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Abstract 

Objective 

Optogenetics, as a new scientific branch, uses the photoreceptors to conduct basic and 

applied research. Identification of the novel photoreceptors and their characteristics is a 

way to develop the optogenetics. Cryptochrome/Photolyase protein family DASH 

crypthochromes have DNA repair ability and play role in signaling pathways. Current 
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research goal was the adequate production of the Volvox predicted DASH1 cryptochrome 

protein (VcCryDASH1) to use in spectroscopy studies as well as DNA repair assay. 

 

Materials and methods 

First, the coding sequence of VcCryDASH1 was isolated from Volvox carteri cDNA 

library using the specific primers and cloned into pGEX-2TK expression vector. The 

recombinant protein production was analyzed using two different strains of E. coli under 

different incubation times, using IPTG to induce the protein expression and then its 

solubility was investigated by SDS-PAGE. DNA binding ability of the protein was 

studied by alignment method. 

 

Results 

The appropriate production of the protein obtained in Rosetta strain at 32°C under more 

than 3 hours incubation. Approximately, 50 percent of the protein was insoluble under 1 

and 3 hours incubations. VcCryDASH1 alignment analysis showed that there is high 

percentage of amino acids in this protein with DNA binding ability.  

 

Conclusion 

These results revealed that under optimum conditions, VcCryDASH1 has dual solubility 

but our approach can produce the adequate quantity of the protein in the Rosetta. Also, 

because of having conserved amino acids, the protein can bind to DNA, nominating it as 

a possible resource to design the DNA- light mediator molecules in optogenetics. 

Keywords: DASH1 cryptochrome, Expression vector, Rosetta strain, Volvox carteri. 
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در  Volvox carteriجلبک سبز  DASH1کریپتوکروم  نوترکیبپروتئین تولید سازی بهینه

 DNAحلالیت و اتصال به بررسی  :Escherichia coli باکتری
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 چکیده

کند. استفاده میای و کاربردی منظور اجرای تحقیقات پایهعلمی جدید، از فتورسپتورها بهاپتوژنتیک به عنوان یک شاخه : هدف

متعلق به  DASHهای هاست. کریپتوکرومآن اتیخصوص نییتعو  دیجد فتورسپتورهای ییشناسا ک،یاپتوژنت توسعه یهااز راه یکی

سانی علامت نقش دارند. ربوده و در مسیرهای پیام DNAئینی کریپتوکروم/فتولیاز، فتورسپتورهای دارای قابلیت ترمیم پروتخانواده 

(، برای استفاده در VcCryDASH1) ولوکس DASH1کریپتوکروم شده گوییی پروتئین پیشهدف این تحقیق، تولید کاف

  باشد.می DNAجذبی و نیز بررسی قابلیت ترمیم مطالعات طیف 

جلبک  cDNA آغازگرهای اختصاصی، از کتابخانهبا استفاده از  VcCryDASH1پروتئین توالی کدکننده  ابتداها: مواد و روش

Volvox carteri  جداسازی و در پلاسمید بیانیpGEX-2TK متفاوت ید پروتئین نوترکیب در دو سویه سازی شد. تولهمسانه
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-SDSتوسط روش پذیری آن و همچنین میزان انحلال IPTGهای مختلف القاء با زمان و همچنین تحت تاثیر E. coliباکتری 

PAGE  مورد ارزیابی قرار گرفت. بررسی قابلیت اتصال بهDNA  ،انجام شد. سازیبا روش همردیفدر این پروتئین 

ساعت،  3و  1ست آمد. در زمان القاء ساعت بد 3، و زمان القاء بیش از C32°، در Rosetta تولید کافی پروتئین، در سویه نتایج:

مشخص نمود که درصد بالایی از آمینواسیدهای  VcCryDASH1سازی پروتئین همردیفصورت نامحلول بود. از پروتئین بهنیمی 

 .پروتئین حضور دارند ، در اینDNAشونده به متصل

پذیری دوگانه بوده ، دارای قابلیت انحلالبهینهتحت شرایط  VcCryDASH1دهند که پروتئین مینشان این نتایج  :گیرینتیجه

مینواسیدهای آ داشتن. همچنین بدلیل کندد تولی Rosetta سویه E. coli باکتری را در مقدار کافی آن دتوانمیروش ما اما 

های ی مولکولعنوان یک منبع احتمالی جهت طراحکه آن را به باشدمی DNAدارای قابلت اتصال به این پروتئین ، شدهحفاظت

  نماید.در اپتوژنتیک معرفی می DNA-میانجی نور

  .Volvox carteri ، ، وکتوربیانیDASH1، کریپتوکروم  Rosetta سویه کلیدی: کلمات

 

  مقدمه

ای و کاربردی است که در منظور اجرای تحقیقات پایهعلمی جدید برای استفاده از فتورسپتورها بهاپتوژنتیک یک شاخه 

مورد استفاده  1شناسیها و کنترل عملکرد ارگانیسم، در علم عصبعنوان روش بکارگیری نور برای کنترل فعالیت نورونهبابتدا 

 ،اپتوژنتیک در علوم اعصاب آمیزاستفاده موفقیت(. Crick 1979; Crick 1999; Deisseroth et al. 2006) استهقرار گرفت

فناوری بوجود آمد که برای ایجاد ابزارهای جدید )مانند ای از زیستترتیب زمینهود. بدینها را به خود جلب نمتوجه بیوتکنولوژیست

 ;Miesenbock 2009) کردابرازهای انجام آزمایشات ژنتیکی قابل کنترل توسط نور( مهندسی ژنتیک را با علم اپتیک ترکیب 

2011Deisseroth شد.   2شناسی سنتزیز فتورسپتورهای جلبکی در زیستاستفاده ا ها باعث شروعرودوپسینایی کانال(. شناس

اند. منظور کنترل غیرتهاجمی پتانسیل الکتریکی غشاءسلولی، مورد استفاده قرار گرفتهشونده توسط نور، بههای کنترلاین کانال

نام ( پروتئینی به2009ان )مومنی و همکارشود. کیانیانتوژنتیک استفاده میعنوان ابزار مولکولی در اپبه 32CrChRامروزه از 

41VChR  همولوگ(2CrChR را در جلبک می )2 برای تحریک کهجاییشناسایی کردند. از آن ولوکسباشدCrChR  در

                                                           

1.  Neurobiology 
2. Synthetic biology 
3. Chlamydomonas reinhardtii Channelrhodopsin-2 

4. Volvox Channelrhodopsin-1 
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 ;Nagel et al. 2002; Nagel et al. 2003) استطول موج کوتاهتری از نور نیاز به ، VChR1 مقایسه با

Kianianmomeni et al. 2009  آن در پزشکی  دهباشند، استفاحیوانات و انسان میوج دارای اثرات مضر بر این طول م( و

توصیف یک بدین ترتیب، های احتمالی تابش مضر را گرفت. توان جلوی آسیبمی VChR1خطرناک بوده، بنابراین با بکارگیری 

واند به محققان کمک کند تا ابزارهای تاند، میفتورسپتور جدید دارای ویژگی مشترک با فتورسپتورهایی که قبلا استفاده شده

باشند که با ، از دیگر ابزارهای اپتوژنتیکی میUVتابش پاسخگو به  6و سویچ های نوری  LITEs5روز نمایند. مولکولی خود را به

 و 72AtCry ،81AtCIBهای با استفاده از الحاق پروتئین LITEsاند. استفاده از فتورسپتورهای گیاهی ایجاد شده

9aTALEsXروند. این سیستم مولکولی محققان را قادر ها، بکار میپذیر رونویسی از ژنسازی برگشت، ایجاد شده و برای فعال

(. Konermann et al. 2013خوبی مطالعه نمایند )ها بهژنتیکی را در بروز بیماریسازد تا نقش تنظیمات ژنتیکی و اپیمی

منظور کنترل دقیق تولید و به 111AtCOPو پروتئین  108AtUVRز فتورسپتور ا UVنوری پاسخگو به تابش های سوئیچ

 Chromatinهای عصبی، ورود پروتئین به هسته، انجام پروتئین برای بررسی مسیر ترشحی در سلول-های پروتئینبرهمکنش

targeting ( و کنترل بیان ژن مورد استفاده قرار گرفته استKianianmomeni 2015با شناسا .) یی و توصیف یک فتورسپتور

دهنده با های بیوفیزیکی و بیوشیمیایی مانند طیف جذبی، فعالیت آنزیمی و عملکرد بیولوژیکی( و پروتئین برهمکنش)از نظر ویژگی

 های فتورسپتوری کهی دیگر از گروهتوان به طراحی ابزارهای اپتوژنتیک جدید برای تنطیم فرایندهای سلولی پرداخت. یکآن، می

برای نامیدن  DASHاصطلاح کریپتوکروم  هستند. DASHهای توانند در اپتوژنتیک مورد استفاده قرار گیرند، کریپتوکروممی

در طیف وسیعی از  ،(. این گروه پروتئینی .2003Brudler et al) استه، پیشنهاد شدCPF12ی زیرشاخه جدیدی از خانواده

های خانواده از نظر ساختاری، همانند دیگر گروه ( کهLin & Todo 2005اند )هسلولی و پرسلولی، شناسایی شدموجودات تک

CPF 13مین دارای دPHR و قادرند نور را در محدوده  بودهB-UV تا آبی (nm 495-290)  وجود این ویژگینمایندجذب .، 

 و به احتمال فراوانکاتالیتیک  عنوان کروموفورهب 14نوکلئوتیدفلاوین آدنین دی ناشی از حضور کروموفورهای

های مختلفی برای کریپتوکروم هایفعالیتعنوان کروموفور ثانویه است. طی مطالعات انجام شده، ه، ب15هیدروفولاتتترامتیل

                                                           

5. Light-Inducible Transcriptional Effectors 
6. Photoswitches 
7. Arabidopsis thaliana Cryptochrome-2 
8. Arabidopsis thaliana Calcium binding Integrin binding protein 1 
9. Xanthamonas sp. Transcription Activator-Like Effectors 
10. Arabidopsis thaliana UV-B resistance 8 
11. Arabidopsis thaliana Constitutive Photomorphogenesis 1 
12. Cryptochrome/Photolyase Family 
13.  Photolyase-Homologous Region 
14. Flavin Adenine Dinucleotide (FAD) 

(MTHF)  15. Methyltetrahydrofolate 
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DASH 16های توان به ترمیم آسیبمی هاآن از جمله که پیشنهاد شده استCPD  موجود درDNA و   17ایرشتهتکCPD 

ها در مرحله پس از ن ژنتنظیم بیا ،RNAموجود در  CPDداشتن نقش احتمالی در ترمیم ، 18ایدورشته DNAهای لوپ درون

 .Chaves et al) کرد اشاره (سیرکادینیروزی )شبانهرسانی نور آبی و تنظیم ساعت نقش احتمالی در مسیرهای پیامرونویسی، 

 توانند برای ایجاد ابزارهاییم آن، در آینده میو ترم DNAبدلیل جذب نور، اتصال به  DASHهای کریپتوکروم .(2011

نیاز (. پیش Hallmann Kianianmomeni &2016مورد استفاده قرار گیرند ) 19شونده با نورالقا DNA یکنندهترمیم

است.  پروتئینتولیدکننده  منبع مناسب شناسایی و یافتنی کاربردی از هر نوع پروتئینی، ضروری برای مطالعه و یا استفاده

 Walsh) باشدمیپروتئین برای تهیه نوترکیب، دو روش رایج  DNAبع طبیعی و استفاده از تکنولوژی ااز من پروتئیناستخراج 

 ،صورت محلولهب GST-VcCryDASH1 پروتئین نوترکیبشرایط مناسب  پژوهش بررسیهدف از این  ترتیببدین. (2014

فتورسپتور  و عملکردی ، ساختاریبیوفیزیکیهای منظور تعیین ویژگیهشده بین تخلیصتا بتوان از پروتئ بوده E. coli در باکتری

VcCryDASH1  نموداستفاده.  

 

 مواد و روش 

 و ایجاد پلاسمید نوترکیب 20 ای پلیمرازواکنش زنجیره انجام

 کت سیگمامطابق دستورالعمل شر Volvox carteri f. nagariensisاز جلبک  زولایربا روش ت RNAاستخراج 

(USA) کیت  ییرات انجام شد. سپس توسطبا کمی تغRevertAid First Strand cDNA synthesis (Thermo 

scientific, USA ) سنتزcDNA  عنوان الگو برای واکنش بهانجام وPCR  .تکثیر توالیبرای مورد استفاده قرار گرفت 

 برگشت آغازگرو  d1FpBamHI)) رفت آغازگراز ، VcCryDASH1 شدهگوییپیشپروتئین مربوط به  نوکلوتیدی

) RIEcoRp1d( در واکنش ( 1)جدولPCR  به حجمµl 25 دارای AViBuffer  با غلظتX1،2MgCl   با غلظتmM 

5/1،dNTP Mix   با غلظتmM 3/0، DMSO و  3% با غلطتPfu DNA Polymerase  به مقدارU 5/1 Vivantis, 

Malaysia)) مایی د فاده شد. برنامهاستPCR در سازی اولیهدمای واسرشتصورت به °C95 مدت بهmin 2 دنبال آن هکه ب

 C72°و دمای سنتز  s 30مدت به C58°، دمای اتصال s 20مدت به C94°سازی واسرشت دمایتایی دارای  45دمایی چرخه 

                                                           

16. Cyclobutane Pyrimidine Dimer 
17. Single-stranded DNA 
18. Double-stranded DNA 
19. Light-Inducible DNA-Repairs (LIDRs) 
20. PCR 
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نظر از مورد PCR. تخلیص محصول شداعمال  min 7مدت به C72°دمای سنتز نهایی ها پس از پایان چرخهو  min 4مدت به

انجام شد. مطابق دستورالعمل شرکت سازنده PureLinkTM Quick (Thermo Scientific )ژل آگارز با استفاده از کیت 

استفاده شد. فوق شده و قطعه تخلیص pGEX2TK وکتوراز  (pGCD1)تحت نام  برای ایجاد پلاسمید نوترکیب بیانی

( مطابق Thermo Scientific, ،USAلیگاز )شرکت  T4و آنزیم  BamHI ،EcoRIبرشی  هایمنظور از آنزیمبدین

به TSS  (Chung et al. 1989 )توسط روش pGCD1. پلاسمید گردیدسازنده با کمی تغییرات استفاده دستورالعمل شرکت 

LB-Agar (Luria-Bertani )محیط کشت انتخابگر  شده درو باکتری تراریخت تراریزش شد Top10 سویه  E. coliباکتری

و همچنین برش پلاسمید  Colony PCRهای مثبت با استفاده از کلون. کشت داده شدسیلین آمپی mlµg. 100−1حاوی 

 پازکلون مثبت توسط شرکت تو 3ربوط به توالی پلاسمید ممشخص شدند. تعیین ،هااز کلون (Birnboim 1983) شدهاستخراج

 16 مربوط به کلون شماره pGCD1از پلاسمید نوترکیب ی تایید نهایی توالی انجام شد. ژن کاوش )ایران، کرج( برا

(pGCD1co16  در مراحل بعدی پژوهش استفاده )گردید.  

 

 . نواحیVcCryDASH1پروتئین های مخصوص تکثیر توالی کدکننده توالی آغازگر. 1جدول 

 دهد.نشان میرا  EcoRIو  BamHIه شده، جایگاه برش آنزیمکشیدهخط

Table 1. The specific primers to amplify VcCryDASH1 coding sequence. The underlined 

sequences show the BamHI and EcoRI digestion sites. 

نام ژن تکثیرشونده )نوع 

 آغازگر(

Amplicon name 

(Primer type) 

 توالی آغازگر

Primer sequence 

 نام آغازگر

Primer 

name 

ردیف 

Line 

DASH1 (Forward 

primer) 

AAGGATCCATGGCCGCCGCCGGCTG VcCryd1 

FP-BamHI 

1 

DASH1 ( Reverse 

primer) 

AAGAATTCTCACTTGTAACGCTCGAACTC Vc Cryd1 

RP-EcoRI 

2 

 

  pGCD1co16با پلاسمید  Rosettaو  Top10 سویه  E. coliهایباکتری ریزشترا

 سویه  E. coliهایباکترینمودن برای تراریخت pGCD1co16 کنترل منفی وعنوان به pGEX-2TKپلاسمید 

Top10  وRosetta با استفاده از روش TSS شدهتراریختهای . برای انتخاب باکتریندمورد استفاده قرار گرفت Top10  و
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Rosetta  از محیطgarALB  1ترتیب حاوی به-mlµg. 100 1سیلین؛ و حاوی آمپی-mlµg. 100 1سیلین و پیآم-mlµg. 30 

 استفاده شد.  C37°دمای نگهداری در کلرامفنیکل و 

 Top10و  Rosetta سویه  E. coliدر باکتری بیان پروتئین نوترکیببررسی 

در میزبان باکتریایی، پارامترهای  ولوکسمتعلق به  VcCryDASH1co16 پروتئینجهت بررسی بیان ژن تولیدکننده 

pH (5/5(( دما ،°C32و )  غلظتIPTG (mM 3ثابت در نظر گرفته شد و بررسی بیان در دو سویه ) های مختلف )سویه

Top10  وRosettaهای ابتدا از کلنیمنظور بدینساعت( مورد مطالعه قرار گرفت.  9و  3، 1متفاوت )القاء های ( و در زمان

 ml5 به حجم بودند،  pGCD1co16 یا pGEX-2TK که دارای پلاسمیدهای Rosettaیا  Top10 سویه E. coli باکتری

 mlبه کشت از پیش ml 1. داده شدانکوباتور قرار در  rpm 100 دوربا  C32° دمای درساعت  12مدت بهو شد کشت تهیه پیش

 rpmدور  با 6/0حدود  ( nm 600OD) جذب نوری تا رسیدن به C32°تلقیح شد و در  مناسب بیوتیکمایع حاوی آنتی LBاز  6

ی کشت ( انجام شد. به باقیماندهml 1برداری )به حجم قرار گرفت. پس از رسیدن به غلظت مورد نظر، نمونهدر انکوباتور  150

انکوبه شد. بر  rpm 150با دور  C32°در دمای شود و همانند بالا  mM 3اضافه شد تا غلظت نهایی آن  IPTGباکتری مقداری 

-SDSسازی برای انجام منظور آمادهشد، بهبرداشتهقبل از اعمال القاء بیان(  ییان )نمونهقبل از اعمال القاء بای که نمونه روی

PAGE  گردیدمراحل زیر انجام : 

 از بافر µl 100در شد و رسوب باکتری روشناور دور ریختهسانتریفیوژ شد.  rpm 13300 در min 1به مدت ابتدا نمونه 

در  min 1مدت در نهایت بهشد. حرارت داده min 5مدت به C100°پس در معلق شد. س SDS-PAGE ( ژلX5بارگذاری )

rpm  13300 بعد از القاء ساعت  9و  3، 1های شد. سپس در زمانها، درون یخ قرار دادهنمونه قیهشدن بسانتریفیوژ شد و تا آماده

مطابق  SDS-PAGE  %10ها ژلسازی نمونهاز آمادهپس  .شد، انجام گردیدر بالا گفتهبرداری همانند آنچه دبیان پروتئین نمونه

. بود نمونه برای هر nm 550جذب نوری در  از 15. میزان بارگذاری در هر چاهک برابر %انجام شد Laemmli (1970)روش 

 شدآمیزی ژل مطابق روش کوماسی بلو انجام ساعت انجام شد. رنگ 5ت دمولت به 100-180 ولتاژ و با C4°الکتروفورز در 

(Ahmed 2004). 

 سویه  E. coliدر باکتری GST-VcCryDASH1co16 نوترکیب پروتئین و تخلیصحلالیت  بررسی

Rosetta 

 منظور بررسیهگویی شد. بپیش PROSOIIتوسط سرور  GSTمتصل به  VcCryDASH1پروتئین حلالیت ابتدا 

با  ،pGCD1co16دارای پلاسمید ترتیب به Rosetta هسوی  E. coli، باکتریاین پروتئینسازی و خالص پذیریانحلال میزان

mM 3  ازIPTG پلاسمید دارای  پذیری( و)در آزمایش مربوط به انحلالساعت   3 و 1مدت بهpGCD1co16   یاpGEX-

2TK  با mM3  ازIPTG در دمای ساعت )در آزمایش مربوط به تخلیص پروتئین(  12مدت به°C32 ندتحت القاء قرار گرفت .
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رویی دور ریخته شد. به انجام و محلول min 15مدت به C4° دمای در g5000در سانتریفیوژ از پایان زمان القاء بیان،  پس

از  NaCl ،mM 7/2از  mM 140)حاوی  سرد PBSاز محلول  µl 30، باکتری کشت ml 1از آمده بدست رسوب باکتری

KCl ،mM 10  ازNa2HPO4 ،mM 8/1  ازKH2PO4 ؛ باpH سازی رسوب باکتری انجام شد. اضافه و معلق( 3/7بر با برا

 C4° در min 50مدت به g 15000سانتریفیوژ درسپس . گردیدباکتری توسط امواج فراصوت و در روی یخ انجام تخریب دیواره 

قرار گرفت و بقیه  رد استفادهموحلالیت  برای بررسی روشناوربخشی از رویی به تیوب جدید انتقال داده شد. محلولانجام شد. 

، از روشناورGST-VcCryDASH1 جهت تخلیص پروتئین . شدقرار داده -C 80°منظور تخلیص پروتئین در دمایهب

دستورالعمل شرکت  ( مطابقGE Healthcare, USA)کروماتوگرافی تمایلی با استفاده از سوسپانسیون گلوتاتیون سفاروزبید 

سرد اضافه و  PBSاز محلول  µl 20 از کشت، ml 1به ازای  سلولیاصل از تخریب دیواره ح به رسوبهمچنین شد. انجام سازنده

شدن و تایید خالص GST-VcCryDASH1co16 پذیری پروتئینحلالان میزان نظور بررسیمهب سازی انجام شد. سپسمعلق

 استفاده شد.ل از روش کوماسی بلو آمیزی ژبرای رنگ .انجام شد SDS-PAGEالکتروفورز  ،تمایلیآن توسط کروماتوگرافی

 بیوانفورماتیک ابزارهای فاده ازبا است DNAبه  VcCryDASH1co16قابلیت اتصال پروتئین  مطالعه

که قابلیت اتصال به )  Deoxyribodipyrimidine photo-lyase هایپروتئینفتولیاز،  DNAپروتئینی از خانواده 

DNA متعلق به  است(ها اثبات شدهدیده در آنآسیبE. coli ،Thermus thermophilus ،Synechocystis sp.  و

Synechococcus sp.  د دسترسی اعداترتیب با بهP00914 ،P61497 ،Q55081  وP05327  و همچنین پروتئین

ی است( با عدد دسترساثبات شده DNA)پروتئینی که عدم اتصال آن به  Arabidopsis thalianaمتعلق به  1کریپتوکروم 

Q43125  ای پایگاه دادهازUniprot الی آمینواسیدی ها با تواین پروتئینسازی همردیف. بازیابی شدندVcCryDASH1 ،

(. سپس مکان آمینواسیدهای شاخص دارای قابلیت Sievers & Higgins 2018انجام شد ) Clustal omegaتوسط سرور 

 VcCryDASH1co16در پروتئین سازی مشخص و میزان شباهت با این آمینواسیدها در خروجی همردیف DNAاتصال به 

 . گردیدمحاسبه 

 

 بحث

 آغازگرهایو  (کنندگیدارای قابلیت تصحیح) Pfu DNA polymeraseه توسط آنزیم ک PCRبا استفاده از واکنش 

d1FpBamHI  وd1RpEcoRI محصول  انجام شد، سهPCR محصول صحیح . طول گردید ایجادPCR مربوط به قطعه 

 .(1)شکل  همین دلیل محصول فوق از ژل استخراج شدباشد. بهمی bp 1627برابر با  DASH1کریپتوکروم  کدکننده

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sievers%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28884485
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sievers%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28884485
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Higgins%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28884485
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. 1آن بنر روی ژل آگنارز     و مشناهده  PCRبا استفاده از واکننش   VcCryDASH1 . تکثیر توالی کدکننده1شکل 

ها نشان برخی از اندازه دهند.، طول باندهای مارکر را نشان میچپ)اعداد سمت  DNA )مارکر(نمای : اندازه1چاهک 

محصنول    رنن  قرمز هنای سنتاره . VcCryDASH1 تنوالی کدکنننده   PCR: محصنول  2انند(  چاهنک   داده نشده

 دهند.غیراختصاصی را نشان می

Figure 1. Amplification of VcCryDASH1 coding sequence, by PCR reaction and its 

checking on 1% (w/v) agarose gel. Lane 1: DNA Ladder (The left numbers show the 

length of Ladder bonds. Some sizes haven't been shown.); Lane 2: the PCR product of 

VcCryDASH1 coding sequence. Red stars show non-specific products. 

 

ده از ژل و همچنین پلاسمید بیانی شتخلیصبر روی قطعه  EcoRIو  BamHIهای م آنزیمی توسط آنزیمواکنش هض

pGEX-2TK با گرفت صورتاز ژل  باندها تخلیصمنظور پاکسازی محصول برش مجددا الکتروفورز انجام و هانجام شد. ب .

 pGCD1یکدیگر متصل شدند )پلاسمید نوترکیب به نام به ،خوردهبرش PCRپلاسمید و محصول ، لیگاز  T4استفاده از آنزیم

گسترده شد.  محیط کشت انتخابیشده در ، باکتری تراریختTop10 سویه  E. coliآن به باکتری ریزشتراس از ایجاد شد(. پ

 (. 2شد )شکل  انجام  PCRهای دارای پلاسمید نوترکیب، کلنیها در محیط کشت انتخابی، برای تعیین کلنیپس از رشد کلنی
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روی بر  PCR -، با استفاده از انجام غربالگری کلنیVcCryDASH1سازی ژن همسانه . بررسی اولیه نتیجه2شکل 

)اعداد سمت چپ، طول باندهای مارکر را نشان  DNA )مارکر( نمای : اندازه1. چاهک شدهتراریخت Top10 سویه

 pGCD1دارای پلاسمید  دو کلنی PCR: محصول 4و  2های اند(  چاهکها نشان داده نشدهدهند. برخی از اندازهمی

 )کلون منفی(. pGEX-2TKیک کلنی دارای پلاسمید  PCR: محصول 3های مثبت(  چاهک کلون)

Figure 2. The rudimentary study of VcCryDASH1 cloning result, by doing the Colony PCR 

screening on transgenic Top10 strain. Lane 1: DNA Ladder (The left numbers show the 

length of Ladder bonds. Some sizes haven't been shown.); Lane 2 and 4: the PCR products 

for two colonies with pGCD1 (Positive colonies); Lane 3: the PCR product for a colony 

with pGEX-2TK (Negative colony). 

 

 استفاده از آنزیمی بادوگانه  و همچنین هضم PCR واکنشاستخراج پلاسمید انجام و توسط  ،های مثبتکلونسپس از 

اطمینان حاصل شد  ،pGEX-2TKدر پلاسمید  شدهدرجاز حضور و استقرار صحیح قطعه  ،EcoRIو  BamHIهای آنزیم

با  ف،ترادآمده از تعیینترادف شدند )شرکت توپاز ژن، کرج(. توالی بدستبرای بررسی نهایی سه کلون تاییدشده، تعیین .(3)شکل 

(، Vocar.0004s0450.1بود )دارای عدد دسترسی شدهبازیابی Phytozomeای این ژن که از پایگاه دادهتوالی کدکننده 

 (. 4سازی شد )شکل همردیف ClustalWتوسط الگوریتم 
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(، بر روی B) PCR( و  Aتوسط انجام برش آنزیمی) VcCryDASH1سازی ژن همسانه. بررسی نتیجه 3شکل 

)اعداد  DNA )مارکر( نمای: اندازه2  چاهک pGEX-2TK: برش آنزیمی 1چاهک  -Aپلاسمیدهای استخراج شده. 

: 3اند(  چاهک ها نشان داده نشدهدهند. برخی از اندازهرا نشان می 2سمت چپ، طول باندهای مارکر مربوط به ستون 

عداد سمت چپ، طول باندهای مارکر را نشان )ا DNA )مارکر( نمای: اندازه1چاهک  -pGCD1 .Bبرش آنزیمی 

الگوی واکنش  pGEX-2TK، در حالتی که PCR: محصول 2چاهک   اند(ها نشان داده نشدهدهند. برخی از اندازهمی

 الگوی واکنش باشد. pGCD1، در حالتی که PCR: محصول 3باشد  چاهک 

Figure 3. The study of VcCryDASH1 cloning results by doing enzymatic digestion (A) and 

PCR (B), on extracted plasmids. A- Lane 1: the enzymatic digestion of pGEX-2TK; Lane 

2: DNA Ladder (The left numbers show the length of Ladder bonds in lane 2. Some sizes 

haven't been shown.); Lane 3: the enzymatic digestion of pGCD1. B- Lane 1: DNA Ladder 

(The left numbers show the length of Ladder bonds. Some sizes haven't been shown.); 

Lane 2: The PCR product, while using pGEX-2TK as the reaction template; Lane 3: The 

PCR product, while using pGCD1 as the reaction template. 

 

 pGCD1co16را تایید کرد. در ادامه پلاسمید  DASH1کریپتوکروم  عدم حضور جهش در توالی کدکننده این بررسی

و  pGEX-2TKبود، برای انجام بیان پروتئین مورد استفاده قرارگرفت. با استفاده از پلاسمیدهای  16 که مربوط به کلون شماره

pGCD1co16 دو سویه Top10  وRosetta خت شدند.تراری 
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ترادف ، حاصل از تعیینولوکس DASH1ژن کریپتوکروم  . بررسی شباهت توالی کدکننده4شکل 

(VcCryDASH1co16و بازیابی )شده از پایگاه داده( ای فیتوزومVcCryDASH1Phyto ،) با استفاده از

شده است. همچنین شباهت  رمز در آمده، نشان دادهی بهآمینه، اسیدهایسازی. در پایین هر توالیهمردیف

، محل قرمزرن  "*"عیین شده است. علامت ت "*"توسط علامت  Clustal Concens""نوکلوتئیدی در ردیف 

 دهند.نشان می VcCryDASH1را در توالی ژن  AGGکدون نادر 

Figure 4. Similarity study of the Volvox cryptochrome DASH1 coding sequence by using 

the sequences obtained by sequencing (VcCryDASH1co16) and retrieved from the 

Phytozome database (VcCryDASH1Phyto), through alignment method. The coded amino 

acids have been shown at the below of each sequence. Also, the nucleotide identity has 

been determined by "*" symbol, in the "Clustal Concens" Line. The red stars symbols 

show the position of "AGG" rare codon in the VcCryDASH1. 
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 .4شکل ادامه 

Figure 4. continiued 
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برای باکتری سیلین بیوتیک آمپیکه حاوی آنتی 5/5برابر  pH دارای مایع LBباکتری در  دادنالقاء بیان پروتئین با کشت

Top10 کلرامفنیکل برای باکتری همراه سیلین بهآمپی، وRosetta ،در دمای  بود°C32 با غلظت mM 3  ازIPTG با شد. انجام

)که در   Glutathione S-Transferase (GST)هایپذیری پروتئینوضعیت بیان، SDS-PAGEاستفاده از روش الکتروفورز 

های دارای پلاسمید )که در باکتری GST-VcCryDASH1co16شود( و بیان می pGEX-2TKهای دارای پلاسمید باکتری

pGCD1co16 سویهطور که مشخص است همان (.6و  5شد )شکل  بررسی هاشود( در پروتئوم باکتریبیان می Rosetta  قادر

تواند پروتئین فقط می Top10 سویهکه باشد درصورتیمی GST-VcCryDASH1co16و  GSTبه تولید هر دو پروتئین 

GST پروتئین  . توالی کدکنندهرا تولید نمایدGST  که در پلاسمیدpGEX-2TK  ر کدون ناد 2وجود دارد، تنها دارایAGA 

 GST-VcCryDASH1co16پروتئین  که توالی کدکنندهباشد، درحالیمی 108و  103در موقعیت  (R)برای آمینواسید آرژنین 

در  GSTشدن ( مربوطه به آرژنین است. باتوجه به بیانAGGو  AGAکدون دیگر )متشکل از  7علاوه بر دو کدون فوق دارای 

پذیری این توان نتیجه گرفت که دلیل عدم بیاندر این سویه، می GST-VcCryDASH1co16 و عدم بیان Top10 سویه

 .Eهای دیگر آمینواسید آرژنین در این کدون نسبت به کدون (.4باشد )شکل می AGG، وجود کدون نادر Top10پروتئین در 

coli دارای کمترین فراوانی ،tRNA در سویهباشد. می Rosetta  پلاسمیدی به نامpRARE است که با پلاسمید شدهداده قرار

pGEX-2TK مربوط به  های کدکننده)همچنین با پلاسمیدهای نوترکیب حاصل از آن( سازگاربوده و دارای توالیtRNA 

باشد. حضور این پلاسمید در ( میAGGکدون مکمل با دارای آنتی tRNA)مانند  E. coliآمینواسیدهای کمیاب در باکتری 

آوردن بدست نماید.های یوکاریوتی میرا قادر به تولید پروتئینها در باکتری شده و آنtRNAفزایش این باعث ا Rosetta سویه

گویی دقیق حلالیت ترتیب پیشمحلول، عاملی محدودکننده در مطالعه بر روی آن است. بدین مقدار کافی از یک پروتئین

د در طراحی آزمایشات و اتخاذ استراتژی مناسب در تولید پروتئین خالص توانهای ناشناخته قبل از کار در آزمایشگاه، میپروتئین

 (.Mahajan et al. 2014باشد )کننده در حلالیت پروتئین، ساختار اولیه پروتئین میهای تعیینمفید باشد. یکی از ویژگی

توان به ها میاست که از جمله آنشده نوشته E. coliها در باکتری پذیری پروتئینگویی انحلالهای زیادی برای پیشالگوریتم

 611/0برابر با  PROSOدر سرور  GST-VcCryDASH1co16اشاره کرد. امتیاز داده شده به پروتئین  PROSOالگوریتم 

معنی است باشد بدین 745/0و  5/0بین گاه امتیاز پروتئین عددی باشد. هری حلالیت متوسط این پروتئین میدهندهبود که نشان

منظور بررسی این باشد. به( میMedium soluble proteinsهای دارای حلالیت متوسط )پروتئین مورد نظر جزء پروتئینکه 

 باکتری )توسط امواج اولتراسونیک( و رسوب مربوط به لاشهتخریب دیواره گویی، پروفایل پروتئین موجود در محلول حاصل از پیش

 (.7ر گرفت )شکل مورد بررسی قرا SDS-PAGEباکتری توسط 
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دارای پلاسمید  Top10 ترتیب در سویهبه GST-VcCryDASH1co16و  GSTبررسی بیان پروتئین . 5شکل 

pGEX-2TK (Aو سویه ) Top10  دارای پلاسمیدpGCD1co16 (Bدر زمان ،) های متفاوت و القاء با mM3  از

IPTG با استفاده از روش ،SDS-PAGE پروفایل پروتئین 2روتئین قبل از القاء بیان  چاهک : پروفایل پ1. چاهک :

ساعت  9: پروفایل پروتئین 4ساعت بعد از القاء بیان  چاهک  3: پروفایل پروتئین 3ساعت بعد از القاء بیان  چاهک  1

 pGCD1co16دهند. باکتری دارای پلاسمید را نشان می GSTموقعیت پروتئین  "*"علامت بعد از القاء بیان. 

 را بیان نکرده است. GST-VcCryDASH1co16تئین پرو

Figure 5. Expression analysis of the GST and GST-VcCryDASH1co16 in Top10 strain 

having the pGEX-2TK (A) and pGCD1co16 plasmids (B) respectively, under the different 

incubation times and induction by 3 mM IPTG, through SDS-PAGE method. Lane 1: the 

protein profile before expression induction; Lane 2: the protein profile after 1-hour 

expression induction; Lane 3: the protein profile after 3 hours expression induction; Lane 

4: the protein profile after 9 hours expression induction. The "*" symbols show the GST 

position. The bacterium having the pGCD1co16 didn't express GST-VcCryDASH1co16. 

و  در روشناور GST-VcCryDASH1co16طور که در تصویر مشخص است میزان حضور پروتئین نوترکیب همان

ساعت القاء بیان، شدت  1ساعت القاء بیان پروتئین نسبت به  3اج صوتی( بعد از سلولی )پس از تخریب دیواره با امو همچنین لاشه

شود. دهد. همچنین مشخص است که پروتئین نوترکیب، در باکتری به هر دو حالت محلول و نامحلول دیده میبیشتری را نشان می

-GSTو  GSTهای منظور تخلیص پروتئینمطابقت دارد. به PROSOگرفته توسط الگوریتم گویی انجاماین مشاهده با پیش

VcCryDASH1co16های ، رسوب باکتریE. coli سویه Rosetta ترتیب حاوی پلاسمیدهای که بهpGEX-2TK  و

pGCD1co16 ساعت در دمای  12مدت بودند و به°C32  توسط mM3  ازIPTG ها القاء شده بود، در در آن بیان پروتئین
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سلولی با استفاده از امواج اولتراسونیک انجام شد. سپس با روش تخریب دیواره سازی و قسرد معل PBSحجم مناسبی از 

-SDSمحلول پروتئینی با استفاده از  منظور بررسی صحت تخلیص،ها صورت گرفت. بهکروماتوگرافی تمایلی، تخلیص پروتئین

PAGE  (8مورد بررسی گردید )شکل. 

  

دارای پلاسمید  Rosetta ترتیب در سویهبه GST-VcCryDASH1co16و  GSTبررسی بیان پروتئین . 6شکل 

pGEX-2TK (Aو سویه ) Rosetta  دارای پلاسمیدpGCD1co16 (Bدر زمان ،) های متفاوت و القاء با mM3  از

IPTG با استفاده از روش ،SDS-PAGE ن : پروفایل پروتئی2: پروفایل پروتئین قبل از القاء بیان  چاهک 1. چاهک

ساعت  9: پروفایل پروتئین 4ساعت بعد از القاء بیان  چاهک  3: پروفایل پروتئین 3ساعت بعد از القاء بیان  چاهک  1

 دهد.را نشان می GST-VcCryDASH1co16و  GSTپروتئین موقعیت "*"علامت  بعد از القاء بیان.

Figure 6. Expression analysis of the GST and GST-VcCryDASH1co16 in Rosetta strain 

having the pGEX-2TK (A) and pGCD1co16 plasmids (B) respectively, under the different 

incubation times and induction by 3 mM IPTG, through SDS-PAGE method. Lane 1: the 

protein profile before expression induction; Lane 2: the protein profile after 1-hour 

expression induction; Lane 3: the protein profile after 3 hours expression induction; Lane 

4: the protein profile after 9 hours expression induction. The "*" symbols show the GST 

and GST-VcCryDASH1co16 position. 
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دارای پلاسمید  Rosetta ، در سویهGST-VcCryDASH1co16پروتئین  پذیریبررسی انحلال. 7شکل 

pGCD1co16  با استفاده از روشSDS-PAGE مارکر( نمای : اندازه1. چاهک(Prestained Protein Ladder 

دهند(   چاهک نشان می kDaهای مارکر را برحسب واحد شرکت سیناکلون )اعداد سمت چپ، وزن مولکولی پروتئین

ساعت القای بیان پروتئین در  3باکتریایی )پس از تخریب دیواره(، بعد از  مربوط به لاشه ایل پروتئینی: پروف2

ساعت القای بیان  3: پروفایل پروتئینی مربوط به روشناور )پس از تخریب دیواره(، بعد از 3ها   چاهک باکتری

 1باکتریایی، )پس از تخریب دیواره(، بعد از  همربوط به لاش : پروفایل پروتئینی4ها   چاهک پروتئین در باکتری

: پروفایل پروتئینی مربوط به روشناور )پس از تخریب دیواره(، بعد 5  چاهک هاساعت القای بیان پروتئین در باکتری

 دهد.را نشان می GST-VcCryDASH1co16محل  "*"علامت   ها. ساعت القای بیان پروتئین در باکتری 1از 

Figure 7. The investigation of GST-VcCryDASH1co16 solubility, in Rosetta strain having 

the pGCD1co16, by SDS-PAGE method. Lane 1: Prestained Protein Ladder, Sinaclon Co 

(the numbers of the left- side show the molecular weights of the protein ladder bonds in 

kDa unit); Lane 2: the protein profile of the bacterial corpse (after cell wall disruption) 

after 3 hours induction of protein expression in bacteria; Lane 3: the protein profile of the 

supernatant (after cell wall disruption), after 3 hours induction of protein expression in 

bacteria; Lane 4: the protein profile of the bacterial corpse (after cell wall disruption), 

after 1 hour induction of protein expression in bacteria; Lane 5: the protein profile of the 

supernatant (after cell wall disruption), after 1 hour induction of protein expression in 

bacteria. The "*" symbols show the position of the GST-VcCryDASH1co16. 
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 kDaترتیب برابر با به GST-VcCryDASH1co16و  GSTهای پروتئینساختار اولیه آمده از وزن مولکولی بدست

، SDS-PAGEدر ژل  شدهتخلیص GST-VcCryDASH1co16و  GSTهای باشد اما پروتئینمی kDa6/86 و  7/27

مربوط  SDS-PAGE ،pHکیلودالتون قرار گرفتند. دلیل این تفاوت، نوع بافر بارگذاری ژل  63و  17ترتیب در مقابل باندهای به

 SDSی ایجادشدن میسل بین ی انجام شده که در این مقاله آورده نشده است( و نحوهبه سیستم بافری الکتروفورز )مشاهده

های نشان داد پروتئین (2009و همکاران ) Rathشده توسط ی انجامباشد. مطالعهموجود در بافر نمونه و پروتئین مورد مطالعه می

دهند که در موجود در بافر بارگذاری، پیکربندی جدیدی تشکیل را می SDS، با SDS-PAGEآماده برای بارگذاری در ژل 

ها متفاوت خواهد بود. ایجاد ساختارهای میسلی متفاوت )بین پروتئین آن واسیدهای سازندهآمینهای مختلف بسته به ماهیت پروتئین

قابلیت اتصال  منظور مطالعهکند. بهآمید، متفاوت میآکریلمتناظر را در ژل پلیهای دارای اندازه مهاجرت پروتئین(، میزان SDSو 

شده و  ها اثباتدر آن DNAپروتئین که قابلیت اتصال به  4 سازی آن با، همردیفDNAبه  VcCryDASH1co16پروتئین 

 Li andدر پژوهشی (. 9انجام و محل آمینواسیدهای کلیدی مشخص شد )شکل  DNAیک پروتئین ناتوان در اتصال به 

Sancar (1990 نشان دادند که موتاسیون تریپتوفان )در توالی  278DNA  فتولیازE. coli روتئین به باعث کاهش تمایل این پ

DNA شود. میTorizawa ( مشاهده کردند، موتاسیون2004و همکاران ) هر  366و آرژنین  353، تریپتوفان 311های آرژنین(

شود. با توجه به می DNAدر اتصال به  Thermus thermophilusفتولیاز  DNAطور جداگانه( باعث کاهش توانایی کدام به

توان به دید مناسبی در مورد قابلیت می DNAا و آمینواسیدهای مهم دیگر در اتصال به شدگی این آمینواسیدهبررسی حفاظت

 دست یافت. VcCryDASH1co16اتصال احتمالی پروتئین 
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: 1شده. چاهک تخلیص GST-VcCryDASH1co16و  GSTهای پروتئین SDS-PAGE. بررسی 8شکل 

نمای )مارکر( پروتئینی : اندازه2ص  چاهک قبل از اعمال تخلی GST-VcCryDASH1co16روشناور حاوی 

Prestained Protein Ladder های مارکر را شرکت سیناکلون )اعداد سمت چپ، وزن مولکولی پروتئین

 3در ایلوشن  GST-VcCryDASH1co16: پروتئین 3دهند(  چاهک نشان می kDaبرحسب واحد 

(Elution 3 چاهک  )پروتئین 4 :GST-VcCryDASH1co16  پروتئین 5  چاهک 2ایلوشن در :GST-

VcCryDASH1co16  روشناور پروتئینی حاوی 6  چاهک 1در ایلوشن :GST  قبل از اعمال تخلیص  چاهک

7 :GST  8  چاهک 3در ایلوشن :GST  9  چاهک 2در ایلوشن :GST  و  "*"های . علامت1در ایلوشن

 دهند.می را نشان GST-VcCryDASH1co16و  GSTترتیب پروتئین به"**"

Figure 8. SDS-PAGE analysis of the purified GST and GST-VcCryDASH1co16. Lane 1: 

unpurified supernatant with GST-VcCryDASH1co16; Lane 2: Prestained Protein Ladder 

Sinaclon Co (the numbers of the left- side show the molecular weights of the protein 

ladder bonds in kDa unit.); Lane 3: the GST-VcCryDASH1co16 in elution 3; Lane 4: the 

GST-VcCryDASH1co16 in elution 2; Lane 5: the GST-VcCryDASH1co16 in elution 1; 

Lane 6: unpurified supernatant with GST; Lane 7: the GST in elution 3; Lane 8: the GST 

in elution 2; Lane 9: the GST in elution 1; The "*" and "**" symbols show GST and GST-

VcCryDASH1co16, respectively. 

اند. با توجه به ( مشخص شدهDNAشونده به پروتئین متصل 4)در  DNA، آمینواسیدهای دخیل در اتصال به 2در جدول 

وجود  VcCryDASH1co16عدد عینا در  DNA ،9کننده با اسید برهمکنشآمینو 13ها مشخص گردید که از بین این بررسی

 7/30و  69ترتیب معادل شود که بهعدد دیده می 4بر همکنش ندارد( فقط  DNAعنوان پروتئینی که با )به AtCry1دارد، اما در 

 DNAابلیت اتصال به از نظر ق ولوکس 1DASHکند که کریپتوکروم باشند. این مشاهده مشخص میمی 21یکسانیدرصد 

توان ترتیب میباشد. بدین( میAtCry1رسانی علامت )دخیل در مسیر پیام و کریپتوکروم DNA کنندهفتولیازهای ترمیمحدواسط 

 DNA کنندهعنوان ترمیم)به DNAی قابلیت اتصال به را مطرح کرد که این پروتئین، دارای عملکرد دوگانه این فرضیه

 باشد.بیان ژن( و دخیل در تنظیم فرآیندهای نموی وابسته به نور میکننده نظیمدیده یا تآسیب

                                                           

21. Identity 
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های شاخص درون خانواده پروتئینی کریپتوکروم/فتولیاز که قابلیت اتصال سازی پروتئین.  همردیف9شکل 

( و پروتئین شاخص SyncoPHRو TThPHR ،EcPHRB ،SynPHRAرا دارند )پروتئین های  DNAبه 

کمک  به VcCryDASH1co16(، با AtCry1را ندارد ) DNAن خانواده که قابلیت اتصال به درون ای

شده و ارگانیسم حاوی پروتیئن در ادامه آورده شده است:  های استفاده. پروتئینClustal omegaالگوریتم 

TThPHR (Deoxyribodipyrimidine photo-lyase مربوط به Thermus thermophilus  )EcPHRB 

(Deoxyribodipyrimidine photo-lyase  مربوط بهE. coli  )SynPHRA (Deoxyribodipyrimidine 

photo-lyase  مربوط بهSynechocystis sp. و  )SyncoPHR (Deoxyribodipyrimidine photo-lyase 

(  Arabidopsis thalianaمربوط به  Cryptochrome-1) Synechococcus sp.  )AtCry1مربوط 

VcCryd1co16 (Cryptochrome DASH1  مربوط بهVolvox carteriعلامت .) قرمز، محل  "*"های

 دهند.را نشان می DNAهای متصل شونده به آمینواسیدهای کلیدی برای اتصال پروتئین
Figure 9. The alignment of the specific proteins in Cryptochrome/DNA photolyase protein 

family, with DNA binding ability (TThPHR, EcPHRB, SynPHRA and SyncoPHR 
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proteins) and without DNA binding ability (AtCry1 protein), compare to VcCryDASH1 by 

using Clustal omega algorithm. The proteins and their origin organisms are as follows: 

TThPHR (Deoxyribodipyrimidine photo-lyase from Thermus thermophilus); EcPHRB 

(Deoxyribodipyrimidine photo-lyase from E. coli); SynPHRA (Deoxyribodipyrimidine 

photo-lyase from Synechocystis sp.); SyncoPHR (Deoxyribodipyrimidine photo-lyase from 

Synechococcus sp.); AtCry1 (Cryptochrome-1 from Arabidopsis thaliana); VcCryd1co16 

(Cryptochrome DASH1 from Volvox carteri). The red "*" symbols demonstrate the 

positions of the key amino acids that bind to DNA. 
 

پروتئینی دیده، در چند عضو شاخص خانواده آسیب DNAبررسی آمینواسیدهای متصل شونده به  .2جدول 

 VcCryDASH1co16کریپتوکروم/فتولیاز و پروتئین 

Table 2. Study of the damaged DNA- binding amino acids, in some specific members of the 

Cryptochrome/photolyases protein family and VcCryDASH1co16 protein 

 سازیآمینواسیدهای ویژه، در همردیف

  Special amino acids in alignment 

 نام پروتئین

Protein name 

Q461 K414 Q411 N407 W392 M353 R350 N349 W286 E283 R232 G150 V148 SyncoPHR 

R458 K408 Q405 N401 W385 M346 R343 N342 W278 E275 R227 T152 V150 EcoPHR 

R407 K376 Q373 N369 W353 M314 R311 N310 W247 E244 R201 T137 V135 TtPHR 

Q477 K428 Q425 N421 W406 M367 R364 N363 W300 E297 R246 T164 V162 SynPHRA 

R527 D471 Q468 N464 A451 Q412 R409 N408 W345 E342 N294 T194 V192 VcCryd1co16 

K481 K425 E422 N418 Y402 V363 R360 D359 L296 S293 R239 A159 M157 AtCry1 

Q/R K Q N W M R N W E R G/T V در شدهآمینواسیدهای حفاظت 

 Conserved  فتولیازها

amino acids in 

photolyases 

 

 گیرینتیجه

ها و  بیوشیمیایی آنهای بیوفیزیکی ویژگی گویی شده، اولین قدم در مطالعهپیش هایپروتئینسازی تولید و خالص

های گزینه اند،پیدا کرده ابزارهای مولکولی برای ساختسنتزی شناسیتای که در زیسبه دلیل جایگاه ویژه باشد. فتورسپتورهامی

در  E. coliباکتری  در دو سویه VcCryDASH1در این پژوهش شرایط تولید فتورسپتور جلبکی اند. جذاب برای تحقیقات شده

 نتایج حاصل از این پژوهش نشان دادپذیری آن مورد ارزیابی قرار گرفت. و همچنین میزان انحلال ،های مختلف القاء بیانزمان
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نامحلول باکتری  تولیدی وارد کدهنیمی از پروتئینقابل اجراست و هر چند تقریبا  Rosettaبیانی  که تولید این پروتئین در سویه

نتایج بدست آورد. دستی توصیف این پروتئین آن را برای آزمایشات پاییناز کافی  توان مقدارشود اما با افزایش زمان القاء میمی

رسد مینظرمشخص کرد. به VcCryDASH1را در  DNAشدگی آمینواسیدهای متصل شونده به سازی، حفاظتهمردیف

 . پروتئینکرداستفاده یده، دآسیب DNAگو به نور دارای قابلیت اصلاح رای ایجاد ابزارهای مولکولی پاسخب این پروتئینبتوان از 

مورد  DNAسنجی و ترمیم دینامیک مولکولی، طیف خصوصیات جهت ارزیابیهای بیشتر ررسیتولیدی در این پژوهش برای ب

در  تولید ابزارهای مولکولی مفیداولیه  صورت مادهبه تواندهای خاص، میویژگی مشاهدهصورت تفاده قرار خواهد گرفت و دراس

 علوم پایه و کاربردی مورد استفاده قرار گیرد.

 

 سپاسگزاری

جام شده است و از این طریق از المللی انهای علمی بینمایت مالی مرکز مطالعات و همکاریای این پروژه با حههزینه

 شود.لین مربوطه تشکر و قدردانی میمسئو
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