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 یدارا نیستاتیخانواده ه یدهایها است. پپت یباکتر يکیوتیب يبعلت مقاومت آنت يعفون یها یارمیب یریهمه گ تیبشر کینزد ندهیآ یاز بحران ها يکی .چکیده

ص صو شند.  يزخم م امیمقاوم به دارو و الت یهاهیسو هیعل يکروبیضدم تیخ ضد باکتری پپتید با صیت  هدف از این پژوهش طراحي یک جهش برای افزایش خا

 ستت یدر حضتتور م نیها و همچن ونیدر حضتتور آو و  هینانوثان 50به مدت  5 ستوستتب برنامه گرومک 3نیستتتاتیه دیپپتپژوهش، ابتدا  نیدر ابود.  3هیستتتاتین 

SDS دیپپت نیمختلف در ا هشت جهش ،3نیستاتیه یضد باکتر تیخاص شیشد. سپس به منظور افزا يمولکول دینامیک یسازهیشب یبه عنوان مدل غشا باکتر 

ساختارآنها ته يطراح شرا هیو  شب بیشد و هرکدام با همان  صال پپت یشدند و انرژ يمولکول دینامیک یسازهیقب  بطور جداگانه  با  SDS س یبا م دهایآزاد ات

 یدارا D1A-G9W يبیذکر شده نشان داد که جهش ترک بیدر شرا يمولکول دینامیک یساز هیشب هینانوثان 950 تیمحاسبه شد. در نها MM/PBSAروش 

 نیا MIC يکروبیم یهاآزمون یها يبررس جی. نتاکه نشاندهنده میانکنش بهتر این جهش با غشا باکتری است است SDS س یبه م لآزاد اتصا یانرژ نیتريمنف

شان از افزا ،يگرم مثبت و گرم منف یهایباکتر یجهش بررو ص شین شت. نتا یها یباکتر یآن بررو يکروبیضدم تیخا شان م نیا جیگرم مثبت دا  يپژوهش ن

 در نظر گرفته شود. دیبا يستیدروفوبیه تیخاص شیو افزا دیپپت يکاهش بارمنف یدوهر دهایپپت يکروبیضد م تیخاص شیجهش به منظور افزا يطراح یدهد برا
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Abstract. A significant future challenge for humanity is the rise of infectious disease epidemics stemming from bacterial 

antibiotic resistance. The Histatin family exhibits antimicrobial properties against drug-resistant strains and promotes 

wound healing. This study aimed to engineer a novel mutant of Histatin 3 to enhance its antimicrobial efficacy. Initially, 

molecular dynamics simulations of Histatin 3 were conducted in the presence of water molecules and ions, as well as a 

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) micelle, which serves as a model for bacterial membranes, using the GROMACS 5 

software for a duration of 50 ns. Subsequently, to augment antibacterial properties, eight mutations were designed, and 

their structures were prepared, followed by individual MD simulations under the same conditions for each mutation. The 

binding free energy of the peptides with the SDS micelle was calculated using the MM/PBSA method. Ultimately, 950 

ns MD simulation revealed that the D1A-G9W mutation exhibited the most favorable binding free energy to the SDS 

micelle, indicating enhanced interaction of this mutant with microbial membranes. Both this peptide and the wild-type 

Histatin 3 were synthesized, and their antimicrobial properties were assessed experimentally. The microbiological tests 

(MIC) on gram-negative and gram-positive stains demonstrated that this peptide was effective against gram-positive 

bacteria. The findings of this research suggest that, in designing mutations to enhance antimicrobial properties, attention 

should be given to both the reduction of negative charge and hydrophobicity. 
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 مقدمه 
باعث مقاومت  ایها در ستتطد دن کیوتیب ياز آنت هیرو ياستتتفاده ب

س شده  یيایمیش یها کیوتیب يها نسبت به آنت یاز باکتر یاریب

 ندهیرا در آ يعفون یهایماریمستتتاله روند درمان ب نیو ا ،استتتت

با  کیدنز هان  هد کرد کیدر ج جه خوا  ,.Seo et al)بحران موا

2012; Wang et al., 2015). از  یریجلوگ یها برا روشاز  يکی

باکتر به آنت یمقاومت   یدهایها استتتتفاده از پپت کیوتیب يها 

 یهاکیوتیبينستتبت به آنت دهایپپت نیا رایاستتت ز يکروبیضتتدم

 نیهستتتند، ا مقاومت یمرستتوم، کمتر مستتتعد القا یيایمیشتت

هایپپت مان مبه د ند رو يطور همز ند یتوان هدف اثر  نیچ

 . (Pasupuleti et al., 2012; Karimi et al., 2014)بگذارند

غني از  ک،یونیها پپتید های منحصتتتر به فرد کات هیستتتتاتین

هیستتتتیدین و متعله به خانواده ای از پپتیدهای بزاقي انستتتان 

شي، زیرف سب غدد بناگو ستند که تو شد مي ه کي و زیر زباني تر

شوند و قدرت ضد باکتریایي، ضدقارچي و التیام زخم دارند. علاوه 

های آنزیم های پروتئازی  دهبر آن هیستاتین ها به عنوان مهارکنن

شي، دهان و دندان کاربرد  و کلاژنازی در درمان بیماری های گوار

ین دارند. اخیرا تحقیقات صورت گرفته نشان مي دهند که هیستات

که  م  کرده  هایي ع فاکتور  به عنوان  جاد زخم  گام ای به هن ها 

ساس  شوند. ا سلول ها و عوام  التیام زخم مي  موجب فراخواني 

 1طبقه بندی آن ها بر مبنای وزن مولکولي است. هیستاتین های

سید آمینه هستند. در میان  24و  32، 33به ترتیب دارای  5و3، ا

ستاتین صیات هی صو ستاتین ها، خ ضد  5و  3 هی از نظر خواص 

ساختار آن ها به گونه ای  شد.  میکروبي قوی قاب  ملاحظه مي با

تشکی  یافته  بگریزاست که از یک ساختار مارپیچي در محیطي آ

ستاتین  ستاتین  5اند که در میان آن ها هی قوی ترین پپتید و هی

شد. این توانایي به علت ماهیت بازی  1 ضعیف ترین پپتید مي با

 5مثبت این پپتید ها مي باشتتتد. به نوعي که هیستتتتاتین  باریا 

در ایجاد اختلال در غشتتای و  مثبت استتت بارباردارای بیشتتترین 

ها قوی ترین عملکرد را دارد. از طرفي خاصتتتیت کلیدی  یباکتر

شد.  ستاتین ها القای التیام زخم مي با صیت التیام دوم هی صو خ

ستاتین سیلي ازخم هی سب انتهای کربوک ین پپتیدها اعمال ها تو

لذا با توجه به  .شوددیده مي 3و 1شود که بویژه در هیستاتین مي

نقش موثر و قوی در فعالیت ضد   3خصوصیت دوگانه هیستاتین 

 یبرا يخاصتتتیت التیام زخم، آن را نامزد مناستتتب زمیکروبي و نی

با خواص چند گانه  يدرمان دیپپت کی دیجهت تول شتریمطالعات ب

 Akula et al., 2023; Golshani et al., 2023; Kubo etکند) يم

al., 2023). 
 

 (Khurshid et al., 2016; Welling et al., 2007). هانیستاتیه 

عال هار یهاتیف از  يانواع مختلف هیرا عل يکروبیو ضتتتد م یم

بت ،گرم منف یهایباکتر ها نشتتتان داده يگرم مث قارچ  ند. و  ا

در برابر  دهتتایتتپپت نیاز آن استتتتت کتته ا يحتتاک قتتاتیتحق

ف پور نس،  موتتتا کوس  کو تو پ تر مونتتاسیاستتت نژ رو لیژ  س،یوا

باستتتیاکت مایاکت لوسینو ناس  تانسیکوم ستتتتمینو ، پستتتودومو

مؤثر  دایاورئوس  و کاند لوکوکوسیو استاف يکل ایاشرش نوزا،یآئروژ

که عمدتاً در بزاق انستتان وجود دارند، نقش  دهایپپت نیهستتتند. ا

و با هدف قرار دادن  کننديم فاین ادر حفظ ستتتلامت دها يمهم

دندان و  يدگیابتلا به پوستت ستتکیر تواننديپاتوژن، م یهایباکتر

 ,Hajishengallis and Russell) .لثه را کاهش دهند یهایماریب

2015) 
فهم استتتاس  یمهم برا یابزار ،يمولکول دینامیک یستتتازهیشتتتب

ست يستیز یهاساختار و عملکرد ماکروملکول يکیزیف شبا  هی. 

ها ياتیجزئ هایستتتاز کات اتم  باره حر مولکول در  کی یرا در

مان ئه م یهاز ماکنديمختلف ارا جام آز باً ان غال  یروبر شتتتاتی. 

ست، بنابرا يواقع ملکول شوار ا  يبا دادن اطلاعات یسازهیشب نید

استتتت و باعث  يتجرب شیتر از آزما، آستتتانملکولي درمورد مدل

 یيهاشتتود. اگرچه پارامتر يزمان م و يدر منابع مال یيصتترفه جو

بوده اما تحت کنترل  يبیتقر شوندياستفاده م یسازهیکه در شب

 ياساس ينقش يتجرب شاتیهستند البته آزما میکاربر و قاب  تنظ

تائ نديم فایا یستتتتازهیشتتتب یهاروش دیدر   Karplus) کن

&McCammon, 2002).  شب  يمولکول دینامیک یسازهیهدف از 

نظر  مورد دیپپتکه استتت یافتن روشتتي  ،يکروبیضتتدم یاهدیپپت

نابود م یباکتر نديرا  مدلهمچنین و  ک ب   یهاگستتتترش  قا

 يکروبیضدم یدهایپپت يطراح یبرا تواننديکه ماست  ينیبشیپ

 ,Langham & Kaznessis) استتتفاده شتتوند يرستتمیبالقوه و غ

2010).  

شتتبیه  يوبکریضتتدم یدهایعملکرد پپت يبررستت یاز راهها يکی

 هیها بعنوان مدل غشا است. شب س یآنها در حضور آو و م یساز

ستراحت کمتر   یبه دل س یدر م یساز اندازه کوچکتر و زمان ا

 هیکوثانیپ 500-1000)حدود  یدیپیل هینستتبت به دوا ستت یم

(، به زمان و یدیپیل هیدوا یبرا هیو ده ها نانوثان ستتت یم یبرا

صرف منابع کمتر  یبرا يمولکول دینامیکد.  مطالعات دار ازین یم

انجام شتتتده استتتت که عبارتند از:  هاستتت یاز انواع م یاریبستتت

  یدو دستت میکه از ستتد یيهاستت یمانند م يونیآن یهاستت یم

  یمانند دودس يخنث یهاس یاند؛ مشده  یتشک (SDS) سولفات

 DPC یهاستت ی. ميبیترک یهاستت یو م (DPC) نیفستتفوکول

که عموماً  ،يوتیوکاریسلول  یقاب  قبول غشاها یهاعنوان مدلبه

. شتتونديهستتتند، درنظر گرفته م يخنث یهادیپیاز فستتفول يغن

 راید زنباشتت يم هایباکتر یغشتتا یبرا يمدل SDS یهاستت یم

هستتتند.  دروفوویه يو ستتطد داخل يونیآن يستتطد خارج یدارا

  DPC ستت یو م SDS ستت یدر مقاب  م هادیدر رفتار پپت فاوتت
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 يکروبیضتتدم یهادیپپت تیو ستتم تیمطالعه فعال یبرا يستتاستتا

 یستتاز هیشتتب. (Langham & Kaznessis, 2010)کنديفراهم م

 تواند يم SDS ستت یتوستتب م دهایجذو پپت يمولکول دینامیک

 نیا یستتتازهیرا نشتتتان دهد. شتتتب دهایپپت يکروبیضتتتدم قدرت

 یدهتتایتتاز ستتتتازوکتتار عملکرد پپت یترهیفهم دق نتتدهتتا،یفرآ

  .کند يارائه م يکروبیضدم

به دستتت آمده نشتتان مي دهد که هیستتتاتین ها به طور  شتتواهد

نابرا ند، ب بت هستتتت بار مث بازی و  یت  خاصتتت  نیمعمول دارای 

سایي   شنا شای باکتری را  سطد غ سیدی در معرض  سفولیپید ا ف

شای  بارکرده و از طریه تغییر  شای باکتری باعث اختلال در غ غ

ز این طریه خاصیت ضد میکروبي خود سلولي باکتری ها شده و ا

 یمورد نظر به نحو دیجهش در پپت جادیبا ا. را نشتتتان مي دهند

رخ  يتیسیدروفوبیه شیو افزا دیپپت يکه کاهش همزمان بار منف

مورد نظر با غشا شده و  دیواکنش پپت  یتواند باعث تسه يدهد م

 ,.Skog et al) را به همراه دارد باکتری غشتتتا و مر   بیتخر

2023). 
 دیچند پپت يکروبیضتتتدم تیفعال يپژوهش، بررستتت نیاز ا هدف

ش افتهیجهش  3 نیستاتیه شب يو وح  یسازهیبه کمک روش 

 تیفعال يو سپس بررس SDS س یدر حضور م يمولکول دینامیک

 .باشد يم يبه صورت تجرب دیپپت يکروبیضد م

 هاروش و مواد   
 یبخش نظر

 3 نیتتستتتتتتتاتتتیهتت دیتتپتتپتتتتت یستتتته بتتعتتد ستتتتاختتتتتار
(DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN) 

آن  یستتاختار ستته بعد نیبنابرا ستتت،یموجود ن RCSB در بانک

شتتتد. ابتدا با کمک گرفتن از  هیته 8 پرکمیتوستتتب نرم افزار ها

-prabi(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgiستتتتتتتتتتتتتتتتتتتتترور

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_phd.html)  و

  Jpred4ستتتتتتتترور نیتتتتتتهتتتتتتمتتتتتتچتتتتتتنتتتتتت

(http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4)  تار دوم ستتتتاخ

 دیپپت نینشتتتان داد که ا جیشتتتد، نتا نییتع 3نیستتتتاتیه دیپپت

 ماندهیباق تیبوده و فقب در موقع يتصتتتادفپیچه عمدتا به فرم 

 هیته یبرا نی. بنابرادیآ يآلفا درم چیبه صتتورت مارپ 12-16 یها

شتتد. ستتپس  تیکته رعان نیا 8 پرکمیبا برنامه ها دیپپت ختارستتا

 1/0 بیبا شتت بیکاهش پر شتت تمیستتاختار رستتم شتتده با الگور

ستروم مول کم یلوکالریک ساختار با فرمت نهیبرانگ  PDB شد و 

 ,Accelrys, San Diego) )  ویاستود یسکاوریو با برنامه د رهیذخ

CA, US شد يبررس. 

  SDSسلیدر آب و در حضور م دیپپت یساز هیشب

ستتاخته شتتده بود،  8پرکمیکه با برنامه ها دیپپت PDB ستتاختار

نظر در يمولکول دینامیک یسازهیشب یبرا یعنوان پرونده ورودبه

شب شد.  سته نرم افزار یساز هیگرفته  سب ب در  5گرومکس  یتو

به مکعب مستتتتط مدل  15با حدود   یجع با  هزار مولکول آو 

جام شتتتد.   Tip4pآو کاران در ستتتال  ایکان  يط 2013و هم

نشتتان دادند که  ن،یستتکروپ يکروبیضتتدم دیپپت یبررو یامطالعه

 ,Kia &  Darve) دارد يقبولقاب   نتایج27چارم  یروین دانیم

نابرا .(2013 عه ن نیدر ا نیب طال  27چارم  یروین دانیاز م زیم

شد. بار ک   ستفاده   ماندهیباق یحاو دیپپت رایبود، ز+ e 8 دیپپتا

 يلیم140 يونیقدرت  جادیاستتتت. به منظور ا مثبت ي با باریها

 مناسبي تعداد  یساز هیشبدر ملکول  بارک  کردن  يموار و خنث

 یساز نهیدر ابتدا کمکلر به سامانه اضافه شد.  ونیو   میسد ونی

مزدوج انجام شتتد. ستتپس با  بیو شتت بیکاهش پرشتت تمیبا الگور

حلال،  یهابه مولکول د،یپپت یهااتم تیثابت نگه داشتتتتن موقع

داده  دیآنها در خل  و فرج ستتاختار پپت یریرکت و قرارگاجازه ح

با هنگرد نیشتتتد ا مدت  NVT مرحله  ثانیپ 500به  با  هیکو و 

 ه،یفمتوثان 2 يبا گام زمان هیکوثانیپ 2000به مدت  NPT هنگرد

انجام شد تا سامانه از نظر حجم و فشار به تعادل برسد. درمرحله 

 در هنگرد يمولکول میکدینا یستاز هیشتب دیمرحله تول ای یينها

NPT  انجام شتتتد.  هیفمتوثان 2 يبا گام زمان هینانوثان 50به مدت

سته نرم  زیبا دستورات آنال جینتا زیآنال ،یسازهیشب انیپس از پا ب

 .گرومکس انجام شد یافزار

 60با  SDS س یم یو توپولوژ PDB  یمرحله بعد ابتدا فا در

وبگاه از  SDS مولکول

http://bioinf.modares.ac.ir/software/mb2/  با میدان نیروی

هزار مولکول 19با حدود  هینانوثان 50و به مدت گرفته شد  27چارم 

 س یمشد.  یازس هیکلر شب ونی 150و  میزیمن ونی 150آو و 

SDS بارe 60- هیاز شبکه  يوحش دیپپت یيسپس ساختارنها. دارد 

 VMD (Humphrey در آو بدست آمده بود به کمک برنامه یساز

et al., 1996) س یم یيدر مجاورت ساختار نها SDS  که آن هم از

 یبرا یورود  یبدست آمده بود، قرار داده شد تا فا یساز هیشب

کمپلکس  یسازهی. مراح  شبدیکمپلکس بدست آ یساز هیشب

 9آو حدود  یدر آو بود. تعداد مولکولها دیپپت یساز هیمانند شب

متفاوت  دیو کلر هم بسته به بار پپت میدس ونیهزار عدد و تعداد 

 .عدد بود 55و  110حدود  بیبود و به ترت

 دیجهش در پپت جادیا

جهش  نهیمقاات در زم شتتتنهاداتیجهش از پ جادیمنظور ا به

ص تیکه منجر به تقو یيها  نیستاتیه دیپپت يکروبیضدم تیخا

 يوحشتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتت 3
(DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN) 

  :شد هیته ریه شد و هشت جهش به شرح زشود، استفاد يم

 (G23A)نیتتبتته آانتت 23 نیتتستتتتتیگتتلتت  یتتتتتبتتد. (1

(DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRAYRSNYLYDN): 
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خاو ا لت انت قاات ذکر شتتتده بود  نیجهش ا نیع که در م بود 

ص يم نیآان  يکروبیضدم تیو فعال يتیسیدروفوبیه تیتواند خا

 .(Chen et al., 2005)کند ادیرا ز دهایپپت

ن  یتتتبتتد. (2 ن  یتتف لوستتتتیبتته ا14 نیآا  (F14I)نیزو

(DSHAKRHHGYKRKIHEKHHSHRGYRSNYLYDN): 

 ن،یلوستت ن،یبلند مانند وال کیفاتیآل يجانب رهیها با زنج ماندهیباق

به افزا يم نیو گلوتام نیزولوستتتیا ند منجر   تیخاصتتت شیتوان

 یها ماندهیباق رییتغ نیشتتوند. همچن يکروبیو ضتتدم يدروفوبیه

تواند منجربه  يم يلیدروفیو ه يدروفوبیوسب وجوه ه یهاگاهیجا

 (Kim et al., 2013).  شود يدوگانه دوست تیخاص شیافزا

 (D1H)نیتدیتتستتتتتتیبتته هت 1آستتتتپتتارتتتات   یتتتتبتتد. (3

(HSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN): 

سکا و همکاران برا  (Hylin-a1) نیلیها يکروبیضدم دیپپت یکرو

-N) نیآم ید که هر ستته در انتهاکردن یستتازهیستته آنالو  شتتب

terminal) شدند. به انتها رییتغ گروه  بیها به ترتآن نیآم یداده 

( ي)بار مثبت( و آستتپارتات )بار منف نیزی(، ليخنث)گروه   یاستتت

شده و برهمکنش آنها با م ضافه  شد که  يبررس س یا و مشخص 

در  نیزیکه ل يداشتتته باشتتد و آنالوگ يبار منف دینبا نیآم یانتها

داشته و  س یتعداد برهمکنش با م نیآن قرار داشت بااتر یانتها

و پس از آن  دهديرا نشتتتان م يکروبیضتتتدم تیفعال نیشتتتتریب

 يکروبیضتدم تیبود خاصت  یگروه استت یکه دارا يدمشتابهیپپت

 نی، بنتتابرا(Crusca et al.,2017) دهتتديرا نشتتتتان م یتریقو

 يبار منف یکه دارا 3 نیستتتتاتیه دیپپت یدر انتها 1آستتتپارتات 

 .افتی رییتغ نیدیستیاست به ه

 (D1A)نیتتبتته آانتت 1آستتتتتپتتارتتتات   یتتتتتبتتد. (4

(ASHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN): 

 نیآم یآسپارتات انتها رییمطالعه کروسکا و همکاران نشان داد تغ

 ادیتترا ز دیتتپپت يکروبیضتتتتدم تیتتتوانتتد فعتتال يم نیبتته آان

 .(Crusca et al.,2017)کند

بتتتته  9 نیتتتتستتتتتتیگتتتتلتتتت  یتتتتتتتتتبتتتتد. (5

DSHAKRHHWYKRKFHEKHHSHRG)(G9W)پتوفتتانیتر

YRSNYLYDN): واستتتطه برهمکنش با به پتوفان،یتر ماندهیباق

را  هیبه ستتطد دوا دیستتلول، اتصتتال پپت یغشتتا يستتطح هیناح

 یهایباکتر هیعل يکروبیضدم یدهایپپت تیو فعال کنديم  یتسه

 نیبنتتابرا .(Dong et al.,2017) دهتتديم شیگرم مثبتتت را افزا

  .میجهش داد پتوفانیرا به تر 9 نیسیگل

و پس از انتخاو  دهایپپت نیا یزهایآنال جینتا يستتتپس با بررستتت

 هیو شب هیهم ته يبیها، سه جهش ترکجهش نیموثرترو  نیبهتر

این جهش های ترکیبي هرکدام حاوی دو جهش  شتتتد. یستتتاز

ند. بد ،يبیجهش ترک نیاول بود تات   یت پار و  نیبه آان 1آستتت

 (D1A-G9W) پتتتتتوفتتانیتتبتته تتتر 9 نیتتستتتتتیگتتلتت

(ASHAKRHHWYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN)

و  نیدیستتتتیبه ه 1آستتتپارتات   یتبد ،يبیجهش ترک نیو دوم

 (D1H-G23A) نیتتتبتتته آانتتت 23 نیتتتستتتتتیگتتتلتتت

(HSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRAYRSNYLYDN) 

و  نیدیستتتیبه ه 1آستتپارتات   یتبد ،يبیجهش ترک نیو ستتوم

 (D1H-G9W) پتتتتتوفتتانیتتبتته تتتر 9 نیتتستتتتتیگتتلتت

(HSHAKRHHWYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN)

 شتتتد وهم به تنهایي و هم  هیجهش ته 8در مجموع  نیبود. بنابرا

ضور آو و  م . ندشد یساز هیشببطور جداگانه  SDS س یدر ح

 یستتاز هیشتتب هینانوثان 50 یينها رجهش ها از ستتاختا هیته یبرا

ش دیپپت شد يوح ستفاده   ونیآو و  یاد مولکولهاتعدند. در آو ا

شابه  SDS س یو م افتهیجهش  یدهایها هم در کمپلکس پپت م

 بود. يوحش دیکمپلکس پپت

شب پس صله SDS س یحضور مدر  هادیپپت یساز هیاز اتمام  ، فا

شب س یتا مرکز جرم م هادیمرکز جرم پپت و ...  یساز هیدر طول 

شد. همچن سبه  صال پپت یانرژ نیمحا از  SDS س یبه م هادیات

س سکریپت لهیبو سبه   g_mmpbsa  (Kumari et al., 2014)ا محا

 س یها دراتصال به م ماندهیتک باقتک یسهم انرژ نیشد. همچن

SDS مشخص شد(Sayyed-Ahmad etal., 2009). 
. 

  دهایپپت ییایمیکوشیزیخواص ف یبررس

وابستتته به  شیکم و ب دهایپپت تیستتم ای يکیتیهمول تیخاصتت

و  يکیو بار الکتر دیطول پپت  یآنها از قب یيایمیکوشتتیزیخواص ف

خواص  نیا نیآنها دارد. بنابرا يتیستتیدروفوبیو ه يدوگانه دوستتت

توستتب چند ستترور  هیتحق نیمطالعه شتتده در ا یدهایپپت یبرا

  .(1محاسبه شد )جدول  يکیوانفورماتیب

 وبگاه لهیآنها بوس يکیو بار الکتر يها و وزن مولکول دیپپت تیسم

toxinpred (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred) 

 ينداشتند و همگ يسم تیخاص دهایاز پپت چکدامیشد. ه نییتع

داده شدند.  صیتشخ يرسمیغ یدهایسرور بعنوان پپت نیتوسب ا

 يمحاستتبه م  PROB ازیامتکه با  دهایپپت يکیتیهومول تیخاصتت

شان م ص يشود ن  يهمگ دهایپپت نیا يکیتیهمول تیدهد که خا

 کیبه   PROB ازیمتوستتب و کمتر از متوستتب استتت. هر چه امت

و هر چه به صتتفر  شتتتریب يکیتیهمول تیباشتتد خاصتت کترینزد

با انتظار ما هماهنگ  جینتا نیاست. ا کیتیرهمولیباشد غ کترینزد

ست ز ش نیستاتیه دیپپت رایا سان وجود دارد و  يوح در بزاق ان

  .ندارد يسم تیخاص

 ها توستتتب ستتترور دیپپت ستتتتيیژن يآنت تیخاصتتت نیهمچن

(http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl)  شتتد.  يبررستت

ص س يآنت تیخا  چکدامیبرابر بود و ه بایتقر  دهایهمه پپت يتیژنی

  .ژن نبودند يآنت یها ماندهیباق یحاو دهایاز پپت
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 توستتتب ستتترور دهتتایتتزایي پپت یآلرژ تیتتختتاصتتت نیهمچن

(https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP)  محاستتبه شتتد و

  .بودند رآلرژنیغ يزا نبودند و همگ یآلرژ دهایاز پپت چکدامیه

پاتیه ایGRAVY پارامتر مه پپت (hydropathy) يدرو  یدهایه

 تیحلال یيآنها و توانا يآبدوستتت تیخاصتت يبود که به معن يمنف

ست. درصد باق به او مش ادیز دهایدر همه پپت یباز یماندهایآنها ا

تواند  يمثبت آنها هماهنگ استتتت و م يکیاستتتت که با بار الکتر

 ای SDS  یستتتیبه م دهایتپپ کیالکتروستتتتات انکنشیمنجر به م

  .شود یاتصال به غشا باکتر

ص ست تیخا سب  زین دهایپپت Amphiphilicity ای يدوگانه دو تو

 (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/hemopi/batch.php) سرور

سبه  ص نیشد. امحا ص کی تیخا  یدهایمهم مهم در پپت تیخا

باکتر  مهم تر استتتتت يتیستتتیدروفوبیاستتتتت و از ه یضتتتتد

(https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2023.115896).   
با سر  کیالکتروستات انکنشیطرف منجر به م کیاز  تیخاص نیا

 انکنشیباعث م گریشتتود و از طرف د يغشتتا م دیپیفستتفول يمنف

 جیشود. نتا يغشا م ای س یم يرقطبیغ یقسمت هابا  دروفوویه

 دهایهمه پپت يدوگانه دوستتت تینشتتان داد که خاصتت 1جدول 

 يبیو هر ستتته جهش ترک G9W-mut یدهایمناستتتب بود. پپت

 .داشتند يوحش دیاز پپت یشتریب يدوگانه دوست تیخاص

کند و در  يم دییانتخاو مناستتتب جهشتتتها را  تا 1جدول جینتا

جهش ها  نیاز ا کیمشتتتخص شتتتود کدام  يستتتتیمرحله بعد با

 دارند. SDS س یبا م یمناسبت تر انکنشیم
 

 هیتحق نیمطالعه شده در ا یدهایپپت یيایمیکوشیزیخواص ف -1 جدول
Table 1. The physicochemical properties of all studied peptides in this research 
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 پپتید

 وحشي 36/0 -29/2 47 52/0 8 75/1 99/0 4062

4076 1 75/1 8 51/0 47 23/2- 4/0 G23A-Mut  

4028 99/0 75/1 8 55/0 47 24/2- 37/0 F14I-mut  

4084 1 8/1 10 42/0 50 29/2- 32/0 D1H-mut  

4018 1 75/1 9 42/0 47 13/2- 37/0 D1A-mut 

4192 99/0 97/1 8 42/0 47 31/2- 4/0 G9W-mut 

4148 1 97/1 9 31/0 47 15/2- 4/0 D1A-G9W-mut 

4098 01/1 8/1 10 4/0 50 22/2- 37/0 D1H-G23A-mut 

4214 1 02/2 10 31/0 50 3/2- 37/0 D1H-G9W-mut 
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 یتجرب بخش

 آماده سازی پپتید سنتز و

 دی)پپت یساز هیشب جیبر اساس نتا دیپپت نیاز انتخاو بهتر پس

D1A-G9W ) 4 تی. در نهادساخته ش نسانیام شرکتتوسب 

توسب ستون  %70 یبا درصد خلوص باا دیاز پپت گرميلیم

 تریکرولیم 500ر و د صیتخل Kromasil-C18-5um يکروماتوگراف

ح  شد تا غلظت  pH=4/7با  رموايلیم 10 يبافر فسفات نمک

 نیبرسد. سپس از ا تریل يلیگرم بر م يلیم 8به  ياستوک اصل

 . شدتهیه  تریل يلیگرم بر م يلیم کی  غلظتاستوک، 

 یکروبیضدم تیخاص سنجش

 افته،یو جهش  يوحش دیپپت يکروبیضدم تیسنجش خاص یبرا

 هیغلظت مهارکننده از طر نیکمتر يبررس يکروبیم آزمون

 يگرم منف یهایباکتر ی( بر رویرقت ساز زی)ر تیوپلکریم

مارسسنس و  ایسراش م،یموريفیمختلف مانند سالمونلات

 لوسیو باس سیگرم مثبت مانند انتروکوکوس فکال یهایباکتر

 کنترل مثبت، کنترل هایهمه باکتر یانجام شد. برا سیلیسوبت

: آو يفبودند. کنترل من ریو نمونه آزمون شام  موارد ز يمنف

گرم مثبت،  یهایباکتر یبرا نیلیسيمقطر، کنترل مثبت: آمپ

 دینمونه آزمون: پپت يگرم منف یهایباکتر یبرا ک یکلرامفن

 هی. غلظت استوک اولیسنتز افتهیو جهش يوحش 3نیستاتیه

 تریل يلیگرم بر م يلیم 1آزمون معادل   یهاهرکدام از محلول

ز جآزمون )به  یهاام از محلولاستوک هرکد ،یهر باکتر یبود. برا

 يلیبر م کروگرمیم 600 تریل يلیگرم بر م يلیآو( در غلظت م

 تست، مطابه با دستورالعم  یشد و سپس مراح  اجرا هیته تریل

غلظت از  8 تیذکر شده در بخش قب ، انجام شد. در نها

 نیها موجود بود که امورد آزمون درون چاهک یهامحلول

، 5/37، 75 ،150، 300کاهش عبارتند از:  بیترتها بهغلظت

. درمورد تریليلیبر م کروگرمیم 34/2و  69/4، 375/9، 75/18

 تریکرولیم 75آو مقطر با  تریکرولیم 75 ،ينمونه کنترل منف

فارلند مک میبا کدورت معادل استاندارد ن  يکروبیکشت م بیمح

 (.Andrews, 2001)شد مخلوط

 جینتا

 ینظر جینتا

 در آب  دهایپپت یمولکول دینامیک یسازهیشب جینتا

سکلت  RMSD ) انحرافات مربع جذرمیانگین پارامتر مقدار ( ا

 ياستتکلت اصتتل یهاهمه اتم يمکان یيدهنده جابجانشتتان ياصتتل

 یسازهینسبت به زمان شروع شب یسازهیدرطول زمان شب دیپپت

استتت که  يمعن نیاستتت که هرچه نوستتانات آن کمتر باشتتد بد

دهنده نشتتان 1استتت. شتتک  دهیتعادل رستتبهتر به دیتار پپتستتاخ

RMSD یسازهینسبت به لحظه شروع شب دهایپپت ياسکلت اصل 

 جذرمیانگین ناچیز تغییراتاست.  یسازهیشب هینانوثان 50درطول 

 این دهندهنشتتان یستتازهیشتتب آخر نانوثانیه 30در انحرافات مربع

  شتتروع لحظه هب نستتبت ياصتتل استتکلت هایاتم همه که استتت

 تعادل به دهایپپت و کنندنمي توجهي قاب  مکان تغییر یسازهیشب

 نیبنابرا .است بوده کافي یسازهیشب زمان و اند رسیده یساختار

شب هینانوثان 30در  زهایهمه آنال شد. از طرف  یساز هیآخر انجام 

 يم يوحشتتت دیکمتر از پپت افتهیجهش  یدهایپپت RMSD گرید

 جادیاز ا افتهیجهش یدهایپپت هیستتاختار اول نکهیا  یباشتتد به دل

ساختار نها ش دیپپت یيجهش در شب يوح در آو  یسازهیبعد از 

 50در طول  افتهیجهش یدهایپپت نیبدستتت آمده استتت، بنابرا

 راتییداشتتته اند. علت تغ یکمتر RMSD یستتازهیشتتب هینانوثان

RMSD است که نینسبت به لحظه شروع ا یساز هیدر طول شب 

ساختار  يستالوگرافیساختار کر دهایکه پپت نیبعلت ا شتند،  ندا

 راتییستتتاخته شتتتد و تغ پرکمیآنها به کمک نرم افزار ها هیاول

شب ست، هر چند  يعیطب د،یپپت یساز هیساختار آنها در طول  ا

مانند پروتئین ها ستتتاختار  دها،یبعلت کوچک بودن پپت تیدر نها

 ند.توانند داشته باش ينم يکاملا منظم
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 ( اسکلت اصلي پپتیدها درحضور مولکولهای آو در طول زمان شبیه سازیRMSDنمودار تغییرات جذر میانگین مربع انحرافات ) -1 شکل

Figure 1. The backbone root means square deviation of peptides during simulation time in existence of water molecules 

 
 ذکر شده است.  یسازهیآخر شب هینانوثان 30در  یسازشبیهکلیه نتایج  نیانگیم 2دول ج در

 یافته در حضور مولکولهای آومولکولي پپتیدهای وحشي و جهش دینامیکسازی نانوثانیه شبیه 50نانوثانیه آخر 30میانگین پارامترها در -2 جدول

Table 2. The average of parameters during the last 30 ns of 50 ns MD simulation for wild type and mutated peptides in 

existence of water molecules 

 

   RMSD  اسکلت

 اصلي )نانومتر(

میانگین شعاع 

 چرخش )نانومتر(

میانگین سطد در 

دسترس حلال پروتئین 

 )نانومتر مربع(

 RMSFمیانگین 

باقیمانده ها 

 )نانومتر(

36/1 يپپتید وحش  ±  06/.  08/1  13/.±  ±44/34  32/2  47/0  11/.±  

±./G23A 66 /0   08جهش     99/0  03/.±  ±08/33  51/1  3/0  13/0 ±  

F14I 86/0جهش    1/.±  1/1  09/.±  1±66/34  75/   52/0  17/.±  

D1H 55/0جهش   06/.±  95/0  04/.±  ±16/32   96/1  31/0  13/.±  

D1A 6/0جهش    09/.±  98/0  03/.±  ±48/33  93/1  34/0  14/.±  

G9W 46/0جهش   16/.±  03/1  07/.±  ±07/35  07/2  3/0  13/.±  

-D1Aجهش ترکیبي 

G9W 

66/0   2/.±  04/1  09/.±  ±05/34  05/2  37/0  2/.±  

 جهش  ترکیبي
D1H-G23A 

85/0  09/.±  08/1  09/.±  ±34/34  56/1  49/0  15/.±  

-D1Hجهش ترکیبي 

G9W 

37/0  04/.±  99/0  03/.±  ±17/33  42/1  15/0  05/.±  
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 هینانوثان 50 يط سامانه ک   یپتانس یانرژ ریمقاد نیهمچن

 که آمد بدست افتهیجهش و يوحش یدهایپپت یبرا یسازهیشب

 تعادل به دهندهنشان آخر هینانوثان 30 طول در آن زیناچ راتییتغ

 اسبهمح ها سامانه همه در دما ریمقاد بعلاوه. بود ها سامانه دنیرس

 اریمع انحراف زیناچ راتییتغ و بود نیکلو 300 محدوده در و شد

)اطلاعات  بود سامانه یيگرما دنیرس تعادل به دهندهنشان دما

 (.است نشده داده شینما

ساختارسوم  ،يشک  کل انگری(، نماgRچرخش ) شعاع نمودار

 Rgاست. نمودار  کند،ياشغال م نیکه پروتئ یيو فضا نیپروتئ

مشابه است.  دهاینشان داد که شعاع چرخش همه پپت دهایپپت

دهنده به تعادل نشان زین دهایکم شعاع چرخش پپت راتییتغ

 (. 2باشد)جدول  يم دهایساختار پپت دنیرس

 يدر بررس یاژهیو تیاهم هانیدسترس حلال پروتئ در سطد 

 ایو  گرید یهانیو پروتئ گاندهایل ریبا آو، سا نیپروتئ انکنشیم

 دهایپپت همه حلال دسترس در سطد. دارد نیتار خود پروتئساخ

 در سطد یرو يچندان اثر ها جهش نیا يعنی نیا و است مشابه

 سطد ریمقاد نیهمچن. است نگذاشته دهایپپت حلال دسترس

. است هماهنگ آنها چرخش شعاع با دهایپپت حلال دردسترس

 به هندهدنشان دهایپپت حلال دردسترس سطد کم راتییتغ بعلاوه

 (.2)جدول است دهایپپت ساختار دنیرس تعادل

قدار نات مربع نیانگیم جذر راتییتغ  م لت نوستتتتا  استتتک

ها  ماندهیتک باقتک یيدهنده جابجانشان دهایپپت RMSF))ياصل

 RMSFاست. اگر  یسازهیزمان شب يخود ط هینسبت به مکان اول

سا نیاز پروتئ یاهیناح سبت به  سمت رین شد شتریآن ب یهاق  ،با

ستثنا)به  ناحیه این ست لوپ( پروتئین یانتها و ابتدا ناحیه یا  .ا

که دارند  ينظم يستتتاختار کوچک و ب  یبه دل دهایدرمورد پپت

سانات  ساختار پروتئ شتریهم ب RMSFنو ست.  یهانیاز  بزر  ا

 هیتتنتتانوثتتان 30در دهتتایتتپپت RMSF راتییتغ 2در شتتتکتت  

نشتتان  RMSFدار نشتتان داده شتتده استتت. نمو یستتازهیآخرشتتب

بجز  دهایستتتاختار همه پپت RMSF نیانگیکه مقدار م دهديم

 دیکمتر از مقدار پپت   D1H-G23Aيبیو جهش ترک F14Iجهش 

 یریاستتت که انعطاف پذ يمعن نی( که به ا2بود )جدول  يوحشتت

هایپپت با کم م د غال ها در حضتتتور آو  لب جهش   يدر اثر اغ

 (.2شود)شک  

 
 سازینانوثانیه آخر شبیه 30( پپتیدها درحضور مولکولهای آو در RMSFت جذر میانگین مربع نوسانات اسکلت اصلي )نمودار تغییرا -2 شکل

Figure 2. The plot of backbone root means square fluctuations (RMSF) of peptides during the last 30 ns of MD 

simulation in existence of water molecules 

 

در حضور  دهایپپت یمولکول دینامیک یسازهیشب جینتا

(SDS) 
در حضتتور  دهایپپت ياستتکلت اصتتل RMSD انگرینما 3 شتتک 

 50درطول  یستتازهینستتبت به لحظه شتتروع شتتب SDS ستت یم

 مربع جذرمیانگین ناچیز تغییراتاستتتت.  یستتتازهیشتتتب هینانوثان

شان یسازهیشب آخر نانوثانیه يس در انحرافات ست  این دهندهن ا

 یسازهینسبت به لحظه شروع  شب يهای اسکلت اصلکه همه اتم

دهنده به تعادل رسیدن کنند و نشانتغییر مکان قاب  توجهي نمي

و کافي بودن  SDS س یدرحضور م دیپپت ياسکلت اصل یساختار

شبیه ست. 50سازی )زمان  سکلت  RMSD نیانگیم نانوثانیه( ا ا

آخر  هینانوثان 30ر د SDS ستتت یدرحضتتتور م دهایپپت ياصتتتل

ست. مقا 3در جدول  یسازهیشب شده ا  RMSD ریمقاد سهیذکر 

استتکلت  RMSD نیانگیدهد که مقدار م ينشتتان م 2و  1جدول 

نسبت به مقدار معادل آن  SDS س یدر حضور م دیهر پپت ياصل

است که ساختار شروع  نیمساله هم ا نیدر آو کمتر است. علت ا

ساختارها س یدر حضور م یساز هیشب یبرا  دهایپپت یينها یاز 

 دهیبه تعادل رستت دهایدر آو گرفته شتتده استتت و چون قبلا پپت

 يدر اسکلت اصل یکمتر یيجابجا رییهم تغ SDSبودند در حضور 

داشته اند.
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 درطول زمان شبیه سازی SDS( پپتیدها در حضور میس  RMSDنمودار تغییرات جذر میانگین مربع انحرافات ) -3 شکل

Figure 3. The Root means square deviation (RMSD) of peptides in existence of SDS micelle during simulation time 

 

 دنیبه تعادل رستتت انگریو دما ب  یپتانستتت یانرژ ینمودارها

ضور م دهایپپت یيو دما یساختار  راتییبود.  تغ SDS س یدر ح

 يوحش یدهایپتشعاع چرخش و سطد دردسترس حلال پ زیناچ

ضور م افتهیو جهش شدن ا يحاک زین SDS س یدرح  نیاز ثابت 

شعاع چرخش  ریسامانه ها بود. مقاد دنیپارامترها و به تعادل رس

 یرییتغ باینسبت به حالت آو تقر SDS س یدر حضور م دهایپپت

در حضتتور  دهایستتطد دردستتترس حلال اغلب پپت ينکرده بود ول

دار آنها درآو بود که احتماا بعلت از مق شتریب يکم SDS س یم

سطح شش  ساختارپپت يکاهش ک شدن  ضور  دهایآو و باز  در ح

 (.3بود )جدول  SDS س یم

 
 سازینانوثانیه آخر شبیه 30در  SDSمیس   ردر حضو امیانگین پارامترهای پپتید ه -3 جدول

Table 3. The average of parameters during the last 30 ns simulation in existence of SDS micelle. 

 

           

 

 

 

RMSD 
استتکلت اصتتلي 

 )نانومتر(

شتتتتتتعتتتاع 

چتتترختتتش 

 )نانومتر(

ستتتتتطتتد در 

ک   دستتتترس 

پتتروتتتئتتیتتن 

 )نانومترمربع(

فاصتتتله بین مرکز 

ید و جرم های پپت

SDS )نانومتر( 

ها  ماس  عداد ت ت

تیتتد و  پ پ ین  ب

 میس 

متتیتتانتتگتتیتتن 
RMSF 

استتتتتتکتتتلتتتت 

 اصلي)نانومتر(

35/0 پپتید وحشي  ± 13/0  07/1  07/±  ±2/35  6/1  65/1  21/±  ±480  8/52  ±2/.  08/.  

 G23A 65/1  12/±  98/0  03/±  ±7/32   99/0  57/0  ± 14/0  ±1/498  4/36  ±2/.  04/.  

 F14I 7/0  07/±  23/1  03/±  ±06/37  14/1  39/1  19/±  ±7/536  7/38  ±12/0  13/.  

 D1H 51/0  12/±  21/1  07/±  ±35/38  36/1  63/1   15/±  ±7/564  1/43  ±29/.  06/0  

 D1A 29/0  05/±  96/0  02/±  ±21/32  36/1  27/1   27/±  ±7/352  5/64  ±27/.   06/.  

 G9W 49/0  03/±  94/0  01/±  ±72/32  02/1  95/1  12/±  ±2/443  6/38  ±2/.  05/0  

 D1A-G9W 44/0  05/±  19/1  03/±  ±4/36  1/1  86/1   1/±  ±494  3/38  ±18/0  08/0  

 D1H-G23A 94/0  11/±  3/1  12/±  ±65/38  97/1  29/1  32/±  ±8/568  7/73  ±19/.  16/0  

 D1H-G9W 77/0  06/±  31/1  04/±  ±04/38  1/1  46/1  18/±  ±4/618  9/82  ±5/0   14/0  

 

 اسکلت نوسانات مربع نیانگیم جذر راتییتغ نمودار 4 شک 

. دهديرا نشان م SDS س یدر حضور م دیپپت RMSF))ياصل

مقدار  نیکمتر از ا SDS س یدر حضور م دهایپپت RMSF راتییتغ

ساختار  یریکاهش انعطاف پذ انگریدر آو )حالت آزاد( است که نما

نسبت به حالت آو است و با کاهش  SDS س یدر حضور م دهایپپت

RMSD س یدر حضور م ياسکلت اصل SDS .هماهنگ است 
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 SDS( پپتیدها درحضور میس  RMSFمربع نوسانات )نمودار تغییرات جذر میانگین   -4 شکل

Figure 4. The plot of backbone root means square fluctuations (RMSF) of peptides during the last 30 ns of MD 

simulation in existence of SDS micelle 

 

)شک   SDS س یو م دهایپپت مرکزجرم نیفاصله ب راتییتغ نمودار

و  یساز هیشان دهنده کم شدن این فاصله در طول زمان شب( ن5

 یها ماندهیدارا بودن باق  یبه دل دهایاست. پپت دهایجذو پپت

 دهیاست، کش يبار منف یکه دارا SDS س یمثبت به سمت م

 G23Aنمودار مشخص است جهش  نی. همانطور که از اشونديم

نوسان  داشت. یدر طول شبیه ساز SDS س یاز م یفاصله کمتر

 نیکم ا راتییاست. تغ یساز هیشب یایپو تیفاصله بعلت ماه

-دیشدن ساختار کمپلکس پپت داریهم نشان دهنده پا پارامتر

هم فاصله  یساز هیآخرشب هینانوثان 30(. در3است)جدول  س یم

 شود. يثابت م

 

 بیه سازیدرطول زمان ش SDSپپتیدها و میس   نمودار تغییرات فاصله بین مرکزجرم -5 شکل

Figure 5. The plot of variations of distance between the center of mass peptides and SDS micelle during simulation time 

 30هم در SDS س یبه م دهایپپت یتعداد تماس ها نیانگیم

گزارش شده است. تعداد  3در جدول  یساز هیآخر شب هینانوثان

 س یتوسب م دیاز جذو پپت يزمان حاک نیدر ا ادیز یتماس ها

SDS بجز جهش  دهایدهد که همه پپت ينشان م جینتا نیاست. ا
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D1A  و G9W يوحش دینسبت به پپت یشتریب یتماس ها تعداد 

 دیکه احتمال حضور پپت يشعاع عیتابع توز نیداشته اند. همچن

 30در  دهد،يدر فواص  مختلف را نشان م SDS س ینسبت به م

احتمال قرار گرفتن  نیشتریب 4آخر بدست آمد. در جدول هیننانوثا

 شفاصله برحسب نانومتر گزار نیو مقدار ا س ینسبت به م دیپپت

بزرگتر باشد، احتمال جذو  کیاحتمال از  نیشده است. هر چه ا

جدول نشان  نیا جینتاشود.  يم شتریب ينسبت به جذو تصادف

انگستروم(  13تا  10 نی)ب يدر فاصله کم دهایدهد که همه پپت يم

 س یجذو م ياز حالت تصادف شتریبا احتمال حدود سه برابر ب

SDS و  يبعلت آبپوش س یو م دهایپپت نیشده اند. فاصله کمتر ب

با نمودار  جینتا نی. استین ریآو امکان پذ یمزاحمت مولکولها

 هماهنگ است.  SDS س یتا م دهایفاصله مرکز جرم پپت

 رخ مي دهد. SDSنسبت به میس   اکه بیشترین احتمال حضور پپتید هفاصله ای  -4 جدول
Table 4. The distance that the most probability existence of peptides to SDS micelle occur 

 

 احتمال  نیشتریب )نانومتر( SDS س یاز م دیپپت  فاصله دیپپت

 341/3 352/1 يوحش دیپپت

 G23A 382/1 852/2 

 F14I 02/1 01/3 

 D1H 048/1 155/3 

 D1A 54/1 251/2 

G9W 398/1 416/2 

 D1A-G9W 322/1 217/3 

 D1H-G23A 014/1 104/3 

 D1H-G9W 032/1 633/3 

 رینشان داده شده است. همان طور که از تصاو یسازهیشب هینانوثان 50پس از  SDS س یدر حضور م دهایپپت یيساختار نها 6شک   در

 جذو شده است. SDS س یتوسب م يبخوب D1A-G9W دیست پپتمشخص ا

A                                         
B                                          C 

D                                         
E                                         F 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
03

4/
N

B
R

.1
1.

3.
44

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

14
03

.1
1.

3.
4.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

de
a1

0.
kh

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
07

 ]
 

                            11 / 17

http://dx.doi.org/10.22034/NBR.11.3.44
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24236330.1403.11.3.4.8
https://ndea10.khu.ac.ir/nbr/article-1-3642-fa.html


                                                            Nova Biologica Reperta 11(3): 44-60 (2024) (1403) 60-44: 3ماره ، ش11های نوین در علوم زیستي، جلدفتهیا

  55/55 

 

G                                         
H                                             I 

( پپتید با جهش F14I ،D( پپتید با جهش G23A ،C( پپتید با جهش B( پپتید وحشي، Aسازی. نانوثانیه شبیه 50پس از  SDSساختار نهایي پپتیدها درحضور میس   -6 شکل

D1H ،E پپتید با جهش )D1A ،F پپتید با جهش )G9W ،G پپتید با جهش ترکیبي )D1A-G9W ،H پپتید با جهش ترکیبي )D1H-G23A ،I پپتید با جهش ترکیبي )

D1H-G9W پپتیدها با رنگ سبز و با فرمت  .New Carton .و میس  با رنگ خاکستری و با فرمت میله و گلوله نشان داده شده است 
Figure 6. The final structure peptides in existence of SDS micelle after 50 ns MD simulation. A) Wild type peptide, B) G23A mutation, 

C) F14I mutation, D) D1H mutation, E) D1A mutation, F) G9W mutation, G) D1A-G9W mutation, H) D1H-G23A mutation, I) D1H-

G9W mutation. Peptide was colored with green and New Cartoon format and micelle was colored with gray and CPK format 

 

( قرار Turn)دور ای آلفا چیمارپ در که یيها ماندهیباق درصد ،SDS س یدر حالت آو و در حضور م دهایساختار دوم پپت يمنظور بررس به

ذکر شده  5محاسبه و در جدول  یساز هیآخر شب هینانوثان 30قرار دارند در طول  يتصادفپیچه که در  یيها ماندهیدارند و درصد باق

دوم منظم را نسبت به حالت عدم  یساختارها یتا حد SDS س یدر حضور م دهایدهد که اغلب پپت يجدول نشان م نیا جیاست. نتا

و کاهش  دیودن پپتمساله بعلت کوچک ب نیکرده اند که ا دایپ شیافزا  ینظم و کو يب یاز دست داده اند و ساختارها SDS س یحضور م

سطد در دسترس  شیمساله با افزا نیاست. ا يعیشود، طب يکه باعث واسرشته شدن پروتئین ها م SDS س یدر حضور م يکشش سطح

 ( هماهنگ است. 3)جدول  SDS س یدر اثر حضور م دهایحلال پپت

 SDSدرصد عناصر ساختار دوم پپتیدها در حضور آو و میس    -5 جدول

Table 5. The percentage of secondary structure elements of peptides in existence of water molecules and SDS micelle 

تصادفي در  هدرصد پیچ

 SDSحضور میس  

 پیچهدرصد 

در آو  تصادفي  

و آلفا مجموع درصد مارپیچ 

 SDSدور در حضور میس  

و آلفا مجموع درصد مارپیچ 

 دور در آو

 پپتد

 پپتید وحشي 59 52 15 19

24 20 51 51  G23A 

14 14 54 49  F14I 

14 18 43 53  D1H 

21 19 46 52  D1A 

22 16 47 47  G9W 

17 17 44 56  D1A-G9W 
14 21 61 52  D1H-G23A 
19 16 53 54  D1H-G9W 
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  SDS سلیبه م دهایآزاد اتصال  پپت یانرژ محاسبه

 س یتوسب م دیجذو پپت يفیکه تاکنون ذکر شد بطور ک يجینتا

SDS توسب  دیجذو پپت يکم يکند. به منظور بررس يم دییرا تا

محاسبه  MM/PBSAبا روش  س یبه م دیاتصال پپت یانرژ س یم

 يآبپوش یواندروالس و انرژ ی(. درضمن مجموع انرژ5شد)جدول 

 يآبپوش یوانرژ کیالکتروستات یمجموع انرژ نیو همچن يرقطبیغ

 هیآخر شب هینانوثان 30در  SDS س یدر اتصال به م دهایپپت يقطب

 تريآزاد اتصال منف یگزارش شده است. هرچه مقدار انرژ یساز

گرفت  جهیتوان نت يبوده و م تریقو س یبه م دیباشد، اتصال پپت

 6جدول  .دارد یتریقو يکروبیضدم تیخاص دیکه احتماا پپت

 هیشبخر آ هینانوثان 30زاد اتصال بدست آمده در آ یانرز نیانگیم

 دهد. يرا نشان م SDS س یبه م دهایپپت یساز

 
 مولکولي دینامیکنانوثانیه آخر شبیه سازی  30در  SDSپپتیدها با میس    MM/PBSAنتایج انرژی آزاد اتصال  -6 جدول

Table 6. The results of MM/PBSA binding free energy of peptides with SDS micelle during the last 30 ns of MD 

simulation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 س یاتصال به م یيتوانا دهایدهد همه پپت ينشان م 6جدول  جینتا

اتصال  یبوده است. البته انرژ يمنف ياتصال همگ یرا دارند و انرژ

 نیاست و ا يوحش دیمثبت تر از پپت F14Iو  G23A یجهش ها

 دهایجهش ها باعث کم شدن قدرت اتصال پپت نیدهد ا ينشان م

 ژهیجهش ها به و هیقدرت اتصال در بق يشوند ول يم س یبه م

شده است.  شتریب يوحش دیاز پپت D1A-G9W يبیترکجهش 

 صورت خواهد شد: نیبه ا دهایآزاد اتصال پپت یانرژ بیترت

 D1A-G9W < D1H-G23A < D1H < D1H-G9W 

< D1A < G9W < يوحش دیپپت  < F14I < G23A 

غالبا بهتر متص  شده اند و جهش  يبیترک یجهش ها نیبنابرا 

 یانرژ و است اتصال یانرژ نیکمتر یدارا D1A-G9W يبیترک

 دایپ کاهش درصد 20 حدود يوحش دیپپت به نسبت آن اتصال

 احتماا جهش نیا گرفت جهینت توان يم نیبنابرا. است کرده

 دیپپت به نسبت یشتریب يکروبیضدم قدرت درصد 20 حدود

و   کیالکتروستات یمجموع سهم انرژ. دارد يوحش 3 نیستاتیه

از مجموع  س یوم دهایپپتبین  يقطب یگروه ها يآبپوش یانرژ

بین  يرقطبیغ یگروهها يآبپوش یانرژو  يواندروالس یسهم انرژ

 یروین رگیو مهم تر بوده است. بعبارت د شتریب س یوم دهایپپت

 کیالکتروستات یروین SDS س یبا م دهایپپت انکنشیغالب در م

و مثبت بودن  س یبودن بارسطد م يبوده است که با توجه به منف

به  D1A-G9Wاست. در اتصال جهش  يمنطق دهایبار پپت

و  11و لیزین  1 نیو آان 12آرژنین  یها ماندهیباق SDS س یم

و آرژنین  17و لیزین  13و لیزین  22و آرژنین  6و آرژنین  5لیزین 

 س یم اتصال به یانرژ نینقش و مناسبتر نیشتریب بیبه ترت 25

SDS ها بعلت بار مثبت آنها  ماندهیباق نیا ادیرا داشتند. نقش ز

با  D1Hو  D1H-G23Aیباشد. البته جهش ها يم يمنطق

 رایقرار دارند. ز D1A-G9Wنسبت به جهش  يکیاختلاف نزد

شود را  يرا که مانع جذو آن م دیپپت يجهش ها بار منف نیا

 یها نهیگز توانديم زیجهش ها ن نیا نیبنابرا کاهش داده اند.

باشد. يتجرب شاتیانجام آزما یبرا يمناسب

 

  

و انرژی  يمجموع انرژی واندروالس                    

آبپوشي غیرقطبي  )کیلوژول 

 برمول(

مجموع انرژی الکتروستاتیک و 

انرژی آبپوشي قطبي )کیلوژول 

 برمول(

انرژی اتصال )کیلوژول 

 برمول(

 D1A-G9W 4/625- 3/25077- ±3/25697-   5/29  

D1H-G23A 8/705- 3/24170- ±1/24879-   3/37  

 D1H 2/688- 6/23989- ±8/24675-  5/29  

D1H-G9W 9/720- 4/22613- ±4/23319-    3/74  

 D1A 9/403- 21741- ±9/22144-   3/32  

 G9W 8/509- 8/20652- ±5/21161-  2/27  

-1/21094± -3/20511 -6/582 پپتید وحشي  2/27  

 F14I 3/651- 1/19021- ±4/19672-  6/27  

 G23A 1/586- 2/17921- ±1/18507-  8/19  
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 یتجرب جینتا 

 سنجش خاصیت ضد میکروبی

 و جهش   يوحش دیپپت يکروبیضدم تیخاص يبررس منظوربه

D1A-G9Wشده آزمون  ساختهMIC انجام  یسازرقت زیبه روش ر

نشان داد که  مقدار  MICحاص  از سنجش  جی(. نتا7شد) جدول 

MIC سیانتروکوکوس فکال یباکتر یبرا µg/ml 5/37ی، برا 

 MIC زانیبدست آمد م µg/ml 75  سیلیسوبت لوسیباس یباکتر

بود.   µg/ml300 از  شتریب یدو باکتر نیا یبر رو يوحش دیبا پپت

 یبرا D1A-G9W افتهیو جهش  يوحش دیپپت  MIC ریمقاد

دهنده نشان جیرا نشان نداد. نتا ياختلاف  يگرم منف یها یباکتر

پاتوژن  یهایاز باکتر يفیط یبر رو دیپپت نیا الیباکتر يآنت ریتاث

 .باشديگرم مثبت م

 D1A-G9Wمربوط به پپتید وحشي و پپتید  سازیبه روش ریز رقت MICنتایج مربوط به سنجش  - 7جدول

Table 7. Results related to MIC measurement by microdilution method related to wild type and D1A-G9W mut 

peptides 

 + نشان دهنده رشد باکتری 

 نشان دهنده عدم رشد باکتری-

 تریليلیبر م کروگرمیم 34/2و  69/4، 375/9، 75/18، 5/37، 75، 150، 300عبارتند از:  بیترت به پپتیدها غلظت نشان دهنده 8تا  1اعداد 
 

  بحث

 مورد یها حوزه از يکی يکروبیضدم یدهایپپت اتیخصوص يبررس

 سازوکار کشف به آن از استفاده با تا بوده کیوانفورماتیب توجه

 آنها یفناور ستیز یهاکاربرد یبرا یيهاروش گسترش و عملکرد

بر  يمبن ي(. تاکنون گزارشButu & Butu, 2011) بپردازند

آن  یهاجهش ای 3 نیستاتیه دیپپت يمولکول دینامیک یسازهیشب

 ارائه نشده است.

در حضور آو و در  يوحش 3 نیستانیه دیمطالعه ابتدا پپت نیا در

 یاز غشا باکتر یبه عنوان مدل ساده ا SDS س یمجاورت م

 يمولکول دینامیک یساز هیشب هینانوثان 50بطورجداگانه به مدت 

 RMSDک  سامانه، دما،   یپتانس یانرژ راتییتغ یشد. نمودارها

 نیصاف شدن ا ،یازسهیزمان شب يط دیو شعاع چرخش پپت

 30خصوص در سامانه ها به دنیبه تعادل رس جهینمودارها و درنت

را نشان  یساز هیبودن زمان شب يها و کاف یسازهیآخر شب هینانوثان

آخر انجام شد. سپس بر  هینانوثان 30در زهایهمه آنال نیداد. بنابرا

 و  D1Hو F14IوG23A  مقاات هشت جهش  شنهاداتیاساس پ

D1AوG9W وD1H-G23A و D1A-G9Wو  D1H-G9Wدر 

یباکتر  MIC (µg/ml) 8 7 6 5 4 3 2 1 آزمون 

میمور يفیت سالمونلا افتهیجهش دیپپت   + + + + + + + + / 

میمور يفیت مونلاسال يوحش دیپپت   + + + + + + + + / 

میمور يفیت سالمونلا آو يمنف کنترل   + + + + + + + + / 

میمور يفیت سالمونلا ک یکلرامفن مثبت کنترل   - + + + + + + + 300 

سیفکال انتروکوکوس افتهیجهش دیپپت   - - - - + + + + 5/37  

سیفکال انتروکوکوس يوحش دیپپت   - + + + + + + + 300 

سیفکال انتروکوکوس آو يمنف کنترل   + + + + + + + + / 

سیفکال انتروکوکوس نیلیسيآمپ مثبت کنترل   - - - - - - - - 34/2>  

مارسسنس ایسراش افتهیجهش دیپپت   + + + + + + + + / 

مارسسنس ایسراش يوحش دیپپت   + + + + + + + + / 

مارسسنس ایسراش آو يمنف کنترل   + + + + + + + + / 

مارسسنس ایسراش ک یکلرامفن مثبت کنترل   - - + + + + + + 150 

سیلیسوبت لوسیباس افتهیجهش دیپپت   - - - + + + + + 75 

سیلیسوبت لوسیباس يوحش دیپپت   - + + + + + + + 300 

سیلیسوبت لوسیباس آو يمنف کنترل   + + + + + + + + / 

سیلیسوبت لوسیباس نیلیسيآمپ مثبت کنترل   - - - - - - - - 34/2>  
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در آو و در  یساز هیشد و مراح  شب يطراح 3 نیستاتیه دیپپت

تکرار شد. در  افتهیجهش  یدهایپپت یبرا SDS س یمجاورت م

 ی ماندهینسبت به باق افتهیجهش ماندهیباق RMSFها اکثر جهش

همه  RMSF نیانگیمقدار م زیکمتر بوده و ن يوحش دیپپت

 يوحش دیها کمتر از مقدار پپت افتهیها در همه جهش  دهمانیباق

 SDS س یدرحضور م دهایبود. سطد دردسترس حلال ک  پپت

دهنده پارامتردرحالت آزاد )در آو( بود که نشان نیا زانیاز م شتریب

حاص  از  جینتا. بود SDS س یدرحضور م دهایپپت یيباز شدن جز

 ،SDS س یو م دیتپپ يشعاع عیفاصله مرکز جرم و تابع توز

با داشتن بار مثبت در دام جاذبه  دهایبود که پپت نیدهنده انشان

افتاده اند و جذو  يمنف يبا بار سطح SDS س یم کیالکتروستات

 یدهایدهد، پپت ينشان م یساز هیشب جینتا نیآن شده اند. همچن

 يبعلت کوچک بودن درحالت آزاد ساختار دوم کم يکروبیضدم

دوم منظم بازهم کمتر  یساختارها SDS س یور مدرحض يدارند ول

 MM/PBSAآزاد با روش  یمحاسبه انرژ  جینتا نیهمچنشوند.  يم

به  دهایاتصال پپت تیداد ماه نشان SDS س یبا م دهایاتصال پپت

 نیاست. بنابرا کیالکتروستات یها انکنشیاز نوع م SDS س یم

 یيجهش ها یور دیبا س یبه م دهایقدرت اتصال پپت شیافزا یبرا

 نیرا از ب دیپپت يبار منف ایدهند  يم شیرا افزا دیکه بار مثبت پپت

که فقب باعث  یينسبت به جهش ها یشتریبرند تمرکز ب يم

مساله  نی. امیشوند، داشته باش يم دیپپت يتیسیدروفوبیه شیافزا

 دینسبت به پپت G23A وF14I یبا کاهش قدرت اتصال جهش ها

 دییدادند، تا يم شیرا افزا دیپپت يتیسیبدروفویکه فقب ه يوحش

 يطراح یجهش ها نیبدست آمده از ب  جیشود. بر اساس نتا يم

 یتريآزاد اتصال منف یانرژ D1A-G9W يبیشده جهش ترک

گرفت قدرت  جهیتوان نت يدارد و م يوحش دیو پپت هینسبت به بق

د توان يجهش را م نیدارد. علت اتصال بهتر ا یمناسبتر یضدباکتر

آن  يتیسیدروفوبیه شیو افزا دیپپت يکاهش همزمان بار منف

 دانست.

 MICانجام شد. آزمون  دیپپت نیا يکروبیاثر ضد م يتجرب يبررس

گرم مثبت به  یهایباکتر هیعل افتهی جهش دینشان داد که پپت

 یاثر يول شوديها معم  کرده و منجربه مهار رشد آن يخوب

 یکه بر رو یمشاهده نشد. مطالعه ا يگرم منف یهایباکتر یبررو

 زانیانجام شده است  نشان داد که م بینوترک افتهیجهش  دیپپت

MIC اورئوس  لوکوکیاستاف یباکتر یبر رو دیپپت نیاµg/ml  

ندارد  یریتاث يگرم منف یها یباکتر یکه بر رو يدر صورت 150

باشد  يم میت نیبه دست آمده از هم يقبل جیبر نتا یدییکه تا

(Tavakoli et al., 2022 .)گرم یهایباکتر یغشا ساختار تفاوت 

 بر دیپپت نیا متفاوت ریتاث  یدا جمله از تواند يم يمنف و مثبت

 . (Friedrich et al., 2000; Oyama et al., 2017)باشد آنها یرو

 یبررو يکروبیضدم دیپپت نیچند MICو همکاران،  چیفردر

 دیکردند که چهار پپت يبررسرا  سیانتروکوکوس فکال یباکتر

cp26، cp29، و  نیدیسیندولیاcp11cn از  شتریب يبا غلظتµg/ml 

 دینشان داد پپت يرا مهار کردند. مطالعات تجرب یباکتر نیا 64

 تواند يم یکمتر زانیم با( D1A-G9W) افتهیجهش  3 نیستاتیه

 (.Friedrich et al., 200) کند مهار را یباکتر نیا

 

 یکل یریگجهینت

، به دلی  جدیدهای بیوتیکپپتیدهای ضدمیکروبي به عنوان آنتي

های مقاوم به دارو طیف وسیع فعالیت خود، به ویژه در برابر باکتری

و همچنین سرعت عم  باا و احتمال کمتر بروز مقاومت میکروبي، 

ای ها را به گزینهها آناند. این ویژگيمورد توجه قرار گرفته

 .های میکروبي تبدی  کرده استدر درمان عفونت امیدوارکننده

عنوان عوام  به تواننديم يکروبیضدم یدهایاز پپت يبرخ نیبنابرا

در  تواننديها مآن نی. همچنرندیمورد استفاده قرار گ يدرمان

 تیفعال  یاستفاده شوند و به دل يسنت یهاکیوتیبيبا آنت بیترک

 MIC (Minimumدر کاهش  ياثرات مطلوب ،یيهم افزا

Inhibitory Concentration) و MBC (Minimum Bactericidal 

Concentration) عنوانبه هانیستاتیه. دارند هاکیوتیبيآنت آن 

هستند که  يمتنوع اتیخصوص یدارا دهایپپت نیاز ا یاخانواده

مقاوم به دارو  یهاهیسو هیعل يکروبیضدم تیها، خاصآن نیترمهم

در  دیو چند جهش جد 3نیستاتیه دیپژوهش، پپت نیاست. در ا

 هیشب  SDS س یدر مجاورت مشد و  يبار طراح نیاول یآن برا

انجام شده،  یهاجهش انیشد. سپس از م يمولکول دینامیک یساز

  SDS س یاتصال به م یانرژ نیبا کمتر D1A-G9Wجهش 

 جیسنتز شد. نتا ،يکروبیخواص ضدم يانتخاو شد و جهت بررس

 یبررو دیپپت نیا یرگذاریدهنده تاثآن، نشان يکروبیم یهاآزمون

 لوسیو باس سیهمچون انتروکوکوس فکال يگرم مثبت یهایباکتر

 تیاست. با توجه به پژوهش انجام شده، فعال  سیلیسوبت

در  دیپپت نیتوان از ا يآن، م دیو امکان تول دیپپت نیا يکروبیضدم

درکنار  ای دیجد کیوتیبيعنوان آنتبه ،یيدارو عیصنا

ها، بهره گرفت. آن یيکارا شیافزا یبرا يسنت یهاکیوتیبيآنت

 یساده بوده سامانه ها رغمیدهد عل يپژوهش نشان م نیا جینتا

 دهیچیو پ يمولکول دینامیک یساز هیمدل مورد استفاده در شب

نسبتا ساده و کم  یتوان با روش ها يها، م یبودن غشا باکتر

ضد  یدهایپپت انکنشیم يمولکول دینامیک یساز هیشب نهیهز

کرد و  يبررس یبعنوان مدل غشا باکتر SDS س یرا با م يکروبیم

دلخواه را تاحد  افتهیجهش  یدهایپپت یقدرت ضد باکتر رییتغ

در  یيتواند باعث صرفه جو يمساله م نیکرد. ا یيشگویپ یادیز

 شود يم دیجد يکروبیضدم یدهایپپت يطراح یها نهیوقت و هز
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 يمقاومت آنت نهیدر زم تیبشر کینزد ندهیبحران آ یکه راهگشا

نشان  نیهمچن جینتا نیاست. ا يعفون یها یریدر همه گ يکیوتیب

 یضدباکتر تیخاص شیجهش به منظور افزا يدهد در طراح يم

 شیو افزا دیپپت يکاهش بار منف یبطور همزمان رو دیبا دهایپپت

 آن تمرکز کرد. يتیسیدوفوبیه تیخاص

 یقدردان و تشکر

.است شده انجام شهرکرد دانشگاه يمال باحمایت پژوهش نیا
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