداران فاقد اوريا نيبنابرا
. شوديمد يتول هانيپورسم يکاتابول ييمحصول نها عنوانبهک ياور

ک در خون شده خطر ابتلا يد اوريش غلظت اسين امر منجر به افزايا
 انک خون) در انسياورد يد اسيش شدي(افزا يسميپراوريه يماريبه ب
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 ديغلظت اس يعي). ثابت شده است که محدوده طب۵( برديمرا بالا 
تر در زنان يل يبر دس گرمميلي ۶ – ۵/۱ن يک در سرم انسان، بياور
م ي). فقدان آنز۶تر در مردان است (يل يبر دس گرمميلي ۷- ۵/۲و 
طول عمر و  ازنظر يت تکامليک مزي عنوانبهن يکاز همچنياور

ک، يد اوري). اس۴حفاظت در مقابل سرطان در نظر گرفته شده است (
ان يز جرد ايبوده که با يديسم نوکلئوتيمتابول يک محصول جانبي

تواند باعث يک در خون ميد اوريخون پاک شود. تجمع اس
 يارميک عامل مستعد ابتلا به بيشده و  يعروق يقلب يهايماريب

ن رسوب يعلاوه بر ا .ا مزمن استيحاد  ينقرس و نفروپات
ه، نکروز روده و يل سنگ کلياورات منجر به تشک يهاستاليکر

م با يک آنزيداز ي). اورات اکس۸-۷شود (يون پوست ميکاسيفيکلس
 ياست که با کاهش تجمع اورات سم يصيو تشخ يدرمان يکاربردها

ن يها و همچنياختلالات نقرس و نفروپات ينيدرمان بال يبرا
ک يد اورين در کاهش اسيشود. علاوه بر اياستفاده م يسميپراوريه

شامل  TLSباشد. يم مؤثرز ي) ن(TLS يز تومورياز سندروم ل يناش
 مؤثرپس از درمان  معمولاًاست که  يکيمجموعه اختلالات متابول

 يسميپراوريکند. هيها بروز ميم و لوسميبدخ يهااز تومور يبعض
  ).۹باشد (يسندروم من ياز عوارض ا يکي

شود و يافت مياز پستانداران  ياريدر بس يعيطب طوربهکاز ياور
ک يد اوريتر از اسبرابر محلول ۱۰که  نيک را به آلانتوئيد اورياس

 ودشيمدفع  هاهيکلتوسط  يراحتبهن ماده يل کرده و اياست تبد
لوس يب آسپرژيداز نوترکيم اورات اکسيکاز آنزي). راسبور۱۰(

ان شده است و يه بيزيسز سرويباشد که در ساکارومايفلاووس م
سه م توسط موسين آنزيشود. اياستفاده م يکينيکل صورتبهامروزه 

 Fasturtecو  Elitekشده است.  تأييد (FAD)کا يآمر يغذا و دارو
  ).۱۱باشد (يم مين آنزيا ينام تجار
ل تعداد يتبد ييتوانال بالا و يدارو با داشتن تما عنوانبهها ميآنز

. شونديز مير انواع داروها متمايمولکول هدف به محصول از سا ياديز
ل يتبد يو قدرتمند ياختصاص يها را به داروهاميآنز يژگين دو ويا

 ).۱۲را دارند ( ييايميوشيب يهاواکنشانجام  ييکرده است که توانا
 در هاآنکم  يداريپا ييدارو يهاميآنز يش روياز مشکلات پ يکي

 ين چالش راهکارهايمقابله با ا يباشد که برايبرابر حرارت م
و  نيپروتئ يتوان به مهندسياستفاده شده است که م يمختلف

م يآنز يبهبود مقاومت حرارت نيبنابرااشاره کرد.  يکيژنت يدستکار
 يو دارا يحرارت ازلحاظدار يم پايک آنزيباشد. يم يضرور کاملاً

 ييزار جهشيمختلف نظ يهايبا استفاده از فناور افتهيبهبودخواص 
 ازآنجاکهشود. يجاد ميا يتصادف ييزاو جهش يسازهي، شبدارهدف

 باشدين ميپروتئ يک هدف عمده مهندسيها ميش ثبات آنزيافزا
نش انکيجاد ميا ازجمله ين استراتژيم چنديآنز يداريبهبود پا يبرا
جاد يدروفوب و ايه يهاانکنشي، ميدروژنيه يوندهايف مانند پيضع

 است شنهاد شدهيپ يديسولفيد يوندهاير پينظ يوند کووالانسيپ
از  يکي يديسولفيد يهاجاد پلي، اهاياستراتژن يان اياز م
  ).۱۳ن است (يپروتئ يحرارت يداريبهبود پا يهان راهکاريترمهم

ن وند کووالايک پي يديسولفيوند ديپ ييايميوشيب ازنظر
ردد. گيل ميول تشکين دو گروه تيشود که از واکنش بيممحسوب 

حدود  يونديه پيتجز يانرژ يکه دارا يقو نسبتاًوند ين پيا
kcal/mol۶۰ وند يباشد، به پيمS-S ز معروف ين يديسولفيا پل دي

 يديسولفيوند ديپ يدارا يهانياست. مشخص شده است که پروتئ
شود و اغلب در يافت مي يتوپلاسميدر بخش س ندرتبهدار يپا

ن امر يموجود هستند. ا هاسلولو غشا  يخارج سلول يهانيپروتئ
ط يمح دهدکننياکسعت يتوپلاسم و طبيس ييايعت احيمربوط به طب

 يهادر بخش معمولاًها يوندها در باکترين پيباشد. ايم يخارج سلول
 ط موجود دريرا محيشوند زيافت مي يط ترشحيا محي يخارج سلول

 يوندهايجاد پيبوده و از ا اکنندهياح داًيشد، هاسلولداخل 
 يوندهايها پوتيوکاريکند. در يممانعت م يديسولفيد
ون (هورم يخارج سلول يترشح يهانيدر پروتئ اساساً يديسولفيد

ن خارج يرا پروتئيشود، زيافت ميو...)  يباديآنتن، ين، آلبوميانسول
د مستحکم باشد. يها قرار دارد لذا بادر معرض انواع استرس يسلول

باعث استحکام ساختار  يديسولفياست که اتصالات د پرواضح
ر لومن تنها د يوتيوکاري يهاسلولوندها در ين پيشوند اين ميپروتئ

م يود آنزوج ليبه دلن يشوند و ايل ميخشن تشک يشبکه آندوپلاسم
 يوندهايپ مؤثرل ي) است که تشکPDI(زومراز يد ايسولفين ديپروتئ

  ).۱۴باشد (يم مين آنزيوابسته به ا يديسولفيد
دهد يبونوکلئاز پانکراس نشان مير يمختلف بر رو يهاشيآزما
 يميآنزريند غيو فرآ خودخودبه صورتبهد يسولفيل پل ديکه تشک

دهد. يرخ م ييايراحيغ يهاطيژن و محيباشد که در حضور اکسيم
ه از ک نسخيمانند  ييهانين گزارش شده است که پروتئيعلاوه بر ا

ا دو ، آلکالن فسفاتاز بيديسولفيوند ديبا شش پ يناز موشيوروکي
) tPA( يانسان ينوژن بافتيپلاسم کنندهفعالو  يديسولفيوند ديپ

ت يلفولد شده و قاب يدرستبهتوانند يم يديسولفيوند ديبا هفده پ
 يديسولفيرا داشته و پل د E.coliو يداتيتوزول اکسيسان در يب

 ).۱۵شود (يافت ميها نين پروتئيدر ا يعيطب طوربه
ه س يدارا يعيلوس فلاووس در حالت طبيکاز آسپرژيم اوريآنز

 يديسولفيوند ديل پيتشک ييتوانا کدامچيه يباشد ولين ميستئيس
 يگاه مناسب برايجادا کردن يو پ يق طراحين تحقيهدف از اندارند. 

ووس لوس فلايکاز آسپرژياور يم درمانيدر آنز يديسولفيجاد پل ديا
  باشد.يم

 
  مواد و روش کار

  ها:ميو آنز ييايميمواد ش
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 DNAم يس، آنزيوانتياز شرکت و مرازيپل DNA Pfuم يآنز

Taq مراز و مخلوط يپلdNTP 1ناژن، نردبان ياز شرکت سkb 

DNA يهاآنزيم ن،يوجياز شرکت و XhoI ،NcoI  وDNA T4 
د و ياستخراج پلاسم يهاتيک، کيفينتيگاز از شرکت ترموسايل

 ولب، عصارهيپتون از شرکت کي، ترGene allص از ژل از شرکت يتخل
گما و ين از شرکت سيسيک کانامايوتيب يمخمر از شرکت شارلو، آنت

  ه شدند.ياز شرکت مرک ته ييايمير مواد شيسا
  دها:يها و پلاسمسميکروارگانيم

از  ياکليشياشر Bl21(DE3)و  Top10 ،Shuffle يهاهيسو
 ياهزبانيم عنوانبهه شدند تا يقات پاستور تهران تهيمرکز تحق

تفاده د مورد اسيرند. پلاسميمورد استفاده قرار گ يانينگ و بيکلون
قات پاستور يز از مرکز تحقين (+)pET-28a يعنيق ين تحقيدر ا

 ه شد.يته
  :يکيوانفورماتيمطالعات ب

 ي، ساختار بلوريديسولفيجاد پل ديو ا يطراح منظوربه
ن يئپروت يلوس فلاووس تترامر با کد بانک اطلاعاتيکاز آسپرژياور

PDB:1XXJ) (انتخاب مکان مناسب  يک مدل براي عنوانبه
اده شد. استف يديسولفيد يهال پلين و تشکيستئيس نهيدآمياس
به کمک  in silico صورتبهها ت جهشيموقع ينيبشيپ

 يگرفت. برا انجام MODIP ارائه شده توسط سرور تحليلوتجزيه
شده و  يو مهندس يعيطب يهاميآنز يساختار سه بعد يبررس
استفاده  Swiss_PDB Viewer افزارنرمها از جهش يسازمدل
 د.يگرد

 يونيکنفورماس يدر نظر گرفتن پارامترها با MODIP سرور
ود، شيافت مي يعيبه حالت طب يديسولفيوند ديکه در پ يخاص

ا ارائه ر يديسولفيد يوندهايل پيمناسب تشک ياحتمال يهاگاهيجا
، αن دو کربن يتوان به فاصله بين پارامترها ميا ازجملهکند. يم

ن دو گروه سولفور موجود در دو يو فاصله ب βن دو کربن يفاصله ب
و  يريپذزان دسترسين مياشاره کرد همچنن يستئيس نهيدآمياس

، طول لوپ که توسط موردنظر نهيدآمياسحرکت)  ي(آزاد Bفاکتور 
شود و يبسته م يديسولفيوند ديل پيهنگام تشک نيستئيسدو 

گاه يان جييدر تع يديسولفيوند ديجاد پياز ا يناش يرات حجمييتغ
  ).۱۶رند (يگيمناسب مدنظر قرار م

، با در نظر MODIPتوسط سرور  يشنهاديپ يهان جهشياز ب
ز يگاه فعال و کاتاليدر جا ياتيمهم و ح يهانهيآمديگرفتن اس

ن يستئيبه س هاآنکه جهش  گاه انتخاب شدندي، شش جايميآنز
 يارهين زنجيو ب يارهيداخل زنج يديسولفيوند ديل پيباعث تشک

  ).۱شود (جدول يم
  

 يانهيدآمياس يانتخاب شده در توال يهاتيموقع :)١(جدول 
  نيستئيجهش به س يکاز براياور

-رهيداخل زنج يانتخاب يهاتيموقع
  يا

ن يب يانتخاب يهاتيموقع
  يارهيزنج

Ser145-Thr185  Ala6 – Cys290  
Ala235-Val248  Ser282 – Ser282  
His256-Gln281  Asn12- Asp283  

  
  :دارهدف ييزاجهش

 عنوانبه (+)pET28aکاز موجود در ناقل يک اورياز ژن سنتت
 ي). روش مورد استفاده برا۱۷استفاده شد ( ييزاجهش يالگو برا
 افزارنرمبود. با استفاده از  -Ser282-Ser282 ،SOE-PCR جهش

Gene Runner ل يتبد ير برايز پرايمرهايSer282  بهCys282 
  ).۲شدند (جدول  يطراح

  
  نيستئيبه س ۶ن يو آلان ۲۸۲ن يسر يهاجاد جهشيا يشده برا يطراح يمرهايپرا ):٢جدول (

 Ser282Cysمر يپرا
AGT to TGC 

 يتوال

pET28a forward F: 5′-TGCATGCAAGGAGATGGCGCCCAAC -3′ 
Reverse (mutant) R: 5′-CCGTTCGGATCgcaTTGGGGCGCAAAGACCTC -3′ 
Forward (mutant) F: 5′-CCCCAAtgcGATCCGAACGGTCTG-3′ 
pET28a reverse R: 5′-AAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGC-3′ 

 Ala6Cysمر يپرا
GCG to TGC 

 يتوال

Forward (mutant) F: 5′-AAGGAGCCATGGCAGCCGTGAAGGCAtgcCGCTATGGTAAAGAC-3′ 
Reverse (mutant) R: 5′-AAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGC-3′ 

  
 يبرا pET28Rو  pET28F يمرهايباشد که پرايلازم به ذکر م

افته در هر مرحله با ير يشد. طول قطعات تکث يد طراحيخود پلاسم
ر محاسبه شد: يبه شرح ز A plasmid Editor افزارنرماستفاده از 

، طول قطعه bp ۱۱۶۱مرحله اول: PCRافته در ير يقطعه تکثطول 
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افته ير ي، و طول قطعه تکثbp ۴۲۷مرحله دوم: PCRافته در ير يتکث
  .bp ۱۵۶۸مرحله سوم: PCRدر 

شده  يرفت و برگشت طراح يمرهايبا استفاده از پرا ترتيباينبه
حاصل  موردنظر ياجداگانه، جهش نقطه PCRسه مرحله  يو ط
  شد.

م مقاوم به حرارت بوده که يک آنزيمراز يپل DNA Pfuم يآنز
ت يفعال يدارا ۳′به  ۵′در جهت  يمرازيت پليعلاوه بر فعال

خطا ح يتصح يعني ۵′به  ٣′در جهت  ياگزونوکلئاز
)proofreading) ز است. ينDNA Pfu زان خطا ين ميترکممراز يپل

دهد. در يمراز مقاوم به حرارت نشان ميپل DNAهر  را نسبت به
سنتز  يبرا موردنيازون يزاسيمريپل يهاواکنش يم براين آنزيجه اينت

و  يمعمول PCR يد است. براي) بالا مف(Fidelityبا صحت و دقت 
مراز مناسب است، يپل DNA Taqساده محصول،  ييشناسا يبرا

ا يان ژن ينگ ژن، بيبا دقت بالا مانند کلون PCR يبرا کهدرحالي
 نيبنابرا). ۱۸شود (يه ميمراز توصيپل DNA Pfuجهش،  يبررس

از بروز  يريو جلوگ DNA يهاوجود صحت کامل در رونوشت يبرا
مراز يپل DNA Pfuم ياز آنز موردنظر يناخواسته در توال يهاجهش

 .استفاده شد
 PCR يالگو برا عنوانبه يعيطب UOXژن  يد حاوياز پلاسم

 ۹۴ه يواسرشت شدن اولراستفاده شد. يط زيتحت شرا ۲و  ۱ هاي
 ۵۵قه، يدق ۱درجه به مدت  ۹۴چرخه ( ۳۵قه، يدق ۵درجه به مدت 
ل يقه) و مرحله طويدق ۳ يدرجه برا ۷۲قه و يدق ۱درجه به مدت 

  درجه صورت گرفت. ۷۲قه در يدق ۱۰به مدت  ييشدن نها
 درصد ۱از الکتروفورز ژل آگارز  PCRصحت  يبررس يبرا

ک، بافر ينوکلئ يدهايالکتروفورز اس يه برااستفاده شد. بافر بکار رفت
TBE(5X) يس بازين بافر شامل تريات ايباشد. محتويم Tris 

base) (۱/۱ ک يد بوري، اسمولارBoric Acid) (۹۰۰ مولار و  ميلي
EDTA ،۲۵ مولار در  يليمpH  تر يک لي ييو حجم نها ۲/۸برابر با

 يرا برا 0.5Xق گشته و بافر يرق ۱۰به  ۱است. که سپس با نسبت 
ک گرم پودر آگارز ي( درصد ۱شود. ژل آگارز ياستفاده م يژل گذار

ژل  يزيه شد رنگ آميته TBE(0.5X)تر از بافر يل يليم ۱۰۰در 
ن ماده يد انجام گرفت در حضور ايوم برومايديتوسط محلول ات

دا يپ يت فلورسانسيخاص UVدر برابر تابش نور  DNA يهامولکول
ژل  يدر رو kb۱در حضور نردبان  PCR يهاکنند. نمونهيم

 PCRافته در ير يمربوط به قطعات تکث يشدند، باندها يبارگذار
ن يع از ژل برش داده شد ايز، سري، به کمک اسکالپل تم۲و  ۱ هاي

در معرض  ترکم PCRد با سرعت انجام شود و محصول يمرحله با
ص يتخل درنهايترد. يساطع شده از دستگاه قرار گ UVاشعه 

  ص از ژل انجام شد.يت تخليبا استفاده از ک PCRمحصول 

افته و ير ين قطعات تکثيسوم شامل هم PCR يرشته الگو برا
ن قطعات يباشد. با استفاده از ايم ۲و  ۱ هاي PCRص شده يتخل

شده مربوط به خود  يرفت و برگشت طراح يمرهايالگو و پرا
سوم  PCR ير برايبشرح ز يچرخه حرارت (+)pET28aد يپلاسم
 وبيکروتين مرحله ميشد. لازم به ذکر است که در ا يزيربرنامه

رفت و برگشت  يمرهاير از پرايبه غ PCR يتمام اجزا يحاو
 ۹۴ه يواسرشت شدن اول يباشد. دمايد ميپلاسم يبرا ياختصاص

 ۵۵قه، يدق ۱ يدرجه برا ۹۴چرخه ( ۱۵قه، يدق ۳درجه به مدت 
قه). بعد از اتمام يدق ۴درجه به مدت  ۷۲قه، يدق ۱رجه به مدت د

 يمرهاي، پراياچرخه فوق و اتصال دو قطعه در محل جهش نقطه ۱۵
ات يژن) به محتو يد (ابتدا و انتهايرفت و برگشت مربوط به پلاسم

 PCR برنامه موردنظرر قطعه يتکث منظوربهوب افزوده شد و يکروتيم
 ۳۰قه، يدق ۱درجه به مدت  ۹۴اوليه ر اجرا شد. واسرشت شدن يز

 ۷۲قه، يدق ۱درجه به مدت  ۵۵قه، يک دقي يدرجه برا ۹۴چرخه (
 ۷۲قه در يدق ۱۰به مدت  ييل شدن نهاي) و طو۴:۳۰درجه به مدت 

  درجه صورت گرفت.
افته در ير يتکث bp ۱۵۶۸قطعه  درصد ۱با استفاده از ژل آگارز 

PCR ياجهش نقطه يسوم که حاو Ser282  بهCys282 باشد يم
-Ala6ژل برش داده شد. در مورد جهش  يع از رويت و سريرو

Cys290 ۲جدول  يمرهايبا استفاده از پرا موردنظر ياجهش نقطه 
 PCR يدر قالب برنامه ارائه شده برا يمعمول PCRک يانجام  يو ط
 ، رخ داد.Ser282جهش  ۲و  ۱ هاي

 ريمربوط به قطعه تکث bp ۱۲۷۵ون باند يزاسيمريبعد از اتمام پل
افت و يباشد از ژل برش يم Cys6به  Ala6جهش  يافته که حاوي

  شد. يسازص از ژل خالصيت تخليتوسط ک
  :يميواکنش هضم آنز

) AFUOX(لوس فلاووس يکاز آسپرژيم اوريکد کننده آنز يتوال
سمت  ده است دريه گرديک تهيسنتت صورتبهشده و  يسازنهيکه به

محل  يدارا ۳′و در سمت  NcoIم يآنز يمحل برش برا يژن دارا ′۵
م ين قبل از محل برش آنزيباشد همچنيم XhoIم يآنز يبرش برا

XhoI6ن يديستيبرچسب ه يکد کننده برا ي، توالxHis) و کدون (
 (+)pET28aنگ مورد استفاده يز قرار دارد. ناقل کلونيان نيپا
 يهامين محل برش آنزين ناقل بيدر ا AFUOXباشد و ژن يم

NcoI  وXhoI ) ۱۷کلون شده است.(  
فته اير يد است محصولات تکثينوکلئوت ۹۲۹ يکاز دارايژن اور

ز ين (+)pET28aاز ناقل  يقطعات يدارا PCRواکنش  يدر ط
 ياختصاص يمرهايو توسط پرا موردنظرباشند که همراه با ژن يم

 يهامين منظور محصولات با آنزياند به اافتهير يمربوط به ناقل تکث
تر از محصول يکروليم ۳۵برش  يمحدودکننده فوق، هضم شدند. برا

PCR ک يتر از هر يکروليم ۱ها با ک از جهشيمربوط به هر  يينها
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ها به مدت وبيکروتيمخلوط شد و م XhoIو  NcoI يهامياز آنز
جهش  يهاميآنز يودرجه انکوبه شد. ژن حا ۳۷ يساعت در دما ۵/۱
 نيبنابراالحاق خواهد شد  (+)pET28aافته در مرحله بعد به ناقل ي

 يهاميز تحت واکنش هضم دوگانه با آنزيد نيتر از پلاسميکروليم ۳۵
ل يدتب يبه فرم خط يمحدودکننده مذکور قرار گرفت تا از فرم حلقو

صحت  يافت ژن را داشته باشد. جهت بررسيت دريشده و قابل
 درصد ۱آگارز ژل  يافته رويواکنش هضم، هر سه قطعه برش 

ده يبر عاًيسرز، يمربوطه توسط اسکالپل تم يشدند و باندها يبارگذار
ص شدند يت استخراج از ژل، تخليشد و قطعات نازک ژل توسط ک

)۱۹.(  
 

  ون (الحاق):يگاسيواکنش ل
 ۱به  ۳با نسبت  Ala6/Cysو  Ser282/Cys يهاافتهيجهش 

ساعت  ۱۶گاز، به مدت يل T4م يدر حضور آنز (+)pET28aبا ناقل 
ن يون قرار گرفت. همچنيگاسيدرجه تحت واکنش ل ۱۶ يدر دما

ناقل و  يوب حاويکروتيک مي) (Self-ligationکنترل  عنوانبه
  ط فوق قرار گرفت.يتحت شرا يچ ژنيبدون ه
  

 يافته به باکتريجهش  يهاژن ينگ و انتقال ناقل حاويکلون
E.coli ه يسوTOP10  

  :يکشت باکتر
 ۳۷ يدر دما TOP10ه يسو ياکليشياشر يک خراش از باکتري

ع در يما LBه يط کشت اوليمح يس يس ۵گراد در يدرجه سانت
از  يس يس ۱ح شد. سپس يک شب تلقيکردار به مدت يانکوباتور ش

(با د يجد LBط کشت يمح يس يس ۱۰۰ه به يط کشت اوليمح
ط يها با همان شرايد. رشد باکتري) افزوده گرد۱۰۰به  ۱نسبت 

 ۶۰۰در طول موج  ۳۵/۰-۴/۰ يدن به جذب نوريمذکور تا رس
د ل مرحله رشيها در اوايباکتر ين بازه جذبيافت. در اينانومتر، ادامه 

مستعد کردن  ين زمان براين مرحله بهتريهستند و ا يتميلگار
  ها است.يباکتر

  
  ):(Competent cellه سلول مستعد يته
خ انکوبه ي يقه رويدق ۲۰ط کشت به مدت يمح يفلاسک حاو 

قه به يدور بر دق ۴۰۰۰گراد با يدرجه سانت ۴ يشد و سپس در دما
خته شد. رسوب يدور ر ييع رويوژ و مايفيقه سانتريدق ۵مدت 
مولار  يليم ۱۰۰د سرد يم کلرايزيپس از حل شدن در من ييايباکتر
وژ شد. بعد از يفيقه سانتريدق ۵قه به مدت يدور بر دق ۳۰۰۰در 

مولار مخلوط  يليم ۱۰۰د يم کلراي، رسوب در کلسييع رويحذف ما
خ انکوبه شد. محلول با ي يقه رويدق ۲۰ون به مدت يو سوسپانس

خته شد و يدور ر ييع رويوژ شد. مايفيط مرحله قبل سانتريشرا

 ۱۵سرول يد و گليم کلرايحله در کلسدو مر يط يرسوبات باکتر
 موردنظرجداگانه و در حجم  يهااليدر و درنهايتدرصد شناور شد و 

ال را يک ويها، يو رشد باکتر يمانزندهنان از ياطم يم شد. برايتقس
 يجامد فاقد آنت LBط يکنترل مثبت در نظر گرفته و در مح عنوانبه
  ).۱۹ک کشت داده شد (يوتيب

  
  د (ناقل):يپلاسمانتقال 

تر يکروليم ۱۰صورت گرفت.  ييايميد به روش شيانتقال پلاسم 
 يتر باکتريکروليم ۱۰۰ يوب حاويکروتيون به ميگاسياز محصولات ل

خ قرار ي يقه رويدق ۳۰مستعد اضافه شد به مدت  ياکليشياشر
 يها وبيکروتي، انکوبه کردن ميجاد شوک حرارتيا منظوربهگرفت. 

درجه  ۴۲ يه در دمايثان ۹۰مستعد و ناقل به مدت  يباکتر يحاو
 ۹۰۰رنده ناقل، يپذ يهايوس انجام شد. جهت رشد بهتر باکتريسلس

ها اضافه شد و به مدت وبيکروتيبه م SOC يط مغذيتر محيکروليم
 ۱۵۰کردار با يگراد در انکوباتور شيدرجه سانت ۳۷ يساعت در دما ۱

 ۳دت ها به موبيکروتيات ميحتوقه قرار گرفتند. سپس ميدور بر دق
 ۱۰۰مانده در يوژ و رسوب باقيفيقه سانتريدور بر دق ۵۰۰۰قه در يدق
 LB يهاتيپل يرو درنهايتشناور شد.  SOCط يتر از محيکروليم

کروگرم بر يم ۵۰ن با غلظت يسيک کانامايوتيب يآنت يجامد حاو
 يدماساعت در  ۱۶ها به مدت تيتر کشت داده شدند و پليل يليم

 يآنت يط دارايمستعد در مح ين باکتريانکوبه شد. همچن ۳۷
  ).۱۹کشت داده شد ( يکنترل منف عنوانبهک يوتيب

  
  :موردنظرجاد جهش يا تأييد

ها با ک از جهشياز هر  يهايآمدن تک کلون دستبهپس از 
افته به يجهش  UOX يها، وارد شدن ژنPCR ياستفاده از کلون

مربوط به خود  ياختصاص يمرهاياستفاده از پراد با يداخل پلاسم
ک تکه يمراز استفاده شد يپل DNA Taqم يشدند. از آنز تأييدناقل 

 صورتبه PCRط واکنش يز نقش الگو را داشت. شراين ياز هر کلون
درجه،  ۹۴قه در يدق ۱ط (يچرخه با شرا ۳۰درجه،  ۹۴قه در يدق ۵
ک ي درنهايترجه) و د ۷۲ه در يثان ۸۰درجه و  ۵۵قه در يدق ۱

  م شد.يدرجه تنظ ۷۲ يقه در دمايدق ۱۰چرخه 
  

ک از ياز هر  ):(Miniprepاس کم يد در مقيه پلاسميته
 UOXکه وجود ژن  موردنظر يهاآمده از جهش دستبه يهايکلون
 طوربها سه عدد يشد دو  تأييد PCR يواکنش کلون يط هاآندر 

 LBط کشت يتر محيل يليم ۵ک در يانتخاب شد و هر  يتصادف
ن کشت داده شد و عمل استخراج يسيک کانامايوتيب يآنت يع حاويما

ت يتوسط ک ييايز قلياس کم با استفاده از روش ليد در مقيپلاسم
د يها و استخراج پلاسميز کردن باکتريل باهدفد ياستخراج پلاسم
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ه محدود کنند يهاميدها توسط آنزين پلاسميصورت گرفت. سپس ا
NcoI  وXhoI ت باند يبرش داده شدند و با روbp۹۲۹  مربوط به

کاز در داخل ناقل يم اوري، از حضور ژن کدکننده آنزUOXژن 
pET28a(+) نان کامل حاصل شد.ياطم  
د يت استخراج پلاسميفينان از کيبعد از حصول اطم درنهايت

توسط دستگاه  هاآنن غلظت ييتوسط الکتروفورز ژل آگاروز و تع
ر کره يونيبه شرکت ب DNAن ترادف ييجهت تع هانمونهنانودراپ، 

  ارسال شدند. ين توالييجهت تع يجنوب
  
  هايافته

کاز يم اوريجاد آنزيو ا يديسولفيد يهاپل يجهت طراح
 يموردبررسم يآنز ي، ساختار بلوريحرارت ازلحاظدار يلوس پايآسپرژ

 يديسولفيد يهال پليتشک in silicoط يقرار گرفت و در شرا
  د.ياثبات گرد

  
  :يديسولفيوند ديل پيتشک يکيوانفورماتيب يبررس

ووس لوس فلايکاز آسپرژيم اوريل تترامر آنزيبعد از استخراج فا 
 يو با در نظر گرفتن پارامترها 1XXJن يپروتئ يبا کد بانک اطلاعات

 افزارنرم، با استفاده از MODIPسرور ارائه شده توسط 
Swiss_PDB و اثبات شد  يسازمدل يديسولفيل پل ديتشک

  ).۳تا  ۱(اشکال 
  

  :دارهدف ييزاجهش
 ۱ژل آگارز  ي، محصولات روPCR1,2بعد از انجام واکنش 

گردد. همان گونه که  يشدند تا صحت واکنش بررس يبارگذار درصد
ن باند يب ۲و  ۳شماره  يهامشخص شده است چاهک ۴در شکل 

و  Ser282Cysاز جهش  PCR1مربوط به  ۱۵۰۰ و ۱۰۰۰
 PCR2مربوط به  ۵۰۰و  ۲۵۰ن باند يب ۶و  ۵، ۴شماره  يهاچاهک
  الف). ۴باشد (شکل ين جهش مياز هم

الحاق دو قطعه  منظوربهمربوطه،  يباندها يسازبعد از خالص
جهش  PCR3ر قطعه کامل يکاز و ساخت و تکثيافته ژن اوريجهش

Ser282  نشانگر انجام  ۱۵۰۰ک يباند نزد ۵انجام شد. در شکل
  ب). ۴باشد (شکل يم PCRن يدرست ا

انجام و بعد از اتمام باند  يمعمول PCRک ي يهم ط Alaجهش 
bp ت يو رو يژل بارگذار يافته روير يمربوط به قطعه تکث ١٢٧٥

  الف). ۵شد (شکل 
  

  :يميهضم آنز
 يهاجهش ي، محصولات حاوPCR يهابعد از انجام واکنش 

برش  XhoIو  NcoIم يتوسط دو آنز (+)pET28aو ناقل  موردنظر
ژل  ي، رويافته و ناقل در حالت خطيجهش  يهاکازيافته و ژن اوري

مربوط  يب، باندها ۵شدند. مطابق با شکل  يجداساز درصد ۱آگارز 
ده يده بريو پلاسم ۱۰۰۰ک ي، نزديدينوکلئوت ۹۲۹کاز يبه ژن اور

  قرار دارد. ۶۰۰۰و  ۵۰۰۰ يهان بانديشده ب
  

آن توسط واکنش  تأييدافته و يجهش يهاساخت سازواره
  :PCR يکلون

 pET28a(+)-UOXب يساخت دو سازواره نوترک منظوربه
افته و ناقل يکاز جهش ي، دو ژن اورموردنظر يهاجهش يحاو

pET28a(+) ميص شده از ژل، تحت واکنش الحاق توسط آنزيتخل 
T4 DNA ين واکنش به باکتريگاز قرار گرفتند و محصول ايل 

  منتقل شد. TOP10ه يسو ياکليشياشر
ها، جهت ک از جهشيهر  يهايآمدن تک کلون دستبهپس از 

 يلوند، واکنش کيافته به پلاسميکاز جهش ياور يهاانتقال ژن تأييد
PCR د يخود پلاسم يشده برا يطراح ياختصاص يمرهايتوسط پرا

ح داده شد، انجام گرفت. همان گونه يها توضکه دربخش مواد و روش
، ۱۱، ۹، ۳، ۲شماره  يهاشود در چاهکيمشاهده م ۶که در شکل 

 موردنظرقطعه باشند يم ۱۵۰۰ک يباند نزد يکه دارا ۱۴و  ۱۳، ۱۲
ب يکاز نوترکياور يهاکند که ژنيم تأييدن امر ير شده است ايتکث

  باشند.يم موردنظرها فاقد ژن ر چاهکيد حضور دارند. سايدر پلاسم
  
  :يميافته توسط هضم آنزيجهش  يهاسازواره تأييد

شتر قبل ينان بيحصول اطم يبرا PCR يعلاوه بر واکنش کلون
که وجود ژن  ييهاياز کلون ين توالييتع يها برااز ارسال نمونه

 طوربهشد  تأييد PCR يواکنش کلون يط هاآندر  UOXب ينوترک
) استخراج (Miniprepاس کم يد در مقيانتخاب و پلاسم يتصادف

و  NcoIمحدود کننده  يهاميها توسط آنزديپلاسم نيشد سپس ا
XhoI  ٧و  ٦، ٥، ٤، ٣، چاهک شماره ۷برش داده شدند در شکل ،

 ۵۰۰۰ن يو باند ب UOXمربوط به ژن )bp)۹۲۹ ۱۰۰۰ک يباند نزد
از حضور ژن  يو حاک (+)pET28aد يمربوط به پلاسم ۶۰۰۰و 

باشد. يم (+)pET28aکاز در داخل ناقل يم اوريکدکننده آنز
جهش  يهاژن يد حاويها پلاسمجهش يينها تأييد يسرانجام برا

 ج نشان داده نشده است).يشدند (نتا ين توالييافته تعي
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  )(PDB:1XXJ يعيلوس فلاووس طبيکاز آسپرژيم اوريآنز يساختار سه بعد ):۱(شکل 
  

  ب  الف
به  هاآناز جهش  بعد B-C و A-D ير واحدهايموجود در ز Ser282هاي نهيدآمياسن يب يديسولفيوند ديل پيتشک ييتوانا ):۲(شکل 

  يديسولفيوند ديت پيموقع يي، ب) بزرگ نمايکل ين الف) در نمايستئيس
  

  ب  الف

  ج
از جهش  بعد C-D و A-B ير واحدهايموجود در ز Cys290و  Ala6 يهانهيدآمياسن يب يديسولفيوند ديل پيتشک ييتوانا ):۳(شکل 

Ala6 ن يب يدورژنيوند هيل پي، ج) تشکيديسولفيد ونديپ تيموقع ييبزرگ نما، ب) يکل ين الف) در نمايستئيس بهCys290  زيرواحدC  با
Cys6  رواحد يافته زيجهشD.  
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  ب  الف  
 bpبا اندازه  ۳و  ۲ يها، چاهکDNA kb ۱ ياندازه نما ۱چاهک ، Ser282Cysمربوط به جهش  PCR1,2صحت  يالف) بررس ):۴(شکل 

 يبرا ۳مرحله  PCRصحت باشند. ب) مشاهده يم ۲مرحله  PCRمربوط به  bp ۴۲۷با اندازه  ۶و  ۵، ۴ يها، چاهک۱مرحله  PCR يبرا ۱۱۶۱
  باشد.ين واکنش ميمربوط به ا bp ۱۵۶۸اندازه با  ۳و  ۲، چاهک 1kb DNA ينما اندازه ۱چاهک ، Ser282Cysجهش 

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  ب  الف  
  

 bp ۱۲۷۵با اندازه  ۳و  ۲ يها، چاهک1kb DNA ينما اندازه ۱، چاهک Ala6Cysجهش  يبرا PCRصحت  يالف) بررس ):۵(شکل 
، (+)pET28aد يو پلاسم UOX يهامربوط به ژن XhoIو  NcoI يهاميدو گانه با آنز يميباشد. ب) واکنش هضم آنزيم PCRن يمربوط به ا

و  Ser282Cysافته ي، جهش يعيطب UOX يهامربوط به ژن ترتيببه، ۹۲۹زه با اندا ۴و  ۳، ۲ يها، چاهک1kb DNA ياندازه نما ۱چاهک 
  باشد.يم (+)pET28aد يمربوط به پلاسم ۵۲۳۱با اندازه  ۵، چاهک Ala6Cysافته يجهش 
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، ۹، ۳ يهاچاهک، يعيطب UOX يکنترل و حاو عنوانبه ۲، چاهک 1kb DNA ينما اندازه ۱چاهک  PCR يصحت کلون يبررس ):۶(شکل 
  باشند.يم Ala6Cys و Ser282Cysافته يجهش  UOXژن  يحاو ترتيببه ۱۵۶۸اندازه  با ۱۴ يال ۱۲و،  ۱۱

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 يعيطب UOXژن  يد حاويپلاسم ۲، چاهک 1kb DNA ياندازه نما ۱چاهک  (+)pET28aد يدر پلاسم UOXوجود ژن  يبررس ):۷(شکل 
مشخص  يهادهد. باندياند را نشان مشده هضم XhoI و NcoIم ياستخراج شده که با دو آنز يهاديپلاسم ۷الي  ۳هاي (هضم نشده)، چاهک

  باشند.يافته ميجهش  يهاد و ژنيمربوط به پلاسم ترتيببهن ييشده در بالا و پا
  

  يريگيجهبحث و نت
لوس فلاووس در سال يکاز آسپرژينگ ژن کد کننده اوريکلون

را  UOX يقاتين گروه تحقي) تا به امروز، چند۲۰انجام شد ( ۱۹۹۲
ا يشيه و پيزيسز سرويساکاروما ازجمله يمخمر يهازبانيدر م

و  سيليلوس سابتيباس ييايباکتر يهازبانيس و ميپاستور
م يان آنزين مي). از ا۱۱اند (کرده يسازکلوننوزا يسودوموناس آئروژ

نه در درمان يبه يداريت و پايفعال يلوس فلاووس دارايآسپرژ
 يلوس فلاووس دارايداز آسپرژيم اورات اکسيشنهاد شده است. آنزيپ

باشد که در يلو دالتون ميک ۵/۳۴مولکولي نه و جرم يدآمياس ۳۰۲
  ).۱۱،۲۱شود (يان ميزوم سلول بيپراکس
 يستم قدرتمند برايک سي pETان ينگ و بيستم کلونيس
باشد. در يم ياکليشيب در اشرين نوترکيان پروتئيو ب يسازکلون

ون يسلايکوزيگل ازجملهرات پس از ترجمه ييتغ يانيستم بين سيا
 لهيکوزيرگليکاز هم غيم اوريآنز کهازآنجاييرد. يگيصورت نم

 يراان مناسب بيو ب يسازستم کلونيک سيستم، ين سيباشد ايم
  ).۲۱باشد (يکاز مياور

نول و يآلوپور ياز داروها يسميپراوريدرمان ه يبرا
 يرقابت يهان دو دارو مهارکنندهيشود ايفبوکسوستات استفاده م

از  يريجلوگ هاآن يکرد درمانيباشند. رويداز مين اکسيم گزانتيآنز
د ياهش اسجه کينتک در يد اورين به اسين و گزانتيپوگزانتيل هيتبد
ک انباشته شده را يد اورين داروها اسيا درواقعباشد. يک خون مياور
قادر به  هاآن وجودباايندهند. يد آن را کاهش ميتول يکاهند ولينم

ت به يماران مبتلا به حساسياز نقرس مقاوم که در ب يريجلوگ
ا در اثر تعاملات ينول و يت آلوپورينول، عدم تحمل سميآلوپور
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-۲۲باشند (يدهد، نمينول و فبوکسوستات رخ ميبا آلوپور ييدارو
د يمختلف کاهش سطح اس يدرمان يکردهايرو ي). هدف اصل۲۳
ه باشد. کيتر ميل يبر دس گرمميلي ۶از  ترکمزان يک خون به مياور

ها ين اندازه توفين صورت تعداد حملات نقرس و همچنيدر ا
(Tophi) رم ن يهاک در بافتيد اورياس يهاستاليرسوبات کر يعني
  ).۲۴ابد (ييکاهش م

ن درمان ينو يهااز روش يکيکه  يدرمان يهاميامروزه آنز
 يماريباشند، در مورد درمان بيک ميمتابول يهايمارياز ب ياريبس

وسط ک تيتيکوليدرمان اور راًياخدا کرده است. يز کاربرد پينقرس ن
از  يناش يسميپراورينقرس و ه يهايماريدرمان ب يکاز براياور

است  افتهي يبرتر ييايميش ينسبت به داروها يز توموريسندروم ل
 يراحتهبن يه به آلانتوئيق تجزيک از طريد اورياس يهاستاليرا کريز

 ).۲۵،۲۶شوند (يه دفع مياز کل
در برابر  هاآنکم  يداريپا ييدارو يهاميآنز يهااز چالش يکي

 ها ونيپروتئ يداريش پايمهم در افزا يکردهايروباشد. از يحرارت م
باشد. تا به يم هاآندر ساختار  يديسولفيوند ديجاد پيها اميآنز

گوناگون  يهانيدر پروتئ يمتعدد يديسولفيد يوندهايامروز پ
ن يا ازجملهجاد شده است. يا دارهدف ييزاتوسط روش جهش

دروفولات يم، هيزوزيل T4فراز، يم لوسيتوان به آنزيها منيپروتئ
ن يوگنادوتروپي، کورين پانکراس گاويپسيردوکتاز، مهارکننده تر

از انواع  يارين اشاره کرد. لازم به ذکر است که بسيزيليوسوبت يانسان
دار ياپ يديسولفيوند ديجاد پيها بعد از انين پروتئيافته ايجهش 

 يديسولفيدوند يز در اثر پين هاآناز  يکه برخياند در حالشده
 يتلفمخ ين امر به فاکتورهاياند. علت ادار به خود گرفتهيشکل ناپا

ن فولد شده که در اثر انتخاب يپروتئ يرو ييفشار فضا ازجمله
  ).۲۷ ،۱۳دارد ( يد، بستگيآينامناسب به وجود م يهاگاهيجا

لوس يداز متعلق به باسياورات اکس TB-90 جزبهتاکنون 
)، ۲۸اجرا شده ( ۲۰۱۶در سال  Hibiس که توسط گروه يليسابت

جاد نشده است. يکازايم اوريدر آنز يگريد يديسولفيچ پل ديه
 در يديسولفيچ پل ديم هين آنزيا يعين در ساختار طبيهمچن

 يداريش پايافزا منظوربهق ين تحقيدر ا نيبنابراست. يدسترس ن

ته با افيم جهش يآنز کيجاد يلوس فلاووس و ايکاز آسپرژيم اوريآنز
به  گاهي، دو جايديسولفيد يهاجاد پليافته و ايبهبود  يهايژگيو

شد که با در نظر گرفتن  يسازمدل MODIPکمک سرور 
 ينقش مهم يحرارت يداريش پايدر افزا ييفضا يميش يپارامترها

از کيژن کد کننده اور دارهدف ييزاداشتند سپس توسط روش جهش
 يکلون شد و توال (+)pET28aت در ناقل يبا موفق ر داده شد وييتغ

ت قالب خوانش يکاز در موقعيافته اورير ييتغ يهاژن يريو قرارگ
  شد. تأييد ين توالييح، توسط تعيصح

ل يدتب يبرا يمناسب يهاق نشان داد که مکانين تحقيج اينتا
). با ۳ تا ۱ن انتخاب شده است (اشکال يستئيس نهيدآمياسبه 

تر مقاوم يهانيد پروتئيتول منظوربه دارهدف ييزااستفاده از جهش
کاز شامل يافته اوريم جهش يبه حرارت ژن کدکننده دو نوع آنز

Ser282Cys  وAla6Cys د يت در پلاسميبا موفقpET28a(+) 
انجام  يسازکلون ياکليشياشر يکلون شده است و با استفاده از باکتر

نشان  يميو هضم آنز PCR يکلون يهاتوسط واکنش يشد. بررس
 (+)pET28aافته در ناقل يکاز جهش يدو نوع اور يهاداد که ژن

، حضور ين توالييج تعينتا درنهايت). ۷و  ۶اشکال هستند (موجود 
کرد. گام  تأييدرا  موردنظر يانقطه يهاجاد جهشيکاز و ايژن اور

ه و افتيم جهش يدو آنز نيد ايص و تولينه و تخليان بهيب يبعد
ران يدر ا کهازآنجاييگر خواهد بود. يچهار جهش ذکر شده د يبررس

 يب به جايم نوترکيبر استفاده از آنز يمبن يچ اقداميتاکنون ه
ز ا يناش يسميپراوريدرمان نقرس و ه يج برايرا ييايميش يداروها

 صيلان و تخي، بيسازصورت نگرفته است کلون يز توموريسندروم ل
و  سودمند ييم داروين آنزيشده ا يافته و مهندسيبهبود  يهاشکل

  باشد.يد ميمف
  

  يتشکر و قدردان
کارشناسان محترم پژوهشکده  يسندگان مقاله از همکارينو

کان اش يو آقا يه پاک ترمنيه، خانم راضيدانشگاه اروم يست فناوريز
  را دارند. يکمال تشکر و قدردانا يرنيبص
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URICASE USING SITE-DIRECTED MUTAGENESIS 
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Abstract 
Background & Aims: As a therapeutic enzyme, Aspergillus flavus (uricase or; EC 1.7.3.3), is used for 
treatment of urate deposits, gout and nephropathy, hyperuricemia and tumor lysis syndrom (TLS). 
Despite desirable kinetic features, fragile stability of uricase limits its wide range applications. 
Therefore, several approaches have developed such as protein engineering and genetic manipulations to 
overcome these problems. The main aim of the current research was the design and creation of disulfide 
bridge in therapeutic enzyme uricase for the first time. 
Materials & Methods: By the help of bioinformatics studies and based on protein data bank (PDB) 
code: 1xxj, the potential points for disulfide bridge formation were selected. To create mutations, site-
directed mutagenesis using SOE-PCR was employed. 
Results: According to computational tools, six potential pairs including three intra and three inter-chains 
were predicted to form disulfide when mutated to cysteins as followings: Ser145-Thr185, Ala235-
Val248, His256-Gln281 and Ala6-Cys290, Ser282–Ser282, Asn12-Asp283. By means of SOE-PCR, 
mutation and cloning of Ala6 and Ser282 was implemented and verified by colony PCR, digestion check 
and eventually by sequencing. 
Conclusion: In the current research, we successfully determined the location for mutating to cystein and 
fortunately implemented mutagenesis by SOE-PCR. 
Keywords: Uricase, Disulfide bond, Site-directed mutagenesis, SOE-PCR, Gout 
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