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  كلريد سديم توسط نمك ترموليزين سازيبر فعال كلسيماثر 
  4فرامرز مهرنژادو  3محمد پاژنگ، 1محمود رضا آقا معالي، 2مجيد تقدير، *1سيد محسن اصغري، 1عبدالعلي وارسته

  رشت، دانشگاه گيلان، دانشكده علوم پايه 1
  دانشكده علوم زيستيتهران، دانشگاه تربيت مدرس،  2

  اه شهيد مدني آذربايجان، دانشكده علوم پايهتبريز، دانشگ 3
  تهران، دانشكده علوم و فنون نوينتهران، دانشگاه  4

  31/5/95 :تاريخ پذيرش  18/3/95 :تاريخ دريافت

  چكيده
. آيدبه دست مي باسيلوس ترموپروتئوليتيكوسبوده و از باكتري  سنتز پپتيددر  با كاربرد گرمادوستيك پروتئاز ترموليزين 

پايداري حرارتي ترموليزين به شدت وابسته . شودسازي آنزيم ميباعث فعال كلريد سديم اده است كه نمكمطالعات قبلي نشان د
آنزيم  سازيكلسيم در فعال در مطالعه حاضر، نقش .اندهاي انتهاي آمينو و كربوكسيل متصل شدهيون كلسيم بوده كه به دمين 4به 

و مولار  2كلريد سديم نمك  در حضور FAGLA يسوبسترا م در حضورفعاليت آنزي. بررسي گرديد كلريد سديم نمك توسط
و  در ناحيه دور دورنگ نمايي دوراني سنجيطيفبه علاوه، . بررسي شدمولار ميلي 10كلريد كلسيم حضور و عدم حضور در 

مورد  لريد كلسيمك حضور و عدم حضور و كلريد سديم حضور نمك فلورسانس به منظور درك تغييرات ساختاري ترموليزين در
برابر افزايش  5/2مولار ميلي 10كلسيم كلريد و FAGLAآنزيم در حضور  يتفعالميزان نتايج نشان داد كه . عه قرار گرفتمطال
سازي نمك وابسته كه ساختار كلي ترموليزين طي فعال نمودپيشنهاد  در ناحيه دور دورنگ نمايي دورانيسنجي طيفنتايج  .يافت

به بنابر نتايج . شده استدستخوش تغيير  كلسيمتأثيرفلورسانس نشان داد كه جايگاه فعال تحت ر نكرده و مطالعات تغييبه كلسيم 
  .باشد مؤثر كلريد سديم سازي ترموليزين توسط نمكتواند بر ميزان فعالهاي كلسيم مياتصال يون ،حاضرمطالعه  آمده از دست

  .كلسيم، ، كلريد سديمفعاليت آنزيمي ترموليزين، :كليدي واژه هاي

 sm_asghari@guilan.ac.ir: ، پست الكترونيكي01333333647: تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
باسيلوس از باكتري ، حاصل [EC 3.4.24.27] ترموليزين

 و زيست فناوري در فراواني كاربرد ،ترموپروتئو ليتيكوس
 سنتز پپتيد و داروسازي غذايي، صنايعهمچون  يصنايع

. )10(است  بالايي برخوردارحرارتي  يپايدار ازشته و دا
در حالت ترموليزين اولين آنزيم ترموفيل بوده كه ساختار 

و به عنوان يك  )6(تعيين شده  1972آن در سال  بلور
اين آنزيم در  .مورد مطالعه قرار گرفته استآنزيم مدل 

انتهاي بتا و در دمين  صفحاتغني از  ي آمينيانتهادمين 
 .)9و  8( باشدآلفا ميهاي داراي مارپيچ كربوكسي

 محلدر ويژه را بههاي پپتيدي ترموليزين هيدروليز پيوند
به طور گسترده  و )8( كندكاتاليز مي گريزآبهاي ماندهباقي

س هيدروليز در تشكيل پيوند پپتيدي از طريق واكنش معكو
اسيد  316اين پروتئين از  .)10( گيرداستفاده قرار ميمورد 

آمينه تشكيل شده و از يك اتم روي براي فعاليت و چهار 
، 7( اتم كلسيم براي پايداري ساختاري تشكيل شده است

چهار جايگاه اتصال كلسيم در ترموليزين به  .)16 و 15، 13
ه هاي متصل بكلسيم .اندگذاري شدهنام Ca4 تا Ca1ترتيب 

محكم و بعضي داراي اتصال ترموليزين برخي داراي اتصال 
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با  Ca1از بين چهار يون كلسيم مذكور، . باشندضعيف مي
اند اما در ا تمايل كم به آنزيم اتصال يافتهب Ca3تمايل بالا و 

 Ca2مورد تمايل آنزيم به اتصال به دو جايگاه ديگر شامل 
  . اختلاف نظر وجود دارد Ca4و 

هاي اتصال كلسيم در كه تاكنون بر روي جايگاهطالعاتي م
ها بر به طور عمده بر نقش آنترموليزين صورت گرفته 

در مطالعات قبلي . پايداري حرارتي آنزيم استوار بوده است
مشخص شده كه افزايش كلريد سديم تا غلظت چهار 

 شودميبرابر  7الي  6مولار باعث افزايش فعاليت تا حد 
در هاي كلسيم پيرامون نقش يوناطلاعاتي اما تاكنون  ،)11(

 تحقيق حاضرهدف از . شدن آنزيم در دسترس نيستفعال
سازي ترموليزين توسط نقش يونهاي كلسيم بر فعال بررسي
يم توسط نمك در سازي آنزبدين منظور فعال. استنمك 

مولار كلريد كلسيم مورد ميلي 10 غلظت و عدم حضور
ر حضور و عدم حضور همچنين د. بررسي قرار گرفت

هاي ساختاري آنزيم با استفاده از روشكلسيم تغييرات 
و فلورسانس  ناحيه دور سنجي دورنگ نمايي دورانيطيف

   .ذاتي مورد بررسي قرار گرفت

  هامواد و روش
 .St. Louis, MO)، آنزيم ترموليزين از شركت سيگما: مواد

USA)  وFAGLA  از شركتBachem خريداري شد .
 ,Darmstadt) واد استفاده شده از شركت مرك آلمانساير م

Germany) شد خريداري. 

: FAGLAسنجش فعاليت با استفاده از سوبستراي 
، كه يك FAGLAفعاليت پروتئازي آنزيم با استفاده از 

براي خانواده ترموليزين است، مورد  كروموژنسوبستراي 
توسط  FAGLAهيدروليز . )12( بررسي قرار گرفت

-نانومتر اندازه 345كاهش جذب در  زين از طريقترمولي

هيدروليز شده با استفاده از  FAGLAميزان . گيري شد
 Δε345 = -310 M-1)اختلاف جذب مولي ناشي از هيدروليز 

cm-1)  مخلوط واكنش . دست آمدگراد بهدرجه سانتي 25در

، pH 7.5مولار، ميلي 50شامل تريس ) ماكروليتر 400(
CaCl2 5 مولار، تريتون  ميليX-100 01/0 50و  درصد 

 DMSOباشد كه در مولار ميميلي FAGLA 20ميكروليتر 
ميكروگرم بر ميلي  20غلظت نهايي آنزيم . حل شده است

يك يونيت فعاليت آنزيمي برابر با مقدار آنزيم . ليتر بود
در يك  FAGLAبراي شكستن يك ميكرومول مورد نياز 

  .باشددقيقه و در دماي اتاق مي

در  ترموليزين فلورسانس ذاتي: ذاتي فلورسانس مطالعات
غلظت . گيري شداندازه pH 5/7 مولارميلي 50 تريس بافر

 برميكروگرم  5نهايي آنزيم در مطالعات فلورسانس ذاتي 
 و نانومتر 295برانگيختگي طول موج . ليتر بوده استميلي

گيري فسرعت طي. نانومتر بود 400تا  300 نشرطول موج 
500 ،Slit  25گيري و دماي طيف 10برانگيختگي و نشر 

  .گراد بوددرجه سانتي

دورنگ نمايي طيف : ناحيه دور دورنگ نمايي دوراني
رموليزين در جهت بررسي ساختار دوم تناحيه دور  دوراني
پس از انكوبه  ،كلسيم و عدم حضور نمك و حضور حضور

پكترومتر توسط دستگاه اس ،دقيقه 10شدن به مدت 
JASCO J-715 واري نتايج به صورت بيضي. ثبت گرديد

 = [θ]و بر اساس رابطه  (deg cm2 dmol-1) [θ] مولي 

(θ×100MRW)/(cl)  تعيين گرديد كه در آنC  غلظت
طول مسير نور و  lليتر، گرم بر ميليپروتئين بر حسب ميلي

θ در دامنه طول موج فرابنفشگيري شده واري اندازهبيضي 
  . )14( باشددور مي

  نتايج
 آيا به منظور درك اينكه: ناحيه دور دورنگ نمايي دوراني

تي در ساختار ترموليزين فعاليت در حضور نمك با تغييرا
در ناحيه دور  سنجي دورنگ نماييطيف ،باشدهمراه مي

و در  مولارميلي 10كلسيم كلريد حضور و عدم حضور 
گونه كه در همان. شدانجام  مولار 2حضور كلريد سديم 
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نومتر كه مربوط به نا 197شود پيك مشاهده مي 1شكل 
  . باشد اندكي كاهش پيدا كرده استساختار بتا مي

طيف دورنگ نمايي دوراني ناحيه دور آنزيم ترموليزين در  -1شكل 
مولار و  2و در حضور نمك ) خط پيوسته(مولار 2حضور نمك 

  ).خط چين(مولار ميلي 10كلسيم

القاء  به علاوه، تغييرات ساختاري: طيف فلورسانس ذاتي
 آنزيمدر  در حضور و عدم حضور كلسيم شده توسط نمك

 2با توجه به شكل  .از طريق فلورسانس ذاتي بررسي شد
شود كه اضافه شدن كلسيم موجب شده نشر مشاهده مي

كه طوري مقدار قابل توجهي كاهش يابد، به فلورسانس به
و در  594لسيم فلورسانس در عدم حضور ك حداكثر شدت
  . باشدمي 497حضور كلسيم 

سازي آنزيم فعال منظور درك اين نكته كهبه: فعاليت آنزيم
هاي كلسيم به اتصال يون أثيرتتحت وسيله نمك به

هاي ضعيف قرار دارد، فعاليت آنزيم در حضور جايگاه

FAGLA  عدم حضور وو  مولار 2در حضور نمك و 
   .بررسي شد مولارميلي 10حضور كلسيم 

  
خط (مولار  2طيف نشري آنزيم ترموليزين در حضور نمك  -2شكل 

خط (مولار ميلي 10مولار و كلسيم  2و در حضور نمك ) پيوسته
  ).چين

مولار در عدم ميلي 72/0آنزيم از  Kmنتايج نشان داد كه 
 10م مولار در حضور كلسيميلي 22/0حضور كلسيم به 

آنزيم از  kcatهمچنين ميزان  .استولار كاهش يافتهمميلي
در ثانيه در  56/0ه بر ثانيه در عدم حضور كلسيم ب 79/0

در مجموع،  .مولار كلسيم كاهش يافتميلي 10حضور 
در حضور  آنزيم) kcat/Km(كاتاليتيك  كارآييميزان 

FAGLA ًميلي 10كلسيم در برابر  5/2به ميزان  حدودا-

 افزايش يافته با عدم حضور كلسيم در مقايسمولار 
  ).1جدول (

در  1TLXساختار سه بعدي آنزيم ترموليزين با كد ورودي 
نشان داده شده  3در شكل  www.rcsb.orgپايگاه داده 

  .است

  .مولارميلي 10مولار و عدم حضور و حضور كلسيم  2هاي سنتيكي ترموليزين در حضور نمك پارامتر -1جدول 
 هاي سنتيكيپارامتر 

[CaCl2], mM  Km, (M-1×10-3) kcat (sec-1) kcat/Km (M-1sec-1×10-3) 
0 0.72 ± 0.04 0.79 ± 0.04 1.10 ± 0.01 
10 0.22 ± 0.01 0.56 ± 0.02 2.54 ± 0.03 
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  ساختار در حالت بلور آنزيم ترموليزين -3شكل 

مطالعات دورنگ نمايي : احيه دورن دورنگ نمايي دوراني
نانومتر، به  197كه در پيك نشان داد  ناحيه دور دوراني

اين . دنبال اتصال كلسيم به ساختار، كاهش مشاهده گرديد
گونه كه از طرفي همان. باشدپيك مربوط به ساختمان بتا مي

در مقدمه اشاره شد صفحات بتا در دمين انتهاي آمينو قرار 
- ميلي 10در حضور كلريد كلسيم  احتمالاًين بنابرادارند، 

،كه تمايل كمي به كلسيم  Ca3جايگاه مولار، يون كلسيم به 
  .شوددارد، متصل شده و موجب تغيير در انتهاي آميني مي

گرفته با كمك  مطالعات صورت: فلورسانس ذاتي
-اسيدمحيط اطراف آمينوكه ريز نمايدمي تأييدفلورسانس 

ترموليزين . خوش تغيير شده استهاي تريپتوفان دست
باشد كه عبارتند از مانده تريپتوفان ميحاوي سه باقي

در  55تريپتوفان از اين ميان . 186و  115، 55تريپتوفان 
با توجه به كاهش نشر . قرار گرفته است Ca3نزديكي 

رسد مولار، به نظر ميميلي 10فلورسانس در حضور كلسيم 
تر پس از اتصال به كلسيم قطبي) ها(محيط تريپتوفان كه ريز

حلقه ايندول تريپتوفان به دنبال  احتمالاًشده، بدين معني كه 
محيط شده و در ريز جا به جايياتصال كلسيم دستخوش 

ز البته اين احتمال هم دور ا .تري قرار گرفته استقطبي
، كه 186محيط تريپتوفان ذهن نيست كه همين اتفاق در ريز

  . رخ داده باشد ،قرار دارد Ca1در مجاورت 

  بحث
عدم مولار و  2بررسي فعاليت آنزيم در حضور نمك 

مولار نشان داد كه حضور ميلي 10حضور و حضور كلسيم 

 در .)3و  1(گرددسيم باعث افزايش فعاليت آنزيم ميكل
ي بر فعاليت تأثيراند كه كلسيم تحقيقات قبلي اشاره كرده

ا اين حال، اصغري و همكاران نشان دادند كه به نداشته، ب
دنبال اتصال يون كلسيم به يك جايگاه اتصال كلسيم 

متالوپروتئاز همولوگ، الاستاز  - Znمهندسي شده در يك 
حاصل از سودوموناس آئروجينوزا، خصوصيات سنتيكي 

-دست kcatو  Kmآنزيم جهش يافته شامل هر دو پارامتر 

 ترموليزين در حين فرآيند كاتاليز. )2(اند خوش تغيير شده
 hinge-bendingآنزيمي دستخوش فرآيندي موسوم به 

جايگاه فعال آنزيم كه در اين فرآيند . )17و  15( گرددمي
بين دو دمين واقع است، به دنبال اتصال سوبسترا به آنزيم، 

در . شودمي "ساختار بسته"متحمل ساختاري موسوم به 
ساختار "ي از سوبسترا است مقابل وقتي جايگاه فعال خال

دهند كه تحقيقات اخير نشان مي. شودمشاهده مي "باز
با تمايل اتصال كم موجب ) هاي(اتصال كلسيم به جايگاه 

هاي سنتيكي ترموليزين تغيير زاويه لولا شده و بر پارامتر
هاي طيف سنجي دورنگ نمايي داده). 4(است  مؤثر

تغييرات ساختاري  مؤيددوراني ناحيه دور و فلورسانس نيز 
همين توضيح در مورد اثر توأم كلريد . باشددر پروتئين مي

. باشدكلسيم و كلريد سديم بر فعاليت آنزيم قابل بيان مي
اين زاويه بر تمايل آنزيم جهت اتصال به سوبسترا و 

بر ديناميك جايگاه فعال و در نتيجه ثابت سرعت  همچنين
، احتمالاًبر اين اساس، . )5( تاس مؤثر) kcat(واكنش كاتاليز 

تغييرات مشاهده شده در خصوصيات سنتيكي آنزيم، به 
دنبال اتصال كلسيم، مي تواند به تغيير در ناحيه لولا مرتبط 

  . باشد

  سپاسگزاري

 دانشگاه گيلان به خاطر پژوهشي معاونت از نويسندگان
حمايت مالي و فراهم كردن امكانات آزمايشگاهي، بسيار 

  .ارندسپاسگز
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 منابع

مطالعه . 1394. ، مقصودي، ن.، زين الديني، م.اسماعيل نژاد، م -1
 30و ليزين  28اهميت و نقش اسيدهاي آمينه آسپارژين 

هاي سلولي مجله پژوهش. فوتوپروتئين اكورين در جذب كلسيم
  .474-468ص . 4شماره . 28دوره . و مولكولي

، تقدير، .، صدرممتاز، ا.س ، ابراهيمي،.م. ، اصغري، س.رحماني، ح -2
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Abstract 

Thermolysin, obtained from bacillus thermoproteolyticus, is a thermophilic protease 
having application in peptide synthesis. Previous studies have revealed that salt 
activates the enzyme. Thermal stability of TLN is critically dependent on four calcium 
ions bound in N- and C-terminal domains. The aim of present study is unraveling the 
role of calcium ions in the salt activation of enzyme. In the presence of NaCl 2 M, 
measurement of the activity of enzyme in the absence and presence of CaCl2 10 mM 
using FAGLA as substrate was investigated. In addition, Far-UV circular dichroism and 
fluorescence spectroscopies were used to understand the calcium dependent changes in 
the enzyme structure. Results revealed the activation of enzyme using FAGLA and in 
the presence of CaCl2 10 mM increased 2.5 times. Far-UV circular dichroism spectra 
suggest that the overall structure of thermolysin has not changed during salt and calcium 
activation. However, fluorescence studies revealed that the active site has changed 
under calcium-dependent salt activation. According to the results of the present study, 
the binding of calcium ions might influence the activation of thermolysin by salt.  

Key words: thermolysin, activity, sodium chloride, calcium. 
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