
شمیلادرویش علیپورآستانه و همکاران بررسی توالی و ساختار مرکزی در ساختمان الکل دهیدروژنازها 100

 1- گروه پزشکی مولکولی، پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری، تهران، ایران
*2-  دانشیار، گروه زیست فناوری سامانه ای،  پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری، تهران،  ایران

( minuchehr@nigeb.ac.ir :نویسنده مسئول(
 3-دانشیار، گروه بیوانفورماتیک، مرکز تحقیقات بیوشیمی بیوفیزیک ، دانشگاه تهران، تهران، ایران

 4-دانشیار، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه اصفهان، اصفهان، ایران        

 

   بررسی توالی و ساختار مركزی در ساختمان الکل دهیدروژنازها

  شمیلادرويش علیپورآستانه1،زرين مینوچهر*2، آرمین  مددكار سبحانی3، مهران میراولیايی4 

      

چکیده
با هدف بررســی و شناســايی اســیدهای آمینه   مهم از نظر ســاختاری و 
عملکــردی در خانــواده الــکل دهیدروژنازها كــه در طــول تکامل محافظت 
شــده اند،  تجزيــه و تحلیــل كامپیوتــری پیشــرفته ای بــر روی توالــی و 
ســاختار ســه بعــدی ايــن آنزيم هــا انجــام شــد. آنالیزتوالــی بــا توجــه 
بــه برخــی خصوصیــات اســیدهای آمینــه از جملــه همســانی، تشــابه، 
انتروپــی، هیدروفوبیســیتی بــرای تعییــن ســطح محافظــت شــدگی در 
هــر جايــگاه انجــام گرفــت. بــر اســاس محاســبات انجــام شــده، مناطــق 
ــا  ــکل دهیدروژنازه ــی ال ــاختار و توال ــده ای در س ــت ش ــیار محافظ بس
شناســايی شــدند. بــا آنالیــز بیشــتر توالی هــا و جايگاه هــای محافظــت 
شــده، معلوم شــد كــه در ايــن مناطــق، خصوصیات مشــتركی مشــاهده 
می شــود. نتايــج محاســبات در ايــن مطالعــه نشــان داد كــه ايــن امــکان 
وجــود دارد كــه در جايگاه هــای ويــژه ای از ســاختار ايــن آنزيــم، 
ــاس،  ــر آن اس ــود و ب ــف ش ــی تعري ــده خاص ــت ش ــای محافظ الگوه
پايــداری ســاختاری آنزيــم كــه عامــل غلبگــی آن در طــول تکامــل اســت 
را توجیــه كنــد. در ايــن مطالعــه دو منطقــه كامــلاٌ محافظــت شــده كــه 
الگــوی مشــخصی را در توالــی خــود  در طــول تکامــل حفــظ كرده انــد، 
مشــخص شــدند. بــه نظــر می رســد ايــن موتیف هــا در تغییــر آرايــش
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 فضايــی آنزيــم بعــد از اتصــال بــه سوبســترا يــک نقــش مکانیکــی بــه 
عنــوان لــولا داشــته باشــند.  

ــد  ــل چن ــه و تحلی ــزی،  ADHs، تجزي ــاختار مرك ــدی:  س ــای  كلی واژه
متغیــره

مقدمه
گلیکوپروتئینــی حــاوی  الــکل دهیدروژنــاز، 
ــت.  ــت اس ــترده در طبیع ــیار گس ــهای بس نقش
وســیعی  طــور  بــه  دهیدروژنازهــا  الــکل 
بســیاری  در  و  دارنــد  وجــود  طبیعــت  در 
حیــات،  بــرای  ضــروری  واکنش هــای  از 
 ،NAD حضــور  در  می کننــد.  نقــش  ایفــای 
الــکل دهیدروزنازهــا سوبســترای الکلــی را 
 )Eklund et al.,ــد ــل می کنن ــد تبدی ــه آلدئی ب
1976 ). ایــن آنزیم هــا بــر اســاس انــدازه 

ــه  ــه کوفاکتــور در ســه طبق ــاز ب مولکــول و نی
اصلــی تقســیم بندی می  شــوند. ســومین گــروه 
مطالعــه  ایــن  الــکل دهیدروژنازهــا کــه در 
از  گروهــی  گرفته انــد  قــرار  توجــه  مــورد 
آنزیم هــای  وابســته بــه روی)Zn( هســتند کــه 
  )MDRs(1دهیدروژنازهــای بــا زنجیــر متوســط
نــام دارنــد. ایــن گــروه از الــکل دهیدروژنازهــا 
بــه طــور متوســط از 375 اســیدآمینه تشــکیل 
شــده  و بــه طــور متوســط دارای وزن مولکولی 
4000 کیلــو دالتــون هســتند. آنزیــم هــا در ایــن 
ــر  ــم روی در هــر زی ــا دارای دو ات ــروه غالب گ
ــز  ــا در کاتالی ــی از آنه ــه یک ــتند ک ــد هس واح
نقــش داشــته  و دیگــری نقــش ســاختاری 

1- Medium-chain Dehydrogenases/
Reductases

دارد. ایــن آنزیم هــا در ژنــوم خــود دارای تشــابه 
ــادی را  ــوع زی ــر از 20 درصــد هســتند و تن بالات
ــردی  ــم های عملک ــز مکانیس ــاختمان و نی در س
 Julian-Sanchez et(خــود نشــان می دهنــد

 .)al., 2003

ــا  ــکل دهیدروژنازهــا ب ســاختار بســیاری از ال
 NMR و یــا X-ray روش هــای کریســتالوگرافی
ــی  ــایی و بررس ــت. شناس ــده اس ــخص ش مش
ــا  ــرد آنه ــه عملک ــه ب ــا توج ــاختارها ب ــن س ای
بــا  ارتبــاط  در  زیــادی  اطلاعــات  می توانــد 
واحدهــای عملکــردی و جایگاه هــای کلیــدی 
ــا  ــکل دهیدروژنازه در مکانیســم و ســاختار ال

ــذارد.  ــا بگ ــار م در اختی
بیوانفورماتیکــی،  پژوهش هــای  حــوزه  در 
آنالیزهــای  و  مقایســه ای  بررســی های 
زمینــه   در  قدرتمنــدی  ابــزار  کامپیوتــری 
پروتئین هــا  ســاختار  و  ژنــوم  شناســایی 
ــن  ــک پروتئی ــکل گیری ی ــرای ش ــند. ب می باش
ــه  ــدار، هم ــدی پای ــه بع ــاختار س ــک س ــا ی ب
اســید های آمینــه نقــش اختصاصــی دارنــد، 
امــا اهمیــت آنهــا ممکــن اســت متفــاوت باشــد. 
الگویــی کــه اســیدهای آمینــه  بــر طبــق آن 
در یــک توالــی حضــور می یابنــد رویــدادی  
ــان حاصــل شــده و  ــا گذشــت زم ــه ب اســت ک
ــی،  ــش، نوترکیب ــی، جه ــار تکامل ــول فش محص
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 Valdar,(اســت ژنتیکــی  دریفت هــای1   و 
شناســایی   .)2002, Hayward, 2004,

اســیدهای آمینه  کلیــدی و  واحدهــای عملکــردی 
مهــم کــه تحــت فشــار انتخــاب طبیعــی در طول 
ــد؛ بــرای   تکامــل محافظــت شــده باقــی مانده ان
پروتئیــن  عملکــردی  واحدهــای  شناســایی 
ابــزار بســیار  قدرتمنــدی محســوب می شــوند

 .)Grant et al., 2007(
ــداری و  ــه  در حفــظ پای ــت اســیدهای آمین اهمی
عملکــرد پروتئیــن ، معمــولا از میــزان محافظــت 
شــدگی آنهــا بــرآورد می شــود. یافتــن مقیــاس 
ــت  ــطح محافظ ــودن س ــی نم ــرای کم ــر ب معتب
ــی و  ــورد بررس ــیار م ــون بس ــا کن ــدگی ت ش
توجــه قــرار گرفتــه و روشــهای زیــادی جهــت 
تحلیــل محافظــت شــدگی اســتفاده شــده اند. 
ــر  ــی ب ــهای مبتن ــوان روش ــه می ت ــرای نمون ب
 ،)Chothia et al., 1998(  2تعــداد تکرارهــا
ــک-  ــات فیزی ــر خصوصی ــی ب ــهای مبتن روش
بررســی  بــر  مبتنــی  روشــهای  شــیمی، 
ــهای  ــیSchneider, 1997(  3( و روش انتروپ
 )Valdar, 2002(ــش ــی جه ــر بررس ــی ب مبتن
را  ذکــر کــرد. بــا بــه کار بــردن مجمــوع 
ــه روش  ــه ب ــی رود ک ــار م ــا، انتظ ــن روش ه ای
ــدگی  ــت ش ــل محافظ ــرای تحلی ــجم تری ب منس

 .)Grant et al., 2007(دســت یابیــم
مقایســه  توالی هــا،   بررســی  کنــار  در 
پروتئین هــای  بعــدی  ســه  ســاختار های 
شناســایی  بــه  می توانــد  نیــز  همولــوگ 
1- Drift
2- Frequency
3- Entropy

ســاختمان  در  شــده  محافظــت  الگوهــای 
ــدی  ــای  کلی ــرده و جایگاه ه ــک ک ــن کم پروتئی
در پایــداری، عملکــرد و فولدینــگ پروتئیــن 
 .)Grant, et al., 2007(کنــد مشــخص  را 
ســاختار  ســطح  در  گســترده  مطالعــات 
پروتئین هــا نشــان داده اســت کــه اعضــای یــک 
خانــواده پروتئینــی کــه عملکــرد مشــابه دارنــد، 
حتــی در صــورت پاییــن بــودن میــزان تشــابه 
در ســطح توالــی، می تواننــد دارای ســاختار 

هــای ســه بعــدی محافظــت شــده باشــند.
 Chothia and Lesk, 1986, Gerstein and(

 .)Altman, 1995 

دقیــق  بررســی های  و  مطالعــات  براســاس 
ســاختمانی می تــوان مجموعــه ای از اتم هــا 
را در ســاختار پروتئین هــا شناســایی نمــود 
ــای  ــن جایگاه ه ــی، ثابت تری ــر فضای ــه از نظ ک
ســاختاری در تمامــی اعضــای یــک خانــواده را 
ــک در طــول  تشــکیل داده  و  از نظــر ژئومتری
ــد.  ــی مانده ان ــده باق ــت ش ــل محافظ دوره تکام
ایــن مجموعــه را می تــوان بــا عنــوان ســاختار 
 Gerstein(مرکــزی4  درپروتئیــن تعریف نمــود

 .)and Altman, 1995

پروتئین هــا،  در  مرکــزی  ســاختار  بررســی 
ــدگی  ــت ش ــه محافظ ــرای مطالع ــار ب ــن ب اولی
در  آلوســتریکی  ســاختاری  تغییــرات  و 
قــرار  مطالعــه  مــورد  هــا  ایمینوگلوبیــن 
گرفــت)Gelfand et al., 1998(. پــس از آن 
در مطالعــه ای، تاثیــر تغییرات اســیدآمینه  روی 
ــواده  ــن در 8 خان ــدی پروتئی ــه بع ــاختار س س

4- Core set residue
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پروتئینی بررســی شــد و نشــان داده شد که در 
پروتئین هــای هــم خانــواده کــه عملکــرد مشــابه  
دارنــد حتــی در مناطقــی از  پروتئیــن کــه میزان 
تشــابه در ســطح توالــی زیــر1/5% اســت ، از 
نظــر ســاختار فضایــی کامــلا محافظــت شــده 
 .)Chothia and Lesk, 1986(باقــی مانده انــد
بررســی ســاختار مرکــزی در مطالعــات زیادی 
بــرای شناســایی ســاختارهای ســه بعــدی 
 (Hubbard and Thornton, محافظــت شــده
 1993; Berman et al., 2000, Mirny and

دمین هــای  یافتــن   Shakhnovich, 2001(،
 )Gerstein and Krebs 1998,.عملکــردی
تغییــرات  مطالعــه    ،)Chew et al., 1999

ــه  ــز طبق آلوســتریک)Yao et al., 2016(  و نی
  )Cuff et al., 2013(هــا پروتئیــن  بنــدی 
اســتفاده شــده اســت.   بــرای بررســی و 
جســتجوی ســاختار مرکــزی تاکنــون چندیــن  

ــد ــده ان ــی ش ــی معرف ــزار بیوانفورماتیک اب
 (Grant et al., 2006, Bottini et al. (2013;

Vakulenko et al., 2016 کــه غالبــا براســاس 

ــدی در  ــه بع ــاختارهای س ــودن س ــق نم منطب
 RMSD ــرات ــی تغیی ــی و بررس ــات متوال دفع
 Gerstein(در کربن هــای آلفــا عمــل مــی کننــد

 .)and Altman, 1995

 مطالعــه ســاختار ســه بعــدی پروتئین هــا  
مرکــزی،   ســاختار  شناســایی  از  غیــر 
اطلاعــات مهــم دیگــری از جملــه وضعیــت 
ســه  ســاختار  در  اســیدآمینه ها  تمــاس1  
بعــدی، وضعیــت ژئومتریــک اســید های آمینــه 

1- Contact number

ــت  ــز  بدس ــلال نی ــا ح ــاس ب ــزان تم ــز می و نی
ــز  ــه و آنالی ــا مطالع ــی ب ــه تنهای ــه ب ــد ک می ده
 Gerstein(ــت ــتحصال نیس ــل اس ــا قاب توالی ه
  .) and Altman, 1995., Cuff et al., 2013

بنابرایــن مقایســه و آنالیــز همزمــان توالــی و 
ســاختار ســه بعــدی در پروتئین هــا کمــک 
می کنــد کــه درک بهتــری از ایــن واقعیــت 
داشــته باشــیم کــه چــرا اســید های آمینــه  
دیــده  خاصــی  مکان هــای  در  خاصــی 
ــی  ــه نقش ــا چ ــید آمینه ه ــن اس ــوند و ای می ش
در عملکــرد یــا پایــداری ایــن پروتئین هــا دارا 

.)Yao et al., 2016(می باشــند
هــدف مــا در ایــن مطالعــه مقایســه توالــی هــا و 
ســاختارهای MD- الــکل دهیدروژنازهایــی بــا 
تاریخچــه تکاملــی متفــاوت بــا هدف شناســایی 
ــا کمتریــن میــزان تغییرپذیــری2   جایگاه هایــی ب
ــا  ــن جایگاهه ــتر ای ــی بیش ــه بررس و در ادام
و  فیزیکــی  خصوصیــات  شناســایی  بــرای 
مطالعــه،  ایــن  نتایــج  آنهاســت.   شــیمیایی 
اســتنباط روشــنی از روابــط ســاختار- توالــی 
می کنــد  ارائــه  شــده  محافظــت  مناطــق  در 
پایــداری  در  موثــر  و  مهــم  جایگاه هــای  و 
ــم را  ــک آنزی ــت دینامی ــاختاری و خصوصی س

مشــخص می کنــد.
مواد و روشها

1-هم ردیفی توالی ها
بــرای گــردآوری توالــی الــکل دهیدروزنازهایی 
ــف شــده  ــا تعری ــدی آنه ــه ســاختار ســه بع ک
بــه  مربــوط  اطلاعاتــی  پایگاه هــای  باشــد، 

2- variation
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   UniProt) version 2013-08توالی هــا
 released on 2013-08-01)(Bairoch and

بعــدی  ســه  ســاختار  و   (Apweiler 2000

 )Berman et al., 2000()PDB1 پروتئینهــا) 
جســتجو شــدند. در نهایــت 22 ســاختار متعلــق 
بــه چهــار ابرخانــواده2   انتخــاب شــدند. توالــی 
ــن ســاختارها اســتخراج شــد  ــه ای ــوط ب مرب
تشــابه3    %90 از  بیــش  بــا  توالی هــای  و 
و  ســاختار   15 نهایــت  در  شــدند.  حــذف 
توالــی مربــوط بــه آنهــا بــرای آنالیــز انتخاب 

 ClustalW شــدند. توالی هــا ابتــدا بــا
. (Thompson et al., 1994)

 )Mega( Tamura et al. 2007 در نــرم افــزار
ــزان  ــان از می ــرای اطمین ــدند. ب ــف4  ش هم ردی
صحــت ایــن هم ردیفــی، یــک مــدل مخفــی 
همردیفــی  از   ،)Eddy, 1998( مارکــوف5 
توالی هــا ســاخته شــد. توالی هــای انتخابــی 
ــف  ــدداٌ هم ردی ــدل، مج ــن م ــتفاده از ای ــا اس ب

ــدند.  ش
2-آنالیز محافظت شدگی

ــدگی، در  ــت ش ــطح محافظ ــی س ــرای بررس  ب
ــانی6  ،  ــی، همس ــک هم ردیف ــگاه در ی ــر جای ه
تشــابه7  ، انتروپــی  و هیدروفوبیســیتی در هــر 

موقعیــت محاســبه شــد. 
شــدگی  محافظــت  میــزان  محاســبه  بــرای 

 1- Protein data bank
2- Super family
3- Identity
4- align
5- hidden Markov model (HMM)
6- Identity
7- similarity

براســاس همســانی، در هــر موقعیــت تنــوع 
ــس  ــد و  فرکان ــی ش ــید  های آمینــه بررس اس
حضــور بــرای تمــام اســید  های آمینــه محاســبه 
بالاتریــن  دارای  کــه  اســیدآمینه ای  گردیــد. 
ــه  ــود ب ــت ب ــر موقعی ــور در ه ــس حض فرکان
موقعیــت  آن  در  شــایع  اســیدآمینه  عنــوان 
انتخــاب شــد.  مکان هایــی کــه هیچکــدام از 
ــد  ــالای 60 درص ــس ب ــه فرکان ــید های آمین اس
نداشــتند، بــه عنــوان Gap در نظــر گرفتــه شــد. 
در بررســی درجــه تشــابه، بــا توجــه بــه 
صف آرایــی انجــام شــده ،  براســاس ماتریکــس 
 BLOSUM 62 )Henikoff and Henikoff,

.1992( امتیازدهی انجام شد

اســید  های  انتروپــی،  محاســبه   بــرای 
آمینــه  بــر اســاس خصوصیــات فیزیــک – 
تقســیم شــدند)جدول  گــروه  بــه 6  شــیمی 
ــانن  ــی ش ــاس  آنتروپ ــر اس ــی ب 1( و آنتروپ
ــر  ــد)Shenkin et al., 1991(. ب ــبه ش محاس
اســاس ایــن طبقه بنــدی، جهش هــای داخــل 
یــک گــروه بــرای مثــال  )V→L(   در نظــر 
کــه  تنهــا جهش هایــی  نمی شــدند و  گرفتــه 
منجــر بــه تغییــر گــروه اســیدآمینه مربــوط بــه 
آن جایــگاه می شــد، در محاســبات در نظــر 
 Mirny and Shakhnovich(شــدند گرفتــه 

 .)2001, Grant et al., 2007

 Pi = Amino acid frequency, i =   Amino
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,acid position

 gap 1 + Groups 6) 7   =  N

در مــورد هیدروفوبیســیته، اســیدهای آمینــه  در 
ســه گــروه بــر اســاس هیدروفوبیســیته نســبی 
خــود قــرار گرفتنــد )جــدول 2(. گــروه اول 
 C, V, L, I, ( شــامل اســیدهای آمینــه  هیدروفــوب
M, F, W( اســت کــه بــه خاطــر هیدروفوبیســیته 

بــالا بــه احتمــال بســیار زیــاد در داخل)مرکــز( 

ــامل  ــروه دوم ش ــد. گ ــرار می گیرن ــن ق پروتئی
 R, K, E,( اســیدهای آمینــه  هیدروفیــل اســت
D, Q , N( کــه ایــن گــروه بــه احتمــال بــالا در 

ســطح پروتئیــن یافــت می شــوند و گــروه ســوم 
 P, H, Y, G, A,( اســید  های آمینــه خنثــی هســتند
S , T( کــه دارای شــانس برابــر، بــرای حضــور 

ــن می باشــند. ــا داخــل پروتئی در ســطح ی

جدول1: اسیدهای آمینه بر اساس خصوصیات فیزیک- شیمی به شش گروه تقسیم شدند.

جدول 2: براساس هیدروفوبیسیتی نسبی،  اسیدهای آمینه  به سه گروه تقسیم شدند. 

چنانچــه در یــک جایــگاه امتیــاز مربوط بــه هرکدام 
از مــوارد بررســی شــده از حد آســتانه 0/6بیشــتر 
بــود آن جایــگاه بــه عنــوان جایــگاه محافظت شــده 

در نظــر گرفتــه می شــد.
3-بررسی ساختمانی 

ــاز،  ــکل دهیدروژن ــرای مقایســه ســاختار های ال ب
ــده  ــا روش x-ray بدســت آم ــه ب ســاختارهایی ک
 2/5 Aبودنــد و دارای  قــدرت تفکیــک1  بهتــر از
بودنــد، انتخــاب شــدند. ســاختارها ابتــدا بــا نــرم 
  )Konagurthu et al.,  2006( 2ــزار موســتانگ اف
بــه روی هــم منطبق شــدند و ســپس بــا نــرم افزار 
Bio3d )Grant et al., 2006( انطبــاق حاصــل 

1- resolution
2- Mustang

میــزان  ابتــدا  قــرار گرفــت.  تحلیــل  مــورد 
RMSD بیــن اتم هــای کربــن آلفــای متناظــر 

در تمــام ایــن ســاختمان ها محاســبه شــد.  
ســپس مجموعــه ســاختار مرکــزی3  بــه عنــوان 
ــن حــد  ــه دارای کمتری ــا ک ــه ای از اتم ه مجموع
ــا  ــوع اتم ه ــن مجم ــاختاری در بی ــرات س تغیی
 Gerstein(بودنــد، بــا روش آلتمــن4  و گریســتن
and Altman, 1995 ( شناســایی شــدند. در 

ــا  ــلال5  ب ــا ح ــاس ب ــزان تم ــه، می ــن مجموع ای
 NACCESS)Hubbard and افــزار  نــرم 
Thornton, 1993) و نیــز تعــداد تماســها6  بــا 

3- Core Structure
4-Altman
5-Solvent exposure
6-Contact number
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 Map (Chung et al., 2007(  Con-Struct و Bio3d

ــا  ــاس ب ــزان تم محاســبه شــد. در بررســی می
حــلال بــه طــور متوســط 40% دسترســی 
ــه شــد و در  ــوان آســتانه در نظــر گرفت ــه عن ب
ــه  ــه فاصل ــا ، چنانچ ــداد تماس ه ــبه تع محاس
دو  در   ســنگین  اتم هــای  از  هرکــدام  بیــن 
اســیدآمینه  کمتــر از 5 انگســتروم بــود در 

ــدند. ــه ش ــر گرفت ــم در نظ ــا ه ــاس ب تم

نتايج 
آنالیز در سطح توالی

بــر اســاس محاســبات انجــام شــده،  مجموعــا 
 374 بیــن  از  شــده  محافظــت  جایــگاه    87
جایــگاه  مــورد بررســی شناســایی شــدند کــه 
27 درصــد کل منطقــه را شــامل می شــدند. 
ــه  ــید  های آمین ــه 34.96%  اس ــن مجموع در ای
ــل و %44  ــا هیدروفی ــوب، 19.3% آنه هیدروف
ــد. %73  ــی بودن ــه خنث ــید  های آمین ــزو اس ج
ایــن جایــگاه هــا در ســاختارثانویه واقــع شــده 

بودند)جــدول 3(.

جدول3: جایگاه های محافظت شده در سطح آنالیز توالی

آنالیز ساختاری
ــه  ــاختارهای س ــاختار ی، س ــز س ــرای آنالی ب
بعــدی  الــکل دهیدروژنازهــا بــه روی هــم 

ــل  ــاق حاص ــکل 1(  و انطب ــدند )ش ــق ش منطب
ــت. ــرار گرف ــی  ق ــورد بررس م

شــکل1: انطبــاق ســاختمانی 15 ســاختار کریســتالوگرافی الــکل دهیدروژنــاز . ایــن انطبــاق بــا نــرم 
افــزار موســتانگ انجــام شــد و توســط Bio3d مــورد آنالیــز قــرار گرفــت.
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میــزان  انجــام شــده،  انطبــاق  اســاس  بــر 
ــر  ــای متناظ ــن آلف ــای کرب ــن اتم ه RMSD بی

در تمــام ایــن ســاختمانها محاســبه شــد کــه در 
تمــام مــوارد بیــن  2/5 A– 2 انگســتروم بــود. 

  Pairwise RMSD ــزان ــترین می ــن بیش همچنی
ــا  ــتروم ب ــی 3 انگس ــن 2 ال ــاختارها، بی در س
متوســط  حــدود2/12  انگســتروم بود)نمــودار 

                                            .)1

نمودار 1:  توزیع متوسط pairwise RMSD در 15 ساختار ADH مورد مطالعه

بــا بررســی انطبــاق انجــام شــده و  روش 
ــن  ــاختارمرکزی در ای ــتین ، س ــن و گریس آلتم
ســاختمان ها شناســایی شــدند. ایــن مجموعــه 
ــاختمانی  ــس س ــا واریان ــگاه  ب ــامل 27 جای ش
ــد کــه در چهــار  ــر از 0/5 انگســتروم بودن کمت
 )Core A-D(شــدند بنــدی   طبقــه  گــروه 

)جــدول 4(.
تمامــی اســید  های آمینــه شــرکت کننــده در 
ــم  ــک آنزی ــن کاتالیتی ســاختار مرکــزی در دمی
قــرار گرفته  بودنــد. بررســی بیشــتر اســید  های 
ــن مجمــوع نشــان  ــده در ای ــه شــرکت کنن آمین
ــه  ــه در منطق ــید های آمین ــه 50 % از اس داد ک
ــیدهای آمینه خنثی  و  ــزی از  اس ــاختار مرک س
33%  هیدروفــوب بودنــد. اســید  های آمینــه 
در ایــن مجموعــه، بیشــترین تعــداد تمــاس بــا 

ســایر جایگاه هــا و کمتریــن میــزان ســطح 
ــر  ــه طــور متوســط کمت ــول ) ب ــا محل تمــاس ب
از 40%( را دارا بودنــد. بــه عبارتــی تمــام 
ــاختار  ــده در س ــرکت کنن ــه ش ــید  های آمین اس
ــون گشــته اند.  ــن مدف ــزی در بطــن پروتئی مرک
ــزی و   ــاختارهای مرك ــه س ــی مجموع بررس
ــی  ــطح توال ــده در س ــت ش ــق محافظ مناط

ــر ــاط بايکديگ درارتب
مقایســه نتایــج بدســت آمــده از آنالیــز توالــی و 
ــای  ــه جایگاه ه ــز ســاختاری نشــان داد ک آنالی
محافظــت شــده بدســت آمــده از آنالیــز در ایــن 
دو ســطح، دارای 60 % همپوشــانی هســتند. 
بــه عبارتــی 60%  از جایگاه هــای شــرکت 
کننــده در ســاختار مرکــزی، در ســطح  توالــی 

نیــز محافظــت شــده بودنــد. 



شمیلادرویش علیپورآستانه و همکاران بررسی توالی و ساختار مرکزی در ساختمان الکل دهیدروژنازها 108

ــرکت  ــه ش ــید  های آمین ــه اس ــی مجموع بررس
کننــده در ســاختار مرکــزی بــا توجــه بــه 
ــی،  ــز توال ــبات آنالی ــا در محاس ــت آنه وضعی

ــان داد: ــر را نش ــج زی نتای
ســاختار مرکــزی یا هســته A  (Core A)شــامل 
همگــی  اســت.   44 الــی  اســیدهای آمینه 34 
اســید  های آمینــه ایــن منطقــه  در ســطح توالــی 

ــر  ــد. از نظ ــده  بودن ــت ش ــیار محافظ ــز بس نی
 Cys-46 فضایــی ایــن مجموعــه در اطــراف
ــی،   ــاختار فضای ــطح س ــت. در س ــع شده اس واق
اســید  های آمینــه ایــن منطقــه در تمــاس بــا 
  (Core B) B اســید  های آمینــه مربــوط بــه هســته

ــدند. ــاهده ش ــته D (Core  D)  مش و هس

جدول4: جایگاه های ساختار مرکزی و خصوصیات آنها

*Include Zn-binding signature(66-80) with pattern  

(GHEXXGXXXXXGXXV)(Atteia, van Lis et al.) 
هســته  B( Core B)  شــامل اســیدهای آمینه 70 
ــا الگــوی  ــه مطابــق ب ــی 77 اســت. ایــن منطق ال
بــه   (De Castro et al., 2006(پروســایت
الــکل  در   Zn-binding  signature نــام 
آمینــه   اســیدهای  می باشــد.  دهیدروژنازهــا 
در ســاختار مرکــزی B،  His-67 را احاطــه 
ــه  در  ــیدهای آمین ــا اس ــاس ب ــد و در تم می کنن

هســته A وC هســتند. 
هســته  C(Core C)، شــامل اســیدهای  آمینه 84 
الــی 90 اســت کــه همگــی آنهــا در ســطح 
ــز بســیار محافظــت شــده اند. هســته  ــی نی توال
C در اطــراف اتــم روی ســاختاری، کــه توســط 
ــای  ــار اســیدآمینه  سیســتئین در موقعیت ه چه

می شــود  نگهــداری   )111-103-100-97(
 (Eklund et al. 1976, Eklund et al., 1981 )

ــه اســت.  ــرار گرفت ق
ــا 153  ــیدهای آمینه  148ت ــامل اس ــته D ش هس
ــده  می باشــد. از شــش اســیدآمینه شــرکت کنن
در تشــکیل ایــن هســته، تنهــا دو  اســیدآمینه در 
ســطح توالــی محافظــت شــده بودنــد، حضــور 
اســید های آمینــه در ایــن منطقــه از الگــوی 

ــرد:  ــروی می ک ــر پی زی
                                                                        [Vlma]100[amv]53[K]60[IaI]100[36]46

بــرای بیــان  نحــوه حضــور اســیدهای آمینه از 
ــی  ــد. جایگاه های ــتفاده ش ــایت اس روش پروس
اســیدآمینه  هیــچ  توالی هــا   %25 در  کــه 
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واحــدی در آن جاحضــور نداشــت بــا X نشــان 
داده شــد. .اعــداد زیرنویــس درصــد تعــداد 
تکــرار را بــرای اســید های آمینــه  در هــر 

جایــگاه  نشــان می دهــد.
براســاس نتایــج بدســت آمــده از بررســی 
محافظــت شــدگی در ســطح توالــی نیــز دو 
منطقــه بســیار محافظــت شــده در ســاختار 
ایــن  الــکل دهیدروژنــاز شناســایی شــدند. 
ــور  ــزی حض ــته مرک ــاختار هس ــق در س مناط
نداشــتند امــا حضــور اســیدهای آمینــه  در 
ــروی  ــک الگــوی مشــخص پی ــن مناطــق از ی ای
ــف  ــای موتی ــام ه ــا ن ــق ب ــن مناط ــرد. ای می ک

هــای α و β نامگــذاری شــدند)جدول 5(.
ــگاه 174- ــه درجای ــیدهای آمین ــف α اس  موتی

ــی  ــه در ســطح توال 165 را شــامل می شــود ک
بســیار محافظــت شــده بــوده و دارای  الگــوی 

ــد:       ــر می باش زی
[Lfp]86E60[X][va]80[CA]100[33]73[37]10

0[g]46[C]66[ga]73

ــت  ــدی، در موقعی ــده بع ــت ش ــگاه محافظ جای
 β ــن موتیــف کــه 160-156 مشــاهده  شــد . ای
ــد:        ــروی می کن ــر پی ــوی زی ــده شــد، از الگ نامی
[Vlma]100[amv]73[K]60[Ial]100[36]86

ســطح دسترســی بــه حــلال در ایــن دو موتیــف 
مــورد محاســبه قــرار گرفــت کــه در هــر دو بــه 
طــور متوســط زیــر حــد آســتانه )40 درصــد( 

 . د بو

جدول5:  دو منطقه بسیار محافظت شده به نام موتیف های α و β در ساختار الکل دهیدروژناز.  

بحث  
ــی  ــود در توال ــرات موج ــه تغیی ــن مطالع در ای
و ســاختار بــرای جســتجوی روابــط بیــن 
ــیدهای  ــن اس ــز یافت ــرد و نی ــاختار و عملک س
نقــش اساســی در  آمینــه  و تعاملاتــی کــه 
ــردی در  ــاختاری و عملک ــدگی س ــت ش محافظ
ایــن دســته از الــکل دهیدروژنازهــا دارنــد، مــورد 
ــه  ــاختار س ــف س ــد. کش ــرار گرفتن ــی ق بررس
بعــدی آنزیم الــکل دهیدروژناز در ســال  1976 و 

توســط  Eklund ، روی آنزیــم الــکل دهیدروژناز 
اســب انجــام شــد)Eklund et al, 1976(. پــس 
ــایی  ــدف شناس ــا ه ــادی ب ــات زی از آن مطالع
نقــش و اهمیــت اســید های آمینه در عملکــرد  
ژئومتریــک  خصوصیــات  مطالعــه  نیــز  و 
ــتریک در  ــاختاری  آلوس ــرات س ــا در تغیی آنه
متفــاوت   هــای  گونــه  در   ADH آنزیم هــای 
 Eklund et al., 1984; Jornvall).انجــام شــد
 et al., 1984; Chen et al.. 1991; Ryde,
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 1995; Ramaswamy et al.,  1999;  Bogin et al.,

 2002;  Esposito et al., 2002; Kim et al.,  2004).
 اکثــر ایــن مطالعــات با تکیه بر مطالعــات جهش زایی 
و روی یــک الکل دهیدروژناز خاص انجام شــده اســت

 )LeBrun et al., 2004; Goihberg et al.,

 .)2007

در ایــن مطالعــه، بــرای اولیــن بــار توالــی 
ــاط  ــان و در ارتب ــور همزم ــه ط ــاختار  ب و س
ــک  ــای بیوانفورماتی ــک ابزاره ــه کم ــم  ب ــا ه ب
مــورد آنالیــز دقیــق و همــه جانبــه  قــرار 
ــز  ــده و نی ــت ش ــای محافظ ــه و  جایگاه ه گرفت
میــزان  کمتریــن  بــا  اتم هــا  از  مجموعــه ای 
تغییرپذیــری بــه عنــوان ســاختار مرکــزی  در 
ــایی   ــروه MD شناس ــای گ ــکل دهیدروژنازه ال

ــدند. ش
در ایــن مطالعــه آنزیم هــای الــکل دهیدروژنــاز 
متعلــق بــه موجــودات زنــده از ســطوح متفاوت 
تکاملــی بــرای بررســی انتخــاب شــدند . ابتــدا 
میــزان محافظــت شــدگی در ســطح توالــی 
بررســی شــد و بــرای جســتجوی ســاختار 
ــام  ــا انج ــاختمانی در آنه ــه س ــزی، مطالع مرک
آنالیــز  از  حاصلــه  نتایــج  ســپس  گرفــت. 
ــه نتایــج بدســت آمــده  ــا توجــه ب ســاختاری ب
ــدد  ــی  مج ــورد بررس ــا، م ــه توالی ه از مطالع
قــرار گرفــت. نتایــج بدســت آمــده نشــان دادکه 
بیــن جایــگاه هایــی کــه از نظــر توالــی محافظت 
جایگاه هــای  و  بودنــد  مانــده  باقــی  شــده 
 60 مرکــزی،  ســاختار  در  کننــده  شــرکت 

ــانی وجــود دارد. ــد همپوش درص
 بــا بررســی بیشــتر مجموعه ســاختار مرکزی، 

مشــخص شــد کــه تمامــی اســیدهای آمینه 
ــه  ــوط ب ــه مرب ــن مجموع ــده در ای شــرکت کنن
منطقــه ای هســتند کــه در مطالعــات گذشــته 
بــه عنــوان  دمیــن کاتالیتیــک آنزیــم شناســایی 
 Eklund et al., 1981;  Esposito)شــده اســت

.(et al., 2002

ــد  ــر می رس ــه نظ ــج  ب ــن نتای ــه ای ــه ب ــا توج ب
کــه اســید های آمینــه در ســاختار مرکــزی، 
ســاختاری  تمامیــت  نگهــداری  مســئول 
پروتئیــن بــوده و در ســاختمان جایــگاه فعــال 
ــد. حضــور قســمت های  ــم شــرکت می کنن آنزی
ــزی(  ــاختار مرک ــاختاری )س ــر س ــت از نظ ثاب
در دمیــن کاتالیتیــک آنزیــم موجــب کاهــش 
ــرایط  ــایر ش ــا س ــی و ی ــانات دمای ــر نوس تاثی
ــترا و  ــه سوبس ــال ب ــه روی اتص ــوب ک نامطل
عملکــرد آنزیــم تاثیــر دارنــد، می شــود و کمــک 
می کنــد کــه در شــرایط مختلــف، ســاختار 
آنزیــم در آرایــش مناســبی بــرای عملکــرد 

ــد. ــته باش ــرار داش ق
نتایــج مربــوط بــه مناطــق محافظــت شــده 
در ایــن مطالعــه تــا حــدود زیــادی توســط 
نتایــج گــزارش شــده از مطالعــات قبلــی تاییــد 

می شــود.
منطقــه ای کــه به عنوان ســاختار مرکــزی A  در 
ایــن مطالعــه  شناســایی شــد، از نظــر فضایــی 
ــت.  ــه اس ــرار گرفت ــیتئین 46 ق ــراف س در اط
ــراه  ــی Cys-46 هم ــات قبل ــاس گزارش ــر اس ب
بــا Cys-174 و His-67 مســئول نگهــداری اتــم 
 Eklund et al.,)می باشــند کاتالیتیــک   Zn

ــروه از  ــن گ ــت ای ــه اهمی ــه ب ــا توج 1981). ب
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اســید هــای آمینــه، محافظــت شــده بــودن ایــن 
ــه اســت. ــل توجی ــی،  قاب ــه از نظــر فضای منطق

منطقــه مربــوط بــه  توالــی پروســایت مربــوط 
بــه الــکل دهیدروژنازهــای گــروه MD  در 
تحــت  کــه   80 الــی   66 آمینــه  اســیدهای 
Zn-binding  signature شــناخته  عنــوان 
می شــود و دارای الگــوی محافظــت شــدگی      

ســت ا  G H E X X G X X X X X G X X V

ــه  ــن مطالع )De Castro et al., 2006(؛ در ای
ــت  ــلا محافظ ــه کام ــک منطق ــوان ی ــه عن ــز ب نی
شــده  هــم از نظــر توالــی و هم از نظر ســاختار 
ســه بعــدی شــناخته شــده و بــه عنــوان هســته 

B معرفــی شــد. 
اســیدهای آمینه گلوتامیــن 68 و هیســتیدین 67  
کــه در مطالعــات قبلی بــه عنوان دو  اســیدآمینه 
دهیدروژنازهــا  الــکل  عملکــرد  در  کلیــدی 
  (Ryde, 1995)شناســایی و گــزارش شــدند
نیــز در ایــن منطقــه محافظت شــده قــرار دارند.
ــری از  ــه دیگ ــوان منطق ــه عن ــز ب ــته C  نی هس
ــایی  ــه شناس ــن مطالع ــزی در ای ــاختار مرک س
ــه  ــن منطق ــی ای ــات قبل ــت. در  مطالع ــده اس ش
بــه عنــوان یــک واحــد عملکــردی مهــم و 
ــکل  ــاختاری در ال ــر س ــده از نظ ــت ش محافظ

ــود. ــده ب ــزارش ش ــا گ دهیدروژنازه
 Korkhin et al., 1998; Esposito et al.,)
بــه   C هســته   .)  2002; Guy et al., 2003

صــورت یــک لــوپ جلوآمــده در ســاختار 
آنزیــم دیــده می شــود. بــر اســاس گزارشــات 
قبلــی، در مواقعــی کــه دسترســی بــه  اتــم روی 
محــدود اســت، تشــکیل یــک بانــد دی ســولفید 

در ایــن منطقــه در حفــظ ســاختار  آنزیــم نقــش 
ــه در  ــن منطق ــن ای ــد. همچنی ــا می کن ــده ایف عم
نگهــداری و حفــظ ســاختار چهــارم آنزیــم نیــز 

 .(Goihberg et al., 2007(مهــم اســت
بتــا   و  آلفــا  شــده  محافظــت  موتیف هــای 
الگــوی  بــا  کــه  هســتند  دیگــری  مناطــق 
مشــخصی در تمــام آنزیم هــای بررســی شــده 
در ایــن مطالعــه، حضــور داشــتند. ایــن مناطــق 
در مطالعــات قبلــی گــزارش نشــده اند. موتیــف 
ــم  ــن کاتالیتیــک آنزی ــال دمی ــا در C-  ترمین آلف
ــرار دارد و شــامل هلیکــس شــماره 2 اســت  ق
کــه توســط یــک پیــچ1  در اســیدآمینه شــماره 
174بــه هلیکــس شــماره 5 متصــل می شــود. بر 
اســاس مطالعــات گذشــته گــزارش شــده اســت 
کــه دو منطقــه انتهایــی در دو هلیکــس مجــاور 
هــم، می تواننــد تشــکیل یــک لــولا بدهنــد. 
 double-hinged این نــوع ســاختار لولایــی
 Hayward, 1999;)می شــود گفتــه   α-helix
موتیــف  ایــن  بنابرایــن   .(Hayward, 2004

ــاز کــه دو  ــکل دهیدروزن محافظــت شــده در ال
منطقــه انتهایــی از هلیکس هــای 2 و 5 را در 
ــت  ــن اس ــود، ممک ــامل می ش ــگاه 174 ش جای
ــد از  ــم، بع ــی آنزی ــش فضای ــرات آرای در تغیی
داشته باشــد  نقــش  سوبســترا  بــه  اتصــال 
ــد.  ــل کن ــولا عم ــوان ل ــه عن ــد ب ــن رون و در ای
اســیدآمینه 173 نیــز در ایــن موتیــف قــرار 
ــم،  ــیار مه ــیدآمینه بس ــن اس ــت. ای ــه اس گرفت
کــه در نگهــداری اتــم روی کاتالیتیــک شــرکت 
 Eklund and Nordstrm, 1976;)می کنــد
1-turn
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Eklund and Samms, 1981)  بــر اســاس 

در  مطالعــه  ایــن  در  آمــده  بدســت  نتایــج 
ــید های آمینه  ــادی از اس ــداد زی ــا تع ــاس1  ب تم
ــه  ــا توج ــد. ب ــاهده ش ــم مش ــاختار آنزی در س
بــه پاییــن بــودن ســطح دسترســی  بــه حــلال 
ــی  ــتنباط م ــف، اس ــن موتی ــر 40%( در ای )زی
شــود کــه موتیــف α در مرکــز مولکــول پنهــان 
ــا محیــط اطــراف در تمــاس نیســت.  ــوده و ب ب
ــری  ــده دیگ ــت ش ــی محافظ ــا  توال ــف بت موتی
و  فضایــی  موقعیــت  نظــر  از  کــه   اســت 
ــف  ــت شــبیه موتی ــه، خصوصی ســاختار ثانوی
آلفــا را نشــان داد. ایــن موتیــف دارای دو انتهــا 
sheet شــماره 9 می باشــد  از هلیکــس 1 و 
ــی  ــی مناطــق انتهای ــر اســاس گزارشــات قبل .ب
در  نیــز   sheet یــک  و  هلیکــس  آلفــا  یــک 
ــی  ــاختار لولای ــک س ــورت ی ــه ص ــن ب پروتئی
 Hayward, 1999; Hayward,(عمــل می کنــد

.)2004

مطالعــه  ایــن  در  کــه  موتیــف   دو  ایــن   
در  بیوانفورماتیکــی،  محاســبات  توســط 
الــکل  بررســی  مــورد  ســاختارهای  تمــام 
دهیدروژنازهــا از ســطوح مختلــف تکاملــی 
بــه صــورت کامــلا محافظــت شــده شناســایی 
ــرات  ــه در تغیی ــد ک ــر می رس ــه نظ ــده اند، ب ش
ســاختاری آنزیــم و در کنتــرل  دقیــق تحــرک 
اتصــال  دنبــال  بــه  آنزیمــی  هــای  دمیــن 
ــی  ــش اساس ــا نق ــا کوفاکتوره ــترا و ی سوبس

ــد.   ــازی کنن ب
مطالعــه روی طبیعــت اســیدهای آمینــه  در 
1-contact

اعضــای یــک خانــواده،  بــه شناســایی الگوهــا 
ــز  ــاختاری  و نی ــی و س ــات توال در خصوصی
تعاملاتــی که بــرای پایداری و عملکــرد پروتئین 
مهــم هســتند کمــک می کنــد، بنابرایــن بــر 
ــوان  ــات می ت ــه مطالع ــن گون ــج ای ــاس نتای اس
الگوهایــی بــرای ســنتز آنزیم هــای جدیــد و 
ــرد  ــی ک ــا طراح ــاختاری آنزیم ه ــود س ــا بهب ی
کــه دارای پایــداری بیشــتر در شــرایط خــاص 
ــد صــورت  ــر باشــند.. رون ــرد بهت ــز عملک و نی
گرفتــه در ایــن مطالعــه و ایــن قبیــل مطالعــات 
مهــم  گروههــای  ســایر  بــرای  می توانــد 

ــرد. ــورت گی ــز ص ــی نی پروتئین

سپاسگزاری
ایــن مطالعــه در پژوهشــگاه ملــی مهندســی 
ژنتیــک و در راســتای طــرح پژوهشــی346 
ــرکار  ــا از س ــت، در اینج ــه اس ــورت گرفت ص
ــه  ــه مقال ــر شــکیبا درویشــعلیپور ک ــم دکت خان
را بدقــت مطالعــه نمــوده و نظــرات ارزشــمندی 
ــکر و  ــال تش ــه نمودندکم ــه ارائ ــود مقال در بهب

ــم ــی را داری ــدر دان ق
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