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 شده از ترانسکریپتوم طراحی سازه بیانی حاوی ژن دیس اینتگرین شناسایی
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 چکیده
هدف:   و  سلولزمینه  تهاجم  در  مهمی  نقش  سلول  میچسبندگی  ايفا  سرطانی  ديسهای  محسوب  اينتگرينکند.  سرطان  برای  مناسبی  درمانی  ابزار   ها 

اينتگرين شناسايی شده از ترانسكريپتوم زهر عقرب همیسكورپیوس لپتوروس در میزبان باکتريايی و هدف از اين مطالعه کلونینگ و بیان ژن ديس  گردند.می
 باشد.تنی میبررسی عملكرد آن در مدل برون

قرار گرفت. سپس ژن سنتز و در وکتور    یمورد بررس  کی وانفورماتیبا استفاده از ابزار ب  نينتگريا  يسد  نیاول، دوم و سوم پروتئ  یدر ابتدا ساختارها  : هاروش

pET-22b  بدست سازه  مکلون شد.  به  ب  رانسفورمت  BL-21اشريشیا کلای    یباکتر  زبانیآمده  مولارتوسط    نیپروتئ  انیشد.  میلی  -D-بتا-لیزوپروپيا  نیم 
ب  دیرانوسیوگالاکتوپیت شد.  سد  انیالقا  ژل  از  استفاده  بررس  دیآم  ليآکر  یپل -سولفات  ل یدودس  ميبا  بلات  وسترن  تا  ی و  پروتئ  ديیو  از    نیشد.  استفاده  با 

شد. پس از    تادوباره    زیاليد  قياوره از طر  یجيبا حذف تدر  نیپروتئ  ،یسازشد. پس از خالص  یسازدناتوره خالص   طي در شرا  كلین  یبیترک  لیم  یکروماتوگراف
مورد    Transwellو    MTTبا استفاده از روش    بیبه ترت  HUVEC  یسلول  یها بر بقا و مهاجرت رده   نيگرتنيا  سيد  ی اثر مهار  ،یو خالص ساز  نیپروتئ  انیب

 قرار گرفت. یبررس

مووورد  یساختار یو با الگوها دهدیرا نشان م یمعمول یهایژگيو  نينتگريايسد شدهینیبشینشان داد که ساختار پ  یساختار  لیو تحل  هيتجز  جينتاها:  یافته

مولار  یلیم 5/0 دیرانوسیوگالاکتوپیت-D-بتا-لیزوپروپيبا غلظت ا نیپروتئ انیسطح ب نيمطابقت دارد. بالاتر  نيگرتنياسيد  یهانیشده در پروتئانتظار مشاهده

 IC37 50را بووا  HUVEC یرشد سلول هووا نينتگريا سيدالتون بود. د لویک 12 باًيشده تقر انیب نیپروتئ یساعته مشاهده شد. وزن مولكول 5 ونیو انكوباس

 یهادرصوود از سوولول 70  هوواجرتخووالص شووده، م  نينتگووريايووسد  ن،يوو ساعته مهار کرد. علاوه بر ا  48  ونیدوره انكوباس  کيپس از    تریل  یلیدر م  كروگرمیم
HUVEC مهار کرد. ن،يتگراين سيبا گروه کنترل بدون د سهيدر مقا ،یعروق یایرا به سمت منبع فاکتور رشد اندوتل 

 اينتگرين در مهار رشد و مهاجرت سلولهای اندوتلیال انسان می باشد.نتايج حاکی از پتانسیل ديسگیری: نتیجه

  
 اينتگرين ، عقرب همیسكورپیوس لپتوروسترانسكريپتوم، ديسی کلیدی:  هاواژه

  
 

  مقدمه
اخیر،  در سال خواص  متعددی درخصوص    گزارشاتهای 

ضدسرطانی    ،انعقادی و  زيستی  سمضدتوموری  شده ارائههای 
زهر[1]است   سمی  .   ها، آنزيم  از  پیچیده  مخلوطی  جانوران 

وزنپروتئین  و  معدنی  مواد  ها،کربوهیدرات  پپتیدها، با    هايی 
  است   خاص  شیمیايی  و  بیولوژيكی  هایفعالیت  با  کم  مولكولی

زهر  ترکیباتی  ،طورمثالبه  .[2]  درمان   در  تواندمی  مارها  از 

اسكلروزی  ترومبوز،  آرتريت،  سرطان، درد،مالتیپل    اختلالات   ، 
  و   هاعفونت  عروقی،  و  قلبی  اختلالات  و  خون  عضلانی،-عصبی
استفاده  هایبیماری  مورد  شامل    التهابی،  مار  سم  گیرد.  قرار 

نوروتوکسین، همو سايتوتوکسین،  کارديوتوکسین،  توکسین، 
کاتیونفاکتور عصبی،  رشد  )روی، های  مانند  معدنی    های 

ها  ، سم سلول   A2، فسفولیپاز  منیزيم(  و  سديم  پتاسیم،  کلسیم،

 مقاله پژوهشی 
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(CT1 , CT2 , CT3  ،)  ،کروتوکسین، ال آمینو اسید اکسیدازها
متالوپروتئین لكتین ديسها،  هیالورونیدازها اينتگرينها،  و  ها، 

اسكورپیونیده[3]  باشدمی خانواده  در  علمی    1.  نام  با  عقربی 
 . [4]وجود دارد که سمی کشنده دارد  2همیسكورپیوس لپتوروس

اينتگرين   3هااينتگرينديس متصل    4به  سلول  سطح   روی 
از عملكردمی زيادی  تعداد  و  را بلاک   زيستیهای  شوند  سلول 
يژه  وطورعمده در زهر جانوران سمی بها بهاين پروتئین  کنند.می

ويپرا  خانواده  مار  کروتالیدا 5زهر   می  6و  ويژگی [5]   شونديافت   .
پپتیدی واقع در حلقه بستگی دارد  تری 7اينتگرين به موتیفديس

می تشكیل  سیستئین  باز  جفت  وسیله  به   اکثر    شود.که 
تریاينتگرينديس يک  آرژنینها  موتیف  -گلايسین-پپتید 

اينتگرين   آسپارتیک اسید به  سطح پلاکت    αIIbβ3هستند که 
ديس.  [6]  شوندمیمتصل   از  به  ناينتگريبعضی  قادر هستند  ها 

از   αvβ5و     αvβ3اينتگرين   بعضی  سلول  سطح    روی 
های توموری متصل شوند و مهاجرت سلولی و متاستاز را سلول

استخوان مهار پستان و  های توموری مانند ريه و  در انواع سلول
ديس[7]  کنند است  شده  گزارش  به .   که  نوترکیب  اينتگرين 

شود خواص متصل میαvβ5 يا به     و   αvβ3گیرنده اينتگرين   
دارد رگزايی  اولین  [8]  ضد  شده  اينتگرين  ديس.  زهر شناخته 

است که به عنوان    9از زهر تريمرسروس گرامینوس  8تريگرامین
اينتگرين   به  فیبرينوژن  اتصال  رقابتی  مهارکننده    αvβ3يک 

فسفات)پلاکت   دی  آدنوزين  توسط  می   که  عمل   (شودفعال 
از زهر    ها اينتگرينی از ديسديگر   پس از اين تعداد  .[8]کند  می

و همكاران در    10سانتروانت .  [9]  ديگر جدا شدمارهای مختلف  
ديس  2013سال   که  کردند  کلون  گزارش  نوترکیب  اينتگرين 
مار  شده   زهر  ادامانتوس از  موتیف   11کروتالوس  حاوی  که 
است  -گلايسین-آرژنین اسید  ضدتجمع دارای  آسپارتیک  اثر 

از زهر جداشده اينتگرين . اولین ديس[10]باشد میپلاکتی قوی 
تونتانوس اسیتانوس  بوتوس  است  12عقرب  های اينتگرين  قادر 

 
1 Scorpionidae 
2 Hemiscorpius lepturus 
3 Disintegrin 
4 Integrin 
5 Vipera 

6 Crotalidae 
7 Motif 
8 Trigramin 
9 Trimeresurus gramineus 
10 Suntravat 
11 Crotalus adamanteus 
12 Buthus occitanus tunetanus 

α1β1    وαvβ3  کند شناسايی  مطالعه  .[11]  را  اين  در 
دوم و سوم ديس و  اول  از  اينتگرين  ساختارهای  شناسايی شده 

لپتوروس همیسكورپیوس  عقرب  زهر  غده  با    13ترانسكريپتوم 
درون  اينتگرين  ديس  ژن  شد.  شناسايی  بیوانفورماتیک  کمک 

و   گرديد  بیان  و  کلون  باکتريايی  مدل    ن آعملكرد  میزبان  در 
 تنی مورد بررسی قرار گرفت. برون

 

 هامواد و روش

 مواد 
بانک   HUVEC  (NCBI code: C554)رده سلولی   از 

کشت   محیط  گرديد.  تهیه  ايران  پاستور  انستیتو  سلولی 
DMEM14    شرکت از  گاوی  جنین  سرم  آمريكا     Gibcoو 

آنتی شد.  پنیبیوتیکخريداری  از  های  سیلین/استرپتومايسین 
دی    5و    4  و  MTT  (3معرف    .خريداری شد   Gibcoشرکت  
ت برومايد(  5و  2-يل    2-زول  یامتیل  تترازولیوم  فنیل  از    دی 

 شرکت سیگما خريداری شد. 
 

 بررسی ساختارهای اول و دوم و سوم 
لپتوروسديس همیسكورپیوس  عقرب  از   15اينتگرين 

گرديد شناسايی  عقرب  زهر  غده  ترانسكريپتوم  . [12]  مطالعه 
ديس دومین  توالی  بین  همترازی  يک  شناسايی ابتدا  اينتگرين 

ديس ساير  با  پارامترهای اينتگرينشده  سپس  گرفت.  انجام  ها 
مختلف ساختار اول ديس اينتگرين مانند وزن مولكولی، ترکیب  

نیمهاسیدآمینه ايزوالكتريک،  نقطه  پروتئین  ای،  پايداری  و  عمر 
گرفتم قرار  بررسی  کمک [13]  ورد  با  پروتئین  دوم  ساختار   .

(PSIPRED) 16  گرفت قرار  بررسی  سه  [14]  مورد  ساختار   .
آنلاين  سرور  کمک  با  پروتئین  بودن  عملكردی  و  بعدی 

SWISS MODEL   ساختار کیفیت  گرفت.  قرار  بررسی  مورد 
با کمک   بینی شده  قرار    ) (ProSA-web)پیش  بررسی  مورد 

   .[15] گرفت
 

 سنتز ژن 
وکتور  درون  عقرب  اينتگرين  ديس  نوکلئوتیدی  توالی 

pET-22b  آنزيم محدودالاثر  بین  توسط   XhoIو  NdeIهای 
 

13 Hemiscorpius lepturus 
14 Dulbecco's Modified Eagle Medium 
15 Hemiscorpius lepturus 
16 PSI-blast based secondary structure PREDiction 
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کانادا سنتز گرديد. توالی متیونین و  برچسب    17شرکت ژن ری 
به کربوکسیلی  هیستیدينی  انتهای  و  آمینی  انتهای  در  ترتیب 

  ،منظور بیان در میزبان بیانیسازه نهايی قرار گرفت. همچنین به
 سازی کدون توسط شرکت سازنده صورت گرفت. بهینه

 

 بیان و تخلیص پروتئین 
اشريشیا کلا بیانی  میزبان  درون  به  سنتز شده   18ی سازه 

BL-21 (DE3)   کلسیم کلريد  و  حرارتی  شوک  کمک  با 
به گرديد.  کلون ترانسفورم  تک  يک  پروتئین،  بیان  منظور 

محیط ترانسفورم درون  به  و  شد  برداشته  پلیت  روی  از  شده 
براث  لوريا  )  19کشت  آنتیمیلی  5مايع  حاوی   ک بیوتیلیتر( 

میلی  50)  سیلینآمپی در  تا میكروگرم  و  گرديد  تلقیح  لیتر( 

لگاريتمی فاز  به  دمای  (  600OD  ~0/ 6)   رسیدن  درجه   37در 
دور  سانتی با  با     180گراد  پروتئین  بیان  سپس  گرديد.  انكوبه 

بتاافزودن   میلی  تیوگالاکتوپیرانوزيد-دی-ايزوپروپیل  مولار نیم 
انكوباسیون به مدت   گراد  درجه سانتی  37ساعت در دمای    5و 

 سديم دودسیل سولفات -ژل پلی آکريل آمیدالقا گرديد. بیان با  
بلات با آنتی بادی علیه برچسب هیستیدينی درصد و وسترن  15

)رقت   پراکسیداز  با  گرفت.    (1:500کونژوگه  قرار  بررسی  مورد 
حجم  به در  شده  ذکر  شرايط  با  بیان  پروتئین،  تخلیص  منظور 

باکتریمیلی   300 رسوب  گرفت.  صورت  کمک  لیتر  با  ها 
دور در  جی    10000  سانتريفیوژ   دقیقه    10مدت  بهفورس 

سديجمع )نمک  لیزکننده  بافر  سپس  گرديد.     300م  آوری 
ايكس  میلی ترايتون  غلظت    100مولار،   درصد،    1/0با 

ها اضافه گرديد و  مولار( به رسوب باکتریمیلی  50اسید  -تريس
ثانیه استراحت( سونیكه    30ثانیه پالس و    30سیكل )  30برای  

دقیقه    20مدت  هفورس جی ب  10000  سانتريفیوژ در دورگرديد.  
باديها انكلیوژن  و  گرفت  اوره   20صورت  حاوی  شستشو  بافر   با 

دوباره  6 و  شد  داده  شستشو  مدت   با  مولار،  به  دور   همان 
گرديدند.    30 سانتريفیوژ  رو دقیقه  با  پروتئین  ش  تخلیص 

نیكل طبق تمايلی  سازنده صورت  شرکت  روش    کروماتوگرافی 
شده از روش حذف  پروتئین دناتوره 21گرفت. برای با آرايی مجدد 

بررسی گرديد.  استفاده  ديالیز  کمک  با  اوره  پروتئین   گراديانتی 

 
17 Generay 
18 Escherichia coli 
19 Luria Broth 
20 Inclusion bodies 
21 Refolding 

با  تخلیص  آمیدشده  آکريل  پلی  دودسیل سولفات-ژل  و   سديم 
ساکاريد منظور حذف لیپوپلیبلات انجام گرفت. سپس بهوسترن

ترايتون   با  شستشو  روش  از  پروتئین،  محلول  در   باقیمانده 
114-X22  114  وناستفاده گرديد. محلول پروتئینی با ترايت-X   

)حجمی/   1) مدت  درصد  به  اتاق    20حجمی(  دمای  در  دقیقه 
فورس    10000  دقیقه در دور  20انكوبه گرديد. سپس به مدت  

 سانتريفیوژ گرديد.  جی 

 

 بررسی سمیت سلولی 
بررسیبه ديس  منظور  براثر  رده  اينتگرين  بقای  ی  روی 

در   استفاده شد.  MTT Assay24از روش     23HUVEC  سلولی
اضافه گرديد. سپس    سلول 104خانه حدود    96هر چاهک پلیت  

دار  24مدت  به انكوباتور  در دمای   اکسیدکربنای دیساعت در 
میكرولیتر از   100  ،در مرحله بعد  .انكوبه شددرجه سانتیگراد    37

کشت   غلظتبه  DMEMمحیط  ديس همراه  مختلف  های 
( میلی  0-100اينتگرين  در  چاهکمیكروگرم  به  اضافه    هالیتر( 

به بافر فسفات  از  برای  شد.  پلیت  گرديد.  استفاده  کنترل  عنوان 
متفاوت   زمان  و    24دو  قرار    48ساعت  انكوباتور  در  ساعت 

اضافه  MTT میكرولیتر محلول 20گرفت. سپس در هر چاهک 
به پلیت  و  سپس   4مدت  شد  گرديد.  انكوبه  تاريكی  در  ساعت 
چاهک موج  جذب  طول  در  موج    570ها  )طول   نانومتر 

به  630 گرديد.  نانومتر  قرائت  شد(  گرفته  درنظر  رفرنس  عنوان 
  دارو غلظتی از  و    صورت سه بار تكرار انجام گرفتبهاين تست  

درصووود    50میوووزان  کوه قوادر بوه مهوار تقسویم سولولی بوه
بدست آمد. درصد مهار رشد با فرمول زير محاسبه  ( 50ICبود )

 گرديد.
ها در گروه تست/میزان  میزان جذب چاهک -1ر = درصد مها

 100 ×  جذب چاهكها در گروه کنترل
 

 های اندوتلیال بررسی مهاجرت سلول
مهاجرت   روی  بر  اينتگرين  ديس  مهاری   اثر 

روش    HUVECهای  سلول مورد    Transwell assayبا 
لیتر(  هزار سلول در میلی  500ها ) بررسی قرار گرفت. ابتدا سلول

   لیتردر میلی  میكروگرم      37    غلظت  همراه  به  در محیط کشت  

 
22 Triton X-114 
23 Human umbilical vein endothelial cells  
24  3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetra-

zolium bromide) 
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اينتگرين در  ( از ديسMTTآمده از نتايج  بدست   50IC)غلظت  
پايینی  قسمت   قسمت  در  همچنین  گرديد.  اضافه  پلیت  بالايی 

به  FBS25پلیت   فسفات  بافر  از  گرديد.  اضافه  درصد  عنوان  ده 
ساعت در انكوباتور قرار   48مدت  پلیت به  .کنترل استفاده گرديد
های مهاجرت کرده به قسمت پايینی پلیت گرفت. سپس سلول

 قرار گرفت. مورد شمارش  26کردن با ترپسینه

 

 تجزیه و تحلیل آماری 
نرم    آماریبرای تجزيه و تحلیل   9پريسم نسخه  افزاراز 

شد از    نتايج  .استفاده  استفاده  تی با  و مورد    27آزمون  بررسی 
گرفت.   قرار  تحلیل  و  در     > p  05/0داری  معنی  تفاوتتجزيه 

میانگین به صورت  نتايج  گرفته شد.  تكرار  نظر  بار  )در هر    سه 

 .خطای معیار بیان شد ±گروه( 
 

 هایافته
 

 آنالیز ساختارها
در  ديسناحیه  توالی   نتايج همترازی چندگانه  و  اينتگرين 

نشان داده شده است. نتايج همترازی بین توالی ديس   1شكل  
ساير  و  لپتوروس  همیسكورپیوس  عقرب   اينتگرين 

گونهاينتگرينديس در  که    هایها  داد  نشان  عقرب  مختلف 
بعد از ها وجود دارد.  درصد مشابهت بین توالی  70الی    40حدودا  

ژن   انتهای  و  ابتدا  به  هیس  توالی  و  متیونین  بررسی افزودن 
ديس ژن  که  داد  نشان  همیسكورپیوس توالی  عقرب  اينتگرين 

بررسی باشد.  اسیدآمینه می  87  نوکلئوتید و  261لپتوروس دارای  
اينتگرين دارای ساختار اول پروتئین نشان داد که پروتئین ديس

پیش مولكولی  حدود  بینیوزن  نقطه    51/9508شده  دالتون، 
نیمه   80/5ايزوالكتريک   دارای  حدود  و  در   10عمر  ساعت  

اشريشیاکلای،   و    20میزبان  مخمر  در  در   30ساعت  ساعت 
برون آلیفاتیک  شرايط  شاخص  و  بررسی می  28/ 05تنی  باشد. 
پروتئین نشان داد پروتئین دارای دو ساختار مارپیچ ساختار دوم  

سه و  میآلفا  بتا  )شكل  صفحه  سوم    بررسی (.  2باشند  ساختار 
درصد از    15/96که    الف( نیز نشان داد   3شده )شكل  بینیپیش

ناحیه مطلوب،   آمینه ها در  ناحیه مجاز و   86/2اسید  درصد در 
بودند مجاز  غیر  ناحیه  در  درصد  همچنین  3)شكل    صفر  ب(. 

 
25 Fetal bovine serum 
26 Trypsinization 
27 T-test 

سه ساختار  آنالیز  سهنتايج  ساختار  که  داد  نشان  بعدی  بعدی 
)محدوده نرمال  محدوده  در  ساير پروتئین  ساختار  که  ای 

و پروتئین کريستالوگرافی  روش  با  طبیعت  در  موجود  های 
NMR    دارای و  است(  گرديده     Z-score -4.03مشخص 

 ج(. 3)شكل  باشدمی
 

 بیان و تخلیص پروتئین 
منظور سنتز درون وکتووور به  شدهسازه طراحی  4در شكل  

pET-22b   نشان داده شده اسووت. نتووايج بیووان نشووان داد کووه
ايزوپروپیوول ساعته و    5انكوباسیون  بهترين بیان پروتئین بعد از  

مولار صورت گرفته اسووت نیم میلی  تیوگالاکتوپیرانوزيد-دی-بتا
الف(. نتايج تخلیص پروتئین نیز حضور بانوود پروتئینووی 5)شكل  
ب(. نتووايج وسووترن 5کیلودالتون را نشان داد )شكل  12 تقريبی

کننده حضووور برچسووب هیسووتیدينی در پووروتئین بلات نیز تايید
 ج(.5بیان شده بود )شكل 

 

 بررسی سمیت سلولی
افووزايش غلظووت   بووانتايج سمیت سلولی  نشووان داد کووه  

 کاهش پیدا کرد.  اندوتلیالهای زنده  تعداد سلول،  اينتگرينديس

50IC  میكروگوورم در   37و    50اينتگوورين بووه ترتیووب  برای ديس
نمووودار انكوباسیون بدست آمد )ساعت    48و    24لیتر برای  میلی

  (.ب1و  الف1
 

 مهاجرت سلولی 
نتايج تست مهاجرت سلولی نشان داد که ديس اينتگرين 

هووای انوودوتلیال انسووان بووه اثر مهاری بر روی مهاجرت سوولول
میكروگرم   37اينتگرين در غلظت  سمت فاکتور رشد دارد. ديس

ساعت انكوباسیون توانسته بووود از   48لیتر و مدت زمان  در میلی
های اندوتلیال به قسمت پايینی پلیووت درصد سلول  70مهاجرت  

باشوود( )که حاوی سوورم جنووین گوواوی و فاکتورهووای رشوود مووی
 د عنوان کنتوورل اسووتفاده گرديوو از بافر فسفات به جلوگیری کرد.

  (.ج1نمودار )

 

 بحث
  ی ها سلول  یرو  اينتگرينديسمهاری  اثرات  به  باتوجه    

مبه  یسرطان که  ینظر  پروتئینرسد  بس  اين  در    یدیمف  اریابزار 
   .[16] سرطان باشدضد ديجد  یو توسعه داروها  یفارماکولوژ
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ATGGAAGTTGGGGAACAGTGTGATGCTGGCTTAATTGGGAGTGAAGATAATGACCCATGTTGTGATACAAACTGCACCTT

TAGAAAAAATGTCACATGCAGTGACAAGAATTCTCCTTGTTGCCGTGGATGCAAATACGTAAAGGAAGGTGAAAAATGCA

GAGAGGCCCAGCCAACAGCATGTAAAAAGGAGGCACTTTGTACTGGGGAGTCATCTGATTGCCCTCCTTCTTCACCTCAG

CCT 
XP_023218512.1      EIGEECDCGSRESCSLLDPCCNPPGT---------NYECNLKEEMSCSFREGKCCKEDCT 51 

XP_023243347.1      ---ETCDCGYDGK-ECSDKCCYPRDVKPYKLANPNAERCTLRPGAHCSPSQGPCCLPSCN 56 

AMO02515.1          EEGEQCDCGSIEECLQSDPCCDP-------------ITCKLRVEAECS--TGPCCE-NCK 44 

XP_037602285.1      EEGEECDPGLL-H-LNNDRCCSA--------------DCKFKRNAQCSDRNSPCCI-NCV 43 

HemiDis             EVGEQCDAGLIGS-EDNDPCCDT--------------NCTFRKNVTCSDKNSPCCR-GCK 44 

AMO02512.1          EEGEECDAGLIGS-EDNDPCCDT--------------NCRLRPDVICSDKNAPCCR-DCR 44 

XP_023216172.1      EEGEECDAGLIGS-EDNDLCCDT--------------NCRLREGVICSDKNAPCCR-GCR 44 

XP_023216169.1      EEGEECDAGLIGS-EDNDLCCDT--------------NCRLREGVICSDKNAPCCR-GCR 44 

                       * ** *        * **                 * ::    **   . **  .*  

 

XP_023218512.1      LVPKVERRICFVNTPCRKEYALCDGISSYCP------ 82 

XP_023243347.1      FVKFGDMCRAE--AEC-TLSSFCNGRSAICPMSEPKP 90 

AMO02515.1          LKHAGHLCRPAA-SEC-DIPEYCDGKVGQCP------ 73 

XP_037602285.1      FELAGTRCQEPINATC-KGISTCTGNSSKCPP----- 74 

HemiDis             YVKEGEKCREAQPTAC-KKEALCTGESSDCPPSSPQP 80 

AMO02512.1          LVREREVCREAQQTAC-KQEAHCNGESPDCPPSSPQP 80 

XP_023216172.1      LVQRREVCREAQPLAC-KQEAHCTGESPDCPPSPAQP 80 

XP_023216169.1      LVQRREVCREAQPLAC-KQEAHCTGESPDCPPSPAQP 80 

                                   *      * *    **       

همانطور که نشان داده شده است، توالی ديس اينتگرين عقرب همیسكورپیوس   های ديس اينتگرين.توالی نوکلئوتیدی و همترازی چندگانه بین توالی  -۱شکل  

شده : ديس اينتگرين شناسايیHemiDisدرصد مشابهت دارد.    70الی    40ها( بین  پروتئین  ADAMها )دومین ديس اينتگرين در  اينتگرينلپتوروس با ساير ديس
 باشد:  ها به شرح زير میاز ترانسكريپتوم عقرب همیسكورپیوس لپتوروس. شناسه توالی

AMO02512.1: ADAM 17-like protein [Tityus serrulatus] 
XP_023216172.1: ADAM 17-like protease isoform X5 [Centruroides sculpturatus] 
XP_023216169.1: ADAM 17-like protease isoform X2 [Centruroides sculpturatus] 
 XP_037602285.1: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 17-like isoform X1 [Sebastes umbrosus] 
XP_023243347.1: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10-like [Centruroides sculpturatus] 
AMO02515.1: disintegrin and metalloproteinase 3, partial [Tityus serrulatus] 
XP_023218512.1: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10-like [Centruroides sculpturatus] 

 
 
 
 

 
 . آنووالیز سوواختار دوم پووروتئین نشووان داد کووه از بووین PSIPREDاينتگرين عقرب همیسكورپیوس لپتوروس با کمک بررسی ساختار دوم پروتئین ديس  -۲شکل  

  باشند.اسید آمینه دارای ساختار کويل می 76اسید آمینه دارای ساختار رشته و  6اسید آمینه دارای ساختار هلیكس،  5اينتگرين، اسید امینه پروتئین ديس 87
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 )ج( )ب( )الف(

 
 

 
 صووفر درصوود  قبووولهووا در ناحیووه غیرقابوولشده با سرور سويیس مدل )الف( و نمودار راماچانوودران )ب(. درصوود اسوویدآمینهبینیبعدی پیشساختار سه  -۳شکل   

 باشد.می ( Z-score -4.03) بعدی در محدوده نرمالشده نشان داد که ساختار سهبینیبررسی ساختار سوم پیش بعدی با پروساوب )ج(.اشد.آنالیز ساختار سهبمی
 
 

شد  نیهم سبب  ا  موضوع   زهر  نينتگرياسيد  قیتحق  ن يدر 
 و   یعقرب جداساز زهرژن از   ن يو ا  رد یعقرب مورد توجه قرار گ

  ن يعملكرد ا  یبعد  قاتیگردد تا در تحق  ان یکلون و ب  تیبا موفق
ارز  یهاسلول  یرو  نیپروتئ مورد  گ  یابيسرطان  زهر  ردیقرار   .

شامل   که  است  فعال  دارويی  مواد  از  پیچیده  مخلوطی  عقرب 
ها و پپتیدها  باشد. پروتیین پپتیدهای آنزيمی و غیرآنزيمی میپلی

را  درصد    90  حدود زهر  خشک  اين  دهمی  تشكیلوزن  که  ند 
می پلی باشندپپتیدها  غیرسمی  يا  سمی  کشف  .[17]  توانند 

با مولكول موارد  از  يكی  طبیعی  منابع  از  دارويی  پتانسیل  با  ها 
درپی در های پیعلت شكستبه  ،رود. ازطرفی اهمیت بشمار می

سرطان مناسبدر    هاتلاش   ،درمان  داروی  يافتن  و  جهت  تر 
اينتگرين ادامه دارد. با کلونینگ و بیان ژن ديسهمچنان  کاراتر  

می امید  لپتوروس  همیسكورپیوس  عقرب  بتواند  زهر   رود 
 عنوان کانديدای پیشنهادی با پتانسیل دارويی معرفی گردد.به

از   شده  شناسايی  مولكول  عاولین  قرب زهر 
لپتوروس همی ،  28همیسكورپیوس  که می  29کلسینپپتید    باشد 

ز وزن کل زهر خام را درصد ا  6  يک پپتید نوروتوکسیک بوده و
شود و وزن مولكولی اسیدآمینه تشكیل می  33تشكیل داده و از  

حدود   می  4آن  کانالکیلودالتون  پپتید  اين  کلسیم  باشد.  های 
 نانومولار مهار  40( را در غلظت  RyR1)  30به راينوداينحساس  

 
28 Hemiscorpius lepturus 
29 Hemicalcin 
30 Ryanodine 

پروتئین.  ]18[  کندمی جداسازی  براساس  ذکرشده  ها  مطالعات 
روشبدست با  خام  زهر  از  و  آمده  کروماتوگرافی   های 
میطیف فعالیت   تنها  ،درنتیجه.  ]18،  19[د  باشسنجی 

پروتئین اين  اختیار  بیولوژيكی  در  پپتیدها  و  میگیرد ها   و    قرار 
پروتئینبه اين  کامل  توالی  به  نیاز  بیشتر  مطالعات  های  منظور 

های ناشناخته موجود در غده زهری شده و ساير پروتئین شناخته
میعقرب   ازهمیسكورپیوس  مطالعات باشد.  با  طرفی، 

با   31پروتئومیكی  که  زهر  اجزای  از  بخشی  شناسايی  به  قادر 
بسیار نمی  غلظت  دارند  توتال وجود  زهر  در  ،  21[  باشیمپايینی 

 ی زهر با تكنولوژیازاينرو آنالیز ترانسكريپتوم غده. ]18
 

 
سازه نهووايی حوواوی ژن ديووس اينتگوورين بووه منظووور سوونتز و   -۴شکل  

. همانطور که در شووكل نشووان داده شووده pET-22bکلونینگ درون وکتور  
کلون  Xho Iو  Nde Iاست ژن ديس اينتگرين بین آنزيم های محدودالاثر  

  گرديده است.

 

 
31 Proteomics 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

pp
.p

hy
ph

a.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

01
 ]

 

                             6 / 10

http://ijpp.phypha.ir/article-1-698-en.html


 و همكارانابوالقاسمی       اينتگرين کلونینگ و بیان ديس

 

  

 32-41، صفحه 18، پیاپی 8، دوره 1403سال  38 مجله فیزيولوژی و فارماکولوژی ايران 

 

 )ج(                                                              )ب(                                                     )الف(                       

                                           

 سووديم  -ژل پلی آکريل آمیدآمیزی شده است.  درصد با کوماسی بلو رنگ  15سولفات    دودسیل  سديم  -ژل پلی آکريل آمیدنتايج بیان پروتئین. )الف(:    -5شکل  

و  تیوگالاکتوپیرانوزيوود-دی-ايزوپروپیوول بتووا: نمونه قبل از القا بووا 1مرکاپتو اتانول انجام شده است. مارکر پروتئین، ستون    2سولفات تحت شرايط احیا با    دودسیل
کیلو دالتون مشاهده گرديد. نتووايج تخلوویص   12در محدوده    2باشد. بیان پروتیئن در ستون  می  تیوگالاکتوپیرانوزيد-دی-ايزوپروپیل بتانمونه بعد از القا با    2ستون  

سولفات بعد از تخلیص با ستون کروماتوگرافی تمايلی نیكل. )ج(: وسترن   دودسیل  سديم  -ژل پلی آکريل آمیدپروتئین با ستون کروماتوگرافی تمايلی نیكل. )ب(:  
: کنتوورل منفووی. پووروتیئن 2شووده. سووتون  : پووروتئین تخلوویص1بادی علیه برچسب هیستیدينی انجام شده است. مارکر پروتئین، ستون  بلات. وسترن بلات با آنتی

 کیلو دالتون مشاهده گرديد. 12در محدوده  2شده در ستون تخلیص
 

 
مقتوالی و  جديد  رويكرد  جديد  نسل  ای جهت صرفهبهرونيابی 

،  سمیی  ها، پپتیدها زهر اعم از پروتئین  ی اجزایشناسايی کلیه 
و  آنزيم مورد  .  ]18،  21[  باشدمی  غیره ها  در  مختلفی  مطالعات 
 32های خانواده بوتیداترانسكريپتوم غده زهر عقرب )عقربآنالیز  

بوتیدا  غیر  با مطالعات صورت33و  است.  انجام شده  تنها (  گرفته 
درصد( يک  از  )کمتر  پايینی  بسیار  عقرب   درصد  زهر  توتال  از 

همیسكورپیوس لپتوروس مورد شناسايی قرار گرفته است. نتايج 
منظور آنالیز ترانسكريپتوم زهر مطالعه توالی يابی نسل جديد به
همیسكورپیونیده  خانواده  را  مولكول  34عقرب  ارزشمندی  های 

مانده  هشناسايی کرد باقی  ناشناخته  تاکنون  اين  که  از  اند. يكی 
اينتگرين می باشد. در مطالعات قبلی های ارزشمند ديسمولكول

ديس  ،  35اند. لبینشدهها از زهر مار جداسازی میاينتگرينديس
سلول تكثیر  که  است  مار  ونوم  از  جداشده  های اينتگرين 

چرخه   توقف  ازطريق  را  تومور  رگزايی  و  انسان  روده  سرطانی 
بیان   مهار  و  آپوپتوز  القا  و  می  VEGF36سلول    کند سرکوب 

متصل اينتگرينديس  .[20] سلول  سطح  روی  اينتگرين  به  ها 
عملكردهای  می از  زيادی  تعداد  و  را    زيستیشوند    مهارسلول 

 
32 Buthidae 
33 Non- Buthidae 
34 Hemiscorpionidae  
35 Lebein 
36 Vascular Endothelial Growth Factor 

پروتئین  کنند.می بهاين  به ها  سمی  جانوران  زهر  در  طورعمده 
 . [5] شوندويژه زهر مار يافت می

  و  αvβ3  اينتگرين نوترکیب که به گیرنده اينتگرين  يسد
به   می  αvβ5يا  دارد.متصل  ضدرگزايی  خواص  مطالعات   شود 
ديس  کنشبرهمروی   چندين  خاص  با  نوترکیب  اينتگرين 

است نادر  ديگر  پپتیدبه  .[21]  اينتگرين  شناسايی  ديس   منظور 
شود که  جداشده از روش اسپكتروفتومتری استفاده می  اينتگرين

اسیدآمینه توالی  روش  اين  پپتید  در  آمینی  توالی  قسمت  ای 
. لذا در روش فوق هر  [20]  موردنظر مورد شناسايی قرار میگیرد

اين   که  شود  انجام  زهرگیری  موردنظر  جانور  از  بايستی  بار 
جانور   صید  به  نیاز  زمانبربودن  و  بر  هزينه  بر  علاوه  پروسه 
موردنظر نیز دارد. همچنین روش زهرگیری يک فرايند پرخطر  

می محسوب  گیرنده  زهر  فرد  بهبرای  بنابراين  منظور  شود. 
ازجمله   زهر  مختلف  ترکیبات  روی  بر  بیشتر   آنالیزهای 

بهديس بايستی  ها  روش اينتگرين  آندنبال  تولید   ها های 
بهبه برويم.  نوترکیب  توالی طوریصورت  اخیر  مطالعات  در  که 

)ديس نظر  مورد  مولكول  روش ژنی  کمک  با  های اينتگرين( 
زنجیره واکنش  مانند  وکتور مختلفی  در  ژن  سنتز  و  پلیمراز  ای 

کلون میبیانی  بیان  باکتريايی  میزبان  در  سپس  و   گردد.  شده 
مطالعه  ،طورمثالبه سال  در  در  که  ژن    2015ای  شد،  انجام 

 ای پلیمراز تكثیر اينتگرين زهر مار با کمک واکنش زنجیرهديس

 ۲                ۱              مارکر مارکر ۲                     ۱                       مارکر
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اينتگرين. )الف(: سمیت سوولولی بعوود نتايج سمیت سلولی ديس  -۱ر  نمودا

ساعت انكوباسیون.  48ساعت انكوباسیون. )ب(: سمیت سلولی بعد از  24از 
نتايج مهاجرت سوولولی.   )ج(نتايج به صورت سه بار تكرار انجام شده است.  

های انوودوتلیال بووه سوومت فوواکتور درصد سلول  70اينتگرين مهاجرت  ديس
داری بووا *: تفوواوت معنووی ساعت انكوباسیون مهار نمووود.  48رشد را بعد از  

05/0  <  p  .**01/0  داری با: تفاوت معنی  < p .سه  صورت میانگیننتايج به
. p  >  001/0  : تفاوت معنی داری بووا***  .شد  بیان  معیار  خطای  ±   بار تكرار
  .شد بیان معیار خطای ±  سه بار تكرار صورت میانگیننتايج به

 

بیان گرديد. نتايج مطالعه    BL-21گشته و در میزبان باکتريايی  
ديس که  داد  نشان  بیانمذکور  از  اينتگرين  بود  توانسته  شده 

سلول نمايدتهاجم  جلوگیری  سمیت    جينتا.  [22]  های سرطانی 
داد  نشان  د  سلولی  رو  یمهار  اثر   نينتگر ياسيکه    بقا   یبر 

 نينتگرياسيغلظت د  شيافزادارد و    انسان  الیاندوتل  یهاسلول
. براساس  گرديد  الیزنده اندوتل  یهاسلول  دادمنجر به کاهش تع 

مدستبه  یهاداده   یبرا  نينتگرياسيد  یبرا   50IC  زانیآمده، 
انكوباس  48و    24 در   كروگرمیم  37و    50  بیترتبه  ونیساعت 

است.  تریلیلیم ديس  بوده  مهاجرت  همچنین  توانست  اينتگرين 
اندوتلیال به سمت فاکتور رشد را مهار درصد از سلول  70 های 

ادرنمايد.   م  جي نتا  نيکل،  د  دهندینشان   ن ينتگرياسيکه 
آ  ک يعنوان  به  تواندیم مطالعات  در  مهم  با    ندهيهدف  مرتبط 

زنده  میتنظ و  گرفته    الیاندوتل  یهاسلول   یمانمهاجرت  درنظر 
د از  استفاده  موثر    کيعنوان  به  نينتگرياسيشود.  مهارکننده 

برخ  تواندیم کنترل  پروسه  یدر  با    يیزایمار یب  یهااز  مرتبط 
آنژسلول  نيا مانند  ا  وژنز ي ها،  باشد.  موثر  متاستاز،    ج ينتا  ن يو 
توسعه  توانندیم پ  یدرمان  ديجد  یها روش   یبه  از    یریشگیو 
سلول  یهایماریب نامناسب  عملكرد  با   الیاندوتل  یهامرتبط 

 کمک کنند. 
 

 گیرینتیجه
ديسما  نتايج   که  داد  استاينتگرين  نشان  رشد    قادر 

نمسلول مهار  را  اندوتلیال  وهای  سلول  وده  مهاجرت  های از 
جلوگیری   رشد  فاکتور  سمت  به   هاافتهي  نياند.  کاندوتلیال 

پ  توانندیم روش   شرفتیبه  توسعه  و   یدرمان  ديجد  یها و 
نامناسب سلول  یهایماریاز ب  یریشگیپ با عملكرد    ی هامرتبط 

 کمک کنند.  الیاندوتل
 

 سپاسگزاری
   گردد. قدردانی می  نستیتو پاستور ايرانامالی حمايت  از
 

 ملاحظات مالی
نستیتو پاستور ايران )شووماره طوورح ا یمال تيپژوهش با حما  نيا

و بخشی   انجام شد  (IR.PII.REC.1394/42، کد اخلاق:  854
نامووه کارشناسووی ارشوود سووحر ابوالقاسوومی )بووا شووماره پايووان از

 آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقوواتاز دانشگاه    (475/0110/95
 باشد.می
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Abstract 

 

Background and Aim: Cell adhesion plays an important role in the invasion of cancer cells. Disintegrins are 

considered a suitable therapeutic tool for cancer. This study aims to clone and express the disintegrin gene identified 

from the transcriptome of Hemiscorpius lepturus scorpion venom in a bacterial host and to investigate its function in an 

in vitro model.   

Methods: Initially, the first, second and third structures of disintegrin protein were investigated using bioinformatics 

tools. Then, the gene was synthesized and cloned into pET-22b vector. The resulting construct was transformed into 

E.coli BL-21 bacterial host. The protein expression was induced by 0.5mM isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside. 

The expression was checked and confirmed by Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel and western blot. The 

protein was purified using nickel affinity chromatography under denaturing conditions. Following purification, the 

protein was refolded by gradually removing urea through dialysis. After protein expression and purification, the 

inhibitory effect of disintegrin on the survival and migration of HUVEC cell lines was investigated using MTT and 

transwell assay, respectively. 

Results: The results of structural analysis showed that the predicted disintegrin structure exhibits typical characteristics 

and conforms to expected structural patterns observed in disintegrin proteins. The highest level of protein expression 

was observed with Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside concentration of 0.5mM and 5-hour incubation. The 

molecular weight of the expressed protein was approximately 12 kDa. The disintegrin inhibited the growth of HUVEC 

cells with an IC50 of 37 µg/ml after a 48-hour incubation period. Furthermore, the purified disintegrin inhibited the 

migration of 70% of HUVEC cells towards the vascular endothelia growth factor source, compared to the control group 

without disintegrin. 

Conclusion: These findings demonstrate the potential of the disintegrin identified from the transcriptome of the 

scorpion Hemiscorpius lepturus to inhibit the growth and migration of HUVEC cells. 

 

Keywords: Transcriptome, Disintegrin, Hemiscorpius lepturus scorpion. 
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