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 ایران ،تهران ،پژوهشکده ملی ژنتیک و زیست فناوری ،گروه بیوشیمی محل انجام تحقیق:

 
 11/8/95تاریخ پذیرش:         8/6/95تاریخ دریافت: 

 
 چکیده

 تایروزیناز قارچ خوراکی آنزیمکند.  ها کمک می آنزیممکانیسم  توضیحدرک نوع ساختار دوم باقیمانده های جایگاه فعال به 
(MT)  هیستیدین کوردینه شده اند. با کمک روش های پیشگویی  آمینهاسید  6جایگاه فعال است که توسط دارای دو اتم مس در

نوع ساختار دوم  شگویی، پیMTهای کریستالوگرافی شده هم خانواده با ین تئپروساختار دوم و سوم و استفاده از اطلاعات ساختاری 
دارای ساختار  282و  90،254،250، 57 های به ترتیب زیر صورت پذیرفت. هیستیدین های مستقر در موقعیت ها هیستیدین

 محتمل است. 81هیستیدین ساختار کویل برای هلیکس بوده و 
 

 تایروزیناز، قارچ خوراکی، پیشگویی ساختار، هیستیدین کلیدی: واژه های
 

 مقدمه
ها ی است که در تمام موجودات از باکتریآنزیمتایروزیناز 

. عملکرد مهم (1) شود تا جانداران عالی مثل انسان دیده می
که با اکسایش ترکیبات  (2) در ساخت ملانین است آنزیماین 

تولید فنلی به کویینون اولین مرحله در مسیر تولید ملانین را 
همین فرایند باعث سیاه شدگی میوه ها و محصولات  .کند می

روزیناز از نظر یاز این رو کنترل فعالیت تا .شود کشاورزی می
از نظر بالینی در بیماری هایی مثل  ،(6) اقتصادی اهمیت دارد

ویتیلیگو و یا هایپرپیگمانتاسیون پوست از اهمیت ویژه ای 
ی تایروزیناز ها در مسیر شناسایی ویژگی (.3) برخوردار است

ه از قارچ خوراکی بسیار استفاده شده است. مطالعات نشان داد

های کتکول اکسیداز و لاکیز  آنزیمدر کنار  آنزیمکه این  است
اطلاعات (. 7) گیرد در گروه پلی فنل اکسیدازها قرار می

رزونانس پارامغناطیس  حاصل از مطالعات اسپکتروسکوپی
یک  روزیناز را به عنوانرامان، تای و UV/Vis الکترونی,

 همانند ،دارای اتم مس در مرکز جایگاه فعال (4) آنزیممتالو
قابل که ( 5) معرفی می کند بندپایان و نرمتنان هموسیانین

است.  pH =7 در 'V 36/0=  0Eتیتراسیون در ولتاژ ثابت 
تایروزیناز دو واکنش کرزولازی )فنلازی( و کتکولازی )پلی 

با انجام واکنش ارتوهیدروکسیلاسیون بر فنل اکسیدازی( را 
مولکول  ن بهآ روی سوبسترای فنلی و سپس اکسیداسیون

مطالعه بر روی وزن مولکولی و  .(8) برد کویینون پیش می
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 تعداد زیرواحدهای تایروزیناز قارچ خوراکی نتایج مختلفی را
 .(9-11)نشان داده است 

تک زیر واحد و در برخی  آنزیمدر برخی مطالعات این 
ایزوزیم پلی  5زیرواحد معرفی شده است. تا امروز  4دارای 

در قارچ خوراکی شناسایی شده است  (PPO) فنل اکسیداز
تک زیرواحدی  ئینپروت، بیان کننده  PPO2که ژن ایزوزیم 

دالتون، از طریق کلون کردن در  64000با جرم مولکولی 
برای درک  (.12) توسط ویشر گزارش شد 2003سال 

در قارچ خوراکی  PPO2 (MT)ایزوزیم  ئینپروتمکانیسم 
هیستیدین  6به مطالعه ساختار جایگاه فعال، مخصوصا 

کوردینه کننده مس های موجود در جایگاه فعال، از طریق 
های هم خانواده که ساختارشان معلوم شده است و  نپروتئی

یگاه های همچنین بهره گیری از نرم افزارها و داده پا
 بیوانفورماتیکی پرداخته شد. 

 
 ها روشمواد و 

برای  UNIPROTKBدر این مسیر از داده پایگاه اولیه 
های کوردینه  آمینهمثل اسید  ئینپروتدریافت مشخصات این 

داده پایگاه های ثانویه از و  استفاده شده است کننده مس ها
PROSITE  وBLOCK حفظ شده توالی های ه ئکه به ارا

و ممکن است نقش ساختاری و یا پردازد  می در طول تکامل
تا نواحی مهم  است گرفته شده عملکردی داشته باشد بهره

MT سپس از داده پایگاه های پیشگویی کننده  .پیدا شود
، ModBase PHD ،GOR, ساختار دوم و یا سوم مثل

SOPMA  وHnn  برای پیشگویی ساختار دوم توالی های
های هم خانواده با  ینپروتئاز . استفاده شدمهم تایروزیناز 

MT  کریستالوگرافی شده بود نیز جهت  آنهاکه ساختار
پیشگویی ساختار بهره گرفته شد تا همه نتایج در کنار هم 

برای قرار گرفته و محتمل ترین ساختار دوم بدست اید. 
های کریستالوگرافی شده  ینئپروتمشاهده ساختار سوم انواع 

 استفاده شد. PDBViewerار از نرم افز
 

 نتایج 
  UNIPROTنتایج داده پایگاه 

 UNIPROTدر داده پایگاه  ینئپروتمشخصات این 
 556درج شده است. این پروتئین دارای  042713با کد  (14)

و   81، 57اسید آمینه است که باقیمانده های  هیستیدین  
 250و باقیمانده های هیستیدین  ACuمس جایگاه   90

 را کوردینه می کنند. BCuیون مس جایگاه   282و   254و
 

   BLOCKنتایج داده پایگاه 
چهار ناحیه همولوگ را BLOCK MAP (15 )سایت 

در بین اعضای این خانواده نشان داد. در پروتئین ها بلاک ها 
مناطقی هستند که از نظر توالی آمینو اسیدی در طول تکامل 

در اعضای  A ,B ,C ,Dبسیار حفظ شده اند. چهار بلاک 
   ACuمحل توالی جایگاه  Aوجود دارد که بلاک  MTخانواده 

 .باشند می BuCمحل جایگاه  Dو بلاک 
 

(81) HGQVLFPTWHRTYLSVLE       A  توالي بلاک  
(128) QPYWDW                          B  توالي بلاک     
(249) VHDDIHVMVGYG                 C  توالي بلاک  
(274) FDPIFWLHHTNVDRLLSLW    D   توالي بلاک  

 
 INTERPRO نتایج داده پایگاه

این خانواده با کد INTERPRO (16 )در داده پایگاه 
IPR002227 .در اعضای این خانواده  معرفی شده است

پلی فنل اکسیداز و تایروزیناز قابل  ,پروتئین های هموسیانین
در ابرخانواده ای که  MTمشاهده است. در همین داده پایگاه 

طبقه بندی  Cuبر اساس شباهت قلمرو مرکزی دارای جایگاه 
 با کد Cuقرار گرفته است.ابر خانواده دارای قلمرو  ,شده

است. لازم به ذکر است که اغلب IPR008922   شناسایی
به هم شباهت  %30اعضای یک خانواده از نظر توالی بیش از 

  داشته و رابطه تکاملی دارند. اما اعضای یک ابر خانواده
خصوصیات ساختاری و  ,علیرغم پایین بودن شباهت توالی

 متصور می سازند آنهاکردی منشا تکاملی مشترکی را برای عمل
 

 PROSITEنتایج داده پایگاه 
دو کد شناسایی برای PROSITE (17 )در داده پایگاه 

MT  .معرفی شده است 
 



بررسى موقعیت هیستیدین هاى کوردینه کننده...

ان
یر

ی ا
ست

زی
ش 

دان
ی 

ش
وه

پژ
ی 

لم
 ع

مه
لنا

ص
ف

13
94

ز-
ایی

- پ
3 

ره
ما

 ش
-1

د 0
جل

53 
 

   PR00497منطقه اول با کد شناسایی 
 H-X(4,5)-F-[L I V M F T P]-X-[F W]-H-R-X(2)-[L V M T]-X(3)-E 

 به ترتب زیر است. PR00498جایگاه دوم با کد شناسایی 
D-P-X-F-[L I V M F Y W]-X(2)-H-X(3)-D 
 

 ModBaseنتایج داده پایگاه 
بر اساس تشابه توالی ModBase  (18 )در داده پایگاه

از طریق بلورنگاری  آنهابین پروتئین هایی که ساختار سوم 
مجهول است  آنهامعلوم شده با پروتئین هایی که ساختار سوم 

ساختار سوم به پیشگویی ساختار سه بعدی می پردازد. 
برداری از الگو( بر اساس 1 )شکلMT پیشگویی شده 

است که   Rapana thomasianaهموسیانین ینئپروت
هموسیانین را  301-4 بوده و توالی %24 آنهاتشابه توالی بین 

  .شامل می شود
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 . ModBaseبیوانفورماتیکی  توسط پایگاه MTپیشگویی شده  ساختار سوم - 1 شکل
 

 پیشگویی ساختار دوم بر اساس برنامه های مختلف
بلاک های ساختار دوم از طریق چندین الگوریتم 

پیشگویی شد تا ساختار دوم تایروزیناز قارچ خوراکی 
ردینه کننده مس ها که در این نواحی واقع هیستیدین های کو

شده اند آشکار شود. هر الگوریتم برای این هیستیدین ها 
 قابل مشاهده است 1پیشگویی داشته است که در جدول 

(19-22). 

از پروتئین های کریستالوگرافی شده و هم خانواده با تایروزیناز 
(، آنزیم 2کی مثل هموسیانین اختاپوس )جدول قارچ خورا

(، تایروزیناز 3کتکول اکسیداز سیب زمینی )جدول 
 PPO3( و پروتئین حاصل از ایزوزیم 4استرپتومایسز )جدول 
کی جهت بررسی ساختار دوم بلاک ها تایروزیناز قارچ خورا

استفاده شد تا نوع ساختار دوم هیستیدین های کوردینه 
 هر یک از آنها مشخص شود.کننده مس ها در 
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 بحث
ساختار جایگاه فعال، از داده  در مطالعات پیشگویی

-های مختلفی استفاده می شود که بر اساس الگوریتمپایگاه
های پروتئین  ریاضی و نتایج مطالعات ساختارهای 

ای و یا اسید  آمینههای اسید  کریستالوگرافی شده و ترادف
های  به پیش بینی ساختار دوم و یا سوم ترادف یکیئنوکلو

از داده پایگاه ها با مقایسه انواع پردازند. برخی  مجهول می
های ساختاری و عملکردی مهم  ها به قرابت ها و بخش ترادف

 اشاره دارند.  پروتئیندر ساختار 
 MTقسمت هایی از توالی  BLOCKداده پایگاه ثانویه 

که دارای همولوژی با دیگر پروتئین های موجود در داده پایگاه 
یعنی از این طریق می توان پروتئین هایی را  پردازد می ،است

است را شناسایی کرد. داده  MTکه دارای جد مشترک با 
 آمینهتوالی در ترادف اسید  4نشان داد که  BLOCKپایگاه 

شوند. معرفی می Dتا  Aوجود دارد که با بلاک های   MT ای
هیستیدین کوردینه  6است که از میان  آنموضوع قابل توجه 

ها قرار گرفته  در بلاک آنهاتا  5مس های جایگاه فعال  کننده
 CuAهای کوردینه کننده  اند بدین ترتیب که هیستیدین

، هیستیدین Aدر بلاک  90و  81های  در موقعیتموجود 
 Dدر بلاک  282و هیستیدین  Cدر بلاک  254و  249

 می CuBکوردینه کننده سه هیستیدین اخری هستند که 
به ارائه توالی هایی از  PROSITEباشند. داده پایگاه 

پردازد که نقش عملکردی داشته باشد مثل  می ینئپروت
دو ترادف که بیانگر دو منطقه  MTجایگاه فعال. برای 

ساختاری دارای عمکرد خاص است معرفی شده است ترادف 
 CuBو ترادف دوم مربوط به  CuAاول مربوط به جایگاه 

 3که  هستند Dو  Aاحیه منطبق با دو بلاک است این دو ن
این نتایج  .دنهیستیدین کوردینه کننده مس ها را در بر دار

دارای توالی حفظ شده و  Dو  Aهای  دهد بلاک نشان می
گیرند.  عملکردی هستند که در موقعیت جایگاه فعال قرار می

های هم خانواده نیز همین ویژگی را دارند یعنی ئین پروتبقیه 
وجود دارد از این رو  آنهاهای توالی و ساختاری در  شباهت

های کریستالوگرافی شده در این خانواده راهنماهای  نتئیپرو
یستیدین های کوردینه خوبی برای پیشگویی ساختار دوم ه

برای فعال سازی  Deckerکننده هستند بطوریکه مطالعات 
 نهآمیمصنوعی هموسیانین ها نشان داد که موقعیت اسید 

ی شباهت نئیپروتهای اثرگذار در جایگاه فعال این خانواده 
های  بررسی ساختار دوم هیستیدین (.13)زیادی به هم دارند 

های کریستالوگرافی شده هموسیانین  ینئپروتکوردینه کننده 
 ، (IbCo) سیب زمینی ، کتکول اکسیداز  (Hc)اختاپوس

  PPO3 محصول ایزوزیم ،(ST)تایروزیناز استرپتومایسز
 MTکه هم خانواده با  (PPO3)تایروزیناز قارچ خوراکی

هایی  تفاوت ها و که شباهت (2-5)جداول  هستند نشان داد
 اشاره شده است: آنهاوجود دارد که در زیر به  آنهابین 

 MTهای مس  وردینه کننده یونهیستیدین ک 6( هر  1
در دمین مرکزی  PPO3و  Hc ,IbCO ,STهمانند 

 پروتئین قرار دارند.
اولین هیستیدین  STو  IbCO ،PPO3همانند  MT( در  2

ا قرار می گیرد. اما ه در خارج از بلاک ACuلیگاندی جایگاه 
 ها هستند. وردینه ایی دیگر در داخل بلاکهیستیدین ک 5
 STو  PPO3 ،IbCOهمانند  MTپروتئین  B( بلاک  3

 است. فاقد هیستیدین لیگاندی
( دومین و سومین هیستیدین لیگاندی در هر چهار  4

ی ها نادقیقاً در مک STو  PPO3 ،MT ,IbCO پروتئین
ی ها ناو چهارمین و پنجمین هیستیدین مک Aبلاک  10و  2
 قرار می گیرند. Cبلاک  6و  2
, PPO3 ،Hcهمانند MTپروتئین  Dو  Cهای  ( در بلاک 5

IbCO  وST .بترتیب دو و یک هیستیدین لیگاندی قرار دارد 
ی ها انهیستیدین لیگاندی بر روی ساختم 6هر  Hcدر اما  

، PPO3هلیکسی قرار گرفته اند. در پروتئین های-آلفا
IbCO  وST  نیز بجز یکی از هیستیدین های لیگاندی در
که دارای ساختاری غیر از هلیکس است بقیه   ACuجایگاه 

 هلیکسی جای دارند. -بر روی ساختمان آلفا
 Rapana ینئپروت Modbaseدر داده پایگاه 

thomasiana    بعنوان الگوی ساختاری مناسب جهت
 آنقرار گرفته و ساختار سوم  MTپیشگویی ساختار سوم 

بازسازی شده است که بغیر از دو هیستیدین اول، نوع ساختار 
دوم هیستیدین های کوردینه کننده مس ها، هلیکس معرفی 

 شده است.
از طریق داده پایگاه هایی که بر اساس الگوریتم های 

PHD ،GOR ،HNN  وSOPMA  به پیشگویی ساختار
بررسی  MTپردازند توالی مناطق بلاک  می ئین هاپروتدوم 
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 SOPMAو  GOR ،HNNشد که تقریبا در سه روش 
 ها را در ساختار کویل پیش بینی کرده اند بیشتر هیستیدین

که الگوریتم قوی تری است  PHDاما در روش  ،(1 )جدول
های سوم، پنجم و ششم را در ساختار هلیکس  هیستیدین

 پیشگویی کرده است.
نوع ساختار با کنار هم قرار دادن انواع پیش بینی ها درباره 

توان به این  ها می های کوردینه کننده مس دوم هیستیدین
های ساختاری بین  جمع بندی رسید که بر اساس شباهت

غیر از دومین ه های هم خانواده به احتمال زیاد ب نئیپروت
هیستیدین بقیه هیستیدین ها ساختار هلیکس داشته که 

ار ر روی یک هلیکس قربهیستیدین های چهارم و پنجم 
و  PHDگرفته اند این نتیجه به پیشگویی برنامه های 

ModBase  نزدیک تر است و به نظر میرسد روش های قوی
 تر برای پیشگویی ساختار هستند.

 
 تقدیر و تشکر

از پژوهشگاه ملی ژنتیک و زیست فناوری برای همکاری 
 .گردد قدردانی میدر انجام این تحقیق 
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