
 

 

 

 ژنتيک نوين

 9314 زمستان ،4، شماره همد دوره

 069-065صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 آرابیدوپسیس

 آنزیم هلیکاز

 برنج

 DNAترمیم 

 ژنوتوکسیک تنش

 چکیده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در DNA (UvrD )سازی ساختاری آنزیم هلیکاز ترمیم کننده بیوانفورماتیکی و مطالعات مدل تجزیه

 آرابیدوپسیس و برنج 

Bioinformatic analysis and structural modeling study on DNA repair helicase 

(UvrD) from Arabidopsis thaliana and Oryza sativa 

1شفارودی زاده ملک ، سعید1*فرساد سادات افسانه
 

 ، دانشگاه فردوسی مشهددانشجوی دکتری و استادیاربه ترتیب  -1

Farsad AS
*1

, Malekzadeh Shafaroudi S
1 

1. PhD Student, Assistant Professor, Ferdowsi University, Mashhad, Iran 

 

 

 farsadafsaneh@yahoo.com :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (11/2/29:تاریخ پذیرش - 5/11/29:تاریخ دریافت)

 

 
 

ها نقش مهمی در برقراری پايداری ژنوم کل موجودات MMRيا  DNAهای مسئول ترميم خطاهای تکثير پروتئين

از طريق باز  DNAبوده و نقش موثری در فرايند ترميم  MMR، جزئی از کمپلکس UvrDآنزيم هليکاز . کنندايفا می

در دو گونه گياهی  UvrDدر اين مقاله آناليز بيوانفورماتيکی آنزيم هليکاز . های آن بر عهده داردکردن پيچش

و ( کيلو دالتون 921) 9941اين آنزيم در آرابيدوپسيس و برنج به ترتيب پروتئينی با . شدآرابيدوپسيس و برنج بررسی 

های حفاظتی را دارا بوده و به دليل دارا ها تمام دميناين پروتئين. باشدیاسيد آمينه م( کيلو دالتون 936) 9905

اثبات شواهدی . باشندبزرگتر می E.coliدر  UvrDبلندتر، از آنزيم هليکاز  لينکر هایبودن انتهای آمينی و توالی

نه گياهی مشابه با ها در هر دو گوو حفاظت شدگی موتيفUvrD در انتهای آمينی  ATPنظير وجود سايت اتصال 

UvrD  باکتریE.coli،  توانند می گياه دو اين در آنزيم انتهای آمينی و کربوکسيلی کند که قطعاتپيشنهاد می

افزارهای با استفاده از نرم. نظير باکتری مورد نظر از خود نشان دهند 5′ به 3′هليکازی DNA و آزی ATP فعاليت

 E. coliباکتری  REPدر دو گياه مختلف ارزيابی شد و آنزيم هليکاز  UvrDيم بيوانفورماتيکی، ساختار سه بعدی آنز

و آناليزهای ساختاری بهترين  مولکولی گرافيکی ساخت تصاوير. شداستفاده  ن الگو برای طراحی ساختار آنزيمبه عنوا

-سوم پروتئين ساختار در ارآشک نتايج بيانگر عدم وجود تفاوت. افزار کايمرا انجام گرفتمدل ساخته شده نيز با نرم

های اصلی ها طی فرايند تکامل دمينبنابراين اين آنزيم. دبودر دو گياه آرابيدوپسيس و برنج  UvrDهای 

 .اندحفظ کرده را هليکازی و آزی ATP فعاليت نظير بيوشيميايی خصوصيات

 های کلیدی‬واژه
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  مقدمه

 تغییر را نوکلئیک اسیدهای ساختار که هستند هاییآنزیم هلیکازها

 استفاده DNA، ATP در هیدروژنی باندهای تخریب برای داده و

 DNA عنوان به UvrD آنزیم. (Tuteja et al. 2009) کنندمی

 شده شناخته هلیکازها خانواده اصلی عضو ،E.coli در II هلیکاز

 دراین آنزیم  .کندمی باز 5′ به 9′جهت  در را DNA پیچش که

 ترمیم مسیرو  DNA ترمیم ،نوترکیبی ،همانندسازی هایفرایند

 است ساختاری دمین چهار دارای UvrD .کندمی نقش یایفا خطا

 1B دمین ،(اسیدآمینه 915-912 و 12- 1) 1Aدمین  شامل که

 551-723 و 2A  (933-911دمین ،اسیدآمینه (912-22)

 1Aدمین . باشندمی اسیدآمینه 2B (552-931)دمین  و( اسیدآمینه

 به اتصال مسئول که دهندمی تشکیل را هلیکازی هسته 2A و

ATP 1 دمین . باشدمی هیدرولازی فعالیت وB2 وB با نیز 

 Qو І ،aІ ،II ،VI هایموتیف. دهندمی واکنش DNA دوبلکس

 و III هایموتیف و ATP به اتصال فرآیند در و بوده شده حفاظت

V به اتصال در نیز DNA این بر علاوه. کنندمی عمل ایرشته تک 

 در نیز( ViaوVa ، IVc ، Id IVb، Ic  ، Ib) جدید موتیف هفت

UvrD اتصال فرایند درکه  اندشده شناسایی شده حافظتم طوره ب 

. کنندمی ایفا نقش 2B و1B  هایدمین برهمکنش یا DNA به

مسئول ایجاد زیستی های غیرمانند تنش 1کسیکعوامل ژنوتو

باشند میرشد و باروری گیاه  و ژنوماثرات مخرب بر پایداری 

(Gill and Tuteja 2010) . جهت حفاظتDNA   شبکه کاملی از

. استدر فرآیند تکامل شناسایی شده DNAهای ترمیم مکانیسم

محسوب و  DNAمسیر اصلی ترمیم ( MMR)سیستم ترمیم خطا 

مسئول تصحیح خطاهای بیوسنتزی در رشته تازه تکثیر یافته 

DNA سیر در این م. باشدمیE .coli، عالی ها و موجوداتباکتری 

 مطالعات. (Jackson et al. 2006) باشدشده میشدیدا حفاظت

(2006) Kimura and Sakaguchi هایژن که داد نشان MMR 

-می E.coli در MMR یهاژن با تشابه مورد چندین دارای گیاهان

های همولوگ به عنوان مثال گیاه آرابیدوپسیس دارای ژن. باشند

 یتحقیقات تاکنونما ا ،باشدمی E. coliدر باکتری  MMRهای با ژن

گزارش  گیاهاندر  UvrD یآنزیم هلیکازآنالیز ساختاری مبنی بر 

                                                           
1 Genotoxic agents 

در این تحقیق برای اولین بار . (Curti et al. 2007) استنشده

 و با هدف بررسی ساختار سه بعدی UvrDالیز ساختاری آنزیم آن

 طراحی ه وحفاظت شدهای شناسایی موتیف ،ATPسایت اتصال 

در دو گونه مهم گیاهی آرابیدوپسیس و برنج های ساختاری مدل

 با E.coliباکتری  UvrD پروتئین با مشابه هایتوالی .انجام شد

شد تا مدل بررسی  گیاهان در بیوانفورماتیکی هایداده از استفاده

و هلیکازی این آنزیم در  آزیATP بتوان تخمینی از فعالیت 

با  AtUvrDای توالی اسید آمینهبه این منظور . گیاهان داشت

با شماره دسترسی  OsUvrDو توالی  F4JSH5شماره دسترسی 

Q6ZHK2  از سایتUniProt تهیه شده و با استفاده از نرم

 توالی ترازیهم با Phyre  افزارنرم. شدی افزارهای زیر بررس

و  شده ساختار تعیین همولوگ هایپروتئین با مورد نظر پروتئین

برای پروتئین  فرضی بعدی سه ساختار یکتعیین درجه اطمینان 

 (. 1شکل)ما معرفی کرد 

 

 

 
 پروتئینسه بعدی  ساختاردر خصوص  Phyre فزارانرم نتایج -1 شکل

AtUvrD (الف ) وOsUvrD (ب) باها پروتئیناین  ردیفیهم که نتیجه 
 .باشدمی الگو هایساختار

 

 
 

  
به  ATPدر خصوص محل اتصال لیگاند  3DLigandافزار نرم نتایج -9 شکل

آنزیم. شدبامی (ب) OsUvrD و( الف) AtUvrD ساختار سه بعدی پروتئین

می   ATPهلیکازی اتصال به دمین هر دو دارای   OsUvrDو  AtUvrDهای 

 .باشند
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 (الف

 (ب   
 هایساختار کهدهند را نشان می( ب) OsUvrDو ( الف) AtUvrD شده گوییپیش ساختار Z-score نمودار .های سمت چپشکل در  PROSAافزارنرم نتایج -9شکل

پیشهای ساختار در پروتئین سطحی انرژی راست سمت هایشکل. دنباشمی نزدیک خود سایزهم همولوگ هایپروتئین شده کریستالوگرافی هایساختار به مفروض

 نشان انرژی بودن پایین واقع در. باشندخطوط قرمز رنگ نشان دهنده حداکثر انرژی و خطوط آبی رنگ نشان دهنده حداقل انرژی می. دنده می نمایش را شده گویی

 .است آن کیفیت اعتبار و پروتئین ساختار پایداری دهنده
 

 سه ساختار در را ATP لیگاند اتصال محل 9dligand site افزارنرم

 تطبیق با افزارنرم این واقع در. کرد بینیپیش مولکول بعدی

 انتهای دمین ،ما نظر مورد پروتئین با مختلف پروتئینی ساختارهای

 ATP اتصال محل عنوان به را UvrD تئینپرو هلیکازی آمینی

 (9شکل ) PROSAافزار نرمدر . (9 شکل) کرد شناسایی

 به NMRو  X-rayمتفاوت  هایروش با مورد نظر ساختارهای

 این. شدند متمایز رنگ پر رنگ و کم آبی هایرنگ توسط ترتیب

 OsUvrDو  AtUvrDهای پروتئین Z-score نشان داد که نمودار

 هایپروتئین مشخصه هاینمره محدوده در( -77/3 و -21/1)

دارد و این امر  قرارخود  سایزهم شده کریستالوگرافیبومی 

 بخش در. را تایید کرد Phyreافزار های ساختاری نرمکیفیت مدل

های پروتئین بعدی سه ساختار افزار نرم این نتایج از دیگری

 اساس بر هاآن یهاآمینه که اسید باشدمی مشاهده قابل ورودی

 آمیزیرنگ قرمز تا آبی از پروتئین سطحی انرژی میزان افزایش

 گیرد کهمی شکل طوریها پروتئین ساختار کلی طور به .اندشده

مشاهده  .باشد ترنزدیک حداقل به حدالامکان آن سطحی انرژی

غالبیت رنگ آبی بر قرمز در ساختار هر دو پروتئین گویای 

-نرم خروجی شده گوییپیش ساختار .استها ساختارآن  پایداری

 مدل بهترین عنوان به PROSAافزار نرمتوسط  Phyreافزار 

-والیکامل ت تجزیه های ساختاریمدل تخمینجهت . شد انتخاب

های توالی. گرفتانجام  Expasyسایت های پروتئینی با استفاده از 

-ن مدلتعیی .ردیف شدندهم ClustalWدانلود شده توسط برنامه 

 Swissmodel 1سرور همولوژی مدلینگ توسطهای ساختاری 

رای بررسی تشابه و تفاوت ب  UCSF از برنامه انجام شد و

و از ابزار تصاویر گرافیکی مولکولی  ترسیم ،سه بعدی ساختارهای

Matchmaker  نتایج . استفاده شد هامنطبق کردن ساختارجهت

یک پروتئین  AtUvrDهای ساختاری نشان داد که بررسی مدل

 OsUvrDو کیلو دالتون  192ای با وزن مولکولی آمینهاسید 1122

کیلو دالتون  192ای با وزن مولکولی اسید آمینه 1175 یپروتئین

تنها و  استکیلو دالتونی  39که پروتئینی  UvrD E.coli بوده و از

 (.B 2و A2شکل ) دنباشاسید آمینه طول دارد بزرگتر می 392

 و آرابیدوپسیس ،E.coli در UvrD آمینه اسیدهای توالی مقایسه

عملکردی اصلی دمین  OsUvrD، 2 و AtUvrDکه  دادنشان  برنج

(1B، 1A، 2A  2وB ) های حفاظت شده تمام موتیفو

 ،Q، Ia، Id، II،IV ،Iva ، IVc، V، Vaشامل  UvrDهلیکازهای 

VI، Via آنزیم. دنباشدارا می راAtUvrD  وOsUvrD رتیب تبه

                                                           
1 Homology modeling 
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اسید  ،172تا  522اسید آمینه ) کربوکسیلی انتهایدمین دارای 

 927اسید آمینه ) ATPمتصل شونده به دمین و ( 122تا  532آمینه 

دمین  .(D 2و C2شکل ) دنباشمی (531تا  917اسید آمینه  ،521تا 

A1 در AtUvrD و OsUvrD  1و  529تا  1از اسیدآمینه به ترتیب 

از اسید به ترتیب  OsUvrD وAtUvrD  رد 1Bدمین  و 539 تا

(. A2 شکل)شود را شامل می 525تا  972و  233تا  992آمینه 

تا  529از اسید آمینه به ترتیب  OsUvrDو  AtUvrDدر  2Aدمین 

به  OsUvrDو  AtUvrDدر  2Bدمین و  1277 تا 539و  1252

د گیررا در برمی 135 تا 739و  127تا  729از اسید آمینه  ترتیب

 . (A2 شکل)

 

 

 

 

 
، E.coliرا در  UvrDهای دمینهای شماتیک که ترتیب دیاگرام -2شکل

 Scan Prositeها توسط برنامه دمین تجزیه. دهدنشان می آرابیدوپسیس و برنج

و  UvrDآنزیم هلیکاز  ATPاتصال به دمین های آبی پر، باکس. انجام شد

اعداد . دهندرا نشان می UvrD سیلیانتهای کربوکدمین های صورتی پر، باکس

مقایسه توالی اسیدهای (. الف)باشند ها میدمینای آمینه این هنشان دهنده اسید

موتیف های . ، آرابیدوپسیس و برنجE.coliدر  UvrDآمینه هلیکازهای 

از )های قرمز نشان داده شده است و نام هر موتیف حفاظت شده توسط باکس

Q  تاVIa )های صورتی هنگام باکس. استنانی مشخص شدهبا حروف یو

نشان دهنده نواحی متعلق به سایت  E.coliباکتری  REPمقایسه با توالی 

 (.A) ای می باشندتک رشته DNAاتصال به 
 

های های حفاظت شده بزرگتر از دمیناین دمیننتایج نشان داد که 

یید نیز تا PROSITEنتایج . باشندمی UvrD E.coliحفاظت شده 

دمین  آمینیدر ناحیه مابین انتهای  ATPکرد که سایت اتصال 

هلیکازی قرار  کربوکسیلی و آغاز ناحیه انتهای ATPاتصال به 

-های اسید آمینهدر سطح توالی نشان داد که ClustalW نتایج. دارد

 92-95درصد یکسانی با یکدیگر و  AtUvrD OsUvrD، 51 ،ای

در نتیجه . دادندنشان  E.coli باکتری UvrDدرصد یکسانی با 

در مسیر ترمیمی مشابه با  تواندمیگیاهان  UvrDآنزیم هلیکاز 

تحقیقات قبلی نشان داد که  .ندکعمل  E.coliباکتری  MMRمسیر 

تک  DNAسایت اتصال به  ،E.coliباکتری  Repنزیم هلیکاز در آ

ز و نی Vو  Ia ،IIIهای هایی از موتیفای دارای اسیدآمینهرشته

 .Meng et al) باشدهایی از نواحی غیر موتیف میاسیدآمینه

 باکتری Rep هلیکاز مقایسه آنزیمدر این مطالعه نیز  ،(2008

E.coli با AtUvrD و OsUvrD، های درگیر در سایت اسید آمینه

. (A 2شکل)را مشخص کردند ای رشتهتک DNAاتصال به 

سرور همولوژی مدلینگ  توسط ساختاری بهترین مدل

Swissmodel  مدل دومتعیین شد AtUvrD و تنها مدل OsUvrD 

 آنزیمخته شده با استفاده از الگو قرار دادن ساختار کریستالی شنا

تا  927اسیدهای آمینه  .ندساخته شد ،E.coli باکتری Rep هلیکاز

 به ترتیب ،OsUvrD و AtUvrDساختار اولیه  231 تا 917و  221

 نشان E.coli باکتری Rep هلیکاز آنزیم با یکسانی درصد 95 و 97

و دو گیاه مدل  E.coli باکتری UvrDبررسی تشابه توالی  .دادند

 UvrDهای ها و موتیفبه دلیل حفاظت شدگی دمین که داد نشان

 فعالیت تواندمی این آنزیم ،در گیاهان مورد بررسی E.coliباکتری 

بر اساس  .باشد ز در این گیاهان داشتهمشابهی نی 5′ به 9′هلیکازی 

 دیگر موجودات در آنزیم این هایهمولوگ کشف مطالعات قبلی

 و باشدمیموجودات  آن آنزیم در مشابه عملکرد دلیلی بر مشاهده

 هلیکاز آنزیم عملکرد تکاملی شدگی حفاظت دهندهنشان امر این

وت تفا (.Tuteja et al. 2013) باشددر موجودات مختلف می

ساختاری این آنزیم در دو گونه گیاهی مورد بررسی با باکتری 

E.coli  را شاید بتوان به بحث تکامل ژنوم در موجودات مختلف

 نسبت داد زیرا همان گونه که در تحقیق اخیر نشان داده شد آنزیم

UvrD حفاظت هایدمین تمامی دارای برنج و آرابیدوپسیس در 

 در که لینکر هایتوالی و تنها اشدبمی E.coli باکتری UvrD شده

 با استناد به تحقیق .اندشده بلندتر دارند قرار هادمین فاصل حد

(2014)Ansari et al.  های ساختاری و که به بررسی شباهت

-های متفاوت پلاسمودیوم میدر گونه UvrDعملکردی آنزیم 

مبحث تکامل و  ،ممکن در این زمینه احتمالات یکی از ،پردازد

های غیر کد کننده در موجودات یوکاریت در مقایسه افزایش توالی
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در هر  UvrDبر اساس این تحقیق آنزیم . باشدها میبا پروکاریوت

 باشددر انتهای آمینی می ATPدو گیاه دارای سایت اتصال 

نیز   E.coliباکتری  UvrDآزی مشابه ATP بنابراین دارای فعالیت 

 القاینشان دادند که  Kumura and Sekiguchi (2002) .دباشمی

 موجب حذف UvrD آنزیم شدهحفاظت هایموتیف در موتاسیون

این  شود واین آنزیم می آزیATP  و هلیکازی هایفعالیت تمام

 .دارند پروتئین شدهحفاظت هایموتیف با مستقیم رابطه هافعالیت

 شده حفاظت هایدامین تنها هلیکازی فعالیت برایهمچنین 

. ندارند عهده بر نقشی هیچ فاصل حد هایتوالی و بوده روریض

های اصلی در موتیفپس از یک سو به دلیل حفاظت شدگی 

 DNA و آزیATP  فعالیت ،دو گونه گیاهی UvrDساختار 

 شود وتایید می آنزیم کربوکسیلی و ینانتهای آمی قطعات هلیکازی

در  فاصل حد لینکر هاییا اضافه شدن توالی حذفاز سوی دیگر 

و آنزیم  ندارد پروتئین کلی ساختار بر تاثیری ،طی فرایند تکامل

UvrD  در هر دو گونه گیاهی دارای ساختار و فعالیت یکسانی

در گیاهان  هلیکازها ساختار درک به مطالعه اگرچه این .است

ها این آنزیم عمل جهت شناخت مکانیسم اما هدکر موثری کمک

 و بیوشیمیایی خصوصیات بررسی ،ریساختا مطالعه بر علاوه

در مطالعه  .است برخوردار ایگسترده اهمیت از نیز فیزیکی

سوم پروتئین ساختار در آشکاری تفاوت که حاضر نشان داده شد

ها نداشته و آن در دو گیاه آرابیدوپسیس و برنج وجود UvrDهای 

 های اصلی و در نتیجه خصوصیاتطی فرایند تکامل دمین

حفظ  را هلیکازی و آزی ATPفعالیت نظیر خود اییبیوشیمی

 بیوانفورماتیکی در مجموع، در این تحقیق امکان آنالیز .اندکرده

 بررسی امکان و MMR مسیر به مربوط UvrD هلیکاز مهم آنزیم

فراهم شد و به این ترتیب اطلاعاتی در مورد آن  بعدی سه ساختار

م در دو گونه گیاهی تشابهات و اختلافات ساختار کلی این آنزی

اما مطالعات آتی پیرامون با این وجود . شدمهم حاصل 

به منظور شناسایی  خصوصیات عملکردی و بیوشیمیایی این آنزیم

 های مختلف بسیار ضروری به نظر می رسد تنشنقش آن در 
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