
 
 
 

  49 

In Silico Design and Verification of LAMP-BDNF Chimeric 
Protein  for Presentation of BDNF on the Surface of Exosomes 

for Drug Delivery Through Blood-Brain Barrier 
 

Saeed Khalili1,  

Seyedeh Farzaneh Mahdavian2,  
Niloufar Ahmadifard2,  

Reza Valadan3,  
Naghi Shahabi Majd3,  

Hosein Ranjbaran4,  
Mohammad Reza Mahdavi5,6,  

Atena Sharif Razavi7,  
Shabanali Khodashenas8 

 
1 Assistant Professor, Department of Biological Sciences, Shahid Rajaee Teacher Training University, Tehran, Iran 

2 MSc Student in Medical Biotechnology, Molecular and Cell Biology Research Center, Mazandaran University of Medical 
Sciences, Sari, Iran 

3 Assistant Professor, Department of Immunology, Molecular and Cell Biology Research Center, Mazandaran University of Medical 
Sciences, Sari, Iran 

4Assistant Professor, Department of Basic Sciences, Faculty of Paramedical Sciences, Shahid Beheshti University of Medical 
Sciences, Tehran, Iran 

5 Assistant Professor, Department of Laboratory Sciences, Faculty of Allied Medical Sciences, Mazandaran University of Medical 
Sciences, Sari, Iran 

6 Thalassemia Research Center, Mazandaran University of Medical Sciences, Sari, Iran 
7 Assistant Professor, Department of Neurology, Faculty of Medicine, Mazandaran University of Medical Sciences, Sari, Iran 
8 Assistant Professor, Department of Medical Biotechnology, Faculty of Advanced Technologies in Medicine, Mazandaran 

University of Medical Sciences, Sari, Iran 
 

 
Abstract 
 

Background and purpose: The mature form of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) binds 
to BDNF/NT-3 growth factors receptor (Trk-B). This binding leads to activation of Ras–MAPK pathway 
which is integrated with cell growth and proliferation. The BDNF deficiency is correlated with various 
diseases and affects aging and miscellaneous. In the present study we aimed to design a chimeric LAMP-
BDNF protein and assess its suitability to target neuronal cells employed in silico approaches.  

Materials and methods: The specific binding between the BDNF and Trk-B would be used to 
guide the drug loaded lysosomes in to brain tissue. So, the structure of the chimeric BDNF/LAMP2 protein 
was predicted and its quality was confirmed using bioinformatics tools. Then, the interaction between the 
structures of BDNF/LAMP2 protein and Trk-B was analyzed by protein-protein docking. The orientation of 
the interaction between these proteins was compared to orientation of Trk-B interaction with its specific 
antibody using structural superimposition.  

Results: Findings showed that the chimeric BDNF/LAMP2 protein could preserve the original 
structure of the BDNF molecule. Moreover, the chimeric BDNF/LAMP2 protein was found to be capable 
of interacting with Trk-B. The interaction orientation and binding affinity for BDNF/LAMP2 protein and 
Trk-B were similar to the orientation and binding affinity of interaction between Trk-B and its specific 
antibody.  

Conclusion: The designed chimeric BDNF/LAMP2b protein would be capable of targeting the 
exosomes toward neural cells and provides better drug delivery to brain tissue.  
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 پژوهشـی
 

 و in Silicoبا روش  LAMP-BDNF کیمریکا نیپروتئ یطراح
از  یرسان ها به منظور دارودر سطح اگزوزوم نیپروتئ نیا انیب دییأت

 يمغز -یخونسد  قیطر
  

        1سعید خلیلی
       2سیده فرزانه مهدویان

       2نیلوفر احمدي فرد
       3رضا ولدان

  3نقی شهابی مجد

       4حسین رنجبران 
       6و5مهدوي رضامحمد

       7آتنا شریفی رضوي
  8شعبانعلی خداشناس

  چکیده
به گیرنده Brain Derived Neurotrophic Factor  شکل بالغ فاکتور نوروتروفیک مشتق شده از مغز و هدف: سابقه

ر رشد و شود که دمی Ras-MAPK رسانیشود. این اتصال منجر به فعال شدن مسیر پیاممتصل می Bتروپومیوزین کیناز 
 با باشد. این مطالعههور اثرات پیري مرتبط میهاي مختلف و ظبا بروز بیماري BDNF ها دخیل است. کمبودتکثیر سلول

 هايهاي عصبی توسط روشو ارزیابی آن براي هدف قرار دادن سلول LAMP-BDNF هدف طراحی پروتئین کایمریک
in silico، پذیرفت.  

شــود. هاي دارویی به داخل بافت مغــز مــیسبب هدایت لیزوزوم Trk-B گیرنده و BDNF اتصال بین ها:مواد و روش
بینی و کیفیــت آن پیش BDNF/LAMP2 به همین منظور، با استفاده از ابزارهاي بیوانفورماتیک، ساختار پروتئین کایمریک

 -هــاي داکینــگ پــروتئینشبــا اســتفاده از رو Trk-B و BDNF/LAMP2 تأیید شد. سپس تعامل بین ســاختارهاي پــروتئین
با آنتی  Trk-B پروتئین مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. براي مقایسه فعل و انفعالات بین این دو پروتئین با فعل و انفعلات

  بادي خاص آن از روش برهم نهی ساختار استفاده شد.
 BDNF اند ساختار اصلی مولکولتومی BDNF/LAMP2 دست آمده نشان داد که پروتئین کایمریکنتایج به ها:یافته

مشابه فعــل و  Trk-B و BDNF/LAMP2 هاينیز اتصال یابد. فعل و انفعالات بین پروتئین Trk-B تواند بهرا حفظ کند و می
  بادي اختصاصی آن بود.و آنتی Trk-B انفعالات بین

شــود، قــادر اســت هــا بیــان مــیکه بر سطح اگزوزوم BDNF/LAMP2b نتایج، پروتئین کایمریک با توجه به استنتاج:
  .هاي عصبی را هدف قرار دهد و سبب انتقال بهتر دارو به بافت مغز شودسلول

  
  ، دارورسانیBDNF ،Trk-B ،LAMP2اگزوزوم،  واژه هاي کلیدي:

  

  مقدمه
 Brain Derived Neurotrophic Factor پــروتئین

)BDNF( تــرین فاکتورهــاي رشــد عصــبیمهــم یکــی از 
احی هیپوکامپ، قشر و جلوي مغز وجــود است که در نو

 .)1(است یادگیري، حافظه و تفکر ضروري دارد و براي
  

 E-mail: s.khodashenas@mazums.ac.ir      دانشگاه علوم پزشکی مازندران، مرکز تحقیقات ایمنی ژنتیک     :ساري - لیمونی شعبانعلی خداشناس مولف مسئول:
    اسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه تربیت معلم شهید رجایی، تهران، ایراناستادیار، گروه علوم زیست شن. 1
  دانشکده فن آوري هاي نوین پزشکی و مرکز تحقیقات بیولوژي سلولی و مولکولی، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، ساري، ایران، ارشد زیست فنوري پزشکیکارشناسی . دانشجوي 2
  انشکده پزشکی و مرکز تحقیقات بیولوژي سلولی و مولکولی، ساري، ایراناستادیار، گروه ایمونولوژي، د. 3
  علوم پایه، دانشکده علوم پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایران. گروه ،. استایار4
مازندران، ساري، ایران .5   .استادیار، گروه علوم آزمایشگاهی، دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی 
مازندران، ساري، ایران. .6   مرکز تحقیقات تالاسمی، دانشگاه علوم پزشکی 
  دانشگاه علوم پزشکی مازندران، ساري، ایران ،گروه نورولوژي، دانشکده پزشکی ستادیار،ا. 7
  ایران فناوري پزشکی، دانشکده فن آوري هاي نوین پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، ساري، استادیار، گروه زیست .8
 : 29/8/1401 تاریخ تصویب :             26/10/1400 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            1/9/1400 تاریخ دریافت  
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 پژوهشـی
 

BDNF ها است که باعث عضوي از خانواده نوروتروفین
هــاي عصــبی موجــود شــده و تکثیــر و تمــایز بقاي سلول

بــالغ  کنــد. فــرمها را القا مــیهاي جدید و سیناپسنورون
BDNF ــده  BDNF/NT-3ي فاکتورهــاي رشــد بــه گیرن

(Tropomyosin receptor kinase B: Trk-B)  متصــل
ها هاي عصبی، آکسونشود، این گیرنده برسطح پایانهمی

ـــدریتی ســـلول هـــاي گرانـــول و هرمـــی و خارهـــاي دنِ
بر ســطح چنین همگلوتاماترژیک در ناحیه هیپوکامپ و 

ــورون ــدریتی ن ــاي دنِ ــان  هــايخاره ــرات بی ــتون فق س
باعــث دایمریزاســیون  BDNF-Trk-Bاتصال  .)2(شودمی

Trk-B اتوفسفوریلاسیون بخش ،c  - ســازيترمینال و فعــال 
شود که در رشــد و تکثیــر دخیــل می Ras-MAPKمسیر 

بــا اســکیزوفرنی، افســردگی،  BDNFکمبود  .)3(باشدمی
صرع، بیماري آلزایمر ارتباط دارد و سبب ظهــور علائــم 

از ایــن جهــت، تحقیقــات مختلفــی  .)4-6(شــودري میپی
ــا اهــداف درمــانی  BDNFبــراي اســتفاده از  نوترکیــب ب
 -ســد خــونی ،چــون اما مــوانعی .)7،8(طراحی شده است

 )، پروتئولیز در خــون و کلیــرانس کلیــوي،BBBمغزي (
هاي مغزي وجــود درمانی به سلول BDNFبراي دستیابی 

ــور  BBB .)9(دارد ــانع عب ــ 98م ــول ددرص ــاي از مولک ه
 BDNFهاي بزرگ ماننــد از مولکولدرصد 100کوچک و 

در موارد آسیب مغزي مانند،  BBBشود. نفوذپذیري می
هاي میکروبی و متابولیســمی صدمه به سر، سکته، بیماري

  .)10،11(یابدافزایش می
طورکلی به دو دســته تهــاجمی رسانی به مغز به دارو

 BBBر روش تهــاجمی، شود. دو غیرتهاجمی تقسیم می
با فشار اسمزي و اختلال در اتصالات محکم بین ســلولی 

. اتصالات محکم که با فشار اسمزي )11(شودتخریب می
توانند علاوه بر داروهــاي درمــانی، ســایر شوند میباز می

داروها و سموم را نیز به مغز وارد کنند. بــه همــین دلیــل، 
ه خود جلــب تري را بتهاجمی توجه بیش هاي غیرروش
هــاي . با افزایش خاصیت لیپــوفیلی مولکــول)10(اندکرده

ها را به مغــز تســهیل توان انتقال آندارویی کوچک، می
کرد. اما، افزایش خاصــیت لیپــوفیلی بــراي همــه داروهــا 

توانــد منجــر بــه از . ایــن افــزایش مــی)12(کارآمد نیست
دست دادن خاصیت درمــانی برخــی داروهــا یــا افــزایش 

 P-glycoproteinهاي خارج سلول ماننــد پروتئین فعالیت
شود. علاوه بر این با افزایش پروفایل لیپیدي، متابولیســم 

ایــن تغییــرات  یابــد.و توزیع دارو، در بــدن افــزایش مــی
تواند به نوبه خود دوز دارو و در نتیجه عــوارض دارو می

 .)13(را افزایش دهد

مغــز ســازهاي موجــود در علاوه بر ایــن، همــه پــیش
 تــوان از نــانوتوانایی تجزیه ندارند. در چنین مواردي می

. ایــن نــانوذرات )14(ذرات براي انتقال دارو استفاده کرد
هاي بزرگــی ماننــد پپتیــدها، دهند که مولکولاجازه نمی

 هاعبورکنند. ویژگی دیگر آن BBBها از ها یا ژنپروتئین
عت این است که پایداري کمی در محیط دارند، بــه ســر

شــوند. در نتیجــه، شوند و در مغــز آزاد نمــیمتابولیزه می
ذرات بــراي دارو رســانی بــه مغــز  انــواع مختلفــی از نــانو

. تحقیقــات زیــادي بــراي ارســال )15-17(انــدبررسی شده
BDNF هــا انجــام هیــدروژل ذرات و به مغز توســط نــانو

ذرات ســنتتیک، ســمی و  . برخــی از نــانو)18(شده اســت
ــتند  ــوژن هس ــراي ایمن ــادي ب ــع زی ــر موان ــی دیگ و برخ

ها بــه عنــوان نــانو . اگزوزوم)19(گیري سلول دارندهدف
هاي بیولوژیکی با توانایی انتقال ژن و دارو شناخته حامل

 30ها، حاملین داروي درمانی، با اندازه اند. اگزوزومشده
 عبور کنند. بــراي BBBتوانند از متر هستند و می نانو 100تا 

شــوند هاي زیستی فعال به مغز استفاده مــیکولانتقال مول
تواننــد یــک بافــت خــاص را هــدف قــرار چنــین مــیهم

شود و در سطح سلول بیان می Trk-B. مولکول )20(دهند
در سطح داخلــی خــود دارنــد  BDNFهایی که اگزوزوم

متصل شوند. احتمــالا ایــن  Trk-Bممکن است نتوانند به 
ر کــرده و در لیــزوزوم ها از غشا سلول عبــونوع اگزوزوم

 ایــن مطالعــه. با توجه به این شرایط، )21،22(شوندتخریب می
بــراي ارزیــابی  in silicoاســتفاده از ابزارهــاي  بــا هــدف

(بیان آن بر سطح اگزوزوم  BDNFتوانایی یک مولکول 
پروتئین غشــاي لیزوزومــی  صورت متصل به گلیکوه ب و
b2  پروتئین)LAMP2bن ) براي هــدف قــرار دادTrk-B 
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قــبلاً بــراي طراحــی  in silicoهــاي . روشانجام گرفــت
هاي مختلف بیولوژیکی و حــل مســائل مختلفــی مولکول

اخلاقی است،  ها بسیار هزینه بر یا غیرکه پرداختن به آن
 نیــز از یــک روش در این مطالعه. )23- 28(استفاده شده است

in silico  براي طراحی یک پروتئین کایمریــک جدیــد
که قادر به حل مسائل مرتبط با استفاده از  گردیدده استفا

BDNF هاي داراي است. نتایج نشان داد که از اگزوزوم
BDNF  گیريهدف توان برايشده در این مطالعه میطراحی 
Trk-B رسانی به ناحیه هیپوکامپ استفاده کرد. و دارو 
 

  مواد و روش ها
  آنالیز توالی

 از پایگــاه Trk-B وBDNF  هــايتــوالی پــروتئین
Uniprot  به آدرسhttp://www.uniprot.org/ دست ه ب

ـــده و در پایگـــاه داده پـــروتئین ـــه آدرس NCBI آم  ب
https://www.ncbi.nlm.nih.gov  .بررســی شــده اســت

ــــروتئین  ــــر پ ــــیمیایی ه   خصوصــــیات فیزیکــــی و ش
بــــــــــه آدرس  PropParam توســــــــــط ســــــــــرور

https://web.expasy.org/protparam/ ارزیابی شد.  
  

  هاي ساختاري آنالیز
ــــه آدرس  )PDB( در بانــــک داده ي پروتئینــــی ب

https://www.rcsb.org  جهت یافتن ساختار ســه بعــدي
 LAMP2( ،BDNF( 2 پروتئین غشایی لیزوزومی گلیکو

تــر جستجو صورت گرفت. بــراي آنــالیز دقیــق Trk-B و
ــا وضــوح  ــی ب ــروتئین، از ســاختارهاي پروتئین ســاختار پ

  .شدتر استفاده بیش
  

  اصلاحات ساختاري
 هــايحاوي بخــش PDB دست آمده ازه ساختارهاي ب

 هــايهاي آب، لیگاندها و سایر دومــیناضافی مانند مولکول
 پروتئینی است که براي انجام آنالیزهاي بعدي باید حذف

هــاي غیــر ضــروري و شوند. براي حــذف ایــن مولکــول
 ،LAMP-2 هايتر پروتئیندست آوردن ساختار درستهب

BDNF و Trk-B افــزاراز نرمEditor Editor File File 

File Protein Data Bank استفاده شده است.  
  

سازي و بررسی خــواص فیزیکــو شــیمیایی طراحی، مدل
  پروتئین هدف

ــوالی ــد  BDNF و LAMP2 مولکــولی حــاوي ت بای
هــا را بــه ســازي شــود تــا بتوانــد اگــزوزومطراحی و مدل
یت کند. بــه همــین دلیــل، هدا Trk-B هايسمت گیرنده

هـــاي مختلـــف چنـــین مولکـــولی بـــا اســـتفاده از روش
از ابــزار  .ســازي شــدسازي پروتئین طراحــی و مــدلمدل

بــه  NCBI يپایگاه داده Protein BLAST جست و جو
ـــت http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi آدرس  جه

جستجوي الگوي مناســب بــراي پــروتئین طراحــی شــده 
انجام شــده محــدود بــه  BLAST . جستجوياستفاده شد
 آدرسبــه  ITASSER از ســرور .بــود PDB پایگــاه داده

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER ،
 بـــــــــــــــــــــه آدرس Muster ســـــــــــــــــــــرور

https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/MUSTER/، 
ـــــــــــــــــــرور ـــــــــــــــــــه آدرس LOMETS س  ب

https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/LOMETS  و
ـــــــــــــــــــــر ـــــــــــــــــــــه آدرس Robetta ورس  ب

http://robetta.bakerlab.org/ سازي براي تکنیک مدل
بررســی خــواص  .پروتئین و طراحی پروتئین استفاده شد

 فیزیکــو شــیمایی پــروتئین طراحــی شــده توســط ســرور
PropParam ــی ــت. ویژگ ــر انجــام گرف ــم دیگ ــاي مه ه

افزارهاي مختلف بررسی منر طشده توس پروتئین طراحی
ــد. ویژ ــرور گردی ــط س ــمیت توس ــی س  ToxinPred2گ

)https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred2 ،(
ــــی توســــط ســــرور  ــــرژي زای ــــی آل  Algpredویژگ

)https://webs.iiitd.edu.in/raghava/algpred/submission.html( 
 Vaxijenو ویژگــی ایمنـــی زایــی توســـط نــرم افـــزار 

)http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html (
  .)29-31(مورد بررسی قرار گرفت
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 پژوهشـی
 

  ارزیابی کیفی مدل طراحی شده و تصحیح آن
ساختاري با بهترین کیفیــت جهــت ارزیــابی کیفــی 
 مدل طراحی شده بــر روي ســاختارهاي ســه بعــدي مــدل

BDNF/LAMP2 انتخاب شد. سرور QMEAN بــه آدرس 
)http://swissmodel.expasy.org/qmean/cgi/index.cgi( ،

ـــــــــــــــــــــــه آدرس Prosa ســـــــــــــــــــــــرور  ب
)https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php( 

ــــــــــــــــــرور  بــــــــــــــــــه آدرس RamPage و س
)http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php (

ــتفاده شــد. بهتــرین  ــت اس ــراي انجــام ارزیــابی کیفی   ب
ــدل ــرور م ــط س ــت توس ــر کیفی ــا از نظ ــه  Drefine 3ه   ب

 )http://sysbio.rnet.missouri.edu/3Drefine( آدرس
ــــــــــــــــــرور ــــــــــــــــــه آدرس ModLoop و س  ب

)https://modbase.compbio.ucsf.edu/modloop( 
ها پــس کیفیت ساختار بهترین مدل .)32-36(تصحیح شد

، QMEAN از بهبود ساختاري مجــدد توســط ســرورهاي
Prosa  وRamPage .مورد بررسی قرار گرفت  
  

  مقایسه ساختاري
بــر روي  BDNF/LAMP2 شــدهبینــی ساختار پیش

قرار گرفــت تــا نســبت شــباهت ســاختار  BDNF ساختار
ی ـارزیابــ وردـی مـــار تجربـــده به ساختـــازي شــسمدل

افــزار قرار گیــرد. بــراي انجــام مقایســه ســاختاري از نــرم
Chimera v.1.10.2 استفاده شد.  

  
  داکینگ مولکولی

 به عنوان مولکول BDNF/LAMP2 ساختار پروتئین
 دســت آمــده ازبــه Trk-B کننــده و ســاختاریــريگهدف

)5MO9(  به عنوان مولکول گیرنده براي انجام آنالیزهاي
داکینگ استفاده شد. پهلوگیري مولکولی بــراي ایــن دو 

 و http://zdock.umassmed.edu/( ZDOCK( ساختار توسط
)http://cluspro.bu.edu/login.php(ClusPro  ــــــــه ک

بینــی پروتئین هستند، پیش -سرورهاي داکینگ پروتئین
کــنش بــین هــاي درگیــر در بــرهماسید امینــه .شده است

ــــروتئین ــــتفاده از  Trk-Bو  BDNF/LAMP2 پ ــــا اس ب
مورد بررسی قرار گرفت و  v.2.2.5 ( LigPlot( افزارنرم

  نمودار دو بعدي برهم کنش ها ترسیم گردید.
  

  اعتبار سنجی نظري
 شده، ســاختاربینی براي بررسی دقت میل اتصالی پیش

ــروتئین ــاي پ ــه  Trk-Bه ــل ب ــی Fabمتص ــاديآنت ــاي ب ه
با میــل اتصــالی  Bآگونیست گیرنده تروپومیوزین کیناز 

و  BDNF/LAMP2هــاي بینــی شــده بــین پــروتئینپــیش
Trk-B طور بصــري مــورد مقایســه قــرار گرفــت. میــل به

 PRODIGYافــزار با اســتفاده از نــرم cotactاتصال مبتنی بر 
 https://wenmr.science.uu.nl/prodigyدر ســــــــرور 

بــین هــر دو  cotactبینی شد. میل اتصالی مبتنــی بــر پیش
 PRODIGYافــزار کمپلکس ذکر شده با اســتفاده از نــرم

 https://wenmr.science.uu.nl/prodigyدر ســــــــرور 
  بینی شد.پیش

  

  یافته ها
  بازیابی توالی

ــروتئین ــوالی پ ــاي ت ــب  Trk-Bو  BDNFه ــه ترتی ب
دســت ه بــ Q16620و  Uniprot P23560شناســه تحــت 

 BDNF 247آمد. مشخص شده است که طول مولکــول 
 Trk-B 822که طول پروتئین  حالی اسید آمینه است، در

تــر اســت. هــر دو پــروتئین در آمینو اسید و بسیار بــزرگ
توالی خــود داراي یــک ســیگنال پپتیــد هســتند کــه وزن 

ــولی آن ــامولک ــراي  Da 33/25766 ه ــراي  BDNFب و ب
Trk-B 50/88319 Da  ــین تخمــین زده مــی شــود. همچن

بــراي تبــدیل بــه  BDNFنشان داده شد که فرم پیش ساز 
 109یک دومــین پروپپتیــدي بــه طــول  BDNFفرم فعال 

  دهد.اسید آمینه را از دست می
  

  بازیابی ساختاري
 LAMP-2جســتجوي ســاختار ســه بعــدي پــروتئین 

پوشــش تــوالی کــافی  انسانی منجر به یافتن ســاختاري بــا
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 BDNFنشد. دو ساختار سه بعدي بــراي تــوالی پــروتئین 
ترمینــال آن  -Cاسید آمینه از انتهاي  119وجود دارد که 

  دهد.را پوشش می
تــر بــه دلیــل اســتناد بــیش PDB ID 1BNDساختار 

، براي آنــالیز انتخــاب PDB ID 1B8Mنسبت به ساختار 
، ســاختار Trk-Bشد. از بین ساختارهاي مختلف پروتئین 

PDB ID 5MO9  داراي پوشــش بــالاتري بــراي قســمت
) بــود 278-426(اســیدهاي آمینــه  Trk-Bخارج ســلولی 

  تر به کار گرفته شد.که براي آنالیز بیش
  

  اصلاحات ساختاري
مولکول ایزوپروپیل الکل (به عنوان یک لیگانــد) و 

 PDB 1BNDبا شناســه  BDNFهاي آب از ساختار مولکول
، AB20 Fab. ساختارهاي زنجیــره ســنگین حذف شدند

هاي آب از ساختار و مولکول AB20 Fabزنجیره سبک 
Trk-B )PDB ID 5MO9 حــذف شــدند. ســاختارهاي (

  جدید ذخیره شدند. PDBباقیمانده به عنوان فایل 
  

 سازي پــروتئین هــدف و خــواص فیزیکــوطراحی و مدل
  شیمیایی

بــه  BDNFپروتئین مورد نظــر بــا افــزودن پــروتئین 
 BDNF/LAMP2(LAMP2(ترمینــال پــروتئین  - Nانتهــاي 

ــق لینکــر انعطــاف ــذیر از طری طراحــی شــد.  GGGGSپ
ــدل ــت م ــب جه ــوي مناس ــک الگ ــتجوي ی ــازي جس س

نتیجــه مطلــوبی را بــه  BDNF/LAMP2همولوژي بــراي 
ــابراین، از روش ــراي همــراه نداشــت. بن ــی ب هــاي ترکیب

 و Robettaسازي این پروتئین اســتفاده شــد. ســرورهاي مدل
ITASSER ســازي ســاختار قادر به مــدلBDNF/LAMP2 

بودند. بررسی فیزیکــو شــیمیایی پــروتئین طراحــی شــده 
ــا  ــادل ب ــولی مع ــروتئین وزن مولک ــن پ ــه ای ــان داد ک   نش

ــــد داشــــت. مقــــدار  kDa 57حــــدود  ــــن  PIخواه   ای
 )GRAVY( خواهــد بــود. میــزان 01/7پروتئین برابــر بــا 

Grand average of hydropathicity  294/0برابــر بــا- 
 II( instability index( پیش بینی شده و به سبب داشــتن

هاي پایدار ي پروتئیناین پروتئین در دسته 81/25برابر با 
قرار گرفته است. بررســی ویژگــی ســمیت ایــن پــروتئین 

هــاي غیــر ي پــروتئیننشان داد که این پروتئین در دســته
زایی احتمــالی ایــن سمی قرار دارد. بررسی میزن آلرژي 

ي تواند در دستهپروتئین نیز نشان داد که این پروتئین می
زایــی ایــن غیر آلرژن ها قرار گیرد. بررسی میزان ایمنــی

ایــن پــروتئین را جــز  دتوانــپروتئین نیز نشان داد که مــی
 هــايژنی محسوب کرد. کلیه ویژگــیهاي غیر آنتیپروتئین

روتئین بــراي اســتفاده به دست آمده نشان دادند که این پ
توان تــا حــدود زیــادي در در بدن انسان ایمن بوده و می

ــالینی از پایــداري و عــدم ایجــاد عــوارض  کاربردهــاي ب
  جانبی آن مطمئن بود.

  
  ارزیابی کیفی و تصحیح مدل انتخاب شده

از بین ساختارهاي طراحی شــده توســط ســرورهاي 
بــه  Robettaمختلف، مدل طراحــی شــده توســط ســرور 

نوان بهترین مدل انتخاب شده است. امتیــاز کیفــی ایــن ع
). ســرور 1شــماره (جدول  مدل از همه ساختارها بهتر بود

Robetta سازي نــواحی از روش مبتنی بر الگو براي مدل
بــراي مــدل  ab initioداراي الگــوي مناســب و از روش 

آنالیزهــاي  کنــد.سازي نواحی بــدون الگــو اســتفاده مــی
مدل انتخاب شده را بهبود بخشیده  تصحیح مدل، کیفیت

تصــحیح شــده  Robetta). از مدل 1شماره است (جدول 
). بررســی نتــایج 1 شماره تصویربراي آنالیز استفاده شد (

بینی شده بعــد از بهبــود ســاختاري هاي پیشکیفیت مدل
که انجام بهبود ساختاري قــادر نبــوده اســید  دهدنشان می

ــه ــارج از ناحآمین ــه در خ ــایی ک ــودار ه ــاز در نم ــه مج ی
  راماچاندران قرار داشته اند را به نواحی مجاز انتقال دهد.

  
  برهم نهی ساختار

ـــین ســـاختار مـــدل ي ســـازي شـــدهبـــرهم نهـــی ب
BDNF/LAMP2  و ساختار تجزیه شده تجربــیBDNF 

   کــم RMSDنشان داد کــه منــاطق بــر هــم نهــی بــا نمــره 
)A◦ 67/0(  بینــی شدهد پینشان می کهبسیار شبیه هستند
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بــا کیفیــت بــالا  BDNF/LAMP2ساختار براي پروتئین 
  ).2 شماره تصویر( انجام شده است

  
  پروتئین - داکینگ پروتئین

 چنــدین ClusProو  ZDOCKهر کدام از ســرورهاي 
 BDNF/LAMP2هاي پهلوگیري احتمالی براي پروتئین

). نتــایج  3 شماره تصویراند (بینی کردهرا پیش Trk-Bو 
 Trk-Bو پــروتئین  BDNF/LAMP2دهــد کــه نشان مــی

 توانند تعاملات محکمی با یکدیگر ایجاد کننــد. نمــودارمی
 BDNF/LAMP2هاي کنش بین پروتئیندو بعدي بر هم

  نشان داده شده است. 4 شماره تصویردر  Trk-Bو 
  

  اعتبار سنجی نظري
و  BDNF/LAMP2هــاي فعل و انفعــالات بــین پــروتئین

Trk-B  ــل و ــابه فع ــالات مش ــی Fabانفع ــاديآنت ــاي ب ه
ــاز  ــده تروپومیــوزین کین ــروتئین  Bآگونیســت گیرن ــا پ   ب

Trk-B ) این بدان معنــی اســت کــه 5 شماره تصویربود .(
مشــابه قــدرت  Trk-Bو  BDNF/LAMP2قدرت اتصال 

 و آنتی بادي اختصاصی آن است (جــدول Trk-Bاتصال 
  ).2 شماره

  
  
  

کیفیت مدل هــاي ســه  ،مدلنتیجه ارزیابی کیفیت  1꞉ شماره جدول
  بعدي قبل و بعد از تصحیح ارزیابی می شود.

  

 سرورها
Qmean 
score    

  قبل تصحیح

Qmean 
score    

  بعد تصحیح
Prosa 

 قبل تصحیح
Prosa 

 بعد تصحیح

درصد اسید 
  آمینه هاي 
Outlier    
 قبل تصحیح

درصد اسید 
  آمینه هاي 
Outlier   

 بعد از تصحیح

Robetta 56/0 58/0 6/3  - 7/3 - 8/0 8/0 
ITASSER 24/0 28/0 8/2  - 1/3  - 56/1 56/1 
LOMETS 33/0 36/0 2/3  - 4/3 - 17/1 17/1 
MUSTER 30/0 22/0 1/3  - 2/3  - 97/0 97/0 

  

  
ســاختار  ،BDNF/LAMP2ساختار پــروتئین کایمریــک  1꞉ شماره تصویر

BDNF  به رنگ بنفش و ســاختار 125-8(باقیمانده (LAMP2 باقیمانــد) ه
  ) به رنگ آبی است.133-514

  

  
و  BDNF/LAMP2ي ساختارهاي بر هم نهی شده 2꞉ شماره تصویر

ســازي شــده بــه مدل BDNF )BDNFساختار تجزیه شده تجربی 
به رنگ آبی و ساختار تجزیــه شــده  LAMP2رنگ بنفش است، 

  به رنگ سبز است). BDNFتجربی 

  
ســازي مــدل BDNF(مدل  Trk-Bو ساختار تجزیه شده تجربی پروتئین  BDNF/LAMP2ایمریک فعل و انفعال بین پروتئین ک 3꞉ شماره تصویر

  به رنگ قرمز است). Trk-Bبه رنگ آبی و ساختار تجزیه شده تجربی  LAMP2شده به رنگ بنفش، 
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دار دو بعــدي نشــان داده شــده به صورت نمو Trk-Bو  BDNF/LAMP2هاي هاي درگیر در برهم کنش بین پروتئیناسید آمینه 4꞉ شماره تصویر
  .باشدمی BDNF/LAMP2) مربوط به  Aو ردیف پایین با نام زنجیره ( Trk-B) مربوط به Xاسیدآمینه هاي ردیف بالا با نام زنجیره ( ،است

  

  
  
شــده بــه رنــگ  سازيمدل BDNF/LAMP2 )BDNF(قرمز) با پروتئین کایمریک  Trk-Bساختارهاي برهم نهی شده پروتئین  5꞉ شماره تصویر

(ســبز). هــر دو پــروتئین کایمریــک  Bهــاي آگونیســت گیرنــده تروپومیــوزین کینــاز بــاديآنتــی Fabبه رنگ آبی اســت) و  LAMP2بنفش و 
BDNF/LAMP2  وFab  آنتی بادي هاي آگونیست گیرنده تروپومیوزین کینازB در یک موقعیت مشابه با ،Trk-B کنند.ارتباط برقرار می  
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و کمــپلکس  5MO9هــاي میل اتصال بین پروتئین 2꞉ شماره جدول
BDNF/LAMP2  طراحی شده وTrk-B.  

  

 25℃در ΔG (kcal mol-1) Kd (M) ها ساختار

MO95  6/10 - E-08 7/1 

 BDNF/LAMP2 طراحی شده و Trk-B 9/10 - E-08 1/1 

  
  بحث

ــاجمی  ،مغــزي -ســد خــونی ــر ته ــوذ غی ــانع از نف م
ــد آنتــی ــاي بیولوژیــک مانن ــاديبســیاري از داروه ــا، ب ه

تواننــد بــراي شود که میها به مغز میها و آنزیمهورمون
)، مالتیپــل ADهاي مغزي از جمله آلزایمر(درمان بیماري
 .)37() استفاده شوندMSاسکلروزیس(

 ،شدبررسی  BBBبر براي غلبه کهمختلفی هايروش
هــاي توســط روش BBBاز افزایش نفوذپذیري توان می

در مغــز  فیزیکی، پیوند موادي کــه دارو را بــه آهســتگی
کنند و استفاده از نانو ذرات که قادر به عبــور از آزاد می

BBB افــزایش نفوذپــذیري بــه صــورت نام بــرد ،هستند .
هــاي تهــاجمی اســت کــه انجــام پیونــد، روش فیزیکی و

ذرات  . از نــانو)38،39(بافتی شودتواند منجر به آسیب می
اگزوزوم به عنوان حاملین دارو براي دارورسانی بــه مغــز 

. انــدازه ایــن وزیکــول خــارج )40،41(استفاده شده اســت
ي زیست نانومتر است و حاوي ماده 200تر از سلولی کم

رود. کار میفعالی است که براي ارتباط سلول با سلول به
هاي عبور کرده و به سلول BBBاز تواند این نانو ذره می

هــا مغزي برســد. اولــین دارورســانی بــه وســیله اگــزوزوم
هــا . آن)42(و همکارش انجــام شــده اســت Woodتوسط 
binder ARG گیــري ها براي هدفرا بر سطح اگزوزوم
هاي نیکوتینیک اسید بر سطح نورون بیان کردند. گیرنده
خاصی نیــاز هاي عصبی مغز به گیرنده گیري سلولهدف

یــک پــروتئین  Trk-Bدارد که در سطح سلول بیان شود. 
هــاي عصــبی ناحیــه ترانس ممبــران اســت کــه در ســلول

شود. فعال می BDNFشود و با اتصال هیپوکامپ بیان می
هــاي دیگــر بیــان بــه نــدرت در بافــت Trk-Bجاکه از آن

گیــري مناســب اســت. ناحیــه شود، یک فاکتور هدفمی
است و عمدتا به صورت  Fabه قطعه مشاب BDNFاتصال 

شــود. ایــن اســید آمینــه فولــد مــی 130صفحه بتا با طــول 
و  Tهــاي ایمنــی ماننــد ســلول هــاي پروتئین براي ســلول

) یــک ترکیــب طبیعــی NKهــاي کشــنده طبیعــی (سلول
 BDNFاست و ایمنوژن نیست. فرض ما این هســت کــه 

هــاي عصــبی هــدف را روي ســلول Trk-Bشود، بیان می
. در )22(کنــدگیرد و در نتیجه تکثیر سلولی را القا میمی

در  darpinsپروتئین  ،محققین مطالعه حاضرمطالعه قبلی 
 her2هــاي ســرطانی تا ســلول گردیدسطح اگزوزوم بیان 

 LAMP2bبــا  darpinsمثبت را هدف قرار دهــد. تــوالی 
شــود. مطالعــات الحاق شده و در سطح اگزوزوم بیان می

in silico تــوان از آنتــی ژن طراحــیان داده است که مینش 
استفاده کرد. بعــداً، نتــایج her2 شده براي هدف گرفتن 

هاي تجربی با استفاده از روش in silicoحاصل از روش 
طراحی پــروتئین  ،. هدف از این مطالعه)43-45(تأیید شد

 گیــريو ارزیابی آن براي هدف LAMP-BDNFکایمریک 
در این مطالعه است.  in silicoهاي عصبی به روش سلول

و توســط  هانتخاب کــرد Trk-Bبه  BDNFدومین اتصال 
متصــل  LAMP2bیک لینکر آن را به ناحیــه غشــا گــذر 

سازي شــد و از نظــر میــل ، سپس این ساختار مدلگردید
ــر  ــتفاده از لینک ــت. اس ــرار گرف ــالیز ق ــورد آن ــالی م اتص

تی بهتــر تواند منجر به افزایش پایداري و فعالیت زیســمی
 پــذیرپروتئین طراحی شده گردد. استفاده از لینکــر انعطــاف

هاي مختلــف پــروتئین طراحــی نیز امکان عملکرد بخش
ــه ــششــده را ب ــد صــورت بخ ــراهم خواه ــاي مجــزا ف ه

اي کــه توســط صــباغیان و در مطالعــه BDNF. )46(آورد
ویروســی و فســفو  Bپــروتئین  همکاران انجام شد گلیکو

به عنوان نواحی حفاظــت شــده آنتــی  150و  65پروتئین 
هــاي ســایتومگالو ویــروس بــا بــالاترین خاصــیت ژن

تــوپ هــدف مناســب بــا زایی انتخــاب شــدند. اپــیایمنی
پیــدا شــد. در  in silicoابزارهاي بیوانفورماتیک و روش 

این مطالعه یــک ســاختار ژنــی نوترکیــب جدیــد حــاوي 
 هاي چند آنتی ژنی طراحی شد که یک واکسنتوپاپی

خواهد بــود. نتــایج مطالعــه  HCMVمناسب و ایمن علیه 
هــاي نشان داد که واکسن طراحــی شــده محــرك پاســخ
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 Cruz-Rodrıguez. )47(باشدایمنی هومورال و سلولی می
 Silico inو همکاران یــک واکســن پیشــگیرانه بــا روش 

طراحی کردند که هدف آن محافظــت در برابــر ســرطان 
باشــد. ستاز سرطان ریــه مــیسینه و تخمدان درگیر در متا

پپتید یک ضد تومور  -cDNAدر این مطالعه، با ترکیب 
این  پایدارتر در برابر سرطان سینه و تخمدان ارائه کردند.

cDNA-  پپتید شــامل همجوشــی ژنHer2  بــا پپتیــدهاي
Her2 هاي و پروتئینPARP-1 هــا انسانی بود. اگــزوزوم

بعــد و قبــل از به عنوان بیومارکرهاي ســرطان زایــی ریــه 
، in silicoواکسیناسیون پیشنهاد شدند. با توجه به نتــایج 

cDNA - هــا در پپتید میــل ترکیبــی بــالایی بــا اگــزوزوم
ــوري آن  ــد توم ــت ض ــان داد و فعالی ــتاز نش ــه متاس مرحل

و همکــاران بــا  Sharmaي . در مطالعــه)48(مشــخص شــد
 هــايتوپی از پروتئینیک واکسن چند اپی in-silicoروش 

اگزوزومی ایمونوژنیک بــراي بــرانگیختن پاســخ ایمنــی 
براي  سلولی و هومورال علیه باکتري سل طراحی کردند.

زا غیــر حساســیت ژنیــک،هاي آنتــیتوپاین کار از اپی
 انتخــاب CTLو  B ،HTLهــاي پروتئین اگزوزومــی ســلولی

شد. براي ایمنــی زایــی بهتــر واکســن، از تــوالی پپتیــدي 
وان ادجوانــت واکســن اســتفاده بــه عنــ TLR4آگونیست 

و شــبیه  in silicoبر اســاس نتــایج حاصــل از روش  شد.
ــد ــی اتصــال لیگان ــود و  -ســازي ایمن ــده مناســب ب گیرن

. )49(توانست پاسخ ایمنی خــوبی ایجــاد کنــدواکسن می
موثرترین کاندید براي درمــان انــواع اخــتلالات عصــبی 

د به مطالعات مختلفی براي ارسال این فاکتور رش و است
. بــه دلیــل )41(سیستم عصبی مرکزي، انجــام شــده اســت

و چندین داروي مورد  BDNFمغزي،  -وجود سد خونی
توانند جهت درمان بسیاري از اختلالات نمی FDAتایید 

هاي مغــزي مــورد اســتفاده قــرار گیرنــد. عصبی و آسیب
چندین طرح تحقیقاتی بــراي ایجــاد روشــی مــوثر بــراي 

ارزیابی  BBBاز طریق  BDNFژه عبور ریز داروها به وی
 شده است. براي دور زدن این مسائل، به یک حامل نیــاز

ها ناقلینی با این خصوصــیات مــورد نظــر است. اگزوزوم

هــا تــوان در ســطح آنهاي مختلفی را میهستند. پروتئین
هــا بیــان کــرد و ترکیبــات دارویــی مختلفــی را درون آن

در مطالعــه ات، بارگذاري کرد. با توجه به این خصوصــی
ــک  ،حاضــر ــروتئین کایمری طراحــی  LAMP-BDNFپ
  ها بیان شود.تا در سطح اگزوزوم گردید

 پــروتئین کایمریــک ،نتایج مطالعــه حاضــر ساسبرا
LAMP-BDNF ــاختاريمــی ــد خــواص س    BDNF توان

ــد مــی BDNF حفــظ کنــد. ســاختار دســت نخــوردهرا  توان
 Trk-B عملکردي آن از جمله میل اتصالی آن به خواص

ــد. ــینهــم را حفــظ کن ــایج ایــن مطالعــه نشــان داد  چن   نت
 in silico که پروتئین کایمریک طراحی شــده در ســطح

رود دارد. بنابراین انتظار می Trk-B میل ترکیبی بالایی به
ــه  ــکک ــروتئین کایمری ــطح  LAMP-BDNF پ ــر س ــه ب ک

هــا را بــه ســمت بیان خواهد شد بتواند اگزوزوم اگزوزوم
هــدایت کنــد. ایــن  Trk-B و گیرنــدههاي عصــبی سلول

ویژگی منجر بــه انتقــال مــوثر و هدفمنــد داروهــاي قــرار 
ها بــراي اهــداف مختلــف درمــانی گرفته درون اگزوزوم

  .خواهد شد
هاي امیدوارکننده مطالعه انجام شده با توجه به یافته

تــري را بــراي ارزیــابی تــوان مطالعــات تجربــی بــیشمی
از  انجام داد. پیشنهاد می شودتر نتایج به دست آمده بیش

طریق مهندسی ژنتیک پروتئین کایمریک تولیــد شــود و 
 in vivoو  in vitroجهت کارایی آن مطالعاتی در سطح 

  نیز انجام شود.
ــه ــن مطالعــه  در پایــان بایــد اشــاره کــرد ک   در ای

ـــک  ـــروتئین کایمری   طراحـــی  LAMP-BDNFیـــک پ
ــد ــروتئین  ش ــا پ ــد ب ــل کارآم ــه تعام ــادر ب ــه ق    Trk-Bک

جــا کــه ایــن پــروتئین کایمریــک بــر ســطح است. از آن
تواننــد ها مــیشود، این نوع از اگزوزوماگزوزوم بیان می

ـــروتئین  BBBاز  عبـــور کننـــد و اتصـــال قـــوي بـــین پ
 دارو هایتشود در ن ربر قرا Trk-Bکایمریک و پروتئین 

هــاي عصــبی ها به ســلولهاي بارگیري شده در اگزوزوم
 رسند.هدف می
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