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Abstract  
Uricase (EC 1.7.3.3; Uox) is a peroxisomal oxidoreductase that catalyzes the oxidation of uric acid to 

hydrogen peroxide and allantoin. Its absence in humans leads to elevated uric acid levels 

(hyperuricemia) due to the consumption of high-protein foods, ultimately resulting in diseases such as 

gout. Therefore, uricase is utilized as a therapeutic enzyme for treating hyperuricemia-related 

conditions. This study aims to enhance the thermal stability of uricase through targeted mutagenesis via 

genetic engineering. Initially, molecular dynamics simulations (insilico) were performed to analyze 

protein unfolding. By comparing parameters such as energy, radius of gyration, RMSD, and RMSF 

between candidate mutations and the wild-type enzyme, an optimal mutation was selected. Mutagenesis 

was conducted using targeted mutagenesis techniques, followed by optimization of enzyme 

transformation and expression in E. coli, with purification achieved through nickel affinity 

chromatography. The expression and purity of the enzyme were confirmed using SDS-PAGE, showing 

a molecular weight of 43 kDa for uricase in vertical electrophoresis. This study will evaluate the activity 

of both the mutated and wild-type enzymes and comparing their thermal stability. 
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  چکیده

 و 2O2H اسید اوریک به  اکسیداسیونباعث  است که پروکسیزومی  اکسیدوردوکتاز ( Uox1.7.3.3EC ;) اوریکاز

 مصرف غذاهای پر پروتئین با )هایپراوریسمی(سبب افزایش سطح اسیداوریک  ،در انسانآلانتوئین می شود. عدم وجود آن 

درمان بیماریهای مرتبط با  دارویی جهت یآنزیم اوریکاز  به عنوانبنابراین از ونهایتاایجاد بیماریهایی نظیر نقرس می شود. 

نتیک با استفاده می شود. هدف از این مطالعه پایداری حرارتی آنزیم اوریکاز به روش مهندسی ژ اوریسمی در انسانهایپر

 (insilico )روش شبیه سازی دینامیک مولکولی ایجاد جهش زایی هدفمند در آن است. ابتدا برای انتخاب جهشی مناسب، 

، RMSD شعاع ژیراسیون ،انرژی،  پارامترهایی نظیر با مقایسه نتایجپروتئین انجام شد.  بررسی بازشدگیبه منظور 

RMSF  با استفاده از جهش زایی   ایجاد جهش  مطلوب انتخاب شد. جهش ،آنزیمتایپ وحشی های کاندید و جهش بین

با استفاده از ستون آن تخلیص بهینه سازی و   E.coli باکتری در آنزیم  ترانسفورم و بیانسپس  صورت گرفت. هدفمند

کیلو  34با جرم مولکولی  ،  SDS-PAGEخلوص آنزیم از  بیان وجهت تایید کروماتوگرافی نیکل سفارز صورت گرفت. 

دالتون برای  آنزیم اوریکاز  در الکتروفورز عمودی، استفاده شد. در این مطالعه به فعالیت آنزیم جهش یافته و وحشی و 

 مقایسه این دو واریانت در ارزیابی پایداری حرارتی آنزیم پرداخته خواهد شد.

 

 RMSD ،RMSF، الکتروفورز عمودی جهش زایی هدفمند،شعاع ژیراسیون، دینامیک مولکولی، شبیه سازی  های کلیدی:واژه
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