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  26Asp-TUB2ایجاد سویه مخمر حساس به تاکسول با القای جهش 

 8، فاطمه رضاقلی8زیبا فولادوند، 2*الضحی ابوالمعالی ، شمس8حامد عشوریون

 استاديار، گروه زيست شناسی، 2های نوين، گروه بیوتكنولوژی.  دانشجوی کارشناسی ارشد، دانشگاه شهید بهشتی، دانشكده مهندسی انرژی و فناوری1

 دانشكده علوم پايه، دانشگاه سمنان

 چکیده

های ريه، تخمدان و سینه است. تولید کم اين دارو در  تاکسل، يک ترکیب ضد میكروتوبولی موثر بر سرطان پاکلی  :سابقه و هدف

تاکسل هستند. هدف اين  درخت سرخدار و نیز مقاومت به آن در مراحل شیمی درمانی، ازعوامل محدوديت کاربردی پاکلی 

 ساکارومیسس سرويزيهيافته  پژوهش، ايجاد سیستم غربالگری برای پیدا کردن منابع جديد تولید تاکسول، با استفاده از سويه جهش

 باشد.  می حساس به تاکسول 

از گلیسین به آسپاارتایاک  22کروموزوم مخمر، آغازگرهای حاوی تغییر در کدون  TUB2برای ايجاد جهش در ژن   : ها مواد و روش

انجام گرفت. سپاس   26Asp-2 TUB ( طراحی و با کمک واکنش زنجیره ای پلی مراز در سه مرحله تكثیر ژن GATبه  GGT  اسید؛ )

سازی مخمار  سازی گرديد. پس از تراريخت از سويه مخمر هاپلويید در وکتور بیانی مخمری در پروموتر گالاکتوز همسانه TUB2ژن 

و در محیط حاوی قاناد گاالاکاتاوز   26Asp-2 TUB از ژن  PCR(، برای بار دوم با محصول (2TUB-Gal ،pZF58هاپلويید با سازه 

 ها انجام گرفت.  تاکسول، غربالگری تراريخته µM 04سازی و علیه  تراريخت 

تعیین گرديد. مخماری باا  µM 04علیه تاکسول  MBCتراريخته، مقدار  40، حاصل از غربالگری YNHA1در سويه مخمر   : ها يافته

مشااباه  22امینواسید مشابه بتاتوبولین مغز و تنها در آمینواسید  0که در محل اتصال تاکسول در TUB2نقص در ترابرهای غشايی و 

تاکسول را تحمل کند. اما در پژوهش حاضر به دلیل استفاده از میزبان مخمر که نقص در تارابارهاای  µM  20مخمر بود، توانست 

 برابر افزايش يافت. 2غشايی نداشت، میزان تحمل تا 

، در µM 04های تاکسول با توان تولید تا  تواند برای پیدا کردن منابع جديد تولید کننده ، می يافته اين مخمر جهش  :نتیجه گیری

 ها به کار رود.  غربالگری

 .ساکارومیسس سرويزيهپاکلی تاکسل، توبولین،  :واژگان کلیدی

 79آبان ماه پذيرش برای چاپ:   79مهر ماه دريافت مقاله: 

  آدرس برای مكاتبه: سمنان، دانشگاه سمنان، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسی *( 

  s_abdolmaali@semnan.ac.irپست الكترونیک:    42001002270تلفن:  

( در /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نويسندگان محفوظ است. اين مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالكیت خلاقانه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. فصلنامه دنیای میكروب

 مقدمه     

تاکسل با نام تجاری تاکسول يک عامل بازدارنده میتوز  پاکلی    

های ريه، تخمدان و سینه کاربرد دارد است که در درمان سرطان

(. اين داروی بسیار گران قیمت در منابع طبیعی و به ماقادار 1) 

( و در مراحل شایامای درماانای، 2شود ) بسیار اندک تولید می

آيد. راه حل موجود يعانای  مقاومت تومورها به دارو بوجود می

های حساس کننده  افزايش طول دوره درمان و نیز افزودن مكمل

تومور، نتايج رضايت بخشی را به همراه نداشته است. از اين رو 

کشف داروهای جديد با نقاط اثر مشابه تااکساول در درماان 
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زيساتای عاماومای و   های غربالگری با کمک سیستمسرطان، 

 رو باشد.  تواند از راه کارهای مطمئن پیش اختصاصی می

تاکسول برای توقف تقسیم سلولی، در اتصاال   مكانیسم عملكرد

آن به زير واحد بتا در توبولین ها و جلوگیری از تاجازياه آن 

(. در گیاهان 0گردد ) است که در نهايت موجب مرگ سلولی می

های حفاظت شاده  ها توالی و جانوران، اعضای خانواده توبولین

اند و بیشترين تفاوت به انتهای کربوکسیلی زير واحدهای آلفا و 

های محیطی و نایاز  ( که در پاسخ به سیگنال0بتا مربوط است )

ها نقش مهمای دارناد. باه عالاوه ناقاش  تنوع میكروتوبول

های تک آمینواسیدی در اتصال تاکسول به زير واحد بتاا  تفاوت

(. زير واحدهای آلافاا و باتاا 0توبولین نشان داده شده است )

هاا در  توبولین به عنوان مهمترين جز سازنده مایاكاروتاوباول

های يوکاريوتی دارای بیش از يک ايزوتیپ ياا ايازوفارم  سلول

 (.2هستند )

( Schizosaccharomyces pombe) شیزوساکارومیسس پومبه در

( دو ژن Saccharomyces cerevisiae) ساکارومیسس سروزيهو 

 (TUB2)و يک ژن بتاتوباولایان  (TUB1 ,TUB3)آلفا توبولین 

   (.9وجود دارد )

ورزی  با قابالایات دسات ساکارومیسس سروزيهمخمر نانوايی 

هاای سالاولای  آسان و ژنتیک ساده، از ديرباز برای فهم فرآيند

(. اين قارچ تک سلولی با چرخه 7و  4است ) مورد استفاده بوده 

هزينه و به هار دو  ای دارای رشد و تكثیر کم دقیقه 74زندگی 

هاا،  (. علاوه بر اين14صورت هاپلويید و ديپلويید پايدار است )

های مخمر دارای ارتولوگ انسانی هستند و  % پروتئین01حداقل 

های عامل بیماری انساان، ارتاولاوگ  % ژن04همچنین نزديک 

(. تغییر در فنوتیپ اين موجود مدل، در پای 11مخمری دارند )

( از ژنوم، سباب ORFحذف يک ژن يا چارچوب خوانش باز) 

هاای  شود. بنابراين تولید موتاان شناسايی عملكرد ژن حذفی می

هاای  دنبال آن باررسای  ( يا ناکارا و بهnull mutationصفر )

ها را بر اساس عمالاكارد فاراهام  بندی ژن فنوتیپی امكان دسته

کند. چنین ويژگی موقعیتی استثنايی را برای مطالعه عملكارد  می

های کوچک )سموم،  ها و اثر عوامل مختلف به ويژه مولكول ژن

آورد. همچنین در مجماوعاه  ها فراهم می داروها( بر عملكرد ژن

حذف غیر ضاروری گازارش  0444های مخمر نانوايی  موتان

توانند به صورت هاپلويید يا ديپلويید وجود داشاتاه  شده که می

 (.  12و  11باشند ) 

به دلیل وجود ترابرهای غشايی و  نیز تفاوت در  آمینواسیدهای 

امینه محل اتصال پاکلی تاکسل به زير واحد بتاتاولاولایان )در 

(. 10(، مخمر نسبت به اين سم ماقااوم اسات )TUB2مخمر 

بنابراين برای ايجاد سويه جهش يافته از مخمر هاپلاويایاد کاه 

، هدف TUB2نسبت به تاکسول حساس باشد، تغییر در مولكول 

( 0امینو اسید محل اتصال پاکلی تاکسال ) 0قرار گرفت. از بین 

به دلیل قرار گرفتن در انتهای امینی و نیز تاثیر در  22آمینواسید 

اتصال قوی تاکسول به زيرواحد بتاتوبولین، به مناواور اياجااد 

(، 0جهش انتخاب شد. با توجه به مطالاعاات اناجاام شاده )

مخمر، از گلیاسایان باه  TUB2در ژن  22موقعیت اسید آمینه 

، در سنجش کمی،  اسیدآسپارتیک تغییر يافت. اين مخمر موتانت

ها برای پیدا کردن منااباع جادياد  کیفی تاکسول، در غربالگری

های ثانوياه ماخاتالاف و  های تاکسول و متابولیت تولید کننده

 تواند به کار رود.  فناوری می های ديگر زيست  استفاده

هدف از اين پژوهش، ايجاد سويه جهش يافته مخمر نااناوايای 

  است که نسبت به تاکسول حساس باشد.

 

 مواد و رو  ها             

  2TUB: برای جداسازی ژن الف( سويه مخمر و محیط کشت

  YPH499و نیز ايجاد سويه جهش يافته از ساوياه ماخامار 

 ( MATa ura3-52 lys2-801_amber ade2-101_ochre trp1-

Δ63 his3-Δ200 leu2-Δ1( استفاده گرديد )10 .) 

 Synthetic    سلول ها در محیط کشت جااماد و ياا مااياع

Complete (SC) Medium   و يااYeast Extract Peptone 

Dextrose   (YPD)بنا بر ضارورت کشات داده   ( )مرک، آلمان

 (.10شدند )

: بر اساس داده های موجود در پايگاه داده ب( طراحی آغازگرها

 Saccharomyces Genome  ساکارومیساس سارويازياهژنوم 

Database (SGD) 2، آغازگرهای جداسازی ژن کاامال TUB 

طراحی گرديد. همچنین برای ايجاد جهش در جايگاه اسید امینه 
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 مخمر نانوايی از گلايسین به آسپارتیک اسایاد؛  2TUBدر  22

GGT  بااه GAT طااراحاای آغااازگاارهاا انااجااام گاارفاات ، 

 (. 1)جدول 

: استخراج ژناوم از ساوياه از سويه مخمر DNA ج( استخراج

به روش استفاده از پودر شیشه انجام  YPH499  مخمر هاپلويید

ماحایاط   ml 04گرفت. در اين روش، يک کلنی از مخمر در 

 دور بر دقیقه در دماای 144تلقیح و با تكانه  مايع YPDکشت 

C ° 04  در  4/0  گرماگذاری گرديد. پس از رشادی ماعاادل

600ODها از محیط کشت جدا، باا ، سلول  ml24   آب ماقاطار

آب مقطر سوسپانسیون گرديدند. به   ml1  استريل شستشو و در 

ماحالاول    µl244  از اين سوسپانسیون سلاولای،   ml 044 هر

درصاد،  SDS  2درصاد،  x-100  2)تريتون   DNAاستخراج 

NaCl  4/1  ،مولارBME  2  ،درصدEDTA  4/440  4مولار باا 

pHآلمان( و-( )مرک µl244  کلروفرم )مرک، آلمان( به هاماراه 

gr   4/0  .خرده شیشه استريل اضافه و به شدت تكان داده شاد

دور بار  12444اضافه و در  TE بافر  µl244  سپس به مخلوط 

 µl044  دقیقه رسوب داده شد. شستشاو باا  0دقیقه به مدت 

 M استات سديم µl14 % سرد و 74کلروفرم و تخلیص با اتانول

 RNase A)مرک، آلمان( صورت گرفت. با استفاده از تیماار   0

 RNA محتوی C 09°به مدت يک ساعت در )فرمنتاز، اوکراين(

 (.10در استخراج حذف گرديد )

ای  واکنش زناجایارهاز مخمر نانوايی:   TUB 2د( جداسازی ژن

میكرولیتر و  20آلمان( در حجم -پلی مراز )دستگاه ترموسايكلر

-Y2TU.C با استفاده از آغازگرهاای   Pfu  واحد آنزيم  1شامل 

FWR  و Y2T.C-REV    میكروماولار از هار  4/22با غلوت

مولار  میلی 1/00و   dNTPsمولار  میلی 4/2(،  1پرايمر )جدول 

2MgCl  سیناکلون، ايران( انجام گرفت. به اين ترتیب، با دماای(

چرخه  04دقیقه، و در ادامه  0مدت   به C  70°واسرشتگی اولیه 

ثانیه، جفت شدگای باه  04به مدت  C   70°با دمای واسرشت 

ثانیه برای  74به مدت  C  24°، گسترشC 00°در  ثانیه 00مدت 

 از ژنوم مخمراعمال شد. 2TUBتكثیر ژن 

: باا   TUB 2از ژن  22در اسید امینه   ايجاد جهش نقطه ایه(  

 و ”Y.2TU M26-FWD2 استفاده از جافات آغاازگارهاای

“Y.2TU.C-FWR  و Y.2TU M26-REV3” و “Y.2TU C 

REV  ( و شرايط واکنش زنجیره ای پلی ماراز 1)جدول°C  70   

باه مادت  C    24°ثانیه،   00به مدت  C 00°ثانیه،  04به مدت 

دقیاقاه  1به مدت  C  70°چرخه همراه با دمای   04ثانیه در  94

و در دو واکاناش  Pfu قبل از چرخه نخست، با استفاده از آنزيم

مخمر به دست آمد. باه   TUB 2از ژن DNA جداگانه، دو قطعه

 1های زنجیره ای پلی مراز  از محصولات واکنش µl 4/0  مقدار

باا  0به عنوان الگو در واکنش زنجیره ای پالای ماراز  2و 

 Y.2TU C (Sewing PCR)و  Y.2tu.C-    FWR آغازگرهای

REV ای مشابه )تنها تفاوت در افزاياش زماان  و شرايط چرخه

 (.  1ثانیه( وارد شدند )شكل  104گسترش به مدت 

هاای  محصول اين واکنش با استفاده از کیت استخراج از ژل دانه

% تخلیص 4/44فرمنتاز، اکراين( از ژل آگاروز (K0513-  سیلیس

 Clone JET ™ (pJET1.2/blunt Cloning و در وکااتااور

Vector)   سازی و سازه حاصال باا  ايران( همسانه -)سیناکلون

به منوور قارار گارفاتان ژن   ذخیره گرديد. pJET- TUB2نام 

TUB2   در وکتور با استفاده از برش آنازيامایEcoRV/PvuII 

 تايید گرديد. 

: با استفاده از در وکتور بیانی مخمر 2TUBسازی  ژن  و( همسانه

 هدف ترادف نام آغازگر شماره

1 Y.2TU.M26-FWD3 5' ACT ATC TGT gat GAG CAC GGT TTG GA ايجاد جهش 

2 Y.2TU.M26-REV3 5' ACC GTG CTC atc ACA GAT AGT TT ايجاد جهش 

0 Y.2TU.C-FWR 5’ ATG AGA GAA ATC ATT CAT ATC TC سازی ژن همسانه 

0 Y.2TU.C-REV 5’ TTA TTC AAA ATT CTC AGT GAT TG سازی ژن همسانه 

 .نام و توالی آغازگرهای مورد استفاده در اين پژوهش: 1جدول 
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و     Not I(  Fast digest, Cinna clone-Iranهای برشای ) آنزيم

PvuII  در دو مرحله جداگانه پالااسامایادpJET- TUB2     و

pYES2 ( برای هر دو پلاسامایاد در 12برش صورت گرفت .)

برش انجام و بعد از استخراج از ژل،  PvuIIمرحله اول با آنزيم 

 pJET- TUB2ژن توبولین مخمر از پلاسمایاد    Not Iبا  آنزيم

 .برای زير همسانه سازی آماده گردياد pYES2جدا و نیز وکتور 

و با کماک  C  22°واکنش الحاق به مدت يک ساعت در دمای   

U 0 ( آنزيمIran-Cinna clone )DNA ligase 4T  يک شاب در

 E. coli    (DH10B)انجام و در باکتری مستعد شده   C  12°دمای

بر روی ماحایاط   pZF 58  های حاصل از تراريخته   وارد گرديد.

تهیه شده با قند گلوکز، انتخاب و پس از تايیاد  Sc-URAکشت 

ذخایاره   آلمان( سازه مورد مطالعه، تراريخته-MWGيابی) توالی

ياک )  Synthetic complement medium   )Scگرديد. محیاط 

محیط کشت سنتزی است که مارکر انتخابی آن اوريدين اسات. 

هاای آمایاناواسایاد  اين محیط کشت برای شناسايی اگزوتروف

 کاربرد دارد. 

: تراريخت سازی مخامار باه روش ز( تراريخت سازی مخمر

(. تک کلنای از 10استات لیتیوم  و شوک گرمايی انجام گرفت )

در  144با دور  C°  04و در  URA-Scمخمر در محیط کشت 

سلول هاا   گرماگذاری گرديد.  600OD 4/40دقیقه تا رشد معادل 

 Aاز )محلول  ml 1 جدا و در g   0044دقیقه سانتريفیوژ در 0با 

 ,M Lit Acet pH7.5, 1XTE-buffer  4/41با غلوت نهاايای: 

pH7.5  مرک، آلمان( دوباره شناور شدند. سلول ها پاس از( )

هاماگان A از محلاول µl  044، مجدداً در Aشستشو با محلول 

از ايان  lµ  144برای هر واکنش تراريخت سازی، به  .گرديدند

حامل )که از اسپرم شاه ماهی استخاراج   DNA از lµ  0مخمرها 

ذوب شود تاا باه  C  74°شده، و بايد به خوبی در دمای حدود 

باا  pZF58از پلاسمیاد  1µgصورت تک رشته ای در آيد( و 

باا  B)محالاولB میكرولیتر از محلول 944يكديگر مخلوط  و 

 ,0.1 M Lit Acet pH  7.5+(Cinna-clone)غلوت ناهاايای: 

1XTE-buffer, pH7.5    40%(w/v) PEG4000 به آن افزوده و )

 قرار داده شد. تناش دماايای C  04°دقیقه در دمای 04به مدت 

°C02  دقیقه صاورت گارفات.  10در حمام آب گرم به مدت

 Sc-URAمحیط مايع   ml1سپس سلول ها رسوب داده شدند و 

هاای  در پتاری 14-0با قند گلوکز به آن اضافه گرديد و در رقت

ساعت در  04با قند گلوکز پخش و به مدت  Sc-URAجامد از 

°C 04 گذاری شدند. به منوور خالاص ساازی، تاک  گرمخانه

های تراريخت حاصل يک بار ديگر بر روی محیط کشات  کلنی

ای کشات داده شادناد.  مشابه به روش کشت چهار مرحالاه

% غلوت نهايی گلیاسارول و 20گذاری و در  ها شماره تراريخته

 ذخیره گرديدند. -C 44°در فريزر 

: باا اساتافااده از   26Asp-2 TUB يافته ح( ايجاد مخمر جهش

پرايمرهای اختصاصی که برای ايجاد جهش طراحی شده بودناد

ای پلی مراز انجام گرفت. در اداماه  واکنش زنجیره  ( 1)جدول 

 ياافاتاه محصول واکنش زنجیره ای پلی ماراز از ژن جاهاش
26Asp-2 TUB   به مخمر حاوی پلااسامایادpZF58    (2TUB 

مخمر تحت پروموتر گالاکتوز( ترانسفورم گرديد. به ماناواور 

ها بر روی محیاط کشات  القای بیان ژن توبولین وحشی، سلول

Sc-URA  روز در  0تهیه شده با قند گالاکتوز، به مدت°C  04 

گذاری شدند. فرض بر اين است که نیاز به زيارواحاد  گرمخانه

تامین می شود، ژن  pZF58از بیان اين ژن از پلاسمید  2توبولین

يافته در ژنوم با کمک آنزيم ريكامبیناز مخمر جاياگازيان  جهش

های تشكایال  کلنی از بین تمامی کلنی 40ژن وحشی می گردد. 

 شده به صورت تصادفی انتخاب گرديدند.

های تراريخت در اين مرحله برای غربالگری مورد استفاده  کلنی

ای  خانه 72کلنی مخمر، در يک پلیت  40قرار گرفتند. از کشت 

به عنوان کنترل و از هاماان  YPDمحیط کشت  lµ 144حاوی 

و  YPD حااوی  کشت مخمر، به طور هم زمان در محیط کشت

Mµ  04 ها هر دو ساعت از زماان  تاکسول، تلقیح گرديد. کشت

 -ساعت با اسپكتروفتومتری )دستگاه قرائات الايازا 12صفر تا 

نانوماتار  224آلمان( برای میزان کدورت در طول موج  -بیوتک

 بررسی شدند.

: دو   26Asp-2 TUB يافاتاه برای مخمر جهش MBCط( تعیین 

کلنی به دست آمده از مرحله اولیه غربالگاری باه ناام هاای 

YNHA1  وYNHA2  برای تعیینMBC  مورد استافااده قارار

 DMSOاز تاکساول در mM20 گرفتند. محلول مادر با غلوت 
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 04، 04، 04، 20، 24، 10، 14، 0تهیه و غلوت هاای 

به حاجام  YPDبا محیط کشت  µl  244میكرومولار در حجم 

با ماحایاط  ml2رسید. اين مقادير در ويال های  µl2444 نهايی 

منتقل شدند. مخامارهاای  cm0/0های  کشت مخلوط و به پتری

تراريخت و وحشی در شرايط يكسان به مدت يک شب کشات 

از  lµ  1و سپس وارد مرحله لگاريتمی رشد شدند. حجم معین 

روی محیط کشت   بر  600OD  4  / 440و   600OD  4/40  ها با کشت

 04های معین تاکسول )شرح بالا( کشت و به مادت  با غلوت

 گرمخانه گذاری گرديدند. C 04°ساعت در دمای 

  

 ها    یافته     

و  pJE-Tمخمر در وکتاور      TUB2الف( همسانه سازی ژن 
جافات  DNA  1090: قطعه زير همسانه سازی در وکتور بیانی

بازی از ژنوم مخمر با استفاده از آغازگرهای اخاتاصااصای ژن 

TUB2       ( جداسازی و در وکتور1)شكلpJE-T   هاماسااناه

 سازی شد.  

، به منوور بررسی جهات EcoRV/PvuIIآنزيم های برش دهنده 

مورد اساتافااده قارار  pJE-Tصحیح قرار گرفتن ژن در وکتور

 2000و  1040گرفت. به طوری که با برش آنزيم، قطاعاات 

جفت بازی به دست آمد. پس از توالی يابی و تايیاد درساتای 

ساکارومیسس   TUB2% با توالی ژن 74)تشابه      TUB2توالی ژن
صاورت   pYES2( زير همسانه سازی در وکتور بیانیسرويزيه

نشان داده شده است، اندازه ژن  2گرفت. همانطور که در شكل 

 جفت باز است. 0744برابر با  pYES2و وکتور  1090توبولین 

: باا اساتافااده از  26Asp-2 TUBب( ايجاد جهش نقطاه ای

آغازگرهای طراحی شده در ايجاد جهش نقطه ای در اسید آمینه 

انجام شد. ناتااياج در  PCRدر سه مرحله   TUB2گلايسین 22

 قابل مشاهده است.   0روی ژل آگاروز به شرح شكل 

حاصل از تكثیر ژنوم مخمر با آغازگرهای اختصاصی  TUB2ژن :  1شكل 
 .0و 0های  شماره

در  pJET- TUB2 (pJET)از پلاسمید  TUB2زير همسانه سازی ژن :  2شكل 
 .pYES2وکتور بیانی 

( باه GGTمخمر از گالايسایان ) TUB2از  22های زنجیره ای پلی مراز برای ايجاد جهش در جايگاه اسید امینه  طراحی آغازگرها و نتايج واکنش:  0شكل 
ای پالای ماراز؛  (. الف( طراحی آغازگرها، ستاره قرمز ايجاد جهش در محصول هر واکنش را نشان می دهد. ب( نتايج واکنش زنجیرهGATآسپارتیک اسید )

جافات باازی در  1090: محصول نهايی قطعه 0جفت بازی، ستون  1040قطعه  PCR2: محصول 2جفت بازی ستون  94قطعه  PCR1: محصول 1ستون 
PCR3  (Sewing PCR). 
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: پاس از ج( سنجش مقاومت مخمر جهش يافته به تااکساول

هاا  کلنی که غربالگاری آن 40يافته به مخمر، از انتقال ژن جهش

میكرو مولار تاکسول بررسی شد و در نهايات  04برای رشد در 

 و  YNHA1 اين مخمرهاا باه ناام  دو سويه مخمررشد کردند.

YNHA2   نام گذاری گرديدند. تكرار اين آزمون نتايج مشابه باا

نشان نداد و اين ساوياه  YNHA2اولین غربالگری را در مورد 

تاا  0در آزمون بعدی در مقادير  YNHA1حذف گرديد. سويه 

میكرومولار در معرض تاکسول قرار گرفت. نسبت به سوياه  04

نشاان  04و  µM  04مادری حساسیت نسبت به تاکسول را در 

 MBCبه نمايش در آمده است. بنابراين،  0داد. نتايج در شكل 

 به دست آمد.  µM 04علیه تاکسول  YNHA1سويه 

 

 بح    

افزايش تولید تاکسول از منابع مختلف هماواره ماورد تاوجاه 

پژوهشگران بوده است و پژوهشگران زيادی در ايان زمایاناه 

( و همكاران در ساال Liکنند. به عنوان نمونه، لی ) فعالیت می

  b-xylosyl-10-deacetyltaxol-7با استفاده از آناالاوگ  2414

درصاد افازاياش  4/0درصد تا  4/42مقدار تولید را از حدود 

 مسایارجاهاش، دادند. اين گروه از ماحاقاقایان باا اياجااد 

10-deacetylbaccatin III-10-Oacetyltransferase  7  از-b-

xylosyl-10-deacetyltaxol  را به سمت تولید تاکسول تاغایایار

های زياد آنالیزهای شیمایاايای و  (. با توجه به هزينه19دادند )

هايی که برای افزايش تولید تااکساول در حاال  تعداد پژوهش

يافته از مخمر )که باه طاور  انجام است، ايجاد يک سويه جهش

طبیعی به تاکسول مقاوم است( می تواند برای تعیین کمیات و 

کیفیت تاکسول کارايی داشته باشد. به علاوه، بررسی حساسیات 

های هادف  سلول نسبت به ترکیبات دارويی و شناسايی مولكول

يوکاريوتی مخمر، راهی برای آشكارساازی آنها در موجود مدل 

مكانیسم عملكرد آنها در سلول های انسان است. ساوياه هاای 

يافته حساس به سموم با اثارات باازدارنادگای رشاد،  جهش

هاا  ياافاتاه توانند به آسانی به وسیله مرگ يا رشد کند جهش  می

روی محیط دارای آن ترکیب خاص بررسی شوناد. ماطاالاعاه 

حساسیت نسبت به باازدارناده مایاكاروتاوباول، باازدارناده 

ريبونوکلئوتید ردوکتاز، بازدارنده مسیر سیگنال فسفاتیديل کینااز 

های حذفی مخمر  و ترکیبات ضد قارچ با استفاده از جهش يافته

 های مقاومت به چاناديان دارو مااناناد نشان داد که بیان ژن

 PDR5, SNQ1, YOR1  برای مقاومت علیه سموم و داروهاای

(. مقاومت به اين سم سلولی که باه 11مختلف ضروری است )

حاوی تاکسول به مقادير معین اشاره شده در شكل و در سه تكرار )دو  YPDبر روی محیط کشت   )YNHA1  )26Asp-2TUBسويه  MBCنتايج :  0شكل  
  به دست آمد. µM 04علیه تاکسول  YNHA1سويه  MBC(. با توجه به شكل 600OD 0.005 و يک تكرار600OD 0.05 تكرار با 
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بایاانای  عنوان داروی  ضد سرطان به کار می رود، باا بایاش 

( مااخااماار و Protein serine/threonine kinase)    PKC1ژن

. محل پیوناد ( 14شود ) چندين کیناز پايین دست ديگر ايجاد می

، 26Asp  مولكول های پاکلی تاکسل با بتا توبولین، اسیدهای آمینه
23Val ،19Lys ،227His  270وPhe   در بتا توبولین انسانی می بااشاد 

 محال اتصاال تااکساول و آناالاوگ هاای آن بار (.  14) 

میكروبوتوبول ها با نشاندارسازی تمايل نوری نیز تايیاد شاده 

   (.17است )

تغییر اين آمینو اسیدها می تواند منجر به تغییر تمايل ماولاكاول 

گردد. مخمر نانوايی که به TUB2  تاکسول در اتصال به زير واحد

 ،227Asn ،26Glyموقعیت اسیدهای آمینه   تاکسول مقاوم است، در
270Tyr ،23Thr   19وAla  2در زير واحدTUB   نسابات باه باتاا

(. با تغییر اسایادهاای 24توبولین مغز انسان دارای تغییر است )

های مغز انسان باه تارئاونایان،  در سلول 294و  22، 20آمینه 

گلايسین و تیروزين نسبت به تاکسول مقاومت کاملای اياجااد 

 اناد  تاثیر باوده تقريبا بی 294و  17های موقعیت  شد، اما جهش

 (.  21و  0)

در اين پژوهش مخمر نانوايی برای ايجاد سیستم غارباالاگاری 

های ديگری که جايگاه اتصالی  برای مولكول تاکسول يا مولكول

ها داشته باشند، مورد استفاده قرار  مشابه تاکسول در میكروتوبول

 TUB2 در ژن 22ايجاد جهش در موقعیت اسید آمینه  گرفت.

مخمر از گلیسین به اسیدآسپارتیک در اولین مرحله مورد توجاه 

هاای  ( با هدف ايجاد جاهاشEntwistle)   اينوايسلقرار گرفت. 

جايگاه آمینواسیدی تاوباولایان در  0مخمری، تاثیر هر يک از 

اتصال به مولكول تاکسول را بررسی نمود. در ايان ماطاالاعاه، 

 ماااخاااماااری باااا ناااقاااص در تااارابااارهاااای 

 Strain AD 12345678 (AD1-8) MATa, PDR1غشايی )
 

-3, ura3, pdr5::hisG, pdr10::hisG, pdr11::hisG,  
 

pdr3::hisG, pdr15::hisG  ) جايگاه، آمینواسیدهاای  0که در

مشابه مخمار  22مشابه به توبولین مغز را داراست اما در جايگاه 

در حالی  .( 22و  0تاکسول را تحمل کند ) lµ20است، توانست 

که در پژوهش حاضر به دلیل استفاده از میزبان مخمار کاه در 

برابر افزايش  2ترابرهای غشايی خود نقصی ندارد، اين مقدار تا 

های سلول های توماوری  يافته است. امكان تغییر در بتا توبولین

و به وجود آمدن ايزوتیپ هايی که امكان اتصال تاکسول را کام 

همچانایان باا کاماک  . ( 17کرده باشد پیش بینی شده است )

تاغایایار اثار   BRCA2و    BRCA1  يافتاه های جهش پروتئین

های توموری نشان داده شده است. باه  ها بر روی سلول تاکسان

ها به منوور تشخیص بیماارانای  توان از اين جهش طوری که می

 (.20استفاده نمود ) اند، ها مقاومت دارويی پیدا کرده که به تاکسان

 

 نتیجه  یری           

)هايی( باود کاه در  هدف از اين آزمون به دست آوردن سويه 

کنند، اما در محیط حاوی تاکسول قاادر  محیط معمولی رشد می

به رشد نیستند. دو کلنی با اين شرايط پیدا شدناد کاه حااوی 

بودند. يكی از آنهاا TUB2 ترمینالN از انتهای 0موتاسیون شماره 

در آزمون اولیه برای تحمل تاکسول در محیط مايع و در غلوت 

تاکسول رشدی کمتر را در مقايسه با شاهد کاه  میكرومولار 04

نامیده شد. باا    YNHA1بدون تاکسول بود نشان داد. اين مخمر

توجه به هدف پژوهش، تحمل مقادير بیشتر تاکسول در محیاط 

های گیاهی  که پتانسیل  ها يا سلول می تواند به انتخاب ارگانیسم

تولید تاکسول  دارند، اما به دلیل مقدار تولید پايین از چارخاه 

 شوند، کمک نمايد. غربالگری حذف می
 

 م ح ات ا  قی            

نويسندگان تمامی نكات اخلاقی شامل: عادم سارقات ادبای، 

انتشاردوگانه، تحريف داده ها و داده سازی را در ايان ماقاالاه 

 رعايت کرده اند.

 

 تشکر و قدردانی              

اين پژوهش با حمايت مالی معاونت پژوهشی دانشگاه شاهایاد 

های نوين دانشاگااه  بهشتی و در محل دانشكده علوم و فناوری

 شهید بهشتی گروه بیوتكنولوژی انجام شده است.

 

 تعار  در م اف               

 وجود ندارد. 
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Abstract 

Background & Objectives: Paclitaxel is an effective anti-microtubule agent against lung, ovarian 

and breast cancers. The low production of taxol in the yew, as well as its resistance to  

chemotherapy, is limiting the use of paclitaxel. This study aimed to create a screening system for 

new sources of taxol using the taxol sensitive mutant strain of Saccharomyces cerevisiae.   

Materials & Methods: To mutate the yeast chromosome TUB2 gene, primers containing a change 

in codon 26 from glycine to aspartic acid (GGT to GAT) were designed and TUB2-Asp26 gene 

amplified by three-step PCR method. The TUB2 gene was then cloned from the haploid strain into 

the yeast expression vector in the galactose promoter. After transplantation of haploid yeast with 

Gal-TUB2 construct (pZF58), transgenic screening was carried out for the second time by PCR 

product of the TUB2-Assp26 gene and in the medium containing galactose and against 40 μM  

taxol. 

Results: Of the 84 transgenes, the yeast strain YNAH1 was selected from the first screening and 

the integration of mutation in the chromosome was confirmed by the MBC value of 50 μM taxol. 

The formerly generated membrane-defective yeast strain with amino acid sequences similar to the 

brain beta-tubulin with an exception for amino acid 26, tolerated 25 µM taxol. However, in the 

present study, tolerance increased by up to 2-fold due to the use of yeast hosts that had no defects 

in membrane transporters. 

Conclusion: The mutant yeast strain can be used in screening to find new sources of taxol  

producers with production capacity up to 50 µM.  
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