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ها بر غير فعال شدن آنزيم پيرازين آميداز با شبيه سازي ديناميك جهش تأثيربررسي نحوه 
  مولكولي

، احمد 1، داود ربيعي فرادنبه1، نادر چاپارزاده3، فرحنوش دوستدار2، فرامرز مهرنژاد*1، محمد پاژنگ1مهرنوش صفرزاده
  1و عليرضا محمدپور 4ياري خسروشاهي

 ، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسيبايجانني آذرتبريز ، دانشگاه شهيد مد 1

 گروه مهندسي علوم زيستيتهران، دانشگاه تهران، دانشكده علوم و فنون نوين،  2

  گروه ميكروبيولوژيتهران، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي، دانشكده پزشكي،  3
  مركز تحقيقات علوم كاربردي داروييماكوگنوزي، تبريز، دانشگاه علوم پزشكي تبريز، دانشكده داروسازي، گروه فار 4

 25/8/93 :تاريخ پذيرش  22/2/93 :تاريخ دريافت

 چكيده 

آنزيم پيرازين  pncAژن . است )عامل بيماري سل(پيرازين آميد يكي از مهم ترين داروها براي كنترل مايكوباكتريوم توبركلوزيس 
اين آنزيم مسئول تبديل داروي پيرازين آميد به شكل فعالش يعني . نمايدآميداز مايكو باكتريوم توبركلوزيس را رمزدهي مي 

رغم نقش اين دارو در كوتاه سازي دوره درمان از نه ماه به شش ماه، ظهور سويه هاي مقاوم به  علي. پيرازينوئيك اسيد است
از و دو ژن  H37Rvي از سويه مرجع نوع وحش در اين مطالعه ژن پيرازين آميداز. پيرازين آميد مشكل مهم سلامت جهاني است

با استفاده از همولوژي مدل سازي . سويه هاي مقاوم به پيرازين آميد همسانه سازي، بيان، تعيين توالي شده و تعيين فعاليت شدند
 جهشميداز آنزيم پيرازين آنتايج نشان داد كه دو . و جايگزيني آمينواسيدي، ساختار پيرازين آميدازها مورد مطالعه قرار گرفت

نتايج محاسباتي نيز تأييد كرد . فعاليت پيرازين آميدازي خود را به طور كامل از دست داده اند D63G/W119C)و  (T160 يافته
در اكثر موارد ساختارهاي آلفا (موضعي جهشهاي ايجاد شده در ساختار دوم  تأثيربه دليل  كه فقدان فعاليت اين آنزيمها عمدتاً

موجب تغيير ساختار سه بعدي  احتمالاً اين تغيير. جهشها است كه موجب تغيير ساختاري شده است اطراف محل) هليكس
جايگاه فعال در جهش يافته  رد وكاهش ابعاد دهانه اتصال به سوبسترا D63G/W119Cجايگاه فعال در مورد جهش يافته 

T160P شده است .  

  شبيه سازي ديناميك مولكوليمت به پيرازين آميد، توبركلوزيس، پيرازين آميداز، مقاو:: هاي كليدي واژه

  mpazhang@yahoo.com: ، پست الكترونيكي04124327500تلفن  ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
عامل بيماري سل بوده و  مايكوباكتريوم توبركلوزيس

يك  بيماري سل. دستگاه تنفسي انسان را آلوده مي كند
مسئول است و سالانه مشكل جدي براي بهداشت جهاني 

داروي . دنيا مي باشددر سراسر هزاران نفر  مير مرگ و
 اين. استبيماري سل پيرازين آميد درمان مرتبه اول براي 

از بين  در مر حله نهفته را مايكوباكتريوم توبركلوزيس دارو

م درماني گنجاندن پيرازين آميد در رژيبا . )15 و 8(مي برد 
ماه  6ماه به  9حاوي ايزونيازيد و ريفامپين دوره درمان از 

هور سويه هاي مقاوم به پيرازين ظ). 20(كاهش مي يابد 
محسوب مي سلامت عمومي يك مشكل مهم براي آميد 
سويه هاي حساس با توليد آنزيم پيرازين آميداز،  .گردد

بديل مي پيرازين آميد را به آمونيوم و پيرازينوئيك اسيد ت
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يرازينوئيك اسيد يك تركيب فعال پ). 24و  17، 10(كنند
در . شودمقداري از آن از سلول به بيرون ترشح ميبوده و 

محيط اسيدي باشد، پيرازينوئيك اسيد پس  pHصورتي كه 
از گرفتن پروتون به عنوان پيرازينوئيك اسيد پروتونه شده 

ول انتشار تر از خود پيرازينوئيك اسيد به داخل سل سريع
تجمع پيرازينوئيك اسيد و پيرازينوئيك ). 25، 17(يابدمي

داخل سلولي را كاهش داده و با اسيدي  pHاسيد پروتونه، 
. ها مي شودكردن داخل سلول باعث مهار بسياري از فرآيند

همچنين پيرازين آميد مي تواند نيروي محرك پروتوني و 
سيد چرب و ا) 26(سنتاز را كاهش داده  ATPفعاليت 

  .نمايدمهار را ) I )27سنتاز 

هرگونه تغيير در چرخه پيرازينوئيك اسيد با جلوگيري از 
تجمع داخل سلولي آن و اسيدي شدن سيتوپلاسم مي تواند 

فقدان فعاليت پيرازين . را تغيير دهد مايكوباكتريوممقاومت 
آميدازي به عنوان مكانيسم عمده مقاومت پيرازين آميدي 

). 7(شناخته شده است  تريوم توبركلوزيسمايكوباكدر 
چندين مطالعه ارتباط بين مقاومت پيرازين آميدي و جهش 

را تأييد كرده است ) (pncAدر ژن رمز كننده پيرازين آميداز 
آزمايش واين ميزان ). )25و  19، 18، 12، 9، 6(

پيرازينوئيك اسيد آزاد شده توسط باسيل به محيط كشت را 
نبود فعاليت (ابراين فعاليت واين منفي بن. تعيين مي كند

مقاومت پيرازين آميدي را نشان مي دهد ) پيرازين آميدازي
ناتواني باكتري براي آزادسازي ). 23و  21، 13(

پيرازينوئيك اسيد ممكن است به علت بيان پايين يا عدم 
باشد  pncAفعاليت پيرازين آميداز ناشي از جهش درژن 

بر روي  تأثيرا مي توانند با جهشه). 25و  22، 14، 5(
ساختار و يا عملكرد آنزيم باعث كاهش يا از بين رفتن 

 تأثيردرك چگونگي بنابراين . )1( فعاليت آنزيم شوند
جهشها بر فعاليت آنزيمي و همچنين تجزيه و تحليل 
ساختار پيرازين آميدازهاي جهش يافته ضروري به نظر 

  سويه زين آميدازدر مطالعات اخير ساختار پيرا.رسدمي
H37Rv  از  

 Xبا كريستالوگرافي اشعه  مايكوباكتريوم توبركلوزيس
نشان داده  1همانطور كه در شكل ). 16(تعيين شده است 

هاي ضروري مرتبط با فعاليت پيرازين شده است، باقيمانده
هاي موجود در جايگاه فعال آميدازي شامل باقيمانده

)D8,A96,C138 (جايگاه اتصال به فلز هايو باقيماندهD49 

,H51 ,H57 ,H71)  (ها و جهش در اين باقيمانده. مي باشند
هاي نزديك به اين جايگاهها به شدت فعاليت باقيمانده

  .قرار مي دهد تأثيرپيرازين آميدازي را تحت 

 T160Pو  D63G/ W119Cدر اين مطالعه، دو جهش يافته 
آنزيمي آنها همسانه سازي شده، بيان گرديده و فعاليت 

با توجه به اينكه روش  همچنين. مورد ارزيابي قرار گرفت
شبيه سازي ديناميك مولكولي روشي قدرتمند در بررسي 

با استفاده  بنابراين) 2( جزئيات ساختاري در پروتئينهاست
ارتباط بين ساختار و عملكرد است تا سعي شده  آن از
  .مورد بررسي قرار گيرد هتزيمهاي جهش يافآن

  واد و روشهام
 T4پليمراز و آنزيم  DNAآنزيمهاي محدودالاثر،  :مواد

پيرازين آميد و ساير . تهيه شد Fermentasليگاز از شركت 
  .مواد از شركت مرك خريداري گرديد

جهت تهيه ژن براي  :تهيه ژن مربوط به جهش يافته ها
همسانه سازي با توجه به در دسترس نبودن ژنوم باكتريهاي 

ش يافته، ژن نوع وحشي و جهش يافته هاي وحشي وجه
و جهت ) انتخاب 7مقاوم به پيرازين آميد از منبع شماره 

. سنتز ژن به شركت شاين ژن كشور چين فرستاده شد
ژنهاي سنتز شده بصورت همسانه شده داخل ناقل 

pUC57 به عنوان الگو براي مرحله همسانه سازي استفاده ،
تحقيق جهشي طراحي  قابل ذكر است كه در اين. شدند

از سويه هاي  نشده است و ژن هاي جهش يافته صرفاً
، انتخاب )7(مقاوم بررسي شده توسط دوستدار و همكاران 

  .شده اند
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 .در اين شكل آمينواسيدهاي در گير در جايگاه فعال و جايگاه اثصال به فلز نشان داده شده است. بعدي آنزيم پيرازين آميداز 3ساختار  -1شكل

  

نوع وحشي و جهش  ژن پيرازين آميداز سازيهمسانه 
وحشي و جهش (جهت تكثير ژن پيرازين آميداز  :يافته ها

-΄5(ازپرايمر هاي رفتي) يافته

3΄-CGGGCGTTGATCATCGTCCATATGGGAATTC( و 
برگشتي 

)´3-TCAGGAACTGCAAACCAACTCGAAGCTTCGG -
 استفاده شد كه به ترتيب داراي جايگاه برش براي )΄5

هستند   HindIIIو NdeIي محدودالاثر آنزيمها
نوكلئوتيدهايي كه زير آنها خط كشيده شده است، جايگاه (

با استفاده از ). ي محدودالاثر را نشان مي دهدآنزيمهابرش 
از  پرايمرهاي فوق و وكتور هاي حاوي ژن، ژن آنزيم

بعد از تكثير ژن، با استفاده از . تكثير يافت PCRطريق 
و ناقل  PCRمحدودالاثر، محصول واكنش  يآنزيمها

pET21a(+) ) بعد از . مورد هضم قرار گرفتند) ناقل بياني
. هضم آنزيمي واكنش الحاق ژن به وكتور انجام گرفت

طبيعي و جهش يافته  pncAانتقال ناقلهاي نوتركيب حاوي 
به روش  TOP10يه سواشرشيا كليبه باكتري  هاي آن

براي  قابل ذكر است كه معمولاً(اسيون انجام شد الكتروپور
 TOP10و  XL1 Blue ،DH5áهاي  كلون سازي از سويه

استفاده مي شود كه در اين تحقيق از  اشرشيا كليباكتري 
كلنيهاي حاوي در ادامه . )استفاده گرديد TOP10سويه 

و انتقال بر روي  PCRتوسط كلوني ناقلهاي نوتركيب 
قلهاي نوتركيب با نا. مشخص شدندژل آگارزالكتروفورز 

 Bioneerكيت استخراج پلاسميد شركت استفاده از 
 Bioneerاستخراج شده و براي تعيين توالي به شركت 

مطالعات تطبيق توالي با استفاده از . فرستاده شدند
BLASTP  و BLASTN از طريق سرورNCBI انجام شد.  

جهت  :بيان پيرازين آميداز طبيعي و جهش يافته هاي آن
يرازين آميداز، ناقلهاي حاوي ژن طبيعي و جهش بيان پ

منتقل  BL21(DE3)سويه بيانياشرشيا كلييافته هاي آن به 
حاوي آنتي بيوتيك   LBو سپس با استفاده از محيط كشت

گراد  درجه سانتي 28آمپي سيلين، بيان پروتئين در دماي 
 14به مدت  IPTGتوسط غلظت نهايي يك ميلي مولار از 

ميلي ليتر از هركدام از سوسپانسيون  500.دش ءالقاساعت 
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شده حاوي پيرازين آميداز طبيعي و جهش  ءباكتريهاي القا
 4و دماي g10000دقيقه در  10يافته هاي آن به مدت 

به رسوب باكتري سانتريفيوژ شده و  سانتي گراددرجه 
ميلي  Tris-HCL 20(آمده با افزودن بافر ليزكننده  دست

به حالت ) ميلي مولار PMSF 1و  7pHمولار، 
در  پس از آن سوسپانسيون باكتري. سوسپانسيون درآمد
ها به ميلي ليتري وارد و ميكروتيوب 5/1داخل ميكروتيوب 

با دستگاه سونيكاتور شركت  روي يخ منتقل و سپس
Biocompare دور سونيكاسيون هر  5( تحت سونيكاسيون

 .ر گرفتقرا ) ثانيه استراحت 40ثانيه ضربه و  20دور،
سانتي درجه  4و در دماي  g20000سلولهاي ليز شده در

مايع رويي، جهت . دقيقه سانتريفيوژ شد 20به مدت  گراد
، SDS-PAGEبر روي ژلبيشتر تعيين فعاليت شده و آناليز 

  ).11(گرديد الكتروفورز 

فعاليت آنزيم براساس روش واين  :سنجش فعاليت آنزيمي
)Wayne method (در اين روش . تعيين گرديد تغيير يافته
lµ50  ميلي  40پيرازين آميد (از محلول حاوي سوبسترا

ميلي 2مركاپتواتانول  - 7pH،2ميلي مولار Tris 100مولار، 
از هر كدام از محلولهاي پروتئيني اضافه  lµ50به ) مولار
به  سانتي گراددرجه  37بعد ازانكوباسيون در دماي. شد

وزني به  درصد FeSO4(NH4)2 )20از lµ10دقيقه،  5مدت 
 100و غلظت  4/3 =pH( Gly.HClاز lµ 890و ) حجمي

با حذف ناخالصيها با . به آن اضافه گرديد) ميلي مولار
نانومتر  480جذب محلول رويي در طول موج سانتريفيوژ، 
لازم به ذكر است تعيين فعاليت انجام شده . تعيين شد

  ).4و  3(براساس پيرازينوئيك اسيد توليدي است 

پيرازين آميداز ساختار كريستالوگرافي  :روشهاي محاسباتي
  (PDB)از بانك اطلاعاتي پروتئين 3pl1نوع وحشي با كد 

ي جهش يافته با آنزيمهامدلهاي ساختاري . استخراج شد
براساس اين الگو ساخته شد  modelerاستفاده از برنامه 

(http://salilab.org/modeller) .اين تحقيق تمام  در
محاسبات مربوط به شبيه سازي ديناميك مولكولي با 

و سيستم  4.5.4نسخه  GROMACSاستفاده از نرم افزار 
. انجام شد 11.10نسخه   Ubuntuعامل لينوكس توزيع 

ي حلال به صورت مولكولهاشبيه سازيها با در نظر گرفتن 
ي مولكولهاجعبه آبي هشت وجهي مملو از  حلال ساده در

در تمام . آب داراي بار نقطه اي ساده انجام گرفت
 pKaمحاسبات حالت پروتونه آمينواسيدهاي قابل يونيزه با 

در . در نظر گرفته شد 7pHآن آمينواسيد به تنهايي در 
محاسبات جهت خنثي كردن بار سطحي مولكول و نزديك 

داد آمينواسيدهاي باردار شدن به شرايط طبيعي به تع
همچنين در . يونهاي مثبت و منفي به محيط افزوده شد

شبيه سازيهاي ديناميك مولكولي از مدل ميدان نيرو 
GROMOS 53a6  و مولكول در محيط آبي با مدلSPC  به

 9ضخامت اين حلال حداقل . عنوان حلال استفاده شد
د در تمامي محاسبات ح. آنگستروم در نظر گرفته شد

آنگسترم جهت محاسبه برهمكنشها لحاظ 10آستانه فاصله 
انجام شبيه سازي در غياب مرحله كمينه سازي . گرديد

انرژي منجر به ايجاد انرژي بالا و به هم ريختن ساختار مي 
شود كه اين پديده به علت اضافه شدن هيدروژن و 

براي . شكستگي شبكه پيوند هاي هيدروژني در آب است
وها تا يك مرحله كمينه سازي قبل از شبيه حذف اين نير

براي جلوگيري از انحراف موقعيت . سازي انجام شد
پروتئين در طي شبيه سازي ديناميك مولكولي، ابتدا در طي 

پيكوثانيه اي تحت عنوان  500مرحله محدودكننده مكاني 
 NPT انجام شد كه در مرحله  NPT و NVTهمگرد هاي 

در . حجم و دما ثابت شدند NVTفشار و دما و در مرحله 
فمتو ثانيه اي  2اين روش نوسانات پيوندي در مراحل 

  .محدود مي شود

جهت آناليز بيشتر داده ها از نرم افزارهايي 
و جهت رسم و مقايسه  4.5.4نسخه   GROMACSمانند

 1.9.1نسخه VMD و  rc6 0.99نسخه  Pymolمدلها از 
  .استفاده شد

 نتايج
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ين آميداز نوع وحشي و جهش يافته همسانه سازي پيراز
و  نوع وحشي و جهش يافته هاي آن pncAژن  :هاي آن

 به صورت جداگانه،پس از برش آنزيمي  pET21a(+)ناقل
براي واكنش الحاق مورد استفاده قرار گرفتند كه نتايج 

 PCR روش كلونبا استفاده از . آمده است 2برش در شكل 

خص شدند كه محصول حاوي ناقل داراي ژن مشكلنيهاي  
PCR  جفت باز ورود ژن در ناقل را نشان  561با اندازه
  ).2شكل (دهد  مي

نوع وحشي و جهش  pncAناقلهاي نوتركيب حاوي ژن 
 Bioneerيافته هاي آن پس از استخراج توسط شركت

مشاهده  3طور كه در شكل  همان. تعيين توالي شدند
) W119C /D63G(در يكي از جهش يافته ها شود،  مي

به گليسين  63به سيستئين و آسپارتيك اسيد  119تريپتوفان 
به پرولين  160ترئونين ) T160P(جهش يافته ديگرو در 

  .تبديل شده است

پيرازين آميداز نوع وحشي و بررسي بيان و فعاليت 
ميكروليتر از عصاره  10انتقال  با :جهش يافته هاي آن

و مقايسه آن  SDS-PAGEشده بر روي ژل  ءسلولهاي القا
باند مورد انتظار حاصل از بيان ) ءقبل از القا(با نمونه شاهد 

كيلو دالتون مشاهده شد  21يهي نوتركيب در ناحپروتئينها
-SDSبعد از تأييد بيان با روش الكتروفورز ). A4شكل(

PAGE عصاره سلولي با روش مبتني بر روش واين تعيين ،
مشاهده  B4طور كه در شكل همان. فعاليت گرديد

ي آنزيمهاگردد آنزيم طبيعي داراي فعاليت بوده اما  مي
 .)A,B 4شكل ( جهش يافته فعاليت ندارند

با توجه به اينكه آنزيمهاي : نتايج روشهاي محاسباتي
جهش يافته به لحاظ زيستي غير فعال شده بودند لذا جهت 
بررسي علل غير فعال شدن از شبيه سازي ديناميك 

 . شدمولكولي استفاده 

  

  
قبل از  pET-21a(+)، وكتور DNA ،2، اندازه نماي NdeI .1و HindIIIبرش يافته توسط آنزيمهايpET-21a(+)نتيجه الكتروفورز -  A-2شكل

، جهش يافته 3نوع وحشي،  pncA، ژن DNA ،2، ماركر PCR .1نتيجه الكتروفورز محصولات B: بعد از برش pET-21a(+)، وكتور 3برش، 
D63G/W119C ،4 جهش يافته ،T160P.  



 1394، 2، شماره 28جلد                                          )                                   مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

271 

  
  .تغييرات آمينواسيدي داخل كادر نشان داده شده اند: پيرازين آميدازهاي نوع وحشي و جهش يافتهتطبيق توالي آمينواسيدي  -3شكل

  
هاي وحشي و ميدازآجهت بررسي بيان و فعاليت پيرازين: واينو تست مبتني بر  SDS-PAGEبررسي بيان و فعاليت آنزيم با الكتروفورز ژل  -4شكل

ساعت بعد از القاء با   14و ) جزئيات بيشتر در قسمت مواد و روشها(القاء شده  IPTGجهش يافته، باكتريهاي حاوي ناقل داراي ژن مربوطه با 
و جهش يافته در پيرازين آميدازهاي نوع وحشي بيان  حاصل ازSDS-PAGEژل ) A: الكتروفورز و تست مبتني بر واين مورد ارزيابي قرار گرفتند

، نمونه قبل از القاء، 2 ،ماركر پروتئين 1.كه نمونه ها بعد از سونيكاسيون با غلظت پروتئيني يكسان بر روي آن بارگذاري شدند Ecoli BL21باكتري 
جهش ، نوع وحشيآنزيم  نتيجه تست واين در مورد) T160P .B جهش يافته  ،D63G/W119C  ،5جهش يافته  ،Wild type ،4، ژن 3
  .همان طور كه در شكل مشاهده مي شود، جهش يافته ها فعاليت ندارند. را نشان داده شده است T160P جهش يافته و  D63G/W119Cيافته

به منظور بررسي تغييرات ساختاري كه در اثر وقوع جهش 
در هر كدام از جهش يافته ها رخ داده است، تعداد كل 

ان شبيه سازي در آمينواسيدهايي كه در هر لحظه از زم
ي جهش يافته وجود داشتند محاسبه پروتئينهاساختار دوم 

نتايج نشان مي دهد ). 5شكل (و با نوع وحشي مقايسه شد 
تعداد آمينواسيدهايي كه در هر لحظه از زمان شبيه سازي 

مارپيچ آلفا، صفحه بتا، بتا (در تشكيل ساختار هاي دوم 
وحشي نسبت به تمام شركت دارند در نوع ) بريج و پيچ بتا

نشان  1به نحوي كه در جدول  .جهش يافته ها بيشتر است
داده شده است، مقدار آلفا هليكس در جهش يافته 

D163G/W119C 6  درصد كاهش يافته و درT160P  مقدار
بنابراين ساختارهاي دوم  .صفحه بتا كاهش يافته است
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د بر ي جهش يافته مقداري كاهش يافته كه مي توانپروتئينها
گذاشته و منجر به تغيير  تأثير پروتئينهاساختار سوم اين 

ساختار سه بعدي جايگاه فعال و يا ناپايداري جهش يافته 
همچنين سهم ساختارهاي دوم مختلف در ساختار  .ها شود

خلاصه شده  1پروتئين در طول شبيه سازي در جدول 
 با توجه به اين جدول، آمينواسيدهايي كه در انواع. است

به ميزان  جهش يافته از ساختار دوم خارج شده اند تقريباً
يكساني بين ساختار هاي پيچ خورده و خميده تقسيم شده 

كدام از اين دو  اند و ترجيح معني داري براي تبديل به هيچ
در كل در ميان ساختار هاي دوم . ساختار ديده نمي شود

هش يافته بيشترين تغييرات را در انواع ج) ترن(ساختار پيچ 
همچنين براي بررسي تغييرات در ساختار . نشان مي دهد

دوم پروتئين نوع وحشي و انواع جهش يافته در طول شبيه 
 DSSP )Dictionary ofسازي پارامتري تحت عنوان 

protein secondary structure (طوري همان. محاسبه شد 
شود، در نوع وحشي و انواع مشاهده مي 6كه در شكل 

 10فته از نظر نوع و محل ساختار هاي دوم در جهش يا
نانو ثانيه اول شبيه سازي اختلاف چنداني وجود نداشته و 
پس از آن نوسانهاي ساختاري در ساختار دوم انواع جهش 

  .يافته رخ مي دهد

براي بررسي ساختار سوم انواع جهش يافته در ابتدا فاصله 
 2ر جدول جهشها از جايگاه فعال آنزيم مطالعه شد كه د

بر طبق محاسبات مشخص شد كه هيچ . گزارش شده است
كدام از جهشهاي ايجاد شده به طور مستقيم در منطقه 

كمترين و بيشترين فاصله از . جايگاه فعال قرار ندارند
جايگاه فعال به ترتيب مربوط به آمينواسيدهاي سيستئين 

  .است D163G/W119Cدر جهش يافته  63و گليسين  119

  سهم ساختارهاي دوم مختلف در ساختار پروتئين در طول شبيه سازي -1جدول
5- helix α-helix Turn Bend β-sheet β-bridge Coil Total  Enzymes 

0.00  0.23  0.19  0.14  0.23  0.04  0.19 0.66  Wild type 
0.00  0.17  0.14  0.18  0.22  0.05  0.23 0.63  D63G/W119C  
0.00 0.25 0.12 0.18 0.19 0.04 0.23 0.59  T160P  

  فاصله آمينواسيدهاي جهش يافته از جايگاه فعال آنزيم -2جدول
D63G/W119C T160P Mutant 

Cys 119  Gly 63  Pro 160  Residue 

0.6268 1.9697 0.6376 |d| 

  
-Total:A-Helix+B-Sheet+B(تعداد كل آمينواسيدهايي كه در هر لحظه از زمان شبيه سازي در ساختار دوم پروتئين وجود دارد  -5شكل

Bridge+Turn( 
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  DSSPساختار به دست آمده از برنامه  -6شكل

جايگاه هر كدام از جهشها در ساختار سوم جهش يافته ها 
يكي از شاخصهاي مناسب براي  .آمده است 7در شكل 

بررسي ميزان تغييرات كلي ساختار پروتئين مطالعه 
اين آناليز . ييرات استپارامتري به نام جذر مربع ميانگين تغ

مي تواند به عنوان يك معيار براي ميزان تغييرات در 
ساختار پروتئين با توجه به شرايط اعمال شده در طي شبيه 
سازي مورد استفاده قرار گيرد كه نتايج آن از دو ديدگاه 

  :قابل بررسي است

مقايسه تغييرات هر پروتئين نسبت به ساختار اوليه در  - 1
 طول زمان

سه تغييرات هر پروتئين جهش يافته با نوع وحشي مقاي - 2
 در طول زمان

) RMSD )Root mean square deviationبه اين منظور 
به عنوان تابعي از زمان شبيه  پروتئينهااتمهاي كربن آلفاي 
نشان  8كه در شكل  طوري همان. سازي محاسبه شدند

نوع وحشي در تمام طول شبيه  RMSDداده شده است، 
همچنين ميانگين . ثابتي است راي مقادير تقريباًسازي دا

تغييرات در طي شبيه سازي براي آنزيم وحشي و انواع 

طبق اين نتايج ). 3جدول(جهش يافته به دست آمد 
 D63G/W119Cمربوط به  RMSDبيشترين ميزان تغييرات 

 .مي باشد

تغيير يا  ،با شناسايي آمينواسيدهاي كليدي جايگاه فعال
له بين آمينواسيدها نسبت به يكديگر در طول ثبات در فاص

شبيه سازي به عنوان شاهدي براي تغيير يا ثبات ساختار 
نتايج حاصل . سه بعدي جايگاه فعال در نظر گرفته مي شود

نشان مي دهد كه فاصله اين سه ) 9شكل (از محاسبه 
آمينواسيد در پروتئين نوع وحشي در طول شبيه سازي 

در ارتباط با جهش يافته ها مي . ستتقريبا ثابت مانده ا
و سيستين  96توان گفت كه فاصله دو آمينواسيد ليزين 

در هر دو جهش يافته مقداري تقريبا ثابت و نزديك  138
با اين حال فاصله ي آمينواسيدهاي . به نوع وحشي دارد

در جهش يافته  96و ليزين  8اسيد آسپارتيك
D63G/W119C چشمگيري  نسبت به نوع وحشي افزايش

داشته است كه اين افزايش در مورد اين جهش يافته با 
و و سيستين  8اسيد كاهش فاصله دو آمينواسيد آسپارتيك

  .همراه است 138
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  )A:T160P ،B:D63G/W119C(موقعيت آمينواسيدهاي جهش يافته در ساختار پروتئينهاي جهش يافته  -7شكل

  
 ع وحشي و انواع جهش يافتهپروتئين نو RMSDنتايج مربوط به  -8شكل

  پروتئين نوع وحشي و انواع جهش يافته RMSDميانگين مقادير  -3جدول

D63G/W119C T160P Wild type  Enzymes 

0.3845 0.26077 0.20456 Average of RMSD 

دهانه پاكت اتصال )شكل، بار الكتروستاتيكي(يژگيهاي و
ين كننده آنزيم به سوبسترا در كنار ويژگيهاي ديگر تعي

در اين مطالعه ابعاد . اختصاصيت و كارآيي آنزيم مي باشد
دهانه پاكت اتصال براي پروتئين نوع وحشي و انواع جهش 

، 67يافته به وسيله محاسبه فواصل سه آمينواسيد سرين 

. مورد مطالعه قرارگرفت 136و گلوتاميك اسيد  102آلانين 
آنزيم  اين سه آمينواسيد روي هم دهانه پاكت اتصال

براي محاسبه فواصل . پيرازين آميداز را تشكيل مي دهند
بين آنها، اتم هايي در نظر گرفته شد كه فواصل بين آنها 
نشان دهنده قطر تقريبي دهانه پاكت اتصال به سوبسترا در 
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 10همان طوري كه در شكل . طول شبيه سازي مي باشد
ي مشاهده مي شود، كاهش شديدي در فاصله آمينواسيدها

 136و  102و همچنين فاصله بين آمينواسيدهاي  102و  76
در مورد جهش . مشاهده مي شود T160Pدر جهش يافته 

نيز وجود تفاوت در فواصل  D63G/ W119Cيافته 
آمينواسيدهاي دهانه پاكت اتصال نسبت به نوع وحشي 
وجود دارد اما اين تغيير فاصله نسبت به جهش يافته 

T160P كمتر است. 

  
و  A :Asp8: فاصله بين آمينواسيدهاي جايگاه فعال  -9لشك

Lys96 ،B:Asp8  وCys138، C:Lys96  وCys138  در طول
  شبيه سازي

  
و  A:Ser67. فاصله بين آمينواسيد هاي دهانه پاكت اتصال -10شكل 

Ala102 ،B :Ser67  وGlu136 ،C :Ala102  وGlu136  در
 .طول شبيه سازي

  بحث
هاي ن فعاليت نشان داد كه جهش يافتهنتايج بيان و تعيي

مورد مطالعه باعث از دست رفتن كامل فعاليت آنزيم 
فعال شدن آنزيم مي تواند دلايل  غير .پيرازين آميداز شدند

متفاوتي همچون تغيير در آمينواسيدهاي جايگاه فعال و يا 
با توجه به . تغيير ساختار سه بعدي داشته داشته باشد

شود كه نزيم و جايگاه جهشها، ديده ميساختار سه بعدي آ
. جهشها در جايگاه فعال و يا نزديكي آن قرار ندارند

ها مي تواند در اثر بنابراين غير فعال شدن جهش يافته
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براي بررسي جزئيات بيشتر  .تغييرات ساختاري باشد
 پروتئينهاجهشها برروي ساختار  تأثيرساختاري در مورد 

و يا شبيه سازي  Xي اشعه مي توان از روش بلورنگار
در اين تحقيق ). 2و  1(ديناميك مولكولي استفاده نمود 

جهت بررسي جزئيات ساختاري و تغييرات ايجاد شده در 
اثر جهش در آنزيم پيرازين آميداز از شبيه سازي ديناميك 

مطالعات ساختار دوم، كاهش شش . مولكولي استفاده شد
در ساختار جهش درصدي سهم كلي ساختار آلفا هليكس 

را نشان داد كه مي تواند به علت  D63G/W119Cيافته 
جايگزيني آمينواسيد سيستئين به جاي آمينواسيد تريپتوفان 

پروتئين و  2واقع در آلفا هليكس شماره  119در موقعيت 
همچنين با توجه به . شكسته شدن هليكس مذكور باشد

مربوط ديده مي شود كمترين مقدار آلفا هليكس  1جدول 
از طرف ديگر نتايج . است D63G/W119Cبه جهش يافته 

RMSD  نشان داد كه ساختار آنزيم در مقايسه با نوع
همچنين بررسي فواصل . وحشي ناپايدارتر شده است

آمينواسيدهاي در گير در جايگاه فعال نشان مي دهد كه 
بنابراين در . فواصل اين آمينواسيدها نيز تغيير يافته است

توان گفت بروز مي D63G/W119Cش يافته مورد جه
جهش در اين جهش يافته باعث تغيير ساختار و كاهش 
ه پايداري آنزيم شده است به نحوي كه اين تغيير باعث ب

هم خوردن ساختار جايگاه فعال شده و در نتيجه آنزيم 
  .غيرفعال گشته است

ساختار دوم مقداري تغيير   T160Pدر مورد جهش يافته
ت، نتايج نشان مي دهد كه در اين جهش يافته يافته اس

نسبت به نوع وحشي آلفا هليكس افزايش اما صفحات بتا 
نيز نشان مي دهد اين  RMSDنتايج . كاهش يافته است

نتايج . جهش يافته به لحاظ پايداري دچار تغيير نشده است
مربوط به بررسي فواصل آمينواسيدهاي جايگاه فعال تغيير 

سبت به آنزيم نوع وحشي نشان نمي دهد معني داري را ن

جايگاه (اما بررسي فواصل دهانه جايگاه اتصال به سوبسترا 
در نتيجه مي . حاكي از كوتاه شدن اين فواصل است) فعال

تغيير ساختاري رخ داده  T160Pتوان گفت در اثر جهش 
است كه منجر به كاهش پايداري آنزيم و يا تغيير در 

بلكه اين جهش احتمالا باعث  جايگاه فعال نشده است
تنگ تر شدن دهانه جايگاه اتصال به سوبسترادر جايگاه 

در اثر تنگ تر شدن دهانه جايگاه . فعال آنزيم شده است
فعال امكان ورود پيرازين آميد به جايگاه فعال كاهش يافته 
و بنابراين پيرازين آميد در دسترس جايگاه فعال قرار 

  .شده است نگرفته و آنزيم غير فعال

در نهايت مي توان گفت در دو جهش يافته مورد بحث در 
اين تحقيق از طريق مكانيسمهاي متفاوتي غير فعال شدن 

باكتري آنزيم و درنتيجه مقاومت به داروي پيرازين آميد در 
در جهش يافته . رخ داده است مايكوباكتريوم توبركلوزيس

D63G/W119C اه فعال هم خوردن ساختار جايگه در اثر ب
در اثر تنگ تر شدن دهانه جايگاه ) T160P(و در ديگري 

ي آنزيمهادر اين تحقيق . فعال، آنزيم غير فعال شده است
پيرازين آميداز جهش يافته از باكتريهاي مقاوم به داروي 
پيرازين آميد مورد بررسي قرار گرفت اما جهت بررسي 

 درجهت(امكان فعال ساختن آنزيمهاي غير فعال شده 
امكان سنجي حساس نمودن باكتريهاي مقاوم، به داروي 

نياز به تحقيق با روشهايي همچون جهش ) پيرازين آميد
هايي طراحي گردد كه اثر يافتهزايي هدفمند است تا جهش

  .  جهش غير فعال كننده را تعديل نمايد) ساختاري(

  تشكر و قدرداني

 رزي ونويسندگان از مساعدتهاي گروه بيوتكنولوژي كشاو

دانشگاه  و فناوري معاونت پژوهشحمايتهاي مالي  از
  .كمال تشكر و قدرداني را دارندشهيد مدني آذربايجان 
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Abstract 

Pyrazinamide is one of the most important drugs in the treatment of latent tuberculosis 
infection. PncA gene encodes Pyrazinamidase (PZase) enzyme of Mycobacterium 
tuberculosis that is responsible for conversion of Pyrazinamide (PZA) to  Pyrazinoic 
acid (active form). In spite of the role of this drug in shortening of the treatment period 
from 9 months to 6, the emergence of strains resistant to PZA represents an important 
public  health problem. Pyrazinamidase mutations are associated to PZA – resistant 
phenotype. However, the relationship between mutations and structural changes that 
inactive the enzyme, has not been known very well. In this study, the PZase gene from 
the H37Rv strain (wild type) and two resistant strain of Mycobacterium tuberculosises  
to PZA were cloned, expressed and their activity were investigated by the method based 
on Wayne test. The structures of wild type enzyme and mutants (D63G/W119C and 
T160P) were modeled using homology modeling and single amino acid replacement, 
then structural parameters were calculated. Enzyme activity determination results 
revealed that the mutants lose their activity, completely. Computational results also 
confirmed that mutations affect the secondary structure of the enzyme and induce 
structural changes. These changes can alter the structure of the enzyme active site in 
D63G/W119C or shorten opening of the substrate binding site in T160P. 

Key words: Tuberculosis, Pyrazinamidase, Pyrazinamide resistance, Molecular 
dynamic simulation 


