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هاي جنس  باكتري بر موثرباكتريوفاژهاي در  شدهكد هاي ليزين ايمنوانفورماتيك  بررسي
 سودوموناس

  *1شكيبا درويش عليپور آستانه و 2، مهدي صادقي2، شمس الضحي ابوالمعالي1سمناني فرداشكان عباسي 

  ايران، سمنان، دانشگاه سمنان، پرديس علوم و فناوري نوين، دانشكده زيست فناوري 1
  ايران، سمنان، دانشگاه سمنان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي 2

  30/3/1400 :تاريخ پذيرش  14/11/1399 :تاريخ دريافت

  چكيده

هاي عفونتعامل  بيشترينكه  هستند بيماريزاطلب فرصتهاي  باكتريجمله از  سودوموناسجنس  ي متعلق بهباكترهاي گونه
و يا فاژدرماني  ،ها بيوتيكآنتياكثر در برابر  ها باكتريگروه از اين مقاومت افزايش ه به با توج .مي شود را شاملبيمارستاني 

جنس  موثر بر  هايفاژي باكتريوخانواده ساييشناهدف از اين مطالعه،  .است هاي درمان    يكي از جايگزيناستفاده از ليزين فاژ 
 هاي داده بيوانفورماتيك با استفاده از پايگاه ،تحقيقدر اين  .باشد مياژها اين نوع فليزين  زايييايمن مقدار ارزيابي و سودوموناس

ساختار دوم ، سودوموناسجنس موثر بر ليتيك ي ژهافااز مختلف هاي  خانوادهفيزيكوشيميايي  هاي ويژگي، و ايمنوانفورماتيك
هاي  در بين خانواده .مطالعه قرار گرفته است مورد ،ميزبانمورال والقاي پاسخ ايمني سلولي و هميزان و  فاژ  هاي ليزينوسوم 

 90بيش از  با جمعيت پودوويريده، ميووريده، سيفوويريدهسه خانواده  ،سودوموناسهاي از جنس  باكتريوفاژ موثر بر باكتري
از كل  يمينتنها در  ،اين سه خانوادهليزين هريك از آمينواسيدي اندوهمچنين توالي . نشان دادبيشترين فراواني را ، درصد

درصد اسيد  1و تنها در  B لنفوسيت هاي براي سلولژني انتيداراي خاصيت  ،نصف حدآستانه نرم افزارامتياز برابر با  ها اسيدآمينه
هاي مورد مطالعه هيچ يك از ليزين .بودند Tهاي  براي ارايه به سلول MHCحامل هاي  ها داراي ميل اتصال قوي به مولكول آمينه

 توانند جايگزين مي ، آنهاليزين فاژهاي   نيپروتئ زايي ايمني مقدارنتايج بدست آمده از با توجه به  .ژني ندارندخاصيت انتي
  .دنبيوتيك باش آنتي

  آئروجنوزا سودوموناس، ايمنوانفورماتيك،  اكتريوفاژ، ليزينب :هاي كليدي واژه

  darvishalipour@semnan.ac.ir :پست الكترونيكي،  02331533197 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 نبه خطر انداختبدليل  ،بيوتيك آنتيمقاوم به هاي  سويه

مرگ و عامل درصد فراواني از سلامت جوامع انساني 
 از .تصاص داده استعفوني را به خود اخبيماري ميرهاي 

هاي  سويه به ميتوان ،ي مقاومها اين سويه جمله
به  مقاومتدامنه وسيع  با توجه به .اشاره كرد سودوموناس

در پي  دانشمندان ،ها در اين سويه  بيوتيك آنتي انواع
استفاده از  ،يكي از اين روشها. هستندهاي جايگزين  درمان

در چندين  ).22،34،37( باشد مي و ليزين آنهااكتريوفاژها ب

. استبوده برپايه استفاده از فاژهاي ليتيك   درماني فاژدهه، 
 ژها برخلاف فاژهاي ليزوژن داراي دوفااستفاده از اين 

هاي  هاي مربوط به مقاومت ژننخست اينكه  .استمزيت 
هاي  بيان سريع ژن دوم اينكه. دنشو نمي القابيوتيك  آنتي

هاي نزيمآكه مي شودمرتبط با مرحله ليتيك فاژ سبب 
توالي مورد نظر خود را شناسايي  باكتريايي محدودكننده

از فاژها به صورت منفرد و يا به  انيفاژدرم در ).2،5(نكنند
 به دليلو  مي شود استفاده) تاثير بيشتر(صورت كوكتل 
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 ،پاتوژن يها باكتري ررويب فاژ عملكرد اختصاصي بودن
استفاده از . كمتر است ميزبانوده ميكروفلور ر هسيب بآ

بودن  سمي غير ،سيستم ايمني عدم تحريكفاژها به جهت 
 باشد مي درمان در ها گزينه يكي ازو ارزان، آسان  و توليد

از جمله در كشورهاي مختلف جهان، فاژدرماني  ).24،30(
امريكا و برخي كشورهاي اروپايي نظير لهستان، آلمان و 

 در حال انجام استجديد  روشبه عنوان يك گرجستان 
باكتريوفاژهاي خانواده سيفوويريده، ميوويريده، و از  )1(

يده، پلاسماويريده، ليپوتريكس پودوويريده، كورتيكووير
براي درمان ويريده، اينوويريده، سيستوويريده ولويويريده 

 استافيلوكوكوس ،آئروجنوزآسودوموناس هاي  عفونت

 خانواده و هسيلين، استرپتوكوكاس متي به مقاوم اورئوس

مي استفاده  اشرشياكلي جمله از انتروباكترياسه
فاژ نيز ناميده ميشوند،  كه ليزين هااندوليزين ).19،25(شود

رمزگذاري شده با فاژ هستند  ،هيدرولازهاي پپتيدوگليكان
 ديوارهتا  مي شودكه توسط اكثر باكتريوفاژها توليد 

باكتري ميزبان را در انتهاي چرخه ) PG(پپتيدوگليكان 
ها كه بخش پپتيدوگليكان. )20(ليتيك خود تخريب كنند

ي را تشكيل مي دهند، ي سلولي باكترعمده ساختار ديواره
 5تا  3سلول را در برابر فشار داخل سيتوپلاسمي كه حدود 

اتمسفر  50تا  20هاي گرم منفي، و اتمسفر براي باكتري
ايجاد . كندمثبت مي باشد حفظ ميهاي گرم  براي باكتري

ها، منجر به خروج  شكاف در پپتيدوگليكان توسط ليزين
در داخل سلول . مي شودمايع سيتوپلاسمي و مرگ سلول 

كنند، با  باكتري و زماني كه باكتريوفاژها به سلول حمله مي
دقيقه  10تا  8بيان ژنهاي تاخيري باكتريوفاژ يعني حدود 

شوند  هاي فاژي توليد مي پس از شروع عفونت، اندوليزين
كنند، اما وجود غشاي  و در سلول تجمع پيدا مي

دوگليكان ديواره سيتوپلاسمي مانع از دسترسي آنها به پپتي
هاي  بيشتر اندوليزينزيرا . مي شودسلولي و عملكرد آنزيم 

هاي باكتريايي فاقد سيگنال  فاژي برخلاف اتوليزين
و براي  استپپتيدهاي لازم براي عبور از غشاي سلولي 

عبور از غشاي سيتوپلاسمي نيازمند پروتئين فاژي ديگري 

د حفره در غشاي ها با ايجا هولين. باشند به نام هولين مي
در ، مي شودها از غشا  سلولي سبب خروج اندوليزين

ها به پپتيدوگليكان متصل شده و آن را  اندوليزيننهايت 
سلول ميزبان عمدتاً توسط  تخريب .)39(هيدروليز ميكنند

. گيرد هولين و ليزين انجام مي دسته پروتئين عملكرديدو 
وند و پس از هولين ها در اواخر مراحل عفونت توليد ميش

هايي در غشاي  رسيدن به غلظت بحراني، سوراخ
و به  مي شودسيتوپلاسمي بوسيله اليگومريزاسيون ايجاد 

تا به  دليزين كه در سيتوپلاسم انباشته است، اجازه مي ده
  ).27(دسترسي پيدا كنند PG گهرمايه

براي ميتوانند  هاليزين فاژ مطالعات نشان داده است كه
شود،   بيوتيكجايگزين آنتي ،كترياييدرمان عفونت با

واره باكتري گرم مثبت دي از سطح خارجي، بهليزين 
براي دسترسي به پپتيدوگليكان باكتري  .يابد مي دسترسي

بيوتيك موثر بر غشا نتيآيا  شوينده كيگرم منفي، معمولا 
 يخارج يغشا شوينده .مي شوداستفاده   )ميكسينپلي(

 وارهيد  نيزياندول سپسو  يبتخررا  يگرم منف يباكتر
در برخي موارد   )5(را ليز ميكند يگرم منف يباكتر

ساختار  داراي هاي موثر بر باكتريهاي گرم منفي ندوليزينآ
براحتي ميتواند غشاي است كه  با بارمثبت  كسيلفا هلآ

 ).12( مورد حمله قرار دهدرا  يگرم منف يباكترخارجي 
و كپسول  لميوفيب بيخرها قدرت ت نيزيندولآاز  يبرخ
 يدر سرم حاو SAL-1 نيزيبطورمثال ل .دارند را يباكتر

 يها تريدر برابر باك  Poloxamer 188 و ميكلس يهاوني
، يشگاهيآزما طي، در شرالميوفيب ليتشك و كپسول دار

از  ياريبسعلاوه بر آن . را داراست يقو كيتيل تيفعال
 مرازيم دپولبه نا يديساكار يپل يدرولازهايفاژها ه

كپسول از  يساختار اصل تواننديكه م رمزگذاري ميكنند
  ).29(كنند بيرا تخر ديساكار يجنس پل

يكي از ، ييايميشساخته شده  يها كيوتيب يبرخلاف آنت
مقابله  يبرادر اين است كه فاژ هاي نيزيل ياصل هايتيمز

بر  و عمل ميكند يانتخاب ييايباكترعفونت هاي از  يبا برخ
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به مزايايي كه باتوجه  ).28(داردن ريتأث طبيعي ميزبانر فلو
، دارندهاي مقاوم به آنتي بيوتيك  ونتفاژها در درمان عف
داراي  بيوتيكبعنوان جايگزين آنتي استفاده از فاژ

 زبانيم يفاژها برابطورمثال  .استهايي   محدوديت
 يزبانيم فو طي هستند يصاصي بسيار اختيايباكتر

به  ديبا يقبل از استفاده از روش فاژدرمان .دارند يمحدود
. توجه كرد ،شوند يعفونت م كه باعثنوع سويه باكتريايي 

ممكن و  كنندميزبان را تحريك مي يمنيا ستميس فاژ ها
توسط عفونت قرار گيرند،  در محل نكهيقبل از ااست 

گردش خون، حذف  ستمياز س اليندوتلآكولولريرت ستميس
بالقوه  ييتوانا ،يفاژ درمان ديگر ياهياز نگران .شوند
 ييايسلول باكتر كيخود از  DNAانتقال  يبرا وفاژهايباكتر
فاكتورهاي تواند مسئول انتقال  يژن م نيا. است يگريبه د

 طيتحت شرا ن،يعلاوه بر ا. باشدبه ميكروفلور  زايماريب
 ميگردد ليتبد كيزوژنيل يبه فاژها كيتيل يخاص، فاژها

ساير به  زايماريبامكان انتقال عوامل  مسئله نيكه ا
ويژگيهاي . آورد يفراهم م را زبانيم يها يباكتر

 ق،يتزر ريمطلوب، مس مقدار همچونها فاژ كينتيفارماكوك
نيست و شناخته شده خوبي به و مدت زمان درمان  يفراوان
 ).5( بررسي شود ينيگسترده بال شاتيل از آزمابايد قب

به اثرضد ميكروبي باكتريوفاژها و  با توجهدر اين مطالعه، 
 هاي بيوانفورماتيك روش با استفاده از، ابتدا نهاآهاي  ليزين

 Tو  Bهاي  سلول ژنيهاي آنتي توپو ايمنوانفورماتيكي اپي
بررسي شناسايي گرديد، در گام بعدي با پروتئين ليزين 
فراواني شاخصهاي آلفا  پروتئين ليزين،ساختار دوم 

ارزيابي تجمع پذيري و براي بتا  هليكس و صفحات
و در نهايت با پيشگويي مطالعه كانفورماسيون پروتئين 

هاي تعيين  پروتئين و ميزان مشابهت آن باساختار سوم، 
 .مطالعه شدپروتئين ليزين عملكرد مكانيسم  ،ساختار شده

  هامواد و روش
موثربر ي باكتريوفاژهاي شناسايي خانواده

هاي فاژ  گونه: اه اطلاعاتياز پايگسودوموناس جنس

هاي  با استفاده از پايگاه سودوموناسجنس  مرتبط با 
تعداد شمارش براي  .گرديدشناسايي  NCBI  اطلاعاتي

 NCBI گاهيپا در  Taxonهاي فاژ مرتبط از قسمتگونه
هر يك  ينوع و اندازه مولكول وراثت، خانواده .استفاده شد

  .شدندمطالعه  NCBIفاژها به صورت منفرد از  از

موثربر  ليزين فيزيكوشيميايي بررسي فاكتورهاي
 - يكيزيمختلف ف يها شاخص :سودوموناسجنس

 ،يوزن مولكول ك،يزوالكتريمانند نقطه اليزين ي  ائيميش
با  سودوموناسجنس ر ب موثر كيفاتيعمر، شاخص آل مهين

به   EXPACY ــگاهيدر پا ProtParamاســتفاده از ابزار 
محاسبه  https://web.expasy.org / /protparam نشاني 

  .)10( ديگرد

 جنس موثر بر هاي ليزينررسي ساختار دوم ب
بر  وثرم  ليزينآندو پروتئينساختار دوم : سودوموناس

، )Alpha helix(آلفا شامل مارپيچ  ، سودوموناسجنس 
 با استفاده از) LooP(و حلقه ) Beta sheet(صفحات بتا 

نشاني  Predict protein ،ps2، SOPMAافزار نرم
org.https://predictprotein ،  http://ps2.life.nctu.edu.tw  ،

https://npsa-prabi.ibcp.fr  11،15،31(شدند بررسي(.  

جنس  موثر برليزين ساختار سوم پيشگويي 
: ختارفضايي سا ، تعيين كيفيت و شيميسودوموناس

جنس  بر موثر  ليزين هاي پيشگويي ساختار سوم پروتئين
سازي همولوژي لروش مدبا استفاده از   سودوموناس

به نشاني  Swiss-model وPs2  پايگاه اطلاعاتيدر
http://ps2.life.nctu.edu.tw وhttps://swissmodel.expasy.org/  

ساختارهاي سه  ترينشبيه ،انجام گرفتاي  به شكل مقايسه
هاي انتخاب  ثبت شده براي توالي آمينواسيدي ليزينبعدي 
 ).4، 35(گرديد

استفاده از توالي آمينواسيد و ساختار  با   PS2نرم افزار 
ولوژي ثانويه پروتئين، ساختار سوم را با روش  هم

به  Swiss-modelنرم افزار  و دهد مي مدلينگ، پيشنهاد
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به ميزان  با توجه سازي براساس همولوژي پروتئينمدل
. اختصاص دارد شدگيو درصد حفاظت هاشباهت توالي

. مي شودانجام  GMQE امتيازدر واقع پيشگويي براساس 
 امتياز هرچه به. قرار ميگيرد 1تا 0 عدد در بازه امتيازاين 
اين امتياز   .كيفيت مدل  بهتر است ،نزديكتر باشد 1عدد

شده است  كه با  مورد انتظار مدل پيشنهاد بيانگر دقت
  .مي شودتوالي هدف ترازبندي 

به  PROSAاز پايگاه  كيفيت ساختار سه بعدي پروتئين
 https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa. phpنشاني
با داشتن قابليت  PROSAنرم افزار  ). 39(گرديد  بررسي

امتياز دهي به ساختار سوم پروتئين پيشگويي شده كيفيت 
 Z-scoreاين امتياز كه با .  دهد آن را مورد ارزيابي قرار مي

. دهنده كيفيت كلي پروتئين استنشان . مي شودتعريف 
احتمالا ساختار . باشد دامنه خارج از امتياز اگر اين

مقدار اين شاخص در .  پيشگويي شده صحيح نيست
هاي تعيين  ي پروتئين ي همه نموداري كه در بردارنده

مي ساختارشده در شرايط آزمايشگاه است، نمايش داده 
ساختارهاي مشخص شده با  z-scoreدر يك نمودار . شود
هاي  با طيف رنگ NMRو  X-rayهاي متفاوت  روش

به  xهاي كريستالوگرافي شده با اشعه  ساختار(  متفاوت
) با آبي تيره NMRرنگ آبي روشن و ساختار تعيين شده با 

ساختار ورودي   Z-scoreهر چه . شوند از هم متمايز مي
هاي كريستالوگرافي  پروتئين Z-scoreبرنامه به محدوده 

نزديك تر  NMRشده و يا تعيين ساختار شده به روش
نمودار سبزرنگ . و كيفيت بالاتر است  مدل بهتر ،باشد

كيفيت مدل ورودي را با رسم انرژي براي موقعيت 
 ،هاي مثبت امتيازبه طور كلي . دهد آمينواسيدها نمايش مي

. قسمتي از ساختار است كه كيفيت پاييني دارندمرتبط با 
براي هر  ،نمودار رسم شده از ساختار پيشگويي شده

بنابراين براي كاهش اين  ،داراي نوسان استسيدآمينه ا
نوسانات ميانگين كيفيت را براي خطوط ضخيم و نازك 

شيمي فضايي . ددهن مي ارائهمحاسبه و به صورت نمودار 
ساختار سوم پيشگويي شده، با كمك نقشه راماچاندران از 

مندرج در نشاني  PROCHCKنرم افزار  دو
srv/software/PROCHECK-https://www.ebi.ac.uk/thornton  

  .)40( مطالعه شد

سطحي هاي اپي توپايمني زايي با مطالعه بررسي 
هاي  اپي توپ: Tو B لنفوسيت زا براي سلول هاييايمن

 ،  BCepredsپايگاه  دو از B لنفوسيت هاي سلولخطي 
IEDB هاي  به نشانيhttps://webs.iiitd.edu.in 

/raghava/bcepred/bcepred_submission.html  ،
http://tools.iedb.org/bcell/help/ 21، 32(العه گرديدمط(.   

پايگاه از زايي  ايمنيها و قدرت  توپ بيني اپيبراي پيش
IEDB  روش ازKolaskar وTongaonkar  در . استفاده شد
شيميايي شامل - فيزيكيويژگي هفت  ،BCepreds پايگاه 

 پذيري، تحرك، قابليت دسترسي، دوستي، انعطافآب
 خطي هاي پتو اپيو سطح در معرض  زايي ايمنيقطبيت،  

  . بررسي  ميگردد Bسلول

براي پيشگويي ارزيابي و  خطي ها توپ اپي زايي ايمني ميزان 
از ، امينواسيديوالي در ت Bهاي فضايي سلول توپاپي

 /https://webs iiitd.edu.inبه نشاني  CBTOPE پايگاه

/raghava/cbtope/submit.php نيا يورود .شد استفاده 
آن احتمال  يو خروج نيپروتئ دينواسيآم يتوال ،افزارنرم
. باشد يم 1-9عدد  اسيمق در دهاينواسيآم بودن توپياپ
را  ،به بالا دارند 4 امتيازكه  ييها نهيدآمياس يتوال گاهيپا نيا
  ).3(رديگيمدر نظر  ييتوپ فضا يعنوان اپ به

نقش  Tلنفوسيتبه   ژنعرضه آنتيدر MHC هاي  ولولكم
ميل ، Tلنفوسيتها توسط  توپ اپيشناسايي در  دارند،

 MHCIهاي پتيدهاي متصل شونده به مولكولاتصال 

 به نشاني IEDB پايگاهاز ،   MHCIIو
http://tools.iedb.org/mhci و http://tools.iedb.org/mhcii/  

  .بررسي گرديد

 2017و همكارانش در سال  Esmaeiliكه توسط  هايي آلل
 در جمعيت MHCهاي  با بيشترين فراواني در بين آلل

انتخاب معرفي شده بودند براي مطالعه  كشور ايران
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از  A*02-HLA  - 5B*3  -HLAهاي  آلل. ددنگردي
از  DRB1*13و  DRB1*15 هاي و آلل MHCIمولكول 
از  درصد4/16و  20به ترتيب با   MHC IIمولكول
درصد از مولكول  4/16و  20و فراواني   MHCIمولكول
MHCII  داراي بيشترين فراواني درجمعيت ايران از بين

  .ها بودند آللساير 

 به  A، B، C يها نيزيل شوندهمتصل  يدهايپپت يبررس
. است ياديز تياهم يدارا  MHC يها مولكول يها للآ

 MHCIيها متصل شونده به مولكول يدهايپپت يبررس يبرا

 يدهايپپتو  ANN4.0به روش  IEDB گاهيدرپا ييشگويپ 
 IEDBگاهيدر پا MHCII يها مولكول به شونده متصل

 ينواح يبررس يبرا .گرفت انجام  SMM-alignباروش 
HLA-آلل   MHC يولكول هامتصل شونده به م يتديپپ

A*02  از مولكولMHCI  و آلل DRB1*15  ازمولكول
MHCII بالاتر انتخاب شدند يداشتن درصد فراوان ليبه دل. 

 50 از كوچكتر  IC50يدارا يدهايپپت IEDB سرور 
 و  MHCI يها مولكول به يقو ياتصال ليم يدارا نانومولار
MHCII،  متوسط  يصالات ليم  نانومولار 500از كوچكترو

دارا  فيضع اتصال ليم يدارا نانومولار 5000 ريز و
 ).38( باشنديم

جنس ليزين موثر بر  سيتهيآنتي ژن تواناييپيشگويي 
پروتئين  سيتهژني آنتي درصد تعيينبراي :  سودوموناس
به آدرس  Vaxijenنرم افزار  2نسخه ليزين از 

http://www.ddg-pharmfac.net vaxijen/VaxiJen/VaxiJen / 
_citation.html از آنجا كه در اين نرم . )8( استفاده گرديد
 5/0هاي ويروسي و باكتريايي در حدآستانه  افزار در مدل

براي  5/0لذا حد آستانه  ،داراي  بيشترين دقت ميباشد
  ).8( انتخاب گرديد ژنيسيته آنتي درصد بدست آوردن

  نتايج
جنس بر موثرهاي باكتريوفاژ  خانواده و گونه  بررسي

جو در قسمت تاكسونومي در براساس جست: سودوموناس

اطلاعات  1643گونه و  526از بين ، NCBIنلاين پايگاه آ
خانواده فاژهاي  فراواني، ايگاه اطلاعاتيژن ثبت شده در پ

،  %34ميوويريده: عبارتنداز سودوموناسجنس  مرتبط با
، %1، اينوويريده%27، سيفوويريده %30پودوويريده

طبقه   و فاژهاي %5/1سيستوويريده  ، %1كمتر از ويويريدهل
   ).1شكل( ٪5بندي نشده

 

فراوني هريك از خانواده هاي فاژ، موثر بر باكتري جنس  -1شكل 
 سودوموناس

 ،سيفوويرريده پودوويريده، ،هاي فاژ ميوويريدهخانواده

 واده ، سه خان DNAاينوويريده داراي محتواي ژن
دو رشته  DNA دارايسيفوويريده  ،پودوويريده ،ميوويريده

 تك رشته و خانواده  DNAاينوويريده دارايو 
 ،ميباشد  RNAداراي محتواي ژن لويويريدهو سيستوويريده 
، سودوموناس آئروجنوزآ دارها موثرRNA باكتريوفاژهاي

  .هاي ثبت شده است درصد كل گونه2شامل 

گونه فاژ انتخاب  100ي فاژها براي بررسي چرخه زندگ
 %22داراي چرخه ليتيك و  % 78شد كه تقريبا از اين تعداد 

  .چرخه معتدل است

فراواني  %90ليزين هاي سه خانواده فاژ كه داراي بيش از 
بودند، براي سودوموناس هاي فاژ موثر بر جنس  در گونه

ليزين از خانواده . مطالعه بيوانفورماتيك انتخاب گرديدند
، ليزين خانواده Aبا نام ليزين  POR-1يوويريده گونهم

و ليزين خانواده  Bبا نام ليزين  gh-1پودوويريده گونه 
  .نامگذاري شد   Cبانام ليزين phi-297سيفوويريده گونه 

موثر C و A ،Bبررسي فاكتورهاي فيزيكوشيميايي ليزين 
هاي  مطالعه ويژگي : سودوموناسجنس  بر باكتري
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يي پروتئين به شناخت نوع عملكرد بيولوژي فيزيكوشيميا
 يمولكول وزن يدارا Aنوع   آن كمك ميكند، ليزين

  C814H1277N225O253S4ي فرمول مولكول دالتون،  69/18391
آمينواسيد در توالي  يفراوان نيشتريب .است  pI=9/8 و

عدد از كل 21و16ين به ترتيب  آلان و نيسيگلا پروتئين،
شاخص آلفاتيك آن معادل . يل ميدهدآمينواسيدها را تشك

، اين پروتئين 84/24، و با آستانه شاخص ناپايداري 36/70
  .پايدار است

دالتون، فرمول  61/16258با وزن مولكولي  Bليزين 
، داراي بيشترين pI=4/9و  C725H1136N21 O203S5 مولكولي

است كه به ترتيب  نيآلان و نيسيگلا هنيدآمياسدر يفراوان
. عدد از كل آمينواسيدها را  تشكيل ميدهد 12 و 13

توجه به آستانه  ناپايداري ، با 49/83شاخص آلفاتيك 
  .، بنابراين پروتئين پايدار است94/32

، فرمول دالتون 58/17374 يمولكولداراي وزن  Cليزين 
بيشترين  pI=01/9و  C772H1205N221O231S3مولكولي 

لوسين و آلانين  گلايسين، فراواني در تعداد اسيدآمينه، 

عدد از كل  19و  19، 18است كه به ترتيب فراواني 
كه  88/87شاخص آلفاتيك آن معادل . آمينواسيدها را دارد

، اين پروتئين نيز پايدار 01/23با آستانه شاخص ناپايداري 
  .است

 )hydropathicity(هر سه انزيم با شاخص  هيدروپاتي 
نيمه . مي شودناخته منفي به عنوان يك پروتئين غيرقطبي ش

به . هاي مختلف متفاوت استعمر  هر سه انزيم در ميزبان
هاي پستانداران  طوريكه در ميزبان باكتريايي، مخمر و سلول

  .ساعت دارد30، 20، 10به ترتيب نيمه عمر 

جنس  موثر برC و A ،Bبررسي ساختارهاي دوم ليزين 
وثر بر م C و  A ،Bهاي  ساختار دوم  ليزين:  سودوموناس

نشان داد، كه بيشترين فراواني مربوط سودوموناس جنس 
به ساختار لوپ و آلفا هليكس است، لازم به ذكر است، 

در پيشگويي  predict protein ،ps2نتايج نرم افزارهاي 
  هليكس، صفحات بتا،- آلفا (هاي ساختاردوم  شاخص

  ).2شكل( مشابه اين نتايج است) لوپ

 
  A ،B ،C هاي هاي ساختار دوم در ليزين پيش بيني فراوني شاخص -2شكل 

 

 همولوژيهاي  سوم بر اساس روش پيشگويي ساختار
  مدلينگ

 انزيم : PS2نرم افزار در  ،Aمدل پيشنهادي ليزين 
درصد  98با همترازي  اشرشياكليلامبدا فاژ از گليكوزيدار 

 ،Bليزين پيشنهادي مدلدرصد،  43و شباهت ساختار 

، درصد 95همترازي  با ،اشرشياكلي هيدرولاز لامبدا 
،  Cليزين  پيشنهاي مدلو  ،درصد 52 شباهت ساختار

د درص100با همترازي  اشرشياكلي از  لامبداگليكوزيدار 
  .است
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 1am7Aمدل  Aليزين  :MODEL-SWISSنرم افزار 
 ،)اشرشياكلي هيدرولاز لامبدا فاژ آلوده كننده باكتري(

 ، GMQE: 78/0  امتيازدرصد و  47شباهت ساختاري 
آلوده كننده هيدرولاز لامبدا فاژ ( 1lbaAمدل  Bليزين 
امتياز درصد و  53شباهت ساختار با  )اشرشياكلي باكتري
78/0 :GMQE  و در ليزينC  1مدلd9uA ) هيدرولاز

شباهت با  )اشرشياكلي لامبدا فاژ آلوده كننده باكتري
  .معرفي شد GMQE: 79/0 امتيازصد و در59ساختار 

درصد  44با داشتن  1am7Aمدل  Aدر ادامه در ليزين 
 57با داشتن  1lbaAمدل  Bليزين  ،شباهت ساختاري

-PS2،swissردو نرم افزادر هر  شباهت ساختاريدرصد 

model ليزين  وC  1مدلd9uA  درصد  59با داشتن
افزار به عنوان بهترين مدل در نرم  شباهت ساختاري

swiss-model 3شكل( معرفي گرديد.(  

  

  
  ps2 ،model-swissنرم افزار دوهر از بين   A ،B ،Cارهاي سه بعدي انتخاب شده براي ليزين بهترين ساخت) الف، ب، ج  -3شكل 

  

  
در  PROSAموثر بر باكتريهاي از جنس سودوموناس توسط نرم افزار  A ،B ،Cهاي  نارزيابي كيفيت ساختار سوم پيشگويي شده براي ليزي -4شكل 

  NMR)(اي هاي كريستالوگرافي شده و تعيين توالي شده با روش رزونانس مغناطيسي هسته محدوده پروتئين
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عيين كيفيت ساختارهاي سوم پيشگويي شده توسط نرم ت
گاه پايدر بهترين الگوهاي ساختاري : PROSAافزار 

PROSA  ليزين برايA  1الگويam7A  به عنوان مدل
به  1lbaAالگوي Bليزين  ، score=-Z-6/36 با يانتخاب

لگوي  او ، Z-score=-8/4كيفيت با  ،عنوان بهترين مدل
1d9uA ليزين  يبهترين مدل انتخابC،  كيفيت با-=score-Z

ساختار سوم پيشگويي   ).3شكل( مشخص گرديد 6/72
هاي  پروتئينمحدوده  در  C و  A ،Bهاي  يزينلشده 

رزونانس  كمك كريستالوگرافي و تعيين توالي شده با
با توجه به بود و همچنين  NMR)(مغناطيسي هسته اي 

بيشتر  كيفيتشاخص نشان از  بودن اين تر منفي اينكه
از كيفيت بالاتري بر  Bليزين الگوي  .استساختار سوم 

پس ازآن به . فزار برخوردار استاساس امتياز بندي نرم ا
دهي كيفيت نرم معيار امتيازبر اساس  Aو  Cترتيب ليزين 

 محدوده منفي درداشتن بيشترين تراكم در. افزار قرار دارند

نمودار داراي كمترين درصد خطا در كيفيت ساختار  هرسه
 .)4شكل( استتعيين شده 

پايداري : PROCHECKعيين كيفيت توسط نرم افزار ت
 پايگاهدر با نقشه راماچاندمان  هاي پيشگويي شدهمدل

PROCHECK   ها در نواحي صد اسيدآمينهدرو شد بررسي
مجاز فرعي ، )Most favoured regions(مطلوبترين 

)Additional allowed region(،  مجاز سخاوتمدانه
)Generously allowed regions(  و غيرمجاز)Disallowed 

regions( 1الگوي پيشنهادي   برايam7A  از ليزينA  با
 0، 0، 8/8، 2/91به ترتيب  PROCHECK استفاده از سرور

، 5/12  ،7/86به ترتيب   Bاز ليزين  1lbaAالگوي درصد، 
از ليزين  1d9uAالگوي پيشنهادي درصد وبراي  0/0،  8/0

C  گرديدپيشگويي درصد  0، 0، 9/12، 1/87به ترتيب 
  ).5شكل(

  

 
، نارنجي )مطلوب(ي يك اسيد آمينه در نواحي قرمز هر نقطه آبي رنگ نشان دهنده  PROCHECKنقشه راماچاندران نرم افزار -5شكل 

شيمي فضايي ) ب ، Aهاي ساختار سه بعدي ليزين  شيمي فضايي اسيدآمينه) الف  .است) غيرمجاز( ، كرم)مجاز سخاوتمندانه(، زرد )مجازفرعي(
 B هاي ساختار سه بعدي ليزين شيمي فضايي اسيدآمينه) ج ، Cهاي ساختار سه بعدي ليزين  اسيدآمينه

 

-اپي: B لنفوسيت بررسي اپي توپ هاي ايمني زا براي

در : به شرح زير استتوپ هاي فضايي توپ خطي و اپي
نواحي از توالي آمينواسيدي كه داراي  Bcepredپايگاه 
به عنوان نواحي  ،لاتر از حدآستانه نرم افزاربودندبا امتياز
 آستانه نرم افزاردر اين نرم افزار حد. عرفي گرديدتوپ م اپي

درصد از  7تنها  Aدر ليزين . مشخص شد 8/1 امتياز 
آمينواسيدها و در  درصد از B ،6آمينواسيدها، در ليزين 

پ تو در صد از آمينواسيدها به عنوان نواحي اپي C ،8ليزين
  ).1 جدول( معرفي گرديد
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  Bcepredبا استفاده از پايگاه  CوA ،B هاي هاي خطي ليزين توپ بررسي اپي -1جدول 
  نوع ليزين  خطي منتخب توالي اپي توپ مكان آمينواسيدي  پايگاه

Bcepred  90،66-59،43-39 T،PGVLVQVR ،DVIVS   ليزينA  
Bcepred  135،123،106،68-67،50-47،16-15 F،H ،L ،GS ،YHFV ،IV   ليزينB  
Bcepred  126،75،62-55،43-42،40-38 C،L،LKVYLPRY ،GG ،NVV  ليزين C  

  

روش بر اساس توپ اپيشناسايي   IEDBپايگاه  در
Kolaskar وTongaonkar  حد آستانه اين  .گرديدبررسي

داراي پپتيد  5 .است 017/1روش برابر شاخص عددي 
-اپيبه عنوان نواحي ، آستانه نرم افزارشاخص بالاتر از حد

  8توالي  كه پپتيد داراي هستند، Aليزين  توپ
 و ايمني زاييبالاترين قدرت داراي )  59- 67( آمينواسيدي

  .است 170/1 ازيامت

-پپتيد داراي شاخص بالاتر از حد آستانه نرم B، 7درليزين

با  )11-23 آمينواسيدي( آمينواسيد 13پپتيد  ،استافزار 
بالاترين  ي اين مجموعهبين پپتيدها 172/1امتيازبالاترين 

توپ  اپي 7از بين  Cليزين در .  را داردايمني زايي قدرت 
تا  37آمينواسيدي از توالي شماره   7، پپتيد شناسايي شده

 داراي ) 97-104(امينواسيدي 8و توالي  119/1با امتياز  43
معرفي در اين ليزين توپ اپيبهترين وان به عن 2/1امتياز 

  .)6شكل( مي شود

در ليزين   CBTOPEبر اساس نتايج بدست آمده از پايگاه 
A  درصد،  ليزين  1تنهاB ،6 درصد و ليزينC ،11 در صد

 توپ فضايي معرفي گرديد از آمينواسيدها به عنوان اپي
  ).2جدول (

 
  A ،B ،Cهاي فاژي  در ليزينتوپ  ناطق داراي اپيپيش بيني م -6شكل 

  CBTOPEبا استفاده از پايگاه  CوA ،B هاي هاي فضايي ليزين توپ بررسي اپي -2جدول 
  نوع ليزين  پپتيد اپي توپ فضايي منتخب مكان آمينواسيدي  پايگاه

CBTOPE  163،138-137 G ،LP  ليزينA  
CBTOPE  122-119،95،70-69،48-47،32-29 QIVG ،N ،FV ،YH ،VRE   ليزينB  
CBTOPE  99-97 ،92-85،57-56،53،31-28،16-14،5-4 QDL،SLALKGGF ،KV ،P ،STI ،LA ،VS  ليزين C  
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در بررسي : Tلنفوسيتپيش گويي اپي توپ هاي 
 ،Aدر ليزين  MHCI پپتيدهاي متصل شونده به مولكول 

 ،آمينواسيد 10پپتيد داراي  توالي 159از  HLA-A*02آلل 
داراي ميل 151-160پپتيد از شماره توالي آمينواسيد  1

اتصال قوي و بقيه پپتيد ها داراي اتصال ضعيف به مولكول 
MHCI هاي  براي عرضه به سلولT ليزيندر  .بودندB  از

پپتيد از شماره  1آمينواسيد،  10 توالي پپتيد داراي 137
پپتيد  1داراي ميل اتصال قوي و  42- 51توالي آمينواسيد 

داراي اتصال متوسط و بقيه پپتيدها داراي اتصال ضعيف به 
در . بودند Tهاي  براي عرضه به سلول MHCIمولكول 

پپتيد از  1 ،آمينواسيد 10پپتيد داراي  توالي  151از  cليزين 
داراي ميل اتصال قوي و  144-153شماره توالي آمينواسيد 

اي اتصال متوسط و بقيه پپتيدها داراي اتصال پپتيد دار 4
 Tهاي  براي عرضه به سلول MHCIضعيف به مولكول 

  .بودند

در  MHCIIدر بررسي پپتيدهاي متصل شونده به مولكول 
پپتيد  17 ،آمينواسيد 15پپتيد داراي  توالي 154از  Aليزين 

داراي ميل اتصال متوسط و بقيه پپتيد ها داراي اتصال 
 Tهاي  براي عرضه به سلول MHCIIولكول ضعيف به م

 ،آمينواسيد 15پپتيد داراي  توالي  132از  Bدر ليزين.  بودند
دها داراي پپتيد داراي ميل اتصال متوسط و بقيه پپتي 30

براي عرضه به   MHCII اتصال ضعيف به مولكول
پپتيد داراي  توالي  146از  Cدر ليزين . بودند T هاي سلول

اي ميل اتصال متوسط و بقيه پپتيد دار 24 ،آمينواسيد 15
براي  MHCIIها داراي اتصال ضعيف به مولكول پپتيد

  .بودند Tهاي  عرضه به سلول

جنس سيته ليزين موثر بر يآنتي ژن تواناييپيشگويي 
بر اساس نتايج به دست آمده از نرم افزار، : سودوموناس

 B  ليزين ، براي6/0عدد  A  سيته براي ليزينيآنتي ژن توانايي
با توجه به . ميباشد 51/0عدد   C و براي ليزين6/0عدد 

و در اين . ميباشد 1تا  5/0اينكه حد آستانه نرم افزار 
آستانه بهينه با دقت  حد به عنوان 5/0مطالعه حد آستانه  

آنتي  توانايي هريك از ليزين ها داراي. ي انتخاب گرديدفكا
با حد آستانه نرم  01/0و 1/0باشند و تنها  سيته كمي مييژن

  آنتي ژنسيته ليزين مقدارهمچنين . افزار اختلاف دارند

C كمتر از ليزينA  وB ميباشند. 

  بحث
هاي  روش ،وم به آنتي بيوتيكمقا هاي ژنگسترش با 

 جنس عليه عفونتجايگزين از جمله فاژدرماني 
مطالعات نتايج  ، )21(است مورد توجهسودوموناس 
 جنسليزين فاژهاي موثر بر ساختار از  بيوانفورماتيك
در فاژ  هايگونه ٪90بيشتر از نشان داد كه  ، سودوموناس

 .قرار گرفتندميوويريده، سيفوويريده، پودوويريده  گروهسه 
 137 و همكاران گزارش كردند كه  P.Pires 2015در سال 

 NCBIداده  يهاگاهيدر پا سودوموناسجنس  برعليه فاژ 
درصد متعلق به راسته  2/94 دحدوكه  وجود دارد
شامل سه خانواده ميوويريده، سيفوويريده،  ،ها كادوويروس

  ٪ 1متعلق به خانواده اينوويريده،  ٪1پودوويريده هستند، 
متعلق به خانواده  ٪2متعلق به خانواده لويويريده و

مورد در آن زمان تعيين توالي  8كه  استسيستوويريده 
هاي اسيد آمينهدرصد بالاي  شاخص آلفاتيك با ).23(نشد

احتمالا  كه ارتباط دارد) ، لوسينگلايسينآلانين، (آلفاتيك 
. )14(مي شود در بازه دمايي وسيع پروتئينپايداري  سبب

 پايداري بيشتري  Bو  Aنسبت به ليزين  C ليزين  بنابراين
شاخص  ،بيوشيميايي ويژگيبررسي فاكتور در دومين  .دارد

مولكول  قطبيتراي شناسايي ميزان بمتوسط هيدروپاتي 
 پروتئين ، يكمنفي امتياز دارا بودناست، بطوريكه 

خاصيت  A ليزينبنابراين  .غيرقطبي را معرفي ميكند
 هايپروتئينساختاردوم  در .)15(بيشتري دارد غيرقطبي

هليكس از صفحات بتا بيشتر است  نسبت A ،B، C  ليزين
. )36(ميگردد روتئينپتاخوردگي و پايداري بهتر سبب كه 

و Santos توسط  2019 همچنين در تحقيقي كه در سال
موثر بر باكتري  PlyPl23ليزين  ،همكاران گزارش شد
بيشتري نسبت  ساختار هليكسداراي  جنس پاني باسيلوس
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تواند خاصيت مطالعه هم مي اين .بتا است به صفحات
  .)33( هاي ليزين را نقص كند پروتئين تجمعي بودن

 C  و Aهاي  هاي پيشگويي ساختار سوم براي ليزين مدل
  پروتئينه به ترتيب متعلق ب 1d9uAو  1am7Aمدل 

از  1lbaAمدل پيشگويي شده  و هيدرولازها يكوزيدلگ
حفاظت شدگي   ٪70داراي   ،متعلق به آميدازها Bليزين 

خانواده هاي اين  پروتئين هاي دومين ه همراهب
در . )6، 9، 81(است) ها، آميدازهاگليكوزيدهيدرولاز(

ارزيابي كيفيت مدل مورد نظر از نقشه راماچاندران استفاده 
امينواسيدهاي تمامي براي  psi و  phiخش رزواياي چ .شد

 phiزاويه . قابل مشاهده است YوX درمحور يساختار
 .اسيدآمينه نشان ميدهد N-C alphaچرخش را حول باند 

مشخص  C -C alphaرا حول  چرخش psiدرحاليكه زاويه 
 ،پپتيدهاپلي) folding(با توجه به تاخوردگي  .كند مي

به نوع زنجيره جانبي اسيد آمينه  وابسته  psiوphiزواياي 
. قرار مي گيرند  درجه +180تا  - 180محدوده چرخش در 

مجموع شعاع از  يفاصله نزديكترها تركيباتي كه اتم
 ميسازند، جاز رانواحي غيرمدارند، را واندروالسي 

ها به غير از  ي اسيد آمينه قرارگيري در اين نواحي براي همه
گلايسين به  .گلايسين از نظر برخورد فضايي ممكن نيست

نداشتن زنجيره جانبي محدوديت ساير اسيدآمينه ها علت 
نواحي مخصوص ويژه و در تمامي نقاط نقشه به  ردرا ندا
ميتواند  ،ممنوع است ر دوم كه براي سايرينادر ساخت ،دور

ها در نقشه حاصل از پايگاه  اسيد آمينهمكان  .قرار بگيرد
PROCHECK  قابل تشخيص  مربع و با علامت مثلث

راهنماي خوبي ناحيه مطلوب  درصد باقيمانده در. است
با و  استريوشيميايي ساختار استجهت ارزيابي كيفيت 

در  ،اه اسيد آمينه ٪85درصد بالاي قرارگيري توجه به 
از   A ،B،Cهاي  براي ليزينهاي انتخابي  ناحيه مطلوب مدل

داروهاي بنابراين  .كيفيت بالايي برخوردار ميباشند
به اين نسبت ميزبان ايمني  القاي پاسخسبب  ،ينيپروتئ

و همكاران در    Rashelمطالعه باليني  .مي شودداروها 
 پروتئين ،بعد از تزريق مشخص نمود كه   2007سال 

در بدن ميزبان سبب توليد آنتي بادي و پاسخ ايمني يزين ل
ولي هيچ گونه مهاري در عملكرد ليزين ايجاد . مي شود

نميكند و سبب هيچ گونه علايم حساسيت زا در بدن 
با توجه به  ودر طراحي هر دار . )26(مي شودحيوان ن

توپ و ميزان  ماهيت عملكرد آن شناخت نواحي اپي
توسط اين نواحي و همچنين تحريك سيستم ايمني 

توپي به منظور رسيدن به سطح  نواحي اپي  مهندسي
يي شناسايي توانا ).7(ز اهميت استئزايي كمتر حا ايمني
پاسخ و القاي هاي ايمني  توسط سلول ژنهاي آنتي توپاپي

 .ميتواند مورد توجه قرار گيردطراحي دارو براي ايمني 
و  in vitroهاي  بر روشايمنوانفورماتيكي علاوه هاي   روش

in vivo هاي توپ آنتي ژن سلول نواحي اپي شناسايي در  
Bهاي و سلول T 16 ،13(موثر است( .  

از مقياسي ، 1990در سال  Tangaonkarو  koslarروش 
 انعطاف پذيري و دسترسي سطحي ،هتركيب هيدروفوبيسيت

 ،زاييايمنياين مقياس به نام تمايل ذاتي . نمايدميارائه 
توپ  بعنوان استاندارد طلايي در پيشگويي اپي ونامگذاري 

 ).17(درصد ميباشد 75معرفي شد كه دقت آن 
شامل  ،Bهاي  هاي شناسايي شده براي سلول توپ اپي

در اين هاي ليزين  درصد از كل توالي آمينواسيد5/12
 ،BCepreds(بررسي شده هاي  در تمام پايگاه. است  خانواده
IEDB (هاي  براي سلولپيشنهاد شده اي ه توپ اپيB  داراي
خاصيت  ديگر بعبارت .كمتر از نصف ميانگين بودند امتياز
از مجموع  .استضعيف  نيپروتئاين زايي ايمني
 MHCII هاي پيشنهاد شده براي اتصال به مولكول توپ اپي
 3تا 1توپ ارايه شده براي نرم افزار تنها  اپي 150از 
داراي ميل اتصال متوسط   A ،B،Cهاي  ليزينبراي توپ  اپي

هاي ارايه توپ  اپيساير  و MHCIIهاي  و بالا به مولكول
اتصال ضعيف  باتوجه به. شده داراي ميل اتصال كم بودند

گيرنده ه شده به ئهاي ارا توپ درصد از اپي 98بيش از
MHCII ، عنوان دارو  به هاستفادليزين، براي امكان انتخاب

  .يابد افزايش مي
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Abctract 

The genus Pseudomonas are considered as one of the most opportunistic and pathogenic 
microbes. Due to its high resistance to antibiotics, this bacterium has also encouraged 

the researchers to introduce alternative therapies, including phage therapy. Identification 
of the anti-Pseudomonadaceae phages and the evaluation of the lysine immunogenicity 
are considered here. 
 The physio-chemical features of the family of phages affecting the genus Pseudomonas 
was investigated using bioinformatic and immunoinformatic databases. The secondary 
and tertiary structures of the lysines and the capacity of antigenicity in the host cells 
were determined. The results showed that the three bacteriophage families; 
Siphoviridae, Myoviridae, and Podoviridae, with more than 90% abundance had the 
highest frequency among the bacteriophage families affecting the genus Pseudomonas. 
The lysine sequences showed immunity in only half of the total amino  acids with a 
numerial value of half of the threshold for B cells. 1% of amino acids had a strong 
affinity for MHC molecules those subjected to T cells.  Due to the low induction of the 
immune response by phage lysine, they can be a candidate as alternative therapies for 
antibiotic resistance. 
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