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زنبورعسل به روش همولوژي مدلينگ و  (HSP70) 70مدل سازي پروتئين استرس گرمايي
  HSP40شبيه سازي ملكولي و اتصال آن به 

  2آزاده بوستان و 1، صفا لطفي*1الهام رضوان نژاد
 گروه بيوتكنولوژي ، پژوهشگاه علوم وتكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي،پيشرفته تكميلي صنعتي و فناوريايران، كرمان، دانشگاه تحصيلات  1

 گروه علوم دامي دانشكده كشاورزي و منابع طبيعي مغان،ايران، اردبيل، دانشگاه محقق اردبيلي  2

 11/2/98: تاريخ پذيرش    21/9/97 :تاريخ دريافت

  چكيده

تاثير منفي بر روي مصرف غذا، نرخ رشد، شبكه عصبي، عملكرد سيستم  ي است كهمهمترين مشكلاتاسترس گرمايي يكي از 
ي استرس هاافتد اما پروتئينها به تاخير ميدر شرايط استرس گرمايي، سنتز اكثر پروتئين. ايمني و همچنين نرخ مرگ و ميردارد

مي باشد كه  HSP70ها، آناز مهمترين . دارندها ماني سلولنقش مهمي در زنده  و سريع سنتز مي شوندبه طور) HSP(گرمايي
-در مقابل تنش آنتشخيص مكانيسم عمل  زمينهمي تواند آن  مدلسازي و در زنبورعسل گزارش نشده آنساختار كريستالوگرافي 

يك تنظيم كننده  HSP40همچنين  .را كم كند مربوط به تنشهاي محيطي و هزينه هاي فراهم نمودهدر زنبورعسل را  هاي محيطي
ميانكنش پروتئين مدلسازي كامل هر دو پروتئين صورت گرفت و در ادامه در اين تحقيق لذا،  .است HSP70مكانيسم عمل 

HSP70وHSP40   دو پروتئين به صورت  مطالعه داكينگ -1 .مطالعه شد وضعيتدر دو سازي مدلبا استفاده از نرم افزارهاي
اتصال بين دو پروتئين در دو  دادنشان آن نتايج و  گرفتدو پروتئين در داكينگ مورد استفاده قرار ساختار كامل هر  كه ،كور

 165-175و  330-350به ترتيب با اسيدآمينه هاي  620-640و  400-430از ناحيه اسيد آمينه هاي  HSP70;افتدمي اتفاق ناحيه 
 ، برهمكنشگرفتدر بخش محتمل براي اتصال صورت تنها  داكينگ ،بر اساس مطالعات گذشته - 2. دمتصل مي شو HSP40در 

با يك شيار  HSP40در  Jدمين  از 28-41اسيد آمينه هاي  نشان دادكه  ، HSP70پروتئين كل با  HSP40از  Jdomainبين ناحيه
نتايج حاصل ميتواند به فهم بهتر عملكرد دو پروتئين و طراحي داروهاي  .، ميانكنش دارندHSP70در ATPaseدمين  ازاسيدي 

  . ضداسترس كمك نمايد

 ، استرس گرمايي، زنبورعسل، برهمكنشHSP40، پروتئين HSP70پروتئين  :كليدي ه هايواژ

 e.rezvannejad@kgut.ac.ir :، پست الكترونيكي 03433776610: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 HSPs= Heat-shock)هاي استرس گرمايي پروتئين

proteins)هاي سلولي هستند كه در ، نوعي از پروتئين
شرايط نرمال محيطي در درون سلول وجود داشته اما سطح 
بيان آنها زماني كه سلول در شرايط استرس يا شوك قرار 

ين نوع دليل ناميدن ا. )26(مي گيرد افزايش مي يابد
ها به پروتئين هاي استرس گرمايي از آنجا ناشي پروتئين

مي شود كه اين پروتئين ها براي نگهداري هومئوستازي در 

سلول ضروري بوده و به زنده ماني سلول در زمان استرس 
مطالعات مختلفي كه بر . )30 و 29 ،13(كمك مي كنند

ها تحت روي موجودات متفاوت و الگوي بيان اين پروتئين
دهد كه پاسخ به شرايط استرس انجام شده است، نشان مي

محدود به برخي از موجودات نبوده و  استرس گرمايي
را در Homo sapiensتا  E.coliگستره وسيعي از حيات از 

همچنين ثابت شده است كه علاوه بر . )28(بر گرفته است
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شرايط استرس گرمايي،فاكتورهاي متعدد محيطي و فيزيكي 
 . )33(سلول نقش دارند هايHSPنيز در افزيش 

توان به مي هاي خارجي براي موجوداتاز جمله استرس
رايط اسمزي، مواد شيميايي، فلزات تغيير دما، ش

سنگين،كاهش اكسيژن، تشعشعات رايواكتيو و همچنين به 
عفونت، تشكيل تومور، تقسيم و تمايز سلولي به عنوان 

علاوه بر . )13 و 9( استرس هاي داخلي اشاره نمود
اين،شرايط آب و هوايي و وضعيت ژئوگرافي نيز نقش 

رمايي در يك مهمي در ميزان بيان پروتئين هاي استرس گ
  .)12(موجود زنده بازي مي كنند

 110تا 27پروتئين هاي استرس گرمايي در اندازه هايي از 
كيلو دالتون وجود دارند و بر اساس وزن ملكولي و 

اين . )25( عملكردشان به پنج گروه تقسيم مي شوند
، HSP60لكولي پايين، با وزن م ; HSPپروتئين ها شامل

HSP70 ،HSP90 وHSP با وزن ملكولي بالا هستند 
گروه پروتئين هاي استرس گرمايي با وزن ملكولي .)17(

هستند ) chaperon(پايين، يك خانواده بزرگ از چاپرونها 
-مي داراي يك زنجيره ثابت در انتهاي كربوكسيل خود و

- αتشكيل شده و بعنوان زنجيره  اسيدآمينه 90باشند كه از 
ها، در HSPاين دسته از . )3(است شده نامگذاري كريستال

هر دو گروه سلولهاي پروكاريوت و يوكاريوت داراي وزن 
 .)31(كيلودالتون هستند 42تا 15ملكولي 

تنوع از نظر ارتفاع، بارش و اقليم مي باشد مايران كشوري 
 ).1(دمايي در آن بسيار زياد مي باشد  تغيرراتو لذا 

استرس گرمايي يكي از مشكلات ناشي از شرايط محيطي 
مي تواند  و است كه زنبورعسل را تحت تاثير قرار مي دهد

استرس . نمايد ي رادر هر سال به زنبورداران واردخسارتهاي
گرمايي بر روي ميزان خروج زنبور از كندو تاثير منفي 

ه بر ميزان جمع آوري شهد و گرده، گذاشته و در نتيج
شبكه عصبي، عملكرد سيستم ايمني و همچنين نرخ مرگ 

بنابراين استرس گرمايي تهديدي . و مير آنها تاثير منفي دارد
بويژه در مناطق گرم جهان  جدي در صنعت زنبورداري

زماني كه موجودات زنده در شرايط  .محسوب مي شود
نتز اكثر پروتئينها به تاخير استرس گرمايي قرار مي گيرند، س

مي افتد اما پروتئين هاي استرس گرمايي به طورسريع سنتز 
 . مي شوند

در محافظت از سلول HSP70با توجه به اهميت پروتئين 
و نظر به اينكه تا كنون ساختار در برابر استرسهاي محيطي 

در زنبورعسل  پروتئين سه بعدي كريستالوگرافي اين
تعيين ساختار سه بعدي آن از اهميت نشده است،  مشخص

 HSP40وظيفه اصلي پروتئين . اي برخوردار استويژه
روش براي اين  چند. در سلولهاست HSP70تنظيم عمل 

و شامل اتصال پلي  تنظيم مورد شناسايي قرار گرفته است
و همچنين  HSP70به  HSP40پپتيدهاي مختلف به واسطه 

مي باشد، به   HSP70آزي در ATPتاثير بر روي فعاليت 
به هر طريقي بر  HSP70به  HSP40هرحال جفت شدن 

مطالعات . )5 ;4(تاثير مي گذارد  HSP70روي عمل
ستالوگرافي در برخي موجودات از جمله انسان و كري

در مورد محل اتصال نشان داده اند كه  پروكاريوت ها
از دو ناحيه صورت مي گيرد  HSP40به HSP70 اتصال

موثر  HSP70آزي ATPاولين محل كه در تنظيم فعاليت 
اسيد  75حاوي حدود (  HSP40در  Jاست، اتصال دمين

دومين . )5 ;4( مي باشد  HSP70 در ATPبه دمين ) آمينه 
هر دو چاپرون اتفاق مي افتد كه Cدر انتهاي تصال محل ا

برقرار مي  HSP70در زمان اتصال پروتئين هاي هدف به 
تا كنون در زنبورعسل هيچ  هاز آنجا ك. )14 ;5 ;4( شود

و نحوه برهمكنش آن  HSP70مطالعه اي در مورد ساختار 
در زمان استرس هاي مختلف به ويژه استرس  HSP40با 

تحقيق حاضر به منظور گرمايي صورت نگرفته است، لذا 
در گونه  HSP70سازي ساختار سه بعدي پروتئين مدل

Apis.Melifera ساختاري و  هايبراي شناسايي دمين
هاي ويژه آن انجام گرفته و با توجه به اينكه جايگاه

HSP40  يك تنظيم كننده مكانيسم عملHSP70  محسوب
و نحوه  HSP70مي شود تعيين مكانيسم عمل آن بر روي 
رود انتظار مي .برهمكنش آنها مورد بررسي قرار مي گيرد
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ها جايگاههاي اتصال با يون با اين اطلاعات زمينه شناسايي
را در آينده  جهت مهار و يا افزايش فعاليت اين چاپرون

  . فراهم نمايد

  مواد و روشها
به منظور بررسي  : PDBجستجوي پايگاه اطلاعاتي 

 وجودابتدا  HSP40و  HSP70ميانكنش بين دو پروتئين 
 در زنبورعسلبه روش آزمايشگاهي  آنها كريستاليساختار 

مبتني بر به دليل موجود نبودن ساختار سوم  .بررسي شد
در پايگاه  داده هاي آزمايشگاهي

(PDBاطلاعاتي
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do( ساختار ،

ها با استفاده از يك روش مبتني بر سوم اين پروتئين
 . هومولوژي مدلينگ تعيين شد

كه . شددر ابتدا توالي اسيد آمينه آنها تهيه  ،منظور اين هب
با كد شناسايي (زنبورعسل HSP70توالي پروتئيني 
NP_001153522.1 و با نامheat shock protein cognate 

4 [Apismellifera همچنين توالي پروتئيني وHSP40 
و با نام  XP_016767139.1با كد شناسايي (زنبورعسل

dnaJ homolog subfamily A member 1 

[Apismellifera]( از پايگاه داده بيوتكنولوژي)NCBI ( به
  .ندتهيه شد fastaفرمت 

توالي هاي تهيه شده از طريق  :آناليز توالي و تهيه مدل
 در پايگاه داده Blast ابزار 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) NCBIو از  آناليز شد
باهت قابل قبول و مناسب با ش توالي هاي اين طريق
با توجه به اينكه .پايين بدست آمد E-Valueهمچنين 
اسيد آمينه و  658حدود HSP70 Apismelliferaپروتئين

HSP40 Apismellifera اما هيچ اسيد آمينه دارد  399حدود
پروتئيني در ساير گونه ها كه درصد شباهت بالاي توالي با 

مورد نظر داشته باشد و همچنين به طور  HSPدو پروتئين 
در نتيجه  كامل تعيين ساختار شده باشد، شناسايي نشد،

 Apismelliferaدر   HSP40, HSP70 سازي پروتئينمدل
 .كردن انجام شدبدون پيشنهاد اوليه الگو براي مدل

سازي مدل:  I-TASSERسازي با استفاده از سرور مدل
هاي اطلاعاتي ه كمك پايگاهبه روش همولوژي مدلينگ و ب

I-TASSER )https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-

TASSER/( ساختار ايجاد شده بايستي حداقل . انجام شد
-I .انرژي را در وضعيت تمام اتمهاي خود داشته باشد

TASSER  عنوان سرور شماره يك را براي پيش بيني
، CASP7 ،CASP8ساختار پروتئين در آزمايش هاي 

CASP9 ،CASP10  وCASP11 )CASP: Critical 

Assessment of Techniques for Protein Structure 

Prediction (اين سرور همچنين در . اختصاص داده است
بعنوان بهترين سرور براي پيش بيني  CASP9آزمايش 

در  .)38 ;36 ;27( عملكرد پروتئين شناخته شده است
ابتدا يك هم ترازي صورت  I-TASSER پايگاه اطلاعاتي 

- اين هم ترازي به كمك آناليز توالي اوليه دربرنامه. گيردمي

، MUSTER، FFAS-3D ،SPARKS-X هاي
HHSEARCH2 ،HHSEARCHI،Neff-PPAS 

،HHSEARCH  ،pGenTHREADER، wdPPAS 
خروجي اين ده برنامه بصورت . شودانجام مي cdPPASو

ده توالي هم تراز شده از ده پروتئين تعيين ساختار شده با 
از اين  I-TASSERباشد كه پايگاه اطلاعاتي توالي اوليه مي

ده ساختار استفاده نموده و بر اساس نتايج هم ترازي در 
 كيفيت ارزيابي .كندمي بينيپنج مدل پيش اين ده برنامه،

. باشدمي C-scoreها براساس پارامترهاياين مدل ساختاري
ارزيابي كيفي  براساس I-TASSERسازي ساختار در مدل

-B(و بتا فاكتور) structurelocal quality (موضعي ساختار

factor (،كيفيت موضعي ساختار مدل. باشدمي نرمال شده-

نرمال شده ) B-factor(و بتا فاكتور  Z-scoreسازي شده به 
و در انحراف فاصله بين يك رزيدبه ميزان . بستگي دارد

- ارزيابي مدل. شودگفته مي Z-scoreمدل و ساختار طبيعي 

 C-scoreو TM-score ،RMSDهاي ساخته شده بر اساس
ترازي الگو و تقارب پارامترهاي باشد كه بر اساس هممي
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 نجپ اين بين از مدل بهترين. گرددساختاري محاسبه مي
 .)2(شد انتخاب پارامترها اين اساس بر مدل

ختاري مدل ساخته شده از به منظور ارزيابي و مطالعه سا
  . استفاده شد Pymolنرم افزار

پيش بيني بنيان هاي درگير در ميانكنش دو پروتئين با 
با توجه به اينكه در اين تحقيق از  :CPORTاستفاده از 
و  HSP70براي بررسي ميانكنش  HADDOCKوب سرور

HSP40 بنيان هاي فعال كه به طور مستقيم  ،استفاده گرديد
در ميانكنش نقش دارند و بنيان هاي غيرفعال كه بنيان هاي 

 )7( فعال را احاطه مي نمايند با استفاده ازسرور

CPORT)Consensus Prediction Of interface Residues 

in Transient complexes ( كه از لينك
http://milou.science.uu.nl/services/CPORT/   قابل

در واقع  CPORT. دسترسي است مشخص گرديدند
 interfaceمجموعه اي از شش وب سرور پيش بيني كننده 

هايي از يك پروتئين  در واقع بنيان interface. )7( مي باشد
است كه به طور مستقيم و يا غيرمستقيم در ميانكنش با 

  . ساير مولكول هاي زيستي نظير پروتئين ها نقش دارد

با استفاده از  HSP70و HSP40بررسي ميانكنش 
HADDOCK : بررسي ميانكنش ربه منظوHSP40  و

HSP70  وب سرورازHADDOCK 2.2 )35( استفاده
- داكينگ پروتئين وب سروريك  HADDOCK. گرديد

از لينك  كه پروتئين است
http://milou.science.uu.nl/services/HADDOCK2.2/ 

اين وب سرور به طور گسترده به  .باشدقابل دسترسي مي
پروتئين مورد استفاده - منظور بررسي ميانكنش هاي پروتئين

اين  HADDOCKهاي وب سرور از ويژگي. قرار مي گيرد
است كه بايد قبل از ران كردن فرايند داكينگ، بنيان هاي 
فعال دو پروتئين داك شونده مشخص و در جايگاه هاي 

هاي غيرفعال را افزار، بنيانمورد نظر وارد شوند، سپس نرم
. هاي فعال وارد شده مشخص مي نمايدبر اساس بنيان

شود كه اين نرم افزار نسبت به همين موضوع موجب مي

نرم افزارهايي كه بدون در نظر گرفتن اين بنيان ها و به 
- داكينگ پروتئين ها را انجام مي) blind(صورت كاملا كور

در . دهند از قابليت اعتماد بسيار بالاتري برخوردار باشد
هاي داكينگ پروتئين ها را مي توان به دو دسته واقع روش

يم محور تقس- و داده) از آغاز( "abinitio"روش هاي 
محور به اين معناست كه اطلاعات -داكينگ داده. نمود

آزمايشگاهي به طور مستقيم طي فرايند داكينگ استفاده 
شوند بنابراين نتايجي كه از اين روش ها به دست مي مي

. آيند با نتايج به دست آمده در آزمايشگاه مطابقت دارد
HADDOCK محور است - در واقع يك روش داكينگ داده

پروتئين در -نادترين وب سرور داكينگ پروتئينكه پراست
  .)10و 8( سطح جهان محسوب مي شود

وب به منظور انجام فرايند داكينگ با استفاده از اين لذا 
 ،مربوط به هر پروتئين PDBعلاوه بر فايل هاي  ،سرور

 هايبنيان هاي فعال هر دو پروتئين نيز در جايگاهبايستي 
به  HADDOCKوب سرور، سپسندومورد نظر وارد ش

صورت اتوماتيك بنيان هاي غيرفعال را با توجه به بنيان 
  . هاي فعال وارد مي نمايد

با توجه به اينكه داده هاي آزمايشگاهي در تحقيق حاضر 
و  HSP70به دست آمده تا به امروز محل دقيق ميانكنش

HSP40  و در عين حال  را در زنبورعسل تعيين ننموده اند
در برخي ديگر از موجودات  مطالعات آزمايشگاهي گذشته

 HSP40و  HSP70يوكاريوت و پروكاريوت محل ميانكنش
لذا در  ، )34 ;21 ;14(نشان داده اند J domainرا، از ناحيه 

، دو به منظور داك نمودن اين دو پروتئينتحقيق حاضر 
تمام  وضعيت برهمكنش اجرا شد؛ در حالت نخست،

همه ين در هاي فعال به دست آمده براي هردو پروتئبنيان
به منظور ،در حالت دوماما  .محل هاي مربوطه وارد شدند

فقط  HSP40مودن اين دو پروتئين، براي پروتئينداك ن
وارد  J domainناحيه در هاي فعال به دست آمده بنيان
همه بنيان هاي فعال در   HSP70در حالي كه براي شدند

  .نظر گرفته شدند
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 HADDOCKوب سروردر نهايت نتايج به دست آمده از 
- و وب )19( 1.4.5ورژن  +LigPlotبا استفاده ازنرم افزار

 PIC= Protein Interactions Calculatorسرور 

)http://pic.mbu.iisc.ernet.in/(  مورد بررسي قرار گرفت
كننده و نوع پيوندها و بنيان هاي آمينواسيدي ميانكنش

 . مشخص گرديد

  نتايج
با استفاده از  HSP40و  HSP70در تحقيق حاضر، ميانكنش 

. سازي مورد بررسي قرار گرفته استمدلنرم افزارهاي 
نتايج حاصل مي تواند علاوه بر افزايش سطح اطلاعات در 
مورد چگونگي ميانكنش اين دو پروتئين، اطلاعات پايه اي 
و ارزشمندي را براي طراحي داروهاي ضد تنش و تحريك 

نتايج . روند مقابله با استرس در درون سلولها، فراهم نمايد
 . ن تحقيق در ذيل ارائه شده استبه دست آمده از اي

سازي مدل : I-TASSERنتايج به دست آمده از سرور 
براساس ارزيابي كيفي موضعي  I-TASSERساختار در 

در پايگاه . باشدساختار و بتا فاكتور نرمال شده، مي
به كمك آناليز توالي اوليه در ده  I-TASSERاطلاعاتي 
هم ترازي صورت  اي اين پايگاه ابتدا يكبرنامه پايه

به كمك خروجي اين ده  I-TASSERسپس . گيردمي
  .كندبيني ميبرنامه و ده ساختار ايجاد شده، چند مدل پيش

سازي شده ساختار مدل:  HSP40و  HSP70مدل سازي 
HSP70  زنبورعسل درI-TASSER  و تشكيل رزيد 658از

در مدل . دهدشده و تقريبا تمامي ساختار را پوشش مي
بيني شده بصورت ه شده درصد ساختارهاي ثانويه پيشارائ

 HSP40سازي شده همچنين ساختار مدل.باشدمي 1شكل
رزيدو تشكيل شده و تقريبا تمامي  399زنبورعسل كه از 

-پيش. باشدمي 2دهد بصورت شكلساختار را پوشش مي

در مورد ساختارهاي ثانويه آلفا هليكس  I-TASSERبيني 
قرمز رنگ، در مورد صفحات  Hبصورت  5و 1در شكل 

 Cآبي رنگ و نواحي راندوم كويل بصورت  Sبتا بصورت 
  .نمايش داده شده است

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  I-TASSERتوسط سرور  HSP70پيش بيني ساختار دوم پروتئين  -1شكل 
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  I-TASSERتوسط سرور  HSP40پيش بيني ساختار دوم پروتئين  -2شكل 

  
را در  I-TASSERپيش بيني به ترتيب  4 و 3 هاي شكل

و  HSP70مورد ميزان دسترسي بنيان هاي آمينواسيدي 
HSP40 همانطور كه به . نسبت به حلال نشان مي دهد

 9اين پارامتر بين صفر تا خوبي در شكل مشخص است 
متغير است به طوري كه عدد صفر نشان دهنده بنيان هايي 

است كه به طور كامل در ساختار پروتئين مخفي شده و به 
نمايانگر بنيان هايي  9حلال دسترسي ندارند در حالي كه 

است كه كاملا در سطح پروتئين قرار گرفته و در معرض 
  .حلال قرار دارند

 
  به حلال HSP70پيش بيني ميزان دسترسي بنيان هاي آمينواسيدي  -3شكل 
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  به حلال HSP40پيش بيني ميزان دسترسي بنيان هاي آمينواسيدي  -4شكل 

 نرمال B-factorپيش بيني  به ترتيب 6 و 5 هاي شكل
 I-TASSERتوسط HSP40و  HSP70براي شده را 

دهنده ميزان تحرك نشان B-factorدرواقع، . نشان مي دهد
. يا اتم ها در پروتئين است گرمايي ذاتي بنيان ها و

از پايداري كمتري در  2وهايي با بتا فاكتور بالاتر از رزيد

-اهده ميهمانطور كه مش.آزمايشات ساختاري برخوردارند

 2از بتا فاكتور بالاتر  وها دارايرزيد شود تعداد اندكي از
بتا فاكتور آنها در اين مدل  وهابوده و درصد بالايي از رزيد

منفي بوده و اين ضريب اطمينان بالايي براي مدل ساخته 
  .كندشده فراهم مي

  
  HSP70براي بنيان هاي پروتئين  I-TASSERتوسط شده نرمال B-factorپيشبيني -5شكل 

  
  HSP40براي بنيان هاي پروتئين  I-TASSERنرمالشده توسطB-factorپيش بيني -6شكل 

 
-Cها براساس پارامترهاياين مدل ساختاري كيفيت ارزيابي

score،TM-score  وRMSD درصد اين . باشدمي
 HSP70از  ساخته شدهپارامترهاي براي بهترين مدل 

  .باشدبصورت زير مي
C-score=0.37  
Estimated TM-score = 0.76±0.10 

Estimated RMSD = 7.1±4.2Å 

همچنين درصد اين پارامترهاي براي بهترين مدل ساخته 
  . باشدبصورت زير مي HSP40شده براي 

C-score=1.89  
Estimated TM-score = 0.49±0.15  

Estimated RMSD = 11.3±4.6Å 
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-Iتوسط HSP40و HSP70در مجموع پنج مدل از پروتئين 

TASSERR  ساخته شد كه بر اساسC-score  بهترين مدل
در واقع درجه قابل اطمينان بودن يك مدل . انتخاب گرديد

شود و اندازه گيري ميC-scoreبه صورت كمي توسط 
بهترين مدل  C-scoreبنابراين مدلي با بالاترين ميزان 

. متغير است 2تا  -5بين  C-scoreمقادير . ته مي شودشناخ
-Iتوسط HSP70براي از بين پنج مدل ساخته شده 

TASSER  مدل يك بيشترين ميزانC-score  )37/0 ( را
همچنين . دارا بود و بنابراين بهترين مدل در نظر گرفته شد

  C-scoreنيز مدل يك بيشترين ميزان  HSP40براي 
  .و بهترين مدل شناخته شد را دارا بود) 89/1(

بهترين مدل ايجاد شده توسط سرور  8و  7 هاي در شكل
I-TASSER  از پروتئينHSP70  وHSP40  نمايش داده
  .شده است

  
 Nucleotide bindingيا ATP ) N-terminalدمين هاي ، I-TASSERزنبورعسل توسط سرور HSP70بهترين مدل ساخته شده از -7شكل

domain( در رنگ قرمز وC-terminalبر اساس اطلاعات  سبز در رنگHSP70 انساني  

  
 در رنگ قرمز)N-terminal (دمين  I-TASSER ،jزنبورعسل توسط سرور HSP40بهترين مدل ساخته شده از  -8شكل 

بـاكس توسـط   -Bتعيين بنيـان هـاي فعـال و غيرفعـال     
CPORT  

، HSP40و  HSP70 قبل از بررسي ميانكنش پـروتئين هـاي  
بنيان هاي فعال و غيرفعال هـر دو پـروتئين بـا اسـتفاده از     

CPORT همانطور كه در اشاره شـد بنيـان   . شناسايي شدند
هاي فعال متشكل از كليه بنيان هـايي اسـت كـه بـه طـور      

ل هـاي ديگـر   مستقيم در ميانكنش اين پروتئين ها با مولكو
نقش دارنـد در حـالي كـه بنيـان     ....) و DNAپروتئين ها، (



 1398، 4، شماره 32جلد                                                                  )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

425 

هايي هستند كه بنيان هاي فعـال  هاي غيرفعال در واقع بنيان
بنيان هاي فعال و غيرفعال بـه   9شكل . مي نمايند را احاطه

  . دست آمده براي اين دو پروتئين را نمايش مي دهد

  
  CPORTبيني شده با استفاده از سرور پيش HSP40و  HSP70بنيان هاي فعال و غيرفعال پروتئينهاي  -9شكل 

  HADDOC نتايج به دست آمده از

يـك وب سـرور    HADDOCKهمانطور كه قبلا اشاره شد 
كه  HADDOCKخروجي . پروتئين است -داكينگ پروتئين

مي  PDBدر واقع كمپلكس دو پروتئين داك شده به فرمت 
به صورت  HSP70-HSP40كمپلكس، كه بر اساس آن باشد

 HSP70با  HSP40در  Jdomainكلي و همچنين كمپلكس 
كه در اكثر مطالعات كريستالوگرافي بـه ايـن اتصـال اشـاره     

  .مدلسازي شدند )23 و18( شده است

و انتخاب بهترين آنها بر اساس ارزيابي كيفيت كمپلكس ها 
از بين كلاستر هاي   HADDOCK-scoreو Z-scoreميزان 

كه ميزان اين پارامترها براي  ،شبيه سازي شده انجام شد
بصورت  به  HSP70-HSP40كمپلكسبهترين داكينگ از 

  .باشدزير مي
Z-score=-1.9  
HADDOCK-score=-205.9 +/- 13.9 

بـه بصـورت     HSP70-Jdomain HSP40و براي كمـپلكس 
  .باشدزير مي

Z-score=-1.8  
HADDOCK-score=-251.4 +/- 9.7 

نمـايش  نتايج حاصل از داكينگ هر دو حالت  10شكل  در
  . داده شده اند

با  HADDOCKبه دست آمده از  PDBدر نهايت فايل هاي
مورد  PICو وب سرور  LigPlotاستفاده از نرم افزار 

گرفت و اسيدآمينه هاي درگير در ميانكنش اين مطالعه قرار 
 دو پروتئين و انواع پيوندهاي موجود مشخص گرديدند

  . )11شكل(

نشان HSP70با  HSP40در   Jdomainبررسي اتصال نتايج 
و  3كه در انتهاي هليكس  41- 28داد كه اسيد آمينه هاي 

 34HPD36 motifو  HSP40از   J domainدر 4هليكس 
همچنين يك شيار .مي باشند در تداخل دخيل هستند

 QTFTTYADNQPGVLIشامل اسيد آمينه هاي  اسيدي 
كه در  HSP70از  ATPaseدميندر ATAGGVMT و

قرار گرفته اند، در  430تا  400محدوده اسيدآمينه هاي 
 .ميانكنش نقش دارند
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 همچنين در حالت بررسي اتصال به صورت كور
از دوناحيه اسيد آمينه هاي   HSP70،HSP70با  HSP40بين

اسيدآمينه  ناحيه به ترتيب با  640تا  620و  430تا  400
  .متصل مي شودHSP40در  175تا 165و 350تا  330هاي

  
: JdomainBاز محل  HSP40به HSP70اتصال: HADDOCKAبه دست آمده از وب سرور  HSP70-HSP40كمپلكس -10شكل 

  )بارنگ آبي hsp40با رنگ سبز و HSP70(بر اساس تمامي بنيان هاي فعال  HSP40به  HSP70اتصال

  
ميانكنش : PIC .Aو انواع پيوندهاي آنها با استفاده از وب سرور  HSP70 ,HSP40اسيدآمينه هاي درگير در ميانكنش دو پروتئين  -11شكل

HSP70  باHSP40  از محلJdomain .B :ميانكنشHSP70  باHSP40  بنيان هاي( بر اساس تمامي بنيان هاي فعالHSP70  با رنگ قرمز
  )بارنگ آبي HSP40و

  بحث 
كنش دو پروتئين با استفاده از روش به منظور بررسي ميان

دو  سه بعديهاي محاسباتي قبل از هرچيز نيازمند ساختار 
در مورد هيچكدام از دو پروتئين مورد . پروتئين هستيم

در زنبورعسل داده هاي آزمايشگاهي تعيين ساختار  مطالعه
وجود نداشت و به همين دليل از ساختارهاي به دست 

  .منظور استفاده گرديدبدين روش داكينگ  به آمده

طبقه بندي مي  III و I،IIنوع سه به Hsp40 اعضاي خانواده
مي باشند  J حاوي دامنه Hsp40 مام انواع پروتئينت.شوند
 در پروتئين.مي باشد را دارااسيد آمينه  70حدود  كه

Hsp40 نوع I و IIدامنه ، J در N-terminus در اعضاي .است
، مي توان آن را در هر موقعيت IIIنوع Hsp40 خانواده

همچنين در اين دو نوع پروتئين بين .يافتدرون پروتئين 
. وجود دارد/FGيك ناحيه غني ازterminalC و   Jدو دامنه 
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 Hsp70از   ATPaseمي تواند با دامنه  Hsp40 از J دامنه
را Hsp70آزيATPايجاد كند و سپس فعاليت هاي اتصال

علاوه بر اين در زمان اتصال پروتئين هاي . تحريك كند
اتصال ديگري بين  HSP70به  HSP40بدون ساختار توسط 

از  C terminalبه ابتداي   HSP70از C terminalانتهاي 
HSP40  21( صورت مي پذيرد(.  

زنبورعسل  HSP40از  Jساختار پيش بيني شده براي دامنه 
 HSP40نشان دهنده مطابقت با مطالعات كريستالوگرافي در 

آن  Jو مخمر است كه نشان داده اند دامنه  Ecoliگاوي، 
اسيدآمينه هاي  تعداديداراي چهار زنجيره الفا هليكس و 
  .)24 ;15 ;6( حفاظت شده در بين آنها مي باشد

-ATPase N شامل يك دامنه HSP70 پروتئين

terminal)(45 kDa ،يك دامنه اتصال سوبسترا )18kDa (
يك و )β  )SBD مين صفحاتكه خود آن به زير د
و انتهاي  تقسيم مي شود) αSBD(كلاهك آلفا هليكسي

  .)16( مي باشد )C-terminal  )10 kDaكربوكسيل 

 HSP40 مطالعات گذشته نشان مي دهد كه چاپرونهاي

 تحريك مي كنند و پروتئين HSP70 را با ATP هيدروليز

HSP40   وHSP70  در تمام موجودات از انسان گرفته تا
 بسياري دارداظت شده فحنواحي باكتري  اشرشياكلي 

)37(.  

 .Eدر DnaJمطالعات ساختار شناسي نشان داده است كه

coli  ميزان هيدروليز ATP  توسطHSP70  بيشتر از را
علاوه بر اين، فعاليت . )20;18( بار تحريك مي كنند 1000

از طريق  DnaKنياز به توانايي ارتباط با DnaJچاپروني
 Cاز طريق دامنه  همچنين و )23 ;18( خود دارد J دامنه
با شيوه هاي سريع DnaJ.اها اتصال مي يابدبا سوبستر خود

  .)23(و مداوم با سوبستراها ارتباط دارد 

سرور همانطور كه در بخش هاي قبلي متن اشاره شد وب
I-TASSER  بر اساس روش هومولوژي مدلينگ ساختار

-پروتئين ها را تعيين مي نمايد و در مقايسه با ساير وب

اختار پروتئين از اعتبار سرورها و نرم افزارهاي تعيين س
ترمينال -Cساختار دمين . بسيار بالايي برخوردار است

HSP70  زنبورعسل كه درI-TASSER سازي شده مدل
- Nمشابه دمين . باشدداراي بخش كلاهك آلفا هليكسي مي

ترمينال، الگوي ساختاري اين بخش نيز شباهت بالايي 
ابهي انساني داشته و از الگوي ساختاري مش HSP70با

انساني  HSP70برخوردار است و پنج آلفا هليكسي كه در 
همچنين، زير . گزارش شده در اينجا نيز قابل مشاهده است

. نيز داراي الگويي مشابه است) SBD(دمين صفحات بتا 
دهد كه موقعيت قرارگيري اين دو زير اين مدل نشان مي

انساني و  HSPدمين نسبت به همديگر تا حدودي در دو 
نبورعسل متفاوت است و نسبت به قرارگيري آنها در ز

HSP عمده دليل آن به خاطر . اندانساني از هم دور شده
با . كندلوپي است كه اين دو زيردمين را به هم وصل مي

ها سازي ساختارهاي ثانويه لوپتوجه به سخت بودن مدل
هاي مختلفي را بپذيرند توانند حالتها كه ميدر پروتئين

سازي يت قرارگيري اين دو زير دمين در ساختار مدلموقع
از طرفي هليكس . تواند نسبت به هم متفاوت باشدشده مي

A  وB اند كه علت آن وجود يك در اينجا به هم چسبيده
لوپ بسيار كوچك است كه آن را به عنوان بخشي از آلفا 

 .)23 ;11( هليكس شناسايي نموده است

يان هاي همانطور كه در بخش روش تحقيق اشاره شد بن
با استفاده از  HSP40و  HSP70فعال و غيرفعال پروتئين 

شناسايي شدند و در مرحله بعد از آن  CPORTوب سرور 
با .پروتئين استفاده گرديد- ها براي انجام داكينگ پروتئين

داده هاي  بدست آمده ازتوجه به نتايج مطالعات گذشته 
و  باشدمي  از دو ناحيه HSP70در اتصال نقاط آزمايشگاهي

 ;32 ;21( است C terminal و N terminalشامل ناحيه 
37(. HSP40  جهت اتصال بهHSP70  به صورت دايمر

به آن   C terminalناحيه عمل ميكند و بعد از اتصال 
و سپس برقراري اتصال بين پروتئين  پروتئين هاي هدف

 خود به Jdomainاز ناحيه  ،HSP70هاي بدون ساختار با 
تا فعاليت آن را  متصل مي شود HSP70از  ATPasناحيه 



 1398، 4، شماره 32جلد                                                                  )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

428 

تحريك كند و تاخوردگي پروتئين مورد نظر اتفاق 
  . )14(بيوفتد

Lu and Cyr )1998 ( بر اساس داه هاي آزمايشگاهي در
، ناحيه انگشت J پروكاريوتها نشان دادند كه تركيبي از دامنه

 و پايانه هاي كاربوكسيل محافظت شده براي )Zn( روي

Ydj1 براي همكاري با Hsp70  و تسهيل تاشوندگي
و همكاران  Tsaiهمچنين  .)22( پروتئين لازم است

براي  HSP70به  HSP40كه اتصال  ندنشان داد) 1996(
 3و2آن از ناحيه هليكس هاي  ATPaseتحريك فعاليت 

آمينه هاي حفاظت شده  بين اين دو هليكس و اسيد Jدامنه 
كه كاملا منطبق بر نتايج بدست آمده از  )34(مي باشد 

 .محل برهمكنش در تحقيق حاضر مي باشد

و  HSP70بين  بررسي برهمكنشنتايج بدست امده از 
HSP40  كه در  باشدد به اين دليل حالت كور مي تواندر

بدون ساختار در مطالعه سه بررسي انجام شده پروتئينهاي 
بعدي وجود ندارند، لذا دو چاپرون از محل هايي كه 
بايستي به اينگونه پروتئين ها متصل شوند به يكديگر 

تا  400اتصال در ناحيه اسيد آمينه هاي (متصل مي شوند 
 HSP40در  350تا  330با اسيدآمينه هاي  HSP70از  430

  HSP70از  C terminalو علاوه بر اين اتصال در انتهاي ) 
ناحيه اسيد آمينه هاي ( HSP40 از  C terminal با ابتداي 

 175تا 165به ناحيه اسيدآمينه هاي  HSP70از  640تا  620
كه در زمان انتقال پروتئين هاي بدون ساختار ) HSP40در 

افي در به صورت كريستالو گر HSP70به  HSP40توسط 
مطالعات مختلف نشان داده شده است در مطالعه حاضر نيز 

  .قابل مشاهده است

نتايج به دست آمده از اين تحقيق اولين مرحله در شناسايي 
 HSP40و HSP70ي ساختار پروتئيني چاپرون ها

شباهت ساختاري مناسب  اين نتايج. باشدزنبورعسل مي
 HSP40 و HSP70زنبورعسل و  HSP40و  HSP70بين 

ني نمود بيتوان پيش از اين رو مي. را نشان مي دهدانسان 
تواند زنبورعسل مي HSP70 ,HSP40كه رفتار و عملكرد 

هايي كه انساني باشد و ميان كنش HSP40,HSP70مشابه با 
HSP70 ,HSP40 هاي سلولي برقرار انساني با ساير پروتئين

مطالعات با توجه به . نيز وجود دارد در زنبورعسل كندمي
هاي زنبورعسل از داده HSP40و HSP70در زمينه  كم

توان در انساني مي HSP70 و  HSP40مربوط به حوزه  
در زمان بسياري از فرضيات و عملكردهاي زنبورعسل 

استفاده نمود و در مرحله اول از اين اطلاعات تنش ها 
پژوهش  هاي اينداده. بصورت اولين احتمال استفاده نمود

به عنوان نمونه مي توانند در زمينه داروهاي طراحي شده 
باشند و انساني مي HSP40و  HSP70كه در عملكرد با 

استفاده از همان داروها در حوزه زنبورعسل بسيار كمك 
توانند به فهم چگونگي نحوه ها مياين داده.  كننده باشند
كمك كرده و  HSP40زنبورعسل با  HSP70ميان كنش 

- زمينه ساز روشن شدن نحوه فعاليت آن در درون سلول

  .هاي زنبورعسل در شرايط استرس باشد

  تقدير و تشكر

 7/ص/407/95اين مقاله مستخرج از طرح شماره 
پژوهشگاه علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي، 
دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و فناوري پيشرفته 
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Abstract 

Heat stress is one of the most significant problems which has negative effect on feed 
intake, growth rate, neural network, immune function and mortality. In heat stress, the 
synthesis of proteins delayed but the heat stress proteins quickly are synthesized. They 
have important role in survival cell in stress conditions. Hsp70 is one of most important 
hsps, Because of crystallographic structure of this protein is not determined in honey 
bee, structure modeling of honey bee hsp70 can identify the mechanism of action of this 
protein against environmental stresses and help to reduce costs associated with 
environmental stresses. HSP40 is as a regulator of the mechanism of HSP70. So, in the 
present study, 3d structure of two proteins and interaction of HSP70 and HSP40 was 
studied using simulation methods in two states: 1- To investigate the interaction 
between the two proteins in blind (whole 3d structure of proteins were used),this results 
show interaction between these proteins mainly is restricted to two regions. HSP70 is 
bound to the HSP40 from the amino acid region of 400-430 and 620-640, with the 
amino acid region of 330-350 and 165-175, respectively. 2- According to previous 
studies, docking is only possible in likely regions of the proteins. So, the interaction 
between J domain of HSP40 to HSP70 was investigated, in which the amino acids 28-
41 of J domain are interacting to an acid groove in the ATPase domain of HSP70. The 
results could help to better understand the function of two proteins and to design new 
anti stress drugs. 
Key words: HSP70 protein, HSP40 protein, Honeybee, Heat stress, Interaction 

 

 


