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 چکیده 

HLA G یک کلاس از مولکولی MHC هایرسپتور با آن برهمکنش که باشد می غیرکلاسیک دسته 

LILRB1 و LILRB2 تمایل اتصال باشدمی برخوردار بالایی اهمیت از ایمنی پاسخ مهار در .HLA G  به

LILRB2 تر از بیشLILRB1 تواند در درمان باشد. در این میان شناخت دقیق این برهمکنش میمی

 های خودایمنی وهای خودبخودی، درمان بیماریجنین همچون سقط ها و اختلالات بسیاریبیماری

را  LILRB1و  HLA Gدر این پژوهش با کمک تکنیک داکینگ کمپلکس  به محققین کمک کند. ویروسی

داده پروتئین موجود  کنیز در بان HLA G-LILRB2یم. ساختار کریستالوگرافی کمپلکس مدلسازی کرد

سازی دینامیک شبیه هایروشهای مذکور، با استفاده از سپس جهت بررسی دقیق برهمکنش باشد.می

 .ها بررسی نمودیمسازی کزده و رفتار کمپلکسس را در محیط آبی شبیه، رفتار این دو کمپلکمولکولی

نتایج  ها را مورد آنالیز و بررسی قرار دادیم.سازیاین شبیهساختار نهایی  PISAافزار نرمبوسیله  سپس

(   HLA G-LILRB2) 2کمپلکس  و انعطاف پذیری کمتر در بیشتر و تراکم ساختاریحاکی از پایداری 

در این ( بود. علاوه بر این مشخص شد که سطوح برهمکنش  HLA G-LILRB1) 1نسبت به کمپلکس 

 باشند.میتر وسیعتر  و هیدروفوبکمپلکس نیز 

 

، سازی دینامیک مولکولی، شبیه HLA G-LILRB2ایمنی، کمپلکس  مهار پاسخواژگان كلیدي: 

 هیدروفوب
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 مقدمه 

 HLAو غیر کلاسیک شامل  HLAA ،HLA B ،HLA Cکلاس یک به دو گروه کلاسیک شامل  HLAژن لکوسیتی انسانی آنتی

G ،HLA F ،HLA H ،HLA E شود. تقسیم میHLA ( ها توسط کمپلکس بزرگ سازگاری بافتیMHC)1  کد می-

توسط یک  1986ژن لکوسیت انسانی غیرکلاسیک اولین بار در سال یا آنتی HLA G. (Clements et al., 2005)شوند

 ,Ellis, Sargent, Redman, & McMichael)گروه تحقیقاتی در دانشگاه آکسفورد انگلستان کشف و بررسی گردید

اگزون که در بازوی کوتاه کروموزوم شش انسانی ، جایگاه  8به طورکلی کمپلکس سازگاری بافتی توسط ژنی  با . (1986

6P21.3 های کلاسیک این گروه گردد. این پروتئین به دلایلی که در ادامه آورده شده از پروتئیناست ، کد میواقع شده

باز است  1578پیام رسان رونویسی شده از روی این ژن دارای  RNAشود. بندی میمتمایز شده و در دسته غیرکلاسیک دسته

کند. چهار ایزوفرم متصل به غشا و سه ایزوفرم باقیمانده هفت پروتئین ایزوفرم را کد می 2که تحت تاثیر پیرایش متناوب

به دلایل زیر در دسته  HLA Gپروتئین . (LeMaoult et al., 2003; Yamagami, 2008) باشندبصورت محلول می

یابی حاصل از چندین جمعیت انسانی مرفیسم آللی که در نتیجه توالیمحدودیت در پلی -1شوند: بندی میغیرکلاسیک دسته

 ;Bainbridge, Ellis, Le Bouteiller, & Sargent, 2001; Kovats et al., 1990; Matte et al., 2000)استبدست آمده

al., 1996Yamashita et ).  2-  1شوند شامل غشای مختلف بیان می 4ایزوفرم که در سطح  7بیانG،2G،3G ،4G  3و 

محدودیت در  -3و  5G،6G  ،7G (Hviid, Hylenius, Rørbye, & Nielsen, 2003)ایزوفرم در حالت محلول شامل 

های ایجاد تحمل ایمنی ، پس از مشاهده بیان آن در سطح سلول. نقش این مولکول در (Kovats et al., 1990)توزیع بافتی

 & ,Yie, Li, Li)تروفوبلاست بین مادر و جنین مشخص گردید. در مواردی همچون سقط جنین مکرر و یا پریکلامپسی

Librach, 2004)  کاهش بیان و یا نقص خاصی درHLA G مشاهده شده است (Peng, Zhang, Xing, Hu, & Liu, 

 ,Le Discorde)    های خاصی از قبیل تیموس، قرنیه. این پروتئین در شرایط فیزیولوژیک و در انسان بالغ در بافت(2008

Moreau, Sabatier, Legeais, & Carosella, 2003) ماتریکس ناخن ، تروفوبلاست،(Kovats et al., 1990)  و

 گرددها بیان میهای اریتروئیدی سیتوتروفوبلاستسازهای آمنیوتیک، پیشهایی همچون سلولدر بافت پانکراس و در جنین

(Curigliano, Criscitiello, Gelao, & Goldhirsch, 2013) . 

 HLA G   

                                                           
1 Major Histocompatibility complex 
2 Alternative splicing 
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از یک زنجیره سنگین )رنگ  Iهای کلاس شده، همچون سایر مولکولنشان داده 2ساختار کلی این پروتئین که در شکل 

و  1α ،2α)رنگ آبی( برهمکنش غیرکووالان دارد. این زنجیره سنگین خود از سه دمین  µ2βبنفش( تشکیل شده که با دمین  

3α  ساخته شده است(Clements et al., 2005) .های کولمولHLA کلاسیک و غیرکلاسیک هر دو به پپتید متصل می-

های های جداشده از سلولکند تحقیقات انجام شده در زمینه پپتیدهای محدودتری را عرضه میپپتید HLA Gشوند ولی 

ای مشتق از هشود  و یا از پپتیداست که این پپتید یا از یک پروتئین وابسته به سایتوکاین مشتق میجفتی نشان داده

 ,.Ishitani et al)باشدای میهای ریبوزومی و هستههای ریبوزومی و پروتئنی، گیرندهH2Aهایی شامل هیستون پروتئین

که   RIIPRHLQLشود. پپتید ایجاد می 2αو  1α ها شکافی است که توسط دو آلفا هلیکس جایگاه اتصال این پپتید. (2003

است. این مشتق شده H2Aباشد که از پروتئین هیستون می HLA Gدر شکل با رنگ سبز یه نمایش درامده ، لیگاند طبیعی 

گیرد. این پپتید غیرموازی جای می βهای در بستری از ورقه و 2αو  1α های پپتید در شکاف ایجاد شده توسط هلیکس

پیوند هیدروژنی با آب   16پیوند هیدروژنی با پروتئین و  17پل نمکی،  2های قطبی و غیرقطبی زیادی شامل برهمکنش

بصورت  HLA Gل به های واندوالس دیگری نیز شناسایی شده است. این پپتید در اتصاها برهمکنشکند.علاوه بر اینبرقرار می

باشد و در ایجاد می pro-4باشد. مرکز این پپتید ای است که در دو انتهای خود به بسترش متصل میساختارگسترده و برآمده

ای که زنجیره جانبی این آمینواسید برهمکنش بسیار کمی با شکاف هیدروفوب این ساختار برجسته نقش مهمی دارد به گونه

HLA G کندای را ایجاد میو بدین ترتیب ساختار برامده کندبرقرار می(Clements et al., 2005) . 
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كه با رنگ بنفش نشان داده شده است و زنجیره  α1  ،α2 ،α3تشکیل شده از زنجیره سنگین شامل  . HLA Gساختار پروتئینی  :1 شکل

 است.شدهبز نشان دادهبا رنگ آبی. پپتید نانومري با رنگ س  B2Mسبک 

 

-منجر به دایمریزاسیون این پروتئین می HLA Gدو مولکول  1αواقع در دمین  cys-42سولفید میان ایجاد پیوند دی

دهد این کلاسیک و غیرکلاسیک نشان می  HLAهای با پروتئین HLA G. بررسی ساختاری (Boyson et al., 2002)گردد

 E-HLAو  2A-HLA  ،44B-HLAبا   HLA Gهای کل اتم rmsdها اختلاف قابل توجهی با هم ندارند. میزان اختلاف پروتئین

است که اختلاف اساسی این نشان داده  Pairwise alignmentباشد. نتایج حاصل از یم  %94و  %89،  %94به ترتیب 

 .(Clements et al., 2005)باشدمی Lir-1,2ها در شکاف مربوط به اتصال پپتید و جایگاه اتصال پروتئین

 : HLA Gآن ها با  و چگونگی برهمکنش HLA Gهاي گیرنده

ها درکاهش التهاب و پاسخ یم سیستم ایمنی معروفند. این انتساب به دلیل نقش آنهای تنظبه مولکول HLA Gهای مولکول

چه در حالت متصل به غشا و چه  HLA Gهای ژنباشد. آنتیایمنی ، افزایش تحمل ایمنی مادر در حاملگی، پیوند بافت و ... می

ها گردند را فعال کنند.  در حقیقت این مولکولهایی را که سبب توقف فعالیت سیستم ایمنی میدر حالت محلول  قادرند مسیر

ها حفاظت ایجاد کشنده و ماکروفاژ Tهای های کشنده طبیعی ، لنفوسیتهای ایمنی مانند سلولنسبت به اثرات حذفی سلول

. (Colonna et al., 1997)باشدها میهای اختصاصی لازمه  عملکرد کلیدی این مولکولکنند و برهمکنش با رسپتورمی

باشند. این می  LILRB2و  KIR2DL4 ، LILRB1باشند و شامل های مهاری میاز نوع گیرنده  HLA Gهای احتصاصی گیرنده 
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در سطح  LILRB1شان دو، سه و یا چهار دمین دارند. باشند که در بخش خارج سلولیمی 3IgSFها اعضای خانواده پروتئین

های ها و   لنفوسیتها   ، ائوزینوفیلکلاستهای کشنده طبیعی،   استئوها، سلولها ، منوسیتهای دندریتیک، ماکروفاژسلول

T    وB   ردد. گبیان میLILRB2 قرار دارند های میلوئیدی نیز در سطح اکثر سلول(Shiroishi, Kuroki, Rasubala, et 

al., 2006; Shiroishi et al., 2003) . ساختارLILRB2  نیز از بسیاری جهات باLIRB1  .وجود ساختارهای مشترک است

 .میباشد یکی از تفاوتهای ساختاری میان این دو رسپتور  LILRB2نسبت به  LILRB1هلیکسی بیشتر در 

 

 

بیشتر از  LILRB1. همانطور كه نشان داده شده محتواي هلیکسی در )بالا( LILRB2)پایین( و  LILRB1مقایسه ساختاري  :2 شکل

LILRB2 باشد.هاي دو ساختار از منظر محتواي هلیکسی میها نشاندهنده تفاوتباشد. فلشمی 

 HLA G های نسبت به مولکولHLA که علت آن دم سیتوپلاسمی کوتاه در این مولکول باشد تر میکلاس یک کلاسیک پایدار

و عرضه  NKهای های شبه ایمنوگلولبولینی سلولشد. دومین خارج سلولی این مولکول با دومین خارج سلولی گیرندهبامی

دهد. تمایل واکنش می  LILRB2و  LILRB1های منوسیتی و لکوسیتی همچون و گیرنده KIR2DL4ژن شامل کننده آنتی

 LILRB1ها نهفته است. آن در ساختار و توالی این پروتئین بیشتر است و علت LILRB1نسبت به  LILRB2به  HLA Gاتصال  

و توسط یک  2006در سال  HLA Gبا  LILRB2د. ساختار کریستالی کمپلکس ندمین خارج سلولی دار 4هرکدام  LILRB2و 

 HLA-A2با  LILRB1نیز ساختار کریستالی کمپلکس   2003تیم علمی ژاپنی مشخص گردید. البته پیش از آن و در سال 

یا  LILRB2هایی هستند که توسط  بخش A2-HLAیا   HLA Gدر   µ2βو  3αمشخص گردیده بود.  به طور کلی دمین 

                                                           
3 Immunoglobulin superfamily (IgSF)  
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LILRB1 یعنی  هامشخص شده است در  تشکیل این کمپلکس 3پس همانطور که در شکل   .گیرندمورد شناسایی قرار می

 197و  195اساسی دارند. اسیدامینه های جایگاه  دو سطح اتصال نقش،  HLA A2-LILRB1و  HLA G-LILRB2کمپلکس 

دهند قرار گرفته اند، با هم لوپ تشکیل می  3αکه به ترتیب فنیل الانین و تیروزین می باشند و در دمین  HLA Gدر مولکول 

کول مول 195برهمکنش دارند. طی این برهمکنش فنیل الانین جایگاه  LILRB2 رسپتور  D1و بصورت مستقیم با  دمین 

HLA G به ترتیب ترئونین و ایزولوسین( بوده و تیروزین جایگاه  47و   48های جایگاه آمینهدر تعامل هیدروفوب با اسید(

) به ترتیب آرژنین و تیروزین(در تعامل می باشند. علاوه بر این  38و  36این مولکول نیز  با اسید امینه های جایگاه  197

183-Val  2دردمینD  LILRB2 91 با-Lys  درµ2β   نیز برهمکنش هیدرووفوب دارد. درLILRB1  184اسیدآمینه-Glu 

های کند. لوپ تشکیل شده با آمینواسیدپل نمکی ایجاد می µ2βدر  Lys-91باشد و با می LILRB2در  Val-183معادل 

در فاصله  Tyr-197نش، دهد. در این حالت از برهمکبرهمکنش می Tyr-38و  Tyr-76با  HLA-A2در  197-195جایگاه 

 LILRB1به  HLA Gتر گیرد که این امر یکی از دلایل احتمالی است که برای تمایل اتصال پایینقرار می LILRB1دورتری از 

 .(Shiroishi, Kuroki, Rasubala, et al., 2006; Willcox, Thomas, & Bjorkman, 2003)استبیان شده

 

و سایت  LILRB2و  B2Mشود. سایت اتصال میان . دو سایت اتصال دراین كمپلکس دیده میHLA G-LILRB2ساختار كمپلکس  :3 شکل

كر شده نیز از دو سایت اتصال ذ HLA A2-LILRB1هاي دیگر این گروه همچون . ساختار كلی كمپلکسLILRB2و  α3اتصال میان دمین 

 اند.تشکیل شده
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 Glu-299باشد که با می LILRB2در  Lys-42است ها مورد توجه قرار گرفتهآمینواسید دیگری که در مطالعه این کمپلکس

مشاهده نشد و برهمکنشی که احتمالا  HLA-A2 با  LILRB1برهمکنش دارد. این سطح تماس در کمپلکس  3αدر دمین 

بیشتر  LILRB1است. بر اساس این مشاهدات  µ2βواقع در دمین  Asp-96با  Lys-42میان  جایگزین آن شده است پل نمکی

-تر میوسیع LILRB2باشد ولی هر دو سطح اتصال در موردمی 3αغالبا در تماس با دمین   LILRB2و   µ2βدر تماس با 

های های آمینوسیدی در  جایگاهتک تک تماس 1در جدول  .(Shiroishi, Kuroki, Rasubala, et al., 2006)باشد.

 نماییم.را بصورت خلاصه مشاهده میاتصال این دو کمپلکس 

 با تفکیک دمینها. HLA A2-LILRB1 و HLA G-LILRB2: لیست آمینواسیدهاي تشکیلدهنده برهمکنشها در دو كمپلکس    دول

 برهمکنش دارد. برهمکنشهایی α3-HLA G در دمین Asp197 و Tyr198 با آمینواسیدهاي D1-LILRB2 در دمین Arg36براي م ال 

 LILRB1 و HLA Gكه در روبروي یکدیگر نوشته شدهاند ، برهمکنشهاي متنا ر یکدیگر درین دو كمپلکس میباشند. آمینواسیدهایی از 

 مورد استفاده قرار گرفتهاند. LILRB1 به HLA Gكه با رنگ قرمز نشان دادهشدهاند، برهمکنشهایی هستند كه در داكینگ 

HLA-A2 LILRB1 HLA-G LILRB2 

α 3 D1 α 3 D1 

Asp-196 Arg-36 Asp-197   Tyr-198 Arg-36 

  Tyr-198 Lue-37 

Val-194  Ser-195    Tyr-

197 

Tyr-38 Tyr-198   Glu-199 Tyr-38 

Val-194 Tyr-39   

Glu-198   Val-248 Lys-41 Asp-228 Lys-41 

  Glu-230   Val-249 Lys-42 

Ala-193 Thr-43 Val-195  Thr-201   Val-249 Ser-43 

  Phe-196 Ile-47   Thr48 

Asp-196   Tyr-197 Tyr-76   

β 2m D1 β 2m D1 

Gln-89 Gln-18 Gln-90 Gln-18 

Asp-96 Lys-42 Met-100 Lys-42 

Lys-91  Ile-92  Val-93 Trp-67 Lys-92 Trp-67 

Lys-94 Glu-68 Val-94 Glu-68 

Ser-88 Gly-97 Ser-89 Gly-96 

Ser-88  Lue-87 Ala-98 Lue-88  Ser-89 Ala-97 

β 2m D2 β 2m D2 

Thr-4   Thr-86   Lys-91 Tyr-99 Thr-5  Thr-87   Lue-88 Tyr-98 

Val-85   Thr-86 Ile-100 Thr-87   Val-86 Pro-99 

Ile-1   Gln-2 Gln-125 Met-1   Ile-2   Gln-3 Gln-124 

GLn-2   Arg-3   Thr-4   

Thr-86 

Val-126 Thr-5   Gln-3 Val-125 

Gln-2   Arg-3 Ala-127 Ile-2   Gln-3   Arg-4 Ala-126 

  Ile-2 Ser-153 

  Ile-2 Ser-154 

  Thr-5   Lys-7 Asp-177 

  Lys-7 Asn-179 

Lys-91 Glu-184 Lys-92 Val-183 

Ser-88 Lue-187   
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 هامطالعات دیگر در حوزه این برهمکنش

و  NMRهای کلاس یک مورد مطالعه سینتیکی ، ترمودینامیکی و آنالیز MHCهای گروه با پروتئین LILRB1برهمکنش میان 

یا آنتروپی سیستم افزایش   s∆است که طی این برهمکنش ص شدهکریستالوگرافی قرار گرفته است. طی این مطالعات مشخ

باشد. به طور کلی پذیری کمی برخوردار میدر این برهمکنش از انعطاف LILRB1یابد ، علاوه بر این زاویه بین دمینی در می

دهد  که ا نشان نمیطی ایجاد این برهمکنش که سرعت بالایی دارد، انعطاف پذیری در ناحیه اتصال کاهش قابل توجهی ر

پذیری به باشد زیرا در این مدل کاهش انعطافمتفاوت می  induced-fitنشانگر این است که روند ایجاد این اتصال با مدل 

با  ILT2و  ILT4. برهمکنش میان (Shiroishi, Kuroki, Tsumoto, et al., 2006)باشدوضوح قابل مشاهده می

این بررسی است. طی مورد ارزیابی قرار گرفته 4SPRکلاسیک یک به کمک تکنیک  MHCهای مختلفی از رده پروتئین

،  HLA-Aکلاس یک شامل  MHCهای نسبت به سایر پروتئین HLA Gمشخص شد که تمایل اتصال این دو رسپتور به 

HLA-B  ،HLA-C  وHLA-G باشد. علاوه بر این تمایل اتصال دو تا سه برابر بیشتر میLILRB2  بهHLA-G  حدودا دو برابر

LILRB1 بود(Shiroishi et al., 2003)  . 

های ویروسی، سرطان و در مشکلاتی همچون اختلالات بارداری، بیماری HLA-Gییر غلظت پروتئین مطالعات حاکی از تغ

ها بطور خلاصه گردآوری باشد. در ادامه مکانیسم این مولکول در بعضی ازین بیماریهای خودایمنی و التهابی میبیماری

 است.گردیده

 شوند، ولی در حاملگی سالم شناساییی مادر نیمه آلوژن محسوب میهای جنین برای سیستم ایمندانیم سلولهمانطور که می 

 رشد و حاملگی بقاء لازمه بلکه باشد وخطرناک نمی مضر تنها نه مادر ایمنی سیستم از سوی جنینی های ژن آنتی ایمونولوژیک

ست و در ایجاد تحمل در سطح تروفوبلاست جنینی ، در تماس مستقیم با مادر ا HLA Gهای وتکامل جنین است. مولکول

یابد. همچنین های ناسالم کاهش میدر جفت HLA Gدهد که میزان بیان پروتئین باشند. بررسی ها نشان میمادری موثر می

 Hara et)باشندتر است بیشتر در معرض سقط جنین میمحلول در پلاسمای خونشان پایین HLA Gزنان بارداری که سطح 

al., 1996; O'brien et al., 2001) .HLA G های از طریق سه مکانیسم اصلی شامل عملکرد مستقیم از طریق مهار سلول

-هایی که در نهایت به مهار سیستم ایمنی میو در آخر فعالیت یم در تنظیم تولید سلولموثر در سیستم ایمنی، اثر غیرمستق

های کند. در رابطه میان مادر و جنین ، این مولکول پس از ایجاد برهمکنش با رسپتورانجامد، سیستم ایمنی را مهار می

. این (Ellis et al., 1986)کندجلوگیری می های تروفوبلاستبه سلول NKهای اختصاصی خود از هجوم دسیدووال یا  سلول

ایت منجر به برهمکنش سبب فسفریله شدن  تیروزین فسفاتاز و در ادامه فعال شدن این آنزیم کلیدی می باشد که در نه

 ,Yu, Wang) دفسفریله شدن مولکول های ضروری جهت فعالیت سلول های کشنده طبیعی و مهار فعالیت آن ها می گردد

& Feng, 2008). 

ها به کمک های ویروسی است اما بعضی از ویروسسیستم دفاعی بدن میزبان در حالت طبیعی قادر به مقابله با عفونت

ها ممانعت از شوند. یکی ازین استراتژیدهند و در بدن میزبان منتشر میهای خاصی سیستم ایمنی را شکست میاستراتژی

                                                           
4 surface plasmon resonance 
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یا ایدز بیماری است که  مبتلایان به آن نقص جدی و  HIV-1باشد.می های ویروسیهای کشنده طبیعی به سلولحمله سلول

های آلوده به این ، سلول HLA Gکنند. در نتیجه تنظیم بیان بیشتر شان تجربه میای  را در عملکرد سیستم ایمنیپیشرونده

در  HLA Gبر این بیان بیشتری از باشند. علاوه در امان می Tو لنفوسیت  NKهای ویروس از شناسایی و لیز شدن توسط سلول

. سایتومگالوویروس انسانی یا (Tripathi & Agrawal, 2007)شود دیده می  Tهای لنفوسیت ها و سلولسطح منوسیت

HCMV کند. مقادیر ایمنی میزبان حمله میهای متفاوتی به سیستم یک ویروس هرپس است که با روشHLA G  در بدن

دهد شواهد نشان می. (Yan, Lin, Chen, & Chen, 2009)باشدفعال بیشتر از افراد سالم می HCMVمبتلایان به عفونت 

 ، )5HCV(Cordero et al., 2009)   ،6HBV)Park, Lim, Kim, Hong, & Kim, 2012های دیگری از قبیل ویروس

نیز به  7HPV(Ferguson et al., 2012) و  sherpes simplex viru (Megret et al., 2007)-1رابدو ویروس ، 

 برند.نوعی ازین مولکول جهت مقاومت در برابر هجوم سیستم دفاعی میزبان وافزایش  تکثیر در بدن میزبان بهره می

شود که بین می شوند ازینرو گفتههای خونی به مقدار زیاد یافت میهای جامد و چه در سرطاناین پروتئین چه در تومور

. در (Paul et al., 1998)ای وجود داردایج ضعیف بالینی در درمان سرطان رابطهحضور مقادیر بالای این پروتئین و نت

باشد.  این مولکول در مایع های سرطانی جهت فرار از سیستم ایمنی بدن بسیار مهم میحقیقت بیان این پروتئین توسط سلول

دهد که چه از نظر سایز و چه های بزرگ با وزن مولکولی بالا را تشکیل میهای نمکی ، کمپلکساگزودا ، از طریق ایجاد پل

های التهابی و است. این حالت ازین پروتئین در بیماریوفورتیکی از حالت طبیعی خارج شدهخواص دیگر همچون تحرک الکتر

. طی مطالعه و (Gonzalez, Alegre, Arroyo, LeMaoult, & Echeveste, 2011)شودسرطان به وفور دیده می

در پیشرفت تومور و مهار سیستم  PIR-Bبا  HLA Gاست که برهمکنش میان های آزمایشگاهی مشخص شدههای مدلبررسی

جمعیت های انسانی متفاوت و . بر اساس مطالعات بسیاری که در (Kim et al., 2013)باشدایمنی ذاتی و اکتسابی موثر می

 Eskandari-Nasab et al., 2013; Gonzalez et al., 2011; Ye et)استدر مورد انواع مختلف سرطان انجام شده

al., 2007)  شود که در استراتژی درمانی سرطان این مولکول نیز باید مورد توجه قرار گیرد. در این راستا یکی از مشخص می

 & ,Kim et al., 2013; Loustau, Wiendl, Ferrone)باشدمی HLA Gهای درمانی، انسداد عملکردی مسیر

Carosella, 2013) 

 روش تحقیق 
 مدلسازي

:  pdbبا کد  LILRB1و  pdb : 1DYPبا کد  pdb  :2DYP ، HLA Gا کد ب LILRB2/HLAGساختار بلورنگاری کمپلکس 

1UFU به آدرس  8از بانک داده پروتئینhttp://www.rcsb.org .های آمینواسیدی مفقود شده حین باقیمانده دریافت شد

 ,.Eswar et al)به ساختار افزوده شدند  9.13برنامه مدلر نسخه  های ساختاری،  با استفاده ازکریستالوگرافی در این فایل

 اشاره دارد. HLA G-LILRB2به کمپلکس  2و کمپلکس  HLA G-LILRB1به کمپلکس  1در این پروژه کمپلکس  . (2006

 

                                                           
5 hepatitis C virus 
6 hepatitis B virus 
7 Human papilloma virus 
8 Protein Data Bank 
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 HLA Gبا  LILRB1داكینگ  

از جدول  LILRB2/HLAGو  LILRB1/HLA-A2های مشترک میان  دو کمپلکس برهمکنشجهت مدلسازی این کمپلکس ، 

به آدرس  9HADDOCKاستفاده از سرور با  HLA Gبه  LILRB1استخراج گردید. داکینگ   1

http://haddock.science.uu.nl/services/HADDOCK/haddock.php  .افزاراین نرمپیش از اجرای   انجام شد، 

های مشارکت کننده در برهمکنش مشخص به عنوان آمینواسید ،دانهایی که در جدول یک به رنگ قرمز درامدهآمینواسید

کت داشته و طی مطالعات مربوط به  تعیین ساختار های مشترک دو کمپلکس شرها در برهمکنششدند. این آمینواسید

 اند.رد تاکید بیشتر قرار گرفتهمو HLA A2-LILRB1و  HLA G-LILRB2کمپلکس 

های مشابه منجر به قرار گرفتن ساختار 10بندیاند انتخاب شد. خوشهبندی شدهشه دستهساختار که در ده خو 97در نهایت  

هایی همچون بندی، به کمک معیارها جهت خوشهگردد. شباهت میان ساختارها میدر یک خوشه و آنالیز بهتر این ساختار

RMSD  11یاFCC گیرد. صورت میFCC با مقایسه سطح های تماس  باشدهای مشترک میکه معیاری از برهمکنش

با فاصله  FCCبصورت پیشفرض از  الگوریتم  HADDOCKگردد. در حال حاضر مولکولی در جایگاه برهمکنش محاسبه میبین

پیوندی )واندروالس و های ناای که دارای کمترین انرژی برهمکنشکند. خوشهبندی استفاده میجهت خوشه 0.75قطع 

بود به عنوان بهترین خوشه انتخاب گردید.    Z scoreترین و منفی  HADDOCKین امتیاز ترالکترواستاتیک(، منفی

HADDOCK score   های واندوالس و الکترواستاتیک معیاریست که محاسبه آن مستلزم جمع وزنی فاکتورهایی شامل انرژی

نیز  13BSAباشد پارامتر احتمالی می  های بین مولکولییا برهمکنش 12AIRو انرژی  desolvationبین مولکولی ، انرژی 

 14هر دو  معیاری از سطح در دسترس مولکول BSAو پارامتر   desolvationجهت امتیاز دهی این خوشه تعیین شد. انرژی 

 باشند.می

1. HADDOCK-score = 1.0 × EVDW+0.2 × EELEC+1.0 × E Desolvation    

2. BSA= SASAmolecule1+ SASAmolecule2−SASAcomplex 

3. 
1

Natoms

solv atomtype i

i

E a SASA


   

4. 
1 2molecule molecule complex

desolv solv solv solvE E E E    

                                                           
9 High Ambiguity Driven protein-protein DOCKing 
10 clustering 
11 Fraction of Common Contacts 
12 Ambiguous Interaction Restraints 

13 Buried Surface Area 
14 Solvent Accessible Surface Area (SASA) 
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 2-2است. طبق رابطه آورده شده 1ها در رابطه و وزن مربوط به هریک از پارامتر HADDOCK score چگونگی محاسبه 

با  solvationانرژی  2-3گردد. در رابطه ها و کمپلکس محاسبه میهر یک از مولکول SASAبا توجه به  BSAپارامتر 

کل با  desolvationانرژی  2-4شود و در نهایت با استفاده از رابطه ها و سطح در دسترس آنها مخاسبه میتوجه به نوع اتم

 ,De Vries, van Dijk)ها و کمپلکس مورد نظر قابل محاسبه خواهد بودهر یک از مولکول solvationبکارگیری  انرژی 

& Bonvin, 2010) .4 ساختار در نتیجه داکینگ دریافت شد. از معیار   ERRat  و Verify 3D  جهت انتخاب بهترین

 مدل استفاده شد.

 سازي دینامیک مولکولیشبیه

انجام شد. جهت تعیین  GROMACS 4.5.6افزاری تئینی به کمک پکیج نرمهر دو کمپلکس پروو آنالیز سازی شبیه

استفاده  SPCEاز مدل آب  هاسازین شبیهدر ای استفاده شد.  PROPKA 3.1دارند از سرور  هایی که بار نامتعارفآمینواسید

جهت ایجاد بار خالص   را به کار گرفتیم.  GROMOS96 53a6میدان نیروی  های بین مولکولی جهت محاسبه نیرو شد و 

سیستم جابجا کردیم. سپس به منظور  حلول های مرا با مولکول 2اتم کلر در کمپلکس  9و  1اتم کلر  در کمپلکس  6صفر ، 

اجرا  پیکوثانیه 2500سازی انرژی با روش تندترین شیب و به مدت کمینهها ، این سیستم در نامناسب هایمیانکنشحذف 

و   NPTو  NVTدرجه کلوین و فشار یک بار و بوسیله اجرای مراحل  300دمای ثابت سپس سیستم در شریط  گردید.

نانوثانیه اجرا  200سازی برای هر کمپلکس و به مدت به تعادل رسید. سپس مرحله اجرای شبیهندسن  براساس روش بر

های آب در اطراف ملکول غیر متحرک پروتئین بود و تفاوت میان مرحله قبل که در واقع نوعی به تعادل رساندن ملکول. گردید

گردد و  برنامه در واحدهای زمانی مشخص مختصات اعمال نمی مرحله اجرای نهایی بسیار کم است. در این مرحله قیود فضایی

 دهدخروجی را جهت آنالیز گزارش می

  یافته ها

 آنالیز نتایج داكینگ

 1برابر زنجیره اصلی   RMSDاز ساختارهایی با  ایخوشهدر  2-برابر   Z scoreدارای  HADDOCKبهترین داکینگ با 

 آورده شده است.  2رتباط با انرژی و سطح در دسترس آن در جدول قرار داشت که اطلاعاتی در اآنگستروم 

 
 . HADDOCKآنالیز   : 2  دول

 Cluster 1 

cluster population 35 

RMSD from overall lowest-energy structure (Å) 1.0 ± 0.6 

HADDOCK score (a.u) −143.2 ± 6.5 

Intermolecular van der walls energy (Evdw) (kcal mol-1) −52.6 ± 1.6 

Intermolecular electrostatic energy (Eelec) (kcal mol-1) −372.9 ± 40.3 
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Desolvation energy (Edesol) (kcal mol-1) −17.4 ± 6.6 

Restraints violation energy (EAIR) (kcal mol-1) 14.4 ± 18.14 

Buried surface area (Å2) 2046.8 ± 116.6 

Z-score −2.0 

 

سه ساختار بسیار نزدیک به یکدیگر انتخاب شد.  PYMOLافزار ساختار بود که با کمک نرم 35این خوشه ساختاری دارای 

 استفاده کردیم. Verify 3Dو   ERRATافزارهای سپس جهت انتخاب بهترین کمپلکس از میان این سه ساختار ،  از نرم

 

 
 ERRATو  verify 3Dهاي افزاربه كمک نرم HADDOCKاز هاي منتج اعتبار مدل :3  دول

شماره 

 کمپلکس

1 2 3 4 

Verify 3D Ave 3D-1D 

score 

96.90% Ave 3D-1D 

score 

97.59% Ave 3D-1D 

score 

96.63% Ave 3D-1D 

score 

95.01% 

ERRAT لامتیاز كیفی ك لامتیاز كیفی ك 92.553  لامتیاز كیفی ك 93.048  لفی كامتیاز كی 90.653   91.071 

 

سازی انتخاب هجهت ادامه شبی ،دوشماره کمپلکس  آورده شده است، 3که نتایج آن در جدول  با توجه به آنالیزهای انجام شده

 شد.

 سازي دینامیک مولکولیآنالیز شبیه

دومیکروگلوبولین ، یا زنجیره بتا B، زنجیره  HLA Gیا زنجیره سنگین   Aشامل زنجیره  chainزنجیره یا  4در هر کمپلکس 

پایداری تغییرات  وجود دارد. در این پژوهش جهت مطالعه  LILRB1-LILRB2یا   Dیا پپتید نانومری  و زنجیره  Cزنجیره 

مربوط به هر زنجیره بصورت جداگانه مورد بررسی قرار گرفت. پلات مربوط به این آنالیز در  RMSDساختاری سیستم ، 

سازی به وضعیت ثابت و ها در انتهای شبیهبا توجه به نمودارها، تمامی زنجیره ان داده شده است.نش 4و  3، 2،  1 هاینمودار

در زنجیره باشد.می 1و رنگ آبی مربوط به کمپلکس  2ها رنگ قرمز مربوط به کمپلکس اند.در هر یک از نمودارپایداری رسیده

نانوثانیه  200در کمپلکس دو در طول  Cزنجیره  RMSD .نسبتا کمتری برخوردار است RMSDاز  1کمپلکس  Dو  Aهای 

رسد. انحرافات این زنجیره از ساختار اولیه در مورد نسبتا پایداری می نانوثانیه به وضعیت 160پس از نوسانات بسیار ، نهایتا در 

ن اندکی نسبت به کمپلکس نیز انحرافات در کمپلکس دو به میزا Bباشد. در مورد زنجیره بیشتر می 1از کمپلکس  2کمپلکس 

 باشد.بیشتر می 1
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در ه كلوین. خط قرمز  300نانوثانیه( در دماي  200سازي )در طول زمان شبیه 2و  1كمپلکس  Aدر زنجیره  RMSDتغییرات : 1نمودار 

 باشد.می 1مربوط به كمپلکس دو و خط آبی مربوط به كمپلکس 

 

 

 
در ه كلوین. خط قرمز  300نانوثانیه( در دماي  200سازي )در طول زمان شبیه 2و  1كمپلکس   Bدر زنجیره  RMSDتغییرات  :2نمودار 

 باشد.می 1مربوط به كمپلکس دو و خط آبی مربوط به كمپلکس 
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در ه كلوین. خط قرمز  300نانوثانیه( در دماي  200سازي )در طول زمان شبیه 2و  1کس كمپل Cدر زنجیره  RMSDتغییرات : 3نمودار 

 باشد.می 1مربوط به كمپلکس دو و خط آبی مربوط به كمپلکس 

 

 

 
در ه كلوین. خط قرمز  300 نانوثانیه( در دماي 200سازي )در طول زمان شبیه 2و  1كمپلکس  Dدر زنجیره  RMSDتغییرات  :4نمودار 

 باشد.می یکمربوط به كمپلکس دو و خط آبی مربوط به كمپلکس 

 

تواند در ایجاد دید کلی نسبت به ساختار ها از مرکز جرمشان ، میاتمشعاع ژیراسیون یا جذر میانگین مربع جمعی از پارامتر 

درجه کلوین را مورد  300ها در دمای ای کمپلکسهای کربن آلفکمپلکس کمک کند. به همین دلیل شعاع ژیراسیون اتم

 مقایسه قرار دادیم.
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نانوثانیه(. نمودار قرمز رنگ مربوط به کمپلکس دو و  200سازی)در طول زمان شبیه 2و  1: شعاع ژیراسیون دو کمپلکس 5نمودار 

 باشد.نمودار آبی رنگ مربوط به کمپلکس یک می

 

 هات ترمودینامیکی كمپلکسمطالعا

های ترمودینامیکی دو سیستم تخمین و مورد مطالعه قرار گرفت. اگرچه رسیدن به تعادل در یک سیستم در این مرحله ویژگی

 RMSDهای باشد اما با توجه به گرافبر میهای طولانی مدت است که از نظر محاسباتی بسیار زمانسازینیازمند شبیه

 ا در حالت تعادل فرض کرد.توان سیستم رمی

 افزار گرومکس اجرا شد.سازی با نرمنانوثانیه شبیه 200ین گفته شد در این مطالعه برای هر دو سیستم اهمانطور که پیش از

5. G H T S U T S        

تغییرات  Uنظمی سیستم، تغییرات بی Sتغییرات آنتالپی ، Hتغییرات انرژی آزاد سیستم ، Gدر این رابطه 

سازی بسیار کم در طول شبیه   Vباشند. تغییرات حجم یا نیز به ترتیب نشاندهنده فشار و دما می  P ،Tانرژی درونی ، 

Pتوان از می باشد بنابراینمی V  توان نوشتصرف نظر کرد. که در اینصورت رابطه ... را بدین صورت می 

6. G H T S U T S        

G ین مقدار توان گفت که کمترباشد. بنابراین میدر یک فرایند خودبخودی  منفی و در حالت تعادل سیستم برابر صفر می

S باشد.از رابطه زیر قابل محاسبه می 

 7. ΔUΔS =
min T  

اولیه و حالت تعادلی  را تخمین زد. با محاسبه اختلاف انرژی پتانسیل بین حالت minSتوان مشخص شود می Uپس اگر 

سازی در آنالیز آورده نشد. میانگین انرژی پتانسیل ده نانوثانیه ابندای شبیه 50های منتج از داده. را تخمین زدUتوان می

به عنوان  200تا  190ی یعنی نانوثانیه به عنوان انرژی اولیه و میانگین ده نانو ثانیه انتهای 50نانو ثانیه بازه ابتدایی بعد از 
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سپس خطای آماری محاسبات را محاسبه کرده و درنهایت با استفاده از معادله بالا  پتانسیل نهایی در نظر گرفته شد.

بصورت خلاصه  4مقادیر مربوط به هر کمپلکس در جدول  برای هر کمپلکس بصورت جداگانه تخمین زده شد. minSمقدار

 شده است.مایش دادهن

 
 هاي ترمودینامیکیآنالیز  :4  دول

S  U  سیستم 

-10631.7 

 

(1کمپلکس ) 287056.641-  

-11206.881 

 

(2کمپلکس ) 302585.773-  

 

 PISAآنالیز 

های ن ساختار نهایی استخراج گردید.سپس برهمکنشنواسازی هر کمپلکس به عنانوثانیه آخر شبیه 20ساختار میانگین 

همانطور که مورد بررسی قرار گرفتند.  PISA( به کمک سرور  3های اصلی اتصال )دو سایت اتصال ذکر شده در شکل جایگاه

ده در ذکر ش جایگاه اتصالهر دو در  و سطح برهمکنش هاها  و تعداد آمینواسیدمشخص شده است تعداد اتم 6و  5در جدول 

از مقدار  2اتصال در کمپلکس  هاینیز در مورد این جایگاه G∆علاوه بر این . باشندبیشتر می 2در مورد کمپلکس  3شکل 

نیز که به نوعی  G P-value∆باشد.  کمتری برخوردار است که نشاندهنده پایداری و اتصال قویتر در این جایگاه اتصال می

نشاندهنده  در این پارامتر 0.5مقدار کمتری دارد. مقادیر کمتر از  2کس باشد، در کمپلمی G∆خطای محاسبه 

باشد پس می 0.5زیر  2در کمپلکس  G P-value∆با توجه به اینکه مقدار  .باشدمی هیدروفوبیسیته بالای جایگاه اتصال

  د.نباشرا دارا میهیدروفوبیسیته بالاتری  1نسبت به کمپلکس  2در کمپلکس هر دو جایگاه اتصال توان گفت می

 

 

 
ها  و تعداد تعداد اتم ، G∆سطح برهمکنش، .  LILRB2و  LILRB1با   HLA Gهاي میان زنجیره سنگین بررسی برهمکنش: 5  دول

 .اندها درگیر پیوند در هر كمپلکس در این  دول  باهم مقایسه شده آمینواسید

∆G 

P-value 

∆G 

Kcal/mol 

سطح 

 برهمکنش

ی هاتعداد آمینواسید

درگیر در دمین 

D1D2 

های تعداد اتم

درگیر در 

 D1D2دمین 

تعداد 

های آمینواسید

 درگیر در زنجیره

 سنگین

تعداد 

های اتم

 درگیر در

زنجیره 

 سنگین

 

 

 كمپلکس
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 2کمپلکس  57 15 60 17 530.6 3.5- 0.336

 1کمپلکس  49 15 48 13 426.6 1.2- 0.523

 

 
ها ها  و تعداد آمینواسیدتعداد اتم ، G∆. سطح برهمکنش، LILRB2و  LILRB1با  HLA Gهاي زنجیره سبک همکنشبررسی بر: 6  دول

 انددرگیر پیوند در هر كمپلکس در این  دول  باهم مقایسه شده 

∆G 

P-value 

∆G 

Kcal/mol 

سطح 

 برهمکنش

تعداد 

های آمینواسید

درگیر در دمین 

D1D2 

های تعداد اتم

درگیر در 

 D1D2دمین 

تعداد 

های آمینواسید

ره درگیر در زنجی

 سبک

 هایتعداد اتم

درگیر در 

 زنجیره سبک

 

 کمپلکس

2کمپلکس  67 18 82 24 650.9 4.2- 0.436  

1کمپلکس  69 18 62 19 648.3 0.5- 0.759  

 

 

 

  گیريبحث و نتیجه

 
-HLA Gد. سپس رفتار دو کمپلکس به کمک تکنیک داکینگ مدلسازی ش HLA G-LILRB1کمپلکس  در این مطالعه

LILRB2  وHLA G-LILRB1  سازی شد. مطالعات پیشین حاکی نانوثانیه و بوسیله برنامه گرومکس در آب شبیه 200به مدت

در دو  Rgو  RMSDهای بود. با توجه به مقایسه  پلات LILRB1نسبت به  LILRB2در اتصال به  HLA Gاز تمایل بالاتر 

از پایداری و فشردگی بیشتری برخوردار است ، علاوه بر این بررسی  2گیریم که کمپلکس یجه میکمپلکس یاد شده نت

 -G P∆و مقادیر مربوط به  PISAهای با توجه به آنالیز باشد.مطالعات ترمودینامیکی انجام شده نیز در تایید این نتیجه می

value  علاوه بر این همانطور که  باشد.می 1یشتر از کمپلکس ب 2 های هیدروفوب در کمپلکستوان گفت که برهمکنشمی

نسبت به جایگاه اتصال دیگر )زنجیره  LILRB1و  B2M، برهمکنش میان دمین  1در مطالعات پیشین ذکر شده در کمپلکس 

 باشد.( از قدرت بیشتر و سطح برهمکنش بیشتری برخوردار می LILRB1 سنگین و

ها و اختلالات  همچون پریکلامپسی یا سقط بسیاری از بیماری در ایجاد 2و  1لکس با توجه به اهمیت بالای تشکیل کمپ

به  های دارویی با تمایل اتصال بالاتواند در طراحی و تولید پپتیدمی هاهای خودبخودی ،شناخت بیشتر این برهمکنشجنین

های مقابله با یکی از راهعلاوه بر این و در نهایت جلوگیری از وقوع اینگونه اختلالات کمک کند.  LILRBرسپتورهای 

تواند بلوکه کردن این برهمکنش باشد. که این امر نیز های ویروسی و یا خودایمنی میهای همچون سرطان، بیماریبیماری

  باشد.ها میها و احتلافات میان آنمستلزم شناخت دقیق این برهمکنش
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