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و مقايسه داروهاي طراحي شده  Cerebral Ischemiaدر بيماري  HMGB1بررسي نقش 
  آن سيگناليبراي مسير 

  *زاده، حسن محبت كار الناز امان

  گروه بيوتكنولوژيعلوم و فناوريهاي نوين،  دانشگاه صفهان، دانشكده اصفهان،

  14/6/93 :تاريخ پذيرش  17/6/92 :تاريخ دريافت
  چكيده

باشد كه در اثر كاهش جريان خون به مغز به صورت جزئي مي يمغز سلولهاي ايشميا يكي از بيماريهاي كشنده مربوط بهسربرال 
مغزي پيدا شده و موجب خونريزي و انسداد عروق مغزي و بروز التهاب در مغز  اين عارضه در اثر ضربه .افتد يا كلي اتفاق مي

 وقوع در مسيرعنوان يك مولكول سيگنال خارج سلولي ه ب HMGB1پروتئين  .خواهد بودپيشرفت اين التهابها كشنده . شودمي 
مسير ترشح  ،فاكتور تشديد التهاب به عنوانگردد و  اين بيماري از سلولهاي مبتلا به كمبود اكسيژن و سلولهاي ايمني آزاد مي

ين عامل تشديد التهاب و مهم تركه در واقع  HMGB1تاكنون تلاشهاي متعددي به منظور مهار اثر . اندازد ها را به راه مي سيتوكين
در مسير  براي مهار اثر اين پروتئينكه  سه داروي مهم. ، انجام شده استآيد بروز سربرال ايشميا به شمار ميمرگ و مير در اثر 
 .باشند مي Rosamirinic Aciو  Tricin 7-Glucoside ،Tanshinone A  ،اند مورد بررسي قرار گرفته فيزيولوژيك بيماري

 TLR2و دو پروتئين  HMGB1 پروتئينو برهمكنش آنها با  ساختارهاي شيميايي اين سه دارو استخراج شدي سه بعدي فايلها
افزار  استفاده از نرممطالعات با . ندبررسي شدباشند،  هاي سيگنال در جريان بيماري مي ها و انتقال دهنده كه گيرنده TLR4و 

 LigandScoutصصي طراحي مدلهاي دارويي افزار تخ و نرم Molegro Virtual Dockerليگاند /بررسي برهمكنش پروتئين
و  HMGB1 بهترين  برهمكنش را با دو پروتئين  Tricin 7-Glucosideنتايج نشان داد كه داروي . مورد استفاده قرار گرفتند

TLR2 و داروي . داشتTanshinone A  بهترين برهمكنش را با پروتئينTLR4 برقرار كرده بود.  

  HMGB1 ،Molegro Virtual Docker ،LigandScoutسربرال ايشميا،  :واژه هاي كليدي

 h.mohabatkar@ast.ui.ac.ir :پست الكترونيكي ، 03137931442: تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
مهم مرگ و مير در سراسر  سربرال ايشميا يكي از عوامل

ي آسيبهاخونريزي مغزي منجر به . )19(باشد  جهان مي
ردد، كه گ تعدادي از رويدادهاي التهابي ميقالب  درمغزي 

 شود ميي جدي به اعصاب آسيبهامنتج به مرگ مغزي و 
خونريزي مغزي، وجود التهاب  طي مراحل اوليه. )22(

تعدادي از مولكولهاي  يافتن منجر به جريان ممكن است
نكروز و و موجب  شده ديده، التهابي به محل آسيب

اين بيماري به دو صورت . گرددآپوپتوز سلولهاي مغزي 
از ديدگاه . و موضعي قابل مشاهده است سراسري عمده

ارضه در اثر كاهش جريان خون به اين ع فيزيولوژيكي،
سيستم خون رساني مغز به دلايل مختلف از جمله كاهش 

مغز و  خون رسانيقلبي، انسداد سيستم  عملكرد ماهيچه
انسداد رگهاي مغذي خارج مغزي و يا در اثر افت متوالي 

اين وقايع، باعث  .)4( دهد فشار در چند مرحله رخ مي
كمبود ميزان اكسيژن و قند رساني به سلولهاي مغزي شده، 

 .)13و 7(دهد  ميزان توليد تركيبات سمي را نيز افزايش مي
از نظر  باشد، ايشميا كه به دو نوع مغزي و قلبي مي عارضه

دچار كمبود  كهدر نواحي از بدن انسان  آناتوميكي
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اتفاق مي افتد و  اند، شده خون رسانيرساني و  اكسيژن
ضعف در از جمله نابينايي يكي از چشمها،  علائمي باعث

در يك سمت از  عمومي يا ضعفو يكي از بازوها يا پاها، 
از دست دادن علاوه بر اينها ضعف در تكلم، . شود مي بدن

مشاهده علائم . توانايي تمركز و غيره نيز قابل مشاهده است
، ضعيف تا ع شدهخوني قطوابسته به ميزان رگهاي  شده
بيماري سربرال ايشميا يا كم خوني . )39( دنباش مي قوي

موضعي مغزي، با توجه به دليل بروز آن ممكن است در 
با اين وجود، بروز آن . هاي سني مشاهده شود تمامي رده

كه افراد دچار فشار خون بالا يا نارسايي  60در سنين بالاي 
اند  قيقات همچنين ثابت كردهحت. قلبي هستند، بيشتر است

ين بيماري در زنان به مراتب بيشتر از مردان كه ميزان بروز ا
  . است

High Mobility Group Box-1 )HMGB-1 ( 25پروتئيني 
. باشدمي HMG Boxمين وحاوي دو د وكيلودالتوني 

ن مورد پروتئيو  هستندمشابه  كاملاًمين وساختار اين دو د
رونويسي از  شده،به كروماتين متصل  آنها به وسيلهنظر 
با توجه به ساختار  .نمايد مي يا آغازتسهيل و را  ژنها

هنگام اتصال به  ، اين پروتئين درHMGمين واختصاصي د
DNA نموده و ساختار در ساختار آن ايجاد  ي راتغييرات

را براي اتصال تعدادي از فاكتورهاي  DNAكرماتيني 
متعدد به نتايج  تحقيقات . )28( نمايد مهيا ميرونويسي 

اين پروتئين در فرآيندهاي التهابي يك  اند كه رساندهاثبات 
 .باشد مينيز التهاب خارج سلولي بسيار مهم  تشديد كننده

HMGB-1  پس از آسيب به سرعت از سلولهاي آسيب
به فضاي خارج سلولي آزاد  ، منوسيتها و ماكروفاژهاديده
ي پروتئينها يكي از عوامل خانوادهعنوان ه بگردد و  مي

 دراز اين رو  .نمايد التهاب فعاليت مي دهنده  هشدار
جاي گرفته هاي نوين هشدار دهنده  سيتوكين خانواده
تصال به اتوانايي  نيزين ويژگي و با توجه به ا). 23(است

DNA ،HMGB1 ي در بسياري از بيماريها از نقش مهم
سپسيس ، )32( مننژيت )26( آرتريت، )21(آلزايمر  جمله

 غالباً .دارديشميا و غيره ا، )9(تخمدان سرطان ، )18و  12(
HMGB-1  ،به گروهي از پس از خروج از سلول

 Toll Like Receptor (TLR)هاي سلولي به نام  گيرنده
ها گروهي از  TLR .)6(نمايد  متصل شده، آنها را فعال مي

نقش مهمي را در سيستم هاي سلولي هستند كه  گيرنده
در  ،پروتئينهااين . )16( نمايند ميايفاء  ايمني مادرزادي

ماكروفاژ و سلولهاي دندريتيك حاضر غشاي سلولهاي 
ميكروبها در شناسايي مولكولهاي مشتق شده از  غالباًبوده، 

آنها  از ژن بيان كننده پروتئينهانام اين  ).29( باشند مؤثر مي
كه براي اولين بار در دروزوفيلا ملانوگاستر شناسايي شد، 

دادي از مولكولهاي دروني نيز تع. )14( شده استبر گرفته 
از فرآيندهاي  تعداديدر  ها عنوان ليگاندهاي اين گيرندهه ب

توان به فيبرينوژن،  از آن جمله مي. شوند ايمني محسوب مي
. )17( اشاره كرد HMGB-1ي شوك گرمايي و پروتئينها

اين است كه  پروتئينهاقابل توجه در مورد اين  نكته
، متشكل از اعضاي اين خانوادهگوناگون تركيبات ديمري 

 داراي عمل اختصاصي هستند گاندهاي متفاوتبراي لي
، TLR هاي خانواده پس از فعال شدن گيرنده. )10(

و كينازها مسير سيگنالي مربوط را در  ي آداپتورپروتئينها
 Tramو  MyD88 ،Tirap ، Trifاز جمله داخل سلول 

انتقال . )8( اندازند را به راه ميسيتوپلاسم مستقر در 
وابسته  دو مسير عمده سيگنالها در درون سلول به واسطه

مسير . گردد مي TRIFو مسير وابسته به  MyD-88به 
MyD-88 رونويسي  عاملسازي  فعال به وسيلهNF-κB 

هاي التهابي شده، مسير وابسته  موجب افزايش بيان سيتوكين
موجب القاي بيان  IR3از طريق عامل رونويسي  Trifبه 

اين به در نهايت مسيرهاي وابسته . شود اينترفرونها مي
 شده +CD4به  هاژنهاي اين سلول آنتي ارائهفاكتورها موجب 

. نمايد پاسخ تحريك ميبروز و سيستم ايمني را به منظور 
سنتز  ممكن است سلولهاي ملتهب در موارد حاد به علاوه

پروتئين را در سلول متوقف نموده، وارد فرآيند خودكشي 
  . )5( سلول يا آپوپتوز شوند
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Molegro Virtual Docker افزارهاي پركاربرد  يكي از نرم
 .باشد با ليگاندها مي پروتئينهاميانكنش  بيني نحوه در پيش

بالقوه را در پروتئين مورد نظر ي اتصال مكانها اين نرم افزار
اتصال  دهد و از ميان آنها بهترين محل و شيوه ميتشخيص 

ين مهم تر Dockingامتياز . گيرد را براي ليگاند در نظر مي
علاوه بر . )3( باشد افزار مي استخراج شده از اين نرم نكته

مختلف ساخت و مدلهاي  LigandScoutافزار  نرماين، 
 بعدي كه از مجموعه 3پردازش داروها را براساس مدل 

بيني  پيشدر دست است، دارو و پروتئين مورد نظر 
دارو به محل اتصال  شيميايي ويژگيهاي ).37( نمايد مي

ساختار در اتصال دارو جستجوي بهترين مكان  پروتئين و
از جمله اطلاعاتي است كه نرم افزار  پروتئينسوم 

LigandScout در اين ميان  ).36( دهد در اختيار ما قرار مي
داروي مورد نظر با  ممكن است پيوندهايي كهانواع 

 .دنگير داشته باشد، نيز مورد پيش بيني قرار مي  تئينوپر
ري دارو وتوم اشكال گوناگون ،LigondScoutعلاوه بر اين 

و بهترين حالت از نظر حداقل انرژي  در اتصال به پروتئين
داروي مورد -  پروتئين براي دارو، پروتئين و مجموعهرا 
  . )20( دهد ميمورد بررسي قرار  نظر

در درمان عارضه كم خوني موضعي مغزي به ويژه در افراد 
 سالمند تجويز داروهايي همچون آسپرين، فعال كننده
پلاسمينوژن بافتي و داروهاي ضد لخته شوندگي خون، 

اي كه طي  مطالعات گسترده به با توجه. مرسوم هستند
سالهاي اخير بر روي علل و عوامل بروز اين بيماري انجام 
شده و آشكار شدن نقش مهم فاكتورهاي التهابي در بروز 
آن، دانشمندان درصدد يافتن راهي براي مقابله با تشديد 

از تركيبات گياهي  غالباًبدين منظور . التهاب برآمدند
باشد كه  ، تركيبي استري ميRosamirinic acid. استفاده شد

شود و اثر ضد ميكروبي و  در بسياري از گياهان يافت مي
  Tanshinon A.  )34( ضد التهابي آن به اثبات رسيده است

باشد و خاصيت  از تركيبات موجود در گياه مريم گلي مي
ضد التهابي و به ويژه ضد انسداد رگي آن به اثبات رسيده 

نيز تركيب فلاووني  Tricin-7 Glucoside. )38(است 

ين مهم ترهاي برنج است كه از جمله  استخراج شده از دانه
 HMGB1تركيبات داراي اثر دارويي بر عليه مسير التهابي 

هدف از اين مطالعه  .)35( آيد به شمار مي NF-κBو 
مسير ارتباطي پروتئين  آشكار ساختن بيش از پيش

HMGB-1  و  سربرال ايشميا ي مسير بيماريپروتئينهابا
مقابله با بروز و براي  ذكر شده دارويي تركيبآزمايش سه 

  . اشدب مي شديد التهابت

  مواد و روشها
با توجه به  :Pathway Linkerاستفاده از وب سرور 

داروسازي تحت  اينكه، تحقيقات آزمايشگاهي در زمينه
ميانكنش آنها با و  پروتئينهاي متفاوت فعاليتها تأثير

ليگاندهاي مختلف قرار دارد، و تغييرات موجود در 
تواند در مسيرهاي سيگنالي اثرگذار  مسيرهاي پروتئيني مي

 به صورتيي كه پروتئينهاباشد، شناسايي اختصاصي تمامي 
دهند،  بالقوه و بالفعل با پروتئين مورد نظر ميانكنش مي

 Pathway Linker گاهوب . بسيار با اهميت است
)http://PathwayLinker.org( بر اساس آزمون ميانكنش 

بدن كه در مجموعه  ديگر يپروتئينهابا  خاص پروتئين هر
از  الگوييباشد،  مي گاهاين وب  اي مورد استفادهه داده

مسيرهاي سيگنالي  و پروتئينهابا ديگر   ارتباطات پروتئين
به دست  براي گاهاين وب  ).15( دهد مي ارائهمورد نظر را 

ي پروتئينهابا  HMGB1آوردن اطلاعات ميانكنش پروتئين 
مسير ارتباط آن با مسير بيماري سربرال ديگر و يافتن 

  .ايشميا مورد استفاده قرار گرفت

يكي از ابزارهايي است كه براي بررسي :  Hexوب سرور 
و تشكيل ساختار  پروتئينهابهترين حالت ميانكنش ليگاند و 

دهد و به  ليگاند را انجام مي-پروتئين سه بعدي مجموعه
كه از  گاهعلاوه بر وب . دهد نشان مي PDBصورت فايل 

قابل دسترسي  )/http://hexserver.loria.fr(طريق آدرس 
همين فعاليت  باشد كه نيز موجود مي Hexنرم افزار  است،

نيز براي بررسي بهترين  گاهاين وب  .دهد را انجام مي
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 TLR-4و  HMGB-1 ،TLR-2ي پروتئينهاحالت ميانكنش 
 .و داروهاي استفاده شده مورد استفاده قرار گرفت

Molegro Virtual Docking: آمده از به دست  يفايلها
م افزار مورد بررسي بعد در اين نر در مرحله Hex گاهوب 

 يپروتئينهاميانكنش هر يك از  ي بالقوهمكانها. قرار گرفت
سپس محيط . ، مورد شناسايي قرار گرفت)Cavity( نامبرده

در نهايت . تنظيم شدپروتئين و داروي مورد نظر ميانكنش 
ميانكنش پروتئين و ليگاند مورد نظر با استفاده از ابزار 

Docking اين نرم  به علاوه. در نرم افزار حاضر انجام شد
ميانكنش پروتئين و ليگاند  آوردن نحوهبه دست  افزار براي

 . مورد نظر و تعداد اين پيوندها استفاده شد

LigandScout: آوردن محل به دست  اين نرم افزار براي
ويژگي محل نظر و  دقيق پيوند ليگاند به پروتئين مورد

استفاده به پروتئين مورد بررسي اتصال ليگاند يا دارو 
با استفاده از اين ليگاند همچنين بهترين حالت . شود مي

 به قرار گيري داروها در داخل پروتئين مورد نظر با توجه
ي خاص داروي مورد نظر و محل اتصال آن ويژگيهاداشتن 

 . آيد ميبه دست  در داخل پروتئين

  نتايج
ي پروتئينهاتمامي  Patway Linkerبا استفاده از وب سرور 

ميانكنش دارند يا  HMGB1موجود در بدن كه با پروتئين 
بررسي هاي در دسترس و  با توجه به مجموعه داده
پروتئين، - ي پروتئينميانكنشهاشباهتهاي ساختاري در 

يي كه امكان ميانكنش با پروتئين مورد بررسي پروتئينها
  ). 1شكل (آمد به دست  دارند نيز

  
هاي با رنگ خاكستري تيره نشان دهنده  دايره. دهد دايره قرمز اين پروتئين را نشان مي. HMGB1شبكه پروتئيني به دست آمده براي پروتئين  -1شكل

پروتئينهايي كه در : هاي خاكستري روشن دايره. اندبه ثبت رسيده KEGGاند و در پايگاه داده  پروتئينهايي هستند كه مسيرهاي سيگنال آنها شناسايي شده
  . ميانكنشها: طوطخ. اند مسيرهاي سيگنالي شناسايي نشده

اي از مسيرهاي سيگنالي مرتبط با  مجموعه گاهاين وب 
دهد، كه با  ي موجود در شبكه را نيز ارائه ميپروتئينها

ن مسيرهاي سيگنالي دخالت پروتئين توا استفاده از آن مي
  . مورد نظر را با مسير بيماري در يافت
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هاي حاصل از تحقيقات مختلف، مسير  با توجه به يافته
 TLR-2و  TLR-4 با HMGB1مورد نظر مسير ميانكنش 

حقيقات انجام شده، وجه به تبا ت. در نظر گرفته شد
HMGB1  اعضاي خانوادهپروتئينهاي با تعداد زيادي از 

TLR مسير مربوط به عمدتاًدهد و  ميانكنش مي NF-κB  به
هاي التهابي به  سيتوكارينراه افتاده موجب بيان و ترشح 

 اين مسير در پايگاه داده .)27( گردد محل التهاب مي
KEGG  با توجه به نكات ذكر شده و بيان . مشاهده شد

لف در بررسي اثر سه تات مخطي تحقيقاين نكته كه 
و  Rosamirinic Acid (RA) ، ،Tanoshinon Aداروي 

Tricin-7-Glucoside ) بر روي مسير اثر گذاري ) 2شكل
كه محل اثر در بيماري سربرال ايشميا  HMGB1پروتئين 

و در طي  گذاري دقيق اين داروها هنوز مشخص نشده بود
چگونگي  مراحل تحقيقاتي كه تمركز خود را برروي مطالعه

و چگونگي توقف بيان ژن اين  HMGB-1توقف اثر 
در اين  تصميم گرفته شد تا اند، معطوف نموده ،پروتئين
با استفاده از نرم افزارهاي نامبرده شده، محل مهار  تحقيق

  .گرددپيدا مسير بيماري توسط اين داروها 

قرارگيري پروتئين در داخل ليگاند و  با توجه به اينكه نحوه
محل اتصال ليگاند به پروتئين مورد نظر در ميانكنش 

 hex گاهصحيح بين آن دو بسيار با اهميت است، از وب 

Docking  از مورد  20تا  غالباً گاهاين وب . گرديداستفاده
ارائه  PDB هاي نمايهرا در  بهترين حالتهاي ميانكنش

. بهترين نتيجه است ،دهد كه از اين ميان يكي از نتايج مي
داروي نامبرده شده با سه  ينبراي اين تحقيق ميانكنش ب

مورد بررسي قرار  TLR-4و  HMGB1 ،TLR-2پروتئين 
با توجه به اينكه اين داروها براي توقف اثر پروتئين . گرفت

HMGB1  بر روي سير بيماري و كاهش توليد
بررسي شده است و دو پروتئين مورد هاي التهابي  سيتوكين

 Pathway Linker گاهنظر با توجه به نتايج وب 
سه  باشند، اين ها براي اين پروتئين مي ترين گيرنده محتمل

آمده از به دست  فايل . پروتئين براي مطالعه انتخاب شدند
 Molegeoدر اين مرحله وارد نرم افزار  Hex گاهوب 

Virtual Docker براي هريك از مولكولهاي در ابتدا . شد
آمد كه در به دست  مورد نظر شكل و ويژگيهاي مورد نظر

  .آمده است 2شكل 
  

   

  
  .ساختار داروهاي بررسي شده بر روي مسير بيماري -2شكل 



 1394، 1، شماره 28جلد                                                                       )      مجله زيست شناسي ايران( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

14 

وارد شده حاوي  نمايهدر اين نرم افزار با توجه به اينكه 
در پروتئين و ليگاند در بهترين حالت اتصال بود،  مجموعه

در ساختار پروتئين مورد ابتدا حفرات اتصالي به ليگاندها 
 9سپس با توجه به اينكه در تمامي . شناسايي قرار گرفت

اتصالي شناسايي شده قرار  مورد ليگاند در محل حفره
در نظر  dockingي براي انجام بررسي يا گرفته بود، محوطه

در نظر  10، تعداد تكرارها بررسيهادر تمامي . گرفته شد
كه با  Dockingآمده براي امتياز به دست  نتايج .گرفته شد

Mol Dock Score آورده شده  1در جدول گردد،  بيان مي
  .است

براي ميانكنش  Mol dock Scoreدر اين جدول مقادير  -1جدول
  .پروتئين انتخاب شده با داروهاي مورد بررسي آمده استسه 
  Rosamirinic 

Acid  
Tanoshinon ATricin 

Glucoside 
HMGB199,6 -  108,29-  129,44-  
TLR-2  62,64-  110,16- 112,65- 
TLR-4  111,43-  127,61- 126,34- 

تعداد پيوندهاي هيدروژني تشكيل شده در جايگاه پيوندي  -2جدول 
  .داروي استفاده شده 3براي سه پروتئين مورد نظر در تقابل با 

 Rosamirinic 
Acid  

Tanoshinon 
A 

Tricin 
Glucoside 

HMGB11  3 2 
TLR-2  6  1 6 
TLR-4  3  3 3 

  

 Tricinمشاهده شد، داروي  1كه در جدول  همان طور

Glucoside  بر رويHMGB1  وTLR-2  و دو داروي
Tanoshinon A  وTricin Glucoside  بيشترين ميزان امتياز

سپس . دريافت كردند TLR-4منفي را در ميانكنش با 
ويژگيهاي اتصال ليگاند به پروتئين مورد نظر، و جايگاه 

بدين منظور . پروتئين بسيار با اهميت استاتصال آن با 
ابتدا تعداد پيوندهاي هيدروژني در اتصال هر ليگاند به 

آمده  3و شكل  2نتايج در جدول . گرديدپروتئين بررسي 
  .است

و  TLR-2آمده، در ميانكنش بين به دست  براساس نتايج
بيشترين تعداد پيوند هيدروژني  Tricin Glucosideداروي 

در بررسي ويژگيهاي . گردد در جايگاه پيوندي تشكيل مي
هاي  تعدادي حلقهمولكولي اين دارو بايد در نظر داشت كه 

رسد و به همين دليل تعداد  عدد مي 3بنزني در آن به 
علاوه بر . باشد پيوندهاي هيدروژني برقرار شده زياد مي

اين بايد توجه داشت كه تعداد پيوندهاي هيدروژني بين 
 رسد، درحالي عدد مي 4نيز به  RAهمين پروتئين با داروي 

كه تعداد اين نوع از پيوند در اين پروتئين با داروي 
TAnshinon A در اين تحقيق بدين ترتيب . باشد صفر مي

ك از به بررسي آمينواسيدهاي جايگاه اتصالي براي هر ي
  :آمدبه دست  3نتايج مطابق جدول . ه شدداروها پرداخت

  
  .با سه داروي مورد بررسي TLR2آمينواسيدهاي جايگاه برهمكنش پروتئين  -3جدول 

 TLR-2 – Tricin-7- Glucoside TLR-2–TanshinonA  TLR-2 – RA  
Arg  2 )315 346( 1  )340و(  
Asp  3 )366 419و  366( 2  )442و419و(  
Glu  1 )281(  3 )281(  
Leu  4 )365 394و  392و  367و  365( 5 )350و335(2 )394و392و367و 

  )418و 
Tyr      
Phe   3)322440و  364( 2 )355و349و( 

Val   3)343348و(  

Thr 1 )134(  1 )313( 

Ile   3)314341و319و(    
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  ).الف( 3شكل 

  
  ):ب( 3شكل 

  
  .برهمكنش گروههاي موجود در مولكول دارويي شيوه) ب. (ها در ساختار سه بعديمحل ميانكنش پروتئين و دارو و برهمكنش) الف( -3شكل 

 LigandScoutفزار  ا با استفاده از نرمآمده به دست  نتايج
در جايگاه  آمينواسيدهاي حاضرحاكي از آن است كه 

اسيد آمينو 4شامل  Tricin-7- Glucosideاتصالي مربوط به 
ترئونين   گلوتامات و، آرژنين)  340و  351(كليدي 

 OHگروه  3پيوند هيدروژني با  6در تشكيل باشد كه  مي
با توجه به  . اند انتهاي مولكول دارويي نقش مهمي داشته

در يك انتهاي مولكول قرار گرفته  OHاينكه هر سه گروه 
و يكي از اين گروهها در و در حال برهمكنش هستند، 

تشكيل سه پيوند هيدروژني به صورت همزمان شركت 
شده و اين تركيب را  Dockingدارد، موجب كاهش امتياز 

د نظر، براي ورنمايد، به اين ترتيب تركيب م پايدارتر مي
  .)3شكل ( دارددارويي اتصال بهتري  استفاده

پيوند  6با تشكيل  RAمشاهده شد كه  بررسيهادر 
هيدروژني مشابه داروي پيشين با پروتئين مورد نظر 

 مولكولجايگاه برهمكنش نيز در هر دو . برهمكنش دارد
از دو داروي ديگر  RAاما انرژي اتصال . مشابه بودند كاملاً
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 گزينهتواند  بنابراين نمي .براي اين پروتئين بيشتر است
با تحليل نتايج  .مناسبي براي مهار فعاليت اين پروتئين باشد

 گريزي آباد پيوندهاي هيدروژني و تحليل دو بررسي تع
 علي ،نشان داد كه Molegroافزار  با نرمبرهمكنش آن  ناحيه

، TLR2و  RAپيوند هيدروژني بين  درغم بالا بودن تعدا
تئين وو همين پر TanshinonAبين  گريز آببرهمكنش 

در  به علاوه .سازد تر بوده، تركيب پايدارتري را مي قوي
نقطه  4مشخص شد كه در  ،تحليل برهمكنش اين دو

هاي هيدروفوبي با آمينواسيدهاي داراي داراي برهمكنش
با تنها گروه  باشد و در يك نقطه مي يآب گريزخاصيت 

OH با توجه به . نمايد خود، پيوند هيدروژني را برقرار مي
ي حاضر در اين برهمكنش كمتر از برهمكنشهااينكه تعداد 

است، مناسب بودن  TLR2با  RAي برهمكنشهاتعداد 
با  ساختار فضايي اين مولكول براي ايجاد برهمكنش پايدار

و بنابراين، مهار فعاليت اين پروتئين با  مولكول گيرنده
  .)4شكل (رسد  اهميت به نظر مي

بررسي  نتايجاست كه  HMGB1پروتئين بعدي 
  :آمده است  4در جدول  آن اسيدهاي جايگاه اتصالآمينو

آمينواسيدهاي حاضر در جايگاه ميانكنش سه داروي مورد  -4جدول 
 .HMGB1بررسي با 

 HMGB1–Tricin 
7- Glucoside 

HMGB1 -
TanshinonA 

HMGB1 – 
RA 

Ser 2)13  13( 1  )45 14و  33( 3  )45و 14و(  
Leu 2)35  35( 1  )43و(    
Pro -    1 )8(  
Asp 3)42  49و  48و(     
Phe 2)17  37و(     
Lys   2 )49  11و  7( 2 )56و(  
Tyr   1 )15( 2 )15  70و( 
Val   1 )31(    

  

  
 3كاملاً آب گريز تشكيل شده از آمينواسيدهاي ذكر شده در جدول  جايگاه. Tanshinone Aو داروي  TLR2جايگاه برهمكنش پروتئين  -4شكل 

   .كه نشان دهنده برهمكنش قوي ميان آنها است
تعداد آمده است،  4 مطابق نتايجي كه در جدول

آمينداسيدهايي كه در ميانكنش پروتئين با ليگاند مورد نظر 
 Tricin 7-Glucosideدر مورد داروي آن شركت دارند، 

و و با توجه به ساختار اين دار به علاوه. باشد بيشتر مي

توانايي بالا در ميانكنش با آمينواسيدها تركيب آمينواسيدي 
براي ميانكنش با آن منطقي به نظر  HMGB1موجود در 

جايگاه  ويژگي ميانكنش با آب دردر بررسي . رسد مي
ساختار پروتئيني در قسمتي كه  ،)5شكل (ميانكنش 
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به رنگ قرمز گردند،  پيوندهاي هيدروژني تشكيل مي
قطبيت بالاي اين ناحيه و مستعد  باشد كه نشان دهنده مي

در مورد دو  .بودن آن براي تشكيل پيوند هيدروژني است
 دريافت مي توان لداروي ديگر با بررسي جايگاههاي اتصا

متفاوتي از ساختار سوم اين  هر يك از داروها در ناحيهكه 
  . دهند پروتئين با آن ميانكنش مي

  
و  HMGB1بررسي محتواي هيدروپاتي در برهمكنش  -5شكل 

Tricin 7-Glucoside  كه بهترين حالت انرژي را در مقايسه با دو
  .دهدداروي ديگر نشان مي

در بررسي اين  LigandScoutافزار  نتايج استفاده از نرم
دو پيوند  به وسيلهنشان داد كه داروي مورد نظر برهمكنش 

-Tricin 7بنزني سوم در  حلقه OHهيدروژني كه از طريق 

Glucoside به ترتيب  44و متيونين  45 با سرين شماره
به . نمايد اي ايجاد مي لحظهپيوند هيدروژني و برهمكنش 

انتهاي مولكول، نيز برهمكنش قطبي با  OH به وسيله علاوه
  ).6 شكل( نمايد آمينداسيدهاي جايگاه برهمكنش برقرار مي

براي برهمكنش  LigandScoutافزار  نتايج استفاده از نرم
، پس از وارد كردن فايل به دست RAو  HMGB1بين 

بهترين حالت فضايي را كه مطابق با  Hexآمده از سرور 
دارو بود،  - حداقل ميزان انرژي در حالت مجموعه پروتئين

سپس تشخيص برهمكنش دارويي . به دست آورده شد
نشان داد كه در سه نقطه پيوندهاي هيدروژني و 

با توجه به . شوند برهمكنشهاي آب گريزي تشكيل مي
به بقيه داروها اينكه ميزان انرژي برهمكنش اين دو، نسبت 

انرژي منفي كمتري دارند، ولي تغييرات ساختاري ايجاد 
شده و عدم هر برهمكنش ديگري ميان پروتئين و دارو، با 

  .بالاتر بودن انرژي برهمكنشي ارتباط دارد

  

  
  .جايگاه برهمكنش و پيوندها و انرژيهاي دخيل - 6شكل
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 و اين پروتئين Tanshinone Aبرهمكنش بين در بررسي 
كه در جايگاه مشاهده شد  LigandScoutافزار  در نرم

در اين برهمكنش، . باشد مي 4نتايج مطابق جدول پيوندي، 
نمايد كه همزمان  ميايفاء  33 نقش كليدي را سرين شماره

. نمايد پيوند هيدروژني عمل مي به عنوان گيرنده و دهنده

علاوه بر اين سر غير قطبي مولكول دارو داراي برهمكنش 
به . باشد اسيد والين و لوسين ميوبا دو آمين يآب گريز

 در شكل كرههاي سفيد رنگ مناطق ايجاد كننده علاوه
شكل ( دهد ممانعت فضايي را در اين برهمكنش نشان مي

7(.  

  
هاي طوسي رنگ مناطق ايجاد كننده هاي زرد رنگ مكانهاي برهمكنش و دايرهكه در آن دايره HMGB1- Tanshinone Aبرهمكنش  -7شكل 

  .دهدممانعت فضايي را نشان مي
و سه  TLR4 ميان پروتئين گيرنده ميانكنشهار بررسي د

در جدول يك، مشخص شد كه داروي انتخاب شده، 
در  Tanshinone Aانرژي اتصال بين اين پروتئين و داروي 

پروتئيني گيرنده  TLR4. داروها كمتر است مقايسه با بقيه
گيرد و از نظر ساختاري  قرار مي ءاست كه در داخل غشا

در . ديگر عضو اين خانواده دارد TLR2تشابه بالايي را با 
بررسي برهمكنش بين اين پروتئين و داروهاي مورد 

دخيل در برهمكنش  آمينواسيدهاي 5بررسي مطابق جدول 
  .دمآبه دست 

، كه  TLR-2 –TanshinonAبر اين اساس، در بر همكنش 
 دارويي مورد ست، در مولكولاميزان انرژي را دارحداقل 

اسيد در پروتئين برقرار آمينو 7مكان برهمكنش با  6نظر، 
افزار  آمده از نرمبه دست  شكل سبراسا. شده است

LigandScout  بعد از حداقل نمودن انرژي برهمكنش از
  . ضايي، به بررسي اين نقاط پرداخته شدنظر ف

با داروهاي مورد  TLR-4آمينواسيدهاي جايگاه برهمكنش  -5جدول 
  .بررسي

 TLR-4 – Tricin-
7- Glucoside 

TLR4-
TanshinonA 

TLR-4 – 
RA  

Leu 2 )78  87و  78( 2  )87و(    
Arg 1 )90(  1 )90(    
Tyr 1 )79(  1 )79(    
Asn 2 )77  86و  77( 2  )86و(    
Pro 1 )88(  1 )88(    

 TanshinonAبنزني در مولكول  حلقه 8مطابق شكل 
اي با  لحظهي برهمكنشهااي مهم براي ايجاد  نقطه

گروه . پروتئين است آمينواسيدهاي جايگاه برهمكنش در
ي برهمكنشهاهيدروژن انتهاي مولكول نيز براي ايجاد 
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برهمكنش مناسبي  اي با آمينواسيدهاي لوسين نقطه لحظه
سوم از  در حلقه OHعلاوه بر اين، دو گروه . باشد مي

مولكول، با آمينواسيد آسپارژين و دو آرژنين موجود، 

گروه هيدروژن . اند تشكيل سه پيوند هيدروژني را داده
موجود در جايگاه  Tyrنيز با  پنج كربني متصل به حلقه

  . باشد اي مي ي لحظهبرهمكنشهاداراي  برهمكنش
  

  
  .TLR-4 –TanshinonAنقاط مهم در بر همكنش  -8شكل 

  بحث
شامل طراحي ي كامپيوتري، روشهاطراحي دارو با كمك 

ال نمودن عمولكولهايي كوچك است كه در فعال يا غيرف
 به طور. ارنددنقش  هامولكولهاي زيستي از جمله، پروتئين
مهم براساس ليگاند و  كلي طراحي دارو شامل دو شاخه

طراحي دارو  در نوع اول،. )11( براساس ساختار است
وابسته به شناخت از ساختار و خواص اتصالي 

بدين منظور بايد دست به . ماكرومولكول مورد نظر است
حداقل  از زده شود كه طي آن بايد طراحي مدل دارويي

ويژگيهاي ساختاري براي داشتن قابليت اتصال به مولكول 
آموخته  طراحي دارو بر پايهدر روش دوم  ).33( آگاه بود

از ساختار سه بعدي پروتئين مورد نظر و مولكول ليگاند  ها
براي اين روش  .باشد شان مي برهمكنش فضايي آن و شيوه

 . كامپيوتري طراحي نوشته شده است نيز تعدادي برنامه
LigandScout براي طراحي افزارهايي است كه  يكي از نرم

پروتئين /هاي ليگاند مجموعه Pharmacophoreمدلهاي 
توانند، با  اين مدلها مي. استفاده قرار گرفته استمورد 

استفاده از الگوهاي اتصال و برهمكنش ساير مولكولها در 
و  برهمكنشهانوع افزار  موجود خود نرم مجموعه داده

به افزار قابليت  اين نرم. تناسب ساختاري را برقرار نمايد
طراحي دارو براساس ساختار  درآميز را  موفقيت كار گيري

ي پژوهشهاتا كنون در  Ligand Scout نرم افزار. اردد
ي شوك پروتئينهااستخراج ويژگيهاي فيزيكي مختلفي براي 

طراحي داربستهاي پليمري براي  ،)30(گرمايي 
استفاده شده و غيره ) Pim-1 )25ي پروتئينهاهاي  مهاركننده

اين پژوهش با هدف بررسي داروهاي طراحي شده  .است
در بيماري سربرال  HMGB1براي مسير دخالت پروتئين 

 سبر اسا فعاليتهاي انجام شده تماماً. ايشميا آغاز شد
سه . ساختار سه بعدي مولكولها و ماكرومولكولها انجام شد

-Tricin 7و  Tanshinone A ،Rosamirinic Acidداروي 

Glucoside  كه از منابع و تركيبات گوناگون گياهي
به صورت آزمايشگاهي در پيش از اين گردند،  استخراج مي

ي عصبي و قلبي بيماريهادرمان بيماريهاي مختلفي اعم از 
تا به امروز دانشمندان اثر اين . اند مورد استفاده قرار گرفته

ي التهابي از جمله پروتئينهاداروها  را در مهار بيان 
HMGB1 و TLR هاي سلولي كشت شده با استفاده از رده 

نتايج . اند متعدد مورد بررسي آزمايشگاهي قرار داده
چشمگير تركيبات به ويژه   تأثير مطالعات  نشان دهنده
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Tricin-7 Glucoside  در كاهش بيانHMGB1 در . اند بوده
ات داروها برروي مسيرهاي شروع و تأثيراين مطالعات 

و ميزان اثرگذاري  NF-kBتشديد التهاب از جمله مسير 
آنها در مهار بيماري سربرال ايشميا و كاهش ميزان مرگ 

. اند مورد بررسي قرار گرفته )31(و  )24(سلولهاي مغزي 
تأثير  تحقيقات مشابه آزمايشگاهي همچنين در زمينه

ديگر بيماريهاي عصبي نيز انجام تركيبات گياهي مختلف بر 
توان به بررسي اثر شيكونين  شده است كه از آن جمله مي

و نيز بررسي اثر سم  )1( ها طي التهاب مغزي بر آستروسيت
) MS ()2( زنبور عسل بر بهبود بيماري مالتيپل اسكروزيس

 تركيبات مورد نظر اينمهم در مورد  اما مسئله. اشاره نمود
دقيق اثرگذاري داروها در مسير  قطهتاكنون ناست كه 

، امكان اثر در پژوهش حاضر. بيماري يافت نشده است
 گذاري تركيبات دارويي بر مسير اين بيماري به واسطه

مورد  پروتئينهاتركيبات مورد نظر با خود اين   واكنش
پس از يافتن مسير شروع دخالت  .گرفتبررسي قرار 

HMGB1 هاي خانواده بر بيماري كه اتصال آن به گيرنده 
Toll Like Receptor ،به بررسي برهمكنش داروها با  بود

 Molegro Virtualافزار  اين سه پروتئين با استفاده از دو نرم

Docker   وLigandScout در استفاده از اين  . شد پرداخته
در برهمكنش بين اين سه  عوامل مختلف دخيلافزارها  نرم

 Mol Dockاز جمله پروتئين و سه داروي استفاده شده، 

Score شكل فضايي محل برهمكنش هر دارو در هر ،
 انرژي و بيشترين ميزان پايداري لپروتئين در حالت حداق

 .آمدندبه دست  برهمكنشهاو آمينواسيدهاي دخيل در اين 
نتايجي را در مورد  برهمكنشهابررسي و تحليل جزئي اين 

اثرگذاري داروها بر مسير بيماري و مكان دقيق اين اثر در 
بدين ترتيب، امكان اثر گذاري  .قرار داد اين تحقيقاختيار 

بر بيان آنها كه  تأثيربر مسير بيماري علاوه بر  پروتئينهااين 
تا كنون مورد نظر دانشمندان قرار گرفته بود، نيز به اثبات 

  .رسد مي

  نتيجه گيري

-Tricin 7آمده، داروي به دست  با توجه به نتايج

Glucoside  در مقايسه با دو داروي ديگر بهترين برهمكنش
تواند  دهد و مي نشان مي HMGB1, TLR2را با دو پروتئين 

ها در مهار اين دو پروتئين و  يكي از بهترين گزينه
روي در اين ميان دا. جلوگيري از مسير شروع التهاب باشد

Tanshinone A  بهترين برهمكنش را با پروتئينTLR4 
دارد و كانديداي مناسب براي مهار اختصاصي اين پروتئين 

 Rosamirinicبا توجه به اينكه در برهمكنش . باشد مي

Acid  با هر سه پروتئين حداقل ميزان حداقل انرژي در
مولكولها مقداري بيشتر  مقايسه با انرژي اتصال بقيه

توان نتيجه گرفت كه اين دارو اتصال ناپايدار  باشد، مي مي
دارد و  HMGB1 به مولكولهاي مسير آغاز بيماري با واسطه

با توجه  .باشد مناسبي براي توقف اين فرآيند نمي مهاركننده
به اينكه تاكنون برهمكنش تركيبات دارويي ذكر شده با 

 TLRهاي  و  گيرنده HMGB1التهابي نظير  پروتئينها
هاي  يد يافتهؤبررسي نشده بود، نتايج به دست آمده م

دانشمندان در مورد اثرگذاري سه تركيب مورد نظر بودند و 
گذاري داروها از طريق برهمكنش  تأثيرامكان وجود مسير 

  .بخشد را قوت مي پروتئينهامستقيم با اين 
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Abstract 

Cerebral Ischemia is a neural disease which causes dying of a number of people every 
year. The disease usually exposures since stopping the blood pressure and also arresting 
of heart muscle. HMGB1 is a member of High Mobility Group superfamily proteins 
which all have a common DNA binding. HMGB1 is released as an extracellular 
signaling molecule and it binds to Toll like receptors at the cell membrane in the brain 
cells inflammations. Totally it leads to increase the cytokines and it also intensifies the 
inflammation. More inflammation can cause the brain cells apoptosis such as neurons 
and neuroglia cells. Rosamirinic acid, Tanshinone A and Tricin-7 Glucoside which were 
used for inhibition of HMGB1, they were studied using the Molegro Virtual Docker ans 
LiganScout softwares in this study. According to the scores, results showed that Tricin-
7 Glucoside had better physical and spatial interactions with HMGB1 and TLR2 than 
others and also Tanshinone A had the best interaction with TLR4. 

Key words: Cerebral Ischemia, HMGB1, Molegro Virtual Docker ،LigandScout 

 


