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 تقدیم به
 

:این پایان نامه را ضمن تشکر و سپاس بیکران و در کمال افتخار و امتنان تقدیم می نمایم به  

اده اند و بامهربانی محضر ارزشمند پدر و مادر عزیزم به خاطر همه ی تلاشهای محبت آمیز ی که در دوران مختلف زندگی ام انجام د

.چگونه زیستن را به من آموخته اند  

  



 
 

 

 تقدیر و تشکر
 

ی متعال را که انسان را به زیور دانش آراس   .ت تا با اندیشیدن و تامل راه درست زیستن را بیاموزدحمد و سپاس خدا

صمیمانه ترین سپاس خود را از اساتید گرامی سرکارخانم دکتر آیت و جناب آقای دکتر احدی تقدیم نموده که در راه تحقیق و 

.انجام این پژوهش با راهنمایی های ارزشمندشان مرا یاری نمودند  

 .مبینی و دکتر شخصی نیایی که زحمت داوری این پایانامه را برعهده داشتند تشکر می کنم از اساتید محترم جناب آقایان دکتر 

 .از جناب آقای مهندس بنی مهدی مسئول محترم آزمایشگاه ژنتیک نیز صمیمانه سپاسگزارم

ی را دارم، امید در پایان از دوستان عزیزم که در طول انجام این تحقیق حامی و پشتیبان من بودند، نهایت تشکر و قدردان 

.دارم که همیشه سربلند و شاد کام باشند   
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 چکیده 

 

خواص دارویی انجام  باهایی مولکول برای یافتن حشراتهای اخیر مطالعات متعددی بر روی سموم حیوانات و در سال

از این سموم بسیاری . باشدمی ختلفو دارویی م زیستیهای کوچکی با خواص سموم عقرب دارای مولکول. شده است

های میکروبی های قلبی و درمان بیماریهای مربوط به سیستم ایمنی، بیماریبرای درمان سرطان، صرع، بیماری

 بوتوس عقربیک پپتید بلند زنجیر استخراج شده از  (BmK AGAP)ضد درد  -پپتید آنتی تومور. شونداستفاده می

های و همچنین بر روی کانالد کنفت سرطان را مهار میدرگیر در پیشر سیرهایاست که بسیاری از م مارتنسی

-هدف از این تحقیق تعیین ترادف ژنی پپتید شبه آنتی. سدیمی درگیر در درد اثر گذاشته و خاصیت ضد درد دارد

-و کلون Iranin)  eupeus (MeI AGAP) (Mesobuthusایرانیمزوبوتوس اوپئوس  از عقرب (AGAP)ضددرد  -تومور

نستد اقدام به تکثیر ژنی آن از عقرب ایرانی شد و پس  -PCRبدین منظور نخست با طراحی یک . ه استبود ساری آن

ی آن نیز شد، همچنین بیان اولیهpET سازی آن در وکتور ی ترادف ژنی، اقدام به کلوناز تعیین توالی و بررسی مقایسه

-بیوانفورماتیکی، پیشگویی عملکرد آن و ویژگی یاهبررسی. صورت گرفت BL21سوش  E.coliدر میزبان پروکاریوتی 

و   Hex،Clusproو سرورهای  CLC ،Yasara ،Pymol ،VMDافزارهای ی بیوشیمیایی این پروتئین به کمک نرماه

Expasy های بیوانفورماتیکی نشان داد که این توکسین در مقایسه با توکسین بررسی  .انجام شدBmK AGAP  دارای

های سدیمی، ی پپتید بالغ و ساختار سه بعدی و عملکرد آن بر روی کانالی است ولی ناحیه کد کنندهتراینترون کوتاه

تواند به عنوان دارویی برای درمان سرطان و بنابراین این توکسین می. دارد BmK AGAPشباهت بالایی با توکسین 

 .درد مورد استفاده قرار گیرد

  

 ‌BmK AGAP،ژنی، فاکتورهای تنظیمی اینترون یابیتوالی،‌‌MeI AGAP:کلمات کلیدی
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 11 یمیسد یهاکانال یهانیتوکس یکننده کد یهاژن یدینوکلئوت یتوال: 5-1شکل

 11 عقرب یهانیتوکس یدینوکلئوت یتوال مختلف ینواح در ینیگزیجا یهاجهش وقوع نرخ: 6-1شکل

بوتوس  ینیچ عقرب از BmKK2 عقرب نیتوکس ژن 3 ′شیرایپ گاهیجا از یکیشمات ریتصو: 7-1شکل

 12 مارتنسی

 BmK AGAP 16 نترونیا کیستماتیس زیآنال جینتا: 8-1 شکل

 17 است شده مشخص فلش با branch نقطه نیآدن. RNA هیثانو ساختار: 9-1 شکل

 شده مشخص قرمز رهیدا با که BmK AGAP در موجود NC نیدم و یمرکز نیدم هیناح: 11-1 شکل

 17 است

 از بعد که AGAP کرومولاریم 31 و 21 ، 11 ، 1 غلظت با شده درمان SHG-44 یهاسلول: 11-1 شکل

 21 اندشده مشاهده فلورئوسنت کروسکوپیم با Hoechst 33258 با یزیآم رنگ

 23 اند شده یزیآم رنگ DAPI با که SW480 یهاسلول یمورفولوژ: 12-1 شکل

 pET-22b(+) 31 وکتور در یساز کلون گاهیجا یتوال :2-2شکل

بوتوس  ینیچ عقرب از BmK AGAP دیپپت یکننده کد cDNA یدینوکلئوت بلاست ی جهینت: 1-3 شکل

 57 مارتنسی

 59 .دادند نشان cDNA، AGAP BmK با ییبالا یهمولوژ که ییدهایپپت یژن یتوال یسهیمقا: 2-3 شکل

 59 1% آگارز ژل یرو عقرب بافت از شده استخراج یژنوم DNA الکتروفورز: 3-3 شکل

 61 1% آگاروز ژل یرو Ragp و Fagp یمرهایپرا با آمده بدست PCR محصول الکتروفورز: 4-3 شکل

 61 1% آگاروز ژل یرو Ragpn و Fagp یمرهایپرا با PCR محصولات الکتروفورز: 5-3 شکل

 MeI AGAP 61 دیپپت به مربوط یژن ترادف: 6-3شکل

 NCBI 62 درMeI AGAP  ژن یتوال بلاست: 7-3 شکل

 63 1% آگاروز ژل یرو PCR محصول الکتروفورز: 8-3 شکل

 64  1% آگاروز ژل یرو (+)pET22b دیپلاسم استخراج محصولات الکتروفورز: 9-3 شکل

 XhoI 64 و BamHI یهامیآنز از استفاده با (+)pET22b دیپلاسم برش محصول الکتروفورز. 11-3 شکل

 pET22b(+) 65 دیپلاسم از استفاده با Top10F سوش یاکلایاشرش یباکتر ترانسفورم: 11-3 شکل

 66 1% آگاروز ژل یرو بر PCR –یکلن محصولات الکتروفورز: 12-3 شکل

 66  1%  وزآگار ژل یرو (+)pET22b بینوترک دیپلاسم استخراج محصولات الکتروفورز: 13-3 شکل
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 pET22b(+) 67 دیپلاسم یالتو در MeI AGAP یتوال یریقرارگ محل :14-3 شکل

 BL21 67 سوش یاکلایاشرش یهایباکتر ترانسفورم :15-3 شکل

 68 وکتور در آن بعد و قبل یهایالتو همراه به MeI AGAP نیپروتئ یدینواسیآم یتوال :16-3 شکل

 SDS – PAGE 69 ژل یرو بر BL21 یباکتر از شده استخراج کل نیپروتئ الکتروفورز :17-3 شکل

 MeVSCT-3 71 وAGAP  BmK یژنها با MeI AGAP ژن یوالت سهیمقا :18-3 شکل

 BmK AGAP 72 و MeI AGAP یهاژن نترونیا و یمیتنظ یهایتوال سهیمقا :19-3 شکل

 MeVSCT-3 72 و MeI AGAP یهاژن نترونیا و یمیتنظ یهایتوال سهیقام :21-3 شکل

 MeVSCT-3 73 و BmK AGAP یهاژن نترونیا و یمیتنظ یهایتوال سهیمقا :21-3 شکل

 MeI AGAP 74 ژن نترونیا یشیرایپ گاهیجا در RNA یهیثانو ساختار :22-3 شکل

 BmK AGAP 74 ژن یشیرایپ گاهیجا در RNA یهیثانو ساختار :23-3 شکل

 MeVSCT-3 75 ژن یشیرایپ گاهیجا در RNA یهیثانو ساختار :24-3 شکل

 75 آلفا گروه یهانیتوکس با MeI AGAP نیتوکس ینیپروتئ یتوال یهمولوژ یبررس جهینت :25-3 شکل

 76 بتا گروه یهانیتوکس با آلفا گروه یهانیتوکس ینیپروتئ یتوال یهمولوژ یبررس جهینت :26-3 شکل

 76 است آمده بدست Clustal W ازسرور استفاده با که یکیلوژنتیف ازمطالعات حاصل جینتا :27-3 شکل

 77 یمیسد یهاکانال بر موثر یهانیتوکس در شده حفاظت یبعد سه ساختار از ییشما :28-3 شکل

 با که آلفا گروه یهانیتوکس با MeI AGAP نیکستو یساختار یهمولوژ یبررس از ییشما :29-3شکل

 79 است شده انجام Yasara افزار نرم از استفاده

 و Nav1.9 و  Nav1.8میسد یکانالها IV نیدم از S5-S6 و S3-S4 قطعات نیب انکنشیم :31-3 شکل

 AGAP MeI 82 دیپپت

 85 یاکلایاشرش زبانیم در هاکدون یسازگار شاخص به مربوط نمودار :31-3 شکل

 MeI AGAP 85  دیپپت یکدکننده یتوال در GC یمحتوا یمنحن :32-3 شکل

 در MeI AGAP دیپپت یکدکننده یتوال یهاکدون بودن جیرا زانیم عیتوز به مربوط نمودار :33-3 شکل

 86 یاکلایاشرش زبانیم
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 مقدمه و مروری بر منابع گذشته
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 هاتوکسین 3-3
و هایی جهت شکار هستند که توسط حیوانات، گیاهان ی از راهکارهای دفاعی و استراتژیا، بخشهتوکسین

توان به دو دسته پپتیدی و غیر پپتیدی تقسیم میرا ها توکسین. [1] گیرندها مورد استفاده قرار میمیکروب

های و توکسینقابل جداسازی است ماهی و وزغ  گیاهان، از جلبک،های غیرپپتیدی توکسین .کردبندی 

ترین کاربردهای از مهم. [2] ها و شقایق دریایی وجود دارندها، حلزونها، عنکبوتا، عقربپپتیدی در ماره

های تلاش ی گذشته،در طول سه دهه. باشدان سرطان میها در درمدرمانی پپتیدهای حیوانات، استفاده از آن

این امر موجب شناسایی ، ها صورت پذیرفته استهای ضد سرطانی توکسینبسیاری جهت یافت ویژگی

-شیها در مرحله آزمای از این مولکولیژگی گردیده، به طوری که حتی تعدادهای متعددی با این ومولکول

. کلینیکی قرار دارند و ممکن است در آینده به عنوان داروهایی برای درمان سرطان معرفی گردند های

-سرطانی میهایی با خاصیت ضدوکسینوزغ و عقرب دارای ت ،ها نشان داده است که سم مار، قورباغهبررسی

 :دسته طبقه بندی نمود سهتوان براساس منبع تولیدکننده به را می زیستیهای توکسین. )5(ندباش
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ترکیباتی با وزن مولکولی بالا گیرند، هایی که در این دسته قرار میکسینتو: های میکروبیتوکسین -1

کسیک تولید ، پروتئین نوروتوبوتولینمتوکسین . شوندها تولید میه توسط میکروارگانیسمک باشندمی

از این توکسین در درمان بیماری باشد،می 1های گرم مثبت کلستردیوم بوتولینمشده توسط باکتری

، است 2کلستردیال ،هاهای موجود در باکترییکی دیگر از توکسین. شودای استفاده میهای ماهیچه

 .ال دارو کاربرد داردهایی همچون سرطان، پیشگیری از مسمومیت غذایی و انتقبیماریکه در درمان 

. باشندهای ثانویه تولید شده توسط گیاهان میها شامل متابولیتاین توکسین: های گیاهیتوکسین -2

ها از جمله این توکسین. در انسان و حیوانات هستند هم مضر دارای اثرات سودمند وهم این مواد 

بسیاری از داروهای . ها را نام بردامینها و ضد ویتیدها، گلیکوزیدها، اگزالات، تاننتوان آلکالوئمی

انسان و حیوانات  برایهای مضر توکسین ءمخدر و اعتیادآور مانند کوکائین، نیکوتین و مورفین جز

های ها استفاده از آنها در تولید مواد آرایشی، درمان بیماریاز اثرات سودمند این توکسین. هستند

 .[3] باشدمیگوارشی و سرطان 

از بدنشان که غدد  تولید شده توسط حیوانات زهرآلود در منطقه خاصی سم :های جانوریتوکسین -3

. کننده میحیوانات از زهر برای دفاع و جمع آوری طعمه استفاد. گرددشود، ذخیره میزهر نامیده می

حیواناتی . اشدبو لیپیدها می هافعال، پپتیدها، آنزیم زیستیای از ترکیبات هزهر شامل مخلوط پیچید

-وزغ و قورباغه تولیدها، ، حشرات، زنبورها، مورچهزنبور عسل کرم، عقرب،، عنکبوت، همچون مار

باشند، از جمله متنوعی میسموم موجود در حیوانات دارای عملکردهای . [5, 4] هستند کننده سم

های یونی، انتقال نوروترانسمیترها، توان تاثیر آنها روی سیستم عصبی، کانالاین عملکردها می

ای علاوه بر این طیف گسترده .همولیتیک را نام برد اثراتتوموری و آنتیضدمیکروبی و  هایفعالیت

های توکسین ء، اسفنگومیولینازها، پروتئازها و اکسیدازها نیز جزA2 همچون فسفولیپازها از آنزیم

 هایروی پروتئین مطالعات زیادی سال گذشته 31طول در  .[6] باشندمیموجود در این موجودات 

برای توصیف  متعدد زیستیخواص  ن مطالعات منجر به ایجاد موادی با، ایاست گرفتهانجام  زهر

 .[7] است ها شدهکشها، توسعه داروها و حشرهکانال

                                                             
1 Clostridium botulinum 
2 Clostridial 
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 ی عقربهاتوکسین 3-9

سم عقرب . [8] ن وجود دارددر سراسر جها عقربمختلف از  یگونهگونه و زیر 1511خانواده و  16 دودح     

هایی با وزن هیالورونیداز، فسفولیپاز، مولکولها از جمله موکوپلی ساکاریدها، ینشامل منبع مختلفی از توکس

و پپتیدی ترکیبات پلی ،لیآهای غیر نمک، هاپروتئاز یو هیستامین، مهار کننده مولکولی کم مانند سروتونین

. [9]دهند می برهم کنشهای یونی های نوروتوکسیک کوچک بوده که به طور ویژه با کانالپپتیدها و پروتئین

این . بندی کردتقسیمشان مکانیسم فعالیتو  عملکرداندازه مولکولی، توان براساس های عقرب را میسم

ها روی نآزنجیر، براساس فعالیت -زنجیر و بلند-ی کوتاهدو دستهها براساس اندازه مولکولی به توکسین

های اختصاصی حشرات و نداران و توکسینهای اختصاصی پستانی توکسیحیوانات مختلف به دو دسته

ها را همچنین، آن. شوندتقسیم بندی می 2سیتوتوکسین و 1براساس مکانیسم فعالیت به دو گروه نوروتوکسین

 بندیطبقه نیز سولفیدی-های فاقد پیوند دیسولفیدی و توکسینهای دارای پیوند دیی توکسینبه دو دسته

-توکسین :توان به چهار گروه طبقه بندی نمودسولفیدی را میدیهای دارای پیوند توکسین. [11] نمایندمی

+هایهای موثر بر کانال
Kهای های موثر بر کانال، توکسین+

Ca
Cl های موثر بر کانال هایینستوک، 2

و -

Na هایهای موثر بر کانالینستوک
+[11]. 

 سولفیدی در زهر عقربفاقد پیوند دی هایتوکسین 3-9-3

های فاقد سینتوک یخانواده به زهر عقرب متعلق یمیکروبی موجود در کیسهپپتیدهای ضدبعضی از      

خراج شده که در های مختلف عقرب استچندین پپتید از کیسه زهر گونه اخیراً. باشندپیوند دی سولفیدی می

پارابوتوس  از عقرب 5پارابوتوپورین، 4هادروروس آزتکوس از زهر عقرب 3هادرورین :گیرنداین دسته قرار می

 پاندینوس امپراطور عقربزهر از  17-پاندینین و 6اسلکتری
-یکروبی پلیاین پپتیدهای ضد م. [12-14]8

 خاصیت ضدمالاریایی دارند،ها که دو نوع از این توکسین .اختار آلفا هلیکسی دارندس کاتیونیک بوده و

ها این توکسین. اندقرب مزوبوتوس اوپئوس استخراج شدهد که از زهر عنباشمی 25-موسین و  2-9موسین

با . کنندشرفت بیماری مالاریا جلوگیری مییکشند و از پوآ فالسی پاریوم پلاسمودیم را میهای پروتوزانگل

                                                             
1 Neurotoxin  
2 Cytotoxin 
3 Hadrurin 
4 Hadrurus aztecus 
5 Parabutoporin 
6 Parabuthus schlechter 
7 Pandinin1 
8 Pandinus imperator 
9 Meucin 
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توانند کاندیدای خوبی برای کنند، میهای انسانی آسیب وارد نمیبه سلولها توجه به اینکه این توکسین

که  هستند هاسه گروه دیگر از این توکسین  Kn2-7و M1 -1موکوپورین ، BmKn2.[15] درمان مالاریا باشند

 .[16] باشندمی HIVروی ویروس  دارای فعالیت ضد میکروبی بر

 های یونیهای عقربی موثر بر کانالتوکسین 3-9-9 

 های پتاسیمهای موثر بر کانالتوکسین 3-9-9-3 

 ،اسیدآمینه وسه باند دی سولفیدی هستند 21-71هایی با پپتید ،های پتاسیمهای موثر بر کانالتوکسین     

اعضای . [17] باشدمینوع بالایی ت دارای نهاآای یدآمینه دارند و توالی اسیدآمینهاس 41ها کمتر ازاکثریت آن

، مسیر سیگنالی کلسیم، تنظیم ز جمله رپلاریزه شدن پتانسیل عملهای متنوع سلولی افراینداین خانواده در 

ی به عنوان هدفی برا پتاسیم هایبرخی از کانال. [18] تکثیر سلولی نقش دارند و مهاجرت ،حجم سلول

که بر  استیک کانال پتاسیم وابسته به ولتاژ  Kv1.3به عنوان مثال  .باشندهای جدید درمانی میطراحی دارو

بنابراین ، باشدمی ایمنیبرای تعدیل سیستم مناسبی شود و هدف بیان می Tروی سطح لنفوسیت های 

های توکسین .[19] تواند مفید واقع شودایمنی می های خودها در درمان بیماریتنظیم عملکرد این کانال

این  .[21, 21] های متنوعی هستندها و فعالیتدارای ساختار اولیه، ویژگی( KTX) 2تاسیمهای پکانال

-: شوندانواده طبقه بندی میای به چهار خمینهآسولفیدی و توالی اسید ها براساس موقعیت باند دیتوکسین

KTX ,β-KTX-α γ–KTX ,κ-KTX ,[9 ,22]. خانواده-KTX α 4یا  3 اسیدآمینه و 23-42هایی با نیتوکس 

های و کانال های پتاسیم وابسته به ولتاژاین خانواده روی کانال .[23, 22] باشندباند دی سولفیدی می

 ءآمینه و جزاسید 45-68با هایی توکسینها  β-KTX.[23] پتاسیمی فعال شده به وسیله کلسیم موثر هستند

 BmTXKβ ,HgeβKTx, توانهای این گروه می_از جمله توکسین .[25, 24] باشندمیهای بلند زنجیر پپتید

TcoKIK ,TdiKIK ,TstβKTx ,TtrKIK 25[را نام بردγ-KTX .[  باشند آمینه میاسید 36-47پتیدهایی با پ

hERG هایکه به طور ویژه کانال
3

-κ.[26] دهندای قلب را مورد هدف قرار میهای ماهیچهموجود در سلول 

KTX  ار همراه با دو پل دارای یک ساختار مارپیچ پایدکه ست هااز این گروه توکسین کوچکترین خانوادهها

 .[27] باشندسولفیدی میدی

                                                             
1Mocoporin 
2 Potassium channel toxins 
2 Human Ether-à-go-go Related Gene 


