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-با استفاده از دو روش مبتني بر همولوژي انساني HMGB4 پروتئين سوم ساختار تعيين

  مدلينگ
 علي رياحي مدوار و ، مجتبي مرتضوي*صفا لطفي

 بيوتكنولوژي گروه محيطي، علوم و پيشرفته تكنولوژي و علوم پژوهشگاه پيشرفته، فناوري و صنعتي تكميلي تحصيلات دانشگاه كرمان،

 17/7/97 :تاريخ پذيرش  29/2/97 :تاريخ دريافت

  چكيده

. است پستانداران HMGBشناخته شد از اعضاي خانواده پروتئينهاي غيرهيستوني  2008كه در سال  HMGB4پروتئين 
 .يابندمي اتصال DNA به شوند مي ناميده HMG-box Bو HMG-box A ترتيبب كه موتيف دو طريق از HMGB پروتئينهاي

- مي نقاط اين به DNA برشي ترميم عوامل اتصال يافته و مانع دسترسيپلاتين تغيير يافته با سيس DNA به HMGBپروتئينهاي 

 با و يافته اتصال DNAنوع اين  به بالاتري تركيبي ميل عضو ديگر اين خانواده با HMGB1 با مقايسه در HMGB4. شوند
 زاياي سلولهاي تومورهاي بالاي بسيار حساسيت كه رسدمي ظربن .نمايدمي مهار را ديدهآسيب نقاط اين ترميم بيشتري قدرت
 HMGB4 سوم ساختار مطالعه در اين. باشد بيضه بافت در HMGB4 بالاي بسيار بيان از ناشي پلاتينسيس به نسبت بيضه

نتايج . د تعيين گرديدنماينكه هردو بر پايه هومولوژي مدلينگ عمل مي I-TASSERافزار مدلر و سرور نرم از استفاده با انساني
 I-TASSERهرچند مدل . دهد كه مدلهاي ايجاد شده توسط هردو روش از كيفيت و پايداري مناسبي برخوردار هستندنشان مي

بر . نمايدپلاتينه را بهتر توجيه مي DNAبه   HMGB4و  HMGB1در مقايسه با مدلر تفاوت مشاهده شده در ويژگيهاي اتصال 
بنيانهايي هستند كه  HMG-box B از 120والين و 101لوسين و HMG-box A از 38آلانينفنيل و 17اليناساس نتايج حاصل، و

همچنين نتايج نشان  .شوندمي DNA به HMGB4 پروتئين موجب اتصال DNAبين جفت بازهاي شيار كوچك  وارد شدنبا 
 ساختار بهتر ارتباط فهم تواند بهنتايج حاصل مي. باشدفاقد ساختار سوم منظم مي HMGB4دهد كه بخش انتهاي كربوكسيل مي
  . نمايد شاياني كمك ضدسرطان جديد داروهاي طراحي و همچنين  پروتئين اين عملكرد و

  I-TASSERمدلينگ، نرم افزار مدلر، سرور  پلاتين، هومولوژي، سيسHMGB4پروتئين  :كليدي هايواژه

  safalotfi@ut.ac.ir :كترونيكيپست ال ،03433776611: تلفن ،نويسنده مسئول  *

  مقدمه
 HMG ) (High Mobility Group (HMG)پروتئين هاي 

proteins شناسايي شدند 1973، كه اولين بار در سال 
توني كروماتين را بزرگترين گروه پروتئين هاي غيرهيس

فراوان كه  HMGB يها نيپروتئ. )12( دهندتشكيل مي
در باشند ميدر پستانداران  HMG يها نيگروه پروتئ نيتر
 ،نسخه برداري رينظ يمتعدد يهاتيفعال ميتنظ

مشاركت  DNA ميو ترم V(D)J يبينوترك ،يهمانندساز
 HMGB يهانيپروتئ دهخانوا).  29و  7، 4، 3( ندينمايم

، )، آمفوترينHMGB1 )HMG1 يها نيمتشكل از پروتئ

HMGB2 )HMG2(، HMGB3 و HMGB4 است. 

 25با وزن مولكولي تقريبا  HMGB1-3پروتئين هاي 
به نام  DNAدالتون، از دو دومين اتصال يابنده به كيلو

HMG box-A ) باكسA ( وHMG  box-B ) باكسB  ( و
يك دم اسيدي طويل در انتهاي كربوكسيل تشكيل شده اند 

 22بي ريبا وزن تق  HMGB4پروتئين ). 39و  26، 25(
شناخته شد تنها  2008دالتون كه اولين بار در سال كيلو

. )6(باشد عضو اين خانواده است كه فاقد دم اسيدي مي
اولين بار مطالعات انجام گرفته در موش نشان داد كه بيان 
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، اين در استدر بيضه ها بسيار بالا  HMGB4پروتئين 
شود يروتئين در اغلب بافت ها بيان نمحالي است كه اين پ

ميزان بسيار كمي ر معدودي از بافت ها نظير مغز بو يا د
  . )20و  6، 5( گردد  بيان مي

DNA  هدف اصلي داروهاي ضدسرطاني حاوي پلاتين
اين داروها با . )9(محسوب مي شود ) نظير سيس پلاتين(

بازهاي پورين موجب ايجاد  7اتصال به نيتروژن شماره 
پروتئين . )15(شوند مي DNAاتصالات متقاطع در ساختار 

با ميل تركيبي بالايي به اين ساختارهاي   HMGBهاي
پلاتين اتصال يافته و مانع دسترسي - DNAمتشكل از 

به اين نقاط مي شوند و بنابرين اثر DNA عوامل ترميم 
). 37، 14( ضدسرطاني اين داروها را تقويت مي نمايند

 ليا مب HMGB1 نيبا پروتئ سهيدر مقا HMGB4 نيپروتئ
 نيو همچن ابدي ياتصال م اين ساختارهابه  يبالاتر يبيترك

 يرا مهار م دهيد بينقاط آس نيا ميترم يشتريبا قدرت ب
 يتومورها يبالا اريبس تيحساس كهرسد  ينظر مب. دينما

 انياز ب يناش نيپلاتسينسبت به س ضهيب يايزا يسلول ها
   .)19( باشد ضهيدر بافت ب نيپروتئ نيا يبالا اريبس

بيني ساختار سوم يك پروتئين با استفاده از طور كلي پيشب
توالي آمينوسيدي آن يك مسئله علمي اساسي محسوب 

ود براي تعيين ساختار هاي موجاز بين انواع روش. شودمي
اولين و سريع ترين  بعنوانمدلينگ ها، هومولوژيپروتئين

ز ساختار تا به امرو. )34، 31(. روش در نظر گرفته مي شود
هاي پستانداران تعيين در هيچكدام از گونه HMGB4سوم 

 HMGB4در اين مطالعه، ساختار سوم پروتئين . نشده است
 I-TASSERانساني با استفاده از نرم افزار مدلر و سرور 

دست آمده از اين نتايج بدر مجموع . تعيين گرديده است
 عملكرد و ساختاربين  ارتباط بهتر فهم به تواندتحقيق مي

سرطان داروهاي جديد ضد طراحيو همچنين  پروتئين اين
  .كمك نمايد

  مواد و روشها

انساني، ابتدا  HMGB4منظور تعيين ساختار سوم پروتئين ب
از پايگاه اطلاعاتي  FASTAتوالي اين پروتئين با فرمت 

UniProt دانلود گرديد .UniProt عاتي كه يك پايگاه اطلا
طور رايگان قابل دسترس مي است ب با كيفيت بسيار بالا

ها باشد و اطلاعات كاملي را از عملكرد و توالي پروتئين
بسياري از ورودي هاي اطلاعاتي اين سايت . ارائه مي دهد

اين . از پروژه هاي تعيين توالي ژنوم مشتق شده است
سايت مقادير بالايي از اطلاعات را در مورد عملكرد 

تايج حاصل از تحقيقات علمي ز نها كه ازيستي پروتئين
  . )30(دست آمده اند در اختيار محققين قرار مي دهد ب

با استفاده از سايت  HMGB4بررسي كلي ساختار 
PONDR :بيني ساختار كلي منظور پيشدرگام اول ب
و مشخص نمودن مناطقي از پروتئين كه  HMGB4پروتئين 

وتئين به است توالي پر و يا نامنظم داراي ساختار سوم منظم
مورد بررسي دست آمده د و نتايج بداده ش PONDRسايت 

براي پيش بيني  PONDRاي كه تنها داده. قرار گرفت
مناطق منظم و نامنظم ساختار پروتئين ها به آن نياز دارد 

  . )35(توالي پروتئين مورد نظر است 

با استفاده از دو  HMGB4تعيين ساختار سوم پروتئين 
 بر مدلينگهومولوژي: ولوژي مدلينگروش مبتني بر هوم

 تكاملي لحاظ از كه هاييپروتئين كه دارد تكيه واقعيت اين
 .باشندمي دارا نيز را مشابهي ساختار هستند مرتبط هم به

يك توالي پروتئيني خاص  در اين روش، ساختار سوم
آن با توالي يك يا  همترازسازي از طريق) Target: هدف(

) Template: الگو(با ساختار مشخص بيش از يك پروتئين 
مدلينگ اولين مرحله در هومولوژي. شودپيش بيني مي

تشخيص كليه ساختارهاي پروتئيني مرتبط با توالي هدف 
سپس از بين اين ساختارها، الگوهاي مناسب . مي باشد

سپس توالي پروتئين هدف با توالي . شوندانتخاب مي
هاي سه بعدي يت مدلهمترازسازي شده و در نها) ها(الگو

در مرحله آخر مدل . از پروتئين موردنظر ساخته مي شود
  . )10(هاي ساخته شده مورد ارزيابي قرار مي گيرند 



 1397، 4، شماره 31جلد                                        )                                   مجله زيست شناسي ايران(پژوهشهاي سلولي و مولكولي  مجله

614 

با استفاده از نرم افزار  HMGB4تعيين ساختار سوم 
مدلر يك برنامه كامپيوتري است كه ساختار سوم : مدلر

. نمايديني ميها را بر پايه هومولوژي مدلينگ پيش بپروتئين
 9.15 نسخه، HMGB4براي تعيين ساختار سوم پروتئين 

تعيين ساختار سوم . نرم افزار مدلر مورد استفاده قرار گرفت
پايتون  افزار مدلر كه از زبان برنامه نويسيها با نرمپروتئين

همه اين . نمايد شامل چندين مرحله مي شوداستفاده مي
آن  اجرايو ) py.پسوند  با(پايتون  مراحل ساخت يك فايل

در ذيل اين . شودبا استفاده از نرم افزار مدلر را شامل مي
جستجوي  - 1: طور خلاصه ذكر شده استمراحل ب
 HMGB4هايي كه توالي آمينواسيدي آن ها به پروتئين

 - 2. شباهت دارد و ساختار سوم آن ها تعيين شده است
براي مدل  الگو بعنوانانتخاب يكي از اين پروتئين ها 

 -HMGB4 .4همتراز كردن توالي الگو و توالي  -3. سازي
مدل سازي و انتخاب مناسب ترين مدل از بين مدل هاي 

 ).23و  11، 10( ارزيابي مدل ساخته شده  - 5. ساخته شده
مشاهده و بررسي مدل هاي ايجاد شده از نرم  بمنظور

  .استفاده گرديد Swiss PDB Viewerو  PyMOLافزارهاي 

-Iبا استفاده از سرور  HMGB4عيين ساختار سوم ت

TASSER  : سرورI-TASSER )Iterative Threading 

ASSEmbly Refinement ( يك سرويس اينترنتي است كه
با استفاده از يك روش سلسله مراتبي ساختار و عملكرد 

 عنوان I-TASSER. يك پروتئين را پيش بيني مي نمايد
 در پروتئين ساختار بيني شپي  براي را يك شماره سرور

 و CASP7 ،CASP8، CASP9، CASP10 هاي آزمايش
CASP11  )CASP: Critical Assessment of 

Techniques for Protein Structure Prediction(، خود به 
 آزمايش در همچنين سرور اين. است داده اختصاص
CASP9 عملكرد بيني پيش براي سرور بهترين بعنوان 
تعيين  بمنظور. )38و  36، 21( است شده اختهشن پروتئين

-Iبا استفاده از سرور  HMGB4پروتئين  سومساختار 

TASSER  د نظر داده شدرپروتئين به سرور موتوالي اين .

I-TASSER ،از متاسرور  ،فرايند مدلينگانجام  بمنظور
LOMETS  الگوهاي ساختاري در كتابخانه براي جستجوي

PDB )Protein Data Bank( اين . استفاده مي نمايد
اين . است threading برنامه چندين از متشكلمتاسرور 

 )MUSTER  2)1: عبارتند از  threadingهاي برنامه

FFAS-3D  3( SPARKS-X 4( HHSEARCH2 5( 

HHSEARCH I 6( Neff-PPAS  7( HHSEARCH 8( 
pGenTHREADER  9( wdPPAS 10(cdPPAS )33( .

 I-TASSERR توسط HMGB4 رايب مدل پنج مجموع در
 انتخاب مدل بهترين C-score اساس بر كه شد ساخته
درجه قابل اطمينان بودن يك مدل پروتئيني ايجاد . گرديد

  C-scoreبه صورت كمي توسط  I-TASSERشده توسط 
-Cشود و بنابراين مدلي با بالاترين ميزان اندازه گيري مي

score ادير مق. بهترين مدل شناخته مي شودC-score  بين
  .متغير است 2تا  - 5

  نتايج

پيش بيني ساختار كلي پروتئين  بمنظوردر مرحله اول 
HMGB4 تعيين مناطقي از پروتئين كه داراي ساختار  و

به  HMGB4سوم منظم و يا نامنظم است توالي پروتئين 
. داده شد و نتايج مورد بررسي قرار گرفت PONDRسرور 

مي ) داراي ساختار نامنظم(ص نواحي فاقد ساختار مشخ
تواند كل يك پروتئين و يا بخش هايي از پروتئين را شامل 

طور ر واقع اين نواحي كه اساسا يا بطور نسبي و يا بد. شود
كامل فولد نشده اند فاقد يك ساختار سوم مشخص مي 

-ن مي دهد كه اين نواحي در فعاليتتحقيقات نشا. باشند

، تنظيم ميل تركيبي و يا DNAهاي متعددي نظير تشخيص 
. ويژگي اتصال و كنترل طول عمر پروتئين ها نقش دارند

ر وضعيت هاي طبيعي فاقد ساختار اگر چه اين نواحي، د
مشخص هستند اما ممكن است در نتيجه اتصال به  سوم

هاي ديگر انتقال از حالت نامنظم به منظم را طي مولكول
 1ن بخش در شكل دست آمده از اينتايج ب . )35(نمايند 

خوبي در شكل ب همانطور كه . مايش داده شده استن
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، Yشماره آمينواسيدها و محور  Xمشخص است محور 
PONDR Score بخش هايي از . نمايدرا مشخص مي

است نشان  5/0بالاي  PONDR Scoreپروتئين كه داراي 
  . دهنده مناطقي است كه فاقد ساختار منظم است

  PONDR سرور از استفاده با است مشخص سوم ساختار فاقد كه HMGB4 پروتئين از هايي بخش بيني پيش -1 شكل 
  

 بمنظورهمانطور كه در بخش مواد و روش ها اشاره شد 
انساني، ابتدا توالي  HMGB4تعيين ساختار سوم پروتئين 

دريافت شد و  UniProtاين پروتئين از پايگاه اطلاعاتي 
نسخه (ده از نرم افزار مدلر سپس طي چند مرحله با استفا

در اولين مرحله . ساختار اين پروتئين تعيين گرديد) 9.15
 HMGB4پروتئين هايي كه توالي آمينواسيدي آن ها به 

ها موجود است جستجو آن PDBشباهت دارد و فايل 
ستون يك . نمايش داده شده است 2نتايج در شكل . شدند
ستون پنج تعداد ، ....)و  A ،B(و نوع زنجيره  PDBكد 
، ستون هفت درصد تشابه PDBهاي آمينواسيدي هر بنيان

 وسيله طولمورد نظر كه ب  PDBو توالي  HMGB4توالي 
-Eهمترازسازي يكدست شده است، ستون هشت مقادير 

value تمام . دهدهمترازسازي را نمايش ميPDB هايي كه
E-value ضي همترازسازي برابر با صفر دارند در شكل با بي

دست آمده با توجه به نتايج ب. اندهاي قرمز مشخص شده

2yrq توان از آن در مدلسازي بهترين الگويي است كه مي
زيرا درصد تشابه آن با . استفاده نمود HMGB4پروتئين 

HMGB4 ،17/44  % وE-value  همترازسازي آن برابر
 HMGB1پروتئين  Bو  Aدرواقع باكس  2yrq. صفر است

 NMRاست كه از طريق روش ) 1-166هاي انبني(انساني 
درصد  1j3xو  2rtuاگرچه  )28(تعيين ساختار شده است 

 E-valueدارند و  2yrqتشابه توالي بالاتري نسبت به 
همترازسازي آن ها نيز صفر است ولي تعداد بنيان هاي 

زيرا . بسيار كمتر است 2yrqآمينواسيدي آن ها نسبت به 
2rtu  تنها باكسA ئين پروتHMGB1  1و  )32(انسانيj3x 

را شامل  )16(گراز وحشي  HMGB2ترمينال -Nدومين 
  Bو  A هر دو باكس  2yrqپس با توجه به اينكه . شودمي

گيرد الگوي كاملا مناسبي براي مدلسازي را در بر مي
HMGB4 شودمحسوب مي .  
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 نرم از استفاده با دارند HMGB4 پروتئين با بالايي توالي تشابه درصد كه خصمش سوم ساختار با هايي پروتئين جستجوي از حاصل نتايج -2شكل 
 ذكر متن در كه دلايليب اما. باشند مي صفر با برابر همترازسازي E-value داراي همگي اند شده مشخص قرمز هاي بيضي با كه مواردي. مدلر افزار

   .شد تهگرف نظر در HMGB4 مدلسازي براي الگو بعنوان 2yrq است شده
با استفاده از روش  HMGB4و  2yrqدر مرحله بعد توالي 

align2d اين روش همترازسازي كه . سازي شدندهمتراز
افزار مدلر استفاده مي شود بر پايه يك الگوريتم توسط نرم

هاي برنامه نويسي پويا بنيان نهاده شده است و با روش
 align2dرا توالي متداول تفاوت دارد زي- همترازسازي توالي

ايجاد همترازسازي، اطلاعات ساختاري از الگو را  بمنظور
پس از اجراي همترازسازي، . )10(دهد نيز مد نظر قرار مي

در مجموع پنج مدل ساخته شد كه . سازي انجام گرفتمدل
بهترين مدل انتخاب  GA341و  DOPEبر اساس مقادير 

يشترين و ب DOPEدر واقع مدلي كه كمترين ميزان . گرديد
را داشته باشد بهترين مدل محسوب مي  GA341ميزان 
با توجه . بين صفر تا يك متغير است GA341مقادير . شود

پنج مدل بسيار به يكديگر نزديك  GA341به اينكه مقادير 
فاكتور قابل اطمينان تري  GA341نسبت به  DOPEبود و 

براي تعيين مدل مناسب محسوب مي شود مدل دو با 
عنوان بهترين ب) DOPE )-13290.73340ميزان كمترين 

  .مدل در نظر گرفته شد

الف بهترين مدل ايجاد شده توسط نرم افزار مدلر - 3شكل 
مشاهده شده PyMOL را كه از طريق نرم افزار ) مدل دو(

الگوي مناسبي براي  2yrqاگرچه . است نمايش مي دهد
 20محسوب مي شود اما بيش از  HMGB4مدلسازي 

ندارند و در  2yrqمعادلي در  HMGB4ينه انتهايي اسيدآم
نتيجه مدلر اين بخش انتهايي را بدون استفاده از الگو مي 

 PONDRدست آمده از سرور البته با توجه به نتايج ب. سازد
فاقد ساختار  HMGB4بخش انتهايي پروتئين ) 1شكل (

  . سوم مشخص است

تفاده از با اس HMGB4تعيين ساختار سوم پروتئين  بمنظور
 FASTA، توالي اين پروتئين به فرمت I-TASSERسرور 

دريافت شد و در اختيار سرور  UniProtاز پايگاه اطلاعاتي 
از بين پنج مدل ساخته شده توسط . مورد نظر قرار گرفت

I-TASSER ميزان با بيشترين ، مدل يكC-score  )76/0- (
ل ب مد- 3شكل . بهترين مدل در نظر گرفته شد بعنوان

مشاهده شده  PyMOLيك را كه با استفاده از نرم افزار 
  . است نمايش مي دهد
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 PyMOL افزار نرم از استفاده با كه) ب( I-TASSER و سرور) الف( مدلر افزار نرم توسط HMGB4 پروتئين از شده ساخته مدل بهترين -3شكل 

  .است شده مشاهده

فرايند ها اشاره شد همانطور كه در بخش مواد و روش
با جستجوي الگوهاي  I-TASSERمدلينگ توسط 

- آغاز مي LOMETSتوسط  PDBكتابخانه ساختاري در 

 PDBدر مجموع از دو ساختار  I-TASSERسرور . شود
استفاده نمود  HMGB4تعيين ساختار سوم پروتئين  بمنظور

يكي از اين ساختارها كه ). داده ها نمايش داده نشده است(
عنوان ب LOMETS سرور threadingتوسط هشت برنامه 

است كه ) A 2yrq )2yrqAبهترين الگو معرفي شد زنجيره 
 HMGB1پروتئين  Bو  Aدر واقع ساختار محلول باكس 

و توسط برنامه  )28(مي باشد ) 1- 166بنيان هاي (انساني 
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  Aهمچنين زنجيره. عنوان الگو انتخاب گرديدمدلر نيز ب
3tq6 )3tq6A (ال فاكتور نسخه برداري كه ساختار كريست

A  ميتوكندريايي)TFAM (انساني است )توسط دو  )22
همانطور كه قبلا . عنوان الگو انتخاب شدب threadingبرنامه 

 براي بسيار خوبي الگوي 2yrqاشاره گرديد هرچند 
 20 از بيش اما شودمي محسوب HMGB4 مدلسازي
و ندارند  2yrq در معادلي HMGB4 انتهايي اسيدآمينه

را  HMGB4بنابراين براي ايجاد يك مدل كه تمام طول 
. الگو استفاده نمود بعنوان 2yrqپوشش دهد نميتوان فقط از 

ايجاد اين نوع مدل،  بمنظور I-TASSERبنابراين سرور 
2yrq  3وtq6 عنوان الگوي مدلسازي را بطور همزمان ب

 . مورد استفاده قرار داد

هاي شاره شد پروتئينهمانطور كه قبلا در بخش مقدمه ا
HMGB  از طريقHMG-box هاي A  وB  بهDNA  متصل
 اسيد 75 داراي كه تقريبا HMG-box هر دومين .مي شوند

 تقريبي زاويه با و L فرمب كه هليكس آلفا سه از است آمينه
 3در شكل . است شده تشكيل اند شده فولد درجه 80
از نيز  HMGB4خوبي مشخص است كه ساختار پروتئين ب

نحوه در واقع . تشكيل شده است  Bو  HMG-box Aدو 

گونه اي است كه ب DNAبه  HMGBي هاپروتئيناتصال 
هاي آمينواسيدي حجيم هيدروفوب قرار گرفته در بنيان

بين جفت بازهاي شيار  Bو  Aهاي HMG-boxسطح مقعر 
آلانين  ، HMGB1در پروتئين. گيرندقرار مي DNAكوچك 

و  103و فنيل آلانين  Aاز باكس  38و فنيل آلانين  17
اين مسئوليت را بر عهده دارند  Bاز باكس  122ايزولوسين 

هاي انجام شده توسط نرم افزار ترازسازيبررسي هم. )27(
هاي معادل اين بنيان ها را ان، بنيI-TASSERمدلر و سرور 

ها نمايش ترازسازيهم( نمايدمشخص مي HMGB4در 
و  Aاز باكس  38آلانين و فنيل 17لين وا. )داده نشده است

بنيان هاي حجيم  Bاز باكس  120و والين  101لوسين 
به  HMGB4هيدروفوبي هستند كه در اتصال پروتئين 

DNA ين چهار همانطور كه مشخص است از ا. نقش دارند
در هر دو ) 38فنيل آلانين (ها اسيدآمينه فقط يكي از آن

. )19( حفظ شده است HMGB1و  HMGB4پروتئين 
هاي حجيم موقعيت قرارگيري اين بنيان  4 شكل

و ) HMGB1 )2yrqهاي هيدروفوب را در پروتئين
HMGB4 ) مدل هاي ايجاد شده توسط مدلر وI-

TASSER (دهدنشان مي.  

  
 سرور و)  ب( مدلر افزارنرم توسط HMGB4 پروتئين ساختار از شده ايجاد هاي مدل با) الفHMGB1 )(2yrqA ) پروتئين ساختار مقايسه -4شكل 

I-TASSER )از هيدروفوب حجيم هاي بنيان). ج HMG-box A و HMG-box B كوچك شيار درون بهوارد شدن  با كه DNA  اين اتصال موجب 
  .اند گرديده مشخص كروي فرم به شوند مي  DNA به هاپروتئين

  بحث
ش هاي تعيين ساختار سوم پروتئين ها با استفاده از رو

زيرا . شمار نمي رودزمايشگاهي هميشه بهترين گزينه بآ
علاوه بر آنكه اين روش ها نيازمند صرف زمان و هزينه 
. بالا هستند براي برخي از پروتئين ها قابل اجرا نمي باشند

دليل آنكه هاي مبتني بر هومولوژي مدلينگ بامروزه روش 
هستند از  تر از روش هاي آزمايشگاهيتر و كم هزينهسريع

ها اهميت بسيار بالايي براي تعيين ساختار پروتئين
هاي علمي همچنين پيشرفت. )31( برخوردار مي باشند

افزون قابليت دست آمده در اين زمينه منجر به افزايش روزب
تعيين ساختار . اطمينان و دقت اين روش ها شده است
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ن پروتئين ها از بسياري از جهات حائز اهميت فراواسوم 
عنوان دارو بسياري از تركيباتي كه امروزه ب. )34( است

براي درمان بيماري ها مورد استفاده قرار مي گيرند در واقع 
عملكرد خود را از طريق ميانكنش با يك پروتئين خاص 

طراحي اين نوع داروها ابتدا بايد  بمنظور. انجام مي دهند
در . ساختار سوم پروتئين مورد نظر وجود داشته باشد

ضمن با توجه به اينكه بين ساختار و عملكرد يك پروتئين 
يك پروتئين  سومرابطه تنگاتنگي وجود دارد تعيين ساختار 

، 2(  نمايدبه فهم بهتر عملكرد آن پروتئين كمك شاياني مي
  ). 31 و10

از  شد شناسايي 2008 سال در كه HMGB4پروتئين 
اين . )6( است HMGBاعضاي خانواده پروتئين هاي 

از سه عضو ديگر به نام  HMGB4خانواده كه علاوه بر 
تشكيل شده است  HMGB3و  HMGB1 ،HMGB2هاي 

را  HMGفراوان ترين گروه پروتئين هاي غيرهيستوني 
بر خلاف ساير  HMGB4پروتئين . )26( تشكيل مي دهد

فعال كننده هاي  بعنواناعضاي اين خانواده كه همگي 
د يك مهاركننده توانمند فرايند نسخه برداري عمل مي نماين

تا به امروز ساختار . )6(نسخه برداري محسوب مي شود 
در هيچكدام از گونه هاي  HMGB4سوم پروتئين 

 بمنظوردر مطالعه حاضر . پستانداران تعيين نشده است
انساني از دو روش  HMGB4تعيين ساختار سوم پروتئين 

اند استفاده  هكه هر دو بر پايه هومولوژي مدلينگ بنا شد
افزار مدلر براي تعيين در يكي از اين روش ها نرم. گرديد

اين پروتئين مورد استفاده قرار گرفت و در  سومساختار 
براي مدلسازي استفاده   I-TASSERروش ديگر از سرور

  . شد

هاي ايجاد شده توسط نرم افزار خوبي در مدلهمانطور كه ب
) ب-3شكل ( I-TASSERو سرور ) الف- 3شكل (مدلر 

همانند ساير اعضاي  HMGB4مشخص است پروتئين 
-HMGداراي دو دومين  HMGBخانواده پروتئين هاي 

box A  وB  براي اتصال بهDNA اين پروتئين ها . باشدمي

،  بنيان هاي حجيم هيدروفوب قرار DNAاتصال به  بمنظور
گرفته در سطح مقعر اين دو دومين را بين جفت بازهاي 

 4در شكل . )26و 1(مي نمايند  وارد DNAك شيار كوچ
هاي حجيم هيدروفوب در موقعيت قرارگيري اين بنيان

. مشخص شده است HMGB4و  HMGB1پروتئين هاي 
در هر دو پروتئين  38آلانين از بين اين چهار بنيان تنها فنيل

همانطور كه در بخش مقدمه اشاره شد . حفظ شده است
پلاتينه حاصل از  DNAبه  با اتصال HMGBپروتئين هاي 
پلاتين با اروهاي ضدسرطان پلاتينه نظير سيسميانكنش د

DNA  مانع دسترسي سيستم ترميمDNA  به اين نقاط و در
- نتيجه موجب تقويت اثر ضدسرطاني اين نوع داروها مي

در كه  38آلانين فنيلدهد كه تحقيقات نشان مي. شوند
HMGB4  مهمي در نيز وجود دارد نقش بسيار موش

 پلاتينه ايفا مي نمايد DNAبه  HMGBاتصال پروتئين هاي 
بررسي نحوه قرارگيري اين بنيان در  ).24و  19، 17، 13(

و مقايسه  I-TASSERمدل هاي ايجاد شده توسط مدلر و 
اطلاعات ) HMGB1 )2yrqپروتئين  38آن با فنيل آلانين 

در اين شكل دو ). 5شكل (جالبي را ارائه مي دهد  
با استفاده از گزينه  HMGB1و  HMGB4پروتئين 

"iterative magic fit"  نرم افزارSwiss PDB Viewer  بر
در  38روي يكديگر منطبق شده اند و موقعيت فنيل آلانين 

در مدل ايجاد شده . اين دو پروتئين مقايسه شده است
زنجيره جانبي اين بنيان نسبت به بنيان  I-TASSERتوسط 

نحو متفاوتي جهت گيري مي نمايد ب HMGB1معادلش در 
در حالي كه در مدل مربوط به مدلر اين جهت گيري 

 Inنتايج حاصل از تحقيقات . متفاوت مشاهده نمي شود

vitro  نشان مي دهد كه ميل تركيبيHMGB4  وHMGB1 
پلاتينه و همچنين توانايي آنها براي  DNAبراي اتصال به 

 DNAط سيستم ترميم ممانعت از ترميم اين نقاط توس
با توجه به اينكه . )19(دهد داري را نشان ميتفاوت معني
نقش بسيار مهمي را در فرايند اتصال اين  38فنيل آلانين 

رسد كه نظر ميپلاتينه ايفا مي نمايد ب DANدو پروتئين به 
مقايسه با مدلر اين در  I-TASSERمدل ساخته شده توسط 
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همچنين . توجيه مي نمايدنحو بسيار خوبي اختلاف را ب
مطالعات انجام گرفته در زمينه مقايسه كيفيت مدل هاي 
پروتئيني ساخته شده توسط چندين روش متفاوت مبتني بر 

 I-TASSERهومولوژي مدلينگ نشان مي دهد كه سرور 

عملكرد را دارد كه نتايج  در بين اين روش ها بهترين
به اين تحقيق دست آمده در اين مطالعه با نتايج مربوط ب

  . )8(مطابقت دارد 

  
 HMGB4 پروتئين از شده ايجاد هاي مدل و HMGB1 )(2yrqA پروتئين در 38 آلانينفنيل بنيان جانبي زنجيره گيريجهت نحوه مقايسه -5شكل 

  ).ب( مدلر افزار نرم و) الف( I-TASSER سرور توسط

رد عنوان الگو براي مدلسازي مورا ب 2yrqنرم افزار مدلر 
همانطور كه در بخش نتايج اشاره شد . استفاده قرار داد

معادلي در  HMGB4اسيدآمينه انتهايي پروتئين  20بيش از 
2yrq اين بدين معناست كه براي ساخت مدلي سه . ندارند

الگويي وجود  HMGB4بعدي از اين بخش از پروتئين 
با  HMGB4بررسي كلي ساختار سوم پروتئين . ندارد

دهد كه نشان مي) 1شكل ( PONDRنرم افزار  استفاده از
به احتمال زياد فاقد  HMGB4اين بخش از پروتئين 

لبته اين احتمال ا. ساختار سوم مشخص و منظم مي باشد
و يا  DNAهنگام اتصال اين پروتئين به وجود دارد كه ب

هاي ديگر، اين بخش ساختار سوم منظمي را ايجاد پروتئين
با  HMGB4ساختار سوم پروتئين ايجاد  بمنظور. نمايد

در  HMGB4استفاده از نرم افزار مدلر بخش انتهايي 
همترازسازي لحاظ گرديد، در نتيجه نرم افزار مدلر اين 

  . بخش از پروتئين را بدون الگو ايجاد نمود

ايجاد مدلي كه تمام طول  بمنظور I-TASSERسرور 
 3tq6از  2yrqرا پوشش دهد علاوه بر  HMGB4پروتئين 

در واقع ساختار  3tq6A. عنوان الگو استفاده نمودنيز ب
) TFAM(ميتوكندريايي  Aكريستال فاكتور نسخه برداري 

است و  HMG-boxحاوي دو  TFAM. )22(انساني است 
نقش بسيار مهمي در بسته بندي، بقا و همچنين نسخه 

بررسي بهترين .  )18(ميتوكندريايي دارد  DNAبرداري 
نيز نشان ) ب- 3شكل ( I-TASSERتوسط  مدل ايجاد شده

در كل فاقد  HMGB4از پروتئين  دهد كه اين بخشمي
ر كوچكي ساختار منظم سوم مي باشد، هرچند بخش بسيا

 اطلاعاتدر مجموع . است از آن داراي ساختار مارپيچ آلفا
طراحي داروهاي مي تواند به  مطالعهدست آمده از اين ب

بين عملكرد و ساختار فهم ارتباط ضدسرطان جديد و 
  .نمايد فراوانيكمك  HMGB4پروتئين 
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Determination of tertiary structure of human HMGB4 protein by 
two homology modeling-based methods 
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Abstract 

HMGB4 protein which was identified in 2008 is a member of mammalian non-histone 
HMGB protein family. All HMGB proteins bind to DNA through two tandem DNA-
binding motifs named HMG-box A and HMG-box B. HMGB proteins are known to 
improve the anticancer properties of platinum-based drugs such as cisplatin by high 
affinity binding to the platinum-DNA adducts and retarding the process of DNA 
excision repair. The results from previous studies have revealed in comparison with 
full-length HMGB1, the full-length HMGB4 binds with higher affinity to platinum-
DNA lesions and inhibits the excision repair of the lesions much more efficient. It 
seems the hypersensitivity of testicular germ cell tumors to cisplatin is originated from 
strong expression of HMGB4 in this tissue. In the present work, the tertiary structure of 
human HMGB4 was determined using two methods based on homology modeling 
(MODELLER software and I-TASSER server). The results show that models created by 
both methods have good quality and stability. Although I-TASSER model in 
comparison to the modeller better explain the differences between HMGB1 and 
HMGB4 binding to the platinated DNA. The results obtained from the work 
demonstrate that HMGB4 binds to DNA by intercalating of Valine17 and 
Phenylalanine38 from box A and Leucine101 and Valine120 from box B between base 
pairs of DNA minor groove. The results also show the C-terminal part of HMGB4 
possesses disordered tertiary structure. In general, the results will be helpful to 
understand the structure-function relationship of the protein and to design new 
anticancer drugs. 

Key words: HMGB4 protein, Cisplatin, Homology modeling, MODELLER software, 
I-TASSER server 


