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Structural Comparison of Three Glucoamylase Isozymes 
in order to Determination of Demonstrator Parameters 
in Thermal Stability of Proteins via Molecular Dynamics 
Simulation
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expressed in yeast Saccharomyces cerevisiae using different carbon sources [2] General 
biochemical characterization of thermostable pullulanase and glucoamylase from 
clostridium thermohydrosulfuricum [3] Glucoamylase: Structure/function relationships, 
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Humicola grisea [5] Purification and characterization of the glucoamylase from Aspergillus 
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Glucoamylase is an important economic enzyme due to its ability to hydrolyze starch and β-D-
glucose polymers. Understanding of factors affecting the thermal stability of the glucoamylase 
enzyme is critical in the production of isoenzymes with high heat or cold stability. In this 
study, the effect of temperature on the structure and properties of each of the isoenzymes of 
the mesophilic, thermophilic, and psychrophilic glucoamylase were studied. For this purpose, 
molecular dynamics simulation was used to assess these factors and structural differences. 
240 nanosecond of MD simulation was done for three isoenzymes of glucoamylase in four 
temperatures at 300, 350, 400, and 450K. The variations of each of these parameters were 
compared for three isoenzymes, and it was found that among the computable factors in 
molecular dynamics simulation, electrostatic energy of protein with water, van der Waals 
energy between proteins and water, free energy of solvation (∆Gsolvation), instability 
parameter, nonpolar solvent accessible surface, and the total solvent accessible surface can be 
used to predict thermal stability of a protein during increase of temperature.
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  چکیده
در هیدرولیز نشاسته و  دلیل تواناییبهگلوکوآمیلاز یک آنزیم مهم اقتصادی 

گرمادوستی یا سرمادوستی موثر در ک عوامل در  ز است.گلوکدی -پلیمرهای بتا
هایی با مقاومت گرمایی یا سرمایی بالا ایزوآنزیم تولیددر  آنزیم گلوکوآمیلاز

یک از  هر یساختار  تغییرات این پژوهش، اثر دما رویدر  ضروری است.
روش وسیله بهدوست، گرمادوست و سرمادوست های گلوکوآمیلاز معتدلایزوآنزیم

سازی برای شبیه نانوثانیه۲۴۰کل در  .شد بررسیسازی دینامیک مولکولی بیهش
 .شدانجام  K۴۵۰و  ۴۰۰، ۳۵۰، ۳۰۰چهار دمای در  سه ایزوآنزیم گلوکوآمیلاز

از که  شدایزوآنزیم مقایسه و مشخص  سه هردر  ی ساختاریتغییرات پارامترها
انرژی الکتروستاتیک لکولی، سازی دینامیک موشبیهدر  محاسبهقابل  بین عوامل

 انرژی آزاد حلالیت ،والسی بین پروتئین و آبرانرژی واند ،پروتئین با آب
)solvationG∆(، در  دسترس حلال غیرقطبی و سطحدر  سطح ،ناپایداری رپارامت

توانند برای پیشگویی تغییرات پایداری گرمایی تر میو دقیق کل بهتر دسترس
سازی دینامیک مولکولی استفاده وسیله شبیهش دما بهاثر افزایدر  یک پروتئین

  شوند.
سازی ، گرمادوست، سرمادوست، شبیهدوستمعتدلآنزیم گلوکوآمیلاز،  ها:کلیدواژه

  دینامیک مولکولی، پایداری گرمایی
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  ۱۵/۰۴/۱۳۹۹ رش:یخ پذیتار
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  مقدمه
آنها در  همچنین مقاومت دماهای بالا ودر  هاحرارتی آنزیم پایداری

در  هایماستفاده از آنزدر  توجهیقابل  اهمیت دماهای پایین از
 ;GA) است. گلوکوآمیلاز های صنعتی برخوردارفرآیند

Glucoamylase)) ،)۴→۱(α گلوکوهیدرولاز، گلوکان
دلیل بهمهم اقتصادی یک آنزیم  EC:3.2.1.3آمیلوگلوکوزیداز) با 

گلوکز دی -پلیمرهای مربوط به بتا هیدرولیز نشاسته ودر  توانایی
را از انتهای  α)۱→۴( یکوزیدیاست. این آنزیم پیوندهای گل

منجر به تولید گلوکز  کهکند غیراحیاکننده نشاسته هیدرولیز می
صنعتی  ین کاربردتربنابراین مهم ؛شودمیمحصول نهایی  عنوانبه
یک ماده خام  عنوانبهخود  نوبهتولید گلوکز است که به GAنزیم آ

]1-رودمی کاربهیا شربت فروکتوز در تولید اتانول  برای تخمیر زیستی

]6.  
 -کمک آنزیم آلفابهابتدا  ،تبدیل نشاسته به گلوکز ،صنعتی فرآینددر 

دمای در  شود که این مرحلهنشاسته به دکسترین تبدیل می ،آمیلاز
°C۱۰۵ دقیقه و سپس در دمای  ۵مدت به°C۹۵ یک ساعت  مدتبه

مرحله دوم یعنی تبدیل دکسترین به در  GAانجامد. به طول می
کردن گیرد که این مرحله شامل سردمیقرار  استفادهمورد  گلوکز

بنابراین  ؛است چند روز مدتبهداری آن و نگه C۶۰°دکسترین تا 
 زیرا ؛دیدگاه اهمیت دارداز این  GAافزایش مقاومت گرمایی 

داری آن برای چند و نگه C۶۰°به  ۹۵ دمای دکسترین ازکردن سرد
زمان طولانی  بودن تهیه کاتالیزگر،نصرفهبهعلت مقرونبهروز، 
سازی، سمیت بالا ندمان پایین، مشکل جداسازی وخالصرا واکنش،

  .]1[بسیار پرهزینه است یفرآیند و شرایط سخت واکنش
حیوانات  ها، گیاهان وریزسازوارهزیست مختلف انواع از GAنزیم آ
آید. البته لازم به ذکر است که بیشتر گلوکوآمیلازها از می دستبه

	Aspergillus) آسپرژیلوس نایجرهای هایی مانند قارچقارچ
niger) ،آسپرژیلوس آواموری (Aspergillus	 awamori)  و

  .]1 ,2 ,5[اندآمدهدستبه )aeoryz Rhizopus( ریزوپوس اوریزا
شامل دومِین های چند ، آنزیمماندهباقی ۶۱۶بیشتر گلوکوآمیلازها با 

به نشاسته و ناحیه شونده متصلدومِین ، واکنشگردومِین 
 CD; Catalytic) کاتالیتیکیدومِین دهنده هستند. اتصال

Domain)  به نشاستهشونده متصلدومِین به (SBD; Starch-
Binding Domain) از طریق ناحیه اتصالی (Linker) متصل ،

است که  (α-barrel) به شکل یک بشکه آلفا CDدومِین شود. می
به شکل  ،SBDحاوی یک جایگاه فعال به شکل قیف مرکزی است. 

 است که دو (Antiparallel β-barrel) موازییک بشکه بتا ضد
 ۶ د. بشکه آلفا ازدکسترین دار  -ایگاه اتصالی برای نشاسته یا بتاج

 شده است و بیرونی تشکیل یارپیچ آلفام ۶ ونی ودر یمارپیچ آلفا
لیزین)  -سیستئین -(لیزین KCKیک قطعه  نیز جایگاه فعالدر 

شامل کاتالیزگرهای اسید  CD دارد. جایگاهقرار  شدهبسیار حفاظت
 عمق پاکت واقعدر  است که Glu400 و Glu179 میعمو و باز
 اصفحه بت ۲در  شدهدهیسازمان یرشته بتا ۸شامل  SBD اند.شده

 دهند. ناحیهاست که یک ساختار بشکه بتا را تشکیل می
ترئونین است. قسمت  سرین و غنی از گلیکوزیله و -O ،دهندهاتصال
]3 ,پایداری و هضم نشاسته دارددر  ، نقش مهمیدهندهاتصالویژه 

آسپرژیلوس از قارچ  GA مواکنشگر آنزیدومِین بعدی ساختار سه. 6[
 کریستالوگرافی اشعه ایکس کمک روشبه، ۱۰۰X ایزوآنزیم آواموری

هایی با کمپلکسدر  های مختلف وpHدر  ،حالت طبیعیدر 
 ساختار ،بر اینت. علاوهاس آمده دستبههای مختلف مهارکننده
 NMR سنجیطیف وسیلهبهحالت محلول)  (در SBDدومِین 

در  آسپرژیلوس آواموریایزوآنزیم  از GA ت. ژنآمده اسدستبه
	Saccharomyces) سروزیه ساکارومایسزمخمر  cerevisae) 
  . ]5[شده استکاری ژنتیکی و بیاندست
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 دوستمعتدلوجود سه ایزوآنزیم مختلف گرمادوست، سرمادوست و 
GA  مقایسه های خداوند به بشر است تا باهدیه طبیعت یکی ازدر 
این شدن سرمادوست وگرمادوستموثر در ساختاری  به عواملآنها 

های صنعتی آنزیمکردن یا سرمادوست گرمادوست زیرا د؛آنزیم پی ببر 
مهندسی پروتئین و صنایع مختلف در  حیاتی بسیار مهم و یک امر

 در موثرخواص نیازمند دانستن عوامل  است. طراحی پروتئین با این
 با تعیین این عوامل ا است.هآنزیمبودن گرمادوست یا سرمادوست

وسیله به های گرمادوست یا سرمادوستنامکان تولید پروتئی
کمک این به علاوهبهشود. پذیر میامکان دارهای هدفجهش

بعدی آن، توان با داشتن ترادف یک آنزیم یا ساختار سهاطلاعات می
 بینی نمود، بدوننزیم را پیشیک آبودن گرمادوست یا سرمادوست

  شد.هزینه باپر های که نیاز به تهیه آنزیم وآزمایشاین
 هاییتوان جهش، میGAهای آنزیم گرمایی برای افزایش پایداری

ساختار در  سولفید اضافیکه باعث ایجاد پیوندهای دی انجام داد
پذیری اسکلت اصلی کاهش انعطاف منظوربهشوند. همچنین آنزیم 
اطلاعات . ]7[ردآن وارد کساختار ر د پرولین ماندهباقیتوان یک می
 عوامل ساختاری و تنوعی از ،دهه اخیر ۲شده طی آوریجمع

دهد. ها را نشان میپایداری گرمایی آنزیمدر  فیزیولوژیکی سهیم
 هایکنشمیان های نمکی وعواملی مانند تعداد و نحوه توزیع پل

داد تع و غیرقطبی و حلال قطبی در دسترس آبگریز، میزان سطح
ایجاد تفاوت بین در  های پرولین، آسپارژین وگلایسینماندهباقی
هنوز  حال این هستند. با موثرهای گرمادوست و سرمادوست آنزیم

پایداری گرمایی دقیق گویای  طوربهکه  مناسب و یک مدل کلی
 GA تولید آنزیم روو از این نیست در دسترس باشد،پروتئین بیشتر 

شده پذیر نامکانآسانی بهاربردهای صنعتی گرمادوست برای ک
  .]8[است

وهمکاران انجام شد،  لیوتوسط  ۲۰۰۳سال در  در طی پژوهشی که
 بر آسپرژیلوس نایجراز قارچ  GA کاتالیتیکی آنزیمشدن دومِین باز
نامیک مولکولی بررسی سازی دیگرما با استفاده از روش شبیه اثر

در دومِین  داری گرمایی این آنزیمبهبود پای منظوربهجهش  ۱۲شد که 
 سولفیدصورت که پیوندهای دی شد. بدینکاتالیتیکی طراحی 

کاتالیتیکی دومِین روی سطح در قفل مارپیچ یازدهم  شدهمهندسی
 هایماندهباقیکردن پایداری گرمایی را افزایش دادند. جایگزین

G396  وG407  افزایش با آلانین، کمی پایداری گرمایی آنزیم را
بازده کاتالیتیکی آنزیم کاهش  که فعالیت اختصاصی و حالی در ،ادد
شده افزودههای ماندهباقیدهد که این نتایج نشان می یابد.می

های دوازدهم ها بین مارپیچکلاف بختانه در باخاصیت آبگریز بیشتر
ی یصورت جزبه هاآنحضور  در حالی که وسیزدهم مناسب هستند

از بین مرکز کاتالیتیکی را در  شبکه پل نمکی وژنی پیوند هیدرو
  .]7[بردمی
 طی یک مطالعه تجربی با استفاده از همکاران، و دنیلمک
  هایجایگاه خاص، ایزوآنزیمدر  شدهزایی هدایتجهش

GAآسپرژیلوس نایجرگرما را از قارچ  به یافته بسیار مقاومجهش 
  .]6[جدا کردند

آسپرژیلوس قارچ  طبیعی از GAیم تعدادی آنز ،۲۰۰۸در سال 
و بسیاری از  شد بیانسرویزیه  کارومایسزسا مخمردر  آواموری

 pHپارامترهای فیزیکی و شیمیایی این آنزیم مانند فعالیت، دما و 
و مقاومت گرمایی آنزیم، عملکرد آنزیم بر  pHبهینه آنزیم، پایداری 

 یرقابلگرمایی غشدن سوبستراهای مختلف، سینتیک غیرفعال
 مورد بررسی آنزیمشدن پارامترهای ترمودینامیکی باز برگشت آنزیم و

  .]1[گرفتقرار 
بررسی  سازی وخالص یک مطالعه تجربی برای ،۲۰۱۴در سال 
صورت گرفت. طی  آسپرژیلوس نایجراز قارچ  GA های آنزیمویژگی

 برای فعالیت و C۳۰° و دمای بهینه ۶-۵/۶بهینه  pHاین پژوهش 
  .]5[گیری شدآنزیم اندازه اریپاید
 آسپرژیلوس نایجر گونه قارچی یک مطالعه روی دو ۲۰۱۵سال  در

در  اثرات مواد افزودنی را هاانجام شد. آن همکاران و لیویانگ توسط 
 GAM-1( گرماه بم مقاو GA گرمایی از دو ایزوآنزیم شدنغیرفعال

داد که مواد  نشانآنها  نتایج دادند.قرار  مورد بررسی )GAM-2و 
 ساختار منظم و همچنین تخریب رفتن ساختارافزودنی باعث ازدست

   .]9[شودمی هاسوم ایزوآنزیم
پایداری گرمایی  بررسیرا برای  ناپایداریپارامتر و همکاران،  سکهیزا

به دما  ناپایداریوابستگی پارامتر  آنها .ندها پیشنهاد نمودپروتئین
هومولوگ از موجودات سرمادوست،  RNase H برای چهار ایزوآنزیم

 و ندبررسی کرد، گرمادوست متوسط و گرمادوست دوستمعتدل
مرتبط  )mT( با دمای ذوب تجربی مذکور پارامتر که ندنشان داد

گرما نسبت  به مقاوم هایایزوآنزیمکه  ندنشان داد همچنیناست. 
ایداری ناپ و سرمادوست دارای پارامتر دوستمعتدل هایبه ایزوآنزیم

  .]10[کمتری هستند
 MDS; Molecular) دینامیک مولکولی سازیشبیهروش  در

Dynamics Simulation)  پارامترهای مختلفی مانند شعاع
توان محاسبه نمود. را می غیرهمولکول، تعداد پیوندهای هیدروژنی و 
وسیله هشود این است که بیک سوال مهمی که همیشه مطرح می

دینامیک  سازیدر شبیه محاسبهقابل  ترهایکدام یک از پارام
را پیشگویی کرد.  هاآنزیمتوان افزایش پایداری گرمایی مولکولی می

 عیندر  پارامترهایی است کهکردن مشخصهدف از این پژوهش 
پایداری تر صریح و سازی، بتوانند بهترشبیهبودن در محاسبهقابل 
 بتوان هاآن کمکبه هند ورا نشان د GA ویژهبهو  هاآنزیم گرمایی

یک شدن پایدارتر ،زمانی سنگین مالی و هایینهبدون صرف هز
  پیشگویی نمود.  را عامل فیزیکی دیگر اثر جهش یا هردر  پروتئین
ساختار  در مورد بررسی پژوهشیتاکنون  ،شدهانجام هایبررسی بنابر

 GAآنزیم  دوستمعتدلهای سرمادوست، گرمادوست و ایزوآنزیم
و از  نشده است منتشر سازی دینامیک مولکولیکمک روش شبیهبه

  جدید است. محتوا و نتایج پژوهش حاضر،این نظر 
  

  هاروش
بخش اول مربوط به  ؛شدسه بخش انجام در  این پژوهش

 GA هایهای ایزوآنزیمی چندگانه توالیتراز هم -یپوشانهم
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مقایسه  منظوربه گرمادوست با یکدیگر، و دوستمعتدلسرمادوست، 
نظر ساختار اول و  از هاآن هایها و تفاوتشباهتکردن پیدا و

 بر اساس الگوریتمآنها  الگوی مناسب برایکردن همچنین پیدا
 (Blast; Basic Local Alignment Search Tool) بلاست

متجانس و بخش سوم نیز  سازیمدلاست. بخش دوم شامل 
 ها وبرای استفاده از سایت ت.سازی دینامیک مولکولی اسشبیه
فرض آنها استفاده شد و موارد متفاوت با افزارها از مقادیر پیشنرم
  اند. فرض ذکر شدهپیش
  GAهای ایزوآنزیم یتراز هم -یپوشانهم
 ۵۹۱با  )C۱۵° (دمای بهینه اول آنزیم سرمادوست ساختار، ابتدا
و  ELW اه فعالجایگدر  شدهحفاظت ماندهباقی ۳حاوی  ماندهباقی

(دمای بهینه  دوستمعتدل ، ایزوآنزیم]8IBU4K ]11 کد دسترسی
°C۳۵ (جایگاه در  شدهحفاظت ماندهباقی ۳شامل  ماندهباقی ۶۴۴ با
 وایزوآنزیم گرمادوست ]2JHL2H ]11 دسترسی وکد DLW فعال

 شدهحفاظت ماندهباقی ۳و  ماندهباقی ۶۶۷با  )C۶۵° (دمای بهینه
ازپایگاه  2RZA0G ]11 ,12[و کد دسترسی  DLW جایگاه فعالدر 
 مربوط به Fastaتوالی  شد. سپس گرفته Uniprot داده

ر سرمادوست به سرو و دوستمعتدلگرمادوست،  GAهای ایزوآنزیم
coffee-T ]13[ های بین سه این طریق شباهت داده شد و از
قرار  بررسی مورد این سرور فرضبر اساس پارامترهای پیش ایزوآنزیم
 برایترتیب به T و M، Pابتدای هر سطر در  .)۱شکل ( گرفت

خط علامت  ،، سرمادوست و گرمادوستدوستمعتدل هایایزوآنزیم
دهنده شباهت کم بین نشانو نقطه  (Gap) دهنده شکافنشانتیره 
علامت ستاره  بیشتر و دهنده شباهتنشان دونقطه ها، علامتتوالی
  ها بین سه ایزوآنزیم است.ماندهبودن باقیدهنده یکساننشان

بر اساس مقادیر  Blast (PBlast)کمک سرور بههمچنین 
الگوهای ی تراز هم -یپوشانهمبرای  ]14 ,15[های آنفرضپیش
آمد. نتایج  دستبه سازیمدلریستالوگرافی برای مرحله ک
 هایایزوآنزیم دو هردهد که چندگانه نشان می یتراز هم -یپوشانهم
GA با آنزیم گلیکوزیل هیدرولاز با کد و گرمادوست دوستمعتدل 

PDB (Protein Data Bank) 2vn4 ،توالی  ٪۵۹و  ۲۱ترتیب به
گرمادوست  دوست ومعتدل GA هاییمبنابراین ایزوآنز، دارندیکسان 

هستند و ساختار یک خانواده  با آنزیم گلیکوزیل هیدرولاز از
 PDB یچندین الگو با کدها همچنینبعدی یکسان دارند. سه

 GA ایزوآنزیمی برا2nv4  و 1hag ،2f6d ،4mcj یلازگلوکوآم
که  شتنددایکسان توالی % ۲۰-۳۰حدود  پیدا شد کهسرمادوست 
سرمادوست با این الگوها   GAایزوآنزیم شدهحفاظت نواحی حاکی از

   است.
  متجانس سازیمدل

بعدی سازی دینامیک مولکولی به ساختار سهبرای انجام شبیه
اینکه ساختار  دلیلبهساختار شروع نیاز است.  عنوانبهپروتئین 

دوست، سرمادوست و سه حالت معتدل در GAبعدی آنزیم سه
 متجانس و سازیمدلکمک روش بهنداشت گرمادوست، وجود 

که  آنجا . از]16[تهیه شد هامدل این پروتئین ،۹ برنامه مدلر

 شده وهای هومولوگ، محافظتبعدی پروتئینساختارهای سه
کمک یک پروتئین بهمتجانس  سازیمدلروش در  یکسان است،

 تارتوان ساخمی ،دف پروتئین هدفامشابه یا هومولوگ (الگو) با تر 
برنامه  وسیلهبه. ]16 ,17[بینی کردپیش بعدی پروتئین هدف راسه
 GA، ۱۰۰۰ هایایزوآنزیمکدام از  الگوهای ذکرشده برای هر و مدلر

 DOPE (Discrete مدلی که کمترین انرژی مدل ساخته شد و
)Optimized Protein Energy ]18[  یا انرژیmolpdf  را داشت
 DOPEانرژی انتخاب شد.  ایزوآنزیمآن بهترین مدل برای  عنوانبه

در  ی متجانسهامدلیک پتانسیل آماری است که برای ارزیابی 
هم  molpdfشود. انرژی ها استفاده میپیشگویی ساختار پروتئین

 مقالات مختلف از هر. در ]16[برنامه مدلر استدر  یک تابع انرژی
ازی استفاده سدر مدل ها برای انتخاب بهترین مدلدوی این انرژی
نظر برای انتخاب بهترین مدل از هر کدام از این شده است. به

در  های کمتریماندهباقیمعیارهای انرژی که مدل حاصله تعداد 
توان استفاده می ،مجاز نمودار راماچاندان داشته باشندر نواحی غی

 تارنمایاز ی انتخابی هامدلراماچاندارن  کرد. برای رسم نمودار
Rampage ]19[ .با مقایسه نمودار راماچاندان مدل با  استفاده شد

درصد  ساختارهای کریستالوگرافی تعداد یا نمودار راماچاندران
قرار  مجازنیمه و غیرمجاز و نواحی مجازدر  های مدل کهماندهباقی
مدل این  ]ERRAT ]20 همچنین نمودار شود.اند مشخص میگرفته

آمد که از طریق آن  دستبهمربوطه  سه ایزوآنزیم از طریق سرور
  بررسی مشخص شد.مورد  فاکتور کیفیت کلی برای سه ایزوآنزیم

  سازی دینامیک مولکولیشبیه
 رایج محاسباتی هایروش از یکی سازی دینامیک مولکولیشبیه
 سازی رازمان شبیه طولدر  های پروتئینحرکت اتم که است

تغییرات  ها وسانات اتماطلاعات دقیق از نو کند ومحاسبه می
با استفاده از  پژوهشاین در  .]18 ,19[دهدمی ارایهساختاری مولکول 
سازی سه ، شبیه1a43gو میدان نیروی  ]21 ,22[۵برنامه گرومکس 

دوست باشرایط گرمادوست، سرمادوست و معتدل GA ایزوآنزیم
 (Periodic Boundary Conditions; PBC) مرزی متناوب

عنوان ساختار هاز مرحله قبل ب آمدهدستبهبهترین مدل  شد. انجام
تعداد دینامیک مولکولی استفاده شد.  سازیدر شبیه شروع
های حاوی سامانه از هر یکشده به های آب اضافهمولکول
ترتیب به دوستمعتدل های گرمادوست، سرمادوست وایزوآنزیم
 برای مولکول آباستفاده مورد  بود. مدل ۲۰۶۴۲و  ۲۰۴۹۶، ۲۱۰۴۹

spc216 بود و فاصله بین سطح مولکول پروتئین و لبه جعبه 
هر در  بار پروتئینکردن نظر گرفته شد. برای خنثیدر  آنگستروم۱۰

های کنشمیانها اضافه شد. یون سدیم به سامانه ۱۵سه ایزوآنزیم، 
 PME سامانه با استفاده از روشدر  ردالکتروستاتیک دوربُ 

(Particle Mesh Ewald)  آنگستروم ۱۰محاسبه شد و شعاع قطع
نظر در  یا واندروالسیهای الکتروستاتیک کنشمیانبرای محاسبه 

 ،مرحله اولدر  ؛در سه مرحله انجام شد سازیگرفته شد. شبیه
 وسیلهبهها یون های آب وحضور مولکولدر  ساختار پروتئین

مرحله در  د.سازی شالگوریتم کاهش پرشیب و شیب مزدوج کمینه
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های آب های پروتئین به مولکولحرکت اتمکردن دوم با محدود
اجازه حرکت و نفوذ به داخل خلل و فرج پروتئین داده شد. این 

 (Canonical Ensemble) بار با هنگردک یدو قسمت در  مرحله
 بار با هنگرد و یک پیکوثانیه۵۰۰ مدتبه (NVT)م حجو هم دماهم
در  انجام شد. فشار پیکوثانیه۱۰۰۰ مدتبه (NPT) شارفهم دما وهم
هم مولکول پروتئین  ،ترتیب این سازی یک اتمسفر بود. بهشبیه

حجم و  لحاظ فشار و کند و هم سامانه ازحضور آب را احساس می
این مرحله از الگوریتم برندسن برای در  رسد.دما به تعادل می

ه شد. مرحله سوم یا مرحله دما و فشار استفاد داشتننگهثابت
کدام از  برای هر NPT هنگردنانوثانیه در ۲۰ مدتبهبرداری نمونه

جداگانه  طوربه K۴۵۰و  ۴۰۰، ۳۵۰، ۳۰۰چهار دمای در  هاایزوآنزیم
 (Nose-Hoover) هاور -الگوریتم نوز این مرحله ازدر  انجام شد.
 رحمان -نوالگوریتم پالری از داشتن دما ونگهبرای ثابت

(Parrinello-Rahman)  استفاده شد. فشار داشتننگهثابتبرای 
در  نظر گرفته شد.در  پیکوثانیه۱/۰ برابر دما و فشارشدن ثابت جفت

متناسب را ها توان سرعت اتمسازی دینامیک مولکولی فقط میشبیه
رد. لازم هنگام افزایش دما زیاد کدر  یا نمودبا دمای واقعی تنظیم 

 ،نسبت به دمای واقعی و فیزیکی ،سازیدمای شبیه ذکر است کهبه 
طول  ،سازیشبیهدر  اثر کمتری روی ساختار پروتئین دارد. همچنین

با  شود کهداده نمیاجازه  شود وداشته میها ثابت نگهپیوند اتم
 افزایش دما پیوندهای کووالانسی ساختار پروتئین شکسته شوند.

مقایسه ها ر افزایش دما را روی ساختار این مطالعه تنها اثدر 
های یکی دیگر از راه. کنیمکار می ایمقایسه طوربهکنیم و می
محاسبه انرژی  ،پایداری پروتئین و میزان حلالیـت آندادن نشان

دهنده حلالیت بیشتر آزاد حلالیت است که هر چه کمتر باشد نشان
سه  حلالیت هر انرژی آزاد پژوهش ایندر  .]23[پروتئین است

زاد آهمه دماها محاسبه شد. برای محاسبه انرژی در  ایزوآنزیم
استخراج  PDB ساختار ۱۰سازی شبیه هر آخر نانوثانیه۵ حلالیت از

 APBS زاد حلالیت این ساختارها توسط برنامهآ شد و انرژی
(Adaptive Poisson-Boltzmann Solver)  محاسبه شد و

  .]24[نگین گرفته شدها میاسپس از این انرژی
  

  نتایج و بحث
  ی چندگانهتراز هم -یپوشانهمنتایج 
 ،دوستمعتدل هایترادف ایزوآنزیم یتراز هم -یپوشانهمنتایج 

مقایسه در  .داده شدنشان  ۱شکل در سرمادوست  گرمادوست و
که تعداد  لازم استاین نکته  ذکر سه ایزوآنزیماین ساختار اول 

این شکل نشان  عدد بود. ۵۹۱و  ۶۰۱و  ۶۴۴رتیب تبهها ماندهباقی
ها و همچنین ترادف می دهد که طول ترادف بین سویه

اندازه در  علت تفاوته. باستهای جایگاه فعال متفاوت ماندهباقی
ها با هم صحیح مقایسه پارامترهای ساختاری آن ،هااین ایزوآنزیم

هم  ه سویه بااز مقایسه پارامترهای سهمین دلیل در  . بهنیست
 اثر تغییردر  سویه با خودش ساختار هر و فقط تغییر شدخودداری 
 های جایگاه فعالماندهباقیترداف و در  . البته تفاوتشد دما بررسی

ها دیده هایی که عملکرد یکسان دارند به وفوردر پروتئینآنزیمدر 
  ها است.پروتئیندر  این مساله یک امر عادی شود ومی

و الگوها برای سویه  بهترین مدلدر  هاماندهباقی DOPEانرژی 
دهنده نشان ،۱سرمادوست در نمودار  گرمادوست ودوست، معتدل
های الگوها با ماندهباقی DOPEی و تطابق خوب انرژی پوشانهم
  . است هامدل

حسب انرژی شده بر انتخاب یهامدلارزیابی منظور بههمچنین 
DOPE و molpdf ه برنامه مدلر ساخته شده بود، نقشه وسیلکه به

شده برای این سه ایزوآنزیم از های انتخابمدلراماچاندران بهترین 
  ).۲دست آمد (نمودار به ]Rampage ]19طریق تارنمای 

 ،دوستمعتدلهای ایزوآنزیم ERRATنتایج مربوط به نمودار 
ای آمد. بر  دستبهمذکور  وسیله سروربه گرمادوست و سرمادوست

کنیم و فقط به ذکر نظر میاز نمایش نمودارهای آن صرف اختصار
کیفیت کلی  کنیم. فاکتوراز آن اکتفا می آمدهدستبهفاکتور کیفیت 

 با برابر DOPEدوست برحسب انرژی معتدل GAبرای ایزوآنزیم 
، بنابراین مدلی است ۳/۳۳ برابر با molpdfاساس انرژی  و بر ۱/۳۷

های ماندهباقیرا داشت انتخاب شد. تعداد  DOPEکه کمترین 
 ۱/۱۴، ۴/۸۵ترتیب بهغیرمجاز  مجاز ودر نواحی مجاز، نیمه موجود

  بود.% ۵/۰ و
گرمادوست برحسب انرژی  GA کیفیت کلی برای ایزوآنزیم فاکتور

DOPE و بر اساس انرژی  ۵/۷۲ برابر باmolpdf است؛ ۱/۷۷ برابر با 
را داشت انتخاب شد.  molpdfانرژی بنابراین مدلی که کمترین 

 مجاز و غیرمجاز، نیمهنواحی مجازدر  ای موجودماندهباقی تعداد
  بود.% ۲/۰ و ۴/۶، ۵/۹۳ترتیب بهاین مدل 

سرمادوست برحسب انرژی  GAفاکتور کیفیت کلی برای ایزوآنزیم  
DOPE  اساس انرژی و بر ۶/۱۴برابر با molpdf  ۵۲/۱۲برابر با 
کم درصد  نزدیک بود، با توجه نجا که فاکتور کیفیت هر دو، از آاست
نمودار راماچاندارن مدلی  ،ناحیه غیرمجازدر  های موجودماندهباقی

 ای موجودماندهباقیرا داشت و تعداد  moldpfکه کمترین انرژی 
% ۵/۱ و ۲/۲۱، ۳/۷۷ترتیب بهمجاز و غیرمجاز در نواحی مجاز، نیمه

  ین مدل برای مراحل بعدی کار انتخاب شد. بهتر عنوانبهبود، 
شده مدل ساخته ۱۰۰۰ن از بی هامدله این نکالبته با توجه به ای

دینامیک  سازیشبیهمرحله بعد این ساختارها در  اند وانتخاب شده
شوند، حساسیت خیلی زیاد برای انتخاب مولکولی و بهینه می

ای انتخاب بهترین اکثر مقالات هم بر در  بهترین مدل لازم نیست.
غیرمجاز  نواحی مجاز ودر  های موجودماندهدرصد باقی مدل به

یا انرژی  DOPE راماچاندارن اهمیت بیشتری نسبت به انرژی
molpdf شود. داده می  
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 شده(نواحی حفاظت Tcaffeeکمک سرور به (P) و سرمادوست (M) دوست، معتدل(T) ترادف سه ایزوآنزیم گلوکوآمیلاز گرمادوست ترازیهم -یپوشانهمنتایج  )۱شکل 

  اند)نشان داده شده cنوار در 
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    (الف)

  
  (ب)   

  
  (ج)

  ، ب) گرمادوست و ج) سرمادوستدوستمعتدلالف) ؛ مربوطه یشده با الگوهاها بهترین مدل انتخابماندهباقی DOPE مقایسه انرژی )۱نمودار 

  

  
  ج)( سرمادوستو  ب)( ، گرمادوستدوست (الف)معتدل گلوکوآمیلازهای شده ایزوآنزیمی انتخابهامدلان نمودار راماچاندر  )۲نمودار 
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  سازینتایج شبیه
 RMSD; Root Mean) میانگین مربع انحرافات جذر نمودار

Square Deviation) سه ایزوآنزیم مربوط به اسکلت اصلی GA 
نشان  ۳در نمودار  K۳۰۰دمای سازی در نانوثانیه شبیه۲۰در طول 
هر سه  ساختارکه دهد نشان می نموداراین شده است.  داده

سازی به حالت نانوثانیه آخر شبیه۵، در K۳۰۰ایزوآنزیم در دمای 
نانوثانیه آخر میانگین ۵در  پارامترهاهمه  بنابراین ازاند؛ یدهرس پایدار

 ،دما ،سکلت اصلیا RMSD این پارامترها عبارت بودند از: گرفته شد.
مربع میانگین  جذر ،)Radius of GyrationgR ;( شعاع چرخش

 RMSF; Root Mean Square)ها ماندهباقیات نوسان
Fluctuation)، میانگین تعداد پیوند هیدروژنی درون پروتئین، 
همچنین  وآب  پیوند هیدروژنی بین پروتئین و میانگین تعداد

 SASA; Solvent-Accessible) حلال میانگین سطح در دسترس
Surface Area) انرژی الکتروستاتیک وو  غیرقطبی قطبی و ل،ک 

 ۴حلالیت در  میانگین انرژی آزاد و واندروالسی پروتئین با حلال
 شده است. گزارش ۳و  ۲، ۱های سه ایزوآنزیم در جدول دما برای هر

بیانگر سازی نانوثانیه آخر شبیه۵در  انحراف استاندارد کم این مقادیر
 رسیدن ساختاری وتعادلبه همچنین ها وسامانه رسیدنتعادلبه

  سازی است.نانوثانیه آخر شبیه۵ها در دمایی پروتئین
 مدتبهکدام  هر( سازیشبیه ۱۲نتیجه  ۳و  ۲ ،۱ یهااعداد جدول

 است و سازیمدل آمده ازدستروی ساختارهای به )نانوثانیه۲۰
 K۴۵۰تا  ۳۰۰افزایش دما از  اثردر  ایزوآنزیم را هر تغییرات ساختاری

 ها وماندهباقیتعداد بودن با توجه به متفاوتدهد. نشان می
، این سه ایزوآنزیمدر  سازیشبیهدر  بعدیسهشروع متفاوت ساختار 

یا تعداد  )gR( شعاع چرخش مثلآنها  مقایسه پارامترهای ساختاری
بنابراین  ؛تواند دقیق باشدنمیخیلی  غیره،پیوندهیدروژنی و 
 خودش دما با افزایش اثردر  ایزوآنزیم هر تغییرات پارامترهای

ساختاری اولیه بین  یهاتا نتایج مستقل از تفاوت شدمقایسه 

اثر افزایش در  شیب تغییرات پارامترها رواین ازباشد.  هاایزوآنزیم
یرات پارامترها شیب تغی ) و۴(جدول محاسبه  هر ایزوآنزیم برایدما 
. همچنین ضریب همبستگی خطی این شدمقایسه  هاایزوآنزیمبین 

شدن به باز افزایش دما معمولاً  از آنجا که. مدآ دستبه نیزنمودارها 
 که هر انتظار داریمشود، ها منجر میپروتئینشدن و ناپایدار
د، اثر افزایش دما داشته باشدر  که شیب تغییرات کمتری ایزوآنزیمی

افزایش  اثردر  چون مقاومت بیشتری ؛پایدارتری باشد ساختار دارای
 سازیشبیهدر  کهپارامترهایی  بنابرایندهد. خود نشان می دما از
 از بین پارامترهای را نشان دهند پایداری گرماییتوانستند یم بهتر

مدت در  البته دمای بالا .شدندسازی انتخاب شبیهدر  محاسبهقابل 
 شود ولیها میپروتئینشدن روثانیه و بیشتر منجر به بازمیک چند
 هردر  برای هر ایزوآنزیم سازیشبیه نانوثانیه۲۰این مطالعه تنها در 

  کامل آنزیم مشاهده نشد. شدن دما انجام شد، بنابراین باز
  

  
سه ایزوآنزیم  ن مربع انحرافات اسکلت اصلیجذر میانگیمنحنی ) ۳نمودار 

ترتیب به T و M، P؛ K۳۰۰دمای سازی در شبیه نانوثانیه۲۰طول در  گلوکوآمیلاز
  هستند. ، سرمادوست و گرمادوستدوستمعتدل هایایزوآنزیم نماد

  
  معیار)انحراف ±(میانگین  دینامیک مولکولی سازیشبیهآخر  نانوثانیه۵مربوط به  آمدهدستبهمیانگین پارامترهای  )۱جدول 

آمده دستبه یدما(K) سازیشبیهدمای 	GAایزوآنزیم نوع 
(K)  

RMSD (نانومتر) RMSF (نانومتر) 
؛ انرژی الکتروستاتیک

	پروتئین -پروتئین

	)کیلوژول بر مول(

؛ انرژی واندروالس
	پروتئین -پروتئین

	)کیلوژول بر مول(

	گرمادوست

۳۰۰  ١/٤ ±  ٨/٢٩٩  ٠٢/٠ ±  ٣/٠  ٠٩/٠  ٠٤/±  ١٠٧٨٩٦-  ± ١١٨± ٢٠٢٨٦- ٢٥٨ 

۳۵۰  ٤/٠ ١/٦ ± ٣٥٠  ±  ٠٢/٠  ١/٠  ٠٤/±  ١٠٨٤٦٠ -  ± ١٣١ ±  -٢٠٣٩٩ ٢٨٩ 

۴۰۰  ١± ٤٠٠/۸ ٥/٠   ٠٣/٠±  ٢/٠  ±  ۰۷/۰  ١٠٨٤٣٤-  ± ٢٠٠٠١ ٣٤٤-  ±١٩٤ 

۴۵۰  ٢ ± ٤٥٠ ۴/۱  ±  ۳/۰  ٢/٠  ١٤/٠±  ١٠٨٢٢٥-  ± ١٩٠٤٤ ٣٢٢-  ± ١٨٤ 

	دوستمعتدل

۳۰۰  ٩/٢٩٩  ± ١/٣  ٥/٠  ٠٠٧/±  ١/٠  ٠٤/±  ١٣٠٦٣٧-  ±  ٣١٧  ٢١٨٤٦-  ± ١٣٧ 

۳۵۰  ۱/۳۵۰  ± ۵/۱  ٨/٠  ٠٣/±  ۱/۰  ±  ۰۶/۰  ١٣١١٦٧-  ±  ٣٢٩  ٢١٥٨٦-  ±  ١٥٤  

۴۰۰  ٤٠٠  ۸/۱ ±  ٨/٠  ٠٤/±  ٢/٠  ٠٨/±  ٢١٣٠٨ ٣٥١±  -١٣١٧٨٨-  ± ٢٥٣ 

۴۵۰  ٢/٤٥٠  ± ۱/۲  ١/١  ٠٢/±  ٢/٠  ± ۰۹/۰  ١٣٢٤٦٣-  ± ٢٠٧٥٧ ٣٧٣-  ± ٢١٩ 

	سرمادوست

۳۰۰  ٣٠٠ ± ۳/۱  ٦/٠  ٠٠٧/±  ٠٨/٠  ± ۰۴/۰  ١٩٨٩٢ ٢٩٣ ±  -١٢٧٥٣٧-  ± ١٤٥ 

۳۵۰  ٣٥٠ ± ۵/۱  ٨/٠  ٠٢/±  ١/٠  ± ۰۶/۰  ١٢٧٨٦٨-  ±١٩٨٤٢ ٣٥٧-  ±١٧٣ 

۴۰۰  ٤٠٠ ±  ۸/۱  ٨/٠  ٠٢/±  ٠٨  ١/٠/±  ١٢٩٥٨١-  ± ١٩٥٩٩ ٣٤١-  ±١٦٧ 

۴۵۰  ٤٥٠±۲ ٢/١  ٠٢/±  ٣/٠  ± ۱/۰  ١٨٩٥١ ٤٠٤±   -١٢٩٤٠٩-  ±٢٣٦ 
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 معیار)انحراف ±(میانگین  دینامیک مولکولی سازیشبیهآخر  نانوثانیه۵در  دماهای مختلف ودر  وکوآمیلازهای گلایزوآنزیم سازیدر شبیه میانگین چند پارامتر دیگر )۲جدول 

GAایزوآنزیم نوع 
 سازیدمای شبیه
(K) 

سطح در دسترس 
(نانومتر  حلال قطبی

 مربع)

سطح در دسترس 
 حلال غیرقطبی
 (نانومتر مربع)

سطح در دسترس 
 حلال کل پروتئین

 (نانومتر مربع)

 تعداد پیوند هیدروژنی
 روتئین)پ-(پروتئین

 تعداد پیوند هیدروژنی
 )آب-(پروتئین

	گرمادوست

۳۰۰  ١/٤٣±٧  ٢/١٥١±٢  ٢/٢٢٣±٤/٤  ٦/٤٣٣ ±٨/٩٦٠ ١١ ± ٤/١٨  

۳۵۰  ١/٤١±٣/٩  ٢/١٤٢±٧/١  ٣/٢١١±٣/٤  ٨/٤٤٣ ± ٦/١١  ٧٧٨± ٣/٢٠  

۴۰۰  ١/٤٠±٤/٦  ٤/١٤٧±٨  ٥/٢١٦±٥/٠  ٩/٤٢٨ ± ٢/١٣  ١/٦٨٤ ±٢٧ 

۴۵۰  ١/٤٢±٤/١  ٤/١٥٢±٧  ٤/٢١٨±٧/٥  ٧/٣٧٩ ± ١/١٤  ١/٥٩٣ ± ٧/٢٣  

	دوستمعتدل

۳۰۰  ١/٤٣±٢/٥  ٣/١٨٨±٢/٥  ٤/٢٧١±٢  ٤٣١± ٧/١٣  ٢١/١١٢٤±٤ /٢ 

۳۵۰  ١/٤١±٤/٣  ٢±٩/١٨٦  ٤/٢٦٥±٨  ٤٣٦± ٢/١٢  ٣/٩٩٦ ± ٢/٢١  

۴۰۰  ١/٤٢±٧/٧  ٥/١٧٣±١/٣  ٦/٢٥٢±٨/٧  ٩/٨٥١ ١٣±٤٢٦ ± ٥/٢٧  

۴۵۰  ١/٤٢±٧/٤  ٣/١٧٠±٥/٤  ٤/٢٤٥±٦/٣  ٣/٤٢٧ ± ٤/١٥  ٨٨١ ± ٧/٢٣  

	سرمادوست

۳۰۰  ١/٣٩±٦  ٣/١٨٤±٢/٣  ٤/٢٦٢±٤/٥  ±۴۳۱  ۷/۱۳  ٥/١١٢٤ ± ٣/٢٤  

۳۵۰  ١/٣٧±٣/٠٤  ٣/١٧٠±٥  ٣/٢٤٦±٦/٩  ١٢/٣٨٩±٤ /٥/٩٧٨ ٦  ± ٩/٢١  

۴۰۰  ١/٣٤±٥/٥  ٣/١٦٠±٧/٥  ٤/٢٣٠±٨/٤  ١٣/٤١٧±٢ /٦/٨٠٥ ٨ ± ٨/٢٣  

۴۵۰  ٢/٣٨±٨  ٣/١٦٥±٧/٥  ٤/٢٣٨±٦/٤  ٣٩٧ ±  ٤/١٤  ٨٠٨ ±  ۷/۲۳  

  
  معیار)انحراف ±(میانگین  دینامیک مولکولی سازیشبیهآخر  نانوثانیه۵در  دماهای مختلف ودر  های گلوکوآمیلازایزوآنزیم سازیدر شبیه چند پارامتر دیگر میانگین )۳جدول 

 GAایزوآنزیم  نوع
دمای 
 سازیشبیه

(K)  

 لالح-پروتئین انرژی واندروالس
 (کیلوژول بر مول)

-پروتئین انرژی الکتروستاتیک
 (کیلوژول بر مول) لحلا

 میانگین انرژی آزاد حلالیت
  (کیلوژول بر مول)

	شعاع پروتئین
 (نانومتر)

	گرمادوست

۳۰۰  ٧/٢٩١٤- ± ٥/١٧٣  ٤٦٦±٢٨٢١٩-  ١٩٣٣٨- ±٥/٢ ٣٧٨ ± ٠١/٠  

۳۵۰  ±۲/۲۳۸۶-  ۴/۱۷۴  ٢٣٩٠٨-  ±١٨٠٩٩ ٥١٣- ±٤/٢ ٤٨١ ± ٠١/٠  

۴۰۰  ٤/٢١٧٨-  ± ٩/١٧٥  ١٧٦٠٨ ٧٤٩±  -٢١٤٢٦- ±٤/٢ ٦١٨ ± ٠١/٠  

۴۵۰  ٧/١٨٥ ±  -٥/٢١٦٦  ١٨٣٣٤- ±١٥٩٧٨ ٦٢٤- ±٣/٢ ٧٤٠ ± ٠١/٠  

	دوستمعتدل

۳۰۰  ٣١٧٤- ±٥٩٤±٣٦٨٠٨ ٢٠٢-  ٣٢٥٧٣- ±٦/٢ ٥٠١ ± ٠١/٠  

۳۵۰  ٣٣٠١١ ١٩٠± -٢٨٤١- ±٧/٢٩٨٦٩ ٦٢٧- ±٦/٢ ٦٤٠  ± ٠١/٠  

۴۰۰  ٢٢٧٧- ±٢٨٧٥٤ ٢١٨- ±٥/٢٧٧٩٥ ٧٤٢- ±٥/٢ ٦٣٥ ± ٠٢/٠  

۴۵۰  ٢٣٩٥٤ ٢٠٣± -٢٠٩٠- ±٢٦٤٠٨ ٧٠٩- ±٥/٢ ٩٠٢ ± ٠٢/٠  

	سرمادوست

۳۰۰  ٢٧٠٣-  ±٣٧٧٠٣ ١٩٠- ±٣/٢٨٣٦٤ ٧٢٠- ±٤/٢ ٥٤٠  ± ٠١/٠  

۳۵۰  ١٩٥٣-  ±  ۱۸۸  ٣٣٧١٠- ±٢٥٩١٣ ٧٠٠- ±٤/٢ ٤٦٤  ± ٠١/٠  

۴۰۰  ٨/١٧٧١  ± ۶/۱۹۵  ٢٧٨٧٣- ±٩/٢٢٦٨٥ ٦٨٤- ±٣/٢ ٦٤٤  ± ٠١/٠  

۴۵۰  ١/١٦٢٢±٣/٢١٨-  ٢٥٥٥٩-  ±  ٨٠١  ٢٠٥١٥- ±٤/٢ ٦٤٣ ± ٠٢/٠  

  
   دینامیک مولکولی سازیآخر شبیه نانوثانیه۵در  پارامترها میانگین برابردر  ر دمانمودا )2R( همبستگی شیب و ضریب )۴جدول 

  دوستمعتدل  سرمادوست  گرمادوست
 پارامتر

شیب نمودار  ضریب همبستگی  شیب نمودار   ضریب همبستگی  شیب نمودار  ضریب همبستگی
 آب -اتیک پروتئینمجموع انرژی واندروالس و الکتروست ۲۶/۹۳  ۹۹/۰  ۳۸/۹۱  ۹۷/۰  ۱۴/۶۹  ۹۸/۰
 شعاع چرخش  -/۰۰۰۹  ۸/۰  -۰۰۰۸/۰  ۸/۰  -۰۰۰۶/۰  ۶/۰
	پروتئین -پیوند هیدروژنی پروتئین  -۰۳/۰  ۷۵/۰ ۲۵/۰  ۷/۰  -۶۴/۰  ۹۱/۰
 آب -پیوند هیدروژنی پروتئین  -۱۲۷/۲  ۹۵/۰  -۲۴۴/۲  ۸۹/۰ -۳۹۴/۲  ۹۶/۰
 نمیانگی RMSFهای پروتئینتما  ۰۰۰۹/۰  ۹۹۶/۰  ۰۰۱/۰  ۸۹۱/۰  ۰۰۱/۰  ۹۷/۰
 حلال غیرقطبی در دسترس سطح  -۱۳۳/۰  ۹۱۹/۰  -۲۳/۰  ۹۹/۰  ۱/۰  ۹۹/۰
 حلال قطبی در دسترس سطح  -۰۰۷/۰  ۹۹/۰  -۰۵/۰  ۹۹/۰  -۰۳/۰  ۹۸/۰
 حلال کل در دسترس سطح -۱۸۱/۰  ۹۷۵/۰  -۳۲/۰  ۹۹/۰  -۰۷/۰  ۹۶/۰
 انرژی آزاد حلالیت  ۱۳/۴۱  ۹۸/۰  ۵۵/۵۳  ۹۹/۰  ۱۴/۲۱  ۹۶/۰
 پارامتر ناپایداری  -/۰۲۹  ۹۸/۰  -/۰۳۰  ۹۸/۰  -/۰۲۹  ۹/۰
 آب -انرژی الکتروستاتیک پروتئین  ۶۳/۸۵  ۹۹/۰  ۵۳/۸۴  ۹۷/۰  ۲۷/۶۴  ۹۸/۰
 آب -انرژی واندروالس پروتئین  ۶۲۸/۷  ۹۶/۰  ۸۵۰/۶  ۸۵/۰  ۸۶/۴  ۸۰/۰
	پروتئین -انرژی الکتروستاتیک پروتئین  -۱۹/۱۲  ۹۹/۰  -۶۵/۱۴  ۸۲/۰  ۳۵/۲  ۸۳/۰
	پروتئین -رژی واندروالس پروتئینان  ۰۸۵/۷  ۹۶/۰  ۱۳۲/۶  ۸۴/۰  ۲۴۶/۸  ۷۵/۰
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   ۱۳۹۹ تابستان، ۳، شماره ۱۱وره د                                                                                                                                                                             فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

والسی پروتئین با رانرژی واند و انرژی الکتروستاتیکنتایج بررسی 
ذکر شده  ۱جدول در ) های غیرپیوندی پروتئینپتانسیل( خودش
پروتئین پایداری بیشتر  ،تر باشدیمنفها چه این انرژی هر ؛است
تغییرات  مودارشیب ن ،شده است ذکر ۴ جدولدر  طور کههمان .دارد

دوست معتدل و سرمادر  برابر افزایش دمادر  انرژی الکتروستاتیک
مثبت بود که به معنی اثر متفاوت دما  ،دوستدر گرما منفی بود و

، سه سویه است. به عبارت دیگردر  روی انرژی الکتروستاتیک
دوست باعث تقویت انرژی در سویه معتدل و سرما افزایش دما

دوست باعث در سویه گرما شود وی پروتئین میوندر الکتروستاتیک
ن برخلاف انتظار ما از شود که ایتضعیف انرژی الکتروستاتیک می

تواند نشانگر خوبی بنابراین این پارامتر نمی سویه گرمادوست است؛
انرژی در مورد  پروتئین باشد.شدن پایدارتردادن برای نشان

 ه شیب مثبت است وهر سه سویدر  واندروالس پروتئین با خودش
والسی پروتئین با رهای واندکنشمیانافزایش دما باعث تضعیف 

شود ولی باز هم برخلاف انتظار ما شیب تضعیف این خودش می
 نبود؛ها دوست کمتر از بقیه سویهدر سویه گرما هاکنشمیان

  پروتئین نیست. شدن خوبی برای پایدارتر نشانگر بنابراین این پارامتر
RMSF پذیری ودهنده انعطافپروتئین نشانمانده در باقیر ه 
 هایماندههمه باقی RMSFمیانگین است. ماندهباقیآن  تحرک

پذیری کلی آن پروتئین باشد. دهنده انعطافتواند نشانپروتئین می
های سه ایزوآنزیم کوچک است اتم RMSF میانگین شیب مقادیر

در  دما روی این پارامتر ندکا تاثیرحاکی از  که) ۴و  ۱های (جدول
ناچیزی باعث افزایش  طوردما بهکه  طوریبه است؛ سه ایزوآنزیم هر

RMSF بین سه سویه شیب این تفاوت در ن . همچنیشودیها ماتم
روی  بر اساس این نتایج از توانیاست، بنابراین نم بسیار ناچیز

، در مورد یساز اثر افزایش دما در شبیه در RMSFتغییرات میانگین 
د. یک تفسیر دیگر این نتایج این کر پایداری یک پروتئین قضاوت 

 تواننمینانوثانیه ۲۰ در مدت K۴۵۰تا  ۳۰۰ا تغییر دما از ب که است
برای بررسی پایداری  ها مشاهده کرد وکل اتم RMSFتغییری روی 

در سازی پروتئین را باید شبیه لاً اکمک این پارامتر احتمبهپروتئین 
 RMSFتا میانگین  تری انجام دادیا زمان طولانی دماهای بالاتری

  توجهی داشته باشد.تغییر قابل نیز ها تما
طور که در همان ،پروتئین )gR(شعاع چرخش آنزیم در مورد 
تغییرات آن بسیار ناچیز است و  ،شودمشاهده می ۴و  ۱های جدول

سوم پروتئین  راثری روی ساختا K۴۵۰به  ۳۰۰افزایش دما از 
برای  مترتوان نتیجه گرفت این پارابنابراین می؛ نگذاشته است

این در  یا مطالعه نیستمناسب پروتئین  بررسی تغییرات ساختار
  .کافی نیست برای بررسی این پارامتریا زمانی محدوده دمایی 

 کنشدر میان ایاهمیت ویژه (SASA) حلال در دسترس سطح
یا ساختار خود  های دیگرلیگاندها، پروتئینایر پروتئین با آب، س

ها پروتئین دارد. این پارامتر اغلب برای بررسی ساختار پروتئین
شود. در این پژوهش سطح در دسترس قطبی، غیرقطبی میمحاسبه 

 شده است. محاسبه GA و کل در دماهای مختلف برای سه ایزوآنزیم
نشان داد که افزایش  )۴و  ۲های نتایج حاصل از این بررسی (جدول

سطح در دسترس حلال قطبی  یا عدم تغییر دما باعث کاهش ناچیز
 یهای قطبی همخوانبا انتظار ما در مورد گروه نتیجهشود. این می
در سطح خارجی  های قطبی در حالت طبیعی عموماً چون گروه ،دارد

رود یشدن پروتئین انتظار نمپروتئین قرار دارند و با افزایش دما و باز
 رسدنظر میبنابراین به .سطح آنها تغییر قابل توجهی داشته باشد

 تواند معیار خوبی برای ارزیابی پایداری گرماییاین پارامتر نمی که
حلال  دسترسدر  سطحدر مورد  سازی باشد.وسیله شبیهپروتئین به

اثر دما است که این و به معنی  هستند ترها بزرگغیرقطبی شیب
. البته پروتئین دارد حلال غیرقطبی در دسترس وی سطحربیشتری 

 دوست ومعتدلایزوآنزیم در  سطح غیرقطبی را ،افزایش دما
د کرده گرمادوست، زیاایزوآنزیم در  سرمادوست، کم کرده است ولی
 در دسترس دما روی سطح بودن اثرناست و این به معنی یکسان

 عدم توجهصورت ر د است. GA برای سه ایزوآنزیم حلال غیرقطبی
قدر مطلق تنها مقایسه و  غیرقطبیبه کاهش یا افزایش سطح 

گرمادوست کمترین شیب یا ایزوآنزیم که  شودمشاهده می ،هاشیب
قطبی ر غی دسترسدر  تغییرات سطح برابردر  بیشترین مقاومت

بنابراین تغییرات  ؛داشته است که این با انتظار ما هماهنگ است
دهنده تواند نشانسازی میشبیهدر  غیرقطبی دسترس حلالدر  سطح
تغییرات  از آنجا که باشد. پروتئین ساختار یا ناپایدارترشدن پایدارتر
 در دسترس سطح تغییرات و حلال قطبی ناچیز در دسترس سطح

در  که تغییرات سطح رودمیانتظار  ،حلال غیرقطبی بیشتر بود
حلال غیرقطبی  در دسترس حلال کل مشابه تغییرات سطح دسترس

ای که گونهبه ؛کندیید میارا ت برداشتاین  ۴باشد. نتایج جدول 
کل  در دسترس سطح مطلق تغییر گرمادوست کمترین قدرایزوآنزیم 

بنابراین پارامتر  .رابر گرما را داشته استبدر  و بیشترین مقاومت
دهنده تواند نشانحلال کل هم می در دسترس تغییرات سطح
  یداری گرمایی پروتئین باشد.تغییرات پا
بررسی پیوندهای  ،پایداری پروتئیندادن های نشانراه از دیگر

پیوند در مورد  هیدروژنی مربوط به ساختار داخلی پروتئین است.
 ،رفت که با افزایش دماهیدروژنی داخل پروتئین انتظار می

در مورد  هیدروژنی داخل پروتئین کم شود که یپیوندها
و شیب  گرمادوست این اتفاق افتاد و دوستمعتدلهای ایزوآنزیم
با افزایش  ،سرمادوست ایزوآنزیمدر مورد  ولی )۴ (جدول منفی بود

در  . البته(شیب مثبت) شودهیدروژنی زیاد می هایدما تعداد پیوند
) ۷/۰شود (سرمادوست ضریب همبستگی هم کم میایزوآنزیم مورد 

سرمادوست با دو وآنزیم ایزناهماهنگی که و این ممکن است 
این پارامتر توجیه کند. حتی اگر در  نظر تفاوت ایزوآنزیم دیگر را از

 هم برخلاف انتظار بازشوند، مقایسه  دیگرهم ها بامطلق شیب قدر
بیشترین تغییرات و به بیانی بیشترین ما از سویه گرما، این سویه 

اشته است. د افزایش دما اثردر  هیدروژنی داخلی هایکاهش پیوند
تواند بررسی تعداد پیوند هیدروژنی داخل پروتئینی نمی اینکهنتیجه 
   سازی باشد.کمک شبیهبهبررسی پایداری پروتئین در  خوبی معیار

حلالیت  هیدورژنی پروتئین با آب معیاری از هایتعداد پیوند
 توان متناسب با پایداری پروتئینحلالیت را هم می پروتئین است و
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با افزایش دما تعداد  ،مطابق انتظارمورد  ایندر  گرفت. نظردر 
ایزوآنزیم  هر سهدر  هیدروژنی پروتئین با آب و حلالیت هایپیوند

زوآنزیم ، ایولی برخلاف انتظار )۴و  ۲های (جدول استکم شده 
پیوند هیدروژنی خود را با آب  دو ایزوآنزیم دیگر گرمادوست بیشتر از

 که توان گفتبرداشت دیگر هم می یکدر  ،داده است دست از
 اثر افزایش دمادر  هیدروژنی پروتئین با آب تغییرات کاهش پیوند

استفاده  هر دو حالت،در  کهیکسان بوده است  هر سه سویه تقریباً در 
اهمیت خود را از سازی شبیهدر  برای بررسی پایداری این پارامتراز 

افزایش دما یا زمان  البته احتمال دارد که محدوده. دهددست می
کاهش پیوند هیدروژنی پروتئین با آب دادن برای نشان سازیشبیه

سازی بهتر شبیهدر  این پارامتر ترواضحکافی نبوده و برای مشاهده 
تری بررسی ا زمان طولانیی دماهای بالاترفرآیند در است که این 

خل تعداد پیوند هیدروژنی دا که رسدنظر میمجموع بهدر  شود.
پارامترهای  ،پروتئین و تعداد پیوند هیدروژنی بین پروتئین و آب

  سازی نیستند.شبیهدر  دقیقی برای بررسی پایداری پروتئین
تواند معیاری برای آب هم می وانرژی الکتروستاتیک بین پروتئین 

پروتئین بهتر با آب پیوند  ،تر باشدحلالیت باشد و هر چه منفی
با  رودمیشود. انتظار کند و بهتر حل مییالکتروستاتیک ایجاد م

 تریفضعو اندرکنش  ترتر و مثبتاین انرژی بزرگمقدار افزایش دما 
در  دهد کهنشان می ۴و  ۳ هایجدولحلالیت کم شود. نتایج  و

و انرژی الکتروستاتیک عدد بوده هرسه ایزوآنزیم شیب مثبت 
ایزوآنزیم تر و قدرت کمتری پیداکرده است. همچنین مثبت

برابر کاهش در  گرمادوست کمترین شیب و بیشترین مقاومت
پیوند الکتروستاتیک بین پروتئین و آب را شدن ضعیف حلالیت و
تواند معیار خوبی برای بررسی بنابراین این پارامتر می ؛داشته است
پیوند در مورد  پایداری پروتئین باشد. مشابه همین نتایج حلالیت و

هم برای  شود و این پارامتروتئین با آب مشاهده میواندروالسی پر
است. همچنین شیب تغییرات انرژی بررسی پایداری مناسب 

پروتئین با آب از شیب تغییرات انرژی الکتروستاتیک  واندروالسی
امر که این ) ۴(جدول  پروتئین و آب در هر سه ایزوآنزیم کمتر است

و جاذبه است ی آب قطب چون مولکول ،انتظار استنیز قابل 
  .والسی آن با پروتئین استرتر از جاذبه واندالکتروستاتیک آن قوی

پروتئین  حلالیت از ینیز معیار  ،∆)solvationG( حلالیتانرژی آزاد 
در  بیشتر است.پروتئین حلالیت  ، یعنیتر باشداست و هرچه منفی

سه  حلالیت هر این مطالعه پس از محاسبه میانگین انرژی آزاد
برابر انرژی آزاد حلالیت در  شیب نمودار دما دما، هردر  وآنزیمایز
انرژی آزاد حلالیت  ،سازیآمد. با افزایش دمای شبیه دستبه

شدن و ناپایدارترشدن ترحاکی از نامحلولاین امر شود که تر میمثبت
 ،مشخص است ۴و  ۳ هایدر جدول طور کهپروتئین است. همان

ایزوآنزیم  گرمادوست نسبت به دو ایزوآنزیممربوط به  شیب نمودار
اثر افزایش دما را در  کمترین کاهش حلالیت دیگر کمتر بوده و

این نتایج با نتایج انرژی واندروالسی پروتئین با آب یا داشته است. 
 علاوهبهانرژی الکتروستاتیک پروتئین با آب هماهنگ است. 

در  کاهش حلالیت بیشترین ایزوآنزیم سرمادوست بیشترین شیب و

و  انتظارمورد  نیز رفتار اثر افزایش دما را داشته است که این
در  انرژی آزاد حلالیت برای بررسی پایداریبودن دهنده مناسبنشان
در  که بیشترین مقاومتای سویه ،. به بیان دیگرسازی استشبیه

که کمترین ای دوست و سویهبرابر کاهش حلالیت را دارد، گرما
ت. سویه دوست اسدر برابر کاهش حلالیت را دارد سرما تمقاوم
در دماهای بالا  دارد وقرار  دماهای کمدر  دوست هموارهسرما

  شود.تر مینامحلول
 GA همچنین برای بررسی پایداری گرمایی سه ایزوآنزیم

توان پارامتر نظم ، گرمادوست و سرمادوست، میدوستمعتدل
در هر دما  هیهر سو یبرامان طول ز در  را 2Sیا  NH پیوندهای

سپس شیب نمودار  و )2aveS(گرفت  نیانگیدست آورد و مهب
)۸۹۰/×2aveS-۱(Ln برحسب )T(Ln دستبه ) این )۴نمودار آورد .

پایداری  بودن آن، نشانهو کمتر پروتئین دهنده ناپایداریشیب نشان
  گرمایی بیشتر پروتئین است.
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دوست گرمادوست، معتدل GA هایناپایداری برای ایزوآنزیم پارامتر
است. این  ۳۰۹/۰و  ۲۹۷/۰، ۲۹۴/۰ترتیب برابر با بهسرمادوست،  و

گرمادوست  GAهای ایزوآنزیم یداری گرماییپا، دهدنتایج نشان می
 GA ایزوآنزیم پایداری گرماییاست و  دوستمعتدل از بیشتر

است. این نتیجه منطقی است  کمتر هاایزوآنزیمبقیه  سرمادوست از
دارد قرار  دماهای پاییندر  سرمادوست معمولاً  GA چون ایزوآنزیم

شود و بیشتر از دمای بالا برای آن محیطی غیرعادی محسوب می و
بنابراین  ،گیردمیقرار  افزایش دما تاثیرتحت  هاایزوآنزیمبقیه 
تجربی سازی دینامیک مولکولی و بدون انجام آزمایش کمک شبیهبه
این . لازم به ذکر است که توان پایداری یک آنزیم را تعیین کردمی

یه شان داد که سوهمخوانی دارد؛ او ن ]10[سکهیزا نتایج با مقاله
ها پارامتر بقیه سویه نسبت به RNase Hدوست آنزیم گرما

دوست در مطالعه حاضر نیز سویه گرماناپایداری کمتری دارد. 
  ها پارامتر ناپایداری کمتری دارد.گلوکوآمیلاز نسبت به سایر سویه

  

   گیرینتیجه
 هاهمچنین مقاومت آنزیم دماهای بالا ودر  هاپایداری حرارتی آنزیم

آنها در  استفاده ازدر  توجهیقابل  های پایین، اهمیتدمادر 
کلیدی برای پایداری  هاییژگیهای صنعتی دارد. کشف وفرآیند

کمک بهدر دماهای پایین  GA هایگرمایی یا مقاومت ایزوآنزیم
تواند برای مهندسی پروتئین و سازی دینامیک مولکولی، میشبیه

و سرمایی بالا مورد  ری گرماییهایی جدید با پایداطراحی ایزوآنزیم
  استفاده قرار بگیرد.

 ،اول سه ایزوآنزیم گرمادوست ابتدا ساختار کنونی، در پژوهش
 از پایگاه اطلاعاتی گرفته شد GAدوست آنزیم سرمادوست و معتدل

بعدی این ساختارها با مدل سه ،علت نبودن ساختار سوم آنهاو به
سازی دینامیک با شبیه . سپستهیه شدسازی متجانس روش مدل
و  ۴۰۰ ،۳۵۰ ،۳۰۰در چهار دمای  ،GA سه ایزوآنزیماین مولکولی 

K۴۵۰،  بودن ایزوآنزیم توانند پایدارترمترهایی که میاعوامل و پار
، مورد بررسی قرار گرفتند. دهند سازی را نشانگرمادوست در شبیه

اد حلالیت و انرژی آز  سازیمتداول در شبیهپارامترهایی در ابتدا 
 محاسبه شد. ازها سویهناپایداری  پروتئین و همچنین پارامتر

 ،متفاوت بودها سویهساختار اولیه  و هاماندهباقیکه تعداد  آنجایی
 طور جداگانهبه ایزوآنزیم تغییرات هر یک از این پارامترها در هر سه

انرژی الکتروستاتیک  که مشخص شدبر این اساس . شدمقایسه 
انرژی آزاد  ،والسی بین پروتئین و آبرانرژی واند ،تئین با آبپرو

سطح در دسترس حلال  ،ناپایداری پارامتر ،∆)solvationG( حلالیت
توانند تغییرات تر میدقیق بهتر و سطح در دسترس کل غیرقطبی و

دما در محدوده دمایی پایداری گرمایی یک پروتئین را در اثر افزایش 
نشان سازی پروتئین، نانوثانیه شبیه۲۰ر مدت و د K۴۵۰تا  ۳۰۰

گرمایی  توان تغییرات پایدارینتایج این پژوهش میکمک بهدهند. 
را در اثر هر جهش یا تغییر محیطی  صنعتی و دارویی یهاپروتئین
سازی دینامیک مولکولی هزینه شبیهوسیله روش کمدلخواه به

  بینی کرد. پیش

در دماهای  GAسازی سه ایزوآنزیم شبیه شوددر پایان پیشنهاد می
سازی بیشتر از و زمان شبیه K۴۵۰و بالاتر از  ۳۰۰تر از پایین
نانوثانیه انجام شود و شیب تغییرات ساختارها مقایسه شوند. ۲۰

شود این عوامل در سویه گرمادوست و سویه همچنین پیشنهاد می
و عوامل احتمالی دوست یک یا چند آنزیم دیگر بررسی شوند معتدل

ها ها یا پروتئینشدن آنزیمدهنده پایدارترتوانند نشاندیگری که می
کمک عوامل موثر در بهتوان باشند، بررسی شوند. همچنین می

های پایدارکننده پایداری آنزیم گلوکوآمیلاز، اقدام به طراحی جهش
مود. در این آنزیم نمود و نتایج آن را با کارهای تجربی مقایسه ن

هزینه برای تعیین امید است که نتایج این مطالعه راهی کم
کمک جهش یا تغییرات محیطی باز کرده بهها پایدارشدن پروتئین

 باشد.
  

نویسندگان از مدیریت پژوهشی دانشگاه شهرکرد و  :تشکر و قدردانی
دلیل همکاری در انجام این تحقیق، کمال تشکر و دانشگاه کاشان به
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