
 

 

 متفاوت یساختار میتکامل همگرا از عملکرد مشابه در دو آنز

 

یک نمونه از دو آنزیم مرتبط به هم که واکنش های مشابهی را کاتالیز می کنند اما مکان های فعال مختلفی نسبت به  

دهنده گلوتاتیون،  هم دارند، با مقایسه کردن ساختار آنزیم کاهش دهنده تیوردوکسین اشیرشیا کولی با آنزیم کاهش  

ارائه شده است. هر دوی این آنزیم ها، آنزیم های دیمری هستند که باعث کاتالیز شدن کاهش دی سولفید ها توسط 

هسته های پیریدین از طریق یک دی سولفید آنزیم و یک فلاوین، می شود. آنزیم های کاهش دهنده گلوتاتیون در  

و دامنه های    - (FADآدنین )  -کول هستند: دو هسته ای های فلاوین انسان شامل چهار دامنه ساختاری در هر مول

که باعث می شود یک    C( ، دامنه مرکزی و دامنه پایانه  NADPHآدنین دو هسته ای فسفات )   -اتصالی به نیکوتینامید 

کاتالیزی  سطح مشترک دیمری و بخشی از مکان فعال ایجاد شود. با وجود این که هر دوی این آنزیم ها مکانیزم های 

و ساختار های سه گانه مشابه با هم دارند، مکان های فعال آن ها شبیه هم نیست. ما ساختار کریستالی اشیرشیا کولی  

مشخص کرده ایم و نشان دادیم که آنزیم کاهش دهنده تیوردوکسین ، دامنه ای که    2Aتیوردوکسین را با تفکیک  

دهنده گلوتاتیون می شود را ندارد و کاملا ساختار دیمری    باعث شکل گیری سطح مشترک دیمری در آنزیم کاهش 

متفاوتی را از خودش نشان میدهد. دی سولفید های فعال از نظر کاتالیزی نیز در دامنه های متفاوتی در طرف های  

ای    مخالف در سیستم حلقه فلاوین قرار دارند. این موضوع نشان میدهد که این آنزیم ها از پروتئین های پیش زمینه 

 هسته ای متفاوتی شکل گرفته اند و مستقل از هم دیگر، فعالیت های آنزیم کاهش دهنده دی سولفید را ایفا می کنند.

تیوردوکسین ها پروتئین های فعال اکسایشی کوچکی هستند که عملکرد های مختلفی را ایفا میکنند. در ای کولی )  

کاهش پیدا می کنند.   NADPHنده تیوردوکسین مبتنی بر  اشیرشیا کولی( تیوردوکسین ها توسط آنزیم کاهش ده

( و شامل دو مولکول می  1بر اساس جایگزینی های مختلف هم شکل ایجاد می شود ) شکل  TRساختار سه بعدی از  

باشد که به صورت بسیار نزدیک با یکدیگر تعامل دارند که باعث شکل گیری دیمر های متقارن می شود. هر کدام از  



و دامنه های مرکزی از آنزیم کاهش دهنده    FAD  ،NADPHدارای سه دامنه معین می باشد که متناظر با    مولکول ها

می باشد و تفاوت    GRبسیار شبیه به سه دامنه اول از    TR( می باشند. ساختار سه بعدی از  2( ) شکل  GRگلوتاتیون )

(. نوزده مورد از رشته  2و حذف شدن یک هلیکس می باشد )شکل  NADPHاصلی بین آن ها، تغییر در جهت دامنه  

و نزدیک به دی سولفید فعال اکسایشی    Tهستند؛ دو مورد دیگر در پایانه    GRمتناظر با المان های    TRبتا در    21های  

. به صورت مشابه، پنج مورد از هفت مورد آلفا هلیکس  (3ها می باشد )شکل  TRقرار دارد که ویژگی متمایز در توالی  

هستند. یک ویژگی بسیار مهم از تنظیم    GRمطابق با المان های مشابه در    TRدر   t03ها و سه مورد از هلیکس های  

در دو آنزیم می باشد. این موضوع مطابق با چرخش یکی از    NADPHساختاری، جابجایی های نسبی از دامنه های  

و دامنه مرکزی متصل می شوند و باعث می    FADدرجه حول رشته های بتا می باشد که به    66ه ها به مقدار  این دامن

برای    2A/ مرکزی و تفکیک    FAD(. در تنظیم دامنه های  2شوند که ساختار پایه نسبت بدون تغییر بماند ) شکل  

شکل بگیرد از جمله تنظیم اتم   TRوالی % از ت 70برای پس ماند های اصلی ، باعث می شود که  NADPHدامنه های  

هم در دامنه های مرکزی    A 1.1دارند و باعث شکل گیری انحراف موثر    2.5Aهای آلفا هلیکس که انحراف کمتر از  

FAD    و مرکزی و هم در دامنه هایNADPH    از پس ماند های  65% و  54می شود و %TR    بر اساس این معیار در دو

نند. این نتایج مشابه با انحراف های شناسایی شده بر روی ساختار های هم پوشان گلوبین بخش از ساختار، صدق می ک

 با شباهت توالی نسبی می باشد. 

 



جهش   اکسایشیفعال   د یسولف ی و د FADگروه  ی برا A   2.0با وضوح  یالکترون  یاز چگال وینمودار استر 1شکل. 

TR (Cys 138  بهSerمدل برا .) گروه  یFAD   در  138-134 یها ماند پس وTR  نشان داده   م یدر خطوط ضخ

باز نشان داده شده است.  حفرهبا  138و   135 یها پس ماند  ژن یگوگرد و اکس  یجانب رهیزنج ی شده است ، با اتم ها

در خطوط نازک نشان داده شده    زین GR1در   63-57 پس ماند است. مدل  ن ییدر پا نی حلقه فلاو ستمیس  N10اتم  

و   ر ییتغ ن ی(. ا3و  2قرار گرفتند )شکل   TRدر  نهیبه ی/ مرکز  GR FAD ی مرکز یاز دامنه ها Ca ی است. اتم ها

،   .r.m.s)انحراف   می شود که ترازی نزدیک به هم دارند  ن یدو پروتئ  از FAD  یگروه ها شکل گیری  تحول منجر به 

0.8 Aدر    63-57فعال  تیسا یمانده ها  ی به دست آمده از باق ی ری (. جهت گGR   در خطوط نازک نشان داده شده

  یباز نشان داده شده است. چگال دایره های توسط  63و   58 یهاماند پس فعال ردوکس  ی است ، با سولفورها

فاکتور ساختار مشاهده   Foو   Fcشده است ، که   جاد یا exp (iac) (| F0 | - | FC |)  بیضرا ز الکترون با استفاده ا

  138-134 ی ها پس ماند و  FADگروه  که فاز محاسبه شده است ،   acدهند و  ی م لیشده و محاسبه شده را تشک

استفاده شد.  در این مطالعه  همحاسب  ی( برا 2شده )شکل  اصلاح ییحذف شده اند. محاسبه ساختار نها محاسبه فاز از

تا   Cys 135) افته یجهش  نی پروتئ ی بلورها .نشان داده شده است نیانگ ی. بالاتر از مs.d 3.5سطح کانتور مربوط به 

Ser  )یی، گروه فضا P6322   با ،a = b = 123.7 A   وc = 81.6 A (Ref 17)  40ساعت در  20-16، به مدت  

ممیلی   0.2(  و یا EMPفسفات )  جیوهاز اتیل  2mMمول از لیتیوم سولفات و یا با  0.2با  کولیگل  نلیات  یدرصد پل

 شناساگر ستمیس  کیال بیکر( خیس شدند.جیوهدیمتوکسیبوتان ) دی   3 –  2 –  جیوهدیاستکوسی  - 1.4مول از 

نصب شده   Elliot GX-21آند چرخش  یچرخش کسی ژنراتور اشعه ا ی که بر رو Enraf-Nonius FASTمنطقه 

و مشتق   اصلی  یها ستالیاز کر ی کیو با استفاده از تنها  A 3داده به وضوح  ی مجموعه ها یجمع آور  ی رااست ، ب

%  5به صورت  symR(I)تنظیم شد و   A 3و وضوح   ٪95 بر روی تکمیل اصلی  یاستفاده شد. مجموعه داده ها 

در   کر یب دیمرکوریال  یفضا یزوج برا  یتهایو دو مجموعه از سا  EMPمشتقات  ی برا وهیج تسای پنج. مشخص شد 

شکل  منجر   نیسنگ  یاتم ی . اصلاح پارامترهااجرا شد  هی اختلاف فور  ل یو تحل  هی و تجزمشخص شد  نقشه پاترسون  

  ی ، از جمله پراکندگ کر یب یابعاد ساختار و  EMP یبرا 1.27و  fH / £ 1.37گیری توان فاز به ترتیب به صورت 



  85/0به  0.59را از  یستگ یشا عدد میانگینو   افتهی با مسطح کردن حلال بهبود  بعدی شد. مراحل  یعاد ریغ

 A  3در  شیشد. پالا ی ابیرد یبه راحت  ی اصل رهی، از زنج A 3محاسبه نقشه در وضوح  یمراحل برا  نیدادند. ا شیافزا

انجام شد. ساختار بدست   FR0D022و  X-PLOR20،21  ی محدود با استفاده از برنامه ها ی مولکول  ییایوضوح با پو

(  Serبه  Cys 138) نیپروتئ  ی و با استفاده از داده ها A 2در وضوح  شیشروع پالا ی برا م یقآمده به طور مست 

 ( استفاده شد. 2)شکل 

 
. خطوط  GRاز  NADPH/ و دامنه چرخش  FAD ی مرکز ی و دامنه ها   TRaC یاز اتم ها وینمودار استر 2شکل. 

  پس ماند . چهار را نشان میدهد   FAD گروه    دروژنیه ریغ ی ( و تمام اتمها316-1 پس ماند ”) TRC ی، اتمها میضخ

  ستمیس  ریدار ، ز ه یسا یتوسط حلقه ها تیفعال سا یها نی ستئی. س ستند یقابل مشاهده ن  یالکترون یدر نقشه چگال

  ی مرکز ی ( ، حوزه ها158- 18 پس ماند ) GR FAD ینشان داده شده است. خطوط نازک ، دامنه ها نیحلقه فلاو

فعال با استفاده از لوزی   تیسا  نیستئی. س را نشان میدهد   FAD1( و گروه  159-290)  NADPH( و  291-356)

  NADPH  ی)با هم( و دامنه ها ی / مرکز FAD ی نشان داده شده است. دامنه ها ن ی، بالاتر از فلاو های هاشور خورده 

  یکه حوزه ها ی(. هنگام3قرار گرفتند )شکل    TRمربوط به  یدر قسمتها قسمت صلب انتقال با چرخش و  GRاز 

FAD تراز وسط قرار گرفتند ، دامنه    در نی دو پروتئ  نیا ی / مرکزNADPH GR  قسمت    کیدرجه به عنوان    66با

در    یتوان به عنوان چرخش یحرکت را م  نیقرار داد. ا  NADPH TRامنه  را با د آن شود تا بتوان  ی چرخانده م صلب



  پس ماند لولا ) ه یموجود در ناح یبا اتم هاصفحه های بتا دو رشته ای که باعث تفکیک این منطقه می شوند، مورد 

  ر ییتغ  GRدر  80-63 یهاماند پس که توسط  چیمارپ . د توصیف کر کند  ی م ر ییتغ A. 1 1/1( فقط با 289و  160

ا وضوح  . داده ها بارائه شده است( Serبه  Cys 138جهش ) یبرا  TR یمدل ساختار  وجود ندارد.   TRدر  ابد ی یم

2A     درBeamline X12-C با همکار ی مل شگاهی، آزما( یبروکهاون R. M. Sweetاندازه گ )ی شد. مدل فعل ی ری  

  یدما  ی که فاکتورها تمولکول آب اس  217و  FAD یو اتمها دروژن یه ریغ ن یپروتئ 2،447جهش شامل  نیا یبرا

است ، از جمله   A 17.7٪  2.0و  A  6 نیب ی داده ها ی برا R بیشده است. ضر  اصلاح همه اتمها  ی برا ی فرد

منحصر به فرد    های داده   از ٪ 93، که مربوط به  2aاز  شتریب ی فاکتور ساختار مشاهده شده با دامنه ها 21106

  ر یغ پس ماند فقط سه و   درجه است 3.2و  A 0.0019 ب یآل به ترت  دهیباند ا یایاست. انحرافات از طول و زوا

هستند.   Ramachandranاز نمودار   غیر مجازدر مناطق   اصلیستون  دو سطحی   هی زاو ر یمقاد یدارا  نیسیگل

و اتم   ییو با گوگرد انتها  A 0.1اصلی به مقدار ستون  ی. انحراف اتمهاr.m.sبه  هیشب  ار یبس TRساختار دو جهش 

  نی. استند ین  صیوضوح قابل تشخ نیکه در ا یی هستند ها ت یدر موقع  138و  135  ی ها ماندهیباق ژن یاکس یها

  شیساختار و پالا اتیدهند. جزئ ی ارائه م ی از نوع وحش میآنز  یرا برا ی خوب یمدلها ،ساختارها ن یدهد که ا  ینشان م

در   ی . ، نسخه خطJ.K. و T.S.R.K.   ،R. M. Sweet  ،C.H.Wشود ) یبه طور جداگانه منتشر م  A  2در وضوح 

مجموعه  شده است ) اصلاح A  1.54است که با وضوح  Schulzو  Karplus ی برا GR  یختار(. مدل سایآماده ساز

 (3GRSداده های پروتئین ها 

(. اما هر دوی آنزیم  2و  1سیستئین های فعال اکسایشی در مکان های مختلف از این دو آنزیم قرار گرفته اند ) شکل 

  TSDGFFها دارای شباهت های توالی یا ساختاری در منطقه های مرتبط با دی سولفید دیگر آنزیم ها می باشند توالی  

  TRدر  TCDGFF( مطابق با توالی مکان فعال  181-176ماند ) پس    GR) نماد های آمینو اسید ها با یک حرف( در  

(. در مکان دی  3می باشد و این هگزاپپتید، یکی از بزرگترین شباهت های توالی در کل این تراز می باشد ) شکل  

  قرار دارد )  TRدر    t03(، اولین دور از آلفا هلیکس در تراز ساختاری با هلیکس  63-58، ) پس ماند  GRسولفید های  

(. همراه با هماهنگی در المان های ساختاری ثانویه و حضور چند ناحیه خوشه ای دیگر با شباهت توالی  3و    2شکل  



و    FADبالا، این موضوع نشان میدهد که هر دوی این پروتئین ها از یک پیشینه مشترک ایجاد شده اند. دامنه های  

NADPH    ازTR    وGR   و یک صفحه غیر موازی بتا اضافی هستند    ه  هر دو شامل موتیف های اتصالی به هست

،  FADو مونو اکسیژنا شامل    GRکه ممکن است در اثر تغییرات ژنی ایجاد شده باشد. مقایسه های قبلی در رابطه با  

و بعضی دیگر از    FADنشان دهنده شباهت های ساختاری در دامنه های    pیعنی هیدروکسیلاز هیدروکسی بنزوئات  

در دامنه مرکزی می باشد. المان های متفاوت همراه با المان های مشابه در این مطالعه شناسایی  المان های مشترک 

شده اند اما تمایز بین دو مکانیزم دشوار می باشد که این موضوع به دلیل غیاب شباهت توالی ها ، کمبود شباهت 

نزیم ها موجب کاتالیز آن ها می شوند.  و تفاوت های بنیادی در واکنش هایی می باشد که این آ  NADPHساختاری در  

دارای واکنش های بسیار مشابه می باشند که تنها از نظر بستر متفاوت هستند و    GRو    TRدر مقابل، کاتالیز های  

 می باشد. TRشباهت های توالی آن ها نشان دهنده رابطه بین این سه دامنه از 

 
  یدهایاس  نماد و سوم )  هیبر اساس ساختار ثانو GR1و گلبول قرمز انسان   coli TR6  £  یتوال ب یتراز ترت 3شکل. 

  ی ها دامنه  ن یب یگزارش شده است. مرزها  ها یبر اساس توال یاما مشابه با وسعت کمتر تراز  یک (. حرفی تک  نه یآم

FAD  و    ی، مرکزNADPH نالیترم ینشان داده شده است. بخشها ی توسط خطوط عمود N  وC دهنده    لیتشک

FAD هستند ، با دامنه   ی اصل یو حوزه هاNADPH  شباهت نشانگر  یعمود  یها له ی. ممشخص شده است در وسط  

  صفحه : هثانوی  ساختار کد . است ٪21 یدنباله کل  شباهتفعال در محل قرار دارند.  یها  نیستئیهستند و س  توالی ها

E  ،  بتا و آلفا هلیکسH: 3   ،t03   یبرا  تخصیص؛ TR ییارهایانجام شد ، با مع 24دروژنیه وند یپ یبر اساس الگوها  



دامنه های  .  خورده اند  هاشورسوم  یاز شباهت ساختار یشرح داده شده است. مناطق GR1  یکه برا  ساده  ی تا حدود

آنها   ی نسب ی را جهت هایشوند ، ز ی م بررسی  شباهت به طور جداگانه  نیا ی ابیارز یبرا  NADPHو   FADمرکزی/ 

در ابتدا با تراز کردن عناصر ساختار    Ca ی(. روش حداقل مربعات به منظور قرار دادن اتم ها 2متفاوت است )شکل 

مانده مورد   ی باق ی جفت ها ستیل ش یها با افزا یدر توالقرار دهی المان یا حذف آن مورد استفاده قرار گرفت.   هیثانو

شاید این نتایج شد.  ن ییتع ،نابرابر بودند  ی که به نظر از نظر ساختار  یاستفاده در حداقل مربعات بزرگ و حذف موارد

که آنها با مانده  در این تصویر مشخص شده   TRاز  59-47  ماندهیدر اکثر موارد مبهم است. باق جینتاعینی نباشد اما 

  ییها هلیکس  یشوند. همگ  یمعادل محسوب نم  یمطابقت ندارند. فقط چهار بخش تراز شده از نظر ساختار  ریز یها

خود را به   ی ها یر یدارند و جهت گ  منحصر به فردی ینقش ها TRهستند که در هر دو ساختار حضور دارند اما در 

  مریاز رابط د ی( بخشTR)  320-305و  195-183،   72-60 ی ها ماندهیداده اند. باق ر ییتغ ی قابل توجه  زانیم

/   FAD ی ها دامنهدر   ماندهیباق 137هستند.  الفع اکسایشی سیستئینشامل  14-135 ی ها ماندهیهستند و باق

  از  ٪74 و  ٪72به  بیبه ترت ن یشوند. ا یمعادل در نظر گرفته م  یاز نظر ساختار NADPHدر حوزه   96و  ی مرکز

  ب یبه ترت GRمعادل در  یمربع از مانده ها  نیانگ یم شهیشود و انحراف ر ی مربوط م TR دنباله از  قسمت هر  در کل

1.8 A  2.0و A  تاس. 

(. شکل  4بر خلاف شباهت های موجود در ساختار سوم، حالت های دیمری از آنزیم ها کاملا متفاوت می باشد ) شکل  

شامل ارتباط ثابت بین دامنه های مشترک می باشد که هر کدام از آن ها با سطح مشترک و    GRگیری دیمر ها در  

گیری فضاهای عمقی می شوند که مکان اتصال برای    از مولکول های دیگر ارتباط دارند و باعث شکل  FADدامنه های  

، دو فرورفتگی کم عمق در سطح مشترک دیمر وجود دارد که در همان طرف از آنزیم قرار  TRگلوتاتیون می باشد. در  

گرفته است. احتمالا مکان های اتصال تیوردوکسین نیز در همین قسمت قرار دارند زیرا زنجیره جانبی هر کدام از آنزیم  

  TRای واکنشی در هر فرورفتگی مطابق بر مطالعه های مکانیکی، با محیط در تماس هستند. شکل گیری دیمر در  ه

و جایگاه   FAD(. تطابق گروه 4نمی باشد ) شکل   GRها نیازمند المان ساختاری دیگری به جز المان های موجود در  

(. نسبت به سیستم حلقه ای فلاوین، دو  2حفظ شده است ) شکل    GRو    TRبین    FADآن در دامنه های مرکزی  



بخش دیگر از مکانیزم های کاتالیزی به صورت محسوس تغییر کرده اند: دی سولفید های فعال اکسایشی در طرف  

نیز نسبت به یک دیگر چرخش داشته    NADPHمقابل از سیستم حلقه ای فلاوین در دو آنزیم قرار داشته و دامنه های  

(  1نسبت به فلاوین )شکل   TRتوجه داشته باشید که سیستئین های فعال اکسایشی در قسمت   اند. باید به این نکته

تطابق دارد و این موضوع نشان دهنده حالت اتصال    GRدل    NADPHدر مکانی هستند که  با حلقه نیکوتینامی در  

شی و باز کاتالیزی )  سیستئین های فعال اکسای  GRبه صورت متفاوت می باشد. در    TRهای هسته ای پیریدین در  

His 467  تحت تاثیر مانومر های مختلف هستند در حالی که در )TR( مکان فعال احتمالی ،His 245  در همان )

 مولکولی قرار دارد که سیستئین ها هستند.

با حفظ  ایجاد شود که  باعث شده که ساختار های دیمری مختلف و مکان های فعال متفاوت  فرآیند تکامل مشابه 

شکل می گیرد و تایید کننده ساختار قالبی درونی این آنزیم    NADPH، مرکزی و  FADوب ساختاری دامنه های  چارچ

ها می باشد. یک نمونه دیگر از این اکتساب ویژگی های مستقل توسط پروتئین ها که از یک پیشینه مشترک ایجاد  

ه با هموگلوبین پستانداران تترامریک می باشد.   شده اند، هموگلوبین آرام دیمری می باشد که زیر واحد های آن مشاب

سطح مشترک دیمری آن ها کاملا متفاوت است اما نشان دهنده مکانیزم های دگرریختاری می باشد که با هموگلوبین 

 های شناسایی شده در پستانداران ارتباطی ندارد 



 
   ی ها توسط نوارها ، رشته ها چیمارپ . b ،GR (Ref 1)و  a ،TR دیمری  یاز ساختارها کینمودار شمات 4شکل. 

  1برچسب  یدارا  مرهایمختلف در داخل د  یموجود در مونومرها ی دامنه ها  شده اند. داده  نشانتوسط فلش بتا  ورق

  ،GRاز  NADPH  یاز حوزه ها ی کیدارند.   رارق کسانی  یابیدر جهت  1مونومر  FAD  یهستند و حوزه ها 2و 

نشان داده شده است. دامنه   هاشور خورده  دایرهفعال توسط  اکسایشی ینهایستئیس   یب یتقر یپنهان است. مکانها

ندارند. فلش ها دو حلقه مربوط به   TRدر  ییهمتا چینشان داده شده است ، ه GR ی برا نجا یرابط ، که در ا یها

شوند.   ی از هم جدا م ی به طور گسترده ا GRتعامل دارند و در    مریرابط د یبر رو  TRدهند که در   یتقارن را نشان م

در    یمونومرها است. مساحت کل  ینسب ی ریبزرگ در جهت گ ر ییحلقه ها نشانگر تغ  نیا ی نسب ی ریجهت گ رییتغ



توسط حوزه    بترتی به  ٪17  و  ٪44 ، ٪ 39است ، که    آنگستروم مربع 2.950رت به صو TRدر  مر ید ی ریشکل گ

بزرگتر    اریبس مساحت پروتئین  که ییاست ، جا GRبرخلاف   ن ی. اایجاد می شود NADPHو   ی ، مرکز FAD یها

%( را ایجاد می کند و کمترین مساحت نیز  57که دامنه قسمت مشترک بیشترین مساحت )( ، A2 3590است )

 محاسبه شده است.  1.6A( می باشد. ناحیه در دسترس با استفاده از پروب با شعاع 37%)  FADمرتبط با  دامنه 

 


