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 چکیده

 TGF-βهااای  رسااان هسااتندز ایزوفاارمدایمر پیامهای  ( پروتئینTGF-βدهنده بتا )فاکتور رشد تغییرشکل

(TGF-β1    وβ2    وβ3در بسیاری از روندهای سلولی )  ر خارج سلولی، از جمله مهار رشد، بازآرایی بست

ها با TGF-β  ،پژوهشیبرای اهداف    نقش دارندز  ت سلولی، تهاجم و تنظیم ایمنیگسترش بافتی، مهاجر

شااوندز باارای های بیانی باکتریایی تولید میشده و یا سیستمکارییوکاریوتی دستهای  استفاده از سلول

دنبالااه هیسااتیدینی هایی بااا سااازهبا کروماتوگرافی تمایلی فلاازی،   TGF-βیابی به تخلیص کارآمد  دست

 کمااکشد و با  سازیمدل( این پروتئین C-TGFβ( و کربوکسیلی )N-TGFβبه دو انتهای آمینی )متصل  

 ساخته شاادها بعدی پروتئینسه  مدلبررسی گردیدز    TGF-βبر ساختار    His-tagابزارهای محاسباتی اثر  

 سااازیز شبیهشاادسااازی در آب شبیهطبیعاای  TGF-βشااده و   هااای ماادلدینامیک مولکااولی پروتئینو  

 شااودمیها نشان داد زمانی که دنبالااه هیسااتیدینی بااه انتهااای کربوکساایلی متصاال دینامیک این پروتئین

ز ایاان در گااذاردثیر میأنیز تساختار پروتئین  برو گردد می TGF-βهای موجب افزایش جنبش اسیدآمینه

صااورت خهصااه ز بهنااداردن نتایجی را بااه همااراه  چنیبه انتهای آمینی    His-tagحالی است که افزودن  

خصوص در انتهااای ریختگی در ساختار، بهافزودن دنباله به انتهای کربوکسیلی ممکن است منجر به بهم

 شودز TGF-βرفتن تاخوردگی مناسب دستو حتی ازکربوکسیلی 

 

(، دنبالااه هیسااتیدینی، انتهااای آمیناای، انتهااای TGF-βدهنده بتااا )رشااد تغییرشااکل  فاکتور  :واژگانکلید

 سازی دینامیک مولکولیکربوکسیلی، شبیه
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 مقدمه   -1

چندعملکردی    1های از سیتوکین   β-TGFخانواده  بزرگ 

TGF-)   2دهنااده بتااا فاکتور رشد تغییر هستند که شامل  

β 3دهنده استخوان های تغییرشکل (، پروتئین   (BMPs  ،)

هااا،  5اکتیااوین ،  (GDFs)  4فاکتورهای رشااد و تمااایزی 

اینهیبین 6نودال  هورمون ضدمولریین 7ها،  (  AMH)   8ها، 

  β3و    β2و   TGF-β1 ز سه ایزوفرم و دیگر اعضا هستند 

های حیاتی  شوند که نقش در بدن پستانداران یافت می 

ها در بسیاری از  کنندز این ایزوفرم غیرهمپوشان ایفا می 

هااا،  هااای ساالولی از  بیاال مهااار رشااد ساالول فراینااد 

بازسااازی ماااتریکر خااارج ساالولی، توسااعه بااافتی،  

؛  1[  مهاجرت سلولی، تهاجم و تنظیم ایمنی نقش دارند 

درصااد    79تااا    71نظاار تااوالی  هااا از  این ایزوفاارم   ز ]2

همسانی دارند و از نظر ساااختاری نیااز بساایار مشااابه  

( و پیام را از  آنگستروم   1/ 5کمتر از    9RMSDهستند ) 

  TGF-βکه بااه نااام گیرنااده    های یکسان طریق گیرنده 

  شوند شناخته می   ( TβRII( و نوع دو ) TβRIنوع یک ) 

 ز [ 6-3] کنند  منتقل می 

اند  یک و دو از نظر ساختاری شبیه نوع   های گیرنده 

شونده به لیگاند  شامل یک دمین خارج سلولی متصل و  

اسیدآمینه(، یااک دمااین عااری غشااایی    120)حدودا  

ترئونین  و یااک دمااین ساارین/   اساایدآمینه(   30)حدود  

ای( داخاال ساالولی  اساایدآمینه   400کینازی )در حدود  

یک    دمین خارج سلولی ابتدا به    TGF-βدایمر  هستندز  

  یااک جفاات و در پی آن  شود  متصل می   TβRII  جفت 

TβRI   گیااری کمااپلکر  گیااردز بااا شااکل کار ماای   را به

، گیرنده نوع دو موجب  TβRIIو    TβRIچهارتایی بین  

 
1 Cytokines 
2 Transforming growth factor-β 

3 Bone morphogenetic  proteins 

4 Growth and differentiation factors 
5 Activin 

6 Nodal 

7 Inhibin 

8 Anti-Müllerian hormone 

9 Root mean square deviations 

رسانی  و مسیر پیام   شده یک    نوع   فسفریله شدن گیرنده 

 ز ]10-6[( الف 1)شکل    افتند داخل سلولی به راه می 

اساایدآمینه    112بالغ با  در فرم  TGF-β هر زنجیره  

کیلودالتاااون دارد کاااه وزن    12/ 5وزنااای در حااادود  

-TGF   ز [ 11] کیلودالتون خواهد شد    25همودایمر آن  

β  اساایدآمینه    9یااک موتیااف حفاداات شااده بااا  دارای

سولفیدی  که هشت تا از آنها پیوند دی   است سیستئین  

ها  و یکی از سیستئین   دهند تشکیل می ای  درون زنجیره 

لیگاند می ای موجب دایمر با پیوند بین زنجیره  -شدن 

گیری پیونااد  تشکیل دایماار از طریااق شااکل   ز [ 2] شود  

( از هاار  Cys77)   77هااای  سولفیدی بین سیسااتئین دی 

که همودایمر حاصل  نحوی به   ، گیرد زنجیره صورت می 

ز  ( ب 1کند )شکل  را اخذ می ای شکل  یک تقارن پروانه 

منحنی  دست  توان به یک  را می   TGF-βهر زنجیره از  

تشااکیل    10ساار شکل تشبیه کرد کااه بااا آرایااش سااربه 

سااان چهااار  چهااار زنجیااره بتااا بااه   اندز همودایمر داده 

دهنااده  آلفااا شااکل انگشت این دست هستند و هلیکر 

؛  5[  ( ب 1)شااکل    شست دست و کف آن خواهد بااود 

از هر مونااومر    2و    1با نوک انگشتان    TβRII  ز ]13؛ 12

TGF-β   دهد و  کنش می میانTβRI   طقه مربوط به  به من

   ز ]14[  شود مچ دست متصل می 

یکی از فاکتورهای    TGF-β  گونه که ذکر شد همان 

رشد مهم و حیاتی است که با توجه به اهمیت زیستی  

هااای خااود  که دارد، رد پای آن در بسیاری از بیماری 

فیبروزهااا مشاااهده می سرطان انواع  ایمنی،   شااود  ها و 

امااروزه بااا توجااه بااه مطالعااات    بنااابراین   ؛ [ 15-17] 

تولید و تخلیص ایاان    ساختاری و عملکردی روی آن، 

مورد توجااه  اارار    های آن بسیار فاکتور رشد و گیرنده 

  هااا از هاام از باارای جداسااازی پااروتئین گرفته اسااتز  

تعااوی   روش  کروماااتوگرفی  مرسومی همچااون  های 

 
10 Head-to-head manner 
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و ززز    ، کروماااتوگرافی تمااایلی یااونی، ژل فیلتراساایون 

  ، های نوترکیب شودز در تولید انبوه پروتئین می   استفاده 

کروماتوگرافی تمایلی به دلیل سهولت کار با آن و نیز  

ز  [ 18]   کارایی بیشتر تخلیص بسیار مورد توجااه اساات 

نوترکیب می پروتئین  دنبالااه های  تمااایلی  تواننااد  هااای 

بتا  استرپ گهکتوزیداز،  -همچون  های  دنبالااه ،  11دنباله 

  ز [ 19]   داشته باشند   و ززز   13هیستیدینی یا    12چند آرژنینی 

( شااامل چهااار تااا شااش  His-tagدنبالااه هیسااتیدینی ) 

که توانایی اتصال به  اسیدآمینه هیستیدین متوالی است  

نیکل متصل به بستر ستون کروماتوگرافی تمایلی   یون 

ز چندین وکتور کدکننده  [ 20]   ( را دارد IMAC) 14فلزی 

بااه    های نوترکیااب که  ادرند پروتئین اند  مهندسی شده 

یااا    15نی در انتهااای آمیناای دنبالااه هیسااتیدی   همااراه 

روکاااریوتی یااا  پ هااای  میزبااان را در    16کربوکساایلی 

 ز[ 23-21]   کنند یوکاریوتی بیان  

 
11 Strep tag 
12 Polyarginine tag (Arg-tag) 

13 Polyhistdine tag (His-tag) 

14 Immobilized metal affinity chromatography  

15 N-terminal 

16 C-terminal 



_ مدرس تیترب دانشگاه یفناور ستی ز _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  1400 زمستان ،1، شماره 13 دوره_

4 

 
در ابتادا باه دماین خاارج سالولی گیرناده ناوع دو  TGF-βز TGF-βرساانی رسانی آنز الف( شمای شماتیک از مسیر پیاامو مسیر پیام TGF-β  1شکل  

(TβRIIمتصل می )( شود و پر از آن گیرنده نوع یکTβRIرا به کار می )هاا، گیرناده ناوع دو باا پر از تشکیل کمپلکر چهارتایی بین گیرناده  گیردز

 خاصیت سرین/ترئونین کینازی خود موجب فسفریله و فعال شدن گیرنده نوع یک شده و متعا اب آن آبشاار فسفریهسایون در سالول باه راه افتااده و

(ز هار موناومر pdb :3KFDهایش در دو نمای جانبی و از بالا )کد یرندهو کمپلکر آن با گ  TGF-βشودز ب( ساختار دایمر  موجب انتقال پیام سلولی می

دهند که چهار زنجیره بتا به شکل چهار انگشت و دو هلیکر شکل دهنده انگشت شسات و کاف ایان ساختاری دست چپ منحنی شکلی را نشان می

ای تشاکیل یاک هماودایمر باالغ باا تقاارن سولفیدی بین زنجیارهدیدست هستندز دو مونومر با آرایش سر به سر کنار هم  رار گرفته و به کمک پیوند  

سااختار ساه  شودزمتصل می TβRIتوپ مچ دست به و از طریق اپی TβRIIاز طریق نوک انگشتان به  TGF-βدهندز ای شکل در نمای جانبی را میپروانه

 رسم شده استز Chimeraبعدی پروتئین با استفاد از نرم افزار 

 

با کااد   17ساختاری موجود در پایگاه داده پروتئینفایل  

3KFD   [6 ]   شامل ساختار سه بعدی  سمت بالغ همودایمر

TGF-β1  ( و دمین خارج 279-390های  انسانی )اسیدآمینه

  TβRII( و9-85های )اسااااایدآمینه TβRIسااااالولی 

 2شااکل در (ز 1( اساات )شااکل 20-126های )اساایدآمینه

 
17 Protein Data Bank (PDB) 

از دو نمای روباارو و بالغ    TGF-βدایمر    ساختار سه بعدی

رای افزودن دنباله هیسااتیدینی بااه ب  مشاهده استزبالا  ابل  

دو گزیناااه انتهاااای آمینااای و انتهاااای  TGF-βپاااروتئین 

ای مبنی بر گزینااه کنون مطالعهتاکربوکسیلی وجود دارد و  

نشده استز در ایاان تحقیااق  بهینه برای این منظور گزارش
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 زباشدهای دینامیک مولکولی میسازییهتوسط شب  TGF-βبر دینامیااک و ساااختار   هدف بررسی اثر دنباله هیستیدینی

 

 
کربوکسیلی به رنگ  رمز نمایش  (ز پایانه آمینی به رنگ آبی و پایانه  pdb  :3KFDاز نمای بالا و روبرو )کد     TGF-β1بعدی ساختار سه    2شکل  

 اندز داده شده 

 

 هاروش -2

 18سازی مولکولیمدل 1-2

باارای افاارودن دنبالااه هیسااتیدنی بااه انتهااای آمیناای و 

یااک ، تااوالی نوکلئTGF-β( Cو  Nکربوکساایلی )پایانااه 

و   pET-28aترتیب در دو وکتور بیانی  به  TGF-β1ی  اسید

pET-21b جایگاه باارش وو بین د Nde I  وXho I  فااری

 حاصاال بااا اسااتفاده از  نوکلئیک اساایدیسپر توالی    شدز

)با نااام   EMBL-EBIسرور  وب  گر موجود درابزار ترجمه

Nucleotide Sequence Translation ) بااااه تااااوالی

هااای ردیفاای تااوالیپاار از هاامای ترجمه شاادز  اسیدآمینه

 TGF-β1عدی دایمر  ساختار سه بحاصل و الگو  رار دادن  

-Nهااای  ساختار سه بعدی پااروتئین  ،(pdb  :3KFD)با کد  

TGFβ  وC-TGFβ افااااازار نااااارماساااااتفاده از  باااااا

MODELLER9.17  در هاار زنجیااره از ز  ]24[  ساخته شااد

TGF-β  لفیدی وجااود دارد و نیااز دو سااو چهار پیونااد دی

 
18 Molecular modeling 

ای سااولفیدی بااین زنجیاارهاز طریق یک پیوند دی  زنجیره

سازی باید لحاظ شااوندز دهند که در مدلتشکیل دایمر می

-Cys7-Cys16 ،Cys15-Cys78 ،Cys44در هاار زنجیااره 

Cys109  وCys48-Cys111  بااا یکاادیگر پیونااد بر اارار

ر پیوند داده با یکدیگ  Cys77ها از طریق  کنند و زنجیرهمی

هاار  پنجاه ماادل باارایدهندز در نهایت و تشکیل دایمر می

 اساااسها بهترین مدل برز از بین این مدلشد ساخته حالت 

 Verify 3Dو  ]Errat ]25[ ،ProCheck ]26فاکتورهااای 

)معیاااری اساات  OBJECTIVE FUNCTIONو نیز  ]27[

 ،]24[  دهاادمی  MODELLERافزار  از انرژی( که خود نرم

 انتخاب شدز

 

 (MD) 19سازی دینامیک مولکولیشبیه -2-2

 سازی دینامیک مولکولیپر از انتخاب بهترین مدل، شبیه

انجااام  C-TGFβو    TGF-β  ،N-TGFβ  برای سااه پااروتئین

 
19 Molecular dynamics simulation (MD) 
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افاازار سااازی از نرمباارای شبیه پااژوهشدر ایاان ز شااد

GROMACS 5.0.7  اسااااتفاده و از میاااادان نیااااروی

3a65gromos  و الگاااوریتمPME20  جهااات محاسااابه(

هااا در نیروهای الکتروستاتیک( بهره برده شدز این پروتئین

و بااا   SPC21محاایط آباای بااا ماادل  جعبه مربااش شااکلی و  

از لبااه  (nm 1) آنگسااتروم 10حاادا ل  حااهل ضااخامت 

 بااار خااالص پااروتئین، تعاادادبااه ز ناادگرفت اارار  پااروتئین

های مولکول جایگزین مخالف هاینیو صورت تصادفی به

ترتیب برای سااه )به شود اتا بار کلی سیستم خنث  آب شدند

یااون   6و    C-TGFβ  ،8  ،10و    TGF-β  ،N-TGFβپروتئین  

هااا ز همچنین برای جلوگیری از خارج شاادن مولکولکلر(

سااازی و شبیه  زماناز جعبه فرضی و عدم تبخیر حهل در  

 22ایسااطحی، از شاارایط ماارزی دوره  نیز کاااهش کشااش

گااام بااه روش  5000 در هاسیسااتمهر یک از  زاستفاده شد

سااازی اناارژی  اارار تحاات رونااد کمینااه  23تندترین شیب 

ز برای اطمینان از صحت انجااام ایاان رونااد نمااودار گرفت 

سازی رسم شاادز سااپر ی زمان کمینهرژی در طپتانسیل ان

 سازی انجااام شاادزهای شبیهرسانی سیستممرحله به تعادل

گام با فاصله   50000)  پیکوثانیه  100سازی برای زمان  شبیه

در شاارایط تعااداد اتاام، حجاام و دمااا ثبااات  (fs 2زمااانی 

(NVT)    درجااه   313  ها بااهدمااای سیسااتمانجام گرفاات و

اطمینااان از   پاار ازگراد( رساایدز  درجه سانتی  37)کلوین  

 100نظر، باارای زمااان مااورد دمااایسیسااتم بااه  رساایدن

سازی در شرایط تعداد اتم، فشار و دما ثبات پیکوثانیه شبیه

(NPTادامه یافت تا سیستم )1)  در شرایط فشااار ثاباات   ها 

رسااانی سیسااتم، پر از به تعادل  دزنبه تعادل برس  تمسفر(ا

فمتوثانیااه  2گام زمانی با  و  نانوثانیه  50به مدت  ها  پروتئین

سااازی از بررساای پایااداری شبیه  باارای  سازی شاادندزشبیه

سیستم در   و فشار  چگالی،  ماندن دماثابت پارامترهایی مثل  

تغییاارات   از  رسانی استفاده شاادز همچنااینبه تعادلمرحله  

 
20 Particle Mesh Ewald 
21 Simple Point Charge (SPC) model 
22 Periodic boundary condition 

23 Steepest decent 

 24مجااذور انحرافااات میااانگین و ریشااه شااعاع ژیراساایون

(RMSD)  جهت بررسی روند تغییرات ساختاری در طول 

 یشهر  کار گرفته شدندزه  د بسازی در مرحله تولیزمان شبیه

فایاال   B26-فاکتور( و  RMSF)  25تنوسانا  ورمجذ  میانگین

 پایااانی ده نانوثانیااه مساایر باارای هاار اساایدآمینه در طاای

 سازی مورد بررسی  رار گرفتز  شبیه

 

 و بحث نتایج -3

 TGF-βسازی دنباله هیستیدینی در مدل 3-1

افزودن توالی دنباله هیستیدینی به انتهااای آمیناای و   پر از

ساااخته   هااااین توالیبعدی  مدل سه  ،TGF-β1کربوکسیلی  

 N-TGFβردیف شده  دهنده توالی همنشان  3ز شکل  شدند

طبیعی اساات کااه باارای ساااخت   TGF-β1با    C-TGFβو  

پاار از ساااخت   اندزها استفاده شدهبعدی پروتئینمدل سه

سااازی برای شبیه  مدل، بهترین مدلیید صحت  أها و تمدل

 دینامیک مولکولی استفاده شدز

 
24 Root Mean Square Deviation 
25 Root Mean Square Fluctuation 

26 B-factor 



_ بررسی اثر دنباله هیستیدینی ززز   _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  سپهری و همکاران  _

7 

 

 
با توالی این پروتئین همراه با دنباله هیستیدینی در انتهای آمینی )توالی آبی رنگ( و کربوکسیلی )توالی سبز   TGF-β1ردیف شده توالی هم  3شکل 

 اندز سولفیدی دارند در شکل به رنگ  رمز نمایش داده شدههای سیستئین که پیوند دیرنگ(ز اسیدآمینه 

 

 سازی دینامیک مولکولیشبیه 3-2

نااوان سازی به عساختاری حاصل از مدل  هایبهترین فایل

هااای فایلسااازی  سازی انتخاب شاادندز آمادهورودی شبیه

 و پاار از انجااام  انجام شد  GROMACSافزار  ورودی نرم

رسااانی، مرحلااه اصاالی تعادلسازی اناارژی و  بهینه  مراحل

-Nطبیعاای،    TGF-β1باارای    سازی دینامیک مولکولیهشبی

TGFβ    وC-TGFβ  باارای اطمینااان از پایااداری   زاجرا شااد

شااده، تغییاارات اناارژی پتانساایل در طاای سازی انجامشبیه

سااازی اناارژی و نیااز تغییاارات دمااا، فشااار و مرحله کمینه

-برای هر سه شاابیهرسانی  چگالی در طی مراحل به تعادل

پر   زاند()نمودارها نمایش داده نشده  بررسی شدند  سازی

ها نوباات بااه رسیدن سیستمتعادل  از حصول اطمینان از به

ریشه میااانگین ز با بررسی تغییرات  رسیدسازی اصلی  شبیه

و شااعاع ژیراساایون در طاای زمااان  مجااذور انحرافااات

و بااه تعااادل  سااازیسیسااتم شبیهسااازی از پایااداری شبیه

سااازی نانوثانیااه شبیه 50در طی  هاساختار پروتئینرسیدن  

 اطمینان حاصل شدز 

 

  
منحنی نشان داده شده با رنگ  رمز مربوط   سازیزها )ب( در طی زمان شبیه)الف( و شعاع ژیراسیون پروتئین ات افنحرا ورمجذ میانگین یشهر  4شکل 

( استز افزودن دنباله هیستیدنی C-TGFβ( و کربوکسیلی )N-TGFβ، آبی و سبز به ترتیب مربوط به افزودن دنباله هیستیدینی به انتهای آمینی )TGF-βبه 

 به انتهای کربوکسیلی باعث تغییرات بیشتری در ساختار پروتئین شده استز 
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 بااین RMSDیااا  ور انحرافاااتمجااذ میااانگین ریشااه

 معیاری زمان بعد در سازیشبیه در شده ایجاد ساختارهای

 سااازیشاابیه پایااداری از جهاات اطمینااان رایاا  و مناسب 

 RMSDتغییاارات  نمااودار استز بنابراین ملکولی دینامیک

نساابت بااه ساااختار  هاااپااروتئین 27زنجیره اصلی به مربوط

 هاسیسااتمسازی برای هاار یااک از اولیه، در طی زمان شبیه

نیااز مشاااهده  الااف-ا4گونه کااه در شااکل  ز همانرسم شد

ساختاری زمانی که دنباله هیسااتیدینی در   تغییرات  ،شودمی

کمتاار از زمااانی  ، (N-TGFβگیاارد )انتهای آمینی  اارار می

-C)اساات  ایاان دنبالااه در انتهااای کربوکساایلی اساات کااه

TGFβ)  پروتئین    زنجیره اصلیز به بیان دیگرC-TGFβ   در

نساابت بااه ساااختار اولیااه انحرافااات   سازیشبیه  طی زمان

 تغییاارات  برای رسیدن به تعااادل  پروتئینبیشتری داشته و  

در طی  RMSDز ساختاری شدیدتری را متحمل شده است 

 نشاناست که  ثابت  نسبت به سازیده نانوثانیه انتهایی شبیه

 شااکل تغییااراز طرفاای،  زرسیدن ساختارهاست تعادلاز به

 زاساات  بررساای  اباال ژیراساایون شااعاع وساایلهبه پروتئین

شعاع ژیراسیون   ب(  -4)شکل  رود  که انتظار می  طورهمان

N-TGFβ    )نمااودار دیگاار دو  بیشااتر از  )نمودار آبی رنااگ

بودن دنباله هیسااتیدینی در تواند به دلیل بلندترکه می  است 

N-TGFβ  شعاع ژیراساایون نمودار  ز  باشد  آن  بودنو آزادتر

C-TGFβ  نیاااز همچاااونRMSD  آن در طااای زماااان

مربوط بااه  نموداربیشتری نسبت به  هاینوسان  ،سازیشبیه

N-TGFβ از تغییاارات  نشااانتوانااد ایاان نیااز می ؛دارد

 ساختاری بیشتر این پروتئین باشدز

 
27 Backbone 
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طبیعی و دارای دنباله هیستیدینیز الگوی نوسان   TGF-βپروتئین  Aهای زنجیره یک از اسیدآمینههای هرریشه میانگین مجذور نوسان  5شکل 

، نمودار آبی رنگ( مشابه است اما  N-TGFβطبیعی )نمودار  رمز رنگ( و زمانی که دنباله هیستیدینی در انتهای آمینی  رار دارد ) TGF-βهای اسیدآمینه

ها بیشتر شده و هرچه به سمت انتهای  گیرد، نوسان اسیدآمینه، نمودار سبز رنگ(  رار میC-TGFβای کربوکسیلی )زمانی که دنباله هیستیدنی در انته 

ها در  تر است و حدا ل نوسانسولفیدی وجود دارند ساختار ثابتها شدیدتر هستندز در مناطقی که پیوندهای دیشود، نوسانتر میکربوکسیلی نزدیک

 های سیستئین هر سه پروتئین  ابل مشاهده استز اسیدآمینه

 

RMSF  معااارف  تنوسانا ورمجذ میانگین یشهریاااا

باارای سااازی اسااتز  هها در طی زمان شبیجنبش اتم  میزان

این های  یک از اسیدآمینههر  هاییابی به میزان نوساندست 

سااازی هر اسیدآمینه در طی زمان شبیه  RMSFها،  پروتئین

دایمر همااو هااای  پروتئین  Aمحاسبه و نمودار برای زنجیره  

مشااخص اساات،  5کااه در شااکل   همان طوررسم گردیدز  

جنبشی مشابه فرم طبیعی   N-TGFβهای پروتئین  اسیدآمینه

هااای مینهاساایدآ نوسااان دردارند، این در حالی اساات کااه  

بسیار افزایش یافته استز ایاان افاازایش C-TGFβ  پروتئین

در جنبش هر چه که به سمت انتهای کربوکسیلی که محل 

تر رود محسااوس رارگیری دنباله هیستیدنی است پیش می

 دایمااراختار این در حالی است کااه ساا شودز  و شدیدتر می

TGF-β    همااان  سولفید پایاادار شااده اسااتزپیوند دی  9با 

کااه سااه   مناااطقیکه در نمودار نیز مشااخص اساات،    طور

های مربوط به همان مکان  ،اندنمودار روی هم منطبق شده

سااولفیدی ثاباات سیستئین است کااه بااه وساایله پیونااد دی

مناطقی که در آن بیشترین نوسان وجود   (ز3  اند )شکلشده

دارد همان مناطق موسوم بااه انگشااتان اساات کااه مساائول 

بنااابراین ایاان احتمااال   زاساات   دوکنش با گیرنده نوع  برهم

وجااود دارد کااه افاازودن دنبالااه هیسااتیدینی بااه انتهااای 

کربوکسیلی حتی موجب از دست رفتن عملکاارد پااروتئین 

 نیز شودز

در گام بعدی فایاال های بیشتر ساختاری،  برای بررسی

pdb  سازی برای هر سه پااروتئین اسااتخراج خروجی شبیه

افزار اده از نرمساختارها با استف  28ز برهم نهی(6  )شکل  شد

Swiss-PdbViewer 4.0.1 ]28[ دهنده نشانRMSD 14 /2 

امااا   ،اساات   N-TGFβو    TGF-βآنگسترومی بین ساااختار  

 
28 Structural superposition 
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RMSD    بینTGF-β  وC-TGFβ  آنگسااتروم  5/ 98معااادل

دهنده تغییرات ساااختاری فاااحش در نشان دوبارهاست که  

با دنباله هیستیدینی در انتهای کربوکساایلی   TGF-βساختار  

نیز مشااخص اساات   6  گونه که در شکل  همان  خود استز

م به انگشتان تغییرات وسیعی در منطقه موسو   C-TGFβدر  

نیااز   pdbموجااود در فایاال    B-فاااکتور  خوردزبه چشم می

های منطقه انگشااتان در دهنده جنبش بیشتر اسیدآمینهنشان

C-TGFβ  دهنده (ز مناطق  رمز رنااگ نشااان7  است )شکل

 ها در آن  سمت استزجنبش بیشتر اتم

 
زمانی که دنباله هیستیدینی در انتهای کربوکسیلی آن است  TGF-βسازی ساختاری حاصل از شبیهسازیز فایل حاصل از شبیه pdbهای فایل  6شکل 

(C-TGFβ  تغییرات بیشتری نسبت به )که با رنگ سبز نمایش داده شدهTGF-β   رمز( و ( طبیعیN-TGFβ   داشته استز دنباله هیستیدینی در )آبی(

 ها با رنگ زرد نشان داده شده استزشکل
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های آن منطقه استز هرچه به سمت  رمز پیش  رنگ معرف جنبش کمتر اتمز مناطق آبیB-سازی و نمایش فاکتورحاصل از شبیه pdbفایل   7شکل 

 رسم شده استز  PyMolافزار کندز شکل با استفاده از نرمها افزایش پیدا میرود، جنبش اتممی

 

کااه انتهااای  دهدنشان می  هاسازیاز شبیه  نتای  حاصل

امکان   ی منظم داشته، پرساختار  این پروتئینکربوکسیلی  

دادن ایاان نظاام در حضااور دنبالااه دساات اثرپااذیری و از

نخساات کااه جاییهمچنااین، از آنتخلیصاای وجااود داردز 

گیاارد و پاار از آن هااا شااکل میسااوم پروتئین ساااختار

شااوند، ممکاان اساات سولفیدی تشااکیل میهای دیپیوند

از دساات   ر بااهمنجاا به این انتهااا  ودن دنباله هیستیدینی  افز

از طرفی در زمااان دایماار شودز    رفتن ساختار پروتئین بالغ

در داخاال پااروتئین  TGF-βانتهااای کربوکساایلی  ،شاادن

ز از آنجایی که گردداز دسترس خارج میشود و  مدفون می

ی هاااکنش این دنباله با یونتخلیص نیاز به برهم  هنگامدر  

کروماااتوگرافی تمااایلی بسااتر سااتون  بااربیت شده نیکل تث

کربوکساایلی منطقااه   انتهایاست، بنابراین از این جهت نیز  

 ی نخواهد بودزمناسبی برای افزودن دنباله هیستیدین

  

 گیرینتیجه -4

در تنظاایم چرخااه   TGF-βهااای کلیاادی  با توجه بااه نقش

سااازی ایاان فاااکتور رشااد بساایار سلولی، تولید و خااالص

های تخلیصاای اهمیت داردز با توجه به کارایی بالای دنباله

هااای همچااون دنبالااه هیسااتیدنی در تخلاایص پااروتئین
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در این تحقیق اثر افزودن این دنبالااه باار انتهااای   ،نوترکیب 

مااورد بررساای  اارار گرفااتز   TGF-β  آمینی و کربوکسیلی

دینامیااک مولکااولی نشااان داد سااازی  شبیهنتای  حاصل از  

زمانی که دنبالااه هیسااتیدینی بااه انتهااای کربوکساایلی ایاان 

هااای اساایدآمینه هایشااود، نوسااانفاکتور رشد افاازوده می

حضااور دنبالااه یاباادز پروتئین بسیار افزایش ماایداخلی در  

هیستیدینی در انتهای کربوکسیلی ممکن اساات موجااب از 

از طرفی ماادفون بااودن  دست رفتن ساختار پروتئین گرددز

کنش انتهای کربوکسیلی در داخل پروتئین دایمر برای میان

هااای تخلیصاای دنباله هیستیدینی متصاال بااه آن بااا سااتون

توان نتیجااه گرفاات کااه انتهااای ین میمناسب نیستز بنابرا

های تخلیصی در تر برای افزودن دنبالهآمینی مکانی مناسب 

TGF-β  های این خانواده استز اما از و حتی سایر پروتئین

کنش بااا آنجایی که ایاان منطقااه در نزدیکاای مکااان باارهم

گیرنده نوع یک ایاان فاااکتور رشااد اساات، ممکاان اساات 

 اخااتهل درآمیناای منجاار بااه    افزودن این دنباله به انتهااای

رسانی پروتئین شودز راه کار باارای حاال ایاان عملکرد پیام

هااای های برش پروتئازی بین دنبالااهمشکل افزودن جایگاه

تخلیصی و این فاکتور رشد و حذف دنباله پر از فراینااد 

 تخلیص استز

 

 منابع -10

[1] Massagué, J. (1998) TGF-β signal transduction, 

Annual Review of Biochemistry, USA, pp 753-791. 
[2] Derynck, R., Zhang, Y. E. (2003) Smad-

dependent and Smad-independent pathways in 

TGF-beta family signalling. Nature. 425. 577-584. 

[3] Daopin, S., Piez, K. A., Ogawa, Y., Davies ,D. 

R. (1992) Crystal structure of transforming growth 

factor-b2: an unusual fold for the superfamily, 

Science. 257. 369-373. 
[4] Hinck, A. P., Archer, S. J., Qian, S. W., 

Roberts, A. B., Sporn, M. B., Weatherbee, J. A., 

Tsang, M. L. S., Lucas, R., Zhang, B. L., Wenker, 

J. (1996) Transforming growth factor β1: three-

dimensional structure in solution and comparison 

with the X-ray structure of transforming growth 

factor β2, Biochemistry. 35, 8517-8534. 
[5] Mittl, P. R., Priestle, J. P., Cox, D. A., 

Mcmaster, G., Cerletti, N., Grütter, M. G. (1996) 

The crystal structure of TGF‐β3 and comparison to 

TGF‐β2: implications for receptor binding, Protein 

Sci. 5, 1261-1271. 
[6] Radaev, S., Zou, Z., Huang, T., Lafer, E. M., 

Hinck, A. P., Sun, P. D. (2010) Ternary complex of 

transforming growth factor-β1 reveals isoform-

specific ligand recognition and receptor recruitment 

in the superfamily, J Biol. Chem. 285, 14806-

14814. 
[7] Wrana, J. L., Attisano, L., Cárcamo, J., Zentella, 

A., Doody, J., Laiho, M ,زWang, X.-F., Massague, 

J. (1992) TGFβ signals through a heteromeric 

protein kinase receptor complex, Cell. 71, 1003-

1014. 
[8] Groppe, J., Hinck, C. S., Samavarchi-Tehrani, 

P., Zubieta, C., Schuermann, J. P., Taylor, A. B., 

Schwarz, P. M., Wrana, J. L., Hinck, A. P. (2008) 

Cooperative assembly of TGF-β superfamily 

signaling complexes is mediated by two disparate 

mechanisms and distinct modes of receptor binding, 

Mol. cell. 29, 157-168. 
[9] Wrana, J. L., Attisano, L., Wieser, R., Ventura, 

F., Massagué, J. (1994) Mechanism of activation of 

the TGF-β receptor, Nature. 370, 341-347. 
[10] Moustakas, A., Lin, H., Henis, Y. I., 

Plamondon, J. e., O'Connor-McCourt, M. & 

Lodish, H. (1993) The transforming growth factor 

beta receptors types I, II, and III form hetero-

oligomeric complexes in the presence of ligand, J 

Biol. Chem. 268, 22215-22218. 
[11] Clark, D. A., Flanders, K. C., Hirte, H., Dasch, 

J. R., Coker, R., McAnulty, R. J., Laurent, G. J. 

(1995) Characterization of murine pregnancy 

decidua transforming growth factor beta. I. 

Transforming growth factor beta 2-like molecules 

of unusual molecular size released in bioactive 

form, Biol. Reprod. 52, 1380-1388. 
[12] Schlunegger, M. P., Grütter, M. G. (1992) An 

unusual feature revealed by the crystal structure at 

2.2 Å resolution of human transforming growth fact 

or-β2, Nature. 358, 430-434. 
[13] Sun, P. D., Davies, D. R. (1995) The cystine-

knot growth-factor superfamily, Annu. Rev. 

Biophys. Biomol. Struct. 24, 269-292. 
[14] Mueller, T. D.,  Nickel, J. (2012) Promiscuity 

and specificity in BMP receptor activation, FEBS 

lett. 586, 1846-1859. 



_ بررسی اثر دنباله هیستیدینی ززز   _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  سپهری و همکاران  _

13 

[15] Loeys, B., Mortier, G., Dietz, H. (2013) Bone 

lessons from Marfan syndrome and related 

disorders: fibrillin, TGF-B and BMP at the balance 

of too long and too short, Pediatr Endocrinol Rev. 

10, 417-423. 
[16] Massagué, J. (2008) TGFβ in cancer, Cell. 

134, 215-230. 
[17] Gressner, A. M., Weiskirchen, R., Breitkopf, 

K., Dooley, S. (2002) Roles of TGF-beta in hepatic 

fibrosis, Front Biosci. 7, 793-807. 
[18] Narayanan, S. R. (1994) Preparative affinity 

chromatography of proteins, J. Chromatog. A. 658, 

237-258. 
[19] Sassenfeld, H. M. (1990) Engineering proteins 

for purification, TrendsBiotechnol. 8, 88-93. 
[20] Porath, J., Carlsson, J., Olsson, I., Belfrage, G. 

(1975) Metal chelate affinity chromatography, a 

new approach to protein fractionation, Nature. 258, 

598. 
[21] Sheibani, N. (1999) Prokaryotic gene fusion 

expression systems and their use in structural and 

functional studies of proteins. Prep. Biochem. 

Biotechnol. 29, 77-90. 
[22] Janknecht, R., Nordheim, A. (1992) Affinity 

purification of histidine-tagged proteins transiently 

produced in HeLa cells, Gene. 121, 321-324. 
[23] Matthey, B., Engert, A., Klimka, A., Diehl, V., 

Barth, S. (1999) A new series of pET-derived 

vectors for high efficiency expression of 

Pseudomonas exotoxin-based fusion proteins, 

Gene. 229, 145-153. 
[24] Webb, B., Sali, A. (2014) Protein structure 

modeling with MODELLER, Protein Structure 

Prediction, 1-15. 
[25] Colovos, C. Yeates, T. O. (1993) Verification 

of protein structures: patterns of nonbonded atomic 

interactions, Protein science. 2, 1511-1519. 
[26] Laskowski, R. A., Rullmann, J. A. C., 

MacArthur, M. W., Kaptein, R. & Thornton, J. M. 

(1996) AQUA and PROCHECK-NMR: programs 

for checking the quality of protein structures solved 

by NMR, Journal of biomolecular NMR. 8, 477-

486. 
[27] Eisenberg, D., Lüthy, R. & Bowie, J. U. 

(1997) [20] VERIFY3D: Assessment of protein 

models with three-dimensional profiles in Methods 

in enzymology  pp. 396-404, Elsevier. 
[28] Arnold, K., Bordoli, L., Kopp, J. & Schwede, 

T. (2006) The SWISS-MODEL workspace: a web-

based environment for protein structure homology 

modelling, Bioinformatics. 22, 195-201. 
 

 

 



Biotechnology-Tarbiat Modares University 

 
 

14 

Histidine-tagging effect on TGF-β molecular dynamics 
 

4*, Reza Hasan Sajed3, Mehrdad Behmanesh2*, Seyed Shahriar Arab1Sepideh Sepehri 
 

1. PhD. Candidate of Biophysics, Department of Biophysics, Faculty of Biological Sciences, Tarbiat 

Modares, University, Tehran, Iran 

2. Assistant Professor of Biophysics, Department of Biophysics, Faculty of Biological Sciences, 

Tarbiat Modares University, Tehran, Iran. 

3. Professor in Human Genetics, Department of Genetics, Faculty of Biological Sciences, Tarbiat 

Modares University, Tehran, Iran 

4. Associate Professor of Biochemistry, Department of Biochemistry, Faculty of Biological Sciences, 

Tarbiat Modares University, Tehran, Iran 
 

 
sh.arab@modares.ac.ir; sajedi_r@modares.ac.ir 

 
 

Receipt: 1397/12/10   Accepted:2019/03/01 

 

Abstract:  

Transforming growth factor beta (TGF-β), is a small homodimeric signaling 

protein. The TGF-β isoforms (TGFβ1, β2 and β3) are involved in many 

cellular processes including growth inhibition, extracellular matrix 

remodeling, tissue development, cell migration, invasion and immune 

regulation. For research aims, TGFβs are overexpressed using recombinant 

eukaryotic cell or bacterial expression systems. For achieving an efficient 

purification of TGF-β by immobilized metal ion affinity chromatography 

(IMAC), a histidine tag was placed either at the C-terminal (C-TGFβ) or N-

terminal (N-TGFβ) region of the sequence and the effect of His-tag on TGF-

β structure has been studied by computational tools. Proteins 3D structures 
were modeled and molecular dynamics simulation of native TGF-β and 

modelled proteins, N-TGFβ and C-TGFβ were studied in water. Protein 

dynamics modeling indicated that the His-tag attached at the C-terminus but 

not at the N-terminus of the TGF-β can affect the fluctuations of amino acids 

and protein structure. It is concluded that the C-terminal tagging may cause 

distortion and misfolding in the structure. 

 

Keywords: TGF-β, His-tag, N-terminus, C-terminus, Molecular dynamics 

simulation. 
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