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 یچه در بعد انسانسومنوس  لوسیهموف و آنفلوانزا لوسیهموفاز  یناش یهاعفونت هموفیلوسهای کونژوگه ضد سویه هایرغم وجود واکسنعلی :زمینۀ مطالعه

 در گسترش تواندیم هاهیضد همه سو موجود یهاکند. کارا نبودن واکسنیم لیرا به جوامع تحم یاریبس یاقتصاد یهاخسارت یو چه در صنعت دامپرور

موجود  هایدر واکسن لوسیهموف هایهیگوناگون از سو هایتوپیبه عدم پوشش اپ توانمی هاواکسن نیمؤثر باشد. از نقاط ضعف ا هموفیلوسناشی از  عفونت

جهت  سومنوس لوسیهموفو  زاآنفلوان لوسهموفی تهاجمی هایهسوی در مشترک و شدهحراست هاینیاز پروتئ ایمجموعه کیرو انتخاب  نیاشاره کرد. از ا

 است. یضرور واکسن یاحطرو  هاتوپیاپ ییشگویپ

 هایافتیاز ره یرگیبا بهره سومنوس لوسیهموفو  آنفلوانزا لوسیهموف یزایماربی هایهیضد سوبر مؤثر  توپیاپی یواکسن پل یمطالعه با هدف طراح نیا :هدف

in silico .انجام شد 

 Clustal omega افزار نرم با شدهحراست مناطق آوردن ه دستشدند و به منظور ب یابیداده باز هایگاهیمورد نظر از پا هاینیپروتئ هاییتوالابتدا  :کارروش
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نشان داد  کیمونوانفورماتیا هاییابیارز انتخاب شدند. ییسازه نها یطراح یبرا مونوژنیا نیپروتئ 6از  Bسلول  توپیاپ 3و  T+ 4CD سلول توپیاپ 6 :نتایج
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مقدمه

شایع مننژیت در از عوامل b (Hib )تیـپ  هموفیلـوس آنفلوانزای

( NTHiهای بدون کپسول )سویه است. همچنینسراسر جهان 

و تشدید بیماری مزمن  کودکانر با اوتیت حاد داین باکتری 

بــه گــزارش (. 36،45)د انسدادی ریه در بزرگسالان مرتبط هستن

 هموفیلـوس آنفلوانزای( WHO) ســازمان جهــانی بهداشــت

میلیون مورد بیماری جدی و تقریباً  3باعث حداقل  bتیـپ 

کودکان ر مرگ سالیانه به علت مننژیت یا پنومونی د 400000

 نیز دامپروری صنعت در علاوه به (.11،41است )سراسر جهان 

سبب مننگوانسفالیت  هموفیلوس سومنوسیر نظ هاسویه برخی

دستگاه های عفونتترومبوتیک، میوکاردیت، پنومونی، سقط، 

 قابل توجهی اقتصادی زیان و تحمیلو ورم پستان در گاوها  تناسلی

  (.31)شود می

های ترکیبی ترین نوع واکسیناسیون استفاده از واکسنرایج

توکسوئید کزاز، دیفتری، سیاه ، هموفیلوسشامل کونژوگه کپسول 

های این محدودیتاز است.   Bسطحی هپاتیت ژنسرفه و آنتی

ضعیف ضد کپسول  بادیپاسخ آنتی توان بهمیترکیبی های واکسن

های حامل های سرکوب کننده در پروتئینتوپبه دلیل وجود اپی

های کونژوگه در اشاره کرد. به علاوه با وجود موفقیت نسبی واکسن

ها به دلیل عدم کارایی این واکسن Hibهای ناشی از برابر بیماری

ها شیوع یافته های ناشی از آنعفونت NTHiهای سویهدر برابر 

هموفیلوس ناشی از  هایبیماریتوجه به بار با (. لذا 12،34است )
 ها مانندمشکلات درمان و پیشگیری از این عفونت و آنفلوانزا

 100ی عدم کارای ش،هـای میکروبـی در حـال گسترمقاومـت

د ضد های موجونبودن واکسن مؤثر، های موجوددرصدی واکسن

های قیمت بالای تولید واکسنو  هموفیلوس آنفلوانزاهای ویهس همه

هموفیلوس های ناشی از اهمیت بیماریاز طرف دیگر موجود و 
بیوتیکآنتیهای گاو و نیاز به دوره طولانی مدت در گله سومنوس

 رسدضروری به نظر می ترمؤثرهای نواکس طراحی ،تراپی

(11،31،41). 

حاوی چندین فاکتور  هاییطراحی واکسندر این زمینه 

شده محافظت هموفیلوسزای ریهای بیماگونهر ویرولانس که د

بیشتر مورد  پیشگیری از عفونت در انسان و حیوان جهتباشد 

 هموفیلوسهای فاکتور اساسی در پاتوژنز سویه. توجه است

باشد. به علاوه غلبه بر چسبیدن به مخاط دستگاه تنفس می

س میزبان همانند سیستم موکوسیلیاری و های کلیرانمکانیسم

های اپیتلیوم و ورود ایمنی موضعی سبب تهاجم باکتری به سلول

گردد. از جمله این فاکتورها که حاوی های بدن میقسمت به سایر

باشند و دارای همولوژی بالایی در های حراست شده میاسیدآمینه

هستند،  سومنوسهموفیلوس  و هموفیلوس آنفلوانزاهای بین سوش

 Outer Membraneغشای خارجی ) پروتئینتوان به می

protein, OMP6)، ( پروتئین پوشش سلولیOpacity 

Associated Protein A, OapAبه (، پروتئین باند شونده 

 (،Transfern Binding Protein A, TbpAترانسفرین )

 .(1،24) اشاره کرد D15و  D  (PD)پروتئین

دار و های کپسولدر سویهکه  IgA1 protease پروتئین

-با غلبه بر مکانیسم وجود دارد هموفیلوس آنفلوانزابدون کپسول 

در ایجاد ترشحی  IgA1های ایمنی موضعی از جمله حضور 

. از آنجا تلیال تنفسی نقش داردهای اپیو تهاجم به سلول مننژیت

را  IgA1 proteasesضد آنتی بادی که مطالعات مختلف تولید 

ضد یک کاندید مناسب واکسن این پروتئین  لذا ؛اندنشان داده

همچنین پروتئین  (.23،54) است NTHiو  Hib هایسویه

با  هموفیلوسهای در گونهOMP6 حفاظت شده غشای خارجی 

 Bهای سازی سلولهایی که منجر به فعالتوپتوجه به وجود اپی

نقش ایمونومدولاتوری شوند و بادی باکتریسیدال میو تولید آنتی

تولید واکسن مطرح است  که دارد به عنوان کاندید مهمی در

هموفیلوس  OMP در یلودالتونیک 5/17پروتئین (. به علاوه 6،35)
شده  تمحافظلیپوپروتئین مرتبط با پپتید وگلیکان یک  سومنوس

هدف  باشد کهمی هموفیلوس آنفلوانزا در  OMP6 مشابه و

مطالعات  (.51شود )ارزشمندی در تهیه واکسن محسوب می

های میان سویهدر  شدهشدیداً محافظت پروتئینپیشین 

مسئول ایجاد فنوتیپ کلونی  OapAبه نام  اهموفیلوس آنفلوانز

های به سلول آنفلوانزا هموفیلوسباکتری  کلونیزاسیونو  شفاف

به عنوان یک پروتئین ایمونوژن در طراحی واکسن ضد  راتلیال اپی

نیز  TbpA. پروتئین (42،44)اند مطرح کرده هموفیلوس باکتری

و  (Heme)است که جهت استفاده از هم  ییغشا ینیپروتئ

 PDپروتئین  (.5،19) است ضروری یحدت باکتر یبرا نیهمچن

با اختلال در عملکرد سیستم سیلیاری نقش مهمی در پاتوژنز 

 شدگیحراستهایی همانند درجات بالایی از ویژگیداشته و دارای 

 ولوکالیزاسیون سطحی دار و بدون کپسول، های کپسولدر سویه

 مولکولی با وزن D15 پروتئین (.4،43است )توزیع گسترده 

و  Hib ،NTHiی هاکه در سویه کیلودالتون 80تقریبی 
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-شده است، اهداف مهم آنتیشدیداً محافظت هموفیلوس سومنوس

مهم واکسن تحت واحد  ءیک جزهای باکتریسیدال بوده و بادی

 (. 29،52)شود محسوب می

امروزه با وجود اطلاعات فراوان و در دسترس در زمینه 

در حال  نرم افزاریهای پروتئوم طراحی واکسن مبتنی بر رهیافت

-توپپیشرفت است و ایمونوانفورماتیک نقش مهمی در انتخاب اپی

های شده دارد. لذا طراحی واکسنحراست ایمونودامیننت وهای 

های با تمرکز بر پروتئین in silicoهای پایه روش توپی براپیپلی 

تر و مؤثرهای تولید واکسن، ایمونوژن در مقایسه با سایر روش

 (.39است )مقرون به صرفه 

هدف مطالعه حاضر طراحی ایمونوانفورماتیک واکسن پلی  

و  هموفیلوس آنفلوانزازای یبیمارهای ضد سویه مؤثرتوپی اپی

های ایمونوژن و ژنآنتیبا استفاده از  هموفیلوس سومنوس

 OapA ،OMP6 ،PD،D15  ،IgA1 Protease شدهحراست

 بود. TbpAو 

 مواد و روش کار

ها و بررسی آمینواسیدی پروتئین بازیابی توالی

)شماره  OapAهای پروتئین درگام نخست توالی کامل: همولوژی

(، P10324)شماره دسترسی:  P44415 ،)Omp6دسترسی: 

IgA1 protease  :شماره دسترسی(P45386 ،)D15  شماره(

( و Q06282)شماره دسترسی:  P46024 ،)PDدسترسی: 

TbpA  :شماره دسترسی(P44970 از باکتری ) هموفیلوس
 Omp6(، Q0I4U6)شماره دسترسی:  OapAو آنفلوانزا 

)شماره دسترسی:  D15(، Q0I1N0)شماره دسترسی: 

Q0I385 ،)PD  :شماره دسترسی(Q0I242 و )TbpA  شماره(

از پایگاه  هموفیلوس سومنوس( از باکتری Q0I2A4دسترسی: 

بازیابی  UniprotKB (http://www.uniprot.org)داده 

های مختلف ها در سویهبرای تعیین شباهت میان پروتئین .شد

ها توالی آن هموفیلوس سومنوسو  هموفیلوس آنفلوانزاباکتری 

جهت شناسایی نواحی ( شد. هم چنین BLASTبلاست )

هموفیلوس و  آنفلوانزاهموفیلوس های مشترک بین پروتئین
 Clustal omega، با استفاده از ابزار سومنوس

(http://www.genome.jp/tools/clustalomega/)  همردیفی

 صورت گرفت.

های دومینشده: های حفاظتتعیین دومین

،  OapA ،OMP6 ،PD،D15های شده پروتئینحفاظت

IgA1 Protease  وTbpA استفاده ازجستجو در پایگاه  با

 NCBI’s Conserved Domains Databaseداده 

(CDD) ها و با کمک منابع داده اساس همردیفی توالی بر

 TIGRFAMsو   Pfam ،SMART،COG ،PRK خارجی

 انجام شد.( 1e-05)حد آستانه 

سازی مدل: هاپروتئینسوم ساختار  پیشگویی

 I-Tasserتوسط سرور  هاپروتئینبعدی  سهساختار 
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) 

امتیاز های ساخته شده بر اساس بهترین مدل .(56) شدانجام 

C (C-scoreحاصل )  از سرور I-TASSERبرای 

 ، OapA  ،PD،D15 ،IgA1 proteaseیهاپروتئین

OMP6 و TbpA  .انتخاب شدند 

به منظور  :Bهای سلول توپپیشگویی اپی

از پنج سرور مختلف  B سلول هایتوپویی بهترین اپیگپیش

 گوناگوناز سرورهای  استفاده شد و با مقایسه نتایج حاصل

سرورها انتخاب  در تمامیمشترک خطی ای هتوپاپی

.BCPreds (http://ailab.ist.psuگردیدند. در سرور   

edu/bcpred/predict.html)  از دو روشAAP و 

BCPred های هیدروفیلیسیتی، با استفاده از ویژگی

های دسترسی سطحی و انعطاف پذیری بر پایه الگوریتم

subsequence kernel based SVM   وamino 

acide pair antigenisity scale (.7،10) استفاده شد 

 /BepiPred-1.0  (http://www.cbs.dtu.dkدر سرور

services/BepiPred/های ( بر پایه روشhidden 

Markov model  وpropensity scale با مشخصه )حد ،

 صورت گرفتهای خطی توپ( پیشگویی اپی35/0آستانه 

 .BcePred (http://wwwاز طرف دیگر سرور  (.25)

imtech.res.in/  raghava/bcepred)  با استفاده از

 3فرض )های پیشو آستانه شیمیایی –های فیزیکی ویژگی

(. 46) کندرا مشخص می B خطی سلول هایتوپ(، اپی-3تا 

 .ABCpred (http://www.imtech.resهمچنین سرور 

in/raghava/  abcpred/ABC_submission.html با )

( جهت 51/0الگوریتم شبکه عصبی مصنوعی )حد آستانه 

 (.48های خطی مورد استفاده قرار گرفت )توپپیشگویی اپی

های فضایی براساس توالی اولیه توپبرای پیشگویی اپی

 /CBTOPE (http://www.imtech.res.in ها سرورپروتئین

raghava/cbtope )( استفاده از سرورهای 2به کار رفت .)

  دهد.های خطی انتخابی را افزایش میتوپمختلف صحت اپی
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/proteinclusters
http://www.jcvi.org/cgi-bin/tigrfams/index.cgi
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER
http://ailab.ist.psu/
http://ailab.ist.psu/
http://www.cbs.dtu.dk/%20services/BepiPred/
http://www.cbs.dtu.dk/%20services/BepiPred/
http://www.cbs.dtu.dk/%20services/BepiPred/
http://www.imtech.res.in/%20raghava/
http://www.imtech.res.in/%20raghava/
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 پیشگویی :Tهای سلول توپپیشگویی اپی

انسانی   MHC-IIهایشونده به مولکولهای متصلتوپاپی

(HLA) یگاهپاشایع در  هایبر اساس آلل 

Allelefrequencies  صورت بیشترین پوشش جمعیتی  با

 MHC-IIهای آنجا که تاکنون هیچ سروری آلل گرفت و از

ارائه  T سلولزای های ایمنیتوپگاوی را جهت پیشگویی اپی

بر طبق نتایج حاصل از است؛  نکرده

های آلل 2018و همکاران در سال   Ghorbanpourپژوهش

MHC های انسانی مشابه با آلل MHC گاوی موجود در

های معادل برای جمعیت هلشتاین ایران، به عنوان آلل

(. 14ها مورد استفاده قرار گرفتند )توپپیشگویی اپی

 MHCمتصل شونده به  نونامریهای توپپیشگویی اپی

 ،TEPITOPEpanسه سرور  با استفاده از IIکلاس 

ProPred  و HLAPred گرفت و تا حد امکان سعی  انجام

 تر در بیشتر سرورهاهای مشترک با امتیاز بالاتوپشد که اپی

استفاده از سرور  سازه نهایی انتخاب شوند. با طراحیجهت 
TEPITOPEpan (http://datamining-iip.fudan.edu.cn/service/ 

TEPITOPEpan/TEPITOPEpan.html)  پپتیدهای متصل

امتیاز  یسبرپایه ماتر MHC-IIهای شونده به مولکول

ی سرورها (.37) دشدن ( پیشگویPSSMبراساس موقعیت )
HLAPred (http://crdd.osdd.net/raghava/hlapred/team.htmlو ) 
ProPred (http://www.imtech.res.in/raghava/propred ) با

جهت  (درصد 3های کمی )حد آستانه ماتریساجرای 

به  IIکلاس  MHCشونده به های متصلتوپپیشگویی اپی

 TEPITOPEpan همچنین سرور (.49،50) ندکار رفت

 MHCهای شونده به آللهای متصلتوپجهت پیشگویی اپی

استفاده  گاوی، MHCهای  ( معادل با آللHLAانسانی )

 . گردید

توپی با اتصال اپی پلی سازهتوپی: اپیپلی  طراحی سازه

گردید.  یطراح B و Tهای سلول انتخابی هایتوپاپی

های توپاپی و GPGPG به کمک لینکر Tهای سلول توپاپی

به همدیگر متصل  GGGGSS به کمک توالی Bسلول 

 T هایهای سلولتوپاپیجهت اتصال  GPSL گردیدند. لینکر

 (.22به همدیگر استفاده گردید ) B و

توپی: اپیپلی پیشگویی ساختار دوم و سوم سازه 

 GOR4جهت پیشگویی ساختار دوم سازه واکسن از سرور 

(http://cib.cf.ocha.ac.jp/bitool/GOR/GOR.php 

GORIV الگوریتم مبتنی بر تئوری اطلاعات درترکیب با ( با

توپی اپیسازی واکسن پلیهمچنین مدل آمار بیزی استفاده شد.

 بر اساس توالی سازه پروتئینی با استفاده از سرور

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ )I-

TASSER  (.56) انجام شد 

پایداری ساختار سازی و ارزیابی اعتبار و بهینه

بهینه سازی مدل   :توپیاپیپلی  پیشگویی شده سازه

توپی در یک سه بعدی به دست آمده برای واکسن پلی اپی

 ModRefinerای با استفاده از سرورهای فرایند دو مرحله

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/ و )
GalaxyRefine (http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi 

type=REFINE )سازی ساختارهای پروتئینی بهینه. انجام شد

بر اساس به حداقل رساندن  ModRefiner توسط سرور

منجر به بهبود هر دو  که شودانرژی در مرحله اتمی انجام می

های زنجیره جانبی با موقعیت globalو   localساختارهای

های اتصال به هیدروژن بهتر و همپوشانی تر، شبکهدقیق

 از طرف دیگر سرور .(55) شونداتمی کمتری می

GalaxyRefine های جانبی را مجدداً در ابتدا زنجیره

ای را انجام داده کند و دوباره بسته بندی زنجیرهبازسازی می

و متعاقباً از شبیه سازی دینامیک مولکولی برای دستیابی به 

به منظور ارزیابی . (18) نمایدر کلی استفاده میساختا

پایداری ساختار و کیفیت نتایج استریوشیمی ساختار 

افزارهای ، از نقشه راماچاندران در نرمواکسن شده سازهبهینه
PROCHECK (http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/ 

software/PROCHECK و )RAMPAGE (http://mordred. 

bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.phpشد. نقشه  ( استفاده

Ramachandran های مجاز روشی برای تجسم انرژی زاویه

یک اسیدآمینه است و بر   phi(φ)و    psi(ψ) و غیرمجاز

شود. نتایج واندروالس زنجیره جانبی محاسبه می اساس شعاع

در مناطق  هااسیدآمینهشامل درصد  RAMPAGEحاصل از 

را  سه بعدی مجاز و غیرمجاز است که کیفیت ساختار مدل

برای اعتبارسنجی  RAMPAGEکنند. سرور تعیین می

های و نقشه Ramachandranپروتئین از نقشه  سوم ساختار

 کندگلیسین و پرولین استفاده می هایاسیدآمینهمربوط به 

(26،30). 

 یزیکوشیمیایی:تجزیه و تحلیل پارامترهای ف

شیمیایی سازه واکسن با استفاده از وپارامترهای فیزیک

 ProtParam  (http://web.expasy.org/protparam/)ابزار

محاسبه شده شامل  یمورد ارزیابی قرار گرفتند. پارامترها

http://datamining-iip.fudan.edu.cn/service/%20TEPITOPEpan/TEPITOPEpan.html
http://datamining-iip.fudan.edu.cn/service/%20TEPITOPEpan/TEPITOPEpan.html
http://datamining-iip.fudan.edu.cn/service/%20TEPITOPEpan/TEPITOPEpan.html
http://crdd.osdd.net/raghava/hlapred/team.html
http://www.imtech.res.in/raghava/propred
http://cib.cf.ocha.ac.jp/bitool/GOR/GOR.php
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/%20software/PROCHECK
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/%20software/PROCHECK
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/%20software/PROCHECK
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نیمه عمر، نقطه ایزوالکتریک، شاخص  وزن مولکولی،

 Grand average of(GRAVYآلیفاتیک و مقدار )

hydropathicity باشند. حلالیت سازه با نرم افزارمی 

Protein-Sol (https://protein-sol.manchester.ac.uk/بر ) 

 .(17های توالی پروتئین پیشگویی گردید )اساس ویژگی

برای بررسی تغییرات بررسی تغییرات پس از ترجمه: 

 افزارهای آنلاینتوپی از نرمسازه پلی اپی پس از ترجمه

NetNGlyc1.0  و(http://www.cbs.dtu.dk/services/) 

با استفاده از الگوریتم  NetOGlyc4.0سرور . استفاده شد

را پیشگویی  گلیکوزیلاسیون-Oهای شبکه عصبی مکان

بر پایه الگوریتم شبکه عصبی NetNGlyc1.0  سرور .کندمی

-Nهای مکانپیشگویی  برای را( Asn-Xaa-Ser/Thr)توالی 

 .کندگلیکوزیلاسیون بررسی می

 ترجمه معکوس: سازی کدونترجمه معکوس و بهینه

توپی به توالی نوکلئوتیدی و اپتیمایز نمودن اپی سازه پلی

به  Escherichia coliهای ژنی برای بیان در میزبان کدون

 Backtranseq آنلاین افزارهایترتیب توسط نرم

(http://www.ebi.ac.uk/tools/st/emboss_backtra

nseq/) و JCat (http://www.jcat.de) انجام شد 

(15،27). 

آلرژنسیتی سازه با  :ژنسیتیارزیابی آلرژنسیتی و آنتی

 .AlgPred (http://www.imtechاستفاده از سرور 

res.in/raghava/algpred/سرور گردید. ( بررسی 

AlgPred ،های شناخته توپتی را براساس شباهت اپییآلرژنس

این نماید. پیشگویی می نظر پروتئین مورد هر ناحیه ازشده با 

از حاضر که در مطالعه  داردشش رهیافت پیشگویی  سرور

 SVMc+IgE epitope+ARPs) رهیافت هیبرید

BLAST+MAST)  پیشگویی . هچنین (47)شد استفاده

 VaxiJenبا استفاده از سرور  سازه واکسن ژنسیتیآنتی

(http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/ 

VaxiJen/VaxiJen.html ) بدون انجام همردیفی و بر اساس

 ACC با رهیافتهای مختلف فیزیولوژیکی پروتئین ویژگی

output  (9) ( صورت گرفت4/0)حد آستانه.  

 نتایج

در مطالعه حاضر توالی : هابررسی اولیه توالی پروتئین

 ،  OapA ،OMP6 ،PD ،D15هایای پروتئیناسیدآمینه

TbpA وIgA1 protease  جهت بدون توالی سیگنال پپتید

های با کمک روشB  و T هایهای سلولتوپانتخاب اپی

نتایج بلاست  مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. ایمونوانفورماتیک

 OapA ،OMP6 ،PDهایای پروتئینتوالی کامل اسیدآمینه

،D15  ، TbpA وIgA1 protease  100، 4/98به ترتیب ،

نشان  NTHiو   Hib را بین یهمولوژ 3/67و  1/94، 6/97 ،9/98

های ای پروتئینداد. همچنین نتایج بلاست توالی کامل اسیدآمینه

OapA،OMP6 ،PD  ، D15 وTbpA  2/75 ،8/39به ترتیب، 

و  هموفیلوس آنفلوانزاهمولوژی را بین  8/40و  9/62، 3/77

آشکار کرد. بر اساس نتایج حاصل از  هموفیلوس سومنوس

نواحی مشترک میان  Clustal omega همردیفی با کمک ابزار

جهت  هموفیلوس سومنوسو  هموفیلوس آنفلوانزاهای پروتئین

 تعیین گردیدند.  BوT های های سلولتوپانتخاب اپی

نتایج جستجو در پایگاه شده: حفاظت هایدومین

 RPS-BLASTبر اساس الگوریتم   NCBI’s- CDDداده

)حد  آستانه   Eها با فواصل مشخص و امتیاز فهرستی از دومین

05-e1لذا بر اساس امتیاز  باشد.( میEشده ، مناطق حفاظت

 استفاده قرار گرفت. ها موردتوپها جهت انتخاب اپیپروتئین

 های پیشگویی شدهبهترین مدل: هاسوم پروتئین ساختار

برای  I-TASSERبر اساس نتایج سرور  برای ساختار سوم

  OapA ،PD ،D15  ،TbpA، IgA1 proteaseهایپروتئین

-45/0 ،-24/2برابر با  C-score ینبه ترتیب با بالاتر OMP6و 

  .شدند انتخاب  -81/0و  -41/2، -79/0 +،21/1، 

های توپاپی بینیپیشنتایج  :B های سلولتوپاپی

آورده شده است. در این مطالعه از  1جدول در  B مشترک سلول

اساس  برپیشگویی شده خطی های توپبین تمامی اپی

 BcePred،ABCpredدر سرورهای  های مختلفالگوریتم

،BCPred  و BepiPred بالاتر  های مشترک با امتیازتوپیاپ

به بالا  4هایی که امتیاز اسیدآمینه CBTOPEسرور  انتخاب شدند.

 OapA گیرد که برای پروتئینتوپ  فضایی در نظر میدارند را اپی

توالی  OMP6مکان،  7در  LNISDVNAM توالی

LGHDEAAYSKNRRAVLAY  مکان،  15در PD توالی 

TKDGKQAQVYPN  مکان،  6در D15 توالی

GGRVTIPGSDNK  وLVFSYAKPI  مکان، یکو  4در 

TbpA توالیIRGMDRNRV  در یک مکان وIgA1 

protease  توالیWLFLGSYDF  ها به مکان اسیدآمینه 4در

توپ فضایی سلول به عنوان اپی 6و  5، 4ترتیب با بیشترین نمره 

B در سطح خطی که  هایتوپدر نهایت اپی شدند.بینی پیش

https://protein-sol.manchester.ac.uk/
http://www.cbs.dtu.dk/services/
http://www.jcat.de/
http://www.imtech/
http://www.imtech/
http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/%20VaxiJen/VaxiJen.html
http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/%20VaxiJen/VaxiJen.html
http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/%20VaxiJen/VaxiJen.html
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قرار داشتند،  و سازه واکسن های کاندیدبعدی پروتئین 3ساختار 

 .شدندجهت طراحی سازه واکسن استفاده 

 بر اساس مقایسه نتایج سه سرور :Tهای سلول توپاپی

ProPred ،HLAPred و TEPITOPpan سلول هایتوپاپی T  
+4CD وهای موجود در جمعیت انسانی للآ ترینشایع که میان 

های گاوی با بیشترین شباهت به آلل های انسانیآللبرای همچنین 

(HLA-DRB1*13:11  ،HLA-DRB1*14:82،HLA-

DRB1*11:89 ،HLA-DRB1*14:14 ،HLA-DRB1*14:51  )

  (.2جدول )شدند انتخاب مشترک بودند،  درصد  3حد آستانه  در

 6جهت طراحی سازه نهایی،  طراحی سازه واکسن:

پروتیین  6از  Bتوپ سلول اپی 3و   T +4CD توپ سلولاپی

توالی  .شدند متصل به کمک لینکرهای مناسب به یکدیگر کاندید

  ذیل است: توپی به شرحای سازه پلی اپیاسیدآمینه

LGHDEAAYSGPGPGLVFSYAKPIGPGPGLNI

SDVNAMGPGPGWLFLGSYDFGPGPGIRGMDRNR

VGPGPGMVYLQTFDFGPSLGGRVTIPGSDNKGG

GGSSLGHDEAAYSKNRRAVLAYGGGGSS 

TKDGKQAQVYPN 

نتایج : واکسن سازه بینی شدهپیش سومساختار دوم و 

( 42/66) رندوم کویلپیشگویی ساختار دوم نشان داد که درصد 

. از آنجا شداب( می03/8)آلفا هلیکس ( و 55/25) د بتااسترنبیشتر از 

پذیری بیشتری دارند، به لحاظ های کویل انعطافکه قسمت

 3ساختار ها هستند. توپتری برای اپیژنسیتی مناطق مناسبآنتی

 I-TASSERتوپی با استفاده از سرور اپی بعدی پپتید پلی

 Cبا امتیاز  مدل را I-TASSER، 5. سرورشدندبینی پیش

( است -5تا  2برابر با )  C-scoreبازه. کندپیشگویی می مختلف

در لذا  ؛باشدامتیاز بالاتر بیان کننده مدل با کیفیت بهتر می که

 - 2 /44برابر با  C-scoreبهترین مدل با بالاترین  مطالعه حاضر

ساختار سه  UCSFبا استفاده از نرم افزار کایمرا  .شدرا انتخاب 

  (.1تصویر) شدها بررسی توپبعدی و موقعیت اپی

 

 .Bهای مشترک پیشگویی شده سلولتوپاپی .1جدول 

 امتیاز سرور مکان اپی توپ توالی اپی توپ پروتئین

 

 

OapA 

 

NAMSKATGAGNVLSSFKSGD 377-396 AAPpred 1 

NAMSKATGAGNVLSSFKSGD 377-396 ABCpred 69/0 

NAMSKATGAGNVLSSFKSGD 377-396 BepiPred 35/0> 

SKATGAGNVLSSFKSGDKVT 380-399 BcePred (Hydrophilicity) 2> 

 

 

OMP6 

LGHDEAAYSKNRRAVLAY 136-153 BCPred 795/0 

PAVLGHDEAAYSKNRRAV 133-150 ABCpred 86/0 

LGHDEAAYSKNRRAVLA 136-152 BepiPred 35/0> 

DEAAYSKNRRAVL 139-151 BcePred (Accessibility) 2> 

 

 

IgA1  

Protease 

 

KNEQEATEPTPQ 1115-1126 BCPred 1 

KNEQEATEPTP 1114-1126 ABCpred 76/0 

KNEQEATEPTPQ 1115-1126 BepiPred 35/0> 

KNEQEATEPTPQ 1115-1126 BcePred (Accessibility) 2> 

 

 

 

 

D15 

GGRVTIPGSDNK 588-599 BCPred 995/0 

VTIPGSDNK 591-599 BcePred  (Flexibility) 9/1> 

PGSDNKY 594-600 BcePred (Hydrophilicity) 2> 

IPGSDNKYYKLSAD 593-606 BcePred  (Accessibility) 2> 

GGRVTIPGSDNK, VTIPGSDNKY 591-600 ،588-599  BepiPred 35/0> 

ASLGGRVTIPGS 585-596 ABCpred 69/0 

 

 

 

PD 

TKDGKQAQVYPN 127-138 ABCpred 85/0 

TKDGKQAQVYPNRFPL 127-142 BCPred 999/0 

KEIQSLEMTENFETKDGKQAQVYPNRFPLWK 114-144 BcePred (Accessibility) 2> 

ENFETKDGKQAQV 123-135 BcePred (Hydrophilicity) 2> 

TKDGKQAQVYPN 127-138 BepiPred 35/0> 

 

 

TbpA 

ISVVEQGRGASS 98-109 BCPred 894/0 

DPGISVVEQGRG 95-106 ABCpred 74/0 

VVEQGRGAS 100-108  BcePred (Flexibility) 9/1> 

ISVVEQGRGASS 98-109 BepiPred 35/0> 
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 .ProPred و TEPITOPEpan ،HLAPredبا استفاده از سرورهای  MHC II *هایهای مشترک پیشگویی شده آللتوپاپی. 2جدول 

* HLA-DRB1*01:01, HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*04:01, HLA-DRB1*04:05, HLA-DRB1*07:01, HLA-DRB1*08:02, HLA-DRB1*09:01, 
HLA-DRB1*11:01, HLA-DRB1*12:01, HLA-DRB1*13:02, HLA-DRB1*15:01, HLA-DRB3*01:01, HLA-RB3*02:02, HLA-DRB4*01:01, HLA-

DRB5*01:01, HLA-DRB1*11:89, HLA-DRB1*13:11, HLA-DRB1*14:1, HLA-DRB1*14:51, HLA-DRB1*14:82. 
 

 

پایداری ساختار سوم  و سازی و ارزیابی اعتباربهینه

سازی مدل سه بعدی بهینه پیشگویی شده سازه واکسن:

سازی  بیشتر و پس از آن بهینه ModRefinerواکسن با سرور 

مدل را به همراه داشت. ، پنج GalaxyRefineبا سرور 

شده، مدل های بهینهبراساس نمرات کیفیت مدل برای همه مدل

 GDT-HA ،RMSDهای مختلف از جمله بر اساس ویژگی 1

 509/2و  366/0، 9648/0به ترتیب برابر با  MolProbityو 

 Poor،4/17برابر با Clash score بهترین مدل را نشان داد و 

rotamers  و  1برابر باRama favored  درصد  9/77برابر با

بود. این مدل به عنوان مدل واکسن نهایی برای تجزیه و تحلیل 

بینی شده با بیشتر انتخاب شد. ارزیابی نهایی اعتبار مدل پیش

 PROCHECKافزارهای استفاده از نقشه راماچاندران در نرم

راماچاندران قبل و بعد  بررسی نقشه انجام شد. Rampageو 

درصد  100سازی سازی صورت گرفت. بعد از بهینههینهاز ب

 مجاز ترین،مطلوبها در نواحی مطلوب و مجاز )اسیدآمینه

 8/97و  PROCHECK ( سرور، مجاز سخاوتمندانهفرعی

 Rampageها در نواحی مطلوب و مجاز سرور اسیدآمینهدرصد 

 آورده شده است. 2تصویر در بودند. نتایج 

برحسب  شیمیایی: یزیکوتجزیه و تحلیل پارامترهای ف

 پپتید پلی اپی توپی ، وزن مولکولیPratParamنتایج سرور 

پپتید پلی ( PI) دالتون است. نقطه ایزوالکتریک 86/14297

توپی قلیایی اپی پلی سازهبنابراین  ،محاسبه شد 25/8توپی اپی

توسط ( محاسبه شده Iiناپایداری )است. با توجه به شاخص 

شود. پایدارها طبقه بندی می ء( این پپتید جز69/32سرور )

 یباشد. مقدار منفمی -423/0این پپتید  GRAVYمقدار 

GRAVY تی پپتید و واکنش بهتر ینشان دهنده هیدروفیلیس

 های آب اطراف است. شاخص آلیفاتیک محاسبه شدهبا مولکول

شاخص آلیفاتیک بالاتر پایداری  است. 45/58 برای این سازه

کند. نیمه عمر تخمین زده پپتید در دماهای مختلف را بیان می

 30در مخمر  یک ساعت، شده این توالی در یاخته پستاندار

 SolProباشد. سرور ساعت می 10بیشتر از  E.coliدقیقه و در 

در  E.coli های موجود برای حلالیت پروتئینبا استفاده از داده

این ( حلالیت 45/0 )حد آستانه یک سیستم بیان بدون سلول

 پیشگویی نمود. 574/0برابر با  توالی را

نتایج سرور  بررسی تغییرات پس از ترجمه: 

NetNGlyc  بیانگر یکN- گلیکوزیلاسیون در اسیدآمینه

هیچ  NetOGlycبود.  اما در سرور  (NISD) آسپارژین

گلیکوزیلاسیون پیشگویی نشد. نتایج -Oجایگاهی برای احتمال 

ای نشان داد که سازه واکسن عاری از تغییرات پس از ترجمه

 ثیر قرار دهد. أتواند ایمونوژنسیتی را تحت تاست که می

 

 
های لی)توا Bهای سلول توپاپی -توپیاپیساختار سوم سازه پلی . 1تصویر 

 قرمز رنگ(.های )توالی Tهای سلول توپآبی رنگ(، اپی

 

 مکان اپی توپ توالی اپی توپ پروتئین ردیف

1 OapA LNISDVNAM 371-379 

2 OMP6 LGHDEAAYS 136-144 

3 IgA1 Protease WLFLGSYDF 313-321 

4 D15 LVFSYAKPI 770-788 

5 PD MVYLQTFDF 208-216 

6 TbpA IRGMDRNRV 112-120 
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های افزایش بیان یکی از روش: سازی کدونبهینه

باشد. های ژنی میهای خارجی، اپتیمایز نمودن کدوننئیپروت

توپی و اپیی پل پپتید ترجمه معکوس توالی آمینواسیدی

 افزارهای آنلاینسازی کدونی به ترتیب با نرمبهینه

Backtranseq  وJCat  انجام شد. درصد محتوایCG  و

درصد  56( به ترتیب برابر با CAI) شاخص ارجحیت کدون ژن

باید  GCمحاسبه گردید. محدوده درصد مطلوب محتوای  1و 

 درصد باشد. 70تا  30بین 

 
هر نقطه قرمز رنگ در هر  -توپینقشه راماچاندران سازه پلی اپی. 2تصویر 

است. الف( سرور  psiو  phi با زاویه غیرمجاز دو تصویر بیانگر یک اسیدآمینه

PROCHECK: ترین )ناحیه رنگی ها در نواحی مطلوبدرصد اسیدآمینه

اضافی )ناحیه رنگی زرد(، مجاز سخاوتمندانه )ناحیه رنگی کرم(  قرمز(، مجاز

گزارش  0و  2/3، 17، 8/79و غیرمجاز )ناحیه رنگی سفید( به ترتیب برابر با 

ا در نواحی مطلوب )ناحیه هدرصد اسیدآمینه :RAMPAGEب( سرور  گردید.

رنگی تیره(، مجاز )ناحیه رنگی روشن( و خارج از محدوده )ناحیه رنگی 

  بودند. 1/2و  4/6، 4/91سفید( به ترتیب برابر با 

 

بر اساس نتایج سرور  ژنسیتی:آلرژنسیتی و آنتی

AlgPred رهیافت هیبرید این پپتید را غیرآلرژن معرفی کرد ،

ای امتیاز بر پایه توالی اسیدآمینه SVMو همچنین در روش 

 باشد.غیر آلرژن می لذا ،است -89841668/0برابر با  سازهاین 

نیز  MASTو IgE، BLASTتوپ ها همچون اپیروش سایر

با حد آستانه  Vaxijen. سرور شناختندآلرژن را غیر پپتید نیا

را برابر با  سازه ژنسیته این، آنتیهای باکتریاییمدل برای 4/0

ژن یک آنتی پپتید لذا با احتمال بالا این ؛کرد ییشگویپ 1997/1

 .باشدمی

 بحث

امروزه بروز مقاومت و یا کاهش حساسیت نسبت به 

مشاهده  هموفیلوسهای ها در بسیاری از سویهبیوتیکآنتی

های کونژوگه کنونی تا حدودی اگر چه واکسن (.20شود )می

 هموفیلوسهای های ناشی از سویهبیماریبه کاهش بار  منجر

، کارایی کم و قیمت بالای نییپاشده است، اما به دلیل پوشش 

ها به خصوص در کشورهای درحال توسعه تولید این نوع واکسن

پوشش بیشتر، هزینه و  باهای جدید توجه به طراحی واکسن

 (.16،33ضروری است ) زمان تولید کمتر

 هایتوپیاستفاده از اپ امکان لیبه دل یدیپپت هایواکسن

تواند منجر به میسرووارها  انمی شدهحراست ننتیمونودامیا

ها شود. از هیسرووارها و سوتری از عیوس فیطی در برابر منیا

 توانندیمی مولتی والان دیپپت هایواکسناین حیث 

. به همین (28باشند )ای مطمئن و مقرون به صرفه هاییواکسن

 کیسنتت مونوژنیا یدهایپپتها بر پایه حی واکسندلیل طرا

 شیافزا ریاخ هایدر سال یاختصاص یمنیا هایپاسخ دیتول یبرا

ضد  یدیپپت هایواکسناستفاده از به طوری که  .است افتهی

در مراحل مختلف تکامل  یآنتراکس و تب برفک ت،یهپات دز،یا

با کمک  توپیاپی یمولت هایواکسن به علاوه (.28هستند )

مختلف سالمونلا و  یارهاضد سروو کیوانفورماتیب هایافتیره

واکسن  یطراح نهزمی در اما (.38،53) اندشده یطراح گلایش

 وجود دارد. هنوزخلاء  این لوسهموفیضد  مؤثر توپیاپی یپل

های بادیعمدتاً منجر به تولید آنتی هموفیلوسعفونت با 

در  Tهای آنجا که سلولشود. از می Bاختصاصی توسط سلول 

لذا برای افزایش  ؛هر دو پاسخ ایمنی همورال و سلولی نقش دارند

سلول های توپاپیبا  Bهای سلول توپایمنی لازم است که اپی
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T  کمکی کونژوگه شوند. بنابراین در این مطالعه پیشگویی

 به صورت تواماً انجام شد. Tو  B هایهای سلولتوپاپی

و  B هایهای سلولتوپای شناسایی اپیمطالعه حاضر بر

T جهت  هموفیلوس باکتریهای مختلفی از در بین پروتئین

و  هموفیلوس آنفلوانزا هایباکتری واکسن ضد طراحی

 صورت گرفت. برای طراحی واکسن پلی سومنوس هموفیلوس

 ؛های مناسب اهمیت داردژنتوجه به انتخاب آنتیتوپی قوی اپی

شده و ایمونوژن مناسب حراست هایپروتئین لذا ما به دنبال

که با بررسی مطالعات مختلف  ها بودیمتوپجهت پیشگویی اپی

 پروتئین 6نهایتاً  هموفیلوسهای مختلف از میان پروتئین

OapA ،OMP6 ،PD،D15 ، TbpA  وIgA1 Protease 

ها انتخاب شدند توپجهت پیشگویی اپی

(6،19،43،44،53،54.) 

 BcePred،ABCpredکمک سرورهای حاضر با در مطالعه 

،BCPreds   وBepiPred سلول خطی هایتوپاپی B  برای هر

 IgA1و  OapA ،OMP6 ،PD،D15 ، TbpAپروتئین  6یک از 

Protease های فضایی در توپ. موقعیت اپیبینی شدندپیش

های کاندید ممکن است در ساختار سه بعدی ساختار سوم پروتئین

های توپبنابراین برای پیشگویی اپی ؛واکسن متفاوت باشدسازه 

استفاده شد. با   CBTOPEفضایی بر پایه توالی پروتئین از سرور

های مشترک در میان همه توپمقایسه نتایج سرورهای مختلف اپی

. از آنجا که نواحی سطحی روی پروتئین شدندسرورها انتخاب 

دارند، لذا واکنش بهتری با توپ بودن شانس بیشتری جهت اپی

آنتی بادی خواهند داشت. مشاهده ساختار سه بعدی سازه پلی 

توپ انتخابی سلول توپی با نرم افزار کایمرا نشان داد که سه اپیاپی

B  در سطح ساختار سه بعدی سازه قرار دارند و مطابق نتایج سرور

BcePredهایی همچون دسترسی سطحی، انعطاف ، دارای ویژگی

پذیری و هیدروفیلیسیتی هستند، لذا جهت طراحی سازه واکسن 

 انتخاب شدند. 

 HLAیکی از عوامل مهم در طراحی واکسن توزیع متفاوت 

برای  Tسلول های مشترک توپبنابراین اپی ؛در سراسر جهان است

های و بر پایه ویژگی با بیشترین فراوانی HLA-II  هایآلل

آنجا که  ازهای مختلف پیشگویی شدند. فیزیکوشیمایی و الگوریتم

گاوی را جهت پیشگویی  MHC-IIهای تاکنون هیچ سروری آلل

های انسانی آللاست؛ ارائه نکرده T سلولزای های ایمنیتوپاپی

فراوان موجود در جمعیت گاوهای هلشتاین ایران،  آلل 5مشابه با 

ها استفاده شدند. توپاپی پیشگویی های معادل برایبه عنوان آلل

از سرورهای ترکیبی های انتخابی توپجهت افزایش صحت اپی

HLAPred ،ProPred و TEPITOPpan های مختلف با الگوریتم

هایی که در هر سه سرور و توپاستفاده شد. در مقایسه نتایج، اپی

. شدندآلل با فراوانی بالا مشترک بودند، انتخاب  20در بین تمامی 

ها محرک هر دو توپنتایج معلوم شد که برخی از اپیبا مقایسه 

اعتبار ابزارهای ایمونوانفورماتیکی مبتنی باشند. می Tو  Bسلول 

 پیشگویی شده هایتوپیاپ  in vitroو in vivoهای بر ارزیابی

-های سلولتوپکه اپی است باشد. مطالعات گذشته نشان دادهمی

حاصل از پیشگویی سرورهای  Tو  Bهای 

ABCpred،TEPITOPpan ،BcePred ، ProPred  وBepiPred  در

های آزمایشگاهی سبب تولید آنتی بادی و افزایش سطح ارزیابی

با توجه به نتایج موفق بدست  .(13،38،57) گردندها میینایتوکاس

-نیز جهت پیشگویی اپیدر مطالعه حاضر آمده از مطالعات مذکور، 

 . شدها از همان سرورها استفاده توپ

های برای پروتئین Tهای نهایی سلول توپاپی

OapA،OMP6 ،IgA1 Protease ،PD ،D15   وTbpA  به

(، LNISDVNAM) 371-379ای ترتیب نواحی اسیدآمینه

144-136 (LGHDEAAYS ،)321-313 (WLFLGSYDF ،)

788-770 (LVFSYAKPI،) 216-208 (MVYLQTFDF)، 

120-112 (IRGMDRNRVبودند. سه اپی ) توپ نهایی

 OMP6 ترمینال Cاسیدآمینه انتهایی بخش  18شامل   Bسلول

 ناحیه در LGHDEAAYSKNRRAVLAYبا توالی 

 ناحیه GGRVTIPGSDNKتوالی  ،136-152 ایاسیدآمینه

و توالی  D15از پروتئین  588-599 ایاسیدآمینه

TKDGKQAQVYPN از  138-127 ایاسیدآمینه ناحیه

و همکاران  Huaای مشابه در مطالعهباشند. ( میPD) Dپروتئین 

 PD و  OMP6از Tو  Bهای سلول هایتوپاپی 2016در سال 

بادی را پیشگویی نمودند. با بررسی تیتر آنتی هموفیلوس آنفلوانزا

عنوان کاندیدهای واکسن به ها را آن سنتز شده،های توپعلیه اپی

 TKDGKQAQVهای پتوکه اپی مطرح نمودند

از LGHDEAAYSKNR  و PDاز   DMVYLQTFDFو

OMP6 های پیشگویی شده مطالعه حاضر توپمشابه اپی

و همکاران  Beck-Sickinger(. در تحقیقی دیگر 21باشند )می

هموفیلوس  OMP6از  Bهای سلول توپاپی 1994در سال 
ای نواحی اسیدآمینه ها درتوپتعیین نمودند که اپی را آنفلوانزا

قرار داشتند؛  OMP6ترمینال  C( و در بخش 70-59(، )46-31)

ترمینال  Cتوپ انتخاب شده در بخش نیز اپیحاضر در مطالعه 

OMP6 ( 3واقع شده است.) 
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و  GGGGSS با لینکرهای ی انتخابیهاتوپاتصال اپی

GPGPG در نواحی اتصالی را زایی هایی با حداقل ایمنیتوالی

 پلیطراحی منطقی یک واکسن  در د، بنابرایننکنمی تولید

جهت اتصال  GPSLباشند. توالی مناسب میتوپی قوی اپی

. این نوع به همدیگر استفاده گردید B و T هایهای سلولتوپاپی

( اپیfoldingپتانسیل تاخوردگی )لینکرها انعطاف پذیر هستند و 

. (22) کنندرا به طور مستقل فراهم می Bو  T هایسلولهای توپ

 3و  Tتوپ سلول اپی 6از  ی متشکلتوپاپی پلی سازه در نهایت

دارای امتیاز بالاتر و مشترک میان سرورهای  B سلول توپاپی

 تیو خاص یتیژنسیآنت .گردید طراحی (1،2جدول گوناگون )

 لیتبد بالقوهواکسن  کیرا به  آن یینها سازه نیآلرژن پروتئ

محاسبه دالتون 86/14297واکسن  نیپروتئ. وزن مولکولی کندیم

واکسن  نیپروتئبنابراین  بود، 25/8سازه پپتیدی  PI شاخص شد.

 با نیکه پروتئ دادنشان  کیفاتیشاخص آل داشت. یباز تیماه

خص . شااست شده اشغال کیفاتیآل یجانب یهارهیاستفاده از زنج

 40کمتر از  PratParamتوسط سرور  واکسنسازه  یداریناپا

 شود.یم یبند طبقه دارهایپا ءجزمحاسبه شد، لذا سازه پپتیدی 

توپی واکسن منفی بود، بنابراین پپتید پلی اپی GRAVY مقدار

سازه واکسن  یداریپا انگریبباشد. همه این پارامترها هیدروفیل می

بررسی ساختار دوم سازه واکسن نشان  .استمختلف  یدر دماها

توپی ساختارهای رندوم پلی اپی ای از سازهداد که درصد عمده

کویل هستند و از آنجا که این نواحی انعطاف پذیری بیشتری نسبت 

 هاتوپبه سایر ساختارهای ثانویه دارند، لذا نتایج نشان داد که اپی

 یبعدسه  ساختار ن،یا بر علاوه. (40) باشندیم ریانعطاف پذ نسبتاً 

-Iتوسط سرور  یهمولوژ یسازاستفاده از مدل با آمده دست به

Tasser ، یی فضا دمانیدر مورد چ یکاف اطلاعاتشامل

مطالعه عملکرد  درباشد که یها منیپروتئمهم در  یهااسیدآمینه

 جهتکمک کننده است.  هانیپروتئ ریسا با واکنش و نیپروتئ

از  ییواکسن نهاسه بعدی خطاها در ساختار مدل  صیتشخ

در  راماچاندران نقشهساختار استفاده شد.  یاعتبارسنج یابزارها

ها در نواحی درصد اسیدآمینه کهنشان داد   RAMPAGEسرور

 1/2و 4/6، 4/91خارج از محدوده به ترتیب برابر با  مطلوب، مجاز و

ترین، مجاز برای نواحی مطلوب PROCHECKو در سرور 

، 17، 8/79به ترتیب برابر با  فرعی، مجاز سخاوتمندانه و غیرمجاز

 .باشدمناسب میمدل  یکل تیفیکلذا  بودند. 0و 2/3

 بیواکسن نوترک نیپروتئ انیب یبه سطح بالا یابیدست یبرا

و ترجمه انجام  یسیبهبود رونو یبرا کدون یسازنهیبه ،E.coliدر 

و  (CAI) کدون یسازگار شاخص لیو تحل هیکار با تجز نی. اشد

 نیپروتئ تی. حلالصورت گرفت DNA یتوال GC یکل یمحتوا

 یاز ملزومات اساس یکی E.coli زبانیم دربیان شده  بینوترک

 واکسنو  است یو عملکرد ییایمیوشیب قاتیاز تحق یاریبس

 .داد نشانرا  تیاز حلال یما درصد قابل قبول ینیپروتئ

توپ یکی از اهداف های پلی اپیپس از طراحی واکسن

انند مهای پروکاریوتی هاست. بدین منظور سیستمتولید انبوه آن

E.coli  ز ابه دلیل راحتی در کشت و تولید بالای پروتئین یکی

 ها است. با این حال فقدان تغییرات پس ازترین میزبانمهم

 ست.ار میزبان پروکاریوتی ها دترجمه از مشکلات بیان پروتئین

-N گاهیجا کیفقط  در این مطالعه واکسن سازهآنجا که از 

ی لیکوزیلاسیونگ O- شته و فاقد جایگاهدا ونیلاسیکوزیگل

و  نیپروتئ ساختاردر  یریثأت عدم گلیکوزیلاسیون لذا باشد،می

 (.8بینی شده نخواهد داشت )های پیشتوپتغییر در اپی

هموفیلوس های تشخیص آنجا که روش لازم به ذکر است از
زا های الیباشد و تستمی PCRبر اساس کشت، الیزا و  آنفلوانزا

بادی ضد ژن کپسولی بوده و میزان آنتیجهت تشخیص آنتی

اکسن سنجند، لذا سازه وهای انتخابی این مطالعه را نمیپروتئین

 (.32کند )طراحی شده تداخلی در تشخیص ایجاد نمی

وناگون مطالعه با استفاده از ابزارهای گاین  دربه طور خلاصه 

 رب Bاپی توپ سلول  3 و T سلول توپاپی 6، انفورماتیکایمونو

نزا و آنفلوآ هموفیلوسباکتری  هایسویه ایمونوژنپروتئین  6پایه 
دارای امتیاز بالاتر و مشترک میان تمامی  هموفیلوس سومنوس

بر اساس  .نهایی واکسن انتخاب شدندجهت طراحی سازه  سرورها

، یک پادگن بی خطر فوقهای ایمونوانفورماتیکی واکسن ارزیابی

 پتیدپ اینلذا  .محلول، پایدار در دماهای متفاوت و هیدروفیل است

 باکتری ضدجهت ایجاد ایمنی ی تواند کاندیدتوپی میاپی پلی

بایست در . در نهایت کارایی واکسن فوق میباشد هموفیلوس

 ارزیابی گردد. vivo inو  vitro inمطالعات 

 یسپاسگزار

این مقاله منتج از طرح تحقیقاتی طراحی و ارزیابی  

مصوب دانشگاه علوم  هموفیلوسزایی واکسن تنی ایمنیبرون

 .IR.KUMSو کد اخلاق 96645پزشکی کرمانشاه با کد پروژه 

REC.1396.96  باشد.می 
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Abstract 
BACKGROUND: Despite the availability of effective conjugate vaccines, Haemophilus influenza (HI) and Haemophilus 

somnus (HS) still result in enormous global morbidity in both human and cattle. Vaccines failure to protect against 

different strains can lead to the spread of Hemophilus infections. The absence of various epitopes from Haemophilus 

strains in existing vaccines is one of their weaknesses. Therefore, selection of a conserved and common set of proteins 

in the invasive strains of HI and HS is essential for predicting epitopes as potential vaccine candidate. 
OBJECTIVES: The aim of this study was to design an effective polyepitopic vaccine against invasive HI and HS strains 

using in silico approaches. 

METHODS: First, the protein sequences were retrieved from the databases and were aligned to determine the conserved 

areas with the Clustal omega software. Then, B and T cell epitopes identification was done for OapA, OMP6, PD, D15, 

IgA1 Protease and TbpA proteins using various immunoinformatic servers. The high ranked epitopes were selected 

from mentioned proteins. The selected epitopes were fused together by appropriate linkers. This designed construct 

was analyzed for physicochemical and structural characteristics using related servers. 
RESULTS: 6 TCD4+ and 3 B cell epitopes were selected to design the final construct from 6 common proteins. The 

immunoinformatics analysis revealed that the designed polyepitopic peptide is a safe, soluble, hydrophilic and 

thermostable antigen that could be a potential vaccine. 
CONCLUSIONS: The polyepitopic construct can be considered as a vaccine candidate against Haemophilus. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. The common B cell predicted epitopes. 

Table 2. The common T cell predicted epitopes, by using TEPITOPEpan, HLAPred and ProPred servers. 

Figure 1. Tertiary structure of polyepitopic construct- B cell epitopes (Blue color sequences), TCD4+ B cell epitopes (Red color 

sequences). 

Figure 2. The Ramachandran plot of polyepitopic construct- Each of the red dots in both plots indicates an amino acid with illegal 

phi and psi angle (A) PROCHECK server: 79.8 %, 17.0 % and 3.2 %, 0.0 % of residues were located in the most favored 

(Colored region red), additional allowed (Colored region yellow), generously allowed (Colored region cream) and disallowed 

regions (Colored region white), respectively. (B) RAMPAGE server: 91.4 %, 6.4 % and 2.1 % of residues were located in the 

favored (Colored region dark), allowed (Colored regions light) and outlier regions (Colored regions white), respectively. 
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