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ی با يهاهای محاسباتی منجر به تشخيص اسنيپو الگوريتم DNAيابی های اخير در توالیپيشرفت

بر ها دشوار و زمان های حاصل از اسنيپ للآاز طرفی مطالعه آزمايشگاهی . است ارزش بالاتر شده

های در اين تحقيق از چندين الگوريتم محاسباتی برای بيان تاثير ساختار و عملکرد اسنيپ. است

 HSP70. بر عملکرد پروتئين در ژنوم گاوميش استفاده شد( HSP70) 77ژن پروتئين شوک حرارتی

از سويی ديگر گاوميش يکی از . شوديک چاپرون مولکول است که در پاسخ به استرس بيان می

 111افيمتريکس در 90Kدر اين بررسی از تراشه اسنيپ . اوم به استرس گرمايی استهای مق دام

 Dataدر . است گاوميش خوزستانی و اطلاعات توالی منتشر شده برای گاوميش هندی استفاده شده

Set  خوزستانی اسنيپی يافت نشد، اما در گاوميشData Set  گاوميش هندی، يک اسنيپ تشخيص

 ,SIFTهایافزاربا استفاده از نرم M5T (Methionine/Threonine) نيپآناليز اس. داده شد

PROVEAN  دشانجام .SIFT  و الگوريتم  1با محاسبه ضريبPROVEAN  33/7با محاسبه ضريب 

-Iالگوريتم . اين جهش يا اثر اسنيپ را غير مخرب و پروتئين را با عملکرد طبيعی نشان دادند

mutant  که برای بررسی ثبات پروتئين جهش يافتهhsp70  استفاده شد و تاثير اسنيپ بر پايداری و

بينی پيش( =77/7DDG) استحکام پروتئين را با کمک رگرسيون براساس تغيير در انرژی آزاد

ثبات پروتئين را  =7pHگراد و درجه سانتی11در دمای  Met5Thrکند، نشان داد که اسنيپ  می

حاکی  Prosa Z-Scoreهای راماچاندران و کمک نقشه هاعتبارسنجی مدل ب. دهدکمی کاهش می

داکينگ مولکولی نحوه . يافته در مقايسه با مدل طبيعی استاز انحراف جزئی در پروتئين جهش

يافته نشان  در هر دو مدل طبيعی و جهش( ADP)به ليگاندش آدنوزين دی فسفات  HSP70اتصال 

شود که ضمن تغيير به کاهش پايداری پروتئين و تغيير ساختار آن میدهد که جهش منجر می

طورکلی جهش پيدا شده تاثير مخرب  هببا اين وجود . کندساختار جايگاه اتصال ليگاند نيز تغيير می

 .دهد و بزرگی بر ساختار پروتئين در اين بررسی نشان نمی
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 هاجمعیت ژنتیکی ساختار از اطلاع اصلاح، و ژنتیک حوزه در

 هایطرحدر اجرای  ریزی برنامه برای بزرگی کمک تواند می

 .باشد ژنتیکی ذخایر حفظ تر، مهم همه از و نژادی اصلاح

 زمینه این در مولکولی نشانگرهای از استفاده و مولکولی های روش

 اطلاعات به توجه با زیرا آید،می حساب به ها گزینه بهترین از یکی

 تحلیل و تجزیه از که نتایجی تواندمی دهدمی دست به که زیادی

 تکمیل و تأیید را است آمده دست به آماری های روش با رکوردها

 Alinaghizadeh et) کند رد را ها آن که است ممکن حتی و نموده

al. 2010 .)دارد زیادی فواید ملکولی ژنتیک از استفاده علاوه، به 

 جایگاه برای افراد ژنوتیپ تعیین دار معنی فواید این از یکی که

 از استفاده چنین هم( Mousavizadeh et al. 2009) است خاصی

 ممکن حیوانات نژاد اصلاح و انتخاب در ژنتیکی نشانگرهای

 Javanmard) کند تسریع را ژنتیکی پیشرفت مهیجی طور به است

et al. 2008 .)برای بومی نژادهای ژنتیکی تنوع مطالعه چنین هم 

 است ضروری و لازم بومی ذخایر ژنتیکی منابع از حفاظت

(Mohammadi et al. 2009 .)عمیقی دانش اساس بر باید حفاظت 

 و شناسایی برای تلاش لذا باشد، خاص نژادهای ژنتیکی منابع از

 اهمیت بسیار محلی و بومی نژادهای ژنتیکی خصوصیات تعیین

 (.Shojaei et al. 2010; Zamani et al. 2013) دارد

کننده فیلوژنتیکی محصولات ژن  های شوک حرارتی، حفظپروتئین

های  پروتئین هستند که کاتالیزکننده مناسبی برای تاخوردگی مجدد

یافته در طول دناتوره شدن یا دیگر حوادث فیزیکوشیمیایی  تغییر

ها در طول تغییرات ترکیب مناسب و عمل این پروتئین. هستند

های عادی و ظ فعالیتچنین در حف زیست محیطی و هم

 Marai)مانی سلول ضروری هستند بیوشیمیایی سلول برای زنده

et al. 2014 .)های شرایط استرس گرمایی اثرات منفی بر پارامتر

گذاری، تولیدشیر، مصرف خوراک، سرعت تخمک: تولیدی شامل

نگرانی در مورد اثرات تنش محیطی  .رشد و سلامتی حیوان دارد

مشخص طور کامل  تاکنون به. اخیر افزایش یافته استهای در سال

که استرس گرمایی چرا و چگونه بر تولید شیر تاثیر  است  نشده

گاومیش تنها در مناطق مرکزی دنیا، آسیا، بعضی  .گذاردمی

تر کشورهای آمریکا لاتین یافت  کشورها در اروپا شرقی و بیش

: شوند های آبی به دو گونه تقسیم میگاومیش. شود می

گاومیش و . ایی های رودخانههای باتلاقی و گاومیش گاومیش

تولیدات اقتصادی آن تحت تاثیر تعداد زیادی فاکتور است 

تاثیر بعضی فاکتورها  که مخصوصا شرایط محیطی و خوراک،

طی بالا بر ، اثر منفی درجه حرارت محیتر باشد است بیش ممکن

اختلال در  ند ودر نهایت با رشد ک اشتها و مصرف خوراک

فهمیدن تنوع (. Patir et al. 2010) رسدتولیدمثل به پایان می

DNA طور اساسی اجزاء ژنتیکی صفات  تواند بهدر ژنوم می

تحمل حرارت یک  .انطباقی پیچیده را شناسایی و تفسیر کند

اثرات مختلفی بر رفتار  ،صفت کمی است که جهش در ژن آن

گاهی اوقات ایجاد  (.Sodhi et al. 2013) تحمل حرارت دارد

جهش در نواحی پروموتر ژن یا نواحی اینترون ژن سبب تغییر در 

بیان پروتئین  تغییر و در نهایت RNAبیان رونویسی ژن و پایداری 

یافتن اثر تغییر یک  .(Bhattacharya et al. 2016) گردد مربوطه می

نوکلئوتید در ژنوم دام بر روی عملکرد دام، حوزه مطالعاتی بنام 

بر این اساس . را ایجاد نموده است( GWAS)پویش ژنومی 

. است های اسنیپ با تراکم مختلف برای هر دام طراحی شده تراشه

با توجه به اینکه اخیرا تراشه اسنیپ برای گاومیش خوزستان در 

های احتمالی در بخشی از  گرفت، لذا یافتن اسنیپ دسترس قرار

در دام ( 07پروتئین شوک حرارتی)ژنوم مرتبط با استرس گرمایی  

چون گاومیش و برآورد اثر جهش منجر به اسنیپ بر  مقاومی هم

برای این . روی عملکرد پروتئین، حاصل از اهداف این تحقیق بود

اطلاعات ( الف. اده شداستف (data set) داده هبررسی از دو مجموع

کمک تراشه اسنیپ  هگاومیش خوزستانی که ب 112ژنوتایپینگ 

90k اند و پس از اعمال  شرکت افیمتریکس تعیین ژنوتایپ شده

هزار اسنیپ را در سرتاسر  07فیلترهای معمول و مرسوم، بیش از 

های منتشر شده در بستر اینترنت  توالی( ژنوم نشان دادند و ب

های خوزستانی با استفاده از  گاومیش. گاومیش هندی برای

در شرکت  Genotyping Array Axiom Buffalo 90kهای  آرایه

متریکس ژنوتیپ متریکس و با استفاده از پروتکل استاندارد افیافی

های طراحی شده جهت تعیین ژنوتیپ گاومیش،  آرایه. شدند

هر . آورد اهم میرا فر SNPجایگاه مارکری  06607امکان ژنوتیپ 

باشد و هر آرایه برای بررسی یک حیوان آرایه می 69چیپ دارای 

توالی پروتئینی مربوط به گاومیش . گیردمورد استفاده قرار می

از پایگاه داده پروتئین ( ADQ27309.1)هندی با شماره دستیابی 
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. دست آمد هب (NCBI) موجود در مرکز ملی اطلاعات بیولوژی

با مشخصات  (PDB) و از پایگاه داده پروتئینساختارهای الگ

(5FPN_A, 3C7N_B, 1YUW_A, 2V7Z_A, 2E88_A, 

2E8A_A, 3A8Y_A, 5BN8_A, 3JXU_A 

5BN8_A,3JXU_A, 5BN9_A) دست آمدند هسازی ب برای مدل .

های  بینی اثر اسنیپ بعدی پروتئین برای پیشساختار سه

 Topham) باشدموثر میغیرمترادف بر ساختار کلی پروتئین بسیار 

et al. 1997) .سازی، ساختارهای همولوگ از پایگاه داده  برای مدل

های شناسایی شده از توالی. آمدنددست  هب( PDB)پروتئین 

، 06%، %09گاومیش  hsp70های انتخاب شده، با پروتئین  مدل

بینی شکل سه بعدی  پیش. شتندشباهت دا 66%و،  %00، %00

-MODEL،SWISSافزار گاومیش با سه نرم hsp70پروتئین 

MODELER و I-TASER هایسپس مدل. است انجام شده 

برای . اندهای راماچاندران اعتبارسنجی شدهشده با نقشه ساخته

همراه  افزایش صحت مدل نهایی، مجددا سه مدل ساخته شده به

مدل  .شدافزار مدلر داده گاومیش به نرم hsp70توالی پروتئینی 

شکل ) شودافزار مدلر ساخته میست که توسط نرما یی مدلینها

2A.) افزار برای مدل ساخته شده تابع ارزیابی نرم :Dope Score 

تر باشد، مدل بهتر ترسیم منفی Dope Score باشد که هر چقدرمی

تابع ارزیابی شده برای این  .(Fiser et al. 2003)است  شده

 hsp70یافته  مدل جهش .باشدمی Dope Score=-37503مدل،

افزار با استفاده از نرم) Met5Thrگاومیش پس از اعمال جهش 

MOE) ،دساخته ش ( 2شکلB .) اعتبار سنجی هر دو مدل با

در نقشه، . انجام شد pro-SAهای راماچاندران و استفاده از نقشه

فزار ازوایای فی و سای برای مدل طبیعی ساخته شده توسط نرم

 4در منطقه مجاز و  درصد 4، در منطقه ایده آل درصد 67مدلر 

 Rampageدر مقایسه نتایج . باشدی غیرمجاز میدر منطقه درصد

یافته در  از مدل جهش درصد 00 ،یافته با مدل طبیعی مدل جهش

باشد که در مقایسه با مدل طبیعی این مقدار آل میمنطقه ایده

که این مقدار نسبت  درمنطقه مجاز درصد 17یافته است،  کاهش

درمنطقه غیرمجاز  دو درصدیافته است و  به مدل طبیعی افزایش

دهد که جهش منجر به تغییر مدل از این نتایج نشان می. باشدمی

با  Pro-SAافزار  نرم. است آل به منطقه قابل قبول شدهمنطقه ایده

انرژی کلی را برای هر دومدل  Z-SCOREاستفاده از برآورد 

برای مدل  Z-SCOREارزش  .کندیافته محاسبه میجهش طبیعی و

. است برآورد شده -92/9و  -08/0ترتیب  یافته بهطبیعی و جهش

دهد که یک انحراف جزئی در پروتئین این نتایج نشان می

تغییر در یک  .یافته در مقایسه با مدل طبیعی وجود دارد جهش

ند یا جایگاه آمینواسید ممکنه باعث تخریب جایگاه اتصال لیگا

اتصال پروتئین شود و بر عملکرد پروتئین با استفاده از تغییر ثبات 

 Rasel et) پروتئین یا سرعت تاخوردگی پروتئین تاثیرگذار باشد

al. 2015.)  به هر حال جایگزینی یک آمینواسید در توالی پروتئینی

 Ng et) ممکنه بر میل اتصال پروتئین به لیگاندش تاثیرگذار باشد

al. 2001.) چنین  اکسیدانی و هممتیونین در مکانیسم دفاعی آنتی

های در تنظیم متابولیسم سلولی نقش مهمی دارد، یکی از نقش

های اکسیداتیو دفاعی آن باعث حفاظت سلول در برابر آسیب

 SIFTافزار بینی نرمطبق پیش (Levine et al. 1998) شود می

PROVEAN ، باشدو غیرمخرب میاین اسنیپ یک اسنیپ طبیعی 

این  I-MUTANT بینیباشد، طبق پیشو در اکتیوسایت نمی

شود باعث کاهش ثبات پروتئین می =40/7DDG ارزش اسنیپ با

. 

 
 I-MUTANT و SIFT ،PROVEAN افزارتوسط سه نرم M5Tبینی شده برای اسنیپ غیرمترادف و تغییر اسیدآمینه نتایج پیش -1جدول

 I.MUTANT نتایج  PROVEAN نتایج  SIFT   نتایج

 عملکرد   *DDG امتیاز  عملکرد مقدار پارامتر  عملکرد  مقدار پارامتر

 یابدکاهش می 40/7  طبیعی 33/7  قابل تحمل       1

 .دست آمده است هب 0برابر  pH و 28 این امتیاز در دمای * 
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A                  B 
یافته با  جهش hsp70اینترکشن میان  ADP (A.)طبیعی با لیگاندش  hsp70اینترکشن میان پروتئین  .یافته با لیگاند اینترکشن میان پروتئین طبیعی و جهش دیاگرام -1 شکل

 .ADP (B) لیگاندش

  A 

B 

مدل پروتئین . دهدنشان می 8که اسیدآمینه متیونین طبیعی را در جایگاه  است طراحی شدهافزار مدلر با نرم (A) مدل طبیعی. HSP70یافته  مدل طبیعی و جهش -2شکل 

hsp70 دهدیافته که آمینواسید تغییریافته ترئونین را نشان می جهش. 

 

یافته های راماچاندران در هر دو ساختار طبیعی و جهشنقشه

. است غییر در چه مناطقی شدهدهند که جهش باعث تمینشان

یافته  ساختار طبیعی و جهش به هر دو ADPبنابراین میل اتصال 

hsp70 افزار با استفاده از نرمAutoDock4.2 (با گرید باکس :

( ژنتیک لاماکرین: الگوریتم) (ران177: تعداد ران) (07×07×07

و مقایسه داکینگ دو مدل ضمن بررسی نتایج داکینگ  .بررسی شد

سه آمینواسید کلیدی که در پاکت حضور ، یافتهطبیعی و جهش

د که در مقایسه باشمی ASP366,ArG272,Gly339: دارند شامل

یافته و طبیعی، جهش باعث تغییر جایگاه اتصال دو مدل جهش

است و به  متصل نشده GLy339لیگاند شده است که لیگاند به 
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نتایج هکس در  (.1شکل)است  اسیدآمینه دیگری متصل شده

(Hex 8.0.0 ) ،برای اینترکشن میان پروتئین اولیه و لیگاندش

و در مدل جهش یافته انرژی اتصال  -97/378: انرژی اتصال

ها با استفاده از تغییر در زوایا فی این یافته. گزارش شد -82/202

چنین تغییر  هم. شوندحمایت می Z-SCORE و سای و انحراف 

نیز تغییر ساختار و ثبات پروتئین را تایید  در جایگاه اتصال لیگاند

در  hsp70کنند که ساختار اولیه این نتایج پیشنهاد می. کندمی

با توجه به . یافته بیشترقابل قبول استمقایسه با ساختار جهش

 Mayer et) های دیگر دارددر فولدینگ پروتئین hsp70نقشی که 

al. 2005 )ر پایداری پروتئین تواند دو تغییری که این جهش می

ایجاد کند و تغییر در ساختار پروتئین و جایگاه اتصال لیگاند 

اما این تاثیر خیلی  ،بر عملکرد پروتئین موثر باشدتواند  می

 .چشمگیر نخواهد بود
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