
 

Investigation of the impact of epigenetic modifiers and computational-

guided metabolic engineering on increasing terpene precursor 

production in yeast 

 

Hajar Ebadi   

Ph.D. Student, Institute of Biotechnology, School of Agriculture, Shiraz University, Shiraz, Iran. 

E-mail address: h.ebadi215@gmail.com 

Payam Setoodeh   

Associate Professor, Department of Chemical Engineering, School of Chemical, Petroleum and 

Gas Engineering, Shiraz University, Shiraz, Iran. E-mail address: payamst@shirazu.ac.ir 

Ali Niazi   

*Corresponding author. Professor, Institute of Biotechnology, School of Agriculture, Shiraz 

University, Shiraz, Iran. E-mail address: niazi@shirazu.ac.ir  

 

Abstract  

Objective 

This study aimed to enhance isopentenyl pyrophosphate (IPP) production, a key precursor in 

terpenoid biosynthesis, in Saccharomyces cerevisiae. Two major approaches were explored: 

epigenetic modifications using 5-azacitidine and sodium butyrate, and targeted genetic 

engineering based on computational simulations. 

 

Materials and methods 

Treatment with 5-azacytidine induced the demethylation of gene promoter regions, while sodium 

butyrate inhibited histone deacetylase (HDAC) enzymes, thereby modulating gene expression in 

the mevalonate pathway. Using the iMM904 model and an OptForce-FSEOF-inspired algorithm, 

computational simulations were employed to identify key reactions and optimize metabolic flux. 

In this study, treatments of 5-azacitidine and sodium butyrate at optimal concentrations were 

added to the culture medium containing yeast, and the concentrations of metabolites were 

measured using LC-MS/MS. 

 

https://orcid.org/0009-0004-2373-0927
https://orcid.org/0000-0001-5890-5388
https://orcid.org/0000-0002-9902-9422


Agricultural Biotechnology Journal, 2025 17(2) 

56 

 

Results 

Results showed that 5-azacitidine and sodium butyrate significantly increased the concentrations 

of key metabolites, including phosphomevalonate, IPP, and dimethylallyl diphosphate, thereby 

enhancing the mevalonate pathway. Azacitidine was more effective than sodium butyrate in 

increasing the concentration of phosphomevalonate, while both treatments had similar effects on 

the production of IPP. Additionally, downregulation of the ACACT1m reaction via genetic 

engineering led to the reallocation of acetyl-CoA metabolic resources to the mevalonate pathway, 

resulting in a 7.25 mmol/gDW/h increase in IPP production, while maintaining a satisfactory cell 

growth rate of 0.36 gDW/h. 

 

Conclusions 

Based on these findings, the combination of both approaches—epigenetic modifications and 

targeted genetic engineering—can be considered an effective strategy for optimizing terpenoid 

production at an industrial scale. This approach leverages the strengths of both methods, 

enhancing the production capacity of S. cerevisiae for valuable bioproducts. 
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Introduction 

Terpenoids constitute one of the largest and most structurally diverse classes of natural 

products, with significant applications in pharmaceuticals, cosmetics, food additives, and 

biofuels. The biosynthesis of terpenoids relies on the efficient production of their fundamental 

precursors, isopentenyl pyrophosphate (IPP) and dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP). These 

molecules serve as essential building blocks for a wide range of isoprenoid compounds, including 

sterols, carotenoids, and bioactive secondary metabolites. Saccharomyces cerevisiae has been 

extensively utilized as a microbial cell factory for terpenoid biosynthesis due to its well-

characterized metabolic network, genetic tractability, and ability to grow on inexpensive carbon 

sources. However, a key challenge in metabolic engineering is enhancing the flux toward the 

mevalonate (MVA) pathway—the primary route for IPP and DMAPP biosynthesis in yeast. This 

limitation arises from the tightly regulated nature of the MVA pathway and the competition for 

metabolic precursors, such as acetyl-CoA, which are also required for essential cellular processes, 

including lipid biosynthesis. 

In this study, we aimed to enhance IPP production in S. cerevisiae through a dual approach: 

(i) the application of epigenetic modifications via treatment with 5-azacitidine (5-Aza) and 

sodium butyrate (SB), and (ii) the implementation of targeted metabolic engineering informed by 

computational simulations. Epigenetic modifications regulate gene expression without altering 

the DNA sequence, and their application in metabolic engineering represents an emerging strategy 

for optimizing biosynthetic pathways. Moreover, genome-scale metabolic modeling (GEMs) 

facilitates the identification of key enzymatic reactions that can be manipulated to enhance 

metabolic fluxes. By integrating these two strategies, we aimed to maximize IPP production while 

sustaining robust cell growth, ultimately improving the feasibility of yeast-based terpenoid 

production for industrial applications. 

 

Materials and methods 

Yeast strain and culture conditions: In this study, the yeast strain S. cerevisiae ATCC 9763 

was utilized. Cells were cultured in YEPD medium at a temperature of 30°C under constant 

shaking at 200 rpm. Upon reaching the mid-exponential phase (OD660nm = 1.0), treatments with 

50 µM 5-Aza and 25 mM SB were administered. The concentrations were determined based on 

minimum inhibitory concentration (MIC) tests to minimize growth inhibition while inducing 

epigenetic modifications. 

Epigenetic treatments and metabolite extraction: To evaluate the effects of 5-Aza and SB 

on gene expression and metabolite accumulation, cells were harvested at various time points 

following treatment. Metabolism was quenched using cold methanol, and metabolites were 
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extracted following a modified methanol/chloroform method. The resultant samples were 

subsequently analyzed using LC-MS/MS for the quantification of key metabolites, including 

phosphomevalonate, isopentenyl pyrophosphate (IPP), dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP), 

and farnesyl pyrophosphate (FPP). 

Computational modeling and metabolic engineering: For metabolic engineering, we 

utilized the genome-scale metabolic model iMM904, which encompasses a 

comprehensive set of metabolic reactions, metabolites, and associated genes in S. 

cerevisiae. Constraint-based flux balance analysis (FBA) was performed using the 

COBRA Toolbox in MATLAB, providing predictions on the optimal distribution of 

metabolic fluxes under defined environmental conditions. In our simulations, the glucose 

uptake rate was fixed at 11.5 mmol/gDW/h, while oxygen consumption was considered 

nonlimiting, reflecting aerobic growth conditions. 

Further simulations were conducted using an algorithm inspired by the OptForce-

FSEOF framework. This allowed us to systematically evaluate candidate reactions that 

could be targeted to improve IPP production without compromising cell viability. Out of 

49 candidate reactions identified through initial screening, the mitochondrial acetoacetyl-

CoA thiolase (ACACT1m) was selected as the primary target. Downregulating 

ACACT1m was hypothesized to reduce the diversion of acetyl-CoA toward competing 

metabolic pathways, thereby enhancing its availability for the MVA pathway. 

 

Results 

Impact of epigenetic modifications on IPP biosynthesis: Treatment with 5-Aza and SB 

significantly altered the intracellular concentrations of key intermediates in the mevalonate 

(MVA) pathway. The application of 5-Aza was more effective in enhancing phosphomevalonate 

levels, achieving a 2.5-fold increase compared to control conditions, while SB resulted in a 

twofold increase. The concentrations of isopentenyl pyrophosphate (IPP) more than doubled in 

both treatment groups, suggesting that epigenetic modifications effectively upregulated genes 

encoding critical enzymes within the MVA pathway. However, a statistically significant 

difference was not observed between the effects of 5-Aza and SB on IPP production. 

Metabolic engineering and growth-coupled production of IPP: Computational 

simulations provided critical insights into the metabolic reprogramming required to boost 

IPP production. By reducing the flux through the ACACT1m reaction, acetyl-CoA was 

redirected from nonproductive pathways toward the MVA pathway. Experimentally, the 
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engineered yeast strain exhibited a production rate of 7.25 mmol/gDW/h for IPP—a 

significant improvement over the wild-type strain. Furthermore, the biomass growth rate 

was maintained at 0.36 gDW/h, indicating that the engineered modifications did not 

impose a significant metabolic burden on the cells. 

Production envelope analysis revealed a marked difference between the wild-type 

and engineered strains. In the wild-type strain, a clear inverse relationship was observed 

between cell growth and IPP production, as metabolic resources were primarily allocated 

for biomass formation. Conversely, the engineered strain showed a strong positive 

correlation between growth and IPP production. This suggests that the reallocation of 

metabolic fluxes was successful in coupling IPP synthesis with cellular proliferation—a 

desirable outcome for industrial fermentation processes. 

Production envelope analysis: The production envelope analysis highlighted a fundamental 

difference between the wild-type and engineered strains. In the wild-type strain, IPP production 

exhibited an inverse relationship with growth rate, as metabolic resources were preferentially 

allocated toward biomass formation. Conversely, in the engineered strain, a strong positive 

correlation between growth and IPP production was observed, indicating successful metabolic 

reprogramming to couple IPP synthesis with cellular growth. 

 

Conclusions 

The results of our study illustrate that a combinatorial approach, which integrates epigenetic 

modifications with computationally guided metabolic engineering, can significantly enhance the 

biosynthesis of terpene precursors in yeast. The application of 5-Aza and SB resulted in the 

substantial upregulation of key intermediates in the mevalonate (MVA) pathway, while the 

targeted reduction of ACACT1m flux led to an increased production of isopentenyl 

pyrophosphate (IPP) by optimizing the allocation of acetyl-CoA. These findings emphasize the 

potential of epigenetic regulators as valuable tools for metabolic engineering and highlight the 

efficacy of computational modeling in identifying and fine-tuning critical metabolic targets. This 

integrated strategy presents a promising pathway for the industrial-scale production of terpenoids 

and other valuable bioactive compounds. Future research endeavors should investigate additional 

epigenetic modifiers and expand computational models to predict the long-term stability of 

engineered strains under various fermentation conditions. 
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  چکیده

یجججنا ییژجنک دگ یججج ،    ه ددژجندجنژ دگ   ش  ژ هژل(IPP)فسجججزجن   این  طجن هج  وجن دجنز اف ایل  د ژجن ای که ، ژجل هژ ک  هدد: 

 ن،ژوم ون ایج،زندو اا زاایجژ،ژنین ک یجنی  ود ژ ا  ک  غژژ ا  اهمایج،زندو اا  ان نم شجن. دک گکیو د  ه  شجن ل  یجنینگک نیسجس یج کی ی 

 دنک  حنیبن م  دگد و گیم ق اگ گ ف .یناک ه نیم  ن،ژک دنفش ن  ب، م و  شبژ 

دنک دژسج،دن دایج،ژلاا  دن ک  ژشنگ یجنی  ود ژ ا  ون  هنگ زن ی  ژشنگ زاایجژ،ژنین ون د ،ژلایجژدن ندا م ه ک د    ن   هاروشمواد و 

(HDACژ      و    ظژ  وژنن  ن)دنک  حنیججبن م ون  ن  یججناکشججدنن. شججبژ دنک دخژل دگ  سججژ   دا دنن   مiMM904   ک

یجناک شجنگ  ،نود ژوم ایج،زندو گ دین. دگ دنک ییژنک ک وهژ  و اک شج نیجنیم کای ل  OptForce-FSEOFا  دگی،  ا هنم گ ف،  اا 

 دلاگ و   حژط یشج   نکک  ژیم 25 دلاگ ک  ژو ک 50دنک    ژب دگ غیظ این هشکدلژ  ژشنگدنک زاایجژ،ژنین ک یجنی  ود ژ ا  و 

 (LC-MS/Ms)  یجج  م م  م  ،دا مطژف-گ افم  نیعدن ون ایجج،زندو اا ی ک ن د  ش  اضججنف  شججنو ک یججتس غیظ   ،نود ژ 

 .گژ ک شناننااو
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نشنن     نتایج غیظ   ،نود ژ ن،نیج  ود ژ ا   ینی   ک  زاایژ،ژنین  ی ژ  هژ کداد  ای که ، ژل  فسزد دا دنن ژ  ییژنک  ک دنک  فسزن  

ای . زاایژ،ژنین دگ  شنو   طدگ  ه نداگک اف ایل دادو ک اا این ط یق  سژ   ،نود ژوم  دا دنن   قدی فسزن  گا و ز ژل دک ،ژلدک

فسزن  اث ک  شنو  ای که ، ژل هژ ک اا ینی  ود ژ ا  وددژ دگ  ن م ی  د  دک  ژشنگ دگ  د ژن    اف ایل غیظ  فسزد دا دنن   ؤث  

یناک  ه نیم  ن،ژک      و  ونا  صژص   نوع  ،نود ژوم  دگ شبژ   ACACT1mاا یدک دی  ژ یندل شنگ کای ل    .داش، ن

 د  و  گ م کان خشک دگ ینع  شنژ ک   ژیم  15/7فسزن   ن  و   سژ   دا دنن  ک اف ایل  د ژن ای که ، ژل هژ ک  Aای،ژل یدزن ی 

 گ م کان خشک و  ینع   زظ گ دین.  36/0ن خ گشن یید م د  دگ یطح  طیدب  

 ن،ژوم و اک  دد نو اهم دان هژش هند داد ی    یژب دک گکشژ ای،زندو اا  داد  غژژ  و  اینس ن،نیج این هشکدل  م   گیری نتیجه

اهم  وه و اعشن   غژژ ا   ون  دش او  دنفش ن  ک  ه نیم  ن،ژک  شبژ   ن،ژوم  ک  زنن ژ دنک  حنیبن م  اا  دنک  ،نود ژومژ یناکگژ ک 

ا نن  گژ ک اا   اینک د یناک  د ژن   ه ددژندن دگ  قژنس ص ه،م ونشن. این گکیو د ون وه و دانن یک گادب د ینگز ن و اک وهژ   م

 ددن.گا و اک  حصدلا  اگاشش ن ایس،م اگ قن  م  ینینگک نیسس ی کی ی د  دک گکشژ ظ فژ   د ژن   ش  

  ن،ژومژ  ن   ،نود ژوم دگ  قژنس  ندمژ  ه نیم  ن،ژکدنک اهمدد نودنک   هنژ  غژژ یناهژل  هاکلیدواژه

 هشکدشم.  نوع مقاله

یناک  ه نیم  ن،ژوم و  هنی   ن،ژوم ک شبژ  اهمدنک  دد نوو گیم اث   غژژ   (1403)  نژناک عیمژ  ی،ددو هژنمژ  عبندک دنم   استناد 

 .78- 55(ژ 2)17 ژ  ی  وژد و د د ک یشنکگاک. ینادنک   ه م دگ   ش دنک  ،نود ژوم و اک اف ایل  د ژن هژل ن 
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 مقدمه

اک دگ اق،صند ایس،م داگنن ک نقل ییژنک دگ ص نیع   ،یفژ اامشی  غذایمژ داگکیم ک  دنک  ژو کوم ینگو د گس، دوف زی ن

و  د ژل یناگنگک ونلا ک قنویژ   1  ینینگک نیسس ی کی ی (.   ش   da Silva et al., 2013ی  ن )دنک ایس،مژ ایزن  م  د ژن یدخ  

 Nielsen et al., 2013; Borodinaع دان یک وس،  اصیم دگ  د ژنا  ایس،م  ط ح ای  ) ه نیم  ن،ژوم ک  ،نود ژومژ و  

4& Nielsen, 201 2دنک ود م  ه  دگ    ش ژ  سژ   دا دنن (. یوم اا  سژ  (MVA ای  ی   د ژن کا ن )  دنک اینیم ای که ، ژل

یناد.  دنک اگاشش نژ گا  شون  مدن ک ای، ک  ینا   هنع دان هژل (ژ و  DMAPP)4  فسزن ز ژل دک ،ژل( ک دکIPP)  3فسزن  دک

 
1 Saccharomyces cerevisiae 
2 Mevalonate pathway 
3 Isopentenyl diphosphate (IPP) 
4 Dimethylallyl diphosphate (DMAPP) 
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 Ma et al., 2022; Liaoاین   یژبن  و  د ژل خداص ایس،م ک ینگو د دگ ص نیع زگایشمژ غذایم ک داگکیمژ ادشژ  ونلایم داگنن )

et al., 2016  .) 

و اک اف ایل ونادو    ینینگک نیسس ی کی ی یناک  سژ   دا دنن  دگ   ش   دنژ وهژ  ون اف ایل  قنضن و اک  د ژن هنیناگ   هن

دنک هژش ف،  و اک (.  و ژکMukherjee et al., 2022دنک یناننو   ه ددژندن ض کگک ای  ) ع دان ویدک  ه م و ینادنک  هژل

دنک ینگک  ن،ژوم ک گکش دنک  د ود م  ب، م و  دی  شدنن  گکش دنک وژدی ، ک و  دک دی،   قسژ   م  سژ اف ایل  د ژن دگ  

 ن،ژومژ ا ونن  دنک اهمدد نودن( ک ای،زندو اا  غژژ  ژ د نژ  هدی ژ اف کدن  ح کpHکاوس،  و  یش  ی  ون  غژژ  ش ایط  حژطم )

 Tomm et al., 2019; Lechner et al., 2016; Olanoی  ن )دنک  ،نود ژوم گا ف اد   م طبژق ی یع ک  غژژ  وژنن  سژ  

et al., 2008  .)اهم   علاکو اینژ  و   ندم شن ل  وننژس  و   ای ژ  ونایناک   ندژ  DNAع دان  ثن   ،ژلایژدن  دنک   ،یزم  ژ 

ون عدا ل   RNA دنک ی ک ن ژن ک microRNAاصلا ن  دم دژس،دنژ   وی ن غژ  ینی  نوژ  عدا ل  دنک  حژطم  نن ن  غذی ژ 

 ,.Barazandeh et alدنک خنص دگ  هن ل دس، ن )دن ک ظهدگ ف د ژپااژ ک زب ک ددا و اک  أثژ  و   ش صن  وژنن  نوژشنگک

 (.Amiri Roudbar et al., 2020 ندم ک عدا ل  حژطم  شون ای  گخ ددن )(.  هن لا  چ ن یطحم وژن  ندمژ اهم 2016

دنک یدینگید م وژنن  ن (. Alavi et al., 2022 ندم و  یلا   ک  د ژن ای  )دشچ ژنژ شدادن  ،هندک  نیم اا  أثژ    دع اهم

دن و   شدد ک وژنن  ن شدد.   هن   شدع  نسب،نً یدچوم اا یل  ندم دگ د  ندع ونف  وژنن  م طدگ  دق  ک چ ن وهنک ی ،    مو  

دن و اک د   (. و نو اینژ وژنن  ن دگ یدینگید Heidarpour et al., 2011; Khabiri et al., 2023   ی  گشن وس، م داگد )

دنک یناننو دنک  نم ی  دگ دشنن ونف  ک دشچ ژن ینی  ونف  دشچ ژن  ژ ان ف اکگدو (.Safaei et al., 2023ونف  خنص ای  )

دنک    بط ون صزن   دن ک ه ک  ژن دنک اینیمژ  طن ه   ن ی ن. یوم اا فهن ژ  شددژ وژنن زن  ن گا   ظژ   م زن  حصد  ینخ،   م 

 غژژ ا     (.Bordbar et al., 2022; Mohammadabadi et al., 2024ک و گیم زنهن دگ یطح یید م ین ی ک داک م ای  )

 دنک  نم یناک خدش دنک  ،نود ژوم ک فهن ک  غژژ ا  دژس،دنمژ نقل ییژنک دگ   ظژ   سژ   DNAشنن   ن،ژومژ اامشی   ،ژی اهم

اصلاح اا  ای،زندو  داگنن.  ک  غژژ ی  نوخن دش  اهمدد نودن  شژشژنیم  نن ن  هنگی  نودنک  دژس،دن  دنک  ،ژل ن،ژوم  ک    انسز اا 

 Williams et al., 2008; Xue et دانن ونادو  د ژن   یژبن  وناگاش گا اف ایل ددن )ون  غژژ  ینخ،نگ ی ک ن ژن  م1دای،ژلاا  

al., 2023) . 

یناک  د ژن  حصدلا  داگکیم ک ص ه،م یک چن ل دنک یید م ینگز ن و اک  نایث دگ وژد و د د ک ص ه،مژ ط ا م ینگخنن 

اایم  دنک ی ،م  نن ن غ ون   ک مهل   اا گکش ع دان گکشم هژش ف، ینگک  ن،ژومژ و  کیژی  دی   ه  ای .  ه نیم  ،نود ژک و  

او اگ  اا  ای،زندو  ون  یدی    نیبژ  ان، نب  ک  شبژ  دنیم  نن ن  ن  صندفم  ا ونن  عشیو د یناک  ،نود ژوم  ک  ینخ،نگ  دقژق  یناک 

ف اد   م شبو   گا  او اگ دنک  ،نود ژوم  این  هژلزکگد.  و   وهژ  دن  و اک  ک وژ م  غژژ ا   ن،ژوم  دگدنژنا  ی دو  یناک  د ژن یشک 

 
1 HDAC Inhibitor 
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 & Rangel et al., 2020; Park et al., 2009; Simeonidis)ینانن      مص ف و     ک  ق کنف زی ندنک  د ژن گا ینگز ن

Price, 2015) . 

دنک  ژو کوم  یناک یدی  ص ف  دگ  ه نیم  ،نود ژک و اک ط ا م ک وهژ  و  یناک  ،نود ژوم و  او اگک قنگ ش ن ک  ق کن  ن 

وژ م  غژژ ا   ن،ژوم  ؤث  و   د ژن   یژبن  ( و اک هژلGMMs)1 قژنس-دنک  ،نود ژوم  ندم بنیل شنو ای . این گکش اا  ن 

دنک  حدگ دگ این  داوژ اا  ن -دنک  حنکدی   ین گکش ع دان یوم اا گایج( و  FBA)2ی ن.  حیژل  داان  شنگ دنز ای،زندو  م 

وژ م هنیخ  دنک  هژن ای،زندو ی دو ک ا ونن هژل یناک  دایع وهژ   شنگدن دگ شبو   ،نود ژوم  ح   حنکدی  ،نود ژوم و اک شبژ  

 (. Curran et al., 2011; Kim et al., 2014یناد )یید  و   ناخلا   ن،ژوم گا ف اد   م

و   حنکدی ا  دگی،  )دنک  حیژل  ب، م  ک    FSEOFژ  OptKnock ژ  OptForce(  نن ن  COBRA3دن  ژ  ناخلا  

.  (Feist et al., 2010b)ی  ن  دنک دنز گا  هژژن  م یناک  د ژن  ،نود ژ   غژژ ا   ن،ژوم ون قدو گا ش نینیم ی دو ک ادناز وهژ   

وژشژ    ،نود ژ    OptForceا  دگی،    و   د ژن  و اک دی،ژنوم  و نک ک  شن م  دنک دنز گا طبق  غژژ ا  شنگ  ،نود ژوم  دگدنژنا 

 FSEOF4(. اا یدک دی  ژ  Ranganathan et al., 2010ی ن ) ناخلا   شون گا و اک دی،ژنوم و  این ادناز ش نینیم  م 

شددژ ش نینیم  طدگ  س،قژ  ین غژ  س،قژ       و  وهبدد  د ژن  حصد  دنز  مدن و دنک ییژنک گا ی  اف ایل شنگ زنکای ل

دنک ندزکگان   یناک گشن ون  د ژن  حصد   ،نود ژوم  طیدبژ یوم اا گکیو د(. دشب نHyung Jin Choi et al., 2010ی ن ) م

دن علاکو و   ی ن. این گکششنو گا  ضشژن  مدنک  ه نیماین  داوژ  د ژن  ،نود ژ  دنز گا و  گشن یید م    بط ک هنیناگک یدی  

کخطن دگ زا نیش نو گا یندل دادو ک  د ژن   یژبن  اگاشش ن ایس،م گا اگ قن دنک  ب، م و  زا دن دنک گکشکگکژ  حنکدی وهبدد وه و

 ن،ژوم دنک اهمدد نوی  ی  ون و گیم د   دک گکیو د  ذیدگ ) غژژ این هشکدل و  دنبن  زن ا  (. Alter & Ebert, 2019)دد ن   م

دن دگ  دنک   هنینایناک  د ژن هژلاک  حنیبن م(ژ یک گادب د من ع و اک وهژ  ش نیم ین نن  ک  ه نیم  ن،ژوم  ب، م و  ایس 

 ای ند ی ن. ی کی ی  ینینگک نیسس  ش  

 

 هاروشمواد و 

گ اد دگم  ینن،م   30دگ د نک  ینینگک نیسس ی کی ی   اا   ش     ATCC® 9763یدی      سویه مخمر و محیط کشت 

ع دان  نی    ژ،  اا یش  اک ژ  و   ژو ک   50ژ  (OD660nm =1.0)دن و  فنا نشنیم  ژننم گیژننن  ی  یید  گشن دادو شن. هس اا زن 

 
1 Genome-scale Metabolic Models 
2 Flux Balance Analysis 
3 Constraint-Based Optimization and Reconstruction Analysis 
4 Flux Scanning based on Enforced Objective Function 
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یش  گ دین    3 دلاگ ینی  ود ژ ا  ژیم  25ژ  2 دلاگ زاایژ،ژنین ژو ک  50دنک  شنو ون  ژشنگغ م  YEPD1 ژ،   حژط   ژیم  50 یقژح  

ینع  چ ن م ندگک   6گژ ک ک  هژژن   ا ل گشنژ د   دگ دقژق  انودو  شننن. و اک اننااو  200گ اد ک دکگدگم  ینن،م   30ک دگ د نک  

(OD یید ) گژ ک شن.  هژژن غیظ   دگد ای،زندو و اک د   ژشنگژ و  اینس ن،نیج شنو ون ای،زندو اا ایتو، کف،د ،  اننااودنک یش

 زا دن  ناقل غیظ  وناداگننو ان نم شن. 

 ژ،   ،نند   ژیم  40و اک خن دش ی دن ی یع  ،نود ژس  یید مژ     ها و خاموش کردن متابولیسمجمع آوری سلول

دن گ م کان خشک یید ( اضنف  شن. نشدن   ژیم  10 ژ،  اا یش  یید م ) هند    ژیم  10گ اد( و   دگم  ینن،م- 48دگصن ی د )  60

دن ون ینن، یزژد  دگ د نک  یید   ی ع  ی  ونگ کاگکن  شن  ن اا چسبژنن یش  و  یطح داخیم  د   ینن، یزژد  میدگژ ک شدد. یتس و  

یناک گیدب دادو شننن.  نیع گکیم   یژبم اا  حژط یش  ک  حید  خن دش  g    ×4000دقژق  ون دکگ    5گ اد و   ن   دگم  ینن،م  -20

طدگ ین ل  ذز شدد. گیدب یید م  نصل دگ  نیع گکیم و  ثننژ  دی    و اگ شن  ن    30ی ع  دکگ گی ،  شن. این ف زی ن و اک  و  

 گ اد ن هناگک شن. دگم  ینن،م   - 80نژ، ک ن  نیع ف ی  شن ک دگ د نک

متابولیت  ف ی    هااستخراج  اا  و ژک  ای،زندو  ون  یید م  ای،  اج  -گیدب  و اک  ون  حید   ،نند /یی کف م  ذکب 

طدگ خلاص  او،نا  . و  (Dunn & Winder, 2011قطبم دگکنمژ  طنوق ون گکش  دصژف شنو ان نم شن )دنک قطبم ک غژ   ،نود ژ 

)زب(. یتس گیدب    3دگصن( ک  حید     100)یی کف م    2دگصن زب(ژ  حید     20دگصن  ،نند ژ  80)  1ی   حید   هژ  شن   حید   

 250  یدط شن ک گکک یخ خشک ق اگ دادو شن. دگ    ی  وهن یدیتننسژدن  هژ  شنو ون    1 ژ،  اا  حید    ژو ک  400یید م ون  

ژ  دش ن شن. این   یدط  ح  ثنن  30دن و   ن     یژب شن. یتس نشدن    2 ژ،  اا  حید    ژو ک  600ک    1 ژ،  اا  حید    ژو ک

دقژق  ک یتس ذکب شنن گکک یخ    1کگک دگ نژ، ک ن  نیع و   ن   ذکب ق اگ گ ف  ی  د  چ خ  شن ل غدط  -چهنگ چ خ  ف ی 

  gگ اد ک دکگ  دگم  ینن،م   -۹ذکبژ   یدط دگ د نک  -دنک ف ی ثننژ  ودد. هس اا  وشژل چ خ    30خشک ک دش ن ی دن و   ن   

و  زن اضنف  گ دین.    3 ژ،  اا  حید    ژو ک   350دقژق  ینن، یزژد  شن.   یدط گکک یخ خشک ن هناگک شن ک    15و   ن     13000×  

دگ د نک ا نق ینن، یزژد  شن. لای  ونلایم  g 13000 ×دقژق  ون دکگ  15ثننژ  دی   دش ن شن ک یتس و   ن      30  یدط و   ن   

دنک مناگنن    ،قل شننن.  لا   ب ژ  ک نشدن  خشک   اج یی کف م( ون دق  و   د   نصل )ای،  اج  ،نند /زب( ک لای  هنیژ م )ای،

 گ دین.

دنک ییژنک  سژ   دا دنن ژ  گژ ک غیظ   ،نود ژ مه  اننااو    4سنجی جرمی متوالیطیف   –کروماتوگرافی مایع  

ی  م م  م  طژف- ژ،  و  دی، نو ی ک ن دگ افم  نیع ژو ک  5دگ         زب  ل شنو ک یتس-ای،دنژ، یل   1 1دنژ  دگ   یدطنشدن  

Agilent 6495 Triple Quadrupole   گیق شننن. منایناک   یژبن  و  گکک یک ی،دن   ZIC-HILIC   100ون اوهند    ×

 
1 Yeast Extract Peptone Dextrose 
2 5-Azacitidine 
3 Sodium Butyrate 
4 LC-MS/Ms 



 ( 1404، تابستان 2، شماره 17مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره 

66 

 

  1/0 ،  ان نم شن. فنا  ،ح ک  ،غژ  )گ ادینن( شن ل   یدطم اا ای،دنژ، یل ک زب  نکک   ژو ک  5 ،  ک اننااو ذگا    ژیم   1/2

دگصن فنا   ۹5صدگ    ظژ  شنژ دگ او،نا اا   یدطم  نکک  ش ایط وهژ   و اک منایناک   یژبن  و  این     دگصن ایژن ف  ژک ودد.

دگصن    50دقژق   ن    10دگصن فنا  ،ح ک زوم ای،زندو ک هس اا زن  و   نگیج نسب  فنا ز م طم    5 ،ح ک ز م )ای،دنژ، یل( ک  

دگصن فنا ز م(    ۹5دقژق  و  ش ایط اک ژ  )   3دقژق  ثنو  ن   داش،  شن ک نهنی،نً دگ  ن     2یندل ینف . یتسژ این نسب  و   ن   

ش نینیم   یژبن  ون گکش  ننژ،دگی گ   فنا  ،ح ک اک ژ  شس،شد دادو شن.دقژق  ون    5وناگ داننو شن. هس اا د  زنن ژ ژ ی،دن و   ن   

چ نگنن  ا و، کایت ک   (MRM) کای ل  یدنژ ایژدن  اا   بع  ای،زندو  ون  ک  یدن  ثب   هنی نو    (ESI)دگ  ن    یشک  و   ک 

نشدن   Yeast Metabolome Databaseاطلاعن  زنن ژ   اا  هژل  گ ف .  ای،ننناگد  صدگ   اا   یدط  ای،زندو  ون  دی، نو  دنژ 

 دن ین ژب و شن.  ،نود ژ 

دنک  انح از  هژنگ وژنن شننن.  حیژل دادو  ± صدگ   ژنن ژن  دن دگ ی   و اگ ان نم شنو ک ن،نیج و   شنم زا نیل    تحلیل آماری

ن م دنک مهب شنوژ ک  د ژن نشدداگ هنیل   pژ زا دن  دیمژ  قندی   ANOVAز نگکژ شن ل   اا  ای،زندو  ون   GraphPadاف اگ  اکژ 

Prism 8  .ان نم شن 

فسزن  یناک  د ژن ای که ، ژل هژ کک حیژل ک وهژ  مه     ی    سازی شبکه متابولیکی و چارچوب محاسباتیمدل

(IPP)    ی کی ی دگ اا  ن   ینینگک نیسس   قژنس  -ع دان  ن   ،نود ژوم  ندمو    iMM904  (Pereira et al., 2016)ژ 

شنو ای  ی  دگ ف زی ندنک   ،یف  دنک  ،نود ژوم ش نخ، اک اا  شن م کای لشنوژ ای،زندو گ دین. این  ن  شن ل شبو  اصلاح

 COBRAدن دخن   داگنن.  ن   دگد ای،زندو دگ این  طن ه  ون ای،زندو اا  دن ک ای که نددژن یید م اامشی   ،نود ژس  ی وددژنگا  

Toolbox   ن م وهژ   دگ  حژط  ان نم  و اک  و   حنکدی اف اگ  ،یب  گف،نگیناکدن ک شبژ  یناک  ب، م  و  دنک  ینگ دنک  ،نود ژوم 

ای،زندو    Gurobiدنک  ،نود ژومژ اا او اگ  ل  سنیل گینضم یناک م یننگی ک خطم ک وهژ    ظدگ  ل  سندل و نن  شن. و  گ ف،   

 شن. 

 ,.iMM904  (Pereira et alیناک  ن   دگ او،ناژ و اک یندو   هاسازی مدل و کاهش واکنش مرحله اولیه آماده 

دن دنژ  هنادک اا  ،نود ژ  یناککای ل وژدشژشژنیم( ک اف ایل دق  شبژ    1580 ،نود ژ  ک    1228 ن  ،نود ژومژ    ۹05( شن ل  2016

و   سژ کای لک   زندنک   ودط  این  داگد شن ل  شننن.  اا  ن   ذز  ونکن دنز  ک  دگ  دنک  ،نود ژوم  سنکد  ی   وددنن  دنک 

ینف،  یناک  ن  ) ن  یندلدنک  ،نود ژوم فهن  نقشم نناش،  ین  أثژ ک و   د ژن  حصد  دنز نناش، ن. هس اا یندل ک یندو سژ 

iMM904    ک    632 ن  ،نود ژومژ    612شن ل شبژ    860 ،نود ژ   ان نم  و اک  ینگز ن  نس    وژدشژشژنیم(ژ  ک یناککای ل  دن 

 دنک وهنک ز ندو گ دین.  حیژل

یناک ش ایط گشن ددااک ون  ص ز گیدی  و   ن  شبژ     های مربوطهشرایط رشد هوازی و محدودیت   سازیشبیه 

فسزن  گشن ای که ، ژل هژ ک-یناک ی ،  دشب ن  ظدگ  حیژل گف،نگ شبو   ،نود ژوم ک وهژ  ع دان   هن   بع ی ون دگ  حژط یش  و  و  
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 د  و  گ م کان خشک و  ینع   هژژن گ دین ک شنگ  ص فم  ژیم  11٫5ان نم گ ف .  حنکدی،م و اک ن خ  ص ز گیدی  و او  ون  

ایسژشن ونکن  حنکدی  دگ نظ  گ ف،  شن. ونین    ژب ون  دم  و  این  ژ ان مذب گیدی ژ شنگ  ص فم ایسژشن خدد و  خدد دگ  

دنک دنک ان  ک هنی  یید مژ  حنکدی،م و اک فهن ژ  ژ ان  ، نیب   ظژ  شنو ک  حنکد ی  نو گشن نبدد. دشچ ژنژ و اک  أ ژن نژنا

 Pereira د  و  گ م کان خشک و  ینع  دگ نظ  گ ف،  شن ) ژیم 10 هند   (ATPMایس،م غژ     بط ون گشن )شنگ کای ل 

et al., 2016یناک دنک زا نیش ندم ف اد  زکگدو ک ا ونن شبژ  (. این   ظژشن  ش ایط  شنوهم گا و اک گشن یید م دگ  حژط

 زکگد.دنک یش  کاقهم گا ف اد   مدقژق ف زی ندنک  د ژنک دگ  حژط

و واکنش سازی محدودیتبهینه  وهژ  و     هاها  اف ایل  د ژن  حصد  دنز    ظدگ  ک  شبو   عشیو د  ژ (IPP)یناک 

طدگ یژس،شن ژک اا ط یق  غژژ ا  دگ و داگدنک  ناقل ک  نایث  شنگ و   دن و  دنک ونلایم ک هنیژ م شنگ)م ینن( کای ل حنکدی 

 Gudmundsson(  هژژن شننن )FVA1هذی ک شنگ   ب نک ظ فژ  شبو   ،نود ژوم دگ عبدگ م ینن اا د  کای ل ) حیژل  غژژ  

& Thiele, 2010  این انهطنز (.  ا ونن   ظژ   ف اد   م هذی   حنکدی و داگدن  گا  ف زی نژ دنک م ینن  ،نود ژوم  این  ی  ن. دگ 

دنک شنگ غژ   زم ک  نایث کژ دنک خنص د  کای لژ اامشی   حنکدی گنم ک ون دگ نظ  گ ف،ن کیشگمو طدگ گنمیناک و  وهژ  

گی ک  یناک گف،نگ  ،نود ژوم  ن  دگ   ا ل   ،یف ف زی ن و   ب نک  حیژل  داان  شنگ ک  ل  سن   و نن   شبژ    صدگ  هذی ف .

   ( et al., 2010Orth)خطم و  ف م ای  ان نم گ ف  

𝑚𝑎𝑥
𝒗

 

 

𝑪𝑻𝒗 (1) 

subject 

to: 

 

 

S.𝒗 = 0 

 

𝒗𝑳 ≤ 𝒗 ≤ 𝒗𝑼 

 

 

شنگ گا دگ یک  نوع دنز  دنک( اخ،صنص دادو شنو و  د   دد نو یک و داگ یط ک ای  ی  ض ایب)کاننشنن  𝑪ی  دگ زن  

و     ژب ون و داگدنیم   𝒗𝑼ک    𝒗𝑳دن ک  و داگ شنگ کای ل  𝒗دنژ   ن  یس ای،دیژد ، ک کای ل  Sداگد.    خطم دگ نظ  گ ف،  شنوژ دگ و 

 ی  ن.دن  ش ص  می،دنم دس، ن ی   ن هنیژن ک ونلا گا و اک  قندی  شنگ کای ل

یناک عشیو د  ،نود ژوم ک اف ایل  د ژن  و اک ان نم وهژ      FSEOFو    OptForceسازی مبتنی بر  الگوریتم بهینه 

شنو وددژ ای،زندو گ دین.  ط ا م ک اق،بنس   FSEOFک    OptForceدنک  ژ اا ا  دگی،شم ی  و  اینس  بننم ا  دگی، IPPدشب ن گشن  

 
1 Flux Variability Analysis 
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ا نن طدگ د  ک گشن یید م و    IPPیناک ون گشن  لاش شن  ن  د ژن  یناک قنگ  دشب نطدگ خنص و اک وهژ   دنژ و  دگ این ا  دگی، 

ک   نیب  وه، ین  وهژ   و   و اک  گکیو دژ  نوع دنز  این  دگ  و ین.  گدن    ین  ژ ان  شون  و   ی  د   د ژن  یناک  اک  ه یف شن 

    شدد.  و  ونلا  ین یطح  شون ن دیک IPPگ دد ک د   ناقل  ژ ان  د ژن  ددو دگ یطحم قنول قبد   زظ ایس 

یناکژ ون دگ نظ  گ ف،ن   یژبم خطم اا دگ گنم ن س ژ ون ط ح یک  سأ   وهژ     گام و تحلیل هد:بهسازی گامبهینه 

ون    biomass_SC5_notrace ددو  ا نن ایس ک د   IPPدنک  د ژن    ین  ژ ان شنگع دان  نوع دنزژ  طیدب د ژن ک گشن و  

دنک یدی   ه نیم ک ک شم  دن و اک د  شنگ  هژژن گ دیننن. یتس  دایع ک دا     غژژ ا  شنگدن دگ  ن  هژژن  قندی  وهژ   کان 

 ع دان ینننینادنک اک ژ    ظژ   ش ص شننن.  دم  و  دنک ییژنک ون  غژژ ا  قنول دگد  قنیس  ق اگ گ ف، ن ک کای ل

دگ گنم هنیننمژ ون دگ نظ  گ ف،ن ض ایبم و اک   ظژ   ن ونلا ک هنیژن شنگ     IPPتوده و  ارزیابی تعادل تولید زیست 

یناک نهنیمژ یهم و  زن شن  ( و  ع دان  نوع دنز  سن   وهژ   SoGC1دنک ان، نوم ک  هژژن قنگ  دشب نک  د ژن ک گشن )کای ل

)ون یش، ین یطح  غژژ ا   دگد نژنا نسب  و   ن   ک شم ین  ژ ان  ناقیم   شدع ض ایب   ظژشم(ژ 2ی  ون  غژژ  ض ایب   ظژشم  

  biomass_SC5_notrace ددو  ا نن ایس ک  د ژن د   IPPدنک  د ژن    ین  ژ ان شنگو  وه، ین  دایع شنگ ی    ،ج و   طیدب

 شددژ و یژ .  م

𝑆𝑜𝐺𝐶 =  
(𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡 𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑)2

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒
 

(2) 

دگ ف  د  ونلاژ شژب خط ا صن  نقط   ناقل ن خ  د ژن دگ  نایث  ن خ گشن ک نقط   نایث  گشن دگ صز    𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒  ظدگ اا  

ای .  نشدداگ  حنکدو  د ژن  دگ  وهژ     د ژن  ف  دلایژدن  سأ    دگ  نشدن   کای ل  و اک  شنگ  قنول  دم   و اک یندل  نهنیم  یناک 

 ینننیناک ندعم ی   قندی   ناقل ک  نایث  شنگ زن دگ  ن   ،نود ژوم یدی   طیدب  ثب  ای ژ اا گاوط  ای  ای،زندو گ دینو ای  

𝑣𝑈 =  𝑣𝑚𝑎𝑥 −  𝛼(𝑣𝑚𝑎𝑥 − 𝑣𝑚𝑎𝑥
∗ )  (3) 

 

  𝛼 ددوژ  یناک ی ،  ایس  نایث  شنگ زن دگ  ن  یدی  ک شم ون دنز وهژ    𝑣𝑚𝑎𝑥 ن ونلاک شنگ کای لژ   𝑣𝑈ی  دگ زنژ  

𝑣𝑚𝑎𝑥ض یب   ظژ  شنگ زن کای لژ ک 
 نایث  شنگ زن دگ  ن  یدی   طیدب ون دنز   یژب وهژ    د ژن ک گشن ای . دگ کاقع دگ    ∗

 گ دد.  ن ونلاک شنگ کای ل ون ض یبم اا  زنک   نایث  شنگ دگ دک  ن    طیدب ک ک شم   ظژ   م 𝛼این ف  دلایژدن ون داش،ن  

 دگد و گیم ق اگ گ ف .  نوع دنز نهنیم ون    IPP ددو ک  ،نود ژ   طیدبژ  غژژ ا  دگ  د ژن  و اک اگاینوم  هند  وژن  د ژن ایس  

و اک انح از اا دنز ک ین    3دنیم یناک ی دو ک م یش  ددوژ ینگایم  د ژن گا ن  ن ک ایس   IPPددم  هودس  قندی   نایث ک  کان

 
1 Strength of Growth Coupling 

2 Regulation Coefficients 
3 Penalty parameters 
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دنک قنول  دم  ک  صز  وددن  ناقل شنگ  د ژنک )و اک  ضشژن  د ژن  ناقیم( دگ نظ  گ ف،  شن. دگ صدگ  عنم دش  ایمژ م یش  

  ه نداگک و اک انح از اا دنز اعشن  گ دین.

 

 نتایج  

 ن،ژومژ اا دک  ژشنگ شژشژنیمژ زاایژ،ژنین ک ینی  ود ژ ا  ای،زندو گ دین. ون  دن و   غژژ ا  اهم  ظدگ و گیم هنیخ یید و  

( اث ا   هنگک کاوس،  و  غیظ  نشنن دادننژ دنز نهنیم  ن ان، نب  MIC دم  و  ای و   ژشنگدن دگ زا دن  ناقل غیظ  وناداگننگم )

دنک  دنک  ژشنگ شنو  ن  ن ا ونن و  نشدن  ننند ، ( نشدن    OD660دنیم اا  ژشنگدن ودد ی  اطشژ نن  نصل شدد ی  چ ن م ندگک )غیظ 

 ینینگک نیسس ی کی ی ننند ، ( دگ طد  ا نن و اک    OD660فنادنک گشن گا و  اینس چ ن م ندگک ) 1شندن ن دیک ونشن. شول 

شنو زاایژ،ژنین ک ینی  ود ژ ا  دگ  دد ن ی    یژبن  زا نیلیج نشنن  مددن. این ن،ندنک  ژشنگ نشنن  م ح  ی ،   ک نشدن  

اخ،لاز   18ک  12دنک فقط دگ ینع  ینینگک نیسس ی کی ی  دنک ژ و  گکک گشن یید  دلاگ ژیم 25 دلاگ ک  ژو ک 50دنک غیظ 

دنک ان، نب شنو یش، ین  زنک  گا  داگک نشنن دادو نشن. اا این گک غیظ داگک ون ی ،   داش،  ک دگ دی   ینعن   زنک   ه م  ه م

 ون ش ایط ی ،   داگنن.  
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 در شرایط شاهد، تیمار آزاسیتیدین و سدیم بوتیرات  ساکارومایسس سرویزیه. منحنی رشد مخمر 1شکل 

Figure  1. The growth curve of Saccharomyces cerevisiae under control, azacitidine, and 

sodium butyrate treatment conditions 

 

دنک ییژنک  سژ   دا دنن  نشنن داد   ن،ژوم زاایژ،ژنین ک ینی  ود ژ ا  و  غیظ   ،نود ژ دنک اهم   ی  ک  حیژل اث   ژشنگ

و   دک  ژشنگ  د   قنول ی   هژ ک طدگ  ای که ، ژل  فسزد دا دنن ژ  غیظ   اف ایل  و   دک دمهم       هژ ک ،ژلفسزن ژ  ک    فسزن   ز ژل 
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طدگک    و  اف ایل غیظ  فسزد دا دنن  داش ژ و  نسب  و  گ کو شندن شننن. زاایژ،ژنین اث ک قدک (FPP)1فسزن  فنگنسژل هژ ک

اا   این  ،نود ژ  وژل  این   5/2ی  غیظ   و او ک  اف ایل  نکد دک  و   نژ        ود ژ ا   اف ایل ینف . ینی   و او  گ کو ی ،   

طدگ  ه نداگک غیظ  ای که ، ژل  ،نود ژ  شنژ ا ن اث  زن و  اننااو زاایژ،ژنین قدک نبدد. د  دک  ژشنگ زاایژ،ژنین ک ینی  ود ژ ا  و  

 شندنو نشن. این نشنن   IPPفسزن  گا وژل اا دک و او  اف ایل دادننژ ا ن اخ،لاز ز نگک  ه نداگک وژن اث  این دک  ژشنگ و   د ژن  هژ ک

فسزن  عشن نً  ح   أثژ  زاایژ،ژنین ق اگ گ ف  ز ژل دک ،ژلدک  (.2داگنن )شول  IPPددن ی  د  دک  ژشنگ  أثژ   شنوهم و   د ژن   م

 دمهم و  غیظ  این  ،نود ژ  نناش . فنگنسژل   دمهم اف ایل ینف ژ دگ  ن م ی  ینی  ود ژ ا   أثژ  قنولطدگ قنولک غیظ  زن و  

 شندنو   FPPداگک اف ایل ینف ژ ا ن اخ،لاز ز نگک  ه نداگک وژن اث  این دک  ژشنگ و   د ژن  طدگ  ه نفسزن  نژ  دگ د  دک  ژشنگ و  هژ ک

   اا ینی  ود ژ ا    ؤث   DMAPPددن ی  زاایژ،ژنین دگ اف ایل غیظ  فسزد دا دنن  ک   م(. ن،نیج این  طن ه  نشنن2نشن )شول

 ن،ژوم دنک اهمدن ه،ننسژل ونلاک  ژشنگ(. این ینف،  2 أثژ   شنوهم داگنن )شول  FPPک  IPPای ژ دگ  ن م ی  د  دک  ژشنگ و   د ژن 

 دان ن  ددن ی  زاایژ،ژنین ک ینی  ود ژ ا   م ی ن ک نشنن  مدنک  ،نود ژوم    بط ون  د ژن   ه ددژندن گا  أیژن  م دگ  قدی   سژ 

 دنک ییژنک  دگد ای،زندو ق اگ گژ د. یناک  د ژن این  ،نود ژ ع دان یک او اگ  ؤث  و اک وهژ   و  

دگ این هشکدلژ ون دنز و   نایث  گینننن  د ژن  حصد     IPPسازی تولید  شناسایی واکنش کلیدی برای بهینه 

IPP  ک  زظ گشن یید م دگ یطحم قنول قبد ژ ون ای ند  ناقل  غژژ ا  دگ شبو   ،نود ژوم   ش ژ اا یک ا  دگی،    یژبم ون ا هنم

 ندو   ه م دگ یناک  د ژن هژل  ظدگ وهژ  و    iMM904 قژنس  -ای،زندو گ دین. شبو   ،نود ژوم  ندم OptForce-FSEOFاا 

 دانن و  اف ایل  د ژن  دن  مدنیم ودد ی    ظژ  زن سژ   دا دنن   دگد و گیم ق اگ گ ف .  قصدد اا این  حیژلژ ش نینیم کای ل

IPP  نژ   زظ گ دد. دگ         شددژ دگ ن م ک گشن یید م  هنیناگک شبو   اک ژ ژ  ی   و    4۹ی   ع دان  کای ل )منک   وشژیم( 

 ی د. یناک  د ژن  حصد  گا ف اد   مدن ا ونن وهژ   ینننینادنک  ؤث  ش نینیم شننن ی   غژژ  ک   ظژ  شنگ زن 

شنو ک  دنک ش نینیمیناک نهنیم و اک غ ون   ک کای ل هس اا وهژ   سازی نهایی و انتخاب واکنش کلیدی   بهینه 

 Aاا دک  د ود  ای،ژل یدزن ی   A) د ژن ای،دای،ژل یدزن ی   ACACT1mاگاینوم ض ایب   ظژشمژ  ش ص شن ی  فقط کای ل  

ع دان کای ل ییژنک و اک یندل داگد. این کای لژ ون ونلا  ین ض یب   ظژشمژ و    IPP دمهم و   د ژن  دگ  ژ،دی نگک(  أثژ  قنول

دنژ ون ض ایب   ظژشم ن دیک و  صز ژ  أثژ  اننیم و   د ژن نشنن دادنن ک اا ف زی ن ان، نب شنگ ین وژنن ان، نب شن. ینی  کای ل

و     Aون یندل شنگ زنژ ونعث ونا  صژص ای،ژل یدزن ی    ACACT1m گذاگ  ذز شننن.   ظژ  شنگ کای لدنک  أثژ کای ل

 د  و   ژیم  15/7و     IPPف اد  گ دین. این  غژژ       و  اف ایل  د ژن    IPP  ین  ن   و اک  د ژن  دا دنن  شن ک وهژ   سژ   

 گ م کان خشک و  ینع   زظ گ دین. 0٫36گ م کان خشک و  ینع  شنژ ک ن خ گشن یید م دگ یطح 

 

 
1 Farnesyl Pyrophosphate 
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های آزاسیتیدن، سدیم  های مسیر موالونات تحت تیمار ای غلظت متابولیت . تجزیه و تحلیل مقایسه2شکل  

و    p<0.001***  داری آماری  انحرا: معیار و در سطوح معنی  ±صورت میانگین  ها به بوتیرات و شاهد داده 

 ****p<0.0001 

Figure  2. Comparative analysis of metabolite concentrations in the mevalonate pathway 

under azacitidine, sodium butyrate, and control treatments. Data are presented as mean ± 

standard deviation (S.D.), with statistical significance levels of *** p<0.001 and **** 

p<0.0001 

شنگ  د ژن    3شول   عشددک(  IPPنشدداگ  حنکدو  ایس   ) حدگ  شنگ  ک و   سب  ک شم  دک  ن    دگ  افقم(  ) حدگ   ددو 

ا نن ون اف ایل  طدگ د و    IPPشنو ) ون گنگ ق    نشنن دادو شنو ای (ژ  د ژن  ددن. دگ یدی   ه نیمشنو گا نشنن  م  ه نیم

صدگ  دشبس،  ون گشن یید م اف ایل ینف (. این یدی  اا یک ن خ گشن  نکدک و   IPPینون.  د ژن  ن خ گشن یید م اف ایل  م 

نشنن داد. دگ این یدی ژ  نایث     IPPاک  ثب  ک  س،قژ  وژن ن خ گشن ک شنگ  د ژن  گ م کان خشک و  ینع  و  ونلاژ گاوط    0٫36

 ،نود ژوم  دد نو ونا  دایع وهژ     نوع  نشنن   گین. این دشبس، م د  و  گ م کان خشک و  ینع   م  ژیم  7٫15و     IPPشنگ  د ژن  

ا نن اا گشن ک  د ژن  حصد  وناط ا م ی دو  دنک  ،نود ژوم گا و اک  شنی  د طدگ  ؤث   سژ شنو ای  ی  و  دگ شبو   ه نیم 

شدد. ون اف ایل ن خ  شنوژ دژچ دشبس، م  ژنن گشن ک  د ژن  شندنو نشمدگ  قنولژ دگ یدی  ک شمژ و خلاز یدی   ه نیم   ای .

دد نو زن ای  ی  شبو   ،نود ژوم یدی  ک شم  شدد. این  دضدع نشننینف،  ک و  صز  ن دیک  م نگیج یندلو    IPPگشنژ  د ژن  

 دمهم  ژنن دک یدی  اانظ   دنک قنولگژ د. و نو اینژ  زنک ینا   هن گا نندینو  م  ددو دادو ک  د ژن هژل اک دی  گا و    شع ایس  
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دگ    خط   ا  ناقیم  د ژن   شژب ددن ی   دشچ ژن نشنن  م (  3  )شول نشدداگ  حنکدو  د ژن    شدد.دشبس، م  د ژن ک گشن  شندنو  م

ی ن ی  اصلا ن   ،نود ژوم  دد نو  ناقل فلایس  د ژن  شون ون ن خ گشن  ثب  ای . این گاوط   أیژن  م شنو نشننیدی   ه نیم 

دن دنای  ی دوژ ونکن ای و  و  گشن یید   أثژ  ینا   هنطدگ وهژ   و  یش   سژ   د ژن هژلشنوژ شنگ ی ون گا و دگ یدی   ه نیم

ی  ن ی  ون   ظژ  دنفش ن این ن،نیج  أیژن  م  .  زم و ذاگد. دگ یدی  ک شمژ چ ژن   اک کمدد نناگدژ ای ا  د ژن ون گشن دش او نژس 

دی  ینف  ک دگ عژن  ن  ن خ گشن یید م گا  زظ ی د. این   IPP  نایث   د ژن دان و   دنک ییژنک شبو   ،نود ژومژ  م کای ل

 .شددژ گ دینی  هنیناگک شبو   زظ  مشنو      و  اف ایل  د ژن  حصد  دنز دگ ن میناک دگ یدی   ه نیم ف زی ن وهژ  

 
 )قرمز رنگ(  شدهو مهندسی  .  نمودار محدوده تولید در سویه وحشی )آبی رنگ(3شکل 

Figure 3. Production envelope plot for the wild-type strain (blue) and the engineered 

strain (red) 

 بحث

ینا ییژنک دگ ی ،    ه ددژندنژ دگ   ش   فسزن ژ هژل این  طن ه ژ و  و گیم دک گکیو د و اک اف ایل  د ژن ای که ، ژل هژ ک 

 ن،ژوم ون زاایژ،ژنینژ ینی  ود ژ ا  ک  ه داخ،  ای . گکیو ددنک  دگد ای،زندو شن ل اصلاح ک  غژژ  اهم  ینینگک نیسس ی کی ی 

دنک عشل  ،زنک ژ      و   یناک  حنیبن  ودد. د  دک گکش اا ط یق یناکینگ ه نیم  ن،ژک دنفش ن  ب، م و  زنن ژ  ک شبژ 

دنک وژنن  نمژ د  دگ دگ نن ی طنن ع دان داگکدنیم ون قنویژ   غژژ  ا  د ن،ژکژ و دنک اهمدد نوشننن.  غژژ    IPPاف ایل  د ژن  

شدنن. این   یژبن  ون دنز ق اگ دادن  غژژ ا    ه نیم  ،نود ژک ش نخ،   م  ع دان او اگدنک قنگ ش نک و اکینگو د داگنن ک د  و  

دن گا   ظژ  ی دو ک دگن،ژ  ژ  سژ دنک وژدشژشژنیم ک ک اصلا ن  دژس،دنمژ قندگنن وژنن  ن   DNA  ن،ژومژ  نن ن  ،ژلایژدناهم

دگ یک هشکدل ی  و  گکک یوم  .  (Heerboth et al., 2014; Bind et al., 2022 ،نود ژوم یید  گا دی، دش  غژژ  ی  ن )
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و او ک  د ژن    5 ن    5/1ان نم گ ف ژ نشنن دادو شن ی   ژشنگ ون زاایژ،ژنین      و  اف ایل     1گیم دنک گژنو داگکیم   ی اا گدن  

 3فسزن  یدهن ژل  ه ددژندن شنو ای . این اف ایل و  د ژل د ،ژلایژدن نن ژ  ه ک د    ن ی ،نا دکاک اا دکژ دی،  2دن ننشژ دن

(CPSژ زن یشم ییژنک دگ وژدی ،  دک) ینوم نسل منین    ه ددژندنژ وددو ای .  حیژل  دا م(NGS)     145اا   دگد    51نشنن داد ی  

ینی  ا صن  ا ،شن م عدا ل گکندیسم دگ این ندا م   36انن ک  یژ،داین  دمدد دگ نن ژ  ه ک د   طم  ژشنگ ون زاایژ،ژنین د ،ژی  شنو

ژ یک گادب د  ؤث    DNAکیشو د ،ژلایژدن ن،ژومژ و  دنک اهمددن ی  یناکینگدن نشنن  م انن. این ینف، د ،ژی  شنو ش نینیم شنو 

ینی  ود ژ ا     .(Yang et al., 2022اگاشش نژ اامشی    ه ددژندنژ دگ  دمددا    ،یف ای  )دنک  و اک اف ایل  د ژن  ،نود ژ 

شدد.  دن  مدنک دژس،دن دای،ژلاا ونعث اف ایل ای،ژلایژدن دژس،دن ن،ژوم دی   اا ط یق  هنگ زن ی دد نو اهمع دان یک  غژژ و  

دن شنو ی  دگن،ژ   زن وژنن  ن  DNA ن،ژوم      و  ونا شنن ی ک ن ژن ک اف ایل دی، یم عدا ل گکندیسم و  این  غژژ ا  اهم

دنک صدگ   س،قژ  و   سژ  ن،ژومژ این  ژشنگ و  شدد. ف ا   اا اث ا  اهم دنک  ،نود ژوم   قدی   م دنک دخژل دگ  سژ کیشو  نو  

 ;Zhang et al., 2021) شدد ،نود ژ و  م  Aن ی   گذاگد. هس اا کگکد و  یید ژ ینی  ود ژ ا  و  ای،ژل یدز ،نود ژک نژ   أثژ   م 

Leschelle et al., 2000   ای،ژل یدزن ی .)A   هن یک کگکدک ض کگک و اک این  سژ  ای ژ ویو  نقل ییژنک دگ ف زی ندنک  ن  

ژ شنگ  ،نود ژوم و  یش   سژ   دا دنن  وژش،  A  ،یف وژدشژشژنیم دگکن یید  داگد. ون اف ایل دگ دی، س وددن ای،ژل یدزن ی  

 ;Ku et al., 2020شدد )فسزن    مز ژل هژ ک ،ژلک دک  IPPینادنک   ه ددژنک  نن ن  شنو ک دگنهنی       و  اف ایل  د ژن هژل

Pietrocola et al., 2015 .) 

شبژ   ک  زنن ژ   حنیبن م  اا  ن،نیج  نصل  کای ل   حیژل  ون ش نینیم  و  ACACT1mیناک  نقط  ژ  و اک ع دان  ییژنک  اک 

 ینگک  ن،ژومژ چنگچدوم و اک  ه نیم دنفش ن  سژ   ،نود ژوم  دا دنن  ف اد  ی د.  این کای لژ ی  دگ  سژ     ی  گید نگیل دی 

ای،ژل   Aیدزن ی    )A یدزن ی   و   داگد  نقل  و  (Westover et al., 2001دگ  ژ،دی نگک  نقط  ژ  و اک  ص ز    ع دان  گقنو،م 

دنک   یت،دفنن ک لای ین ای   یک  ،نود ژ  کایط  دگ  سژ     ی  ز ژ دایژن   Aیدزن ی   ش نینیم شن. گید نگیل  Aیدزن ی   ای،ژل

(Bhatt et al., 2022 )   یدزن یاک و  ای،ژلدنک چ ن   ی ی  اا ط یق  سژ   A   شدد. کای ل   بنیل  مACACT1m     طدگ  و

ک    Aک  ص ز ای،ژل ید زن ی     Aاا ای،دای،ژل ید زن ی     Aی ن ک دگ دک مه ژ یه م  د ژن ای،ژل ید زن ی   هذی  عشل  مو گش 

 ژ،دی نگینیم    4 ژدلاا    A بنیل و  ای،دای،ژل ید زن ی ژ فهن  ای .  این کای ل دگ  ژ،دی نگک  دیط زن ی  ای،دای،ژل یدزن ی   

ای کف م زن (.  Goudarzi, 2019شدد )ین ن ژ   م اا  سژ      ERG10 ک  اک   این کای ل گا ی     ی   دگ یژ،دهلای ژ  ین ن ژ  

 .   (Hiser et al., 1994 دا دنن  دگ یژ،دهلای  ای ژ و  عهنو داگد )

 
1 Salvia Miltiorrhiza 
2 Tanshinones 
3 Copalyl Diphosphate Synthase 
4 Acetoacetyl-CoA thiolase 
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کای ل   حیژل شنگ  یندل  ی   دادنن  نشنن  ای،ژل   ACACT1mدن  مه   ص ز  و     Aیدزن ی   دگ  زن  ک  بنیل 

و  Aیدزن ی   ای،دای،ژل  م ینن  ،نود ژ ژ  دنفش نژ  گادب د  دنای   مع دان  یش   سژ   دا دنن   و   گا  دگن،ژ    د ژن  دن  ک  ی ن 

شدد.       و  اف ایل ذخنی  زن دگ  ژ،دی نگک  م  Aیدزن ی   ددن. این یندل دگ  ص ز ای،ژلفسزن   گا اف ایل  م ای که ، ژل هژ ک

طدگ  س،قژ  اا  ژ،دی نگک و  یژ،دهلای     ،قل شددژ او،نا و  یژ، ا   بنیل شنو ک یتس   دانن و  اا زن ن ی  این  ،نود ژ  نشم 

 ;Dolce et al., 2014شدد )ک اگ ا دای،ن  دگ یژ،دهلای  ونایناک  م   Aیدزن ی   و  ای،ژل  1یژ، ا   ژنا  ATP دیط زن ی   

Orsó & Burkhardt, 2020) . 

ع دان  ،نود ژ  کگکدک  سژ   دا دنن  عشل  ی ن ی  و  دگ یژ،داک  گا  سهژل  م  Aیدزن ی   این ف زی ن اف ایل   نوع ای،ژل

ی ن. ن،نیج  طن ه  نشنن داد ی  یندل  گا  قدی   م   IPPدنک   ه م  نن ن  یناژ  د ژن هژل Aیدزن ی   ی ن. اف ایل ذخنی  ای،ژل م

ی نژ ونکن ای و   ددنژ ویو  ن خ گشن یید م گا دگ یطح قنول قبد   زظ  مگا اف ایل  م   IPP  هن  د ژن  ن    ACACT1mشنگ  

دن اک وژنن  ن طدگ گس، دو دانن و   ن،ژوم  م دنک اهمدد نو ن،ژوم ون ای،زندو اا  غژژ  غژژ ا  اهم   اخ،لا م دگ گشن یید م ای ند شدد. 

شدد. این عنم دق   شون ای       و   صدگ  غژ دنفش ن ک ون ی ،    حنکد ان نم  م گا اف ایل ددنژ ا ن این ف زی ن  هشدلاً و  

ی  ن ک  ،م دگ و خم  داگد  شون ای   أثژ ا   طدگ  س،قژ  و   د ژن  ،نود ژ   دگدنظ  یشک نشم دنیم شدد ی  و  یناک  سژ فهن 

گژ ک اا او اگدنک  دان ون وه و ن،ژوم گا  م دنک اهم  زم و  ینگایم شبو   ،نود ژوم داش،  ونشنژ اگ چ  این  حنکدی  دگ گکش

و ط ز ی د. دگ  قنولژ  ه نیم  ن،ژک دنفش ن ون  ش ی  و  ان نم  غژژ ا     2دنک ی یست   هژش ف،  کی ایل  ند م نظژ  یژس، 

ی ن دن و  یش   حصد  دنز گا ف اد   م   م ینن  ،نود ژ دنک  ،نود ژومژ ا ونن   ظژ  دقژقدنک ییژنک  سژ خنص دگ کای ل

(Kang et al., 2019)دانن   اینک د  دک گکش گا  قدی  ی دو ک  هند م  ژنن اف ایل  د ژن ک  زظ  .   یژب این دک گکیو د  م 

 هنیناگک شبو   ،نود ژوم ای ند ی ن. 

 دانن ه،ننسژل  د ژن گا اف ایل  یناک  د ژن   ه ددژندن دگ  قژنس ص ه،م  مکیشو و اک وهژ   دنک   یژبمژ و  ای،زندو اا گکش 

یناک  د ژن گا  شون دنک ییژنک دگ شبو   ،نود ژوم ک یندل گقنو  و اک   نوعژ وهژ   ددن. این گکیو د   یژبمژ ون اف ایل وژنن  ن

یناک ی دو ک غیظ  وهژ   ک   ن،ژوم گا شبژ   دان اث ا   غژژ ا  اهمیناک  حنیبن مژ  م اینژ ون ای،زندو اا  ن و یناد. علاکو  م

 ن،ژوم و  یل شبو   ،نود ژوم     اا چ دن م  أثژ    ظژشن  اهم و نک   نیب و اک  ژشنگدن گا  هژژن نشدد. این ا   و  دگک دقژق ا نن

 ن،ژوم   دان ن ادناز   نیبم و اک  غژژ ا  اهمدنک منینک ی   م دانن دگ ش نینیم  ن میناک  ی ن. دشچ ژنژ  ن یشک  م

 ونش نژ  ؤث  کاقع شدد. 

دنک  ک  هنگ زن ی   DNAدنک  ،زنک ژ نظژ  د ،ژلایژدن   ژشنگدنک زاایژ،ژنین ک ینی  ود ژ ا  ون یناکینگ:  گیرینتیجه

HDAC دنک دخژل دگ  سژ   دا دنن  گا وهبدد دد ن ک   نوع  ،نود ژوم گا و  یش   د ژن  ژ  دانس، ن وژنن  نIPP    دنای  ی  ن. اا

 
1 ATP-citrate lyase 
2 CRISPR/Cas9 



 1404و همکاران،  عبادی

75 

 

گا ون  زظ ن خ گشن یید م دگ    IPP دانس، ن  د ژن    ACACT1mدنک  حنیبن م ک یندل شنگ کای ل  یناکیدک دی  ژ شبژ  

 ن،ژوم ک  ه نیم  دد نو یطح اهما نن اا او اگدنک  غژژ یناک ی  ن.   یژب این دک گکیو د ون  ای،زندو د یطح قنول قبد  وهژ  

دنک اگاشش ن گا اف ایل ددن ک  هند م  ژنن اف ایل  د ژن ک  زظ هنیناگک شبو   طدگ  ؤث ک  د ژن  ،نود ژ   دانن و   ن،ژک دنفش ن  م

 دانن  ددن ک  م یناک  د ژن   ه ددژندن دگ  قژنس ص ه،م اگاد   ماک و اک وهژ   ،نود ژوم ای ند ی ن. این گکشژ گادونگ ا ژنکاگی  نو

و نک  دان ن ون و گیم وژش، غیظ   ک ا ننص ه،م ونشن. دگ نهنی ژ  حقژقن  وهنک  م ب نک  دیه  گکیو ددنک ندین دگ وژد و د د ک  

 دن گا گس، ش دد ن.یناک این یژس، دنک  حنیبن مژ ظ فژ  وهژ   ن،ژوم ک وهبدد  ن  ژشنگدنک اهم

  .شددم  کهشکدل  نض  یتنی  اگ کدگ ام ا کدشونگمه   و  شژ اا دانش نو  ماا  هنکن   ح، م هشکدش  سپاسگزاری
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