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 چکیده

ین ناهمسو در نمیوپس های موازیِدر این پژوهش، میانکنش الکترواستاتیک بین سومین و چهارمین مارپیچ

سیلی و کربوک آمینیهای تو منفی در ان مثبت. بر حسب شیوه توزیع آمینواسیدهای باردار شدمطالعه  2

دو نانوسیم با ماهیت دوقطبی الکتریکی فرض کردیم. از طریق جهش دادن  عنوانبهها را ها، آنمارپیچ

از مارپیچ چهارم، هدف ما تقویت دوقطبی الکتریکی این مارپیچ بوده  87در موقعیت  آلانین به آرژنینفنیل

یافته از برنامه های وحشی و جهشفوتوپروتئینبُعدی از است. برای ایجاد مدل از ساختار سه

MODELLER ر اساس ب رای تهیه سیستم بیان استفاده شد.زایی هدفمند باستفاده شد و از تکنیک جهش

وحشی در شروع واکنش سرعت عمل بیشتر داشته و  فوتوپروتئینکه الیت، در حالیگیری فعنتایج اندازه

طور معناداری بازدهی بالاتری به اندازه تقریبا دو یافته بهجهش فوتوپروتئینثابت سرعت بالاتری دارد، 

وفورها مگیری فلوئورسانس ذاتی نشان داد که محیط اطراف کروهای نشری نشان داد. اندازهبرابر در فوتون
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یافته از فشردگی ، ساختار کلی پروتئین جهشANSهای فلوئورسانس مبتنی بر ، بر اساس طیفحالاینبا 

تغییر باقی ( بیmTاگرچه دمای ذوب )، های واسرشتگی حرارتیزمایشآبر اساس بیشتری برخوردار است. 

ور معناداری به طیافته جهش فوتوپروتئینواسرشتگی در  فرایندوجود، تغییر آنتالپی مانده است، با این

رانجام، کننده است. سهای پایداردهنده افزایش پدیده متعاون بودن در میانکنشاست که نشان یافتهافزایش 

یافته، جهش فوتوپروتئینکننده در های پایدارشدگی بین میانکنشگیری شد که افزایش متعاونچنین نتیجه

یجه های عملکردی و در نتده و منجر به افزایش جمعیت کمپلکسساختار طبیعی پروتئین را پایدارتر کر

 شود. های نشری میزدهی در فوتونافزایش با

 

    امیکترمودینیافته، فلوئورسانس، واسرشتگی حرارتی، ، جهشفوتوپروتئین، 2نمیوپسین  :واژگان کلید

 

 مقدمه -1

از که در آن  شتتتودیگفته م یادهیبه پد 1یزیستتتتنورتابی 

شر ندر موجودات زنده  ییایمیوشیواکنش ب کیطریق  ور ن

فاق م تدیات تابی از متنوعی  یها. نمونهاف  در یزیستتتتنور

تاب  در کرم شب ،مثال عنوانبه خورد؛یبه چشم م عتیطب

 شودیم رویتزن صورت نور چشمکتابستان به یهاشب

 فارسخلیج ستتتواحل  درهنگام شتتتبروی در پیاده ایو 

نشر نور  نیا .خورندیو درخشان به چشم م یرنگ ینورها

توستتتط  د،یآیعناصتتتر خلقت به شتتتمار م نیباتریکه از ز

نداران در یانواع جا ماق  یزیو خشتتتک ییایاز  در اع

 دهیها دها و جلبکقارچ ،هایباکتر ،اهایو در هاانوسیاق

 هاتسیولوژیزیف شناسان،ستیهمواره توجه ز وشده است 

  .[1و2] را به خود جلب کرده است دانانکیزیو ف

وجود  در طبیعت نورتابی زیستی مکانیسم دو ،به طور کلی

و  2فرازیلوستت_نیفریلوستت دارد که شتتامل ستتیستتتم آنزیمی

در ستتیستتتم  .[3-6]استتت 3فوتوپروتئینستتیستتتم مبتنی بر 

، اکستتتیژن ATPآنزیم لوستتتیفراز،  در حضتتتورآنزیمی، 

ن که در حالت کلی لوسیفریمولکولی و سوبسترای واکنش 

سیفرین با کاتالیز شودده میینام سیون لو سیدا ، واکنش اک

آنزیمی صتتتورت گرفته و اکستتتی لوستتتیفرین در حالت 

ری که در ادامه و در کس شودبرانگیخته الکترونی تولید می

                                                 
1 Bioluminescence 
2 Luciferin-Luciferase 

سی سیفرین برانگیخته بهاز ثانیه، اک ی شدلیل ناپایداری نالو

ه و طح انرژی پایه برگشتتتتاز برانگیختگی الکترونی به ستتت

صتتتورن نوری در بخشتتتی از انرژی حالت برانگیخته را به

. انرژی مورد کندهای مرئی گستتتیل میموجمحدوده طول

جاد یاز برای ای لت برانگیختگی در این واکنش از  ن حا

  .[3]شودتامین می ATPمولکول 

س ینوع هافوتوپروتئین  ستند کهه تابیزیست یهاستمیاز 

حفره اتصالی به سوبسترا بوده و پس از تشکیل  دارای یک

 شونداختصاصی، آماده نشر نور میسوبسترای  کمپلکس با

سیون و برانگیختگی انرژی مورد نیاز برای  .[7و8] سیدا اک

سترا در این  ست میانکنش، از فرایندسوب های شکست و ب

کمپلکس تغییر پیکربنتتدی درون مولکولی نتتاشتتتی از 

ن شتتود. نکته مهم در ایتامین می ستتوبستتترا-فوتوپروتئین

سیم جهت لزوم حضور یون فرایند شروع تغییرات های کل

ست.  فوتوپروتئینساختاری در  سه  هافوتوپروتئینا دارای 

صی جهت  صا سیمکردن یوناحاطهلوپ فعال اخت  4های کل

صورت حضور کلسیم در محیط و احاطه و در  [9]هستند

غییر ت فرایندربوطه، های مهای کلسیم توسط لوپشدن یون

شده و نور پیکربندی و  شروع  صل اواکنش نورتابی  ز حا

 .[10]شودمیهای مرئی گسیل موجواکنش در محدوده طول

 ،فرایندهای عملکردی در این لزوم ایجاد کمپلکس دلیلبه

3 Photoprotein 
4 Calcium Coordination 
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با غلظت پروتئین استتتفاده شتتده شتتدت نور تولید شتتده 

 متناسب است. 

ستم  سی شی از فعالیت نورتابی مبتنی بر  شده نا سیل  نور گ

فیزیکی بوده و هتتا، دارای چنتتدین ویژگی فوتوپروتئین

ارهای معی اینهای مختلف بر استتاس فوتوپروتئینمقایستته 

صه فعالیت هر  شخ ست. اولین مورد طول موج م فیزیکی ا

مختلف  هایفوتوپروتئین طوری کهبهاستتت،  فوتوپروتئین

طول موج نشری اختصاصی خود را دارند. دومین هر کدام 

یه استتتت که  ،ویژگی بازتابی از تعداد شتتتدت تابش اول

ست. فوتون شروع واکنش ا شده در لحظه اول  های گسیل 

صله پس از تابش تعداد فوتون شده بلافا سیل  های اولیه گ

شده و نور گسیلی به سرعت محو می . شوددچار واپاشی 

صورت ثابت بهشده از نظر کَمّی واپاشی نور تابیده سرعت 

 فیزیکی ویژگی سومینشود که سرعت واپاشی گزارش می

ست ستی ا ستم نورتابی زی سی سیت بیک  سا ه . میزان ح

غلظت کلستتیم نیز از پارامترهای مهم در بررستتی عملکرد 

  .[9و11]ها است فوتوپروتئین

به طور گستتتترده در  تابزیستتتت یهانیامروزه از پروتئ

 اریبستت کهییو ازآنجا شتتودیمختلف استتتفاده م یهانهیزم

 را به یاریتوجه بس ،ارزان و حساس هستند خطر،یب ق،یدق

ای هاستراتژیبا انجام  نیامروزه محققاند و خود جلب کرده

ند  مان ندستتتی پروتئین  ندهدف زاییجهشمختلف مه  م

 های جدیدبه نستتخه یابیرا در جهت دستتت های مهمیگام

 مورد نظر در این یپارامترهااند. برداشتتتته هافوتوپروتئین

شامل  شخصه، افزایش بازدهی مطالعات  تغییر طول موج م

تغییر در ثابت واپاشتتی متناستتب با کاربرد مورد  ،نشتتر نور

  .[12-15] باشندمیلسیم کنظر و تغییر در حساسیت به 

متعلق به دودسته  را درها نیوتوپروتئف ،بندیدر یک تقسیم

نانستتتهیگروه ک نهو گروه  1ت تقستتتیم  2ییایدر دارانشتتتا

از موجودات  ایشتتتاخه متعلق به نیوپستتتینم .[2]کنندمی

داران است از گروه شانه Mnemopsin leidyi یی به نامایدر

                                                 
1 Cnidarians 

سلولکه به شانهصورت طبیعی در  سیت این  دار های فتو

شتتود. این موجود از نظر ستتاختار یاهری دارای تولید می

ای صورت صفحات شانهژلاتینی است که بهبدنی شفاف و 

شانهدار دیده میشکل مژه های دار آبشوند. زیستگاه این 

های ساحلی غرب اقیانوس اطلس بوده و به تازگی در آب

دریای ستتیاه و دریاهای شتتمالی آن نیز راه پیدا کردند. در 

شاهده  1999سال  که  شدبرای اولین بار در دریای خزر م

ی راه پیدا کردن این احتمالاتی از نحوه باعث مطرح شتتدن

شد. امروزه حدس زده می شود که جانوان به دریای خزر 

ها شده ها وارد این آباز طریق رسوبات چسبیده به کشتی

داران . وجود این شانهاست و شروع به رشد و تکثیر کرده

ستم گونهباعث بروز  سی ساراتی به اکو  شدههای بومی خ

  .[16]است

بر اساس مطالعات بیوانفورماتیک و اصول پژوهش،  در این

در ستتتاختار ناهمستتتو  یِمواز چیدو مارپبنیادی فیزیک، 

حضتتتور هماهن   لیبه دلرا  2نمیوپستتتین  فوتوپروتئین

بت و منف یبارها ها یمث ند دوقطبآن یدر دو انت یها، همان

مال جهش، دوقطب کردهفرض  یکیالکتر یها با اع  یو 

در این طراحی، . شتتتد تیتقو هاچیاز مارپ یکیالکتریکی 

بت بارهای مثشیوه توزیع فرض بر این است که بر اساس 

در دو انتهای مجاورت بارهای ناهمنام همچنین و منفی و 

ین آنها اتیک بتبا یکدیگر، نیروی جاذبه الکترواستتها مارپیچ

گیری دو مارپیچ نستتبت به یکدیگر باعث استتتحکام جهت

ستاتیک شده و  ز ادر صورت افزایش نیروی جاذبه الکتروا

توان پایداری این میانکنش را می ،ورزی بارهاطریق دستتت

  افزایش داده و پایداری کل پروتئین را تحت تاثیر قرار داد. 

 انیو ب افتهیجهش نیپروتئ دیدر ادامه پژوهش، پس از تول

با استتتتفاده از انواع  افتهیجهشوحشتتتی و  نیهر دو پروتئ

 یو ستتتاختار یعملکرد یهایژگیوهای مولکولی، روش

 .شدمطالعه  یسنجفیط یهااز روش یها با انواعآن

 هامواد و روش -2

2 Ctenophores 
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 کیوانفورماتیب 2-1

 یتوال زیآنال 2-1-1

پا نیپروتئ یتوال با آن از   گاهیموردنظر و اطلاعات مرتبط 

 افتنیو  یسنجمشابهت. دست آمدندبه UniProt یاطلاعات

انجام  BLASTبرنامه  یاجرا قیمشتتابه از طر یهانیپروتئ

و  2 نیوپستتتینم نیب چندگانه یترازانجام هم .[17]شتتتد 

انجام  Clustal Omegaمشابه با استفاده از برنامه  یهایتوال

لب  نیا یو خروج [18] شتتتد( قا مه در  نا  ClustalWبر

به رهیذخ کار به ESpriptدر برنامه  یعنوان ورودشتتتد و 

صو شد تا ت  جادیا هایتوال سهیاز مقا یکیگراف یریگرفته 

 . [19] شود

 ساختار زیآنال 2-1-2

 نیوپسیاز نم یمشخص یشگاهیساختار آزما نکهیبه اباتوجه

ا ب نیمطالعه ستاختار پروتئ نیگزارش نشتده استت. در ا 2

ستفاده از برنامه  شد MODELLERا از  .[20و21] ساخته 

عداد نیب تار ا یت مه  جادیستتتتاخ نا شتتتتده توستتتط بر

MODELLER سهیمحاسبه و مقا قیساختار از طر نیبهتر 

ش Z-Dopeنمره  ساختار از  یسازدر مدل [22] دانتخاب 

، 1ej3 یبا کد دستتتترستتت [23] نیآکوئور یستتتاختار بلور

و  4mn0 یبا کد دستتترستت [24] نیبروو یستتاختار بلور

عنوان به 5bpj یبا کد دسترس [25] نیبروو یساختار بلور

به  ونیو  گاندیل ن یداک یبرا ،نیالگو استتفاده شتد. همچن

 استفاده شد.  4mn0و  1ej3 یاز ساختارها بیترت

ساختار  میعلاوه بر ترس Chimeraاز برنامه  پژوهش نیا در

اده استتتتف زین یستتتاختار یزهایآنال یبرخ برای ها،نیپروتئ

  .[26و27]شد

 پروتئین نوترکیبتولید  2-2

ها،  یار گرفتن پرایمر فارش و در اخت پس از طراحی، ستتت

سمید بر روی  زاییبه منظور ایجاد جهش PCR واکنش پلا

سین  شتگی . شدانجام  2حاوی ژن نوترکیب نمیوپ سر وا

                                                 
1 Terrific broth 
2 Ni–NTA 

سه دقیقه اولیه  شد درجه 94دمای  دربه مدت  به  و انجام 

دمای  .شتتتد تکرارای چرخه یک دقیقه 23برای  دنبال آن

صال پرایمر  ویک دقیقه درجه و در بازه زمانی  54در  هاات

 دمای دقیقه در 12به مدت  DNAگستتترش رشتتته  فرایند

 چرخه متوالی تکرار شتتد. 23انجام شتتد و برای  درجه 68

دمای  دردقیقه  10دمای گسترش نهایی به مدت در نهایت 

ضافی  برایشد.  انجامدرجه  68 خارج کردن پرایمرهای ا

محصتتتولات ، DpnIو قطعات حاصتتتل از عملکرد آنزیم 

PCR  ستتپسخال  شتتدند.  با استتتفاده از کیت تخلی، 

از طریق روش  2یافته نمیوپستتتین وکتور حاوی ژن جهش

 BL21شیا کولی یایشرسلول مستعد به  (2CaCl) شیمیایی

(DE3)  .پلاستتتمیدها  تعیین توالی پس ازانتقال داده شتتتد

پلاستتمیدهای بیانی تایید شتتد.  موردنظر حضتتور جهش

pET28a فوتوپروتئینیافته های وحشی و جهشحاوی ژن 

قدار  حاوی  1TBدر محیط کشتتتتت  میکروگرم بر  35م

رشتتتد داده  IPTGمولار و یک میلیکانامایستتتین  لیترمیلی

فاده از با استتتهای نوترکیب فوتوپروتئینتخلی  شتتدند. 

ستم  و  شدانجام  سفارز 2کروماتوگرافی مبتنی بر نیکلسی

نه عات عملکردی و نمو طال های تخلی  شتتتتده برای م

 .شدندساختاری استفاده 

 سنجش فعالیت 2-3

های تخلی  شتتتده در حالت آپونمیوپستتتین فوتوپروتئین

سیوس  4و دمای در عدم حضور نور بوده و  سلی به درجه 

قرار داده شتتدند.  3کلنترازیندر معرض ستتاعت  15مدت 

میکرومولار  8غلظت ستتتوبستتتترا در حجم نهایی بر روی 

حاوی مولار میلی 50بافر مورد استتتفاده تریس تنظیم شتتد. 

بافر اول(  EDTAمولار میلی 10 با  pHبر روی )  9برابر 

میکرولیتر از  5مقدار برای ستتتنجش فعالیت، تنظیم شتتتد. 

با کلنترازین  فوتوپروتئینمحلول  به شتتتده  له بانکو ه لو

میکرولیتر از  45اختصتتاصتتی دستتتگاه لومینومتر که حاوی 

3 Cp-coelenterazine 
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ماره  با  pHمولار در میلی 50تریس ) 2بافر شتتت  (9برابر 

شد.  شر نور از طریق تزریق انتقال داده  ار و خوکفعالیت ن

مولار در میلی 50)تریس  3از بافر شماره ریزی شده برنامه

pH  داخل  کلستتتیم(مولار کلرید میلی 40، حاوی 9برابر با

ب کلنترازین-فوتوپروتئینحاوی کمپلکس لوله  ت شتتتد. ث

ستفاده لومینومتر  ستگاه مورد ا شرکت د  Bertholdساخت 

 آلمان بود.

 فلوئورسانس یسنجفیط 2-4

بر  یو فلوئورستتانس مبتن 1یفلوئورستتانس ذات یریگاندازه

بتتا استتتتفتتاده از دستتتتگتتاه  ANS یکروموفور ختتارج

با انتقال نمونه Cary Eclipse متریاستتتپکتروفلور به و  ها 

جام شتتتد. برا یدر دما یمتریستتتانت 1کووت  تاق ان  یا

 غلظت هر دو ها،نیپروتئ یفلوئورستتتانس ذات یریگاندازه

بر  کروگرمیم 30 یبر رو افتهیهشو ج یوحشتتت نیپروتئ

بافر  تریلیلیم با  سیتر مولاریلیم 50در  با  pHو   9برابر 

 295در  کیموج تحرطول لی. پس از گستتتشتتتد میتنظ

در  یفلوئورستتتتانس ذات ینشتتتر یهاموجنانومتر، طول

 ینور یها. شکافشدندنانومتر ثبت  400تا  300محدوده 

نانومتر قرار داده  5 یروبر  یو نشتتتر یختگینور برانگ

 شدند. 

ندازه در عنوان به ANS از یفلوئورستتتانس خارجی ریگا

شد. غلظت پروتئ ستفاده  ستفاده  ANS و نیکرومور ا موردا

ندازه  20و  1 بیبه ترت یفلوئورستتتانس خارج یریگدر ا

شد. تحر کرومولاریم  ANS یهامولکول کیدر نظر گرفته 

در  ینشتتتر یهاموجو طول انجام شتتتدنانومتر  350در 

   .شدندنانومتر ثبت  600تا  400محدوده 

 ییدما یواسرشتگ یهاشیآزما 2-5

دما  یجیتدر شیاز افزا یناش یساختار راتییثبت تغ یبرا

 که V-730مدل  Jascoشرکت  یجذب سنجفیاز دستگاه ط

 بود، استفاده شد. یزیربرنامهقابل Peltierمجهز به 

زمان جذب هم یریگاندازه قیها از طرنمونه ییاستتکن دما

ظت  295و  280 یهاموجدر دو طول با غل نانومتر و 

انجام نانومتر داشت،  280در  0.5معادل  یجذب که نیپروتئ

 70تا  25 یاز دما نیپروتئ یهانمونه شیآزما نی. در اشتتد

هر  در وسیسیدرجه سلیک و با سرعت  وسیسیدرجه سل

 یالمتو یهاگنالیدر معرض حرارت قرار گرفتند و س قهیدق

. در مورد هر شتتدندستتاختار بر حستتب دما ثبت  راتییتغ

 یدیئگمویساختار که رفتار س راتییاز تغ یاهمحدود ،نمونه

انتخاب شده و پس از  یسازمدل یبرا دادیاز خود نشان م

زار افبه نرم یسازجهت مدل کیصفر و  نیب زکردنینرمالا

  .[28] منتقل شدند داگرافیکال

 نتایج و بحث-3

 بیوانفورماتیک و طراحی جهش 3-1

عات مربوط   از 2نمیوپستتتین  فوتوپروتئینی توالبهاطلا

در پایگاه اطلاعاتی  Mnemiopsin leidyi دار دریاییِشتتانه

UniProt  با کد شتتناستتاییE0X987  در دستتترس محققان

باقیمانده آمینواسیدی  207قرار گرفته است. این پروتئین با 

دارای قابلیت اتصتتال به لیگاند و همچنین تعداد ستته یون 

 کلسیم است. 

ر ستتتاختار مبتنی بالبته توجه داشتتتته باشتتتیم که تاکنون 

شگاهی از این پروتئین در پایگاه اطلاعاتی روش های آزمای

ست. در اولین مرحله از  2ساختار پروتئین شده ا گزارش ن

جستتتتجوی  BLASTاین پژوهش، با استتتتفاده از برنامه 

هت با های ستتتنجی بین توالی این پروتئین و پروتئینشتتت

های اطلاعاتی انجام شد. با اجرای برنامه، موجود در پایگاه

شابه بالا یافت می صد ت شود که تعدادی فوتوپروتئین با در

 باشند. می Mnemiopsin leidyiهمگی از 

های انتخاب شده برای ادامه مطالعه در جدول فوتوپروتئین

 اند. آورده شده 1

 

                                                 
1 Intrinsic Fluorescence 2 Protein data bank (PDB) 
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-Embossهمستتانی با استتتفاده از برنامه . درصتتد یکستتانی و BLAST برنامه یخروج از شتتده انتخاب یهافوتوپروتئین 1جدول

Matcher  توالی مرجع محاسبه شده است. عنوانبه 2و استفاده از توالی نمیوپسین 

 
Accession 

Number 
Protein Name Length source Identity (%) 

Similarity 

(%) 

1 E0WVU4 Mnemiopsin 1 206 Mnemiopsis leidyi 90.7 96.1 

2 E0X987 Mnemiopsin 2 207 Mnemiopsis leidyi 100 100 

3 K9LLE9 Photoprotein 2 207 Mnemiopsis leidyi 98.1 99.5 

4 K9LKS2 Photoprotein 3 207 Mnemiopsis leidyi 96.1 99.0 

5 K9LM53 Photoprotein 4 206 Mnemiopsis leidyi 92.6 97.1 

6 K9LK28 Photoprotein 5 207 Mnemiopsis leidyi 98.1 99.5 

7 K9LK81 Photoprotein 6 206 Mnemiopsis leidyi 91.2 96.1 

8 K9LLF1 Photoprotein 7 207 Mnemiopsis leidyi 96.6 99.0 

9 K9LKS4 Photoprotein 8 207 Mnemiopsis leidyi 88.9 94.2 

10 K9LM56 Photoprotein 9 207 Mnemiopsis leidyi 88.4 93.7 

11 K9LK32 Photoprotein 10 207 Mnemiopsis leidyi 88.4 93.7 

صد د صورتبهها شباهت بالای توالی این فوتوپروتئین ر

ها با توالی هر کدام از توالی 2و درصتتد یکستتانی 1تشتتابه

با استفاده از برنامه  1در دو ستون آخر جدول  2نمیوپسین 

Emboss-Matcher .محاسبه شده است 

به بهباتوجه یایی این موجود،  نظر گستتتتره پراکنش جغراف

خاب جهشمی که انت های تصتتتادفی مختلف در رستتتد 

هتتای این موجود در طی تکتتامتتل، جهتتت فوتوپروتئین

با شتتترایط زیستتتت گاری  محیطی بوده استتتت. ستتتاز

ی در جزئتوان انتظار داشتتت که تغییرات می گریدعبارتبه

خانوادهبَاَهای این های مختلف پروتئینتوالی جب ر ، مو

ها شتتده فعالیت فوتوپروتئین القای تغییراتی در ستتاختار و

 است.

هتتای هتتا و شتتتبتتاهتتتتر تفتتاوتبرای بررستتتی دقیق

ترازی چنتتدگتتانتته هتتا در امتتتداد توالی، همفوتوپروتئین

                                                 
1 Similarity 
2 Identity 

 با استتفاده 1های جدول مربوط به فوتوپروتئین 3هایتوالی

انجام شد. نتیجه  EsPriptو  Clustal Omegaهای از برنامه

. آورده شده است 1در شکل گرافیکی  صورتبهاین آنالیز 

حفایت شتتده نستتبت به کل طول  کاملاًشتتمارش نواحی 

شان می در  هرخانوادبَاَهای این فوتوپروتئین کهدهد توالی ن

حفایت  کاملاًموقعیت  207موقعیت از مجموع  171تعداد 

ستند که  صد  83معادل  باًیتقرشده ه ها را کل موقعیتدر

مل می بارتبهشتتتود. شتتتا از  درصتتتد 17 باًیتقر گریدع

پذیری بالا نستتبت به انواع مختلف ها دارای تحملموقعیت

اند. ها از نوع جایگزینی، جاگذاری و یا حذف بودهجهش

نابراین به دتوان گفت که در بیشتتتتر موقعیتمی ب یل ها  ل

شده و یا  ساختاری و یا عملکردی جهشی اعمال ن اهمیت 

تار، عملکرد  یل اخلال در ستتتاخ به دل که  عدم این یا  و 

صادفی ایجاد  ست موجود، جهش ت شرایط زی سازگاری با 

3 Multiple Sequence Alignment (MSA) 
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شتتتده موجب حذف فوتوپروتئین و موجود حامل جهش 

 اند.شده

ستتاختار آزمایشتتگاهی مشتتخصتتی از پروتئین  ازآنجاکه

گزارش نشتتده استتت، ستتاختار این پروتئین  2نمیوپستتین 

 5بینی شتتتد و از بین پیش MODELLERتوستتتط برنامه 

ستبهساختار  سه نمره دهآمد سبه و مقای  Z-Dope، با محا

 . دش استفاده پژوهشساختار مناسب انتخاب و برای ادامه 

همراه با  2ستتاختار فوتوپروتئین نمیوپستتین  2در شتتکل 

موقعیت مورد نظر برای اعمال جهش آورده شتتده استتت. 

هده شتتتده در موقعیت بهباتوجه پذیری مشتتتا  87 تغییر

سین  شکل  2نمیوپ ن آلانی(، این موقعیت که توسط فنیل1)

 . شدو اعمال جهش انتخاب  است، برای تغییر اشغال شده

 

 
مورد  Clustal Omegaبا استتتفاده از برنامه  BLASTبرنامه  یانتخاب شتتده در خروج یهایتوال. هایچندگانه توال ترازیهم 1شتتکل

شد و فا یعنوان ورودبه EsPriptدر برنامه  زیآنال نیا جهیقرار گرفته و نت زیآنال ساختار مدلبه یینها لیبه کار گرفته   یسازدست آمد. 

ستفاده  یساختار در امتداد توال ینیبشیپ برایعنوان الگو به 2 نیوپسیشده نم  یجهش با علامت فلش آب یردنظر برامو تیموقعشد. ا

 . است مشخ  شده
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 داده قرار خود هایموقعیت در نیز هاونی و لیگاندزمان هم طوربه ستاختار ستازیمدل . در2نیوپستینم یستاختار مدل 2شتکل

شخ  قرمز رن  به ساختار در جهش اعمال برای 87 جایگاه ساختاری موقعیت. شدند ست شده م  با ساختار سازیمدل .ا

 .انجام شد MODELLERبرنامه  از استفاده

 

 
دلیل توزیع آمینواستتیدهای باردار مثبت و منفی در امتداد محور منطق طراحی جهش. دو مارپیچ موازی ناهمستتو به 3شتتکل

دوقطبی  87 اند. با تغییر موقعیتمیانکنش الکترواستتتاتیک برقرار کرده ،گیری الکتریکی شتتده و بنابراینمارپیچ دارای جهت

شان ها تقویت میالکتریکی در یکی از این مارپیچ سیدهای باردار منفی با رن  قرمز و انواع مثبت با رن  آبی ن شود. آمینوا

 است.  شده انجام Chimeraاند. تصویرسازی با استفاده از برنامه داده شده

 

شود، این موقعیت در مشاهده می 2در شکل که  طورهمان

قستتتمت انتهایی یک قطعه ستتتاختار دوم آلفا قرار گرفته 

تر استتت. برای انتخاب آمینواستتید مناستتب، بررستتی دقیق

بعدی پروتئین جایگاه این آمینواستتتید در ستتتاختار ستتته

 . ضروری است

این پروتئین از  اولاًکه  دهدیمنشتتتان  2دقت در شتتتکل 

شتده استت که به واستطه  ستاختارهای منظم آلفا تشتکیل

ها با یکدیگر در ارتباط هستتتتند. علاوه بر این، دارای لوپ

یک حفره مرکزی برای اتصتتال با لیگاند بوده و تعداد ستته 

استتتت که برای  EF-Handهای لوپ متمایز با عنوان لوپ
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های کلستتتیم ضتتتروری هستتتتند. جایگاه کردن یوناحاطه

ندیپبرای طراحی جهش دارای  موردنظر فا بوده و کرب ی آل

با  ماس  ی قطبی آب هامولکولدر ستتتطح پروتئین در ت

استتتت. برای تعیین آمینواستتتید جدید برای جایگزینی با 

موقعیت مارپیچ آلفا را از نمای  87آلانین در موقعیت فنیل

با جزییات بیشتتتتر در انزدیک و  با مارپیچ مجاور  باط  رت

 (.3کنیم )شکل بررسی می

شکل  شان می 3دقت در  ی موازیِ الفامارپیچ دو دهد که ن

سو به سیدهای باردار مثبت و ناهم شیوه توزیع آمینوا دلیل 

ماهیت دوقطبی هستتتتند. نکته منفی در طرفین خود دارای 

در  که جالب این استتت که پیوندهای پپتیدی و هیدروژنی

اند، نیز صتتتورت متوالی قرار گرفتهامتداد محور مارپیچ به

دارای یک ستتتر مثبت و یک ستتتر منفی هستتتتند و این 

های پیوندهای هیدروژنی و پپتیدی از دوقطبی گیریجهت

سیلی سمت انتهای آمینی به  با این ز نیسمت انتهای کربوک

سیدهای باردار مثبت و منفی هماهن ستقرار آمینوا   شیوه ا

شدید میبوده و  شتر ت کنند. دوقطبی الکتریکی مارپیچ را بی

به نیروی جاذمانند دو نانوستتتیم هدو مارپیچ بین  بنابراین،

نشان داده شده  3برقرار شده است. همانطور که در شکل 

یل یل فن بد با ت یت استتتت  به آرژنین  87آلانین در موقع

انتظار  راینبنابدوقطبی الکتریکی این مارپیچ تقویت شده و 

شی از این جهش، بین رود که نیروی جاذبه قویمی تری نا

 پیشنهاد شد.  F87Rجهش  ،دو مارپیچ برقرار شود. بنابراین

 تخلیص و بیان پروتئین 3-2

سین  همراه با دنباله  2با توجه به اینکه وزن مولکولی نمیوپ

رود که کیلودالتون استتت، انتظار می 27تقر یبا هیستتتیدینی 

ص ها،فوتوپروتئینپس از بیان و تخلی   صا ی هر باند اخت

ها را در موقعیت وزنی صتتتحیح بر روی ژل کدام از نمونه

کل  هده کنیم. شتتت به الکتروفورزی ژل  4مشتتتتا مربوط 

شان میفوتوپروتئین شده را ن  . همانطوردهدهای تخلی  

شاهده می ها در موقعیت خود نمونه . هر کدام ازشودکه م

  شوند. بر روی ژل دیده می

 

 
ی ژل بر رو فوتوپروتئینهای تخلی  پروتئین. نمونه 4شتتتکل

کیلودالتون قرار گرفته و باند  27الکتروفورز در موقعیت وزنی 

 دهند.را نشان میمتمایزی 

 

علاوه بر این، مشتتتاهده باند متمایز برای هر کدام نشتتتان 

سبی برای دهد که فوتوپروتئینمی صد خلوص منا ها از در

ستتتنجی مناستتتب های طیفادامه مطالعات با انواع روش

 هستند. 

 هانیپروتئفعالیت ویژه  جشسن 3-3

ندازه تایج ا حالیبر استتتاس ن که گیری لومینستتتانس، در 

میلیون  10میانگین شتتتدت نور اولیه در پروتئین وحشتتتی 

یافته این عدد به واحد ثبت شتتتد، در مورد پروتئین جهش

 میلیون واحد افزایش پیدا کرده است.  19مقدار 

 خاموشتتیبرای مقایستته پارامتر ثابت ستترعت  ،حالاینبا 

های هر دو شتتتود، دادهدیده می 5 همانطور که در شتتتکل

شده و روند کاهش اندازه صد نرمالایز  صفر تا  گیری بین 

. دقت در شیب نمودارهای خطی ندشدشدت نور مقایسه 

شیشده منطقه گذار  شان می خامو سرعت ن دهد که ثابت 

شدت نور اولیه در پروتئین وحشی بیشتر بوده و  خاموشی

کاهش  خاموشتتیت اعمال جهش، ثابت ستترع با در نتیجه

پیدا کرده استتت. نکته دیگر در نمودارهای شتتکل زیر این 

سانس در پروتئین جهش شروع واکنش بیولومین ست که  ا

یافته با یک ثانیه تاخیر نسبت به پروتئین وحشی ثبت شده 
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سرعت  سته به  شروع واکنش واب ست. با توجه به اینکه  ا

 EF-handهای های کلستتیم توستتط لوپیون کردناحاطه

ست، می  هاتوان گفت که در اثر اعمال جهش، تمایل لوپا

ست. این میزان کاهش تمایل  سیم کاهش پیدا کرده ا به کل

های کلستتیم با مشتتاهدات مربوط به ثابت ستترعت به یون

نابراین خاموشتتتی قت دارد. ب طاب تایج  ،نیز م بر استتتاس ن

توان چنین نتیجه گرفت که در طی گیری فعالیت میاندازه

نکوبتتاستتت هتتا بتتا کلنترازین، تعتتداد فوتوپروتئینیون ا

ته افیعال تشتتکیل شتتده در پروتئین جهشهای فکمپلکس

افزایش پیدا کرده استتت که این موضتتوع ناشتتی از افزایش 

ست و همیجهش فوتوپروتئینتمایل  سترا ا سوب ن یافته به 

های فعال در شتتتدت نور اولیه افزایش جمعیت کمپلکس

دلیل کاهش تمایل به ،کهحالیبازتاب پیدا کرده استتت. در 

 ها به کلسیم، شاهد تاخیر در شروع واپاشی هستیم.لوپ

 بررسی ساختار 3-4

 سنجی فلوئورسانسطیف 3-4-1

برای بررسی اثرات جهش بر ساختار سوم فوتوپروتئین، از 

ستتنجی نشتتری فلوئورستتانس به دو صتتورت تکنیک طیف

ستتتنجی ذاتی و خارجی استتتتفاده شتتتد. در روش طیف

سانس ذاتی از  ستفاده  295تهییج  موجطولفلوئور نانومتر ا

ستتنجی شتتد، بنابراین، کروموفورهای درگیر در این طیف

سیدهای تریپتوفا ست آمده دن بوده و اطلاعات بهآمینوا ر د

سوم در اطراف باقیمانده ساختار  ضعیت  های این روش، و

 6دهد، در شکل تریپتوفان را به صورت موضعی نشان می

ها یت و شتتتیوه توزیع این کروموفور تار  موقع در ستتتاخ

 بعدی پروتئین به نمایش درآمده است. سه

 

 
سین وحشی و جهش 5شکل صل اندازهفعالیت نموپ صلی حا ستگاه لومینومتر بوده ویافته. نمودار کادر ا  گیری فعالیت با د

 باشد. استخراج ثابت سرعت می برایهای آزمایشگاهی سازی دادهنمودار داخل کادر، نتیجه مدل
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  انجام شد. Chimera. ترسیم شکل با استفاده از برنامه ذاتیفلوئورسانس سنجی موقعیت کروموفورهای درگیر در طیف 6شکل

 

های شتتود تریپتوفانمشتتاهده می 6در شتتکل که همانطور 

تقریبا ستتتطحی بوده و به 199و  22های واقع در موقعیت

بوده و  1دلیل ارتباط با محیط قطبی دچار پدیده فرونشتتانی

 ابراین،بناحتمالا نقش کمتری در نشر فلوئورسانس دارند و 

شترین اطلاعات  ستبهبی  60، 102های آمده از موقعیت د

عات  191و  طال هد بود. از طرف دیگر بر استتتاس، م خوا

شری  ست که طیف ن شده ا شخ   شده، م شین انجام  پی

در پدیده فرونشانی داخلی  2فلوئورسانس ذاتی نمیوپسین 

است که علت آن نزدیکی عوامل فرونشان داخلی به  درگیر

های نشتتری توستتط ها و جذب بخشتتی از فوتونتریپتوفان

با باز شدن تدریجی ساختار  ،که طوریبه .این عوامل است

شتگیدر اثر  فوتوپروتئین سر به جای کاهش  2شیمیایی وا

شر روبرو  سانس با افزایش ن شر فلوئور ستیمن  .[29و30]ه

دهنده تماس پارامتر کلیدی که نشتتانهر صتتورت، البته در 

آب و نامطلوب شتتتدن محیط  هایها با مولکولتریپتوفان

طول موج مشخصه به سمت قرمز ها است، تغییر اطراف آن

ورسانس فلوئسنجی فلوئورسانس ذاتی و نتیجه طیفاست. 

بر استتاس  آورده شتتده استتت. 7در شتتکل  ANSمبتنی بر 

سانتایج طیف شکل سنجی فلوئور ، الف( و با 7نس ذاتی )

 2در نظر داشتن فرونشانی داخلی در نشر ذاتی نمیوپسین 

                                                 
1 Quenching 

توان گفت که افزایش شتتدت نشتتر در فلوئورستتانس می

مل دهنده فاصتتله گرفتن عوایافته نشتتانفوتوپروتئین جهش

شان از تریپتوفان ستفرون شانی ا  ها و از بین رفتن اثر فرون

ر طول موج مشتتتخصتتته به گونه تغییر دو از آنجا که هیچ

ها فقط شتتتود، بنابراین دادهستتتمت قرمز یا آبی دیده نمی

ساختاری به صورت موضعی بوده و  شان دهنده نوآرایی  ن

ته  نداشتتت نامیکی تغییری  ها از نظر ترمودی محیط اطراف آن

ست. با این شکل حال طیفا سانس خارجی ) های فلوئور

عد، ب( نشتتتتان می7 مال جهش ت که در اثر اع ند  اد ده

پذیر کاهش پیدا کرده و تعداد های آبگریز دستتتترسحفره

ه در یافتبه سطح فوتوپروتئین جهش ANSکمتری مولکول 

افته از اند. این یمقایسه با فوتوپروتئین وحشی متصل شده

ساختار فوتوپروتئین  شتر  ستی به مفهوم فشردگی بی نظر زی

دو  ینتر بیافته بوده و برقراری میانکنش جاذبه قویجهش

 کند. مارپیچ آلفا که قبلا بحث شده بود را تایید می

 واسرشتگی حرارتی 3-4-2

های واستتترشتتتتگی پروتئین در اثر حرارت برای آزمایش

ر دما یافته در براببررسی پایداری پروتئین وحشی و جهش

 انجام شد.

2 Chemical denaturation 
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 )ب( ANSرهای طیف فلوئورسانس ذاتی )الف( و فلوئورسانس خارجی مبتنی بر نمودا 7شکل

 

ها شامل پروتئین ها، جذب هر یک از نمونهدر این آزمایش

طور نانومتر و به 280 موجطولیافته در وحشتتتی و جهش

سنجی جذبی متصل به قطعه جداگانه توسط دستگاه طیف

گیری بر حستتب دما اندازه 1پلتیر به نامنده حرارت کنکنترل

ساختار پروتئین،  شدن  شد. با افزایش تدریجی دما و باز 

افزایش پیدا کرده و  جیتدربهنانومتر  280میزان جذب در 

ی های واسرشتگهای سیگموییدمانندی به نام منحنیمنحنی

آمده در  دستبهنتایج آزمایشگاهی  دست آمد.به 2حرارتی

 1( با معادله 8شتتتکل نقاط ناپیوستتتته در ها )این آزمایش

شده شکل )خطوط آبی تطبیق داده  سته در  و  (8رن  پیو

گی واستتترشتتتت فرایندپارامترهای ترمودینامیکی مرتبط با 

شی و جهش سین دمایی پروتئین وح ستبه 2یافته نمیوپ  د

  .[28] آمدند

 1معادله 

S =
{((αN + βNT) + (αD + βDT) × exp ((

∆H
R

)(
1

Tm
−

1
T

)))

(1 + exp ((
ΔH
R

)(
1

Tm
−

1
T

))}
 

طه بل از به Nβو  Nα در این راب ناحیه ق نای  ترتیب خط مب

منطقه گذار و شتتیب این خط )مربوط به پروتئین طبیعی(، 

Nα  وNβ ترتیب خط مبنای ناحیه بعد از منطقه گذار و به

شته(،  سر سیگنال  Sشیب این خط )مربوط به پروتئین وا

تغییرات آنتالپی واکنش واستترشتتتگی  ΔΗ ستتنجی وطیف

هم نقطه میانی گذار استتتت و دمایی را  mT دمایی استتتت.

                                                 
1 Peltier device 

دهد که در آن نیمی از جمعیت پروتئین در حالت نشان می

دما  Tتاخورده و نیم دیگر در حالت واستتترشتتتته استتتت. 

ست. مقادیر R برحسب کلوین و  ΔΗ ثابت جهانی گازها ا

شگاهی با رابطة از مدل mT و ست به 1سازی نتایج آزمای د

تغییرات انرژی آزاد  mT آید و با توجه به اینکه در نقطهمی

توانیم گیبس برابر با صفر است؛ بنابراین طبق روابط زیر می

 تغییرات آنتروپی را نیز محاسبه کنیم.

                        2معادله 

∆H − Tm∆S = 0 
∆H = Tm∆S 

∆S =
∆H

Tm

 

ستتتازی نتایج آن، در نتایج حاصتتتل از این آزمایش و مدل

 آورده شده است. 2جدول 

ساس داده در اثر اعمال جهش، در مقدار  2های جدول بر ا

mT اختلاف معناداری ،حالتغییری ایجاد نشده است. با این 

در مقدار تغییرات آنتالپی مرتبط با واکنش واستتترشتتتتگی 

یده می کهبهشتتتود، فوتوپروتئین د قدار تغییرات طوری   م

کیلوگالری افزایش  60یافته مقدار آنتالپی در پروتئین جهش

های واستترشتتتگی دهد. دقت در یاهر منحنیرا نشتتان می

مای شتتتروع تغییرات حرارتی نیز نشتتتان می که د هد  د

ن یافته، بالاتر بوده و ایستتتاختاری در فوتوپروتئین جهش

تغییرات ستتتاختاری  پروتئین در دماهای معمولی در برابر

2 thermal denaturation curves 
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شان می شتری از خود ن دهد، از طرف دیگر، نه مقاومت بی

تاری در فوتوپروتئین جهش ها تغییرات ستتتاخ تتن ه از یاف

شروع می ساختاری در این دماهای بالاتر  شود، بلکه گذار 

شی با روند  سبت به نوع وح شروع، ن فوتوپروتئین پس از 

سدتری به انجام میسریع ساختاریبه بیان دیگر  .ر  گذار 

یافته( از یک روند در نوع وحشی )در مقایسه با نوع جهش

حنی اگر مشتتتق این دو من بنابراین،کند. تدریجی تبعیت می

سبه کنیم، برای هر  ه کدام یک منحنی بسیگموییدی را محا

ها به آید که سطح زیر این منحنیدست میبه 8شکل عدد 

ستم برا سی  ی ایجاد تغییراتمفهوم میزان انرژی ورودی به 

ستتتاختاری و انجام واکنش واستتترشتتتتگی بوده و در نوع 

در  1یافته بیشتتتتر خواهد بود. این پارامتر در معادله جهش

سبه می سرشتگی محا شود قالب تغییرات آنتالپی واکنش وا

یداری پروتئین در  پا نایر بر  که تفستتتیر بیولوژیکی آن، 

 شود.ان میدماهای معمولی به صورتی است که در ادامه بی

زایش توان به افافزایش معنادار مقدار تغییرات آنتالپی را می

های پایدارکننده توجه در میزان متعاون بودن میانکنشقابل

پروتئین در نظر گرفت. به این معنا که از هم گستتتیختگی 

مک می یانکنش ک یانکنشهر م که م ند  جاور نیز ک های م

بودن مقدار  دچار از هم گستتتیختگی شتتتوند. تفستتتیر بالا

نظر  ها با درآنتالپی واستترشتتتگی و متعاون بودن میانکنش

گرفتن ستتتاختار ستتتاختار تاخورده و طبیعی پروتئین این 

ست که میانکنش شتر ا ها در کنار یکدیگر باعث تقویت بی

نابراینشتتتوند و ستتتاختار طبیعی پروتئین می ید ب اری پا

تاخورده و طبیعی بیشتتتتپروتئین جهش لت  ته در حا  ریاف

 است. 

 

 
سرشتگ یهایمنحن یسازمدل و ثبت 8شکل ستفاده با که یشگاهیآزما خام یهاداده( الف)ی حرارت یوا  280موج طول در جذب ثبت از ا

سرشتگ یهایمنحن یسازمدل( ب. )اندآمده دستبه دما راتییتغ حسب بر نانومتر ستفاده با یحرارت یوا  قیتطب و داگرافیکال افزارنرم از ا

 سازی شده است. های آزمایشگاهی و خط پیوسته آبی منحنی مدلدهنده منحنی داده. نقاط تشکیلیشگاهیآزما جینتا
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 واسرشتگی. فراینددینامیکی های ترموداده 2جدول

∆S (
KCal

mole. K
) Tm ( Ko ) ∆H (

Kcal

mole
)  

وحشیپروتئین  35.6±2 316±0.8 0.112±0.006  

یافتهپروتئین جهش 97±6 316±0.2 0.306±0.018  

 محاسبه شده است. 2با استفاده از معادله  SΔ اند و مقادیرآمده دستبههای واسرشتگی حرارتی سازی منحنیاز طریق مدل mTو  ΔΗ مقادیر

 

 

 
 مختلف یدماها در افتهیجهش و یوحش نیپروتئ بسیگ آزاد یآنرژ راتییتغ 9شکل

 

شیم که  شته با ضوع، در نظر دا شتر این مو سی بی برای برر

سمت از منطقه گذار منحنی شتگی پروتئین هر ق سر های وا

یت مولکولی نشتتتتان 8در نمودار  بت جمع نده نستتت ده

های واستترشتتته به تاخورده بوده و عدد ثابتی برای پروتئین

(. در در هر دما فرایندل استت ) ثابت تعاد فوتوپروتئینهر 

طه  پارامتر طبق راب نامیک این  G∆ترمودی = −RT ln K  در

یدا می تاب پ باز قدار تغییرات انرژی آزاد گیبس  ندم . ک

نابراین طه  ،ب G∆بر استتتتاس راب = ∆H − T∆S  توان می

را در دماهای مختلف  2 دولجهای آنتروپی و آنتالپی داده

به  حاستتت های  کردهم ما و تغییرات انرژی آزاد گیبس در د

ستبهمورد نظر را  سبات  د صل از این محا آورد. نتایج حا

آورده شده است. طبق تعریف ثابت تعادل و از  9در شکل 

سبات در مورد  شده  فرایندآنجا که محا شتگی انجام  سر وا

تر بودن تغییرات انرژی آزاد استتت، بدیهی استتت که مثبت

با نده  یت مولکولگیبس نشتتتان ده های لاتر بودن جمع

های واستترشتتته در آن تاخورده طبیعی به جمعیت مولکول

شود، هر دیده می 9شکل نمودار دما است. همانطور که در 

دو پروتئین نوعی رفتار خطی در برابر دما از خود نشتتتان 

یافته در دماهای معمولی پروتئین جهش حالاینهند، با می

قادیر تغییرات انر بالاتری بوده و دارای م ژی آزاد گیبس 

نابراین یت مولکول ب به مولکولجمع های های طبیعی 

شی یافته نسبت به پروتئین وحواسرشته در پروتئین جهش

یر آزمایشگاهی این مدل این است که اگر بیشتر است. تفس

ظت برابری از دو  های معمولی  فوتوپروتئینغل ما را در د
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ه یعنی یافتجهش ئینفوتوپروتداشتتته باشتتیم، غلظت موثر 

عداد مولکول با ستتتاختار طبیعی و عملکرد در نوع ت های 

شتری را از جهش شتر بوده و انتظار داریم فعالیت بی یافته بی

ندازه های معمولی ا ما . این گیری کنیماین پروتئین در د

یت دو عال تایج ف با ن یل  ر نشتتتر مبنی ب فوتوپروتئینتحل

ی یافته نستتبت به نوع وحشتتجهش فوتوپروتئیندوبرابری 

     سازگار است.

 گیرینتیجه -4

لول محدر مورد  ،با در نظر گرفتن قانون توزیع بولتستتتمن

که در شتتترایط محیطی ها میپروتئینحاوی  فت  توان گ

عادل های مختلف، ت تار فاوتی بین ستتتاخ های جمعیتی مت

شرایط بهینه برای هر  طبیعی و غیرطبیعی وجود دارد و در 

های پرو تار یت مولکولی را ستتتاخ تئین، بیشتتتترین جمع

ت فارغ از غلظ ،دهند. بنابراینتاخورده طبیعی تشتتکیل می

گیری شتتتده برای هر پروتئین، فعالیت و عملکرد آن اندازه

های دارای ستاختار طبیعی استت وابستته به تعداد مولکول

بدیهی که می نام ببریم.  با عنوان علظت موثر  توانیم از آن 

با تغییر شتتترایط محیطی نستتتبت جمعیتی بین  استتتت که

عادل  به ت ستتتاختارهای طبیعی و غیرطبیعی تغییر کرده و 

جمعیتی جدیدی خواهیم رستتتید. مطالعات بیوانفورماتیک 

یدها در پروتئین  که نوع جایگزینی آمینواستتت نشتتتان داد 

توانتتد بتتاعتتث تقویتتت نیروی جتتاذبتته یتتافتتته میجهش

ستاتیک بین دو مارپیچ آلف سطحی در نمیوپالکتروا سین ای 

شتتود. بر استتاس مطالعات ستتاختاری و ترمودینامیکی،  2

شرده سیدی، ف ساختار کنتیجه این تغییر آمینوا شدن  لی تر 

ده های پایدارکننده بوتر شتتتدن میانکنشپروتئین و متعاون

کهبهاستتتت،  مدل طوری  های ستتتازی دادهبر استتتاس 

در  که در دماهای معمولی و شتتدترمودینامیکی مشتتخ  

معیت یافته جوحشی، در نوع جهش فوتوپروتئینمقایسه با 

های با ستتتاختار طبیعی بالاتر استتتت. افزایش فوتوپروتئین

ها در میزان بازدهی فعالیت لومینستتانستتی جمعیت مولکول

 تعداد طوری کهبهها قابل مشتتتاهده استتتت، فوتوپروتئین

افته یجهش فوتوپروتئینهای حاصتتل از نشتتر نوری فوتون

هتتای نشتتتری پروتئین وحشتتتی ریبتتا دو برابر فوتونتق

گیری شد. ایجاد جهش اگرچه باعث ایجاد کمپلکس اندازه

سترا و افزایش جمعیت مولکول سوب ارای های دپایدارتر با 

های کاهش تمایل به یون حالاینه استتت، با شتتدعملکرد 

سیم در  شجهش فوتوپروتئینکل روع یافته، باعث تاخیر در 

 است.  شدهانس واکنش لومینس

 قدردانی و تشکر

نویستتتندگان مقاله بابت امکان دستتتترستتتی به دستتتتگاه 

یه و طیف پا ستتتنجی فلوئورستتتانس، از دانشتتتگاه علوم 

سگزاری را  سپا شکر و  صیلات تکمیلی زنجان کمال ت تح

 دارند. 
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Abstract 
In this study, the electrostatic interactions between the third and fourth 

antiparallel helices of Mnemiopsin 2 have studied. Due to the distribution of 

the positive and negatively charged residues at the C- and N-terminals of 

helices, we treated them as two antiparallel nanowires with electric dipole 

character. By mutating Phe87 to Arg, we aimed to enhance the electric dipole 

of the fourth helix. The MODELLER program was employed to generate the 

tertiary structure of the wild-type and mutant proteins. The expression system 

was prepared using the site-directed mutagenesis procedure. Activity 

measurements revealed that while the wild-type protein exhibited faster 

reaction initiation and a higher decay rate. However, the mutant displayed a 

significantly higher photon yield, approximately double that of the wild-type. 

Intrinsic fluorescence measurements indicated that the microenvironment 

around the chromophores in the mutant photoprotein had altered, leading to 

increased distance of chromophores from internal quenchers. However, the 

overall structure of the mutant protein became more compact, as confirmed by 

the ANS-based fluorescence. Heat-induced denaturation experiments showed 

that while the melting temperature (Tm) remained unaffected, the enthalpy 

change of denaturation increased significantly in the mutant, suggesting 

enhanced cooperativity in the intramolecular stabilizing interactions. Finally, 

it was concluded that increasing the cooperativity between the stabilizing 

interactions in the mutant protein, stabilize the native structure, leading to a 

higher population of functional complexes and, consequently, a higher photon 

yield. 

 

Keywords: Mnemiopsin 2, Photoprotein, Mutant, Fluorescence, Heat-induced 

unfolding, Thermodynamics.   
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