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انسان با  Trmt1و  Ppicبررسي عملكرد توالي نشانه در انتهاي آمين دو پروتئين 
  )YST(م ترشح مخمر سيست

 و مهرداد بهمنش *سيد ابراهيم حسيني، بهرام محمد سلطاني

  دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه ژنتيكتهران، 
 7/8/90 :تاريخ پذيرش    8/3/90 :تاريخ دريافت

 چكيده

انفورماتيكي متعددي هاي بيونرم افزار. يندهاي زيستي نقش كليدي دارندآي و خلال غشايي در بسياري از فرپروتئينهاي ترشح
همچنين چندين روش تجربي نيز جهت به دام انداختن اين پروتئينها معرفي شده . بيني اين پروتئينها طراحي شده استجهت يش

هدف از اين تحقيق  . تجربي است كه در اين زمينه  استفاده شده است ، يكي از روشهاي YST (yeast secretion trap) .است
جهت ارزيابي پروتئينهاي ترشحي و ترا غشايي بود كه تا كنون در كشور ايران از اين سامانه در شناسايي  YSTبكارگيري سامانه 

افزار هاي بيني شده توسط نرمانه پيشبه اين منظور عملكرد دو توالي نش. ي ترشحي و ترا غشايي استفاده نشده استپروتئينها
عملكرد اين توالي انساني ( Pi16 و توالي نشانه شناخته شده Trmt1و  Ppicانفورماتيكي، در انتهاي آمين دو پروتئين انساني بيو

، به عنوان Tfamبه عنوان كنترل مثبت و توالي نشانه ميتوكندري ) قبلاً شناخته شده است ystبه عنوان توالي نشانه با سامانه 
نتايج حاصل از كنترل مثبت و منفي تحقيق، حاكي از كاركرد صحيح سيستم . كنترل منفي با اين روش مورد ارزيابي قرار گرفت

شده به عنوان توالي نشانه در اين سيستم عملكرد توالي نشانه را نداشتند و بود، با اين وجود هيچيك از دو توالي هدف پيش بيني
ي پروتئينهارسد اين سامانه توانمندي بالايي در شناسايي ارشهاي قبلي و نتايج حاصل از اين تحقيق به نظر ميبا توجه به گز

  .ي نشانه انساني را ندارد تواليهاترشحي و ترا غشايي يوكاريوتهاي عالي از جمله 

    trmt1و  yeast secretion trap (YST) ، ppic، توالي نشانه: كليدي ه هايواژ

  bmsoltani@yahoo.com  :، پست الكترونيكي02182884703 :نده مسئول، تلفننويس* 

  مقدمه
يندهاي آپروتئينهاي ترشحي و تراغشايي در بسياري از فر

هاي رشد و مي كنند، فاكتور ءزيستي نقش كليدي ايفا
رساني سلولها، هاي آنها، عوامل شركت كننده در پيامگيرنده

در ايجاد اتصالات سلولي و بسياري از پروتئينهاي درگير 
نيز بسياري از عوامل سيستم ايمني مثالهايي از اين پروتئينها 

به دليل اينكه اين پروتئينها در فضاي خارج سلولي . هستند
گيرند و لذا قرار دارند به آساني در دسترس داروها قرار مي

نياز تحويل دارو به سلول كه همواره يك محدوديت در 
. سازندآيد را برطرف ميبه شمار ميدرمان بيماريها 

اي هستند پروتئينهاي تراغشايي كه ويژه سلول يا بافت ويژه
توان داروها را  اي برخوردارند چرا كه مياز اهميت ويژه

به  پروتئينهابه صورت هدفمند با هدف قرار دادن اين 
  ).2(سمت سلول يا بافت مورد نظر هدايت كرد

ترشحي و ترا غشايي به فضاي هاي صدور پروتئينهاي مسير
متداول هاي كلاسيك و  ناخارج سلولي به دو دسته مسير

  .)8(ند هستقابل تقسيم

مسير هاي نامتداول شامل مكانيسمهاي وابسته به حضور 
وزيكولهاي درون سلولي و مكانيسمهاي مستقل از 

در مكانيسم وابسته به وزيكولهاي داخل . وزيكولهاست
هاي ترشحي و يا توانند ليزوزمها ميسلولي، اين وزيكول

اي درون سلولي هايي باشد كه از اندامكهاي حفرهاگزوزوم
مكانيسمهاي مستقل، يكي شامل ترابري . اندنشات گرفته
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آدنوزين ( ABCبواسطه ناقلهاي  ءمستقيم از خلال غشا
و توليد  ءو ديگري، جوانه زني غشا) تري فسفات كاست

  ).15(باشديوزيكولهاي خارج سلولي م

هاي اغلب پروتئينهاي ترشحي و ترا غشايي با مسير
اين مسيرها . يابندكلاسيك به فضاي خارج سلول راه مي

اي است شامل انتقال همزمان با ترجمه و انتقال پس ترجمه
كه اولي در تمام يوكاريوتها وجود دارد و دومي در 

  ).  8(است يوكاريوتهاي عالي شناخته نشده

كلاسيك ترشح وابسته به حضور توالي نشانه در  هايمسير
تواليهاي نشانه از نظر طول . باشدنها مييانتهاي آميني پروتئ

  ).21(و توالي بسيار متنوع هستند

بيني پروتئينهاي روشهاي مختلفي جهت شناسايي و پيش
اند كه عمدتاً بر مبناي ترشحي و ترا غشايي طراحي شده

اند و به انه طرح ريزي شدهتشخيص و پيش بيني توالي نش
افزاري و روشهاي روشهاي نرم. دو دسته كلي قابل تقسيمند

  ).10(تجربي

روشهاي نرم افزاري توالي نشانه را ضمن تجزيه و تحليل 
بيني توالي انتهاي آمين پروتئينهاي ترشحي و تراغشايي پيش

و پنهان ماركوف ) 10(كنند و از برنامه شبكه عصبي مي
  ). 10(كنندني استفاده ميبيجهت پيش

مختلف پروتئينهاي ترشحي ) آزمايشگاهي(روشهاي زيستي 
اين . كنندو ترا غشايي را در مقياس وسيع شناسايي مي

روشها عبارتند از به دام اندازي توالي نشانه با ژن 
گزارشگر،  مهندسي ويروسها جهت شناسايي پروتئينهاي 

متصل به هاي RNAترشحي و تراغشايي و جداسازي 
و  14، 11، 9، 4، 1( و كدكننده اين پروتئينهاست ءغشا
18(.  

در مهندسي ويروسها جهت شناسايي پروتئينهاي ترشحي  
اي دستكاري شده ، به گونهSindbisو ترا غشايي، ويروس 

كه پروتئين پوشش آن فاقد توالي نشانه و متيونين آغازي 
شدن است و لذا تشكيل ذرات ويروسي مستلزم همسانه 

cDNA  حاوي توالي نشانه در قالب باز خواندني پروتئين
يك روش زيستي برپايه جداسازي  ).14( باشد پوشش مي

RNA  هاي كد كننده توالي نشانه طراحي شده است كه در
يند آهاي كد كننده توالي نشانه درگير در فر RNAآن 

- RNAهاي حاوي اين ترجمه به دليل بر همكنش ريبوزوم

ها جدا و RNAشبكه آندوپلاسمي از ساير  ها با غشاي
  ).4( شوند شناسايي مي

در به دام اندازي توالي نشانه توسط ژن گزارشگر، استخراج 
RNAسپس . گيرد، از سلول يا بافت مورد نظر صورت مي

با استفاده از آغازگر شش نوكلئوتيدي   cDNAرشته اول 
در  ساخت رشته دوم و تكثير آن. شودتصادفي ساخته مي

اين . گيرد، صورت مي RACE ′5هاي متعدد با روشنسخه
ها در بالا دست ژن گزار كه فاقد توالي نشانه و نسخه

متيونين آغازي است و روي يك حامل تعبيه شده است 
كتابخانه حاملهاي نوتركيب به سلول . گردد همسانه مي

سلول ميزبان فاقد ويژگي است كه ژن . يابدميزبان انتقال مي
هايي كه حاوي  cDNAهر يك از . كندارشگر بيان ميگز

توالي نشانه و متيونين آغازي باشد و اين توالي را در قالب 
صحيح به ژن گزارشگر عرضه كند با بيان و ترشح محصول 

سلول ميزبان . را بروز خواهد داد ژن گزارشگر ويژگي آن
حامل ناقل نوتركيب با بيان ويژگي ژن گزارشگر از بقيه 

در نهايت حامل نوتركيب از . شودولها تميز داده ميسل
يابي صورت شود و واكنش تواليسلول ميزبان استخراج مي

- در بانك اطلاعاتي جستجو مي cDNAپذيرد و توالي مي

توان فهميد كه توالي نشانه به كدام  شود بدين ترتيب مي
  ).18و  11، 9 ،1(ژن تعلق دارد

لاكتاماز،  كه  -βتند از تعدادي از ژنهاي گزارشگر عبار
كند و ترشح آن به فضاي پري سيلين را تجزيه ميآمپي

پلاسمي باعث نجات باكتري روي محيط انتخابي حاوي 
، پروتئين تراغشايي را كد CD4). 18(گرددسيلين ميآمپي
كند كه در سطح سلول با آنتي بادي منوكلونال رديابي مي
يافته كه يك گيرنده گيرنده اينترلوكين جهش ). 9(شودمي
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كند و رشد مستقل از فاكتور رشد را در سطح سلول كد مي
). 11(گرددباعث نجات سلول در محيط كشت انتخابي مي
كند و يك آلكالين فسفاتاز يك آنزيم تراغشايي را كد مي

  ).1(كندواكنش توليد رنگ را در سطح سلول راه اندازي مي

فاده قرار گرفت، ساكارز اينورتاز كه در اين تحقيق مورد است
و ترشح آن به ). 12(كندرا به فروكتوز و گلوكز تجزيه مي

خارج سلول باعث نجات مخمر جهش يافته روي محيط 
سامانه حاصل از ژن گزارشگر . شودانتخابي ساكارز مي

ي پروتئينهااينورتاز و مخمر جهش يافته جهت شناسايي 
). 1شكل( ، مي باشدYSTترشحي و تراغشايي موسوم به 

سازي اين سيستم استفاده از سه يك راه كار جهت بهينه
هر يك حاوي ژن ) pYST2و  pYST0 ،pYST1(ناقل 

باشند  گزارشگر اينورتاز با قالبهاي باز خواندني متفاوت مي
ها را از نظر قالب باز خواندني با cDNAو انطباق صحيح 
  .)2شكل ) (12(نماينداينورتاز فراهم مي

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  

ها در حامل  cDNAاز بافت يوكاريوتي و يا سلول دلخواه با الحاق  cDNAيك كتابخانه YST.  نمايي شماتيك از مراحل اصلي -1 شكل
YSTكه حاوي يك نسخه فاقد توالي پپتيد نشانه ژن گزارشگر اينورتاز ،)SUC (اين كتابخانه سپس به يك سويه . شودباشد، تهيه ميمي

اينورتاز جهت هيدروليز ساكارز الزامي . شودز لحاظ عملكرد اينورتاز منتقل گرديده و روي محيط انتخابي كشت ميمخمر نا كارآمد ا
شود و كه پپتيد نشانه حذف شده باشد، اينورتاز توليد وترشح نمياما هنگامي. آورداست و رشد سلولها را در محيط ساكارز فراهم مي

هاي يوكاريوتي كد  cDNAاگر ) سمت چپ ( باشندد شد كه قادر به رشد روي محيط انتخابي نميمنجر به توليد سلولهاي مخمري خواه
كننده يك پروتئين ترشحي همراه با پپتيد نشانه باشند، مخمر جهش يافته قادر به رشد و نجات خواهد شد، چراكه پروتئين نوتركيب 

 .كنداينورتاز را ترشح مي
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سه وكتور مختلف توليد مي شوند كه در تعداد بازهاي سيتوزين، . cDNAكار گرفته شده در توليد كتابخانه ه ب YSTور نمايي شماتيك از وكت -2شكل 
. با خط زيرين مشخص شده است cDNAسازي جهت همسانه) Not1   ،EcoR1(محل آنزيمهاي . باشند، متغيير ميNot1بلافاصله پس از جايگاه برش 

PADH2 :الكل دهيدروژناز؛  جايگاه راه انداز ژنEColi ori: مبدا همانندسازيEcoli  ؛TADH2 : خاتمه گر ژن الكل دهيدروژناز؛SphI : جايگاه برش آنزيم
 .اينورتاز ناقص فاقد توالي نشانه و متيونين آغازي: SUC-SP؛ 2μمبدا همانند سازي : 2μ oriژن مقاوم به آمپي سيلين؛ : Amp؛ SphIمحدودگر 

 - )YST(اجرايي نمودن روش تجربي  هدف از اين تحقيق
جهت شناسايي پروتئينهاي  - بر پايه ژن گزارشگر اينورتاز

ترشحي و ترا غشايي سلولهاي انساني بود چرا كه اين 
و نيز  - سامانه تاكنون در كشور ايران اجرا نشده است

-بيني شده با نرم افزارارزيابي عملكرد تواليهاي نشانه پيش

ر انتهاي آمين دو پروتئين هاي بيوانفورماتيكي د
 Ppic (peptydil prolyl cis transe isomerase)انساني

. با اين سامانه بود Trmt1 (tRNA methyl transferase 1)و
Ppic  انسان در مجوعه پروتئينهايي كه با روش تجربي

بر مبناي جداسازي  -جهت شناسايي پروتئينهاي ترشحي
RNA هاي متصل به غشا )RNA م متصل به غشاي و ريبوز

ريزي پي -و همكاران Dihen Mتوسط ) شبكه آندوپلاسمي
شده بود به عنوان يك پروتئين بالقوه ترشحي گزارش شده 

تا كنون  متوجه شده كه Ppicبا تحقيق در مورد ). 4( بود
  Trmt1. استيابي نشدهجايگاه عملكرد آن در انسان مكان

ا روش بيو در مطالعاتي كه ب FLJ20244نيز با نام 
تحت عنوان  -و همكاران Welsh Jانفورماتيكي توسط 

ي نشانگر زيستي  ترشحي و موجود در پروتئينهاشناسايي  
صورت  -سرم با افزايش بيان در سرطان در مقياس وسيع

 3,7گرفت به عنوان پروتئين بالقوه ترشحي با افزايش 
 )از نوع گيرنده استروژن منفي(بيان در سرطان سينه  درصد

به منظور اطمينان از كاركرد صحيح ). 22(گزارش شده بود
 توالي نشانه پروتئين (، از يك كنترل مثبت YSTسامانه 

Pi16(protease inhibitor 16) كه عملكرد مثبت آن در اين ،

و نيز از توالي نشانه ) سامانه قبلاً گزارش شده است
 mitochondrial transcription)ميتوكندريايي پروتئين

factor) Tfam  به عنوان كنترل منفي آزمايش استفاده
 .  گرديد

  مواد و روشها
كار گرفته شده در اين تحقيق شامل روشهاي ه روشهاي ب

 .افزاري و روشهاي آزمايشگاهي بودنرم

بيني توالي نشانه در انتهاي آمين پروتئينهاي جهت پيش
 SignalPمورد نظر از سه نرم افزار ايج  در اين زمينه شامل 

3.0 ،TargetP  وPredisi   همچنين جهت . دشاستفاده
  .گرديداستفاده  Oligo 4.0طراحي آغازگرها از نرم افزار 

 DNAابتدا با استفاده از روش مرسوم اقدام به استخراج 

سپس ). 16(شد Templateژنومي از خون انسان به عنوان  
اي پليمراز، قطعات كد كننده توالي با واكنش زنجيره

مستعد به داشتن عملكرد توالي نشانه با پيش بيني (نتخابي ا
قابل  1توالي آغازگرها در جدول . درديگتكثير ) نرم افزار

  .باشد مشاهده مي

شركت  miniperepپس از تكثير قطعات، با استفاده از كيت 
Bioneer  اقدام به استخراج ناقلهايpYST0  وpYST2  از

ملها توسط لي و همكاران اين حا. باكتريهاي حامل آنها شد
و با انجام مكاتبات از ) 12(طراحي و ساخته شده است 

  .) 2شكل  (ايشان تهيه شد 
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 توالي آغازگرها و دماي ذوب آنها -1جدول 

TM(ċ)  SequenceName 

58  3'-GACCTGGGTGCAACCATGTGAATTCGAG -5 pi16 F1  
56  3'-GGTAGAGGTTGTGCAGCTCGCGGCCGCGGGG -5 pi16 R1  
58 3'-GCCCTGGCTTGAACTGAGAGAATTCTATA -5'tfam F1 

58 3'-GAGCGCAGTCGACTTCCACAGCGGCCGCATAT -5tfam R1 

60 3'-GGGTCGCGAGTCTGAACTTGGTCGAATATAT -5' ppic F1 

62 3'-TCACCTTGGCCGTCACCGAGGGGGCGGCCGCATAT -5'ppic R1 

58 3'-CTGTGGCTACGAGAGCAGGTGAATTATAT-5  trmt1 

57 3'-TCGGTGACTGTCGTCTCCTGCGGCCGCATAT -5' trmt1 

GAATTC :توالي شناسايي آنزيم محدودگر EcoR1 ؛GCGGCCGC: توالي شناسايي آنزيم محدودگر Not1  

هريك از قطعات تكثير يافته و ناقلها همزمان با دو 
العمل شركت ، طبق دستورEcoR1و   Not1آنزيم

Fermentase پس از   .مورد هضم آنزيمي قرار گرفتند
 PCRشستشوي محصولات هضم آنزيمي با كيت تخليص 

، هريك از قطعات با ناقل متناظر از نظر Rocheشركت 
 T4DNAligaseالعمل آنزيم قالب صحيح، مطابق با دستور

  ).3و  2 هايشكل(الحاق داده شد  Fermentaseشركت 

در ) trmt1و  ppic( ي مستعد عملكرد توالي نشانهتواليها
قطعات كد كننده  و )pYST2و  pYST0( حاملهاي منطبق

و  هدبومنطبق  pYST0با حامل  ppicو  pi16ي تواليها
، با داشتن يك نوكلئوتيد اضافه در tfamو  trmt1ي تواليها

انتهاي آغازگر برگشت و در ادامه توالي شناسايي آنزيم 
، با دو نوكلوئتيد pYST2، با حامل Not1محدودگر 

باشد، سيتوزين اضافه در بالادست ژن گزارشگر منطبق مي
با هم يك آمينو اسيد اضافه پرولين كد  اين سه نوكلئوتيد

   .شودكنند و قالب صحيح بازيابي ميمي

ناقل هاي نوتركيب حاصل با انتقال شيميايي به باكتري 
پس از تكثير ناقلهاي ). 17(شدانتقال داده DH5αمستعد 

نوتركيب در باكتري مستعد، ناقلها از باكتري استخراج و با 
د رديگافته مستعد منتقل الكتروپوريشن به مخمر جهش ي

ها را بر روي محيط انتخابي سوكروز و سپس مخمر). 19(
  .شدكشت داده

چه آنهايي كه نجات (پس از يك هفته ناقل  را از مخمرها  
اي وجود يافته بودند و چه آنهايي كه به صورت پس زمينه

استخراج شدند و پس از ازدياد در باكتري مستعد ) داشتند
يابي قرار د از باكتري، مورد واكنش تواليو استخراج مجد

  .گرفتند

  نتايج
به منظور پيش بيني حضور توالي نشانه در انتهاي آميني 

اسيد آمينه  Ppic( ،70و  Trmt1(ي مورد نظرپروتئينها
، SignalP 3.0 با سه نرم افزاز پروتئينهاانتهاي آميني اين 

TargetP  وPredisi  ين همچن. گرفتمورد ارزيابي قرار
اسيد  70(جهت كنترل، توالي نشانه شبكه آندوپلاسمي 

 70(و توالي نشانه ميتوكندري ) Pi16آمينه انتهاي آميني 
نيز با نرم افزارهاي مذكور ) Tfamاسيد آمينه انتهاي آمين 
و  SignalP 3.0نرم افزارهاي  . شدمورد سنجش قرار داده

Predisi  فقط قادر به شناسايي توالي نشانه شبكه
باشند، بنابر اين پيش بيني خود از مي) SP(آندوپلاسمي 

و  SPحضور يا عدم حضور توالي نشانه را به ترتيب با 
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NO دهند كه احتمال صحت اين پيش بيني را با نشان مي
قادر  TargetPنرم افزار  . كنندبيان مي) Score(دادن نمره 

نشانه به تميز دادن توالي نشانه شبكه اندوپلاسمي از توالي 
باشد و پيش بيني حاكي از حضور توالي ميتوكندري مي

نشانه شبكه اندوپلاسمي، توالي نشانه ميتوكندري و يا عدم 
 NOو  SP ،MSي مذكور را به ترتيب با تواليهاحضور 
دهد و احتمال صحت اين پيش بيني را با دادن نشان مي

در كند كار گرفته شده در اين تحقيق بيان مي) Score(نمره 
  .قابل مشاهده است  2 جدول

را ) كنترل مثبت( Pi16همه نرم افزار ها توالي انتهاي آمين 
نرم . با احتمال بالا به عنوان توالي نشانه پيش بيني كردند

قادر به تميز دادن نشانه  Predisiو  SignalP 3.0افزار هاي 
باشند و توالي انتهاي  ميتوكندري از شبكه اندوپلاسمي نمي

را به عنوان توالي نشانه پيش بيني )كنترل منفي( Tfam آمين
 .كردند

  

  
و  ppic( ي مستعد عملكرد توالي نشانهتواليهاو ) tfam( ميتوكندري توالي نشانه، )pi16( نمايي شماتيك از الحاق قطعات كد كننده توالي نشانه -3 شكل
trmt1 (در حامل هاي منطبق )pYST0  وpYST2 .( ي تواليهاقطعات كد كنندهpi16  وppic  با حاملpYST0 ي تواليهاباشد و منطبق ميtrmt1  وtfam با ،

، با دو نوكلوئتيد سيتوزين pYST2، با حامل Not1داشتن يك نوكلئوتيد اضافه در انتهاي آغازگر برگشت و در ادامه توالي شناسايي آنزيم محدودگر 
  .شودكنند و قالب صحيح بازيابي ميسه نوكلئوتيد با هم يك آمينو اسيد اضافه پرولين كد ميباشد، اين اضافه در بالادست ژن گزارشگر منطبق مي

  
  

  Predisi و SignalP 3.0 ،TargetP نتايج حاصل از پيش بيني نرم افزارهاي -2- جدول
TargetP  Predisi  SignalP(HMM)  SignalP(NN)Software  

prediction  Score  prediction  Score  prediction  Score  prediction  

SP  0.97  SP  0.99  SP  0.99  SP  Pi16  

MS  0.92  SP  0.58  SP  0.98  SP  Tfam  

SP  0.89  SP  0.76  SP  0.98  SP  Ppic  

MS  0.91  NO  0.35  SP  0.81  SP  Trmt1  

SP : توالي نشانه شبكه اندوپلاسمي؛MS : توالي نشانه ميتوكندري؛NO :وكندري فاقد توالي نشانه شبكه اندوپلاسمي، ميت 

 protein 

p
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 :c ؛b :pYST2-tfam (653 bp) ؛a :pYST0-pi16(486 bp)واكنش زنجيره اي پليمراز كلني هاي حاصل از انتقال حامل هاي نوتركيب  -4 شكل

pYST2-trmt1(469 bp) ؛d :pYST0-ppic (334 bp) . 

 
 
 
 
 
 
 
 

  
  
  
  

  .و كشت روي محيط انتخابي ساكارزنتيجه حاصل از انتقال حامل هاي نوتركيب به مخمر جهش يافته   -5شكل 
  

قادر به تميز دادن نشانه ميتوكندري از  TargetPنرم افزار 
باشد و به درستي و با احتمال زياد  شبكه اندوپلاسمي مي

هر سه نرم . .توالي نشانه ميتوكندري را پيش بيني مي كند
- را به Ppic   افزار با احتمال نسبتاً بالايي توالي انتهاي آمين

. پيش بيني كردند) شبكه اندوپلاسمي(نوان توالي نشانهع
توالي نشانه را با احتمال نسبتاً بالايي  SignalP 3.0نرم افزار 

پيش بيني كردند، اين در حالي  Trmt1در انتهاي آميني 
است كه احتمال حضور توالي نشانه با پيش بيني نرم افزار 

Predisiو نرم افزار باشد ، در اين ناحيه بسيار پايين مي
TargetP آن را به عنوان توالي نشانه ميتوكندري پيش بيني

  .كرد
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نتيجه واكنش زنجيره اي پليمراز كلني هاي ترانسفورم شده 
با ناقلهاي نوتركيب حاصل از همسانه سازي قطعات 

، قابل مشاهده 3تكثيريافته در حاملهاي منطبق در شكل 
 .باشدمي

اي نوتركيب به مخمر و در نتايج حاصل از انتقال حامله
رفت كشت روي محيط انتخابي همانگونه كه انتظار مي

كنترل ( pYST0-pi16هاي حاوي حامل نوتركيب مخمر
. و تشكيل كلني روي محيط انتخابي سوكروز بود) مثبت

همچنين با توجه به انتظاري كه مي رفت مخمرهاي 

، )كنترل منفي( pYST2-tfam دريافت كننده حامل نوتركيب
قادر به رشد بر روي محيط اتخابي سوكروز و تشكيل كلني 

 مخمرهاي ترانسفورم شده با حاملهاي ). 5شكل(نبودند 

pYST2-trmt1و pYST0-ppic تشكيل كلني  نيز قادر به
  .روي محيظ انتخابي سوكروز نبودند

ييد انطباق صحيح قالب نتيجه حاصل از تعيين توالي و تأ
قطعه ورودي با قالب اينورتاز در حاملهاي نوتركيب را مي 

 .مشاهده كرد 9و  8، 7، 6توان در شكلهاي 

 
 
  
  
  
  
 
  
  
  
  

  
نده كد كن  pi16توالي قطعه : ؛ خط چين سمت چپpYST0با قالب اينورتاز در ناقل  pi16صحيح قالب قطعه  نتيجه توالي يابي و تاييد انطباق  -6شكل 

و سيتوزين اضافه در انتهاي   Not1هشت نوكلئوتيدي شناسايي آنزيم محدودگر  توالي:  ؛ كادرpYST0توالي حامل : توالي نشانه؛ خط چين سمت راست
  .شودكنند و قالب صحيح حفظ ميآغازگر برگشت كه سه اسيد آمينه آرژنين، گليسين و آرژنين را كد مي

 

  بحث
، در YSTاز كار آمدي سيستم  در اين تحقيق جهت اطمينان

شناسايي عملكرد توالي نشانه از يك كنترل مثبت و يك 
  .كنترل منفي نيز استفاده شد

 Pi16اسيد آمينه انتهاي آمين پروتئين  43كنترل مثبت 
اننخاب شد كه قبل از اين، عملكرد آن به عنوان توالي 

اسيد آمينه  30همچنين ) . 6(نشانه شناسايي شده بود 
، كه يك فاكتور رونويسي ميتوكندريايي Tfamاي آمين انته

است و جايگاه عملكرد آن ميتوكندري است به عنوان 

بررسي توالي انتخاب . كنترل منفي آزمايش انتخاب شد
و  Signalp 3.0، با دو نرم افزار Tfamشده در انتهاي آمين 

Predisiكند در ، توالي نشانه را در اين ناحيه پيش بيني مي
، اين Targetpي كه بررسي ناحيه مذكور با نرم افزار حال

  .كندتوالي را به عنوان نشانه ميتوكندري پيش بيني مي

مشابه ، trmt1 نتايج حاصل از پيش بيني توالي انتهاي آمين
با نتايج حاصل از پيش بيني نرم افزارها در خصوص  توالي 

لي، اين توامی رسد  ، مي باشد و به نظرTfam انتهاي آمين
  . توالي نشانه ميتوكندري باشد
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توالي Predisi و  Signalp 3.0 ،Targetpهر سه نرم افزار 
را همانند  ppicانتهاي آمين كد شده توسط رونوشتهاي 

 pi16پيش بيني ارائه شده در خصوص توالي انتهاي آمين 
كنند و با بيني ميبه عنوان توالي نشانه پيش) كنترل مثبت(

ي با احتمال بسيار زياد اين نرم افزارها به توجه به پيش بين
رسد اين توالي، توالي نشانه شبكه آندوپلاسمي  نظر مي

  .باشد

   

  

  
  
 
 
  
  

  
كد كننده  tfam توالي قطعه: خط چين سمت چپ؛   pYST2با قالب اينورتاز در ناقل tfamصحيح قالب قطعه  نتيجه توالي يابي و تاييد انطباق -7شكل 

و سيتوزين و   Not1 هشت نوكلئوتيدي شناسايي آنزيم محدودگر توالي:  كادر؛ pYST2 توالي حامل: توكندري؛ خط چين سمت راستتوالي نشانه مي
اسيد  4نوكلوئتيد  12در مجموع اين  كه pYST2تيمين اضافه در انتهاي آغازگر برگشت و دو سيتوزين اضافه در بالادست ژن گزارشگر اينورتاز در ناقل

 .شودكنند و قالب صحيح حفظ مي، آرژنين، پرولين و پرولين را كد ميآمينه سرين

 pYST2 دو سيتزين اضافه در بالادست ژن گزارشگر اينورتاز در حامل :   

  
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
كد كننده  ppic عهتوالي قط: ؛ خط چين سمت چپpYST0با قالب اينورتاز در ناقل  ppicصحيح قالب قطعه  نتيجه توالي يابي و تاييد انطباق - 8شكل 

  Not1 هشت نوكلئوتيدي شناسايي آنزيم محدودگر توالي:  كادر؛ pYST0 توالي حامل: توالي نشانه پيش بيني شده با نرم افزار؛ خط چين سمت راست

  .شودكنند و قالب صحيح حفظ ميسه اسيد آمينه سرين، گليسين و آرژنين را كد مي و آدنين اضافه در انتهاي آغازگر برگشت كه
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مكمل قسمتي از (  ؛ اين توالي با آغازگر برگشتpYST2با قالب اينورتاز در ناقل  trmt1صحيح قالب قطعه  نتيجه توالي يابي و تاييد انطباق  -9شكل 
؛  يش بيني شده با نرم افزاركد كننده توالي نشانه پ trmt1 توالي قطعه: : خط چين سمت راست .توالي يابي شده است) pYST2 توالي اينورتاز حامل

اضافه در انتهاي آغازگر ) مكمل آنها سيتوزين و تيمين در شكل(و گوانين و آدنين   Not1 هشت نوكلئوتيدي شناسايي آنزيم محدودگر توالي:  كادر
اسيد  4نوكلوئتيد  12در مجموع اين  كه pYST2اضافه در بالادست ژن گزارشگر اينورتاز در ناقل) مكمل آنها گوانين در شكل(برگشت و دو سيتوزين 

   .شودكنند و قالب صحيح حفظ ميآمينه كد مي
 Signalp 3.0افزارهاي به كار گرفته شده در اين تحقيق، نرم

هاي ترشحي از قادر به تميز دادن نشانه Predisiو 
كه در مورد توالي نشانه باشند، همچنانميتوكندريايي نمي

ها به عنوان توالي افزارين نرم، كه در اTfamميتوكندري 
كه در حالي. توان مشاهده كرد شود ميبيني مينشانه پيش

، توانايي پيش بيني هردو نوع نشانه Targetpنرم افزار  
و ميتوكندريايي را دارد، ) شبكه اندوپلاسمي( ترشح 

بيني توالي نشانه به منظور پيش شود بنابراين پيشنهاد مي
،  در كنار ساير نرم افزارها مورد Targetpحتماً نرم افزار 
  .استفاده قرار گيرد

نشانه را به همراه  بيني شده به عنوان تواليتواليهاي پيش
بالا دست كه در بر ) UTR ′5(، 5′ناحيه ترجمه نشونده

دارنده عناصر لازم جهت ترجمه است با واكنش زنجيره اي 
، مورد YSTپليمراز از ژنوم انسان جدا نموده ودر سيستم 

 .)9شكل ( گرفتارزيابي قرار 

كه  Pi16بررسي شده از چهار توالي بررسي شده تنها توالي 
كنترل مثبت آزمايش بود در اين سامانه به عنوان توالي 

  .نشانه داراي عملكرد تشخيص داده شد

trm1  همولوگtrmt1  در مخمر مي باشد اين آنزيم داراي
باشد شروع ود ميآغازي در اگزون شماره يك خ ATGدو 
جايگاه آنزيم را  هاATG يند ترجمه از هريك از اين آفر

 ATGكه ترجمه از  كند به طوريدرون سلول مشخص مي
بالا دستي توالي نشانه ميتوكندي را كد مي كند وآنزيم را به 

پايين دستي  ATGكند اما ترجمه از ميتوكندري هدايت مي
توالي اگزون ). 13( كندآنزيم را به سمت هسته هدايت مي

بيني شده به عنوان توالي كه حاوي توالي پيش trmt1يك  
هاي ATGبه منظور شناسايي  افزار نيز بودنشانه توسط نرم

 Dnafsminerآغازي محتمل با نرم افزار 

(dnafsminer.bic.nus.edu.sg)   كه شامل  گرديدبررسي
  ).11شكل (باشد با قالب باز خواندني صحيح مي ATGسه 

، در قالب باز خواندني )459و  ATG)351 دو  ATGاز سه 
  ATG، قرار دارند كه توالي ابتدايي كد شده باtrmt1ژن 

، توالي مورد نظر اين تحقيق بود با توجه به 351شماره 
كه قادر به پيش بيني توالي  TargetPپيش بيني نرم افزاز 

شده  نشانه ميتوكندريايي است و نيز مكان يابي آنزيم كد
توسط  هومولوگ مربوط به مخمر در ميتوكندري به نظر 
مي رسد اين توالي كه با توالي هومولوگ خود در مخمر 
 .شباهت زيادي ندارد توالي نشانه ورود به ميتوكندري است
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 .كننده توالي نشانه ، محل اتصال آغازگرها و ناحيه كدtrmt1و  pi16 ،tfam ،ppicنمايي شماتيك از اگزون اول ژن هاي   -10  شكل

 

 
توالي نشانه ميتوكندري پيش بيني شده با نرم افزار : MSآغازي آن؛  ھایATGانسان و موقعيت  trmt1نمايي شماتيك از اگزون اول  -11شكل 

TargetP 5؛′UTR : 5′ناحيه ترجمه نشونده. 

احتمال حضور توالي نشانه در انتهاي آمين پروتئين 
Ppic  : سيكلوفيلينC ش داراي توالي نشانه شناخته مو
است و به عنوان پرونئين ترشحي از رده سلولي شده

توالي نشانه . استروماي مشتق از مغز استخوان جدا شد
انسان همانندي زيادي  Cپيش بيني شده در سيكلوفيلين 

  ). 5(موش دارد Cبا توالي نشانه سيكلوفيلين 

 نههرچند توالي پيش بيني شده به عنوان توالي نشا
، عملكرد  YSTانسان، در سيستم   Cدرسيكلوفيلين 

اين توالي ) درصد 85(نداشت اما با توجه به شباهت زياد 
با توالي نشانه هومولوگ خود در موش و پيش بيني قوي 

افزار هاي به كار برده شده، با احتمال زياد اين همه نرم
توالي هدف در مخمر براي . توالي نيز توالي نشانه باشد

، چرا كه ممكن است گرديدي مشابه جستجو تواليهافتن يا
مخمر داراي توالي نشانه مشابه با توالي نشانه مورد نظر 

توان عدم عملكرد آن را به  باشد و در اين صورت مي
اما جستجوي همانندي نتيجه اي . اجراي سيستم نسبت داد

  .در بر نداشت

ي موش پروتئينهاي نشانه شناخته شده تواليهاتعدادي از 
، YSTنيز قبلاً با سامانه  FLK1و   H-cadherin, C10شامل 

مورد سنجش قرار گرفتند كه در اين سيتم عملكرد توالي 
  ).7(نشانه را نشان ندادند

هاي نشانه يك توضيح احتمالي جهت فقدان عملكرد پپتيد
توان به تفاوت تمايل  ، را ميYSTجانوري در سيستم 

ي نشانه تواليهامختلف به ماشين ترشحي ارگانيزمهاي 
يند انتقال همراه با آكه فر طوريه گوناگون نسبت داد ب

طور بسيار محافظت شده ه از باكتري تا انسان ب ترجمه،
است كه در ميكرو اين در حالي. كشف شده است

اي و ها دو مسير موازي يعني انتقال پس ترجمهارگانيسم
  .استانتقال همزمان با ترجمه شناخته شده

وسيله ميكروارگانيسم به ه انتخاب هريك از اين مكانيزمها ب
، SRP خصوصيات توالي نشانه و شناسايي آن توسط 

  .مربوط مي شود

هاي پستانداران كه تمامي تواليهاي نشانه را SRPبرخلاف 
هاي باكتري و مخمر عمدتاً به  SRP. كندشناسايي مي
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پروتئينهايي  .شوندتواليهاي نشانه بسيار آبگريز متصل مي
تر از يك حد آستانه ينيكه آبگريز بودن توالي نشانه آنها، پا

مخمر شناسايي نشده و لذا مسير  SRPوسيله ه است ب
از طرفي  .)20و  3(كننداي را طي ميانتقال پس ترجمه

تفاوت در عناصر لازم براي ترجمه وتفاوت در ناحيه 
يوتهاي عالي ترجمه نشونده در بالادست توالي نشانه يو كار

و ابتدايي ممكن است توجيهي جهت عدم عملكرد 
 ).7(باشد YSTي نشانه يوكاريوتهاي عالي در سامانه تواليها
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Test functionality of the human Trmt1 and Ppic predicted signal 
peptides by yeast secretion trap (YST) 
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Abstract 

Secreted and transmembrane proteins are key players in various biological processes. 
they are accessible to various drug delivery mechanisms and they have a critical role as 
diagnostic and prognosis factors in clinical states . There are several bioinformatic 
softwares applied in the prediction of signal peptides and there are several experimental 
methods to trap signal peptides and identify secreted and transmembrane proteins. YST 
abbreviated form of yeast secretion trap is one of experimental methods based on pYST 
vectors and a host Saccharomyces cerevisiae strain 066-2. The host yeast is mutant and 
lacks invertase. The three pYST expression vectors encoding a mutant invertase in one 
of three frames and lacking the start codon and signal sequence. In this work we 
intended to set up YST system and for this purpose we examined two electronically 
predicted signal sequences in the amino terminal of cyclophilin c (ppic) and tRNA 
methyl transferase (Trmt1) human proteins. In addition we used putative signal 
sequence of pi16 as positive control and putative mitochondrial signal sequence of 
Tfam as the negative control to confirm functionality of the system. these sequences 
were amplified by PCR and then cloned to in frame in pYST expression vectors. 
Subsequently, The host yeast strain 066-2 recombinant were transformed with 
recombinant vectors and cultured on the selective agar media. The results of expriments 
confirmed the functionally of the system. Neither trmt1 nor ppic amino terminal 
predicted signal sequence did not function as signal sequence in this system. 
Key words: signal peptide, yeast secretion trap (YST), Ppic, Trmt1 

 

 


