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Abstracte
Introduction: Inhibition of inflammatory processes in various diseases can have effective therapeutic 
applications. The effective function of cis-aconitate decarboxylase (CAD) enzyme, a product of IRG1 
gene, in the inflammatory processes of various diseases has been recently proven in clinical studies. 
In humans, the enzyme (CAD) catalyzes cis-aconitic acid to itaconic acid. 
Methods: In this work, with the help of bioinformatics tools, functional hotspots were identified 
and their position in ACOD1 structure was investigated. Then, the effects of all mutation modes at 
these points were investigated and more dangerous mutations were selected. Interactions of selected 
mutant enzymes with other proteins were evaluated and visualized. 
Results: This article is a meta-analytical process, during the analysis of different mutations in the 
functional hot spots of ACOD1 enzyme, it was found that 9 mutations (A247C, A248T, A101C, 
L156P, A244P, N248C, N248F, E150Y, E150W) in the seven predicted hot spots have the most They 
had destructive effects in terms of functionality and reduced stability and interaction of ACOD1 
enzyme with other proteins.
Conclusions: From the bioinformatic analysis of the results of the predicted SNPs of the functional 
hot spots of the human ACOD1 gene, finally, among all the studied mutations, 9 mutations were 
obtained that had more destructive effects on the ACOD1 enzyme function. which researchers can 
use to investigate their role and effectiveness in clinical processes and as diagnostic markers in cancer 
diseases related to inflammation or as possible drug targets. This insilico study provides a possible 
path to clarify the study of molecular mechanisms involved in inflammatory processes caused by 
IRG1 gene mutation and its protein product (ACOD1).
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چکیده
مقدمه: مهار فرایندهای التهابی در بیماریهای مختلف مانند سرطان کاربردهای درمانی موثری میتواند داشته باشند. عملکرد موثر انزیم سیس 
اکونیتات دکربوکسیلاز  )CAD( محصول ژن IRG1 ، در فرایندهای التهابی سرطانها مختلف جدیدا طی تحقیقاتی بالینی اثبات شده است. در 

انسان آنزیم  )CAD( کاتالیز سیس آکونیتیک اسید به ایتاکونیک اسید را بر عهده دارد. 
روش کار: در این کار با کمک ابزارهای بیوانفورماتیکی به شناسایی نقاط داغ عملکردی و بررسی جایگاه ان در ساختار ACOD1 پرداخته 
شد سپس به بررسی اثرات تمام حالات جهش در این نقاط پرداخته و جهش های خطرناکتر انتخاب شدند و پایداری ACOD1 در اثر                               

جهش های بدست امده بررسی شدند و برهم کنشهای انزیم دارای جهشهای انتخاب شده با دیگر پروتئینها ارزیابی و مصورسازی شد. 
یافته ها:  این مقاله یک فرایند فراتحلیلی است که طی انالیز جهشهای مختلف در نقاط داغ عملکردی انزیم ACOD1 مشخص شد که 
بینی شده دارای  )A247C,A248T,A101C,L156P,A244P,N248C,N248F,E150Y,E150W( در هفت نقطه داغ پیش  9 جهش 

بیشترین اثار مخرب از لحاظ عملکردی و کاهش پایداری و برهمکنشی انزیم ACOD1 با دیگر پروتئینها را داشتند.
نتیجه گیری: از تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیکی پیامدهایSNPهای پیش گویی شده نقاط داغ عملکردی ژن ACOD1 انسانی در نهایتا از 
بین تمام جهشهای مورد مطالعه 9 جهش  بدست امد که اثار مخربتری بر عملکرد انزیم ACOD1 داشتند که محققان می توانند از بررسی 
نقش و عملکرد اثرگذاری انها در فرایندهای بالینی و نیز به عنوان نشانگرهای تشخیصی در بیماریهای سرطان وابسته به التهاب ویا به عنوان 
اهداف دارویی احتمالی استفاده کنند. این مطالعه insilico یک مسیر احتمالی برای روشن تر شدن مطالعه مکانیسمهای مولکولی درگیر در 

فرایندهای التهابی ناشی از جهش ژن IRG1 و محصول پروتیینی آن )ACOD1( را ارائه می دهد.
کلید واژه ها: نقاط داغ، بیوانفورماتیک، جهش، اکونیتات دکربوکسیلاز.

مقدمه
ــه  ــری اولی ــوژی، غربالگ ــرفت تکنول ــه پیش ــه ب ــا توج ــروزه ب ام
ــل  ــه و تحلی ــاس تجزی ــر اس ــش ب ــای جه ــکان ه ــی م بیماریزای
ــکلی  ــه ش ــک ب ــای بیوانفورماتی ــتفاده از ابزاره ــا اس ــباتی ب محاس
ــه اســت  ــرار گرفت ــورد اســتفاده ق گســترده توســط دانشــمندان م

)1،2(. چندشــکلی تــک نوکلئوتیــدی )SNP( از شــایع تریــن نــوع 
ــر در  ــه تغیی ــر ب ــرا منج ــتند )3( زی ــی هس ــوع ژنتیک ــل تن عوام
ــال  ــن و اخت ــات عملکــرد پروتئی ــدم ثب ــا وع ــاختار تاخوردگیه س
ــم  ــی مورفیس ــی از پل ــرات ناش ــوند )4،5(. تغیی ــی ش ــا    م در انه
ژن  IRG1 کــه در انســان آنزیــم ســیس آکونیتــات دکربوکســیلاز 
ــه  ــید ب ــک اس ــیس آکونیتی ــز س ــد کاتالی ــنتز میکن )CAD( س
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ــده دارد و  ــر عه ــس ب ــه کرب ــول چرخ ــید را در ط ــک اس ایتاکونی
اخــال در عملکــرد ایــن ترکیــب مــی توانــد سرمنشــاء بســیاری 
ــد التهــاب در بیماریهــای  از مشــکلات ناشــی از اختــال در فراین
مختلــف از جملــه انــواع مختلف ســرطان وابســته بــه التهاب باشــد 
)6،7(. ایــن ژن تحــت شــرایط التهابــی در ماکروفــاژ و میکروگلیاهــا 
ــم مهــار  ــان مــی شــود و نقــش مهمــی را در تنظی ــه شــدت بی ب
پاســخهای التهابــی دارد .ایــن ترکیــب بــا تحریــک بیــان پروتئیــن 
TNFAIP3 ناشــی از فاکتــور نکــروز تومــور و از طریــق گونه‌هــای 

 LPS ــا ــال )ROS( در ماکروفاژهــای تحریک‌شــده ب اکســیژن فع
ــی و  ــی ذات ــی پاســخ‌های التهاب ــده منف ــک تنظیم‌کنن ــوان ی به‌عن
ــد و  ــل می‌کن ــد )TLRs(، عم ــای Toll مانن ــطه گیرنده‌ه ــا واس ب
در پاســخهای ایمنــی ذاتــی ضــد میکروبــی ســلول هــای ایمنــی 
 ACOD1 ــطه ــا واس ــک ب ــید ایتاکونی ــد اس ــا تولی ــش دارد و ب نق
بــه فعالیــت ضــد میکروبــی ماکروفاژهــا کمــک مــی کنــد )6،7(.
ــط  ــت توس ــال عفون ــه دنب ــی ب ــد ویروس ــخ ض ــن در پاس همچنی
فــاوی ویــروس در نورون‌هــا نقــش دارد. تولیــد ایتاکونــات 
ــار  ــاز را مه ــت سوکســینات دهیدروژن ــا واســطه ACOD1 فعالی ب
ــد  ــاد می‌کن ــا ایج ــی در نورون‌ه ــت متابولیک ــک حال ــد و ی می‌کن
ــور  ــه ط ــد. ب ــرکوب می‌کن ــی را س ــای ویروس ــر ژنوم‌ه ــه تکثی ک
ــم  ــی آنزی ــد التهاب ــش ض ــه نق ــورت گرفت ــات ص ــی در مطالع کل
ــم، ســبب  ــان ایــن آنزی IRG1 نشــان داده شــده کــه افزایــش بی

کاهــش معنــی دار تولیــد TNFα، IL-6 و β INF- در ماکروفاژهای 
تحریــک شــده بــا LPS  مــی شــود )8،9( و نــاک اوت کــردن ایــن 
ژن نیــز ســبب بدتــر شــدن پاســخ التهابــی درماکروفاژهــای مغــز 
ــلول  ــا LPS و س ــده ب ــک ش ــوش تحری ــتخوان )BMDM( م اس
هــای میلوئیــد عفونــی شــده بــا مایکوباکتریــوم توبرکلوزیــس مــی 
شــود )IRG1 . )10،11 در شــرایط پیــش التهابــی ماننــد عفونــت 
هــای باکتریایــی و بیمــاری هــای التهابــی مختلــف ماننــد آســیب 
طنــاب نخاعــی در پســتانداران بــه میــزان زیــادی بیــان مــی شــود. 
ــوان  ــه عن ــات مــی باشــد کــه ب ــن، ایتاکون ــن پروتئی محصــول ای
ــیتوکین  ــد س ــش تولی ــب کاه ــی، موج ــت ضدالتهاب ــک متابولی ی
ــخ  ــبب کاهــش پاس ــد IL-1β و IL-6 و در نتیجــه س ــی مانن های
هــای التهابــی از طریــق مکانیســم هــای مختلفــی شــامل مهــار 
ــال اکســیژن )ROS( ایجــاد شــده توســط  ــه هــای فع ــد گون تولی
سوکســینات دهیدروژنــاژ )SDH(، فعــال کــردن پروتئیــن تنظیــم 

ــا کــردن  ــن الق ــی اکســیدانی NRF2 و همچنی ــی آنت ــده اصل کنن
فاکتــور رونویســی ضدالتهابــی فاکتــور رونویســی فعــال کننــده 3 
)ATF3( مــی باشــد .همچنیــن بــر اســاس نتایــج حاصــل از برخــی 
ــم  ــت آنزی ــه فعالی ــت ک ــده اس ــاهده ش ــف، مش ــات مختل مطالع
IRG1 در پاتوژنــز و یــا گســترش بیمــاری هــای عفونــت تنفســی 

RSV در کــودکان )12(، رشــد، تهاجــم و تومورزایــی ســلول هــای 

گلیومــا)13(، تومــور تخمــدان )14( و افزایــش تومورهــای پریتونئال 
)15( نقــش قابــل توجهــی دارد. از طــرف دیگــر فعــل و انفعــالات 
متقابــل بیــن پروتئیــن هــا و بیــن پپتیدهــا، اســیدهای نوکلئیــک یا 
ــد. درک  لیگاندهــا نقشــی حیاتــی در هــر فرآینــد بیولوژیکــی دارن
دقیــق مکانیســم ایــن فرآیندهــا مســتلزم شناســایی آمینواســیدهای 
مهــم عملکــردی اســت که مســئول ایــن فعــل و انفعالات هســتند. 
بدیــن خاطــر از طریــق برخــی ســرورهای بیوانفورماتیکــی میتــوان 
ــه هــای هوشــمند  ــرای طراحــی خــودکار جهــش هــا و کتابخان ب
جهــت مهندســی عملکــرد پروتئیــن و پایــداری ســاختارهای 
پروتئینــی اســتفاده کــرد تــا از ایــن طریــق و با شناســایی نقــاط داغ 
جهــش زایــی در ایــن پروتییــن هــا و بــر اســاس ادغــام اطلاعــات 
ــق  ــده از طری ــت آم ــه دس ــی ب ــردی و تکامل ــاختاری، عملک س
ــباتی  ــای محاس ــک و ابزاره ــگاه داده بیوانفورماتی ــری پای ــن س ای
بــه پیشــگویی و شناســایی جهشــهای مضــر موثــر بــر ســاختار و 
عملکــرد پروتیینهــای مختلــف در ایــن نقــاط داغ پرداخــت. در ایــن 
کار مطالعاتــی پــس از شناســایی نقــاط داغ پروتییــن مــورد بررســی 
بــا کمــک ابزارهــای بیوانفورماتیکــی مختلــف پیــش گویــی کننــده 
ــاط شــد و بررســی  ــن نق ــف در ای جهــش هــای پاتوژنیــک مختل
ــداری پروتییــن بعــد از اعمــال جهشــهای مختلــف در نهایــت  پای
بــه شناســایی خطرناکتریــن جهشــها در نقــاط داغ بدســت امــده و 
اثــرات انهــا در ســاختار پروتییــن بررســی شــد. هــدف اصلــی ایــن 
اســت تــا بتــوان بــه جهشــهای اصلــی و کلیــدی ایــن انزیــم کــه 
ــرد  کــه از  ــی ب ــد پ نقــش مهمتــری در بیماریهــای مختلــف دارن
ــی جدیــدی کــه بواســطه  طریــق شناســایی انهــا راه هــای درمان
اثــار جهــش هــای بدســت امــده ارایــه داد و نیــز تغییــرات مهــم 
ســاختاری پروتییــن مذکــور ناشــی از جهــش های پیشــگویی شــده 
و مســتعد جهــش را کــه در شــکل گیــری برخــی بیماریهــا نقــش 
دارنــد را جهــت بررســی هــای تحقیقاتــی اینــده محققــان و نقــش 
انهــا در شــکل گیــری برخــی بیماریهــا معرفــی کــرد )جــدول1(.
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روش کار

تهیه توالی پروتیینی انزیم سیس اکونیتات دکربوکسیلاز
اطلاعــات و دیتاهــای مربــوط بــه انزیــم ســیس اکونیتــات 
ــگاه داده  ــق پای ــر اســاس کــد دسترســی از طری دکربوکســیلاز ب
ــد )16(. ــی ش UniProt) A6NK06( و RCSB) 6R6U( بازیاب

بررسی شبکه برهم کنشی ژن سیس اکونیتات دکربوکسیلاز
ــا  ــن ب ــرد پروتئی ــرای تشــخیص عملک ــگاه داده ب SRTING پای

پیش‌بینــی ادغــام چندیــن منبــع ژنومیــک و پروتئومیکــس 

بــرای اســتنتاج در مــورد عملکــرد پروتئین‌هــای ناشــناخته اســت. 
ورودی ژن مربــوط بــه ACOD1  بــود، در حالــی کــه خروجــی 
تصویــری بــود کــه تعامــل شــبکه بیولوژیکــی بیــن ACOD1 و 

ــا آن را نشــان مــی دهــد )17(. ژن هــای مرتبــط ب
پیــدا کــردن جایــگاه فعــال انزیم ســیس اکونیتــات دکربوکســیلاز 
ــرم  ــه از ن ــن مرحل ــال در ای ــگاه فع ــن امینواســیدهای جای و تعیی
ــت  ــردی جه ــزاری کارب ــرم اف ــتودیوکه ن ــکاوری اس ــزار دیس اف
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ــم و مشــخص کــردن  ــگاه فعــال انزی ــدا کــردن جای بررســی و پی
رزیدوهــای فعــال و درگیــر در جایــگاه فعــال ایــن انزیــم بــا لیگانــد 

متصــل بــه جایــگاه فعــال مــی باشــد اســتفاده شــد. 
ــال  ــری ح ــترس پذی ــن دس ــم و تعیی ــاختار دوم انزی ــه س تهی
ــدا کــردن  ــگاه ســاختاری انهــا جهــت پی امینواســیدهای ان و جای
و بررســی ســاختار دوم پروتییــن مــورد نظــر از لحــاظ نــوع 
ســاختار و عملکــرد ان ونیــز محتــوای امینواســیدهای ان از ســرور 
NetSurfP2.0 و sopma اســتفاده شــد. SOPMA از طریــق 

ــخیص  ــوان تش ــد و ت ــتفاده میکن ــی اس ــبکه عصب ــم ش الگوریت
ــه  ــاختار ثانوی ــا را دارد. NetSurfP-2.0 س ــده ه 82.2% از باقیمان
پروتئیــن و قابلیــت دسترســی بــه حــال نســبی ســرور ودسترســی 
ســطحی، ســاختار ثانویــه، بــی نظمــی و زوایــای دووجهــی فــی/
پســی اســیدهای آمینــه را در یــک توالــی اســید آمینــه پیــش بینــی 

ــد )18(. ــی کن م
تهیــه ســاختار انزیــم و تعییــن ســطحی یــا درونــی و عملکــردی 
ــرای  ــه ب ــن مرحل ــیدهای ان در ای ــودن امینواس ــاختاری ب ــا س ی
شناســایی محتــوای امینواســیدی از لحــاظ درونــی یا بیرونــی بودن 
وعملکــردی یــا ســاختاری بــودن انهــا از ســرو consurf اســتفاده 
گردیــد. ConSurf بــرای ارزیابــی حفــظ تکاملــی اســیدهای 
آمینــه بــا پیش‌بینــی امتیــاز حفاظــت از طریــق الگوریتمــی 
ــن 7 و  ــا امتیازهــای بی ــه ب ــز اســتفاده شــد. اســیدهای آمین متمای
ــی  ــد. ورودی توال ــی بودن ــه کار تکامل ــیدهای محافظ ــو اس 9 آمین
پروتئیــن در قالــب FASTA بــود، در حالــی کــه خروجــی تصویری 
ــا نشــان                                                                                          ــه ه ــن گون ــظ شــده را در بی ــه حف ــه اســید آمین ــود ک ب
مــی دهــد کــه موقعیــت خــود را بــا الگوریتــم خاصــی مشــخص 

ــد )19(. ــی کن م
تهیه نقاط داغ عملکردی انزیم

نقــاط داغ عملکــردی مکانهایــی از پروتییــن هســتند کــه در 
برهمکنشــها و فعالیتهــای پروتییــن بیشــترین نقــش را ایفــا               
مــی کننــد. HotSpot Wizard3 یــک وب ســرور بــرای طراحــی 
خــودکار جهــش هــا و کتابخانــه هــای هوشــمند بــرای مهندســی 
ــاختارهای  ــی س ــیه نویس ــداری و حاش ــن و پای ــرد پروتئی عملک
پروتئیــن اســت. همچنیــن قــادر بــه شناســایی نقــاط داغ جهــش 
ــردی و  ــاختاری، عملک ــات س ــام اطلاع ــاس ادغ ــر اس ــی ب زای
ــک  ــگاه داده بیوانفورماتی ــن پای ــده از چندی ــه دســت آم ــی ب تکامل

ــت.)20( ــباتی اس ــای محاس و ابزاره
بررســی شــبیه ســازی اثــرات تمــام حــالات جهــش در نقــاط داغ 
انزیــم توســط ابزارهــای مختلــف بیوانفورماتیکــی بــرای پیش‌بینــی 
از   ،ACOD1 هــای   SNP بیماری‌زایــی   دقیــق  مطالعــه  و 

ــف  ــای مختل ــا الگوریتمه ــی ب ــز بیوانفورماتیک ــزار آنالی ــت اب هش
 SIFT, PolyPhen-2, PROVEAN, SNAP2, .اســتفاده شــد
SNPs&GO ، PANTHER    PHD-SNP,  اســتفاده شــد. 

ــر  ــه ب ــید آمین ــی اس ــر جایگزین ــر ه ــخیص اث ــرای تش SIFT ب
ــای  ــتفاده شــد. SIFT ،SNP ه ــن ACOD1 اس عملکــرد پروتئی
ــه  ــید آمین ــای اس ــزان باقی‌مانده‌ه ــاس می ــر اس ــان را ب آسیب‌رس
نزدیــک،  توالی‌هــای  بــا  هم‌تــراز  توالی‌هــای  در  حفظ‌شــده 
ــی  ــده‌اند، پیش‌بین ــع‌آوری ش ــق PSI-BLAST جم ــه از طری ک
ــرات 0.05  ــت و نم ــر اس ــا 1 متغی ــرات SIFT از 0 ت ــد. نم می‌کن
≥ توســط الگوریتــم پیش‌بینــی می‌شــود کــه جایگزین‌هــای 
اســید آمینــه مضــر باشــد، در حالــی کــه امتیــازات  0.05< قابــل 
 PolyPhen-2 ــرور ــود )21(. از س ــه می‌ش ــر گرفت ــل در نظ تحم
Polymorphism Phenotyping v2)( بــرای بررســی اثــرات 

ــاختاری و  ــواص س ــر خ ــه ب ــید آمین ــن اس ــر جایگزی ــوه ه بالق
عملکــردی پروتئیــن ACOD1 بــا اســتفاده از رویکردهــای 
ــک  ــد )PROVEAN .)22 ی ــتفاده ش ــه‌ای اس ــی و مقایس فیزیک
ابــزار آنلایــن کاربــردی آمــوزش دیــده کــه عملکــردش بــه امتیــاز 
مبتنــی بــر تــراز بســتگی دارد. پــس از انکــه توالــی پروتئیــن همراه 
بــا جهــش اســید آمینــه بــدون تغییــر تنظیمات پیــش فــرض در ان  
درج شــد پیش‌بینــی می‌شــود کــه جهش‌هــا دارای اثــرات خنثــی 
ــب بیشــتر  ــه ترتی ــرازی آنهــا ب ــاز همت ــر اســاس امتی ــا مضــر ب ی
ــزار  ــک اب ــر )SNAP2  .)23 ی ــا خی ــد ی ــر از 2.5- را دارن ــا کمت ی
ــی  ــر شــبکه عصب ــی ب ــده اســت کــه مبتن ــردی آمــوزش دی کارب
اســت. بــا در نظــر گرفتــن ویژگــی هــای مختلــف، بیــن بیمــاری 
ــل مــی  ــا دقــت 83% تفــاوت قائ و جهــش هــای خــوش خیــم ب
 )SVM( ــردار پشــتیبان شــود )SNPs&GO .)24 یــک ماشــین ب
ــق  ــی دقی ــرای پیش‌بین ــن  روش ب ــاس ای ــر اس ــه ب ــت ک اس
جهش‌هــای مرتبــط بــا بیمــاری از توالــی پروتئیــن عمــل میکنــد. 
ــاری  ــا بیم ــط ب ــش مرتب ــر جه ــر از 0.5 اث ــال بالات ــاز احتم امتی
ــزار  ــد. SNPs&GO اب ــی ده ــان م ــن نش ــرد پروتئی ــر عملک را ب
دیگــری بــه نــام PHD-SNP دارد کــه نتایــج را بــه جهــش مضــر 
 PANTHER یــا خنثــی طبقــه بنــدی مــی کنــد )25(. الگوریتــم
ــه  ــوف ب ــان مارک ــای پنه ــدل ه ــه ای از م ــاس کتابخان ــر اس ب
دســت آمــده از ترازهــای توالــی چندگانــه خانــواده هــای پروتئینــی 
مختلــف )HMM( اســت )PANTHER .)26 اثــر nsSNV هــا را 
ــن  ــدا، پروتئی ــد. روش اول ابت ــی کن ــی م ــش بین ــه پی در دو مرحل
آســیب‌دیده بــا تمــام HMM هــای موجــود در کتابخانــه مقایســه 
می‌شــود تــا HMM خانــواده پروتئیــن  query را پیــدا کنــد )27(. 
ســپس ایــن HMM بــرای محاســبه احتمــال اختــال nsSNV در 
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ــته  ــه داش ــود. توج ــتفاده می‌ش ــیب‌دیده اس ــن آس ــرد پروتئی عملک
باشــید کــه وقتــی PANTHER نتوانــد پروتئیــن آســیب ‌دیــده را 
بــه یکــی از خانواده‌هــای موجــود در کتابخانــه خــود نقشــه‌برداری 
ــک  ــود.Meta-SNP ی ــده نمی‌ش ــی برگردان ــچ خروج ــد، هی کن
ــرای  ــگل ب ــر جن ــی ب ــی مبتن ــری تصادف ــده باین طبقه‌بندی‌کنن
تمایــز بیــن SNV هــای غیــر متــرادف مرتبــط بــا بیمــاری و چنــد 
ــود  ــرای بهب ــزار Meta-SNP ب ــد )28(. اب ــی باش ــا م ــکلی ه ش
 PANTHER، تشــخیص انــواع جهــش هــای مضرخروجــی هــای
 Meta-SNP .را ترکیــب مــی کنــد SNAP و PhD-SNP، SIFT

یــک پیــاده ســازی کتابخانــه تصادفــی جنگلــی WEKA )29(  بــا 
100 درخــت اســت کــه در SV-2009 بــا اســتفاده از اعتبارســنجی 
ــده  ــت. پیش‌بینی‌کنن ــده اس ــوزش داده ش ــری آم ــل 20 براب متقاب
احتمــال مرتبــط بــودن یــک nsSNV معیــن را بــه بیمــاری نشــان 
ــوع  ــه ن ــد ک ــان می‌ده ــازات  0.5> نش ــه در آن امتی ــد، ک می‌ده

ــاری‌زا اســت. ورودی داده شــده بیم
ــم پــس از اعمــال جهشــها در نقــاط داغ  ــداری انزی ــن پای تعیی

انزیــم

پایــداری پروتئیــن عامــل اصلــی تاثیرگــذار بــر عملکــرد و فعالیــت 
مولکــول هــای بیولوژیکــی اســت. انــرژی آزاد بــاز شــدن پروتئیــن 
بــرای پایــداری پروتئیــن حیاتــی اســت. از ایــن رو تأثیــر جهــش 
بــر پایــداری پروتئیــن را مــی تــوان بــا مطالعــه تأثیــر جهــش بــر 
انــرژی آزاد دقیقــاً تعییــن کــرد. ســرور I-Mutant 3.0   یــک ابــزار 
مبتنــی بــر SVM اســت کــه پیش‌بینــی می‌کنــد کــه آیــا جهــش 
ــرژی آزاد و از  ــر ان ــبه تغیی ــا محاس ــن را ب ــاختار پروتئی SNPs س

ــر  ــی ب ــزار FOLD-X مبتن ــا اب ــت ب ــای جف ــق پیش‌بینی‌ه طری
 Mupro .)30( انــرژی، منجــر بــه تثبیــت یــا بی‌ثباتــی مــی شــود
ــرای محاســبه  ــه و تحلیــل ســاختاری آنلایــن ب ــزار تجزی یــک اب
ــر روی SNP هــای دلخــواه اســت  ــداری پروتئیــن ب ــرات پای تغیی

.)31(
تصویر سازی جایگاه جهشهای برتر در نقاط داغ انزیم

ــاط داغ  ــگاه جهشــهای اثرگــذار نق جهــت نمایــش ســاختار و جای
از ابزارهــای بیوانفورماتیکــی PYMOL , MUTATION3D و     

ــد. ــتفاده ش ROJECT HOPE اس

جدول1: جدول حاوی تمام نرم افزارها و سرورهای مورد استفاده همراه با توضیح مختصری از عملکرد انها میباشد 

سرور/نرم افزارآدرسنحوه عملکرد

یک منبع پیشرو و با کیفیت بالا و جامع و رایگان و در دسترس توالی پروتئین و اطلاعات عملکردی در 
جهان است.

https://www.uniprot.
/org

UNIPORT

یک مرکز داده در ایالات متحده برای بانک جهانی داده های پروتئین )PDB( بایگانی داده های ساختار 
سه بعدی مولکول های بیولوژیکی بزرگ)پروتئین ها، DNA و RNA( ضروری، برای تحقیق و آموزش 

در زمینه زیست شناسی بنیادی، سلامت، انرژی و بیوتکنولوژی است.

https://www.rcsb.
/org

RCSB

پایگاه داده برای تشخیص عملکرد پروتئین با پیش‌بینی ادغام چندین منبع ژنومیک و پروتئومیکس برای 
https://string-db.orgSTRING/استنتاج در مورد عملکرد پروتئین‌های ناشناخته است.

 BIOVIA Discovery Studio .علوم پیشگویی و مدل سازی و شبیه سازی در علوم زندگی است
شامل برنامه شبیه سازی بسیار کارآمد مکانیک مولکولی CHARMm است. با بیش از 30 سال بررسی 

دقیق تحقیقات دانشگاهی, CHARMm با تمرکز اصلی بر پروتئین های مطالعه, پپتید, لیگاندهای 
مولکول های کوچک, اسیدهای نوکلئیک, لیپید ها و کربوهیدرات ها ایجاد شده است.

SOFTWARE DISCOVERY
STUDIO

نرم‌افزار پایمول )PyMOL( یک شبیه‌ساز مولکولی است و از سال ۲۰۰۶ به محققان امکان دستکاری و 
بررسی مولکول‌های زیستی را در فضای کامپیوتری فراهم کرده است

SOFTWAREPAYMOL

الگوی تکاملی اسیدهای آمینه/نوکلئیک ماکرومولکول را تجزیه و تحلیل می‌کند تا مناطقی را که برای 
ساختار و/یا عملکرد مهم هستند، آشکار کند. با شروع از یک دنباله یا ساختار پرس و جو، سرور به طور 
خودکار همولوگ ها را جمع آوری می کند، هم ترازی چند توالی آنها را استنباط می کند و یک درخت 

فیلوژنتیک را بازسازی می کند که روابط تکاملی آنها را منعکس می کند.

https://consurf.tau.
ac.il/consurf_index.

php

CONSURF

این روش‌ها مبتنی بر روش همولوگ لوین و همکاران هستند. در محاسباتSOPMA اطلاعات یک 
هم‌ترازی از توالی‌های متعلق به یک خانواده را در نظر گرفته میشود.

https://npsa-prabi.
ibcp.fr/cgi-bin/
npsa_automat.

pl?page=/NPSA/
npsa_sopma.html

SOPMA
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سرور دسترسی سطح، ساختار ثانویه، بی نظمی و زوایای دو وجهی فی/پسی اسیدهای آمینه را در یک 
توالی اسید آمینه پیش بینی می کند.

https://services.
healthtech.dtu.dk/
service.php?Net-

SurfP-3.0

NETSURFP

یک وب سرور است که برای شناسایی خودکار نقاط مهم در طراحی پروتئین  استفاده می شود
https://loschmidt.
chemi.muni.cz/
/hotspotwizard

 HotSpot
Wizard3

یک طبقه‌بندی تصادفی مبتنی بر جنگل برای تمایز بین ‌SNVهای غیرمترادف مرتبط با بیماری و چند 
شکلیها را ارائه می دهد.

https://snps.biofold.
org/meta-snp/pages/

methods.html
META-SNP

پیش بینی می کند که آیا یک جایگزین اسید آمینه بر عملکرد پروتئین بر اساس همسانی توالی و خواص 
فیزیکی اسیدهای آمینه تأثیر می گذارد یا خیر.

http://sift.bii.a-star.
edu.sg

SIFT

یک ابزار نرم افزاری است که پیش بینی اثر جایگزینی اسید آمینه بر عملکرد بیولوژیکی پروتئین را انجام 
می دهد 

http://provean.jcvi.
org/index.php

PROVEAN

یک ابزار کاربردی آموزش دیده است که مبتنی بر شبکه عصبی است. با در نظر گرفتن ویژگی های 
مختلف، بین بیماری و جهش های خوش خیم با دقت 83% تفاوت قائل می شود

https://rostlab.org/
./services/snap2web

SNAP2

پیش‌بینی جهش‌های مرتبط با بیماری‌های انسانی در پروتئین‌ها با تعین اثر عملکردی
http://snps-and-go.
biocomp.unibo. it/

/snps-and-go
SNP&GO

ابزارمبتنی بر یک طبقه بندی کننده مبتنی بر SVM است که جهت بررسی اثر جهش در ساختارپروتیین 
ها در بیماریهای مختلف استفاده می شود.

https://snps.biofold.
org/phd-snp/phd-

snp.html
PHD-SNP

عملکردش بر اساس کتابخانه ای از مدل های پنهان مارکوف به دست آمده از ترازهای توالی چندگانه 
http://pantherdb.orgPANTHER/خانواده های پروتئینی مختلف )HMM( است.

شامل مجموعه‌ای از برنامه‌های یادگیری ماشین برای پیش‌بینی اینکه چگونه جهش اسید آمینه تک‌محلی 
بر پایداری پروتئین تأثیر می‌گذارد میباشد.

http://genetics.bwh.
/harvard.edu/pphPOLYPHEN2

پیش‌بینی می‌کند که آیا جهش SNPs ساختار پروتئین را با محاسبه تغییر انرژی آزاد و از طریق 
پیش‌بینی‌های جفت با ابزار FOLD-X مبتنی بر انرژی، منجر به تثبیت یا بی‌ثباتی می شود.

http://folding.uib.
es/i-mutant/i-mu-

tant2.0.html
I-MUTANT

https://mupro.pro-
/teomics.ics.uci.edu

MUPRO

یک وب سرور است که یک برای پیش بینی اثرات جهش های نادرست در میل پروتئین-پروتئین عمل 
می کند. و از یک رویکرد مبتنی بر نمودار بهینه‌سازی شده برای ارزیابی بهتر مکانیسم مولکولی جهش، با 
مدل‌سازی اثرات تغییرات بر روی شبکه تعامل غیرکووالانسی بین باقی‌مانده با استفاده از هسته‌های گراف، 

اطلاعات تکاملی، معیارهای شبکه پیچیده و اصطلاحات پرانرژی استفاده می‌کند.

http://biosig.
unimelb.edu.au/

./mcsm_ppi2

mCSM-PPI2

تجزیه و تحلیل اثرات ساختاری جهش مورد نظر توسط وب سایت Project HOPE را انجام میدهد. 
پروژه HOPE با همکاری سرورهای پیش بینی UniProt و DAS، پروتئین جهش یافته را در یک 

ساختار سه بعدی قابل مشاهده نشان می دهد .

http://www.cmbi.(
)/ru.nl/hope

 PROJECT
HOPE

یک ابزار پیش‌بینی و تجسم عملکردی جهت مطالعه آرایش فضایی جایگزین‌های اسید آمینه بر روی 
مدل‌ها و ساختارهای پروتئینی است. و برای شناسایی خوشه های  جایگزین اسیدهای آمینه ناشی از 

جهش های سرطان سوماتیک در بسیاری از بیماران به منظور شناسایی نقاط حساس عملکردی استفاده 
می شود. 

http://mutation3d.
/org

MUTA-
TION3D

یافته ها
اکونیتــات  ســیس  ژن  برهمکنشــی  شــبکه  بررســی  نتایــج 
دکربوکســیلاز برهمکنشــهای مختلــف پروتییــن ACOD1 بیانگــر 
ــوان  ــن بعن ــن پروتیی ــیدهای ای ــی از امینواس ــش برخ ــتن نق داش
ــا دیگــر پروتیینهــای  ــاط ب نقــاط داغ عملکــردی در برقــراری ارتب

مســیرهای مختلــف متابولیکــی و ســیگنالینگ درون ســلولی 
میباشــد. بدیــن خاطــر بــه دلیــل اهمیــت بــالای ایــن نقــاط داغ 
ــایی  ــه و شناس ــن ACOD1 مطالع ــاختار پروتیی ــردی در س عملک
جهشــهای خطرنــاک در ایــن نقــاط در شــکل گیــری بیماریهــای 
ــر  ــی زی ــبکه برهمکنش ــد. در ش ــروری میباش ــیار ض ــف بس مختل
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 ACOD1 ــر1(.تعــدادی از پروتییــن هــای مرتبــط بــا پروتییــن ــت )تصوی ــده اس ــخص ش مش

STRING با دیگر پروتیینها توسط IRG1 (ACOD1( تصویر1: نمایش شبکه برهمکنش ژن

نتایــج پیــدا کــردن جایــگاه فعــال انزیــم ســیس اکونیتــات 
ــا کمــک  دکربوکســیلاز و تعییــن امینواســیدهای جایــگاه فعــال ب
 ACOD1 نــرم افــزار دیســکاوری اســتودیو جایــگاه فعــال انزیــم
مشــخص شــد و امینواســیدهای درگیــر در ان تعییــن شــدند کــه 
ــام  ــال بن ــگاه فع ــا یکــی از امینواســیدهای مهــم جای ــن انه در بی
ALA151 جــزء نقــاط داغ فعــال انزیــم نیــز بــه شــمار مــی ایــد 

ایــن امینواســید کــه هــم در جایــگاه فعــال و هم یکــی از نقــاط داغ 
عملکــردی انزیــم بشــمار مــی ایــد در بخــش ســاختاری و درونی و 
در یکــی از بخشــهای COIL قــرار دارد کــه جهــش در ان توســط 
ــف بیوانفورماتیکــی پیــش بینــی شــد و مشــخص  ابزاهــای مختل
گردیــد کــه جهــش  در ایــن جایــگاه خطرنــاک و باعــث کاهــش 

پایــداری انزیــم مــی شــود )تصویــر2(.

 
ACOD1 تصویر2: ساختار دوبعدی و سه بعدی جایگاه فعال انزیم و نمایش امینواسیدهای و پیوندهای درگیر در جایگاه فعال انزیم

نتایــج تهیــه ســاختار دوم انزیــم و تعییــن دســترس پذیــری حــال 
امینواســیدهای ان و جایــگاه ســاختاری انهــا بــا کمــک ســرورهای 
 ACOD1  ســاختار دوم توالی انزیم SOPMA و Netsurfp-2.0

از لحــاظ ســطح دسترســی و نــوع حالــت ســاختار دوم مــورد انالیــز 
قــرار گرفــت کــه بــر ایــن اســاس اکثریــت امینواســیدهای نقــاط 
 helixe کــه در بخش ALA244 داغ عملکــردی بجــز امینواســید

واقــع بــود بقیــه در بخشــهای coil از ســاختار دوم قــرار داشــتند 
کــه ایــن بیانگــر اهمیــت ایــن نــوع از حالتهــای ســاختارهای دوم 
در فعالیــت و عملکــرد ایــن انزیــم را مــی رســاند و اینکــه چــون 
ــد  ــع بودن ــم واق ــطحی انزی ــهای س ــاط داغ در بخش ــت نق اکثری
ــتند  ــبی داش ــال مناس ــه ح ــی ب ــطح دسترس ــر س ــن خاط بدی
بجــز ALA101, ALA244, ALA151 کــه چــون در موقعیــت 
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ــن ســطح دسترســی  ــد بنابرای ــع بودن ــم واق ــی ســاختار انزی پائیــن تــری نســبت بــه بقیــه داشــتند )تصویــر3(.درون

ــی و  ــا درون ــطحی ی ــن س ــم و تعیی ــاختار انزی ــه س ــج تهی نتای
عملکــردی یــا ســاختاری بــودن امینواســیدهای ان نتایــج حاصل از 
ســرور consurf  نشــان داد کــه بیشــترین نقــاط داغ عملکــردی در 
ســطح خارجــی انزیــم ACOD1  بودنــد کــه برخــی از انهــا دارای 
نقــش ســاختاری )ALA101 ,ALA151( و برخــی دارای نقــش 

 ALA151 ــد کــه امینواســید ــال عملکــردی )GLU150( بودن فع
یکــی از امینواســیدهای جایــگاه فعــال انزیــم ACOD1 نیز بشــمار 
مــی ایــد و در بیــن امینواســیدهای موجــود در جایــگاه داغ فعــال 
انزیــم فقــط امینواســیدهای الانیــن در بخــش درونــی انزیــم بودنــد 

ولــی بقیــه در بخــش ســطحی ان قــرار داشــتند )تصویــر4(.

 
تصویر4: نمایش ساختار انزیم ACOD1 و تعیین سطحی یا درونی و عملکردی یا ساختاری بودن امینواسیدهای ان
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نتایج تهیه نقاط داغ عملکردی انزیم
ــه  ــود ک ــن ب ــر ای ــرور HOTSPOT بیانگ ــل از س ــج حاص نتای
ــرار  ــم ق ــای انزی ــل تونله ــردی در داخ ــاط داغ عملک ــی نق همگ

ــا بجــز  ــری ذاشــتند ام ــت جهــش پذی داشــتند و همگــی خاصی
GLU150 , ALA247, PRO379 , ASN248 بقیــه در درون 

ــدول2(. ــتند )ج ــرار داش ــم ق ــی انزی ــت کاتالیک پاک

ACOD1 جدول2: نقاط داغ عملکردی انزیم 

IN CATALYTIC POCKETHOTSPOTIN TUNNELMUTABLEPOSITION RESIDUE

√√√√ALA101
√√√√LYS149

×√√√GLU150
√√√√ALA151
√√√√ASN152
√√√√LYS156
√√√√ALA244

×√√√ALA247

×√√√ASN248

×√√√PRO379

نتایــج بررســی شــبیه ســازی اثــرات تمــام حــالات جهــش در 
نقــاط داغ انزیــم توســط ابزارهــای مختلــف بیوانفورماتیکــی

 ACOD1 ــم ــردی انزی ــاط داغ عملک ــت اوردن نق ــس از بدس پ
ــش در  ــر جه ــده اث ــز کنن ــزار انالی ــرم اف ــت ن ــک هش ــا کم ب
ــف  ــش مختل ــت جه ــوزده حال ــر ن ــز اث ــه انالی ــم ب ــرد انزی عملک
ــه شــد و  ــم ACOD1 پرداخت در هــر نقطــه داغ عملکــردی انزی

از بیــن 190 حالــت مختلــف جهــش در ده نقطــه داغ عملکــردی 
انزیــم حــدود 29 حالــت از انهــا کــه بیشــترین امتیــاز را از لحــاظ 
ــتند و  ــف را داش ــرور مختل ــت س ــط هش ــودن توس ــذار ب ــر گ اث
بعنــوان جهشــهای خطرنــاک در 10 نقطــه داغ عملکــردی انزیــم 

ــدول3(. ــدند )ج ــاب ش ACOD1 انتخ

 جدول3: نتایج بررسی شبیه سازی اثرات تمام حالات جهش در نقاط داغ انزیم توسط ابزارهای مختلف بیوانفورماتیکی
PREDICTION OF SNPs PATHOGENICITY

 POSITION
 RESIDUE

MUTA-
TION

PANTHER PhD-
SNP SIFT SNAP2 Meta-SNP PROVEN Poly-

Phen.2
SN-

Ps&GO
 TOTAL
SCORE

A247C 1 1 1 1 1 0 0 0 5
A247F 1 1 1 1 1 0 0 0 5
A247W 1 1 1 1 1 1 1 0 7
A151W 1 1 1 1 1 1 1 0 7
A101C 1 1 0 1 1 1 1 1 7
A101D 1 1 0 1 1 1 1 1 7
A101H 1 1 0 1 1 1 1 0 6
A101W 1 1 0 1 1 1 1 1 7
A247Y 0 1 1 1 1 0 0 0 4
E150W 1 0 1 1 1 1 1 0 5
E150Y 1 0 1 1 1 1 1 0 5
A151C 1 0 1 1 1 1 1 0 5
A151D 1 1 0 1 1 1 1 1 7
A151K 1 1 0 1 1 1 1 0 6
K156P 1 1 0 1 1 1 1 1 7
A244D 1 1 0 1 1 1 1 1 7
A244E 1 1 0 1 1 1 1 1 7
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A244F 1 1 0 1 1 1 1 1 7
A244K 1 1 0 1 1 1 1 1 7
A244H 1 1 0 1 1 1 1 1 7
A244L 1 1 0 1 1 1 1 1 7
A244N 1 1 0 1 1 1 1 1 7
A244P 1 1 0 1 1 1 1 1 7
N248C 0 1 1 1 1 1 1 0 6
N248F 1 0 1 1 1 1 1 0 6
N248W 1 0 1 1 1 1 1 0 6
N248Y 1 0 1 1 1 0 1 0 5
P379W 1 0 1 1 1 1 1 0 6
A244W 0 1 1 1 1 1 1 0 6

ــها در  ــال جهش ــس از اعم ــم پ ــداری انزی ــن پای ــج تعیی نتای
ــم ــاط داغ انزی نق

.نتایــج حاصــل از انالیــز میــزان اثــر جهــش در نقــاط داغ 
ــان  ــف نش ــرور مختل ــط دو س ــم ACOD1 توس ــردی انزی عملک
داد کــه در بیســت و نــه حالــت انتخــاب شــده جهــش بــا امتیــاز 
بــالا از هشــت ســرور مختلــف در 25 مــورد از انهــا هــر دو ســرور 
تعییــن میــزان اثــر جهــش بــر پایــداری انزیــم ACOD1 نشــان 

دادنــد کــه ایــن جهشــها باعــث کاهــش پایــداری انزیــم شــدند و 
در یــک مــورد )ALA151( هــر دو ســرور نشــان دادنــد جهــش 
مذکــور باعــث افزایــش پایــداری انزیــم ACOD1 مــی شــود و 
 I-MUTANT ــرور ــر )A244L,N248C(  س ــت دیگ در دو حال
 )E150Y( افزایــش و در یــک حالــت MUPRO کاهــش و
ــداری  ــش پای ــش و MUPRO کاه ــرور I-MUTANT افزای س

ــد )جــدول4(. ــم را نشــان دادن در انزی

 جدول4: تعیین پایداری انزیم پس از اعمال جهشها در نقاط داغ انزیم

MUPROI-MUTANT.2POSITION RESIDUE
MUTATION

IncreaseDecreaseA247C
DecreaseDecreaseA247F
DecreaseDecreaseA247W
DecreaseDecreaseA151W
DecreaseDecreaseA101C
DecreaseDecreaseA101D
DecreaseDecreaseA101H
DecreaseDecreaseA101W
DecreaseDecreaseA247Y
DecreaseDecreaseE150W
DecreaseIncreaseE150Y
IncreaseIncreaseA151C
DecreaseDecreaseA151D
DecreaseDecreaseA151K
DecreaseDecreaseK156P
DecreaseDecreaseA244D
DecreaseDecreaseA244E
DecreaseDecreaseA244F
DecreaseDecreaseA244K
DecreaseDecreaseA244H
IncreaseDecreaseA244L
DecreaseDecreaseA244N
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DecreaseDecreaseA244P
IncreaseDecreaseN248C
DecreaseDecreaseN248F
DecreaseDecreaseN248W
IncreaseDecreaseN248Y
DecreaseDecreaseP379W
DecreaseDecreaseA244W

نتایج بررسی اثر جهش بر برهمکنش های پروتئینی
نتایــج حاصــل از ســرور Mcsm_ppi2 تعییــن کــرد کــه از بین 29 
جهــش اثرگــذار در نقــاط داغ عملکــردی انزیــم ACOD1 تعــداد 
9 عــدد از انهــا باعــث کاهــش عملکــردی برهمکنــش پروتئیــن 

ACOD1 بــا دیگــر پروتییــن هــا و 20 عــدد دیگــر از انهــا باعــث 

ــا دیگــر پروتئیــن هــا  افزایــش برهمکنــش پروتئیــن ACOD1 ب
مــی شــود )جــدول5(.

ACOD1 جدول 5: بررسی اثر جهش بر برهمکنش های پروتئینی انزیم 
chain wild-type res-number mutant distance-to-interface mcsm-ppi2-prediction affinity

A ALA 101 TRP 14.825 1.24 Increasing
A ALA 247 CYS 7.488 -0.121 Decreasing
A ALA 244 HIS 3.626 0.377 Increasing
A ASN 248 TYR 9.091 -0.017 Decreasing
A ALA 247 PHE 7.488 0.161 Increasing
A ALA 244 LEU 3.626 0.323 Increasing
A ALA 244 GLU 3.626 0.499 Increasing
A ASN 248 TRP 9.091 0.032 Increasing
A ALA 244 ASN 3.626 0.309 Increasing
A ALA 151 TRP 14.935 0.913 Increasing
A ALA 101 CYS 14.825 -0.096 Decreasing
A ALA 244 TRP 3.626 0.592 Increasing
A ALA 151 LYS 14.935 0.171 Increasing
A ALA 101 HIS 14.825 0.795 Increasing
A ALA 151 ASP 14.935 0.423 Increasing
A LYS 156 PRO 3.635 -1.593 Decreasing
A ALA 244 PRO 3.626 -0.202 Decreasing
A PRO 379 TRP 14.315 0.279 Increasing
A ALA 244 PHE 3.626 0.414 Increasing
A ALA 247 TRP 7.488 0.448 Increasing
A ALA 151 CYS 14.935 0.054 Increasing
A ALA 101 ASP 14.825 0.265 Increasing
A ASN 248 CYS 9.091 -0.248 Decreasing
A ALA 247 TYR 7.488 0.083 Increasing
A ALA 244 LYS 3.626 0.337 Increasing
A ASN 248 PHE 9.091 -0.027 Decreasing
A GLU 150 TYR 10.35 -0.132 Decreasing
A GLU 150 TRP 10.35 -0.067 Decreasing
A ALA       244 ASP 3.626 0.513 Increasing
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ــاط  ــر در نق ــای برت ــش ه ــگاه جه ــازی جای ــر س ــج تصوی نتای

ــم داغ انزی

HOPE (http://www.cmbi.ru.nl/ نتایــج حاصــل از ســرور
ــه  ــزی ب ــاختار ان ــرا در س ــگاه ان ــش و جای ــوع جه ــه ن hope( ک

 MUTATION3D تصویر کشــانده اســت.همچنین توســط ســرور
نیــز نقــاط داغ عملکــردی دچــار جهــش شــده را در ســه خوشــه 

مجــزا دســته بنــدی و مصورســازی کــرد )تصویــر5(.
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تصویرA::5تعیین جایگاه اثر 9 جهش پرخطر موجود در نقاط داغ عملکردی انزیم ACOD1. B :  تعیین جایگاه خوشه های اصلی جهشهای بدست امده در نقاط 
داغ عملکردی انزیم ACOD1..C :مصور سازی جایگاه برخی جهش های پرخطر در نقاط داغ عملکردی انزیم

بحث
ــه  ــی ب ــن بیوانفورماتیک ــهای  نوی ــک روش ــا کم ــر ب ــه اخی در ده
بررســی چگونگــی نحــوه برهمکنــش هــای مختلــف پروتئیــن هــا 
بــا همدیگــر پرداختــه مــی شــوند تــا از ایــن طریــق بــه نقــاط داغ 
ــت  ــا دس ــا انه ــش ب ــر در برهمکن ــای درگی ــردی و رزیدوه عملک
ــش  ــف جه ــالات مختل ــی ح ــش بین ــی و پی ــا بررس ــا ب ــد. ت یابن
ــرد  ــها در عملک ــن جهش ــی ازای ــرات ناش ــی تغیی ــا و ارزیاب در انه
بســیاری از مســیرهای ســیگنالینگ مرتبــط بــا واکنشــهای مهــم 
و کلیــدی بیوشــیمیایی و متابولیکــی بــدن انســان، بتواننــد علــت 
بســیاری از اختــالات و بیماریهــای مرتبــط بــا ایــن ســری 
ــاط داغ  ــایی نق ــن خاطرشناس ــد. بدی ــگویی کنن ــرات را پیش تغیی
فعــال برهمکنــش هــای پروتئین/پروتئیــن و پیــش گویــی انــواع 
مختلــف جهشــهای موثــر و بررســی اثــار زیــان بــار ناشــی از انها با 
کمــک نــرم افزارهــای بیوانفورماتیکی میتوانــد در ارائــه راهکارهای 
درمانــی ســریعتر و جدیــد بــه محققیــن کمــک کنــد تــا عملکــرد 
دقیــق تــری در ارائــه روش هــای درمانــی هدفمندتــر و موثرتــری 
ارئــه دهنــد. معمــولا SNPهــای ایجــاد کننــده بیماریهــا، اغلــب در 
مناطــق حفاظــت شــده تکاملــی ایجــاد مــی شــوند بدیــن خاطــر 
نقــش مهمــی در ســطوح ســاختاری و عملکــردی پروتئینهــا دارنــد 
ــی در  ــی و تحلیل ــج کار مطالعات ــر نتای ــه حاض )32،33(. در مطالع
مجمــوع منجــر بــه شناســایی 10 نقطــه داغ عملکــردی در ســاختار 
انزیــم ACOD1 شــد کــه تــا کنــون از واریانتهــای مختلــف از 
 )A101,A151,A152( ایــن نقــاط پیــش بینــی شــده ســه نقطــه

از انهــا بعنــوان موثــر در بیماریزایــی در بیماریهــای مختلــف طــی 
مطالعــات بالینــی گــزارش شــده اســت کــه ایــن بیانگــر تشــخیص 
درســت نتایــج ایــن مطالعــه و اهمیــت عملکــردی ایــن نقــاط داغ 
عملکــردی در پاتوژنــز بیمــاری هایــی ماننــد ســرطان مــی باشــد 
)34(.  جهــش هــای خامــوش ممکــن اســت توالــی هــای درگیــر 
در پیوندهــا را تغییــر دهنــد و منجــر بــه تولیــد رونوشــتهای غیــر 
ــی در  ــش های ــن جه ــن چنی ــده گرفت ــر نادی ــوند. خط ــی ش طبیع
پایــداری پروتئیــن هــا بــرای فعالیــت، عملکــرد و تنظیــم زیســتی 
ــا  ــه ت ــر گون ــرا ه ــم اســت زی ــیار مه ــا بس ــای آن ه ــول ه مولک
شــدن نادرســت ویــا کاهــش پایــداری پیامدهــای مضــر و 
خطرناکــی را بدنبــال دارد )35،36(. بدیــن خاطــر در ایــن کار 
ــا  ــف ب ــک مکمــل مختل ــزار بیوانفورماتی ــتفاده از هشــت اب ــا اس ب
ــالات  ــام ح ــرای بررســی جهــش در تم ــف ب ــای مختل الگوریتمه
ــده   ــی ش ــش گوی ــردی پی ــه داغ عملک ــن 10 نقط ــی ممک جهش
)حــدود 190 حالــت( انجــام شــد کــه بیانگــر بررســی وســعت ابعــاد 
مســئله از جهــات گوناگــون بــا ابزارهــای مختلــف بیوانفورماتیکــی 
ــن 190  ــر 2(. از بی ــاوت میباشــد )تصوی ــزی متف ــا متدهــای انالی ب
ــاختاری و  ــای س ــاظ پیامده ــه لح ــده ب ــی ش ــدد SNP ارزیاب ع
پایــداری در انزیــم مــورد مطالعــه حــدود 29 عــدد SNP انتخــاب 
شــد کــه بــر اســاس نتایــج ایــن هشــت ابــزار محاســباتی نســبت 
بــه بقیــه از بیــن ایــن 190 جهــش خطرناکتــر بودنشــان تایید شــد. 
ســپس از انهــا جهــت بررســی اثرشــان بــر پایــداری ســاختاری و 
  MUPro و I-Mutant 3.0 عملکــردی پروتییــن توســط ابــزار
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ــن دو  ــه و تحلیلهــای حاصــل ازی ــج تجزی ــه نتای اســتفاده شــد ک
ــداری پروتئیــن را  ــزار نشــان داد کــه در 25 عــدد SNP هــا پای اب
توســط هــر دو ابــزار کاهــش یافــت و در یــک مــورد توســط هر دو 
ابــزار افزایــش پایــداری مشــاهده شــد و در ســه حالــت دیگــر یکی 
از ابزارهــا افزایــش و دیگــری کاهــش را نشــان دادنــد )جــدول4(  
ــه  ــت ک ــده اس ــخص ش ــف  مش ــات مختل ــی در مطالع ــور کل بط
مــوارد کاهــش دهنــده پایــداری می‌تواننــد فعــل و انفعــالات اســید 
ــا حــدی باعــث انحــراف عملکــردی  آمینــه را بی‌ثبــات کننــد و ت
ــورد  ــتری را در م ــات بیش ــر تحقیق ــن خاط ــوند. بدی ــن ش پروتئی
nsSNP هایــی کــه منجــر بــه بــی ثباتــی پروتئیــن مــی شــوند و 

انجــام مطالعــه ای در مــورد دینامیــک مولکولــی به منظور بررســی 
تأثیــر جهــش هــا بــر پایــداری ســاختار پروتئیــن را توصیــه مــی 
ــط  ــه توس ــه ک ــر از بقی ــای پرخطرت ــم )nsSNP. )38،37 ه کنی
A248 ــد ــاز را اوردن ــترین امتی ــی بیش ــزار بیوانفورماتیک ــت اب هش
W,A151W,A101C,A101D,A101H,A247Y,A151D,K1

56P,A244D,A244E,A244F,A244K,A244H,A244L,A2

A244P,44 به‌عنــوان مکان‌هــای مهــم اتصــال پروتییــن ممــورد 

ــه  ــی ب ــده‌اند و همگ ــی ش ــا پیش‌بین ــر پروتیینه ــا دیگ ــی ب بررس
 ConSurf عنــوان نواحــی بســیار محافظــت ‌شــده توســط ســرور‌
مــورد تاییــد قــرار گرفتنــد )39(. عــاوه بــر ایــن، تجزیــه و تحلیلها 
ــن  ــطوح پروتیی ــای روی س ــم جهش‌ه ــه ه ــد ک ــخص کردن مش
ــی در ســاختار  ــا جزئ ــل ی ــه طــور کام ــه ب ــی ک و هــم جهش‌های
ــتند )40(.  ــان‌ هس ــر دو آسیب‌رس ــده‌اند ه ــون ش ــن مدف پروتیی
بنابرایــن ایــن نــوع جهشــها ممکــن اســت باعــث از بیــن رفتــن 
ــراری  ــال در برق ــز اخت ــز در درون و نی ــالات آبگری ــل و انفع فع
برهمکنشــها بــا دیگــر فاکتورهــا در ســطوح بیرونــی پروتئین شــوند 
پــس نیــاز اســت مــورد بررســی بیشــتری قــرار گیرنــد. طبــق نتایج 
ــیار  ــای بس ــه nsSNP در موقعیت‌ه ConSurf، و SOPMA هم

ــها  ــای جهش ــد مکان‌ه ــد و 100% درص ــرار دارن ــده ق حفاظت‌ش
ــد  ــرار دارن ــای 5-7( ق ــا )تصویر‌ه ــا و coil ه ــای آلف در مارپیچ‌ه
و در چرخشــهای β وجــود ندارنــد کــه همگــی اینهــا میتواننــد بــا 
ــر  ــن ACOD1 تأثی ــر عملکــرد پروتئی ــن ب ــر ســاختار پروتئی تغیی
بگذارنــد )41(. از طــرف دیگــر پروتییــن ACOD1 بخاطــر اینکــه 
ــا دارد و  ــیاری از بیماریه ــد بس ــش فراین ــری در کاه ــش موث نق
ــا دیگــر پروتئینهــا انجــام  ایــن کار بخاطــر برهمکنــش هایــش ب
میدهــد بدیــن خاطــر کاهــش ایــن برهمکنشــها ممکــن اســت در 
ــه جهشــی  پیشــرفت التهــاب نقــش داشــته باشــد پــس هــر گون
کــه از جهشــهای بدســت امــده منجــر بــه کاهــش برهمکنشــهای 
ACOD1 شــود میتوانــد جهشــی مضــر در بیماریهــای مرتبــط بــا 

 Mcsm_ ــا کمــک ســرور ــات باشــد کــه در ایــن مطالعــه ب التهاب
ppi2 تمــام 29 جهــش بدســت امــده را مــورد بررســی قــرار دادیــم 

A247C,A248T,A101C,L156P,( کــه در بیــن انهــا 9 جهــش
ــر کاهش  A244P,N248C,N248F,E150Y,E150W( عــاوه ب

پایــداری پروتئیــن در کاهــش برهمکنشــهای موثــر ACOD1 نیــز 
ــن  ــی ای ــات بالین ــوان در مطالع ــر میت ــن خاط ــتند بدی ــش داش نق
ســری جهشــها را نســبت بــه دیگــر جهشــهای ارزیابــی شــده در 
ACOD1 مــورد ارزیابــی هــای ویــژه ای قــرارداد زیــرا نســبت بــه 

 ACOD1 بقیــه اثــرات کاهشــی و مخربتــری از انهــا بــر عملکــرد
طــی انالیزهــای ابزارهــای بیوانفورماتیکــی مختلــف بدســت امــده 
اســت. بــا ایــن حــال، هــر چــه عوامــل بیشــتری در نظــر گرفتــه 
شــوند، پیش‌بینــی دقیق‌تــر خواهــد بــود )42(. امــا در نهایــت ایــن 
انجــام مطالعــات آزمایشــگاهی بالینــی اســت کــه بــرای حمایــت 
ــق  ــج حاصــل از طری ــود. نتای ــی ش ــه م ــا توصی ــه ه ــن یافت از ای
دیتــا بیســهای مختلــف نتایــج مطالعــه حاضــر را کــه بــا رویکــرد               
ــه  ــی مقایس ــای بالین ــا رویکرده ــود ب ــده ب ــت ام in silico بدس

مضــر   A151,A101,A152، SNP, منطقــه  در  کــه  شــدند 
ــده  ــی بدســت ام ــج بالین ــا نتای ــه حاضــر ب ــد و نتیجــه مطالع بودن
مطابقــت داشــت. در حالــی کــه بقیــه SNP هــای مضرتــری کــه  
نســبت بــه بقیــه جهشــها خطرناکتــر تشــخیص داده شــده بــودن 
تــا کنــون مطالعــه بالینــی مرتبطــی بــا انهــا پیــدا نشــد کــه البتــه 
یــک دلیــل اصلــی ایــن میتوانــد ایــن باشــد کــه پروتییــن مــورد 
بررســی ترکیبــی اســت کــه جدیــدا محققــان بــر روی ان در حــال 
انجــام مطالعــات مختلــف هســتند و هنــوز دیتــای کاملــی از ان در 
ــی از جهشــهای  ــال خیل ــن ح ــا ای ــی ب دســترس نمــی باشــد. ول
ــان  ــک هم ــردی در نزدی ــاط داغ عملک ــده در نق ــی ش ــش بین پی
ــکان  ــوان م ــی بعن ــات بالین ــی مطالع ــه در برخ ــد ک ــی بودن نواح
ــن بیانگــر حساســیت  ــد و ای ــاک تشــخیص داده شــده بودن خطرن
رزیدوهــای ان نواحــی از انزیــم مربوطــه بــه جهشــها مــی باشــد. 
ــی  ــات بالین ــق مطالع ــز nsSNP هــای مضــر از طری اگرچــه تمای
مطلوبتــر اســت، امــا دســتیابی بــه آزمایــش هــای مکــرر روی همه 
جهشــها زمــان و هزینــه زیــادی مــی بــرد. بدیــن خاطــر اســتفاده 
رویکردهــای مختلــف ارزیابــی شــبیه ســازی کامپیوتــری قبــل از 
مطالعــات بالینــی درجــه خاصــی از قابلیــت اطمینــان را بــرای پیش 

بینــی تهدیــد جهشــها بــه مــا مــی دهــد. 

نتیجه گیری 
در تجزیــه و تحلیــل ســیلیکونی از پیامدهــای عملکــردی و 
ســاختاری SNP هــای پیــش گویــی شــده در نقــاط داغ عملکردی 
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A247C,A248T,A101( انســانی، 9 جهــش ACOD1 در ژن
C,L156P,A244P,N248C,N248F,E150Y,E150W( بدســت 

امــد کــه نســبت بــه دیگــر جهشــهای بدســت امــده ممکــن اســت 
در شــکل گیــری فرایندهــای التهابــی در بیماریهایــی ماننــد انــواع 
ــی  ــری داشــته باشــند.و بطــور کل ــف نقــش موثرت ســرطان مختل
ــن  ــورد از ای ــه م ــون س ــا کن ــردی ت ــه داغ عملک ــن ده نقط از بی
نقــاط )A101,A151,A152( در بیماریهــای مختلــف و طــی 
ــد  ــا را تایی ــی م ــش بین ــد و پی ــد شــده ان ــی تایی ــای بالین ارزیابیه
کــرده انــد و اینهــا مــی تواننــد بــه عنــوان نشــانگرهای تشــخیصی 
در بیماریهــای وابســته بــه التهــاب و یــا بــه عنــوان یــک اهــداف 
ــک  ــه in silico ی ــن مطالع ــوند. ای ــتفاده ش ــی اس ــی احتمال داروی

پلــت فــرم نظــری بــرای مکانیســم مولکولــی درگیــر در فرایندهای 
التهابــی در بیماریهــای مختلــف ناشــی از جهــش ژن ACOD1 را 

ارائــه مــی دهــد.

سپاسگزاری
ــرای  ــران ب ــهید چم ــگاه ش ــاتید دانش ــات اس ــندگان از زحم نویس

ــد. ــی کنن ــی م ــی قدردان ــکاری حمایت هم

تضاد منافع
ــی در  ــاد منافع ــچ تض ــه هی ــد ک ــی کنن ــام م ــندگان اع نویس

خصــوص پژوهــش حاضــر وجــود نــدارد.
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