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 :چکیده

-، نوکلئازهای اختصاصی تکSIکلئاز اندونواعضای خانواده 

یکی . باشندهترودوپلکس می DNAای  با قابلیت هضم رشته

به ویژه گیاه   CEL IIاز اعضای این خانواده با نام 

هترودوپلکس را در  DNAشود که قادر است کرفس دیده می

-با کارایی مطلوب در شرایط آزمایشگاهی برش  DNAقطعات 

و موارد کاربردی متعددی در ژنتیک، بیوتکنولوژی و   دهد

با وجود مطالعات . های معیوب داردتشخیص مولکولی ژن

متعدد در خصوص کاربردهای بیوتکنولوژیک این گروه از 

و نقش آنها در رشد و  in vivoها، اهمیت عمکردی آنها در آنزیم

لذا نخستین . تمایز مورد مطالعه دقیق قرار نگرفته است

ها مطالعه گام در جهت تبیین نقش کلیدی این آنزیم

های مختلف از یک طرف و ها در بافتالگوی بیان ژن آن

های همچنین مطالعه روند تکاملی تغییرات ساختاری ژن

حاضر به  لذا در مطالعه. مربوطه از طرف دیگر است

نسبت به ( CEL II ،1منظور تبیین نقش بیولوژیک آنزیم 

از گیاه کرفس اقدام کرده و ماهیت  CEL IIسازی ژن همسانه

ساختاری در طی تکامل  مولکولی آن از جهت نسبت حفظ شدگی

مطالعات بیوانفورماتیک به منظور روشن ( 2. بررسی شد

لگوی بیان ا( 9. شدن محل فعالیت درون سلولی انجام گرفت

ژن به منظور تعیین جایگاه فعالیت آن مورد آزمایش 

های در بافت CEL IIبدین منظور بیان ژن .  قرار گرفت

به طور  RT-PCRمختلف گیاه کرفس، با استفاده از تکنیک 

 . نیمه کمی مورد بررسی قرار گرفت

، ژن ITSژنومی و تکتیر قطعه ژن  DNAپس از استخراج 

ین توالی ارسال شد همچنین پس از مورد نظر  برای تعی

و تهیه   CEL IIو تکثیر قطعه  cDNA ، سنتز RNAاستخراج 

-، واکنش اتصال  و انتقال پلاسمید به سلولpTZ57R/Tپلاسمید 

به منظور تایید صحت . های مستعد پذیرش پلاسمید انجام شد

یابی ارسال همسانه سازی، سازه ژنتیکی حاصل برای توالی

های در بافت CEL IIبررسی بیان آنزیم همچنین جهت  .شد

نیمه کمی استفاده شد و  RT-PCRمختلف گیاه کرفس از روش 

وارد شده به واکنش   RNAبه منظور متوازن کردن میزان 

 .آغازگرهای عمومی یوبی کوئیتین استفاده گردید ها، از

  ITSبا بررسی نتایج به دست آمده  از تعیین توالی ژن 

ژن بانک ) NCBIردیفی آن با توالی ثبت شده در و هم

FJ986043.1  ) ها مشاهده شددرصدی بین آن 3تفاوت حدود  .

نکته قابل ملاحظه این که بررسی نتایج تعیین توالی ژن 

CEL II دهنده و همردیفی آن با توالی گزارش شده، نشان

 .ها بودآن% 111همردیفی 

های ساقه، برگ، فتدر با CEL IIمطالعه الگوی بیان ژن 

دمبرگ و گل که به منظور تعیین محل دقیق فعالیت بیان ژن 

مربوطه انجام گرفت نشان داد که اگرچه این ژن در تمام 



 

 

 

شود، اما میزان بیان آن های مورد مطالعه بیان میبافت

 .باشددر برگ حداکثر و در ساقه حداقل می
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 فصل اول

کلیات

 مقدمه

(SNP) ای های نقطه جهش    
1

در ژنتیک و  هاآنو آشکارسازی  

یک فرآیند  SNP .های مختلف حائز اهمیت است پزشکی از جنبه

                                                
1 
single nucleotide polymorphism 
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 وطبیعی است و به صورت تصادفی اتفاق افتاده  نرمال و

. های طبیعی می باشدر به ایجاد تنوع ژنتیکی در جمعیتقاد

ژنومی، صفات مسئول تنوع  بین افراد، تکامل  SNPs احتمالًا

های درون سیار رایج مانند موی مجعد، تفاوتخانوادگی ب

های معمول و پیچیده فردی در پاسخ به داروها و بیماری

. مانند دیابت، چاقی، فشار خون و اختلالات روانی باشند

 ساختار ،(بیان ژن)بر فعالیت پروموتور SNPsممکن است 

mRNA ،  پایداری و موقعیت سلولیmRNAs  ها یا پروتئینو

. خاطر موجب بیماری شوندتاثیر بگذارند و به همین

اثرات  بررسیها و شمار در ژنبنابراین تشخیص تغییرات بی

بر عملکرد ژن و  این تغییرات ریثتأمنجر به فهم بهتر  هاآن

 . (Komar, 2003)گردد میسلامتی 

تولید  که OCA2ژن  مجاور HERC2 ژندر ناحیه  SNPبرای مثال

باشد، باعث تغییر در رنگ چشم ی پروتئین ملانین میکننده

ه اثر گروهی از محققان عقیده دارند ک .(Bryner, 2008) شودمی

پذیری متفاوت دارو بر روی افراد مختلف و همچنین آسیب

-می   متفاوت افراد در شرایط یکسان نسبت به یک بیماری 

  .    ایجاد شود SNPتواند تحت تاثیر 

SNP ها از جمله همچنین باعث ایجاد بسیاری از بیماری

می شود و طی تحقیقاتی  هاناهای قلبی و انواع سرطبیماری

های سرطان پستان نیز مشخص شده که حتی در متاستاز سلول

تواند نقطه شروعی ها میاین آگاهی. (Rae et al., 2008) نقش دارد

 استفاده در جهت SNPو مفید  ی نشانگرهای جدیدبرای توسعه

های پزشکی و داروها برای اختلالات رایج باشد و آزمایش

 .انقلابی در رشته پزشکی در آینده خواهد بود

ها در  های متعددی برای آشکارسازی این جهش روشرو،  از این

-Taq، آزمون توالیتعیین .موجودات ابداع گردیده استژنوم 

man ،Real time PCRهای  ، آزمون اتصال الیگونوکلئوتید، چیپ
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DNA های متعددی هستند که هر یک با  روشها،  و ریزآرایه

-تکهای  های خاص خود برای آشکارسازی جهش توانایی

استفاده قرار  های ژنومی مورد لئوتیدی در توالینوک

ی است روش، وجود نکته حائز اهمیتبا این وجود، . گیرند می

 یهای تحقیقات کارگیری در زمینهه ب تواناییکه علاوه بر 

هزینه و نیازمند به امکانات آزمایشگاهی کمتر  مختلف، کم

برای غربال کردن   بوده و بتوان آن را به طور گسترده

های متعددی به  رچه روشاگ. ها مورد استفاده قرار داد ژنوم

نوکلئوتیدی وجود دارد، اما  های تک منظور آشکارسازی جهش

های ذکر شده به صورت توأم  تواناییاز  هاآنهیچ یک از 

 Gupta et al., 2001). ) باشند برخوردار نمی

ها هستند که در  هایی از ژنوم نوکلئوتیدی جایگاه های تک جهش

یک نوکلئوتید با نوکلئوتید دیگر تعویض گردیده  هاآن

کننده ژنومی رخ  رمزهرگاه این تغییر در یک مکان . است

دهد و باعث تغییر در عملکرد آن مکان ژنی گردد، بسته به 

چون نقص که دچار جهش شده است، عوارضی هم اهمیت مکان ژنی

با این حال، چنین . یا مرگ موجود را در پی خواهد داشت

کننده رمز ری ممکن است به دلیل وقوع در منطقه غیرتغیی

که باعث از بین رفتن عمل فراورده ژن  ژنوم و یا در صورتی

در   این پدیده. کننده ژنوم حفظ شود رمزنگردد، در مناطق 

های مختلف موجودات و از جمله گیاهان در طی تکامل  جمعیت

نوکلئوتیدی در ارها رخ داده و اساس چند شکلی تکب

 . (Syvanen, 2001) های مختلف موجودات است عیتجم

های نوکلنوتیدی روشهای تکهای شناسایی جهشیکی از روش

ترین کاربردپرکه از جمله  های آنزیمی استمبتنی بر واکنش

 .باشدمیهترودوپلکس  DNAهضم آنزیمی   روش هاآن

ترین  هترودوپلکس، یکی از متداول DNAهضم آنزیمی   روش

ای در  های نقطه های مورد استفاده در شناسایی جهش روش
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برای  روشدر حال حاضر، محققان از این . قطعات ژنومی است

های کوچک در  نوکلئوتیدی و درج و حذف های تک  تشخیص جهش

های مختلف بیولوژی مولکولی و ژنتیک پزشکی شامل  جنبه

های لاعلاج نظیر  یافته مرتبط با بیماری های جهش توصیف آلل

تفسیر وقایع مولکولی عامل  ،(Vogiatzakis et al., 2007) سرطان

های کنترل  ، شناسایی ژن(Shi et al., 2007)های ژنتیکی  ناهنجاری

 Brady and)گرهای مولکولی اصلاح مبتنی بر نشان ،کننده صفات

Provart, 2007 )تعیین تنوع ژنتیکی و مطالعات فیلوژنتیکی 

(Comai et al., 2004; Sokurenko et al., 2001) های  و پروژهTILLING  استفاده

 روشاساس استفاده از این . (Comai and Henikoff, 2006)نمایند  می

 .باشدمی DNAری نوکلئازهای اختصاصی تک رشته گیبه کار

 ایرشتهتک DNAنوکلئازهای اختصاصی  1-1

ای هستند کاره های چند رشته آنزیمی اختصاصی تکنوکلئازها

توانایی عملکرد  .در تمام موجودات زنده وجود دارندکه 

ها بر روی اسیدهای نوکلئیک تک یماختصاصی این آنز

ای در اسیدهای نوکلئیک  رشتهمناطق تکای و همچنین  رشته

در تحقیقات مرتبط  هاآنای منجر به کاربرد گسترده  رشتهدو

 .با اسیدهای نوکلئیک شده است

نوکلئازها با اسیدهای نوکلئیک وارد واکنش شده و 

بعضی از . نمایند استر را هیدرولیز می پیوندهای فسفودی

ی دیگر در خارج های نوکلئاز در داخل سلول و برخ آنزیم

در داخل . شوند از سلول و در فضای بین سلولی یافت می

های مهمی را در فرایندهای  ها نقش سلول این آنزیم

ایفا  DNAنوترکیبی، همانندسازی، هضم آنزیمی و ترمیم 

آزاد،  DNAانواع خارج سلولی نیز با هضم . نمایند می

ساز سلولی  و  نوکلئوتیدهای آزاد شده را به چرخه سوخت

های نوکلئاز  انواع بسیار مختلفی از آنزیم. کنند وارد می
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اند که براساس خصوصیاتی  های زنده شناسایی شده در سیستم

، فعالیت اگزونوکلئازی RNAیا  DNAاز قبیل هیدرولیز 

یا اندونوکلئازی، جهت هضم مولکول اسید نوکلئیک، 

وی ماهیت پیوند هیدرولیز شده، و عمل اختصاصی بر ر

 Marti) شوند  بندی میای، گروه ای یا دو رشته رشته مولکول تک

and Fleck, 2004 Desai and Shankar, 2003; ).  

رشته که به نوکلئازهای خانواده  نوکلئازهای اختصاصی تک

SI های اسید  باشند، بطور اختصاصی مولکول نیز معروف می

ای موضعی در  رشته ای و همچنین نواحی تک رشته نوکلئیک تک

 Shishido and))د دهن ای را هدف قرار می های دو رشته مولکول

Ando, 1985 . این نوکلئازها از منابع بسیار متعددی شامل

. اند ها، گیاهان و جانوران جداسازی شده میکروارگانیزم

ها داخل سلولی بوده و تعداد قابل  بسیاری از این آنزیم

 Aspergillus oryzaeاز  SIنیز نظیر نوکلئاز  آن هاتوجهی از 

(Vogt, 1980) نوکلئاز ،PI  ازPenicillium citrinum (Fujimoto et al., 

 ,Vigna radiate (Laskowskiبین از گیاه  ، نوکلئاز مانگ(1974

 Oleykowski et)از گیاه کرفس  CEL IIو CEL I  ، و نوکلئاز (1980

al., 1998)در گیاهان، این . باشند ، خارج سلولی می

های سلولی جداسازی  نوکلئازها تقریباً از تمام اندامک

گرفته از ء رشته منشا نوکلئازهای اختصاصی تک. اند شده

گیاهان نیز در دو گروه داخل سلولی و خارج سلولی قرار 

برخی خصوصیات مولکولی و کارکردی این . گیرند می

 : نوکلئازها به قرار زیر است

 4ـ  2/11ایزوالکتریک این نوکلئازها در محدوده  pHـ 

های  پروتئین BAL31، و PI ،SIنوکلئازهای . قرار دارد

باشند، در  می 2/4و  9/4،  1/4 ایزوالکتریک pHاسیدی با 

 pHاز اسفناج یک پروتئین بازی با  SPحالی که نوکلئاز 

  .(Strickland et al., 1991) است 2/2ایزوالکتریک 



 کلیات              : فصل اول

 

7 

 

 

ـ تعداد قابل توجهی از این  نوکلئازها از ماهیت 

از  هاآنگلیکوپروتئین برخوردارند و مقدار کربوهیدرات 

 . شود درصد وزن مولکول را شامل می 11ـ  23

ها در محدوده  بهینه برای فعالیت نوکلئازی این آنزیم pHـ 

قرار دارد که این موضوع برای فعالیت یک  4ـ 3

نسیل آن نوکلئاز، یک معیار بسیار مهم در تعیین پتا

برخی از . استآنزیم به عنوان یک ابزار اندازه گیری 

رشته نظیر های اختصاصی تک ن آنزیمکاربردتریپر

 4 - 1اسیدی  pHبین در محدوده ، و مانگSI ،PIنوکلئازهای 

بهینه اسیدی از دیدگاه  pH. از فعالیت مطلوب برخوردارند

پایین باعث  pHشود، زیرا  کاربردی یک عدم مزیت محسوب می

در مقابل، بعضی . شود می DNAدپوریناسیون  قابل ملاحظه 

 Aspergillus sojaeها مانند نوکلئازی که از  از این آنزیم

از فعالیت  3ـ  11بازی  pHشود در محدوده  استخراج می

نیز از  BAL31ها نظیر  بعضی آنزیم. مطلوب برخوردارند

pH های بهینه مختلفی برای فعالیت هیدرولیزیDNA و رشته تک

DNA برخودارند رشته دو(Desai and Shankar, 2003.) 

 1/1ـ  141ـ وزن مولکولی این نوکلئازها در محدوده 

ـ  81از وزن مولکولی  هاآناما اغلب . کیلودالتون است

به عنوان مثال نوکلئازهای . کیلودالتون برخوردارند 23

SI ،PIو  44، 92وزن مولکولی بین به ترتیب از  ، و مانگ

 . دالتون برخوردارندکیلو 93

در حد متوسط بوده و دمای بهینه  هاآنـ ثبات گرمایی 

درجه سانتیگراد  92ـ  21در محدوده  هاآنبرای فعالیت 

  آمینه هایوجود درصد بالایی از اسید. قرار دارد

آبدوست، نقش اصلی را در ثبات گرمایی این نوکلئازها 

 . دنینما ایفا می


