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 ده:يچك
ن )کروموفور يژن و کوالنترازينه(، اکسيد آمياس 183ن )يم است که از آپوآکوريحساس به کلس ينين فوتوپروتئياکور :زمينه

مطالعات نشان داده  نانومتر( است. 513) ينشر نور آب ،ميدر حضور کلس ينور نيپروتئ نيا عملكرد ل شده است.يتشك ن(يرازيدازوپيميا

 يبررسق حاضر به منظور يدر تحقن نقش دارد. ين اکوريپروتئ يفت نوريدر عملكرد و ش W86و  H16 ،Y82 نهيد آمياست که سه اس

، يبيمورد نظر، در حالت تک و ترک يها گاهيت جايتا نقش و اهمشد استفاده  يبيترک يها ن از جهشيعملكرد پروتئ -رط ساختااارتب

 .ديدست آ هب

ن يد مورد نظر انجام گرفت و فوتوپروتئيدر پلاسم يبيو ترک يتك يها هدفمند، جهش يها با استفاده از روش جهش :ها مواد و روش

دست  هب يها نيپروتئ يت نوريو فعال يحرارت يداريدست آمد. در مرحله بعد پا ه، بيبيترک يها جهش و ين در حالات تک جهشياکور

 .شد يريگ متر، اندازهيها با استفاده از اسپكتروفلور آن يفت نوريو ش يريگ نومتر، اندازهيآمده با استفاده از لوم

گر بالاتر است. يد يها تير موقعيدر عملكرد از سا H16و نقش  يرفت نويدر ش W86گاه يج حاصله نشان داد که نقش جاينتا :ها يافته

 دهد. يرا نشان م يها عملكرد بهتر ر جهشينسبت به سا W86ت يجهش اعمال شده در موقع يحرارت يدارين پايهمچن

بالاتر است  H16و  Y82از  ،نياکور يحرارت يداريو پا يفت نوريدر ش W86نه يد آميگاه اسيق نشان داد که جاين تحقيا :گيري نتيجه

  مربوطه استفاده نمود. ير کاربردهايو سا يحسگر يدر راستا ن کاراتريد پروتئين جهش جهت توليتوان از ا يو م
 يحرارت يداري، پايفت نورين، جهش، شياکور :واژگان کليدي
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 مقدمه

 (Aequorin photoprotein) نين اکوريفوتوپروتئ

ک يبار توسط  نياست که اول ين نوريپروتئ ينوع

 مومورايکا بنام اوسامو شيم آمريمق يدانشمند ژاپن

(Shimomura)يياي، از عروس در  

(Aequorea victoriaشناسا )اين پروتئين  .شد يي

هاي آبي در اثر افزودن  قدرت انتشار نور را در محلول

( داراست. نکته جالب اين +Ca2مقدار کمي کلسيم )

حتي در غياب اکسيژن  است که لومينسانس اين پروتئين

پذير است. شيمومورا در مطالعات بعدي دريافت  نيز انجام

که نور نشر شده در اثر يک واکنش درون ملکولي که در 

 (. 1) افتد اتفاق مي، گيرد مجاورت پروتئين صورت مي

 3 ينه است که دارايد آمياس 181با  ينيپروتئاکورين، 

 اکورينت است. يم در هنگام فعاليگاه اتصال به کلسيجا

صورت  هزوفرم است که بينوع ا 11 از يمخلوط يعيطب

A ،B  وC اکورين شوند. کمپلکس يم يگذار نام رهيغو 

 11 نيک آپوپروتئيشامل  بخش مجزا سهشامل 

، مولکول (apoaequorinاپواکورين ) بنام يلودالتونيک

ن يکوالنترازنام  هک سوبسترا بيژن و ياکس

(coelenterazine)  در  .استن( يفريخانواده لوس)از

 ي، طوريت آنزيمياکورين مشابه فعال کمپلکسحقيقت 

ن کمپلکس باند يم به ايون کلسي 3 يوقتکند که  يعمل م

، (coelenteramid) ديکوالنترام به نيکوالنترازشود،  يم

و  CO2 ،اپواکورين شود و سبب آزاد شدن يده مياکس

 .(1-5) شود يم نانومتر 961با طول موج رنگ  يآب ينور

م، يبه غلظت کلس اکورين يت بالايل حساسيدل هب

درصد بودن  زنده و دارا يها آن با سلول يستيز يسازگار

ن ياز ا نه،يز پس زميگنال نسبت به نويس يار بالايبس

ن يير پايمقاد ييعنوان مارکر جهت شناسا هن بيتوپروتئوف

ملکول( و به خصوص  11/1)کمتر از  يمحصولات معدن

 (.6-8) شود يم استفاده ميسکل

 نهيدآميمطالعات گذشته نشان داده است که سه اس

پتوفان يترو (Y82) 81ن يروزيت ،(H16) 16ن يستديه

86 (W86) ن ياکور يت نوريدر فعال يديکل يها نقش

سبب کاهش  16ن يستديکه جهش در ه يطور هدارند ب

فت ي، سبب ش81ن يروزي(، جهش در ت1ت )يد فعاليشد

، سبب 86پتوفان ير در تريي( و تغ11ه سمت سبز )ب ينور

ها  ت آنياهم يگردد. ول ي( م11) يک نشريجاد دو پيا

سه نشده است. با توجه يگر مقايکديبا  يبيصورت ترک هب

گاه ينه مذکور در جايآم يدهاينکه واکنش متقابل اسيبه ا

ن نقش يگر و با کوالنترازين با همديفعال فوتوپروتئ

کند،  يم ين بازيپروتئ يفت نوريت و شيدر فعال يديکل

تواند  يت مين سه موقعيهمزمان در ا يها انجام جهش

ن مطالعات يشتر مشخص سازد. همچنيها را ب ت آنياهم

شتر بر يکه تاکنون انجام شده است، ب يحرارت يداريپا

 و 11م متمرکز بوده است )يکلس ياتصال يها هگايجا يرو

ن از منظر يت اکورير فعالل ديدخ يها گاهي( و کمتر جا13

 قرار گرفته است.  يمورد بررس يحرارت يداريپا

ارتباط ساختار با عملکرد  يکم يابيگر ارزيد ياز سو

 ياديز معروف است، کمک زين QSAR 1ن که به يپروتئ

ت يثر در فعالؤم يديکل يساختار يفاکتورها ييبه شناسا

 يها توان مولکول ين اساس ميا کند. بر ين ميپروتئ

ن را يپروتئ يفعال و عملکرد يها رگذار در بخشيثأت

 يو ساخت داروها يين روش در شناساينمود. ا ييشناسا

جه انجام ي(. در نت19-11ثر است )ؤار ميد بسيجد

دهد  ين اجازه را به ما مين ايهدفمند در پروتئ يها جهش

 يين شناسايک پروتئيرا در  يدينه کليآم يدهايتا اس

نه در يدآميموارد، چند اس ياريدر بسن ي. همچنميينما

جاد عملکرد يگر سبب ايکديبا  ييمجاورت فضا

رات ييصورت تغ شوند و در يم يخاص ياختصاص

 يا ژهيصورت و هن بيها، عملکرد پروتئ همزمان در آن

                                                 
1

Quantitative Structure Activity Relationship 
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از  يبيترک يها رد. لذا انجام جهشيگ ير قرار ميثأتحت ت

 هرت يحالت اهم نيت است. در اين منظر حائز اهميا

و  يتک يها نه در حالت جهشيآم يدهايک از اسي

 (. 11 و 18د )يدست آ هتواند ب يم يبيترک

 يستيز يمشابه، در فناور يها نين و فوتوپروتئياکور

ن منظر مورد يگسترده هستند که از ا يکاربردها يدارا

 يها نيبه فوتوپروتئ يابي توجه محققان قرار دارند. دست

مناسب،  يداريعملکرد و پاو  يفت نوريافته با شيجهش 

گزارشگر  يها نيعنوان پروتئ ها به باعث استفاده از آن

 (.11-15) خواهد شد يصيتشخ يها تين در کينو

هدفمند  يبيترک يها در مطالعه حاضر ما از جهش

ن در ين اکوريعملکرد فوتوپروتئ -منظور مطالعه ساختار به

 م.يداستفاده کر يحرارت يداريو پا يفت نوريخصوص ش
 

 ها مواد و روش

 يبيتک و ترک يها د جهشيتول

، 1، مطابق جدول يبيها تک و ترک جاد جهشيا يبرا

 هدفمند يجهش ها منظور انجام مر بهيشش جفت پرا

(Site Directed Mutagenesis)و سنتز  ي، طراح

 ديح است که پلاسميد. لازم به توضيگرد

pET-aequorin ن دروني)کلون ژن رمز کننده اکور 

( pET21aد يپلاسم EcoRIو  NdeIبرش  يها گاهيجا

 (. 16د )يه گرديته ياز مطالعه قبل

با  يدير پلاسمياساس روش جهش هدفمند، تکث بر

صورت گرفته و پس از  PWOمراز يم پلياستفاده از آنز

، درون DpnIم محدودگر يه با آنزياول يها هضم رشته

ت. در افيانتقال  XL-1 Blue مستعد شده يها يباکتر

دست آمده  هحاصله ب يها د از کلونيادامه استخراج پلاسم

، EcoRIو  NdeIم محدودگر يو با استفاده از دو آنز

مربوطه  يها جهش يد و جهت بررسييأها ت صحت کلون

ح است يد. لازم به توضيبه شرکت ژن فناوران ارسال گرد

 يتک يها ، از موتانيبيترک يها جهت انجام جهش

به  يبيترک يها د تا جهشياستفاده گرد عنوان الگو به

 ه اضافه گردد.ياول يجهش الگو

 

 قين تحقياستفاده شده در ا يمرهاي( پرا1جدول 

 مرينام پرا يتوال

/3-AAA CAC ATG TTC AAC TTC  GAGC AAC CCG CGT TGG ATT GGT CGT  - /5 F-H16E 
|/3-CGG GTT GACG ACC AAT CCA ACG  CTCGAA GTT GAA CAT GTG TTT  - /5 R-H16E 

/3-ATC GAG GGC TGG AAG AAA C  TTCGAG ACT GAT TGG CCG GCG  - /5 F-Y 82-F 
|/3-CGC CGG CCA ATC AGT CTC  GAAG TTT CTT CCA GCC CTC GAT  - /5 R-Y 82-F 

/3-AAG AAA CTG GCG ACC GAT G  TTTTGG CCG GCG TAC ATC GAG GGC  - /5 F-W 86-F 
/3-GCC CTC GAT GTA CGC CGG CCA  AAAGGT CGC CAG TTT CTT  C ATC - /5 R-W 86-F 

 

  افتهيجهش  يها نيص پروتئيتخل

ن يياعمال شده )انجام تع يها د جهشييأپس از ت

 (DE3) يد حاصله درون باکترينوع پلاسم 9ترادف(، 

BL21  مولار يليم 1 افته و با استفاده ازيانتقال IPTG 

ن در يستديدنباله ه يد. با توجه به طراحيالقاء گرد

ستفاده از ستون ن، پس از القاء با اينو پروتئيآم يانتها

Ni-NTA ،5 نينوع پروتئ H16E ،aeq ،aeq-Y82F ،

aeq-W86F ،aeq-Y82F/W86F و 

 aeq-H16E/Y82F/W86F و با  يخالص ساز

ز يها مورد آنال خلوص آن SDS-PAGEاستفاده از 

ها با استفاده از روش  نين پروتئيقرار گرفت. همچن

 گرم دريليم 1ن غلظت شده و در غلظت ييبرادفورد تع

 يتول، در دمايسوربمولار  يليم 31به همراه تر يليليم

 شدند. يساز رهيگراد، ذخ يدرجه سانت -81
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 ها جهش يپيفنوت يابيارز

ا جهش ين بدون جهش يکروگرم از نمونه پروتئيم 5

س يمولار تر يليم 51) 1تر از بافر يکروليم 15افته به ي

(pH8حاو )مولار  يليم 5 يEDTA  مولار  يليم 11و

DTT  ن يکرومولار از کوالنترازيم 5اضافه شد. سپس

hcp ک ساعت يمدت حداقل  هبه آن افزوده شده و ب

ت يد. در نهاي، انکوبه گردگراد يسانت درجه 9 يدر دما

مخلوط مذکور  يساز قيبار رق 11 يال 11ز پس از ين

)بافر  1 تر از بافريکروليم 111با اضافه کردن ، 1با بافر 

  يبلافاصله نشر نور CaCl2ولار م يليم 15 يحاو 1

(RLU ،relative luminescence ) به کمک دستگاه

 GmbH،Berthold Detection)نومتر يلوم

Systems ،)شات با سه بار تکرار يخوانش شد. آزما

 ز قرار گرفت.يمورد آنال
 

 ها جهش ينشر نور يابيارز

افته با يه و جهش ين اولياکور يمم نشر نوريماکز

 متر مدليدستگاه اسپکتروفلور استفاده از

perkin Elmerنحالت طول موج يدست آمد. در ا ه، ب

تا  311ن يب ياعمال نشده و اسکن نشر نور يکيتحر

کرومولار يم 5نانومتر پس از اضافه کردن  811

د. يد ثبت گرديم کلرايمولار کلس يليم 15ن و يکوالنتراز

مورد  يها نيپروتئ ين سنجش غلظت تماميدر ا

 بود. تريليليگرم در ميليم 1اده استف
 

 ها جهش يحرارت يداريپا يابيارز

افته با اعمال يه و جهش ين اولياکور يحرارت يداريپا

قه يدق 31مدت  هبگراد  يدرجه سانت 65 ييشوک دما

مشابه  ،نيپروتئ يت نوريش شد. سپس فعاليآزما

دست  هب RLUصورت  هح شده در بالا، بيروش تشر

مورد  يها نيپروتئ يجش غلظت تمامن سنيآمد. در ا

ن يبود. همچن تريليليگرم در ميليم 1استفاده 

 ز قرار گرفت.يشات با سه بار تکرار مورد آناليآزما
 

 ها يافته
 افتهيجهش  يها نيه اکوريته

، يبيهدفمند تک و ترک يها پس از انجام جهش

ر يز شد که، تکثيژل آگاروز آنال يبر رو PCRمحصول 

صورت ( kbلو باز )يک 6اندازه حدود  د بايپلاسم

و  DpnI يمين پس از هضم آنزيگرفته است. همچن

 يها ، از کلونE.coli يد به درون باکتريانتقال پلاسم

د صورت گرفته ياستخراج پلاسم اًمجدد ،دست آمده هب

هضم شد که، آزاد  EcoRIو  NdeIم يو با دو آنز

 يها نيانگر حضور اکوريب يباز 615شدن قطعه حدود 

د ييأت يدهايد است. پلاسميلاسمپافته درون يجهش 

ن ترادف، به شرکت مربوطه ارسال ييشده جهت تع

انگر صحت يز بين ترادف نييج تعيد که نتايگرد

 (.1اعمال شده بود )شکل  يها جهش

 

 
 

 

 يبيو ترک يصورت تک جهش هب 86و  81، 16ت يافته در موقعي( با نمونه جهش .aeqه )ين اولياکور cDNA ين توالييج حاصل از تعينتا (1شکل 
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 يمربوطه درون باکتر يدهايدر مرحله بعد پلاسم

با استفاده از  IPTGافته و پس از القاء با ي، انتقال يانيب

، 1خالص شدند. مطابق شکل  Ni-NTA يها ستون

دست  هافته بيجهش  يها نيخلوص مطلوب از پروتئ

 آمده است.

 

 
 

 ن:ييب از بالا به پاي)به ترت ي( مارکر وزن ملکول1ه، )ين اولياکورSDS-PAGE. (1)افته با استفاده از ي( و جهش WTه )ين اوليورز اکي( آنال1شکل 

 .aeq-H16E( ،9 )aeq-Y82F(،5 )aeq-W86F (،6 )aeq-Y82F/W86F( ،1 )aeq-H16E/Y82F/W86F( 3لودالتون(، )يک 1989، 1889 35،15، 95، 66، 116 

 

 افتهيجهش  يها نيلكرد اکورج عمينتا

افته با استفاده از روش يه و جهش ين اوليت اکوريفعال

ها و دستگاه  سنجش ارائه شده در بخش مواد و روش

ش ين آزمايج حاصل از اينومتر صورت گرفت. نتايلوم

افته به شدت يجهش  يها نينشان داد که عملکرد اکور

درصد  31موارد به کمتر از  يافته و در تماميکاهش 

 (.3رسد )شکل  يه مينمونه اول
 

 
 افته در حالت قبل و بعد از ي( و جهش .aeqه )ين اوليز عملکرد اکوري( آنال3شکل 

 باشد.( يشات با سه بار تکرار ميم. )آزماياضافه کردن کلس

 

ه و ين اولياکور يمم نشر نوريگر ماکزيد ياز سو

 به ياز آب aeq-86در  يفت نوريانگر شيافته بيجهش 

 و  aeq-86سمت سبز )طول موج بلندتر( و در 

86/81-aeq به سمت بنفش )طول موج  ياز آب

رات ييها تغ ر جهشيدر سا يتر( بوده است. ول کوتاه

 (.9مشاهده نشد )شکل  يواضح
 

 
 

 

 ( آناليز ماکزيمم نشر نوري اکورين اوليه و جهش يافته. )بالا( 9 شکل

  aeq-H16Eهاي جهش يافته  ( با نمونه1) منحني مقايسه نشر نوري اکورين اوليه

(1 ،)aeq- Y82F (3،) aeq- Y82F/W86F(9 ،)aeq- W86F  

(5،)aeq-H16E/Y82F/W86F (6( مقايسه فنوتيپ اکورين اوليه )پايين( )N با دو نمونه ) 

 در شرايط تاريکي و پس از اضافه کردن کلسيم aeq-W86Fو  aeq-Y82Fجهش يافته 

 

 افتهيجهش  يها نيراکو يداريج پاينتا

افته با استفاده از اعمال يه و جهش ين اولياکور يداريپا

ج حاصل يسه قرار گرفت. نتايمورد مقا يشوک حرارت

  نيپروتئ يداريش نشان داد که پاين آزماياز ا

aeq-86 (.5ها، بالاتر است )شکل  گر جهشياز د 
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 در حالت قبل و بعد از  افتهي( و جهش aeqه )ين اولياکور يداريز پاي( آنال5شکل 

 باشد.( يشات با سه بار تکرار ميم. )آزماياضافه کردن کلس

 

 بحث
 81ن يروزي، ت16نيستديه يسه اسيد آمينه اکوريندر 

داراي نقش کليدي جهت فعاليت  86پتوفان يو تر

 . (6)شکل  انس اين پروتئين هستندسبيولومين

منبع عنوان يک  هکه اسيد آمينه هيستيدين ب طوري هب

 کوالنتراميددريافت پروتون بالقوه از گروه فنوليک 

که اسيد آمينه تريپتوفان  در صورتي .کند عمل مي

 کرده وعمل  ،عنوان دهنده پروتون به اين بخش هب

عنوان دهنده اضافه  هبز ينگروه هيدروکسيل تيروزين 

در اين حالت فعال شدن  .کند پروتون عمل مي

رائه اين پروتون اضافه فوتوپروتئين با کلسيم به ا

بستگي دارد چرا که وجود پروتون اضافه سبب کاهش 

در حالت برانگيخته  کوالنتراميداسيديته گروه فنوليک 

ل استفاده از ين دلي(. به هم11و  1) شود مي

 يها جاد جهشين به همراه ايکوالنتراز يها آنالوگ

مورد  يها نيپ فوتوپروتئير در فنوتييهدفمند سبب تغ

 (. 18گردد ) يمطالعه م

براساس مطالعات صورت گرفته، انجام جهش هدفمند 

ت ير فعاليسبب کاهش چشمگ 16نيستديه در مورد

نکه گروه يا ن با توجه بهي(. همچن1شود ) ين ميپروتئ

OH   وسيله يک باند هيدروژني به  هب 81ن يروزيت از

از  1Pheny (P-hydroxy)-6 اتم اکسيژن گروه

، در اثر (6)شکل  ابدي ياي کوالنترازين اتصال مسوبستر

آلانين  جهش در اين اسيد آمينه و تبديل آن به فنيل

( 81ن يروزيتحذف گروه هيدروکسيل از  يعني)

مشخص شده است که يک شيفت نوري از آبي به 

(. 11شود ) ن مشاهده ميين فوتوپروتئيسبز در ا

يدروژني ن نکته است که باند هيانگر ايمطالعات فوق ب

از  1Pheny (P-hydroxy)-6 اتم اکسيژن گروه

د يک فاکتور کنترلي اوليه جهت ويژگي يکوالنترام

که رفع  طوري هباشد. ب اسپکتروم نشر نوري اکورين مي

فوتوپروتئين اکورين، سبب   81ن يروزيت از OHگروه 

 شود.  تغيير در ويژگي اين اسپکتروم مي
 

 
 

  نياکور يديکل نهيآم دياس سه اطارتب نحوه از يريتصو (6شکل 

 (.CLZ) کوالنترازين از Phenyl (P-hydroxy)-6 گروه با
 

، گروه ايندول نين عملکرد اکوريدر ح گريد ياز سو

نيز در اتصال به اتم اکسيژن گروه  86پتوفان يتراز 

1Pheny (P-hydroxy)-6  از سوبستراي کوالنترازين

و تبديل آن به فنيل باشد و تغيير در اين اسيد آمينه  مي

تر  آلانين سبب ايجاد فوتوپروتئيني با طول موج پايين

 (.11و  11گردد ) نانومتر( مي 911)حدود 

اساس مطالعات صورت گرفته،  بر يکل طور هب

ن ين اکوريفوتوپروتئ يکه تاکنون بر رو ييها جهش

شوند،  يم ميانجام شده است، به دو گروه عمده تقس

ر در ييکه سبب تغ SloDK 1هاي  دسته اول جهش

شوند.  يف نشر نور به کندي و آهستگي ميميزان تضع

 (Bright) هاي درخشان و تابان دسته دوم، جهش

                                                 
2
 Slow decay rate 
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ها نشان  است که لومينسانس بالايي را در باکتري

دهند چرا که سبب افزايش حساسيت کلسيم يا  مي

 شود.  پايداري فوتوپروتئين مي

ها هم ميزان  که در آن SloDKهاي  برخلاف جهش

ف نشر نور و هم حساسيت کلسيم، تغيير يتضع

هاي تابان، تغييرات حساسيت کلسيم را  کند، جهش مي

دهد.  ف نشر نور، نشان مييبا کمترين تغييرات تضع

رسد هر دو جهش مذکور در اثر يک جهش  نظر مي هب

و تک و جايگزين يک اسيد آمينه در  يا نقطه

هاي تنظيم شده  يکسيا آلفا هل EF-handهاي  موتيف

 (. 31و 13، 11گيرد ) ها، صورت مي کنار آن

بندي ديگر اکورين جهش يافته به دو گروه  در يک دسته

 هاي پايدار حرارتي شوند: جهش بندي مي ديگر تقسيم

(Thermostable mutant) هاي با طول  و جهش

که در نوع دوم  (Persistent mutant) لومينسانس بالاتر

گيرد. به  ف نشر نور، ديرتر صورت مييدر واقع تضع

هاي  هاي نوع دوم همان جهش عبارت ديگر جهش

SloDK باشد.  بندي اشاره شده در بالا مي در طبقه 

، Lys17Argاساس مطالعات موجود سه جهش  بر

Gln168Arg  وLeu170ILe . سبب افزايش پايداري

از سوي ديگر  .شود حرارتي فوتوپروتئين اکورين مي

، Glu35 Gly ،Asp117Gly شش جهش

Glu128Gly ،Phe149Gly ،Asp153Gly و 

Val44Ala بب به تأخير افتادن تضعف نشر نور در س

 (.31و  31) گردد اکورين مي

ق حاضر نشان يدر تحق يبيتک و ترک يها انجام جهش

اعمال شده سبب کاهش  يها جهش يداد که تمام

شود.  يه ميسه با نمونه اولين در مقاياکور يت نوريفعال

 نهيد آميت اسيد، اهمين مشخص گرديا بر علاوه

نه يد آمين از دو اسياکور يت نوريدر فعال 16ن يستديه

 يشات قبليج با آزماين نتايتر است که ا گر برجستهيد

 يفت نورياز لحاظ ش ي(. ول11مطابقت دارد )

در  86 پتوفانيتر ندول دريد که گروه ايمشخص گرد

ت ياهم 81 نيروزيت از ل يدروکسيسه با گروه هيمقا

در هر دو  يبيکه جهش ترک يطور هدارد. ب يشتريب

به سمت طول  يفت نوريسبب ش 86و  81ت يموقع

 يدارين مطالعات پايشود. همچن يتر، م نييپا يها موج

 پتوفانيتر ندول درينشان داد که حذف گروه ا يحرارت

سه يدر مقا يحرارت يداريش پايتواند سبب افزا يم 86

 گر گردد. يد يها ر جهشيابا س

ن، انجام ين اکوريفوتوپروتئ يبالا ييبا توجه به کارا

و  يساختار يداريش پايمنظور افزا د بهيمف يها جهش

 يتواند در راستا ين، ميپروتئ نيا ينهيعملکرد به

جه يف گردد. درنتين تعرين اکوريثرتر پروتئؤاستفاده م

ن يه پروتئب يابي تواند سبب دست يم يليمطالعات تکم

 .گردد يو ساختار يتر از نظر هر دو جنبه عملکرد يقو
 

References: __________________________________________________________ 

1.Shimomura, O. A Short Story of Aequorin. 

Biol Bull 1995; 189 , 1-5.  

2.Head, J.F., Inouye, S.,  Teranishi, K., et al. 

The crystal structure of the photoprotein 

aequorin at 2.3 Å resolution. Nature, 2000; 

405 , 372–6. 

3.Toma S., Chong K.T., Nakagawa A, et al. The 

crystal structures of semi-synthetic aequorins. 

Protein Sci 2005; 14: 409–16. 
4.Shimomura O. Luminescence of aequorin is 

triggered by the binding of two calcium ions. 

Biochem Biophys Res Commun 1995; 211: 

359–63. 

5.Inouye S. Blue fluorescent protein from the 

calcium-sensitive photoprotein aequorin is a 

heat resistant enzyme, catalyzing the 

oxidation of coelenterazine, FEBS Lett 2004; 

577: 105–10. 

6.Brini M, Pinton P., Pozzan T, et al. Targeted 

recombinant aequorins: Tools for monitoring 

[Ca2+] in the various compartments of a living 

cell. Microsc Res Tech 1999; 46: 380–9. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

0-
27

 ]
 

                               7 / 9

http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-646-en.html


 1735/ فروردين و ارديبهشت 1سال هجدهم/ شماره                                                /طب جنوب                                   55

 

http://bpums.ac.ir 

7.Brini M. Calcium-sensitive photoproteins. 

Methods. 2008; 46: 160–6. 

8.Blinks JR. Use of photoproteins as 

intracellular calcium indicators. Environ 

Health Perspect 1990; 84: 75-81. 

9.Dikici E., Qu X, Rowe L, et al. Aequorin 

variants with improved bioluminescence 

properties. Protein Eng Des Sel 2009; 23: 1-6. 

10.Stepanyuk GA, Golz S, Markova SV, et al. 

Interchange of aequorin and obelin 

bioluminescence color is determined by 

substitution of one active site residue of each 

photoprotein. FEBS Lett 2005; 579: 1008–14. 

11.Ohmiya Y, Ohashi M, Tsuj FI. Two excited 

states in aequorin bioluminescence induced by 

tryptophan modification. FEBS Lett 1992; 

301: 197–201. 

12.Tsuzuki K, Tricoire L, Courjean O, et al. 

Termostable mutants of the photoprotein 

aequorin obtained by in vitro evolution. J Biol 

Chem 2005; 280: 34324-31. 

13.Tricoire L, Tsuzuki K, Courjean O, et al. 

Calcium dependence of aequorin 

bioluminescence dissected by random 

mutagenesis. Proc Natl Acad Sci 2006; 103:  

9500-5. 

14.Gedeck P, Rohde B, Bartels C. QSAR—how 

good is it in practice? Comparison of 

descriptor sets on an unbiased cross section of 

corporate data sets. J Chem Inf Model 2006; 

46: 1924–36. 

15.Rodgers SA, Davis AM, van de Waterbeemd 

H. Time-series QSAR analysis of human 

plasma protein binding data. QSAR Comb. 

Sci 2007; 26: 511–21. 

16.Weaver S, Gleeson MP. The importance of 

the domain of applicability in QSAR 

modeling. J Molecul Graph Model. 2008; 26: 

1315–26. 

17.Kubinyi H. QSAR and 3D QSAR  in drug 

design. Drug Des 1997; 2: 457-67. 

18.Hsieh PC, Vaisvila R. Protein engineering: 

single or multiple site-directed mutagenesis. 

Methods Mol Biol 2013; 978: 173-86. 

19.Ling MM, Robinson BH. Approaches to 

DNA mutagenesis: an overview. Anal 

Biochem 1997; 254: 157-78. 

20.Galvan B, Christopoulos TK. 

Bioluminescence hybridization assays using 

recombinant aequorin: Application to 

detection of prostate specific antigen mRNA. 

Anal Chem 1996; 68: 3545–50. 

21.Xiao L, Yang C, Nelson CO, et al. 

Quantitation of RT-PCR amplified cytokine 

mRNA by aequorin-based bioluminescence 

immunoassay. J Immunol Meth 1996; 199: 

139-47. 

22.Deo SK, Lewis JC, Daunert S. 

Bioluminescence Detection of Proteolytic 

Bond Cleavage by Using Recombinant 

Aequorin. Anal Biochem 2000; 28: 87–94. 

23.Frank LA, Borisova VV, Markova SV,  et al. 

Violet and greenish photoprotein obelin 

mutants for reporter applications in dual-color 

assay. Anal Bioanal Chem 2008; 391: 2891–6. 

24.Rider TH, Petrovick MS, Nargi FE,  et al. 

AB Cell-Based Sensor for Rapid 

Identification of Pathogens. Sci 2003; 301: 

213-5. 

25.Erikaku T, Zenno S, Inouye S. 

Bioluminescent immunoassay using a 

monomeric Fab9-photoprotein aequorin 

conjugate. Biochem Biophys Res Commun 

1991; 174: 1331–6. 

26.Zeinoddini M, Khajeh K, Hosseinkhani S, et 

al. Stabilisation of Recombinant Aequorin by 

Polyols: Activity, Thermostability and 

Limited Proteolysis. Appl Biochem 

Biotechnol 2013; 170: 273-80. 
27.Shimomura O, Teranishi K. Light-emitters 

involved in the luminescence of 

coelenterazine. Luminescence 2000; 15: 51-8. 

28.Rowe L, Rothert A, Logue C, et al. Spectral 

tuning of photoproteins by partnering site-

directed mutagenesis strategies with the 

incorporation of chromophore analogs. 

Protein Eng Des Sel 2008; 21: 73-81. 

29.Kurose K, Inouye S, Sakaki Y, et al. 

Bioluminescence of the Ca2+ binding 

photoprotein aequorin after cystein 

modification. Proc Natl Acad Sci 1989; 86: 

80–4. 
30.Armestrong L, Hsu M, Li M. Modified 

photoproteins with increased affinity for 

calcium and enhanced bioluminescence and 

uses thereof. Google Patents; 2010. 

31.Lambolez B, Gibelin N, Bourout G, et al. 

Mutated photoproteins and their uses. Google 

Patents; 2002. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

0-
27

 ]
 

                               8 / 9

http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-646-en.html


ISMJ 2015; 18(1): 37-45 
 

Website: http://bpums.ac.ir 

Journal Address: http://ismj.bpums.ac.ir 

 
Orginal Article 

 

 

The role of His 16, Tyr 82 and Trp 86 in color 

shift, activity and thermostability of aequorin 

photoprotein 
 

 

F. Ghanbartalab 
1
, M. Zeinoddini 

1*
, S. Hosseinkhani 

2
, 

 M. Esmailinejad 
1
, SE. Hosseini 

1
, M. Laali 

1
 

 
1 Department of Genetic Engineering, Bioscience and Biotechnology Research Center, Mallek Ashtar 

University of Technology, Tehran 

2 Faculty of Biological Science, Tarbiat Modares University, Tehran 

 

 

 

(Received 11 Jun, 2013 Accepted 7 Sep, 2013) 
 

Abstract 

Background: Aequorin is a calcium sensitive photoprotein composed of apoaequorin (189 amino acid), 

oxygen and coelenterazine (imidazopyrazine chromophore). Activity of this photoprotein in calcium 

presence is blue photon emission (469 nm). Studies have shown that three amino acids H
16

, Y
82

, W
86

 are 

involved in color shift and activity of Aequorin. In this work, for study of structural-functional 

relationship, combinational mutant was used for determine of the interest places importance in single and 

combination state.  

Materials and Methods:  Using site directed mutagenesis, the single and multiple mutations done in 

plasmid and mutated aequorin in single and multiple states were prepared. Next, thermostability, activity 

and color shift of produced protein determined using luminometer and spectrofluorimetry, respectively.  

Results: We found that W86 and H16 play a more critical role in color shift and activity respectively. In 

addition, mutation of W86 provides better termostability compared to other mutations. 

Conclusion: This investigation was shown that the role of W86 in aequorin shift light and thermostability 

is better than Y82 and H16 and this mutant could be used for effective protein production in sensor and 

other applications. 
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