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بررسي آنزيم آلفا آميلاز پانكراس موش صحرايي به عنوان مدل جهت بررسي تاثير مهار
 هاي اين آنزيم كننده

2 باقر لاريجاني،1* پريچهره يغمايي،3 پروين پاسالار،2 آزاده ابراهيم حبيبي،1شيوا خليل مقدم

 چكيده

در آنزيم:مقدمه ها هاي اين آنزيم مهاركننده.افزايش قند خون موثرندوگليكوژن در نتيجه نشاسته هضم هاي گليكوزيداز

ياژهيوتياهمازديگلوكوز آلفايها كننده مهاريجانببه علت نداشتن عوارض آلفا آميلاز هاي خصوصا مهاركننده

و ي با كمك جستجوي ابتدايي براي يافتن چنين تركيبات.عنوان ابزاري با ارزش در درمان ديابت مطرح هستندهب برخوردارند

به صورت،هاي آلفا آميلاز در مورد مهار كننده. پذيرد صورت ميin vivoوin vitroهاي مدل از آنجا كه موش صحرايي

به عنوان مدل فارماكولوژي مورد استفاده قرار مي گيرد، در اين مطالعه، مدل ساختار آنزيم اين حيوان مورد بررسي قرار متداول

كه. گرفته است به منظور مقايسه آنزيم ها موجود نمي ساختار كريستالي اين آنزيماز آنجا هاي باشد مطالعه مدلسازي مولكولي

و انسان انجام گرديد آميلاز .پانكراسي موش صحرايي

 SWISSو  Blast،Clustal W برنامهاز با استفاده آنزيم موش ساختاريساز مدلويدينواسيآم ترادفي بررس:ها روش

MODEL شدانجا كه مهار جهت يافتن جايگاه احتمالي برهم كنش مهاركننده.م هاي آنزيم، تركيب شش زير واحدي قندي

و براي بررسي بيشتر) داكينگ( كننده گزارش شده براي آنزيم انساني است با استفاده از روش جايگيري در مدل قرار داده شد

.ي كوتاه مدت استفاده گرديدبرهم كنش تركيب با آنزيم از شبيه سازي ديناميك مولكول

هاي مهم در برهم در عين حال اسيد آمينه. نتايج نشان دهنده تفاوت جزئي آنزيم موش صحرايي با آنزيم انسان است:ها يافته

و آنزيم تا حدودي شناسايي شده كنش مهار كننده .اند هاي قندي

مي علي:گيري نتيجه و كلي تاثير كراس موش صحرايي به عنوان مدل جهت بررسيتوان از آنزيم آلفا آميلاز پان رغم اينكه اوليه

ب و بنابراين نتايج دره تركيبات مهار كننده استفاده كرد، بايد به تفاوت موجود در ساختار آن توجه كرد دست آمده از مدل را

. موارد حساس تر با احتياط تفسير نمود

 موش صحرايي،هاركنندهم، مدلسازي مولكولي، آلفا آميلاز:واژگان كليدي

ع دانشكده علوم پايه،،گروه زيست شناسي-1 و تحقيقات دانشگاه آزاد اسلاميلواحد  ايران،تهران،وم

و متابوليسم/ تحقيقات غدد مركز-2  ايران، تهران، دانشگاه علوم پزشكي تهران،پژوهشكده علوم غدد

ب-3 اي دانشگاه علوم پزشك،يوشيميگروه  يران تهران، تهران،
و تحقيقـات دانـشگاه آزاد اسـلامي، دانـشكده علـوم پايـه، گـروه زيـست شناسـي تهران، : نشاني∗ :، تلفـن پونك، حصارك، واحـد علـوم
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506 ...آنزيم آلفا آميلاز پانكراس موش صحرايي به عنوان بررسي:همكارانويغمايي

 مقدمه
لي ـكوزيگل دسـتهدر وزنKD 50 لازها بـا حـدوديآم آلفا

يي شناسا EC:3.2.1.1يميكدآنزباو دارند قرار درولازهايه

نيداز هستند، بنابرايكوزياندوگل لازهايآم آلفا تمام. شونديم

 مولكـول نـشاسته يـا گليكـوژن داخلازرازيدروليه عمل

 كننديم حفظرا آلفاي آنومرونيكنفورماسو دهنديم انجام

ي هــا گونــهنيبـاديــزي ســاختار تـشابه رغــميعلـ.]3-1[

.]5،4[ استكم آنهانيبي توالي همسان لاز،يآم آلفا مختلف

وي بزاق در پستانداران شامل شكللازيآم دو نوع اصلي آلفا

كهيپانكراس  در توالي آمينو اسـيدهاياديزحدتا آن است

توانـد هاي گلوكوزيـداز مـي مهار آنزيم.]7،6[هستند مشابه

و كوچك رودهدر گلوكز جذبو نشاسته هضم در كاهش 

و بـه ايـن ترتيـب بـه]9،8[ باشـد موثر خون گلوكز كنترل

و چـاقي مطـرح عنوان يك راهكار مطرح در درمان ديابت

ي هـا كننـده مهـار ها، كننده مهارنياانيماز.]11،10[ است

به نظـررايز برخوردارندي شتريب توجهاز لاز،يآماآلفميآنز

 مهـاراز حاصـل گوارشـي شـديديجـانب رسد عوارض مي

.]13،12[ندينماينم جادياراديگلوكوز آلفايها كننده

 بـر in vitro شـكلهبـ ابتـدا نظـر، مورديها كننده مهار اثر

 مرحلـهدرو گـردديمـيبررسـلازيآم آلفايهاميآنزي رو

 مهــار اثــري بررســي بــراي شگاهيــآزما وانــاتيحزا بعــد،

موش صـحرايي.]14[ گردديم استفاده نظر مورديها كننده

و ابـتيدي هـايبررسـي بـراجيـراي شگاهيآزما مدلكي

بـي چاق كه نتـايج ازه است، ليكن اين مسئله دسـت آمـده

چه حد قابل تعميم بـه  آزمايش بر حيوانات آزمايشگاهي تا

قا  مي انسان است نيز  سـاختار كـهييآنجـااز. باشد بل تامل

از اسـتفاده ست،يـن دستدر وانيحنيالازيآمازي ستاليكر

ازي مـدلهيـتهي بـرا روش تـرين سازي مولكولي ساده مدل

 منظـورهبـ شـده جاديا مدلاز.]15[ باشديمميآنز ساختار

آمـيلاز پانكراسـيي هـا تفاوتوها شباهتنييتعوسهيمقا

 هـدفكه)HPA( آميلاز پانكراسي انساناب،)RPA( موش

.ديگرد استفاده،هاي آنزيم است طراحي مهار كنندهي اصل

ها روش

يسازو مدليدينواسيآم ترادفي بررس

 RPA (Rattus مـوش صـحراييميآنـزيدياسنويآم توالي

Norvegicus) اطلاعـات گاهيپاقيطراز NCBI دسـتهبـ 

ــد ــهاز.(www.ncbi.nlm.nih.gov) آم ــاهيپا( Blast برنام  گ

 تـرادفي بررسي برا]Clustal W  ]16و) NCBI اطلاعات

يســاز مــدلي بــرا. اســتفاده گرديــدHPAو RPAي تــوال

 شــد اسـتفاده SWISS MODELاز آنـزيم مـوش سـاختار

)http://www.expasy.ch/swissmod/SWISSmodel(.

به عنـوان pdb.3OLDكدبا HPAي ستالوگرافيكر ساختار

. مورد استفاده قرار گرفتالگو

)داكينگ(جايگيري

. شـد انجام Auto Dock 3.0 5 برنامهبا،جايگيري تركيبات

 Kollmanي بارهــاازنيپــروتئ بــه بــار دادن نــسبتي بــرا

.شد گرفته نظردر Gasteiger بار گانديلي براوشد استفاده

 منطقــه كــردن محــدودي بــرا رفتــه كــاره بــ (Grid) جعبــه

 انجــامي بــرا. بــودنيپــروتئ حجــم كــل شــامل،يريگيجــا

 مـوارد حـداكثروشد استفادهكيژنتتميالگورازيريگيجا

در عـددMaximum Mumber of evals(25000(يبررسـ

 ماننـد،ي همـراه آنـزيم اضـافي هـا مولكول.شد گرفته نظر

.ديگرد حذفميآنز PDBليفااز dockingازشيپ حلال

 ديناميك مولكوليي سازهيشب

ي بـرا Dockingاز آمـده دسـتهبـ گانـديل حالـتنيبهتر

 موجـود دينـاميكي سازي شبيهاز.ديگرد استفادهسازي شبيه

 كـويپ 4000يهـا سـازيي شـبيه بـرا MOE 2008 برنامه در

در ستميـس ابتـدا. شـد اسـتفاده T=300Kي دمادرياهيثان

طيشـرا بـا،يمقـدمات سـازي شبيهو گرفت قرارآب حلال

ايجاد تعـادل منظورهبهيثانكويپ100 زمانو K 300ي دما

 مراحـل تمـامدر است ذكربه لازم.ديگرد انجام ستميس در

ــبيه ــازي ش ــتفاده Force field ،OPLAS – AAازس  اس

 گانديليريقرارگ حالتنيبهتريها كنشانيم سپس.ديگرد

. گرفت قراري بررس مورد نظر، موردميآنز فعال گاهيجارد
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و بحث يافته  ها
نيـيتعوسهيمقا منظورهب شده جاديا مدلازقيتحقنيا در

ي اصـل هـدف كـه،HPAبا،RPAيها تفاوتوها شباهت

مقايـسهجينتـا1 شـكل.دي ـگرد اسـتفاده اسـت، قاتيتحق

را BLAST توســط HPAو RPAيهــاميآنــز هــاي تــوالي

و%92 كـه شـامل دهديم نشان يكـسان بـودن%85تـشابه

.ها اين دو آنزيم است اسيد آمينه

ي الگـو انتخـابي مولكـولي ساز مدل مرحلهدر قدمنياول

ي بـراقي ـتحقنيـادر كـه اسـتي سـاز مدلي برا مناسب

 اسـتفاده 3OLD.pdb(HPA(از مـوش،لازيآمـي ساز مدل

Acarviostatin (IO3) كننـده مهـار سـاختارنيا همراه. شد

 واحـدريـزشش،يدراتيكربوه كننده مهارنيا.داشت قرار

ازيكنندگ مهاررتقدو دارد ب آن نيز  اسـت شتري ـآكاربوز

.]17[)2شكل(

و شـد اسـتفاده RPAي سـاز مدلي براSwiss modeller از

در. شـدنهيبهي انرژ نظراز،MOE توسط شده ساخته مدل

%671/93تيـفيك فـاكتور Errat توسط مدلتيفيكي بررس

از بالاتر Erratتيفيك فاكتوركهييآنجااز. دهديم نشان را

 قبـول قابـل دهنـده نـشان جـهينتنيا است قبول قابل91%

 راماچانـدران منحنـي.]18[ اسـت آمده دستهب مدل بودن

يها ماندهيباقاز%95/96كه دهديم نشان MOEاز حاصل

نيـاكه)3شكل(دارند قرار مجاز محدودهدريدينواسيآم

 شـده سـاخته مـدل بـودن قبول قابلبرليدل خودزين عامل

. است

 كـديگرييرو RPAو HPAميآنـزدو اسكلت4شكل در

C دمـين سـه شـكلنيـادر. اسـت شده داده قرار , B , A

سه آمينواسيدي كـه در هستند منطبقهمبر مجموعاً  وليكن

HPA از دا RPAبيــشتر ــده وجــود ــه شــكل لــوپ دي رد ب

.شود مي

HPA ودياسنويآم496ي داراRPA دياسنويآم 493ي دارا

در كـه TGSدياسـ نـويآم سـهاز متـشكلي لـوپ. باشـديم

ميآنزB دميندر دارد، قرار HPAدر143– 145تيموقع

 وجود RPAدردياسنويآمسهنيا معادل چونو شده واقع

از كمتـردياسـ نـويآمسه RPAيدينواسيآم سكانس ندارد،

HPA دارد .

از RPAو HPAنيبـي هـا وشباهتها تفاوتي بررسي برا

.دي ـگرد اسـتفاده قبـول قابلي مهار قدرتبايا كننده مهار

 مهــار Acarviostatin مــشتقات شــد اشــاره كــه همــانطور

 كـهييآنجـااز.ديآيم شمارهب HPAي برايقويها كننده

 زيرجايگاه6كه است قادر دارددواحريز6 كننده مهارنيا

نيبنــابرا.ديــنما اشــغال HPAميآنــز فعــال گــاهيجادر را

.دينمافاياراي موثري مهار نقش توانديم

ي مهـار قـدرتيرو بـرشيآزمـااز حاصلجينتا براساس

ــاربوز ــدرتAcarviostation IO3و آكــ ــار قــ ي مهــ

Acraviostatin IO3است آكاربوز برابر دو) يارمهـ قدرت.

.]17[استKiIO3به آكاربوزKiميتقس حاصل

ن يـي تعIO3يريقرارگ مكان 05/3Auto dockاز استفاده با

هبـ ديناميـك مولكـولي سازي شبيهاز بعد مرحلهدر.ديگرد

ي هـا كنشانيمميباش قادرتاديگرد استفاده ps 4000 مدت

ميآنـز فعال گاهيجاي دهاينواسيآمو گانديلنيب شده برقرار

.ميكني بررسرا دارد قرار حلالدرو است انعطاف پذير كه

رييــتغســازي شــبيهاز حاصــل4و1،2،3ي نمودارهــا

 نـشاننيپروتئو كلر اتم،ميكلس اتمتيموقعدري محسوس

 گانـديلييجابجـا تنهـا سـازي شـبيه مراحليطو دهدينم

.است مشهود

مينـزآ فعـال گـاهيجادر موجـودي دهاينواسـيآم كنشانيم

HPA وRPA بـــا IO34000، پيكوثانيـــه100در مراحـــل 

سيـستم وحـداقل انـرژي سيـستم انرژي حداكثر،پيكوثانيه

).2و1جدول( بررسي گرديد
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 در طول شبيه سازيموشو انسانلازيآمدر گانديل RMSDسهيمقا-1 نمودار

 شبيه سازيلطودر موشو انسانلازيآمدرنيپروتئ RMSDسهيمقا-2 نمودار

 شبيه سازييط انسانو موشلازيآمميآنزدودر كلر RMSDسهي مقا-3نمودار
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.شبيه سازييط انسانو موشلازيآمميآنزدودر كلسيم RMSDسهيمقا-4نمودار

 Clustal Wتوسط برنامه  HPAوRPAيتوالسهيمقا-1شكل
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Acarviostatin (IO3) ساختار-2 شكل

 شده ساخته مدل راماچاندران منحني-3شكل

 Superposeحالتدر RPAو HPAميآنزدو اسكلت-4شكل
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مختلف مراحلدر) بر حسب آنگستروم(IO3و مهاركننده HPAدر شدهنييتعي دهاينواسيآمنيب وندهايپ طولو تعداد-1 جدول
 سازي شبيه

ASP 
300 

HIS 
299 

GLU 
233 

HIS 
201 

GLN 
63 

THR 
163 

Ala 
106 

ASP 
197 TRP 59

His 
101 

100 
 پيكوثانيه

64/1

61/1
34/262/1

56/2

11/2
79/148/262/109/235/2

4000 

 پيكوثانيه
62/1

75/1
49/2249/236/255/102/262/135/285/2

ماكزيمم انرژي

 كل سيستم
64/1

61/1
34/262/1

56/2

11/2
79/148/262/109/235/2

 مينيمم انرژي

 كل سيستم
61/1

66/1
67/171/205/292/137/244/186/138/2

 مختلف مراحلدر) بر حسب آنگستروم(IO3 ومهاركنندهRPAدر شدهنييتعي دهاينواسيآمنيب وندهايپ طولو تعداد-2 جدول
 سازي شبيه

Glu 
230 

Asp 
194 

Ser 
160 

Gly 
106 

Gln 
63 

Trp 
59 

His 
296 

His 
198 

Lys 
197 

His 
101 

Ser 
105 

100 
 پيكوثانيه

56/1

73/2
72/1

92/1

20/2
13/260/109/276/2

78/2

93/2
74/129/2

4000 

 پيكوثانيه
76/1

57/1
63/1

13/2

65/1
62/298/193/2

15/2

83/2

06/2

62/2
78/197/2

ماكزيمم انرژي

 كل سيستم
56/1

73/2
72/1

92/1

20/2
13/260/109/276/2

78/2

93/2
74/129/2

مينيمم انرژي كل

 سيستم
53/1

50/2
63/1

65/1

13/2
46/266/181/2

15/2

98/2

47/2

98/1
79/157/2

از.تر است در اين بين نقش تعدادي از آمينواسيدها برجسته

به ميان آنها مي كه در تمـام HPA در300D توان اشاره نمود

هي  197D، دروژني پايدار ايجاد نموده اسـت مراحل دو پيوند

ــل RPAدر D 194و HPA در ــام مراح ــز در تم ــد، ني  پيون

 230وHPA درE 233 انـد هيدروژني پايداري ايجـاد نمـوده

EدرRPAهيدروژني هم در مراحل بررسي شده پيوندهاي

 علاوه بر آمينواسيدهاي ذكـر شـده. اند پايداري ايجاد نموده 

K 197،S160وQ63 در نيزRPA پيونـدهايي بـا پايـداري بـالا 

بــا توجــه بــه نتــايج فــوق اهميــت ايــن.كننــد ايجــاد مــي

ــد محــرز  ــده هــاي جدي آمينواســيدها در طراحــي مهاركنن

و160نكته قابل توجه در اينجـا آمينـو اسـيدهاي. باشد مي

كه جزو باقي 63  باشـند هـاي كاتاليتيـك نمـي مانـده هستند

]19[.

در دو آنزيم نيز نـشانميكلسو كلريريقرارگ مكانسهيمقا

ــت  ــين آنهاس ــباهت ب ــده ش ــاختار. دهن ــويآم RPA درس  ن

 بـا.R334و R192از نـدرتعبا كلـر بـا دهنـده ونديپي دهاياس

ي دهاياسـ نـويآم كـه شوديم مشاهده HPA ساختاربررسي

. دارنـد كلـرنقش بـا ونديپدر نيز R337و R195يعني معادل،

ميكلسبا دهنده ونديپي دهايسنوايآم.)ب5و الف5 شكل(

و R155،D164 N137،N100 H198از نـدرتعبا RPA ساختار در

 HPA R158،D167 N137،N100در آمينـو اسـيدهاي موجـود

H201 باشـديمـميآنـزدو شـباهت بـرليـدل كـه باشنديم .

ب.)ب6و الف6شكل( خـصوص از جهـته اين موضوع

و كلسيم در فعايت آنـز   مـورد]20،21[يم اهميت نقش كلر

.توجه است
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512 ...آنزيم آلفا آميلاز پانكراس موش صحرايي به عنوان بررسي:همكارانويغمايي

 كلر اتم اطرافدر RPAيدياسنويآميها ماندهيباق-)الف(5شكل
با( ) آمينواسيد پتيد نشانه محاسبه گرديده است15شماره آمينواسيدها

 كلر اتم اطرافدر HPAيدياسنويآميها ماندهي باق-)ب(5شكل

 RPA ساختارميكلس اطرافدريدياسنويآميها ماندهيباق-)الف(6 شكل
با( ) آمينواسيد پتيد نشانه محاسبه گرديده است15شماره آمينواسيدها
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ميكلس اطراف در HPAيدياسنويآميها ماندهي باق-)ب(6 شكل

در موجودي دهاينواسيآمنيب كنشانيمب7والف7شكل

 نــشانIO3 بــارا RPAو HPAي هــاميآنــز فعــال گــاهيجا

 بـاميآنـزدونيـادر كـهيي دهاينواسيآمسهيمقابا.ددهيم

IO3ي دهاينواسـيآمازي تعـداد شده،دهيد اند داده انكنشيم

 انكشيــمIO3 بــا كــهميآنــزدو فعــال گــاهيجادر موجــود

 HPAدر موجودي دهاياسنويآم. هستندهم مشابه دهنديم

ــدرتعبا ،H101 ،H305و D197،W59،E233 ،D300،H201از نــ

Q63،A106وT163.ــمقادر ــاسهي ــويآم،HPA ب ــ ن ي دهاياس

ــاهيجا ــال گ ــدرتعبا RPA فع ،E230،S160و D194،W59:از ن

G106 وQ63 وH296 وH198 وH101 وK197.

 دارندرا گانديلبا انكنشيم جادياتيقابلكه  HPAيدياسنويآميها ماندهيباق-)الف(7 شكل
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514 ...آنزيم آلفا آميلاز پانكراس موش صحرايي به عنوان بررسي:همكارانويغمايي

 دارندرا گانديلبا انكنشيم جادياتيقابلكه RPAيدياسنويآميها اندهميباق-)ب(7 شكل
با( ) آمينواسيد پتيد نشانه محاسبه گرديده است15شماره آمينواسيدها

IO3،4 بـا انكنشيمدر كننده شركتدياسنويآم10انيم از

. هـستند متفـاوت RPAو HPAميآنزدوهردردياسنويآم

S160 درRPA همشابT163 درHPA دياسـ نـويآمكي. است

نيـا بـا اسـت شـدهگريد قطبيدياسنويآمنيجانش،قطبي

 S160 بـه نـسبتي تـرميحجـي جانبرهيزنج T163كه تفاوت

 شده HPAدر A106نيگزيجا RPAدر G106 علاوههب. دارد

گلايسين كـه فاقـد زنجيـره جـانبيزين موردنيادر. است

در ايـن.ليفاتيـك شـده اسـتادياسـ نـويآمنيجانش است،

مورد، تفاوت بيشتري نسبت به مورد قبلي وجود دارد، زيرا 

مي  توانـد جايگـاه كمـي حذف زنجير جانبي اين اسيد آمينه

.بزرگتري را در آنزيم موش فراهم آورد

شــباهت در بـه طــور خلاصـه، ميــزان هـاي ايــن دو آنــزيم

 اي هست كـه بتـوان در مطالعـات غربـالگري جهـت اندازه

. يافتن تركيبات مهار كننـده، از آنـزيم مـوش اسـتفاده كـرد

ط مي ات اختصاصي راحي تركيب ليكن در بايـست متوجـه تر،

كه حذف تفاوت سه آميتو اسيد هاي اين دو آنزيم بود، چرا

و نيز تفاوت  هاي جزئي جايگاه فعال ممكن در آنزيم موش،

.است موجب تفاوت رفتاري آن با آنزيم انسان باشد
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