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  :مقدمه
 ميليون سال از تكامل عقرب      400اگرچه بيش از    

مــي گــذرد، فنوتيــپ آن در گــذر زمــان تغييــرات كمــي 
مـرو  با وجود اين شكل ثابـت، عقـرب هـا قل          . كرده است 

گسترده يي را در كره زمين از آفريقا تا آسـيا، اسـتراليا و        
دليــل اصــلي ايــن . آمريكــا بــه خــود اختــصاص داده انــد

 اختصاصي  سازش پذيري عظيم، داشتن ابزار سمي كاملاً      
  هـــري متصل بـــاست كه متشكل از يك جفت غدد زه

  
 اظــرب ها از لح   ــــعق. م است ـــزريق س ــــنيش براي ت  

 14اساس تفاوت هاي مورفولوژيكي بـه        ژنتيكي و بر  فيلو
 بـه   Buthidaeخانواده تقسيم مي شوند، كه در بـين آنهـا           

. عنوان بزرگترين و مهمترين خـانواده شـناخته مـي شـود           
اين خـانواده شـاخص، توجـه علمـي زيـادي را بـه خـود                

كنون مطالعـات گـسترده يـي روي        است و تا  جلب كرده   
  . )1 (آن صورت گرفته است

  :چكيده
 هاي عقرب از لحاظ خواص دارويـي و اثـرات فيزيولوژيـك        در سال هاي اخير نوروتوكسين    : زمينه و هدف  

يكي از اين توكسين ها كه توجه زيادي را به خـود جلـب كـرده اسـت،                  .  زيادي قرار گرفته اند    اتمورد مطالع 
اين مطالعه با هدف     .كلروتوكسين مي باشد كه هم اكنون در درمان سرطان هاي مغز مورد استفاده قرار مي گيرد               

 ايرانـي    زرد  كد كننده پپتيد شبه كلروتوكسين از عقرب       cDNAبررسي مقايسه يي بيوانفورماتيكي     تعيين توالي و    
  .انجام شد

 )Mesobuthus eupeus( نمونـه هـاي عقـرب زرد ايرانـي      توصيفي آزمايشگاهيدر اين مطالعه :روش بررسي
  اده ازبــا اســتف. شــد  كامــل آن اســتخراجRNAع آوري و پــس از جــدا ســازي غــدد ســم ســاز، ـــــجم

Reverse transctiption polymerase chain reation )(RT-PCRتوالي هاي  Complementary DNA )cDNA( ساخته 
 ، توالي كد كننده يك پپتيد سمي مشابه كلروتوكـسين   وتوكسين كلر  شبه شد و سپس با پرايمرهاي اختصاصي نواحي محافظت شده سموم         

 نـام   MeICT( Mesobuthus eupeus Iranian Chlorotoxin( و  شـد  جداسـازي و شناسـايي  Mesobuthus eupeusاز 
، توالي به دست آمده با توالي سـموم مـشابه در            CustalWجهت بررسي هاي قرابتي با كمك سرور         .گرفت

   . ديگر عقرب مقايسه شدگونه هاي
 ده ازـبـــا كلروتوكـــسين بـــه دســـت آمـــ% 88 تـــشابه MeICT نوكلئوتيـــدي 102تـــوالي  :يافتـــه هـــا

Leiurus quinguestriatus نشان داد .MeICT اولين گزارش از توالي كد كننده اين سم از اين گونه عقرب در 
  . ايران و جهان مي باشد

   سـموم شـبه كلروتوكـسين از عقـرب هـاي مختلـف،             DNAبررسي هاي همولوژي بين توالي       :نتيجه گيري 
 همچنـين تـشابه زيـاد بـا         . ايـن عقـرب باشـد       تفاوت هاي متعددي نشان داد كه مي تواند خاص گونه ايراني          

  . را به عنوان داروي ضد سرطان گليوما مطرح مي كندMeICTكلروتوكسين احتمال استفاده درماني از 
  

:اژه هاي كليدي  . عقرب زرد ايراني،روتوكسينل، كايرانيعقرب زردينكلروتوكسپپتيد مشابهو
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ــواع   ع ــه انـ ــران بـ ــاي ايـ ــرب هـ  و Buthidaeقـ
Scorpionidae ــا ــه 25 جــنس و 16 ب ــدي  گون ــسيم بن   تق

  گسترده ترينMesobuthus eupeus در اين بين. مي شوند
بـالايي داشـته    فراواني  اين گونه   ). 2،3(گونه ايراني است    

و در حال حاضر در شرق تركيه، قفقاز، جنـوب روسـيه،            
وب مغولـستان و شـمال      جن ـ خاور ميانه، آسياي مركـزي،    

تنوع بالاي مورفولـوژيكي ايـن گونـه        .  وجود دارند  چين
تـاكنون  . باعث چنين پراكندگي گسترده اي شـده اسـت        

 اسـت   يافت شـده Mesobuthus eupeus زيرگونه از 21
ران ـــ ـواحي مختلـف اي ـــ ـ، از نآنهـا ونه ـــ ـ زير گ 15كه  

   ).4-6 (جمع آوري شده اند
ت كه هر گونـه عقـرب   ات نشان داده اس  ـــمطالع

 پپتيد مختلف با دامنه وزنـي بـين    100مي تواند تا بيش از      
خــــانواده ). 7(د ـــــــ دالتــــون داشــــته باش9000-1000

Buthidae           در مقايسه با ديگر خانواده هاي عقـرب منبـع 
عــلاوه در ايــن خــانواده ه بــ. زهــري بــسيار متنــوعي دارد

ي تفاوت چشمگيري را مي توان در تركيب سم گونه ها         
  مطالعــات نــشان . يــك جــنس و حتــي زيرگونــه هــا ديــد

 پلـي پپتيـد مختلـف در        000/150مي دهد كه در حـدود       
با اين حـال    .  گونه عقرب در جهان وجود دارد      1500بين  

 30 پلي پپتيد از     400فقط تعداد كمي از آنها يعني حدود        
با اين  ). 8(گونه مختلف عقرب جدا و بررسي شده است         

دي در زهـر عقـرب هـا بـه صـورت            هاي زيا حساب پپتيد 
پپتيـد هـاي    . ظر اكتشاف هستند  ــگنجينه هايي بزرگ منت   

 نقش مهمي در مطالعـه سيـستم        Buthidaeسمي خانواده   
مطالعـه ايـن    . هاي زيستي و توسعه داروها بازي كرده اند       

پپتيدها براي بررسي خواص كانال هاي يوني و تحقيقات         
يـدهاي  ي اخيـر پپت   در دهه ها  . نوروبيولوژي بسيار مفيدند  

). 9( خلـيص شـده اسـت     دارويي زيادي از زهر عقـرب ت      
 خــانواده مختلــف از   4 شــامل   اصــولاً Buthidaeســم 

ــورت      ــه ص ــه ب ــت ك ــاي كوچــك اس ــسين ه نوروتوك
اختصاصي كانال هاي يـوني شـامل كانـال هـاي سـديم،             
  كانال هاي پتاسيم، كانال هاي كلر و كانال هـاي كلـسيم            

  

ن رو براي موجـودات مختلـف       را هدف مي گيرد و از اي      
كانال هـاي   در اين بين، سموم موثر بر       ). 10( سمي هستند 

گزارش هاي  . كلر نسبت به بقيه سموم كمتر مطالعه شده اند        
ــاي    ــز عملكرده ــن ســموم و ني ــي اي كمــي از ســاختمان ژن

كانال هاي كلر   . فيزيولوژيك و دارويي آنها در دست است      
ــد و    ــلولي وجــود دارن ــشاهاي س ــه غ ــسياري از در هم در ب

 سـلول، پتانـسيل     pHمسيرهاي فيزيولوژيك ماننـد حجـم و        
استراحت غـشا و توليـد سـيگنال هـاي بيوالكتريـك نقـش              

 و همكاران يـك نوروتوكـسين       DeBin). 11( حياتي دارند 
 اســيد آمينــه و وزن  36جديــد بــا زنجيــره كوتــاه داراي    

ــام كلروتوكــسين  kD 4مولكــولي  ــه ن ـــ از زه)CTX( ب ر ــ
 بـه خـانواده ي    متعلق Leiurus quinquestriatusعقرب

Buthidaeــد ــن ســم  .  جــدا كردن ــشان داد اي ــات ن   مطالع
مي تواند كانـال هـاي كوچـك يـون كلـر را مهـار كنـد                 

كانــال هــاي كلــر ماننــد بــسياري از پــروتئين هــاي ). 12(
ايي در انواع مختلـف سـرطان هـا بـه خـصوص در              ـــغش

 ــ ســلول ــزايش بي ــدهــاي گوليومــاي ســرطاني اف . ان دارن
كلروتوكسين مي تواند با قـدرت بـالا بـه ايـن كانـال هـا                

رو ايـن   از ايـن . متصل شده و مانع عملكـرد آن هـا شـود         
توكسين به عنوان يك عامل موثر در درمـان تومورهـاي           

بـا  ). 13(مغزي، مورد مطالعه و بررسي قرار گرفته اسـت           
وجود اهميت فوق العاده، اين سـم تـا كنـون در گنجينـه              

گونه هاي مختلف عقرب هاي ايراني مورد مطالعـه  سمي  
قرار نگرفته اسـت و مطالعـه حاضـر اولـين مـورد از نـوع                

  .خود مي باشد
در ايــن مطالعــه ژن كــد كننــده پپتيــد مــشابه      

 جدا سازي Mesobuthus eupeus كلروتوكسين از گونه
. شد و توالي نوكلئوتيدي آن مورد بررسـي قـرار گرفـت           

بــه دســت آوردن تــوالي ژنــي هــدف مــا در ايــن مطالعــه 
كدكننده اين سم، مقايسه آن با توالي هـاي مـشابه يافـت          

ها و تشابه هاي احتمالي آن، بـراي         شده و بررسي تفاوت   
مطالعات بعـدي سـاختماني و عملكـردي پپتيـد آن بـوده             
  . است تا در آينده براي توسعه طراحي دارو استفاده شود
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 :بررسيوش ر

  پس از  زنده ربـــاي عق ـــهنمونه   :ربــجمع آوري عق  
 اطــراف شــهركرد و بررســي هــاي بيابــانجمــع آوري از 

ژيكي دقيق توسط متخصص مربوطه، به صورت       ومورفول
قـرار   -C˚70زنده به آزمايشگاه منتقل شـده و در دمـاي           

  .  استفاده شودRNAگرفت تا براي استخراج 
 كليــــه مراحــــل اســــتخراج مطــــابق :RNAاســــتخراج 

فرمنتــاز بــراي اســتفاده از تريــزول دســتورالعمل شــركت 
بــراي .  بــه شــرح زيــر اســت   ً انجام گرفت كه مختصرا

فريز شـده،   تلسون عقرب   سه بند انتهايي     RNAاستخراج  
   1 حــدود در يــك پليــت شيــشه اي   ده و كــررا جــدا 
بـه  جهت ليز   ) ، شركت فرمنتاز  Trizol( تريزول   ميلي ليتر 

 دقيقـه   5 به مدت ، پس از هموژنيزه كردن،      شدآن اضافه   
ليز شده بافت  .گرفتقرار ) C˚30 - 15( در دماي محيط

ميكروليتـر   200ده، شمنتقل  ميلي ليتري 5/1 به يك ويال 
و شـد    اضافه   ها به آن    جهت رسوبدهي پروتئين   كلروفرم
 15در مرحلــه بعــدي . گرديــد ثانيــه ورتكــس 15ســپس 

انجام  C˚4در دماي و  g 12000دقيقه سانتريفيوژ در دور 
ويـال جديـد    يـك   فـاز رويـي بـه       س از سانتريفوژ،    پ. شد

 جهت رسوبدهي   ايزوپروپانلميكروليتر   500  و دشمنتقل  
RNA دقيقـه   10 به مـدت   سپس. شدافزوده  به آن     كامل

 10بـه مـدت     و در پـي آن       گرفـت در دماي محيط قـرار      
ده و  ش ـسـانتريفيوژ    C˚4 در دماي    g 12000دقيقه با دور    

 75اتانـل    ميلي ليتر    1س با   سپ. دور ريخته شد  مايع رويي   
 و در دمـاي    g 7500سـانتريفيوژ در دور     با شرايط    درصد

C˚4  پـس از تخليـه     .  انجـام شـد     دقيقه شستشو  5  به مدت
ــوب،   ــل از رس ــر  30  درRNAاتان ــاويآبميكروليت   ح

DEPC) Diethylpyrocarbonate ( شــــدحــــل. RNA 
  درصــد1 شــده از نظــر كيفيــت در ژل آگــارز اســتخراج
همچنين بررسي كيفي و كمي     . سي قرار گرفت  مورد برر 

صي هـا توسـط      و حضور ناخال ـ   RNAنيز از لحاظ مقدار     
  . انجام شددستگاه اسپكتروفتومتر

 در يـك ويـال    cDNAجهـت سـاخت   : cDNAسـاخت  
PCR، ميكروگرم از 5/0 به ميزان RNA ،4/0ـول پيكوم  

  
تـا   DEPCو در نهايت آب مجاور شـده بـا           OligodTاز  

 بـه مجموعه حاصل   . دش اضافه    ميكروليتر 11حجم نهايي   
 تا لوپ هـاي     گرفت قرار   C˚70 دقيقه در دماي     50مدت  
RNA  1شـد و     سريع روي يخ قـرار داده        ويال.  باز شوند 

 ميكروليتر 2 و X5 ميكروليتر بافر RNasine ،4ميكروليتر 
سپس مواد   .دشاضافه   ميلي مولار    10 با غلظت    dNTPاز  
 ميكروليتــر از 2 ســپس  وگرفــت قــرار C37˚ دقيقــه در 5

 بـه  )تهيه شـده از شـركت سـيناژن   (  Mulv RTaseآنزيم
ــان. دشــضــافه آن ا ــايي در پاي ــواد حجــم نه ــر  م  20براب

 بـراي فعاليـت     C37˚يـك سـاعت در      ميكروليتر بود كـه     
براي غير فعال كـردن آنـزيم        C70˚ دقيقه در    10و  آنزيم  

  . گرفتقرار 
 احتمـالي ها از تـوالي     براي طراحي پرايمر   :طراحي پرايمر 
و توالي هاي مـشابه آن كـه از گونـه هـاي             كلروتوكسين  

موجـود   NCBI ءسـايت پايگـاه داده     درمختلف عقـرب    
با توجه به وجود تـوالي هـاي حفاظـت           . شد  استفاده ،بود

شـــده ثابـــت در نـــواحي خـــاص پپتيـــدهاي مـــشابه      
كلروتوكسين نظير نواحي ابتـدايي و انتهـايي ژن، از ايـن            

   .استفاده شدبراي طراحي پرايمر توالي ها 
  )ATGTATATGCCTGGCTTTACGACCG-3′-′5(:پرايمر رفت

 (ACGGCACAGACATCGTGAGCG -3′-′5):برگشتو پرايمر 
  .جهت سنتز به شركت ژن فن آوران سفارش داده شد

 از روش PCR بــراي انجــام واكــنش :PCRتكثيــر ژن بــا 
Hot startدر دســتگاه ترمــال ســايكلر مــدل ASTEC  ،

PC818چرخـــه بـــا دمـــاي 35از .  ژاپـــن اســـتفاده شـــد 
 C°49 ثانيه، دماي اتصال،     30 به مدت    C°94واسرشتگي  

 ثانيـه   30به مـدت     C ˚72 ثانيه و دماي تكثير      45به مدت   
 ميلـي   20از هر كدام از پرايمرهـا بـا غلظـت           . استفاده شد 

ــزان  ــه ميـ ــر1مـــولار بـ ــايي (  ميكروليتـ  4/0غلظـــت نهـ
 1 ميلي مـولار بـه مقـدار         10  با غلظت  dNTP،  )پيكومول
 X10، بـافر    ) ميكرومـولار  200غلطت نهـايي    ( ميكروليتر

 Super Taq polymerase  ميكروليتــر، آنــزيم5مقــدار 
ــاز ( ــركت فرمنت ــر ) ش ــد 1براب ، ) ميكروليتــر15/0( واح
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MgCl2 ميلــي 5/1غلظــت نهــايي (  ميكروليتــر5/1 برابــر 
انـده آب   ميكروليتـر و باقيم 2 الگو برابـر   cDNA،  )مولار

پـس از   . ميكروليتر استفاده شد50استريل تا حجم نهايي 
، كيفيت محصول بر روي ژل آگارز       PCRانجام واكنش   

قطعه ي حاصل از واكـنش      .  بررسي شد   درصد 1غلظت   
PCR          به همراه پرايمر رفت و برگشت جهت تعيين توالي 

 شركت ماكروژن كـره  ABI Sequencerتوسط دستگاه 
 .فن آوران ارسال گرديد ژن جنوبي به شركت

  

B 

۵٠٠ 

١٠٠ 
٢٠٠ 

۵٠٠ 

مـشابه كلروتوكـسين از مخـزن       تكثير ژن    :1تصوير شماره   
cDNA 1ژل آگارز  بر%     

M ماركر ،SMO243 100باندهاي 2و 1لاين .  جفت بازي 
 .كنترل منفي: NCر شده، قطعه تكثي

  :يافته ها
 پس از انجـام     : براي تكثير قطعه كلروتوكسين    PCRواكنش  

RT-PCR    و ساخت cDNA   واكنش ،PCR    براي تكثيـر 
 طراحـي شـده   ژن كلروتوكسين با پرايمرهاي اختصاصي      

الكتروفـورز  بـر روي ژل      PCRنتيجه واكـنش    . انجام شد 
يعنـي   bp100 اندازه كمي بالاتر از     بررسي شد كه باندي   

تـصوير  (د اندازه ژن كلروتوكسين مشخص شـد        در حدو 
  ).1شماره 

  
  

 HQ853233 با شـماره     NCBIتوالي آن شد و در بانك ژني        
 زارشــــسپس توالي حاصل با توالي هاي گ      . دـــثبت ش 

شده مشابه مقايـسه شـد و درصـد تـشابه و تفـاوت آن بـا                 
تـصوير   ( هاي مختلف مـورد بررسـي قـرار گرفـت          گونه
  .)2و 1  هايشماره

  س از تكثير قطعه، اقـــدام به تعيين پ:واليـــنتيجه تعيين ت
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

با توالي هاي گزارش شده مشابه در گونه هاي مختلف مزوبوتو MeICTاي توالي  بررسي مقايسه :2ره تصوير شما
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                                                                                                     الف
  
  
  
  
  
  
  

  
  ب                                                                                                            

مقايسه )  با ديگر جنس ها و خانوادهاي عقرب، بMeICTژن كد كننده سم توالي تشابه بررسي ) الف :3تصوير شماره 
  الي ها تو% 88 نوكلئوتيدي ژن كاروتوكسين تشابه 108 با توالي MeICT نوكلئوتيدي ژن 102بين توالي 

  
 با توالي كد گـذار      MeICTبيشترين ميزان تشابه    

ــرب    ــر از عقـــ ــال كلـــ ــم كانـــ ــشابه ســـ ــد مـــ   پپتيـــ
Mesobethus eupeus 2009 بــومي چــين كــه در ســال 

 ثبت شده در بانك     GU187951.1شماره  (گزارش شده   
در مقايـسه بـين اولـين نوكلئوتيـد         . ، بـه دسـت آمـد      )ژني

MeICT    شـباهت   صـد  در 91 آن حـدود     99 تا نوكلئوتيد 

 نوكلئوتيـد انتهـايي     3با اين سم ديده شد، البته به استثناي         
 85تــشابه  .ودـــــاوت بــــــوع چينــي متفــــــآن كــه در ن
ــد ــا نوكلئوتيـــد  درصـ ــوعي ديگـــر از   99 تـ ــا نـ    ژن بـ

Mesobethus eupeus تنها بـين   درصد90 چيني و تشابه 
ــدهاي  ــمMeICT از 9-99نوكلئوتيـــ ــا ســـ ــهگ  بـــ   ونـــ

Mesobethus martensii )     شـماره دسترسـي در بانـك

 31
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كمتــرين  .ديــده مــي شــود) NCBI:AF135821.1ژنــي 
عقـرب  ( Mesobuthus tamulusتشابه در اين جـنس بـا   

: NCBIشـماره دسترسـي در بانـك ژنـي          ) (سرخ هنـدي  
AF481881.1 ( در مجمــوع بررســي تــشابه   . ديــده شــد

 درصـد  53پپتيدهاي ضد كانال هاي يون كلر در اين جنس          
ــي ( ــد102 از 55يعن ــوالي  )  نوكلئوتي ــسه ت ــباهت در مقاي ش

MeICT   هاي مشابه اين جـنس ديـده مـي شـود            با بقيه پپتيد
  ).2تصوير شماره (

 با انواع ديگر جنس هاي عقرب خـانواده         مقايسه
Buthidae كــــه بيــــشترين تــــشابه بعــــد از ادد نــــشان 

Mesobethusبا جنس Buthus  بـه طـوري  .  وجـود دارد 
ــ ــشابه ك ــين 90ه ت ــد ب ــدهاي  درص  88 و 9-99 نوكلئوتي

 با سم سويه هاي     36-99بين توالي نوكلئوتيدهاي    درصد  
شماره دسترسـي در بانـك    (Buthus martensiiمختلف 

و نيز تـشابه  ) NCBI:AF419252.1, AF159976.1ژني 
ــد85 ــدهاي   درص ــوالي نوكلئوتي ــين ت ــم  40-84 ب ــا س  ب

Buthus occitanus)   ــي شــماره دسترســي در بانــك ژن
NCBI :FJ360812.1( ــده شــد ــشابه  . دي ــرين ت كــه كمت

در بررسي كلي تـشابه پپتيـدهاي سـمي         . بررسي شده بود  
 تنهـا در دو پـنجم       MeICTمشابه در اين جنس بـا تـوالي         

شـباهت در   )  نوكلئوتيد 45 از   32 يعني( درصد   71مياني ژن   
  مقايـــسه بـــا بقيـــه پپتيـــدهاي مـــشابه ايـــن جـــنس ديـــده  

 MeICTتي بين توالي سم مشابه). 3 تصوير شماره(مي شود 
بـين  . با ديگر جنس ها و خـانواده هـاي عقـرب ديـده نـشد              

 108 بـــا تـــوالي  MeICT نوكلئوتيـــدي ژن 102تـــوالي 
تـوالي هـا     درصـد    88كلئوتيدي ژن كلروتوكسين تـشابه      نو

 ).3تصوير شماره ( مشخص شد

  
  :حثب

تشخيص ساختارهاي مولكـولي سـموم جديـد و         
 فيزيولوژيـك آنهـا   تعيين نقاط هدف عملكرد و خـواص     

هاي تحقيقـاتي علـوم پزشـكي        توجه زيادي را در ميدان    
ماننـــد ســـرم ســـازي، داروســـازي، فارماكوژنوميـــك و 

با اين وجـود    . همچنين تجارت به خود جلب كرده است      

تاكنون عمده مطالعات روي بعضي جنس هاي خاص در        
ــل   ــانواده مثــــ ــن خــــ و  Androctonus، Buthusايــــ

Parabuthus  در اين بين جنس هـا و       .  است  متمركز بوده
گونه هاي ديگر عليرغم وجود تركيبات بـسيار ارزشـمند       

 Mesobuthus eupeus. در سم خود كمتر ديده شده اند
 از  Buthidae از خـانواده     Mesobuthusمتعلق بـه جـنس      

اسـتخراج  . گسترده ترين خانواده عقرب هاي ايران است      
RNA         ين عقـرب    از غدد سم ساز واقع در انتهاي تلسون ا

در عين حـال پرايمرهـاي طراحـي شـده          . صورت گرفت 
ابه كلروتوكـسين از بررسـي انـواع    ـــبراي تكثيـر ژن مـش   

توالي هاي مختلف در دسترس از پپتيدهاي مشابه اين ژن      
در گونه هاي مختلف عقرب حاصـل شـد و موفقيـت مـا        

 و تكثير ژن مورد نظـر نـشاندهنده مـسير           cDNAسنتز   در
راحـي پرايمرهـايي اسـت كـه بـراي          صحيح مطالعه در ط   

توالي هدف آنها اطلاعات مستقيمي در دسـترس نبـود و           
در واقـع بـه     . نتيجه تعيين توالي نيز مويد اين مسئله اسـت        

دليل ساختار سوم خاص اين پپتيدها بعـضي نـواحي آنهـا       
  هـــاي مـــشابه و حفاظـــت شـــده در بـــين  داراي تـــوالي

اي مـشابه،  گونه هاي مختلف هستند كه از ايـن تـوالي ه ـ       
ــه كدگــذار   ــاي ناحي ــدا و انته ــوالي ابت ــراي طراحــي  ت ب

 و تكثير ژن مـورد نظـر،        PCRپس از انجام    . مشخص شد 
 بدست آمده كـه كدكننـده پپتيـد مـشابه بـا             DNAتوالي  

  MeICTكلروتوكسين بـود و توسـط گـروه بـه اختـصار     
 اين پپتيد برابر با     DNAطول  . ناميده شد، مشخص گرديد   

د كه با توالي هـاي موجـود و گـزارش            نوكلئوتيد بو  102
ــك     ــسين در بان ــشابه كلروتوك ــدهاي م ــده از ژن پپتي ش

در ايــن مقايــسه . مقايــسه شــد) NCBI( اطلاعــاتي ژنــوم
 بـا   MeICTتفاوت ها و تشابه هـاي مختلفـي بـين تـوالي             

 كد كننـده پپتيـدهاي مـشابه كلروتوكـسين          DNA توالي
  .هاي گوناگون به دست آمد حاصل از عقرب

 با توالي كد گـذار      MeICTين ميزان تشابه    بيشتر
ــرب   ــر از عقـــ ــال كلـــ ــم كانـــ ــشابه ســـ ــد مـــ   پپتيـــ

Mesobethus eupeus 2009 بــومي چــين كــه در ســال 
 شده در بانك     ثبت GU187951.1شماره  (گزارش شده   
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  كمتـرين تـشابه در ايـن جـنس بـا          ، به دست آمـد و       )ژني
Mesobuthus tamulus)  عقــرب ســرخ هنــديحــاوي (

در مجمــوع بررســي تــشابه پپتيــدهاي ضــد . ده شــدـــــدي
 از 55يعني ( درصد 53 كلر در اين جنس كانال هاي يون  

 با بقيه   MeICTشباهت در مقايسه توالي     )  نوكلئوتيد 102
اين تفاوت در توالي    .  شد اين جنس ديده  پپتيدهاي مشابه   

يك سم خاص كه در اعضا يك جنس ديـده مـي شـود              
سيم كـردن گونـه هـاي       خود مي توانـد روشـي بـراي تق ـ        

عقرب جنس خـاص بـه انـواع نزديـك تـر و دور از هـم               
بــه خــصوص در مــواردي كــه بررســي هــاي      . باشــد

ري تشخيص  ـــمورفولوژيك و ظاهري نتواند به طور موث      
ده دوري و نزديكي گونه هاي مختلف يك جـنس          ــدهن
به علاوه همانطور كه ديده شد در بين اعـضا يـك            . باشد

مثــل (تــوالي ژن ســم وجــود دارد گونــه هــم تفــاوت در 
Mesobethus eupeusكه مي تواند براي تقـسيم  )  چيني

بندي سويه ها و زيرگونـه هـاي مختلـف يـك گونـه در               
. كشورهاي مختلف و حتي در يك كشور اسـتفاده شـود          

 گونه اصلي عقرب ايراني Mesobethus eupeusچه  اگر
است ولـي بـا توجـه بـه شـرايط جغرافيـايي و اقليمـي در                 
مناطق مختلف كشور مي توان انتظـار وجـود تفـاوت در            

بـا توجـه بـه      . سموم آن را در محل هاي مختلـف داشـت         
اينكه عقرب هاي مورد بررسي در اين مطالعه تنها بـومي           
كوه هاي اطراف شـهركرد بودنـد، جـاي تعجـب نيـست             
اگر تفاوتي در سم كد شده مورد نظر با سم انـواع بـومي              

  . ديده شودمحل هاي گرم و يا مرطوب 
مقايسه با انواع ديگر جنس هاي عقرب خـانواده         

Buthidae د كــــه بيــــشترين تــــشابه بعــــد از شان دانــــ
Mesobethusبا جنس Buthus مـشابهتي بـين   .  ديده شد

 بـا ديگـر جـنس هـا و خـانواده هـاي              MeICTتوالي سم   
  . عقرب ديده نشد
 ـــه تاكنــــون توالي نوكلئــــوتيدي از ژن    اگرچ
 Leiurus quinquestriatusين حاصــل از  كلروتوكــس

  گزارش نـشده اسـت و تنهـا تـوالي پـروتئين آن موجـود               
مي باشد، با اين حال با توجه به توالي پپتيدي آن و بـا در               

نظر گرفتن كدون هاي اسيدآمينه ارجح مورد استفاده در        
 MeICTحشرات توالي كلروتوكسين پيش بيني و بـا ژن          

 نوكلئوتيـدي   102سه بين توالي    در نتيجه مقاي  . مقايسه شد 
كلئوتيدي ژن كلروتوكسين    نو 108 با توالي    MeICTژن  

  . توالي ها مشخص شد درصد88تشابه 
 نوكلئوتيـد   6به نظر مي رسد كه بـه جـز حـذف            

، MeICTپشت سر هم در ناحيـه يـك سـوم انتهـايي ژن              
ــاي     ــسين از جهــش ه ــا ژن كلروتوك ــا ب ــاوت ه ــه تف بقي

 ناحيه مختلف حاصـل شـده       7جايگزيني نوكلئوتيدها در    
تغيير ايـن نوكلئوتيـدها در ترجمـه منجـر بـه تغييـر            . است

در بررسي هـاي    . اسيد آمينه و توالي پروتئيني خواهد شد      
 بـا   MeICT از   cDNAمقايسه يي ديگري كه بين تـوالي        

كلروتوكسين و ديگر ژن هاي مشابه انجـام شـد نتـايجي            
هي اسـت   بـدي . حاصل شد كه در زير به اختصار مي آيـد         

كه هر كدام از اين نتـايج بـراي مطالعـات مختلفـي قابـل               
در بررسي پپتيـدهاي مـشابه كلروتوكـسين        . استفاده است 

 با كل تـوالي كلروتوكـسين   M.eupeusبه دست آمده از     
ــد 73 ــد از 79( درصـ ــد108 نوكلئوتيـ ــا )  نوكلئوتيـ و بـ

MeICT 77 ــد ــد102 از 79( درص ــه  )  نوكلئوتي ــشابه ب ت
 مقايسه پپتيدهاي مشابه كلروتوكسين با      اما در . دست آمد 

هم در بين دو جنس بوتوس و مزوبوتوس درصـد تـشابه            
ــر ــه كمتـ ــد61 و بـ ــد108 از 66 ( درصـ ــا )  نوكلئوتيـ بـ
ــسين و كلرو ــد102 از 66( درصــد 65توك ــا )  نوكلئوتي ب

MeICT در بررسي بين همه پپتيدهاي ضد كانـال       .  رسيد 
هت در دو   شـبا  درصـد    48هاي كلر از اين دو جنس تنها        

ــا كلروتوكــسين و )  نوكلئوتيــد48ز  ا23(پــنجم ژن   54ب
علت . به دست آمد  ) 42 نوكلئوتيد از    23( شباهت   درصد

 6 وجـود    MeICTتفاوت تشابهات بـين كلروتوكـسين و        
ــدهاي    ــوالي نوكلئوتي ــافه در ت ــد اض  از 72- 78نوكلئوتي

كلروتوكسين است كه در هيچ يك از اعـضا ديگـر ايـن             
 ديــده نمــي MeICTدو جــنس و نــه در  خــانواده در هــر

با توجه به اين نتايج بـه نظـر مـي رسـد كـه درصـد                 . شود
 بيشترين مي باشـد و پـس        MeICTتشابه كلروتوكسين با    

.  تـشابه بيـشتري دارد     M.eupeusاز آن با انـواع خـانواده        
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 B.martensii و   M.martensiiتشابهات بيـشتر بعـدي بـا        
ــا     ــر ب ــشابهت كمت ــر م ــد و در آخ ــي باش ــدهاي از م پپتي

M.tamulus و B.occitanus ايــن يافتــه هــا . وجــود دارد
مــي توانــد مــسير دســتيابي بــه داروي زيــستي مناســبي را 

ــازد  ــوار س ــته توســط  . هم ــات گذش  و Ullrichدر مطالع
همكاران مشخص شـد كـه در سـلول هـاي گليومـا بيـان               
بالايي از كانال هاي كلر وجود دارد كـه در سـلول هـاي          

همچنـين در همـان     ). 17(ز وجـود ندارنـد      نرمال بافت مغ  
مطالعه گزارش شد كه كلروتوكسين مي توانـد بـه طـور            

 . انتخـابي بـه ايـن كانـال هـاي يـوني كلـر متـصل شـود         

Soroceanu       و همكاران نشان دادند كـهCTX     بـا قـدرت 
بالايي به تومورهاي سيستم عصبي مركزي مثل گليوما و         

 و اثـرات     متصل مي شود   Neuroectodermalتومورهاي  
ممــانعتي بــر رشــد و متاســتاز ســلول هــاي ســرطاني دارد 

امــروزه از ايــن پپتيــد كــه بــا يــد راديــو اكتيــو  ). 18،19(
(I131)     ــاي ــرداري ه ــصوير ب ــراي ت ــده، ب ــشان دار ش  ن

كلينيكي و راديو تراپي گليوماي بدخيم در انسان استفاده    
 با توجه به اهميت كلروتوكسين در درمان .)20(مي شود   

 88رهاي مغـزي و بـا توجـه بـه شـباهت             يص تومو و تشخ 
 اميد  MeICTكننده اين سم با پپتيد        بين توالي كد   درصد

است كه پس از بررسي عملكردي بتـوان از آن در مـسير      
  .مداواي بيماران استفاده كرد

  
 : گيرينتيجه

 ســموم شــبه DNAبررســي هــاي همولــوژي بــين تــوالي 
 ــ  ــاوت ه ــف، تف ــاي مختل اي كلروتوكــسين از عقــرب ه

متعددي نشان داد كه مي تواند خاص گونـه ايرانـي ايـن             
 همچنين تشابه زياد با كلروتوكسين احتمال       .عقرب باشد 

 ي ضده عنوان داروــ را بMeICTاني از  ـــاده درم ـــاستف
  .سرطان گليوما مطرح مي كند

  
  :كر و قدردانيتش

از دانشگاه شهركرد بخاطر حمايت مالي اين پژوهش        
و همچنــين از همكــاري پژوهــشكده زيــست قــدرداني نمــوده 
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Background and aims: Scorpion neurotoxins have been widely studied in recent years, 
including investigations into their physiological functions and pharmaceutical properties. 
Chlorotoxin is one of the most attended toxins that are used in brain cancer therapy at 
now. The aim of this study was to evaluate the sequencing and comparative –
bioinformatic analysis of DNA coding chlorotoxin like peptide from Iranian scorpion 
mesobuthus eupeus.  
Methods: In this descriptive study Iranian scorpion Mesobuthus eupeus samples were 
isolated and the total RNA was extracted form venom glands. cDNA was synthesized by 
RT-PCR and then the sequence encoding a venom peptide with homology to chlorotoxin 
(named MeICT for Mesobuthus eupeus Iranian Chlorotoxin) was isolated and identified 
with specific primers for conserved sequences of chlorotoxin like toxins. 
Results: The sequence of MeICT was 102 nucleotides long and it was similar (88% 
identities) to that of chlorotoxin isolated from Leiurus quinguestriatus. The sequence 
identified in this study was compared with other similar venom sequences from other 
species of scorpion by CustalW server. 
Conclusion: Homologies analysis showed multiple differences in sequences that can be 
specific for Iranian subspecies of this scorpion. Furthermore, because of much similarity 
with chlorotoxin, MeICT may be used as therapeutic agent in glioma cancer. 
 
Keywords: Chlorotoxin, cDNA, Iranian Scorpion, Mesobuthus eupeus, MeICT.  
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