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بررسی  میانکنش پپتید ضد میکروبی سیکلوویولاسین O2 با غشا 
باکتری با روش شبیه سازی دینامیک مولکولی

محبوبه  ضرابی1 *، المیرا نقدی2 ، صفیه صوفیان 3

چکیده

ســیکلوتیدها پپتیدهــای کوچــک غنــی از باندهــای دی ســولفید هســتند 
کــه از گیاهــان جــدا شــده انــد و دارای طیــف وســیعی از فعالیــت هــای 
زیســتی شــامل فعالیــت ضــد میکروبــی، ضــد تومــور، حشــره کشــی و
Anti-HIV مــی باشــند. بــا توجــه بــه افزایــش باکتــری هــای مقــاوم 
بــه دارو، جامعــه ی جهانــی در حــال رویارویــی بــا یــک چالــش جــدی 
اســت و نیــازی ضــروری بــه ترکیبــات جدیــد بــرای درمــان بیمــاری 
هــا احســاس مــی شــود. ســیکلوتید هــا بــه عنــوان پپتیدهــای کوچــک، 
پتانســیل بالایــی بــرای تبدیــل شــدن بــه ترکیبــات دارویی نســل آینده 

را دارنــد.

ــا هــدف بررســی اثــر ضــد میکروبــی ســیکلوتید  در ایــن پژوهــش، ب
جــدا شــده از بنفشــه ی ایرانــی به نــام سیکلوویولاســین o2،ایــن پپتید 
را بــه غشــا مــدل باکتــری نزدیــک کردیــم و بــه مــدت 200 نانــو ثانیــه 
شــبیه ســازی دینامیــک مولکولــی انجــام شــد. آنالیــز هــا نشــان داد که 
سیکلوویولاســین o2 درکمتــر از 20 نانــو ثانیــه جــذب غشــا شــده و به 
نظــر مــی رســد ایجــاد پیونــد هیدروژنــی در جــذب پپتیــد بــه غشــا 
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نقــش موثــری دارد. در طــول زمــان شــبیه ســازی پپتید بر ســطح غشــا 
مــدل باقــی مانــده و بــه درون آن نفــود نمــی کنــد ایــن در حالیســت کــه 
حضــور پپتیــد در ســطح غشــا باعــث افزایــش بــی نظمــی در زنجیــره 

هــای هیدروکربنــی مــی گــردد.

واژه هــای کلیــدی : پپتیــد ضــد میکروبــی، ســیکلوتید، شــبیه ســازی 

مقدمه
از  بــزرگ  یــک خانــواده ی  ســیکلوتید هــا 
ــاً  ــه تقریب ــتند، ک ــک هس ــای کوچ ــن ه پروتئی
ــند و دارای  ــی باش ــید م ــو اس ــامل 30 آمین ش
ــی باشــند  ــب توجــه م ــره ای جال ســاختمان گ
ــا را در  ــت و آن ه ــدار اس ــدت پای ــه ش ــه ب ک
ــده  ــوره کنن ــک، دنات ــت آنزیماتی ــر شکس براب
ــاوم  ــیدن مق ــی جوش ــید و حت ــوی، اس ــای ق ه
   Gran., 1973 a; Saether et(.کنــد مــی 
ــه   (al., 1995 ; Colgrare et al. , 2004ب
دلیــل مقاومــت اســتثنایی و ویژگــی هــای نویــد 
دهنــده بیولوژیکــی، ســیکلوتیدها توجــه بســیار 
ــد و  ــاخته ان ــوف س ــود معط ــه خ ــادی را ب زی
ــک مــدل،  ــوان ی ــه عن ــا ب چهارچــوب کاری آنه
بــرای توســعه ی داروهایــی بــر پایــه پپتیــد بــه 

کار مــی رود. 
ســیکلوتیدها تنهــا خانــواده ی شــناخته شــده از 
پپتیدهایــی هســتند کــه ترکیبــی از یــک اســکلت 
حلقــوی و یــک گــره ی سیســتئینی مــی باشــند، 
کــه بــا هــم بــه عنــوان یــک موتیــف گــره 
سیســتینی حلقــوی1  شــناخته مــی شــوند. ایــن 
موتیــف ســاختاری، موجــب پایداری اســتثنایی 
1-Cyclic cystine knot

ــل  ــک دلی ــداری ی ــن پای ــده و ای ــیکوتیدها ش س
اصلــی بــرای علاقــه بــه ایــن پپتیدهــا بــه عنوان 

داربســت دارویــی مــی باشــد. 
.)Craik et al., 1999; Daly et al., 2009(

 Viola odorata از گیــاه o2 سیکلوویولاســین
) بنفشــه ی شــیرین ( اســتخراج شــده اســت. 
ــواده  ــر خان ــیکلوتید از زی ــک س ــد ی ــن پپتی ای
ــر  ــی زی ــد و دارای توال ــی باش ی bracelet م

است.
  GIPCGESCVW  IPCISSAIGC  SCKSKVCYRN

ایــن پپتید حلقــوی دارای 3 پیوند دی ســولفیدی 
ــی  ــای4-20، 8-22، 13-27( م ــت ه )در موقعی

. شد با
ســاختمان ســه بعــدی ایــن ســیکلوتید بصورت 
تجربــی بــا روش NMR تعییــن شــده و در 

ــد. ــی باش ــد 2KCG م ــگاه PDB دارای ک پای
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o2 (2KCG) شکل 1: ساختمان سه بعدی سیکلوویولاسین

بــه نظــر مــی رســد کــه برخــی از ســیکلوتیدها 
ــد  ــت ض ــاص فعالی ــی خ ــرایط آزمایش در ش
میکروبــی نشــان مــی دهنــد، امــا ایــن فعالیــت 
ــن  ــه ممک ــالا ک ــک ب ــرایط نم ــت ش ــاً تح لزوم
اســت در یــک ســامانه فیزیولوژیکــی مشــاهده 
شــود، حفــظ نمــی گــردد.  بــه نظــر مــی رســد 
فعالتریــن  میــان  در   o2 سیکلوویولاســین 
ــی  ــد میکروب ــت ض ــا خاصی ــیکلوتیدهای ب س

(Pränting et al., 2010) باشــد 
ويژگی باکتری کشـــی بســـياری از پپتيدهـــای 
ضـــد ميکـروبی، بـه واســـطه ی تشـکيل منافـذ 
در دولایه ليپيـــدی اســـت. هـر چنـــد مکانيسـم 
هــای ديگـــری از عمـــل پپتيدهـــای ضـــد 
ميکـــروبی توضيـــح داده شـده اسـت. در مـدل 
پپتيدهـــا   ،Molecular electroporation

میتواننـد يـک پتانسـيل الکترواسـتاتيک مناسـب 
 (Shai.,1999)بـــرای توليـــد منفذ ايجـاد کننـــد
در مـــدل Sinking float پـــس از نفـــوذ پپتیــد 
هـــم  بـــه  لیپیـــد  ی  لایــه  دو  در  تعــادل 
میخـــورد. ايـــن چنيــن پپتيدهـــا میتواننـــد 
منافـــذ موقتی تشـــکيل دهند کـــه بــرای باکتری 

 .(Brogden et al., 2003)اســـت ،کشـــنده 
ديفنسين ها میتواننـــد ليپـــو پلـی سـاکاريدهای 
باکتریايـــی را بـــا اتصـــال بــه قســـمت خاصی 
از ايـــن مولکـــول غیــر فعـــال کننــد. در مـــدل 
 Canal joining انتقـــال پپتيـــد در ميـــان دو 

لایـــه ليپيـــد بــدون تشـــکيل منفـــذ انجـــام مــی 
شـــود. بســـياری از پپتيدهــا بـــا مهــار کــردن 
ــم  ــلول ميکـروارگانيسـ ــای درون سـ فرآيندهـ
عمـــل مــی کننـــد. بعضـــی از پپتیدهـــا ســـنتز 
DNA ، بيوســـنتز پروتئين يـــا هـــر دو فرآينـد 

را مهـــار میکننــد. از آنجایــی کــه هــدف تعــداد 
ــه  زیــادی از پپتیدهــای ضــد میکروبــی از جمل
ــه  ــت، مطالع ــلولی اس ــای س ــیکلوتیدها، غش س
ــد ضــد  ــار مثبــت پپتی ی میانکــش کلــی بیــن ب
ــی  ــار منف ــا ب ــاردار ب ــاهای ب ــی و غش میکروب
ــز  باکتریایــی و همچنیــن میانکــش هــای آبگری
پپتیدهــا بــا محیــط آبگریــز غشــای باکتــری هــا 
متشــکل از زنجیــره هــای آســیل جهــت طراحی 
ــای  ــت ه ــان عفون ــرای درم ــر ب ــای موث پپتیده
باکتریایــی بســیار حائــز اهمیــت مــی باشــد. در 
ایــن میــان، اســتفاده از شــبیه ســازی دینامیــک 
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ــم  ــم در درک مکانیس ــد ه ــی توان ــی م مولکول
فعالیــت ایــن پپتیدهــا و چگونگــی فعالیــت ضــد 
ــدل  ــی م ــش بین ــم پی ــا  و ه ــی آن ه باکتریای
ــی  ــی پپتیدهای ــرای طراح ــد ب ــه بتوان ــی ک های
بــدون ســمیت و بــا کارایــی دارویــی بــالا بــکار 
رود موثــر مــی باشــد. شــبیه ســازی دینامیــک 
مولکولــی بررســی جزئیــات لازم در ســطح 
مولکولــی و اتمــی را بــرای فهــم مکانیســم 
فعالیــت پپتیدهــای ضــد میکروبــی فراهــم مــی 

آورد.
روش ها

 o2 ــین ــدی سیکلوویولاس ــه بع ــاختمان س س
تعییــن   NMR روش  بــا  تجربــی  بصــورت 
شــده و در پایــگاه داده ی PDB دارای کــد 
2KCG مــی باشــد. بنابرایــن ســاختار اولیــه ی 

سیکلوویولاســین o2 از پایــگاه PDB به آدرس 
ــد. ــت آم www.rcsb.org/pdb بدس

فســفاتیدیل  و  امیــن   اتانــول  فســفاتیدیل 
گلیســرول اجــزاء اصلــی لیپیــدی غشــاء داخلــی 
باکتــری هســتند. یــک مــدل کامپیوتــری بــرای 
چنیــن غشــایی از پالمیتوئیــل فســفاتیدیل اتانول 
ــا  ــل فســفاتیدیل گلیســرول ب ــن و پالمیتوئی آمی
ــای  ــون ه ــده و ی ــاخته ش ــه 1 س ــبت 3 ب نس
ــار منفــی ناشــی  ســدیم بــرای خنثــی کــردن ب
ــه  ــرول اضاف ــفاتیدیل گلیس ــل فس از پالمیتوئی
ــه ی  ــک دو لای ــش از ی ــن پژوه ــردد.در ای میگ
ــه  ــد ب ــول لیپی ــر 128 مولک ــتمل ب ــدی مش لیپی
عنــوان غشــاء مــدل باکتــری هــای گــرم منفــی 
ــول  ــن غشــا شــامل 96 مولک اســتفاده شــد. ای
ــول  ــول ، 32 مولک ــفاتیدیل اتان ــل فس پالمیتوئی

 3623  ، گلیســرول  فســفاتیدیل  پالمیتوئیــل 
مولکــول آب و 32 مولکــول یــون ســدیم بــرای 
خنثــی کــردن بــار منفــی ناشــی از هــر مولکــول 
ــه از  ــود ک ــل فســفاتیدیل گلیســرول ب پالمیتوئی
قبــل بــه مــدت 10 نانــو ثانیــه متعــادل گردیــده 
بــود. ســاختار pdb لیپیــد مــورد نظــر از 
 http:/ moose.bio.ucalgray.com ســایت 
بدســت آمــد. ســپس بــرای افزایــش انــدازه ی 
ــه  ــه آن آب اضاف ــور z ب ــتای مح آب در راس
شــد. مراحــل حداقــل رســانی انــرژی و متعادل 
ســازی در دو هنگــرد nvt و npt انجــام شــد 
ــه  ــو ثانی ــدت 30 نان ــه م ــد ب ــه ی تولی و مرحل

ــد. انجــام گردی
ــه  ــوط ب ــل pdb مرب ــی فای ــه ی پایان در مرحل
سیکلوویولاســین  o2 (2KCG)و فایــل بدســت 
ــرم  ــک ن ــه کم ــا ب ــازی غش ــبیه س ــده از ش آم
افــزار VMD بــاز و مشــاهده شــد. از آنجایــی 
کــه سیکلوویولاســین o2 در موقعیــت مناســبی 
ــت آن  ــت، موقعی ــرار نداش ــا ق ــه غش ــبت ب نس
را نســبت بــه غشــا تغییــر داده و آن را تقریبــاً 
در مرکــز و در بــالای دو لایــه ی لیپیــدی و 
در فاصلــه ی حــدود 4 نانومتــری از مرکــز 
ــت  ــات موقعی ــرار داده و مختص ــا ق ــرم غش ج
ــد.  ــره گردی ــین o2 ذخی ــد سیکلوویولاس جدی
سیســتم دارای دو بــار مثبــت مربــوط بــه 
سیکلوویولاســین o2 بــود کــه بــا اضافــه 
ــه عــاوه  ــد. ب ــر خنثــی گردی کــردن 2 یــون کل
ــک  ــرای نزدی ــر ب ــون کل ــدیم و 5 ی ــون س 5 ی
ــتم  ــه سیس ــک ب ــرایط فیزیولوژی ــه ش ــدن ب ش

ــد. ــه ش اضاف
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بــرای انجــام شــبیه ســازی در مراحــل خنثــی 
ــرژی از  ــانی ان ــل رس ــتم و حداق ــازی سیس س
الگوریتــم تندتریــن کاهــش1  بــرای انتگــرال 
گیــری در 50000 مرحلــه اســتفاده شــد. ســپس 
مرحلــه تعــادل رســانی بــه کمــک هنگــرد هــای 
 leap-frog بــا کمــک الگوریتــم  npt و nvt

 50000 انــدازه  بــه  گیــری  انتگــرال  جهــت 
مرحلــه انجــام گرفــت. پیکربنــدی سیســتم هــر 
0/2پیکــو ثانیــه ذخیــره شــد. مقیــد ســازی بــر 
روی تمــام پیونــد هــا صــورت گرفــت. مرحلــه 
  npt ــا کمــک هنگــرد ــی ب ــرداری اصل ــه ب نمون
و بــه مــدت 20 نانــو ثانیــه انجــام گرفــت. بــرای 
ثابــت نگــه داشــتن دمــا و فشــار سیســتم 
بــه ترتــب در 300 کلویــن و فشــار 1 بــار 
اســتات  بــارو  و   v-rescale ترموســتات  از 
پارنیلــو - رحمــان اســتفاده شــد. مقیــد کــردن 
ــا  ــدروژن ب ــم هی ــامل ات ــای ش ــول پیونده ط

ــت. ــام گرف ــم lincs انج ــتفاده از الگوریت اس
بــرد  بلنــد  هــای  برهمکنــش  بــرای 
الکتروســتاتیکی بــه ترتیــب از شــعاع قطــع 
nm1 و روش PME2 اســتفاده شــد. انتگــرال 

گیــری از معــادلات حرکــت نیوتنــی بــا اســتفاده 
ــی 2  ــا گام زمان ــی و ب ــم گام جهش از روش نی
ــره  ــیرهای ذخی ــد. مس ــام ش ــه انج ــو ثانی فمت
شــده در شــبیه ســازی بــرای تجزیــه و تحلیــل 
پارامترهــای ســاختاری پپتیــد مــورد اســتفاده 

ــت. ــرار گرف ق

1-Steepest descent
2-Particle Mesh Ewald

نتایج	
ــی در  ــه ای اطلاعات ــای رایان ــازی ه ــبیه س ش
ســطح میکروســکوپی ) موقعیــت هــای اتمــی و 
ــد  ــی کن ــد م ــا و ... ( تولی ــی، ســرعت ه مولکول
و تبدیــل ایــن اطلاعــات بســیار مفصــل بــه 
مقادیــر ماکروســکوپی ) فشــار، انــرژی درونــی 
و ... ( مربــوط بــه مکانیــک آمــاری اســت)جلیلی 
ــل  ــاری پ ــک آم ــر مکانی ــان دیگ ــه بی ،1386(. ب
و  ماکروســکوپی  خــواص  میــان  ارتباطــی 
ــان  ــس از پای ــت. پ ــکوپی اس ــواص میکروس خ
آنالیزهــای  انجــام  بــا  یــک شــبیه ســازی 
ــره  ــاری به ــک آم ــم مکانی ــه از عل ــوط ک مرب
ــمندی  ــات ارزش ــوان اطلاع ــی ت ــرد م ــی گی م
در خصــوص سیســتم شــبیه ســازی شــده بــه 

دســت آورد.
چگالی

ــتای  ــتم در راس ــف سیس ــزاء مختل ــی اج چگال
محــور z جعبــه ی شــبیه ســازی محاســبه 
چگالــی  گردیــد.  رســم  آن  نمــودار  و  شــد 
z در راســتای نمــودار o2 سیکلوویولاســین
بیــن  در  و  دارد  افزایــش  غشــا  ســطح  در 
آن  چگالــی  هیدروکربنــی  هــای  زنجیــره 
ــت  ــن معناس ــن بدی ــد. ای ــی رس ــر م ــه صف ب
ــای  ــره ه ــین o2 وارد زنجی ــه سیکلوویولاس ک
هیدروکربنــی غشــا نشــده و بــر ســطح آن اثــر 

مــی گذارد)شــکل2(
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شکل 2: چگالی اجزاء مختلف سیستم در راستای محور z جعبه ی شبیه سازی

طــول  در  پپتیــد  دوم  ســاختمان  تحلیــل 
شــبیه ســازی

یکــی دیگــر از قابلیت هــای نرم افــزار گرومکس 
تحلیــل ســاختار دوم پروتئیــن هاســت. در واقع 
پیشــگویی ســاختار دوم پروتئیــن، پیــش گویــی 
موقعیــت ســاختاری هــر باقــی مانــده در توالــی 
پروتئیــن در ســه فــرم ممکــن مارپیــچ، رشــته و 
پیــچ اســت. پیــش گویــی بر اســاس ایــن واقعیت 
اســت کــه ســاختارهای دوم دارای آرایــش 

منظمــی از اســیدهای آمینــه مــی باشــند کــه بــا 
الگوهــای پیونــد هیدروژنــی پایــدار مــی شــوند. 
منظــم و مرتــب بــودن ســاختار، اســاس اصلــی 
ــده اســت. در  ــم هــای پیــش گویــی کنن الگوریت
طــول 200 نانــو ثانیــه شــبیه ســازی پپتیــد در 
حضــور دو لایــه ی لیپیــدی ســاختمان دوم 
پپتیــد تغییــر چشــمگیری نداشــت و ســاختمان 

خــود را حفــظ کرد)شــکل3(.

شکل 3: تغییرات ساختمان دوم پپتید در طول شبیه سازی

جذر میانگین مربع تغییرات در ساختار1 
میــزان جــذر میانگیــن تغییرهــر اتــم در مولکول 
از طریــق مقایســه بــا یــک ســاختار مرجــع بــه 
عنــوان مثــال ســاختار اولیــه آن مولکــول قابــل 
محاســبه مــی باشــد. ایــن آنالیــز مــی توانــد بــه 

1-Root mean square deviation

ــرات در  ــزان تغیی ــرای می ــار ب ــوان یــک معی عن
ســاختار پروتئیــن بــا توجــه بــه شــرایط اعمــال 
ــتفاده  ــورد اس ــازی م ــبیه س ــی ش ــده در ط ش
قــرار گیــرد. ایــن آنالیــز مــی توانــد بــرای تمــام 
ــدادی  ــرای تع ــا ب ــن و ی ــک پروتئی ــای ی ــم ه ات
از اتــم هــا بــه عنــوان مثــال اتــم هــای تشــکیل 
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ــرد  ــام پذی ــن انج ــوب پروتئی ــده ی چارچ دهن

o2 در برابر زمان برای اتم های کربن آلفای  سیکلوویولاسین  RMSD شکل4: مقادیر

ــه نمــودار فــوق سیکلوویولاســین  ــا توجــه ب ب
ــازی داری  ــبیه س ــن ش ــات آغازی o2 از  لحظ
ســاختمانی پایــدار و متعــادل اســت و ایــن 
ثبــات ســاختمانی در تمــام مــدت شــبیه ســازی 

ــردد. ــظ میگ حف
جذر میانگین مربع نوسانات در ساختار 

ــر  ــانات ه ــع نوس ــن مرب ــذر میانگی ــزان ج می
ــز از  ــول نی ــرو مولک ــک ماک ــده در ی ــی مان باق

ــه  ــع ب ــاختار مرج ــک س ــا ی ــه ب ــق مقایس طری
ــول  ــه ی آن ماکرومولک ــاختار اولی ــوان س عن

ــد.  ــی باش ــبه م ــل محاس قاب
 (gromacs user manual v 4.5).RMSF

معیــاری از انعطــاف پذیــری هــر باقــی مانــده 
ــای هــر  ــن آلف ــم کرب ــرای ات ــا ب اســت و عموم
ــکل 5(. ــود )ش ــی ش ــبه م ــده محاس ــی مان باق

o2 در برابر زمان اتم های کربن آلفای سیکلوویولاسین RMSF شکل 5: مقادیر

بــا توجــه بــه )شــکل 5( بیشــترین میــزان 
انعطــاف پذیــری مربــوط بــه اســید آمینــه 
ــن مــی  ــک اســید، ســرین و آلانی هــای گلوتامی
ــا در  ــژه ی آن ه ــت وی ــر اهمی ــه بیانگ باشــد ک

ــت. ــا غشاس ــش ب میانکن
ــز جــرم  ــد از مرک ــز جــرم پپتی ــه ی مرک فاصل

ــدی ــه ی لیپی دو لای

ــه ی آمــاده ســازی سیســتم ترکیبــی  در مرحل
غشــا_ پپتیــد، سیکلوویولاســین o2 در فاصلــه 
ــا  ــرم غش ــز ج ــری از مرک ــدود 4 نانومت ی ح
ســازی  شــبیه  ابتــدای  در  گرفــت.  قــرار 
ــر  ــرعت و در کمت ــه س ــین o2 ب سیکلوویولاس
از 20 نانوثانیــه در راســتای محــور zپاییــن 
ــا در  ــود ام ــی ش ــک م ــا نزدی ــه غش ــده و ب آم

شکل7: تعداد پیوندهای هیدروژنی بین پپتید-آب وپپتید_غشا در طول زمان شبیه سازی
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o2 در برابر زمان برای اتم های کربن آلفای  سیکلوویولاسین  RMSD شکل4: مقادیر

ــه درون دو  ــده و ب ــی مان ــطح باق ــه در س ــکل 6(.ادام ــی کند)ش ــوذ نم ــدی نف ــه ی لیپی لای

شکل6:  فاصله ی مرکز جرم پپتید از مرکز جرم غشا مدل در طول شبیه سازی

پیوند های هیدروژنی
ــن  ــود بی ــی موج ــای هیدروژن ــد ه ــداد پیون تع
پپتیــد -آب و پپتید–غشــا در طــول زمان شــبیه 
ــده  ــم ش ــودار آن رس ــبه و نم ــازی محاس س
اســت. همانطــور کــه در نمــودار مشــاهده مــی 
کنیــد در لحظــات آغازیــن شــبیه ســازی تعــداد 

ــد-آب کاهــش  پیوندهــای هیدروژنــی بیــن پپتی
ــن  ــی بی ــای هیدروژن ــد ه ــداد پیون ــه و تع یافت
ــن مســئله  ــه ای ــه ک ــد وغشــا افزایــش یافت پپتی
 o2 ــین ــریع سیکلوویولاس ــذب س ــی از ج حاک

ــری دارد )شــکل7(. ــه غشــا مــدل باکت ب

شکل7: تعداد پیوندهای هیدروژنی بین پپتید-آب وپپتید_غشا در طول زمان شبیه سازی

نظم زنجیره های هیدروکربنی 1
ــم دو  ــف نظ ــرای توصی ــت ب ــن کمی متداولتری
ــر نظــم اســت کــه مــی  ــدی پارامت ــه ی لیپی لای
توانــد توســط NMR  دوتریــوم انــدازه گیــری 

1-order

 CH2 ــروه ــر گ ــرای ه ــم ب ــر نظ ــود. پارامت ش
در زنجیــره هــا بــه صــورت زیــر تعریــف مــی 

شــود:
کــه در آن CDθ زاویــه ی بیــن یــک پیونــد 
CH )در شــبیه ســازی( و غشــا نرمــال اســت 


