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Background and Aims: Diarrhea caused by intestinal bacteria is a major cause of 

mortality, especially in children under the age of five in developing countries. Vaccines can be 

considered as an important solution to prevent these diseases.  Toxin-coregulated pilus (TcpA), 

OMPW and cholera toxin are the most important virulence factors of vibrio cholera and have 

immunogenic characteristics. In this study, a recombinant immunogen consisting of TcpA,  

Outer Membrane Protein OMPW, and cholera toxin B-subunit (CtxB) was designed. This 

chimeric protein, which contains B-cell epitopes and an adjuvant sequence, can potentially 

increase the likelihood of developing effective immune responses. 

Materials and Methods: To increase the probability expression of the OTC protein, gene 

codons and various parameters effective in expression were optimized. The thermodynamic 

analysis of the mRNA structure was performed to verify stability. The third structure of the 

protein was predicted and the quality of the structures was evaluated. Linear and conformational 

epitopes were also determined. 

Results: Protein with the sequence of OTC showed the highest antigenicity index. Codon 

Adaptaion Index of chimer increased to 0/89. The third predicted structure based on the RaptorX 

server showed good quality. The thermodynamic analysis of the mRNA structure showed that 

the predicted structure is stable. Conformational and linear epitopes were observed in all three 

domain of chimeric protein. 

 Conclusions: The results showed that the protein produced from this structure could act 

as an immunogen against the binding and toxin function of Vibrio cholera bacteria. 
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ویژه در ومیر در کشورهای در حال توسعه بهی عامل مهم مرگارودهی هایباکتری اسهالی ناشی از هایماریب :زمینه و هدف

 ،(TcpA) پیلی کلونیزاسیون فاکتور باشند. یماریبی از این حل مهمی برای پیشگیرراه توانندیم هاواکسنکودکان زیر پنج سال است. 

در این  .دارند ایمونوژنیک هایهستند و ویژگی ویبریوکلرا ییزابیماری عوامل نیترکلرا مهمینتوکسو  Wپروتئین غشای خارجی 

 یهاتوپکه دربردارندة اپیطراحی شد. پروتئین کایمر  CTXB, TcpA ,OMPWگانه متشکل از مطالعه، ایمونوژنی نوترکیب سه

 B-cell  ،را افزایش دهد. مؤثری ایمنی هاپاسخطور بالقوه احتمال بروز به تواندیمو توالی با خاصیت ادجوانتی است 

در بیان بهینه شد و  مؤثرهای ژنی و انواع پارامترهای ، کدونOTC نیپروتئبرای افزایش احتمال بیان  :کار روش و مواد

 بینی شد،پیش پروتئین سوم گرفت. همچنین ساختار با هدف بررسی پایداری انجام mRNAل ترمودینامیکی ساختار وتحلیتجزیه

 .شد تعیین نیز فضایی و خطی یهاتوپاپی کیفیت ساختارها ارزیابی، و

 89/0به  یمریکا ةسازژنی را نشان داد. شاخص سازگاری کدون بیشترین شاخص آنتی OTCپروتئین با ترتیب توالی  ها:یافته

 mRNA کیفیت مناسبی را نشان داد. آنالیز ترمودینامیکی ساختار RaptorXشده براساس سرور بینیافزایش یافت. ساختار سوم پیش

 دیده شد. مریکای فضایی و خطی در هر سه دومین پروتئین هاتوپشده پایدار است. اپیبینینشان داد ساختار پیش

در برابر عملکرد اتصال و توکسین باکتری  تواندیمشده ن داد پروتئین حاصل از این ساختار طراحینتایج نشا :گیرینتیجه

 مانند یک ایمونوژن عمل کند. ویبریوکلرا

 مریکاطراحی بیوانفوراتیکی، ژن  OMPW، TcpAتوکسین، کلرا ،ویبریوکلرا کلمات کلیدی:
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مهمقد
 کودکان در یروممرگ اصلی علت ی اسهالی دومینهاعفونت

کودک در  760000 حدود شدنکشتهو مسئول سال،  پنج زیر

ایمنی  یه هستند و یا سیستمسوءتغذ دچار که سال است. کودکانی

سه  .(1)هستند  هاعفونتمعرض این  در ضعیفی دارند، بیشتر

ی ایجادکنندة هاسمیکروارگانیمزایی که شاخصة بیماری

است از: کنند، عبارت عمل میای از طریق آن های رودهبیماری

های اپیتلیال و های اپیتلیال روده، حمله به سلولاتصال به سلول

ها کشنده هایی که ممکن است برای سلولاپیتلیوم، تولید توکسین

باشد و یا به از دست رفتن آب منجر شوند و سیستم عصبی را 

 تأثیر قرار دهند.تحت

از جملة این  ،وباعامل بیماری مهلک  ،ویبریوکلرا    

که اغلب کشورهای جهان سوم را درگیر است  هاسمیکروارگانیم

 عوامل ویبریوکلرا. (2،3)زیادی در پی دارد میر وو مرگ کرده

ترین آنها که مهم داردها و سموم آنزیم مانند مختلفیزای بیماری

به شمار و عامل اصلی بیماری وبا  است اگزوتوکسین کلرا توکسین

توجه کلراتوکسین، ژنیک قابلبا توجه به خواص آنتی .(4،5) رودمی

ی واحدهاو زیراستفاده از این توکسین  با هدفمطالعات زیادی 

برای ایجاد مصونیت در برابر این بیماری صورت نوترکیب آن 

 .(6-8) گرفته است

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 
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ای آمینهاسید 103قسمت  5 زیرواحد اتصالی کلراتوکسین از

 یمحل اتصال ،آرایش حلقه مانندکه با  یکسان تشکیل شده است

. زیرواحد روده داردهای اپیتلیال سلول GM1 گیرندة گانگلوزید به

B ( سم کلراCTXB) یهای غشامسئول اتصال سم به گیرنده 

. امروزه (5)نیست سیتوپلاسمی سلول میزبان بوده و سمی 

CTXB زایی وابسته به عنوان ایمونو ادجوانت قوی در ایمنیبه

نکتة دیگری که باید در نظر گرفته شود  .(9،10)دارد  دکاربرمخاط 

های پروتئینی در طراحی توان از ادجوانتاین است که می

توان با فیوژ کردن آنتیمی واحدی استفاده کرد.ی زیرهاواکسن

، سبب CTXB هایی مثلهای کاندیدای واکسن با ادجوانتژن

 .(7،11،12)ی ایمنی شد هاپاسختقویت 

کیلو دالتون وزن دارد و  OMPW ،22پروتئین خارج غشائی 

ی محیطی مثل تغییرات هاشوکدر برابر  ویبریوکلراباعث پایداری 

pH، شود و امکانی می شوک اسموتیک و مقاومت در مقابل شوینده

در داخل روده کلونیزه شود و ایجاد  تا کندیمفراهم باکتری  برای

عنوان یک در مقالات مختلف بهاین پروتئین   .کندبیماری 

بین تمام  این پروتئینکه از آنجا ایمونوژن معرفی شده است، 

است و ارزش کاندید واکسن  توالی ثابت دارد، ویبریوکلرا یهاهیسو

 .(13،14)تشخیصی دارد 

در  ویبریوکلرااز عوامل مهمی که در اتصال و تجمع باکتری 

 TcpA (toxin ینپروتئروده نقش اصلی را به عهده دارد، 

coregulated pillus) باکتری به  پیلی بزرگ واحدرزی است که

در  TcpA. این پروتئین با توجه به محل قرارگیری درویمشمار 

. ردیگیمسیستم ایمنی قرار  ریتأثراحتی تحتسطح باکتری، به

باعث شده کاندید  هایبادنحوة قرارگیری آن در معرض آنتی

 ایمنی ضدکلونیزاسیون علیه بیماری وبا باشد.مناسبی برای توسعة 

 شود کهبا ژنی کد می کیلودالتون 22 حدود وزن با TcpAپروتئین 

 .(15،16) ددار باز جفت 598

ی نسل اول، به استفاده هاواکسنامروزه با توجه به مخاطرات 

جهت مقابله با زیرواحدی نوترکیب  یهاها و واکسنایمونوژناز 

ها و ایمونوژن .شودیموبی توجه زیادی ی میکرهایماریب

 یهاو واکنش هستند ترمنیانوترکیب زیرواحدی  یهاواکسن

از سوی . اندازندیغیراختصاصی کمتری در سیستم ایمنی به راه م

ی هاواکسنی و کایمرهای دیگر استفاده از ایمونوژن

ها محافظت بیشتری علیه زیرواحدیچندزیرواحدی به جای تک

 .(11)کند زا ایجاد مییماریعوامل ب

رغم خواص ایمونولوژیکی کلراتوکسین که بسیار مورد علی

آن موجب محدود شدن استفاده  بودن ، سمیاستتوجه محققان 

 نبودنواکسیناسیون انسانی شده است. در عوض به علت سمی در

عنوان ایمونوژن طور وسیعی بهبه CTXB، استفاده از Bزیرواحد 

همکاران  و Juthika Kundu .ه استشدان بررسی مخاطی در انس

صورت را به CTXBو  TcpAی نوترکیب هانیپروتئزایی ایمنی

. نتایج (6)بررسی کردند  ویبریوکلراجداگانه و مخلوط با هم علیه 

عنوان ایمونوژن، به نشان داد استفاده از زیرواحد اتصالی سم کلرا

به تنهایی  TcpAژن درصد و کاربرد آنتی 45/70بخشی مصونیت

درصد را دربردارد؛ در حالی که استفادة  1/41بخشی مصونیت

را  ویبریوکلرادرصدی علیه  100ژن، محافظت همزمان هر دو آنتی

 .(6)در مدل حیوانی سبب شد 

 ی نوترکیب ازهاواکسنها و امروزه در طراحی ایمونوژن

 ساختارهای مطالعة که دربردارندة شودبیوانفورماتیک استفاده می

اپی بینیپیش برای ییهاتمیالگور طراحی و جدید یهانیپروتئ

ها و همچنین بررسی پایداری ایمونوژن T و B یهاسلول یهاتوپ

 آزمایشگاهی یهایبررس برای لازم نهیهز و زمان راه این است. از

استفاده از ابزارهای بیوانفورماتیکی، کمک زیادی . ابدییم کاهش

 .(17-19) کندیمهای جدید ایمونوژن به شناسایی

 یواحدهازیر دربردارندة کایمر ها و پروتئینایمونوژن

 هستند که ویژگی CTXBیی مانند هایتوال و لینکرها پروتئینی،

ی هانیپروتئ ایمونوژنیسیتی خاصیت توانندیمادجوانتی دارند و 

ی ایمنی مناسبی را تحریک هاپاسخرا تقویت کرده و  نوترکیب

با  ی کایمر وهانیپروتئ. با توجه به مزایای استفاده از (11)کنند 

، هدف این تحقیق ویبریوکلرازایی سازوکار بیماریدر نظر گرفتن 

نوترکیب علیه فاکتورهای اتصال و  کایمرطراحی ایمونوژن 

 . باشدیم ویبریوکلراباکتری توکسین

 هاروش و مواد
 کدون سازیبهینه و سازه طراحی توالی، بازیابی

 ،CTXB با مرتبط اسیدی آمینو و نوکلئوتیدی هایتوالی

TcpA  و OMPWدادة پایگاه از DNA (Gene Bank )کدهای با 

 پروتئین وE00132.1،NC_002505.1، NC_002505.1 دسترسی

(Uniprot )دسترسی کدهای با P01556،Q60153،B7U9W2 به 

 TcpA,OMPW دادن قرار هم کنار در با ژنیآنتی توالی. آمد دست

 اتصال برای. شد طراحی مناسب لینکر از استفاده با و CTXB و

 با هاژنآنتی از متفاوتی هایسازه یکدیگر، به ژنیکآنتی هایبخش
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 با ژنیسیتی،آنتی مقدار بالاترین براساس. شد گرفته نظر در لینکر

 ANTIGENpro و VaxiJen افزارینرم هایبرنامه از استفاده

 واحدهایزیر ،OTC سازة در. شد انتخاب OTC سازة ،(20،21)

 سخت لینکر عنوانبه و EAAAK توالی از تکرار بار سه با پروتئینی

 و فیزیکی پارامترهای این، بر علاوه. شدند متصل یکدیگر به

 ProtParam افزارنرم از استفاده با کایمر پروتئین متفاوت شیمیایی

 سازیبهینه و ژنی تحلیلوتجزیه نهایت در. (22) شد بررسی

 سرویس از استفاده با مصنوعی کایمر ژن پارامتر چندین

GenScript در ترجیحی هایکدون بردن کار به و E. coli انجام 

 .شد

 پروتئین ساختار و mRNA پایداری بینیپیش

 I-TA سرورهای از پروتئین، سوم ساختار بینیپیش برای

SSER، Phyre و RaptorX کیفیت. (23-25) شد استفاده 

 .(26) شد ارزیابی ModFOLD4 سرور با بعدیسه هایمدل

 سرور با طبیعی هایپروتئین و کایمر بعدیسه ساختارهای

SuperPose بعدیسه ساختارهای مشاهدة برای. (27) شد مقایسه 

. شد استفاده Accelrys Discovery Studio v.1.7 افزارنرم از

 روش و mfold افزارنرم با کایمر ژن mRNA ساختار

CentroidFold و فولدینگ هایویژگی سپس. (28) شد ارزیابی 

 یکدیگر با شدهسازیبهینه و طبیعی mRNA ترمودینامیکی

 .شد مقایسه

 کایمر پروتئین ساختار کیفیت اعتبارسنجی

 پروتئینی، ساختارهای کیفیت اعتبار تعیین و سریع ارزیابی

 از. شد انجام( PSVS) پروتئینی اختارس اعتبارسنجی افزارنرم با

PSVS هایطراحی در ساختار کیفیت ارزیابی برای بیشتر 

 برای افزارنرم این. شودمی استفاده ساختاری شناسیزیست

 ارزیابی متفاوت ابزارهای از گسترده طوربه کامل، تحلیلوتجزیه

 ،PROCHECK، MolProbity همچون ساختار، کیفیت

VERIFY3D مدل و RAMPAGE (29) کندمی استفاده .

 ساختار تعیین افزارهاینرم پیشنهادی هایمدل کیفیت همچنین

 .(30) شد تعیین نیز  PROSAبرنامة با پروتئین بعدیسه

 ایمونولوژیکی هایبررسی

 از شدهطراحی پروتئین زاییآلرژی میزان تخمین برای

AlgPred (31) شد استفاده .ABCpred سرور و Ellipro و 

CBTOP و خطی هایتوپاپی بینیپیش برای ترتیببه 

 رفت کار به کایمری سازة cell - B ناپیوستة هایتوپاپی

 و پذیریانعطاف براساس هاتوپاپی فرایند، این در. (32،33)

 .شوندمی انتخاب بودن سطح دسترس در قابلیت

 هایافته
 ایمریکساختار  یو طراح یکژنیانتخاب بخش آنت

 Genbank از TcpAو CTXB ، OMPW مرتبط با یهایلتوا

، CTXB از ینهآمیداس 102، شامل سه توالی ینا دست آمد.ه ب

 .بود TcpAاز  اسیدآمینه 199و  OMPW اسیدآمینه از 196

چگونگی قرار گرفتن این سه زیرواحد در سازة پروتئینی ارزیابی 

از  شدهاحیطر سوم یساختارها از طریق ارزیابی سازه ینبهتر .شد

آنها به دست  یسیتیژنیآنت براساس ویژگی و ایمریک ینپروتئ

 ی مختلف زیرواحدهای پروتئینیهابیترتنتایج  1آمد. در جدول 

آورده شده است.  ANTIGENproافزار و نرم VaxiJenسرور با 

، ساختار سوم یابیو ارز ینیبشیپ یبرا، 1براساس نتایج جد  ول 

در هر دو . انتخاب شد یسیتیژنیآنت اخصین شتریشبا ب یاسازه

 ANTIGENproافزار و نرم VaxiJenسرور شده با بررسی انجام

-OMPW-TcpAی با ترتیب ژن مصنوعیآنتبهترین نتایج به سازة 

CTXB (OTC) .مربوط بود 
 

 SCRATCHو  VaxiJenپروتئینی با استفاده از  یهاسازهژنیسیتی بینی شاخص آنتیپیش .1جدول 

 ANTIGENpro شده دربینیامتیاز پیش VaxiJenشده در بینیامتیاز پیش سازه

OTC* 5990/0  9518/0  

OCT 5892/0  9388/0  

TOC 5952/0  9401/0  

TCO 5978/0  9448/0  

CTO 5961/0  9412/0  

COT 5917/0  9396/0  
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 ه( باسیدآمینه 15) سخت ینکرهایل با یژنیقطعات آنت

 مختلف، یهانیدوم اتصال برای (.1ل متصل شدند )شک یکدیگر

آلفا  که یک به کار رفت EAAAK تکراری با قطعات لینکرهایی

 از توالی استفاده . بادهدیمتشکیل  را منومر هلیکس هیدروفوب

EAAAK، بر تفکیک مؤثری بین زیرواحدها به دست آمد. علاوه 

 شناسایی و تأیید پروتئین کایمر نوترکیب با تسهیل برای این،

و بهبود فرایند  وسترن بلات از جمله ایمونولوژیکی هایروش

 6سازی پروتئین به روش تمایلی، توالی کدکنندة خالص

شد.  اضافه CTXBقطعة  c-terminalهیستیدین به انتهای 

 کدون پایانی صورت مؤثرتر،به همچنین برای پایان دادن ترجمه

(TAA )به توالی اضافه شد. کدون آخرین عنوانبه 

 
ها نشانگر و شماره شدهمناسب به هم متصل ینکرکه با ل CTBو OMPW، TcpA ۀدربردارند ینپروتئ ۀساز یک. ساختار شمات1 شکل

 هر قطعه است. یانشروع و پا

 

 سوم ساختار بینیپیش

افزار سه نرمپروتئین کایمر، از  سوم ساختار طراحی برای

 برای .ستفاده شدا RaptorXو  I-TASSER ،Phyreمختلف شامل 

 سرورها این با شده کهبینیپیش بعدیسه یهامدل کیفیت ارزیابی

به کار رفت و ارزیابی  ModFOLD4سرور شده بود،  سازیمدل

طور شده انجام گرفت. بهبینیبراساس نمرة کیفیت مدل پیش

 P. مقدار شودیماستاندارد این نمره بین صفر تا یک در نظر گرفته 
 . مدلدهدیمشده را نشان ة درنظرگرفتهنیز صحت نمر

 ارزش و 3940/0کیفیت مدل  امتیاز با ،RaptorX با شدهطراحی

P نتایج داشت. همچنین را نتیجه بهترین ،(008/0) قبولقابل 

 P ارزش و 3910/0کیفیت مدل  امتیاز با Phyre داد نشان

 از پس دوم رتبه در کمی بسیار تفاوت با (009/0) قبولقابل

RaptorX دارد قرار. 

 شده بابینیپیش بعدیسه ساختارهای کیفیت این، بر علاوه

 ساختار با ،کایمر پروتئین بعدیسه تطابق دادن روی ساختارهای

دهندة آن ارزیابی شد. بر ی زیرواحدی تشکیلهانیپروتئ بعدیسه

 دادة پایگاه از که طبیعی یهانیپروتئ بعدیسه ساختار این اساس

مقایسه شد  OTC بعدیسه ساختار با بود شده استخراج پروتئین

 نشان 3 جدول در نتایج .بود شده طراحی مختلف سرورهای باکه 

 یهااتم بین فاصلة میانگین گیریاندازه شامل است و شده داده

یک سیستم  (RMSD) ریشة معیاراست. انحراف پروتئین ساختار

ی بهینه بین دو طرازامتیازدهی است که برای پیدا کردن هم

 مدل نتایج، این . براساسشودیمساختار پروتئین استفاده 

با  شدهی طراحیهامدل به نسبت ،RaptorX با شدهبینیپیش

ی هانیپروتئدیگر، بیشترین شباهت ساختاری را با  افزارهاینرم

-I و PHYERE شده بابینیطبیعی دارد. ساختارهای پیش

TASSER  بینی ساختار ار دارند. نتایج پیشی بعدی قرهارتبهدر

-I و نزدیک است به هم RaptorX و PHYEREپروتئین کایمر با 

TASSER امتیاز را دارد کمترین. 

 با سرور OTCپروتئین  برای ساختار طراحی روبانی مدل

RaptorX، ی هانیدوم معنی که متمایز دارد؛ به این دومین سه

 با لینکرها از هم جدا شوند طور مؤثریبه تواندیم فیوژن پروتئین

  (.2 شکل)

 

 
شده با بینیپیش OTCبعدی مدل . ساختار سه2شکل 

 RaptorXسرور 
 

 پروتئین پایداری و ساختار بررسی کیفیت

مدل  دهدینشان م Swiss-Pdb-Viewer یحداقل انرژ ةمحاسب

 یهااز مدل OTC (93/597-) یبرا RaptorXبا سرور شده طراحی

در  دهدیراماچاندان نشان م . بررسی نموداراست دارتریپا یگرد



 ....طراحی بیوانفورماتیکی و آنالیز ایمونوژن | همکارانو  یبهروز 

274 

 

یدهایاس درصد از RaptorX ،5/92با سرور شده طراحیمدل 

 یهامدل است که بسیار بیشتر از بسیار مطلوب ةدر منطق ینهآم

درصد و  8/76با  PHYEREیگر است. پس از آن، مدل دسه بعدی 

I-TA SSER  آمینة قرارگرفته، در منطقة اسیدهای زا 9/74با

 آمینه مدلاز اسیدهای درصد 6/0بسیار مطلوب قرار دارند. فقط 

RaptorX آمینه در ناحیة غیرمجاز هستند. تعداد اسیدهای

 I-TA و PHYEREی هامدلبرای  قرارگرفته در ناحیة غیرمجاز

SSER درصد بود. 7/3و  1/3ترتیب به 

با سرور  شدهبینیپیشمدل  دراندان راماچ بررسی نمودار    

RaptorX، وندرة نیآماسیدهای درصد از 4/99بیش از  نشان داد 

ناحیة در  هانهیدآمیاسدرصد از  6/0 و مطلوب و مجازمناطق 

با  شدهینیبشیپکیفیت ساختار  (.3دارند )شکل قرار مطلوب غیر

ی شد. بر این اساس کیفیت ساختار بررس PROSAافزار نرم

شده و یا تعیین های کریستالوگرافیپروتئینة محدودروتئین در پ

 (.3شکل بود ) NMRساختار شده به روش 

 OTC پروتئین کایمر یمونوانفورماتیکیا یزآنال

 نآلرژیرغ پروتئینی شده،کایمر طراحی ینپروتئ نشان داد هایبررس

 یخواص ساختار یلوتحلیهو تجز IgE توپی اپیبردارنقشه. است

پروتئین  یتوال دادنشان  AlegPred سرور با یمیاییو ش یزیکیفو 

 cell-B یهاتوپیاپ .یستشده ندییتأ IgEپ وتیاپ یحاو کایمر

B- یهاتوپیاپ .دنکنیم یفاها ایمونوژنا انتخابدر  ینقش مهم

cell، سرور  با پروتئین یدر توالABCpred  بررسی شد که نتایج

همانطور که در جدول مشاهده  .آورده شده است 2آن در جدول 

کایمر پراکنده بوده و به  ی خطی در طول توالیهاتوپاپی شودیم

بینی دهندة سازه متعلق است. نتایج پیشهر دو پروتئین تشکیل

آمده است. همانطور که در جدول  3جدول ی فضایی در هاتوپاپی

کنده ی فضایی در طول توالی کایمر پراهاتوپاپی شودیممشاهده 

 تعلق است.مدهندة سازه بوده و به هر دو پروتئین تشکیل

 

                 
 

 PROSAشده با سرور بینی. نمودار راماچاندران و بررسی کیفیت ساختار پیش3شکل 

 
 .رودبه شمار می توپاپی 4/0 از بیش امتیاز با ییهایتوالخطی.  یهاتوپبینی اپینتایج پیش .2جدول 

 امتیاز موقعیت شروع توپتوالی اپی امتیاز موقعیت شروع توپاپیتوالی 

VSAGVVTLAQRAID 227 9/0 WGLAANVGFDYMLN 137 8/0 

LGDIGETKHLPPTF 75 8/0  STSGGELGSLGDIG 66 79/0 

KTPQNITDLCAEYH 425 8/0  AETGVGVIKSIAPA 368 79/0  

FAISVDGLTQAQCK 319 8/0  TNMNIFSFPRNAAA 302 79/0  

VALTQTYRGLGNYP 256 8/0  VSLGKISSDEAKNP 285 79/0  

VGAGLNYTTFFDES 105 8/0  SWFLNAYVWYANIE 152 79/0  

TQIHTLNDKIFSYT 440 8/0  AGGAVALADLGDFE 349 79/0  
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TLAQRAIDSQIMTK 233 8/0  IIVLGIMGVVSAGV 218 78/0  

 امتیاز موقعیت شروع توپتوالی اپی امتیاز موقعیت شروع توپتوالی اپی

PRNAAANKAFAISV 310 8/0  DVEINPWVFIIAGG 180 78/0  

GFDYMLNDSWFLNA 144 8/0  TNNALSDLKLDDSW 124 78/0  

GDFIVRAGIASVVP 4 8/0  EVLARTPFSHKIST 54 78/0  

KNLDLTNITHVEKL 383 8/0  DLCAEYHNTQIHTL 432 76/0 

DLGDFENSAAAAET 357 8/0  QYYFGEANSTNRPY 91 75/0 

ASKLTSGLVSLGKI 277 8/0  VIKSIAPASKNLDL 374 75/0 

WYANIETTATYKAG 160 8/0  DMFPYIAIKAGGAV 340 74/0 

 
 .شونددر نظر گرفته می توپاپی عنوانبه آن از بیش و 4 امتیاز با ییهایتوال. ساختاری یهاتوپبینی اپینتایج پیش .3جدول 

 یازامت یتموقع ینهآمیداس امتیاز موقعیت اسیدآمینه

HQE 3-1 4 AGADAKS 177-171 4 

SVVPNDS 20-13 4 KF 197-195 4 

ISTS 67-64 4 QVALT 258-254 4 
LPP 

 
85-83 4 GKISSDEAKN 297-288 4 

EANSTNRPYVGAGL 109-96 4 EN 362-360 4 

TFFDESFNSTGTNN 126-122 4 PQNITDLCAEY 437-427 4 

LSDLKLDDSWG 148-128 4 TFKNGATFQVEVPGSQ

HIDSQ 
486-466 4 

LNAYVWYA 162-155 4 KLCV 513-510 4 

 

 کایمر ژن ساخت برای کدون سازیبهینه

مختلفی بهینه  فاکتورهای تغییر با OTC کایمرژن  کنندةکد توالی

 .کندیمو آن را تنظیم  گذاردمی ریتأث ژن بیان تنظیم بر که شد

 4 شکل در شدهسازینشده و بهینهدستکاری ژن وتحلیلتجزیه

 .است شده داده نشان

 %100پذیری کدونی( به )شاخص انطباق CAIافزایش شاخص 

شده های استفادهپذیری و افزایش کدونافدهندة میزان انعطنشان

پذیری است. شاخص انطباق اشریشیاکلیبرای بیان ژن در باکتری 

تغییر کرد. انتخاب و تغییرکدون مناسب  89/0به  7/0کدونی از 

به  درصد 51/32نحوی بود که محتوای سیتوزین وگوانین از به

مناسبی  هایی که کیفیتدرصد افزایش یافت. تعداد کدون 51/38

درصد تغییر  69درصد به  49برای افزایش بیان پروتئین دارند، از 

 ممکن های تکراری کهتوالی و کنندهثباتبی کرد. تعداد عناصر

 به صفر رسید. 17باشد، از  داشته بیان تأثیر منفی میزان بر است

استفاده  centroidFold از سرور mRNAبینی ساختار برای پیش

 30/491سازی انرژی برای ساختار، قبل از بهینه شد. میزان حداقل

 رسید. -80/525سازی به کیلو کالری و بعد از بهینه -
 

 گیریبحث و نتیجه

 یناسهال دوم شودیمبا توجه به آمارهای جهانی مشخص 

 2012و در سال  کودکان در جهان است ومیری مرگاصل عامل

هزار کودک  580از  یشب یا در هر روز کودک 1600مرگ  موجب

ی از جمله ارودهزای بیماری یهایباکتر .استشده در سال 

 یناسیونواکس ةبرنام یکو  اسهال هستند یجرا عوامل ویبریوکلرا

کمک  یماریب یرومبه کاهش مرگ تواندیم ی،باکتر این کنترل

 .(1،5) کند

با توجه به  و عنوان زیرواحد بزرگ پیلیبه TcpAپروتئین 

 برایکاندیدای مناسبی  ،در سطح باکتریآن محل قرارگیری 

 نیسوی دیگر پروتئ . ازباکتری استایمنی ضدکلونیزاسیون  ةتوسع

CTXB  که روی  داردساختاری هموپنتامریک و غیرسمی

قرار گرفته است. پروتئین  کلرایبریووکروموزوم بزرگ باکتری 

CTXB توکسین علیه محافظت ایجاد و بادیآنتی تولید بر علاوه

 برانگیختن سبب تواندیم که است مهمی زیستی ادجوانت کلرا،

شده تحقیقات انجام .شود مخاطی ایمنی جمله از ایمنی یهاپاسخ

 در ایجاد بیماری وبا دلالت دارد. OMPWبر دخالت فاکتور 



 ....طراحی بیوانفورماتیکی و آنالیز ایمونوژن | همکارانو  یبهروز 

276 

 

  
های منفی و و توالی GC درصد اری کدون،الف( شاخص سازگ) نیپروتئبر بیان  ریتأثها براساس میزان . بررسی توزیع فراوانی کدون4شکل 

در بیان پروتئین )ب(. در نمودار الف، محور عمودی نشان دهنده درصد کدون های پروتئین می باشد و محور افقی نشانگر  مؤثرتکراری 

در نمودار  بر بیان پروتئین است.منفی  ریتأثبه معنی  30بر بیان پروتئین، و ارزش زیر  ریتأثها براساس میزان گذاری کدونبندی و ارزشدسته

 89/0همانطور که در نمودار ب دیده می شود شاخص انطباق پذیری کدون به  بر بیان پروتئین ارائه شده است. مؤثری هاشاخصهب، بهبود 

 ارتقاء یافته و توالی های منفی و تکراری موثر بر بیان پروتئین نیز حذف گردیده است.

 

 یکردرویرواحدی و نوترکیب، ی زهاواکسندر تحقیقات 

پاسخ  یشتر،ب ایمنیبا  تواندیم ئیچندجز ژنینتید استفاده از آجد

 یدکاند یدر طراح ینامطلوب کمتر واکنش ینو همچن ویژه

یهتجزکایمر چندظرفیتی،  یلوتحلیهدر تجزشود.  واکسن استفاده

یارزشمند و استراتژ هایابزار یوانفورماتیکی،ب یهاداده یلوتحل

 یبیترکزایی یمنیو ا یساختار یهایژگیو توانندیم ید،جد یها

به صرفه یطراح اینددر فر و ها فراهم کندتوپیاپ با را متفاوت

به  یق،تحق ینا در .(35،34) شودیم زمان منجرو  ینهدر هز ییجو

 و خاصیت OMPWو   TcpAپروتئین ییزایمنیا خاصیت یلدل

 ةدر بردارند یمرکا ینپروتئ یطراح پروتئین، جوانتیو اد نیژنتیآ

 یوانفورماتیکیب یهایمدنظر قرار گرفت. بررس ،واحدیرز سههر 

را خواهد  یمنیا یستمس یکتحر ییتوانا ینپروتئ ینا دنشان دا

 داشت.

 ی،ژنیآنت شاخص ینبا بالاتر مدل ینبه بهتر یدنرس یبرا

شاخص قرار گرفتند.  یکدیگر کنارممکن  یبهر ترت باژن یسه آنت

 یتو در نها شد یدو روش بررس با یمرکا ین ساختارهایژن ایآنت

 داد.را نشان  یژنیآنت نمرة ینبهتر OTC ترتیب

. شودیمی کایمر از لینکرها استفاده هانیپروتئدر طراحی 

 علیه بتواند ایمنی سیستم شودیمسبب  مناسب لینکر از استفاده

 زیرواحد هر ساختاری یهاتوپیاپ ژهیوبه و خطی یهاتوپیاپ

 این در .کند تولید بادیپاسخ داده و آنتی پروتئین، دهندةتشکیل

 و EAAAK یهانهیشامل اسیدآم از لینکری سخت مطالعه
 شد. ایناستفاده  لیزین و گلوتامیک، آلانینة اسیدآمین دربردارندة

 و گلوتامیک اسید به مربوط نمکی علت داشتن پل به ترادف

 هم به از مانع پایدار، هلیکس ساختار ایجاد با ندتوایم، لیزین

در مطالعات  .(11)شود  پروتئینی هایمینود شدن نزدیک

تکرار این لینکر استفاده شده است. نتایج  5تا  1، از شدهانجام

یم EAAAKتکرار از توالی لینکر  5و یا  4تحقیقات نشان داد 

داشته باشد  ی کایمریک فولدینگ مناسبهانیپروتئسبب  تواند

(11،36) .Khaloiee  و همکاران برای طراحی پروتئین کایمر علیه

ی، از چهار تکرار این لینکر با هدف ارودهزای سه بیماری

. در (37)اندازی زیرواحدهای پروتئینی استفاده کردند فاصله

ی واحدهاو همکاران، برای ایجاد فاصله بین زیر Nazarianتحقیق 

 . در(11)کرار چهارتایی لینکر استفاده شد پروتئین کایمر از ت

( در (EAAAK 4 ینکرل یریکارگبه ،و همکاران Amani یقتحق

 Tirو  ینتیمین، اEspA یهانیسبب شد پروتئ یمرکا ینپروتئ

 3در تحقیق حاضر، استفاده از  .(36) ساختار جداگانه داشته باشند

ینی کایمر از تکرار لینکر نیز توانست سبب جدا ماندن اجزای پروتئ

 یکدیگر شود. 

، از سه روش مرتبط OTC  مریبرای طراحی ساختار سوم کا

 سرور با شدهبعدی طراحیسه هایارزیابی ساختار .استفاده شد

ModFOLD  نشان داد روش  RaptorXو  PHYEREیهابا تفاوت 

بینی مدل ، قابلیت مناسبی برای پیشI-TASSER زیادی نسبت به

نیز  PROSA تایج راماچاندران و ارزیابی کیفیتبعدی دارد و نسه

از اینجا ناشی  احتمالااین تفاوت  .دهدیماین تفاوت را نشان 
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 I-TASSER ، سرورPHYERE و RaptorX شود که برخلاف می

 سه دومین مجزا را تشخیص نداده است.

ای ضروری در ، مرحلههاتوپبرداری اپیتعیین و نقشه

گیر و ی وقتهاروشای اجتناب از طراحی واکسن است که بر

ی هایتوالی احتمالی از هاتوپپرهزینة تجربی، شناسایی اپی

 .شودیمی محاسباتی انجام هاروشژنی با آنتی

براساس پارامترهای مختلف مانند  هاتوپبینی اپیپیش

ی و در معرض سطح بودن دسترس پذیری،دوستی، انعطافآب

نتیجه نشان داد اپی اختار انجام شد.های توالی و سمبتنی بر روش

شده، در طول هر سه بخش سازة کایمری توزیع B-cellی هاتوپ

 .تواند پاسخ ایمنی محافظتی تولید کندمی احتمالاپراکنده بود و 

زا نیست و یکی شده نشان داد سازة کایمری، آلرژیمطالعات انجام

 .ن استزا برای واکسترین ویژگی کاندیدای ایمنیاز مهم

ی کدون نادر ompWو  tcpA،ctxB یهااز آنجا که توالی ژن

با نرم یمرپروتئین کا ةکنندنوکلئوتیدی تولید یهای، تمام توالدارد

 د.شسازی بهینه E.coli بیان بالا در میزبان و با هدفافزار آنلاین 

CAI 89/0سازی به و پس از بهینه 7/0سازی کایمر قبل از بهینه 

 tRNAهایی است که فت که نشانگر انتخاب کدونافزایش یا

بیشتری برای آن وجود داشته و باعث افزایش بیان در میزبان 

E.coli شده است. طراحی ساختار mRNA نشان داد mRNA 

اندازة کافی برای ترجمة کارامد در میزبان پایدار است و موقعیت به

 ندارند. در ساختارهای ثانویه نامطلوب قرار RBS کدون شروع و

ی بیوانفورماتیک تأثیر بسزایی هاروشنتیجه گرفت  توانیم

 کایمر in silicoها دارد. ارزیابی وتحلیل طراحی ایمونوژنبر تجزیه

 E.coliدر  مؤثرطور این سازة ژنی به دهدیمشده نشان طراحی

ی ایمنی را علیه فاکتورهای اتصالی و هاپاسخشود و بیان می

 کند.قا میتوکسین باکتری ال

 سپاسگزاری
وسیله از مدیریت محترم مرکز تحقیقات  به این

ع( برای همکاری در ) نیحسشناسی دانشگاه جامع امام زیست

 د.شویماجرای این پژوهش تشکر و قدردانی 

 تعارض منافع
 بین نویسندگان تعارض در منافع گزارش نشده است.
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