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 مقاله پژوهشی 

  نوع دو یبروبلاستیفاکتور رشد ف رندهیگ ينازیک هیبر ساختار ناح کلیاثر ن
  

  ٤ثابت يرتيس ديمج دکتر ،٣يلغاريا وشيدار دکتر ،٢٭يبيغ االله نعمت دکتر ١روستا توده ميمر
 

  12/12/1393 رشیپذ خیتار 15/10/1393 افتیدر خیتار
 
 یدهچک

 نقـش  سلولي تکثير و تمايز ازجمله زيستي مهم فرآيندهاي تنظيم و سلولي يرسان اميپ مسير نوع دو در فيبروبلاستي فاکتور رشد  گيرنده :هدف و نهیزم شیپ
 يرهايمس ـ تواننـد  يم ـ يعوامل مختلف ازجمله فلزات سم .باشد يم مرتبط يانسان يکيپاتولوژ اختلال نيچند با رندهيگ نيا اميپ انتقال در اختلال. دارد اساسي

  ر کنند.يينگ را دستخوش تغيگناليس
  .شد دو انجام نوع يبروبلاستيف رشد فاکتور رسپتور ينازيک هيناح ساختار کل برين ياثر فلز سم منظور به مطالعه نيا :هدف
- +Ni2 حـاوي  و سـتون  الکتروفورز ،IPTG القائ BL21 ، باکتريpLEICS-01 ب با استفاده از پلاسميدين نوترکيپروتئ يتجرب مطالعه نيدر ا :ها روش و مواد

NTA يحلقـو  ييدو رنگ نما يها کيتکنن با استفاده از يپروتئ ينازيه کيمولار بر ساختار ناح يليم ۱۰۰کل تا غلظت يسپس اثر ن. شد ان و خالصيب CD) و (
  شد. يفلوئورسانس) بررساسپکتروفلوريمتري (

پتوفان در ساختار يتر يدر نشر ذات ير جزئييتغباعث  ير ولييمنظم دوم بدون تغ يساختارها يبر رو مولار يليم ۱۰۰ر يز يها غلظتکل در يمطالعه ن :ها یافته
  .شود يمسوم 

  .کند ينمر ييکل تغينوع دو در برابر ن يبروبلاستيرنده فاکتور رشد فيگ ينازيه کيناح يداريو پا يساختار اصل :گیري نتیجه
 نگيگناليکل، سيکينازي، ن ناحيه فيبروبلاستي، رشد فاکتور  گيرنده: ها کلیدواژه
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  ٠٢٨ - ٣٣٣٥٣٠٠٦ :، تلفنيوتکنولوژي، گروه بيراپزشکيقزوين، بلوار شهيد باهنر، دانشگاه علوم پزشكي قزوين، دانشكده پ: آدرس مکاتبه
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  نيقزو يدانشگاه علوم پزشک يپزشک يوتکنولوژيارشد ب يکارشناس يدانشجو ١
 نيقزو يدانشگاه علوم پزشک يو مولکول يقات سلوليک مرکز تحقيزيوفيار بيدانش ٢

  نيقزو يدانشگاه علوم پزشک ينيبال يميوشيار بياستاد٣ 
 ديشه يدانشگاه علوم پزشک يميوشيار بيدانش٤ 

 مقدمه
 هاي يرندهگو  (FGFs) بروبلاستيرشد ف يفاکتورها

سلول، مانند  يديکل يرفتارها کننده تنظيم (FGFRs) ها آن
رشد و نمو  يو برا باشند يمز، مهاجرت و بقا ير، تمايتکث
 ياساس سالان بزرگوژنز و بهبود زخم در يم آنژين، تنظيجن

  .)۱هستند (
ي  خانواده پستانداران در يبروبلاستيف رشد يفاکتورها 

 - FGF23 و FGF10) - FGF1 هستند عضوي ۱۸

(FGF16 ينازيک نيروزيرنده تيگ چهار همراه که 

FGFR4) -(FGFR1 جاديا توانند يم ها آن يها زوفرميا و 

 بدن وساز سوخت و نيجن نمو و رشد و ردهام کيپ

 انتقال که است ذکر قابل. )۲کنند (م يتنظ را سالان بزرگ

 تواند يم يبروبلاستيرشد ف يفاکتورها نشده کنترل هاي يامپ

 ي يافته ونيموتاس اشکال .)۳شود ( انسان در يميبدخ به منجر
 ياديز يها سرطان در يبروبلاستيف رشد فاکتور هاي يرندهگ

 پروستات، گردن، و سر مغز، معده، پستان، ه،ير سرطان مانند

 شده شناخته لومايم پليمولت نيچنهم و مثانه رحم، کولون،

  .)۴-۶است (
 اختلال نيچند با ها يرندهگ نيا اميپ انتقال در اختلال

 يها سندرم به توان يم که باشد يم مرتبط يانسان يکيپاتولوژ
 در جهش ليدل به که فريفا سندرم ازجملهاشاره کرد،  ياسکلت

  .)۴( گردد يم جاديا FGFR2 نيپروتئ ينازيک هيناح
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 شدن فعال ژن، که توسعه است داده نشان رياخ مطالعات
 SNPs( FGFR2( يدينوکلئوت تک سميمورف يپل و غيرطبيعي

 عنوان به FGFR2 ن،يسرطان دارد، بنابرا شرفتيپ در يمهم نقش
شده  شناخته تيرسم به ها سرطان يبرا ديجد يدرمان هدف کي

  .)۷(است 
 FGFR2 خانواده از عضو کي FGFR ن يروزيت گيرنده

 FGFR2 يها ايزوفرم FGFR2cو  FGFR2bاست.  ينازيک
 ۱۰بلند کروموزوم  يبازو يبر رو FGFR2b. ژن باشند يم
قطعه  يبازو يلودالتون که بر رويک ۳۸ ي، با وزن مولکولباشد يم

 FGFR2 يگسترش ژن اي و يبد معن جهش). ۸(قرار دارد  ۱۳.۲۶
 و معده سرطان پستان، سرطان ه،ير سرطان آندومتر، سرطان در

فلزات  ازجمله يمتعدد . عوامل)۹( دهد يم رخ تخمدان سرطان
قرار  ريتأثنگ را تحت يگناليس يرهايمس عملکرد توانند يم يسم

  .)۱۰(دهند 
 صورت بهکه  هستند يفلزات ن،يسنگ يسم ن فلزاتياز ا يبرخ

  .)۱۱(ندارند  يکيولوژيب نقش چيه و هستند يسم محلول باتيترک
بدن  در يضرور عنصر کي از عمل اوقات يگاه يسم فلزات

 منجر به بدن که وساز سوخت روند در دخالت مانند کنند يمد يتقل
نگ يگناليس يرهايمس در مداخله آن، ازجمله ،شود يم يماريب

 قاتيتحق يالملل نيب ن فلزات طبق آژانسيا ازجمله. )۱۲(است 
  .)۱۳( باشد يمباتش يکل و ترکين ي، فلز سم)IARC(سرطان 

کل، يع نيصنا از يناش يآلودگ و يليفس يها سوخت احتراق
 خاص، طور به. باشند يم ستيز طيمحکل در ين هياول منابع عنوان به

 يبرا نفت ، سوختنسنگ زغال شامل هوا در کلين انتشار منابع
د فولاد، يتول عيصنا فاضلاب، و زباله حرارت، سوزاندن و قدرت
  .باشد يم يآبکار و معدن

 و ياهيگ يها فرآورده مصرف قيطر از انسان در کلين مصرف
 ليآج و کاهو اسفناج، حبوبات، مانند جاتيسبز. است يوانيح

 در .باشند يم ييغذا مواد ريسا نسبت به يشتريب کلين يحاو
ادرار و در درجه دوم  قياز طر اول درجه در کلين انسان، و واناتيح

  .)۱۳( شود يمعرق دفع  و ق بزاقياز طر
 يها گونه ديتول به منجر کل،يفلز ن يسم خواص ،مثال عنوان به

 و DNA بيآس سبب تواند يم که شود يم) ROS( فعال ژنياکس
اء شود. علاوه بر يون و احيداسيمرتبط با اکس يسيرونو عوامل

 رين مسيسبب القاء چند تواند يم DNA ،ROSب به يآس
  .)۱۴شود ( ينگ خارج سلوليگناليس

از  يناش يها سرطانآپوپتوز و  ياحتمال يها سميمکاناز  يکي
به  دشدهيتول ROSکل است. يبات نيتوسط ترک ROSکل، القاء ين

 )Bناز ين کي(پروتئ Aktنگ يگناليس يرهايدر مس رسد يمنظر 
 .)۱۵-۱۶(ر باشد يدرگ

 يا هسته فاکتور يسيرونو فاکتور داريپا يساز فعالگر، يمورد د
kB (NF-kB) فلز توسط شده فعالنگ يگناليس يرهايمس توسط 

 يها يماريبمزمن،  يالتهاب يندهايفرآ به تواند يم است که
 جيشود. نتا منجر سرطان، ازجملهمرتبط  يها يماريب و ونيمياتوا
 سبب يتوجه قابل زانيم به کلين که داده است نشان آمده دست به

  .)۱۷( شود يم IL-8 نيکموکا انتشار و NF-kB فعال شدن
ن ييپا يليخ يها غلظتکل در ين ازجملهفلزات  يبرخ ازآنجاکه

اثر  تواند يمبالا  يها غلظتک و در يولوژيب يها ستميسدر  ازيموردن
نگ به يگناليس ريمس بر آن اثرات نيو همچن داشته باشد يسم

ن فلز، يا ريتأث ين مطالعه با هدف بررسي، ا)۱۰(ده است ياثبات رس
نوع دو  يبروبلاستيرنده فاکتور رشد فيگ ينازيه کيبر ساختار ناح
(FGFR2b) شگاه انجام شد.يدر آزما  

  
  ها روشمواد و 

قات يدر مرکز تحق ۱۳۹۲- ۳در سال  يق تجربين تحقيا
ن انجام گرفت. در اين يقزو يدانشگاه علوم پزشک يو مولکول يسلول

از شركت سيگما،  Ni2+-NTAو  IPTG، مطالعه ايميدازول
از شرکت مرک و باکتري ايشريشياكلي  HEPESسيلين و  آمپي

BL21(DE3)  از شرکتInvitrogen ر مواد يدند. سايتهيه گرد
از نوع خالص بودند و از شركت سيگما و  مورداستفادهشيميايي 

 شركت مرك تهيه شدند.
جهت ميزبان بياني  BL21(DE3) از باکتري ايشريشياكلي

 براث و Luria- Bertani هاي کشت استفاده شد. باکتري در محيط
LB بيوتيک  آنتي تريل يليمکروگرم بر يم ۱۰۰ آگار در حضور

هاي مستعد (پذيرا) در حضور  سلول. سيلين کشت داده شد آمپي
  کلسيم کلريد تهيه شدند.

کينازي  تيروزين  حاوي ژن ناحيه pLEICS-01 پلاسميد
 با استفاده از نيتوسط محقق، FGFR2b پروتئين نوترکيب

cDNA ژن FGFR2b هاي  سالم تهيه شد و با توجه به جهش
هاي سرطاني، موتاسيون  سلول FGFR2b در ژن شده مشاهده

. در اين پروتئين، شکل فعال و گرفته بود صورتدر آن  زين اي نقطه
ايجاد شد  FGFR2b ي تيروزين کينازي پروتئين نوترکيب ناحيه

  را دارا بود. موردنظرهاي  که جهش
 نيشد، ا مولار القاء ميلي IPTG ۱ با بينوترک نيپروتئ انيب
 لذا .داشت تجمع ل بهيتما و حل رقابليغ ياديز حد تا نيپروتئ
 به ºC۳۷ يدما از کشت يدما طيشرا در رييتغ با نيپروتئ تيحلال
ºC۲۰ روش از استفاده با خالص نيپروتئ. ديگرد انجام 

 شامل بافر شستشو و Ni2+-NT يبيترک ليم يکروماتوگراف
دازول يميا تيدرنهاآمد و  به دستمولار  يليم ۲۰۰ دازوليميا

 يابيارز. ديگرد حذف نيط پروتئيز از محياليد سهيک لهيوس به
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 ليآکر يپل ژل الکتروفورز توسط شده خالص ينازيک هيناح عملکرد
 با دستگاه ن،يپروتئ غلظت. )۱گرفت (شکل  انجام) PAGE( ديآم

  .بود تريل يليمبر  گرم يليم ۳ که شد يريگ اندازه نانودرآپ
 يحلقو يينما دورنگ و متريک قدرتمند اسپکتروفلوريتکن دو

)CD(، و يساختار يها تيفعال يرو بر کلين اثر يبررس منظور به 
نوع دو، بکار  يبروبلاستيفاکتور رشد ف ينازيک هيناح يعملکرد

  گرفته شدند.
 موج طول در گانديل حضور عدم و حضور در محلول نيپروتئ

 دست به يبرا. ديگرد ثبت موج طول انتشار و کيتحر نانومتر ۲۸۰
قرار  نيپروتئ بافر در گانديل ن،يپروتئ از فلوئورسانس فيط آوردن
 در کل) ويگاند (نيل از مختلف يها غلظت با اتيعمل نيا. گرفت
  .شد انجام نيپروتئ از ثابت غلظت
 کل با فرموليترات نيپودر ن صورت بهکل ين

Ni(NO3)2.6H2O يها غلظتقرار گرفت.  مورداستفاده 
ن در دستگاه ين پروتئيکل در مواجهه با ايقرار گرفته ن يموردبررس

بود و در  مولار يليم ۱۰۰و  ۵۰،۲۵، ۱۰ اسپکتروفلورومتر شامل
ج ينتا دييتأکه جهت  يحلقو ييک دو رنگ نمايتکن

ستفاده مولار ا يليم ۱۰صورت گرفت، غلظت  يمترياسپکتروفلور
  شد.

 يبررس يبرا ،CD و فلوئورسانس به مربوط يها شيآزما در
وم يديمولار گوان ۶ تا ۲۵/۰ يها غلظت ،ييايميش ونيدناتوراس

  .گرفت قرار مورداستفاده ن،يون پروتئيدناتوراس جهت د،يدروکلرايه
  
  ها افتهی

بود.  تريل يليمبر  گرم يليم ۳ش ين در تمام آزمايغلظت پروتئ
ن ين پروتئيا يرات ساختارييکل بر تغياثر ن يبررس ازآنجاکه

گاند ين لييتاکنون صورت نگرفته بود، در ابتدا غلظت پا
 غلظت ،نيبر ا قرار گرفت. علاوه يموردبررسکرومولار)، ي(م

فلز بود. در  نيا تيسم زانيم کمک گرفته از يحد تا شده استفاده
، رييتغ عدمش شد که به علت يگاند آزمايکرومولار ليابتدا غلظت م

  افت.يش يمولار افزا يليغلظت به م
ن يبا نمودار پروتئ ها موج طولصورت گرفته، تمام  شيآزما در
  .سه شديمقا(Native) گانديفاقد ل

 ينازيک نيروزيت ي هيناح سوم ت ساختاريوضع يبررس
 يذات فلوئورسانس روش از استفاده ، باFGFR2b بينوترک نيپروتئ

 نشر شدت کاهش جيقرار گرفت که نتا يموردبررسکل، ين در حضور

 آن غلظت يجيتدر شيافزا با و کلين حضور در را فلوئورسانس
 حداکثر فتيش در يکم راتييتغ کل،ين ونيتراسيت با. داد نشان
 تر کوتاه يها موج طول سمت به فلوئورسانس ينشر موج طول

  ).۲د (شکل يگرد مشاهده
 موج طول بر ييايميش ونيدناتوراس اثر ين، بررسيهمچن

 نيپروتئ ينازيک نيروزيت ي هيناح يذات فلوئورسانس نشر مميماکز
 ۱۰۰و  ۵۰، ۲۵، ۱۰ يها غلظت، در حضور FGFR2b بينوترک

 غلطت يجيتدر شيکل صورت گرفت. اثر افزايترات نيمولار ن يليم
 فلوئورسانس نشر مميماکز موج طول يرو ديدروکلرايه نيديگوان
 در FGFR2b بينوترک نيپروتئ ينازيک نيروزيت ي هيناح يذات

 ۳ شکل در )مولار يليم ۱۰۰ و ۵۰( کلين غلظت حضور حداکثر
 ونيدناتوراس نديفرآ که داد نشان جينتا. است شده داده نشان

است و  يا مرحله سه نديفرا کي يعيطب حالت در ينازيک ي هيناح
ن نسبت به حالت يپروتئ يداريدر پا ير چندانيين دو غلظت تغيا

  .دهند ينمکل نشان يبدون حضور ن يعيطب
شدت  بر ييايميش ونياثر دناتوراس يج بالا، بررسيبه دنبال نتا

 بينوترک نيپروتئ ينازيک نيروزيت ي هيناح يذات فلوئورسانس نشر
FGFR2bنيديگوان غلطت يجيتدر شياثر افزا ، تحت 

 يلي) م۱۰۰و  ۵۰کل (ين يها غلظت حداکثر حضور در ديدروکلرايه
اثر  .است شده داده نشان الف و ب- ۴ شکل ز، درين مولار

ن با ير ساختار پروتئييد بر تغيدروکلرايوم هيديون گوانيدناتوراس
  پتوفان در نمودارها مشهود است.يتر يکاهش نشر ذات

، (CD) يحلقو ييق دورنگ نمايک دقيسپس با استفاده تکن
کل ياثر ن ين بار، بررسيقرار گرفت. ا دييتأمورد  شده انجامش يآزما
 ينازيک نيروزيت ي هيناح دوم ساختار يک غلظت، بر رويدر 

 اثر يبررس منظور به، صورت گرفت. FGFR2b بينوترک نيپروتئ
 بينوترک نيپروتئ ينازيک نيروزيت ي هيناح دوم ساختار يرو کلين

FGFR2b روش از Far-UV-CD ز از ين متد نيدر ا. شد استفاده
ن استفاده شد، در يون پروتئيد جهت دناتوراسيدروکلرايوم هيديگوان

 ۱۰کل يد و نيدروکلراين هيديمولار از گوان ۶و  ۳سه غلظت صفر، 
 زيآنال زين و مربوطه ينمودارها آوردن به دست از مولار. پس يليم

 ساختار به مربوط يها داده ،CD مخصوص افزار نرم کمک با ها آن
 داده نشان الف تا ج- ۵ شکل در ينازيک نيروزيت ي هيناح دوم
 در کلين حضور که داد نشان مطالعه نيا از حاصل جينتا .اند شده

نکرده  جادياموردنظرن يپروتئ دوم ساختار يرو بر يريتاث محلول،
  است.
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-Ni+² حاوي ترکيبي ميل کروماتوگرافي کمک ستون با FGFR2b نوترکيب پروتئين کينازي تيروزين  ناحيه ص نمودنيتخل :)1(شکل 

NTA .ستون اوليه شستشوي از بعد نمونه :٣ ستون سازي، خالص از قبل ن نمونهياول :٢ ستون ن،يمولکولي مارکر پروتئ وزن :١ ستون 
  مولار. يليم ٢٠٠ تا ٥٠ غلظت شيب با ايميدازول با کروماتوگرافي ستون شستشوي از بعد ها نمونه: ٤-٥ ستون و کروماتوگرافي

  

 
ف ي. طينس ذاتابه روش فلوئورس FGFR2bب ين نوترکيپروتئ ينازين کيروزيت ي هيساختارسوم ناح ينمودار مربوط به بررس ):2شکل (

 به دستاتاق  يدر دما ٥/٧برابر  PHبا  NaClمولار  يليم ١٠٠و  Tris-Hclمولار  يليم ٢٥ يموجود در بافر حاو ينينس از نمونه پروتئافلوئورس
  .دهد يمنشان  کرو مولار،يم ١٠٠٠کرو مولار تا يم ١٠٠از  کليش غلظت نينس با افزاارا در شدت فلوئورس يجيتدر کاهش يف نشريآمد. ط
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 با FGFR2b بينوترک نيپروتئ ينازيک نيروزيت ي هيناح نشر مميماکز موج طول بر ييايميش ونيدناتوراس اثر به مربوط نمودار ):3شکل (

. باشد يم مولار، يليم) ١٠٠و  ٥٠( کلين غلظت حداکثر حضور در ينازيک ي هيناح فيط ي دهنده نشان شکل. يذات فلوئورسانس روش از استفاده
 به راست از بيترت به .دهند يم نشان ديدروکلرايه نيديگوان غلظت يجيتدر شيافزا حضور در را يا مرحله سه نگيآنفولد ريمس کي نمودارها

  .مولار يليم ١٠٠ کلين مولار و يليم ٥٠ کليو، نيتين: چپ
  

   الف)
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   ب)
 از استفاده با FGFR2b بينوترک نيپروتئ ينازيک نيروزيت ي هيناح نشر شدت بر ييايميش ونيدناتوراس اثر به مربوط ينمودارها ):4شکل (

الف . دهند يم نشان ديدروکلرايه نيديگوان غلظت يجيتدر شيافزا حضور در را يذات فلوئورسانس شدت کاهش نمودارها. يذات فلوئورسانس روش
  .باشند يممولار  ٦ تا ٢٥/٠ ديدروکلرايه نيديگوان با مولار يليم ١٠٠و  ٥٠ کليب، نيو ب به ترت
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 نمونه از يحلقو يينما دورنگ فيط. FGFR2b بينوترک نيپروتئ ينازيک نيروزيت ي هيناح به مربوط. Far-UV-CD فيط ):5شکل (

 و ب الف، شکل. آمد به دست اتاق يدما در ٥/٧ برابر pH با NaCl مولار يليم ١٠٠ و Tris-Hcl مولار يليم ٢٥ يحاو بافر در موجود ينيپروتئ
 و ديدروکلرايه وميديگوان مولار ٦و  ٣ غلظت صفر، حضور در ينازيک ي هيناح به مربوط يحلقو يينما دورنگ فيط ي دهنده نشان بيترت به ج،

  .باشد يم مولار يليم ١٠ کلين
  

  يریجه گیبحث و نت
 و يعيرطبيغ شدن فعال ژن، ريتکث ،يبا توجه به مطالعات قبل

 شرفتيپ در يمهم ، نقشFGFR2 دينوکلئوت سميمورف يپل اي
 ديجد يدرمان هدف کي عنوان به FGFR2 ن،يبنابرا سرطان دارد،

  .)۷است ( شده شناخته ها سرطان يبرا
 آندومتر، سرطان در FGFR2 ر ژنيا تکثي و يبد معن جهش

 تخمدان سرطان و معده سرطان پستان، سرطان ه،ير سرطان
 تواند يم دارد که وجود ياريبس . عوامل)۹دهد ( رخ تواند يم

  دهد.قرار  ريتأثرا تحت  FGFR2b عملکرد
نوع  يبروبلاستيفاکتور رشد ف ينازيه کين مطالعه، ناحيدر ا

ان و يمحلول، ب صورت به، به فرم فعال و E.coli BL21دو، توسط 
  ص شد.يتخل

 و نيپروتئ نيب تعامل يساختار مطالعه ينکه برايبا توجه به ا
 مرحله از است، درين گرم يليم ن خالص در حديبه پروتئ گانديل

 بين نوترکيپروتئ ينازيک نيروزيت هيژن ناح يحاود يپلاسم اول،
FGFR2b يباکتر يانيب ستميس در BL21 E.coli قرار گرفته و 

  .آمد دست به موردنظرن يپروتئ
 تعامل ن،يپروتئ کردن فعال بودن ثابت يق برايتحق نيا در

 PAGE روش از استفاده با C پازيفسفول SH2 منطقه با نيپروتئ
 به قادر و فعال نيپروتئ عملکرد داد نشان يبررس شد که يبررس

  .باشد يم SH2 منطقه يحاو ديپپت کي با ارتباط يبرقرار
 يالکتروفورز يالگو يالقا يابيارز ج،يرا يها روش از يکي
است  IPTG با موردنظر ژن يالقا ان شده پس ازيب يها نيپروتئ

 انيب يها نيپروتئ يمولکول وزن. شد انجام مطالعه نيا در که )۱۸(
-SDS توسط IPTG يالقا از بعد و قبل يالگو کي در شده

PAGE، ن يپروتئ در نيديستيه يپل يتوال از نيهمچن .شد دييتأ
 را آن SDS-PAGE يالگو است که شده استفاده صيجهت تخل

د و يلودالتون توليک ۳۸ يبا وزن مولکول FGFR2b. کرد دييتأ
فعال است  ن محلول ويص شد و نشان داده شد که پروتئيتخل

  ).۱(شکل 
ن ين پروتئيبر عملکرد ا يهمانطور که گفته شد، عوامل مختلف

بر  ها آنفلزات و اثر  يت برخيبگذارند و به علت سم ريتأث توانند يم
کل بر ين ين مطالعه اثر فلز سمي، در ا)۱۰سيگنالينگ ( يرهايمس
 يها غلظتمورد مطالعه قرار گرفت و  FGFR2b ينازيه کيناح

  قرار گرفت. يموردبررسن يکل با غلظت ثابت پروتئيمختلف ن
ب يمتداول به ترت طور بهکل در بدن انسان ين يکيولوژيغلظت ب

و  g/Lµ ۲۸-۱، در خون کامل g/Lµ ۱- ۱۴/۰ا پلاسما يدر سرم 
  .باشد يم g/dayµ ۱۰ -۱/۰ساعته  ۲۴در ادرار 

، SI (International System of Units)ن در واحد يهمچن
و در  nmol/L ۱۷-۴/۲ا پلاسما يکل در سرم ين يکيولوژيب غلظت

 nmol/dayساعته  ۲۴و در ادرار  nmol/L ۴۷۶-۱۷خون کامل 
  .)۱۹( باشد يم ۲- ۱۷۰

در حد  يذکر شده در ابتدا غلظت انتخاب يها غلظتبا توجه به 
کل در بدن يکرومولار انتخاب شد که بالاتر از حد نرمال نيم
 يلين، غلظت به ميدر ساختار پروتئ رييتغ عدمبه علت  يول باشد يم

  افت.يش يمولار افزا
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و دورنگ  يمتريک اسپکتروفلورين مطالعه از دو تکنيدر ا
استفاده شده جهت مطالعه  ياستفاده شد. متدها يحلقو يينما

گاند يا با لي ييبه تنها ها آن يرات ساختاريين و تغيساختار پروتئ
ک يفلورسانس تکن يمتريفلوروپکتراس. باشند يمار مناسب يبس

 اتين خصوصييتع يبرا يقيابزار دق وار حساس يقدرتمند و بس
ک و ينتيک، کيناميدرودير ثبات، هينظ ها آنو ساختار  ها نيپروتئ

 سفلوئورسان يژگيو يبطور کل. )۲۰(گاند است ياتصال ل يا بررسي
 ن،يروزيت يها شهير رينظ يذات يل فلوئوروفورهايبدل ها نيپروتئ

بل يکه در ل يخارج يا فلوئوروفورهاين يل آلانيپتوفان و فنيتر
ن يدر واقع ا .شود يمجاد يا، شوند يماستفاده  ها نيپروتئکردن 

نه يد آميمربوط به اس صرفاً ها نيپروتئاز  ياريدر بس يژگيو
وابسته به  ين بررسياساس ا ازآنجاکه. )۲۰- ۲۲( شود يمپتوفان يتر

 توان يمع است که يار سريبس ياست روش ها الکترون ييجابجا
ک، يدنوکلئيگر، اسين ديک پروتئين با ين پروتئينتراکشن بيا
. )۲۱کرد ( مانيتوررا  ها نيپروتئنگ يکوچک و فولد يگاندهايل

 در ها نهيآمد ين اسيکه ا دهد يمکاهش شدت فلوئورسانس نشان 
 .اند گرفتها در برخورد با محلول قرار ين دفن شده و يپروتئ

 به دستک ين تکنيدر استفاده از ا ياز اهداف ضرور يکين يهمچن
ب است که ين نوترکيف فلوئورسانس در پروتئيآوردن نشر ط

 کيتکن دو . هر)۲۲شود ( ثابت يخلوص آن از تمام عوامل مصنوع
 ۲چنانچه در شکل  .بودند گريکدي جينتا کننده دييتأ ،مورداستفاده

ش يش شدت نشر فلوئورسانس با افزاينشان داده شده است افزا
 يپتوفان از قطبيط ترير محييمولار تغ يليم ۱۰۰کل تا يغلظت ن

ر در يين تغي. اگر چه ادهد يمشتر را نشان يو نشر ب ير قطبيبه غ
را  ين محدوده غلظتين در ايپروتئ يجزئ يساختار نشان از فشردگ

 يداريست که پاين ير ساختار به حديين تغي، ادهد يمنشان 
 يد. از طرفيمتأثر نما يبطور برجسته ا ۳ن را در شکل يپروتئ
در حضور و عدم حضور  CDک ين با تکنيساختار دوم پروتئ يبررس

اگر  نشان نداد. ير برجسته اييج تغ –الف  - ۵کل در شکل يون ني
دناتوره کننده ک يد بعنوان يدروکلرايه وميديگوان چه ماده

الف و ب و هم ساختار دوم  -۴هم ساختار سوم در شکل  ييايميش
  .دينما يمالف تا ج را بصورت وابسته به غلظت متأثر  -۵شکل 

 رشد فاکتور رندهيگ ينازيک هيناح مطالعه، نيا در
 يمولکول وزن با ينيپروتئ ب،ينوترک يانسان دو نوع يبروبلاستيف

 ياحتمال يساختار راتييتغ و شد صيتخل و ديتول لودالتونيک ۳۸
 ج نشان داد کهينتا. گرفت قرار مطالعه مورد کلين يسم فلز با آن

 فلز و کند ينم رييتغ کلين حضور در ينازيک ي هيناح سوم ساختار
 ساختار در يا توجه قابل راتييتغ شده انجام يها غلظتدر  کلين

بالاتر  يها غلظتاست، هرچند در  نداشته مطالعه مورد نيپروتئ
نرمال ذکر  يها رنجبا توجه به  يرگذار باشد، وليممکن است تاث

  فاقد ارزش خواهد بود. يکيولوژيشده، از نظر ب
  

  و تشکر یقدردان
 يمعاونت پژوهش يت مالين پژوهش از حمايسندگان اينو

  .ندينما يم يقدردان نيقزو يدانشگاه علوم پزشک

  
References: 

1. Brooks AN, Kilgour E, Smith PD. Molecular 

Pathways: Fibroblast Growth Factor Signaling: A 

New Therapeutic Opportunity in Cancer. Clin 

Cancer Res 2012; 18: 1855-62. 

2. Beenken A, Mohammadi M. The FGF family: 

biology, pathophysiology and therapy. Nat Rev 

Drug Discov 2009; 8(3): 235-53. 

3. Haugsten EM, Wiedlocha A, Olsnes S, Wesche Jr. 

Roles of fibroblast growth factor receptors in 

carcinogenesis. Mol Cancer Res 2010; 8(11): 

1439-52. 

4. Kan S-h, Elanko N, Johnson D, Cornejo-Roldan 

L, Cook J, Reich EW et al. Genomic screening of 

fibroblast growth-factor receptor 2 reveals a wide 

spectrum of mutations in patients with syndromic 

craniosynostosis. Am J Hum Genet 2002; 70(2): 

472-86. 

5. Knights V, Cook SJ. De-regulated FGF receptors 

as therapeutic targets in cancer. Pharmacol Ther 

2010; 125(1): 105-17. 

6. Katoh Y, Katoh M. FGFR2-related pathogenesis 

and FGFR2-targeted therapeutics. Int J Mol Med 

2009; 23(3): 307-11. 

7. Matsuda Y, Ueda J, Ishiwata T. Fibroblast growth 

factor receptor 2: expression, roles, and potential 

as a novel molecular target for colorectal cancer. 

Patholog Res Int 2012;2012:574768. 

8. The Gene Cards Human Gene Database. 

Developed at the Crown Human Genome Center, 

Department of Molecular Genetics, the Weizmann 

Institute of Science; 2014. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 u

m
j.u

m
su

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

3-
20

 ]
 

                             8 / 10

http://umj.umsu.ac.ir/article-1-2782-fa.html


 و همکارانروستا  مريم توده  ... فاکتور رشد رندهيگ ينازيک هيبر ساختار ناح کلياثر ن
 

164  

9. Katoh M. Cancer genomics and genetics of 

FGFR2 (Review). Int J Oncol 2008;33(2):233–7. 

10. Leonard SS, Bower JJ, Shi X. Metal-induced 

toxicity, carcinogenesis, mechanisms and cellular 

responses. Mol Cell Biochem 2004; 255(1-2): 3-

10. 

11. Govind P, Madhuri S. Heavy metals causing 

toxicity in animals and fishes. Res J Animal, 

Veterinary and Fishery Sciences 2014;2(2):17–23. 

12. Sridhar MN. Removal of toxic metals (lead 

&copper) from automotive industry waste water 

by using fruit peels. IJAICT 2014;1(2):188–92. 

13. Nordberg FG, Fowler AB, Nordberg M and 

Friberg L, Editors. Handbook on the toxicology of 

metals. 3nd Ed. 2007. Chapter 5: 85, Chapter 35: 

744-747. 

14. Henkler F, Brinkmann J, Luch A. The Role of 

Oxidative Stress in Carcinogenesis Induced by 

Metals and Xenobiotics. German Federal Institute 

for Risk Assessment, Thielallee 88-92, 14195 

Berlin, Germany; Cancers 2010, 2, 376-396. 

15. Salnikow K and Zhitkovich A. Genetic and 

epigenetic mechanisms in metal carcinogenesis 

and cocarcinogenesis: Nickel, Chem. Res Toxicol 

2008;21, 28–44. 

16. Yuan ZQ, Feldman RI, Sussman GE, Coppola D, 

Nicosia SV and Cheng JQ. AKT2 inhibition of 

cisplatin-induced JNK/p38 and Bax activation by 

phosphorylation of ASK1: Implication of AKT2 

in chemoresistance. J Biol Chem 2003; 278, 

23432–40. 

17. Freitas M, Fernandes E. Zinc, cadmium and nickel 

increase the activation of NF-κB and the release 

of cytokines from THP-1 monocytic cells. 

Metallomics 2011; 3(11): 1238-43. 

18. Sambrook J, Russell DW. Molecular cloning: a 

laboratory manual. 3nd Ed. New York, USA: 

Cold Spring Harbor Laboratory; 2001.  

19. Burtis CA, Ashwood ER, Bruns DE. Tietz 

textbook of clinical chemistry and molecular 

diagnostics [Internet]. Elsevier Health Sciences; 

2012 [cited 2015 May 13]. Available from: 

https://books.google.com/books?hl=en&lr=&id=B

BLRUI4aHhkC&oi=fnd&pg=PT23&dq=TIETZ+

Textbook+of+Clinical+Chemistry+AND+Molecul

ar+Diagnostics+4nd+Ed.+2006&ots=C2myKUeht

N&sig=g3JVY38qiOgVhG75veL278TxezI 

20. Harding SE, Chowdhry BZ. The Protein-ligand 

Interactions. New York, NY, USA: 

Hydrodynamics and Calorimetry; Oxford 

University Press; 2001. 

21. Ramakrishnan V, Moore PB. Atomic structures at 

last: the ribosome in 2000. Curr Opin Struct Biol 

2001;11(2):144–54. 

22. Garland CW, Nibler JW, Shoemaker DP. 

Experiments in Physical Chemistry, 7th Ed. 

Boston, MA, USA: McGraw-Hill; 2003. 
  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 u

m
j.u

m
su

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

3-
20

 ]
 

                             9 / 10

https://books.google.com/books?hl=en&lr=&id=B
http://umj.umsu.ac.ir/article-1-2782-fa.html


 The Journal of Urmia University of Medical Sciences, Vol. 26(2), April 2015 
 

165  

Original Article 
 

THE EFFECT OF NICKEL ON THE STRUCTURE OF KINASE 
REGION OF TYPE 2 FIBROBLAST GROWTH FACTOR RECEPTOR 

 
Maryam Toudehrousta1, Nematollah Gheibi2*, Darioosh Ilghari3, Majid Sirati-Sabet4 

 
Received: 5 Jan , 2015; Accepted: 3 Mar , 2015 

Abstract 
Background & Aims: Fibroblast growth factor receptor type II (FGFR2b) is the essential factor of 
cellular signal transduction that regulates important biological processes including cell proliferation 
and differentiation. The inpairment in the signaling of these receptors is associated with several human 
pathology. Various factors including toxic metals can change the signaling pathways. This study was 
aimed to investigate the effects of Nickel as the toxic metal on the structure of FGFR2b. 
Materials & Methods: In this study, by using plasmid pLEICS-01, BL21 bacterial, induction of IPTG, 
electrophoresis and column containing Ni2+ -NTA the recombinant FGFR2b was expressed and 
purified. The effects of Ni concentrations under 100 mM on the structure of the protein kinase domain 
by Spectrofluorometer and Circular dichroism (CD) was studied. 
Resultas: The nickel concentrations (under 100 mM) do not have a significant impact on the regular 
secondary structure of the protein. But they show a minor change in natural emission of tryptophan in 
the tertiary structure. 
Conclusion: The main structure and stability kinase domain of the fibroblast growth factor receptor 
type II does not change by nickel. 
 
Keywords: Fibroblast growth factor receptor, Kinase domain, Nickel, Signaling 
Tel: +98 28 33353006   
Email: gheibi.n@yahoo.com  

 
SOURCE: URMIA MED J 2015: 26(2): 165 ISSN: 1027-3727 

                                                
1 Master Student in Medical Biotechnology, Faculty of Paramedicine, Qazvin University of Medical Sciences, 
Qazvin, Iran 
2 Associate Professor in Biophysics, Qazvin University of Medical Sciences, Qazvin, Iran (Corresponding 
Author) 
3 Assistant Professor in Clinical Biochemistry, Faculty of Medicine, Qazvin University of Medical Sciences, 
Qazvin, Iran 
4 Associate Professor in Clinical Biochemistry, Faculty of Medicine,  Shahid Beheshti University of Medical 
Sciences, Tehran, Iran 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 u

m
j.u

m
su

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

3-
20

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

mailto:gheibi.n@yahoo.com
http://umj.umsu.ac.ir/article-1-2782-fa.html
http://www.tcpdf.org

