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Effect of Replacement of Arginine 39 Amino Acid with Lysine 
on the Heat Denaturation of Mnemiopsin Photoprotein 1
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Aims Studies based on thermal stability are considered as one of the methods for investigating 
the physicochemical properties of proteins in biotechnology. The aim of this study was to 
evaluate the effect of replacement of Arginine 39 amino acid with lysine on the heat denaturation 
of mnemiopsin photoprotein 1.
Materials & Methods In the current experimental study, R39K mutated mnemiopsin was 
compared with wild protein (in which arginine 39 amino acid was converted to the lysine 
amino acid). In order to investigate the effect of mutation on the content of the secondary 
structure, a rotation interpolation method was used. To investigate the possible changes in the 
rate of thermal stability of mutated and wild proteins, heat denaturation measurements were 
performed by differential scanning calorimeter. Bioinformatics software were used to compare 
the structure of two types of proteins.
Findings The mutated R39K compression decreased in comparison with wild protein. No 
significant change was observed in the values of thermodynamic parameters, especially Tm. 
The upward movement of arginine 187 amino acid in the mutated protein decreased the 
thermal stability of this protein. Increasing the accessible surface of lysine 188 in the mutated 
protein increased its stability.
Conclusion In thermal stability of the R39K mutated protein, various factors are effective, 
including the molecular movements of amino acids, their accessible surface, and the content 
of the secondary structure of protein stabilizing. This mutation reduces the mutated R39K 
compression rather than the wild protein; increasing ASA related to Lys188 amino acid in the 
mutated R39K compared with wild protein increases protein stability, but reducing the amount 
of secondary structure in this mutated, accompanied by an increase in the molecular upward 
movement in the Arg187 amino acid serves to reduce the stability of this mutated.
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  چکيده
های بررسی  عنوان یکی از روش مطالعات مبتنی بر پایداری گرمایی به اهداف:

هدف  هستند.فناوری مطرح  ها در زیست خواص فیزیکوشیمیایی پروتئین
  بود. روی واسرشتگی گرمایی فتوپروتئین نمیوپسین )Lys( با لیزین ۳۹ شماره (Arg) اثر جایگزینی اسیدآمینه آرژینینتحقیق حاضر بررسی 

با پروتئین وحشی  R39Kیافته  جهشدر تحقیق تجربی حاضر،  ها: مواد و روش
لیزین تبدیل شده   به اسیدآمینه ۳۹در آن اسیدآمینه آرژینین شد (مقایسه 

نمایی  تکنیک دورنگ، روی محتوای ساختار دوم برای بررسی اثر جهش .است)
بررسی تغییرات احتمالی در میزان پایداری حرارتی  منظور به به کار رفت.دورانی 
های واسرشتگی دمایی توسط دستگاه  گیری ، اندازهیافته و وحشی جهش پروتئین
افزارهای بیوانفورماتیک برای  از نرم صورت گرفت.متری روبشی تفاضلی  کالری

  استفاده شد. دو نوع پروتئینمقایسه ساختاری 
. یافتنسبت به پروتئین وحشی کاهش  R39K  یافته فشردگی جهش ها: یافته

مشاهده  Tmویژه  ای در مقادیر پارامترهای ترمودینامیک به تغییر قابل ملاحظه
در پروتئین  ۱۸۷آرژینین شماره   های مولکولی اسیدآمینه بالاتربودن جنبش نشد.
داد. یافته نسبت به پروتئین وحشی پایداری این پروتئین را کاهش  جهش

 موجب یافته در پروتئین جهش ۱۸۸در دسترس لیزین شماره  افزایش سطح
  .شد آنافزایش پایداری 

 عوامل مختلفی R39K هیافت در پایداری حرارتی پروتئین جهش گیری: نتیجه
و محتوای آنها ها، سطح در دسترس  های مولکولی اسیدآمینه جنبششامل 

فشردگی . این جهش ثیرگذار هستنداساختارهای دوم پایدارکننده پروتئین ت
 ASAافزایش  دهد، مینسبت به پروتئین وحشی کاهش را  R39K  یافته جهش

 نسبت به پروتئین وحشی R39Kیافته  در جهش Lys188مربوط به اسیدآمینه 
ولی کاهش میزان ساختار دوم در این شود  موجب افزایش پایداری پروتئین می

در  Arg187های مولکولی در اسیدآمینه  یافته همراه با بالاتربودن جنبش جهش
  کند. مییافته عمل  جهت کاهش پایداری این جهش

سطح در دسترس،  ،یمولکول یها جنبش ن،یوپسینم ،ییگرما یداریپا ها: کلیدواژه
  یتفاضل یروبش یمتر یکالر
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  مقدمه
های  عنوان یکی از روش مطالعات مبتنی بر پایداری گرمایی به
فناوری مطرح  در زیست ،ها بررسی خواص فیزیکوشیمیایی پروتئین

ترین علت اهمیت این نوع مطالعات، تعیین  که مهماست 
افزایش پایداری گرمایی در بسیاری از  برایپارامترهای مورد نیاز 

در  . انرژی پایدارسازی یک پروتئیناستریافته یهای تغی پروتئین
اختلاف انرژی آزاد بین فرم تاخورده و واسرشته  (ΔG)حالت تعادل 

و  (ΔH)که شامل دو فاکتور عمده اختلاف آنتالپی  استآن 
ثیر دما ااست که البته این عوامل تحت ت )S)Δاختلاف آنتروپی 

توان به این نتیجه رسید که انرژی آزاد  کنند. بنابراین می تغییر می
. در است پایدارسازی یک پروتئین به میزان زیادی به دما وابسته

کند  دماهای بالاتر مقدار انرژی آزاد پایدارسازی به میزانی تغییر می
خود ناپایدار شده و به حالت واسرشته  هصورت خودب که پروتئین به

همراه با تشکیل  می یک پروتئین معمولاً یدرآید. واسرشتگی دا
دلیل بازشدن  رسوبات مولکولی است که ایجاد این رسوبات نیز به

  .[1]استهسته هیدروفوب داخل پروتئین 
ثیرگذار دیگر در تعیین پایداری گرمایی یک پروتئین انواع اامل توع

 غیرهونی و های ضعیف نظیر هیدروژنی، واندروالس، ی کنش برهم
از  مشخصی میزانبه . هنگام واسرشتگی یک پروتئین هستند

. از طرفی انرژی مورد استانرژی برای شکستن این پیوندها نیاز 
گریز با شکستن صدها پیوند  کنش آب نیاز برای شکستن یک میان

. مقدار انرژی موردنیاز برای شکستن یک برابر استیونی دوربرد 
دلیل کاهش ثابت  یابد و این به افزایش می کنش باردار با دما برهم
های  کنش بنابراین میان، الکتریک آب در دماهای بالاتر است دی

های  های باردار موجود در سطح پروتئین با مولکول بین اسیدآمینه
ثیر بسزایی در پایداری گرمایی پروتئین داشته باشد. اتواند ت آب می

گریز برخلاف  کنش آب نکته قابل توجه دیگر این است که میان
شود زیرا به  های ضعیف دیگر با افزایش دما تقویت می کنش میان

  .[2]لکولی و آنتروپی وابسته استوبرخوردهای م
از طرف دیگر مطالعات نشان داده است که واسرشتگی دمایی 

کند که در آن ابتدا تغییرات  از مدلی تبعیت می ها معمولاً  پروتئین
شود و  پذیر و به فرم دوحالته انجام می تصورت برگش ساختاری به

رخ داده و پروتئین  یدر مرحله دوم تغییرات ساختاری بیشتر
آید. برای  می ناپذیر به حالت واسرشته در صورت کامل و برگشت به

های مختلفی وجود دارد که یکی از  بررسی واسرشتگی گرمایی روش
متری روبشی تفاضلی  های موجود روش کالری بهترین روش (DSC) گیری  متری یک روش مناسب برای اندازه کالری .[3]است

طریق ارتباط بین دما و  و بدین استها  خصوصیات گرمایی مولکول
متری  شود. روش کالری های فیزیکی مواد مشخص می ویژگی

تغییر  گیبرای تعیین چگون روبشی تفاضلی روش مناسبی
فیزیکی یک نمونه مولکولی در طول زمان با  -شیمی خصوصیات
هر دو سل نمونه و به ابتدا  DSCهای  . در آزمایشاست افزایش دما

، شود و ترموگرام پایه ثبت میداده  حرارت )پرشده با بافر(کنترل 
و ترموگرام آن  سپس سل نمونه با پروتئین مورد مطالعه پر

گیری و  یه دما اندازهصورت ظرفیت گرمایی در فشار ثابت عل به
سرانجام حاصل تفاضل این ترموگرام و ترموگرام . شود گزارش می

پایه اطلاعات مستقیمی در مورد فرآیندهای وابسته به دما از جمله 
  .[5 ,4]دهد واسرشتگی گرمایی در اختیار محقق قرار می

اند که توانایی نشر نور در  هایی شناخته شده امروزه فتوپروتئین
را  )Ca+2(یون کلسیم  های آبی به محض افزودن مقدار کمی محیط

داشته و به طرز جالبی حتی در غیاب اکسیژن نیز از خود نور ساطع 
 ترتیب از های نمیوپسین و برووین به کنند. فتوپروتئین می

 Beroe( اواتا برئو و )Mnemiopsis leidyi( لیدی نمیوپسیس
ovata(  داران شانهشاخه از )Ctenophora(  جداسازی و تخلیص
س به نور حساو ها به کلسیم وابسته  اند. این فتوپروتئین شده

 ۲۳۰ای از نور (طول موج  طوری که توسط طیف گسترده به هستند،
  .[8-6]شوند نانومتر) غیرفعال می۵۷۰تا 

 ترتیب از شده به عنوان دو فتوپروتئین شناخته آکورین و اوبلین به
اند ولی از طرف دیگر تحقیقات اندکی  استخراج شده )Cnidarian( مرجانیان شاخهاز  )Obelia( اوبلیا و )Aequorea( آکورا

انجام شده است. تحقیقات  داران شانههای  روی فتوپروتئین
های منحصر به فرد این  دلیل ویژگی ها، به شده روی فتوپروتئین هیارا

تشخیصی بالای . علاوه بر آن حساسیت استها در نشر نور  پروتئین
ای اندک ایجادشده توسط  ها و همچنین نویز زمینه این پروتئین

عنوان یک نشانگر مناسب در مطالعه  آنها موجب استفاده از آنها به



 ۴۵۳   ١ نیوپسینم نیفتوپروتئ ییگرما یواسرشتگ یرو نیزیبا ل ٣٩ نینیآرژ نهیدآمیاس ینیگزیجا ریتاثــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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وقایع داخل سلولی وابسته به کلسیم و همچنین در سنجش 
  .[12-9]ها شده است اتصالات اسیدهای نوکلئیک و پروتئین

انجام  ننده دو ایزوفرم نمیوپسین اخیراً کدک cDNAکلونینگ و بیان 
% ۹۰همسانی بالایی (در حدود  ۱ نمیوپسین .[14 ,13]است شده

های  این پروتئین .[12 ,7]دهد از خود نشان می )PDB ID: 4MNO( داران شانهعنوان یک فتوپروتئین دیگر از  توالی) با برووین به
اتصال به کلسیم و یک برای  EF-handکروی سه دومین 

، اما پس از دارندکلنترازین پراکسیده در حفره مرکزی پروتئین 
 دهد رخ میهای کلسیم تغییرات ساختاری در پروتئین  اتصال یون
  .[17-15]استهمراه با تشعشع نور  Ca+2آن آزادسازی  که نتیجه

های متصل به  براساس ساختار کریستالی موجود از فتوپروتئین
و  )Coelenterate(تنان  کیسهاوبلین از آکورین و ند مانکلسیم 
گریز در  ، محل اتصال کلنترازین یک حفره آبداران شانه برووین از

شده تشخیص داده  اسیدآمینه محافظت ۲۱ها با  مرکز فتوپروتئین
عنوان یک فاکتور مهم  گریز به های آب کنش و میان [18]شده است

. در حفره هستنداتصالی پروتئین  در قرارگیری سوبسترا در حفره
های آکورین و اوبلین علاوه بر  اتصالی کروموفور در فتوپروتئین

دوست مانند  گریز تعدادی زنجیره آب های آب اسیدآمینه
های جانبی یک  هیستیدین و تیروزین نیز وجود دارد. این زنجیره

کنند که باعث پایداری  هیدروژنی ایجاد می شبکه
 اتنوفورهای  شوند ولی در فتوپروتئین کلنترازین می هیدروپراکسی

های  اسیدآمینه توسط ها اسیدآمینهیعنی نمیوپسین و برووین این 
آلانین و متیونین جایگزین  مانند لوسین، فنیل یگریز آب
ساختار کریستالی آکورین و اوبلین در درک  .[19 ,17]شوند می

. اخیراً برای تعیین هستندهای اتصال بسیار مهم  ساختار جایگاه
های ساختاری  بین خاصیت بیولومینسانس و ویژگیارتباط 

زایی  ، از روش جهشداران شانههای  در فتوپروتئین ۱نمیوپسین 
 های سری از اسیدآمینه ثیرات یکاکردن ت برای مشخص مندهدف
شده ها استفاده  روی ساختار و فعالیت این فتوپروتئینی حیات
ه ذکر شد در جایگاه اتصال کلنترازین در طور ک همان .[20]است

گریزی مانند  های آب های وابسته به کلسیم، اسیدآمینه فتوپروتئین
د که لوسین، ایزولوسین و تریپتوفان وجود دارند. سپس مشخص ش

نمیوپسین، برووین و  تنوفورا مانندکلنترازین در اتصال جایگاه 
های با بار مثبت مانند آرژینین در پاکت  اسیدآمینه، بولینوپسین

 های کلنترات فتوپروتئین. البته در همین موقعیت در دارداتصالی 
در مطالعات قبلی در جایگاه  .[21 ,7]قرار دارداسیدآمینه متیونین 
جهشی  ۱ در نمیوپسین )Arg39( ۳۹شماره اسیدآمینه آرژینین 
به  )R39K(یافته با بار مشابه  یک جهش ،ایجاد شد و در پی آن

یافته فعالیت  در مقایسه با پروتئین وحشی، این جهش ،دست آمد
  .[22]دهد برابر را نشان می ۹بالایی در حدود 

  

یافته روی محتوای  برای بررسی اثر این جهش حاضر در تحقیق
 (Far UV-CD)نمایی دورانی  ساختار دوم، از تکنیک دورنگ

از طرف دیگر برای بررسی تغییرات احتمالی در  .[23]استفاده شد
یافته نسبت به پروتئین  پروتئین جهش میزان پایداری حرارتی

های واسرشتگی دمایی توسط دستگاه  گیری وحشی، اندازه
علاوه بر آن از  .[4 ,3]شدانجام  )DSC(متری روبشی تفاضلی  کالری
یافته  جهشافزارهای بیوانفورماتیکی برای مقایسه ساختاری  نرم R39K .و پروتئین وحشی استفاده شد  

  

 اثر جایگزینی اسیدآمینه آرژینینتحقیق حاضر با هدف بررسی 
 نمیوپسین با لیزین روی واسرشتگی گرمایی فتوپروتئین ۳۹ شماره

  انجام شد. های تجربی و تئوری با استفاده از روش

  ها مواد و روش
فتوپروتئین  R39Kیافته  از جهش تحقیق تجربی حاضردر 

  .[24])در مطالعات قبلی ایجاد شده بود Quik changeتوسط روش یافته  شد (این جهشاستفاده  ۱نمیوپسین 
های ژنی حاوی ژن کدکننده نمیوپسین وحشی و  با استفاده از سازه

های مربوطه همراه با دنباله هیستیدینی در  آپوپروتئین ،یافته جهش
بیان و سپس توسط ستون  BL21 (DE3) هسوی E. coliباکتری 
ها شرایط  . پس از تخلیص پروتئینشدگارز تخلیص آ - نیکل

- آمید آکریل الکتروفورز ژل پلیانجام دناتوراسیون حرارتی برای 
که باندهای  انجام شد )SDS-PAGE( سولفات دودسیل سدیم

کیلودالتون با خلوص بالا برای ۲۷پروتئینی مورد نظر در محدوده 
  .ندیافته مشاهده شد وحشی و جهشهای  پروتئین
 آنهاهای خالص مورد نظر فعالیت  آوردن پروتئین دست پس از به

برای انجام این کار ابتدا با توجه به غلظت پروتئین . [20]شدتعیین 
میکرولیتر محلول ۸همراه  آمده، حجم مناسبی از آن به دست به

سدیم  مونوفسفات توسط بافرمیکرومولار، ۱۵۰کلنترازین 
لیتر رسانده  میلی١٥٠به حجم ، ٠/٨برابر pH  و )mM NaCl 300( مولار میلی۳۰۰کلرید  سدیم ،)NaH2PO4 50mM( مولار میلی۵۰

سپس با تزریق ، ساعت انکوبه شد١٥مدت  به C۴°و در دمای 
مولار در بافر ذکرشده در  میلی٤٠میکرولیتر محلول کلریدکلسیم ١٠٠

  .شدگیری  شدت بیولومینسانس اولیه اندازه ،تاریکی
های  گیری برای اندازه :نمایی دورانی های دورنگ گیری اندازه
 J-715متر مدل  نمایی دورانی، دستگاه اسپکتروپلاری دورنگ
و نتایج حاصل از این مطالعات  به کار رفتژاپن)  ؛(جاسکو

 degree cm2dmol-1با واحد  [Ө]واری مولی  صورت بیضی به
λ[θ]گزارش شد که این پارامتر توسط رابطه  = (θ × 100MRW/cl) در این استقابل محاسبه  افزار جاسکو و نرم .

غلظت پروتئین  cوزن متوسط هر اسیدآمینه و  MRWرابطه، 
ترتیب  نیز به Ө و L فاکتورهای .است لیتر گرم بر میلی میلی برحسب

واری برحسب  و بیضی متر سانتیبیانگر طول مسیر نور برحسب 
  .درجه است

برای این . [27-24]محتوای ساختارهای دوم به دست آمد )YANG( یانگ آمده با استفاده از روش دست سپس براساس نتایج به
لیتر  گرم بر میلی میلی۲/۰ها غلظت پروتئین را به حدود  گیری اندازه

مولار،  میلی۵۰سدیم  مونوفسفات رسانده و سپس با استفاده از بافر
تغییرات ساختار دوم ، ۰/۸برابر  pH ومولار  میلی۳۰۰کلرید  سدیم

  .شدمحاسبه 
متری  کالری های آزمایش :متری روبشی تفاضلی های کالری آزمایش

اتمسفر ۲ فشار ثابتدر  oC/min١سرعت اسکن دمایی  با C۸۰ -۱۰° در بازه دمایی  Nano-DSCIIIمتر روبشی تفاضلی وسیله کالری به
  شد.انجام 

در بافر لیتر  گرم بر میلی میلی۴/۰در این مطالعه پروتئین با غلظت 
 pH ومولار  میلی۳۰۰کلرید  مولار، سدیم میلی۵۰سدیم  مونوفسفات

های پروتئینی قبل از تزریق در  و تمام محلول استفاده شد ۰/۸برابر 
قرار گرفتند. دقیقه تحت شرایط خلا ۱۰مدت  کووت دستگاه به

آنالیز شدند.  Nano Analyze افزار توسط نرم DSCهای  ترموگرام
های حالت تاخورده و  توان خط پایه افزار می با استفاده از این نرم

 Cpها بر پایه  واسرشته پروتئینی را به دست آورد که این خط
  .[28 ,3]آیند پروتئین به دست می

اینکه ساختار پروتئین با توجه به  :مطالعات بیوانفورماتیک
های مرسوم بیوفیزیکی تعیین نشده است،  روشا نمیوپسین ب
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 MODELLERافزار  بنابراین ساختار این پروتئین با استفاده از نرم
آدرس: ( RosettaBackrubسرور . سپس [29]سازی شد شبیه http://kortemmelab.ucsf.edu(backrub)(  برای
برای استفاده از این . [30]به کار رفتیافته  سازی ساختار جهش مدل

وارد شود که در  PDBسرور، ابتدا باید ساختار پروتئین به فرمت 
های ساختاری نزدیک به ساختار پروتئین  نهایت سرور مجموعه
  کند. وحشی را ایجاد می

های موجود در پروتئین با  از اسیدآمینههر کدام از طرفی 
های  کنش انواعی از میان، های دیگر موجود در ساختار اسیدآمینه

غیره گریز، الکترواستاتیک و  ضعیف مانند پیوندهای هیدروژنی، آب
برای  )/http://pic.mbu.iisc.ernet.inآدرس: ( PIC Serverدهند که در اینجا از سرور دیگری به نام  نیز تشکیل می

یافته  ها در پروتئین وحشی و جهش کنش مقایسه این برهم
با  swiss-pdbشده توسط  های محاسبه کنش استفاده شد که برهم

برای تعیین سطح در دسترس هر  .[31]بررسی شدندیات بیشتر ئجز
این سرور شد. استفاده  VADARها از سرور  مینهکدام از اسیدآ

های موجود در ساختار  صورت مجزا سطح در دسترس اسیدآمینه به
این  دهد. یافته را در اختیار کاربر قرار می پروتئین وحشی و جهش

در  http://redpoll.pharmacy.ualberta.ca/vadarسرور از طریق آدرس 
  .[32]دسترس است

آدرس: (  PredyFlexyدر نهایت از سرور http://www.dsimb.inserm.fr/dsimb-tools/predyflexy( های هر  برای بررسی نوسانات و جنبش
های موجود در ساختار پروتئین استفاده شد. در  کدام از اسیدآمینه

 FastAیافته به فرم  پروتئین وحشی و جهشاین سرور ابتدا توالی 
-Bعنوان ورودی در اختیار سرور قرار گرفت و در نهایت دو پارامتر به factor   وRMSF های  عنوان دو فاکتور مهم در تعیین جنبش به

ترتیب در حالت کریستال و حلال پروتئین به دست  مولکولی به
  .[34 ,33]آمد

  
  ها یافته

 ١در شکل  .پیشگویی شد ١نمیوپسین  دیاگرام نواری پروتئین
  است. جایگاه جهش ایجادشده نشان داده شده

  اند. مشخص شده ۲در شکل  های مجاور با اسیدآمینه K39 و R39ی ها های غیرکووالان ایجادشده بین اسیدآمینه کنش میان
  

  
  )جایگاه جهش ایجادشده( ١دیاگرام نواری پروتئین نمیوپسین  )١شکل 

  
که محتوای  دادنمایی دورانی در ناحیه دور نشان  های دورنگ طیف

نسبت به پروتئین وحشی کاهش  R39Kیافته  ساختار دوم در جهش

 شدوسیله افزایش ساختار نامنظم جبران  و این کاهش به یافت
دهنده کاهش  ها نشان داده نشده است)، این موضوع نشان (داده

بت به پروتئین وحشی نس R39Kیافته  فشردگی ساختاری در جهش
  ).۱نمودار ( بود

های دو پروتئین مورد نظر را در محدوده دمایی  ترموگرام ۲نمودار  C°۵۵-۲۵  داده است.نشان  
  

  

  
 K39 و R39ی ها ایجادشده بین اسیدآمینههای غیرکووالان  کنش میان )٢شکل 

  A (R39 ،B (K39؛ مجاور های با اسیدآمینه
  

 
پروتئین نمایی دورانی در ناحیه دور مربوط به  های دورنگ طیف )١نمودار 

  در بافر فسفات R39Kیافته  نمیوپسین و جهش
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) ب، ) وحشیالف؛ مربوط به پروتئین نمیوپسین DSCهای  پروفایل )٢نمودار  R39K )ها در جهت  میزان ظرفیت گرمایی این پروتئینها  برای نمایش بهتر پیک
  )جا شد هجاب y محور

  
ای در مقادیر پارامترهای ترمودینامیک به ویژه  تغییر قابل ملاحظه Tm میزان  طبق. مشاهده نشدTm یافته  پایداری جهشR39K  بر اثر

دناتوراسیون گرمایی به میزان زیادی نسبت به پروتئین وحشی تغییر 
 ۲۷/۰ترتیب  یافته به برای پروتئین وحشی و جهش R فاکتورنکرد و 

  ).۱به دست آمد (جدول  ۴۲/۰و 
  

های  پارامترهای ترمودینامیک فرآیندهای دناتوراسیون گرمایی پروتئین )١جدول 
  یافته نمیوپسین وحشی و جهش
  )R39K( یافته جهش  )WT( نوع وحشی  متغیرها

‡ΔHcal  ٣/١٢٨  ٠/١٠٣  
‡ΔHV.H  ٣/٣٠٦±٣/٠  ٥/٣٨٣±٥/٠  

  ٤٢/٠  ٢٧/٠  R فاکتور
‡Tm  ٨/٤٤  ٥/٤٣  

  C°بر حسب  Tmو  )KJ/mol( کیلوژول بر مول بر حسب HΔو  ΔHcalدیمانسیون  ‡
  

 و )Pro121( ۱۲۱پرولین شماره  هر دو پروتئین دو اسیدآمینهدر 
گریزی،  با داشتن خصوصیات آب )Gly119( ۱۱۹گلیسین شماره 

از طرف دیگر این دو اسیدآمینه ند، در سطح پروتئین قرار گرفت
  .)۳دادند (نمودار پذیری بالایی نیز از خود نشان  همچنان انعطاف

لیزین  مربوط به اسیدآمینه )ASA(ها  سطح در دسترس اسیدآمینه
نسبت به پروتئین  R39Kیافته  در جهش )Lys188( ۱۸۸شماره 

در اسیدآمینه  ASAاز طرف دیگر مقایسه داد. وحشی افزایش نشان  Lys188 که سطح در داد یافته نشان  پروتئین وحشی و جهش

مورد نظر نسبت به پروتئین  یافته دسترس این اسیدآمینه در جهش
  ).۳نمودار ( وحشی افزایش یافت

و گروه  بوداسیدآمینه لیزین از نظر فیزیکی مطلوب  ASAافزایش 
 شدباعث  - ۵/۳گریزی  آب دوست این اسیدآمینه با نمره جانبی آب

کنش  و در نتیجه برهم گیردکه این اسیدآمینه در سطح پروتئین قرار 
  .شدهای آب ایجاد  با بخش قطبی مولکول لیزین

آرژینین شماره  اصلی اسیدآمینه های مولکولی زنجیره در جنبش
۱۸۷ )Arg187(  پذیری در زنجیره  انعطافتفاوت مشاهده شد و

  .)۴بود (نمودار بیشتر  Arg187 پروتئین وحشی در اسیدآمینه یافته نسبت به اصلی پروتئین جهش
  

 
در  ١٩٠تا  ١٢٠های شماره  سطح در دسترس مربوط به اسیدآمینه )٣نمودار 

تفاوت سطح در دسترس  نموداردر این ( R39Kیافته  پروتئین وحشی و جهش
  )مشخص شده است )Lys188( ۱۸۸لیزین شماره  مربوط به اسیدآمینه

  

 
آمده برای پروتئین  دست های مولکولی به جنبش RMSFپروفایل  )٤ نمودار

در این ( ۱۹۰تا  ۱۲۰های شماره  بین اسیدآمینه R39Kیافته  وحشی و جهش
ین دو پروتئین نشان داده ب Arg187مربوط به اسیدآمینه  RMSFتفاوت  نمودار

 )شده است
  

  بحث
 آرژینیناثر جایگزینی اسیدآمینه تحقیق حاضر با هدف بررسی 

 نمیوپسین با لیزین روی واسرشتگی گرمایی فتوپروتئین ۳۹ شماره
  انجام شد. های تجربی و تئوری با استفاده از روش

در واسرشتگی دمایی با افزایش آنتروپی در اثر افزایش دما، 
شود که البته  ها ایجاد می های مختلف ساختاری در پروتئین حالت

 - ب خصوصیات شیمیهای مختلف بر حس تشکیل این حالت
های متفاوت احتمالات مختلفی را ایجاد  فیزیکی اسیدآمینه

کند. برای مثال اسیدآمینه گلیسین بالاترین احتمال برای  می
آورد و این عامل  تشکیل حالات مختلف پروتئینی را به وجود می

ثیر گلیسین ادلیل افزایش بالای آنتروپی در دماهای بالاتر تحت ت به
سخت  عنوان یک اسیدآمینه جهت دیگر پرولین بهولی از  است

توان  دهد. بنابراین می عکس حالت گلیسین را از خود نشان می
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ای در یک پروتئین به میزان زیادی بر  نتیجه گرفت توالی اسیدآمینه
 .[2 ,1]ثیرگذار استاها ت پایداری گرمایی پروتئین

با توجه به آید.  به دست می ΔHV.Hبر  ΔHcalتقسیم  با Rفاکتور 
هوفی  متری و وانت های کالری هایی با آنتالپی این نکته که در نمونه

نامساوی، تبدیل پروتئین طبیعی تاخورده به واسرشته از طریق یک 
هوفی نسبت به  تربودن آنتالپی وانت ، بزرگشود میحدواسط انجام 
مولکولی  های بین کنش مهدهنده وجود بر متری نشان آنتالپی کالری

رسد که واسرشتگی این  به عبارت دیگر به نظر می .[35 ,3]است
و  شدهلکولی شروع وم های بین کنش پروتئین از طریق ایجاد میان

لکولی بیشتر وهای م با توجه به اینکه با افزایش دما جنبش
لکولی وهای م باید عامل اصلی ایجاد تجمع بنابراین ،شود می
شود و با توجه به  میت کنشی باشد که با افزایش دما تقوی میان

کنشی است که با افزایش دما  گریز تنها میان کنش آب اینکه میان
توان گفت در فرآیند واسرشتگی دمایی  شود بنابراین می تقویت می

ها از  لکولی بیشتر شده و پروتئینوابتدا با افزایش دما برخوردهای م
ی ها کنش توانند میان گریز در دسترس خود می طریق سطوح آب

لکولی برقرار کنند و در ادامه با افزایش بیشتر دما واسرشتگی وم بین
  دهد. لکولی رخ میوهای م کامل این گونه

ها، سطح در دسترس  کنش برای تعیین احتمال وجود این برهم
یافته  های وحشی و جهش برای پروتئین RMSFو  ها اسیدآمینه

محاسبه  PredyFlexyو  VADARوسیله سرورهای  ترتیب به به
بعد از انجام این محاسبات مشخص شد که در هر دو پروتئین  شد.

با داشتن خصوصیات  Gly119و  Pro121دو اسیدآمینه 
اند. از طرف دیگر این دو  گریزی، در سطح پروتئین قرار گرفته آب

پذیری بالایی نیز از خود نشان  اسیدآمینه همچنان انعطاف
علت وجود  گریز به های آب نشک دهند. از آنجا که تشکیل میان می

و از طرف دیگر  استگریزی  های جانبی با خاصیت آب زنجیره
، استها یک فرآیند وابسته به آنتروپی نیز  کنش تشکیل این برهم

بنابراین با افزایش دما برخوردهای مولکولی افزایش یافته و در 
د رس . بنابراین به نظر میشدها  کنش ایجاد این برهم موجبنتیجه 

گریز در سطح پروتئین با خاصیت  های آب حضور اسیدآمینه
های  پذیری بالا همراه با افزایش دما منجر به تجمع مولکول انعطاف

ها و  گریز در سطح پروتئین های آب کنش وسیله برهم پروتئینی به
 شود. لکولی میوهای م تشکیل حدواسط

ها مربوط به  سطح در دسترس اسیدآمینهدر تحقیق حاضر 
نسبت به پروتئین  R39Kیافته  در جهش Lys188اسیدآمینه 

  .دادوحشی افزایش نشان 
های زنجیره  جنبش حاصل از تحقیق حاضر براساس نتایج محاسبات
یافته در محدوده  های وحشی و جهش اصلی در پروتئین

های  بیانگر وجود تفاوت در جنبش ۱۹۰تا  ۱۲۰آمینواسیدهای 
  بود. Arg187اصلی اسیدآمینه  مولکولی زنجیره

که محتوای  دادنمایی دورانی در ناحیه دور نشان  های دورنگ طیف
نسبت به پروتئین وحشی کاهش  R39Kیافته  ساختار دوم در جهش

این ، شود افزایش ساختار نامنظم جبران می باو این کاهش  یافت
یافته  کاهش فشردگی ساختاری در جهش دهنده موضوع نشان R39K  بود.نسبت به پروتئین وحشی  

 Lys188در اسیدآمینه  ASAمقایسه طبق نتایج تحقیق حاضر، 
که سطح در دسترس این  دادافته نشان ی پروتئین وحشی و جهش
یافته مورد نظر نسبت به پروتئین وحشی  اسیدآمینه در جهش

  افزایش یافت.
یش افزا [36]گریزی موجود در جدول کیت و دولیتل براساس نمره آب ASA  اسیدآمینه لیزین از نظر فیزیکی مطلوب است و گروه جانبی

که این  شدباعث  - ۵/۳گریزی  دوست این اسیدآمینه با نمره آب آب
با  Lysکنش  اسیدآمینه در سطح پروتئین قرار گرفته و در نتیجه برهم

  .شدهای آب ایجاد  بخش قطبی مولکول
نشان  DSCهای  گیری اندازهآمده از  دست به Tmاز طرف دیگر میزان 

بر اثر دناتوراسیون گرمایی به  R39Kیافته  که پایداری جهش داد
نشان . این نتایج نکردمیزان زیادی نسبت به پروتئین وحشی تغییر 

گریزی اسیدآمینه  که فاکتورهای دیگری غیر از میزان آبدهد  می Lys188 بوده است.ثیرگذار ادر پایداری ساختاری پروتئین ت  
اصلی پروتئین  هپذیری در زنجیر انعطافطبق نتایج مطالعه حاضر 

 Arg187یافته نسبت به پروتئین وحشی در اسیدآمینه  جهش
 Lys188مربوط به اسیدآمینه  ASA. در مجموع افزایش بودبیشتر 
دهنده افزایش  نسبت به پروتئین وحشی نشان R39Kیافته  در جهش

ولی از طرف دیگر  بودسیدآمینه پایداری پروتئین بر اثر تغییر یک ا
یافته همراه با بالاتربودن  کاهش میزان ساختار دوم در این جهش

در جهت کاهش  Arg187های مولکولی در اسیدآمینه  میزان جنبش
توان گفت  ، بنابراین در مجموع میکردیافته عمل  پایداری این جهش

طلوب یک تعادل نسبی بین تغییرات این پارامترهای مطلوب و نام
یافته نسبت  پروتئین جهش Tmدر پایداری باعث بروز تفاوت اندک در 

برآیند تمامی  بایدپایداری پروتئین مورد نظر و برای  به وحشی شد
  این عوامل را مورد توجه قرار داد.

  
  گیری نتیجه

 عوامل مختلفی R39K هیافت در پایداری حرارتی پروتئین جهش
ها، سطح در دسترس هر  اسیدآمینههای مولکولی  جنبششامل 
ثیرگذار او محتوای ساختارهای دوم پایدارکننده پروتئین ت کدام
نسبت به را  R39K  یافته فشردگی جهش. این جهش، هستند

مربوط به اسیدآمینه  ASAافزایش  دهد، میپروتئین وحشی کاهش  Lys188 یافته  در جهشR39K موجب  نسبت به پروتئین وحشی
ولی کاهش میزان ساختار دوم در شود  افزایش پایداری پروتئین می

های مولکولی در  یافته همراه با بالاتربودن میزان جنبش این جهش
یافته عمل  در جهت کاهش پایداری این جهش Arg187اسیدآمینه 

  کند. می
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