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 15/2/1395: دريافت تاريخ مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 31/3/1395: پذيرش تاريخ 1395 آبان ماه دومي /هفته398ي شمارهو چهارم/ سال سي

  

   Vascular Endothelial Growth Factor-A پپتيدي واكسن توليد براي بيوانفورماتيك طراحي

)VEGF-A( موش در آن اختصاصي كلونال پلي بادي آنتي ارزيابي و انساني  

  
  ، 3فلك ، رضا1فاضلي دلشاد ، بنفشه2كاردر ، غلامعلي1دوستي پور غريب سلطان فائزه

  5عندليب عليرضا، 4حاكمي  خاني گنجعلي مزدك

  
  

  چكيده

يا  Vascular endothelial growth factor( عروقي رشد اندوتليال عامل. كند رشد بدن در متر مكعب ميلي 2 بيش از تواند نمي آنژيوژنز فرايند بدون توموري، بافت مقدمه:

VEGFرود به كار سرطان درماني ايمني راهبردهاي از يكي به عنوان تواند مي آن، مهار و دارد فرايند اين در حياتي ) نقش.  

 ي كننده تحريك هاي توپ اپي. گرديد راستاسازي هم رايج افزارهاي نرم با و انتخاب پروتئيني، ي داده هاي پايگاه از ،VEGF-A هاي ايزوفرم پپتيدي توالي ها: روش

) Keyhole limpet hemocyanin )KLHبا  توليد از پس پپتيدي، توالي. شدند بررسي بدن هاي پروتئين ساير با پوشاني هم عدم نظر از و شناسايي ايمني پاسخ

 Enzyme-linked immunosorbent assayروش  با VEGF-Aضد  كلونال پلي بادي آنتي تيتر. گرديد استفاده ها موش سازي ايمن جهت و شد كونژوگه

)ELISA( سرم گاوي آلبومين با شده پپتيد كونژوگه كمك با و )Bovine serum albumin  ياBSAشد گيري ) اندازه. 

 كافي ي ژنيسيته آنتي نظري، لحاظ از و نداد نشان بدن هاي پروتئين ساير با پوشاني هم هيچ گونه بيوانفورماتيك نظر از انتخابي اي اسيد آمينه 41 پپتيدي توالي ها: يافته

 اختصاصي بادي تيتر آنتي گروه شاهد افزايش با مقايسه در واكسينه هاي موش ، درELISA روش با. داشت را توموري ضد ايمونولوژيك پاسخ تحريك توانايي و

 صورت در كه كرد اثبات ELISA آزمون سازي بهينه مراحل و شده انجام مؤثري به طور كونژوگاسيون كه داد نشان ،BSA با كونژوگه پپتيد الكتروفورز. شد مشاهده

 .دارد خالص پپتيد با پليت پوشاندن به نسبت بهتري تكرار پذيري حاصل نتايج گفته، ي پيش كونژوگه با ELISA هاي پليت پوشاندن

 شده توليد بادي آنتي تيتر بودن بالا. داشت تأكيد VEGF ضد كلونال پلي بادي آنتي توليد و سازي ايمن جهت KLH با پپتيد كونژوگه كارآمدي بر نتايج گيري: نتيجه

  .رود به كار حيواني مدل در ايمني سيستم ي كننده تحريك به عنوان تواند مي اين پپتيد، كه كند مي پيشنهاد ژن، آنتي اين ضد بر

  رگ اندوتليال رشد عامل الايزا، پپتيد ايمونوانفورماتيك، پپتيدي، واكسن :كليديگان واژ

  

 توليد براي بيوانفورماتيك طراحي .عليرضا عندليب مزدك، حاكمي  خاني گنجعلي رضا، فلك بنفشه، دلشاد فاضلي غلامعلي، كاردر فائزه، دوستي غريب پور سلطان ارجاع:

. موش در آن اختصاصي كلونال پلي بادي آنتي ارزيابي و انساني )Vascular Endothelial Growth Factor-A )VEGF-A پپتيدي واكسن
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  مقدمه

 بـدن  در موجـود  هاي رگ از جديد رگ خوني تشكيل معني به آنژيوژنز

 سـلول  بـراي  مـواد غـذايي   و اكسيژن رساندن جهت فرايند اين كه است

 فراينـد  بـدون  تومـوري  بافـت . اسـت  ضـروري  حال تكثيـر  در توموري

 بنـابراين، . كند رشد بدن در متر مكعب ميلي 2 بيش از تواند نمي آنژيوژنز،

 درمـاني  ايمنـي  مهـم  راهبردهـاي  از يكـي  توانـد  مي آنژيوژنز، مسير مهار

 كـه  گـردد  مـي  تنظـيم  مختلفي عوامل توسط آنژيوژنز،). 1(باشد  سرطان

يـا   VEGF( عامـل رشـد انـدوتليال رگ    عوامـل،  اين مؤثرترين از يكي

Vascular endothelial growth factor (مراحـل  تمام در كه باشد مي 

 و تومـوري  هاي سلول از VEGF مداوم ترشح. شود مي بيان تومور رشد

 مقاله پژوهشي
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 انهمكار ودوستي غريب پورسلطان فائزه VEGF-A واكسن پپتيد توليد و بيوانفورماتيك طراحي

 پيشـبرد  در رشـد،  عامـل  ايـن  اندوكراين و اتوكراين خصوصيات داشتن

ــوژنز ــترش و آنژي ــد و گس ــور رش ــروري توم ــت  ض ــروزه،). 2(اس  ام

 مجـامع  توسـط  آنژيـوژنز  ضد هاي مكانيسم مبتني بر درماني رويكردهاي

 در حال درماني هاي نامه شيوه كشورها اين در بعضي و تأييد شده جهاني

. باشـند  مـي  بـاليني  تأييـد  و بررسي مراحل در ديگر، در بعضي و استفاده

 چهـار  در را خـود  ي مهـار كننـده   اثـرات  مصـنوعي،  و داروهاي زيستي

 مهـار . كننـد  مـي  اعمـال  آنژيـوژنز  ي فراينـد  برنـده  پيش كليدي ي مرحله

ــر هــايي كننــده ــد، و راپامايســين نظي ــد تاليدومي  توســط را VEGF تولي

  .)3- 5(دهند  مي كاهش توموري هاي سلول

 يــا آواســتين( Bevacizumab نظيــر مونوكلونــال هــاي بــادي آنتــي

ــي ــادي آنتـ ــال بـ ــاني نوتركيـــب مونوكلونـ ــه  انسـ  و) VEGF-Aعليـ

Aflibercept، كنش ميان مانع VEGF شـوند   مي آن ي پذيرنده با محلول

بـه   دسترسـي  مستقيم به طور IMC-1121b نظير هايي بادي آنتي. )6- 8(

Vascular endothelial growth factor receptor2 )VEGFR2( 

 در نهايـت . كننـد  مي مسدود اندوتليال هاي سلول سطح در را مونومريك

 VEGF ي گيرنده رساني پيام مسير در كوچك داروهاي مصنوعي اين كه

 در. )9- 10(كننـد   مـي  ايجاد تداخل توموري هاي سلول در ليداخل سلو

 اختصاصـي  فعـال  درمـاني  ايمنـي  ضد آنژيوژنز، جديد رويكردهاي ميان

 هـاي  واكسن. باشد مي توسعه در حال به شدت امروزه كه است اي شاخه

نظيـر   خـودي  هـاي  پـروتئين  يـا  و پپتيـد  ،DNA از اغلـب  ضد آنژيوژنز

VEGF، ي  پذيرندهVEGF آنژيـوژنز  بـا  مـرتبط  هـاي  مولكـول  ساير و 

  .  دهند مي قرار هدف مورد را خودي هاي ژن آنتي بيشتر و اند شده تشكيل

 در اختصاصـي  ايمنـي  پاسخ زمان مدت و شدت اين كه به توجه با

 و مسـموميت  كـه  رسـد  مي به نظر است، ضعيف خودي ژنهاي آنتي برابر

 درماني شيمي متعارف داروهاي از كمتر بسيار ها آن از ناشي جانبي اثرات

 و درمـاني  شـيمي  پرتودرمـاني،  كنار در ها واكسن اين به كارگيري و باشد

 مانع مصنوعي، محصولات و آنژيوژنز ضد هاي بادي آنتي ساير از استفاده

  ).11- 15(بياندازد  به تأخير را آن رشد يا و شود  تومور پيشرفت و عود

  

  ها روش

 ضـد  كلونـال  پلـي  بـادي   آنتي توليد منظور به :ايمونوانفورماتيك آناليزهاي

VEGF ،انسـاني  هـاي  ايزوفـرم  تمـام  ابتدا انساني VEGF-A پايگـاه  از 

 جهــت. شــد اســتخراج )UniProt )www.uniprot.org اطلاعــاتي

 Mega-4افـزار   نـرم  از VEGF-A مختلـف  هـاي  تـوالي  راستاسـازي  هم

)www.mega4software.net( ــد اســتفاده ــا و گردي ــن از اســتفاده ب  اي

 مختلـف  هـاي  ايزوفـرم  در محافظت شـده  و مشترك هاي بخش افزار، نرم

VEGF-A محافظـت   و مشـترك  هـاي  بخـش  ميـان  از. مشخص گرديد

 كـه  انتخاب گرديـد  اي اسيد آمينه 41 پپتيدي توالي يك گفته، پيش ي شده

 درمـاني  مونوكلونـال  بـادي  آنتـي  هدف توپ اپي از بخشي توالي، اين در

Bevacizumab پايگـاه  بيشـتر، از  هـاي  بررسـي  بـراي . داشـت  قرار نيز 

ــد  )IEDB )Immune epitope data baseي  داده ــتفاده گردي  و اس

هيدروفوبيسـيته   ايمونوژنيسـيته،  نظر از T سلول و B سلول هاي توپ اپي

  .شدند بررسي نيز نظر مورد ي ناحيه به ميزان دسترسي و

 هـاي  ژن آنتـي  ساير با ها توپ اپي اين پوشاني همعدم  بررسي براي سپس،

 شـده  انتخـاب  پپتيدي  توالي. گرديد استفاده BLAST P از بدن در موجود

 )Keyhole limpet hemocyanin )KLHبـه   متصـل  و مجـزا  به صورت

 .  شد سنتز) Selleckchem )www.selleckchem.com شركت توسط

ضـد   كلونـال  پلـي  بـادي  آنتي توليد جهت موش آزمايشگاهي سازي ايمن

VEGF :10 موش  عددBALB/c  اسـتفاده از   با هفته، 6-8ماده با سن

 از مـورد مطالعـه،   هـاي  مـوش . شدند ايمونيزه KLH با پپتيد كونژوگه

 تهيه ايران پزشكي علوم دانشگاه آزمايشگاهي حيوانات نگهداري مركز

ايـن   در گيـري  خـون  و سـازي  ايمـن  شامل مراحل كار تمامي و شدند

 انجـام  آزمايشـگاهي  حيوانـات  بـا  اخـلاق كـار   اصول رعايت با مركز

 در يـادآور  تزريقـات  صفر، ي هفته در اوليه سازي ايمن از پس. گرديد

 تزريقي محلول. گرفت صورت سيزدهم و دهم چهارم، دوم، هاي هفته

ــم در ــايي حجـ ــر 100 نهـ ــورت ميكروليتـ ــه صـ ــتي بـ ــر پوسـ  زيـ

)Subcutaneous (ــدون و ــتفاده ب ــت از اس ــد  ادجوان ــق گردي . تزري

 از ابتـدايي  هـاي  هفته در و بار يك هفته دو هر ها، موش از گيري خون

 پـس . انجامگرفت ها موش قلب از مرحله، آخرين در و چشم ي گوشه

ي  درجه -20فريزر با دماي  در و شد جدا ها موش سرم گيري، خون از

 .گرديد گراد نگهداري سانتي

ــا VEGF پپتيــد كونژوگاســيون  از پــس: ELISA طراحــي جهــت BSA ب

 بـه طـور  . شـد  سنجيده ضد پپتيد كلونال پلي بادي آنتي تيتر گيري خون

 قـدرت  و بـود  كوچـك  مـورد نظـر   پپتيـد  اين كه به توجه با خلاصه،

 سرم آلبومين با ابتدا از اين رو، نداشت، ELISAپليت  به كافي اتصال

 كونژوگـه  حامـل  ) به عنوانBSAيا  Bovine serum albumin( گاوي

. قـرار گرفـت   مورد اسـتفاده  ELISA هاي چاهك پوشاندن جهت و شد

 ليتــر ميلــي 5/0 در پپتيــد از گــرم ميلــي 5/0 ابتــدا كونژوگاســيون، جهـت 

   كربنـات سـديم   بـي  ليتـر  ميلـي  1 آن، به و حل شد متيل سولفوكسايد دي

 ليتـر  ميلـي  1 سـپس، . شـد  اضافه BSA گرم ميلي 2 حاوي مولار ميلي 100

 در دقيقـه  90 مـدت  بـه  محتويـات  و شـد  اضافه درصد 2/0 گلوتار آلدئيد

 ميكروليتـر  250 افـزودن  با سپس،. شد انكوبه گراد ي سانتي درجه 37 دماي

متوقـف   واكـنش ) دقيقـه  15 از پس مرحله اين تكرار و( بورهيدرات سديم

 بـافر  مقابـل  در نهـايي  محصـول  گر مداخله هاي مولكول حذف جهت. شد

   .دياليز شد) PBSيا  Phosphate buffered saline( نمكي فسفات

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis   
)SDS-PAGE( از ميكروگـرم  5: نيترات نقـره  روش به ژل آميزي رنگ و 

 در BSA بـا  پپتيـد كونژوگـه   ،BSA پپتيد، شامل مورد نظر هاي نمونه
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 همكاران و دوستيغريب پورسلطان فائزه VEGF-A واكسن پپتيد توليد و بيوانفورماتيك طراحي

 5 و مخلـوط  برابـري  2 ي بـافر نمونـه   با مولكوليوزن  استاندارد كنار

 ژل روي بـر  و شـد  داده حـرارت  گـراد  ي سـانتي  درجـه  96 در دقيقه

 الكتروفـورز،  پايـان  از پس. شد الكتروفورز درصد 5/12 آكريلاميد پلي

شـدند   آميـزي  رنـگ ) Damerval روش( نقـره  روش نيتـرات  با ها ژل

 داده شستشـو  مقطـر  آب بـا  بار يك نظر مورد ژل منظور، بدين). 16(

 ليتـر  ميلـي  50( تثبيـت كننـده   محلـول  در سـاعت  يك به مدت و شد

 گيـري  آب تـا  قرار گرفت) استيك اسيد ليتر ميلي 10 ي به علاوه متانول

 50 اتـانول  بـا  دقيقـه  15 بـه مـدت   هر بـار  و بار سه ژل سپس،. شود

 روي) درصد 1/0( تيوسولفات محلول سپس،. شد داده شستشو درصد

 از پـس . گشـت  ور غوطـه  آن داخـل  ژل دقيقـه  يـك  و شد افزوده ژل

 ژل و شـد  ريختـه  ژل روي) درصد 1/0( نيترات نقره محلول شستشو،

آب  بـا  شستشـو  از پـس . قرار داده شـد  تاريكي در دقيقه 15 به مدت

 بانـدهاي  تـا  شـد  اضـافه ) درصـد  6( كربنـات سـديم   محلـول  مقطـر، 

 از مناسـبي  حجم افزودن با باندها، ظهور از پس. شوند ظاهر پروتئيني

 . اسكن شد و شسته ژل و گرديد متوقف واكنش اسيد استيك،

ضـد   هاي بادي آنتي تيتر بررسي براي غير مستقيم يELISA پپتيد طراحي

VEGF پپتيـــد : ســـرم درVEGF بـــا كونژوگـــه BSA غلظـــت بـــا   

   pHبــا  مــولار 1/0 كربنــات بــي بــافر در ليتــر ميلــي در ميكروگــرم 20

 اي خانـه  96 ميكروپليت هاي چاهك كوت كردن جهت و شد تهيه 6/9

)Maxisorb, Costar, USA (كــردن كــوت جهــت. شــد اســتفاده 

 از يــك هـر  در گفتـه  پـيش  محلـول  از ميكروليتـر  50 مقـدار  ژن، آنتـي 

 ي درجـه  4 دماي در شب يك پليت و شد اضافه ELISA هاي چاهك

 نمكـي  فسفات بافر با شستشو مرتبه سه از پس. شد انكوبه گراد سانتي

 ي كـوت نشـده   فضاهاي )،Tween 20( 20 توين درصد 05/0 حاوي

 مسـدود ) نمكـي  فسفات بافر در محلول( درصد 5 كازئين با ها چاهك

 بـار  سـه  از پـس . شـد  انكوبـه  اتاق دماي در ساعت 2 پليت و گرديد

 هـا  چاهـك  بـه  سـرم  هـاي  سـريال  هاي رقت از ميكروليتر 50 شستشو،

. شـدند  انكوبـه  اتاق دماي در ساعت دو به مدت ها پليت و شداضافه 

 سوبسـتراي  از ميكروليتـر  50 چاهـك  هـر  به شستشو هفت بار از پس

TMB/H2O2  دمـاي   در انكوباسـيون  دقيقـه  20 از پـس  و اضافه شـد

 نـوري  جـذب  و شد متوقف مولار 2 اسيد سولفوريك با واكنش اتاق،

 . شد خوانده نانومتر 630 فيلتر مقابل در نانومتر 450 در

در  Independent tآزمون  با ها داده تحليل و تجزيه: آماري هاي روش

 )version 15, SPSS Inc., Chicago, IL( 15ي  نسـخه  SPSS افزار نرم

  .شد گرفته نظر در داري معني سطح عنوان به P > 050/0. گرديد انجام

  

  ها يافته

 كه نشان داد ايمونوانفورماتيك بررسي: ايمونوانفورماتيك آناليزهاي نتايج

 هـاي  تـوپ  اپـي  داراي انتخـابي  ي شده محافظت و مشترك پپتيدي توالي

ــي ــب، خط ــذيري  مناس ــاف پ ــيته و انعط ــافي ي هيدروفوبيس ــود ك  و ب

 را VEGF-A عليـه  ايمنـي  سيستم تحريك جهت مناسب ي ژنيسيته آنتي

) Human leukocyte antigen )HLA اسـاس  بـر  همچنـين، . داشـت 

ــلاس ــايع II ك ــران در ش ــوالي  ،)HLA-DRB1* 1103/1104( اي ت

VEGF كلاس به محدود هاي توپ اپي وجود نظر از II  گرديـد  بررسـي 

 آناليزهـاي  در آمـده  بـه دسـت   امتيازهاي بالاترين بر اساس در نهايت، و

 در مناسـب  پپتيـدي  واكسـن  به عنـوان  اي آمينه اسيد 41 توالي گفته، پيش

 .  شد انتخاب طرح اين

 شـده  پپتيد كونژوگـه  SDS-PAGEبررسي  :BSA به پپتيد كونژوگاسيون

 و اسـت  شـده  انجـام  مؤثري به طور كونژوگاسيون كه نشان داد BSA با

 و بـود  آلبـومين  از تـر  سـنگين  آلبومين، با پپتيد كونژوگه باند انتظار، بنا بر

 ).  1 شكل( ايجادكرده بود كيلودالتون 70 ي محدوده در باندي

  

  
 پپتيد طراحي كونژوگاسيون از حاصل پروتئيني باندهاي بررسي .1 شكل

   آگارز ژل روي بر آلبومين سرم گاوي با شده

سرم  آلبومين با پپتيد كونژوگه: 2ستون  وزن پروتئيني؛ استاندارد نشانگر: 1ستون 

 65 حدود(آلبومين سرم گاوي : 3ستون  و) كيلودالتون 65- 70 حدود( گاوي

 با مقايسه در آلبومين با پپتيد كونژوگه به مربوط باند بودن تر پهن). كيلودالتون

 .باشد مي آلبومين سرم گاوي با پپتيد مؤثر كونژوگاسيون مؤيد غير كونژوگه، آلبومين

  
 در VEGF پپتيـد واكسـن   ضـد  كلونـال  پلي بادي آنتي توليد القاي بررسي

 در مطالعه مورد هاي  موش از: شاهد گروه به نسبت شده ايمن هاي موش

 هـا  مـوش  سـرم  و گرفت صورت گيري خون سيزده و ده صفر، هاي هفته

ــايش انجــام جهــت ــزان بررســي و ELISA آزم ــد مي ــي تولي ــادي آنت  ب

 رقـت  حسب بر ELISA نوري جذب نمودار. گرديد استفاده كلونال پلي

 ضـد  كلونـال  پلي بادي آنتي تيتر داد كه نشان شده ايمن هاي موش سريال

VEGF يـادآور،  دز تزريـق  از پس به ويژه و ها موش سازي ايمن از پس 

  .)2شكل ( يافت توجهي قابل افزايش
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 Enzyme-linked immunosorbent assayجذب نوري  خوانش .2شكل 

)ELISAضد  اختصاصي )يVascular endothelial growth factor-A 

)VEGF-A( سيزده و ده صفر، هاي هفته در ها موش سرم مختلف هاي رقت در   

 ،100/1 رقت در سيزده و صفر نيز و ده و صفر هاي هفته كه بين دهد مي نشان**  و* 

0001/0 < P آزمايش در شده استفاده سرم. است بوده ELISA سرم از مخلوطي 

 پس از هاي هفته در كلونال پلي بادي تيتر آنتي افزايش. بود) Pooled sera( ها موش

  .است مشاهده قابل ي صفر هفته به نسبت بوستر تزريق و سازي ايمن

  
  بحث

از  باشـد  داشـته  مناسـبي  رشـد  تواند نمي آنژيوژنز بدون توموري بافت

 بـه عنـوان   توانـد  مي آنژيوژنز، فرايند در دخيل مسيرهاي مهار اين رو،

 ميـان  در. شـود  اسـتفاده  سـرطان  درماني ايمني مهم راهبردهاي از يكي

 و فعـال  درمـاني  ايمنـي  آنژيـوژنز،  مهـار  هـدف  با درماني رويكردهاي

دارد  اي ويژه جايگاه ي آن، پذيرنده و VEGFضد  هاي واكسن طراحي

ــن در. )18-17( ــه،  اي ــاران، و Weiزمين ــين همك ــن اول ــد واكس  ض

 در بـود،  گزنـوژن  اسيد نـوكلئيكي  واكسن يك را كه VEGFسرطاني

 بـادي  آنتي پاسخ و كردند استفاده هپاتوما و سينه سرطان فيبروساركوما،

 ضــد بــر را+ T CD4 هــاي ســلول شــدن فعــال و VEGF ضــد بــر

  ).15(كردند  مشاهده توموري هاي سلول

 در كه كردند معرفي را واكسن كينوئيدي VEGFهمكاران،  و راد 

 KLH همـراه  به موشي و انساني VEGF هاي ايزوفرم از واكسن، اين

 بـه  فرونـد  ادجوانـت  همـراه  واكسـن  تزريـق  از پـس  كـه  شد استفاده

 بـه  سپس،. گرديد تخليص VEGF ضد كلونال پلي بادي آنتي ها، موش

 كارسـينوماي  روي بـر  VEGF ي مهار كننده هاي بادي آنتي اين بررسي

 نتـايج  به و پرداختند انساني رابدوساركوماي و موشي و انساني كولون

  ).14(يافتند  دست تومور رشد مهار در اي اميدوار كننده

Morera به نـام  نوكلئيكي اسيد واكسن همكاران، و CIGB-247 

 ميمـون  و خرگـوش  صـحرايي،  موش در را آن زايي ايمني و معرفي را

 روي بـر  تأثيري واكسن، اين با سازي ايمن كه گزارش كردند بررسي و

 طـور  همـين  و خـون  بيوشـيمي  و همـاتولوژي  عوامـل  و طبيعي رفتار

 از پس بادي، آنتي تيتر و ندارد آزمايش شده حيوانات حياتي هاي بافت

 تقويـت  قابـل  مجدد سازي ايمن با و يابد مي كاهش واكسيناسيون قطع

 انسـاني  ي اصـلاح شـده   نوتركيـب  VEGF از واكسـن،  اين در. است

 ژن آنتـي  عنوان به Escherichia coli يوكاريوتي ميزبان در شدهتوليد 

 ي خـارجي  ديـواره  از استخراج شده بسيار كوچك پروتئوليپوزوم از و

 همچنــين،. اســتفاده شــد ادجوانــت بــه عنــوان مننژيتيــديس نايســريا

 افزايش بقاي و تومور رشد كاهش CIGB-247 با ها موش سازي ايمن

 نيـز  VEGFضـد   بـادي  آنتـي  توليد طرفي، از و نشان داد را حيوانات

 ).13(گرديد  مشاهده

 ي مطالعـه  در پيشـنهادي  واكسـن  گفتـه،  پـيش  مطالعات بر خلاف

 در و رفـت  مـي  انتظار كه طور همان. شد طراحي پپتيد ي پايه بر حاضر

 بخـش  شد، مشاهده نيز ايمونوانفورماتيك آناليز از آمده به دست نتايج

 تحريـك  توانـايي  و كافي ي ژنيسيته آنتي بر علاوه شده انتخاب پپتيدي

 هـاي  پـروتئين  سـاير  با پوشي  چشم قابل مشابهت داراي سيستم ايمني

 كـاهش  واكسن، از استفاده از ناشي عوارض ميزان بنابراين،. است بدن

 بـراي  KLH حامـل  از طراحـي شـده   واكسـن  در طرفـي،  از. يابـد  مي

 خـودي  ژن آنتـي  بـه  نسبت تولرانس شكست و ايمني سيستم تحريك

VEGF هـاي  موش در توليد شده بادي آنتي تيتر بودن بالا. شد استفاده 

 جهـت  KLH بـا  پپتيـد كونژوگـه   بودن بر كارآمد دليلي شده، واكسينه

 در كـه  باشـد  مي VEGF ضد كلونال پلي بادي آنتي توليد و سازي ايمن

 همكـاران  و راد  ي مطالعه هاي يافته با ي حاضر مطالعه نتايج مورد، اين

 پپتيـد  از اسـتفاده  در پـژوهش،  دو ايـن  تفاوت و داشت مطابقت) 14(

  .بود پروتئين كامل توالي جاي به انتخابي

  سيستم تحريك جهت مؤثر هاي توپ اپي تنها حاضر، ي مطالعه در

 عليــه اختصاصــي پاســخ و شــدند قــرار داده هــدف تــوالي در ايمنــي

 اختصاصـي  هومـورال  ايمني پاسخ ي تحريك كننده انتخابي هاي توالي

بـادي   آنتي توليد يا B سلول پاسخ به علاوه،. قرار گرفتند مورد ارزيابي

 بالا به توجه با. قرار گرفت بررسي مورد VEGF پپتيد ضد كلونال پلي

 شـده،  طراحـي  پپتيد كه رسد مي به نظر پپتيد، ضد بادي آنتي تيتر بودن

 و سيسـتم ايمنـي   تحريـك  بـراي  بالقوه واكسن يك عنوان به تواند مي

  .شود استفاده تومور رشد مهار

  

  تشكر و قدرداني

 آوري فن و پژوهشي معاونت در 192114ي  شماره با پژوهشي طرح اين

 محتـرم  اين معاونـت  توسط و گرديد ثبت اصفهان پزشكي علوم دانشگاه

 آوري فن و پژوهشي معاونت از پژوهشگران. است گرديده مالي حمايت

ــوم دانشــگاه ــكي عل ــران پزش ــديريت و اي ــنل و م ــرم پرس ــروه محت  گ

 از اسـتفاده  و همكـاري  به خاطر ايران پزشكي علوم دانشگاه ايمونولوژي

 .نمايند مي سپاسگزاري تحقيق اين انجام در تسهيلات

  

4/1

2/1

0/1

8/0

6/0

4/0

2/0

0.2 

 0ي هفته

 10ي هفته

 13ي هفته

 هاي مختلفرقت

ي (
ور

ب ن
جذ

nm 
45

0
(

 



 

  

  
www.mui.ac.ir  

 1058 1395 آبان دوم يهفته/ 398 يشماره / 34سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

 همكاران و دوستيغريب پورسلطان فائزه VEGF-A واكسن پپتيد توليد و بيوانفورماتيك طراحي

References 
1. Folkman J. Tumor angiogenesis: therapeutic 

implications. N Engl J Med 1971; 285(21): 1182-6. 
2. Tugues S, Koch S, Gualandi L, Li X, Claesson-Welsh 

L. Vascular endothelial growth factors and receptors: 
anti-angiogenic therapy in the treatment of cancer. 
Mol Aspects Med 2011; 32(2): 88-111. 

3. Humar R, Kiefer FN, Berns H, Resink TJ, Battegay 
EJ. Hypoxia enhances vascular cell proliferation and 
angiogenesis in vitro via rapamycin (mTOR)-
dependent signaling. FASEB J 2002; 16(8): 771-80. 

4. Ma L, del Soldato P, Wallace JL. Divergent effects of 
new cyclooxygenase inhibitors on gastric ulcer 
healing: Shifting the angiogenic balance. Proc Natl 
Acad Sci USA 2002; 99(20): 13243-7. 

5. Sleijfer S, Kruit WH, Stoter G. Thalidomide in solid 
tumours: the resurrection of an old drug. Eur J Cancer 
2004; 40(16): 2377-82. 

6. Ferrara N, Hillan KJ, Novotny W. Bevacizumab 
(Avastin), a humanized anti-VEGF monoclonal 
antibody for cancer therapy. Biochem Biophys Res 
Commun 2005; 333(2): 328-35. 

7. Konner J, Dupont J. Use of soluble recombinant 
decoy receptor vascular endothelial growth factor 
trap (VEGF Trap) to inhibit vascular endothelial 
growth factor activity. Clin Colorectal Cancer 2004; 
4(Suppl 2): S81-S85. 

8. Wachsberger PR, Burd R, Cardi C, Thakur M, 
Daskalakis C, Holash J, et al. VEGF trap in 
combination with radiotherapy improves tumor 
control in u87 glioblastoma. Int J Radiat Oncol Biol 
Phys 2007; 67(5): 1526-37. 

9. Hersey P, Bastholt L, Chiarion-Sileni V, Cinat G, 
Dummer R, Eggermont AM, et al. Small molecules 
and targeted therapies in distant metastatic disease. 
Ann Oncol 2009; 20(Suppl 6): vi35-vi40. 

10. Lu D, Jimenez X, Zhang H, Bohlen P, Witte L, Zhu 
Z. Selection of high affinity human neutralizing 
antibodies to VEGFR2 from a large antibody phage 

display library for antiangiogenesis therapy. Int J 
Cancer 2002; 97(3): 393-9. 

11. Morera Y, Bequet-Romero M, Ayala M, Lamdan H, 
Agger EM, Andersen P, et al. Anti-tumoral effect of 
active immunotherapy in C57BL/6 mice using a 
recombinant human VEGF protein as antigen and 
three chemically unrelated adjuvants. Angiogenesis 
2008; 11(4): 381-93. 

12. Morera Y, Bequet-Romero M, Ayala M, Perez PP, 
Castro J, Sanchez J, et al. Antigen dose escalation 
study of a VEGF-based therapeutic cancer vaccine in 
non human primates. Vaccine 2012; 30(2): 368-77. 

13. Morera Y, Bequet-Romero M, Ayala M, Velazco JC, 
Perez PP, Alba JS, et al. Immunogenicity and some 
safety features of a VEGF-based cancer therapeutic 
vaccine in rats, rabbits and non-human primates. 
Vaccine 2010; 28(19): 3453-61. 

14. Rad FH, Le Buanec H, Paturance S, Larcier P, Genne 
P, Ryffel B, et al. VEGF kinoid vaccine, a therapeutic 
approach against tumor angiogenesis and metastases. 
Proc Natl Acad Sci USA 2007; 104(8): 2837-42. 

15. Wei YQ, Huang MJ, Yang L, Zhao X, Tian L, Lu Y, 
et al. Immunogene therapy of tumors with vaccine 
based on Xenopus homologous vascular endothelial 
growth factor as a model antigen. Proc Natl Acad Sci 
USA 2001; 98(20): 11545-50. 

16. Damerval C, Le Guillox M, Blaisonneau J, de Vienne 
D. A simplification of Heukeshoven and Dernick's 
silver staining of proteins. Electrophoresis 1987; 8(3): 
158-9. 

17. Bellou S, Pentheroudakis G, Murphy C, Fotsis T. 
Anti-angiogenesis in cancer therapy: Hercules and 
hydra. Cancer Lett 2013; 338(2): 219-28. 

18. Suzuki H, Fukuhara M, Yamaura T, Mutoh S, Okabe 
N, Yaginuma H, et al. Multiple therapeutic peptide 
vaccines consisting of combined novel cancer testis 
antigens and anti-angiogenic peptides for patients with 
non-small cell lung cancer. J Transl Med 2013; 11: 97. 



 

 

1- MSc Student, Department of Immunology, School of Medicine, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran 
2- Assistant Professor, Asthma and Allergy Research Institute AND Department of Medical Biotechnology, School of Advanced 
Technologies in Medicine, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran 
3- Assistant Professor, Immunology Research Center, School of Medicine, Iran University of Medical Sciences, Tehran, Iran 
4- Assistant Professor, Department of Immunology, School of Medicine, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran 
5- Professor, Department of Immunology, School of Medicine, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran 
Corresponding Author: Alireza Andalib, Email: andalib@med.mui.ac.ir 
 

  

www.mui.ac.ir  

 1059 1395 آبان دوم يهفته/ 398 يشماره/  34سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

Journal of Isfahan Medical School Received: 04.05.2016 
 

Vol. 34, No. 398, 2nd Week, November 2016 Accepted: 20.06.2016 
 

 
Bioinformatic Designing for Producing Vaccine Peptide of  

Human Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF-A),  
and Evaluation of Polyclonal Antibodies in Mice  

 
Faezeh Soltanpour-Gharibdousti1, Gholam Ali Kardar2, Banafsheh Fazeli-Delshad1, Reza Falak3,  

Mazdak Ganjalikhani-Hakemi4, Alireza Andalib5 

 
Abstract 
Background: It is stated that in the absence of angiogenesis, the tumoral tissue will not grow beyond 2 mm3. 
Vascular endothelial growth factor (VEGF) plays a pivotal role in angiogenesis and blockade of this process could 
be applied as a novel strategy for immunotherapy of cancer. 

Methods: Peptide sequences of VEGF-A isoforms were retrieved from protein databases and aligned. 
Immunodominant epitopes were determined and the selected one was rechecked for dissimilarity with other 
human proteins. The selected conserved peptide sequence was synthesized and conjugated with Keyhole limpet 
hemocyanin (KLH). Then, it was applied for immunization of mice. The polyclonal anti-VEGF antibody titer 
was measured using an indirect peptide-enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) with a Bovine serum 
albumin (BSA)-conjugated peptide. 

Findings: According to bioinformatic findings, the selected 41-aminoacid sequence did not show any similarity 
with other human proteins and revealed enough antigenicity to stimulate anti-tumor specific responses. A 
substantial increase of specific antibody titer was observed in vaccinated mice. Sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) analysis of the BSA-conjugated peptide showed efficient 
coupling of the molecules. Optimization steps in ELISA procedures revealed that coating of microtiter plates with 
BSA-conjugated antigen provided more reproducible outcome than unconjugated peptide. 

Conclusion: Our results reinforce the potential of KLH-conjugated peptides for immunization and production of 
specific polyclonal antibodies against VEGF-A. Production of high-titer antibodies against this antigen indicates 
that the designed peptide-vaccine could be used as a potential immunogen for stimulation of humoral immune 
system in animal model. 
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