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Abstract 
Objective: The aim of this study was to clone peroxisomal protein (PEP) cDNA in a mam-
malian expression vector in a chimeric cDNA type, with enhanced green fluorescent protein 
(EGFP) cDNA. To investigate the intracellular localization of PEP protein linked to EGFP 
marker, the constructed plasmid was used for transfection into the chinese hamster ovary 
(CHO) cells. 
Materials and Methods: Total RNA was extracted from the heart tissue of an adult mouse. 
PEP cDNA was constructed using reverse transcriptase and was amplified with specific prim-
ers covering the entire length of ORF. RT-PCR products containing PEP cDNA were treated 
by enzymatic digestion and inserted into the pEGFP-C1 downstream of EGFP cDNA and were 
used for transformation into bacterial competent cells. The positive colonies which showed 
inserted PEP cDNA were selected for plasmid preparations and additional analysis was per-
formed to ensure that PEP cDNA was inserted properly. Finally, to confirm the intracellular 
localization of EGFP-PEP,   CHO cells were transfected with the constructed plasmid.
Results: Our results confirmed amplification and cloning of the expected product. PEP cDNA 
encompasses 630 bp which encodes 209 amino acid residues. Bioinformatics analyses have 
shown the presence of a fibronectin type III domain (31-114 a.a.) and two hydrophobic do-
mains (12-32 a.a. and 152-169 a.a., respectively). Because of the presence of serine, Lysine, 
leucine (SKI) in the C-terminal of the related protein, transfection data showed peroxisomal 
localization of PEP as was similar to the catalase.
Conclusion: Taken together these data showed that PEP is a peroxisomal protein. However 
the importance of its fibronectin type III and two hydrophobic domains should be assessed 
by further experiments.  
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چكيده 
* هدف: كلون نمودن cDNA پروتئين پراكسيزومي در پلاسميد يوكاريوتي بياني EGFP-C1 و بررسي الگوي بيان ژن 

PEP (Peroxisomal Protein) متصل به ماركر پروتئين سبز فلورسانس در سلول تخمدان خوكچه هندي
* مواد و روش ها: پس از استخراج RNA كل سلول از قلب موش بالغ، cDNA مربوطه تهيه شد و با استفاده از پرايمرهاي 
اختصاصي تكثير PEP cDNA صورت گرفت. PEP cDNA تكثير شده پس از هضم آنزيمي در پلاسميد EGFP-C1 قرار 
گرفت. باكتري هاى One Shot TOP 10 با محصول اتصال پلاسميد و PEP cDNA ترانس فورم گرديد و پس ازكشت  
كلوني هاي مثبت داراي پلاسميد نو تركيب با آزمون PCR انتخاب و تكثير گرديدند و بر روي پلاسميد خالص شده ازآنها 
تست هاي هضم آنزيمي و تعيين توالي انجام شد. براي بررسي الگوي بيان PEP درون سلول هاى CHO، اين سلول ها با 4 

ميگروگرم پلاسميد و 10 ميكروليتر ليپوفكتامين 2000  ترانس فكت شدند.
مى باشد.   PEP cDNA همان  شده  كلون  و  تكثير  قطعه  كه  كرد  ثابت  توالي  تعيين  و  آنزيمي  هضم  نتايج  يافته ها:   *
دامنه  يك  وجود  دهنده  نشان  بيوانفورماتيكى  بررسى هاى  كه  است  اسيدآمينه  كدكننده 209  جفت بازى   630 cDNA اين 
فيبرونكتين نوع 3 از اسيدآمينه 31 تا114 و با احتمال بسيار زياد دو دامنه آلفا هليكس درون غشايى آب گريز از اسيد آمينه 12 
تا 32 و 152 تا 169 در آن مى باشد. نتايج ترانس فكشن سلولى به همراه رنگ آميزى اختصاصى كاتالاز ثابت مى كند كه اين 
پروتئين با سيگنال انتهاى كربوكسيل خود، (Serine Lysine Lucine; SKL)، به درون اندامك پراكسيزوم منتقل مى شود. 

دامنه  يك  پروتئين  اين  هرچند  است؛  پراكسيزومى  پروتئين  يك   PEP كه  مى كند  اثبات  مطالعات  نتيجه گيري:   *
فيبرونكتين نوع 3 و دو دامنه آب گريز دارد كه نقش آنها هنوز نامشخص است.

PTS1 كليدواژگان: فيبرونكتين، پراكسيزوم، سيگنال *
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مقدمه
پراكسيزوم ها اندامك هاي تك غشايى كروي شكل داخل سلولي 
درتمام  و  مي باشند  ميكرومتر  دهم  يك  الى  يك  قطر  به  كه  هستند 
چه  اگر   .(1) دارند  وجود  انسان،  تا  ازمخمر  يوكاريوتي،  سلول هاي 
از  اكسيداتيو  استرس هاي  مقابل  در  دفاع  و  سم زدايي  واكنش هاي 
ارگانل  اين  در  اما  مي باشد  پراكسيزوم ها  شده  شناخته  اعمال  مهم ترين 
جمله  از  متنوعي  متابوليك  واكنش هاي  مختلف،  آنزيم هاي  وجود  با 
بيوسنتز  و  زنجير  بلند  چرب  اسيدهاي  از  بسياري  اكسيداسيون  بتا 
عملكردي  نقش  اهميت    .(2-5) مي شود  انجام  نيز  پلاسمالوژن ها 
مشخص  زلوگر  سندروم  قبيل  از  ژنتيكي  بيماري هاي  در  پراكسيزوم ها 

مي گردد (2، 3). 
ژنتيكي  بيماري هاي  از  گروهى  پراكسيزومي  بيوژنز  بيماري هاي 

بيوژنز  مسئول  ژن هاي  در  مختلف  جهش هاى  آنها  در  كه  مي باشند 
پراكسيزوم (PEX) صورت گرفته است (10-6). از آنجا كه پراكسيزوم 
توسط  پراكسيزومي  پروتئين هاي  است،  ژنتيكى  ماده  هرگونه  فاقد 
ترجمه  سيتوزول  آزاد  پلي ريبوزوم هاي  روي  بر  و  كد  هسته اي  ژن هاي 
شده و پس از آن به داخل پراكسيزوم هايي كه از قبل در سيتوزول وجود 
داشته اند، منتقل مي گردند (6، 9). انتقال اكثر پروتئين هاي پراكسيزومي 
نوع  پراكسيزومي  هدف ياب  سيگنال  طريق  از  پراكسيزوم  ماتريكس  به 
يك (Peroxisomal Targeting Signal Type I; PTS1) شامل سه 
 (Serine Lysine Lucine; SKL) لوسين  و  ليزين  سرين،  اسيدآمينه 
صورت  پروتئين ها  كربوكسيل  انتهاي  در  آنها  مشابه  آمينه  اسيدهاي  يا 
مي گيرد (14-11). گروهى از پروتئين هاي ماتريكس پراكسيزومي نيز 
در  شكست  قابل  اسيدآمينه اي  توالي9  واجد  پراكسيزوم  به  ورود  براي 



دوم  نوع  پراكسيزومي  هدف ياب  سيگنال  نام  به  پروتئين  آميني  انتهاي 
(PTS2) مى باشند (3، 6، 11، 12، 15). 

يكى   (Peroxisomal Protein; PEP) پراكسيزومي  پروتئين 
از پروتئين هاي ماتريكس پراكسيزومي است كه در سال 2002 توسط 
فررمارتينز و همكارانش  توالي آن شناسايى و كلون گرديد (16). از 
مجموع  مقالات محدود قبلى به نظر مى رسد كه اين پروتئين در طى 
رشد و تكامل جنين نقش مهمى داشته باشد (16). لذا جهت مطالعات 
زمينه اى در سلول هاى بنيادى، بر آن شديم كه cDNA مربوط به اين 
 EGFP پايين دست ژن pEGFP-C1 ژن را مستقيما در وكتور بياني
(Enhanced Green Flourescent Protein) كلون و سپس در 
نماييم.  ترانس فكت   (Chinese Hamster Ovary) ا  CHO سلول 
فلورسانس  سبز  پروتئين  كدكننده  ژن  داراى   EGFP-C1 پلاسميد 
شده  كلون  ژن  محصول  آن  واسطه  به  مى توان  راحتى  به  كه  است 
در  آن  جاى گيرى  و   PEP ژن  بيان  نهايت  در  نمود.  شناسايى  را 
 EGFP حاوى  نوتركيب  پروتئين  بيان   كمك  به  پراكسيزوم 
آنزيم  براى  وايمونوسيتوشيمى  ژن  اين  دست  بالا  در  گرفته  قرار 

شد.  بررسى  كاتالاز  پراكسيزومى 

مواد و روش ها
RNA مدل حيواني و استخراج

بافت  سورى،  نژاد  موش  يك  از  قلب  بافت  جداسازى  از  پس 
شد.  داده  شست وشو  سرد  فيزيولوژي  سرم  با  و  گرديد  قطعه  قطعه 
(سيناژن،   RNX-PLUS محلول  از  ميلي ليتر  يك  بافتى  قطعات  به 
استخراج  مذكور  كيت  وسيله  به  سلولي   RNA كل  و  اضافه  ايران) 
اسپكتروفتومتري  دستگاه  با  شده  تخليص   RNA غلظت  شد. 
مورد  نيز  افقي  الكتروفورز  با  شده  تخليص   RNA و  ارزيابى 

قرارگرفت.  بررسى 

RT-PCR و cDNA سنتز
به  آلودگى  حذف  جهت  شده  استخراج   RNA ميكروگرم   2
DNA ژنومى با آنزيم DNase I (Fermentas) به مدت 30دقيقه در 
37درجه سانتي گراد تيمار و از آن براي سنتز cDNA با استفاده ازكيت 
به   dT و  (Fermentas) اليگومرهاي  و   cDNA و  (Fermentas) سنتز 
عنوان پرايمر استفاده شد. پس از آن واكنش PCR با دو ميكروليتر از 
 pep-R و pep-F Bgl II سنتزشده، 5 پيكومولار پرايمرهاي cDNA
 Pfu (Fermentas) آنزيم  آنزيمي  واحد  و 1/25   (1 (جدول   Sal I

 35 سپس  و  سانتي گراد  درجه   94 دقيقه   4 اوليه  دناتوراسيون  برنامه  با 
درجه   60 دقيقه،  مدت1  به  سانتي گراد  درجه   94 ترتيب  به  سيكل 
و  دقيقه  مدت1  به  سانتي گراد  درجه   72 دقيقه،  مدت1  به  سانتي گراد 
سرانجام مرحله پايانى72 درجه سانتي گراد به مدت10 دقيقه انجام شد 
 PCR واكنش  هم زمان   .(Thermal cycler Eppendorf (دستگاه 
براى ژن beta -Tubulin 5 با پرايمرهاى اختصاصى β Tubulin F و

انجام   cDNA سنتز  صحت  تاييد  منظور  به  β Tubulin R (جدول 1) 
الكتروفورز  1درصد  آگاروز  ژل  روي  بر   PCR محصولات  شد. 

شدند.

هضم آنزيمي
محصول  عنوان  به  يافته  تكثير   PEP cDNA قطعه  تاييد  براي 
نهايي واكنش RT-PCR، از آنزيم (Fermentas) و Pvu II استفاده 

شد.

EGFP-PEP ساخت پلاسميد بياني حامل
 PCR واكنش  در  كه   PEP cDNA به  مربوط   PCR محصول 
و  ابتدا  در   pep-R Sal I و   pep-F Bgl II پرايمرهاي  واسطه  به 
و   Bgl II آنزيم  دو  برش  جايگاه هاي  حامل  ترتيب  به  خود  انتهاي 
و  Bgl II (Fermentas) آنزيم هاي  توسط  بود،  گرديده   Sal I

بياني  پلاسميد  در  تخليص  از  پس  و  يافته  برش   Sal I (TaKaRa)
قرار  مذكور  آنزيم هاي  جايگاه  در    pEGFP-C1 و  (Clontech)
-Liga گرفت. عمل اتصال قطعه تكثير يافته به پلاسميد بيانى با كيت

باكتري هاي  شد.  انجام  كيت  پروتكل  طبق   TaKaRa شركت   tion
 One Shot TOP 10 Chemically competent و   (Invitrogen)
ترانسفورم  حاصله  پلاسميد  با  حرارتي  شوك  روش  به   E.Coli

گرديدند. 
از بين كلوني هاي رشد كرده بر روي محيط كشت 2YT حاوى كانامايسين 
30  ميكروگرم در هر ميلي ليتر (GIBCO)، كلونى هاى حاوى پلاسميد با  
pep-R Sal I و pep-F Bgl II  با پرايمرهاي  PCR  استفاده  از  واكنش

انتخاب شدند.

 DNA تعيين توالي
از 4  استفاده  با  توالي  تعيين  براى   cDNA PEP حاوي  كلونى  دو 
 ،pep-F Bgl II ،pep-R Sal I ،EGFP-C1 F ،EGFP-C1 R پرايمر

به شركت تكاپوزيست ارسال گرديد.

جدول 1: قسمتي كه با زير خط مشخص شده است منطبق با توالي PEP cDNA مي باشد. 
حروف ضخيمتوالي پرايمرنام پرايمر

pep-F Bgl II5'-ATT AGA TCT CCC CCA GGG CCG TGC GCC-3'Bgl II جايگاه برش آنزيم
pep-R Sal I5'-AAA AGT CGA CTC ATA TCT TGC TGC GGA GGA GA-3'Sal I جايگاه برش آنزيم
EGFP-C1 F 5'-AAC GAG AAG CGC GAT CAC ATG G-3' 

EGFP-C1 R5'-GCA ATA AAC AAG TTA ACA ACA AC-3'

β tubulin F5'-TCA CTG TGC CTG AAC TTA CC-3'

β tubulin R5'-GGA ACA TAG CCG TAA ACT G C-3'     
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طراحي پرايمر
 cDNA PEP) توالي هاي  به  توجه  با  پرايمر  طراحي 
 Clontech, catalog) و  EGFP-C1 پلاسميد   ،(NM_027402
 β-tubulin5) و (GenBank Accession #: U55763) 1-6084#) و
 Oligo 6.2 نرم افزار  از  استفاده  با    5 cDNA (NM_011655O
 (http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/bare-1_html/oligos.htm)
واسطه  با   Bioneer شركت  از  شده  سنتز  پرايمرهاى  شد.  انجام 
اسيدهاي  توالي  آناليز  براي  شد.  خريداري  تكاپوزيست  شركت 
 Bio Edit Version 7.0.4 نرم افزار  از   PEP پروتئين  آمينه 
 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.htm )
از  آن  بيوانفورماتيكي  آناليز  و  پروتئيني  ساختار  بيشتر  بررسي  براي  و 
http://www.ch.embnet.org/software/) ا   TMpred نرم افزارهاي 
http://smart.embl-heidel-) ا  SMART و   (TMPRED_from.html

berg.de/e) استفاده شد. 

كشت سلولي و و ترانس فكت شدن  سلول ها
گرديد.  تهيه  تهران  رويان  پژوهشكده  از   CHO سلولي  رده 
حاوي   Ham'sF12 (Sigma) كشت  محيط  در   CHO سلول هاي 
دماي  و   CO2 5درصد  با  انكوباتور  در   (Gibco) 10درصد   FCS
از  پس  شد.  داده  كشت  95درصد  رطوبت  و  سانتي گراد  درجه   37
-Try/EDTA (Gib) مفروش شدن كف فلاسك، سلول ها به كمك

co تريپسينه وپس ازشمارش سلولى، تعداد 104×9 سلول در هر خانه 
ميلي متر)   24×24 (لامل  لامل گذارى  قبل  از  كه  خانه   6 ديش هاى 
درصد   50-60 سلول ها  اينكه  از  پس  شد.  داده  كشت  بودند،  شده 
 Opti-MEM كف ديش را پر كردند،  ابتدا 250 ميكروليتر محلول
پلاسميد)  (محلول   EGFP-PEP پلاسميد  ميكروگرم   4 حاوى   I
ميكروليتر   10 حاوى   Opti-MEM I محلول  ميكروليتر   250 و 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) (محلول ليپوفكتامين) تهيه 
شد. پس از انكوباسيون دو محلول در دماى اتاق به مدت 5 دقيقه، 
محلول  و  ترانس فكت)  (محلول  مخلوط  يكديگر  با  محلول  دو  اين 
حاصله به مدت 20 دقيقه ديگر در دماى اتاق انكوبه شد. سپس محيط 
كشت محيط  با  آرامى  به  سلول ها  و  گرديد  حذف  سلول ها  كشت 

Opti-MEM I (Gibco) فاقد سرم و آنتى بيوتيك شست وشو داده 
محيط ميلي ليتر   2 با  همراه  ترانس فكت  محلول  نهايت  در  شد. 

به  محيط  اين  با  سلول ها  شد.  اضافه  خانه  هر  به   Opti-MEM I
95درصد  سانتى گراد،  درجه   37 انكوباتور  در  ساعت   3 مدت 

محيط  آن  از  پس  شد.  داده  كشت   CO2 درصد   5 و  رطوبت 
هرخانه  به   CHOسلول معمول  كشت  محيط  و  حذف  ترانس فكت 
 48 گرديد.  منتقل  انكوباتور  به  كشت  ادامه  براى  سلول ها  و  اضافه 
پراكسيزومى ژن  بيان  بررسى  منظور  به  ترانس فكت،  از  پس  ساعت 

با  سلول ها  اين  شده،  ترانس فكت  سلول هاى  در   EGFP-PEP
رديابى  جهت  و  فيكس   (Sigma) درصد   4 پارافرمالدئيد  محلول 
ايمنوسيتوشيمى  مذكور،  سلول هاى  در  كاتالاز  پراكسيزومى  ماركر 
-Rabbit Anti Cata و   (abcam  1:300) اختصاصى  آنتى بادى  با 
 Donkey Anti و (Amersham 1:400) و آنتى بادى ثانويه  lase
ميكروسكوپ  از  استفاده  با  نتايج  شد.  Rabbit Texas Red انجام 

شد.  مشاهده   Olympus BX5 فلورسنت 
اين طرح مصوبه كميته اخلاق پژوهشكده رويان است.

يافته ها
RT-PCR كلي سلول و RNA جدا نمودن

شكل RNA ،1 A استخراج شده از بافت قلب را نشان مى دهد. در 
 28S,18S and 5S ribosomal هر دو نمونه استخراج شده باندهاى
RNA به وضوح ديده مى شود و عدم وجود باندهاى ديگر نشان دهنده 
 DNA تخليص شده مى باشد. ضمنا وجود نشانگر RNA كيفيت بالاى
در ژل در كنار RNA تنها به منظور نشان دادن كيفيت بالاي ژل مورد 

استفاده قرار گرفته شده است و جنبه مقايسه اي ندارد.
بيان  احتمالا   1 درستون  بازي  جفت   630 باند   ،1 B شكل  در 
 RNA از  سنتزشده   cDNA الگوى  با   PEP cDNA تكثير  كننده  
كنترل  نمونه  عنوان  به  مقطر  آب  از  واكنش  اين  در  باشد.  مى  بافتى 
منفى (ستون 2) و از نمونه اى كه در مرحله سنتز cDNA به آن آنزيم

منفي   RT عنوان  به  بود  نشده  اضافه   Reverse Transcriptase
دو  اين  در   PCR از  پس  باند  وجود  عدم   .(3 (ستون  شد  استفاده 
PEP از  نمونه به ترتيب بيانگر عدم آلودگى و عدم تكثير احتمالى 
شكل    4 ستون  در  باز  جفت   318 باند  باشد.  مى  ژنومى   DNA روى 
استفاده  با   cDNA β-tubulin 5 از  اى  قطعه   PCR به  مربوط   ،1 B
صحت  دهنده  نشان  كه  است  بتاتوبولين  اختصاصي  پرايمرهاي  از 

مى باشد. كار  مراحل  وكيفيت 
شكل  C 1، نتيجه برش محصول PCR مربوط به PEP cDNA  با 
آنزيم Pvu II را نشان مى دهد. قطعات 191 و 286 و150جفت باز ايجاد 
شده دقيقا مطابق قطعات مورد انتظار حاصل از شكست دو جايگاه برش 

آنزيم Pvu II در cDNA م PEP  مي باشد. 

Ladder                1                  2

28S

18S

5S

A Ladder      1          2           3           4  

1000

646
(bp)

318
(bp)

B

Ladder
Digested

pep

286 bp300 bp

191 bp 200 bp

150 bp

100 bp

C

شكل A :1. استخراج RNA ازبافت قلب، نتايج استخراج RNA از بافت قلب موش. ماركر 100 جفت باز فرمنتاز، 1. نمونه شماره 1 و 2. نمونه 
شماره B .2. محصولات PCR، ماركر 100 جفت باز فرمنتاز، 1. تكثير cDNA با پرايمرهاي اختصاصي PEP، 2. نمونه RT، 3. نمونه كنترل 

منفي، 4. تكثير cDNA با پرايمرهاي اختصاصي بتاتوبولين
Pvu II با آنزيم PEP cDNA نتيجه هضم آنزيمي محصول تكثير .C
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pEGFP-C1 در وكتور بياني PEP cDNA ساب كلون كردن
وكتور  به   PEP cDNA به  مربوط   PCR محصول  انتقال  از  پس 
بيانى pEGFP-C1 و ترانس فورم باكتريايى، 25 كلوني در محيط حاوى 

آنتى بيوتيك رشد كردند. 
PEP cDNA در كلونى هاى به دست  جهت تاييد نهايى وجود 
 pep-R Sal و   pep-F Bgl II پرايمرهاى  با   PCR واكنش  آمده 
 8 وجود  مويد  آن  نتايج  كه  گرفت  صورت  كلونى ها  اين  براى   I
2 نتيجه تاييد وجود  نوتركيب بود. در شكل  حاوى پلاسميد  كلوني 
نمونه  عنوان  به  كلوني  شش  ميان  از  كلوني  دو  در   PEP cDNA

نشان داده شده است.

تعيين توالي
مى دهد  نشان  را   PEP cDNA بازى  جفت  توالى630   ،3 شكل 
مطابقت  همكارانش  و  فررمارتينز  درمقاله  شده  گزارش  توالى  با  كه 
توالي ژن  كربوكسيل  انتهاي  در  است  ذكر  به  لازم   .(16) دارد 

ايزولوسين  ليزين-  سرين-  آمينه  اسيدهاي  به  كه   AGCAAGATA
(SKI) ترجمه مى شود و شبيه به توالي حفظ شده PTS1 است، وجود 

و   EGFP-C1 F پرايمرهاى  با  نوتركيب  پلاسميد  توالى  تعيين  دارد. 
EGFP-C1 R نشان داد كه PEP cDNA در وكتور EGFP-C1 به 

صورت هم خوانش  با ژن EGFP قرار گرفته است.

از  حاصل  كلوني هاي  در   PEP cDNA وجود  بررسي  نتايج   :2 شكل 
ترانس فورم باكتريايى با استفاده از PCR. همانطور كه ملاحظه مي شود 
دو   2 و   1 ستون هاي  و   PEP cDNA فاقد  كلوني هاي   6 تا  ستون هاي3 

كلوني حاوي PEP cDNA مي باشند.

Ladder  1      2      3      4      5      6  

1000

646
(bp)

شكل A :4) آناليز ترادف اسيدهاي آمينه پروتئين PEP با برنامه SMART، همان طور كه در شكل نشان داده شده است در ساختار اين 
پروتئين يك سيگنال پپتيد در ناحيه اسيدهاي آمينه 1 تا 28، يك قطعه درون غشايى در ناحيه اسيدهاي آمينه 147 تا 169 و يك دامنه 

فيبرونكتين نوع 3 در ناحيه اسيدهاي آمينه 31 تا 111 وجود دارد.
B) بررسى ميزان آب گريزي اسيدهاي آمينه موجود در پروتئين PEP با استفاده از نرم افزار Bio Edit، همان طور كه در شكل نشان داده 

شده است در ساختمان اين پروتئين دو زنجيره آب گريز از اسيد آمينه هاي شماره 152 تا 169 و12 تا 32 وجود دارد.
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كلونينگ PEP cDNA موش

A
1            100         200 

شكل 3: توالي PEP cDNA، توالى نوكلئوتيدهايى كه با زيرخط مشخص شده است جايگاه هاي شكست توسط آنزيم Pvu II مي باشد. قسمت پر رنگ شده 
انتهايى توالي SKI است. توالى اسيدآمينه هاى قرار گرفته در مستطيل مربوط به زنجيره هاى آب گريز است. توالى اسيد آمينه هايى كه با زيرخط پررنگ 

مشخص گرديده، دامنه فيبرونكتين نوع 3 است.
B
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PEP بررسي ساختار پروتئين
برنامه هاي  از   PEP پروتئين  احتمالي  ساختار  بررسي  براي 
برنامه  با   PEP آناليز  نتايج  شد.  استفاده  بيوانفورماتيكي  مختلف 
هليكس  آلفا  دوساختار  وجود  بالاي  احتمال  دهنده  نشان   TMpred
 170 تا   152 و   31 تا   12 اسيدآمينه هاي  بين  ناحيه  دو  در  غشايي 
از  بالا  مطالعه  از  حاصل  نتايج  تاييد  منظور  به  هم چنين  مي باشد. 
مختلف  دامنه هاي  مي توان  آن  با  كه   SMART نام  به  ديگري  برنامه 
اسيدهاي  ترادف  آناليز  گرديد.  استفاده  نمود،  شناسايي  را  پروتئين 
آمينه پروتئين PEP با اين برنامه نشان داد كه در ساختار اين پروتئين 
يك سيگنال پپتيد در ناحيه اسيدهاي آمينه 1 تا 28، يك قطعه درون 
غشايى در ناحيه اسيدهاي آمينه 147 تا 169 و يك دامنه فيبرونكتين 
 .(4 A  شكل) نوع 3 در ناحيه اسيدهاي آمينه 31 تا 111 وجود دارد
آمينه  اسيدهاي  آب گريزي  ميزان   Bio Edit نرم افزار  از  استفاده  با 
موجود در پروتئين PEP با روش Kyte and Doolittle با خوانش 
در  كه  گرديد  مشخص  و  گرفت  انجام  پنجره  هر  در  اسيدآمينه   13
شماره  اسيدآمينه هاي  از  آبگريز  زنجيره  دو  پروتئين  اين  ساختمان 

.(4 B شكل) 152 تا 169 و12 تا 32 وجود دارد

PEP رديابي پروتئين پراكسيزومي
سيگنال   PEP پروتئين  كربوكسيل  انتهاي  در  كه  آنجا  از 
به  پروتئين  اين  مي رود  انتظار  دارد،  وجود   PTS1 مشابه  نشانه 
دنبال   به   PEP cDNA گرفتن  قرار  با  و  شود  وارد  پراكسيزوم ها 
EGFP در يك قالب خوانشي، بتوان آن را رديابي كرد. همان  ژن 
 EGFP فلورسنت  سبز  رنگ  شد،  داده  نشان   5 شكل  در  طوركه 

نوتركيب  پلاسميد  شدن  وارد  بيانگر   CHO سلول  از  جمعيتى  در 
مى باشد  مذكور  سلول هاى  در  پلاسميد  بيان  و  سلول ها  اين  درون  به 
مربوط  فلورسنت  پراكندگي   الگوى  تشابه  اين  بر  علاوه   .(C ،A)
اين  شدن  وارد  بيانگر   ،(D ،B) پراكسيزومي  كاتالاز  با   EGFP به 

مى باشد.  پراكسيزوم ها  درون   به  پروتئين 

بحث
تاكنون استفاده از روش هاي ژنتيكي و پروتئوميكسي به شناسايى 
مى باشد،  پراكسيزوم ها  بيوژنز  لازمه  كه  پراكسين  پروتئين  نوع   32
منجر شده است. بعضي از پراكسين ها مسئول تقسيم شدن پراكسيزوم 
مي باشند  قبلي  پراكسيزوم هاي  از  جديدتر  پراكسيزوم هاي  تشكيل  و 
اما بيشتر آنها در انتقال و هدايت پروتئين هاي ماتريكس پراكسيزومي 
علت  به  پراكسيزومي  بيماري هاي  از  بسياري   .(17  ،6) دارند  نقش 
درون  به  پراكسيزومي  ماتريكس  پروتئين هاي  انتقال  در  نقص 
پراكسيزوم مي باشند و هر چه تعداد پروتئين هاي واقع در اين ارگانل 
بيماري هاي  و  آنها  بين  بيشتري  ارتباط  احتمالا  شود  شناخته  بيشتر 

مي شود. يافت  پراكسيزومي  منشاء  با  انساني 
مؤثر  روش  يك  بياني  وكتور  از  استفاده  با  كلونينگ  استراتژي 
نظر  به  كه  آنجا  از  مي باشد (18).  مختلف  ژن هاي  فعاليت  درك  در 
مهمى  نقش  جنين  تكامل  و  رشد  طى  در   PEP پروتئين  مى رسد 
شديم  آن  بر  زمينه  اين  در  بيشتر  مطالعات  جهت   ،(16) باشد  داشته 
 cDNA مطالعه  اين  در  نماييم.  كلون  را  ژن  اين   cDNA ابتدا  كه 
در  آن  بيان  دنبال  به  و  كلون   pEGFP-C1 بياني  وكتور  در   PEP
قرارگيري  محل  همچون  مختلفى  جنبه هاي  پستانداران  سلول هاي 

گرفت. قرار  بررسي  مورد  پروتئين  اين  ارگانلى  درون 

كاتالاز. نقاط سبز  پراكسيزومى  آنتى بادى  پلاسميد EGFP-PEP و رنگ آميزى با  سلول ها با  شكل 5: ترانس فكت 
رنگ پراكنده درون سلول ها، بيان پروتئينEGFP-PEP (A ،B)، نقاط قرمز رنگ پراكنده درون سلول ها رنگ آميزى 
آنزيم كاتالاز با آنتى بادى اوليه اختصاصى كاتالاز و آنتى بادى ثانويهTexas Red رانشان مى دهد (D ،C). الگوى 

مكانى مشابه اين دو رنگ بيانگر پراكسيزومى بودن PEP مى باشد. بار برابر با 20 ميكرومول است. 
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قلب  ازبافت   PEP cDNA كلونينگ  براي   RNA استخراج 
بافت  در  كه  مي دهد  نشان  قبلي  مطالعات  گرفت.  صورت  موش 
ساير  از  مغز  و  اسكلتي  عضله  بافت  همانند  ژن  اين  بيان  قلب، 
 cDNA تاييد  بررسي  منظور  به   .(16) است  بيشتر  ديگر  بافت هاي 
 β-tubulin 5 ژن  از  اي  قطعه  براى   RT-PCR واكنش   شده  سنتز 
بافت ها  تمام  در  شده  بيان   Housekeeping Gene يك  عنوان  به 
انجام شد (19). برش با آنزيم Pvu II و در نهايت تعيين توالي قطعه 
 PEP cDNA همان  شده  كلون   cDNA كه  نمود  ثابت  شده  كلون 
كه  مي دهد  نشان   cDNA اين  بازهاي  ترادف  بررسي  مي باشد. 
باز  جفت   630 با   PEP ژن   Open Reading Frame (ORF)
با  بيوانفورماتيك  مطالعات  مي باشد.  اسيدآمينه   209 كدكننده 
دامنه  يك  داراي   PEP پروتئين  كه  داد  نشان  مختلف  نرم افزارهاي 
كه   (114 تا   31 آمينه  اسيد  (از  مي باشد   3 نوع  فيبرونكتين  با  مشابه 
نظر  مورد  پروتئين  در  دامنه  اين  احتمالي  نقش  مورد  در  تاكنون 
اطلاعاتي به دست نيامده است. پروتئين هاي واجد دامنه فيبرونكتين 
داراي فعاليت هاي مختلفي در سلول هاي يوكاريوتي و پروكاريوتي 
مي باشند كه از آن جمله مي توان به نقش اين پروتئين ها در اتصالات 
سلولي  اسكلت  ساختمان  در  هم چنين  و  غشايى  گيرنده هاي  سلولي، 
ساختمان  در  دامنه  حضوراين  بنابراين   .(20-23) نمود  اشاره 
پروتئين  اين  احتمالي  برهم كنش  وجود  دهنده  نشان   PEP پروتئين 
نقش  به  توجه  با  ايده  اين  مي باشد.  ناشناخته  پروتئين هاي  ديگر  با 
سلولي  داخل  پراكندگى  و  پراكسيزوم  مورفوژنز  در  سلولي  اسكلت 
بررسي  و  بيشتر  مطالعات  لذا   .(24) مي گردد  تقويت  ارگانل  اين 
نقش احتمالي پروتئين PEP در اين مورد ضروري به نظر مى رسد. 
دو  پروتئين  اين  ساختمان  در  كه  داد  نشان  بيوانفورماتيك  مطالعات 
دامنه آب گريز (از اسيدهاى آمينه  شماره 12 تا 32 و 159 تا 169) 

آلفا  ساختار  داراي  زياد  احتمال  به  كه  دامنه  دو  اين  مي شود.  ديده 
در  فرضي  غشايى  درون  دامنه هاي  وجود  بيانگر  مي باشند،  هليكس 
روي  بر  بيشتري  مطالعات  مي بايد  نتيجه  در  است.  پروتئين  اين  داخل 
غشايي بودن پروتئين PEP صورت بگيرد. به علاوه اين پروتئين در 
هدايت  مسئول  كه   - SKL پپتيد  مشابه   SKI پپتيد  داراى  خود  انتهاي 

مي باشد.   - است  پراكسيزوم  داخل  به  ماتريكسى  پروتئين هاي 

نتيجه گيرى
 C2C12 سلول هاي  روى  مارتينز  فرير  مطالعات  از  حاصل  نتايج 
متصل   PEP پروتئين  كه  داد  نشان   HepG2 و   Ala-T1 و   293 و 
در   .(16) مي گردد  وارد  پراكسيزوم  درون  به   EGFP به  شده 
درون   EGFP به  متصل   PEP پروتئين جاى گيري  نيز  حاضر  مطالعه 
مطالعات  البته  گرديد.  تاييد   CHO سلول  پراكسيزومى  اندامك 
درون  جاى گيرى  بررسي  و   SKI پپتيد  حذف  از  استفاده  با  آينده 
تاييد  كاملي  صورت  به  مي تواند   SKI فاقد   PEP پروتئين  سلولي 
درون  به   PEP پروتئين  انتقال  در  هدايتي  سيگنال  اين  نقش  كننده 

باشد. پراكسيزوم ها 

تقدير و تشكر
مصوب  طرح  از  پروژه  اين  انجام  هزينه هاى  عمده  بخش 
براى  لازم  ژنتيكى  فاكتورهاى  "بررسى  عنوان  با  رويان  پژوهشكده 
بخش  و   85/5/10 تاريخ  عصبى" به  سلول هاى  تمايز  در  پراكسيزوم 
و  "كلونينگ  عنوان  با  اصفهان  دانشگاه  مصوب  طرح  از  ديگر 
موش"  پراكسيزومى  پروتئين  ژن   cDNA ساختار  عملكرد  ارزيابى 

گرديد. تامين    85/10/17 تاريخ  به   851017 شماره  به 
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