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 چکیده

 24722و وزن مولكولي  يآمينواسيدمانده باقي 207پروتئيني تنظيم شونده با كلسيم داراي فتو 2نميوپسين 

عملكرد خود در اتصال به  EF-hand I-III-IVهاي موتيف باشد. در ساختار اين فتوپروتئيندالتون مي

 EF-handهر در طي تكامل فعاليت خود را از دست داده است.  EF-hand IIاما  ،كلسيم را حفظ كرده

آمينواسيد مسئول اتصال به كلسيم  12 ها با طولباشد. لوپ( ميHLHمارپيچ ) لوپداراي ساختار مارپيچ 

زايي با استفاده از جهش EF-hand IIبازيابي ساختاري و عملكردي لوپ  برايدر اين پژوهش هستند. 

شد.  طراحيهفت جهش  داراي (PMC) كايمرنميوپسين  فتوپروتئين ،مبتني بر تكامل و منطق مولكولي

بهترين مدل با استفاده  ،پسسازي شدند. سمدل Modeller v.10.4 افزاريافته توسط نرمساختارهاي جهش

، RMSDهاي ارزيابي فراسنجه براي ModEval ،SAVESهاي و سرور Chimera x.1.8 افزاراز نرم

RRDistance ،Z-Dope ،Errat  وVerify 3D انرژي آزاد و سطوح ساختار دوم ،. همچنينارزيابي شدند ،

ناپايداري توسط سرورهاي  و آبگريزي يفراسنجه بررسي شد. VADARها توسط سرورمدل در دسترس

Protscale و ProtParam نتايج . ارزيابي شدندProsite  بيانگر ايجاد لوپEF-hand II  درPMC باشد.مي 
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كلسيم  بابازيابي شده ممكن است برتعامل  EF-hand IIذكر است تغييرات آبگريزي سطحي موتيف  بهلازم 

حساسيت به كلسيم  ،شودبيني ميهاي اتصال به كلسيم پيشدليل افزايش جايگاهبه در واقع .تاثير بگذارد

 شوند. تغييردچار  PMCو فعاليت 

 

 فتوپروتئينجهش، پرتوزايي زيستي، بازيابي ساختاري، بيوانفورماتيک،  :واژگان کلید

 

 مقدمه -1

ستي سطبه ، 1پرتوزايي زي شار نور تو  موجودات برخي انت

نشووورنور شوووامل دو . [1]شوووودگفته مي زميني و دريايي

-لوسيفريناولين مورد، مكانيسم  .باشدمي مكانيسم متمايز

لوسوويفراز اسووت كه در آن با اكسووايش لوسوويفرين توسووط 

شر نور رخ مي سيفراز ن شرنور  و دهدآنزيم لو مورد دوم ن

ست ]فتوپروتئينتوسط  شاخه  هافتوپروتئين .[2ها ا در دو 

[. 3] وجود دارنوود 3كتنوفورهووا و  2هووادريووايي كولنترات

(، 7)ميتروكوم 6، هاليستارين5، فياليدين4اكورين ،هاكولنترات

، 10وينوبرشووووند. را شوووامل مي 9و تالاسووويكولين 8ابلين

و   12بولينوپسوووين، (BfosPP)  11فتوپروتئين بوواتوسووويرو

سين  شاخه 2و  1نميوپ . [4]قرار دارند كتنوفورهاي نيز در 

يلبهها فتوپروتئين ندويژگي دل مان يت  ،هايي  عدم سوووم

ش سلولي، قدرت نفوذ بهتر و سيت ت سا صي بالاخح  در ي

ها باعث شوند. اين ويژگيكار برده ميهاي مختلفي بهزمينه

وتحليل نشووانگر، در تجزيهعنوان شووده اسووت كه از آنها به

 استفاده شودهاي زنده و... بيان ژن، تصويربرداري از سلول

شوووونده با تنظيم فتوپروتئينيک  13 2نميوپسوووين. [5-3]

استخراج شده  14ليدي نميوپسيس گونه كلسيم است كه از

 2نميوپسووين . سووتا كتنوفورهااسووت و متعلق به خانواده 

با جرم  مانده وباقي 207 پپتيدي باشوووامل يک زنجيره پلي

[. فتوپروتئين 3-4كيلو دالتون اسوووت] 24مولكولي حدود 

                                                                                                                                                      
1 bioluminescence 
2 Coelentrates 
3 Ctenophora 
4 Aequorin 
5 phialidin 
6 Halistarin 
7 mitrocomin 
8 Obelin 

سووووبسوووترا حفره آبگريز براي اتصووووال  داراي يووک

صووورت غيركووالانسووي به آن كه به ( اسووت15)كولنترازين

ي هاوناتصووال موثر به ي براي ،همچنين [.6اسووت]متصوول 

سيم ست  IVو  I ،III فعال EF-handموتيف  3داراي  كل ا

به يب درنواحي كه   171-182و  148-137، 56-45ترت

نيز مانند  2درنميوپسوووين  EF-hand II .[7]اندواقع شوووده

خانوادهفتوپروتئينديگر  هاي كلنترات و كتنوفور در هاي 

سيم را از دست داده استطي تكامل  صال به كل  توانايي ات

( HLHبا سوواختار مارپيچ حلقه مارپيچ ) EF-hand[. هر 8]

 12داراي يک لوپ با طول  دياسوووونيآم 30طول حدود  و

سيم ميباقي صال به كل شد. مانده و با قابليت ات ماندهباقيبا

در لوپ مذكور كاملا حفاظت شوووده و با  12و  6، 1هاي 

و در  5،7 ،3هاي ماندهباقيقابليت اتصوووال به كلسووويم و 

باقي [.7باشد]با قابليت اتصال به كلسيم مي 9برخي موارد 

شمين باقيمانده اول در تمامي لوپ ش سپارتات،  مانده ها آ

سين و دوازدهمين  ست و برا ماندهباقيگلاي  يگلوتامات ا

 در .اتصال به كلسيم و نشر نور اين ساختار ضروري است

نده مربوط در موقعيت باقي 2در نميوپسوووين  كه،حالي ما

به همين دليل قادر  اول گلوتامات است و EF-hand ششم

در پژوهشي كه  [.9]به اتصال به كلسيم در لوپ اول نيست

 گلوتامات ،اسووت انجام شوودهتوسووط جعفريان وهمكاران 

زايي هدفدار با اول توسط جهش EF-handموقعيت ششم 

9 Thalassicollin 
10 Berovin 
11 Bathocyroe photoprotein 
12 Bolinopsin 
13 Mnemiopsin 2 
14 Mnemiopsis leidyi 
15 Coelenterazine 
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اين امر موجب شد كه  ( وE50Gگلايسين جايگزين شده )

EF-hand  اول توانايي اتصووال به كلسوويم خود را بازيابد و

شر نور آن حدود  هدف از اين . ]10[برابر افزايش يابد 19ن

يابي عملكرد  باز بر  2نميوپسوووين  EF-hand IIپژوهش 

ساس الگوي لوپ ستفاده از جهش EF-hand IV ا زايي با ا

مل و منطق مولكولي اسوووت. براي هدف كا دار مبتني بر ت

هاي همولوژي مدلينگ دستيابي به اين هدف از انواع روش

شده  سنجيصحتو  ستفاده  ساختار و عملكرد پروتئين ا

  است.

 هاروش -2

هاي مشووابه با توالي ي تواليشووناسووايي و مقايسووه براي

هاي در پايگاه BLAST ، جسووتجوي2نميوپسووين پروتئين 

حاوي توالي پروتئين جام داده  يافتن شووودها ان . پس از 

شش فتوپروتئين توالي سيدي بين  شابه، توالي آمينوا هاي م

، ابلين، 2و  1شووده شووامل برووين، نميوپسووين شووناخته

 با داابت مقايسووه اينرين مقايسووه شوود. بولينوپسووين و آكو

 افزارنرم بووا سوووپس و ClustalW افزارنرم از اسوووتفوواده

Espript3 و پوشووانيهم همچون اطلاعاتي كه شوود انجام 

[. 11-12] دهدمي ارائه را آمينواسووويدي توالي هايتفاوت

 هاتوالي ترازيهم در بالا دقت دليلبه ClustalW افزارنرم

 انهچندگ ترازيهم براي معتبر هايالگوريتم كارگيريبه و

 نسبت بزرگ، هايداده پردازش توانايي همچنين وها توالي

هاي بر مبناي داده .دارد برتري موجود افزارهاينرم ساير به

ساني و تطابق و با هدف احيا  صل از هم  EF- hand IIحا

مبتني بر طراحي  EF-hand II تعدادي جهش براي بازيابي

نوپروتئين ف تكاملي و منطقي پيشوونهاد و فتوپروتئيني به نام

ك علاوه بر آن، طراحي شووود.   1(PMC)ايمر نميوپسوووين 

نظير نقطووه هوواي مبتني بر توالي پروتئين فراسووونجووه

يک، وزن مولكولي و  جهايزوالكتر يداري  فراسووون پا  نيزنا

 Expasy در وبووگوواه ProtParam توووسووووط بوورنووامووه

                                                                                                                                                      
1 Photoprotein Mnemiopsin Chimer 
2 Sequence Alignment 

(https://web.expasy.org/protparam/ )  مووحوواسووووبووه

 فراسوونجه Protscale با اسووتفاده از ،همچنين .[13]شوودند

تل روش مبتني برگريزي پروتئين آب يت و دولي در  كا

. ]13[تعيين شوود ( /https://protscale.expasy.org) وبگاه

سنجهاين  پروتئين كمک گريزي آبهاي به فهم ويژگي فرا

تلف هاي مخها در محيطكند كه در تحليل رفتار پروتئينمي

افزار با اسووتفاده از نرم ،در اين مرحله .بسوويار مهم اسووت

Mega7  درخت تبارزايي برايPMC  [14] شووودرسوووم .

Mega7 يتسيز يهاداده ليتحل يبرا شرفتهيپ يافزارنرم، 

سي نهيدر زم ژهيوبه شنا ست. يو تكامل مولكول تبار  نيا ا

ند )مان تبارزايي يهاساخت درخت يبرا ييافزار ابزارهانرم

( و تراز UPGMAو  Maximum Likelihood يهاروش

ئه م  2هايكردن توال هديارا با رابط گرافد سووواده و  يكي. 

به  Mega7 م،يحج يهااز داده يبانيپشوووت كان محاسووو ام

له مل و تحل ،يكيژنت يهافاصووو كا  يهاگاهيجا لينرخ ت

ظت فا نديرا فراهم م هايدر توالشوووده ح از سووورور  .ك

PredyFlexy  ابي ارزيبرايB-factor ،flexibility Class  و

confidence index  فتوپروتئينPMC  در مقووايسووووه بووا

بررسووي عملكرد و  براي .[15]اسووتفاده شوود 2نميوپسووين 

ها و مدل داراي يافتهجهشدر  قابليت اتصوووال به كلسووويم

 Expasyدر وبوگوواه  Prosite ( ازPMCلووپ جووديوود )

(https://prosite.expasy.org/ )گام  در .[13]اسووتفاده شوود

 Modeller افزارنرم از دوم و در بخش مطالعات ساختاري،

v.10.4 ته در افزارهاي يكي از نرم عنوانبه حوزه پيشووورف

شدها سازي پروتئينمدل ستفاده   براي افزار. اين نرم[16]ا

 ها از روش همولوژيبعدي پروتئينسازي ساختار سهمدل

نگ فاده   3مدلي ند.مياسوووت كان Modeller ك  بينيپيش ام

يه بر اطلاعات سووواختار پروتئين با تك ناخته  ناشووو هاي 

ت با قابلي شوودههاي مشووابه و شووناختهسوواختاري پروتئين

افزار، با . اين نرمدهدرا ميجايگذاري ليگاند و سوووبسووترا 

يه ب مدلر الگوريتمتك ته  سوووازي پروتئين، هاي پيشووورف

3 Homology Modeling 

https://www.expasy.org/
https://web.expasy.org/protparam/
https://protscale.expasy.org/
https://www.expasy.org/
https://prosite.expasy.org/
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 كند.اعتمادي را توليد ميدقيق و قابلبعدي ساختارهاي سه

يل  :PDB code) برووينهاي فتوپروتئين PDBهاي فا

5BPJ )  سين الگوي  براي ( PDB code: 5vP3) 1و نميوپ

تاري الگوي  براي  PDB code: 1ej3)، اكورين )سوووواخ

 PDB) و برووين لنترازينوككنش با سووووبسوووتراي برهم

code:4mn0 )عنوان فايل الگوي اتصووال با كلسوويم به براي

در  اند.اسووتفاده شووده Modellerدي اجراي برنامه در وور

 Saline1هاي دستوري كدنويسي پايتون فايلبا  ،قدم بعدي

 Buildهايتا مدلينگ براسوواس فايل دسووتوري اجرا و ن 2و

model .مدل سوواخته، سووپس  10از هر جهش  انجام شوود

ساس  سنجهبرا شدند. فرا هاي مختلف بهترين مدل انتخاب 

ا، هو كيفيت مدل صووحت، براي ارزيابي مدلسووازيپس از 

اي( با )ميانگين انحراف مربعات ريشووه RMSD فراسوونجه

محاسوووبه  1.13.1نسوووخه  Chimera افزاراسوووتفاده از نرم

جه. اين ]17[شووود يار مهم به فراسووون يک مع  برايعنوان 

سهترازي بين مدلسنجش هم شده بعديهاي  و  ساخته 

 رايبدر ادامه،  .دوشمي استفادهساختارهاي مرجع پروتئين 

سي كيفيت مدل ستفاده از  شدهساخته هاي برر گاه وببا ا

SAVES (https://saves.mbi.ucla.edu/) هايفراسنجه، از 

 Ramachandran score و ERRAT، Verify3D محاسباتي

صووورت مكمل ها بهفراسوونجه. اين ]22-18[شووداسووتفاده 

جازه مي قان ا به محق مل كرده و  بهع كه جن ند  هاي ده

 ساختار پروتئين را ارزيابي كنند.  صحتمختلف 

نيز از  Z-Dope فراسنجهاين، براي ارزيابي بيشتر،  بر علاوه

 ModBase- (https://modbase.compbio وبوووگووواه

.ucsf.edu /eva luation/) ي . با مقايسووه]23[آمد دسووتبه

جهاين  نه از نظر گرافيكيفراسووون مدل بهي ماري  ها،  و آ

ش سايي و انتخاب   تحليل برايي بعدي، در مرحله د.شنا

سين  شكل گرافيكي فتوپروتئين نميوپ ساختاري و نمايش 

ي آن، از يافتهجهش هاينسوووخهو  وحشووويدر حالت  2

سخه  Chimera افزارنرم ستفاده  1.13.1ن ا ب ،. همچنينشدا

سوواختار سوووم  يداخل يفشووردگافزار اسووتفاده از اين نرم

است.  محاسبه شده RRDistance فراسنجهتوسط  نيپروتئ

 Vadarبووا مووراجووعووه بووه وبووگوواه  ،سوووووپووس

(http://vadar.wishartlab.com/) اطلاعووات سوووواختووار ،

ساختارهاي آلفا هليكس، بت ،نظير ي پروتئينثانويه صد  ا در

 . ]24[شدها محاسبه شيت و كويل

  ایج و بحثنت -3

 آنالیز توالی 3-1

سي دقيق مطالعهدر اين  ساختاريتر ويژگيبراي برر ، هاي 

ه )مانند هاي مشابپروتئينفتوهاي آمينواسيدي مقايسه توالي

 ( با اسوووتفاده از برنامه2و  1نيبرووين، اكورين، نميوپسووو

ClustalW و ابزار ESPript3 ها اين مقايسوووه .انجام شووود

  .دبوي همولوگ هاپروتئينبين  تطابق تواليبيانگر 

نتايج تطبيق توالي آمينواسووويدي فتوپروتئين  1 شوووكلدر 

سين نمي اكورين، برووين، سين 1وپ يافتهجهشو  2، نميوپ

. علت انتخاب نشوان داده شوده اسوت ESPriptها توسوط 

سانيميزان  ،1 شكلدر  ي مذكورهاپروتئين توالي ها آن هم

با  E50Gهمسووواني  درصووود .اسوووت 2با نميوپسوووين 

 2با نميوپسووين PMC، درصوود 99.52 برابر با،2نميوپسووين

صد 96.14برابر  سين، در  93.14 2 برابر با برووين با نميوپ

صد سين  ،در صد  90.69 2با برابر  1نميوپ با  و اكوريندر

نواحي با  باشوود.مي درصوود 27.22 2 برابر با 2 نميوپسووين

سم در لوپ  صال به كلي شده  EF-handقابليت ات مشخص 

ستند، باقي 12 داراي سيد موقعيت اول آمينوكه در مانده ه ا

سيد و باقي سپارتيک ا شآ ش سين و مانده   ماندهباقيم گلاي

  كاملا حفاظت شده است.اسيد گلوتاميک آمينو 12

ست سين  لازم به ذكر ا اول  EF-hand در لوپ 2در نميوپ

در موقعيت شووشووم آمينواسوويد گلوتاميک در طي تكامل 

-EF، اين E50G يافتهجهشتوالي  ايگزين شده است. درج

hand [10] بازيابي شده است.  

منقرض شوووده   II EF-hand براي احياء در اين پژوهش

الگوگيري از لوپ  براسووواس تكامل و منطق مولكولي و با

https://saves.mbi.ucla.edu/
https://saves.mbi.ucla.edu/
https://modbase.compbio.ucsf.edu/evaluation
http://vadar.wishartlab.com/
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EF-hand IV لوپ دوم بازسوووازي و با عنوان ،PMC  و با

  .(ب -1شكل ) شده است مشخصستاره بنفش  علامت

هووا يووافووتووهبووراي آنووالوويووز توووالووي جووهووش

(G96E,P93E,P93D,D92L,V91K,V91Q,K89S,F87D

,F85D و فتوپروتئين نميوپسووين كايمر )(PMC)  سوورور از

ProtParam  1جدول اسووتفاده شووده اسووت. بررسووي نتايج 

بهنشووووان مي كه  هد  طور معمول وزن ملكولي برخي د

شده هاي جهشپروتئين سبت به وحشي دچار تغيير  يافته ن

سنجه ناپايداري در جهش ست. همچنين، كاهش فرا هاي ا

E50G ،F85D ،K89S ،P93D ،P93E  بالاخص  PMCو 

 مشهود است.

 

 
 pdb) ، اكورين2، نميوپسين( pdb code: 5vP3) 1نميوپسين  ،( pdb code: 5BPJ) برووينهاي فتوپروتئينمينواسيدي آتطبيق توالي  1شكل

code: 1ej3 )سرورو جهش سط  ست. باقي ESPript3 يافته تو شده ا اند. گرفته شده در داخل نوار قرمز رنگ قرار هاي حفاظتماندهانجام 

لامت ها با ع EF-handشده است. موقعيت  نشان داده helix –α ،(β) strand -β، (η) helix ،turn (T) (α) موقعيت عناصر ساختاري دوم با

سبز رنگ  شخص دايره  ستم سين  ،(Bro) ، برووين(Mn1) 1 سينپ، نميو(Aeq1)اكورين  :الفشكل، در ها . تواليشده ا ( Mn2) 2نميوپ

شكل  هاتوالي. E50Gو سين Aeq1ب: اكورين )در  سين كايمر (،Bro(، برووين )Mn1)1(، نميوپ سين PMC) فتوپروتئين نميوپ  2(، نميوپ

(Mn2و )E50Gب( )شكل مشخص شده استستاره بنفش رنگ زي و با علامت . لوپ دوم بازسا.  

 
  ProtParamدست آمده از سرور ههاي بفراسنجهبررسي  1جدول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Molecular weight Instability Index PI  

6/24722  59/37  65/4  Mn2 

5/24650  18/37  68/4  E50G 

5/24690  50/36  62/4  F85D 

5/24690  19/38  62/4  F87D 

5/24681  86/36  61/4  K89S 

6/24751  91/37  70/4  V91K 

6/24751  25/39  65/4  V91Q 

7/24720  25/39  69/4  D92L 

6/24740  66/36  62/4  P93D 

6/24754  66/36  62/4  P93E 

1/224794  09/38  62/4  G96E 

4/24676  43/35  59/4  PMC 

 الف ب
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بل، در جهش قا تهدر م  D92Lو  F87D ،V91Qهاي ياف

و ميان د از دليل،ناپايداري افزايش يافته اسوووت. به همين 

، آمينواسووويد 91جهش در نظر گرفته شوووده براي موقعيت 

. عليرغم اعمال هفت جهش براي ايجاد شدلايزين انتخاب 

، فراسووونجه ناپايداري نسوووبت به فرم وحشوووي PMCفرم 

اده يافته، كه بر اساس الگوي تكامل استففتوپروتئين كاهش

ها بيانگر به تعال رسيدن ساختار در شده در طراحي جهش

اي پايدار و ناپايدار كننده هتک جهشمجموع حضووور تک

يک در  اسوووت. طه ايزوالكتر تايج تغييرات نق بررسوووي ن

شي بيانگر تغييرات جزئي يافتهجهش سبت به فرم وح ها ن

يک مي طه ايزوالكتر به  PMCباشووود. در در نق جه  با تو

( ويک آمينو اسوويد Dآمينو اسوويد اسوويدي ) 5جايگزيني 

يايي به  06/0تغيير جزئي  ،(K) قل يک  طه ايزوالكتر درنق

رسد نظر ميشده است. بنابراين، بهاسيدي ديده  pHسمت 

سيم لوپ  اين تغييرات جزئي احتمالا بتواند بر تمايل به كل

  .تاثير بگذاردبازيابي شده 

سبت به حالت روهيدنمودار  الف-2شكل پاتي هر جهش ن

تغيير ميزان هيوودروپوواتي در  هد.دمي ننشا راوحشوووي 

يافته بيانگر ماهيت آبگريزي متفاوت آمينواسوويدهاي جهش

وحشووي  2يافته نسووبت به نميوپسووين ي جهشهاهباقيماند

را  PMCنيز ميزان آبگريزي جهش  ب-2شوووكل  اسوووت.

شي سبت به حالت وح ست. همانطور ك ن سه كرده ا  همقاي

ده تر شمنفي يافتهجهشآمينواسيد در  ∆Gشود مشاهده مي

نده ما باقي لت بر افزايش  هاي اسووووت. اين تغييرات دلا

 آبدوست دارد. 

 

 
 

 
هيدوفوبيسيته  فراسنجهبررسي  (الف .ProtScaleدست آمده با سرور به hydropathy/ Kyte & Dolittle يدروپاتيه فراسنجهنمودار 2شكل

  E50Gو  Mn2با  PMCبررسي كلي . 2با نميوپسين  PMCهيدوفوبيسيته  فراسنجهبررسي  (ب .2 نميوپسينها با يافتهجهشتک  تک
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در  PMCفراسووونجه آبگريزي  ب-2شوووكلدر  ،همچنين

 EF-hand IIدر ناحيه لوپ پروتئين وحشوووي مقايسوووه با 

 PMC افزايش مناطق در دسووترس كه بيانگر شووده، ترمنفي

شد.مي ست كه جهش لازم به با شده ذكر ا  برايهاي ايجاد 

جايگزيني  با  تا  مد تاري و عملكردي ع يابي سوووواخ باز

سيدهاي آبگريز با آبدوست صورت گرفته است. در  آمينوا

شووده  مشووخص I,III,IV EF-handنمودارهاي الف و ب 

ند و همچنين همگي داراي  پاتي منفي هسوووت يدرو -EFه

hand II ها نيز از الگوي هيدروپاتي ديگر لوپ بازيابي شده

سنجه هيدروپاتي منفي مي شد. پيروي و داراي فرا جدول با

به بررسووي موضووعي مقدار عددي فراسوونجه هيدروپاتي  2

يافته قبل و بعد از جهش هاي جهشتک آمينواسووويدتک

مشوخص شود با وجود متبت  پردازد. با بررسوي جدولمي

 D92Lو  K89Sدر دو جهش  يدروپاتيهبودن فراسووونجه 

ساير لوپ شابه  ست و م  هاي در برايند كلي مقدار منفي ا

EF-handباشد.فعال مي 

هاي ايجاد تبارشووناسووي فتوپروتئينبررسووي نتايج درخت 

 ،دهدنشووان مي (3)شووكل ها شووده با سوواير فتوپروتئين

نه کيدر  PMC نيفتوپروتئ گا جدا خه  به  کينزد شوووا

و   1برووين نميوپسوووين ، موواننوود هووانياز پروتئ يگروه

يتبارشناسي م تيموقع نيقرار گرفته است. ا 2نميوپسين 

 يو عملكرد يسووواختار يهادهنده شوووباهتنشوووان تواند

 نيموجود در ا يهانيپروتئ ريو سوووا PMC انيم يابالقوه

شد. هگرو سي ارائه با شنا شان مدرخت تبار كه  دهديشده ن

PMC كامل به پروتئ ياز نظر ت بت  ند ييهانينسووو  ،مان

صله دارد. ا 2اكوارين،اوبلين و ميتروكومين صله م نيفا يفا

عمده در  يو عملكرد يساختار يهااز تفاوت يحاك تواند

آن در  گاهيبا توجه به جا PMC ها باشووود.گروه نيا انيم

اسوووترپ، با بوت يآمار ريدرخت تبارشوووناسوووي و مقاد

در  يورن دهندهگناليو سوو ميكلسوو كنندهميتنظ يهانيپروتئ

 نيئروتپ نيدارد. ا ييبالا يشوباهت تكامل کينزد يهاگونه

شابه يو عملكرد يساختار يهايژگياحتمالاً و  نيبا ا يم

 اي ميكلسووو ميدر تنظ ينقش مشوووابه ديگروه دارد و شوووا

در  شوووتريب قاتيتحق يكند، كه برا فايا ينور يهاپاسووو 

 جذاب باشووود. توانديم يو تكامل ييايميوشووويب يهانهيزم

سترپ شاخهمقدار بوت  7فتوپروتئين  و PMC ي مشترکا

 است. 63درخت فيلوژني در اين 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-، هاجهش تکبررسي موضعي  براي. ProtScaleدست آمده با سرور به hydropathy/ Kyte & Dolittle آبگريزي فراسنجهجدول  2جدول

N  قبل اعمال جهش،  آبگريزي فراسنجهبيانگرN-  اعمال جهشاز بعد  آبگريزي فراسنجهبيانگر 

 

                                                                                                                                                      
1 Berovin 2 Mitrocomin 

 - N N- 

E50G - 044/2  - 7/1  

F85D 5/0  - 2/0  

F87D 611/0  - 089/0  

K89S 122/0  467/0  

V91K - 9/0  - 8/1  

D92L - 089/0  722/0  

P93E - 089/0  - 3/0  

G96E - 4/1  - 744/1  
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  .MEGA 7افزار ( رسم شده توسط نرميافته)نميوپسين جهش PMCهاي مختلف به همراه هاي فتوپروتئينتبارشناسي تواليدرخت  3شكل

 

شاناين عدد  ستدهندهن ه ب ،ي اطمينان متوسط رو به بالا ا

 تحليوول تكرارهوواي از درصوووود 63در  اين معني كووه

سترپ،بوت توان يم، بنابرايناست.  شاخه تأييد شدهاين  ا

نان نسوووبي گفت كه داراي  7فتوپروتئين  و PMC با اطمي

شت منشأ تكاملي مشترک هستند، اما ر هنوز جاي بررسي بي

 .دارد

 7و فتوپروتئين  2نميوپسين  يهانيبه پروتئ PMC يكينزد

ست به شترک در عملكردها يهاشباهت ليدلممكن ا  يم

ستي س زي س  به  شامل پا شد، كه احتمالاً   يهالگنايآنها با

س ميتنظ اي ينور به  توانديم لينوع تحل ني. اشوديم ميكل

 تيزيسووبالقوه  ياز تكامل و كاربردها يدرک بهتردريافت 

PMC  ياملتك يهاعملكرد آن براساس شباهت ينيبشيپو 

 كند.كمک 

شاخه كولنتراتفتوپروتئين 3شكل در  شامل  ،هاهاي دو 

 و PMC، 7، فتوپروتئين 2و  1 نميوپسوووين برووين،

 هس با، ابلين، ميتروكامين 2شامل اكورين، كلايتين ،1كنيداريا

hand-EF با چهار  3و كالمودولينhand-EF  آورده شوووده

به  B-factorها سووازي سووه بعدي پروتئينمدل در اسووت.

-B شووفافيت دقت و سوواختار اشوواره دارد. سوواختارهايي با

factor  در  .بيانگر دقت و وضوح بالاتر هستندپايين عمدتا

شان B-factor با ساختارهايي ،كهحالي دهنده تغييرات بالا ن
                                                                                                                                                      

1 Cnidaria 
2 Clytin 

طاف يا انع تاري  يا سووواخ خاص  بالا در نواحي  پذيري 

ستند. ها نااطميناني در داده سيبه  4شكل ه  B-factor برر

يت )ج(  PMC و)الف(  Mn2هاي براي پروتئين در موقع

( 96 تا 85هاي آمينواسوويدي  )باقيمانده EF-hand IIلوپ 

عنوان يک لوپ )ب(، به EF-hand IVدر مقايسووه با لوپ 

نتووايج  .پردازدفتوپروتئين، ميو موثر در عملكرد فعووال 

در مقايسوووه با  PMCبيانگر الگوي رفتاري يكسوووان لوپ 

 باشد.مي EF-hand IVلوپ 

سي نتايج انعطاف شان ميبرر  دهد كه توزيع نرمالپذيري ن

اتفاق افتاده اسووت.  PMCپذير در آمينواسوويدهاي انعطاف

 يدهاينواسوويلوپ كه آم نيدر ا 12و1 تيدرموقعبالاخص 

داده  شيرا افزا مياتصال به كلس يباردار هستند و انتظار برا

ست. بنابرا سدينظر مبه ،نيا ستعد ا نيا ر نقش  فايلوپ م

 يشوووروع توال Mn2در  ،كهياسوووت. در حال EF-handدر 

پذيري پايين با انعطاف يدهاينواسوويآم با EF-hand IIلوپ

صفر( ست ) سبب كاهش انعطافو  ا پذيري لوپ احتمالا 

. ديآيوجود نمهب هاتيموقع نيدر ا ميبه كلس لامكان اتصا

باقيمقايسوووه انعطاف نده لوپ پذيري  در  EF-hand IIما

پذيري در بيانگر الگوي انعطاف EF-hand IVمقايسوووه با 

 6، 1هاي آمينواسوويدهاي حفاظت شووده لوپ در موقعيت

  باشد. مي 12و

3 Calmodulin 
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از چپ  .سووتون اسووت 9داراي  5شووكل در  LPSجدول 

سيدآمينه شماره ا سيدها ،ستون اول   ستون دوم نام آمينوا

نوع از بهترين  5سوووتون سووووم تا هفتم نشوووانگر اسوووت. 

ستون هشتم  دهند.مينشان را هاي آمينواسيد كانفورماسيون

ي كه درمحدودهدهد را نشووان مي( CI) 1صووحت سوواختار

تر و نزديک 19عدد به اين هرچه  ؛اسوووت 19تا 1عددي 

شتر مي ساختار بي صحت  شد،  سبزتر با در . شودرنگ آن 

را مشوووخص  2پذيريانعطاف ، كلاسسوووتون نهمنهايت، 

ندمي قادير كه  ك  1/سوووخت(، غيرمنعطف) 0عددي با م

 .شودمي تعريف (منعطف) 2و  (داراي انعطاف نسبي)

شخص 6شكل كه در طور همان ست م سين ا  2، در نميوپ

 ميعملكرد و اتصووال به كلسوو يدارا EF-hand وحشووي دو

 باشند.مي

 

 
پروتئين  B-factorنمودار  (الف .PredyFlexyدسووت آمده از سوورورهب PMC، 2هاي نميوپسووينبراي پروتئين B-factorهاي نمودار 4شووكل

Mn2نمودار  (ب ؛B-factor لوپ  پروتئينEF-hand IV Mn2نمودار  (ج ؛B-factor  پروتئينPMCخطوط سوووبز و  .ج(-ب-. در )الف

سنجهو B-factor ،RMSF ترتيب بيانگربه خاكستري نارنجي و ست. هر چه  اطمينان فرا سنجهكمتر و  B-factorا  confidence) اطمينان فرا

index) صحت ساختار بيشتر است ،الاتر باشدب. 

 

 
دست هب PredyFlexy با استفاده از سرور PMCو  Mn1 ،Mn2هاي براي پروتئينLPS (Local Structure Prediction )نتايج جدول  5شكل

ست آمده پذيري براي جدول انعطاف (، جMn2پذيري براي پروتئين جدول انعطاف (، بMn2پذيري براي پروتئين جدول انعطاف (. الفا

 . PMCپروتئين 

 

                                                                                                                                                      
1 confidence index 2 flexibility Class 
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PMC E50G Mn2  

   
EF-hand 

 .دست آمده استهب Expasy (Prosite)  توسط سرور PMCو E50Gهاي جهشو  Mn2هاي فعال در EF-handتصوير  6شكل

 

با اعمال جهش در موقع ما  -EFدر لوپ اول  E50G تيا

hand I شووود.بازيابي سوواختاري و عملكردي مشوواهده مي 

 Prositeها در سرور تک جهشهاي تکنتايج بررسي توالي

شي به شان داد كه در هيچ تک جه ستقل ن -EFصورت م

hand II  يهمهبا اعمال فعال و بازيابي نشوووده اسوووت و 

ز فعال و ين PMC ،EF-hand IIمطالعه در  نيا يهاجهش

 شده است. يابيعملكرد آن باز

 آنالیز ساختاری 3-2

 انيمدل ساختار سوم ساخته شده از م نيانتخاب بهتر براي

، از modeler v10.4افزار توسووط نرم يشوونهاديمدل پ 10

 RMSD. فراسنجه ه استاستفاده شد يمختلف يهافراسنجه

يافته مدل جهش نيسوواختار سوووم پروتئ سووهيشوواخص مقا

د درصوو نيشووتريببا  سووازيشووده با پروتئين الگوي مدل

مدل  RMSD زانيهرچه م. باشوووديم( 5vp3) يهمسوووان

 تيمدل در وضووع باشوود كمتر ،نسووبت به سوواختار هدف

طور همانقرار دارد.  الگونسووبت به  يترکينزد يسوواختار

شاهده مي 3جدول  كه در هاي انتخابي مدلتمامي ، شودم

الي  71/0و در دامنه  5vp3مناسبي نسبت به  يدر محدوده

سواختار جهش اديدهنده شوباهت زشوانكه ن هسوتند74/0

احتمال حفظ  انگريبه سووواختار مرجع اسوووت، كه ب افتهي

 D92L انتخابي هايمدل اسوووت. نيپروتئ طبيعيسووواختار 

باق  باق و  PMC وبيشوووتربن انط يب بهبا كمترين انط ترت

شمي 69/0 و 40/0 برابر RMSD داراي . عليرغم اينكه دنبا

PMC تواند باشد كه ميداراي كمترين انطباق ساختاري مي

منجر به اثر توجه تغييرات سووواختاري قابل دهندهنشوووان

شدپايداري آن و كاهش عملكرد پروتئين  گذاري بر  اما ،با

فاصووله  (RMSD>2با حد آسووتانه عدم انطباق سوواختاري )

 ERRAT فراسووونجهسووونجي صوووحتزيادي وجود دارد. 

ر ها دتصوووادفي اتمهمكنش و پراكندگي غيربراسووواس بر

سيساختار پروتئين مي شد. برر  ERRATمقادير عددي  با

 2ها در مقايسووه با نميوپسووين يافتهجهش هاي مختلفمدل

. در واقع، اختلاف كم اين باشووودقابل قبول مي وحشوووي

بيانگر  وحشووينميوپسووين  ها وهيافتبين جهش فراسوونجه

ز الگوي پراكندگي يافته اهاي آمينواسووويد جهشپيروي اتم

 3جدول ها در پروتئين اسووت. با توجه به تصووادفي اتمغير

 8/63با مقدار  F87Dدر جهش  ERRATبالاترين درصوود 

شد.مي 3/60به ميزان  PMCو در  سه با  با  Mn2كه در مقاي

شد.قبول ميقابل  شتر  ERAT با شانبي ابلق تيفيك دهندهن

 يدارياست كه ممكن است به پا يونديپريقبول تعاملات غ

تر از بيشوووبراي ارزيابي  ،همچنين كمک كند. نيپروتئ يكل

كه بيشووترين اسووت  شووده اسووتفاده VERIFY3Dفاكتور 

ساختار ماندهسازگاري باقي سيدي در  بعدي سههاي آمينوا

ند.با محيط اطراف را مشوووخص مي قادير  ك نزديكي م

VERIFY3D وحشوووينسوووبت به مدل  هايافتهدر جهش 

يط افته با ريزمحيت بر سووازگاري آمينواسوويدهاي تغييردلال

يافت با وجود در PMCيافته و جهشسوواختار سوووم دارد 

و  يدر تطابق توالاي قابل ملاحظه اختلالهشوووت جهش، 

فراسوونجه  در نهايت دهد.نشووان نميي بعدسوواختار سووه

ستفاده هاي طراحي مدل سنجيصحتديگري براي  شده ا

شده است. 
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 هاي پروتئينيآمده براي بررسي صحت ساختاري مدلدست نتايج فراسنجه هاي ساختاري به 3جدول

RMSD VERIFY3D ERRAT ZDOPE  

73/0 07/98  8/65  - 51/0  Mn2 

73/0 82/90  8/62  - 25/0  E50G 

74/0 3/89  3/62  - 29/0  F85D 

71/0 6/94  8/63  - 43/0  F87D 

72/0 7/93  3/61  - 34/0  K89S 

71/0 1/97  2/56  - 28/0  V91K 

40/0 6/94  8/62  - 38/0  D92L 

71/0 9/87  2/50  - 29/0  P93D 

71/0 9/87  7/54  - 42/0  G96E 

69/0 3/90  3/60  - 092/0  PMC 

 

، ميوابسته به فاصله ات Z-Dopeيا  پتانسيل آماريدر مقدار 

رسوود نظر ميبه 3 جدولدسووت آمده در هباتوجه به اعداد ب

ضايي زنجيره شده  PMCهاي جانبي در تداخلات ف شتر  بي

ست كه مي ساختاري با توان علت آن را ا نبود الگو داراي 

هار يل در  EF-hand چ مال  و aligned2فا  8همچنين اع

بت داد.  EF-hand IIجهش در لوپ  قدار نسووو معمولا م

 وحشوويابتدايي مدل نسووبت به عدد  فراسوونجهعددي اين 

عددي كمتراز  مقدارصووورت كه به اين شووود.سوونجيده مي

ست. قابل قبول صفر، ست آمده در هه مقادير بباتوجه ب ا د

 P93Dو E50G ،F85D ،V91Kهوواي جهش ،3جوودول 

 .نددهنشان مي Z-Dopeدر  خوبيكاهش 

سه، كلي صورتبه هاي ي فاكتورهاي فوق در پروتئينمقاي

تک جهش،  در  وحشوووي 2 و نميوسوووين PMCداراي 

حدوده تايج  يم ند. ن عددي قرار دار ناسوووب   بينيپيشم

 سوواختاري مطلوبوضووعيت در انتخابي  هايمدل كنندمي

باقي Z-Dopeاي تغييرات بررسوووي منطقه براي .قرار دارند

بازيابي شووده با  EF-hand IIاسوويدي لوپ هاي آمينومانده

 7شووكل مطابق  DOPEها پروفايل  EF-hand لوپ سوواير

 ترسيم شد. 

در مقايسه  PMCيافته جهش Z-Dopeبررسي نتايج نمودار 

كه الگوي تغييرات نشوووان مي E50Gو  Mn2با  -Zدهد 

Dope  درلوپEF-hand II  بازيابي شوووده مشوووابه الگوي

عال درسوووايرلوپ  .باشووودمي EF-hand I,III,IV هاي ف

سنجه همچنين، عليرغم اختلاف  Mn2 بين Z-Dope در فرا

)جدول  استاين تغييرات جزئي ،  42/0 ميزان به، PMC و

اين اختلاف برايندي از اثر سوواير مناطق بوده  ،بنابراين .(4

ها طبق سوواير لوپ Z-Dopeو اين اثر برايندي در تغييرات 

 باشد.واضحي قابل برداشت مي طوربه 7شكل 

ترسووويم مدل گرافيک مولكولي پروتئين وحشوووي و  براي 

هاي سووواخته شوووده با  ارزيابي مدلها، بعد يافتهجهش

نجووه كر شووووده ) فراسووو ، RMSD ،Z-DOPEهوواي ذ

ERRSATوVERIFY3Dها انتخاب شدند.(، بهترين مدل  
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 Mn2در مقايسه با  PMCبررسي كلي براي  SaliLab Model Evaluationمده از سرور دست آبه Z dopeنمودار  7شكل

 

 هابررسي موضعي تک جهش براي SaliLab Model Evaluation آمده از سروردست به Z dopeنتايج  4جدول

- N N-  

- 029/0  - 033/0  F85D 

- 026/0  - 029/0  F87D 

- 028/0  - 025/0  K89S 

020/0-  - 025/0  V91K 

- 029/0  - 025/0  D92L 

- 022/0  - 026/0  P93E 

- 027/0  - 028/0  G96E 

سه 8شكل  ساختار  صاوير تطبيق  ساخته بعدي مدلت هاي 

تک جهش و هشوووت جهش شوووده پروتئين هاي داراي 

(PMC)  دهد.نشان ميرا وحشي  2با مدل نميوپسين 

ساختار در محل لوپ  سي نمايش  بازيابي  EF-hand IIبرر

تار ساخهاي مختلف بيانگر تغييرات جزئي در شده در مدل

 (.و، ز، حه، ب، ج، د،  8شوووكل )باشووود ها ميتک جهش

)الف(  PMCبا  وحشوويبررسووي سوواختار فرم  ،همچنين

باشووود. بيانگر ايجاد پيكربندي لوپ در ناحيه مورد نظر مي

اي مناسب به وضوح اختلاف انتخاب زاويهدر اين تصوير 

سه شيداراي جهش و  هاي بعدي مدلساختار سيار  وح ب

 كرده است.  كمک

ترتيب به )الف و ب( 9شوووكل ناحيه سوووفيد مورب در 

 PMCهاي پروتئين را در ساختار سوم برهمكنش باقيمانده

سين  شان مي 2و نميوپ شي ن برهمكنش تک تک ) دهدوح

ست آنها خودبا ها باقيمانده سبه  )ج( 9شكل (. ا براي محا

و  PMCميانگين فاصوووله و انحراف اسوووتاندارد دو مدل 

ست شده ا سبه  )ج( 9 شكل در .وحشي تركيب  براي محا

– Mn2 براي حالت ميانگين فاصووله و انحراف اسووتاندارد

PMC دير اآورده شووده اسووت. با ارزيابي مقRRDistance 

نسوووبت به  PMCتوان گفت فضووواي داخلي پروتئين مي

 تر است.حالت وحشي كم تراكم
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شي و نمايش مدل 8شكل سوم منتخب فتوپروتئين وح ساختار  ستفاده از نرميافتهجهشهاي  به  PMC. الف( UCSF Chimeraافزار ها با ا

به همراه  V91K، و( Mn2به  P93D، ه( Mn2به همراه  K89S، د(  Mn2به همراه G96E، ج( Mn2به همراه   F85D، ب( Mn2همراه 

Mn2 )ز ،F87D  به همراهMn2  )و حD92L  به همراهMn2.  

 

يل اثر جهش تهها بر اسووواس اطلاعات جهشتحل  هاياف

(F85D ، F87D ،K89S ،V91K ،D92L ،P93E،G96E)  و

دهد ها نشووان ميدر تک تک جهش RR Distance نقشووه

 كه:

F85D :گزيني جايآلانين يک اسيدآمينه آبگريز است و فنيل

تواند دوست است، ميآن با آسپارتيک اسيد كه قطبي و آب

يداري  پا كاهش  عث اختلال در محيط آبگريز محلي و  با

شه .شود ست باعث ايجاد RR در نق ، اين جهش ممكن ا

باقي ماس اين  با ديگر بخشنواحي قرمز در ت نده  هاي ما

 .آبگريز نزديک شود

F87D به به يعني  ،اسوووت F85D: مشوووا تغيير از آبگريز 

هاي كه ممكن اسوووت باعث كاهش برهمكنش آبدوسوووت

آبگريزي شووود و سوواختار لوپ يا هسووته پروتئين را تحت

يانگر  .تاثير قرار دهد با بررسوووي نقشوووه ب كاهش تماس 

 باشد.موقيعت موتيف ميهاي آبگريز در ماندهباقي

K89S : ليزين يک اسووويدآمينه باردار متبت اسوووت و نقش

باند هاي الكترواسوووتاتيک و هيدروژنبرهمكنش مهمي در

بار( مي ما بدون  با سووورين )قطبي ا ندارد. جايگزيني  د توا

ماس هد و ت بار محلي را تغيير د عادل  يدي را ت هاي كل

سي .كاهش دهد شه، برر شان دهنده نق كاهش تماس در  ن

 باشد.ميهاي با بار منفي ماندهنزديكي باقي

V91K : كه آبگريز اسوووت، در حاليوالين يک اسووويدآمينه

باردار اسوووت. اين تغيير مي عث ليزين بزرگ و  با ند  توا

طاف ماس آبگريزي محلي افزايش انع كاهش ت يا  پذيري 

هاي ، ممكن است تماساين جايگزيني RR در نقشه .شود

تاتيک در نزديكي آبگريز كاهش و تماس هاي الكترواسووو

 .ليزين جديد افزايش يابد

  الف

  ب
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D92L :تواند سوويدآمينه قطبي با آبگريز ميجايگزيني يک ا

 .باعث تغيير تعادل قطبي و آبگريز در محيط محلي شوووود

سبز در نزدي ايجاد احتمالي بررسي نقشه بيانگر كي نواحي 

دهنده تماس آبگريزي جديد كه نشووان خواهد بودلوسووين 

 .است

P93E :هاي دليل ساختار حلقوي خود محدوديتپرولين به

هاي لوپ ايفا در ايجاد پيچكليدي فضوووايي دارد و نقش 

ث تواند باعكند. جايگزيني آن با گلوتاميک اسووويد ميمي

ساختار ثانويه موضعي و انعطاف شترتغيير   .شود پذيري بي

شه در اين ناحيه بيانگر سي نق ي ها )نواحكاهش تماس برر

 باشد.ميمانده قرمز( در اطراف اين باقي

G96E :چک نه اسووووت و ترين گليسوووين كو يدآمي اسووو

پذيري بالايي دارد. جايگزيني آن با گلوتاميک اسيد انعطاف

توانوود بوواعووث كوواهش كووه قطبي و حجيم اسووووت، مي

، RR در نقشه .پذيري و ايجاد تنش در زنجيره شودانعطاف

مانده كاهش هاي نزديک به اين باقيممكن اسوووت تماس

 .يابد

ناحيه  باقي PMCتحليل كلي  ناحيه  ندهدر  الي  85اي هما

يانگر اثر  96 بازه جهشب عدد در اين  عث كه هاي مت با

بار، و تغييرات در برهمكنش عادل  هاي آبگريز و قطبي، ت

 RR تحليل دقيق نقشووه شووده اسووتحتي سوواختار ثانويه 

Distance هاي كليدي در ناحيه دهنده كاهش تماسنشووان

يافته )نواحي قرمز( و احتمالا تغييرات پايداري كلي جهش

عليرغم كوچک گفت توان در نهايت مي .پروتئين اسوووت

احي بر نو توانند اثراتي، تغييرات ميجهش يمحدوده بودن

شند كه به شته با ها يا تغيير صورت كاهش تماسدورتر دا

شه احتمالًا  .شودديده مي RR در الگوهاي رنگي در كل نق

دليل به وحشووييافته نسووبت به سوواختار سوواختار جهش

دهنووده دهنووده قطبيووت يووا كوواهشهوواي افزايشجهش

 .پذيري بيشتري داردانعطافهاي آبگريز برهمكنش

يت درلوپ موتيف در   ،EF-hand IIبررسوووي تغيير قطب

توزيع سووطحي  ،Chimeraمولكولي ايجادشووده با  ينقشووه

بدوسوووتي پروتئين وحشوووي )الف( و  يهاآبگريزي و آ

دهد. در را نشوان مي (PMCكايمر )يافته فتوپروتئين جهش

شان-سفيد و زرد هاي آبي،رنگاين نقشه،   دهندهنارنجي ن

بدوسوووتي، نواحي خنتي و نواحي آبگريزي بخش هاي آ

شووده با دايره دو تصوووير، نواحي مشووخصدر هر  .هسووتند

رار متفاوت قتمايل به آبدوسوووتي قرمز در مناطقي با مقدار 

ناشوووي از  ند. اين تغييرات ممكن اسوووت  هاي جهشدار

 درنميوپسين )الف( 10شكل با توجه به  .شده باشدمعرفي

شي 2 سيد ،وح هاي غيرقطبي آبگريز با رنگ زرد در آمينوا

ستند. در  شخص، غالب ه پس از  ) ب( 10شكل ناحيه م

نواحي زرد رنگ به آبي تغييريافته  PMCاعمال جهش در 

باشووود. كه بيانگر آمينواسووويدهاي قطبي و آبدوسوووت مي

نديي هاجهش بب ،F87Dو  F85D مان جايگزيني  سووو

سيدهاي قطبي  سيدهاي آمينه آروماتيک آبگريزي با آمينو ا ا

اين تغيير احتمالًا اند. اسيد شدهآسپارتيک ، ماننديا آبدوستي

عاملات سوووطحي دارد نابراين. تأثير زيادي بر ت وان ت، ميب

ها در سووواختار پروتئين باعث نتيجه گرفت اعمال جهش

يت شوووده اسوووت.  كهافزايش قطب به اين بخش  با توجه 

ستقيم در نواحي تعامل پروتئين با يافته بهجهش ون يطور م

اين تغييرات بر روي  رسووودمي نظربهباشووود، مي كلسووويم

با توجه  .خواهد بودپروتئين تأثيرگذار فتو زيسووتيعملكرد 

مامي جهش 5جدول به  به جزدر ت كاهش F87Dها )  )

بتا و ا فزايش سووواختار كويل  ،محتوي سووواختار هليكس

ست. شده ا شاهده  شي م سين وح سبت به حالت نميوپ   ن

هاي داراي افزايش ميزان سووطوح در دسووترس در پروتئين

نسووبت به حالت وحشووي ناشووي از  PMCتک جهش و 

 ابي سواختاري و عملكرديتغييرات آمينواسويدي براي بازي

شدمي سترس در  ميزان 5جدول با توجه به . با سطوح درد

PMC توان به تشكيل لوپافزايش يافته كه علت آن را مي 

 در اين جهش نسبت داد.
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سبه  9شكل سوم پروتئينمحا ساختار  شردگي داخلي  سط  PMCو  Mn2هاي ف سنجهتو ستفاده از RRDistance فرا  .UCSF Chimera با ا

 RRDistance Differenceدهنده نشووان (. جPMCپروتئين  RRDistanceدهنده نشووان (. بMn2پروتئين  RRDistanceدهنده شووانن (الف

  .PMCبا  Mn2پروتئين 

 

 
صاوير 10شكل سوم پروتئين  آبگريزنواحي  ت ستفاده از نرم Mn2 و PMCساختار  شان .UCSF Chimeraافزار با ا دهنده نواحي رنگ زرد ن

  .PMC تصوير نواحي آبگريز (، بMn2تصوير نواحي آبگريز پروتئين  (الف دهد.را نشان مي آبدوستو رنگ آبي نواحي  آبگريز
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  VADAR استفاده از سرورها بين ساختار وعملكرد با فراسنجهنتايج بررسي  5لجدو

Free Energy Of 

Folding Total Volume Total ASA Mean hbond 

distance Coil Β- Sheet α-Helix  

- 31/158  8/28083 1/9797 2/2 37 % 5 % 56 % Mn2 

- 28/163  2/28231 0/10118 2/2 40 % 5 % 53 % E50G 

- 47/159  6/27913 1/10264 2/2 41 % 4 % 54 % F85D 

- 21/166  2/28128 7/10038 2/2 37 % 4 % 57 % F87D 

- 17/162  5/28789 4/10548 2/2 41 % 2 % 55 % K89S 

- 52/162  6/28735 2/9918 3/2 40 % 4 % 55 % V91Q 

- 57/164  2/27800 0/9926 3/2 42 % 2 % 55 % V91K 

- 90/164  5/28310 8/10082 3/2 42 % 2 % 55 % D92L 

- 86/161  2/28698 1/10489 3/2 41 % 4 % 54 % P93D 

- 04/164  2/28618 6/10130 2/2 41 % 2 % 55 % P93E 

- 96/161  5/28035 9/10148 3/2 41 % 4 % 54 % G96E 

- 57/150  3/27993 0/10204 2/2 43 % 2 % 53 % PMC 

منوط به اتصال به  EF-hand II عملكرد لوپ ،كهيياز آنجا

باشوود، افزايش ميزان دسووترسووي، ممكن اسووت كلسوويم مي

شود. حجم كل در  سيم  صال به كل شكيل جايگاه ات باعث ت

 كاهش يافته است. PMCها افزايش و در حالت تک جهش

نسووبت به  PMCاين امر بيانگر فشووردگي بيشووتر سوواختار 

هاي اعمال شووده اسووت. پروتئين وحشووي در طي جهش

به بررسووي انرژي آزاد تاخوردگي  5جدول سووتون آخرين 

پردازد. مقوودار انرژي آزاد توواخوردگي در هووا ميپروتئين

هاي داراي تک جهش نسووبت به وحشووي كاهش پروتئين

توجهي داشوووته اسوووت. كاهش انرژي آزاد تاخوردگي قابل

ي ژدلالت بر پايداري بيشووتر دارد. لازم به ذكر اسووت، انر

ست  PMCآزاد فولدينگ در پروتئين  شده ا دچار افزايش 

 است. PMCكه نشانگر كاهش پايداري فتوپروتئين 

به  كل با توجه  ندران  به 11شووو چا ما تايج را بررسوووي ن

يافته با اسووتفاده از سوورور نميوپسووين وحشووي و جهش

SAVES جهش دهد كه پردازد، بررسي نمودار نشان ميمي

باقي عداد بيشوووتري از  ندهباعث شوووده ت به نواحي ما ها 

                                                                                                                                                      
1 Disallowed 

 كاهش پايداري اند بيانگرتوكه مي شووووندمنتقل  1غيرمجاز

همچنين، جهش سبب  .ديا اختلال در عملكرد پروتئين باش

و افزايش پراكنوودگي در  Core كوواهش تراكم در نواحي

 تغييراتدهنده نشووان ها شووده اسووت كهيافتهنمودار جهش

شي در پروتئين جهش مهمي يساختار سبت به وح يافته ن

نمودار توان بيووان كرد كووه بوواشوووود. در مجموع ميمي

تعداد  شيدهنده افزانشوووان ،افتهيراماچاندران فرم جهش

 يو كاهش تراكم در نواح رمجازيغ يدر نواح هاماندهيباق

 يعيطب ياختلال در تاخوردگ انگرياسوووت، كه ب ياهسوووته

 نگيولدآزاد ف يانرژ شيبا افزا افتهي ني. اباشووديم نيپروتئ

شي به   يلوكالريك -150به  -158از  PMCيافته جهشوح

 يداريدهنده كاهش پاراسووتا بوده و نشووانبر مول كاملاً هم

ش افتهيساختار جهش سبت به فرم وح ست. بنابرا ين  ن،يا

 دييافزا تأصورت همبه يكيناميو ترمود يساختار يهاداده

نديم پا كن نا به   ينسوووب يداريكه جهش مورد نظر منجر 

 شده است. نيپروتئ
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اين نمودار زواياي . SAVESبا اسووتفاده از سوورور  PMCيافته جهشب( نمودار راماچاندران سوواختار پروتئين وحشووي و الف(  11شووكل

سيدي را نمايشماندهباقي ψ و φ هدرالدي ها در ماندهكند. تراكم باقيدهد و نواحي مجاز و غيرمجاز فضايي را مشخص ميمي هاي آمينوا

شان (Core) اينواحي هسته بيانگر اختلال در تاخوردگي طبيعي پروتئين است.  حضور در نواحي غيرمجاز و بوده ساختار پايداري دهندهن

يداري فضووايي و افزايش پراكندگي در نواحي غيرمجاز شووده دهد كه جهش موجب كاهش پايافته نشووان ميمقايسووه فرم وحشووي و جهش

  .است

 

  گیرینتیجه -4

 يو عملكرد يهدف اصوولي اين پژوهش، بازيابي سوواختار

EF-hand II اسوووت كه پس از مطالعات  2 در نميوپسوووين

شد. توجهيقابلبيوانفورماتيكي نتايج  صل  الگو جهش حا

 يو منطق توسط روش مهندسي تكامل مستقيم PMCهاي 

 IVلوپ  (1،3،5،7،9،12حفاظت شووده )هاي ماندهباقيدر 

نايي  2نميوپسوووين  كه از نظر عملكردي فعال و داراي توا

سيم  صال به كل ستات ست. به همين  ا شده ا  لدليطراحي 

مطالعات البته  قابل انتظار بود. EF-hand IIتشوووكيل لوپ 

شين ست كه پي شده ا شان داده  سين  Iلوپ  ن با  2در نميوپ

ه دچار بازيابي سوواختاري و عملكردي شوود E50Gجهش 

برابر  19بازيابي مذكور موجب افزايش نشووور نور تا بود و 

ست شددر ارزيابي نهايي توالي . [10] شده ا شاهده  در  هم

سيم از تعداد جايگاه EF-hand II لوپ صال به كل  3هاي ات

تواند منجر اين افزايش ميجايگاه افزايش يافته است.  4به 

فزايي در حساسيت به كلسيم و فعاليت پرتوزايي ابه اثر هم

باقي ،. همچنينشوووود ندهجايگزيني  مذكور اتم ما هاي 

 .كندبراي برهمكنش با كلسيم فراهم مي اكسيژن را

 يداريو پا يساختار تيفياز ك يمختصر يها بررسداده نيا

ئه م ينيپروتئ يهاجهش نديارا قاد ييها. جهشده  ريبا م

RMSD  كم و نمراتVERIFY3D  وERRAT  بالا احتمالًا

 يتسوويز طيرا در مح حيو عملكرد صووح يداريپا نيشووتريب

 اارهيمع نيكه در ا ييهاجهش گر،يد يدارند. از سو طبيعي

 ياند، ممكن است مشكلات جدكسب كرده ينييپانمرات 

 .كنند جاديا نيپروتئ يداريدر عملكرد و پا

دهنده نشووانيابي شووده، باز EF-hand IIبررسووي موتيف 

ه ك اسووتاضووحي در هيدروفوبيسوويته سووطحي تغييرات و

هاي متوالي در اين مناطق باشد. جهش دنبالبهممكن است 

 توانند بر پايداري پروتئين و توانايي تعاملاين تغييرات مي

ساير مولكول سيم و)بهها با  ستقيم با كل ستقغير طور م يم م

 اتأثير بگذارند و اين امر احتمالاً ب لنترازين(ودر ارتباط با ك

ه با مقايسووو .خواهد بودآن مرتبط  زيسوووتيتغيير عملكرد 

نظر ميبه PMCو  وحشوويحجم و انرژي آزاد فتوپروتئين 

تر شووده يا خاهاي فشوورده PMCكه نواحي داخلي رسوود 

ساختار كاهش يافته ب شد و درون   PMC احتمالاً پروتئينا

 كارايي عملكردي خود را كاهش داده يا حتي غيرعملكردي

شد. شتر تک جهش اما شده با  و حجم سبب افزايش ،هابي
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با رسد نظر ميبه .شده استكاهش انرژي آزاد تاخوردگي 

در طي تكامل، انرژي آزاد  EF-hand II از بين رفتن لوپ

نگ پر لدي كاهش و فو نگ  لدي يداري فو پا با وتئين بهتر و 

شتر رخ شده دهدمي بي سته تا اندازه و مطالعه انجام  اي توان

 كند.طي تكامل را توجيه  EF-hand II از بين رفتن لوپ

فاوت ترينمهم بت PMC فتوپروتئين ت  سوووواير به نسووو

 EF-hand II عملكرد بازيابي خانواده، اين هايفتوپروتئين

ست  ئينفتوپروت در زيادي تغييرات لوپ اين شدن فعال. ا

 روتئين،پ بر لوپ اين تأثيرات بهتر درک براي. كندمي ايجاد

سي سيت ،مانند هاويژگي برخي عملي برر سا س به ح  يمكل

 احتمالاً  اضووافي لوپ يک وجود زيرا ،باشوود مفيد تواندمي

بالبه و كلسووويم بيشوووتر جذب به منجر  افزايش آن دن

 .شودمي كلسيم به حساسيت

 اريپايد افزايش دهندهنشان ناپايداري شاخص در تغييرات

 به را آن علت توانمي كه اسووت وحشووي حالت به نسووبت

ناسووووب جايگيري ندهباقي ترم و  دوم لوپ در هاما

سبت هاآن بين هايبرهمكنش  با همچنين،. داد با يكديگر ن

 از كووه F85D و K89S جهش دو موقعيووت بووه توجووه

صل هايماندهباقي  نتوامي شوند،مي محسوب حفره به مت

جه  و جايگيري بهبود موجب هاجهش اين كه گرفت نتي

 پايداري نتيجه در و اندشوووده حفره در ترمحكم اتصوووال

ته افزايش  از آبگريزي ميزان كاهش همچنين،. اسوووت ياف

شاخصتفاوت سبت فتوپروتئين اين ديگر هاي   حالت هب ن

 شتريبي تعداد جايگزيني تواندمي آن دليل كه است وحشي

 .باشد دوم لوپ در آبدوست آمينواسيد

 ساختار براي RMSD مقادير در تدريجي كاهشهمچنين، 

PMC پايداري دهندهنشووان ،وحشووي پروتئين به نسووبت 

 به توجه با. اسوووت پژوهش اين در PMC پروتئين بيشوووتر

 انتظار ،بيوانفورماتيک نتايج در آمدهدسوتبه متبت تغييرات

سيت افزايش به منجر تجربي نتايج اين كه رودمي  در حسا

صال سيم به ات سي حال،اين با. شوند كل  كه ايمطالعه برر

كاران و ابراهيمي توسوووط  اكورين دوم لوپ روي بر هم

 تشاران اوليه شدت تجربي، نتايج در كه داد نشان شد، انجام

 عدادت كاهش بر دليلي كه يابدمي كاهش توجهيقابل طوربه

سازي لوپ از شده ساطع هايفوتون ست شدهباز  اين. ا

 نتووايج كووه داد نشووووان تجربي تحقيقووات در مسوووئلووه

يک مات هاييبه بيوانفور ندنمي تن عات در توان طال يابيبا م  ز

 شووناسووايي براي و باشووند معتبر عملكرد بدون هايلوپ

 پروتئين و PMC پيشووونهادي مدل بين بيشوووتر هايتفاوت

 .است ضروري تجربي مطالعات انجام ،وحشي

 تشکر و قدردانی

ناوري  نت پژوهش و ف عاو يت معنوي م با حما له  قا اين م

 دانشگاه گيلان انجام شده است.
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Abstract 
Mnemiopsin 2 is a Ca2+ regulated photo protein with 207 residues and a 

molecular weight of 24722 Daltons. In the structure of this photoprotein, the 

EF-hand I-III-IV motifs have retained their function in binding to Ca2+, while 

the EF-hand II has lost its activity during evolution. Each EF-hand has a helix-

loop-helix (HLH) structure. Loops with length of 12 residues are responsible 

for Ca2+ binding. In this study, in order to recovery the structural and functional 

of the EF-hand loop II, a Photoprotein Mnemiopsin Chimeric (PMC) was 

designed using direct evolution and rational design. The mutant structure were 

modeled by Modeller v2.10 software. Then the best model was evaluated using 

the Chimera x.8.1 software and Modeval and SAVES and ModEval server for 

RMSD, RRDistance, Z-Dope, Errat and Verify 3D parameters were 

investigated. Also, the secondary structure, free energy of folding and 

accessible surface of the models were investigated by the VADAR server. The 

hydrophobicity and instability index were evaluated by Protscale and 

ProtParam servers. The Prosite results indicate the formation of EF-hand II 

loop in PMC. It is worth mentioning that Changes in the surface 

hydrophobicity of the recovered EF-hand II motif may affect the interaction 

with Ca2+. That means, due to the increase the Ca2+ binding sites, sensitivity to 

Ca2+ and activity were predicted to change. 
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