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ABSTRACT
Background: Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) infections are usually
considered life-threatening. Vaccination plays a crucial role in reducing the
spread and mortality of infectious diseases. The present study aimed to
investigate outer membrane protein K36 (OmpK36) and outer membrane
protein X (OmpX) to identify suitable B-cell and T-cell epitopes for vaccine
development against K. pneumoniae infections.
Methods: To identify suitable B-cell and T-cell epitopes, bioinformatics
servers were utilized, including VaxiJen, IEDB, APP, ABCpred, ExPASy, and
EMBOSS. Molecular and physicochemical characteristics, as well as human
similarity, toxicity, and allergenicity of epitopes were investigated.
Results: The results of this study revealed that OmpK36 and OmpX are
immunogenic. In total, 18 epitopes were identified, 13 for OmpK36 and 5 for
OmpX. Exclusion criteria were applied, and eight epitopes were ultimately
selected.
Conclusion: According to the results of this study, eight appropriate epitopes
for B cells and T cells were proposed for vaccine design against K.
pneumoniae. Further in vitro and in vivo studies are recommended before
determining the use of epitopes.
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Extended Abstract

Background: Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) is one of the most important
members of the Enterobacteriaceae family and
is the cause of a wide range of infections, such
as urinary tract infections, bloodstream
infections, and pneumonia. In recent years, the
treatment of infections caused by K.
pneumoniae has faced more limitations due to
the increase in prevalence of antibiotic
resistance mechanisms. Different mechanisms
have been identified in K. pneumoniae that
cause antibiotic resistance. For example, K.
pneumoniae becomes resistant to multiple
antibiotics such as cephalosporins and
carbapenems by producing extended-spectrum
beta-lactamases. In addition, K. pneumoniae
strains are capable of producing various
aminoglycoside-modifying enzymes, which
confer resistance to different aminoglycosides,
including gentamicin and amikacin. Outer
membrane proteins X and K36 (OmpX and
OmpK36) are important proteins and play an
important role in K. pneumoniae pathogenesis
by binding to host cells and forming biofilms.
Given the high prevalence of infections caused
by K. pneumoniae and serious restrictions in
the use of antibiotics to treat related infections,
as well as the lack of an approved K.
pneumoniae vaccine, the present study aimed
to investigate OmpK36 and OmpX to find
appropriate B-cell and T-cell epitopes for
vaccine development against K. pneumonia
infections.
Methods: To find appropriate B-cell and T-cell
epitopes, the following bioinformatics servers
were used: VaxiJen, IEDB, APP, ABCpred,
Expasy, and EMBOSS. Molecular and
physicochemical characteristics, as well as
human similarity, toxicity, and allergenicity of
epitopes were investigated.
Results: Blast results showed that Ompk36 and
OmpX proteins are conserved, with more than
98% similarity observed among different
strains of K. pneumoniae. Linear epitopes of B
lymphocytes were evaluated using IEDB and
ABCpred servers. Figures 1 to 5 show the
results of the evaluation of epitopes based on
different features. Based on the results
obtained from Figures 1 to 5, the final epitopes
were selected (Table 1). To increase the

accuracy in selecting the final epitopes, the
EMBOSS server was also used. The results of
this server are shown in Table 2. To identify
noncontinuous epitopes, a 3D model of the
proteins was first prepared using the SWISS-
MODEL server. The accuracy of the prepared
model was confirmed using the
QMEANDisCo and GMQE (Global Model
Quality Estimate) parameters. In total, 18
epitopes were identified, 13 for OmpK36 and 5
for OmpX. Exclusion criteria were applied,
and eight epitopes were ultimately selected.
For OmpK36, epitopes were located in 36-50,
290-318, 254-267, and 162-177. For OmpX,
epitopes were located in 80-95, 148-167, 101-
116, and 6-23. The results obtained from
various servers, such as IEDB, ABCpred,
EMBOSS, Expasy, Ellipro, Discotope, and
APP, were compared with each other and the
final peptides were selected. Based on the
BLAST results, no significant similarity was
observed between the final peptides and human
antigens. In addition, the toxicity and
allergenicity of the final epitopes were
negative. The results regarding the binding
ability of the final peptides to MHC-I and
MHC-II are shown in Tables 5 and 6. The
selected final epitopes bind to different T
lymphocytes and can therefore cause their
activation.
Conclusion: In medicine, vaccination has
always played an important role in preventing
and reducing deaths from infectious diseases
and has been used as a safe and reliable
preventive method. Considering the important
role of K. pneumoniae in causing various
infections and also the serious limitations that
exist due to the development of resistance
mechanisms against antibiotics, the present
study was conducted to identify epitopes that
stimulate B and T lymphocytes. In this study,
several validated bioinformatics tools were
used to identify important epitopes of the
OmpX and OmpK36 proteins that can
stimulate B and T lymphocytes. A total of 8
peptides were identified for potential use in
vaccination. These peptides have suitable
physicochemical properties and can stimulate
B and T lymphocytes; however, further studies
must be conducted both in vitro and in vivo
before any decision can be made.
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هاي غشاي هاي پروتئینتوپبر اساس اپیکلبسیلا پنومونیهمطالعه واکسن 
خارجی: یک رویکرد ایمونوانفورماتیک
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قدمهم
بـه عنـوان یکـی از مهمتـرین اعضـاي      کلبسیلا پنومونیه

شود و عامل طیـف  خانواده انتروباکتریاسه شناخته می

هاي ادراري، خـونی،  ها مانند عفونتوسیعی از عفونت
هـاي اخیـر بـه دلیـل     باشد. درسالزخم و پنومونی می

هـاي  نـت هـاي مقاومـت، درمـان عفو   افزایش مکانیسم

چکیده
 ـ  کلبسیلا پنومونیه :زمینه و هدف باشـد. بـا توجـه بـه اهمیـت      ت در بیمارسـتان و جامعـه مـی   از عوامل مهم ایجـاد کننـده عفون

هـاي غشـاي   هاي پـروتئین توپهاي عفونی، هدف از این مطالعه بررسی اپیواکسیناسیون در کاهش مرگ و میر ناشی از بیماري
جهت طراحی واکسن ضد عفونـت هـاي   K36(Outer membrane protein X, Outer membrane protein K36)و Xخارجی 

بود.  کلبسیلا پنومونیه
) از ابزارهـاي  Tو Bهاي مناسـب تحریـک کننـده سیسـتم ایمنـی (لنفوسـیت       توپدر این مطالعه به منظور یافتن اپیروش کار:

هـاي  تـوپ ) استفاده شد. پس از شناسایی اپیIEDB, Expasy, ABCpred, VaxiJen, EMBOSSبیوانفورماتیک مختلف (مانند 
هاي فیزیکوشیمیایی مورد بررسی قرار گرفتند.هاي انسانی و ویژگیژنزا بودن، شباهت به آنتیمناسب، سمیت، آلرژي

تواننـد بـه خـوبی سیسـتم ایمنـی را      هاي مورد بررسی ایمونوژنیک بوده و مینتایج مطالعه حاضر نشان داد که پروتئینها:یافته
شناسـایی  OmpXتوپ براي اپی5و OmpK36توپ براي اپیB ،13تحریک کنند. در مجموع، براساس توانایی تحریک لنفوسیت 

هـاي فیزیکوشـیمیایی و اتصـال بـه     ژنیسـیته، شـکل فضـایی، ویژگـی    ها ماننـد آنتـی  شدند. در نهایت، با درنظر گرفتن سایر معیار
د. انتخاب شدنOmpXپپتید نهایی براي پروتئین 4و OmpK36پپتید نهایی براي پروتئین T ،4هاي لنفوسیت

را به خوبی تحریک کنند معرفی شدند. این Tو Bتوانند لنفوسیت پپتید مناسب که می8دراین مطالعه در مجموع گیري:نتیجه
زا بودن براي آنها منفی بود. با این حال، قبل هاي فیزیکوشیمیایی مناسبی دارند و نتیجه آزمایش سمیت و آلرژيها ویژگیپپتید

باید صورت In-vivoو In-vitroها به عنوان واکسن مطالعات بیشتري اعم از مطالعات تفاده از این پپتیداز تصمیم گیري براي اس
گیرد.
هاي غشاي خارجی، واکسن، پروتئینکلبسیلاهاي هاي باکتریایی، عفونت، عفونتکلبسیلا پنومونیه:هاي کلیديواژه
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هـاي بیشـتري   با محـدودیت کلبسیلا پنومونیه ناشی از 
. نتایج مطالعات جدید نشان داده ]1[روبرو شده است 

کلبسـیلا  هـاي است که قدرت بیمـاریزایی تمـام گونـه   
ها کـه بـا عنـوان    یکسان نیست. برخی از گونهپنومونیه

شـوند بـه   یپرویرولانت شناخته مـی هاکلبسیلا پنومونیه
هـاي بیمـاریزاي بیشـتر از اهمیـت     فاکتوردلیل داشتن 

هـاي ایجـاد   عفونتبالاتري برخوردار هستند و معمولاً
شده توسط آنها با مرگ و میر بـالاتري همـراه اسـت    

]4-2[.
شناخته شده کلبسیلا پنومونیه هاي مختلفی در سازوکار

اســت کــه باعــث مقاومــت آنتــی بیــوتیکی دربــاکتري 
بـا تولیـد   پنومونیـه  کلبسـیلا شود. به عنـوان مثـال   می

هـاي  الطیف دربرابر آنتی بیوتیـک هاي وسیعبتالاکتاماز
هـا مقـاوم   هـا و کاربـاپنم  مختلف مانند سفالوسـپورین 

هـاي آمینوگلیکوزیـد   شود. همچنین با تولید آنزیممی
استیل ترانسفراز، آمینوگلیکوزید فسفوترانسـفراز و یـا   

ــفراز در برا  ــد ترانسـ ــد نوکلئوتیـ ــر آمینوگلیکوزیـ بـ
ي با طیف اثر گسترده مانند جنتامایسین هابیوتیکآنتی

. ]4-6[شوند و آمیکاسین مقاوم می
ــه نقــش مهــم   ــه باتوجــه ب در ایجــاد کلبســیلا پنومونی

هـاي جـدي   هاي مختلف و همچنین محدودیتعفونت
هاي براي درمان عفونتهاکدر استفاده از آنتی بیوتی

د نقش بسیار مهم توانشده، استفاده از واکسن میایجاد
کلبســیلاهــاي و تاثیرگــذاري در پیشــگیري از عفونــت

در بیماران، مخصوصا بیمارانی با فاکتورهـاي  پنومونیه
خطرساز مانند سیستم ایمنی تضعیف شده و یـا سـابقه   

.]7[طولانی بستري در بیمارستان، داشته باشد 
و کاهش کلبسیلا پنومونیهاولین واکسن براي مبارزه با 

مرگ ومیر با استفاده از کپسول باکتري در سال میزان
گانه 24واکسن 1988میلادي تهیه شد و تا سال 1985

آن نیز تهیه شد، ولی ایـن واکسـن نتوانسـت رضـایت     
هاي تهیه شده ازسـلول  . واکسن]8[کامل را ایجاد کند 

تولیـد  کلبسیلا پنومونیه غیرفعال و سلول تضعیف شده 
ولی آنهـا نیـز بـه دلیـل     و مورد آزمایش قرار گرفت

اند اجازه اسـتفاده در بـالین   اثرات جانبی مضر نتوانسته

را کسب کنند. نتایج برخی از مطالعات نشان داده است 
ماننــد کلبســیلا پنومونیــهکــه فاکتورهــاي بیمــاریزاي 

هاي غشـاي خـارجی   هاي فیمبریه و یا پروتئینپروتئین
اثـرات  کننـد و  به خوبی سیستم ایمنـی را تحریـک مـی   

هـاي قبلـی دارنـد،    جانبی کمتري در مقایسه با واکسن
بنابراین به عنوان نامزد تولید واکسن معرفـی شـدند   

]9،10[.
هـاي اخیـر پیشـرفت    هاي بیوانفورماتیـک درسـال  ابزار

هـاي  اند و استفاده از آنهـا در حیطـه  چشمگیري داشته
ــا    ــن و ی ــی دارو، واکس ــد طراح ــکی مانن ــف پزش مختل

ــبیه ــازيش ــايس ــا   ه ــال دارو و ی ــد اتص ــف مانن مختل
هاي هدف، نقش بسـیار مهمـی در   بادي به سلولآنتی

ها داشته است. کاهش هزینه
هاي از پروتئینK361و Xهاي غشاي خارجی پروتئین

ــم  ــه مه ــیلا پنومونی ــیکلبس ــه  م ــال ب ــا اتص ــند و ب باش
هاي میزبـان و همچنـین تشـکیل بیـوفیلم نقـش      سلول

. باتوجه بـه  ]8-10[تري دارند مهمی دربیماریزایی باک
و کلبسـیلا پنومونیـه  هـاي ناشـی از   شیوع بالاي عفونت

هـا  بیوتیـک هاي جدي در اسـتفاده از آنتـی  محدودیت
ها، و همچنین عدم وجود واکسـن  براي درمان عفونت

هاي تایید شده جهت استفاده براي پیشگیري از عفونت
ه از ، هــدف از ایــن مطالعــه اســتفادکلبســیلا پنومونیــه

هـاي  تـوپ ابزارهاي بیوانفورماتیک جهت بررسـی اپـی  
بـراي طراحـی   K36و Xهاي غشـاي خـارجی   پروتئین

است. کلبسیلا پنومونیهواکسن ضد 

روش کار
هاي مورد بررسیپروتئین

این مطالعه توسط کمیته اخلاق دانشگاه علـوم پزشـکی   
ــماره    ــا ش ــل ب ــه IR.ZBMU.REC.1403.174زاب ب

غشاي خـارجی  هايلی کامل پروتئینتصویب رسید. توا
X وK36(OmpX, OmpK36)شـماره دسترسـی  با

WP_002895845.1 وWP_322972358.1 از پایگاه

1 Outer Membrane Protein X, Outer Membrane
Protein K36
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NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov)اینترنتی 

ــد. در  ــود ش ــواحی    دانل ــی ن ــراي بررس ــدم اول ب ق
شده و همچنین بررسی ساختار ثانویه پروتئین، حفاظت
ــوالی ــات ــت    ي به ــتفاده از بلاس ــا اس ــده ب ــت آم دس

)https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast ،(GOR IV

به آدرس اینترنتیProtparamو 
https://npsa-prabi.ibcp.fr
https://web.expasy.org/protparam

یسـیتی  ژن. آنتـی ]11،12[مورد بررسی قـرار گرفتنـد   
هـاي مـورد   (توانایی به وجود آوردن پادتن) پـروتئین 

به آدرسVaxiJenنظر با استفاده از نرم افزار
https://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/
VaxiJen/VaxiJen.html

. ]13[مورد بررسی قرار گرفت 
Bهاي خطی لنفوسیت توپبررسی اپی

از Bي هـا هـاي خطـی لنفوسـیت   توپبراي ارزیابی اپی
ــرور  ــی  IEDBســــــ ــه آدرس اینترنتــــــ بــــــ

http://tools.iedb.org/main/bcell/ استفاده شد. در
هـایی ماننـد   هـا بـر اسـاس ویژگـی    توپاین سرور اپی

پذیري، چـرخش بتـا،   قابلیت دسترسی سطحی، انعطاف
تن انتخـاب  آبدوستی و توانایی بـه وجـود آوردن پـاد   

هاي ذکر شده پنجره . براي ویژگی]18-14[شوند می
قــرار گرفــت و 7تــوپ بــرروي تنظیمــات طــول اپــی

ــرض    ــیش ف ــات پ ــوارد از تنظیم ــه م ــوص بقی درخص
3هـایی کـه حـداقل در    توپسرورها استفاده شد. اپی

انتخاب شدند. ویژگی مثبت بودند براي ادامه مطالعه
بـه  EMBOSSو ABCpredهمچنـین از دو سـرور   

آدرس اینترنتی
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/ABC
https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/
antigenic

.]19[ها استفاده شد توپبراي بررسی بیشتر اپی
Bخطی (فضایی) لنفوسیت هاي غیرتوپبررسی اپی

هـا، سـاختار   هاي فضایی پـروتئین توپبراي بررسی اپی
SWISS-MODELسوم پروتئین با استفاده از سرور

(https://swissmodel.expasy.org/) 20[تهیه شد[ .

GMQE1جهت اطمینان از صحت نتایج از پارامترهـاي  

QMEANDisCoو Score2 اســتفاده شــد. همچنــین
ــتفاده از   ــا اسـ ــروتئین بـ ــوم پـ ــاختار سـ ــت سـ کیفیـ
RAMPAGE (https://mordred.bioc.cam.ac.uk/)

. پـس از تهیـه سـاختار    ]21[مورد بررسی قرار گرفت 
هـاي فضـایی بـا اسـتفاده از     ژنها، آنتـی سوم پروتئین

ــرور  ــدند  Elliproو Discotopeســ ــابی شــ ارزیــ
(http://tools.iedb.org/main/bcell/).

هاي ت، آلرژنسیتی و شباهت به پروتئینبررسی سمی
انسانی

هاي پیش بینی شده از نظر سمیت، شبیه بودن توپاپی
زا بـودن بـه   هاي انسانی و همچنین آلـرژي به پروتئین

ــرورهاي    ــتفاده از سـ ــا اسـ ــب بـ Toxinpredترتیـ

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred) ،
NCBI(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast)و

AllercatPro (https://allercatpro.bii.a-star.edu.sg/)
. ]22،23[مورد بررسی قرار گرفتند 

هاي نهایی هاي مولکولی اپی توپبررسی ویژگی
هـاي مهـم اپـی تـوپ ماننـد پایـداري، ضـریب        ویژگی

آلیفاتیک، نیمه عمر و پی اچ ایزوالکتریک با اسـتفاده از  
Expasy (https://web.expasy.org/protparam/)سرور 

.]24[بررسی شد 
و MHC-Iهاي نهایی به توپاتصال اپیبررسی توانایی

MHC-IIهاي و فعال کردن لنفوسیتT

کلاس یک و دو نقش بسیار مهمـی در  MHCاتصال به 
و فعال شدن سیستم ایمنی Tهاي فعال شدن لنفوسیت

هـاي نهـایی   توپدارد. به همین دلیل توانایی اتصال اپی
ــه  ــتفاده از  MHCبــ ــا اســ ــک و دو بــ ــلاس یــ کــ

ــرورهاي IEDBســـ (http://tools.iedb.org)

SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de)و

هـاي پرتکـرار  . براي این منظور آلـل ]25[بررسی شد 
MHC-IوMHC-IIــرور از ســــــــــــــــــــــــ

1 Global Model Quality Estimate
2 Higher Numbers Indicating Higher Eexpected
Quality
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http://www.allelefrequencies.net) دانلــــــود و (
استفاده قرار گرفت. مورد

هایافته
هاي پروتئین مورد بررسیویژگی
و Ompk36هـاي  نشـان داد کـه پـروتئین   Blastنتایج 

OmpXباشند، به طوري که شـباهت  شده میحفاظت
کلبسـیلا  هـاي مختلـف   درصد در بین سویه98بیش از 

و Protparamبر اساس آنالیز .مشاهده شدپنومونیه
GOR IV بـراي  ی و نقطـه ایزوالکتریـک  وزن مولکـول
Ompk36 وOmpX 51/4و 58/40988بــه ترتیــب-

و 1بود. همچنین ضریب ناپایداري67/8و 40/18463
و 64/16-76/66و 17/20بــه ترتیــب  2آلیفاتیــک

محاسبه شد. این نتایج نشان دهنده ایـن اسـت   88/64
هـاي پسـتانداران   که میزان پایداري پروتئین در سلول

سـاعت، در بـاکتري   30مایشگاهی) بیش از (شرایط آز
سـاعت و در سـلول مخمـر    10بـیش از  اشریشیا کلی

باشد. ساعت می20بیش از 

1 Instability Index
2 Aliphatic Index

تشکیل شـده اسـت از:   Ompk36ساختار دوم پروتئین 
Extendedدرصـد  4/25درصد آلفا هلیکس، 44/14

strand 16/60و.Random coil  براســاس نتــایج
)، 8125/0(امتیاز VaxiJenبدست آمده از نرم افزار 

توانـد  ژن قـوي بـوده و مـی   آنتیOmpK36پروتئین 
سیستم ایمنـی را تحریـک کنـد. سـاختار دوم پـروتئین      

OmpX :ــا 71/14تشــکیل شــده اســت از درصــد آلف
35/52و Extended strandدرصـد  94/32هلـیکس،  

.Random coil   ــده از ــت آم ــایج بدس ــاس نت براس
OmpX)، پروتئین 6374/0(امتیاز VaxiJenافزار نرم

تواند سیستم ایمنی را تحریک ژن قوي بوده و میآنتی
کند. 

OmpXو OmpK36هـاي خطـی   تـوپ شناسایی اپـی 

Bهاي جهت تحریک لنفوسیت

بـا اسـتفاده از   Bهـاي  هـاي خطـی لنفوسـیت   تـوپ اپی
ــدند. در ABCpredو IEDBســرورهاي  ــی ش بررس

 ـنتایج ارزیابی اپـی 5تا 1هاي شکل هـا بـر اسـاس    وپت
ول اجـد هاي مختلف نشان داده شده است. درویژگی

ي نهـایی انتخـاب شـده    هـا تـوپ هاي اپیویژگی2و 1
هـا پـس از ارزیـابی    پتونشان داده شده است. این اپی

نتایج سرورهاي مختلف انتخاب شدند. 

-توپ(سمت چپ). نواحی زرد رنگ نشان دهنده اپیOmpXمت راست) و (سOmpK36. نمودار بررسی توانایی به وجود آوردن پادتن پروتئین 1شکل 

ژنیسیته.باشند. نواحی سبز رنگ نشان دهنده عدم آنتیژنسیته میهاي داراي آنتی
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هاي توپ(سمت چپ). نواحی زرد رنگ نشان دهنده اپیOmpX(سمت راست) و OmpK36. نمودار بررسی مربوط به نواحی چرخش بتا 2شکل 
هاي غیر مناسب.توپباشند. نواحی سبز رنگ نشان دهنده اپیاسب میمن

-(سمت چپ). نواحی زرد رنگ نشان دهنده اپیOmpX(سمت راست) و OmpK36. نمودار بررسی مربوط به نواحی انعطاف پذیر پروتئین 3شکل 

هاي غیر مناسب.توپباشند. نواحی سبز رنگ نشان دهنده اپیهاي مناسب میتوپ

-توپ(سمت چپ). نواحی زرد رنگ نشان دهنده اپیOmpX(سمت راست) و OmpK36. نمودار بررسی مربوط به نواحی آبدوست پروتئین 4شکل 

هاي غیر مناسب.توپباشند. نواحی سبز رنگ نشان دهنده اپیهاي مناسب می

(سمت چپ). نواحی زرد رنگ نشان OmpX(سمت راست) و OmpK36. نمودار بررسی مربوط به نواحی با قابلیت دسترسی سطحی پروتئین5شکل 
هاي غیر مناسب.توپباشند. نواحی سبز رنگ نشان دهنده اپیهاي مناسب میتوپدهنده اپی
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ABCpredو IEDBهاي سرور هاي نهایی بر اساس یافتهتوپ. انتخاب اپی1جدول 

Prediction Tool

Epitope

توانایی به وجود آوردن 
ادتنپ

چرخش 
بتا انعطاف پذیري آبدوستی قابلیت دسترسی 

سطحی Bepipred1 Bepipred2 ABCpred

OmpK36

44FSDDKSV + + + + + - + +
50VDGDQTY + + + + + + - +
66QINDQLT + - + + + + + +

79YNVQANN + + - + + + + +
80NVQANNT + + + + + + + +
138TYGSDNF + + + + + + + +
171LQYQGKN + + + + + - + +
207TYDIYDG + + + + + - + +
261TQTYNAT + + + + + + + +
264YNATRFS + + + - + + + +
275SDSISGF + + + + - + + +
277SISGFAN + + + + - + + +
311GKDIEGY + + + + + + + +

OmpX
27STVTGGY + + + + - + - +
80YNKGQYY + + + + + + - +
148SYEQSRI + - + + + - + +

110YGKFQNN - + + + + + + +
16ASVGTTA + - + + - - - +

EMBOSSتوسط سرور OmpXو Ompk36توپ پروتئین . نتایج ارزیابی اپی2جدول 

Protein Predicted Antigenic Region Maximum Score pos*

OmpK36

4KVLSLLVPALLVAGA
362TDDVVALGLV

320QDLLKYVDVGATYY
115NYGVVYDVT

287NFEVVAQYQFDFGLRPSVAYLQS
253NIYLATQ

161FGLVDGLNFALQYQ
341YVDYKINL
95TRLAFAGL

32LDLYGKIDGLHYFS
56YMRVGVK
216AGFAYSH
125WTDVLPE

12
368
325
119
293
257
170
343
100
41
59

217
129

OmpX

5ARLSALAVVLAASVGTT
101SIYGVVGVGYG
140IENVALDFSYEQ

61LGVIGSF
156NVDVGTWIAGVG

85YYGITAGPAYR

15
105
146
64

160
93

ژنیسیتهمیزان آنتیموقعیت بیشترین*

ــی  ــایی اپ ــوپشناس ــایی)   ت ــی (فض ــر خط ــاي غی ه
Bهاي لنفوسیت

هاي فضایی ابتدا مدل سه بعدي توپبراي شناسایی اپی
SWISS-MODELهـا بـا اسـتفاده از سـرور    پروتئین

ــتفاده از    ــا اس ــه شــده ب ــدل تهی ــه شــد. صــحت م تهی
ــاي  GMQEوQMEANDisCoپارامتره (Global

Model Quality Estimate)   تاییــد شــد. میــزان
QMEANDisCoوGMQE بــــــــــــرايOmpX

ــب OmpK36و ــه ترتیــ و 0.64و 0.07±0.70بــ
ــکل   0.84و 0.82±0.05 ــد (شـ ــبه شـ ). 7و 6محاسـ

Ramachandranهمچنین نتـایج آنـالیز   Plots  نشـان
داد که مـدل تهیـه شـده از کیفیـت بـالایی برخـوردار       
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ررسـی  هـاي ب درصد اسید آمینه98است، به طوریکه 
شده در ناحیه مجاز قرار داشتند. پس از تهیه مدل سه 

وDiscotopeبعدي، بـا اسـتفاده از نـرم افزارهـاي     

Elliproخطـی ارزیـابی شـدند. در    هـاي غیر تـوپ اپی
نتایج ارزیابی نشان داده شده است.3جدول 

به صفر و همچنین Z-scoreنزدیک بودن اعداد SWISS MODEL.تهیه شده توسط سرور OmpXبی کیفیت و صحت ساختار سوم . نتایج ارزیا6شکل
باشد.ي مدل میستاره قرمز به ناحیه تیره نشان دهنده کیفیت بالا

به صفر و Z-scoreک بودن اعداد نزدی. SWISS MODELتهیه شده توسط سرور OmpK36. نتایج ارزیابی کیفیت و صحت ساختار سوم 7شکل 
باشد.ي مدل میهمچنین ستاره قرمز به ناحیه تیره نشان دهنده کیفیت بالا
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OmpXو OmpK36هاي فضایی پروتئین توپ. نتایج ارزیابی اپی3جدول 

Protein Prediction
Sever

Epitope
Number Selected Epitopes

OmpK36

OmpX

Discotope 2
Ellipro

Discotope 2
Ellipro

10
2

5
4

G175, K176, N177, G178, S179, V180, S181, G182
A38, G40, H42, F44, S45, D46, D47, K48, S49, V50

A292, Y294, Q295, F296, F298, G299, L300, P302, V304
N253, I254, L256

A25,T26,S27,Y54,E55,Q56,D57,N58,N59.P60,L61,G62,P92,Y94,R95,L96,N97,D98,W99
A100,F137,N138,P139,I140,E141,N142,V143,L145,G165,V166,G167,Y168,R169,F170

هـاي انسـانی،   ژنبررسی سمیت، شـباهت بـه آنتـی   
توپ نهایی زا بودن و انتخاب اپیآلرژي

نتایج بدست آمده از سرورهاي محتلف مورد استفاده 
)IEDB, ABCpred, EMBOSS, Expasy, Ellipro,

Discotope, APP(    هـاي  بـا یکـدیگر مقایسـه و پپتیـد
نهایی انتخاب شدند. بر اسـاس نتـایج بلاسـت شـباهت     

هـاي انســانی  ژنمهمـی بـین پپتیـدهاي نهـایی و آنتـی     
درصد در شباهت و 90مشاهده نشد (ضریب بیش از 

-سمیت و آلـرژي زا بـودن اپـی   همچنینهمپوشانی).
هاي نهایی منفی بود.توپ

نهایی هاي مولکولی پپتیدویژگی
هاي مولکولی پپتیدهاي نهایی نشان ویژگی4در جدول 

هـایی ماننـد ضـریب    ویژگیداده شده است. براساس
کـس و پـی اچ ایزوالکتریـک،    ناپایداري، آلیفاتیـک اینـد  

هاي انتخاب شـده پایـدار بـوده و داراي نیمـه     توپاپی
باشند.عمر طولانی می

هاي نهاییتوپهاي مولکولی اپی. نتایج ویژگی4جدول 
Epitope

OmpK36
Instability

index
Aliphatic

index Stability Half-life pI

EP1-GKIDGLHYFSDDKSV 21.65 71.33 Stable

>30h mammalian
reticulocytes (Invitro)
>20h Yeast (In vivo)
>10h E. coli (In vivo)

5.3

EP2-
VVAQYQFDFGLRPSVAYLQSKGKDIEGY 60.54 80 Unstable

>100h mammalian
reticulocytes (Invitro)
>20h Yeast (In vivo)
>10h E. coli (In vivo)

6.09

EP3-IYLATQYTQTYNAT -12.94 70 Stable

>20h mammalian
reticulocytes (Invitro)

>30min Yeast (In vivo)
>10h E. coli (In vivo)

5.53

EP4-GLVDGLNFALQYQGKN 0.94 97.5 Stable

>30h mammalian
reticulocytes (Invitro)
>20h Yeast (In vivo)
>10h E. coli (In vivo

5.83

OmpX
EP1-YNKGQYYGITAGPAYR 12.73 36.88 Stable

2.8h mammalian
reticulocytes (Invitro)
10min Yeast (In vivo)
2min E. coli (In vivo)

9.4

EP2-SYEQSRIRNVDVGTWIAGVG 25.37 87.5 Stable

1.5h mammalian
reticulocytes (Invitro)
>20h Yeast (In vivo)
>10h E. coli (In vivo)

5.79

EP3-SIYGVVGVGYGKFQNN -22.46 78.75 Stable

1.9h mammalian
reticulocytes (Invitro)
>20h Yeast (In vivo)
>10h E. coli (In vivo)

8.22

EP4-ARLSALAVVLAASVGTTA 0.01 146.67 Stable

4.4h mammalian
reticulocytes (Invitro)
>20h Yeast (In vivo)
>10h E. coli (In vivo)

9.79
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و MHC-I(اتصال به Tهاي لنفوسیت توپبررسی اپی
MHC-II(

نتایج مربـوط بـه توانـایی اتصـال پپتیـدهاي نهـایی بـه        
MHC-IوMHC-II نشان داده شده 6و 5در جدول

ي هاهاي نهایی انتخاب شده به لنفوسیتتوپاست. اپی
Tتوانند موجـب  این میشوند، بنابرمختلف متصل می

فعال شدن آنها شوند. 

Tي هابه لنفوسیتOmpK36هاي نهایی پروتئین توپ. نتایج اتصال اپی5جدول 

Epitope Predicted by HLA -I (Class I) Predicted by HLA -II (class II)
GKIDGLHYFSDDKSV
(EP1)

HLA-A*02:01, HLA-A*26:01
HLA-A*02:03, HLA-B*44:03

HLA-DRB1*15:01
HLA-DRB4*01:01

VVAQYQFDFGLRPSVAYLQSKGKDIEGY
(EP2)

HLA-A*02:03, HLA-A*02:06
HLA-B*35:01, HLA-A*02:01
HLA-A*33:01, HLA-A*03:01
HLA-A*30:01, HLA-A*30:02
HLA-B*15:01, HLA-A*32:01
HLA-A*32:01, HLA-A*11:01
HLA-A*01:01, HLA-A*03:01
HLA-A*02:06, HLA-B*40:01
HLA-B*07:02, HLA-A*31:01
HLA-A*68:01, HLA-B*08:01
HLA-A*26:01, HLA-B*58:01

HLA-DRB1*07:01
HLA-DRB5*01:01
HLA-DRB3*01:01
HLA-DRB3*02:02
HLA-DRB1*15:01
HLA-DRB4*01:01

IYLATQYTQTYNAT
(EP3)

HLA-B*35:01, HLA-B*15:01
HLA-B*53:01, HLA-A*01:01
HLA-B*58:01, HLA-A*30:02
HLA-A*02:03, HLA-A*23:01
HLA-A*30:02, HLA-A*26:01
HLA-A*24:02, HLA-A*02:06
HLA-B*57:01, HLA-A*02:01

NA**

GLVDGLNFALQYQGKN
(EP4)

HLA-A*02:03, HLA-A*01:01
HLA-A*02:06, HLA-A*02:01
HLA-B*35:01, HLA-A*30:02
HLA-B*53:01, HLA-A*03:01
HLA-A*26:01

HLA-DRB1*15:01
HLA-DRB1*03:01
HLA-DRB1*04:01

NA**شناخته نشده

Tي هابه لنفوسیتOmpXهاي نهایی پروتئین توپ. نتایج اتصال اپی6جدول 

Epitope Predicted by HLA -I (Class I) Predicted by HLA -II (class II)
YNKGQYYGITAGPAYR
(EP1)

HLA-B*35:01
HLA-A*30:02
HLA-B*15:01
HLA-A*31:01
HLA-A*33:01
HLA-A*68:01
HLA-B*53:01
HLA-A*68:01
HLA-A*11:01

HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*09:01
HLA-DRB1*08:02
HLA-DRB5*01:01
HLA-DRB1*07:01
HLA-DRB1*04:01
HLA-DPA1*02:01/DPB1*14:01
HLA-DRB3*02:02
HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02
HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01
HLA-DQA1*03:01/DQB1*03:02
HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01
HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01
HLA-DRB3*01:01
HLA-DQA1*01:01/DQB1*05:01
HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02
HLA-DPA1*01:03/DPB1*02:01
HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02
HLA-DPA1*01:03/DPB1*04:01

SYEQSRIRNVDVGTWIAGVG
(EP2)

HLA-A*32:01
HLA-B*57:01
HLA-A*68:02

HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02
HLA-DQA1*03:01/DQB1*03:02
HLA-DQA1*05:01/DQB1*02:01
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HLA-B*58:01
HLA-B*44:02
HLA-B*44:03
HLA-B*40:01
HLA-B*58:01
HLA-A*26:01

SIYGVVGVGYGKFQNN
(EP3)

HLA-A*26:01
HLA-A*11:01
HLA-A*30:02
HLA-B*15:01
HLA-A*03:01
HLA-A*68:01
HLA-A*23:01
HLA-A*24:02
HLA-A*02:03

HLA-DPA1*01:03/DPB1*04:01
HLA-DPA1*01:03/DPB1*02:01
HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01
HLA-DPA1*01:03/DPB1*02:01
HLA-DRB1*12:01

ARLSALAVVLAASVGTTA
(EP4)

HLA-A*32:01
HLA-B*51:01
HLA-A*02:01
HLA-A*02:03
HLA-A*02:06

HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01

بحث
در پزشــکی، واکسیناســیون همــواره نقــش مهمــی در  
ــی از    ــاي ناشـ ــرگ و میرهـ ــاهش مـ ــگیري وکـ پیشـ

هاي عفونی داشته است و به عنـوان یـک روش   بیماري
پیشگیري ایمن و مـورد اعتمـاد مـورد اسـتفاده قـرار      

در کلبسیلا پنومونیهگرفته است. با توجه به نقش مهم 
هـاي  یتهاي مختلف و همچنین محـدود ایجاد عفونت

هـاي مقاومـت در   جدي که به دلیل گسترش مکانیسم
ها وجود دارد، مطالعه حاضر بـه  بیوتیکاستفاده ازآنتی

هاي تحریک کننده لنفوسـیت  توپمنظور شناسایی اپی
B وT  براي استفاده احتمالی در طراحی واکسن انجـام

شده است.
هاي مختلفی بر اساس کپسول پلـی  تا به امروز واکسن

کلبسـیلا  هـاي  یدي، لیپوپلی ساکارید و یا پروتئینساکار
تولید شده است، ولی هیچکدام از آنها بنا بـر  پنومونیه

هاي خـودي و یـا   دلایلی مانند سمیت، واکنش با سلول
هاي مختلف مورد اسـتفاده  حتی تنوع بالا در سروتایپ

نتـایج مطالعـات   . ]26-30[انـد  گسترده قـرار نگرفتـه  
هاي غشاي خارجی ست که پروتئیننشان داده امختلف

تواننـد سیسـتم ایمنـی را تحریـک کننـد،      به خوبی مـی 
تواننـد کاندیـدهاي خـوبی بـراي طراحـی      بنابراین می

. ]31[باشند واکسن

هـاي متقـاطع، تولیـد    براي جلوگیري از ایجـاد واکـنش  
توانـد راهکـار مناسـبی    ها میتوپواکسن براساس اپی

ا نواحی از پروتئین هستند کـه  هتوپباشد. در واقع اپی
توانند به خوبی سیستم ایمنـی را تحریـک کننـد. بـا     می

هـاي غشـاي خـارجی در    توجه به نقش مهـم پـروتئین  
در ایــن مطالعــه از  کلبســیلا پنومونیــه، بیمــاریزایی 

ــروتئین ــارجی  پ ــاي خ ــاي غش OmpK36و OmpXه

در اتصال باکتري به سلول هااستفاده شد. این پروتئین
ان، ایجاد بیوفیلم، جذب مواد غذایی و حتی ایجـاد  میزب

. ]34-32[بیوتیکی نقش دارند مقاومت آنتی
1اساس نتایج این مطالعه، همانطور کـه در جـدول   بر

ــدم اول   ــت، در ق ــده اس ــان داده ش ــی13نش ــوپ اپ ت
Bتوپ لنفوسیت اپی5و OmpK36براي Bلنفوسیت 

ر نـواحی  هـا د توپشناسایی شد. این اپیOmpXبراي 
قـرار داشـتند   OmpXو OmpK36مختلف پـروتئین  

). بـراي اطمینـان ازصـحت نتـایج بدسـت      5تا 1(شکل 
نیز EMBOSSو APP ،ABCpredآمده از ابزارهاي 

).2و 1استفاده شد (جدول 
هاي موفق جهت طراحی واکسن، ژنبراي طراحی آنتی

اي فضـایی (غیـر   هتوپهاي خطی، اپیتوپعلاوه بر اپی
پیوسته) نیز باید مد نظر قرار بگیرند. به همین منظور 
در این مطالعه پس از طراحی موفق ساختار سه بعـدي  

هاي فضایی با استفاده از توپ)، اپی7و 6پروتئین (شکل 
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شناسایی شـد  Elliproو Discotope 2هاي نرم افزار
نشان داده شده است. 3و نتایج آن در جدول 

هاي دستیابی به واکسن موفق علاوه بر لنفوسیتبراي
Bهـاي  ، شرایط لنفوسیتT      نیـز بایـد مـد نظـر قـرار

ارتبـاط مسـتقیم   Tهاي بگیرد. تحریک شدن لنفوسیت
دارد. بـه  2و 1کـلاس  MHCهـا بـه   ژنبا اتصال آنتی

ــن   ــل در ای ــین دلی ــد  هم ــال پپتی ــه اتص ــاي مطالع ه
رزیـابی  مـورد ا 2و 1کـلاس  MHCشده بـا  شناسایی

نمـایش  6و 5قرار گرفـت. همـانطور کـه در جـدول     
هاي شناسایی شده توانایی اتصال داده شده است پپتید

هاي توانند لنفوسیتها را دارند، بنابراین میMHCبه 
T .را تحریک و موجب ایمنی شوند

هـاي خطـی، فضـایی و نـواحی     توپپس از شناسایی اپی
ــاي ژنیـــک پـــروتئینآنتـــی ، OmpXو OmpK36هـ

پپتیـد  4و OmpK36پپتید براي پـروتئین  4درنهایت 
). 4شناسـایی شـد (جـدول    OmpXهم براي پـروتئین  

در نـواحی  OmpK36هاي شناسایی شـده بـراي   پپتید
، 318تـا  290، 50تـا  36مختلف پروتئین ماننـد ناحیـه   

قرار داشتند. براي پـروتئین  177تا 162و 267تا 254
OmpX تـا  148، 95تا 80بودند از: این نواحی عبارت

. 23تا 6و 116تا 101، 167
) مناسب براي استفاده در واکسیناسیون توپپپتید (اپی

هاي باید علاوه بر توانایی تحریک سیستم ایمنی، ویژگی
دیگري نیز داشته باشد. به عنوان مثال باید ساختار آن 
پایدار باشد، نیمه عمر بالایی داشـته باشـد و همچنـین   

pH ــک آن از ــد  pHایزوالکتری ــون دور باش ــی خ خنث
ها توپ. به همین دلیل پس از شناسایی این اپی]35،36[

ها نیـز مـورد بررسـی    ي فیزیکوشیمیایی آنهاویژگی
قرارگرفت. نتایج مطالعه حاضر نشان داد که پپتیدهاي 
شناسایی شده پایدار بوده، نیمه عمـر بـالایی دارنـد و    

یک آنها از شرایط خون دور می ایزوالکترpHهمچنین 
).4باشد (جدول 

یی شـده از عـدم   هـاي شناسـا  قبل از استفاده از پپتیـد 
اطمینـان  بـودن آنهـا بایـد    زاسمی بـودن و حساسـیت  

بــودن پپتیــدهاي زاحاصــل کــرد. ســمیت و حساســیت

ــزار    ــتفاده از اب ــا اس ــده ب ــایی ش و Toxinpredشناس
AllercatProیج ارزیابی مورد ارزیابی قرار گرفت. نتا

هـــاي ساســـیت زا بـــودن پپتیـــدبـــراي ســـمیت و ح
شده منفی بود. شناسایی

مطالعه مشابهی که توسط زرگران و همکاران انجام در
شده اسـت، پـروتئین فیمبریـه کـه بـه عنـوان یکـی از        

بـراي  کلبسـیلا پنومونیـه  فاکتورهاي ویـرولانس مهـم   
د شواتصال به سلول میزبان و ایجاد بیماري شناخته می

بــا اســتفاده از ابزارهــاي بیوانفورماتیــک جهــت یــافتن 
هاي مناسب مورد بررسی قرار گرفتـه اسـت.   توپاپی

تـوپ در نـواحی مختلـف    اپـی 4نتایج مطالعه مـذکور  
پروتئین فیمبریه را به عنـوان نـامزد طراحـی واکسـن     

. ]37[معرفی کرده است 
هايدر مطالعه حسین و همکاران با استفاده از پروتئین

واکسن نوترکیـب تهیـه و در   K36و 17غشاي خارجی 
زایـی آن  شرایط آزمایشگاهی و در بدن مـوش ایمنـی  

بررسی شده است. نتایج مطالعه مذکور نشان داد کـه  
تواننـد  به خوبی مـی K36و 17پروتئین غشاي خارجی 

سیستم ایمنی را تحریک و حفاظـت مـوثر ایجـاد کننـد     
]38[ .

هاي پیشـنهادي براسـاس   پتیداین مطالعه شناسایی پدر
ابزارهاي بیوانفورماتیک انجام گرفته است، بـه همـین   

گیـري و بـراي اطمینـان از نتـایج     دلیل قبـل از تصـمیم  
تر مانند طراحـی فیـوژن   بدست آمده، مطالعات کامل

پروتئین، مولکولار داکینگ، کشت سلولی و یـا بررسـی   
هــا در شــرایط  هــا و کموکــاین تولیــد ســایتوکاین 

رسد. مایشگاهی ضروري به نظر میآز

گیرينتیجه
در این مطالعه چندین ابزار معتبر بیوانفورماتیک براي 

و OmpXهـاي  هـاي مهـم پـروتئین   تـوپ شناسایی اپی
OmpK36هـاي  که توانایی تحریک لنفوسیتB وT را

پپتیـد  8دارند مورد استفاده قرار گرفت. در مجمـوع  
سیناسیون شناسـایی شـد.   براي استفاده احتمالی در واک

هاي فیزیکوشیمیایی مناسبی دارنـد  این پپتیدها ویژگی
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را به خـوبی تحریـک   Tو Bهاي توانند لنفوسیتو می
گیـري مطالعــات  کننـد، ولـی قبـل از هرگونـه تصـمیم     

 ـو هـم درش In-vitroبیشتري هم در شـرایط   رایط ـــ
In-vivo.باید صورت پذیرد

تشکر و قدردانی
ان از معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشـکی  گنویسند

هـاي صـورت گرفتـه تشـکر و     زابل بـه دلیـل حمایـت   
کنند.قدردانی می

تعارض در منافع
ــن مطالعــه   ــافع در ای ــه تضــاد من نویســندگان هیچگون

.ندارند
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