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Introduction: Inhibition of key enzymes in bacteria that exert low evolutionary pressure can be a 
drug development strategy for bacterial antibiotic resistance. Sortase A (Srt A) is a transpeptidase that 
is widely used in site-specific protein modification. This enzyme has a key function in the interactions 
between Staphylococcus aureus and the host and has been considered a promising target for the drug 
development of resistant bacteria. To date, some Srt A inhibitors have been discovered most of them are 
derived from flavonoid compounds, like myricetin.
Aim: Since computational methods for monitoring the behavior of biomolecules at the microscopic 
level are more accurate and cost-effective, therefore, in this research, our goal is to use computational 
methods to find similar molecules but with higher binding and inhibitory effect than myricetin.
Materials and Methods: In this study, we used computational methods such as structure-based 
virtual screening, molecular docking, MM-PBSA approach, and MD simulation. A molecular docking 
approach was used to understand protein-ligand interactions and inhibition constants in terms of 
affinity. MD simulation technique was used to monitor the conformational changes of Srt A enzyme. 
After the MD simulation studies, the MM-PBSA approach was used to interpret the binding free energy.
Results: First, Chemspider›s chemical library was screened by the «Similarity search» method, in which 
myricetin was placed as a reference molecule. The second stage of screening was done using PyRx 
software, so that the top 10 compounds were carefully selected based on their inhibitory potential from 
the set of ligands obtained from the previous stage. These compounds were subjected to Autodock4.2 
for molecular docking. As a result, it was observed that compound73945561- has a higher inhibitory 
effect than myrsteine. To investigate the stability and efficiency of ligand binding mode, free Srt A, its 
complexes with myrsteine and the best selected compound were subjected to 50s molecular dynamics 
simulation. MD simulation results showed that compound73945561- had better binding profiles and 
interactions than myrsteine as a reference inhibitor, and steadily unstable behavior was observed in the 
docking complex.
Conclusion: Overall, compound73945561- may serve as a new inhibitor or provide a scaffold for 
further optimization toward the design of more potent SortA inhibitors. The development of such 
inhibitors would be an essential strategy against resistant bacteria.
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مقدمـــه: مهار آنزیم هـــای کلیـــدی در باکتری هایی که فشـــار تکاملی پایینی اعـــال می کنند می تواند یک اســـتراتژی توســـعه دارویی 

بـــرای مقاومـــت آنتی بیوتیکی باکتریایی باشـــد. ســـورتازآ A )Srt A( یک ترانس پپتیداز اســـت که به طور گســـترده در مطالعات مهاری 

عفونـــت باکتریایی مورد اســـتفاده قرار می گیـــرد. این آنزیم یک عملکـــرد کلیدی در تعامات بین اســـتافیلوکوکوس اورئـــوس و میزبان 

دارد و بـــه عنـــوان یک هـــدف امیدوارکننده برای توســـعه دارویی باکتری های مقاوم در نظر گرفته شـــده اســـت. تا به امـــروز، برخی از 

مهارکننده های Srt A کشـــف شـــده اند که بیشـــتر آنها از ترکیبات فاونوئیدی مانند مایرســـیتین)Myricetin( مشـــتق شده اند.

هـــدف: از آنجایکـــه روش های محاســـباتی برای نظارت بر رفتار مولکول های زیســـتی در ســـطح میکروســـکوپی دقیق تـــر و مقرون به 

صرفه تر هســـتند، لـــذا در این تحقیق هدف ما اینســـت که با اســـتفاده از روش های محاســـباتی مولکول هایی مشـــابه امـــا با قدرت 

اتصال و مهاری بالاتر نســـبت به مایرســـتین یافته شـــود.

مـــواد و روش هـــا: در این مطالعه، ما از روش های محاســـباتی مانند غربالگری مجازی مبتنی بر ســـاختار، اتصال مولکولی و شبیه ســـازی 

MD (Molecular Dynamic( بهـــره جســـتیم. رویکرد اتصال مولکولی بـــرای درک برهم کنش های پروتئین- لیگانـــد و ثابت مهار از نظر 

میل ترکیبی مورد اســـتفاده قرار گرفت. برای نظارت بر تغییرات ســـاختاری آنزیم Srt A ، از تکنیک  شـــبیه ســـازی MD اســـتفاده شد. پس 

از مطالعات شبیه ســـازی MD، رویکرد MM-PBSA برای تفســـیر انرژی اتصال آزاد اســـتفاده شد.

نتایـــج: ابتـــدا کتابخانه شـــیمیایی Chemspider را به روش »جســـتجوی مشـــابه« )Similarity search( که در آن مایرســـیتین به عنوان 

مولکـــول مرجع قرار داده شـــد، غربـــال گردید. مرحله دوم غربالگری با اســـتفاده از نـــرم افزار PyRx صورت گرفـــت بطوریکه 10 ترکیب 

برتر بر اســـاس پتانســـیل بازدارندگی آنها از مجموعـــه لیگاندهای حاصل از مرحله قبل به دقت انتخاب شـــدند. ایـــن ترکیبات در معرض 

Autodock4.2 بـــرای داکینگ مولکولی قرار گرفتند. که در نتیجه آن مشـــاهده گردید که ترکیـــب Chemspider ID=73945561 از قدرت 

مهاری بالاتری نســـبت به مایرســـتین برخوردار اســـت.  برای بررســـی پایداری و کارایی حالت اتصال لیگاند، Srt A آزاد، کمپلکس های آن 

با مایرســـتین و بهترین ترکیب منتخب، تحت شبیه ســـازی دینامیـــک مولکولیns 50 قرار گرفتند. نتایج شبیه ســـازی MD نشـــان داد که 

ترکیـــب Chemspider ID=73945561 پروفایل ها و برهمکنش اتصال بهتری نســـبت به مایرســـتین  به عنوان یـــک بازدارنده مرجع دارد، و 

رفتار ناپایدار پیوســـته در کمپلکس داکینگ مشـــاهده شد.

 نتیجـــه گیـــری: در مجمـــوع، ترکیـــب Chemspider ID=73945561 ممکن اســـت به عنوان یـــک بازدارنده جدید عمل کنـــد یا دارای 

داربســـتی برای بهینه ســـازی بیشـــتر به ســـمت طراحی مهارکننده هـــای SortA قوی تر باشـــد. پیشـــنهاد می گردد که توســـعه این 

مهارکننـــده می تواند  یک اســـتراتژی اساســـی بـــرای مهار باکتریهای مقاوم باشـــد.

محل انجام تحقیق: گروه زیست شناسی، دانشکده علوم زیستی، واحد ورامین- پیشوا، دانشگاه آزاد اسامي، ورامين، ايران

حسن صاحب جمعی1،*و  مهرعلی محمودجانلو2

 1- استادیار، گروه بیوفیزیک، دانشکده علوم زیستی، واحد ورامین- پیشوا، دانشگاه آزاد اسامي، ورامين، ايران

 2-استادیار، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم زیستی، واحد گرگان، دانشگاه آزاد اسامي، گلستان، ايران

مطالعه مجازی تعیین مهارکننده های جدید آنزیم سورتازآ در باکتری استافیلوکوکوس اورئوس
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عی و محمودجانلو صاحب �ج ن ... ازی تعی�ی مطالعه محج

توســـعه آنتی بیوتیـــک هایی کـــه مولکول های زیســـتی 

خاصی در ســـلول های باکـــتری یایی را مـــورد هدف قرار 

می دهنـــد، و نیز اثرات جانبی برای ســـلول های انســـانی 

نداشـــته باشـــند، نقش به سزایی در رشـــد جمعیت انسانی 

و بهبـــود کیفیت زندگی در 75 ســـال اخیر داشـــته اند. با 

ایـــن وجـــود، ظهور گونـــه هـــای باکتریایی گـــرم مثبت و 

گرم منفـــی مقاوم چند دارویـــی، باعـــث محدودیت تاثیر 

کلینیکـــی اغلـــب آنتی بیوتیک های تجاری شـــده اســـت. 

بنا به گزارش ســـازمان بهداشـــت جهانی )WHO(  در سال 

2011،  مقاومـــت دارویـــی باکـــتری ها باعـــث ایجاد مرگ 

5000 نفـــر در ســـال در بریتانیـــا و 25000 نفـــر در اروپا 

گردیـــد. تخمیـــن زده می شـــود کـــه در هر ســـال حداقل 

دو میلیـــون نفـــر در آمریکا بـــه باکتری آلوده می شـــوند 

و 23000 نفـــر آنهـــا مـــی میرند، زیـــرا مبتایـــان به گونه 

هـــای باکتریایی موجود با اســـتفاده از هیـــچ آنتی بیوتیک 

رایـــج مورد درمان قـــرار نمی گیرنـــد)1,2(. این آمـــار نیاز 

مـــرم به تولید داروهـــای ضدعفونی جدیـــد و موثرتر علیه 

باکـــتری های بیـــاری زا را نشـــان می دهد. 

اســـتافیلوکوک هـــا )Staphylococcus(  جنـــس مهمی از 

باکـــتری های گرم مثبت هســـتند. آنها  مانند اســـترپتوکوک 

ها به شـــکل کوکســـی می باشـــند اما تقســـیم آنها در دو 

محـــور انجام مـــی گیرد و  به شـــکل خوشـــه ای دیده می 

شـــوند. اســـتافیلوکوک دارای حداقـــل 40 گونه می باشـــد 

کـــه مهمتریـــن گونـــه در جنـــس )سرده( از نظر پزشـــکی 

اســـتافیلوکوک اورئوس می باشد. بیشتر اســـترپتوکوک ها از 

نظـــر تولید آنزیم های کاتـــالاز و اکســـیداز، منفی بوده و 

بی هوازی اختیاری هســـتند)3(.  اســـتافیلوکوکوس اورئوس 

باعـــث طیف وســـیعی از بیـــاری ها ماننـــد عفونت های 

پوســـتی، اندوکاردیت، پنومونـــی، اســـتئومیلیت و عفونت 

هـــای خونی با عـــوارض و مرگ و میر بالا می شـــود)4,5(. 

 Oritavancin اگرچـــه آنتی بیوتیک هـــای مختلفی ماننـــد

 Tedizolid Delafloxazine)8(،)7(   Delbavancin  ،)6(

)Lefamulin)10(،)9   بـــرای درمان عفونت های ناشـــی از 

اســـتافیلوکوکوس اورئوس ســـاخته شـــده اند، بـــا این حال، 

به دلیـــل مکانیســـم اثر این داروها، ســـویه هـــای مقاوم 

بـــه دارو در سراسر جهـــان  پدیـــد آمده انـــد. جلوگیری از 

عفونـــت باکتریایی بـــا مهار رشـــد، و یا کشـــن باکتری ها 

منجـــر به ظهـــور سریع ســـویه هـــای مقاوم بـــه دارو به 

دلیل فشـــار تکاملـــی بالا می شـــود. در واقـــع، مقاومت 

آنتـــی بیوتیکی آنها یکی از مشـــکات عمده بهداشـــتی در 

سراسر جهان اســـت )11(. افزایش مقاومـــت ضد میکروبی، 

همـــراه با کمبـــود قابـــل توجـــه سرمایه گـــذاری دارویی 

در توســـعه آنتـــی بیوتیـــک هـــای جدیـــد، تحقیقات در 

مـــورد اســـتراتژی های جایگزیـــن برای آنتـــی بیوتیک های 

معمولی بـــرای مبارزه بـــا پاتوژن های باکتریایی را ســـبب 

شده اســـت. در دهه گذشـــته، اســـتراتژی هایی برای نسل 

بعـــدی داروهای ضد میکروبی توســـعه یافته اســـت. یکی 

از آنهـــا به طور خـــاص مســـیر متابولیکی را مـــورد هدف 

قرار مـــی دهد بطوریکـــه در این مســـیر به دلیل فشـــار 

تکاملـــی پایین اعال شـــده مقاومت آنتـــی یوتیکی ایجاد 

نخواهد شـــد )12(. مطالعات بیولوژیکی نشـــان داده است 

کـــه جهـــش ژن)Sortase A (Srt A  در اســـتافیلوکوکوس 

اورئـــوس از چســـبیدن ارگانیســـم بـــه IgG، فیرونکتین و 

فیرینـــوژن جلوگیری می کنـــد و ظرفیت پاتـــوژن را برای 

ایجـــاد عفونت حـــاد در موش تـــا حد زیـــادی کاهش می 

دهـــد )Srt A .)13  تقریبـــاً در تمام ســـویه هـــای متعلق 

بـــه گونه هـــای گرم مثبـــت از جملـــه اســـتافیلوکوک ها، 

اســـترپتوکوک هـــا، انتروکوک ها و لیســـریا مونوســـیتوژنز 

وجـــود دارد و نقـــش مهمـــی در مراحل مختلـــف فرآیند 

بیاری زایـــی مانند چســـبندگی به بافت میزبـــان، فرار از 

دفـــاع میزبان و تشـــکیل بیوفیلـــم ایفا می کنـــد )14,15(. 

 Srt بنـــا به گزارش برخـــی از محققین، غیرفعال ســـازی ژن

A   در برخـــی از پاتـــوژن های گـــرم مثبت باعـــث ایجاد 

نقص هـــای متعدد در پاتوژنز آنها شـــده اســـت )16( . با 

ایـــن حال، برای رشـــد یا بقـــای باکتری ها حیاتی نیســـت. 

 Srt A اینهـــا، دلایل بیشـــتری را تقویت می کنند کـــه چرا

یـــک هدف ایده آل برای توســـعه داروهای ضـــد باکتریایی 

اســـت .بنابراین یـــک هـــدف امیدوارکننده برای توســـعه 

داروهای ضـــد عفونی جدیـــد در نظر گرفته می شـــود که 

بـــا مکانیســـم های بیاری زایی مهم  هدف آنهـــا تداخـــل 

باکتری هـــای گـــرم مثبت اســـت )Srt A.)17  یـــک ترانس 

پپتیداز اســـت که واکنـــش اتصال پروتئین ســـطحی باکتری 

های گـــرم مثبت به پپتیدوگلیکان پیشســـاز دیواره ســـلولی 

را کاتالیـــز مـــی کند. پروتئیـــن های ســـطحی نقش مهمی 

مقدمه:
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در چســـبندگی و تهاجـــم به بافـــت های انســـانی دارند.  

Srt A بواسطه موتیف شناخته شـــده LPXTG در پروتئین 

های ســـطحی، طـــی یک واکنـــش ترانس پپتیـــدازی باعث 

اتصال پروتئین ســـطحی بـــه پپتیدوگلیکان پیشســـاز دیواره 

ســـلولی می شـــود )18(. مطالعه ســـاختاری Srt A نشـــان 

 ،)60(Ala118 داد که اســـیدهای آمینـــه غیرقطبی شـــامل

 ،)34(Ala92 ،)135(Val193 ،)110(Val168 ،)136(Trp194

46(Ala104(، Leu169)111(، و Ile182)124( یـــک جایگاه 

آبگریـــز در مجـــاورت محل فعـــال آنزیم ایجـــاد می کند. 

جهـــش نقطـــه ای ایـــن اســـیدهای آمینـــه منجـــر به از 

دســـت دادن فعالیـــت ترانس پپتیـــداز Srt A می شـــود. 

جایـــگاه فعال Srt A شـــامل ســـه رزیدوی آمینواســـیدی 

 ،)62(His120  حفاظت شـــده متشـــکل از آمینواســـیدهای

Cys184)126(، و Arg197)139( در انتهـــای یـــک شـــیار 

بلنـــد در امتـــداد یک طـــرف ســـاختار دوم بتا اســـت که 

تقریبـــاً در معرض حال قرار می گیرد.  نشـــان داده شـــده 

اســـت که جهـــش در هر یـــک از اینها به شـــدت فعالیت 

کاتالیـــزوری Srt A را کاهـــش می دهـــد )19(. همچنین، 

نشـــان داده شـــده اســـت که      Arg197 بر اساس حالت 

بـــاردار پروتئیـــن، برهمکنـــش متایزی را ایجـــاد می کند، 

که به تثبیـــت فرم فعـــال کاتالیزوری جایـــگاه فعال آنزیم 

 .)20( کند  مـــی  Srt A کمک 

 نشـــان داده شـــده اســـت که برخی از ترکیبـــات طبیعی 

در برابرآنزیـــم Srt A فعـــال بـــوده و باعث مهـــار آنزیم 

می گردد. مطالعات گذشـــته نشـــان می دهـــد که عصاره 

بـــه عنـــوان یک گیـــاه دارویی   )Myricetin( مایرســـتین

بهتریـــن اثر بازدارندگـــی را بر روی Srt A  دارد و ســـمیت 

کمـــی بر روی ســـلول های انســـانی نشـــان می دهد )21(. 

مایرســـتین عضـــوی از طبقـــه فاونوئیدها به نـــام فاونول 

اســـت که در ســـبزیجات )از جمله گوجه فرنگـــی( ، میوه 

هـــا )از جمله پرتقـــال( ، آجیـــل، انواع تـــوت ها و شراب 

قرمز موجود اســـت )22(. در واقع، ســـاختار هیدروکسیله 

مایرســـتین در مقایســـه با ســـایر فاونول ها مسئول خواص 

بیولوژیکـــی آن می باشـــد )23(. گزارش شـــده اســـت که 

مایرســـتین دارای تعدادی از اثرات دارویی اســـت، از جمله، 

آنتـــی اکســـیدان )24(، ضد سرطـــان )25( ، ضـــد التهاب 

و ضـــد ویـــروس )26( و ضد باکـــتری )27(. بدیهی اســـت 

کـــه یافـــن مولکول هـــای جدید مشـــابه مایرســـتین اما با 

اثـــرات بازدارندگی بالاتـــر و فارماکوکینتیـــک بهتر می تواند 

اهـــداف دارویی و درمانی باشـــد. از ســـوی دیگـــر، تولید 

داروی جدیـــد پرهزینه و زمان بر اســـت. آخریـــن ارزیابی 

کـــه توســـط Joe D. Massi ، اقتصـــاددان مرکـــز تافتز در 

ســـال 2014 انجام شـــد، برآورد کرد که کل هزینه توســـعه 

و کســـب تأییدیه بازاریابی برای یـــک داروی جدید حدود 

2/6 میلیارد دلار اســـت )28(. عاوه بر این، روند توســـعه 

و ورود بـــه بازار یـــک داروی جدیـــد می توانـــد 12-10 

ســـال طول بکشـــد. هنگامی که یک دارو در بـــازار عرضه 

می شـــود، اغلـــب تحقیقات پـــس از تایید بـــرای ارزیابی 

اثربخشـــی کامـــل داروی کشـــف شـــده انجام می شـــود. 

بدیهی اســـت کـــه بررســـی رفتـــار ســـاختاری پروتئین ها 

مـــی تواند بـــه اطمینان از اتصـــال صحیـــح دارو و کارایی 

آن کمک کنـــد. برخاف مطالعات آزمایشـــگاهی، روش های 

محاســـباتی برای نظـــارت بر رفتـــار مولکول های زیســـتی 

در ســـطح میکروســـکوپی دقیق تـــر و مقرون بـــه صرفه تر 

هســـتند. از ایـــن رو، در ایـــن مطالعـــه، مـــا از روش های 

محاســـباتی ماننـــد غربالگری مجـــازی مبتنی بر ســـاختار، 

اتصـــال مولکولی و شبیه ســـازی MD بهره جســـتیم.

رویکـــرد اتصـــال مولکولـــی بـــرای درک برهم کنش هـــای 

پروتئین-لیگانـــد و ثابت مهـــار از نظر میـــل ترکیبی مورد 

اســـتفاده قـــرار گرفـــت. شبیه ســـازی دینامیـــک مولکولی  

)MDS( یـــک روش محاســـباتی اســـت که برای مشـــاهده 

و تجزیـــه و تحلیل حـــرکات اتم ها و مولکول ها اســـتفاده 

می شـــود )29(. ایـــن قوانیـــن حرکـــت نیوتـــن و قوانین 

برخـــورد اتمـــی را برای پیـــش بینـــی تحرک مولکـــول ها 

در یـــک سیســـتم ترکیب مـــی کنـــد )30(. بـــرای نظارت 

بـــر تغییـــرات ســـاختاری آنـــزی Srt A ، از تکنیک  شـــبیه 

ســـازی MD اســـتفاده شـــد. پس از مطالعات شبیه ســـازی 

MD، رویکـــرد  MM-PBSA برای تفســـیر انـــرژی اتصال 

آزاد اســـتفاده شـــد. ما امیدواریـــم که دانش ارائه شـــده 

در ایـــن تحقیـــق منجر به پیشرفـــت در مطالعـــات بالینی 

مهارکننده هـــای قویـــتر Srt A و همچنیـــن تـــاش بـــرای 

تحقیـــق در مورد توســـعه داروهـــای ضـــد باکتریایی برای 

درمـــان جایگزین یا مکمـــل بیاری های عفونـــی در آینده 

شـــود. نزدیک 
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 آماده سازی پروتئین
ســـاختار کریســـتالی  )PDB ID: 1T2P( با قدرت تفکیک  

2A از بانـــک داده پروتئیـــن )http://www.rcsb.org(  به 

دســـت آمد قبـــل از اتصـــال مولکولی، ســـاختار پروتئین 

UCSF Chimera )https://www.cgl. افـــزار  نـــرم  توســـط 

ucsf.edu/chimera/(  بـــرای آماده ســـازی اتصال مولکولی 

بارگذاری شـــد. زنجیره A  در ســـاختار PDB، که شـــامل 

146 باقیانده  آمینواســـیدی بوده اســـت انتخاب شـــد. 

ســـپس لیگاندهـــا حذف و بارهـــای گاســـتیگر و اتم های 

هیدروژن اضافه شـــدند. در نهایت، آنزیم آماده شـــده با 

فرمـــت pdb بـــرای مطالعات داکینگ ذخیره شـــد.

غربال گری مجازی و انجام داکینگ مولکولی

چندیـــن پایگاه داده قابل دســـترس از ترکیبات شـــیمیایی 

ایجاد شـــده اســـت که ده ها میلیون مولکول شیمیایی را 

در خـــود ذخیره نموده انـــد. در این پژوهـــش از کتابخانه 

ChemSpider )http://www.chemspider. شـــیمیایی 

com/(، بـــرای شناســـایی و غربالگـــری مجـــازی مولکول 

های شـــیمیایی اســـتفاده شـــد. با توجه بـــه حجم بالای 

کتابخانه، از ضریـــب تانیموتوی بـــالای 0.9، برای پردازش 

جســـتجوی شـــباهت به عنوان معیار غربالگری اســـتفاده 

شـــد. همچنین،  مولکول مایرســـیتین به عنوان  ســـاختار 

مرجع بـــرای غربالگـــری مبتنی بر شـــکل انتخاب شـــد. 

پـــس از غربـــال گری، تعـــداد مولکـــول های شـــیمیایی 

مشـــابه مایرســـتین بـــه 324 عـــدد کاهش یافـــت. نکته 

مهـــم این اســـت کـــه پایـــگاه داده ChemSpider منبع 

خوبـــی از ترکیبـــات امیدوارکننده با فعالیـــت بالقوه علیه 

اهداف بیولوژیکی می باشـــد. پس از به حداقل رســـاندن 

انـــرژی ســـاختاری مولکول ها بـــا اعال مجموعـــه پایه 

 HyperChem 31* با اســـتفاده ازنرم افـــزارG-6/B3LYP

7.5، مرحلـــه دوم غربـــال گـــری مجـــازی با اســـتفاده از 

Autodock vina )PyRx( انجـــام شـــد. PyRx یـــک ابزار 

غربالگـــری مجازی با یـــک پروتکل برای اتصـــال مولکولی 

پیشرفته اســـت و بـــرای طراحـــی دارو به کمـــک رایانه 

اســـتفاده می شـــود )31(. لیگاندهایی کـــه دارای بهترین 

انرژی اتصـــال در این مرحله بودند انتخاب شـــده و برای 

مرحله ســـوم غربالگـــری  قـــرار گرفتند که ایـــن مرحله 

مهـــم از طریـــق اتصال هر یـــک ار لیگاندهـــای منتخب 

 Autodock4.2 از مرحلـــه قبل با اســـتفاده ازنـــرم افـــزار

  Autodock4.2 بوده اســـت.  مشـــخص شـــده اســـت که

دارای عملکـــرد بهتری نســـبت بـــه Autodock vina برای 

بررســـی اتصال لیگاندهـــا می باشـــد )32(.  هانگونه که 

قبا اشـــاره شـــد، همه انواع ســـورتازها حاوی یک ســـه 

 Arg197 و Cys184 ،His120  آمینواســـید حفاظت شـــده

در محل فعال هســـتند و برای فعالیت مورد نیاز هســـتند 

.همچنین بررســـی دقیـــق محیط باقیانـــده Cys184 در 

محل فعال ســـاختار کریســـتالی Srt A چندیـــن باقیانده 

 ،Arg197 ،Lys196 ،Asp185 ،Thr183قابـــل یونیزاســـیون

داد  نشـــان  را   Try187 و   Thr180   ،Ser116  ،Glu105

)22(.  بر اســـاس ایـــن اطاعات، مختصات جعبه شـــبکه 

 ،y:  229/16- 306/305-، مرکـــز  x:مرکزی بصـــورت: مرکز

مرکـــز z: 000/2، فاصله بین نقاط شـــبکه در 375Å/0  و 

تعـــداد نقـــاط در x، y، و بعد z به ترتیـــب 48، 40 و 44 

بود. ایـــن پارامترها بـــا توجه بـــه اندازه جایـــگاه اتصال 

لیگاندهـــا انتخاب شـــدند. به طوری کـــه کل محل اتصال 

و باقـــی مانده هـــای مجاور آن را پوشـــش دهنـــد. برای 

همه  لیگاندهـــا و مولکول مرجع )مایرســـیتین(، از اندازه 

جعبه شـــبکه و ســـایر پارامترهای یکســـان اســـتفاده شد. 

برای هر اجرا مســـتقل، عدد الگوریتـــم ژنتیک )GA( روی 

100 تنظیم شـــد. ســـایر پارامترها به طـــور پیش فرض در 

نرم افـــزار Autodock تنظیم شـــدند. متعاقباً، برهم کنش 

های دو بعدی و ســـه بعدی بیـــن لیگاند-آنزیم به ترتیب 

توســـط نـــرم افـــزار Discovery Studio Client 2017  و 

PyMol مـــورد تجزیه و تحلیل قـــرار گرفت.

MM/PBSA شبیه سازی دینامیک مولکولی و آنالیز

دینامیـــک برهمکنش هـــای بیـــن پروتئیـــن و لیگاندهای 

مذکـــور با اســـتفاده از شبیه ســـازی دینامیـــک مولکولی 

)MD( بـــه شرح زیـــر مـــورد بررســـی قـــرار گرفـــت: 

شبیه ســـازی ها با اســـتفاده از GROMACS نسخه 5.1.1 

انجام شـــد)33(.  پارامترهای پروتئین با اســـتفاده از میدان 

نیروی gromos53a6 تولید شـــد. پارامترهـــای لیگاند برای 

هان میـــدان نیرو با اســـتفاده از سرور PRODRG تولید 

شـــد)34(. ابزار Gmx editconf برای تولید جعبه شـــبیه 

مواد و روش ها
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ســـازی شـــش وجهی استفاده شـــد. حال  ســـازی با مدل 

آب SPC با اســـتفاده از ابزار solvate gmx  انجام شد. بار 

خالـــص پروتئین +1 بود، بنابراین خنثی ســـازی سیســـتم 

نیـــاز به افزودن یک یوم کلر )Cl(  داشـــت. کل سیســـتم 

با اســـتفاده از روش steepest descent 10000 پله و سپس 

روشconjugate gradients تـــا 50000 به حداقل رســـید. 

پس از به حداقل رســـاندن انرژی، سیســـتم در دو مرحله 

 ،NVT متعادل شـــد: در مرحلـــه اول 500 پیکوثانیه تعادل

سیســـتم تا 300K گرم شـــد تا دمای سیســـتم تثبیت شود. 

در مرحلـــه دوم 500 پیکوثانیه از مجموعـــه NPT، طول 

پیوندهـــا با اســـتفاده از الگوریتم حـــل محدودیت خطی 

)LINCS( در مقادیـــر تعادلی خود قـــرار گرفت )35(. در 

مرحلـــه آخـــر شبیه ســـازی MD، هندســـه های تعادلی با 

  300K برای 50 نانوثانیه در MD اســـتفاده از شبیه ســـازی

بـــا زمـــان گام 2fs  به دســـت آمـــد. میانگیـــن مربعات 

انحـــراف ریشـــه )RMSD( و نوســـانات میانگین مربعات 

ریشـــه )RMSF( پروتئین بـــه ترتیب با اســـتفاده از ابزار 

gmx rms و gmx rmsf محاســـبه شـــد و مساحت سطح 

قابل دسترســـی حال )SASA( و شـــعاع چرخش )Rg( نیز 

بـــا        gmx sasa و gmx اندازه گیری شـــد. مقدار قدرت 

انرژی های برهمکنـــش پروتئین-لیگانـــد در حالت پویا با 

اســـتفاده از اســـکریپت »g_mmpbsa« GROMACS با 

  )MM/PBSA( مکانیک مولکولی سطح پواســـون-بولتزمن

و محاســـبه های انرژی آزاد اتصال تخمین زده شد)36,37(. 

انرژی های برهم کنـــش پروتئین-لیگاند  در نهایت قـــدرت 

در یک حالت دینامیکی با محاســـبات انـــرژی آزاد اتصال 

 )MM/PBSA( سطح پواســـون-بولتزمن  مکانیک مولکولی

همـــراه بـــا  برهمکنش های کوتـــاه برد کولمبـــی )SR( و 

لنـــارد- جونز بین پروتئین هدف و لیگاند محاســـبه شـــد 

  .)38( شد  برآورد 

نتایـــج حاصـــل از غربالگری مجـــازی مبتنی بر ســـاختار و 

مولکولی اتصـــال 

در مجمـــوع 324 ترکیـــب از پایـــگاه داده Chemspider بر 

اســـاس یـــک جســـتجوی مشـــابه تانیموتـــو 90٪ در برابر 

مایرســـیتین بـــه عنوان یـــک مولکـــول مرجع برای توســـعه 

مولکول هـــای دارو به دســـت آمد. بـــرای غربالگری مجازی 

PyRx  مبتنی بر ســـاختار لیگاندهـــای حاصله از نرم افـــزار

اســـتفاده شـــد. هانطور که در شـــکل 1 دیده می شود، 10 

لیگانـــد از بهتریـــن لیگاندها با توجـــه به انـــرژی اتصال به 

عنوان مولکـــول های پاســـخ در این مرحله انتخاب شـــدند.

اتصال مولکولی یک روش خوبی اســـت که به طور گســـترده 

در کشـــف دارو بر اســـاس  غربـــال گری مجـــازی مبتنی بر 

ساختار اســـتفاده می شـــود. بر این اســـاس در مرحله بعد، 

10 لیگاند آماده شـــده همـــراه مولکول مرجـــع  یک به یک 

و جداگانـــه  با اســـتفاده از Autodock4.2  بـــه محل اتصال 

مولکـــول هدف )Srt A(  اتصال داده شـــدند. از مقدار عددی 

امتیاز انـــرژی اتصال بـــرای ارزیابی قـــدرت برهمکنش های 

پروتئیـــن- لیگاند و رتبـــه بندی آنها اســـتفاده شـــد. امتیاز 

انرژی اتصـــال منفی تر، اتصـــال مطلوب تری بیـــن لیگاند و 

پروتئین را نشـــان می دهـــد.  انرژی اتصـــال و ثابت بازداری 

در بهترین خوشـــه برای مولکول های متصل شـــده توســـط      

Autodock4.2  در جدول 1 نشـــان داده شـــده است.

یکی از اهداف اصلی دانش شـــیمی دارویی، کشـــف داروی 

کاندید با بیشـــترین میـــل پیوندی در کمترین غلظت اســـت 

)39(. بـــا توجه بـــه این واقعیت کـــه مقادیر انـــرژی اتصال 

ترکیبات پاســـخ احتـــالاً در نـــرم افـــزار Autodock بهبود 

می یابـــد، بر این اســـاس بـــرای اطمینان بیشـــتر از مولکول 

منتخـــب و محدود کـــردن فضای جســـتجو، آســـتانه انرژی 

بـــرای تعییـــن بهترین پاســـخ را بـــه 8- کیلوکالـــری در مول 

کاهـــش دادیـــم. فرآینـــد اتصال نشـــان می دهـــد که فقط 

لیگاند شـــاره 3 )جـــدول 1( دارای انرژی اتصـــال کمتر از8- 

کیلوکالری در مول اســـت که بســـیار بهتر از میریستین است 

نتایج
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1Chemspider ID

شــکل 1: ســاختار دو بعــدی مولکــول 

ــر  ــب برت ــا 10 ترکی ــراه ب ــع هم مرج

شناســایی شــده از طریــق غربالگــری 

ــر ســاختار توســط  ــی ب مجــازی مبتن

 .PyRx نــرم افــزار

MyricetinLigand No. 3

.S. aureus Srt A شکل 2: تصاویر دو و سه بعدی برهمکنش بین مولکول مرجع و منتخب شاره 3 در جایگاه اتصال آنزیم
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.Srt A جدول 1. انرژی های اتصال و ثابت های بازدارندگی ترکیبات در برابر
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شکل 4: میانگین ساختارهای ثانویه در طول شبیه سازی MD برای اشکال  Sort A اتصال یافته و آزاد.

.Ligand No. 3 با دو مولکول میرسیتین و Sort A برای کمپلکس های kJ/mol جدول 2: مقدار انرژی اتصال بر حسب

)به ترتیب برای لیگاند شـــاره 3 و میریستین -07/8 و  5/13- 

کیلو کالـــری در مول(. همچنین از نقطه نظـــر ثابت بازداری 

)Ki(، لیگاند شـــاره 3 نســـبت به لیگاندهای دیگر از جمله 

مایرســـیتین برتری دارد. جزئیات برهمکنش هـــای واندروالس  

و پیونـــد هیدروژنـــی بین زنجیـــره جانبی آمینواســـیدها  در 

پاکـــت اتصال Srt A بـــا لیگاند مرجع و ترکیب شـــاره 3 در 

شده اند. داده  نشـــان   2 شکل 

تجزیه و تحلیل شبیه سازی دینامیک مولکولی 

ns 50 شبیه ســـازی  MD بـــرای ارزیابـــی پایداری ســـاختاری 

کمپلکس هـــا با تجزیـــه و تحلیل ریشـــه میانگیـــن انحراف 

 ،)RMSF( نوســـانات ریشـــه میانگین مربع ،)RMSD( مربع

 )SASA( و ســـطح قابل دسترســـی ،)Rag( شـــعاع چرخـــش

انجام شـــد.

RMSD ، خـــواص کلـــی  از تغییـــرات ســـاختار پروتئین را 

 10 ns نشـــان می دهد. پـــس از تعادل سیســـتم به مـــدت

 Apo-Sort( اشـــکال کمپلکس نســـبت به فرم آزاد  RMSD،

A(  افزایش بیشـــتری نشـــان می دهد. در این بین، کمپلکس  

Ligand 3-Srt A  تغییـــرات RMSD بالاتری را بین 0 تا 42/0 

 Myricetin-Sort A  نانومتر نشـــان داد. درحالیکه کمپلکـــس

تغییـــرات RMSD را کمی بالاتر ازApo- Sort A  نشـــان داد 

 ،RMSD  مشـــابه توزیع .) )a(3 0 تا 27/0 نانومتر( )شـــکل (

کمپلکـــس Ligand 3-Srt A  بالاترین نمایه RMSF را نشـــان 

می دهـــد. عـــاوه بر ایـــن، تعـــداد کمـــی از باقیانده های 
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واقـــع در ابتدا  و انتهـــای زنجیره پروتئینی ، نوســـانات بالاتر 

از 4 نانومتر را نشـــان دادند )شـــکل b(3( (. افزایش دو پارامتر 

فیزیکی RMSD و RMSF بیانگر آنســـت کـــه اتصال لیگاند 

شـــاره 3 به آنزیم Sort A نســـبت به لیگانـــد مرجع، باعث 

 Sort تغییرات ســـاختاری  همراه با ناپایداری بیشـــتر درآنزیم

A می شـــود. Rag که معیاری برای فشردگی پروتئین اســـت 

و بـــه نوبه خـــود پایـــداری ســـاختار پروتئین را نشـــان می 

دهد، نیز بـــا توزیع های RMSD و RMSF در سراسر شـــبیه 

ســـازی همخوانی دارد )شـــکل c(3( (. واضح اســـت که یک 

 Ligand تغییـــر قابل توجه )باز شـــدن بیشـــتر( در کمپلکس

Srt A-3  در مقایســـه با ســـاختار Apo- Sort A  مشـــاهده 

شـــد. مقادیرRag برای کمپلکـــس  Myricetin-Sort A کمی 

بالاتـــر از ســـاختار Apo- Sort A  بـــه نظـــر می رســـد، که 

نشـــان دهنده کاهـــش جزئـــی در فشردگی در مقایســـه با 

 SASA تغییر  )d(3 اســـت. همچنین  شـــکل  Apo- Sort A

را نســـبت به زمان برای ســـه ســـاختار نشـــان مـــی دهد.     

SASA ســـطح قابل دســـترس بیومولکول ها به حال اســـت.  

Apo- Sort A  ، Myricetin- بـــرای SASA میانگیـــن مقدار

Sort A  و Ligand 3-Srt A  بـــه ترتیب 10/86 نانومتر مربع، 

92/89 نانومـــتر مربع و 92/90 نانومتر مربع اســـت. در اینجا 

نیـــز، افزایـــش مقـــدار SASA در  Ligand 3-Srt A نشـــان 

 Apo- Sort دهنده متورم شـــدن آن در مقایســـه با ســـاختار

  SASA اســـت. بـــاز هم، بـــه نظر می رســـد که مقادیـــر  A

بـــرای کمپلکـــس Myricetin-Sort A افزایش جزئی نســـبت 

به ســـاختار Apo- Sort A نشـــان می دهد، که نشان دهنده 

تـــورم جزئی در مقایســـه با پروتئین Sort A اســـت.

با اســـتفاده از برنامه DSSP، ســـاختارهای دوم وابســـته به 

زمـــان )Time-dependent secondary structures( مـــورد 

ارزیابی قـــرار گرفت. آنالیـــز نتایج حاصـــل از DSSP جالب 

توجـــه می باشـــد. در ایـــن نتایج دیـــده می شـــود که اگر 

چه اتصـــال مایرســـیتین به جایـــگاه فعـــال Srt A همچون 

 B-Sheet، لیگاند شـــاره 3 باعـــث کاهش ســـاختارهای دوم

 A-helix  و ،Coil، Bend و تبدیل آنهـــا به helix-3 و ،Turn

می شـــود، اما لیگاند شـــاره 3 میـــزان بیشـــتری از Coil را 

ایجـــاد می کند که معیـــاری از عدم تاخوردگـــی پروتئین می 

باشـــد )شـــکل 4(. به طور کلی، تجزیه و تحلیل شبیه ســـازی 

دینامیـــک مولکولی نشـــان می دهد که اتصال لیگاند شـــاره 

3 در مقایســـه با مایرســـیتین به پاکت اتصـــال Srt A  باعث 

بیشـــتر می شود. ناپایداری  باز شـــدن و 

جـــدول 2 مقـــدار میانگین  انـــرژی کل اتصـــال و همچنین 

ســـهم انـــرژی حاصـــل از برهمکنش هـــای واندروالســـی و 

الکترواســـتاتیک از انـــرژی اتصـــال کل و میانگیـــن تعـــداد 

پیوندهـــای H در حالـــت دینامیکـــی را نشـــان می دهد که 

بـــرای اتصـــال دو مولکول مایرســـتین  و لیگاند شـــاره 3 با 

اســـتفاده از روش مساحت سطح پواســـون-بولتزمن مکانیک 

مولکولـــی )MM/PBSA( انجـــام شـــد.  هاننـــد مطالعات 

docking، لیگانـــد شـــاره 3 دارای بالاتریـــن انـــرژی اتصال 

بـــا جایـــگاه اتصـــال Sort A اســـت. همچنیـــن، برخـــاف 

Myricetin-Sort A کـــه دارای میانگین پیوندهای هیدروژنی 

بالاتری اســـت، ســـهم واندروالس در اتصال لیگاند شـــاره 3 

بـــه جایگاه فعال بیشـــتر از الکترواســـتاتیک اســـت.  این به 

 Sort A وضـــوح اثر برجســـته لیگاند شـــاره 3 را در حفـــره

دهد. می  نشـــان 

نتایج

امـــروزه مقاومـــت آنتـــی بیوتیکـــی باکـــتری هایـــی مانند 

اســـتافیلوکوکوس اورئـــوس ناشـــی از جهش هـــای ژنی یکی 

از دغدغـــه های اصلی ســـازمان بهداشـــت جهانی اســـت. 

بنابراین، توســـعه نســـل بعدی داروهای ضـــد میکروبی برای 

اهـــداف خاصـــی در باکتری هایی که فشـــار تکاملـــی پایینی 

اعال می کننـــد، ضروری اســـت. آنزیـــم Sort A در باکتری 

های گـــرم مثبت مانند اســـتافیلوکوکوس اورئـــوس می تواند 

یـــک اســـتراتژی توســـعه دارویی بـــرای مهار باکـــتری ها و 

یـــک زمینـــه تحقیقاتی فـــشرده بـــرای شـــیمیدانان دارویی 

باشـــد. مولکول مایرســـتین به عنـــوان یک مولکـــول طبیعی 

موجـــود در برخی از ســـبزیجات مانند گوجـــه فرنگی، میوه 

ها ماننـــد پرتغـــال، انواع تـــوت، و چای کـــه خاصیت آنتی 
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اکســـیدانی نیـــز دارد،  توســـط برخی از محققـــان به عنوان 

یـــک مهارکننـــده Sort A مـــورد مطالعه قرار گرفته اســـت. 

اما تاکنون گزارشـــی مبنی بر اســـتفاده از آن بـــه عنوان یک 

داروی بالینی گزارش نشـــده اســـت. در این مطالعـــه، ابتدا 

پـــس از غربالگری کتابخانـــه ای از ترکیبات شـــیمیایی مبتنی 

بر جســـتجوی شـــباهت و ســـپس غربالگری مجـــازی مبتنی 

بر ســـاختار، 10 نامزد برتـــر از لیگاندها براســـاس میزان میل 

اتصـــال به جایگاه فعـــال آنزیم Sort A و ثابـــت بازدارندگی، 

بـــه عنـــوان کاس های جدیـــد بازدارنـــده هـــای مولکولی 

کوچـــک برای Sort A  شناســـایی شـــد. ایـــن بازدارنده های 

جدیـــد کاندیـــدای عالی بـــرای تحقیقات بیشـــتر توســـط 

Molecular    Docking  در نظـــر گرفتـــه شـــدند.  لیگاند 

شـــاره 3 از جدول شـــاره 1، بر اســـاس انرژی اتصال پیش 

بینی شـــده و ثابـــت بازدارندگـــی انتخاب به عنـــوان بهترین 

پاســـخ انتخاب شـــد. جالب توجه اســـت، نتایج شبیه ســـازی 

MD نشـــان می دهد کـــه لیگاند شـــاره 3 دارای پروفایل ها 

و برهمکنش اتصالی بهتری نســـبت به مایرســـیتین به عنوان 

یک مهارکننده مرجع بـــوده، و باعث رفتار ناپایدار پیوســـته 

در کمپلکـــس docking  می شـــود.

نتیجه گیری:

در مجمـــوع، مـــا پیشـــنهاد می کنیم کـــه  لیگاند شـــاره 3 

ترکیـــب  یـــک  می توانـــد   )Chemspider ID=73945561(

امیدوارکننـــده در برابـــر هـــدف Sort A بـــه عنـــوان یک 

اســـتراتژی درمانی باشـــد. با این حـــال، چنین اســـتراتژی و 

کاربرد درمانـــی به آزمایش هایـــی مانند تعییـــن مهار آنزیم 

برای تأیید بیشـــتر ویژگی  انتخاب پذیـــری و فعالیت ترکیبات 

 in      vivo و هم in vitro هـــم در شرایط ،Sort A در برابـــر

دارد. بستگی 

تشکر و قدردانی

تعارض منافع

نویسندگان از تمام کسانی که آنان را در انجام این تحقیق یاری رسانده اند تشکر و قدردانی می کنند.

نویسندگان اعام می کنند هیچ تعارض منافعی در انجام این مطالعه وجود نداشته است.
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