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Abstract  
Background: Tropomyosin receptor kinase B (TRK B) is one of the oncogene agents.  
Objective:  The aim of this study was to design and optimize inhibitory peptides for TRK B in 
U266 cell line. 
Methods: This study was conducted in Qazvin University of Medical Sciences during 2012. After 
generating the peptides library using sequence tolerance method and optimizing energy of peptides 
employing backrub protocol in Rosetta 3.3 software package, the most stable peptides were selected 
based on the energy scores in R package. Prediction of the three-dimensional structure of the 
peptides was performed using the molecular dynamic simulation. Peptides-TRK B docking was 
evaluated by HADDOCK web server. The most stable peptides were designed and their cytotoxicity 
effects on U266 cells were investigated by the MTT assay. 
Findings: The designed peptides were stable in terms of energy and structure and had high affinity 
for binding to TRK B. For measuring cell survival during 24 hours treatment of U266 cell line with 
these peptides, the half maximal inhibitory concentration (IC50%) was obtained 350.2 and 199.5 
nM for peptide one and two, respectively. 
Conclusion: With regards to the results, it seems that TRK B inhibition can block cancer growth in 
this cell line. 
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  چكيده
  .زاستي سرطانهايكي از پروتئين (Tropomyosin Receptor Kinas B, TRK B) كيناز تروپومايوزيننده گير :زمينه
  .انجام شدTRK B  مناسب جهت مهار يپپتيدهاسازي و بهينه طراحيبه منظور مطالعه  :فهد

             بـا روش  كتابخانـه پپتيـدي  از طراحـي   در دانشـگاه علـوم پزشـكي قـزوين انجـام شـد، پـس        1391در سـال  پايـه  ايـن مطالعـه    :هامواد و روش
sequence   toleranceشرو بـا  هاي طراحي شدهسازي انرژي پپتيدو بهينه backrub   افـزاري در بسـته نـرمRossseta 3.3 ،  ي دارايپپتيـدها 

و ا با استفاده از روش ديناميك مولكـولي تعيـين   عدي پپتيدهساختار سه ب .انتخاب شدند R افزارتوسط نرمbackrub  مقادير براساس ،حداكثر پايداري
بـر روي   MTTآزمـون   استفاده ازبا ها اثر سمي آن و نتزس پپتيدها پايدارترين. شد بررسي HADDOCKافزار اين پپتيدها توسط نرمميزان اتصال 

  .مطالعه شد U266رده سلولي 
سـنجش   پس از. نشان دادند TRK Bپايدار بودند و تمايل بالايي براي اتصال به  از لحاظ انرژي و ساختاري كاملاًپپتيدهاي طراحي شده  :هايافته

 )IC 50%(درصـد   50سـاعت، غلظـت مهـار سـلولي      24با اين پپتيدها بعـد از    U266ضمن تيمار رده سلولي  MTTبقاي سلول به كمك روش
 .به دست آمدنانومولار  5/199و  2/350پپتيدهاي يك و دو 

  .سرطاني منجر شود يتواند به توقف رشد در اين رده سلولمي TRK Bرسد مهار ها، به نظر ميوجه به يافتهبا ت: گيرينتيجه
 

   اي سازي رايانهها، مدل، پپتيدها، اُنكوژنBكيناز  تروپومايوزينعامل نئوتروفيك مشتق شده مغزي، گيرنده  :هاكليدواژه
  

  
  

  :مقدمه 
و  هـا تـرين بيمـاري  ندهيكي از كش ـبه عنوان سرطان      

بيــان شــده  2011دومــين عامــل مــرگ و ميــر در ســال 
 جراحـي، از جملـه  هـاي مختلفـي   روشتاكنون  )2و1(.است

مونوكلونـال آنتـي بـادي و     شيمي درمـاني،  راديو درماني،
   )3(.به كار رفته استپپتيد درماني براي درمان سرطان 

 يكيان به عنو(TRK B)  كيناز تروپومايوزينگيرنده      
 ،TRK Aشناخته شده و شـامل   زاهاي سرطانپروتئيناز 

TRK B  وTRK C هـا يرنـده گ يـن هـر كـدام از ا   .است 

 .نـد دارهـا  يناز خـانواده نئـوتروف   اختصاصـي عامل اتصال 
ها در گسترش سيستم عصبي محيطي و نئوتروفينخانواده 
توقـف  ، بقا، تمـايز هاي دارند و آبشار ش مهميقنمركزي 

  )4(.كنندها را ايجاد ميريزي شده سلولگ برنامهو مررشد 
ل عامـل نئوتروفيـك   اتصااند كه نشان دادهها تحقيق     

تكثير،  ز،تمايدر  TRK B به )BDNF(مشتق شده مغزي 
 هـاي درماني در سـرطان  و پاسخ شيمي رگ زايي تهاجم،

 اثـر   پـانكراس و تخمـدان   ،پروسـتات ، ريـه  ،نوروبلاستوما
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عامل نئوتروفيك مشتق  بنابراين مهار كردن )5و4(.گذاردمي
مهـار رشـد   عنوان يك هدف درماني بـراي   به شده مغزي

 هاي سرطانيلمهار رگ زايي در سلو همچنين  و تومورها
  )6و4(.شناخته شده است

، توالي كيناز تروپومايوزين گيرنده عوامل مهاري يكي از    
 TKCNPMGYTKE پپتيدي سيكلوتراكسين بـا تـوالي  

است كه در مطالعه انجام شـده توسـط محققـين ، باعـث     
   )8و7(.موش شده استدر  TRK Bمهار
منطقـه سـوم از   در  TRK Bناحيه اتصالي با گيرنـده       
يعني توالي  عامل نئوتروفيك مشتق شده مغزيدوم  دمين

پپتيدي به داروهاي  )8(.پروتئين است 56-66آمينو اسيدي 
جمله اندازه كوچك، قابليت انطباق دليل داشتن مزايايي از 

توانايي اختلال در اتصـال  براي اتصال با اهداف دارويي و 
 )9و7(.انـد مورد توجه محققين قرار گرفتهپروتئين  -پروتئين

ــي    ــي و طراح ــدف بررس ــا ه ــر ب ــه حاض ــابراين مطالع بن
  .انجام شد  TRK Bكنندهمهار بيوانفورماتيكي پپتيد

  
  :هامواد و روش 
در مركـز تحقيقـات    1391در سـال  پايـه  اين مطالعه      

  . دانشگاه علوم پزشكي قزوين انجام شدسلولي و مولكولي 
ترتيب زير صـورت   به صورت كلي مرحله به مرحله به     

ابتدا كتابخانه پپتيدي شـامل دو بخـش سـاخت و     :گرفت
پـذير اسـكلت پپتيـدي    طـاف هـاي انع ايجاد كانفورماسيون

)ensemble generation(  ــين ــي و همچنــ بررســ
هاي متناسب بـا كانفورماسـيون اسـكلت پپتيـد     موتاسيون

استفاده  پذير پپتيدي باانعطافهاي اسكلت. اوليه انجام شد
ــاد sequence toleranceو   backrubروش از   و ايجـ

ــرژي آن ــا ان ــارلو   ه ــت ك ــبات مون ــتفاده از محاس ــا اس    ب

)Monte Carlo( ايـن الگـوريتم در مجموعـه    . بهينه شد
مرحلـه   )10(.تنظيم و طراحي شد Rosetta 3.3افزاري نرم

هاي مختلف بود كه با اسـتفاده  بعد شامل ايجاد موتاسيون
سپس مقدار انرژي براي هر . از الگوريتم ژنتيك انجام شد

موقعيـــت     موتانـــت بـــا اســـتفاده از مـــاتريكس تعيـــين
Position weight matrix (PWM)  ولتـزمن  و رابطـه 

ها براسـاس مقـدار   بهترين پپتيـد انتخاب  )11(.محاسبه شد
 Rانرژي محاسبه شده و تحليل مقادير انـرژي در برنامـه   

ها با اسـتفاده  عدي پايدارترين پپتيدساختار سه ب. انجام شد
) Hypercubeشـــركت (  7Hyperchemافـــزار نــرم  از

افـزار سـاختارهاي حاصـل بـا     در ايـن نـرم  . پيشگويي شد
اده از روش ديناميك مولكولي از لحاظ انـرژي بهينـه   استف

شدند تا بهترين ساختار ممكن براي هر تـوالي بـه دسـت    
)12(.آيد

 TRK Bبراي يافتن پپتيدي با بهترين تمايـل بـه    
 HADDOCK (High Ambiguityافـزار به وسيله نرم

Driven protein-protein Docking)    ميـزان اتصـال
اسـاس  امتيازبنـدي آن بر  كـه  شد پپتيدها به گيرنده تعيين

 TRK Bتمايل اتصال پپتيدهاي طراحي شـده بـا     ميزان
دو عـدد از  اساس ميـزان تمايـل بـه گيرنـده،     بر )13(.است

) دانمارك(  TAG Copenhagenشركت به هاپپتيد بهترين
ــدند  ــفارش داده شـ ــوالي   سـ ــه تـ ــامل  آنكـ ــا شـ هـ

TGLDSDGLYQN )و  )اول پپتيدNTDLLNSNDNG 
  .دبو) پپتيد دوم(

هاي طراحي شده پپتيدسپس براي ارزيابي اثر سميت      
ــر ــرطاني  ب ــلول س ــون U266روي رده س  MTT، از آزم

هـاي زمـاني   بازهها در بدين صورت كه سلول. استفاده شد
 500و  350 ، 200 ، 50 هايساعت با غلظت 72و  48، 24

هـا  ايـن غلظـت  . تيمار شدند ،نانومولار هر كدام از پپتيدها
هـا بـا   و داده )8(و همكاران تعيـين مطالعه كازورلا اساس بر

بعـي تـوكي و پسـت    تو  يكطرفهآنواي  آماريهاي آزمون
  .تحليل شدندهاك 

  
  :هايافته 
تـرين  پنج عدد از بهترين پپتيدهاي حاصل داراي كـم      

ميزان انرژي بودند كه در بـالاي خـط نقطـه چـين قـرار      
هاي حاصل از طراحي بيوانفورماتيكي توالي پپتيد. اندگرفته
در ايـن مطالعـه   . نشان داده شده اسـت  1ل شماره در شك

  . اي شماره يك و دو در آزمايشگاه بررسي شداثر پپتيده
 2ساختار سه بعدي پنج پپتيد برتـر در شـكل شـماره         
  ) Bو Aقسمت (پپتيدهاي يك و دو  .داده شده است نشان
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  .داشتند) هليكسي(ساختار مارپيچي 
  

  پپتيدهاي حاصل از مطالعه به ترتيب انرژي - 1شكل 

  
پپتيدهاي طراحي ساختار سه بعدي پنج عدد از  - 2شكل 

شده با بالاترين پايداري و پپتيد سيكلوتراكسين به 
  عنوان شاهد مثبت

  

  
  

 72و  48، 24هـاي  هـاي زمـاني  ها در بازهتيمار سلول     
نـانومولار هـر    500 و 350، 200 ،50 هايساعت با غلظت

ها را نسبت بـه  كدام از پپتيدها، كاهش درصد بقاي سلول
البتـه ايـن   . )>001/0P( نشان داد گروه شاهد بدون تيمار

 200نانومولار پپتيـد يـك و    50 هايداري در غلظتمعني
 ساعت مشـاهده نشـد   24نانومولار پپتيد دو در بازه زماني 

  ). 1نمودار شماره (
روي رده سـلولي  بررسي پپتيدهاي طراحـي شـده بـر         

U266    باعـث مهـار   نشان داد كه ايـن پپتيـدهاTRK B 
پپتيد دو  ،مولارنانو  6/199 پپتيد يك 50IC ددرص. اندشده

 200) شاهد مثبت(و پپتيد سيكلوتراكسين نانو مولار  198
  ).1جدول شماره ( دست آمده نانو مولار ب

  
ميزان مرگ سلولي بعد از اثر پپتيد يك و دو  -1نمودار 

  نانو مولار  500و  350، 200، 50هاي در غلظت
  

  
  

نانومولار پپتيد يك، دو  IC50%مقايسه مقادير  - 1جدول 
  سيكلوتراكسين به عنوان شاهد مثبتو 

  
   زمان تيمار              

  ساعت 72  ساعت 48  ساعت 24 پپتيد
 پپتيد يك

TGLDSDGLYQN  2/350  6/199  199  
  پپتيد دو

NTDLLNSNDNG  5/199  198  3/198  
سيكلوتراكسين پپتيد

TKNPMGYTKE  200  200  200  

  
  :گيريبحث و نتيجه 
اين مطالعه نشان داد كه پپتيـدهاي طراحـي شـده در         

اثـر مهـاري   نانو مـولار   500 و 350، 200، 50 هايغلظت
هـاي  و در نتيجـه سـلول  TRK B مناسبي بر عليه گيرنده 

مـل  ايـك ع  عنـوان ه ب TRK B. داشتند U266سرطاني 
نشـان داده  و زايي سـرطان شـناخته شـده    ثر در بيماريمؤ

هـاي  مهـار آن باعـث توقـف رشـد سـلول     ت كـه  شده اس
هـاي  بـا اسـتفاده از روش  بنـابراين   )5و4(.دشـو سرطاني مي

ه ايـن  علي ـ ي بـا تمايـل بـالا بـر    يهابيوانفورماتيكي، پپتيد
   .حي شداگيرنده طر

، TRK Bهاي طراحي شده با مهاراين مطالعه پپتيددر      
تمايل خـوبي   و ندهاي سرطاني شدلسلوباعث مهار رشد 

در مقايسـه بـا سـاختار     .ندداشـت  TRK Bاتصال به  براي
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پپتيد توالي ي انتها ،دبوتراكسين كه به صورت بسته سيكلو
A   و در دو انتهــاي پپتيـد بــه هــم   يـك هلــيكس داشـت

تشـكيل يـك هلـيكس    تمايل به  Bپپتيد شد، مينزديك 
هـاي تشـكيل   ساختاري بزرگ داشت، ولي جهت هليكس

ناحيـه   در Dو  Cهاي پپتيـد . شده عكس هم ديگر بودنـد 
تر ها بيشآند و ساختار كلي ودنبصورت هليكس ه وسط ب

 ـسيكلوتراكسـين  شبيه به سـاختار   هـيچ   Eدر پپتيـد  . دوب
  .ساختار دومي مشاهده نشد

ماننـد سـاير   پپتيـدهاي طراحـي شـده    در اين مطالعه      
ــب ــايتركيـ ــر روي مهار هـ ــده بـ ــه شـ ــده مطالعـ            كننـ
TRK B)7ها نسـبت بـه   هش درصد بقاي سلولا، ك)15و14و

ر اين كاهش در ه و دننشان دادبدون تيمار را گروه شاهد 
، د و با افـزايش زمـان تيمـار   دوز غلظت وابسته به زمان بو

از طرفـي  . فـت ياميزان بقاي سلول سرطاني كـاهش مـي  
كـاهش بقـا وابسـته بـه غلظـت      پپتيد يك  براي هر تيمار

  .  دمشاهده ش
   بـا اسـتفاده از   TRK B داد كـه مهـار   نشان لو ژانگ      

Sh RNA ئوتيــدي مشــخص بــه عنــوان بــا تــوالي نوكل
مولتيپـل مايلومـا    U266كننده بـر روي رده سـلولي   مهار

  ، و همكـاران  تـاپلي در مطالعـه   )7(.شـود باعث مـرگ مـي  
K252a  كنندهعنوان مهاربه TRK B  با غلظت طراحي و

باعـث مهـار گيرنـده    نـانومولار،   30تا  10درصد مهار  50
TRK B و همكــاران نيــز  در مطالعــه كامــارتو  )14(.شــد 

CEP-751    به عنوان يك بازدارنـده گيرنـدهTRK B  در
نانومولار به عنوان يك عامل ضد تومـور بـر    100غلظت 

ي هـا لباعث عدم رشد تومور سلو، NIH3T3عليه سلول 
  )15(.موش شد

تراكسين لوقبلي نشان داده شد كه سيكهاي همطالعدر      
هاي طراحـي شـده   پپتيد )8(است،گذار ت اثرساع 24بعد از 

 ـ       ه در اين مطالعـه در زمـان مشـابه اثـر بهتـري نسـبت ب
  .ندسيكلوتراكسين از خود نشان داد

     با توجه بـه نتـايج حاصـل در ايـن مطالعـه، بـه نظـر             
ي طراحـي پپتيـدهاي   توانـد بـرا  رسـد ايـن روش مـي   مي

  .دمهاركننده استفاده شو

  :گزاريسپاس 
دانشـگاه علـوم پزشـكي قـزوين      پژوهشـي شوراي از      

ايـن  پايـان نامـه كارشناسـي ارشـد     جهت حمايت مالي از 
  .دشوقدرداني ميدانشگاه و همكاري انستيتو پاستور ايران 
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