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 هچكيد

سرطاني،  بای هاپروتئينمروزه از پپتيدها و ا ضد ضدالتهابي برای درمان ا یضد آلرژخواص  ستفاده و 

شيرين ن ئيبراز. دشومي سيدی ماندهباقي 54با پروتئيني  ست كه آمينوا ي بر مبتن سرطانيضد ويژگي ا

 ن برازئيندر ساختار و عملكرد پروتئي 40توالي و ساختار دارد. در اين پژوهش نقش آسپارتات موقعيت 

بررسي  TLR5بر روی گيرنده پپتيدهای حاصل شده  و نيز ويژگي ضدسرطاني هايافتهجهشوحشي و 

ي و طراح Modeller.v.9.20 افزارنرمبا اسدددتفاده از  يافتهجهشهای ، چندين مدل از فرمبنابراينشدددد. 

های يافته شدديميايي نوو وحشددي و جهش-های فيزيكيو ويژگي هامدلصدد ت  ،سدداخته شددد. سددپ 

D40N ،D40R  وD40Deletion  مله های بيوانفورماتيكي مختلفي از جافزارنرمبا اسددتفاده از سددرورها و

ProtParam ،ProtScale،SAVES ،PIC  ،ModEval و ،PredyFlexy  برای هاپروتئين توالي. شدارزيابي 

 كيفيت. شد مقايسه و بررسي iACP و ACPred سرورهای از استفاده با ضدسرطاني خاصيت بينيپيش

 سدديرم ايجادكننده TLR5 گيرنده با ليگاند عنوانبه هايافتهجهش و پروتئين وحشددي اتصددا ت ت ليل و

سرطاني، سيگنالينگ ستفاده و با مولكولي داكينگ كمک به ضد سي HADDOCK افزارنرم از ا . شد برر

 پروتئين دعملكر و ساختار پايداری بهبود احتمال دهندهنشان بيوانفورماتيكي یهافراسنجهبررسي  نتايج

 حاصل تايجن بنا بر ،همچنين .باشندمي اتصال با گيرنده برایسطح در دسترس افزايش  احتمال و برازئين

نسبت  5TLR گيرنده به  R40D يافته جهش ينبرازئ يناتصال پروتئاحتمال  مولكولي، داكينگ بررسي از

ست و اين هاپروتئينبه ديگر  شتر ا شان بي صيت افزايش احتمال دهندهن  يافتهجهش اين ضدسرطاني خا

ی گوناگون هاجهشبا ايجاد  ارتقای كاركرد زيستي و دارويي برازئين پژوهش، قابليت ينا بنابر .باشدمي

 .وجود دارد 40آسپارتات  يتموقعدر 

ید گان کل يداری: واژ نگداكپروتئين شددديرين،  حرارتي، پا ند زاييجهش ي،مولكول ي ويژگي  ،هدفم

  .ضدسرطاني
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 مقدمه-1

كنندگي شدديرين پروتئين شدديرين با قابليت نوعي 1برازئين

سيار با   سيار  وب ست كه  ناچيز كالریمقدار ب صنايع ا در 

برازئين  .[1]شددودمي اسددتفاده غذايي، دارويي و پزشددكي

 Pentadiplandraاز ميوه گياه گرمسددديری  باريننخسدددت

brazzeana Baillon ستخراج  كوچكترين عنوانبهو شد  ا

و با  دالتون يلوك 5/6با وزن مولكولي  كنندهشيرينپروتئين 

شيريني  .[2]است شناخته شده طعمي نزديک به طعم شكر

درصددد و  2برابر بيشددتر از سدداكارز  2000برازئين حدود 

باشد و تنها ميدرصد  10برابر بيشتر از ساكارز  500 تقريباً

ها قادر به درک مزه شدديرين اين پروتئين انسددان و پريمات

باعث شده است تا  برازئينكنندگي وان شيرينت .[3]هستند

ندهشددديرينجايگزين خوبي برای  ند  وحشددديهای كن مان

يد برازئين دارای  ،بر اين علاوهباشدددد.  2هااسدددتويوسددد

يي متعددی از قبيل قابليت خصددوصدديات فيزيكي و شدديميا

گرم بر ميلي 50پذيری بسددديار با  در آح احداقل ان لال

دمايي بسدديار با  و  ليتر(، پايداری حرارتي در گسددترهميلي

اين پروتئين  .[3]باشدمي 8تا  5/2در م دوده  pHپايداری 

اكسددديداني و نقش مهمي كه در علاوه بر خاصددديت آنتي

كال يلآزاد از  هایحذف رادي  – 3 -آزينو بي - 2,2 قب

سيد - 6- تيازولينبنزو  اتيل  ،دارد )ABTSا سولفونيک ا

ضد  يضدالتهابدارای خواص  سيت و  سا ستنيز ح  .[4]ا

استفاده از با  1998برازئين در سال  یبعدسهاولين ساختار 

آمد. نتايج  دسددتبه (NMR)ای رزونان  مغناطي  هسددته

مارپيچ نشددان داد كه برازئين دارای يک  NMRحاصددل از 

سو در  بتاصف ه  3آلفا كوتاه و  م لول  حالتموازی ناهم

ضافي كوچک در  آلفامارپيچ و يک  ست بلوری حالتا و  ا

 8دارای  ، اين پروتئينمچنينه. داردپذير سه لوپ انعطاف

ايجاد  كه نقش اصددلي را در اسددتسدديسددتئين  ماندهباقي

در پايداری حرارتي  و احتما ً يدیسدددولف یدهای پيوند

غني از ليزين و فاقد  پروتئين برازئين. كنندميايفا  برازئين

                                                      
1 Brazzein 

 های آزاد سدددولفيدريلمتيونين، ترئونين، تريپتوفان و گروه

 ايزوالكتريک pH خود آمينواسدديدی 54با توالي اسددت و 

 ی شدديرين ديگرهاپروتئيننسددبت به سدداير  (4/5ا كمتری

 .دارد

 ی نوتركيب نيازهاپروتئينايجاد  جديد وپپتيدهای طراحي 

به كسددب اطلاعاتي جامع در مورد روابب بين سدداختار و 

روتئين با ارتباط پ همچنينپروتئين و  ضدسرطاني عملكرد

انجددام عمليددات پروتئوميك   كددهيدرحددالگيرنددده دارد، 

سه صورتبه ساختار  در  هاپروتئينبعدی تجربي و تعيين 

بر و بسدديار مشددكل بر، زمانم يب آزمايشددگاه كاری هزينه

فاده از دانش باشدددددمي يل امروزه اسدددت به همين دل ؛ 

مطالعات سددداختاری و روابب سددداختار و  ،بيوانفورماتيک

  .[5]تر ساخته استعملكرد پروتئين را تا حدودی آسان

 و هاروش شدددامل ایرشدددتهينب علم يک بيوانفورماتيک 

ستي اطلاعات فهم برای هاييافزارنرم ست زي  منظوربه كه ا

ست حجيم و پيچيده هایداده وت ليليهتجز سيزي  از شنا

 اسددتفاده مهندسددي و رياضددي آمار، كامپيوتر، علوم تركيب

سددداختار وابسدددته به  هاپروتئينعملكرد  ازآنجاكه .كندمي

 يانمساختار، اين  بينيپيششناخت و است، ها بعدی آنسه

انواو بررسدددي دروني و بيروني پروتئين و  یهدداكنش

يابي به سددداختاری امری مهم در دسدددتی هافراسدددنجه

يكي از عوامل  .[6]باشدميها درمورد آن ضروریاطلاعات 

مؤثر در ارتقای كاربردهای زيستي و دارويي برازئين، بهبود 

 ایگستردهت قيقات است.  هاگيرندهكيفي و كمّي اتصال به 

های خاصدددي از هدفمند در جايگاه زاييجهشاز طريق 

به  كه در اتصدددال  ندهتوالي پروتئين  ند،  هاگير نقش دار

 انجام شدددهه اتصددال به گيرند برایبهبود سدداختار  باهدف

اط با چگونگي اتصال برازئين با گيرنده، بدر ارت. [8،7]است

ی كامپيوتری و داكينگ مولكولي نشدددان هامدلبررسدددي 

كه سددط ي از پروتئين كه به طور غالب دارای بار  دهدمي

سمتي از گيرنده ست با ق شتری ا دارای بار منفي  یمثبت بي

2 Steviosid 
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برازئين با  ثرؤاتصددال م ،ين؛ بنابراشددودميمتوسددب درگير 

  .شودميبار مكمل تضمين  شكل و گيرنده توسب

شبه هاگيرنده صيت  ييهاپروتئين Tollی   سازیفعالبا خا

ستند كه  ذاتي ايمني های متفاوتي را سيگنال ها ياشانَکنه

سخ به  . اين كنندميمختلف ايجاد  زايييماریبعوامل در پا

در ابتدا در مگ  دروزوفيلا كشدددف شدددد و با  هاگيرنده

انساني آن در پاسخ به التهابات و های همسانگذشت زمان 

 .[9]آمد دسدددتبهعاملي عليه عفونت و ميكروح  عنوانبه

 كنندهليگاند فعال، رمز كنندهژن  بسددته به TLRی هاگيرنده

در نوو مختلف  10به  كنندميو نوو سددديگنالي كه ايجاد 

ی هاسلولو در انواو مختلفي از  شوندميبندی دستهانسان 

ماكروفاژها، Bو  Tی لنفوسددديتي هاسدددلولنظير  ايمني  ،

ی غير ايمني از هاسلولها، نوتروفيل، بازوفيل و مونوسيت

يل  يان هاسدددلولقب يال ب ندوتل يال و ا ندميی اپيتل . شدددو

TLRشامل  شوندميكه در سطح سلول بيان  هاييTLRهای 

ند. 2،4،5 مامي هسدددت خارج ن يک دومدارای  هاTLR ت

صال به  سايي و ات شنا سلولي غني از لوسين هستند كه در 

ساسي را ايفا  تنها گيرنده  TLR5 .[10]كندميليگاند نقش ا

صلي آن  كه ليگاند Tollشبه  شد پروتئين تواندميا در ، با

سان توسب ژن  نقش اصلي و  شودميرمزگذاری  TLR5ان

دهنده تاژک باكتريايي تشددكيلآن در شددناسددايي فلاژلين 

 یاگونهبهپاسددخ اين گيرنده اپيتليالي سددازوكار  .باشدددمي

ست ك صال ليگاند اا  یضد تومور( فعاليت فلاژلينه با ات

ستانسرطان عليه  شان از  پ  یسازفعالسبب  و دادهخود ن

سيتوكين با تنظيم  همچنين ،شودمي و پاسخ التهابي ترشح 

يت  MAP1Sآداپتور اتوفاژی  عال ضدددد سدددبب تقويت ف

علت اصلي . [12،11]خواهد بود در سرطان پستان یتومور

صال به پروتئين براز برایانتخاح اين گيرنده  ين در اين ئات

وحشددي و نوو  يضدددالتهابپژوهش بررسددي خاصدديت 

ين و برازئ D40Rو  D40Deletion ،D40N یهايافتهجهش

قايسددده ميزان همچنين ی هاپروتئيناتصدددال  تغييرات م

در مقايسدده با پروتئين وحشددي به اين گيرنده  يافتهجهش

 .باشدمي

 ،اینقطه زاييجهششده با استفاده از  طبق مطالعات انجام 

های اسدداسددي كه در ايجاد شدديريني برازئين دخيل ويژگي

الكتريكي و  بار، كليدی واسدديدهایآمين نوو شدداملهسددتند 

دليل اصددلي انتخاح  .[1]باشدددميها طول زنجيره جانبي آن

سپارتات  ستبرای اعمال جهش،  40موقعيت آ بار  یكارد

قرارگيری اين جايگاه در  همچنينو  40منفي آسدددپارتات 

گاه Arg43اطراف  های اصدددلي دخيل در كه يكي از جاي

  .[13]باشدمي اتصال برازئين به گيرنده است

كاربرد در  نگ مولكولي يكي از فنون پر عهزداكي  يرمجمو

با مولكولي در علم بيوانفورماتيک اسدددت كه  سدددازیمدل

گيری صددد يح اتصدددال و انرژی پيوند يک جهت يينتع

ليگاند در جايگاه فعال يک پروتئين، ميزان  عنوانبهتركيب 

های سريع استفاده از روش زند.تمايل اتصال را تخمين مي

نگ مولكولي  درک بخشدددي از عملكرد پروتئين  برایداكي

  .[14]باشدمي توجهقابلو  امری ضروری

سپارتات  سه جهش در موقعيت آ در اين پژوهش با ايجاد 

صلي 40 نقش جايگاه االف(  يعني به بررسي دو موضوو ا

اعمال جهش در بهبود شدديريني و خاصدديت ضدددسددرطاني 

های حائز بررسدددي يكسدددان بودن جايگاهاح( پروتئين و 

شيريني و ايجاد  سخاهميت در ايجاد  سرطاني، ی هاپا ضد

ست. شده ا شدهبخش اول در  پرداخته  ست سعي  تا با  ا

 آرژينينبه بار مثبت  40تبديل بار منفي آسپارتات موقعيت 

بار خنثي  ندهباقيو  پارژين ما بار در اين  آسددد اثر تغيير 

با حذف آسدددپارتات از اين موقعيت  همچنينموقعيت و 

اثرات  و 40نقش طول زنجيره جانبي آسدددپارتات موقعيت 

ی اعمال شدددده بر هاجهش كلي سددداختاری و عملكردی

سيدها شيميايي آمينوا ساس خواص فيزيكو ستفاده از  ا با ا

ستم  سپ  با هاپروتئينبرای  سازیمدلسي ی نوتركيب و 

  بررسي شود. استفاده از مطالعات بيوانفورماتيكي
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سه توالي ابتدا اين پژوهش  بخش دوم در  یهاپروتئينمقاي

از ل اظ خاصدديت  نسددبت به پروتئين وحشددي يافتهجهش

با استفاده از دو سرور اختصاصي انجام  ضدسرطاني بودن

 بهبود خاصيت ضدسرطاني بودنمقايسه در نهايت شده و 

صال با گيرنده از طريق بهبود  هاپروتئين سي  TLR5ات برر

  .شد

 هاروش-2

 و وحشي پروتئين بعدی سه طراحي ساختار برایابتدا  در

فتددهجهش لي ،D40Delو  D40N, D40Rی هددايددا  توا

 نشدداني به NCBI اطلاعاتي بانک از آمينواسدديدی پروتئين

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) ستخراج ستفاده با و ا  ا

 به PDB اطلاعاتي بانک در آن توالي BLAST برنامه از

ني ( (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do نشددددا

ستجو  موجود سه بعدی ساختارهای نزديكترين و شد ج

 اسدداس، اين ر. بشدددندشددناسددايي  اطلاعاتي بانک اين در

 در ساختاری الگوی عنوانبه 2LY5برازئين با كد  ساختار

از  ،سدددپ ارد شدددد. و 9.20 نسدددخه  Modeller افزارنرم

 ,ERRAT و   Z-DOPE و  RMSD یهددافراسدددنجدده

VERIFY3-D افزارنرم كدده بدده ترتيددب از spdbviewer، 

 سدددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددددرور

(https://modbase.compbio.ucsf.edu/evaluation)  و

 دسدددتبه (http://services.mbi.ucla.edu/saves)سدددرور 

ستفاده شد.  برای ندآمد بررسي  برایانتخاح برترين مدل ا

شكل گرافيكي مدل پروتئين شده  بينيهای پيشو نمايش 

شي و  سه همچنينو  هايافتهجهشوح  هاآن ساختاری مقاي

سددتفاده شددد. م اسددبه انواو ا Chimera1.13.1 افزارنرماز 

ين هددای درونبرهمكنش ئ ت پرو كولي  و وحشدددي مول

از سددددددايدددت ی آن هدددايدددافدددتدددهجدددهدددش

http://pic.mbu.iisc.ernet.in))  یهافراسنجهو شد حاصل 

لي  توا بر  ني  ت ب ينم ئ قطدده اوزن هدداپروت ن كولي،  ی مول

يداری(  پا نا يک، شدددداخپ   سدددرورتوسدددب ايزوالكتر

ProtParam  د. از سايتشم اسبه VADAR ارزيابي برای 

 برای  ProtScaleسددرور و ازسددطح در دسددترس پروتئين 

 .[15]كمک گرفته شد هاپروتئينشاخپ آبگريزی بررسي 

موقعيت  در موجود آمينواسيدی هایماندهباقي  pKa مقادير

شي و يافتهجهشی هاپروتئينتوالي  40 ماندهباقي  ادر وح

 (7برابر  pHو  K 310° دمای ،مو رميلي 50 يوني قدرت

ستفاده با سخه  Macrodox برنامه از ا شد 2.0.2ن سبه  . م ا

ی جهش هاپروتئيناطمينان از ميزان پايداری احتمالي  برای

پروتئين وحشدددي و  ارزيددابي ميزان انرژی آزاد ،يددافتدده

تهجهش مک سدددرور  هاياف  DDFIRE/DFIRE2به ك

ENERGY CALCULATION  شانيبه -http://sparksا ن

lab.org/yueyang/server/ddfire/index.php ) شد.انجام 

ی منتخب برای هامدلاختصددداص يافته به كيفيت  نمرات

نشددداني به  ProQ3/ProQ3Dهر جهش از طريق سدددرور 

 بينيپيش .آمد دسدددتبه( /http://proq3.bioinfo.se/predا

طاني توالي پروتئين وحشدددي و  يت ضددددسدددر خاصددد

 ACPredبددا اسدددتفدداده از دو سدددرور  هددايددافتددهجهش

-http://linا iACPو  ( /http://codes.bio/acpredا

group.cn/server/iACP)  .با دريافت  ،سدددپ انجام شدددد

از بانک اطلاعاتي  3J0Aبا كد  TLR5گيرنده   PDBپوشدده

ی هامدل PDBبا استفاده از فايل  همچنينو  PDBپروتئين 

 و فلاژلين هايافتهجهشسدداخته شددده پروتئين وحشددي و 

ند  عنوانبه گا ندهلي مک برای گير به ك نگ مولكولي  ، داكي

شد HADDOCKسرور   شكل گرافيكيدر نهايت . انجام 

 .شدارزيابي  Chimera افزارنرمتوسب  ،حاصل از داكينگ

 نتایج و بحث-3

تاری مدل 10 طراحي از پ  الگوی اسددداس  بر سددداخ

 ،هايافتهجهشبرای هر يک از  PDBاز سايت  آمدهدستبه

ستفاده از  شده ساخته یهامدل ص ت سنجهبا ا  یهافرا

 و مربوطه بررسدددي هایافزارنرمها و موجود در سدددرور

 .شد  انتخاح هايافتهجهش از يک هر برای ساختار بهترين

 ی سدداختههامدلبرای تمامي  آمدهدسددتبه RMSDنتايج 

شدميشده كمتر از يک  پايداری كيدی بر أت تواندميكه  با

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://modbase.compbio.ucsf.edu/evaluation)/
http://pic.mbu.iisc.ernet.in)/
http://sparks-lab.org/yueyang/server/dDFIRE/index.php
http://sparks-lab.org/yueyang/server/dDFIRE/index.php
http://sparks-lab.org/yueyang/server/dDFIRE/index.php
http://proq3.bioinfo.se/pred/
http://codes.bio/acpred/
http://lin-group.cn/server/iACP
http://lin-group.cn/server/iACP
http://lin-group.cn/server/iACP
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 توليد شددده سدداختارهای مدلانتخاح برترين  صدد تو 

مبتني بر توالي ی هافراسددنجهبررسددي  ،همچنين. باشدددمي

يانگر افزايش وزن مولكولي  تهجهشب به  هاياف بت  نسددد

ست شي ا شي دليل چنين  .پروتئين وح تغيير  تواندميافزاي

های با اندازه واسيدهاآمين زنجيره جانبي در جايگزينيطول 

 .متفاوت باشد

كاهش شددداخپ ناپايداری بيانگر افزايش ميزان پايداری 

ست  شاخپ ،1 جدول نتايج بهباتوجه بنابراين، .پروتئين ا

ست كرده پيدا كاهش يافتهجهش سه هر در ناپايداری  كه ا

ندمي يانگر توا يداری افزايش ب مال از پ  پروتئين پا  اع

طه یهاجهش كاهش  .(1 جدولا باشدددد مذكور اینق

يداری  پا نا تهجهش برایشددداخپ   يرسدددا از D40R ياف

تهجهش يانگر و بوده بيشدددتر هاياف يدار ب  اين شددددن پا

  .است هايافتهجهش ساير به نسبت يافتهجهش

بار و  حاصدددل از بررسدددي ميزان  تايج   pKaبررسدددي ن

در مقايسدده با پروتئين وحشددي با  يافتهجهشی هاپروتئين

يانگر افزايش بار Macrodox افزارنرماسدددتفاده از   مثبت ب

تهجهشكلي پروتئين در  و نيز  D40N و D40R یهاياف

نسبت به  D40Del يافتهجهشپروتئين در منفي بار افزايش 

 (.1اجدول  باشدميپروتئين وحشي 

واقع در لوپ برازئين  40 تصاوير گرافيكي موقعيت 1شكل 

ی آنها را بعدسهها و نيز تطبيق ساختار يافتهوحشي و جهش

دهد. نتايج نشان مي UCSF Chimeraار افزبا استفاده از نرم

پ  از انطباق  D40DELيافته حاكي از اين بود كه جهش

ی بر ساختار پروتئين وحشي بيشتر از بقيه بعدسهتصوير 

ها دچار تغييرات ساختاری شده و در م ل ايجاد يافتهجهش

 جهش دارای اختلاف بيشتری است.

 
 pKaبار الكتريكي و  م اسبه و SAVES، ModEval ،SpdbViewerی ساخته شده با استفاده از ابزار بيوانفورماتيكي هامدلارزيابي  1جدول 

  . MACRODOX افزارنرمبا استفاده از  و وحشي يافتهجهش یهاپروتئين

مجموو  بار كلي RMSD VERIFY 3D Z-DOPE ERRAT وزن مولكولي شاخپ ناپايداری PI پروتئين
DELTA pKa 

WT-Bra 71/6  43/49  9/6370  0 11/98 %  715/0-  88/28  36/5-  15/18-  

D40N 68/7  87/44  21/6369  31/0  11/98 %  746/0-  77/37  36/4-  53/13-  

D40R 16/8  68/41  29/6411  32/0  100 %  733/0-  77/37  43/2-  18/11-  

D40Del 68/7  09/44  1/6255  59/0  51/96 %  619/0-  50 74/6-  14/17-  

 

 

 
 UCSF Chimera  افزارنرمبه كمک  وحشي پروتئين و يافتهجهش یهاپروتئين یبعدسهساختار  مقايسهو  يكيشكل گراف نمايش 1شكل 
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به با عداد م اسددد  در مولكوليدرون یهاكنش يانم ت

 وحشي، نوومدل  با آن مقايسه و يافتهجهشی هاپروتئين

 گوييپيش را هاپروتئين پايداری ميزان توانمي حدودی تا

، يزگرآح یهاكنش يانمتعداد نتايج حاصل از بررسي  .كرد

پيوندددهددای كدداتيوني و آرومدداتيددک، -يددکيوني، آرومددات

 یهايافتهجهش وتئين وحشددي برازئين وپر يدیسددولفید

ست آمد، به PICسرور  طريق از كه آن افزايش  نمايانگرد

 D40Nو  D40Rی هايافتهجهشپيوندها در  تقريبي تعداد

در  ينيدرون پروتئ یهدداكنش يددانمو كدداهش تقريبي 

شدمي D40Del يافتهجهش ها در كنشمياناهميت نقش  .با

اين فرضدديه را تقويت ، [16] هاپروتئينپايداری سدداختار 

 به پروتئين پايداری فوق، یهاجهش با اعمال كند كهمي

 با ،D40Rو  D40Nی هايافتهجهش در يتوجهقابل ميزان

 .است يافتهيشافزا هاكنش يانمكل  تعداد افزايش

 يزيكوشدديمياييفواقع در اسددتد ل بر اسدداس خواص  در

يدهامآ يا عمقي بودن  يتموقعبه  يدبا ينواسددد سدددط ي 

 يا ياقطب تغيير م يب قطبيت نيزو  يندر پروتئ ينواسددديدمآ

در  هااتمتعداد  يشبا افزا D40R در. كرد توجه( يزگرآح

 يبرخ ينين،رژآ تربزرگ يزبه علت سدددا موردنظر يتموقع

در  تواندمي كنشميان ينپر شده و ا يواندروالس یهاحفره

 ينا يگرد نكته .شدود يتتقو ينپروتئ يشدترب يداریپا برای

 یفضدددا يننيبا آرژ يسدددهدر مقا يداسددد يکسدددپارتآكه 

و د دار يدرالهید يایبه ل اظ زوا يشتریب يونينفورماساك

نابراين  موردنظردر منطقه  يشدددترب يریپذانعطافباعث  ب

كهبه . شدددودمي نا  كاهش فضددددا ينينرژآ اين مع  یبا 

موجب  تواندمي D40R يافتهجهشدر  يونينفورماسددداك

 .شود يداریپا يشافزا

ياندر مورد  همچنين، كهبر حسدددب ا يوني یهاكنشم  ين

سيدمآ سطح پروتئ يقطب يبمورد نظر در م  ينوا  ياو  ينو 

شددددت  ،گرفتهقرار  يدروفوحه يبو م  ئيندر عمق پروت

يان يرتاث پا يوني كنشم  يادز ياكم و  يينپروت يداریدر 

و  يينپا يکالكترید يبضددر ئيندر عمق پروتخواهد بود. 

نابراين طه كولن ن بقط ب تات يرویراب  یقو يکالكترواسددد

هد بود  يقطب يبو م  ئينبرعك  در سدددطح پروت .خوا

قدرت ن يکالكترید يبضدددر الكترو  يرویبا  بوده و 

 .كم خواهد شد يکاستات

ته  ينپروتئباردار در عمق  ينواسددديدآمدسدددت زدن به  الب

ناک بوده يدآم يراز ،خطر ند،بدون پ یباردار ينواسددد  يو

 يادیز يكيتيانرژ ينهبود و هز خواهد يداركنندهناپا شدتبه

هد كرد يلت م ئينبه پروت در مورد  يطوركلبه پ  .خوا

سيدمآكه  ييهاجهش ستباردار  ينوا  يدبا شوندمي یكارد

چون  Rبه  D يلدر تبد .كرد ويژه توجه تغيير عيتبه موق

از  يرغ يم ل ييرتغ يتقعواگر م ،كرده اسددت يداپ ييربار تغ

 هایيختگيرهمبهموجب  تواندميباشدددد  ينسدددطح پروتئ

 شود. يندر ساختار و عملكرد پروتئ يدشد

 Kyteيزی ارائه شده توسبگرآحشاخپ  درنظرگرفتنبا 

& Doolittle   ي را نشددان دوسددتآحيزی و گرآحكه ميزان

تر (، هرچه مقياس عددی آمينواسيد منفي3دهد اجدول مي

بنابراين،  .[16]ي بيشددتر اسددتدوسددتآحباشددد تمايل به 

توان نتيجه گرفت كه با مقايسددده آسدددپارتيک اسددديد و مي

 اين هر دوی D40Rيددافتدده پروتئين جهشآرژينين در 

 و داشته آح قطبي حلال با كنشبه ميان تمايل آمينواسيدها

 به تواندمي پروتئين سدددطح در آمينواسددديدها اين وجود

حال، وجود آرژينين با پروتئين كمک كند. با اين حلاليت

سپارتات مطلوحشاخپ آبگريزی منفي سبت به آ تر تر ن

 D40Del يافتهدر پروتئين جهش (.2رسد اجدول نظر ميبه

تری نسدددبت به گريزی مقدار عددی مثبتشددداخپ آح

از نظر ترموديندداميكي  ،بنددابراين .پروتئين وحشدددي دارد

حذف آسددپارتات و حضددور پروتئين تغييريافته حاصددل از 

سبت به پروتئين وحشي  گلوتاميک سيد در اين موقعيت ن ا

ندهآح يداركن پا نا مل  عا هد بود و  ای برای گريزتر خوا

افته يپروتئين جهش در مورد پيكربندی پروتئين خواهد بود.

D40N گريزی نسبت به پروتئين وحشي بدون شاخپ آح
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دوستي تغيير بوده است و احتما ً تأثيری بر تغيير ميزان آح

  (.2ت اشكل گريزی پروتئين نخواهد داشو آح

گريزی بيشتر دارای خاصيت آمينواسيدهايي با شاخپ آح

تدداخوردگي و تعيين  فرايندددگريزی بوده و در طي آح

كانفورماسددديون پروتئين، تمايل بيشدددتری به قرارگيری در 

گريز پروتئين دارند مركز پروتئين و مشاركت در هسته آح

سيدهای آح سطح و آمينوا ست تمايل به ماندگاری در  دو

 ،پروتئين و ايجاد تماس بيشدددتر با حلال را دارند. بنابراين

خورده ار پيچهر قدر هسدددته مركزی پروتئين در سددداخت

نواحي كمتری از  ،باشدداشته گريزی بيشتری خاصيت آح

پايداری پروتئين  باعث پروتئين در دسددترس حلال بوده و

  .[16]در بخش مركزی خواهد بود

 

 PIC server يتتوسب سا آمدهدستبه مولكوليدرون هایانواو برهمكنش يانگينم 2جدول 
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WT-Bra 8 4 52 39 37 2 0 2 

D40DEL 8 4 51 39 29 4 0 2 

D40N 9 4 55 39 41 2 0 4 

D40R 9 4 53 27 31 2 0 2 

 

 Kyte & Doolittle مقادير عددی شاخپ 3جدول 

 آمینواسید یزیگرآبشاخص  آمینواسید یزیگرآباخص ش

 آسپارتيک اسيد -5/3 آسپارژين -5/3

 اسيدگلوتاميک  -5/3 آرژينين -5/4

 

 
 Protscale با استفاده از سرور يوحش ينو پروتئ يافتهجهش هایينپروتئ يزیگرشاخپ آح يسهنمودار مقا 2شكل 
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 يتموقع یهاماندهباقي يریقرارگ يگاهجا يبررسدد برای

با  ينبرازئ يو وحشددد يافتهجهش یهاپروتئيندر  40

ابتدا سددطح در دسددترس  ،VADAR اسددتفاده از سددرور

ندهباقي و سدددپ   ينبرازئ يوحشددد ينپروتئ یهاما

شد يافتهجهش یهاپروتئين سي  س ينا يج. نتابرر  يبرر

 يکآسپارت یماندهباقي يوحش تئيننشان داد كه در پرو

س سطح پروتئ 40 يتواقع در موقع يدا قرار دارد  يندر 

با مولكول ماس  با  .باشددددميآح  يقطب یهاو در ت

يدآم ينا يزیگرآحشدددداخپ  درنظرگرفتن  ينواسددد

نظر مطلوح به يتموقع يندر ا ماندهباقي ينا يریقرارگ

تهجهش یهاپروتئين. در مورد يدآيم توان يم نيز ياف

 يافتهجهش ينشده در پروتئ يگزينجا ينينگفت كه آرژ

D40R سبت به پروتئ ش ينن سترس  ،يوح سطح در د

حضدددور  ،كهيحال در اسدددت. داده يشحلال را افزا

پارژ تهجهش يندر پروتئ يتموقع يندر ا ينآسددد  ياف

D40N ينسدددطح در دسدددترس پروتئ ييردر تغ يریتأث 

سپارت ست. حذف آ شته ا س يکندا و  40 وقعيتاز م يدا

س يکگلوتام يگزينيجا  يندر پروتئ يتموقع يندر ا يدا

تهجهش كاهش سدددطح در  D40Deletion ياف عث  با

  (.3شده است اشكل  يندسترس حلال پروتئ

ی سدداخته شددده و ميزان كيفيت آنها هامدلبررسددي نهايي 

های بيانگر انتخاح مدل ProQ3/ProQ3Dتوسددب سددرور 

ها برای هر برتر با بيشددترين پايداری نسددبت به ديگر مدل

معياری از انرژی آزاد هر پروتئين  مقدارباشدددد. جهش مي

يداری پروتئين  با برر باشدددد،ميپا نابراين  سدددي نمرات ب

به ميزان انرژی آزاد هر پروتئين  شدددددهدادهاختصدددداص

به جهش ته و پروتئين وحشدددي و حركت انرژی آزاد  ياف

ها توان به ميزان پايداری پروتئينسمت مقادير منفي تر، مي

يافته دهد كه جهشمي نشددان 4 جدول نتايج. [17]پي برد 

D40R باًتقر ندازه به ي كالریك 1ا  ينبر مول از پروتئ يلو

به  یاختلاف انرژ ينا ینظر آمار ازاست.  يدارترپا يوحش

با  يسهدر مقا D40R يافتهجهش يتبودن جمع با تر مفهوم

 يگردعبارت. بهاست هاساير جهش يافته و يوحش ينپروتئ

 يبكرد كه در شددرا گيریيجهنت ينچن توانيم ياز نظر عمل

سه،مورد مقا ينبرابر از دو پروتئ يغلظت شكيل به تمايل ي  ت

ش يناز پروتئ D40R يافتهجهش هایكمپلك  شترب يوح  ي

 يزبه نام غلظت مؤثر ن یاز پارامتر توانيم ين،بنابرا .اسددت

 يعمل جنبهكه از  رسددددنظر ميبه .بهره برد يجنتا ييندر تب

ظت مؤثر جهش ته غل قايسددده در D40Rياف  پروتئين با م

 انتظار برابر غلظتي شرايب در توانمي و بوده بيشتر وحشي

 . داشت رانظر  مورد يافتهجهش از با تری عملكرد

 تواليبر  يمبتن صرفاً نتايجي iACP و ACPred هایسرور

 هایماندهباقي كه دهنديم ارائه را هاپروتئين يهو ساختار اول

ستئين هایماندهباقي ،يزگرآح  و بتا صف ات روی بر سي

يکآمفي هایمارپيچ يت در بررسدددي مهمي نقش پات عال  ف

 ميزانسرورها دارد.  يندر ا پپتيدی هایتوالي ضدسرطاني

 iACP 06/95سرور درصد و ACPred 61/95 سرور دقت

 .[18]است درصد

 

 
 VADAR با استفاده از سرور يو وحش يافتهجهش هایيندر سطح پروتئ 40 يتموقع ماندهباقي يگاهجا ينمودار بررس 3شكل 
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 یسرورها يقاز طر يبكه به ترت ينآزاد پروتئ یانرژ يزانو م ينپروتئ یمدل ساختار يفيتك يبررس برایارائه شده  هایشاخپ 4جدول 

ProQ3/ProQ3D  وdDFIRE/DFIRE 2 Energy Calculation انددست آمدهبه. 

های سنگين تعداد اتم

 مؤثر
DFIRE2 انرژی كل PROQ3D PROQ2D 

طول توالي 

 آمينواسيدی
 پروتئين

440 57/66-  73/88-  302/0  216/0  53 WT-BRA 

432 14/66-  83/85-  268/0  160/0  52 D40DEL 

443 93/67-  19/90-  299/0  208/0  53 D40R 

440 90/66-  87/89-  342/0  244/0  53 D40N 

 
و  ACPred سرور دو از استفاده با يوحش ينبا پروتئ يسهمقا در يافتهجهش یهاپروتئين ضدسرطاني خاصيت ميزان بررسي 5 جدول

iACP  
D40N D40R D40del WT-Bra Protein 

94  % 93  % 93  % 92 % iACP 

 5/77 % 5/77 %  2/77  % 77  % ACPred 

 5های جدول دادهاگرچه اختلافات مشدداهده شددده در 

مهبه نا يت بر ماه يل  ند در م دودهمي ،دل ی طاخ توا

 حال عدم وجود مغايرت با نتايجبيني باشددد، با اينپيش

 شدهگيری نهايي فرض تجربي تاييدی بر ص ت نتيجه

كه مبتني بر مشدداهدات تكرارپذير آزمايشددگاهي اسددت 

 .است

 هایكنشبرهم اتصددال، انرژی مقايسدده به مربوط اطلاعات

و  يکالكترواسددتاتو  يواندروالسدد يوندهایشددامل پ مؤثر

صل امتيازات همچنين  برازئين پروتئين داكينگ انجام از حا

 ارائه 4شددكل  نيز و 6 جدول در هايافتهجهش و وحشددي

 ي اتتوسب توض هاداده ينا ارزيابي به باتوجهشده است. 

 كهگرفت  يجهنت توانمي ،HADDOCK ارائه شددده سددرور

 فرمبه  نسددبت امتيازدهي ترينيبا منف اتصددال ترينم كم

شي سا وح  D40R يافتهجهشمتعلق به  ،هايافتهجهش يرو 

 به مربوط اتصدددال ترينيفضدددع كهيحال در .اسدددت

 آسدددپارژين با آسدددپارتات آن در كه اسدددت ایيافتهجهش

گرفت كه  يجهنت توانيم ،همچنين. اسددت شددده جايگزين

صا یانرژ سبت D40R يافتهجهش لات  هاپروتئين ساير به ن

 با بر همكنش برای آن تمايل ،بوده ترمنفي ليگاند عنوانبه

را پايدارتر  گيرنده اتصددال، اثر در و اسددت بيشددتر گيرنده

مقدار انرژی  هراندازهزيرا از ل اظ ترموديناميكي  ؛كندمي

آزاد  یانرژمقدار قدر مطلق  ،تر باشدددمنفي كنشبرهمآزاد 

بيشدددتری جذح گيرنده  باقدرتبيشدددتر بوده و پروتئين 

سدددبب  كنشبرهمتر بودن انرژی آزاد منفي .[19]شدددودمي

تر شدددن پيوندها شددده و سدديسددتم ليگاند گيرنده م كم

 و امكان وقوو واكنش اتصدددال افزايش شدددودميپايدارتر 

نایمي به مع يک  نام يداری در ترمودي پا بد.  انرژی آزاد  يا

بودن يک واكنش  یخودخودبهشددرط و  باشدددميتر منفي

يايي  ند منفي بودن انرژی آزاد  برایشددديم يل پيو تشدددك

دسدددت بهيج اطبق امتيازدهي داكينگ و نت .[19]باشددددمي

 ،تر باشدددداتصدددال پروتئين به گيرنده م كم چههر آمده،

اين است كه احتمال عدم اتصال به گيرنده در اثر  كنندهيانب

 يک تغيير كوچک رخ خواهد داد.
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 يمولكول ينگبه روش داك يرندهو گ ينبر اتصال پروتئ يمبتن یهافراسنجه 6جدول 

 انرژی اتصال RMSD انرژی الكترواستاتيكي انرژی واندروالسي HADDOCK SCORE Z-SCORE پروتئین

WT-Bra 2/141-  2/2-  3/60-  3/434-  9/0  44/7070-  

D40N 2/132-  9/1-  57-  9/404-  2/1  43/7452-  

D40R 1/153-  5/2-  9/74-  3/363-  9/0  32/7514-  

D40Del 8/123-  2-  60-  6/353-  1 43/7452-  

 

 

 
مربوط  يرنگ های. شكليوحش ين. شكل اول مربوط به پروتئيمولكول ينگتوسب داك يرندهبه گ يناتصال پروتئ يكيگراف يرتصاو 5شكل 

 است. شده دادهيشنما TLR5 يرندهقرمزرنگ و گ ينرنگ، برازئ يصورت يچصورت مارپبه ينفلاژل يگاندكه در آن ل هايافتهبه جهش
 

 گیرینتیجه-4

 40موقعيت در بررسددي نتايج حاصددل از ايجاد جهش در 

هده شدددد تار  توالي پروتئيني برازئين مشدددا كه سددداخ

نسبت به پروتئين وحشي تغيير  D40Rجز به  هايافتهجهش

 يافتهجهشدر  پايداری پروتئين چنداني نداشدددته اسدددت.

D40DEL  افزايش مقداری  هايافتهجهشنسددبت به سدداير

باشدددد كه با حذف بار  ه اين معناب تواندميو اين يابد مي

يت  جانبي  همچنينو  40منفي از موقع حذف اثر زنجيره 

اين در  پايداری پروتئين افزايش خواهد يافت. ،آسددپارتات

حالي است كه جايگزيني آرژينين با بار مثبت بيشتر نسبت 

سپارژين در موقعيت  سبي افزايش سبب  40به آ پايداری ن

پارژ ، وليشدددودميپروتئين  يداری جايگزيني آسددد پا ين 

كاهش  نگ  همچنين. دهدميپروتئين را  در بررسدددي داكي

به  D40R يافتهجهشمولكولي مشدداهده شددد كه اتصددال 

 يافتهبهبودتا حد زيادی  نسددبت به پروتئين وحشدديليگاند 

ست سه با  D40R يافتهجهشتوان گفت كه ، و ميا در مقاي

تری به گيرنده دارای اتصدددال مطلوح هايافتهجهشسددداير 

TLR5 يافتهجهشپروتئين وحشددي و  ،ينبنابرا .باشدددمي 
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D40R  با اتصدددال چشدددمگير به جايگاه اتصددداليTLR5 

 پپتيدهای ضدسرطاني باشند. توانند گزينه مطلوبي برایمي

شي و هاپروتئينمعرفي  پروتئين  عنوانبه يافتهجهشی وح

بر اسدداس اطلاعات  ضدددسددرطاني در اين پژوهش صددرفاً

ص ت اين نتايج نيازمند روش های بيوانفورماتيكي بوده و 

 .باشدميآزمون و خطای آزمايشگاهي 
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Abstract  
Nowadays, the peptides and proteins possessing anti-cancer, anti-allergic and 

anti-inflammatory properties are used for disease treatment. Brazzein is a 

sweet protein containing 54 amino acids and according to reports, it has anti-

cancer properties based on sequence and structurehas sequence. In this study, 

the role of position 40 aspartate in the structure and function of wild brazzein 

protein and mutants as well as the anti-cancer properties of the peptides 

obtained on the TLR5 receptor were investigated. For this, several models of 

mutated forms were designed and constructed using Modeller.v.9.20 software. 

Then, the accuracy of the models and the physico-chemical properties of wild 

type (WT) and mutants of D40N, D40R and D40Deletion were evaluated 

using various bioinformatics servers and softwares including ProtParam, 

ProtScale, SAVES, PIC, ModEval, and PredyFlexy. For predicting anticancer 

properties, the sequence of WT protein and mutants was examined and 

compared using ACPred and iACP servers. The quality and analysis of WT 

protein and mutants binding as a ligand with TLR5 receptor, triggering an 

anti-cancer signaling pathway, were investigated through molecular docking 

using HADDOCK software. The results of bioinformatics parameters analysis 

indicated the possibility of improving the stability of brazzein structure and 

function, and the probability of increasing the available surface to bind to the 

receptor. Moreover, based on the results of molecular docking analyses, the 

ability binding TLR5 receptor was higher in D40R than the other proteins 

indicating an increased probability in anti-cancer properties of the mutant. 

According to this study, by implementing various mutations in aspartate 

position 40, there is capability for improving the brazzein function from 

biological and medicinal point of view. 
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