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      چكيده

 
سـيار سـمي و بباشد كه زهر آن مي هميسكورپيوس لپتوروسهاي عقرب بومي ايران ترين گونيكي از خطرناكزمينه و هدف: 

 ) درHLMetInhibit1-4هاي ناشي از گزش عقرب در ايران است. چهار مهاركننده متالوپروتئينـاز (مسئول بيشتر مرگ و مير
ي سلولي ماننـد ز فرايندهاهاي دخيل در بسياري اپروتئين ترينمهمهاي متالوپروتئيناز از شود. مهاركنندهزهر اين عقرب يافت مي

هـا و در ادامـه ولكولمهاي دو مـورد از ايـن باشند. هدف از اين مطالعه، بررسي ساختار و ويژگيبقاي ماتريكس خارج سلولي مي
 باشد.راي اولين بار ميب هاآنكلونينگ و بيان 

(بـا  HLMetInhibit2و  HLMetInhibit1هـاي مطالعات بيوانفورمـاتيكي و داكينـگ مولكـولي روي توالي روش كار:
 -pET-22b))، صـورت پـذيرفت. پلاسـميدهاي نوتركيـب NCBIدر  MG764542و  MG764541شماره دسترسي 

HLMetInhibit1,2) پس از طراحي و سنتز، به ميزبان E. coli BL21  ،منتقل شـدندColony-PCR  و الكتروفـورز
هاي مختلـف صـورت گرفـت. و زمان IPTGهاي متفاوت ها در غلظتدرصد انجام گرديد و القا بيان پروتئين 1روي ژل آگاروز 

 آميزي با كوماسي بلو و لكه گذاري وسترن انجام شد. و رنگ SDS-PAGEسپس 
 ها صـورت گرفـت.ژن نگيلونكرد. كبيني ميپيش HLMetInhibit1 يبرانتايج داكينگ تمايل اتصالي بيشتري را  ها:يافته

هــاي مشــاهده گرديــد. صــحت بيــان پروتئين IPTGمــولار  يلــيم 1غلظــت ســاعت و در  5بيشــترين ميــزان بيــان پــس از 
HLMetInhibit1 و  HLMetInhibit2 كيلو دالتون پس از  17و  26هاي مولكولي با وزنSDS-page اري و لكه گـذ

  وسترن تاييد شد.
هـايي وان پروتئينبـه عنـ هميسكورپيوس لپتروسعقرب  2و  1هاي متالوپروتئيناز كلونينگ و بيان ژن مهاركننده گيري:نتيجه

 in vivoو  in vitroآتـي  باشد و اميد است پس از انجام آزمايشاتاند انجام پذير مينوين كه تا كنون مورد بررسي قرار نگرفته
  .هاي مختلف درماني دست يافتبتوان به كانديدي مناسب براي تحقيق در زمينه

  
  : گزارش نشده است.تعارض منافع

  رانيا تهران، ران،يا پاستور تويانست: منبع حمايت كننده
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Abstract   

 
Background: One of the most dangerous endemic scorpions of Iran is Hemiscorpius 
lepturus that its venom is very toxic and known as responsible for most of scorpion 
sting dependent deaths in Iran. There are four Metalloproteinase inhibitors in the venom 
gland transcriptome of this scorpion (HLMetInhibit1-4). Metalloproteinase inhibitors 
are involved in some of the critical cells activity including the stability and surviving of 
ECM. This study aimed to investigate the structure and functions of a pair of these 
molecules and subsequently their cloning and expression for the first time. 
Methods: Bioinformatics analysis and molecular docking on sequences of 
HLMetInhibit1 and HLMetInhibit2 performed (with the MG764541 and MG764542 
NCBI accession numbers). The recombinant plasmids (pET-22b- HLMetInhibit 1,2) 
designed and synthesized, then transformed into the E. coli BL21 bacterial host. The 
colony-PCR and electrophoresis on one percent agarose gel performed and protein 
expression induced by different concentrations of IPTG at different times. Then SDS-
PAGE and staining by coomassie brilliant blue and western blotting performed. 
Results: The highest binding affinity predicted for HLMetInhibit1 by molecular 
docking results. Gene cloning performed. Highest protein expression detected after 5 
hours and with 1 mM concentration of IPTG. SDS-PAGE and western blotting 
confirmed the protein expression correctness for HLMetInhibit1 and HLMetInhibit2 
with 26 and 17 KD of molecular weights. 
Conclusion: Gene cloning and protein expression of Hemiscorpius lepturus 
metalloproteinase inhibitors 1 and 2 as the novel proteins that have not been studied so 
far, is approachable and it is hoped that after further in vitro and in vivo investigations, 
they will be the suitable candidates for research in the Various therapeutic fields. 
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  مقدمه

 23گونـه از  44ايـران شـامل  هـايعقرب طوركليبه
كلـي بوتيـده  يخانوادهجنس مختلف هستند كه در دو 

)Buthidae) و اســـــكورپيونيده (Scorpionidae ( 
 هـاآن ترينخطرنـاك. يكـي از )1( شوندمي بنديدسته
و  )2(ل سرد سـال ميزان گزش بخصوص در فصو ازنظر

آمار تلفات و مرگ و ميـر ناشـي از  ازنظر ترينخطرناك
 Hemiscorpius( ، هميسكورپيوس لپتـوروس)3( گزش

lepturus.تاكنون در زهـر ايـن عقـرب تركيبـات  ) است
ــــين ( ــــه هميكلس ــــددي از جمل ، )Hemicalcinمتع

ـــــزين ،)Hemitoxin( هميتوكســـــين  همينكرولاي
)Heminecrolysin( و هميليپــــــين )Hemilipin( 

  ).7-4( شناسايي شده است
- )Matrix metalloproteinases-( متالوپروتئينازهــا

MMPs(هستند كـه وابسته به كلسيم  ، اندوپپتيدازهايي
) Zinc( رويبراي انجام نقش كاتاليكي خود به يك يون 

ــد. ــاز  23 دارانمهــرهدر  نيازمندن ــارالوگ متالوپروتئين پ
. پنج گردندمي بنديدستهيافت شده كه در هشت گروه 

ترشــحي و ســه گــروه از انــواع غشــايي  هــاآنگــروه از 
)membrane-type MMPs (بـه  غالبـاً هـاآن. باشندمي

و پـس از  شـوندمي) توليـد Zimogenصورت غيرفعال (
. يابنـدميپروتئوليز به شكل نهايي و فعال خـود تغييـر 

ــرينمهم ــب  ت ــا تشــكيل و تخري نقــش متالوپروتئينازه
ــاتريكس خــارج ســلولي (  ECM - Extra cellularم

matrix( باشــدمي )ماننــد  ديگــري عملكردهــايامــا  )8
شناسـايي  هـاآنبـراي  آپوپتـوز و رگ زاييترميم زخم، 
- MMPIs( متالوپروتئينـاز هايمهاركننـدهشده اسـت. 

Matrix metalloproteinase inhibitors(  باعــث مهــار
و بـه دو صـورت  شـوندميمهاجرت و رگ زايي سـلول 

ــافتي  ــده ب ــد. مهاركنن ــود دارن ــزوژن وج ــدوژن و اگ ان
 TIMPs - Tissue inhibitors ofمتالوپروتئينــاز (

metalloproteinases(  هايمهاركننـده ترينمهميكي از 
. هنگـامي كـه تعـادل )9( باشدمياندوژن بدن جانوران 

شان از بـين هايمهاركنندهوپروتئينازها و بين ميزان متال
برود اين امر به افزايش بيان متالوپروتئينازها و متعاقـب 

 .)10( گرددميآن عوارض پاتولوژيك ناشي از آن منجر 

، TIMP1 دسـته 4شامل  دارانمهرهدر  TIMPsخانواده 
TIMP-2،TIMP-3 و TIMP-4 نقش حياتي  و باشندمي

ــــداري  ــــا و پاي ــــد  ECMدر بق ــــل . )11(دارن تعام
ماتريكس خـارج  يبا اجزامتالوپروتئيناز  هايمهاركننده
ــلولي، ــايپروتئين س ــا ه ــما يغش ــده، پلاس  هايگيرن

سـلول  يچسبندگ هايگيرندهو  )RTK( تيروزين كيناز
 يكـه رو دهـدميقـرار  ريانتقال را تحت تـأث يرهايمس
را القـا ي راتـييتغ و گذارنـدمي ريسلول تـأث نگيگناليس

 طوربه. )12( شودمي وژنزيكه منجر به مهار آنژ كنندمي
 2و  1متالوپروتئينـاز  هايمهاركننـدهمثال كاهش بيان 

ـــت  ـــزايش فعالي ـــب اف ـــالقوهموج ـــدها  يب اريتروئي
)Erithroids خواهد بود و ايـن افـزايش فعاليـت خـود (

رشـد سـلولي و كـاهش ميـزان  زمانهمموجب افزايش 
اسـت كـه در نتيجـه تغييراتـي در  هاسـلولآپوپتوز در 
 يــــيزاو تومــــور  هاســــلولدر  رگ زايــــيميــــزان 

)Tumorigenesis 13( دهدمي) رخ(.  
متالوپروتئيناز چه انواع انسـاني و چـه  هايمهاركننده

 رغمعلـيجـانوري  هـايردهدر سـاير  هـاآن هايمشابه
كـم و  هايخصوصـيتكه با يكديگر دارنـد،  هاييتفاوت

 طوربه. گذارندميبيش مشابهي را نيز از خود به نمايش 
در ساختار خود هسـتند  NTRمثال همگي داراي توالي 

ـــا نســـبت  ـــه تنظـــيم  1:1و ب هـــا و ســـاير  MMPب
متالوپروتئينازهــــايي ماننــــد ديــــس اينتگــــرين 

 ADAM -Disintegrinهـــــــــا (متالوپروتئيناز
metalloproteinases(  و ديــــــــس اينتگــــــــرين

ـــپوندين متالوپروتئيناز ـــف ترومبواس ـــا موتي ـــايي ب ه
)ADAMTS -Disintegrin metalloproteinases with 

thrombospondin motifs( بـه  هاآن. همگي پردازندمي
فرم محلول و نيـز در سـطح سـلول وجـود دارنـد بجـز 

TIMP-3  كــه درECM  و نيــز در ســطح ســلول وجــود
 SYN داراي تــوالي هــاآندر نهايــت همگــي  ؛ ودارد

)Synapsin Gene ( هستند بجزTIMP-2 )14.(  
 هايمهاركننــدههــايي در جهــت اســتفاده از تلاش

داروهاي ضد سرطان انجام شـده  عنوانبهمتالوپروتئيناز 
متالوپروتئينـاز  مهاركنندهبه دو  توانميكه از اين ميان 

اشــاره  Marimastatو  Batimastat هــايناماگــزوژن بــا 
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متالوپروتئيناز  مهاركنندهاولين  Batimastatكرد. داروي 
 1،2،3،7،9 متالوپروتئينازهـايدر به مهار كه قا باشدمي
بود اما توسعه آن به دليل پايين بـودن حلاليـت و  14و 

كارآزمـايي بـاليني متوقـف  3دسترسي زيستي در فـاز 
بــالاي داروي   اثربخشـي. عليــرغم )15 ،8( شـده اسـت

Marimastat  در پيشـــــرفت بيمـــــاري،  تـــــأخيردر
توكسيسيتي وابسته به دوز، درد عضلاني و ايجاد التهاب 

كارآزمـايي بـاليني  3باعث توقف توسعه اين دارو در فاز 
 . )16(گرديد

 كاظمي و همكاران در انستيتو پاستور ايران طي توالي
يابي ترانسكريپتوم غدد زهـري عقـرب هميسـكورپيوس 
ـــد  ـــزارش نمودن ـــددي را گ ـــات متع ـــود تركيب وج

)1584448SRXSRA( )17( مطالعات اوليـه حـاكي از .
ـــــاز  ـــــده متالوپروتئين ـــــار مهاركنن ـــــود چه وج

)HLMetInhibit1-4( .در زهر اين عقرب بود  
حاضر ابتدا بررسي مقدماتي ساختار  يمطالعههدف از 

ــــايويژگيو  ــــن  ه ــــورد از اي ــــدهدو م  هامهاركنن
)HLMetInhibit1  وHLMetInhibit2(  ـــــپس و س

 فـاكتور 2به گيرنده  هاآنميزان انرژي اتصال  بينيپيش
يكـي از  عنوانبـه )VEGF-R2رشد انـدوتليال عروقـي (

ــرينمهم ــده ت ــا هايگيرن ــه ب ــلول در مقايس  آن در س
 (TIMP-1)انسـاني  1 نـازيمتالوپروتئمهاركننده بـافتي 

نجام ابراي اولين بار  هاآنبود. در ادامه كلونينگ و بيان 
 هايمهاركننـــدهبيـــان ســـاير  پـــذيرفت. كلونينـــگ و

بعـدي  هـايپژوهشمتالوپروتئيناز زهر ايـن عقـرب در 
  است. مدنظر

  
  روش كار

پـــيش از ايــن تــوالي يـــابي  :مطالعــات مقــدماتي
ترانسكريپتوم غـدد زهـري عقـرب هميسـكورپيوس در 
ــات  ــه و وجــود تركيب انســتيتو پاســتور صــورت پذيرفت

. )17( متعددي در زهر ايـن عقـرب گـزارش شـده بـود
ــده  ــار مهاركنن ــود چه ــاكي از وج ــه ح ــات اولي مطالع

ـــاز  ، HLMetInhibit1 (MG764541) متالوپروتئين
HLMetInhibit2 (MG764542) ،HLMetInhibit3 

(MG764543)  وHLMetInhibit4 (MG764544)  در
در پايگـــاه  هـــاتواليزهـــر ايـــن عقـــرب بـــود. ايـــن 

)https://www.ncbi.nlm.nih.gov( NCBI )National 
Center for Biotechnology Information ( بـا شـماره

  هاي فوق ثبت گرديده است.دسترسي
تصديق  منظوربهپس از ترجمه  نوكلئوتيديي هاتوالي
متالوپروتئينـاز  هايمهاركنندهبه ابر خانواده  هاآنتعلق 

 PANTHERديتــــــــــــابيس  يوســــــــــــيلهبه
(http://www.pantherdb.org/tools/hmmScoreFor

m.jsp)   ــوع ــوالي و ن ــد. ت ــرار گرفتن ــي ق ــورد بررس م
ــده (دامين ــت ش ــاي محافظ ) Conserved Domainه

ــيلهبه ــاه  وس  Conserved Domain Databaseپايگ
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/do

cs/cdd_search.html)  ازنظـر هـاآنو ساختار ثانويه ي 
) و رشته هاي بتـا Alpha helixوجود مارپيچ هاي آلفا (

)Beta strand (پايگــــــاه  وســــــيلهبهPhyre 
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2)  ـــــخص مش

ي عقـرب  مهاركننـدهبعدي دو  3شدند. سپس ساختار 
ـــاه  I-TASSER )Iterative Threading توســـط پايگ

ASSEmbly Refinement (ــد ــازي ش ــبيه س . )18(ش
فاكتور رشد اندوتليال عروقي  2بعدي گيرنده  3ساختار 

)VEGF-R2انساني  1الوپروتئيناز) و مهاركننده بافتي مت
(TIMP-1)   ـــــــاه ـــــــز از پايگ  RSCBني

(https://www.rcsb.org/)  ــا شــماره هــاي دسترســي ب
3V2A  3وV96 در قالـب PDB )Protein Data Bank (

دريافت و ذخيره گرديد. تمامي فايلها توسـط نـرم افـزار 
SPDBV V1.4  اصلاح شدند، به اين صـورت كـه ابتـدا

زنجيره ها و مولكولهاي آب و سـاير ليگانـدها و يونهـاي 
اضافي حذف شدند و سـپس فايـل هـاي نهـايي انـرژي 

نمـودار  وسيلهبه هاتواليمينيمايز شدند. بررسي كيفيت 
  Ramachandran Plotراماچانـدران و از طريـق پايگـاه 

Analysis  (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapp 
er/rampage.php)  صورت پذيرفت. در نهايت با استفاده

 ClusProاز ســـرور محاســـباتي دانشـــگاه بوســـتون 
(https://cluspro.bu.edu/home.php)  ـــــــــگ داكين

ــرژي تمــايلي اتصــال  مولكــولي انجــام شــد و ميــزان ان
ب به گيرنده در مقايسه با مهاركننده عقر هايمهاركننده

. نمــايش ايــن ســاختار هــا )19( انســاني محاســبه شــد
 Discovery studio visualizer 2017نرم افزار  وسيلهبه

 .)20( انجام شد
طراحي و سـفارش وكتـور و ترانسفورماسـيون آن بـه 

 -pET-22bپلاسـميدهاي نوتركيـب : ميزبان باكتريايي
HLMetInhibit1  وpET-22b- HLMetInhibit1 
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طراحـي و جهـت  SnapGene V. 3.2.1توسط نرم افزار 
سنتز به شركت سـازنده سـفارش داده شـدند (شـركت 

GENE Ray  ـــا شـــماره محصـــول  VNTDATEب
). ترانسفورماســيون پلاســميد نوتركيــب 11060165-66
 E. coli(به ميزبان باكتريـايي  مورد نظر حاوي ژن هاي
BL21 (DE3 ر اسـتفاده از روش شـوك حرارتـي و د با

 -  5µl)آمپي سيلينحاوي  LB broth (Sigma)محيط 
100 µg/ml)  انجام شد. از آنجا كـه پلاسـميد نوتركيـب

حامل ژن مقاومت به آمپي سيلين ميباشد رشد باكتري 
نشــان دهنــده انتقــال پلاســميد نوتركيــب بــه بــاكتري 

  ميباشد.
Colony PCR جهت تاييـد صـحت : و ژل الكتروفورز
بـا  Colony PCR پلاسميد نوتركيـب، ترانسفورماسيون

 T7 )T7 Promoter: 5'-TAA اسـتفاده از پرايمرهـاي
TAC GAC TCA CTA TAG GG-3'  وT7 

Terminator: 5'-GCT AGT TAT TGC TCA GCG 
G-3'(  .واكنشانجام گرديد  PCR125 نهـائي درحجـم 

 10  هــر از ميكروليتــر 5 اســتفاده از بــا ميكروليتــر
ميكروليتـر  10X  ،5بـافر ميكروليتـر12,5پيكومـولار)، 

MgCl2 )50  ،(هـر از ميلـي مـول 5ميلي مولارdNTP  
پليمـراز  Taq آنـزيم ميكروليتـر 0,5ميلي مـولار)،  10(
 dd H2Oميكـرو ليتـر  92,5واحد بر ميكروليتر) و  10(

دقيقـه   5به مـدت دناتوراسيون اوليه انجام شد و شامل 
دناتوراسيون ثانويـه بـه درجه سانتي گراد،  95در دماي 

درجه سانتي گراد، اتصـال  95ثانيه  در دماي  30مدت 
درجـه سـانتي گـراد،  60ثانيـه  در دمـاي  30به مدت 

درجـه سـانتي  72ثانيه در دماي   30گسترش به مدت 
 5چرخـه و گسـترش نهـايي بـه مـدت  23گراد  بـراي 

 انجام از درجه سانتي گراد بود. پس 72دقيقه  در دماي 
انجام شد  % 1 آگاروز ژل روي ، الكتروفورزPCRنشواك
برومايـد ودر حضـور  اتيـديوم وسـيلهبهرنگ آميـزي  و 

 O'GeneRuler 1 kb DNAماركر مولكولي اسـتاندارد (
Ladderه ژل دســــتگا ) صــــورت پــــذيرفت. ژل بــــا

نـانومتر  254 -365طول موج  در (BioRad USA)داك
 مقايسـه بـامحصول مورد نظر در  و تكثير مشاهده شد 
  .شد ارزيابي ماركرمولكولي

بيان باكتري حامل پلاسـميد  بيان پروتئين محصول: 
 نيليســآمپــي حــاوي  LB brothدر محــيط نوتركيــب 

)100 µg/ml(  ــاي ــراد و  37در دم ــانتي گ ــه س درج

 بر دقيقه انكوبه شد تا به چگالي نوري دور 250هوادهي 
0,6 )Epoch™ Microplate Spectrophotometer در (

نــانومتر رســيد. ســپس القــا ي بيــان  600طــول مــوج 
-IPTG(Isopropyl β-Dپروتئين با غلظت هاي مختلف 

1-thiogalactopyranoside)  درجه سانتي  30در دماي
. از )21(دور بر دقيقـه انجـام شـد 250گراد و هوادهي 

سـاعت  5و  ساعت پس از القا  2نمونه هاي قبل از القا ،
دور بـر دقيقـه  10000بـا سـانتريفيوژ در  پـس از القـا 

ثانيه رسوب گيري انجام شد ، سپس رسـوب  60بمدت 
ــر 100حاصــله در  ــر  6حــل و  PBSميكروليت ميكروليت

ميكروليتر از نمونه ها افـزوده شـد و  24لودينگ بافر به 
دقيقـه جوشـانيده شـدند.  15ه ها بمدت در نهايت نمون

 SDS-PAGE (Bio وسيلهبهبيان پروتئين محصول ابتدا 
Rad )   درصـد و بـا رنـگ  12روي ژل پلي اكريل آميد

اميزي كوماسي بلو بررسي و متعاقب آن وسـترن بـلات 
متصل  His-Anti  آنتي باديروي كاغذ نيتروسلولوز و با 

   naphthol-1-chloro-4)و سوبستراي HRP )1000:1به 
  انجام شد. 

  
 هايافته

نتايج پايگـاه : آناليز هاي مقدماتي و داكينگ مولكولي
PANTHER  ــق ــاتواليتعل ــه ه ــي را ب ــورد بررس ي م

متالوپروتئينـاز تاييـد نمـود  هايمهاركننده يخانوادهابر
 Conserved Domain). همچنين نتايج پايگاه 1(جدول 

Database  ــاي ــين ه ــود دام ــز وج ــه از  NTRني را ك
ــايويژگي ــده ه ــد  هايمهاركنن ــاز ميباش متالوپروتئين

 ازنظر). ساختار ثانويه مولكول ها 2تصديق نمود (جدول 
وجود مارپيچ هاي آلفا و رشـته هـاي بتـا بررسـي شـد 

ســرور  وســيلهبه). ســپس داكينــگ مولكــولي 1(شــكل 
ــتون ( ــگاه بوس ــباتي دانش ــه)، ClusProمحاس  نظورمب

ي مهاركننـده ي هـاتواليانرژي اتصالي بـين  بينيپيش
فاكتور رشد اندوتليال عروقي انسـاني  2عقرب و گيرنده 

شده بـراي  بينيپيشانجام شد و با ميزان انرژي اتصالي 
انسان مقايسه شد. نتايج نشـان دهنـده ي  1مهاركننده 

ــالي مناســب  ــل اتص ــدهمي ــي  هايمهاركنن ــرب، عل عق
فـاكتور  2نسبت به گيرنده  HLMetInhibit1الخصوص 

). 3رشـــد انـــدوتليال عروقـــي انســـان بـــود (جـــدول 
هاي مهاركننده/ گيرنده محصول آنـاليز نتـايج كمپلكس

 Discovery studioداكينگ مولكولي توسط نـرم افـزار 
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visualizer  2مورد بررسي قرار گرفت (شكل.(  
و  HLMetInhibit1تاييد انتقال وكتور حـاوي ژنهـاي 

HLMetInhibit2 تاييـد  منظوربـه: به ميزبان باكتريايي
 pET-22b- HLMetInhibit1 پلاسميد نوتركيـبانتقال 

) بـه بـاكتري 3-(شـكل pET-22b- HLMetInhibit1و 
انجام شد و پـس  E. coli BL21،Colony PCRميزبان 

 بــا اســتفاده از مــاركر %1از الكتروفــورز روي ژل آگــارز 
ه مولكولي استاندارد مشاهده شدند. از آنجا كه طول قطع

جفـت  684برابر با  HLMetInhibit1ي ژني كد كننده 
جفت باز بود حظور  465برابر با  HLMetInhibit2باز و 

د جفـت بـاز تاييـ 1000تـا  500باند در ناحيه ي بـين 
كننده ي تكثير ژن مورد نظر و صحت ترانسفورماسيون 

 .)4بود (شكل 
و  HLMetInhibit1 هـــــــــايپروتئينبيـــــــــان 

HLMetInhibit2 : در از رسوب نمونه ها كهPBS  حل و
دقيقـه  15افزوده شد بود و بمدت  هاآنلودينگ بافر به 

ــت  ــدند جه ــانيده ش ــي  SDS-PAGEجوش روي ژل پل
اكريل آميد و متعاقب آن وسترن بلات اسـتفاده شـد. از 

اسـيد  220داراي  HLMetInhibit1آنجا كـه پـروتئين 
كيلــو دالتــون و  26,2آمينــه و وزن مولكــولي تخمينــي 

اسيد آمينه و  147نيز داراي  HLMetInhibit2پروتئين 
 مشاهده ي باند باشدميكيلودالتون  17,5وزن تخميني 

ـــي  ـــدوده ي وزن ـــراي  31-24در مح ـــوني ب كيلودالت
HLMetInhibit1  ــي ــدوده وزن ــو  24-15و در مح كيل

روي ژل و كاغـذ تاييـد  HLMetInhibit2دالتوني براي 
كننده ي بيان موفقيت آميز پروتئين است (شكل هـاي 

ساعت و با غلظت  5. بيشترين ميزان بيان پس از )6و  5
1 mM  ازIPTG .مشاهده شد  

هاي بـه ابرخـانواده ي مهاركننـده HLMetInhibit2و  HLMetInhibit1هـاي هـاي ژنبراي بررسي تعلـق توالي  PANTHERنتايج پايگاه  -1دولج
  متالوپروتئيناز

Protein Subfamily identified PANTHER Hit value -HMM E
score 

Notes 

HLMetInhibit1 METALLOPROTEASE INHIBITOR PTHR11844 1.6e-41 closely related 
HLMetInhibit2 METALLOPROTEASE INHIBITOR PTHR11844 3.8e-19 related 

  
و  HLMetInhibit1هــاي هــاي ژندر توالي NTRهــاي بــراي بررســي وجــود دامين  Conserved Domain Databaseنتــايج پايگــاه  -2جــدول 

HLMetInhibit2  
Protein Domain Name Accession Interval E-value 

HLMetInhibit1 NTR_like super family cl02512 22-197 2.12e-35 
HLMetInhibit2 NTR_like super family cl02512 28-143 3.43e-16 

  
  ال عروقي انسان (بعنوان گيرنده)فاكتور رشد اندوتلي 2نتايج داكينگ مولكولي بين مهاركننده هاي عقرب و انسان (بعنوان ليگاند) و گيرنده  -3جدول 

Weighted Score: Lowest 
Energy  

Weighted Score: Center Ligand  Receptor 

-1346.9  -1168.6 HLMetInhibit1(Predicted)  Human VEGFR-2(3V2A)  
-913.7  -776.8 HLMetInhibit1(Predicted)  Human VEGFR-2(3V2A)  

-1111.7  -831.6 Human TIMP-1(3V96)  Human VEGFR-2(3V2A)  
 باشد.تر نشان دهنده ميل اتصالي بيشتر بين گيرنده و ليگاند مياعداد منفي

  
) Phyre  .1( HLMetInhibit1 .2ساختار ثانويه پيش بيني شده مولكولهـاي مهـار كننـده متالوپروتئينـاز عقـرب هميسـكورپيوس توسـط پايگـاه  -1شكل 

HLMetInhibit2  
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  گيريبحث و نتيجه
از ديرباز زهر جانوران سمي، علي الخصوص عقرب بـه 
عنوان يك ماده ي درماني مورد استفاده بـوده و امـروزه 

خـواص  in vivo و in vitro نيز طـي مطالعـات متعـدد 
متعدد ضد سرطاني بـراي زهـر عقـرب اثبـات گرديـده 

موجـود در سـم   Iberiotoxinمثـال طوربـه. )22(اسـت
 (Mesobuthus tamulus)عقرب مزوبوتـوس تـامولوس 

از خـود  MCF-7خواص مهاري در سرطان پستان رده  
. طي مطالعه اي ديگـر، تركيبـي از )22(نشان داده است

 ,Leiurus quinquestriatusســــم چنــــد عقــــرب (
Androctonus bicolor, Androctonus crassicauda (

وتشـكيل كلـوني در  هاسلولبر تحرك  مهاريداراي اثر 
. )23(بـــود  MDA-MB-231ســـرطان پســـتان رده 

 ترينخطرنـــاكهميســـكورپيوس لپتـــوروس يكـــي از 

 
 HLMetInhibit1) 1محصول آناليز نتايج داكينگ مولكـولي. Discovery studio visualizerو ليگاند نمايش داده شده توسط  گيرندهمجموعه  -2شكل 

فـاكتور رشـد  2بعنـوان ليگانـد و گيرنـده  HLMetInhibit2) 2فاكتور رشد اندوتليال عروقي انسان بعنوان گيرنـده(مولكول بـنفش).  2بعنوان ليگاند و گيرنده 
فـاكتور رشـد انـدوتليال عروقـي انسـان بعنـوان  2بعنـوان ليگانـد و گيرنـده  Human TIMP-1) 3 .اندوتليال عروقي انسان بعنـوان گيرنـده(مولكول بـنفش)

  گيرنده(مولكول بنفش)

  
  pET-22b- HLMetInhibit2 ب:                                   .pET-22b- HLMetInhibit1الف:  

  SnapGene طراحي شده توسط نرم افزار بينوترك هايديپلاسمشماتيك  -3شكل 
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باشد كه زهـر آن بسـيار هاي عقرب بومي ايران ميگونه
تر مرگ و ميرهـاي ناشـي از گـزش سمي و مسئول بيش
مطالعاتي كه تا كنون بـر روي . )1( عقرب در ايران است

خواص ضد سـرطاني زهـر ايـن عقـرب صـورت گرفتـه 
نشـان داده  2016در سـال مثـال،  طوربهمحدود است. 

تـاثير همـي نكرولايـزين زهـر هميسـكورپيوس شد كه 
 (PC-3) سـلول سـرطان پروسـتات مهاري بر روي رشد

كه يكي  Hemilipin2 رگ زاييخاصيت ضد  .)24(دارد 
و اثر ضد  )25(از تركيبات زهر هميسكورپيوس ميباشد 

سم اين عقـرب  HL-7 and HL-10پپتيدهاي  رگ زايي
  .)26(مورد بررسي قرار گرفت  2017نيز در 

 هايمهاركننده) و MMPsماتريكس متالوپروتئينازها (
 رگ زاييپروتئينهاي دخيل در فرايند  ترينمهماز  هاآن
فـاكتور از طريق مهار مسـتقيم  كه اثر خود را باشندمي

اعمـال  آن هايگيرنـدهرشد اندوتليال عروقـي يـا مهـار 
ـــدمي ـــه. )9( كنن ـــال  طورب ـــش مث ـــات از نق مطالع

در ســـرطان پســـتان و يـــا  9و  2 متالوپروتئينازهـــاي
ـــــــاي ـــــــا  13و  10و  9 متالوپروتئينازه در ملانوم

)Melanoma افــزايش بيــان)29-27() حكايــت دارد . 
نيـز در تومـور هـاي  15و  14و  11 متالوپروتئينازهـاي

. كـاهش )32-30(سرطان پستان مشـاهده شـده اسـت
ــافتي متالو ــده ب ــان مهاركنن ــازبي ) در TIMP( 1پروتئين

ــده ــزارش ش ــتان گ ــرطان پس ــان )33( س ــاهش بي . ك
نيز در مراحل پيشرفته  3مهاركننده بافتي متالوپروتئيناز

ي بسياري از سرطان ها از جمله روده، پستان، مثانـه و 
ــافتي  مغــز حكايــت دارد. تغييــرات بيــان مهاركننــده ب

روده، پستان و ريه  در سرطانهاي معده، 2متالوپروتئيناز
در  4و تغييرات بيـان مهاركننـده بـافتي متالوپروتئينـاز

برخي سرطانها مانند پستان ، مغـز ، مثانـه و پروسـتات 
 هايمهاركننــده.  بنــا بــر ايــن )34(تاييــد شــده اســت 

 رگ زايـياز طريق ايفاي نقـش در مهـار  متالوپروتئيناز

 
 .%1روي ژل آگـارز  Colony PCRالكتروفورز محصـولات  -4شكل 
 3 و 2، سـتون هـاي kb DNA Ladder 1 مـاركر مولكـولي 1سـتون 
جفـت بـاز  684با  HLMetInhibit1هاي كلون هاي انتخابي ژن نمونه

نمونـه هـاي  5 و 4جفـت بـاز) و سـتونهاي  867(باند تخميني محصـول 
ــا  HLMetInhibit2هــاي انتخــابي ژن كلون ــد  465ب ــاز ( بان جفــت ب

  كنترل منفي. 7 و 6جفت باز) و ستون هاي  648تخميني محصول 

 
و رنگ آميزي بـا كوماسـي بلـو.  %12در ژل  SDS-PAGE -5شكل 

 كيلودالتــون، 26,2بــا وزن مولكــولي  HLMetInhibit1الــف. پــروتئين 
: دو ساعت پـس 3 : پيش از القا، ستون2 ستون : نشانگر مولكولي،1 ستون

 HLMetInhibit2: پنج ساعت پس از القا. ب . پروتئين 4 از القا و ستون
: دو ساعت 2 ستون : پيش از القا،1ستون كيلودالتون: 17,5با وزن مولكولي 
 : نشـانگر مولكـولي.4: پنج ساعت پس از القا و سـتون3 ونپس از القا ست

و در  IPTG 1mMبـا  E. coli BL21القاي بيان پـروتئين در بـاكتري
  درجه. 30دماي 

 

  

 لكه گذاري وسترن روي كاغذ نيتروسلولوز. قسمت الف سـتون -6شكل 
ــتون1 ــولي، س ــانگر مولك ــروتئين 2 : نش ــا وزن  HLMetInhibit1: پ ب

: كنتـرل منفـي. قسـمت ب. 3 كيلودالتون و ستون 26,2مولكولي تخميني 
با وزن  HLMetInhibit2: پروتئين 2 : نمونه كنترل منفي. ستون1 ستون

  : نشانگر مولكولي 3كيلودالتون و ستون 17,5مولكولي تخميني 
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ميتوانند در راستاي كاهش گسترش سرطان بـه عنـوان 
  .)35( يك استراتژي درماني مورد استفاده قرار گيرند

 هايمهاركننــــدهدر ايــــن مطالعــــه دو مــــورد از  
متالوپروتئيناز موجـود در زهـر عقـرب هميسـكورپيوس 
ــاي  ــا نامه ــتان) ب ــاك خوزس ــرب خطرن ــوروس (عق لپت

HLMetInhibit1  وHLMetInhibit2  مورد مطالعه قرار
از مطالعـه قبلـي تـوالي  هامهاركنندهگرفتند. توالي اين 

يابي ترانسكريپتوم غدد زهري اين عقـرب كـه در سـال 
توسط كـاظمي و همكـاران در انسـتيتو پاسـتور  2017

در  هاتوالي. اين )17(ايران انجام رفته بود استخراج شد 
) NCBIبيوتكنولوژيك ايالات متحـده (پايگاه مركز ملي 

 MG764542و  MG764541با شماره دسترسـي هـاي 
پروتئينـي بـه  HLMetInhibit1به ثبت رسيدند. تـوالي 

كيلو دالتون و  26اسيد آمينه با وزن تقريبي  220طول 
اسـيد  147پروتئيني بـه طـول  HLMetInhibit2توالي 

كيلو دالتون را كد مي نماينـد.  17آمينه با وزن تقريبي 
تعلـق سـاختار هـر دو  PANTHERآناليز نتايج پايگـاه 

را بـــه  HLMetInhibit2و  HLMetInhibit1پـــروتئين 
متالوپروتئيناز تاييد مي كرد  هايمهاركننده يخانوادهابر

ســاختاري از ايــن نظــر شــباهت  HLMetInhibit1كــه 
ــاه  ــايج پايگ ــت. نت ــي گذاش ــايش م ــه نم ــتري ب بيش

Conserved Domain Database  نيــز حضــور دامــين
 يخـانوادهكه از خصايص سـاختاري ابر NTRپروتئيني 

ــه ي  ــاختار ثانوي ــود. در س ــذكور ب  HLMetInhibit1م
رشـته ي بتـا و در سـاختار  11مارپيچ آلفـا و  6حضور 

 10ارپيچ آلفـا و مـ 4حضور  HLMetInhibit2ثانويه ي 
شد. از آنجـا  بينيپيش Phyreرشته ي بتا توسط پايگاه 

 هايمهاركننـدهمولكول هاي هدف  ترينمهمكه يكي از 
فاكتور رشد اندوتليال  2متالوپروتئيناز در سلول، گيرنده 

عروقي انساني هستند لذا بـا انجـام داكينـگ مولكـولي 
مناســـبي از ميـــزان انـــرژي اتصـــالي  بينـــيپيش

HLMetInhibit1  وHLMetInhibit2  2بــــا گيرنــــده 
فاكتور رشـد انـدوتليال عروقـي انسـاني در مقايسـه بـا 

انسـاني بدسـت مـي  1مهاركننده بافتي متالوپروتئينـاز 
 HLMetInhibit1 بينـيپيشآمد. بر اساس نتـايج ايـن 

فاكتور رشـد  2بيشترين تمايل اتصالي نسبت به گيرنده 
كه از ايـن رو در  باشدميارا اندوتليال عروقي انساني را د

صورت تاييد اين نتايج توسط تست هـاي آزمايشـگاهي 
، اين ملكـول را بـه in vivoو سپس  in vitroدر شرايط 

كانديد مناسبي به عنوان يك داروي نوتركيب براي مهار 
 نـگيلونو درمان سرطان تبديل مي نمايـد. ك رگ زايي
 و 684بــــا طــــول  HLMetInhibit1 يژن هــــا

HLMetInhibit2  ــول ــا ط ــان  465ب ــاز و بي ــت ب جف
محصــول آن در ميزبــان باكتريــايي بــراي  هــايپروتئين

بيشترين  اولين بار در اين پژوهش با موفقيت انجام شد.
 1با غلظت  IPTGدر حضور محصول  هايپروتئين انيب
ساعت پـس از القـا  5درجه و  30در دماي  مولار، يليم
و رنـــگ اميـــزي بـــا  روي ژل SDS-PAGE وســـيلهبه

درجـه عـلاوه بـر  30كوماسي بلو مشاهده شـد. دمـاي 
افــزايش بيــان فــرم محلــول پــروتئين، موجــب كــاهش 
متابوليسم و تقسـيم سـلولي بـاكتري گرديـده و بخـش 

. )21( گرددميعمده انرژي باكتري صرف بيان پروتئين 
روش نيمه خشك از ژل به كاغذ  يوسيلهبهپروتئين ها 

نيتروسلولوز منتقل و با لكه گذاري وسترن صحت بيـان 
نوتركيب محصول تاييد شدند. پيش از اين  هايپروتئين

 هايمهاركننـدهنيز تلاش هايي جهت كلونينگ و بيـان 
متالوپروتئيناز انساني يا حيـواني صـورت گرفتـه اسـت. 

ــه ــال  طورب ــدهمث ني در ســال انســا 2و  1 هايمهاركنن
ــايي  2017 ــاني باكتري ــي و همكــاران در ميزب توســط ل

اشرشياكلي كلون و بيان گرديدند كه پروتئين محصـول 
ي ماننـد متالوپروتئينازهايبه صورت فعال و قادر به مهار 

 .)36( بود 14و  1،2،7
در اين پژوهش براي اولين بار به بررسي ساختاري دو 

متالوپروتئينــــاز عقــــرب  هايمهاركننــــدهمــــورد از 
 هـاآنميل اتصالي  بينيپيشهميسكورپيوس لپتروس و 

فاكتور رشد اندوتليال عروقي با اسـتفاده از  2به گيرنده 
روش هاي بيوانفورماتيكي پرداخته شد كه صورت وجود 

محصـول بـر  هـايپروتئينامكان بررسي تـاثير مهـاري 
تـايج گيرنده ي خود در شرايط آزمايشگاهي و مقايسه ن

ها، امكـان اظهـار نظـر دقيـق تـر درمـورد  بينيپيشبا 
بيوانفورمــاتيكي و ميــزان اثرگــذاري  بينــيپيشصــحت 

فراهم مـي بـود. كشـف مولكـول هـا بـا پتانسـيل  هاآن
دارويي از منابع طبيعي يكي از موارد با اهميـت بشـمار 

شكست هاي پـي در پـي در درمـان  با توجه بهو  ميرود
نجمله سرطان، تلاش جهت يـافتن بسياري بيماري ها م

داروي مناسب تر و كاراتر همچنان ادامه دارد. كلونينگ 
و بيان يك ژن و توليد محصولات نوتركيـب در ميزبـان 
باكترياي در مقايسه با اسـتخراج مولكـول هـا از منـابع 
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مزاياي متعددي به ارمغـان مـي آورد كـه  هاآنطبيعي 
نظـر بـا خلـوص  توليد مقادير متنابهي از محصول مورد

بالا، سرعت استحصال زياد، قيمت تمـام شـده مناسـب، 
بيوشيميايي كاملا از پيش مشـخص شـده و  هايويژگي

بشـمار  هاآن ترينمهميكسان براي تمامي محصولات از 
مي آيند. اگرچه درصورتي كه تغييرات پـس از ترجمـه 
اي مانند گليكوزيلاسيون در محصول مورد نظر حيـاتي 

ن هاي باكتريايي شايد قـادر بـه اعمـال ايـن باشد ميزبا
ويرايش ها نبوده و نيـاز بـه انتخـاب سـاير ميزبـان هـا 

در ايـن پـژوهش كلونينـگ و  .)37(ضروري بنظر برسد 
عقــرب  2و  1متالوپروتئينــاز  هايمهاركننــدهبيــان ژن 

ي نوين كه هايپروتئين عنوانبههميسكورپيوس لپتروس 
تا كنون مورد بررسي قرار نگرفته انـد انجـام پـذيرفت و 

 inو  in vitroاميد است پـس از انجـام مطالعـات آتـي 
vivo  مناسب براي تحقيـق در زمينـه بتوان به كانديدي

  هاي مختلف درماني دست يافت.
  

  تقدير و تشكر
 از انستيتو پاستور ايـران، تهـران، ايـران بابـت تـامين

م هاي مالي و امكانات آزمايشگاهي لازم براي انجـاهزينه
  اين پروژه سپاسگزاريم.
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