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۱. مقدمه
ــا اهــداف درمانــی و تشــخیصی  اســتفاده از پروتئین هــا و پپتیدهــا ب
بــرای انــواع ســرطان ها، اختــلالات متابولیــک، بیماری هــای عصبــی یــا 
عفونــی بــه طــور روز افزونــی در حــال افزایــش اســت. در حــال حاضــر، 
ــت  ــتم های کش ــتفاده از سیس ــا اس ــاً ب ــی عمدت ــای داروی پروتئین ه
ســلولی پســتانداران، مخمرهــا یــا باکتری هــا و گیاهــان تولیــد می شــوند 
کــه بایــد اســتخراج و خالص ســازی شــوند. ایــن پروتئین هــا عــلاوه بــر 
مانــدگاری کوتــاه، نیازمنــد فرآیندهــای پرهزینــه و پیچیــده نگهــداری و 

حفــظ زنجیــره ســرد در طــی حمــل  و نقــل هســتند (1, 2).
ــوع  ــا) ن ــده (دارپین ه ــی ش ــی طراح ــرار آنکرین ــای تک پروتئین ه
نســبتاً جدیــدی از کاوشــگرهای هدفمنــد بــا کاربردهــای تشــخیصی و 
درمانــی هســتند کــه حساســیت بالایــی را در آزمایشــات بالینــی بــرای 
ــد  ــان داده ان ــی نش ــداف مولکول ــدی از اه ــرداری رادیونوکلئی تصویرب
ــک،  ــده کوچ ــی ش ــت مهندس ــای داربس ــا از پروتئین ه (3). دارپین ه
ــر  ــا برت ــر ی ــی براب ــا ویژگی های ــالا و ب ــی ب ــداری ترمودینامیک ــا پای ب
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چکیده 
مقدمــه: پروتئین هــای تکــرار آنکرینــی طراحــی شــده )دارپین هــا( پروتئین هــای داربســت غیرایمونوگلوبولینــی نســبتاً کوچــک و بــا تمایــل 
بــالا نســبت بــه اهــداف اختصاصــی خــود هســتند. دارپیــن G3 یــک نــوع دارپیــن طراحــی شــده بــرای اتصــال بــه پروتئیــن گیرنــده تیروزیــن 

کینــاز HER2 )گیرنــده 2 فاکتــور رشــد اپیدرمــی انســان( اســت.
اهــداف: در ایــن مطالعــه، بــا اســتفاده از آنالیزهــای in silico و ایجــاد تغییــرات آمینواســیدی در توالــی تکرارهای ســرپوش دار انتهــای آمینی 
و کربوکســیلی دارپیــن G3، نســخه های دمــا پایــدار از ایــن پروتئیــن دارویــی طراحــی و تغییــرات ســاختاری و پایــداری دینامیکــی آن هــا در 

مقایســه بــا نســخه اصلــی دارپیــن G3 بــا اســتفاده از ابزارهــای بیوانفورماتیکــی بررســی شــد.
روش بررســی: ســاختار اولیــه و ثانویــه دارپین هــای G3 بــاز طراحــی شــده بــه روش محاســباتی و بــا اســتفاده از ابزارهــای بیوانفورماتیکــی 
بررســی و ویژگی هــای اساســی آن هــا پیش بینــی شــد. مــدل ســه بعدی پروتئین هــای بــاز طراحــی شــده توســط Robetta ایجــاد و 
شبیه ســازی دینامیــک مولکولــی توســط گرومکــس بــرای 50 نانوثانیــه انجــام شــد. داکینــگ مولکولــی بیــن پروتئین هــای بــاز طراحــی شــده و 

دمیــن خــارج ســلولی گیرنــده HER2 توســط ســرور ZDOCK  انجــام و برهمکنش هــای آمینواســیدی توســط LigPlot بررســی شــد.
ــا  ــده دم ــی ش ــاز طراح ــای G3 ب ــه دارپین ه ــان داد ک ــل نش ــاختارهای حاص ــرای س ــی ب ــک مولکول ــازی دینامی ــج شبیه س ــا:  نتای یافته ه
پایــدار در دمــای 350 کلویــن در مقایســه بــا نســخه اصلــی دارپیــن G3 پایــداری بالاتــری دارنــد. نتایــج داکینــگ مولکولی تأیید کننــده اتصــال 
دارپین هــای G3 دمــا پایــدار بــه گیرنــده HER2 بــا انــرژی اتصــال قابــل مقایســه بــا نســخه اصلــی دارپیــن G3 بــود. تغییــرات آمینواســیدی در 
تکرارهــای ســرپوش دار انتهــای آمینــی و کربوکســیلی دارپیــن G3 منجــر بــه افزایــش 16 تــا 35 درجــه ســانتی گرادی دمــای ذوب ایــن پروتئیــن 

و در نتیجــه افزایــش پایــداری ترمودینامیکــی آن در مقایســه بــا نســخه اصلــی دارپیــن G3 می شــود. 
ــه مانــدگاری بلنــد مــدت و پایــداری ایــن پروتئین هــا در دماهــای  نتیجه گیــری: طراحــی و تولیــد پروتئین هــای دمــا پایــدار، منجــر ب
ــالا برطــرف و مدیریــت تجویــز و حمــل و نقــل ایــن پروتئین هــا  ــا هزینــه ب ــه نگهــداری در زنجیــره ســرد ب ــالا شــده و در نتیجــه نیــاز ب ب
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نســبت بــه پروتئین هــای مبتنــی بــر ایمونوگلوبولین هــا هســتند 
ــل و  ــا تمای ــدف ب ــی ژن ه ــه آنت ــال ب ــه اتص ــادر ب ــا ق (4, 5). دارپین ه
ــژه  ــه طــور وی ــا ب ــر خــلاف آنتی بادی ه ــا ب ــوده، ام ــالا ب اختصاصیــت ب
ــرای هدف گیــری پروتئین هــای درون ســلولی مناســب هســتند، چــرا  ب
کــه فاقــد سیســتئین بــوده و موجــب اتصــال عملکــردی در برابــر اهداف 
ــای  ــوان مولکول ه ــه عن ــا ب ــوند (6, 7). دارپین ه ــلولی می ش درون س
آداپتــور داخــل ســلولی طیــف گســترده ای از وظایــف بیولوژیکــی را ایفــا 

 .(9  ,8) می کننــد 
ــرار و  ــا شــش تک ــار ت ــب شــامل چه ــن اغل ــرار آنکری ــای تک دمین ه
بــا وزن مولکولــی 14 تــا 20 کیلــو دالتــون (بســته بــه تعــداد تکرارهــای 
ــا  ــه ســاختار ســلنوئیدی راســت گرد ب آنکریــن) هســتند، کــه منجــر ب
ــل دســترس  ــزرگ و قاب یــک هســته آب دوســت پیوســته و ســطحی ب
ــک  ــب ی ــن ترتی ــه ای ــود (10, 11). ب ــلال می ش ــا ح ــش ب ــرای واکن ب
شــیار در ســطح آن ایجــاد می شــود و اســید آمینه هــای متغیــر 
ــوند (12).  ــل ش ــف متص ــداف مختل ــه اه ــد ب ــطح آن می توانن در س
ــده  ــب از 33 باقی مان ــن، اغل ــتحکم آنکری ــای مس ــک از تکراره ــر ی ه
اســید آمینه ســاخته شــده اند کــه 27 باقی مانــده چارچــوب آن و 
6 باقی مانــده جایــگاه اتصــال پروتئیــن را تشــکیل می دهنــد. هــر 
تکــرار، متشــکل از یــک واحــد ســاختاری شــامل یــک پیــچ β و ســپس 
ــه  ــدون ســاختار اســت کــه ب ــه ب ــوازی α و یــک حلق دو مارپیــچ غیرم
پیــچ β تکــرار بعــدی متصــل می شــود. تکرارهــای ســرپوش دار انتهــای 
ــن  آمینــی (N-cap) و انتهــای کربوکســیلی (C-cap) در دو انتهــای ای
ــع  ــدم تجم ــح و ع ــی صحی ــرای تاخوردگ ــه ب ــد ک ــرار دارن ــول ق مولک
ــرار  ــر تک ــند (13, 14). ه ــروری می باش ــن ض ــان پروتئی ــگام بی در هن
پتانســیل اتصــال بــه هــدف را داشــته و بنابرایــن تمایــل اتصــال بالایــی 

ــود.  ــاد می ش ــدف ایج ــول ه ــن و مولک ــن دارپی بی
دارپیــن G3 یــک نــوع دارپیــن بــا وزن مولکولــی 15-14 کیلودالتــون 
بــوده و از دو تکــرار داخلــی تشــکیل شــده اســت، و تکــرار ســرپوش دار 
 HER2 بــا را  ترکیبــی  میــل  بیشــترین  آن  کربوکســیل  انتهــای 
(pmol/L 90) دارد (17- 15). همچنیــن، دارپیــن G3 دارای 4 جهــش 
در جایگاه هــای چارچــوب اســت کــه موجــب افزایــش میــل ترکیبــی آن 
نســبت بــه واریانــت دارای چارچــوب مــورد توافــق اســت (18). اگرچــه 
دارپیــن G3 و تراســتوزومب هــر دو بــه زیــر دمیــن IV از دمیــن خــارج 
ــوپ  ــال اپی ت ــن ح ــا ای ــوند، ب ــل می ش ــده HER2 متص ــلولی گیرن س
ــی  ــن معن ــه ای ــته و بســیار گسســته اســت، ب ــانی نداش ــا همپوش آن ه
ــب  ــود (15). پرتوزوم ــری نمی ش ــع اتصــال دیگ ــه اتصــال یکــی مان ک
بــه دمیــن II دامنــه خــارج ســلولی HER2 متصــل می شــود، بنابرایــن 
ــه HER2 متصــل شــود. ایــن  ــد در حضــور دارپیــن G3 نیــز ب می توان
ــرای  ــده آل ب ــرداری ای ــه یــک عامــل تصورب ــد آن را ب ویژگی هــا می توان
ارزیابــی دقیــق ســطح HER2 ســلولی در طــول و قبــل از دوره درمــان 
 G3 تبدیــل کنــد. دارپیــن HER2 بــدون تداخــل بــا درمان هــای ضــد
 ,5) P. pastoris (17)، مخمــر E. coli در سیســتم میزبــان باکتــری
19) و گیــاه توتــون (20) بــا موفقیــت تولیــد شــده اســت، و هــم اکنــون 

ــی می باشــد.  ــات بالین ــاز II مطالع در ف
در اصــل، انتهــای ســرپوش دار آمینــی و کربوکســیلی در دارپین هــا از 
 (hGABP_beta1) پروتئین متصل شــونده بــه گوانین-آدنیــن انســانی

گرفتــه شــده اســت (21). چنیــن تکرارهایــی در abicipar pegol بــه 
عنــوان اولیــن دارپیــن تأییــد شــده توســط FDA وجــود دارنــد. چندیــن 
دارپیــن دیگــر از جملــه دارپیــن G3 در مراحــل 2 یــا 3 آزمایشــات بالینی 
ــم  ــتند. علیرغ ــداری هس ــای پای ــا مولکول ه ــه دارپین ه ــتند. اگرچ هس
ــای  ــیدی تکراره ــی آمینواس ــوز توال ــا، هن ــی آن ه ــنجی بالین اعتبارس
ــده   ــازی نش ــا بهینه س ــیلی آن ه ــی و کربوکس ــای آمین ــرپوش دار انته س
آزمایش هــای  مولکولــی،  دینامیــک  شبیه ســازی  مطالعــات  اســت. 
دناتوره ســازی، مطالعات ســاختاری و آزمایشــات NMR نشــان داده اســت 
ــا  ــیلی دارپین ه ــی و کربوکس ــای آمین ــرپوش دار انته ــای س ــه تکراره ک
ــند و  ــا باش ــن پروتئین ه ــداری ای ــده پای ــل محدود کنن ــد عام می توانن
بهینه ســازی توالــی ایــن تکرارهــا می توانــد منجــر بــه افزایــش پایــداری 
ــر،  ــات اخی ــود. در مطالع ــا ش ــی آن ه ــداری دمای ــش پای ــژه، افزای به وی
محققــان توانســته اند بــا ایجــاد جهــش در اســیدهای آمینــه تکرارهــای 
ــا کربوکســیلی و جایگزینــی اســیدهای  ســرپوش دار انتهــای آمینــی و ی
ــی در دارپین هــای مــدل کــه شــامل یــک تکــرار  ــداری دمای ــه پای آمین
داخلــی و تکرارهــای ســرپوش دار انتهــای آمینــی و کربوکســیلی هســتند 

ــد (24- 22). را افزایــش دهن

۲. اهداف
ــی  ــداری دمای ــا پای ــی ب ــای داروی ــد پروتئین ه ــه تولی از آن جایی ک
ــرای  ــا ب ــن پروتئین ه ــداری ای ــدت و پای ــد م ــدگاری بلن ــرای مان ــالا ب ب
ــه  ــه اینک ــه ب ــا توج ــت، و ب ــروری اس ــق ض ــی موف ــای بالین کاربرده
 G3 تاکنــون مطالعــه ای بــرای افزایــش پایــداری ترمودینامیکــی دارپین
ــداری دمایــی  انجــام نشــده اســت هــدف از ایــن تحقیــق، افزایــش پای
ــد در  ــرات آمینواســیدی هدفمن ــا ایجــاد تغیی ــن G3 ب ــن دارپی پروتئی
توالــی  تکرارهــای ســرپوش دار انتهــای آمینــی و کربوکســیلی و بررســی 
ســاختار و پایــداری پروتئیــن بــاز طراحــی شــده بــا اســتفاده از ابزارهای 

بیوانفورماتیکــی اســت. 

۳. مواد و روش ها
3..1. طراحی دارپین دما پایدار

در ایــن مطالعــه ســه نســخه دمــا پایــدار از دارپیــن G3 طراحــی و بــا 
اســتفاده از ابزارهــای بیوانفورماتیکــی مــورد مطالعــه قــرار گرفــت. ابتــدا 
توالــی آمینواســیدی دارپیــن G3 از پایــگاه اطلاعــات پروتئینــی از ســرور 
ــی  ــب FASTA بازیاب ــا قال ــی 2JAB ب ــماره دسترس ــا ش RCBS PDB ب
 (TS DARPin G3-1) ــدار ــا پای ــن G3 دم ــخه اول دارپی ــد. در نس ش
اســیدآمینه آســپارتیک اســید در موقعیــت 17 تکــرار ســرپوش دار انتهای 
ــا اســیدآمینه لوســین جایگزیــن شــد. در نســخه دوم دارپیــن  آمینــی ب
ــی،  ــر جایگزینــی قبل ــدار (TS DARPin G3-2) عــلاوه ب ــا پای G3 دم
اســیدهای آمینــه ایزولوســین 22، متیونیــن 24، آلانیــن 25 و آســپارژین 
ــک  ــا گلوتامی ــب ب ــه ترتی ــی ب ــای آمین ــرپوش دار انته ــرار س 26 در تک
 TS) اســید، لوســین، لیزیــن و آلانیــن جایگزیــن شــدند. در نســخه ســوم
ــرار ســرپوش دار  ــور در تک ــرات مذک ــر تغیی ــلاوه ب DARPin G3-3) ع
انتهــای آمینــی، اســیدهای آمینه آلانیــن 105، ایزولوســین 108، ســرین 
109، لوســین 117، ایزولوســین 120، لوســین 124 و آســپارژین 125 در 
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تکــرار ســرپوش دار انتهــای کربوکســیلی بــه ترتیــب بــا پرولیــن، لوســین، 
ــدند. در  ــن ش ــن جایگزی ــن و آلانی ــن، آلانی ــین، والی ــن، ایزولوس آلانی
ایــن تحقیــق، تمــام تغییــرات آمینواســیدی بــر اســاس مطالعــات قبلــی 
ــت (24-  ــه اس ــورت گرفت ــدل ص ــای م ــر روی دارپین ه ــده ب ــام ش انج
ــده  ــی ش ــاز طراح ــخه های ب ــیدی نس ــی آمینواس ــی توال 22). همردیف
ــه منظــور مشــخص کــردن  ــدار و نســخه اصلــی دارپیــن G3 ب ــا پای دم
ــی، توســط ســرور Clustal Omega  نســخه 1,2,4  ــرات جایگزین تغیی

wD (25) انجــام شــد.

3..2. آنالیز ساختاری دارپین های G3 باز طراحی 
شده

ــاز  ــدار ب ــا پای ــای G3 دم ــیمیایی دارپین ه ــای فیزیکی-ش ویژگی ه
طراحــی شــده شــامل وزن مولکولــی (MW)، نقطــه ایزوالکتریــک نظری 
 GRAVY و (AI) شــاخص آلیفاتیــک ،(II) شــاخص ناپایــداری ،(pI)
ــورد  ــرور Expasy م ــزار ProtParam از س ــتفاده از اب ــا اس ــن ب پروتئی
ــه  ــرار گرفــت (26). حلالیــت و ســمیت بالقــوه پروتئین هــا ب بررســی ق
 ToxDL (27) و Protein-Sol ترتیــب بــا اســتفاده از ســرورهای آنلایــن
ــن را  ــاختار پروتئی ــمی س ــای س ــد. ToxDL دمین ه ــی ش (28) بررس
می کنــد.  پیش بینــی  ماشــین  یادگیــری  الگوریتم هــای  طریــق  از 
ســاختار دوم پروتئین هــای همجوشــی طراحــی شــده شــامل ترکیــب 
ــا اســتفاده  ــا ب ــا، کویل هــا و پیچ هــای بت ــا، صفحــات بت مارپیچ هــای آلف
ــرض  ــای ع ــد (29). پارامتره ــن ش ــرور NPS تعیی ــزار SOMPA از س اب
 ،(Coil و Helix، Sheet، Turn) ــی ــداد حالت هــای فضای خروجــی، تع
آســتانه ی تشــابه و عــرض پنجــره بــه ترتیــب بــر روی مقادیــر 70، 4، 8 

 و 17 تنظیــم شــدند.

3..3. بررسی پایداری دمایی
ــا اســتفاده از  ــاز طراحــی شــده ب پایــداری دمایــی دارپین هــای G3 ب
 DeepSTABp .(30) پیش بینــی شــد DeepSTABp ســرور آنلایــن
ــیدی  ــی آمینواس ــق و توال ــری عمی ــای یادگی ــتفاده از تکنیک ه ــا اس ب
پروتئیــن مــورد نظــر بــه عنــوان ورودی، دمــای ذوب پروتئیــن را 
پیش بینــی می کنــد. DeepSTABp قــادر بــه پیش بینــی پایــداری 
دمایــی طیــف وســیعی از پروتئین هــا اســت کــه آن را تبدیــل بــه ابــزاری 

ــد. ــزرگ می کن ــاس ب ــی در مقی ــرای پیش بین ــد ب ــد و کارآم قدرتمن

3..4. پیش بینی و اعتبارسنجی مدل سه بعدی
ســاختار ســه بعــدی پروتئین هــای بــاز طراحــی شــده بــا اســتفاده از 
ــا  ــا ب ــن مدل ه ــد (31). بهتری ــی ش ــن Robetta پیش بین ــرور آنلای س
بالاتریــن C-score انتخــاب و آنالیــز و اعتبارســنجی آن هــا بــا اســتفاده 
ــن  ــط PROCHECK (32) و تعیی ــدران توس ــلات راماچان ــیم پ از ترس
ــی توســط ERRAT (33) از ســرور SAVES نســخه  ــور کیفیــت کل فاکت
6 و تأییــد ســاختار ژئومتــری مدل هــای پیش بینــی شــده بــرای 
ــی  ــن طبیع ــک پروتئی ــوان ی ــه عن ــده ب ــی ش ــاز طراح ــای ب پروتئین ه
ــه بعدی  ــاختار س ــد. س ــام ش ــرور ProSA (34) انج ــتفاده از س ــا اس ب
 The) PyMol پروتئین هــای همجوشــی طراحــی شــده بــا اســتفاده از
 (PyMOL Molecular Graphics System; Version 2.3.2_81

ــدند. ــازی ش تصویرس

3..5. همردیفی ساختاری
ــی  ــه بعدی پیش بین ــاختارهای س ــی، س ــی های تطبیق ــرای بررس ب
ــاختار  ــدار روی س ــا پای ــده دم ــاز طراحــی ش ــای G3 ب ــده دارپین ه ش
شــباهت  نســبت  تــا  گرفــت  قــرار   G3 دارپیــن کریســتالوگرافی 
ســاختارهای مدل ســازی شــده بــا ســاختار تجربــی مــورد ارزیابــی قــرار 
ــماره  ــا ش ــن G3 ب ــه بعدی دارپی ــاختار س ــور س ــن منظ ــه ای ــرد. ب گی
 RCBS PDB 2 در پایــگاه اطلاعــات پروتئینــی از ســرورJAB دسترســی
ــده  ــی ش ــه بعدی پیش بین ــاختارهای س ــا س ــی آن ب ــی و همردیف بازیاب
ــام  ــزار PyMOL انج ــط نرم اف ــده توس ــی ش ــاز طراح ــای ب پروتئین ه

شــد.

3..6. شبیه سازی دینامیک مولکولی
شبیه ســازی دینامیــک مولکولــی بــه منظــور اصــلاح آرایــش اتم هــا، 
ــن  ــازی پروتئی ــی و متعادل س ــای جانب ــری زنجیره ه ــود جهت گی بهب
بــرای ســه سیســتم مســتقل شــامل ســه نســخه دمــا پایــدار از دارپیــن 
G3 انجــام شــد. بــرای مطالعــات دینامیــک مولکولــی از نرم افــزار 
 CHARMM27 ــروی ــدان نی ــخه 2019,2 (35) و می ــس نس گرومک
ــه 1  ــا فاصل ــی ب ــه مکعب ــک جعب ــتم در ی ــر سیس ــد. ه ــتفاده ش اس
 SPC نانومتــر از لبــه جعبــه در تمــام جهــات در محلــول آبــی بــا فرمــت
ــر مناســبی  ــا اســتفاده از مقادی ــار کلــی هــر سیســتم ب ــرار گرفــت. ب ق
 Steepest از یون هــای ســدیم و کلــر خنثــی گردیــد. از الگوریتــم
Descent بــرای بــه حداقــل رســاندن انــرژی در مراحــل اولیــه 
ــرایط  ــت ش ــازی تح ــد. شبیه س ــتفاده ش ــتم ها اس ــازی سیس آماده س
ــا حجــم و فشــار ثابــت (NVT/NPT) بــرای هــر سیســتم بــه  مــرزی و ب
ــت 1  ــار ثاب ــن و فش ــای 300 و 350 کلوی ــه در دماه ــدت 50 نانوثانی م
بــار انجــام شــد. پیکربنــدی سیســتم ها در هــر 0/2 ثانیــه ذخیره ســازی 
شــد. مســیرهای ذخیــره شــده در شبیه ســازی بــرای آنالیزهــای 
ــذر  ــا، ج ــن آلف ــرای کرب ــات (RMSD) ب ــن مربع ــذر میانگی ــراف ج انح
میانگیــن مربعــات نوســانات (RMSF) و شــعاع چرخــش (Rg) اســتفاده 
شــد. نتایــج حاصــل از شبیه ســازی توســط نرم افــزار MS Excel مــورد 

ــرار گرفــت. ــی ق ارزیاب

3..7. برهم کنش پروتئین-پروتئین
 G3 ــای ــی دارپین ه ــازی دینامیــک مولکول ــی شبیه س خروجــی نهای
ــاز طراحــی شــده دمــا پایــدار بــه عنــوان مولکــول هدف گیــر و دمیــن  ب
ــماره  ــا ش ــتوزومب ب ــه تراس ــل ب ــده HER2 متص ــلولی گیرن ــارج س خ
 RSCB 1 در پایــگاه اطلاعــات پروتئینــی از ســرورN8Z دسترســی
ــگ  ــی های داکین ــام بررس ــرای انج ــدف ب ــول ه ــوان مولک ــه عن PDB ب
مولکولــی مــورد اســتفاده قــرار گرفتنــد. بــه ایــن منظــور، ابتــدا انــرژی 
ــه  ــاختارهای س ــی س ــک مولکول ــازی دینامی ــی شبیه س ــی نهای خروج
ــتفاده از  ــا اس ــدار ب ــا پای ــای G3 دم ــده دارپین ه ــی ش ــدی پیش بین بع
ــیده و  ــل رس ــه حداق ــخه 1,16 (36) ب ــزار UCSF Chimera نس نرم اف
فرآینــد داکینــگ جســم ســخت بیــن ایــن پروتئین هــا و گیرنــده هــدف 
بــا اســتفاده از ســرور ZDOCK نســخه 3,0,2 (37) انجــام گرفــت. بــرای 
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 PRODIGY ــج داکینــگ از ســرور ــل اتصــال نتای ــرژی و تمای بررســی ان
ــرژی اتصــال  ــا منفی تریــن ان (38) اســتفاده شــد. بهتریــن ســاختارها ب
 PyMOL ــزار ــرای اتصــال توســط نرم اف ــل ب و در نتیجــه بیشــترین تمای
تصویرســازی و اســیدهای آمینــه درگیــر در برهمکنش هــای بیــن 
پروتئینــی بــا اســتفاده از نرم افــزار LigPlot نســخه 2,2,5 مــورد بررســی 

ــد. ــیم گردی ــا ترس ــدی برهم کنش ه ــودار دو بع ــت و نم ــرار گرف ق

۴. نتایج
4..1. بررسی ساختاری و فیزیکوشیمیایی 

دارپین های دما پایدار
ــای  ــیدی در تکراره ــرات آمینواس ــاد تغیی ــا ایج ــق، ب ــن تحقی در ای
ــدار  ــا پای ــخه دم ــه نس ــیلی، س ــی و کربوکس ــای آمین ــرپوش دار انته س
ــی  ــخه های طراح ــی نس ــی توال ــد. همردیف ــی ش ــن G3 طراح از دارپی
 Clustal Omega ــزار ــط نرم اف ــدار توس ــا پای ــن G3 دم ــده دارپی ش
ــای  ــت. ویژگی ه ــده اس ــان داده ش ــر 1 نش ــج در تصوی ــام و نتای انج
بــاز   G3 دارپین هــای اولیــه  ســاختار  مختلــف  فیزیکی-شــیمیایی 
 G3 ــی دارپیــن ــا نســخه اصل ــدار در مقایســه ب ــا پای طراحــی شــده دم
ــه  ــات، نقط ــن اطلاع ــاس ای ــر اس ــت. ب ــده اس ــه ش ــدول 1 ارائ در ج
ایزوالکتریــک (pI)، کــه بــرای انتخــاب و بهینه ســازی روش هــای 
ــد  ــی مفی ــادل یون ــی تب ــه کروماتوگراف ــن از جمل ــازی پروتئی خالص س
ــدود 4/8  ــدار در ح ــا پای ــای G3 دم ــام دارپین ه ــرای تم ــد، ب می باش

محاســبه شــد کــه کمــی بالاتــر از نقطــه ایزوالکتریــک محاســبه شــده 
ــه  ــدوده نقط ــن مح ــود. ای ــن G3 (4/71) ب ــی دارپی ــخه اصل ــرای نس ب
ــا  ــودن تعــداد اســیدهای آمینــه ب ایزوالکتریــک نشــان دهنــده غالــب ب
بــار منفــی در ایــن پروتئین هــا اســت. شــاخص ناپایــداری (II) تخمینــی 
می دهــد.  ارائــه  آزمایشــگاهی  شــرایط  در  پروتئین هــا  پایــداری  از 
 ProtParam شــاخص ناپایــداری کمتــر از 40 محاســبه شــده توســط
ــد (39).  ــده می باش ــی ش ــاختارهای پیش بین ــداری س ــی پای ــه معن ب
ــا  ــاز طراحــی شــده دم ــه اینکــه تمامــی دارپین هــای G3 ب ــا توجــه ب ب
ــر  ــداری کمت ــاخص ناپای ــن G3 دارای ش ــی دارپی ــخه اصل ــدار و نس پای
ــالا،  ــودن شــاخص آلیفاتیــک ب ــه دلیــل دارا ب ــوده و همچنیــن ب از 40 ب
تمــام پروتئین هــای مــورد مطالعــه در گــروه پروتئین هــای پایــدار 
طبقه بنــدی شــدند (40). بــا ایــن حــال، ایــن شــاخص در دارپین هــای 
ــن  ــود و کمتری ــن G3 ب ــی دارپی ــر از نســخه اصل ــدار کمت ــا پای G3 دم
 TS DARPin G3-3 ــه ــوط ب ــداری (3/73) مرب ــاخص ناپای ــدار ش مق
بــود. GRAVY محاســبه شــده بــرای دارپین هــای G3 بــاز طراحــی شــده 
ــد  ــان می ده ــن G3 نش ــی دارپی ــخه اصل ــن نس ــدار و همچنی ــا پای دم
ــای  ــی ویژگی ه ــج بررس ــتند. نتای ــی هس ــا قطب ــن پروتئین ه ــه ای ک
ــه طــور کلــی نشــان  فیزیکی-شــیمیایی پروتئین هــای مــورد مطالعــه ب
ــدار  دهنــده بهبــود نســبی ایــن ویژگی هــا در دارپین هــای G3 دمــا پای
ــه  ــه حلالیــت و ســمیت نشــان داد ک ــوط ب می باشــد. بررســی های مرب
ــول در  ــه صــورت محل ــده ب ــاز طراحــی ش ــای G3 ب ــام دارپین ه تم

ــتند. ــمی هس ــده و غیر س ــان ش E. coli بی

تصویر 1. همردیفی توالی نسخه اصلی دارپین G3 و سه نسخه دما پایدار از آن توسط نرم افزار Clustal omega. حروف رنگی نشان دهنده اسیدهای آمینه 
هستند. '*' نشان دهنده همانند بودن، ':' نشان دهنده جانشینی حفظ شده، '.' نشان دهنده جانشینی نیمه حفظ شده و '-' نشان دهنده فاصله می باشد.

ProtParam باز طراحی شده دما پایدار تعیین شده در سرور G3 جدول 1: خصوصیات فیزیکی و شیمیایی دارپین های

GRAVYشاخص آلیفاتیک )AI(شاخص ناپایداری )II(نقطه ایزوالکتریکوزن مولکولی )Da( پروتئین

DARPin G313285/034/718/13114/080/03

TS DARPin G1-313283/104/86/59117/200/089

TS DARPin G2-313295/104/844/59117/200/037

TS DARPin G3-3132064/843/73114/880/054
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ــرور  ــتفاده از س ــا اس ــدار ب ــا پای ــای G3 دم ــاختار دوم دارپین ه س
آنلایــن SOMPA پیش بینــی شــد و نتایــج حاصــل در تصویــر 2 و 
جــدول 2 ارائــه شــده اســت. همانطــور کــه مشــاهده می شــود، بخــش 

عمــده ای از ســاختار دارپیــن G3 از مارپیچ هــای آلفــا و کویل هــای  
ــی تشــکیل شــده اســت. تصادف

.NPS از سرور SOMPA دما پایدار با استفاده ابزار G3 دارپین های ,B ,C و D ؛G3 نسخه اصلی دارپین ،A تصویر 2. پیش بینی ساختار دوم

جدول 2: پیش بینی و آنالیز ساختار دوم دارپین های دما پایدار توسط SOPMA از سرور  

پیچ بتاکویل هاصفحات بتامارپیچ آلفاتعداد اسیدآمینه پروتئین

DARPin G312549/60 %0 %29/60 %17/60 %

TS DARPin G1-312546/40 %0 %28/80 %17/60 %

TS DARPin G2-312546/40 %0 %32 %16/80 %

TS DARPin G3-312551/20 %0 %31/20 %14/40 %

4..2. پایداری دمایی دارپین های G3 باز طراحی 
شده

ــرای درك عملکــرد  ــداری دمایــی پروتئیــن یــک پارامتــر مهــم ب پای
ــای  ــداری آنزیم ه ــود پای ــی و بهب ــای پروتئین ــن، طراحــی داروه پروتئی
مــورد اســتفاده در فرآیندهــای صنعتــی اســت. پایــداری دمایــی 
ــزار DeepSTABp و  ــتفاده از اب ــا اس ــده ب ــی ش ــاز طراح ــای ب دارپین ه
ــط  ــی شــد. راب ــوان ورودی پیش بین ــه عن ــا ب ــی آمینواســیدی آن ه توال

ــا اســتفاده از مــدل یادگیــری عمیــق نقطــه  ــر خــط DeepSTABp ب ب
نتایــج  می کنــد.  پیش بینــی  را  نظــر  مــورد  پروتئیــن   (Tm) ذوب 
پیش بینــی Tm دارپین هــای G3 بــاز طراحــی شــده در جــدول 3 
ــه شــده اســت. نتایــج نشــان می دهــد کــه تغییــرات آمینواســیدی  ارائ
 G3 در تکرارهــای ســرپوش دار انتهــای آمینــی و کربوکســیلی دارپیــن
ــه  ــا 35 درج ــزان 16 ت ــه می ــن ب ــن پروتئی ــش Tm ای ــه افزای ــر ب منج

ــت. ــده اس ــانتی گراد ش س

DeepSTABp باز طراحی شده دما پایدار پیش بینی شده با G3 دارپین های Tm :3 جدول

Tm (°C) پروتئین

DARPin G339/6

TS DARPin G1-356/2

TS DARPin G2-373/84

TS DARPin G3-375/83
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4..3. پیش بینی، تأیید و اعتبارسنجی ساختار 
سه بعدی دارپین های دما پایدار

ــط  ــده توس ــی ش ــاز طراح ــای G3 ب ــه بعدی دارپین ه ــاختار س س
Robetta، کــه الگوریتــم مبتنــی بــر یادگیــری عمیــق بــرای پیش بینــی 
ــرور  ــد. س ــی گردی ــت، پیش بین ــن  اس ــاختار پروتئی ــق س ــریع و دقی س
ــد.  ــزارش می کن ــرژی گ ــاس ان ــر اس ــی را ب ــدل نهای ــج م Robetta پن
دقــت هــر مــدل بــه صــورت کمّــی توســط C-score ارزیابــی می شــود. 

ــر  ــر بالات ــود و مقادی ــن زده می ش ــک تخمی ــا ی ــر ت ــن صف C-score بی
ــی شــده را نشــان  ــح پیش بین ــوژی صحی ــا توپول ــی ب ــب مدل از 0/5 اغل
ــن  ــه بالاتری ــی ک ــده مدل ــی ش ــای پیش بین ــان مدل ه ــد. در می می ده
C-score را داشــته باشــد بــه عنــوان بهتریــن مــدل انتخــاب می شــود. 
همردیفــی ســاختاری بهتریــن مدل هــای پیش بینــی شــده از هــر 
دارپیــن G3 بــاز طراحــی شــده (بــا C-score بیــش از 0/9) بــا ســاختار 
ــگاه  ــی 2JAB در پای ــماره دسترس ــا ش ــن G3 ب ــتالوگرافی دارپی کریس

ــر 3 نشــان داده شــده اســت. اطلاعــات پروتئینــی در تصوی

تصویر 3. همردیفی ساختاری دارپین های G3 باز طراحی شده دما پایدار با ساختار کریستالوگرافی دارپین G3 با شماره دسترسی 2JAB در پایگاه اطلاعات 
پروتئینی به ترتیب برای نسخه های اول (A)، دوم (B) و سوم (C). ساختار کریستالوگرافی به رنگ فیروزه ای و ساختارهای مدل سازی شده به رنگ صورتی نشان 

داده شده اند.

ــرای اعتبارســنجی مدل هــای پیش بینــی شــده ســه بعدی، فاکتــور  ب
ــدران ترســیم  ــلات راماچان ــی توســط ERRAT محاســبه، پ کیفیــت کل
ــت  ــق نادرس ــد. ERRAT مناط ــن ش ــط ProSA تعیی و Z-score توس
ــع  ــه توزی ــر ب ــه منج ــی ک ــه خطاهای ــه ب ــا توج ــن را ب ــاختار پروتئی س
ــز  ــح متمای ــای صحی ــایی و از توزیع ه ــود شناس ــا می ش ــی اتم ه تصادف
 ERRAT می کنــد (33). فاکتــور کلــی کیفیــت محاســبه شــده توســط
ــای  ــام دارپین ه ــرای تم ــده ب ــی ش ــوم پیش بین ــاختارهای س ــرای س ب
G3 بــاز طراحــی شــده 100 درصــد بــه دســت آمــد کــه بیانگــر کیفیــت 
ــدران،  بســیار خــوب مدل هــای پیش بینــی شــده اســت. پــلات راماچان
ــای چرخشــی پروتئیــن و  ــه زوای ــرای مطالع ــرد ب روشــی بســیار پرکارب
ــت.  ــده اس ــازی  ش ــاختار مدل س ــیمیایی س ــت استرئوش ــی کیفی ارزیاب
ــدران همــه مدل هــای پیش بینــی شــده  ــر اســاس پلات هــای راماچان ب

ــاز طراحــی شــده، بیــش از 93 درصــد اســید های  از دارپین هــای G3 ب
آمینــه در نواحــی مطلــوب و تعــداد کمــی نیــز در نواحــی مجــاز واقــع 
نواحــی  در  اســیدآمینه ای  پلات هــا،  از  هیچ  کــدام  در  و  شــده اند 
ــای  ــن، مدل ه ــر B، A 4 و C). بنابرای ــدارد (تصوی ــود ن ــاز وج غیرمج
پیش بینــی شــده از لحــاظ نــوع و مــکان قرارگیــری زوایــای موجــود در 
آن قابــل قبــول هســتند. همچنیــن، Z-score تخمین زده شــده توســط 
ــا ســه  ــرای مدل هــای پیش بینــی شــده از نســخه های یــک ت ProSA ب
ــه ترتیــب 6/38-، 6/57- و 6/68-  ــاز طراحــی  شــده ب دارپین هــای G3 ب
ــدازه ی  ــا ان ــی ب ــای طبیع ــدوده ی پروتئین ه ــه مح ــک ب ــه نزدی ــود ک ب
ــد  ــج تأیی ــن نتای ــن، ای ــر E، D 4 و F). بنابرای ــت (تصوی ــابه اس مش
ــرای  ــده ب ــی ش ــای پیش بین ــاختار مدل ه ــالای س ــت ب ــده کیفی کنن

ــد.  ــدار می باش ــا پای ــده دم ــی  ش ــاز طراح ــای G3 ب دارپین ه
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تصویر A-C .4, پلات راماچاندران به ترتیب برای نسخه های 1، 2 و 3 دارپین های G3 باز طراحی شده دما پایدار. نواحی مختلف در پلات به صورت زیر مشخص 
شده اند: ]A، B، L[: باقی مانده ها در نواحی مطلوب، ]a، b، l، p[: باقی مانده ها در نواحی مجاز، ]a~، ~b، l~، ~p[: باقی مانده ها در نواحی کمتر مجاز. نواحی 

سفیدرنگ شامل نواحی غیر مجاز می باشند. باقی مانده  گلایسین به شکل مثلث نشان داده شده  است. D-F, اعتبار سنجی ProSA و نمره ی Z به ترتیب برای 
نسخه های 1، 2 و 3 دارپین های G3 باز طراحی شده دما پایدار.

4..4. شبیه سازی دینامیک مولکولی
ــای  ــی از پارامتره ــات (RMSD) یک ــن مربع ــذر میانگی ــراف ج انح
ــه  ــان از ب ــور اطمین ــه منظ ــی ب ــک مولکول ــات دینامی ــم در مطالع مه
تعــادل رســیدن سیســتم در طــول شبیه ســازی اســت و میــزان انحــراف 
موقعیــت ذرات نســبت بــه موقعیــت اولیــه را در هــر نقطــه از زمان نشــان 
ــتم  ــداری سیس ــده پای ــان دهن ــن RMSD نش ــر پائی ــد. مقادی می ده
در طــول شبیه ســازی اســت. تصویــر 5 نمــودار RMSD را بــرای 
دارپین هــای G3 دمــا پایــدار مــدل ســازی شــده در مقایســه بــا ســاختار 
کریســتالوگرافی نســخه اصلــی دارپیــن G3 در دمــای 300 و 350 کلوین 
ــورد  ــرای دارپین هــای م ــر اســاس نمــودار RMSD ب نشــان می دهــد. ب
ــدود 10  ــد از ح ــتم ها بع ــام سیس ــن، تم ــای300 کلوی ــه در دم مطالع
نانوثانیــه بــه تعــادل رســیده و ایــن تعــادل در ادامــه شبیه ســازی حفــظ 
شــده اســت. بــا ایــن حــال، TS DARPin G3-3 بــا میانگیــن مقادیــر 
RMSD 0/14 ± 1/31 آنگســتروم پایدارتریــن ســاختار را حتــی نســبت 
 ± 0/16 RMSD ــر ــا میانگیــن مقادی ــی دارپیــن G3 (ب ــه نســخه اصل ب
 TS DARPin ــرای ــر RMSD ب ــن مقادی ــتروم) دارد. میانگی 1/33 آنگس
ــن  ــای 300 کلوی ــازی در دم G3-1 و  TS DARPin G3-2در شبیه س
ــود  ــتروم ب ــا 0/19 ± 1/73 و 0/22 ± 1/50 آنگس ــر ب ــب براب ــه ترتی ب
(تصویــر A5). در طــول 50 نانوثانیــه شبیه ســازی دینامیــک مولکولــی 

در دمــای 350 کلویــن نیــز TS DARPin G3-3 بــا میانگیــن مقادیــر 
طــول  در  نوســانات  کمتریــن  و  آنگســتروم   1/36  ±  0/19  RMSD
ــن ســاختار را داشــته و TS DARPin G3-2 و    شبیه ســازی، پایدارتری
 ± 0/28 RMSD بــه ترتیــب بــا مقادیــر میانگیــن TS DARPin G3-1
ــی  ــرار داشــتند. نســخه اصل 1/56 و 0/33 ± 1/62 در رتبه هــای بعــد ق
 0/2 RMSD ــر ــن مقادی ــا میانگی ــن ب ــای 350 کلوی ــن G3 در دم دارپی
ــن  ــازی از کمتری ــول شبیه س ــالا در ط ــانات ب ــترم و نوس ± 2/10 آنگس

.(5B ــر ــود (تصوی ــداری برخــوردار ب پای

تحــرك  میــزان   ،(RMSF) نوســانات  مربعــات  میانگیــن  جــذر 
زمــان  طــول  در  آمینواســیدها  باقی مانده هــا  انعطاف پذیــری  و 
ــان دهنده  ــالای RMSF نش ــر ب ــد. مقادی ــان می ده ــازی را نش شبیه س
ــودار  ــت. نم ــه اس ــیدهای آمین ــده اس ــالای باقی مان ــری ب انعطاف پذی
ــای  ــی در دو دم ــه شبیه ســازی دینامیــک مولکول RMSF در 50 نانوثانی
300 و 350 کلویــن در تصویــر 5 نشــان داده شــده اســت. همانطــور کــه 
ــا توجــه بــه مقادیــر کمتــر RMSF کربــن آلفــا در  مشــاهده می شــود، ب
ــدار  ــا پای ــای دم ــن دارپین ه ــخه در بی ــن نس TS DARPin G3-3, ای
ــا نســخه اصلــی دارپیــن  ســاختار پایدارتــری دارد کــه قابــل مقایســه ب

.(D و C 5 ــر ــت (تصوی G3 اس

ــده فشــردگی ســاختار پروتئیــن  شــعاع چرخــش (Rg) منعکس کنن
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اســت. بــرای تشــخیص فشــردگی ســاختار کلــی، نمــودار شــعاع 
چرخــش پروتئیــن در ســه سیســتم محاســبه و در تصویــر 5 نشــان داده 
ــی  ــدار و نســخه اصل ــا پای ــای G3 دم شــده اســت. فشــردگی دارپین ه
دارپیــن G3 در شبیه ســازی در دمــای 300 کلویــن تفــاوت قابــل 

  TS DARPinــا ایــن حــال، در دمــای 350 کلویــن ــدارد. ب توجهــی ن
G3-3 بیشــترین و نســخه اصلــی دارپیــن G3 کمترین فشــردگی را دارد 

.(F و E 5 ــر (تصوی

تصویر 5. شبیه سازي دینامیک مولکولی پروتئین های مدل سازي شده در مدت زمان 50 نانوثانیه. RMSD برای دارپین های G3 دما پایدار در دمای 300 کلوین (A); و 
350 کلوین RMSF ;(B) برای دارپین های G3 دما پایدار در دمای 300 کلوین (C); و 350 کلوین RG ;(D) برای دارپین های G3 دما پایدار در دمای 300 کلوین (E); و 

.(F) 350 کلوین

4..5. برهم کنش پروتئین-پروتئین
آنلایــن  ســرور  توســط  پروتئین-پروتئیــن  داکینــگ  محاســبات 
ــی  ــور از خروج ــن منظ ــه ای ــت. ب ــورت گرف ــخه 3,0,2 ص ZDOCK نس
نهایــی شبیه ســازی دینامیــک مولکولــی دارپین هــای G3 بــاز طراحــی 
ــده  ــد و دمیــن خــارج ســلولی گیرن ــه عنــوان لیگان ــدار ب ــا پای شــده دم
ــد،  ــتفاده ش ــده اس ــوان گیرن ــه عن ــتوزومب ب ــه تراس ــل ب HER2 متص
اتصالــی  اپی تــوپ  از  غیــر  اپی توپــی  بــه   G3 دارپیــن کــه  چــرا 
تراســتوزومب متصــل می شــود و در اتصــال بــه HER2 بــا تراســتوزومب 
رقابــت نــدارد. انــرژی آزاد گیبــس (ΔG) و ثابــت تفکیــک (Kd) بــرای 
کمپلکس هــای پروتئینــی توســط ســرور آنلایــن PRODIGY محاســبه 
و نتایــج آن در جــدول 4 خلاصــه شــده اســت. نتایــج داکینــگ مولکولی 
ــا  ــده دم ــی ش ــاز طراح ــای G3 ب ــام دارپین ه ــه تم ــد ک ــان می ده نش

ــر  ــد. ه ــرار می کنن ــلات محکمــی برق ــده HER2 تعام ــا گیرن ــدار ب پای
ــلات  ــد تعام ــان ده ــری را نش ــدد کوچکت ــر و Kd ع ــه ΔG منفی ت چ
پروتئین-پروتئیــن قوی تــر اســت (41, 42). در میــان دارپین هــای 
G3 دمــا پایــدار،TS DARPin G3-2  و TS DARPin G3-3 بــاز 
طراحــی شــده تمایــل بیشــتری نســبت بــه HER2 داشــته و اتصــالات 
ــگ  ــل از داکین ــی حاص ــای نهای ــد. مدل ه ــرار می کنن ــری برق محکم ت
توســط نرم افــزار PyMOL تصویرســازی و نمــودار دو بعــدی برهم کنــش 
 LigPlot توســط HER2 دمــا پایــدار و گیرنــده G3 بیــن دارپین هــای
 TS DARPin G3-2 ــر ــی بالات ــل ترکیب ــر 6). می ــد (تصوی ــم ش رس
و TS DARPin G3-3 نســبت بــه HER2 را می تــوان بــه تعــداد 
پیوندهــای هیدروژنــی بالاتــر آن هــا در مقایســه بــا نســخه اول دارپیــن 

ــدار نســبت داد. ــا پای G3 دم

PRODIGY محاسبه شده در سرور HER2 دما پایدار با گیرنده G3 کمپلکس دارپین های Kd و ΔG :4 جدول

ثابت تفکیک )ΔG (kcal.mol-1))M کمپلکس پروتئین-پروتئین

DARPin G3/HER2-16/49/5 × 10-13

TS DARPin G1-3/HER2-12/39/8 × 10-10

TS DARPin G2-3/ HER2-14/81/5 × 10-11

TS DARPin G3-3/ HER2-14/62/1 × 10-11
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تصویر 6. داکینگ پروتئین-پروتئین و بررسی آمینواسیدهای درگیر در تشکیل پیوندهای هیدروژنی و هیدروفوب دارپین های G3 دما پایدار (صورتی) با گیرنده 
HER2 (آبی) متصل به تراستوزومب (خاکستری).

۵. بحث
ــا را  ــه آن ه ــد ک ــردی دارن ــه ف ــر ب ــای منحص ــا ویژگی ه دارپین ه
ــد؛ از  ــی می کن ــای پروتئین ــعه داروه ــرای توس ــزدی ب ــه نام ــل ب تبدی
جملــه وزن مولکولــی کــم، حلالیــت بــالا، ســطح بیان بــالا، میــل ترکیبی 
در حــد پیکومــولار، پایــداری بــالا و پتانســیل ایجــاد دارپین هــای چنــد 
ــن  ــن پروتئی ــداری ای ــه پای ــر پای ــر شــده ب ــای ذک ــام ویژگی ه کاره. تم
داربســت اســت. بنابرایــن، افزایــش پایــداری حرارتــی همانطــور کــه در 
ــر مثبتــی  ــه شــده اســت، از جنبه هــای مختلــف تأثی ــه ارائ ــن مطالع ای
ــر دارپیــن خواهــد داشــت. در توســعه پروتئین هــای دارویــی مبتنــی ب

کــروی،  پروتئین هــای  خــلاف  بــر  تکــراری،  پروتئین هــای  در 
ــن  ــاور تعیی ــای مج ــن تکراره ــرار و بی ــک تک ــای درون ی برهمکنش ه
ــر  ــه ذک ــه ک ــند. همان گون ــاختارها می باش ــده س ــده و تثبیت کنن کنن
ــا  ــداری ب ــداری هســتند کــه ایــن پای شــد دارپین هــا پروتئین هــای پای
افزایــش تعــداد تکرارهــای داخلــی آن هــا بیشــتر می شــود. بــا ایــن حال، 
ــیلی  ــی و کربوکس ــای آمین ــرپوش دار انته ــای س ــه تکراره از آن جایی ک
بــر خــلاف تکرارهــای داخلــی فقــط یــک تکــرار داخلــی مجــاور دارنــد، 
ــرای  ــن ب ــوده و بنابرای ــوردار ب ــری برخ ــداری کمت ــتحکام و پای از اس
ــتند (43,  ــادی هس ــت زی ــا دارای اهمی ــتحکام دارپین ه ــداری و اس پای
44). بــر همیــن اســاس و بــا اســتفاده از نتایــج مطالعــات قبلــی بــر روی 
دارپین هــای مــدل، در ایــن تحقیــق اقــدام بــه طراحــی ســه نســخه دمــا 

 HER2 ــر ــن هدف گی ــک پروتئی ــوان ی ــه عن ــن G3 ب ــدار از دارپی پای
ــرداری از تومورهــای HER2 مثبــت شــد.  ــرای تصویرب ب

ــه هفــت جهــش نقطــه ای،  ــد ک ــکاران نشــان دادن ــدی و هم اینترلن
ــی  ــی قبل ــرار داخل ــا تک ــترك ب ــطح مش ــش در س ــج جه ــامل پن ش
و دو جهــش در انتهــای کربوکســیلی از تکــرار انتهــای ســرپوش دار 
 NIC ــداری دمایــی دارپیــن مــدل ــه افزایــش پای کربوکســیلی منجــر ب
(شــامل تکــرار ســرپوش دار انتهــای آمینــی اصلــی، یــک تکــرار داخلــی 
و تکــرار ســرپوش دار انتهــای کربوکســیلی تغییــر یافتــه) شــده و Tm آن 
ــه 77  حــدود 17 درجــه ســانتی گراد یعنــی از 60 درجــه ســانتی گراد ب
درجــه ســانتی گراد افزایــش یافــت (22). در تحقیقــی دیگــر کــه منجــر 
ــت،  ــده اس ــماره WO2012/069655 ش ــه ش ــراع ب ــت اخت ــه ثب ب
روتنبرگــر و همــکاران از یــک دارپیــن متصــل شــونده بــه ســرم آلبومین 
ــن  ــک پروتئی ــه در ی ــر یافت ــی تغیی ــرپوش دار آمین ــای س ــاوی انته ح
 SARS-ــف ــواع مختل ــه ان ــاری ensovibep ک ــام تج ــا ن ــه کاره ب س
ــد. تغییــرات آمینواســیدی در   CoV-2را مهــار می کنــد اســتفاده کردن
انتهــای ســرپوش دار آمینــی ایــن دارپیــن منجــر بــه افزایــش 7 درجــه 
ــداری  ــود پای ــن پروتئیــن شــد (23). بهب ــای ذوب ای ســانتی گرادی دم
ــماره 24  ــن ش ــیدآمینه متیونی ــر اس ــه تغیی ــن ب ــن دارپی ــی در ای دمای
بــه لوســین نســبت داده شــده اســت. در یــک مطالعــه اخیــر، شــیلینگ 
ــاز  ــای ب ــای in silico و آزمایش ه ــتفاده از آنالیزه ــا اس ــکاران ب و هم
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شــدن در دمــای بــالا در حالــت تعــادل، اســیدآمینه آســپارتات شــماره 
17 در تکــرار ســرپوش دار انتهــای آمینــی دارپین هــا را بــه عنــوان پاشــنه 
آشــیل ایــن پروتئین هــا بــرای افزایــش پایــداری دمایــی معرفــی کردنــد 
ــک  ــاوی ی ــدل ح ــای م ــر روی دارپین ه ــا ب ــه آن ه ــج مطالع (24). نتای
تکــرار داخلــی و تکرارهــای ســرپوش دار انتهــای آمینــی و کربوکســیلی 
ــین  ــه لوس ــماره 17 ب ــپارتات ش ــیدآمینه آس ــر اس ــه تغیی ــان داد ک نش
ــا 16  ــداری دمایــی دارپین هــای مــدل بیــن 8 ت ــه افزایــش پای منجــر ب

درجــه ســانتی گراد می شــود.

ســاختارهای بررســی شــده در ایــن تحقیــق شــامل ســه نســخه دمــا 
پایــدار بــاز طراحــی شــده از دارپیــن G3 حــاوی تغییــرات آمینواســیدی 
ــا کربوکســیلی هســتند.  در تکرارهــای ســرپوش دار انتهــای آمینــی و ی
ایــن  برتــر  خصوصیــات  فیزیکی-شــیمایی،  ویژگی هــای  بررســی 
ــان داد.  ــن G3 نش ــی دارپی ــخه اصل ــا نس ــه ب ــا را در مقایس پروتئین ه
بررســی های ســمیت و حلالیــت نشــان داد کــه ایــن پروتئین هــا 
ــان  ــول در E. coli بی ــورت محل ــه ص ــد ب ــتند و می توانن ــمی نیس س
ــاختارهای  ــق س ــه و تطبی ــاختارهای ثانوی ــی س ــج بررس ــوند. نتای ش
ــخه  ــا نس ــه ب ــی را در مقایس ــل توجه ــرات قاب ــده تغیی ــازی ش مدل س
ــی  ــک مولکول ــازی دینامی ــداد. شبیه س ــان ن ــن G3 نش ــی دارپی اصل
ــالا  ــای ب ــن G3 دردم ــدار دارپی ــا پای ــخه های دم ــه نس ــان داد ک نش
ــن  ــی دارپی ــه نســخه اصل ــداری ترمودینامیکــی بیشــتری نســبت ب پای
G3 دارنــد و در ایــن میــان نســخه ســوم دارپیــن G3 بــاز طراحــی شــده 
ــه  ــی نشــان داد ک ــج داکینــگ مولکول ــن ســاختار را دارد. نتای پایدارتری
هــر ســه نســخه دارپیــن G3 دمــا پایــدار تمایــل بالایــی بــرای اتصــال 
ــده  ــلولی گیرن ــارج س ــن خ ــن IV از دمی ــر دمی ــیدهای زی ــه آمینواس ب
HER2 از طریــق پیوندهــای هیدروژنــی و هیدروفوبــی دارنــد. کاهــش 
ــخه  ــه نس ــبت ب ــده نس ــی ش ــاز طراح ــای ب ــی دارپین ه ــل ترکیب می
ــه ای  ــید آمین ــای اس ــه جایگزینی ه ــوان ب ــن G3 را می ت ــی دارپی اصل
 HER2 ــده ــه گیرن در جیگاه هــای اتصــال احتمالــی ایــن پروتئین هــا ب
 TS 2 و-TS DARPin G3 ــا ایــن حــال، تمایــل اتصــال نســبت داد. ب
  TS DARPinبالاتــر از HER2 3 نســبت بــه گیرنــده-DARPin G3
G3-1 بــود. جایگزینی هــای آمینواســیدی در هــر ســه نســخه بــاز 
طراحــی شــده از دارپیــن G3 بــا حفــظ ســاختار عملکــردی دارپین هــا 
منجــر بــه افزایــش پایــداری دمایــی ایــن پروتئیــن شــد. بــا ایــن حــال، 
بیشــترین افزایــش دمــای ذوب و در نتیجــه پایــداری دمایــی بــا 36/23 
ــود کــه شــامل  درجــه ســانتی گراد مربــوط بــهTS DARPin G3-3  ب
تغییــرات آمینواســیدی متعــدد در تکرارهــای انتهــای ســرپوش دار 

ــد. ــیلی می باش ــی و کربوکس آمین

ابزارهــای بیوانفورماتیــک می تواننــد بــا دور زدن آزمایشــات پرهزینــه 
ــا  ــد. ب ــش دهن ــتی را افزای ــات زیس ــرعت تحقیق ــی، س ــر تجرب و زمان ب
ایــن حــال، از آن جایی کــه ایــن مطالعــات بــا حجــم عظیمــی از داده هــا 
ــد داشــته  ــای قدرتمن ــه ســرورها و کامپیوتره ــاز ب ــد، نی ســر و کار دارن
و ذخیره ســازی داده هــای آن هــا می توانــد چالــش  برانگیــز باشــد. 
همچنیــن درك و تفســیر داده هــای ایــن ابزارهــا پیچیــده بــوده و فاقــد 
ــنجی  ــر اعتبارس ــد ب ــه می توان ــت ک ــده اس ــتاندارد ش ــای اس روش ه
ــه  ــی ب ــات تجرب ــام آزمایش ــن، انج ــد. بنابرای ــذار باش ــج آن تاثیرگ نتای

ــای  ــج پیش بینی ه ــد نتای ــرای تأیی ــک ب ــات بیوانفورماتی ــال مطالع دنب
ــن  ــج ای ــه نتای ــد. از آن جایی ک ــر می رس ــه نظ ــروری ب ــباتی ض محاس
ــای  ــتفاده ابزاره ــا اس ــباتی ب ــات محاس ــب مطالع ــز در قال ــق نی تحقی
بیوانفورماتیکــی ارائــه شــده اســت، صحتســنجی ایــن نتایــج بــا 

ــت. ــروری اس ــی ض ــات تجرب ــتفاده از آزمایش اس

ــی  ــداری دمای ــش پای ــه افزای ــد ک ــان داده ان ــف نش ــات مختل مطالع
ــاط دارد (45).  ــع ارتب ــه تجم ــا ب ــل آن ه ــش تمای ــا کاه ــا ب پروتئین ه
ــا  ــراه ب ــد هم ــا می توان ــی دارپین ه ــداری دمای ــش پای ــن افزای بنابرای
ــود  ــر، بهب ــوی دیگ ــد. از س ــا باش ــی آن ه ــرات ایمنی زای ــش خط کاه
پایــداری دمایــی دارپین هــا بــرای مهندســی ایــن پروتئین هــا در 
شــرایط درمانــی مختلــف بــه ویــژه زمانــی کــه فعالیــت بیولوژیکــی آن 
ــم  ــرای تنظی ــال ب ــوان مث ــه عن ــه بهینهســازی داشــته باشــد (ب ــاز ب نی
ــت  ــوردار اس ــی برخ ــت بالای ــا) از اهمی ــدن گیرنده ه ــال ش ــق فع دقی
(46). در نهایــت، افزایــش پایــداری دمایــی دارپین هــا منجــر بــه تولیــد 
ــز،  ــت تجوی ــهیل مدیری ــا تس ــا ب ــن پروتئین ه ــه ای ــه صرف ــرون ب مق

ــود. ــل می ش ــل و نق ــداری و حم نگه

5..1. نتیجه گیری
ــه درك نیروهــای  ــات ســاختاری و دینامیکــی ب ــه جزئی از آن جایی ک
ــف  ــای مختل ــا در دماه ــداری پروتئین ه ــه پای ــر ب ــه منج ــه ای ک محرک
می شــود کمــک کــرده و مهندســی پروتئین هــا را بــرای افزایــش 
پایــداری دمایــی تســهیل می کنــد، در ایــن مطالعــه ســه نســخه 
ــورد  ــک م ــای بیوانفورماتی ــق ابزاره ــن G3 از طری ــدار از دارپی ــا پای دم
ــی، نتایــج شبیه ســازی دینامیــک  ــه طــور کل ــرار گرفتنــد. ب مقایســه ق
ــاز  ــای G3 ب ــداری ترمودینامیکــی دارپین ه ــی نشــان دهنده پای مولکول
  TS DARPin G3-3،ــود. در ایــن میــان طراحــی شــده دمــا پایــدار ب
ــرپوش دار  ــای س ــای انته ــیدی در تکراره ــرات آمینواس ــه دارای تغیی ک
ــداری  ــر و در نتیجــه پای ــود از دمــای ذوب بالات آمینــی و کربوکســیلی ب
ترمودینامیکــی بالاتــری برخــوردار بــود. بــه طــور کلــی، افزایــش 
ــرایط  ــهیل ش ــر تس ــلاوه ب ــی ع ــای داروی ــی پروتئین ه ــداری دمای پای
خالص ســازی، نگهــداری و حمــل و نقــل ایــن داروهــا می توانــد امــکان 
توســعه آئروســل ها یــا فرمولاســیون پــودر خشــک استنشــاقی داروهــای 

ــر دارپیــن را فراهــم کنــد. مبتنــی ب

تشکر و قدردانی:
ــرارداد 27/1148/ و از  ــماره ق ــا ش ــی ب ــرح پژوهش ــه از ط ــن مقال ای
ــده اســت. ــز اســتخراج گردی ــارات پژوهشــی دانشــگاه تبری محــل اعتب

مشارکت نویسندگان:
م. ا. و.: ایــده و طراحــی مطالعــه، انجــام آنالیزهــا و جمــع آوری 
داده هــا، آنالیــز و تفســیر نتایــج، نــگارش نســخه اول مقالــه؛ ب. ب. ك.: 
ــا، ویرایــش و  ــج آنالیزه ــه، بررســی نتای ــردازی اولی ــروژه، ایده پ ــر پ مدی
ــج را بررســی نمــوده و  ــه؛ همــه نویســندگان نتای ــی مقال بازنگــری نهای

ــد. ــد نمودن ــه را تایی ــی مقال نســخه نهای
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بازیابی داده ها:
ــنده  ــت از نویس ــا درخواس ــه ب ــده در مطالع ــه ش ــه داده ارائ مجموع

ــت. ــترس اس ــار در دس ــس از انتش ــا پ ــال ی ــن ارس ــه در حی مربوط

تضاد منافع:
ــا  ــی دررابطه ب ــاد منافع ــچ تض ــه هی ــد ک ــلام می دارن ــندگان اع نویس

نویســندگی و یــا انتشــار ایــن مقالــه ندارنــد.

حمایت مالی/معنوی:
ــرارداد 27/1148/ و از  ــماره ق ــا ش ــی ب ــرح پژوهش ــه از ط ــن مقال ای
ــده اســت. ــز اســتخراج گردی ــارات پژوهشــی دانشــگاه تبری محــل اعتب

کد اخلاق:
طبــق آیین نامــه کمیتــه اخــلاق دانشــگاه تبریــز، صــدور کــد اخــلاق 
ــه  ــای خاتم ــرای طرح ه ــی ب ــی و میدان ــات بیوانفورماتیک ــرای تحقیق ب
ــخ  ــه تاری ــرد و و از آن جایی ک ــام نمی گی ــه انج ــال خاتم ــه و در ح یافت
شــروع بــه تحقیقــات منتــج بــه ایــن مقالــه قبــل از آغــاز بــه کار کمیتــه 
ــلاق  ــد اخ ــدون ک ــق ب ــن تحقی ــج ای ــوده، نتای ــلاق ب ــد اخ ــدور ک ص

می باشــد.
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Abstract
Introduction: Designed ankyrin repeat proteins (DARPins) are relatively small non-immunoglobulin scaffolds with high affinity 

for specific targets. G3 is a DARPin designed to bind to the HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) tyrosine kinase 
receptor. This study aimed to evaluate the thermostability of DARPin G3 using in silico analyses and amino acid substitutions in the 
sequences of its N- and C-capping repeats. Bioinformatic tools were used to compare the structural changes and dynamic stability 
of the designed thermostable proteins with those of the original DARPin G3.
Materials and methods: Computational analysis of the primary and secondary structures of the redesigned DARPin G3 was 

conducted to predict certain properties. The 3D model of the redesigned proteins was created using the Robetta server, and 
molecular dynamic simulations were conducted using GROMACS for 50 ns. Molecular docking between the redesigned proteins 
and the extracellular domain of the HER2 receptor was conducted using the ZDOCK server, and amino acid interactions were 
plotted using LigPlot.
Results: Molecular dynamic simulations of the structures revealed that the redesigned thermostable DARPin G3 at 350 K was more 

stable than the original DARPin G3. Molecular docking confirmed the binding of the redesigned thermostable DARPin G3 to the 
HER2 receptor, with a binding energy comparable to that of the original DARPin G3. The amino acid substitution in the capping 
repeats of DARPin G3 resulted in an increase of 35–16 °C in the melting temperature of this protein, as well as an improvement in its 
dynamic stability when compared to the original DARPin G3.
 Conclusion: The design and production of thermostable proteins enhance their durability and stability at high temperatures, 

thereby addressing the need for costly cold storage and simplifying the administration management and transportation of these 
proteins.
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