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مهندســی یــک پروتئیــن کایمریــک نوترکیــب متشــکل از 
 HBHA مولکولی  ادجوانــت  بــه  شــده  متصل   OmpL  آنتی ژن 

)HBHA-OMPL( با هدف توسعه واکسن بر علیه سالمونلا تیفی موریوم

bb

چكيد ه 

سالمونلا تیفی موریوم یک باکتری گرم منفی از خانواده آنتروباکتریاسه است که  بعنوان عامل ایجاد کننده بیماری در انسان و دام  مطرح 
می باشد. یکی از جدیدترین راه  های مقابله با این عامل بیماریزا استفاده از واکسن های نوترکیب است. در این مطالعه، سازه ای متشکل از 
آنتی ژن OmpL از باکتری سالمونلا تيفــي موريــوم و پروتئین HBHA به عنوان ادجوانت مولکولی از باکتری مایکوباکتریوم به روش درون 
رایانه ای )in silico( و با استفاده از یک لینکر پپتیدی طراحی شد. بدین منظور توالی نوکلئوتیدی هریک از این پروتئین ها از پایگاه داده ها 
استخراج شدند و سازه نوترکیب HBHA-OmpL با بررسی فریم صحیح خوانش طراحی شد. سپس برای ارزیابی امتیاز ایمنی زایی و خواص 
فیزیکوشیمیایی و همچنین ساختارهای دوم و سوم این سازه از سرورهای معتبر آنلاین استفاده شد. بهترین مدل سه بعدی پالایش شده 
برای فرایند داکینگ مولکولی مورد استفاده قرار گرفت.  توالی نکلئوتیدی سازه کایمریک نوترکیب برای بیان در اشریشیا کولای بهینه سازی 
گردید و امکان کلون توالی بهینه شده در وکتور بیانی )+(pET22b بررسی شد. بر اساس نتایج بدست آمده در این مطالعه، سازه کایمریک 
HBHA- OmpL با وزن مولکولی 49/45 کیلو دالتون دارای شاخص ناپایداری 32/75 و شاخص آنتی ژنسیتی 0/688 بود و ساختارهای 
مارپیچ آلفا و سیم پیچ های تصادفی بیشترین سهم را در توزیع ساختار دوم این سازه داشتند. بررسی  داکینگ پروتئین-پروتئین نشان داد که 
پروتئین HBHA علیرغم کانژوگه شدن با پروتئین OmpL، توانست از طریق 23 پیوند هیدروژنی به گیرنده TLR4/MD2متصل شود. نتایج 

کلونینگ درون رایانه ای نیز نشان داد سازه کایمریک می تواند در وکتور )+(pET22b با موفقیت کلون شود.
 

 OmpL ، HBHA ،کلمات کلیدی: واکسن نوترکیب، سالمونلا تیفی موریوم
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Salmonella Typhimurium is a zoonotic gram-negative bacterium of the Enterobacteriaceae family. One of the newest 
ways against the pathogen is the use of recombinant vaccines. In this study, a recombinant construct consisting of 
OmpL antigen from Salmonella Typhimurium and HBHA protein as a molecular adjuvant from Mycobacterium was 
designed by an in silico method and a peptide linker. For this purpose, sequences of these proteins were extracted 
from the database and the HBHA-OmpL recombinant construct was designed based on the correct  reading frame. 
Then, reliable online servers were used to evaluate the immunogenicity score and  physicochemical properties as 
well as the secondary and tertiary structures of the designed construct. The best refined 3D model was used for the 
molecular docking process. A codon optimization was done for expression in E. coli, and the possible cloning  of the 
optimized nucleotide sequence in pET22b(+) expression vector was evaluated. Based on the results obtained in this 
study, the HBHA-OmpL chimeric construct with a molecular weight of 49.45 kDa had an instability index of 32.75 
and an antigenicity index of 0.688, and alpha helices and random coil structures had the largest contribution in its 
secondary structure. The protein-protein docking results showed that despite being conjugated with OmpL protein, 
HBHA molecule was able to connect to TLR4/MD2 receptor by 23 hydrogen bonds. Also, cloning results confirmed 
that nucleotide sequence of the designed vaccine can be successfully inserted in pET22b(+) vector.  
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مقدمه
با  دام  و  انسان  مشترک  عفونی  بیماری های  مهم ترین  از  یکی  سالمونلوز 
بهداشتی  لحاظ  از  فراوانی  مشکلات  باعث  که  است  جهانی  گستردگی 
به شیوع  اولین گزارش مربوط   .)4 ,3( اقتصادی در کشورها می شود  و 
بیماری   .)37( بود  آلمان  در   1388 سال  در  گارتنر  توسط  بیماری  این 
این   .)24( می شود  جهان  در  مرگ   200000 باعث  سالانه  سالمونلوز 
استفراغ،  و  اسهال  با  همراه  روده  و  معده  تورم  سبب  دام  در  بیماری 
تورم مفاصل، تورم و بزرگ شدن کبد، سقط جنین، گاسترو آنتریت و ... 
می شود. عامل ایجادکننده این بیماری یک باکتری تاژک دار گرم منفی و 
بی هوازی اختیاری از جنس سالمونلا و خانواده آنتروباکتریاسه است )24(. 
بونگوری  گونه سالمونلا  به دو  این جنس  براساس جدیدترین طبقه بندی 
(Salmonells bongori) و سالمونلا انتریکا (Salmonella enterica) تقسیم 
آلوده  را  از جانوران خونسرد  بونگوری طیف وسیعی  می شود. سالمونلا 
می کند )4( در حالی که سالمونلا انتریکا بر اساس ویژگی های بیو شیمیایی 

و همولوژی DNA به شش زیرگونه (I,II,IIIa,IIIb,IV,V) تقسیم می شود 
که از بین آن ها سروتیپ زیر گونه I مسئول غالب عفونت های سالمونلا 
در حیوانات خونگرم می باشند )20(. در این میان، سرو تیپ های سالمونلا 
ایجاد مسمومیت های غذایی  باعث  انتریتیدیس  تیفی موریوم و سالمونلا 
می شوند و دارای شیوع گسترده ای در آسیا )کره، ژاپن، هند، تایلند و ...( 
از طریق دستگاه گوارش است.  بیماری  انتقال  راه  می باشند. عمده ترین 
توسط  که  غذاهایی  سایر  یا  خشبی  علوفه  آلوده،  غذای  و  آب  مصرف 
مدفوع، ادرار و خون ناقلین آلوده شده اند، از راه های انتقال این باکتری 
می باشند )26(. میزان مرگ و میر بالا و مشکلات بهداشت عمومی مرتبط 
با سالمونلا تیفی موریوم به حدی افزایش یافته که آن را به موضوع مهمی 
درمان های  مقابل  در  باکتری  این  است  کرده  تبدیل  بشری  جوامع  برای 
آنتی بیوتیکی رایج به راحتی مقاوم می شود و این مسئله مشکلات زیادی 
را در درمان انسان ها و حیوانات در سرتاسر جهان به وجود آورده است 
)36(. ایمنی زایی از طریق واکسن ها نیز محدودیت هایی از قبیل ایمنی 



102

سلول های  حاوی  واکسن های  دارد.  بیماری زایی  احیای  و  مدت  کوتاه 
کامل کشته شده به علت سمیت و ایمنی زایی کم چندان مناسب نیستند 
به  نیز  تولید شده اند  به حال  تا  که  زنده ضعیف شده ای  واکسن های  و 
از  استفاده  امروزه   .)23 ,22( قبول نمی باشند  قابل  متعدد چندان  دلایل 
راهکار  به  موثر  و  جدید  واکسن های  تهیه  برای  ژنتیک  مهندسی  دانش 
متداولی در مبارزه با بسیاری از عفونت های میکروبی تبدیل شده است. 
روش های  با  که  نوترکیب  آنتی ژنیک  پروتئین های  پایه  بر  واکسن های 
مهندسی ژنتیک به یک ادجوانت مولکولی متصل شده باشد هم می توانند 
ناخواسته  عوارض  از  هم  و  شوند  ایمنی  سیستم  بهتر  پاسخ  ایجاد  سبب 
باکتری هستند،  پیکره  مختلف  اجزای  که حاوی  کشته شده  واکسن های 
پیشگیری می کنند )13(. از مسائل مهمی که در طراحی واکسن های جدید 
علیه این بیماری باید در نظر داشت یافتن عوامل حدت زا و ملکول های 
کنند )18(.  ایجاد  ایمنی  برای مدت طولانی  بتوانند  کاندیدایی است که 
غشای خارجی یک ساختار پیوسته بر روی سطح باکتری های گرم منفی 
ایمنی  برای  بالقوه  اهداف  از  یکی  عنوان  به  خاصی  اهمیت  و  است 
 Out) خارجی  غشای  پروتئین های  روی  اخیر  مطالعات  دارد.  محافظتی 
Membrane Proteins) در باکتری سالمونلا نشان داده است که این اجزای 
ایمنی زا پتانسیل زیادی برای استفاده در طراحی واکسن دارند )31(. این 
توسعه  در  بررسی  قابل  آنتی ژن های  انواع  از  یکی  عنوان  به  پروتئین ها 
واکسن علیه باکتری سالمونلا، نقش مهمی در فرآیندهای بیماری زایی مانند 
تحرک، چسبندگی و تجمع سلول های میزبان، تزریق سموم و پروتئازهای 
سلولی و همچنین تشکیل کانال هایی برای حذف آنتی بیوتیک ها )مقاومت 
آنتی بیوتیکی( بازی می کنند )31(. پورین ها بخشی از پروتئین های غشای 
تحریک  را  ایمنی  سیستم  که  هستند  منفی  گرم  باکتری های  در  خارجی 
می کنند )11, 34(. پورین L غشای خارجی)OmpL(، یک پروتئین غشای 
خارجی در سالمونلا تیفی موریوم است که به دلیل قرار گرفتن بر سطح 
باکتری به عنوان آنتی ژن انتخابی در ساخت واکسن مورد توجه قرار گرفته 
است )10(. از آنجایی که واکسن های نوترکیب در مقایسه با واکسن های 
کشته و تضعیف شده قدرت ایمنی زایی کمتری دارند، لذا برای جبران این 
نقیصه امروزه از ادجوانت ها مولکولی بصورت کانژوگه شده با واکسن ها 
نوترکیب استفاده می شود. در نتیجه ادجوانت ها نقش بسیار مهمی در 
دارند  انسانی  و  دامی  نوترکیب  واکسن های  ایمنی زایی  قدرت  افزایش  
)33(. پروتئین )HBHA (Heparin-Binding Haemagglutinin یک پروتئین 
سطح سلولی متیله شده مایکوباکتریایی و عامل چسبندگی به سلول های 
از محل عفونت  توبرکلوزیس  باکتریوم  انتشار مایکو  اپیتلیال است و در 
مطالعات  در  ادجوانت  عنوان  به  اخیرأ  پروتئین  این  دارد.  نقش  اولیه 
توسعه واکسن بسیار مورد توجه قرار گرفته است )7(. توسعه پایگاه های 
گسترش  و  سو  یک  از  آزمایشگاهی  داده های  بر  مبتنی  وسیع  داده های 
نرم افزارهای پیش بینی کننده دقیق و قابل اعتماد از سوی دیگر سبب شده 
است که آنالیزهای درون رایانه  امروزه جایگاه ویژه ای در تمام زمینه های 
علوم زیستی بخصوص طراحی واکسن های نوترکیب پیدا کنند. بطوری که 
انجام این نوع آنالیزها بعنوان یک فاز مطالعاتی سریع، ارزان و دقیق، قبل 
از اجرا فازهای آزمایشگاهی لازم و ضروری است)(. با توجه به مطالب 
ارائه شده، هدف از مطالعه پیش رو طراحی و ارزیابی یک سازه کایمریک 
و  موریوم  تیفی  سالمونلا  باکتری  از   OmpL آنتی ژن  از  متشکل  نوترکیب 

ادجوانت مولکولی HBHA با استفاده از روش های بیوانفورماتیکی است 
تا بتوان جایگزین مناسبی برای واکسن های رایج که در آن ها از باکتری 

زنده و تخفیف حدت یافته استفاده می کنند معرفی کرد.                                                               

روش انجام کار
جمع آوری توالی نوکلئوتیدی و پروتیینی از پایگاه داده ها

/) داده  پایگاه  از   HBHA پروتئین  و   OmpL آنتی ژن  نوکلئوتیدی  توالی 
دسترسی  شماره  با  ترتیب  به   NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov
 pdb فایل  همچنین  شدند،  استخراج   000962.3_NC و   021870.1_NC
 RCSB داده  پایگاه  از   2Z64 دسترسی  شماره  با   MD2/TLR4 گیرنده 

https://www.rcsb.org)/) استخراج شد.

مهندسی سازه کایمریک نوترکیب
توالی  نوترکیب  کایمریک  سازه  مهندسی  منظور  به  مطالعه  این  در 
پروتئین  به  مناسب  پپتیدی  لینکر  یک  از  استفاده  با   OmpL پروتئینی 
به  است  ذکر  شایان  گردید.  متصل  مولکولی  ادجوانت  بعنوان   HBHA
ترتیب پروتئین HBHA در انتهای N و پروتئین OmpL در انتهای C این 

سازه قرار داده شد.

 بررسی خواص فیزیکو شیمایی، آنتی ژنسیتی، پیش بینی ساختار دوم 
سازه کایمریک نوترکیب 

کایمریک  سازه  آمینه ای  اسید  توالی  شیمایی  فیزیکو  خواص  مهمترین 
 GRAVY، عمر،  نیمه  مولکولی،  وزن  مانند   HBHA-OMPL نوترکیب 
aliphatic index، شاخص پایداری و نقطه ایزوالکتریک با استفاده از سرور

در  شدند.  ارزیابی   ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/)
نوترکیب،  کایمریک  سازه  آنتی ژنسیتی  میزان  بررسی  منظور  به  ادامه 
VaxiJen (http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/ سرور 

و  دوم  ساختار  تعیین  هدف  با  همچنین  شد.  استفاده   (VaxiJen.html
مشخص کردن درصد مارپیچ ها، صفحه ها، حلقه ها و پیچ ها در توالی سازه 
SOPMA (https://npsa- سرور  از   ،HBHA-OmpL نوترکیب  کایمریک 
prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.

html) استفاده گردید. 

پیش بینی ساختار سوم سازه کایمریک نوترکیب
سوم  ساختار  پیش بینی  بمنظور  پژوهش  این  در 
I-TASSAR سرور  از  شده  طراحی  کایمریک   سازه 

شد.  استفاده   (/https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER)  
بهترین مدل پیشنهاد شده توسط سرور I-TASSAR،  بر اساس C-score انتخاب 
GalaxyRefine گردید، بهترین ساختار سوم انتخاب شده با استفاده از سرور 

 (http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE)  
سوم  ساختارهای  بهترین  شناسایی  منظور  به  نهایت  در  و  شد.  پالایش 
پالایش شده  مدل های  از  برای هریک  راماچاندران  پلات  پالایش  شده، 

توسط سرورVADAR (http://vadar.wishartlab.com ) ترسیم شد. 

مهندسی یک پروتئین کایمریک نوترکیب متشکل از  ...
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بررسی داکینگ مولکولی و پیوندهای هیدروژنی درون کمپلکس 
برای بررسی اثرات احتمالی ساختار طراحی شده برروی ساختار سه بعدی 
مولکول HBHA، برهمکنش سازه کایمریک نوترکیب HBHA-OmpL با 
از  استفاده  با  مولکولی،  داکینگ  فرآیند  طریق  از   TLR4/MD2 گیرنده 
  ClusPro (https://cluspro.org/login.php?redir=/queue.php) سرور 
انجام شد. در این فرآیند، از فایل های pdb گیرنده TLR4/MD2 و بهترین 
مدل ریفاین شده سازه کایمر شده HBHA-OmpL استفاده شد. همچنین 
تعداد پیوند هیدروژنی درون کمپلکس HBHA-OmpL توسط نرم افزار 

+LigPlot مشخص گردید.

بهینه سازی کدون ها و کلونینگ درون رایانه ای سازه کایمریک نوترکیب
در این مطالعه به منظور بهبنه سازی کدون های توالی نوکلئوتیدی سازه 
JCat/) نرم افزار  از  کولای،  اشرشیا  در  بیان  برای  نوترکیب   کایمریک 

(http://www.jcat.de استفاده گردید. در این آنالیز درصد GC و شاخص 
سازگاری کدون ها (CAI) بر اساس میزبان بیانی بهینه  شد. در نهایت توالی 
نوکلئوتیدی بهینه شده سازه کایمریک نوترکیب به منظور بررسی توانای 
بیان در سامانه پروکاریوتی، در وکتور بیانی (+)pET22b بین دو آنزیم 

محدودالاثر NCOI )انتهای 5( و EcoRI )انتهای 3( گنجانده شد. 

نتایج
طراحی سازه نوترکیب

 HBHA- نوترکیب  سازه  می شود  مشاهده  یک  شکل  در  که  همانطور 
OmpL با موفقیت طراحی شد. در انتهای N این سازه توالی آمینو اسیدی 
ادجوانت مولکولی HBHA با 199 آمینو اسید و در انتهای C آن آنتی ژن 
OmpL با 230 آمینو اسید قرار داده شد. همچنین به منظور حفظ فعالیت 
 EAAAK زیستی سازه، دو دمین، توسط  لینکر سخت و غیر قابل انعطاف

به هم متصل شدند. 

ارزیابی خواص فیزیکو شیمایی و آنتی ژنسیتی سازه نوترکیب مهندسی 
شده

این  که  شد  مشخص   ProtParam سرور  از  بدست آمده  نتایج  اساس  بر 

ایزوالکتریک  نقطه  کیلودالتون،   49/45 ملکولی  وزن  با  نوترکیب  سازه 
6/45 و شاخص آلفاتیک 75/87، دارای شاخص ناپایداری 32/75 است که 
یک پروتئین پایدار در نظر گرفته می شود و نیمه عمر آن در سلول های 
 E.coli از 20 ساعت و در باکتری  پستاندارن 30 ساعت، در مخمر بیش 
بیش از 10 ساعت است. شاخص آنتی ژنسیتی این سازه بر اساس گزارش 
سرور VaxiJen برابر با 0/6882 می باشد بنابراین می توان آن را یک سازه 

آنتی ژنیک در نظر گرفت.

تعیین ساختار دوم و سوم سازه نوترکیب مهندسی شده
کایمریک  ساختار  در  موجود  فضایی  مختلف  اشکال  مطالعه  این  در 
HBHA- OmpL توسط سرور SOPMA تعیین شد و نتایج نشان داد که 
 Extended) گسترده  رشته های   ،(Alpha helix) آلفا  مارپیچ های  توزیع 
strands)، پیچ های بتا (Bet turns) و پیچ های تصادفی (Random coil) به 
ترتیب 51/60، 17/81، 4/34 و 26/26 درصد بودند )شکل 2(. پیش بینی 
 I-TASSAR بهترین مدل سه بعدی سازه مورد مطالعه با استفاده از سرور
 -1/83 (C-score) با امتیاز ضریب اطمینان pdb انجام شد و بهترین فایل
اساس  بر  این مدل  در  انتخاب شد.   11/3 ± 4/5 Aº:بRMSD و شاخص 
آنالیزهای راماچاندران 57 % اسید آمینه ها در ناحیه هسته، 33% در ناحیه 
مجاز، 4% درصد در ناحیه قابل قبول (generous) و 3% در ناحیه غیر مجاز 
قرار داشتند )شکل های 3 و 4(. برای بهبود دقت مدل pdb اولیه، از سرور 
GalaxyRefine و همچنین پلات و آنالیزهای راماچادران استفاده شد. بر 
این اساس بهترین مدل سه بعدی پالایش شده را ارائه کردند که در آن  
89% از اسید آمینه ها در ناحیه هسته )Core( و 1% از اسید آمینه ها در 
تنها 1% در منطقه  ناحیه قابل قبول و  منطقه مجاز )Allowed(، 1% در 

خارج )Disallowed( قرار داشتند )شکل 3 و 4(.
ssss

بررسی داکینگ مولکولی و پیوندهای هیدروژنی درون کمپلکس 
گیرنده  با   OmpL آنتی ژن  توالی  به  متصل   HBHA مولکول  برهمکنش 
مولکولی TLR4/MD2 در محیط مجازی توسط سرور ClusPro با موفقیت 
کانژوگه   HBHA مولکول  که  داد  نشان  بیشتر  بررسی های  شد.  انجام 
شده قادر است به خوبی به گیرنده TLR4/MD2 خود متصل شود. این 

شکل 1- سازه نهایی ترسیم شده توسط نرم افزار CLC Main Work Bench . رنگ سبز ادجووانت مولکولی HBHA ، رنگ زرد آنتی ژن OmpL و رنگ آبی لینکر EAAAK می باشند.
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برهمکنش دارای 76 عضو خوشه (Cluster members)، امتیاز مرکز خوشه 
این   (Lowest energy) انرژی  کمترین  بود.   -1209/1  (Cluster center)
اتصال 1209/1- کیلوکالری بر مول محاسبه شد )شکل 5(. محصول داک 
شده برای تعیین تعداد و طول پیوندهای هیدوژنی درون کمپلکس، توسط 
همانطور  گرفت.  قرار  بررسی  مورد   PyMol و   LigPlot+ نرم افزارهای 
که در شکل پنج نشان داده شده است، در کمپلکس HBHA با پروتئین 
گیرنده مولکولی TLR4/MD2 تعداد 23 پیوند هیدوژنی وجود داشت، که 
پیوندهای هیدوژنی در جدول یک  این  ایجاد  اسید آمینه های دخیل در 

گزارش شده است )شکل 5( )جدول 1(. 

بهینه سازی کدون ها و کلونینگ درون رایانه ای سازه کایمریک نوترکیب
نتایح بهینه سازی توالی نوکلئوتیدی سازه کایمریک نوترکیب نشان داد، 
بهینه سازی  به 50/06  بهینه سازی(  از  )قبل  از 51/99   توالی   GC درصد 
تغییر یافت. همچنین مقدار CAI توالی از 0/27 )قبل از بهینه سازی( به 
0/97 افزایش یافت)شکل 6(. به علاوه نتایج کلونیگ درون رایانه ثابت 
کرد توالی نکلئوتیدی سازه کایمریک نوترکیب به طول 1318 جفت باز 
محدالاثر  آنزیم  دو  برشی  جایگاه  بین  موفقیت آمیز  بصورت  می تواند 

NcoI و EcoRI در وکتور بیانی (+)pET22b کلون گردد)شکل 7(.

بحث
باکتری ســالمونلا تيفــي موريــوم عامل بروز عفونت های روده ای يا خارج 
مطالعات  در  پرندگان مي شـود.  و  دام  انسان،  در  بالا،  با شیوع  روده ای 
ايران گزارش  تا 3/8 % در  از 2/74 % درآمريكا  متعدد، میزان شيوع آن 
شده است )3, 15(. میزان مرگ و میر بالا و مشکلات بهداشت عمومی 
مرتبط با ســالمونلا تيفــي موريــوم به حدی افزایش یافته است که آن 
باکتری  این  است.  کرده  تبدیل  برای جوامع بشری  مهمی  به موضوع  را 
این  و  مقاوم می شود  راحتی  به  رایج  آنتی بیوتیکی  درمان های  برابر  در 
سرتاسر  در  حیوانـات  و  انسان هـا  درمان  در  را  زیادي  مشکلات  مسئله 
با  نیاز به یک واکسن کارامد  بنابراین  جهان به وجود آورده است )6(. 
جانبی  عوارض  کمترین  با  و  ایمنی  سیستم  تحریک  در  مناسب  قابلیت 
بیولوژی  به شدت احساس می شود. توسعه روز افزون داده ها در حوزه 
که سبب افزایش نیاز به ذخیره سازی مناسب شده است و همچنین نیاز 
بسیار کمتر  بالا و هزینه  با دقت  داده ها  این  تحلیل  و  تجزیه  بازیابی و 
نسبت به مطالعه آزمایشگاهی منجر به ظهور دانش بیوانفورماتیک شده 
برای  نرم افزارهایی  و  روش ها  از  که  است  علمی  بیوانفورماتیک  است. 
ریاضی  تکنیک های  از  استفاده  با  بیولوژیکی  اطلاعات  آنالیز  و  شناسایی 
و آماری و همچنین علوم پیشرفته کامپیوتر استفاده می کند )2(. امروزه 

شکل 2- ساختار دوم سازه نوترکیب HBHA- OmpL. در این شکل بخش های مختلف سازه مورد مطالعه که شامل آلفا هلیکس -پیچ بتا- پیچ های تصادفی و رشته های گسترده است به 

ترتیب با رنگ های آبی، سبز، نارنجی و قرمز مشخص شده اند.  

مهندسی یک پروتئین کایمریک نوترکیب متشکل از  ...
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شکل A -4: پلات آنالیزهای راماچاندران بدست آمده از سرور VADAR که مربوط به مدل ارائه شده توسط سرور I-TASSER می باشد. در این مدل 57% اسید آمینه ها در ناحیه 

هسته، 33 % در ناحیه مجاز، 4 %درصد در ناحیه قابل قبول و 3% در ناحیه غیر مجاز قرار داشتند. B: پلات آنالیزهای راماچاندران بدست آمده از سرور VADAR که مربوط به بهترین 

مدل پالایش شده است. در این مدل 89 % اسید آمینه ها در ناحیه هسته، 8 % در ناحیه مجاز، 1% درصد در ناحیه قابل قبول و 1% در ناحیه غیر مجاز قرار داشتند.   

شکل A -3: ساختار سوم پیش بینی شده سازه نوترکیب HBHA- OmpL. توسط سرور I-TASSER: B ساختار سوم پالایش شده توسط سرور GalaxyRefine. رنگ سبز نشانگر ساختار 

پروتئین HBHA است، رنگ آبی معرف لینکر بین دو دمین و رنگ زرد مربوط به ساختار آنتی ژن OmpL می باشد.
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شکل A1 -5: برهمکنش بین سازه کایمریک HBHA- OmpL و گیرنده مولکولی TLR4/MD2 که توسط نرم افزار PyMol ظاهر سازی شده است. رنگ سبز مولکول MD2/TLR4، رنگ آبی مولکول 

HBHA و رنگ زرد آنتی ژن OmpL. A2 : ناحیه برهمکنش بین مولکول HBHA و گیرنده TLR4/MD2، رنگ قرمز نشان دهنده پیوندهای هیدورژنی بین اسید آمینه های مولکول HBHA و گیرند 

. A3 نمایش تعداد و طول پیوندهای هیدوژنی بین مولکول HBHA و گیرنده TLR4/MD2 به تفکیک اسید آمینه های مولکول HBHA( C(، و مولکول A(TLR4/MD) که توسط نرم افزار   TLR4/MD2

LigPlot+ روئیت سازی شده است. خط چین سبز نشان دهنده پیوندهای هیدروژنی و خط چین قرمز نشان دهنده پل های نمکی بین دو دومین مورد مطالعه می باشد.

بکارگیری علم بیوانفورماتیک و مهندسی ژنتیک در زمینه  طراحی دارو 
و واکسن بسیار افزایش یافته است. علاقه به توسعه استراتژی های جدید 
نسل  توسعه  به  منجر  عفونی  بیماری های  تهدید  برابر  در  واکسیناسیون 
ایمنی زای  اجزای  از  فقط  که  است  شده  ایمن  واکسن های  از  جدیدی 
مبتنی  تکنیک های  بکارگیری   .)27  ,17  ,16( می کنند  استفاده  پاتوژن ها 
بر DNA نوترکیب، منجر به تولید نسل سوم واکسن هایی شدند که در 
امتداد نسل دوم )شامل اجزای مؤثر ایمونوژنیک میکروارگانیسم ها( )5(، 
به نسل اول واکسن های ضعیف و غیرفعال اضافه شدند )32(. امروزه، 
فناوری پروتئین نوترکیب اجازه تولید آنتی ژن های پروتئینی را به جای 
واکسن های باکتریایی و ویروسی زنده ضعیف شده یا غیرفعال داده است. 

علاوه بر این، تولید پروتئین های نوترکیب در مقیاس بزرگ با هزینه کمتر 
یکی از مزایای عمده این فناوری است )1(. با این حال، این پروتئین های 
باکتری  یا  ویروس  کل  از  ضعیف تر  ایمنی  سیستم  تحریک  در  کوچک 
هستند که در واکسن های معمولی یافت می شوند. علاوه بر این، به دلیل 
سیستم  از  سرعت  به  و  دارند  تری  کوتاه  نیمه عمر  کم،  مولکولی  وزن 
فیلتراسیون کلیوی حذف می شوند. بنابراین، برای تحریک موثرتر سیستم 
این  پروتئین،  بر  مبتنی  نیمه عمر طولانی تر واکسن های  ایمنی و داشتن 
پروتئین ها باید با مولکول های سنگین تر، که به عنوان ادجوانت شناخته 
می شوند، کانژوگه شوند )17, 35(. در مطالعه حاضر یک واکسن کایمریک 
تیفی  باکتری سالمونلا  آنتی ژن اختصاصی علیه  بعنوان   OmpL از  متشکل 

مهندسی یک پروتئین کایمریک نوترکیب متشکل از  ...
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جدول 1- لیست اسید آمینه های درگیر در ایجاد پیوند هیدوژنی و طول پیوندها.

)Aº( طول پیوند هیدورژنی HBHA اسید آمینه های مولکول TLR4/MD2 اسید آمینه های گیرنده

آسپارژین 36آسپارژین 2/8083

آسپارژین 263گلوتامین 2/9649

تیروزین 266آسپارژین 2/7558

گلوتامین 39لیزین 2/71128

2/61
گلوتامین 43لیزین 128

2/60

گلوتامین 281آسپارژین 3/1258

2/77
گلوتامین 281آسپارژین 53

2/70

ایزولوسین 354هیستیدین 3/16155

ایزولوسین 354تیروزین 3/01112

3
ایزولوسین 354آرژنین 55

2/56

2/92

آسپارژین 343آرژنین 55 2/77

3/31

آسپارژین 343فنیل آلانین 3/23126

آرژنین 40فنیل آلانین 2/68126

گلوتامین 371سرین 2/6828

هیستیدین 275گلوتامین 3122

آسپارژین 10لیزین 2/6989

آسپارژین 6لیزین 386

متیونین 3لیزین 2/5391

بعنوان   HBHA پروتئین  به   EAAAK لینکر  از  استفاده  با  که  موریم 
 HBHA پروتئین  گردید.  طراحی  بود  شده  کانژوگه  مولکولی  ادجوانت 
لکتین در عصاره  فاکتور شبه  به عنوان یک  ابتدا  مولکولی است که در 
کردن  آگلوتینه  به  قادر  که  بود  شناخته شده  مایکوباکتریوم سل  سلولی 
گلبول های قرمز بود )25(، اما اخیراً گزارش شده است که این مولکول که 
یک آگونیست برای گیرنده TLR4/MD2 بشمار می رود، می تواند به عنوان 
یک ادجوانت مولکولی نیز بکار گرفته شود زیرا این مجموعه قادر است 
کند  آغاز  را  کموکاین ها  تولید  و  التهابی  سایتوکین های ضد  اولیه  تولید 

)18(. در مطالعات اخیر استفاده از این ادجوانت مولکولی در واکسن های 
برخی  در  مثال  عنوان  به  است  گرفته  توجه  مورد  بسیار  واحدی  زیر 
نوترکیب  واکسن های  طراحی  در  مولکول  این  از  استفاده  مطالعات  از 
 SARS-CoV-2 ویروس  یا  و  سالمونلا  بورنتی،  کوکسیلا  باکتری های  علیه 
شناسایی  راستا،  این  در   .)30-28  ,19( است  گرفته  قرار  استفاده  مورد 
برهمکنش بین مولکول ها و گیرنده-های آنها در علوم زیستی برای درک 
بهتر عملکرد سلولی بسیار حائز اهمیت است )21(. لینکرها توالی های 
آمینو اسیدی کوتاهی هستند که نقش بسیار مهمی در تاخوردگی و خفظ 
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 CAI پلات توالی بعد از انجام بهینه سازی به منظور بیان در اشریشا کولای، مقدار :B ،پلات توالی مورد نظر قبل از انجام بهینه سازی :A .شکل 6- بهینه سازی توالی نوکلئوتیدی سازه کایمریک نوترکیب

قبل و بعد از بهینه سازی به ترتیب 0/27 و 0/97 بود.

عملکرد واکسن های کانژوگه شده بازی می کنند. توالی EAAAK یکی از 
نوترکیب  اسیدی که در ساخت واکسن های  آمینو  لینکرها  معروف ترین 
این لینکر دارای سه اسید آمینه  برای اتصال دو دمین استفاده می شود، 
آلانین است که در شکل گیری ساختار آلفا هیلکس نقش دارند در حالی که 
پایداری آن  لینکر در حفظ  این  لیزین  دو اسید آمینه گلوتامیک اسید و 
ویژگی های  مهم ترین  حاضر،  پژوهش  ادامه  در  می کنند)8(.  بازی  نقش 
قرار  بررسی  موردی  شده  مهندسی  کایمریک  سازه  فیزیکوشیمیایی 
طراحی  نوترکیب  سازه  این  مولکولی  وزن  که  داد  نشان  نتایج  گرفتند. 
شده kDa 49/45 بود. به طور کلی، پروتئینی که وزن مولکولی آن کمتر 
kDa 10 است از طریق سیستم کلیوی به راحتی دفع می شود )17(.  از 
 49/45 kDa در نتیجه، این سازه واکسنی مهندسی شده با وزن مولکولی
می تواند از سیستم فیلتراسیون کلیوی فرار کند و این امر می تواند سبب 
گردد.  شده  طراحی  واکسن  کارآمدی  نهایت  در  و  عمر  نمیه  افزایش 
علاوه بر این، سازه مهندسی شده در این مطالعه به عنوان یک پروتئین 
 ,12( می باشد   40 از  کمتر  آن  بی ثباتی  شاخص  زیرا  شد،  شناخته  پایدار 
14(. همانطور که در نتایج نشان داده شده است، شاخص بی ثباتی سازه 
بسیار  فاکتور  یک  آنتی ژنسیتی  می باشد.   32/75 شده  مهندسی  واکسنی 
به شمار  ایمنی  پاسخ  ایجاد  در  واکسن  یک  قدر  میزان  ارزیابی  در  مهم 
می رود، بطور کلی اگر یک واکسن نوترکیب غیر آنتی ژنیک باشد توانایی 
ایجاد پاسخ ایمنی را نخواهد داشت. همان طور که نتایج پژوهش حاضر 

نشان داد، سازه کامیریک مهندسی شده با شاخص آنتی ژنسیتی 0/6882 
توانایی لازم در ایجاد پاسخ ایمنی دارد)9(. در این مطالعه ساختار سوم 
سازه کایمریک با  استفاده از سرورهای قابل اعتماد مدل سازی و پالایش 
شد. نتایج حاصل از پالایش ساختار سوم نشان داد که سهم بالایی از اسید 
آمینه ها )89 %( سازه در منطقه مطلوب هسته واقع شده اند، از این رو 
می توان نتیجه گرفت که واکسن مهندسی شده دارای ساختار سوم متاسب 
برای آنالیزهای بعدی بود. نتایج داکینگ مولکولی نیز نشان داد که دمین 
HBHA سازه کایمریک توانسته است در حالت کانژوکه با OmpL بصورت 
موفقیت آمیز و از طریق پیوند هیدورژنی زیادی با افینتی بالا به گیرنده 
 HBHA دمین  که  کرد  ادعا  می توان  بنابراین،  شود.  متصل   TLR4/MD2
می تواند با موفقیت نقش خود را به عنوان یک ادجوانت مولکولی ایفا 
کند. در نهایت  کدون های توالی نوکلئوتیدی واکسن کایمریک به منظور 
بیان در باکتری اشرشیا کولای بهینه سازی گردید. تحقیقات نشان می دهد 
و  کم  هزینه  با  می تواند  کولای  اشرشیا  مانند  پروکاریوتی  بیانی  سیستم  
ترجمه  از  تغییرات پس  فاقد  پروتئین های ساده که  تولید مناسب  حجم 
 CAI بهینه سازی کدون ها مقدار  نتایج  اساس  بر  نمایید.  تولید  را  هستند 
بعنوان مهم ترین شاخض بهینه سازی 0/97 بود. از آنجای که هر چه این 
بهینه سازی است،  به سمت یک میل کند نشان دهنده موفقیت در  عدد 
لذا می توان نتیجه گرفت واکسن کایمریک می تواند به شکل مناسبی در 

سیستم پروکارتوی بیان گردد)17(.

مهندسی یک پروتئین کایمریک نوترکیب متشکل از  ...



شماره 139، نشريه د امپزشكی، تابستان 1402

109

 شکل 7- کلونیگ درون رایانه ای توالی نوکلئوتیدی سازه کایمریک نوترکیب. A: توالی سازه بین دو جایگاه برشی آنزیم های NcoI و EcoRI. B: توالی نکلئوتیدی کلون شده در وکتور بیانی 

 )+(pET22b، بجز جایگاه های برشی در دو انتهای توالی، هیچ جایگاه برشی دیگری برای NcoI و EcoRI بر روی توالی مشاهده نمی شود.

نتیجه گیری کلی
نوترکیبی  سازه  سالمونلا  باکتری  با  مقابله  منظور  به  حاضر  مطالعه  در 
و  تیفی  سالمونلا  باکتری  از   OmpL آنتی ژن  پروتئین های  از  متشکل 
بیوانفورماتیکی  روش  به   HBHA (HBHA-OmpL) مولکولی  ادجوانت 
طراحی و ارزیابی شد. بر اساس نتایج بدست آمده سازه معرفی شده از 
خواص فیزیکوشیمایی و پایداری مطلوبی برخوردار بود و همچنین حاوی 
درصد بالایی از ساختارهای در معرض مارپیچ آلفا و پیچ های تصادفی بود. 
همچنین بررسی های بیشتر در زمینه داکینگ پروتئین- پروتئین نشان داد 
که دمین HBHA از سازه مذکور توانست به صورت مستحکمی )با تشکیل 
23 پیوند هیدوژنی( به گیرنده TLR4/MD2 خود متصل شود. در نهایت 
بیان  پروکاریوتی  سیستم  در  می تواند  نوترکیب  سازه  این  شد  مشخص 
گردد. بنابراین امید است که در آینده از سازه HBHA-OmpL به عنوان 

یک واکسن نوترکیب زیرواحدی استفاده شود.
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