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Introduction1: Lactoferrin is secreted in the apo-form from epithelial cells in most exocrine fluids, such as saliva, 

bile, pancreatic and gastric fluids, tears and, particularly, in milk. Lactoferrin is the most dominant protein in milk 

after casein. This protein plays a crucial role in many biological processes including the regulation of iron metabolism, 

induction and modulation of the immune system, the primary defense against microorganisms, inhibiting lipid 

peroxidation and presenting antimicrobial activity against various pathogens such as parasites, fungi, bacteria, and 

viruses. The major antimicrobial effect of lactoferrin is related to its N-terminal tail where different peptides for 

instance lactoferricin and lactoferrampin which are important for their antimicrobial abilities are present. cLF chimera 

(CLF36 peptide ) was derived from camel lactoferrin (cLF) consisting of 42 amino acids and has primary sequence 

of DLIWKLLVKAQEKFGRGKPSKRVKKMRRQWQACKSSHHHHHH. In addition, the results of previous study 

showed that cLFchimera had anti-inflammatory and regulatory activity of the immune system. Nuclear factor kappa 

B (NF-kB) transcription factors regulate several important physiological processes, including inflammation and 

immune responses, cell growth, apoptosis, and the expression of certain viral genes. NF-kB dimers are located in the 

cytoplasm in an inactive form through association with any of several IkB inhibitor proteins. The phosphorylation and 

degradation of IkB have received great attention as key steps for the regulation of 

Nuclear factor kappa B (NF-kB) complexes. Phosphorylation of the IkB by IKK signals it for ubiquitination at specific 

lysine residues. The aim of this study was to investigate the inhibitory effects of the recombinant camel 

Lactoferrampin-Lactoferricin on nuclear factor kappa B (NF-кB) pathway.  

Materials and Methods: CLF36 peptide was prepared through a previous study in Biotechnology Laboratory of 

Animal Science Department, Faculty of Agriculture, Ferdowsi University of Mashhad (GenBank accession number: 

MH327768.1). Protein data for inhibitory combinations of the Nuclear factor kappa B (NF-kB) pathway was collected 

from the Protein Data Bank (PDB) And UniProt.Physico-chemical properties analysis (atomic state, isoelectric point, 

half-life, hydrophobicity hydrophilicity , barometric and pH) was done using Expasy Prot Param online server. The 

inhibitory effects of this peptide was assessed by Molecular Docking Simulation (In silico). the simulation of the 

interaction (Docking) of CLF36 peptide with Nuclear factor kappa B (NF-kB) signaling pathway in upstream, pro-
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inflammatory cytokines (e.g., TNF-α and IL-6) and in downstream, cytoplasmic IKKB and NF-κBp65 was done using 

ClusPro 2.0 software online.interaction diagram created by LigPlot+ showing the hydrogen bond network and the 

hydrophobic interactions of CLF36 peptid with the upstream and downstream Nuclear factor kappa B (NF-kB) 

pathways. 

Results and Discussion: Bioinformatics analysis on The molecular interaction of this peptide with the active site 

of NF-κB proteins suggested that in may have role of the modulators and Anti-Inflammatory of immune processes by 

inhibitory effect on the TNF-α and IL-6 cytokines in upstream and IKK-β and NF-κB-p65 in downstream of the NF-

κB signaling pathway. This results are similar to the inhibitory effects of Infliximab, Camelid Fab , NEMO and  GILZ 

on the Nuclear factor kappa B (NF-kB) signaling pathway. Infliximab (Remicade) is a chimeric mAband its use is not 

very well tolerated in the majority of patients, infliximab therapy leads to the production of antibodies to infliximab 

in a small subset of patients. the  Camelid Fab antibody with the highest (femtomolar) potency, displays a very large 

surface of interaction with IL-6. the regulatory role of NEMO in the IKK complex, since a number of genetic and 

biochemical studies clearly demonstrate that proinflammatory IKK activation is absolutely dependent upon the 

presence of functional NEMO. Glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) is a glucocorticoid responsive protein 

that links the nuclear factor-kappa B (NFκB) and the glucocorticoid signaling pathways. Functional and binding 

studies suggest that the proline-rich region at the carboxy terminus of Glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) 

binds the p65 subunit of Nuclear factor kappa B (NF-kB) and suppresses the immunoinflammatory response. 

Conclusion:  The results of the interaction (Docking) of CLF36 peptide with Nuclear factor kappa B (NF-kB) 

signaling pathway indicates that, in upstream, will be inhibitory effect of CLF36 peptide in active site of pro-

inflammatory cytokines (e.g., TNF-α and IL-6) and in downstream, cFL36 peptide will bind to protein receptors of 

cytoplasmic IKKB and NF-κB p65. Therefore, these findings may provide a theoretical basis for therapeutic 

mechanisms of CLF36 peptide. 
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در  NF-кB رسانپیاممشتق شده از لاکتوفرین شتری بر مسیر  CLF36بررسی اثر مهاری پپتید 

 (In silicoشده مولکولی ) سازیشبیهمحیط 
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 چکیده

سی اثرات مهاری لاکتوفرامپین  ،مطالعههدف از این  سته      -برر سیر فاکتور ه شتری نوترکیب بر م سین  ( بود. این پپتید NF-кB) Bکاپا ای لاکتوفری
(CLF36                  :سی بانک ژن ستر شماره د شهد ) سی م شگاه فردو شاورزی دان شکده ک شگاه بیوتکنولوژی گروه علوم دامی دان ( که با مطالعه قبلی در آزمای

MH327768.1   تهیه شده است. اثرات بازدارندگی این پپتید با شبیه ) ( سازی داکینگ مولکولیIn silico)  پیامی پروتئین برای مسیر  هاارزیابی شد. داده
 رسان پیامبا مسیر   CLF36)داکینگ( پپتید  کنشبرهمسازی  شد. سپس، شبیه    آوریجمع UniProt( و PDBی پروتئین )هااز بانک داده NF-кB رسان 

NF-кB   مانند های پیشدر بالادست، سایتوکین( التهابیTNF-α  وIL-6و در پایین )  ،دستIKK-β وNF-κB-p65      فزارانرمسیتوپلاسمی با استفاده از 
 NF-кBای مسیر  هی مولکولی این پپتید با جایگاه فعال پروتئینهاکنشبرهمانجام شد. تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیکی بر اساس   ClusPro 2.0 آنلاین 

ست نقش تعدیل   شان داد که ممکن ا سایتوکین  ن ضدالتهابی در فرآیندهای ایمنی را با اثر مهاری بر روی  ست و   IL-6و  TNF-αهای کنندگی و  در بالاد
IKK-β  وNF-κB-p65    رسان پیامدر پایین دست مسیر NF-кB      داشته باشد. این نتایج مشابه با اثرات مهاریInfliximab،Camelid Fab ،NEMO 

 CLF36پپتید های درمانی ها ممکن اسییت یک مبنای نیری برای مکانیسییم، این یافتهبراینعلاوهاسییت.  NF-кB رسییانپیامبر روی مسیییر  GILZو 
 فراهم کند.

 
 Bای کاپا ، مسیر فاکتور هستهسازی داکینگ مولکولی، شبیهالتهابیهای پیشسایتوکین کلیدی: هایواژه

 

   21 3  4  مقدمه

کیلو دالتونی متصیییل به   80یک گلیکوپروتئین   (Lf) لاکتوفرین
کند و آهن اسیییت که در سییییسیییتم ایمنی ماتی نقش مهمی ایفا می  

ه ک  شیییودگرفته می عنوان یک مولکول مهم دفاعی میزبان در نیر    به 
 ای از عملکردهای فیزیولوژیکی مانند ضد ویروسیطیف گستردهدارای 
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(Berlutti et al., 2011) ،باکتریائی آنتی(Embleton et al., 2013) ،
سیییسییتم تنییم ، (Leboffe et al., 2009) ضیید انگلی، ضیید قار 
 ,.Kanwar et al) باشییدمیی اکسیییدانآنتیهای و فعالیت بدنایمنی

اولین بار از طریق اتصییال ، (CLF31) 5پپتید لاکتوفرین کایمر .(2015
لایزین به  نهیدآمیاسییدو پپتید لاکتوفرامپین و لاکتوفریسییین گاوی با 

سط   سال    یکدیگر تو سچر و همکاران در  تجاری  صورت به 2009بول
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ید  تو ید گرد  2012همچنین در سیییال  .(Bolscher et al., 2009) ل
موفق به  (Pichia pastoriتانگ و همکاران از طریق بیان در مخمر )

 ی شیییدند لاکتوفریسیییین گاو  -تئین نوترکیب لاکتوفرامپین تولید پرو 
(Tang et al., 2012).  36پپتید لاکتوفرین کایمر  ، 2018در سیییال  
(CLF36 که یک پپتید)      شتر شیر  شده از لاکتوفرین  شتق  شد یم م  با

 (، در تحقیقی در MH327768.1)شیییماره دسیییترسیییی بانک ژن:    

شگاه  شگاه  دامی علوم گروه بیوتکنولوژی آزمای سی  دان شهد  فردو به م
شییان پپتید نصییورت نوترکیب تولید شییده اسییت. تحقیق برروی این  

 NF-кBرسییانپیاماز طریق تنییم مسیییر  CLF36دهد که پپتید می

سیییبب تنییم و تعدیل فعالیت پاسیییی ایمنی در زمان بروز التها  و          
 ;Daneshmand et al., 2019) شیییودمی ی خود التهابیهابیماری

Daneshmand et al., 2020) . 
ین مسیییرهای تنییمی پاسییی ایمنی در  ترمهماز این رو، یکی از 

سیر   سان پیامبدن، م شد که  ( میкB-NF) B1کاپا ای فاکتور هسته  ر با
کننده  تنییم و دایمریک ای از فاکتورهای رونویسیییشییامل مجموعه

صلی  سی ایمنی  ا آپوپتوز  و تکثیر تمایز، سلولی،  چسبندگی  التهابی، و پا
 که این است  ،دارد وجود فرآیندها این در طول که مهمی است و نکته 

 که هابیماری از بودن فرآیند پاسی ایمنی، یکسری   دارادامه صورت  در

صطلاح  در می ایجاد شود، می گفته خودالتهابی هایها بیماریآن به ا
ند  فاکتور رونویسیییی  (Dinarello, 2007) شیییو  .кB   یک پروتئین

و تشیییکیل   кB مهارکننده  واسیییطه پروتئین  به  هترودایمر اسیییت که 
غیر فعال در   صیییورتبه IκBα-RHRP65 (PDB:1NFI )کمپلکس 

سیگنال          سی به  سیب یا پا سم قرار دارد. در زمان بروز آ ای هسیتوپلا
ای هسییبب القاب بیان ژن ،در نهایتپاتوژنیک این مسیییر فعال شییده و 

سایتوکاین  ( TNF, IL1, IL6, IL8) های پیش التهابیهدف در تولید 
های یکی از اسییترات ی . از این رو،(Hayden et al., 2006)شییود می

ستم    مهم درمانی جهت مقابله با بیماری سی های خود التهابی و تعدیل 
شییار  )آب )خارج سییلولی( و پایین دسییتی هار مسیییر بالادسییتیایمنی، م

در هسییته  NF-кBمولکولی( و ممانعت اتصییال پروتئین فعال شییده  
 .(Chen et al., 2000) باشدهای هدف میبه پروموتورهای ژن سلول
فاکتور   فعالیت   مسییییر مهار  زمینه  متعددی در  کنون مطالعات  تا 

سی  ست  گرفته صورت  NF-кB رونوی  این مهار اهمیت بر که دلالت ا

NF-к مسیر مهارکننده 750 از تاکنون بیش .دارد پروتئینی کمپلکس

B   سایی  سنتزی،  و طبیعی هایمولکول مختلف انواع . کهاندشده  شنا

و  شییده  مهندسییی  پپتیدهای پلی پپتیدها، ها،اکسیییدان آنتیاز  اعم
 ضد  داروی چندین .شوند می شامل  را میکروبی و ویروسی  هایپروتئین
 ایبوپروفن، آسیییپرین، از جمله  (NSAID)غیراسیییتروئیدی   التهابی 

 درNF-кB فعالیت مانع توانندنیز می ایندومتاسیییین و سیییولیندا 

دانشییمند و  .(Kopp and Ghosh, 1994) شییوند سییلولی هایرده

                                                           
1- Nuclear factor kappa B pathway 

یب      ید نوترک کاران، در تحقیقی اثرات پپت شیییتری را بر  CLF36هم
شتی تحت چالش    هاشاخص  سلامت در مرغان گو ی مختلف تولید و 

کردند. نتایج این ( بررسییی Necrotic enteritis) بیماری التها  روده
از طریق تنییم  CLF36دهد که اسییتفاده از پپتید می پ وهش نشییان

یان ژن  ید   ب نده  های تول کاین  کن هابی، پروتئین    سیییایتو های پیش الت
MUC2 های اتصالی به هم فشرده لایه اپیتلیال روده سبب و پروتئینی

ضایعات روده و مرگ میر در پرندگان، بهبود وی گی  شد،  کاهش  های ر
بهبود خصیییوصییییات مورفولوژی روده )طول و عرا پرزهای روده(،   

شود   ,.Daneshmand et al) ایجاد تعادل جمعیت میکروبی در روده 

ی ماکروفاژ    ها . نعمتی و همکاران، در پ وهشیییی روی سیییلول (2020
نشییان دادند که لاکتوفرین سییبب مهار بیان   RAW264.7موشییی 

از  در نهایت،شییده و  IL-6و  TNF-αی پیش التهابی هاسییایتوکاین
فاکتور   رسیییانپیام باعث مهار مسییییر     p65طریق مهار بیان پروتئین   

سانگ و همکاران،   .(Nemati et al., 2021)شده است    кBای هسته 
ید        در پ وهشیییی عدیلی سییییسیییتم ایمنی پپت به بررسیییی اثرات ت
گاوی   -لاکتوفریسیییین کایمر  ی ها ( در موشLFCA) لاکتوفرامپین 

تایج         به بیماری کولیت حاد پرداختند که ن ان این پ وهش نشییی مبتلا 
 رسانپیاماز طریق مهار مسیر  LFCAدهد که پپتید آنتی باکتریال می

NF-кB ب های پیش التهابی شده و سب  تواند مانع تولید سایتوکاین می
یال روده )کاهش       یت سییید اپیتل ع نفومپذیری بهبود فعال ادل ( و حفظ ت

شمند و همکاران،   .(Song et al., 2019) شود باکتریایی روده می دان
شیییتری بر  CLF36در پ وهشیییی به بررسیییی اثرات پپتید نوترکیب 

کاین   های ایمنی سیییلول یان  6و 2های اینترلوکین  )سییییایتو ( و ب
،  mucin2) اتصیییالی به هم فشیییرده لایه اپیتلیال روده    های  پروتئین

Claudin-1  وOccludin در مرغان گوشییتی تحت چالش با باکتری )
E.coli دهد که پپتید پرداختند. نتایج این پ وهش نشییان میCLF36  

سایتوکاین   سطح بیان  سبب تعدی از طریق کاهش  ل های پیش التهابی 
ی  هاپاسی ایمنی و التهابی در پرندگان شده و از ایجاد بیماری  و تنییم 

 Daneshmand) شودالتهابی روده نییر کولون و کولیت جلوگیری می

et al., 2019) . 

 مشییتقCLF36 لذا هدف از این پ وهش، مطالعه اثر دقیق پپتید 

ستی و     شتری  لاکتوفرین پروتئین از شده  سیرهای مهاری بالاد بر م
 از اسییتفاده در سییطح مولکولی با NF-кB رسییانپیامپایین دسییتی 

 با آن هایکنشبرهممبتنی بر بیولوژی ساختاری و بررسی    هایروش
به مقایسیییه    در نهایت،  و داخل سیییلولی و   خارج  های ماکرومولکول 

ر مهار مسیییر دی یعملکرد این پپتید با سییایر ترکیبات پروتئینی و دارو
NF-кB باشد.می 
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آوری برای ورود به مطالعات بیوانفورماتیکی، جمع قدم اولین
باشد که اطلاعات مربوط به توالی رسپتورهای می پروتئینیهای داده

ها بوده و از پایگاه های فعال سایر ماکرومولکولسطح غشا، جایگاه
Uniprot (https://www.uniprot.org) این بعدیسه ساختار و 

 PDB پایگاه از نیز هاپروتئین
(http://www.rcsb.org/pdb/home.do) گردید. برای  آوریجمع

 هافیزیکوشیمیایی آن و آنالیز خصوصیات هابررسی ساختار پروتئین
های نقطه ایزوالکتریک، وزن مولکولی، نیمه عمر، تعداد دنبالهشامل 

 و مقدارشاخص بی ثباتی  ،منفی و مثبت، شاخص آلیفاتیک
 Expasy Prot Paramاز سرور  1هیدروفوبیسیتی

(https://web.expasy.org/protparam ،بهره گرفته شد. همچنین )
 I-Tasser آنلاین نییر سرور سازیمدل مختص با کمک سرورهای

(https://zhanggroup.org/I-TASSERو ) Swiss model 

(https://swissmodel.expasy.org/interactiveساختار ،) و  فضایی
 امتیازدهی مبنای بر هامدل بهترین و شد رسم هاسایر پروتئین بعدیسه

ی هاانتخا  گردید. جهت اطمینان حاصل کردن از صحت مدل افزارنرم
  RAMPAGEسرور شده، از بینیپیش
(https://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php )

 SAVES v6.0 سرور از و راماچاندران نمودار بررسی برای

(https://saves.mbi.ucla.edu) پارامترهای سایر بررسی منیوربه 

 سازیمدلاین، جهت برعلاوهشد.  استفاده پروتئین در ساختار دخیل
 PEP-FOLD3.5 از سرور آنلاین cLF36پپتید 

(https://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-

bin/portal.py#forms::PEP-FOLD3)  استفاده شد و ساختار پپتید
با استفاده از  )MD( 2در شرایط دینامیک مولکولی

 گردید و سازیشبیهنانوثانیه  10برای   GROMACS 5.0.1افزارنرم
 PROCHECK (http://servi افزارنرمکیفیت آن از طریق  در نهایت،

cesn.mbi.ucla. edu/PROCH ECK/ ).مورد ارزیابی قرار گرفت 
 با CLF36 پپتید ی مولکولیهاکنشبرهم جهت بررسی

 داکینگ روش از سلولی با استفاده خارج و داخل هایماکرومولکول

اندازه  و نوع مولکولی داکینگ انجام منیوربه گردید. مشخص مولکولی
 Cluspro 2.0سرور  از هاکنشبرهماین 

(https://cluspro.bu.edu/login.php و )
 در نهایت،بهره گرفته شد.  Auto Dock و  HADDOCKیهاافزارنرم

 CLF36ی مولکولی پپتید هاکنشبرهمجهت بررسی نتایج حاصل از 
پپتید  نشکبرهمی مختلف پروتئینی به بررسی و مقایسه هابا گیرنده

با کمک  кB-NF  رسانپیاممهاری مسیر  مورد نیر با سایر ترکیبات

                                                           
1- GRAVY 
2- Molecular dynamics 

 افزارنرمو نمایش آن از طریق  v.2.2 +LigPlot افزارنرم
PyMOL2.5.2 .پرداخته شد 

 

 نتایج و بحث

 در سطح غشا از پایگاه TNFRI، IL6Rα توالی رسپتورهای
Uniprot  بعدیسهاستخراج گردید. ساختار TNFα ،IL6، IKKβ، 

IkBα و  NF-кB (RHR P65)از ( بانک اطلاعات پروتئینRCSB )
 Fabشد. همچنین اطلاعات مربوط به ترکیبات مهاری آوریجمع

Infliximab ،Camelid Fab، NEMO  وGILZ پایگاه نیز ازPDB  
 آورده شده است. 1جدول آمد که نتایج آن در  دستبه

و   NF-кBترکیبات پروتئینی مسیر بالادستی و پایین دستی
بعدی گردآوری شده به همراه توالی اسیدآمینهسههای همچنین ساختار

 نشان داده شده است. 2ها در در جدول ای آن

سازی پپتید مدلPEP-FOLD3.5 با استفاده از سرور آنلاین 
CLF36 بینی شده در شرایط سازی ساختار پیشانجام شد و شبیه

  GROMACS 5.0.1 افزاربا استفاده از نرم )MD( 3دینامیک مولکولی
بعدی و سه نانوثانیه صورت گرفت. همچنین ساختار فضایی 10برای 

 I-Tasser نیز با استفاده از سرور آنلاین NF-кBترکیبات مهاری مسیر 

بینی شد و جهت اطمینان حاصل کردن از پیش Swiss modelو 
 بررسی برای RAMPAGEسرور  بینی شده، ازهای پیشصحت مدل

 سایر بررسی منیوربه SAVES v6.0 رسرو از و راماچاندران نمودار

های ساختارشد. نتایج  استفاده پروتئین در ساختار دخیل پارامترهای
 نشان داده شده است. 3ها در جدول بینی شده و توالی آنپیش

و مقایسه  CLF36فیزیکوشیمیایی پپتید  جهت بررسی خصوصیات
 وضعیت آنالیزبه  NF-кB رسان آن با سایر ترکیبات مهاری مسیر پیام

 اسید PH و بارالکتریکی همچنین عمر و نیمه ایزوالکتریک، نقطه اتمی،

پرداخته شد که  NF-кBرسان ترکیبات مهاری مسیر پیام هایآمینه
 .است شده آورده 4جدول  نتایج آن در

براساس نتایج حاصل از مقایسه خواص فیزیکوشیمیایی پپتید 
CLF36  با ترکیبات مهاری مسیرNF-кB توان گفت پپتید مورد می

 Infliximabهای بادینیر از لحاظ اندازه تفاوت قابل توجهی با آنتی
دارد. زیرا این پپتید با هدف افزایش قدرت اتصال به  Camelid Fabو 

های گرم منفی و مثبت، از دو دومین با ساختار دیواره سلولی باکتری
احی شده اند، طرفکیک شدهمارپیچ آلفا که با اسید آمینه لیزین از هم ت

است. همچنین وجود اسیدآمینه تریپتوفان در ساختار این پپتید با افزایش 
ز و کنش اسیدهای آمینه آبگریفعالیت آنتی باکتریال شده است. برهم

ترین نقش وی ه تریپتوفان و آرژنین با هسته داخلی غشاب مهمقلیایی، به
. (Tanhaeian et al., 2018)رند را در فعالیت ضد میکروبی این پپتید دا

3- Molecular dynamics 
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تفاوت زیادی نسبت به سایر ترکیبات  CLF36نقطه ایزوالکتریک پپتید 
های بازی رسان دارد که علت آن وجود اسید آمینهمهاری مسیر پیام

یک باشد که بالا بودن نقطه ایزوالکترآرژنین و لیزین در این پپتید می
های بازی، این پپتید دارای فعالیت بالائی شود تا در محیطباعث می

بادی با آنتی CLF36داشته باشد. از طرف دیگر، نیمه عمر پپتید 
Infliximab باشد، اماّ ترکیبات مهاری برابر میNEMO  وGILZ  که

در حالت ثبات  NF-кBرسان از ترکیبات طبیعی مهارکننده مسیر پیام
یط غیرالتهابی هستند از طول عمر بسیار بالاتری نسبت سلول و در شرا

ترکیبات  به ترکیبات مهندسی و طراحی شده برخوردار هستند. زیرا در
مهاری مهندسی شده، کوتاه بودن نیمه عمر باعث افزایش نفومپذیری 

های بالینی شود، امّا در برخی از درمانها میترکیبات مهاری در بافت
مدت دارند، مشکل های طولانیدوره بادی درتیکه نیاز به گردش آن

 .(Boswell et al., 2010)کند ایجاد می
با سایر   CLF36های ناپایداری و آلیفاتیک پپتید همچنین شاخص 

به      هاری و  بات م و  Infliximab های  بادی خصیییوص آنتیترکی
Camelid Fab       در دامنه نزدیک به هم قرار دارند. از این رو نشیییان

سیر  تواند بهمی CLF36دهد که پپتید می عنوان یک ترکیب مهاری م
رابر های منوکلونال در ببادیاز پایداری بالائی برخوردار باشد، زیرا آنتی 

شیمیایی و آنزیم کنندهدناتوره ستند و در   های پروتئاز مقاومهای   pHه
 .(Kraus et al., 2019)شدید پایداری بالایی دارند 

 
 

 NF-кBی مهاری بالادستی و پایین دستی مسیر هامکانسیم -1 جدول

Table 1- Inhibitory mechanisms of Upstream and downstream of the NF-кB pathway 
 منابع

References 
 NF-кBمکانسیم مهاری مسیر 

Inhibitory mechanisms of the NF-КB pathway 
 مهارکننده 
Inhibitory 

 پروتئینی کنشبرهم
Protein interaction 

  مسیر بالا دستی
Upstream pathway 

Liang et al., 

2013 

 103و  102تیروزین ، 100و  52آرژنین  کنشبرهماز طریق  TNFRIبا TNFα مهار جایگاه اتصال رسپتور 
 109 و آلانین 105ترئونین، 107 ، گلوتامات140ترتیب با آسپارتات به Infliximabزنجیره جانبی سنگین 

با  Infliximabنجیره سبک ز 94و تریپتوفان  53و سپس اتصال واندروالسی گلوتامات  TNFαسایتوکاین 
 TNFα 137و آسپارژین  53هیستیدین 

Inhibition of the binding site of TNFα receptor with TNFRI through the interaction 

of Arg 52 and 100, Tyr 102 and 103 of the heavy side chain of Infliximab with Asp 

140, Glu 107, Thr 105 and Ala 109 respectively, of TNFα cytokine and then Van 

der Waals binding of Glu 53 and Try 94 of Infliximab light chain with His 53 and 

Asn 137 

Infliximab Fab 
(PDB: 4G3Y) 

TNFRI- TNFα 
(PDB: 1EXT)  

Blanchetot et 

al., 2016 

، 60، تیروزین 58، آسپارتات 59 ترئونین کنشبرهماز طریق  IL6Rبا  IL6مهار جایگاه اتصال رسپتور 
، 168 آرژنینترتیب با به Camelidزنجیره جانبی سنگین  32و آرژنین  33تیروزین  ،102، 56، 54 آسپارتات
 IL6سایتوکاین  34و آسپارتات  30آرژنین ، 37، سرین 40، آرژنین171، لیزین 164 ، هیستیدین172 گلوتامات

  IL6سایتوکاین  76با سرین  Camelidزنجیره سبک  26سپس اتصال آسپارژین  و
Inhibition of IL6 receptor binding site with IL6R through interaction of Thr 59, 

Asp 58, Tyr 60, Asp 54, 56, 102, Tyr 33 and Arg 32 heavy side chain of Camelid 

with Arg 168, Glu 172, His 164, Lys 171, Arg 40, Ser 37, respectively., Arg 30 

and Asp 34 of cytokine IL6 and then the connection of Asn 26 of Camelid light 

chain with Ser 76 of cytokine IL6 

Camelid Fab 
(PDB: 4ZS7) 

IL6—IL6R 
(PDB: 1P9M) 

 مسیر پایین دستی

Downstream pathway 

Rushe et al., 

2008 

 ی سرینهابا اسید آمینه NEMO ز از طریق اتصال هیدروژنیکینا B آنزیم مهارکننده کاپا Aزنجیره  مهار
 Bزنجیره  و همچنین مهار 101 و آرژنین 705، سرین 720گلوتامات ، 730 ، گلوتامین734فنیل آلانین ، 733

  726و ترئونین  729گلوتامات ، 732 گلوتامین، 711ی گلوتامات هابا اسید آمینه NEMOکنش برهمآنزیم با 
Inhibition of the A chain of kappa B kinase inhibitory enzyme through hydrogen 

bonding of NEMO with amino acids Ser 733, Phe 734, Gln 730, Glu 720, Ser 705 

and Arg 101, as well as inhibition of the B chain of the enzyme by NEMO 

interaction with amino acids Glu 711, Gln 732 , Glu 729 and Thr 726 

NEMO 
(PDB: 3BRV) 

IKKβ-IkBα 
(PDB: 3QA8) 

 Srinivasan et 

al., 2014 

با آرژنین GILZ ی پپتید هااسیدآمینه کنشبرهمبه درون هسته از طریق  NFKB( P65مهار انتقال پروتئین )
  NLS P65 از 296و آرژنین  295، لیزین 300و ترئونین  293لیزین ، 294

 

Inhibition of nuclear translocation of NFKB protein (P65) through the interaction 

of GILZ peptide amino acids with Arg 294, Lys 293 and Thr 300, Lys 295 and Arg 

296 of NLS P65 

GILZ 
 (PDB: 1DIP) 

NLS P65-Importin α3 
(PDB: 7LF4)  

https://www.rcsb.org/structure/4ZS7
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 NF-кBترکیبات مهاری مسیر  بعدیسهساختار  -2جدول 

Table 2- 3 D structure of inhibitory combinations of the NF-кB pathway 

 توالی اسید آمینه

Amino acid sequence 
 بعدیسهساختار 

 3 D structure 
 ترکیبات 

Combinations 

VRSSSRTPSDKPVAHVVANPQAEGQLQWLNRRA

NALLANGVELRDNQLVVPSEGLYLIYSQVLFKGQ

GCPSTHVLLTHTISRIAVSYQTKVNLLSAIKSPCQR

ETPEGAEAKPWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAEINR

PDYLDFAESGQVYFGIIAL 

 

TNFα 

PHRQPLTSSERIDKQIRYILDGISALRKETCNKSNM

CESSKEALAENNLNLPKMAEKDGCFQSGFNEETC

LVKIITGLLEFEVYLEYLQNRFESSEEQARAVQMS

TKVLIQFLQKKAKNLDAITTPDPTTNASLLTKLQA

QNQWLQDMTTHLILRSFKEFLQSSLRALRQM 

 

IL6 

AMAPAKKSEELVAEAHNLCTLLENAIQDTVREQD

QSFTALDWSWLQTE 

 

IKKβ 

DRHRIEEKRKRTYETFKSIMKK 

 

NLS p65 

 
بر  CLF36سیییازی مولکولی اثرات مهاری پپتید   در نهایت، مدل   

سیر پیام  سته کاپا    م سان فاکتور ه سایر ترکیبات     Bر سه آن با  و مقای
( با استفاده GILZو  Infliximab، Camelid Fab، NEMOمهاری )
تئین نییر پرو-افزارهای بیوانفورماتیکی مختص داکینگ پروتئین   از نرم
این اسیییاس، میزان  صیییورت گرفت. بر ClusPro2.0افزار آنلاین نرم

و ترکیبات مهاری با سایتوکاین CLF36انرژی و موقعیت اتصال پپتید 
سیر هاها و گیرنده سان  ی م سی قرار گرفتند   NF-кB پیام ر مورد برر

نشیییان داده شیییده اسیییت   5در جدول   1 که نتایج براسیییاس رابطه   
(Kozakov et al., 2013; Kozakov et al., 2017). 

E = 0.40Erep ± 0.40Eatt + 600Eelec + 1.00EDARS  رایطه

(1             )  

ید     یت اتصیییال پپت ها و  با سیییایتوکاین   CLF36 همچنین موقع
در شکل   NF-кBهای پروتئینی مسیر بالادستی و پایین دستی    گیرنده
 نشان داده شده است. 1

توان گفت که در مسیییر بالادسییتی  براسییاس نتایج حاصییله می 
، 40، هیستیدین  28های آرژنین ، اتصال اسید آمینه   NF-кBرسان پیام

از  21، لیزین 22، آرژنین 18، 25، لیزین 29، گلوتامین 33سیییسییتئین 
، 135امات ، گلوت90، لیزین 140ترتیب با آسیییپارتات به CLF36پپتید 

، گلوتامین  67، گلوتامین  141، ترئونین 138، آرژنین 137آسیییپارژین  

با انرژی اتصال   TNFαسایتوکاین   107و گلوتامات  109، آلانین 104
-763.8 (kcal/mol      ساس نتایج تحقیقات ست. لذا، برا شده ا ( برقرار 

کاران در سییییال       نگ و هم یا هاری داروی   2013ل بر روی اثرات م
Infliximab  در سییایتوکاینTNFα رسییانمسیییر پیامкB توان ، می

، 140های آسییپارتات در مهار اسیییدآمینه CLF36گفت عملکرد پپتید 
مات     تا با زنجیره سییینگین داروی    109، آلانین 107گلو به   مشییییا

Infliximab  همانند زنجیره سییبک 137و مهار اسیییدآمینه آسییپارژین
سبب    Infliximab  داروی ست همانند این دارو  ست که ممکن ا بوده ا

به گیرنده اختصاصی خود    TNFαمهار جایگاه فعال اتصال سایتوکاین   
TNFRI    سیر پیام سان  شده و در نهایت، م سازد   NF-кBر را متوقف 

(Liang et al., 2013)های هو و . همچنین نتایج این پ وهش با یافته
مکییاران در سییییال    مهییاری داروی        2013ه ثرات  بررسیییی ا در 

Adalimumab Fab  بر سایتوکاین پیش التهابیTNFα خوانی نیز هم
های با اسییییدآمینه CLF36کنش پپتید ها، برهمدارد. براسیییاس یافته

 141، ترئونین 138، آرژنین 137، آسییپارژین 135، گلوتامات 90لیزین 
 Adalimumabمشابه با داروی  TNFαاز سایتوکاین   67و گلوتامین 

Fab باشد  می(Hu et al., 2013) نتایج اثرات مهاری پپتید .CLF36 
 نشان داده شده است. A.2در شکل  TNFαبا سایتوکاین 

 

https://cluspro.org/help.php
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 NF-кBترکیبات مهاری مسیر  بعدیسهساختار  -3 جدول

Table 3- 3 D structure of inhibitory combinations of the NF-кB pathway 
 توالی اسید آمینه

 Amino acid sequence 
 بعدیسهساختار 

3 D structure 
 ترکیبات مهاری

Combinations 

DLIWKLLVKAQEKFGRGKPSKRVKK 
MRRQWQACKSSHHHHHH 

 

CLF36 

DILLTQSPAILSVSPGERVSFSCRASQFVGSSIHWYQQ

RTNGSPRLLIKYASESMSGIPSRFSGSGSGTDFTLSINT

VESEDIADYYCQQSHSWPFTFGSGTNLEVKRTVAAPS

VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVD

NALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK

HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECEVKLEESGGG

LVQPGGSMKLSCVASGFIFSNHWMNWVRQSPEKGLE

WVAEIRSKSINSATHYAESVKGRFTISRDDSKSAVYL

QMTDLRTEDTGVYYCSRNYYGSTYDYWGQGTTLTV

SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP

VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKT 
 

Infliximab 

(Remicade) 

QAVLTQPPLVSGTPGQTVTISCAGANNDIGTYAYVS

WYQQLPGTAPKLLIYKVTTRASGIPSRFSGSKSGNTA

SLTISGLQSEDEADYYCASYRNFNNAVFGRGTHLTVL

GQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAV

TVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSL

TPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECSEVQL

QESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSITTRYYAWSWIRQ

PPGKGLEWMGVIDYDGDTYYSPSLKSRTSISWDTSK

NQFSLQLSSVTPEDTAVYYCARDPDVVTGFHYDYWG

QGTQVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL

VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL

SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP 
 

Camelid Fab 
 (68F2) 

MWEQGAPETLQRCLEENQELRDAIRQSNQILRERCEE

LLHFQASQREEKEFLMCKFQEARKLVERLGLEKMWE

QGAPETLQRCLEENQELRDAIRQSNQILRERCEELLHF

QASQREEKEFLMCKFQEARKLVERLGLEK   

NEMO 

MDLVKNHLMYAVREEVEILKEQIRELVEKNSQLERE

NTLLKTLASPEQLEKFQSRLSPEEPAPETP 
EAPEAPGGSAV 

 

GILZ  

 
کنش اسییید ، برهم NF-кBاز طرف دیگر، در مسیییر بالادسییتی 

از پپتید  36و سییرین  37، 40، 41، هیسییتیدین 1های آسییپارتات آمینه
CLF36 165، لوسییین 168و  40های آرژنینترتیب با اسیییدآمینهبه ،

با  IL6سییایتوکاین  157و تریپتوفان  48، آسییپارژین 164هیسییتیدین 
( مشخص شده است. بنابراین، نتایج kcal/mol) 723.7-انرژی اتصال 
های آرژنین در مهار اسیدآمینه  cFL36دهد که عملکرد پپتید نشان می 

مشیییابه با نتایج بلانچیتوت و   164تیدین  و همچنین هیسییی 168، 40
بر  Camelid Fabدر بررسیییی اثرات مهاری داروی   2016همکاران  

. لذا، (Blanchetot et al., 2016)بوده اسییت  IL6روی سییایتوکاین 
-NFرسان  در مهار مسیر پیام  CLF36توان گفت که احتمالاً پپتید می

кB   ند زنجیره سییینگین داروی عمل کرده و در   Camelid Fabهمان
به گیرنده  IL6نهایت، سییبب مهار جایگاه فعال اتصییال سییایتوکاین   

با  CLF36ات مهاری پپتید خواهد شد. نتایج اثر  IL1RIاختصای خود  
 نشان داده شده است. B.2در شکل  IL6سایتوکاین 

دهد ، نتایج نشان می  NF-кBرسان  اما در مسیر پایین دست پیام  
 Bبا اتصیییال به جایگاه فعال آنزیم مهارکننده کاپا            CLF36که پپتید   
از پپتید  28و  16های آرژنین کنش اسییید آمینه( و برهمIKKβکیناز )

CLF36    فان تامین 741با تریپتو و در  IKKβآنزیم  743و  730، گلو
و لیزین  31، گلوتامین 35، سییرین 39کنش هیسییتیدین کنار آن برهم

، گلوتامات 725، آسپارتات 730ترتیب با گلوتامین به CLF36پپتید  34
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تامین  729 یل آلانین   732، گلو با انرژی   IKKβاز آنزیم  734و فن
شده   kcal/mol) 1152.9-اتصال   سبب مهار جایگاه فعال این آنزیم   )

بر روی اثرات  2008 و نتایج حاصییله با بررسییی روشییه و همکاران در
هاری   عال آنزیم       NEMOم گاه ف جای هار  قت دارد.    IKKβدر م طاب م

در شرایط   NEMOدهد که ترکیب مهاری نتایج این بررسی نشان می  
سلول  سید آم   طبیعی در  صیت التهابی به ا س ینههای فاقد خا رین های 

، 705، سیییرین 720، گلوتامات 730، گلوتامین 734، فنیل آلانین 733
از جایگاه فعال     726و ترئونین  729و  732، گلوتامین  711گلوتامات   
شییود می  NF-кBمتصییل شییده و سییبب مهار مسیییر  IKKβآنزیم 

(Rushe et al., 2008) لذا پپتید .CLF36 های در مهار اسییید آمینه
با ترکیب    IKKβآنزیم  729و  732، 730، گلوتامین  734فنیل آلانین  
توان این گونه بیان مشییابهت دارد. بنابراین، می NEMOطبیعی مهار 

عال آنزیم             گاه ف جای هار  با م ید مورد نیر  مالًا پپت که احت ، IKKβکرد 
صال    سیر      IkBαبه پروتئین  سبب ممانعت ات شار مولکولی م شده و آب
های کنشقطع خواهد شد. نتایج برهم  NF-кBرسان  پایین دست پیام 

 نشان داده است. C.2این مسیر در شکل 

 
 NF-кBو سایر ترکیبات مهاری مسیر  CLF36پپتید  شیمیاییمقایسه خواص فیزیکو -4 جدول

Table 4-Comparison of physicochemical properties of CLF36 peptide and other compounds inhibiting the NF-кB  

GILZ NEMO Camelid Fab Infliximab CLF36 
 آنالیز

Analyze 

8712.85 8520.70 46717.05 47752.13 5139.05 
 وزن مولکولی

molecular Weight 

4.65 5.21 7.64 7.17 11.17 
 نقطه ایزوالکتریک

Isoelectric point 

30 30 0.8 1.1 1.1 
 نیمه عمر

Half time )hours( 

16 15 30 39 2 
 ی منفیهادنباله

(Asp + Glu) 

9 12 31 39 12 
 ی مثبتهادنباله

(Arg + Lys) 

78.33 58.70 47.43 54.24 56.70 
 شاخص نا پایداری
Instability index 

87.40 76.71 69.41 66.84 55.71 
 شاخص آلیفاتیک

aliphatic Index 

-0.717 -0.997 -0.282 -0.369 -1.367 
 هیدروفوبیسیتی

GRAVY 
 

 NF-кBهای بالادستی و پایین دستی با جایگاه فعال مسیر CLF36پپتید  کنشمقایسه انرژی اتصال برای برهم -5جدول 

Table 5- Comparison of binding energy for the interaction of CLF36 peptide with the active site of NF-кB pathway 
  CLF36پپتید 

CLF36 peptide جایگاه فعال 
Active site )انرژی اتصال )کیلوکالری بر مول 

G (kcal/mol) Δ- 

 کمترین انرژی
energy Lowest 

 مرکز
Center 

 بالادستیمسیر 
Upstream pathway 

763.8- 736.3- TNFα 
723.7- 642.8- IL6 

  
 مسیر پایین دستی
Downstream pathway 

-1152.9 -1129.3 IKKβ 

-534.5 -481.0 NF-кB (P65) 
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 NF-кBی پروتئینی مسیر هابا گیرنده CFL36موقعیت اتصال پپتید  -1 شکل

Figure 1- CFL36 peptide binding position with protein receptors of the NF-κB pathway 

 

تایج نشییییان می  ید      همچنین، ن که پپت هد  از طریق  CLF36د
سید آمینه  کنشبرهم ستئین    29، گلوتامین 28های آرژنین ا سی و  33، 

نین ی آرژهای آمینههاترتیب با اسیییید به  3ایزولوسیییین ، 30ترپتوفان  
گاه    293و  295لیزین ، 294 جای ،  NF-кB (P65پروتئین ) NLSاز 

به  Importin α3 دهندهممکن است سبب مهار اتصال پروتئین انتقال   
عال      گاه ف جای یت،  شیییده و  NLSاین  ها عال    در ن قال پروتئین ف از انت

(P65) NF-кB  به داخل هسیییته جلوگیری کند. زیرا براسیییاس نتایج
به بررسیییی    2022فلوریو و همکاران در سیییال   ی ها کنشبرهمکه 

ته  p50/p65 با هترودایمر  Importin α3پروتئین  ند پرداخ ید  ا ، اسییی
سیدآمینه  294و  296، آرژنین 295ی لیزین هاآمینه صلی در  هااز ا ی ا

معرفی  Importin α3و  NF-кB (P65برقراری ارتباط بین پروتئین )
تواند اثرات مهاری بر می که این امر ؛(Florio et al., 2022) اندشده 

ی پیش هادر بیان سییایتوکاین NF-кB بردارینسییخهعملکرد فاکتور 
شد. همچنین نتایج ما در این پ وهش با      شته با سته دا  التهابی درون ه

بر روی اثرات  2014ی اسییرینیواسییان و همکاران در سییال هابررسییی
مطابقت دارد.    NF-кB (P65پروتئین ) NLSبر  GILZمهاری پپتید   
تایج آن  ید      ن که پپت با   کنشبرهماز طریق  GILZها نشییییان داد 
و  295، لیزین 300، ترئونین 293لیزین  ،294ی آرژنین هااسییییدآمینه  
ممانعت از اتصیییال آن به    سیییبب  P65پروتئین  NLSاز  296آرژنین 

مانع انتقال آن  در نهایت،شییده و  Importin α3 دهندهپروتئین انتقال
ته     تایج  (Srinivasan et al., 2014)شیییود می به درون هسییی . ن

 نشان داده است. D.2ی این مسیر در شکل هاکنشبرهم
نابراین، براسیییاس نتایج حاصیییل از داکینگ پپتید         با   CLF36ب

ی و سییازی شییده مولکولدر محیط شییبیه NF-кBهای مسیییر پروتئین
سایر ترکیبات دارویی می    سه نتایج با اثرات مهاری  ت که توان گفمقای

از طریق حفظ سییاختار خود با اتصییال پایدار به جایگاه   CLF36پپتید 
سایتوکاین  در مسیر بالادستی    TNF-α ،IL-6های پیش التهابی فعال 
 ها با رسپتورهای سبب مهار اتصال این سایتوکاین    Bفاکتور هسته کاپا  

 NF-кBرسانی مسیر   سطح غشای سلول هدف شده و در نهایت، پیام    

ستی این پیام     سیر پایین د شد. همچنین در م سان متوقف خواهد  نیز  ر
به توقف آبشار  IKKβاز طریق مهار جایگاه فعال آنزیم  CLF36پپتید 

سلولی کمک خواهد کرد  با  CLF36. در کنار آن پپتید مولکولی داخل 
-NF (P65فاکتور رونویسیییی پروتئین )  NLSمهار جایگاه اتصیییال    

кB سیییبب مهار انتقال آن به درون هسیییته شیییده و در نهایت، عمل
های مربوط به عنوان فاکتور رونویسیییی در بیان ژنرا به P65پروتئین 
 ( مختل کرده و موجبIL-6و  TNF-αهای پیش التهابی )سایتوکاین 

های  در شییرایط بروز التها  و بیماری NF-кBرسییان مهار مسیییر پیام
یبات عنوان یکی از ترکتوان این پپتید را بهخود التهابی خواهد شد و می

های مهاری پپتید و رسییان معرفی گردد. مسیییرمهاری این مسیییر پیام
ستی در     برهم ستی و پایین د سیر بالاد کنش آن با ترکیبات پروتئینی م
 نشان داده شده است. 3شکل 
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 NF-кBی بالادستی و پایین دستی هابا مسیر CFL36 ی مولکولی پپتیدهاکنشبرهم -2شکل 

Figure 2- Molecular interactions of CFL36 peptide with upstream and downstream NF-κB pathways 
 

 
  NF-кB رسانپیامی مسیر هابا پروتئینCFL36 ی مولکولی پپتید هاکنشبرهم -3 شکل

Figure 3- Molecular interactions of CFL36 peptide with the NF-κB proteins  

 

 کلی گیرینتیجه

 صییورتبه از آن شییده مشییتق پپتیدهای پروتئین لاکتوفرین و

 جانبی عوارا دارای بنابراین، .آیندمی دستبهخوراکی  مواداز  طبیعی

شند، می کمی سبی  توانندنهایت می در با  داروهای برای کاندیدای منا

اثرات  زمینه مطالعه در  آیند. تاکنون چندین    شیییمار  به  جدید   نسیییل
صورت گرفته  آن برروی سیستم ایمنی پپتیدهای پروتئین لاکتوفرین و

بر تعدیل سیییسییتم   CLF36و در چندین مطالعه اثرات پپتید نوترکیب 
-NF انرس پیامایمنی پرندگان مورد تأیید قرار گرفته است. مهار مسیر   



 1402 تابستان 2، شماره 15نشریه پژوهشهای علوم دامی ایران جلد     296

кB های تعدیل و تنییم سیستم ایمنی محسو  عنوان یکی از روشبه
توان گفت در محیط شییبیهشییود. براسییاس نتایج این پ وهش، میمی

مشتق شده از لاکتوفرین شتری     CLF36ده مولکولی، پپتید سازی ش  
تداول در مهار          بات دارویی م با سیییایر ترکی اثرات مهاری مشیییابهی 

نییر  NF-кB رسیییانپیام ی بالادسیییتی و پایین دسیییتی   ها مسییییر

Infliximab ،Camelid Fab ،NEMO  وGILZ  ّم هت  دارد. ا ا ج
صول اطمینان از عملکرد پپتید   ست  می CLF36ح صله در  بای نتایج حا

 شرایط آزمایشگاهی نیز مورد بررسی قرار گیرد.
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