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  چكيده

ها قادرند،  اين مولكول. اند وجود آمده پيام رساني به منظور درك و تفسير علائم محيطي به گيرنده هاي نوريدر اكثر موجودات، 
داخته و سبب بروز پاسخ ها به راه ان ل نور را توسط كروموفورهاي خود جذب كرده، مسيرهاي پيام رساني خاصي را در سلو

به عنوان ابزارهاي مولكولي  گيرنده هاي نوريكند تا از  نام اپتوژنتيك تلاش مي  شاخه جديدي از علم به. مناسب در سلول شوند
هاي توسعه اپتوژنتيك، شناسايي ابزارهاي مولكولي جديد داراي  يكي از راه. جهت كنترل دقيق وقايع سلولي استفاده كند

شناسايي  گيرنده هاي نورياي كه اورتولوگ  هاي پيش گويي شده بدين منظور تعيين خصوصيات ژن. ژه مي باشدخصوصيات وي
ي  شده متعلق به خانواده گويي دو ژن پيش Volvox carteriدر پروژه تعيين توالي ژنوم . شده مي باشند، بسيار مفيد خواهد بود

Cryptochrome/Photolyase سازي دو  ي اين دو ژن، همسانه هاي كدكننده ن مطالعه، جداسازي تواليهدف از اي. شناسايي شد
بدين منظور، . باشد فتولياز مي/ها در خانواده كريپتوكروم ژن مذكور در داخل وكتور بياني و تعيين موقعيت قالب خواندن باز آن

ي اين دو ژن تكثير                   هاي كدكننده توالي RT-PCRسپس با استفاده از تكنيك . تحت شرايط بهينه رشد داده شد V.carteri جلبك
سازي وكتور  به منظور همسانه. گرديد pGEX2TKژنتيك قطعات تكثير شده وارد وكتور بياني   با استفاده از تكنيك مهندسي. شد

هاي  كه توالي ش نشان دادنتيجه پژوه. و سپس تعيين توالي شدند ندگرديد Escherichia coli نوتركيب، پلاسميدها وارد باكتري
تفاوت ها در ولوكس  ، با توالي آنDASHبراي دو ژن كريپتوكروم  mRNAبه عنوان توالي  NCBIاي  شده در پايگاه داده ثبت
  .ي را نشان مي دهديها

  ، اپتوژنتيك گيرنده هاي نوريسازي، وكتوربياني،  همسانه :كليدي واژه هاي

   Jafar_razeghi@tabrizu.ac.ir :، پست الكترونيكي09144033450و  041-33392706: ، تلفننويسنده مسئول* 

  مقدمه
موجود انرژي و اطلاعات  ،موجودات فتوسنتزكننده از نور

در اين موجودات . كنند خود را كسب مي در محيط پيرامون
تكامل پيدا براي كسب انرژي هاي نوري فتوسنتز  سيستم
ده از نور توسط درك اطلاعات محيط با استفا .اند كرده

اي كه در اين موجودات تكامل  ويژه رساني پيامهاي  سيستم

 ،ها اين سيستماز اولين بخش . شود اند، انجام مي يافته
ها  اين مولكول .دباش نور ميي  گيرنده پروتئيني سنسورهاي

و  نندكرا توسط كروموفورهاي خود جذب قادرند، نور 
وز كه باعث برزند راه اندابي را مسيرهاي سيگنالينگ خاص

را مي  هاي نوري گيرنده .شود ها مي پاسخ مناسب در سلول
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هاي مختلفي مانند نوع عملكرد، طيف جذبي،  توان از جنبه
مين حل استقرار درون سلولي، ساختار دنوع كروموفور، م

ر سوم و چهارم و سيگنال خروجي آپوپروتئيني، ساختا
ردي و ساختاري برخلاف تنوع عملك. بندي نمود ها طبقه آن

اغلب از دو بخش اصلي تشكيل  هاي نوري گيرندهفراوان، 
كننده نور و بخش  اند كه شامل  بخش درك دهش

در بين موجودات، . اشدب مي سيگنال  دهنده انتقال
منظور را ب خودهاي حسگر  هاي متحرك، سيستم ريزجلبك

 و از اين اند اي توسعه داده طور ماهرانهديابي مستمر نور، بر
را از محيط پيرامون كسب طريق قادرند اطلاعات مورد نياز 

هاي فيزيولوژيكي خود را، با تغييرات  و فعاليتكرده 
، )2014(كيانيان مومني . )6،7،8،9( محيطي هماهنگ كنند

  :جلبكي را بدين طريق دسته بندي نمود گيرنده هاي نوري
1. LOV-containing algal photoreceptors 

              1.1 Phototropins 

              1.2 Aureochromes 

              1.3 Neochromes 

2. Cryptochromes 

              2.1 Plant-like Cryptochromes 

              2.2 Animal-like Cryptochromes 

              2.3 DASH- Cryptochromes 

3. Phytochromes 

4. Rhodopsin-like photoreceptors 

            4.1 Channelrhodopsins 

            4.2 Histidine kinase rhodopsins 

غشاءگذر هستند،  نوري يگيرندهاها كه  جزء رودوپسينب 
دليل شفاف بودن غشاهاي سلولي ب هاي نوري گيرندهبقيه 

. باشند ور، سيتوپلاسمي و محلول در آب ميدر برابر ن
و مراكز  نور  كننده جمع هاي كمپلكسبرخلاف اين موارد، 

كه بايد انرژي نور را به صورت واكنش فتوسنتزي بدليل آن
 ء تبديلاز انرژي الكتروشيميايي در دو سمت غشا شيبي

هاي  ويژگي. باشند هاي درون غشايي مي كنند، كمپلكس
رسيده به زمين، ، با طيف نوري هاي نوري گيرندهجذبي 

نحوي ب هاي نوري گيرندهاين كه همبستگي دارد، بطوري

 UV (∼350ي نور نزديك به  اند كه محدوده تكامل يافته

nm)قرمز دور /مز، آبي و تا قر(∼750 nm)  را جذب
  ).6،7( )1شكل (كنند  مي

  
هاي نوري و  طيف نور جذب شونده توسط برخي از گيرنده -1شكل 

تصاوير ). پايين(اي از هر گروه گيرنده نوري  ساختار شماتيك نمونه
ي  عدد دسترسي نمونه. است شده گرفته PDBeها از سايت  پروتئين

؛ UV-B :4DNU؛ 2J4D: ريپتوكروم؛ ك4OUR: پروتئيني فيتوكروم
  ).7(است  LOV :2Z6C؛ و 3UG9: رودوپسين

ها و  ي پروتئين پپتيدي سازنده ي پلي كه زنجيرهاز آنجاي
نور ي  بي آمينواسيدها، توان جذب محدودههاي جان زنجيره

، اجزاي هاي نوري گيرندهناچار در مرئي را ندارند، ب
. اند شده ني تحت عنوان كروموفور تعبيهغيرپروتئي

كروموفور به صورت كووالانسي و يا غيركووالانسي به 
طي . )11( شود متصل مي گيرنده نوريبخش آپوپروتئيني 

جلبكي  هاي نوري گيرندهچند سال گذشته، تعدادي از 
برخي از اين . اند طور مختصر توصيف شدهناسايي و بش

كلاسيك،  هاي نوري گيرنده، نسبت به هاي نوري گيرنده
را كه درك ما دهند، بطوري هاي جديدي را نشان مي ويژگي

سگر نور و هاي ح هاي مولكولي سيستم از مكانيسم
. بخشند شده توسط نور، بهبود مي فرآيندهاي سلولي تنظيم

هاي  گيرندهي عملكرد  ي نحوه با افزايش اطلاعات درباره
ها، محققان  و مسيرهاي سيگنالينگ مرتبط با آن نوري

مربوط به  Photo-sensitive modulesز اين اند، ا توانسته
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ها، ابزارهاي مولكولي جهت كنترل دقيق  گياهان و جلبك
ه جديد كه تحقيقات به اين زمين. وقايع سلولي ايجاد نمايند

هاي سيگنالينگ كنترل شونده توسط اي مربوط به مسير پايه
يك گفته پتوژنتدهد، ا حقيقات كاربردي ارتباط مينور را به ت

و اجزاي موجود در مسير  هاي نوري گيرند. ودش مي
ي اين زمينه علمي،  عنوان ابزارهاي بالقوهگ نور، بسيگنالين

هاي  گيرندهفزايش تعداد بدين ترتيب با ا. باشند مطرح مي
ها،  هاي آن شده و تعيين ويژگي شناخته نوري

ظهور بيش ي علمي نو هاي پيش روي اين زمينه محدوديت
گيرنده هاي  در بين گروه. )10( شود از پيش برداشته مي

از لحاظ  DASHهاي  شاخه كريپتوكروم، فوق نوري
. اند تر شناخته شدهرات فيزيولوژيك، كممكانيسم عمل و اث

ها از نظر ساختاري  جايي كه اين پروتئينهمچنين از آن
ها هستند، تعيين  فتوليازها و كريپتوكروم DNAحدواسط 

گشاي  تواند راه ختلف ميدر موجودات مها  خصوصيات آن
ي  مسير تكامل در درون خانواده

Cryptochrome/Photolyase ها  دليل اهميت جلبكب. باشد
اي و  يوتكنولوژي صنعتي و تحقيقات پايهبه عنوان مدل در ب

توان عملياتي توالي ژنوم با هاي تعيين همچنين ظهور تكنيك
 Volvoxها، مانند  لبكبالا، ژنوم مربوط به تعدادي از ج

carteri  وChlamydomonase reinhrdtii  تعيين توالي
مگابازي  138ژنوم ) 2010(و همكاران  Prochnik. اند شده

Volvox carteri هاي كدشونده  پروتئين و را تعيين توالي
اي  د كه در پايگاه دادهكردنگويي  توسط اين ژنوم را پيش

NCBI كه ن داد ها نشا مطالعه آن. )12( قرار داده شده است
كريپتوكروم متعلق به - DASHدر اين جلبك دو ژن 

با . شود كد مي Cryptochrome/Photolyaseي  خانواده
دو جايگاه، شايد تا حدودي اين  هاي توصيف پروتئين

مربوط به چگونگي عملكرد اين گروه از  هاي ابهام
ي  ق و توانايي بالقوهها در جلبك فو ها، نقش آن پروتئين

به منظور  .مشخص شودوان ابزارهاي اپتوژنتيك نها به ع آن
هاي  استحصال مقدار مناسب پروتئين براي پژوهش

ساختاري و عملكردي آينده نياز به تهيه سازه بياني بمنظور 

در . )1،2( هاي توليد پروتئين است ها در سيستم توليد آن
درون ي اين دو ژن  حاضر توالي كدكننده پژوهش
ون شد و توالي دقيق كل pGEX2TKبياني وكتور

  .ها مشخص گرديد نوكلئوتيدي آن

  هامواد و روش
 Volvoxجلبك : تهيه جلبك، كشت و نمونه برداري

carteri f. nagariensis strains Eve10 (female)   توسط
جلبك در محيط كشت . گرديددكتر آرش كيانيان اهدا 

SVM )13(  درجه سانتيگراد و تحت چرخه  28در دماي
ساعت روشنايي مربوط به  16اعت تاريكي و س 8نوري 

با شدت نور تقريبي به  LEDنور سفيد حاصل از لامپ 
پس از رسيدن . رشد داده شدلوكس  1700ر ميانگين طو

ها به بيوماس مناسب، نمونه برداري به منظور  كشت
  .انجام شد RNAاستخراج 

-TRI Reagent (Sigma با استفاده از:   RNAاستخراج

Aldrich, St. Louis, MO)  مطابق دستورالعمل شركت
ترتيب، كميت و ب. انجام شد RNAسازنده، استخراج 

 ,Eppendorf(شده توسط بيوفتومتر  استخراج RNAكيفيت 

Germany( و الكتروفورز  260/280، تعيين نسبت جذب
 - 70در  RNAدر نهايت . پايه ژل آگارز مشخص شدبر

  .داري شددرجه سانتيگراد نگه

استخراج شده با  RNAميكروگرم  1ابتدا : cDNAسنتز 
 )DNaseI )Thermo Scientific, USA استفاده از كيت

 RNAسپس . گرفتقرار ژنومي DNAتحت واكنش هضم 
 RevertAid First Strandپاكسازي شده، توسط كيت 

cDNA Synthesis )Thermo Scientific, USA( با ،
وتكل شركت و براساس پر Oligo dT آغازگراستفاده از 

  . گرفتمورد استفاده قرار cDNAسازنده، براي سنتز 

بدين منظور ابتدا توالي نوكلئوتيدي : هاطراحي آغازگر
با  VcCryDASH2و  VcCryDASH1مربوط به دو ژن 

با به كاربردن توالي  BLASTpوب  استفاده از سرور تحت
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در  Q84KJ5 با شماره دسترسي( AtCry3پروتئيني 
Uniprot ( وSynDASH ) دسترسي  شمارهباP77967  در
Uniprot (و جستجو در پروتئوميكس ثبت شده عنوان مبنا ب

شناسايي  NCBIاي  در پايگاه داده Volvox carteriاز 
ها، توالي  مربوط به اين توالي ESTسپس با بررسي . شدند

ها طوري آغازگر. ها بازيابي شد ي اين ژن دقيق كدكننده
هاي  ايگاه برشي مربوط به آنزيمطراحي شدند كه داراي ج

  .باشند Bgl IIو  Bam HI ،Eco RIبرشي 

ي دو ژن  ي كدكننده براي تكثير قطعه PCRانجام 
VcCryDASH1  وVcCryDASH2 ها و تخليص آن :

طول ( VcCryDASH1ي  كنندهمنظور تكثير قطعه كدب
و )  جفت باز 1663محصول پيش بيني شده برابر 

VcCryDASH2 )2233پيش بيني شده برابر  طول محصول 
واكنش . استفاده شد 1آغازگرهاي جدول  از) بازجفت 

PCR  با استفاده از آنزيمPfu-DNA polymerase 
)Vivantis (ي آنزيم  بق دستورالعمل شركت سازندهمطا

و  گرديد گارز انجامسپس الكتروفورز روي ژل آ. انجام شد
ي مورد نظر توسط كيت  قطعات داراي اندازه
PureLinkTM Quick  )Thermo Scientific(  مطابق

  .دستورالعمل شركت سازنده، از ژل استخراج شدند

  VcCryDASH2و  VcCryDASH1شده براي تكثير قالب باز خواندن دو ژن   توالي آغازگرهاي استفاده -1جدول 

 نام ژن توالي آغازگر
ATGGCCGCCGCCGGCTG GGATCCAA)آغازگر رفت(  VcCryDASH1 

CTACGCATACCCACCCGAGCGAATTCAA)آغازگر برگشت(    

ATGGCGATGCCTGGTACGGAGATCTAA)آغازگر رفت(  VcCryDASH2  
TTACGTCTGTGCCTTGGCCTGAATTCAA)آغازگر برگشت(    

 

شده و آنزيمي روي قطعات تكثير تجزيهاكنش انجام و
آنزيمي با استفاده از  تجزيه واكنش: pGEX2TKپلاسميد 

مطابق  )Bgl II )Thermoو  Eco RI ،Bam HIهاي  آنزيم
ي  روي قطعات كدكنندهكت سازنده بردستورالعمل شر

و همچنين  VcCryDASH2و  VcCryDASH1هاي  ژن
 pGEX2TK )GE Healthcare Lifeروي پلاسميد بر

Sciences (روي محصولات واكنش برشي بر .انجام شد
رز انجام و قطعات مربوط به ژل آگا درالكتروفورز 

توسط كيت  ،و پلاسميد برش خورده  هاي كد كننده يتوال
PureLinkTM Quick از ژل استخراج شد  .  

ي  هاي تكثيرشدهCDSايجاد سازه نوتركيب با استفاده از 
: VcCryDASH2و  VcCryDASH1مربوط به دو ژن  

و  pGEX2TK-VcCryDASH1هاي نوتركيب پلاسميد
pGEX2TK-VcCryDASH2  توسط وارد كردن قطعات

يافته با  برش pGEX2TKاصل از برش به درون وكتور ح

مطابق ) T4-DNA ligase )Thermo Scientificاستفاده از 
  .دستورالعمل شركت سازنده انجام شد

و  )Top10 )Invitrogen سويه E.coli كتريكشت با
بيوتيك  مايع داراي آنتي LBمحيط كشت : انتقال ژن به آن
براي كشت ) ميلي ليتر ميكروگرم بر 100(استرپتومايسين 

ها توسط محلول  باكتري. گرفتمورد استفاده قرار باكتري
TSS مايكروليتر از محصول  5 سپس. سازي شدندمستعد

باكتري با بكارگيري روش  ختيواكنش اتصال، براي تراري
ظور انتخاب منب. )4(استفاده شد  ،TSSشوك حرارتي 

يب، از داراي وكتور نوترك ي شده تراريختهاي  باكتري
 50(بيوتيك آمپيسيلين  جامد حاوي آنتي LB كشتمحيط 

  . استفاده شد PCR-Colony و انجام) ميكروگرم بر ميلي ليتر

ي  هاي داراي قطعه استخراج پلاسميد از باكتري
يدهاي انجام هضم آنزيمي روي پلاسمها،  ي ژن كدكننده

داراي پلاسميد  هاي باكتري: توالي نوتركيب و تعيين



 1399، 2، شماره 33جلد                                                                  )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

216 

بيوتيك انتخابگر، كشت  مايع داراي آنتي LBب در نوتركي
 پلاسميد با استفاده از كيت استخراجاستخراج . شدندداده 

AccuPrep® Plasmid Mini Extraction Kit 
)BIONEER, Korea (رالعمل شركت سازنده مطابق دستو

سازه،  تر بر روند مهندسيبيشيد منظور تايب. انجام شد
حت واكنش هضم آنزيمي قرار شده ت پلاسميدهاي استخراج

ها  اييد حضور قطعات در وكتور، نمونهپس از ت. گرفتند
  .ارسال شد) ايران(پازژن توالي به شركت تو براي تعيين

ي ژني  هاي پروتئيني مربوط به خانواده تواليبازيابي 
Cryptochrome/DNA photolyase  و ترسيم درخت

هاي دو  واليت )BLASTp )3با استفاده از سرور : تكاملي
در مقابل  VcCryDASH2و  VcCryDASH1ژن 
 PDBو ) Uniprot )www.uniprot.orgاي  هاي داده پايگاه

)www.rcsb.org (هاي  توالي. مورد جستجو قرار گرفت
ي  ي مربوط به خانواده پروتئيني توصيف شده

Cryptochrome/DNA photolyase  موجودات مختلف در
 Clustal Omegaوب  افزار تحت توسط نرمازيابي شدند و ب
سازي با  همرديف. ها انجام شد سازي توالي همرديف) 15(

در . بهينه شد )BioEdit V7.0.9 )5استفاده از نرم افزار 
توسط ) MEGA5 )16نهايت با استفاده از نرم افزار 

 Neighbor-Joiningو  Maximum likelihoodهاي  روش
  .درخت فيلوژنيك ترسيم شد )14(

  نتايج و بحث
  CDS انجام شده، براي in silicoهاي  با توجه به بررسي

ترتيب دو ب VcCryDASH2و  VcCryDASH1 هاي ژن
 شمارهبا  NCBIشده در  ثبت 3078bpتوالي (توالي 

حاصل از  1710bpو توالي  XM_002953647دسترسي 
 2217bpتوالي ( تيديتوالي نوكلئويك  و) EST  بررسي
) XM_002955358دسترسي  شمارهبا  NCBIشده در  ثبت

در  VcCryDASH1دو توالي مربوط به ژن  .وجود دارد
و تفاوت در  يكسان هستند '5ي  در ناحيه بزرگيبخش 

نتايج حاصل از اين بررسي (است  '3توالي نوكلئوتيدي
بدين ترتيب براي ژن فوق يك ). نشده استداده نشان 

توسط . برگشت طراحي شد آغازگررفت و دو  زگرآغا
انجام  PCR ،كنندگي مراز داراي قابليت تصحيح آنزيم پلي

دماي  از VcCryDASH2و  VcCryDASH1براي ژن  .شد
تصوير ژل الكتروفورز  2 شكل. استفاده شد  C° 58اتصال 

ي دو ژن  كنندهبراي تكثير قطعات كد PCRمحصولات 
در مورد ژن  مشخص است همانطور كه. مي باشد فوق

VcCryDASH1 ي  ي ايجادشده با طول قطعه ول قطعهط
  .دارد بيشتري همخواني ESTحاصل از بررسي 

  

  

  
  

 .VcCryd2حاوي باند مربوط به : 2؛ ستون VcCryd1حاوي باند مربوط به : 1ستون . PCRالكتروفورز ژل آگارز قطعات تكثير شده با  -2شكل 

واكنش و تخليص از ژل،  كدكنندهپس از تكثير قطعات 
ها و همچنين وكتور بياني  هضم آنزيمي بر روي آن

pGEX2TK پس از تخليص قطعات و وكتور  .انجام شد
 ختيتراري. اجرا گرديد اتصالواكنش  يافته از ژل، برش

شوك  روشبا استفاده از  Top10ي  سويه E.coli باكتري

شده در سطح  مشاهده هاي همسانه. انجام شد TSS حرارتي
، استخراج )3  شكل( PCRمحيط انتخابي توسط روش كلني

شده  پلاسميد و همچنين هضم آنزيمي پلاسميد استخراج
سپس تعيين توالي ). 5و  4شكل ( مورد بررسي قرار گرفتند
و  BLAST )BLASTnانجام  .قطعات مذكور انجام شد

١ ٢M
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BLASTp ( نشان داد كه اين دو توالي نوكلئوتيدي متعلق
   .)2جدول (هستند  Volvox carteri جلبكبه 

افزارهاي  توالي با استفاده از نرم نتايج حاصل از تعيين
وب به توالي آمينواسيدي متناظر با آن تبديل شدند  تحت

  ).7و  6شكل(

  

  
مشخص : Pر مارك:  M ).ب( VcCryDASH2و ) الف( VcCryDASH1براي ژن  PCRژل الكتروفورز محصولات واكنش كلني  -3شكل 

  . هاي منفي ي همسانه كننده مشخص: Nهاي مثبت؛  ي همسانه كننده

  

  

  

  

  

  
  

  

پلاسميد نوتركيب : 1ستون . و برش آنزيمي آن pGEX2TK::Vcryd1ژل الكتروفورز استخراج پلاسميد نوتركيب  -4شكل 
pGEX2TK::Vcryd1  پلاسميد : 2كه توسط يك آنزيم برشي هضم شده است؛ ستونpGEX2TK  كه توسط يك آنزيم برشي هضم شده است؛

  .ماركر: Mي وارد شده از آن خارج شده است؛  كه توسط دو آنزيم برشي هضم شده و قطعه pGEX2TK::Vcryd1پلاسميد نوتركيب : 3ستون 

 

pGEX2TK::Vcryd1 
pGEX2TK 

١M٣ ٢ ٢ ١

VcCryd1 

pGEX2TK 

M P  P  P  N  N  N  N  N  الف 

P  P  P  P  M P  P  N  N  N  N  N  N  ب 
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با  pGEX::VcCryd2ش بر: 4و  2، 1هاي  ستون. و برش آنزيمي آن pGEX2TK::Vcryd2ژل الكتروفورز استخراج پلاسميد نوتركيب  -5شكل 

به ترتيب مربوط به استخراج پلاسميد از كلون : 6و  5هاي  ؛ ستونEcoRIبا استفاده از آنزيم  pGEX2TKبرش : 3؛ ستون EcoRIاستفاده از آنزيم 
  .pGEX2TKو  pGEX::VcCryd2هاي حاوي 

 

  
 .ها آمينواسيدي متناظر با آنو توالي  VcCryDASH1توالي نوكلئوتيدي استنباط شده از تعيين توالي  - 6شكل 

1 2 3 4 5 6 M 
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 .ها و توالي آمينواسيدي متناظر با آن VcCryDASH2توالي نوكلئوتيدي استنباط شده از تعيين توالي  - 7شكل 
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  ).پايين( VcCryDASH2و ) بالا(VcCryDASH1براي  BLASTnنتيجه حاصل از  -2جدول 
Accesion Ident E 

value 
Query 
cover 

Total 
score 

Max 
score 

Organism name  

XM_002953647.1 

  
99% 0.0 99% 5256 2571  Volvox carteri f. 

nagariensis 
XM_002959699.1 98% 0.0 39% 1137 876  Volvox carteri f. 

nagariensis 
XM_001701819.1 82% 0.0 48% 676 676  Chlamydomonas 

reinhardtii 
  

Accesion Ident E 
value 

Query 
cover 

Total 
score 

Max 
score 

Organism name  

XM_002955358.1 99% 0.0 88% 3853 2778  Volvox carteri f. 
nagariensis 

  

هاي  ميني اين دو پروتئين، د ختمان اوليهاز تعيين سا
سرورهاي  با استفاده ازقالب باز خواندن عملكردي اين دو 

Pfam ،CD-NCBI، Motif Scan ،InterPro Scan  و

ProDom ها  كه تصوير شماتيك مربوط به آن ،تعيين شدند
  . ورده شده استآ 8 در شكل

  
 DNA Photolyase: دمين قرمز رنگ). B( VcCryDASH2و ) VcCryDASH1 )Aهاي  گويي شده در پروتئين هاي پيش دمين - 8شكل 

Domain؛ دمين آبي رنگ :FAD Binding Domain .  

رفت، اين دو پروتئين داراي  مي همانطور كه انتظار
ي پروتئيني  هادهايي هستند كه در تمام اعضاء خانو ميند

Cryptochrome/Photolyase ترتيب  بدين. وجود دارند
ر اين خانواده قرار شد كه اين دو پروتئين د مشخص

منظور تعيين موقعيت اين دو پروتئين در اين ب. گيرند مي
هاي  ها و توالي خانواده، با استفاده از توالي آمينواسيدي آن

ي  آمينواسيدي مربوط به اعضاء خانواده
Cryptochrome/Photolyase  در موجودات مختلف، كه از

بدست آمده بودند،  NCBIو  Uniprotاي  داده  هاي پايگاه
 شكل(درخت فيلوژنتيك رسم شد  Mega 5  افزار توسط نرم

همانطور كه در درخت مذكور مشخص است اين دو ). 9

قرار  DASHهاي  مربوط به كريپتوكروم شاخهپروتئين در 
طور كه انتظار  ها هم همان آن قالب باز خواندن و گيرند مي
  .گيرند قرار مي DASHهاي  مرفت در گروه كريپتوكرو مي

ي بدست آمده از  ي توالي نوكلئوتيدي كدكننده با مقايسه
، محل دقيق NCBIيابي و توالي ژني موجود در  توالي
و  VcCryDASH1ها براي هر دو ژن  اگزون

VcCryDASH2 هاي  بين اگزون مقايسه. مشخص شد
شده در اين  و تعيين) NCBIشده در  ثبت(گويي شده  پيش

 20به جاي  VcCryDASH1پژوهش نشان داد كه در ژن 
اگزون  11، فقط )ثبت شده است NCBIكه در (اگزون 

ها داراي موقعيت يكسان  آن 8تا  1هاي  اگزون. وجود دارد

B 

A 
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ا ه در آن 11و  10، 9هاي  باشند اما موقعيت اگزون مي
  .تفاوت دارد

  
هاي پروتئيني اعضاء  درخت تكاملي ترسيم شده  توسط توالي -9شكل 

توسط روش  Cryptochrome/Photolyaseي  خانواده
Maximum liklehood  . مربع سبز رنگ موقعيت كلادAnimal-

like Cryptochromes مربع قرمز رنگ كلاد ،DASH 

Cryptochromes  د و  مربع آبي رنگ موقعيت كلاPlant-like 

Cryptochromes ها محل دو ژن مورد  پيكان. دهند را نشان مي
  .دهند مطالعه را نشان مي

شده در  هاي موجود در ژن ثبت ي اگزون همچنين بقيه
NCBI باشند آن مي 11تا  4هاي  ربوط به اگزونتكرار م .

منحصربفرد  NCBIشده در  در ژن ثبت 20ي  اگزون شماره
 VcCryDASH1ي  كدكننده در توالي و هيچ همتايي است

توالي . اين پژوهش ندارد شده در انجاميابي  حاصل از توالي
VcCryDASH2 شده در  ثبتNCBI  مي اگزون  13داراي

 12كه توالي حاصل از اين پژوهش فقط  در حالي  باشد
 VcCryDASH2ها  مقايسه بين موقعيت اگزون. اگزون دارد
صل از اين پژوهش با توالي ي حا كدكننده تواليمربوط به 

كاملا  7تا  1نشان داد كه اگزون  NCBIشده در  ژن ثبت
يابي، كدون  حاصل از توالي 6و فقط در اگزون  استمشابه 
GAA )اگزون وارد  '5در ) ي گلوتامات مربوط به اسيدآمينه
 8هاي  دو توالي بين اگزون تفاوت اصلي در اين. شود نمي
هاي  با توجه به بررسي. )10 شكل( باشد مي 11تا 

تا  1هاي   بيوانفورماتيكي انجام شده مشخص شد كه اگزون
منحصربفرد بوده  VcCryDASH1در توالي ژن مربوط به  3

ي تقريبا  داراي دو نسخه 11تا  4هاي  در حالي كه اگزون
از اگزون كاملا   ها دو نسخه در برخي از اگزون(مشابه 

شدگي يا  ها حذف آنيكسان بوده اما در برخي ديگر از 
به عنوان . باشد مي) شود شدگي و يا تغيير، مشاهده مي اضافه

 5و يا اگزون  12ي  با اگزون شماره 4ي  مثال اگزون شماره
با بررسي بيوانفورماتيكي بر . مشابه مي باشد 13 با اگزون 

روي اورتولوگ اين ژن در كلاميدوموناس مشاهده شد كه 
اين (باشد  مي ياگزون 11 اين ارگانيسم داراي يك ژن

از آنجائيكه ). داده نشده است ها در مقاله نشان بررسي
داراي مسير تكاملي يكساني  كلاميدوموناسو  ولوكس

 ولوكس نياي كلاميدوموناسرسد كه  وبنظر مي اند بوده
كه وجود  احتمال را مطرح كردتوان اين  مي ،باشد
دگي اگزوني ش ناشي از وقوع دوبرابر 19تا  12هاي  اگزون

هاي مختلف را  وقوع جهشهمچنين . باشد مي ولوكسدر 
در نظر هاي مشابه  عدم تشابه كامل بين اگزونتوان دليل  مي

شايد وقوع اين رخداد درمسير تكامل آينده و . گرفت
اي كه در طول  گونه  به، تاثير گذار باشد ولوكسقدرت بقاء 

شده و  هاي حاصل از دوبرابرشدگي عملگر اگزون تكامل
شده و يا حتي  باعث ايجاد پروتئين جديد با قابليت اصلاح

  .كاملا متفاوت از پروتئين اوليه گردد

  تشكر و قدرداني

 اين پروژه با حمايت مالي مركز مطالعات و همكاري هاي
علمي بين المللي انجام شده است و از اين طريق از 

  .مسوولين مربوطه تشكر و قدرداني مي شود
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CGAAGAGCGCTACAGCGCCTTCAGGAGCTGGTCGGGTTGGACTACAGCCAGCTACTGCCGNCBId2 1141  

CGAAGAGCGCTACAGCGCCTTCAGGAGCTGGTCGGGTTGGACTACAGCCAGCTACTGCCGVcd2   1141  

 

 

CCAGTAGAGCCCGAAGGGCCACCGGCGCCACACGACCCGCGTACGGCATTTCCCTTCCACNCBId2 1201  

CACCGGCGCCACACGACCCGCGTACGGCATTTCCCTTCCACGGGC---CCAGTAGAGCCCVcd2   1201  

 

 

GCCGGCTACAGCAGCGCCGTACGCCGCCTGCGGTACTACGTTTGGGGCCACCCGGAAGGGNCBId2 1261  

GCCGGCTACAGCAGCGCCGTACGCCGCCTGCGGTACTACGTTTGGGGCCACCCGGAAGGGVcd2   1258  

 

 

AGCCGCATGCTCCCCCGGAGCTGCCAAGCGACCCACGGGACGGCGCCGGATCCAGCTCCCNCBId2 1321  

GCTCCCCCGGAGCTGCCAAGCGACCCACGGGACGGCGCCGGATCCAGCTCCCAGCCGCATVcd2   1318  

 

 

GGGGCCCCCGTGAGCTCTCCACCCTCGTTGCTGTATTTCACCAACACCCGGGCGCAGGCGNCBId2 1381  

GGGGCCCCCGTGAGCTCTCCACCCTCGTTGCTGTATTTCACCAACACCCGGGCGCAGGCGVcd2   1378  

 

 

AGCAGCACTAAGTTGTCGCCCTTCGTGGCGCTGGGCTGCATCACGTCGGTTGGTGTGGACNCBId2 1441  

GTTGGTGTGGACAGCAGCACTAAGTTGTCGCCCTTCGTGGCGCTGGGCTGCATCACGTCGVcd2   1438  

 

 

TTTGTCTGCTGCGG-CCTGCTCC----ACACCAACCGTCTGCAGCGCCAAATACATGAGGNCBId2 1501  

---TCCTGGTCGGGCTCAGCTTAGCAGCGACTGCAGGGATGGAGCGCCAAATACATGAGGVcd2   1498  

 

 

-------TCGGGTGCATCACCATCGGGGGCTGGCCCGCCTTCTCCCGCAATTGCCTGAACNCBId2 1556  

GGAGCAGCAGAGGGCAACCAGGCTATAGACTGGCACAC---CAGAGGCTACTGTGCAC--Vcd2   1555  

 

 

--------------GGGTGACCGTGAC---GGTGCGCGCGCCTATTG-------------NCBId2 1609  

GGCGCTACTGCCAACCCCGGGCGTGGAGGTGGGCTGGGCGGCGACAGCCCGTGGAGAAATVcd2   1610  

 

 

GCAGTAGCTCAGTACCAGCCCCCGCCGAGTGTGA--------------------------NCBId2 1639  

GCAGTAGCTCAGTACCAGCCCCCGCCGAGTGTGGCCGGCCCGGCCTCCCCTCCCCCCGGCVcd2   1670  

 

  8 اگزون

 8اگزون

 9اگزون

 10 اگزون
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CATCTTCACGACGCTCAAGGAGGGGGACTTCTTATTGGCTGGCCATGCACCTGTGCATCCNCBId2 1673  

GGGACTTCTTCATCTTCACGACGCTCAAGGAGGATTGGCTGGCCATGCACCTGTGCATCCVcd2   1730  

 

 

GTGATGCCGTACTGGACGAACGGGGCATTATGGGTCTCCCCGTCAGCTGGCGGAACGACANCBId2 1733  

GTGATGCCGTACTGGACGAACGGGGCATTATGGGTCTCCCCGTCAGCTGGCGGAACGACAVcd2   1790  

 

 

GGTGGGCCCAGGGCCGCACGGGTCTCCCCTTCGTGGACGCCAACATGGAGACATTCACTCd2 1793 NCBI 

GGTGGGCCCAGGGCCGCACGGGTCTCCCCTTCGTGGACGCCAACATGGAGACATTCACTCVcd2   1850  

 

 

TGCGGGAGCTGGCGGTCACCGGCTGGATGAGCAACCGGGGCCGACAGAACGTGGCTAGCTNCBId2 1853  

TGAGCAACCGGGGCCGACAGAACGTGGCTAGCTTGCGGGAGCTGGCGGTCACCGGCTGGAVcd2   1910  

 

 

GGTGCGGAGCTGTTTGAGAGCTTGTTGCTGACCAAGGACCTGGGGGTAGACTGGAGATGGNCBId2 1913  

GGTGCGGAGCTGTTTGAGAGCTTGTTGCTGACCAAGGACCTGGGGGTAGACTGGAGATGGVcd2   1970  

 

 

TGGTGGATTGCGATGTGGCGGTTAACTATTGCAACTGGAATTACTTTGCTGGTATCGGGANCBId2 1973  

TGGTGGATTGCGATGTGGCGGTTAACTATTGCAACTGGAATTACTTTGCTGGTATCGGGAVcd2   2030  

 

-------------------------ACGACCCACGCAATCGCCATTTCAAGACCGTGACTNCBId2 2033  

CAGGGCATGAAGTACGACGAGGATGACGACCCACGCAATCGCCATTTCAAGACCGTGACTVcd2   2090  

 

 

C-----------------------------------------------------------NCBId2 2068  

CCGCGCTCGCCGCTACATGGCTGCCCGAGCTGGCCGCTCTACCGCCCGCTCCCCGCCACCVcd2   2150  

 

 

NCBId2 2069    AGCCCTGGGCCATGACGGCGGAGGAAGCTGAGCAGTACAGCTTTGTACTGGGCCGCGATT 

Vcd2   2210    AGCCCTGGGCCATGACGGCGGAGGAAGCTGAGCAGTACAGCTTTGTACTGGGCCGCGATT 

 

 

NCBId2 2129    ACCCTTTTCCTTTGGTCGACCCGGCTAACCATGTCGGCCAGCTGACGGGCACGGGGAAGC 

Vcd2   2270    ACCCTTTTCCTTTGGTCGACCCGGCTAACCATGTCGGCCAGCTGACGGGCACGGGGAAGC 

 

 11 اگزون

 12 اگزون

 13 اگزون

 10 اگزون

 11 اگزون

 12 اگزون

 9اگزون
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NCBId2 2189    GCAGGAACAAGGCCAAGGCACAGACGTAA 

Vcd2   2330    GCAGGAACAAGGCCAAGGCACAGACGTAA 

 
 

هاي نمايش  فلش). Vcd2(شده در اين پژوهش  و تعيين) NCBI )NCBId2شده در  ثبت VcCryDASH2ي  ي توالي كدكننده مقايسه -10شكل 
  .باشد مي Vcd2و در پايين آن مربوط به توالي  NCBId2شده در بالاي همرديفي مربوط به موقعيت اگزون در توالي  داده
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Abstract 

In the most organisms, signaling photoreceptors have been made to percept and 
interpret of environmental signals. They can absorb light through their chromophores, 
trigger different signaling pathways and result in appropriate responses in the cells. 
Optogenetics, a new field of science, try to use the photoreceptors as molecular 
instruments in order to exact control of the cellular events. Determination of the new 
molecular instruments with special characteristics is one of the ways to develop the 
optogenetics. For this goal, investigation on the predicted genes ortologous with 
determined photoreceptors is very useful. Two Cryptochrome/ Photolyase family genes 
were predicted based on the results of Volvox carteri (the model algae) genome 
sequencing. The goals of this investigation are as follow: the exact determination and 
isolation of coding sequences related with these two predicted genes, insertion into the 
expression vector (pGEX2TK) and determination of the subclude of their open reading 
frames in the Cryptochrome/Photolyase family. Volvox carteri has been grown up in 
optimum condition. Then this two coding sequences were amplified by using RT-PCR 
technique. These coding sequences were inserted in the pGEX2TK by genetic 
engineering techniques. Produced recombinant vectors were transferred to the 
Escherichia coli strain Top10 and sequenced after plasmid extraction. In current study, 
it was found that documented mRNA sequences for these two genes in NCBI are 
different with our mRNA sequences. 
Key words: Cloning, Expression vector, Photoreceptors, Optogenetics 

 


