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Abstract*

Introduction: Today the design and structural characterization of mini-proteins with a compact folded structure 
provide insight into the complex architecture of proteins and has long been a challenging issue in structural-functional 
studies. Alpha neurotoxins from snake venom have a distinct folded structure comprised of a disulphide core and three 
loops or “fingers”; each of these loops are considered as a separate functional domain. Because of the selectivity and 
specificity of snake alpha neurotoxins, they are ideal candidates for structural-functional studies. 

Methods: With the assumption that each "loop" in the structure of alpha neurotoxin is able to fold as a structurally 
independent unit and could possibly have functional properties, we have minimized the structure of a long-chain alpha 
neurotoxin into 18 and 31 amino acid peptides using solid-phase synthesis and cloning methods, respectively. The 
molecules are structurally studied using circular dichroism spectroscopy and also in vitro using organ bath apparatus 
and chick biventer cervicis muscle (CBCM). 

Results: The 18 and 31-mer peptides form predominant beta structures (β-turn and β-sheet/alpha helix) in aqueous 
solutions which vary with solvent ionic strength. Data from in vitro and in silico studies indicate that these minimized 
structures block the twitches in CBCM with concentrations higher than 0.5 µM; and this effect is absolutely dose 
dependent. On the other hand, the long-chain alpha neurotoxin completely and irreversibly blocks the CBCM even at 50 
nanomolar concentration and both effects are post synaptic. 

Conclusion: These data support the primary assumption that the peptides derived from the second loop of snake 
alpha neurotoxin can have a distinct folded structure and also exist as an independent biological unit. 
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نيشده از نوروتوكسيطراحيهاديپپتيردكعمل-يمطالعات ساختار
 Naja naja oxianaگونهيبركره ماريبلند زنج

بيرينصكآدا ٢انيلاهكدي، سع٢ي، گودرز صادق١انيه صوفي، صف١، فرامرز مهرنژاد١ منشين نادري، حس*١ ژن رنجبريپور،

ب.1 پاكدانشيكزيوفيگروه ت مدرس، تهرانيه، دانشگاه تربيده علوم
 دانشكده دامپزشكي، دانشگاه تهران، تهران.2

87 مهر3: پذيرش87 شهريور30: بازبيني87تير26: دريافت
و همكارانپورنصيريتأثير پپتيدهاي سمي بر گيرنده استيل كولين

 چكيده

ازكمشخص متشيچارچوب سرشتگيسم مار دارانيسكآلفا نوروتو:مقدمه ديكل هركو سه حلقه استيديسولفيهسته ايكه يردكـن عمليدمـ هـا يـكن حلقهياز

م پاكن موليا. شونديمجزا محسوب زيو اختصاصيداريول به علت گزيگياد برايبودن ميردكعمل-يمطالعات ساختاريبراينه مطلوبيرنده هدف، .شوديمحسوب

ايدر تحق:ها روش هركن فرضيق حاضر با دميكه هاياز اين قابليسكول آلفا نوروتوكمولين و احتمـالاً واجـد عمله بصورت مستقلكن را دارنديت نك ـسرشته شده ز ي ـرد

هايبه پپتيبركن سم ماريسكل ساختار نوروتويباشند، با تقل آمياس31و18يد ايد هاينه و سنتز پپتكلونكيبا استفاده از روش و عمل،د به روش فاز جامديردن اكساختار نيرد

محهاديپپت آبيدر نميبه ترتيط آنيياب با استفاده از روش دورنگ ، مورد بررسـي (Chick biventer cervicis muscle)بر عضله دوقلوي گردن جوجهها دوراني ومطالعه اثر

.قرار گرفت

هايساختار پپت:ها يافته آمياس31و18يد ايد بهيدر حالت محلول به ترتينه و مخلوطب و مارپيدور بتا تغيچ آلفا متماياز صفحات بتا و مشـاهده شـد كـه  pHر ييـل شد

روهادين اثر پپتير مي گذارد؛ همچنيتأثهاديمحلول، بر شدت ساختار دوم پپت هايگيبر داده. سـه شـدين مـادر مقايسكبا سم نوروتو (CBCM)ن عضله جوجهيولكلياستيرنده

م و تجربي نشان اكدهنديهاي بدست آمده از مطالعات تئوري بهاولكن موليه ازيبا غلظت ميكم5/0شتر اكيرومولار اثر خود را اعمال و ن اثر بـه شـدت وابسـته بـه دوزينند

ن50تا غلظتيبركن ماريسكر سم نوروتويه اثر برگشت ناپذكياست در حال دينانومولار دويز و هر س ده مي شود .استيناپسياثر از نوع پس

زين ساختار در حالت محلول، قادر هستند به عنوان شده از حلقه دوم سم مار علاوه بر داشتيطراحيهاولكمول:گيري نتيجه دريرد نسـب ك ـستي مسـتقل، عمليك واحد را

.نشان دهنديسه با سم اصليمقا

گيسكن، نوروتويپروتئيطراح:هاي كليدي واژه .نيولكليرنده استين،

�مقدمه

استيزهر مارهاي متعلق به خانوادة مار كبري بسيار سم
و نقصـايو اثرات درنهمانند فلج خفيف در دسـتگاه تنفسـي

مي جانداران عالي موارد ايـن اثـراتبكند كه در اغل تر ايجاد
 

 ranjbarb@modares.ac.ir: نويسندة مسئول مكاتبات*
 www.phypha.ir/ppj: وبگاه مجله

ب ميهمنجر اثرات مرگبار گزش يك مـار. شوند مرگ قرباني
آن هاسـت،رمربوط بـه حضـور انـواع اجـزاي سـمي در زه ـ

فراوانترين اين اجزاي مرگبار متعلق به گروه پلـي پپتيـدهاي 
و سيستم قلبي)ها نوروتوكسين(سمي مؤثر بر سيستم عصبي 

زهر مارهـاي خـانواده كبـري].20[است)ها توكسينكارديو(
حاوي تعداد زيادي پلي پپتيد آلفا نوروتوكسـين) كبري، افعي(

مي پس سيناپسي است كه از جمله مهمترين آن تـوان بـه ها
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 Bungarusآلفا بونگاروتوكسين جدا شده از زهر مـار گونـه

multicinctus و آلفا كبري توكسين جدا شده از زهر مارهاي
.اشاره كرد Najaگونه

از 100كنون بيش از تا زهـر مارهـاي نـوع نوروتوكسـين
جداسـازي) مارهاي آبي(و هيدروفيده) كبري( خانواده الاپيده

و يـا بسته به توالي اسـيد آمينـه.ه استو تعيين توالي شد اي
هـاي تـوان بـه گـروه ها را مـير سوم، آلفا نوروتوكسينساختا

و غيرمعمول دسته كوتاه زنجيره، بلند زنجيره، بي بنـدي قاعده
سين هاي كوتاه زنجيره بطور معمول از آلفا نوروتوك].26[كرد 

و چهار پل دي سولفي62- 60 در شكيل شدهتداسيد آمينه اند،
دي وكسينحالي كه آلفا نوروت سولفيد هاي بلند زنجيره پنج پل

مطالعـاتي كـه بـا. اسيد آمينـه دارنـد)73متوسط(79-66و 
بـــر روي انـــواع مختلـــف NMRو X-rayهـــاي روش

و بلند زنجيره انجام شده است نشان نوروتوكسين هاي كوت اه
ويها ساختارهاي مشابهي در شكل بلور داده كه اين پروتئين

ها حضور چهار ويژگي تمام آلفا نوروتوكسين: در محلول دارند
پل دي سولفيدي است كه تشكيل يـك هسـته آب گريـز را 

دي مي و از اين هسته، سه حلقه محصور شده توسط پل دهند
يــك ويژگــي بــارز . I،II ،III: شــودن زده مــيســولفيد بيــرو

ساختاري در آلفـا نوروتوكسـين هـا، سـاختارهاي بتـاي سـه 
 IIIو حلقـه IIاي است كه توسط حلقه مركزي شـماره رشته

.شكل گرفته است
گي آلفا نوروتوكسين اي نيكوتيني استيل كولينه رندهها به

ها كانال هاي يـوني وابسـته بـه اين گيرنده. شوند متصل مي
و متشكل از  زير واحد كه در نوع عصبي اين5ليگاند هستند

ماننـد گيرنـده(گيرنده ها، زير واحـدها از يـك نـوع هسـتند 
و در نـوع عضـلاني، زيرواحـدها مختلـف بـوده،)α7عصبي 

ال در اثـر اتصـ].19[استα2βγδ(ε)ها به شكل آرايش آن
ن هـاي پـس سيناپسـي اسـتيل ها بـه گيرنـده وروتوكسينآلفا

كولين، از اتصال ليگاند هاي طبيعـي ماننـد مولكـول اسـتيل 
و متعاقـب آن، شـار يـوني از  كولين ممانعت به عمل مي آيد
خلال گيرنده متوقف شـده، فلـج عضـلاني اتفـاق مـي افتـد 

- 10- 11(سموم نوروتوكسين بـا تمايـل زيـاد].30،24،17،9[
9-10=KDــولار ــوان) م ــه عن ــالا، ب ــودن ب ــي ب و اختصاص

آلـي بـراي اهـداف هـاي ايـده هاي فارماكولوژي گزينه ردياب
د ميطراحي و كاربرد هاي پزشكي محسوب ناحيـه. شوند ارو

اصلي اتصال آلفا نوروتوكسين هاي زهر ماربه گيرنده اسـتيل 
8،5،4،3[كولين، متشكل از تعدادي اسيد آمينه كليـدي اسـت 

ــوالي]. 25،13،36،35،27، ــه ت ــا مقايس ــيدي در آلف ــو اس آمين
تا نوروتوكسين كنون، مشـخص هاي بلند زنجيره شناخته شده

از كننده تعدادي اسيد آمينه مشترك است كه البته همه آن ها
مطالعات انجام شده بر روي. لحاظ عملكرد قابل توجه نيستند

ن دو نوروتوكسين بسيار شناخته شده يعني آلفا بونگاروتوكسـي 
را توكسين تعدادي از اين اسيد آمينهو آلفا كبري هاي كليدي

و اگرچه اتصال سـموم نوروتوكسـين بـه  مشخص كرده است
اي است امـا بـه نظـر گيرنده استيل كولين اتصالي چند نقطه

رسد كه نواحي اصلي اتصال در اين سـموم، در حلقـه دوم مي
.اند واقع شده

در از جمله روش مهندسي پـروتئين، تجزيـه هاي متداول
و واحد هاي كـوچكتر اسـت كـه در ابتـد  اپروتئين به قطعات

و مسيرها براي مطالعه مكانيسم ي سرشتگي پروتئين بنيان ها
ها بيشتر در جهـت، كاربرد اين روشاز آن هنگام.شديگذار

دهتوضيح  و منشـاء تكـاملي هـاي ساختاري پـروتئين سامان
و نيز طراحي سيستمها آن ي جديد پيوندي، بوده) هيبريد(ها

، امكـان يـافتن بررسي سامانه ساختاري يـك پـروتئين. است
مياي نواحي كه مي توان آن نـواحي دهد را در ساختار اوليه

، بدون اينكه در عملكرد آن اختلالي را از كل ساختار جدا نمود
بطور طبيعي مي تـوان حـدس زد كـه دسـتكاري. بوجود آيد

هـا، مثل حلقـه در نواحي با ساماندهي كمتر چارچوب پروتئين
)loops (هـا واتصال دهنده)linkers ( بهتـر توسـط سيسـتم

از. شود تحمل مي در تحقيق حاضر با فرض اين كـه هريـك
را- يا انگشت هاي–ها حلقه سم آلفا نوروتوكسين قابليت اين

و  دارند كه همانند يـك دمـين زيسـتي مجـزا سرشـته شـده
به گيرنده را نيز داشته باشـند، بـا جـدا سـازي توانايي اتصال 

دو- ناحيه اصلي اتصال بـه گيرنـده  و- يعنـي حلقـه سـاختار
و بصـورت  و In vitroعملكـرد ايـن قطعـه در محـيط آبـي

in silico از. مطالعــه شــد انجــام مطالعــات تجربــي، پــيش
گيري اين پپتيد هاي جدا شده از ساختار اصلي چگونگي شكل

آن سم در محيط آبي بهو نيز نحوه اتصال ها به گيرنده هدف
ــا  ــهترتيــب ب  هــاي شــبيه ســازي ديناميــك مولكــولي برنام

(Molecular Dynamics) و شـــبيه ســـازي اتصـــال
(Docking simulation) شديشپ .بيني
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و روش ها مواد

توياز انسـت Naja naja oxianaگونـهيرانيايبركزهر مار
تهكدر شهرستانيقات رازيتحق درجـه-20يو در دمـاهي ـرج
ف.شديگراد نگهداريسانت ون اسـتفاده شـده،يلتراسـيسـتون ژل

دو Pharmaciaتكمتعلـق بـه شـر G-50 (fine)سكسفاد و
ه قبلا بصـورت دسـتكسانتي متر بود5/3×220جداره با ابعاد

ش گريساز توسط واحد فنكدانشيشه دانشگاه تهران ساختهيده
در. شده بود 05/0ابتدا ستون با مقـدار مناسـب ژل آمـاده شـده

م شـد؛ سـپس سـتونكمتـرا ) Merck(ميمولار بافر استات آمون
مـولار بـه تعـادل05/0مياستات آمونكآماده شده با فاز متحر

جركستون توسط فاز متحريشستشو.ديرس  ـبا سرعت 60اني
بر در ساعتتيليليم سو درجه4يولاتور در دماكريا استفاده از

شديسانت .گراد انجام
 250جــزء مــورد نظــر از زهرخــام، حــدوديجداســازيبــرا

خشيليم وكتـر فـاز متحـريليليم2دركگرم ماده حـل شـد
يتـر خروجـيليلـيم5هـر. ستون منتقل شـديبلافاصله بر رو
و جـذب نمونـهيسهم جمع آوريكستون بصورت بـا هـا شـد

نانومترخوانـده 215و 280تروفوتومتر در طول موجكستگاه اسپد
سـهيمقا]1[صورت گرفتـه در منبـعيص قبليجه با تخلينت. شد
لها نمونه. شد مراحليزه خشك شدند تا برايليوفيتوسط دستگاه
گيبعد .رنديمورد استفاده قرار

ن مـورد نظـر از مخلـوطيسكول نوروتوكموليسازجدايبرا
فيديپپت ون، از سـتونيلتراسيموجود در سهم بدست آمده از ژل

C8 RP-HPLC Semiprep )اسـتفاده) متـريليم10×250ابعاد
جر. شد دقيليليم1انيسرعت و شستشو با استفادهيتر در قه بود

ش خطياز دياسـيكفلورواسـتيتر%1/0يل حاويترياستونيب
 245و 215، 280يدر طول مـوج هـاها جذب نمونه. انجام شد

لها نمونه. نانومتر خوانده شد خشيليوفيتوسط دستگاه شدندكزه
گيمراحل بعديتا برا .رنديمورد استفاده قرار

RNA دركـ-يبـركمـارياز غدد زهريسلول ه بلافاصـله
ماين ا. استخراج شدند-شديع نگاهداريتروژن  ـسـپس ن غـدد ي

ويمنجمد شده هموژن با RNAزه شده تكيروش موجود در آن
سـكشـر total RNAاستخراج مخـزن. ناژن اسـتخراج شـديت

گــراد درجــه ســانتي-80يبلافاصــله در دمــا mRNAيحــاو
يطراحـيبا استفاده از آغاز گرهايدر مرحله بعد.شدينگاهدار

و روشيشده به هم ا، RT-PCRن منظور ين مخـزن حـاوياز
mRNA ب ــژن مــورد نظــر ــرا. ده شــديشــكرون ي يطراحــيب

اسيآميآغازگرها، توال در نظـريبركره مـاريسم بلند زنجيدينو
و بخش آنيگرفته شد اسكاز سيآميهـاديه شامل نيسـتئينـه

 ـاسـت بـا در نظـر گـرفتن تما46ن شمارهيتا آلان15شماره ل ي
يدي ـلئوتكنويبه تـوال E.Coliيتركبا (Codon bias)يدونك

به. برگردانده شد يطراحـيآغازگرهاكمكسپس ژن مورد نظر
ط بـه دام mRNAياز مخزن محتـو RT-PCRمرحلهيشده

-'5بصــــورت forwardآغــــازگريتــــوال. انداختــــه شــــد

CTGGAATTCATGTGCGCACCTGGACAGAAC

CTA ــوال ــازگريو تـــــ ــورت reverseآغـــــ -'5بصـــــ

CATCTCGAGTTAAGCAGCACACCCCAATTC

AAT در مرحله بعـد.شديطراحPCR ريـثكتيبـرايمعمـول
72و94،57يدر دماهــا RT-PCRنســخه اســتخراج شــده از

ويدق1قـه،يدق2ب در مدت زمانيگراد به ترتيدرجه سانت 1قـه
شديكس35قه به تعداديدق .ل انجام

ن PCRپس از برش محصول بـا (+)PET32aز حامـليو
و حامـل جـدا،XhoIوECorIم بـرشياسـتفاده از دو آنـز  ژن

از.و استخراج شدنديساز ت كي ـاستخراج از ژل آگارز با استفاده
BIONEER در داخـل حامـل بـايعمل جاگـذار. انجام گرفت

18/0ايـ رو گـرميكمPET )165/0يدياستفاده از حامل پلاسم
ليو آنز PCR، قطعه خالص شده محصول)وموليكپ گاز انجاميم

هيسـو EColiيبـاكتر به ژن مورد نظريحامل حاو انتقال. شد
د عمـل ييـتايبـرا. شد انجام فرمنتازتيك از استفادهبايگاميار

يم هـايحامل استخراج شده با آنزيميش برش آنزيانتقال، آزما
EcorI،XhoI)گاه برشيجايدارا (وHindIII )كه در صـورت

شد) حضور ژن در حامل، فاقد جايگاه برش است  جدا حامل. انجام

.شد ارسال توالي تعيين براي شده
 وكتور در حامليباكتر از تازهيكلنكينيپروتئانيبيبرا

ليكرو گرم برميكم 100يحاو LBطيمح نيليسـيآمپـ تـريرو
.گرفـت قرار C37°يدمادرشبكي مدتبهو داده شد كشت

يلـيم 100 بـهتريليليمكي به مقدار شده داده كشتطيمح از
محيل و شت تازهكطيتر  C°يدما در تا شد داده اجازه اضافه شد

 ان،يـب القـاءيبرسـد؛ سـپس بـرا6/0بـهآنيته نوريدانس 37
IPTG بهيليميك  مـدت بـهطيمحو شد اضافهطيمح مولار

نحوهيبررسيبرا.داده شد قرار C 23-25°يدما در ساعت 20
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طيتـر از محـيروليكم 100مختلف حـدوديان در فواصل زمانيب
مك و در بافر نمونيشت برداشت ميياياحهشد دريحل شد تـا

ژلينها گيمورد بررس SDS-PAGEت توسط .رديقرار
بيپروتئ ن به همراهيسكوردويت( Trx-31merان شدهينِ توأم

امياس31ديپپت ايد مـورد نظـر بـه علـت داشـتن برچسـب)ينه
قابـل) (Ni2+-NTAسـفارز-ليكـنيليبا ستون تماينيديستيه

نيپس از انجام خالص سـاز. استيجداساز و يك ـبـا سـتون ل
رويمشاهده نت يجـدا سـازي، بـرا SDS-PAGEژليجه بـر

متيــد از ناحيــپپت انوژنيه، از ســيــه شــده در ژن اوليــن تعبيونيــه
شد (CNBr)ديبرما متيد از ناحيبرش پپت. استفاده ن مطابقيونيه

هاكروش گفته شده در پروت ]. 10،32[مربوطـه انجـام شـديل
پـيليم5ابتدا حدود  دريروتئگـرم از نيدي ـتـر گوانيليلـيم1ن

ــلراكدرويه در6د ي ــس از آن و پ ــولار ــيم1م ــيليل ــر اس ديت
نيبرابـر وزن پـروتئ 100يالـ20. نرمال حل شـد1يكدريلرك
ميانوژن برمايس ايد اضافه ميب در ازاين ترتيشود؛ به يلـيهر

سـيليم20ن،يگرم پروتئ  ـانوژن برمايگرم بلـور د بـه محلـول ي
زيسـاعت در دمـا20و به مدت اضافه شد و  ـاتـاق ر هـود در ي

شديكيتار از.، هم زده وايسـاعت بـرا20پـس نش، ك ـتوقـف
م رق5زانيمحلول با آب مقطر به ليبرابر و با ردن،كـزهيليوفيق

شدكنشكوا  ـدر نها. املا متوقف ل ي زه شـدهيليوفي ـت، محصـول
 ,Pharmacia)ونيلتراسـيفيرومـاتوگرافكنش بـا سـتون ك ـوا

Superdex peptide 10/300 GL) Tricorn بـا دامنـه جـدا
هايپپتيساز  HPLCمتصل به دستگاه 100-7000كوچكيد
-7مولار بـا02/0بافر استفاده شده بافر فسفات.شديسازجدا

2/7pHانتخـاب شـد قـهيدقدرتريليليم5/0انيو شدت جر .
هيت نمونـه جـدا سـازيـد ماهييتأيبرا زيولدري ـشـده از روش
اسيو آناليدياس آميز ايد استفاده AminoNovaبا دستگاهينه

.شد
آمياس رزيهانهيد ر مـواد سـنتزيو سـا هـانيمحافظت شده،

ازيپپت بـه روش هـادي ـپپت. شدنديداريخر) آلمان(باخميمپانكد
آميسنتز فاز جامد اس و بصـورت�Fmocنهيد شده سـنتز شـدند

وايدست بـدنبال هـم سـوار�نشكبا استفاده از ستون مخصوص
آمياس18ديپپت. شدند د يـكيسـنتز شـده دارايا نـهيد يپـل

1. N-9-fluorenylmethoxycarbonyl 
2. Fritted glass reaction vessel 

و برايديسولف ايبود ون در معرض هـوايداسيسكسنتز از روش
 10-4– 10-3د بـا غلظـت ي ـار پپتكـنيـايبرا].2[استفاده شد 
 pHوم حـل شـديا اسـتات آمـونيقيرقيكد استيمولار در اس

ب دريمحلـول در دمـا.م شـديتنظـ8تـا5/7نيمحلول اتـاق
يد بـا اسـتفاده از تـريـت پپتيدر نها. معرض هوا به هم زده شد

بياسيكفلورو است سـتونيو بـر رو�HPLCشده، با�حفاظيد
شـ Vydac C-18 semiprepوس ك ـفاز مع -آبيب غلظتـيو
ليتخل، TFA%1/0يل حاويترياستون و يو در دمـازهيليوفيص

°C 20-بـ.شدينگهدار ازيخلوص د بـا ي ـپپتيدرصـد95ش
معيكــتياســتفاده از ســتون آنال ــا Vydac C18وسكــال فــاز ب

HPLC شدييتا آن از روشيدينو اسـيآميد محتواييتايبرا.د
آميآنال اسيز شديدينو .استفاده

تهاديساختار دوم پپتيبررس دو رنـگ يـكنكبـا اسـتفاده از
يمختلف مورد بررسـيونييهاو در قدرت (CD)يدورانيينما

هايط. قرار گرفت تغيف بيي ـبدست آمده بـر حسـب يضـيرات
دســتگاه.ه طــول مــوج رســم شــدند يــعليولكــموليوار
ها. بود Jasco-J715متر استفاده شدهيتروپلاركاسپ خـاميداده

CD ز بيبا استفاده از رابطه بـر حسـب�يولكموليواريضير به
deg cm2 dmol-1 ل شدنديتبد:

θλمشاهده شده بر حسبيواريضيبmdeg در طول موج 
λوMrw ميه از تقسـكـد مورد مطالعه اسـتيوزن متوسط پپت

اسيولكوزن مول آميآن بر تعداد مهانهيد غلظتC.ديآيبدست
ميپپت بريليد بر حسب طيطول مسLوتريليليمگرم شـدهير

دياسـ31و18يد هـا ي ـسـاختار پپت. اسـت متريبر حسب سـانت 
دريانهيآم و در( شـديبررسـ8و5يها pHدر حالت محلول
ســاختار دوم ســم).نشــان داده شــده اســت =8pHنجــايا

تاين تخليسكنوروتو ولِكـد سـاختار دوم مولييص شده به منظور
نيتخل و سايز به منظور مقايص شده دير پپتيسه ساختار دوم آن با
دريها شد 7pH جدا شده، تنها .و در بافر فسفات مطالعه

و18يهاديـو پپت) NTX-1(ص شدهين تخليسكسم نوروتو

3. Deprotected 
4. High performance liquid chromatography (HPLC) 
5. Molecular Ellipticity 

[ ]
LC
Mrw

10
.λ

λ
θ

θ =
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آمياســ 31 ــرايا نــهيد  بصــورتيت احتمــاليــســنجش فعاليب
in vitro رو ش قراريجوجه مورد آزمايگردنيعضله دوقلويبر

رو.گرفتند شي استفاده از عضله دو قلوي گردني جوجه به عنوان
مهانياستاندارد براي بررسي اثر نوروتوكس قـبلا هـانيوتوكسيو

].17،14[گزارش شده است 
4ها از حمام عضـو معمـولي بـا تعـداد براي انجام آزمايش

شد25كانال كه ظرفيت هريك پر. ميلي ليتر بود استفاده براي
-5/7(ها از محلول فيزيولوژيك كربس كردن هر يك از كانال

3/7pH= ( و بطـور دائـم بـا گـاز در آب فاقد يـون آمـاده شـد
دماي حمام عضو ).O2%95وCO2%5(كربوژن هوادهي شد 

و در تمام مدت آزمايش در همين دمـا 37 درجه سانتيگراد بود
بافت هاي جدا شده ابتدا به مدت حـداقل. ثابت نگاهداري شد

و دائمـاً 45 دقيقه تحت كشش يـك گـرم قـرار مـي گرفتنـد
شدت پاسخ هاي انقباضي عضله بر حسب گـرم. هي شدندهواد

ــد  ــان شـ و بيـ ــري ــدازه گيـ ــتگاه داده. انـ ــط دسـ ــا توسـ  هـ
Powerlab 4sp (AD instruments, Australia) ثبــت

و با نرم افزار مربوطه  و بررسـي Chart5شدند  قابـل نمـايش
.شدند

ب14-7يها جوجه ويعميهوشيروزه با اتر به شـتهكق رفته
و هر  ذهاآنياز دو عضله گردنيكشدند ر شـدهكمطابق روش

25و در حمـام عضـويجداساز] 31،29،23،20،12،11[در منابع
شديتريليليم آو.سوار 1شـشكخـتن عضـله تحـتيپس از

رسيگرم و به تعادل ط گفته شدهيدن آن در شرايدر حمام عضو
يلـيم يـكيين بـا غلظـت نهـايولكليقه، استيدق45به مدت

پـس از نشـان دادن. اضافه شـديتريليليم25مولار به حمام
قـهيدق30به مدت ن، حماميولكليبه استيثر پاسخ انقباضكحدا

پاهاه انقباضكيتا زمان .ه بـاز گـردد شستشـو داده شـديبه حد
ان3به مدتهاولكسپس مول ازكساعت با عضله وبه شدند، بعـد

يلـيميكنيولكليض استن مدت زمان مجدداً عضله در معريا
ايپاسخ انقباض. مولار قرار گرفت نيدر و ثبتين حالت ز مشاهده
اكدن به حدايشده، پس از رس ديثر انقباض در گـرين حالـت بـار

تا3قه به مدتيدق10يبافت با فواصل زمان ساعت شستشو شد
ر بـودن،يول در صـورت برگشـت پـذ ك ـاثـر موليريبرگشت پذ

يـ انهكت%90توقفيلازم برازمان. مشاهده شود يبـرا t90ا ها
ميمقا سميسه ايسكت نوروتويزان ن صـورتيـن گزارش شد؛ بـه

ميكه ابتدا عضله به ماكز لييم1زان انقباض خود در غلظتيمم

رسيل كوليمولار است و سپس اثر نوروتوكسـين آنيد ن بـر روي
هردرها مم تكانهيماكز%90زمان لازم براي توقف. مشاهده شد

شديغلظت هاي ذكر شده براي نوروتوكس .ن ثبت
تيمشاهده بستگيبرا عضـله بـهيانـه هـاكشدت پاسـخ

ــادوز ــيافزايه ــتيش ــلياس ــايولك ــه تنه ــوريين ب و در حض
هايهاولكمول ازيولكلياستيمورد نظر، غلظت -1تـا 10-7ن

رو 10 شديبافت عضله آزمايمولار بر هركسپس بافت.ش املا
تيدق30و به مدتقهيدق 10 بـه هـا انـهكقه شستشو داده شد تا

در3بعد از آن بافت عضله به مدت. بازگشتيحالت عاد ساعت
و بعـد از گذشـت هـاولك ـاز موليكمعرض هر  3قـرار گرفـت

رويولكـلياسـتيشيافزايساعت، مجدداً دوز ها بافـتين بـر
هـكپاسخ در حضور مول-دوزيت منحنيدر نها.شدشيآزما ا، ول

از پاسـخ انقباضـات عضـله در عـدم حضـوريبه صورت درصد
شد) مم پاسخيزكما(هاولكمول سـميول هـاكغلظت مول. رسم

.3هاشياستفاده شده در آزما ه در ك ـبـود رومولاريكم1و./5،/
ن30و50ن سم مار، غلظتيسكول نوروتوكمورد مول زينانومولار

شديآزما .ش
ط نـــرم افـــزاريدر محـــهـــاديـــپپتيولكـــمول يـــكناميد

Gromacs (3.3.1) شد ها].33،22،7[انجام دانيمياز پارامتر
].34[اسـتفاده شـديه سـازيشـبيبرا GROMOS96يروين

و فضاspc216ول آب استفاده شدهكمدل مول جعبـه اطـرافي،
شد3Å8×8×8ولكمول حدياز شرا. انتخاب ضريط و بيمنظم

ــع ــرا10قط ــتروم ب ــرهميآنگس ــاشنكب ــغيه پي ــدير ويون
شد �PMEيكتروستاتكال يبـرا LINCSتمياز الگـور. استفاده

ق شدياعمال شب].15[ود استفاده سيه سازيدر هر بار ستميابتدا
 steepest descentتميگـام بـا اسـتفاده از الگـور 500به مدت 

و جعبه با استفاده از تعداد مناسبينه سازيمك يونهـا خنثـيشد
شب. شد 18و31د ي ـپپتيول هـاكموليبرايه سازيمدت زمان
آمياس  يـك ناميديسـازهيمراحـل شـب.ه بـودينانوثان20يانهيد

ايولكمول ينـه سـازيمكنخسـت بـه منظـور:ن شرح استيبه
ا steepest descentاز روشيانرژ  ـاستفاده شد، بـه دنبـال ن ي

شبيو ثانيكپ20مرحله بـا اعمـاليولك ـموليكناميديه سازيه
و دمـايوپلكبـه روش�يود موضعيق  Berendsenينـگ فشـار

1. Particle Mesh Evald 
2. Position-restraint dynamics simulations 
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آمياس31ديپپتي ان شده در حامليبيانهيد
Pتيدر ضم يمقالـه قابـل دسترسـيلـيمكمه
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،0،30،60در فواصـل زمـاني (+)PET32aن در حامل
باءالقا ساعت؛ 12 انجام شـده ميلي مولارIPTG 1بيان

ــالا ــولي از بـ ــون66،45،36،20،14: مولكـ .كيلودالتـ
 از جدا سازي پروتئين نوتركيب برش خـورده بـا سـيانوژن

ن ژل فيلتراســــــــــــيون بــــــــــــر روي ســــــــــــتو
(Pharmacia, Superdex peptide 10/300متصــل بــه

. متناظر با پپتيد مورد نظر با ستاره مشخص شده است

نيكولل
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الف

ب

يبـرايينهـايولك ـموليكناميد
گفته شـدهي شده، در مدت زمان ها

ي ديناميك مولكولي با استفاده از
انجـام  Gromacs نـرم افـزاري

و پتانسـيل الكتروسـتاتيك در س
 swiss pdb viewerهـاي برنامـه

.انجام شد

م نشـانهانيسكان آلفا نوروتوي در
و واجـد اهمي هـا ت ي ـحفـظ شـده

ك دوم واقع شده– انگشت ااند نيه
م لكشيچگونگ. شودي محسوب

ن مجزا، ابتدا بـايدميكبصورت
يط GROMACSتوسط برنامه

ت آن از لحـاظ اتصـال بـه يـ قابل
پ  3D-Dockاتصـالييشـگوي برنامـه

ا نهـاديـن پپتيشده مـه عمـريو
ويسـاختاريهـار شاخصي همراه سا

م .شوديمشاهده
ماننـد–مـورد نظـري شـاخص هـا

يردكـو عمليواحـد سـاختارك
فيـ غ يـك ولوژيزيط در-رهيـو را

هاين مرحله، ساختن پپت مورديد
ب، هدف يبرايولكموليولوژيمثل

سـاختيد فاز جامد براي سنتز پپت
د شدهيتوليهاديپپتيهايتوال. شد

1. Sequence alignment 

ز :ر آمده استيدر

يديلئوتكنويتوال
(+)PET32aيانيب

و مشخصات .اي اسيد آمينه31و18يي پپتيدهاي فيزيكوشيمياي شده
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بيان ژن-الف-1شكل
و 480، 180،240 دقيقه

ــت ــان وزن مو.اسـ نشـ
كروماتوگرام حاصل-ب

برمايــــــــــــد بــــــ
0/300 GL) Tricorn

چكاد مت. HPLCدستگاه

گيسميدهايپپتريتأث لياست رندهيبر

شب]6[انجام گرفت يه سازيو
ر شدهكذيهاولكاز موليكهر

.انجام گرفت
هاي شبيه سازي تحليل داده

بسـته نـفرمان هاي موجـود در
محاسبه سطح در دسترس. گرفت

بـا اسـتفاده از برنامـ مولكول ها
انجا] 18[13][ VMDو]28[

ها يافته

د�يق تواليتطب يك معمول
بيم آميدهد د هـينـو اسـيشـتر

ا اني-ه حلقهي، در ناحيردكعمل
ميانتخاب اوليت مبنايواقع ه ما

محين ناحيايريگ آبيه در يط
يولكموليكناميديه سازيشب
شد؛ سپسيه بررسينانو ثان 20

ن در برنامـيولكـليرنده استيگ
بيپيداريپا. مطالعه شد ينيش

محها آن به همراها،طيدر انواع
مش1در جدولييايميوشيكزيف

ه وجود شـياوليهايبررس
گكشييتوانا يكبصورتيريل

در محـينسـبيداريمستقل، پا
ا. ردندكدييتĤها ساختار نيپس از

هينظر با روش ها متناسب با
آمياس31ديد پپتيتول ويانهيد
آمياس18ديپپت شيانهيد انجام

بيني پيش هاي برخي شاخص-1جدول
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و نت بيص پروتئيجه تخلياست روين -SDSژليان شدة آن بـر

PAGE ش يولك ـوزن مول. الف نشان داده شـده اسـت-1لكدر
بكيــنوترنيپــروتئ نيل اســت از پــروتئكه متشــكــان شــده يــب

و پپتيســـكوردويت آمياســــ31د يــــن ايد روي، نــــه ژليدر
SDS-PAGEازييپاكياند مـكي25نتر .رديـگيلودالتـون قـرار

بيروماتوگرام حاصل از برش پروتئكب-1لكش ان شـده بـايـن
س فيانوژن برماياستفاده از ونيلتراسـيد را با استفاده از ستون ژل

Tricorn (Pharmacia) م يش از جـدا سـازيپـ. دهدينشان
از سـتون بـا اسـتفاده از هـا، زمان خـروج نمونـهينينمونه پروتئ

شديتخميولكاستاندارد وزن مول .ن زده
سازي انجام شده از ساختار قطعات پپتيدي، نشـان مطالعه شبيه

به تـدريجاي اسيد آمينه18دهنده آن است كه ساختار غالب پپتيد 
اي بـه اسيد آمينه31و ساختار غالب پپتيد به سمت ساختار دور بتا

سمت مخلوطي از سـاختار هـاي دور بتـا وصـفحات پـيچ خـوردة 
آب. ناموازي بتا متمايـل شـده اسـت  مطالعـه سـاختار محلـول در

 Circular)ها با استفاده از تكنيك دورنـگ نمـايي دورانـي پپتيد

Dichroism) ميتا حد زيا .كند دي اين نتايج را تĤييد
ينـيپروتئيهـاك دادهد بانـكبايبركن ماريسكسم نوروتو

NTX-1 )1ايW6B (چياز تخل فكص ون بـريلتراسياد سوم ژل
بدسـت HPLCمتصل به دسـتگاه C8 Semiprepستونيرو

شيجه تخلينت. آمد روماتوگرامك. نشان داده شده است2لكص در
فيجداساز استياد اصلكچ4ون نشان دهندهيلتراسيزهر با ژل

چك ص بـايتشـخ(ول سم مورد نظـر بـودكمولياد سوم حاوكه
صيقبـل از تخلـيولك ـاستفاده از زمان خروج نشـانگر وزن مول

بين مورد نظر با تخلـيسكنوروتويجدا ساز). انجام شد شـتريص
چيــا روكــن ر شــديپــذ كــانام C8 semiprepســتونياد بــر
ــ( ــوص).ب-2لكش ــتفاده از ژل خل ــا اس ــده ب ــدا ش ــه ج  نمون

SDS-PAGE 12%ن متصــل بــه C18ال يكــتيز ســتون آناليــو
ت از ســم يــو در نها)ج-2لكشــ(د شــدييــتHPLC Ĥدســتگاه 

ايمقايانجـام بررسـين مورد نظر برايسكنوروتو توقـفيسـه
شد-انه عصبكت .عضله استفاده

آمياس18ديص پپتيجه تخلينت سـنتز شـده بـه روشيانهيد
شـ C18 Semiprepفاز جامد با اسـتفاده از سـتون  د-2لكدر

شينشان داده شده است، پپت ليترياسـتون%70بيد مورد نظر در
و بـرا هيدينواسـيآميد تـوال ييـتĤيخارج شد زيدروليـ، پـس از

آميدياس اسيبا دينمونه پپت. قرار گرفتيزر مورد بررسيد آنالاينو
آمياس 18 ليانهيد يزه شـدن در دمـايليوفي ـسنتز شـده پـس از

تخلـيص بـر روي. كروماتوگرام ژل فيلتراسـيون زهـر مـار كبـري-الف-2شكل
و در نهايـت چكـاد سـوم ايـن تخلـيص G-50 (fine)ستون در(انجام شده است

براي جدا سازي مولكول نوروتوكسين به سـتون)شكل با ستاره مشخص شده است
C8 semiprepكرومـاتوگرام چكـاد سـوم ژل فيلتراسـيون كـه-ب. منتقل شـد

چكـاد متنـاظر بـا مولكـول. منتقـل شـده اسـت C8 Semi-prepبـرروي سـتون
باونوروت نمايش خلوص نمونه جدا شده بر روي-ج.ستاره مشخص شده استكسين

اسيد آمينه اي بر روي ستون18جدا سازي مولكول-د.C18 analyticalستون
C18 Semiprep RP-HPLC.

)د(
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°C20-يردكو عمليساختاريهايشد تا جهت بررسينگهدار
ت گ-عصبيها انهكتوقف .رديعضله مورد استفاده قرار

31و18نتايج بررسي سـاختار دوم محلـول در آب پپتيـدهاي
درنهاسيد امي اي؛ همچنين سـاختار دوم نوروتوكسـين مـار كبـري
آناليز طيف هاي بدست آمده با نـرم. نشان داده شده است3شكل 
وابسته به دسـتگاه اسـپكتروپلاريمتر دورنـگ نمـايي Jascoافزار 

دوراني قادر است تا حد قابل قبولي تخميني از ساختار دوم مولكول 

هـا بيـانگرِ درصد تقريبي اين ساختار. محلول در آب را بدست دهد
از18غالب بودن ساختار دور بتا در پپتيد  اسيد آمينه اي، مخلـوطي

پ- ساختار مارپيچ و سـاختار31پتيد صفحات بتا در اسـيد آمينـه اي
.است) نوروتوكسين( NTX-1صفحات بتا در مولكول 

بر) NTX-1(اثر مولكول نوروتوكسين سم مار جدا شده
/.5ميكرومـولار،1روي عضله گردني جوجه با غلظت هـاي

و50ميكرومـولار،/.3ميكرومولار، نـانومولار30نـانومولار
ك.)n=3(بررسي شد  ردن بافت عضله با مولكول سم انكوبه

50دقيقـه تـا غلظـت 180بـه مـدت NTX-1نوروتوكسين 
و1نانومولار، به تك دوز استيل كولين با غلظت ميلي مولار

از- منحني دوز مولار پاسـخ 10-1تا 10-7پاسخ استيل كولين
ــه  ــذير تكان ــت ناپ و برگش ــل ــف كام ــث توق و باع ــداد ــا ن ه

هـا تـا ومولار سـم، تكانـه نان30در غلظت ). الف-4شكل(شد
اي-4در شكل. برگشت پذير بودند%9±1حدود  ب، نمونـه

از پاسخ ثبت شده عضله در برابر اضافه كردن محرك اسـتيل 
غلظت هاي استفاده شده بـراي مولكـول. كولين ديده ميشود

ــاي  ــيد آمي31و18ه ــهاس ــولار/.3و1،5/0اي ن ميكروم
و زمـان انكوباسـيون بـا  . دقيقـه بـود 180بافـت انتخاب شد

1اسيد امينه اي اثـر مشـهود را تنهـا در غلظـت18مولكول
%67ها به انـدازه در اين غلظت تكانه. ميكرومولار نشان داد

و همچنان بازگشت ناپذير بودند در).ج-4شكل(متوقف شدند
در%17هـا بـه انـدازه ميكرومولار توقف تكانه5/0غلظت و
تو3/0غلظت شد%7/9ها قف تكانهميكرومولار در. مشاهده

در اسيد آمينه اي نيز توقف مؤثر تكانـه31مولكول هـا تنهـا
و در غلظـت/.5غلظت هاي بيش از  ميكرومولار اتفاق افتاد

%76و%22هـا بـه ترتيـب ميكرومولار توقف تكانه1و5/0
).د-4شكل(مشاهده شدند

 بحث

جـدا شـده از سـميهاولكمربوط به موليساختاريها داده
اكانگر آن استيب) NTX1نيسكنوروتو(مادر  هـاولكـن موليه

يمجـزايهابصـورت واحـد)Folding(ت سرشـته شـدنيقابل
محيساختار آبيرا در انتخـابيا بـه گونـهها ساختار. دارنديط

پاكشده بودند  ،يرا با توجه بـه مصـالح سـاختاريداريه حداقل
د و صفحاتيسولفيمانند پل .بتا داشته باشنديناموازد

هاطيف دو رنگ نمايي دوراني ساختار دوم-3شكل NTX1 ،31ي سم مولكول
و اي 18اسيد آمينه اي .دور ماوراء بنفشيهدر ناح اسيد آمينه
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هـا در طـول عليرغم اين ملاحظات اوليه، تغييرات ساختار
و بررسي خـط سـير  �زمان در شبيه سازي ديناميك مولكولي

 نشـان- نانوثانيه نخست20در-ها ديناميك در اين مولكول

1. Trajectory 

منحنـي.CBCMبـر روي عضـله NTX1مولكـول سـم تأثير-الف-4شكل
پاسخ بر حسـب غلظـت اسـتيل-الصاق شده در داخل تصوير شكل اوليه منحني دوز

-ج.نمونه اي از پاسخ عضله به محرك استيل كـولين-ب.كولين را نشان ميدهد
.ميكرومولار1و/.5غلظت CBCMاسيد آمينه اي بر روي عضله18مولكولتأثير

ــأثير-د ــر روي عضــله31مولكــول ت ــه اي ب 1و/.5غلظــت CBCMاســيد آمين
.ميكرومولار

)د()ج(
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ن آمياس31ولكدر مول-1:استيته اساسكدهنده چند يا نـهيد
ج بـهيبا فرض سرشته شدن ساختار بصورت مورد نظر، بـه تـدر

پكش ميل ميآيچ خورده در و به نظر نكرسديد هايه نيبيرو
رايانهيآمدياس31ولكدر حالت محلول، ساختار مولهاولكمول

ش م�ل تابداركبه آمياس18ولكمول-2. دهديسوق بـايانهيد
تريليتوجه به ساختار تقل دياسـ31ولكه نسبت به مولكيافته

نيانهيآم و ديكز وجوديدارد يط آبـيد، در محـيسـولفيپـل
ميمتركراتييتغ  ـدر نها. دهـدينسبت به زمان نشان هيـلكت ي

ايساختار ها  β-bridgeو β-turnول به سـمتكمولنيبتا در
ايبررس.ل شده انديمتما بـا اسـتفاده از هـاديـن پپتيساختار دوم

تĤينيدورانييدو رنگ نمايكنكت اكدييز نيننده .ته استكن
رويبركن ماريسكر سم نوروتويتأث عضله جدا شده، تـايبر
و فوريپذنا برگشتينانومولار اثر50 غلظت 5قـهيدق( اسـتير

(t90 1µM= .ايتأث روير عضله گردن جوجـه وابسـتهين سم بر
و با توجه به طبقه بند و وابسته به دوز بود ن سـم،يـايبه زمان

پسيا ملاحظه. شوديميرده بنديناپسيس-ن اثر در رده اثرات
آمياسـ31و18يهاولكر موليتأث اك ـنشـان داديا نـهيد نيـه
بيها با غلظتهاولكمول اثرات خود را اعمـاليشتريبه مراتب

ا) برابر20حداقل(نندكيم رين اثرات همچنان برگشت ناپذياما
31و18يهاولكت در باره نحوه اثر موليته حائز اهمكن. هستند

آمياس نيولكـلياملا وابسته بـه دوز اسـتكهكن استيايانهيد
م و در غلظـتكيعمل )لاررومـويكم5/0ريـز(مكـيهـا ننـد

هايشتريب ازكين اثر را در دوز ليمـولار اسـتيلـيم يـك متـر
ميولك ا. دهندين نشان  ـبا توجـه بـه رقابـت بـا هـاولكـن مولي

ميولكليول استكمول نتين گيتوان جاكـردكـيري ـجـه گـاهيه
ا آنيولكليبا استهاولكن مولياتصال و اثـر از هـان تداخل دارد

س .استيناپسينوع پس
م پكه همانگونهكرسديبه نظر بيه اينـيش  ـشـده بـود ن ي

شهاولكمول ل محلول، قادر هستندكعلاوه بر داشتن ساختار در
سـم مـادر. نشان دهنديسه با سم اصليرا در مقايرد نسبكعمل

)NTX1 (گيا چند نقطهياتصال ميبا اكـندكيرنده برقرار نيـه
نيسـكسـم نوروتو (potency)ننده توانكنيل اتصال تضمكش

هاكره است؛ اما موليبلند زنج اكيتركوچكيول ن سـاختاريه از
ااند مشتق شده ويت ساختار سـه بعـديه فاقد تمامكنيبه علت

1. Twisted 

طبيجه اتصال چندگانه سم اصليدر نت عتـĤ اثـر محـدوديهستند،
ميتر .نندكياعمال

م چنيبطور خلاصه نتيتوان گين ه بخـشكـردكـيري ـجه
تعياصل ن بلنـديسـكنوروتويهـاولكـر موليدر تـأث نندهكنييو
ميه به خودكره، حلقه دوم استيزنج توانـد بـه صـورتيخود
ن يك ريد، اما اتصالات برقرار شده در سـايز عمل نمايواحد مجزا

ويسكنقاط سم نوروتو نوين، به Cيو دم بلند انتهـا3حلقهكژه

بسكتوان موليدر القا ميول سم و نقـش راكار مؤثرند فـايامـل
ــ و انتخــابي. ننــدكيم ــرد اختصاصــي ــا توجــه بــه عملك ب

گنينوروتوكس ن،يل كـوليرنده هـاي اسـتيهاي مار در اتصال به
مـؤثر بـرييبات دارويتوانند براي طراحي تركيمهان مولكوليا

بسيل كوليرنده هاي استيگ و بـاين الگو هاي ار مناسـبي باشـند
ميدستكاري هدفمند برخي خصوص ويات آن ها، هـاييژگيتوان

گ ايدلخواه را در اتصال به ات ي ـبررسـي جزئ. جاد كرديرندة هدف
هايمانند نوروتوكس(عييبرهمكنش سموم طب گ)ن هـاي رنـدهيبا

بات نشان دار،يترك(ن با استفاده از روش هاي تجربييل كولياست
ــش زا ــيجه غ ي و ــاص ــاي خ ــان ه ــدر مك ــاي)رهي و روش ه

پيمحاسبات اييشگويو ايمكان پـذ اتصال، و ادغـام نيـر اسـت
س اريرهبـر بسـ يـي بات دارويك تركيستماتيروش ها، در طراحي

.مؤثر خواهد بود

يسپاسگزار

وكبا تش همير سيتر محمـدپور رئـكديجناب آقاياركژه از
تركدي، جناب آقايرازيمؤسسه سرم سازيبخش جانوران سم

و دانشـگاه تهـرانكيده دامپزشـكدانشيولوژكگروه فارما زارع؛
و فناوري .ت مدرسيدانشگاه تربمعاونت پژوهشي
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