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Abstract

Introduction: Mycoplasma genitalium and Mycoplasma hominis are among 
the major pathogens of the human urogenital tract that play a significant 
role in infertility. This study aimed to design a bivalent vaccine containing 
epitopes derived from both pathogens and to evaluate its physicochemical 
properties and potential to stimulate host immune cells.
Methods: Using several bioinformatics tools, cell-surface proteins of both 
pathogens were selected, and their corresponding B-cell and T-cell epitopes 
were predicted. Specific, non-toxic, non-allergenic, and highly antigenic 
epitopes were identified and chosen for vaccine construction. The peptide 
linkers AAY, GPGPG, and KK were used to connect the selected epitopes, and 
the EAAK linker was used to attach the immunogenic β-defensin adjuvant to 
the final vaccine construct. Then, the structural characteristics of the designed 
vaccine, including secondary and tertiary structures, polarity, solubility, and 
molecular docking with host immune system receptors, were evaluated.
Results: Analysis of the secondary structure of the designed vaccine revealed 
favorable proportions of random coils, extended strands, and α-helices, 
indicating good stability and epitope-forming potential. Furthermore, 
evaluation of the three-dimensional structure confirmed the desirable 
polarity and solubility of the vaccine protein. Additionally, molecular docking 
results demonstrated the high potential of this vaccine to interact with host 
immune cell receptors.
Conclusion: The bivalent multi-epitope vaccine designed in this study 
exhibited favorable stability and a high potential to stimulate an immune 
response, suggesting its applicability in the development of targeted vaccines 
against these pathogens.
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چکیده

پاتوژن‌های مهم دستگاه  از جمله  مایکوپلاسما هومینیس2  و  ژنیتالیوم1  مایکوپلاسما  باکتری‌های  مقدمه: 
تناسلی انسان هستند که نقش مهمی در ایجاد ناباروری ایفا می‌کنند. هدف از انجام این پژوهش، طراحی 
یک واکسن دوگانه شامل اپی‌توپ‌های هر دو پاتوژن فوق و ارزیابی خواص فیزیکوشیمیایی و پتانسیل واکسن 

در تهییج سلول‌های سیستم ایمنی میزبان بود.
پروتئین‌های سطح سلولی  انتخاب  از  بیوانفورماتیکی متعدد، پس  ابزارهای  از  استفاده  با  مواد و روش‌ها: 
اپی‌توپ‌های  سپس  شد.  زده  تخمین  پروتئین  هر  به  مربوط   T و   B سلول‌های  اپی‌توپ‌های  باکتری،  دو 
اختصاصی، غیر سمی، غیر آلرژن و با خاصیت آنتی‌ژنی بالا شناسایی و جهت ساخت واکسن انتخاب شدند. 
 EAAK پپتیدی  لینکر  و  منتخب  اپی‌توپ‌های  اتصال  KK جهت  و   AAY، GPGPG پپتیدی  لینکرهای 
جهت اضافه نمودن ادجوانت ایمنی‌زای بتادفنسین به ساختار نهایی واکسن مورد استفاده قرار گرفت، سپس 
ویژگی‌های ساختاری واکسن طراحی‌شده، از جمله ساختار دوم و سوم، قطبیت، حلالیت و داکینگ مولکولی 

با گیرنده‌های سیستم ایمنی میزبان ارزیابی شد.
یافته‌ها: بر اساس داده‌های حاصل از تحلیل ساختار دوم واکسن طراحی شده، درصد حضور پیچ، صفحات 
بررسی  و همچنین  بود  اپی‌توپ  تشکیل  در  پروتئین  مناسب  پتانسیل  و  پایداری  از  حاکی  آلفا  مارپیچ  و 
ساختار سه‌بعدی آن، قطبیت و حلالیت مطلوب پروتئین واکسن را تأیید نمود، همچنین نتایج حاصل از 
انجام داکینگ مولکولی، قابلیت بالای این واکسن را در برهم‌کنش با گیرنده‌های سلول‌های سیستم ایمنی 

میزبان نشان داد.
نتیجه‌گیری: واکسن دوگانه چند اپی‌توپی طراحی شده در این مطالعه، پایداری مطلوب و پتانسیل بالایی 
در تحریک پاسخ سیستم ایمنی میزبان دارد و می‌تواند جهت توسعه واکسن‌های هدفمند علیه این پاتوژن‌ها 

مورد استفاده قرار گیرد.

کلمات کلیدی: ببیوانفورماتیک؛ اپی‌توپ‌ها؛ واکسن‌ها؛ مایکوپلاسما ژنیتالیوم؛ مایکوپلاسما هومینیس

1. Mycoplasma genitalium
2. Mycoplasma hominis
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مقدمه

 Mycoplasma genitalium (M.) باکترى هاى 
 Mycoplasma hominis (M.) و   genitalium
hominis که به طور عمده در دستگاه تناسلى انسان 
و  دارند  تعلق  مایکوپلاسما  به جنس  یافت مى شوند، 
هر کدام به نوعى مسئول عفونت هاى ادرارى-تناسلى 
و بیمارى هاى مرتبط با آن هستند. این باکترى ها به 
دلیل ساختار خاص خود که فاقد دیواره سلولى است، 
از دیگر باکترى ها متمایز مى شوند. ژنوم این باکترى ها 
 M. حاوى 580 کیلو باز و در M. genitalium که در
hominis با 700 کیلو باز است، شامل تعداد محدودى 
ژن است که اکثر آن ها مربوط به پروتئین هاى سطحى 
متابولیکى  فعالیت هاى  براى  ضرورى  آنزیم هاى  و 
که  چسبنده اى  پروتئین هاى  مانند  هستند،  پایه اى 
میزبان و شروع  به سلول هاى  اتصال  نقش مهمى در 
تناسلى  عفونت هاى  ایجاد  و  بیمارى زایى  فرآیندهاى 
این  از  ناشى  عفونت   .(2  ،1) مى کنند  ایفا  نوزادى  و 
بدون  حتى  یا  خفیف  علائم  با  معمولاً  باکترى ها 
علامت شروع مى شود و این ویژگى مى تواند باعث عدم 
تشخیص زودهنگام و درمان به موقع و در نتیجه عواقب 
جدى ترى همچون نابارورى در مردان و زنان، مشکلات 
جنین  در  خونى  عفونت  رحم،  بافت  التهاب  باردارى، 
جدى  تهدید  یک  که  گردد  رحمى  داخل  عفونت  و 
براى سلامت مادر و نوزاد به شمار مى رود (3). از سوى 
دیگر، این باکترى ها به دلیل عدم حضور دیواره سلولى 
آنتى بیوتیک ها  از  بسیارى  برابر  در  خود،  ساختار  در 
است  داده  نشان  مطالعات  همچنین،  هستند.  مقاوم 
آنتى بیوتیک هاى  برابر  در  پاتوژن ها  این  مقاومت  که 
ماکرولید1 مانند آزیترومایسین2 و فلوروکینولون ها3 که 
مایکوپلاسمایى4  عفونت هاى  درمان  براى  رایج  به طور 
استفاده مى شوند نیز رو به افزایش است. این مسئله، 
موجب پیچیدگى هاى روند درمان، افزایش خطر شیوع 
جهت  جایگزین  روشى  به  نیاز  و  جامعه  در  عفونت 
کنترل و حذف عفونت ناشى از این باکترى ها مى گردد 

.(5 ،4)
یکى از استراتژى هاى اصلى پیشگیرى از عفونت هاى 
کاهش  و   M. hominis و   M. genitalium از  ناشى 
کارا  واکسن هاى  توسعه  آن ها،  وجود  از  ناشى  عواقب 
از بروز آن ها است. واکسن ها  و دقیق براى پیشگیرى 
مى توانند علاوه بر پیشگیرى از ابتلا به این پاتوژن ها، 
1. Macrolide antibiotics
2. Azithromycin
3. Fluoroquinolones
4. Mycoplasma infections

منجر به کاهش شیوع بیمارى هاى مقاربتى و عوارض 
عفونت هاى  شیوع  کاهش  با  گردند،  آن ها  از  ناشى 
التهابى  بیمارى هاى  به  ابتلا  خطر  تناسلى،  دستگاه 
و  دهند  کاهش  را  باردارى  عوارض  و  نابارورى  لگن، 
همچنین، با جلوگیرى از ابتلا به عفونت هاى اولیه، بار 
درمان هاى آنتى بیوتیکى را کم و در نتیجه به کاهش 
دیگر،  سوى  از  کنند.  کمک  آنتى بیوتیکى  مقاومت 
پیشگیرانه  واکسن هاى  که  داده اند  نشان  مطالعات 
مى توانند به طور مؤثرى از عوارض جدى و مهمى مانند 
نابارورى جلوگیرى کنند. بنابراین، توسعه واکسن هایى 
که بتوانند M. genitalium و M. hominis را هدف قرار 
دهند، یکى از اولویت هاى مهم در علم میکروبیولوژى 
ازاین رو،  است.  میکروبى6  بیوتکنولوژى  و  پزشکى5 
و  واکسن  هدف  نقاط  شناسایى  روى  که  تحقیقاتى 
طراحى روش هاى نوین براى پیشگیرى از این عفونت ها 
و  جامعه  سلامت  وضعیت  بهبود  براى  دارند،  تمرکز 

کاهش هزینه هاى درمانى ضرورى هستند (8-6).
محاسباتى  فناورى هاى  تلفیق  اخیر،  سال هاى  در 
به  منجر  تجربى،  مطالعات  از  حاصل  داده هاى  با 
پزشکى  زیست  حوزه  در  توجهى  قابل  پیشرفت هاى 
شده و مسیر درك بهتر سازوکارهاى زیستى را هموار 
انجام  امکان  محاسباتى،  ابزارهاى  است.  ساخته 
شبیه سازى هاى پیشرفته و تحلیل هاى درون رایانه اى7 
را فراهم نموده است که در کشف داروهاى هدفمند، 
توجه  قابل  کاهش  با  کارآمدتر  واکسن هاى  طراحى 
پروتئینى  ساختارهاى  پیش بینى  و  جانبى  عوارض 

نقش اساسى دارند (9).
اپى توپ8   بر  مبتنى  واکسن هاى  میان،  این  در 
مایکوپلاسما9  عفونت هاى  با  مقابله  زمینه  در  به ویژه 
مانند M. genitalium و M. hominis اهمیت زیادى 
آنتى ژن هاى  از  خاصى  بخش هاى  اپى توپ ها  دارند. 
آنتى بادى ها  توسط  که  هستند  میکروارگانیسم ها10 
بدن  ایمنى  T سیستم  و   B و گیرنده هاى سلول هاى 
میزبان شناسایى شده و منجر به تولید پاسخ ایمنى 

مى گردند. (10).
در این مطالعه، با استفاده از تحلیل بیوانفورماتیکى11 
 ،M. hominis و M. genitalium پروتئین هاى سطحى
یک  و  شد  انتخاب  منتخب  ایمن زاى  اپى توپ هاى 
واکسن چند اپى توپى طراحى گردید. کارایى ایمن زایى 
5. Medical Microbiology
6.Microbial biotechnology
7. in silico
8. Epitope
9. Mycoplasma infections
10. Antigens of microorganisms
11. Bioinformatics analysis
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این واکسن به صورت درون رایانه اى ارزیابى شد.

مواد و روش ها

استخراج و تحلیل توالى هاى پروتئینى جهت تعیین 
کاندیداى مناسب اپى توپ

 M. genitalium باکترى  دو  ژنوم  توالى  ابتدا 
اطلاعات  ملى  مرکز  داده  پایگاه  از   M. hominis و 
بیوتکنولوژى12 (NCBI) با فرمت FASTA استخراج شد 
و بعد با استفاده از سرور nder�ORF تمامى قاب هاى 
بازخوانى13 (ORFs) موجود در توالى ژنوم استخراج شده، 
تعیین گردید. با توجه به اینکه از میان ORFs حاصل، 
در  سلولى  خارج  پروتئین هاى  به  مربوط   ORFs تنها 
از  با استفاده  ایمنى میزبان هستند،  معرض سیستم 
نرم افزار پیش بینى موقعیت پروتئین (Psort) موقعیت 
 ORFs از  حاصل  پروتئین هاى  از  یک  هر  سلولى 
مربوط   ORFs صرفاً  و  شد  زده  تخمین  تعیین شده 
پروتئین هاى موجود در بخش هاى سطحى سلول  به 
بودن  اختصاصى  بررسى  جهت   .(11) گردید  انتخاب 
پروتئین هاى حاصل براى دو باکترى M. genitalium و 
 (blast) 14هم ترازى ORFs بر توالى همه M. hominis
پروتئین هاى  با  همولوژى  حاوى   ORFs و  شد  انجام 
سرور  کمک  با  سپس  گردید،  حذف  (انسان)  میزبان 
VaxiJen، با در نظر گرفتن مدل «bacterial» و مقدار 
آستانه 0/8، همه پروتئین ها از نظر خاصیت ایمن زایى 
آنالیز شد و پروتئین هایى با امتیاز بالاتر جهت انجام 

مراحل بعدى انتخاب شدند (12).

T و B پیشگویى اپى توپ هاى سلول هاى
و  هومورال  ایمنى  پاسخ  القاى  به منظور 
 T سلول هاى   ،B سلول هاى  اپى توپ هاى  سلولى15، 
شناسایى  کمکى   T سلول هاى  و  سیتوتوکسیک16 
شد که همگى در طراحى واکسن مورد استفاده قرار 
فضایى  و  خطى  اپى توپ هاى  راستا،  این  در  گرفتند. 
به  مربوط   T سلول هاى  اپى توپ هاى  و   B سلول هاى 
کلاس   (MHC) بافت17  با  سازگارى  اصلى  مجموعه 
یک و دو از هر یک از پروتئین هاى حاصل با استفاده 
 (IEDB) ایمنى18  اپى توپ هاى  داده  پایگاه  سرور  از 
اپى توپ هاى  پیش بینى  جهت  شد.  زده  تخمین 
12. National Center for Biotechnology Information (NCBI)
13. Open Reading Frame
14. Basic Local Alignment Search Tool
15. Humoral and cellular immune response
16. Cytotoxic
17. Major Histocompatibility Complex
18. The Immune Epitope Database

مقدار  با   2,0-BepiPred ابزار  از   ،B سلول هاى  خطى 
آستانه 0/5 و جهت پیش بینى اپى توپ هاى فضایى و 
برآمدگى19 0/5  با شاخص   ElliPro ابزار  از  ساختارى، 
 T سلول هاى  اپى توپ هاى  همچنین  شد.  استفاده 
توسط  ترتیب  به  دو  و  یک  کلاس   MHC به  مربوط 
 NetMHCIIpan 4.1 و   NetMHCpan 4.1 EL ابزارهاى 
EL پیش بینى شدند (13). در این دو ابزار، به ترتیب 
اسیدآمینه هایى با مقدار آستانه20 زیر 0/5 و 2 درصد 
نهایى  اپى توپ هاى  و  قوى  اتصال دهنده هاى  به عنوان 

در نظر گرفته مى شوند.

ارزیابى و انتخاب اپى توپ هاى مناسب و طراحى سازه 
واکسن چند اپى توپى

اپى توپ هاى  اختصاصى،  سرورهاى  از  استفاده  با 
پیش بینى شده از نظر فاکتورهاى ایمن زایى با نرم افزار 
VaxiJen، آلرژن بودن با نرم افزار AllerTOP و سمیت 
در  شدند.  تحلیل  و  تجزیه   ،ToxinPred نرم افزار  با 
الگوریتم  پایه  بر  که   AllerTop ابزارهاى  از  استفاده 
با  که   ToxinPred و   k-nearest neighbor (k-NN)
عمل   support vector machine (SVM) الگوریتم 
مى کنند، پارامترهاى پیش فرض حفظ گردید. سپس، 
چند  پروتئین  ساخت  براى  اپى توپ ها  مناسب ترین 
اپى توپى نهایى انتخاب شد و با استفاده از لینکرهاى 
شدند.  متصل  یکدیگر  به   KK و   AAY، GPGPG
پپتید  توالى  ایمنى زایى،  خاصیت  تقویت  به منظور 
 (Accession number: NP_999607.1) بتادفنسین21 
انعطاف پذیر23  لینکر  طریق  از  ادجوانت22  به عنوان 

EAAK به سازه چند اپى توپى متصل شد.

تعیین ساختار دوم واکسن چند اپى توپى
پروتئین   SOPMA24 آنلاین  نرم افزار  از  استفاده  با 
مورد  دوبعدى  ساختار  نظر  از  حاصل  اپى توپى  چند 
پروتئین چند  آمینواسیدى  توالى  قرار گرفت.  ارزیابى 
حضور  درصد  و  شد  ثبت  ورودى  به عنوان  اپى توپى 
ساختارهایى از قبیل پیچ25، صفحات26 و مارپیچ آلفا27 
با در نظر گرفتن مقدار آستانه مشابهت28 8 پیش بینى 

گردید (14).
19. Protrusion Index
20. EL Rank
21. Betadefensin peptide
22. Adjuvant
23. Flexible linker
24. Self-Optimized Prediction Method with Alignment
25. Random coil
26. Extended strand
27. α Helices
28. Similarity threshold
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فیزیکوشیمیایى  ویژگى هاى  و  سوم  ساختار  تعیین 
واکسن چند اپى توپى

با استفاده از سرور Phyre229، فایل PDB30 که مربوط 
به ساختار سوم پروتئین طراحى شده است، استخراج 
و  حاصل  سه بعدى  ساختار  اساس  بر  سپس  گردید، 
نسبت   Protein-sol patches نرم افزار  از  استفاده  با 
نواحى قطبى و غیر قطبى در پروتئین با استفاده از 
مقیاس NPP31 از 0/6 (قطبى تر) به 2/5 (غیر قطبى تر) 
بر  که   Protein-sol آنلاین  نرم افزار  شد.  پیش بینى 
اپى توپى  چند  پروتئین  آمینواسیدى  توالى  اساس 
طراحى شده است، میزان حلالیت آن را در مقایسه با 
میزان میانگین حلالیت مناسب پروتئین هاى محلول 
باکترى E. coli که شاخص 0/45 دارد، محاسبه نمود. 
اعداد بالاتر از این شاخص به معناى وضعیت مطلوب 

حلالیت پروتئین مورد نظر است (15).

داکینگ مولکولى واکسن و گیرنده سلول هاى ایمنى
به منظور پیش بینى و شبیه سازى تعاملات مولکولى 
میان واکسن چند اپى توپى طراحى شده و سیستم ایمنى 
با  لیگاند)  (به عنوان  واکسن  پروتئین  داکینگ  میزبان، 
و   (PDB ID: 5YXU) MHC کلاس یک  پروتئین هاى 
MHC کلاس دو (PDB ID: 4MD4) (به عنوان گیرنده) 
با استفاده از ابزار آنلاین HDOCK انجام شد. این سرور 
از الگوریتمى ترکیبى بهره مى گیرد که شامل مدل سازى 
مبتنى بر الگو32 و داکینگ آزاد33 است. در این مطالعه، 
پارامترهاى پیش فرض سرور براى انجام داکینگ استفاده 
شد و در نهایت، یک مدل بهینه بر اساس کمترین انرژى 

اتصال به عنوان خروجى داکینگ به دست آمد (16).

ملاحظات اخلاقى
منابع  از  استفاده  به  مربوط  ملاحظات  تمامى   •
29. Protein Homology/analogY Recognition Engine
30. Protein Data Bank
31. The ratio of non-polar to polar SASA (NPP ratio) values
32. Template-based modeling 
33. Free Docking

قرار  نظر  مد  داده  پایگاه هاى  در  موجود  توالى هاى  و 
گرفت.

دانشگاه  در  مصوب  طرح  حاصل  تحقیق  این   •
تخصصى فناورى هاى نوین آمل با شماره 14/20/3126 و 
عنوان «بررسى پروفایل پروتئین هاى مایکوپلاسماهاى 
براى  واکسن  کاندید  طراحى  منظور  به  تناسلى 

پیشگیرى از عفونت هاى مرتبط» است.

یافته ها

استخراج و تحلیل توالى هاى پروتئینى جهت تعیین 
کاندیداى مناسب اپى توپ

 M. باکترى  دو  ژنوم   ORFs استخراج  از  پس 
 ،ORF�nder توسط سرور M. hominis و genitalium
سلولى  موقعیت  علت  به  سلولى  خارج  پروتئین هاى 
این پروتئین ها و در دسترس بودن آن ها براى سیستم 
انتخاب   Psort سرور  از  استفاده  با  میزبان،  ایمنى 
خاصیت  و  بودن  اختصاصى  بررسى  از  پس  شدند. 
جهت   ORF سه  نهایت  در  پروتئین ها  ایمن زایى 
استفاده  مورد   T و   B سلول هاى  اپى توپ هاى  تعیین 

قرار گرفتند.

و   T و   B سلول هاى  اپى توپ هاى  ارزیابى  و  تخمین 
طراحى سازه واکسن با اپى توپ هاى منتخب

اپى توپ هاى  ترتیب  به   (2 (جدول  و   (1 (جدول 
سلول هاى B و T پیش گویى شده که غیر سمى، غیر 
آلرژن و با بالاترین خاصیت آنتى ژنى بودند را به عنوان 
چند  پروتئین  ساخت  جهت  منتخب  اپى توپ هاى 

اپى توپى نشان مى دهد.
لینکرهاى  با  برگزیده شده  اپى توپ هاى  اتصال  با 
پپتیدى  توالى  اتصال  و   KK و   AAY، GPGPG
 EAAK بتادفنسین به عنوان ادجوانت از طریق لینکر
پروتئین چند اپى توپى موردنظر ساخته شد و به عنوان 

واکسن پیشنهادى ارزیابى گردید.

Ellipro و BepiPred-2.0 پیش‌بینی‌شده توسط ابزار B جدول 1. اپی‌توپ‌های خطی و فضایی سلول

GNHTNSSGSSGPIKTAYPVKKDQKSTVK

B اپی‌توپ‌های خطی سلولSATTDSSSKP

LIVGESGEWKTTIKYDADGIGPEKVKDLELTIRDAKGNIDLQAF

VPYSGNHTNSSGSSGPIKT

B اپی‌توپ‌های فضایی سلول
SSSSSSSSSS

GQGIDAKSDLPANASIND

LEAKGVGFSQVGGDETESGKT



طراحی واکسن دوگانه بر علیه مایکوپلاسماهای تناسلی

295 دوره 14 ، شماره 2، تابستان �1405

تعیین ساختار دوم واکسن چند اپى توپى
بر اساس بررسى ساختار دوم واکسن چند اپى توپى 
طراحى شده درصد حضور ساختارهاى پیچ، صفحات و 
مارپیچ آلفا به ترتیب 56/34 درصد، 16/67 درصد و 27 

درصد است که در (شکل 1) نمایش داده شده است.

فیزیکوشیمیایى  ویژگى هاى  و  سوم  ساختار  تعیین 
واکسن چند اپى توپى

شده  طراحى  اپى توپى  چند  واکسن  سوم  ساختار 
با استفاده از  توسط سرور Phyre2 پیش بینى شد و 
فرمت  اساس  بر   Protein-sol patches آنلاین  نرم افزار 

NetMHCIIpan 4.1 EL و NetMHCpan 4.1 EL کمکی پیش‌بینی‌شده توسط ابزارهای T سیتوتوکسیک و T جدول 2. اپی‌توپ‌های سلول

توالی اپی‌توپ پیش‌بینی‌شدهMHC آلل*

 MHC( سیتوتوکسیک T سلول
)Class I

HLA-A*02:01FLPSMWYWV

HLA-A*02:01IQDTFSFVV

HLA-A*02:01GLGQNLKEL

HLA-A*02:01ALFMEWFGI

HLA-A*02:01LLNKKSAEV

HLA-A*02:01KIADENLKI

 MHC Class( کمکی T سلول
)II

HLA-DRB1*01:01SSGWSSTEATTAKND

HLA-DRB1*01:01MWYWVVERSATTDSS

HLA-DRB1*01:01GGVYWTLTAKSGETD

HLA-DRB1*01:01KGVGFSQVGGDETES

HLA-DRB1*01:01EKKFKIDVSFKEQLK

HLA-DRB1*01:01LAEIKAEDDKKLAEE

MHC: Major Histocompatibility Complex; *Allele

 Extended strand ،)مارپیچ آلفا( SOPMA. Alpha helices شکل 1. پیش‌بینی ساختار دوم واکسن چند اپی‌توپی طراحی شده با استفاده از نرم‌افزار آنلاین
)صفحات( و Random coil )پیچ(
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PDB به نسبت نواحى قطبى و غیر قطبى در پروتئین 
الف)   .2 (شکل  در  که  گردید  طراحى  اپى توپى  چند 
رنگ  به  (قطبى تر   0/6 از   NPP مقیاس  از  استفاده  با 
بنفش) به 2/5 (غیر قطبى تر به رنگ سبز) نشان داده 
چند  واکسن  حلالیت  میزان  همچنین  است.  شده 
اپى توپى طراحى شده توسط نرم افزار Pro-Sol تخمین 
زده شد. آنالیز حلالیت این پروتئین میزان حلالیت34 
که  است  زده  تخمین   0/55 را  شده  طراحى  واکسن 
در مقایسه با میانگین حلالیت مناسب پروتئین هاى 
محلول باکترى E. coli، که برگرفته از داده هاى تجربى 
0/45 است، در وضعیت مطلوبى قرار دارد (شکل 2. ب).

داکینگ مولکولى واکسن چند اپى توپى طراحى شده 
و گیرنده سلول هاى ایمنى

نتیجه حاصل از داکینگ ساختار سه بعدى واکسن 
34. QuerySol

طراحى شده با پروتئین هاى MHC کلاس یک و دو در 
(شکل 3) نمایش داده شده است. انرژى اتصال مربوط 
به داکینگ واکسن و پروتئین MHC کلاس یک برابر 
با 244/62- کیلوکالرى بر مول و انرژى اتصال مربوط 
به داکینگ واکسن و پروتئین MHC کلاس دو برابر 
که  شد  زده  تخمین  مول  بر  کیلوکالرى   -238/32 با 
طراحى  (واکسن  لیگاند35  قوى  برهم کنش  از  حاکى 
سیستم  (سلول هاى  گیرنده  فعال  جایگاه  با  شده) 

ایمنى میزبان) است.

بحث

اهمیت بالینى پاتوژن ها
 M. و M. genitalium با توجه به توانایى دو باکترى
hominis در ایجاد عفونت هاى پایدار منجر به نابارورى، 
35. Ligand

شکل 2. )الف( تعیین نواحی قطبی و غیر قطبی در ساختار سه‌بعدی واکسن چند اپی‌توپی طراحی شده با استفاده از نرم‌افزار Protein-sol patches. )ب( تعیین 
.Pro-Sol توسط نرم‌افزار )QuerySol( میزان حلالیت واکسن چند اپی‌توپی طراحی شده

 MHC شکل 3. داکینگ مولکولی واکسن چند اپی‌توپی طراحی شده )زرد( با گیرنده سلول‌های سیستم ایمنی )قهوه‌ای(. الف( داکینگ میان مولکول واکسن و
.)PDB ID: 4MD4( کلاس دو MHC داکینگ میان مولکول واکسن و )ب .)PDB ID: 5YXU( کلاس یک
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توسعه واکسن هاى مؤثر در برابر این پاتوژن ها نه تنها 
جلوگیرى  تناسلى  عفونت هاى  به  ابتلا  از  مى تواند 
و  درمانى  هزینه هاى  کاهش  در  مى تواند  بلکه  کند، 
با  شود.  واقع  مؤثر  نیز  بهداشتى  سیستم هاى  بار 
پیشگیرى  و  درمان  در  موجود  چالش هاى  به  توجه 
طراحى  و  بیشتر  تحقیقات  به  نیاز  عفونت ها،  این  از 
واکسن هاى مؤثر براى کنترل شیوع این بیمارى ها بیش 
از همیشه احساس مى شود. این تحقیقات مى تواند به 
شناسایى روش هاى جدید درمانى و پیشگیرانه کمک 
این  منفى  تأثیرات  کاهش  سبب  نهایت  در  و  کند 

بیمارى ها در جامعه گردد (1).
بیوانفورماتیک  علم  توسعه  با  اخیر  سال هاى  در 
تجربى  مراحل  بودن  پرهزینه  و  زمان بر  به  توجه  با  و 
از  استفاده  اپى توپ،  بر  مبتنى  واکسن هاى  تولید 
ویژگى هاى  پیش بینى  براى  بیوانفورماتیکى  ابزارهاى 
پروتئین،  اپى توپ هاى  و  آنتى ژنى  فیزیکوشیمیایى، 
از  بسیارى  استقبال  مورد  آزمایش هاى عملى،  از  پیش 
مطالعات قرار گرفت (17). در مطالعه حاضر با استفاده 
چند  واکسن  یک  متعدد  بیوانفورماتیکى  ابزارهاى  از 
 M. و   M. genitalium باکترى  دو  علیه  بر  اپى توپى 
hominis طراحى شد و برهم کنش آن با سیستم ایمنى 
میزبان بررسى گردید. این تحقیق نخستین مطالعه اى 
است که در آن یک واکسن دوگانه براى مقابله هم زمان 
با دو باکترى M. genitalium و M. hominis طراحى 
با   ،2022 سال  در  همکاران  و  خلید36  است.  شده 
استفاده از روش هاى بیوانفورماتیکى، یک واکسن چند 
اپى توپى مؤثر علیه M. genitalium شامل اپى توپ هاى 
سلول هاى B و T محافظت شده طراحى کردند و توانایى 
القاى پاسخ ایمنى، پایدارى و قابلیت بیان این واکسن 
را به صورت درون رایانه اى ارزیابى و تأیید نمودند (18). 
همچنین مطالعه شیراگانوار37 و همکاران در سال 2020، 
با بهره گیرى از روش هاى بیوانفورماتیکى، اپى توپ هاى 
سلول هاى B و T مربوط به پروتئین هاى غشایى باکترى 
M. hominis را شناسایى و از میان آن ها اپى توپ هایى 
و  پوشش جمعیتى گسترده  بالا،  آنتى ژنى  با خاصیت 
به عنوان  ایمنى  سیستم  سلول هاى  با  مناسب  تعامل 
کاندیدهاى بالقوه براى طراحى واکسن پیشنهاد کردند 
این  در  شده،  ذکر  مطالعات  با  سو  هم  طور  به   .(19)
هر  اپى توپ هاى  مطلوب ترین  انتخاب  با  نیز  مطالعه 
علیه  هم زمان  واکسن  کاندید  یک  باکترى،  نوع  دو 
پیشنهاد  و  این دو عامل طراحى  از  ناشى  عفونت هاى 
بررسى  شامل  ساختارى،  جزئى تر  ارزیابى هاى  شد. 
36. Khalid
37. hiragannavar

ساختارهاى دوم و سوم، خصوصیات فیزیکوشیمیایى38 
و تعامل با سیستم ایمنى میزبان، قابلیت و پتانسیل 

این واکسن را تقویت کرد.
در این مطالعه ساختار دوم پروتئین طراحى شده 
مورد آنالیز قرار گرفت، زیرا ساختار دوم یک پروتئین، 
ارتباط نزدیکى با توزیع اپى توپ هاى آن نشان مى دهد. 
پروتئین  درونى  ساختار  در  صفحات  و  آلفا  مارپیچ 
قرار دارند و موجب استحکام آن مى گردند درحالى که 
تمایل  پروتئین  خارجى  سطوح  در  قرارگیرى  به  پیچ 
دارد و در نتیجه ساختارهاى مناسب ترى براى اتصال 
 ،2024 سال  در   .(20) شود  مى  محسوب  لیگاند  به 
کوار39 و همکاران، طراحى یک واکسن چند اپى توپى 
روش هاى  از  استفاده  با  را  میمون  آبله  ویروس  علیه 
کلیدى  مراحل  از  یکى  دادند.  انجام  بیوانفورماتیکى 
پژوهش آن ها، پیش بینى ساختار دوم پروتئین واکسن 
تحلیل  امکان  که  بود   SOPMA ابزار  از  استفاده  با 
محتواى ساختارى پروتئین را فراهم مى نماید. استفاده 
پتانسیل  از  دقیق ترى  تحلیل  امکان  نرم افزار،  این  از 
ساختارى و ایمن زایى واکسن را فراهم مى کند و گامى 
اپى توپ  بر  مبتنى  واکسن هاى  طراحى  در  اساسى 
با  نیز  حاضر  مطالعه  در   .(21) مى شود  محسوب 
استفاده از ابزار SOPMA، درصد حضور پیچ، صفحات 
و مارپیچ آلفا به ترتیب 56/34 درصد، 16/67 درصد و 
27 درصد پیش بینى شد که احتمالاً مى تواند حاکى از 
پتانسیل مناسب تشکیل اپى توپ و همچنین پایدارى 

قابل قبول پروتئین طراحى شده باشد.
ساختار  در  قطبى  غیر  و  قطبى  نواحى  نسبت 
سه بعدى واکسن چند اپى توپى، با استفاده از نرم افزار 
حلالیت  میزان  همچنین  و   Protein-sol patches
شد.  زده  تخمین   Protein-Sol نرم افزار  توسط  آن 
یا  قطبى  غیر  گروه  دو  به  آمینواسیدها  به طورکلى 
مى شوند.  طبقه بندى  آب دوست  یا  قطبى  و  آب گریز 
آمینواسیدهاى غیر قطبى بیشتر در بخش هاى درونى 
آمینواسیدهاى  متمرکز مى شوند درحالى که  پروتئین 
خارجى  سطح  بر  تمرکز  براى  بیشترى  تمایل  قطبى 
 B لنفوسیت هاى  غشائى  گیرنده هاى  دارند.  پروتئین 
و T و آنتى بادى ها، آنتى ژن هایى که حلالیت بالاترى 
 .(22) مى کنند  شناسایى  را  آب دوست ترند  و  دارند 
در  بالا  حلالیت  با  آب دوست  نواحى  حضور  بنابراین 
پروتئین با احتمال حضور اپى توپ ها و تمایل آنتى ژنى 
 بالاى پروتئین مرتبط است. با توجه به (شکل 2. الف) 
رنگ  به  را  اپى توپى  چند  پروتئین  قطبى  نواحى  که 
38. Physicochemical properties
39. Kaur
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بنفش و نواحى غیر قطبى آن را به رنگ سبز نشان 
پروتئین  این  که  گرفت  نتیجه  مى توان  مى دهد، 
وضعیت  در  قطبى  نواحى  داشتن  نظر  از  نوترکیب 
مطلوبى قرار دارد. همچنین با توجه به (شکل 2. ب) 
که میزان حلالیت این پروتئین را در مقایسه با میزان 
حلالیت پروتئین هاى محلول باکترى E. coli به عنوان 
یک شاخص نشان مى دهد، مى توان استنباط نمود که 

واکسن طراحى شده حلالیت مناسبى دارد.
به عنوان  بتادفنسین  پروتئین  از  مطالعه  این  در 
ایمنى  سیستم  پاسخ  تقویت  به منظور  و  ادجوانت 
میزبان به واکسن پیشنهادى استفاده شد. بتادفنسین 
مهم،  میکروبى40  ضد  پپتیدهاى  از  یکى  به عنوان 
نه تنها در ایمنى ذاتى نقش اساسى ایفا مى کند، بلکه 
پاتوژن هاى  علیه  میزبان  دفاعى  خط  اولین  به عنوان 
خارجى شناخته مى شود. خواص کاتیونى41 و فعالیت 
باکترى، ضدویروسى و ضد قارچى آن، همچنین  ضد 
شواهد متعدد از نقش آن به عنوان ادجوانت در تقویت 
پاسخ هاى ایمنى سلولى و هومورال، آن را به گزینه اى 
مناسب براى به کارگیرى در طراحى واکسن هاى چند 

اپى توپى تبدیل کرده است (23).
اپى توپى  پروتئین چند  پتانسیل  بررسى  به منظور 
با  میزبان،  ایمنى  سیستم  تحریک  در  شده  طراحى 
بین  مولکولى  داکینگ   ،HDOCK سرور  از  استفاده 
ساختار سه بعدى واکسن چند اپى توپى طراحى شده 
پروتئین هاى  سه بعدى  ساختار  و  لیگاند  به عنوان 
MHC کلاس یک و دو به عنوان گیرنده انجام گرفت. 
و  بیوفیزیکى  برهم کنش هاى  آنالیز  با  سرور  این 
ارزیابى  را  مولکول  دو  بین  داکینگ  بیوشیمیایى، 
بین  تعامل مطلوب  نتایج حاصل،  اساس  بر  مى کند. 
واکسن پیشنهادى و پروتئین هاى MHC کلاس یک 
و دو نشان مى دهد که اپى توپ هاى موجود در ساختار 
میزبان  ایمنى  سیستم  سلول هاى  توسط  واکسن 
و  ایمنى  و گیرنده هاى سیستم  است  قابل شناسایى 
تشکیل  توانایى  میزبان  در  تولیدشده  آنتى بادى هاى 
کمپلکس با این پروتئین چند اپى توپى را دارند. این 
قابلیت، احتمالاً حاکى از پتانسیل قابل قبول واکسن 
ایجاد پاسخ  ایمنى میزبان و  فوق در تهییج سیستم 
مقاله  یافته هاى  با  توافق  در  است.  مناسب  ایمنى 
تولید  و  طراحى  زمینه  در  متعددى  مطالعات  حاضر، 
پروتئین هاى چند اپى توپى در توسعه واکسن بر علیه 
 M. bovis، M. قبیل  از  مایکوپلاسما  گونه هاى  سایر 
 M. synoviae و   gallisepticum، M. pneumonia

40. Antimicrobial peptides
41. Cationic properties

مولکولى  داکینگ  به کارگیرى  با  که  شده  انجام  نیز 
پروتئین هاى  مناسب  برهم کنش  که  داده اند  نشان 
طراحى شده، با گیرنده هاى سلول هاى ایمنى میزبان 
اختصاصى هر باکترى، شاخص مناسبى براى تخمین 
ایجاد پاسخ ایمنى پایدار و تشکیل صحیح کمپلکس 

آنتى ژن-آنتى بادى است (27-24).

محدودیت هاى پژوهش
از  واکسن  تایید  جهت  تجربى  مراحل  انجام  عدم 

محدودیت هاى این پژوهش بود.

پیشنهادات پژوهش
ارزیابى هاى واکسن طراحى شده در مطالعه  کلیه 
و  است  رایانه اى  درون  آنالیزهاى  پایه  بر  تنها  حاضر، 
پروتئین  خالص سازى  و  بیان  شامل  بیشتر  مطالعات 
واکسن و بررسى خاصیت ایمن زایى آن در شرایط برون 
تنى42 و درون تنى43 مى تواند به صحت سنجى و تأیید 
کارایى نهایى واکسن کمک کند و در نهایت منتج به 

توسعه یک واکسن مؤثر و ایمن گردد.

نتیجه گیری

یافته هاى حاصل از این مطالعه نشان مى دهد که واکسن 
دوگانه چند اپى توپى طراحى شده علیه M. genitalium و 
M. hominis از نظر توانایى ایمن زایى، پایدارى ساختارى 
و قابلیت تعامل با مولکول هاى MHC عملکرد مطلوبى 
دارد. واکسن طراحى شده پیشنهادى، پتانسیل تحریک 
کاندید  یک  به عنوان  مى تواند  و  دارد  را  ایمنى  سیستم 
مناسب براى تحقیقات بیشتر در شرایط آزمایشگاهى و 
این  از  از عفونت هاى ناشى  بالینى در جهت پیشگیرى 
پاتوژن ها مورد توجه قرار گیرد. بااین حال، انجام مطالعات 
این  عملکرد  اعتبارسنجى  براى  تجربى  و  آزمایشگاهى 

واکسن در محیط زنده ضرورى است.

تشکر و سپاس گزاری

از همراهى و همکارى تمامى افرادى که در اجراى این 
پژوهش نقش داشتند، صمیمانه قدردانى مى شود.

تعارض منافع

هیچ گونه تضاد منافعى وجود ندارد.
42. in vitro
43. in vivo
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