
 
 

 

 15 

Design of a Humanized Immunotoxin Based on Pertuzumab-
Derived scFv and Shiga-Like Toxin 2 Subunit A Against Breast 

Cancer: An In Silico Study 
 

Zeinab Ghesmati1, 

Khadijeh Ahmadi2, 

Navid Nezafat3, 

Farzaneh Vahedi4, 

Mortaza Taheri-Anganeh5, 
Seyyed Hossein Khatami6, 

Hasan Ghasemi7, 

Rahmatollah Soltani8, 

Vahid Zarezade8, 

Ahmad Movahedpour9, 

Ehsan Ghasemi10 
 

1 PhD in Molecular Medicine, Department of Molecular Medicine, Tabriz University of Medical Sciences, Tabriz, Iran 
2 Assistant Professor, Infectious and Tropical Diseases Research Center, Hormozgan University of Medical Sciences, Bandar 

Abbas, Iran 
3 Assistant Professor, Pharmaceutical Sciences Research Center, Shiraz University of Medical Sciences, Shiraz, Iran 

4 PhD in Medical Biotechnology, Cellular and Molecular Research Center, Babol University of Medical Sciences, Babol, Iran 
5 Assistant Professor, Cellular and Molecular Research Center, Cellular and Molecular Medicine Research Institute, Urmia 

University of Medical Sciences, Urmia, Iran 
6 PhD in Clinical Biochemistry, Department of Clinical Biochemistry, Faculty of Medicine, Shahid Beheshti University of Medical 

Sciences, Tehran, Iran 
7 Associate Professor, Department of Basic Sciences, Abadan University of Medical Sciences, Abadan, Iran 
8 Assistant Professor, Department of Basic Sciences, Behbahan Faculty of Medical Sciences, Behbahan, Iran 

9 Assistant Professor, Cellular and Molecular Research Center, Yasouj University of Medical Sciences, Yasouj, Iran 
10 Assistant Professor, Department of Basic Sciences, Abadan University of Medical Sciences, Abadan, Iran 

 
(Received November 3, 2024; Accepted April 13, 2025)

 

 

Abstract 
 

Background and purpose: Breast cancer is the second cause of mortality among women. HER2, a 

member of the epidermal growth factor receptor family, is overexpressed in approximately 25% of breast 

cancer cases. This receptor represents a valuable therapeutic target in the management of breast cancer. 

For the treatment of HER2-positive breast cancer, several agents, including trastuzumab (Herceptin), have 

been approved. Herceptin is a monoclonal antibody capable of binding to the HER2 receptor. A single-

chain variable fragment (scFv) derived from Herceptin can also be utilized in the development of 

immunotoxins targeting HER2-positive cancer cells. Shiga toxins are bacterial exotoxins commonly 

produced by Shigella dysenteriae and certain strains of Escherichia coli. The A subunit of Shiga-like 

toxin 2 (Stx2A) is a potent cytotoxic agent with the potential to kill cancer cells. 

Materials and methods: In this insilico study, we employed bioinformatics tools to design an 

immunotoxin composed of a HER2-specific single-chain variable fragment (scFv) and the A subunit of Shiga-

like toxin 2. To construct the immunotoxin, the amino acid sequences of the scFv and Shiga-like toxin 2 

subunit A were joined via a peptide linker. The secondary structure, physicochemical properties, solubility, and 

potential allergenicity of the construct were predicted. The tertiary structure of the immunotoxin was modeled, 

refined, and evaluated. Protein-protein docking was performed to assess immunotoxin-receptor binding, and 

molecular dynamics simulations were used to evaluate immunotoxin stability. 

Results: According to the findings, the designed construct appears to be a stable protein with adequate 

solubility, non-allergenic properties, and a structurally favorable configuration for binding to HER2. 

Conclusion: In conclusion, the designed construct demonstrates potential for the production of a HER2-

targeted immunotoxin. However, further validation through comprehensive in vitro and in vivo immunological 

assays is necessary to confirm the efficacy and therapeutic potential of the construct. 
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 ـدران ـــازنـ ــي مـكــ ـــزش ـــوم پ ـ ــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج

 (15-29)   1404سال    خرداد   245شماره     پنجمسي و دوره 

           1404 خرداد، 245، شماره  پنجمدوره سي و                                                             مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                              16

 پژوهشی 

پایه قطعه متغیر تک زنجیره   بر  یانسان نیمونوتوکس یا کی  یطراح
  هیعل A Shiga like toxin2  واحد ریو زپروتزماب از شده مشتق  ای

 in-silicoمطالعه  ک ی سرطان پستان: 
 

 1یقسمت نبیز
 2یاحمد جهیخد
 3نظافت دینو 

 4یفرزانه واحد
 5انگنه یطاهر یمرتض

 6یخاتم نیحس دیس
 7یحسن قاسم

 8یرحمت اله سلطان
 8زاده زارع دیوح

 9احمد موحدپور
 10یاحسان قاسم

 چكیده 
، یک گیرنده فاکتور رشدد اپیددرمی اسدت Her2پستان دومین علت مرگ ناشی از سرطان در زنان است. سرطان    سابقه و هدف:

شود. این گیرنده ممکن است در درمان بیماران مبتلا به سدرطان پسدتان های پستان بیش از حد بیان می درصد از سرطان  25که تقریباً در  
 (Herceptin)  مثبت، اثرگذاری تعدادی از عوامل دارویی، از جمله  Her2نقش مهمی داشته باشد. برای درمان سرطان پستان در بیماران  

Trastuzumab   بادی با توانایی اتصال به گیرنده تایید شده است. هرسپتین یک آنتیHer2  است. قطعهV تک زنجیدره( ایscFv  مشدت )
دهدد. مثبت را هدد  قدرار مدی   Her2های سرطانی  تواند برای ایجاد ایمونوتوکسین هایی استفاده شود که سلولشده از هرسپتین نیز می 

 Aواحدد  شدوند. زیدرتولیدد مدی  ی کلد ایشدیاشرو  یسنتری دگلایشهای توکسینوم شیگا، توکسینوم باکتریایی هستند که اغلب از باکتری
 .باشدهای سرطانی را دارا می یک عامل سیتوتوکسیک است که پتانسیل کشتن سلولShiga- like toxin 2 (Stx2A )مربوط به 
از ابزارهای بیوانفورماتیدک بدرای ایجداد یدک ایمونوتوکسدین حداوی  (،in-silicoای )درون رایانه در این مطالعه :ها روش  و  مواد 

scFv    اختصاصیHer2    وStx2A    برای ایجاد یک ساختار ایمونوتوکسین، توالی اسید آمینه  گردیداستفاده .scFv    وStx2A   بدا اسدتفاده
از یک لینکر پپتیدی به هم متصل شدند. ساختار دوم و سوم، خواص فیزیکوشیمیایی، حلالیت و حساسیت زایی سازه پدیش بیندی شدده 

پدروت ین و دینامیدک -ارزیابی شد. اتصال به گیرنده ایمونوتوکسین و پایداری ایمونوتوکسین بده ترتیدب بدا اسدتفاده از اتصدال پدروت ین
 مولکولی مورد بررسی قرار گرفت.

تواند پروت ینی پایدار با حلالیدت کدافی باشدد کده حساسدیت زا نیسدت و سداختار ها، سازه طراحی شده می بر اساس یافته  :هاافتهی
 .را داشته باشد Her2رود این سازه قابلیت تولید یک ایمونوتوکسین  دارد. در نهایت نیز، انتظار می  Her2مناسبی برای اتصال به 

 . تواند به عنوان گزینه جهت درمان سرطان پستان به کار رود. می   in vivoو    in vitro  این ایمونوتوکسین پس از انجام مطالعات  : استنتاج 
 

 ، ایمونوتوکسینHer2، هرسپتین، Shiga- like toxin 2سرطان پستان،   واژه های کلیدی:
 

 :ahmad.movahed14@gmail.com E-mail                             ی مولکول  و یسلول  قاتیمرکز تحق اسوج،ی یدانشگاه علوم پزشک  -احمد موحدپور مولف مسئول:  
 :Ehsan_ghasemi1980@gmail.com E-mail                                                                  ه یگروه علوم پا ،آبادان  یدانشگاه علوم پزشک ،یاحسان قاسم                       

 رانیا ز،یتبر ز،یتبر یپزشک علوم  دانشگاه ،یمولکول   یپزشک گروه ،یمولکول  یپزشک ی. دکتر1
 رانیا  بندرعباس، هرمزگان، یپزشک علوم  دانشگاه ،یریگرمس و  یعفون یهای ماری ب قاتیتحق مرکز ار،ی. استاد2

 ران یا راز،یش راز،یش یپزشک علوم  دانشگاه ،یی دارو علوم قاتیتحق مرکز ار،یاستاد. 3
 رانیبابل، بابل، ا یدانشگاه علوم پزشک ،یو مولکول  یسلول  قاتیمرکز تحق  ،یپزشک یفناور ستیز  ی. دکتر4
 رانیا ،ه یاروم ه،یاروم یپزشک علوم  دانشگاه  ،یمولکول  و یسلول  یپزشک پژوهشکده ،یمولکول  و یسلول  قاتیتحق مرکز ار،ی. استاد5
 ران یا تهران، ،یبهشت  دیشه   یپزشک علوم دانشگاه ،یپزشک دانشکده ،ینیبال   یمیوشیب  گروه ،ینیبال  یم یوشیب  ی. دکتر6
 رانیا آبادان، آبادان، یپزشک علوم  دانشگاه ه،یپا علوم گروه ار،ی. دانش7
 ران یا بهبهان، بهبهان، یپزشک علوم  دانشکده ه،یپا علوم  گروه ار،ی. استاد8
 رانیا اسوج،ی اسوج،ی یپزشک علوم  دانشگاه  ،یمولکول  و یسلول  قاتیتحق مرکز ار،ی. استاد9
 ران یا آبادان،  آبادان،  یپزشک علوم  دانشگاه ه،یپا علوم  گروه ار،ی. استاد10

  : 24/1/1404 تاریخ تصویب :             7/9/1403 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :              13/8/1403 تاریخ دریافت 
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 انو همکاری قسمت  نبیز     

 17         1404، خرداد 245، شماره  پنجمدوره سي و                مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                           

 پژوهشی 

 
 

 مقدمه 
سرطان پستان، در سراسر جهددان بدده عنددوان یکددی از 

ها تشددصید داده شددده و علددت اصددلی ترین سرطانشایع

. شددواهد (1)مرگ و میر ناشددی از سددرطان در زنددان اسددت

دهددد کدده عوامددل  نتیکددی و محیطددی زیددادی نشددان مددی

 . ( 2) توانند با شروع و پیشرفت سرطان پستان مرتبط باشددند می 

تددرین جنبدده هددای درمددان سددرطان پسددتان،  یکددی از مهددم

. ایددن نددوع (3)هنگددام ایددن بیمدداری اسددت تشددصید زود

یددا  درمانی   سرطان در مراحل ابتدایی معمولًا با جراحی، پرتو 

. در نتیجه بسددیاری از (4)شوداستفاده از داروها درمان می

هددای مرسددوم و بیماران سرطانی عددوارج جددانبی درمددان

 .(5 - 7)شوندطولانی مدت سرطان را متحمل می

با توجه به این عوامل، محققان مفهوم جدیدی برای 

. (8)را بیان کردند  "  ایمونوتوکسین"درمان سرطان به نام  

 "  توکسددینی"بادی ها با پلی پپتیدهای  در این روش آنتی

شوند کدده سددنتز پددروت ین را در سددلول هددد  ترکیب می

بادی مولکول پروت ین هیبریدی را بدده . آنتی(9)مهار کنند

 پپتیددد کند، جایی کدده پلی توکسینت سلول تومور هدایت می 

توکسینی به غشای سلول نفوذ می کند و سنتز پروت ین را 

در نسدددل اول    . ( 10) کندددد بددده صدددورت آنزیمدددی مهدددار می 

هددای بادی، کل تددوالی توکسددین بددا آنتیها ایمونوتوکسین 

که این نسل دارای معایبی   گردیدمونوکلونال ترکیب می

از جمله از دسددت دادن عملکددرد اختصاصددی و پایددداری 

. در نسل دوم، تنها تددوالی توکسددینی (11)ه استپایین بود

های سددرطانی وددروری پروت ین کدده بددرای کشددتن سددلول

. ایمونوتوکسین های نسددل سددوم، (12)هستند، استفاده شد

عنوان ایمونوتوکسددین هددای نوترکیددب نیددز شددناخته که به

 DNAبددا اسددتفاده از فندداوری  1990شددوند، در دهدده می

. در جدیددددترین نسدددل، از  ( 13) نوترکیدددب توسدددعه یافتندددد 

هددای  های کلونینگ مولکددولی بددرای ایجدداد پروت ین تکنیک 

های توکسددینی  بادی و قتوکسینت فیو ن حاوی قطعات آنتی 

. (14)بددا فعالیددت آنزیمددی اسددتفاده شددده اسددت توکسددین 

های نوترکیددب فعالیددت و ویژگددی بسددیار ایمونوتوکسددین

های تومددور های سددرطانی و مدددلخددوبی را علیدده سددلول

های بالینی در . آزمایش(15)اندحیوانی از خود نشان داده 

کننده   بالینی امیدوارهای پیشحال انجام ارتباط بین داده 

آمیز در درمددان تجربددی سددرطان را نشددان و نتایج موفقیت

( اولددین DAB389IL2دهد. دنیلددوکین دیفتیتددوکس )می

ایمونوتوکسددین تاییددد شددده توسددط سددازمان غددذا و دارو 

 .(16)( بودFDAآمریکا )

( بدده HER2فاکتور رشد اپیدرمی انسانی )  2گیرنده  

عنددوان یددک هددد  احتمددالی بددرای درمددان و تشددصید 

سددرطان شناسددایی شددده اسددت. گلیکددوپروت ین گذرنددده 

HER2    های سددینه بددیش از درصد از سرطان  30تا    20در

. این گیرنده بدده همددراه سدده گیرنددده (17)شودحد بیان می

( از خددانواده  HER4و  HER1 ،HER2 ،HER3دیگددر )

. (18)( اسددت EGFRهای فاکتور رشددد اپیدددرمی )گیرنده 

HER2 های اپیتلیدددال را تنظدددیم رشدددد و تمدددایز سدددلول

، EGFبرخلا  سایر گیرنده هددای خددانواده    .(19)کندمی

فاقددد لیگانددد شددناخته   HER2دامنه خارج سلولی گیرنده  

. این گیرنده در حالت فعال وجود داشته و (20)شده است

های  گیرنده قادر به تشکیل دایمرهای بدون لیگاند با سایر 

EGF   بیددان بددیش از حددد  ( 21) اسددت .HER2   بددا بیمدداری 

تر، افزایش خطر بازگشت بیماری و شانس کددم تهاجمی

یددک پددیش   HER2. در نتیجه،  (22)همراه است  مانیزنده 

 .(23)آگهی برای درمان سرطان پستان است

، HER2هددای هدفمنددد ترین درمانیکددی از جالددب

پروت ینی است که هد  خاصی را شناسایی کددرده و بدده آن  

شود. تراستوزوماب یک آنتددی بددادی مونوکلونددال  متصل می 

  2012است که اولین پروت ین میل ترکیبی است که در سددال  

مثبددت از جملدده    HER2برای درمان برخددی از سددرطان هددای  

. مشددداهده شدددده کددده  ( 24) سدددرطان سدددینه تاییدددد شدددد 

های خددارج سددلولی ماننددد توکسددینیت سددلولی  مکانیتوکسین 

های درون ( و مکانیتوکسین ADCCبادی )به آنتی وابسته 

سلولی مانند آپوپتوز، توقف چرخه سددلولی و مهددار رگ 

. بددا (25)دخیددل هسددتند Pertuzumabزایددی در عملکددرد 

ز توجه پیشرفت در فناوری آنتی بادی نوترکیب، درک ا

سددداختار و عملکدددرد ایمونوگلوبدددولین افدددزایش یافتددده 
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ها منجددر بدده ایجدداد . علاوه بر این، این پیشددرفت(26)است

بددادی مهندسددی شددده های آنتیطیف متنوعی از مولکول

هددای فراتددر از برای تحقی ، تشصید و درمان بددا ویژگی

 Fv. قطعددات (27)بددادی مرسددوم شددده اسددتفندداوری آنتی

بددادی هسددتند کدده ترین بصددش عملکددردی آنتیکوچددک

بددادی لازم برای حفظ اتصددال و اختصاصددیت کلددی آنتی

 های های سنگین متغیر و زنجیره ها از زنجیره بادی است. آنتی 

های پایدار را می Fv .(28 ،27)اندسبک متغیر تشکیل شده 

توسددط یددک  VLو  VHهای تددوان بددا پیونددد دادن دامندده

نامی است که به این  scFvs .(29)لینکر پپتیدی تولید کرد

. مشاهده شده که  ( 30) های نوترکیب داده شده است مولکول 

ایدددن ندددوع سددداختارهای مهندسدددی شدددده در مقایسددده بدددا  

زایددی را کدداهش  هددای مونوکلونددال طبیعددی، ایمنی بادی آنتی 

هدددای طراحدددی شدددده  بادی . در نتیجددده، آنتی ( 31) دهندددد می 

انددواع مصتلددف توکسددینوم متصددل شددوند تددا تواننددد بدده  می 

 .(32)ها را تولید کنندترین ایمونوتوکسینقوی

هددای غیرفعددال ( پروت ینStxهای شددیگا )توکسددین

کننددده ریبددوزومی هسددتند کدده توسددط شددیگا دیسددانتریا 

تولیددد  یکلدد  ایشدد یاشرهای خاصددی از و سددویه  1سروتیپ  

واحد  و پنج زیر  Aشوند. توکسینوم از یک زیر واحد  می

B   اند کدده بدده نددام  تشکیل شدددهAB5toxins   نیددز شددناخته

های سددرطانی انسددانی زمددانی کدده در . سلول(33)شوندمی

گیرند  قرار می   A ،Shiga- like toxin 2واحد  معرج زیر

تر هسددتند.  نسبت به آپوپتوز و توقف چرخه سلولی، حسدداس 

ها را در ایمونددوتراپی  مطالعات پیشین اهمیت ایمونوتوکسددین 

.  ( 34  -36) سرطان، به ویژه برای سرطان پستان نشان داده است 

علاوه بر این، رویکردهای بیوانفورماتیددک امکددان تجزیدده و  

طراحددی  هددای بیولددو یکی و تحلیددل سددریع و دقیدد  داده 

 .(38 ،37)کندهای جدید را فراهم میپروت ین

در این مطالعه، یک ایمونوتوکسین موثر را با ترکیب  

scFv    اختصاصددیHER2   واحددد    بددا زیددرA  ،Shiga- like 

toxin 2   هددای  و بددا اسددتفاده از انددواع روش   ه ایجدداد کددرد

محاسباتی، پایداری ساختار طراحی شد و توانایی پددروت ین  

 ها مورد ارزیابی قرار گرفت. برای اتصال به گیرنده 

 هامواد و روش
 زه سا یطراح

های  توالی   (، in-silicoدر این مطالعه درون رایانه ای ) 

  Pertuzumab scFvتوکسین مورد مطالعدده و    Aواحد    زیر 

ترتیب از بانددک اطلاعددات  بدده   VHو    VLشددامل تددوالی  

 :PDB IDدسددت آمددد ) ه ب   Uniprotو    PDB  پروت ینددی 

4LLU  ،  شناسهStx2A :P09385 .) 

 VL-VHها ) بادی برای طراحی سازه نوترکیب، آنتی 

pertuzumab  پددذیر  ( را بددا اسددتفاده از یددک لینکددر انعطا

 (GGGGSGGGGSGGGGS به هم متصل کرد ) و پس   ه

توسددط    scFvو    scFv  Stx2A، بددا اتصددال  scFvاز تشکیل  

بددده عندددوان یدددک    GGGGSGGGGSGGGGSتدددوالی  

پیونددهنده ایده آل، ایمونوتوکسین مورد نظر طراحی شد  

 (. 1 شماره   تصویر ) 

 

 

شده )شامل   یطراح  نیمونوتوکسیا  نهیآم  دیاس  یتوال  : 1شماره    تصویر

 (Stx2A  نیو توکس VL ،VH  نهیآم  دیاس  یتوال

 

 نیمونوتوکسیا هیساختار ثانو  یبررس
متصددل بدده  scFvدر ایددن مرحلدده، سدداختار ثانویدده 

Stx2A  از طریدد  سددرورSOPMA  مددورد بررسددی قددرار

این سرور خصوصیات ساختاری ثانویه سازه   .(39)گرفت

چنین چهار حالت ساختاری )به عنوان مثددال، نهایی و هم

 بینی کرد.مارپیچ، صفحه، چرخش و سیم پیچ( را پیش

 

 ییزاتیحساسددد  و ییایمیکوشددد یزیخدددواص ف یبررسددد 
 نیمونوتوکسیا

به عنوان یک وب سرور آنلایددن در   ProtParamاز  

دسترس بددرای ارزیددابی چندددین پددارامتر فیزیکوشددیمیایی 

، PIتوالی ایمونوتوکسین )شددامل نقطدده ایزوالکترونیددک  
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(، شددداخد آلیفاتیدددک، شددداخد  MWمولکدددولی ) وزن 

اسددتفاده   ( GRAVY)  ناپایداری و میانگین کل هیدروپاتیک 

. آلددر ی زایددی بددالقوه سدداختار کایمریددک توسددط  ( 40) شددد 

AllerTOP v.2.0    مورد بررسی قرار گرفددت. مزیددت سددرور

AllerTOP v.2.0    ایددن اسددت کدده از روشAuto Cross-

Covariance   زاها از  هددا و غیددر حساسددیت بسددیاری از آلر ن

 .(41، 30)مصتلف مورد بررسی قرار می دهد های گونه 
 

 mRNA یداریپا  یبررس

، بددر اسدداس حددداقل سددازی RNAfoldوب سددرور 

پددروت ین   mRNAانر ی، جهت پیش بینی ساختار ثانویه  

 کایمریک استفاده شد.
 

 سددازه  یبعددد سدده سدداختار یابیدد ارز و اصددلا  ،یندد یبشیپ
 شده  یطراح

 Iterative Threading  (I-TASSER) از وب سرور

ASSEmbly Refinement server  به عنوان یک سددرور

که به طور گسددترده بددرای   گردیدآنلاین رایگان استفاده  

بینی ساختارهای سه بعدددی ایمونوتوکسددین طراحددی پیش

. این سرور سدداختار و عملکددرد (42)شده استفاده می شود

بینددی پددروت ین را بددا یددک رویکددرد سلسددله مراتبددی پیش

کند. در ابتدا با توجه بدده امتیدداز، بهتددرین سدداختار سدده می

 GalaxyRefineشود. سددپس از سددرور  بعدی انتصاب می

تددر برای اصلا  ساختار انتصاب شده و بددرای بهبددود بیش

. سه ابزار وب رایگان در دسددترس بددرای (43)استفاده شد

تصابی، در دو های سه بعدی انتجزیه و تحلیل اعتبار مدل

 مرحله قبل و بعد از پالایش استفاده شدند.

های سدده بعدددی  خطاهددا را در مدددل   ، ProSA-webابددزار  

(  Zسدداختارها از طریدد  محاسددبه نمددره کیفیددت کلددی )امتیدداز  

تصمینی ساختار سدده بعدددی    Z. اگر امتیاز  ( 44) دهد تشصید می 

هددای  شده خارج از محدوده مشصصدده بددرای پروت ین   بینی پیش 

 دهد. معیار باشد، احتمالًا خطاهای ساختاری را نشان می 

 Ramachandranاز نمددودار  PROCHECKابددزار 

کندددد. در نهایدددت، بدددرای اعتبدددار سدددنجی اسدددتفاده می

ها به سه منطقه مناط  مورد علاقه، مجاز و غیددر مانده باقی

 .(45)شوندبندی میمجاز طبقه

، بدده عنددوان یددک روش آزمایشددی ERRATابددزار  

شددده را بددا   بینددیمبتنی بر اتم، ساختارهای سه بعدی پیش

های کند و بر اساس مقادیر اشتباه برهمکنش  محاسبه می

سددازی اتمی غیر پیوندددی در سدداختارهای پروت ینددی مدل

 .(46)بصشدشده اعتبار می

 

اتصال مولکولی ایمونوتوکسین طراحی شددده بددا گیرنددده 
Her-2 

در ایددددن مطالعدددده بددددرای بررسددددی بددددرهمکنش 

بدده  Her-2ایمونوتوکسین طراحی شده به عنوان لیگاند با 

عنوان گیرنده، آنالیز داکینگ مولکولی با استفاده از وب 

فرج سرور انجام شد و پارامترهای پیش  Clusproسرور  

 (.47)اعمال شد

 

 شبیه سازی دینامیک مولکولی

برای تثبیت ساختارها در یک محددیط فیزیولددو یکی 

و توکسین طراحددی شددده بدده مدددت   Her-2آبی، گیرنده  

ثانیه شددبیه سددازی شدددند. همکنددین، کمددپلکس   نانو  100

بددا بهتددرین طراحددی بددرای مطالعددات  HER2-توکسددین

افدددزار ( انتصددداب شدددد. نرمMDدینامیدددک مولکدددولی )

GROMACS 2018 سدددازی بدددرای اجدددرای شبیهMD 

)میدان نیروی   OPLSاستفاده شد. ساختارها با استفاده از  

سازی مایع( برای کشف پایداری پتانسیل بهینه برای شبیه

هددا در یددک جعبدده سازی شدددند. مولکولو تغییرات مدل

هددای آب نقطدده شددار  سدداده پر از مولکول  A˚  10حلال  

(SPC قرار داده شدند. با وارد کردن مقدار کددافی )Na +

سددازی انددر ی ، بار سیسددتم خنثددی شددد. روش کمینهClو  

. شددامل دو بصددش بددود MDهای سددازیبددرای همدده شبیه

( بددا اسددتفاده از تعددداد psپیکوثانیدده ) 100ها بددرای  سیستم

( و تعددداد ثابددت ذرات، NVTذرات ثابت، حجم و دما )

( متعادل شدددند. سیسددتم بددا اسددتفاده از NPTفشار و دما )

برای دستیابی به فشار و   Parrinello-Rahmanباروستات  
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متعددادل شددد. روش ذرات   300Kبددار و    0/1دمای ثابددت  

 بددرای درمددان الکترواسددتاتیک دور  Ewald  (PME)مش  

 10Aنددانومتر و فاصددله قطددع  16/0بددرد بددا فاصددله شددبکه 

های واندروالس نانومتر، برهمکنش  1استفاده شد. با قطع  

(VDWمحاسبه شددد. در نهایددت، شبیه ) سددازی دینامیددک

 100سددازی )بدده مدددت مولکددولی بددرای هددر سیسددتم شبیه

( اسددتفاده fs)( با دو مرحله زمددانی فمتوثانیدده  nsنانوثانیه )

سازی بددا اسددتفاده از ریشدده های شبیهشد. پایداری سیستم

( و شددعاع چددرخش RMSDمیددانگین مربعددات انحددرا  )

(Rgارزیابی شد. علاوه بر این، در طول شبیه ) سددازی، از

( بددرای تجزیدده و RMSFنوسانات ریشدده میددانگین مربددع )

 تحلیل نوسان اسیدهای آمینه استفاده شد.

های زیست این مطالعه در کمیته اخلاق در پژوهش

بددا کددد اخددلاق   پزشکی دانشددگاه علددوم پزشددکی آبددادان

IR.ABADANUMS.REC.1401.106  مددورد بررسددی

 .قرار گرفت و تصویب شد

 

 هایافته
 بررسی ساختار ثانویه ایمونوتوکسین

بددرای پددیش بینددی سدداختار ثانویدده  SOPMAسددرور 

(. طبدد  2  شددماره   تصویرپروت ین کایمریک استفاده شد )

شددده در  بینددیهای ساختاری پیشبینی درصد حالتپیش

مددارپیچ، -درصد نواحی آلفددا  56/22ساختار نهایی شامل  

درصددد  21/9یافتدده،  های توسددعهدرصددد رشددته 41/31

 درصد پیکش تصادفی است. 82/36چرخش بتا و 

 

 

 نتایج مربوط به تحلیل ساختار ثانویه ایمونوتوکسین  : 2 شماره تصویر

بررسدددی خدددواص فیزیکوشدددیمیایی و حساسدددیت زایدددی  
 ایمونوتوکسین 

پارامترهای ویژگی فیزیکوشددیمیایی    ProtParamسرور  

بددرای بررسددی    و سازه های نوترکیب را تجزیه و تحلیل کرد  

حساسدددیت ایمونوتوکسدددین طراحدددی شدددده، از سدددرور  

AllerTOP v.2.0   (. 1  شماره   استفاده شد )جدول 

بینددی کددرد کدده سدداختار پددروت ین ایددن سددرور پیش

زا غیر حساسیت  +scFvتوکسین    Aکایمریک زیر واحد  

شددده  اسددت، بدده ایددن معنددی کدده ایمونوتوکسددین طراحددی

هددای آلر یددک را در بدددن های التهددابی و واکنشپاسددخ

 کند.انسان ایجاد نمی
 

پارامترهددای فیزیکوشددیمیایی و حساسددیت زایددی  : 1 شددماره جددل  

 ایمونوتوکسین طراحی شده 
 

 نتایج ویژگی ها 

 554 تعداد اسید آمینه ها 

 دالتون  88/59996 وزن مولکولی 

 14S832O740N4094H2643C فرمول شیمیایی

pI 39/8 ت وری 

تعداد نهایی اسید آمینه های دارای بار منفی 

 )آسپارتات و گلوتامات( 

43 

تعداد نهایی اسید آمینه های دارای بار مثبت )آر ینین 

 و لیزین(

46 

 8323 تعداد نهایی اتم ها 

 17/38 شاخد ناپایداری 

 36/73 شاخد آلیفاتیک

 -  245/0 میانگین هیدروپاتی

 احتمالا آلر ن نیست امکان آلر ن بودن

 

 mRNAبررسی پایداری 
 mRNAبینددددی پایددددداری احتمددددالی بددددرای پیش

بددرای تصمددین  RNAfoldافزار آنلایددن کایمریک، از نرم

حداقل انر ی آزاد استفاده شد. نتایج نشان داد که انر ی 

کیلوکددالری بددر  -11/735آزاد مجموعدده ترمودینددامیکی 

سدداختار ثانویدده سددازه  3شددماره    تصویرمول )پایدار( بود.  

mRNA دهد.را نشان می 
 

 اصلا  و ارزیابی ساختار سه بعدی سازه نوترکیب

پنج ساختار سدده بعدددی را بددرای   I-TASSERسرور  

ها بینی کرد که از میان آنتوالی پروت ین کایمریک پیش

( انتصاب شددد -80/1)  Cبهترین ساختار با بالاترین امتیاز  

 (.A، 4 شماره  تصویر)
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پیش بینددی انددر ی براساس    mRNAبررسی پایداری    : 3  شماره  تصویر

 آزاد مجموعه ترمودینامیکی

 

ساختار سه بعدی مدل انتصابی بددا اسددتفاده از سددرور 

GalaxyRefine  اصدددلا  شدددد و اطلاعدددات تغییدددرات

،  RMSDسدددداختار اولیدددده بددددر حسددددب  سدددداختاری از 

MolProbity  ،Ramachandran plot  ،GDT-HA  ،

روتامرهای وعیف و امتیاز مجموع ارائه شده اسددت. مدددل  

ترین منطقدددده در نمددددودار  سدددداخته شددددده بددددا مطلددددوب 

Ramachandran  انتصاب  ( 4 شماره   تصویرشد ،B مدل .)

 به عنوان بهترین مدل تصفیه شده در نظر گرفته شد. 4
 

A              B 

 

ساختار سه بعدی پیش بینی شددده بددرای پددروت ین   :A  :4  شماره  تصویر

ساختار اصددلا  شددده براسدداس   :I-TASSER،  Bفیو ن توسط سرور  

 GalaxyRefineخروجی سرور 

 

و  ProSA-web ،PROCHECKسدده سددرور شددامل 

ERRAT  گیری سددطک کیفیددت و خطاهددای بددرای اندددازه

احتمالی در مدددل انتصدداب شددده از مرحلدده قبددل اسددتفاده 

 PROCHECKشدند. اعتبار ساختار اصلا  شده توسط  

ها در منطقدده از باقیمانددده درصددد  4/80تأییددد کددرد کدده 

درصددد  8/2در منطقه مجاز و تنهددا درصد    3/14مطلوب،  

که در ساختار اولیدده، در منطقه غیر مجاز هستند. در حالی

 ،0/64تجزیه و تحلیل نمودار راماچاندران نشددان داد کدده 

ها بدده ترتیددب در مندداط  از باقیمانددده  درصددد 8/3و  3/25

مطلددوب، مجدداز و غیددر مجدداز قددرار داشددتند. قطعددات 

Ramachandran  های اولیدده و دست آمده بددرای سددازه به

 آورده شده است. 5 شماره  تصویرلا  شده در صا

 

 
 

 
 

 :B،  برای ساختارهای اولیدده  PROCHECKآنالیز    :A  : 5  تصویر شماره

 اصلا  شده 
 

ProSA-web  تددر ارزیددابی کددرد، بددا   کیفیت مدل را بیش

 - 1/6مدل اصلی  Z، امتیاز ProSA- webتوجه به نتایج 

پددس از تمددام  ،تددر ایددن مدددلبددود کدده بددرای بهبددود بیش

رسددید  -86/6بدده  Zاصلاحات، مدل تصفیه شده به امتیاز  

(. علاوه بر این، نتددایج تجزیدده و تحلیددل 6  شماره   تصویر)

نشان داد که فاکتورهای کیفی کلی در   ERRATنمودار  

و  9537/67های اولیدده و اصددلا  شددده بدده ترتیددب سددازه 

 بود.  3747/76
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 ساختار اصلا  شده  :B،  برای ساختار اولیه PROSAپیش بینی شده توسط وب سرور  Zامتیازهای   :A : 6 شماره تصویر

 
 با ایمونوتوکسین طراحی شده  Her-2اتصال مولکولی 

کنش بددین گیرنددده بعدی بددرای بددرهمهای سددهمدددل

Her-2 واحد  و زیرA  توکسین مورد مطالعددهscVF +  بددا

ایجاد شددد. بهتددرین مدددل   Clusproاستفاده از وب سرور  

بینددی شددده بددرای ایمونوتوکسددین طراحددی شددده و پیش

انتصاب شده است. مدل شددماره   Her-2مجموعه گیرنده  

های اتصال بین لیگاند و بهترین نتایج را از برهمکنش  10

کیلوکددالری   -7/1067ترین امتیاز انددر ی )  گیرنده و کم

 (.7 شماره  تصویربر مول( ارائه کرد )

 

 
 

توکسددین در سدداختار  Aواحددد  اتصال مولکولی زیددر  : 7  تصویر شماره

کلی ایمونوتوکسین مورد مطالعه بدده عنددوان یددک لیگانددد بددا گیرنددده 

Her-2 )(48))آبی 

 Her2-toxinمطالعه شبیه سازی دینامیک مولکولی کمپلکس 

، توکسددین Her-2پایددداری گیرنددده غیددر متصددل 

بددا  Her2طراحددی شددده و توکسددین متصددل بدده گیرنددده 

گیرنددده و  RMSDارزیابی شددد. مقددادیر   MDسازی  شبیه

لیگاند ناپیوسته نشان داد که ساختارهای گیرنده ناپیوسته 

Her-2   و توکسین طراحی شده قبل از برهمکنش پایدددار

نشددان  RMSDچنین، تجزیدده و تحلیددل مقددادیر  بودند. هم

به ثبددات  ns 40پس از  Her2-داد که کمپلکس توکسین

 (. 8 شماره  تصویررسیده است )

 

 
 

ایمونوتوکسین طراحی شده بدون   RMSDمقادیر  : 8 شمارهتصویر 

و ایمونوتوکسین طراحی شده متصل شده به   Her-2پیوند با گیرنده 

 ns 100در طول شبیه سازی  Her-2گیرنده 
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چین خددوردگی و تددراکم پددذیری بددا اسددتفاده از شددعاع  

-گیرنددده توکسددین   Rg( ارزیابی شد. نمددودار  Rgچرخش ) 

Her2  دهددد کدده کمددپلکس بددا نوسددانات جزئددی در  نشان می

نسددبتاً پایدددار اسددت. مقددادیر  ،  نددانومتر   4/ 1تددا    3/ 8محدددوده  

RMSF    نیز برای تعیین میانگین انعطا  پذیری باقیمانددده هددا

 (. A  ،B ،  C،  9  تصویر شماره )  در مجتمع اندازه گیری شد 

 

 بحث
ترین سرطان و علت اصلی مددرگ و  سرطان پستان شایع 

. بددا  ( 48) میر ناشی از سرطان در زنان در سراسددر جهددان اسددت 

  30مددورد، سددرطان پسددتان تقریبدداً    200000شددیوع تصمینددی  

درصد موارد سرطانی تازه تشصید داده شده را در هر سال  

فاکتور رشد اپیدددرمی انسددانی   2گیرنده  . ( 49) دهد تشکیل می 

 (HER-2  تیروزین کیندداز، تکثیددر و رشددد سددلولی را تنظددیم )

یددا گیرنددده    ErbB2کدده بدده آن    HER2. گیرنددده  ( 50) کند می 

p185   ای از  مجموعددده   در زیدددر   . ( 51) شدددود نیدددز گفتددده می

عامددل    HER2های پستان، بیان بددیش از حددد گیرنددده  سرطان 

درصددد    20. تقریبدداً  ( 52) اصلی توسعه و پیشرفت تومور اسددت 

  HER2از بیماران در مراحل اولیه سرطان پستان، تقویت  ن  

یددا پددروت ین پیددام    RNAو/یا بیددان بددیش از حددد را در سددطک  

تراستوزوماب، اولددین درمددان علیدده    . ( 53) رسان نشان می دهند 

HER2    با تاییدFDA بددادی مونوکلونددال انسددانی  ، یددک آنتی

فعالیددت    HER2نوترکیب است که علیه ناحیه خارج سلولی 

)از    HER2علل بالقوه مقاومت به درمددان هدفمنددد  . ( 54) دارد 

جملدده تراسددتوزوماب( در سددرطان پسددتان شناسددایی شددده  

واوک است که رویکردهددای درمددانی جدیددد    . ( 56  ، 55) است 

های درمانی و بهبود نتایج درمان در  برای حذ  محدودیت 

 . ( 57) مثبددددت حیدددداتی هسددددتند   HER2سددددرطان پسددددتان  

توکسددین دو -بددادیهددای آنتیها مولکولایمونوتوکسددین

تدددر های هدددد  )بیشعملکدددردی هسدددتند کددده سدددلول

های سرطانی( را از طری  عمل توکسین در داخددل سلول

 .(58)کشندسلول می
 

 
 

، RMSDمقادیر نوسان  :MD، Aسازی در طول شبیه Her2-شده توکسینکمپلکس طراحی RMSF، و RMSD ،Rgتجزیه و تحلیل  : 9 شماره تصویر

B:  نمودارRg ،C:  مقادیرRMSF 
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های پروت ینی با منشا باکتریایی و گیاهی بددا توکسین

های بددرای هددد  قددرار دادن سددلول  scFvهای  بادیآنتی

در رویکردهددای درمددانی   .(60،  59)سرطانی ترکیب شدند

انتصاب  scFvجدید، سلول هد  توسط خواص اتصالی 

شود. بنابراین توکسین هم بدده عنددوان دارو شده تعیین می

های های انسانی و هم به عنوان پروببرای درمان بیماری

. نشددان داده (60)شددوندعملکرد سلولی در نظر گرفتدده می

، یکددی از Stx2مربددوط بدده    Aواحددد    شده است کدده زیددر

های شناخته شده، باعث ایجاد سمیت ترین توکسینقوی

های سلولی، آپوپتوز و توقددف چرخدده سددلولی در سددلول

، Stx2مربوط به  Aواحد  . زیر(61)شودسرطانی انسان می

توانددد بدده در هر دو شکل طبیعددی یددا مهندسددی شددده، می

 .(62)عنوان یک عامل ود سرطان استفاده شود

ها  هددا، واکسددن بادی ایمونوانفورماتیک برای ایجاد آنتی 

های  های تشصید ایمنددی وددروری اسددت. پیشددرفت و تست 

جدیددد در بصددش ایمونولو یددک بیوانفورماتیددک منجددر بدده  

ابزارهای ارزشمندی بددرای کدداهش هزیندده و مدددت سدداخت  

 . ( 63) بادی شده است واکسن و آنتی 

اسددتفاده از سددرورهای مصتلددف  حاورهد  مطالعه 

بیوانفورماتیک برای ایجاد یک ایمونوتوکسین مددوثر در 

-DELTAهددددای برابددددر سددددرطان سددددینه بددددود. توالی

stichotoxin-Hmg2a  وPertuzumab scFv  در ابتدا از

 به دست آمدند. Uniprotپایگاه داده پروت ین 

-DELTA-stichotoxinساختار نوترکیب، کدده شددامل  

Hmg2a    وPertuzumab scFv    بددود، بددا اسددتفاده از یددک

  ( GGGGSGGGGGSGGGGSپددذیر ) پیونددهنددده انعطا  

بددا اسددتفاده از   سددازه طراحددی شددده ایجاد شد. ساختار ثانویه 

مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفددت. ایددن   SOPMAسرور  

چنددین چهددار حالددت هددای سدداختاری و همسددرور ویژگی

سدداختاری )مددارپیچ، صددفحه، پددیکش و سددیم پددیچ( را 

 بینی کرد.پیش

پارامترهای فیزیکوشیمیایی ساختار طراحی شددده بددا 

مددورد ارزیددابی قددرار  protParamاسددتفاده از وب سددرور 

گرفت. با بررسی پارامترهایی مانند شدداخد آلیفاتیددک، 

( و نشددان داده MWشاخد ناپایددداری، وزن مولکددولی )

شد که ایمونوتوکسین طراحی شده یک پروت ین پایدددار 

است. این ترکیب ایمونوتوکسین به دلیل حلالیت آن بدده 

 شود.سرعت در بدن رسوب نمی کند و تجزیه نمی

بددرای  mRNAکدده ثبددات رونویسددی  با توجه به ایددن

بیان کارآمد پروت ین مورد نیاز است وب سددرور آنلایددن 

RNAfold بیندددی سددداختار ثانویددده بدددرای پیشmRNA 

 mRNAایمونوتوکسین اسددتفاده شددد. بددر اسدداس نتددایج،  

ایمونوتوکسین طراحی شده به دلیددل انددر ی آزاد منفددی، 

 ساختاری پایدار دارد.

پنج ساختار سدده بعدددی را بددرای   I-TASSERسرور  

پددروت ین کایمریددک پیشددنهاد کددرد کدده بهتددرین سدداختار 

( را دریافت کرد. سپس ساختار -80/1) Cبالاترین امتیاز 

سددده بعددددی مددددل انتصدددابی بدددا اسدددتفاده از سدددرور 

GalaxyRefine    بدده دلیددل دارا بددودن   4اصلا  شد. مدل

مسدداعدترین مسدداحت در قطعدده راماچاندددران بدده عنددوان 

 بهترین مدل تصفیه شده انتصاب شد.

برای ارزیابی سطک کیفیت و خطاهددای احتمددالی در 

، ProSA-webمدددل انتصدداب شددده قبلددی، از سددرورهای 

PROCHECK    وERRAT   استفاده شد. تجزیه و تحلیل

هددا و زوایددای پیونددد بدداقی نمودار نشان داد که اکثر طول

 مانده در این مدل در نواحی مورد نظر قرار دارند.

و   Her-2یک مدل سه بعدی از تعامل بددین گیرنددده  

با استفاده از  + scVFتوکسین مورد مطالعه  Aواحد  زیر

ایجاد شد. محتمل ترین مدددل بددرای   Clusproوب سرور  

ایجدداد و انتصدداب  Her-2اتصال ایمونوتوکسین و گیرنده 

هددای اتصددال مددوثرترین برهمکنش  10شده اسددت. مدددل  

ترین امتیدداز انددر ی را گیرنده را تولید کرد و کم-لیگاند

داشت. توانایی ایمونوتوکسددین بددرای اتصددال بدده گیرنددده 

Her2   در نهایت نشددان داده شددد. بددرای تجزیدده و تحلیددل

پایداری ساختار توکسین طراحی شده در اشددکال آزاد و 

 MDسازی  با شبیه  ns  100تا    RMSDپیکیده آن، مقادیر  

ختار )توکسددین . به طور کلی، هر سدده سدداگردیدارزیابی  

( در Her2-، و کمددپلکس توکسددینHer2آزاد، گیرنددده 
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طول شبیه سازی بدده ثبددات نسددبی دسددت یافتنددد. سدداختار 

نوسدددانات    Her2-توکسدددین آزاد و کمدددپلکس توکسدددین 

دهددد  نشددان می   Her-2متصددل    تری نسبت به گیرنده غیددر کم 

دهد سازه به خددوبی طراحددی شددده و سدداختاری  که نشان می 

بددا اسددتفاده از   2022پایدار دارد. موحدپور و همکاران سددال 

 Her2و گیرنده    DELTA-stichotoxin-Hmg2aتوکسین  

سدداختار ایمونوتوکسددینی بددرای درمددان سددرطان پسددتان 

طراحددی کردنددد. نتددایج تجزیدده و تحلیددل نشددان داد کدده 

سدداختار طراحددی شددده یددک پددروت ین پایدددار اسددت کدده 

تواند ساختاری طبیعددی داشددته باشددد و آلددر ن نباشددد، می

طور مددوثر توانددد بددهبنددابراین ایددن ایمونوتوکسددین می

را هد  قرار دهد که نتددایج مطالعدده   HER2های  گیرنده 

چنددین . هم(64)با نتایج این مطالعه مطابقت داشددت  حاور

با اسددتفاده از توکسددین   2022ای دیگر در سال  در مطالعه

DFF40  و گیرندددهHer2  ایمنوتوکسددینی بددرای درمددان

سرطان پسددتان طراحددی شددد کدده نتددایج نشددان داد کدده سددازه  

طراحی شده می تواند پروت ینی پایدددار بددا حلالیددت مناسددب  

باشددد کدده حساسددیت زا نیسددت و سدداختار مناسددبی دارد کدده  

متصددل شددود. در نهایددت،    HER2طور مناسب بدده  تواند به می 

یک کاندید امیدوارکننده بددرای تولیددد   تواند این سازه می 

باشددد. نتددایج ایددن  HER2یددک ایمونوتوکسددین هدفمنددد 

 .(65)مطالعه با مطالعه هم خوانی داشت

 
 سپاسگزاری

این مطالعه با حمایت مالی دانشددگاه علددوم پزشددکی 

. از تمددام (1401U-1503آبادان انجددام شددد )کددد طددر :  

کسانی که در این مطالعه یاری رسدداندند کمددال تشددکر و 

 قدردانی را داریم.
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