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 چکیده

فاکتورهای رشد اپیدرمی  هبیان غیرمعمول و عملکرد نامتعارف گیرند

(EGFRs )های مختلف باشد تواند عامل ایجاد کننده بدخیمی در بافت می .

باشد که در ای میگیرنده EGFRs ،HER2از میان تمامی اعضای خانواده 

دارای  HER2. تواند دیمر شده و فعال گردد عدم حضور لیگاند نیز می

بادی داروی هرسپتین یک آنتی. نقش مهمی در ایجاد سرطان پستان است

ده و مانع از را هدف قرار دا HER2باشد که دمین خارجی مونوکلونال می

در . گرددایجاد دیمرهای فعال و القای آبشار پیام رسانی درون سلولی می

ای به منظور افزایش تمایل هرسپتین به های نقطهاین پژوهش جهش

HER2 سازی منطقی طراحی شده و در نهایت های مدلبا استفاده از روش

سازی دلای با استفاده از روش منقطه ثرترین جهشؤمیزان کارایی م

براساس نتایج به دست آمده . مورد بررسی قرار گرفت دینامیک مولکولی

در زنجیره سبک، کمپلکس پایدارتری  Tyr92Aspهرسپتین دارای جهش 

تواند یک پل  می Asp92ایجاد کرده و  HER2را نسبت به شکل وحشی با 

ایجاد کند که باعث کاهش انرژی  HER2از  Lys596نمکی پایدار با 

به مطالعات  با توجه. گردد HER2بادی هرسپتین با وستاتیک بین آنتیالکتر

بادی مونوکلونال  رسد که هرسپتین به عنوان یک آنتیانجام شده به نظر می

 .باشد می HER2دارای پتانسیل لازم  به منظور افزایش تمایل به 

 

، هرسپتین، HER2گیرنده فاکتور رشد اپیدرمی،  :کلیدی هایهواژ

 .ای، مدل سازی دینامیک مولکولیهوشمند جهش نقطهطراحی 
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Abstract 

Overexpression and malfunction of human epidermal 

receptors (HERs) is associated with occurrence of malignancy 

in various tissues. Among EGFRs, HER2 as an orphan 

receptor could dimerize and activate without presence of any 

kind of ligands. Overexpression of HER2 has significant role 

in incidence of breast cancer. Herceptin, an approved 

therapeutic monoclonal antibody, targets extracellular domain 

of HER2 which result to inhibition of dimerization and 

consequently blocking induction of intracellular signaling 

cascades. Efficiency of point mutation, which is offered based 

on rational design approach for affinity maturation of 

Herceptin, was investigated by 10 ns of molecular dynamic 

simulation. According to our results, Herceptin with mutated 

light chain make a more stable complex with HER2 compared 

to wild type. Asp92 in mutated VL of Herceptin constructs a 

stable salt bridge with Lys569 on HER2 which decreases the 

electrostatic energy between VL of Herceptin and HER2 

thereby affects RMSD values of IV-HER2 during 10 ns of MD 

simulation. Herceptin (VL; Tyr92Asp)-HER2 complex 

showed lower level of total energy during allover of MD 

simulation in comparison with Herceptin-HER2 complex. Our 

molecular modeling investigation demonstrated that affinity 

maturation of Herceptin through rational design could be 

improved via mutation of Tyr92 to Asp in VL chain of 

antibody. Affinity improvement of Herceptin for HER2 could 

lead to increase efficiency and reduction in dose or frequency 

of administrations.  

 

Keywords: EGFRs, HER2, Herceptin, Rational design of 

point mutation, Molecular dynamic simulation. 
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 مقدمه
رشد به همراه قسمت درون سلولی خود که  های فاکتورگیرنده

باشد دارای نقش بسیار مهمی در رشد دارای نقش کینازی می
تمایز گی، مهاجرت و ها، زنده ماندن، میزان چسبندسلول
های  خانواده گیرنده. (Yarden, 2001)باشند ها می سلول

خوانده  HERکه در انسان  (EGFRs)فاکتور رشد اپیدرمی 
شوند از چهار گیرنده تراغشایی تشکیل شده است  می

(Yarden, 2001) . خانوادهEGFRs رای سه قسمت با دا
باشد که عبارتند از دمین خارجی عملکرد متفاوت می

شونده به لیگاند، دمین هیدروفوبیک تراغشایی و یک  متصل
 ,Yarden)روزین کینازی دمین سیتوپلاسمی با قابلیت تی

2001) . 
باعث القا و کنار هم قرار گرفتن  EGFRاتصال لیگاند به 

گیری ساختارهای همو و یا ها و در نهایت باعث شکلگیرنده
 Yarden and)گردد ها میهترودیمری گیرنده

Sliwkowski, 2001; Wiley, 2003). گیری شکل
ساختارهای دیمری به فعال شدن خصوصیت تیروزین کینازی 

ها ها  و فسفریله شدن ساختارهای درون سلولی گیرندهگیرنده
های پیام رسانی درون سلولی انجامد که فعال سازی مسیر می

نیز  ERBB2که ) HER2. (Qu, 2002)به دنبال دارد 
باشد و گونه لیگاند اختصاصی نمیدارای هیچ( شودخوانده می

قابلیت  HERهای اختصاصی خانواده هیچکدام از لیگاند
تواند تنها می HER2به همین دلیل .  اتصال به آن را ندارند

( HER3مانند ) EGFRهای در حضور فعال دیگر خانواده
 ,Stern and Kamps)فعالیت قابل توجه باشد دارای 

گیری بنابراین در حضور لیگاندهای متفاوت شکل .(1988
تر از دیگر هترومرها و بسیار محتمل HER2های هترودیمر

 HER2 .(Tzahar et al., 1996)باشد یا همومرها می
گردد بیان می EGFRهمواره به همراه دیگر اعضای خانواده 

ل اصلی در انتقال پیام توسط از این رو به عنوان یک عام
 ,.Klapper et al)شود شناخته می EGFRخانواده 

های مونوکلونال بادیتا به امروز از انواع مختلف آنتی .(1999
و همچنین ساختارهای شیمیایی مهار کننده فعالیت تیروزین 

های در سلول EGFRsجهت کنترل فعالیت ( TKIs)کینازی 
های مونوکلونال از بادیآنتی. طانی استفاده شده استسر

و تحریک  EGFRsطریق اتصال به قسمت خارج سلولی 
های ایمونولوژیک مانند فعال ساختن سیستم ایجاد واکنش

و القای بازجذب کمپلکس  ADCCهای  کمپلمان و یا واکنش
ژن از طریق غشا، باعث مهار عملکرد این آنتی-بادیآنتی

بادی  هرسپتین، آنتی. (Harari, 2004)گردند  گیرنده می

از  IVباشد که به شکل اختصاصی دمین  مونوکلونالی می
را هدف قرار داده و بدین ترتیب  HER2قسمت خارج سلولی 

لول و در نهایت مانع دیمر شدن و انتقال سیگنال به درون س
 ,.Shepard et al)گردد  مانع از رشد و تکثیر سلول می

های درمانی نسبت به بادیافزایش تمایل آنتی. (2008
تواند باعث کاهش دز مصرفی و تنها میمورد نظر نه ژن آنتی

به دنبال آن کاهش اثرات جانبی گردد بلکه در عین حال 
تواند باعث کاهش دفعات تیمار و کاهش چشمگیر هزینه  می

ایی های نقطه استفاده از جهش. (Carter, 2006)گردد 
سازی به منظور افزایش های مدلطراحی شده از طریق روش

 ,.Lippow et al)ثر ؤن روشی مژبادی به آنتیتمایل آنتی

هایی  تر در قیاس با روش و در عین حال بسیار ساده  ،(2007
 .(Carter, 2006)باشد  های ژنی می مانند تولید کتابخانه

 

 هاروشمواد و 

 HER2-سازی دینامیک مولکولی کمپلکس  شبیه

 هرسپتین

که حاوی ساختار بلوری  1N8Z.pdbدر اولین مرحله، فایل 
باشد از بانک اطلاعات می هرسپتین -HER2کمپلکس

به منظور . (Rose, Bi et al., 2013)گردید پروتئین تهیه 
های سازی، تنها دمین شبیه فرایندصرفه جویی در زمان انجام 

Fv و دمین  هرسپتینبادی از آنتیIV از HER2  
(IV-HER2 ) انتخاب شده و با موجود در ساختار بلوری

پس از  .سازی انجام شدشبیه Gromacs افزاراستفاده از نرم
سازی اولیه، کمپلکس  های هیدروژن و بهینهاضافه نمودن اتم

مدل )ژن در درون یک قفس آبی مکعبی شکل آنتی-بادیآنتی
SPC) میزان بار پروتئین به سازی به منظور خنثی .قرار گرفت

Naهای تعداد مورد نیاز از یون
CLو  +

استفاده گردید و به  -
پس از خنثی . این ترتیب میزان بار سیستم به صفر رسانده شد

ژن ساختار پروتئینی با استفاده آنتی-بادیشدن کمپلکس آنتی
 .سازی گردیدبهینهSteepest descent  (SD )از الگوریتم 

سازی دمای ساختار کمپلکس  بهینه یندفراپس از انجام 
HER2- درجه کلوین رسانده شد و در طی  933به  هرسپتین

سازی دینامیک مولکولی و با  شبیه فرایندپیکوثانیه از  133
متعادل شده و پس از آن در  NVT ensembleاستفاده از 

 133سازی، ساختار پروتئینی در طی طی آخرین مرحله آماده
به تعادل  NPT ensembleپیکوثانیه با استفاده از روش 

 13در نهایت ساختار به تعادل رسیده در طی . رسانده شد
 GROMOS96 43a1 forceنانوثانیه و با استفاده از 

field سازی ساختارهای به منظور شبیه. سازی گردید شبیه
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شده برای ساختار فوق استفاده جهش یافته نیز از روش ذکر 
سازی و آنالیزهای انجام شده با تمامی مراحل شبیه. شد

 Van Der)انجام شد Gromacs  4.5.4افزار  استفاده از نرم

Spoel et al., 2005)  و تصاویر ارائه شده از ساختار بلوری
 .تهیه گردید VMD 1.8.7افزار  با استفاده از نرم

 

 نتایج
 ایجهش نقطه جستجوی موقعیت مناسب برای ایجاد

از  IVهای اندک با دمین داشتن برهم کنشزنجیره سبک با 
HER2 (IV-ERBB )تواند دارای پتانسیل بالایی به  می

های هوشمند و در نتیجه افزایش تعداد منظور ایجاد جهش
اگرچه پیوندهای . باشد IV-HER2ها با کنشبرهم

بادی به هیدروژنی دارای نقش بسیار مهمی در اتصال آنتی
توانند دارای نقش ی نمکی میهاژن هستند اما پلآنتی

 Sinha, Li)ژن باشند بادی به آنتیموثرتری در اتصال آنتی

et al., 2007) . از میان آمینواسیدهای متداول در
های جانبی با ساختارهای پروتئینی، آمینواسیدهای دارای گروه

و آمینواسیدهای دارای ( مانند  لیزین، آرژنین)خاصیت بازی 
مانند گلوتامیک اسید و )های جانبی با خاصیت اسیدی گروه

. های یونی پایداری را ایجاد کنند توانند پل می( اسید آسپارتیک
رسد  ایجاد جهش به نظر میهای موجود برای از میان موقعیت

گلوتامیک )که با جایگزینی یک آمینواسید با زنجیره اسیدی 
بتوان یک پل یونی پایدار را با آمینو ( اسید و یا آسپارتیک اسید

 .ایجاد نمود IV-HER2از  Lys569اسید 
به منظور افزایش تمایل ، توجه به نکات ذکر شده با
های جهش، های نمکیاز طریق ایجاد پل هرسپتینبادی  آنتی

Tyr92Asp ( 9شکل ) وTyr92Glu  در زنجیره سبک
های اشکال کنشسازی شدند و برهممدل هرسپتینبادی  آنتی

 HER2با ( های نمکیپیوندهای هیدروژنی و پل)یافته  جهش
. محاسبه گردیدهای تولید شده سازی ساختار پس از بهینه

نشان داده شده است ساختارهای  1شکل همانگونه که در 
-HER2جهش یافته نه تنها باعث ناپایداری کمپلکس 

را ایجاد  گردند، بلکه ساختارهایی پایدارترنمی هرسپتین
توجه به تعداد محاسبه شده پیوندهای هیدروژنی،  با. کنند می
های مختلف و میزان پایداری کمپلکس یونی های پل

رسد که شکل  به نظر می (1جدول )ژن آنتی -بادی آنتی
 هرسپتین( VL;Tyr92Asp)بادی  یافته آنتی جهش

کند و بنابراین  ایجاد می HER2پایدارترین کمپلکس را با 
 HER2منظور اتصال به  تواند دارای بالاترین تمایل بهمی

  .باشد
 

 هرسپتین-HER2کمپلکس RMSDبررسی 

RMSD  مربوط بهHER2  در حضور زنجیره سبک
 ;VL)یافته آن و شکل جهشهرسپتین  بادی آنتی

Tyr92Asp) به حالت کمپلکسHER2-در طول  هرسپتین
نشان داده  1سازی در تصویر شماره  شبیه فرایندنانوثانیه از  13

نشان داده است  A1همانگونه که در تصویر شماره . شده است
RMSD  مربوط به زنجیره سبک هرسپتین و شکل جهش
سازی  شبیه فراینددر طول  (VL: Tyr92Asp)یافته آن 
باعث ایجاد   رسد که ایجاد جهشباشد و به نظر میمشابه می

گردد بادی نمیای در ساختار زنجیره سبک آنتی تغییرات عمده
تواند اثرات  در حالی که ساختار جهش یافته هرسپتین می

همانگونه که . القا کند HER2ای را بر روی ساختار  گسترده
متفاوت  RMSDنشان داده شده است  1 شکل Bدر قسمت 

HER2  در حضور شکل جهش یافته هرسپتین(VL; 

Tyr92Asp) ای  دهد که ایجاد جهش نقطهنشان می
Tyr92Asp ای در  تواند باعث ایجاد تغییرات گستردهمی

سازی در مقایسه با  شبیه فراینددر طول  HER2ساختار 
 .بادی وحشی گردد در حضور آنتی HER2ساختار 

 

 
 ( Tyr92Gluو  Tyr92Asp)و اشکال جهش یافته  هرسپتین-HER2میزان انرژی پتانسیل کمپلکس  .1شکل 

 بهینه سازی فراینددر طی  هرسپتین
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 فرایندنانوثانیه از  13آن در طول  Tyr92Aspیافته هرسپتین و شکل جهش( VL)بادی مربوط به اسکلت زنجیره سبک آنتی RMSD .2شکل 

در حضور زنجیره سبک از هرسپتین و و شکل جهش یافته زنجیره سبک  HER2 اسکلتمربوط به  RMSD (.A)سازی دینامیک مولکولی  شبیه
(Tyr92Asp( )B.) 
 

 
 HER2در  Lys569نسبت به  هرسپتین  بادیسبک آنتیجهش یافته در زنجیره  Asp92موقعیت فضایی  .3شکل 

 

 بحث
اسیدهای موجود در نواحی ها غالباً با استفاده از آمینوبادیآنتی

CDRs خود و از طریق پیوندهای هیدروژنی، ایجاد برهم-

-توپ و نیروهای هیدروفوب به اپیهای الکتروستاتیک کنش

ژن قرار دارند متصل های خود که بر روی سطح آنتی
هرسپتین به  .(Davies and Cohen, 1996)گردند  می

متصل  HER2ترمینال  Cای در نزدیکی  در ناحیه IVدمین 

، 551-511( a)در نواحی  HER2اسیدهای  آمینو. گرددمی
(b)573-579  و(c )539-131  دارای نقش بسیار مهمی در

از میان نواحی مورد . باشندبه هرسپتین می HER2اتصال 
های الکتروستاتیک  با استفاده از برهمکنش cو  aاشاره نواحی 

های هیدروفوب با هرسپتین واکنش توسط نیرو bو ناحیه 
میزان کارایی افزایش تمایل  .(Cho et al., 2003)دهند  می

های  ه از روشژن مربوطه با استفاد بادی به آنتی آنتی
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به  (Lippow et al.2007) محاسباتی پیش از این توسط
به منظور   .Lippow et al) (2007 اثبات رسیده است

های هوشمند از روشی تعریف شده استفاده  طراحی جهش
 :ترین اصول گزارش شده عبارت بودند از نمودند که مهم

و یا مناطق مجاور بر روی  CDRsدر مناطق  ها تنهاجهش .1
به منظور بررسی ساختار  .1ساختارهای پروتئینی ایجاد شدند؛ 

ژن تنها  آنتیـ  بادیهای آنتی کنشیافته و بررسی برهمجهش
بررسی ساختار استفاده  سازی و روشهای بهینهفراینداز 

ها نباید باعث ناپایدار شدن ساختار پروتئینی جهش .9گردید؛ 
 .1گردند؛ ( در مقایسه با ساختار بلوری kCal 9بیش از )

تواند با استفاده از  می ای های نقطه معمولاً تنها اثرات جهش
ها به این روش به خوبی بررسی گردد و با افزایش تعداد جهش

ا با استفاده از این نهدو، سه و یا بیشتر شانس بررسی دقیق آ
ثیرگذار بر أتترین نیروی  مهم .5آید؛  روش به شدت پایین می

ژن اختصاصی آن نیروهای  بادی به آنتیاتصال یک آنتی
باشند و استفاده از چنین نیروهایی به منظور  الکتروستاتیک می

ژن باعث کاهش بادی به آنتیبررسی توانایی اتصال آنتی
گردد؛ و می درصد 13میزان خطا و افزایش صحت تخمین تا 

و همچنین بررسی ای های نقطه به منظور طراحی جهش .1
بادی جهش ژن و آنتیهای ایجاد شده بین آنتیکنشبرهم

از  Fvهای محاسباتی تنها حضور  یافته با استفاده از روش
 .(Lippow et al., 2007) کند میبادی کفایت  آنتی

دارای نقش بسیار  هرسپتینبادی زنجیره سنگین آنتی
 IV-HER2به  هرسپتینبادی تری در اتصال آنتیپررنگ

 زنجیره سنگین. باشدبادی می نسبت به زنجیره سبک آنتی
استفاده از هشت پیوند مستقیم  با هرسپتینبادی آنتی

های آب ی مولکولهیدروژنی و سه پیوند هیدروژنی با واسطه
گردد  متصل می IV-HER2به عنوان پل و چهار پل یونی به 

تنها با استفاده  هرسپتیندر حالی که زنجیره سبک آنتی بادی 
از چهار پیوند هیدروژنی مستقیم و یک پیوند هیدروژنی با 

 IV-HER2به  ی یک مولکول آب به عنوان پلواسطه

که  دهنده آن است سازی نشان محاسبات مدل. گردد متصل می
اگرچه باعث کاهش ( Tyr92Asp)ای  ایجاد جهش نقطه

 بادی هرسپتین و تعداد پیوندهای هیدروژنی مابین آنتی
IV-HER2 اما ( پیوند 13پیوند هیدروژنی به  13از )گردد  می

 HER2از  Lys569با   Asp92ایجاد پل یونی بین 
 5از )های یونی  تواند در عین حال باعث افزایش تعداد پل می
گشته و در حالی که میزان انرژی الکتروستاتیک برای ( 8به 

ثابت  IV-HER2با بادی برهم کنش زنجیره سنگین آنتی
 انرژی الکتروستاتیک برای برهم کنش(. 1جدول )ماند  می

به  -91/111از  IV-HER2بادی با زنجیره سبک آنتی
 (VL; Tyr92Asp)یافته  در شکل جهش -319/171

رسد که ایجاد  بنابر موارد یاد شده به نظر می. یابد کاهش می
در زنجیره سبک هرسپتین  Tyr92Aspای جهش نقطه

 بادی به  تواند در نهایت منجر به افزایش تمایل آنتی می
IV-HER2 شود. 

در زنجیره سبک  Tyr92Gluاز سوی دیگر ایجاد جهش 
های یونی  بادی هرسپتین اگر چه به افزایش تعداد پلآنتی
انجامد اما زنجیره طویل زیرواحد گلوتامات جایگزین شده  می

ای هیدروژنی باعث از میان رفتن تعداد زیادی از پیونده
افزایش انرژی )گردد که در مجموع باعث ناپایدار شدن  می

 بادی به  الکتروستاتیک بین زیرواحد سبک آنتی
IV-HER2 )اگرچه . شود ژن میآنتی-بادیکمپلکس آنتی

بادی در زنجیره سبک آنتی Tyr92Gluایجاد جهش 
انجامد، اما زنجیره  های یونی می هرسپتین به افزایش تعداد پل

طویل باقیمانده گلوتامات جایگزین شده، باعث از میان رفتن 
گردد که در نهایت های هیدروژنی میتعداد زیادی از پیوند

افزایش انرژی الکتروستاتیک بین زیرواحد )باعث ناپایدار شدن 
 ژن آنتی-بادیکمپلکس آنتی( IV-HER2بادی به  سبک آنتی

 داده شده استنیز نشان  1همانگونه که در جدول . شود می
 پایدارترین ساختار VL; Tyr92Aspیافته  بادی جهش آنتی

 . کند ایجاد می  HER2کمپلکس را با 
 

 ای  های نقطه بادی هرسپتین و طراحی منطقی جهشسازی آنتی نتایج حاصل از مدل  .1جدول 

 IV-HER2بادی هرسپتین به  به منظور افزایش تمایل آنتی

 زنجیره پروتئینی 
تعداد پیوند هیدروژنی با 

IV-HER2 

-IVتعداد پل یونی با 

HER2 

-IVزنجیره پروتئنی با  مابینانرژی الکتروستاتیک 

HER2 (Kcal/mol) 

 آنتی بادی هرسپتین
 -91/111 - 11 زنجیره سبک
 -51/133 5 3 زنجیره سنگین

آنتی بادی هرسپتین 
(Tyr92Glu) 

 -198/113 1 7 زنجیره سبک
 -111/131 1 3 زنجیره سنگین

آنتی بادی هرسپتین 
(Tyr92Asp) 

 -319/171 1 3 زنجیره سبک
 -159/137 1 13 زنجیره سنگین
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یافته دارای بادی جهشکمپلکس تشکیل شده توسط آنتی
 میانگین مجموع انرژی. باشدساختار پایدارتر می

(Total 

energy)  هرسپتینبرای کمپلکس  VL; Tyr92Asp و
HER2 kJ/Mol 711131- باشد در حالی که این عدد  می

 -kJ/Mol 793811 هرسپتین-HER2برای کمپلکس 
ای و رسد که از طریق ایجاد جهش نقطه به نظر می. باشد می

بوجود آوردن یک پل یونی پایدار بین زنجیره سبک هرسپتین 
. افزایش داد HER2برای  توان تمایل آن رامی HER2با 

تواند منجر می HER2بادی هرسپتین برای آنتی Kdکاهش 
به کاهش دز مصرفی آن، تعداد دفعات تیمار و همچنین 

 شینمطالعات پی. های درمانی گردد کاهش قابل ملاحظه هزینه
(Lippow et al., 2007)   افزایش   که  ستا  داده نشان 

 

ژن از طریق کاهش انرژی  بادی به آنتیآنتی تمایل
. بادی گردد آنتی Kdتواند منجر به کاهش  الکتروستاتیک می

تواند به عنوان ابزاری مناسب در  پایین می Kdهرسپتین با 
های هدف مورد استفاده قرار  به سلول انتقال اختصاصی دارو

 .بگیرد
 

 سپاسگزاری

نتایج ارائه شده در این مقاله حاصل از طرح پژوهشی با عنوان 
های  پپتیدو میمتیک طراحی و مطالعه مکانیسم اثرگذاری“

ثر ؤانسانی م ErbB2دارویی به منظور مهار عملکرد پروتئین 
آزاد دانشگاه باشد که توسط  می ”در ایجاد سرطان سینه

 .اسلامی واحد شوشتر مورد پشتیبانی قرار گرفته است
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