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  از گونه باسيلوس سوبتيليس A و حركات عملكردي آنزيم ليپاز مولكوليمطالعه ديناميك 
  *بيژن رنجبر و محمدرضا گنجعلي خاني

  تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه بيوفيزيك

  27/4/91 :تاريخ پذيرش  22/12/90 :تاريخ دريافت
  چكيده

اين آنزيم بر خلاف . باشدهيدرولازها مي β/αي متعلق به خانواده پروتئينهاآنزيم ليپاز باسيلوس سوبتيليس يكي از كوچك ترين 
هاي دهد ولي همانند ديگر ليپازها كاربردهاي فرآواني در زمينههمه ليپازها  خاصيت فعال سازي سطحي را از خود نشان نمي

توليد اين ليپاز مهندسي شده ارائه شده كه تعدادي گزارش از . باشدصنعتي، دارويي، صنايع غذايي و زيست محيطي دارا مي
اين آنزيم در دماهاي مختلف براي  مولكوليلذا مطالعه ديناميك . باشدجهشهاي تصادفي مي به صورت اساس طراحي در آن

براي تغيير در روش طراحي از  مولكوليشناسايي اين حركات   .رسدبررسي خصوصيات ديناميكي آن ضروري به نظر مي
 15اين آنزيم در مدت  مولكوليبر اساس مطالعه شبيه سازي ديناميك . باشنده طراحي منطقي آنزيم بسيار موثر ميتصادفي ب

. در لوپهاي دوطرف جايگاه فعال مشاهده گرديد كه ميزان آن در دماهاي مختلف با هم متفاوت بودند مولكولينانوثانيه، حركات 
ات عملكردي نقش دارند در طرف ديگر آنزيم شناسايي شدند كه داراي نقش از سوي ديگر دو لوپ كليدي كه در ايجاد حرك

  . باشندلولا در محور حركتي اجزاي ساختاري دوم در اطراف جايگاه فعال مي

  مولكوليليپاز، باسيلوس سوبتيليس ليپاز، حركات عملكردي، شبيه سازي ديناميك  :كليديه هاي واژ

  ranjbarb@modares.ac.ir  :پست الكترونيكي ، 021-82883418: تلفن  ،نويسند مسئول* 

  مقدمه
قابليت شكستن پيوندهاي استري  (EC 3.1.1.3)آنزيم ليپاز 

كربوكسيلي در چربيهاي تري گليسريد را به عهده دارد و 
. اين تركيبات را به اسيدهاي چرب سازنده تبديل مي نمايد

نيز دارا   اين آنزيم توانايي انجام واكنش سنتزي استرها را
ليپازها داراي قابليتهاي ديگري از جمله تجزيه . مي باشد

  . )4(باشند ، اسيدها ميآمينها، الكلها

ليپازها يكي از پركاربردترين آنزيمها در زمينه هاي متنوع 
 توان به كاربرد آنهاكه از اين جمله مي فناوري هستندزيست

هاي صنايع غذايي، صنعتي، دارويي و مصارف در زمينه
يكي از قابليتهاي اين آنزيم در توليد .  خانگي اشاره نمود

دليل پيچيدگي ساختار ه باشد كه بمي بيوپليمرهاي جديدي
منومري آنها، روشهاي توليد صنعتي مقرون به صرفه نبوده 
ولي در عوض استفاده از انواع ليپازها براي توليد در 

از كاربردهاي . رسدنظر ميه مقياسهاي صنعتي اقتصادي ب
ها به عنوان سوختهاي پاك و ديگر ليپاز در توليد بيوديزل

توليد تركيبات شيميايي . توان نام بردتجديد پذير مي
خالص يكي ديگر از كاربردهاي اين آنزيم است كه علاوه 

فضايي نيز در آن مهم مي باشد و  بر خلوص، نوع ساختار
در توليد داروها مورد استفاده قرار مي  اين تركيبات معمولاً

توان به توليد انواع تركيبات از كاربردهاي ديگر مي. گيرد
آوري شده و استفاده اين آنزيم در تركيبات غذايي فر

  )18و  17، 16، 15، 12، 2(شوينده نيز اشاره نمود 

آنزيم ليپاز باسيلوس سوبتيليس از باكتري باسيلوس 
دست آمده كه يك باكتري گرم مثبت هوازي ه سوبتيليس ب

اين . مي باشد و در آب و خاك به راحتي مشاهده مي شود
باكتري ليپاز ترشحي توليد مي نمايد كه داراي هر دو 
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اين . ها مي باشدقابليت تجزيه و سنتز تري اسيل گليسرول
 kDa(آنزيم همچنين به دليل ساختمان بسيار كوچك خود 

بالا در انتخاب ساختارهاي  و اختصاصي بودن) 19
نانتيومري بسيار مورد توجه قرار گرفته و در صنعت آ

آنزيم ليپاز باسيلوس سوبتيليس از . كاربردهاي فراواني دارد
اسيدآمينه مي باشد  181آمده كه داراي  به دست lipAژن 

 BsLAكه به اختصار ) Aآنزيم باسيلوس سوبتيليس (
عدود ليپازهايي است كه م ءاين آنزيم جز. خوانده مي شود

خاصيت فعال سازي سطحي در تماس با سطح آب و 
روغن ندارند و همچنين داراي مقاومت زيادي در مقابل 

حدود (قليايي  pHطوري كه در ه باشد بمي  pHتغييرات 
  . )33(باشد مي داراي فعاليت بهينه) 10

 42*35*35يك ساختار كروي در ابعاد   BsLAآنزيم
آنگستروم دارد كه از يك دومين فشرده شامل شش روبان 

وسيله ه بتاي موازي  تشكيل شده است كه اين روبانها ب
تاخوردگي اين آنزيم نيز . اندمارپيچهاي آلفا احاطه شده
دليل ه ب. باشدهيدرولاز مي α/βمانند ديگر ليپازها از نوع 

عدم وجود دهانه جايگاه فعال، اين آنزيم اندازه كوچك و 
هيدرولازها  α/βبه عنوان كوچكترين آنزيم از خانواده 

  . محسوب مي شود

جايگاه فعال اين آنزيم همانند ديگر آنزيمهاي ليپاز از فرم 
در ليپازها سه اسيدآمينه . كلاسيك سه تايي پيروي مي نمايد

به عنوان جايگاه فعال عمل  Hisو  Ser ،Asp/Gluكليدي 
به عنوان عامل نوكلئوفيل،  Ser 77در اين آنزيم . مي كنند

Asp 133  به عنوان عامل اسيدي وHis 156  عنوان به
  .)33(جايگاه كاتاليتيك عمل مي نمايند 

آنزيمها يكي از  مولكوليمطالعه شبيه سازي ديناميك 
ثر در شناسايي خصوصيات ساختاري و ؤروشهاي مفيد و م

توان با استفاده از اين روش مي. عملكردي آنزيمها مي باشد
از نحوه عملكرد آنزيم در دماهاي مختلف و يا انواع حلالها 

آمده از  به دستاطلاعات . اطلاعات مفيدي استخراج نمود
مورد نظر  مولكولتواند ديد مناسبي نسبت به اين روش مي

. در سطح اتمي در شرايط طبيعي براي محققين فراهم سازد
ر ، دمولكولاز سوي ديگر درك حركات عملكردي در 
مي نمايد  ءطراحي و مهندسي پروتئين نقش به سزايي ايفا

  .)27 و 23، 19، 14، 11، 10، 3(

ليپازها به دليل گستردگي و كاربردهاي فراوان بسيار مورد 
مطالعه قرار گرفته اندكه از آن جمله مي توان به مطالعه 

و ديناميك ساختاري بسياري از ليپازها با  مولكوليحركات 
. اشاره كرد مولكولياستفاده از تكنيك شبيه سازي ديناميك 

به طور مثال مطالعات زيادي بر روي خصوصيات 
 Candida antarcticaLipaseساختاري و عملكردي آنزيم 

B  صورت گرفته است؛ انتخاب نوع انانتيومر فضايي در
و همچنين اثر دما بر اين  )28 و 20(سوبسترا در اين آنزيم 

بررسي  مولكوليفرآيند با استفاده از شبيه سازي ديناميك 
از جمله ديگر مطالعات بر آنزيم ذكر شده مي . )25(گرديد 

توان به بررسي انعطاف پذيري ساختار در حلالهاي مختلف 
در دريچه جايگاه فعال و همچنين  مولكولي، حركات )31(

 10(انعطاف پذيري آن با استفاده از اين تكنيك اشاره نمود 
مطالعات مشابهي بر روي آنزيم ليپاز گونه . )30 و

Burkholderia cepacia طور مثال نوع ه انجام گرفت؛ ب
، حركات )22(انتخابگري اين آنزيم براي الكلهاي نوع دوم 

 و 5(دريچه جايگاه فعال در حلالهاي مختلف  مولكولي
مورد بررسي قرار  مولكوليبا استفاده از ديناميك   )32

مطالعات ديگري نيز بر روي آنزيمهاي ليپاز متعدد . گرفت
به منظور بررسي حركات عملكردي انجام گرفته است كه 

 Geobacillus zalihae T1جمله مي توان به ليپاز  از آن
)34( ،Candida rugosa ،Rhizomucor miehei  و 

Thermomyces lanuginose  29(اشاره نمود( .  

 پروتئينها مولكولياز مهم ترين كاربردهاي مطالعه ديناميك 
توان به هرچه بهتر طراحي كردن آنزيمهاي نوتركيب و مي

از آنجايي كه بررسي وقايع در . مهندسي شده اشاره نمود
وسيله تكنيكهاي عملي و آزمايشگاهي ه ب مولكوليسطح 

غيرقابل انجام مي باشد لذا  بسيار پيچيده، پرهزينه و عمدتاً
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يك محقق با در دست داشتن ديناميك و حركات 
عملكردي در آنزيم، توانايي طراحي هدفمند و دقيق تر را 

  .خواهد آورد به دست

تا امروز تعدادي گزارش در مورد دستورزي آنزيم ليپاز 
تغييرات مطلوب . وجود دارد Aباسيلوس سوبتيليس 

 به دستاده از روشهاي تصادفي با استف شده عمدتاًاعمال
آمده است؛ به طور مثال در يكي از آنها از كتابخانه ژني 
آنزيم با روش رونمايي فاژي براي جداسازي آنزيم جديد 

نانتيومر فضايي متفاوت دارد استفاده آكه قابليت عملكرد بر 
و در مطالعه ديگر براي افزايش پايداري آنزيم  )8(گرديد 

ادفي براي بالا بردن پايداري حرارتي از روشهاي جهش تص
تنها روش مبتني بر مطالعات و محاسبات . )1(استفاده شد 

براي بررسي انتخابگري  BsLAرايانه اي بر روي آنزيم 
نانتيومري كتوبروفن آفضايي اين آنزيم بر روي تركيب 

  . )24(مورد استفاده قرار گفت 

در  مولكوليرغم كاربردهاي زياد شبيه سازي ديناميك  علي
هنوز هيچ مطالعه مشابهي بر  مهندسي پروتئين در ليپازها،

لذا بررسي . روي اين آنزيم صورت نگرفته است
دماهاي خصوصيات ديناميك ساختاري در اين آنزيم در 

تواند دريچه اي جديد براي طراحي آنزيم مختلف مي
BsLA با خصوصيات متفاوت فرآهم سازد .  

  مواد و روشها
با كد  PDBساختار بلور آنزيم از پايگاه ذخيره اطلاعات 

1ISP ) آمد و بعد از  به دست) آنگستروم 3/1تفكيك
بررسي به عنوان ساختار اوليه جهت شبيه سازي ديناميك 

مطالعات ساختار با . مورد استفاده قرار گرفت مولكولي
 و   Swiss-PDB viewer 4.0.1استفاده از نرم افزارهاي

Pymol 1.3 26(انجام شد(. 

وسيله نرم ه بر روي ساختار ب مولكوليشبيه سازي ديناميك 
 ff99SBوسيله ميدان نيروي ه و ب )AMBER 10.0 )6افزار 

 156وضعيت صحيح هيدروژن هيستيدين . )13(انجام شد 

در ساختار ايجاد و سپس بار سطحي ساختار با افزودن 
اي از پروتئين در لايه. گرديدچند يون سديم خنثي 

آنگستروم به حالت  10به ضخامت  TIP3Pكولهاي آب ولم
. قرار گرفت xLEaPمرزهاي متناوب با استفاده از نرم افزار 

گام به  1000گام،  2500كاهش انرژي بر روي ساختار با 
 conjugateگام به روش  1500و  Steepest descentروش 

gradient انجام شد .  

در سه مرحله صورت گرفت، بدين  مولكولييك دينام
پيكوثانيه در شرايط  150صورت كه در مرحله اول به مدت 

حجم ثابت دما از صفر كلوين تا دماي اتاق از طريق روش 
در مرحله دوم در فشار ثابت به . لانگوين بالا برده شد

در . پيكوثانيه سيستم به حالت تعادل رسانده شد 500مدت 
در فشار ثابت به  مولكولييه سازي ديناميك مرحله سوم شب

درجه سانتي گراد  60و  35، 5نانوثانيه در دماي  15مدت 
به  Å 10ميانكنشهاي غيرپيوندي با فاصله . انجام گرفت

سامانه مدل شده  و دما در )9(محاسبه گرديد  PMEروش 
 ps-1 2با روش ديناميك لانگوين با فركانس برخوردي 

براي افزايش سرعت محاسبات از . )21( تنظيم شد
براي محدود كردن پيوندهاي درگير در  SHAKEالگوريتم 

  .)7(اتم هيدروژن استفاده گرديد 

بعد از  AMBER tools 1.4نتايج شبيه سازي در نرم افزار 
بررسي دما، فشار و پارامترهاي انرژتيكي شبيه سازي مورد 

ريشه ميانگين مجذور  به صورتنتايج . آناليز قرار گرفت
، ريشه ميانگين مجذور نوسانات (RMSD)ها انحراف

(RMSF) شعاع ژيراسيون ،(Rgyr) مورد بررسي قرار گرفت .
به عنوان معياري از  131- 137و  10- 15نوسانات دو لوپ 

حركات عملكردي آنزيم در دماهاي مختلف در طول زمان 
تابع توزيع شعاعي . شبيه سازي مورد استفاده قرار گرفت

ساختار نيز محاسبه  هاي آب و همچنين انرژيمولكول
پارامترهاي ترموديناميكي ساختار با استفاده از نرم . گرديد
محاسبه  AMBER tools 1.4موجود در  MMPBSAافزار 
در اين روش با استفاده از تقريب تعميم يافته بورن . شد
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ميزان انرژي ساختار محاسبه گرديد و همچنين مقدار 
سبه و در آنتروپي از روش تقريب شبه هارمونيك محا

  .مقدار نهايي انرژي آزاد لحاظ گرديد

  نتايج
آنزيم  مولكوليآمده از شبيه سازي ديناميك  به دستنتايج 

BsLA  نانوثانيه در دماهاي مختلف شامل  15در مدت
RMSD ،RMSF وRgyr  پارامترهاي . مي باشد

ترموديناميكي ساختار نيز با توجه به شبيه سازي هاي انجام 

اطلاعات مربوط به نقشه دوبعدي . شده محاسبه گرديدند
  .استخراج گرديد BPBsumساختار آنزيم از پايگاه 

در  BsLAكربن آلفا مربوط به آنزيم  RMSD 1در شكل 
ن داده شده درجه سانتي گراد نشا 60و  35، 5سه دماي 

با افزايش دما به ميزان اندكي افزايش  RMSDميزان . است
از درجه سانتي گراد  5در دماي  RMSDميانگين . مي يابد

درجه افزايش  60و  35در دو دماي  5/1انگستروم به  25/1
  .يافته است

 

  
 )خط سبز(درجه سانتي گراد  60و ) خط قرمز( 35، )خط مشكي( 5در سه دماي  BsLAريشه ميانگين مجذور انحراف كربن آلفا در آنزيم  -1شكل 

 

  

نشان دهنده ريشه ميانگين مجذور نوسانات كربن  2شكل 
با افزايش دما . آلفا براي هر باقي مانده در آنزيم مي باشد

به طور ميانگين در ساختار افزايش يافته  RMSFميزان 
در درجه سانتي گراد  60است كه اين افزايش نوسانات در 

-46و اسيدآمينه هاي  10- 15دو لوپ در اسيدآمينه هاي 
اين دو لوپ در لبه جايگاه فعال واقع شده . مشاهده شد 40

اند كه  به ترتيب متصل كننده اولين روبان بتا به اولين 

و همچنين دومين روبان بتا به چهارمين مارپيچ   مارپيچ آلفا
نوسان قابل درجه سانتي گراد  35در دماي . آلفا مي باشند

مشاهده گرديد كه  131- 137توجهي در اسيدآمينه هاي 
يك لوپ حاوي يك دور بتاي متصل كننده روبان بتاي 

لازم به ذكر است كه  .پنجم به مارپيچ آلفاي هفتم مي باشد
اين لوپ نيز لبه مقابل جايگاه فعال را نسبت به دو لوپ 

  .ذكر شده ايجاد مي نمايد
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 )خط سبز(درجه سانتي گراد  60و ) خط قرمز( 35، )خط مشكي( 5در سه دماي  BsLAريشه مجذور ميانگين نوسانات كربن آلفا آنزيم  -2شكل 

. دهدرا نشان مي BsLAنقشه ساختمان دوم آنزيم  3شكل 
اي و در اين شكل مارپيچ هاي آلفا به صورت استوانه

جهت . اندصورت فلش مانند مشخص شده روبانهاي بتا به

شماره گذاري از انتهاي آمين به كربوكسيل انجام گرفته 
  .است

  
  BsLAنقشه دوبعدي ساختار دوم در آنزيم  -3شكل 

نشان دهنده جنبشها و نوسانات دو بخش  5و  4 هايشكل
هستند كه شامل دو لوپ واقع شده در دو كليدي ساختار 

 دو اين بيشتر بررسي منظور به. لبه جايگاه فعال مي باشند
 سه در 131- 137 و 10- 15 هاياسيدآمينه RMSD بخش،

 بررسي مورد و شده جدا ساختار كل از شده ذكر دماي
 هاي آمينه اسيد RMSD نشان دهنده 4 شكل. گرفتند قرار
 هاي آمينه اسيد RMSD دهنده نشان 5 شكل و 10- 15

  .باشد مي نانوثانيه 15 مدت در 131- 137
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درجه سانتي  60و ) خط قرمز( 35، )خط مشكي( 5نانوثانيه بر حسب آنگستروم در سه دماي  15در مدت  10-15اسيدآمينه هاي  RMSD -4شكل 

 )خط سبز(گراد 

  
درجه سانتي  60و ) خط قرمز( 35، )خط مشكي( 5نانوثانيه بر حسب آنگستروم در سه دماي  15در مدت  131-137اسيدآمينه هاي RMSD -5شكل 

 )خط سبز(گراد 

نشان داده شده ميزان ميانگين  4همان گونه كه در شكل 
درجه  35در دماي  10- 15در لوپ  مولكوليحركات 

از دو دماي ديگر كمتر مي باشد و اين ميزان سانتي گراد 
اين حركات در . نانوثانيه كمي افزايش مي يابد 12بعد از 

در دماي ذكر شده ميزان بيشتري را نسبت  131- 137لوپ 
به صورتي ) 5شكل (به لوپ مقابل از خود نشان مي دهد 

نانوثانيه مقدار آن افزايش قابل توجهي در  5/7كه بعد از 
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پيدا درجه سانتي گراد  60و  5دو دماي  مقايسه با 
  .نمايد مي

بر  BsLAنشان دهنده شعاع ژيراسيون آنزيم  - 6شكل 
ميزان . حسب آنگستروم در سه دماي ذكر شده مي باشد

از دو دماي درجه سانتي گراد  35شعاع ژيراسيون در دماي 

همچنين يك افزايش و كاهش نيز . ديگر بزرگتر مي باشد
 5/7اين افزايش شعاع در . مي شوددر شعاع مشاهده 

نانوثانيه بعد از شروع شبيه سازي مشاهده مي شود كه در 
  .نانوثانيه به حالت اوليه خود باز مي گردد 13

  
 60و ) خط قرمز( 35، )خط مشكي( 5نانوثانيه در سه دماي  15بر حسب آنگستروم در مدت  BsLAنشان دهنده شعاع ژيراسيون آنزيم  -6شكل 

  )خط سبز(درجه سانتي گراد 

نتايج مربوط به پارامترهاي ترموديناميكي با استفاده از نرم 
. اندذكر شده) 1(محاسبه و در جدول  MMPBSAافزار 

ثير أنده اين اصل مي باشند كه دما تاين پارامترها نشان ده
بر اساس نتايج . ندارد BsLAچنداني بر انرژي آزاد ساختار 

آمده ميزان آنتروپي ساختار با افزايش دما به طور  به دست
پوشي محسوسي افزايش يافته در حالي كه انرژي آزاد آب

 .ساختار با افزايش دما تغيير قابل توجهي ندارد

 بحث و نتيجه گيري

توان نتيجه گيري كرد كه توجه به نتايج به دست آمده مي با
در دماي پايين ساختار خشك و محكمي پيدا  BsLAآنزيم 

مي كند كه حركات مولكولي و در نتيجه فعاليت آن را 

ميزان ). 6و  2، 1شكلهاي ( تحت تأثير قرار خواهد داد 
ذكر  1آنتروپي محاسبه شده از شبيه سازي كه در جدول 

با افزايش دما و . ت نيز گواه اين مدعا مي باشدشده اس
يابد افزايش حركات مولكولي، ميزان آنتروپي نيز افزايش مي

درجه  60و  35ساختار در دماي  RMSDكه در نتيجه آن 
درجه سانتي گراد تغييرات قابل  5سانتي گراد نسبت به 

شعاع ژيراسيون محاسبه . دهداي از خود نشان ميمشاهده
نشان دهنده افزايش اين پارامتر در دماي بالاتر  شده نيز

درجه سانتي  35ميزان شعاع ژيراسيون در دماي . باشدمي
گراد كه دماي بهينه عملكرد اين آنزيم است، مقدار بيشتري 

درجه سانتي گراد از خود نشان مي  60را در مقايسه با 
 35يك افزايش ناگهاني در مقدار اين پارامتر در دماي . دهد
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نانوثانيه قابل مشاهده  5/7درجه سانتي گراد در زمان 
نانوثانيه به حالت  5كه بعد از حدود ) 6شكل (باشد  مي

اين تغييرات ناگهاني مي . اوليه خود بازگشت مي نمايد

تواند نشان دهنده حركات عملكردي در آنزيم باشد كه 
  .ناشي از باز شدگي در ساختار مي باشد

  
 بر حسب كيلوكالري بر مول MMGSAليست انرژي جزئي محاسبه شده توسط روش  -1جدول 

60°C35°C5°C Energy Component
561.9668524.6099480.2238BOND 
1493.77801403.48571292.3343ANGLE 
1870.87941846.56951809.8366DIHED 
-1333.8705 -1357.0058-1371.7503VDWAALS 

-12960.0447 -12944.6611-12887.0562EEL 
634.0607629.3727624.19591-4 VDW 
7612.90897616.56877584.10461-4 EEL 
-1528.4182 -1544.8383-1569.6450EGB 

59.136057.992057.7855ESURF 
-2120.3214 -2281.0603-2468.1114G gas 
-1469.2822 -1486.8463-1511.8594G solv 
-3589.6037 -3767.9066-3979.9708Total 
2657.25562489.00152286.6167Entropy Results 
-6246.8593 -6256.9081-6266.5875Delta G 

 

 

بيانگر اثر  RMSFنتايج بسيار جالب مشاهده شده از 
موضعي دما بر ساختار مي باشد به طوري كه در دماي 
پايين ساختار حالت خشك و انعطاف ناپذيري دارد و با 

در . افزايش دما ميزان انعطاف پذيري افزايش يافته است
يك انعطاف پذيري و نوسان درجه سانتي گراد  35دماي 

مشاهده شد كه اين  131- 137چشمگير در اسيدآمينه هاي 
از سوي . بخش مربوط به لبه شكاف جايگاه فعال مي باشد

اسيد آمينه درجه سانتي گراد  60و  35ديگر در دماهاي 
كه لبه ديگر شكاف جايگاه فعال را تشكيل  10-15هاي 
منطقه سوم .  انددهد نوسانات قابل توجهي پيدا كردهمي

كه در نزديكي جايگاه فعال و در قسمت پشتي ) 40- 46(
درجه سانتي گراد  60قرار گرفته نيز در  10-15منطقه 

 .دچار نوسانات مشخصي شده است

نمايش داده  BsLAآنزيم  مولكوليدو مدل  7در شكل 
كه در قسمت بالايي  40- 46و  10- 15دو لوپ . شده است
- 137اند لبه بالايي جايگاه فعال و لوپ قرار گرفته مولكول

اسيدآمينه . مايندلبه ديگر جايگاه فعال را ايجاد مي ن 131

هاي سه تايي جايگاه فعال نيز در قسمت مياني قابل 
كه اسيد آمينه كليدي  Asp 133اسيدآمينه . مشاهده هستند

واقع شده  131- 137جايگاه فعال مي باشد نيز در لوپ 
 .است

با توجه به مشاهدات انجام شده حركت و نوسان لوپ 
گونه  انهم. براي فعاليت مهم به نظر مي رسد 131- 137

 5مشخص شده است اين بخش در دماهاي  5كه در شكل 
تحرك كمتري از خود نشان مي درجه سانتي گراد  60و 

به طور محسوسي  35در دماي  10-15تحرك بخش . دهد
 .نسبت به دو دماي ديگر كمتر مي باشد

 10- 15با توجه به حركات ديناميك مولكولي كه در نواحي 
يش دما نقش مهمي در تحرك مشاهده گرديد افزا 40- 46و 

لذا به منظور . كندو نوسان در اين دو بخش ايفاء مي
افزايش پايداري فعاليتي در اين آنزيم، تغييراتي مفيد هستند 

پذيري را با افزايش دما به ميزان كمتري كه ميزان انعطاف
  . دستخوش تغيير قرار دهند
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در  40-46و  10- 15دو لوپ ) . سمت چپ(سطح در دسترس  به صورتو ) سمت راست(ريبون  به صورت BsLAآنزيم  مولكوليمدل  -7شكل 

 مولكولدر قسمت پايين  131-137و لوپ  مولكولقسمت بالايي 

  

مشخص شده به نظر مي رسد دو  8گونه كه در شكل همان
مقابل جايگاه فعال كه متصل لوپ واقع شده در سمت 

كننده عناصر ساختاري جايگاه فعال مي باشند نقش كليدي 
اين دو بخش شامل . نمايندمي ءرا در اين حركات ايفا

باشد و از مي 67- 71و همچنين  30- 34اسيدآمينه هاي 
پذيري و نوسانات مقدار چشمگيري نشان لحاظ انعطاف

جاد يك بخش لولا ولي اين دو بخش به دليل اي. دهندنمي
گيرد به را دربر مي 40- 46و  10- 15مانند كه نواحي  

اين امر . رسندنظر ميعنوان بهترين گزينه هاي دستورزي به
و در  Gly 30گردد كه در لوپ اول زماني بهتر مشخص مي

ه لذا جاب. شودمشاهد مي Ala 68و  Gly 67لوپ دوم 
م تر كه جايي اسيدآمينه هاي ذكر شده با انواع حجي

چرخش آزاد در زواياي دي هدرال را در زنجيره اصلي 
 30- 34در لوپ . گرددمحدود مي نمايد پيشنهاد مي

در كنار يكديگر به پايداري  Lys 35و  Asp 34اسيدامينه 

 67-71بيشتر لوپ كمك نموده اند در حالي كه در لوپ 
دو جفت اسيد آمينه با بارهاي هم نام در دو طرف لوپ 

ه اند كه مي توانند باعث عدم پايداري در آن واقع شد
و  Asp 64اين دو جفت اسيد آمينه شامل . بخش شوند

Glu 65  در سمت آمين لوپ وLys 69   وLys 70  در
شود كه با پيشنهاد مي. طرف كربوكسيل لوپ مي باشند

از شدت دافعه بار  Lysبا اسيدآمينه  Asp 64جايي ه جاب
 Lys 70با توجه به نزديكي . منفي در آن بخش كاسته شود

نياز ) 118و  Asp 72شامل (هايي با بار منفي با اسيدآمينه
اما با . جايي در اين اسيدآمينه مشاهد نمي شودبه به جا

به دليل اينكه هيچ بار مخالفي در  Lys 69توجه به اينكه 
 Lys 70جانبي آن به غير از آنگسترمي از زنجيره  6فاصله 

وجود ندارد و بر روي سطح در دسترس حلال قرار دارد، 
  .آمينه قطبي پيشنهاد مي شودجايي آن با يك اسيده جاب



 1393، 2، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

305 

  

  
  40-46و  10- 15در مقايسه با جايگاه دو لوپ  67-71و  30-34جايگاه لوپهاي  -8شكل 

از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه تربيت مدرس براي   تقدير و تشكر
  .شودحمايتهاي مالي از اين تحقيق تقدير و تشكر مي
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Molecular dynamics simulation and functional motions study of 
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Abstract 

Bacillus subtilis lipase A is the smallest member of α/β hydrolase family with no 
interfacial activation property.  Bacillus subtilis lipase A has numerous applications as 
well as other lipases, such as industrial, pharmaceuticals, environmental and food 
products. There have been presented several reports about the engineering of this 
enzyme based on the random mutagenesis. Therefore, study of molecular dynamics 
simulation of the enzyme at different temperatures seems to be necessary to understand 
its dynamical properties. Understanding of such molecular motions is important to 
switch from random to rational design of the enzyme.  Two flexible loops have been 
identified based on 15 ns molecular dynamics simulation of the enzyme. The extent of 
flexibility for the loops was different at three temperatures. On the other hand, two 
critical loops have been identified to play important role on the functional motions of 
the enzyme as hinges of the axial motions of the secondary elements around the active 
site cleft. 

Key words: Lipase, Bacillus subtilis lipase A, Functional motions, Molecular dynamics 
simulation 

  
 


