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AIMS: Salmonella typhi is a gram-negative pathogen that causes typhoid fever. Since the least expensive 
way to combat this pathogen is vaccination, access to an effective vaccine is very important.

MATERIALS AND METHODS: For this purpose, the proteome of this bacterium with 4322 proteins was 
extracted from the NCBI server and screened for antigenicity and allergenicity. Finally, the remaining 
proteins were used to predict T-cell-specific epitopes, and two immunogenic recombinant constructs 
consisting of epitopes and molecular adjuvant were designed (the first construct contains one repeat of 
each epitope and the second construct contains two repeats of each epitope). Physicochemical properties, 
secondary and tertiary structures, antigenicity, solubility, immune system stimulation ability, and molecular 
docking of each construct were evaluated by reliable online servers.

FINDINGS: At the end of the evaluation of 4322 proteins, seven proteins remained, and the process of 
predicting their MHCI and MHCII epitopes was completed, after re-evaluation of the epitopes, the desired 
structures were designed. Despite the observed expected results in both immunogenic structures, the 
second structure showed more stability and antigenic (the antigenicity of the first and second structures 
was 0.6701 and 0.6760, respectively). While both structures were hydrophilic, the distribution of extended 
sheet and random coil structures in the second structure was higher than in the first structure. Furthermore, 
the second structure was able to bind to its cell surface receptor with a lower docking energy and shorter 
average hydrogen bond length. Both structures were able to direct the immune system towards stimulating 
cellular immunity, i.e. increasing the secretion of T helper and T cytotoxic cells.

CONCLUSION: Based on the presented results, it seems that the second construct, which includes two 
repeats of each epitope, is a more suitable candidate for the development of an immune vaccine against 
typhoid fever.

KEYWORDS: Proteome; Epitopes; T cell; Recombinant Vaccine; Salmonella; Cellular Immunity; 
Bioinformatics. 
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INTRODUCTION
In recent decades, the use of various biological 
agents as weapons of mass destruction has 
been a very worrying issue. The spread of the 
smallpox virus by British forces during the war 
with India and France, the use of the common 
anthrax bacterium, the outbreak of swine flu 
virus in Belgium, the outbreak of dengue virus 
in Cuba, and the use of mustard gas, tabun, and 
sarin against Iran by the Iraqi Ba’ath regime are 
examples of the use of dangerous biological agents 
in the discussion of bioterrorism [1]. Salmonellosis 
is also one of the infectious diseases common 
between humans and livestock that is important in 
terms of economy and health. The causative agent 
of salmonellosis is a gram-negative, flagellated, 
motile, and facultatively anaerobic bacillus from 
the Enterobacteriaceae family called Salmonella 
[2]. This bacterium is excreted through feces and 
the main route of entry of the bacteria is through 
ingestion. The bacteria can also enter the host 
through the upper respiratory tract mucosa [3]. 
According to the World Health Organization, 
Salmonella causes disease in 16 to 33 million 
people yearly, resulting in 500,000 to 600,000 
deaths [4]. In addition, the use of this bacterium 
as a biological weapon has also been widely 
discussed [5].
In recent years, immunization and protection 
of individuals through vaccination has been the 
most effective and least expensive way to combat 
various infectious diseases. According to the World 
Health Organization, about 80% of communicable 
diseases are diseases that have led to the death 
of more than 20 million people in the world. 
Therefore, vaccines can be considered the best 
tool to reduce the mortality rate from infectious 
diseases in the world, because they not only play 
an important role in the control and prevention 
of infectious diseases but also are an efficient 
method to reduce economic and psychological 
losses to individuals [2, 6]. The oral Ty21a vaccine 
and injectable capsular polysaccharide Vi vaccine 
are two common vaccines against typhoid fever. 
According to reports, the live attenuated Ty21a 
vaccine has low immunogenicity and requires 
several booster vaccination courses. Also, 
injectable capsular polysaccharide Vi vaccine, in 
addition to its short-term immunity period, has 
limitations in use in children [7, 8]. Therefore, the 
need to develop a new generation of vaccines and 
evaluate them is evident.
Currently, researchers have turned to the 
production of safe and recombinant vaccines 
to eliminate such complications or improve the 
immunogenicity of vaccines; because in the design 
and manufacture of this type of new vaccine, 

also known as subunit vaccines, only parts of the 
pathogens that stimulate the immune system have 
been used [9]. Therefore, this study was designed 
to design, evaluate, and introduce an effective 
recombinant and subunit construct, through whole 
proteome scanning and identification of potent 
and immunogenic epitopes from the bacterium 
typhoid fever, based on immunoinformatics 
studies.

MATERIALS & METHODS
In this research study, the NCBI server was used to 
access the entire proteome of typhoid fever, with 
accession number AE014613.1. (This bacterium, 
with 4,791,961 base pairs, has 4,322 protein-
coding regions and 327 non-protein-coding 
regions, and in this study, a set of 4,322 protein 
sequences was used).
Evaluation of the protectiveness of antigenicity 
and allergenicity of the proteome: In this 
study, the Vaxign-ML, VaxiJen, and AllerTop web 
servers were used to evaluate the protectiveness, 
antigenicity, and allergenicity of proteins 
or peptides extracted from the NCBI server, 
respectively. It should be noted that the settings 
used by the Vaxign-ML server were the default 
settings of the software itself, and the threshold 
set for using the VaxiJen server was 1.5. In the 
first step, their protectiveness was evaluated by 
the Vaxign ML server, and proteins or peptides 
that were not protective were removed. Then, the 
remaining peptides were evaluated by the VaxiJen 
server, and peptides whose antigenicity was less 
than 1.5 were successfully removed. The peptides 
screened from these two stages were evaluated for 
allergenicity and non-allergenicity, and allergenic 
peptides were also removed.
Prediction of MHCI and MHCII cell-stimulating 
epitopes and assessment of their toxicity: In 
this study, to access the best epitopes that can be 
recognized by MHCI and MHCII molecules, two 
reliable servers with high citation scores, IEDB 
and Propred, were used. It should be noted that for 
predicting MHCI cell epitopes, the alleles B-2705, 
A-0201, and A-0101 were used, and for predicting 
MHCII cell epitopes, the alleles DRB1-0101 and 
DRB1-0401 were used. Next, the ToxinPred web 
server was used to assess the toxicity or not of the 
obtained epitope sequences.
Engineering and evaluation of epitope-
based immunoinformatics constructs: Finally 
to design a recombinant immunoinformatics 
construct based on the best screened epitopes, 
from the previous steps along with a molecular 
adjuvant (HBHA molecule with accession number 
P9WIP9) and the most suitable inflexible peptide 
linkers, CLC 
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5.5 software was used. It should be noted that in 
this study, to increase the weight of the construct 
and comparative immunological studies, two 
vaccine constructs based on recognizable epitopes 
were designed by MHCI and MHCII molecules. 
In construct number one, each of the epitopes 
was repeated once, and in construct number 
two, each of the epitopes was repeated twice. 
The final antigenicity of the designed constructs 
was evaluated by the Vaxijen server and finally, 
the secondary and tertiary structures of the 
aforementioned constructs were evaluated by the 
SOPMA and I-TASSER web servers, respectively, 
along with the amino acid sequences of the 
designed molecular constructs. Then, the best 
model proposed by the I-TASSAR server was 
refined using the GalaxyRefine server, and finally, 
to identify the best model from the refined tertiary 
structures, a Ramachandran plot was drawn for 
each of the proposed models by the VADAR server.
Evaluation of physicochemical properties, 
solubility, and immune system stimulation 
ability of the recombinant construct: The 
most important physicochemical properties 
of the designed molecular constructs (such as 
molecular weight, isoelectric point, instability 
index, GRAVY index, and aliphatic index) as well as 
their solubility were evaluated by the reliable and 
web-based servers ProtParam and PEPTIDE 2.0, 
respectively. Next, the immune system stimulation 
evaluation of the designed recombinant constructs 
was performed by the C-ImmSim server. To use 
the mentioned servers, the amino acid sequences 
of the recombinant constructs were used.
Molecular docking and hydrogen bond 
determination: In this study, the prediction of 
binding or non-binding of the HBHA domain 
bound to the designed recombinant constructs, 
known as ligand and its receptor, known as TLR4 
proteins, was performed by the automated web 
server ClusPro 2.0. This server uses Piper, an FFT-
based hard docking program, which rotates the 
ligand many times to translate it in the three axes 
X, Y, and Z relative to the receptor on a grid, and 
among these, it selects the best ligand placement or 
translation on the receptor with the lowest energy 
and eliminates those (structures) that are unstable 
due to high binding energy. Finally, it clusters the 
molecular docking process by finding the closest 
position for the correct ligand-receptor adjacency 
with an rmsd value of 9 carbon alpha angstroms. 
Finally, the number and length of hydrogen bonds 
resulting from these interactions, as well as the 
amino acids involved in this relationship, were 
examined and observed using LigPlot+2.2.8 and 
PyMol 1.3 software.
Ethical Permissions: This article is a 

bioinformatics study aimed at designing a new 
generation of vaccines against the deadly disease 
typhoid fever. The authors of this article hereby 
declare that no human or animal was directly 
or indirectly used in the preparation of this 
manuscript.
Statistical Analysis: No statistical model was 
used in the present study. 

FINDINGS
Collection of the entire proteome of Salmonella 
typhi bacteria and evaluation of their 
protectiveness: antigenicity, and allergenicity: 
The sequences of 4322 proteins and peptides 
present in the entire proteome of Salmonella typhi 
bacteria were successfully extracted from the 
NCBI server. At the end of this step, 19 peptides 
remained, including peptides with accession 
numbers AAO68071.1, AAO68335.1, AAO69049.1, 
AAO69076.1, AAO69118.1, AAO69225.1, 
AAO69267.1, AAO69385.1, AAO69399.1, 
AAO69422.1, AAO69489.1, AAO69580.1, 
AAO69743.1, AAO69748.1, AAO70162.1, 
AAO70192.1, AAO70695.1, AAO70705.1, 
AAO71551.1. The remaining peptides were all 
sub-aligned by the UniProt server, and between 
two peptides with sequence similarity above 80%, 
the peptide with lower antigenicity was removed. 
It should be noted that peptides that were very 
short (less than 40 amino acids) were all removed. 
The remaining proteins included proteins 
with accession numbers AAO68071.1 (UniProt 
accession number Q8Z4Q7), AAO69049.1 (UniProt 
accession number Q93MH4), AAO69399.1 
(UniProt accession number P0A1E6), AO70162.1 
(UniProt accession number Q93IS5), AO70695.1 
(UniProt accession number Q8XG14), AAO71551 
(UniProt accession number P66074), and 
AAO69743.1 (UniProt accession number Q8Z8C1).
Prediction of specific epitopes of MHCI and 
MHCII molecules and evaluation of peptide 
toxicity: In the present study, prediction of specific 
epitopes of MHCI and MHCII molecules from the 
final screened peptides with protein identification 
numbers AAO68071.1, AAO69049.1, AAO69399.1, 
AAO70162.1, AAO70695.1, AAO71551.1 and 
AAO69743.1 from Salmonella typhi bacteria was 
successfully performed by IEDB and Propred 
servers. Also in this prediction, alleles A-0201, 
A-0101, and B-2705 were selected for MHCI 
molecules, and alleles DRB1-0101 and DRB1-
0401 were selected for MHCII molecules. Finally, 
the highest-scoring epitopes that were presented 
jointly and overlapped in the results of both 
servers were selected for use in the design of 
recombinant constructs (Table 1).
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Immunoinformatics recombinant construct 
design and evaluation of physicochemical 
properties of the recombinant construct: In 
this study, two recombinant constructs consisting 
of an epitope domain and an adjuvant domain 
were successfully designed and evaluated. In the 
epitope domain, the strongest specific epitopes of 
MHCI and MHCII molecules of each peptide were 
linked to each other using a KP inflexible peptide 
linker, and upstream of this domain, the amino 

acid sequence of the HBHA molecular adjuvant 
was placed by the EAAAK peptide linker. Also, to 
study the weight gain of the construct and other 
comparative immunological studies, another 
construct was designed with two repetitions of 
each of the epitopes, the KP inflexible linker, and 
the HBHA molecular adjuvant connected to the 
epitope domain by the EAAAK peptide linker 
(Figure 1).

Figure 1) Structure of the designed constructs, consisting of the best-specialized epitopes of MHCI and MHCII molecules identified by 
two reliable servers IEDB and ProPred. In Figure A, the epitope domain contains one repeat of each epitope, while the epitope domain 
in Figure B contains two repeats of each epitope. In these figures, the red, blue, yellow, and green colors indicate the sequence of the 
HBHA molecular adjuvant, the epitopes recognized by MHCI molecules, the rigid peptide linker, and the sequence of epitopes recog-
nized by MHCII molecules, respectively.

Table 1) Sequences of the final epitopes of MHCI and MHCII molecules

Toxicity  Epitope sequence
MHCII Toxicity Epitope sequence MHCI Protein identification number

Non-toxic MRFFFILMVLPGADR Non-toxic FSHTVGLTY AAO68071.1

Non-toxic SAAFAAETATPAKTA Non-toxic KMKKVLALV AAO69049.1

Non-toxic QNGFRNNATIDQWNA Non-toxic NSDITVGQY AAO69399.1

Non-toxic VQQYNRQQDQQASAR Non-toxic MVDPGAVVQQY AAO69743.1

Non-toxic TDLIVAVVSPSGSHD Non-toxic VTNLDFDHY AAO70162.1

Non-toxic IIAFNCQNGTPGDNR Non-toxic NRFGPDPKR AAO70695.1

Non-toxic VVDLNTLKAANIIG Non-toxic RRLPKFGFTSR AAO71551.1
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Figure 2) 1 and 2 are related to the tertiary structure investigation of the first and second structures, respectively. A: The predicted 
model of the tertiary structure, by the I-TASSR server and then refined by the Galaxy Refine2 server. In this model, the red, yellow, blue, 
and green colors correspond to the molecular adjuvant HBHA, the peptide linker EAAAK, the stimulating epitopes of MHCI molecules, 
and the stimulating epitopes of MHCII molecules, respectively. B: Ramachandran statistical analysis, corresponding to the best refined 
3D model. C: Ramachandran plot, corresponding to the best predicted and refined 3D model. The red, yellow, green, and gray areas 
correspond to the core, allowed, acceptable, and disallowed regions, respectively.�

The second and third structures of each of 
the studied structures: Evaluation of different 
structural states in the second structure of the 
engineered structures were successfully evaluated 
by the SOPMA server and based on the results 
presented, the first structure had 53.47% alpha 
helix, 18.7% extended sheets and 39.36% random 
coil, while the distribution of these structures 
in the second model was as follows: the share of 
alpha helix was 42.67%, extended sheets was 
10.50% and random coil was 46.83%. The third 
structure of the introduced structures was also 
successfully predicted by the I-TASSER server 

and then evaluated by Ramachandran statistical 
analysis. Based on the observed results, the 
predicted structures needed to be refined. In the 
initial 3D model of the first structure, the number 
of amino acids in the core region, allowed and 
disallowed, was 80, 16, and 1%, respectively, which 
were improved to 94, 3, and 0% after refinement 
(Figure 2, Part 1). Also, in the case of the initial 
predicted model, the number of amino acids in the 
core region, allowed and disallowed, was 84, 13, 
and 1%, respectively, which were improved to 93, 
5, and 0% after refinement (Figure 2, Part 2).

Physicochemical properties, antigenicity, 
solubility and immune system stimulation 
of the designed constructs: The results of the 
physicochemical properties of the designed 
constructs showed that the first construct with 
a length of 404 amino acids had a molecular 
weight of 44103.42 Daltons, an isoelectric point 
of 9.08, an aliphatic index of 75.79, a GRAVY 
index of -0.585, and an instability index of 35.37. 
While the second construct with a length of 600 
amino acids had a molecular weight of 65936.67 
Daltons, an isoelectric point of 10.01, an aliphatic 
index of 48.72, a GRAVY index of -0.609, and an 
instability index of 48.30. As observed, although 
both structures were considered thermally stable 
structures (based on the algorithm defined by the 
ProtParam server, if the numbers provided for the 
instability index are greater than 40, the protein 
is declared unstable), the stability of the second 
structure was higher than that of the first. Also, 
the low and negative range of the GRAVY index 

indicated the possibility of the proteins being 
spherical (hydrophilic) rather than membrane-
like (hydrophobic). It should be noted that, due 
to the special importance of the instability index 
provided, several different configurations of the 
MHCI and MHCII epitopes, as well as different 
repeats of the peptide linkers, were considered, 
and the presented models can be considered the 
simplest and most acceptable models for study. 
In addition, based on the results reported by 
the VaxiJen server, the antigenicity of the first 
and second constructs was 0.6701 and 0.6760, 
respectively.
In the investigation of the hydrophobicity 
parameter of the studied structures by the PEPTIDE 
2.0 server, it was found that in the first structure, 
the share of hydrophobic, acidic, basic, and neutral 
amino acids was 44.55, 11.63, 17.75, and 26.24%, 
respectively, while in the second structure, the 
mentioned ones were reported as 44.5, 9.83, 
17.67 and 28%, respectively. According to this 
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Figure 3) 1 and 2 are the simulation graphs of immune responses by the first and second constructs, respectively. A: Production of 
different antibodies against the developed vaccine. B: Increase in the population of activated B cells. C: Proliferation of B cells and 
production of memory cells. D: Increase in the population of activated B cells after exposure to the developed vaccine. E: Growth in 
the population of activated helper T cells after exposure to the developed vaccine construct. F: Increase in the population of activated 
cytotoxic T cells.

server, hydrophilic peptides contained more than 
25% charged residues, and hydrophobic peptides 
containing 50 to 75% hydrophobic or hydrophobic 
residues could be insoluble or only partially soluble 
in aqueous solutions. As observed, both designed 
constructs were considered hydrophilic, since less 
than 50% of the amino acids were hydrophobic 
and the total percentage of charged amino acids 
(acidic and basic) present in the construct was 
less than 25%. Furthermore, the results of the 
immune response simulation showed that each 
of the developed vaccine constructs significantly 
increased the primary and secondary immune 
responses. It should be noted that based on the 
results observed in response to stimulation by the 
developed vaccine constructs, the levels of IFN-ɤ, 

IL-2, and TGF-β as important markers in cellular 
immunity increased significantly for a long time. 
The increase in IgM antibody production was 
related to the primary response against each of 
the constructs, while the increase in the levels of 
IgM, IgG1 + IgG2, and IgG + IgM antibodies along 
with increased B cell proliferation indicated the 
secondary response against each of the constructs. 
In addition, the results showed the generation of 
memory B cells as well as the induction of both 
T helper and cytotoxic T cells. Also, based on 
the reported graphs, a significant increase in the 
population of activated B cells and activated T 
helper cells was observed after exposure to the 
developed vaccines (Figures 3-1 and 3-2).

Molecular docking evaluation: The molecular 
docking probability between the second adjuvant 
HBHA (designed in both structures) and its 
receptor (TLR4) was successfully evaluated by the 

ClusPro server. The observed results showed that 
in each structure, a significant hydrogen bond was 
formed between the two domains (Figure 4). 
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Figure 4) Images 1 and 2 are the results of molecular docking of the first and second recombinant constructs with the TLR4 
receptor, respectively. A: In this figure, the orange, red, yellow, blue, and green colors correspond to the TLR4 receptor, the HBHA 
molecular adjuvant, the EAAAK peptide linker, the MHCI molecule-stimulating epitopes, and the MHCII molecule-stimulating epitopes, 
respectively, which were visualized by the PyMol software. B: The molecular binding region between the recombinant constructs and 
the TLR4 receptor, through hydrogen bonds, which was displayed by the PyMol software. The red lines indicate the hydrogen bonds 
between the two domains. C: Representation of the amino acids involved from the two domains in the molecular docking process 
between the recombinant constructs and the TLR4 receptor. In these images, the amino acids of the TLR4 receptor are shown in blue 
and the amino acids of the recombinant constructs are shown in green. Hydrogen bonds are also indicated as green dashed lines.

The molecular docking process was performed 
in both structures by presenting several different 
models, out of which, the zero model with the 
highest number of cluster members in both 
structures was selected (the first structure had 
115 cluster members and the second structure 

had 98 cluster members). In the first structure, 
the lowest binding energy in the docked model 
was calculated to be -1013.3 kcal/mol, and in the 
second structure, -942.8 kcal/mol. Table 2 lists the 
amino acids involved in hydrogen bonds and the 
bond lengths.

Table 2) List of amino acids involved in hydrogen bonding 
 and bond lengths between HBHA and the TLR4 receptor

Amino acids of the HBHA molecule Amino acids of the TLR4 molecule Unit length (Aͦ)
First structure

Asparagine 6
Alanine 2

Threonine 431 2.84
Lysine 433 3.01

Glutamic acid 103 Tyrosine 454 2.95
Glutamic acid 100

Lysine 360
2.56

Second structure
Arginine 380

2.55
Glutamine 339 3.07
Glutamine 428

Histidine 429 Aspartic Acid 517 2.69
Tyrosine 375 Lysine 518 2.72
Histidine 401 Arginine 94 2.80

Amino acids of the HBHA molecule Threonine 503 2.72

First structure
Aspartic Acid 504 2.98

Glutamine 423 2.82

DISCUSSION
Important intracellular bacterial species include 
Salmonella, Listeria, Brucella, Rickettsia, and 
Legionella. Salmonella typhi invades macrophages 
for replication and is therefore considered an 
intracellular pathogen [12]. As expected, the 
main feature of these pathogens is their survival 

through intracellular colonization and replication. 
This intracellular biology leads to intracellular 
processing and subsequent presentation of 
bacterial products by MHC class II molecules 
to CD4+ T lymphocytes, which, after activation, 
differentiate into Th1 and Th2 lymphocytes [13]. 
Th1 lymphocytes, by producing cytokines such as 
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interferon-gamma and interleukin-2, play a major 
role in inducing cell-mediated immune responses 
(responses mediated by cytotoxic T cells and 
macrophages) and activating macrophages [14]. 
Activated macrophages also initiate a strong 
oxidative burst, mediated by the phagocyte 
NADPH oxidase (Nox2) to increase the production 
of oxygen free radicals (O2-) and subsequently 
the production of H2O2, which is associated with 
the consumption of protons or the reaction with 
nitric oxide (NO) to form peroxynitrite (ONOO-), 
which leads to bacterial killing and the creation of 
an alkaline environment [15, 16]. Therefore, the 
stimulation of cellular immunity and the generation 
of memory cells are of great importance in terms 
of a faster response to eliminate intracellular 
pathogens such as Salmonella.
In this study, to design epitope-based vaccine 
constructs, first MHC I epitopes and then MHC 
II epitopes belonging to seven immunogenic 
proteins screened from whole proteome scanning 
were linked together using a KP hard linker. Then, 
this epitope domain was linked to HBHA protein, 
as a molecular adjuvant at the N-terminal of the 
developed vaccine, using a peptide linker “EAAAK”. 
In general, the HBHA protein from Mycobacterium 
tuberculosis is an important virulence factor that 
helps this bacterium to attach to its host cells and 
extracellular matrix [17]. Studies have shown 
that HBHA protein, as a novel agonist of the TLR4 
receptor, can stimulate dendritic cell maturation, 
IFN-ɤ secretion, and T cell-mediated cellular 
cytotoxicity without systemic toxicity [8]. As a 
result, it can be considered a molecular adjuvant.
Linkers also play a key role in the biological function 
of a structure consisting of linked proteins. The 
EAAAK (which has an alpha-helical structure) and 
KP peptides have tight linkages that are usually 
applied in the structure of a protein consisting of 
multiple domains to maintain its function [19]. The 
use of recombinant vaccine constructs, consisting 
of different epitope repeats, is of great interest and 
attention to researchers, as experimental findings 
have shown that recombinant chimeric proteins 
consisting of T helper epitopes, in tandem repeats, 
are more immunogenic and can significantly 
increase the stimulation of the immune system 
[20]. For example, a study by Nazifi et al. in 2019 
can be cited, which investigated the degree of 
stimulation of the immune system against Brucella 
bacteria using a construct consisting of multiple 
tandem repeats of the OMP31 antigen epitope 
from Brucella melitensis. These investigators 
reported that among the different treatments, 
the group vaccinated with the multi-epitope 
construct had the highest IFN-γ, IL-2, and IgG2a 
secretion rates. Furthermore, after challenging 

the vaccinated treatments with an acute strain 
of Brucella melitensis, the microbial load of the 
treatment that received the candidate vaccine 
construct consisting of consecutive repeats of a 
single epitope was significantly lower [21]. Since 
glomerular permeability in the kidney is affected by 
the weight and size of the molecule, low molecular 
weight proteins (mw < 40 kDa) are essentially 
freely filtered, whereas high molecular weight 
proteins (mw > 100 kDa) are almost completely 
restricted [22, 23]. In this study, two constructs 
with approximate weights of 44 and 65 kDa were 
designed. This was while, in a study conducted by 
Forouharmehr in 2024 with extensive proteome 
scanning on the bacterium Coxiella burnetii, he 
designed a construct consisting of an epitope and 
adjuvant with a molecular weight of 22.59 kDa [24]. 
Also, in a study conducted by Shams et al. in 2020 
by predicting the epitopes of important antigens of 
the bacterium Salmonella typhi, they introduced 
a vaccine construct with a weight of 41 kDa [25]. 
In another study conducted by Rashidian and his 
colleagues in 2020, by predicting the epitopes 
of the most important antigens of the bacterium 
Coxiella burnetii, they reported a vaccine construct 
with a weight of 41.50 kDa [26]. As can be seen, the 
weight of the recombinant constructs designed 
in previous studies is relatively high, as in the 
present study, and they are not removed during 
passage through the renal filtration system due to 
their high weight. The instability index obtained 
in this study is 35.37 and 30.48 for the first and 
second constructs, respectively, and according to 
the proprietary algorithm of the ProtParam server, 
proteins that present an instability index below 
40 are thermally stable. Forouharmehr in 2024 
[24], Shams et al. in 2020 [25], and Rashidian et 
al. in 2020 [26] have designed and investigated 
epitope-based immunoinformatics constructs 
and reported that each of the aforementioned 
recombinant constructs is stable with instability 
indices of 31.9, 7.04, and 32.39, respectively. In 
addition, both structures designed in this study 
were able to bind to their TLR4 receptor by 
forming 6 hydrogen bonds. In a study, the number 
of hydrogen bonds observed during the docking 
of the designed structure was reported to be 15 
[24]. Therefore, these reports have shown that 
the binding of the epitope domain to the HBHA 
molecule does not prevent the binding of this 
protein to the TLR4 receptor on the cell surface. 
Nowadays, the use of the prepared platform in 
the in silico space has received much attention to 
obtain valuable molecular compounds in various 
fields of biology. One of the most widely used tools 
available in the in silico space, which has high 
accuracy and reliability, are specialized servers 
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for predicting the immunogenic parts of proteins 
(peptides known as epitopes) and specialized 
servers for examining various physicochemical 
properties and different structures present 
in them. By identifying and using this class of 
biomolecules in the design of recombinant vaccine 
structures, it is possible to reduce the repetition 
of various experiments in the in vitro environment 
by saving time and money, and by using the most 
powerful and most cited algorithms, the second 
generation of vaccines can be developed and the 
complications of using the first generation of 
vaccines can be eliminated [27, 28]. Today, in the 
field of giving importance to the public health of 
societies, the use of recombinant vaccines has 
received great attention from researchers. So far, 
many studies have been conducted in silico as 
well as in vitro, and researchers have shown that 
successful vaccine structures can be designed, 
evaluated, and presented against a variety of 
pathogens such as Salmonella, Bacillus anthracis, 
Coxiella, Leptospirosis, etc. [9, 25, 29 and 30].

CONCLUSION 
In this study, two different recombinant 
constructs, consisting of specific stimulatory 
epitopes of MHCI and MHCII molecules, derived 
from the best antigens present in the entire 
proteome of Salmonella typhi bacteria, have been 
designed, evaluated, and introduced. As can be 
seen, the second construct, which had tandem 
repeats of T cell-specific epitopes, showed both 
a higher molecular weight and a lower instability 
index. Also, this construct, in addition to a higher 
partial antigenicity, had a higher total percentage 
of flat-sheet and random coil structures than the 
first construct. Finally, it was observed that the 
construct with tandem repeats of epitopes had 
lower docking energy and average hydrogen 
bond length than the construct without repeats. 
Therefore, it could be a promising candidate 
construct for use as a superior vaccine against 
typhoid fever.

Clinical & Practical Tips in POLICE MEDICINE: 
Since the storage conditions of recombinant 
vaccines are easier compared to live or attenuated 
vaccines (these types of vaccines use the whole 
pathogen). Therefore, in strategic and sensitive 
situations where time and equipment are of great 
importance, the use of recombinant vaccines 
is more reasonable. In addition, unlike live or 
attenuated vaccines, the use of recombinant 
vaccines does not lead to the occurrence of disease 
or the occurrence of side effects such as headaches, 
body aches, nausea, and miscarriage. Therefore, 
the use of recombinant vaccines is more popular 

in the event of a pandemic in the community.
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نشریه طب انتظامی

دسترسی آزادمقاله اصیل

مقایسه دو سازه نوترکیب ایمنوژنیک برپایه اپی‌توپ‌های T cell )مستخرج 
شده از غربالگری کل پروتئوم باکتری سالمونلا تیفی( علیه بیماری تب 

حصبه؛  یک مطالعه ایمنوانفورماتیک

چکیده

اهداف: سالمونلا تیفی، یک پاتوژن گرم منفی و عامل بیماری حصبه است. از آنجا که کم‌هزینه‌ترین راه برای مقابله با این 
پاتوژن واکسیناسیون است، دسترسی به یک واکسن کارآمد بسیار حائز اهمیت است.

نظر  از  و  NCBI استخراج  از سرور  پروتئین  با 4322  تیفی  باکتری سالمونلا  پروتئوم  این مطالعه،  در  مواد و روش‌ها: 
اختصاصی  اپی‌توپ‌های  پیش‌بینی  برای  باقی‌مانده  پروتئین‌های  نهایت،  در  شدند.  غربال  آلرژنسیتی  و  آنتی‌ژنسیتی 
سلول‌های T بکار گرفته شدند و دو سازه نوترکیب ایمنوژنیک متشکل از اپی‌توپ‌ها و ادجوانت مولکولی طراحی شد )سازه 
اول، شامل یک تکرار از هر اپی‌توپ و سازه دوم، شامل دو تکرار از هر اپی‌توپ است(. ارزیابی خواص فیزیکوشیمیایی، 
ساختار دوم و سوم، آنتی‌ژنیسیتی، حلالیت، قابلیت تحریک سیستم ایمنی و داکینگ مولکولی هر سازه توسط سرورهای 

معتبر آنلاین ارزیابی شدند.

 MHCII و MHCI یافته‌ها: در انتهای ارزیابی 4322 پروتئین، هفت پروتئین باقی ماند که فرایند پیش‌بینی اپی‌توپ‌های
آن‌ها با موفقیت انجام و پس از ارزیابی مجدد اپی توپ‌ها، سازه‌های مدنظر طراحی شدند. با وجود مشاهده نتایج مورد 
انتظار در هردو سازه ایمنوژنیک، سازه دوم خود را پایدارتر و آنتی‌ژنیک‌تر نشان داد )میزان آنتی‌ژنسیتی سازه اول و دوم نیز 
به‌ترتیب 0/6701 و 0/6760 بود(. درحالی‌که هر دو سازه آبدوست بودند، ولی توزیع ساختارهای صفحات گسترده و رندم‌کویل 
در سازه دوم، دارای درصد بالاتری نسبت به سازه اول بود. در ادامه، سازه دوم نیز با انرژی داکینگ و نیز میانگین طول 
پیوندهای هیدروژنی کمتر، توانست به گیرنده سطح سلولی خود متصل شود. از طرفی، هر دو سازه توانستند سیستم ایمنی 

را به سمت تحریک ایمنی سلولی، یعنی افزایش ترشح میزان T کمک‌کننده و T سایتوتوکسیک، هدایت کنند.

نتیجه‌گیری: بر اساس نتایج ارائه شده به نظر می‌رسد که سازه شماره دو که شامل دو تکرار از هر اپی‌توپ است کاندید 
مناسب‌تری برای ساخت واکسن ایمنی علیه تب حصبه است.

کلیدواژه‌ها: پروتئوم، اپی‌توپ، T Cell، واکسن نوترکیب، سالمونلا، ایمنی سلولی، بیوانفورماتیک
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مقدمه
ــه  ــف، ب ــی مختل ــل بیولوژیک ــتفاده از عوام ــر، اس ــای اخی در ده‌ه
عنــوان یــک ســاح کشــتار جمعــی، مســئلۀ بســیار نگران‌کننده‌ای 
بــه شــمار مــی‌رود. انتشــار ویــروس عامــل بیمــاری آبلــه توســط 
نیروهــای انگلیســی، در خــال جنــگ بــا کشــورهای هنــد و 
فرانســه، اســتفاده از باکتــری عــام بیمــاری ســیاه زخــم، شــیوع 
ــروس  ــیوع وی ــک، ش ــی در کشــور بلژی ــزای خوک ــروس آنفولان وی
ــا و اســتفاده از گاز خــردل، تابــون و ســارین علیــه  دانــگ در کوب
ایــران توســط رژیــم بعــث عــراق، مثال‌هایــی از اســتفاده از عوامــل 
ــی‌رود  ــه شــمار م ــی در بحــث بیوتروریســم ب ــاک بیولوژیک خطرن
ــی و مشــترک  ــای عفون ــه بیماری‌ه ــالمونلوز نیــز، ازجمل ]1[. س
بیــن انســان و دام اســت کــه از نظــر اقتصــادی و ســامت، حایــز 
ــرم  ــیل گ ــک باس ــالمونلوز، ی ــاری س ــل بیم ــت اســت. عام اهمی
ــواده  ــاری، از خان ــوازی اختی ــرک و بی‌ه ــاژک‌دار، متح ــی، ت منف
ــری، از  ــن باکت ــت ]2[. ای ــالمونلا اس ــام س ــه ن ــه ب آنتروباکتریاس
طریــق مدفــوع دفع‌شــده و راه ورود اصلــی باکتــری، بلــع باکتــری 
اســت. باکتــری می‌توانــد از طریــق مخــاط دســتگاه تنفســی 
ــد ]3[. براســاس گــزارش  ــان ورود کن ــدن میزب ــه ب ــز ب ــی نی فوقان
ســازمان بهداشــت جهانــی، باکتــری ســالمونلا در هــر ســال، ســبب 
بــروز بیمــاری در بیــن 16 الــی 33 میلیــون نفــر می‌شــود کــه در 
ایــن میــان، 500 الــی 600 هــزار مــورد منجــر بــه مــرگ می‌شــود 
ــک  ــوان ی ــه عن ــری ب ــن باکت ــن، اســتفاده از ای ــر ای ]4[. عــاوه ب
ــوده اســت ]5[.  ســاح بیولوژیکــی نیــز تاکنــون بســیار مطــرح ب
در ســال‌های اخیــر، ایمنی‌زایــی و محافظــت افــراد 
راه  کم‌هزینه‌تریــن  و  مؤثرتریــن  واکسیناســیون،  طریــق  از 
ــر  ــه ب ــی اســت، چراک ــواع بیماری‌هــای عفون ــا ان ــه ب ــرای مقابل ب
اســاس گــزارش ســازمان بهداشــت جهانــی، در حــدود 80 درصــد 
بیماری‌هــای عفونــی، از جملــه بیماری‌هایــی هســتند کــه منجــر 
ــت.  ــده اس ــان ش ــان در جه ــون انس ــش از 20 میلی ــرگ بی ــه م ب
ــرای  ــزار ب ــه عنــوان بهتریــن اب بنابرایــن، واکســن‌ها را می‌تــوان ب
کاهــش میــزان مــرگ و میــر ناشــی از بیماری‌هــای عفونــی 
ــرل و  ــا نقــش مهمــی در کنت ــه تنه ــان دانســت، چراکــه ن در جه
پیشــگیری از بیماری‌هــای عفونــی دارد، بلکــه یــک روش کارآمــد 
ــت ]2،  ــراد اس ــی براف ــادی و روان ــای اقتص ــش زیان‌ه ــرای کاه ب
6[. واکســن خوراکــی Ty21a و واکســن تزریقــی پلی‌ســاکاریدی 
ــی  ــری ســالمونلا تیف ــه باکت ــج علی کپســولی Vi، دو واکســن رای
هســتند. بــر اســاس گزارش‌هــا، واکســن زنــدهٔ ضعیف‌شــده 
Ty21a، ایمنی‌زایــی کمــی دارد و بــه چندیــن دوره واکسیناســیون 
ــی ســاکاریدی  ــی پل ــن، واکســن تزریق ــاز دارد. همچنی ــادآور نی ی
دارای  کوتاه‌مــدت،  مصونیــت  دوره  بــر  عــاوه   ،Vi کپســولی 
محدودیــت اســتفاده در اطفــال اســت ]7، 8[. بنابرایــن، نیــاز بــه 
ــا کامــاً مشــهود  ــی آنه ــد واکســن‌ها و ارزیاب توســعه نســل جدی

اســت.
ــن  ــذف چنی ــدف ح ــا ه ــن ب ــر، محققی ــال حاض در ح
ــمت  ــه س ــن‌ها، ب ــی واکس ــدرت ایمنی‌زای ــود ق ــا بهب ــی ی عوارض
تولیــد واکســن‌های ایمــن و نوترکیــب رفته‌انــد؛ زیــرا در طراحــی 
و ســاخت ایــن نــوع از واکســن‌های جدیــد، کــه بــه عنــوان 

واکســن‌های زیرواحــدی نیــز شــناخته می‌شــوند، از بخش‌هایــی 
از پاتوژن‌هــا کــه فقــط تحریک‌کننــده سیســتم ایمنــی هســتند، 
ــن مطالعــه بــا هــدف  ــتفاده شــده‌ اســت ]9[. بنابرایــن، ای اس
ــب و زیرواحــدی  ــازه نوترکی ــک س ــی ی ــی و معرف طراحــی، ارزیاب
ــر، از طریــق پویــش کل پروتئــوم و شناســایی اپی‌توپ‌هــای  مؤث
قدرتمنــد و ایمونــوژن از باکتــری ســالمونلا تیفــی، بــر پایــه 
مطالعــات ایمونوانفورماتیــک )بــه صــورت درون‌رایانــه‌ای( طراحــی 

شــد.

مواد و روش‌ها
در ایــن مطالعــۀ پژوهشــی، بــا هــدف دسترســی بــه کل پروتئــوم 
مربــوط بــه باکتــری ســالمونلا تیفــی، بــا شــماره دسترســی 
AE014613.1، از ســرور NCBI اســتفاده شــد. )ایــن باکتــری، 
ــده  ــۀ کدکنن ــاز دارای 4322 ناحی ــودن 4791961 جفت‌ب ــا داراب ب
ــه در  ــن اســت ک ــده پروتئی ــر کدکنن ــه غی ــن و 327 ناحی پروتئی
ایــن مطالعــه، از مجموعــه 4322 توالــی پروتئینــی اســتفاده 

شــد(.
و  آنتی‌ژن‌ســیتی  بــودن  محافظتــی  بررســی 

آلرژن‌بــودن پروتئــوم: در ایــن مطالعــه، بــه منظــور بررســی میــزان 

ــودن  ــا نب ــودن ی ــزان آنتی‌ژن‌ســیتی و آلرژن‌ب ــودن، می محافظتی‌ب
ــه  ــرور NCBI، ب ــده از س ــای استخراج‌ش ــا پپتیده ــا ی پروتئین‌ه
و   VaxiJen  ،Vaxign-ML وب  تحــت  ســرروهای  از  ترتیــب 
AllerTop اســتفاده شــد. لازم بــه ذکــر اســت، تنظیمــات مــورد 
اســتفاده ســرور Vaxign-ML، بــه صــورت پیش‌فــرض خــود 
ــتفاده  ــرای اس ــده ب ــتانۀ تعیین‌ش ــد آس ــز ح ــود و نی ــزار ب نرم‌اف
ــودن  ــود. در گام اول، محافظتی‌ب ــر 1/5 ب از ســرور VaxiJen، براب
ــد و  ــی ش ــرور Vaxigen ML ارزیاب ــط س ــا توس ــودن آنه ــا نب ی
پروتئین‌هــا یــا پپتیدهایــی کــه محافظتــی نبودنــد، حــذف شــدند. 
ســپس، پپتیدهــای باقی‌مانــده توســط ســرور VaxiJen ارزیابــی 
شــدند و پپتیدهایــی کــه میــزان آنتی‌ژن‌ســیتی  آنهــا کمتــر 
ــده  ــای غربال‌ش ــدند. پپتیده ــذف ش ــت ح ــا موفقی ــود ب از 1/5 ب
ــرار  ــودن ق ــا نب ــودن ب ــی آلرژن‌ب ــورد ارزیاب ــه، م ــن دو مرحل از ای

ــز حــذف شــدند. ــد نی ــرژن بون ــه آل ــی ک ــد و پپتیدهای گرفتن
پیش‌بینــی اپی‌توپ‌هــای تحریک‌کننــدۀ ســلول‌های 

MHCI و MHCII و ارزیابــی ســمیت آنهــا: در ایــن مطالعــه، بــا 
هــدف دسترســی بــه بهتریــن اپی‌توپ‌هــای قابــل شناســایی 
توســط مولکول‌هــای MHCI و MHCII، از دو ســرور معتبــر 
ــتفاده  ــام IEDB و Propred اس ــه ن ــالا ب ــتناد ب ــاز اس ــا امتی ب
اپی‌توپ‌هــای  بــرای پیش‌بینــی  اســت،  بــه ذکــر  شــد. لازم 
 A-0101 ،A-0201 ،B-2705 ــای ــلول‌های MHCI، از آلل‌ه س
ســلول‌های  اپی‌توپ‌هــای  پیش‌بینــی  بــرای  همچنیــن،  و 
MHCII، از آلل‌هــای DRB1-0101 و DRB1-0401 اســتفاده 
ــی  ــودن توال ــا نب ــمی‌بودن ی ــنجش س ــرای س ــه، ب ــد. در ادام ش
 ToxinPred اپی‌توپ‌هــای به‌دســت‌آمده، از ســررو تحــت وب

اســتفاده شــد.
ایمونوانفورماتیــک  ســازۀ  ارزیابــی  و  مهندســی 

مبتنــی بــر اپی‌تــوپ: در نهایــت، بــا هــدف طراحــی ســازه 
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ــای  ــن اپی‌توپ‌ه ــر بهتری ــی ب ــب مبتن ــک نوترکی ایمونوانفورماتی
ادجوانــت  یــک  همــراه  بــه  قبلــی  مراحــل  از  غربال‌شــده، 
 )P9WIP9 ــی ــماره دسترس ــا ش ــول HBHA ب ــی )مولک مولکول
و مناســب‌ترین لینکرهــای پپتیــدی غیرمنعطــف، از نرم‌افــزار 
بــه ذکــر  CLC Mainworkbench 5.5 اســتفاده شــد. لازم 
ــازه و  ــش وزن س ــور افزای ــه منظ ــه، ب ــن مطالع ــه در ای ــت ک اس
ــی  ــنی مبتن ــازه واکس ــه‌ای، دو س ــوژی مقایس ــات ایمنول مطالع
مولکول‌هــای  توســط  شناســایی،  قابــل  اپی‌توپ‌هــای  بــر 
MHCI و MHCII طراحــی شــد. در ســازۀ شــمارۀ یــک، هــر یــک 
از اپی‌توپ‌هــا یــک بــار تکــرار شــدند و در ســازۀ شــمارۀ دو، 
ــزان  ــی می ــدند. ارزیاب ــرار ش ــار تک ــا دو ب ــک از اپی‌توپ‌ه ــر ی ه
نهایــی ســازه‌های طراحی‌شــده، توســط ســرور  آنتی‌ژنســیتی 
Vaxijen و در نهایــت نیــز ســاختار دوم و ســوم ســازه‌های 
ــت وب SOPMA و  ــرورهای تح ــط س ــب توس ــه ترتی ــور، ب مذک
I-TASSER، بــه همــراه توالــی اســید آمینــه‌ای ســازه‌ها مولکولــی 
طراحی‌شــده، مــورد اســتفاده قــرار گرفتنــد. ســپس، بهتریــن 
ــتفاده از  ــا اس ــرور I-TASSAR، ب ــط س ــده توس ــدل پیشنهادش م
ــور  ــه منظ ــت، ب ــد و در نهای ــش ش ــرور GalaxyRefine پالای س
شناســایی بهتریــن مــدل از ســاختارهای ســوم پالایش‌شــده، 
پــات راماچانــدران بــرای هریــک از مدل‌هــای پیشنهادشــده، 

ــد. ــم ش ــرور VADAR رس ــط س توس
ارزیابــی ویژگی‌هــای فیزیکوشــیمیایی، حلالیــت و 

ــن  ــب: مهم‌تری ــازۀ نوترکی ــی س ــتم ایمن ــک سیس ــت تحری قابلی

ــده  ــی طراحی‌ش ــازه‌های مولکول ــیمیایی س ــای فیزیکوش ویژگی‌ه
)ماننــد وزن مولکولــی، نقطــه ایزوالکتریــک، شــاخص ناپایــداری، 
شــاخص GRAVY و شــاخص آلیفاتیــک( و همچنین حلالیت آن، 
 ProtParam بــه ترتیــب توســط ســرورهای معتبــر و تحــت وب
و  PEPTIDE 2.0بررســی شــد. در ادامــه، ارزیابــی تحریــک 
توســط  طراحی‌شــده،  نوترکیــب  ســازه‌های  ایمنــی  سیســتم 
ــرورهای  ــتفاده از س ــرای اس ــد. ب ــام ش ــرور C-ImmSim انج س
ــه کار  ــب ب ــازه‌های نوترکی ــه‌ای س ــید آمین ــی اس ــده، توال ذکرش

گرفتــه شــدند.
ــی:  ــی و تعییــن پیوندهــای هیدروژن داکینــگ مولکول

ــۀ  ــال دامن ــدم اتص ــا ع ــال ی ــی اتص ــه، پیش‌بین ــن مطالع در ای
ــه  ــده، ب ــب طراحی‌ش ــازه‌های نوترکی ــه س ــده ب HBHA متصل‌ش
ــای  ــوان پروتئین‌ه ــت عن ــه تح ــدۀ آن ک ــد و گیرن ــوان لیگان عن
TLR4 شــناخته می‌شــوند، توســط ســرور خــودکار و تحــت 
وب  ClusPro 2.0انجــام شــد. ایــن ســرور، از Piper کــه یــک 
برنامــه اتصــال ســخت مبتنــی بــر FFT اســت، اســتفاده می‌کنــد 
کــه لیگانــد را در دفعــات بســیار زیــادی می‌چرخانــد تــا آن را در 
 (grid) نســبت بــه گیرنــدۀ روی یــک شــبکه Z و Y ،X ســه محــور
انتقــال دهــد و از ایــن بیــن، بهتریــن جایگیــری یــا انتقــال لیگانــد 
ــد و  ــاب می‌کن ــرژی انتخ ــزان ان ــن می ــا کمتری ــده را ب روی گیرن
آنهایــی )ســاختارهایی( کــه بــه دلیــل انــرژی اتصــال بــالا، ناپایــدار 
هســتند را حــذف می‌کنــد. در انتهــا، بــا یافتــن نزدیک‌تریــن 
موقعیــت بــرای مجاورشــدن صحیــح لیگانــد بــه گیرنــده بــا شــعاع 
ــی را  ــگ مولکول ــد داکین ــا، فرآین ــن آلف ــتروم کرب rmsd 9 آنگس

خوشــه‌بندی می‌کنــد. در نهایــت، تعــداد و طــول پیوندهــای 
هیدروژنــی حاصــل از ایــن برهم‌کنش‌هــا و همچنیــن اســید 
 LigPlot+ ــزار ــط نرم‌اف ــاط، توس ــن ارتب ــر در ای ــای درگی آمینه‌ه

ــدند. ــاهده ش ــی و مش ــزار PyMol 1.3 بررس 2.2.8 و نرم‌اف
ملاحظــات اخلاقــی: مقالــه حاضــر یــک مطالعــه 

بیوانفورماتیکــی بــا هــدف طراحــی نســل جدیــدی از واکســن علیه 
ــه  ــن مقال ــندگان ای ــت. نویس ــه اس ــب حصب ــنده ت ــاری کش بیم
بدیــن وســیله اعــام مــی دارنــد کــه در تهیــه ایــن دســت نوشــته 
از هیــچ انســان یــا حیوانــی بــه طــور مســتقیم یــا غیرمســتقیم 

اســتفاده نشــده اســت.
ــچ  ــا: در پژوهــش حاضــر هی ــل داده‌ه ــه و تحلی تجزی

ــاری اســتفاده نشــده اســت. ــدل آم ــه م گون

یافته‌ها
جمــع‌آوری کل پروتئــوم باکتــری ســالمونلا تیفــی و ارزیابــی 
توالــی  آنهــا:  آلرژن‌بــودن  و  وآنتی‌ژنســیتی  محافظتی‌بــودن 
ــوم  ــود در کل پروتئ ــد موج ــن و پپتی ــه 4322 پروتئی ــوط ب مرب
 NCBI ســرور  از  موفقیــت  بــا  تیفــی،  ســالمونلا  باکتــری 
ــد  ــی مان ــد باق ــه، 19 پپتی ــن مرحل ــان ای ــد. در پای ــتخراج ش اس
 ،AAO68071.1 ــماره دسترســی ــا ش ــی ب ــامل پپتیدهای ــه ش ک
 ،AAO69076.1  ،AAO69049.1  ،AAO68335.1
 ،AAO69267.1  ،AAO69225.1  ،AAO69118.1
 ،AAO69422.1  ،AAO69399.1  ،AAO69385.1
 ،AAO69743.1  ،AAO69580.1  ،AAO69489.1
 ،AAO70192.1  ،AAO70162.1  ،AAO69748.1
بودنــد.   AAO71551.1  ،AAO70705.1  ،AAO70695.1
 UniProt ــده همگــی توســط توســط ســرور پپتیدهــای باقی‌مان
زیرهم‌چینــی شــدند و از بیــن دو پپتیــدی کــه میــزان مشــابهت 
ــدی کــه آنتی‌ژن‌ســیتی  ــود، پپتی ــالای 80 درصــد ب ــا ب ــی آنه توال
کمتــری داشــت، حــذف شــد. لازم بــه ذکــر اســت، پپتیدهایــی که 
خیلــی کوتــاه بودنــد )کمتــر از 40 اســید آمینــه( همگــی حــذف 
بــا  پروتئین‌هایــی  شــامل  باقی‌مانــده  پروتئین‌هــای  شــدند. 
 Q8Z4Q7 شــماره دسترســی( AAO68071.1 شــماره دسترســی
دسترســی  )شــماره   AAO69049.1  ،)UniProt ســرور  در 
)شــماره   AAO69399.1  ،)UniProt ســرور  در   Q93MH4
دسترســی P0A1E6 در سرور UniProt(، AO70162.1 )شماره 
دسترســی Q93IS5 در ســرور UniProt(، AO70695.1 )شماره 
دسترســی Q8XG14 در سرور UniProt(، AAO71551 )شماره 
 AAO69743.1 و   )UniProt در ســرور   P66074 دسترســی 

)شــماره دسترســی Q8Z8C1 در ســررو UniProt( بودنــد.
پیش‌بینــی اپی‌توپ‌هــای اختصاصــی مولکول‌هــای 

MHCI و MHCII و ارزیابــی ســمیت پپتیدهــا: در مطالعۀ حاضر، 
و   MHCI مولکول‌هــای  اختصاصــی  اپی‌توپ‌هــای  پیش‌بینــی 
ــایی  ــماره شناس ــا ش ــی ب ــدۀ نهای ــای غربال‌ش MHCII از پپتیده
 ،AAO69399.1 ،AAO69049.1 ،AAO68071.1 پروتئینــی
و   AAO71551.1  ،AAO70695.1  ،AAO70162.1
AAO69743.1 از باکتــری ســالمونلا تیفــی، توســط ســرورهای 
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IEDB و Propred بــا موفقیــت انجــام شــد. همچنیــن در ایــن 
پیش‌بینــی، آلل‌هــای A-0101 ،A-0201 و B-2705 بــرای 
DRB1- و   DRB1-0101 آلل‌هــای  و   MHCI مولکول‌هــای 

 0401بــرای مولکول‌هــای MHCII انتخــاب شــدند و در نهایــت، 

ــج هــر دو ســرور  ــاز کــه در نتای ــن امتی ــا بالاتری ــی ب اپی‌توپ‌های
ــد و همپوشــانی داشــتند،  ــه شــده بودن ــه صــورت مشــترک ارائ ب
ــب انتخــاب شــدند  ــرای اســتفاده در طراحــی ســازه‌های نوترکی ب

)جــدول 1(.

طراحــی ســازه نوترکیــب ایمونوانفورماتیکــی و ارزیابــی 

خــواص فیزیکوشــیمیایی ســازۀ نوترکیــب: در ایــن مطالعــه، 

دو ســازۀ نوترکیــب متشــکل از یــک دامنــه اپی‌توپــی و یــک 
دامنــه ادجوانتــی بــا موفقیــت طراحــی و ارزیابــی شــد. در دامنــه 
اپی‌توپــی، قوی‌تریــن اپی‌توپ‌هــای اختصاصــی مولکول‌هــای 
MHCI و MHCII از هــر پپتیــد، بــا اســتفاده از لینکــر پپتیــدی 
غیرمنعطــف KP بــه یکدیگــر متصــل شــدند و در بالادســت ایــن 

 HBHA دامنــه، توالــی اســید آمینــه‌ای ادجوانــت مولکولــی
ــه  ــن، ب ــت. همچنی ــرار گرف ــدی EAAAK ق ــر پپتی ــط لینک توس
منظــور مطالعــه روی افزایــش وزن ســازه و ســایر مطالعــات 
ایمنولــوژی مقایســه‌ای، یــک ســازه دیگــر نیــز بــا دو بــار تکــرار از 
ــت  ــر منعطــف KP، و ادجوان ــر غی ــک از اپی‌توپ‌هــا، لینک هــر ی
مولکولــی HBHA کــه توســط لینکــر پپتیــدی EAAAK بــه 

ــکل 1(. ــد )ش ــی ش ــود، طراح ــل می‌ش ــی وص ــه اپی‌توپ دامن

MHCII و MHCI جدول 1( توالی اپی‌توپ‌های نهایی مولکول‌های

شماره شناسایی پروتئینتوالی اپی‌توپ MHCIسمیتتوالی اپی‌توپ MHCIIسمیت

FSHTVGLTYAAO68071.1غیر سمیMRFFFILMVLPGADRغیر سمی

KMKKVLALVAAO69049.1غیر سمیSAAFAAETATPAKTAغیر سمی

NSDITVGQYAAO69399.1غیر سمیQNGFRNNATIDQWNAغیر سمی

MVDPGAVVQQYAAO69743.1غیر سمیVQQYNRQQDQQASARغیر سمی

VTNLDFDHYAAO70162.1غیر سمیTDLIVAVVSPSGSHDغیر سمی

NRFGPDPKRAAO70695.1غیر سمیIIAFNCQNGTPGDNRغیر سمی

RRLPKFGFTSRAAO71551.1غیر سمیVVDLNTLKAANIIGغیر سمی

 IEDB ــر شــکل 1( ســاختار ســازه‌های طراحی‌شــده، متشــکل از بهتریــن اپی‌توپ‌هــای تخصصــی مولکول‌هــای MHCI و MHCII شناسایی‌شــده توســط دو ســرور معتب

و ProPred. در شــکل A، در دامنــه اپی‌توپــی، یــک تکــرار از هــر اپی‌تــوپ حضــور دارد در حالــی کــه دمیــن اپی‌توپــی در شــکل B، شــامل دو تکــرار از هــر اپی‌تــوپ 
اســت. در ایــن شــکل‌ها، رنگ‌هــای قرمــز، آبــی، زرد و ســبز بــه ترتیــب نشــان‌دهندۀ توالــی ادجوانــت مولکولــی HBHA، اپی‌توپ‌هــای شناسایی‌شــده توســط 

ــای MHCII اســت. ــایی توســط مولکول‌ه ــل شناس ــای قاب ــی اپی‌توپ‌ه ــدی ســخت و توال ــر پپتی ــای MHCI، لینک مولکول‌ه
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از ســازه‌های مــورد  ســاختار دوم و ســوم هریــک 

ــاختار دوم  ــف در س ــاختاری مختل ــالات س ــی ح ــه: ارزیاب مطالع

ــت  ــا موفقی ســازه‌های مهندسی‌شــده، توســط ســرور SOPMA ب
ــج ارائه‌شــده، ســازه اول دارای  ــر اســاس نتای ــی شــدند و ب ارزیاب
ــترده  ــات گس ــد صفح ــس، 7/18 درص ــا هلیک ــد آلف 53/47 درص
ــن  ــع ای ــه توزی ــی ‌ک ــود، در حال ــل ب ــدوم کوی و 39/36 درصــد رن
ــا  ــهم آلف ــه س ــود ک ــن صــورت ب ــه ای ــدل دوم ب ــاختارها در م س
هلیکــس 42/67 درصــد، صفحــات گســترده 10/50 درصــد و رندوم 
کویــل 46/83 درصــد بــود. ســاختار ســوم ســازه‌های معرفی‌شــده 
ــد و  ــی ش ــرور I-TASSER پیش‌بین ــت توســط س ــا موفقی ــز ب نی
ســپس توســط آنالیزهــای آمــاری راماچانــدران ارزیابــی شــدند. بــر 

اســاس نتایــج مشاهده‌شــده، ســازه‌های پیش‌بینی‌شــده نیــاز 
بــه پالایش‌کــردن داشــتند. در مــدل ســه‌بعدی اولیــه ســازه اول، 
میــزان اســید آمینه‌هــای موجــود در ناحیــه هســته، مجــاز و غیــر 
مجــاز بــه ترتیــب 80، 16 و 1 درصــد بــود کــه بعــد از پالایش‌کــردن 
ــد )شــکل 2،  ــا یافتن ــر درصــد ارتق ــه 94، 3 و صف ــر ب ــن مقادی ای
قســمت 1(. همچنیــن در مــورد مــدل اولیــه پیش‌بینی‌شــده، 
ســازۀ دوم نیــز میــزان اســید آمینه‌هــای موجــود در ناحیــه 
هســته، مجــاز و غیرمجــاز بــه ترتیــب 84، 13 و 1 درصــد بــود کــه 
بعــد از پالایش‌کــردن ایــن مقادیــر بــه 93، 5 و صفــر درصــد ارتقــا 

یافتنــد )شــکل 2، قســمت 2(. 

شــکل 2( 1 و 2 بــه ترتیــب مربــوط بــه بررســی ســاختار ســوم ســازه اول و ســازه دوم هســتند. A: مــدل پیش‌بینی‌شــده ســاختار ســوم، توســط ســرور I-TASSR و ســپس 

پالایش‌شــده توســط ســرور Galaxy Refine 2 اســت. در ایــن مــدل رنگ‌هــای قرمــز، زرد، آبــی و ســبز بــه ترتیــب مربــوط بــه ادجوانــت مولکولــی HBHA، لینکــر پپتیــدی 
ــه  ــوط ب ــدران، مرب ــاری راماچان ــز آم ــتند. B: آنالی ــای MHCII هس ــده مولکول‌ه ــای تحریک‌کنن ــای MHCI و اپی‌توپ‌ه ــده مولکول‌ه ــای تحریک‌کنن EAAAK، اپی‌توپ‌ه

بهتریــن مــدل ســه بعــدی پالایش‌شــده. C: پــات راماچانــدران، بــه بهتریــن مــدل ســه بعــدی پیــش بینــی و پالایش‌شــده. ناحیــه قرمــز، زرد، ســبز و خاکســتری بــه 
ترتیــب مربــوط بــه نواحــی هســته، مجــاز، قابــل قبــول و غیــر مجــاز هســتند.

خــواص فیزیکوشــیمیایی، آنتی‌ژنیســیتی، حلالیــت و 

میــزان تحریــک پذیــری سیســتم ایمنــی ســازه‌های طراحی‌شــده: 

ســازه‌های  فیزیکوشــیمیایی  خــواص  بــه  مربــوط  نتایــج 
طراحی‌شــده نشــان داد کــه ســازه اول بــا طــول 404 اســید آمینــه، 
دارای وزن مولکولــی 44103/42 دالتــون، نقطــه ایزوالکتریــک 
ــا  ــر ب ــاخص GRAVY براب ــک 75/79، ش ــاخص آلیفاتی 9/08، ش
0/585- و شــاخص ناپایــداری 35/37 بــود. درحالی‌کــه ســازۀ 
دوم بــا طــول 600 اســید آمینــه، دارای وزن مولکولــی 65936/67 
دالتــون، نقطــه ایزوالکتریــک 10/01، شــاخص آلیفاتیــک 72/48، 
شــاخص GRAVY برابــر بــا 0/609- و شــاخص ناپایــداری 30/48 
ــازه  ــه شــد، بــا اینکــه هــر دو س ــه ملاحظ ــور ک بــود. همان‌ط
ــر  ــه شــد )ب ــی در نظــر گرفت ــدار حرارت ــک ســازۀ پای ــوان ی ــه عن ب
 ،ProtParam اســاس الگوریتــم تعریف‌شــده توســط ســرور
ــتر از 40  ــر بیش ــداری اگ ــاخص ناپای ــرای ش ــده ب ــداد ارائه‌ش اع
باشــند، پروتئیــن مذکــور را ناپایــدار اعــام می‌کنــد(، ولــی 
ــود. همچنیــن  میــزان پایــداری ســازه دوم بیشــتر از ســازۀ اول ب
محــدوده کــم و منفــی شــاخص GRAVY، احتمــال کروی‌بــودن 
)آب‌دوســتی( پروتئین‌هــا را بــه جــای غشــایی )آب‌گریــزی( 

نشــان داد. لازم بــه ذکــر اســت، بــه دلیــل اهمیــت ویــژه شــاخص 
ناپایــداری ارائه‌شــده، چنــد حالــت مختلــف از چینــش و ترتیــب 
تکرارهــای  همچنیــن،  و   MHCII و   MHCI اپی‌توپ‌هــای 
متفــاوت از لینکرهــای پپتیــدی، در نظــر گرفتــه شــد و مدل‌هــای 
ارائه‌شــده را می‌تــوان ســاده‌ترین و قابــل قبول‌تریــن مدل‌هــا، 
بــرای مطالعــه در نظــر گرفــت. عــاوه بــر ایــن، بــر اســاس نتایــج 
آنتی‌ژن‌ســیتی  VaxiJen، میــزان  گزارش‌شــده توســط ســرور 

ــود. ــب 0/6701 و 0/6760 ب ــه ترتی ــازۀ اول و دوم ب س
ــازه‌های  ــتی س ــر آب‌گریزی/آب‎دوس ــی پارامت در بررس
مــورد مطالعــه توســط ســرور PEPTIDE 2.0، مشــخص شــد کــه 
در ســازۀ اول، ســهم اســید آمینه‌هــای هیدروفــوب، اســیدی، 
بــازی و خنثــی بــه ترتیــب 44/55، 11/63، 17/75 و 26/24 
درصــد بــود، درحالی‌کــه مــوارد ذکرشــده در ســازه دوم، بــه ترتیــب 
ــزارش  ــق گ ــد. طب ــزارش ش ــد گ 44/5، 9/83، 17/67 و 28 درص
ایــن ســرور، پپتیدهــای آب‌دوســت، حــاوی بیــش از 25 درصــد 
باقیمانده‌هــایِ بــاردار بودنــد و پپتیدهــای آبگریــزِ حــاویِ 50 
ــن  ــوب، ممک ــا هیدروف ــز ی ــای آبگری ــد باقی‌مانده‌ه ــا 75 درص ت
ــل  ــی ح ــای آب ــدی در محلول‌ه ــا ح ــط ت ــا فق ــول ی ــود نامحل ب
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شــوند. همان‌طــور کــه ملاحظــه شــد، هــر دو ســازۀ طراحی‌شــده، 
ــر از 50 درصــد از  ــه شــدند، چراکــه کمت آب‌دوســت در نظــر گرفت
ــد  ــوع درص ــد و مجم ــوب( بودن ــز )هیدروف ــا آبگری ــید آمینه‌ه اس
اســید آمینه‌هــای بــاردار )اســیدی و بــازی( حاضــر در ســازه کمتــر 
ــی  ــج شبیه‌ســازی پاســخ ایمن ــه، نتای ــود. در ادام از 25 درصــد ب
ــه  ــک از ســازه‌های واکســنی توســعه‌یافته، ب ــه هری نشــان داد ک
ــش  ــه را افزای ــه و ثانوی ــی اولی ــخ ایمن ــی پاس ــل توجه ــور قاب ط
ــر اســاس نتایــج ملاحظه‌شــده  ــه ذکــر اســت کــه ب ــد. لازم ب دادن
در پاســخ بــه تحریــک توســط ســازه‌های واکســنی توســعه‌یافته، 
ســطح IL-2 ،IFN-ɤ و TGF-β بــه عنــوان مارکرهــای مهــم 
ــور چشــم‌گیری  ــه ط ــی ب ــدت طولان ــرای م ــلولی، ب ــی س در ایمن

افزایــش یافــت. افزایــش تولیــد آنتی‌بــادی IgM مربــوط بــه 
پاســخ اولیــه، علیــه هریــک از ســازه‌ها بــود، درحالی‌کــه افزایــش 
 IgG + IgM  ،IgG1 + IgG2  ،IgM آنتی‌بادی‌هــای  ســطح 
ــخ  ــان‌دهندۀ پاس ــلول‌های B، نش ــر س ــش تکثی ــا افزای ــراه ب هم
ــن،  ــر ای ــاوه ب ــود. ع ــاختارها ب ــک از س ــل هری ــه در مقاب ثانوی
ــن  ــره و همچنی ــلول‌های B خاط ــد س ــان‌دهندۀ تولی ــج، نش نتای
برانگیختــن هــر دو T کمک‌کننــده و T سیتوتوکســیک بــود. 
همچنیــن، بــر اســاس گراف‌هــای گزارش‌شــده نیــز افزایــش 
جمعیــت ســلول B فعــال و ســلول‌های T کمکــی فعــال، پــس 
از قرارگرفتــن در معــرض واکســن‌های توســعه‌یافته، بــه طــرز 

ــکل 3-1 و 2-3(. ــد )ش ــاهده ش ــم‌گیری مش چش

شــکل 3( 1 و 2 بــه ترتیــب مربــوط بــه نمودارهــای شبیه‌ســازی پاســخ‌های ایمنــی توســط ســازه اول و دوم هســتند. A: تولیــد آنتی‌بادی‌هــای مختلــف علیــه واکســن 

ــرار  ــس از ق ــال پ ــت ســلول B فع ــش جمعی ــد ســلول‌های خاطــره. D: افزای ــر ســلول‌های B و تولی ــال. C: تکثی ــت ســلول‌های B فع ــش جمعی توســعه‌یافته. B: افزای
گرفتــن در معــرض واکســن توســعه‌یافته. E: رشــد جمعیــت ســلول‌های T کمکــی فعــال، پــس از قــرار گرفتــن در معــرض ســازه واکســنی توســعه‌یافته. F: افزایــش 

جمعیــت ســلول‌های T سایتوتوکســیک فعــال.
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داکینــگ  احتمــال  مولکولــی:  داکینــگ  ارزیابــی 
مولکولــی بیــن دومیــن ادجوانــت HBHA )در هــر دوســازه 
 ClusPro ــرور ــط س ــده آن (TLR4)، توس ــده( و گیرن طراحی‌ش
ــه  ــان داد ک ــده نش ــج مشاهده‌ش ــد. نتای ــت بررســی ش ــا موفقی ب
ــه  ــن دو دامن ــی بی ــل توجه ــی قاب ــد هیدوژن ــازه، پیون ــر س در ه
ایجــاد شــده اســت )شــکل 4(. فرآینــد داکینــگ مولکولــی در هــر 
ــه از  ــد ک ــام ش ــف انج ــدل مختل ــن م ــه چندی ــا ارائ ــازه، ب دو س

ایــن بیــن، مــدل صفــر بــا بالاتریــن تعــداد عضــو خوشــه در هــر 
ــازه  ــه و س ــو خوش ــازه اول 115 عض ــد )س ــاب ش ــازه انتخ دو س
ــال  ــرژی اتص ــن ان ــازه اول، کمتری ــه(. در س ــو خوش دوم 98 عض
در مــدل داک‌شــده 1013/3- کیلوکالــری بــر مــول و در ســازه 
ــدول 2  ــد. در ج ــبه ش ــول محاس ــر م ــری ب دوم، 942/8- کیلوکال
لیســت اســیدهای آمینــه درگیــر در پیوندهــای هیدوژنــی و طــول 

ــت. ــده اس ــزارش ش ــا گ پیونده

ــده TLR4 هســتند. A: در ایــن شــکل، رنگ‌هــای نارنجــی، قرمــز،  ــا گیرن ــی ســازه نوترکیــب اول و دوم ب ــه ترتیــب نتیجــه داکینــگ مولکول ــر 1 و 2 ب شــکل 4( تصوی

ــای MHCI و  ــده مولکول‌ه ــای تحریک‌کنن ــدی EAAAK، اپی‌توپ‌ه ــر پپتی ــی HBHA، لینک ــت مولکول ــده TLR4، ادجوان ــه گیرن ــوط ب ــب مرب ــه ترتی ــبز ب ــی و س زرد، آب
ــازه‌های  ــن س ــی بی ــال مولکول ــه اتص ــت. B: ناحی ــده اس ــازی ش ــزار PyMol روئیت‌س ــرم اف ــط ن ــه توس ــتند ک ــای MHCII هس ــده مولکول‌ه ــای تحریک‌کنن اپی‌توپ‌ه
ــی  ــده TLR4، از طریــق پیوندهــا هیدوژنــی کــه توســط نرم‌افــزار PyMol نمایــش داده شــده اســت. خط‌هــای قرمــز نشــان‌دهنده پیوندهــای هیدوژن نوترکیــب و گیرن
بیــن دو دامنــه اســت. C: نمایــش اســید آمینه‌هــای درگیــر از دو دامنــه در فراینــد داکینــگ مولکولــی بیــن ســازه‌های نوترکیــب و گیرنــده TLR4. در ایــن تصاویــر اســید 
آمینه‌هــای مربــوط بــه گیرنــده TLR4 بــه رنــگ آبــی و اســید آمینه‌هــای مربــوط بــه ســازه‌های نوترکیــب بــه رنــگ ســبز نشــان داده شــده‌اند. پیوندهــای هیدوژنــی 

نیــز بــه صــورت خــط چیــن ســبز رنــگ مشــخص شــده‌اند.

TLR4 و گیرنده HBHA جدول 2( لیست اسید آمینه‌های درگیر در ایجاد پیوند هیدوژنی و طول پیوندهای بین

HBHA اسید آمینه‌های مولکولTLR4 اسید آمینه‌های مولکول)Aͦ( طول پیوند

سازه اول

آسپارژین 6
2/84ترئونین 431

3/01لیزین 433

2/95تیروزین 454آلانین 2

گلوتامیک اسید 103
لیزین 360

2/56

گلوتامیک اسید 100
2/55

3/07گلوتامین 339

سازه دوم

2/69اسید آسپارتیک 517آرژنین 380

2/72لایزین 518گلوتامین 428

2/80آرژنین 94هیستیدین 429

2/72ترئونین 503تیروزین 375

هیستیدین 401
2/98اسید آسپارتیک 504

2/82گلوتامین 423
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بحث
ــوان  ــلولی، می‌ت ــای درون س ــم باکتری‌ه ــای مه ــه گونه‌ه از جمل
و  ریکتزیــا  بروســا،  لیســتریا،  ســالمونلا،  جنس‌هــای  بــه 
ــر  ــرای تکثی ــی، ب ــالمونلا تیف ــری س ــاره داشــت. باکت ــا اش لژیون
ــای  ــزء پاتوژن‌ه ــن ج ــد و بنابرای ــه می‌کن ــا حمل ــه ماکروفاژه ب
درون ســلولی محســوب می‌شــود ]12[. همانطــور کــه انتظــار 
مــی‌رود، ویژگــی اصلــی ایــن پاتوژن‌هــا، زنده‌مانــی از طریــق 
ــت  ــن زیس ــت. ای ــا اس ــلولی آن‌ه ــر درون س ــدن و تکثی ساکن‌ش
درون‌ســلولی، ســبب پــردازش درون‌ســلولی و متعاقبــاً، ارائــه 
محصــولات باکتریایــی توســط مولکول‌هــای MHC کلاس دو، بــه 
ــن ســلول‌ها  ــه ای ــر +CD4 می‌شــود ک ــا مارک لنفوســیت‌های T ب
از فعال‌شــدن بــه لنفوســیت‌های Th1 و Th2 تمایــز  پــس 
می‌یابنــد ]13[. لنفوســیت‌های Th1، بــا تولیــد ســایتوکاین‌هایی 
نظیــر اینتروفـــرون گامـــا و اینترلـــوکین–2، نقــــش اصـــلی را در 
ــخ‌هایی  ــلول )پاس ــطه س ــه واس ــی، ب ــخ‌های ایمن ــک پاس تحری
کــه بــه واســطه ســلول‌های T سیتوتوکســیک و ماکروفاژهــا 
ماکروفاژهــای   .]14[ دارد  ماکروفاژهــا  فعال‌ســازی  و  هســتند( 
فعال‌شــده نیــز فعالیــت انفجــاری اکســیداتیو قــوی، توســط 
فاگوســیت اکســیداز  NADPH (Nox2)را بــرای افزایــش تولیــد 
رادیــکال آزاد اکســیژن(-O2)  و متعاقبــاً تولیــد H2O2، کــه 
 (NO) ــک ــید نیتری ــا اکس ــش ب ــا واکن ــا ی ــا مصــرف پروتون‌ه ب
بــرای ایجــاد پروکســی نیتریــت  (-ONOO)مرتبــط اســت، آغــاز 
می‌کننــد کــه منجــر بــه کشــتن باکتری‌هــا و ایجــاد یــک محیــط 
ــلولی و  ــی س ــک ایمن ــن، تحری ــود ]15, 16[. بنابرای ــی می‌ش قلیای
ــرای  ــریع‌تر ب ــۀ س ــا مقابل ــه ب ــره، در رابط ــلول‌های خاط ــاد س ایج
حــذف پاتوژن‌هــای درون ســلولی ماننــد ســالمونلا، بســیار حائــز 

ــت اســت.  اهمی
ــازه‌های واکســنی  ــرای طراحــی س ــه، ب ــن مطالع در ای
مبتنــی بــر اپی‌تــوپ، ابتــدا اپی‌توپ‌هــای MHC I و ســپس، 
ــی‌زای  ــن ایمن ــت پروتئی ــه هف ــق ب ــای MHC II متعل اپی‌توپ‌ه
غربال‌شــده از پویــش کل پروتئــوم، بــا اســتفاده از لینکــر ســخت 
ــی  ــه اپی‌توپ ــن دامن ــه یکدیگــر متصــل شــدند. ســپس، ای KP ب
پروتئیــن  بــه   "EAAAK" پپتیــدی  لینکــر  از  اســتفاده  بــا 
HBHA، بــه عنــوان ادجوانــت مولکولــی در N ترمینــال واکســن 
ــن HBHA از  ــی، پروتئی ــه طــور کل توســعه‌یافته متصــل شــد. ب
ــم  ــل حــدت مه ــک عام ــس ی ــوم توبرکلوزی ــری مایکوباکتری باکت
ــلول‌ها  ــه س ــا ب ــد ت ــک می‌کن ــری کم ــن باکت ــه ای ــه ب ــت ک اس
ــود ]17[.  ــل ش ــود متص ــان خ ــلولی میزب ــارج س ــس خ و ماتریک
مطالعــات نشــان داه‌انــد کــه پروتئیــن HBHA، بــه عنــوان 
ــدون ســمیت سیســتمیک،  ــده TLR4، ب ــد گیرن آگونیســت جدی
و   IFN-ɤ ترشــح  دندریتیــک،  ســلول‌های  بلــوغ  می‌توانــد 
سایتوتوکسیســیتی ســلولی بــا واســطه ســلول‌های T را تحریــک 
ــت  ــک ادجوان ــوان ی ــه عن ــوان آن را ب ــه، می‌ت ــد ]8[. در نتیج کن

ــت.  ــر گرف ــی در نظ مولکول
ــی  ــرد بیولوژیک ــدی در عملک ــش کلی ــز نق ــا نی لینکره
ــم  ــه ه ــده ب ــای متصل‌ش ــکل از پروتئین‌ه ــاختار متش ــک س ی
دارنــد. پپتیدهــای EAAAK )کــه یــک ســاختار آلفا-مارپیــچ دارد( 

ــولًا  ــه معم ــتند ک ــختی هس ــفت و س ــای س و KP دارای پیونده
ــرای حفــظ  در ســاختار یــک پروتئیــن متشــکل از چنــد دامنــه ب
ســازه‌های  از  اســتفاده   .]19[ می‌شــوند  اعمــال  آن  عملکــرد 
ــی،  ــاوت اپی‌توپ ــای متف ــنی، متشــکل از تکراره ــب واکس نوترکی
بســیار مــورد علاقــه و توجــه محققیــن اســت، چراکــه یافته‌هــای 
ــب  ــک نوترکی ــای کایمری ــه پروتئین‌ه ــد ک ــان داده‌ان ــی نش تجرب
ــای  ــه صــورت تکراره ــی، ب ــای T کمک ــده از اپی‌توپ‌ه تشکیل‌ش
ــورت  ــه ص ــد ب ــتند و می‌توانن ــر هس ــم ایمنی‌زات ــر ه ــت س پش
معنــی‌داری، تحریــک پذیــری سیســتم ایمنــی را افزایــش دهنــد 
]20[. بــه عنــوان مثــال، می‌تــوان بــه مطالعــه نظیفــی و همــکاران 
ــک  ــزان تحری ــی می ــه بررس ــه ب ــت ک ــاره داش ــال 2019 اش در س
سیســتم ایمنــی علیــه باکتــری بروســا بــا بکارگیــری یــک ســازه 
ــی‌ژن  ــوپ آنت ــم از اپی‌ت ــر ه ــت س ــرار پش ــد تک ــکل از چن متش
OMP31 از باکتــری بروســا ملیتنســیس پرداخته‌انــد. ایــن 
ــاوت،  ــای متف ــن تیماره ــه در بی ــد ک ــزارش کرده‌ان ــن گ محققی
ــرخ  ــترین ن ــی بیش ــد اپی‌توپ ــازه چن ــا س ــده ب ــروه واکسینه‌ش گ
ایــن،  بــر  عــاوه  دارنــد.  را   IgG2a و   IL-2  ،IFN-γ ترشــح 
ــاد  ــویه ح ــا س ــده ب ــای واکسینه‌ش ــج‌دادن تیماره ــد از چلین بع
ــاری  ــی تیم ــار میکروب ــزان ب ــیس، می ــا ملیتنس ــری بروس باکت
کــه دریافت‌کننــده ســازه کاندیــد واکســنی متشــکل از تکرارهــای 
ــن  ــی داری پایی ــور معن ــه ط ــود، ب ــوپ ب ــک اپی‌ت ــی از ی متوال
گــزارش شــد ]21[. از آنجاکــه نفوذپذیــری گلومرولــی در کلیه، متأثر 
ــی  ــا وزن مولکول از وزن و ســایز مولکــول اســت، پروتئین‌هــای ب
پاییــن )mw>40 کیلــو دالتــون(، اساســاً آزادانــه فیلتــر می‌شــوند، 
 >mw( ــالا ــی ب ــا وزن مولکول ــی ب ــر پروتئین‌های ــه فیلت درحالی‌ک
100 کیلــو دالتــون(، تقریبــاً بــه طــور کامــل محــدود می‌شــوند ]22, 
ــا وزن‌هــای تقریبــی 44 و 65  23[. در ایــن مطالعــه، دو ســازه ب
کیلــو دالتــون طراحــی شــد. ایــن درحالــی بــود کــه در مطالعــه‌ای 
کــه فروهرمهــر در ســال 2024 بــا پویــش گســترده پروتئــوم 
ــازه  ــک س ــام داده اســت، ی ــی انج ــیلا بورنت ــری کوکس روی باکت
متشــکل از اپی‌تــوپ و ادجوانــت مولکولــی بــا وزن 59/22 کیلــو 
دالتــون طراحــی کــرده اســت ]24[. همچنیــن در مطالعــه‌ای کــه 
ــی اپی‌توپ‌هــای  ــا پیش‌بین شــمس و همــکاران در ســال 2020 ب
ــد،  ــام داده‌ان ــی انج ــالمونلا تیف ــری س ــم باکت ــای مه آنتی‌ژن‌ه
ــد ]25[. در  ــا وزن 41 کیلودالتــون معرفــی کردن ســازه واکســنی ب
مطالعــه‌ای دیگــر کــه رشــیدیان و همکارانــش درســال 2020، بــه 
ــری  ــای باکت ــن آنتی‌ژن‌ه ــوپ مهم‌تری ــی اپی‌ت ــطه پیش‌بین واس
کوکســیلا بورنتــی انجــام داده‌انــد، ســازهٔ واکســنی بــا وزن 41/50 
ــه  ــه ملاحض ــور ک ــد ]26[. همانط ــزارش کرده‌ان ــون را گ کیلودالت
می‌شــود وزن ســازه‌های نوترکیــب طراحی‌شــده در مطالعــات 
ــالا اســت و در زمــان  ــد مطالعــه حاضــر نســبتاً ب گذشــته، همانن
عبــور از سیســتم فیلتراســیون کلیــوی بــه دلیــل وزن بــالا حــذف 

نمی‌شــوند.
ــن  ــده در ای ــه دســت آم ــداری ب ــزان شــاخص ناپای می
مطالعــه، بــرای ســازه اول و دوم بــه ترتــب 35/37 و 30/48 
 ،ProtParam ــر اســاس الگوریتــم اختصاصــی ســرور اســت و ب
پروتئین‌هایــی کــه شــاخص ناپایــداری زیــر 40 را ارائــه می‌دهنــد، 
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از نظــر حرارتــی پایــدار هســتند. فروهرمهــر در ســال 2024 ]24[، 
شــمس و همکارانــش در ســال 2020 ]25[ و رشــیدیان و همــکاران 
ــی  ــی مبتن ــازه‌های ایمونوانفورماتیک ــال 2020 ]26[، س ــز در س نی
بــر اپی‌توپــی طراحــی و بررســی کرده‌انــد و گــزارش کرده‌انــد 
کــه هریــک از ســازه‌های نوترکیــب مذکــور بــا شــاخص‌های 
ناپایــداری بــه ترتیــب 31/9، 7/04 و 32/39، پایداراســت. عــاوه 
ــت  ــه، توانس ــن مطالع ــده در ای ــازه طراحی‌ش ــر دو س ــن، ه برای
ــده TLR4 خــود متصــل  ــه گیرن ــی ب ــد هیدوژن ــا ایجــاد 6 پیون ب
شــود. ایــن در حالــی اســت کــه در مطالعــه‌ای، تعــداد پیوندهــای 
هیدروژنــی مشاهده‌شــده در هنــگام داکینــک ســازه طراحی‌شــده، 
ــا  ــن گزارش‌ه ــن، ای ــت ]24[. بنابرای ــده اس ــزارش ش ــدد گ 15 ع
بــه مولکــول  اپی‌توپــی  دامنــه  اتصــال  داده‌انــد کــه  نشــان 
HBHA، مانــع اتصــال ایــن پروتئیــن بــه گیرنــده TLR4 ســطح 

ســلول نمی‌شــود.
 in امــروزه، بکارگیــری بســتر مهیاشــده در فضــای
silico، بــرای دســتیابی بــه ترکیبــات مولکولــی ارزشــمند در 
ــه  ــرار گرفت ــورد توجــه ق ــوژی، بســیار م ــف بیول حوزه‌هــای مختل
 in اســت. یکــی از پرکاربردتریــن ابزارهــای موجــود در فضــای
ــی  ــرورهای تخصص ــی دارد، س ــار بالای ــت و اعتب ــه دق silico ک
پروتئین‌هــا  ایمونــوژن  بخش‌هــای  پیش‌بینی‌کننــده 
ــوند(  ــناخته می‌ش ــوپ ش ــوان اپی‌ت ــت عن ــه تح ــی ک )پپتیدهای
ــواع خــواص فیزیکوشــیمیایی  و ســرورهای تخصصــی بررســی ان
و ســاختارهای مختلــف موجــود در آن‌هــا هســتند. بــا شناســایی 
و بکارگیــری ایــن دســته از مولکول‌هــای زیســتی در طراحــی 
ــی در  ــا صرفه‌جوی ــوان ب ــب، می‌ت ــنی نوترکی ــاختارهای واکس س
 in vitro زمــان و هزینــه، تکــرار آزمایشــات مختلــف در فضــای
را کاهــش داد و بــا بکارگیــری قوی‌تریــن و پــر اســتنادترین 
الگوریتم‌هــا، نســل دوم واکســن‌ها را توســعه داد و عــوارض 
ــرد ]27،  ــذف ک ــاً ح ــن‌ها را کام ــل اول از واکس ــتفاده از نس اس
28[. امــروزه در بخــش اهمیــت دادن بــه ســامت عمومــی 
ــه  ــورد توج ــب بســیار م ــری واکســن‌های نوترکی ــع، بکارگی جوام
ــادی بــه  ــات زی ــون مطالع ــت. تاکن ــه اس ــرار گرفت ــن ق محققی
صــورت in silico و همچنیــن in vitro انجــام شــده و محققیــن 
نشــان داده‌انــد کــه می‌تــوان ســازه‌های واکســنی موفقــی را علیــه 
انــواع پاتوژن‌هایــی ماننــد ســالمونلا، باســیلوس آنتراســیس، 
ــد  ــه کنن ــی و ارائ ــره طراحــی، ارزیاب کوکســیلا، لپتوســپیروز و غی

]9، 25، 29 و 30[.

نتیجه‌گیری
در ایــن مطالعــه، دو ســازه نوترکیــب متفــاوت، متشــکل از 

 MHCI اپی‌توپ‌هــای اختصاصــی تحریک‌کننــدۀ مولکول‌هــای
کل  در  موجــود  آنتی‌ژن‌هــای  بهتریــن  از  حاصــل   ،MHCII و 
ــی و معرفــی  پروتئــوم باکتــری ســالمونلا تیفــی، طراحــی، ارزیاب
ــه  ــازه دوم ک ــود، س ــه می‌ش ــه ملاحظ ــور ک ــت. همانط ــده اس ش
 T دارای تکرارهــای پشــت ســر هــم از اپی‌توپ‌هــای اختصاصــی
cell بــود، هــم وزن مولکولــی بالاتــر و هــم شــاخص ناپایــداری 
کمتــری را نشــان می‌دهــد. همچنیــن ایــن ســازه، در کنــار 
میــزان جزئــی آنتی‌ژن‌ســیته بالاتــر، مجمــوع درصــد ســاختارهای 
صفحــات گســترده و رنــدم کویــل بیشــتری نســبت بــه ســازه اول 
دارد. در آخــر نیــز مشــاهده می‌شــود کــه ســازۀ دارای تکرارهــای 
پشــت ســر هــم از اپی‌توپ‌هــا، انــرژی داکینــگ و نیــز میانگیــن 
ــرار دارد.  ــدون تک ــازه ب ــر از س ــی کمت ــای هیدروژن ــول پیونده ط
بنابرایــن، می‌توانــد بــرای اســتفاده بــه عنــوان یــک ســازه کاندیــد، 
واکســنی برتــر علیــه بیمــاری تــب حصبــه امیــد بخــش باشــد.

نــکات بالینــی کاربــردی بــرای پلیس: از آنجــا که شــرایط نگهداری 

واکســن‌های نوترکیــب در مقایســه بــا واکســن‌های زنــده یــا 
تخفیــف حدت‌یافتــه )در ســاخت ایــن نــوع واکســن‌ها از پیکــره 
ــن، در  ــت. بنابرای ــر اس ــود( راحت‌ت ــتفاده می‌ش ــووژن اس کل پات
ــیار  ــزات بس ــان و تجهی ــه زم ــاس ک ــتراتژیک و حس ــرایط اس ش
نوترکیــب  واکســن‌های  بکارگیــری  می‌کننــد،  پیــدا  اهمیــت 
واکســن‌های  از  اســتفاده  علاوه‌برایــن،  اســت.  معقول‌تــر 
ــه،  ــا تخفیــف حدت‌یافت ــده ی ــب برخــاف واکســن‌های زن نوترکی
منجــر بــه بــروز بیمــاری و یــا بــروز عــوارض جانبــی ماننــد ســر 
ــرایط  ــن، در ش ــود. بنابرای ــقط نمی‌ش ــوع و س ــدن درد، ته درد، ب
بــروز یــک پاندمــی در جامعــه اســتفاده از  واکســن‌های نوترکیــب 

محبوب‌تــر اســت.
ســهم نویســندگان. فاطمــه بیرانونــد: جمــع‌آوری و تجزیــه و 

تحلیــل داده‌هــا؛ نعمــت شــمس: ارائــه ایــده و طراحــی مطالعــه؛ 
ــه  ــی: ارائ ــس نظیف ــا ؛ نرگ ــع آوری داده‌ه ــدری: جم ــن جای امی
ــده و طراحــی مطالعــه؛ پیمــان خادمــی: جمــع اوری داده‌هــا.  ای
همــه نویســندگان در نــگارش اولیــه مقالــه و بازنگــری آن ســهیم 
بودنــد و همــه بــا تأییــد نهایــی مقالــه حاضــر، مســئولیت دقــت و 

ــد. ــدرج در آن را می‌پذیرن ــب من ــت مطال صح
تصریــح  مقالــه  نویســندگان  بدین‌وســیله  منافــع.  تعــارض 

ــه  ــال مطالع ــی در قب ــارض منافع ــه تع ــه هیچ‌گون ــد ک می‌نماین
ــدارد. ــود ن ــر وج حاض

ــود  ــی وج ــی مال ــه حام ــه هیچ‌گون ــن مقال ــی. در ای ــی مال حام

ــت. نداش
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