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Background and Aim The flavin reductase DszD enzyme is a key enzyme for providing required reduction 
potential in the bacterial desulfurization process. Considering the low speed of desulfurization process 
because of low catalytic power of this enzyme, it is necessary to increase the catalytic power of flavin 
reductase for industrial use of this enzyme as biocatalyst.
Methods & Materials The three-dimensional structure of the flavin reductase DszD enzyme was predicted 
by a CPHmodel server and its amino acid sequence was searched in the protein data bank to identify the 
homologue molecules. Based on the alignment of the amino acid sequence and the model molecules, 
the key residues at the flavin mononucleotide substrate were identified. The key residue of asparagine at 
position 77 was replaced with phenylalanine using the site-directed mutagenesis method. 
Ethical Considerations This study with research ethics code IR.NIGEB.EC.1398.6.24 A has been approved by 
research ethics committee at National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology, Tehran, Iran.
Results The cloning and expression of each of the wild-type and mutant genes were performed separately. 
The catalytic power of the produced wild-type and mutant enzymes were compared. The catalytic activity 
measurements showed that the mutant enzyme had a 2.5 fold increase in catalytic power.
Conclusion Replacing phenylalanine with asparagine at position 77 of flavin reductase DszD enzyme leads 
to an increase in enzyme catalytic power to increase the speed of bacterial desulfurization process.

Key words: 
Flavin reductase DszD 
enzyme, Bacterial de-
sulfurization, Catalytic 
power

Article Info:
Received: 13 Jun 2019

Accepted: 14 Oct 2019

Available Online: 01 Dec 2019

Research Paper
Increasing the Catalytic Power of the Flavin Reductase DszD Enzyme Using 
Site-Directed Mutagenesis Method in Rhodococcus Erythropolis

A B S T R A C T

Extended Abstract

Introduction

he combustion of petroleum compounds, 
due to the release of sulfur oxides, can 
cause numerous environmental issues, 
like air pollution, as well as many cardiac, 
respiratory, dermatological, and gastroin-

T
testinal diseases in individuals. Various approaches are ap-
plied to reduce the sulfur content of petroleum compounds 
in the petroleum refinery; chemical desulfurization is the 
most frequently used method in this respect. The chemical 
desulfurization is inefficient and requires powerful thermal 
systems, high pressure, high energy consumption, and cost-
ly metal catalysts. The microbial desulfurization method 
has recently been developed. The microbial desulfurization 
could remove sulfur in the polycyclic derivatives of petro-
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leum without breaking the carbon skeleton and reducing 
fuel energy value along the 4S route. This pathway was first 
introduced in the gram-negative Rhodococcus erythropolis 
bacteria (Rhodococcus erythropolis IGTS8). This bacte-
rium uses sulfur in dibenzothiophene and its derivatives as 
the sole nutrition source. The active desulfurization reaction 
is performed in the presence of the flavin reductase DszD 
enzyme. Naturally, this enzyme has low catalytic power; 
therefore, it is considered as the primary limiting factor in 
the desulfurization process rate in the refining industry. The 
current study aimed to increase the catalytic power of the 
target enzyme. Thus, the asparagine residue at position 77 
was replaced with phenylaniline by targeted mutagenesis. 
Eventually, the catalytic power of wild and mutated en-
zymes was compared.

Materials and Methods

The DszD enzyme amino acid sequence is accessible at 
the National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
database under the code AAC38226.1. To identify ho-
mologous molecules with acceptable similarity, the target 
enzyme sequence was searched in the protein database. 
Among the identified homologs, those bounded to the FMN 

substrate were selected, and their alignment was performed 
using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). 
The wild-type dszD gene was amplified by Polymerase 
Chain Reaction (PCR) using forward and backward prim-
ers with cleavage sites for BamHI and EcoRI restriction 
enzymes, respectively. The dszD gene was mutated at posi-
tion 77 using SOEing-PCR. The mutated wild-type gene of 
600 bp length was individually cloned into the pET-23a(+) 
expression vector, then transferred to E. coli BL21 (DE3) 
cells. Cloning accuracy was assessed using the two restric-
tion enzymes mentioned above and sequencing. Wild and 
mutated proteins were separately expressed and confirmed 
by the Western blotting technique. Next, their optical ab-
sorption was measured at 340 nm during the oxidation of 
NADH to NAD per time unit. Protein concentration was 
determined by the Bradford method with Bovine Serum 
Albumin (BSA) as the standard protocol.

Results

Searching for the amino acid sequence of the flavin reduc-
tase DszD enzyme in the protein database has introduced 
homologous molecules with distinct crystallographic struc-
ture. Homologous molecules with the highest structural 

Figure 1. The alignment results of the amino acid sequence of flavin reductase DszD enzyme with homologous enzymes

ABC

12 31 2 3 4123 4

Figure 2. (A) Agarose gel: Column 1: The molecular markers of the type 1 kg base pair. Column 2: dszD PCR product lacking a 600 
bp mutation. Column 3: SOEing-PCR end product with a mutation in alanine 77 and 600 bp length. B. SDS-PAGE gel: Column 1: 
Protein molecular marker, Column 2: Wild-type recombinant strain, and Column 3: Recombinant mutant strain. Column 4: Strain 
containing the non-recombinant plasmid; C. the Western blot results of the study samples (B) i.e. visible in columns 2 and 3 of the 
flavin reductase DszD enzyme in wild and mutated types, respectively.
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similarity were selected as appropriate models for identify-
ing key positions. The alignment of the amino acid sequence 
of DszD enzyme with the selected homologous molecules 
revealed that the target enzyme active site includes 4 key 
positions for binding to the FMN substrate; threonine 62, 
serine 63, asparagine 77, and alanine 79 (Figure 1).

Wild-type dszD gene amplification was performed apply-
ing specific primers (Figure 2a, Column 1). The mutated 
dszD gene was also obtained at position 77 by a mutant 
primer (Figure 2a, Column 2). After the enzymatic diges-
tion of the pET-23a(+) vector and the final amplified frag-
ments, each was separately ligated to generate the recombi-
nant plasmid during the binding reaction.

The recombinant plasmids containing the wild- and mu-
tated-type genes were individually transferred to the E.coli 
BL21 (DE3) expression strain. The experimental results 
indicated the appropriate expression of the target cloned 
genes; it had a specific band on the polyacrylamide gel with 
a molecular weight of 24 kDa (Figure 2b).

Western blotting analysis supported the presence of a sig-
nificant level of expression of the wild and mutated types of 
recombinant flavin reductase DszD enzyme (Figure 2c). 
We compared the mean catalytic power of the wild-type 
and mutant-type flavin reductase DszD. The obtained data 
revealed that the mutant enzyme had a catalytic capacity 
of 392±6 U/mg, suggesting a 2.5-fold increase in activity, 
compared to the wild-type enzyme (160±4 U/mg).

Conclusion

The achieved data suggested that the target enzyme had 
an appropriate potential to increase the catalytic power in 
the 4S route. Thus, the targeted mutation in the flavin re-
ductase DszD enzyme and its activity in recombinant host 
cells could increase the desulfurization process efficacy, us-
ing the bacterial system. It is suggested that different mu-
tant molecules capable of mutation be produced in several 
key positions, and their catalytic potency be compared with 
those reported.
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زمینه و هدف آنزیم فلاوین ردوکتاز DszD به عنوان آنزیم کلیدی جهت تأمین نیروی احیایی لازم در فرایند گوگردزدایی باکتریایی 
محسوب می شود. با توجه به اینکه سرعت فرایند گوگردزدایی به دلیل پایین بودن قدرت کاتالیتیکی این آنزیم پایین است، بنابراین به 

منظور بهره گیری از آن به عنوان کاتالیزور زیستی تجاری، افزایش قدرت کاتالیتیکی آنزیمی ضروری است.

مواد و روش ها ساختار سه بعدی آنزیم فلاوین ردوکتاز DszD توسط سرور CPH-Model، پیش گویی و توالی آمینو اسید آن در پایگاه 
اطلاعات پروتئینی به منظور شناسایی مولکول های همولوگ جست وجو شد. بر اساس هم ترازی توالی آمینو اسیدهای آن با مولکول های 
همولوگ، باقی مانده های کلیدی در اتصال با سوبسترای فلاوین مونونوکلئوتید )FMN( شناسایی شد. باقی مانده کلیدی آسپارژین در 

موقعیت 77 با استفاده از روش جهش زایی هدفمند با فنیل  آلانین جایگزین شد. 

ملاحظات اخلاقی این مطالعه با کد IR.NIGEB.EC.1398.6.24 A به تأیید کمیته اخلاق پژوهشی پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و 
زیست فناوری رسیده است.

یافته ها همسانه سازی و بیان هریک از ژن های وحشی و جهش یافته به طور جداگانه انجام و قدرت کاتالیتیکی آنزیم های وحشی 
و جهش یافته تولیدی با یکدیگر مقایسه شد. نتایج سنجش فعالیت آنزیمی نشان داد قدرت کاتالیتیکی آنزیم جهش یافته نسبت 

به آنزیم وحشی به میزان 2/5 برابر افزایش یافته است.

نتیجه گیری جایگزین کردن آمینو اسید فنیل آلانین به جای آمینو اسید آسپارژین در موقعیت 77 منجر به افزایش قدرت کاتالیتیکی 
آنزیمی در راستای افزایش سرعت فرایند گوگردزدایی می شود.

کلیدواژه ها: 
آنزیم فلاوین ردوکتاز 

DszD، فرایند 
گوگردزدایی باکتریایی، 

قدرت کاتالیتیکی

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: 23 خرداد 1398
تاریخ پذیرش: 01 مرداد 1398 

تاریخ انتشار: 10 آذر 1398

مقدمه

سبب  نفتی،  ترکیبات  و  فسیلی  سوخت های  از  استفاده 
افزایش اکسیدهای گوگردی در محیط زیست و بروز مشکلات 
و  هوا  آلودگی  اسیدی،  باران  قبیل  از  متعددی  زیست محیطی 
بسیاری از بیماری های قلبی، تنفسی، پوستی و گوارشی برای 
انسان می شود ]2 ،1[. نفت و مشتقات آن دارای طیف وسیعی 
از انواع ترکیبات گوگردی حلقوی و هتروسیکل های آروماتیک 
گوگرد  اکسید  کاهش سطح دی  برای  تیوفن هستند.  پایه  بر 
آزادشده به اتمسفر، کاهش میزان گوگرد در سوخت های فسیلی 
محتوای  کاهش  برای  مختلفی  است. روش های  امری ضروری 
گوگردی ترکیبات گوگردی حلقوی و هتروسیکل های آروماتیک 
در صنعت تصفیه استفاده می شوند که رایج ترین آن ها استفاده از 

گوگردزدایی به روش شیمیایی است]4 ،3[. 

آن گوگرد  در  است که  کاتالیتیکی  واکنش  فرایند یک  این 
آلی تحت فشار و دمای بالا با استفاده از گاز هیدروژن در حضور 
کاتالیزور های فلزی، احیا شده و به گاز سولفید هیدروژن تبدیل 
مناسبی  راندمان  از  شیمیایی  روش  به  گوگرد  می شود. حذف 
به سیستم های حرارتی پرقدرت، فشار  نیاز  و  برخوردار نیست 
بالا، صرف انرژی بالا و کاتالیست های فلزی پرهزینه دارد ]6 ،5[. 
از سوی دیگر بیش از 70 درصد ترکیبات هتروسیکلیک مانند 
دی بنزوتیوفن و مشتقات آن به این روش مقاوم هستند و گوگرد 

آن از واکنش حذف نمی شود ]7[.

گوگردزدایی  روش های  اخیراً  اشاره شده،  معایب  به  توجه  با 
متعددی از جمله روش اکسیداتیو، جاذب و میکروبی توسعه یافته 
گوگرد  است  قادر  میکروبی،  گوگردزدایی  روش  است ]8-10[. 
موجود در مشتقات پلی سیکلی نفت را بدون شکستن اسکلت 
کربن و کاهش ارزش انرژی سوخت حذف کند ]12 ،11[. در 
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افزایش قدرت کاتالیتیکی آنزیم فلاوین ردوکتاز DszD با استفاده از روش جهش زایی هدفمند در 
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راستای توسعه این روش میکروارگانیسم های متعددی شناسایی 
شده اند که قادر به حذف اختصاصی گوگرد هستند که از آن جمله 
از  بعضی  باکتریوم،  آگرو  اریتروپولیس،  رودوکوکوس  به  می توان 

کلبسیلاها، نوکاردیاها و پاینی  باسیلوس ها اشاره کرد ]14 ،13[.

طریق  از  میکروارگانیسم ها  این  در  گوگردزدایی  فرایند 
طی  هدف  مولکول  در  کربن  و  گوگرد  بین  پیوند  شکسته شدن 
مسیری موسوم به مسیر 4S انجام می شود. این مسیر اولین بار در 
باکتری گرم منفی رودوکوکوس اریتروپولیس1 با شناسه دسترسی 
توانایی  اریتروپولیس  ATCC53968 معرفی گردید. رودوکوکوس 
حذف اختصاصی گوگرد بدون آسیب به اسکلت کربنی و بدون 
کاهش در ارزش انرژی سوخت فسیلی را دارد ]15[. این باکتری 
تنها  به عنوان  آن  و مشتقات  دی بنزوتیوفن  از گوگرد موجود در 
 DszA، منبع تغدیه، استفاده می نماید. این باکتری دارای آنزیم های
DszB، DszC و DszD است که آنزیم های DszA و DszC کد کننده 
مونواکسیژناز، آنزیم DszB دسولفیناز و آنزیم DszD، یک فلاوین 
ردوکتاز وابسته به سوبسترای FMN است کهFMNH2لازم برای 

فعالیت آنزیم هایDszC و DszA را فراهم می کند ]17 ،16[. 

 DszD ردوکتاز  فلاوین  حضور  در  گوگردزدایی  فعال  واکنش 
)gi  2944380( نجام می شود. در واقع آنزیم اخیر با 192 آمینو 
این  آنزیم کلیدی  دالتون  اسید و وزن مولکولی حدود 22 کیلو 
فرایند محسوب می شود. به طور طبیعی، این آنزیم قدرت کاتالیتیکی 
پایینی دارد و از این رو عامل اصلی محدود کننده سرعت فرایند 
گوگردزدایی در صنعت پالایش شناخته شده است. یکی از عوامل 
مهم برای افزایش سرعت این فرآیند، افزایش قدرت کاتالیتیکی 
آنزیم DszD است. در مطالعه قبلی ما، افزایش فعالیت آنزیمی از 
طریق جایگزین نمودن آمینو اسیدهای آلانین و آسپارژین به جای 

باقی مانده ترئونین در موقعیت 62 گزارش شده بود ]18[. 

در این مطالعه ما علاقه مند بودیم با جهش زایی در باقی  مانده  
کلیدی دیگر در اتصال با سوبسترای FMN قدرت کاتالیتیکی آنزیم 
را بررسی کنیم. به همین دلیل ابتدا، پیش  گویی ساختار سه بعدی با 
هدف شناسایی باقی  مانده  های کلیدی انجام شد. از بین چهار باقی-

 مانده کلیدی شناسایی شده، باقی  مانده آسپارژین در موقعیت 77 با 
استفاده از روش جهش  زایی هدفمند با فنیل آلانین جایگزین شد. 
درنهایت قدرت کاتالیتیکی آنزیم  های وحشی و جهش  یافته مورد 

مقایسه قرار گرفت.

مواد و روش ها

 DszD آنزیم فلاوین ردوکتاز شناسایی باقی مانده های کلیدی 
جهت اتصال به سوبسترا

با عدد   NCBI پایگاه آنزیم DszD در  آمینو اسیدهای  توالی 

1. IGTS8 Rhodococcus erythropolis

شناسایی  منظور  به  است.  موجود   AAC38226.1 دسترسی 
آنزیم هدف در  توالی  قابل قبول،  با شباهت  مولکول همولوگ 
پایگاه داده پروتئین جست وجو شد ]19[. در بین همولوگ های 
شناسایی شده، همولوگ های متصل به سوبسترای FMN انتخاب 

و هم ترازی آن ها با یکدیگر از طریق ابزار BLAST انجام شد. 

مواد شیمیایی، سویه باکتریایی، پلاسمیدها و پرایمرها

اریتروپولیس  رودوکوکوس  باکتریایی  سویه  از  ژنومی   DNA
از   )+( pBluescript II KS تهیه شد. وکتور کلونینگ IGTS8
 DNA .بودند Novagen از )+( pET-23a فرمنتاز و وکتور بیانی
پلیمراز، آنزیم های برشی BamHI و EcoRI، T4 Ligase، کیت 
استخراج ژل آگارز )Cat. No. 11696505001( و کیت تخلیص 
 Roche از شرکت ) Cat. No. 11732668001( PCR محصول
آلمان؛ کیت استخراج Cat. No. K1014-100( DNA ( و کیت 
 Qiagen از شرکت )Cat. No. K2014-100( تخلیص پلاسمید
و نشانگرهای پروتئینی و آنتی بادی T7 tag از شرکت فرمنتاز 

لیتوانی خریداری شد.

تکثیر و همسانه سازی ژن dszD نوع وحشی و جهش یافته

ژن dszD نوع وحشی با استفاده از PCR از طریق پرایمرهای 
ATGGATCCATGTCTGACAAGC- ترتیب به  پسرو  و   پیشرو 
CGAATGC و GTAGAATTCCTACTATTGACCTAACG-

GAGTCGG تکثیر شد که به ترتیب دارای جایگاه برش برای 
آنزیم های محدود کننده BamHI و EcoRI بودند )نوکلئوتیدهایی 
آنزیم های  برش  جایگاه  است،  شده  کشیده  خط  آن  زیر  که 
محدود کننده را نشان می دهد(. ژن جهش  یافته dszD با استفاده 
و  پیشرو  پرایمرهای   .]20[ ایجاد شد   ،SOEing-PCR روش  از 
5/-CGTCTC- 77 به ترتیب  پسرو برای ایجاد جهش در موقعیت
5/-CTCCGCGAT- و   /GTTCTTCATCGCGGAG-3

GAAGAACGAGACG-3/ بودند. ژن نوع وحشی و جهش یافته 
حاصل به طول 600 جفت باز به صورت جداگانه درون وکتور 
بیانی pET-23a )+( همسانه سازی شدند و سپس به سلول های 
با  همسانه سازی  شدند. صحت  منتقل   )E. coli BL21 )DE3
استفاده از دو آنزیم محدود کننده مذکور و همچنین توالی یابی 
Russel انجام شد. روش های مولکولی بر اساس پروتکل استاندارد

و Sambrook انجام شدند ]21[.

القای بیان، الکتروفورز ژل آکریلامید و وسترن بلات

و  وحشی  ژن های  حاوی   pET-23a بیانی  وکتورهای 
 E. coli( جهش یافته، هرکدام به صورت جداگانه به میزبان بیانی
BL21 )DE3 منتقل شدند. میزبان های نوترکیب در محیط کشت 
LB در دمای 37 درجه سانتی گراد کشت داده شد تا به چگالی 
از  بیان میزبان های فوق  نوری 0/7 رسیدند. به منظور بررسی 
محیط کشت حاوی IPTG با غلظت نهایی 0/1 میلی مولار استفاده 
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)pH 6/8 ( شد. برای لیز سلولی از بافر نمونه حاوی 80 میلی مولار
Tris-Hclسدیم دو دسیل سولفات 2 درصد، گلیسرول 10 درصد 

و معرف برموفنول آبی 0/2 درصد استفاده شد. 

جهت مشاهده الگوی پروتئینی، نمونه ها بر روی ژلپلی آکریلامید 
)12/5 درصد( الکتروفورز و توسط محلول کوماسی بلو رنگ آمیزی 
شدند. به منظور اجرای وسترن بلات، پروتئین های تفکیک شده 
بر روی ژل در مجاورت با غشای PVDF با شدت جریان 200 
میلی آمپر قرار گرفتند. بعد از اتمام انتقال پروتئین ها، غشا در 
محلول BSA غوطه ور شد. سپس غشا به داخل محلول آنتی بادی 
T7 tag و بافر TBS-T به نسبت 1 به 1000 قرار گرفت. پس 
از شست وشو با بافر فوق، غشا به مدت یک ساعت در محلول 
حاوی آنتی بادی ضد T7 tag(HRP) و بافر TBS-T به نسبت 1 
به 2500 قرار داده شد. درنهایت جهت آشکار سازی پروتئین های 
منتقل شده بر روی غشا از محلول سوبسترای آنزیم پراکسیداز 

شامل دی  آمینو بنزیدین 0/5 میلی گرم در میلی لیتر و پراکسید 
هیدروژن 0/1 درصد در TBS استفاده شد ]22[.

DszD سنجش قدرت کاتالیتیکی آنزیم فلاوین ردوکتاز

جهت بررسی قدرت کاتالیتیکی آنزیم DszD، ابتدا پروتئین های 
 Tris/HCl )pH میلی مولار   50 حاوی  محلول  در  بیان شده 
)7/5 ، 140 میکرومولار NADH و 20 میکرومولار FMN حل 
شدند. سپس جذب نوری آن ها در طول موج 340 نانومتر طی 
اکسیداسیون NADH به NAD در واحد زمان سنجش شد ]18[. 
با BSA به عنوان  از روش برادفورد  با استفاده  غلظت پروتئین 

استاندارد تعیین شد ]23[.

تصویر 1. نتایج هم ترازی توالی آمینو اسید های آنزیم فلاوین ردوکتاز DzsD با آنزیم های همولوگ

تصویر 2. الف. ژل آگارز: ستون 1: نشانگر مولکولی نوع یک کیلو جفت باز، ستون 2: محصول RCP ژن Dzsd فاقـد جهش به طول 600 جفت باز و ستون 3: 
محصول نهایی RCP-gniEOS واجد جهش  در موقعیت آلانین 77 به طول 600 جفت باز. ب. ژل EGAP-SDS: ستون 1: نشانگر مولکولی پروتئین، ستون 2: سویه 
نوترکیب نوع وحشی و ستون 3: سویه نوترکیب جهش یافته. ستون 4: سویه حاوی پلاسمید غیرنوترکیب، ج. نتایج وسترن بلات نمونه های تصویر ب که در ستون 2 

و 3 باند مربوط به آنزیم فلاوین ردوکتاز DzsD به ترتیب نوع وحشی و جهش یافته قابل رؤیت است.
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یافته ها

 DszD جست وجوی توالی آمینو اسید آنزیم فلاوین ردوکتاز
ساختمان  با  همولوگ  مولکول های  پروتئینی،  داده  پایگاه  در 
کریستالوگرافی مشخص را معرفی کرد. مولکول های همولوگ با 
بالاترین شباهت ساختاری به آنزیم هدف و متصل به سوبسترای 
الگوی مناسب جهت شناسایی موقعیت های  به عنوان   ،FMN
کلیدی، انتخاب شدند. نتایج هم ترازی توالی آمینو اسیدهای آنزیم 
DszD با مولکول های همولوگ انتخاب شده، نشان داد جایگاه 
فعال آنزیم هدف دارای چهار موقعیت کلیدی جهت اتصال به 
سوبسترای FMN است که عبارت اند از: ترئونین 62، سرین 63، 

آسپارژین 77 و آلانین 79 )تصویر شماره 1(. 

تکثیر ژن dszD نوع وحشی و جهش یافته و همسانه سازی آن

تکثیر ژن dszD نوع وحشی با استفاده از پرایمرهای اختصاصی 
DszD-F و DszD-R انجام شد )تصویر شماره 2. )الف( ستون 
1(. همچنین ژن dszD جهش یافته در موقعیت 77 با استفاده 
از پرایمر جهش زا حاصل شد. برای این منظور قطعات آمپلیکون 
PCR های اول و دوم، تخلیص و به عنوان الگو برای PCR حاصل از

سوم قرار گرفتند )تصویر شماره 2. )الف( ستون 2(. پس از هضم 
آنزیمی وکتور pET-23a )+( و قطعات تکثیر شده نهایی، هرکدام 
به صورت جداگانه به منظور تولید پلاسمید نوترکیب طی واکنش 
اتصال به هم متصل شدند. نتایج توالی یابی صحت همسانه سازی 

را تأیید کرد. 

پلاسمیدهای نوترکیب حاوی ژن نوع وحشی و جهش یافته 
 E.coli BL21بیانی سویه  به  جداگانه  صورت  به  هرکدام 
)DE3( منتقل شدند. نتایج آزمایشگاهی بیان مناسب ژن های 
همسانه سازی شده مدنظر را نشان داد که دارای باند مشخص بر 
روی ژل پلی آکریلامید با وزن مولکولی 24 کیلو دالتون هستند 
)تصویر شماره 2. "ب"(. آنالیز وسترن بلات، حضور سطح معنی دار 
بیان آنزیم فلاوین ردوکتاز DszD نوترکیب وحشی و جهش یافته 

را تأیید کرد )تصویر شماره 2. "ج"(.

نوع   DszD ردوکتاز  فلاوین  آنزیم  کاتالیتیکی  قدرت  بررسی 
جهش یافته و  وحشی 

نتایج مقایسه میانگین قدرت کاتالیتیکی آنزیم فلاوین ردوکتاز 
DszD نوع وحشی و جهش یافته نشان داد آنزیم جهش یافته دارای 
قدرت کاتایتیکی به میزان 6 ± 392 یونیت بر میلی گرم است که 
نسبت به آنزیم نوع وحشی )4 ± 160 یونیت بر میلی گرم( به میزان 

2/5 برابر افزایش فعالیت دارد.

بحث

امروزه به دلیل تصویب قوانین سخت گیرانه زیست محیطی، 

استفاده از روش های مهندسی ژنتیک جهت حذف اختصاصی 
گوگرد از سوخت های فسیلی مورد توجه بسیاری از محققین قرار 
گرفته است. تاکنون در این راستـا پیشرفت  های قابل توجـهی 
ارزیابی  و  بررسی  با  رابطه  در  آنکه  به ویژه  است،  شده  حاصل 
نیز  مهمی  دستاورد های  باکتریایی  گوگردزدایی  مکانیسم های 
کسب شده است ]24[. اگرچه در اغلب تحقیقاتی که تاکنون 
روش های  از  استفاده  بر  مبتنی  کوشش ها  است،  شده  انجام 
میکروبیولوژی و بیوشیمیایی بوده است، آنچه که بیش از همه 
جلب توجه کرده است، مسیر متـابولیکی و بسیار اختـصاصی 
4S در میکروارگانیسم  هـوازی رودوکوکوس اریتروپولیس سویه 
IGTS8 است که بدون آسیب به شبـکه کربنی، قادر به حذف 

گوگرد از ترکیبات نفتی است ]25[. 

در فرایند 4S، آنزیم فلاوین ردوکتاز DszD به سهم خود یک 
آنزیم محدود کننده سرعت فرایند گوگردزدایی است و به عنوان 
آنزیم کلیدی نقش اصلی را به عهده داشته و میزان قدرت آن بر 
سرعت انتقال اکسیداتیو اثر مستقیم دارد. با توجه به اینکه در 
صنعت، هدف این است که با صرف انرژی کمتر و زمان کوتاه تر 
بتوان به راندمان مناسب دست یافت، بنابراین می توان به آنزیم 
فلاوین ردوکتاز DszD به عنوان یکی از عوامل کاتالیتیکی مؤثر در 
زنجیره حذف گوگرد روی آورد. اما از آنجا که قدرت این کاتالیزور 
زیستی در شرایط عادی پایین است ]26[، از طریق ایجاد جهش 
هدفمند و منطقی در کیفیت آمینو اسید های متصل به سوبسـترا 
و مؤثر در کاتالــیز که در جایگاه فـعال آنزیمی قـرار گرفـته 
باشند، مـی توان به مولکول زیسـتی با ویژگی های مـطلوب و 

قابلیت های مــورد انتظار دسـت یافـت ]27[.

چن و همکاران مولکول جهش یافته جدیدی از آنزیم ایزوپنتیل 
دی فسفات ایزومراز به وسیله روش ترکیبی جهش زایی هدفمند 
و جهش زایی تصادفی ایجاد کردند. در این آنزیم، آمینو اسید های 
تیروزین 195، تریپتوفان 256 و لیزین 141 به ترتیب با آمینو 
اسید های فنیل  آلانین، سیستئین و هیستیدین جایگزین شدند. 
نتایج این مطالعه افزایش فعالیت کاتالیتیک آنزیم جهش یافته 
نسبت آنزیم نوع وحشی به میزان 2/1 برابر را نشان داد. علاوه 
بر آن افزایش پایداری در pH، ارتقای پایداری دمایی و نیمه عمر 
طولانی  تر به عنوان اثرات دیگر جهش ایجادی گزارش شد ]28[. 

آنزیم  از  متعددی  موتانت  مولکول  های  نیز  همکاران  و  دوان 
پولولاناز ایجاد کردند که فعالیت کاتالیتیکی، پایداری دمایی و 
قدرت اتصال به سوبسترا در آن ها نسبت به آنزیم نوع وحشی بهبود 
یافته بود ]29[. در مطالعه قبلی ما، ترئونین موجود در موقعیت 62 
آنزیم با آمینو اسید  آسپارژین جایگزین شد و به دلیل نزدیک شدن 
 FMN آمینو اسید  آسپارژین به حلقه ایزوالکسازین در سوبسترای
نسبت به ترئونین، افزایش در سرعت انتقال الکترون و در نتیجه 

افزایش فعالیت آنزیم فلاوین ردوکتاز DszD گزارش شد ]18[. 

در این مطالعه، فعالیت آنزیمی بعد از ایجاد جهش هدفمند 
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از  یکی  عنوان  به   77 موقعیت  آسپارژین  اسید   آمینو  در 
باقی مانده های کلیدی دیگر در جایگاه فعال آنزیم بررسی شد. 
نتایج آزمایشگاهی نشان داد که آنزیم جهش یافته در مقایسه 
برخوردار  بالاتری  کاتالیتیکی  قدرت  از  وحشی  نوع  آنزیم  با 
است. در آنزیم جهش یافته مد نظر، زنجیره جانبی قطبی موجود 
در آسپارژین که دارای گروه آمین و کربنیل است، جایگزین 
گروه غیرقطبی حلقه بنزنی شده است و توالی آمینو اسیدی 
Phe76- به  وحشی  تیپ  آنزیم  ازPhe76-Asn77-Ile78در 

Phe77-Ile78 در آنزیم جهش یافته تغییر یافته است. 

آنزیم  فعالیت  داد  نشان  بیولوژیک  فعالیت  سنجش  نتایج 
میزان  به  نوع وحشی  آنزیم  فعالیت  با  مقایسه  در  جهش یافته 
2/5 برابر افزایش یافته است. با توجه به اینکه آمینو اسید فنیل 
 آلانین، غیرقطبی و فاقد هرگونه بار اسیدی و بازی است، بنابراین 
نمی توان مستقیماً برای آن در اتصال به سوبسترا نقشی قائل شد. 
از طرفی قرارگرفتن دو آمینو اسید حجیم فنیل  آلانین در مجاورت 
یکدیگر، منجر به تاخوردگی آن ها به سمت داخل مولکول شده 
و می تواند احتمال در معرض قرارگرفتن آمینو اسید های قطبی 
مجاور آن ها را افزایش دهد و با ایجاد فضای بازتر در جایگاه فعال 
آنزیم به جای گیری مناسب و سریع ترFMN قطبی کمک کند. از 
آنجا که منابع متعدد، موقعیت ترئونین 62 را با اهمیت و دارای 
فعالیت  انجام  انتقال مستقیم هیدرید جهت  در  کلیدی  نقش 
اکسیدوردوکتازی آنزیم معرفی کرده اند ]18 ،17[، این فرضیه 
ایجاد می شود که با در معرض قرارگرفتن بیشتر آمینو اسید های 
قطبی، امکان اتصال مناسب تر سوبسترا در جایگاه فعال فراهم 
شده و درنتیجه فعالیت اکسیدوردوکتازی آنزیم افزایش می یابد. 

نتیجه گیری

این مطالعه نشان می دهد که آنزیم مدنظر، پتانسیل مناسبی 
بنابراین،  دارد.   4S مسیر  در  کاتالیتیکی  قدرت  افزایش  جهت 
جهش هدفمند در آنزیم فلاوین ردوکتاز DszD و فعالیت آن 
راندمان  افزایش  باعث  نوترکیب می  تواند  در سلول های میزبان 
فرایند گوگردزدایی با استفاده از سیستم باکتریایی شود. پیشنهاد 
می شود که مولکول جهش  یافته واجد جهش در چندین موقعیت 
کلیدی، تولید شود و قدرت کاتالیتیکی آن با جهش  یافته  های 

گزارش شده، مقایسه شود.

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

تأیید  به   IR.NIGEB.EC.1398.6.24 A کد  با  مطالعه  این 
و  ژنتیک  مهندسی  ملی  پژوهشگاه  پژوهشی  اخلاق  کمیته 
و  انسانی  نمونه  فاقد  مطالعه  این  است.  رسیده  زیست فناوری 
هرگونه شرکت کننده است؛ بنابراین نیازی به رضایت نامه نبود. 

مطالعه صرفاً بر روی آنزیم صنعتی انجام شده است.

حامی مالی

این مطالعه بدون هرگونه حمایت مالی صورت گرفته است. 

مشارکت نویسندگان
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کلیه نویسندگان.

تعارض منافع

نویسندگان تصریح می کنند هیچ  گونه تضاد منافعی در این 
پژوهش وجود ندارد.
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