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چکید ه 

 ))IZUMO1R(یا رسپتور  ایزومو( JUNO به عنوان لیگاند برای میانکنش با ”IZUMO" مقدمه: جهت لقاح، پروتئین سطحی اسپرم به نام
ضروری است. میانکنش:IZUMO1R/JUNOIZOMO1 یک مرحله حیاتی چسبندگی بین اسپرم و اووسیت در اتصال و فیوژن غشای پلاسمائی 
 G protein-coupled receptor است البته جهت فیوژن سلولی کافی نمی باشد و پذیرنده های دیگری نیز در این اتصال نقش دارند. در این تحقیق

GPR15(  15( به عنوان  شریک دیگر  میانکنش اسپرم-تخمک معرفی شده که روی تخمک قرار دارد.
روش کار: در ابتدا، بار روش های سیستم بیولوژی شبکه میانکنش های شناخته و پیشوگوئی شده IZUMO1  مورد آنالیز و تفسیر قرار گرفت. 
همچنین، ساختار اولیه IZUMO1 و رسپتورIZUMO1R:JUNO از پایگاه های داده مرجع استخراج شد، و ساختار سه بعدی )3D( با هر دوی 
روش های بندکشی و هومولوژی مدلینگ مدل سازی شد. سپس ساختار مدل شده از نظر انرژی بهینه شده و با پلات راماچاندران اعتبار 
سنجی شده و نهایتا برای داکینگ مولکولی )هیدروژن ها و بار ها اتمی(  با برنامه Chimera UCSF 1.10.  همچنین، مطالعات داکینگ با 
استفاده از برنامه HEX نسخه 8  انجام شد. نهایتا انرژی اتصال، ژست میانکنش،RMSD، باندهای هیدروژن و الکترواستاتیک مورد تحلیل قرار 
گرفت. نتایج: آنالیز ها نشان داد در کنارپذیرنده هایJUNO /RIZUMO1 و CD9 در روی غشاء اووسیت، GPR15 نیز شاید شریک عملکردی 
دیگری برای IZUMO1 با امتیاز 0/705 )با روش text mining( باشد. همچنین، پلات راماچاندران ساختارهای مدل شده حاکی از مدل سازی 
 RMS 1051 و- )∆G( با کیفیت بالا بوده و از ین رو مدل برای داکینگ به کار گرفته شد. نتایج داکینگ مولکولی نشان داد انرژی کلی اتصال
مناسب بوده و حاکی از میل اتصال قوی بین این دو پروتئین است.  همچنین، آمینواسیدی های درگیر در پیوند هیدروژنی چهار باقیمانده 
)آمینواسید( به نام های  SER176 ,THR91 ,ARG236 از پروتئین GRP15 و SER240 ,ASN239,ASN151 از پروتئین IZUMO1 بوده اند. 
 ASN239 است. از سوی دیگر آمینواسید ترئونین 91 و )SER240( 240 با سرین )THR91( 91 قویترین پیوند هیدروژنی مابین تروئونین
مهم ترین آمینواسیدهای  از نظر اتصال با پیوند هیدروژنی دو پروتئین به یکدیگر بوده و همزمان با دو آمینواسید وارد واکنش می شوند. 
همچنین 21 آمینواسید از IZUMO1 و GRP15 در پیوند آبگریز بین دو پروتئین نقش دارند. بحث: نتایج این مطالعه بیوانفورماتیک، می تواند 
 GPR15کمک و پیشنهادات موثری را  به فهم بیشتر نحوه باروی و لقاح اسپرم را بنمائید. همچنین می بایست مطالعات بیشتری در مورد نقش

در اتصال اسپرم و تخمک صورت گیرد.
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مقدمه
همواره فرایند لقاح و عملیات پیچیده اتصال اسپرم و اووسیت در تمامی 
گونه های پستانداران از جمله پدیده های سوال برانگیز در دانش بیولوژی 
تولید مثل بوده است. همچنین یکی از سوالات پیش رو در دانش بیولوژی 
تولید مثل یافتن دلایل ناباروری و یا به عبارت بهتر کم باروری حاصل از 
میانکنش غیر بهینه اسپرم و اووسیت بوده است. طی مطالعات پیشین 
مشخص شده است که در فرایند اتصال اسپرم به اووسیت برهمکنش های 
آغاز  برای  اصلی  پیشنیازهای  جمله  از  اووسیت  و  اسپرم  بین  پروتئینی 

لقاح  انجام  منظور  به  می باشد.  آمیز  موفقیت  صورت  به  لقاح  فرایند 
موفقیت آمیز، پروتئین سطحی اسپرم به نام "IZUMO” به عنوان لیگاند 
ضروری   ))IZUMO1R( ایزومو  رسپتور   )یا   JUNO با  میانکنش  برای 
حیاتی  مرحله  عنوان  به   IZUMO1R/JUNOIZUMO1میانکنش است. 
پلاسمائی  غشای  فیوژن  و  اتصال  در  اووسیت  و  اسپرم  بین  چسبندگی 
محسوب می شود،البته به منظور ادغام سلولی این میانکنش به عنوان تنها 
فرایند بیولوژیک کافی نمی باشد و پذیرنده های دیگری نیز در این اتصال 
 izumo sperm-egg( 1 نقش دارند. ایزومو یا الحاق کننده اسپرم-تخمک
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Introduction: For fertilization process, sperm cell-surface protein called "IZUMO” requiredas a ligand for IZUMO1R/
JUNO and CD9 receptor on egg. The IZUMO1:IZUMO1R/JUNO interaction is a crucial adhesion step between sperm 
and oocytein plasma membrane binding and fusion, but also is not sufficient for cell fusion and others receptors are play 
roles in this interaction.  Here, we found G protein-coupled receptor 15 (GPR15) as another partner of sperm-egg interac-
tion which is located on egg. Methods: Initially,system biology methods applied for known and predicted protein-protein 
network interactions of IZUMO1. Also, primary structure of IZUMO1 and its IZUMO1R:JUNO receptors retrieved  
from reference databases, and their 3-dimensional structure (3D)  were modeled by both Threading and homology 
modeling. Then, modeled structure were energetically minimized and validated by Rammapageplots and eventually 
prepared for molecular docking (hydrogen and atomic charges) by Chimera UCSF 1.10. Also, the docking studies were 
performed by HEX version 8. Finally, binding energy, pose of interactions,RMSD, hydrogen and electrostatics bonds 
were analyzed. Results: System biology analysis showed that beside IZUMO1R/JUNO and CD9 ,GPR15 maybe is an-
other functional partner for IZUMO1 by score of 0.705 (text mining approach). Also, Rammachandran plot of modeled 
structures represent high quality of modeling procedure and so modeled structure used for docking. Molecular docking 
analysis showed GPR15 could interact with IZUMO by SER176,THR91, ARG236 and   SER240, ASN239and ASN-
151hydrogens. The strongest hydrogen bond is between thoronine 91 (THR91) and serine 240 (SER240). On the other 
hand, amino acids Threonine 91 and ASN239 are the most important amino acids for binding to hydrogen bonding two 
proteins to each other and react simultaneously with two amino acids. Also, 21 amino acids from IZUMO1 and GRP15 
play a role in the hydrophobic bond between two proteins. Discussion:  The results of this bioinformatics study can help 
to find out more about fertility and Sperm fertilization. Further studies on the role of GPR15 in the binding of sperm and 
oocyte should also be made. 

Keyword: Fertilization, IZUMO1, GPR15, System biology, Molecular docking
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fusion 1( نقش مهمی را درفرآیند لقاح ایفا کرده و سبب الحاق اسپرم با 
تخمک می شود. این پروتئین در انسان دارای 350 آمینواسید است و ژن 
پیشتر تحــت عنــوان  )IZUMO / Izumo1( این پروتئین در انسان/موش
آنتــی ژن OBF13 شــناخته می شــد، این ژن دارای یــک ناحیــه خــارج 
ســلولی مشابه ایمونوگلوبین )Ig( اســت کــه در باقیمانــده آمینواســیدی 
بـا آسـپارژین دارد.  204 خــود یــک ناحیـه گالیکوزیلشن جفـت شـده 
همچنین ایزومو مـوش بـه عنـوان یـک مولکــول آنتیژنیــک ویــژه بیضه/

 OBF اســپرم بــا وزن مولکولــی 56/4 کیلودالتــون بــرای آنتــی بــادی
به حساب می آید. ارزیابی با روش های ایمنوبــلات نشــان دهنده بیــان 
IZUMO  در اســپرم انســان است، که یــک پروتئیــن بــا وزن مولکولــی 
37/2 کیلودالتــون می باشــد )1(. زمانــی کــه اســپرم های گرفتــه شــده 
اووســیت های  بــه  تلقیــح  بــرای   Izumo−/− خانگــی  موش هــای  از 
گرفتــه شــده از موش هــای مــاده +/+ Izumo اســتفاده شــود، اســپرم 
همجوشــی  امــا  می شــود  متصــل  اووســیت  پلاســمایی  غشــاء  بــه 
ایــن یافته هــا نشــان  بــا ســلول اووســیت انجــام نمی شــود.  اســپرم 
بـا غشـاء  اسـپرم  فراینـد همجوشـی غشـاء  IZUMO در  کــه  می دهــد 
اووسـیت دخالـت دارد. و عملا این یافته نشان می دهد که برای ادغام 
تنها رخ دادی  اووسیت  به  اسپرم  اولیه  اتصال  اووسیت  اسپرم و  سلولی 
تــازه  اســپرم های  روی   IZUMO بیـان  نیست،  کافی  ولی  است  لازم 
اســتفاده  بــا  کــه  امــا همانطــور  به وقوع نمی پیوندد،  ســاخته شــده 
از آنالیزهـای ایمنوفلوروسـانس نشـان داده شـده اسـت، بعـد از واکنـش 
آکروزومـی در سراسـر ناحیــه پیشــین ســر اســپرم مشــاهده می شــود. 
آکــروزوم  از  آکروزومــی  واکنــش  طــی   IZUMO احتمــالا  بنابرایــن، 
بــه ســطح غشــاء پلاســمایی جابه جــا می شــود )2, 3(. که عملا این رخ 

داد نشان دهنده پویایی غشا سر اسپرم پستانداران می باشد.

اتصال ثانویه غشا اسپرم به زوناپلوسیدا و مولکول های منتخب که 
درآن درگیر می باشند

و  محکـم  شـدت  بـه  زوناپلوسیـدا  و  اسـپرم  بیـن  ثانویـه  اتصـال 
در  بنابرایـن  می پیوندد.  وقوع  به  آکروزومی  واکنـش  دنبـال  به  معمولا 
انتظـار مـی رود  اسـپرم هایی کـه واکنـش آکروزومـی را انجـام داده انـد 
روی  را  مناسـب  گیرنده  مولکول هـای  و/یـا  مولکول هـای چسـبنده  کـه 
غشـاء داخلی آکـروزوم و یـا در ناحیه ای از غشـاء پلاسمایی که به عنوان 
منطقه اسـتوایی غشا سر اسپرم معروف است بیان کننـد. اگر ایـن نکته را 
به عنوان یک اصل علمی صحیح فرض کنیم، مولکول هـای ویژه ای ممکـن 
ماتریکـس  ترکیبـات  بین  و/یـا  آکـروزوم  داخلی  غشـاء  در  ذاتـا  اسـت 
آکروزومی وجود داشـته باشــند که در فرایند ادغام غشاهای پلاسمایی 
اسپرم و اووسیت ایفای نقش می نمایند. اتصــال ثانویــه، فراینــد هضــم 
در  کــه  منتخــب  مولکول هــای  می کنــد.  تســهیل  را  زوناپلوســیدا 
فراینــد اتصــال ثانویــه درگیــر می باشــند، پروآکریزین/آکریزیــن، زونا 
SP17، 30-  مولکــول چســبندگی اســپرم ،Yudin 1،  SPAM1،ادهسـین

PH، 20-PH،  MC41، Richardson ، پروتئیـــن مرتبـط بـا غشـاء آکروزومـی 
اسـپرم SAMP32 ،SAMP14، پروتئــازوم S)، Sp38 ،آنتــیژن MN9 یــا 
 IZUMO1 می باشــند. از میــان ایــن مولکول هــا Izumo اکواتوریــن و

مورد توجه قرار گرفته است )2, 4(.

بیولوژی سیستم  اولیه  بررسی های  و  آنالیزها  از  پس  تحقیق  این  در 
دیگر   شریک  عنوان   به   G protein-coupled receptor 15  )GPR15)
میانکنش اسپرم-تخمک معرفی شده که بر روی تخمک قرار دارد و در 
ادامه صحت این یافته به طور in-silico با روش های مدل سازی و داکینگ 

مورد مطالعه قرار گرفت.

روش  کار
PPI( IZUMO1( بررسی شبکه برهمکنش پروتئین-پروتئین

با  پروتئین-پروتئین  برهمکنش  بررسی شبکه دخیل در  تفسیر  و  ترسیم 
https://) عملکردی  پروتئین های  ارتباطی  شبکه  داده  پایگاه  از  استفاده 

string-db.org) برای پروتئین IZUMO1 سر اسپرم صورت گرفت.

برداشت توالی، پیرایش و دسته بندی آن ها
پروتئین های  مرجع  توالی های  شبکه،  نتایج  پیشگوئی  تائید   جهت 

GPR15  ،(aa250 ( IZUMO1R )JUNO )  ،(aa350 ( IZUMO1
)aa360) یــا G protein-coupled receptor 15 از پایگاه های داده NCBI و 
پیرایش و دسته بندی گردیدند و اصلاحات مورد  بازیابی،    UNIPROT
نیاز )حذف سیگنال پپتید و نواحی تراغشائی( با برنامه  7.7.9Bioedit بر 

روی آنها صورت گرفت.

مدل سازی ساختار سه بعدی پروتئین جهت داکینگ
به جز پروتئین  IZUMO1  که ساختار سه  بعدی آن در پایگاه ساختارهای 
سه بعدی پروتئین به شماره دسترسی 5F4V ، 5F4T و به طور ترکیب با 
JUNO به شناسه 5F4E وجود داشت، جهت مدل سازی GPR15 از برنامه 
اعتبار  راماچاندران مورد  با روش  نتایج  و  استفاده   Swissmodel اینترنتی 
سنجی قرار گرفت. سپس مدل ها با برنامه SPDB viewer مورد بهینه سازی 
انرژی قرار گرفتند و در گام بعدی هیدروژن و بار اتمی جزئی به ساختار 

مدل شده اضافه شده و نواحی غیر باردار در ساختار مدل یکپارچه شدند.

داکینگ
جهت داکینگ پس از آماده سازی پروتئین های مدل از نظر بار الکتریکی و 
اضافه کردن هیدروژن با نرم افزار CHIMERA UCSF، از برنامه Hex نسخه 
سه  فضای  در   DARSShape+ electrostatic+ مبنای  بر  داکینگ  جهت   ،8
بعدی با روش نمونه گیری Range Angles استفاده گردید.  همچنین میزان 
Solvation، 100 در نظر گرفته و بهینه سازی پس از داکینگ نیز منظور گردید.

آنالیز پس از داکینگ
حالت  و  ها  میانکنش  و   )Etotal( کلی  انرژی   گزارش  داکینگ،  از  پس 
)ژست( برهمکنش، پیوندهای هیدروژنی و الکترواستاتیک به صورت دو 
بعدی با برنامه Ligplot و سه بعدی با برنامه Chimera مورد تحلیل و 

تفسیر قرار گرفت.

نتایج 
نتایج شبکه برهمکنش پروتئین

پروتئین های  برهمکنش  شده  پیشگوئی  شبکه  ترسیم  نتیجه   1 در شکل 
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گره ها   1 شکل  در  است.  شده  داده  نشان   IZUMO1 برای  عملکردی 
این  بر  ارتباطی آن ها( مشخص است.  )پروتئین ها( و حاشیه ها )خطوط 
 Text( طبق پیشگوئی متن کاوی )به ترتیب )شکل 2  IZUMO1  اساس
mining( با احتمال 91% با پذیرنده CD9، 75% با  SPAG9،  70% با پذیرنده 
GPR15، 58% با POU2AF1 و 49% با FAM71D ارتباط عملکردی دارد. 
همچنین برای C9 در پایگاه داده نیز اطلاعات مستند در این زمینه وجود 
دارد. از این بین GPR15 در مطالعات گذشته اطلاعاتی در مورد میانکنش 
آن با  IZUMO1  در مورد آن گزارش نشده است و این در حالی است 
که با احتمال نسبت زیاد این ارتباط در شبکه گزارش شده است. توضیح 
پروتئین های معرفی شده در شکل 2 و روش پیشگوئی ذکر گردیده است. 

نتایج مدل سازی، اعتبار سنجی و بهینه سازی  پروتئین ها
از برنامه Swissmodel و I-tasser به طور موازی جهت مدل سازی استفاده 
گردید. مدل پروتئین GPR15 با 99% درستی در پلات راماچاندران واجد 
اعتبار بود )شکل 3(.ساختار دوم پروتئین در توالی پائین شکل مشخص 
است و خاکی شکل گیری قسمت اعظم پروتئن از ساختار مارپیچ آلفا و 
سپس لوپ است که این نواحی لوپ نقش های بالقوه ای را برای پروتئین 

جهت میانکنش فرآهم می کنند.
پیشگوئی  پروتئین و  توالی  از بلاست  نتایج حاصل  همچنین در شکل 4 

واحد های مختلف پروتئین در طول توالی آورده شده است.

GPR15 با IZUMO-JUNO داکینگ کمپلکس
 1051- )Etotal=∆G( نتایج داکینگ مولکولی نشان داد انرژی کلی اتصال
همچنین  است.  پروتئین  دو  این  بین  قوی  اتصال  میل  از  حاکی  و  بوده 
جهت  ساختار  دو  مناسب  نزدیکی  از  دهند  نشان  و   -1 با  برابر   RMS
تشکیل پیوند است. در نمایش سه بعدی در برنامه CHIMERA این دو 
پروتئین ژست فضائی قابل قبول جهت میانکنش نشان دادند )شکل 5(. 
آمینواسیدی های درگیر در پیوند هیدروژنی چهار باقیمانده )آمینواسید( 
و   GRP15 پروتئین  از   ARG236, THR91, SER176 نام های  به 
ASN151,ASN239, SER240 از پروتئین IZUMO1 بوده اند که در شکل 
پیوندهای  این  اکثر  درآمده اند.  نمایش  به   )3D( بعدی  سه  به صورت   2
هیدروژنی در مناطق لوپ هر دو پروتئین بوده ، اما زیرساختار آلفا نیز در 
بخشی از پروتئین GPR15 در این پیوند هیدروژنی اتصالی نقش بسزائی 

دارد.

شکل 1- توپولوژی شبکه ارتباط عملکردی IZUMO1)انسانی( با پروتئین ها. همانطور که مشاهده می شود انداز شبکه )Size of network( 6 گره )node( بوده و تراکم 

شبکه )تعداد یال ها )edegs( نیز7  می باشد.
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شکل 2- شرکای عملکردی پیشگوئی شده برای IZUMO1 )انسانی(. از سمت چپ نامه پروتئین و سپس توضیح در مورد آن و در سمت راست روش پیشگوئی  و امتیاز 

پیشگویی مشخص شده است.

شکل 3- ساختار سه بعدی مدل سازی شده  پروتئین GPR15و زیرساختار های آن. 



90

شکل 4- نتایج بلاست پروتئینی توالی GPR15 در پایگاه NCBI و پیشگوئی واحد های مختلف عملکردی در طول پروتیئن.

 Ligplus همچنین، نحوه میانکنش جهت بررسی بیشتر جزئیات با برنامه
نیز به صورت دوبعدی به تصویر کشیده شده )شکل 6(. آمینواسیدی های 
 ASN151,ASN239, و GRP15 از پروتئیــن ARG236, THR91, SER176
SER240 از پروتئیــن IZUMO1 پیوند هیدروژنی با یکدیگر تشکیل داده 
این  در  بالایی  نقش  انتظار  طبق  نیتروژن  سپس  و  اکسیژن  اتم  و  اند 
 )THR91( 91 پیوندها دارند. قوی ترین پیوند هیدروژنی مابین تروئونین
 91 ترئونین  آمینواسید  دیگر  سوی  از  است.   )SER240(  240 سرین  با 
پیوند هیدروژنی  با  اتصال  نظر  از  آمینواسیدهای  و  ASN239مهم ترین 
واکنش  وارد  آمینواسید  دو  با  همزمان  و  بوده  یکدیگر  به  پروتئین  دو 
می شوند. همچنین 21 آمینواسید از IZUMO1 و GRP15 در پیوند آبگریز 

بین دو پروتئین نقش دارند.

بحث و نتیجه گیری
زمانی که دو یا بیش از دو پروتئین در نتیجه نیروهای الکترواستاتیک یا 
تعامل  می گیرند  قرار  یکدیگر  با  فیزیکی  تماس  در  شیمیایی  رویدادهای 
کنش  برهم  شبکه  اساس  بر  آنالیزهای  می دهد.  رخ  پروتئین–پروتئین 
بین  ارتباطات  و  زیستی  عملکردهای  شناسائی  برای  پروتئین-پروتئین 
مولکول های پروتئینی استفاده می شود، که از این طریق می توان تصویری 
و  سیگنال  انتقال  بیوشیمیائی،  زمینه  پیش  در  ارتباطات  این  از  جامع تر 
ادغام  اخیر  سال های  در   .)5  ,4( اورد  دست  به  بیومولکولی  شبکه های 

داده های حاصل از بیان ژن با برون ده بالا با شبکه بر هم کنش پروتئین-
پروتئین، روش نوید بخشی برای به دست آوردن بستر زیستی معنی دار 
از ارتباطات عمل کردی ژن های متفاوت بیان شده، فراهم آورده است 

.)7 ,6 ,1(
بینابینی  راس،  درجه  نظیر  مرکزی  توپولوژیکی   ویژگی های 
فراوانی   ،)Closeness centrality( نزدیکی  محدوده   ،)Betweenness(
درجات گره  )Degree distribute(، دوری از مرکز )Eccentricity( و غیره 
برای شناسائی پروتئین های عمل کردی مهم در شبکه مفید هستند. در 
Hub و  بالا را  با درجه راس  شبکه برهمنکنش پروتئین-پروتئین، نودها 
نقش  که  می نامند   )Bottleneck( گلوگاه  را  بالا   Betweenness با  نودها 
بسیار اساسی در شبکه دارند از سرورهای مختلفی با روش های متفاوت 
آن  از  که  می باشد  موجود  پروتئین-پروتئین  میانکنش  شبکه  پیشگوئی 
 Pathway common، BioGRID، MiMI، STRING، جمله می توان به  به
 MINT،  Genes2Network ، VisANT ، FPPI ، HAPPI، PIP،      DIP،
POINeT و IntAct نام برد که ما در مطالعه حاضر از سرور STRING  که 
سروری شناخته شده و معتبر می باشد بهره برده ایم )3, 7, 8(. نتایج این 
مطالعه بیوانفورماتیک، می تواند کمک و پیشنهادات  موثری را  به فهم 
بیشتر نحوه باروی و لقاح اسپرم را بنمائید. همچنین می بایست مطالعات 
بیشتری در مورد نقش GPR15 در اتصال اسپرم و تخمک صورت گرفته و 

به  طور in-vitro  نیز این امر مورد تائید قرار گیرد.
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شکل6-نمایش دوبعدی )2D( میانکنش های هیدروژنی و آبگریز میان دو پروتئین IZUMO1-GRP15 با برنامه Ligplus. پیوندهای هیدروژنی با رنگ سبز نقطه چین، 

رهمکنش های غیرپیوندی با رنگ خاکی، اتم های درگیر در برهمکنش های هیدروفوب با رنگ مشکی منشعب، اتم های کربن با رنگ مشکی، اکسیژن با رنگ قرمز، 

نیتروژن با رنگ آبی نشان داده شده اند.
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