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Abstract
Introduction: Cancers are one of the most common diseases known worldwide that have many 
tissue and structural heterogeneities that make the treatment process difficult. Breast cancer is one of 
the most well-known, and many patients with it are HER2 positive. Conventional cancer treatments 
today are not effective enough in preventing death. Immunotoxins are hybrid molecules that contain 
a part of the immune system, one antibody or a binding part of the antibody, and the other part is a 
toxic part. In this study, we seek to design a new immunotoxin, including the anti-HER2 receptor, 
trastuzumab, derived from a single-strand variable fragment (scFv) that binds to a functional part of 
a spider family venom called a neurotoxin.
Methods: We examined the physicochemical properties, secondary structure and solubility of 
chimeric proteins using ProtParam, respectively. A 3D model of the hybrid protein was created using 
I-TASSER servers. Then its structure and solubility were evaluated using PROCHECK and protein-
sol. AllergenFP v.1.0 server was used to predict immunotoxin sensitivity and mRNA stability was 
assessed by RNAfold. Finally, docking between immunotoxin and HER2 was performed using the 
ClusPro server.
Results: The results of the analysis showed that the hybrid protein can be a protein with a stable 
secondary structure in solution and has a strong three-dimensional structure and also has a relatively 
stable structure mRNA and can bind to the HER2 receptor.
Conclusions: The results of the designed immunotoxin indicated a stable and soluble protein with 
the ability to bind optimally to HER2 receptors, which makes it a suitable immunotoxin candidate 
for use in the treatment of breast cancer, the assurance of which requires studies. And its study is in 
clinical phases.
keywords :Cancer, Immunotoxin, Bioinformatics, Monoclonal antibodies.
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چکیده
مقدمه: سرطان‌ها از رایج‌ترین بیماری‌های شناخته‌شده در سراسر جهان می‌باشد که دارای ناهمگنی‌های بافتی و ساختاری زیادی هستند 
که این باعث می‌شود فرایند درمان در آن‌ها با مشکل همراه باشد. سرطان سینه از معروف‌ترین آن ها است که بسیاری از بیماران مبتلا به 
آن HER2 مثبت هستند. امروزه درمان‌های رایج سرطان به اندازه کافی در مهار مرگ‌ومیر افراد مؤثر نیستند. ایمونوتوکسین ها مولکول‌های 
هیبرید هستند که حاوی یک قسمت ایمنی، که یک آنتی‌بادی یا یک قسمت اتصالی از آنتی‌بادی و قسمت دیگر آن یک بخش سمی است. 
در این مطالعه، ما به دنبال طراحی یک ایمونوتوکسین جدید، از جمله ضد گیرنده HER2، تراستوزوماب، مشتق شده از یک قطعه متغیر تک 

زنجیره‌ای )scFv( با اتصال به بخشی عملکردی از زهر خانواده عنکبوتیان بنام نوروتوکسین هستیم. 
روش کار: ما به ترتیب با استفاده از ProtParam خصوصیات فیزیکی شیمیایی، ساختار ثانویه و حلالیت پروتئین کایمریک مورد بررسی 
قرار گرفت. یک مدل سه‌بعدی )3D( با استفاده از سرورهای I-TASSER از پروتئین هیبرید ایجاد شد. سپس بررسی ساختار و حلالیت آن با 
استفاده از PROCHECK و protein-sol ارزیابی شد. از سرور AllergenFP v.1.0 برای پیش‌بینی حساسیت به ایمونوتوکسین استفاده شد 
و پایداری mRNA توسط RNAfold نیز ارزیابی شد. سرانجام داکینگ بین ایمونوتوکسین و HER2 با استفاده از سرور ClusPro صورت 

گرفت.
یافته ها: نتایج بدست آمده از تحلیل‌ها نشان داد که پروتئین هیبرید می‌تواند یک پروتئین با ساختار ثانویه پایدار در محلول باشد و دارای 

ساختار سه‌بعدی قوی است و همچنین دارای mRNA با ساختار نسبتاً پایدار بود و می‌تواند به گیرنده HER2 متصل شود.
 HER2 نتیجه‌گیری: نتایج حاصل از ایمونوتوکسین طراحی شده بیانگر یک پروتئین پایدار و محلول با توانایی اتصال مطلوب به گیرنده‌های
بود که این ویژگی‌ها آن را به عنوان یک کاندیدای ایمونوتوکسینی مناسب برای استفاده در درمان سرطان پستان تبدیل کرده است که اطمینان 

از آن‌ها نیازمند مطالعات و بررسی آن در فازهای بالینی می‌باشد.
کلیدواژه ها: سرطان ، ایمونوتوکسین، بیوانفورماتیک، انتی بادی مونوکلونال.

مقدمه
ــان  ــر جه ــناخته در سراس ــرطان‌های ش ــن س ــی از رایج‌تری یک
ــاختار  ــودن س ــوازن ب ــر نامت ــه بخاط ــت، ک ــتان اس ــرطان پس س
بافتــی و ســلولی آن، فراینــد درمان آن با مشــکلات زیــادی همراه 
اســت )1(. روش‌هــای امــروزی درمــان ســرطان ماننــد جراحــی، 
ــه  ــر ب ــزان مرگ‌ومی ــش می ــیمی‌درمانی در کاه ــی و ش پرتودرمان
ــه  ــد ک ــان می‌ده ــواهد نش ــتند )2( ش ــر نیس ــی مؤث ــدازه کاف ان

35-25% مــوارد ســرطان پســتان HER2 انســانی مثبــت اســت. 
ــال  ــیرهای انتق ــر در مس ــای درگی ــن HER2 از پروتئین‌ه پروتئی
ســیگنال اســت و عضــوی از خانــواده گیرنده‌هــای فاکتــور 
رشــد اپیدرمــال انســانی بــا حوزه‌هــای داخــل ســلولی و فعالیــت 
ــم  ــز، تنظی ــا مورفوژن ــن گیرنده‌هــا ب ــازی اســت. ای ــن کین تیروزی
ــاط هســتند )3(.  ــز ســلول‌ها در ارتب ــی رشــد ســلول و تمای طبیع
نقــش HER2 در فرآینــد ســرطان و ویژگی‌هــای آن ماننــد عــود 
ــه  ــن را ب ــن پروتئی ــی، ای ــت داروی ــتاز و مقاوم ــی، متاس بدخیم
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هدفــی بســیار جــذاب بــرای مطالعــه بــه منظــور درمــان ســرطان 
تبدیــل کــرده اســت )4(. امــروزه اســتفاده از آنتی‌بــادی مونوکلونــال 
HER2 (mAb)، (Herceptin( بــه طــور قابــل توجهــی پیامدهای 

ســرطان‌های HER2 مثبــت را بهبــود بخشــیده اســت. امــا 
مقاومــت دارویــی در بیمــاران، تــوان این‌گونــه عوامــل را محــدود 
ــرای  ــد ب ــای جدی ــه متده ــاز ب ــن رو، نی ــت )8,7(. از ای ــرده اس ک
هــدف قــرار دادن ترکیــب HER2 وجــود دارد )9(. ترکیبــات 
ایمونولوژیــک بــر مبنــای توکســین هــا )IT( از گونــه درمان‌هــای 
ــه  ــم ک ــش س ــن mAb و بخ ــه از دو پروتئی ــتند ک ــد هس هدفمن
ــدف در  ــای ه ــه بخش‌ه ــده‌اند ک ــد، تشکیل‌ش ــم متصلن ــه ه ب
ــی  ــه مکان‌های ــد را ب ــول هیبری ــدی، مولک ــب هیبری ــن ترکی ای
ــم از  ــش س ــد. بخ ــا می‌کن ــدف جابج ــلول‌های ه ــاص در س خ
منابــع مختلــف، از جملــه مشــتقات گیاهــان یــا باکتری‌هــا و زهــر 
ــن  ــروزه محققی ــد )10،11(. ام ــه می‌کنن ــف تهی ــودات مختل موج
مختلفــی بــا مطالعــه روی ســم بعضــی از عقرب‌هــا مثــل عقــرب 
Buthus martensii Karsch متوجــه شــدند کــه بخش‌هایــی 

از ایــن ســموم دارای اســتفاده هــای پزشــکی متعــددی در زمینــه 
ــود در  ــات ســمی موج ــر ترکیب ــن خاط ســرطان اســت )5،6(. بدی
ــین را  ــد ایمونوتوکس ــرکت در تولی ــیل ش ــا پتانس ــر عقرب‌ه زه
 HER2 و بــه دنبــال دیمریزاســیون mAb دارنــد. اتصــال، ســم بــه
و فسفوریلاســیون باقیمانــده تیروزیــن منجــر به شــروع آبشــارهای 
ERK/ و PI3K/AKT مختلــف ســیگنالینگ داخــل ســلولی ماننــد
ــی  ــلولی را در برخ ــرگ س ــه م ــود ک ــیرهایی می‌ش MAPK مس

ــتفاده  ــا اس ــک ب ــد )12( در بیوانفورماتی ــروع می‌کنن ــلول‌ها ش س
ــژه  ــی به‌وی ــئله بیولوژیک ــل مس ــرای ح ــف ب ــای مختل از روش‌ه
ــه حاضــر،  ــی اســتفاده می‌شــود )13(. در مطالع در ســطوح مولکول
ــرای  ــک ب ــر بیوانفورماتی ــی ب ــیلیکو مبتن ــتراتژی‌های اینس از اس
طراحــی ســازه‌های کایمریــک متشــکل از scFv و بخشــی از 
ســموم موثــر بــر عصــب زهــر بــه دســت آمــده از عقــرب بوتئــوس  
کــه از طریــق یــک اتصال‌دهنــده انعطاف‌پذیــر بــه scFv خــاص 
ــلول‌های  ــرار دادن س ــدف ق ــت ه ــود جه ــل می‌ش HER2 متص

ــه  ــس از اینک ــد. پ ــتفاده ش ــت اس ــتان HER2 مثب ــرطانی پس س
ــک  ــن کایمری ــن پروتئی ــرای ای ــه‌بعدی )3D( ب ــدل س ــک م ی
ــال آن  ــت و اتص ــداری، حلالی ــاختار، پای ــپس س ــد، س ــاخته ش س
ــتفاده از  ــا اس ــپس ب ــد و س ــد ش ــی خواه ــه HER2 پیش‌بین ب

ــود. ــی می‌ش ــیلیکو ارزیاب ــای اینس روش‌ه

روش کار
تحلیل توالی و طراحی سازه کایمریک

 trastuzumab scFv توالــی اســیدهای آمینــه نوروتوکســین و
 UniProt: ــا شــماره دسترســی ــگاه داده ncbi ب ــب از پای ــه ترتی ب
 )1n8z :PDB ID( ــن ــات پروتئی ــک اطلاع G4V3T9.1( ( و بان

بــه دســت آمــد. ابتــدا، VL و VH هرســپتین توســط لینکرهــا بــه 
هــم متصــل شــدند و scFv را تشــکیل دادنــد. پــس از آن، توالــی 
ــین  ــن نوروتوکس ــوب بی ــده مطل ــوان پیونددهن ــه‌ عن GGSGG ب

ــکان  ــک م ــن ی ــازه، همچنی ــن س ــد. در ای ــاب ش و scFv انتخ
ــن  ــیدآمینه RGRR بی ــی اس ــا توال ــن ب ــن فوری ــایی پروتئی شناس
پیونددهنــده GGSGG و بخــش نوروتوکســین طراحــی شــد 

ــکل 1(. )ش
پیش‌بینی ساختار ثانویه

ــاختار  ــرور GORV، س ــتفاده از س ــا اس ــکیل scFv، ب ــس از تش پ
ــک  ــق ی ــین از طری ــه نوروتوکس ــال ب ــد از اتص ــه scFv بع ثانوی
اتصــال کوتــاه مــورد تجزیــه و تحلیــل قــرار گرفــت و در پایــان، 

ــی محاســبه شــد. ــاختار نهای ــه در س ــاختارهای ثانوی درصــد س
خصوصیات فیزیکوشیمیایی و پیش‌بینی حلالیت

خصوصیــات فیزیکــی شــیمیایی ایمونوتوکســین بــا اســتفاده 
ــت. از  ــرار گرف ــل ق ــه و تحلی ــورد تجزی ــرور ProtParam م از س
نرم‌افــزار آنلایــن ProteinSol بــرای پیش‌بینــی حلالیــت در 
ایمونوتوکســین اســتفاده شــد کــه بــا اســتفاده از داده‌هــای تجربــی 
ــد. ــل می‌کن ــت عم ــی و حلالی ــت پیش‌بین ــی صح ــرای ارزیاب ب

پیش‌بینی، پالایش و اعتبارسنجی ساختار سوم

ــد از  ــاختار هیبری ــرای س ــه‌بعدی ب ــای س ــی مدل‌ه ــرای بررس ب
I-TASSER و Swiss model اســتفاده شــد. ایــن سیســتم عامل 

ــی  ــن و پیش‌بین ــل ســاختار پروتئی ــه و تحلی ــرای تجزی ــی ب ترکیب
ــای  ــنجی مدل‌ه ــرای اعتبارس ــپس ب ــد. س ــتفاده ش ــرد اس عملک
ــرور  ــد. س ــتفاده ش ــرورهای PROCHECK اس ــه‌بعدی از س س
ســاختار  استریوشــیمیایی  خصوصیــات  کــه   PROCHECK

ــا  ــداد باقی‌مانده‌ه ــی تع ــا بررس ــد و ب ــی می‌کنن ــن را ارزیاب پروتئی
را در مناطــق مطلــوب و مطلــوب، کیفیــت مــدل ســه‌بعدی 

بررســی شــد.
پیش‌بینی آلرژی زایی

از ابــزار AllergenFP v.1.0 بــرای پیش‌بینــی آلرژی‌زایــی بالقــوه 
ســاختار هیبرید اســتفاده شــد.

mRNA پیش‌بینی پایداری

 RNA بــرای پیش‌بینــی ســاختار Foldweb ســرور RNA از
پروتئیــن هیبریــد بــا توجــه بــه کمتریــن میــزان انــرژی اســتفاده 

شــد.
HER2 داکینگ ایمونوتوکسین و
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ــا  ــپتور HER2 ب ــد و رس ــن هیبری ــن پروتئی ــگ بی ــد داکین فراین
ــد  ــرور می‌توان ــن س ــد. ای ــام ش ــرور ClusPro انج ــتفاده از س اس

ــد. ــن بزن ــد را تخمی ــال پروتئین-لیگان اتص

یافته ها
نتایج پیش‌بینی ساختار ثانویه

از بررســی نتایــج حاصــل از ســرور GORV مشــخص شــد 

ــد و  ــر نمی‌ده ــا را تغیی ــه آن‌ه ــاختار ثانوی ــکیل scFv س ــه تش ک
ــن،  ــر ای ــی ایجــاد شــده اســت. عــاوه ب ــا ثبات ــه ب ســاختار ثانوی
ســاختار ثانویــه scFv بــا اتصــال نوروتوکســین و scFv از طریــق 
لینکرهــای کوتــاه و تشــکیل scFv+نوروتوکســین تغییــر نمی‌کنــد. 
ســاختار ثانویــه پروتئیــن کایمریــک حــاوی 8/76% مارپیــچ آلفــا، 
38/18% رشــته گســترش یافتــه و 52/03% پیــچ تصادفــی اســت 

)شــکل 1(.

GORV شکل 1: نتایج وب سرور

نتایج خصوصیات فیزیکوشیمیایی و پیش‌بینی حلالیت

ــی، pI نظــری  نتایــج حاصــل از ســرور ProtParam، وزن مولکول
و بــار خالــص بــه ترتیــب32348/81 ، 8/49 و 12+ بــود. شــاخص 
آلیفاتیــک و گراویتــی پروتئیــن کایمــر بــه ترتیــب 56/48 
ــه عنــوان یــک پروتئیــن  ــود. scFv+نوروتوکســین ب و-0/561- ب
پایــدار مشــخص شــد )شــاخص ناپایــداری 34/73، شــاخص زیــر 
40 بــه معنــای پایــدار بــودن پروتئیــن اســت( و بــر اســاس نتیجــه 
 protein-sol پیش‌بینــی میــزان حلالیــت بــر اســاس ســرور
پروتئیــن کایمریــک، نشــان داده شــد کــه یــک پروتئیــن محلــول 

ــت. ــودن در protein-sol( اس ــول ب ــاز محل )0/542=امتی
نتایج اعتبارسنجی ساختار سوم

از پروتئیــن هیبریــد توســط ســرور  چنــد مــدل ســه‌بعدی 
دارای  مــدل  و  شــد  ســاخته   Swiss model و   I-TASSER

ــان )نمــره c( انتخــاب شــد کــه  ــاز )1/92-( اطمین ــن امتی بالاتری
نمــرات C بیــن 2/60-و 1/90- بــود. مقــدار بالاتــر نمــره بیانگــر 
ــده  ــت آم ــه دس ــدل ب ــج م ــان پن ــت. در می ــر اس ــدل مطمئن‌ت م
ــالا )%74/4(  ــا منطقــه مطلــوب ب از ســرور I-TASSER، مــدل ب
 )2.24-=c-Score( و   )%92/6( کل  در  آن   )%18/2( مجــاز  و 
ــرور  ــدل توســط س ــن م ــد ای ــدران انتخــاب ش ــودار راماچان در نم
3Drefine بهبــود یافــت و منطقــه مطلــوب بــالا )76/4%( و مجــاز 

ــد  ــت مدل‌هــا بع ــت. کیفی ــر یاف )19/3%( آن در کل )95/7%( تغیی
از اصــاح توســط ســرورهای PROCHECK ارزیابــی شــد. 
ــل از  ــی حاص ــدل انتخاب ــودار Ramachandran م ــق نم از طری
ــا  ــری رزیدوه ــدل از نظــر محــل قرارگی ــن م PROCHECK، ای

ــکل 2(. ــد )ش ــخص ش ــاختارش مش در س
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                                              الف                                                                            ب

شکل 2: الف: تصویر حاصل از Swiss model ب: ارزیابی موقعیت صحیح آمینواسیدهای مدل به دست آمده از سرور I-TASSER توسط نمودار راماچاندران حاصل 
از نرم‌افزار PROCHECK می‌باشند.

نتایج پیش‌بینی آلرژی

 AllergenFP v.1.0 نتایــج حاصــل از ارزیابــی ســرور تحــت وب
نشــان داد کــه ســاختار هیبریــد scFv+Bmk بــرای بــدن انســان 

حساســیت‌زا نیســت.
mRNA نتایج پیش‌بینی پایداری

نتایــج حاصــل از ســرور تحــت وب RNAfold کــه بــه منظــور 
ــرژی  ــازی ان ــل س ــه RNA، حداق ــاختارهای ثانوی ــی س پیش‌بین
آزاد را محاســبه می‌کنــد، انــرژی آزاد گــروه ترمودینامیکــی 

ــکل3(. ــدار( )ش ــود )پای ــول ب ــر م ــری ب -79/385 کیلوکال

RNAfold توسط سرور تحت وب RNA شکل 3: ساختار ثانویه ساختار

نتایج داکینگ

پروتئیــن  و   HER2 گیرنــده  ســه‌بعدی  مختلــف  مدل‌هــای 
ــد  ــرور ClusPro تولی ــط س ــین توس ــک scFv+نوروتوکس کایمری
ــل  ــا می ــده HER2 ب ــه گیرن ــل ب ــد حاص ــن هیبری ــد. پروتئی ش
ترکیبــی و ویژگــی بــالا بــه گیرنــده HER2 متصــل شــد. یکــی از 

بهتریــن مدل‌هــای بــه تصویــر کشــیده شــده بــرای ایــن اتصــال 
ــه دیگــر مدل‌هــا کــه  ــرژی 1136/3-کــه نســبت ب ــزان ان ــا می ب
ــده  ــان داده ش ــده نش ــش داده ش ــزار Pymol نمای ــط نرم‌اف توس

اســت )شــکل4(.
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شکل 4: تصویر حاصل از داکینگ Bkm scFv+ با گیرنده HER2 توسط سرور ClusPro که توسط نرم‌افزار PYMOL تهیه شده است.

بحث
ــان  ــر جه ــناخته در سراس ــرطان‌های ش ــن س ــی از رایج‌تری یک
ــوده  ــی در ت ــر ناهمگن ــه خاط ــه ب ــت ک ــتان اس ــرطان پس س
ــادی  ــا مشــکلات زی ــان در ان ب ــد درم ــی فراین ســاختاری و بافت
ــرطان  ــه س ــا ب ــوارد مبت ــه 25-30٪ م ــت )14( ک ــراه اس هم
بــه عنــوان شــایع‌ترین  پســتان HER2 مثبــت هســتند. و 
بدخیمــی در نژادهــا و ســنین مختلــف و دومیــن علــت مرگ‌ومیــر 
ناشــی از ســرطان شــناخته می‌شــود )15(. بــر اســاس مطالعــات و 
ــی  ــای درمان ــه روش‌ه ــد ک ــخص ش ــدد، مش ــاهدات متع مش
ــزان  ــیمی‌درمانی می ــی و ش ــی، پرتودرمان ــد جراح ــول مانن معم
مرگ‌ومیــر را کاهــش نــداده اســت )16(. در میــان انــواع مختلــف 
ــر و  ــی بدت ــت پیش‌آگه ــاران HER2 مثب ــتان بیم ــرطان پس س
ــر  ــرف دیگ ــد. از ط ــان می‌دهن ــود نش ــری را از خ ــای کوتاه‌ت بق
ــان  ــته‌ای در درم ــع برجس ــیمی‌درمانی مان ــر ش ــت در براب مقاوم
ــرای  ــذاب ب ــدف ج ــک ه ــت )HER2 .)17،18 ی ــرطان اس س
اســت کــه طــی مطالعــات مختلــف  بــوده  شــیمی‌درمانی 
ــده  ــه گیرن ــادی ب ــل زی ــه تمای ــردی را ک ــای منحصربه‌ف توالی‌ه
HER2 دارنــد را در ان شناســایی کرده‌انــد )19،20( و بــا اســتفاده 

ــد  ــک پپتی ــه ی ــه ب ــا ک ــن توالی‌ه ــده ای ــاح ش ــواع اص از ان
بــردن  بیــن  از  بــه  ســیتولیتیک متصــل می‌گــردد موفــق 
ــده‌اند.  ــت ش ــت دس ــرطانی HER2 مثب ــاص س ــلول‌های خ س
بنابرایــن HER2 یــک گیرنــده بــا بیــان بیــش از حــد در ســطح 
ســلول‌های ســرطانی پســتان اســت کــه بــرای درمــان هدفمنــد 

ــن  ــه ای ــه در نتیج ــده اســت ک ــاهده ش ــود و مش انتخــاب می‌ش
 HER2 ــاران ــای بیم ــال‌ها، بق ــت س ــا گذش ــان و ب ــوع درم ن
مثبــت افزایــش یافتــه اســت )21(. اولیــن آنتی‌بــادی مونوکلونــال 
ضــد HER2 انســانی تراســتوزوماب )هرســپتین( اســت کــه تنهــا 
٪20 از بیــن بیمــاران بــا بیــان بیــش از حــد HER2 بــه 
تراســتوزوماب پاســخ می‌دهنــد. اگرچــه ایــن دارو وضعیــت 
را  متاســتاز  و  بهبــود می‌بخشــد  را  مثبــت   HER2 بیمــاران 
ــر  ــت در براب ــادی از مقاوم ــای زی ــا نمونه‌ه ــد ام ــش می‌ده کاه
تراســتوزوماب گــزارش شــده اســت )22(. امــروزه درمــان 
ــلول‌های  ــر س ــل اثربخشــی ب ــه دلی ــطه ایمونوتوکســین ب به‌واس
ــب  ــن ترکی ــه اســت. ای ــرار گرفت ــورد توجــه ق ــاد م ســرطانی زی
ســمیت خــود را از طریــق یــک قطعــه ســم پروتئینــی متصــل بــه 
آنتی‌بادی‌هــای  مثــل  خــاص  آنتی‌بادی‌هــای  از  بخشــی 
ــد )23(. منشــأ ســم مــورد اســتفاده  ــال بدســت می‌آورن مونوکلون
ــه در  ــوری ک ــادی دارد ط ــی زی ــا گوناگون ــین ه در ایمونوتوکس
ــرات  ــف پژوهشــی از اث ســال هــای گذشــته گزارش‌هــای مختل
ضــد ســرطانی ســم عقــرب نوروتوکســین در شــرایط in vitro یــا 
ــی از  ــه کــه بخش‌های ــن گون in vivo. منتشــر شــده اســت. بدی

ــم  ــلول‌های بدخی ــوز س ــث آپوپت ــین باع ــم نوروتوکس ــاره س عص
گلیومــای U251-MG در شــرایط in vitro بــه خصــوص بــا دوز 
10 میلی‌گــرم در میلی‌لیتــر می‌شــود )24( مطالعــه دیگــری 
توســط Gao و همــکاران )25( نشــان داد کــه ســم نوروتوکســین 
همچنیــن می‌توانــد بــا مهــار چرخــه ســلولی و ایجــاد آپوپتــوز، از 
ــری  ــان Jurkat و Raji جلوگی ــای انس ــلول‌های لنفوم ــد س رش
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کنــد )26( همچنیــن مشــاهده شــد کــه ترکیباتــی جــدا شــده از 
زهــر عقــرب نوروتوکســین ، دارای پتانســیل ضــد ســرطانی 
هســتند. یکــی از آن‌هــا پروتئیــن پروتئینــاز ماننــد ســرین بــه نــام 
ــا  ــه دوز ب ــته ب ــد وابس ــه می‌توان ــت ک Neurotoxin -CBP اس

شــود.  متصــل   DCF-7.31 پســتان  ســرطانی  ســلول‌های 
دیگــری BmHYA1 یــک هیالورونیــداز همگــن از عقــرب 
ــک نشــانگر  ــوان ی ــان CD44 به‌عن ــه بی نوروتوکســین اســت ک
MDA- ــتان ــرطانی پس ــلول‌های س ــلول را در رده س ــطح س س

 Buthus martensii ــر ــد )27(. از زه ــل می‌کن MB-231 تعدی

ــادی در آســیا و برخــی  Karsch و عصاره‌هــای آن دهه‌هــای زی

ــان ســرطان و درد اســتفاده می‌شــده  ــرای درم مناطــق جهــان ب
اســت. پپتیــد ضــد درد Buthus martensii، بنــام نوروتوکســین 
ــد  ــره بلن ــا زنجی ــرب ب ــای عق ــی از پپتیده ــه گروه AGAP ب

ــای  ــا 66 بقای ــی 7142Da ب ــرم مولکول ــق دارد و دارای ج تعل
اســیدآمینه اســت )28 ،29( کــه هــم اثــرات ضــد درد و هــم اثــر 
ضــد تومــوری دارد )30(. در مطالعــه حاضــر، از روش‌هــای مبتنــی 
بــر بیوانفورماتیــک بــرای طراحــی یــک کایمــر )ایمونوتوکســین( 
از  scFv خــاص HER2 مشــتق شــده  از  خــاص متشــکل 
ــین  ــم نوروتوکس ــردی س ــش عملک ــک بخ ــتوزوماب و ی تراس
موجــود در زهــر عقــرب )نوروتوکســین( جهــت اســتفاده در 
ــا  ــی م ــد. طراح ــتفاده ش ــتان اس ــرطان پس ــاران س ــان بیم درم
ــود.  ــال 2017 ب ــکاران در س ــه Sokolova و هم ــابه مطالع مش
اختصاصــی  مونوکلونــال  آنتی‌بــادی   scFv قطعــه  از  آن‌هــا 
HER2 »تراســتوزوماب« و PE40 که بخشــی از اکسیدوتوکســین 

ســودوموناس A)PE( اســت بــرای ســاخت یــک ترکیــب هیبریــد 
ســمی اســتفاده کــرده بودنــد و همچنیــن مطالعــه مــا شــبیه کار 
Vafadar و همــکاران در ســال 2019 اســت کــه آن‌هــا از قطعــه 

Cj-( و   HER2 اختصاصــی  مونوکلونــال  آنتی‌بــادی   scFv
CdtB( کــه بخشــی ســمی از توکســین کمپیلوباکترژژونــی اســت 

و بــرای ســاخت یــک کایمــر ســمی اســتفاده کــرده بودنــد اســت. 
ــد در  ــک ایمونوتوکســین هــای کارآم ــن پروتئین‌هــای کایمری ای
برابــر ســلول‌های ســرطانی پســتان بــا HER2 مثبــت در شــرایط 
in vitro و in vivo بودنــد کــه نتایــج کار آن‌هــا پتانســیل ضــد 

ســرطانی قدرتمنــد scFv-PE40 را تأییــد کــرد. در ایــن مطالعــه 
نیــز بــا اســتفاده از VL و VH تراســتوزوماب یــک scFv ایجــاد 
ــک  ــق ی ــادی را از طری ــک آنتی‌ب ــای کوچ ــن بخش‌ه ــد و ای ش
ــل  ــت دلی ــد. در حقیق ــل گردی ــاه متص ــد کوت ــده پپتی اتصال‌دهن
اســتفاده از scFv خــواص برتــر آن از جملــه وزن مولکولــی 
ــتر در  ــی بیش ــتر و ویژگ ــال بیش ــر، اتص ــی کمت ــن، آنتی‌ژن پایی

ــد  ــط پیون ــود )VL .)31 و VH توس ــا ب ــا آنتی‌بادی‌ه ــه ب مقایس
ــم  ــه ه ــر KKKKSKKKKSKKKKS ب ــده انعطاف‌پذی دهن
ــد. )32(. ســپس scFv بــه  متصــل شــد و scFv را تشــکیل دادن
قطعــه ســمی نوروتوکســین متصــل شــد )33( و بــه منظــور ایجــاد 
 GGSGG اســیدآمینه  نوروتوکســین  و   scFv بیــن  ارتبــاط 
مطلــوب  انعطاف‌پذیــر  اتصال‌دهنــده  عنــوان  بــه  آب‌گریــز 
انتخــاب شــد. ژانــگ و همــکاران دو ایمونوتوکســین بــر اســاس 
ــام  ــه ن ــیک DM1 ب ــتوزوماب scFv و داروی سیتوتوکس تراس
هــای T-SA1-HAS-DM1 و TSA2-HAS-DM1 ســاخته‌اند. 
T-SA1-HAS-DM1 فعالیــت ضــد تومــوری بالقــوه‌ای را نشــان 

طراحــی  شــد.  اســتفاده  زنوگرافــت  مدل‌هــای  در  و  داد 
T-SA1- .بــود T-SA1-HSA ایمونوتوکســین مــا تقریبــاً مشــابه

HAS شــامل VL و VH تراســتوزوماب بــود کــه بــا هــم توســط 

لینــک دهنــده GGGGSGGGGSGGGGS. بــه همدیگــر 
متصــل شــده‌اند و اتصال‌دهنــده بیــن scFv و HSA نیــز توالــی 
یــک  همکارانــش  و   Goleij اخیــراً   .)34( بــود   GGSGG

 VL بــود کــه scFv ایمونوتوکســین طراحــی کردنــد کــه حــاوی
ــه  ــر GGGGSGGGGSGGGGS ب و VH در آن توســط لینک
هــم متصــل شــده بودنــد کــه ایــن scFv پایــدار بــود و توانســت 
بــه طــور مؤثــر بــه HER2 متصــل شــود )35(. نتایــج حاصــل از 
آنالیــز scFv مــا نیــز بیانگــر پایــداری آن بــود و اتصــال 
ــان داد.  ــود نش ــی از خ ــال مطلوب ــین و HER2 اتص ایمونوتوکس
ــتگی  ــز بس ــیتوز موفقیت‌آمی ــه اندوس ــین ب ــی ایمونوتوکس کارای
ــازی  ــی س ــده و داخل ــل گیرن ــاس scFv و تعام ــر اس ــه ب دارد ک
ایمونوتوکســین متصــل بــه گیرنــده اســت )36(. کمپلکــس 
ایمونوتوکســین-HER2 از طریــق اندوســیتوز بــا واســطه گیرنــده 
ــدوزوم  ــی ســازی مجموعــه در ان ــی می‌شــود. پــس از داخل داخل
ــود و  ــت می‌ش ــاء بازیاف ــرانجام HER2 در غش ــه، س ــای اولی ه
ــد بــه گلــژی )37( بــرود. توســط فوریــن  ایمونوتوکســین می‌توان
ــه  ــژی جداســازی ســم انجــام می‌شــود و ب ــاز سیســتم گل پروتئ
شــبکه آندوپلاســمی )ER( و در نهایــت بــه هســته منتقــل 
ــا  ــق ب ــه آســیب DNA می‌شــود )38(. مطاب می‌شــود و منجــر ب
ایــن مســیر و بــر اســاس ایــن واقعیــت کــه فوریــن در مجموعــه 
گلــژی بــه عنــوان پروتئــاز بــرای تجزیــه پروتئیــن عمــل 
می‌کنــد یــک ســایت شناســایی پروتئیــن فوریــن )توالــی 
 HSA و   GGSGG اتصال‌دهنــده  بیــن   )RGRR اســیدآمینه 
ــن  ــی پروتئی ــه وقت ــت ک ــده اس ــی ش ــد. پیش‌بین ــرار داده ش ق
ــن  ــود فوری ــژی می‌ش ــین وارد گل ــک scFv+نوروتوکس کایمری
ایــن ســایت را تشــخیص داده و پیونــد دهنــده پپتیــد را می‌شــکند 
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کــه ایــن منجــر بــه جداســازی scFv و نوروتوکســین می‌شــود و 
ــته  ــه هس ــی ب ــد به‌تنهای ــین می‌توان ــدن نوروتوکس ــدا ش ــا ج ب
ــر  ــای ب ــین ه ــکاران ایمونوتوکس ــد )Weldon .)39 و هم برس
اســاس ســودوموناس اگزوتوکســین A طراحــی کردنــد کــه 
حــاوی ســایت هــای بــرش فوریــن بودنــد. نتایــج مطالعــه آن‌هــا 
نشــان داد کــه محــل تجزیــه فوریــن بــرای فعــال شــدن ســم در 
دســتگاه گلــژی ضــروری اســت )47(. در مطالعــه حاضــر ابتــدا از 
 scFv بــرای پیش‌بینــی ســاختارهای ثانویــه GORV ســرور وب
ــا پیش‌بینــی  و scFv+نوروتوکســین اســتفاده شــد. ایــن ســرور ب
ــر شــرایط و ســاختار اســیدهای آمینــه  تأثیــر اســیدهای آمینــه ب
مجــاور، ســاختارهای ثانویــه احتمالــی پروتئین‌هــا را تخمیــن زده 
شــد کــه از مقایســه بیــن ســاختارهای ثانویــه scFv و پروتئیــن 
همجوشــی وقتــی نوروتوکســین از طریــق اتصال‌دهنده‌هــای 
کوتــاه بــه scFv متصــل می‌شــود هیــچ تغییــری در ســاختارهای 
ثانویــه آن‌هــا نشــان نــداد. از تجزیه‌وتحلیــل ویژگی‌هــای 
فیزیکوشــیمیایی، شــاخص بی‌ثباتــی پروتئیــن همجوشــی 36.58 
ــین  ــن scFv+نوروتوکس ــداری پروتئی ــان‌دهنده پای ــه نش ــود ک ب
بــود. شــاخص آلیفاتیــک بــالای آن نیــز بــا پایــداری پروتئیــن در 
از وب ســرور  از دمــا مرتبــط اســت )40(.  طیــف وســیعی 
I-TASSER و SWISSMODEL بــرای ایجــاد مــدل ســه 

 I-TASSE ــین در ــب scFv+نوروتوکس ــن نوترکی ــدی پروتئی ‌بع
بــر اســاس نمــره c اســتفاده شــد. نمــره C معمــولًا در محــدوده 
ــان  ــودن بیشــتر نشــان‌دهنده اطمین ــت ب ــا 2+ اســت و مثب 5- ت
ــن  ــا بالاتری ــدل ب ــه م ــت )41( ک ــس اس ــدل و بالعک ــتر م بیش
ــس از  ــل بیشــتر انتخــاب شــد. پ ــه و تحلی ــرای تجزی نمــره c ب
ــا  ــده ب ــاح ش ــای اص ــی مدل‌ه ــدل، ارزیاب ــاختار م ــاح س اص
اســتفاده از PROCHECK انجــام شــد. نتایــج طــرح راماچاندران 
نشــان‌دهنده پایــداری مــدل بــود. زیــرا بیشــتر رزیدوهــا در 
مناطــق مطلــوب قــرار داشــتند و بــا اصــاح مــدل حتــی، میــزان 
مطلوبیــت افزایــش یافــت کــه ایــن نشــان می‌دهــد کــه 
مدل‌هــا در زاویــه پیونــد و محــل اســیدهای آمینــه بهبــود یافتــه 
اســت و ایــن نتایــج توســط PROCHECK تأییــد شــدند. 
ــرژی  ــه mRNA نیــز نشــان داد کــه ان پیش‌بینــی ســاختار ثانوی
ترکیــب    -385/79 ترمودینامیکــی  پیچیــده  آزاد 

scFv+نوروتوکســین کیلوکالــری در مــول بــود کــه ایــن نشــان 

ــت. از  ــدار اس ــک پای ــن کایمری ــه mRNA پروتئی ــد ک می‌ده
ــه  ــت ک ــین اس ــاوی نوروتوکس ــک ح ــازه کایمری ــه س ــا ک آنج
بخشــی ســمی اســت ممکــن اســت بــه عنــوان آلــرژن در بــدن 
ــرور  ــل از س ــج حاص ــه نتای ــد )42( ک ــل کن ــان عم ــرای انس ب
AllergenFP v.1.0 حاکــی از آلــرژی‌زا نبــودن ترکیــب داشــت. 

 scFv ــا ــه آی ــی اینک ــرای بررس ــد ب ــده/ لیگان ــگ گیرن از داکین
ــه  ــت اتصــال خــود را ب ــد ظرفی مشــتق از تراســتوزوماب می‌توان
ــلول‌های  ــه س ــد و Neurotoxin را ب ــظ کن ــده HER2 حف گیرن
ســرطانی پســتان HER2 مثبــت منتقــل کنــد اســتفاده شــد کــه 
کایمریــک  پروتئیــن  کــه  داد  نشــان   CLUSPRO نتایــج 
بــا   HER2 بــه گیرنده‌هــای scFv+نوروتوکســین می‌توانــد 

میل و ویژگی مطلوبی متصل شود.

نتیجه‌گیری
ــد کــه  ــه نشــان دادن ــن مطالع ــج حاصــل از ای ــی نتای به‌طــور کل
ــد  ــن هیبری ــک پروتئی ــد ی ــین می‌توان ــب scFv+نوروتوکس ترکی
ــش  ــرای افزای ــب ب ــل مناس ــا می ــیت‌زا ب ــر حساس ــدار و غی پای
گیرنده‌هــای HER2 در ســلول‌های ســرطانی پســتان باشــد. 
بنابرایــن، ســاختار ایمونوتوکســین ایجــاد شــده را می‌تــوان یــک 
ــیر  ــتفاده در مس ــت اس ــین در جه ــد ایمونوتوکس ــدای جدی کاندی
ــه  ــت ک ــر گرف ــت در نظ ــتان HER2 مثب ــرطان پس ــان س درم
اثبــات ایــن عملکــرد نیازمنــد ازمایــش هــا و فرایندهــای دقیــق 

ــد. ــی می‌باش بالین

سپاسگزاری 
نویسندگان مقاله بــــر خــــود لازم میدانــــد از همــکاری اساتید 
گــروه بیوشــیمی دانشــکده دامپزشــکی دانشــگاه شــهید چمــران 

اهواز قدردانــــی کنـنـد.

تضاد منافع 
هیـــچ گونـــه تعارضـــ  منافعــی از طـــرف نویســـندگان در مــورد 

مقالــه مذکورگـــزارش نشـــده اســـت.
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