
 

   

پیش بینی آثارSNPهای غیرمترادف ژن استروژن رسپتور  
بر ساختار و عملکرد پروتئین آن در گاومیش  خوزستانی

bb

چكید ه 
پیشرفت های اخیر در توالی یابی DNA و الگوریتم های محاسباتی منجر به تشخیص SNPهایی با ارزش بالاتر شده است. در این تحقیق 
از چندین الگوریتم محاسباتی برای بیان تاثیر SNP های ژن استروژن رسپتور آلفا )ESRα( بر عملکرد پروتئین در ژنوم گاومیش استفاده 
SNP )Argenin43Histedin,Th در112 گاومیش خوزستانی استفاده شده است. دو Affymetrix90KSNP شد.در این بررسی از تراشه

 Sift .انجام گردید Provean و Sift ،Panther ها با استفاده از سرورهایSNPیافت شد. آنالیز این ESRα برای ژن )ronin15Alanin
با محاسبه ضریب صفر اثر SNPها را مخرب و موثر بر عملکرد پروتئین پیش بینی کرد و Panther برای دو SNP اثرات مخرب و موثر 
بر عملکرد پیش بینی کرد. الگوریتم Provean با محاسبه ضریب 0/08- برای Alanin SNP-Thronin15 و با محاسبه امتیاز 0/13- برای 
و  پروتئین  پایداری  بر  این SNPها  اثرات  بیشتر  بررسی  برای  کرد.  پیش بینی  را طبیعی   SNP این اثرات   SNP-Argenin43Histedin
استحکام ازالگوریتم I-mutant استفاده شد. الگوریتم I-mutant تاثیر SNP بر پایداری پروتئین را با کمک رگرسیون و براساس تغییر در 
SNP- .ثبات پروتئین را کاهش می دهد pH=7 در دمای25 درجه و SNP-Thronin15Alanin .پیش بینی کرد )DDG=-0/49( انرژی آزاد
 I-taser با سرور ESRα ثبات پروتئین را کاهش می دهد. مدل سازی پروتئین )DDG=-0/53( با محاسبه امتیاز Argenin43Histedin
انجام شد. اعتبارسنجی مدل ها به کمک نقشه های راماچاندران و سرور Pro-SAحاکی از انحراف پروتئین جهش یافته در مقایسه با مدل 
طبیعی است. مقایسه نتایج داکینگ در دو مدل، نشاند هنده ی تغییر غیرمستقیم آمینواسیدهای درگیر در اینترکشن در مدل جهش یافته 
است.SNPها در اکتیوسایت نمی باشند ولی با تغییر ساختار پروتئین، به طور غیرمستقیم بر آمینواسیدهای درگیر در اینترکشن تاثیرگذار 

بوده اند و باعث کاهش میل اتصالی لیگاند در مدل جهش یافته شده اند.
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Recent developments in DNA sequencing and computational algorithms have leading to the discovery of higher value SNPs. 
In this research, several computational algorithms were used to express the effect of ESRα gene SNPs on protein function 
in buffalo genome. In this study genomic information of 112 Khuzestani buffaloes that revealed by Affymetrix-90K-SNP-
Chip were used. We found two SNPs for ESRα gene. The analysis of these SNPs was performed using Sift, Provean servers. 
Sift by calculating a zero coefficient, predict that SNPs effects were destructive and effective on protein function. Provean 
algorithm predict a natural effect by calculating a coefficient of -0.08 for Thr15Ala-SNP and a score of -0.13 for Argenin 
43 Histedin-SNP. The SNPs were examined using I-mutant for further investigation of SNPs effects on Protein stability. I-
mutant algorithm predict the effect of SNP on protein stability by regression and based on the change in free energy (DDG=-
0.49). The result suggestedthat Thronin15Alanin-SNP at 25 °C and pH=7 will reduce the protein stability and Argenin 43 
Histedin-SNP, because of its score (DDG=-0.53), has same effect on protein stability. ESRα protein modeling was performed 
by I-taser server. Validation of the models by Ramachandran plot and Pro-SA server, indicating a deviation in the mutant 
protein compared to the natural model. Molecular docking in both natural and mutant models indicates no direct changes in 
the amino acids involved in the interaction. However by side effect and indirectly there is a decrease in ligand binding affinity 
for the receptor in the mutated model compare to the natural model.
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مقدمه
مشکلات  از  یکی  است.  کوتاه  دوره  یک  فحلی  سیکل  گاومیش  در 
چون  است،  فحلی  تشخیص  یا  و  شناسایی  گاومیش  تولیدمثل  در  عمده 
با گاو وسایر پستانداران  نشانه فحلی به خوبی در گاومیش در مقایسه 
فحلی  است.  نشده  دید، مشخص  به وضوح  را می توان  فحلی  که علائم 
)استروس( گاومیش به عنوان یک فحلی خاموش نشان داده می شود. برای 
غلبه به این مشکل در حال حاضر چندین روش در تشخیص فحلی گاومیش 
پیشنهاد شده است، اما تا به امروز هیچکدام از این روش ها کارآمد و 

قابل اعتماد نبوده است )۱۶(.
از  دارد.  گاو  در  فحلی  رفتار  کنترل  در  مهمی  نقش  ژنتیکی  عوامل 
طریق تکنیک های RT-PCR، ریزآرایه، SNP،PCR-RFLP برآورده شده 
که تقریبا ۲۶۹ ژن نقش مهمی در فحلی دارند. این  ژن ها تحت تأثیر برخی 
هستند.  فحلی  سیکل  طول  در  رونویسی  درسطح  توجه  قابل  تغییرات 
گیرنده های استروژن فاکتورهای رونویسی  می باشند که با استروژن باند 
 ESRß و ESRα می شوند و رونویسی آن را تنظیم می کنند. دو ایزوفرم آن

توسط ژن های جداگانه ایی کد می شوند. گیرنده استروژن آلفا (ESRα) یک 
گیرنده ضعیف است که در تنظیم عملکرد ژن استروژن، پاسخ لاکتوفرین 
نقش دارد.پروتئین های استروژن آلفا و پرولاکتین در طول همه شرایط 
فیزیولوژیکی مانند لاکتیشن تعیین می شوند. استروژن و گیرنده استروژن 
بر  اثر  آن  اثرات ویژه  از  دارند.  پاسخ ژن استروژن نقش  تنظیم  آلفا در 
از ۱7  گاومیش  پستانی است. طول سیکل فحلی در  بیولوژی غدد  روی 
تا ۲۶ روز با متوسط ۲۱ روز است. بی نظمی های زیادی در طول سیکل 
فحلی گاومیش به دلیل عوامل مختلف، از جمله شرایط زیستی نامطلوب 
دیده  تخمدان  استروئیدی  هورمون های  ترشح  در  بی نظمی  و  تغذیه ای 
می شود. فحلی خاموش مسئله اصلی برای تولیدمثل گاومیش است. فصول 
سال اثر عمده ایی بر بروز فحلی خاموش در گاومیش دارند. فحلی خاموش 

در فصول گرم و معتدل به ترتیب 8۵ و ۵۶ درصد است )۲۱(. 
زیاد،  گوساله زایی  فاصله  و  مدت  طولانی  و  ضعیف  فحلی  بیان 
می کند،  تشدید  گرم  فصل  در  را  گاومیش  از  بهره وری  در  محدودیت ها 
در واقع پتانسیل تولیدمثل کم گاومیش یک نگرانی عمده برای چندین 
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دارد.  نقش  لاکتوفرین  تنظیم  در  بتا  استروژن  گیرنده  است.  بوده  دهه 
تولید گوشت و شیر است.  نظر  از  گاومیش گونه مهم در سراسر جهان 
عمده محدودیت ها برای بهره-برداری کامل از پتانسیل تولیدی گاومیش 
بازده ذاتی تولیدمثل پایین آن با توجه به تاخیر در بلوغ، سن بالاتر در 
اولین زایمان، دوره طولانی آنستروس بعد از زایمان، فحلی خاموش، تاثیر 
ژن  اهمیت  به  توجه  با  است)۶(.  کم  آبستنی  نرخ  و  پرورش  در  فصل 
گیرنده استروژن آلفا در بیان ژن استروژن و نقش این ژن در بروز فحلی 
و همچنین محدودیت هایی که فحلی خاموش و طولانی برای بهره وری از 
گاومیش ایجاد می کنند، مطالعه عوامل موثر در بروز فحلی خاموش حائز 
اهمیت می باشد. بروز جهش در ژن های درگیر در بیان استروژن می تواند 

یکی از عوامل اثرگذار بر بروز فحلی خاموش باشد.
SNPهایی كه در نواحی كدكننده رخ می دهندمورد توجه پژوهشگران 
بوده اند. این SNPها بر ساختار mRNA و پایداری پروتئین موثر هستند 
و اغلب سبب تغییر عملكرد بیولوژیكی پروتئین ها می گردند.گاهی اوقات 
ایجاد جهش در نواحی پروموتر ژن یا نواحی اینترون ژن سبب تغییر در 
بیان رونویسی ژن و پایداری RNA و در نهایت بیان پروتئین مربوطه می -

گردد)۱(. یافتن اثر تغییر یک نوکلئوتید در ژنوم دام بر روی عملکرد دام، 
حوزه مطالعاتی بنام پویش ژنومی (GWAS) را ایجاد نموده است. بر این 
اساس تراشه های SNP با تراکم مختلف برای هر دام طراحی شده است. 
گاومیش خوزستان در دسترس  SNPبرای  تراشه  اخیرا  اینکه  به  توجه  با 
قرار گرفت، لذا یافتن SNPهای احتمالی در بخشی از ژنوم مرتبط با فحلی 
خاموش (ESRα) در دام مقاومی همچون گاومیش و برآورد اثر جهش بر 

عملکرد پروتئین از اهداف این تحقیق بود.

 مواد و روش ها

در این بررسی از اطلاعات ژنوتایپینگ ۱۱۲ گاومیش خوزستانی که 
شهرستان های  جمله  از  هستند،  پراکنده  خوزستان  در  منطقه  درشش 
از مهم ترین  آزادگان که  اهواز، شادگان و دشت  دزفول، شوش، شوشتر، 
شد.  استفاده  می باشند  جمعیت  این  پرورش دهنده  شهرستان های 
در  جمعیت  پراکندگی  با  متناسب  که  شد  انجام  گونه ای  به  نمونه گیری 
شهرستان ها باشد. نمونه ها برای تعیین ژنوتایپ به پارک علم و فناوری 
۹۰k شرکت  اسنیپ  تراشه  کمک  با  و  شدند  فرستاده  ایتالیا  در  پاردانو 
و  معمول  فیلترهای  اعمال  از  پس  و  شدند  ژنوتایپ  تعیین  افیمتریکس 
مرسوم، 8۹۹8۰ جایگاه SNP را در سرتاسر ژنوم نشان دادند. آرایه های 
طراحی شده جهت تعیین ژنوتیپ گاومیش امکان ژنوتیپ 8۹۹8۰ جایگاه 
مارکری SNP را فراهم می آورد. هر چیپ دارای ۹۶ آرایه می باشد و هر 

آرایه برای بررسی یک حیوان مورد استفاده قرار می گیرد.

Sift با استفاده از SNPپیش بینی اثرات
 Nonsynonymouse) غیرمترادف  های   SNP اثرات  پیش بینی  برای 
 Sift (Sorting IntolerantFrom از  پروتئین  عملکرد  و  ساختار  بر   (SNP
با   ESRα پروتئینی  توالی   .(http://sift.jcvi.org) شد  استفاده   (Tolerant
فرمت Fasta به همراه جهش های مربوطه (R43H,T15A) در نرم افزار 
یا  و  کوچکتر  امتیاز  می باشد.   ۰/۰۵ اساس  بر   Sift امتیازدهی  شد.  اجرا 
مساوی ۰/۰۵ را مخرب وموثر بر عملکرد و امتیاز بالاتر از ۰/۰۵ را طبیعی 

ویا قابل تحمل (Tolerate) پیش بینی می کند )۱۵(.

Provean های غیرمترادف با استفاده از SNPپیش بینی اثر عملکردی
اساس  بر   Protein Variation Effect Analyser (PROVEAN)
برعملکرد  آن  بودن  بی اثر  یا  و  آمینواسید  جانشینی  اثر  الگوریتم هایی 
 (http://provean.jcvi.org/seq_submit.php) .پروتئین را پیش بینی می کند
این الگوریتم باعث ایجاد تعادل میان جانشینی طبیعی و مخرب با کمک 
نرم افزار  این  آستانه  ارزش  می شود.   (Threshold value) آستانه  ارزش 
۲/۵- می باشد. توالی ها در فرمت Fasta آماده شدند. توالی هایی که دارای 
امتیاز کمتر از ۲/۵- باشند مخرب و توالی هایی که ارزش  آن ها بالاتر از 

۲/۵- باشد، طبیعی پیش بینی می شوند )8 ،7(.

Panther های غیرمترادف باSNP پیش بینی ویژگی های عملکردی
 Panther (Protein Analysis Through از   Sift نتایج  تایید  برای 
بر  سرور  این  پیش بینی های  شد.  استفاده   (Evolutionary Relationship
این سرور  پیش فرض  نمره  است.   Hiden Markov Model برآورد  اساس 
۳- می باشد، که اگر امتیاز پیش بینی شده برای توالی بزرگتر از ۳- باشد، 
این توالی مخرب پیش بینی می شود و اگر کوچکتر از ۳- باشد، طبیعی در 

نظر گرفته می شود )۲۳(.

I-MUTANT بررسی ثبات پروتئین با استفاده از
I - M U T A N T ( h t t p : / / f o l d i n g . b i o f o l d . o r g / c g i - b i n / i -

cgi.mutant2.0) نرم افزاری است که به طور  اتوماتیک تغییر در استواری 
در  تغییر  از  استفاده  با  را  منفرد  جهش های  از  ناشی  پروتئین  ثبات  و 
(DDG) پیش بینی می کند. پیش بینی های این نرم افزار  انرژی آزاد گیبس 
بر اساس پایگاه داده (http://www.abren.net/protherm/)Protherm است 
)۹(. توالی پروتئینی با فرمت Fasta به همراه SNPها به عنوان ورودی 
برای نرم افزار هستند. خروجی برای I-mutant مقدار تغییر انرژی آزاد یا 
نشانه DDG است. نشانه DDG توسط معادله مقدار انرژی آزاد گیبس 
تانخورده  طبیعی  نوع  آزاد  انرژی  منهای  تانخورده  جهش یافته  پروتئین 
تقسیم  دسته  سه  به  می شود.پیش بینی ها  محاسبه   Kcal/mol برحسب 
با دامنه: DDG<۰/۰۵>۰/۰۵،کاهش شدید  از خنثی  می شوند که عبارت 
با دامنه:DDG>-۰/۰۵و افزایش شدید بادامنه ی:DDG<۰/۰۵می باشند )4(.

I-taser مدل سازی با 
پیش بینی ساختار سه بعدی پروتئین با استفاده از توالی آمینواسیدی 
یکی از مسائل مهم در زیست شناسی محاسباتی ساختاری است. انجمن 
(CASP) طی آزمایشی نشان  انتقادی پیش بینی ساختار  گسترده ارزیابی 
آزمایش  از  سرور  بخش  در  روش  بهترین  به عنوان   I-TASER که  داد 
میانگین  دارای   I-Taser توسط  پیش بینی شده  مدل  دقت  بود.   CASP7
ارور ۰/۰8 برای Tm-Score (Template modeling score) و ۲ آنگستروم 
برای RMSD است. Tm-score اندازه شباهت بین دو ساختار پروتئین با 
ساختارای سوم دیگر است. امتیاز TM به عنوان یک اندازه گیری دقیق  از 
کیفیت ساختار های پروتئینی است که از اندازه RMSD و GDT استفاده 
است  پروتئین  بعدی  تولید خودکار ساختار سه   برای  این سرور  می کند. 
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که از سیستم نمره دهی برای به دست آوردن ارزیابی کمی از مدلساخته 
شده کمک می گیرد )۲۲(. این سرور به صورت رایگان و آنلاین در دسترس 
مدل   .(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) می باشد 
طبیعی و بدون جهش ESRαبا استفاده از I-taser مدل سازی شد، )شکل۱( 
اعمال   (T15A,R43H) جهش ها   Chimera نرم افزار  از  استفاده  با  سپس 

شدند.

اعتبارسنجی مدل ساخته شده
و  طبیعی  مدل  دو  فضائی  شیمی  کیفیت  و  ساختار  ارزیابی  برای 
شد.  استفاده   pro-SA سرور  و  راماچاندران  نقشه های  از  جهش یافته، 
سرور Pro-SA کیفیت مدل تولید شده را با محاسبه Z-score بیان می کند. 

Z-score معیاری است که کیفیت کلی مدل را نشان می دهد)۱۰(.

سوپرایمپوز دوساختار
با  جهش  بدون  ساختار  یکدیگر  از  ساختارها  انحراف  بررسی  برای 
ساختار جهش یافته سوپرایمپوز شدند. سوپرایمپوز دو ساختار با استفاده از 
نرم افزار Chimera انجام شد. شاخص RMSD میزان انحراف دو ساختار را 
از یکدیگر نشان می دهد که مقدار RMSD هرچه کمتر باشد نشان دهنده 
کردن  از  سوپرایمپوز  است. پس  یکدیگر  از  این ساختارها  انحراف کمتر 
  RMSD یافته با جهش جانشینی و ساختار طبیعی مقدار  ساختار جهش 
در  انحراف  نشان دهنده ی  که  است  شده  ۱/۳۳۹گزارش  مدل  دو  بین 

ساختار اولیه نسبت به ساختار جهش یافته است.

داکینگ مولکولی
روشی  رسپتور-لیگاندو  کمپلکس  ساختار  پیش بینی  در  کلیدی  روش 
برای  است.  رسپتور-لیگاند  برهم  کنش های  بهتر  شناخت  برای  ارزشمند 

بررسی تاثیر جهش بر ساختار پروتئین و عملکرد آن و بررسی نحوه اتصال 
ESRα پروتئین  لیگاند  شد.  استفاده  داکینگ  از  سایت  اکتیو  به  لیگاند 
PDB(http://www.rcsb.org/pdb/home/ سایت  از   (EST) استرادیول 

home.do) دانلود شده وپس از مینیمایز شدن و آماده شدن، داکینگ با 
نرم افزار اتوداک Auto Dock Tools1.5.6 به تعداد ۱۰۰ران و با الگوریتم، 

ژنتیک الگوریتم  و با گرید باکس )4۶×۵۶×۵۶( انجام شد.

String (Search Tool for the Retrieval of interacting Genes/
Protein(

در زیست شناسی مولکولی String یک پایگاه داده بیولوژیکی است 
متقابل  شبکه های  می کند.  پیش بینی  را  پروتئین-پروتئین  تعاملات  که 
پروتئین-پروتئین یک عنصر مهم برای درک سطح فرایند سلولی هستند. 
این پایگاه داده حاوی اطلاعات از منابع متعددی است، از جمله داده های 
روز  به  مرتب  اطلاعات  این  که  محاسباتی  پیش بینی  روش های  تجربی، 
می شوند. آخرین نسخه این نرم افزار )نسخه ۱۰( حاوی اطلاعاتی درباره 
 .)۵( است  زنده  موجود   ۲۰۰۰ از  بیش  از  پروتئین  میلیون   ۹/۶ حدود 
آلفا،  استروژن رسپتور  با  اینترکشن شده  وارد  پروتئین های  بررسی  برای 
توالی آمینواسیدی این پروتئین در نرم افزار String اجرا شد، سپس شبکه 

پروتئین پیش بینی شد. 

نتایج
دو خوزستانی  گاومیش های  به  مربوط   Data set بررسی   در 

SNP (R43H,T15A) برای ژن ESRα یافت شد. با توجه به تغییراتی که 
SNPهای مخرب می توانند در ساختار و عملکرد بیولوژیکی پروتئین ها 
بوجود آورند و نقش حائز اهمیت گیرنده استروژن (ESRα) در بیان ژن 
استروژن و با توجه به اینکه جهش های موجود در این ژن یکی از عوامل 

شکل1- مدل طبیعی ESRα گاومیش خوزستانی 

پیش بینی آثارSNPهای غیرمترادف...
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Sift نتایجPanther نتایجProvean نتایج    I mutant نتایج   

عملکردامتیاز*RI*DDGعملکردمقدار پارامترعملکردمقدار پارامترعملکرد  مقدار پارامتر 

کاهش می یابد0/53-5طبیعی0/13- مخرب 3/5-مخرب    0/0

Sift نتایجPanther نتایجProvean نتایج    I mutant نتایج   

عملکردامتیاز*RI*DDGعملکردمقدار پارامترعملکردمقدار پارامترعملکرد  مقدار پارامتر 

کاهش می یابد    Kcal/mol(-0/49( 6طبیعی0/08- مخرب3/86-مخرب    0/0

جدول2- نتایج پیش بینی شده برای SNP غیرمترادف و تغییر اسیدآمینه Arg43His در ESRα گاومیش خوزستانی توسط چهار نرم افزار: 

Sift, Provean, I-mutant, Panther

جدول1- نتایج پیش بینی شده برای SNP غیرمترادف وتغییر اسیدآمینه Thr15Ala در ESRα گاومیش خوزستانی توسط چهارنرم افزار: 

Sift, Provean, I-mutant, Panther

* این امتیاز در دمای 25 و  pH برابر 7 بدست آمده است.

I-mutant شاخص اطمینان برای پیش بینی سرور Reliability Index*

* این امتیاز در دمای 25 و  pH برابر 7 بدست آمده است.

I-mutant شاخص اطمینان برای پیش بینی سرور Reliability Index*

SNPهای  بررسی  می باشد،  گاومیش  در  خاموش  فحلی  ایجاد  در  موثر 
این مطالعه  در  اهمیت می باشد.  آن ها حائز  اثرات  پیش بینی  و  این ژن 
 Sift, با سرورهای  آنالیزSNPهای غیرمترادف گاومیش خوزستانی  ضمن 
و  پروتئین  سوم  شکل  بر  اثراتSNPها   Provean, I-mutant, Panther
عملکرد آن نیز پیش بینی شد. به منظور تعیین ویژگی جهش درESRα، با 
استفاده از توالی ها و ساختارهای مشاهده شده در نرم افزارها، ساختار و 
عملکرد ناشی از جایگزینی آمینواسیدها پیش بینی شد. این مقاله بر اساس 
استفاده از چندین روش مانند پیش بینی اثرات SNPها، آنالیز اثر جهش 
بر ساختار پروتئین، آنالیز اثرات جهش بر برهمکنش پروتئین با لیگاندش 

استوار است. نتایج آنالیز SNPها در جداول )۱،۲( زیر بیان شده است.
چندگانه هم ردیفی  از  استفاده  با   Sift شده  پیش بینی   امتیاز 
)multiple alignment) توالی هابرای اینSNPها صفر می باشد. اگر امتیاز 
پیش بینی شده توسط نرم افزار Sift برای SNP کمتر از ۰/۰۵باشد، مخرب 
و اگر بیشتر از ۰/۰۵باشد، طبیعی در نظر گرفته می شود. امتیاز پیش بینی 
شده Sift برای هر دو SNP صفر می باشد که به عنوان مخرب و موثر بر 
نیز   SNP این دو  Panther برای  عملکرد پیش بینی شده است. پیش بینی 
SNP مخرب و موثر بر عملکرد پیش بینی شد. برای بررسی بیشتر اثرات

های مورد نظر و بررسی اثرات آن بر عملکرد پروتئین توالی پروتئینی در 
فرمت Fastaو با مشخص کردن جایگاه SNP و نوع اسیدآمینه جانشین 

شده به عنوان ورودی Provean مورد آنالیز قرار گرفت. امتیاز برآورد شده 
SNP (T15A) برابر با ۰/۱۳- است که پیش بینی می شود  Provean برای
به عنوان یک   Provean توسط   SNP (R43H) طبیعی می باشد.  SNP این 
پیش بینی  دقت  بهبود  و  افزایش  منظور  به  شد.  پیش بینی  طبیعی   SNP
 ESRα برای بررسی ثبات پروتئین جهش یافته I-mutant کلی، از الگوریتم
استفاده شد. این الگوریتم تاثیر SNP بر پایداری و استحکام پروتئین را با 
کمک رگرسیون بر اساس تغییر در انرژی آزاد (DDG) پیش بینی می کند. 
SNP (T15A) با DDG = -۰/4۹ در دمای ۲۵  براساس آنالیزهای این سرور
درجه سانتی گراد و pH=7 پایداری پروتئین را کاهش می دهد. پیش بینی 
DDG = -۰/۵۳ SNP (R43H) است که در دما ۲۵ درجه  I-mutant برای

سانتی گراد و  pH=7 پایداری پروتئین را کاهش می دهد.

ESRα طبیعی از نظر ساختاری پایدارتر است
ساختار سه بعدی پروتئین برای پیش بینی اثر SNP های غیرمترادف بر 
ساختار کلی پروتئین بسیار موثر می باشد )۲،۳(. برای مدل سازی از سرور

I-taser استفاده شد. پیش بینی های این سرور بر اساس ارزیابی های کمی از 
ساختار مدل شده است. توالی پروتئینی با فرمت Fasta به عنوان ورودی 
نرم افزار و خروجی نرم افزار پنج مدل پیش بینی شده توسط این نرم افزار 
به همراه Tm-score (Template modeling score), C-score, Rmsd برای 
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هر مدل می باشد. C-score بالاترین ارزش معناداری مدل را با صحت بالا 
Tm- = /۵7 و C-score = - ۲/8۹ با ESRα نشان می دهد. مدل طبیعی

 Pro-SA ساخته شد و با استفاده از نقشه های راماچاندران و سرور score
از  در مدل طبیعی 8۳/۵ درصد  که  دادند  نشان  نتایج  اعتبارسنجی شد. 
مدل ساخته شده در منطقه ایده آل می باشد و ۱۳/۳ درصد در منطقه قابل 
قبول می باشد )۱/4 درصد را با چشم پوشی از خطا می توان قابل قبول در 
نظر گرفت( و ۱/8 درصد در منطقه غیرقابل قبول می  باشد. در حالیکه در 
مدل جهش یافته 7۰/4 درصد در منطقه ایده آل، ۲7/4 درصد در منطقه 
قابل قبول)۱/4 درصد را با چشم پوشی از خطا می توان قابل قبول در نظر 
گرفت( و ۰/8 درصد در منطقه غیرقابل قبول می باشد )شکل ۲( که این 
تغییر ساختار از منطقه ایده آل به منطقه قابل قبول نشان دهنده ی اثرات 
 Z-score نشان می دهد که Pro-SA جهش بر ساختار پروتئین است. نتایج
در مدل طبیعی برابر با ۳/۶- و در مدل جهش یافته ۳/۵۹- می باشد، که این 
نشان دهنده ی انحراف در ساختار پروتئین طی جهش می باشد )شکل ۳(.

ESTو لیگاندش ESRα آنالیز داکینگ مولکولی بین
اتصال  جایگاه  تخریب  باعث  است  ممکن  آمینواسید  یک  در  تغییر 
لیگاند یا جایگاه اتصال پروتئین شود و بر عملکرد پروتئین با استفاده از 
باشد)۱۹(.  تاثیرگذار  پروتئین  تاخوردگی  یا سرعت  پروتئین  ثبات  تغییر 
جایگزینی یک آمینواسید در توالی پروتئینی ممکن است بر میل اتصال 
اثرات  بررسی  برای  بنابراین   ،)۱4( باشد  تاثیرگذار  لیگاندش  به  پروتئین 
جهش ها بر میل اتصال لیگاند به رسپتور و عملکرد پروتئین از داکینگ 
تعداد  به   Auto Dock Tools1.5.6 نرم افزار  با  داکینگ  شد.  استفاده 
۱۰۰ران و با گرید باکس )4۶×۵۶×۵۶( در هر دو مدل طبیعی و جهش یافته 
انجام شد. ضمن بررسی نتایج داکینگو مقایسه داکینگ دو مدل طبیعی 
مشاهده  اینترکشن  در  درگیر  آمینواسیدهای  در  تغییر  جهش یافته،  و 
شد.SNPهای مورد مطالعه، در منطقه اکتیوسایت نمی باشند ولی با تغییر 
به رسپتور شده اند و  لیگاند  اتصال  تغییر جایگاه  باعث  پروتئین  ساختار 
به طور غیرمستقیم بر جایگاه اتصال لیگاند به رسپتور موثر بوده اند،به 
طوریکه در مدل طبیعی، ترئونین و پرولین وارد اینترکشن با استرادیول 
شده اند، در حالی که در مدل جهش یافته استرادیول با لوسین، ترئونین و 
آرژنین وارد اینترکشن شده است )شکل 4(. انرژی اتصال درمدل طبیعی 
برابر با ۶/۱۹- و در مدل جهش یافته ۵/7۲- برآورد شد، که نشان دهنده ی 
طبیعی  مدل  به  نسبت  جهش یافته  مدل  در  اتصال  انرژی  شدن  منفی تر 

رسپتور  به  لیگاند   (Binding affinity) اتصال  میل  کاهش  باعث  و  است 
به رسپتور  لیگاند  اتصال  به طوری که در مدل طبیعی میل  است،  شده 

۰/۳۱- و در مدل جهش یافته ۰/۲۱- مشاهده شد )جدول ۳(.

بحث
مشکلات  از  یکی  است.  کوتاه  دوره  یک  فحلی  سیکل  گاومیش  در 
عمده در تولیدمثل گاومیش شناسایی فحلی است. از عوامل موثر بر ایجاد 
فحلی خاموش می توان به عوامل ژنتیکی نیز اشاره کرد. طی مطالعه ای 
برآورد شد که تقریبا ۲۶۹ ژن نقش مهمی در فحلی دارند. یکی از این 
استروژن  به  استروژن  گیرنده   .)۱8( می باشد  استروژن  گیرنده  ژن  ژن ها 
متصل می شود و رونویسی آن را تنظیم می کند، در نتیجه در پاسخ ژن 

استروژن نقش دارد )۲۰(.
که اثرات  (Nonsynonymouse SNPs) های غیرمترادفSNP شناسایی
SNPهایی که قابل تحمل می باشند  از  مخرب و موثر بر عملکرد دارند 
SNPتمامی می باشد.  بیماری  به  فرد  تحلیل حساسیت  برای  مناسبی  راه 

 .)۱۲( قابل تحمل می باشد  برخی  تاثیر  و  نداشته  زیان آور  ها عملکردی 
امروزه عمده نگرانی مربوط به SNPهای غیرمترادف است که از لحاظ 
SNP عملکردی حائز اهمیت می باشند )۱۳(. برای تعیین اثرات عملکردی
 Sift, Panther,Provean, از سه ابزار ESR های غیرمترادف مربوط به ژن
I-mutant استفاده شد. به دلیل اینکه روش های آزمایشگاهی به وقت و 
هزینه زیادی نیاز دارند این ابزار-ها می توانند روش مناسبی برای فیلتر 
تفاوت  باشند.  آزمایشگاهی  مراحل  از  قبل  غیرمترادف  SNPهای  کردن 
در پیش بینی این سه ابزار ناشی از تفاوت در ویژگی روش های استفاده 
شده می باشد،بنابراین انتظار می رود که نتایج در برخی موارد غیرمشابه 
باشد)۱7(. برای بررسی اثرات این SNPها بر پایداری ساختار پروتئین از 
مدل سازی استفاده شد. تغییر در ساختار پروتئین مدل شده را می توان 
تایید  از  قبل  پروتئین  پایداری  بر  SNPهای غیرمترادف  اثر  برای  تاییدی 
مراحل آزمایشگاهی در نظر گرفت. برای بررسی اثرات جهش بر شبکه 
اثرات  بررسی  شد.  استفاده   STRING از  پروتئین-پروتئین  برهمکنش 
عملکرد  شناخت  برای  ضروری  رویکرد  یک  پروتئین-پروتئین  متقابل 
 ESR شبکه ای پروتئین است )۱۱(. در این مطالعه پیش بینی شده است که
با PRL, MAPK,FOS در تعامل است )شکل ۵( و همچنین در چرخه های 
 Estrogen Signaling Pathway, Prolactin Signaling Pathway, Thyroid
hormone Signaling Pathway دخیل می باشد و هر گونه تغییر در ساختار 

داکینگمیل اتصالی لیگاند انرژی اتصال 

         EST طبیعی با ESRα -6/91-0/31

     EST جهش یافته با ESRα-5/72-0/ 21 

)EST( طبیعی و جهش یافته  با لیگاند ESRα جدول3- نتایج داکینگ با اتوداک، میان

پیش بینی آثارSNPهای غیرمترادف...
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)B( و مدل جهش یافته )A( شکل2 - نقشه راماچاندران در دو مدل طبیعی

شکلZ-SCORE -3 در مدل طبیعی )A) و در مدل جهش یافته )B(. به ترتیب: 3/6-، 3/59-
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شکل4- برهمکنش دو بعدی میان استروژن رسپتور آلفا طبیعی(A) و جهش یافته (B) با لیگاندش استرادیول

شکل 5 - برهمکنش پروتئین-پروتئین استروژن رسپتور آلفا

پروتئین و عملکرد آن می تواند بر این مسیرها موثر باشد.

نتیجه گیری کلی

SNPهای  بر  شده  انجام  بیوانفورماتیکی  تحلیل  و  تجزیه  طی 
غیرمترادف مربوط به ژن ESRα در گاومیش های خوزستانی اینSNPها 
موثر برعملکرد پروتئین پیش بینی شده اند، به طوریکه با اثر بر ساختار 
پروتئین به طور غیرمستقیم باعث کاهش میل اتصالی لیگاند به رسپتور 
تغییر  جهش،  اعمال  و  پروتئین  ساختار  مدل سازی  با  هم چنین  شده اند، 

در پایداری پروتئین نیز مشاهده شد که می تواند در متابولیسم پروتئین 
موثر باشد.
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