
 1398، 1، شماره 32جلد                                                 )                           مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

19 

با استفاده از مطالعات  E.coliباكتري  CTX-M-9 بتالاكتامازكشف مهاركننده عليه 
  مولكوليو ديناميك  MM/PBSAلكولي، وداكينگ م

 *2ساكو ميرزايي و 1، عباس اخوان سپهي1، فرزانه حسيني*1، جميله نوروزي1كامبيز داوري

  گروه ميكروبيولوژيواحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامي، تهران،  ،ايران 1
  واحد سنندج، گروه بيوشيميدانشگاه آزاد اسلامي، ايران، سنندج،  2

  10/4/97: تاريخ پذيرش  7/11/96: تاريخ دريافت
  چكيده

ظهور مقاومت آنتي بيوتكي،  امروزه، مقاومت آنتي بيوتيكي در باكتري ها به يك چالش عمده براي سلامت بشر تبديل شده است
يكي از  .ناكارآمدي آنتي بيوتيك ها ، عدم درمان مناسب بيماري هاي عفوني و افزايش هزينه هاي درماني شده استمنجر به 

فراوانترين انواع مقاومتهاي انتي بيوتيكي مقاومت به آنتي بيوتيكهاي بتالاكتام بخصوص پني سيلين و سفالوسپورين ميباشد كه در 
اين آنزيم ها، حلقه بتا لاكتام آنتي بيوتيك هاي . ر دهنده به نام بتالاكتاماز ايجاد مي گرددبيشتر موارد با يك مكانيسم آنزيم تغيي
بتالاكتامازها، طبق طبقه بندي آمبلر كه بر اساس تشابه توالي آمينو اسيدهاي پروتئيني انجام .  واجد اين حلقه را هيدروليز مي كنند

در فرآيند غربالگري  مولكوليدر مطالعه حاضر، با استفاده از داكينگ . شوندتقسيم مي  D، و A ،B ،Cمي پذيرد، به چهار گروه 
تركيبات با كمترين . انتخاب شد CTX-M-9 بتالاكتامازتركيب، قويترين مهار كننده ها بر عليه آنزيم   13842مجازي، از ميان 

مطالعات مدلسازي ما مشخص كرد كه تركيب با كد بانك . بررسي شدند مولكوليانرژي آزاد اتصال توسط مطالعات ديناميك 
نانوثانيه مطالعه ديناميك  50بعد از . است CTX-M-9 بتالاكتامازداراي خصوصيت مهار كنندگي آنزيم  DB01753دارويي 
تشكيل  105تيروزين  و 274، سرين 166، گلوتامات 104، آسپارژين 237با آمينو اسيدهاي سرين  DB01753، تركيب  مولكولي

 - 5/111برابر  DB01753و  بتالاكتامازمشخص كرد كه انرژي آزاد اتصال بين آنزيم  MM/PBSAمطالعات . پيوند هيدروژني داد
  . نشان داد كه همه پارامترهاي فارماكوكينتيكي در محدوده قابل قبول هستند ADMEمطالعات . كيلوژول بر مول است

       مولكولي، ديناميك مولكوليداكينگ  ،CTX-M-9، امازبتالاكت:  واژه هاي كليدي

  sako.biochem@gmail.com ، nowroozij@yahoo.com: پست الكترونيكي ،  83761833091 : تلفن ،نويسنده مسئول *

  مقدمه 
 سلامتي، حفظ زمينه در جدي مشكلات از يكي امروزه
 و بيماريزا هاي باكتري بيوتيكي آنتي مقاومت به مربوط
 در ها انسان از شماري بي تعداد. )26 و 20(است  مضر
 .ها درمان شده و نجات يافته اند بيوتيك آنتي توسط دنيا

 بيماري انواع درمان در مهمي گزينه بنابراين، آنتي بيوتيكها 
باشند  مي باكتريايي جمله بيماريهاي عفوني عفوني از هاي

 ايجاد براي تلاش پني  سيلين جي، ازمعرفي پس .)12(
 مطالعات در. )20 و12(شد  شروع آن مشتقات ديگر سنتز

 به مقاوم باكتري هاي آمريكا، متحده ايالات در تنها اخير،
 23000 و عفونت ميليون 2 حدود ايجاد باعث بيوتيك آنتي
، سازمان 2014در سال . شده اند 2014سال در مير و مرگ

بهداشت جهاني از مقاومت دارويي در برابر آنتي بيوتيكها 
اين سازمان با . به عنوان يك تهديد بزرگ جهاني نام برد

كشور، از افزايش مقاومت  114بررسي آمار مربوط به 
دارويي در همه نقاط جهان خبر داد و اعلام كرد جهان 

دوره اي كه . شده است "تي بيوتيكپسا آن"وارد دوره 
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عفونت هاي ساده اي كه براي ساليان طولاني قابل درمان 
 لاكتام بتا هاي بيوتيك آنتي. )24(بوده اند، كشنده شده اند 

 هستندكه ها بيوتيك آنتي از اي گسترده و گروهي بزرگ
. )16(دارد  وجود آنها مولكولي ساختار در لاكتام بتا حلقه

همچون  مثبتي گرم بتالاكتاماز در باكتريهاي فعاليت
 Staphylococcus( اورئوس باكتريهاي استافيلوكوك

aureus (اپيدرميديس استافيلوكوكوس و 
)Staphylococcus epidermidis( باكتري هاي گرم منفي ،

، )Haemophilus influenza( مانند هموفيلوس آنفلانزا
، موراكسلا )Neisseria gonorrhoeae( نايسريا گونوره آ

 ، اشيرشيا كولي)Moraxella catarrhalis( كاتاراليس
)Escherichia coli( و گونه هاي پروتئوس )Proteus( ،

و ) Pseudomonas(، سودوموناس )Serratia( سراشيا
و باكتري هاي بي هوازي چون گونه  )Klebsiella(كلبسيلا 

گزارش شده است ) Bacterioides( باكتريوئيدسهاي 
 علل بتالاكتاماز شايعترين و آنزيم هاي هيدرولاز. )16(

 اين. هستند بتالاكتام بيوتيكهاي آنتي باكتريها به مقاومت
 طريق از را بتالاكتام هاي بيوتيك آنتي تمام تقريبا ها آنزيم

 مي فعال غير لاكتام حلقه بتا در آميد پيوند كردن هيدروليز
 بتالاكتامازها سوبستراي دامنه به طور روزافزون،. )24(كنند 

 بتالاكتامازها يك اكنون، تاجاييكه رو به گسترش مي باشد،
 بر اساس توالي. هستند جهاني سلامت براي جدي خطر
 D و A، B، C كلاس چهار به هابتالاكتاماز آمينه، اسيد

 جديد بندي طبقه يك ،1995 سال در. )1(تقسيم شده اند 
 مهار از پروفايل كه شد معرفي جاكوباي و بوش توسط
 طبقه كردند و تلاش نمودند استفاده آن سوبسترا و كننده

 باليني جدايه هاي در آنها فنوتيپ با ها، آنزيم بندي اين
)clinical isolates (باشند  مرتبط)كلاس . )7A ،

هايي هستند كه هم توسط كروموزوم و هم توسط بتالاكتاماز
پلاسميد باكتري كد مي شوند و طيف وسيعي از آنزيم 

و ) TEM-1 ،SHV-1 ،CTX-M )ESBLsهايي چون 
متالو . )31(شامل مي شوند ) KPC-2مانند (كرباپنم ها 

طبقه بندي مي شوند،  Bبتالاكتامازها، كه در كلاس 

باپنم ها را هيدروليز سيلين ها، سفالوسپورين ها وكرپني
، كه اغلب توسط كروموزوم Cآنزيم هاي كلاس . كنندمي

باكتري كد مي شوند، به كلاولانيك اسيد مقاوم هستند 
، به سرعت در حال گسترش Dهاي كلاس بتالاكتاماز. )15(

بوده و طيف گسترده اي از سفالوسپورين هايي چون 
OXA-10  و كرباپنم هايي چونOXA-23 يز مي را هيدرول

اين كلاس در باكتري هاي غير تخميري چون . كنند
 و) Pseudomonas aeruginosa( سودوموناس آيروجينوزا

يافت ) Acinetobacter baumannii( آسينتوباكتر باوماني
در جايگاه فعال خود  Dو  A ،Cكلاسهاي . )10(شده است 

اين سه . داراي يك سرين نوكلئوفيل حفاظت شده هستند
كلاس از يك مكانيسم يكسان براي هيدروليز و شكستن 

تعداد . )10(آنتي بيوتيك هاي بتا لاكتام استفاده مي كنند 
بسيار زيادي از مهاركننده ها جهت غلبه بر مقاومت آنتي 

. )3(ي و سنتز شده اند ها طراحبتالاكتامازبيوتيكي ناشي از 
به همراه آنتي  بتالاكتامازدر اين شرايط، يك مهار كننده 

كلاولانيك اسيد، سولباكتام . بيوتيك مربوطه تجويز ميگردد
و تازوباكتام سه مهار كننده برگشت ناپذير بوده كه از طريق 

آنزيم، موجب خودكشي -تشكيل كمپلكس غيرفعال آسيل
، يك سري جديد از 1995ال از س. )20(آنزيم مي گردند 

در  CTX-Mبنام آنزيم هاي  Aكلاس  ESBLباكتري هاي 
 ESBLجهان پديدار شد و اكنون به فراوانترين آنزيم هاي 

داراي شباهت توالي  CTX-Mآنزيم هاي . تبديل گشته اند
مي  SHVو  TEMدرصد با آنزيم هاي نوع   40كمتر از 

اين آنزيم . عضو تشكيل شده اند 40باشند وخود از بيش از 
ها داراي اثرات هيدروليز كننده با طيف گسترده بوده و 

و  1قادر به هيدروليز پني سيلين و سفالوسپورين هاي نسل 
مطالعات نشان داده است كه اكثر  .)8و  6(مي باشند  3و  2

بيان  يا كلياشيرشكه توسط  CTX-M بتالاكتامازآنزيم هاي 
مي شوند باعث ايجاد مقاومت بسيار بالايي به اكسي 

 )oxyimino-cephalosporins(ها ايمينوسفالوسپورين
) )ceftriaxone( و سفترياكسون) cefotaxime(سفوتاكسيم (

و ) cefepime(و سطوع متفاوتي از مقاومت به سفپيم 
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امروزه . )25 و 6 ،5(مي شوند  )cefpirome(سفپيروم 
تكنيك هايي چون غربالگري عملي، رزونانس مغناطيسي 
هسته، كريستالوگرافي اشعه ايكس، طيف سنجي جرمي، 

و مكانيك  مولكوليبيوانفورماتيك، رياضيات، مدلسازي 
مكانيك كوانتومي جهت طراحي و كشف  - مولكولي

مهاركننده هاي قوي و جديد مورد استفاده قرار مي گيرند 
مطالعات نشان مي دهد كه هزينه فرآيند . )20 و 10 ،4(

. )22(ميليارد دلار است  6/2توليد يك داروي جديد حدود 
ميتوانند  مولكوليبنابراين بيولوژي محاسباتي و مدلسازي 

به عنوان يك روش ارزشمند و موثر در طراحي و كشف 
غربالگري مجازي، يك تكنيك . دارو بكار گرفته شوند
الگري تركيبات مورد نظر از ميان مبتني بر جستجو و غرب

كتابخانه هاي عظيم ساختاري در محيط مجازي و 
از آنجاييكه مقاومت در باكتري ها به . كامپيوتري است

شدت در حال گسترش است، ضرورت وجود يك مهار 
كننده جديد با ساختاري متفاوت با مهاركننده هاي 

بر عليه بتالاكتاماز قديمي مانند اسيد كلاولانيك و موثر 
در اين .  آنزيم هاي مسئول اين مقاومت احساس مي گردد

مطالعه، از غربالگري مجازي مبتني بر داكينگ و ديناميك 
جهت شناسايي مهاركننده قوي و موثر عليه  مولكولي

CTX-M-9 گروه بتالاكتاماز، يك  Aهمچنين، . ، استفاده شد
ارزيابي مربوط به جذب، توزيع، متابوليسم و ترشح اين 

در نهايت در . تركيب به صورت محاسباتي انجام پذيرفت
اين مطالعه، يك مهار كننده غير بتالاكتام آنزيم بتالاكتاماز با 
قدرت اتصال بالا و عوارض جانبي پايين از طريق مطالعات 

  . شد محاسباتي معرفي و ارايه

  روشهامواد و 
ساختار سه : آماده سازي ساختارها و غربالگري مجازي

از پايگاه داده پروتئين  CTX-M-9 بتالاكتامازبعدي آنزيم 
با استفاده از نرم افزار . )8(گرفته شد  1YLYبا كد 

AUTODOCK TOOLS آب حذف شدند مولكولهاي .
 Gasteiger–Marsiliهيدروژنها به ساختار اضافه شده، بار 

و اتمهاي هيدروژن  )14(براي ساختار منظور گشته 
قبل از انجام داكينگ، جهت از بين . غيرقطبي حذف شدند

بردن ممانعت فضايي احتمالي ساختار، با استفاده از نرم 
 steepest، و الگوريتم )29( 5,1افزار گرومكس نسخه 

descent  براي . دساختار آنزيم از لحاظ انرژي كمينه ش
و غربالگري مجازي، ابتدا از  مولكوليانجام داكينگ 

-trifluoromethyl-3H-benzoimidazole-4لكول وم

carboxylic acid [3-(1Hte-trazol-5-yl)-phenyl]-amide) 

، يك 19تركيب . به عنوان الگو استفاده شد) 19تركيب ( 
بوده و داراي ثابت  CTX-M-9 بتالاكتامازمهار كننده آنزيم 

در مرحله بعد، از . )23(نانومولار است  89مهار تجربي 
درصد شباهت با  50، تركيبات با )17(پايگاه داده زينك 

اين ). تركيب 5125(انتخاب و دانلود شدند  19تركيب 
بوده و داراي ثابت  بتالاكتامازتركيب يك مهار كننده قوي 

در شكل  19ر تركيب ساختا. )23(نانومولار است  89مهار 
علاوه بر اين پايگاه داده، از يك . نشان داده است 1

كتابخانه بانك دارويي ديگر شامل داروهاي تصويب شده و 
، از پايگاه داده دارو )تركيب 8717(تركيبات تحت آزمايش 

مجموع . )32(جهت انجام غربالگري مجازي استفاده شد 
مورد مطالعه  وليمولكتركيبات استفاده شده كه در داكينگ 

جهت آماده . بود مولكول 13842و بررسي قرار گرفت 
سازي همه اين تركيبات، هيدروژنها اضافه شده و بار آنها 

سپس . محاسبه شد Gasteiger–Marsiliبا استفاده از روش 
ساختارهاي سه بعدي اين تركيبات براي مطالعات بعدي 

  .   ذخيره شد

  

  
  .19ساختار تركيب  -1شكل 
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تركيبات بر  مولكوليداكينگ : تركيبات مولكوليداكينگ 
 با استفاده از نرم افزار بتالاكتامازعليه جايگاه فعال 

Autodock vina  ساختار كريستالي . )28(انجام پذيرفت
مورد استفاده در اين مطالعه داراي يك مهار كننده بود و 
آمينواسيدهاي اطراف آن به عنوان جايگاه اتصال در جعبه 

در اين مطالعات . )10 و 8(داكينگ در نظر گرفته شد 
داكينگ، تمام پارامترهاي نرم افزار، به عنوان پيش فرض در 

داكينگ، ساختار با كمترين در هر بار انجام . نظر گرفته شد
مورد  مولكوليانرژي داكينگ براي انجام مطالعات ديناميك 

  . استفاده قرار گرفت

براي چهار سيستم  مولكوليديناميك : مولكوليديناميك 
تركيب : بتالاكتامازآزاد، كمپلكس  بتالاكتامازمستقل شامل 

و كمپلكس  ZINC33264777: ، كمپلكس بتالاكتاماز19
دو كمپلكس حاوي . انجام پذيرفتDB01753 :بتالاكتاماز

DB01753  وZINC33264777  بر اساس انرژي آزاد
براي مطالعه ديناميك  مولكولياتصال حاصل از داكينگ 

 19تركيب : بتالاكتامازاز كمپلكس . انتخاب شدند مولكولي
تمام مطالعات ديناميك  . به عنوان كنترل مثبت استفاده شد

 )29( 5,1با استفاده از نرم افزار گرومكس نسخه  مولكولي
ريشه  pKa. استفاده شد AMBER 99SBو از ميدان نيروي 
 PROPKA 2.0توسط سرور  بتالاكتامازهاي آمينواسيدي 

محاسبه گشت تا آمينواسيدهاي يونيزه شونده در حالت 
بار جزئي و . )2(يونيزاسيون صحيح خود تعريف شوند 

تركيباتي كه جهت انجام غربالگري فايل هاي توپولوژي 
 ACPYPEمورد استفاده قرار گرفتند با استفاده از نرم افزار 

توليد شدند    ANTECHAMBERموجود در مجموعه 
حل  TIP3Pهر سيستم در يك مكعب با آب مدل . )30(

و با استفاده از مقادير مناسب سديم و كلر خنثي  )18(شده 
، با مولكولييناميك بهينه كردن ساختارها در د. گشت

 conjugateو   steepest descentاستفاده از الگوريتم هاي 

gradient  محدوده محاسباتي برهم كنشهاي . انجام پذيرفت
در نظر  9/0و  4/1وان دروالس و الكترواستاتيك به ترتيب 

جهت محاسبه برهم كنشهاي الكترواستاتيك از . گرفته شد

PME  دل دماي از براي تعا. )9(استفاده شدBerendsen   و
استفاده  Parrinello-Rahman barostatبراي تعادل فشار از 

در  مولكوليدر تمام اجراهاي ديناميك . )20 و10(گشت 
اتمسفر  1درجه كلوين و فشار  300اين مطالعه، از دماي 

استفاده شد و سيستم ها در اين دما و فشار به تعادل 
نانوثانيه  50هر سيستم در اين مطالعه به مدت . رسيدند

 50در مدت زمان . مورد بررسي و آناليز قرار گرفت
نانوثانيه، تغييرات كنفورماسيوني زنجيره جانبي ريشه هاي 

خروجي اجراهاي . مينواسيدي به خوبي قابل ارزيابي استآ
آناليز شده و  VMDبا نرم افزار  مولكوليديناميك 

   .   نمودارهاي آن با استفاده از اكسل رسم شد

پس :  MM/PBSAمحاسبه انرژي آزاد اتصال از روش 
، انرژي آزاد اتصال از طريق مولكولياز انجام ديناميك 
نانوثانيه آخر با استفاده از نرم افزار  10محاسبه فريم هاي 

MM/PBSA اين نرم افزار، يك نرم افزار . محاسبه شد
رايگان براي كاربردهاي آكادميك بوده و براي محاسبه 
انرژي آزاد بين دو گروه تعريف شده مورد استفاده قرارمي 

به عنوان تابع امتياز  MM/PBSA اخيرا از الگوريتم. گيرد
انرژي . دهي در طراحي محاسباتي دارو استفاده شده است

  :آزاد اتصال در اين روش از فرمول زير محاسبه مي شود
Gbinding = Gcomplex – (Gprotein + Gligand) 

 -، انرژي آزاد كل كمپلكس پروتئينGcomplexكه در اينجا 
به ترتيب انرژي آزاد  Gligandو  Gproteinاست و   مهاركننده

 . )19(كل پروتئين و مهار كننده آزاد در حلال است

خواص : تركيبات مورد مطالعه ADME پيش بيني
ADME  شامل جذب، توزيع، متابوليسم و ترشح

كانديدهاي دارويي نقش مهمي در تصويب اين تركيبات در 
بنابراين، اين خواص توسط نرم . فاز كارآزمايي باليني دارد

در مجموعه شرودينگر، براي تركيبات مورد  Qikpropافزار 
تقريبا حدود . (27)محاسبه شد مولكوليمطالعه در ديناميك 

 ADMEدرصد كانديداهاي دارو به دليل خصوصيت  40
رد شدن . ضعيف در مرحله كارآزمايي باليني رد مي شوند
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دارو در اين مرحله، زيان بسيار زيادي را به شركت هاي 
. داروسازي و صنعت دارويي كشورها تحميل مي نمايد

Qikprop  قادر است در زمان كوتاهي و با ضريب خطاي
ن، بسياري از خصوصيات فيزيكوشيميايي و شيميايي پايي

  . كانديداي دارو را پيش بيني كند مولكولهاي

  نتايج و بحث
يكي از مشكلات بشريت در عرصه بهداشت و سلامت، 

اين امر . مسئله مقاومت باكتري ها به آنتي بيوتيكها است
موجب مرگ تعداد زيادي از افراد در اين كره خاكي 

و بيولوژي  مولكوليهاي اخير، مدلسازي در سال. ميگردد
محاسباتي جزء مهمي از روند مطالعات مربوط به طراحي و 

غربالگري مجازي يك روش . كشف دارو شده است
محاسباتي براي شناسايي تركيبات رهبر در يك كتابخانه 

اين روش  .شيميايي است تركيبات  بزرگ و متنوع از
محاسباتي ارزشمند براي كشف تركيبات رهبر سريع تر و 

 .استتجربي غربالگري مقرون به صرفه تر از روش هاي 
ارزيابي اتوماتيك كتابخانه  "غربالگري مجازي به عنوان 

با استفاده از برنامه هاي  "هاي بسيار بزرگ از تركيبات 
ري در اين مطالعه، غربالگ .كامپيوتري تعريف شده است

 13842در مورد  مولكوليمجازي با استفاده از داكينگ 
  بتالاكتامازبر عليه جايگاه فعال  مولكوليساختار 

CTX-M-9 در مرجله بعد، مطالعات . انجام پذيرفت
سيستم در دو حالت آنزيم  4در مورد  مولكوليديناميك 

  . آزاد و آنزيم متصل به مهار كننده انجام گرفت

نتايج مربوط به : مولكوليآناليز داده هاي داكينگ 
بر  مولكوليقويترين مهاركننده هاي حاصل از داكينگ 

نشان داده شده  1اساس مقدار انرژي آزاد اتصال در جدول 
از پايگاه داده دارو داراي  DB01753تركيب با كد . است

). كيلوكاري بر مول - 62/16(كمترين مقدار انرژي آزاد بود 
ايگاههاي بعدي، تركيبات مربوط به پايگاه داده زينك در ج

و  ZINC33264777 ،ZINC25981582با كدهاي 
ZINC40297472 همچنين، انرژي آزاد اتصال . مي باشند

نيز محاسبه شد كه مقدار آن ) 19تركيب (براي تركيب الگو 
تركيبات نشان داده شده در . كيلوكالري بر مول بود - 98/11

اين جدول، داراي انرژي آزاد اتصال كمتري نسبت به 
الگوي برهم كنش تركيب . بودند 19تركيب شماره 

DB01753  آنزيم بتالاكتاماز با جايگاه فعالCTX-M-9  در
 10بر اساس اين شكل، . نشان داده شده است 2شكل 

و ريشه  DB01753پيوند هيدروژني بين تركيب 
، Ala 272 ،Ser 274 ،Ser 130 ،Asn 132آمينواسيدهاي 

Ser 237 ،Asn 104 ،Asp 240  وArg 276  تشكيل شده
ن داده مطالعات بر پايه آناليز ساختار كريستالي نشا. است

نقش مهمي در برهم  Asp 240است كه ريشه آمينواسيد 
كنش قطبي با مهاركننده هاي سنتز شده آنزيم بتالاكتاماز 

CTX-M-9 همچنين ريشه آمينواسيدهاي. )23( دارد  
Tyr 105 ،Pro 167  وAla 272  با اين مهار كننده برهم

  . كنش هيدروفوب مي دهند

انحراف جذر ميانگين : آناليز داده هاي ديناميك مولكولي
يكي از پارامترهاي معمول در مطالعات  RMSDيا  مربعات

ديناميك مولكولي است كه جهت اطمينان از به تعادل 
مقادير . رسيدن سيستم طي شبيه سازي اندازه گيري ميشود

نشان دهنده انعطاف پذيري بالاي پروتئين  RMSDبالاي 
چهار  RMSDمقادير  3شكل . طي زمان شبيه سازي است

: بتالاكتامازآزاد، كمپلكس  بتالاكتامازسيستم شامل شامل 
و  ZINC33264777: ، كمپلكس بتالاكتاماز19تركيب 

نانوثانيه از شبيه  50را طي DB01753 :بتالاكتامازكمپلكس 
پروتيئن  RMSDبر اساس اين شكل، . سازي نشان مي دهد

سپس در . آنگستروم بود 1/1پيكوثانيه برابر  5400آزاد در 
پس از . آنگستروم افزايش پيدا كرد 3/1پيكوثانيه به  26000

به تعادل رسيدن و تغييرات و نوسات جزئي، در نهايت در 
 .آنگستروم افزايش پيدا كرد 7/1پيكوثانيه به  47000

آزاد  بتالاكتامازدر مورد  RMSDچندين تغير ناگهاني 
ف مشاهده شد كه مي تواند مربوط به خصوصيت انعطا

  محلول در  و  آزاد   حالت  در آنزيم ها  پذيري بالاي اين 
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اين آنزيم ها داراي طيف وسيعي از سوبستراها بوده  .باشد
و اين تغييرات زياد كنفورماسيوني و انعطاف پذيري بالا 

 .)20و 10(جهت اتصال به اين سوبستراها صورت ميگيرد 
. آنگستروم بود 1,1آنزيم آزاد برابر  RMSDميانگين مقادير 

 2/1برابر  19تركيب : بتالاكتامازاين مقدار براي كمپلكس 
به جايگاه فعال  19بنابراين با اتصال تركيب . آنگستروم بود

، افزايش جزئي تحرك اسكلت اصلي آنزيم طي بتالاكتاماز

در هر صورت اتصال  .شبيه سازي ديناميك القا شده است
، موجب كاهش بتالاكتامازبه  ZINC33264777تركيب 
، 3بر اساس شكل ). آنگستروم 9/0(شد  RMSDمقادير 

 5000پس از  ZINC33264777متصل به  بتالاكتاماز
پس از DB01753 مهار كننده . پيكوثانيه به تعادل رسيد

 2/1به  RMSDاتصال به آنزيم، موجب افزايش ميانگين 
  .شد  آنگستروم

  

براي مقايسه، انرژي . Autodock vinaتوسط نرم افزار   مولكوليساختار دوبعدي و انرژي آزاد اتصال بهترين تركيبات حاصل از داكينگ  -1جدول 
  .نيز محاسبه شده است 19داكينگ تركيب شماره 

Compound Structure ZINC database or 
DRUGBANK code 

Docking energy 
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  CTX-M-9با جايگاه فعال آنزيم بتالاكتاماز  DB01753الگوي برهم كنش تركيب  -2شكل 

  
و  ZINC33264777: ، كمپلكس بتالاكتاماز19تركيب : بتالاكتامازآزاد، كمپلكس  بتالاكتامازچهار سيستم شامل شامل  RMSDمقادير  -3شكل 

  .مولكوليديناميك نانوثانيه از شبيه سازي  50طي  DB01753 :بتالاكتامازكمپلكس 

شبيه به رفتار كمپلكس  RMSDاين الگوي تغييرات 
نوسانات  جذر ميانگين مربعات. بود 19تركيب : بتالاكتاماز

، ميزان تحرك و انعطاف پذيري ريشه هاي RMSFيا 

مقادير . آمينواسيدها را طي زمان شبيه سازي نشان ميدهد
بالاي ريشه هاي ، ميزان انعطاف پذيري RMSFبالاي 

 50طي  RMSFمقادير . آمينواسيدها را نشان مي دهد
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 4نانوثانيه زمان شبيه سازي براي هر چهار سيستم در شكل 
در  Ser 70آمينواسيد  RMSFمقدار . نشان داده شده است

اين باقي مانده . آنگستروم است 1/1آنزيم آزاد برابر 
آمينواسيدي به آلكوكسايد تبديل شده و مسئول حمله 

تعاقبا، م. نوكلئوفيلي به كربن كربونيل حلقه بتا لاكتام است
حدواسط آسيل آنزيم در جايگاه فعال آنزيم توليد ميشود 

، 19نشان ميدهد كه در حضور تركيب  4شكل . )11(
RMSF  ريشهSer 70  آنگستروم كاهش مي يابد 48/0به .

به  DB01753و  ZINC33264777اين مقدار در حضور 
يكي از دليل كاهش . آنگستروم است 57/0و  46/0ترتيب 
RMSF نواسيد مي تواند برهمكنش با مهاركننده ها اين آمي

دليل ديگر مي تواند به دليل . طي زمان شبيه سازي مي باشد
در حضور مهار  70القاي تغييرات كنفورماسيوني سرين 

كننده ها و برهمكنش غيركووالان اين ريشه آمينواسيدي با 
، ريشه Ser 70علاوه بر آمينواسيد .   ريشه هاي ديگر باشد

در شكستن  Glu 166و  Lys 73 ،Ser 130يدهاي آمينواس
اتصال تركيب . پيوند آميدي حلقه بتا لاكتام نقش دارند

به جايگاه فعال آنزيم،  ZINC33264777و  19شماره 
 Gluو  Ser 130مربوط به  RMSFموجب كاهش مقادير 

 7و  6بين هليكس شماره  Ser 130. )13(مي گردد  166
مي دهد  SDNاظت شده قرار گرفته و تشكيل لوپ حف

همچنين گزارش شده است كه اين آمينواسيد نقش . )20(
بسيار مهمي در مقاومت آنتي بيوتيكي باكتري ها دارد 

بنابراين با كاهش تحرك اين آمينواسيدها مي توان . )21(
احتمال داد كه اين مهاركننده ها با آمينواسيدهاي ذكر شده 

هم كنش تركيب ، نحوه بر5شكل . برهم كنش داده اند
DB01753  نانوثانيه شبيه سازي ديناميك  50را پس از
بر اساس اين شكل، بين ريشه . نشان مي دهد مولكولي

و  Ser 274 ،Asn 104 ،Glu 166 ،Ser 237آمينواسيدهاي 
Tyr 105  باDB01753 پيوند هيدروژني تشكيل مي شود .
برهم كنش  DB01753مولكولبا پورين  Tyr 105همچنين، 

، تعداد 6شكل . از نوع پاي پاي استاكينگ مي دهد
را  بتالاكتامازپيوندهاي هيدروژني بين مهاركننده ها و آنزيم 

 :، بتالاكتامازZINC33264777: در سه كمپلكس بتالاكتاماز
DB01753ميانگين . نشان مي دهد 19تركيب : و بتالاكتاماز

آنزيم طي زمان تشكيل پيوند هيدروژني بين مهار كننده و 
، به ترتيب ZINC33264777و  19شبيه سازي براي تركيب 

ميانگين تعداد پيوندهاي هيدروژني براي . بود 48/1و  13/5
بود كه بيشتر از دو تركيب  53/5برابر  DB01753تركيب 

 40000، بعد از گذشت 6بر اساس شكل . ديگر مي باشد
و  19كيب پيكوثانيه، تعداد پيوندهاي تشكيل شده بين تر

اين در حالي بود كه پس از گذشت . آنزيم كاهش يافت
پيكوثانيه، تعداد پيوندهاي هيدروژني بين تركيب  37000

DB01753  افزايش ناگهاني داشت و تا پايان زمان شبيه
بنابراين، ميتوان استنباط . سازي، اين افزايش، پايدار ماند

ت نسبت به تركيبا DB01753نمود كه پايداري تركيب 
ZINC33264777   در جايگاه فعال آنزيم بيشتر است 19و .

پايداري بيشتر اين كمپلكس ميتواند منجر به كاهش ثابت 
براي بررسي پايداري پيوند . گردد DB01753مهار تركيب 

هيدروژني طي زمان شبيه سازي، فاصله بين اتمهاي درگير 
و آنزيم  DB01753در پيوند هيدروژني بين تركيب 

اتم از ريشه هاي آمينو  4فاصله بين ). 7شكل (شد محاسبه 
و  HH21اتمهايOE1( ،Arg 276 )اتم ( Glu 166اسيدي  

HH12 ( وTyr 105 ) اتمHH ( جايگاه فعال با اتمهاي
H231 ،O29 ،O38  وO45  مولكولاز DB01753  در

، به مولكوليپيكوثانيه آخر شبيه سازي ديناميك  15000
اين داده ها نشان ميدهد كه . آنگستروم كاهش يافت 3زير 

با گذشت زمان، پيوندهاي هيدروژني پايدار بين تركيب 
DB01753  و آنزيم بتالاكتاماز تشكيل شده كه خود موجب

  .مي شود DB01753: پايداري كمپلكس آنزيم

 محاسبه انرژي آزاد اتصال مهاركننده ها با روش
MM/PBSA  : انرژي آزاد اتصال بين مهاركننده ها و

فريم آخر شبيه سازي  10در  بتالاكتامازجايگاه فعال آنزيم 
ديناميك مولكولي براي هر كدام از سسيتم ها محاسبه شد 

  ). 2جدول (
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در اين روش، اطلاعات دقيقتري در مورد انرژي آزاد 
. اتصال، نسبت به روشهاي داكينگ مولكولي حاصل ميگردد

انرژي آزاد اتصال بين مهار كننده و آنزيم رابطه مقدار 
. عكس با ميزان تمايل مهاركننده براي اتصال به آنزيم دارد

كمترين مقدار انرژي آزاد اتصال، مربوط به تركيب 
DB01753  كيلوژول بر  - 5/111با انرژي آزاد اتصال برابر

انرژي آزاد الكتروستاتيك اين تركيب برابر . مول بود
مقدار انرژي حلال پوشي . يلوژول بر مول استك - 8/550

به ترتيب  DB01753و  ZINC33264777، 19براي تركيب 
، 2بر اساس داده هاي جدول . بود 6/596و 1/103، 4/266

انرژي مساحت سطح در معرض حلال هر سه مهار كننده 
   .تقريبا شبيه به هم بود

  
و  ZINC33264777: ، كمپلكس بتالاكتاماز19تركيب : بتالاكتامازچهار سيستم شامل شامل بتالاكتاماز آزاد، كمپلكس  RMSFمقادير  -4شكل 

  .مولكولينانوثانيه زمان شبيه سازي ديناميك  50طي  DB01753 :بتالاكتامازكمپلكس 

  
  .مولكولينانوثانيه شبيه سازي ديناميك  50با جايگاه فعال بتالاكتاماز پس از  DB01753نحوه برهم كنش تركيب  -5شكل 
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نانوثانيه زمان شبيه سازي  50با بتالاكتاماز طي  DB01753و  ZINC33264777، 19تعداد پيوند هيدروژني بين مهاركننده هاي تركيب  -6شكل 

  .مولكوليديناميك 

  
 Tyrو ) HH12و  HH21اتمهايOE1( ،Arg 276 )اتم ( Glu 166اتم از ريشه هاي آمينو اسيدي   4فاصله هاي محاسبه شده بين  -7شكل 

  .مولكولينانوثانيه شبيه سازي ديناميك  50طي  DB01753 مولكولاز  O45و  H231 ،O29 ،O38جايگاه فعال با اتمهاي ) HHاتم ( 105
  

تمايل  DB01753 مولكولهمچنين داده ها نشان دادند كه 
داشته و با قدرت  بتالاكتامازبيشتري به اتصال به آنزيم 

در هر صورت، براي . بيشتري آنرا مي تواند مهار كند
، و توليد تركيبي با مولكولكاهش انرژي آزاد اتصال اين 

انرژي آزاد اتصال كمتر، مي توان با تغييرات كووالان بروي 
ساختار آن، انرژي حلال پوشي آنرا كاهش داد بطوريكه 

كاهش گروههاي . تركيب با انرژي كمتري در آب حل شود
، در اين مورد مي تواند كمك كننده مولكولهيدروفوب در 

  .باشد

، 19در مورد تركيب : امهار كننده ه ADMET بيني پيش
ZINC33264777  وDB01753  با استفاده از نرم افزار

كينتيكي پيش بيني شد - شرودينگر، برخي خواص فارماكو
پارامترهاي محاسبه شده شامل ضريب توزيع ). 3جدول (

، ضريب توزيع Caco-2اكتانل، نفوذپذيري سلول / آب
مغزي، درصد جذب دهاني و فعاليت عليه سيستم / خوني

كينتيكي - پارامترهاي فارماكو. )10(عصبي مركزي بود 
تمامي سه تركيب در دامنه قابل قبولي بوده و مي توانند 

  ).3جدول (جهت استفاده در انسان به كار گمارده شوند 

  نتيجه گيري

فاده از روش آزمون براي ساليان متمادي، كشف دارو با است
و خطا در مورد كتابخانه هاي مولكولي بزرگ انجام 

     . پذيرفتمي
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 MM/PBSAبا استفاده از روش  CTX-M-9 بتالاكتامازمحاسبه انرژي آزاد اتصال بين مهار كننده ها و آنزيم  -2جدول 

Energy (kJ/mol) beta-lactamase: compound 

19 

beta-lactamase: 

ZINC33264777 

beta-lactamase: 

DB01753 

ΔEvdw -149.428 ± 9.355 -159.458 ± 7.404 -141.363 ± 8.546 

ΔEelect -173.004 ± 18.289 -20.32 ± 5.812 -550.846 ± 30.102 

ΔEsolv 266.426 ± 10.495 103.197 ± 5.475 596.633 ± 32.562 

ΔESASA -14.865 ± 0.538 -17.154 ± 1.397 -15.948 ± 0.808 

ΔGbinding -70.871 ± 11.012 -93.735 ± 9.627 -111.524 ± 25.991 
  
  

  مهار كننده هاي مورد استفاده در اين مطالعه ADMEمحاسبه  -3جدول 

Molecule ID QPlogPo/wa QPPCacob QPlogBBc 

Percent 
Human 

Oral 
Absorptiond 

Lipinski 
Rule of 5 
Violations 

Jorgensen 
Rule of 3 

Violations 
CNSe 

DB01753 
 

-1.839 100 -2.907 80 1 1 -- 

 ZINC33264777 
 

4.688 593 -1.389 100 0 1 -- 

compound 19 
 

-0.602 5 -0.649 23 1 1 - 

a Predicted octanol/water partition coefficient (reasonable value from -2.0 to 6.5). 
b Predicted apparent Caco-2 cell permeability in nm/s (<25 poor, >500 great). 
c Predicted brain/blood partition coefficient (reasonable value from -3.0 to 1.2). 
d Human Oral Absorption in GI (±20%) (<25% is poor). 
e Predicted central nervous system activity on a –2 (inactive) to +2 (active) scale. 
 

همچنانكه در ديگر علوم نيز مشاهده شده، با ظهور 
كامپيوترهاي قوي به عرصه زيست شناسي، درصد خطا در 

ن در اي. فرآيند طراحي و كشف دارو بسيار كمتر شده است
مطالعه، با استفاده از روشهاي محاسباتي داكينگ و ديناميك 

، غربالگري مجازي عليه جايگاه فعال آنزيم مولكولي
اين آنزيم يكي از . انجام شد CTX-M-9 بتالاكتاماز

مهمترين عوامل ايجاد مقاومت باكتريايي به آنتي بيوتيكهاي 
بنابراين يك هدف مناسب . واجد حلقه بتالاكتام است

مطالعات شبيه سازي . جهت طراحي و كشف دارو مي باشد
با  DB01753و  ZINC33264777نشان داد كه دو تركيب 

عال آنزيم پيوندهاي آمينواسيدهاي حفاظت شده جايگاه ف
آناليز . هيدروژني و برهم كنشهاي آبگريز تشكيل مي دهند

RMSD  در  بتالاكتامازنشان داد كه تغييرات كنفورماسيوني
همچنين، آناليز . حضور مهار كننده ها افزايش مي يابد

RMSF  آشكار ساخت كه با اتصال مهار كننده هاي تركيب
19 ،ZINC33264777  وDB01753 گاه فعال آنزيم به جاي

كاهش  70، نوسانات ريشه سرين CTX-M-9بتالاكتاماز 
براساس محاسبه تشكيل پيوندهاي هيدروژني بين . يابدمي

با ميانگين تعداد  DB01753مهاركننده و آنزيم، تركيب 
طي زمان شبيه سازي، بيشترين برهم  53/5پيوند هيدروژني 

گر با آنزيم كنش پيوند هيدروژني را نسبت به دو تركيب دي
محاسبه انرژي آزاد اتصال نشان داد كه تركيب . داشت

DB01753  داراي كمترين انرژي آزاد اتصال بوده و
بيشترين قدرت مهاركنندگي را  نسبت به ديگر تركيبات 

 ADMEمحاسبات . بررسي شده در اين مطالعه داراست
 DB01753 ،ZINC33264777نشان داد كه هر سه تركيب 

در دامنه قابل قبولي براي استفاده در انسان  19و تركيب 
در نهايت، پيشنهاد ميشود كه تركيب . وجود دارند

DB01753  بتالاكتامازيك كانديداي خوب براي مهار آنزيم 
CTX-M-9  براي  مولكولبوده و بنابراين ميتوان از اين

  . آزمايشات تكميلي تجربي و گسترش دارويي استفاده نمود
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Inhibitor discovery against beta lactamase CTX-M-9 from E.coli 
by molecular docking, MM/PBSA and molecular dynamics studies 
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Abstract 

Nowadays, antibiotic resistance in bacteria is a major challenge for human health. These 
new emerging resistances cause ineffectiveness of antibiotics and raising the severity of 
diseases and treatment costs. One of the most abundant antibiotic resistances is beta 
lactam antibiotic resistance, especially penicillin and cephalosporin resistances. In most 
cases, a converting enzyme, named beta lactamase is involved. These enzymes 
hydrolase the beta lactam-containing antibiotics. Based on Ambler classification, and 
with regard to their amino acid sequence similarities, these enzymes are classified to 
four groups; A, B, C and D. In the current study, among 13842 structures, we employed 
the molecular docking method in virtual screening process to select the potent and 
effective inhibitors against beta lactamase CTX-M-9 from E.coli. The structures with 
the lowest free binding energy were conducted to molecular dynamics (MD) studies. 
Our molecular modeling analysis demonstrates that a compound with Drug-Bank ID of 
DB01753 has ideal characteristics as potent beta lactamase CTX-M-9 inhibitor. After 
the 50 ns MD studies, DB01753 interacted with beta lactamase residues Ser 237, Asn 
104, Glu 166, Ser 274 and Tyr 105 via hydrogen bonding. MM/PBSA analysis showed 
that the free energy of binding between DB01753 and beta lactamase was -111.5 
kJ.mol-1. Also, ADME analysis exhibited that all pharmaco-kinteic parameters were in 
reasonable range.  

Key words: beta lactamase, CTX-M-9, molecular docking, molecular dynamics 


