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  مقدمه -1

 یافت اهیباکتر و گیاهان پستانداران، در انیدراز کربنیک آنزیم
 زویا که است ژنی خانواده محصول آنزیم این .[1] شودمی
 در مشابه، توالی داشتن با که کنندیم تولید را مختلفی یهامیآنز

 بافتی توزیع ،هامهارکننده به تحساسی ازجمله خصوصیات بعضی
 در تنوع باوجود حالنیدرع ولی هستند؛ متفاوت سلولی مکان و

 روی .[2]دارد وجود روی عنصر هاآن همه فعال جایگاه در ،ساختار
 بیشتر متابولیسم در و دارد وجود هانیپروتئ از یاگسترده طیف در

 پروتئینی نیز II انیدراز کربنیک آنزیم .[3] است مهم موجودات
 [4] است کارآمد کاملا  هایمتالوآنزیم از بارزی نمونه و سیتوزولی

 و فیزیولوژیکی فرایندهای در که است قرمز هایگلبول غشای در واقع سیتوزولی پروتئینی II انیدراز کربنیک آنزیم :چكيده

 به توجه با کند.می ستکاتالی نیز را کربن دیاکسید پذیربرگشت آبپوشی مؤثر طوربه آنزیم این .دارد شرکت مختلفی پاتولوژیکی
 دینامیک و ساختار مطالعه برای )MD( یمولکول دینامیک سازیشبیه محاسباتی روش از مطالعه این در ،مذکور آنزیم مهم نقش
 جهت در مطالعه، این یافتهجهش هایآنزیم گذشته، تجربی مطالعات اساس بر شد. تفادهاس یافتهجهش آنزیم چند و وحشی آنزیم

 .شد انجام MD سپس و کوانتومی مکانیک مطالعات ابتدا در .هستند اثرگذار آنزیم پایداری در تغییر یا و سینتیکی فعالیت افزایش
 ،دارد قرار پایداری و مطلوب وضعیت در گیبس آزاد ژیانر و پتانسیل انرژی ازنظر طبیعی آنزیم که شد مشاهده ،نتایج طبق

 سایر به نسبت است تأثیرگذار آنزیم فعالیت بر که یاافتهیجهش آنزیم شد مشخص Rg و RMSD، RMSF به توجه با همچنین
 اثرگذار نیز آنزیم پایداری بر که دیگر افتهیجهش دو در .است کمتری ژیراسیون شعاع و نوسانات ،بیشتر پایداری رایدا هاآنزیم
 این ناپایداری باعث که شد، مشاهده بالاتری پتانسیل انرژی سطح و نوسانات و کمتر پایداری ،قبل آنزیم دو به نسبت بودند،
 انیدراز کربنیک آنزیم از جدیدی هایواریانت طراحی و مهندسی در توانندمی نتایج این .شدمی سازیشبیه طول در هاآنزیم
 اشند.ب کنندهکمک

 ، دینامیک مولکولی، جهش، فعالیت، پایداری.IIکربنیک انیدراز  :کليدی واژگان
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 بدن، شرایط به توجه با قرمز، هایگلبول و هابافت در حضور با که
 به را (O2H) آب و (2CO) کربن دیاکسید ریپذبرگشت آبپوشی

 مولکول 610 یعنی بالا، گردش سرعت با )3CO2H( کیدکربنیاس
 حمل در صورتنیبد و [5 ,4] کندیم کاتالیست )s-1( ثانیه در

 انیدراز کربنیک آنزیم دارد. نقش خون در 2CO از ایعمده مقدار
II تنفس، ازجمله مهمی پاتولوژیک و فیزیولوژیک فرآیندهای در 

 این .[6] دارد نقش آمینه اسیدهای سنتز و لیپوژنز گلوکونئوژنز،
 باز و اسید هموستاز تنظیم در مختلف هایبافت در حضور با آنزیم

 از بسیاری با و دارد عملکرد هاچشم و هاکلیه قرمز، هایگلبول در
 هب بوطمر هایبیماری و دیابت تومورها، گلوکوم، مانند هابیماری

 تواندمی آنزیم این کمبود نمونه، عنوانبه .است مرتبط استخوان
 آن بیان افزایش دیگر، سوی از و باشد [4] استخوان وکیپ عامل

  .[7] بخشد بهبود را چشمی گلوکوم نیز

 بالا تفکیک و باقدرت ایکس پرتو با رازانید کربنیک آنزیم ساختار
 با متالوآنزیمی انیدراز، کربنیک .[8] شد مشخص 1972 سال در
 260 حاوی پپتیدی پلی زنجیر یک دارای و دالتون لویک 30 زنو

 ابعاد با شکل کروی آنزیم این است. نهاسیدآمی یماندهیباق
 کربنیک آنزیم فعال جایگاه .[6] است رومآنگست 55×44×39
 که است؛ شدهلیتشک آنگستروم 15 عمق با مخروطی از دراز،انی

 طرفکیاز که اندگرفتهشکل یارشته 10 بتای صفحات با عمدتاا 
 قرار خط یک در ،آبدوست بقایای با سوکی از و آبگریز بقایای با

 یاگونهبه دیگر، هایپروتئین همه مانند آنزیم ساختار .[7] دارند
 هایباقیمانده و مولکول درون در گریزآب هایباقیمانده که است
 دوم ساختمان .[10 ,9] دارند قرار آن خارجی سطح در دوستآب

 بتای صفحه 15 ،مارپیچ قطعه 9 از II انیدراز ربنیکک آنزیم
 رد روی یون .[4] است شدهلیتشک حلقه 24 و همسونا موازی
 به [11] مخروط سأر به نزدیک و فعال جایگاه شکاف انتهای

 هایباقیمانده ایمیدازول حلقه به و قرارگرفته تتراهیدرال فرم
 را آن که آب مولکول یک ،همچنین و 119 و 96 ،94 هیستیدین

 لیگاندها این است. شده متصل نامند،می روی یون به متصل آب
 هایباقیمانده سایر با شوند،می نامیده مستقیم لیگاندهای که

 جایگاه در نیز را هیدروژنی پیوندهای از یاشبکه ،هااسیدآمینه
 شامل فعال جایگاه دوستآب بخش .[12] دهندمی تشکیل فعال
 که است 64 هیستیدین و 106 گلوتامین ،199 اونینتره

 ریزگآب ناحیه .شوندیم دیده قسمت این در آب یهامولکول

 سایر و 209 تریپتوفان و 143 والین شامل فعال جایگاه
 با شده کاتالیست 2CO آبپوشی در است. گریزآب هایباقیمانده

 به اتصال برای گریزآب ناحیه که است این بر اعتقاد آنزیم، این
 شدن آزاد مرحله در دوستآب بخش و است مهم بسیار بستر

 چندین رسدیم نظر به ،همچنین .[11] کندیم شرکت  پروتون
 آسپارژین ،64 هیستیدین ،62 آسپارژین ،7 )تیروزین اسیدآمینه

 از یاشبکه پایداری در (200 اونینتره و 199 اونینتره ،67
 .[13] هستند دخیل فعال جایگاه در افتهیسازمان آب یهامولکول

 ینامیکد سازیشبیه تایجن وتحلیلجزیهت اب ژوهشپ ینا در
 نزیمآ با هانآ مقایسه و جادشدهیا هایجهش به باتوجه مولکولی

 آنزیم فعالیت و پایداری رد هانآ قشن بررسی ،همچنین و وحشی
 .پرداخت خواهیم جامعی مقایسه به

 تجربی بخش -۲

  ساختارها -۲-1

 یانسان II انیدراز کربنیک آنزیم کلیدی نقش و تیاهم به توجه با
 ساختار مقایسه و بررسی به پژوهش این در مذکور، موارد در

 نام به (BPD) پروتئین اطلعاتی بانک کد با آنزیم این طبیعی
3KS3 کد با افتهیجهش یهامیآنز و UGE1، 4RG3 و 
G3V3 هشدپرداخته مولکولی دینامیک سازیشبیه از استفاده با 

 در آلانین ،نهیدآمیاس 258 با UGE1 افتهیجهش آنزیم در است.
 افزایش و تغییر موجب و شده جایگزین لوسین با 65 جایگاه
 رد همچنین .[14] است گشته انیدراز II کربنیک آنزیم فعالیت
 فنیل ،5 جایگاه در ،نهیدآمیاس 260 با 4RG3 افتهیجهش آنزیم

  است قرارگرفته تریپتوفان یجابه ،آمینی انتهای سمت از آلانین
 شده II انیدراز کربنیک آنزیم ناپایداری موجب جهش این که

 فعال جایگاه رد اسیدآمینه 258 با نیز G3V3 آنزیم .[15] است
 جهش پایداری ایجاد جهت لوسین هایباقیمانده محل در خود

 به ،223 جایگاه و 100 جایگاه در که صورتنیبد است؛ داکردهیپ
 لوسین یهاماندهیباق یجابه سرین و هیستیدین ترتیب

 فنیل که است دیگر جهش یک دارای آنزیم این .اندقرارگرفته
 آنزیم .[5] است شده 7 جایگاه در تیروزین جایگزین آلانین
 که است اسیدآمینه 260 دارای ،3KS3 کد با یموردبررس طبیعی
 هایآنزیم تمامی است. روی یون و گلیسرول کوفاکتور دو دارای
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 هستند A زنجیره یک دارای و بوده زهالیا خانواده عضو مذکور
[16].  

 هایپروتئین کریستال ساختار ابتدا در پژوهش، این انجام برای
 با ترتیب به یافتهجهش سه و طبیعی II انسانی انیدراز کربنیک
 دست به PDB از G3V3 و 3KS3، UGE1، 4RG3 کدهای

 ساختار در که هاپروتئین این از نواحی .)www.rcsb.org( آمد
 از استفاده با 3 تا 1 اسیدآمینه هایباقیمانده شامل نبودند کریستال

 Chimera افزارنرم در موجود MODELLER افزارنرم
 از دهاستفا با ساختار مطالعات ،همچنین شدند. همسانی یسازمدل
 انجام XChimera و viewer PDB-Swiss 4.10 افزارهاینرم

  .[17] گرفت

 طبيعی و افتهیجهش یهامیآنز ترازیهم -۲-۲

 یتسا از دهاستفا با موردنظر نزیمآ 4 ترازیهم ،1 شکل در
UNIPROT هایآنزیم در موردنظر هایجهش و شده آورده 

 .شوندیم مشاهده بیعیط آنزیم ادند قرار جعمر با افتهیجهش
 آبی هایبهجع در ،3KS3 طبیعی آنزیم اب یکسان هایباقیمانده

 در نزیمآ 4 ینا ینب متفاوت یهاماندهیباق و دارند قرار نگپرر
 .اندقرارگرفته کمرنگ آبی یهاجعبه

 
 ،UGE1، 4RG3 افتهیجهش یهامیآنز و 3KS3 بیعیط آنزیم ترازی هم :1 شکل

G3V3 سایت از استفاده با IPROTUN 

 فلز به متصل هایآمينهاسيد پارامتریزاسيون -۲-3

 روی

 دارای و متالوآنزیم ،موردپژوهش هایآنزیم هاینک به باتوجه
 روی فلز با که هاییمولکول و هااسیدآمینه هستند، روی کوفاکتور

 دهندمی قرار ریتأث تحت را پروتئین کل انرژی دارند نشکانیم
 این پارامترهای آوردن دست به جهت دلیل، همین به ؛[18]

 از ،اندشده متصل روی فلز به که آبی یهامولکول و هانهیدآمیاس
 استفاده Gaussian 09 افزارنرم با مکانیک کوانتوم محاسبات

 به مربوط زوایای و پیوندها برای نیرو ثابت روش این در شد.
 قرار مورداستفاده لکولیمو دینامیک سازیشبیه برای و آمد دست

 اطراف یهامولکول و هاآمینهاسید ابتدا در قسمت این در گرفت.
 روش از استفاده با هستند کوالان پیوند دارای که فلزی یون
lyp3b پایه سیستم و *G31-6 نیرو ثابت مقدار و شدند بهینه 

 افزارنرم از نیرو هایثابت استخراج برای ،سپس شد؛ محاسبه
VFFDT جزئی بار آوردن دست به برای همچنین .شد تفادهاس 

 RESP روش از ذکرشده آب هایمولکول و هاآمینهاسید هایاتم
 شد. استفاده G31-6* پایه سیستم و

 یمولكول دیناميک یسازهيشب -۲-4

 انیدراز کربنیک نزیمآ چهار ره برای ولکولیم ینامیکد سازیشبیه
II کدهای با انسانی PDB 3 شاملKS3، UGE1، 4RG3، 
G3V3 زا اصلح ساختارهای .گرفت انجام جداگانه طوربه 

 ادهمورداستف سازیبیهش برای ورودی عنوانبه مولکولی سازیمدل
 افزارنرم از استفاده اب مولکولی یکدینام سازیبیهش رفتند.گ قرار

2019.6 Gromacs نیروی دانمی با و ILDN+SB99ff انجام 
 ونی چند ،اختارس سطحی ربا کردن خنثی برای ،سپس گرفت.
 از اییهلا رد روتئینپ ،تیدرنها شد. افزوده کلر و سدیم

 (tahedronoc) وجهی 8 بهجع در P3TIP آب هایمولکول
 شد. داده رارق آنگستروم 8 باضخامت

 پیوندهای تشکیل و یواندروالس هایاندرکنش حذف برای
 نرژیا کاهش کمپلکس، و آب هایمولکول بین هیدروژنی

(Minimization Energy) شیب تندترین روش با ( steepest

descent) دمای بعد، مرحله در .[4] شد انجام گام 1000 با 
 هیثان کویپ 200 مدت به کلوین درجه 310 تا 0 از جیتدربه سیستم

 1000 مدت به ثابت فشار در سپس و یافت افزایش ثابت حجم در
 محاسبه برای شد. رسانده تعادل حالت به سیستم هیثان کویپ

PME ( Mesh Particle روش از یوندیپ ریغ هایمیانکنش

dEwal) برای و [19] گردید استفاده آنگستروم 10 بافاصله 
 همچنین و هیدروژن اتم در درگیر پیوندهای کردن محدود
 شد گرفته کار به SHAKE الگوریتم محاسبات، سرعت افزایش

 صورتبه آنزیم 4 هر برای مولکولی دینامیک سازیشبیه [.20]
 انجام کلوین درجه 310 دمای در نانوثانیه 100 مدت به جداگانه

 برای هیثان کویپ 4/0 فواصل در سازیشبیه اطلعات آخر در و شد

http://www.rcsb.org/
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 .[21] شدند ذخیره آنالیز انجام

 ولكولیم دیناميک سازیشبيه نتایج آناليز -۲-5

Mean Root :RMSD ) مربعات میانگین ریشه انحراف

Deviation Square) طول در جادشدهیا هایساختار بین 
 جهت مناسب معیاری زمان بعد در مولکولی دینامیک سازیشبیه

 و طبیعی هایپروتئین ساختاری پایداری کردن مشخص
 هایاتم به مربوط RMSD تغییرات بنابراین است؛ یافتهجهش
 و )طبیعی هاسازیشبیه تمامی در پروتئین آلفای کربن

 به نسبت نانوثانیه( 100) سازیشبیه زمان طی در یافته(جهش
 جذر ادامه در .[22 ,4] شد استخراج و محاسبه اولیه ساختار

Mean Root :RMSF ) ساختار پذیری انعطاف میانگین

Fluctuation Square) ساختارها یریپذفانعطا تعیین جهت 
 ساختار در آلفا کربن هایاتم دینامیکی رفتار با گردید. محاسبه

 در مهم هایحرکت بررسی جهت کافی اطلعات میتوانیم
 کلی هایحرکت کنندهمنعکس که آوریم دست به را هاپروتئین
 بررسی جهت آلفا کربن هایاتم RMSF ،بنابراین هستند. ساختار
 ،همچنین شد. گرفته نظر در ساختاری یریپذانعطاف و هاحرکت
 از یکی عنوانبه (gyration of Radius :Rg) ژیراسیون شعاع

 گردید. محاسبه نیز ساختار تراکم تعیین جهت اساسی پارامترهای
 و گیبس آزاد انرژی پتانسیل، انرژی ازجمله آنالیزها سایر ادامه در

 rincipalP :PCA) یمولکولدرون اصلی هایحرکت آنالیز

Analysis Component) محاسبه ترقیدق لیوتحلهیتجز جهت 
  .[23] شدند

  نتایج -3

 روتئينپ پایداری مطالعه -3-1

 (RMSD) مربعات ميانگين ریشه انحراف -3-1-1

 پایداری از اطمینان جهت آلفا کربن اساس بر RMSD نمودار
 دینامیک سازیشبیه طول در آنزیم چهار هر برای ساختارها
 صفر به RMSD نمودار شیب هرچه آمد. دست به مولکولی

 نمودار شیب هرچه و ؛پایدارتر شدهسازییهشب مدل باشد تریکنزد
 طول در ساختار باشد، زیادی نوسان دارای و یابد افزایش یجتدربه

 در اگر کلی قاعده یک عنوانبه .[24] است ناپایدارتر سازیشبیه
 آنگستروم 2 تا 2/0 مقدار بین نمودار شیب سازیشبیه انتهای
 نتایج .[4] شودیم گرفته نظر در پایدار ساختار باشد داشته نوسان

 شدهداده نمایش 2 شکل در هاسازییهشب تمام برای محاسبه این
 است.

 
 زمان ولط در یافتهجهش روتئینپ 3 و بیعیط پروتئین RMSD تغییرات :2 شکل

 مولکولی دینامیک سازیشبیه

 RMSD نمودار شودمی مشاهده (لفا 2) شکل در که طورهمان
 3 هب سبتن ار متفاوتی نسبتاا  فتارر طبیعی روتئینپ به مربوط
 روتئینپ شکل این طبق ست.ا داده شانن خود زا یگرد یافتهجهش
 5000 حدود زا بعد سازیشبیه بتدایا رد مشکی( رنگ) طبیعی

 40000 زمان تا و است سیدهر نانومتر 21/0 قدارم به هیثان کویپ
 دهد.می شانن را صریمخت وسانن قدارم مینه روی هیثان کویپ

 بعد کهطوریهب اشته،د حسوسیم افزایش RMSD مانز بعدازاین
 انتهای تا و رسدیم انومترن 51/0 به هیثان کویپ 50000 از

 در دهد.می نشان ار مختصری وسانن مقدار ینا ولح سازیشبیه
 شانن رمز(ق )رنگ UGE1 یافتهجهش بررسی (ب 2) شکل

 ینپروتئ این هب مربوط RMSD سازیشبیه تدایاب در هک دهدمی
 ،هیثان کویپ 15000 مانز در کهطوریبه داشته یفراوان افزایش

 نیعدازاب است. رسیده انومترن 18/0 دحدو به آن RMSD مقدار
 کهطوریبه شته،دا شمگیریچ اهشک روتئینپ این RMSD زمان

 ات و رسدیم انومترن 12/0 دودح به هیثان کویپ 50000 زمان در
 ماند،می اقیب ابتث قدارم این یرو هیثان کویپ 95000 حدود زمان

 رد و شدهمشاهده RMSD ناگهانی کاهش زمان ینا در سپس
 رسد.می نانومتر 1/0 مقدار به یسازهیشب انتهای

 4RG3 جهش به مربوط RMSD نمودار آنالیز (ج 2) شکل در
 یافتهجهش همانند نیز پروتئین این که دهدمی نشان سبز( )رنگ
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UGE1 نسبت را بیشتری ساختاری انحراف ازیسشبیه ابتدای در 
 10000 زمان در کهطوریبه دهد،می نشان خود اولیه ساختار به
 نانومتر 17/0 حدود در پروتئین این به مربوط RMSD ،هیثان کویپ

 زمان در و داشته ناگهانی کاهش RMSD زمان نیازا پس است.
 مانز تا و رسدمی نانومتر 12/0 مقدار به هیثان کویپ 15000
 مقدار زمان این در و شده کند کاهش روند هیثان کویپ 50000

RMSD کویپ 50000 زمان از دبع رسد.می نانومتر 1/0 حدود به 
 78000 زمان در و شودمی مشاهده RMSD افزایش دوباره هیثان
 یسازهیشب انتهای تا و رسدمی نانومتر 17/0 حدود به هیثان کویپ

 نمودار (د 2) شکل در یابد.یم ادامه کاهش و افزایش این
RMSD افتهیجهش به مربوط G3V3 زمان تا آبی( )رنگ 
 نشان را UGE1 پروتئین به مشابه روندی هیثان کویپ 80000

 طوربه پروتئین این به مربوط RMSD زمان نیازا پس دهد.می

 کویپ 80000 زمان در 12/0 مقدار از و یابدمی افزایش چشمگیری

 رسد.می هیثان کویپ 90000 زمان در نانومتر 17/0 مقدار به هیثان
 به مجدداا یسازهیشب انتهای در و افتهیکاهش RMSD سپس
 نشان نمودار این نهایی بررسی رسد.می نانومتر 12/0 مقدار

 UGE1 یافتهجهش و 3KS3 طبیعی پروتئین دو که دهدمی
 طول در دیگر یافتهجهش دو به نسبت را پایدارتری نمودار

 دهند.می نشان مولکولی دینامیک یسازهیبش

 ساختار یریپذانعطاف ميانگين جذر -3-1-۲

(RMSF) 

 یریپذانعطاف بر یدآمینهسا تغییرات تأثیر یشترب درک برای
 و وحشی هاییمآنز در II زانیدرا کربنیک آنزیم ساختاری

 الاترب مقدار د.ش انجام RMSF محاسبه ،موردنظر یافتهجهش
RMSF یریپذانعطاف اسیدآمینه هاییماندهباق از ناحیه یک در 

 مقادیر کهیدرحال ،دهدیم نشان را تقسم آن رد ساختار بیشتر
 کمتر نوسان و حدودم حرکت دهندهنشان RMSF تریینپا

 ولکولیم دینامیک سازییهشب ولط در ناحیه، آن هایاسیدآمینه
 زا مترک نانوس مقدار وچک،ک پروتئین کی برای یطورکلبه است.

 یریپذانعطاف دمع و پایداری زا اطمینان هتج آنگستروم 2
 .[25] است قبولقابل آمینه اسیدهای

 هایپروتئین بین ساختاری یریپذانعطاف مقایسه ،3 شکل در
 G3V3 و UGE1، 4RG3 یافتهجهش 3 و 3KS3 طبیعی

 تمامی در است. گرفته صورت آلفا کربن نوسانات برحسب
 سازیشبیه دوم نانوثانیه 50 از RMSF مقدار هایسازهیشب

 شد. محاسبه

 

 3 و بیعیط پروتئین ینب (RMSF) یریپذانعطاف میزان مقایسه :3 شکل
 افتهیجهش

 یریپذانعطاف میزان ،شودمی مشاهده 3 شکل در که طورهمان
 و ستا یکسان کاملا  روتئینپ 4 رد موجود هایآمینهاسید اکثر
 رد هک ستا متفاوت هاآن RMSF مقدار نواحی بعضی در فقط
 در ،(الف 3) شکل طبق د.ش خواهند ادهد توضیح واحین این ادامه

 وصخصبه پروتئین مینیآ انتهای اسیدآمینه 25 ،طبیعی پروتئین
 ار بیشتری یریپذانعطاف انمیز 25 تا 51 شماره هایآمینهاسید

 نشان ،(ب 3) کلش در د.ندهمی نشان هاآمینهاسید سایر به نسبت
 میزان هاآمینهاسید تمامی در UGE1 پروتئین که است شدهداده

 که اراست،د هاپروتئین ایرس به نسبت را تریپایین یریپذانعطاف
 و (MSDR )مطابق روتئینپ این ایداریپ یشافزا باعث امر همین

 است شده زمایشگاهی(آ نتایج بق)ط نآ عالیتف افزایش احتمالاا
 افتهیجهش است، مشخص (ج 3) شکل در که طورهمان .[14]
4RG3 و دارد طبیعی روتئینپ با شابهم فتاریر واحین کثرا در 

 آن یریپذانعطاف مقدار 52-8 مارهش هایآمینهاسید در فقط
 ،(د 3) کلش طبق تیدرنها و ؛است هاپروتئین سایر از بیشتر
 157 تا 501 مارهش هایآمینهاسید در فقط نیز G3V3 یافتهجهش
 ودخ از هاروتئینپ سایر هب نسبت ار بیشتری یریپذانعطاف مقدار
 دهد.می نشان

 (yrationg of usRadi) ژیراسيون شعاع -3-1-3

 تغییرات بررسی در مهم یپارامترها از یکی (Rg) ژیراسیون شعاع
 است. مولکولی دینامیک سازیشبیه طول در پروتئین اندازه
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 دینامیکی پایداری و ساختاری تغییرات مشاهده منظوربه
 ،سازییهشب زمان طول در یافتهجهش و وحشی نوع ساختارهای

 طول در بالاتر Rg مقادیر یطورکلبه شد. اجرا Rg آنالیز
 فشردگی و کمتر ثبات دهندهنشان ولیمولک دینامیک سازییهشب

 که حالی در است، پروتئین ساختار بودن بازتر تعبیری به و کمتر
 است ساختار بیشتر فشردگی و ثبات دهندهنشان پایین Rg مقادیر

 سازیشبیه زمان طول در پروتئین اندازه تغییرات 4 شکل در .[25]
 سه و (3KS3) طبیعی پروتئین برای مولکولی دینامیک

 است. شدهداده نشان (G3V3 ,4RG3 UGE,1) افتهیجهش

 
 لطو در یافتهجهش سه و بیعیط پروتئین یراسیونژ شعاع تغییرات :4 شکل

 مولکولی دینامیک سازیشبیه

 پروتئین Rg ،شودیم مشاهده 4 شکل در که طورهمان
 رد و است 3KS3 بیعیط پروتئین مشابه UGE1 یافتهجهش
 و ماندهیباق ایدارپ و ثابت کاملا  هاآن Rg میزان سازیشبیه طول

 نسبت پروتئین این عالیتف بودن الاب اعثب یزن مرا همین احتمالاا
 یریپذنعطافا اکتورف دو درواقع است. شده دیگر افتهیجهش دو به

 بیعی،ط پروتئین شابهم یراسیونژ شعاع و الا(ب پایداری) پایین
 دیگر افتهیجهش دو به سبتن پروتئین این فعالیت بودن بالا باعث
 ینا هک دهدمی نشان 4RG3 افتهیجهش بررسی است. شده

 74/1) یترکوچک Rg هیثان کویپ 00008 زمان تا پروتئین
 یافتهجهش و 3KS3 طبیعی نپروتئی هب نسبت را نانومتر(
UGE1 (76/1 )زمان نیبعدازا دهد،یم نشان نانومتر Rg این 

 قدارم به سازیشبیه انتهای در و داشته یناگهان یشافزا پروتئین
 طول در G3V3 افتهیجهش Rg رسد.می نانومتر 76/1

 و 74/1 حدودهم ود ینب و است اننوس حال در دائماا  سازیشبیه
 است. تغیرم نانومتر 76/1

 (energy Potential) نسيلپتا انرژی تغييرات -3-۲

 سازیشبیه یستمس پایداری ررسیب رد همم اکتورهایف زا یکی
 گونهچیه هک زمانی .[26] است پتانسیل نرژیا مولکولی، دینامیک
 صفر معادل تانسیلپ انرژی اشد،ب داشتهن جودو یستمس رد حرکتی

 خود بیعیط قدارم رد هازاویه میزان و پیوندها ولط و است
 باشد، منفی تمسیس پتانسیل نرژیا مقدار هک مانیز لیو هستند؛

  است. موردنظر اختارس بودن ایدارترپ دهندهنشان

 

 ولط در یافتهجهش سه و بیعیط پروتئین نسیلپتا انرژی تغییرات :5 شکل
 مولکولی دینامیک سازیشبیه

 سه و طبیعی تئینپرو تانسیلپ نرژیا تغییرات ،5 شکل نمودار در
 دهمشاه مولکولی دینامیک یسازهیشب طول در یافتهجهش

 طبیعی روتئینپ در سیستم نرژیا مقدار مودارن ینا رد شوند.می
3KS3 4 یافتهجهش پروتئین وRG3 سایر از تریمنف 

 هاسازیشبیه نای بودن دارتریپا دهندهنشان و بوده هاسازیشبیه
   است. دیگر سازیشبیه دو به نسبت

 (PCA) یمولكولدرون اصلی یهاحرکت آناليز -3-3

 و اصلی حرکات مورد در ترییقعم بینش آوردن دست به برای
 هماهنگ حرکات نیبیپیش و ساختارها یمولکولدرون ضروری

 PCA آنالیز [25] (motions collective scale-large) بزرگ
 100 طول در ویژه، بردارهای کوواریانس ماتریکس طریق از

 PCA شد. انجام مولکولی یکدینام سازیشبیه نانوثانیه
 به و است یمولکولدرون بزرگ هایحرکت میانگین دهندهنشان

 مقادیر از هرکدام به کند.می آشکار را اتمی نوسانات میزان عبارتی
 مقادیر مجموع .شودمی گفته PC یک ویژه بردار هر ازای به ویژه
 که است سیستم کل حرکت از معیاری (value eigen) ویژه
 بررسی و یریپذانعطاف مقایسه برای آن از وانتمی

 به کرد. استفاده نیز مختلف ساختارهای پایدار هاینفورماسیوناک
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 و ساختار بیشتر گستردگی دهندهنشان بالاتر ویژه مقادیر عبارتی
 ویژه مقادیر نمودار 6 شکل در .[27] است آن تراکم کاهش
 ماتریکس (diagonalization) سازی مورب از حاصل

 (3KS3) طبیعی پروتئین در آلفا کربن هایاتم نوسان کوواریانس
 هر برای (G3V3 ,4RG3 UGE,1) یافتهجهش هایپروتئین و

 در که طورهمان است. شده آورده (eigenvector) ویژه بردار
 گفته 2PC و 1PC که اول PC دو ،دشومی مشاهده 6 شکل

 را سازیشبیه طول در شدهمشاهده حرکات مقدار بیشتر شودمی
 کاهش شاهد بعدی ویژه بردارهای در و نداداده اختصاص خود به

 هستیم. پروتئین در نوسانات و حرکات

 

شکل 6: نمودار مقادیر ویژه در برابرشاخص بردار ویژه، حاصل از ماتریکس 
 کوواریانس نوسان اتمهای کربن آلفا در طول شبیهسازی دینامیک مولکولی

 که (1PC) اولیه ویژه قادیرم ساختارها مامت در ،6 کلش به باتوجه
 و اردد نزولی یبش ستا هماهنگ و زرگب رکاتح هب مربوط
 و طبیعی پروتئین ینب حرکتی امنهد ست.ا یافتهاهشک نآ دامنه

 G3V3 یافتهجهش روتئینپ رد است. متفاوت یافتهجهش سه
 دهندهنشان که ستا داکردهیپ افزایش شدیداا حرکتی دامنه

 دیگر هایسازیشبیه هب نسبت روتئینپ ینا رد رکتح افزایش
 دامنه قدارم یزن (4RG3 UGE,1) دیگر یافتهجهش ود در است.

 که یافتهکاهش (3KS3) طبیعی پروتئین هب نسبت حرکتی
 هب نسبت یافتههشج ود ینا در یریپذانعطاف کاهش دهندهنشان

  است. طبیعی پروتئین

 بررسی جهت فاز فضای در یدوبعد نمودار ،7 شکل در ادامه در
 (2PC و 1PC) اول PC دو در هاپروتئین حرکت دامنه تردقیق
 شود،می مشاهده 7 شکل در که طورهمان است. شدهداده نشان

 نسبت را متفاوتی نسبت به رفتار یافتهجهش سه و طبیعی پروتئین
 دهند.می نشان هم به

 
 در یافتههشج و طبیعی هایپروتئین فاز ضایف به مربوط PCA نمودار :7 شکل

1PC 2 وPC 

 مشاهده کلستر دو در تقریباا طبیعی پروتئین شکل، این طبق
 آمینی انتهای هایآمینهاسید بالای نوسان نیز آن علت که شودمی

 در تقریباا  سیستم مختلف هایحالت UGE1 افتهیجهش در است.
 این یبعدسه ساختار بررسی شوند.می مشاهده کلستر یک

 پروتئین، از مختلف قسمت چند در که دهدمی نشان یافتهجهش
 240 تا 230 و 36-32 ،27-16 ،11-1 هایآمینهاسید ازجمله
 دامنه اینکه به توجه با ولی است، بالایی حرکتی دامنه دارای
 ابتدایی آمینهاسید 25 به نسبت یافتهجهش این به مربوط تیحرک

 یک در تقریباا  دلیل همین به است، پایین نسبتاا طبیعی پروتئین در
 دهندهنشان 4RG3 یافتهجهش بررسی شود.می مشاهده کلستر

 دلیل به نیز امر این که بوده فاز فضای در کلستر بالای تعداد
 ،225-213 ،120-112 ،105-94 شماره نواحی بالای نوسان
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 است. 229-239 و 13-1 هایآمینهاسید کنار در 155-147
 از 4RG3 یافتهجهش با مشابهی رفتار نیز G3V3 یافتهجهش

 دهد.می نشان خود

free Gibbs ) گيبس آزاد انرژی اندازچشم -3-4

andscapel energy)  

 ویژه ردارهایب بینیپیش از ستفادها با یبسگ آزاد رژیان اندازچشم
 8 شکل در هک شد حاسبهم (2PC) دوم و (1PC) اول
 رد وساناتن وجود شد فتهگ قبلا هک همانطور و ؛است مشاهدهقابل

 نشان یزن را ولکولم ایدارپ هاینفورماسیوناک یا و سیستم

 و ستنده مترک انرژی دهندهنشان آبی بارنگ نقاط .[28] دهندمی
 زادآ انرژی انمیز رویمب یشپ رمزق نگر سمت به که چه هر

 در کلش ینا قطب یابد.می کاهش یداریپا و دهش بیشتر گیبس
 دهمشاه احیهن ود در تقریباا  رنگیآب ینواح 3KS3طبیعی پروتئین

 UGE1 پروتئین در واحین این هک است الیح در این و شوندمی

 و 4RG3 یافتههشج دو در شوند.می شاهدهم ناحیه یک در
G3V3 که اندشدهپراکنده ختلفم نقاط در رنگیآب نواحی نیز 

 ایدارپ هایماسیوننفوراک پروتئین ود این که است این دهندهنشان
 و ملکردع عالیت،ف ویر تواندمی امر همین و اندگرفته را متفاوتی
 باشد. ارتأثیرگذ هاپروتئین این پایداری همچنین

 

 
 طول رد (2PC و 1PC) صلیا لفهمؤ دو برای یبسگ آزاد انرژی اندازچشم :8 شکل

 کولیمول کدینامی سازیشبیه نانوثانیه 100

  بحث -4

 هستند مرتبط باهم بسیار آن عملکرد و ساختار ،پروتئین دینامیک
 بر ساختاری تغییرات ،II انیدراز کربنیک آنزیم مورد در .[25]

 اضر،ح طالعهم رد .است أثیرگذارت بسیار آن عملکرد
 و وحشی وعن هاینزیمآ رایب ولکولیم ینامیکد هایسازیشبیه

 در تفاوت به توجه اب سپس و دش اجرا داگانهج طورهب یافتهجهش
 .ندشد مقایسه هایسازهیشب این از حاصل یجنتا ها،باقیمانده برخی
 عالیتف تهگذش تجربی طالعاتم در د،ش اشاره پیشتر هک طورهمان

 ینا به و است شدهیابیارز UGE1 و 3KS3 آنزیم سینتیکی
 رد آلانین که UGE1 یافتههشج آنزیم در که رسیدند نتیجه

 اراید وریکاتالیست اظازلح شده، جایگزین لوسین با 65 جایگاه
 .[14] است یشتریب محصول بازدهی و بیشتر فعالیت

 گروه ،3KS3 طبیعی آنزیم رد آلانین آمینهاسید ینکها به باتوجه
R موجب تواندمی نتروپیآ وردنآ ایینپ اب دارد، بیرقطیغ کاملا 

 و تانسیلپ نرژیا ،gR از حاصل تایجن هک شود پایداری افزایش
 رساختا زیرا گذارند؛می حهص واقعیت ینا بر یزن یبسگ زادآ انرژی

3KS3 تراکم یافته،هشج هاینزیمآ هب سبتن نالیزها،آ ینا در 
 شت.دا بیشتری پایداری و بالاتر ساختاری

 جانبی زنجیره دارای وسینل اسیدآمینه هک کتهن ینا رنظرگرفتند با
 آنزیم فعال جایگاه رد است، نینآلا سیدآمینها هب سبتن ریتبزرگ

 شودمی یجادا فرهح ود لانین،آ سیدآمینها ضورح در 3KS3 طبیعی
 غیراختصاصی اتصال وجبم توانندیم فرهح ود ینا جودو که

 نزیمآ ینا وریکاتالیست فعالیت کاهش و فعال ایگاهج به لیگاند
 زنجیره دباوجو UGE1 تهیافجهش روتئینپ در کهدرحالی شوند.
 یجادا عالف ایگاهج رد فرهح یک ،لوسین هاسیدآمین تربزرگ

 کمک لیگاند ترختصاصیا و ترویق اتصال هب تواندیم هک شودمی
 یافتهجهش آنزیم شد، اشاره تایجن بخش رد که طورنهما کند.

UGE1 آنالیزهای در RMSD، RMSF، Rg و CAP به نسبت 
 و یشترب تراکم ی،پایدار (G3V3 ,4RG3 ,3KS3) گرید آنزیم 3

 ایدار همچنین و اشتد هایماندهباق در کمتری یریپذانعطاف
 تایجن اب تایجن ینا که بود کمتری یمولکولدرون اصلی حرکات

 .[14] دارد طابقتم آنزیم این فعالیت یبررس آزمایشگاهی

 کربنیک آنزیم روی بر تجربی صورتبه که گذشته مطالعات در
 خاصی نقاط در ای،نقطه هایجهش ایجاد با شد، انجام II انیدراز
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 به 7 تیروزین جهش با که رسیدند نتیجه این به آنزیم توالی از
 در فعالیت افزایش لوسین، به 65 آلانین همچنین و آلانین فنیل
 این کهدرحالی داشت، خواهند را موردنظر سوبستراهای تمام

 جهش باوجود مطالعات این بودند. تأثیربی اختصاصیت بر هاجهش
 سازیشبیه از حاصل نتایج با  ،65 جایگاه در لوسین به آلانین

 یافتهجهش آنزیم و 3KS3 طبیعی آنزیم مولکولی دینامیک
UGE1 [14] است منطبق.  

 آنزیم رد آزمایشگاهی مطالعات و گذشته تمقالا به باتوجه
 یانتها سمت از آلانین نیلف ،5 یگاهجا در ،4RG3 یافتهجهش
 تیهادرن جهش ینا که است قرارگرفته تریپتوفان یجابه ،آمینی
 فنیل سیدآمینها .[15] ستا شده آنزیم ینا ناپایداری موجب
 طبیعی نزیمآ در ریپتوفانت و 4RG3 یافتهجهش آنزیم در آلانین

3KS3، اب و روماتیکآ لقهح دارای یهانهیدآمیاس جز دو هر 
 فنیل یهاماندهیباق اینکه به وجهت با هستند. گریزآب خصوصیت

 این ،[29] دارند قشن آروماتیک یهاشبکه تشکیل در آلانین
 آنزیم ینا پایداری اهشک هب نجرم تواندمی 4RG3 در واقعیت
 حاصل RMSD به وجهت با شود. 3KS3 بیعیط آنزیم به نسبت

 100 ولط در یزن ار اپایدارین این توانیم یسازهیشب این از
 هب اگر کرد. شاهدهم دیگر آنزیم 3 هب نسبت یسازهیشب نانوثانیه

 شاهدهم برگردیم 4RG3 افتهیجهش رایب گیبس آزاد انرژی
 نیز ینیآم انتهای تسم در ابتدایی یهانهیدآمیاس که کرد خواهیم

 هستند. ییبالا نوسان دارای

 رد G3V3 یافتهجهش آنزیم شد، اشاره پیشتر که طورهمان
 ایجاد جهت لوسین هایباقیمانده محل در خود فعال جایگاه

 سرین و هیستیدین هایباقیمانده و است داکردهیپ جهش پایداری
 آلانین فنیل ،7 جایگاه در همچنین ؛اندقرارگرفته لوسین جایبه
 عنوانبه لوسین مینهدآاسی .[5] است قرارگرفته تیروزین یجابه

 است، گریزآب و قطبی غیر گروه دارای آلیفاتیک نهیدآمیاس یک
 یک هیستیدین و دوستآب و قطبی گروه دارای سرین کهیدرحال

 به آروماتیکی ترکیبات عموماا است، زیگرآب و کیآروماتی ترکیب
 در تفاوت ایجاد این .هستند پایدار آریلی، حلقه داشتن دلیل
 G3V3 و 3KS3 آنزیم دو بین هاباقیمانده این عاملی یهاگروه

 دو این آنالیز از حاصل نتایج و خصوصیات در بارزی تفاوت موجب
 3 به نسبت G3V3 هیافتجهش آنزیم کهطوریبه شود؛می آنزیم
 پتانسیل، انرژی و ساختار تراکم ،Rg پایداری، ازنظر دیگر آنزیم

 به توجه با و نداشت ساختارها سایر به نسبت مطلوبی وضعیت
  بود. انتظارقابل نیز نتایج این فعال، جایگاه در هاجهش این وجود

 جربیت مطالعات در شد، شارها بالاتر رد که طورمانه رفیط از
 آلانین فنیل هب 7 ایگاهج رد تیروزین جهش که شدهثابت هگذشت
 رد ست،ا شده آنزیم وریکاتالیست عالیتف افزایش به منجر

 سپ است، گرفته رتصو جهش این عکس G3V3 یافتهجهش
 این که اشتد انتظار آنزیم ینا مورد رد ار عالیتف اهشک توانمی

 در ،همچنین ارد.د مطابقت نیز سازیشبیه زا حاصل تایجن با یافته
 هایاقیماندهب زاییهشج هک است شدهاشاره دیگر مطالعات

 سطحی هایقسمت در دوستآب هایسمتق هب طحیس گریزآب
  II انیدراز کربنیک آنزیم ثبیتت موجب تواندیم ولکول،م یرونیب و
 مچنینه .[8] شود آنزیم شدهتیهدا املتک و مختلف سطوح بر
 سپارتاتآ و یستیدینه آلانین،فنیل هایجهش اثر ایمقاله در
 و ایداریپ بررسی تجه سمولیتا سه عنوانبه تجربی، صورتبه
 هر هک شد مشخص و دندش ررسیب نیدرازا ربنیکک نزیمآ لیتفعا
 مقابل در نزیمآ پایداری هتج رد هاسیدآمینها ینا سه

 یک عنوانبه آلانینفنیل حضور رد کنند.یم عمل شدنغیرفعال
 معرض در بیشتر و شده ازترب نزیمآ اختارس گریز،بآ اسمولیت

 اعثب هیستیدین اسیدآمینه جودو همچنین گیرد.یم قرار حلل
 یجادا اضافه دوم اختارس انیدراز ربنیکک نزیمآ رد هک ستا شده
 نشده مشاهده حسوسیم تغییر ومس ساختار رد کهرحالید شود
 آنزیم در که هاییجهش به وجهت با وضوعم این که [30] است

G3V3 ینامیکد سازیشبیه زا حاصل نالیزآ نتایج اب دارد، وجود 
 دارد. مطابقت نزیمآ این مولکولی

 لیگاند حضور بدون و آزاد صورتبه ،یموردبررس هایآنزیم
 آنزیم از استفاده طورکلیبه شدند، مولکولی دینامیک سازیشبیه

 منجر تواندمی زیرا باشد، داشته معایبی تواندمی نیز محلول در آزاد
 شود، وریکاتالیست فعالیت کاهش همچنین و پایداری کاهش به
 کربنیک پایداری افزایش برای متعددی مطالعات دلیل همین به

 وریکاتالیست کارایی حالدرعین که است انجام حال در II انیدراز

 در جهش ایجاد موارد این از یکی .باشد داشته همراه به نیز را بالا
 جهت سیستئین، اسیدآمینه به هاباقیمانده از برخی تبدیل و آنزیم
  .[8] است پایداری افزایش باهدف و سولفیدی دی پیوند ایجاد

 باشد برخوردار خاصی نسبی پایداری از باید آنزیمی هر طورکلیبه
 ایلحظه غلظت تجزیه، و عملکرد سنتز، چرخه در مداوم طوربه و
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 در نیز آنزیم ازحدشیب پایداری ،بنابراین شود؛ تنظیم آن
 گفت توانمی پس .باشد سازمشکل تواندمی حیاتی هایسیستم

 به لزوماا  حیاتی هایسیستم در فعالیت و ساختار شدگیبهینه که
 در و نیست فعالیت بیشترین با ساختار پایدارترین انتخاب مفهوم

 نیاز که است شدهنهیبه حدی به آنزیم پایداری زنده موجودات
 .[31] کند فراهم را آنزیم فعالیت به سلول ایلحظه

  یريگجهينت -5

 نالیزهایآ انجام و مولکولی امیکدین سازیشبیه انجام از پس
 ازنظر طبیعی آنزیم یسازهیشب لوط در که شد مشاهده موردنظر

 پایداری و طلوبم وضعیت رد گیبس زادآ انرژی و تانسیلپ انرژی
 Rg و RMSD،RMSF از لحاص نتایج طبق ادامه، در .دارد قرار
 سایر به نسبت افتهیهشج این که شد مشخص UGE1 آنزیم در
 افتهیجهش .رددا بیشتری ایداریپ و کمتر Rg و نوسانات هامیآنز
4GR3 ؛بود برخوردار ریکمت پایداری زا قبل یمآنز ود هب نسبت 

 جایگاه رد هشج دارای G3V3 آنزیم اینکه به باتوجه همچنین
 متر،ک پایداری ولکولی،م دینامیک سازیشبیه طول در است، فعال

 باعث هک داشت تریبالا تانسیلپ نرژیا سطح و یشترب نوسانات
 هامیآنز ایرس به نسبت یازسهیشب طول در نزیمآ این ناپایداری

 هایویژگی تفاوت به نتوامی را نتایج رد تفاوت این .شدمی
 این ساختار رد تفاوت نآ بعط هب و اسیدآمینه هایباقیمانده

 کرد. جستجو هاآنزیم

 ،II انیدراز کربنیک آنزیم مطلوب خواص که گفت باید تیدرنها
 مقاومت و بالا لیتحل آسان، بیان بالا، جنبشی پارامترهای شامل

 برای جذاب انتخابی عنوانبه را آن ،متوسط حرارت برابر در
 طورکلیبه است. کرده تبدیل صنعتی کاربردهای از بسیاری

 کربنیک آنزیم پایداری رساندن حداکثر به برای بیشتری تحقیقات
 کارایی دادن دست از بدون هامحیط از وسیعی طیف در II انیدراز

 هایاستفاده ازجمله مختلف کاربردهای هتج وریکاتالیست
 آب در فلزات سایر و روی برای زیستی حسگر عنوانبه ،صنعتی

 از حاصل نتایج است. موردنیاز دیگر مصارف و انسانی سرم یا دریا
 جدیدی هایواریانت طراحی و مهندسی در توانندمی مطالعه این

 باشند. کنندهکمک انیدراز کربنیک آنزیم از

 

 قدردانی و شكرت -6

 برای مدرستربیت انشگاهد ژوهشیپ عاونتم زا نویسندگان
 ارند.د را قدردانی و تشکر کمال ژوهشپ این از حمایت
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Abstract: The human enzyme carbonic anhydrase II (HCA II) is a cytosolic protein located in the 

membrane of red blood cells, and it is involved in various physiological and pathological processes. It can 

catalyze the reversible hydration of carbon dioxide efficiently. Given the critical role of the HCA II, 

computational methods such as molecular dynamics simulation (MD) are used to study the structure and 

dynamics of the wild-type and the mutant enzymes. Based on the previous experimental studies, mutant 

enzymes enhance kinetic activity or decrease stability. Before MD, quantum mechanics studies were 

performed. The native enzyme was in a stable state after MD in terms of potential energy and Gibbs-free 

energy. As evidenced by RMSD, RMSF, and Rg, One of the mutated enzymes that affect the activity of 

the enzyme has more stability, less fluctuation, and less Rg than other enzymes. In two other mutants that 

also affected the stability of the enzyme, compared to the previous two enzymes, lower stability, more 

fluctuations, and potential energy level were observed, which caused the instability of these enzymes 

during the simulation. These results can help in the engineering and design of new variants of carbonic 

anhydrase enzyme. 
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