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هیدروکسی فنیل پیرووات    -4آنزیم   ای هو تعیین ویژگی یان، بسازی  همسانهاستخراج،  

قابلیت تولید آرن  با  Paenarthrobacter nitroguajacolicusدی اکسیژناز جدید از  

 اکسید 

 *2و وهب جعفریان  1، ثریا محمدزاده  1نسرین احمدپور
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 چکیده 

باشد. در آنزیمی هوموتترامر وابسته به آهن غیرهم می اکسیژناز باکتریاییهیدروکسی فنیل پیرووات دی-4آنزیم      

آنزیم   رمزکننده  توالی  پژوهش  دی-4این  پیرووات  فنیل  ازهیدروکسی   Paenarthrobacter  اکسیژناز 

nitroguajacolicus strain Znu06    استخراج و در وکتورpET28a  همسانه سازی شد بیان آنزیم در باکتری E. 

coli BL21(DE3)     در حضور القاء کنندهIPTG  آگاروز، ارزیابی    -انجام شد و پس از تخلیص توسط ستون نیکل

و تعیین غلظت با روش برادفورد صورت گرفت. سنجش فعالیت در محدوده دمایی و   SDS-PAGE با روش  بیان

و بررسی محصول واکنش آنزیمی مورد ارزیابی قرار    HPLCهای مختلف سوبسترا، سنجش فعالیت آنزیم با  غلظت

میان و  پایان ساختار  در  و  نرمکنشگرفت  توسط  آن  گردید.  های  مطالعه  بیوانفورماتیکی  و سرورهای    نتایجافزارها 

.  باشدمی  (اسیدیآمینو   رزیدوی  339معادل  )بازی  جفت  1020ی ژنومی  قطعهبیانگر  وز  ر روی ژل آگا  بر  PCRواکنش  

آنزیم با  ی بیان  دهندهنشان  آنزیمینتایج الکتروفورز  ثبت شد.    MN197545.1با کد    NCBIنتایج تعیین توالی در   

بررسی عملکرد بیوشیمیایی آنزیم با اسپکتوفتومتری و فلوئورومتری بیانگر فعالیت    ی بود.کیلودالتون  34وزن مولکولی  

 His 152  ،Hisشده  شدت حفاظتهای به تاییدکننده رزیدونیز    ESPript3سرور  نتایج تطبیق توالی با    .آنزیم بود

216  ،Glu 267  ،Tyr 257  ،His 199    وHis 248  رسد که آنزیم بدلیل  باشد. به نظر میهای فعال آنزیم میدر جایگاه

برد و هموجنتسیک اسید  فقدان تشکیل پیوند هیدروژنی در پاکت جایگاه فعال، واکنش را تا تولید آرن اکسید پیش می

توان به عنوان آنزیمی جهت تولید آرن اکسید )متابولیت ضروری تولید ترکیبات متنوع دیگر(  شود که می تولید نمی

 معرفی کرد. 

 اکسیژناز هیدروکسی فنیل پیرووات دی-4  سازی،آرن اکسید، بیوانفورماتیک، فلوئورسانس، همسانهکلیدی:   هایواژه
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 مقدمه

است.   Fe(II)وابسته به    رهمی غ  ژنازیاکس  کی(،  HPPD; E.C. 1.13.11.27)  ژنازیاکس  ی د  رواتی پ  لیفن  یدروکسیه-4

، در مسیر متابولیک  (HGA)به هموجنتیسیک اسید    رواتیپ  لیفن  یدروکسی ه-4  لیدر تبد  یات ی نقش ح  لیبه دل  این آنزیم

برای اولین  این واکنش آنزیمی. (14) تدر کشف دارو و حفاظت از محصول نشان داده اس یادیز لیپتانس تایروزین،

در تمامی موجودات زنده    .(17)  گزارش شده استو همکارانش    (Lindblade)  توسط لیندبلید  1970بار در سال  

ی تایروزین نقش  در مسیر تجزیه   ژنازیاکس  ید  رواتی پ  لیفن  یدروکسیه-4  ،های گرم مثبتباکتری  تعدادی از  بجز

که مسئول تجزیه این    ها هر کدام از آنزیم  نقص در فعالیت   .های زیادی وجود داردحدواسط   در این مسیرکه    دارد

 علایم ویژه مربوط به خود هستند.  شود که دارایهای ژنتیکی میمنجر به انواع بیماریدر انسان    ،باشندها میحدواسط

اشاره    ینوری، آلکاپتونوریا و هاوکینس3  ، تایروزینمیا نوع 2، تایروزینمیا نوع  1توان به تایروزینمیا نوع  از این میان می

  ینوری های ژنتیکی اتوزومی مغلوب و بیماری هاوکینساز جمله بیماری  3بیماری تایروزینمیا نوع    .(4- 19- 20)  کرد

اکسیژناز عامل  هیدروکسی فنیل پیرووات دی -4ها نقص در آنزیم  صورت اتوزومی غالب است که در هر دوی آنبه

ها شامل افزایش تجمع تایروزین و ترکیبات فنلی مشتق از آن است که  های مربوط به این بیمارینشانه بیماری است.

 .(2-25)شوندموجب اختلالات عصبی و عقب افتادگی ذهنی می 

  ماران یدر ب  فیضع  یهاآگ  شی با پ  بالایی دارد و    اریبس  بیان  هیدر سرطان ر  ژناز ی اکس  ید   رواتیپ  لیفن  ی دروکسیه-4 

پنتوز    ری مس  ،یبه اندازه کاف  ژناز ی اکس  ید  رواتیپ  لیفن  یدروکس یه -4  بیانسرکوب    .استدر ارتباط    ه یمبتلا به سرطان ر

  دهدمی  شی ( را افزاROSفعال )   ژنی اکس  یها و سطوح گونه  هرا کاهش داد  RNA  وسنتزیبو    (PPP)  ویدات ی فسفات اکس

پیوملانین نقش  نقش دارد.    نیوملانها در تولید پیدر باکتری  اکسیژنازهیدروکسی فنیل پیرووات دی-4همچنین    .(13)

باکتری پایداری  در  تنشبسیار مهمی  در شرایط  ایفا می ها  بسپیوملانین  کند.  های محیطی  ی  هاهیاز سو  یاریتوسط 

جمله    باکتریایی   Legionella pneumophila  ،Pseudomonas aeruginosa  ،Pseudoalteromonasاز 

lipolytica  ،Burkholderia  cepacia  ،Shewanella algae،  Vibrio cholera،  Aeromonas media   و  

Rubrivivax benzoatilyticus،  ونیداسیاکس   قی از طر  نیآلان  لیفن  ای  نیروز ی ات   سمیکاتابول  مسیر  در  HGAدی ، تول  
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ژن مربوط    .(16)  شودها میزایی آنزا تولید ملانین منجر به افزایش قدرت بیماریهای بیماریدر باکتری  .(15)  شودیم

پیرووات دی -4به   فنیل  انسان، موش، خوک و در  اکسیژناز  هیدروکسی  انواع موجودات شامل پستاندارانی مثل  در 

  Pseudomonasها برای مثال در باکتری  ها و در پروکاریوتو هویج، در قارچ  Arabidopsis talianaگیاهانی مانند  

  ،Paenarthrobacter nitroguajacolicus     و همچنین درStreptomyces avermitilis   زارش شده استگ .  

 vی، مزوفیل، گرم مثبت، شکلی نامنظم و بیشتر به شکل  زخاک   Paenarthrobacter nitroguajacolicusاکتری  ب

های معدنی به خوبی و بدون نیاز به اضافه کردن است. این باکتری در محیط مناسب غنی از کربن در حضور نمک

 . (10)قابلیت رشد دارد  8تا   pH 6درجه سلسیوس و در محدوده  30 تا    25 فاکتور دیگر، در دماهای 

با وز  اکسیژنازهیدروکسی فنیل پیرووات دی-4ها  در یوکاریوت  بوده و یک ساختار هومودیمر  ن به صورت فعال 

  40ها از یک ساختار هوموتترامر با وزن مولکولی  که این آنزیم در پروکاریوت  حالیکیلودالتون دارد. در  45مولکولی  

سیکلوهگزاندیون  -3،1- تریفلوئورومتیل بنزوئیل(  -4-نیترو-2)-2ی  شود. این آنزیم به وسیلهکیلودالتون تشکیل می

 . (23) شودمهار می

سال   همکارانش    انگی ج  شانیج  2017در  کلونینگ  و  دی - 4ژن  با  پیرووات  فنیل  گاکسیژناز  هیدروکسی    اهیاز 

Medicago sativa L.  نیتامیو  دی که در تول  یعلاوه بر نقش مهم  میمتوجه شدند که آنز  E  در    یات یدارد، نقش ح

زن ن  یجوانه  بررس  ائوی ک  انی ونکینیز    2018در سال  ،  (8)  دارد  ز ی بذر  به  همکارانش  فنیل  -4نقش    یو  هیدروکسی 

دی افزااکسیژناز  پیرووات  دما  ش یدر  پا  ییتحمل   .Aeromonas salmonicida subsp  ی باکتر  یدار ی و 

salmonicida  ت ی مختلف اعمال کردند که متوجه شدند جهش در موقع  هایتیرا در موقع  هاییپرداختند و جهش  

P103  فو و همکارانش با   نگیی   2018در سال  و همچنین    (21)  دشوی م  یباکتر  نیدر ا  یژگیو  نیا  شی منجر به افزا

به ساختار   پیرووات دی -4توجه  فنیل  موقع  میآنز  زوریکاتال  گاهیجا  ، اکسیژنازهیدروکسی   ل یفن  یدها ی نواسیآم  تیو 

 .(5) ددار کاربرد  هاعلف کش  دیتول نهیپرداختند که در زم میآنز نیمختلف ا های مهارکننده یبه بررس ن،آلانی
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و در نتیکی  های ژدر شناسایی بیماری  اکسیژنازهیدروکسی فنیل پیرووات دی-4آنزیم    و نقش  به کاربردبا توجه       

شناسایی  با هدف    حاضرپژوهش    ،اختصاصیت بالا و سمیت کمتر برای انسانبازدهی و  با  های آنزیمی  کش تولید علف 

  ساختاری های بیوشیمیایی و  ویژگیبا بررسی  انجام گرفت تا  آن    و عملکرد  بررسی ساختارو    معرفی آنزیم جدید و  

با اهداف  های نانومولار  طراحی مهارکنندهبه   ،آنزیمو مکانیسم عمل  الهام گرفتن از ساختار   با  و  مختلف آن در شرایط 

 شکی و کشاورزی پرداخت. زپ

 ها مواد و روش

 ها مواد شیمیایی و آنزیم

تهیه    Thermal scientificاز شرکت    T4 DNA Ligaseو  آلکالین فسفاتار     ،BamH I   ،Hind III هایآنزیم     

شد. خدمات سنتز   سازی و بیان ژن مورد نظر استفادهجهت همسانه Novagenاز شرکت pET28a پلاسمید گردید. 

 مارکر وزن مولکولی  کره جنوبی انجام گردید.   Bioneerپرایمر و تعیین توالی توسط شرکت تکاپو زیست نماینده  

(SM0331) DNA    از شرکتThermo Fisher Scientifics ،کشت  هایمحیط Nutrient Broth و Nutrient 

Agar،   اسیدآسکوربیک،   فسفات،  پتاسیم   دی  هیدروژن فسفات،  دی   پتاسیم  بلو، آگارز، تریپتون، کانامایسین،  کوماسی

  .تهیه گردید  (Darmstadt,Germany)  مرک  شرکت  از  شیمیایی  مواد  سایر  و  هیدراته، تریس سولفات  فروس  کتکول،

 . شدکره جنوبی تهیه    Bioneerو کیت استخراج پلاسمید از  PCRکیت تخلیص محصول 

 

 والی کد کننده آنزیم مورد مطالعه تکثیر ت

  های نفتی مربوطهای شیلاز خاک  ترکه پیش   Paenarthrobacter nitroguajacolicusاین مطالعه از باکتری    در

قع غرب کرمانشاه جداسازی شده بود استفاده  در وا  (E;46º 08̍ 30/4̋ N; 34º 51̍ 52/6̋)  کزیبه ارتفاعات منطقه  

 . (1) شده است
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باکتری دارای خصوصیات منحصر به فرد جنس و گونه باکتری و مختص آن    16S rDNAبا توجه به اینکه توالی  

آمد    دست باکتری مورد نظر به  ی ی جنس و گونهاست، بعد از مراحل استخراج و سپس با استفاده از نتایج تعیین توال

به اسم که   سپس  .(1)  گذاری گردیدنام  Paenarthrobacter nitroguajacolicus strain Znu06  باکتری فوق 

نظر  16S rDNAتوالی  تطبیق   مورد  درنهایت  انجام  BLAST  NCBI  در  باکتری  بیشترین همسانی   هاتوالی  و    با 

باکتری  به میان  این  از  که  آمدند  شباهت  Paenarthrobacter nicotinovorans 26Cvi1.1E دست  بیشترین  با 

نظر   مورد  آنزیم  ژن  حاوی  باکتری  این  ژنومی  توالی  که  شد  داده  نرمبودتشخیص  از  استفاده  با  سپس   افزار. 

GenRunner   5)طراحی پرایمرهای'- CGCGGATCCATGGAAACTCCCCTCTCCCACCTTGC-3'   

Forward (  و (5'- CACAAGCTTTTAGCCCCGGCCCTGCTTTGCGTAG-3')  Reverse    انجام

 . گردید

 

 ی آنزیم مورد مطالعه سازی ژن کد کنندهو همسانه  استخراج

به    DNAتحت شرایط زیر انجام شد: مرحله اول: واسرشته سازی    PCRژنومی، واکنش    DNAپس از استخراج      

درجه    94) انه واسرشته سازی  گچرخه با مراحل سه    35، مرحله دوم شامل  درجه سلسیوس  94دقیقه در دمای    3مدت  

  72  ( و گسترش توالی)نود ثانیه در دمای درجه سلسیوس  52  یک دقیقه(، اتصال پرایمر )یک دقیقه در دمای  سلسیوس

بعد    درجه سلسیوس با هدف گسترش نهایی انجام شد.  72( و مرحله سوم به مدت ده دقیقه در دمای  درجه سلسیوس

انجام   بررسی شد.  و    PCRاز  آگاروز  ژل  برروی  نوکلئوتیدی، محصول  توالی  کیت  تکثیر  توسط  محصول حاصل 

Accuprep PCR Purification Bioneer  برش محصول    همزمان  و جهت همسانه سازیسازی  خالصPCR     و

  درجه سلسیوس  37ساعت در دمای    3به مدت     Hind IIIو    BamH Iهای برشی  توسط آنزیم  pET28aوکتور  

با هدف    pET28aای پلاسمید  دو رشته   DNAهای  مولکول دفسفوریله نمودن  . از آنزیم آلکالن فسفاتاز برای  شدانجام  

د. پس از مراحل هضم آنزیمی، واکنش اتصال با حضور  حاقی پلاسمید برش خورده استفاده گردیجلوگیری از خودال 

صورت   pET28aسازی حامل بیانی موردنظر در جایگاه همسانهتوالی  به منظور قرارگیری  T4DNA Ligaseآنزیم 
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 E.coliمیزبان پروکاریوتی    وکتور نوترکیب بهنانوگرم از    80حدود  ،  الحاقگرفت و درنهایت پس از انجام عمل  

DH5α کلونی سه روش با استفاده ازهای حاوی توالی نوترکیب میزبان. در نهایت غربالگری منتقل شد PCR هضم ،

 بود. همسانه سازی صحت انجام مراحل   یآنزیمی و تعیین توالی انجام شد که نتایج نشان دهنده

 

 بیان و تخلیص آنزیم 

  50کشت باکتری در حضور کاناماسین  منتقل شد و    BL21 DE3جهت بیان ابتدا وکتور نوترکیب به میزبان بیانی       

جهت    .گرفتمورد بررسی قرار    IPTG  القاگرهای متفاوت  غلظتو    ی زمانتحت شرایط مختلف دمایی،  میکرومولار  

دور بردقیقه   0050  با  درجه سلسیوس  4    دقیقه در دمای  20محیط کشت حاوی باکتری به مدت  ،  هاب باکتریسیتر

به منظور احیای آهن  )میلی مولار    1دی تیوتریتول    حاویکننده  بافر لیز  لیترمیلی  3  به رسوب باکتری  سانتریفیوژ شد.

آن    اضافه گردید. پس از  ،(12)   در جایگاه فعال آنزیم و همچنین جلوگیری از اکسید شدن سیستئین توالی پروتئینی

)شامل  سونیکاسیون  تحت  باکتری  قرارایثانیه 20-مرحله20سوسپانسیون  جهت  گرفت (  تخریب    که  از  جلوگیری 

دور   12000با    درجه سلسیوس  4شده در دمای  های لیزگرمایی تمام مراحل سونیکاسیون در یخ انجام گردید. سلول

با توجه به حضور برچسب    جدا گردید.  جهت تخلیصمحلول رویی    دقیقه سانتریفیوژ شدند و  20بر دقیقه به مدت  

  آگاروز انجام شد.-ستفاده از ستون کرماتوگرافی تمایلی نیکلتخلیص پروتئین با اهیستیدینی در پروتئین نوترکیب،  

ستون کروماتوگرافی    ها بهرهاسازی، نمونه  یدر مرحله   خروجی  هایجهت تخلیص بیشتر، تغلیظ و تعویض بافر آنزیم

درجه سلسیوس    4  دمایدقیقه در    20به مدت    منتقل شده و  کیلودالتون  10برابر    Cut offبا  اولترافیلتراسیون آمیکون  

این    شد.  استفادهبافر دیالیز  های تخلیص شده از  پروتئینشدند. جهت تعویض بافردور بر دقیقه سانتریفیوژ    4000و  

و  برای آنالیز کیفی  ای آنزیمی نیز بسیار موثر باشد.  تواند در تغلیظ نمونهفرایند علاوه بر تخلیص و تعویض بافر می

  دگردیاستفاده  ((SDS-PAGE سدیم دو دسیل سولفات پلی آکریل آمید ژل الکتروفورزاز  هاتعیین خلوص پروتئین

- 30در حدرا  تواند حضور پروتئین  انجام شده که می  G-250و رنگ آمیزی ژل با استفاده از کوماسی آبی درخشان  

با استفاده از رسم منحنی استاندارد سرم    ها از روش برادفوردبرای تعیین غلظت آنزیم  نانوگرم به نمایش بگذارد.    20
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درجه سلسیوس انجام    - 20و در دمای     %15نگهداری آنزیم ها در گلیسرول    .(3)  (، استفاده شدBSAآلبومین گاوی )

 شد. 

   بررسی فعالیت آنزیم

(، pH=7.5مولار  )میلی  100بافر تریس    از  اکسیژنازهیدروکسی فنیل پیرووات دی-4فعالیت آنزیم    برای سنجش    

آنزیم با غلظت  و    (مولارمیلی   0/ 2و    15/0،  0/ 1،  05/0)هیدروکسی فنیل پیرووات  -4مولار،  میلی   0/ 5اسید آسکوربیک  

در طول موج  آرن اکسید  یعنی  ول واکنش آنزیمی  محصمیزان تولید  سپس    .(6)  استفاده شدمیکروگرم بر میلی لیتر    1

شد.    230 خوانش  اسپکتوفتومتر  دستگاه  با  غلظت  نانومتر  در  آنزیم  فعالیت  در    1/0همچنین  سوبسترا  مولار  میلی 

با توجه به نتایج بدست آمده محاسبه    دقیقه مدت انکوباسیون( مورد بررسی قرار گرفت.  50های مختلف )تا  زمان

ها توسط  ها و مقایسه میانگینتجزیه و تحلیل داده  انجام شد.  Kcat/Kmو    Km   ،Vmax،  Kcatپارامترهای سنتیکی  

 انجام شد.  26نسخه  SPSSدرصد به کمک نرم افزار  5آزمون دانکن در سطح احتمال  

 

   HPLC واکنش آنزیمی بابررسی 

مصرف  در مقابل  اکسیژناز  هیدروکسی فنیل پیرووات دی- 4فعالیت آنزیم  تر عملکرد آنزیم،   بررسی دقیق به منظور       

توسط   گرفت.    HPLCسوبسترا  موج    HPLCدستگاه  انجام  که طول  بوده  فلورسانس  دتکتور  دارای  مورداستفاده 

  های مختلف سوبسترا ظیم شده است. بدین منظور از غلظتنانومتر تن  350و    280تحریکی و نشری آن به ترتیب در  

های مختلف  غلظتمنحنی استاندارد  ابتدا    HPLCاه  نالیز با دستگدر آ  .( استفاده شد0/ 1،  0./05،   025/0،  0125/0)

سوبسترا بعد    یمقدار غلظت باقی ماندهنزیمی به دستگاه،  واکنش آکوکتل  درنهایت بعد از تزریق    و  سوبسترا رسم شد 

 مورد بررسی قرار گرفت.  انجام واکنش آنزیمی  از 

 

 بررسی محصول واکنش آنزیمی
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چه که در قسمت بررسی فعالیت  آنبه منظور بررسی واکنش آنزیمی و محصول واکنش، واکنش آنزیمی مطابق       

انکوبه شد سپس خوانش جذب محصول در    درجه سلسیوس  30های مختلف در دمای  در زمانآنزیم بیان شده است،  

 های گسترده مورد بررسی قرار گرفت.  طیف

 

 مطالعات بیوانفورماتیک 

-ا توالیب  Paenarthrobacter nitroguajacolicus strain Znu06 از باکتری  مورد نظر ابتدا توالی پروتئینی     

مشابهه آمینواسیدی  به    NCBIدر    ای  مربوط  شباهت  بیشترین  که  داد  نشان  نتایج  شد.  توالی  توالی  تطبیق 

Pseudomonas putida    با کد  PDB  1MPY  است، سپس با استفاده از نرم افزارModeller 9v19    ،10    مدل

   SPdbViewerو نرم افزار    Saves،  Modevalهای  ها در سرورمختلف برای پروتئین مورد نظر ساخته شد و مدل 

مورد بررسی قرار گرفتند و بهترین مدل    RMSDو    Verify 3D  ،ERRAT  ،z-DOPEبه منظور ارزیابی پارامترهای  

شاخصه  این  روی  سرور  از  در  سپس  شد.  انتخاب  جمله    ProtParamها  از  بیوشیمیایی  شاخص  pIپارامترهای   ،

ی  هاکنش میان   PIC Serverو با استفاده از سرور    محاسبه شد( و وزن مولکولی   Index Instabilityناپایداری ) 

نرم افزار    با  رسم مدل گرافیکی ساختار سه بعدیالگو مورد مقایسه قرار گرفت.    پروتئینهای  کنشمدل برگزیده با میان

Chimera  با استفاده از سرورهای . تطبیق توالی آنزیم شدانجامClustalW  وESPript3 .انجام شد 

 نتایج

 تکثیر توالی کد کننده آنزیم مورد مطالعه 

هیدروکسی  -4آنزیم   مربوط به توالی ژنومی    نوکلئوتیدیی  قطعهبیانگر  روی ژل آگاروز    بر  PCRواکنش    نتایج   

و درستی   PCRی صحت انجام واکنش  دهندهبازی است که نشانجفت  1020در ناحیه    اکسیژنازفنیل پیرووات دی 

  توالی آنالیز نتایج تعیین    باشد.می  های مطالعات تئوری و محاسبات بیوانفورماتیکیگوییمتناسب با پیش  طراحی پرایمر

   شد.  MN197545.1با کد   NCBIدر  منجر به ثبت توالی
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 SM0333مارکر وزن مولکولی  -PCR  ،Bمحصول باند مربوط به    -A (1شکل 

  

 

 سازی ژن کد کننده آنزیم مورد مطالعه تعیین  توالی و همسانه

   BamH I  های برشیتوسط آنزیم(  2)شکل    pET28a و پلاسمید    PCRمراحل هضم آنزیمی محصول  پس از      

آنزیم  ،  Hind III  و در حضور  اتصال  قرارگیری    T4 DNA Ligaseواکنش  منظور  جایگاه   مربوطهتوالی  به  در 

، تعیین توالی  الف(- 3)شکل  ها کلونی PCRسازی صورت گرفت و صحت همانندسازی توسط غربالگری با همسانه

 تایید شد.  ب(- 3)شکل  نزیمیو هضم آ
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-جهت الحاق توالی نوکلئوتیدی می  MCS. فلش مشکی پررنگ بیانگر Novogeneاز شرکت  pET28a پلاسمیدنقشه ژنومی ( 2شکل 

 باشد.  و برچسب هیستیدینی می Lacاشد. وکتور دارای ژن مقاوم به کانامایسین، پروموتور ب

 

 

    کلونی واکنشپاسخ مثبت  بیانگر   5و  3  ، 1  شماره  هاینمونه  :درصد1ز وارگآنزیم مورد مطالعه در ژل آ  توالی  PCR کلونی  الف(   3شکل  

PCR  وکنترل منفی   7نمونه شماره  باشد.وتایید نوترکیبی وکتور میM   مارکر وزن مولکولی(SM0333 )باشد.می   
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مارکر وزن    -BamH I،  Mنوترکیب با آنزیم برشی    وکتورهضم آنزیمی    -B،  غیر نوترکیب  پلاسمیدنتایج برش آنزیمی    -Aب(    3  شکل

جفت    6400)باند توالی قطعه الحاق شده( و    یجفت باز  600شکل بیانگر حضور دو باند در ناحیه حدود    Bبخش  .  ( SM0333)مولکولی  

 باشد. بازی )باند وکتور خطی بدون نوترکیبی( می

 

 

شرکتو  استخراج    نوترکیب  پلاسمید       توسط  توالی  آمدههب  توالی  .گرفت  انجام   Bioneer تعیین  از    دست 

Paenarthrobacter nitroguajacolicus strain Znu06  با نوکلئوتید    1020و  آمینواسیدی  مانده  باقی   339  با

 .شدثبت    NCBIدر  MN197545.1شماره دسترسی 

   

 بررسی بیان و تخلیص آنزیم مورد مطالعه 

ی  کلون شده  در میزبان بیانی  آنزیمی بیان  دهندهاحیایی نشان  SDS-PAGEبه روش    آنزیمنتایج الکتروفورز  

E.coli سویه BL21-DE3 (.4  کیلودالتون دارد )شکل  41باشد که وزنی معادل  می  

آگاروز  -نمایشگر نتایج تخلیص پروتئین با ستون نیکل   Cی  کنید، نمونه طور که مشاهده میهمان  ،4با توجه به شکل  

تخلیص پروتئین در حد مطلوب    ی حضور یک باند پروتئینی منفرد تایید کننده  است وو دیالیر با ستون اولترافیلتراسیون آمیکون  

، نه تنها موجب خالص  کیلو دالتون  10برابر    Cut offون با توجه به  کها با ستون اولترافیلتراسیون آمیدیالیز نمونه.  است 
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با حذف بافر ایمیدوازول،  شود بلکه نمونه و حذف ترکیبات کوچک و ناخواسته از پروتئین موردنظر میبیشتر سازی 

از جمله الکتروفورز و کروماتوگرافی    مراحل بعدی پژوهشکه برای    نمایدرا فراهم می  مطلوب   بافرآن با  ی  مبادله امکان  

 . است  لازم

 

 

ژل    ( 4شکل   سلولی  -B  نمونه،  رسوب  -SDS-PAGE:  Aتصویر  از    عصاره  از    -C  ،تخلیصقبل  بعد  تخلیص  بعد  سلولی  عصاره 

،  تصویر C  با توجه به بخش.  PM2600با کد  مارکر وزن مولکولی پروتئین    - D  .آگاروز-کروماتوگرافی تمایلی با استفاده از ستون نیکل

در مقایسه با مارکر وزن مولکولی   کیلودالتون 41 در ناحیهاکسیژناز  هیدروکسی فنیل پیرووات دی-4آنزیم  بیانگرحضور تک باند پروتئینی

 باشد. پروتئین می

 

 اسیون بهای مختلف انکو بررسی تغییرات جذب آنزیم در زمان 

آنزیم،   فعالیت  تعیین  برای  زمان  مدت  بهترین  تعیین  آنزیم  جهت  دی-4فعالیت  پیرووات  فنیل  هیدروکسی 

در ا موج  کسیژناز  زمان  230  طول  در  مختلف  نانومتر  قرارهای  بررسی  در  گرفت  مورد  داد  نشان  زمان  نتایج  مدت 

 (. 5  شکلبیشترین مقدار جذب و فعالیت آنزیمی مشاهده گردید ) ،قهیدق 40 ونیانکوباس 
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های مختلف  هیدروکسی فنیل پیرووات( و تغییرات جذب نسبت به زمان -4میلی مولار سوبسترا )  1/0فعالیت آنزیم در غلظت    (5شکل  

 نانومتر 230در طول موج   انکوباسیون

 

 های مختلف سوبسترا در غلظت فعالیت آنزیمبررسی 

  15/0، 0/ 1، 05/0های مختلف ) بر غلظتاکسیژناز هیدروکسی فنیل پیرووات دی-4آنزیم در این پژوهش فعالیت     

مولار  میلی  1/0سنجیده شد که آنزیم بیشترین فعالیت را در غلظت    هیدروکسی فنیل پیرووات-4(  مولارمیلی   2/0و  

هیدروکسی فنیل پیروات در  -4بیانگر نتایج بررسی پارامترهای سنتیکی آنزیم  1جدول  (.6 شکلنشان داد ) سوبسترا

 باشد.های مختلف سوبسترا میحضور غلظت
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 هیدروکسی فنیل پیرووات- 4تغییرات جذب نسبت به تغییرات غلظت سوبسترای   (6شکل 

هیدروکسی  -4های مختلف سوبسترای  هیدروکسی فنیل پیرووات دی اکسیژناز در حضور غلظت-4پارامترهای سینتیکی آنزیم    1جدول  

 فنیل پیرووات. نتایج به صورت میانگین سه تکرار متمایز همراه با انحراف معیار استاندارد مربوطه بیان شده است. 

Enzyme 
mK         

(mM)        

maxV 

mol/min)(μ   

catk 

)1-(min 

m/Kcatk 

)1-min 1-(mM 

 025/±42/0 0011/±023 / 32± 793 87±1888 

 

 

   HPLC  اکسیژناز با استفاده از دستگاه  هیدروکسی فنیل پیرووات دی-4تعیین فعالیت آنزیم 

 فلورسانس 

طیف  تدا  ببا استفاده از ثبت کننده فلوئورسانس، ا  HPLCجهت بررسی انجام واکنش آنزیمی با دقت بیشتر از روش     

( وسپس به بررسی واکنش آنزیمی با توجه به مصرف سوبسترا  7 های مختلف سوبسترا ثبت شد )شکل نشری غلظت

تغییر در غلظت سوبسترا، سبب تغییر در سطح زیر پیک شده است که با    ،7با توجه به شکل    (.8  پرداخته شد) شکل
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کنش پی برد. بررسی نتایج واکنش  اتوان به غلظت سوبسترای مصرف شده در حین واستفاده از استاندارد سازی می 

 باشد.( بیانگر مصرف سوبسترا در حضور آنزیم و بیانگر پیشرفت واکنش می8 شکل) نزیمیآ

 

با استفاده از ثبت کننده   HPLCهیدروکسی فنیل پیرووات ثبت شده توسط دستگاه  -4های مختلف سوبسترای  کروماتوگرام غلظت  (7شکل  

 فلورسانسی نشان داده شده است 

 

 

بیانگر مصرف سوبسترا   ر، نمودامولار سوبسترا در حضور آنزیم و بدون آنزیممیلی 0/ 1 تفاوت سطح زیر یک سوبسترا در غلظت( 8شکل 

 باشد.در حضور آنزیم و کاهش نشر فلورسانس می
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 بررسی محصول واکنش 

سط  و برای صحت کار به بررسی واکنش آنزیمی و محصول واکنش تو  HPLCهای حاصل از  باتوجه به یافته     

یدروکسی فنیل پیرووات دی اکسیژناز،  ه-4و باتوجه به اینکه محصول واکنش آنزیمی  شد  پرداختهدستگاه اسپکتوفتومتر  

رسی شد اما  در این ناحیه برمحصول  نانومتر جذب دارد، خوانش جذب    280هموجنتیسیک اسید است که در ناحیه  

های مختلف واکنش مورد بررسی قرار گرفت که بیانگر  . سپس محصول واکنش در طول موججذبی مشاهده نگردید

باشد که نتایج حاکی از این است که محصول واکنش آنزیم مورد مطالعه هموجنتیسیک  نانومتر می   230جذب در ناحیه  

تولید حد واسط )آرن اکسید( پیش میاسید نمی تا مرحله  آنزیم  آنزیم در  رودباشد و  به فعالیت  باتوجه  . همچنین 

های مختلف انکوباسیون بررسی شد و میلی مولار، در این غلظت تغییرات جذب نسبت به زمان  1/0غلظت استاندارد 

 .Cبا توجه به مطالعات قبلی انجام شده توسط  .  (5  )شکلدقیقه است    40مشخص شد که بهترین زمان انکوباسیون  

Raspail    هیدروکسی فنیل پیرووات دی اکسیژناز حدواسط-4در مسیر واکنش آنزیمی    2011و همکارانش در سال-

نانومتر دارای جذب   230ها آرن اکسید است که در ناحیه  شود که مهمترین این حدواسطای دیگری تشکیل میه

، محققین به بررسی جهش نقاط مختلف حفظ شده آنزیم مورد نظر از آرابیدوپسیس تالیانا  در مطالعه ذکر شده  است.

  246سرین  شود موجب تشکیل حدواسط آرن اکسید می  S246Aپرداختند که جهش در ناحیه  PDB ،1SQDبا کد 

با توجه به این    .(22)  اکنش نقش دارد در جایگاه بتا شیت نزدیک جایگاه فعال قرار دارد و در هیدروکسیلاسیون و

مینو اسیدی که درگیر واکنش  آ  5در موقعیت مشابه یعنی بتا شیت  ،  آنزیم مورد مطالعهو ساختار  والی  ت   مطالعات، بررسی

 هیدروکسیلاسون شود وجود ندارد.  

 

 مطالعات بیوانفورماتیک 

رسد  بنظر می  مدل ساخته شده  های آبگریزکنششاخص ناپایداری و میانبررسی  با   (2و  1با توجه به نتایج )جداول  

  Protscal  بررسی نتایج  .باشدمی(  2IG9از پایداری پروتئین الگو )  بیشتر از نظر ساختاری    که پایداری پروتئین مدل

مانده باقی  دامنه  آنزیم  200تا    150های  در  در  هیدروفیل  حفره  یک  وجود  آنزیم   4HPPD  بیانگر  با  مقایسه    در 
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Extradiol dioxygenase میزان    رسد با کاهش انعطاف پذیری در بخش مرکزی آنزیم،( و به نظر می9  )شکل  است

تطبیق    باشد. موضوع ملموس می  ، این ابد که با توجه به نتایج بررسی فعالیت آنزیمیمیل آنزیم به سوبسترا کاهش  تمای

آنزیمتوالی از  آنزیمی  باکتری   Homoprotocatechuate 2,3-Dioxygenase  های  از  کد    با  B. fuscum   حاصل 

با   Pseudomonas putida GJ31حاصل از باکتری    catechol 2,3-dioxygenase   نزیمیآتوالی  ،  2IG9  دسترسی

دسترسی باکتری   dioxygenase ydroxyphenylpyruvateH-4آنزیم  ،  WP_011005909.1  کد    از 

Paenarthrobacter nitroguajacolicus strain Znu06   دسترسی کد   Extradiol   آنزیم   و  QIJ96454.1  با 

dioxygenase    باکتری از    با کد دسترسی      Actinobacterium Rhodococcus jostii RHA1  استخراج شده 

7Q2A    در سرورهایClustalW    وESPript3    باقی  که    (10)شکل    و نتایج تطبیق توالی نشان داد  تطبیق داده شدند

  ها باقی مانده  . اینهستند  در طی تکامل حفظ شده  آنزیمیهای  در همه توالی  و کاتالیتیکی  به اتم آهن  متصل هایمانده

قرار این  به شمارهاست  به  هیستیدین  آمینواسید  هیستیدین    214  و200  ،155های  :  تریاد  و  آهن  اتصال  ،  248برای 

  .(11-18)ها حفظ شده استآنزیم  ال به سوبسترا در طی تکامل در این برای اتص  267امیک اسید ت وگلو   257تیروزین 

 

 Extradiolبا آنزیم   4HPPD (A)های آنزیم مانده بررسی توزیع هیدروفوبیسیته باقی Kyte & Doolittleنمودار  (9شکل 

dioxygenase  (B).   

 

 

 

https://doi.org/10.22034/cmr.2024.8364.3292
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با کد    B.fuscum   حاصل از باکتری   Homoprotocatechuate 2,3-Dioxygenase  های آنزیمی از آنزیم  توالینتایج تطبیق  (  10شکل  

آنزیمی  2IG9دسترسی   توالی   ،catechol 2,3-dioxygenase    باکتری از  دسترسی    Pseudomonas putida GJ31حاصل  کد  با 

WP_011005909.1   آنزیم  ،hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-4    باکتری Paenarthrobacter nitroguajacolicus از 

strain Znu06    دسترسی کد  آنزیم    QIJ96454.1با  باکتری     extradiol dioxygenase و  از  شده   actinobacteriumاستخراج 

Rhodococcus jostii RHA1     7با کد دسترسیQ2A  در این تطبیق توالی از نتایج .PDB    2دو انزیم با کد دسترسیIG9  7وQ2A     برای

مناطق    ها به سوبسترا ونشانگربیانگر نواحی حفاظت شده اتصال آنزیم  بررسی ایجاد ساختارهای ثانویه استفاده شده است. نشانگر 

 باشد. ها به آهن میاتصالی آنزیم 

   

 

هیدروکسی فنیل پیروات    -4و مقایسه انجام شده بین     PoratParamبا توجه به اطلاعات بدست آمده از سرور    

دلیل بر صحت مدل ساخته شده برای پروتئین مورد   (7Q2A)و اکسترادیول دی اکسیژناز  (HPPD-4)دی اکسیژناز  

 (. 2)جدول  باشدنظر می

https://doi.org/10.22034/cmr.2024.8364.3292
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_011005909.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=D44WKC5M016
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 Spdbviewer افزار نرم و Protparam، SAVES ،ModEval سرورهای در مختلف  پارامترهای مقایسه از  آمده دستبه نتایج ( 2جدول  

Instability pI VERYFY3D RMSD z-DOPE ERRAT  

38/45 37/5 64/92 ./. 835/1- 54/96 7Q2A 

8/25 21/5 4/91 7/0 86/0-  38/62 4-HPPD 

 

اکسترادیول    آنزیم  با    ،(HPPD-4)  مطالعه  مورد  آنزیم  توالی  مقایسه  که  کرد  گیرینتیجه  توانمی  3  جدول   به  توجه  با     

  انجام   در  ها کنشمیان  این  دهد.می  نشان  را  ها پروتئین  داخلی  هایکنشمیان  در  اندکی  تفاوت   (7Q2A)دی اکسیژناز  

  های ماندهباقی  در  جهش  اعمال   و  مطالعه  با  رسدمی  نظر  به  هستند.  تاثیرگذار  هاحدواسط  تشکیل  و  آنزیمی  واکنش

 کرد. ایجاد آنزیم پایداری و مختلف  دماهای ،pH در نزیمآ فعالیت گستره در تغییراتی توانمی  آمینواسیدی

 

پیر  -4  پروتئین  داخلی  هایشنکمیان  مقایسه (  3 جدول فنیل  اکسیژناز  وهیدروکسی  دی  دی    (HPPD-4)وات  اکسترادیول  و 

 PICserver از استفاده با  (7Q2A)اکسیژناز

 7Q2A 4-HPPD هاشنکمیان انواع

Intraprotein Hydrophobic Interactions 249 258 

Intraprotein Main Chain-Main Chain Hydrogen Bonds 331 356 
Intraprotein Main Chain-Side Chain Hydrogen Bonds 132 103 

Intraprotein Side Chain-Side Chain Hydrogen Bonds 123 85 

Intraprotein Ionic Interactions 33 31 

Intraprotein Aromatic-Aromatic Interactions 18 23 

Intraprotein Aromatic-Sulphur Interaction 7 3 

Intraprotein Cation-Pi Interactions 16 13 

 

 

  های جایگاه  و  قرارگرفت  بررسی   مورد  کایمرا  افزارنرم   توسط  اکسیژناز  دی  پیروات  فنیل  هیدروکسی  -4ساختار آنزیم        

  نشان   را  آنزیم  دو  این  ساختاری  شباهت  میزان  11  شکل  شد.  شناسایی  اتصال   این  در  درگیر  رزیدوهای  و  آهن  اتصال 

 دهد. می
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اکسترادیول دی اکسیژناز    (A) (HPPD-4) ژنازیاکس ید  رواتی پ لیفن یدروکسیه - 4 پروتئین بعدی   سه ساختار تفاوت بررسی (11شکل 

(7Q2A)  . (B)توالی مقایسه A  و B توسط  Chimera (مربوط آبی رنگ به ساختار  و  الگو پروتئین به مربوط سفید رنگ  به ساختاری مدل  

   .(C) دباشمی مطالعه  مورد  باکتری پروتئین مدل به

 

 بحث 

باکتری        در  بیماریملانین  باعث حفزا می های  برابرظ ا تواند  در  باکتری  اکسیداتیو، عوامل  آ  ت  زای  آسیبسیب 

. پایوملانین ترکیب مشابه ملانین است که از  گردد سمیت فلزات سنگین کننده وهای تجزیه آنزیم ،UVاشعه محیطی، 

خ می اکسیداسیون  تولید  اسید  هموجنتسیک  حدودبخودی  ترکیب  هم  اسید  هموجنتسیک  تجزیه  شود.  بین  واسط 

تولید آن   پایوملانین برای رشد باکتری ضروری نیست اماباشد.  و فومارات می  تلانین به استواستاتایروزین و فنیل آ

شود  اسپور تشکیل نمیشکل  در باکتری مورد مطالعه  از طرفی    .(24)  در شرایط محیطی بد برای حفظ باکتری لازم است

 درنتیجه لزومی به تشکیل ملانین جهت حفاظت از باکتری وجود ندارد و باکتری همیشه در حالت رویشی قرار دارد.

اکسیژناز، واکنش را تا مرحله تولید آرن اکسید پیش  هیدروکسی فنیل پیرووات دی-4  در باکتری مورد مطالعه آنزیم

از این رو   ،باشد  عدم تشکیل فرم اسپور در باکتری و عدم نیاز به مشتقات ملانینی  دلیلبهتواند  میبرد که احتمالا  می

واکنش آرن  .(7) شودبرد و هموجنتسیک اسید تشکیل نمیرن اکسید پیش میتری مسیر واکنش آنزیمی را تا حد آباک

ی بیشتری تبدیل  شدهات آروماتیک را به محصولات اکسیدهای میکروبی ترکیباست که آنزیمفرایندی  اکسید میکروبی  

که  می اکسید  به  کنند  آرن  اولیه،  حدواسط  ترکیبات  میاین   Paenarthrobacterباکتری    .(9)  شود گفته 

nitroguajacolicus  .با امروزه    جهت تولید ترکیبات ضروری خود به استفاده از این ترکیبات حدواسط نیاز دارد
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عنوان متابولیت ضروری جهت  ه  در جهت تولید آرن اکسید ب  هاییتوان آنزیمبیشتر این آنزیم می   ساختاری  مطالعات

 معرفی کرد.  تولید ترکیبات متنوع دیگر

دیگر      طرفی  آنزیمبررسیبا    از  ساختاری  از  که    مشخص شد های  تکرار  دو  شامل  آنزیم  دومین ساختاری  هر 

βββαβ  در دومین  به ازای هر مونومر یک اتم آهن غیرهم    باشد ومیC-  وجود دارد که به زنجیره جانبی  ترمینال

His 155    وHis 200    وHis 214   که این رزیدوها نیز در ساختار بتا قرار دارند  شودو یک مولکول استات وصل می  

گزارش    کاتالیزوریترمینال دومین کوچک بدون عملکرد  - N. دومین  شوندکتو اسید سوبسترا وارد واکنش می -و با آلفا

ها و  در پروکاریوتهای مختلف  آنزیم  با  توالی   تطبیق  باشد.می  146که در مورد آنزیم مورد مطالعه ما تا رزیدو  شده  

ها  ی ساختار آنزیمکه توپولوژ  درحالی ( 10  )شکلباشددرصد می 30  کمتر از تقریبا شباهتها نشان داد که  یوکاریوت

طول زنجیره پلی پپتیدی    طور یکسان در ه  شده ب  ت ظاهای حف باقی ماندهو همچنین    (C-11)شکل    خیلی شبیه است 

باقی  د و هیچ  ن باشترمینال می-Cهای شناخته شده در دومین  شده در توالی  حفظ  هایباقی ماندهاند. بیشتر  پخش نشده

باشد که دسترسی به جایگاه فعال  ترمینال شبیه گیت می- Cعملکرد    ظ شده در سطح پروتئین یافت نشد.حف  یمانده

حفظ شده    هایباقی مانده  همچنین  کند.کند و در طی کاتالیز محدودیت سوبسترایی اعمال میمی   تفکیکرا کنترل و  

مقایسه  زنجیره پلی پپتیدی هستند.    تاخوردندرگیر ارتباط ساختار دوم جهت    باشند که می  ترمینال - Nکمتری در دومین  

به علت نقش کاتالیتیکی خود    248مشخص کرد که آمینواسید هیستیدین  جایگاه فعال  آمینواسیدی مربوط به  های  توالی

ساختار    240تا    220همچنین با بررسی ساختار کنفورماسیونی آنزیم مورد مطالعه در موقعیت    .(4)  است   دارای اهمیت

  ( 7Q2Aو اکسترادیول دی اکسیژناز ) (2IG9دی اکسیژناز )  3،  2های    آلفاهلیکس شکسته شده است که در مورد آنزیم

 (. 11- 18) نقش دارد هادر فعال و غیرفعال شدن آنزیمبه نظر که حفظ شده  آلفا هلیکس  ساختار

مطالعه       که  در  دادند    Hong-Yan Linای  انجام  همکاران  آنکه  مشخص شد  و  طرااین  و زیم هدف  دارو  حی 

های  یی مهارکنندهحالت اتصال سوبسترا به آنزیم هنوز ناشناخته است و هنوز شناسا  باشد. از طرفیها میشکعلف 

پیشنهادی  طر  3مکانیسم انجام واکنش متغیر است و    طبق مطالعات انجام گرفته  باشد. همچنین نظر میجدید مد ح 

کنند.  نمینزیم را منعکس  ل واقعی سوبسترا در جایگاه فعال آنفورماسیون اتصا ک همچنان  ها  وجود دارد که این مدل 

https://doi.org/10.22034/cmr.2024.8364.3292


 

 

22 
 

 1405،  1، شماره39جلد )مجله زیست شناسی ایران( سلولی و مولکولی های مجله پژوهش

 cmr.2024.8364.3292 :DOI/10.22034 32-48مقاله پژوهشی، صفحات 

فرم    و، فرم فعال سوبسترا است  شود فرم کتوسوبسترا وجود دارد که پیشنهاد میتومری برای  این دو فرم توبرعلاوه

ده  ش   زارشگ به سوبسترا    نزیم به همراه اتصال و بدون اتصال از آ  PDBچندین ساختار  کند.  مهار میآنزیم را  انول  

نزیم و سوبسترا در درنتیجه حالت اتصال دقیق آ  های گزارش شده رقابتی هستنددلیل اینکه همه مهارکنندهاست. به

ترمینال قرار  -Cدومین در   آهن ونبود. جایگاه فعال و ی  بیس( خیلی کمک کننده خواهد-اختارطراحی مهار کننده )س

 Glnهمچنین نتایج نشان داد که رزیدو  ب کوردینه شده است.  مولکول آ  3گلوتامات و    1ستیدین و  هی  2با    دارد. آهن

که در انتهای هلیکس ورودی پاکت بتا بارل جایگاه فعال قرار دارد با تشکیل پیوند هیدروژنی در تبدیل فرم    293

بوده  نزیم ناپایدار  آباند هیدروژنی اتصال سوبسترا به  در جایگاه فعال بدون تشکیل  و    غیرفعال آنزیم به فعال نقش دارد

استراتژی    ،که با الهام به این مشاهدات  ه استعنوان یک مهارکننده طبیعی جدید شناسایی گردیده  که این رزیدو ب

تاییدی بر اهمیت تشکیل  نیز  مطالعه  (. آنزیم مورد  7شده است )جدید نانومولار پیشنهاد  مهارکننده  طراحی مولکولی  

نزیم مورد مطالعه ما  باشد که در آپیوند هیدروژنی در جایگاه فعال آنزیم در تبدیل آرن اکسید به محصول نهایی می

رود و هموجنتسیک رن اکسید پیش میجایگاه فعال، سوبسترا تا تولید آ  بدلیل فقدان تشکیل پیوند هیدروژنی در پاکت

نزیم و فهمیدن  آهای اتصال سوبسترا به  ین آنزیم در جهت شناسایی مکانیسممطالعه ساختاری ا.  شوداسید تولید نمی

 کند.مینزیم های اختصاصی آدرجهت شناسایی مهارکنندهمکانیسم واکنش کمک موثری  

 تقدیر و تشکر 

این مقاله از محل پایان نامه خانم نسرین احمدپور دانشجوی کارشناسی ارشد بیوشیمی دانشگاه زنجان و با حمایت  

 مادی و معنوی معاونت پژوهش و فناوری دانشگاه زنجان و گیلان انجام شده است. 
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Abstract 

4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase is an iron-dependent homotetrameric enzyme. In this 

study, we extracted the gene encoding this enzyme from Paenarthrobacter nitroguajacolicus 

strain Znu06. The recombinant enzyme was cloned into the pET28a vector. Then expressed in 

E. coli BL21(DE3) using IPTG inducer and purified using a Ni-NTA Agarose column. SDS-

PAGE was employed to evaluate the expression level and the Bradford assay was used to 

determine the concentration. The activity of the enzyme was assessed at different temperatures 

and substrate concentrations, followed by performance evaluation using HPLC and examining 

reaction products. The structure of the enzyme and interactions were studied using 

bioinformatics tools and servers. The PCR results confirmed a genomic fragment with a length 

of 1020 bp which encoded an enzyme with 339 amino acid residues with a molecular weight 

of 34 KD. The sequence was deposited in NCBI with the code MN197545.1. The activity of 

the enzyme was confirmed through biochemical analysis using spectrophotometry and 

fluorometry. Sequence alignment using ESPript3 confirmed highly conserved residues, 

including His 152, His 216, Glu 267, Tyr 257, His 199, and His 248 in the enzyme's active 

sites. The enzyme seems to promote the reaction towards aryl oxide production due to the 

absence of hydrogen bond formation in the active site, leading to the lack of homogentisic acid 

production.  

 

Keywords: Arene oxide, Bioinformatics, Cloning, Fluorescence, 4-hydroxyphenylpyruvate 
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