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 )TdT(كاربردهاي آنزيم ترمينال دئوكسي نوكلئوتيديل ترانسفراز 

  مائده كولاني و *رحمان امام زاده

 ي سلولي مولكولي و ميكروبيولوژيگروه زيست شناسدانشكده علوم و فناوريهاي زيستي،  دانشگاه اصفهان،اصفهان،  ،ايران

  ١٣/٠٨/١٤٠٣ تاريخ پذيرش:  ١٤/٠٦/١٤٠٣تاريخ دريافت: 

 چكيده

 نوكلئوتيديل ديگر برخلاف كه است pol X خانواده از پليمرازDNA يك ،)TdT( ترانسفراز نوكلئوتيديل دئوكسي ترمينال آنزيم
 ايرشتهدو اي،رشتهتك DNA هيدروكسي ٣′ انتهاي به را غيرطبيعي و طبيعي نوكلئوتيدهاي الگو رشته به نياز بدون ترانسفرازها،

 ساير همانند TdT. دارد زيستي حسگرهاي ساخت در ايگسترده كاربرد فردمنحصربه ويژگي اين. كندمي متصل RNA يا
 اهميت. كند استفاده 2Co ،+2Mn ،+2Zn ،+2Mg+ هايييون از تواندمي و داشته نياز فلزي هاييون به فسفريل انتقال براي پليمرازها

 در زيستي نشانگر عنوان به پزشكيزيست در. است فناوريزيست و پزشكيزيست در آن وسيع كاربردهاي از ناشي آنزيم اين
 شناسايي براي TUNEL سنجش در و) ALL( حاد لنفوبلاستيك لوسمي ويژهبه خوني، هايبدخيمي بنديطبقه و تشخيص

 آنزيمي سنتز آپتامر، توسعه ،DNAگذاريبرچسب در كليدي ابزاري TdT فناوري،زيست در. شودمي استفاده آپوپتوز
 تشخيص براي حساس زيستي حسگرهاي توسعه و DNA نانوساختارهاي ساخت نوكلئوتيدها،پلي طراحي اليگونوكلئوتيدها،

-TdT مانند تركيبي هايسامانه و DNA بر يمبتن داده سازيذخيره در آن از استفاده دهندهنشان اخير هاينوآوري. است هاپاتوژن

CRISPR و تشخيصي كاربردهاي فيزيولوژيكي، نقش بيوشيميايي، خواص بررسي به مطالعه اين. است عملكردي نانوذرات و 
  .كندمي تحليل را آينده اندازهايچشم و آنزيم مهندسي در اخير هايپيشرفت و پرداخته TdT فناوريزيست

  DNAنانوفناوريفناوري، تشخيص سرطان، زيستپزشكي، ترمينال دئوكسي نوكلئوتيديل ترانسفراز، زيست :كليدي واژگان

  r.emamzadeh@sci.ui.ac.irنويسنده مسئول، پست الكترونيكي*

  مقدمه

  TdT()Terminal( ترمينال دئوكسي نوكلئوتيديل ترانسفراز

deoxynucleotidyl transferase(  با كد آنزيميEC: 2.7.7.31 
پليمراز است كه براي اولين بار توسط تيم DNAيك 

از غدد تيموس  ١٩٦٠تحقيقاتي بولوم و پاتر در سال 
  . )١سازي شد (خالص

TdT متعلق به خانواده پليمرازpol X يك زيركلاس از ،
  NT()Nucleotidyl( ابرخانواده نوكلئوتيديل ترانسفراز

Transferase (NT) family(  است كه عمدتا در ترميمDNA 
، pol 𝛽به جاي همانندسازي نقش دارند. در اين خانواده، 

pol 𝜆  وpol 𝜇 ) اين آنزيم با ٢نيز گنجانده شده است .(pol 

𝛽 و با  %٢٢ pol 𝜇%توالي همولوگ دارد. با اين حال، در  ٤٢
تواند اتصال مي TdTنسفرازها، تنها خانواده نوكلئوتيديل ترا

، -٣OH′نوكلئوتيدهاي طبيعي و غيرطبيعي را به انتهاي 
DNA اي،رشتهتكDNA اي و يا دورشتهRNA بدون نياز به ،
ي الگو در حضور كوفاكتورهاي كاتيوني دوظرفيتي و رشته

) كاتاليز كند dNTPsها (فسفاتنوكلئوزيد تريدئوكسي
). اين موضوع عمدتا به اين دليل است كه ٣) (١(شكل 

TdT باشد كه مانع اتصال اي ميحاوي يك ساختار حلقه
DNA شود. اين مزيت منحصر به فرد به طور اي ميدورشته

شود اي در ساخت حسگرهاي زيستي استفاده ميگسترده
)٤.(  

TdT زي برايمانند تمام پليمرازها به حضور يك يون فل  

تواند كاتاليز واكنش انتقال فسفريل نياز دارد. اين آنزيم مي
 ، 2Co ،+2Mn ،+2Zn+هاي فلزي مختلف مانند از بسياري يون

+2Mg) طور قابل هاي فلزي دوظرفيتي به). يون٥استفاده كند
گذارند و اثرات متفاوتي توجهي بر فعاليت آنزيمي تأثير مي

  ).٦دارند ( هاdNTPزگرها و براي آغا TdTبر ميل تركيبي 
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ه به پليمراز وابست DNAهاي ساده شده براي فعاليت مدل -١شكل
- دورشته DNAپليمرازها به DNAالگو و مستقل از الگو (الف) بيشتر

ان عنوبه ٣'→٥' اي به عنوان سوبسترا نياز دارند، كه در آن رشته
 شود. (ب)عنوان الگو استفاده ميبه ٥'→٣' آغازگر و رشته مكمل

ليز اتاكترمينال دئوكسي نوكلئوتيديل ترانسفراز در توانايي خود براي 
يم آنز تواند در جايگاه فعالانتقال فسفوريل در غياب الگويي كه نمي

  قرار گيرد منحصر به فرد است.

  

يك نشانگر زيستي مهم براي برخي  TdT درحوزه پزشكي،
 ويژه لوسمي لنفوبلاستيك حادهاي خوني، بهبدخيمي

)ALL() Acute lymphoblastic leukemia( و ابزاري براي ،

. در )٧(است TUNEL تشخيص آپوپتوز در سنجش 

، توسعه DNAگذاريبراي برچسب TdTفناوري، از زيست
و  DNAنانوساختارهايآپتامر، مونتاژ ژن، ساخت 

شود. همچنين نقش سازي داده استفاده ميهاي ذخيرهسامانه
هاي مهمي در سنتز اليگونوكلئوتيدهاي سفارشي براي درمان

، )RNAi )RNA Interferenceسنس و نوين، ازجمله آنتي
يجاد درافزودن نوكلئوتيدهاي منفرد يا ا TdTدارد. توانايي 

ي ند برابازها با واسطه فلز،آن را به ابزاري ارزشمجفت
يابي هاي تواليفناوري پيشرفته و نسل جديد فناوريزيست

هايي همچون . با اين وجود، چالش)٨(استتبديل كرده

 سازي كارايي، پايداري واختصاصيت سوبسترا باقيبهينه
  است.

هاي بيوشيميايي، مكانيسم اين مقاله با بررسي ويژگي
بردهاي شود و به كارآغاز ميTdT عملكردي و ساختاري 

پردازد. همچنين فناوري ميآن در تشخيص، درمان و زيست

هاي هاي اخير، ازجمله ادغام آن در سامانهنوآوري
، و DNAسازيهاي ذخيرهحسگرزيستي و فناوري

اندازهاي آينده آن در مهندسي مولكولي پيشرفته مورد چشم
 گيرد.بحث قرار مي

   TdT ساختار آنزيم 

موش، براي اولين  TdTكاتاليزوري ساختار كريستالي مركز 
 TdTسال پس از كشف  ٤٠، بيش از ٢٠٠٢بار در سال 

پليمراز معمولي DNAيك  TdTشناسايي شد و نشان داد كه 
𝛽  مانند است كه به شكل دست بسته قفل شده است

). همچنين اين آنزيم دو كمپلكس دوتايي را با ٢(شكل 
). اكثر ٩دهد(ميتوالي آغازگر و نوكلئوتيد ورودي تشكيل 

DNAشده انگشت، كف حفظ هايپليمرازها حاوي زيردامنه
دست و انگشت شست هستند كه به ترتيب براي 
تشخيص/اتصال نوكلئوتيد، فعاليت كاتاليزوري پليمراز و 

  ).١٠باشند (حياتي مي DNAاتصال به سوبستراي 

) در نزديكي ١(لوپ)lariat( وجود يك حلقه بلند كمندمانند
مانع از پذيرش رشته الگو در جايگاه terminal- Cدامنه 

دهد بدون الگو، شود و به آن امكان ميفعال آنزيم مي

رشته پرايمر اضافه  ٣′نوكلئوتيدهاي تصادفي را به انتهاي 
وجود ندارد كه به آن  𝛽پليمراز  DNAكند. اين حلقه در 

  ).١١شود ( دهد به رشته الگو متصلاجازه مي

نسبتاً وسيع است و محدوديتي بر روي  TdTجايگاه فعال 
- يكند. اين باعث مبخش قند نوكلئوتيد ورودي اعمال نمي

ي اكسي ريبوز به راحتشود كه با هر دو قند ريبوز و دي
  ).١١وارد واكنش شوند (

دهد كه چهار نشان ميTdT -مطالعه كمپلكس آغازگر

بدون در نظر گرفتن  -٣OH′نوكلئوتيد آخر در انتهاي 
كنند. در محل ماهيت باز با پليمراز برهمكنش مي

آسپارتات حفظ  آمينههاي فلزي با اسيدهايكاتاليزوري، يون
شوند و آلفافسفات خود ورودي هماهنگ مي dNTPشده و 

دهند. عدم وجود را براي حمله نوكلئوفيلي قرار مي
عدم  ،TdTهاي خاص بازهاي نوكلئوتيدي با برهمكنش

دهد را توضيح مي dNTPاختصاصيت نسبت به افزودن 
)١٢(.  
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 PDB 1KEJويژه كدهاي شناساييموش، بهTdTتايي با استفاده از ساختارهاي كريستالي دوتايي موجود از ساختار كمپلكس سه -٢شكل

(TdT·ddATP) ،1KDH (TdT·ssDNA)  4وI28 (TdT·ssDNA and Zn²⁺).  

براساس ساختار كريستالي آنزيم ترمينال دئوكسي 
آمينه كليدي در ) اسيدهايTdTنوكلئوتيديل ترانسفراز (

اسيد جايگاه فعال اين آنزيم عبارتند از سه آسپارتيك
) كه در دامنه Asp343, Asp345, Asp347محافظت شده (

روتئين قرار دارند و نقش كاتاليتيكي دارند. مركزي پ
متصل  ٤٥٢كه به اكسيژن كربونيل گليسين  ٣٣٦آرژينين 

 ٤٥٢) بين گليسين Cisكند تا پيوند سيس (شده و كمك مي
حفظ شود. اين دو اسيدآمينه در محل اتصال  ٤٥٣و سرين 

 .)١٣نوكلئوتيد ورودي قرار دارند (

  TdTكاربردهاي آنزيم 

اين آنزيم به عنوان يك ابزار زيست فناوري و استفاده از 
رود كه پزشكي در حال گسترش است و انتظار ميزيست

در آينده كاربردهاي بيشتري پيدا كند. اين آنزيم به دليل 
ويژگي منحصر به فرد خود در كاتاليز قالب مستقل 
نوكلئوتيدها بر روي زنجيره اليگونوكلئوتيد به ابزاري 

شناسي ي مختلفي از جمله زيستهاكليدي در زمينه
-ها و زيستمولكولي، نانوفناوري، ذخيره سازي داده

  حسگرها تبديل شده است.

  هدف درماني در سرطان

در  TdTشواهد باليني نشان دهنده تغيير در فعاليت يا بيان 
باشد. درماني ميشروع، پيشرفت سرطان و پاسخ به شيمي

TdT هاي هاي لنفوسيتي حاد سلوللوسمي در B و T)ALL (
 AML() Acute Myeloidهاي ميلوسيتيك حاد (و لوسمي

Leukemia( ازحد بيان ميبيش) ٩٠٪). حدود ١٦شود 
را نشان  TdTبيان  AMLبيماران  ٢٠٪و  ALLبيماران 

 ()CLLدهند كه بيشتر از لوسمي لنفوسيتي مزمن (مي

Chronic Lymphocytic Leukaemia( ) فعاليت ١٦،١٧است .(

آگهي ضعيف، پاسخ نامطلوب به با پيش TdTبالاي 
درماني و بقاي كمتر مرتبط بوده و ميزان بهبودي شيمي

). اين ١٨منفي است (TdT مثبت نصف بيماران TdT بيماران 
 هاي انتخابي موضوع موجب تلاش براي توسعه مهاركننده

TdTاست. كورديسپين عنوان داروي ضدلوسمي شدهبه
(Cordycepin) )'آدنوزين) همراه با دئوكسي-٣

مهاركننده  ،)Deoxycoformycin(كوفورمايسين دئوكسي
مثبت سيتوتوكسيك  TdTهاي دآميناز، عليه لوسميآدنوزين
اي رشتهتكDNA ). اثر آن ناشي از مهار سنتز ١٩،٢٠است (
، توقف گسترش پرايمر و القاي آپوپتوز است، TdTتوسط 

هاي آنزيم اما به دليل عوارض جانبي ناشي از مهار
درماني طور گسترده در شيميمتابوليسم نوكلئوزيدها به

هاي غيربازمانند ). بنابراين، مهاركننده٢٠كاربرد ندارد (
-اند. ازجمله، آريل انتخابي توسعه يافته

 )Aryl-diketohexanoic acids(اسيدهاكتوهگزنوئيكدي
عنوان ترميناتور مهار را بدون عمل به pol λو  TdTفعاليت 

سميت سلولي بالاتري عليه  RDS 2119اند و آنالوگ كرده
نشان  HeLa ) نسبت به ردهMolt4مثبت (TdT رده لوسمي 

  ).٢١است (داده

 ابزار بيوشيميايي چندمنظوره

TdT هاي نوكلئوتيدي قادر است از طيف وسيعي از آنالوگ
- p)،٢٢نوكلئوتيدها ( دئوكسي دي -٣'،٢'مانند 

فسفات ترينيتروفنيل-p)،٢٣فسفات (ترياتيلنيتروفنيل
ها فسفاتتري-٥'ريبونوكلئوزيد -ال-دئوكسي-٢')، ٢٣(
) استفاده ٢٥ها (تترافسفات-٥'،٥'نوكلئوزيد ) و دي٢٤(

كند. اين توانايي براي تحمل تغييرات در نوكلئوباز، اساس 
تني وآزمايشگاهي گذاري درونهاي برچسبروش

 TUNELاي است. سنجش دورشته DNAهاي شكستگي
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)TdT-mediated dUTP-biotin nick end-labeling ( برپايه
 DNA ٣'به انتهاي TdT بيوتينيله توسط  dUMPافزودن 

شود. اين انجام مي DNA اي در محل شكسترشتهتك
dUMP  بيوتينيله با آويدين)Avidin ( يا استرپتاويدين

)Streptavidin( دار آشكارسازي شده و امكان فلورسنت
را فراهم DNA هاي گيري كمي و مكاني شكستاندازه

عنوان بيوكاتاليست براي به  TdTبراين،). علاوه٢٦(سازد مي
اليگونوكلئوتيدهاي سنتزي با  ٣'گذاري انتهايبرچسب

هاي فلورسنت كاربرد دارد نوكلئوتيد راديواكتيو يا پروب
توانند به رشته مكمل ). پرايمرهاي نشاندار شده مي٢٧(

عنوان سوبستراهاي راديواكتيو جهت پايش  شده و به آنيل
هاي دخيل در متابوليسم اسيدنوكلئيك مانند اليت آنزيمفع

گليكوزيلازها و DNAاندونوكلئازهاي محدودكننده، 
DNA.پليمرازهاي وابسته به الگو مورد استفاده قرارگيرند 

 TUNELو سنجش DNA تثبيت 

هاي ساده براي امكان توسعه روشTdT خواص ذاتي 
را فراهم نوكلئيك روي بسترهاي جامد تثبيت اسيدهاي

دار كردن ها عمدتاً برپايه دنبالهاست. اين روشكرده
-biotin-16پرايمرها با نوكلئوتيدهاي بيوتينيله مانند  ٣'انتهاي

dUTP  است و پس از افزودن چند نوكلئوتيد، قطعات
ssDNA  ياdsDNA  شده روي بسترهاي پوشش اصلاح

با شده با استرپتاويدين يا از طريق رسوب ايمني داده
). چنين ٢٨شوند (بادي ضدبيوتين شناسايي ميآنتي

براي تشخيص TUNEL رويكردي منجر به توسعه سنجش 
است. درطي آپوپتوز، در آپوپتوز شده DNAهاي شكستگي

DNA ٣'هاي به واحدهاي نوكلئوزومي تقسيم و گروه -
ها را با آن TdTشود كه هيدروكسيل آزاد ايجاد مي

، پر كرده و dUTPده، عمدتاً شنوكلئوتيدهاي اصلاح 
قطعات حاصل توسط فلوسيتومتري، ميكروسكوپ 

شوند هاي آنزيمي شناسايي ميفلورسانس يا روش
تواند بيوتين و فلوروفورها مي TdTبراين، ). علاوه٢٩،٣٠(

اضافه كند؛  ssDNAاليگونوكلئوتيدهاي  ٣'را به انتهاي
 CuAAC )Copper-catalyzedهاي طورنمونه، واكنشبه

azide–alkyne cycloaddition (اي ي دومرحلهعنوان روشبه
- براي اتصال بيوتين به اين اليگونوكلئوتيدها معرفي شده

عنوان سوبسترا به dImTP). همچنين، استفاده از ٣١است (
باعث تثبيت  TdTهاي هموپليمري با واسطه در واكنش

نوكلئيك روي بسترهاي جامد، بدون اختلال در اسيدهاي

ها شود. اين روشمي هاDNAzymeفعاليت آپتامرها و 
اي در تحقيقات مولكولي و توسعه ابزارهاي كاربرد گسترده

  ).٣٢،٣٣تشخيصي دارند (

 هاي گزارشگر و مقاومت نوكلئازيگروه

گذاري فلورسنت اليگونوكلئوتيدها براي توسعه برچسب
اهميت  DNAهايهاي حسگرزيستي مانند ريزآرايهپلتفرم

يگنال ). اين فرآيند به دليل وابستگي س٣٤زيادي دارد (
شده،  استفاده dNTPو نوع  OH-٣'فلورسنت به گروه 

يا  ddNTPsپيچيده است و براي رفع مشكل از 
). مطالعات نشان ٣٥شود (ميگرفته ريبونوكلئوتيدها بهره

هاي نوكلئوتيدي مختلف را آنالوگ TdTاند كه داده
در  dGتنها درصورت وجود  Cy5-UTPپذيرد؛ مثلاً مي

گذاري مواجه با كاهش بازدهي برچسب پرايمر ٣'انتهاي
شده  ). تركيب نوكلئوتيدهاي طبيعي و اصلاح٣٦شود (مي

گذاري فلورسنت براي شناسايي نيز در برچسب
). ٣٧است (ها استفاده شدهدر تراشه DNAهيبريداسيون 

و  ddN*TPsهاي اصلي با گذاري رشتهبراين، برچسبعلاوه
TdT است دار گزارش شدهملهاي عابراي ساخت اوريگامي

 Texas يا  biotin ،digoxigeninها با كه در آن رشته

Red٣٨شوند (اصلاح مي.(  

هاي فلورسنت سنتزي، نوكلئوتيدهاي مجهز به جايگزين
 TdT، نيز سوبستراي مناسبي براي )pyreneمانند پيرن (

هاي هموپليمري محصولات حاوي هستند و در واكنش
بر ). علاوه٣٩كنند (شده توليد ميچندين نوكلئوتيد اصلاح 

توانند با نوكلئيك ميهاي فلورسنت، اسيدهايبرچسب
هاي الكتروشيميايي نيز نشاندار شوند كه مزايايي برچسب

هاي كوچك چون حساسيت بالا و سازگاري با سيستم
و همكاران از نوكلئوزيد  Hocekطورنمونه، به ).٤٠دارند (

هاي آمينو و نيتروبنزيل براي هاي داراي گروهفسفاتتري
را  TP2NOdGهاي الكتروشيميايي استفاده كرده و توليد دم

هاي dNTP). همچنين، ٤١بهترين سوبسترا معرفي كردند (

هاي عاملي از شده با وينيل امكان افزودن گروه اصلاح
). فروسن ٤٢اند (را فراهم كرده thiol-eneاكنش طريق و

)Ferrocene(  عنوان برچسب ردوكس توسط نيز بهTdT 
). درنهايت، ٤٣است (كار رفتهبه DNAبراي نشاندارسازي 

) با BNA/LNA-'٤,'٢اي مانند (شدهنوكلئوتيدهاي اصلاح 
به اگزونوكلئاز و اندونوكلئاز، در  ssDNAافزايش مقاومت 

  ).٤٤اند (ليگونوكلئوتيدهاي درماني كاربرد يافتهتوسعه ا
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 پروتئين- DNAهايكونژوگه

با خصوصيات  DNAريزي توالي تركيب قابليت برنامه
ها ها منجربه توسعه ابزارهايي مانند كونژوگهزيستي پروتئين

ها امكان ساخت است. اين كونژوگهپروتئين شده–DNAي 
هاي حسگرها، سنجشهاي پروتئيني، زيستريزآرايه

كنند. دراين ايمونولوژيك و نانوساختارها را فراهم مي
) عمل كرده و Anchorعنوان لنگر (به DNAرويكرد، 

كند. براي حفظ ساختار ها را روي تراشه تثبيت ميپروتئين
و عملكرد پروتئين، استفاده از فرآيندهاي آنزيمي ملايمي 

در يك پروتكل عنوان نمونه، مناسب است. به TdTچون 
شده حاوي  نوكلئوتيدهاي اصلاح TdTاي، مرحلهدو

) را MethylThioglycolate  )MTGاز ZGln-Glyسوبستراهاي 
اصلاح  DNAوارد كرده و سپس اتصال DNAدر پرايمر 

 BAP( )Bacterial Alkalineفسفاتازباكتريايي (شده با آلكالين

Phosphatase (شود كه امكان تركيب آپتامر انجام مي
  ).٤٥سازد (مي را فراهم BAPضدترومبين با 

به  TdTتوانند از طريق هاي واكنشي ميبراين، گروهعلاوه
DNA ها وارد شوند تا كونژوگاسيون مستقيم با پروتئين

عنوان سوبستراي مناسب به) oxanineانجام گيرد. اگزانين (
TdT هاي ها و آمينپذيري انتخابي با تيولبه دليل واكنش

اگزانين سنتز شده و با ات فسفاست؛ ترياوليه شناخته شده
شود. ) جفت ميSpermineهايي مانند اسپرمين (آمينپلي

 maleimideداراي گروه  ddCTPهمچنين، آنالوگ 
 DNAوارد  TdTنوكلئوباز سنتز و توسط  ٤درموقعيت 

به  DNAاست؛ اين استراتژي براي كونژوگاسيون شده
 NLS )Nuclearدار و اتصال پپتيد هاي تيولمولكول

Localization Signal ( بهDNA كار رفته و در تقويت به
  ).٤٦،٤٧است (سازي ژن مؤثر بودهخاموش

 سنتز آنزيمي اليگونوكلئوتيد

طور معمول منجربه به TdTبدون الگو با  DNAسنتز آنزيمي 
شود، اما استفاده از توليد محصولات ناهمگن مي

 O-٣'هاي مسدودكننده با گروه dNTPهاي آنالوگ
مكان توقف موقت پذير) ا(ترميناتورهاي برگشت

سازي و ادامه پس از حذف گروه محافظ را فراهم طويل
كاربرد دارد  NGSويژه در). اين رويكرد به٤٨سازد (مي

)٤٩.( 

Mathews  ريبونوكلئوزيد دئوكسي-٢'و همكاران
) photocleavable( پذيرهاي فوتوشكافتفسفاتتري

- ٢-متوكسيدي-٥،٤(O--٣'نيتروبنزيل) و -O٢-(-٣'شامل
طراحي كردند كه گروه محافظ آنها با تابش نيتروبنزيل) را 
ترتيب شود و بديننانومتر) حذف مي ٣٦٥نور فرابنفش (
-2هاي ديگري مانند). گروه٤٩،٥٠يابد (سنتز ادامه مي

(cyanoethoxy)methyl  )CEM(  كه باTBAF 
)Tetrabutylammoniumfluorid (2- ٣'شود، و حذف ميONH 

شود نيز براي اين سديم جدا ميسادگي با نيتريتكه به
 ).٥٠،٥١اند (معرفي شده منظور

 O- ٣'، نياز به گروه مسدودكننده TdT-dNTPروش جديد 
شود؛ متصل مي TdTرا حذف كرده و در آن نوكلئوتيد به 

، UVيا ) DTT )Dithiothreitolپس از حذف كونژوگه با 
در سنتز  ٩٧,٧سازي ادامه يافته و بازدهي بالاي %طويل

). ٥١است (اليگونوكلئوتيدهاي  كوتاه گزارش شده
 Free-Runningو همكاران رويكرد Jensenن، همچني

Synthesis  را معرفي كردند كه در آنTdT  اجازه افزودن
هاي dNTPيك نوكلئوتيد را داده، سپس واكنش متوقف و 

شوند؛ با افزودن نوكلئوتيد جديد، سنتز ادامه آزاد شسته مي
بسيار طويل هاي ssDNA). اين روش توليد ١يابد (طرح مي

سازي ئوتيد) را ممكن ساخته كه در ذخيرهنوكل ٨٠٠٠>(
  ).٥٢،٥٣كاربرد دارد ( DNAاطلاعات 

  
مستقل از الگو با  DNAنمايش چرخه سنتز اليگونوكلئوتيد  -١طرح

  .TdTاستفاده از پليمراز

ها ابزارهاي نويني براي سنتز دقيق درمجموع، اين استراتژي
دهند كه در تحقيقات ژنتيكي، ارائه مي DNAو بدون الگوي 

  سازي اطلاعات و توليد مواد نوين اهميت دارند.ذخيره

 زبازها به واسطه فلتشكيل جفت
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نوكلئيك رويكردي هاي فلزي به اسيدهايواردسازي يون
اي، سنجش دورشته DNAجذاب براي بهبود انتقال بار در 

). ٥٤هاي فلزي و توسعه نانومواد است (زيستي آلاينده
بازهاي فلزي حاصل از نوكلئوبازهاي علاوه بر جفت

توانند براي افزايش طبيعي، نوكلئوتيدهاي سنتزي ليگاند مي
). بيشتر ٥٦وارد شوند ( DNAو انتخاب يون در  تنوع

شده بر سنتز فاز جامد نوكلئوزيدهاي هاي گزارش سيستم
هاي عاملي هايي در گروهاند كه محدوديتسنتزي متكي

). اخيراً تركيب آنزيمي ٥٦وطول توالي دارند (
عنوان روشي جايگزين براي شده بهنوكلئوتيدهاي اصلاح 

). در ٥٧،٥٨است (ي پيشنهاد شدهبازهاي فلزساخت جفت
اي حاوي آنالوگ دورشته DNAاين راستا، 

 ) با افزودن hydroxypyridinoneپيريدينون (هيدروكسي

+2Cuشود (پايدارتر ميC per modification13°Tm =  (
 TdTبه هاي وابسته ها براي توليد اورهنگ). اين ويژگي٥٩(

 2Cu+اي در حضور دورشته DNAهاي و تشكيل مجموعه
نيز با جلوگيري از  2Mg+استفاده شدند. كاهش غلظت 

شده، كارايي  تاخوردگي نامطلوب نوكلئوتيدهاي اصلاح
با  2Cu+). تركيب ٦٠،٥٩دهد (پليمريزاسيون را بهبود مي

dsDNA باز اي از طريق جفتشده مونتاژ دورشته اصلاح
 EDTAسازد كه با فلزي را ممكن مي

)Ethylenediaminetetraacetic acid (شود. تاكنون دا ميج
پيريدينون شده با هيدروكسي تنها نوكلئوتيدهاي اصلاح

عنوان سوبسترا ) به٦١،٦٢( )Imidazole) و ايميدازول (٥٩(
رود اين رويكرد اند، اما انتظار ميبررسي شده TdTبراي 

 ).٦٣گسترش يابد (

  RNA گذاري برچسب

TdT عنوان بهDNA پليمراز وابسته بهDNA  بيشترين كارايي
 ٥تواند تا دارد و مي DNAبه ها dNMPرا در افزودن 
 ssDNAپرايمرهاي  ٣') را به انتهايrNMPريبونوكلئوتيد (

-Aبه  B-DNAاضافه كند، قبل از اينكه تغيير ساختاري از 

DNA ) به همين دليل، ٦٤واكنش را متوقف كند .(TdT  با
و  Rosemeyer). ٦٥كند (ضعيف عمل مي RNAآغازگرهاي 

 dig-11-dUTPو  biotin-16-dUTPهمكاران نشان دادند كه 
قابل  RNAبراي سنتز غيرراديواكتيو اليگونوكلئوتيدهاي 

هاي هموپليمري با ). در واكنش٦٦،٦٧استفاده هستند (
TdT چهارنوكلئوتيد ،dig-modified  و پنج آنالوگ بيوتيني به

اضافه شد،  RNAنوكلئوتيدي  ٢٥يك سوبستراي  ٣'انتهاي

بلند  overhangحلقه با -ساختار ساقه RNAاما وقتي آغازگر 
  داشت، هيچ واكنش هموپليمري مشاهده نشد.

Winz  و همكاران امكان استفاده ازTdT  براي افزودن
و سپس  RNA ٣'نوكلئوتيدهاي حاوي آزيد به انتهاي

را بررسي  CuAACگذاري با فلوروفورها از طريق برچسب
هاي هاي تغييريافته در موقعيتفسفاتكردند، اما تري

C2،C3   وC8  توسط TdT پذيرفته نشدند. درمقابل، با
 )PAP() Poly(A) polymerase)پليمراز (Aاستفاده از پلي(

). ٦٨،٦٩طور كارآمد اضافه شدند (ها بهrN*TPمخمر، اكثر 
هاي مؤثر روي دهند كه براي واكنشها نشان مياين يافته

RNA  بهTdT شده ياپليمرازهاي مرتبط نياز است مهندسي
)٦٥.(  

 DNAهاي سازي دادهذخيره

سازي اطلاعات از چند عنوان ابزار ذخيرهبه DNAاستفاده از 
هاي اخير اين حوزه را به دهه پيش آغاز شده و پيشرفت

). ٧٠است (دار تبديل كردهفناوري عملي و آينده
ول عمر بيشتر و ط DNAسازي مبتني بر هاي ذخيرهسيستم

هاي سنتي سازي بالاتري نسبت به روشظرفيت ذخيره
در اين  DNAهاي براي سنتز رشته TdTدارند و آنزيم 

 ).٧١،٧٢است (كار گرفته شدهكاربرد به

، تيم دانشكده پزشكي هاروارد روش سنتز ٢٠١٨درسال 
با گسترش هموپليمري كوتاه براي  de novoآنزيمي
 معرفي كرد و با افزودن آنزيم آپيرازها سازي دادهذخيره

)AP() Apyrase(  فعاليتTdT  را كنترل نمود تا نوكلئوزيد
فسفات غيرفعال سازهاي مونو و ديها به پيشفسفاتتري

و همكاران روش  Lee، ٢٠٢٠). درسال ٧٣تبديل شوند (
براي  cage +2Coازاستفادهبا  DNAسنتز آنزيمي چندگانه 

ارائه دادند،  )MasklessLithography ( ليتوگرافي بدون ماسك
توالي  ١٢امكان رمزگذاري  2Co+هاي كه با كنترل يون

DNA ٧٤فرد و ايجاد سيگنال روشن فراهم شد (منحصربه.( 

اي معرفي كردند كه و همكاران سيستم سادهBhan اخيراً، 
كند. منتقل مي DNAهاي محيطي را به سيگنال TdTتنها با 

-TURTLES )TdTدر اين روش ثبت بدون الگو به نام 

based Untemplated Recording of Temporal Local 
Environmental Signal(ثبت سيگنال) هاي محيطي محلي

هاي فيزيولوژيكي با وضوح بالا ذخيره زماني)، سيگنال
هاي بيولوژيكي به شوند و امكان تبديل سيگنالمي
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از  طوركلي، استفاده). به٧٥آورند (الكتريكي را فراهم مي
TdT سازي اطلاعات در ذخيرهDNA  پتانسيل تبديل آن به

ها را سازي دادهسنتي ذخيره هايجايگزيني براي سيستم
 دهد.نشان مي

 DNAنانوفناوري

با افزايش علاقه به توسعه مواد زيستي نوين در 
عنوان واحد ساختماني چندمنظوره به DNAپزشكي، زيست

اوريگامي، DNAمولكولي مانند براي ساختارهاي فوق
شناخته  DNAهاي مبتني بروهيدروژل DNAنانوساختارهاي

در  TdTهايي مانند ). استفاده از آنزيم٧٦،٧٧است (شده
تر، براي توليد اشكال پيچيده DNAسنتز نانوساختارهاي

افزايش عملكرد و مهندسي دقيق اين ساختارها اهميت 
  ).٧٧است (يافته

با استفاده از  DNAهاي محققان به خودآرايي هيدروژل
ند تا اپليمريزه آنزيمي پرداخته DNAواحدهاي ساختماني 

مورد نياز كاهش يابد  DNAهاي واحدساز تعداد موتيف
براي  TdTو  Xبه شكل  DNA). در اين مطالعه، موتيف ٧٨(

و هيبريداسيون بين  DNAسازي واحدهاي ساختماني طويل
 TdTپليمريزه شده توسط  DNAهاي واحدهاي دوگانه با دم

 استفاده شد كه در نهايت منجر به تشكيل ژل شد.

دار هايي براي عاملو همكاران روش Yang، ٢٠٢١درسال 
اي از اوريگامي معرفي كردند تا مجموعه DNAكردن 

ها در نوكلئوتيدها توليد شود و از آنهاي مبتني بر پليبرس
بعدي بعدي و چاپ زيستي سههاي سهكشت سلول

نقش كليدي در  TdTطوركلي، ). به٧٩برداري گردد (بهره
دارد و امكان مهندسي  DNAتارهايطراحي دقيق نانوساخ

  كند.شده اين ساختارها را فراهم ميكنترل 

  حسگرزيستي

فرد خود در افزودن به دليل توانايي منحصربه TdTآنزيم 
، درحسگرهاي ٣OH- ssDNA′به انتهاي هاdNTPتصادفي 

است و براي تقويت اي يافتهزيستي كاربرد گسترده
رود كار ميهدف بههاي ها و شناسايي مولكولسيگنال
توليد شده توسط  dAهاي پلي). براي مثال، دم١(جدول

TdT هاي باليني مانند (براي تشخيص آنزيمUDG(uracil-

DNA glycosylase  )٨٠ ،(DAM methylase )و ٨١ ،(
polynucleotide kinase )اند.) استفاده شده٨٢  

همچنين براي تشخيص  TdTهاي مبتني بر روش
microRNAازجمله ، هاmiRNA-21 عنوان نشانگر زيستي به

). در زمينه تشخيص ٨٣اند (ها، توسعه يافتهسرطان
هاي براي شناسايي اگزوزوم TdTهاي ها، فناورياگزوزوم

) CRC Colorectal Cancer( مرتبط با سرطان كولوركتال
). اين آنزيم همچنين در شناسايي عوامل ٨٤اند (كار رفتهبه

، Salmonellaو  E. Coliهايزا مانند باكتريبيماري
ساكاريدها و ليپوپلي Cو هپاتيت SARS-CoV-2هاي ويروس

توموري  DNA)، و در تشخيص ٨٥است (استفاده شده
) نيز كاربرد ٨٧هاي توموري () و سلول٨٦كننده (گردش

  دارد.

توانايي آن در تقويت عملكرد ساير  TdTويژگي برجسته 
هاي سنسينگ است؛ به عنوان مثال، حساسيت فناوري

 G-quadruplex/heminمبتني بر  DNAzymeحسگرهاي 
در تركيب با  TdT). همچنين ٨٨است (افزايش يافته  TdTبا

سنسورهاي آپتامر براي تشخيص موادي مانند 
هاي سرطاني ) و سلولMicrocystinميكروسيستين (

  ).٨٨است (كولوركتال استفاده شده

نه تنها در توسعه  TdTدهند كه اين كاربردها نشان مي
زيستي مؤثر است، بلكه پتانسيل استفاده در حسگرهاي

را نيز دارد. هر  in vivoهاي هاي پيشرفته و محيطحسگري
ها وجود دارد، سازي اين فناوريهايي در پيادهچند چالش

TdT هاي سنسينگ تواند تحولي بزرگ در فناوريمي
 زيستي ايجاد كند.

-EGA() Enzymeسط آنزيم (آپتامرهاي توليد شده تو

Generated Aptamers( 

). ٥شود (براي غربالگري آپتامرها استفاده مي TdTاز آنزيم 
هاي مختلف هايي با اندازهدر يك مطالعه، كتابخانه

نوكلئوتيد ايجاد شد و با تنظيم غلظت آغازگر و زمان 
ها به واكنش، آپتامرهايي توليد گرديد كه اتصال آن

انساني و )Thrombin(هاي مدل، مانند ترومبينپروتئين
طورمؤثري افزايش يافت. انساني به )Lactoferrin( لاكتوفرين

 EGAيا   "آپتامرهاي توليد شده با آنزيم"اين روش به نام 
با اتصال هايي EGAشود و امكان توليد شناخته مي

 آورد.نانومولاري پايين در يك مرحله را فراهم مي

اندازه و دهد آپتامرها براساس اين روش همچنين اجازه مي
توالي غربال شوند و براي شناسايي هدف در 
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تر استفاده شوند. با الهام از توليد نوكلئوتيدهاي بزرگپلي
 MIPs() Molecularly Imprintedپليمرهاي قالب مولكولي (

Polymers(تواند شد كه پروتئين هدف مي، نشان داده
كار رود به TdTبا كمك ها EGAعنوان الگو در طي سنتز به
توليد شوند كه بين لاكتوفرين انسان و گاو هايي EGAو 

). اين پيشرفت، كاربرد جذابي در ٨٩شوند (تمايز قائل مي
تواند پيچيدگي، هزينه و توسعه آپتامرها ايجاد كرده و مي

 SELEX )Systematic Evolutionهاي كلاسيك زمان روش

of Ligands by Exponential Enrichment (طور قابل را به
  ).٩٠توجهي كاهش دهد (

  

  )٥( TdTحسگرهاي زيستي مبتني بر  -١جدول

 سيگنال خروجي
هاآناليت  

هاي مبتني بر آنزيمآناليت  

 فلوروفور/كوئنچر

 فلوروفور/كوئنچر

 فلوروفور/كوئنچر

 )UDGگليكوزيلاز ( DNA-اوراسيل

 )T4 PNKنوكلئوتيد كيناز (پلي

DAMمتيلاز 

 microRNAهاي مبتني برآناليت سيگنال خروجي

 فلورسانس

 فوتوالكتروشيميايي

microRNA-21 
microRNA-162a 

هاهاي اگزوزومها و آناليتپاتوژن سيگنال خروجي  

 پلاسمونيك/رامان

 رنگ سنجي

 الكتروشيميايي

 الكتروشيميايي

 الكتروشيميايي

سنجي/سنجش آپتامر جاذب متصل به آنزيمرنگ  

E. coli 
 سالمونلا

 Cويروس هپاتيت 

 ١٩كوويد 

 ميكروسيستين

هاي سرطانيهاي سلولاگزوزوم  

هاهاي كوچك و پروتئينمولكول سيگنال خروجي  

 )PECفوتوالكتروشيميايي (

 سنجيرنگ

 فلورسانس الكتروشيميايي/فلورسانس

 فلورسانس

 سيلينآمپي

 كانامايسين

 ترومبين

هاي پتاسيميون  

  

  هاي آيندهگيري و نوآوريجهت

در افزودن  TdTفرد اي منحصربههبا توجه به ويژگي
تصادفي نوكلئوتيدها، تحقيقات آينده بر بهبود كارايي و 
گسترش كاربردهاي اين آنزيم متمركز خواهدبود. در 

هاي تشخيص دقيق پزشكي، تمركز بر توسعه روشزيست

ها، خواهدبود. ويژه لوسميها، بهو درمان هدفمند سرطان
مانند —فناورييستدر ز TdTزمان، گسترش كاربرد هم

سازي هاي ذخيرهو سيستم DNAطراحي نانوساختارهاي
هاي جديدي براي توليد افق—هاي مولكوليداده

 كند.حسگرهاي زيستي و ابزارهاي پايش سلولي ايجاد مي
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 باTdT تواند شامل تركيب هاي آينده مينوآوري
هاي نوين مانند ويرايش ژنوم و نانوذرات براي فناوري

اختصاصيت و كارايي باشد. همچنين، پژوهش افزايش 
 ، امكان استفادهTdTبيشتر در تنظيم فعاليت و پايداري 

تر در شرايط آزمايشگاهي و صنعتي را فراهم گسترده
، TdTكند. درنهايت، گسترش مطالعات مكانيسم عملكرد مي

هاي تشخيصي و درماني و ايجاد راه را براي بهبود روش
 فناوري هموار خواهدكرد.در زيست ترابزارهاي پيشرفته

 گيرينتيجه

) به دليل TdTترانسفراز (نوكلئوتيديلدئوكسيآنزيم ترمينال
بدون نياز به الگو، ابزاري كليدي در  DNAتوانايي سنتز 

فناوري است. كاربردهاي آن شامل پزشكي و زيستزيست

، DNAها، توسعه نانوساختارهايتشخيص و درمان سرطان
هاي سنتز اليگونوكلئوتيدهاي هدفمند و ايجاد سيستم

با افزودن  TdTشود. هاي مولكولي ميسازي دادهذخيره
، نقش مهمي در توليد DNAتصادفي نوكلئوتيدها به انتهاي 

هاي پايش حسگرها و بهبود روشنشانگرها، زيست
برداري كامل از پتانسيل آن، بهبود مولكولي دارد. براي بهره

اري، كارايي و تنظيم فعاليت در شرايط مختلف پايد
هاي پيشرفته مانند با فناوري TdTضروري است. تركيب 

هاي جديدي در درمان هدفمند ويرايش ژن و نانوذرات افق
كند. اين مقاله با مرور ساختار، و پايش زيستي ايجاد مي

پزشكي اهميت آن را در زيست TdTمكانيسم وكاربردهاي 
اي براي ي برجسته كرده و مسيرهاي نوآورانهفناورو زيست

  دهد.تحقيقات آينده پيشنهاد مي
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Abstract 

Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) is a DNA polymerase of the pol X family 
that, unlike other nucleotidyl transferases, binds natural and unnatural nucleotides to the 
3′-hydroxy end of single-stranded, double-stranded DNA or RNA without the need for a 
template strand. This unique feature has wide application in the construction of 
biosensors. Like other polymerases, TdT requires metal ions for phosphoryl transfer and 
can use ions such as Co2+, Mn2+, Zn2+, and Mg2+. The importance of this enzyme stems 
from its wide applications in biomedicine and biotechnology. In biomedicine, it is used 
as a biomarker in the diagnosis and classification of hematological malignancies, 
especially acute lymphoblastic leukemia (ALL), and in the TUNEL assay to detect 
apoptosis. In biotechnology, TdT is a key tool in DNA labeling, aptamer development, 
enzymatic synthesis of oligonucleotides, polynucleotide design, fabrication of DNA 
nanostructures, and development of sensitive biosensors for pathogen detection. Recent 
innovations indicate its use in DNA-based data storage and hybrid systems such as TdT-
CRISPR and functional nanoparticles. This review provides a comprehensive overview 
of the biochemical properties, physiological roles, diagnostic significance, and 
biotechnological applications of TdT, while highlighting recent advances in enzyme 
engineering and future research directions. 

Keywords: Terminal deoxynucleotidyl transferase, Biomedicine, Biotechnology, 
Cancer detection, DNA nanotechnology 

 


