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چيكده

هموليزيــن يــک پروتئيــن خــارج ســلولي اســت که توســط بســياري 
از باکتري‌هــاي بيمــاري‌زا و غيــر بيمــاري‌زا ترشــح مي‌شــود. ســطح 
ــد.  ــون مي‌باش ــز خ ــاي قرم ــمايي گلبول‌ه ــا غشاي‌پلاس ــت آنه فعالي
ــي  ــد يعن ــترول مي‌باش ــه کلس ــته ب ــموم وابس ــزء س ــن ج هموليزي
کلســترول را بــه عنــوان گيرنــده بــر روي ســطح ســلول‌هاي خونــي 
شناســايي کــرده و از طريــق آن بــه ســلول هــدف متصــل مي‌شــود.
در ایــن تحقیــق مــا بــر روی همولیزیــن گونه‌ایــی از باســیلوس بــه 
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نــام Bacillus pumilus SAFR0032   کار کرده‌ایــم. اهدافــي کــه در 
ــی  ــال شــده شــامل شبیه‌ســازی دینامیــک مولکول ــن تحقيــق دنب اي
ــن  ــازي اي ــراي شبيه‌س ــه ب ــتی ک ــای زیس ــل غش ــن در داخ همولیزی
ــدف  ــد. ه ــتفاده ش ــس اس ــزار گرومک ــاء از نرم‌اف ــن در غش پروتئي
ــل  ــن در داخ ــن پروتئي ــداري اي ــي پاي ــازي بررس ــن شبيه‌س از اي
غشــا‌هاي زيســتي مي‌باشــد. همچنیــن مــا بــا تعييــن جايــگاه اتصــال 
ايــن ســم بــا غشــاء و شناســايي اســيد‌هاي آمينــه درگيــر در ايــن 
ــل  ــل دخی ــتیم عوام ــزار اتوداکتوانس ــتفاده از نرم‌اف ــا اس ــال ب اتص
درمیانکنــش ایــن ســم بــا غشــاء را نیــز شناســایی و بررســی کنیــم 
ــر  ــی درگی ــای اصل ــید آمینه‌ه ــیون در اس ــاد موتاس ــا ایج ــپس ب س
در ایــن اتصــال بــا اســتفاده از وبــگاه PoPMuSiC-2.1رفتــار ایــن 
پروتئیــن جهــش یافتــه بــا کلســترول غشــاء بررســی گردیده اســت. 
ــد کــه موتاســیون‌زایی  نتایــج حاصــل از ایــن تحقیــق تاکیــد میک‌ن
باعــث کاهــش تمایــل پروتئیــن همولیزیــن بــه کلســترول می‌شــود 
و اتصــال میــان آنهــا بــه شــدت سســت و ناپایــدار می‌گــردد. پــس 
ــاختار  ــه س ــد ب ــای جدی ــی دارو‌ه ــایی و طراح ــوان در شناس می‌ت
ســه بعــدی همولیزین‌هــا توجــه کــرد و بــه عنــوان یــک ایــده نویــن 
ــان  ــود در درم ــای موج ــود دارو‌ه ــازی و بهب ــای داروس در زمینه‌ه
بیماری‌هایــی کــه بــه علــت همولیزیــن ترشــحی توســط باکتری‌هــا 

ایجــاد می‌شــود مــورد اســتفاده قــرار گیــرد. 

واژه هــای کلیــدی:  اتــوداک، باســیلوس پامیلــوس،  شــبیه ســازی 
دینامیــک مولکولــی، موتاســیون ، همولیزیــن 
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مقدمه
باسيــلوس‌ها باکتري‌هــاي ميلــه‌اي‌ شــکل گــرم 
مثبتــي هســتند.گونه‌هاي اــين جنــس توانايي‌هاي 
فيزيولوژيکــي بسيــار متنوعــي از خــود نشــان 
ســويه‌هاي  از  کــه  طــوري  بــه  مي‌دهنــد 
سرمادوســت تــا گرمادوســت و از ســويه‌هاي 
قليادوســت تــا اسيددوســت در اــين جنــس 
وجــود دارنــد. اکثــر گونه‌هــا بــه صــورت وسيــع 
و گســترده در طبيعــت انتشــار دارنــد کــه اــين 
امــر بــه علــت وجــود اســپورهاي مقــاوم اــين 
باکتري‌هاســت. اعضــاي اــين جنــس قــادر بــه 
ترشــح محــدوه‌ي وسيــعي از آنزيم‌هــا بــه داخــل 
محــيط کشــت هســتند. از جملــه‌ي اــين آنزيم‌هــا 
مختلــف،  کربوهيدراتاز‌هــاي  بــه  مي‌تــوان 
چندــين نــوع پروتئــاز، پنيسيــليناز، نوکلئــاز، 
فســفاتاز ليپــاز، فســفوليپاز C،هموليزــين ــيا 
باکتريوليتــيک  آنزيم-هــاي  و  سيــتوليزين‌ها 
اشــاره کــرد. بــه طــور کلــي باسيــلوس‌ها بــه 
دو گــروه عمــده و اصلــي تقسيــم مي‌شــوند 
کــه شــامل گــروه باسيــلوس ســرئوس و گــروه 
اعضــاي  مي‌باشــند.  ســابتيليس  باسيــلوس 
 b. خــود  شــامل   Bacillus cereus گــروه 
 cereus ، . Banthracis ، B. mycoides ،B.
جــرء  باسيــلوس‌ها  ســاير   thuringiensis
جملــه  از  هســتند   Bacillus subtilis گــروه 
 Bacillus subtilis اعضــاي اصلــي اــين گــروه
می‌باشــند.   B. pumilus. B. licheniformis
 Østensvik et al. (2004), Priest et al.(
(1988)(. برخــي از باکتري‌هــا بــراي محافظت از 

خــود و حملــه بــر علــيه واکنش‌هــاي ســلول‌هاي 
ميزبــان محصــولات ســمي را تولــيد مي‌کننــد 
کــه ــيا ماهــيت پروتئينــي دارنــد ــيا ممکــن اســت 
طبيعــت غــير پروتئينــي داشــته باشــند، ســموم 
مي‌تواننــد از مولکول‌هاــيي تشــکيل شــده باشــند 
کــه شــامل ــيک ــيا چنــد زنجــيره‌ي پلي‌پپتــيدي 
هســتند )Zdanovsky et al. (2000 در واقــع 
باکتري‌هــا ــيک ابــزار پيشــرفته و توســعه-يافته 
بــراي تحــت تاثــير قــرار‌دادن عملکرد‌هــاي حياتي 
ســلول ميزبــان دارنــد و اجــازه مي‌دهنــد تــا بــا 
دســتکاري ســلول هــدف عملکــرد ســلول ميزبان 
 Manuel R et al.را بــه نفــع خــود تغــيير دهنــد
(2011(. گروهــی از ایــن ســموم همولیزین‌هــا 

هســتند کــه کلاس بزرگــي از ســموم پروتئينــي 
و معمــولاً فاکتور‌هــاي بيمارــيزاي مهمــي بــه 
در  حفره‌هاــيي  ســموم  مي‌آيند.اــين  حســاب 
يوکاريوتــي  ســلول‌هاي  پلاســمايي  غشــاي 
ايجــاد مي‌کننــد کــه اــين حفــرات باعــث از بــين 
رفتــن تعــادل يونــي غشــاء و در نتيجــه مــرگ 
ســلولي مي‌شــود. فعالــيت هموليتــک آنهــا بــر 
روي گلبول‌هــاي قرمــز خــون بــراي کســب مــواد 
مغــذي و ايجــاد شــرايط خــاص ماننــد کم‌خونــي 
در بــدن توســط برخــي از پاتوژن‌هــا اســت. 
پــس از اتصــال مونومر‌هــاي ســم بــه غشــاء، 
صــورت  بــه  مونومرهــا  اوليگومريزاسيــون 
کــه  انجــام مي‌گــيرد  تراغشــايي  حفره‌هــاي 
باعــث تســهيل نفــوذ کنتــرل نشــده‌ي آب، يون‌هــا 
و مولکول‌هــاي آلــي کوچــک مي‌گــردد. خــروج 
ســريع مولکول‌هــاي حياتــي ماننــد ATP، ازبــين 
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رفتــن پتانسيــل غشــاء و شيــب يونــي، تغــيير 
پتانسيــل اســمزي و در نهاــيت منجــر به تــورم و 
تجزــيه‌ي ســلول ميزبــان مي‌گــردد، بــا تجزــيه‌ي 
گلبول‌هــاي قرمــز خــون مــيزان زــيادي آهــن 
ســلول  ساــمت  و  مي‌شــود  آزاد  بــدن  در 
بــه خطــر مي‌افتــد. تولــيد اــين پروتئــين بــه 
طــور گســترده‌اي در خانــواده‌ي باسيــلوس‌ها 
گســترش يافته اســت از جمله توســط باسيــلوس 
ســرئوس و باسيــلوس ترنجنسيــس وســایر 
 Sritharan (2006), خانــواده  اــين  اعضــای 
 Thompson et al. (2011), Vesper and

Vesper (2004).جالــب اينجاســت کــه تواناــيي 

تولــيد ســموم ايجــاد کننــده‌ي حفــره در طــول 
تکامــل در بــين کرم‌هــا، گياهــان، باکتري‌هــا، 
قارچ‌هــا وحتــي اخــيراً انســان‌ها نشــان داده 
 Bischofberger et al. (2009,( شــده اســت 
Iacovache et al. (2008). یکــی از مهمتریــن 

اعضــای ایــن گــروه کــه توســط باکتری‌هــای 
گــرم مثبــت ترشــح می‌شــود ســموم وابســته 
  Cholesterol Depending  بــه کلســترول یــا
 Toxinمی‌باشــد. اــين ســموم حفره‌هاــيي را 

در غشــاي پلاســمايي سرشــار از کلســترول 
و  مي‌کننــد  ايجــاد  يوکاريوتــي  ســلول‌هاي 
مي‌تواننــد تاثــيرات ســلولي متفاوتي را در غشــاء 
القــا کننــد)Hotze and Tweten (2012 ســاختار 
و عملکــرد مرتبــط بااین ســموم در چهــار گونه‌ي 
باکترياــيي از جملــه اســترپتوکوک، ليســتريا، 
کلســتريديوم و باسيــلوس شــناخته شــده اســت 
 Alouf Geoffroy (1991), Billington et al.

 CDT 1997(.شــرط لازم بــراي عملکــرد ــيک)

حضــور کلســترول در غشــاء اســت.در بــين تمام 
ليپيد‌هــاي مختلفــي کــه در شــکل دادن بــه تنــوع 
ســلولي غشــاء نقــش دارنــد کلســترول يکــي از 
ويژگي‌هــاي متماــيز در ســلول‌هاي پســتانداران 
عنــوان  بــه  کلســترول  واقــع  در  مي‌باشــد. 
Ohno- گيرنــده بــراي اــين ســموم عمــل مي‌کنــد

Iwashita et al. (1991).کلسترولســاختار 

آن  عمــده‌ي  نقــش  و  داشــته  چندحلقــه‌اي 
اســتحکام و انعطاف‌بخشــي بــه غشــا ســلول‌ها 
اســت. اولــين قــدم بــراي فعالــيت CDT هــا 
شناســايي ســلول هــدف مي‌باشــد کــه از طرــيق 
شناســايي ليپيد‌هــاي وــيژه‌ي غشــاء، کلســترول، 
ــيا بــه وسيــله‌ي پروتئين‌هــاي بــه دام افتــاده در 
غشــاء متصــل مي‌شــوند. بعــد از موفقــيت در 
شناســايي و اتصــال CDT هــا بــه گيرنده‌هــاي 
در  اوليگومريزاسيــون  هــدف  ســطح ســلول 
کمپلکــس  شــکل‌گيري  بــراي  غشــاء  ســطح 
مونومر‌هــای  مي-شــود.  آغــاز  پيش‌حفــره 
همولیزیــن از طرــيق شناســايي گيرنده‌هــاي 
ســطح ســلول همان‌طــور کــه در بــالا گفتــه 
شــد، بــه ســطح غشــاء متصــل مي-گردنــد. 
اوليگومريزاسيــون  بــه  شــروع  مونومر‌هــا 
کــرده وســاختار اوليگومــر را گســترش داده 
تــا جاــيي کــه ســاختار حلقــه‌اي بــه دســت آــيد 
 2002), Gonzalez MR et al.(2008), Hotze

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

اــين پژوهــش بــراي تشــکيل مجموعــه‌اي از 
ســاختار‌هاي پاــيه تشــکيل شــده بــين کلســترول 
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و هموليزــين و بررســي واکنش‌هــاي بــين آنهــا 
از داکینــگ مولکولــی اســتفاده گردــيد. داکينــگ 
مولکولــي ــيک روش معمــول اســت کــه بــراي 
محاســبه‌ي بــر همکنــش پروتئين_ليگانــد بــه کار 
مــي‌رود و ــيک تکنــيک مفــيد بــراي پيش‌بينــي 
پروتئــين  کل  روي  ليگانــد  پيونــدي  جاــيگاه 
مي‌باشــد. مطالعــات ديناميکــي روي شيــوه‌هاي 
پيونــدي جهــت ارزيابــي ويژگي‌هــاي ســاختاري 
و برهمکنش‌هــا ضــروري مي‌باشــد. داکينــگ 
مولکولــي مي‌توانــد بــا اســتفاده از نرم‌افــزار 
اتــوداک انجــام گــيرد. اتــوداک ــيک نرم‌افــزار 
خــودکار بــراي پيش‌بينــي واکنــش بــين ليگاند‌هــا 
مي‌باشــد.  زيســتي  ماکرومولکول‌هــاي  و 
انگــيزه‌ي اســتفاده از اــين نرم‌افــزار بــه دلــيل 
مشــکلاتي از جملــه طراحــي ترکيبــات فعــال 
زيســتي و بــه وــيژه طراحــي کامپيوتــري دارو‌ها 
صــورت گرفتــه اســت. پيشــرفت در شناســايي 
ســاختار کريســتالوگرافي مولکول‌هــاي زيســتي 
نوکلئــيک  اسيــد‌هاي  و  پروتئين‌هــا  از جملــه 
مي‌توانــد در اهــداف زيســتي مــورد اســتفاده 
قــرار گــيرد و ــيا کلــيدي بــراي درک جنبه‌هــاي 
اساســي زيســتي باشــد. تعامــل دقــيق اــين 
عوامــل ــيا ســاير مولکول‌هــا بــا هدف‌هايشــان 
واقــع  در  اســت.  مهــم  بسيــار  فراينــد  ــيک 
هــدف از طراحــي نرم‌افــزار اتــوداک کمــک بــه 
محققــان در شناســايي و تعــيين کمپلکس‌هــاي 
ایــن  در  اســت.  زيســتي  ماکرومولکول‌هــاي 
پژوهــش مــا بــا انجــام داکینــگ میــان همولیزیــن 
و کلســترول بــه تجزیــه وتحلیــل واکنش‌هــای 

میــان کلســترول و همولیزیــن پرداختــه و عوامل 
موثــر در میانکنــش بیــن آنهــا را مشــخص 
کرده‌ایــم و در ادامــه بــا موتاســیون بــر روی 
ایــن عوامــل رفتــار همولیزیــن در برخــورد 
بــا کلســترول بررســی شــده اســت و نتایــج 
مــورد قبولــی بــرای کاهــش میــل همولیزیــن بــه 
کلســترول و در نتیجــه کاهــش عملکــرد این ســم 

در بــدن بــه دســت آمــد.

مواد و روش ها
پیش‌گویــی ســاختار ســوم از طریــق مدلســازی 

بــا همولــوژی مدلینگ
همولیزیــن   PDB کــه ســاختار  آنجایــی  از 
باســیلوس پامیلــوس SAFR0032 در بانــک 
داده‌هــای پروتئیــن وجــود نــدارد بــا اســتفاده 
از همولــوژی مدلینــگ بــا کمــک نــرم افــزار 
Modeller بــراي پروتئين‌هاــيي کــه الگــوي 

مناســب بــراي آنهــا وجــود نــدارد شــبیه 
ســازی انجــام گرفتــه شــد. توالــی کامــل ژنــوم 
ایــن باســیلوس در NCBI بــا عــدد دسترســی 
AY167879.1 وجــود دارد و همولیزیــن ایــن 
ســویه بــه عنــوان الگویــی بــرای شــبیه ســازی 

اســتفاده شــد.
خروجــي نرم‌افــزار شــامل 5 مــدل مي‌باشــد 
و  نرم‌افــزار  کار  دســتور  اســاس  بــر  کــه 
براســاس امتــياز نرم‌افــزار )DOPE( مدلــي 
کــه کمترــين امتــياز را دارد انتخــاب و بــراي 
مطالعــات بعــدي اســتفاده گردــيد. بايســتي 
توجــه داشــت ــيک توالــي پروتئينــي مي‌توانــد 
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چندــين مــدل داشــته باشــد ولــي در طبيعــت 
وجــود تمــام اــين مدل‌هــا امــکان پذــير نيســت 
و بايســتي بهترــين مــدل بــا انــرژي بهينــه 
بــه ســاختار  تقريبــاً نزدــيک  و ســاختاري 
http://( موجــود در طبيعــت انتخــاب گــردد
salilab.org/modeller/modeller.html)

 Sali and Blundell (1993); Sanchez and

Sali (2000). بــراي ارزيابــي کيفــيت مــدل 

ســاخته شــده از توالــي پروتئــين هموليزــين 
و اينکــه آــيا ســاختار حاصــل از پروتئــين 
مــورد نظــر از لحــاظ انرژتــيک پاــيدار اســت 
بعــد از مدل‌ســازي بــا اســتفاده نرم‌افــزار 
MODELLER، بــا کمــک نرم‌افــزار ديگــري 

بــه نــام PROCHECK نمــودار راماچانــدران 
مي‌نماــييم،  را رســم  مــدل شــده  پروتئــين 
نمــودار راماچانــدران وضعــيت مجــاز هــر 
زاوــيه را بــراي ســاختارهاي پروتئــين نشــان 
می‌دهــد و بیــان می‌کنــد کــه آیــا اســیدهای 
امینــه پروتئیــن مــا درمناطــق مجازنمــودار 
)Laskowski et al. (1993) هســتند یــا نــه ؟

شبيه‌ســازي هموليزــين در غشــاي ليپیــدی بــا 
اســتفاده از نرم‌افــزار گرومکــس

شبيه‌ســازي دينامــيک مولکولــي بــا اســتفاده 
اســاس  بــر   61.4 گرومکــس  نرم‌افــزار  از 
مــيدان نــيروي گرومــوس 6a 53-96 انجــام 
ســه  )ســاختار  پيکربنــدي  اســت.  گرفتــه 
  SAFR0032 هموليزــين  پروتئــين  بعــدی( 
Bacillus pumilus بــا اســتفاده از نرم‌افــزار 
اجــزاي  آمــد،  دســت  بــه   MODELLER

پروتئــين  شــامل  شبيه‌ســازي  سيســتم 
 SAFR0032  Bacillus pumilus همولیزیــن
، غشــاي ليپــيدي دولاــيه و مولکول‌هــاي آب 
بودنــد. حاــل )شــامل آب و يون‌هــا( و همچنين 
پروتئــين و ليگانــد در ــيک دمــاي ثابــت جفــت 
شــدند. شــش ــيون کلــر بــا مولکول‌هــاي 
آب جايگزــين گردــيد تــا مطمئــن شــويم کــه 
بــار کل سيســتم شبيه‌ســازي شــده خنثــي 
باشــد. سيســتم نهاــيي در جعبــه‌اي بــا ابعــاد 
6/5× 6/7 × 6/7 آنگســتروم قــرار داده شــد و 
فراينــد بهينه‌ســازي انــرژي در دو مرحلــه بــه 
تعادل-رســاني و مرحلــه تولــيد انجــام گرفــت 
)بــر طبــق دســتور کار نــرم افــزار گرومکــس(. 
 ns30 شــبیه ســازی دینامیــک مولکولــی در
بــه مــدت 4 روز در سیســتم run  گردیــد. 
تمامــی نــکات ذکــر شــده بــر اســاس دســتور 
www. اطلاعــات  پایــگاه  در  کار گرومکــس 
 bevanlab.biochemانجــام گرفتــه اســت.

انجام داکینگ
پــس از مدل‌ســازي و بدســت آوردن ســاختار 
ســه بعــدي پروتئــين مراحــل کار بــا اتــوداک 
داکينــگ خــودکار  آغــاز مي‌شــود. در واقــع 
بــراي اتصــال ليگانــد در مکان‌هــاي مناســب 
بــه پروتئــين اســتفاده مي‌شــود. بــراي انجــام 
کار برنامــه اتــوداک 2.4 اجــرا شــده اســت. تمــام 
پــاک  اصلــي  پروتئــين  از  آب  مولکول-هــاي 
مي‌شــود و اتم‌هــاي قطبــي هــيدروژن اضافــه 
مي‌گردنــد و بــار، حاــل پوشــي اتم‌هــا و حجــم 
اجــزاء بــا اســتفاده از نرم‌افــزار اتــوداک حســاب 
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فرمــت  در  مختصاتــي  فايل‌هــاي  مي‌شــود. 
pdbqt ســاخته مي‌شــوند کــه شــامل بار‌هــاي 

جزئــي اتمــي و نــوع اتم‌هــا اســت. اــين فرمــت 
مخصــوص اتــوداک مي‌باشــد. در اــين فرمت‌هــا 
اطلاعاتــي از قبــيل بارهــاي نســبي، اتم‌هــاي 
هــيدروژن قطبــي و انــواع اتم‌هــا را مي‌تــوان 
مشــاهده کــرد و همچنــين حــاوي اطلاعاتــي در 
مــورد درجــات آزادي زاوــيه اي نــيز مي‌باشــد. 
محاســبه ي ســريع انــرژي از طرــيق محاســبه‌ي 
پتانسيــل‌هاي تماــيل اتمــي بــراي هــر نــوع اتــم 
در مولکــول ليگانــد کــه در حــال داک شــدن اســت 
انجــام مي‌شــود، در محاســبات اتوگرــيد پروتئــين 
در ــيک شــبکه‌ي ســه بعــدي قــرار داده مي‌شــود 
و ــيک اتــم پــراب در هــر نقطــه از اــين شــبکه قرار 
مي‌گــيرد. هــر Grid ــيا شــبکه متمرکــز شــده در 
ســاختار کريســتالي مرتبــط بــا هموليزين ســويه 
مــورد نظــر متصــل بــه کلســترول بــا ابعــاد 
X 60 X 60 60 آنگســتروم اســت. پروتئــين در 
داخــل اــين گرــيد ثابــت مي‌شــود و ليگانــد طبــق 
دســتور اســتاندارد در حــدود27000 بــار بــه دور 
پروتئــين مي‌چرخــد. بــراي کلســترول کــه در 
اــينGrid box قــرار گرفتــه نقطــه‌ي شــروع و 
جهت‌گيري‌هــا کاماــً تصادفــي اســت. حداکثــر 
25 ميلــيون ارزيابــي انــرژي بــراي هــر اتصــال 
انجــام مي‌گــيرد و نتاــيج بــا اســتفاده تولرانــس 
0/2 آنگســتروم دســته‌بندي مي‌شــود. مراحــل 
انجــام کار در هــر مرحلــه بــه طور کامــل توضيح 

داده شــده اســت 

مطالعــه‌ي داکينــگ هموليزــين بــه کلســترول 
بــا اســتفاده از برنامــه ي اتــوداک 2.4 انجــام 
فايل‌هــاي  از اجــراي داکينــگ  قبــل  گرفــت. 
ورودي آن بايســتي توســط برنامــه‌ي اتــوداک 

و اتوگرــيد تهــيه شــوند.

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

PoPMuSiC-2.1 یــک وبــگاه بــرای پیش‌بینــی 

از  ناشــی  ترمودینامیکــی  ثبــات  تغییــرات 
می‌باشــد.  پروتئیــن  در  منفــرد  جهش‌هــای 
ارائــه عملکــرد پیش‌بینــی ایــن وبــگاه بســیار 
کارا و موثــر بــوده و عاــوه بــر ایــن بســیار 
ســریع تغییــرات ثبــات پروتئین‌هــای جهــش 
یافتــه را پیش-بینــی می‌کنــد و یــک نرم‌افــزار 
نــه چنــدان پیچیــده بــرای کاربــران می‌باشــد. 
عاــوه بــر بررســی ثبــات پروتئیــن جهش‌یافتــه 
ایــن وبــگاه قــادر اســت نقــش بهینــه هــر 
اســید‌آمینه را در توالــی پروتئیــن مــورد نظــر 
مشــخص کنــد و بــا ایــن ویژگــی می‌تــوان نقاط 
ضعــف ســاختاری را بــا توجــه بــه اســید‌های 
آمینــه نامطلــوب کــه نشــان‌دهنده جایگاه‌هــای 
ویــژه بــرای جهــش اســت مــورد هــدف قــرار 
داد. در واقــع بــا جابجایــی یــک آمینــو اســید 
بــا آمینــو اســید دیگــر در جایگاهــی خــاص از 
توالــی آمینواســیدی، مــی تــوان تغییراتــی را 
در ســاختمان پروتئیــن اعمــال کــرد کــه ایــن 
تغییــرات عملکــرد آن پروتئیــن را تحــت تاثیــر 

خــود قــرار مــی دهــد.  .)Adinarayana and Devi (2011), Garrett et al. (2009( 
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نتایج
 Bacillus هموليزــين  ويژگي‌هــاي  بررســي 
pumilus SAFR0032 بــا اســتفاده از وبــگاه

جملــه  از  مختلفــي  ابزار‌هــاي    protparam

تحلــيل  و  تجزــيه  بــه   protparam وبــگاه  
توالي‌هــاي پروتئينــي مي‌پــردازد. اــين وبــگاه 
بــه بررســي خصوصــيات فيزيکوشيــميايي 
توالــي پروتئــين مــورد نظــر پرداختــه، وزن 
مولکولــي، ترکــيب اسيــد‌هاي آمينــه، نيمــه‌ي 
عمــر پروتئــين مــورد نظــر، شــاخص-هاي 
دوگانــه دوســتي آن و pI را نــيز تعــيين مي‌کند. 
ورودي اــين وبــگاه تنهــا شــامل توالــي پروتئين 
مــورد نظــر مي‌باشــد و ســاختار 3 بعــدي بــا 
قبــول  بــه عنــوان ورودي  را   PDB فرمــت 
http://www. نمي‌کنــد. اــين وبــگاه در ســايت

قابــل   expasy.org/tools/protparam.html

به‌دســت  نتاــيج  طبــق  مي‌باشــد.  دســترس 
  Bacillus pumilus هموليزــين   آمــده 
اسيــد‌آمينه، وزن  SAFR0032، شــامل 212 

مولکولــي 23343.3 دالتــون، pI اــين پروتئــين 
9.34، کل بــار منفــي اسيــد‌هاي آمينــه‌ي آن 
)Asp + Glu( 6 و کل بــار مثبــت اسيــد‌هاي 
آمينــه‌ي آن )Arg + Lys( 12 و نيمــه عمــر اــين 
پروتئــين بيشــتر از 20 ســاعت در قارچ‌هــا و 
بيشــتر از 30 ســاعت در باکتري‌هــا مي‌باشــد.

نرم‌افــزار  از  اســتفاده  بــا  مدل‌ســازي 
MODELLER و بررســي کيفــيت مــدل بــه 

دســت آمــده بــا اســتفاده از نرم‌افزار‌هــاي 

 Verify3Dو  PROCHECK

همان‌طــور کــه در قســمت‌هاي بالاتــر گفتــه شــد، 
   Bacillus pumilus SAFR0032  هموليزــين
پروتئينــي اســت کــه ســاختار PDB آن در بانــک 
اــين  در  داده‌هــاي پروتئينــي وجــود نــدارد. 
MOD�  مطالع�ـه م�ـا ب�ـا اس�ـتفاده از نرم‌اف�ـزار 
مــدل- را  نظــر  مــورد  پروتئــين   ELLER

ســازي کــرده، کــه خروجــي نرم‌افــزار بــراي 
توالــي اــين پروتئــين شــامل 5 مــدل بــود. بــر 
اســاس دســتور کار نرم‌افــزار و براســاس 
امتياز‌دهــي نرم-افــزار )DOPE( مدلــي کــه 
کمترــين امتــياز را داشــت انتخــاب و بــراي 
مطالعــات بعــدي اســتفاده گردــيد. بــا توجــه 
بــه اينکــه ــيک توالــي پروتئينــي مي‌توانــد 
چندــين مــدل داشــته باشــد ولــي در طبيعــت 
وجــود تمــام اــين مدل‌هــا امکان‌پذــير نيســت، 
بايســتي بهترــين مــدل بــا انــرژي بهينــه و 
ســاختاري تقريبــاً نزدــيک بــه ســاختاري کــه 
در طبيعــت يافــت مي‌شــود، انتخــاب گــردد، 
PRO� نرم-افـ�زار  از  اسـ�تفاده  بـ�ا   سـ�پس 

CHECK نمــودار راماچانــدران اســتانداردي 

بــه دســت آمــد، کــه نشــان مــي‌داد بــيش از 
%90 اــين اسيــد‌هاي‌آمينه در ناحــيه مجــاز 

نمــودار قــرار گرفتــه شــده‌اند،و اــين بــيان 
کننــده‌ي مدلــي بــا کيفــيت بــالا اســت .در واقــع 
نمــودار راماچانــدران بــا اندازه‌گــيري زواــياي 
زواــياي  آمينــه،  اسيــد‌هاي  ســاي  و  فــي 
مجــاز اسيــد‌هاي آمينــه‌ي تشــکيل دهنــده‌ي 
پروتئــين را نماــيش مي‌دهــد، نواحــي قرمــز 
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در اــين نمــودار نواحــي مجــاز، نواحــي زرد 
نواحــي تقريبــاً مجــاز و نواحــي خاکســتري 
نواحــي غيرمجــاز بــراي اسيــد‌هاي آمينــه 

هســتند، کــه در )شــکل 1( مشــاهده مي‌شــود. 

نظــر  مــورد  مــدل  نهاــيي  ارزيابــي  بــراي 

از وبــگاه  verify3D اســتفاده گردــيد کــه 
خروجــي اــين وبــگاه شــامل ــيک نمــودار 
مي‌باشــد کــه بيانگــر اــين اســت کــه پروتئــين 
مــدل شــده کيفــيت مــدل بسيــار خــوب داشــته 
اســت زــيرا تعــداد زــيادي از دنباله‌هــا داراي 

شکل 1: نمودار راماچاندران حاصل از نرم‌افزار PROCHECK که کيفيت مدل به دست آمده از نرم‌افزار 

MODELLER را تاييد مي‌کند. بيش از 90% اين اسيد‌هاي‌آمينه در ناحيه مجاز نمودار قرار گرفته‌اند، و اين بيان 

کننده‌ي مدلي با کيفيت بالا است

امتــياز بالاتــر از صفــر هســتند. )شــکل 2( 
خروجــي وبــگاه verify3D را نشــان مي‌دهــد. 
اســتفاده از روش‌هــای مدل‌ســازی در بعضــی 
از پروتئین‌هــا کــه ســاختار کریســتالی آنهــا 
بــرای  می‌باشــد  دســترس  در  ســختی  بــه 



نیلوفر ساسانی و همکاران شبیه سازی دینامیک مولکولی پروتئین همولیزین باسیلوس پامیلوس و داکینگ آن با کلسترول  - 88

اهــداف درمانــی مزایــای زیــادی دارد. ذکــر 
ایــن نکتــه بســیار بــا اهمیــت اســت کــه اگــر 
مســیر‌های  در  حیاتــی  نقــش  پروتئینــی 
بیولوژیکــی بــدن داشــته و یــا نقــش آن در 
یــک مســیر بیماریزایــی مشــخص شــده باشــد 
پیشــگویی ســاختار آنهــا از طریــق روش هــای 
کامپیوتــری  بــه منزلــه روش نوینــی در طراحی 
بیانــی  بــه  می‌باشــد.  بیمــاری  بــرای  دارو 
دیگــر طراحــی یــک داروی موثــر بــرای مهــار 
پروتئینــی خــاص در یــک مســیر بیماری‌زایــی 
بــا روش‌هــای کامپیوتــری و شــبیه ســازی 
ســاختار ســوم پروتئیــن از لحــاظ اقتصــادی 
مقــرون بــه صرفــه بــوده و درمــان را تســریع 

. می‌بخشــد
بررســی نتایــج حاصــل از شبیه‌ســازی 

دینامیــک مولکولــی
در ابتــدا هندســه سيســتم از نظــر انــرژي بــا 
اســتفاده از روش دینامیــک مولکولــي بهينــه 
گردــيد. در واقــع یکــی از عواملــی کــه رونــد 
مــی‌دارد  بیــان  را  شبیه‌ســازی  صحیــح 
اــين  در  اســت.  پتانسيــل  انــرژي  تغــييرات 
مرحلــه کــه در )شــکل 3( نشــان داده شــده، 
در اوایــل شــروع شبیه-ســازی از آنجــا کــه 
هندســه سيســتم بهينــه نيســت مقــدار انــرژي 
پتانسيــل زــياد اســت امــا بــا گــذر زمــان 
سيســتم بــه مــيزان بهينــه انــرژي پتانسيــل 
خــود نزدــيک شــده و انــرژي پتانسيــل مرتبــاً 
کاهــش يافتــه و در زمان‌هــاي 4 و 5 نانوثانــيه 
انــرژي پتانسيــل همگــرا گردــيده اســت. بــراي 
شبيه‌ســازي  ســاختار  پاــيداري  ارزيابــي 

شکل 2: نمودارverify3d برای ارزیابی کیفیت پروتئین همولیزین مدل شده با استفاده از نمودار راماچاندران. 
)رزیدو‌های بالاتر از صفر ارزشمند هستند(
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مولکولــي  دينامــيک  از  اســتفاده  بــا  شــده 
 Root Mean Square یــا   RMSD کمــيت 
 Deviation اســتفاده مي‌شــود و بــه عنــوان 

پروتئــين  ســاختار  همگراــيي  از  شــاخصي 
همولیزیــن بررســی گردیــده اســت. براســاس 
خروجــی RMSD بــرای اســکلت پروتئیــن 
واريانــس داده‌هــا از 5 نانوثانــيه در حــدود 
0/0004 نانومتــر اســت کــه بسيــار نزدــيک بــه 
صفــر بــوده و نشــان دهنــده‌ي اــين اســت کــه 
داده‌هــاي RMSD پراکندگــي بسيــار کمــي در 

حــول ــيک مقــدار ثابــت دارنــد و اــين ثبــات 
تــا پاــيان شبيه-ســازي تــداوم داشــته کــه 
بيانگــر سيســتم مولکولــي بــا رفتــار مناســب 
اســت. ميانگــين RMSD بــراي اســکلت اصلــي 
پروتئــين از 5 نانوثانــيه تــا 30 نانوثانــيه، 0/37 

مي‌باشــد.  نانومتــر 
نتيجــه اــين خروجــي در )شــکل 4( نشــان داده 
شــده اســت. همچنیــن بــراي آنالــيز محتــواي 
ســاختار دوم هموليزــين مــورد بررســی در 
DSSP اســتفاده  از نرم‌افــزار  طــول زمــان 

شکل 3: تغييرات انرژي پتانسيل در مرحله بهينه‌سازي هندسي
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گردــيد. بــا توجــه بــه )شــکل5( مي‌تــوان اذعــان 
کردکــه بــه واســطه‌ي برهمکنــش هموليزــين 
بــا غشــاء ليپیــدی تغــيير قابــل ملاحظــه‌اي در 
ســاختار دوم هموليزــين مشــاهده نشــده اســت 
و ســاختار غشــاء و پروتئیــن در طــول ایــن 

مــدت ثابــت مانــده اســت. 

بررسي نتايج حاصل از دايکنگ مولکولي
در اينجــا بــراي تشــکيل مجموعــه‌اي از ســاختار 
پاــيه تشــکيل شــده بــين کلســترول و هموليزــين 

شکل RMSD :4 اسکلت پروتئيني هموليزين بعد از قرار دادن در غشاء ليپيدي 

شکل5: خروجي DSSP که بيانگر ساختار دوم هموليزين در غشاء ليپيدي بعد از شبيه‌سازي مي‌باشد. اين شکل 
نشان مي‌دهد ساختار دوم هموليزين به صورت آلفا هليکس باقي مانده است

از نرم‌افــزار اتــوداک اســتفاده شــد. از آنجــا 
مــورد ســاختار  در  اطلاعــات خاصــي  کــه 
کريســتالي اــين پروتئــين در دســترس نبــود 
ســاختار مولکولــي آن بــا اســتفاده از نرم‌افــزار 
بــا  و  شــد  مدل‌ســازي   MODELLER

اســتفاده از نرم‌افــزار PROCHECK نمــودار 

راماچانــدران اســتانداردي بــه دســت آمــد کــه 
نشــان مــي‌داد بــيش از %90 اــين اسيــد‌هاي 
آمينــه در ناحــيه مجــاز نمــودار قــرار گرفتــه 
شــده‌اند و در نتيجــه پروتئــين مــورد نظــر ــيک 
پروتئــين بهينــه مي‌باشــد. بــراي شناســايي 
مکان‌هــاي اتصــال در هموليزــين و کلســترول 
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انــدازه شــبکه 60× 60× 60 آنگســتروم انتخــاب 
شــد و بــه نرم‌افــزار اجــازه‌ي جســتجو در تمــام 
حجــم پروتئــين داده شــد. در اــين مرحلــه پــس 
از انجــام 100 )طبــق پرتــکل نــرم افــزار اتوداک( 
اجــراي داکينــگ هموليزــين بــا کلســترول، محلي 
کــه داراي کمترــين انــرژي اتصــال بــود، انتخاب 
گردــيد. برخــي از نتاــيج حاصــل از داکينــگ 
در )جــدول 1(آمــده اســت. در اــين جــدول 
ســتون دوم نشــان دهنــده‌ي حداقــل انــرژي 
اتصــال ــيا انــرژي اتصــال کلــي مي‌باشــد. در 
ســتون ســوم مجمــوع ســهم انرژي‌هــاي بــين 
مولکولــي شــامل برهمکنش‌هــاي واندروالــس، 
حاــل  هيدروژنــي،  پيوند‌هــاي  تشــکيل 
ناپوشــي کلســترول و هموليزــين )دور شــدن از 
حاــل بــراي پاــيدار شــدن( و برهمکنش‌هــاي 

الکترواســتاتيک آورده شــده اســت. ســتون 
چهــارم نشــان دهنــده‌ي ســهم انــرژي آزاد 
بهترــين  مي‌باشــد.  کل  انــرژي  در  پيچشــي 
اجــراي  در  ليگانــد  و  پروتئــين  برهمکنــش 
اول بــه دســت آمــده اســت کــه داراي انــرژي 
11/72- کيلوکالــري بــر مــول بــود. در اــين 
بررســي ــيک پيونــد هيدروژنــي بــين کلســترول 
و اسيــدآمينه‌هاي درگــير تشــکيل گردــيد در 
واقــع یــک جایــگاه اتصــال بــا تمایــل بــالا میــان 
آنهــا شــکل گرفتــه اســت. در اــين جــا هموليزين 
بــا مــيزان انــرژي 11/72- کيلوکالــري بــر 
مــول بــا قــدرت ترکيبــي بــالا بــا اسيــد‌آمينه‌ي 
گلايسيــن152 ــيک پيونــد هيدروژنــي تشــکيل 

داده اســت.
اسيــد‌هاي آمينــه درگــير در اــين اتصــال 

ــتفاده از  ــا اس ــترول ب ــا کلس ــن ب ــش هموليزي ــگ برهمکن ــي دايکن ــج نهاي ــدول 1: نتاي ج
ــده ــاب گردی ــدم انتخ ــورت رن ــه ص ــرا ب ــر اج ــه ه ــوداک ک ــزار ات نرم‌اف

دماي 298/15
حداقل انرژي اتصال 

   )کيلوکالري بر مول(

  سهم انرژيهاي بين مولکولي 

)کيلوکالري بر مول(

سهم انرژي آزاد 

پيچشي

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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شــامل لوسيــن101، آلانــين145، ليزــين147، 
تيروزــين150،  لوسيــن149،  پرولــين148، 
لوسيــن151، گلايسيــن152 و لوسيــن153 
آمينــه  اسيــد‌هاي  اــين  تمامــي  مي‌باشــند. 
در بخــش درونــي پروتئــين قــرار گرفته‌انــد 
آبگرــيز  آمينــه‌ي  اسيــد‌هاي  جــزء  و 

قرارگــيري  محــل  مي‌شــوند.  محســوب 
ليگانــد در پروتئــين بــه صــورت ســه بعــدي 
و پيونــد هيدروژنــي درگــير در اــين اتصــال 
نشــان   )7 و   6 )شــکل‌هاي  در  ترتــيب  بــه 
میــان  اتصالــی  چنیــن  اســت.  شــده  داده 
اســید‌های آمینــه همولیزیــن و هیدروکســیل 

SAFR032 شکل 6: نمای سه بعدي بخشي از کلسترول درگير با حفره‌ي هموليزين باسيلوس پاميلوس

شکل 7: پيوند هيدروژني ايجاد شده بين بخشي از کلسترول از ناحیه 3oh و اسيد‌آمينه‌ي GLY152 که با رنگ 
سبز نشان داده شده است و سایر اسيدآمينه‌هاي درگير در اتصال
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کلســترول نشــان دهنــده مکانیســم احتمالــی 
عملکــرد همولیزیــن بنــا بــر نطریــات ارایــه 
شــده توســط محققــان می‌باشــد ایــن نتایــج 
نشــان می-دهــد همولیزیــن دارای جایــگاه 
جــذب بــرای کلســترول‌های غشــایی اســت 
میانکنــش  غشــاء  بــا  ترتیــب  ایــن  بــه  و 

. می‌دهــد

جهش‌زایــی  از  حاصــل  نتایــج  بررســی 
وبــگاه  از  اســتفاده  بــا  همولیزیــن 

P o P M u S i C - 2 . 1
اصلــی  آمینواســید‌های  شناســایی  از  پــس 
درگیــر در اتصــال همولیزیــن مورد بررســی با 
کلســترول بــرای کاهــش ایــن اتصــال و سســت 
شــدن پیونــد ایجــاد شــده میــان گیرنــده و 
لیگانــد بــر روی آنهــا جهش‌هایــی بــه صــورت 
PoPMuSiC- نقطه‌ایــی بــا اســتفاده از وبــگاه

2.1انجــام گرفــت. ســپس بــا جایگزیــن کــردن 

اســید‌های آمینــه جهــش یافتــه بــا اســید-های 
آمینــه اصلــی موجــود در توالــی پروتئیــن 
همولیزیــن مــورد نظــر یــک توالــی متفــاوت 
در 3الــی 4 اســید آمینــه بــا توالــی اصلــی بــه 
دســت آمــد، ســپس بــا اســتفاده از نــرم افــزار  
PROCHECK براســاس توالــی همولیزیــن 

جدیــد کــه بــا جهش‌زایــی ایجــاد شــده بــود، 
پروتئیــن جهــش یافتــه رســم گردیــد. پــس 
از مدل‌ســازی همولیزیــن جهــش داده شــده 
بــا اســتفاده از وبــگاه PROCHECK طبــق 
مراحــل بــالا اجــرای داکینــگ مولکولــی بــر 
روی ایــن پروتئیــن نیــز انجــام گرفتــه شــد. 
پــس از انجــام 100 اجــرای داکینــگ همولیزیــن 
جهــش داده شــده بــا کلســترول، محلــی کــه 
دارای کمتریــن انــرژی اتصــال بــود انتخــاب 
گردیــد و نتایــج حاصــل از ایــن داکینــگ در 

)جــدول 2( نشــان داده شــده اســت. 
همچنیــن در )شــکل 8 و 9( مقایســه اتصــال 

جــدول2: اجــرای داکینــگ همولیزیــن جهــش یافتــه بــا لیگانــد کلســترولی خــود و کاهــش 
تمایــل میــان پروتئیــن و کلســترول بــه علــت تغییــر در اســید آمینــه اصلــی در ایــن اتصــال

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

سهم انرژيهاي بين مولکولي
)کيلوکالري بر مول(

سهم انرژي آزاد 
پيچشي

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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همولیزیــن طبیعــی بــا کلســترول و همولیزیــن 
جهش‌یافتــه نشــان داده شــده و بیــان می‌کنــد 
کــه در ســویه جهش‌یافتــه تمایــل پروتئیــن بــه 
گیرنــده بــه شــدت کاهــش یافتــه بــه طــوری 

کــه اتصــال میــان آنهــا بــه شــدت سســت 
گشــته و در ناحیــه ای غیــر از محــل اصلــی 

اتصــال ناپایــدار برقــرار می‌کنــد.
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 ناحیه‌ای خارج از حفره همولیزین قرار گرفته است.

مولکولــی  دینامیــک  شبيه‌ســازي  از  هــدف 
اســتفاده از خــواص ميکروســکوپي ترکيبــات 
بــراي مطالعــه‌ي آن دســته از خــواص تــوده‌اي 
اســت کــه بــه آســاني در آزمايشــگاه قابــل 
بررســي نيســتند. شبيه‌ســازي رايانــه‌اي پلــي 
بــين مقــياس زمانــي و طولــي دو حالــت مولکولي 

)ميکروســکوپي( و کلان )تــوده‌اي( اســت. نتایــج 
بــه دســت آمــده در بیشــتر مطالعات انجام شــده 
بــر اســاس MDبیــان داشــته کــه شــبیه ســازی 
دینامیــک مولکولــی می‌توانــد بــرای تشــخیص و 
بررســی ســاختار یــک پروتئیــن بــه عنــوان یــک 
مــدل در غشــاء بــه صــورت درســت یا نادرســت 
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بــه کار رود و اینکــه مــدل پروتئیــن می‌توانــد بــه 
عنــوان یــک ســاختار بــا ثبــات در طــول شــبیه 
ســازی ســاختار خــود را حفــظ کنــد، مــورد 
اســتفاده قــرار بگیــرد. در واقــع هــدف دينامــيک 
مولکولــي از اســاس کاهــش مــيزان خطــاي 
 Scott et(گمان‌هــا بــه ــيک مقــدار بهينــه اســت
al. 2007(. در نتیجــه شــبیه ســازی دینامیــک 

ابــزار  یــک  بــه عنــوان  مولکولــی می‌توانــد 
بســیار قــوی و بــا ارزش بــرای بررســی غشــاء، 
فرایند‌هــای غشــایی و ســاختار‌های بیولــوژی 
 (Ivetac پروتئیــن‌در غشــاء بــه کار بــرده شــود
رونــد  انــرژی  نمــودار   .)and Mark 2008

   SAFR0032 صحیــح شبیه‌ســازی همولیزیــن
 Bacillus pumilusرا نشــان می‌دهــد و همــان 
طــور کــه در )شــکل 3( مشــاهده شــد شــیب 
نمــودار انــرژی در طــول شــبیه ســازی کاهــش 
یافتــه و ایــن کاهــش شــیب بیانگــر کیفیــت بهتــر 
در شــبیه ســازی می‌باشــد، زیــرا انــرژی کمتــر 
در حالــت پایــدار بیشــتر حاصــل می‌شــود. همان 
طــور کــه از نمــودار RMSD مشــخص اســت 
ایــن شــکل نشــانگر ثبــات پروتئیــن همولیزین در 
درون غشــاء در طــول زمــان شبیه‌ســازی بــوده 
و بیــان می‌کنــد کــه داده‌هــاي RMSD پراکندگي 
بسيــار کمــي در حــول ــيک مقــدار ثابــت دارنــد و 
اــين ثبــات تــا پاــيان شبيه‌ســازي تــداوم داشــته 
اســت. ميانگــين RMSD بــراي اســکلت اصلــي 
  SAFR0032  Bacillus پروتئــين همولیزیــن
pumilusاز 5 نانوثانــيه تــا 30 نانوثانــيه، 0/37 
نانومتــر مي‌باشــد. همچنیــن نتایــج حاصــل از 

کتابخانــه‌ي نرم‌افــزار DSSP بیــان داشــته اســت 
کــه بــه واســطه‌ي برهمکنــش هموليزــين مــورد 
نظــر بــا غشــاء ليپیــدی تغــيير قابــل ملاحظــه‌اي 
در ســاختار دوم ایــن پروتئیــن مشــاهده نشــده 
اســت. لازم بــه ذکــر اســت کــه اکثر ســاختار‌هاي 
دوم هموليزــين شــامل مارپــيچ آلفــا اســت که در 
طــي برهمکنــش بــا غشــاي ليپیــدی بــدون تغــيير 
باقــي مانــده اســت. بــا توجــه بــه نتایــج به دســت 
 gromacs آمــده و آنالیــز داده-هــای خروجــی
دومین‌هــای  کــه  رســیدیم  نتیجــه  ایــن  بــه 
تراغشــایی همولیزیــن بــه خوبی در داخل غشــاء 
قرارگرفتــه و ایــن پروتئیــن ســاختار دوم خود را 
در طــول شــبیه ســازی در داخــل غشــاء حفــظ 
کــرده اســت. در اــين پژوهــش همچنیــن بــراي 
تشــکيل مجموعــه‌اي از ســاختار‌هاي پاــيه ایجــاد 
شــده بــين کلســترول و هموليزــين و بررســي 
واکنش‌هــاي بــين آنهــا از نرم‌افــزار اتــوداک 
نرم‌افــزار  از  اســتفاده  بــا  گردــيد.  اســتفاده 
اتــوداک یــک جایــگاه اتصــال بــا تمایــل زیــاد 
بــرای کلســترول بــه دســت آمــد. نتاــيج داکينــگ 
مولکولــي نشــان داد کــه گــروه هيدروکسيــل 
اسيــد  بــه   3 شــماره  کربــن  در  کلســترول 
آمينــه‌ي گلايسيــن152 کــه در هســته‌ي آبگرــيز 
 SAFR0032  Bacillus pumilus هموليزــين

قــرار دارد نزديک‌تــر مي‌باشــد و بهترــين شــکل 
فضاــيي به‌دســت آمــده از اتصــالات مولکولــي 
بــراي هموليزــين بــا کمترــين انــرژي اتصــال 
kcalmol-1  11/72- بــوده اســت. انرژي‌هــاي 

تخمــين زده شــده بــا اتــوداک شــامل انرژي‌هــاي 
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بــين مولکولــي شــامل انرژي‌هــاي واندروالــس، 
پيوند‌هــاي هيدروژنــي، انــرژي الکترواســتاتيک، 
انــرژي درونــي و انرژي آزاد پيچشــي مي‌باشــد. 
در بــين همــه‌ي انرژي‌هــاي اتفــاق افتــاده بــين 
ليگانــد و پروتئــين، انرژي‌هــاي الکترواســتاتيک 
مهمترــين انرژي هســتند، زــيرا در بيشــتر موارد 
اــين انــرژي مي‌توانــد قــدرت و موقعــيت دقــيق 
 Lengauer ليگانــد روي پروتئــين را نشــان دهــد
and Rarey (1996) از فواــيد اتصــال مولکولــي 

اــين اســت کــه ــيک شــکل فضاــيي بهينــه از 
ليگانــد و پروتئــين بــه مــا مي‌دهــد و جهتي‌ابــي 
نســبي ليگانــد و پروتئــين را در صورتيکه انرژي 
آزاد کل سيســتم مينيمــم اســت، نشــان مي‌دهــد 
)Jorgensen (1991. در برهمکنــش کلســترول 
بــا پروتئیــن همولیزیــن در گلیســین152 و گــروه 
هیدروکســیل بر روی کربن شــماره 3 کلســترول 
پیونــد هیدروژنــی ایجــاد می‌شــود همچنیــن 3 
ایزولوســین 151، گلیســین 152 و لوســین 149 
تمــاس نزدیکــی بــا کلســترول برقــرار کرده‌اندکه 
در ایجــاد برهمکنــش واندوالــس و آبگریــز مــی-

توانــد نقــش مهمــی داشــته باشــد. لــذا می‌تــوان 
نقــش برهمکنــش واندروالس و آبگریــز را در این 
اتصــال تــا حــدودی بیشــتر از برهمکنش‌هــای 
الکتروســتاتیک دانســت ) برایــن اســاس کــه 
بیشــتر اســیدهای آمینــه اطــراف لیگانــد از نــوع 
آبگریــز هســتند(. نتایــج حاصــل از جهش‌زایــی 
در اســید آمینه‌هــای اصلــی درگیــر در اتصــال 
همولیزیــن و کلســترول و جایگزیــن کــردن آنهــا 
بــا اســید آمینه‌هایــی کــه پایــداری پروتئیــن را 

کاهــش می‌دهــد در ثبــات برقــراری پیونــد میــان 
همولیزیــن و کلســترول بــه شــدت تاثیــر داشــته 
تــا حــدی کــه حداقــل میــزان انــرژی همولیزیــن 
در اتصــال بــا کلســترول بــه شــدت کاهــش یافته 
بــه طــوری کــه ازkcalmol-1  11/72- بــرای 
قوی‌تریــن اتصــال کــه بــا اســید‌آمینه پرولیــن 
جایگزیــن گردیــده بــهkcalmol-1  5/84- تغییــر 
کــرده اســت. همان‌طــور کــه گفتــه شــد هــر چــه 
میــزان انــرژی اتصــال عــدد کوچکتــری باشــد 
قــدرت اتصــال میــان لیگانــد و گیرنــده بیشــتر 
خواهــد بــود. جانشــین آمینــو اســیدی ممکــن 
اســت پایــداری و ســاختار پروتئیــن را تحــت 
تاثیــر قــرار دهــد و باعــث تغییــر خــواص آن و 
میانکنــش آن بــا ذرات دیگــر شــود. مطالعــات 
ســه  ســاختار  کــه  داده  نشــان  بیشــماری 
بعــدی پروتئین‌هــا نمایانگــر عمــل آنهاســت و 
جانشین‌ســازی آمینــو اســیدی روی پایــداری 
و خــواص پروتئیــن بــا تغییــر در خــواص و 
میانکنــش آن بــا دیگــر ماکرومولکول‌هــا تاثیــر 
نتایــج  از   .Zaaijeret al., (2008( می‌گــذارد 
حاصــل از جهش‌زایــی می‌تــوان بــرای مطالعــه 
بــروی باکتری‌هایــی کــه همولیزیــن آنهــا بــه 
عنــوان عامــل اصلــی در حــدت بیمــاری نقــش 
دارد بــه ایــن ترتیــب اســتفاده کــرد، یعنــی ابتــدا 
بــا شناســایی اســید آمینه‌هــای اصلــی درگیر در 
اتصــال پروتئیــن همولیزیــن بــا گیرنــده خــود بر 
روی غشــاء و جهش‌زایــی بــه منظــور کاهــش 
ثبــات پروتئیــن بــر روی چنــد آمینــو اســید 
اصلــی، اتصــال میــان ایــن پروتئیــن بــا گیرنــده 
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انجــام نخواهــد گرفــت و تــا زمانی کــه همولیزین 
بــر روی گیرنــده خــود در غشــای ســلول‌های 
یوکاریــوت قــرار نگیــرد توانایــی خــود را بــرای 
ایجــاد بیماری-زایــی از دســت خواهــد داد. یکــی 
 Bacillus از مهمتریــن باکتری‌هــای بیمــاری‌زا
cereus اســت، کــه دارای چندیــن نــوع همولیزین 
بیمــاری‌زا می‌باشــد از جملــه ســروليزين O ــيا 
همــان هموليزــين، اــين ســم بــه شــدت بــراي 
انســان مــرگ‌آور اســت و باعــث اســهال شــديد 
 Ramarao and Sanchis در بيمــاران مي‌شــود
(2013(. روش مــورد مطالعــه یــک ایــده نوین در 

سیســتم‌های درمانــی مرتبــط بــا پروتئین‌هــای 
 in silico همولیزیــن می‌باشــد کــه بــه صــورت
بــوده و اولیــن بــار در ایــن پژوهــش مطرح شــده 

اســت و می‌توانــد در آینده‌ایــی نــه چنــدان دور 
بــا همــکاری زیســت شناســان و داروســازان بــه 
صــورت in vivo مــورد بهــره بــرداری قــرار 
گیــرد. شــایان ذکــر اســت بــا وجــود روش‌هــای 
درمانــی مفیــد بــرای رفــع ایــن بیماری‌هــا 
ایــده مــورد بررســی نیــز می‌توانــد بــه عنــوان 
روشــی تکمیلــی بــرای حــل ایــن مشــکلات بــه 
ویــژه در ســویه‌های مقــاوم بــه دارو مــورد 
اســتفاده قــرار گیــرد و کلیــت عمــل مشــابهی 
بــرای رفــع بیماری‌هــای مرتبــط بــا همولیزیــن 

کــه کــم شــمار نیــز نیســتند، داشــته باشــد.
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