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ABSTRACT
Background: Breast cancer is a leading cause of cancer-related mortality in
women, and finding effective treatments is essential. Among different cancer
immunotherapy strategies, vaccines play a prominent role. This study aimed to
design a multi-epitope peptide vaccine based on Virus-Like Particles (VLP)
against breast cancer using computational methods.
Methods: Antigen sequences of HER2, MUC1, Alpha lactalbumin,
Mammaglobin-A and the MS2 adjuvant were retrieved. T-helper (HTL) and
cytotoxic T lymphocyte (CTL) inducing epitopes were identified using servers
such as IEDB, and their antigenicity and allergenicity were analyzed. Molecular
docking was performed using HPEPDOCK between selected epitopes and
corresponding MHC molecules. The best selected epitopes and adjuvants were
connected by linkers. The designed vaccine’s properties, including allergenicity,
antigenicity, solubility, and physicochemical properties were assessed. B-cells
and IFN-γ inducing epitopes were identified. Finally, the vaccine’s 3D structure
was modeled, refined, and validated.
Results: Epitopes from HER2, MUC1, Alpha lactalbumin, and Mammaglobin-A
were identified through immunoinformatics analyses and selection of common
HLAs in Iran. The 3D structure of the vaccine was designed, optimized, and
validated, showing good stability, solubility, and antigenicity.
Conclusion: This study designed a VLP-based subunit vaccine with adjuvant
properties that can enhance antigen presentation and induce robust B and T
lymphocyte responses. The vaccine is a promising candidate for preventive or
therapeutic use against breast cancer, though experimental and clinical studies
are necessary to confirm its efficacy.
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Extended Abstract

Background: Breast cancer is among the
most common and deadly cancers affecting
women worldwide, with over 2.3 million
new cases documented in 2022, representing
roughly 11.6% of all cancer diagnoses
globally. It is a molecularly heterogeneous
disease, primarily characterized by the
expression of key tumor markers, including
estrogen receptor (ER), progesterone
receptor (PR), and human epidermal growth
factor receptor 2 (HER2). These markers
allow classification into three major
subtypes: hormone receptor-positive (HR+),
HER2-positive, and triple-negative breast
cancer (TNBC). HR+ tumors, expressing ER
and PR, constitute 60–75% of cases, HER2-
positive tumors 20–25%, and TNBC
approximately 15%, the latter being highly
aggressive and often more responsive to
chemotherapy.
Overexpression of membrane-associated
receptors such as HER2, HER3, EGFR, c-
MET, and MUC1 is strongly associated with
tumor aggressiveness, proliferation, and
metastatic potential. Among these, MUC1 is
highly expressed in around 90% of breast
cancers, particularly in ER-positive tumors,
and plays a pivotal role in tumor growth,
invasion, and progression. Additionally,
secretory proteins such as mammaglobin-A
and alpha-lactalbumin, overexpressed in
many breast tumors, have been proposed as
immunotherapeutic targets, with prior
studies showing that immunization strategies
targeting these antigens can inhibit tumor
growth effectively. Lymph node
involvement further serves as a crucial
prognostic factor, guiding clinical decision-
making.
Despite advances in conventional therapies,
including surgery, chemotherapy,
radiotherapy, and targeted therapies, breast
cancer remains a major global health
challenge, highlighting the urgent need for
innovative interventions such as cancer
vaccines. Peptide-based vaccines, derived
from tumor-associated antigens, are capable
of stimulating both CD4+ helper T

lymphocytes (HTLs) and CD8+ cytotoxic T
lymphocytes (CTLs) via MHC class II and
MHC class I presentation, respectively.
However, the limited length of peptides and
their susceptibility to enzymatic degradation
often reduce immunogenicity. To overcome
these limitations, multi-epitope constructs
combined with potent adjuvants, such as
virus-like particles (VLPs), have been
explored to enhance immune responses.
VLPs are composed of self-assembling viral
structural proteins that lack viral genetic
material, providing a repetitive surface
capable of strong B-cell activation and
improved antigen presentation. Moreover,
VLPs facilitate both MHC-I and MHC-II
pathways, making them ideal carriers for
therapeutic cancer vaccines. Among various
VLP systems, bacteriophage MS2, with a
single-stranded RNA genome and
icosahedral structure, has emerged as a
reliable and effective platform for vaccine
delivery.
Methods: In this study, four breast cancer-
associated antigens—HER2, MUC1, alpha-
lactalbumin, and mammaglobin-A—along
with the MS2 bacteriophage capsid protein
as a VLP adjuvant, were retrieved from
UniProt. Extracellular sequences were used
for HER2 and MUC1, while full sequences
were used for secretory proteins alpha-
lactalbumin, and mammaglobin-A. Common
HLA alleles in the Iranian population (HLA-
A02, HLA-A24, HLA-DRB1*04/11/15)
were selected using the Allele Frequency Net
Database.
CTL and HTL epitopes were predicted using
IEDB and NetMHCIIpan-4.0, respectively,
and evaluated for antigenicity (VaxiJen v2.0,
ANTIGENpro) and allergenicity (AllerTOP
v2.0). 3D structures of epitopes were
modeled via PEP-FOLD3, while HLA
molecules were obtained from PDB and
prepared for docking. Molecular docking of
epitopes with HLA alleles was performed
using HPEPDOCK, and IFN-γ-inducing
HTL epitopes were predicted using
IFNepitope.
Selected epitopes were linked via GPGPG
linkers, fused to SpyTag-SpyCatcher
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sequences, and combined with MS2 capsid
protein to construct a VLP-based vaccine.
Physicochemical properties were analyzed
using ProtParam, solubility via Protein-Sol
and SOLpro, and B-cell epitopes were
predicted using BCPred and CBTOPE. The
vaccine’s 3D structure was modeled with
Phyre2, refined using locPREFMD, and
validated using ProSA-web and PSVS to
ensure structural integrity and immunogenic
potential.
This integrative immunoinformatics
workflow ensured a rational design of a
VLP-based multi-epitope vaccine with
predicted stability, solubility, and capacity to
elicit both humoral and cellular immunity.
Results: The vaccine constructs
demonstrated strong antigenicity, non-
allergenicity, and favorable physicochemical
properties, with a predicted molecular weight
of approximately 42 kDa and theoretical pI
around 6.8. Epitope mapping confirmed the
presence of multiple CTL and HTL epitopes,
ensuring broad T-cell activation. Molecular
docking analyses with HLA-A02, HLA-A24,
and HLA-DRB1*04 validated stable binding
and effective antigen presentation potential,
with docking scores ranging from -180 to -
250 kcal/mol.
B-cell epitope prediction identified several
linear and conformational epitopes capable
of eliciting humoral responses, while IFN-γ-
inducing epitopes suggested potential for
robust Th1-type cellular immunity. The 3D
structure was refined, and Ramachandran
plot analysis indicated that over 90% of
residues were located in favored regions,
demonstrating favorable folding and
structural stability. Solubility predictions
confirmed suitability for experimental
production and administration. Overall, the
multi-epitope VLP-based vaccine design
indicated strong potential to activate both

innate and adaptive immunity, covering
multiple breast cancer subtypes.
Discussion: This study highlights the
advantages of integrating multiple tumor-
associated antigens into a single VLP-based
vaccine construct. By incorporating HER2,
MUC1, alpha-lactalbumin, and
mammaglobin-A, the vaccine aims to
address tumor heterogeneity and broaden
immune coverage across diverse breast
cancer subtypes. The use of MS2 as an
adjuvant enhances antigen presentation and
provides repetitive antigenic surfaces that
stimulate robust B-cell responses, supporting
both humoral and cellular immunity. The
combination of epitope prediction, molecular
docking, and structural modeling ensured
that the selected epitopes could effectively
bind prevalent HLA alleles, maximizing
population coverage and immune
responsiveness. Physicochemical, solubility,
and structural analyses further indicate that
the vaccine construct is stable and suitable
for production, storage, and administration.
Altogether, these findings indicate that the
proposed vaccine construct has favorable
immunogenic and structural characteristics
that justify further investigation.
Conclusion: In conclusion, this
immunoinformatics-driven strategy presents
a novel multi-epitope peptide vaccine with
promising immunogenicity, structural
stability, and favorable physicochemical
properties. Its capacity to elicit both B- and
T-cell responses positions it as a potential
candidate for preventive and therapeutic
applications, complementing existing
treatment strategies. Nevertheless, in vitro
immunogenicity and in vivo preclinical
studies are essential to confirm safety,
efficacy, and protective potential before
clinical use, to improve outcomes for
patients across diverse breast cancer
subtypes.
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اصیلمقاله 

یروسیوبر ذرات شبهیمبتنیتوپیچنداپيدیواکسن پپتیمحاسباتیطراح
)VLPنهیسرطان سهیعلدیعنوان واکسن کاند) به
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چکیده
ی از علل مهم مرگ و میر ناشی از سرطان در زنان است ویافتن درمان هـاي مـوثر بـراي آن    سرطان سینه یکزمینه و هدف:

اي دارند. هدف این مطالعـه  ها نقش برجستههاي مختلف در ایمنی درمانی سرطان، واکسنباشد. در میان استراتژيضروري می
Virus-Likeویروسی (توپی مبتنی بر ذرات شبهطراحی واکسن پپتیدي چنداپی Particles ،VLP علیه سرطان سینه با استفاده از (

هاي محاسباتی بود.روش
بازیـابی شـد.   MS2و ادجوانـت  Mammaglobin-Aو HER2 ،MUC1 ،Alpha lactalbuminهـاي  ژنتوالی آنتیروش کار:

ژنیسـیته و  هاي آنتـی یژگیشناسایی و وIEDBبا استفاده از سرورهایی مثل CTL)و(THTLهاي سلولهاي القاکنندهتوپاپی
انجام شد. HPEPDOCKمربوطه توسط MHCهاي انتخاب شده با توپها بررسی شد. کنش مولکولی بین اپیآلرژنیسیته آن

ژنیسـیته،  آلرژنیسـیته، آنتـی  ها و ادجوانت توسط لینکر بهم متصل شدند. خواص واکسن طراحـی شـده از جملـه    توپبهترین اپی
شناسـایی شـدند. در نهایـت،    Bهاي و لنفوسیتIFN-γهاي القا کننده توپاپی.یزیکوشیمیایی بررسی شدخصوصیات فحلالیت و

ساختار سه بعدي واکسن طراحی، تصحیح و اعتبارسنجی شد.
بـا اسـتفاده از آنالیزهـاي    Mammaglobin-Aو HER2 ،MUC1 ،Alpha lactalbuminهـاي  هـاي پـروتئین  تـوپ اپیها:یافته

سازي و اعتبارسـنجی  بعدي واکسن طراحی، بهینههاي رایج در ایران شناسایی شدند. ساختار سهHLAورماتیک و انتخاب ایمونوانف
ژنیسیته مناسبی برخوردار بود.شد که از پایداري، محلولیت و آنتی

کـه بـا بهبـود ارائـه     ویروسی طراحـی شـد.  در این تحقیق، یک واکسن زیرواحدي ادجوانت دار مبتنی بر ذرات شبهگیري:نتیجه
اي بـراي  ایـن واکسـن کاندیـد بـالقوه    .تواند اثربخشی بالاتري داشـته باشـد  ، میTو Bهاي ژن و القاي پاسخ قوي لنفوسیتآنتی

استفاده پیشگیرانه یا درمانی سرطان سینه است، اما انجام مطالعات آزمایشگاهی و بالینی. براي تعیین اثربخشـی واقعـی ضـروري    
است.
توپ، ایمونوانفورماتیک، واکسن، ذرات شبه ویروسیسرطان سینه، اپیهاي کلیدي:واژه
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قدمهم
 ـسـرطان در م نیتـر عیبه عنوان شـا نهیسرطان س انی

د،یمورد جدونیلیم3/2با حدود 2022زنان، در سال 
به سـرطان در  يدرصد از کل موارد ابتلا6/11معادل 

طور کلـی بـه   . سرطان سینه به ]1[جهان را شامل شد
شـناخته شـده   1عنوان یک بیماري مولکـولی نـاهمگون  

بنـدي مولکـولی سـرطان سـینه، سـه      است. براي طبقه
گیرنــده ویــژه نقــش کلیــدي بــه عنــوان نشــانگرهاي 

ــا مــی ــتروژن تومــوري ایف ــده اس ــد: گیرن ، (ER)2کنن
و گیرنـده فـاکتور رشـد    (PR)3گیرنده پروژسترون

هـا  اس این گیرنده. بر اس(HER2)42اپیدرمی انسانی
سه زیرگروه مهم  سرطان سینه شامل: (الف) گیرنـده  

مثبـت، و (ج) سـرطان   HER2هورمـونی مثبـت، (ب)  
هــاي ســه گانــه منفــی در نظــر گرفتــه شــده اســت.  

کنند،یمانیرا بPRو ERيهارندهیکه گییتومورها
60و حـدود  شوندیمدهیمثبت نامیهورمونرندهیگ

را شـامل  نهیارد سـرطان س ـ درصـد از کـل مـو   75تا 
25تـا  20مثبت حدود HER2نهی.سرطان سشوندیم

 ـها بـه ب و رشد آنردیگیدرصد موارد را در بر م انی
ــتگHER2ژن  ــاي  دارد.یبسـ ــت، تومورهـ . در نهایـ

گانـه منفـی نامیـده    سـه HER2، و/یـا ER ،PRفاقـد 
هـاي مهـاجم   درصد از سـرطان 15شوند و حدود می

تـر و  دهنـد و معمولارشـد سـریع   سینه را تشـکیل مـی  
 ـاشیمی درمـانی دارنـد.   حساسیت بیشتري به سـه  نی

فـا یایدرمـان يهايریگمیدر تصمینقش مهمرندهیگ
هاي تهاجمی سرطان سینه عمـدتا  . ویژگی]2[کنندیم

با 5هاي مهم تراغشاییناشی از بیان بیش از حد گیرنده
-HER2 ،HER3 ،6EGFR ،cمیل ترکیبـی بـالا ماننـد    

MET     1-و پروتئین اپیتلیـال غشـایی بـه نـام موسـین
(MUC1) .ــت ــدود MUC1اس ــد از 90در ح درص

1 Heterogeneous
2 Estrogen Receptor
3 Progesterone Receptor
4 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
5 Transmembrane
6 Epidermal Growth Factor Receptor

بیماران مبتلا به سرطان سینه بـه میـزان زیـادي بیـان     
ی در رشد تومور، افـزایش تکثیـر   نقش مهمشود ومی

يهـا خصوصـاً در سـلول  هاي سرطانی و متاستاز سلول
ERد بیمـاري  . در سرطان سـینه، وجـو  ]3[دارد مثبت

یک عامل مهم پیش (ALN)7در غدد لنفاوي زیر بغل
کنـد.  گیري درمانی را هدایت میآگهی است و تصمیم
Mammaglobin-A به عنوان یک هدف سطح سلولی

مثبت ALNهاي بیمارانتایید شده است که در نمونه
شود اما در غدد لنفاوي طبیعی وجـود نـدارد   بیان می

تـا  40در يانـه یآمدیاس93یترشحنیپروتئنیا. ]4[
از شیبنهیسرطان سیاصليهارگروهیدرصد از ز80

.]5[شودیمانیحد ب
Alpha lactalbumin ــروتئین ترشــحی ــا پ مــرتبط ب

 ـبنهیس ـيدرصد تومورهـا 60تا 55در ،یردهیش انی
 ـعليسازمنیاند که او مطالعات نشان دادهشودیم هی

بـا  . ]6[را مهار کندهنیسيرشد تومورهاتواندیآن م
ــود روش ــاوج ــانيه  ــیدرم ــرطان س ــدد، س نهیمتع

ــد  ــکل ج ــان مش ــتيهمچن ــعه  یبهداش ــت و توس اس
ها مـورد توجـه قـرار    از جمله واکسننینويراهکارها

 ـ ،يدیپپتيهاگرفته است. واکسن يهـا ژنیکـه از آنت
پاسـخ  کیاند، قادر به تحرمرتبط با تومور مشتق شده

 ـIکـلاس  MHCيهالکولدر حضور موTیسلول IIای

را به طـور  +CD8و +CD4پاسخ توانندیهستند و م
پپتیـدهاي مناسـبِ  .ییشناسـا ن،یموثر القا کنند. بنـابرا 

ــا تغییــرات طبیعــیِ آنتــی هــاي لکوســیت ژنســازگار ب
بـه  يدیپپتهايواکسن. ]3[مهم است (HLA)8انسانی

 ـبه تخرتیو حساسدیپپترهیطول کوتاه زنجلیدل ب،ی
ــیايدارا ــیزایمن ــع ی ــبتاً ض ــتند. ترکیفینس ــهس بی

یتوپیچنداپيهامختلف تحت عنوان واکسنيدهایپپت
بهبــود يراهکــار مهــم بــراکیــ،ادجوانــتهمــراه بــا

. انـواع  ]7[اسـت ایـن واکسـن هـا   ییو کارآزایی ایمنی
ها با مکانیسم عمل متفاوت وجـود  مختلفی از ادجوانت

تــوان بــه ذرات شــبه مــیهــادارنــد کــه از جملــه آن

7 Axillary Lymph Nodes
8 Human Leukocyte Antigen
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ییسـاختارها هـا VLPاشاره کـرد.  (VLPs)1ویروسی
ــدر مق ــه از اسیـ ــتند کـ ــانو هسـ ــهنـ اي ازمجموعـ
فاقـد  . این ذراتاندشدهلیتشکیروسیويهانیپروتئ

یرعفــونیغنیو بنــابرای بــوده روســیویکــیمــواد ژنت
و يتکــراریذرات ســاختار ســطحنیــا. ]9, 8[د هســتن

Bيهـا سـلول يث فعال شدن قودارند که باعیسخت

که به صورت سـفت و سـخت   ییهاتوپی. اپشوندیم
يبـالاتر یـی زایمنیاشوند،یداده مشینماVLPيرو

 ــ ــه اپ ــبت ب ــوپینس ــات ــايه ــده روشینم يداده ش
هاي مبتنی بر. واکسن]9[دارندریپذانعطافيمرهایپل

VLP را بـه همـراه   يقـو يبـاد یآنتيهاپاسخعمدتا
يبر روژنیو ارائه آنتTیکمکيهاسلوليسازفعال

MHC-IIياما قادر به ارائـه رو کنند،یالقا مMHC-I

 ـن+CD8يهـا سلولکیو تحر  ـهسـتند کـه مز  زی تی
سرطان اسـت یدرمانيهاواکسنیطراحيبرایمهم

و ياتـک رشـته  RNA، بـا ژنـوم   MS2وفاژیباکتر. ]9[
 ـبـه عنـوان   کوزاهدرال،یساختار ا مناسـب  سـتم یسکی

. ]10[و حامل واکسن شـناخته شـده اسـت   یدارورسان
ژن هدف مرتبط با تومـور  آنتیچهار در این پژوهش، 

ــامل  و HER2 ،MUC1 ،Alpha lactalbuminشــ
Mammaglobin-A.ــدند ــاب ش ــانتخ ــوپیاپ ــات يه

ــده  ــاCTLو HTLالقاکننــ ــه و یی شناســ در ادامــ
پـس از  . شـد یآنهـا بررس ـ ژنیسیته و آلرژنیسیته آنتی

بـه  هـا تـوپ یاپنی، بهترMHCبا یکنش مولکولبرهم
ــت  ــراه ادجوان ــط لMS2هم ــریتوس ــه GPGPGنک ب

تا سـاختار اولیـه واکسـن تشـکیل     متصل شدندگریکدی
حلالیتژنیسیته،آنتیآلرژنیسیته،در مرحله بعد، شود. 

شــدهطراحــیواکســنفیزیکوشــیمیاییخصوصــیاتو
 ـ.مورد بررسی قـرار گرفـت   القاکننـده  يهـا تـوپ یاپ

IFN-γ يهاتیلنفوسوBـشدند. در نهاییشناسا  ت،ی
یو اعتبارســنجتصــحیح ،يســاختار ســه بعــدیطراحــ

طراحی شده توسط سرورهاي مختلفی، ساختار واکسن 
.انجام شد

1 Virus Like Particles

يهــاواکســننــهیبــا وجــود مطالعــات متعــدد در زم
 ـانه،یسرطان سهیعلیتوپیچنداپ  ـتحقنی  ـبـه دل قی لی

ــاب ترک ــیانتخ  ــیب ــد آنت ــکلژنیاز چن ، HER2(يدی
MUC1 ،Alpha lactalbumin وMammaglobin-

Aیمولکـول يهـا رگـروه یاز زيتـر عی) که پوشش وس
 ـ نهیسرطان س ]. 11،12اسـت [ زیمتمـا دهـد، یارائـه م

به عنوان MS2یروسیواستفاده از ذرات شبهنیهمچن
 ـ    ـو تحرژنیادجوانت، که قادر به بهبـود ارائـه آنت کی

 ـیايهـا پاسخ کـرد یاسـت، رو یهومـورال و سـلول  یمن
جــامع و نــدی]. فرا14,13[شــودیمحســوب مــینینــو

 ـییشناساياچندمرحله  ـبـا ارز هـا تـوپ یاپ  ـدقیابی قی
باعث MHCکنش با و برهمتهیسیآلرژنته،یسیژنیآنت
آن یاثربخش ـشیسـاختار واکسـن و افـزا   يسـاز نهیبه
 ـادغام چند آنت،ی]. در نها15[شودیم مـرتبط  ژنیت

چندمنظوره يکردی، روVLPحامل ستمیبا تومور و س
یدرمانایرانهیشگیپيهاتوسعه واکسنيو کارآمد برا

و یشـگاه یآزمايهـا یابیارزازمندیکه ندهدیارائه م
است.شتریبینیبال

کارروش
هاهاي هدف و بازیابی توالیژنانتخاب آنتی

مدنظر براي ژنآنتی4هاي مربوط به در ابتدا، توالی
ــامل   ــن ش ــی واکس HER2)P04626 ،(MUC1طراح

)P15941 ،(Alpha lactalbumin)P00709 ،(
Mammaglobin-A)Q13296  ــوالی ــین تـ ) و همچنـ

) MS2)P03612مربوط به کپسید پروتئین باکتریوفاژ 
از پایگــاه FASTAفرمــت واکســن بــود، بــا VLPکــه 

بــــــــــه نشــــــــــانی UniProtاطلاعــــــــــاتی 
https://www.uniprot.org 16[اســـتخراج شـــدند[.

فقط آمینواسیدهاي مربـوط بـه تـوالی خـارج سـلولی      
مـورد اسـتفاده قـرار    MUC1و HER2هاي پروتئین

Alphaهـاي  کـه پـروتئین  بـا توجـه بـه ایـن    گرفتنـد. 

lactalbumin وMammaglobin-Aًــا ــحی تمام ترش
هـاي  منحنـی . ها استفاده شـد بودند، از کل ساختار آن
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پــروتئین بــا ســرور 4بــوط بــه ســیگنال پپتیــد هــر مر
SignalP 5.0به نشانی

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?
SignalP-5.0

این سرور، یـک روش مبتنـی بـر    5نسخه بررسی شد.
بندي میدان تصادفی شبکه عصبی عمیق همراه با طبقه

بـود  بینـی به شرطی و یادگیري انتقال بهینه براي پـیش 
.]17[باشد یافته سیگنال پپتید می

HLAانتخاب 

Allele frequency net data baseاز پایگاه اطلاعاتی 

(AFND)به نشانی
http://www.allelefrequencies.net/hla6006a.asp

-براي بررسی کنش با اپیمناسب HLA1جهت انتخاب
ژن انتخـابی اسـتفاده شـد.    آنتـی 4هاي حاصـل از  توپ
در نظـر  HLAتی کـه بـراي بررسـی و انتخـاب     جمعی

گرفته شد، بانک خونی جمعیت ایران رویان کُرد بود. 
AFNDهاي فرکانسی مخزنی رایگان براي ذخیره داده

هـا) مربـوط بـه    ها و ژنوتیـپ ها، هاپلوتیپها، ژن(آلل
HLAهاي شبه ایمونوگلوبولین سلول کشنده، ، گیرنده

هـاي مـرتبط بـا    کمپلکس سازگاري نسـجی عمـده ژن  
و تعدادي پلی مورفیسم ژن سـیتوکین  Iزنجیره کلاس 

دهـد  هاي جهان را به جامعه علمی ارائه میدر جمعیت
]18[.

آنالیزهاي ایمونوانفورماتیک 
MHC-Iهاي متصل شونده به توپشناسایی اپی

MHC-Iهاي متصل شونده به توپبراي شناسایی اپی

بـــــــــــه نشـــــــــــانی IEDBاز ســـــــــــرور 
http://tools.iedb.org/mhci استفاده شد. به صورت

عنوانبه% 1≤يبا رتبه درصدییدهایپپتپیش فرض، 
% 2≤يبا رتبـه درصـد  ییدهایو پپتقويدهندهاتصال

در نظـر گرفتـه شـدند.    فضعیدهندهاتصالعنوانبه
ــر   ــراي ه ــه ب ــن مرحل ــی4ای ــتفاده از -ژنآنت ــا اس ب

HLA  هاي انسـانیA02 وA24  بصـورت  انجـام شـد .
هـاي  آمینواسـیدي بـا رتبـه   9هاي توپفرض، اپیپیش

1 Human Leukocyte Antigen

ــه داده شــد.   ــاه داده مختلــف توســط ســرور ارائ پایگ
) یک منبع در دسـترس رایگـان   IEDB(2توپ ایمنیاپی

هـاي  است که توسط موسسه ملـی آلـرژي و بیمـاري   
شـود. روش پیشـنهادي   تأمین مـی (NIAID)3عفونی
IEDB،    شـبکه عصـبی   از یـک روش اجمـاع مبتنـی بـر

، روش امتیـــازدهی مبتنـــی بـــر (ANN)4مصـــنوعی
6هـاي پپتیـدي ترکیبـی   و کتابخانـه (SMM)5ماتریس

(CombLib)19[کند استفاده می[.
MHC-IIهاي متصل شونده به توپشناسایی اپی

MHC-IIهـاي متصـل شـونده بـه     تـوپ شناسایی اپـی 

نشانیبهNetMHCIIpan-4.0توسط سرور 
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?
NetMHCIIpan-4.0

) فی(ضع5) و %ي(قو1با رتبه %پیش فرضبا آستانهو 
بـا  ژنآنتـی 4این مرحلـه بـراي هـر    شدند.ینیبشیپ

DRB1*04 ،DRB1*11هاي انسانی HLAاستفاده از 

انجــام شــد. بصــورت پــیش فــرض،     DRB1*15و 
ي مختلـف،  هـا آمینواسـیدي بـا رتبـه   15هـاي  توپاپی

-NetMHCIIpanسرورتوسط سرور ارائه داده شد. 

بـه هـر   ANNاتصال پپتید را با اسـتفاده از روش  4.0
بینـی  با تـوالی شـناخته شـده، پـیش    MHC-IIمولکول 

اي از گستردهه کند. این سرور، شامل مجموعه دادمی
و طیـف  گیري از میل ترکیبـی اندازه500000بیش از 

MHC-IIایزوتیـپ انسـانی   سنجی جرمی است که سه

و همچنـین  HLA-DR ،HLA-DQ ،HLA-DPشامل 
گیـرد. خروجـی   را دربرمـی (H-2)هاي موش مولکول

بینی براي احتمال ارائه یـک پپتیـد   مدل، یک امتیاز پیش
و MHC-IIبه طـور طبیعـی توسـط گیرنـده انتخـابی      

.]20[همچنین شامل درصد امتیاز رتبه است 

2 Immune Epitope Database
3 National Institute of Allergy and Infectious
Diseases
4 Artificial Neural Network
5 Scoring Matrix-based Method
6 Combinatorial Peptide Libraries
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ژنیسیته و آلرژنیسیته)ها (آنتیپتوارزیابی خواص اپی
هـاي متصـل شـونده بـه     توپاپیه ژنیسیتارزیابی آنتی

MHC-I وMHC-II  با اسـتفاده از سـرور[VaxiJen

v2.0به نشانی
http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/
VaxiJen.html

اسـاس ایـن سـرور، مبتنـی بـر تبـدیل       .انجام گرفـت 
باشـد. دقـت   می(ACC)1کوواریانس متقاطع خودکار

درصد 89تا 70هاي هدف از سرور براساس ارگانیسم
0,5بـالاتر از  ه هایی با آسـتان توپ. اپی]21[متغیر است

تـر از  پـایین ه هایی با آستانتوپژن و اپیبه عنوان آنتی
ارزیـابی  ژن معرفـی شـدند.  بـه عنـوان غیرآنتـی   0,5

AllerTOPها با استفاده از سرور توپاپیه آلرژنیسیت

v2.0به نشانی
https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/
index.html
انجــام گرفــت. مزیــت ایــن ســرور، اســتفاده از روش 

ACCتوالی پروتئین را به بردارهاي یکنواخت است که
از ياریبا بس ـنیو همچنکند ي تبدیل میبا طول مساو

يهـا ارائـه شـده از گونـه   يهـا آلرژنریها و غآلرژن
. ]22[استدهیمختلف آموزش د

هاتوپطراحی شکل سه بعدي اپی
کـه  PEP-FOLD 3.5در این مرحله، با کمـک سـرور   

در آدرس
https://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-
bin/portal.py#forms::PEP-FOLD3

هــاي تــوپدر دســترس اســت، شــکل ســه بعــدي اپــی
PDBشده از مراحل قبل، طراحی و در فرمت انتخاب

یـک چـارچوب کلـی بـراي     PEP-FOLD3ذخیره شد. 
توصیف ساختار پپتیدها در محلول یا در تعامل بـا یـک   

تر این سرور با موتور پیشرفتهکند.پروتئین فراهم می
د ســاختار پپتیــد ارائــه ســازي جدیــتــر مــدلو ســریع

شود، که امکان باز کردن سـرویس را بـراي طیـف    می
اسـید آمینـه   50تا 5هاي پپتید، از اي از اندازهگسترده

ــد. فــراهم مــی ــه صــورت مجــزا، کن ــدها ب ــراي پپتی ب

1 Automatic Cross-Covariance

PEP-FOLD3  در عرض چند دقیقه اطلاعات مفیـدي
درصد مـوارد در اختیـار   80را در پنج مدل برتر براي 

. ]23[گذارد می
هاHLAاستخراج و بهینه سازي ساختار سه بعدي 

هاي مدنظر از پایگاه HLAاستخراج ساختار سه بعدي 
ــروتئینداده ــانی  ]24،25[(PDB)2پـــ ــه نشـــ بـــ

https://www.rcsb.org/ســـاختار و انجـــام گرفـــت
HLA-A02 (pdb:5C0D) ،HLA-A24

(pdb:4F7M) وHLA-DRB1*04 (pdb:5LAX) از
هاي اصلی در ادامه، زنجیره.شداستخراجPDBگاهیپا

ها شناسایی شد و با حذف لیگانـدها و  HLAمربوط به 
متصل به ایـن سـاختارها بـا کمـک     هاي اضافی مولکول

ها به دست HLA، ساختار نهایی ++Notepadافزار نرم
آمد.

بررسی کنش مولکولی
هاي انتخابی توپبین اپی3بررسی کنش مولکولیبراي 

کـه در  HPEPDOCKاي هـدف، از سـرور   هHLAو 
نشانی

http://huanglab.phys.hust.edu.cn/hpepdock
 ـHPEPDOCKدر دسترس است، اسـتفاده شـد.    کی

 ـوب سـرور جد  -نیپـروتئ Blind Dockingيبـرا دی
اســت.یسلســله مراتبــتمیالگــورکیــقیــاز طردیــپپت

ي هر پپتید در این سرور در رتبه یک بهترین اتصال برا
.]26[گردد داکینگ مشخص میترین رتبهمنفیو با

IFN-γهاي القاکننده توپبینی اپیپیش

4هاي القاکننده اینترفرون گامـا توپبینی اپیپیشبراي 

(IFN-γ)شـونده بـه   هاي متصـل توپبا استفاده از اپی
MHC-II از سرور ،IFNepitopeبه نشانی

http://crdd.osdd.net/raghava/ifnepitope/
استفاده شد. این وب سرور داراي سه واحد اصـلی بـه   

بینیبینی، طراحی و اسکن است. واحد پیشهاي پیشنام
دهد تا کتابخانه پپتیـدي را بـراي   به کاربران اجازه می

غربـال IFN-γهاي القاکنندهتوپبینی بهترین اپیپیش

2 Protein Data Bank
3 Molecular Docking
4 Interferon-gamma
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بینی استفاده کنند. براي کار با این سرور، از واحد پیش
را داشـتند  IFN-γهایی که توانـایی القـاي   توپشد. اپی

هایی کـه فاقـد ایـن توانـایی     توپبا عبارت مثبت و اپی
.]27[بودند، با عبارت منفی نمایش داده شدند 

هاتوپانتخاب لینکر و اتصال اپی
-یگر از لینکـر گلیسـین  هـا بـه یکـد   توپبراي اتصال اپی

ــرولین ــرولین-گلیســین-پ (GPGPG)گلیســین -پ

استفاده شد. لینکرها تـوالی اسـیدهاي آمینـه کوتـاهی     
هستند که در طبیعت براي جداسازي چنـدین دومـین   

ها شوند. بسیاري از آندر یک پروتئین واحد ایجاد می
سفت و سخت هسـتند و بـراي جلـوگیري از تعـاملات     

کننـد.  هـاي گسسـته عمـل مـی    ومـین ناخواسته بـین د 
انعطـاف پـذیر هسـتند و    گلیسـین لینکرهـاي غنـی از  

هاي مختلـف را در یـک پـروتئین واحـد بـدون      دومین
کننـد  تداخل در عملکرد هر دومین به هم متصل مـی 

]28[.
طراحی ساختار اولیه واکسن

Spy Tag-Spyهـاي  در این مرحله به ترتیـب تـوالی  

Catcher ــروتئین ــید پ ــاژ و کپس ــه MS2باکتریوف (ک
واکسن حضور داشت)، به انتهـاي تـوالی   VLPعنوان به

ها متصل شد. بدین صورت که به انتهاي توالی توپاپی
قبل توسـط لینکـر بـه هـم     ه هایی که در مرحلتوپاپی

و بـه انتهـاي آن،   Spy Tagمتصل شده بودند، تـوالی  
 ـSpy Catcherتوالی  بعـدي  ه اضافه گردید. در مرحل

تــوالی مربــوط بــه کپســید Spy Catcherانتهــاي بــه 
Spyافـزوده شـد. سیسـتم    MS2پروتئین باکتریوفاژ 

Tag-Spy Catcher یک فناوري براي ترکیب غیرقابل ،
Spyهـاي نوترکیـب اسـت.    برگشت پروتئین Tag  بـه

Spy Catcherشود و سپس به سرعت یـک  متصل می
به هـم  کند و در نتیجه این دو پیوند آمیدي ایجاد می

Spyشوند. هر دوقفل می TagوSpy Catcher در
اسید آمینه معمولی مشترك براي همه 20مجموع از 

تـوان  ها را میبنابراین، آنموجودات تشکیل شده اند؛
به طور ژنتیکی با هر پروتئین مورد علاقه ترکیب کرد 

ــم ــرد   و در ارگانیسـ ــان کـ ــف بیـ ــاي مختلـ .]29[هـ

Spy Tag-Spy Catcher ــرا ــت ش ــف، طیتح مختل
گـراد، در  یدرجه سـانت 4-37دمايوpH5-10مانند

واکـنش توانند، میعدم حضور عامل کاهندهایحضور 
.]30[دهند 

هاي واکسنارزیابی ویژگی
ارزیابی خواص فیزیکوشیمیایی

خواص فیزیکوشیمیایی ساختار اولیه واکسن با اسـتفاده  
ــرور  ــه در نProtParamاز ســـــ ــانی کـــــ شـــــ

https://web.expasy.org/protparam/ در دسترس
ابزاري است که امکـان  ProtParamاست، ارزیابی شد. 

محاسبه پارامترهاي مختلف را براي یک پروتئین معین 
یا براي یک TrEMBLیاSwiss-Protذخیره شده در

این دهد.دنباله پروتئینی وارد شده توسط کاربر را می
، ترکیـب  1نظـري pIوزن مولکولی، پارامترهاي شامل: 

نیمـه عمـر   اسیدآمینه، فرمول اتمی، ضریب خاموشی،
تخمینی، شاخص ناپایداري، شاخص آلیفاتیک و میـانگین  

.]31[است کل هیدروپاتیکی
ژنیسیته و آلرژنیسیتهارزیابی آنتی

وVaxiJen v2.0ژنیسیته واکسـن بـا دو سـرور    آنتی
Antigen proدر نشانی

http://scratch.proteomics.ics.uci.edu
ایـن سـرور یـک    .شـد یبررس ـباشـد  در دسترس می

بینی کننده مستقل مبتنی بر توالی، بـدون تـراز و   پیش
دست ژنیسیته را براساس نتایج بهپاتوژن است که آنتی

آرایـه پروتئینـی   هاي ریزآمده با تجزیه و تحلیل داده
. آلرژنیسـیته واکسـن بـا سـرور     ]32[کند بینی میپیش

AllerTOP v2.0بررسی شد.

ارزیابی حلالیت
Protein solو Sol proحلالیت واکسـن بـا دو سـرور    

ــی شــــد.   کــــه در نشــــانی  Protein-Solبررســ
https://protein-sol.manchester.ac.uk/ قابـــــــل
اي آمینـه را  دسترسی است. این سـرور تـوالی اسـیده   

شـده و سـایر   بینـی  کنـد و حلالیـت پـیش   پردازش می
عنوان فایـل متنـی   خواص را که در قالب گرافیکی و به

1 Theoretical Isoelectric Point
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کنـد. بـا اسـتفاده از    شوند را محاسبه میبارگذاري می
در اشریشیاکلیهاي موجود براي حلالیت پروتئین داده

ویژگـی مبتنـی بـر    35، 1یک سیستم بیانی بدون سلول
شود. براي هر پروتئین عددي تحت اسبه میتوالی مح

شـود. میـانگین ایـن    عنوان مقیاس حلالیت تعریـف مـی  
است. هر مقدار حلالیـت  0,45اشریشیاکلی مقیاس در 

بنـدي شـده بیشـتر از ایـن عـدد باشـد، یعنـی        مقیاس
پروتئین حلالیت بیشتري نسبت به میانگین حلالیـت در  

ر نشــانی دSol pro. ســرور]33[دارد اشریشــیاکلی 
http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/ موجـــود

است. این سرور حلالیت پروتئین واکسـن را در حالـت   
بینی کرده و پیشاشریشیاکلی افزایش بیان در میزبان 

2بانیپشـت حاملنیماشياي بر پایهاز روش دو مرحله

)SVM(،کند. صحت نرم افـزار در حـدود   استفاده می
.]34[زده شده است درصد تخمین 74

خطی و فضاییBهاي سلولتوپبینی اپیپیش
از روي خطـی Bسـلول هـاي تـوپ بینی اپیبراي پیش

با نشانیBCPredساختار اول واکسن، از سرور 
http://ailab-projects1.ist.psu.edu:8080/bcpred/
predict.html

اسـتفاده شـد.   % 75پـیش فـرض  تیو آستانه اختصاص
دهـد تـا   به کاربران اجـازه مـی  BCPredاجراي فعلی

از میـان  Bهاي سلولتوپبینی اپیروشی را براي پیش
ــیش  ــه روش پ ــه (روش   س ــعه یافت ــیِ توس ،AAPبین

BCPred وFBCPred 35-37[) انتخـــــاب کننـــــد[ .
سـلول  هـاي توپیاپینبییشپيبرایمختلفيهاروش

Bسرور وجود داردفضایی .CBTOPEبه آدرس
http://crdd.osdd.net/raghava/cbtope/submit.php

.]38[استفاده شد -0,3پیش فرضآستانهو 
طراحی ساختار سه بعدي واکسن

بــراي طراحــی ســاختار ســه بعــدي واکســن از ســرور 
Phyre2به نشانی

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/pa
ge.cgi?id=index

1 Cell-free Expression System
2 Support Vector Machine

موجـود  ياز ابزارهاياجموعهمPhyre2استفاده شد. 
ســاختار، لیــو تحلهیــو تجزینــیبشیپــيدر وب بــرا

. ایـن سـرور از   اسـت نیپـروتئ يهـا عملکرد و جهـش 
ــم ــدل ه ــرازي م ــق   ت ــارکوف از طری ــان م ــاي پنه ه

HHsearch1یتـوجه تا به طـور قابـل  کندیاستفاده م
را بهبـود بخشـد  صیتشـخ سـرعت و يترازدقت هم

]39[.
تصحیح ساختار سه بعدي واکسن

بـراي تصـحیح ســاختار سـه بعــدي واکسـن از ســرور     
3locPREFMD اســــتفاده شــــد کــــه در نشــــانی

http://feig.bch.msu.edu/locprefmd ــترس در دس
ــت.  ــرور اس ــlocPREFMDس ــرایروش ــلاح يب اص
ــیئپروتيســاختارهایموضــع کــه بهبــود در ی اســتن

نیو در ع ـدهـد یرا هدف قرار م ـمحلیمیشئواستر
ــال چ ــح ــشنی  ــیکل ــظ م ــدیرا حف ــ. اکن روش از نی

 ـبر میمبتنيبردارو نمونهيسازنهیکم  ـندانی از 4روی
 ـنامیديهـا يسـاز هیشبقیطر  ـبـا م یمولکـول کی دانی

يایو زواایزواوندها،یآوردن پيشده برااصلاحيروین
يســاختارهايبــرایمحــدوده قابــل قبــولدر چشیپــ

.]40[کندیبا وضوح بالا استفاده مینیپروتئ
ی ساختار سه بعدي واکسناعتبارسنج

،يســاختاریشناســســتیاز مشــکلات مهــم در زیکــی
ي و تئـور یاست که در مدل تجربیتااشتباهییشناسا
يرابط کاربرکیProSA-webها وجود دارد. نیپروتئ
در نشانیآسان

https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
کیفیـت کلـی نمـره این سرور یـک در دسترس است.

کـه کنـد میمحاسبهراخاصوروديساختاریکبراي
بــرايمشــخصدامنــهیــکازخــارجنمــرهایــناگــر

ــروتئین ــايپ ــومیه ــد،ب ــالاباش ــاوياحتم ــاختار ح س
بـه حلیمکیفیتنمراتازقسمتیک. استخطاهایی

بـه  zکند. نمـره میاشارهمدلسازمشکلهايبخش
کـل انحـراف ودادهنشـان رامـدل کیفیـت کلیطور

3 Local Protein Structure Refinement via Molecular
Dynamics
4 Force Field-based
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شدهبرگرفتهانرژيبه توزیعتوجهباراساختارانرژي
. سرور دوم، ]41[کندمیمشخصتصادفیترکیباتاز
1PSVSدر نشانی اینترنتی

https://montelionelab.chem.rpi.edu/PSVS/PSVS

1 Protein Structure Validation Software

بسـیاري ابزارهـاي ازقابل دسترس است. ایـن سـرور   
ــد RPF،PROCHECK،MoLProbityماننـــ

Verify3DوProsa IIاستفادهساختاربازبینیجهت
واکسن پپتیـدي چنـد   مراحل طراحی. کل ]42[کندمی
شدهدادهنشان1شکل خلاصه در صورتبهتوپی،اپی

.است

سن. مراحل کلی طراحی واک1شکل 

هایافته
هاي منتخبتجزیه و تحلیل اولیه توالی

هاي آمینواسیدي انتخاب در پژوهش حاضر، ابتدا توالی
4هــاي مربــوط بــه ســیگنال پپتیــد هــر شــدند. تــوالی

پروتئین در ابتدا حـذف شـدند. بخـش خـارج سـلولی      
652تـا  23آمینواسیدهاي HER2مربوط به پروتئین 

1158تـا  24یدهاي آمینواس ـMUC1و براي پروتئین 
شد که براي مطالعه انتخاب شدند. از کـل  را شامل می

و Alpha lactalbuminهــــاي تــــوالی پــــروتئین
Mammaglobin-A   ــوالی ــین ت ــد. همچن ــتفاده ش اس
را 130تـا  2آمینواسـیدهاي  MS2کپسید باکتریوفـاژ  

واکسن انتخاب شد.VLPشد که به عنوان شامل می

HLAانتخاب 

هـا  ه براي بررسی درصد پراکندگی آلـل در این مرحل
، بانک خونی جمعیـت  AFNDدر ایران، ابتدا در سایت 

 ـ بررسـی  ه ایران رویان کُرد انتخاب شد که تعداد نمون
نمونه). این 15600شد (نسبتا زیادي را شامل میه شد

نـوع  18ها نتیجه را ارائه داد که از بین آن70جستجو 
HLA درصـد  10شـتر از  هـا بی که درصد فراوانـی آن

). در ایـن  1جـدول  بود، مورد بررسی قـرار گرفـت (  
ها در سایر نقاط جهـان نیـز در   بررسی پراکندگی آلل

آلـل  2آلل انتخـاب شـد:   5نظر گرفته شد. در نهایت 
A*02 وA*24 جهــت کــنش بــاMHC-I و ســه آلــل

DRB1*04 ،DRB1*11 وDRB1*15کنش با جهت
MHC-II.
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درصد از جمعیت ایران رویان کُرد10فراوانی بالاي هایی با آلل. 1جدول 
ردیفHLAنوع درصد فراوانی آلل در ایران

21/9A*011
31/3A*022
20/5A*033
17/3A*114
25A*245
11A*266

10/2A*307
10/9A*328
28/8B*359
10/7B*5010
22/7B*5111
10/5B*5212
16/2DRB1*0313
19/7DRB1*0414
16/9DRB1*0715
32/4DRB1*1116
18/5DRB1*1317
20/4DRB1*1518

آنالیزهاي ایمونوانفورماتیک
MHC-Iهاي متصل شونده به توپشناسایی اپی

در این مرحله جسـتجو بـراي پـروتئین هـا، در سـرور      
IEDBهاي متصل شـونده بـه   توپجهت شناسایی اپی

، انجام شـد. از بـین   MHC-I(A*02 ,A*24)هاي آلل
هـایی  توپهاي پیشنهاد شده توسط سرور، اپیتوپاپی

داشـتند،  2تـري درصـدي پـایین  ه بالاتر یا رتب1که رتبه
انتخاب شدند.

MHC-IIهاي متصل شونده به توپشناسایی اپی

ــروتئین در ســرور    ــراي هــر پ ــز ب ــه نی ــن مرحل در ای
NetMHCIIpan هـاي  توپاپی، جستجو جهت شناسایی

ــه   ــونده بــ ــل شــ ,MHC-II(DRB1*04متصــ

DRB1*11, DRB1*15)   ــد. از بـــین ، انجـــام شـ
هـایی  وپتهاي پیشنهاد شده توسط سرور، اپیتوپاپی

تـري داشـتند،   درصـدي پـایین  که رتبه بالاتر یـا رتبـه  
انتخاب شدند. 

ژنیسیته و آلرژنیسیته)ها (آنتیتوپارزیابی خواص اپی
هاي منتخـب  توپتمام اپیآلرژنیسیتهژنیسیته و آنتی

و VaxiJenقبل به ترتیب توسط دو سـرور  از مرحله
AllerTOPهـایی  تـوپ بررسی شد. در این مرحله اپی

ژن بوده و توانـایی شناسـایی   برگزیده شدند که آنتی
باشـند و در عـین حـال    توسط سیستم ایمنی را دارا می
تـوپ  پـی ا52زا نباشـند.  غیرآلرژن بـوده و حساسـیت  

ها بودند.منتخب داراي این ویژگی
هاتوپبعدي اپیطراحی شکل سه

بعـدي  هاي منتخب، با کمک سرور، مـدل سـه  توپاپی
2جـدول  هـاي منتخـب در   تـوپ شدند. توالی این اپـی 

.آورده شده است

1 Score
2 Percentile Rank

ژن و غیرآلرژن منتخبهاي آنتیتوپاپی.2جدول 
نام پروتئینHLAنوع هاتوالی

HTSGYDTQA, SGYDTQAIV, SQVPQSRNIA*02Alpha lactalbumin

TKCELSQLL, SQVPQSRNIA*24Alpha lactalbumin

IAHNQVRQV, LGMEHLREV, PLQPEQLQV, QVFETLEEI, SVFQNLQVI, ILHNGAYSL,
SLRELGSGL, QLFRNPHQA, LQGLPREYV, GVKPDLSYMA*02HER2

THLDMLRHL, CYGLGMEHL, VTSANIQEF, AWPDSLPDL, DSLPDLSVF, ILHNGAYSL,
HTVPWDQLF, LFRNPHQAL, TQCVNCSQF, EYVNARHCL, LSYMPIWKFA*24HER2

WKDIFHKNNQLALTL, TYNTDTFESMPNPEG, QPEQLQVFETLEEIT,
TGYLYISAWPDSLPD, LSYMPIWKFPDEEGADRB1*04HER2
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NVISKTINP, ISKTINPQV, TINPQVSKT, FLNQTDETL, SNVEVFMQLA*02Mamma globin-A

VSKTEYKEL, FLNQTDETL, SNVEVFMQLA*24Mamma globin-A

LENVISKTINPQVSK, ENVISKTINPQVSKT, ISKTINPQVSKTEYK,
SKTINPQVSKTEYKE, KTINPQVSKTEYKELDRB1*04Mamma globin-A

TLAPATEPA, SVSDVPFPFA*02MUC1

SAPDNRPAL, HHSDTPTTL, AFREGTINV, SVSDVPFPFA*24MUC1

EGTINVHDVETQFNQ, VETQFNQYKTEAASRDRB1*04MUC1

هاHLAساختار سه بعدي سازي بهینهاستخراج و 
ــاختار    ــه س ــن مرحل ــاي HLAدر ای ، A*02 ،A*24ه

,DRB1*04DRB1*15 وDRB1*11 ــایت در ســـ
PDB   ــاختار ــد و س ــتجو ش ــراي جس ، HLA-A*02ب

HLA-A*24وHLA-DRB1*04چــون یافــت شــد .
HLAو HLA DRB1*15سـاختار اختصاصـی بـراي    

DRB1*11هـا از جسـتجو   آللپیدا نشد در نتیجه این

حذف گردیدنـد. لیگانـدهاي اضـافی سـاختارهایی کـه      
ها ارائه شده بودند، حذف شده و سـاختار  HLAبراي 
HLA تصویري از 2ها بهینه گردید. در شکلHLA  هـا

هـا و لیگانـدهاي اضـافی    قبل و بعـد از حـذف مولکـول   
آورده شده است. این تصـاویر در فضـاي نـرم افـزار     

Discovery studio 2016.گرفته شده است

ها و لیگاندهاي اضافیمولکولقبل (راست) و بعد (چپ) حذف DRB1*04و (ج) A*24، (ب) A*02هاي (الف) HLAساختار . 2شکل 

بررسی کنش مولکولی
لــه جهــت غربــالگري بــراي انتخــاب     در ایــن مرح

تـوپ  اپـی 52هاي مناسب، کنش مولکولی بـین  توپاپی

ها HLAآورده شده است) و 2جدولمنتخب (که در 
قرارگیري در شکاف ها از نظر نحوهتوپجام شد. اپیان

HLA     و همچنین سطح انـرژي بررسـی شـدند. طبـق
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، بهتـرین حالـت اتصـال    HPEPDOCKعملکرد سرور 
 ـ    یـک بـراي هـر پپتیـد     ه پپتید بـه پـروتئین کـه در رتب

ــی  ــخص م ــی مش ــردد و منف ــاز  گ ــرین امتی ــنشت ک
توپ را داراست، براي هر اپیژي)(پایدارترین سطح انر

هایی کـه رتبـه  توپ، اپیکنشانتخاب شد. بعد از اتمام 

ــیکــنش ــا ســایر  منف ــارتی در مقایســه ب ــه عب ــر و ب ت
هـا سـطح انـرژي پایـدارتري را در اتصـال بـه       توپاپی

HLA   ،داشتند، به صورت جداگانه براي هـر پـروتئین
).3(جدول انتخاب شدند 

کنشبراساس رتبهMUC1و Alpha lactalbumin ،HER2 ،Mammaglobin-Aهاي هایی انتخاب شده از پروتئینهاي نتوپ. اپی3جدول 
نام پروتئینHLAنوعتوالیتوپطول اپیشروعپایانکنشرتبه 

-247/16340329HTSGYDTQAA*02Alpha
lactalbumin -237/23642349SGYDTQAIV

-230/88072649SQVPQSRNI
-246/26572649IAHNQVRQVA*02HER2
-243/2924214139ILHNGAYSL
-245/3833283209CYGLGMEHLA*24HER2
-263/4483423349VTSANIQEF
-254/0584003929AWPDSLPDL
-260/6055945869LSYMPIWKF
-285/02216114715WKDIFHKNNQLALTLDRB1*04HER2
-247/50326525115TYNTDTFESMPNPEG
-301/92739938515TGYLYISAWPDSLPD
-266/17360058615LSYMPIWKFPDEEGA
-204/35019119ISKTINPQVA*02Mamma

globin-A -224/21756489FLNQTDETL
-214/64165579SNVEVFMQL
-259/70021715LENVISKTINPQVSKDRB1*04Mamma

globin-A -246/04322815ENVISKTINPQVSKT
-241/650251115ISKTINPQVSKTEYK
-237/187261215SKTINPQVSKTEYKE
-236/174271315KTINPQVSKTEYKEL
-242/8229829749HHSDTPTTLA*24MUC1
-246/102112511179SVSDVPFPF
-250/6611100108615EGTINVHDVETQFNQDRB1*04MUC1
-248/5081108109415VETQFNQYKTEAASR

هـاي  HLAهـا بـا   تـوپ اپـی کـنش تصاویر مربوط به 
آورده شده اسـت. همـانطور کـه    3شکل مربوطه در 
هـا  HLAدر شـکاف  ها کاملاًتوپشود اپیمشاهده می
اند.قرار گرفته
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، Alpha lactalbuminژن از آنتیSGYDTQAIV، (ب) Alpha lactalbuminژن از آنتیHTSGYDTQAبا پپتیدهاي مربوطه: (الف) HLA-A*02) کنش 1. (3شکل 
ژن ز آنتیاFLNQTDETL، (و) HER2ژن از آنتیILHNGAYSL، (هـ) HER2ژن از آنتیIAHNQVRQV، (د)Alpha lactalbuminژن از آنتیSQVPQSRNI(ج) 

Mammaglobin-A (ز) ،ISKTINPQVژن از آنتیMammaglobin-A (ح) ،SNVEVFMQLژن از آنتیMammaglobin-A) .2 کنش (HLA-A*24 با پپتیدهاي
ژن تیاز آنVTSANIQEF، (د) HER2ژن از آنتیLSYMPIWKF، (ج) HER2ژن از آنتیCYGLGMEHL، (ب) HER2ژن از آنتیAWPDSLPDLمربوطه: (الف) 

HER2 (هـ) ،HHSDTPTTLژن از آنتیMUC1 (و) ،SVSDVPFPFژن از آنتیMUC1 .)3 کنش (HLA-DRB1*04 (الف) :با پپتیدهاي مربوطه
LSYMPIWKFPDEEGAژن از آنتیHER2 (ب) ،TGYLYISAWPDSLPDژن از آنتیHER2 (ج) ،TYNTDTFESMPNPEGژن از آنتیHER2 (د) ،

WKDIFHKNNQLALTLژن از آنتیHER2 (هـ) ،ENVISKTINPQVSKTژن از آنتیMammaglobin-A (و) ،ISKTINPQVSKTEYKژن از آنتی
Mammaglobin-A (ز) ،KTINPQVSKTEYKELژن از آنتیMammaglobin-A (ح) ،LENVISKTINPQVSKژن از آنتیMammaglobin-A (ط) ،
SKTINPQVSKTEYKEژن از آنتیMammaglobin-A (ي) ،EGTINVHDVETQFNQژن از آنتیMUC1 (ك) ،VETQFNQYKTEAASRژن از آنتیMUC1
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IFN-γهاي القاکننده توپبینی اپیپیش

در MHC-IIهــاي گامــا بــا افــزایش بیــان اینترفــرون
را ژنآنتــیه ، ارائــژنآنتــیه دهنــدهــاي ارائــهســلول

هـاي  تـوپ از این رو حضور اپی.]43[دهند افزایش می
گامــا در ســاختار واکســن حــائز اینترفــرونه القاکننــد

قابل مشـاهده  4جدول اهمیت است. همانطور که در 
، توانایی القاي HER2توپ از پروتئین است، تنها دو اپی

اینترفرون گاما را دارند که بـا عبـارت مثبـت نمـایش     
داده شدند.

IFNepitopeاینترفرون گاما با استفاده از سرور ه هاي القاکنندتوپشناسایی اپی. 4جدول 

پروتئینتوالیشروعپایانامتیازروشنتیجه
NEGATIVESVM-0/32161147WKDIFHKNNQLALTLHER2

NEGATIVESVM-0/83265251TYNTDTFESMPNPEG

POSITIVESVM0/37399385TGYLYISAWPDSLPD

POSITIVESVM0/21600586LSYMPIWKFPDEEGA

NEGATIVESVM0/05217LENVISKTINPQVSKMamma globin-A

NEGATIVESVM0/06228ENVISKTINPQVSKT

NEGATIVEMERCI12511ISKTINPQVSKTEYK

NEGATIVEMERCI12612SKTINPQVSKTEYKE

NEGATIVEMERCI12713KTINPQVSKTEYKEL

NEGATIVESVM-1/3211001086EGTINVHDVETQFNQMUC1

NEGATIVESVM-1/1411081094VETQFNQYKTEAASR

طراحی ساختار اولیه واکسن
ژنـی واکسـن،   در این مرحله براي تشکیل بخش آنتـی 

-MHCو MHC-Iهاي متصل شونده به توپابتدا اپی

II توسط لینکر 3جدول (مطابق ،(GPGPG  به یکـدیگر
هـا بـه یکـدیگر بـا     تـوپ متصل شدند. اتصـال ایـن اپـی   

ي متفـاوتی صـورت گرفـت تـا در نهایـت بـا       هاترتیب

بررسی خواص فیزیکوشیمیایی سـاختارها، بهتـرین آن   
-Spy Tagهـاي  بعـد تـوالی  ه انتخاب گردید. در مرحل

Spy Catcherژن وصـل شـدند تـا در    به انتهاي آنتی
واکسن VLPکه MS2انتها کپسید پروتئین باکتریوفاژ 

).4شکل ها متصل شود (بود به آن
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HER2 ،Alphaپروتئین 4مربوط به MHC-IIو MHC-Iهاي متصل شونده به توپابتدا اپیطرح شماتیک واکسن طراحی شده. در . 4شکل 

lactalbumin ،Mammaglobin-A وMUC1 توسط لینکرGPGPGهاي بعد توالیه به یکدیگر متصل شدند. در مرحلSpy Tag-Spy Catcher به انتهاي
Spy Tag ،Spyهاي مربوط به ها متصل شد. توالیواکسن بود به آنVLPکه MS2ژن وصل شدند. در مرحله آخر، کپسید پروتئین باکتریوفاژ یآنت

Catcher وVLP.واکسن نشان داده شده است

هاي واکسنارزیابی ویژگی
ارزیابی خواص فیزیکوشیمیایی

ــا اســتفاده از ســرور  ه عمــر ، ابتــدا نیمــProtParamب
ساختارهاي مختلف طراحی شده براي واکسـن مـورد   

ه بـا مقایس ـ ).5جـدول  بررسی و مقایسه قرار گرفـت ( 

ــا، ســاخت  ــه  3و 1ارهاي نیمــه عمره ــن جــدول ک از ای
عمر بیشتري داشتند، انتخاب شدند. نیمه

ژنیسیته، آلرژنیسیته و حلالیتارزیابی آنتی
2و حلالیـت ژنیسیته، آلرژنیسـیته  در این مرحله، آنتی

قبــل) انتخــاب ه در مرحلــ3و 1ســاختار (ســاختارهاي 
).6شده، بررسی و مقایسه شد (جدول

. خواص فیزیکوشیمیایی ساختارهاي طراحی شده براي واکسن براساس نیمه عمر5جدول 
شماره ساختارژنهاي مربوط به هر آنتیتوپترتیب قرارگیري اپینیمه عمر

20 HOURS (MAMMALIAN RETICULOCYTES, IN
VITRO).

30 MIN (YEAST, IN VIVO).
>10 HOURS (ESCHERICHIA COLI, IN VIVO).

HER2- Alpha lactalbumin- Mammaglobin-
MUC1

1

3.5 HOURS (MAMMALIAN RETICULOCYTES, IN
VITRO).

10 MIN (YEAST, IN VIVO).
>10 HOURS (ESCHERICHIA COLI, IN VIVO).

Alpha lactalbumin- MUC1- HER2-
Mammaglobin

2

20 HOURS (MAMMALIAN RETICULOCYTES, IN
VITRO).

30 MIN (YEAST, IN VIVO).
>10 HOURS (ESCHERICHIA COLI, IN VIVO).

MHC I binding epitopes (A02, A24)- MHC II
binding epitopes (DRB1*04)

3

5.5 HOURS (MAMMALIAN RETICULOCYTES, IN
VITRO).

3 MIN (YEAST, IN VIVO).
2 MIN (ESCHERICHIA COLI, IN VIVO).

MHC II binding epitopes (DRB1*04) - MHC I
binding epitopes (A02, A24)

4
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ژنیسیته و محلولیت ساختارهاي طراحی شده براي واکسن. آلرژنیسیته، آنتی6جدول 
شماره ساختارهاتوپپیترتیب اآلرژنیسیتهژنیسیتهآنتیمحلولیت

0/588 (PROTEIN SOL)
SOLUBLE

0/956180 (SOL PRO)

Probable Antigen
0/5202 (Vaxijen)

0/936045(Antigen pro)

Probable Non-
allergen

HER2- Alpha lactalbumin-
Mammaglobin- MUC1

1

0/577 (PROTEIN SOL)
SOLUBLE

952829/0 (SOL PRO)

Probable Antigen
0/5169 (Vaxijen)

0/939041(Antigen pro)

Probable Non-
allergen

MHC I binding epitopes (A02,
A24)- MHC II binding epitopes

(DRB1*04)
2

ژنیسـیته بـراي هـر دو    مقایسه اعداد مـرتبط بـا آنتـی   
ژن بـوده و  آنتیدهد که هر دو توالیساختار نشان می

ی ندارنـد. همچنـین بررسـی    از این لحاظ تفاوت چندان
هـا غیرآلـرژن   دهـد کـه تـوالی   آلرژنیسیته نشان مـی 

، حلالیـت بـالاي   Protein solاساس سـرور  هستند. بر
دهـد کـه پـروتئین،    در هر دو ساختار نشان مـی 45/0

ــت در      ــانگین حلالی ــه می ــبت ب ــتري نس ــت بیش حلالی
و 588/0دارد. این عـدد در سـاختار اول   اشریشیاکلاي
اســت کــه حلالیــت بیشــتر در 577/0دوم در ســاختار 

نیـز  Sol proدهد. عدد سرور ساختار اول را نشان می
اسـت.  اشریشـیاکلاي  پروتئین در بیانگر درصد حلالیت

نزدیکتر باشد بهتر 1بنابراین هرچه این مقدار به عدد 
و براي ساختار 956/0است. این عدد براي ساختار اول 

بیشـتر سـاختار اول   یتاست که بیانگر حلال952/0دوم 
هاي هر دو توالی، ویژگیه باشد. در نهایت با مقایسمی

بیشـــتر در بـــه علـــت حلالیـــت1ســـاختار شـــماره 
، به عنوان ساختار اصلی واکسـن در نظـر   اشریشیاکلاي
پارامترهاي بررسی شده براي سایر خواص گرفته شد. 

شامل: وزن مولکـولی  1فیزیکوشیمیایی ساختار شماره 
)42/57957،(pI) ــري ــی  85/4نظ ــریب خاموش )، ض
)، شاخص آلیفاتیک 49/26)، شاخص ناپایداري (65445(

اسـت.  )-398/0) و میانگین کل هیـدروپاتیکی ( 46/66(
دهـد کـه پـروتئین در یـک     ضریب خاموشی نشان می

کنـد.  طول موج مشخص چـه مقـدار نـور جـذب مـی     
شاخص ناپایداري تخمینی از پایـداري پـروتئین مـورد    

دهد. پروتئینی کـه  در یک لوله آزمایش ارائه مینظر 
باشـد بـه عنـوان    40شاخص ناپایداري آن کـوچکتر از  

شود. شاخص آلیفاتیک یک پروتئین بینی میپایدار پیش
هـاي  به عنوان حجم نسبی اشغال شده توسـط زنجیـره  

شود. هـر چـه ایـن شـاخص     جانبی آلیفاتیک تعریف می
تئین در طیـف  عدد بزرگتـري داشـته باشـد، آن پـرو    

تري از دماها پایـدار اسـت. میـانگین کـل مقـدار      وسیع
براي یک پپتید یا پروتئین به عنوان مجموع هیدروپاتی

مقادیر هیدروپاتی همه اسـیدهاي آمینـه، تقسـیم بـر     
شود. هـر چـه   ها در دنباله محاسبه میتعداد باقیمانده
دوسـتی بیشـتري   تر باشد، پـروتئین آب این عدد منفی

هاي آب اطراف دارد.و کنش بهتري با مولکولداشته 
خطی و فضاییBهاي سلولتوپبینی اپیپیش

Bسـلول هـاي  تـوپ ، اپیBCPREDSبا کمک سرور 

ــی ــد   خط ــایی ش ــن، شناس ــاختار واکس ــود در س موج
).7(جدول 

شناسایی شده از ساختار اول واکسنخطی Bسلولهاي توپ. اپی7جدول 
ردیفخطیBسلولهاي توپاپیتوالی شروعپایانطولرتبه
120157138KFPDEEGAGPGPGHTSGYDT1
12011596TFESMPNPEGGPGPGTGYLY2
120194175IGPGPGISKTINPQVGPGPG3
1205738GPGPGVTSANIQEFGPGPGA4
120276257FGPGPGHHSDTPTTLGPGPG5
120222203LGPGPGSNVEVFMQLGPGPG6
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120289VGPGPGILHNGAYSLGPGPG7
120251232NPQVSKTEYKELGPGPGSVS8
120136117SAWPDSLPDGPGPGLSYMPI9

0/99920341322SSEQGQSGDMTIEEDSATHI10
0/999208162LPDLGPGPGWKDIFHKNNQL11
0/98920426407TVNEQGQVTVNGKATKGDAH12
0/95520456437VDNGGTGDVTVAPSNFANGV13
0/91920300281NVHDVETQFNQYKTEAASRA14
0/91120500481QNRKYTIKVEVPKVATQTVG15
0/8920376357TMELRDSSGKTISTWISDGQ16

CBTOPEفضـایی بـا سـرور    Bسـلول هـاي  توپاپی

قابـل مشـاهده   8جـدول  شناسایی شد که نتیجـه در  
ینه یـک مقیـاس   بـراي هـر اسـیدآم   CBTOPEاست. 

کنـد. مـواردي کـه    مشـخص مـی  9تـا  0احتمالی بـین  
تـوپ  توان به عنوان اپـی و بالاتر دارند را می4مقیاس 

فضایی در نظر گرفت.Bسلول 

فضایی شناسایی شده از ساختار اول واکسنBسلولهاي توپ. اپی8ل جدو
مقیاس احتمالیاسیدآمینهجایگاه اسیدآمینه

1-4IAHN4, 4, 4, 4
7-8RQ4, 4
14G4
52G4

133-134YM4, 4
136I4
138Q4
140P4

156-168YDTQAI VGPGPGSQ4, 4, 4, 4, 4, 4, 4, 4, 4, 5, 4, 4, 4, 4
175-177IGP4, 4, 4
180-181GI4, 4
204-207GPGP4, 4, 4, 4
217-219LGP4, 4, 4
227-230ISKT4, 4, 4, 4

240Y4
282-300VHDVETQFNQYKTEAASRA4, 4, 5, 5, 5, 5, 4, 5, 5, 5, 4, 4, 4, 4, 4, 5, 5, 4, 4
302-304IVM4, 4, 4
315-325VDTLSGLSSEQ4, 4, 5, 5, 4, 5, 5, 4, 4, 5, 4
328-335SGDMTIEE4, 4, 4, 4, 4, 4, 4, 4

364S4
378-380KDF4, 4, 4
382-383LY4, 4
402-408TAITFTV4, 4, 4, 4, 4, 4, 4
410-424EQGQVTVNGKATKGD4, 4, 4, 4, 4, 4, 4, 4, 4, 5, 4, 4, 4, 4, 4

435V4
442T4

445-448VTVA4, 4, 4, 4
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476-478RQS4, 4, 4
480-485AQNRKY5, 4, 4, 5, 4, 4

504L4
509W4
519I4

534-535AM4, 4
540K4

طراحی و تصحیح ساختار سه بعدي واکسن
طراحـی و  Phyre2ساختار سه بعدي واکسن با سـرور  

ذخیـره شـد. در ادامـه، سـاختار سـه      PDBدر فرمت 
بعـــدي بـــه دســـت آمـــده بـــا اســـتفاده از ســـرور 

locPREFMDبین ساختار اولیـه  ه تصحیح شد. مقایس

دهد که ساختار سـه  و ساختار پس از تصحیح نشان می
ن بعد از تصحیح، تفاوت چندانی بـا سـاختار   بعدي واکس

.)5(شکل ابتدایی پیدا نکرده است 

ساختار پس از ه ساختار اولیه و رنگ سبز نشان دهنده رنگ قرمز نشان دهندساختار سه بعدي واکسن که در دو رنگ مشخص شده است. . 5شکل 
باشد.تصحیح می

بعدي واکسناعتبارسنجی ساختار سه 
سـاختار  حله، از دو سرور براي اعتبارسـنجی در این مر

ProSA-webواکســن اســتفاده شــد. ابتــدا در ســرور 

ــه  ــدل اولی ــد Phyre2م ــحیح ش ــدل تص ــپس م ه و س
locPREFMD  ــه در ــانطوري ک ــد. هم ــذاري ش بارگ

مربوط به ساختارهاي z-scoreمشخص است، 6شکل 

بـوده کـه بعـد از تصـحیح     -03/4سه بعدي در ابتـدا  
z-scoreتـر شـدن   شـده اسـت. منفـی   -23/4ساختار 

بهبود جزئـی سـاختار سـه بعـدي بعـد از      ه نشان دهند
باشد.تصحیح می
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مدل اولیه ProSA-web .z-scoreبا سرور Phyre2به دست آمده از سرور ه . اعتبارسنجی ساختار سه بعدي واکسن. (الف) اعتبارسنجی مدل اولی6شکل 
مدل نهایی با ProSA-web .z-scoreبا سرور locPREFMDاست. (ب) اعتبارسنجی مدل نهایی به دست آمده از سرور مشخص شده "- 03/4"با عدد 
این است که فرآیند تصحیح ساختار موثر بوده و باعث بهبود ساختار کلی و ه نشان دهندz-scoreتر شدن مشخص شده است. منفی"- 23/4"عدد 

شده است.رفع خطاهاي احتمالی ساختار واکسن 

ساختارهاي سـه  دومین سروري که براي اعتبار سنجی
آمـده  نتایج به دسـت بود. PSVSبعدي استفاده شد، 

ــه شــکل داده  ــن ســرور ب ــواحی از ای ــه ن هــایی از جمل
مطلوب، نواحی قابل قبول و نواحی غیرقابل قبـول بـه  

آیـد. بـدین ترتیـب نـواحی مطلـوب از      نمایش در می
ــد در نمونـ ـ6/66 ــده درص 7/80بــه Phyre2ایی ابت

ــد در نمونـ ـ ــد ه درص ــحیح ش locPREFMDه تص

17افزایش یافت و همچنین نواحی غیر قابـل قبـول از   

درصـد کـاهش یافـت. بـه عبـارتی در      7/6درصد بـه  
ــواحی     ــیدها در ن ــدگی آمینواس ــه پراکن ــاختار اولی س
غیرقابل قبول زیاد است که این پراکندگی در سـاختار  

ابل قبول کـاهش یافتـه و   تصحیح شده در مناطق غیرق
آمینواسیدها در نواحی مطلوب متمرکز شده اند کـه  

بهبود ساختار سه بعـدي پـروتئین اسـت    ه نشان دهند
).8و 7هاي (شکل
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ي آمینواسیدها مشخص همهدر منحنی کلی که.)ψ) و ساي (Фمنحنی راماچاندران قبل از تصحیح ساختار سه بعدي واکسن از نظر زوایاي فی (. 7شکل 
تعداد نسبتا زیادي از آمینواسیدها در ناحیه غیرقابل قبول مشاهده هستند، علاوه بر ناحیه مطلوب که داراي تراکم مناسبی از آمینو اسیدها می باشد،

هاي مجزایی بررسی شده اند. نواحی دلیل ساختار متمایزي که از سایر آمینواسیدها دارند در منحنیاند. آمینواسیدهاي گلایسین و پرولین بهشده
باشد.درصد می17درصد و نواحی غیر قابل قبول شامل 4/16درصد، نواحی قابل قبول 6/66مطلوب 
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مقایسه این منحنی با منحنی قبل به وضوح نشان .)ψ) و ساي (Ф. منحنی راماچاندران بعد از تصحیح ساختار سه بعدي واکسن از نظر زوایاي فی (8شکل 
و هنده تفاوت قرارگیري آمینواسیدها در نواحی مختلف است. همان گونه که مشخص است از تعداد آمینواسیدهاي نواحی غیرقابل قبول کاسته شده د

درصد و نواحی غیر قابل قبول 6/12درصد، نواحی قابل قبول 7/80بدین صورت که نواحی مطلوب .ها در ناحیه مطلوب اضافه شده استبه تراکم آن
دهند.درصد کل نواحی را تشکیل می7/6

بحث  
هاي پپتیدي در درمان سرطان اهمیت و نقش واکسن

سینه
هـا در جهـان   تـرین سـرطان  سرطان سینه یکی از شایع

ومیـر  است که با افزایش روزافزون نرخ ابتلا و مـرگ 
ناشی از آن، نیاز به راهکارهاي درمانی مـوثر و نـوین   

. سیسـتم ایمنـی نقـش    شـود بیش از پیش احساس مـی 
ــده ــد   پیچی ــرل رش ــگیري و کنت ــایی، پیش اي در شناس

هـاي اخیـر   کنـد و در سـال  هاي سرطانی ایفا میسلول
هـاي  درمانی به عنوان یکی از استراتژيمداخلات ایمنی

اند. نوین درمان سرطان، مورد توجه ویژه قرار گرفته
گیـري  هـاي پپتیـدي، بـه دلیـل قابلیـت هـدف      واکسن

سهولت در تولید، ایمنی بـالا و نتـایج مثبـت    اختصاصی، 

ــدل ــیش در م ــاي پ ــه   ه ــوان گزین ــه عن ــالینی، ب اي ب
اند. امیدوارکننده در درمان سرطان سینه مطرح شده

مطالعات فاز دوم بالینی بـر روي بیمـاران بـا سـرطان     
ــن ســینه متاســتاتیک پیشــرفته نشــان داده  ــه ای ــد ک ان

ی ایجـاد کننـد   اند پاسخ ایمنی مناسـب ها توانستهواکسن
-44[بدون اینکه عوارض جانبی جـدي گـزارش شـود   

46[.
MS2ها و کاربرد ادجوانت باکتریوفاژ ژنانتخاب آنتی

ــار   ــه از چه ــن مطالع ــیدر ای ، MUC1 ،HER2ژنآنت
Mammaglobin-A و ،Alpha lactalbumin استفاده

بالایی در ها با درصد نبستاًژنرکدام از این آنتیشد. ه
شوند تـا بتواننـد   ختلف سرطان سینه بیان میمراحل م
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سطوح مختلف درمانِ یک بیمار داراي سرطان سینه را 
. ]3[پوشش دهند 
هـاي پپتیـدي، قـدرت پـایین     هاي واکسنیکی از چالش

تحریک سیسـتم ایمنـی اسـت کـه در ایـن مطالعـه بـا        
برطـرف شـده   MS2کارگیري ادجوانت باکتریوفاژ به

تـوان بـه عنـوان یـک     یوفاژ مـی . از این باکتر]47[است
هاي مختلـف  حامل دارویی بالقوه براي درمان بیماري
هاي کبدي و مانند سرطان پروستات، کارسینوم سلول

هایی کـه در  واکسن.]48[ها استفاده کرد سایر بیماري
شود، قابلیت برانگیختن ها از باکتریوفاژ استفاده میآن

هـا،  زه با ویروسسیستم ایمنی میزبان و در نتیجه مبار
ها و همچنین مقابله با سرطان را دارد. ها، قارچباکتري

هـا از نظـر شـیمیایی پایـدار     از آنجایی که این واکسـن 
بوده و داراي مزایایی همچون ذخیـره و حمـل و نقـل    
آسان، تولید ارزان در مقیاس بـزرگ و نیـز قـادر بـه     

، باشندالقاي پاسخ ایمنی هومورال و سلولی میزبان می
ــی ــر     م ــه ب ــراي غلب ــمندي ب ــایگزین ارزش ــد ج توانن

. ]49[هــاي معمــولی باشــند هــاي واکســنمحــدودیت
کـه از سـاختارهایی ماننـد    VLPهاي مبتنی بر واکسن

کننــد، بــه دلیــل انــدازه و باکتریوفاژهــا اســتفاده مــی
هــاي ایمنــی ذاتــی و هندســه ســطحی تکــراري، پاســخ

اخیر بـه  کنند که در مطالعاتاختصاصی قوي ایجاد می
ها در مقابله با سرطان سینه اشاره شـده  اثربخشی آن

.  ]50[است
ــوپی و اهمیــت تحریــک طراحــی واکســن چنــداپی ت

هاي سلولی و هومورالپاسخ
در طراحی یک واکسن کارآمد علیه سـرطان بایـد در   

HTLو CTLنظر داشت کـه تحریـک هـر دو پاسـخ     

ژنـی تقسـیم   هـا پپتیـدهاي آنتـی   CTLضروري اسـت.  
روي MHC-Iهـاي  ندي شده را که توسـط مولکـول  ب

شـوند،  ارائـه مـی  ژنآنتـی سلول هـاي ارائـه دهنـده    
وه بـر ایـن، ارائـه پپتیـدهاي     دهنـد. عـلا  تشخیص مـی 

منجــر بــه MHC-IIهــاي ژنــی توســط مولکــولآنتــی
. در ایـن راسـتا،   ]51[شود میHTLهاي تحریک پاسخ

تـوپی طراحـی شـده حـاوي     واکسن پپتیـدي چنـد اپـی   

ــیا ــوپپ ــاي ت ــاب ایــن   HTLو CTLه ــت. انتخ اس
ها با استفاده از سـرورهاي گونـاگون صـورت    توپاپی

ژنی آنتی4از هر HTLو CTLهاي توپگرفت و اپی
که براي طراحی واکسن در نظر گرفته بودند انتخـاب  

بــه یکــدیگر متصــل شــدند. GPGPGو توســط لینکــر 
مهمــی در انعطــاف پــذیري پــروتئین،لینکرهــا نقــش

خمیدگی و جداسـازي نـواحی عملکـردي دارنـد و بـه      
د. پایداري بیشتر ساختار مـی شـون  همین جهت موجب

GPGPGکـه مـانع از   از دو نظر اهمیت دارد؛ اول این
هاي پیوندي شده و دوم باعث تسـهیل  توپتشکیل اپی

هـا توسـط سیسـتم ایمنــی    تـوپ پـردازش و ارائـه اپـی   
ایش پاســخ شـود. همچنــین ایـن لینکـر باعــث افـز    مـی 

HTL      ها شده و از این نظـر بـه سیسـتم ایمنـی کمـک
در این پژوهش انجـام  کاري که منحصراً.]52[کندمی

 ـتوپشد، این بود که بعد از انتخاب اپی ه ها از روي رتب
داد، آلرژنیسـیته و  درصدي که هـر سـرور ارائـه مـی    

هـا بررسـی شـد تـا از همـان      یسیته تک تک آنژنآنتی
 ـ  هـاي مناسـبی کـه توانـایی     تـوپ یابتداي پـژوهش، اپ

باشـند،  زا نمـی تحریک سیستم ایمنی را دارند و آلرژي
انتخاب شوند.
و پوشش جمعیت هدف HLAتوجه به تنوع 

هـاي پپتیـدي،   یکی از نکات کلیدي در طراحـی واکسـن  
جمعیت هدف است HLAهاي ها با آللتوپتطابق اپی

در انتخاب تا واکسن بیشترین اثربخشی را داشته باشد. 
HLAاي که مدنظر قرار گرفت ایـن بـود کـه    ها، نکته
HLAه اي گزینش شوند که واکسن در وهلها به گونه

اول براي جمعیت ایران مناسب باشد. انتخـاب جمعیـت   
، با توجه به این کـه  AFNDایران رویان کُرد از سایت 

بیشــتري را شــامل ه هــا نمونــدر بــین ســایر جمعیــت
اي رسیدن به این هـدف مـوثر   توانست برشد، میمی

باشد. براي امیـدوار بـودن بـه اثربخشـی واکسـن بـه       
 ـ هـاي  دوم، پراکنـدگی آلـل  ه صورت جهانی، در مرحل

انتخاب شده در سایر نقاط جهان نیز بررسـی گردیـد   
هـایی انتخـاب شـوند کـه عـلاوه بـر       تا در نهایت آلـل 

پراکندگی مناسب در ایران، در دیگر نقاط جهان نیز از 
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در مرحله بعـدي،  ندگی مناسبی برخوردار باشند. پراک
هـا و بررسـی کـنش    تـوپ طراحی شکل سه بعدي اپـی 

هاي هدف نیز بـه عنـوان یـک روش    HLAمولکولی با 
هـاي مناسـب انجـام    تـوپ غربالگري براي انتخاب اپـی 

گرفت. در این مرحله دو نکته مدنظر بود؛ اولا اتصـال  
بی همراه هدف با سطح انرژي مناسHLAتوپ به اپی

قرار گرفته باشد. HLAتوپ در شکاف باشد، دوما اپی
براساس تجزیه و تحلیل کریسـتالوگرافی کـه در سـال    

انجام گرفت، نشـان داد  HLAبر روي مولکول 1987
که این مولکول در سطح خـارجی خـود داراي شـیاري    

. ]53[شـوند  است که پپتیدها به این نواحی متصل مـی 
ه ش مولکــولی بــراي مشــاهدبنــابراین انجــام یــک کــن

تواند کافی باشـد.  میHLAقرارگیري پپتید در شکاف 
هـاي مناسـب   تـوپ با توجه به تعـداد نسـبتا زیـاد اپـی    

اتصال بـراي  ه ها، چندین نحوژنشناسایی شده از آنتی
ها در نظـر گرفتـه شـد تـا سـاختار اولیـه واکسـن        آن

طراحی شـود. هـر کـدام از سـاختارها توسـط سـرور       
شاهده شد کـه بـا جابجـایی مکـان     گردید و مارزیابی

نیـز بـه   حلالیـت ژنیسـیته و  ها، نیمه عمر، آنتیتوپاپی
یابـد. در نهایـت سـاختاري    صورت محسوس تغییر می

انتخاب شد که در مقایسه با بقیه ساختارها نیمـه عمـر   
تري داشـته  تر و خواص فیزیکوشیمیایی مناسبطولانی

ه محدودي بـراي نحـو  هاي باشد. در این مرحله حالت
ها به یکدیگر در نظر گرفته شـد و ایـن   توپاتصال اپی

هـاي دیگـري نیـز بررسـی     امکان وجود دارد که حالت
.]51[شود تا بهترین نتیجه حاصل گردد

هاي القاکننده پاسخ هومورال و نقـش  توپارزیابی اپی
IFN-γدر تنظیم پاسخ ضد تومور

هومورال نیز نقـش  علاوه بر پاسخ ایمنی سلولی، ایمنی 
مهمی در ایمنی درمـانی سـرطان دارد و باعـث فعـال     

. در ایـن  ]51[شـود  مـی Bهاي ها و سلولCTLشدن 
راستا بعـد از طراحـی سـاختار واکسـن، بـا اسـتفاده از       

هـاي القاکننـده پاسـخ ایمنـی     تـوپ سرور مناسب، اپـی 
هومورال نیـز شناسـایی شـد و مشـاهده گردیـد کـه       

یمنــی هومــورال را نیــز دارد. واکســن قابلیــت القــاي ا

نیز مورد ارزیابی قرار Bهاي غیرخطی سلول توپاپی
با این بررسی مشخص شد که پروتئین از نظر گرفتند. 

هـاي غیرخطـی نیـز از شـرایط مناسـبی      توپاپیتعداد
نیـز در  IFN-γه هـاي القاکننـد  توپ. اپیمند استبهره

بدهند که نهایت بررسی شدند تا این اطمینان را به ما 
ــایی القــاي تولیــد یکــی از   واکســن طراحــی شــده توان
فاکتورهاي مهم سیستم ایمنی را دارد. فرآیندي که به 

شـود، بـه   شـناخته مـی  1عنوان ویرایش ایمنی سـرطان 
را در پاسـخ ضـد تومـور    IFN-γبهترین وجه عملکرد 

ه دهنـد دهد. ویرایش ایمنی سـرطان، نشـان   نشان می
برانگیزتـر نظـارت بـر    بحـث تر وتکامل مفهوم قدیمی

ایمنی سرطان است که در آن سیستم ایمنی اختصاصی 
نقشــی کــاملا محــافظتی در کنتــرل رشــد تومــور ایفــا 

) حذف، 1کند. این فرآیند شامل سه مرحله است: (می
هــاي تومــور را کــه کــه در آن سیســتم ایمنــی ســلول

کنند، تشخیص داده هاي جدید قوي را بیان میژنآنتی
) تعادل، کـه در آن سیسـتم ایمنـی،    2برد. (ین میو از ب
سرطانی را در حالت خواب حفـظ  ه هاي باقیماندسلول
) فــرار، کــه در آن سیســتم ایمنــی دیگــر 3کنــد. (مــی
هـاي تومـور ویـرایش شـده را     تواند رشد سـلول نمی

کنترل کند که منجر به رشد تدریجی تومورها و ایجاد 
شـود.  منـی مـی  ایه یک ریزمحیط تومور سرکوب کنند

IFN-γ      بر تمام مراحـل ویـرایش ایمنـی تومـور تـأثیر
گذارد و بـا عملکردهـاي متنـوع خـود، سرنوشـت      می

.]54[کند نهایی تومور را تعیین می
هـاي فیزیکوشـیمیایی و اعتبارسـنجی سـاختار     ویژگی
واکسن

پس از طراحی سـاختار اولیـه، واکسـن از نقطـه نظـر      
ته و حلالیـت مـورد  ژنیسـی خاصیت آلرژنیسـیته، آنتـی  

ارزیابی قرار گرفت که نتایج نشان داد واکسن طراحی 
شناســی خــوبی داشــته و توانــایی شــده خــواص ایمنــی

ــرژن و   ــز غیرآل ــی را دارد و نی ــتم ایمن ــک سیس تحری
هاي فیزیکوشیمیایی باشد. با بررسی ویژگیمحلول می

1 Cancer Immunoediting
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مشخص شـد کـه واکسـن مـوردنظر پایـدار بـوده و       
هاي مختلف از ناسبی در ارگانیسمتواند نیمه عمر ممی

آخر نیز شکل ه در مرحلجمله پستانداران داشته باشد.
سه بعدي واکسن طراحی، تصحیح و با کمک دو سرور 
اعتبارسنجی شد. این اعتبارسنجی با مقایسه دو سـاختار  
سه بعدي، قبل و بعـد از تصـحیح، مشـخص کـرد کـه      
تصــحیح انجــام شــده بــر روي ســاختار، باعــث بهبــود

تر شدن آن به فـرم طبیعـی   وضعیت واکسن و نزدیک
شده است. 

هاي طراحی واکسـن بـا کمـک    ها و محدودیتچالش
روش هاي ایمونوانفورماتیکی

با وجود مزایاي متعدد در طراحی واکسن با استفاده از 
هـا همچنـان بـا    رویکردهاي بیوانفورماتیکی، این روش

هـا و  ریتمهایی همراه هستند. وابسـتگی بـه الگـو   چالش
هـاي  بینـی تواند منجر به پـیش هاي محاسباتی میمدل

نادرست از نوع مثبت یا منفی کـاذب شـود. همچنـین،    
ویـژه در مـواردي کـه از    هاي ورودي، بـه کیفیت داده

شـده بـا کیفیـت پـایین اسـتفاده      بینیهاي پیشتوپاپی
.شده باشد، نقش مهمی در دقت خروجی دارد

ل، پژوهشــگران بــه طــور بــراي مقابلــه بــا ایــن مشــک
شــده و معتبــر کنتــرله هــاي داداي از پایگــاهفزاینــده

کننـد کـه حـاوي اطلاعـات     اسـتفاده مـی  IEDBمانند
هـاي تجربـی   هاي تاییدشده از طریق آزمایشتوپاپی

پردازشـی ماننـد حـذف    هاي پـیش است. همچنین، گام
و پپتیـدهاي سـیگنالی بـا اسـتفاده از     1نواحی تراغشایی

ــا ــرابزاره ــذف SignalPو TMHMMیی نظی ــه ح ، ب
علاوه بر ایـن،  .کنندهاي غیرایمنوژنیک کمک میتوالی

ــوریتم    ــدین الگ ــتفاده از چن ــا اس ــایج ب ــنجی نت اعتبارس
NetCTL،NetMHCIIpanبینی متفاوت (نظیـر  پیش

تواند اطمینـان بیشـتري در شناسـایی    می)VaxiJenو 
از طریـق  ها ایجاد کند. اعتبارسـنجی سـاختاري   توپاپی

بعدي و داکینـگ مولکـولی نیـز از نظـر     سازي سهمدل

1 Transmembrane

شده را تقویت بینیزیستی، قابلیت اعتماد به نتایج پیش
.کندمی

نیازمنـد منـابع   in silicoبا این حال، طراحـی واکسـن  
تـوجهی اسـت و همچنـان بـراي تأییـد      محاسباتی قابل

ایط نهایی ایمنی و اثربخشی، اعتبارسنجی تجربی در شر
کـردن ایـن شـکاف و    مایشگاهی و حیـوانی بـراي پر  آز

هاي طراحی واکسن به کمک بهبود کاربرد عملی روش
].55[بیوانفورماتیک ضروري است

گیرينتیجه
هدف اصلی مطالعه حاضر طراحی یک واکسن پپتیـدي  

توپی جدید براي ایمنی درمانی سرطان سـینه  چند اپی
توان گفت بـا  میبود. in silicoهاي با استفاده از یافته

هاي موجود در ساختار واکسن توپتوجه به این که اپی
سیستم ایمنی همورال و سلولی را قابلیت تحریک پاسخ

دارند، و همچنـین بـه دلیـل اسـتفاده از ادجوانـت در      
رسـد پاسـخ ایمونولـوژیکی    طراحی واکسن به نظر می

واکسـن بـه دسـت آورد. از    توان از ایـن مناسبی را می
مقایسه ساختار سه بعدي اولیه و نیـز سـاختار   طرفی با

توان مختلف به دست آمد، مینهایی که پس از مراحل
ــی  ــراي طراح ــلاش ب ــه ت ــت ک ــه روشگف ــنی ب واکس

آمیـز  هـاي مـدنظر موفقیـت   با ویژگیبیوانفورماتیک 
با این حال، مطالعات آزمایشگاهی و بـالینی  .بوده است

 ـ   ی شـده و  براي تشخیص کارایی واقعـی سـاختار طراح
همچنین استفاده از آن به عنوان واکسـن سـرطان در   

آینده ضروري است.

تشکر و قدردانی
ــه از  ــن مقال ــانای ــپای ــاله نام ــومی ه رس ــري عم دکت

بـا کـد رهگیـري    فاطمـه قاسـم پـور   خـانم  داروسازي 
IR.ARUMS.REC.1399.408و کد اخلاق1005219

ي از دانشگاه علوم پزشکی اردبیل، دانشـکده داروسـاز  
همکاري در اجراي ایـن  استخراج شده است و به دلیل

.آیدتحقیق تشکر و قدردانی به عمل می
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منافعضادت
گونـه تضـاد   دارند که هـیچ یسندگان مقاله اعلام مینو

.منافعی در پژوهش حاضر وجود ندارد
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