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 يك فلاووآنزيم پراكسيزومي حاوي فلاوين آدنين دي نوكلئوتيد است كه ) DAAO ( آمينواسيد اكسيداز - دي
  طراحي حس در بسياري هاي كاربرد اين آنزيم . كند را كاتاليز مي ی نوع دی دآميناسيون اكسيداتيو اسيدهاي آمينه

 و چندين تركيب ارزشمند دارويي و در تشخيص و پيشگيري c بيوتيك سفالوسپورين آنتي گرهاي زيستي، توليد
 ، اما اند گسترده ها تا انسان از ميكروارگانيسم ها به طور وسيع اگرچه اين آنزيم . دارد چندين بيماري از جمله سرطان

 فوزاريوم كنند كه در اين ميان جنس مي نيازهاي صنعتي را رفع به دليل وجود مزاياي بسيار هاي ميكروبي عموما آنزيم
 ي ترشحي فاكتور آلفاي مخمري به همراه ترادف سازي توالي نشانه هدف از اين مطالعه كلون . اي دارد جايگاه ويژه

 ساكارومايسس در ميزبان يوكاريوتي فوزاريوم اكسيسپوروم آمينواسيد اكسيداز از منبع قارچ - ي آنزيم دي كدكننده
 پس از طراحي پرايمرهاي اختصاصي، توالي نشانه فاكتور آلفاي . ور بيان ترشحي آنزيم مورد نظر بود به منظ سرويزيه

 كلون p316TDH3 ي تكثير شده سپس در وكتور شاتل بياني قطعه . تكثير شد PCR مخمري با استفاده از روش
 بررسي . پرايمرهاي اختصاصي تكثير شد با استفاده از آمينواسيد اكسيداز - دي cDNA ييد كلونينگ، پس از تأ . گرديد

 نشان هاي مورد استفاده در ميزبان تكثير شده در مقايسه با كدون cDNA هاي مورد استفاده در ميزان هماهنگي كدون
 ها از اين رو پس از بهينه سازي كدون . بيان شود ساكارومايسس تواند به طور مؤثر در ميزبان داد كه اين پروتئين نمي

 پس از . ترانسفورم گرديد E.coli DH5α الحاق و در ميزبان p316TDH3 نتز شد و سپس در پلاسميد اين قطعه س
 تعيين توالي قطعه . منتقل شد ساكارومايسس سرويزيه به ميزبان p316TDH3αmatfDAO آن پلاسميد نوتركيب

 هاي آنزيمي و برش PCR لوني نتايج حاصل از ك . سنتز شده صحت توالي و عدم وجود موتاسيون در آن را اثبات كرد
 . باشند سازي قطعات در وكتور هدف مي تأييد كننده كلون

سازي، بيان ترشحي، پلاسميد نوتركيب آمينواسيد اكسيداز، كلون - دي : هاي كليدي واژه
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 PCR ................................ ................................ ................................ .... ۷۳ از واكنش حاصل ي يجه نت ۲ - ۲ - ۳
 p316TDH3 ....................... ۷۳ به پلاسميد ي ترشحي فاكتور آلفاي مخمري توالي نشانه الحاق ۳ - ۲ - ۳

 PCR ................................ ................................ ................ ۷۳ برش آنزيمي پلاسميد و محصول ۱ - ۳ - ۲ - ۳
 ۷۴ ...................... ................................ به پلاسميد برش خورده ي ترشحي توالي نشانه الحاق ۲ - ۳ - ۲ - ۳

 ۷۴ ... باكتريايي مستعد هاي سلول به matf α - p316TDH3– نوتركيب وكتور ترانسفورماسيون ۴ - ۲ - ۳
 هاي باكتري حاصل از مورد نظر در نمونه ي بررسي حضور قطعه صل از ا نتايج ح ۵ - ۲ - ۳

 ۷۵ ................ ................................ ................................ ................................ ................................ ترانسفورماسيون
 ۷۵ ....................... هاي رشد يافته حاصل از ترانسفورماسيون بر روي كلوني PCR ي نتيجه ۱ - ۵ - ۲ - ۳
 ۷۶ ........ ي اليگونوكلئوتيدي آلفا فاكتور كتور داراي قطعه و ي هضم آنزيمي بر روي نتيجه ۲ - ۵ - ۲ - ۳

 ۷۶ ........... اشريشياكلاي در ميزبان آمينواسيد اكسيداز - ي دي كدكننده cDNA سازي كلون تكثير و ۳ - ۳
 cDNA .. ۷۶ و سنتز فوزاريوم اكسيسپوروم قارچ هاي از سلول RNA استخراج نتايج حاصل از ۱ - ۳ - ۳
 PCR ................................ ................................ ................................ ........... ۷۷ از واكنش حاصل نتايج ۲ - ۳ - ۳
 ۷۷ .......... فوزاريوم اكسيسپوروم آمينواسيد اكسيداز - ي دي كدكننده cDNA طراحي و ساخت ۳ - ۳ - ۳
۷۸ ....... ................................ ................................ وارد شده در وكتور ي ه تعيين توالي قطع ي ه نتيج ۴ - ۳ - ۳
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 و p316TDH3 در وكتور آمينواسيد اكسيداز - دي cDNA ي حاوي ه الحاق قطع ي ه نتيج ۵ - ۳ - ۳
 ۷۸ ........................ ................................ ................................ ................................ حاصل رانسفورماسيون وكتور ت

 هاي در نمونه آمينواسيد اكسيداز - دي cDNA حاوي ي ه قطع نتايج حاصل از بررسي حضور ۶ - ۳ - ۳
 ۷۹ ................ ................................ ................................ ................................ ترانسفورماسيون حاصل از باكتري

 ۷۹ ....................... حاصل از ترانسفورماسيون رشد يافته هاي بر روي كلوني PCR ي ه نتيج ۱ - ۶ - ۳ - ۳
 آمينواسيد - دي cDNA حاوي ي ه داراي قطع نوتركيب نتايج هضم آنزيمي بر روي وكتور ۲ - ۶ - ۳ - ۳

 ۸۰ .......................... ................................ ................................ ................................ ................................ اكسيداز
 ۸۰ ................... ................................ هاي مستعد مخمري سلول به حاصل وكتور نوتركيب كشن ترانسف ۴ - ۳

 هاي در نمونه آمينواسيد اكسيداز - دي cDNA حاوي ي ه قطع بررسي حضور نتايج حاصل از ۱ - ۴ - ۳
 ۸۱ .......................... ................................ ................................ ................................ كشن حاصل از ترانسف مخمر

 PCR ................................ ................................ .............................. ۸۱ - ي حاصل از كلوني نتيجه ۱ - ۱ - ۴ - ۳
 ۸۲ .... ................................ ................................ استخراج پلاسميد از مخمر ي حاصل از نتيجه ۲ - ۱ - ۴ - ۳

 ۸۳ ...................... ................................ ................................ ................................ گيري بحث و نتيجه : فصل چهارم
 ۸۴ ................... ................................ آمينواسيد اكسيداز - بررسي توالي نوكلئوتيدي و آمينواسيدي دي ۱ - ۴
 p316TDH3 ................. ۸۶ ي ترشحي فاكتور آلفاي مخمري در وكتور شاتل توالي نشانه سازي كلون ۲ - ۴
 ۸۷ ... اشريشياكلاي آمينواسيد اكسيداز در ميزبان پروكاريوتي - ي دي كدكننده cDNA سازي كلون ۳ - ۴
 ۸۹ .................. ساكارومايسس سرويزيه آمينواسيد اكسيداز در ميزبان يوكاريوتي - توليد پروتئين دي ۴ - ۴
۹۲ ................... ................................ ................................ ................................ ................................ پيشنهادات ۵ - ۴
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 ۴ . ................................ ................................ اسيدآمينه ساختار ال و دي . b اسيدآمينه ساختار . a : ۱ - ۱ شكل
 DAAO ................................ ...................... ۶ ساختارهاي جزئي زيرواحدها و ساختار سه بعدي : ۲ - ۱ شكل
 ۷ ................................ ................................ ميكروبي DAAO اي از چندين ترازي مقايسه يك هم : ۳ - ۱ شكل
 ۹ .... ................................ ................................ آمينواسيد اكسيداز - واكنش كاتاليزشده توسط دي : ۴ - ۱ شكل
 ۱۳ ............... ................................ ................................ فوزاريوم اكسيسپوروم هاي نمايش كروموزوم : ۵ - ۱ شكل
 ۱۶ ............................... ................................ مختلف فناوري زيستي هاي استفاده از مخمر در حوزه : ۶ - ۱ شكل
 ۱۷ ............................ ................................ ساكارومايسس سرويزيه هاي نمايش گرافيگي كروموزوم : ۷ - ۱ شكل
 ۱۸ .......................... ................................ ................................ ساكارومايسس سرويزيه چرخه زندگي : ۸ - ۱ شكل
 با استفاده از سيستم C از سفالوسپورين ) 7ACA ( آمينوسفالوسپورانيك اسيد - ۷ توليد : ۹ - ۱ شكل

 ۲۲ .................. ................................ ................................ گلوتاريل هيدرولاز ⧵ آمينواسيد اكسيداز - دو آنزيمي دي
 فنيل آلانين - پروتوفورميا، كاتالاز، ال . آ DAAO زاسيون متيونين توسط دراسمي : ۱۰ - ۱ شكل

 FDH ( ................................ ................................ ................. ۲۴ ( و فرميك دهيدروژناز ) LPheDH ( دهيدروژناز
 كاتاليز شده توسط ) D ,L2NAla ( نفتيل آلانين - ۲ - دي و ال دراسميزاسيون : ۱۱ - ۱ شكل

M213G RgDAAO ترانسفراز آسپارتات آمينو – ال ، كاتالاز و ) LAAT ( ................................ .................... ۲۵ 
 p316TDH3 ................................ ................................ ................................ .......................... ۳۴ وكتور : ۱ - ۲ شكل
 ۶۲ ................. آمينواسيد اكسيداز - هاي درون غشايي و برون غشايي پروتئين دي تعيين بخش : ۱ - ۳ شكل
 TargetP 1.1 ................................ ................................ ........................... ۶۲ افزار نتايج حاصل از نرم : ۲ - ۳ شكل
 ساكارومايسس شده در ميزبان هاي مورد استفاده در طول توالي كدكننده بيان پراكنش كدون : ۳ - ۳ شكل

 ۶۳ .... ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ سرويزيه
 ۶۴ ......... ................................ فوزاريوم اكسيسپوروم DAAO ي كدكننده CG cDNA محتواي : ۴ - ۳ شكل
 DAAO ي كدكننده cDNA هاي كدوني مربوط به ها در گروه پراكنش درصد كدون : ۵ - ۳ شكل

 ۶۴ ............ ................................ ................................ ................................ ................................ فوزاريوم اكسيسپوروم
 ۶۵ .................. ................................ اكسيسپوروم فوزاريوم DAAO ي سازي توالي كدكننده بهينه : ۶ - ۳ شكل
 هاي بهينه شده مورد استفاده در طول توالي كدكننده بيان شده در ميزبان پراكنش كدون : ۷ - ۳ شكل

 ۶۵ ....... ................................ ................................ ................................ ................................ ساكارومايسس سرويزيه
 ۶۶ .... ها سازي كدون پس از بهينه فوزاريوم اكسيسپوروم DAAO مولد CG cDNA محتواي : ۸ - ۳ شكل
DAAO ي كدكننده cDNA هاي كدوني مربوط به ها در گروه پراكنش درصد كدون : ۹ - ۳ شكل
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 ۶۶ ......... ................................ ................................ ................................ پس از بهينه سازي فوزاريوم اكسيسپوروم

 ۶۸ .............. فوزاريوم اكسيسپوروم آمينواسيد اكسيداز - تعداد اسيدهاي آمينه مختلف در دي : ۱۰ - ۳ شكل
 و يوكاريوتي ي گونه آمينواسيد اكسيداز در چندين - مقايسه توالي پروتئيني آنزيم دي : ۱۱ - ۳ شكل

 ۶۹ ............................... ................................ ................................ ................................ ................................ پروكاريوتي
 ي يوكاريوتي و آمينواسيد اكسيداز در چندين گونه - فيلوگرام مربوط به پروتئين دي : ۱۲ - ۳ شكل

 ۷۰ ............................... ................................ ................................ ................................ ................................ پروكاريوتي
 ۷۰ ................... ................................ فوزاريوم اكسيسپوروم آمينواسيد اكسيداز - ساختار دوم دي : ۱۳ - ۳ شكل
 M4T ................................ ............. ۷۱) سرور توسط ( مدل اوليه از ساختار سه بعدي پروتئين : ۱۴ - ۳ شكل
 YASARA ( .................... ۷۱ توسط سرور ( هاي آب واكنش با ملكول پس از مدل بهينه شده : ۱۵ - ۳ شكل
 ۷۲ ................... ................................ مخمري ديپلوئيد هاي از سلول ژنومي استخراج شده DNA : ۱۶ - ۳ شكل
 ۷۳ .................. ................................ توالي ترشحي آلفا فاكتور مخمري مربوط به PCR محصول : ۱۷ - ۳ شكل
 Asc I ................................ ................ ۷۴ و Not I محدودگر هاي قطعات حاصل از برش با آنزيم : ۱۸ - ۳ شكل
 ۷۵ ..... ................................ ................................ اشريشياكلاي هاي فرايند ترانسفورماسيون سلول : ۱۹ - ۳ شكل
 ۷۵ ................ ي ترشحي آلفا فاكتور توالي نشانه هاي حاوي براي بررسي كلوني PCR واكنش : ۲۰ - ۳ شكل
 p316TDH3αmf ................................ ..... ۷۶ قطعات حاصل از هضم آنزيمي وكتور نوتركيب : ۲۱ - ۳ شكل
 ۷۷ ..................... ................................ آمينواسيد اكسيداز - دي cDNA مربوط به PCR محصول : ۲۲ - ۳ شكل
 هاي با استفاده از پرايمر DAAO ي كدكننده cDNA ي حاوي قطعه هاي تعيين توالي پيك : ۲۳ - ۳ شكل

 M13 ................................ ................................ ................................ ................................ ......................... ۷۸ همگاني
 ۷۹ ..... ................................ ................................ اشريشياكلاي هاي فرايند ترانسفورماسيون سلول : ۲۴ - ۳ شكل
 آمينواسيد - دي cDNA حاوي اشريشياكلاي هاي براي بررسي كلوني PCR واكنش : ۲۵ - ۳ شكل

 ۷۹ .... ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ اكسيداز
Hind هاي با آنزيم اشريشياكلاي استخراج شده از p316TDH3 هضم آنزيمي وكتور : ۲۶ - ۳ شكل III و 
Asc I ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ ...... ۸۰ 
 ۸۱ ........ ................................ ................................ ساكارومايسس سرويزيه فرايند ترانسفكشن در : ۲۷ - ۳ شكل
 cDNA حاوي ساكارومايسس هاي براي بررسي كلوني PCR واكنش : ۲۵ - ۳ شكل : ۲۸ - ۳ شكل

 ۸۲ ....... ................................ ................................ ................................ ................................ آمينواسيد اكسيداز - دي
Hind هاي با آنزيم ساكارومايسس استخراج شده از p316TDH3 هضم آنزيمي وكتور : ۲۹ - ۳ شكل III 

Asc I ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ ... ۸۲ و
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 اول جد فهرست
 صفحه عنوان
 EC number: 1.4.3 ................................ ................................ ........ ۳ اعضاي متعلق به گروه داراي . ۱ - ۱ جدول
 ۱۹ ................................ ................................ هاي اطلاعاتي مرتبط با مخمر پايگاه نام و نوع اطلاعات . ۲ - ۱ جدول
 ۳۱ ......................... ................................ ................................ ................................ تركيبات مورد استفاده . ۱ - ۲ جدول
 ۳۴ ........... ................................ ................................ ................................ هاي مورد استفاده توالي پرايمر . ۲ - ۲ جدول
 DNA . ................................ ................................ ..... ۳۵ مواد مورد نياز براي ساخت محلول استخراج . ۳ - ۲ جدول
 X ۱۰ ................................ ................................ ................................ ............. ۳۵ با غلظت TBE محلول . ۴ - ۲ جدول
 ۳۶ ......... ................................ ................................ ................................ ................................ بافر پاكسازي . ۵ - ۲ جدول
 RNA ................................ ................................ ................................ ............................. ۳۶ بافر استخراج . ۶ - ۲ جدول
 I ................................ ................................ ................................ .............................. ۳۷ محلول ليز قليايي . ۷ - ۲ جدول
 II ................................ ................................ ................................ ............................ ۳۷ محلول ليز قليايي . ۸ - ۲ جدول
 III ................................ ................................ ................................ .......................... ۳۷ محلول ليز قليايي . ۹ - ۲ جدول
 X ۱۰ ................................ ................................ ...... ۳۷ با غلظت TE مواد مورد نياز براي تهيه بافر . ۱۰ - ۲ جدول
 ۳۸ ................. ................................ ................................ استات مواد مورد نياز براي تهيه بافر ليتيوم . ۱۱ - ۲ جدول
 ۳۸ . ................................ ................................ تهيه محلول پلي اتيلن گلايكول مواد مورد نياز براي . ۱۲ - ۲ جدول
 PCR ................................ ................................ .................. ۳۹ - كلوني مواد مورد نياز براي تهيه بافر . ۱۳ - ۲ جدول
 ۳۹ .... ................................ ................................ ................................ مواد مورد نياز براي تهيه بافر ليز . ۱۴ - ۲ جدول
 LB ................................ ................................ ................. ۴۰ مواد مورد نياز براي تهيه محيط كشت . ۱۵ - ۲ جدول
 YPD ................................ ................................ .............. ۴۱ مواد مورد نياز براي تهيه محيط كشت . ۱۶ - ۲ جدول
 ۴۱ ............ ................................ ................................ مورد نياز براي تهيه محيط كشت حداقل مواد . ۱۷ - ۲ جدول
 ۴۲ .............................. ................................ ................................ تجهيزات آزمايشگاهي مورد استفاده . ۱۸ - ۲ جدول
 ۴۶ ..... ................................ مخمر فاكتور آلفاي سيگنال پپتيد ترشحي PCR شرايط بهينه براي . ۱۹ - ۲ جدول

 ۴۶ .......... ميكروليتر ۲۵ نهايي در حجم سيگنال پپتيد بهينه PCR مواد مورد نياز براي انجام . ۲۰ - ۲ دول ج
 ۵۵ ....................... ................................ ................................ ................................ پرايمر - RNA مخلوط . ۲۱ - ۲ جدول
 cDNA ................................ ................................ ................................ ....................... ۵۵ مخلوط سنتز . ۲۲ - ۲ جدول
 ۵۶ .............. ................................ آمينواسيد اكسيداز - دي cDNA توالي PCR شرايط بهينه براي . ۲۳ - ۲ جدول

۵۶ .......... ميكروليتر ۲۵ نهايي در حجم سيگنال پپتيد بهينه PCR مواد مورد نياز براي انجام . ۲۴ - ۲ دول ج
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 آمينواسيد اكسيداز مربوط به سيزده گونه پروكاريوتي و - خصوصيات مختلف پروتئين دي . ۱ - ۳ جدول

 .... ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ يوكاريوتي
 ۷۲ ............... ................................ ................................ ژنومي استخراج شده DNA غلظت و خلوص . ۲ - ۳ جدول
۷۶ ................ ................................ فوزاريوم اكسيسپوروم هاي استخراج شده از سلول RNA غلظت . ۳ - ۳ جدول
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 اول فصل

و مروري بر تحقيقات گذشته مقدمه
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 اول فصل

 و مروري بر تحقيقات گذشته مقدمه

 اكسيداز آمينواسيد ۱ - ۱
 كاتابوليسم اسيدهاي آمينه با ( اكسيداتيو هايي هستند كه واكنش دآميناسيون اكسيدازها آنزيم آمينواسيد
 ها متعلق به گروه اين آنزيم . كنند ز مي را به يك آلفا كتواسيد كاتالي اسيدهاي آمينه ) آمين - α برداشت گروه

 و توسط اكسيژن به عنوان ) ۱.۴ ( ها از دهنده CHNH2 هستند كه بر روي گروه ) EC1 ( اكسيدوردوكتازها
 . كنيد اعضاي اين گروه را مشاهده مي ۱ - ۱ در جدول . كنند عمل مي ) ۱.۴.۳ ( پذيرنده

Amino acid + H2O + O2  a 2oxo acid + NH4 + H2O2



۳ 

 EC number: 1.4.3 اعضاي متعلق به گروه داراي . ۱ - ۱ جدول

 گروه مختلف ۴ اتم كربني كه به ( داراي حداقل يك كربن نامتقارن به جز گلايسين، اسيدهاي آمينه همه
 اين تركيبات نور . شوند و به همين خاطر تركيبات فعال نوري محسوب مي ) a ۱ - ۱ شكل ( هستند ) متصل است

 يا دي متفاوت شكل فضايي دو توانند مي اسيدهاي آمينه معني است كه دين اين ب . كنند پلاريزه را منحرف مي
 ساختار در عامل آمين بودن براي تعيين ايزومري، چپ يا راست . اي يكديگرند كه تصوير آينه داشته باشند، ال

 - دي بود راست در سمت اگر و اسيدآمينه - ال چپ بود در سمت كه اگر به اين صورت ، ملاك است اسيدآمينه
 هستند، اسيدهاي آمينه دي برخلاف قندهاي طبيعي كه از نوع . ) b ۱ - ۱ شكل ( شود ناميده مي اسيدآمينه

 ال به دي ميرد، نسبت اي مي وقتي موجود زنده . هستند ال ها همگي از نوع طبيعي موجود در ساختار پروتئين
. ] ۱ [ گويند انانتيومر نوري را هاي ايزومر . زاسيون نام دارد اين فرايند راسمي . كند تغيير مي ۱ به ۰ از



۴ 

 . ] ۱ [ آمينواسيد ال و دي ساختار . b اسيدآمينه ساختار . a : ۱ - ۱ شكل

 انواع آمينواسيد اكسيدازها ۱ - ۱ - ۱
 (LAAO) ۱ آمينواسيد اكسيداز - ال ۱ - ۱ - ۱ - ۱

 EC ( اسيد اكسيداز آمينو - ال  ، غالبأ اسيدهاي آمينه نوع ال تعدادي از دآميناسيون اكسيداتيو ) 1.4.3.2
 اين آنزيم متعلق به خانواده اكسيدو ردوكتازها است . كند آروماتيك و هيدروفوب را كاتاليز مي اسيدهاي آمينه

 و Zeller ط اولين بار توس LAAO . باشد مي ) FAD ( ۲ و داراي يك كوفاكتور به نام فلاوين آدنين دي نوكلئوتيد
Martiz دهد مي هاي مار را تشكيل از كل سم برخي گونه % ۳۰ تقريبأ اين آنزيم . ] ۲ [ كشف شد ۱۹۴۴ در 

] ۳ [ . LAAO ها پراكنش بسياري در طبيعت دارند و در باكتري، قارچ، جلبك سبز، گياهان و سم مار يافت 
 ها ساختار براي اين دسته از آنزيم ۱۱ ، ۲۰۰۹ تا اواخر . ساختاري هستند ۳ بخش ۳ ها داراي LAAO . شده اند

 . ] ۴ [ قرار گرفته است ) PDB ۴ ( پروتئين مشخص و در بانك اطلاعات

 (DAAO) ۵ اكسيداز آمينواسيد - دي ۲ - ۱ - ۱ - ۱

 ;DAAO) آمينواسيد اكسيداز - دي also DAO, OXDA, DAMOX) يك فلاوآنزيم شناخته شده است 
 را با اختصاصيت نوري كامل اسيدهاي آمينه نوع دي كه دآميناسيون اكسيداتيو وابسته به اكسيژن ايزومرهاي

 فلاوين آدنين دي ملكول . ] ۵ [ كتواسيدها، آمونيوم و پراكسيد هيدروژن است آن آلفا كند كه حاصل كاتاليز مي
 ها، DAAO همه ي ويژگي عمده . كند را ايفا مي ۶ در اين واكنش نقش گروه همراه ) FAD ( نوكلئوتيد

 مربوطه ال آنها هميشه نسبت به ايزومر . ست ي آمينه ا اسيدها - اختصاصيت بالاي آنها به سمت ايزومرهاي دي
 تا سال ولي ] ۷ [ توصيف شد ۱۹۳۵ سال در Krebs توسط اگرچه اين آنزيم اولين بار . ] ۶ [ غيرفعال هستند
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