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  Bacillus pumilus و داكینگ آن با كلسترول و پیشگويی 
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بیوانفورماتیک
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چکیده

همولیزيــن يــک پروتئیــن خــارج ســلولي اســت كه توســط بســیاري 
از باكتري هــاي بیمــاري زا و غیــر بیمــاري زا ترشــح مي شــود. ســطح 
ــد.  ــون مي باش ــز خ ــاي قرم ــمايي گلبول ه ــا غشاي پلاس ــت آنه فعالی
ــي  ــد يعن ــترول مي باش ــه كلس ــته ب ــموم وابس ــزء س ــن ج همولیزي
كلســترول را بــه عنــوان گیرنــده بــر روي ســطح ســلول هاي خونــي 
شناســايي كــرده و از طريــق آن بــه ســلول هــدف متصــل مي شــود.
در ايــن تحقیــق مــا بــر روی همولیزيــن گونه ايــی از باســیلوس بــه 
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نــام Bacillus pumilus SAFR0032   كار كرده ايــم. اهدافــي كــه در 
ــی  ــال شــده شــامل شبیه ســازی دينامیــک مولکول ــن تحقیــق دنب اي
ــن  ــازي اي ــراي شبیه س ــه ب ــتی ك ــای زيس ــل غش ــن در داخ همولیزي
ــدف  ــد. ه ــتفاده ش ــس اس ــزار گرومک ــاء از نرم اف ــن در غش پروتئی
ــل  ــن در داخ ــن پروتئی ــداري اي ــي پاي ــازي بررس ــن شبیه س از اي
غشــا هاي زيســتي مي باشــد. همچنیــن مــا بــا تعییــن جايــگاه اتصــال 
ايــن ســم بــا غشــاء و شناســايي اســید هاي آمینــه درگیــر در ايــن 
ــل  ــل دخی ــتیم عوام ــزار اتوداكتوانس ــتفاده از نرم اف ــا اس ــال ب اتص
درمیانکنــش ايــن ســم بــا غشــاء را نیــز شناســايی و بررســی كنیــم 
ــر  ــی درگی ــای اصل ــید آمینه ه ــیون در اس ــاد موتاس ــا ايج ــپس ب س
در ايــن اتصــال بــا اســتفاده از وبــگاه PoPMuSiC-2.1رفتــار ايــن 
پروتئیــن جهــش يافتــه بــا كلســترول غشــاء بررســی گرديده اســت. 
ــد كــه موتاســیون زايی  نتايــج حاصــل از ايــن تحقیــق تاكیــد می كن
باعــث كاهــش تمايــل پروتئیــن همولیزيــن بــه كلســترول می شــود 
و اتصــال میــان آنهــا بــه شــدت سســت و ناپايــدار می گــردد. پــس 
ــاختار  ــه س ــد ب ــای جدي ــی دارو ه ــايی و طراح ــوان در شناس می ت
ســه بعــدی همولیزين هــا توجــه كــرد و بــه عنــوان يــک ايــده نويــن 
ــان  ــود در درم ــای موج ــود دارو ه ــازی و بهب ــای داروس در زمینه ه
بیماری هايــی كــه بــه علــت همولیزيــن ترشــحی توســط باكتری هــا 

ايجــاد می شــود مــورد اســتفاده قــرار گیــرد. 

واژه هــای کلیــدی:  اتــوداک، باســیلوس پامیلــوس،  شــبیه ســازی 
دينامیــک مولکولــی، موتاســیون ، همولیزيــن 
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مقدمه
باس��یلوس ها باکتري ه��اي میل��ه اي  ش��کل گ��رم 
مثبت��ي هس��تند.گونه هاي ای��ن جن��س توانایي هاي 
فیزیولوژیک��ي بس��یار متنوع��ي از خ��ود نش��ان 
س��ویه هاي  از  ک��ه  ط��وري  ب��ه  مي دهن��د 
سرمادوس��ت ت��ا گرمادوس��ت و از س��ویه هاي 
قلیادوس��ت ت��ا اسیددوس��ت در ای��ن جن��س 
وج��ود دارن��د. اکث��ر گونه ه��ا ب��ه ص��ورت وس��یع 
و گس��ترده در طبیع��ت انتش��ار دارن��د ک��ه ای��ن 
ام��ر ب��ه عل��ت وج��ود اس��پورهاي مق��اوم ای��ن 
باکتري هاس��ت. اعض��اي ای��ن جن��س ق��ادر ب��ه 
ترش��ح مح��دوه ي وس��یعي از آنزیم ه��ا ب��ه داخ��ل 
محی��ط کش��ت هس��تند. از جمل��ه ي ای��ن آنزیم ه��ا 
مختل��ف،  کربوهیدراتاز ه��اي  ب��ه  مي ت��وان 
چندی��ن ن��وع پروتئ��از، پنیس��یلیناز، نوکلئ��از، 
فس��فاتاز لیپ��از، فس��فولیپاز C،همولیزی��ن ی��ا 
باکتریولیتی��ک  آنزیم-ه��اي  و  س��یتولیزین ها 
اش��اره ک��رد. ب��ه ط��ور کل��ي باس��یلوس ها ب��ه 
دو گ��روه عم��ده و اصل��ي تقس��یم مي ش��وند 
ک��ه ش��امل گ��روه باس��یلوس س��رئوس و گ��روه 
اعض��اي  مي باش��ند.  س��ابتیلیس  باس��یلوس 
 b. خ��ود  ش��امل   Bacillus cereus گ��روه 
 cereus ، . Banthracis ، B. mycoides ،B.
ج��رء  باس��یلوس ها  س��ایر   thuringiensis
جمل��ه  از  هس��تند   Bacillus subtilis گ��روه 
 Bacillus subtilis اعض��اي اصل��ي ای��ن گ��روه
می باش��ند.   B. pumilus. B. licheniformis
 Østensvik et al. (2004), Priest et al.(
(1988)(. برخ��ي از باکتري ه��ا ب��راي محافظت از 

خ��ود و حمل��ه ب��ر علی��ه واکنش ه��اي س��لول هاي 
میزب��ان محص��ولات س��مي را تولی��د مي کنن��د 
ک��ه ی��ا ماهی��ت پروتئین��ي دارن��د ی��ا ممک��ن اس��ت 
طبیع��ت غی��ر پروتئین��ي داش��ته باش��ند، س��موم 
مي توانن��د از مولکول های��ي تش��کیل ش��ده باش��ند 
ک��ه ش��امل ی��ک ی��ا چن��د زنجی��ره ي پلي پپتی��دي 
هس��تند )Zdanovsky et al. (2000 در واق��ع 
باکتري ه��ا ی��ک اب��زار پیش��رفته و توس��عه-یافته 
ب��راي تح��ت تاثی��ر ق��رار دادن عملکرد ه��اي حیاتي 
س��لول میزب��ان دارن��د و اج��ازه مي دهن��د ت��ا ب��ا 
دس��تکاري س��لول ه��دف عملک��رد س��لول میزبان 
 Manuel R et al.را ب��ه نف��ع خ��ود تغیی��ر دهن��د
(2011(. گروه��ی از ای��ن س��موم همولیزین ه��ا 

هس��تند ک��ه کلاس بزرگ��ي از س��موم پروتئین��ي 
و معم��ولاً فاکتور ه��اي بیماری��زاي مهم��ي ب��ه 
در  حفره های��ي  س��موم  مي آیند.ای��ن  حس��اب 
یوکاریوت��ي  س��لول هاي  پلاس��مایي  غش��اي 
ایج��اد مي کنن��د ک��ه ای��ن حف��رات باع��ث از بی��ن 
رفت��ن تع��ادل یون��ي غش��اء و در نتیج��ه م��رگ 
س��لولي مي ش��ود. فعالی��ت همولیت��ک آنه��ا ب��ر 
روي گلبول ه��اي قرم��ز خ��ون ب��راي کس��ب م��واد 
مغ��ذي و ایج��اد ش��رایط خ��اص مانن��د کم خون��ي 
در ب��دن توس��ط برخ��ي از پاتوژن ه��ا اس��ت. 
پ��س از اتص��ال مونومر ه��اي س��م ب��ه غش��اء، 
ص��ورت  ب��ه  مونومره��ا  اولیگومریزاس��یون 
ک��ه  انج��ام مي گی��رد  تراغش��ایي  حفره ه��اي 
باع��ث تس��هیل نف��وذ کنت��رل نش��ده ي آب، یون ه��ا 
و مولکول ه��اي آل��ي کوچ��ک مي گ��ردد. خ��روج 
س��ریع مولکول ه��اي حیات��ي مانن��د ATP، ازبی��ن 
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رفت��ن پتانس��یل غش��اء و ش��یب یون��ي، تغیی��ر 
پتانس��یل اس��مزي و در نهای��ت منج��ر به ت��ورم و 
تجزی��ه ي س��لول میزب��ان مي گ��ردد، ب��ا تجزی��ه ي 
گلبول ه��اي قرم��ز خ��ون می��زان زی��ادي آه��ن 
س��لول  س��لامت  و  مي ش��ود  آزاد  ب��دن  در 
ب��ه خط��ر مي افت��د. تولی��د ای��ن پروتئی��ن ب��ه 
ط��ور گس��ترده اي در خان��واده ي باس��یلوس ها 
گس��ترش یافته اس��ت از جمله توس��ط باس��یلوس 
س��رئوس و باس��یلوس ترنجنس��یس وس��ایر 
 Sritharan (2006), خان��واده  ای��ن  اعض��ای 
 Thompson et al. (2011), Vesper and

Vesper (2004).جال��ب اینجاس��ت ک��ه توانای��ي 

تولی��د س��موم ایج��اد کنن��ده ي حف��ره در ط��ول 
تکام��ل در بی��ن کرم ه��ا، گیاه��ان، باکتري ه��ا، 
قارچ ه��ا وحت��ي اخی��راً انس��ان ها نش��ان داده 
 Bischofberger et al. (2009,( ش��ده اس��ت 
Iacovache et al. (2008). یک��ی از مهمتری��ن 

اعض��ای ای��ن گ��روه ک��ه توس��ط باکتری ه��ای 
گ��رم مثب��ت ترش��ح می ش��ود س��موم وابس��ته 
  Cholesterol Depending  ب��ه کلس��ترول ی��ا
 Toxinمی باش��د. ای��ن س��موم حفره های��ي را 

در غش��اي پلاس��مایي سرش��ار از کلس��ترول 
و  مي کنن��د  ایج��اد  یوکاریوت��ي  س��لول هاي 
مي توانن��د تاثی��رات س��لولي متفاوتي را در غش��اء 
الق��ا کنن��د)Hotze and Tweten (2012 س��اختار 
و عملک��رد مرتب��ط بااین س��موم در چه��ار گونه ي 
باکتریای��ي از جمل��ه اس��ترپتوکوک، لیس��تریا، 
کلس��تریدیوم و باس��یلوس ش��ناخته ش��ده اس��ت 
 Alouf Geoffroy (1991), Billington et al.

 CDT 1997(.ش��رط لازم ب��راي عملک��رد ی��ک)

حض��ور کلس��ترول در غش��اء اس��ت.در بی��ن تمام 
لیپید ه��اي مختلف��ي ک��ه در ش��کل دادن ب��ه تن��وع 
س��لولي غش��اء نق��ش دارن��د کلس��ترول یک��ي از 
ویژگي ه��اي متمای��ز در س��لول هاي پس��تانداران 
عن��وان  ب��ه  کلس��ترول  واق��ع  در  مي باش��د. 
Ohno- گیرن��ده ب��راي ای��ن س��موم عم��ل مي کن��د

Iwashita et al. (1991).کلسترولس��اختار 

آن  عم��ده ي  نق��ش  و  داش��ته  چندحلق��ه اي 
اس��تحکام و انعطاف بخش��ي ب��ه غش��ا س��لول ها 
اس��ت. اولی��ن ق��دم ب��راي فعالی��ت CDT ه��ا 
شناس��ایي س��لول ه��دف مي باش��د ک��ه از طری��ق 
شناس��ایي لیپید ه��اي وی��ژه ي غش��اء، کلس��ترول، 
ی��ا ب��ه وس��یله ي پروتئین ه��اي ب��ه دام افت��اده در 
غش��اء متص��ل مي ش��وند. بع��د از موفقی��ت در 
شناس��ایي و اتص��ال CDT ه��ا ب��ه گیرنده ه��اي 
در  اولیگومریزاس��یون  ه��دف  س��طح س��لول 
کمپلک��س  ش��کل گیري  ب��راي  غش��اء  س��طح 
مونومر ه��ای  مي-ش��ود.  آغ��از  پیش حف��ره 
همولیزی��ن از طری��ق شناس��ایي گیرنده ه��اي 
س��طح س��لول همان ط��ور ک��ه در ب��الا گفت��ه 
ش��د، ب��ه س��طح غش��اء متص��ل مي-گردن��د. 
اولیگومریزاس��یون  ب��ه  ش��روع  مونومر ه��ا 
ک��رده وس��اختار اولیگوم��ر را گس��ترش داده 
ت��ا جای��ي ک��ه س��اختار حلق��ه اي ب��ه دس��ت آی��د 
 2002), Gonzalez MR et al.(2008), Hotze

در   .and Tweten (2012), Rodney (2005)

ای��ن پژوه��ش ب��راي تش��کیل مجموع��ه اي از 
س��اختار هاي پای��ه تش��کیل ش��ده بی��ن کلس��ترول 
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و همولیزی��ن و بررس��ي واکنش ه��اي بی��ن آنه��ا 
از داکین��گ مولکول��ی اس��تفاده گردی��د. داکین��گ 
مولکول��ي ی��ک روش معم��ول اس��ت ک��ه ب��راي 
محاس��به ي ب��ر همکن��ش پروتئین_لیگان��د ب��ه کار 
م��ي رود و ی��ک تکنی��ک مفی��د ب��راي پیش بین��ي 
پروتئی��ن  کل  روي  لیگان��د  پیون��دي  جای��گاه 
مي باش��د. مطالع��ات دینامیک��ي روي ش��یوه هاي 
پیون��دي جه��ت ارزیاب��ي ویژگي ه��اي س��اختاري 
و برهمکنش ه��ا ض��روري مي باش��د. داکین��گ 
مولکول��ي مي توان��د ب��ا اس��تفاده از نرم اف��زار 
ات��وداک انج��ام گی��رد. ات��وداک ی��ک نرم اف��زار 
خ��ودکار ب��راي پیش بین��ي واکن��ش بی��ن لیگاند ه��ا 
مي باش��د.  زیس��تي  ماکرومولکول ه��اي  و 
انگی��زه ي اس��تفاده از ای��ن نرم اف��زار ب��ه دلی��ل 
مش��کلاتي از جمل��ه طراح��ي ترکیب��ات فع��ال 
زیس��تي و ب��ه وی��ژه طراح��ي کامپیوت��ري دارو ها 
ص��ورت گرفت��ه اس��ت. پیش��رفت در شناس��ایي 
س��اختار کریس��تالوگرافي مولکول ه��اي زیس��تي 
نوکلئی��ک  اس��ید هاي  و  پروتئین ه��ا  از جمل��ه 
مي توان��د در اه��داف زیس��تي م��ورد اس��تفاده 
ق��رار گی��رد و ی��ا کلی��دي ب��راي درک جنبه ه��اي 
اساس��ي زیس��تي باش��د. تعام��ل دقی��ق ای��ن 
عوام��ل ی��ا س��ایر مولکول ه��ا ب��ا هدف هایش��ان 
واق��ع  در  اس��ت.  مه��م  بس��یار  فراین��د  ی��ک 
ه��دف از طراح��ي نرم اف��زار ات��وداک کم��ک ب��ه 
محقق��ان در شناس��ایي و تعیی��ن کمپلکس ه��اي 
ای��ن  در  اس��ت.  زیس��تي  ماکرومولکول ه��اي 
پژوه��ش م��ا ب��ا انج��ام داکین��گ می��ان همولیزی��ن 
و کلس��ترول ب��ه تجزی��ه وتحلی��ل واکنش ه��ای 

می��ان کلس��ترول و همولیزی��ن پرداخت��ه و عوامل 
موث��ر در میانکن��ش بی��ن آنه��ا را مش��خص 
کرده ای��م و در ادام��ه ب��ا موتاس��یون ب��ر روی 
ای��ن عوام��ل رفت��ار همولیزی��ن در برخ��ورد 
ب��ا کلس��ترول بررس��ی ش��ده اس��ت و نتای��ج 
م��ورد قبول��ی ب��رای کاه��ش می��ل همولیزی��ن ب��ه 
کلس��ترول و در نتیج��ه کاه��ش عملک��رد این س��م 

در ب��دن ب��ه دس��ت آم��د.

مواد و روش ها
پیش گوی��ی س��اختار س��وم از طری��ق مدلس��ازی 

ب��ا همول��وژی مدلینگ
همولیزی��ن   PDB ک��ه س��اختار  آنجای��ی  از 
باس��یلوس پامیل��وس SAFR0032 در بان��ک 
داده ه��ای پروتئی��ن وج��ود ن��دارد ب��ا اس��تفاده 
از همول��وژی مدلین��گ ب��ا کم��ک ن��رم اف��زار 
Modeller ب��راي پروتئین های��ي ک��ه الگ��وي 

مناس��ب ب��راي آنه��ا وج��ود ن��دارد ش��بیه 
س��ازی انج��ام گرفت��ه ش��د. توال��ی کام��ل ژن��وم 
ای��ن باس��یلوس در NCBI ب��ا ع��دد دسترس��ی 
AY167879,1 وج��ود دارد و همولیزی��ن ای��ن 
س��ویه ب��ه عن��وان الگوی��ی ب��رای ش��بیه س��ازی 

اس��تفاده ش��د.
خروج��ي نرم اف��زار ش��امل 5 م��دل مي باش��د 
و  نرم اف��زار  کار  دس��تور  اس��اس  ب��ر  ک��ه 
براس��اس امتی��از نرم اف��زار )DOPE( مدل��ي 
ک��ه کمتری��ن امتی��از را دارد انتخ��اب و ب��راي 
مطالع��ات بع��دي اس��تفاده گردی��د. بایس��تي 
توج��ه داش��ت ی��ک توال��ي پروتئین��ي مي توان��د 
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چندی��ن م��دل داش��ته باش��د ول��ي در طبیع��ت 
وج��ود تم��ام ای��ن مدل ه��ا ام��کان پذی��ر نیس��ت 
و بایس��تي بهتری��ن م��دل ب��ا ان��رژي بهین��ه 
ب��ه س��اختار  تقریب��اً نزدی��ک  و س��اختاري 
http://( موج��ود در طبیع��ت انتخ��اب گ��ردد
salilab.org/modeller/modeller.html)

 Sali and Blundell (1993); Sanchez and

Sali (2000). ب��راي ارزیاب��ي کیفی��ت م��دل 

س��اخته ش��ده از توال��ي پروتئی��ن همولیزی��ن 
و اینک��ه آی��ا س��اختار حاص��ل از پروتئی��ن 
م��ورد نظ��ر از لح��اظ انرژتی��ک پای��دار اس��ت 
بع��د از مدل س��ازي ب��ا اس��تفاده نرم اف��زار 
MODELLER، ب��ا کم��ک نرم اف��زار دیگ��ري 

ب��ه ن��ام PROCHECK نم��ودار راماچان��دران 
مي نمایی��م،  را رس��م  م��دل ش��ده  پروتئی��ن 
نم��ودار راماچان��دران وضعی��ت مج��از ه��ر 
زاوی��ه را ب��راي س��اختارهاي پروتئی��ن نش��ان 
می ده��د و بی��ان می کن��د ک��ه آی��ا اس��یدهای 
امین��ه پروتئی��ن م��ا درمناط��ق مجازنم��ودار 
)Laskowski et al. (1993) هس��تند ی��ا ن��ه ؟

شبیه س��ازي همولیزی��ن در غش��اي لیپی��دی ب��ا 
اس��تفاده از نرم اف��زار گرومک��س

شبیه س��ازي دینامی��ک مولکول��ي ب��ا اس��تفاده 
اس��اس  ب��ر   61,4 گرومک��س  نرم اف��زار  از 
می��دان نی��روي گروم��وس 6a 53-96 انج��ام 
س��ه  )س��اختار  پیکربن��دي  اس��ت.  گرفت��ه 
  SAFR0032 همولیزی��ن  پروتئی��ن  بع��دی( 
Bacillus pumilus ب��ا اس��تفاده از نرم اف��زار 
اج��زاي  آم��د،  دس��ت  ب��ه   MODELLER

پروتئی��ن  ش��امل  شبیه س��ازي  سیس��تم 
 SAFR0032  Bacillus pumilus همولیزی��ن
، غش��اي لیپی��دي دولای��ه و مولکول ه��اي آب 
بودن��د. ح��لال )ش��امل آب و یون ه��ا( و همچنین 
پروتئی��ن و لیگان��د در ی��ک دم��اي ثاب��ت جف��ت 
ش��دند. ش��ش ی��ون کل��ر ب��ا مولکول ه��اي 
آب جایگزی��ن گردی��د ت��ا مطمئ��ن ش��ویم ک��ه 
ب��ار کل سیس��تم شبیه س��ازي ش��ده خنث��ي 
باش��د. سیس��تم نهای��ي در جعب��ه اي ب��ا ابع��اد 
6/5× 6/7 × 6/7 آنگس��تروم ق��رار داده ش��د و 
فراین��د بهینه س��ازي ان��رژي در دو مرحل��ه ب��ه 
تعادل-رس��اني و مرحل��ه تولی��د انج��ام گرف��ت 
)ب��ر طب��ق دس��تور کار ن��رم اف��زار گرومک��س(. 
 ns30 ش��بیه س��ازی دینامی��ک مولکول��ی در
ب��ه م��دت 4 روز در سیس��تم run  گردی��د. 
تمام��ی ن��کات ذک��ر ش��ده ب��ر اس��اس دس��تور 
www. اطلاع��ات  پای��گاه  در  کار گرومک��س 
 bevanlab.biochemانج��ام گرفت��ه اس��ت.

انجام داكینگ
پ��س از مدل س��ازي و بدس��ت آوردن س��اختار 
س��ه بع��دي پروتئی��ن مراح��ل کار ب��ا ات��وداک 
داکین��گ خ��ودکار  آغ��از مي ش��ود. در واق��ع 
ب��راي اتص��ال لیگان��د در مکان ه��اي مناس��ب 
ب��ه پروتئی��ن اس��تفاده مي ش��ود. ب��راي انج��ام 
کار برنام��ه ات��وداک 2,4 اج��را ش��ده اس��ت. تم��ام 
پ��اک  اصل��ي  پروتئی��ن  از  آب  مولکول-ه��اي 
مي ش��ود و اتم ه��اي قطب��ي هی��دروژن اضاف��ه 
مي گردن��د و ب��ار، ح��لال پوش��ي اتم ه��ا و حج��م 
اج��زاء ب��ا اس��تفاده از نرم اف��زار ات��وداک حس��اب 
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فرم��ت  در  مختصات��ي  فایل ه��اي  مي ش��ود. 
pdbqt س��اخته مي ش��وند ک��ه ش��امل بار ه��اي 

جزئ��ي اتم��ي و ن��وع اتم ه��ا اس��ت. ای��ن فرم��ت 
مخص��وص ات��وداک مي باش��د. در ای��ن فرمت ه��ا 
اطلاعات��ي از قبی��ل باره��اي نس��بي، اتم ه��اي 
هی��دروژن قطب��ي و ان��واع اتم ه��ا را مي ت��وان 
مش��اهده ک��رد و همچنی��ن ح��اوي اطلاعات��ي در 
م��ورد درج��ات آزادي زاوی��ه اي نی��ز مي باش��د. 
محاس��به ي س��ریع ان��رژي از طری��ق محاس��به ي 
پتانس��یل هاي تمای��ل اتم��ي ب��راي ه��ر ن��وع ات��م 
در مولک��ول لیگان��د ک��ه در ح��ال داک ش��دن اس��ت 
انج��ام مي ش��ود، در محاس��بات اتوگری��د پروتئی��ن 
در ی��ک ش��بکه ي س��ه بع��دي ق��رار داده مي ش��ود 
و ی��ک ات��م پ��راب در ه��ر نقط��ه از ای��ن ش��بکه قرار 
مي گی��رد. ه��ر Grid ی��ا ش��بکه متمرک��ز ش��ده در 
س��اختار کریس��تالي مرتب��ط ب��ا همولیزین س��ویه 
م��ورد نظ��ر متص��ل ب��ه کلس��ترول ب��ا ابع��اد 
X 60 X 60 60 آنگس��تروم اس��ت. پروتئی��ن در 
داخ��ل ای��ن گری��د ثاب��ت مي ش��ود و لیگان��د طب��ق 
دس��تور اس��تاندارد در ح��دود27000 ب��ار ب��ه دور 
پروتئی��ن مي چرخ��د. ب��راي کلس��ترول ک��ه در 
ای��نGrid box ق��رار گرفت��ه نقط��ه ي ش��روع و 
جهت گیري ه��ا کام��لاً تصادف��ي اس��ت. حداکث��ر 
25 میلی��ون ارزیاب��ي ان��رژي ب��راي ه��ر اتص��ال 
انج��ام مي گی��رد و نتای��ج ب��ا اس��تفاده تولران��س 
0/2 آنگس��تروم دس��ته بندي مي ش��ود. مراح��ل 
انج��ام کار در ه��ر مرحل��ه ب��ه طور کام��ل توضیح 

داده ش��ده اس��ت 

مطالع��ه ي داکین��گ همولیزی��ن ب��ه کلس��ترول 
ب��ا اس��تفاده از برنام��ه ي ات��وداک 2,4 انج��ام 
فایل ه��اي  از اج��راي داکین��گ  قب��ل  گرف��ت. 
ورودي آن بایس��تي توس��ط برنام��ه ي ات��وداک 

و اتوگری��د تهی��ه ش��وند.

ــن  ــن همولیزي ــیون در پروتئی ــاد موتاس ايج
 :PoPMuSiC-2.1 ــگاه ــتفاده از وب ــا اس ب

PoPMuSiC-2.1 ی��ک وب��گاه ب��رای پیش بین��ی 

از  ناش��ی  ترمودینامیک��ی  ثب��ات  تغیی��رات 
می باش��د.  پروتئی��ن  در  منف��رد  جهش ه��ای 
ارائ��ه عملک��رد پیش بین��ی ای��ن وب��گاه بس��یار 
کارا و موث��ر ب��وده و ع��لاوه ب��ر ای��ن بس��یار 
س��ریع تغیی��رات ثب��ات پروتئین ه��ای جه��ش 
یافت��ه را پیش-بین��ی می کن��د و ی��ک نرم اف��زار 
ن��ه چن��دان پیچی��ده ب��رای کارب��ران می باش��د. 
ع��لاوه ب��ر بررس��ی ثب��ات پروتئی��ن جهش یافت��ه 
ای��ن وب��گاه ق��ادر اس��ت نق��ش بهین��ه ه��ر 
اس��ید آمینه را در توال��ی پروتئی��ن م��ورد نظ��ر 
مش��خص کن��د و ب��ا ای��ن ویژگ��ی می ت��وان نقاط 
ضع��ف س��اختاری را ب��ا توج��ه ب��ه اس��ید های 
آمین��ه نامطل��وب ک��ه نش��ان دهنده جایگاه ه��ای 
وی��ژه ب��رای جه��ش اس��ت م��ورد ه��دف ق��رار 
داد. در واق��ع ب��ا جابجای��ی ی��ک آمین��و اس��ید 
ب��ا آمین��و اس��ید دیگ��ر در جایگاه��ی خ��اص از 
توال��ی آمینواس��یدی، م��ی ت��وان تغییرات��ی را 
در س��اختمان پروتئی��ن اعم��ال ک��رد ک��ه ای��ن 
تغیی��رات عملک��رد آن پروتئی��ن را تح��ت تاثی��ر 

خ��ود ق��رار م��ی ده��د.  .)Adinarayana and Devi (2011), Garrett et al. (2009( 
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نتايج
 Bacillus همولیزی��ن  ویژگي ه��اي  بررس��ي 
pumilus SAFR0032 ب��ا اس��تفاده از وب��گاه

جمل��ه  از  مختلف��ي  ابزار ه��اي    protparam

تحلی��ل  و  تجزی��ه  ب��ه   protparam وب��گاه  
توالي ه��اي پروتئین��ي مي پ��ردازد. ای��ن وب��گاه 
ب��ه بررس��ي خصوصی��ات فیزیکوش��یمیایي 
توال��ي پروتئی��ن م��ورد نظ��ر پرداخت��ه، وزن 
مولکول��ي، ترکی��ب اس��ید هاي آمین��ه، نیم��ه ي 
عم��ر پروتئی��ن م��ورد نظ��ر، ش��اخص-هاي 
دوگان��ه دوس��تي آن و pI را نی��ز تعیی��ن مي کند. 
ورودي ای��ن وب��گاه تنه��ا ش��امل توال��ي پروتئین 
م��ورد نظ��ر مي باش��د و س��اختار 3 بع��دي ب��ا 
قب��ول  ب��ه عن��وان ورودي  را   PDB فرم��ت 
http://www. نمي کن��د. ای��ن وب��گاه در س��ایت

قاب��ل   expasy.org/tools/protparam.html

به دس��ت  نتای��ج  طب��ق  مي باش��د.  دس��ترس 
  Bacillus pumilus همولیزی��ن   آم��ده 
اس��ید آمینه، وزن  SAFR0032، ش��امل 212 

مولکول��ي 23343,3 دالت��ون، pI ای��ن پروتئی��ن 
9,34، کل ب��ار منف��ي اس��ید هاي آمین��ه ي آن 
)Asp + Glu( 6 و کل ب��ار مثب��ت اس��ید هاي 
آمین��ه ي آن )Arg + Lys( 12 و نیم��ه عم��ر ای��ن 
پروتئی��ن بیش��تر از 20 س��اعت در قارچ ه��ا و 
بیش��تر از 30 س��اعت در باکتري ه��ا مي باش��د.

نرم اف��زار  از  اس��تفاده  ب��ا  مدل س��ازي 
MODELLER و بررس��ي کیفی��ت م��دل ب��ه 

دس��ت آم��ده ب��ا اس��تفاده از نرم افزار ه��اي 

 Verify3Dو  PROCHECK

همان ط��ور ک��ه در قس��مت هاي بالات��ر گفت��ه ش��د، 
   Bacillus pumilus SAFR0032  همولیزی��ن
پروتئین��ي اس��ت ک��ه س��اختار PDB آن در بان��ک 
ای��ن  در  داده ه��اي پروتئین��ي وج��ود ن��دارد. 
MOD-  مطالع��ه م��ا ب��ا اس��تفاده از نرم اف��زار
م��دل- را  نظ��ر  م��ورد  پروتئی��ن   ELLER

س��ازي ک��رده، ک��ه خروج��ي نرم اف��زار ب��راي 
توال��ي ای��ن پروتئی��ن ش��امل 5 م��دل ب��ود. ب��ر 
اس��اس دس��تور کار نرم اف��زار و براس��اس 
امتیاز ده��ي نرم-اف��زار )DOPE( مدل��ي ک��ه 
کمتری��ن امتی��از را داش��ت انتخ��اب و ب��راي 
مطالع��ات بع��دي اس��تفاده گردی��د. ب��ا توج��ه 
ب��ه اینک��ه ی��ک توال��ي پروتئین��ي مي توان��د 
چندی��ن م��دل داش��ته باش��د ول��ي در طبیع��ت 
وج��ود تم��ام ای��ن مدل ه��ا امکان پذی��ر نیس��ت، 
بایس��تي بهتری��ن م��دل ب��ا ان��رژي بهین��ه و 
س��اختاري تقریب��اً نزدی��ک ب��ه س��اختاري ک��ه 
در طبیع��ت یاف��ت مي ش��ود، انتخ��اب گ��ردد، 
PRO- نرم-اف��زار از  اس��تفاده  ب��ا   س��پس 

CHECK نم��ودار راماچان��دران اس��تانداردي 

ب��ه دس��ت آم��د، ک��ه نش��ان م��ي داد بی��ش از 
%90 ای��ن اس��ید هاي آمینه در ناحی��ه مج��از 

نم��ودار ق��رار گرفت��ه ش��ده اند،و ای��ن بی��ان 
کنن��ده ي مدل��ي ب��ا کیفی��ت ب��الا اس��ت .در واق��ع 
نم��ودار راماچان��دران ب��ا اندازه گی��ري زوای��اي 
زوای��اي  آمین��ه،  اس��ید هاي  س��اي  و  ف��ي 
مج��از اس��ید هاي آمین��ه ي تش��کیل دهن��ده ي 
پروتئی��ن را نمای��ش مي ده��د، نواح��ي قرم��ز 



87دوره بیست و نهم ، شماره 2، پاییز و زمستان 1395مجله علمی - پژوهشی دانشگاه الزهرا )س( / زیست شناسی کاربردی

در ای��ن نم��ودار نواح��ي مج��از، نواح��ي زرد 
نواح��ي تقریب��اً مج��از و نواح��ي خاکس��تري 
نواح��ي غیرمج��از ب��راي اس��ید هاي آمین��ه 

هس��تند، ک��ه در )ش��کل 1( مش��اهده مي ش��ود. 

نظ��ر  م��ورد  م��دل  نهای��ي  ارزیاب��ي  ب��راي 

از وب��گاه  verify3D اس��تفاده گردی��د ک��ه 
خروج��ي ای��ن وب��گاه ش��امل ی��ک نم��ودار 
مي باش��د ک��ه بیانگ��ر ای��ن اس��ت ک��ه پروتئی��ن 
م��دل ش��ده کیفی��ت م��دل بس��یار خ��وب داش��ته 
اس��ت زی��را تع��داد زی��ادي از دنباله ه��ا داراي 

شکل 1: نمودار راماچاندران حاصل از نرم افزار PROCHECK که کیفیت مدل به دست آمده از نرم افزار 

MODELLER را تایید مي کند. بیش از 90% این اسید هاي آمینه در ناحیه مجاز نمودار قرار گرفته اند، و این بیان 

کننده ي مدلي با کیفیت بالا است

امتی��از بالات��ر از صف��ر هس��تند. )ش��کل 2( 
خروج��ي وب��گاه verify3D را نش��ان مي ده��د. 
اس��تفاده از روش ه��ای مدل س��ازی در بعض��ی 
از پروتئین ه��ا ک��ه س��اختار کریس��تالی آنه��ا 
ب��رای  می باش��د  دس��ترس  در  س��ختی  ب��ه 
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اه��داف درمان��ی مزای��ای زی��ادی دارد. ذک��ر 
ای��ن نکت��ه بس��یار ب��ا اهمی��ت اس��ت ک��ه اگ��ر 
مس��یر های  در  حیات��ی  نق��ش  پروتئین��ی 
بیولوژیک��ی ب��دن داش��ته و ی��ا نق��ش آن در 
ی��ک مس��یر بیماریزای��ی مش��خص ش��ده باش��د 
پیش��گویی س��اختار آنه��ا از طری��ق روش ه��ای 
کامپیوت��ری  ب��ه منزل��ه روش نوین��ی در طراحی 
بیان��ی  ب��ه  می باش��د.  بیم��اری  ب��رای  دارو 
دیگ��ر طراح��ی ی��ک داروی موث��ر ب��رای مه��ار 
پروتئین��ی خ��اص در ی��ک مس��یر بیماری زای��ی 
ب��ا روش ه��ای کامپیوت��ری و ش��بیه س��ازی 
س��اختار س��وم پروتئی��ن از لح��اظ اقتص��ادی 
مق��رون ب��ه صرف��ه ب��وده و درم��ان را تس��ریع 

. می بخش��د
بررســی نتايــج حاصــل از شبیه ســازی 

دينامیــک مولکولــی
در ابت��دا هندس��ه سیس��تم از نظ��ر ان��رژي ب��ا 
اس��تفاده از روش دینامی��ک مولکول��ي بهین��ه 
گردی��د. در واق��ع یک��ی از عوامل��ی ک��ه رون��د 
م��ی دارد  بی��ان  را  شبیه س��ازی  صحی��ح 
ای��ن  در  اس��ت.  پتانس��یل  ان��رژي  تغیی��رات 
مرحل��ه ک��ه در )ش��کل 3( نش��ان داده ش��ده، 
در اوای��ل ش��روع شبیه-س��ازی از آنج��ا ک��ه 
هندس��ه سیس��تم بهین��ه نیس��ت مق��دار ان��رژي 
پتانس��یل زی��اد اس��ت ام��ا ب��ا گ��ذر زم��ان 
سیس��تم ب��ه می��زان بهین��ه ان��رژي پتانس��یل 
خ��ود نزدی��ک ش��ده و ان��رژي پتانس��یل مرتب��اً 
کاه��ش یافت��ه و در زمان ه��اي 4 و 5 نانوثانی��ه 
ان��رژي پتانس��یل همگ��را گردی��ده اس��ت. ب��راي 
شبیه س��ازي  س��اختار  پای��داري  ارزیاب��ي 

شکل 2: نمودارverify3d برای ارزیابی کیفیت پروتئین همولیزین مدل شده با استفاده از نمودار راماچاندران. 
)رزیدو های بالاتر از صفر ارزشمند هستند(
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مولکول��ي  دینامی��ک  از  اس��تفاده  ب��ا  ش��ده 
 Root Mean Square ی��ا   RMSD کمی��ت 
 Deviation اس��تفاده مي ش��ود و ب��ه عن��وان 

پروتئی��ن  س��اختار  همگرای��ي  از  ش��اخصي 
همولیزی��ن بررس��ی گردی��ده اس��ت. براس��اس 
خروج��ی RMSD ب��رای اس��کلت پروتئی��ن 
واریان��س داده ه��ا از 5 نانوثانی��ه در ح��دود 
0/0004 نانومت��ر اس��ت ک��ه بس��یار نزدی��ک ب��ه 
صف��ر ب��وده و نش��ان دهن��ده ي ای��ن اس��ت ک��ه 
داده ه��اي RMSD پراکندگ��ي بس��یار کم��ي در 

ح��ول ی��ک مق��دار ثاب��ت دارن��د و ای��ن ثب��ات 
ت��ا پای��ان شبیه-س��ازي ت��داوم داش��ته ک��ه 
بیانگ��ر سیس��تم مولکول��ي ب��ا رفت��ار مناس��ب 
اس��ت. میانگی��ن RMSD ب��راي اس��کلت اصل��ي 
پروتئی��ن از 5 نانوثانی��ه ت��ا 30 نانوثانی��ه، 0/37 

مي باش��د.  نانومت��ر 
نتیج��ه ای��ن خروج��ي در )ش��کل 4( نش��ان داده 
ش��ده اس��ت. همچنی��ن ب��راي آنالی��ز محت��واي 
س��اختار دوم همولیزی��ن م��ورد بررس��ی در 
DSSP اس��تفاده  از نرم اف��زار  ط��ول زم��ان 

شکل 3: تغییرات انرژي پتانسیل در مرحله بهینه سازي هندسي
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گردی��د. ب��ا توج��ه ب��ه )ش��کل5( مي ت��وان اذع��ان 
کردک��ه ب��ه واس��طه ي برهمکن��ش همولیزی��ن 
ب��ا غش��اء لیپی��دی تغیی��ر قاب��ل ملاحظ��ه اي در 
س��اختار دوم همولیزی��ن مش��اهده نش��ده اس��ت 
و س��اختار غش��اء و پروتئی��ن در ط��ول ای��ن 

م��دت ثاب��ت مان��ده اس��ت. 

بررسي نتايج حاصل از داكینگ مولکولي
در اینج��ا ب��راي تش��کیل مجموع��ه اي از س��اختار 
پای��ه تش��کیل ش��ده بی��ن کلس��ترول و همولیزی��ن 

شکل RMSD :4 اسکلت پروتئیني همولیزین بعد از قرار دادن در غشاء لیپیدي 

شکل5: خروجي DSSP که بیانگر ساختار دوم همولیزین در غشاء لیپیدي بعد از شبیه سازي مي باشد. این شکل 
نشان مي دهد ساختار دوم همولیزین به صورت آلفا هلیکس باقي مانده است

از نرم اف��زار ات��وداک اس��تفاده ش��د. از آنج��ا 
م��ورد س��اختار  در  اطلاع��ات خاص��ي  ک��ه 
کریس��تالي ای��ن پروتئی��ن در دس��ترس نب��ود 
س��اختار مولکول��ي آن ب��ا اس��تفاده از نرم اف��زار 
ب��ا  و  ش��د  مدل س��ازي   MODELLER

اس��تفاده از نرم اف��زار PROCHECK نم��ودار 

راماچان��دران اس��تانداردي ب��ه دس��ت آم��د ک��ه 
نش��ان م��ي داد بی��ش از %90 ای��ن اس��ید هاي 
آمین��ه در ناحی��ه مج��از نم��ودار ق��رار گرفت��ه 
ش��ده اند و در نتیج��ه پروتئی��ن م��ورد نظ��ر ی��ک 
پروتئی��ن بهین��ه مي باش��د. ب��راي شناس��ایي 
مکان ه��اي اتص��ال در همولیزی��ن و کلس��ترول 
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ان��دازه ش��بکه 60× 60× 60 آنگس��تروم انتخ��اب 
ش��د و ب��ه نرم اف��زار اج��ازه ي جس��تجو در تم��ام 
حج��م پروتئی��ن داده ش��د. در ای��ن مرحل��ه پ��س 
از انج��ام 100 )طب��ق پرت��کل ن��رم اف��زار اتوداک( 
اج��راي داکین��گ همولیزی��ن ب��ا کلس��ترول، محلي 
ک��ه داراي کمتری��ن ان��رژي اتص��ال ب��ود، انتخاب 
گردی��د. برخ��ي از نتای��ج حاص��ل از داکین��گ 
در )ج��دول 1(آم��ده اس��ت. در ای��ن ج��دول 
س��تون دوم نش��ان دهن��ده ي حداق��ل ان��رژي 
اتص��ال ی��ا ان��رژي اتص��ال کل��ي مي باش��د. در 
س��تون س��وم مجم��وع س��هم انرژي ه��اي بی��ن 
مولکول��ي ش��امل برهمکنش ه��اي واندروال��س، 
ح��لال  هیدروژن��ي،  پیوند ه��اي  تش��کیل 
ناپوش��ي کلس��ترول و همولیزی��ن )دور ش��دن از 
ح��لال ب��راي پای��دار ش��دن( و برهمکنش ه��اي 

الکترواس��تاتیک آورده ش��ده اس��ت. س��تون 
چه��ارم نش��ان دهن��ده ي س��هم ان��رژي آزاد 
بهتری��ن  مي باش��د.  کل  ان��رژي  در  پیچش��ي 
اج��راي  در  لیگان��د  و  پروتئی��ن  برهمکن��ش 
اول ب��ه دس��ت آم��ده اس��ت ک��ه داراي ان��رژي 
11/72- کیلوکال��ري ب��ر م��ول ب��ود. در ای��ن 
بررس��ي ی��ک پیون��د هیدروژن��ي بی��ن کلس��ترول 
و اس��یدآمینه هاي درگی��ر تش��کیل گردی��د در 
واق��ع ی��ک جای��گاه اتص��ال ب��ا تمای��ل ب��الا می��ان 
آنه��ا ش��کل گرفت��ه اس��ت. در ای��ن ج��ا همولیزین 
ب��ا می��زان ان��رژي 11/72- کیلوکال��ري ب��ر 
م��ول ب��ا ق��درت ترکیب��ي ب��الا ب��ا اس��ید آمینه ي 
گلایس��ین152 ی��ک پیون��د هیدروژن��ي تش��کیل 

داده اس��ت.
اس��ید هاي آمین��ه درگی��ر در ای��ن اتص��ال 

ــتفاده از  ــا اس ــترول ب ــا كلس ــن ب ــش همولیزي ــگ برهمکن ــي داكین ــج نهاي ــدول 1: نتاي ج
ــده ــاب گردي ــدم انتخ ــورت رن ــه ص ــرا ب ــر اج ــه ه ــوداک ك ــزار ات نرم اف

دماي 298/15
حداقل انرژي اتصال 

   )کیلوکالري بر مول(

  سهم انرژیهاي بین مولکولي 

)کیلوکالري بر مول(

سهم انرژي آزاد 

پیچشي

13/511/79-11/72-اجراي1

13/21/79-11/41-اجراي5

12/31/79-10/52-اجراي15

11/791/79-10-اجراي31

11/251/79-9/49-اجراي82

10/811/79-9/02-اجراي95
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ش��امل لوس��ین101، آلانی��ن145، لیزی��ن147، 
تیروزی��ن150،  لوس��ین149،  پرولی��ن148، 
لوس��ین151، گلایس��ین152 و لوس��ین153 
آمین��ه  اس��ید هاي  ای��ن  تمام��ي  مي باش��ند. 
در بخ��ش درون��ي پروتئی��ن ق��رار گرفته ان��د 
آبگری��ز  آمین��ه ي  اس��ید هاي  ج��زء  و 

قرارگی��ري  مح��ل  مي ش��وند.  محس��وب 
لیگان��د در پروتئی��ن ب��ه ص��ورت س��ه بع��دي 
و پیون��د هیدروژن��ي درگی��ر در ای��ن اتص��ال 
نش��ان   )7 و   6 )ش��کل هاي  در  ترتی��ب  ب��ه 
می��ان  اتصال��ی  چنی��ن  اس��ت.  ش��ده  داده 
اس��ید های آمین��ه همولیزی��ن و هیدروکس��یل 

SAFR032 شکل 6: نمای سه بعدي بخشي از کلسترول درگیر با حفره ي همولیزین باسیلوس پامیلوس

شکل 7: پیوند هیدروژني ایجاد شده بین بخشي از کلسترول از ناحیه 3oh و اسید آمینه ي GLY152 که با رنگ 
سبز نشان داده شده است و سایر اسیدآمینه هاي درگیر در اتصال
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کلس��ترول نش��ان دهن��ده مکانیس��م احتمال��ی 
عملک��رد همولیزی��ن بن��ا ب��ر نطری��ات ارای��ه 
ش��ده توس��ط محقق��ان می باش��د ای��ن نتای��ج 
نش��ان می-ده��د همولیزی��ن دارای جای��گاه 
ج��ذب ب��رای کلس��ترول های غش��ایی اس��ت 
میانکن��ش  غش��اء  ب��ا  ترتی��ب  ای��ن  ب��ه  و 

. می ده��د

جهش زايــی  از  حاصــل  نتايــج  بررســی 
وبــگاه  از  اســتفاده  بــا  همولیزيــن 

P o P M u S i C - 2 . 1
اصل��ی  آمینواس��ید های  شناس��ایی  از  پ��س 
درگی��ر در اتص��ال همولیزی��ن مورد بررس��ی با 
کلس��ترول ب��رای کاه��ش ای��ن اتص��ال و سس��ت 
ش��دن پیون��د ایج��اد ش��ده می��ان گیرن��ده و 
لیگان��د ب��ر روی آنه��ا جهش های��ی ب��ه ص��ورت 
PoPMuSiC- نقطه ای��ی ب��ا اس��تفاده از وب��گاه

2.1انج��ام گرف��ت. س��پس ب��ا جایگزی��ن ک��ردن 

اس��ید های آمین��ه جه��ش یافت��ه ب��ا اس��ید-های 
آمین��ه اصل��ی موج��ود در توال��ی پروتئی��ن 
همولیزی��ن م��ورد نظ��ر ی��ک توال��ی متف��اوت 
در 3ال��ی 4 اس��ید آمین��ه ب��ا توال��ی اصل��ی ب��ه 
دس��ت آم��د، س��پس ب��ا اس��تفاده از ن��رم اف��زار  
PROCHECK براس��اس توال��ی همولیزی��ن 

جدی��د ک��ه ب��ا جهش زای��ی ایج��اد ش��ده ب��ود، 
پروتئی��ن جه��ش یافت��ه رس��م گردی��د. پ��س 
از مدل س��ازی همولیزی��ن جه��ش داده ش��ده 
ب��ا اس��تفاده از وب��گاه PROCHECK طب��ق 
مراح��ل ب��الا اج��رای داکین��گ مولکول��ی ب��ر 
روی ای��ن پروتئی��ن نی��ز انج��ام گرفت��ه ش��د. 
پ��س از انج��ام 100 اج��رای داکین��گ همولیزی��ن 
جه��ش داده ش��ده ب��ا کلس��ترول، محل��ی ک��ه 
دارای کمتری��ن ان��رژی اتص��ال ب��ود انتخ��اب 
گردی��د و نتای��ج حاص��ل از ای��ن داکین��گ در 

)ج��دول 2( نش��ان داده ش��ده اس��ت. 
همچنی��ن در )ش��کل 8 و 9( مقایس��ه اتص��ال 

جــدول2: اجــرای داكینــگ همولیزيــن جهــش يافتــه بــا لیگانــد كلســترولی خــود و كاهــش 
تمايــل میــان پروتئیــن و كلســترول بــه علــت تغییــر در اســید آمینــه اصلــی در ايــن اتصــال

دماي 298/15
حداقل انرژي اتصال
)کیلوکالري بر مول(

سهم انرژیهاي بین مولکولي
)کیلوکالري بر مول(

سهم انرژي آزاد 
پیچشي

3/051/79-5/84-اجراي1
3/011/79-5/8-اجراي5
2/491/79-5/28-اجراي15
2/351/79-4/76-اجراي31
2/021/79-4/12-اجراي82
1/521/79-3/93-اجراي95
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همولیزی��ن طبیع��ی ب��ا کلس��ترول و همولیزی��ن 
جهش یافت��ه نش��ان داده ش��ده و بی��ان می کن��د 
ک��ه در س��ویه جهش یافت��ه تمای��ل پروتئی��ن ب��ه 
گیرن��ده ب��ه ش��دت کاه��ش یافت��ه ب��ه ط��وری 

ک��ه اتص��ال می��ان آنه��ا ب��ه ش��دت سس��ت 
گش��ته و در ناحی��ه ای غی��ر از مح��ل اصل��ی 

اتص��ال ناپای��دار برق��رار می کن��د.
نتیجه گیری و بحث 

شکل 8: همولیزین وحشی )ساختار سبز رنگ( در اتصال با کلسترول )ساختار زرد رنگ( و قرارگیری کلسترول 
در حفره همولیزین

شکل 9: همولیزین موتان یافته )سبز رنگ( که اتصال سست و ناپایداری با کلسترول )زرد رنگ( برقرار کرده 
است و در ناحیه ای خارج از حفره همولیزین قرار گرفته است.

مولکول��ی  دینامی��ک  شبیه س��ازي  از  ه��دف 
اس��تفاده از خ��واص میکروس��کوپي ترکیب��ات 
ب��راي مطالع��ه ي آن دس��ته از خ��واص ت��وده اي 
اس��ت ک��ه ب��ه آس��اني در آزمایش��گاه قاب��ل 
بررس��ي نیس��تند. شبیه س��ازي رایان��ه اي پل��ي 
بی��ن مقی��اس زمان��ي و طول��ي دو حال��ت مولکولي 

)میکروس��کوپي( و کلان )ت��وده اي( اس��ت. نتای��ج 
ب��ه دس��ت آم��ده در بیش��تر مطالعات انجام ش��ده 
ب��ر اس��اس MDبی��ان داش��ته ک��ه ش��بیه س��ازی 
دینامی��ک مولکول��ی می توان��د ب��رای تش��خیص و 
بررس��ی س��اختار ی��ک پروتئی��ن ب��ه عن��وان ی��ک 
م��دل در غش��اء ب��ه ص��ورت درس��ت یا نادرس��ت 
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ب��ه کار رود و اینک��ه م��دل پروتئی��ن می توان��د ب��ه 
عن��وان ی��ک س��اختار ب��ا ثب��ات در ط��ول ش��بیه 
س��ازی س��اختار خ��ود را حف��ظ کن��د، م��ورد 
اس��تفاده ق��رار بگی��رد. در واق��ع ه��دف دینامی��ک 
مولکول��ي از اس��اس کاه��ش می��زان خط��اي 
 Scott et(گمان ه��ا ب��ه ی��ک مق��دار بهین��ه اس��ت
al. 2007(. در نتیج��ه ش��بیه س��ازی دینامی��ک 

اب��زار  ی��ک  ب��ه عن��وان  مولکول��ی می توان��د 
بس��یار ق��وی و ب��ا ارزش ب��رای بررس��ی غش��اء، 
فرایند ه��ای غش��ایی و س��اختار های بیول��وژی 
 (Ivetac پروتئی��ن در غش��اء ب��ه کار ب��رده ش��ود
رون��د  ان��رژی  نم��ودار   .)and Mark 2008

   SAFR0032 صحی��ح شبیه س��ازی همولیزی��ن
 Bacillus pumilusرا نش��ان می ده��د و هم��ان 
ط��ور ک��ه در )ش��کل 3( مش��اهده ش��د ش��یب 
نم��ودار ان��رژی در ط��ول ش��بیه س��ازی کاه��ش 
یافت��ه و ای��ن کاه��ش ش��یب بیانگ��ر کیفی��ت بهت��ر 
در ش��بیه س��ازی می باش��د، زی��را ان��رژی کمت��ر 
در حال��ت پای��دار بیش��تر حاص��ل می ش��ود. همان 
ط��ور ک��ه از نم��ودار RMSD مش��خص اس��ت 
ای��ن ش��کل نش��انگر ثب��ات پروتئی��ن همولیزین در 
درون غش��اء در ط��ول زم��ان شبیه س��ازی ب��وده 
و بی��ان می کن��د ک��ه داده ه��اي RMSD پراکندگي 
بس��یار کم��ي در ح��ول ی��ک مق��دار ثاب��ت دارن��د و 
ای��ن ثب��ات ت��ا پای��ان شبیه س��ازي ت��داوم داش��ته 
اس��ت. میانگی��ن RMSD ب��راي اس��کلت اصل��ي 
  SAFR0032  Bacillus پروتئی��ن همولیزی��ن
pumilusاز 5 نانوثانی��ه ت��ا 30 نانوثانی��ه، 0/37 
نانومت��ر مي باش��د. همچنی��ن نتای��ج حاص��ل از 

کتابخان��ه ي نرم اف��زار DSSP بی��ان داش��ته اس��ت 
ک��ه ب��ه واس��طه ي برهمکن��ش همولیزی��ن م��ورد 
نظ��ر ب��ا غش��اء لیپی��دی تغیی��ر قاب��ل ملاحظ��ه اي 
در س��اختار دوم ای��ن پروتئی��ن مش��اهده نش��ده 
اس��ت. لازم ب��ه ذک��ر اس��ت ک��ه اکثر س��اختار هاي 
دوم همولیزی��ن ش��امل مارپی��چ آلف��ا اس��ت که در 
ط��ي برهمکن��ش ب��ا غش��اي لیپی��دی ب��دون تغیی��ر 
باق��ي مان��ده اس��ت. ب��ا توج��ه ب��ه نتای��ج به دس��ت 
 gromacs آم��ده و آنالی��ز داده-ه��ای خروج��ی
دومین ه��ای  ک��ه  رس��یدیم  نتیج��ه  ای��ن  ب��ه 
تراغش��ایی همولیزی��ن ب��ه خوبی در داخل غش��اء 
قرارگرفت��ه و ای��ن پروتئی��ن س��اختار دوم خود را 
در ط��ول ش��بیه س��ازی در داخ��ل غش��اء حف��ظ 
ک��رده اس��ت. در ای��ن پژوه��ش همچنی��ن ب��راي 
تش��کیل مجموع��ه اي از س��اختار هاي پای��ه ایج��اد 
ش��ده بی��ن کلس��ترول و همولیزی��ن و بررس��ي 
واکنش ه��اي بی��ن آنه��ا از نرم اف��زار ات��وداک 
نرم اف��زار  از  اس��تفاده  ب��ا  گردی��د.  اس��تفاده 
ات��وداک ی��ک جای��گاه اتص��ال ب��ا تمای��ل زی��اد 
ب��رای کلس��ترول ب��ه دس��ت آم��د. نتای��ج داکین��گ 
مولکول��ي نش��ان داد ک��ه گ��روه هیدروکس��یل 
اس��ید  ب��ه   3 ش��ماره  کرب��ن  در  کلس��ترول 
آمین��ه ي گلایس��ین152 ک��ه در هس��ته ي آبگری��ز 
 SAFR0032  Bacillus pumilus همولیزی��ن

ق��رار دارد نزدیک ت��ر مي باش��د و بهتری��ن ش��کل 
فضای��ي به دس��ت آم��ده از اتص��الات مولکول��ي 
ب��راي همولیزی��ن ب��ا کمتری��ن ان��رژي اتص��ال 
kcalmol-1  11/72- ب��وده اس��ت. انرژي ه��اي 

تخمی��ن زده ش��ده ب��ا ات��وداک ش��امل انرژي ه��اي 
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بی��ن مولکول��ي ش��امل انرژي ه��اي واندروال��س، 
پیوند ه��اي هیدروژن��ي، ان��رژي الکترواس��تاتیک، 
ان��رژي درون��ي و انرژي آزاد پیچش��ي مي باش��د. 
در بی��ن هم��ه ي انرژي ه��اي اتف��اق افت��اده بی��ن 
لیگان��د و پروتئی��ن، انرژي ه��اي الکترواس��تاتیک 
مهمتری��ن انرژي هس��تند، زی��را در بیش��تر موارد 
ای��ن ان��رژي مي توان��د ق��درت و موقعی��ت دقی��ق 
 Lengauer لیگان��د روي پروتئی��ن را نش��ان ده��د
and Rarey (1996) از فوای��د اتص��ال مولکول��ي 

ای��ن اس��ت ک��ه ی��ک ش��کل فضای��ي بهین��ه از 
لیگان��د و پروتئی��ن ب��ه م��ا مي ده��د و جهت یاب��ي 
نس��بي لیگان��د و پروتئی��ن را در صورتیکه انرژي 
آزاد کل سیس��تم مینیم��م اس��ت، نش��ان مي ده��د 
)Jorgensen (1991. در برهمکن��ش کلس��ترول 
ب��ا پروتئی��ن همولیزی��ن در گلیس��ین152 و گ��روه 
هیدروکس��یل بر روی کربن ش��ماره 3 کلس��ترول 
پیون��د هیدروژن��ی ایج��اد می ش��ود همچنی��ن 3 
ایزولوس��ین 151، گلیس��ین 152 و لوس��ین 149 
تم��اس نزدیک��ی ب��ا کلس��ترول برق��رار کرده اندکه 
در ایج��اد برهمکن��ش واندوال��س و آبگری��ز م��ی-

توان��د نق��ش مهم��ی داش��ته باش��د. ل��ذا می ت��وان 
نق��ش برهمکن��ش واندروالس و آبگری��ز را در این 
اتص��ال ت��ا ح��دودی بیش��تر از برهمکنش ه��ای 
الکتروس��تاتیک دانس��ت ) برای��ن اس��اس ک��ه 
بیش��تر اس��یدهای آمین��ه اط��راف لیگان��د از ن��وع 
آبگری��ز هس��تند(. نتای��ج حاص��ل از جهش زای��ی 
در اس��ید آمینه ه��ای اصل��ی درگی��ر در اتص��ال 
همولیزی��ن و کلس��ترول و جایگزی��ن ک��ردن آنه��ا 
ب��ا اس��ید آمینه های��ی ک��ه پای��داری پروتئی��ن را 

کاه��ش می ده��د در ثب��ات برق��راری پیون��د می��ان 
همولیزی��ن و کلس��ترول ب��ه ش��دت تاثی��ر داش��ته 
ت��ا ح��دی ک��ه حداق��ل می��زان ان��رژی همولیزی��ن 
در اتص��ال ب��ا کلس��ترول ب��ه ش��دت کاه��ش یافته 
ب��ه ط��وری ک��ه ازkcalmol-1  11/72- ب��رای 
قوی تری��ن اتص��ال ک��ه ب��ا اس��ید آمینه پرولی��ن 
جایگزی��ن گردی��ده ب��هkcalmol-1  5/84- تغیی��ر 
ک��رده اس��ت. همان ط��ور ک��ه گفت��ه ش��د ه��ر چ��ه 
می��زان ان��رژی اتص��ال ع��دد کوچکت��ری باش��د 
ق��درت اتص��ال می��ان لیگان��د و گیرن��ده بیش��تر 
خواه��د ب��ود. جانش��ین آمین��و اس��یدی ممک��ن 
اس��ت پای��داری و س��اختار پروتئی��ن را تح��ت 
تاثی��ر ق��رار ده��د و باع��ث تغیی��ر خ��واص آن و 
میانکن��ش آن ب��ا ذرات دیگ��ر ش��ود. مطالع��ات 
س��ه  س��اختار  ک��ه  داده  نش��ان  بیش��ماری 
بع��دی پروتئین ه��ا نمایانگ��ر عم��ل آنهاس��ت و 
جانشین س��ازی آمین��و اس��یدی روی پای��داری 
و خ��واص پروتئی��ن ب��ا تغیی��ر در خ��واص و 
میانکن��ش آن ب��ا دیگ��ر ماکرومولکول ه��ا تاثی��ر 
نتای��ج  از   .Zaaijeret al., (2008( می گ��ذارد 
حاص��ل از جهش زای��ی می ت��وان ب��رای مطالع��ه 
ب��روی باکتری های��ی ک��ه همولیزی��ن آنه��ا ب��ه 
عن��وان عام��ل اصل��ی در ح��دت بیم��اری نق��ش 
دارد ب��ه ای��ن ترتی��ب اس��تفاده ک��رد، یعن��ی ابت��دا 
ب��ا شناس��ایی اس��ید آمینه ه��ای اصل��ی درگیر در 
اتص��ال پروتئی��ن همولیزی��ن ب��ا گیرن��ده خ��ود بر 
روی غش��اء و جهش زای��ی ب��ه منظ��ور کاه��ش 
ثب��ات پروتئی��ن ب��ر روی چن��د آمین��و اس��ید 
اصل��ی، اتص��ال می��ان ای��ن پروتئی��ن ب��ا گیرن��ده 
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انج��ام نخواه��د گرف��ت و ت��ا زمانی ک��ه همولیزین 
ب��ر روی گیرن��ده خ��ود در غش��ای س��لول های 
یوکاری��وت ق��رار نگی��رد توانای��ی خ��ود را ب��رای 
ایج��اد بیماری-زای��ی از دس��ت خواه��د داد. یک��ی 
 Bacillus از مهمتری��ن باکتری ه��ای بیم��اری زا
cereus اس��ت، ک��ه دارای چندی��ن ن��وع همولیزین 
بیم��اری زا می باش��د از جمل��ه س��رولیزین O ی��ا 
هم��ان همولیزی��ن، ای��ن س��م ب��ه ش��دت ب��راي 
انس��ان م��رگ آور اس��ت و باع��ث اس��هال ش��دید 
 Ramarao and Sanchis در بیم��اران مي ش��ود
(2013(. روش م��ورد مطالع��ه ی��ک ای��ده نوین در 

سیس��تم های درمان��ی مرتب��ط ب��ا پروتئین ه��ای 
 in silico همولیزی��ن می باش��د ک��ه ب��ه ص��ورت
ب��وده و اولی��ن ب��ار در ای��ن پژوه��ش مطرح ش��ده 

اس��ت و می توان��د در آینده ای��ی ن��ه چن��دان دور 
ب��ا هم��کاری زیس��ت شناس��ان و داروس��ازان ب��ه 
ص��ورت in vivo م��ورد به��ره ب��رداری ق��رار 
گی��رد. ش��ایان ذک��ر اس��ت ب��ا وج��ود روش ه��ای 
درمان��ی مفی��د ب��رای رف��ع ای��ن بیماری ه��ا 
ای��ده م��ورد بررس��ی نی��ز می توان��د ب��ه عن��وان 
روش��ی تکمیل��ی ب��رای ح��ل ای��ن مش��کلات ب��ه 
وی��ژه در س��ویه های مق��اوم ب��ه دارو م��ورد 
اس��تفاده ق��رار گی��رد و کلی��ت عم��ل مش��ابهی 
ب��رای رف��ع بیماری ه��ای مرتب��ط ب��ا همولیزی��ن 

ک��ه ک��م ش��مار نی��ز نیس��تند، داش��ته باش��د.



نیلوفر ساسانی و همکاران شبیه سازی دینامیک مولکولی پروتئین همولیزین باسیلوس پامیلوس و داکینگ آن با کلسترول  - 98

منابع

Adinarayana K.P.S. Devi R.K. (2011) Protein-Ligand interaction studies on 2, 

4, 6-trisubstituted triazine derivatives as anti-malarial DHFR agents using 

AutoDock Bioinformation. 6: 74-82.

Alouf J.(2003) Molecular features of the cytolytic pore-forming bacterial protein 

toxins Folia Microbiologica. 48: 5-16.

Alouf J.E, Geoffroy C. (1988) Production, purification, and assay of streptolysin 

O Methods in Enzymology. 165: 52-59.

Billington SJ, Songer J.G. Jost B.H. (2001) Molecular characterization of the pore-

forming toxin, pyolysin, a major virulence determinant of Arcanobacterium 
pyogenes  Veterinary Microbiology. 82: 261-274.

Billington S.J. Jost B.H. Cuevas W.A. Bright K.R. Songer J.G. (1997) The 

Arcanobacteriumpyogenes hemolysin, pyolysin, is a novel member of the 

thiol-activated cytolysin family Journal of Bacteriology. 179: 6100-6106.

Bischofberger M. Gonzalez M.R. van der Goot F.G.(2009) Membrane injury by 

pore-forming proteins Current Opinion in Cell Biology. 21: 589-595.

Gilbert R. (2002) Pore-forming toxins Cellular and Molecular Life Sciences. 59: 832-844.

Gonzalez M. Bischofberger M. Pernot L. Van Der Goot F. Freche B. (2008) 

Bacterial pore-forming toxins: the (w) hole story Cellular and Molecular 

Life Sciences. 65: 493-507.

Gonzalez M.R. Bischofberger M. Frêche B. Ho S. Parton R.G. van der Goot F.G. 

(2011) Pore-forming toxins induce multiple cellular responses promoting 

survival Cellular Microbiology. 13: 1026-1043.

Hotze EM, Tweten R.K. (2012) Membrane assembly of the cholesterol-dependent 

cytolysin pore complex Biochimica et Biophysica Acta Biomembranes. 

1818: 1028-1038.

Iacovache I, van der Goot F.G. Pernot L. (2008) Pore formation: an ancient yet 

complex form of attack Biochimica et Biophysica Acta Biomembranes. 



99دوره بیست و نهم ، شماره 2، پاییز و زمستان 1395مجله علمی - پژوهشی دانشگاه الزهرا )س( / زیست شناسی کاربردی

1778: 1611-1623.

Ivetac A. Mark S.P. (2008) Molecular dynamics simulations and membrane 

protein structure quality EurBiophys Journal. 37: 403-409.

Johnson M. (1977) Cellular location of pneumolysin FEMS Microbiology 

Letters. 2: 243-245.

Laskowski R.A. MacArthur M.W. Moss D.S. Thornton J.M. (1993) Procheck: a 

program to check the stereochemical quality of protein structures Journal 

of Applied Crystallography. 26: 283-291

Lengauer T. Rarey M. (1996) Computational methods for biomolecular docking 

Current opinion in structural biology. 6: 402-406.

Morris G. Goodsell D. Pique M. Lindstrom W. Huey R. Forli S. Hart W. Halliday 

S. Belew R. Olson A. (2012) User Guide AutoDock Version 4.2

Ohno-Iwashita Y. Iwamoto M. Mitsui K-i, Ando S. Iwashita S. (1991) A 

cytolysin, θ-toxin, preferentially binds to membrane cholesterol surrounded 

by phospholipids with 18-carbon hydrocarbon chains in cholesterol-rich 

region Journal of Biochemistry. 110: 369-375.

Østensvik Ø, From C. Heidenreich B. O'sullivan K. Granum P. (2004) Cytotoxic 

Bacillus spp. belonging to the B. cereus and B. subtilis groups in Norwegian 

surface waters Journal of Applied Microbiology. 96: 987-993.

Priest F.G. Goodfellow M. Todd C. (1988) A numerical classification of the genus 

Bacillus Journal of General Microbiology 134: 1847-1882.

Ramarao N. Sanchis V. (2013) The Pore-Forming Haemolysins of Bacillus 
cereus: A Review Toxins. 5: 1119-1139.

Sali A, Blundell T.L. (1993)  Comparative protein modeling by satisfactionof 

spatial restraints J MolBiol. 234: 779–815

Sanchez R. Sali A. (2000)  Comparative protein structure modeling.Introduction and 

practical examples with modeler Methods of Molecular Biology. 143:97–129

Scott K.A. Bond P.J. Ivetec A. Chetwynd A.P. Khalid S. Sansom MSP. (2007) 

Membrane protein/bilayer interactions: structural bioinformatics via 

coarse-grained MD simulations Structure. 16: 621-630



نیلوفر ساسانی و همکاران شبیه سازی دینامیک مولکولی پروتئین همولیزین باسیلوس پامیلوس و داکینگ آن با کلسترول  - 100

Sritharan M. (2006) Iron and bacterial virulence Indian Journal of Medical 

Microbiology. 24: 163.164

Thompson J.R. Cronin B. Bayley H. Wallace MI;(2011) Rapid Assembly of a 

Multimeric Membrane Protein Pore Biophysical journal. 101: 2679-2683.

Tweten R. Parker M. Johnson A. (2001). Pore-Forming Toxins. 257pp 15-33. In: 

F.Gisou van der Goot (ed). The cholesterol-dependent cytolysins, Springer. 

Berlin.

Vesper S.J.J. Vesper M. (2004). Possible role of fungal hemolysins in sick building 

syndrome. Advances in Applied Microbiology. 55: 191-213.

Zaaijer H.L. Bouter S. Boot H.J. (2008) Substitution rate of hepatitis B surface 

gene Journal of Viral Hepatitis. 15: 239-245.

Zdanovsky A. Zdanovskaya M. Yankovsky N. (2000)  Bacterial toxins and their 

application Molecular Biology. 34: 168-174.


