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 14/5/1402پذیرش مقاله:           13/12/1401 دریافت مقاله: 
 

استفاده  لی، پتانسحال نیا) است. با T2DM( 2-نوع ابتیدرمان د يبرا دوارکنندهیام دیپپت کی) GLP-1( 1-شبه گلوکاگون دیپپت :مقدمه
شبه  دیپپت زاپروتئین همجوشی متشکل  کی، تحقیق نی. در اشده استکوتاه آن محدود  اریعمر بسمهین لیبه دل GLP-1از  یدرمان

ستفاده از ) که با اHSA-DARPinنده به آلبومین سرم انسانی (دارپین متصل شوو ) mGLP-1تغییر یافته مقاوم به پروتئاز ( 1-گلوکاگون
 .گردید یاحطرافزایش نیمه عمر این پپتید دارویی  يند برااهمتصل شد گریکدیبه و لینکرهاي سخت مارپیچ  پذیرکرهاي انعطافلین

و  ي بیوانفورماتیکی مطالعهبا ابزارها یمحاسبات روششده به یطراح هاي همجوشیپروتئین ثانویه هاي اولیه وساختار ها:مواد و روش
ولکولی بین مایجاد و داکینگ  همجوشی هاينیپروتئ از TrRosettaبعدي با استفاده از سرور مدل سه .شد ینیبشیپ آنها ي اساسیهایژگیو

 انجام شد. ClusProهاي مورد نظر با استفاده از سرور پروتئین همجوشی و گیرنده
شده یهمجوشی طراح نیرا به پروتئ ياردیساختار و پا نیبهتر )EAAAK(3لینکر نشان داد که بررسی ساختارهاي حاصل  ها:یافته

کننده  لیگاند تأیید-پین را حفظ کند. نتایج داکینگ پروتئینو دار GLP-1هاي تواند ساختار اصلی مولکول، و پروتئین همجوشی میدهدیم
 هاي مورد نظر بود.شده با گیرندهاتصال بین پروتئین همجوشی طراحی

به اندازه همولوگ  باید شدهیاز ساختار طراح دمینکه هر  نیا نمایش و تأیید د،یجدهمجوشی  يهانیپروتئ دیدر تول گیري:بحث و نتیجه
-mGLP-1 نشان داد که پروتئین همجوشی نتایج این مطالعه. رسدیبه نظر م يضرور آمد باشدکاربه طور مؤثر و  داریآن پا یعیطب

(EAAAK)3-DARPin یمه عمر داروي پپتیدي تواند در مهندسی پایداري و افزایش نمیGLP-1  در ترکیب با دارپین متصل شونده به
 آلبومین سرم انسانی بطور موثر مورد استفاده قرار گیرد.

 .، سرم آلبومین انسانی2، پروتئین همجوشی، دارپین، دیابت نوع 1پپتید شبه گلوکاگون   ي:هاي کلیدواژه
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 مقدمه
به  بیکنوتر همجوشی هاينیساخت پروتئطراحی و 

 ياطور گستردهبههاي زیستی، عنوان نسل جدید مولکول

 لیو تسـه نوترکیب چند دمینی يهانیپروتئ تولید يبرا

شود. همچنـین، اتصـال انجام می هانیپروتئ يسازخالص

 شیافـزا توانـد منجـر بـهدو یا چند دمین پروتئینـی می

ها و یا ایجاد ترکیبات عملکـردي ی پروتئینستیز تیفعال

و  یکیوتکنولـوژیب ياز کاربردهـادید با طیـف وسـیعی ج

  .)1(یی شود ودارویب

 بیهمجوشی نوترک نیپروتئ کی زیآمتیساخت موفق

شـامل  يبه دو عنصر ضرور بستگی فعال-ستیو ز داریپا

ـــی و لیدمین ـــاي پروتئین ـــا دارد ه ـــاب . )2(نکره انتخ

 نظر محصـولبر اساس عملکرد مورد ینیپروتئهاي دمین

ده و در اکثر موارد نسبتاً سا شدهانجامهمجوشی  نیپروتئ

ــانتخــاب  ولــی اســت ــرا لینکــر کی  صــالات يمناســب ب

 توانـدنمیو  بوده دهیچیپ گریکدیبه  ینیپروتئ يهادمین

 شود. گرفته  دهیناد همجوشی يهانیپروتئ یدر طراح

 ییایــبــر ســاختار و پو توانــدیم ینکــرل یطراحــ

در  .بسـزایی داشـته باشـد ریتـأث همجوشی يهانیپروتئ

بـدون  يعملکـرد يهـادمین میمستق اغلب موارد، اتصال

ز ا يادیـنـامطلوب ز يامـدهایمنجـر بـه پ تواندمی لینکر

، بـازده )1(همجوشـی  نیاشتباه پروتئ خوردگیجمله تا 

 ،4(ی سـتیز تیاختلال در فعال ای، )3( نیپروتئ دیتول کم

 لینکـر کیـ یمنطقـ یطراح ایانتخاب  ن،ی. بنابراشود )5

حوزه مهم  کی ،همجوشی نیپروتئ هايبراي اتصال دمین

  است. بیهمجوشی نوترک نیتئپرو يدر فناور

روند صعودي ابتلا به دیابت در جهان، آن را تبدیل به 

عـوارض بـالا بیمـاري بـا و  ریـمومرگ یاز علل اصل یکی

 کیسـتمیس کیمتابول يماریب کی ابتی. د)6( است کرده

ــت کــه در نت ــزمن اس ــهیم ــتلال در متابول ج  ســمیاخ

 جـادیا نیانسـول یکمبـود نسـب لیـها به دلدراتیکربوه

 2نـوع  ابـتیلا بـه دمبـت یابتیـد مـارانیب اکثر شود.یم

 کیــاز اخــتلالات متابول یبــیبــا ترکهمــراه هســتند کــه 

ــه ه ــه  یســمیپرگلاایمــرتبط، از جمل مــداوم، مقاومــت ب

پانکراس  β يهاو کاهش عملکرد سلول ،یطیمح نیانسول

ماننـد  یمختلفـ يهااگرچه درمان. )7(شوند میمشخص 

 ریـز قیـتزرو  ابـتیضـد د يورزش، داروها ،ییغذا میرژ

 چیدر دسترس است، اما در حال حاضر ه نیانسول يجلد

پپتید شـبه  .وجود ندارد 2نوع  ابتید يبرا قطعی درمان

 ینـینکرتیای عـیهورمـون طب ک) یGLP-1( 1گلوکاگون 

 روده L يهااسـت کـه از سـلول اسیدآمینه) 30کوچک (

 . )8( شودیترشح م غذاییدر پاسخ به هضم مواد  باریک

تواند هموسـتازي گلـوکز را از این پپتید هورمونی می

حفـظ کنـد.  )GLP-1 )GLP-1Rطریق اتصال به گیرنده 

GLP-1 ابــتیبـر د یو درمــان کیـوتروپیاثـرات پل يدارا ،

 شیوابسته بـه گلـوکز، افـزا نیترشح انسول تحریکمانند 

 تحریـکترشـح گلوکـاگون،  مهـار ن،یبه انسول تیحساس

عملکـرد  یابیـکمک به بازو راس، پانک β يهاسلول ریتکث

نقـش  GLP-1است. در عـین حـال،  β يهاسلول یعیطب

معده، کاهش اشـتها و  هیانداختن تخل ریخأدر به ت یمهم

منجـر بـه کـاهش  در نهایـت کاهش مصرف غذا دارد که

 لیدا تبـر GLP-1ها یژگیو نیا .)9،10( شودیم نیز وزن

 2نـوع  ابـتیدرمـان د يآل بـرادهیا یدرمان نامزد کیبه 

 .کرده است

هاي اساسی در تولید و کاربرد دارویـی چالشاز  یکی

GLP-1 گردش  در آن فیزیولوژیکی عمرمهین، کوتاه بودن

پیونـد  عیه برش سـرب) است که قهیدق 2-1حدود (خون 

توسـط ) Ala8( 8آمیدي آسیدآمینه آلانین در موقعیـت 

متعاقــــب آن، ) و DPP-IV( 4 دازیــــپپت لیدیــــپپتيد

، و ایـن )11( شـودینسـبت داده م هیتوسط کل يپاکساز

 کنـد.امر کاربرد بالینی مستقیم این پپتید را محـدود می

ـــن،  ـــر ای ـــلاوه ب ـــامکان يدارا GLP-1ع ـــی يه  برش

 ن،یپپسـ ی از جملهگوارش يپروتئازها براي کیتیپروتئول

  .)12(نیز است و الاستاز  نیپسیموتریک ن،یپسیتر
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جـذب در  يرا بـرا ینیپروتئ مواد مغذي هامیآنز نیا

 کیـ و کننـد،یهضم م دیپپت يو تر يروده کوچک به د

ی داروهـاي مبتنـی بـر خـوراک لیتحو يبرا يچالش جد

ایش بطور عمومی با افز .)13(شوند میمحسوب  پروتئین

در برابـر  با ایجاد مقاومت GLP-1نیمه عمر فیزیولوژیکی 

 کـرر کـهم يجلـدریز قیتزرتوان از فعالیت پروتئازي می

 کنــدیمحــدود م مــاریب آن را بــراي اســتفاده از ســهولت

 .)14(رهایی یافت 

 GLP-1همانطور که ذکر شد، یکی از معایـب اصـلی 

نیمه عمر پـایین آن در شـرایط فیزیولـوژیکی اسـت کـه 

هاي بسیاري براي رفـع ایـن محـدودیت و منجر به تلاش

. از )15،16(تولیــد پپتیــدهاي طــولانی اثــر شــده اســت 

هاي دیـپپت یدسـمهن در فعلـی هـايکردیرو ینمدترکارآ

 يهادیبـا اسـ طبیعی ی اسیدهاي آمینهنیگزیجادارویی، 

 ریپذبیآسـ يهـامکان از ظتفاح يبرا معمولریغ نهیآم

 افزایش امکان يبرا ونیداسیپیلهمچنین و  کیتیپروتئول

جهــت افــزایش ســرم  نیپــروتئ بــه ریپذاتصــال برگشــت

 عـلاوه بـر .باشـدمـی يویکل پاکسازيو کاهش عمر نیمه

ینی اسیدهاي آمینه مستعد بـرش پروتئولیتیـک و جایگز

را  GLP-1نیمـه عمـر  هاي اسـید چـرب،افزودن زنجیره

جنینــی  Fcهاي تصــال بــه پذیرنــدهاتــوان از طریــق می

)FcRn) و یا سرم آلبومین انسانی (HSA به طـور قابـل (

 اي افزایش داد. ملاحظه

 یکینامیدرودیـحجـم ه شیاتصال منجر بـه افـزا نیا

ــده و ــهیر نتد ش ــازي ج ــکل پاکس ــدتر م يوی ــودیکن  ش

ــه طــور  HSA. نیمــه عمــر )17،18( در گــردش خــون ب

اي بـراي بهبـود روز است و به طور گسـترده 19متوسط 

هـاي هاي فارماکوکینتیـک پپتیـدها و یـا پروتئینویژگی

ـــی اســـتفاده شـــده اســـت  هـــا . دارپین)19،20(داروی

)DARPins( هـاي طراحـی شـده مشـتق از کـه پروتئین

هاي تکرار آنکرینی طبیعی با پایـداري دمـایی و پروتئین

ترمودینامیکی بالا و همچنین اختصاصیت و میل ترکیبی 

-تواننـد بـههاي هـدف هسـتند میبالا نسبت به پروتئین

ــت ــوان داربس ــوند هاي پروتئیعن ــتفاده ش ــی اس . )21(ن

ها بطور طبیعی از میـل ترکیبـی بـالا نسـبت بـه دارپین

HSA تواننــد بــراي برخوردارنــد و بــر همــین اســاس می

هـاي افـزایش نیمـه عمـر پپتیـدها و همچنـین پـروتئین

 .)22(همجوشی استفاده شوند 

ــروتئین ــق، ســاختار پ ــن تحقی ــاي همجوشــی در ای ه

ک یـاز طریـق اتصـال کـووالان  GLP-1آگونیست گیرنده 

 GLP-1بـه  HSAدارپین با میل ترکیبـی بـالا نسـبت بـه 

پذیر و سخت مارپیچ یافته با هشت نوع لینکر انعطافتغییر 

ــه ــداري و نیم ــزایش پای ــت اف ــ GLP-1عمر جه ی و طراح

اي بررسـی گردیــد. در ایـن تحقیــق، تغییـرات اســیدآمینه

GLP-1 زهــاي بــه منظــور ایجــاد مقاومــت در برابــر پروتئا

DPP-IV ونده بـه و تریپسین، و اتصال به دارپین متصل ش

HSA مه عمر فیزیولوژیکی و کـاهش دفـع براي افزایش نی

 در نظر گرفته شده است.  GLP-1کلیوي 

 هامواد و روش

-mGLP-1هاي همجوشی طراحی پروتئین

DARPin 
توالی آمینواسیدي دارپـین اختصاصـی سـرم آلبـومین 

 1و پپتید شبه گلوکـاگون  )HSA-DARPin ()23انسانی (

ـــه  ـــه (36-7(اســـیدهاي آمین ـــا mGLP-1) تغییریافت ) ب

جایگزینی باقیمانده گلایسین به جاي آلانـین در موقعیـت 

هاي گلوتامین و آسـپارتیک اسـید و جایگزینی باقیمانده 8

 )24( 34و  26هـاي به ترتیب، به جاي لیـزین در موقعیت

پـذیر و به طور مستقیم و یا با استفاده از لینکرهاي انعطاف

سخت مارپیچ به هم متصل شد. با در نظـر گـرفتن اینکـه 

بـراي فعالیـت زیسـتی آن ضـروري  GLP-1انتهاي آمینی 

-HSAهـاي همجوشــی تــوالی اسـت، در طراحــی پروتئین

DARPin  .در انتهاي کربوکسیلی این پپتید قرار گرفت 
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-mGLP-1هاي همجوشی ي پروتئینآنالیز ساختار

DARPin 
هاي همجوشـی یمیایی پروتئینش-هاي فیزیکیویژگی

شده شامل وزن مولکولی، نقطه ایزوالکتریک نظري، طراحی

پروتئین با  GRAVYشاخص پایداري، شاخص آلیفاتیک و 

ــزار  ــتفاده از اب ــرور  ProtParamاس ــی  Expasyاز س بررس

ــد.  ــه  ProtParamگردی ــزاري اســت ک ــان محاســبه اب امک

پارامترهاي فیزیکی و شیمیایی مختلف براي یک پـروتئین 

هاي پروتئینـی و یـا تـوالی شده در داده پایگاهمعین ذخیره

 . )25( کندشده توسط کاربر را فراهم میپروتئین وارد

هاي همجوشـی طراحـی شـده ساختار دوم پروتئین

هـا و هاي آلفا، صـفحات بتـا، کویلشامل ترکیب مارپیچ

 @NPSاز سـرور  SOMPAبزار هاي بتا با استفاده اپیچ

بینـی سـاختار ابزاري بـراي پیش SOMPAتعیین شد. 

ــه آن اســت.  ــر اســاس ســاختار اولی ــروتئین ب ــه پ ثانوی

SOMPA ینــی ســاختار باز روش همولــوگ بــراي پیش

هاي کند. بر این اساس، توالیثانویه پروتئین استفاده می

کوتاه آمینواسیدي تمایـل بـه تشـکیل سـاختار ثانویـه 

 . )26(مشابه دارند 

هاي بینی و اعتبارسنجی مدل سه بعدي پروتئینپیش

 همجوشی

بینی ساختار سـه بعـدي پـروتئین بـا اسـتفاده از پیش

الگوریتمی  trRosettaانجام گرفت.  trRosettaسرور آنلاین 

بینی سریع و دقیق سـاختار پـروتئین اسـت. در براي پیش

توان از الگوهاي همولوگ براي افـزایش دقـت این ابزار می

سـاختار سـه . )27( بینی ساختار پروتئین بهره گرفتشپی

هاي همجوشی طراحی شـده بـا اسـتفاده از بعدي پروتئین

PyMol )The PyMOL Molecular Graphics System; 

Version 2.3.2_81 ( تصویرســازي شــد. پــس از انتخــاب

، آنالیز و اعتبارسـنجی  TM-scoreبهترین مدل با بالاترین 

ــط  ــدران توس ــلات راماچان ــیم پ ــتفاده از ترس ــا اس آن ب

PROCHECK ز سرور اSAVES  و تأیید سـاختار  6نسخه

هــاي شــده بــراي پروتئینبینــیهاي پیشژئــومتري مــدل

عنوان یک پـروتئین طبیعـی بـا همجوشی طراحی شده به

 انجام شد.  ProSAاستفاده از سرور 

PROCHECK  ـــاختار ـــیمیایی س ـــت استرئوش کیفی

پروتئین را بررسـی کـرده و نتـایج را در قالـب نمودارهـاي 

پت براي آنالیز ژئومتري کلی ساختار و جزئـی پست اسکری

ابزاري است کـه  ProSA. )28(کند هر اسیدآمینه ارائه می

هایسـه طور گسترده براي بررسی خطاهاي احتمالی مدلبه

شود. دامنه کاربرد بعدي ساختارهاي پروتئینی استفاده می

آن شامل تشخیص خطا در سـاختارهاي آزمایشـی تعیـین 

هاي مهندسی شده اسـت. هاي نظري و پروتئینشده، مدل

بـراي یـک  ProSAشده توسـط نمره کلی کیفیت محاسبه

شـود کـه ساختار ورودي خاص در نموداري نشان داده می

نمرات تمام زنجیرهـاي پروتئینـی کـه بـه روش آزمایشـی 

هاي پروتئین موجود هسـتند در پایگاهتایید شده و در داده

 . )29(آن نمودار به نمایش در آمده است 

 مقایسه ساختاري

-GLPبعدي هاي تطبیقی، ساختارهاي سهاي بررسیبر

و دارپـــین اختصاصـــی ســـرم آلبـــومین انســـانی روي  1

هاي همجوشی طراحی شده پروتئینبینیساختارهاي پیش

سـازي شده قرار گرفت تا نسبت شباهت سـاختارهاي مدل

شده با ساختارهاي تجربی مورد ارزیابی قرار گیرد. به ایـن 

ــا شــماره دسترســی  GLP-1بعدي منظــور ســاختار ســه ب

1D0R و دارپـین اختصاصـی  عات پروتئینـیلادر بانک اط

HSA  ــی ــماره دسترس ــا ش ــک اط 4GRGب ــات لادر بان ع

ــی ــرور  پروتئین ــی  RCBS PDBاز س ــود و همردیف دانل

ــه ــاختارهاي س ــده پروتئینبعدي پیشس ــی ش ــاي بین ه

همجوشــی طراحــی شــده بــا ســاختارهاي مــذکور توســط 

 م شد.انجا PyMOLافزار نرم
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داکینگ پروتئین همجوشی با سرم آلبومین انسانی 

 GLP-1و گیرنده 

شـده هاي همجوشی طراحیبهترین ساختار از پروتئین

گیر و سـاختارهاي سـرم آلبـومین عنوان مولکـول هـدفبه

راي بـه عنـوان مولکـول هـدف بـ GLP-1انسانی و گیرنده 

بـه  ورمنظـبهانجام آنالیزهاي داکینگ استفاده شدند. ابتدا، 

ــرژي  ــاندن ان ــداقل رس ــروتئین ح ــدي پ ــه بع ــاختار س س

نسخه  UCSF Chimeraافزار همجوشی طراحی شده از نرم

هـا استفاده و فرآیند داکینگ بین این پروتئین )30( 1,16

) انجـام گرفـت. ایـن ClusPro 2.0 )36با استفاده از سرور 

پـروتئین -هاي پـروتئینکنشبینی میانسرور قادر به پیش

هاي الکترواستاتیک و ها را بر اساس برهمکنشبوده و مدل

 کند. زدایی محاسبه میانرژي حلال

گ بـین بهتـرین سـاختار از به این منظور ابتـدا داکینـ

هاي همجوشـی طراحـی شـده بـا سـرم آلبـومین پروتئین

ــا شــمانســانی  ــک اط 1AO6ی رســتره دساب عــات لادر بان

) انجام و پس از انتخاب بهتـرین مـدل بـا PDB( پروتئینی

کمتــرین میــزان انــرژي آزاد اتصــال، داکینــگ کمــپلکس 

رم آلبومین انسانی بـا دمـین خـارج س-پروتئین همجوشی

 انجـام 3IOLی رسـتره دسابـا شـم GLP-1لی گیرنده سلو

براي محاسبه انرژي آزاد اتصـال  PRODIGYشد. از سرور 

)ΔG .در آنالیزهاي داکینگ مولکولی استفاده شد ( 

PRODIGY بینـی یک سرور مبتنی بر وب بـراي پیش

ـــی در  ـــل ترکیب ـــرژي اتصـــال و می ـــق ان ســـریع و دقی

ترهــایی چــون هــاي زیســتی بــا اســتفاده از پارامکمپلکس

) و شعاع اتمی SASAمساحت سطح قابل دسترس حلال (

ترین انرژي اتصال و در بهترین ساختار با منفی. )31(است 

ــراي اتصــال توســط نرم ــل ب ــزار نتیجــه بیشــترین تمای اف

PyMOL  تصویرســـازي و اســـیدهاي آمینـــه درگیـــر در

 LigPlotافـزار برهمکنش بین پروتئینی بـا اسـتفاده از نرم

مورد بررسی قرار گرفـت و نمـودار دو بعـدي  2,2,5نسخه 

ابزاري بـراي نمـایش  LigPlot. ها ترسیم گردیدکنشبرهم

هـاي پروتئینـی بـا شماتیک دوبعدي برهمکنش کمپلکس

عنوان ورودي است. به PDBاستفاده از یک فایل استاندارد 

افزار یک فایل پست اسکریپت با نمایشی ساده خروجی نرم

هاي بین مولکولی و قدرت اتصـال آنهـا اسـت از برهمکنش

)32(. 

 هایافته

-mGLP-1هاي همجوشی آنالیز ساختاري پروتئین

DARPin 
) و GLP-1 )PDB ID: 1D0Rساختار کریسـتالوگرافی 

) به ترتیـب در HSA )PDB ID: 4GRGدارپین اختصاصی 

ز ا GLP-1نشان داده شـده اسـت. پپتیـد  B1و  A1شکل 

در  NMRاســید آمینــه تشــکیل شــده اســت و آنــالیز  30

ه نشـان داد GLP-1بـراي  نیفسفوکول لیدودس يهاسلیم

بـدون  در انتهاي آمینی 13تا  7ي آمینه هااسیدکه،  است

 در چیمــارپ از دو دیــپپت هیــبق و هســتند دوم ســاختار

 شده اسـت کـه لیتشک 35تا  24و  20تا 13 يهاتیموقع

اسیدآمینه گلایسـین در موقعیـت  حاوي لینکر کیتوسط 

 . )33( داناز هم جدا شده 22

نیز از چهار تکرار شامل تکرار  HSAدارپین اختصاصی 

ــرپوش ــرار س ــی و تک ــرار داخل ــی، دو تک ــاي آمین دار انته

دار انتهاي کربوکسـیلی تشـکیل شـده اسـت. هـر سرپوش

است  خته شدهمانده اسیدآمینه ساباقی 33از داخلی  تکرار

مانده جایگاه اتصال باقی 6مانده چارچوب آن و باقی 27که 

تاري هر تکرار، یک واحد ساخ .دهندپروتئین را تشکیل می

و یـک  αي و سپس دو مـارپیچ غیرمـواز β پیچیک  شامل

را شـود بعدي متصـل می βکه به پیچ حلقه بدون ساختار 

آمینـی و  دار انتهـايو تکرارهاي سرپوشدهد، تشکیل می

انتهاي کربوکسیلی براي تاخوردگی صحیح و عـدم تجمـع 

 .)34(در هنگام بیان پروتئین ضروري هستند 

طور مسـتقیم و به HSA-DARPinتوالی آمینو اسیدي 

ــه  و ســخت مــارپیچ پــذیرتوســط لینکرهــاي انعطافیــا  ب

mGLP-1 ملکردي این پـروتئین هاي عمتصل شد تا دمین
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از یکـدیگر  پایداري و عملکرد زیستی خـود،در عین حفظ 

در این تحقیق از سه لینکر  .)38-35( دور نگه داشته شوند

) و دو GGGGS(3) و G) ،(GGGGS(8غنــی از گلایســین 

و  3T(PT)3T(PT)3(PT)لینکر غنی از پرولین و ترئـونین 

(PT)4T(PT)7 پذیر و دو لینکـر عنوان لینکرهاي انعطافبه

منظور به 7LAA(KEAAA)و  3(EAAAK)سخت مارپیچ 

اســـتفاده شـــد.  GLP-1بـــه  HSA-DARPinاتصـــال 

 هیــمختلــف ســاختار اول ییایمیو شــ یکــیزیفي هــایژگیو

جـدول ( ددنش نییشده تع یطراح هاي همجوشیپروتئین

1(.  
 ProtParamطراحی شده تعیین شده در سرور  هاي همجوشیو شیمیایی پروتئین خصوصیات فیزیکی .1جدول 

و  IIاختلاف  گراوي
AI 

شاخص 
 آلیفاتیک

)AI( 

شاخص 
 ناپایداري

)II( 

نقطه 
 ایزوالکتریک

وزن 
مولکولی 

)Da( 

 پروتئین همجوشی

167/0- 4/93 92/100 52/7 94/4 24/16273 GLP-1-DARPin 

177/0- 31/88 72/97 41/9 94/4 53/16588 GLP-1-(GGGGS)-DARPin 

178/0- 42/83 90/95 48/12 94/4 66/16729 DARPin-8)(G-1-GLP 

195/0- 05/78 90/91 85/13 94/4 10/17219 DARPin-3(GGGGS)-1-GLP 

275/0- 33/80 25/89 92/8 94/4 45/18259 -3T(PT)3T(PT)3PT)(-1-GLP
DARPin 

293/0- 79/78 73/87 94/8 94/4 79/18554 -7T(PT)4PT)(-1-GLP
DARPin 

188/0- 52/89 26/97 74/7 01/5 82/17684 DARPin-3AK)EAA(-1-GLP 
188/0- 4/86 43/94 03/8 18/5 42/19950 -LAA7KEAAA)(-1-GLP

DARPin 
 

سازي ، که براي انتخاب و بهینه)pI(نقطه ایزوالکتریک 

ســازي پــروتئین ازجملــه کرومــاتوگرافی هــاي خالصروش

 هاي همجوشـیپروتئینتمام  يبرا .تبادل یونی مفید است

) و GSپذیر غنـی از (حاوي لینکرهاي انعطاف شده یطراح

هاي همجوشی حاوي لینکر براي پروتئین ، وPT( 94/4یا (

دهنـده حاسـبه شـد کـه نشـان م 5پیچ بیش از سخت مار

 در تمـام یمنف يبا بارها نهیآم يدهایاس غالب بودن تعداد

حـال هاي همجوشی طراحـی شـده اسـت، بـا اینپروتئین

ــی در پروتئین ــار منف ــا ب ــه ب ــداد اســیدهاي آمین ــاي تع ه

  همجوشی حاوي لینکر سخت مارپیچ بیشتر است.

بـا شـاخص  یشگاهیآزما طیها در شرانیپروتئ يداریپا

از  کمتـر يداریـشود. شاخص ناپایزده م نیتخم يداریناپا

اسـت شـده  ینـیبشیپ يسـاختارهابه معنی پایداري  40

هاي همجوشی حـاوي شاخص ناپایداري در پروتئین. )39(

لینکرهــاي ســخت مــارپیچ کمتــرین مقــدار و پــس از آن 

بـه ترتیـب در  GSو  PTهاي همجوشـی غنـی از پروتئین

هاي بعــدي قــرار داشــتند. کمتــرین مقــدار شــاخص رتبــه

-mGLP-1) مربوط به پروتئین همجوشی 74/7ناپایداري (

(EAAAK)3-DARPin با توجه به اینکـهبود. با این حال ، 

ـــراي پـــروتئین  يداریـــشـــاخص ناپا محاســـبه شـــده ب

همچنـین بـه  ، بود 40شده کمتر از هاي طراحیهمجوشی

هـاي دلیل دارا بودن شاخص آلیفاتیک بـالا تمـام پروتئین

ــدار همجوشــی طراحــی شــده در گــروه پروتئین هــاي پای

 . )40(بندي شدند طبقه

چه اختلاف بین شـاخص ناپایـداري و این، هر بر علاوه

شاخص آلیفاتیک بیشتر باشد پروتئین مورد نظـر پایـدارتر 

ــن اســاس، پروتئین ــر ای هــاي همجوشــی حــاوي اســت. ب

ها و بعـد از آن لینکرهاي سخت مارپیچ درگروه پایدارترین

 PTو  GSهاي همجوشی حاوي لینکرهاي غنی از پروتئین

گرفتند. در این رابطه نیز هاي بعدي قرار به ترتیب در رتبه

ـــی  ـــروتئین همجوش  mGLP-1-(EAAAK)3-DARPinپ

داراي بیشترین اختلاف بین شاخص ناپایـداري و شـاخص 
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محاسبه شده براي تمام  GRAVYآلیفاتیک بود. همچنین 

بـا  یدوسـتآب يالگـو شدهطراحی هاي همجوشیپروتئین

ســـاختار دوم  دهـــد.یتعامـــل بهتـــر بـــا آب را نشـــان م

شـده بـا اسـتفاده از سـرور هاي همجوشی طراحینپروتئی

بینی شد و نتایج حاصـل در جـدول پیش SOMPAآنلاین 

 ارائه شده است. 2
 NPS از سرور  GRO4ده توسط بینی و آنالیز ساختار دوم پروتئین همجوشی طراحی شپیش .2 جدول

صفحات  هاکویل پیچ بتا
 بتا

تعداد  مارپیچ آلفا
 اسیدآمینه

 وشیپروتئین همج

69/15 % 07/30 % 0 % 41/46 % 153 GLP-1-DARPin 
19/15 % 65/31 % 0 % 30/44 % 158 GLP-1-(GGGGS)-DARPin 
04/13 % 16/34 % 0 % 10/44 % 161 DARPin-8)(G-1-GLP 
69/13 % 52/34 % 0 % 24/45 % 168 DARPin-3(GGGGS)-1-GLP 
61/15 % 68/34 % 0 % 04/41 % 173 -3T(PT)3PT)T(3PT)(-1-GLP

DARPin 
36/11 % 77/39 % 0 % 89/44 % 176 DARPin-7T(PT)4PT)(-1-GLP 
50/12 % 38/27 % 0 % 36/55 % 168 DARPin-3AK)EAA(-1-GLP 
52/11 % 56/23 % 0 % 16/59 % 191 -LAA7KEAAA)(-1-GLP

DARPin 
 
 هاي همجوشیبعدي پروتئینبینی ساختار سهپیش

mGLP-1-DARPin  
طراحـی  هـاي همجوشـیبعدي پروتئینر سـهسـاختا

بینـی ، که الگـوریتمی بـراي پیشtrRosettaشده توسط 

بینـی گردیـد اسـت، پیش سریع و دقیق ساختار پروتئین

پنج مدل نهایی را بر اساس انرژي  trRosetta. سرور )41(

توسـط  یت کمـّدقت هر مدل بـه صـورکند. گزارش می

TM-score ) ــی ــارز) eTM-scoreتخمین . شــودیم یابی

TM-score شـود و بین صفر تا یک تخمین زده میTM-

score  اغلــب مــدلی بــا توپولــوژي صــحیح  5/0بــالاتر از

 دهد. بینی شده را نشان میپیش

بینی شده مـدلی کـه بـالاترین هاي پیشدر میان مدل

TM-score بهتـرین مـدل انتخـاب عنوان را داشته باشد به

شـده از هـر پـروتئین بینیهاي پیششود. بهترین مدلمی

-eTM) و مقـادیر C-J( 1شده در شـکل همجوشی طراحی

score  نشـان داده شـده اسـت.  3هر یک از آنها در جدول

شــده، بینــیهاي پیششــود در مــدلچنانچـه مشــاهده می

شده شامل دو دمین مجـزا هاي همجوشی طراحیپروتئین

-HSAو  GLP-1شده توسط یک لینکر کوتاه بوده و تصلم

DARPin طـور کـه از نظر فضایی از هم جدا هستند. همان

هاي پروتئینی در شکل مشخص است جدایی فضایی دمین

هاي همجوشی داراي لینکر سخت مارپیچ و یـا در پروتئین

ترئـونین بیشـتر از -پذیر غنی از پـرولینلینکرهاي انعطاف

پـذیر غنـی از همجوشی داراي لینکـر انعطافهاي پروتئین

GS .است 
سازي طراحی شده مدل هاي همجوشیپروتئین TM-score .3جدول 

 TrRosettaشده توسط 
TM-
score 

 پروتئین همجوشی

961/0 GLP-1-DARPin 
894/0 GLP-1-(GGGGS)-DARPin 
885/0 DARPin-8(G)-1-GLP 
895/0 DARPin-3GGGGS)(-1-GLP 
900/0 -3T(PT)3T(PT)3PT)(-1-PGL

DARPin 
906/0 DARPin-7T(PT)4PT)(-1-GLP 
986/0 DARPin-3EAAAK)(-1-GLP 
941/0 DARPin-LAA7KEAAA)(-1-GLP 

 

بعدي هاي سهتأیید و اعتبارسنجی ساختار

 mGLP-1-DARPinهاي همجوشی پروتئین

بعدي، شـده سـهبینیهاي پیشبراي اعتبارسنجی مدل

تعیین  ProSAتوسط  Z-scoreن ترسیم و پلات راماچاندرا

 مطالعـهبسیار پرکاربرد براي  یراماچاندران، روششد. پلات 
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زوایاي چرخشی پروتئین و ارزیابی کیفیت استرئوشیمیایی 

ــر اســاس  .شــده اســت ســازيســاختار مدل ــايپلاتب  ه

هـاي بینی شده از پروتئینهاي پیشهمه مدل راماچاندران

هاي آمینـه در نـواحی ب اسـیداغل، شدههمجوشی طراحی

در اند و در نواحی مجاز واقع شده مطلوب و تعداد کمی نیز

اي در نــواحی غیرمجــاز هــا، اســیدآمینهکــدام از پلاتهیچ

شـده بینـیپیش هايمدل). بنابراین، 4وجود ندارد (جدول 

از لحاظ نوع و مکان قرارگیري زوایاي موجـود در آن قابـل 

تخمـین زده  Z-scoreهمچنـین، ). 2هستند (شـکل قبول 

بینـی شـده بـین هاي پیشبراي مـدل ProSAشده توسط 

). بنابراین، این نتـایج تأییـد 3بود (شکل  -23/6تا  -28/5

هـاي شده براي پروتئینبینیهاي پیشکننده ساختار مدل

هـاي لینکـر متفـاوت شـده حـاوي توالیهمجوشی طراحی

 است. 
 هاي همجوشی طراحی شدهران پروتئینآنالیز پلات راماچاند .4جدول 

 پروتئین همجوشی نواحی مطلوب نواحی مجاز نواحی غیر مجاز
0 % 7/6 % 3/93 % GLP-1-DARPin 
0 % 4/7 % 6/92 % GLP-1-(GGGGS)-DARPin 
0 % 2/8 % 8/91 % DARPin-8(G)-1-GLP 
0 % 3/7 % 7/92 % DARPin-3GGGGS)(-1-GLP 
0 % 5/5 % 5/94 % DARPin-3T(PT)3T(PT)3PT)(-1-GLP 
0 % 2/6 % 8/93 % DARPin-7T(PT)4PT)(-1-GLP 
0 % 6 % 94 % DARPin-3EAAAK)(-1-GLP 
0 % 6/4 % 4/95 % DARPin-LAA7KEAAA)(-1-GLP 

 

 همردیفی ساختاري

ــدل ــاختاري م ــی س ــده از هاي پیشهمردیف ــی ش بین

هـــاي همجوشـــی طراحـــی شـــده بـــا ســـاختار پروتئین

بــراي مقایســه  HSA-DARPinو  GLP-1افی کریســتالوگر

هـاي تشـکیل دهنـده پـروتئین ساختار هـر یـک از دمین

). 4هـاي مـذکور انجـام شـد (شـکل همجوشی با پروتئین

بینـی هاي پیشدر تمـام مـدل HSA-DARPinتاخوردگی 

حـال، در اینشده به طـور صـحیح انجـام شـده اسـت. بـا 

وردگی ، تـاخmGLP-1-(G)8-DARPinپروتئین همجوشی 

GLP-1 طـور کـه داري متفاوت اسـت. همـانبه طور معنی

-mGLP-1شـــود پـــروتئین همجوشـــی مشـــاهده می

(EAAAK)3-DARPin  بالاترینTM-score  را داشته و در

 GLP-1عین حال تنها مـدلی اسـت کـه سـاختار صـحیح 

 ).G4و  I1در آن مشهود است (شکل  αشامل دو مارپیچ 

 پروتئین-کنش پروتئینبرهم

-mGLP-1-(EAAAK)3پـــــروتئین همجوشـــــی از 

DARPin شـده بـراي به عنـوان بهتـرین سـاختار طراحـی

ــروتئین ــرهمکنش پ ــی ب ــد. -بررس ــتفاده ش ــروتئین اس پ

 ClusProمحاسبات داکینگ مولکولی توسط سرور آنلایـن 

-صورت گرفت. از آنجایی که پروتئین همجوشـی طراحـی

بات شود، ابتدا محاسشده به دو هدف اختصاصی متصل می

-شـده بـهداکینگ با استفاده از پروتئین همجوشی طراحی

عنـوان عنوان لیگاند و پروتئین سـرم آلبـومین انسـانی بـه

) لیگانـد kcal/molگیرنده انجام شد. هر چه انرژي تمایل (

به پروتئین هدف کمتر باشد تمایل لیگاند به جایگاه اتصال 

ا بیشتر است و بالعکس. بـر ایـن اسـاس، بهتـرین مـدل بـ

) انتخـاب و kcal/mol 8/10-  =ΔGبالاترین تمایل اتصال (

براي مرحله دوم داکینگ با دمـین خـارج سـلولی گیرنـده 

GLP-1 )ECD-GLP-1R انجـــام شـــد. تمایـــل اتصـــال (

شـده بـا دمـین خـارج سـلولی پروتئین همجوشی طراحی

برآورد شد. مدل نهایی  -kcal/mol 7/7نیز  GLP-1گیرنده 

ــا ــگ ب ــده توســط نرم حاصــل از داکین ــر دو گیرن ــزار ه اف

PyMOL  تصویرسازي شد. نتایج داکینگ مولکـولی نشـان

-mGLP-1-(EAAAK)3دهد کـه پـروتئین همجوشـی می
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DARPin  ــده ــانی و گیرن ــومین انس ــرم آلب ــا س  GLP-1ب

). میـل ترکیبـی 5کند (شـکل تعاملات محکمی برقرار می

را  HSAشـده نسـبت بـه بالاتر پروتئین همجوشی طراحی

توان به تعداد پیوندهاي هیدروژنی بالاتر در مقایسـه بـا یم

نســبت داد. نمــودار دو بعــدي  ECD-GLP-1Rاتصــال بــه 

همجوشی و سرم آلبومین انسـانی  کنش بین پروتئینبرهم

 نشان داده شده است.  6نیز در شکل  GLP-1و گیرنده 
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هاي بینی شده پروتئینبعدي پیش) ساختار سهC-Jسرم آلبومین انسانی و ) دارپین اختصاصی GLP-1 ،B) ساختار کریستالوگرافی A -1شکل 

 .TrRosettaهمجوشی طراحی شده با استفاده از سرور 
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-A(mGLP-1DARPin ) ،B (mGLP-1(GGGGS)-DARPin) ،C (mGLP-1-(G)8هاي همجوشی طراحـی شـده (پلات راماچاندران براي پروتئین .2شکل 

DARPin) ،D (mGLP-1-(GGGGS)3-DARPin) ،E (mGLP-1-(PT)3T(PT)3T(PT)3-DARPin) ،F (mGLP-1-(PT)4T(PT)7-DARPin) ،G (mGLP-1-

(EAAAK)3-DARPin ) وH (mGLP-1-(KEAAA)7LAA-DARPin.اند: [. نواحی مختلف در پلات به صورت زیر مشخص شـدهA ،B ،Lها در مانـده]: باقی
ها در نواحی کمتر مجاز. نواحی سفیدرنگ شامل نـواحی غیـر مجـاز مانده]: باقیa~ ،~b ،l~ ،~pا در نواحی مجاز، [همانده]: باقیa ،b ،l ،pنواحی مطلوب، [

 است. گلایسین به شکل مثلث نشان داده شده ماندههستند. باقی
 
 

 
-A(mGLP-1DARPin ) ،B (mGLP-1(GGGGS)-DARPin) ،C (mGLP-1-(G)8هـاي همجوشـی طراحـی شـده (بـراي پروتئین ProSA نتایج .3شکل 

DARPin) ،D (mGLP-1-(GGGGS)3-DARPin) ،E (mGLP-1-(PT)3T(PT)3T(PT)3-DARPin) ،F (mGLP-1-(PT)4T(PT)7-DARPin) ،G (mGLP-1-

(EAAAK)3-DARPin ) وH (mGLP-1-(KEAAA)7LAA-DARPin.. 
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، A(mGLP-1DARPin ) ،B (mGLP-1(GGGGS)-DARPin(ی شـده هاي همجوشی طراحـبینی شده پروتئینهمردیفی ساختار سه بعدي پیش .4شکل 

)C (mGLP-1-(G)8-DARPin) ،D (mGLP-1-(GGGGS)3-DARPin) ،E (mGLP-1-(PT)3T(PT)3T(PT)3-DARPin) ،F (mGLP-1-(PT)4T(PT)7-

DARPin) ،G (mGLP-1-(EAAAK)3-DARPin ) وH (mGLP-1-(KEAAA)7LAA-DARPin. ختصاصـی بعدي دارپـین ابا ساختار سـهHSA  قرمـز، بـا)
در بانک اطلاعات پروتئینی). ساختار لینکـر بـا رنـگ  1D0R(سبز، با شماره دسترسی  GLP-1در بانک اطلاعات پروتئینی) و  4GRGشماره دسترسی 

 آبی نشان داده شده است.
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رنگ قرمز) بـا سـرم آلبـومین انسـانی  پین بهسازي شده به رنگ سبز و دارمدل GLP-1داکینگ مولکولی پروتئین همجوشی طراحی شده ( .5شکل 

 (بنفش). GLP-1اي) و گیرنده (آبی فیروزه
 

 
بـه صـورت نمـودار دوبعـدي  GLP-1) گیرنـده B) سرم آلبومین انسانی و (Aکنش بین پروتئین همجوشی و (اسیدهاي آمینه درگیر در برهم .6شکل 

مربوط به پروتئین همجوشی و اسیدهاي آمینه ردیـف پـاین مربـوط بـه سـرم آلبـومین  اسیدهاي آمینه ردیف بالا Aنشان داده شده است. در شکل 
سرم آلبومین انسانی و اسیدهاي آمینه ردیف پاین مربـوط -اسیدهاي آمینه ردیف بالا مربوط به کمپلکس پروتئین همجوشی Bانسانی است. در شکل 

 است.  GLP-1به گیرنده 
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 گیريبحث و نتیجه
 8اسیدآمینه آلانـین در موقعیـت  رههموا از آنجایی که

، گـردداقـع میو DPP-IVمورد حملـه پروتئـاز  GLP-1 از

ایـن اسـیدآمینه  تغییـرات شـیمیایی مطالعات زیادي روي

ــام ــت.  انج ــده اس ــی از ش ــیمیایی یک ــر روش ش ــزون ب اف

ــن دارو،  ــد ای ــراي تولی ــوژیکی ب ــؤثر بیول ــاي م رویکرده

ا منجـر بـه تنهـ اسـت کـهبا گلایسین  8آلانین  جایگزینی

بـا فعالیـت آگونیسـتی لـی کاهش جزئی در میل ترکیبی و

مقاومت در  شده و با ایجاد GLP-1 قابل مقایسه بامشابه و 

ــ ــر فعالیــت پروتئ ــه نیمــه DPP-IV زيابراب مــر عمنجــر ب

  .)42( شودتر این پپتید میطولانی

 جـایگزینیکـه  )43(دیکن و همکـاران بنا به گزارش 

، بـا ترئـونین، گلایسـین این پپتید را 8در موقعیت آلانین 

 ،بررسی کردنـد (Aib) مینو ایزوبوتیریکآ-2سرین، و اسید 

میل ترکیبی قابل   GLP-1-[Gly8]و  GLP-1-[Aib8]فقط

ه آنـالوگ ، در حالی که سدادندرا نشان  GLP-1 مقایسه با

عـلاوه  گیرند.قرار میدیگر در معرض تخریب پروتئولیتیک 

 بـراي کیتیپروتئول برشی يهامکان يدارا GLP-1، بر این

ـــهگوارشـــ يپروتئازهـــا  ن،یپســـیتر ن،یپپســـ ی از جمل

  .)12( و الاستاز است نیپسیموتریک

جـذب در  يرا بـرا ینـیپروتئ مواد مغـذي هامیآنز نیا

 کیـ و کننـد،یهضـم م دیـپپت يو تر يروده کوچک به د

ی داروهـاي مبتنـی بـر خـوراک لیـتحو يبرا يالش جدچ

بـه  دیسـماگلوتازگی، بـه تـ .)44( دنکنیم جادیا پروتئین

-GLPعنوان یک نسخه خوراکی از این آگونیست پپتیدي 

1R  توسـط  2براي درمان دیابـت نـوعFDA  تأییـد شـده

-N میکننـده جـذب، سـد تیتقو کیبا  بیترک نیااست. 

ــو) هیدروکســی-2[-8( ــاپربنزوئیل] آمین ) SNAC( لاتیک

یک که از این پپتید در برابر اثر پروتئولیت فرموله شده است

pH همچنـین بـراي  .)45(کنـد پایین معده محافظـت می

-αایـن پپتیـد بـا  8، آلانـین DPP-IVمحافظت در برابـر 

ــه -L-متیــل ــد ب ــین جــایگزین شــده و یــک مونولیپی آلان

آن اضـافه  34و  26هـاي هاي لیـزین در موقعیتباقیمانده

 شده است. 

در معـرض هنـوز  دیسـماگلوت رات،ییتغ نیا رغمیعل

 )46( در دستگاه گوارش است کیتیپروتئول عیسر بیتخر

هـاي مقـاوم بـه پروتئـاز از و مطالعاتی براي تولید آنالوگ

هاي این پپتید با جایگزینی اسیدهاي آمینه مستعد برش

. بر همین اساس و )24(پروتئولیتیک در حال انجام است 

در این تحقیق، براي مطالعه اثر لینکرهـاي متنـوع بـراي 

د بیولوژیک این پروتئین همجوشی از نسـخه طراحی تولی

کـه  GLP-1و تریپسـین  DPP-IVمقاوم به پروتئازهـاي 

گلایسین به جاي آلانـین در شامل جایگزینی اسیدآمینه 

و اسیدهاي آمینه گلوتامین و آسپارتیک اسید  8موقعیت 

ــه ترتیــب در موقعیت ــه جــاي لیــزین ب  34و  26هــاي ب

 استفاده شد. 

هـاي پروتئـازي، یکـی از چـالشافزون بـر حساسـیت 

ــدي  ــزایش کارآم ــع محــدودیت GLP-1اساســی در اف ، رف

عمر پایین آن است تـا دوره اثربخشـی آن در گـردش نیمه

ي بطور مؤثر افزایش یابد. بـرا 2خون در درمان دیابت نوع 

هــاي همجوشــی رفــع ایــن محــدودیت، فنــاوري پــروتئین

-سازي آنسازي محاسباتی و شبیهانتخاب شد و براي مدل

ده ها از ابزارهاي بیوانفورماتیک و سـرورهاي آنلایـن اسـتفا

رو دا یطراحـ ک،یوانفورماتیمهم ب يهااز حوزه یکگردید. ی

از  زیسـتی يهـامولکول يسـاختار يسـازهیبر اسـاس شب

هــاي عملکــردي هــاي همجوشــی بــا دمینجملــه پروتئین

 . )47( استمختلف و لینکرهاي پپتیدي 

عملکرد پروتئین توسط ساختار آن و ساختار پـروتئین 

ــین می ــه آن تعی ــیدهاي آمین ــوالی اس ــط ت ــود. توس از ش

بینی سـاختار و عملکـرد توان براي پیشبیوانفورماتیک می

هاي ناشناخته بر اسـاس دانـش موجـود از تـوالی، پروتئین

وضـوع این م. )48(ساختار و عملکرد پروتئین استفاده کرد 

 PDBهـایی بـا سـاختارهاي در بررسی سـاختاري پروتئین

 برخوردار است.  زیاديغیرقابل دسترس از اهمیت 
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ــی ــی طراح ــروتئین همجوش ــه پ ــن مطالع ــده در ای ش

ارپـین تغییر یافته به یـک د GLP-1محصول اتصال پپتید 

اختصاصی و با میل ترکیبی بالا نسـبت بـه سـرم آلبـومین 

شــده آنکـرین طراحـیتکـرار  هـايپروتئینانسـانی اسـت. 

ــه پروتئین(دارپین ــا) ک ــیه ــاي طراح ــتق از ه ــده مش ش

هاي تکرار انکرینی طبیعی با وزن مولکـولی کمتـر پروتئین

لا و کیلو دالتون و پایداري دمایی و ترمودینامیکی بـا 20از 

ــه  ــالا نســبت ب همچنــین اختصاصــیت و میــل ترکیبــی ب

ینی وان جـایگزتوانند به عنـیمهاي هدف هستند پروتئین

 . )21(بادي استفاده شوند هاي مبتنی بر آنتیبراي داربست

ــالا در دارپین ــرد ب ــا عملک ــول و ب ــکل محل ــه ش ــا ب ه

 )51(و گیـاه  )50(، مخمر )49(هاي بیانی باکتري سیستم

هـاي بسـیاري تـاکنون دارپینبیان و تولیـد هسـتند. قابل 

 ،حـالاند، با اینبراي اهداف مختلف طراحی و ساخته شده

در حال حاضر سه دارپین در حال گذراندن مراحل مختلف 

ــوژي و چشــم  ــراي اســتفاده در انکول ــالینی ب آزمایشــات ب

پزشکی و تعـداد بیشـتري تحـت مطالعـات پـیش بـالینی 

 HSAمیـل ترکیبـی بـالا نسـبت بـه  ها بـاهستند. دارپین

توانند بـراي افـزایش نیمـه عمـر پپتیـدها و همچنـین می

 . )22( استفاده شوند همجوشیهاي پروتئین

و فاکتور رشد هپاتوسیت  VEGFکه  MP0250دارپین 

(HGF) ــرار می ــاز دهــدرا هــدف ق ــون در ف  2، و هــم اکن

براي درمان سرطان ریه غیرسلولی کوچک مطالعات بالینی 

 گیـردمورد ارزیابی قرار می EGFR (NSCLC)با جهش در 

 دارپین متصل شونده به آلبومین اسـت کـه 2، شامل )52(

 بـهافزایش نیمه عمر سرم و افزایش بـالقوه نفـوذ  منجر به

در یـک مطالعـه . )53(شود این دارپین چندکاره میتومور 

را بـا  GLP-1از  آنـالوگ یـک )54(، تان و همکاران تجربی

تغییر یافته با جـایگزینی گلایسـین  GLP-1ادغام ژنتیکی 

 متصل شـونده بـه به دارپین 8به جاي آلانین در موقعیت 

ــو ــک لینکــر  )HSA( مین انســانیســرم آلب ــه واســطه ی ب

ــذیرانعطاف ــان  3(GGGGS) پ ــتم بی ــی و در سیس طراح

  باکتریایی تولید کردند.

همجوشـی تولیـد پروتئین  هاي آنها نشان داد کهیافته

ن در گـردش خـو GLP-1شده منجر به افزایش نیمه عمر 

تـوجهی سـطح گلـوکز خـون را بـراي طـور قابـلبهشده و 

 . با این حال با توجـه بـهدهدکاهش میساعت  48حداقل 

ع تنوع و اهمیت عملکردي لینکرها، ما در این مطالعـه انـوا

پـذیر و سـخت مـارپیچ را بـراي تعیـین لینکرهاي انعطاف

 بهترین ساختار پروتئین همجوشی با اسـتفاده از ابزارهـاي

اده محاسباتی بیوانفورماتیکی مورد بررسی قرار دادیم. استف

دست آوردن یک مولکول فعـال زیسـتی از به از لینکر براي

 جهات گوناگون حائز اهمیت است. 

در ایـن میـان، انـدازه و پیچیـدگی لینکرهـا از عوامـل 

تعیین کننده فعالیت زیستی پروتئین همجوشی اسـت. در 

سـازي لینکـر نـه تنهـا همجوشـی، بهینه طراحی پروتئین

ردگی شـود، بلکـه بـه تـاخومنجر به بهبود بـازده بیـان می

ــام دمین ــتی همگ ــت زیس ــحیح و فعالی ــف ص ــاي مختل ه

ــروتئین همجوشــی کمــک می . فانــگ و )2،48(کنــد پ

هـاي تـک زنجیـره دوکـاره را بـا باديآنتی )55(همکاران 

بــادي ضــد ، آنتیCD3 ScFvبــادي ضــد اســتفاده از آنتی

و لینکرهاي مختلـف طراحـی و  OC183B2 ScFvژن آنتی

ي د کـه لینکرهـاتولید نمودند. نتایج مطالعات آنها نشان دا

ژن و پایـداري توانند فعالیـت اتصـال بـه آنتـیپپتیدي می

 بادي در داخل بدن را تحت تاثیر قرار دهند. آنتی

نشـان دادنـد  )13(در گزارش دیگري، لیو و همکـاران 

تر باعث حفـظ تـاخوردگی صـحیح و که لینکرهاي طولانی

شـوند. بـا فعالیت زیستی بهتر دو پروتئین متصل شـده می

حال، بایستی در نظر گرفت که لینکرهاي طویل بیشتر این

ــاي در معــرض برش ــک توســط پروتئازه ــاي پروتئولیتی ه

وتـاه که لینکرهـاي بسـیار کگیرند. درحالیمیزبان قرار می

هم تاثیر منفی بـر تـاخوردگی صـحیح پـروتئین داشـته و 
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هـا بـراي باعث ایجاد ممانعت فضایی براي هر یک از دمین

 . )56،57(شوند اتصال به گیرنده و یا مولکول هدف می

همجوشـی، بـه طـور  در مطالعات مرتبط بـا پـروتئین

شود پذیر و یا سخت استفاده میانعطافعمده از لینکرهاي 

معمــولا زمــانی اســتفاده  پــذیرلینکرهــاي انعطاف. )2،56(

هـاي پروتئینـی متصـل شـده نیـاز بـه شوند کـه دمینمی

معمـولاً از لینکرهـا  تحرك و برهمکنش داشته باشند. ایـن

و ) GSین (لینکرهـاي رس-هاي کوتاه شامل گلایسینتوالی

ــرولین ــا پ ــونین (لینکرهــاي ت-ی  اند.تشــکیل شــده) PTرئ

تـایی از اسـیدآمینه  8تا  6هاي شامل توالی GSینکرهاي ل

ــرهم از  ــت س ــوالی پش ــار ت ــا چه ــک ت ــا ی ــین و ی گلایس

)GGGGS( .هستند  

ایـن لینکرهـا و عـدم ممانعـت فضـایی  اندازه کوچـک

آنهـا پـذیري طافانع منجر بـه هاي جانبی گلایسینزنجیره

 تضـمینرا  لینکـرپایـداري  سـرین نیـز، اسید آمینـه شده

 ري در برابـرمنجر به پایدا گلایسین توالیبعلاوه کند و می

در داخـل  و تاخوردگی صحیح پروتئینهضم پروتئولیتیک 

یچ وجود پـرولین در لینکرهـاي غیرمـارپ. )2(شود میبدن 

تواند سختی لینکر را افـزایش دهـد و امکـان جـدایش می

 . )58(ا فراهم کند هاي پروتئینی رفضایی دمین

توانـد بـا یم همچنین وجود ترئونین در ایـن لینکرهـا

موجـب آب،  يهـابـا مولکول یدروژنیه يوندهایپ لیتشک

از ایـن و  شـود یآبـ يهـادر محلول لینکـر يداریحفظ پا

ــق ــ طری ــامطلوب ب ــرهمکنش ن ــر  نیب ــاو بخشلینک  يه

 ایـن، لینکرهـاي غنـی ازبـرعلاوه دهد.را کاهش  ینیپروتئ

هم منجر به شوند که آنلیکوزیله میگ-Oترئونین، -پرولین

ــر تخریــب پروتئولیتیــک افــزایش مقاومــت لین کــر در براب

مـدي دهنـده ناکارآنشان . برخی از مطالعات)38(گردد می

پذیر در رابطـه بـا فعالیـت زیسـتی و یـا لینکرهاي انعطاف

 . )3(ند هاي همجوشی هستکارایی بیان پروتئین

بـه  ریپـذانعطاف لینکرهـاي يناکارآمـد ،مـوارد نیدر ا

ا تـداخل آنهـا بـ ای ینیپروتئ هايدمینناکارآمد  يجداساز

ــدی ــبت داده  گریک ــتنس ــده اس ــت اش ــ. تح ــرا نی  ط،یش

 نیبـ ییحفظ فاصله فضـا يبرا توانندمی سخت لینکرهاي

 .اسـتفاده شـوندعملکـرد مسـتقل آنهـا  تضمینو  هادمین

لینکرهاي سخت با ساختار مـارپیچ حـدود دو دهـه پـیش 

هـاي پروتئینـی و کـاهش براي کنتـرل فاصـله بـین دمین

. پـس از آن لینکرهـاي )59(تـداخل آنهـا طراحـی شـدند 

هـاي مارپیچ به طور گسترده در طراحی و سـاخت پروتئین

همجوشی براي بهبود بیان و فعالیت زیستی آنهـا اسـتفاده 

 . )61، 60، 5( اندشده

تـاثیر سـه نـوع  )61( در همین راستا ژائو و همکـاران

ت )، لینکـر سـخGGGGSپذیر (نعطافلینکر شامل لینکر ا

) و لینکـــر ســـخت مـــارپیچ PAPAPغنـــی از پـــرولین (

)AEAAAKEAAAKA را بــر بیــان و پایــداري پــروتئین (

یــن بررســی کردنــد، نتــایج ا IFN-α2bو  HSAهمجوشــی 

محققین نشان داد که فعالیـت ضدویروسـی ایـن پـروتئین 

کـر ، بـا لین%39پـذیر همجوشی با استفاده از لینکر انعطاف

نسبت  %115و با لینکر سخت مارپیچ  %68غنی از پرولین 

به پروتئین همجوشی که شامل اتصال دو پـروتئین بـدون 

 یابد. لینکر است افزایش می

بر همین اساس، ما نیـز در ایـن مطالعـه از لینکرهـاي 

یم، چـرا استفاده کرد GLP-1متنوع براي اتصال دارپین به 

 بـه عنـوان یـک آنـالوگ از دیگلوتیبا آلبکه مطالعات قبلی 

GLP-1 در  ماًیمسـتق نیکـه حضـور آلبـوم ه بودنشان داد

 ود کنـدآن را به شدت محـد تیتواند فعالیم GLP-1کنار 

ــف .)62( ــاران یوس ــه در  )63(پور و همک ــد ک ــان دادن نش

 GLP-1ه شامل پپتید ک GLP-1-ABDپروتئین همجوشی 

) است، لینکر ABDو یک دمین متصل شونده به آلبومین (

پـذیر رپیچ نسبت بـه یـک لینکـر انعطافبلند با ساختار ما

کوتاه و بدون ساختار مشخص باعث تحریک بیشتر گیرنده 

GLP-1 شود. در موش می 

دهنده این است که پروتئین متصل شـده بـا این نشان

لینکرهــاي کوتــاه و بــدون ســاختار باعــث ایجــاد ممانعــت 
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شــود، بــه گیرنــده خــود می GLP-1فضــایی بــراي اتصــال 

فاده از لینکرهاي سخت و با طول بیشـتر بـا که استدرحالی

را به اندازه کـافی  ABDو  GLP-1تواند ساختار مارپیچ می

 ABDکه اتصال آلبـومین بـه طوريدارد، به از هم دور نگه

براي اتصال بـه گیرنـده خـود تـداخلی  GLP-1در توانایی 

نیـز کـارایی لینکـر  )35(کند. بـائو و همکـاران ایجاد نمی

را در پروتئین همجوشی  7LAA(KEAAA)سخت مارپیچ 

بـادي متصـل و دمـین آنتی GLP-1داراي دمین پروتئینی 

 شونده به سرم آلبومین نشان دادند. 

طبــق نتــایج ایــن تحقیــق و بــا توجــه بــه آنالیزهــاي 

) EAAAK(3محاسباتی و ساختاري لینکر سـخت مـارپیچ 

تواند بهترین انتخاب براي پروتئین همجوشی داراي دو می

ــی  ــین پروتئین ــر  باشــد. HSA-DARPinو  mGLP-1دم ب

 mGLP-1اساس نتایج حاصله، استفاده از دارپین متصل به 

ــ ــه عنــوان یــک رویکــرد جدی ــد و ب تولیــد  درگــام  نیاول

 GLP-1بیولوژیکی یک آنالوگ تغییریافته ژنتیکی جدید از 

ت با نیمه عمر افزایش یافته براي اسـتفاده در درمـان دیابـ

 شود.معرفی می 2نوع 

 تشکر و قدردانی
این مقاله از طرح پسا دکتري دانشگاه تبریز بـا شـماره 

شـگاه ص اسـتخراج گردیـده اسـت. از آزمای/4829قرارداد 

مهندسی ژنتیک دانشـگاه تبریـز و پژوهشـگاه اطلاعـات و 

داك) بخـاطر تـامین امکانـات -مدارك علمی ایران (ایـران

 گردد.لازم براي اجراي این تحقیق قدردانی می
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Abstract 

Background: Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) is a promising peptide for the treatment of type 2 
diabetes mellitus. However, the potential for therapeutic use of native GLP-1 is limited due to its 
extremely short half-life (a few minutes). In this research, a modified protease-resistant glucagon-
like peptide-1 (mGLP-1) and a human serum albumin-binding DARPin connected by flexible and 
helical rigid linkers were designed to increase the half-life of this therapeutic peptide. 
Materials and Methods: In this study, the primary and secondary structures of designed fusion 
proteins were computationally studied, and some of their properties were predicted. The 3D model 
of the fusion proteins was created using the trRosetta server, and molecular docking between the 
fusion proteins and their respective receptors was conducted in the ClusPro server. 
Results: The results showed that the helical rigid linker (EAAAK)3 produced the best structure and 
stability for the designed fusion protein, and the fusion protein could preserve the original structure 
of the GLP-1 and DARPin molecules. The results of protein-ligand docking confirmed the 
interaction of fusion proteins with respectable receptors. 
Conclusion: When developing new fusion proteins, displaying and validating the domains of the 
designed structure is essential for comparing the efficiency and functionality with its natural 
homolog. The results of this study demonstrated that the mGLP-1-(EAAAK)3-DARPin fusion 
protein could be used in stability engineering to increase the half-life of the GLP-1 peptide drug in 
combination with HSA-binding DARPin. 
Keywords: DARPin, Fusion protein, Glucagon-like peptide-1, Human serum albumin, Type 2 
diabetes mellitus.  
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