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هاي انتهاي آمينو و انتهاي كربوكسي با فعاليت آنزيمي ترموليزين و ارتباط زاويه بين دمين
  الاستاز

   1آقامعالي درضامحمو و 2مجيد تقدير، *1سيد محسن اصغري، 1عبدالعلي وارسته
  رشت، دانشگاه گيلان، دانشكده علوم پايه 1

  تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي 2

  21/6/95 :تاريخ پذيرش  10/5/95 :خ دريافتتاري

  چكيده
اين خانواده داراي يك يون روي . باشندهاي روي مياي از سوپر فاميلي متالوپروتئازهاي خانواده ترموليزين زير مجموعهپروتئاز

عملكرد . است مؤثرآنها بوده كه نقش مهمي در عملكرد آنزيم داشته و همچنين شامل تعداد متفاوتي كلسيم بوده كه در پايداري 
جايگاه فعال در اين خانواده بين دو دمين . آنزيمهاي اين خانواده به حركتهاي كانفورماسيوني ويژه جايگاه فعال بستگي دارد

 hinge-bendingانتهاي آمينو و انتهاي كربوكسي واقع شده و پيشنهاد شده است كه اين خانواده در هنگام كاتاليز متحمل حركت 
كاتاليز مطرح  فرآيندمنجر به بسته و باز شدن شكاف جايگاه فعال شده و احتمال بروز تغييرات ساختاري را در حين  شده كه

در اين مطالعه فعاليت آنزيمي ترموليزين در مقايسه با الاستاز حاصل از سودوموناس آئروجينوزا مورد بررسي قرار . سازد مي
نتايج نشان داد كه از يك طرف، ترموليزين به . سازي مولكولي مطالعه گرديدفاده از شبيهآنزيمها با استگرفته و تغييرات ساختاري 

تر بودن دهانه جايگاه دليل كاهش زاويه لولا نسبت به الاستاز داراي تمايل بيشتري نسبت به سوبسترا بوده و از طرف ديگر، باز
ي كاتاليتيك در الاستاز و در نتيجه بالاتر بودن ثابت سرعت كاتاليتيك هاماندهدهنده آزادي حركت بيشتر باقيفعال در الاستاز نشان

  .دهددرجه تفاوت چنداني را نشان نمي 60در مجموع، كارآيي كاتاليتيك دو آنزيم در دماي . مي باشد

  .ديناميك مولكوليسازي شبيه، زاويه لولاترموليزين، فعاليت آنزيمي،  :كليدي واژه هاي

 sm_asghari@guilan.ac.ir: ، پست الكترونيكي01333333647: لفنت ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
تعلق به سوپرفاميلي هاي خانواده ترموليزين مپروتئاز

ها عملكرد بهينه اين آنزيم. باشندهاي روي ميمتالوپروتئاز
ند كه براي ك يون روي هستخنثي بوده و داراي ي pHدر 

اين خانواده از . )11( باشدنزيم ضروري ميفعاليت آ
ساختاري داشته كه در  ها تعداد متفاوتي كلسيمآنزيم

هاي در آنزيم. )15 و 7، 1( ها حائز اهميت استپايداري آن
انتهاي و  انتهاي آمينومين اين خانواده جايگاه فعال بين دو د

ه جايگاه رسد كواقع شده است و به نظر مي كربوكسي
تر از باز ،فعال آنزيم در حالت عدم اتصال به مهاركننده

اين تفاوت احتمال . باشدحالت متصل به مهاركننده مي

- ميكاتاليز را مطرح  فرآيندبروز تغييرات ساختاري طي 

 خمش زاويه لولا هاجايي آشكار دمينه ب ن جااي. )9( سازد
)hinge-bending (چرخش يك شامل  فرآينداين  .ردنام دا

شدن يك در نتيجه خم است كهدمين نسبت به دمين ديگر 
اين خمش به صورتي . افتدهليكس بين دميني اتفاق مي

متر در هنگام اتصال سوبسترا به آنزيم ك لولااست كه زاويه 
. )17و  16، 10، 9( رسداز حالت عدم اتصال به نظر مي

 هاي مختلف خانوادهدر آنزيم خمش زاويه لولاميزان 
ترموليزين متفاوت گزارش شده است و بيشترين تفاوت آن 

   .)9( درجه گزارش شده است 16به اندازه 
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پروتئاز ترموفيل بوده يك متالو) EC 3.4.24.27(ترموليزين 
. آيدبه دست مي باسيلوس ترموپروتئوليتيكوسو از باكتري 

نزيم براي فعاليت به يك يون روي و براي پايداري آاين 
و تمايل به  )12و  8(يون كلسيم نياز دارد  4به  ساختماني

گريز هاي آباسيدهاي پپتيدي در محل آمينوهيدورليز پيوند
يك متالوپروتئاز  سودوموناس آئروجينوزاالاستاز . )3(دارد 
ساختار . )2(است كاتاليتيك يك اتم روي و داراي خنثي

 28د مشابه ترموليزين بوده و حدو الاستازسوم مولكول 
در اين دو پروتئين وجود  همساني توالي آمينواسيدي درصد
هاي جايگاه فعال آن ماندهاقيتمام ب تقريباً. )1شكل( دارد
د در دو پروتئين يكسان نبا سوبسترا ميانكنش دار كه

كه غني از  انتهاي آمينودو پروتئاز از دو دمين . هستند
مي ز صفحات آلفا كه غني ا انتهاي كربوكسيصفحات بتا و 

  .)14(اند باشد، تشكيل شده

بر  آنزيمي ترموليزين و الاستاز در مطالعه حاضر، فعاليت
گراد درجه سانتي 60در دماي  روي سوبستراي كازئين
از سوي ديگر ساختار جايگاه . مورد مقايسه قرار گرفت

در  فعال دو آنزيم، پس از شبيه سازي ديناميك مولكولي
مقايسه مورد نظر زاويه لولا  ، ازگراددرجه سانتي 60دماي 

  . ارزيابي قرار گرفته استو 

  هامواد و روش
 .St. Louis, MO)آنزيم ترموليزين از شركت سيگما : مواد

USA) ، شد و خالص به صورت نوتركيب توليدالاستاز .
 ,Darmstadt( ساير مواد استفاده شده از شركت مرك آلمان

Germany  (خريداري شد.   

ژن الاستاز : تاز نوتركيبسازي الاسخالص
Pseudomonas aeruginosa  درpET21a+  كلون شده و در

به منظور . بيان گرديد E.coliاز باكتري  PTCC1430 سويه
نيكل  سازي آنزيم از ستون كروماتوگرافي تمايليخالص
نمونه پروتئيني روي ستوني كه . استفاده گرديد آگارز

 50روژن سديم توسط بافر شستشو حاوي، فسفات دي هيد

 20مولار، ايميدازول ميلي 300كلريد سديم مولار، ميلي
به تعادل رسيده بود، برده شد و پس از  pH 8مولار با ميلي

شستشو با همان بافر، جهت جداسازي پروتئين از ستون، از 
مولار، ميلي 50بافر شستشوي فسفات دي هيدروژن سديم 

مولار با ميلي 250ل مولار، ايميدازوميلي 300كلريد سديم 
8 pH استفاده شد .  

براي تعيين فعاليت : يت كازئينوليتيكسنجش فعال
. )13( پروتئازي از سنجش فعاليت كازئينوليتيك استفاده شد

به غلظت مشخصي از بافر ليتر از محلول آنزيمي ميكرو 20
اضافه شده و سپس مقدار  PMSFتريس، كلريد كلسيم و 

به آن ) حجمي/وزني( درصد 1 مشخصي از محلول كازئين
درجه  60دقيقه در دماي  10 ده و به مدتگردياضافه 
ليتر محلول تري ميكرو 250سپس . گراد انكوبه شدسانتي

به ) حجمي/وزني( درصد 10) TCA(كلرو استيك اسيد 
پس از . كنش اضافه شده تا واكنش متوقف شودمخلوط وا

، مخلوط گراددرجه سانتي 4دقيقه در دماي  10ت گذش
دقيقه سانتريفيوژ  5به مدت  rpm 14000واكنش در 

نانومتر محلول رويي به عنوان  280ده و جذب گردي
  . معياري از فعاليت آنزيمي در نظر گرفته شد

هاي مربوطه از پايگاه ذخيره اطلاعات آنزيم ساختار بلور
PDB 1هاي با كدTLX  1وEZM  به ترتيب براي

ست آمد و پس از بررسي، به ترموليزين و الاستاز به د
عنوان ساختار اوليه براي شبيه سازي ديناميك مولكولي 

العات ساختاري با استفاده از مط. مورد استفاده قرار گرفت
 Pymol 1.3و  Swiss-PDB viewer 4.0.1افزارهاي نرم

  . انجام شد

سازي ديناميك مولكولي با استفاده از نرم افزار شبيه
AMBER 12 )5(  وسيله ميدان نيروي و بهff12sb )6( 

به  TIP3Pهاي آب اي از مولكولپروتئين در لايه. انجام شد
و بار سطحي آن نيز با آنگستروم قرار گرفت  8ضخامت 
كاهش انرژي  .هاي سديم و كلر خنثي گرديدافزودن يون

 steepest descentگام و به روش  500روي ساختار با 
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در سه مرحله و به صورت ديناميك مولكولي . انجام گرديد
ريج در شرايط حجم ثابت دابتدا دما به ت. زير انجام گرفت

پيكو ثانيه  100ت زمان كلوين در مد 333از صفر كلوين تا 
پيكو ثانيه  100در مرحله بعد سيستم به مدت . شد بالا برده

- ل رسانده شد و در مرحله سوم شبيهدر فشار ثابت به تعاد

نانو  10در فشار ثابت به مدت  سازي، ديناميك مولكولي
سازي نيز نتايج شبيه. كلوين انجام شد 333ثانيه در دماي 

و ) RMSD(به صورت ريشه ميانگين مجذور انحراف ها 
مورد بررسي قرار ) RMSF(ريشه ميانگين مجذور نوسانات 

  .گرفت

  نتايج
 ،آنزيمنتايج حاصل از فعاليت دو : آنزيمي فعاليتمقايسه 

. باشدبرابر دو آنزيم مي تقريباًارآيي كاتاليتيكي دهنده كنشان
 Km نشان داده شده است، 1ه در جدول گونه كهمان

بوده و از طرف ديگر، كمتر  الاستازدر مقايسه با  ترموليزين
kcat كارآيي  ،ولي باشد،الاستاز بيشتر از ترموليزين مي

ر كه ب مشابه بوده تقريباًدو آنزيم ) kcat/Km(كاتاليتيكي 
  .دلالت دارد درجه 60در دماي  آنزيم دو مشابهعملكرد 

 
يون روي به رنگ سفيد و يون كلسيم به رنگ ). B) (pdb code:1TLX(و ترموليزين ) A) (pdb code:1EZM(ساختار الاستاز  -1شكل 

  .خاكستري نشان داده شده است

  .گراددرجه سانتي 60 هاي سنتيكي ترموليزين و الاستاز در دمايمقايسه پارامتر -1جدول

 
Km (mM) kcat (s

-1×10-3) 
kcat/Km 

(mM-1s-1×10-3) 
TLN 171/0  7/128  6/752  

Elastase 228/0  1/176  4/772  

-نشان 2شكل : سازي ديناميك مولكوليمطالعات شبيه

و الاستاز كربن آلفاي مربوط به ترموليزين  RMSDدهنده 
. است ثانيهنانو 10زمان  طي گراددرجه سانتي 60در دماي 

ها طي شود ساختارگونه كه در شكل مشاهده ميهمان

سازي به ثبات رسيده و از پايداري قابل قبولي هشبي
- هاي مورد نظر انحراف قابل ملاحظهو ساختار برخوردارند

  . دهندي را از ساختار اوليه نشان نميا
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ها پس از با توجه به شكل ساختار. گراددرجه سانتي 60ثانيه در دماي نانو 10در زمان ) نروش(و الاستاز ) تيره(ترموليزين  RMSDتغييرات  -2شكل 

  . گذشت زمان مورد نظر به پايداري رسيده اند

هاي كربن آلفا در ديگر، بررسي رفتار ديناميكي اتم از طرف
اوي اطلاعات كافي جهت بررسي حركتهاي مهم ساختار، ح

ننده حركتهاي كلي ساختار در پروتئينها بوده و منعكس ك
جهت ) RMSF(هاي آلفا كربننوسانات بنابراين . باشدمي

پذيري ساختاري در نظر گرفته بررسي حركتها و انعطاف
  . )3شكل ( شد

نواحي  RMSDتغيير زاويه لولا و  2جدول  ،علاوهبه
هاي طبق داده. كندا با هم مقايسه ميمختلف دو پروتئين ر
تر از بسته درجه 16 در ترموليزين اين جدول، زاويه لولا

دمين انتهاي  RMSD مقادير همچنين،. باشدالاستاز مي
آنگستروم  1/1، دمين انتهاي كربوكسي آنگستروم 3/2آميني 

  .باشدآنگستروم مي 8/1و كل دو پروتئين 

 
  . گراددرجه سانتي 60ثانيه در دماي نانو 10در زمان ) روشن(و الاستاز ) تيره(كربن آلفا پروتئينهاي ترموليزين  RMSFنمودار تغييرات  -3شكل 

  .در ترموليزين و الاستاز RMSDمقايسه زاويه لولا و  -2جدول 

  RMSDهابين اتمهاي كربن آلفا در دمين 

 تغيير كل (Å) دمين انتهاي كربوكسي (Å) دمين انتهاي آميني )درجه( تغيير زاويه لولا  مقايسه
TLN vs Elastase 16 3/2  1/1  8/1  
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هاي ماندهپذيري زنجيره جانبي باقيهمچنين، انعطاف
گونه كه در همان. آنزيم با هم مقايسه گرديدكاتاليتيك دو 

- انعطاف هااسيدآمينوشود در غالب مشاهده مي 4شكل 

تر از ترموليزين پذيري زنجيره جانبي در الاستاز بيش
و آلانين  112پاراژين در مواردي مانند آس هر چند. باشدمي

  . باشدهاي جانبي يكسان ميپذيري زنجيرهانعطاف 113

 
اي آبي ههاي قرمز مربوط به الاستاز و نمودارنمودار. هاي كاتاليتيك در ترموليزين و الاستازاسيدپذيري زنجيره جانبي آمينومقايسه انعطاف -4شكل 

  . باشدها بر اساس پروتئين ترموليزين مياسيدشماره آمينو. باشندمربوط به ترموليزين مي

  بحث
در اين مطالعه ساختار و فعاليت دو آنزيم ترموليزين و 

هاي سنتيكي به بر اساس پارامتر. الاستاز بررسي گرديد
 228/0و الاستاز  171/0آنزيم ترموليزين  Kmدست آمده 

بر اين اساس تمايل ترموليزين براي اتصال به . تبوده اس
از سوي ديگر، بررسي زاويه لولا . باشدسوبسترا بالاتر مي

-كه در برگيرنده جايگاه فعال اين آنزيمهاست پيشنهاد مي

به اندازه (كه زاويه لولا در آنزيم ترموليزين به مراتب كند 
. استتر از زاويه لولا در آنزيم الاستاز بسته) درجه 16

دهند كه كاهش زاويه لولا موجب مطالعات پيشين نشان مي
كه اين  )4و  17(د شودر جايگاه فعال مي كاهش نوسانات

هاي متصل شونده به گردد تعداد ساختارمسئله موجب مي
تر شده و اتصال به سوبسترا با راندمان سوبسترا محدود
كاهش  ابراين آنزيم ترموليزين به سببنب. بهتري انجام شود

زاويه لولا نسبت به الاستاز داراي تمايل بيشتري براي 
  . باشداتصال به سوبسترا مي

دهنده ثابت سرعت هاي سنتيكي نشانهمچنين، داده
بالاتر آنزيم الاستاز در مقايسه با ترموليزين ) kcat(كاتاليتيك 
ثابت سرعت واكنش كاتاليز ارتباط تنگاتنگي با . بوده است

بر . هاي كاتاليتيك در جايگاه فعال دارددهمانحركت باقي
ستون فقرات اساس نتايج حاصل از مقايسه ميزان حركات 

در تمام  تقريباًكاتاليتيك، هاي اسيدپروتئين در محل آمينو
از سوي . موارد الاستاز از حركات بيشتري برخوردار است

گونه كه اشاره شد، دهانه جايگاه فعال آنزيم در ديگر، همان
يد اين ؤاين امر م. باشدزيم الاستاز بازتر از ترموليزين ميآن

هاي كاتاليتيك در الاستاز از آزادي ماندهاست كه باقي
اين بنابر. حركت بيشتري نسبت به ترموليزين برخوردارند

هاي كاتاليتيك موجب گرديده كه اسيدحركات بيشتر آمينو
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در . دهدالاستاز ثابت سرعت كاتاليتيك بيشتري را نشان 
كه كارآيي كاتاليتيك آنزيم متأثر از مجموع، با توجه به اين

آنزيم است و با توجه به در نظر  Kmو  kcatهر دو پارامتر 
گرفتن اين يافته كه يكي از اين دو در الاستاز و ديگري در 

تر است، كارآيي كاتاليتيك دو پروتئين ترموليزين مطلوب
وت چنداني را نشان گراد تفادرجه سانتي 60در دماي 
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The relationship of angle between N- and C-terminal domains and  
the activity of thermolysin and elastase 
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Abstract 

Thermolysin- like proteases (TLPs) belong to subset of Zn-metalloproteases 
superfamily. The family includes a zinc ion which plays a critival role in the function of 
enzyme and some different calcium ions to improve stability of the structure. The 
enzyme function of this family depends on specific conformational motions of active 
site. The active site in this family is located between N-terminal and C-terminal domain 
and it has been proposed that TLPs endure a hinge-bending motion during catalysis 
resulting in “closure” and “opening” of the active-site cleft and raise the probability of 
structural changes during catalytic process. In this study, the activity of thermolysin 
compared with elastase achieved from Pseudomonas aeruginosa was investigated and 
structural changes of the enzymes were investigated by molecular dynamics simulation. 
The results disclosed that, on one hand- due to reduced hinge-angle- thermolysin tends 
to greater affinity to the substrate, however, the open mouth of active site represents 
more freedom of movements of catalytic residues in elastase and therefore catalytic rate 
constant (kcat) is higher. In general, catalytic efficiency of two enzymes does not reveal 
much difference at 60 °C. 

Key words: Thermolysin, Enzyme Activity, Hinge-bending, Molecular Dynamics 
Simulation. 


