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Comparison of Thermodynamic Stability and Kinetic 
Refolding of Lampyris turkestanicus and Some of Its Mutants

[1] Electrostatic contributions to the stability of hyperthermophilic ... [2] Factors enhancing 
protein ... [3] Ion pairs and their stabilities ... [4] Metrics for sustainability analysis of post-
combustion ... [5] Protein folding and stability: The pathway of folding of ... [6] Characterizing 
transition states in ... [7] Structure of the transition state for folding of the 129 aa protein CheY 
resembles that of a ... [8] Design of thermostable luciferases through arginine ... [9] Spectroscopic 
and functional characterization of Lampyris turkestanicus luciferase ... [10] Roles of trehalose 
and magnesium sulfate on structural and functional stability of firefly luciferase ... [11] Molecular 
enigma of multicolor ... [12] Development of a thermostable firefly ... [13] Improved practical 
usefulness of firefly luciferase by ... [14] Mutagenesis of solvent-exposed amino acids in Photinus 
pyralis luciferase ... [15] The effect of surface charge balance on thermodynamic stability and 
kinetics of  ... [16] Stabilization of firefly luciferase  ... [17] The stabilization of proteins by ... [18] 
Improved thermostability of the North American firefly luciferase: Saturation ... [19] The effective 
role of positive charge saturation in bioluminescence color and ... [20] Relationship between 
stability and bioluminescence color of firefly ... [21] Quantification of protein concentration 
using UV ... [22] Circular dichroism techniques: Biomolecular and ... [23] Conformational study 
of human serum albumin in pre-denaturation ... [24] A stopped-flow fluorescence study of 
the native and ... [25] Differential scanning calorimetry techniques ... [26] The SWISS-MODEL 
workspace: A web-based ... [27] Kinetics of the firefly luciferase catalyzed ... [28] Differences in 
amino acids ... [29] Elucidation of determinants of protein ... [30] Charge-charge interactions 
influence the  ... [31] Conformation and thermal denaturation of ... 

Aims The probability of establishing electrostatic interactions due to the abundance of 
charged hydrophilic residues and especially arginine is considered the most important thermal 
stabilizing factor of thermophilic enzymes. The current study was conducted with the aim of 
comparing thermodynamic stability and kinetic refolding of Lampyris turkestanicus and some 
of its mutants.
Materials & Methods In the present experimental thermal stability and the way of refolding 
Lampyris turkestanicus and 3 mutations, including ERR, ERR/I232R, ERR/Q35R/I182R/I232R 
were investigated by various spectroscopic techniques. In order to high expression of proteins, 
a single clone of each sample was selected and inoculated into 10ml of LB culture medium, 
containing Kanamycin at a concentration of 50μg/mg and incubated at 37°C with an ideal 
aeration for 12-15 hours. The culture medium was centrifuged for 5 minutes at 5000g at 4°C to 
provide the cellular contents of the bacteria. The results were obtained through spectroscopic 
methods of remote and near circular dichroism, intrinsic fluorescence, differential scanning 
calorimetry, and kinetics experiments, using fluorescence-stopped flow technique.
Findings Along with the increase in the number of arginine residues at the protein level, the 
stability and structural compression of the mutated enzymes in comparison with the wild 
enzyme were increased and the thermograms obtained from differential scanning calorimetry 
showed a slight increase in Tm and calorimetric enthalpy of mutated proteins in comparison 
with wild protein.
carotenoids (11.65 and 2.67 mg/g, respectively).
Conclusion The rate constant of refolding mutated enzymes has increased compared with 
the wild type. The improvement of thermodynamic and kinetic parameters results from the 
improvement of electrostatic interactions, which results in a higher degree of compression and 
structural density.
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مقایسه پایداری ترمودینامیک و بازتاخوردگی 
سینتیک آنزیم لوسیفراز گونه ایرانی و برخی 

  های آن یافته جهش
  

  PhD یزهرا سلگ
  مدرس، تهران تیدانشگاه ترب ،یستیدانشکده علوم ز ک،یزیوفیگروه ب

  PhD فهیخسرو خل
   رانیدانشکده علوم، دانشگاه زنجان، زنجان، ا ،یشناس ستیگروه ز

  PhD یخان نیسامان حس
  مدرس، تهران تیدانشگاه ترب ،یستیدانشکده علوم ز ،یمیوشیگروه ب

  PhD *رنجبر ژنیب

  مدرس، تهران تیدانشگاه ترب ،یستیدانشکده علوم ز ک،یزیوفیگروه ب
  

  چکيده
علت فراوانی  های الکتروستاتیک به کنش برقراری میان احتمال اهداف:

ترین فاکتور پایدارکننده  مهم عنوان ویژه آرژنین به دوست به رزیدوهای باردار آب
 سهیمقاهای گرمادوست مطرح شده است. هدف این مطالعه،  دمایی آنزیم

و  یرانیگونه ا فرازیلوس میآنز کینتیس یو بازتاخوردگ کینامیترمود یداریپا
  بود. آن یها افتهی جهش یبرخ

 یو نحوه بازتاخوردگ ییگرما یداریپا،  حاضر یدر مطالعه تجرب ها: مواد و روش
 Lampyris) لامفیریس ترکستانیکوس یرانیگونه ا فرازیلوس میآنز

turkestanicus) افتهی جهش ٣ و ERR, ERR/I232R, ERR/Q35R/I182R/I232R یاسپکتروسکوپمختلف  یها کیتوسط تکن 
ها  از هر یک از نمونه کلونی   ها یک تک پروتئین منظور بیان بالای به  .شد یبررس

دارای کانامایسین با غلظت  LBکشت  محیط  لیتر میلی١٠به  انتخاب و 
مدت  و با هوادهی مطلوب به C° ۳۷ی تلقیح و در دما گرم میکروگرم بر میلی۵۰
ها، محیط  منظور تهیه محتوای سلولی از باکتری به  ساعت انکوبه شد. ۱۲- ۱۵

از  جینتا سانتریفوژ شد. C° ۴و دمای  گرم٥٠٠٠در   دقیقه ٥مدت  کشت القاشده به
دور،  هیدر ناح یدوران یینما دورنگ یسنج فیط یها مطالعات با روش طریق
و  (DSC) یتفاضل یروبش یمتریمطالعات کالر ی،و فلورسانس ذات کینزد
بر  یمتوقف مبتن انیجر کیبا استفاده از تکن یکینتیس یها شیآزما

  به دست آمد.فلوئورسانس 
همراه با افزایش تعداد رزیدوی آرژنین در سطح پروتئین، پایداری و  ها: یافته

یافته در مقایسه با آنزیم وحشی افزایش  های جهش فشردگی ساختاری آنزیم
ریمتری روبشی تفاضلی نیز بیانگر های حاصل از مطالعات کال یافته و ترموگرام

های جهش یافته نسبت به  و آنتالپی کالریمتری پروتئین Tmافزایش اندکی در 
  .ندپروتئین وحشی بود

یافته نسبت به نوع  های جهش ثابت سرعت بازتاخوردگی آنزیم گیری: نتیجه
وحشی افزایش پیدا کرده است. بهبود پارامترهای ترمودینامیک و سینتیک ناشی 

که منجر به درجه بالاتری از  است های الکترواستاتیک کنش از بهبود میان
  شود. فشردگی و تراکم ساختاری می

 انیفلورسانس جر ،یدوران یینما دورنگ ،یتفاضل یروبش یمتریکالر فراز،یلوس ها: کلیدواژه
  کینتیس ک،ینامیمتوقف، ترمود
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  مقدمه
 مسیر و مکانیزم کننده مشخص، غیرکووالان های کنش میان

غیرطبیعی به حالت طبیعی و از حالت  پروتئین تاخوردگی
حالت  کننده میزان پایداری یک پروتئین در همچنین تعیین

وسیله  ها به معمولاً ساختار پروتئین  هستند.تاخورده 
الکترواستاتیک، پیوندهای  های ضعیف نظیر واندروالس، کنش میان

 ،هیدروژنی و نیروهای هیدروفوب بین اسیدهای آمینه با یکدیگر
  .[1]شود می های آب پایدار لکولبین آنها و مو

دهنده  گرمادوست نشان های شده روی پروتئین مطالعات انجام
زنجیره جانبی . [2]است ویژه آرژنین به رزیدوهای بارداربالای فراوانی 
و در بوده  دوست آببسیار  ،آمینه قطبی دارای بار مثبت  اسیدهای

شوند  نمکی وارد میهای  های الکترواستاتیک از جمله پل کنش میان 
  .[4 ,3]عملکرد و تاخوردگی پروتئین دارند که نقش مهمی در ساختار،

یپرترموفیل در حالت اهای ه های نمکی در پروتئین فراوانی پل
سدهای سینتیک را در برابر واسرشتگی پروتئین  تواند میتاخورده 
 های ترموفیل را به عبارت دیگر، اساس پایداری پروتئین. کند ایجاد
های  کنش میان سطحی و  مثبتبارهای توان در فراوانی  می

های  از طرف دیگر تعیین پایداری پروتئین .[2]کرد مربوطه توجیه
های موثر در  تر انرژی بینی هر چه دقیق جدید مستلزم پیش

 )تاخوردگی و تشخیص مسیر صحیح آن (مطالعات سینتیک
بررسی لحظات اولیه  ،سینتیکهای  . منظور از آزمایش[5]است

رسیدن این  تعادل یا واسرشتگی قبل از به های تاخوردگی واکنش
آمده از این مطالعات شامل  دست و پارامترهای به استها  واکنش

زاد حالت گذار واکنش و در آ ثابت سرعت واکنش، تغییرات انرژی
 مشخصات انرژتیک این حد و های سینتیک واسط صورت وجود حد

 ردیابی ساختار، کردن حالت گذار مشخصبنابراین  .هستندها  واسط
در فهم  ،اطلاعات مربوط به حالت گذار در یک واکنش تاخوردگی و

با کمک  کهمهم است  مکانیزم تاخوردگی پروتئین بسیار
از ویژه  و بههای بیوفیزیک  روش ،مهندسی پروتئینهای  تکنیک

  .[7 ,6]تیابی اس دست قابل  ،طریق ثابت سرعت واکنش
 Lampyris) لامفیریس ترکستانیکوس آنزیم لوسیفراز گونه ایرانی

turkestanicus)  یک آنزیم مونواکسیژناز بوده و نشر نور سبز را از
فسفات  یتر نیآدنوز ومنیزیم  اکسیژن، یون لوسیفرین، در حضور (ATP) ۵۴۷پپتیدی با  پلی ،این پروتئین. [9 ,8]کند کاتالیز می 

ترمینال کوچک است C- و یک دمین )١-٤٣٥ترمینال بزرگ (N- کیلودالتون است که دارای یک دمین٦٢اسیدآمینه با وزن مولکولی 
به یکدیگر  )٤٤٠-٤٣٦پذیر ( ف توسط یک لوپ انعطا و )٤٤١-٥٥٠(

  .[10]شوند متصل می
های مبتنی بر  چند دهه گذشته استفاده از تکنیک در

گسترش  بیوتکنولوژی ت بیولوژیک وبیولومینسانس در تحقیقا
سرعت در حال  به آنزیم لوسیفراز ی از یافته و کاربردهای جدید

حساسیت  توان به . از جمله این کاربردها میاستگیری و رشد  شکل
های  ، استفاده از آن در آنالیز آلودگیATPبالای آنزیم در تشخیص 

بیان ژن، فرآیند انتقال ژن،   های زیستی، میکروبی سیستم
 یجاندار درون تصویربرداریو بررسی رشد تومورها و  درمانی ژن

با این وجود کاربرد و گسترش تکنولوژی  .[11]اشاره نمود
وسیله چند  به یجاندار خصوص در مطالعات درون بیولومینسانس به
ها، ناپایداری  ترین این محدودیت مهم  از شود. فاکتور محدود می

سرعت و  به طوری که آنزیم  به ،ط استلوسیفراز در دمای محی
ناپذیر در دمای اتاق فعالیت خود را از دست  صورت برگشت به
دهد که این ویژگی تقریباً بر تمامی کاربردهای آنزیم اثرات  می

  .[12]نامطلوبی دارد
تاکنون مطالعات و تحقیقات زیادی برای حل ناپایداری لوسیفراز 

در هنگام استفاده از  .[15-13]نسبت به حرارت انجام شده است
نمودن  توان با اضافه می یجاندار درون محیط لوسیفراز در
و سولفات آمونیوم های آنزیمی از قبیل گلیسرول،  پایدارکننده
مشکلات ناپایداری این آنزیم غلبه  تا حدی بر ی دیگرها اسمولیت

 پروتئین و ایجادهای مهندسی  استفاده از روشاما . [17 ,16]کرد
 تنها راه حل مفید و ،های مطلوب یافته با ویژگی لوسیفراز جهش

های  کاربرد آن در محیط منظور به این مشکل  اساسی برای غلبه بر
  .[20-18]آید ی به شمار میجاندار درون

با استفاده از و همکاران  مرتضوی، ۲۰۱۱در سال  بر همین اساس
 گونه ایرانیراز لوسیف که در ندنشان داد مندزایی هدف تکنیک جهش
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سطحی به  گریز آب با جایگزینی تکی یا همزمان چندین رزیدوی 
 ۲۳۲و  ۱۸۲ ،۳۵های  رزیدوی آرژنین با بار مثبت در موقعیت

  .[8]یافته افزایش یافته است پایداری دمایی لوسیفرازهای جهش
با توجه به اهمیت پایدارسازی آنزیم لوسیفراز و در نتیجه اهمیت 

های درگیر در حفظ  کنش میان تاخوردگی آنزیم و نوع بررسی مسیر 
پایداری ساختار پروتئین و اینکه تاکنون تحقیقی در زمینه بررسی 

آرژنین در  تاخوردگی لوسیفراز با چندباز سینتیک و ترمودینامیک
 سهیمقا حاضر با هدف تحقیقاست،  لوپ سطحی انجام نشده

گونه  فرازیلوس میک آنزسینتی یترمودینامیک و بازتاخوردگ یداریپا
  انجام شد. آن یها افتهی جهش یو برخ یرانیا

  
  ها مواد و روش

 لیزوپروپیا مواد محیط کشت، در مطالعه تجربی حاضر
لاکتوز و  متحده)، الاتیا گما؛ی؛ سIPTG( دزینواریبتاگالاکتوپ

، )؛ سوییسRoche( ATPمتحده)،  الاتیا گما؛یکانامایسین (س
، لومینومتر )؛ چینNovagene( Ni- NTA Sepharose متحده)، الاتیامرک؛ (لوسیفرن، نمک پتاسیم و اوره  دی

)Berthold ،(؛ انگلستانUV-Visible Spectrophotometer 
)PerkinElme و (؛ ایالات متحدهStopped-Flow Fluorescence )Varianمورد استفاده قرار  متحده) الاتی؛ ا

 گرفت.
با  :شده روی آن های اعمال ساختار پروتئین لوسیفراز و جهش

های ترموفیل و شناخت این مطلب که فراوانی بالای  مطالعه پروتئین
تواند از  ویژه آرژنین در سطح پروتئین می اسیدهای آمینه باردار به

های نمکی  های یونی و احتمال تشکیل پل کنش میان طریق افزایش 
و  مرتضویهای گرمادوست شود،  در پروتئینباعث ایجاد پایداری 

زایی  منظور افزایش پایداری از طریق جهش به  ٢٠١١همکاران در سال 
گریز به آرژنین، روی آنزیم لوسیفراز گونه  آب دار اسیدهای آمینه  هدف

-E354R/356 R pETیافته ابتدا جهش لامفیریس ترکستانیکوس 28a-L.tu (ERR)  به تغییر نشر نور از سبز را تهیه نمودند که منجر
عنوان  یافته به صورت هدفمند از این جهش به به قرمز شد. سپس

یافته با نشر نور قرمز و با پایداری  الگو برای ساخت دو گونه جهش
-pET-28a صورت به تر نسبت به گونه وحشی  مناسب

L.tuERR/I232R ،pET-28a-L.tu ERR/I182R/I232R  استفاده
 ٣ و وحشی پروتئین روی این یکسان شرایط رد مطالعات همهشد. 
  گرفت. صورت آن یافته جهش

از هر  کلونی   ها یک تک پروتئین منظور بیان بالای به  :بیان پروتئین
تلقیح و  گرم میکروگرم بر میلی۵۰دارای کانامایسین با غلظت  (LB) یبرتان ایکشت لور محیط  لیتر میلی١٠به  ها انتخاب و  یک از نمونه

ساعت انکوبه  ۱۲- ۱۵مدت  و با هوادهی مطلوب به C° ۳۷ی در دما
محیط  لیتر میلی٢٥٠به  لیتر میلی٢ها حدود  سپس از این کشتشد. 
 گرم میکروگرم بر میلی۵۰ دارای (TB) براث فانپتویتر کشت
که  بعد از این منتقل شد. C° ۳۷بیوتیک کانامایسین در دمای  آنتی
میزان  رسید، به ٥/٠- ٦/٠ حدود ها به باکتریمحیط  OD600 جذب
به محیط کشت اضافه و لاکتوز  مولار میلی٤و  IPTG مولار میلی یک

محیط کشت  ساعت ١٥مدت  پایین آورده شد و به C° ۲۲دما تا 
  در این دما باقی ماند. شیکینگباکتری در حالت 

لی از منظور تهیه محتوای سلو به  :ها تهیه محتوای سلولی از باکتری
و  گرم٥٠٠٠در   دقیقه ٥مدت  ها، محیط کشت القاشده به باکتری
با افزودن   آمده  دست باکتری به سانتریفوژ شد. رسوب  C° ۴دمای 
حالت سوسپانسیون درآمد. بعد از آن  به  بافر لیزکننده لیتر میلی١٠

ای سونیکاسیون با  ثانیه٢٠مرحله  ١٥سوسپانسیون باکتری تحت 

سپس  یخ قرار گرفت. رویثانیه بین هر مرحله  ٤٠فاصله زمانی 
دقیقه  ٢٠مدت  به C° ۴و در دمای  گرم١٢٠٠٠های لیزشده، در  سلول

  .ندسانتریفوژ شد
روش   نوترکیب، از های  منظور تخلیص آنزیم به  :تخلیص پروتئین

استفاده شد. بدین تمایلی و ستون نیکل سفارز  کروماتوگرافی  
مولار  میلی٥٠شامل  تعادلی توسط بافر  ابتدا ستون  منظور، 

 مولار یلیم١٠و  دیکلر مولار سدیم میلی٣٠٠، دیدروکلرایه سیتر
به  نمونه حاصله   به تعادل رسید. سپس ٨/٧برابر  pHبا  دازولیمیا

دنبال آن  آرامی از روی ستون عبور داده شد و به منتقل و به  ستون
وشو  شستوسیله بافر  نشده به ستون به های متصل حذف پروتئین

و  دیکلر مولار سدیم میلی٣٠٠، دیدروکلرایه سیترمولار  میلی٥٠حاوی 
انجام شد و در آخر برای  ٨/٧برابر  pHبا  دازولیمیا مولار یلیم٤٠

جداکننده شامل های متصل به ستون از بافر  جداسازی پروتئین
مولار  میلی٥٠و  دازولیمیا مولار یلیم٢٥٠، دیکلر مولار سدیم میلی٣٠٠
برای جلوگیری از  .استفاده شد ٨/٧برابر  pHبا  دیدروکلرایه سیتر

گرمایی پروتئین، تخلیص در یخ و با استفاده از بافرهای  تخریب
شده در حضور  سرد انجام گرفت. در نهایت پروتئین تخلیص

  نگهداری شد. -C° ۲۰آوری و در فریزر  جمع ١٠% گلیسرول
ها  آوری نمونه بلافاصله بعد از جمع :یت ویژه آنزیممحاسبه فعال

کردن  از ستون، فعالیت هر آنزیم با اضافه لیتر) میلی یک(
میکرولیتر  ٥٠به ، ۱۰۰۰در  ۱شده به نسبت  رقیق میکرولیتر از آنزیم٥

 مولار میلی میکرولیتر کوکتل حاوی یک ۲۵شامل سوبسترا محلول 
و  سولفات میزیمن مولار میلیATP ،۵مولار  میلی۲ ،نیفریلوس
 pHمیکرولیتر از بافر تریس (۲۵و  دیدروکلرایه سیتر مولار میلی۵۰

شد. غلظت هر  گیری اندازهمیکرولیتر ۵۰) در حجم نهایی ۸/۷برابر 
تعیین شد و فعالیت  برادفورد آزمونها با استفاده از  یک از نمونه

  .به دست آمد (RLU Sec-1 mg-1)مخصوص هر آنزیم 
-SDS): سولفات لیدودس میسد - دیآم لیآکر یژل پل الکتروفورز

PAGE) ها از تکنیک  برای حصول اطمینان از خلوص نمونه
 ٥% ی استفاده شد. ژل بالا با غلظتیاحیا SDS-PAGEالکتروفورز 

  مورد استفاده قرار گرفت. ١٢% و ژل پائین با غلظت
ایمیدازول در محیط وجود ترکیب حلقوی    دلیل به :ها دیالیز نمونه

های اسپکتروسکوپی مانند  آن در تکنیک آنزیمی، استفاده از
نماید که  نمایی دورانی و فلورسانس مشکلاتی را ایجاد می دورنگ

 pH بدین منظور از بافر تریس با است.حذف آن از محلول الزامی 
بافر دیالیز برای خروج ایمیدازول استفاده شد.  عنوان به ٨/٧برابر 
ساعته ١٠طی دو مرحله لیتر  یکبا حجم  در بافر ٤°Cیز در دمای دیال
  انجام گرفت.در دقیقه دور ١٥٠همراه چرخش مگنت با دور  به

ها از روش  برای سنجش غلظت پروتئین :ها سنجش غلظت پروتئین
  .[21]استفاده شد برادفورد

نمایی دورانی برای  مطالعات دورنگ :نمایی دورانی مطالعات دورنگ
ها در نواحی فرابنفش دور و نزدیک  های دوم و سوم پروتئینساختار

(جاسکو؛ ایالات  J-715دستگاه اسپکتروپلاریمتر مدل توسط 
افزار  ها توسط نرم انجام شد. آنالیز و پردازش طیفمتحده) 
که با استفاده از روش فوریه ترانسفورم  J-715 اختصاصی

تغییر شکل در پیک های موجود در طیف را با کمترین  گیآشفت
  .[23 ,22]شدانجام  ،نماید حذف می

و  deg cm2dmol-1 [θ]واری مولی  صورت بیضی به نتایج 
مانده  یوزن باق نیانگیمو  براساس میانگین وزن اسیدهای آمینه (MRW)  ها برای لوسیفراز . میانگین وزن اسیدآمینهشدمحاسبه 

[θ]  :آید دست میه ب زیر واری مولی از فرمول دست آمد. بیضیه ب ۱۱۳ =  (θ ×  100MRW)/CL 
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طول  L ،لیتر گرم بر میلی میلیغلظت پروتئین بر حسب  Cکه 
پارامتر  θ متر از کووت حاوی نمونه و حسب سانتی مسیر بر
. استشده بر حسب درجه در طول موج گیری واری اندازه بیضی

نواحی دور و نزدیک  نمایی دورانی در دورنگ مطالعات ساختاری
 لیتر و گرم بر میلی میلی۲/۰به ترتیب با غلظت آنزیمی  فرابنفش

  .انجام شد ۸/۷ برابر pH وC°۲۵ در دمایمتر  سانتی۱/۰در کووت لیتر  گرم بر میلی میلی۵/۱
 فلورسانس ذاتی با استفاده از دستگاه تی:مطالعات فلورسانس ذا

و با  ؛ کانادا)Cary-Eclipse )Varianاسپکتروفلوریمتر مدل 
علیه بافر  ٩٥%های دیالیزشده با خلوص بیش از  استفاده از آنزیم

 ٠٢/٠و غلظت  ٨/٧ برابر pH با دیدروکلرایه سیترمولار  میلی٥٠
انجام  نانومتر٢٩٥ یبا طول موج تهییجمولار  گرم بر میلی میلی

نانومتر ثبت شد. ٤٥٠تا  ٣٠٠گرفت. طول موج نشری در محدوده 
یکی از  .[20]آنالیز شد پردازش و دستگاه افزار توسط نرم ،اطلاعات
سنجی  طیف ، استفاده ازها های مطالعه ساختار پروتئین روش

ها مورد  فلورسانس است که برای مطالعه ساختار سوم پروتئین
های تریپتوفان،  آمینه از آنجا که اسیدگیرد.  استفاده قرار می
ها به قطبیت محیط  آلانین موجود در پروتئین تیروزین و فنیل

گونه تغییر در ساختار پروتئین منجر به تغییر  حساس بوده، پس هر
ها شده و در نتیجه طیف نشری آنها  محیط اطراف این اسیدآمینه

ی تیروزین و ها منظور حذف اثرات اسیدآمینه به کند.  تغییر می
، بنابراین شدنانومتر انجام ٢٩٥آلانین، تهییج در ناحیه  فنیل
آمده تنها مربوط به اسیدآمینه تریپتوفان موجود  دست هب های طیف

لامفیریس . در آنزیم لوسیفراز گونه هستنددر پروتئین 
- Nدارد که در دمین بزرگ  W417تنها یک رزیدوی  ترکستانیکوس

 ست.ا  ترمینال قرار گرفته
آنالیزهای سینتیک  :های سینتیک بازتاخوردگی آزمایش
های بازتاخوردگی با استفاده از دستگاه فلورسانس جریان  واکنش
؛ Biologic؛ شرکت Stopped-Flow Flourescence( متوقف

و  انجام شد (FC-08)متر  میلی۸/۰و کووت ایالات متحده) 
در  .[24 ,15]گرفتجام نا Biokineافزار  نرمتوسط  پردازش اطلاعات

 در طور جداگانه ها به یافته وحشی و جهش ابتدا آنزیم لوسیفراز
 ساعت انکوبه ۱۲مدت  به مولار۶با غلظت اوره  بافر تریس حاوی

های واسرشتگی و  رسیدن واکنش تعادل و پس از بهشده 
های واسرشته نسبت به تاخورده برای  شدن تعداد پروتئین ثابت

تغییرات صورت ثبت  به آزمایش بازتاخوردگی ها،  هر یک از نمونه
 انجامطول موج نشری مورد نظر در فلوئورسانس بر حسب زمان 

شدن ناگهانی پروتئین به نسبت  د. واکنش بازتاخوردگی با رقیقش
مولار  میلی٥٠شامل  توسط بافر بازتاخوردگی ۱به  ۶
. انجام شد دیکلر مولار سدیم میلی٣٠٠و  دیدروکلرایه سیتر

در طول موج  نانومتر۲۹۵فلوئورسانس ناشی از تهییج در 
نانومتر بلافاصله پس از شروع واکنش ثبت شده و یک ۳۲۰

های  لکولومنحنی نمایی که بازتابی از کاهش تدریجی تعداد م
 استهای بازتاخورده  واسرشته و افزایش تدریجی تعداد مولکول

 آید. به دست می
های سینتیک  کدام از آزمایش رسیدن به دقت بالا، هر منظور به

بازتاخوردگی چندین بار تکرار شده و طیف نهایی مورد استفاده در 
. در استآنالیزهای بعدی میانگین چندین طیف در شرایط مشابه 

 ۱ های مربوطه با معادله نمایی های سینتیک، منحنی آنالیز طیف
مطابقت داده شده و پارامتر مجهول  Biokineافزار  و با کمک نرم

است،  (ki)واکنش ثابت سرعت موجود در منحنی که همان 
  شد:استخراج 

Y = at + b ∑ C୧exp (−k୧t)୒୧  (1)  
 ci  وki جمعیت مولکولی و ثابت سرعت دهنده نشان به ترتیب 

های بازتاخوردگی با یک معادله دوفازی تطبیق داده  . واکنشهستند
آید که یکی از ثابت  دست میه دو ثابت سرعت بشده و از آنالیز آنها 

ها فاز عمده واکنش بوده و بخش عمده جمعیت مولکولی از  سرعت
کند و ثابت سرعت دیگر جمعیت محدودی از  این فاز تبعیت می

آوردن سطح انرژی  دست برای بهدر انتها  گیرد. می بر مولکول را در
، ۲با استفاده از معادله براساس تئوری فازهای انتقالی و  ،حالت گذار

فازهای انتقالی یا اختلاف انرژی بین  (‡ΔG)سازی  انرژی آزاد فعال
= k    :دست آمده فاز انتقالی و حالت پایه ب  (K୆T/h). exp (−ΔG ‡/RT) (2) 

  KB  ،ثابت بولتزمانh  ثابت پلانک وΔG‡  اختلاف انرژی بین حالت
  .هستندگذار و پایه 

و وحشی پایداری حرارتی پروتئین  :تفاضلینانوکالریمتری روبشی 
ها پس  . پروتئینشدانجام ) ؛ ایالات متحدهNano–DSC Ш )TA instrument ها با استفاده از کالریمتر روبشی تفاضلی یافته هشج

در بافر تریس، ابتدا گرم  میلی۷/۰ از تخلیص و دیالیز در غلظت
پس سپس بلافاصله ، دقیقه تحت شرایط خلا قرار گرفتند ۱۰مدت  به

در  C°۱۱۰تا  ۱۵از  بر دقیقه C°۱با سرعت روبشی از تزریق در کووت 
پذیری دمایی  بررسی برگشت برای .آنالیز شدنداتمسفر  ۳ فشار ثابت

پروتئین، محلول پروتئینی موجود در کووت کالریمتری پس از 
 C°۶۰-۱۵سرد شده و دوباره در بازه شدن،  بار پروسه ذوباولین 
آمده در مرحله  دست هب ترموگرامکه در این حالت  داده شد حرارت

مستقیم  طور هترمودینامیک را ب توان پارامترهای می TM Nano Analyze Software افزار نرم با .تکرار نشد ،دندا حرارتاول 
ناپذیری  علت برگشت به حاضر که در تحقیق [25-23]گیری نمود هانداز

لوسیفراز و  کالریمتریک Tmو  ΔH پروسه فقط پارامترهای
  گیری شدند. های آن اندازه یافته هشج

روش  با توجه به این که ساختار پروتئین لوسیفراز گونه ایرانی به
شده این  کریستالوگرافی تعیین شده است، از ساختار تعیین

با استفاده از  4M46با کد  نیپروتئ یبانک اطلاعاتپروتئین به فرم 
ها  یافته سازی ساختار جهش برای مدل Rosetta Backrubسرور 

  استفاده شد.
های  های موجود در پروتئین با اسیدآمینه هر کدام از اسیدآمینه

 یوندهایپدیگر موجود در ساختار علاوه بر پیوندهای کووالانی، 
های هیدروفوبی و غیره  کنش میان هیدروژنی و ی نظیر کووالانسریغ

های وحشی و  ها در پروتئین کنش برای مقایسه این برهم PIC serverکنند که در این مطالعه از سرور دیگری به نام  نیز ایجاد می
 SPDB-Viewerافزار  نرم کمکبا یافته استفاده شد، سپس  جهش
 هآمین هایاسیدموقعیت قرارگیری شده و  های محاسبه کنش برهم

های مربوطه مشاهده  جانبی آن در لوپ های آرژنین و زنجیره
  .[26]شد
  

  ها یافته
یافته از فعالیت مخصوص بالاتری نسبت به آنزیم  جهشهای  آنزیم

 کینامیترمود یپارامترها ).١وحشی برخوردار بودند (جدول 
و  یوحش یها نیپروتئ ییگرما یواسرشتگ یندهایفرآ

 یها شیآزمانتایج  ).٢ارایه شدند (جدول  فرازیلوس یها افتهی جهش
  ).٣نشان داده شد (جدول  نیهر چهار پروتئ یتاخوردگ کینتیس
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  ها یافته های وحشی و جهش فعالیت ویژه آنزیم) ۱جدول 

  (RLU S-1mg-1)  فعالیت ویژه متغیرها
 (C°)  دما

WT ۸/۲  ۲۵ 
ERR ۱۱/۲  ۲۵  

ERR/I232R ۲۱/۲ ۲۵ 
ERR/Q35R/I182R/I232R۱۶/۲ ۲۵  

های  پارامترهای ترمودینامیک فرآیندهای واسرشتگی گرمایی پروتئین )۲جدول 
  های لوسیفراز یافته وحشی و جهش

 ‡ΔH‡  Tm متغیرها
WT ۹۹/۴۸  ۸۰/۴۴ 
ERR ۳۸/۹۳  ۲۱/۴۶  

ERR/I232R ۸۸/۱۹۱ ۱۱/۴۷ 
ERR/Q35R/I182R/I232R ۵۸/۱۸۵ ۷۶/۴۶  

  گراد است برحسب درجه سانتی Tmکالریمتری کیلوژول بر مول،  ΔHدیمانسیون ‡
  

  ها های سینتیک بازتاخوردگی پروتئین های آزمایش نتیجه آنالیز داده )۳جدول 

 (k1, S-1)  ثابت سرعت متغیرها
  (کیلوژول بر مول)ΔG‡1  حالت گذار

 (% ,A1)  دامنه
  ثابت سرعت

 (k2, S-1) 
  (کیلوژول بر مول)ΔG‡2  حالت گذار

  دامنه
 (A1, %) 

WT ۳۴/۰±۱۵/۵  ۱۶/۰±۱۸/۶۳  ۰۶/۸۴ ۰۰۱/۰±۵۱/۰  ۰۰۴/۰±۹۱/۷۳  ۹۴/۱۵ 
ERR ۰۲/۰±۳۹/۹  ۰۰۵/۰±۶۹/۶۶  ۸۹/۶۹ ۰۳۶/۰+۹۸/۰  ۰۹۱/۰±۲۹/۷۲  ۱۱/۳۰ 

ERR/I232R ۰۶/۰±۳۳/۱۴  ۰۱۰/۰±۶۴/۶۵  ۷۵ ۰۰۲/۰±۷۴/۰  ۰۰۷/۰±۹۹/۷۲  ۲۵ 
ERR/Q35R/I182R/I232R ۲۰/۰±۳۸/۱۴  ۰۳۴/۰±۶۳/۶۵  ۰۵/۶۷ ۰۰۱/۰±۲۲/۰  ۰۱۱/۰±۱۰/۷۵  ۹۵/۳۲ 

  
 نمایی دورانی های دورنگ طیف :نمایی دورانی مطالعات دورنگ

نواحی دور و نزدیک  های آن در یافته لوسیفراز وحشی و جهش
نمایی  های دورنگ طیف. )١نمودار ( ندنشان داده شد فرابنفش

مارپیچ آلفا و های حاوی ساختارهای دوم  دورانی نمونه پروتئین
ها حاکی از افزایش فشردگی ساختار  صفحات بتا بود. این طیف

  ها نسبت به پروتئین وحشی بودند. یافته دوم در جهش
آلانین  ویژه در اطراف فنیل ها به تغییرات ساختار سوم پروتئین

حاکی از افزایش سختی ساختار در اطراف اسیدهای آمینه تیروزین 
نانومتر) ۲۷۰آلانین (اطراف  ویژه فنیل هنانومتر) و ب۲۸۰(اطراف 

  بودند.
  

 
برای بررسی نمایی دورانی در ناحیه دور فرابنفش  های دورنگ : طیف(a) )۱ نمودار

نمایی  های دورنگ طیف :ERR/Q35R/I182R/I232R(، (b) :٤، ERR/I232R :٣،  ERR:٢آنزیم وحشی،  :١یافته ( های وحشی و جهش ساختار دوم پروتئین
ساختار سوم  تغییرات موضعی برای بررسیدورانی در ناحیه نزدیک فرابنفش 

، ERR/I232R :٣، ERR :٢آنزیم وحشی،  :١یافته ( های وحشی و جهش پروتئین
٤: (ERR/Q35R/I182R/I232R  

آمده از آنزیم  دست فلورسانس به های طیف :فلورسانس ذاتی
. میزان )٢نمودار ( ها نشان داده شد یافته لوسیفراز وحشی و جهش

یافته در مقایسه با  شدت فلورسانس ذاتی در هر سه آنزیم جهش
دهنده این است که  آنزیم وحشی افزایش یافته است که نشان

یافته بر اثر  در هر سه آنزیم جهش ٤١٧اسیدآمینه تریپتوفان 
این  ست.گرفته اقرار  گریز آب تغییرات ساختاری بیشتر در محیط 

صورت کلی نسبت به  به ای یا  صورت منطقه به تواند  تغییرات می
های  میزان فلورسانس ذاتی نمونه ساختار آنزیم وحشی باشد. ERR/I232R و ERR/Q35R/I182R/I232R  افزایش چشمگیری

دلیل قرارگرفتن رزیدوی  که به دادنسبت به نمونه وحشی نشان 
دهنده افزایش  و در نتیجه نشان گریزتر آب تریپتوفان در محیطی 

  .بودها  فشردگی ساختار این آنزیم
  

 
آنزیم  :١( ها یافته طیف فلورسانس ذاتی لوسیفرازهای وحشی و جهش )٢نمودار 

تحت شرایط  )ERR/Q35R/I182R/I232R :٤ ،ERR/I232R :٣،  ERR:٢وحشی، 
با غلظت پروتئین  C٢٥°، دمای مولار تریس میلی٥٠، )٨/٧برابر  pHبافر (
  نانومتر٢٩٥و طول موج تهییج لیتر  گرم بر میلی میلی٠٢/٠
  

بررسی پایداری ترمودینامیک آنزیم لوسیفراز با استفاده از روش 
با استفاده از روش کالریمتری روبشی  :کالریمتری روبشی تفاضلی

دمایی پروتئین لوسیفراز وحشی و  واسرشتگیتفاضلی 
 (ERR/Q35R/I182R/I232R ,ERR/I232R ,ERR)ها  یافته جهش

ناپذیر  فرآیند واسرشتگی لوسیفراز، غیرتعادلی و برگشت  .بررسی شد
سایر  های انرژتیک و توان در خصوص تعداد دمین بنابراین نمی بود.

طور  جمله انرژی آزاد واسرشتگی به پارامترهای ترمودینامیک از
  کامل بحث کرد .
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یافته براساس  های وحشی و جهش یک از پروتئین ترموگرام هر
 هر دو .)۳داده شد (نمودار علیه درجه حرارت نشان  Cpتغییرات 
یافته در مقایسه با لوسیفراز  های جهش و آنتالپی نمونه Tm پارامتر

 واسرشتگیپذیری در  که برگشت در حالیت، وحشی افزایش یاف
  ها تغییر نیافت. یافته دمایی این جهش

  

  
آمده از مطالعه کالریمتری روبشی تفاضلی  دست ههای ب ترموگرام )۳نمودار 

ها در  میزان ظرفیت گرمایی این پروتئین( b:ERR ، c :ERR/I232R، d :ERR/Q35R/I182R/I232R ،یوحش می: آنزa ؛ها یافته پروتئین وحشی و جهش
داده ها بهتر نشان  جا شده است تا بدین ترتیب این ترموگرام هجاب yجهت محور 

  )شوند

  
های سینتیک  ای از طیف نمونه :نتایج فلورسانس جریان متوقف

در بافر  ها یافته جهشو هر یک از  وحشیبازتاخوردگی پروتئین 
فرآیند بر حسب غلظت نهایی  بازتاخوردگی آورده شده است. این 

با توجه به و  شد های مختلفی انجام  اوره در بافر تاخوردگی، در زمان
به  محدوده زمانی چندین ثانیهغلظت نهایی اوره بازتاخوردگی در 

چهار  . سینتیک تاخوردگی در مورد هر)a-۴ د (نمودارانجام رسی
های بازتاخوردگی  پروتئین مشابه است. در هر چهار مورد منحنی

 شدند نمایی از نوع درجه دوم مطابقت داده خوبی با معادله به
که  بودترین فاز  سریع (k1)ول فاز ا ،. در هر مورد)b-۴ (نمودار

کننده فاز اصلی انتقالی  بیان داشت و بیشترین جمعیت را
 .را بوددا کل تغییر سیگنال را ۷۰-۸۵حدود % بود کهتاخوردگی 
 که داشت کل تغییر سیگنال را ۱۵- ۳۰%فاز تقریباً  دومین
ها بود که از این ثابت سرعت  دهنده جمعیتی از مولکول نشان

رسد تغییرات اساسی ساختاری به سمت  . به نظر میکنند میتبعیت 
، تشکیل پیوندهای گریز آب حالت تاخورده مثل تشکیل هسته 

از دو مسیر  غیره بندی عناصر ساختار دوم و هیدروژنی، بسته
های پروتئین  رسد که بیشتر جمعیت مولکول مختلف به انجام می

  کنند. تر را انتخاب می مسیر سریع
پروتئین ها از درجه خلوص بالایی برخوردار  :و تخلیصاستخراج 
  ).۱(شکل  بودند

بعدی لوسیفراز گونه ایرانی در حالی که تمامی  ساختار سه
یافته نیز در آن مشخص است، ارایه شد (شکل  های جهش جایگاه

برای مقایسه این  PIC serverسرور دیگری به نام  ) و از٢
یافته استفاده شد  های وحشی و جهش ها در پروتئین کنش برهم

  ).٣(شکل 
  

  

  
های سینتیک بازتاخوردگی پروتئین وحشی و  طیف: (a) )٤نمودار 
: ٤ ،ERR/I232R :٣،  ERR:٢آنزیم وحشی،  :١ها ( یافته جهش ERR/Q35R/I182R/I232R(، (b)ای از طیف سینتیک بازتاخوردگی  : نمونه
  ERR/I232Rیافته  جهش

  

 
، ERR: ٢: وحشی، ١(یافته  وحشی و جهش های پروتئین آنالیز تخلیص) ١شکل 
٣: I232R ERR/ ،٤ :ERR/Q35R/I182R/I232R(  بعد از تخلیص با استفاده از

  (Affinity Chromatography)تمایلی  ستون کروماتوگرافی 
  

  
های  جایگاه لوسیفراز وهای جهش. ساختار آنزیم  جایگاه سازی مدل )٢ شکل
  Swiss Model Server با استفاده از شده داده های جهش آمینه اسید
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های مجاورشان که با  و پیوندهای ایجادشده با اسیدآمینه A( ERR ،B( Q35R ،C( I232R ،D( I182Rهای:  های ایجادشده در محل انواع جهش )۳شکل 

 مده استآبه دست  PIC-Serverاستفاده از 
  

  بحث
بیولومینسانس کاربردهای فراوانی در دامنه وسیعی از مطالعات 

طراحی سنسورهای بیولوژیک دارد.  بیولوژی مولکولی، پزشکی و
بودن از جمله  غیرتهاجمی و بودن حساسیت زیاد، سادههزینه کم، 

های دیگر مثل فلورسانس  نسبت به تکنیکمزایای بیولومینسانس 
 .است

پایداری اندک آنزیم لوسیفراز در دمای فیزیولوژیک بدن،  با توجه به
تنها  از آنزیم لوسیفراز وجود ندارد، ادوستیگرم نمونه هیچ و اینکه

منظور  به افزایش پایداری لوسیفراز  راه حل مفید و اساسی برای
لوسیفرازهای  طراحی، "موجود زندهدرون "های  کاربرد آن در محیط

های مهندسی  روش استفاده از با های مطلوب یافته با ویژگی هشج
  .[28 ,27]پروتئین است

 لامفیریس ترکستانیکوسگونه ایرانی پایداری دمایی لوسیفراز 
گریز سطحی به  آب وسیله جایگزینی همزمان چندین رزیدوی  به

قبلاً  ۲۳۲و  ۱۸۲، ۳۵های  رزیدوی آرژنین با بار مثبت در موقعیت
بررسی شده و نشان داده شده که منجر به پایداری دمایی 

های یونی  کنش میان شود. افزایش  یافته می لوسیفرازهای جهش
عنوان تفسیر و توضیحی  ی بههای پروتئین و حلال قطب بین مولکول

  .[8]برای این نتایج ارایه شده است
های واندروالس،  کنش میان  نظیرهای غیرکووالان  کنش میان

در پایداری یک علاوه بر اینکه گریز و الکترواستاتیک  آب هیدروژنی، 
عنوان یکی از  به، پروتئین در حالت تاخورده بسیار تاثیرگذار هستند

ها در تعیین مکانیزم و مسیر تاخوردگی  کنش میان ترین انواع  مهم 
های الکترواستاتیک بسیار مورد توجه  کنش میان اهمیت البته  .[30 ,29]دنشو پروتئین از حالت واسرشته به حالت تاخورده شناخته می

تضعیف هر کدام از این نیروها باعث ، که [31 ,20]قرار گرفته است
  .[20]شود پروتئین میرفتن بخشی یا کل ساختار  ازبین

در این تحقیق، با توجه به اهمیت پایدارسازی آنزیم لوسیفراز و 
اهمیت بررسی مسیر تاخوردگی آنزیم لوسیفراز و نوع 

پس از ، های درگیر در حفظ ساختار پروتئین کنش میان 
سوم  ها در فشردگی ساختارهای دوم و کردن اثر جهش مشخص

رسی و تعیین نقش برخی از بر برای ،یافته لوسیفرازهای جهش
های مورد نظر در تاخوردگی پروتئین لوسیفراز گونه  کنش میان 

 و سپس تغییر در پایداری پروتئین و لامفیریس ترکستانیکوس
پروتئین  از ،های بازتاخوردگی سازی واکنش همچنین انرژی فعال

مطالعات  منظور بهآن  های یافته جهشو هر کدام از  وحشی
نمایی  های دورنگ با استفاده از تکنیکسینتیک  ترمودینامیک و

 دورانی، کالریمتری روبشی تفاضلی و فلورسانس جریان متوقف
بانک کد  از ساختار کریستالی لوسیفراز وحشی بااستفاده شد. 

عنوان الگو برای  به 4M46 (PDB code) نیپروتئ یاطلاعات
افزار  ها استفاده شد. براساس نرم یافته سازی هر یک از جهش مدل PIC  وRosseta فضای سطحی بیشتر زنجیره جانبی دلیل  به

های  کنش میان گریز سطحی، در  آب آرژنین در مقایسه با رزیدوهای 
های  رزیدوهای باردار بیشتری مشارکت کرده و امکان ایجاد پل

های نامطلوب موضعی را  کنش میان جای  یونی به نمکی و جفت
  سازد. فراهم می

های  در بخش مطالعات مربوط به پایداری ساختاری، مطابق با طیف
دور، فشردگی ساختار دوم تمامی  نمایی دورانی دورنگ
ها در مقایسه با پروتئین وحشی افزایش یافته است. با  یافته جهش

نزدیک، تمامی  نمایی دورانی دورنگهای  توجه به طیف
روتئین وحشی، سختی موضعی ها در مقایسه با پ یافته جهش

تواند در  که این افزایش سختی میاند  ساختار سوم را افزایش داده
ها نسبت به پروتئین  یافته های جدید در جهش کنش میان اثر ایجاد 

با توجه به افزایش سیگنال فلورسانس ذاتی وحشی باشد. 
یافته نسبت به نمونه وحشی این نتایج تایید  های جهش پروتئین
تواند بیانگر افزایش پایداری ساختاری آنها نسبت  است که می شده

  به پروتئین وحشی باشد.
گریز سطحی به  آب رسد که جهش رزیدوهای  بنابراین به نظر می

عنوان اسیدآمینه با بار مثبت در محتوای ساختار دوم و  آرژنین به
های موثر در تغییر سختی ساختار سوم نقش دارد.  کنش میان ایجاد 

و آنتالپی  (Tm)دمای انتقال  پارامتر ترمودینامیک مقادیر هر دو
 یافته در مقایسه با لوسیفراز وحشی افزایش یافته های جهش نمونه
دمایی این  واسرشتگیپذیری در  که برگشت در حالی ،است
های  کنش میان رسد  به نظر می ها تغییر نیافته است. یافته جهش

الکترواستاتیک اضافی، سدهای سینتیک را در برابر واسرشتگی 
های تاخورده و  پروتئین ایجاد کرده و اختلاف آنتالپیک بین حالت

  دهند. بالاتری قرار می Tmها را در  یافته واسرشته، جهش
در بخش مطالعات سینتیک، بازتاخوردگی آنزیم لوسیفراز وحشی و 

 ERR، ERR/I232R ،ERR/Q35R/I182R/I232Rیافته  جهش ۳
بررسی شد. این  فلورسانس جریان متوقفبا استفاده از تکنیک 

مسیرهای موازی تاخوردگی و تعیین ثابت سرعت تکنیک، بررسی 
 هایی که به های هر مسیر و وجود مرحله گذار و حد واسط جمعیت

های سرعت  سازد. این ثابت اندازه کافی پایدار نیستند را ممکن می
توسط ثبت فلوئورسانس ذاتی تریپتوفان برحسب زمان قابل 

منحنی سینتیک بازتاخوردگی پروتئین  ۴محاسبه هستند. نمودار 
آمده  دست ها را برحسب زمان به یافته لوسیفراز وحشی و جهش

دهد.  نشان می متوقف فلورسانس جریانتوسط اسپکتروسکوپی 
کردن یک حجم از پروتئین موجود در بافر  این منحنی با اضافه

مولار به دست آمده است. طول موج ۶حجم از بافر اوره  ۶تریس با 
نانومتر در نظر گرفته و تغییرات نشری فلوئورسانس در ۲۹۵تهییج 

نانومتر ثبت شد. براساس نتایج آزمایشات سینتیک، ۳۲۰طول موج 
طور  ها به یافته خوردگی پروتئین لوسیفراز وحشی و جهشبازتا

مشابه در مسیرهای موازی در دو فاز سریع و آهسته با 
  گیرد. های مشخص انجام می جمعیت

ها  یافته های لوسیفراز وحشی و جهش جمعیت عمده مولکول
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شوند که در هر مورد  براساس یک مسیر سینتیک سریع فولد می
 ۷۰- ۸۵ترین فاز با بیشترین جمعیت % سریع اولین فاز، فاز عمده و

های  ها با وجود حد واسط است، در حالی که بقیه مولکول
شوند که فاز دوم و فاز  یافته در یک مسیر آهسته فولد می تجمع

  ).۱۵- ۳۰(% آهسته با جمعیت کم است
دهنده بیشتربودن ثابت  فاز عمده بازتاخوردگی نشانمقایسه 

نسبت به نمونه وحشی است، در  ERR، ERR/I232R، ERR/Q35R/I182R/I232Rی ها یافته سرعت برای جهش
تر به دام افتاده و  ها در یک مسیر آهسته حالی که بقیه مولکول

شوند. در مسیر آهسته  تر فولد می اجبار با یک سرعت آهسته به
توانند تجمع یابند.  فولدشده (حد واسط) می های نیمه مولکول

های  یافته ترین فاز مربوط به جهش ریعبراساس ثابت سرعت، س ERR/I232R، ERR/Q35R/I182R/I232R  به ترتیب با مقدار ثابت
  هستند. ۳۹/۱۴و  ۳۳/۱۴سرعت 

با توجه به این که هر تفاوتی که در ساختار حالت گذار و مسیر 
یافته و پروتئین وحشی  واکنش بازتاخوردگی پروتئین جهش

های  کنش میان کنش یا  میان وبست  مشاهده شود مربوط به شکست
ها تغیر یافته است، یافته جهشای است که در  مرتبط به اسیدآمینه

سرعت تاخوردگی در فاز سریع توان گفت که بیشتربودن ثابت  می
احتمالاً یافته نسبت به پروتئین وحشی  های جهش برای پروتئین

های مربوط به آن  کنش میان بیانگر نقش موثر رزیدوی آرژنین و 
در مسیر تاخوردگی پروتئین از حالت واسرشته است و به نظر 

های  کنش میان رسد که حضور آرژنین از طریق افزایش  می
برنده آنتالپیک بر  عنوان نیروهای پیش یونی به هیدروژنی و

پایداری ساختاری و سرعت تاخوردگی موثر باشند. بنابراین 
با بار مثبت در سطح در  توان گفت که افزایش رزیدوی آرژنین می

های موضعی و افزایش  کنش میان معرض حلال پروتئین با ایجاد 
تر  نواحی داخلیسرعت تاخوردگی و انتقال رزیدوهای هیدروفوب به 
شود. به عبارت  پروتئین باعث فشردگی بیشتر ساختار پروتئین می

یافته، وجود بارهای  های جهش رسد در پروتئین دیگر به نظر می
های الکترواستاتیک کسب سختی و  کنش میان مثبت و در نتیجه 

  سازد. تر فراهم می استحکام ساختار سوم پروتئین را سریع
نتیک بازتاخوردگی در دو مسیر سریع و بندی سی برای تقسیم

پذیر است. در اولین مدل یک مخلوط  آهسته دو مدل امکان
در  (U1,U2)ناهمگن از دو نوع مولکول واسرشته سریع و آهسته 

حال تاخوردن وجود دارد و تا زمانی که سرعت بازتاخوردگی 
های سریع در مقایسه با واکنش تبدیل دو گونه مولکولی به  مولکول

تر است تاخوردگی در مسیرهای موازی رخ  م بیشتر و سریعه
های موازی  دهد. دومین مکانیزم احتمالی که به کانال می

بندی سینتیک در طول  شود، تقسیم بازتاخوردگی منجر می
بازتاخوردگی است. در این مورد بازتاخوردگی از یک نوع همگن 

یماً به حالت تواند مستق ها می شود اما بخشی از مولکول شروع می
ها  نیتیو فولد شود، در حالی که در یک واکنش رقابتی بقیه مولکول

تاخورده به دام افتاده که سرعت تبدیل به حالت  در حالت نیمه
عنوان  دهند. بنابراین این فاز ممکن است به طبیعی را کاهش می

مرحله محدودکننده در تاخوردگی پروتئین بررسی شود. مرحله 
ها نسبت به پروتئین وحشی  یافته تمامی جهش محدودکننده در

  تر شده است. سریع
  

  گیری نتیجه
نسبت به نوع  افتهی جهش یها میآنز یثابت سرعت بازتاخوردگ

و  کینامیترمود یکرده است. بهبود پارامترها دایپ شیافزا یوحش

که  است کیالکترواستات یها کنش انیاز بهبود م یناش کینتیس
  .شود می یو تراکم ساختار یاز فشردگ یبه درجه بالاتر رمنج

  
این تحقیق با حمایت معاونت محترم پژوهشی ی: تشکر و قدردان

های بیوفیزیک و بیوشیمی دانشکده علوم  دانشگاه در آزمایشگاه
 زیستی دانشگاه تربیت مدرس انجام گرفته است.
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