
ISSN: 2476-6917; Modares Journal of Biotechnology. 2019;10(2):201-209

C I T A T I O N    L I N K S

Copyright© 2019, TMU Press. This open-access article is published under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial 
4.0 International License which permits Share (copy and redistribute the material in any medium or format) and Adapt (remix, transform, 
and build upon the material) under the Attribution-NonCommercial terms.

Designing and Evaluation of the Structure and Functions 
of New Immunotoxins for Ovarian Cancer in Quasi-
Physiological Conditions

[1] Principles and practice ... [2] Effect of flunixin on ovarian ... [3] Prognosis and prognostic  
... [4] Optimization of chemically ... [5] Clinical evaluation of ... [6] High shed antigen levels ... 
[7] A multicenter dose-escalation ... [8] Introduction to chemical ... [9] Immunotoxins for ... 
[10] Immunotoxin treatment ... [11] Novel immunoproteases ... [12] Crystal structure of a 
monomeric ... [13] Amyloid formation by globular ... [14] Risk analysis of the thermal ... [15] 
Platelet-derived growth factor ... [16] Specific carcinoembryonic ... [17] Multiple roles of 
mucins ... [18] Evaluation of Cell-Penetrating ... [19] Proteomic analysis of post- ... [20] p62/
SQSTM1 forms ... [21] Mechanisms of nutrient ... [22] Optimization of tether ... [23] Peptide 
stability in drug ... [24] Nanocarriers as an emerging ... [25] A web server and mobile ... [26] 
Automatic prediction of ... [27] How amino-acid insertions ... [28] Tissue-based map of ... 
[29] STRING v10: Protein ... [30] Prediction of post-translational ... [31] Chromosome-wise 
... [32] SWISS-MODEL: Modelling ... [33] The I-TASSER suite: Protein ... [34] Molecular 
characterization ... [35] An investigation ... [36] Structure validation by ... [37] Verification of 
protein ... [38] Functional analysis and ... [39] GROMACS: High performance ... [40] SVMTriP: 
A method to predict ... [41] How good is automated ... [42] PatchDock and SymmDock ... [43] 
The HADDOCK2.2 web server ... [44] Investigation of the complex ... [45] A novel recombinant 
... [46] Immunotherapy for ... [47] Search for the standard ... [48] ERBB receptors and cancer 
... [49]Recombinant toxins ... [50] Phase I trial of ... [51] Phase I trial of ... [52] Distinct 
evolution of the ... [53] Structure, chromosomal ... [54] The melanoma-associated ... [55] 
Cancer testis antigens ... [56] Tripartite-motif proteins ... [57]  TRIM67 protein negatively ... 
[58] A novel TRIM family ... [59] Manual for the production ... [60] Mesospheric hydrogen ... 
[61] Ribosome-inactivating ... [62] Phase II trial of denileukin ... [63] Recombinant 
immunotoxins ... [64] Protein engineering of ... [65] STAMP 6.0 structural ... [66] Interactions 
of different ... [67] Membranes serve as ... [68] GATA2 is required for ... [69] Expression 
profiling of ... [70] Molecular modeling and ... [71] Studies of the nonlinear problems ... [72] 
MDSA-an interactive analysis ... [73] Development and current ... [74] Molecular docking 
studies ... [75] Architecture of P2Y ... [76] Defining the nucleotide ... [77] Structure of an 
antibody ... [78] Characterization of Zaire ...

Immunotoxins, as a critical approach for cancer therapy, have ability to induction death 
in cancerous cells based on specific ligands for targeting cancer-specific antigens and toxin 
domains in its context. Bearing in mind, discovery the cancer-specific antigens, as well as 
immunotoxin characterization for modeling based on linkers application, is a critical step for 
drugs design, which is considered in this study for ovarian cancer based on in-silico biology. 
The results of this study, led to the detection of 29 antigens with expression capacity on the 
surface of ovarian cancer cells, with the highest and specific expression associated with MAGE4 
and CA125 antigens. Moreover, the 3D structure of MAGE4 was performed, and the pattern of 
its expression was determined to rely on HLA proteins. On the other hand, among connecting 
proteins to this antigen TRIM69 selected as the most effective ligand. Subsequently, the 
assembling between the domain of Corynebacterium diphtheria and this ligand with (GGGGS) 
3 linker in 5 positions led to the creation of 50 models, with different quality and structure. 
However, among these models, S4 drug showed the best structure and function including 
binding affinity and immunogenicity after simulation in physiological condition. Generally, 
this result led to present the MAGE4 as a suitable candidate for immunotoxin development 
for ovarian cancer, as well as an effective immunotoxin which should be considered in an 
experimental condition.
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  چکيده
نی های سرطا گذاری هوشمند و القای مرگ سلول ها با قابلیت هدف ایمنوتوکسین

ژن و بخش توکسینی راهکاری  مبتنی بر حضور لیگاند اختصاصی مرتبط با آنتی
های  ژن های سرطانی هستند. بنابراین آشکارسازی آنتی اساسی در درمان بیماری
دهنده این نوع از داروها و  های سرطانی و اجزای تشکیل اختصاصی سطح سلول

اسی در طراحی این نوع از بندی آنها مبتنی بر لینکرهای پپتیدی گام اس سرهم
داروها است که در این تحقیق مبتنی بر علم محاسبات در ارتباط با سرطان 
تخمدان در دستور کار قرار گرفته است. نتایج حاصل از این تحقیق در گام 

های  ژن با قابلیت بیان در سطح سلول آنتی ۲۹نخست، منجر به آشکارسازی 
های  ژن ترین بیان در ارتباط با آنتی صیسرطانی تخمدان با بیشترین و اختصا MAGE4  وCA125 ساختاری   شد. مدلMAGE4  تعیین و الگوی بیانی آن بر
تعیین شد. از سویی دیگر، بین  HLAهای  سطح غشای مبتنی بر حضور پروتئین

عنوان کارآمدترین  به TRIM69ژن  های پروتئینی قابل اتصال به این آنتی مولکول
کورینه بندی دمین توکسینی مشتق از  شد. در ادامه، سرهم لیگاندها انتخاب
حالت  ۵در  3(GGGGS)به لیگاند انتخابی با استفاده از لینکر  باکتریوم دیفتری

سازه نوترکیب با کیفیت و ساختار متفاوت شد که در  ۵۰مختلف منجر به ایجاد 
پایداری  ، بهترینS4این میان مدل ساختاری داروی پروتئینی کدشده از سازه 

ساختاری و عملکردی از دیدگاه میل اتصالی و ایمنوژنسیتی پس از قرارگیری در 
طور کلی نتایج حاصل از این تحقیق منجر به  واقعی را نشان داد. به شرایط شبه
عنوان نامزدی مناسب در اهداف داروهای   به MAGE4ژن  معرفی آنتی

ژن  نوتوکسینی موثر بر این آنتیایمنوتوکسینی موثر بر علیه تخمدان و طراحی ایم
های  با قابلیت مطلوب ساختاری و عملکردی شد که باید مورد آزمون

  آزمایشگاهی قرار گیرد.
 TRIM69و  MAGE4ژن،  ایمنوتوکسین، توکسین، لیگاند، آنتیها:  کلیدواژه
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  مقدمه
های این طیف از  بدخیمی% ۷/۱۲زنان  تناسلی دستگاه سرطان

های اندومتر،  بافت ترتیب در جامعه، با ششصد نوع متفاوت به
. در این میان، [1]شود را شامل می وولو و واژن سرویکس، تخمدان،
را به خود اختصاص  ومیر مرگ موارد بالاترین تخمدان های بدخیمی
ناچیز اصولاً  بالینی علایم علت به نوع از سرطان،. این [2]داده است
ها  . بنابراین، مانند سایر سرطان[3]شود و مرگ منتهی می به متاستاز

توجه به این نوع از بیماری در جهت تشخیص زودهنگام و درمان 
ها  ناپذیر بوده، که در این میان ایمنوتوکسین موثر آن امری اجتناب

اند. این نوع از  فمند کسب نمودهای در درمان هد جایگاه ویژه
گذاری  هایی هیبریدی با قابلیت هدف های درمانی، پروتئین ترکیب

های سرطانی مبتنی بر حضور لیگاند  هوشمند و القای مرگ سلول
های سرطانی و بخش  ژن سطح سلول اختصاصی مرتبط با آنتی

وع . در همین راستا، توسعه این ن[4]توکسینی در ساختار آنها هستند
های سرطانی  از داروها در ارتباط با سرطان تخمدان و سایر بیماری

توان به داروی ایمنوتوکسینی  صورت پذیرفته، که از جمله آنها می OVB3-PE [5]  وSS1P و [6]با قابلیت درمان سرطان تخمدان ONTAK با تاییدیه FDA یپوست یها  سلول در جهت درمان لنفوم 
. این نوع از داروهای [7]نمود اشاره غیرهوچکین و لنفوم

ژنی  سیتوتوکسیک، مبتنی بر بخش لیگاندی خود به آنتی
دنبال آن تمام  شوند و به اختصاصی سطح سلول سرطانی متصل می

. [8]دنوش ایمونوتوکسین ممکن است وارد سلول  -ژن کمپلکس آنتی
در داخل سلول اتصال بین بخش لیگاندی و توکسین شکسته، و 

بتنی بر نوع توکسین از مسیرهای متفاوت از جمله مرگ سلولی م
های مختلفی از  . ایزوفرم[9 ,8]شود سازی القا می مهار عمل پروتئین

های باکتریایی و  ها، فاکتورهای رشد و نیز توکسین بادی آنتی 
غیرباکتریایی همچون توکسین دیفتری، اگزوتوکسین سودوموناس 

، با این [10]اند کار برده شده ها به و ریسین در ساختار ایمنوتوکسین
سازی آنها در دستور کار بسیاری از مراکز  وجود توسعه و بهینه

تحقیقاتی است. در مسیر توسعه این نوع از داروها به مانند بسیاری 
، فولدینگ [11]از داروهای نوترکیب پروتئینی توجه به ایمنوژنسیتی

، [13]یزیولوژیکی، پایداری پروتئین در شرایط ف[12]و ساختار دارو
، اتصال اختصاصی به [14]مقاومت دمایی در شرایط استریلاسیون

های اختصاصی سطح  ژن ، آشکارسازی آنتی[15]سلول هدف
، تغییرات پس از [18]، نفوذ به سلول[17 ,16]های سرطانی سلول
حائز اهمیت و توجه خاص  [20]و القای مرگ سلولی [19]ترجمه
های عملی در  های مختلفی از آزمون زارشباشند. در این راستا، گ می

سازی داروهای ایمنوتوکسینی در جهت کاهش پاسخ  ارتباط با بهینه
، [22]های توکسینی و لیگاندی سازی بخش ، بهینه[21]ایمنی

نفوذپذیری و افزایش پایداری مبتنی بر جایگزینی اسیدهای 
بادی و  ارایه شده است. از سویی دیگر، لیگاندهای آنتی [23]آمینه

ها، فولات،  بادی، نانوبادی بادی نظیر مونوکلونال آنتی غیرآنتی
ها و پپتیدها در جهت اتصال  ها، کربوهیدرات ترانسفرین، ویتامین

. هرچند [24]اختصاصی بخش توکسینی به سلول توسعه یافته است
یر داروهای و سا سازی داروهای ایمنوتوکسینی توسعه و بهینه

های آزمایشگاهی صورت پذیرفته و  شنوترکیب مبتنی بر رو
ها و صرف زمان،  پذیرد، با این وجود توجه به میزان هزینه می
. [25]سازد پذیر می های نوین محاسباتی را توجیه کارگیری روش به

های رایج با  های مختلف ایمنوتوکسین بنابراین، شناخت بخش
های نوین و لیگاندهای  سازی یا معرفی توکسین هدف بهینه

های سرطانی در جهت  های سطح سلول ژن ختصاصی مرتبط با آنتیا
ای و محاسبات  طراحی این نوع از داروها مبتنی بر واکاوی داده

حائز اهمیت است که در این تحقیق در ارتباط با  [26 ,25]زیستی
  سرطان تخمدان در دستور کار قرار گرفته است.

  
  ها مواد و روش

  بعدی تار سهاستحصال توالی پروتئینی و ساخ
های سرطانی  های انتخابی مرتبط با سلول ژن توالی پروتئینی آنتی

، MUC16 ،EPCAMیا  MAGE4 ،CA125تخمدان شامل  MSLN ۸۳۳۶۷۰۷۷، ۵۸۵۳۰۸۶۹های دستیابی  با شماره ،
 NCBIاز بانک اطلاعات پروتئینی  ۱۱۶۲۴۲۶۵۴، ۲۱۸۵۰۵۶۷۰

کسین دیفتری استحصال شدند. در همین راستا توالی پروتئینی تو 
، نیز استحصال شد. از سویی دیگر، ۳۲۶۹۸۴۴۰با شماره دستیابی 

، MAGE4های  ژن های مورد نیاز شامل آنتی بعدی توالی ساختار سه
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CA125 یا MUC16 ،EPCAM ،MSLN  و توکسین دیفتری با
و  2WAO ،1IVZ-A ،4MZV.1.A ،4F3Fشماره شناسایی  1MDT  از بانک اطلاعاتPDB [27] شدند. دریافت  

  ژنی ارزیابی میزان و گستره بیان آنتی
های مرتبط با سرطان تخمدان مبتنی  ژن میزان و گستره بیان آنتی

های موجود در منابع و سنجش میزان و گستره  کردن داده بر پروفایل
ورت پذیرفت. به ص Protein Atlas (PA) (http://www.proteinatlas.org) [28]بیان آنها با استفاده از بانک اطلاعاتی 

های انتخابی در نوار ابزار مرتبط  ژن این منظور با واردنمودن نام آنتی
 در ژن آنتی بیان میزان cancer cellبا این پایگاه از منوی 

ها  ژن تعیین شد. میزان بیان آنتی سرطانی و طبیعی های سلول
ای قرار  مورد بررسی مقایسه SPSS 21آزمون پس از نرمالایزکردن با 

  گرفت.
  ها نسبت به غشای سلولی ژن واکاوی موقعیت قرارگیری آنتی

 با مرتبط انتخابی های ژن آنتی قرارگیری منظور تعیین موقعیت به
شبکه  تحت برنامه نسبت به غشای سلولی از تخمدان سرطان
در پایگاه اطلاعاتی  CCTOP حفاظتی های توالی بینی پیش ExPASY بررسی موقعیت  استفاده شد.نتیجه حاصل از این
 و غشا از سلولی، گذرنده ناحیه خارج ۳ژنی در  های آنتی توالی
  کند. را آشکار می سلولی داخل

  ژن آشکارسازی لیگاندهای اختصاصی مرتبط با آنتی
ژن  های پروتئینی قابل اتصال به آنتی منظور آشکارسازی مولکول به

تحت  های سرطانی تخمدان از وب سرور اختصاصی مرتبط با سلول
. [29]استفاده شد http://string-db.orgبا آدرس  Stringشبکه 

های اختصاصی مرتبط با  بادی در همین راستا مونوکلونال آنتی
ردیابی  PAژن انتخابی براساس مرور منابع و بانک اطلاعاتی  آنتی

ها،  ژن ژن، عدم اتصال به سایر آنتی شد. میل اتصالی لیگاند به آنتی
ترجمه و اندازه لیگاند از جمله فاکتورهای مورد تغییرات پس از 

  بررسی در انتخاب لیگاند بودند.
  ژن های قابل اتصال به آنتی ارزیابی تغییرات پس از ترجمه مولکول

با آدرس  NetPhos [31]و  NetNGlyc [30]ی  ا های داده پایگا http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc و http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos ترتیب در  به
های گلیکوزیلاسیون و فسفریلاسیون در  جهت آشکارسازی جایگاه

  طول لیگاندهای انتخابی مورد استفاده قرار گرفتند.
های  های پروتئینی و سازه سازی ساختاری توالی مدل

  ایمنوتوکسینی
مورد نیاز شامل  پروتئینی های بعدی توالی ین ساختار سهتعی
ها و نیز قطعات تشکیل دهنده ایمنوتوکسین با روش  ژن آنتی

و با  Swiss-Model [32]همولوژی مدلینگ براساس برنامه 
صورت  RCSBاستفاده از بانک اطلاعات ساختارهای پروتئینی 

 I-TASSERبرنامه تحت شبکه  ۱/۵پذیرفت. از سویی، نسخه 
پوشانی از  سازی ساختارهای پروتئینی که به لحاظ هم منظور مدل به

. علاوه بر این، [33]سطح خوبی برخوردار نبودند، استفاده شد
 9.15های ایمنوتوکسینی با نسخه  بندی سازه سازی و سرهم مدل

انجام شد. به این منظور در ابتدا قطعات  Modeller [34]برنامه 
ایمنوتوکسین به واسطه لینکر انتخابی به دهنده ساختار  تشکیل

های ساختاری قطعات  یکدیگر متصل شدند. سپس مدل
انتقال و  aligment.segدهنده ایمنوتوکسین به فایل  تشکیل

افزار پایمول صورت  صحت عمل با بازخوانی توالی هر ساختار در نرم
سازی   پذیرفت. درنهایت براساس دستور برنامه در مسیر مدل

ساختار مرتبط با هر سازه ایمنوتوکسینی آماده و مورد  ۱۰ری، ساختا

 ۱/۲ارزیابی قرار گرفتند. نمایش ساختارها با استفاده از نسخه 
  انجام شد. [35]برنامه پایمول

  شده تعیین کیفیت ساختارهای پروتئینی مدل
  

شده در مسیر آزمایش با استفاده از  تعیین کیفیت ساختارهای مدل
های آمینه  یاز موقعیت قرارگیری اسیدآشکارسازی امت

با  [36]دهنده ساختار مبتنی بر تعیین نمودار راماچاندران تشکیل
  شده صورت پذیرفت. در جهت انتخاب بهترین ساختار مدل ERRAT [37] ،VERIFY_3D [38]، و فاکتورهای RAMPAGEبرنامه 
  های ایمنوتوکسینی سازی ساختاری سازه بهینه

  

شده و نیز ارزیابی پایداری  های ایمنوتوکسینی مدل سازی سازه بهینه
افزار  فیزیولوژیک با استفاده از نرم ساختاری سازه در شرایط شبه

تحت محیط  Gromacs 1-5-4.5سازی دینامیک مولکولی  شبیه
انجام  43a1 Gromosلینوکس و با استفاده از میدان نیروی 

کردن  پس از طیهای ایمنوتوکسینی  . به این منظور سازه[39]شد
اتمسفر و در  پیکوثانیه و فشار یک۱۰۰در زمان  nptو  nvtمراحل 
نانوثانیه در ۲۰مدت  به SPC216نانومتری در محیط مائی ۱/۰باکس 
  کلوین قرار داده شدند. درجه ۳۰۰دمای 

  های ایمنوتوکسینی های عملکردی سازه ارزیابی قابلیت
سازی در  پس از بهینهشده  های ایمنوتوکسینی طراحی قابلیت سازه

شرایط فیزیولوژیک از دیدگاه تحریک پاسخ ایمنی و قابلیت اتصال 
به سلول سرطانی مورد آزمون قرار گرفتند. به این منظور آشکارسازی 

های قابل شناسایی سیستم ایمنی همورال با استفاده از  توب اپی
صورت پذیرفت. از سویی دیگر، میل  svMTriPt [40]وب سرور 

داکینگ مولکولی با   ژن مرتبط با آزمون ها به آنتی لی سازهاتصا
صورت  HADDOCK2.2 [43]و  ClusPro 2.0 [41] ،PatchDock (Bioinfo3d.cs.tau.ac.il) [42]های  برنامه

  پذیرفت.
  

  ها آماری داده  ارزیابی
 SPSS 21.0افزار  ها با نرم های آماری داده در مسیر آزمون ارزیابی

ها با کمک آزمون  این مسیر مقایسه میانگین دادهانجام شد. در 
  طرفه انجام شد. دانکن و روش آنالیز واریانس یک

  
  ها یافته

های سطحی مرتبط  ژن واکاوی و ارزیابی میزان و گستره بیانی آنتی
  با سرطان تخمدان

ژن با قابلیت بیان در سطح  آنتی ۲۹مرور منابع منجر به آشکارسازی 
های  ژن مدان شد، که از این میان آنتیهای سرطانی تخ سلول CA125 ،EPCAM ،SART3 ،MSLN ،MAB21L3  وMAGE4 

ها را آشکار نمودند (نمودار  بیشترین بیان در سطح این نوع از سلول
که در این نمودار نمایش داده شده است در این  طوری ). همان۱

 بیشترین بیان را در MUC16یا به عبارتی  CA125ژن  میان، آنتی
  ها دارد. سطح این نوع از سلول

  

  های انتخابی ژن سازی ساختارهای آنتی آشکارسازی و مدل
های هدف انتخابی سطح  ژن ساختاری آنتی جستجوی مدل

های سرطانی تخمدان با میزان بیان یا گستره بیانی بالا در  سلول
های  بانک اطلاعاتی و نیز تعیین مدل مربوطه براساس روش

های  ژن بعدی آنتی به آشکارسازی ساختار سهمحاسباتی، منجر  MSLN ،EPCAM  وMAGE4  با ساختار و کیفیت مطلوب و با
معادل با  E% و ارزش ۹۹% و ۱۰۰%، ۹۹ترتیب معادل با  همسانی به طور  ). همان۱های الگو شد (شکل  براساس توالی 2e-157و  0، 0

با ساختاری غنی از  MSLNکه در این شکل مشخص شده 
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% ۷/۹۲های آلفا کیفیت مطلوبی را در نقشه راماچاندارن با  چمارپی
% اسیدهای آمینه آن خارج ۳/۷طوری که تنها  نشان داده است، به

اند. در همین راستا کیفیت ساختاری  از محیط مجاز قرار گرفته
% در ۹/۹۹% و ۱۰۰ترتیب  به MAGE4و  EPCAMهای  ژن آنتی

  ناحیه مجاز تعیین شد.
  

های   های انتخابی در سطح سلول ژن ای میزان بیان آنتی ررسی مقایسهب) ١نمودار 
 ۰۵/۰داری  در سطح معنی سرطانی تخمدان

  
  

  
  (پ) EPCAM ،(ب) MAGE4 (الف)، MSLNی ها ژن یآنتبعدی و کیفیت  ساختار سه) ١شکل 

  های انتخابی ژن موقعیت توپولوژیکی آنتی
های سرطانی  بط با سلولهای مرت ژن تعیین موقعیت قرارگیری آنتی

تخمدان در غشای سلولی منجر به آشکارسازی موقعیت 
ژن نسبت به غشای سلولی شد  دهنده آنتی آمینه تشکیل اسیدهای
ژن  طور که در این جدول مشخص شده است، آنتی ). همان۱(جدول  MAGE4 سلولی را نمایش داده است که در مواقع  موقعیت درون

ی از آن در سطح سلول سرطانی ظاهر شدن سلول قطعات سرطانی
دارای یک  EPCAM ،MSLNهای  ژن شوند. با این وجود، آنتی می

از  ۹- ۳۱و  ۲۶۶- ۲۸۸ترتیب در موقعیت  ناحیه گذرنده از غشا به
  طول خود هستند.

  
  تخمدان یسرطان یها مرتبط با سلول یها ژن یآنتموقعیت غشایی ) ١جدول 
 سیتوپلاسمغشای پلاسمایی ولیخارج سل  (اسیدآمینه) طول  ژن آنتی

MAGE4٢٢- ٣٠    ٣١٧  
٢٨٦- ٢٩٤   -  

EPCAM٢٨٩- ٣١٤  ٢٦٦-٢٨٨  ٢٤- ٢٦٥ ٣١٤  
MSLN ٣٢-٦٣٠  ٩- ٣١  ١-٨  ٦٣٠  

  
های  ژن سازی لیگاندهای قابل اتصال به آنتی واکاوی و مدل

  انتخابی
های انتخابی منجر به  ژن های قابل اتصال به آنتی پایش مولکول

های پروتئینی با قابلیت  ای از مولکول دهآشکارسازی طیف گستر
با امتیازهای  MSLNو  MAGE4 ،EPCAMهای  ژن اتصال به آنتی

 ۱۰متفاوت و در نواحی مختلف سلولی شدند، که از این میان 
ها با امتیاز بالا  ژن مولکول قابل اتصال به هر یک از این آنتی

ن، ارزیابی نمایش داده شده است. در این میا ۲انتخاب و در جدول 
های کلیدی در انتخاب لیگاند شامل طول، موقعیت، امتیاز،  شاخص

میل اتصالی، و نیز تغییرات بعد از ترجمه گلیکوزیلاسیون و 
ترتیب بر علیه  با قابلیت اتصال اختصاصی به CLDN7و  TRIM69فسفریلاسیون محدود لیگاند، منجر به انتخاب لیگاندهای  MAGE4  وEPCAM امه مدل ساختاری آنها با کیفیت شد که در اد

  ).۲مطلوب تعیین شد (شکل 
دهنده ایمنوتوکسین موثر بر سرطان  های تشکیل بندی دمین سرهم
  تخمدان

به لیگاند  کورینه باکتریوم دیفتریاتصال دمین توکسینی مشتق از 
حالت  ۵در  3(GGGGS)با استفاده از لینکر  trim69انتخابی 

ازه نوترکیب با کیفیت و ساختار س ۵۰مختلف منجر به ایجاد 
متفاوت شد که در این میان بهترین آنها پس از ارزیابی کیفیت 

فیزیزیولوژیک قرار  سازی در شرایط شبه )، تحت شبیه۳(جدول 
طور که در این شکل نمایش داده  الف). همان -۳گرفتند (شکل 

های کیفیتی هر سازه پس از  ویژگی ۳شده است، و در جدول 
شده سازه  سازه طراحی ۵زی تعیین شده است، در میان سا شبیه

ب) بهترین کیفیت از دیدگاه ساختاری را دارد.  -۳(شکل  ۴شماره 
تایید شد  Rg در همین راستا، کیفیت این سازه براساس نمودار

  پ). -۳(شکل 

  
  MSLNو  MAGE4 ،EPCAM های ژن لیگاندهای مولکولی قابل اتصال به آنتی) ٢جدول 

MAGE4 EPCAM MSLN 
٩٧٧/٠ خارج سلولی MUC16  ٩٦٧/٠  خارج سلولی CLDN7  ٩٦٠/٠  لولیس  درون PSMD10  امتیاز  موقعیت  نام لیگاند  امتیاز  موقعیت  نام لیگاند  امتیاز  موقعیت  نام لیگاند  TRIM69  ٨٨٧/٠  خارج سلولی  GPNMB ٩١٠/٠  خارج سلولی  NDUFB5 ٩٤٨/٠ خارج سلولی  UQCRB  ٧٨٧/٠  سلولی درون  TP53 ٩٠٨/٠  سلولی درون  ZBTB43 ٩٣٤/٠ سلولی درون CTAG1B  ٧٤٩/٠  خارج سلولی  MYC ٨٨٩/٠  سلولی درون  RALA ٩١٤/٠ خارج سلولی EID3  ٧١٨/٠  سلولی درون TSPAN8 ٨٧٨/٠  خارج سلولی NDUFB9  ٩٠٦/٠  سلولی درون  NSMCE4A  ٧٠٠/٠  هسته  CCND1 ٨٧٣/٠  داخل سلولی  RNMTL1 ٩٠٢/٠ سلولی درون NSMCE1  ٦٨٢/٠  سیتوپلاسمی  NFKB1 ٨٣٢/٠  خارج سلولی  LAMTOR3 ٨٩٧/٠ سلولی درون UBC  ٦٢٠/٠  سیتوپلاسمی CDH1 ٧٣٨/٠  خارج سلولی WNT5A ٨٣٦/٠ خارج سلولی MSX1  ٥٩٧/٠  هسته  PTPRC ٧٣٠/٠  خارج سلولی  WFDC2 ٧٢٠/٠ خارج سلولی MSX2  ٥٩٧/٠  هسته  PROM1 ٧٣٠/٠  خارج سلولی  MPV17 ٦٥٥/٠ سلولی درون 
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 CLDN7 (الف) و TRIM69بعدی و کیفیت لیگاندهای  ساختار سه )٢شکل 
  (ب)

  
شده براساس  های مدل ای کیفیت بهترین سازه بررسی مقایسه )۳جدول 
، R:RAMPAGEسازی ( های پایداری پروتئین قبل و بعد از شبیه شاخص E:ERRAT ،V:Veryfi(  

  یساز هیشب بعد از  سازی قبل از شبیه
  R  E  V  R  E  V  سازه
S1 ٣٠/٤٥  ٩٩٥/٧٦  ١٠٠  ٥٩/٣٦  ٢١٦/٦٩  ٩/٩٠  
S2 ٧٢/٦١  ١٥٩/٥٥  ٩٧  ٩٧/٤٢  ١٤٦/٦٢  ٦/٨٦  
S3 ٤٤/٧٥  -   ٧/٩٧  ٢٧/٦١  ٦١١/٧٣  ٢/٩٧  
S4 ٤٧/٧٤  ٦٦/٦٦  ١/٩٨  ٦٣/٦٦  ٦٦٧/٧٦  ٥/٩٧  
S5 ٩٣/٥٩  -   ١/٩٨  ٨٠/٣٧  ٩٢٠/٦٦  ٨٩  

  

 الف

   ب

  پ
نوتوکسینی موثر بر شده ایم مدل کارتونی بهترین سازه طراحی )٣شکل 
فیزیولوژیک  های تخمدان از دیدگاه پایداری ساختاری در شرایط شبه بدخیمی

(ب)، و شعاع  RMSDسازی شده مبتنی بر نمودار  (الف)، کیفیت سازه شبیه
  ژیراسیون (پ)

  S4ایمینوتوکسینی   ارزیابی عمکرد سازه
براساس وجود  S4ارزیابی عملکرد سازه ایمنوتوکسینی 

کننده پاسخ ایمنی و میل اتصال سازه به  های تحریک توپ اپی
نمایش داده  ۴که در شکل  طور  ژن هدف صورت پذیرفت. همان آنتی

آمینواسید در  ۱۹توپی به طول  شده، در این سازه یک ناحیه اپی
قرار گرفته است. از سویی دیگر براساس اتصالات  ۲۱۲-۲۳۱موقعیت 
ازه میل اتصالی مناسبی به ب، این س - ۴شده در شکل  داده نمایش
طوری که سطح انرژی  ژن هدف نسبت به کنترل منفی دارد، به آنتی

بزرگی  MAGEژن  شده با آنتی حاصل از اتصال داروی طراحی
  کیلوژول را آشکار نمود. - ۵/۲۶
  

 الف

 ب
توپی در  موقعیت اپی الف)؛ S4 ایمنوتوکسینی  سازه عمکرد ارزیابی )٤شکل 

با  S4میل اتصالی سازه ایمنوتوکسینی  ب)، ایمنوتوکسینبعدی  ساختار سه
  MAGE4ژن  آنتی

  
  بحث

های رایج  های سرطانی و ناکارآمدی روش شیوع گسترده بیماری
درمانی و پرتودرمانی منجر به توسعه داروها و  مانند جراحی، شیمی

توان به  راهکارهای نوین درمانی شده است که از جمله آنها می
هایی  . این نوع از داروها، پروتئین[44]ا اشاره نموده ایمنوتوکسین

های سرطانی از  گیری اختصاصی سلول هوشمند هستند که با هدف
. [45]کند های سالم بدن تا حد زیادی جلوگیری می آسیب به بافت

هایی نظیر  بادی توان به حضور منوکلونال آنتی در این راستا، می
در  HER2اتصال اختصاصی به  ترازتوزوماب و پرتازوماب با قابلیت
. با این وجود، این نوع از [47 ,46]درمان سرطان پستان اشاره نمود

داروها نیز عوارض جانبی متعددی دارند و در برخی موارد مقاومت 
. بنابراین توسعه این نوع از داروها [48]اند دنبال داشته دارویی را به
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تواند راهکاری  و لیگاندهای نوین می  ژن براساس واکاوی آنتی
امیدبخش در توسعه دارو باشد، که در این تحقیق در ارتباط با 
سرطان تخمدان در دستور کار قرار گرفت. در این راستا، تاکنون 

، OVB3-PE [5] ،DT388-GM-CSF [49]هایی نظیر  ایمنوتوکسین [50]anti-Tac(Fv)-PE38  وRFB4(dsFv)-PE38 [51]  بر علیه
اند. با  یافته و به فازهای درمانی نیز رسیدهسرطان تخمدان توسعه 

تواند منجر به طراحی  این وجود، نتایج حاصل از این تحقیق می
هایی نوین در این حوزه باشد. نتایج حاصل از این  ایمنوتوکسین

های  ژن با قابلیت بیان در سطح سلول آنتی ۲۹تحقیق در گام اول 
بیشترین  CA125آنها  سرطانی تخمدان را آشکار نمود، که از میان

نیز  MUC16که با نام  CA125). ۱بیان را نشان داد (نمودار 
شود، یکی از اعضای خانواده گلیگوپروتئینی مورین است  نامیده می
. [52]ها مطرح است شدن سلول عنوان شاخص سرطانی که امروزه به

های  ژن سازی و ارزیابی موقعیت سلولی آنتی در همین راستا، مدل
و  MSLN ،EPCAMبا بیشترین بیان منجر به انتخاب  مرتبط MAGE4 های  با بیان و مدل ساختاری مناسب در سطح سلول

موقعیت  MAGE4). در این میان، ۱سرطانی تخمدان شد (شکل 
شدن در  )، که در مواقع سرطانی۱سلولی را نمایش داد (جدول  درون

قش ، نMAGE4ژنی  شوند. خانواده آنتی سطح سلول ظاهر می
  مهمی در رشد و توسعه تومور و تحول جنینی یا مراحل پیشرفته

عنوان  ها به ژن این آنتی؛ و درواقع از [53]کنند بازی میتومور 
هایی از جمله سرطان   بینی سرطان آگاهی و پیش های پیش شاخص

. در همین راستا، موقعیت این [54]شود پستان و غیره استفاده می
وسیله  سلولی بوده که به قیقات، درونهای براساس تح ژن آنتی

 MHC  رده یک یا همانHLA شدن سلول در سطح  هنگام سرطانی
سازی لیگاندهای  . علاوه بر این، واکاوی و مدل[55]شوند ظاهر می

منجر به آشکارسازی طیف های انتخابی  ژن قابل اتصال به آنتی
(جدول های پروتئینی با قابلیت اتصال شد  ای از مولکول گسترده

با قابلیت اتصال  CLDN7و  TRIM69)، که از این میان ۲
ترتیب بر علیه  بههای مطلوب عملکردی  اختصاصی و شاخص MAGE4  وEPCAM  انتخاب وTRIM69 سازی شد (شکل  مدل

۲ .(Tripartite motif containing 69  که به اختصار TRIM69 شود، پروتئینی هست با قابلیت عملکردی در نامیده می 
های  بسیاری از فرآیندهای زیستی نظیر ایمنی ذاتی، عفونت

، که دومینی با [58-56]های پیشرفته و مرگ سلولی ویروسی، سرطان
دارد. پس از آشکارسازی  MAGE4قابلیت اتصال اختصاصی به 

بندی آن با دمین مرگ  ژن هدف، سرهم دمین اتصالی به آنتی
منجر به ایجاد  3(GGGGS)توکسین دیفتری با استفاده از لینکر 

گونه که مطرح شد،  ). همان۳های مختلف شد (جدول  مدل
هایی هستند که از ترکیب  داروهای ایمنوتوکسینی فیوژن پروتئین

بخش سیتوتوکسیک با لیگاندهای اختصاصی مرتبط با 
اند. امروزه در  های سرطانی حاصل آمده های ویژه سلول ژن آنتی

های مختلف باکتریایی و  کسینساختار این نوع از داروها تو 
توان به  ترین آنها می غیرباکتریایی استفاده شده است که از مهم

 [61]و ریسین [60]سودوموناس A، اگزوتوکسین [59]توکسین دیفتری
اشاره نمود. با این وجود، در طراحی این نوع از داروها گستره 

ا در این اند، در همین راست ها به کار رفته بسیارزیادی از توکسین
تحقیق توکسین دیفتری با توجه به کاربرد گسترده آن در طراحی 

-ONTAK [62] ،DT388-GMداروهای ایمنوتوکسینی از جمله  CSF [63]  مورد استفاده قرار گرفت. از سوی دیگر، لینکر مورد
طور کلی لینکرهای  است. به 3(GGGGS)استفاده در این تحقیق 

پذیر، سخت  ها به سه دسته انعطاف نمورد استفاده در فیوژن پروتئی

. در این میان، لینکر مورد استفاده [64]شوند پذیر تقسیم می و برش
هایی  پذیر بوده است که ویژگی در این تحقیق از نوع انعطاف

. [64]دنبال دارد همچون افزایش پایداری و فولدینگ مطلوب را به
با کیفیت  مدل، ۵۰بندی منجر به دستیابی  نتایج حاصل از سرهم

 S4مطلوب ساختاری و عملکردی در ارتباط با سازه ایمنوتوکسینی 
دهنده دارو در  بندی قطعات تشکیل ). سرهم۴و  ۳های  شد (شکل

این تحقیق با استفاده از روش همولوژی مدلینگ و با استفاده از 
ی ساختار ، از سویی دیگر ارزیاب[34]افزار مدلر صورت پذیرفت نرم
انجام  RAMPAGو  ERRATهای  های تولیدشده با آزمون مدل

سازی در ارتباط با طیف  راستا با این تحقیق، مدل ). هم۲شد (شکل 
با  ۱۹۹۳از سال  GVIA iPLA2ها نظیر  ای از پروتئین گسترده

افزارها در محیط مجازی صورت پذیرفته  استفاده از این نوع نرم
های پروتئینی  یابی کیفیت مدل. همچنین ارز[67-65]است
ها  هایی مشابه در ارتباط با بسیاری از پروتئین شده با روش ساخته

و پروتئین  GPA33 [36, 68] ،TRIM69 [69] ژن یآنتاز جمله  SG2NA [70] های محاسباتی با آزمایشگاهی  مبین تطابق داده
است که در این تحقیق مورد کاربرد بود. با وجود تایید کیفیت 

نمایش داده  ۳طوری که در شکل  شده، همان های مدل اختار سازهس
واقعی با  در شرایط شبه S4شده است در این تحقیق پایداری سازه 

آزمون گرومکس صورت پذیرفت. این برنامه که براساس حرکت 
سازی  گذاری شده است، نوعی شبیه ها پایه ها و مولکول فیزیکی اتم

های یک پروتئین در یک دوره زمانی  لها و مولکو است که در آن اتم
ثابت براساس حرکت ذرات به تعامل رسیده و کیفیت آن قابل 

سازی پروتئینی  بار شبیه . در این راستا، برای اولین[71]ارزیابی است
های تریپسین پانکراس گاو  در ارتباط با مهارکننده ۱۹۹۷در سال 
سازی  له شبیهو تاکنون در مواردی گوناگون از جم [72]انجام شد
شده از  که مطرح شد داروی طراحی طوری . علاوه بر این، همان[73 ,70]در راستای این تحقیق هستند SG2NAهای پروتئین  ایزوفرم

دیدگاه عملکردی کیفیت مطلوبی را نشان داده است که این مهم در 
ژن هدف و ایمنوژنسیتی آن برآورد  ارتباط با میل اتصالی به آنتی

توان به تحقیقات بسیار  ). در همین راستا، می۴شکل شده است (
ارتباط با تطابق میل اتصالی و عملکرد مطلوب فرآیند ای در  گسترده

هایی مبین  در گزارش P2Yای به نام  با گیرنده GPR17و  ASMT-B22 [74]های  عنوان مثال میل اتصالی پروتئین اشاره نمود. به
که مطرح شد  طوری یگر، همان. از سوی د[76 ,75]صحت عملکرد است

گی سیستم ایمنی توسط این سازه در محیط مجازی با  کنند تحریک
های ایمینوژن همراه است، با این وجود این  توپ حضور اپی

ها در محدود دومین توکسینی استقرار یافته است. در این  توپ اپی
با های مرتبط   راستایی این تحقیقات با گزارش توان به هم راستا می
و  ZEBOV [78]بادی  ، منوکلونال آنتی[77]بادی آنتیتوسعه 

 IEDBو استفاده محققان از برنامه   McPC603ایمنوگلوبولین 
اشاره نمود. بنابراین نتایج حاصل از این تحقیق در ارتباط با قابلیت 

طور کلی، نتایج حاصل از این  ایمنوژنسیتی قابل استنباط است. به
هایی با قابلیت بیان بالا در سطح   ژن آنتی تحقیق منجر به معرفی

عنوان شاخص در تشخیص و هدفی در توسعه  های سرطانی به سلول
داروهای ایمنوتوکسینی برای درمان شد. در همین راستا در این 
تحقیق ایمنوتوکسینی با قابلیت عملکردی مطلوب برای درمان 

د در سرطان تخمدان در شرایط محاسباتی توسعه یافت که بای
  شرایط آزمایشگاهی مورد آزمون قرار گیرد.

  

 اتصالی های واکنش سازی شبیه عدم حاضر مطالعه های محدودیت.
 در شود می پیشنهاد بنابراین است، بوده غشا سازی شبیه نیز و

  .گیرد صورت غشا در ژن آنتی سازی شبیه آینده مطالعات
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  گیری نتیجه
 MAGE4 ژن آنتی معرفی منجر به تحقیق این از حاصل نتایج
 موثر ایمنوتوکسینی داروهای اهداف در مناسب نامزدی عنوان به

 ژن آنتی این بر موثر ایمنوتوکسینی طراحی و تخمدان سرطان علیه
 ایمنوتوکسینی سازه عملکرد وجود این با. شد واقعی شبه شرایط در

  .گیرد قرار سنجش مورد آزمایشگاهی شرایط در بایستی شده طراحی
  

اقتصاد  نویسندگان از مجموعه پژوهشی زیستقدردانی:  تشکر و
آوردن امکانات محاسباتی و فضای پژوهشی  خیام برای فراهم

  نمایند. منظور انجام این تحقیق تشکر و قدردانی می به
  موردی از سوی نویسندگان گزارش نشده است.اخلاقی:  تاییدیه

عارض منافعی گونه ت دارند هیچ نویسندگان اعلام میتعارض منافع: 
 وجود ندارد.
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