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:هچکید

Wntمسیر آنهاهایی است که در براي درمان سرطاننوظهور یهدفعنوان به)(7FZD7فریزلدگیرنده

دلیل اینکهبهها شود. این گیرنده تراغشایی، در بسیاري سرطانجا فعال میبهطور نابه بتاکاتنین بهوابسته

گیري اختصاصی آن داراي شود و بنابراین هدفسرطان پستان و سرطان تخمدان دچار افزایش بیان می

نیتریورتیک پپتیدسرطانی ات ضدتأثیرهاي پیشنهادي براي دیگر، یکی از مکانیسمطرفاهمیت است. از 

به وابستهWnt، مهار مسیر بودعنوان یک هورمون قلبی شناخته شده ) که در ابتدا بهANP(زيدهلی

این مهار ،این در حالی است که مکانیسم مولکولی،استFZDبه وابستهفراینديبتاکاتنین از طریق 

سازي، داکینگ و هاي محاسباتی شامل مدلمشخص نیست. در این مطالعه، ما با استفاده از روش

Wntسازي دینامیک مولکولی و همچنین طراحی یک سیستم سلولی با قابلیت ردیابی سینتیک مسیر شبیه

دهد  محاسباتی ما نشان میج نتایاین پپتید را بررسی کنیم.تأثیربه بتاکاتنین، توانستیم مکانیسم وابسته

ANPطور مستقیم با گیرنده تواند بهمیFZD7جایگاه اتصال آن با دمین انتهاي همچنین، کنش دهد و میان

سازي ژن، مطالعات خاموشهاي یافتهداراي همپوشانی است. ) Wnt)Wnt-CTDکربوکسیل لیگاند 

کند. از طرف دیگر، میتأییدFZD7بتاکاتنین را در سیستم سلولی به گیرنده - Wntوابستگی فعالیت مسیر 

ANPو Wntشده با هاي تیماربتاکاتنین در سلول- Wntواقع فعالیت مسیر کاهش محتواي بتاکاتنین و در

تا داردرا قابلیت این ANPدهد پپتید ما نشان مینتایج ، نهایتدردار است.در مقایسه با کنترل معنی

به کار رود.FZD7علیه گیرنده ،هاي اختصاصیعنوان یک چارچوب براي طراحی پپتیدبه

Wntانتقال پیام نیتریورتیک دهلیزي،پپتید، 7فریزلد گیرنده :کلیدواژگان



1400تابستان،3، شماره 12دوره_____ ________________________________ مدرستیتربدانشگاهيفناورستیز

70

مقدمه.1

ها انگیز است که سلولواقعیت فراتر از شگفتیکاین

هاي درست توانند در محیط شلوغ سلولی تصمیممی

توانند اطلاعات میآنها،بگیرند. در واقعشناختی زیست

اساس هدف دریافتی از داخل و خارج سلول را بر

و پاسخ مناسب را از طریق سازي کنندمشخص، یکپارچه

. ]1,2[کننداعمال 1تنظیم الگوي شبکه انتقال پیام

عنوان اختلال عملکرد این تواند بهمی،2زاییتومور

پیچیده که ارتباطات مولکولی و 3هاي انتقال پیامشبکه

در . ]3[تفسیر شود ،دنکنسلولی را تنظیم میفرایندهاي

به وابستهWntرسانی پیامبین انواع مسیرهاي انتقال پیام،

Wntرسانی داراي اهمیت بسیاري است. پیام،بتاکاتنین

در وشده است ک مسیر بسیار تنظیمی،به بتاکاتنینوابسته

شامل مراحل متفاوت ، ختلفشناختی مزیستفرایندهاي

بسیاري از و هاي بالغتکوین رویان، ترمیم بافت

, 4[د سرطان نقش دارانواع هاي انسانی از جملهبیماري

،به بتاکاتنینوابستهWntنقش کلیدي در تنظیم مسیر . ]5

. این کمپلکس، از ]6[است4بر عهده کمپلکس تخریب

عنوان مرکز و چهار جزء به5پروتئین ساختاري اکسین

و بتاکاتنین APC6 ،CKI7 ،GSK3β8مهم دیگر شامل

دهنده است. جهش در اجزاي تشکیلتشکیل شده

بیان . ]8, 7[شود کمپلکس تخریب منجر به سرطان می

10فریزلدوLRP69شامل هاي سطحی مسیر بالاي گیرنده

)FZD( گزارش 11گانهمنفی سهدر سرطان پستاننیز

گانه بین از تشکیل کمپلکس سه. پس]10, 9[شده است

، پروتئین LRP6و FZDهاي و گیرندهWntلیگاند 

1. Signal transduction
2. Tumorigenesis
3. Signal transduction network
4. Destruction complex
5. Axin
6. Adenomatous polyposis coli
7. Casein Kinase I alpha
8. Glycogen Synthase Kinase 3β
9. Low-density lipoprotein receptor-related protein 6
10. Frizzled
11. Triple negative breast cancer

آید. همچنین، به استخدام غشا درمیDlv12سیتوپلاسمی 

.شودمیLRP5/6منجر به فسفرلاسیون GSK3βکیناز 

موجب ایجاد جایگاه اتصال بین پروتئین ،فرایندکه این 

اکسین درگیر در ساختمان کمپلکس تخریب و بخش 

، تنظیم فرایندشود. نتیجه این میLRPسیتوپلاسمی 

نهایت، مهار دستی کمپلکس تخریب است. درپایین

شود سطح غلظت کمپلکس تخریب باعث می

روتئین بتواند به سیتوپلاسمی بتاکاتنین بالا رود و این پ

)T)TCF13جا با فاکتور سلول هسته وارد شود و در آن

) که از خانواده LEF14دهنده لنفوئید(/فاکتور بهبود

کنش هستند میانDNAشونده به هاي متصلپروتئین

کننده هاي تنظیمبه ژنTCF/LEFهاي دهد. پروتئین

را آغاز آنهاشوند و رونویسی متصل میWntمسیر 

هاي مسیر عنوان یکی از گیرندهبهFZD7.]11[کنندمی

Wntگذرنده از هاي هفت بارمتعلق به خانواده پروتئین

جا که این گیرنده در سطح از آناست. FZD، 15غشا

- الگوهاي بیانی توموريو داراي شود سلول بیان می

هاي عادي بالغ در بافتبیان آنمقدار است و16جنینی

گیري براي هدفمنحصر به فردپایین است، یک بخت 

آنهارشد فرایندهاي سرطانی و تداخل در سلول

یی ها. این گیرنده در سرطان]13, 12[شودمحسوب می

با منشأ متفاوت شامل مغز، کلیه، تخمدان و پستان بیان 

هاي سلولی مختلف سرطان در ردهFZD7. ]12[شود می

شود و همچنین، در تکثیر به مقدار بالا بیان میکبد

گانه نقش ضروري داردسلولی سرطان پستان منفی سه

عنوان ، بهFZD7. با توجه به موارد ذکر شده، ]14, 10[

گیري سرطان مطرح براي هدف»17پاشنه آشیل«یک 

بادي اي مشخص شد آنتی. در مطالعه]15[شود می

12. Dishevelled
13. T-cell factor
14. Lymphoid enhancer facto
15. Seven-transmembrane
16. Onco-fatal
17. Achill heel
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OMP18-R5تواند این گیرنده را هدف قرار دهد می

تواند پپتیدي طراحی شده که میتازگیبه. همچنین، ]16[

در دمین خارج سلولی این بناي فضاییبا القاي تغییر 

گیرنده و شکاف متصل شونده به لیپید آن، مسیر 

روده کوچک هاي بنیاديسلولرا در Wntرسانی پیام

در .]17[کندها را تخریب مهار و روند رشد این سلول

هاي پروتئینهاي با پتانسیل مهار فعالیت بین مولکول

داراي (ANP)18يپپتید نیتریورتیک دهلیز،FZDخانواده 

هاي . این پپتید که به خانواده هورموناهمیت ویژه است

، بر تنظیم فشار و حجم خونتأثیرق دارد با قلبی تعلّ

. ]18[کندرا تنظیم میعروقی -محیط قلبی19هموستازي

أهاي سرطانی با منشتکثیر سلول،همچنین، این پپتید

،. بر اساس یک فرضیه]19[متفاوت را مهار می کند

کنشمهاري خود را از طریق میانتأثیر،ANPپپتید

،دهدانجام میFZDبا گیرنده مستقیممستقیم یا غیر

مشخص فرایندهرچند مکانیسم دقیق مولکولی این 

یابی مشترك و همکاران، مکان20سرافینوواقع،. درنیست
دقیقه پس از تیمار 30را، FZD7و گیرنده ANPپپتید 21

، در سطح سلول و با ANPهاي سرطانی با پپتید سلول

مشاهده کردند اما استفاده از تکنیک ایمیونوفلورسانس 

در FZDبا گیرنده ANPکنش پپتید جزئیات و نحوه میان

در این .]20[اندمورد بررسی قرار ندادهسطح مولکولی

با یک دیدگاه مبتنی بر ساختار، ما قصد داریم ،مطالعه

بامستقیم کنش براي میان،ANPپتانسیل بالقوه پپتید 

، با توجه به اهمیت این گیرنده در انواع راFZD7گیرنده

قابلیت پپتید دیگر، طرف بررسی و از انسانیهاي سرطان

ANP براي رقابت با لیگاندWnt3a براي اتصال به

FZD7مستقیم آن بر سینتیک مسیر تأثیروWntبه وابسته

. بررسی قرار دهیمبتاکاتنین مورد 

18. Atrial natriuretic peptide
19. Homeostasis
20. Serafino
21. Co-localization

هامواد و روش.2

سازي پروتئینمدل

با استفاده از ساختار ، ANPپپتید اي اسیدآمینه28ساختار 

باکمپلکسدر این پپتید26تا 6هاي نگاري باقیماندهبلور

و جداسازي(PDB ID: 1YK0)آن C نوع گیرنده 

با استفاده ، پپتیدشده ابتدایی و انتهایی هاي آمینه حذفاسید

سازي براي مدلشد.بازسازيModeller 9.17از برنامه 

Wnt3aداده اي از پایگاهآمینهانسانی، توالی اسیدUniport با

و موتور جستبه دست آمد. P56704شناسه اختصاصی 

:Wnt3(PDB IDبلورنگاري ، ساختار 22جوي بلاست

6AHY) در کمپلکس باFZD8 عنوان بهترین و بهراموشی

از طریقWnt3aوانتخاب کردشباهت %. 87تنها الگو با 

سازي شد. مدلSWISS-MODELافزار تحت وبنرم

23توالیجفتیترازسازيهم

شده درگیر در هاي آمینه ضروري و حفظبراي تعیین اسید

توالیجفتیترازيهم، یک Wnt3aو FZD7کنش میان

Wnt3aموشی و همچنین FZD8انسانی و FZD7بین 

هاي ماندهانسانی انجام گرفت.  باقیWnt3انسانی و 

هاي شیمیایی و فضایی با استفاده شده از نظر ویژگیحفظ

عنوان ها بهاستخراج شد. این باقیماندهترازيهماز این 

کنش بین ملکولینسازي میاشبیهفرایندباقیمانده فعال در 

.استفاده شد

کنش مولکولی داکینگسازي میانشبیه

سرورمولکولی با استفاده از بین کنش سازي میانشبیه

با انجام شد. 2,0225هدداكو سرور 2,024کلاسپرو

بدون سازيشبیهفرایندي2,0کلاسپرواستفاده از سرور 

کنش پپتید فرض با هدف بررسی چگونگی میانپیش

22. Blast search engine
23. Pairwise sequence alignment
24. ClusPro2.0
25. Haddock 2.02
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ANP با گیرندهFZD7 انجام شد. ساختار

عنوان گیرنده و بهFZD7(PDB ID: 5T44)بلورنگاري

آمده از دستبهبا بیشترین فراوانیکلاسترنماینده ساختار 

عنوان لیگاند،بهANPسازي دینامیک مولکولی پپتید شبیه

بر اساس کمپلکسمدل بهتریننهایت، دراستفاده شد. 

انتخاب شد. هاانرژي و تعداد عضو کلاستر

انسانی و Wnt3a ساخت یک کمپلکس مدل بین جهت

FZD7شدگی توالی به دست انسانی، از اطلاعات حفظ

و انسانیWnt3آمده از ساختار بلورنگاري کمپلکس 

FZD8هاي احتمالی ماندهموشی استفاده شد. باقی

ترازيهمبر اساس FZD7و Wnt3aدهنده بین کنشمیان

وارد26فعالمانده عنوان باقیها انتخاب شدند و بهتوالی

توالی ی که درهایماندهشدند. باقی2,02هدداكبرنامه

عنوان قرار داشتند، بههاي فعال ماندهاطراف باقیپروتئین،

استفاده شد. برنامهيعنوان ورود، به27مانده منفعلباقی

آمده از برنامهدستبهاساس امتیازها بربهترین کمپلکس

تخاب شدند. 2,02هدداك

سازي دینامیک مولکولیشبیه

بر All-Atomسازي دینامیک مولکولی در این مطالعه شبیه

سازي به روي سه مجموعه ساختار انجام شد. یک شبیه

نانو 50سازي و دو شبیهANPنانوثانیه براي 200طول

-Wnt3aو ANP-FZD7اي روي کمپلکس هاي ثانیه

FZD7 کنش مولکولی سازي میانشبیهفرایندمشتق شده از

انجام گرفت.داکینگ

GROMACSافزاري با استفاده از بسته نرمفرایندهاکل

انجام شد. از مدل آب Amber ff03و میدان نیرو 5.0.7

TIP3Pداشتن غلظت براي سازي استفاده شد. در شبیه

شرایط مرزي وسیستم خنثی شدفیزیولوژیکنمک

براي هر ساختار ابتدایی تعریف شد. از روش 28تکراري

26 .Active
27. Passive
28 .Periodic boundary condition

به تعداد 30سازي انرژيبراي حداقل29شدیدترین کاهش

100سیستم به مدت سپسمرحله انجام شد. 5000

حجم ثابت قرار گرفت تا رسانی در ثانیه تحت تعادلنانو

عنوان حمام بهدرجه کلوین تنظیم شود. 310دما روي 

ستفاده شد. براي تنظیم 31برندسنترموستاتاز خارجی، 

، خروجی این مرحله وارد فاز ا اتمسفرفشار روي 

دوم شد. در این مرحله از نانوثانیه100رسانیتعادل

33کننده فشاربه عنوان جفت32رحمان -پارانیلوالگوریتم

یکسان اًسازي دقیقاستفاده شد. شرایط مرحله تولید شبیه

آنالیز نتایج با .رسانی فشار انجام شدبا مرحله تعادل

10روي GROMACSاستفاده از بسته ابزار استاندارد 

34سازيمجسم. انجام شدسازي نانوثانیه انتهایی شبیه

Swiss وPyMOLساختارها با استفاده از برنامه هاي 

PDB viewerها از طریق سرور کنشانجام شد. آنالیز میان

WHAT IF وPDBsum.معیار تغییر مقدار انجام گرفت

آنگستروم در 20سطح در دسترس براي اسیدهاي آمینه 

نظر گرفته شد.

ANPتوالی پپتید سنتز 

،ANPتوالی پپتید 

SLRRSSCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY و

توالی پپتید کنترل 
GGSLRSCYSRLRMSISGAFRDGCRFNGQ

ساخته و 35کریپتاس-ژنتوسط نماینده هلندي شرکت 

پپتید کنترل، .شدبه شکل پودر لیوفیلیزه شده دریافت 

داراي طول، محتواي اسید آمینه و پیوند دیسولفید بین 

است اما توالی ANPهمانند پپتید 23و 7اسیدهاي آمینه 

متفاوت ANPهاي آمینه مورد استفاده در این پپتید با اسید

29. Steepest decent
30. Energy minimization
31. Berendsen
32. Parrinello-Rahman
33. Pressure coupling
34. Visualization
35. Genscript
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به راحتی در آب و پپتید کنترل آن،ANPپپتید باشد.می

.شوندحل می

آنهاکشت هاي مورد استفاده و نحوه سلول

L Wnt3aهاي و سلول)L)CRL-2648 ي هاسلول

)CRL-2647 از (ATCCها در خریداري شد. سلول

DMEM(HG) بیوتیک % آنتی1، حاويPen/Strep 10و %

سلول ها تا داري شد. کشت داده و نگهFBSین ئپروت

مورد استفاده قرار گرفتند. 17پاساژ 

در سلولی فیبروبلاستی موشی است. این سلول، Lسلول 

داراي مقدار ، Wntزمان صفر و در عدم حضور لیگاند 

محصول بتاکاتنین، .نزدیک به صفر استدر بتاکاتنین

مقدار آن در وابسته به بتاکاتنین است و Wntمسیر مستقیم 

وابسته به Wntبازخوانی مستقیم فعالیت مسیر سیتوزول، 

باشد و بنابراین، براي مطالعه مداخلات بتاکاتنین می

است. ایدئال دارویی در این مسیر، 

L Wnt3aهاي سلولتأثیراز طرف دیگر، محیط تحت 

Wnt، فعال کننده مستقیم مسیر Wnt3aلیگاند حاوي 

باشد.وابسته به بتاکاتنین می

36تأثیرمحیط تحتآوري جمع

هاي موجود ، سلولتأثیرمحیط تحتآوري جمعمنظوربه

سانتیمتري داراي تراکم مناسب، پاساژ و 10در یک پلیت 

روز، محیط 3پلیت دیگر انتقال داده شد. پس از 5به 

پلیت، در شیشه استریل 5پلیت از 4هاي اطراف سلول

محیط کشت ،پلیت4هاي این به سلول.گردیدآوري جمع

تازه اضافه شد و دوباره داخل انکوباتور قرار گرفت. پس 

آوري و به محتواي ها جمعاز سه روز محیط این پلیت

تأثیرمحیط تحتشد. از ریختهها دور قبلی اضافه و سلول

پروتئینعنوان محیط محتويهبWnt3aLهايسلول

36. Conditioned medium

Wnt3a هايسلولاطرافتأثیرمحیط تحتو ازL

.شدعنوان محیط کنترل استفاده به

براي مطالعه روند سینتیک سیستم سلولیسازيبهینه

تغییرات بتاکاتنین

سازي پنجره زمانی با هدف پیدا کردن حداقل زمان بهینه

مشاهده سیگنال قبل مورد نیاز و حداکثر زمان ممکن براي 

هاي زمانی مناسب از اشباع سیگنال و همچنین یافتن بازه

کاتنین انجام شد. براي این بتابراي مشاهده روند افزایشی 

هاي زمانی مختلف هاي سینتیک متعدد در بازهکار آزمایش

ساعت انجام گرفت.  8دقیقه و حداکثر 30بین حداقل 

سازي غلظت مناسب بهینهسازي پنجره زمانی، پس از بهینه

با هدف یافتن Wnt3aLهايسلولتأثیرمحیط تحت 

سازي مسیر فعالبرايحداکثرو حداقلغلظت بهینه 

Wntعنوان نتیجه کاتنین بهبتاو افزایش به بتاکاتنینوابسته

.شدانجام Lهاي سلولسازي این مسیر در مستقیم فعال

و 1:50، 1:10،1:20، 1:2، 1:1هاي  آزمایش در غلظتاین 

انجام شد.Wnt3aتأثیرتحتمحیط 1:100

وسترن بلات

، Wnt3aغلظت (به شرایط هر آزمایشها با توجهتیمار سلول

ها در پس سلولو سانجام )غلظت پپتید و زمان انکوباسیون

کننده بافر لیزسپس سرد شسته شد. PBSوسیله دو مرحله به

ها اضافه شد. به پلیتTriton X-100 1%و PBSسرد شامل 

دقیقه در 3به مدت دقیقه، محتواي هر پلیت 10پس از 

5000RPM به سانتریفیوژ شد.گرادسانتیدرجه 4و دماي

محلول رویی شامل محتواي سیتوسولی و هسته سلول به 

-SDSآوري شده بافر اندازه یک سوم حجم محلول جمع

page ورتکس و به ، محتواي ویال به خوبی پایپتو اضافه

.شدجوشانده گرادسانتیدرجه 95دقیقه در دماي 3مدت 

هاي ژل تریس/ گلیسین میکرولیتر از هر نمونه در چاهک20

اري ذ%  بارگ12% و ژل پایین غلظت 4داراي ژل بالا غلظت 
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منتقل PVDF37هاي جداشده به غشاي انتقال شد و پروتئین

بی (بادي اولیه موشی بتاکاتنینآنتیوسیلهو سپس بهشدند

Cell(p-LRP6خرگوشبادي اولیه ، آنتی)38بایوساینس- دي

signalling (39بادي اولیه موشی توبولینو آنتی) سل

انجام دومی بادي بلات شدند. تیمار با آنتی)40سیگنالینگ

برابر رقیق و سپس، مورد 1000ها ، باديتمام آنتی.گرفت

ها طبق پروتوکل سازي نوارظاهراستفاده قرار گرفتند. 

وسیله نرم افزار نتایج وسترن بلات بهانجام شد. استاندارد 

ImageJ Fijiشدسازي کمی.

و پپتید کنترلANPها با پپتید تیمار سلول

خانه 6پلیت چاهکسلول در هر 106ها با تراکم سلول

10ها با غلظت ساعت بعد، سلول24کشت شدند. 

و 4و 2، 1یا پپتید کنترل در بازه زمانی ANPمیکرومولار 

Lهاي سلولتأثیرساعت تحت تیمار با محیط تحت6

Wnt3a یاLها قرار گرفتند. پس از تیمار، نمونه

بلات آماده شد. آوري و براي آنالیز وسترنجمع

FZD2 وFZD7هاي سازي بیان ژنخاموش

6و 2،4، 1، 0شده به پنجره زمانی بهینهها با توجهسلول

شد. محلول خانه کشت دادههاي ششساعت در پلیت

میکرولیتر 375و RNAمیکرولیتر 20شامل 1شماره 

شامل 2به ازاي هر چاهک و محلول شماره اپتیمممحیط 

اپتیمم محیطمیکرولیتر100میکرولیتر اینترفرین و 10

1دقیقه محلول شماره 5پس از گذشت .شدسازي آماده

محلول دقیقه، 30پس از اضافه شد. 2به محلول شماره 

میکرولیتر اپتیمم به ازاي هر 740با اضافه کردن 3شماره 

1نهایت، مقدار در. )4حلول شماره (مچاهک رقیق شد

به هر چاهک اضافه شد. 4لیتر از محلول شماره میلی

روز انجام گرفت. سپس 2,5سازي به مدت خاموش

37. Polyvinylidene difluoride
38. BD bioscience
39. Tubulin
40. Cell signaling

مورد نظر طبق پروتوکل قبل بر روي سینتیکآزمایش 

ها نهایت، نمونهشده انجام گرفت. درهاي خاموش سلول

بلات آنالیز شد. آوري و به وسیله وسترنطبق معمول جمع

هاي آماريآنالیز

GraphPadافزار اکسل و هاي آماري از نرمبراي آنالیز

Prism 7براي محاسبه استفاده شد .p-value از سطح زیر ،

با معیار 42استفاده شد. نوار خطا 41منحنی هر نمودار

شده است.نمایش داده43انحراف از معیار

و بحثنتایج.3

درگیر اتصالجایگاههاي ماندهباقیشدگیبررسی حفظ

Wnt3aروي توالیمعادل آناستخراجو کنش در میان

FZD7و

، بیشتر Wnt3aو Wnt3توالی بین ،ترازيهماساس بر

و گیرنده Wntروي لیگاند دهنده کنشمیانهايماندهباقی

FZDهايماندهباقی. )1(پیوست.تصویرشده هستندحفظ

که از بلورنگاري Wnt3-FZD8کمپلکسدهنده کنشمیان

آنالیز در آنهامعادلو ]21[اشعه ایکس به دست آمده است

فهرست شده 1در جدولFZD7و Wnt3aبراي ،ترازيهم

شامل اسیدهاي ،کنشدرگیر در میانهايماندهباقیاست. 

، بخشی از Wnt3همانند .گریز هستنددوست و آبآبآمینه

روي ناحیه انتهاي Wnt3aدهنده کنشهاي آمینه میاناسید

دیگر، روي دمین انتهاي کربوکسیل و بخش(NTD)آمینو

(CTD)رسد همان الگوي به نظر میشوند.بینی میپیش

کمپلکس ، در Wnt3-FZD8کنشی در کمپلکس میان

Wnt3a-FZD7 شدگی . با توجه به حفظحفظ شده استنیز

رود الگو و ، انتظار میFZDو Wntاتصال بین جایگاه

-Wntگیرنده - هاي لیگاندکنش بین جفتمعماري میان

FZD2[حفظ شده باشد[.

41. Area under the curve
42. Error bar
43. Standard deviation
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. Wnt3a-FZD7هاي معادل آنها در کمپلکس ماندهو باقیWnt3-FZD8دهنده کمپلکس کنشاسیدهاي آمینه میان-1جدول

-Wnt3کمپلکس  PDBاستخراج شده از FZD8دهنده آن روي گیرنده کنشو شریک میانWnt3 دهنده کنشهاي میانماندهباقی

FZD8 هاي آمینه روي توالی اسیدو معادل اینWnt3a وFZD7اند. اسیدهاي آمینه نوشته شده به رنگ در جدول زیر فهرست شده

باشند.قرمز حفظ شده می
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ANPو پپتیدWnt3aجایگاه اتصال پروتئینبررسی

FZD7روي گیرنده

و ANP-FZD7انطباق ساختار کمپلکس 1تصویر

سازي به دست آمده از شبیهWnt3a-FZD7کمپلکس 

). 1(جدول دهد.مولکولی را نشان میبین کنش میان

جایگاه اتصال ،شودمشاهده می1در تصویر طور کههمان

ANP محل اتصال دمین انتهاي کربوکسیلباWnt3a روي

است.فضاییداراي همپوشانیFZD7گیرنده 

. انطباق ساختار FZD7روي گیرنده Wnt3a) لیگاند CTDو دمین انتهاي کربوکسیل(ANPیابی محل اتصال ویژگی-1شکل 

طور که در همان. کنش مولکولی داکینگسازي میانبه دست آمده از شبیهWnt3a-FZD7بر ساختار کمپلکس ANP-FZD7کمپلکس 

به رنگ Wnt3aپوشانی است. داراي همFZD7بر روي Wnt3a-CTDو ANPشود، محل اتصال میچین مشاهدهرنگ نقطهدایره قرمز

به رنگ قرمز نمایش داده شده است.ANPبه رنگ سبز و FZD7بنفش، 

پس ،جایگاه اتصالدر فضاییهمپوشانیاین ثباتحفظ

ها، کمپلکسبرروي سازي دینامیک مولکولی شبیهفرایند از 

پایداري کلی کمپلکس و همچنین، جایگاه لیگاند روي  

Wnt3a وANP گیرنده بر رويراFZD7دهدنشان می

نتایج حاصل از آنالیز از طرف دیگر، مقایسه. )2(تصویر

هاي ماندهباقیاشتراك،تغییرات سطح در دسترس حلال

-137انتهایی(ناحیههاي ماندهباقی) و81-87ناحیه میانی(

بین دو کمپلکس، FZD7گیرنده ساختار برروي ) 124

ANP-FZD7وWnt3a-FZD72شکل(دهدنشان می.( .

، هم در Wnt3a-FZD7ها در کمپلکس کنشماهیت میان

اتصال دمین انتهاي آمینو و هم در اتصال دمین انتهاي 

، شامل FZD7به گیرنده Wnt3aکربوکسیل مولکول 

هاي واندروالس است. کنشهاي هیدروژنی و میانپیوند

هاي ها، پلکنشاین در حالی است که علاوه بر این میان

داراي اهمیت FZD7و ANPنمکی نیز در اتصال 

.).3شکل (باشندمی

CTD
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و کمپلکس ANP-FZD7انطباق ساختار کمپلکس ـالف.FZD7روي گیرنده Wnt3aو ANPآنالیز جایگاه اتصال -2شکل 

Wnt3a-FZD7سازي. جایگاه اتصال بعد از شبیهANPو دمین انتهاي کربوکسیلWnt3a،ـ نماي نزدیک بداراي همپوشانی است

که با گیرنده Wnt3aـ نماي نزدیک دمین انتهاي کربوکسیل پروتئین پکمپلکس تشکیل داده است،FZD7که با گیرنده ANPپپتید 

FZD7 ،.دهنده از لیگاند به رنگ قرمز و کنش(گیرنده به رنگ سبز، لیگاند به رنگ زرد، اسیدهاي آمینه میانکمپلکس تشکیل داده است

اند.)دهنده از گیرنده به رنگ آبی نمایش داده شدهکنشاسیدهاي آمینه میان

با ایجاد ممانعت فضایی و همچنین، ANPدر واقع، 

هاي واندروالس و هیدروژنی کنشاختلال در شبکه میان

FZD7و گیرنده Wnt3aبین دمین انتهاي کربوکسیل 

رقابت و از FZD7براي اتصال به Wnt3aتواند با می

. کندمیممانعت FZD7گیري صحیح این لیگاند روي قرار

روي Wntمولکول گیري صحیحبا توجه به اهمیت جهت

و از طرف ]1[و اهمیت آن در انتقال پیام FZDگیرنده 

ناتوانی دیگر، وجود شواهد آزایشگاهی مبتنی بر

وابسته به بتاکاتنین Wntرسانیسازي مسیر پیامفعال

، ]Wnt]22هاي جداشده مولکول 44دمین-توسط زیر

کنش لیگاند و گیرنده توان اختلال ایجاد شده در میانمی

اختار و در بالا دست مسیر را منجر به اختلال در سطح س

.آن  در پایین دست دانستتأثیردرفعالیت آن و 

44. Sub-domain

الف

پ

ب
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در در ساختار FZD7گیرنده يآنالیز دینامیک ساختار

Wnt3a-FZD7و ANP-FZD7هاي کمپلکس

کننده کنش با فعال، در میانFZD7ي گیرنده نوسانات ساختار

Wnt3a و مهارکنندهANP بررسی و در سطح تک اسید آمینه

هنگام FZD7براي RMSFمقدار میانگین معیار مقایسه شد.

Wnt3aکنش با /. نانومتر و هنگام میانANP08کنش با میان

کننده معناست که فعالاینبهباشد، و این نانومتر می1/0

Wnt3aنوسانات و دینامیک ساختاري بیشتري ،در مجموع

در کند.القا میFZD7در ANPمهارکننده را در مقایسه با 

124-135شود که ناحیه اطراف مشاهده میـالف4شکل 

شکل کنش (و میانکه طبق آنالیز تغییرات سطح در دسترس

ANPو پپتید Wnt3a، بین ناحیه انتهاي کربوکسیل لیگاند )3

نوسانمشترك است داراي الگو FZD7براي اتصال به 

کنش هاي آمینه درگیر در میان. اسید)4شکل (استیمشابه

تشکیل کنش واندروالستعداد زیادي میان، این ناحیه

95تا حدود اسیدآمینه ،RMSFشباهت در الگو.دهندمی

که با وجود تغییرات این در حالی است قابل مشاهده است.

در ناحیهبراي برخی اسیدهاي آمینه مشابهدسترسسطح در

متفاوت RMSFدر هر دو کمپلکس، الگو 90FZD7تا 80

گیرنده 84براي آسپارتات نانومتر 15/0دهنده پیک و نشان

FZD7 در ساختار کمپلکسWnt3a-FZD7باشدمی،

هاي هیدروژنی، یونی و واندروالس بین کنشکه میانحالیدر

منجر به کاهش قابل FZD7و گیرنده ANPهايماندهباقی

در این ناحیه شده استFZD7ملاحظه نوسانات ساختاري 

FZD7 ANPFZD7 Wnt3a

Wnt3a-CTD

Wnt3a-NTD

پل نمکی پیوند دیسولفید پیوند هیدروژنی کنش واندروالسمیان

ها، انواع کنش. میانANP-FZD7کنش در کمپلکس آنالیز انواع میانـالفسازي. کنش پس از شبیهآنالیز جایگاه میان-3شکل 

ها شامل پیوند کنشمیان.Wnt3a-FZD7کنش در کمپلکس آنالیز انواع میانـب،شوندهیدروژنی، یونی و واندروالس را شامل می

باشد.هیدروژنی و واندروالس می

بالف
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-50نوسانات ساختاري ناحیه از طرف دیگر،. )4و 3شکل (

داراي الگو ها در هر کدام از کمپلکسنیز FZD7گیرنده 20

کنش در میانFZD7فشردگی ساختار گیرنده است. متفاوتی 

، به وسیله معیار شعاع Wnt3aکنش با و میانANPبا 

طور کلی،بهشود کهمشاهده می. ژیراسیون مقایسه شد

نانوثانیه انتهایی 10در طی FZD7ساختار فشردگی

بیشتر از زمانی است که Wnt3aکنش با سازي در میانشبیه

در واقع به ).5شکل (دهدکنش میمیانANPاین گیرنده با 

تواند با توجه میFZD7رسد فشردگی کل ساختار نظر می

،مجموعدر به لیگاند متصل شونده به آن دچار تغییر شود.

دهنده تفاوت الگو دینامیک القا تواند نشانها میاین تفاوت

کنش با از طریق میانFZD7شده در ساختار گیرنده 

دست باشد و بر پایینANPکننده و یا مهارWnt3aکننده فعال

متفاوت تأثیروابسته به بتاکاتنین Wntرسانی مسیر پیام

بگذارد.

. نمودار K310در دماي Wnt3a-FZD7و ANP-FZD7در ساختار کمپلکس FZD7هاي گیرنده ماندهباقیRMSFـ 4شکل 

به رنگ سیاه نمایش داده شده است.Wnt3aبه رنگ قرمز و نمودار این گیرنده در کمپلکس با ANPدر کمپلکس با FZD7گیرنده 

. نمودار Wnt3a-FZD7و ANP-FZD7در ساختار کمپلکس FZD7گیرنده تغییرات شعاع ژیراسیون درـ 5شکل 

به رنگ سیاه نمایش Wnt3aبه رنگ قرمز و نمودار این گیرنده در کمپلکس با ANPدر کمپلکس با FZD7گیرنده 

داده شده است.
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وابسته به Wntرسانی مسیر پیامبررسی وابستگی 

FZD7گیرنده بهLهاي بتاکاتنین در سلول

براي کاهش فعالیتANPتوانایی پپتید مطالعات قبلی، 

وابسته فرایندي از طریق وابسته به بتاکاتنین را Wntمسیر 

اما گزارش شده استهاي سرطانی در سلولFZDبه 

پتانسیل این پپتید براي مهار این مسیر از طریق یک عضو 

کند. مطالعات ارائه نمیFZDخاص خانواده پروتئین 

FZD7براي اتصال به ANPمحاسباتی ما پتانسیل اتصال 

هاي داراي اي اهمیت در سرطانعنوان یک گیرنده داربه

وابسته به بتاکاتنین و Wntفعالیت نا به جا در مسیر 

و همپوشانی Wnt3aهمچنین، قابلیت رقابت آن با لیگاند 

ن را نشاFZD7بر روي Wnt3aجایگاه اتصال آن با 

وابسته به Wnt. از آن جا که فعالیت مسیر دهدمی

قابل ردیابی مستقیم از طریق Lهايبتاکاتنین در سلول

، ما در ابتدا به بازخوانش مقدار بتاکاتنین سلول است

ها وابسته به بتاکاتنین در این سلولWntوابستگی مسیر 

به شکل آزمایشگاهی پرداختیم.FZD7به گیرنده 

سازي مشخص است با خاموش3شکل طور که در همان

وابسته به بتاکاتنین در Wntرسانی مسیر پیامFZD7ژن 

قرار گرفته است. در تأثیربه شدت تحت Lهاي سلول

Lهاي واقع حاصل مستقیم فعالیت این مسیر در سلول

افزایش محتواي بتاکاتنین سلول است و همانطور که نتایج 

هایی که در سلولتکرار مستقل3حاصل از وسترن بلات 

مقدار .نشان می دهد،خاموش شده استFZD7آنهادر 

بتاکاتنین تجمع یافته در سلول در مقایسه با کنترل به 

شدت کم شده است. این در حالی است که آزمایش 

و Lهاي را در سلولFZD2سازي ژن کنترل که خاموش

حاکی از این است که ،دهدتکرار مستقل نشان می3در 

تحت Lهاي در سلولوابسته به بتاکاتنین Wntمسیر 

Lهاي نیست. بنابراین سلولFZD2شدید گیرنده تأثیر

بر ANPپپتید تأثیرعنوان مدل مناسبی براي بررسی به

شوند.مطرح میFZD7از طریق گیرنده Wntمسیر 
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وابسته به Wntمسیر رويANPمهاريتأثیربررسی 

بتاکاتنین 

هاي متفاوت نشان داد بهترین بازه زمانی براي آزمایش

پنجره ،به بتاکاتنینوابستهWntسسنتیک مسیر سیبرر

6و 4، 2، 1، 0زمانیهايساعت و با بازه6تا 0زمانی 

Wntمحیط حاوي 1:1همچنین نسبت باشد. ساعت می

. شدعنوان غلظت بهینه انتخاب بهWntو محیط فاقد 

نتایج حاصل شود، مشاهده می4شکل که در طورهمان

در ، نشان دهنده کاهش مقدار بتاکاتنیناز وسترن بلات

ANPتیمار شده با Wnt3aتأثیرهاي تحت سلول

.7(تصویردر مقایسه با شرایط کنترلالف).7شکل (

بار 3حاصل از بلات سازي کمیباشد. نتایج میب)

دار معنیتأثیردهنده نشانآزمایش هر تکرار مستقل 

مهار مسیر بر رويدر مقایسه با پپتید کنترلANPپپتید 

Wntشکل (باشدبه بتاکاتنین در این سیستم میوابسته

هاي حاصل از مطالعات داده.ت).7شکل پ، 7

محاسباتی ما شامل آنالیز جایگاه اتصال و دینامیک 

با گیرنده ANPکنش مستقیم پپتید میان، FZD7گیرنده 

FZD7و رقابت آن با پروتئینWnt3a کندتأیید میرا.

سازي ژن و بازخوانش دیگر، مطالعات خاموشطرف از 

وابسته به بتاکاتنین در Wntتغییرات سینتیک مسیر 

خاموش شده آنها در FZD7هایی که گیرنده سلول

بتاکاتنین به -Wntوابستگی مسیر دهندهنشاناست،  

FZD7هاي در سلولLمجموع این ). 6شکل (است

وابسته به بتاکاتنین، Wntمهار مسیر کننده تأییدشواهد 

و ANPکنش مستقیم پپتید ، در اثر میانLهايدر سلول

باشد.میFZD7گیرنده 

الف

ب

هاي نمونه.وابسته به بتاکاتنینWntهاي سطح سلولی بر فعالیت مسیر سازي ژن گیرندهنتایج تأثیر خاموش-6شکل 

و توبولین بلات شدند. شکل الف نتیجه بلاتینگ را براي p-LRP6 سازي براي  بتاکاتنین، شده فرایند خاموشآوريجمع

طور که از شکل مشخص است در هر سه تکرار از آزمایش، مقدار بتاکاتنین و دهد. هماننشان میFZD7خاموشی ژن 

FZD2دا کرده است. شکل ب ـ نتیجه بلاتینگ را براي خاموشی ژن سازي کاهش پیدر اثر خاموشp-LRP6همچنین 

سازي نسبت به کنترل دچار در اثر خاموشp-LRP6کاتنین و همچنین دهد. در هر سه تکرار از آزمایش، مقدار بتانشان می

تغییرات شدید نشده است.

تکرار 2تکرار1تکرار
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نماینده از تصویر بلاتـ. شکل الفWntشده هاي تیماربر سلولو پپتید کنترل آنANPمقایسه تأثیر مهاري پپتید -7شکل 

دهنده نشانـ شکل ب ،دهدنشان میANPحضور پپتید در حضور و عدمWnt3aبتاکاتنین و توبولین را در غلظت بهینه هايپروتئین

طور که از شکل مشخص است بارگذاري پروتئین در هر چاهک باشد. همانو پپتید کنترل میWnt3aهمین محتوا در غلظت بهینه 

نمودار میانگین به دست آمده از سه تکرار مستقل ـ شود. شکل پاهشی براي بتاکاتنین در شکل  ب مشاهده نمیبرابر است و روند ک

نمودار میانگین حاصل از سه تکرار مستقل ـ دار است. شکل تمقداري معنیANP .p-valueهاي تیمار شده با پپتید را براي سلول

هاي داري بین محتواي بتاکاتنین سلولمعنیتفاوت شده با پپتید کنترل. در این شرایط تیمارWnt3aشده با هاي تحریکبراي سلول

دار نیست.معنیP value تیمار شده با پپتید کنترل و تیمار نشده وجود ندارد و 

ت

بالف

پ
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گیرينتیجه.4

تواند به عنوان یک کنش لیگاند و گیرنده میمهار میان

جلوگیري از فعالیت مسیر استراژي هدفمند براي مهار

Wnt -َکنش اولیه بین وابسته به میانبتاکاتنین که کاملا

طبق استفاده شود. ،استFZD7و گیرنده Wntلیگاند 

Wntمسیرفعالیتقادر استANPپپتید ،مطالعات گذشته

قرار دهد و یکی از تأثیربه بتاکاتنین را تحت وابسته

سرطانی این پپتید،هاي محتمل براي خاصیت ضدمکانیسم

مستقیم یا غیرکنش مستقیم میانمهار این مسیر از طریق

اما مکانیسم ،استمعرفی شدهFZDاین پپتید با گیرنده 

،. از طرف دیگر]20[مشخص نیستفرایندمولکولی این 

در FZDاعضاي متفاوت خانواده اهمیتپتانسیل و 

FZD7یکسان نیست و Wnt به مسیرهاي وابستهسرطان

ها عنوان یک پاشنه آشیل در بحث درمان این سرطانبه

دهد . مطالعات محاسباتی ما نشان می]12[مطرح است

براي Wnt3aاین قابلیت را دارد تا با لیگاند ANPپپتید 

جایگاه . در واقع ]23[رقابت کندFZD7اتصال به گیرنده 

این پپتید با جایگاه اتصال دمین انتهاي کربوکیسل اتصال

از .داردیهمپوشانFZD7براي اتصال به Wnt3aن یپروتئ

طرف دیگر، بررسی دینامیک ساختار با پارامترهایی چون 

دهد الگو دینامیک القا نشان میRMSFشعاع ژیراسیون و 

و ANPکننده کنش با مهارشده به گیرنده، در زمان میان

هاي نتایج آزمایشداراي تفاوت است.Wnt3aکننده فعال

Lهاي در سلولFZD7سازي بیان ژن گیرنده خاموش

به بتاکاتنین در این وابستهWntدهد مسیر نشان می

ها و بنابراین این سلولوابسته استFZD7به ها سلول

تأثیرعنوان مدلی مناسب براي مطالعه توانند بهمی

بر سینتیک FZD7کنش دهنده با میانهاي مهاريمولکول

Lهايتیمار سلولهمچنین، مطرح شود. Wntمسیر 

دهد این نشان میANPپپتید وسیلهبهWntشده با تحریک

تأثیررقابت و روي فعالیت آن Wntتواند با پپتید می

که براي پپتید استحالی. این درمهاري داشته باشد

با توجه به این شواهد و کنترل چنین نتایجی حاصل نشد.

گیریم این نتیجه می، گذشتههمچنین استناد به مطالعات 

به وابستهWntمسیر بر ي خود را رپپتید فعالیت مها

FZD7کنش مستقیم با گیرنده واسطه میانبه،بتاکاتنین

عنوان یک تواند بهمیANP،نهایت. دردهدانجام می

هایی با قابلیت اتصال داربست مناسب براي طراحی پپتید

و FZD7نین اختصاصی براي اتصال به چبالا و هم

گیرد. مورد استفاده قرار بتاکاتنین - Wntگیري مسیر هدف

تشکر و قدردانی

این مطالعه با حمایت مالی معاونت پژوهشی دانشگاه 
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Abstract:
 FZD7  receptor  is  considered  as  an  emerging  target  for  treatment  of  Wnt-
βcatenin related cancers. This transmembrane receptor is overexpressed in
many cancer types like breast cancer and ovarian carcinoma, and so selective
targeting of this receptor has a great therapeutic capacity. On the other hand,
one of the mechanisms proposed for the anticancer effect of Atrial natriuretic
peptide (ANP) that known as a heart hormone at first, is Wnt-βcatenin
inhibition through an FZD dependent manner but, the molecular mechanism
of this inhibition is not clear. Here, using computational methods including
molecular docking and molecular dynamics simulation, also designing a
cellular system that enabled us to trace Wnt-βcatenin kinetics directly, we
investigated the mechanism of the peptide inhibitory potential against the
pathway. Our computational results show that ANP can directly interact with
FZD7 and also, its binding site on FZD7 overlap to the binding region of the
Wnt carboxyl-terminal domain (Wnt-CTD). The finding of the silencing
experiments demonstrates the dependency of Wnt-βcatenin signalling of the
cellular  system to  FZD7.  The  decrease  of  βcatenin  in  cells  treated  to  ANP
and Wnt is also significant to compare to the control experiments. Finally,
our results show that ANP is a potential scaffold to design selective peptide
against FZD7.

Keywords: Frizzled7 receptor, Atrial natriuretic peptide, Wnt signal
transduction


