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  دهیچک
است که   لیدلنیهمبه ؛است  داشته  يریچشمگ  رشد سرطان   براثرِ ریوممرگ زانیم ر،یاخ يهاسال  در اند،داده نشان  گوناگون قاتیتحق کهطورهمان
ساس، نیبرهم. هستند  کمتر، یجانب اثرات با ییداروها ژهیوبه د،یجد يداروها دیتول یِدرپمحققان    نیاز بهتر یکی زیپانکراس گوسفند ن  بونوکلئازیر میآنز ا
س  4ر د تنها گوسفندي  میآنز. رندیگیم کاربه یسرطان  يهاسلول مرگ  يالقا دررا  آن که است پانکراس گاو  بونوکلئازیر میآنز يبرا هااورتولوگ  ۀنیدآمیا
A19S، K37Q، V46F  وN103E  و  ینیبشیپپانکراس گوسفند   بونوکلئازیر میآنز يبعدسه ابتدا شکل   رو،شیپ ۀمطالع درتفاوت دارد.  گاوي میآنزبا
س  يداریپا نظرازسپس   صات    درادامه،. شد  یبرر شخ شیمیایی  م ستفاده    با  میآنز نیا فیزیکو سی قرار گرفت.  همچنین، با ا برنامه پرات پارام نیز مورد برر

. مطالعات گردید ینیبشیپ زین نیپروتئ يداریپا زانیم Gyration analysesو  RMSF، RMSD به توجهباو  يساز هیشب  یکیوانفورماتیب يهاروشزا
س  لیقب ازی نیز شگاه یآزما س  درمقابل آنمقاومت  زانیم ،RIاز  میآنز نیفرار ا یبرر سلول  يالقا تیقابل ،يدیتول نیپروتئغلظت  ن،یپپ لولس در  یمرگ 
  تا نیپپس  مجاورتساعت انکوبه در   22پس از  مدنظر میآنز که دهدمی نشان  قیتحق نیانتایج . گرفت انجام م،یآنز نیا تیفعال زانیم زینو  یسرطان  يها
در این مطالعه زده شـد.   نیتخم دفوردابرکه با اسـتفاده از روش   بود mg/ml 4.78 زین يدیتول نیغلظت پروتئ زانیم. ماندَیم یباق نخوردهدسـت  90%
ــفند  یعیطب بونوکلئازیر میآنز تیفعال ــد.  برآورد U/mol 22±558پانکراس گوس ــد  قاتیدر تحق طورکههمانش ــان داده ش ــته نش ــت، هگذش   انواعِ اس

RNaseA   سفند شان   یسلول  تیسم  گونهچیه جهیدرنتو  شوند  سلول وارد  توانندینمگاو و گو ستفاده از   ی در این مطالعهول دهند،ینمن   ن،یپوفکتامیلبا ا
 يریگاندازه  MTT assay روشبه زینها سلول یمانزنده زانیکردند. م القا Hella یسرطان يهاسلولرا به  یو مرگ سلول شدندوارد سلول  هامیآنز نیا

  يپانکراس گاو ونوکلئازبیر میبا آنز یمشابه  یتیتوکس  و یمیآنز تیفعال يپانکراس گوسفند  بونوکلئازیر میآنزکه  شد  مشخص  ق،یتحق نیبراساس ا  شد. 
 .است یمناسب نیجانشها نیمونوتوکسیا دیدر تول نیعنوان توکساستفاده به يبراو  دارد

  
 .یستیز تیفعال ،یسلول تیسم ک،یوانفورماتیب ،پانکراس گوسفند بونوکلئازیر میآنز: يدیکل هايواژه

  
   1  مقدمه
ــاسبر RNase يهامیآنز ــت در RNA بیتخر ةنحو اس  ۀدو دس

ها (   ئاز ها یپليد RNA یعنیاگزونوکل به      ییمراز ــروع  ها شـ که از انت
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ستر يفسفود  وندیپ  نی. اشوند یم هاآن یۀتجز موجب دهاینوکلئوت نیب ا
  یســتیز يهاشــگاهیکه در آزما شــودیمباعث  هامیآنز نیا یژگیو

اســتخراج  يبرا ازجمله باشــند، داشــته يمتعدد و متنوع يکارکردها
DNA، یتوال زیآنال RNA ــه ــانگر عنوانبهو  ،RNA یابیو نقش   نش

نابرا  ؛یمولکول یوزن جار  دی تول ن،یب ئاز یر يها میآنز يت  تی اهم بونوکل
  ).6( دارد یفراوان

ند    RNase يها میآنز نده وجود دار ما در   ،در اکثر موجودات ز ا
شخوارکنندگان  ش  ستم یس  لیدلبه ،ن  ،جانداران نیفرد امنحصربه  یگوار

شخوارکنندگان   هامیآنز نیا ،یطورکل). به3( شوند یم دیتول شتر یب در ن
 همولوگ ،يمغز همولوگ زند ااعبارت بیترتکه به دارندسه همولوگ  

ــم ــتگاه نکهیبه ا). باتوجه4( یو همولوگ پانکراســ نالیس  گوارش دس
سبب   سم یمکان نیو ا است  یکروبیم ریتخم بهوابسته   نشخوارکنندگان 

 شـــود،یم یکروبیمRNA و  DNA ها،نیاز پروتئ يادیحجم ز دیتول
 دیتول ازمندین يریتخم يهاوردهآفر نیهضــم ا ينشــخوارکنندگان برا

  ةاربکه در هستند  باتیترک نیا ةکنندهیتجز يهامیاز آنز يشتر یحجم ب
RNase ضوع   نیا شاهد    شده  ثابتمو ست: م شان   اتا که  انددادهن

  يهامیاز آنز ياریبس حجم  موجودات نیا پانکراس زیربرون يهاسلول 
RNase ساس م  هاآن) که 6( دنکنیم دیتول   بیترتبه د،یتول زانیرا، برا

RNase A، B، C  وD ن،یبنی. دراانددهینام RNase A  شده شناخته
  ).3( استتر 

سال   ،بارنیاول از پانکراس گاو  کیپانکرات RNase میآنز 1940در 
ستخراج ا  ،بعد از آن ؛آمد ست دهب  فند،گوس  مانند یواناتیح از میآنز نیا

سب  ،خوك موش،  ازبعد،  يهاسال  در. )5( گرفت صورت  زین بز و ا
RNase چیپ یبررســ يبرا یمدل عنوانبه نیهمچن يپانکراس گاو

سب  ها،نیپروتئ یخوردگ  و يدیسولف يد يباندها ةدربار اطلاعات ک
ستفاده  یستالوگراف یکر مطالعات نیهمچن به مینزآ نیا امروزه،. کردند ا

سلول  ةعامل القاکنند کیعنوان   نیا که شود یمشناخته   زین یمرگ 
تمام  انیماز). 30 ،5( دهدیم انجام یسلول  RNAبردن نیکار را با ازب

RNaseیمیآنز تیفعال ،شده شناخته  يها RNase A میهمان آنز ای 
شده   شتر یب يگاو سپانکرا ست گزارش  ساس . ا  انزیم ،مطالعات برا

سفند  کیپانکرات RNaseی میآنز تیفعال   يگاو 1ارتولوگبرابر با  يگو
ــت آن نام به را آنکه  میآنز نیا ةدربار یچندان مطالعات اما ،)12( اس

RNase A است. نگرفته صورت میشناسیگوسفند م  
سفند  RNase A میآنز س یآم 124 گو آن  یولکولوزن م دارد، دینوا

 نیب يدیسولفيباند د 4 خوددر ساختار  و است،دالتون  71/13درحدود 
 72با  65و  110با  58 ،95با  40 ، 84با  26 ةشــمار يهانیســتئیســ

ــ RNase Aاتصــال  گاهیجا. دارد  85 و 66، 10، 7 يهانهیآمدیدر اس
ست  ست یلوب هیشب  زینآن  يظاهر شکل . ا  میآنز نیفعال ا گاهیجا که ا

س  دو. داردقرار  ایلوب نافدر   119 نیدیست یو ه 12 نیدیست یه ۀنیآمدیا
                                                        

1- Orthologue 

ــ نیاند. اقرار گرفته گاهیجا  نیدر ا  را میآنز زیکاتال عمل هانهیدآمیاسـ
س دهندیم انجام ست  زهیکولیگل زین 34 ۀنیآمدی. ا  تمام رغمیعل). 32( ا
ست که     سبب  RNase Aخاص در  یژگیو کی رو،شیپ موانع شده ا
بار  قات یتحق ئاز یمونوریا کی عنوان به  میآنز نیا ةدر بخش دی ام بونوکل

 يبرا یسطح سلول   ةرندیگ نبود یژگیو نیا. باشد  داشته ادامه  همچنان
ست که   میآنز نیا س یا ازرا  آندر بدن ا شابه متما  يهانیمونوتوک  زیم
  ).23( کندیم

ــرکت  تاکنون،  ــ يتجار  يها شـ   میآنز دی تول به  موفق ياری بسـ
 نشخوارکننده، يهاگونه انیدرم اما،. اندشده يگاو پانکراس بونوکلئازیر

 نیا دیتول يبرا مناســب ۀگون کیعنوان توان بهیم زیگوســفندان را ن
نظر به ران،یگوسفند در ا  ينژاد تیبه ظرف. باتوجهداد قرار مدنظر میآنز
ــدیم   هب مربوط ژن کیلوژنیف و یمولکول مطالعات قیازطرکه ما  رس

سفند  پانکراس میآنز س  يرا برا نهیزم یمبتوان يگو و  شتر یب يهایبرر
ــافراهم  نده یدر آ بی نوترک نیپروتئیک   دی تول که  نیابه نظر. زیمسـ

بهبود اثرات  يکه برا دهدیم نشـان شـده  انجام يهایبررس ـ ةمشـاهد 
نشده است، هدف    جادیادر آن  یهنوز اصلاحات  میآنز نیا یمرگ سلول 

  است. موضوع نیهم یبررس پژوهش نیا از
  

  مواد و روش
  بعديشکل سه بینیپیش

بتــدا  در ــکــل ،ا ــه شـ نز  يبعــد ســ ــا   می آ  تیــمــدنظر از ســ
http://www.rcsb.org/  مار به ــ  ،pdb1YV6/pdb/ 10.2210 ةشـ

10.2210/pdb3SNF/pdb   به  يوگا  بونوکلئاز یر یعیطب مینام آنز که 
 RNaseنبودن ساختار  دردسترس  لیدلبهدست آمد.  هثبت شده است ب  

A  میآنز يبعدشکل سه   ،يگوسفند RNase A  ستفاده   با يگوسفند ا
 بونوکلئازیر يبعدسه ساختار  نیا سپس،  شد؛  ینیبشیپاطلاعات  نیاز ا

نکرا   فنــد    سپــا ــ ــبــه زی ن  يگوسـ فزار نرم  ۀلــی وسـ   I-TASSERا
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) شیپ

ستفاده  با شده ینیبشیپ ساختار  صحت  ،ادامهدر. گردید ینیب  افزار نرم از ا
SAVESv5.0 (https://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/)  

  ۀلیوس به شده ینیبشیپ يبعدسه  شکل  ابتداکه  بیترتنیبد .شد  دهیسنج 
س  راماچاندرا پلات صلاحات  دادنانجام يبرا و یبرر  يبعدسه  شکل  ا

ــدین ی ب شی پ  ل  ةشــ فزار نرم  بــه هیــاو  ــ    ا لکسـ  آدرسبــه یگ
http://galaxy.seoklab.org/refine ــتاده ــد  فرس  دوباره جهینت وش

  .)11( دیگرد یبررس راماچاندرا پلات ۀلیوسهب
ش یزیفخواص  ن،یهمچن سفند   گاو بونوکلئازیر میآنز ییایمیکو و گو

 (/https://web.expasy.org/protparam  ت پارامپرا تیسا  کمکبه زین
ــ ید  یبررسـ ها در. گرد ــبه  ،انت  SWISS-MODELافزار نرم ۀل یوسـ

(https://swissmodel.expasy.org/)  کل ــ عد ســـه شـ   میآنز يب
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ینیبشیپ RNase A ساختار . شد  دییأت هم يگاو سپانکرا بونوکلئازیر
ــده ــب يبرا ش ــازهیش  Gromacs (ver 5) گرومکس ۀدر برنام يس

software Linux (ver 17) لدیففورس از اســتفاده با CHARM  
ــ  5922مکعب که درون آن    کی  در مدنظر  مولکول. دی گرد یبررسـ
ضافه  قیازطربدن  یعیطب pH درآب قرار گرفته بود  مولکول  8کردن ا

نهیگرفت. به قرارنظر دم نیپروتئ یآنگستروم  7 ۀکلر در فاصل  ولکولم
 زانیم 1MD يساز هیشب  شد.  انجام نیکلو ۀدرج 300در  يانرژ يساز 

تا    1را از  نیپروتئ پایداري    هی نانوثان   40 درو  نیکلو ۀدرج  300درجه 
 دست به 4Rg و 2rmsd، 3rmsf ریمقاد یبررس  نیدر ا که کرد یبررس 
 .آمد

  
ــازه یۀ ته ئاز یر نیپروتئ دی تول يلازم برا يها سـ   بونوکل

   BL21 يکولایا باکتري در سپانکرا
تدا در ــورت به  clcافزار نرم کمک  با  مدنظر  نیپروتئ یتوال ،اب صـ
تیانتخاب ســـا لیدلبه. گرفتقرار pET21b  ناقلداخل  در يمجاز

س  XbaI، HindIII یبرش  يها  PelB  دیپپتا گنالیکه مانع عملکرد 
leader ــوند،یم وکتورموجود در ــ ش بهPelB leader  دیپپتا گنالیس
ضافه نظر مدبه ساختار   کیپلاسم يپر يدر فضا  نیپروتئ انیب منظور  ا
 ,GenRay Shanghaiشرکت  توسط   ةشد یساختار طراح  سپس، شد.  

China) (کار گرفته به کدون يساز نهیبهو  يکولایادر  انیمنظور ببه
سنتز    نیا قیطر از یتوال و شد  در  یتوال کلونساب  ابتدا،. شد شرکت 

  میآنزدو  نیب pET21b وکتورو ســپس در درون   pGH وکتورداخل 
ش  شد.   HindIII و XbaI یبر همراه به pET21b وکتور انتقالکلون 
خل      یتوال به دا بان مدنظر   دی منظور تولبه  BL21(DE3) انی ب میز

ــپس،. گرفتمدنظر انجام  نیپروتئ ــهب س   انتقال ، PCRیکلون ۀلیوس
ــد دیی تأ  وکتور   يردر باکت  انی ب يبرانظر دم  یکلون تی نها در که  شـ

  .گرفت دییأت زین يکولایا
ــت  طیمح در مرحله، نیا از بعد ــلول ،LBکش  کیمدت به هاس

با سرعت    ،صورت متحرك و به گرادیسانت  ۀدرج 37 يروز در دماشبانه 
180 rpm، کشت به  یطاز مح یترلیلیم 200انتها، در. شدند داده کشت

بود  µg/ml ampicillin 100که شــامل  LBکشــت  یطمح یترل 2
ضافه و کشت داده شد تا      (OD 600)کشت به غلظت مدنظر   محیطا

  برسد. 
به همچنین قدار  به  پروتئین یان منظور ب،   D-l  زا mM 1.5م

thiogalactoside  isopropy β- )IPTGکشت اضافه    یطبه مح )نیز
 یصورت ساعتبه تولیدزمان  سازيبهینهمنظور به گیريشد. ابتدا، نمونه

ساعت پنجم ب    یجۀانجام گرفت که درنت شد  شترین آن معلوم   یزانم ی
                                                        

1- Molecular dynamics  
2- Root mean square deviations 
3- root mean-square fluctuation 

 ۀدرج 37 ايساعت در دم  5مدت ، نمونه بهیلدلینهمرا دارد؛ به یدتول
سپس برا یسانت  ها سلول  يآورجمع يگراد در انکوباتور قرار گرفت و 

سانتر  سرعت   یفیوژدر   ییمحلول بالادرجه انجام و  4در  g 12000با 
سلول   شد.  س  برايها خارج   5PAGE-(SDS(با الکتروفروز  یهاول یبرر

 شدند.  تأیید
  

   نیپروتئ صیتخل
 پروتئین یانمدنظر ب یدر توال PelB یدل پپتســیگناوجود  دلیلبه

ــا ــميپر يدر فض ــورت گرفته بود که  یکپلاس  رايب رويینهمازص
ست بایم پروتئین يساز خالص سموت    ی شوك ا ستفاده   یکاز روش  ا

 .)11شد (می
ــلول   به درانتها،    -Tris)هایپرتونیک  بافر ها منظور القا به داخل سـ

Hcl 30mM, EDTA 1 mM ,Saccharose 20%, pH=8) مقدار به
ضافه   به تریلیلیم 25  قرار خی يروبر قهیدق 30 مدتبهو  شد محلول ا

ــرعت یقهدق 20مدت  آمده به  دســـتمحلول به  گرفت.   g 8000 با سـ
شت. پلت به  يآوراز آن جمع بالاییشد و محلول   یوژفیسانتر  ست گ د

مده در   ــورت محلول به  ml 4hypotonic 5 mM MgSO 25آ صـ
ست  هب سپس   خی يبررو قهیدق 30مدت . محلول بهآمدد قرار گرفت و 

  محلول درنهایت،شد.   وژیفیترنسا  g 8000 با سرعت  قهیدق 20مدت به
  محلول در ســاعت 16 مدتبه و شــد يآورجمعآمده دســتهب يبالا
ــلا ــزی )mM NaCl, 10 mM 4PO250 mM NaH 300 , (زی

imidazole, pH: 8.0  گرفتقرار.  
ستون   نیپروتئ صیتخلمنظور به ستفاده  Q-sepharoseاز  شد.   ا

 5 داده شد و وشوشست نظرمد نیپروتئ محلول بامرتبه سه ستون ابتدا،
ــامل   که  رویی مایع از  تریلیلیم درجه   4 يدما در  می بود نیپروتئشـ

لظتمدنظر با غ پروتئینمرحله،  ینبعد از ا .شــد لتریفســتون  قیازطر
از  ) مولارNaCl 0.1, 0.2) 0.3, 1, 2, 3 یمختلف محلول نمک يها

ست     ش شد. محلو  وستون  صل  يهالشو داده   ستون  لترکردنیف از حا
-SDSژل  يبررو وشد   يآورجمع ینمک مختلف يهاغلظت ۀلیوس به

PAGE   قرار  یبررســـ این محلول هل مورددر نظرمد نیپروتئوجود
نظر وردم نیپروتئشامل که محلول نمکی غلظت  نیترمناسب گرفت تا

ست به بود ستخراج  نیپروتئغلظت  ،. درانتهادبیای د ستفاده  باشده  ا  از ا
 ).14( گردید نییتع دفوردابر روش

  
  RNaseفعالیت  یبررس

 يبا روش تر یعیطب يگوسفند RNase A یمیآنز فعالیت بررسی 
جام گرفت (   )2013و همکاران (  یپات  تدا،  26ان با   RNA). دراب مخمر 

4- gyration radius 
5- Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel 
electrophoresis   
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انکوبه شد؛ سپس،    دقیقه 30مدت مخلوط و به مایدبرو اتیدیوممحلول 
مول به آن اضــافه شــد و یکروم 2با غلظت  ریبونوکلئازاز  یترکرولیم 2
تا  510و در طول موج  یهثان 300مدت غلظت فلورسنت آن به  ییراتتغ

نداز    600 ی  یريگهنانومتر ا ما  ین). ا26د (گرد  5با   همچنین،، یشآز
ظت مختلف از    نیز RI (RNase inhibitor) (Thermo, USA)غل

  ).20، 19انجام گرفت (
  

  پروتئازها درمقابل مقاومت
به میبه آنز نیپپس  mg/mL 0.2با غلظت  RNase A بونوکلئازیر

بت   ــ ما  در 2به   1نسـ خل محلو   37 يد جه و در دا  mM 50ل در
glycine–HCl در PH 2.4    .نز  کیــ ازقرار گرفــت   يتجــار  می آ

 استفاده  شیآزما نیا در شاهد  عنوانبه) A )Qiagen, USAبونوکلئایر
به نیانجام گرفت و همچن يریگنمونه یمشــخصــ يهازمان. در شــد

 کهاســـتفاده شـــد  سیمولار تر 2نمونه از محلول  PH میتنظمنظور 
 ).29( دیگرد یبررس SDS-PAGE ۀلیوسهب تیدرنها

  
   MTTآزمون
 ســلولی ةمدنظر، رد آنزیم ســرطانیت ضــدفعالی ســیربرمنظور به

 37 دمايخانه در 96 پلیتکشت در داخل   يآماده برا Hella سرطانی 
و  قرار گرفتساعت  72مدت به %7کربن کسید اديگراد و سانتی  ۀدرج

سلول از زنده یافتنیناناطم برايسپس   شد و حرکت آن بودن  ها ها ر
ــی ید  بررسـ عد از  گرد ئاز  آنزیماثر افزودن  این،. ب  ةرد نیبر ا ریبونوکل

  ،ng، 2500 ng، 2000 ng 3000(  غلظت مختلف 7در  یســلول 
1500 ng، 1000 ng، 500 ng، 100 ng  (و  شد  آزمایشتکرار  3 با

سبه  نیز IC50 ینهمچن   مانیزنده میزان گیرياندازه براي. یدگرد محا
 PBC با که mg/ml 5غلظت  با 1MTT محلولاز  ml 20 ســلول

 .شد اضافه هاپلیت به بودشده  رقیق
  

  نتایج
  فیزیکوشیمیایی خصوصیات مقایسۀ
ش یزیکمطالعه، خواص ف ایندر  انکراس پ ریبونوکلئاز یمآنز یمیاییو

ــرم     ــط ن ــوســ ــد ت ــن ــف ــوســ ــاو و گ ــرام  در گ ــرات پ ــزاز پ اف
(https://web.expasy.org/protparam/) شــد  یســهو مقا یبررســ

 ).1(جدول 
 

ــ ــاختار یکیوانفورماتیب يهایبررس   بونوکلئازیر میآنز س
  س گوسفنداپانکر

سی  سه    يهابرر پانکراس  ریبونوکلئاز ةشد ینیبیشپ يبعدشکل 

                                                        
1- 3-(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide  

صلاحات اول  ،با پلات راماچاندرا يگوسفند  سه  شکل  یه،قبل و بعد از ا
مشاهده   1طورکه در شکل  . همانکندمی تأییدشده را  ینیبیشپ يبعد

س   یم س  یافته یشافزا یدارپا یۀدر ناح ینهآم يهایدشود، تمرکز ا ت و ا
ــمت  از آن %98,4حدود    یۀرنگ که ناح   یقرمزرنگ و آب  هاي ها در قسـ

 ).15رکز شده است (است متم یداريپا
سۀ  سه    مقای سفندي وکلئاز پانکراس ریبون آنزیم بعديساختار  و  گو

ست که باوجود    يگاو شان داده ا سبت  يگاو یمکه در آنز یجهش  4ن ن
ند    ــف جا  يبه نوع گوسـ گاه در    و A19S ،K37Q، V46F يها ی

N103E ،و شــکل ســه گرایش يبررو یريتأث یچامر ه اینوجود دارد
سفند  یمآنز يبعد ست و هر دو آنز    يگو شته ا شب  یمنگذا هم  هیکاملاً 

براســاس  RI یمها کاملاً با آنزهردوِ آن همچنین،). 2هســتند (شــکل 
به  یمدو آنز ینشباهت ا  یزانشوند. م میمهار  یوانفورماتیکیب يهاداده

  ).3است ( %99,77درحدود  یکدیگر
  يهایبررســ ومطالعات  ،قیتحق نیا یط ،شــد انیطورکه بهمان

سفند  پانکراس بونوکلئازیر میآنز ةدربارهم  یمیآنز . رفتگ صورت  گو
ــان داد که تفاوت در    یکیاتم انفورویمطالعات ب   نیا ــنویآم 4نشـ  دی اسـ
ــال  ةبر نحو يریثأت  نظر  بنابه   ازآنجاکه   ،حال نیباا  ندارد؛  RI به اتصـ

نیابه ،دارد ازینشـــده دییأشـــاهد ت کیگونه مطالعات به نیمحققان ا
  شتر یب يهایبررس  يبرا يگاو میآنز یستالوگراف یکر يهاداده از منظور

بودن ها نشان از درست  داده نی. اشد استفاده   نانیاطم تیقابل شیافزا و
 قیازطر جینتا نی) که البته ا3 شکل داشت (  يگوسفند  میاطلاعات آنز

 ).35) (4شکل( شدند دییتأ زین 2MDS يسازهیشب
 

  پانکراس گوسفند بونوکلئازیر یعیطب میآنز دیتول
شان داده  مطالعات س ن  دیتول باعث PelB دیاپپت گنالیاند که وجود 

و خلوت ترمناسب يکه فضا شودیم کیپلاسميپر يدر فضا نیپروتئ
سبت  يتر ضا ن سم یس  يبه ف  RNase A). ژن 24، 12( دارد کیتوپلا

 قرار HindIII و XbaI یبرش ـ تیسـا  2 نیو ب داردجفت باز  369که 
ست گرفته  س به ا ضم دوتا  ۀلیو -pET تیسا  نگیکلون داخل در ییه

21b   ستفاده  با ق،یتحق نیا ی. طگیردمیقرار صال،  تیک از ا  یوالت ات
 ســـپسانتقال داده شـــد و  E. coli BL21 (DE3)داخل  بهنظر دم

 نیپروتئ دی). تول5 شکل ( شد  دییتأ سازه  انتقال  PCR یکلون قیازطر
ــفند به بونوکلئازیر یعیطب با  همدالتون لویک13.7  ةاندازپانکراس گوس

SDS-PAGE ياسمز  شوك  ۀلیوس به نیپروتئ نیا صیتخلشد.   دییأت 
الکتروفروز  قیازطرو ســـپس  گرفتانجام  Q-Sepharoseســـتون  و
صورت کامل در  به نیپروتئ دیمطالعات از تول نی). ا6 شکل ( شد  دییتأ

ضا  يهاسلول  سم یس  يمدنظر و ف شتند  تیحکا یتوپلا با کمک . دا
ئ   غلظــت    زانی م  دفورد ابر  روش ن دیــتول   یع ی طب   نی پروت ــده    زی شــ

mg/ml4,78 شد برآورد. 
 
  نیو مقاومت دربرابر پپس یمیآنز تیفعال

2- Molecular dynamics simulation 
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ساس مطالع بر   تیعالف ،یمیآنز تیفعال سنجش  يه براگرفتانجام ۀا
 نیتخم U/mol ±22 558پانکراس گوسفند   یعیطب بونوکلئازیر میآنز
 اســت، هنشــان داد 2008در ســال  یطورکه روتوســکهمان .شــد هزد

ها میآنز نیا یمیآنز تیفعال زانیبا م یمیمســتق ۀرابط یســلول تیســم
شاهد استفاده    عنوانبه يگاو RNase A از مطالعه، نیا در). 30دارد (

شابه اطلاعات   يریاندازگ یمیآنز تیفعال زانیکه م شد   ةشد ارائهشده م
کاران  و مهر فروهر  قیتحق نیدر ا ن،یهمچن .)10( بود) 2020( هم

ــده بدیتول میآنز ــهش ــ ۀلیوس ــد تا م نیپپس ت آن مقاوم زانیانکوبه ش
ــود.  يریدرمقابل پروتئازها اندازگ ــاعت 22 از پس مدنظر میآنزش  س

 .ماند یباق نخوردهدست %90 زانیمبه نیپپس در انکوبه
 

ثر   ـ  ی ســ ا بررو       RNase یت ی توتوکسـ ند  ف   ةرد يگوســـ

   Hellaیسلول
 MTT روشاز  RNase یتیتوکســیســ زانیم یبررســمنظور به
assay    شد و همچن ستفاده  شاهد  گاو به RNase A نیا  مدنظرعنوان 

 و گاو RNase A میدر حضــور آنز  ،)7 شــکل آغاز ( درقرار گرفت. 
ــفند،  ــد میآنز نیا گوسـ ــلول نشـ  تیفعال  چیه جه یو درنت ند ها وارد سـ

 3000 نیامپوفکتیبا ل ماریپس از ت یول ،نشــان ندادند یتیتوتوکســیســ
(Thermo, USA) ساس  بر سال   در همکاران و سلر  ةشد ارائه روشا

نظر وارد دم میآنز -شد  ینیبازب 2014 سال  در قاتیتحق نیا- 1995
شد ( سلول    به یسلول  مرگها، سلول  بهها میآنزاز ورود  بعد). 25ها 
 یمانزنده زانیم یبا بررس  ،. سپس شد القا  Hella یسرطان  يهاسلول 
 د.ش يریگهانداز زین میآنز یتیتوکسیس تیفعال زانیها مسلول

  
 پانکراس گوسفند و گاو یبونوکلئازر یمیاییشیزیکوف یاتخصوص یسۀمقا -1 جدول

Table 1- Comparison of physicochemical properties of Ovine and Bovine panceratic RNase A  
  پانکراس ریبونوکلئاز

Pancreatic ribonuclease   
Bovine 

  گاو
Ovine 
  گوسفند

 یدآمینهتعداد اس
Number of amino acids 

124 124 

 لکولیوزن مو
Molecular weight  

 
 الکتریک ایزو نقطه

13690.29 13707.23  

pI Theoretical pI: 8.64 8.64 8.15 

  مقدار بار مثبت
Total number of positively charged residues  10 11 

  منفیمقدار بار 
Total number of negatively charged residues 14 13 

  یمآنز یفرمول اتم
Formula C575H909N171O193S12 C574H904N170O196S12 

  هاتعداد اتم
Total number of atoms 

1860 1856 

 انپستاندار نابلغ قرمز گولبولهايعمر در نیمه
half-life (mammalian reticulocytes, in vitro) 

1.3 hr. 1.3 hr. 

 مخمر يهادر سلول پروتئینعمر نیمه
(yeast, in vivo) 

3 min. 3 min. 

 ایکلايدر  پروتئینعمر نیمه
(Escherichia coli, in vivo) 

3 min. 3 min. 

 پایداري شاخص
The instability index 

42.12 44.26 

 ابدوستی شاخص
Aliphatic index 

46.45 45.65 

  یدروپاتیه متوسط
Grand average of hydropathicity (GRAVY) 

-0.663 -0.681 
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 تصحیحات شدنپلات راماچاندرا بعد از انجام -Bاصلاحات  پلات راماچاندرا قبل از انجام -Aپلات راماچاندرا.  -1 شکل

Figure 1- The Ramachandran plot (A) The Ramachandran plot of initial model (B) The Ramachandran plot of refined model  
  

 
  پانکراس گوسفند ریبونکلئازپانکراس گاو با  ریبونوکلئاز ردیفیهم -2 شکل

Figure 2- Alignment of the bovine RNase A with the ovine RNase A 

 
 گوسفند  RNase A يبعدساختار سه -3 شکل

Figure 3- 3D structure of the ovine RNase A   
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  .است یمدو آنز ینثبات و تعادل ساختار ا ةدهندنشان گوسفند و گاو طبیعی ریبونوکلئاز میآنز يسازیهشب RMSFو  RMSD -4 شکل

Figur 4- RMSD and RMSF analysis confirmed the stability of the ovine RNase. 
 

 
 یعیطب  S3: RNaseA و S2)، یکا(شرکت ترمو، آمر +M100مارکر: S1پانکراس گوسفند. یبونوکلئازر PCR یحاصل از کلون یجۀنت -5 شکل

Figure 5- The colony PCR of ovine RNase A, S1: M 100+ marker (Thermo, USA), S2 and S3: Native ovine RNase A.  
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خالص یج. راست: نتا(+) S3 :E coli BL21(DE3) with pET 21b ي،پانکراس گوسفند یعیطب ین: پروتئS2پانکراس گوسفند.  یبونوکلئازر ینپروتئ یدچپ: تول -6شکل 

  گوسفند یعیطب ینپروتئ يسازخالص یجۀ: نتS2،  (Thermo, USA)ینلدر پروتئ S1:. ینپروتئ يساز
Figure 6- Left: Recombinant protein production in E. coli BL21(DE3), S2: native ovine RNase A protein, S3: E. coli BL21(DE3) 
with pET 21b (+). Right: purification of the ovine RNase A. S1: protein ladder (Thermo, USA), S2: native ovine RNase A protein. 

  

 
   HeLa یسرطان يسلول ها رده يگاو و گوسفند بر رو یعیطب RNase یمآنز MTT assay یجنتا -7 شکل

Figure 7- MTT assay of native and mutant ovine and bovine RNase A on HeLa cancer cell line. 
 

  بحث
 داینامیکی و اســتاتیکی هايبررســی که اندداده نشــان مطالعات

سب  اهکارر س  يبرا یمنا .  نهندمی ما رويپیشها پروتئین یداريپا یبرر

ــ یزن ما  نداز   MDS يها یدر بررسـ و  RMSD، RMSF یريگهبا ا
Gyration curves سی  را شده تولید آنزیم پایداري یزانم . کردیم برر

ست هاطلاعات ب صل از مطالعات   يهابا داده یقتحق ینا طیآمده د حا
و  23، 22، 21، 20داشت (  یو همخوان یهمپوشان  قبل کاملاً يهاسال 
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ید   با  پژوهش، ینا در). 33 ــطۀ به  آنزیم پایداري   تأی  اطلاعات  واسـ
 یم. مقاومت آنزشــدحاصــل  یناناطم یزن زیمبودن آنفعال از داینامیکی

سین  درمقابلِ  زیرا ،داشت  یديتول یمآنز یحهم نشان از ساختار صح    پپ
ــال  ــان داد یتاســم 1984در س با  فقط یمند که آنزاهو همکاران نش

 خواهدرا  ینمقاومت در حضــور پپســ یتقابل یحداشــتن ســاختار صــح
 یم،داد قرارمدل  رامدنظر  یمآنز MDS مطالعاتدر  ما). 28( داشـــت

 یستالوگرافی مدل کر يگاو RNase A یشین پ يهابررسی  در اینکهچه
  ).23 و 18، 10( است گرفته قرار مدنظرآن 

ارد د گاوي آنزیم به زیادي بسیار  شباهت  ما مدنظر آنزیم ازآنجاکه
  یمآنز یککه  رودیانتظار م ،با آن متفاوت است  اسیدآمینه  4و تنها در 
در  ما. باشــد توکســین عنوانبهاســتفاده  براي بالا قابلیتبا  مناســب
 کریستالوگرافیدر شکل  گاو RNaseA یپس از بررس MDSمطالعات 

  یمآنز يسازشبیه ین. اساختیم نشینگوسفند را جا RNase Aشده ثبت
RNase A سفند  طبیعی شان  گاو و گو   دو این بین زیاد شباهت  از ن

 داشت بدن دماي و اتمسفر 1 فشار در هاآن بالاي تعادل میزان و آنزیم
سیرهاي  ازطریق که شگاهی  م  ی). مطالعات18 و10( شد  تأیید نیز آزمای

سال  ست  گرفتهانجام  یراخ يهاکه در  شان داده  ا س  اندن از  یاريکه ب
ــم یبونوکلئازر ،مانند انکوناز ،ها یبونوکلئاز ر  یبونوکلئازر زنیگاو و  ینالسـ

سین ا یکعنوان به وقتی ،پانکراس گاو ستفاده   هاآن از یمونوتوک  هشد ا
ها در آن ینپروتئ یدمانع از تول یسرطان يهابعد از ورود به سلول  است، 

  ).30 و27، 19، 16، 9، 7، 1( انددهش
ندلس  کاران  و ســــا   یماز نوع آنز پروتئیننوع  13) 2011( هم

ها پروتئین ینا با کردند و   ید تول راناپیراناز  پانکراس قورباغه     ریبونوکلئاز 
شکار  را RI و RNase A ینب یوندهاياثرات پ  ینبه ا. باتوجهساختند  آ

 یمآنز یک گوســفند RNase Aاز  توانیم رســدمی نظربه یقات،تحق
شته  را RIفرار از  تواناییکرد که  یدتول یافتهجهش شد،  دا همان زیرا با

 RIو گوسفند در حضور  گاو RNase A اندها نشان دادهیطورکه بررس
 ،2020مطالعات در سال   دوره یک طی). 29( شوند می غیرفعال کاملاً

 یافته  جهش یمآنز نوع یک  گاو  RNase Aفروهر مهر و همکاران از  
  ).10( داشت را RIفرار از  یتکه قابل ندکرد یدتول

ــ مطالعات ــان دادهیو بررس ــ یمکه از آنز اندها نش ــدیمهندس  ةش
RNase A ایمونوتوکسین در  توکسین  عنوانبه توانمی گوسفند  و گاو

 RNase A ،شــد یانطورکه ب. همانگرفت بهرهصــورت فعال ها به
ــ یتقابل طبیعی ــطح ســلول را   میتس  یک ،ودخ ین،که ا ندارددر س

  با تواندمی ترتیببدین یراز هاســت،آنزیم این براي مثبت ۀمشــخصــ
صال  و مرگ  شود  مدنظر سلول  وارد انتخابی صورت به باديآنتی به ات

سلول  یسلول   یقتحق این در ما). البته 14القا کند ( یسرطان  يهارا به 
آن با  ازطریقمرگ  يو القا طبیعی RNaseA یتسم  یمنظور بررس به

 یمآنز نای یتبه ســلول ســم یمورود آنز يبرا لیپوفکتامین از اســتفاده
 .کردیم یرا بررس یعیطب

  
  یکل گیرينتیجه
شان داد که آنز  مطالعه این  گاو و گوسفند شباهت   RNase A یمن
 براي یاديز یتقابل يگوســفند RNase Aدارند و  یکدیگربه  فراوانی

. دارد یســـرطان يهاســـلول به یســـلول مرگ يالقا و يتجار تولید
شخص  ین،همچن سفند  ریبونوکلئاز یمکه آنز شد  م مانند  ،پانکراس گو

سلول گ  ،گاو RNase A یمآنز سلول    یرندهدر خارج از   و ردندا یسطح 
ــلول وارد ــود،نمی س  یعنی، این. کندمیمهار  را کاملاً آن RI زیرا ش
ــورتدر ــی ص با  یافتهجهش یمآنز یک یدو تول یمآنز ینا کردنمهندس

شته  را RI ازفرار  ییکه توانا یمیآنز یتحفظ فعال شد،  دا  از توانمی با
ها نایمونوتوکسـی در  ینتوکس ـ مثابۀبهمناسـب   بدیلِ یکعنوان به آن

ستفاده  سفند  ریبونوکلئاز آنزیم. کرد ا شین  يپانکراس گو سب  جان  یمنا
 زیرا سـت، هایمونوتوکسـین ا یددر تول ینعنوان توکس ـاسـتفاده به  رايب

 .دارد يپانکراس گاو ریبونوکلئاز یممشابه آنز یتیو توکس یتفعال
  

  قدردانیو  تشکر
ش  یمال یتپژوهش با حما این س    یمعاونت پژوه شگاه فردو  یدان
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Introduction1 Obviously, the recent decades strategy in cancer therapy, anticancer drug discovery and drug 

improvement is to characterize, distinguish and validate the most promising cancer-related molecular targets to which 
new drugs can be designed. The unique features of the pancreatic RNase (RNase A) such as high activity, stability, 
lack of a cofactor, and small molecular size have made it the most popular enzyme in the ribonuclease family. 
Specifically, RNase A is involved in endonucleolytic cleavage of 3'-phosphomononucleotides and 3'- 
phosphooligonucleotides ending in C-P or U-P with 2', 3’- cyclic phosphate intermediates. RNase A was purified from 
the Bovidae family including bovine, ovine, bison, eland, goat and gnu. Although phylogenetic analyses of RNase A 
revealed high similarity among members of the Bovidae family, some functional mutations were also found. 
Several studies showed that the RNA hydrolyzing action of ribonuclease is able to induce apoptosis and cell death in 
cancer cells, independently. This effect could be enhanced thousands of times when ribonuclease is linked to 
antibodies. These enzymes show potent cytotoxic activity on cell internalization but do not show sensible 
immunogenicity or non-specific toxicity toward normal cells. Ovine pancreatic ribonuclease enzyme is a member of 
super family RNase A, it can be a good candidate as a toxin for designing new drugs. The objective of this study was 
to produce ovine pancreatic ribonuclease enzyme in E. coli and characterize its activity. 

Materials and methods All structures needed for this study were downloaded from the Protein Data Bank (PDB) 
website (http://www.rcsb.org/). PDB files (accession numbers: 10.2210 /pdb1YV6/pdb and 10.2210/pdb3SNF/pdb) 
related to natural Bovine Pancreatic RNase were selected. Gene synthesis and production of recombinant protein were 
conducted by using the pelB signal sequence at the beginning of the structure for periplasmic protein production. The 
native ovine RNase and bovine RNase A were optimized for E. coli host by GenRay codon optimization service and 
sent to GenRay Biotechnology (Shanghai, China) for synthesis. The target genes in pGH vector were sub-cloned in 
pUC19 and then cloned into the pET21b (+) vector between XbaI and HindIII sites. After transformation, E. coli cells 
containing recombinant pET21b (+) were cultivated in LB broth medium containing ampicillin. To extract the 
proteins, osmotic shock methods were applied. After that Q-sepharose chromatography was used to extract the target 
protein. Finally, Bradford analysis was used to determine the protein concentration. The ribonucleolytic activity of 
the recombinant native ovine RNase A was compared with native bovine RNase A following Tripathy et al (2013) 
method. To investigate the antitumor activity of recombinant proteins, HeLa cells were prepared for seeding in a 96-
well flask and incubated at 37°C in 5% CO2 for 72 h.  

Results and discussion The production of native ovine and bovine RNase A was confirmed by SDS PAGE. 
Protein purification was successfully performed using osmotic shock in the Q-Sepharose column. Although our 
findings confirmed protein expression, no detectable proteins other than RNase A was observed in the LB medium, 
indicating that almost all the proteins were expressed either inside the bacterial cell or secreted into the periplasmic 
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area. According to the Bradford analysis, the concentration of the recombinant proteins extracted was 4.78 ovine 
RNase A. Based on our results, it was shown that the ribonucleolytic activity of native ovine RNase A was 558±22. 
The results showed that RNase A exhibited resistance to pepsin degradation during the whole incubation process (22 
h), in the course of which 90% of RNase A remained undamaged. To determine the cytotoxic effect of ovine RNase 
on the HeLa cell line, MTT assay was done following incubation with ovine RNase A. The commercial RNase A was 
used as control. The results showed that ovine RNase A and bovine RNase A had no cytotoxic effect on HeLa cells. 
When RNase treatment was done by the lipofectamine 3000 (Thermo, USA), the cytotoxicity effect was observed. 
Several studies have shown that some ribonucleases such as onconase, bovine seminal ribonuclease and bovine 
pancreatic ribonuclease have a great promise as cancer immunotherapeutic agents and cause a significant reduction in 
the protein synthesis of tumor cells after internalization into cytosol.   

Conclusion Our findings demonstrate that ovine RNase similar to bovine RNase has a great potential for use in 
drug design industry. We revealed that the native ovine RNase A was more stable than the native bovine RNase. In 
future work, we intend to fuse the engineered ovine-RNase A to dedicated recombinant antibodies for cancer therapy 
and investigation of engineered immuno-ribonuclease potency and cell killing effects as a fusion protein. 

Keywords: Bioinformatics, Biological activity, Cytotoxicity, Ovine pancreatic ribonuclease. 
 


