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نسل جدید  ردیفکه آنها را در  VHHنظیر  هاي بی و ویژگی VEGF١با توجه به اهمیت مهار  -چکیده
 VEGF گیرندهعلیه دمین متصل شونده به  VHHهدف از این مطالعه تولید  ،قرار داده بادي آنتیداروهاي از نوع 

از  VHHقطعات  2پس از تهیه گنجینه ژنی .شودش ممانعت ا گیرندهبه  VEGFترتیب از اتصال  به اینتا  است
با تمایل بالا به  VHH 4نمایشگربراي جداسازي فاژهاي  .ساخته شد VHH 3شتر ایمن، کتابخانه نمایش فاژي

ي ها درصد از کلون 52. اي انجام گرفت هاي متوالی سختگیرانه 5سازي غنی، VEGF گیرندهدمین متصل شونده به 
الایزاي فاژ مونوکلونال توالی یکسانی داشتند که حاکی از غنی شدن بالاي این  به وسیلهاختصاصی غربال شده 

میانکنش بین  سازي شبیهبا استفاده از  شده و زيسامدل) (VHH VEvhh1 سه بعدي اینساختار  .کلون بود
دینامیک  سازي شبیه، VEGF/VEGFR2اساس اطلاعات کریستالوگرافی کمپلکس  بر بادي آنتی-ژن آنتی 6مولکولی

 بر. دشارائه  ژن آنتیبر روي  VHHجایگاه اتصال  ي از، تصویرMM/PBSA7 مولکولی و محاسبات انرژي آزاد
بطور مؤثري  شده ومتصل  VEGF گیرندهبا انرژي اتصال بالایی به جایگاه اتصال به  VHHمطالعات،  اساس نتایج

فعالیت  د و احتمالاًشو آن می گیرندهبه  VEGF، مانع اتصال را پوشش داده VEGFآمینواسیدهاي کلیدي عملکردي 
و ضد آنژیوژنز معرفی  VEGFکاندید مناسب ضد  عنوان بهرا  VEvhh1این مطالعه  .سازد بیولوژیک آن را مختل می

  . کند می
                                                        
1. Vascular Endothelial Growth Factor 
2. Gene Repertoire 
3. Phage Display Library 
4. Phages Displaying Vhh 
5. Panning 
6. Molecular Docking Simulation 
7. The Molecular Mechanics/Poisson Boltzmann Surface Area 
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 سازي شبیه، تکنولوژي نمایشگر فاژي، )VHH(تک دمینی  بادي آنتی، )VEGF(رگزایی، فاکتور رشد اندوتلیال رگی  :واژگانکلید
 .میانکنش بین مولکولی

  
  مقدمه -1

ي مونوکلونال از مهمترین داروهاي ها بادي آنتیامروزه 
یی همچون سرطان ها بیولوژیک در درمان هدفمند بیماري

جامعه  هاي طبق آخرین گزارش .]1،2[ روند بشمار می
 بادي آنتی 40، تاکنون 2014در پایان سال  بادي آنتی

 مونوکلونال درمانی توسط سازمان غذا و داروي آمریکا
)FDA(1  نیز مونوکلونال  بادي آنتی 7به تصویب رسیده و

   .اند ي بالینیها در حال گذراندن تست
(http://www.antibodysociety.org/news/approved_m

abs.php) شان در  اهمیت با وجود این دسته از داروها
، هزینه بالاي تولید مانندمقوله درمان و تشخیص، معایبی 

هاي توموري  ثر به بافتؤعدم نفوذ مو  القاء پاسخ ایمنی
، مهندسی ها مشکلاین  حل منظور به .]3،4[ دهند نشان می

 Fab2سمت تولید قطعات کوچکتري همچون ه ب بادي آنتی
اما این قطعات نیز از نقطه نظر . پیش رفت 3scFv و

 ه علتتجمع بپایداري، مقاومت در برابر پروتئازها، 
بازده بیان لینکرهاي سنتتیک موجود در ساختارشان و 

که  ها بادي آنتیاي از  دسته .]7-5[ دادند یی نشانها ضعف
 به علت ،ندشو میبطور طبیعی در بدن شترسانان تولید 

مشکلات مذکور  بر تمامی شانمنحصر بفرد هاي ویژگی
 VHH یا تک دمینیي ها بادي آنتین ای. ]3[ اند ق آمدهیفا

که تمامیت عملکردي خود اند  بادي آنتیکوچکترین قطعه 
دلیل اندازه بسیار کوچک تحت عنوان ه ب و کردهرا حفظ 
   .]8[ ندشو میمطرح  نیز 4نانوبادي
 مؤثراز جمله قدرت نفوذ  ها نانوباديي ارزشمند ها ویژگی

سهولت پروسه انسانی  ،قابل ملاحظه، پایداري ها به بافت
ي پروکاریوتی، تمایل و ها ، بیان کارامد در میزبانکردن

                                                        
1. U.S. Food and Drug Administration 
2. Fragment Antigen-Binding  
3. Single-Chain Variable Fragment 
4. Nanobody 

آنها را  ،مربوط ژن آنتیشان به  استثنائی بودن اختصاصی
ي ها بادي آنتینی براي جایگزی کاندیداي درمانی عنوان به

   .]11-6،9[ کند معمول معرفی می
آنژیوژنز در بسیاري از شرایط پاتولوژیک زایی یا رگ

 ،6، رتینوپاتی دیابتی5همچون رشد تومور، متاستاز
 9و پسوریازیس 8ریتروماتوئید آرت ،  7دژنراسیون ماکولا

القا فاکتور مهمترین . ]12،13[کند ایفا می کلیدي نقش
 )VEGF( 10فاکتور رشد اندوتلیال رگی ،آنژیوژنز کننده

طریق اتصال به از بیولوژیک خود را  فعالیت که باشد می
 Flt-1 يها گیرنده  دو گیرنده تیروزین کینازي به نام

)VEGFR1(11  وKDR )VEGFR2(12  کند میاعمال 
]14،15[.   

 وقوع در فعالیت میتوژنیک، آنژیوژنیک و بطور کلی
نقش بسیار مهمتري از  VEGF، VEGFR2سیگنالینگ 

در  VEGFحیاتی ه دلیل نقش ب. ]13[دهد  خود نشان می
 هدف یک به عنوان لکولواین م ،آنژیوژنز پاتولوژیک

هاي ضدآنژیوژنز مطرح ارزشمند براي درمان دارویی
   .]16[باشد  می

صورت  VEGFي بسیاري در جهت مهار ها تاکنون تلاش
 بادي آنتی، تولید ها رین آنت موفق گرفته است که از 

در حال . است VEGFبر علیه  bevacizumabمونوکلونال 
و    دژنراسیون ماکولابیماري  در درمان بادي آنتیحاضر این 

کلیه استفاده  و همچون کولورکتال، ریه ها بسیاري سرطان
نیز از  bevacizumab با این وجود .]17،18[د شو می

ي ها نبوده و چالشي معمول مستثنی ها بادي آنتی عایبم
                                                        
5. Metastasis  
6. Diabetic Rethinopathy  
7. Macular Degeneration  
8. Rheumatoid Arthritis  
9. Psoriasis   
10. Vascular Endothelial Growth Factor  
11. VEGF Receptor 1 (Fms-Like Tyrosine Kinase-1) 
12. VEGF Receptor 2 (Kinase Domain Region) 
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با لذا . استدق انیز ص بادي آنتیدر مورد این  ،مطرح شده
در  VEGFبه اهمیت مهار آنژیوژنز، نقش اساسی  توجه

نسبت به  ها VHHالعاده  این پدیده و خصوصیات فوق
 تولید و این مطالعه ، هدف ازها بادي آنتیسایر انواع 

 نسبت بهاي اختصاصی با تمایل بالا  VHH گري غربال
VEGF بود.   

 
  ها مواد و روش -2
 مواد -2-1

 و )1DNA )#SM0331 وزن مـولـکولی استاندارد
)#SM0313(، 2پـروتـئین وزن مـولـکولی استاندارد 
)#SM0431(ي ساخت ها ، کیتcDNA الحاق  وDNA  از

، Thermo Scientific (Vilnius, Lithuania(شـرکـت 
 Invitrogen آگارز از شرکت ،IPTG3کانامایسین، 

(Carlsbad, CA, USA) ،رزین Ni-NTA4  از آگارز
اي  خانه 96پلیت  ،)Hilden, Germany(شرکت کیاژن 

ي ها ، کیتNunc (MaxiSorp, USA)الایزا از شرکت 
از  DNA، استخراج RNAاستخراج پلاسمید، استخراج 

 Rocheاز شرکت  SfiIژل اگارز و آنزیم محدودکننده 

(Mannheim, Germany)کامل و  5، ادجوانت فروند
فایکول  ،Sigma (St Louis, MO, USA)از شرکت ناقص 

 ،GE-Healtcare (Piscataway, NJ, USA)از شرکت 
علیه باکتریوفاژ  HRPمونوکلونال کونژوگه به  بادي آنتی

M13  از شرکتAmersham Biosciences (Freiburg, 

Germany) فاژ کمکی ،M13KO7  از شرکتNew 

England Biolabs (Beverly, MA, USA) سایر مواد  و
 Merck (Darmstadt, Germany)شیمیایی از شرکت 

  .دندشخریداري 
  

                                                        
1. DNA Ladder 
2. Protein Marker  
3. Isopropyl-Beta-D-Thiogalactopyranoside  
4. Nickel-Nitrilotriacetic Acid 
5. Freund's Adjuvant  

  ها روش
و بررسی پاسخ  کردن حیوان ایمن ،ژن آنتیتولید  -2-2

  ایمنی خونی
، VEGF گیرندهپس از بیان دمین متصل شونده به 

 تاخوردگیآن و حصول اطمینان از  6مجددتاخوردگی 
در  ژن آنتیایمونوژن و  عنوان بهصحیح، پروتئین نوترکیب 

پروتئین  .]13[ ادامه مطالعه مورد استفاده قرار گرفت
اي به  نوبت با فواصل زمانی سه هفته 6 درنوترکیب 

و  200 مقادیرترتیب در  صورت زیرجلدي و عضلانی به
تزریق اول  به استثناي. تزریق شد شتر میکروگرم به 300

فروند استفاده گردید، در سایر کامل که از ادجوانت 
فروند ناقص ایمونوژن پروتئینی با ادجوانت  ها تزریق

القاء پاسخ ایمنی علیه  ارزیابی منظور به .شد امولسیفیه
از حیوان  زایی یپروتئین مورد نظر، قبل و بعد از ایمن

ي تولید ها بادي آنتیتیتر  .گردیدجدا آن سرم  و گیري خون
 ژن آنتیبر روي  7با انجام تست الایزا VEGFشده علیه 

ي شتري اتصال یافته ها بادي آنتی. مربوطه بررسی شد
خرگوشی ضد ایمونوگلوبولین  کلونال پلی بادي آنتیتوسط 

حصول  برايلازم به ذکر است . شتري ردیابی شدند
خرگوشی ضد ایمونوگلوبولین  کلونال پلی يها بادي آنتی

شتر از سرم  خرگوش توسط ایمونوگلوبولین که شتري،
 خالص شده بود، A/Gپروتئین  غیرایمن به کمک ستون

 mg 5/0در تزریق اول حدود . ایمن گردید شش تزریق با
ن شتري تخلیص شده به خرگوش تزریق ولیایمونوگلوب

ن شتري ولیایمونوگلوب mg 25/0در تزریقات بعدي . شد
زایی  در این ایمنی. خرگوش تزریق شد به تخلیص شده

تزریق اول که از ادجوانت کامل فروند به استثناي نیز 
ایمونوژن با ادجوانت  ها استفاده گردید، در سایر تزریق

هاي یادآور، بار اول، ریقتز. ناقص فروند امولسیفیه شد
انجام بار  موارد بعدي هر دو هفته یکدر یک ماه بعد و 

                                                        
6. Refolding 
7. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
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تیتر سرم خرگوش از نظر وجود  سوم تزریقاز . شدند می
 به این .ي شتري با الایزا چک شدندها Igبادي علیه آنتی

روز بعد از هر تزریق، پس از انجام  7تا  5ترتیب که 
رم جدا شده و از نظر گیري از ورید گوش حیوان، سخون

سپس  .شد ي شتري چک میها باديواکنش با آنتی
توسط ستون سرم ایمن ي خرگوشی ها ایمونوگلوبولین

  .دندشخالص  A/Gپروتئین 
  
   نمایش فاژيساخت کتابخانه  -2-3

خون ي لنفوسیت ها یک هفته پس از آخرین تزریق، سلول
کل  RNAتوسط فایکول جدا شده و محیطی حیوان ایمن 

 cDNA. سلول لنفوسیت استخراج گردید 107از حدود 
اول  PCRالگوي واکنش  عنوان به RNAسنتز شده از روي 

استفاده  )A6 ،A4 ،Call001  ،Call002پرایمردو جفت (
پس از جداسازي قطعات ژنی تکثیر یافته  .]19[ گردید

ي معمول و زنجیره سنگین از ها بادي آنتیمربوط به 
ي ها بادي آنتییکدیگر بر روي ژل آگارز، قطعات ژنی 

 PCR nestedالگوي واکنش  عنوان بهزنجیره سنگین 
 .]19[ دندشاستفاده ) Fr4-SfiI, Fr1-SfiI پرایمرهاي (

توسط آنزیم محدود کننده  کتابخانه ژنی استخراج شده
SfiI  ،درون فاژمید هضمpComb3X  با روشو الحاق 

منتقل  E. coli (TG1)ي مستعد ها الکتروپوریشن به سلول
ي باکتري ها سازي سلول پس از آلوده VHHگنجینه ژنی  .شد

بر  M13KO7توسط فاژ کمکی ) فاز رشد لگاریتمیدر (
قبل  ها VHHفاژهاي نمایشگر کتابخانه . سطح فاژ بیان گردید

تکثیر داده شد و توسط  سازي غنیاز ورود به مرحله 
PEG/NaCl  غنی شدن  براي. ]20[ید گردو تیتر تغلیظ

  .بار تکرار شد 4کتابخانه، مراحل ساخت آن 
  
 علیهاختصاصی  هايVHH کتابخانه  سازي غنی -2-4

VEGF آن و ارزیابی  
میکروگرم پروتئین  5/0شده توسط  )پوشیده( پلیت کوت

توسط  VEGF گیرندهدمین متصل شونده به نوترکیب 
بلاك ) درصد 3(بافر بلاکینگ حاوي آلبومین سرم گاوي 

 ژن آنتیفاژ نوترکیب با  پس از انکوباسیون کتابخانه. گردید
 ها ساعت، چاهک 2مدت ه ب ها تثبیت شده در چاهک

درصد  05/0بافر فسفات حاوي ( PBSTتوسط بافر 
tween (فاژهاي اتصال یافته به  شستشو داده شدند و

رها شده و  )HCl-Glycine  )2/2 :pHتوسط بافر ژن آنتی
در این مرحله . خنثی گردید) pH: 9( بافر تریس با
و تکثیر فاژهاي  سازي غنیارزیابی میزان موفقیت  منظور به

در فاز ( TG1 سویه E. coli  نوترکیب اختصاصی، باکتري
 .فاژهاي جدا شده آلوده گردید به وسیله )رشد لگاریتمی
 یافته پس از تغلیظ شدن توسط فاژهاي تکثیر

PEG/NaCl1 فاژهاي ورودي دور بعدي  عنوان به
. شدبار تکرار  6 مذکورمراحل . استفاده شدند سازي غنی

شرایط شستشوي  سازي غنیبا این تفاوت که در هر دور 
و تعداد دفعات  tween-20درصد دترجنت (فاژها 
میزان ارزیابی  .تر گردید قبل سخت نسبت به دور) شستشو

و نیز بررسی مقایسه تیتر فاژها با  سازي غنیموفقیت در 
از  بدست آمده کلونال پلی فاژهاي ژن آنتیبه  قدرت اتصال

به  قدرت اتصال فاژها .انجام شد سازي غنیهر دور 
به  .بررسی گردید 2کلونال پلیفاژ  يروش الایزا با ژن آنتی
 5/0ي پلیت الایزا توسط ها ترتیب که چاهک این

مورد نظر پوشیده شدند و پس از بلاك  ژن آنتیمیکروگرم 
درصد، فاژهاي  3سرم گاوي آلبومین با  ها چاهک کردن

ساعت  2مدت ه ب )1010تیتر ( سازي غنیخروجی هر دور 
بعد از  .ندشدکوت شده انکوبه  ژن آنتیدر مجاورت 

ردیابی فاژهاي متصل شستشوي فاژهاي اتصال نیافته، 
 M13باکتریوفاژ  بادي موشی ضدآنتیشده توسط 

 وگه بهژنوک بادي ثانویهآنتیدنبال آن ه و ب) 8000/1(
HRP  پس از افزودن  .انجام شدموشی  بادي آنتیضد

                                                        
1. Polyethylene Glycol 
2. Polyclonal Phage Elisa  
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میزان جذب ، HClو توقف واکنش با  TMB1 سوبستراي
 ژن آنتیبر روي  رونداین  .نانومتر بررسی شد 450در 

  .انجام شد کنترل عنوان بهگاوي نیز سرم آلبومین 
  
فاژهاي مونوکلونال با بیشترین تمایل  2گري غربال -2-5

 VEGFاتصال به 

انتخاب مونوفاژهاي با بیشترین اختصاصیت و  منظور به
کلونی  VEGF ،52 گیرندهتمایل به دمین متصل شونده به 

مربوط به دورهاي پنجم و ششم  ي تعیین تیترها از پلیت
قدرت  .شدندبطور تصادفی انتخاب و تکثیر  سازي غنی

با روش  ژن آنتییافته به  اتصال فاژهاي مونوکلونال تکثیر
الایزا  آزمونروند این . ارزیابی شد 3مونوکلونالفاژ الایزا 
، با این تفاوت که در این استفاژ الایزا  کلونال پلیمشابه 
 تنها یکاي از فاژهاي متنوع، اتصال  گنجینهجاي ه ب آزمون

تست  .دشو بررسی می ژن آنتیبه  )1010تیتر (کلون فاژي 
 عنوان بهآلبومین سرم گاوي نیز  ژن آنتیمذکور بر روي 

مونوفاژهاي با تمایل  گري غربالپس از  .انجام شدکنترل 
 VHH، فاژمید نوترکیب حامل ژن VEGFبالاي اتصال به 

ي آلوده به ها استخراج پلاسمید از باکتريتوسط کیت 
تعیین  برايفاژهاي مونوکلونال مورد نظر استخراج و 

پس از ترجمه توالی نوکلئوتیدي  .توالی ارسال گردید
VHH به توالی پروتئینی،  هاVHH  بیشترین تکرار اي که

طی روند خود اختصاص داده، یعنی ه را ب ها در توالی
ه و در شدبیشتر غنی  ها VHHنسبت به سایر  سازي غنی

براي ادامه  ،تر بوده موفقاختصاصی  ژن آنتیاتصال به 
  . مطالعات انتخاب شد

 
  اي سازي مقایسه مدل -2-6

در این مرحله پس از انتخاب الگوي مناسب به کمک 
با  ،PDBبر علیه بانک اطلاعاتی  BLASTPجستجوگر 

                                                        
1. Tetramentylbenzidine  
2. Screening  
3. Monoclonal Phage ELISA 

مدل اولیه  پنجاه ]Modeller 9.13  ]21استفاده از برنامه 
 CDR4 يها لوپ ساختارو ساخته منتخب  VHHاي بر

 Modellerبرنامه  loop refineتوسط مادول بادي آنتی
 اساس بر مدل نیبهتر ها از بین این مدل .دش 5بهینه

  Verify 3Dو ProCheck , Errat فاکتورهاي
(http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVS/)  مطالعه ضمن 

 تیفیک ProCheckبرنامه  .شدانتخاب  الگو با يا سهیمقا
 يژئومتر زیآنال قیطر از را نیپروتئ ساختار یمیوشئاستر

 نشان را ساختار یکل يژئومتر و مانده یباق-مانده یباق
 نیب يها انکنشیم يآمار زیآنال به Errat، برنامه دهد می

 Verify 3Dبرنامه  و دپرداز یم مختلف يها اتم انواع
 يدینواسیآم یتوال با) ساختار سوم( یاتم مدل يسازگار
را بر اساس موقعیت و محیط تعیین ) ساختار اول( مربوط

  . کند میو نتایج را با یک ساختار مناسب مقایسه 
  
  )MD( 6سازي دینامیک مولکولی شبیه -2-7

در مدل ساختاري انتخاب شده در مرحله مدل سازي 
در این . دبهینه گردیسازي دینامیک مولکولی  شبیه فرایند

 GROMACS 4.5.4 افزار نرمبه وسیله  سازي شبیهتحقیق 
. ]22[شد نجام ا GROMOS 43a1 میدان نیروي و تحت

 PME7 نیروهاي الکتروستاتیک از الگوریتم همحاسب براي
 SPC 8 در محیط آبی با مدل VHH مولکول. استفاده شد

 8حداقل ضخامت و  12086ي ها تعداد ملکولبا 
 ا سیستم برايابتد .عنوان حلال قرار داده شدبه آنگستروم 

تحت روند  9تندترین شیب کمک الگوریتمگام به  5000
ي نامناسب ها سازي انرژي قرار گرفت تا میانکنش کمینه

 ایجاددرون ساختاري برطرف شوند و همچنین شرایط 
ي هیدروژنی بین مولکول پروتئینی و ها میانکنش

 طی مدتمرحله این  در .شود فراهمي حلال ها ملکول
                                                        
4. Complementarity-Determining Regions 
5. Refine 
6. Molecular Docking Simulation (MD) 
5. Particle Mesh Ewald 
8. Simple Point Charge 
9. Steepest Descent Algorithm 
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ه ب حجم ثابتتحت شرایط سیستم دماي پیکوثانیه  100
 فرایند .افزایش یافت درجه کلوین 300 تا 200تدریج از 

 20مدت ه ب فشار ثابتشرایط  دینامیک ملکولی تحت
 2هر  انجام شد وفمتوثانیه  2ي زمانی ها گام نانوثانیه با

 ذخیرهاي از ملکول ثبت و  پیکوثانیه یک ساختار لحظه
و ساختار  سازي شبیهبررسی پایداري  براي .گردید
 رانحراف معیار جذدما، ، کلدانسیته، انرژي هاي پارامتر

 آنالیز شعاع ژیراسیونو  RMSD(1( میانگین مربعات
شده در بازه زمانی پس از  از ساختارهاي ذخیره .ندشد

و صحت  ، ساختاري میانگین بدست آمدRMSD پایداري
  :آن توسط برنامه مدل

 (http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVS/)  Procheck 
در مطالعات تئوري بعدي از این ساختار  .تأیید گردید
  .استفاده شد

  
 2لکولیوداکینگ م سازي شبیه -2-8

بر روي  بادي آنتیپیشگویی جایگاه اتصال  منظور به
 Cluspro 2.0برنامهمیانکنش آنها از  سازي شبیهو  ژن آنتی

(http://cluspro.bu.edu)  27-23[د شاستفاده[. 
ساختارهاي ورودي داکینگ شامل ساختار کریستال دمین 

برگرفته از بانک داده ( VEGF گیرندهشونده به متصل 
 ساختاري میانگین و و مدل) pdb :2VPFپروتئینی با کد 

توسط  سازي شبیهدر . بود VHH بادي آنتیبهینه شده 
 بادي آنتی-ژن آنتیمربوط به  Modeاز  Clusproبرنامه 

سه مرحله  درالگوریتمی است که  Cluspro. دشاستفاده 
ي مولکولی و اتصال دو مولکول را مورد ها اصلی میانکنش
بر  3در مرحله اول یک داکینگ سخت .دهد مطالعه قرار می

انجام  PIPERتوسط  FFTبر اساس روش داکینگ 
 غربال و ها کمپلکس ،4سازي انرژي و پس از کمینه دشو می

در  .ندشو میي ناپایدار حذف ها شده و دستهبندي  دسته و

                                                        
1. Root Mean Square Deviations 
2. Molecular Docking Simulation 
3. Rigid Docking 
4. Energy Minimization 

 ي منتخبها دسته کارلو مونت سازي شبیهبه کمک نهایت 

برترین  .ندشو میبهینه  و پایدار در مرحله قبل
و  ها دسته جمعیتشده بر اساس  سازي شبیهي ها کمپلکس

پس از مشخص شدن  .انتخاب شدند Clusproامتیاز 
 منظور به ،ژن آنتیبر روي  بادي آنتیاحتمالی  جایگاه اتصال

 گیرندهبه جایگاه اتصال به  بادي آنتیمیزان تمایل  بررسی
VEGF  در پوشاندن ناحیه مذکور بادي آنتیو توان، 

 تحت وب افزار نرمداکینگ هدفمندي توسط  سازي شبیه
HADDOCK5 28[ شد انجام[.   

هدفمند، ابتدا جایگاه پیشنهادي  داکینگ سازي شبیه قبل از
HADDOCK  تعیین و  ژن آنتیبه  بادي آنتیبراي اتصال
 VHH بادي آنتیبراي  ،سازي شبیهاین  در. ارزیابی گردید
 عنوان به CDRي ها در دسترس حلال لوپآمینواسیدهاي 

آمینواسیدهاي . در نظر گرفته شدندآمینواسیدهاي فعال 
در مورد . مشخص گردیدند افزار نرمتوسط خود  6منفعل

نیز آمینواسیدهاي در  VEGF گیرندهدمین متصل شونده به 
آمینواسیدهاي منفعل در نظر گرفته  عنوان بهدسترس حلال 

کمپلکس  1000ابتدا  .و آمینواسید فعالی تعیین نشد شدند
 بیشترین داراي کمپلکس 200آنها  بین ساخته شد و از

 .بهینه سازي شدند نظر انرژي و از انتخاب امتیاز
 RMSD ساختارهاي خروجی این مرحله بر اساس

بهترین  در نهایت. بندي شدند دسته) افزار نرمقراردادي (
 HADDOCKامتیاز  مانندمعیارهایی  کمپلکس بر اساس

 ،)برترکمپلکس  براي انتخاب افزار نرمقراردادي  معیار(
نسبت  انحراف ریشه میانگین مربعاتو  ها دسته جمعیت

 .برگزیده و بررسی گردید ترین انرژي ینیساختار با پا به
 HADDOCKتوسط که داکینگ هدفمندي  سازي شبیهدر 

آمینواسیدهاي در دسترس حلال  VHHبراي  ،انجام شد
آمینواسیدهاي کلیدي  ،VEGFو براي  CDRي ها لوپ

 ،ندا که در دسترس حلال گیرندهدرگیر در اتصال به 
آنالیز  .دندشلحاظ  7آمینواسیدهاي فعال عنوان به

                                                        
5. High Ambiguity Driven Protein-Protein Docking 
6. Passive Residues 
7. Active Residues 
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براي تعیین  .شدي برتر طبق اصول قبلی انجام ها کمپلکس
که درگیر در اتصال به  VEGFآمینواسیدهاي کلیدي 

اختلاف سطوح در دسترس باشند،  می VEGFR2 گیرنده
موجود در ساختار کمپلکس  VEGFمولکول 

VEGF/VEGFR2 در حضور و عدم حضور VEGFR2 
. ]29[ شدمحاسبه  What If توسط جستجوگر

خود اختصاص ه آمینواسیدهایی که بیشترین امتیاز را ب
به  VEGF آمینواسیدهاي مهم در اتصال عنوان به ،دادند

VEGFR2  همچنین براي شناسایی . شدندمشخص
بلوکه  بادي آنتیکه ضمن اتصال  VEGF آمینواسیدهایی از

ند، اختلاف سطوح در دسترس شو میشده و پوشش داده 
-ژن آنتیموجود در ساختار کمپلکس  VEGFمولکول 

  .دش محاسبه بادي آنتیدر حضور و عدم حضور  بادي آنتی
  

ي ها کمپلکس مولکولی دینامیک سازي شبیه -2-9
  برگزیده

مکانی  تغییرات و وقوع ها کمپلکس پایداري بررسی براي
 دینامیک سازي شبیه ،ژن آنتی روي بر بادي آنتی احتمالی

ي برگزیده ها کمپلکس روي اي نانوثانیه 10 مولکولی
 )داکینگ هدفمند( لکولیوداکینگ م سازي شبیهآخرین 

ژیراسیون، ، شعاع  RMSDمانند پارامترهایی .شد انجام
سپس توسط  .زمان بررسی شدند طی انرژي کل و دانسیته

 ژن آنتی-بادي آنتیآزاد میانکنش  انرژي MM-PBSAآنالیز 
انجام این محاسبات از  منظور به .]30[ محاسبه گردید

، ساختارهایی در سازي شبیهساختارهاي ذخیره شده طی 
 در نهایتپیکوثانیه انتخاب شدند و  50ي زمانی ها بازه

از ساختارهاي  ،ي مرتبطها انرژي آزاد و سهم انرژي
  .انتخاب شده استخراج گردید

 
  نتایج -3
  زایی در خرگوش و شتر بررسی روند ایمنی -3-1

ثانویه خرگوشی ضد  بادي آنتیتولید  براي
ي شتري از ها ي شتري، ایمونوگلوبولینها ایمونوگلوبولین

ستون کروماتوگرافی پروتئین  به وسیلهسرم شتر غیرایمن 
)G/A ( تخلیص)و به خرگوش تزریق ) الف -1 شکل
ي ها بادي آنتیدر شرایط غیراحیایی چهار رشته  .نددش

ي زنجیره سنگین از هم ها بادي آنتیمعمولی و نیز دو رشته 
کیلودالتون  100و  160ترتیب وزنی حدود  هجدا نشده و ب

در شرایط احیایی چهار رشته  اما. دهند نشان می
ي معمول از یکدیگر جدا شده، دو رشته ها بادي آنتی

ترتیب در محدوده وزن  هو دو رشته سبک ب سنگین
دو رشته  .ندشو میکیلودالتون مشاهده  50و  30 مولکولی

زنجیره سنگین نیز در شرایط احیایی از هم باز  بادي آنتی
و دو  46وزنی حدود  IgG2دو رشته سنگین  .دنشو می

 کیلودالتون دارند 43وزنی حدود  IgG3رشته سنگین 
ضد  خرگوشی بادي آنتیتیتر . )الف -1شکل (

پس از هر بار تزریق به حیوان  ایمونوگلوبولین شتري
همان گونه که در شکل . بررسی گردیدتوسط روش الایزا 

پاسخ ایمنی  ششم، پس از تزریق شود مشاهده میب  -1
گیري از حیوان ایمن،  بعد از خون. مناسبی حاصل گردید

مراحل  استفاده در منظور بهي خرگوشی ها ایمونوگلوبولین
دمین متصل شونده به  ).ج -1شکل(بعدي تخلیص شدند 

ي ها مرحله با بازه 6پس از تخلیص طی  VEGF گیرنده
ي ها بادي آنتیتیتر . اي به شتر تزریق گردید هفته سهزمانی 

زایی  مذکور در طول روند ایمنی ژن آنتیاختصاصی علیه 
افزایش تیتر . صعودي نشان داد يردیابی شد که روند

 اهده استاز تزریق دوم تا ششم قابل مش بادي آنتی
زایی مطلوب حیوان  پس از اطمینان از ایمنی. )د -1شکل(

بعد از تزریق ششم یک هفته  مورد نظر، ژن آنتیعلیه 
در  .ندشدتخلیص ي خون محیطی شتر ها لنفوسیت

زایی در خرگوش و شتر، سرم خون  بررسی روند ایمنی
دو حیوان نیز به عنوان نمونه کنترل ارزیابی غیر ایمن هر 

  ).ب و د -1شکل ( گردید
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بررسی خلوص ) الف. هاي خرگوشی و شتري بررسی روند ایمن شدن خرگوش و شتر و تخلیص ایمونوگلوبولین  1شکل 

روند ) ب. مولکولی پروتئیناستاندارد وزن  -3). 5و4(و احیایی ) 2و1(در شرایط غیراحیایی  SDS-PAGEبا هاي شتري  ایمونوگلوبولین
نتایج ارائه شده مربوط به رقت . دهد تزریقات متوالی سیري صعودي نشان می باهاي شتري  ایمن شدن خرگوش بر علیه ایمونوگلوبولین

و غیراحیایی ) 2و1(در شرایط احیایی  SDS-PAGE بابررسی خلوص ایمونوگلوبولین هاي خرگوشی ) ج. باشد سرم ایمن می 16000/1
نتایج ارائه شده در این تست  VEGFشدن شتر بر علیه دمین متصل شونده به گیرنده  روند ایمن) د. استاندارد وزن مولکولی -3). 5و4(

  .باشد سرم ایمن می 16000/1الایزا نیز مربوط به رقت 
  
علیه   VHHدمینیبادي تک  ساخت کتابخانه آنتی -3-2

 VEGFدمین متصل شونده به گیرنده 

هاي لنفوسیت توسط شیب غلظت فایکول تخلیص  سلول
 شکل(کل آنها استخراج و بررسی گردید  RNAشدند، 

، ژن RNAاز روي  cDNAپس از سنتز کتابخانه ). الف -2
  . تکثیر شد nested PCRتوسط  VHHکدکننده 

 FR12و  CH21 بینکد کننده سري اول پرایمرها ناحیه 
در  CH1فقدان ناحیه . را تکثیر دادند بادي آنتی
منجر به بروز ي زنجیره سنگین شتري، ها بادي آنتی

ي معمول و ها بادي آنتیلکولی میان واختلاف وزن م
ي ها بادي آنتیجداسازي آنها را از  ه وشدزنجیره سنگین 

 ،اول PCRمحصول ترتیب که  به این. کردمعمول میسر 
                                                        
1. Constant Heavy Domain 
2. Framework Region 

1 2 3 4 5 

116 
2/66 

45 
35 
25 
4/18 
4/14 

1 2 3 4 5 

45 

4/14 
4/18 

2/66 

35 

25 

116 

 )ب( )الف(

 )د( )ج(
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جفت  900و  600-700قطعات ژنی با وزن مولکولی 
ي زنجیره ها بادي آنتیباشند که به ترتیب به  بازي می
دلیل ه ب .ي معمول تعلق دارندها بادي آنتی سنگین و

این جلوگیري از آلودگی  منظور بهنزدیکی وزن مولکولی و 
ژل  قطعات بر رويجداسازي قطعات ژنی با یکدیگر، 

قطعات ). ب -2شکل( انجام شد درصد 7پلی اکریل آمید 
جفت  700و  600( ي زنجیره سنگینها بادي آنتیژنی 
دوم استفاده  PCR يالگو عنوان بهاز ژل استخراج و  )بازي
را   FR4و FR1سري دوم پرایمرها نواحی بین  .شدند

 از VHH تک دمینکد کننده  قطعه ژنیدادند که  تکثیر می
 شکل( باشد می )يجفت باز 400(هاي شتري باديآنتی

توسط  pComb3Xو فاژمید  VHHقطعات ژنی  .)ب -2
هاي  ، ژن)ج -2شکل (هضم  SfiIآنزیم محدود کننده 

VHH  جفت بازي فاژمید الحاق و  3400درون قطعه
در . منتقل شد E. coli (TG1)محصول الحاق به باکتري 

ها  مستقیم از کلونی PCRاز طریق  VHHنهایت وجود ژن 
  ).د -2شکل (مورد تأیید قرار گرفت 

  

هاي اختصاصی  VHHسازي گنجینه فاژي نمایشگر  غنی - 3- 3
  هاي مونوکلونال بادي گري آنتی غربال وVEGF علیه 

هاي  بادي هاي نوترکیب حامل کتابخانه ژنی آنتی باکتري
VHH  توسط فاژ کمکی آلوده گردید و فاژهاي نوترکیب

میزان . سازي شدند ها وارد دورهاي غنی VHHنمایشگر 
سازي توسط الایزاي  پیشرفت و موفقیت شش دور غنی

کلونال، تیتراسیون فاژهاي ورودي و خروجی  فاژهاي پلی
در  VHHسازي و بررسی وجود قطعه ژنی  هر دور غنی

بررسی اتصال . رزیابی شدهاي خروجی هر دور ا کلونی
کلونال حاصل از هر دور  اختصاصی فاژهاي پلی

ژن اختصاصی و  سازي با استفاده از الایزا علیه آنتی غنی
غیر اختصاصی، نشان دهنده افزایش قدرت اتصال فاژها 

سازي در مقایسه با دورهاي  در دورهاي پیش رونده غنی
  . باشد میسازي  قبلی و در نتیجه مؤید موفقیت روند غنی

  
 RNA )الف. VHHمراحل ساخت کتابخانه ژنی   2شکل 

از پائین به  -3و  2، 1. درصد 1استخراج شده روي ژل آگارز 
بررسی ) ب. مشاهده می گردد S 28و S5،S 18بالا باندهاي 

 - 1 درصد 7اول و دوم روي ژل اکریل آمید  PCRمحصول 
قطعات . اول PCRمحصول  -DNA ، 3یاستاندارد وزن مولکول

هاي زنجیره  ژنی از پایین به بالا بترتیب مربوط به آنتی بادي
 900(هاي معمول  و آنتی بادي) جفت باز 700، 600(سنگین 

دوم که شامل قطعات  PCRمحصول  -4و  2 .اند) جفت بازي
بررسی محصول هضم ) ج. است) جفت بازي VHH )400ژنی 

توسط  VHHقطعات ژنی  -3و  Pcomb3Xفاژمید  - 1آنزیمی 
) د.. DNAاستاندارد وزن مولکولی  -SfiI 2 آنزیم محدود کننده

  از کلونی هاي حاوي فاژمید نوترکیب  PCRمحصول 
 VHH)حامل قطعات ژنی (

  
الف مشخص است، سیگنال  -3طور که در شکل  همان

ژن  کلونال به آنتی الایزا ناشی از اتصال فاژهاي پلی

1  2  3  4  

 )الف( 

5S 

18S 

28S 

1  2  3  

 )ب( 

4  

300 

400 

500 

700 

900 
1000 

800 

600 

1  2  3  

 )د( 

4  5  

250 

500 
750 
1000 

1  2  3  

 )ج( 

1000 

1500 

3000 
5000 
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از دور اول تا دور ششم طی روندي صعودي اختصاصی 
تر سخت دهد که ضمن نتایج نشان می .افزایش یافت

افزایش غلظت دترجنت همراه با (شرایط شستشو  نمودن
سازي، غنی دورهاي مختلف طی) افزایش تعداد شستشوها

و تکثیر  غربال شدهفاژهاي داراي قدرت اتصال بیشتر 
  .ندشد

از طرف دیگر با بررسی تیتر فاژهاي ورودي و خروجی 
که  آید دست میبه معیاري  سازي غنیدورهاي مختلف 

  . زند را در هر دور تخمین می سازي غنیمیزان 
  
  
  

نسبت  سازي غنیدور پنجم در گنجینه فاژي مثال  عنوان به
   ).1 جدول( ده استشبار غنی  152حدود  چهارمبه دور 

  

 VHHمقایسه میزان غنی شدن فاژهاي نمایشگر   1جدول 
در  VEGFاختصاصی بر علیه دمین متصل شونده به رسپتور 

  .سازي دورهاي پیش رونده غنی
Round of panning  Enrichment fold 

2 1/2 

3 3/8 

4 8/10 

5 9/151 

6  25/3 

  

  

  

  

  
  )ب(    )الف(

  

  
  )ج(

هاي اختصاصی جدا  VHHبررسی تمایل فاژهاي نمایشگر ) الف. منتخب VHHبررسی کیفیت غنی سازي و توالی آمینواسیدي   3شکل 
مستقیم از  PCRسازي از طریق  هاي منتخب دورهاي سوم و ششم غنی مقایسه کلون) ب. سازي طی هر مرحله غنی VEGFشده علیه 

مشخص  CDRو بسیار متغیر  FRنواحی ثابت . انسانی VHو مقایسه با توالی آمینواسیدي  VEvhh1توالی آمینواسیدي ) ج. ها کلونی
هایی که با رنگ طوسی مشخص  سیستئین. اند متمایز شده FR2ها در ناحیه  VHHفرد ه هاي آمینواسیدي منحصر ب گردیده و جایگزینی

  .باشند ها می بادي نده پیوند دي سولفید حفاظت شده در آنتیاند تشکیل ده شده
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هاي خروجی هر دور  در کلونی VHHردیابی ژن 
ها نیز نشان  مستقیم از کلونی PCRسازي از طریق  غنی
ها حامل ژن  درصد کلونی 75دهد در دور چهارم  می

سازي این  ر آخر غنیاند، در حالی که در دو بادي بوده آنتی
 ).ب - 3شکل (درصد ارتقا یافته است  100میزان به 

  .سازي است تمامی نتایج بدست آمده مؤید موفقیت غنی
 سازي غنیي مختلف حاکی از ها که نتایج تست از آنجا

ي اختصاصی در دورهاي پنجم ها بادي آنتیبیشتر گنجینه 
ی با تمایل یها احتمال جداسازي نانوباديباشد،  و ششم می

هاي در کلون اختصاصی ژنآنتیو قدرت اتصال بیشتر به 
گري  غربال برايلذا  .استبیشتر  دورهاحاصل از این 

با بیشترین تمایل به  مونوکلونال VHHي ها بادي آنتی
ي حاصل از این دو دور ها ، تک کلوناختصاصی ژن آنتی
کلون از دورهاي  52 .مورد بررسی قرار گرفتند سازي غنی

 گردیده،بطور تصادفی انتخاب  سازي غنیپنجم و ششم 
 .تخلیص شدندحاصل  ه و فاژهاي مونوکلونالتکثیر یافت

دمین  علیهنتایج الایزاي فاژهاي مونوکلونال منتخب بر 
و مقایسه آن با نتایج  VEGF گیرندهمتصل شونده به 

 ها درصد کلون 60ي کنترل نشان داد که ها مربوط به نمونه
به  .دارند مورد نظر ژن آنتیتمایل و اختصاصیت بالایی به 

 سهترتیب که فاژهاي مونوکلونال با سیگنال الایزاي  این
 هايVHH نمایشگر فاژهاي  عنوان بهي کنترل ها برابر نمونه
در  VEGF گیرندهعلیه دمین متصل شونده به  اختصاصی

از  VHHفاژمیدهاي نوترکیب حامل ژن . نظر گرفته شدند
ي مونوکلونال غربال شده ها ي آلوده به کلونها باکتري

 وتأیید  ها مستقیم از کلونی PCRاز طریق  شدند، استخراج
نتایج تعیین توالی  .سپس براي تعیین توالی ارسال گردیدند

کلون غربال  31توالی متفاوت براي  سهنشان دهنده تنها 
کلون متفاوت حامل ژن  16 ترتیب که به اینشده بود، 

VHH ًکلون متفاوت دیگر نیز  6و  9مشابه و  کاملا
پس از . نشان دادند VHHي تکراري مشابه از ژن ها توالی

به توالی  VHHي ها بادي آنتیترجمه توالی نوکلئوتیدي 

نظر بنابر فراوانی تکرارشان  ردوم VHHسه آمینواسیدي، 
گذاري  نام VEvhh3 و VEvhh1، VEvhh2رتیب به ت

 ,LC010467با شماره دسترسی  توالی ژن آنها شدند که

LC010468, LC010469 در بانک اطلاعاتی GenBank 
بیشترین تکرارپذیري به توجه به اینکه  با. ثبت گردید

VEvhh1  در مقایسه با سایرین  بادي آنتیاین تعلق دارد و
بیشتر غنی گردیده و تمایل و اختصاصیت زیادي به 

ادامه  براي بادي آنتیموردنظر نشان داد، لذا این  ژن آنتی
در  VEvhh1توالی آمینواسیدي  .شدمطالعات انتخاب 

  .ج ارائه شده است -3شکل 
  
 VHHساختار سازي  مدل -3-4

از میان ساختارهاي جستجو شده سازي  در فرایند مدل
با کد  علیه لیزوزیم انسانی VHH بادي آنتی ،الگو عنوان به

PDB :1OP9 73( صد همسانی توالیبیشترین در که حائز 
 يها مدل. انتخاب گردید ،بود VEvhh1با ) درصد

 نتایج اساس بر ساخته شد و VEvhh1 بادي آنتی ساختاري

 ،)2 جدول( مدل کیفیت تعیین يها تست از حاصل
سازي ساختاري وارد  بهینه برايو  انتخاب مدل مناسبترین

 از اطمینان براي .شد دینامیک مولکولی سازي شبیهفرایند 
و ، دما کل انرژي تغییرات شده انجام سازي شبیه پایداري
 در 1تعادل فاز در سازي شبیه پیکوثانیه 100 طی در چگالی
 که گونه همان. گرفت قرار بررسی مورد ثابت فشار شرایط

 فاز درپارامترهاي مذکور  ،دشو میملاحظه  4 شکل در
بر پایداري  یگواهکه  دنده می نشان ثابتی رفتار تعادل
 از طریق .)ج-الف -4شکل ( استانجام شده  سازي شبیه

شعاع ژیراسیون از پایداري ساختار و به و  RMSDبررسی 
اطمینان  سازي شبیهنانوثانیه  20تعادل رسیدن آن در طول 

شعاع ژیراسیون که اطلاعاتی در خصوص . حاصل شد
، در کند میفشردگی ساختار و حجم ماکرومولکول فراهم 

 ).د -4شکل (ثابت بوده است  سازي شبیهطول زمان 
RMSD سازي در بعد  شبیه بین ساختارهاي ایجاد شده در

                                                        
1. Equilibration Phase 
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 ساختاراز پایداري  اطمینان براي هامعیار از مهمترین زمان
هاي زنجیره اصلی  مربوط به اتم  RMSDتغییرات .است

VEvhh1 سازي نسبت به ساختار اولیه  در طی زمان شبیه

 ه -4طور که در شکل  همان. محاسبه و استخراج شد
 3از سپري کردن زمان  پسساختارها  ،شود مشاهده می

  . رسند می تعادلبه  سازي شبیهدر طی  نانوثانیه
  

  
 .سازي دما در فاز تعادل) انرژي کل، ج) چگالی، ب) تغییرات الف. سازي شده سازي و ساختار شبیه بررسی پایداري شبیه  4شکل 

  سازي در طول شبیه RMSD) شعاع ژیراسیون و ه) تغییرات د
  

  در مقایسه با الگو VEvhh1بررسی اعتبار مدل سه بعدي   2جدول 

Structure  Errat Procheck  Verify 3D  

VEvhh1 ( Model) 42/96 5/91  80 %>  
Template 82/84  96  80 %>  

پایداري قابل قبولی شده از سازي  شبیهساختار  بنابراین
  .ده استش بهینهو برخوردار 

  

  ژن آنتیبر روي  VHHپیشگویی جایگاه اتصال  -3-5
فرایند  بادي آنتی-ژن آنتینحوه میانکنش بینی  براي پیش
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توسط  1بدون هدف مولکولی میانکنش بین سازي شبیه
ترین کمپلکس که رب .انجام پذیرفت  Clusproبرنامه

ترین  و به پر جمعیت هترین مقدار انرژي بود حائز پایین
در  .مورد بررسی قرار گرفت ،دسته منتخب تعلق داشت

 VEGF گیرندهجایگاه اتصال به  بادي آنتیاین کمپلکس 
 .دشو متصل می ه آنرا شناسایی کرده و ب

محاسبه اختلاف سطوح در دسترس آمینواسیدهاي  با
VEGF  با استفاده از  گیرندهدر حضور و عدم حضور

. 5 شکل(VEGF/VEGFR2 ساختار کریستال کمپلکس 
که در اتصال به  VEGFآمینواسیدهایی از ، )الف

VEGFR2 آمینواسیدهایی . نددش مشخص ،دخیل هستند
 یر در سطوح در دسترسشان مشاهدهکه بیشترین تغی

ایفا  گیرندهدر اتصال به را نقش بیشترین د، شو می
دهد در اتصال  نتایج نشان می .)ب -5 شکل( کنند می

، محدوده آمینواسیدي گیرندهبه یک  VEGFهمودایمر 
ي ها از یک مونومر و محدوده 62-66و  25-17

از مونومر دیگر در اتصال  81-91و  36-48آمینواسیدي 
  ).ب -5 شکل(نقش دارند 

سازي شده با  تر کمپلکس شبیه ضمن بررسی دقیق
و محاسبه اختلاف سطوح در دسترس  Clusproافزار  نرم

VHH  وVEGF  در حالت کمپلکس و براي هر مولکول
ژن و  در حالت آزاد، آمینواسیدهایی که در اتصال آنتی

. بادي به یکدیگر نقش دارند، نیز شناسایی شدند آنتی
 VEGFمقایسه نمودارهاي اختلاف سطوح در دسترس 

و ) ب -5شکل ( VEGF/VEGFR2هاي  در کمپلکس
VEGF/VEvhh1 ) دهد  نشان می) الف -6شکل

 VEvhh1که در اتصال به  VEGFاسیدهایی از آمینو
نقش دارند، همپوشانی بالایی با آمینواسیدهاي درگیر در 

ساختار کمپلکس . دارند VEGFاتصال به گیرنده 
الف  -7در شکل  VEGF/VEvhh1سازي شده  شبیه

  .نشان داده شده است

                                                        
1. Blind Docking 

  
  )الف(

  
  )ب(

) الف. VEGFشناسایی آمینواسیدهاي عملکردي   5شکل 
: PDB کد( VEGF/VEGFR2ساختار کریستال کمپلکس 

3V2A .(VEGFR2 اي و مونومرهاي با رنگ قهوه VEGF  با
جایگاه هاي  .اند هاي قرمز و آبی پررنگ نشان داده شده رنگ

رنگ و  در مونومر آبی رنگ با آبی کم VEGF اتصال به گیرنده
هر مونومر . اند در مونومر قرمز رنگ با صورتی متمایز شده

VEGF  از یک قطب با یک گیرنده و از قطب دیگر خود با
افزار  ساختار توسط نرم. دهد گیرنده دیگر میانکنش می

CHIMERA اختلاف سطوح در ) ب. نمایش داده شده است
در حضور و عدم  VEGFمونومر  دودسترس آمینواسیدهاي 

مر آمینواسیدهایی از دو مونو. VEGFR2 هاي حضور گیرنده
VEGF  که در اتصال به یک گیرنده نقش دارند توسط خط

  .اند دهشاز یکدیگر متمایز )  - - -(و خط چین ) ―(
  
بادي در پوشاندن و بلوکه  بررسی توانایی آنتی -3-6

 VEGF کردن نواحی عملکردي

 Clusproافزار  بینی شده با نرم مطالعه جایگاه اتصال پیش



 سیده شیرین شاهنگیان و همکاران  . . .  بادي تک دمینی علیه دمین متصل شونده به ساخت آنتی

14 

به جایگاه اتصال به گیرنده  VEvhh1بادي  نشان داد آنتی
VEGF الف -7شکل (شود  متصل می.(  

افزار  تر و هدفمندتري با نرم در بررسی دقیق
HADDOCK بادي براي اتصال به  تمایل آنتی

و  VEGFR2آمینواسیدهاي کلیدي درگیر در اتصال به 
توانایی آن در پوشش دادن و بلوکه کردن این 

سازي  شبیه. رفتآمینواسیدها مورد ارزیابی قرار گ
. در دو حالت انجام شد HADDOCKمیانکنش توسط 

به  VEGFابتدا بدون هدف قرار دادن ناحیه خاصی از 
ترین جایگاه  بادي فرصت داده شد تا با محتمل آنتی

عنوان  کمپلکسی به. میانکنش دهد VEGFاتصالی به 
کمپلکس برتر انتخاب شد که بالاترین امتیاز 

HADDOCK ختصاص داده، کمترین را به خود ا

RMSD سازي شده  را نسبت به پایدارترین ساختار شبیه
ترین دسته منتخب  دارا بوده و متعلق به پرجمعیت

در موافقت با نتایج بدست . باشد می  HADDOCKبا
بادي به  ، در این کمپلکس نیز آنتیClusproآمده توسط 

). ب -7شکل (یابد  اتصال می VEGFناحیه عملکردي 
بادي در حالت  ژن و آنتی ز سطوح در دسترس آنتیآنالی

جایگاه اتصال در  دهد کمپلکس و آزاد نشان می
و  Clusproهاي  هاي منتخب برنامه کمپلکس

HADDOCK  همپوشانی بسیار زیادي با یکدیگر داشته
ها و آمینواسیدهاي مشترك و یکسانی در اتصال  و لوپ

بادي نقش ایفا  ژن و آنتی دو مولکول داك شده آنتی
  ). الف -6شکل (کنند  می

 

 
 VEGFاختلاف سطوح در دسترس آمینواسیدهاي ) الف. VEGFبر روي آنتی ژن  VEvhh1بررسی جایگاه اتصال آنتی بادي   6شکل 

نمودارهاي مشکی و قرمز به . HADDOCKو  clusproبینی شده با  بادي و همپوشانی جایگاه اتصال پیش در حضور و عدم حضور آنتی
که  VEGFختلف نواحی از دو مونومر م. باشند می HADDOCKو  clusproترتیب مربوط به شبیه سازي هاي داکینگ مولکولی توسط 

اختلاف سطوح در دسترس آمینواسیدهاي ) ب. اند ها از هم متمایز شده اند، به وسیله خطوط و نقطه چین بادي درگیر در اتصال به آنتی
VEGF نمودارهاي مشکی و قرمز . سازي دینامیک مولکولی بادي و ثابت ماندن جایگاه اتصال پس از شبیه در حضور وعدم حضور آنتی

نواحی از دو . باشند سازي دینامیک مولکولی بعد از آن می و شبیه HADDOCKسازي داکینگ هدفمند به وسیله  مربوط به شبیهبه ترتیب 
  .اند ها از هم متمایز شده باشند توسط خطوط و نقطه چین بادي می که درگیر در اتصال به آنتی VEGFمونومر مختلف 

  
  . MM/PBSAآنالیز  به وسیلههاي مختلف آن  بادي و سهم انرژي آنتی/ژن محاسبه انرژي آزاد اتصال آنتی  3جدول 

  )است kj/mol واحد تمامی پارامترها(
Complex ∆Evdw ∆Eelec ∆Epol ∆Enon-pol ∆Ebinding TΔS 

VEvhh1/VEGF 1/365- 8/1443 - 5/732 3/38- 7/1114 - 02/4339  
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  )الف(

  
  )ب(

  
  )ج(

  
  )د(

 به وسیلهبینی شده  ساختار پیش) الف. سازي میانکنش بین مولکولی بینی شده توسط شبیه پیش VEvhh1/VEGFساختار کمپلکس  7شکل 
cluspro .بینی شده توسط  ساختار پیش) بHADDOCK .سازي هدفمند  شبیه به وسیلهبینی شده  ساختار پیش) جHADDOCK .د (

 VEGFی ساختارهاي کمپلکس آنتی بادي به جایگاه اتصال به گیرنده در تمام. سازي دینامیک مولکولی ساختار کمپلکس پس از شبیه
در مونومر  VEGF جایگاه هاي اتصال به گیرنده .اند هاي قرمز و آبی پررنگ نشان داده شده با رنگ VEGF مونومرهاي. اتصال یافته است

  .اند نمایش داده شده CHIMERAافزار  توسط نرم ساختارها. اند آبی رنگ با آبی کمرنگ و در مونومر قرمز رنگ با صورتی متمایز شده
  

اگرچه سهم اتصال آمینواسیدهاي یکسان تا حدودي با 
این نتایج اطلاعات بدست آمده . یکدیگر متفاوت است

   .کنند سازي قبلی را تأیید می از شبیه
با  HADDOCK سازي هدفمندي توسط برنامه در شبیه

تمرکز بر آمینواسیدهاي دخیل در اتصال به گیرنده 
VEGF تري در خصوص بلوکه شدن  مطالعات دقیق

. انجام شد VEvhh1توسط  VEGFنواحی عملکردي 
بر اساس معیارهاي امتیاز (آنالیز کمپلکس برگزیده 

HADDOCK ،RMSD هاي منتخب و جمعیت دسته (
خیل در نشان داد ضمن هدف قرار دادن آمینواسیدهاي د

عنوان آمینواسیدهاي فعال  به VEGFاتصال به گیرنده 
VEGF نه تنها   سازي میانکنش بین دو مولکول، در شبیه

توانایی خود را در اتصال به  VEvhh1بادي  آنتی
کاملاً حفظ کرده  VEGFهاي اتصال به گیرنده  لوپ

، بلکه در مقایسه با کمپلکس منتخب )ج -7شکل (
ژي اتصال بالاتري حائز گردیده سازي قبلی، انر شبیه

)kcal/mol 73/486-  در مقایسه باkcal/mol 65/423- (
و تمایل بیشتري براي اتصال به نواحی عملکردي 

VEGF دهد که خود مؤید صحت پیش بینی  نشان می
عنوان جایگاه  به VEGFهاي اتصال به گیرنده  لوپ
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دهند  بطور کلی نتایج نشان می. باشد بادي می اتصال آنتی
 VHHمکان پیش بینی شده، مکانی مناسب براي اتصال 

بررسی اختلاف سطوح . باشد می VEGFبا تمایل بالا به 
بادي در حضور و  آنتی -ژن در دسترس کمپلکس آنتی

 VEvhh1بادي  دهد آنتی بادي نشان می عدم حضور آنتی
، اغلب آمینواسیدهاي VEGFضمن اتصال به مولکول 

ل به گیرنده را پوشش داده و کلیدي مسئول در اتصا
به گیرنده ایفا  VEGFنقش بازدارندگی براي اتصال 

 ). ب -6شکل (کند  می
  

  بادي  آنتی-ژن مطالعه پایداري کمپلکس آنتی -3-7
ژن  براي بررسی پایداري کمپلکس تشکیل شده بین آنتی

نانو  10سازي دینامیک مولکولی  بادي، فرایند شبیه و آنتی
 بررسی. ي ساختار کمپلکس انجام شداي بر رو ثانیه

 پیکوثانیه 100 طی کل، دما و چگالی در انرژي تغییرات

حاکی از پایدار بودن سیستم  تعادل، فاز در سازي شبیه
نتایج حاصل از اختلاف سطوح در . سازي است شبیه

و بررسی ساختار پس از ) ب - 6شکل (دسترس 
 10دهد که طی  نشان می) د -7شکل (سازي  شبیه

بادي بر روي  سازي جایگاه اتصال آنتی نانوثانیه شبیه
همچنین پایداري پارامترهایی . ژن تغییر نکرده است آنتی
و شعاع ژیراسیون در طول مدت  RMSDد مانن

دهنده پایداري ساختار طی این فرایند  سازي نشان شبیه
  . است

بادي نشان  ژن و آنتی هاي آنتی مولکول RMSDثبات 
دهد که مکان اتصال این دو مولکول در طول مدت  می

سازي تغییر نکرده است که بیانگر پایداري کمپلکس  شبیه
 ). الف و ب -8شکل (باشد  ایجاد شده می

  

  
  . سازي نانوثانیه شبیه 10طی  VEGF) و ب VEvhh1) الف RMSDتغییرات . سازي شده بررسی پایداري ساختار شبیه  8شکل 

  سازي طی شبیه VEGF) و د VEvhh1) تغییرات شعاع ژیراسیون ج
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شعاع ژیراسیون دو مولکول که اطلاعاتی در مورد 
دهد حکایت از پایدار  فشردگی ساختار در اختیار قرار می

). ج و د -8شکل (بودن ساختار آنها در کمپلکس دارد 
تأیید مستدل دیگري بر پایداري کمپلکس، ثبات نمودار 

سازي  در طول شبیه VEGFو  VEvhh1انرژي میانکنش بین 
هاي ذخیره شده در بازه زمانی پس از به از ساختار. است

سازي ساختار میانگینی بدست آمد که  تعادل رسیدن شبیه
انرژي آزاد اتصال و سهم  MM/PBSAبا تحلیل دقیق 

طبق ). 3جدول (هاي مختلف آن محاسبه شد  انرژي
اطلاعات جدول سهم انرژي الکتروستاتیک در مقایسه با 

  .انرژي واندروالس بسیار بیشتر است
  
  بحث -4

در شرایط فیزیولوژیک و  رگزاییبه دلیل نقش کلیدي 
هاي درمانی بسیار  پاتولوژیک، کنترل این پدیده در روش

رگزایی پاتولوژیک در رشد تومور، . حائز اهمیت است
هاي ایسکمی، رتینوپاتی دیابتی،  متاستاز، بیماري

دژنراسیون ماکولا، آرتریت روماتوئید و پسوریازیس رخ 
رطان و رشد تومور، در ارتباط با معضل س. ]13[دهد  می

رسانی به تومور و گذر  فرایند رگزایی لازمه غذا و اکسیژن
هایپرپلاژیا بوده و در نهایت  آن از وضعیت نئوپلاژیا به

هاي سرطانی در مقایسه  منجر به رشد هر چه بیشتر سلول
لذا امروزه هدف قرار . ]31[ شود هاي طبیعی می با سلول

عنوان راهکار مؤثري در درمان  دادن و مهار رگزایی به
ها و بخصوص سرطان مطرح  طیف وسیعی از بیماري

از طرفی از آنجا که رگزایی فیزیولوژیک . ]32،33[ است
در افراد بالغ فقط در فرایندهایی مانند ترمیم زخم و 

، مهار این پدیده در مقایسه با ]13[دهد  تولیدمثل رخ می
هاي دیگر عوارض کمتري براي فرد  بسیاري از هدف

  . درمان شونده به همراه دارد
ه رگزایی نقش ایفا فاکتورهاي رشد متعددي در القاء پدید

ترین آنها فاکتور رشد  کنند که مهمترین و کلیدي می

بیان این پروتئین . ]14[ است) VEGF(اندوتلیال رگی 
 به شدتهمودایمر در تمامی شرایط پاتولوژیک نامبرده 

چنین  بانیز ي سرطانی ها درصد سلول 60. یابد افزایش می
رشد و متاستاز ،  VEGFبالايراهکاري یعنی بیان و تولید 

این فاکتور آنژیوژنیک ضمن . ندشو می موجب را تومور
هاي اندوتلیال، افزایش القاء تکثیر و مهاجرت سلول

ي آنها ها گیرندهنفوذپذیري رگی، القاء بیان پروتئازها و 
با . ]13[ کند میشرایط لازم براي وقوع رگزایی را فراهم 

ترین فاکتور  حیاتی عنوان به VEGFتوجه به نقش اساسی 
دخیل در پدیده رگزایی، این مولکول در زمره اهداف 
درمانی کلیدي قرار گرفته و مطالعات بسیاري در زمینه 

 VEGFي مهار ها از استراتژي. است انجام شدهمهار آن 
و  VEGFیه ي مونوکلونال علها بادي آنتیتوان به تولید  می

، VEGFي آنتاگونیست ها ي آن، طراحی موتانتها گیرنده
ي محلول، مهار ها گیرنده، VEGF گیرندهآنتاگونیست 

ي ها ي تیروزین کینازي، استراتژيها گیرندهي ها کننده
. ]12،13[ کرداشاره  VEGFسنس و تولید آپتامر علیه  آنتی

ي مختلفی دارد که ها ایزوفرم فاکتور رشد اندوتلیال رگی
تعداد آمینواسیدها و قابلیت اتصال به هپارین از لحاظ 

ماتریکس خارج سلولی با یکدیگر متفاوتند و 
و  VEGF121 ،VEGF145 ، VEGF165، VEGF189شامل

VEGF206 این پروتئین متشکل از دو دمین . ]34[ باشند می
و دمین متصل  گیرندهي دمین متصل شونده به ها نامه ب

 گیرندهدمین متصل شونده به . شونده به هپارین است
VEGF ي آن وجود دارد، شامل ها که در تمامی ایزوفرم

ه را ب VEGFآمینواسید انتهاي آمین بوده و فعالیت  110
از  VEGF. زند ش رقم میا گیرندهواسطه اتصال آن به 

 VEGFR1(طریق اتصال به دو گیرنده تیروزین کینازي 

(Flt1 و )VEGFR2 (Flk, KDR القاء دایمریزاسیون و ،
 کند میفسفریلاسیون آنها نقش بیولوژیک خود را ایفا 

به  VEGFاینکه تمایل اتصال  با وجود .]13،35[
VEGFR1  بیش ازVEGFR2 تمامی  ، تقریباًباشد می
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وساطت  VEGFR2را  VEGFي عملکردي ها فعالیت
اي براي  تله عنوان به فقط VEGFR1د شو می عنوانکرده و 

روش معمول  .]36[ کند میعمل   VEGFانداختندام ه ب
درمانی و  درمان سرطان در چند دهه اخیر شیمی

دلیل ایجاد مقاومت دارویی و ه ت که برادیوتراپی بوده اس
ي سالم، سعی بر اجتناب ها سمیت شدید سلولی در بافت

از طرف دیگر داروهاي . استي درمانی ها از این روش
دلیل نفوذ ضعیف در توده توموري، قادر ه درمانی ب شیمی

ق یفا منظور به. به درمان مؤثر تومورهاي مهاجم نیستند
ي ها ن بر روي روشاققآمدن بر چنین مشکلاتی، مح

ي ها ند که بطور اختصاصی سلولا شدهاي متمرکز  درمانی
  .]37[ بدخیم و تومورها را هدف قرار دهند

ي ها بادي آنتی به وسیلهي اخیر درمان هدفمند ها در سال
ترین و  مهم ازتوجه بوده و  موردمونوکلونال بسیار 

و  1ي خونیها بدخیمیدر درمان  راهکارهاترین  موفق
به یی که ها از میان مکانیسم .باشد می 2تومورهاي توپر

ي توموري ها مونوکلونال سلول يها بادي آنتیآنها  وسیله
بر  بادي آنتیثیر مستقیم أتوان به ت می ،برند را از بین می

مثال از طریق بلوکه کردن  عنوان به(سلول توموري 
سیستم  به وسیلهي کشنده سلولی ها ، مکانیسم)گیرنده

بر رگزایی تومور  بادي آنتیایمنی و یا اثر اختصاصی یک 
سرطان  مانندي بدخیمی ها ماهیت بیماري. ]38[ کرداشاره 

رشد بدون وقفه، فرار از مرگ سلولی، توان همانندسازي 
به . ]37[ باشد مینامحدود، القاء رگزایی و قابلیت متاستاز 

اهمیت فرایند رگزایی در رشد، پیشروي و بقاي  علت
ي مونوکلونال که در راستاي ها بادي آنتیتومور بسیاري از 

 ادرمان سرطان مورد تصویب سازمان غذا و داروي آمریک
)FDA( ي ها اند، فاکتورهاي رشد و یا گیرنده قرار گرفته

از بین . ]39[ دهند این فاکتورها را هدف قرار می
برده در زمینه مهار رگزایی القاء شده  نام راهکارهاي

                                                        
1. Haematoligical Malignancies 
2. Solid Tumor 

درمان  برايترین استراتژي که  موفق ،VEGFتوسط 
 استفاده از ،ي متعدد به تصویب رسیده استها سرطان

 VEGF ))Bevacizumabمونوکلونال علیه  بادي آنتی

(Avastin (با وجود مزایایی که . ]40،41[ باشد می
داروهاي زیستی در درمان هدفمند  عنوان به ها بادي آنتی

همچون نیز دهند، معایبی  سرطان از خود نشان می
ایمونوژنیسیتی، هزینه بالاي تولید، اندازه بزرگ و به تبع 

از . ]3،4[ ندداربه بافت توموري  مؤثرآن عدم نفوذ 
واقع  مؤثري مونوکلونال براي ها بادي آنتییی که ها ویژگی

اختصاصیت،  ،باشند داشتهشدن در درمان سرطان باید 
ي ها تلاش. حلالیت بالا، پایداري و اندازه کوچک است

با اندازه  بادي آنتیبسیاري در راستاي تولید قطعات 
صورت   ژن آنتیضمن حفظ ویژگی اتصال به  ،کوچک

 مانندگرفته است که از دستاوردهاي آنها تولید قطعاتی 
Fab  وscFV ي ها بادي آنتیاین قطعات نسبت به . است

افزایش نفوذ توموري، کاهش  مانندیی ها معمول برتري
اما به  ؛دارندرا ایمونوژنیسیتی، تسهیل و تسریع تولید 

پایداري، بازده بیان، تجمع و  مانندیی ها لحاظ جنبه
. ]7-5[ بیشترند ياومت نسبت به پروتئازها نیازمند ارتقامق

، با VEGFبر علیه  Bevacizumab بادي آنتیاز  Fabقطعه 
این قطعه در درمان بیماري  .دشتولید  Ranibizumabنام 

 bevacizumabچشمی دژنراسیون ماکولا نسبت به 
تر بوده، اما در درمان سرطان کارایی کمتري در  موفق

  .]18[ کامل از خود نشان داده است بادي آنتیمقایسه با 
فردي ه ب ي منحصرها در خانواده شترسانان ایمونوگلوبولین

د که فاقد زنجیره ندر سیستم ایمنی جاندار وجود دار
ي زنجیره سنگین که ها بادي آنتیاین  VHHدمین . ندا سبک

کیلودالتون دارد، ضمن حفظ  15وزن مولکولی حدود 
 به علتکامل،  بادي آنتیدر حد  ژن آنتیتوانایی اتصال به 

تمامی  ،دهد میخصوصیات استثنائی که از خود نشان 
ي معمول و ها بادي آنتیمشکلات مطرح شده در مورد 

پایداري و . قطعات مهندسی شده را هموار نموده است
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حلالیت بالا، تولید آسانتر، اندازه کوچک، مقاومت قابل 
 و پروتئازها، ها توجه نسبت به حرارت، دترجنت

، ژن آنتیبه  بالا ، تمایلانسانی VHقطعه  زیاد باهمولوژي 
ي ها شکلانسانی کردن و مهندسی آن به  روندسهولت 

 ها بادي آنتیفرد این ه هاي منحصر بچندظرفیتی از ویژگی
 ها VHHدلیل اندازه مولکولی کوچک ه ب .]11-6،9[ است

رود نفوذ آنها به  ر میانتظا ها بادي آنتیدر مقایسه با سایر 
از طرف دیگر . تومورها و شبکیه چشم بیشتر باشد

ي توموري مغز ها در سلول VEGFبیان  ،دهشمشخص 
از . کند میالقا  در تومور مربوطه راافزایش یافته و رگزایی 

که از سد هستند اي  تنها گزینه ها VHH ها بادي آنتیمیان 
 رود گمان میرو  ینا از. کنند میمغزي عبور -خونی
VHH با توان مهاري ها VEGF  قادر باشند رگزایی را در

  .]42،43[ تومورهاي مغزي نیز مهار کنند

العاده مهار رگزایی در درمان  با توجه به اهمیت فوق
 بادي آنتی، موفقیت چشمگیر ها سرطان و سایر بیماري

 ها VHHدر این زمینه و برتري  VEGFمونوکلونال علیه 
و قطعات متصل شونده به  ها بادي آنتینسبت به سایر 

با  VHH بادي آنتی، در این تحقیق تلاش گردید ژن آنتی
دمین . شودتولید  VEGFاختصاصیت و تمایل بالا بر علیه 

که در واقع توانایی  VEGF گیرندهمتصل شونده به 
در آن گنجانده شده و متضمن  بیشتر VEGFعملکردي 

 عنوان هباست  VEGFراه اندازي سیگنال آنژیوژنز توسط 
به دمین  ژن آنتیمحدود کردن . ایمونوژن انتخاب گردید

احتمال جداسازي  VEGFجاي کل مولکول ه مذکور ب
یی را که چنین ناحیه عملکردي مهمی را بلوکه ها بادي آنتی
افزایش داده و چون بر خلاف دمین متصل شونده به  ،کنند

وجود  VEGFي ها هپارین این دمین در تمامی ایزوفرم
که بر علیه همه  آید دست میبه  بادي آنتی در نهایتد، دار

زایی و  پس از بررسی میزان ایمنی. فعال باشد ها ایزوفرم
محرز شدن ایمنی مطلوب حیوان توسط ایمونوژن مذکور، 

مراحل . اقدام شد VHHبه تهیه کتابخانه فاژهاي نمایشگر 

ساخت کتابخانه چندین مرتبه تکرار گردید تا از غنی 
سپس فاژهاي . اطمینان حاصل شود بادي آنتیبودن خزانه 

در شش  VEGFي اختصاصی علیه ها VHHنمایشگر 
ضمن . مرحله با شرایط سخت جداسازي انتخاب شدند

، شرایط شستشوي فاژهاي سازي غنیپیشروي دورهاي 
نیز  ،شدند متصل می VEGFکه به  VHHنمایشگر 

یی با ها VHHتر گردید تا امکان جداسازي  سخت
غنی . افزایش یابد ژن آنتیاختصاصیت و تمایل بیشتر به 

به کمک  VEGFي اختصاصی علیه ها VHHشدن 
و تعیین تیتر  کلونال پلیالایزاي فاژهاي  مانندیی ها روش

از طرفی پس از . تأیید گردید سازي غنیفاژهاي خروجی 
نوفاژها توسط الایزاي فاژ مونوکلونال و گري مو غربال

نیز مشخص شد  VEGFبررسی توانایی اتصال آنها به 
واقع در در  سازي غنیافزایش سختی شرایط هر دور 

یی با قدرت اتصال بالا مؤثر واقع شده ها VHHجداسازي 
 31ي منتخب نشان داد ها VHHنتیجه تعیین توالی  .است

ده کرارائه  VHHتوالی متفاوت از  3کلون غربال شده تنها 
نیز به  نتیجهاین . باشند می ها تکرار همان ها و سایر توالی

نوعی مؤید غنی شدن کتابخانه فاژي بر علیه دمین متصل 
چرا که تکرار پذیري در  ،است VEGF گیرندهشونده به 

یی با ها کلون سازي غنی طی روند دهد مینشان  ها توالی
با که اند  غربال شده ژن آنتیاختصاصیت و تمایل بالا به 

تر شدن شرایط جداسازي در دورهاي  سخت وجود
 ژن آنتیهمچنان در اتصال به  سازي غنیمختلف 

 VEvhh1توجه به اینکه  با. اند اختصاصی موفق بوده
روند  دربیشترین تکرار توالی را به خود اختصاص داده و 

نسبت به سایر  VEGFدر رقابت اتصال به  سازي غنی
VHH مطالعات بیشتري بر  کارایی بیشتري نشان داد، ها

بررسی توالی  در .صورت گرفت بادي آنتیروي این 
خورد که  یی به چشم میها ویژگی، VEvhh1آمینواسیدي 

دیده  بادي آنتیبوده و در سایر انواع  ها VHHمختص 
آمینواسیدهاي  ،FR2در ناحیه  ،مثال عنوان به. دشو مین
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V42 ،G49، L50 وW52  42 توسط)F/Y( ،E49 ،R50  و
(G/F)52 اند جایگزین شده. VHH ي شتري بخشی از ها

 موتاسیونبوده و  ها پایداري خود را مدیون این جایگزینی
در آمینواسیدهاي هیدروفوب به انواع هیدروفیل  برخی

ي زنجیره سنگین ها بادي آنتید شو موجب میاین ناحیه 
شتري در غیاب زنجیره سبک همچنان محلول باقی مانده 

ي شتري ها بادي آنتی CDR3بعلاوه . و کمتر تجمع یابند
 FR2که ناحیه هیدروفوب  استاي استثنائی طویل  گونهه ب

 دهد میرا افزایش  ها VHHرا پوشش داده و حلالیت 
]44[ .VEvhh1 حاوي  نیزCDR3 آمینواسید  19 اطویلی ب

  .باشد می
 بادي آنتیدر ادامه مطالعه به پیشگویی جایگاه اتصال 

VEvhh1  که لازمه آن در  پرداخته شده ژن آنتیبر روي
. ذکور بوددو مولکول م يیار داشتن اطلاعات ساختاراخت

در بانک  ژن آنتیبا دسترسی به ساختار کریستال این امر 
سازي  مدل با بادي آنتیو ساخت مدل  ها اطلاعاتی پروتئین

پس از ساخت مدل سه بعدي  .ي میسر گردیدا مقایسه 
 یدینامیک مولکول سازي شبیهتوسط آن ، ساختار بادي آنتی

در مطالعات  ها بادي آنتیبا توجه به نقش مهم . گردیدبهینه 
پایه و نیز صنایع دارویی، کسب اطلاعاتی در مورد نحوه 

به درك چگونگی عملکردشان و  ژن آنتیمیانکنش آنها با 
ي مطلوب ها ي جدید با ویژگیها همچنین طراحی مولکول

مولکولی  میانکنش سازي شبیه در این راستا .ندک یمکمک 
گویی  پیش برايامروزي ي ها ترین روش از متداول
از مزایاي آن سریع و کم  ودو مولکول است بین میانکنش 

 سازي شبیهلذا با استفاده از برنامه  .باشد میهزینه بودن 
به  بادي آنتیجایگاه احتمالی اتصال  هدف بی داکینگ

نتایج حاصل از  .مورد مطالعه قرار گرفت ژن آنتی
به جایگاه اتصال به  بادي آنتی دهد که نشان می سازي شبیه

اما آیا ضمن این اتصال . دشو میمتصل  VEGF گیرنده
قادر به بلوکه کردن و پوشش دادن  بادي آنتی

آمینواسیدهاي کلیدي این ناحیه یعنی آمینواسیدهاي درگیر 

براي پاسخگویی به این  ؟باشد می گیرندهدر اتصال به 
به  بادي آنتیمطلب و نیز بررسی تمایل اتصال 

ي هدفمند میانکنش سازي شبیهواسیدهاي کلیدي آمین
اما پیش از  .صورت گرفت HADDOCK افزار نرمتوسط 

 بادي آنتیجایگاه کلی اتصال  ،آن در یک مطالعه مقدماتی
آنالیزها  .نیز بررسی گردید افزار نرماین توسط  ژن آنتیبه 

 مرحله قبل گویی بطور کامل در موافقت با نتایج پیش
بینی  پیشکلی نه تنها جایگاه ترتیب که  اینبه . باشند می

ي خروجی ها سکدر کمپل بادي آنتیبه  ژن آنتیتصال اشده 
که ، بلکه آمینواسیدهایی استبرنامه مشابه دو منتخب هر 
 در .ندیکسانکنند نیز  نقش ایفا میدو مولکول در اتصال 

در جهت مخالف مونومرها  ،VEGFمولکول همودایمر 
اي که اگر براي هر  گونهه ب ،اند یافتهآرایش یکدیگر 
، در وجود داشته باشددو قطب مولکولی  VEGFمونومر 

حالت دایمر قطب اول یک مونومر در کنار قطب دوم 
ترتیب  به این. عکس هگیرد و ب مونومر دیگر قرار می

داراي دو ناحیه اتصال به  VEGFمولکول همودایمر 
اند  متقارن است که در دو سمت دایمر قرار گرفته گیرنده

و هر یک شامل یک قطب از یک مونومر و قطب مخالف 
 میانکنش این دو ناحیه متقارن .باشد میاز مونومر دیگر 

منجر به دایمریزاسیون  VEGF گیرندهبه  متصل شونده
تیروزین  گیرندهد که لازمه فسفریلاسیون شو می گیرنده

براي . باشد می VEGFازي آبشار سیگنال اند کینازي و راه
با  میانکنش در درگیرکه  VEGFشناسایی آمینواسیدهاي 

 دسترس در حوسطباشند، اختلاف  می VEGFR2 گیرنده
در وضعیت اتصال و عدم اتصال به  VEGFهمودایمر 

 اختلاف سطوح در دسترس براي دو .بررسی شد گیرنده
نیز در حالت کمپلکس و آزاد  بادي آنتیو  ژن آنتیمولکول 

یل خمحاسبه گردید و اطلاعاتی در مورد آمینواسیدهاي د
مقایسه نتایج  .در اتصال این دو مولکول در اختیار قرار داد

که  VEGFاین دو بررسی نشان داد آمینواسیدهایی از 
بوده و توسط  بادي آنتیلکول ودرگیر در اتصال به م
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VEvhh1 همپوشانی بسیار  ،اند بلوکه و پوشانده شده
به  VEGFبالایی با آمینواسیدهایی دارند که در اتصال 

رود اتصال  انتظار میبنابراین . دخالت دارندآن  گیرنده
ده و ش گیرندهبه  VEGFمانع اتصال  ژن آنتیبه  بادي آنتی

داکینگ  سازي شبیه .فعالیت بیولوژیک پروتئین را مهار کند
با تمرکز بر آمینواسیدهاي کلیدي عملکردي هدفمندي 

VEGF بر  سازي شبیهنتایج حاصل از این . انجام گرفت
ي داکینگ بی هدف صحه گذارده و ها سازي شبیهنتایج 
آمینواسیدهاي درگیر در با هدف قرار دادن  دهد مینشان 

دو  بین نکنشامی سازي شبیهدر  VEGF گیرندهاتصال به 
جایگاه  مچنان بهه بادي آنتی ضمن اینکه ،مولکول

اتصال آن به  يانرژ ،دهشمتصل بینی شده قبلی  پیش
افزایش انرژي اتصال همچنین . است افزایش یافته ژن آنتی
براي اتصال به  بادي آنتیتمایل بالاي  دهنده نشان

در بخش . است VEGFآمینواسیدهاي مهم عملکردي 
دینامیک  سازي شبیهبه کمک فرایند بعدي مطالعات 

پایداري ، بادي آنتی-ژن آنتیمولکولی بر روي کمپلکس 
در حفظ جایگاه اتصال به  بادي آنتیکمپلکس و تمایل 

بررسی پارامترهاي مختلف در ارتباط . ارزیابی شد ژن آنتی
 ،سازي شبیهبا سیستم و کمپلکس نشان داد در طول مدت 

پایداري کمپلکس حفظ شده و تغییر محسوسی در جایگاه 
در  بادي آنتیو  ژن آنتییک از دو مولکول  اتصالی هیچ

ساختار کمپلکس رخ نداده است که بیانگر تمایل بالاي 
انرژي اتصال  .باشد میآنها نسبت به جایگاه اتصالشان 

د شمحاسبه  MM/PBSAآنالیز  بانیز  بادي آنتیو  ژن آنتی
مطلوب و قابل قبولی براي اتصال محکم نشان ار که مقد

هدف  ي داکینگ بیها سازي شبیهاین کمپلکس در . دهد می
کسب را  ها ترین انرژي و منفی هاو هدفمند برترین امتیاز

دینامیک مولکولی نیز انرژي  سازي شبیهو پس از کرده 
  .بخود اختصاص داده است بالایی رامیانکنش 

ل یبا تما VEvhh1که نتایج مؤید این مطلب است تمامی 
و خصوصا  VEGF گیرندهناحیه اتصال به بالا به 

متصل در این ناحیه  VEGFآمینواسیدهاي مهم عملکردي 
 ي الکتروستاتیک در رقم زدن تمایلها میانکنش .دشو می

نقش بسیار مهمتري در مقایسه  ژن آنتیبه  VEvhh1بالاي 
از طرفی انتروپی . کنند واندروالس ایفا میي ها با میانکنش

تر شدن تغییرات  ثیرگذار در منفیأمثبت نیز پارامتري ت
 در نهایت .باشد میانرژي آزاد کمپلکس و پایداري آن 

 را به عنوان VEvhh1 اطلاعات حاصل از این مطالعه
 باقادر است که  کند میکاندید ضد آنژیوژنزي معرفی 

 آناتصال ، VEGFمهمترین جایگاه عملکردي بلوکه کردن 
و به تبع آن مانع وقوع رگزایی  کردهش مهار ا گیرندهبه را 

ي ها و بررسیاین پیشنهاد نیازمند مطالعات  ییدأت. شود
   .استبیشتر 
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