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  به نام خدا

  
  اظهارنامه

  
دانشـجوي رشـته ي زیسـت شناسـی گـرایش      مریم اسماعیلی اینجانب 

مولکولی دانشکده علوم اظهار می کنم که این پایان نامه حاصـل   -سلولی
ه کـرده ام،  پژوهش خودم بوده و در جاهائی که از منابع دیگـران اسـتفاد  

همچنین اظهار می کنم که . نشانی دقیق و مشخصات کامل آن را نوشته ام
تحقیق و موضوع پایان نامه ام تکراري نمی باشد و تعهد می نمایم که بدون 
مجوز دانشگاه دستاورد هاي آن را منتشر ننموده و یا در اختیار غیر قـرار  

لکیـت فکـري و معنـوي    کلیه حقوق این اثر مطابق با آیین نامـه ما . ندهم
  .متعلق به دانشگاه شیراز است

  
  

  مریم اسماعیلی : نام و نام خانوادگی
  21/9/1390: تاریخ و امضاء
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  سپاسگزاري 
  

  

اي  یگانـه . تار زندگی را به فروغ علم و دانش روشـنایی بخشـید   سپاس بیکران خدایی را که شب
هم او که به قلم سوگند یـاد کـرد،   . جو را به نور معرفت خویش بیافروخت که دل پویاي حقیقت

  . انسان را به خواندن فرا خواند، و کلمه را به وي آموخت؛ هر چند سخن عشق او در کلام نگنجد
  ياق ـآ بان ـج و راک ـ تب ـحم نس ـح رت ـکدکمال سپاس و امتنان تقدیم به پیشگاه جناب آقـاي  

درك  شـان، لـذّت اندیشـیدن را    بزرگوارانی که در ساحت بلند اندیشه هداز نسحم ناساس رتکد 
  . کردم

   مرکشتم رایسب مزیزع ي هداوناخ غیرد یب تامحز زا نایاپ رد
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  چکیده
  

ترانسفرازها  -Sاز گلوتاتیون  Zetaو  Phiتعیین خصوصیات و توالی ژنهاي کلاسهاي 
  و جو ایرانیدر گندم 

  
  به کوشش

  مریم اسماعیلی
  

ترانسفرازها یک فوق خانواده قدیمی از پروتئین هاي اتصالی و کاتالیزوري می باشند که در طیف - Sگلوتاتیون 
این آنزیم ها در گیاهان به هشت . بسیار متنوعی از موجودات هوازي از باکتري ها تا انسان  موجود می باشند

 دهیدروآسکوربات ،Phi، Lambda، Theta، Zeta، Tau(که هفت کلاس آن  کلاس طبقه بندي می شوند
و  Tauکلاس هاي . محلول و یک کلاس آن میکروزومال می باشد) دهالوژناز تتراکلروهیدروکینون و ردوکتاز

Phi  فراوانترینGST  ها و ویژه گیاهان می باشند در حالیکه کلاس هايZeta  وTheta  در جانوران نیز
سم  IIبه عنوان آنزیم هاي فاز  1970این آنزیم ها از زمان شناسایی شان در گیاهان در دهه . شوند یافت می

زدایی معروف شدند که می توانند چندین عملکرد اساسی دیگر را نیز که مرتبط با رشد و تکامل گیاهان است 
نواع مختلفی از پرایمرها به منظور در این پژوهش، بر پایه ترادف هاي موجود در بانک جهانی ژن ا.. انجام دهند

ژن  DNAپس از استخراج . در گندم و جو ایرانی طراحی شدند Zetaو  Phiهاي کلاس هاي  GSTتکثیر 
نیز  GSTژن  cDNAو سنتز  mRNAاستخراج . مربوطه تکثیر و سپس تعیین توالی شدند GSTهاي 

در نهایت . بررسی شد NCBIلی هاي موجود در ارتباط فیلوژنی توالی هاي یافت شده نیز با توا. صورت گرفت
مربوطه با موفقیت صورت گرفت و در بانک  cDNAو همچنین سنتز  Phiکلاس  GSTاستخراج و تکثیر ژن 

  .جهانی ژن به ثبت رسید
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  دمهمق
  
  

سیتوزولی  هاي عمدتاً یک ابرخانواده از آنزیم) GSTs, EC 18,1,5,2(ترانسفرازها S- گلوتاتیون
لیز شده تا امروز هاي آنا کاریوتها و پرو و دایمر هستند که فعالیتشان در بیشتر یوکاریوت

  .)Wongsantichon and Ketterman, 2005( شناخته شده است
به خاطر اهمیتشان در متابولیسم و  1960 هر در جانوران در دهها براي اولین با این آنزیم 

دي  - 2و1به  )GSH( سم زدایی داروها در طی یک واکنش کاتالیزي اضافه شدن گلوتاتیون
 حضور (Dixon et al., 2002a). صاره سیتوزولی کبد، شناسایی شدندن در عزنیترو بن - 4-  کلرو

GST ها در  پس از شناسایی این دسته از آنزیم ها در گیاهان نخستین بار به مدت کمی
کنژوگه شدن از ذرت مسئول  GSTصورت گرفت زمانی که فعالیت یک  1970جانوران در سال 

 زحفظ محصولات ذرت ادر نظر گرفته شد که نتیجه آن  GSHتریازین آتریازین با - S-کلرو
واقع آنزیم هایی ها در Dixon et al., 2002a .( GST( آسیب به وسیله این علف کش بود

هاي آلی  کز الکتروفیلی در مولکولابه مر گلوتاتیون راهستند که اضافه شدن نوکلئوفیلی 
این واکنش به منظور شکل دهی یک محصول قطبی  .)Pascal et al., 1998( کاتالیز می کنند

 Kunieda( ها منتقل و در آنها تجزیه می شود که یا به واکوئل) Dixon et al., 2002a( تر است

et al., 2005 (یا از سلول خارج می شود )Wilce and Parker, 1994 .( پس با این توصیف می
منجر به سم زدایی ترکیبات آنوتوکسیک و  معمولاً GSHتوان گفت کنژوگه شدن با 

این خانواده قدیمی و متنوع پروتئینی  ).Mauch and Dudler, 1993( سیتوتوکسیک می شود
 حشرات، گیاهان، اعم از پستانداران، موجودات در رده هاي مختلف طی کلاس 13حداقل در 

 Chelvanayagam et( مخمرها تقسیم بندي شده استها و حتی  باکتري ها، قارچ ها، انگل

al., 2001 .( تنوع وسیعGST هاي وسیع آنزیمی و غیر آنزیمی را براي این  امکان فعالیت ها
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تعداد قابل توجهی ایزوفرم را شامل می شوند  ها GSTمثال  به عنوان. خانواده فراهم کرده است
 ,Hayes and Pulford( محصول زنوبیوتیک مختلف را دارند 100که حداقل قابلیت شناسایی 

1995.( 

هاي  GST کلاس از 7 .کلاس تقسیم بندي شده است 8در گیاهان به  GSTخانواده  
 دهیدروآسکوربات ردوکتاز ،Phi، Lambda ،Theta ،Zeta ،Tau بر ملگیاهی مشت

Dehydroascorbate reductase, DHAR)( و تتراکلروهیدروکینون دهالوژناز 
)(Tetrachlorohydroquinone dehalogenase, TCHQD  مال است ومیکروزو یک کلاس
)Flury et al., 1996 .(GST هاي مختلف بر اساس قرابت ترادف،  محلول در کلاس هاي

ونولوژي، خصوصیات کینتیک و سازماندهی ژنوم تقسیم بندي می هاي متقاطع ایم واکنش
 Scalla and(هاي محلول را تشکیل می دهند  درصد پروتئین 2ها GST در گیاهان . شوند

Roulet, 2002 .( ژن کد کننده  40آنالیز ژنی و پروژه هاي ژنومی نشان می دهد که بیش از
GST درصد را نشان می  10نواسیدي کمتر از وجود دارد که پروتئین هاي حاصل تشابه آمی
باید خاطر نشان کرد که برخی منابع شباهت توالی ). (McGonigle et al., 2000 دهند

این رقم در مورد . درصد گزارش کرده اند 25هاي مختلف را کمتر از  کلاسبین آمینواسیدهاي 
 ,.Dixon et al( ه استدرصد اعلام شد 30حداقل گلوتاتیون ترانسفرازهاي متعلق به یک کلاس 

2002a.(  
  GSTهاي  هاي کلاسPhi و Tau ویژه گیاهان هستند و بیشترین و فراوانترین این آنزیم 

هاي مهم  ها نقش دارند و از شاخص در متابولیسم زنوبیوتیک ها محسوب می شوند که عمدتاً
 ,.Marrs, 1996; Dixon et al(انتخاب علف کش در محصولات و دانه ها محسوب می شوند 

2002b .( این دو کلاس از GSTهاي متصل شونده به فلاونوئید  ها همچنین به عنوان پروتئین
)Muller et al., 2000(هاي سیگنالی در زمان تنش  ، پروتئین)Loyall et al.,2000 ( و تنظیم

 هايGST علاوه بر این . ایفاي نقش می کنند) Kampranis et al., 2000(یس پتوزکننده آپو
Tau و Phi نظیر تغییر  هاي دفاعی گیاهان را تحریک می کنند، له تیمارهایی که واکنشیبوس

  ).Kunieda et al., 2005(فشار اسمزي یا استفاده از دماهاي بالا، القا می شوند 
ها دارند و  اي در قبال زنوبیوتیک عملکرد محدود شده Zeta وTheta  هاي کوچکتر کلاس
 Edwards(شده در گیاهان و جانوران در خلال فرآیند تکامل هستند هاي حفاظت  جزو آنزیم
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and Dixon, 2005  .( GST هاي کلاسTheta  در واقع گلوتاتیون پراکسیدازهایی هستند که
هاي اکسیداتیو به مونو  احیاي لیپید هیدروپراکسیدازهاي شکل گرفته در خلال استرس

 در حالی که). Roxas et al., 2000(نند هاي نظیرشان را کاتالیز می ک هیدروکسی الکل

GST هايZeta تیون تبدیل مالئیل استواستات به به عنوان ایزومرازهاي وابسته به گلوتا
هاي دکلراسیون وابسته به  فوماریل استواستات را کاتالیز می کنند و همچنین در واکنش

در  Zetaهاي کلاس  GST علاوه بر این ).Dixon et al., 2000(گلوتاتیون نیز نقش دارند 
ها GST هیدروآسکوربات ردوکتاز و لامبدا از دهاي  کلاس .کاتابولیسم تیروزین نیز نقش دارند

دهیدروآسکوربات به آسکوربیک اسید را فراهم می با ایفاي نقش تیول ترانسفرازي امکان احیاي 
  ).Basantani and Srivastava, 2007(کنند 

 GSTتحت عنوان  پروتئینی یک ابر خانواده ل به غشايمتص مال اعضايوهاي میکروز
MAPEG (membrane-associated proteins in eicosanoid and glutathione 

metabolism(  هستند)Edwards et al., 2000.(  
GST این زیرواحدها یک پروتئین  کیلو دالتونی که معمولاً 26 با زیرواحدهاي تقریباً يدایمر

هاي  GST در مورد. شکل می دهند را 5یا  4لتونی با نقطه ایزوالکتریک کیلو دا 50هیدروفوب 
درون . هاي مشابه می توانند دایمریزه شوند کلاسزیرواحدهاي فقط  Tauو  Phiهاي  کلاس

هایی در ترادف آمینواسیدي خود هستند  ی که داراي اختلافزیرواحدهاییک کلاس واحد حتی 
ها فعال هستند قادر به  یی که در متابولیسم علف کشهاGST . می توانند با هم جفت شوند

ها را در گیاهان بالا GST  تشکیل هترودایمر نیز می باشند که این خود به طور چشمگیر تنوع
 Dixon etها هنوز مشخص نشده است GST عملکردمی برد ولی تاثیر این ترکیب بر کیفیت 

al., 2002a) .(  
 GST هاي کلاسPhi، Tau، Theta وZeta  هاي دایمري هستند که در جایگاه  پروتئین

و  DHARهاي  کلاس هاي GST فعال خود یک اسید آمینه سرین دارند این در حالی است که
Lambda پروتئین . تیک در جایگاه فعال خود دارندیمنومري هستند که یک سیستئین کاتال
TCHQD ختاري پروتئینجزئیات سا. ممکن است حاوي یک سرین در جایگاه فعالش باشد 

  ).Basantani and Srivastava, 2007(مال هنوز مشخص نشده است ومیکروز GSTهاي 
اي گیاهی به خوبی مشخص شده و جایگاه کروموزومی بسیاري از هGST سازماندهی ژنی 
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ها متفاوت می باشد GST هاي هر کلاس از  تعداد اگزون .مشخص گردیده است GSTهاي  ژن
اگزون می  2 داراي Tauاگزون و کلاس  3 داراي Phiکلاس  GSTي ها ژن به عنوان مثال

هاي ایزومري را  که واکنش Zetaهاي کلاس   GSTهاي  باشند این در حالی است که ژن
به صورت واحدهاي  GSTهاي  بسیاري از ژن. اگزون می باشند 10کاتالیز می کنند مشتمل بر 
هاي  Dean et al., 2003 .(   GST(ند هاي گیاهی حضور دار تکرار شونده روي کروموزوم

گیاهی بوسیله فاکتورهایی که باعث تخریب اکسیداتیو غشا می شوند نظیر زخمی شدن، حمله 
توسط این عوامل خود نشان  GSTالقاي . هاي ویژه القا می شوند ها، پیري و زنوبیوتیک پاتوژن
- هاي متقابل پاتوژن یا واکنش/اکسیداتیو و تنش هاي لیهع GSTهاي  عملکرد ایزوآنزیم هدهند

میزان بیان و فراوانی نسبی هر کلاس از مقایسه بین  ).Flury et al., 1996(گیاه می باشد 
GST  در گونه هاي مختلف این نتیجه را آشکار می کند که یک تفاوت بین گونه اي از نظر

ها و دو  لپه اي دیده می شود بدون اینکه بتوان تفاوت بین تک GSTمیزان بیان هر کلاس از 
ربطی به  در هر گونه لزوماً GSTاز طرفی دیگر پراکنش و بیان . ها از این نظر قائل شد لپه اي

  . (Frova, 2003)ندارد GSTفراوانی کلاس 
  
  

  طبقه بندي  -1-1
  

هاي GST  ،هاي آمینواسیدي هاي متقاطع ایمونولوژیکی و قرابت ترادف بر اساس واکنش
تقسیم  Zeta و Alpha ،Mu ،Pi ،Sigma ،Theta ،Kappaهاي  کلاسپستانداران به  محلول

ویژه حشرات می  Deltaکلاس  Dixon et al., 1998.( GST(بندي می شوند 
 ،ها ویژه پروکاریوت GSTها یک کلاس  و باکتري)  (Chelvanayagam et al., 2001باشد

عاقب خالص سازي و کلون مت). Rossjohn et al., 1998(را شامل می شوند  Betaتحت عنوان 
به سرعت آشکار شد  1980ها در ذرت در دهه  هاي فعال در سم زدایی علف کشGST کردن 

نشان متفاوتند هاي گیاهی از نظر ترادف به طور چشمگیري با همتاي پستاندارا که آنزیم
)Droog, 1997 .( در نخستین تلاش براي طبقه بندي GST هاي گیاهی، محققین بر اساس



6 

 ).Droog et al., 1995(پیشنهاد کردند  GSTنوع  3ه ترادف پلی پپتیدي و ساختار اگزونی تشاب
شد  ها می هاي گیاهی با فعالیت سم زدایی علف کشGST ها مشتمل بر کل  GST  نوع اول 
هاي نوع  GST    گروه بزرگ دوم . اگزون و یک اینترون واحد را شامل می شدند 3ها  این ژن

 هاي این دسته از  ها القا شده توسط اکسین را شامل می شدند ژنGST  مدتاًسوم بودند که ع

GST 1هاي نوع  اینترون بودند این گروه بسیار متفاوت از ایزوآنزیم 2اگزون و  2ها شامل 
  ). Hayes and Mellelan, 1999(بودند و امروز نیز در کلاس جداگانه اي دسته بندي شده اند 

GSTاینترون بودند  9اگزون و  10هاي نوع دوم شامل)Droog et al., 1995 .( یک نوع در ادامه
 Dixon(اینترون پیشنهاد شد  5با  (Arabidopsis) سیسپهاي آرابیدو چهارمی براي برخی ژن

et al., 1998.(  
هاي نوع دوم تحت Phi ، GSTهاي نوع اول تحت عنوان GST امروزه در طبقه بندي جدید 

هاي نوع چهارم تحت عنوان GST و  Tauنوع سوم تحت عنوان  هاي Zeta ، GSTعنوان 
Theta منشأ مونوفیلیتیک پیشنهاد شده براي . شناخته می شوند GST هايZeta  وTheta 
ها در همه  اصلی جایگاه فعال و فعالیت این آنزیم اسید آمینهها،  با حفظ تعداد اینترون کاملاً

، Phi ،Zetaمشتمل بر  GSTگروه  4علاوه بر این  . )Frova, 2003(ها همخوانی دارد  یوکاریوت
 Tau وTheta  اعضایی از این خانواده آنزیمی در آرابیدوپسیس یافت شدند که بر اساس تشابه

حضورش در گیاهان دیگر  که اخیراً DHARsیکی شامل  .گروه مجزا قرار گرفتند 2ترادف در 
تحت عنوان هایی GST و گروه دیگر ) Jakobsson et al., 1999(نیز شناسایی شده است 

Lambda  هستند)Droog, 1997 .( در نهایت گیاهان همچنین شاملGST مال وهاي میکروز
هایی  هاي اصلی این خانواده آنزیمی ندارد ولی واجد فعالیت می شوند که ارتباطی با دیگر گروه

ها در  GSTنواع لی ادرخت تکام ).Jakobsson et al., 1999(وابسته به گلوتاتیون می باشد 
  . Dixon et al., 2002a)( دیده می شود 1- 1ها در شکل  پستانداران، گیاهان و باکتري
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  هاي مختلف ها و ارتباط بین کلاس GSTدرخت تکاملی نشان دهنده تنوع  - 2- 1شکل 

 (Dixon et al., 2002a) GST.  
  
  
  
  
  
  
  


