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و و هترو دایمریزاسیون فاکتور رونویسی در هوم های درگیراسید آمینهشناسایی 

MtKNOX3  طی تکوین نودول درMedicago truncatula : ای رایانه درون مطالعه یک 

 *محبوبه آذرخش

 رانای ،دبجنور ،دانشگاه کوثر بجنورد ،دانشکده علوم پایه ،سلولی و مولکولی گروه زیست شناسی

 06/04/1403 تاریخ پذیرش: 09/12/1402 تاریخ دریافت:

 چکیده

در حفظ  نقش مهمی در رشد و تکوین گیاه دارند. این فاکتورهای رونویسی KNOX خانواده های رونویسیکتورفا

های  در طی تکوین گره ،MtKNOX3فاکتور رونویسی . دننقش دار ساقههای مریستم راس سلولحالت تمایز نیافته 

تواند روی فعال شدن بیان ژنهای و همچنین می شودبیان می Medicago truncatulaدر گیاه  )نودول( تثبیت نیتروژن

 هومو و یا هترودایمر با فاکتورهای رونویسی بصورت غالبا  ،KNOX خانواده هایپروتئینبیوسنتز سیتوکینین موثر باشد. 

BELL  .فاکتور رونویسی که  دمطالعات اخیر نشان داعمل میکنندMtBELL1-2  دارای بیان بالا در طی تکوین نودول

 ،این مطالعههدف  برهمکنش داشته باشد. MtKNOX3تواند با می رونویسی این فاکتور و است M. truncatulaدر 

. است MtKNOX3-MtBELL1-2و هترودایمر  MtKNOX3-MtKNOX3های اتصال هومودایمر جایگاهشناسایی 

 ،پروتئین های مبتنی بر توالیهای مختلف بیوانفورماتیکی شامل روشهای اتصال از روشاسایی جایگاهبرای شن

های اسکن آلانین و شناسایی اسیدآمینه ،های داکینگروش ،های مبتنی بر سطح نسبی قابل دسترس پروتئینروش

در برهمکنش  دومینو هومئو MEINOX دومین ،بر اساس نتایج بدست آمده استفاده شده است. ،محافظت شده

های همولوگ های قبلی در خصوص برهمکنش پروتئینکه با داده ،نقش دارد MtKNOX3-MtBELL1-2هترودایمر 

های یاد دومینعلاوه بر  MtKNOX3-MtKNOX3آرابیدوپسیس مطابقت دارد. در خصوص همودایمر  گیاه آنها در

 باشد.ائز اهمیت مینیز ح MEINOX دومینناحیه ای در بالادست  ،شده

 نودول ،تثبیت نیتروژن ،سیتوکینین ،MtKNOX3، MtBELL فاکتورهای رونویسی :کلیدی واژه های

 mahhboobeazarakhsh@gmail.com** نویسنده مسئول، پست الکترونیکی: 

 مقدمه

 60ده یک دومین جفت بازی میباشند که کد کنن 180  محافظت شدهدارای یک توالی ( Homeobox)های هومئوباکس ژن

رونویسی عمل ها به عنوان فاکتور این پروتئین ( میباشد.homeodomainبه نام هومئودومین ) DNAمتصل شونده به آمینواسیدی  

های مهم و متنوعی های رونویسی حاوی هومئودومین نقشفاکتور .[29 ،25] های هدف را تنظیم میکنندمیکنند و رونویسی ژن

ومئوباکس های هژناز این فاکتورهای رونویسی  یک گروه .[55 ،18] ها ایفا میکنندد تکوین گیاهان و جانوران و قارچرا در فراین

TALE (three amino acid loop extension ) پرولین( در لوپ بین هلیکس -تیروزین-دارای سه اسید آمینه اضافی )پرولینهستند که

ن خاطر در طیف وسیعی از بسیار قدیمی هستند و به همیبه لحاظ تکاملی  TALEهای ژناول و دوم هومئودومین میباشند. 

 BELL( و KNOTTED-like homeobox ) KNOXهای رده ژن دارای دودر گیاهان ها ن دسته از ژنایها وجود دارند. یوکاریوت

(BEL1-like homeobox میباشد )[48 ،39 ،26 ،22 ،15 ،14]. 
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و  ELK ،شوند(ناخته میش MEINOX)که با هم به عنوان  KNOX1، KNOX2به طور کلی با چهار دومین  KNOXهای ژن

( بیان میشوند و در SAM: shoot apical meristemمریستم راس شاخه )در ها این ژن .[53 ،13 ،12]هومئودومین شناخته میشوند 

 (complex leavesهای پیچیده )یای برگدر پریمورد KNOXهای علاوه بر این ژن ،یستم نقش دارندمر حالت غیر تمایز یافته حفظ

در طی تکوین  KNOXهای ژن بعلاوه .[37 ،27 ،17 ،16 ،11 ،8]بیان میشوند و در ایجاد حالت پیچیده برگ نقش دارند  هم

 LOG: LONELYهای و ژن IPT: isopentenyl transferaseهای بیان میشوند و روی بیان ژن Medicago truncatulaدر گیاه  نودول

GUYS هورمون سیتوکینین نقش  .[3 ،2] تاثیر میگذارند ،که به ترتیب در بیوسنتز هورمون سیتوکینین و فعال شدن آن نقش دارند

 .[32 ،4]نودول دارد  گیاه و همچنین مهمی در تکوین

به لحاظ مکانی و  KNOXهای الگوی بیانی مشابهی با ژن BELLهای ژن mRNAمطالعات هیبریداسیون در محل نشان داد که 

وان رویشی و تولیدمثلی و در های جاندام ،های جانبی گیاهپریموردیوم اندام ،های مریستمیها در بافتاین ژن. زمانی دارد

 ،در گیاه آرابیدوپسیس BELLو  KNOXبرهمکنش بین فاکتورهای رونویسی  بعلاوه .[40]ان میشوند ها بیهای مرتبط با آوندبافت

مشخص شده که برهمکنش بین .  [40 ،31 ،19 ،7]نشان داده شده است به کمک تکنیک دوهیبریدی مخمر  و سیب زمینی جو

KNOX  وBELL نویسی در داخل هسته و همچنین اتصال آنها به برای جایگیری این فاکتورهای روDNA  46 ،33]اهمیت دارد، 

اتفاق  BELLهای در پروتئین BELLو  SKYو دومین  KNOXهای در پروتئین MEINOXاین برهمکنش از طریق دومین  .[49

  .[28]افتد می

الگوی بیانی  MtBELL1-2بعلاوه ژن  .[23] بیان میشوند Medicago truncatulaهمچنین در طی تکوین نودول در  BELLهای ژن

های داکینگ امکان برهمکنش این دو پروتئین به کمک روشدهد و ان مینشدر طی تکوین نودول  MtKNOX3مشابهی با ژن 

همچنین امکان برهمکنش به صورت  KNOXهای پروتئین .[5]مولکولی و شبیه سازی دینامیک مولکولی نشان داده شده است 

  .[42]هومودایمر را نیز دارند 

و  MtKNOX3در هومودایمر پروتئین  –پروتئین برهمکنش های( )دومینهای حوزههدف از این مطالعه شناسایی محتمل ترین 

قابل دسترس  نسبی های مبتنی بر سطحروش ،های پروتئینمبتنی بر توال های مختلفبه کمک روش MtBELL1-2آن با  هترودایمر

های اسکن آلانین بعلاوه از روشاست. های مختلف داکینگ مولکولی ( و روشRASA: relative accessible surface areaپروتئین )

 ستفاده شده است.ا MtKNOX3پروتئین  های درگیر در برهمکنشن اسید آمینهشناسایی مهمتری جهت  ConSurf و
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 هامواد و روش

 هاجمع آوری داده

( استخراج National Center for Biotechnology Information) NCBIای ه داده یگااز پا MtBELL1-2و  MtKNOX3 ینپروتئ توالی

و بررسی ها ها جهت مدلسازی ساختار سه بعدی این پروتئیناین توالی .(AET04003و  ABO33480)به ترتیب کد دسترسی :  شد

 مورد استفاده قرار گرفت. های اتصال در آنها جایگاه

 مدلسازی ساختار پروتئین

I-TASSER (Iterative Threading ASSEmbly Refinement )بوسیله سرور  MtBELL1-2و  MtKNOX3ختار سه بعدی پروتئین سا

کیفیت ساختار پیشبینی شده  Cنمره ( انتخاب شد. C-score) Cبینی شده بر اساس نمره بهترین ساختار پیش .[57]بینی شد پیش

را داشت برای آنالیزهای بعدی مورد استفاده قرار گرفت. در  Cکند. مدلی که بیشترین نمره را مشخص می I-TASSERبوسیله 

 .[5]مورد استفاده قرار گرفته استمقاله قبلی ما این مطالعه ساختار سه بعدی پیشبینی شده در 

 های اتصال بینی جایگاهپیش

های مختلفی به شرح ذیل مورد روش های درگیر در برهمکنش بین دو پروتئین(های اتصال )اسید آمینهبینی جایگاهبرای پیش

 SCRIBERو  Predict Protein [9]، PSIVER [41]، NPS-HOMPPI [56]های مبتنی بر توالی مثل روش -1استفاده قرار گرفت: 

 RASA: relativeمقادیر بدست آمده برای سطوح نسبتا قابل دسترس پروتئین )های مبتنی بر ساختار با محاسبه روش -2 [58]

accessible surface area ) مثلCons-PPISP [20]، meta-PPISP [45]، VORFFIP [47]، PINUP [36]، SPPIDER [44]. 3- 

 ،GRAMM-X [50]، ClusPro)[21، 35]، HawkDock [54]، ROSIE [38]،  PRISM [6، 51]های مبتنی بر داکینگ شامل  روش

HADDOCK (Honorato et al.، 2021) [24، 52]  وZDOCK [43].  معمولا بر اساس شناسایی ( 1)شماره روشهای مبتنی بر توالی

آید و روشهای مبتنی بر های همولوگ شان بدست میبا توالی هاتوالی پروتئین ید آمینه های محافظت شده از طریق مقایسهاس

 در روش داکینگ در ساختار سه بعدی پروتئین حاصل میشود.برای برهمکنش بر اساس سطوح قابل دسترس  (2)شماره  ساختار

)پارتنر( و  پروتئین بعد از انجام داکینگ مولکولی با پروتئین دوم –ش پروتئین اسید آمینه های درگیر در برهمکن (3)شماره 

هر گروه مربوط به نوع مربوط به تفاوت روشهای مختلف شوند. ترین حالت اتصال دو پروتئین شناسایی میمحتملبررسی 

( و برای 0.56=<درصد ) 90یت بیشتر از های با اختصاصاسید آمینه ،PSIVERبرای الگوریتم محاسباتی است که استفاده میشود. 

VORFFIP های اسید آمینه ،های داکینگبرای روش اتصال در نظر گرفته شدند. به عنوان جایگاه 0.5=<های با امتیاز اسید آمینه

 BIOVIA diacovery studio (Ref. Dassault Systèmes BIOVIA، Discoveryدرگیر در پیوند هیدروژنی و الکترواستاتیک که توسط 

Studio Modeling Environment، Release 2017، San Diego: Dassault Systèmes، 2016 )به عنوان جایگاه اتصال  ،شناسایی شدند

 در نظر گرفته شدند.

 هایابی مناطق حفاطت شده در پروتئینارز
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این . در [1]ها استفاده شدند یابی مناطق حفاظت شده در پروتئین( به منظور ارزu.ac.ilhttp://consurf.ta) ConSurfوب سرور 

( Alignmentبه کمک همردیفی )های همولوگ برای یک توالی داده شده به صورت اتوماتیک جمع آوری میشود سپس روش توالی

نواحی محافظت شده به یک ماکرومولکول شناسایی میشود. محافظت شده آمینواسیدهای  ،ژنتیکها و ساخت درخت فیلوتوالی

( تا محافظت شده 1های متغیر )درجه مربوط به موقعیت ،وزه ای تا بنفشکمک کدهای رنگی شناسایی شدند: طیف رنگی فیر

 باشد.( می9)درجه 

 (Interface Alanine scanningآلانین اسکنینگ )

در این روش به صورت . [34]اسکن آلانین انجام گرفت  ،پروتئین –های مهم در برهمکنش پروتئین شناسایی اسید آمینهبا هدف 

هایی که نهه مختلف به آلانین( و اسید آمیهای آمینه جهش ایجاد میشود )تبدیل اسیدهای آمین( در اسیدIn silico) درون رایانه ای

 MtKNOX3-MtBELL1-2های کمپلکسشناسایی میشوند.  ،پروتئین میشود –جهش در آنها باعث ناپایداری کمپلکس پروتئین 

 برای این کار مورد استفاده قرار گرفتند.  HawkDockو  ZDOCK، ClusPro، HADDOCKهای داکینگ بدست آمده با روش

 نیاست که جهش به آلان یمعن نیمثبت به ا ریمقاد آید کهبدست می نیبه آلانجهش  نیح( ∆∆Gbindاتصال ) یانرژ راتییتغ

هستند  ییانها Hotspot یهانهیدآمی.  اسدهدیکننده را نشان م داریاثر پا کیوجود  یمنف ریو مقاد شودیکمپلکس م یداریباعث ناپا

 .[34] شودیم kcal/mol1از  شتریبه باتصال  ∆∆G رییساختار آنها و تغ یداریباعث ناپا نیکه جهش آنها به آلان

 

 نتایج

 هامدلسازی ساختار پروتئین

و امکان برهمکنش   Medicago truncatula یاهنودول در گ ینتکو یدر ط MtBELL1-2و  MtKNOX3 یهاهمزمان ژن یانتوجه به ب با

 I-TASSERسرور توسط  که MtBELL1-2و  MtKNOX3های پروتئینتارهای سه بعدی ساخدر این مقاله از  ،در نودول آنها

 .[5]شد استفادههای اتصال جهت شناسای جایگاه ،بود بکاررفتهنیز مقاله قبلی ما در  و مدلسازی شده

 های اتصالشناسایی جایگاه

شامل روشهای مبتنی بر  های مختلف پیشبینی جایگاه اتصالروش ،KNOX3های اتصال در پروتئین به منظور شناسایی جایگاه

در قسمت مواد  اتصال یهاجایگاه ینبیشیپهای داکینگ )بخش و روش سه بعدی پروتئین های مبتنی بر ساختارو روشتوالی 

محتمل به عنوان جایگاه های های مورد استفاده اسیدآمینهز روشهر کدام ادر مورد استفاده قرار گرفت. ه شود( ها ملاحظو روش

برای شناسایی ها امتیاز تجمعی تمامی روش(. 2و  1صفحه  ،پیوستاکسل )فایل  شناسایی شدند KNOX3در پروتئین  اتصال

های ار برده شده برای شناسایی جایگاهروش بک. (1)شکل  اده قرار گرفتهای اتصال در پروتئین مورد استفمحتمل ترین جایگاه

 .[30]و همکاران مورد استفاده قرار گرفته است  Kamalاتصال قبلا توسط 
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 حالت هومو و هترو دایمریزاسیوندر  MtKNOX3های اتصال روی پروتئین امتیاز تجمعی برای جایگاه -1شکل 

شامل ) MEINOX دومین ،MtKNOX3-MtBELL1-2اتصال )برهمکنش( برای هترودایمر  اهمحتمل ترین جایگ بر اساس این نتایج

از طریق  KNAT-BEL1های قبلی در خصوص هترودایمریزاسیون است که با پژوهش دومینو هومئو (KNOX2و  KNOX1 دومین

 ،دومینو هومئو MEINOX دومینبرای هومودایمریزاسیون علاوه بر  .[7]آرابیدوپسیس مطابقت دارد  گیاه در MEINOX دومین

هم در اینترکشن درگیر است که ظاهرا این ناحیه برای هترودایمریزاسیون لازم نیست  126تا  90های یک ناحیه بین اسید آمینه

 (.1)شکل 

 یی مناطق حفاظت شده در پروتئینشناسا

مورد استفاده قرار گرفت  Consurfسرور  ،MtKNOX3به منظور شناسایی نواحی محافظت شده به لحاظ تکاملی در توالی پروتئین 

گ و های همولوتوالی آن با توالی ه کمک همردیفینواحی محافظت شده در پروتئین ب(. 3صفحه  ،)فایل اکسل پیوست [1]

در  MtKNOX3شده ترین ناحیه در توالی پروتئین  محافظتها بر اساس این دادهآید. ساخت درخت فیلوژنتیک بدست می

( را دارد و cumulative binding scoreاتصال تجمعی )وجود دارد که بیشترین نمره  دومینو هومئو KNOX1، KNOX2های دومین

 الات محتمل ترین ناحیه در برهمکنش از نوع هومو و هترودایمریزاسیون است. بر اساس مق
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 آلانین اسکنینگ

قرار اسکنینگ مورد استفاده آلانین  ،پروتئین –های مهم به لحاظ انرژی در سطح برهمکنش پروتئین برای شناسایی اسید آمینه

پروتئین  –میزان تغییر در انرژی اتصال پروتئین شوند و های مختلف به آلانین جهش داده میگرفت. در این روش اسیدآمینه

و  kCal/mol 1اتصال بیشتر از  G∆∆( با hot spotsنقاط هات اسپات ) ،In silicoبه کمک این جهش زایی . [34]محاسبه میشود 

هایی . در نهایت اسیدآمینه(6و 5و  4صفحه  ،)فایل اکسل پیوست یی میشوندشناسا ،هایی که اثر ناپایدار کننده دارنداسید آمینه

 (.1های اتصال شناسایی شدند )جدول به عنوان محتمل ترین جایگاه 9شدگی و نمره محافظت  5با حداقل نمره اتصال 

 

 MtKNOX3 های اتصال روی پروتئینترین جایگاهمحتمل  – 1جدول 

residues Cumulative score Conserved seq score hotspot domain 

H180 7 9 * KNOX1 

E184 7 7 * KNOX1 

Q185 7 9 - (positive score) KNOX1 

F223 6 1 * Between KNOX1 and 
KNOX2 

Y243 5 9 * KNOX2 

H261 8 9 * KNOX2 

M263 9 9 - (Positive score) KNOX2 

E264 7 9 * KNOX2 

M267 6 8 - (Positive score) KNOX2 

A268 6 9 - KNOX2 

C269 6 9 - KNOX2 

E271 7 7 - KNOX2 

I272 6 7 - KNOX2 

Q381 7 8 - (Positive score) homeodomain 

K385 6 9 - homeodomain 

W411 5 9 * homeodomain 

N414 6 9 * homeodomain 
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R418 6 9 - homeodomain 

 

خلاصه  2های مختلف مبتنی بر توالی و ساختار در شکل بر اساس روش MtKNOX3های اتصال در پروتئین شناسایی جایگاه

 شده است.

 

 را نشان میدهد. In silicoبه صورت  MtKNOX3پروتئین برای پیشبینی برهمکنش  استفاده شدههای مختلف فلوچارت روش – 2شکل 

 بحث 

عمل  BELL خانواده یسیرونو یهابا فاکتور یمریزاسیونهومو و هترودا یقغالبا از طر KNOXده خانوا یسیرونو فاکتورهای

امکان  ینو همچن MtBELL1-2 ینو پروتئ MtKNOX3 یسیامکان برهمکنش فاکتور رونو ،ما قبلی پژوهش در .[49] کنندیم

 اتصال انرژی بررسی و مولکولی داکینگ هایروشکمک  به Medicago truncatula یاهگ در MtKNOX3 یمریزاسیونهومودا

(gmx_mmpbsa) [5] شد داده نشان . 

در عملکرد آن به عنوان فاکتور رونویسی در  MtKNOX3با توجه به اهمیت هومو و هترودایمریزاسیون پروتئین در این مطالعه 

های درگیر در بیوانفورماتیکی جهت شناسایی جایگاهاز ابزارهای متعدد  ،فعال کردن سیگنالینگ سیتوکینین طی تکوین نودول

 . استفاده شد MtKNOX3برهمکنش پروتئین 

 دومینغالبا متعلق به  MtKNOX3های درگیر در هومو و هترودایمریزاسیون پروتئین اسید آمینه ،بر اساس نتایج بدست آمده

MEINOX های قبلی در خصوص برهمکنش هستند که با داده دومینو هومئوKNAT  باBELL  و در گیاه آرابیدوپسیس

 KNOXابتدا در پروتئین  MEINOX دومین .[7] مطابقت داردبرنج  در گیاه (KNOX)متعلق به خانواده  OSH15هومودایمریزاسیون 

در  MEIS/PBC دومین. [13]حیوانی است  TALEهای در پروتئین MEIS/PBC دومین. که مشابه [12]گیاهی شناسایی شد 

علاوه بر  MtKNOX3-MtKNOX3در خصوص هومودایمریزاسیون . [10]حیوانات نیز برای هترودایمریزاسیون مورد نیاز است 
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بیشتر برای روشن  نیز حائز اهمیت میباشد که مطالعات MEINOXناحیه ای در بالادست دومین  ،و هومئودومین MEINOXدومین 

 شدن نقش دقیق این دومین مورد نیاز است. 

 دومیننشان داد که محافظت شده ترین نواحی آن مربوط به  MtKNOX3در پروتئین  ارزیابی مناطق محافظت شده ،این علاوه بر

MEINOX گیاهان و جانوران پروتئین در  –در برهمکنش پروتئین  دومیناین محافظت شده میباشد که با نقش  دومینو هومئو

 .[10 ،7]مطابقت دارد 

پروتئین دارند  –که بیشترین تاثیر را در برهمکنش پروتئین  دومینو هومئو MEINOX دومین( در hotspotدر نهایت نقاط داغ )

و  MEINOX دومیندر  His180، Glu184، Phe223، Tyr243، His261، Glu264به کمک اسکن آلانین شناسایی شدند که شامل 

Trp411  وAsn414 (.1میباشد )جدول شماره  دومیندر هومئو 

مشابه آن چیزی است که برای همولوگ آن در گیاه آرابیدوپسیس نشان  MtKNOX3با توجه به اینکه الگوی برهمکنش پروتئین 

تایید میکند. به این در طی تکوین نودول ترودایمریزاسیون آن را نتایج بدست آمده در این مطالعه امکان هومو و ه ،داده شده

میتواند در فعال شدن سیگنالینگ سیتوکینین در طی تکوین نودول در  MtKNOX3ترتیب هومو و هترودایمریزاسیون پروتئین 

 موثر باشد.  Medicago truncatulaگیاه 

 

 ندارند. یفعتضاد منا چیکنند که هیاعلام م سندگانی: نوتضاد منافع

 

( که در  اجرای ICRP 1196)کد: های علمی بین المللی وزارت علوم مرکز مطالعات و همکاریحمایت مالی  از: سپاسگزاری

 از این پروژه ما را یاری نمودند سپاسگزاری میشود. هاییبخش
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KNOX family of transcription factors plays an important role in plant growth 

and development. These transcription factors are involved in maintaining the 

undifferentiated state of meristem cells in shoot apical meristem. The 

transcription factor KNOX3 is expressed during the development of nitrogen 

fixation nodules in Medicago truncatula and it has been shown that it can affect 

the expression of cytokinin biosynthesis genes. Proteins of KNOX family often 

act through homo- or heterodimerization with BELL transcription factors. 

Recent studies showed that the transcription factor MtBELL1-2 has high 

expression level during nodule development in M. truncatula and this 

transcription factor can interact with MtKNOX3. The aim of this study is to 

identify the binding sites in MtKNOX3-MtKNOX3 homodimer and 

MtKNOX3-MtBELL1-2 heterodimer. To identify the binding sites, various 

bioinformatics methods was used including methods based on protein sequence, 

the relative accessible areas of proteins, docking methods, alanine scanning, and 

identification of conserved amino acids. According to the obtained results, the 

MEINOX domain and the homeodomain are involved in the interaction of 

MtKNOX3-MtBELL1-2 heterodimer, which is consistent with the previous data 

regarding the interaction of their homologous proteins in Arabidopsis. 

Regarding the MtKNOX3-MtKNOX3 homodimer, in addition to the mentioned 

domains, an area upstream of the MEINOX domain is also important. 
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