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و  نيتروژن   ، سلول در استفاده از هر يك از اسيدهاي آمينه بعنوان تنها منبع كربن              رشد در اين تحقيق متابوليسم   
ابتدا شـبكة واكنـشهاي متـابوليكي    بدين منظور .  در استرپتومايسسها مورد بررسي قرار گرفته شده است       انرژي

جمع آوري و سپس يك  از ميكروارگانيسمها   وه  ربراي اين گ  شامل كلية واكنشهاي آنابوليسم و كاتابوليسم سلولي        
اين مدل براي حداكثر نمودن تابع هدف       .  هاي جرمي بدست آورده شده است       مدل استوكيومتري بر اساس موازنه    

توزيع فلاكـسهاي متـابوليكي در   .  حل گرديده استlingoريزي خطي با استفاده از نرم افزار   رشد از طريق برنامه   
نقشة متابوليكي همراه با مقادير عددي فلاكسها بر اساس نتايج محاسباتي براي يك اسيد آمينه ارائـه               غالب يك   

  . آورده شده است نتايج اين محاسبات و نيز اثر تعداد كربن اسيدهاي  آمينه در رشد در جدول. گرديده است
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  مقدمه
مثالهـاي  . اي نيـست   بررسي مسيرهاي متابوليكي و دستكاري آنها بمنظور ايجاد تغييرات مطلوب پديـدة تـازه             

در .  اسيدهاي آمينهبيوتيكها و ويتامينها، حلالها، آنتيتوليد اي در اين زمينه وجود دارد از جمله بهبود  برجسته
پـس از آن بـا توسـعة روشـهاي     . شـد  اسـتفاده مـي  ) كه يك پديدة اتفاقي بود    (ابتدا از موتاسيونهاي شيميايي     

. ]١[اي در دستكاري مـسيرهاي متـابوليكي گـشوده شـد                نوتركيب، راه تازه    DNAبيولوژي مولكولي و ايجاد     
Bailey    ده شده فعاليتهاي سلولي از طريـق دسـتكاريهاي    مهندسي متابوليك را بهبود جهت دا      ١٩٩١ در سال
 .]٢[ نوتركيـب تعريـف نمـود    DNAانتقال مواد و عملكرد تنظيمي سلول بـا اسـتفاده از تكنولـوژي    . آنزيمي

هاي مهندسي دربردارندة دو مرحلـة تعريـف شـدة تحليـل و بررسـي              مهندسي متابوليك نيز مانند ديگر رشته     
(analysis)     و نيز ساخت (synthesis)در بعـد تحليـل ايـن مهندسـي مـسائل زيـادي ماننـد تعيـين         . باشد  مي

پارامترهاي مهم در هر موقعيت فيزيولوژي و استفاده از اين اطلاعـات بـراي توضـيح سيـستم كنتـرل شـبكة                
بـدين منظـور يـك نقـشة جـامع از      . ]١[  گيـرد  متابوليكي و سپس اهداف منطقي اصلاح مورد بحث قرار مـي   

 بعد از مشخص شدن تغييرات مناسب، تكنيكهـاي بيولـوژي مولكـولي در   . باشد مورد نياز ميمتابوليسم سلولي   
مفهـوم آنـاليز حـداكثر قابليـت سـلول، بطـور            . ]٣و١[  رود  بكار مـي  ) بعد ساخت (بي  وجهت اصلاح گونة ميكر   

لوس  باسـي  ]٥و٤[ موفقيت آميزي در مورد تعداد زيـادي از ميكروارگانيـسمهاي صـنعتي ماننـد اشرشـياكلي                 
  . بكار برده شده است. ]١١و١٠[و استرپتومايسس . ]٩و٨و٧[باسيلوس ليچني فرميس  ]٦[سابتيليس 

باشند كه كـه از اهميـت زيـادي در صـنعت از جملـه       استرپتومايسسها از باكتريهاي طبقة استرپتومايستها مي  
باشـند، بيـشتر توجهـات       يكها مـي  بيوت  نجائيكه آنها از منابع عمدة توليد آنتي      آاز  . صنعت داروسازي برخوردارند  

معطوف مسيرهاي توليد محصولات ثانويه و تنظيمات آنزيمي آنها بوده و به مـسيرهاي متابوليـسم اوليـه كـه               
هـا   در اين تحقيق به متابوليسم اوليه اين گونه. ]١٢[  باشد توجه كمتري شده است     توليد كنندة پيشسازها مي   

يكي از ابزارهـاي  (تنها منبع كربن و نيتروژن با استفاده از آناليز فلاكسها در استفاده از اسيدهاي آمينه بعنوان  
روش آناليز فلاكسها در گونة استرپتومايسس سـيليكالر و ليويـدانس         . پرداخته شده است  ) مهندسي متابوليكي 

طه يـا  تنها با توجه به واكنشهاي آنابوليسم در بررسي رشد سلول بكار رفته و اثر شكـست و تجزيـة مـواد واس ـ     
  .واحدهاي ساختماني در نظر گرفته نشده است

در اينجا با افزوده شدن كل واكنشهاي تجزية اسيدهاي آمينه به شـبكة متـابوليكي، اثـر اسـتفادة ايـن مـواد                      
  .بعنوان منبع غذايي سلول مورد آناليز قرار گرفته شده است

  
  تئوري و روشها

مربوط به ميكروارگانيسم مورد نظر براي تبديل منابع كربن و       در اين آناليز ابتدا شبكه واكنشهاي بيوشيميايي        
 و نيـز تجزيـة   ATP) اي، واحدهاي ساختماني ماكرومولكولها و متابوليتهاي واسطه( سلولي هانرژي به اجزا، تود  

 جرمي براي هر متابوليت   هبا نوشتن موازن  .  داده شد  اي و پيشسازها تشكيل     هر كدام از اين اجزا به مواد واسطه       
 . يك دستگاه معادلات بدست آورده شد زيردرون سلولي در حالت پايدار بصورت
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S . v = b 
  كه در آن

S  ضرايب  ماتريس  
b  بردار سرعت ويژة خروج مواد از سلول  

v  بردار فلاكسهاي مجهول   
  .]١٣[) شود  منفي ميbدر مورد جذب مواد غذايي از محيط (
 از تعداد متابوليتها بيشتر است، تعداد فلاكسهاي مجهول از تعداد معـادلات  از آنجاييكه تعداد واكنشها معمولاً  

بـا تعيـين   . بيشتر شده و در نتيجه يك دستگاه معادلات جبري خطي خواهيم داشت كه بينهايت جـواب دارد         
تابع هـدف در آنـاليز فلاكـسهاي    . يك تابع هدف و بهينه سازي آن مي توان فلاكسهاي مجهول را بدست آورد  

براي حل دستگاه . مي تواند سرعت رشد ويژه، سرعت جذب سوبسترا، يا سرعت توليد محصول باشد    تابوليكيم
تواند مدلهاي خطي و غير خطي را حل نمايد اسـتفاده    كه مي Lingo7 معادلات از نرم افزار برنامه ريزي خطي      

  .]١٤[شده است 
   

  نتايج و بحث
مـسير   :جه به متابوليسم استرپتومايسسها در نظر گرفته شده است    در اين شبكه مسيرها و واكنشهاي زير با تو        

 ه چرخ ـ،(Pentose phosphate)  پنتوز فـسفات ،(Gluconeogenesis) گلوكونئوژنس ،(Glycolysis) زگليكولي
ــيتريك ــيد سـ ــسيلاتمسير ،(Citric acid cycle) اسـ ــك (Glyoxylate) گليوكـ ــشهاي آناپلروتيـ ، واكنـ

(Anaplerotic)يوم، نيترات، سولفات، فسفات، تنفس هـوازي ، مصرف آمون (Oxidative phosphorhylation) ،
، بيوسـنتز اسـيدهاي   (Transhydrogenase) ، فعاليت ترنس هيـدروژناز (Folic acid) واكنشهاي اسيد فوليك

، RNA و   DNA ماننـد    سـلول ه  آمينه، نوكلئوتيدها، سنتز اسيد چرب، بيوسنتز ماكرومولكولهاي تشكيل دهند        
تئين، فسفوليپيد و گليكوژن همچنين تجزية پروتئين، اسيدهاي آمينه، اسيدهاي نوكلئيك، نوكلئوتيـدها،             پرو

 (Entner-Doudoroff) مـسير انتنـردودوروف  ]. ١٢و١٥و١٦و١٧و١٨و١٩[چربيها، اسيدهاي چرب و گليكوژن 
 ايـن شـبكه  . ]١١[   گيـرد  كه از مسيرهاي شكست گلـوكز ميباشـد در استرپتومايسـسها ديـده نـشده اسـت           

 جرمي بـراي هـر متابوليـت درون سـلولي يـك             ه با موازن  .ميباشد واكنش بيوشيميايي     ٢١٦ حدود هدربردارند
گرفتـه   در محاسـبات انجـام  . يـد حاصل گرد) فلاكسهاي مجهول(مجهول  ٢١٦ معادله و ١٣١دستگاه با تعداد   

 ٣٣/١، FADH2 و در مورد ٢، NADHدر اكسيداسيون هوازي در مورد   (P/O ratio)نسبت فسفر به اكسيژن 
  ماكرومولكولها و نيـز درصـد  هدرصد وزني هر يك از واحدهاي ساختماني تشكيل دهند. ]١١[فرض شده است   

 تـوده  .انـد   در نظـر گرفتـه شـده   ]٢٠[  بر مبناي اطلاعات منبـع  زيستي ههر ماكرومولكول در يك گرم از تود
 فسفوليپيدها و منابع ذخيره كربنـي در نظـر گرفتـه شـده              زيستي عمدتا شامل پروتيئن، اسيدهاي نوكلئيك،     

  .است
هـر   موجود، بـراي  بمنظور بررسي استفادة سلول از اسيدهاي آمينه بعنوان تنها منبع كربن و نيتروژن در مدل       

  در نظر گرفته شده اسـت و حـداكثر شـدت ويـژة    ١٠٠ μmol(g DW h)-1  اسيد آمينه شدت ويژة جذب برابر
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هنگام استفاده از اسـيد آمينـة   بعنوان نمونه توزيع فلاكسها . از اين مدل محاسبه گرديده است   رشد با استفاده    
  ٠٠٦٢٢٢٥/٠حداكثر رشد ويژة محاسبه شده براي اين اسيد آمينه . آورده شده است) ١(شكل در تريپتوفان 

g(g DW h)-1   مـصرف گلـوكز و    بوده  است در حاليكه حداكثر شدت رشد ويژه تئوري براي مقـدار مـشابه از 
تريپتوفـان  . ]٢١[ محاسـبه شـده اسـت    g(g DW h)-1 ٠١١٨٩٩٥/٠) منبع كـربن (مقدار مورد نياز از آمونيوم 

بيـشتر فرمـات توليـدي بـه دي        . شـود   عموماً در استرپتومايسسها به فرمات، آلانين و آنترالينـات تجزيـه مـي            
. شـود  ت آمده به پيروات و آمونيوم تجزيه مـي شده و آلانين بدس اكسيدكربن تبديل ميگردد كه از سلول خارج    

در اثر اين واكنشهاي تجزيه مقداري اوره توليد گرديده كه از سلول دفع شده و باعث از دست رفـتن مقـدار از        
تحقيقات تجربي انجام شده بر روي اين گونه نشان داده است     . گردد  منبع كربني و پايين آمدن شدت رشد مي       

تـوان    كه از اينجا مـي ]١٢[  بعنوان منبع كربن و نيتروژن در استرپتومايسسها بكار رود     تواند    كه تريپتوفان مي  
  . به صحت آناليز انجام شده پي برد

 بعنوان تنهـا  زاسيدهاي آمينه هر يك از ا١٠٠  μmol(g DW h)-1 شكست آمده ازست بدنتايج ) ١ (در جدول
شود طبـق تحليـل و بررسـيهاي انجـام شـده       همانطور كه مشاهده مي. شده اندن مقايسه ژمنبع كربن و نيترو  

 كـربن دارد و درصـد قابـل تـوجهي از پـروتئين      ٦لايـزين  . تواند باشد   لايزين سوبستراي بهتري براي رشد مي     
پس از آن لوسـين، ايزولوسـين و     . سلولي از لايزين تشكيل شده است كه خود در سرعت ويژة رشد مؤثر است             

 كـربن  ٩ كـربن دارنـد در حاليكـه تـايروزين حـاوي       ٦لوسين و ايزولوسين هر دو      . شابهي دارند تايروزين اثر م  
تايروزين درصد بسيار كمتري از پروتئين سلولي در مقايسه با آن دو اسيدآمينه دارد همچنين مقـدار  . باشد  مي

 و پرولين نيز يك اندازه در گلوتامات و گلوتامين. يابد بسيار زيادي از آن بصورت آنترالينات در سلول تجمع مي      
 كربنه اسـت ولـي   ٦ كربن دارند در حاليكه پرولين ٥گلوتامات و گلوتامين هر دو . گذارند رشد اين گونه اثر مي  

با اينكـه درصـد   . دهد اين اسيد آمينه درصد كمتري از پروتئين سلولي را در مقايسه با آن دو اسيد تشكيل مي  
ز آلانين تشكيل شده ولي بازدة رشد پـائيني نـسبت بـه بقيـه دارد كـه البتـه        بسيار بالايي از پروتئين سلولي ا     

گليـسين كمتـرين اثـر را در رشـد آن داشـته اسـت كـه البتـه           .تواند بدليل كم بودن مقدار كربن آن باشد         مي
 از آنجائيكه تعداد كـربن در اسـيدهاي آمينـه متفـاوت          . پائينترين مقدار كربن را درميان اسيدهاي آمينه دارد       

قيق شدت ويژة مول اين تحسرعت ويژة رشد بازاي واحد كربن در هر اسيد آمينه مشخص شده است در   . است
 ميكرومول بر گرم جرم خشك سـلول بـر سـاعت           ١٠٠مصرفي سوبسترا در مورد همة اسيدهاي آمينه ثابت و          

دهد كـه يـك     نشان مي  ارزيابي انجام شده  . بوده كه منجر به ورود تعداد كربن متفاوت در هر حالت شده است            
واحد كربن ترئونين بيشترين اثر را در رشد استرپتومايسس نسبت به بقية اسيدهاي آمينه داشته است ولي در         

متوجـه  ) ١(بـا نگـاه بـه جـدول     . كل از لحاظ ايجاد رشد بيشتر رتبة پنجم را در بـين اسـيدهاي آمينـه دارد     
ري دارند كه در نتيجه در كل، رشـد بيـشتري را سـبب              شويم كه اسيدهاي آمينة مذكور تعداد كربن بيشت         مي
 كربنه بوده است نسبت به تعداد كربن خود كمترين رشد را براي اين       ١١تريپتوفان با توجه به اينكه      . شوند  مي

 بالا توضيح داده شده است بيشتر كربن تريپتوفان بصورت آنترالينات در       درهمانطور كه   . گونه سبب شده است   
  . يابد سلول تجمع مي
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نقشة متابوليكي استرپتومايسس براي حداكثر رشد در حالتيكه تنها منبع كربني و نيتروژن، تريپتوفان ): ١(شكل 

  ).باشد  مي١٠٠  μmol(g DW h)-1  شدت ويژة مصرف تريپتوفان. (باشد مي
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  . تنها منبع كربن و نيتروژننتايج حاصل از رشد استرپتومايسس با استفاده از يك اسيد آمينه بعنوان): ١(جدول 
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  مينه أاسيد  سرعت رشد ويژهتعداد كربن  كربنداي واحزسرعت رشد ويژه با
g (g DW hC)-1    g (g DW h)-1  

 

   
    لايزين    ٠٠٩١٥٠٠/٠    ٦    ٠٠١٥٢٥٠/٠  
    تايروزين    ٠٠٨١١٨٤/٠    ٩    ٠٠٠٩٠٢٠/٠  
  لوسين    ٠٠٨١١٨٤/٠    ٦    ٠٠١٣٥٣٠/٠  
  ايزولوسين    ٠٠٨١١٨٤/٠    ٦    ٠٠١٣٥٣٠/٠  
  والين    ٠٠٧٦٥٦٨/٠    ٥    ٠٠١٣٥١٣/٠  
  گلوتامين    ٠٠٧٤٢٧٠/٠    ٥    ٠٠١٤٨٦٠/٠  
  گلوتامات    ٠٠٧٤٢٧٠/٠    ٥    ٠٠١٤٨٦٠/٠  
  پرولين    ٠٠٧٤٢٧٠/٠    ٦    ٠٠١٢٣٨٣/٠  
  ترئونين    ٠٠٧٣٨٤٦/٠    ٤    ٠٠١٨٤٦١/٠  

  آرژينين    ٠٠٦٨٨٣٠/٠    ٦   ٠٠١١٤٧١/٠
  تريپتوفان    ٠٠٦٢٢٢٥/٠    ١١   ٠٠٠٥٦٥٦/٠
  آلانين    ٠٠٥١٥٤١/٠     ٣   ٠٠١٧١٨٠/٠
  آسپارتات    ٠٠٤٣٨٨٠/٠    ٤   ٠٠١٠٩٧٠/٠
  سرين    ٠٠٤١٩٧٠/٠    ٣   ٠٠١٣٩٩٠/٠
  آسپارژين    ٠٠٤١٦٥٧/٠    ٤   ٠٠١٠٤١٤/٠
  گليسين    ٠٠١٦٧٧٨/٠    ٢   ٠٠٠٨٣٨٩/٠
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