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هاي وابسته به کلسیم بوده که همچون از فتوپروتئین نمیوپسیس لیديدار نمیوپسین از شانه -چکیده
. کند صورت فلش ساطع میه واکنش با کلنترازین نور آبی را ب در تنان کیسههاي متعلق به خانواده  فتوپروتئین

و اطلاعات اندکی در مورد  است  شدهتنان انجام  هاي خانوداه کیسهها روي فتوپروتئینبررسیتاکنون، بیشترین 
سه آمینواسید  ،در این تحقیق. داران و جایگاه اتصال به کلنترازین آنها وجود داردشانههاي مکانیسم فتوپروتئین

هاي بسیار شناخته تناظر با فتوپروتئینهاي میماندهمهم درگیر در حفره اتصال به کلنترازین نمیوپسین توسط باق
با در نظر  L127Wو  W59K ،N105Wهاي بدین منظور جهش. تنان جایگزین گردیدشده از خانوداه کیسه

گونه فعالیتی از  ها هیچیافته جهش. هاي مهم کلنترازین انجام شدگرفتن شبکه پیوند هیدروژنی در اطراف حلقه
سازي ملکولی نشان داد که تغییرات ساختاري در  و فلورسانس و مدل CD اسپکتروسکوپی. خود نشان ندادند

یافته جهشعدم فعالیت در این . ستنسبت به فرم وحشی محسوس ا L127Wو  N105Wها به ویژه یافته جهش
رسد چینش  میبه نظر . شان در مکانیسم عمل استها دلیلی بر وجود این آمینواسیدها در حفره اتصال یا نقش

-نسبت به هم متفاوت می دارانشانهو  تنانکیسهآمینواسیدها در حفره اتصال به کلنترازین مربوط به دو خانواده 

هاي این جهش مانند(طوري که جایگزینی این آمینواسیدها با آمینواسیدهاي متناظرشان از خانواده دیگر  باشد
سانسی آن را از بین برده و چنان تغییرات ساختاري را منجر یکپارچگی مورد نیاز جهت عملکرد بیولومین) تحقیق

  . دشو شود که باعث غیرفعال شدن این پروتئین می می
  

 .کلنترازیناکورین،  ین،دار، فتوپروتئین، نمیوپسزایی هدفجهش :واژگانکلید
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 مقدمه -1
که با  است زیستیمباحث جالب بیولومینسانس، یکی از 

اي آن در مطالعات تجزیه توسعه تحقیقات و کاربردهاي
یندهاي ادر زمینه فر 2و خارج سلولی 1سلولی داخل

پروتئین و - ها و میانکش پروتئینبیان ژن مانندزیستی 
با فعالیت هاي روتئینپ. دشو بالینی روز به روز بارزتر می

هاي فراوان اربردابزارهاي ارزشمند با ک بیولومینسانسی
باشند و تحقیقات مولکولی به منظور بهینه کردن می

نیمه ، خصوصیات نشر نوري همچون طول موج نشري
یکی همچون فعالیت، پایداري، عمر و خصوصیات فیز

پذیري سلولی و تمایل به رسوب به طور متعدد انجام نفوذ
 ،هاي وابسته به کلسیماز میان فتوپروتئین. ]1[ شود می

ین بیشتر 3تنانکیسهاکورین و اوبلین متعلق به خانواده 
در  رایند نشر نورف. ]2،3[اند  دهکرتوجه را به خود جلب 

 هاياتصال یونبا ین صورت است که ه اها باین پروتئین
-پیوند محکم اکسیژن به همراه تغییر کنفورماسیون ،کلسیم

و شود  میصورت اکسیداتیو دکربوکسیله ه بکلنترازین 
محصول سطح سپس کلنترازین به فرم کلنترامید که 

برگشت از این حالت . شود میتبدیل  ،است هبرانگیخت
برانگیخته براي اوبلین و اکورین همراه با نشر نور به 

. ]4،5[ استنانومتر  469و  491 يها ترتیب در طول موج
ها شامل سه جایگاه اتصال به کلسیم و یک این فتوپروتئین

که کروموفور  باشند می  میانگسترو 600گریز آبپاکت 
صورت کووالانسی به ه کلنترازین به طور محکم ولی نه ب

هاي ر پروتئینعلاوه ب .]6،7[ شود میاین پاکت متصل 
 نظیر 4دارانشانههاي گروه ، فتوپروتئینتنانکیسهخانواده 

برووین، بولینوپسین و نمیوپسین نیز در حال بررسی 
یستالوگرافی ساختار کر این خانواده از .]8،9[هستند 

مورد ساختاري تا حدودي از نظر برووین مشخص شده و 

                                                
1. In vivo 
2. In vitro 
3. Coelentrates 
4. Ctenophores 

 هدشآن تعیین ن انیسممک لیو است  همطالعه قرار گرفت
توسط  1974فتوپروتئین نمیوپسین در سال . ]10[ است 

Ward  وSeliger 5نمیوپسیس لیدي گونه داراز شانه 
آن روي بر یی که تاکنون ها جهشو با  ]11[تخلیص شد 
نواسیدهاي کلیدي درگیر از آمی برخی، است هصورت گرفت

با . ]12[ است  هدشتعیین  در فعالیت بیولومینسانسی آن
پایین  هافتوپروتئین از توالی این دو گروه 6تشابهاینکه 
 دهند میبا هم نشان را ساختاري بالایی  تشابه ولی ،است

آمینواسید درون پاکت  21 ،تنانکیسهدر خانواده . ]13[
. ]6[ قرار دارد که با کلنترازین میانکنش دارندگریزي آب

هایی که بر روي این آمینواسیدها صورت جهش
یرات چشم گیر در خصوصیات ، منجر به تغیاست هگرفت

آمینواسید  4از این تعداد فقط  .]14[ است  شدهنشر نوري 
. ]13[ است  شدهحفظ  دارانشانهل خانواده در جایگاه فعا

خی از آمینواسیدهاي بر هدف از این تحقیق بررسی نقش
 در فتوپروتئین نمیوپسین کلنترازین به کلیدي حفره اتصال

  .استتنان  کیسهدر مقایسه با 
  
 ها مواد و روش -2
  مواد -2-1

و ) DNA )#SM0313مـارکـرهاي وزن مـولـکولی 
 Fermentasاز شـرکـت  )SM0431#(پـروتـئین 

آگارز از ، نوکلئوتیدها و IPTG، کانامایسین، )لیتوانی(
از  (Ni-NTA)آگارز ، نیکل )آمریکا(  Invitrogen شرکت

از  Qiagen )Hilden, Germany(، HEPESشرکت 
از شرکت  cp-coelenterazine ،)آمریکا( Sigma شرکت
Resem )آنزیم ،)هلندTaq DNA Polymerase  از 
کیت ، DpnI ،Pfuي ها ، آنزیم)آلمان(  Rocheشرکت

از  PCRاستخراج پلاسمید و کیت تخلیص محصول 
مواد استفاده  .خریداري شد) انگلیس( Bioneerشرکت 

                                                
5. Mnemiopsis leidyi   
6. homology 
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شده براي تهیه ژل پلی اکریل آمید و سایر مواد شیمیایی 
  .دشخریداري ) آلمان( Merckمورد نیاز از شرکت 

  
  دارزایی هدفجهش -2-2

حاوي ژن کد کننده  pET28aحامل  ،در این تحقیق
 E. coli که در تحقیق قبلی تهیه شده بود و 1نمیوپسین 

مورد استفاده قرار ها پروتئینبیان  براي BL21(DE3)سویه 
انجام  Quick-changeزایی به روش جهش .]13[ گرفت

 95اولیه در دماي  1شدن طبیعیغیربه صورتی که  شد
 22(هاي دمایی دورهدقیقه،  5گراد به مدت درجه سانتی

 گراد درجه سانتی 95در دماي  شدن غیرطبیعی: شامل) دور
ها در رشته به تک هاچسبیدن پرایمر ،دقیقه 1به مدت 

دقیقه و طویل شدن  1به مدت  گراددرجه سانتی 60دماي 
 و دقیقه 13گراد به مدت درجه سانتی 72ها در دماي رشته

 10گراد به مدت درجه سانتی 72توسعه نهایی در دماي 
با استفاده از  تکثیرمحصول سپس . دقیقه انجام گرفت

 DpnI )5افزودن و با  شد خالص کت فرمـنـتازشرکیت 
و تیمار ) تکثیرمیکرولیتر محصول  50ازاي به واحد آنزیم 

هضم  گراددرجه سانتی 37ساعت در دماي  12مدت  به
انتقال پلاسمید به و وحشی پلاسمید حاوي ژن   میآنزی

با استفاده از روش  BL21(DE3)سویه   E. coliسلول
  .]15[ انجام شدشیمیایی 

  
هاي طبیعی و بیان و تخلیص نمیوپسین -2-3

 یافته جهش

لیتر میلی 5پلاسمید نوترکیب بیانی به هاي حاوي باکتري
میکروگرم در  30کانامایسین  حاوي LBمحیط کشت 

گراد و با درجه سانتی 37تلقیح و در دماي  لیترمیلی
. ساعت انکوبه شد 14-12هوادهی مطلوب به مدت 

لیتر میلی 200 به باکتري رشد کرده لیترمیلی 2سپس 
 حاوي کانامایسین انتقال و تا افزایش LBمحیط کشت 

                                                
1. Denaturate 

OD600  نکوبه گراد ادرجه سانتی 37در  6/0به حدود
با غلظت نهایی  IPTGن پس از این مرحله با افزود. گردید

درجه  26ساعت در دماي  5مولار، محیط کشت میلی 1
ز اتمام بیان، سوسپانسیون پس ا. گراد انکوبه گردیدسانتی

و  rpm 5000دقیقه در  20هاي القا شده به مدت باکتري
باکتري رسوب . گراد سانتریفیوژ شددرجه سانتی 4دماي 

کننده به حالت  دست آمده با افزودن بافر لیزه ب
پس . سوسپانسیون درآمد و تحت سونیکاسیون قرار گرفت

هاي لیز شده مایع رویی جهت آنالیز تریفیوژ سلولاز سان
بیان ژن بر روي ژل اکریلامید برده شد و کروماتوگرافی 
تمایلی با استفاده از ستون نیکل آگارز براي تخلیص 

انجام  براي. ]16[ین مورد استفاده قرار گرفت پروتئ
 0/9با  mM  50در بافر تریس ها ونهبعدي، نم هاي آزمایش

pH  مولار میلی 10حاوي EDTA، NaCl 150 مولارمیلی ،
دیالیز  %10و گلیسرول  مولار میلی 8/0 آمونیوم سولفات

 همچنین غلظت پروتئین با استفاده از روش .شدند
 با استفادهSDS-PAGE و  ]17[گیري شد  اندازه برادفورد

در شرایط احیایی و براساس % 12اکریلامید  از ژل پلی
  .]18[انجام شد  روش لاملی

  
سنتتیک و تعیین فعالیت  میتهیه نمیوپسین س -2-4

  بیولومینسانسی آن
 بسته به غلظت نمیوپسین تخلیص شده، حجم مناسبی از

در  مولارمیکرو 150کلنترازین  لیترمیکرو 8 اههمرهآن ب
با  EDTA مولارمیلی 10حاوي مولار میلی 50بافر تریس 

0/9 pH رسانده شد و در  لیترمیکرو 150نهایی  به حجم
ساعت  16گراد در تاریکی به مدت درجه سانتی 4دماي 

 40لیتر کلرید کلسیم میکرو 50با افزودن . ]19[انکوبه شد 
 10 به pH 0/9 با مولارمیلی 50در بافر تریس مولار میلی

 50 حجم از مخلوط فوق که با بافر تریس بهلیتر میکرو
با دستگاه  ، شدت لومینسانس اولیهاست  هرسیدمیکرولیتر 

  .گیري شد بیولومینومتر اندازه
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   1دورنگ نمایی دورانی -2-5
ساختارهاي دوم نمیوپسین طبیعی  بررسی براي CDطیف 
 با غلظت L127Wو  W59K، N105W یافته جهشو سه 

mg/ml  2/0  میلی 5حاوي مولار میلی 50در بافر تریس-

توسط دستگاه اسپکتروپولاریمتر  NaCl ،0/9 pH مولار
JASCO J-715 بدون مربوطه  افزار نرم و با ثبت گردید

نتایج به صورت . تغییر در شکل کلی طیف صاف شد
اساس  و بر (deg cm2 dmol−1) [θ]بیضی واري مولی 

تعیین  (MRW)میانگین وزنی آمینواسیدهاي نمیوپسین 
  بیضی واري مولی به صورت . شد

[θ] = (θ×100MRW)/(cl) که   طوريه ب ،محاسبه گردیدc 
طول  lلیتر، گرم بر میلیغلظت پروتئین بر حسب میلی

گیري شده در دامنه طول  بیضی واري اندازه θمسیر نور و 
  1.10.02مدل  JASCOافزار  نرم. باشد میدور  UVموجی 

محاسبه میزان درصد  برايبراي تخمین ساختار دوم 
  .]20[ هلیکس به کار گرفته شد

  
  فلورسانساسپکتروسکپی  -2-6

مولار میلی 50فلورسانس ذاتی نمیوپسین در بافر تریس 
مورد ارزیابی قرار  NaCl ،0/9 pHمیلی مولار  5حاوي 
 mg/ml  01/0غلظت نهایی پروتئین در این مطالعه. گرفت

و  شد برانگیخته نانومتر 295ها با طول موج نمونه. بود
. ثبت شد نانومتر 300-400هاي نشر آنها بین طول موج

بود و  10در ضمن پهناي باند نور جذبی و نشري 
  .انجام شد Cº 25در دماي  ها آزمایش

آنیلینو -8ز فلوروفور براي بررسی فلورسانس خارجی، ا
فلورسانس خارجی  .شداستفاده  2سولفونات- 1-نفتالن

ها نیز مشابه با شرایط بالا یافته جهشطبیعی و نمیوپسین 
در محلول  ANSغلظت نهایی . مورد بررسی قرار گرفت

 350ها با طول موج بود و نمونه مولارمیکرو 30پروتئینی 

                                                
1. Circular Dichroism 
2. 1-Anilino-8-naphthalene sulfonate  

 400-700هاي طول موجرانگیخته و نشر آنها بین بنانومتر 
  .ثبت شدنانومتر 

  
  هاي محاسباتیروش -2-7
  اي سازي مقایسه مدل -2-7-1

مدل ساختار سوم نمیوپسین با استفاده از برنامه 
MODELLER.9V2 اساس ساختار  برx-ray  برووین با

PDB code: 2HPK ،  با نمیوپسین در توالی  %5/88که
 ،سازي در فرایند مدل. ]21[ ساخته شد ،همسان است

 :PDB code اکورینبرووین به عنوان الگوي اصلی و 

1EJ3 ر استفاده شدساختادر جاگذاري کلنترازین  براي .
با استفاده از این برنامه ده مدل اولیه براي پروتئین طبیعی 

ي ساخته ها از بین مدل .]21[ ها ساخته شدیافته جهشو 
، ProCheck، Erratي فاکتورها بهترین مدل براساس شده،

Verify 3D  وPSQS اي با الگو مورد مطالعه مقایسه براي
 میکیفیت استروشی ProCheckبرنامه . استفاده قرار گرفت

-ساختار پروتئین را از طریق آنالیز ژئومتري باقیمانده 
، برنامه دهد میباقیمانده و ژئومتري کلی ساختار را نشان 

Errat هاي هاي بین انواع اتمبه آنالیز آماري میانکنش
سازگاري مدل  Verify 3Dپردازد، برنامه  میمختلف 

اساس  را بر) 1D(با توالی آمینواسیدي مربوطه ) 3D( میات
ا یک ساختار و نتایج را ب کند میموقعیت و محیط تعیین 

محاسبه انرژي  PSQSو برنامه  کند میمناسب مقایسه 
 نظیرپارامترهاي ساختاري  .باشد میکیفی ساختار پروتئین 

به کمک وب  و پل نمکی پیوندهاي هیدروژنیتعداد 
) /WHAT  IF )http://swift.cmbi.ru.nl/whatif  سایت

و  نمایش براي  Chimeraاز برنامه. ]22[ بررسی شدند
برنامه  .]23[ گردیدفاده است  شدههاي ساخته مقایسه مدل
BLAST P  به کار  درصد تشابهبراي انجام مطالعات

از  ها هاي آمینواسیدي فتوپروتئینتوالی. ]24[ گرفته شد
-Swissو  ]EMBL/GenBank  ]25ي اطلاعاتیها پایگاه

Prot ]26[ ها مقایسه توالی چندگانه فتوپروتئین. گرفته شد
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  .]27[ انجام گرفت CLUSTAL Wبا استفاده برنامه 
 

  هایافته -3
  ، بیان و تخلیص پروتئین و ایجاد جهش طراحی -3-1

با  نمیوپسین یافته جهش هايدر این مطالعه، پروتئین
و  105 (N105W)، (W59K) 59 يها جهش در موقعیت

127 (L127W) با توجه به کمبود اطلاعات . طراحی شدند
، دارانشانه هايدر فتوپروتئین زاییجهشو ساختاري 

 يها جایگاههاي جهش بعد از بررسی دقیق انتخاب جایگاه
همانند  تنانکیسههاي فتوپروتئین به کلنترازین اتصال

هاي قبلی در این خانواده بلین و مطالعه جهشواکورین و ا
بعد . )1شکل ( و مقایسه توالی این دو گروه انجام گرفت

وحشی به  1از استخراج پلاسمید حاوي ژن نمیوپسین 
به عنوان قطعه الگو،  حاملمنظور استفاده از این 

 ها،انجام و به منظور تایید جهشدار هدفزایی  جهش
-نتایج توالی یابی تأیید کننده جهش .انجام شدیابی  توالی

به روش کروماتوگرافی ها پروتئین .مورد نظر بود هاي
با موفقیت و با خلوص تمایلی با استفاده از ستون نیکل 

   ).2شکل ( ندشدبالا تخلیص 
  
  یافته هاي وحشی و جهشتعیین فعالیت پروتئین -3-2

به منظور سنجش فعالیت بیولومینسانسی، محلول کلرید 
هاي وحشی و به پروتئین میلی مولار 40کلسیم 

یافته انکوبه شده با کلنترازین اضافه و فعالیت اولیه  جهش
نتایج نشان داد که ). 1جدول (آنها اندازه گیري شد 

 پروتئین را تقریباً L127W و W59K ،N105Wهاي جهش
  .اند به طور کامل غیرفعال کرده

  

  
هاي  در شکل لوپ. است نمایش داده شده ESPript2.2تنان که با استفاده از برنامه داران و کیسههاي دو گروه شانه فتوپروتئین 1هاي تطبیق توالی  1شکل 

محل . اند نشان داده شده ІІІو  І،ІІهاي  EF-handو  T، دورها با ηبا  310، مارپیچ β، صفحات بتا با αها با  اتصال کلسیم با علامت مثلث توپر، هلیکس
به عنوان الگوي  PDB code: 2HPKو برووین با  PDB code: 2F8Pاساس اوبلین با  موقعیت ساختارهاي دوم بر. است  ها با کادر قرمز نمایان شده جهش

  .باشد میاست و شماره آمینواسیدها بر اساس اوبلین   ساختاري استفاده شده

                                                
1. Multiple Sequence Alignment 
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مربوط به تخلیص فتوپروتئین نمیوپسین  SDS-PAGE  2شکل 

مارکر وزن مولکولی پروتئین برحسب : یافته آن وحشی و سه جهش
 Leu127Trp ؛)2( Trp59Lys ؛)1(نمیوپسین وحشی  ؛)M(کیلودالتون 

  .)4( Asn105Trpو ) 3(
  

  هاي آن یافته نمیوپسین طبیعی و جهشفعالیت ویژه   1جدول 
Activity (%) Specific activity 

(RLU/sec.mg protein) Mnemiopsin 
100 23912118 Wild type 

2/0  54138 W59K 
04/0  10000 N105W 
1/0  28500 L127W 

  
  )CD(دو رنگ نمایی دورانی  -3-3

آن با  یافته جهشساختار دوم نمیوپسین وحشی و سه 
ارزیابی  UVدر ناحیه دور  CDاستفاده از اسپکتروسکپی 

. است  شدهآورده  الف -3شد که نتایج آن در شکل 
 و L127W يها یافته جهششود  میطور که مشاهده  همان

N105W ر ساختار دوم تغییرات ساختاري محسوسی را د
اند و منجر به کاهش شدید ساختار پروتئین ایجاد کرده

کاهش شدت  .اندو فشردگی کمتر آن شده هلیکس-آلفا
نسبت به  W59Kهاي یافته جهشهاي مربوطه براي طیف

اما این کاهش نسبت به  ،نمیوپسین طبیعی نیز مشاهده شد
  .دو جهش دیگر کمتر بود

  
  فلورسانس ذاتی -3-4

ها از تکنیک بررسی تغییرات ساختار سوم پروتئین براي
مربوط به طیف  ب -3 شکل. فلورسانس استفاده شد

 یافته جهشنشري فلورسانس ذاتی نمیوپسین طبیعی و سه 
نتایج . برانگیخته شد nm 295باشد که با طول موج می

 L127Wو  N105Wهاي یافته جهشنشان داد که در 
نسبت به ذاتی شدت فلورسانس  N105W خصوصاً

که بیانگر  ،است  هنمیوپسین طبیعی بسیار کاهش یافت
 یافته جهشاما در . ها استي شدید در آنتغییرات ساختار

W59K کاهش شدت فلورسانس و در نتیجه تغییرات در ،
 .سطح ساختار سوم خیلی محسوس نیست

  
  بررسی طیف فلورسانس خارجی -3-5

تر تغییرات ساختاري، از فلورسانس بررسی دقیق براي
با توجه . استفاده شد ANS فلوئوفورخارجی با استفاده از 

هاي یافته ج، شدت فلورسانس خارجی جهش -3به شکل 
W59K ،N105W  وL127W  نسبت به فتوپروتئین طبیعی

توان نتیجه گرفت که ساختار  پس می. است  کاهش یافته
تر  تر و نواحی هیدروفوب پوشیده ها فشردهیافته این جهش

  .اندشده

  

  هاي آن یافته هاي نمکی نمیوپسین طبیعی و جهش هیدروژنی و پل پیوندهايتعداد مقایسه   2جدول 
 Wilde type /W59K Wilde type /L127W Wilde type /N105W 

Hydrogen Bonds    
Mutated Residue 3/2  3/3 2/5 

Ligand-Protein 5/5 6/5 5/5 

Total 237/221 242/221 235/221 

Total Salt Bridges 147/143 142/143 152/143 
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Wavelength (nm) 

  UV ناحیه دور CDهاي  طیف - الف

  
Wavelength (nm) 

  هاي فلورسانس ذاتی طیف -ب

  
Wavelength (nm) 

  ANSهاي فلورسانس  طیف -ج

و  اسپکتروسکوپی نمیوپسین وحشی مطالعات  3شکل 
  .Asn105Trpو  Leu127Trp ؛Trp59Lys هاي یافته جهش

  
  بررسی پیوند هیدروژنی و پل نمکی -3-6

 ،علاوه بر موارد ذکر شده بررسی تغییرات ساختاري براي
پیوندهاي  تعداد پیوندهاي هیدروژنی کل ساختار، تعداد

جدول (و تعداد پل نمکی کل  هیدروژنی پروتئین با لیگاند
 Chimeraو برنامه  WHAT IFبا استفاده از وب سایت ) 2

نتایج نمایانگر افزایش تعداد پیوند هیدروژنی . دشمحاسبه 
و افزایش تعداد پل  یافته جهشهر سه در کل ساختار 
  .باشد می L127W یافته جهشنمکی به جز 

  

 بحث -4
هایی که روي ابتدا جهش ،هاي جهشجایگاهانتخاب  براي

بلین صورت گرفته بود، وي اکورین و اها فتوپروتئین
اکورین با هاي یافته جهشدر یک مطالعه، . مطالعه گردید

، His16 ،Met19 ،Tyr82 ،Trp86 آمینواسیدهايجهش در 
Trp108 ،Phe113  وTyr132  این . ]14[ شدندایجاد

آمینواسیدها بعد از بررسی دقیق جایگاه فعال ساختار 
کریستالی اکورین و مطالعه کارهاي قبلی که توسط 

انتخاب شده  جهشن دیگر انجام شده بود براي امحقق
هایی که جهش بیشتر نتایج نشانگر این بود که. ]6[ بودند

 1اند، در اطراف حلقه  گیر را موجب شدهتغییرات چشم
این حلقه توسط پیوندهاي . قرار دارند 6در موقعیت کربن 

در  Trp86و  His16 ،Tyr82 هیدروژنی که تریاد کاتالیک
که جهشی هر . شود میپایدار ، است  هکردایجاد این ناحیه 

تغییر در خصوصیات نشر  ،آمینواسیدها را درگیر کنداین 
 شود که مینباط است هگون و این شود مینوري را موجب 

-میانکنشترین  هیدروژنی این گروه یکی از مهم هايپیوند

و مسئول تثبیت کلنترازین را  1هایی است که حلقه 
این آمینواسیدها مسئول پایداري . استخصوصیات نشري 

توان در نظر گرفت که  میزین هستند و حلقه اول کلنترا
 در. ]14[ آنها مسئول سرعت نشر بیولومینسانس هستند

که  قرار دارد Trp92 بلین در موقعیت تریادوفتوپروتئین ا
بلین وایافته جهش. استدر اکورین  Trp86متناظر با 
Trp92Phe  نانومتر باند  485علاوه بر باند معمول خود در

ن دلیل این امحقق. نانومتر داراست 410دوم شدیدي در 
نوري را نتیجه برداشت پیوند هیدروژنی  جاییجابه
 -6با گروه هیدروکسیل  Trp92 دانند که بین ایندول می

عدم تشکیل این پیوند از . شود میفنیل کلنترازین برقرار 
طریق سیستم پیوندي کونژوگه در حالت برانگیخته 

 Tyr138و  N1کلنترامید بر پیوند هیدروژنی بین موقعیت 
. شود میایجاد کلنترامید  IIونی گذارد و گونه ی میاثر 

 ههاي آن نشان دادکلنترامید و آنالوگمطالعات فلورسانس 
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 1گونه خنثی) II: (که چندین گونه یونی وجود دارند است 
مونوآنیون ) III(نانومتر،  400در بیشینه با طول موج 

 440-475 طول موج حداکثر در محدودهآمیدي با 
حداکثر در حدود آنیون فنولات با طول موج ) IV(نانومتر، 

اي آنیونی دیگري که طول هنانومتر و گونه 480-490
شواهد نشان . ]28[ هاي بالاتر نشر نور را دارندموج
به عنوان اولین سطح  IIIحالت برانگیخته دهد که  می

در نشر طیف بیولومینسانسی نقش برانگیخته در اکورین 
 400بلین یک باند کوچک در ناحیه والبته در ا. دارد

این باند  W92F یافتهجهششود که در  مینانومتر مشاهده 
 است IIوط به حالت برانگیخته بشود که مر میتر  قوي

]28[.  
هایی که در تریاد جهشخصوصیات نشري تغییر یافته 

His16, Tyr82, Trp86  و معادل آن در (در اکورین
ي دیگر و از سو ،از یک سو است  هصورت گرفت) بلینوا

هاي کلنترازین که با تغییر در مشاهده عدم فعالیت آنالوگ
شوند، بیانگر  میحاصل  6حلقه اول در موقعیت کربن 

اهمیت این حلقه و آمینواسیدهاي اطراف آن در فرایند 
  9.9بعد از آنکه توسط برنامه. بیولومینسانس است

Modeller  مدل نمیوپسین ساخته و بهترین مدل انتخاب
و آمینواسیدهاي  6حلقه  Chimeraامه د، توسط برنش

شکل (مدل انتخاب شده مورد بررسی قرار گرفت اطراف 
4 .(  

در نمیوپسین که متناظر  Asn105در نهایت آمینواسید 
 باشد می )بلینودر ا Trp92(در اکورین  Trp86آمینواسید 

علاوه بر . دشهاي جهش انتخاب به عنوان یکی از جایگاه
تریاد، سه گروه میانکنش زنجیره هاي نواحی میانکنش

ها این میانکنش. است هتصال قابل توججانبی در حفره ا
دهند و به نظر  میکلنترازین را در جایگاه اتصال قرار 

رسد که بعضی از آنها اهمیت عملکردي براي مکانیسم  می
هر چند که این عملکردها  ،عمل اکورین داشته باشند

                                                
1. Neutral Species 

 -1: ها عبارتند ازمیانکنشاین سه گروه . اخته هستندناشن
که هم سطح حلقه  Tyr132فنولی  OHگروه 

حلقه پیوند  N1ایمیدازوپیرازینون لیگاند قرار گرفته، با 
دهد و همچنین از طریق پیوند هیدروژنی هیدروژنی می

. شود میمتصل  His58، به )W2(با یک مولکول آب 
ایمیدازول این هیستیدین در نزدیکی حلقه ایندول 

Trp108  ،که سیستم حلقه ایمیدازوپیرازینون را پوشانده
-یافته جهشفعالیت لومینسانسی بسیار پایین . قرار دارد

تایید  W108Yو  H58F ،W108F ،W108Mي ها هاي
آمینواسید  .]31-29[ ها استکننده اهمیت این میانکنش

Leu127  در نمیوپسین متناظر آمینواسیدTrp108  در
آمینواسید جایگاه  21 وجز که) 1شکل ( استاکورین 

 2در پایداري حلقه  شده و احتمالاًفعال محسوب 
به عنوان یکی از  جایگاهین لذا ا. کلنترازین نقش دارد

نتخاب شد و به آمینواسید متناظرش هاي جهش اجایگاه
هاي جایگاه از دیگر .شدبلین و اکورین تبدیل ودر ا

و  EF-hand Iدر   B در هلیکسنمیوپسین  Trp59جهش، 
در  Lys45یا (در اکورین  Lys39در موقعیتی معادل با 

باشد که در مجاورت گروه هیدروکسی بنزیل می) بلینوا
این حلقه . ار داردکلنترازین قر (C8) 8در موقعیت کربن 

-جهشري که اي برخوردار است، به طواز اهمیت ویژه

هایی که در اطراف این حلقه در اکورین و اوبلین صورت 
 است شدهباعث غیرفعال شدن پروتئین  تقریباً ،است هگرفت

هاي این موضوع، در فتوپروتئین با وجوداما . ]14[
تریپتوفان  ،از جمله نمیوپسین به جاي لیزین داران شانه

، آمینواسیدهاي مطالعهدر این بنابراین ). 1 شکل(قرار دارد 
Trp59 ،Leu127  وN105 به ترتیب به  در نمیوپسین

و  در اکورین) Trpو  Lys ،Trp(هاي متناظرشان آمینواسید
هاي جهش در نمیوپسین  جایگاه. جهش یافتند بلینوا

  .است  شدهنشان داده  5در شکل  هایافته جهشطبیعی و 
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. کروموفور کلنترازین در نمیوپسین طبیعی 6در موقعیت کربن  1هاي اطراف حلقه  مانده نمایی نزدیک از موقعیت ساختاري باقی  4شکل 

  .است  اساس اکورین در ساختار مدل جاي داده شده است، بر  مولکول کلنترازین که به رنگ سبز نمایش داده شده
  

یافته  دار ژن نمیوپسین براي هر سه جهشزایی هدف جهش
بررسی فعالیت  براي. انجام شد Quick-changeبه روش 

یافته، بیان پروتئین  هاي پروتئین جهشو تعیین ویژگی
هاي مختلف، مشخص شد بعد از بیان در زمان. انجام شد

 W59K ،L127Wیافته  هاي طبیعی و سه جهش که پروتئین
ساعت القا در دماي  5بهترین بیان را پس از  N105Wو 
Cº26 هاي نمیوپسین پس از بیان ژن. باشند دارا می

یافته، بواسطه وجود دنبالۀ هیستیدینی در  جهش
ها طی یک مرحله با هاي نوترکیب، پروتئین پروتئین

فاده از کروماتوگرافی تمایلی با درصد خلوص بالا است
، در نهایت SDS-PAGEاساس آنالیز  بر. تخلیص گردیدند

کیلودالتون معادل  27یک باند پروتئینی در ناحیه حدود 
کیلودالتون به همراه دنباله  24وزن مولکولی پروتئین یعنی 

کیلودالتونی آن براي هر چهار پروتئین ظاهر  3هیستیدینی 
ها دیالیز به منظور حذف ایمیدازول، نمونه). 2 شکل( شد
هاي ، از غلظتفعال هايپروتئینفتوایجاد  براي. ندشد

به . استفاده شد  یافته یکسان نمیوپسین طبیعی و سه جهش
دلیل عدم وجود آمینواسیدهاي سیستئین در ساختار 
نمیوپسین زمان بازسازي نمیوپسین نسبت به اکورین 

ساعت بعد از انکوباسیون در تاریکی  16رابر تر و بطولانی
سوبستراي . ]32،33[باشد  گراد میدرجه سانتی 4و دماي 

یافته کلنترازین  مناسب براي نمیوپسین طبیعی و سه جهش
cp  و غلظت کلنترازین به منظور باز تولید هر چهار

بررسی اولیه نتایج فعالیت . مولار بودمیکرو 150پروتئین 
یافته نشانگر  بیولومینسانسی نمیوپسین طبیعی و سه جهش

این بود که هر سه جهش باعث از بین رفتن فعالیت 
  ).1جدول (شود  پروتئین می

به منظور بررسی محتواي ساختارهاي دوم نمیوپسین 
یافته از طیف سنجی دو رنگ نمایی  طبیعی و سه جهش

در ناحیه دور  CDطیف . احیه دور استفاده شددورانی ن
UV هاي مارپیچی داراي دو پیک منفی در طول پروتئین
نانومتر براي ساختار مارپیچ آلفا  222و  208هاي  موج
پس از جهش، شدت طیف کاهش ). 3شکل (باشد  می

است که نشان دهنده کاهش ساختار   قابل توجهی داشته
  .دوم پروتئین در اثر جهش است

دهد که تغییرات مربوط به نتایج بدست آمده نشان می
یافته  نسبت به دو جهش  W59Kیافته  ساختار دوم جهش

  . دیگر کمتر است

Coelenterazine 
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  ها یافته هاي جهش نسبت به کروموفور کلنترازین در نمیوپسین طبیعی و جهش نمایی از جایگاه  5شکل 

  
تغییرات ساختاري  L127W و N105Wجایگزینی 

ها نسبت به یافته محسوسی در سطح ساختار دوم جهش
ایجاد کرده به طوري که منجر به کاهش پروتئین وحشی 

  .است  ساختار دوم و یا فشردگی کمتر آن شده
ها از تکنیک فلورسانس بررسی ساختار سوم پروتئین براي

ها ی با ارزش فلورسانس ذاتی پروتئینویژگ. دشاستفاده 
در ارتباط با حساسیت بالاي تریپتوفان موجود در آنها 

وج ها در طول مپروتئینجذب . بت به محیط شان استنس
هاي تیروزین و تریپتوفان نانومتر به علت آمینواسید 280
نانومتر اکثرا  305-295در طول موج جذب اما . باشد می

وفان حاصل تغییر در طیف تریپت. تریپتوفان استبه علت 

گرفتن  تواند در اثر قرار میاري است که تغییرات ساخت
 دوستآبیا  گریزآبهاي تریپتوفان در محیط آمینواسید

طی تغییر موقعیت آمینواسیدهاي باردار با اثر خاموش 
هاي تریپتوفان باشد و نیز آمینواسیدکنندگی نسبت به 

شدن ساختار، که  ل زیرواحد، اتصال لیگاند یا بازاتصا
توفان ی بر روي محیط پیرامون ایندول تریپهمگی به طریق

ذاتی علاوه بر  بنابراین، در فلورسانس. گذارندتاثیر می
  .]34[ له بار نیز حائز اهمیت استأتغییرات ساختاري، مس

 نانومتر 295هاي پروتئین در ناحیه در این تحقیق تریپتوفان
پروتئین نمیوپسین . تحریک شد و نشر آنها مطالعه گردید

با توجه به . داراي پنج تریپتوفان در ساختار خود است
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، طیف فلورسانس ذاتی بدست آمده از نمیوپسین 3شکل 
 maxλداراي یک پیک پهن با  یافته جهشطبیعی و سه 

که کاهش نشري  حالی باشند، درمینانومتر  342حدود 
و  L127W بعد و N105W یافته شجه شدیدي براي

. شود مشاهده می W59K یافته جهشکاهش خفیفی براي 
  یافته جهشدر  کمترها بیانگر تغییرات ساختاري این یافته
W59K هاي یافته جهشو تغییرات ساختاري بیشتري در

N105W  وL127W  و  باشد مینسبت به پروتئین وحشی
و N105W هاي یافته جهشتوان عنوان کرد که در  می

L127W تر قرار هاي تریپتوفان در محیط قطبیباقیمانده
تواند به صورت موضعی یا به این تغییرات می. اندگرفته

صورت کلی یعنی باز شدن ساختار نسبت به ساختار 
بیانگر باز شدن ساختار طبیعی باشد و در برداشت اولیه 

نسبت به ساختار  L127Wو  N105Wهاي یافته جهش
تر تغییرات به منظور بررسی دقیق. باشد میی شوح

ها از فلورسانس خارجی با استفاده از یافته جهشساختاري 
این ترکیب با اتصال به . استفاده شد ANSپروب 

در سطح پروتئین با میل ترکیبی بالا گریز آبي ها پاکت
محیط (تر هاي کوتاهبه سمت طول موججابجایی باعث 

شدت فلورسانس . شود میسانس در طیف فلور) غیرقطبی
وحشی پروتئین نسبت به  یافته جهش هر سهخارجی براي 

 هايیافته جهشو این کاهش براي  است  هش یافتکاه
L127W  وN105W یک احتمال این است  .بیشتر است

تر  فشرده  N105W وL127W  هايیافته جهشکه ساختار 
در گریز آبحالت طبیعی است که باعث شده نواحی از 

ها نسبت به نمیوپسین طبیعی کمتر در یافته جهشاین 
: اما به دو علت این احتمال ضعیف است. معرض باشند

و فلورسانس ذاتی  CDنتایج حاصل از طیف سنجی  -1
بیانگر فشرده تر بودن ساختار پروتئین طبیعی و 

و  باشد می یافته جهشنسبت به این دو  W59K یافته جهش
 هاي فوق بربیولومینسانسی پروتئینسی فعالیت برر -2

رسد  میبه نظر . ري استگی خلاف این احتمال و نتیجه

تغییرات  L127W, N105Wها، به ویژه جهش
به طوري که  است  شدهموضعی را سبب  کنفورماسیون

کمتر در  گریزآبها فشرده نشده بلکه سطوح ساختار آن
  .است  همعرض قرار گرفت

-در پروتئین این است کهآید  میبر  2جدول آنچه که از 

تعداد پیوندهاي هیدروژنی بین لیگاند و  یافته جهشهاي 
ولی تغییرات آن در کل پروتئین تغییر چندانی نشان نداده 

تغییرات پل نمکی نیز مشهود . است  هگیر بودساختار چشم
دیگر جهت تغییرات ساختاري در  دلیلیتواند  می کهاست 

  .پروتئین باشد
 -1: تواند به دو علت باشدمی هایافته جهششدن  غیرفعال

تغییرات ساختاري؛ که نتایج حاصل از دو رنگ نمایی 
پیوندهاي هیدروژنی  فلورسانس ذاتی و خارجی،، دورانی

تغییر در یک  -2. کند مییید أاین موضوع را ت و پل نمکی
اند،  ضروري یا چند میانکنش که در آغاز واکنش نشر نور

هایی که در تشکیل پل پراکسیدي مثال میانکنشعنوان ه ب
د واکنش شو میاین تغییرات باعث . ]32[نقش دارند 
دلیلی هاي موجود یافته جهشعدم فعالیت در . شروع نشود

شان در بر وجود این آمینواسیدها در حفره اتصال یا نقش
  .مکانیسم عمل است

آید این است که در هر نچه که از مطالعات تئوري بر میآ
که نتیجه  است  هتغییرات ساختاري رخ داد فتهیا جهشسه 

 با توجه به مکانیسم .آن در حذف فعالیت مشهود است
ها لازم است ابتدا تخریب نشر نور این گروه از فتوپروتئین

عامل پراکسیدي صورت پذیرد تا فرایند نشر نوري آغاز 
رسد تغییراتی که در ساختار ایجاد به نظر می. شود
د، شوفرایند تخریب عامل پراکسیدي ن شود، اگر مانع می

اما اگر . فرایند نشر نور صورت خواهد پذیرفت همچنان
اي رخ دهد که مانع این فرایند تغییرات ساختاري به گونه

نتیجه اینکه، . ، فعالیت را مهار خواهد کردشودتخریب 
رسد که شروع مکانیسم خیلی وابسته  میاین گونه به نظر 

م است که اما مسل ،لی پروتئین نباشدبه تغییرات ساختار ک
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تواند روي خواص نشري نظیر  میاین تغییرات ساختاري 
که وابسته به ... طول موج نشري، مدت زمان نشر و 

ثیرگذار أچگونگی میانکنش لیگاند با پروتئین است، ت
  .باشد

در این تحقیق با آنکه آمینواسیدهاي تغییر یافته با 
 تنانکیسهي ها فتوپروتئین آمینواسیدهاي متناظرشان در

، اما تغییرات )هابراساس تطبیق توالی(اند ین شدهجایگز
ها در ویژه عملکرد بواسطه این جایگزینیدر ساختار و به 

که هر سه  يطور به نمیوپسین بسیار شدید بوده
ساختاري میان دو مطالعات . انددهغیرفعال ش یافته جهش

لت بر این دلا دارانشانهو  تنانکیسههاي گروه فتوپروتئین
هاي عمده در توالی، داراي دارد که با وجود تفاوت

 ،رسد میاما به نظر . ]13[ساختارهاي بسیار مشابه هستند 
این همولوژي بالا در سطح ساختار سوم آمینواسیدهاي  با

گروه  این دو مکانیسم بیولومینسانس و احتمالاً درگیر در
احتمال . اي داشته باشندي عمدهها نسبت به هم تفاوت

طور ي این دو گروه آنها ست که تطبیق توالیا دیگر این
و یا  یستن ،دشو نتاج میاست رماتیکی که از ابزارهاي بیوانفو

جایگیري کروموفور در جایگاه اتصالش به شکل دیگري 
مشاهده  تنانکیسههاي  غیر از آنچه که در فتوپروتئین

چینش آمینواسیدها در حفره اتصال  احتمالاً. باشد ،شود می
 دارانشانهو  تنانکیسهبه کلنترازین مربوط به دو خانواده 

هاي متفاوت تفاوت دارند، اما با وجود توالی نسبت به هم
به همین دلیل . شوند میبه ساختارهاي مشابهی منجر 

جایگزینی این آمینواسیدها با آمینواسیدهاي متناظرشان از 
تغییرات ) این تحقیقهاي نظیر جهش(خانواده دیگر 
  .آورد میاي را به وجود ساختاري عمده
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