
 انفورماتيک سلامت و زيست پزشکی مجله    

 مرکز تحقيقات انفورماتيک پزشکی    

 1398، 140-151 ص. دوم شماره ششمدوره    

 
 

 

های محاسباتی( برای  الطیف بهینه شده با روش ژن وسیع پیشرفته واکسن کُبرا )آنتیی آنالیز و طراح

 سفالوس ریپینس ج میکروپولوسو  آنولاتوسهای  معدی کنه Bm86پروتئین 

 

2رنجبر یمهد، محمد1یمیغلامرضا کر
 4ستاد زدانی، سجاد 3یاحمد ینائبعل ،*

  :5/11/1397دریافت مقاله   :22/2/1398پذیرش مقاله 

:های محاسباتی( برای  الطیف بهینه شده با روش سیعژن و پیشرفته واکسن کبُرا )آنتیی آنالیز و طراح. سجاد ستاد زدانی،  ینائبعل ی، احمد یمهد محمد ، رنجبر غلامرضا یمیکر ارجاع

 .140-51 (:2)6؛ 1398 انفورماتیک سلامت و زیست پزشکی . مجلهسفالوس ریپیجنس  میکروپولوسو  آنولاتوسهای  معدی کنه Bm86پروتئین 
 

 رانیکرج، ا ،یکشاورز جیآموزش و ترو ،قاتیسازمان تحق ،یراز یساز واکسن و سرم قاتیتحقمؤسسه  ار،یاستاد ،یشناس انگل یتخصص یدکتر .1

 رانیکرج، ا ،یکشاورز جیآموزش و ترو قات،یسازمان تحق ،یراز یساز واکسن و سرم قاتیسسه تحقؤم ار،یاستاد ،یشناس یمنیا یتخصص یدکتر. 2

 نرایتهران، ا ،یبهشت دیشه یدانشگاه علوم پزشک ،یراپزشکیاستاد، دانشکده پ ،یشناس انگل یتخصص یدکتر .3

 رانیکرج، ا ،یکشاورز جیآموزش و ترو قات،یسازمان تحق ،یراز یساز واکسن و سرم قاتیسسه تحقؤم ،یشناس کروبیم یتخصص یدکتر. 4

  یراز یساز واکسن و سرم قاتیسسه تحقؤم ،یکشاورز جیآموزش و ترو قات،یسازمان تحق،  کرج ل:ئونویسنده مس *

 026 -  34570038 :شماره تماس  Email: mm.ranjbar.phd@gmail.com 

 مقاله پژوهشی  

شوند.  ایجاد بیماری در حیوانات و همچنین انسان می دری ا حظهملا ضررهای اقتصادی قابل سبب سفالوس ریپیهای کنه  گونه مقدمه:

Bm86 از نظر جغرافیائی جدا از هم،  سفالوس ریپیهای  های گونه باشد توالی آن در بین جدایه که یک پروتئین معدی کاندید واکسن می
 .های نوترکیب است دلیل اصلی کاهش اثربخشی و شکست واکسن ومتغیر 

ردیف و اصلاح  هم، استخراج آنولاتوسو  میکروپولوس سفالوس پییر های انگل های توالیاین مطالعه بیوانفورماتیکی  در روش:

ها جهت طراحی  گذاری تاکسون تبندی و علام گروه. سپس ها ترسیم شد درخت فیلوژنتیک برای آنو پذیری  یدند. سپس نمودار تغییرگرد
و  سازی مدلسنی کُبرا آنالیزهای کهای وا صورت گرفت. همچنین بر روی توالیاجدادی  و ، مرکز درخت ژن کُبرا واکسن تکاملی، آنتی

 رفت.نهی انجام گ هم آزمون بر

 351و  276تا  270،  181تا  177های  در حدود آمینواسید به ترتیب پذیری ، بیشترین تغییریآنولاتوسو  میکروپولوسدر دو گونه  نتایج:

ردیفی مجدد و بدست  توالی نیز جهت هم 12توالی به عنوان توالی مناسب جهت طراحی واکسن تکاملی و  6مشاهده گردید.  352تا 
های  در شاخه آنولاتوس سفالوس ریپی. از سوی دیگر توالی مربوط به ژن کُبرا استفاده گردید طراحی آنتی د توافق جهتتوالی مور نآورد

 . ADQ19687، به جزء توالی میکروپولوس سفالوس ریپی BM86های  خواهری بوده و بیشتر به یکدیگر شبیه بودند تا به توالی
و  AJE29931 ،AJE29932های  نای مرکز درخت و اجدادی نیز به ترتیب از توالیهای انتخابی جهت طراحی واکسن بر مب توالی

ATW75472 های  و توالیATW5476 ،ADM86722 ،ACZ55133  .معرفی شدند 

در  جایگزین بهتریتر و  تر، مقرون به صرفه الطیف توانند وسیع می Bm86ای مبتنی بر روش کُبرا برای  واکسن ضد کنه گيري:نتيجه

 های نوترکیب فعلی باشند. واکسن با مقایسه
 

 ، واکسن، کُبراآنولاتوس ،میکروپولوس، سفالوس ریپی کنه ها:كليدواژه
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مقدمه
 بوافیلههوسیهها بهها نههام قههدیمی آن  سههفالوس ریپههیهههای  کنههه
(Rhipicephalus or Boophilus)خهوار   ههایی خهون   ، کنه

توانند سبب ایجهاد خسهارات اقتصهادی     باشند که می اجباری می
زا از جمله  سالانه میلیون دلاری و انتقال برخی از عوامل بیماری

منطق توسهعه واکسهن   . [1،2] ها گردند اپلاسما به دامبابزیا و آن
ای بر اساس ایهن مشهاهده اسهت کهه در      ژن کنه مبتنی بر آنتی

حیوانهات بهه    از خصوصهی  های به گیری مجدد گونهقرارمعرض 
وردن موفهق  آدست ه کنه در ب ییگزش کنه منجر به عدم توانا

ای که تحت عنهوان   شود، پدیده غذای خونی در این حیوانات می
ایهن  . [3] شهود  ( نامیهده مهی  Tick immunityایمنهی کنهه )  

 مکهرر  یهها  حیوانات افزایش حساسیت را به کنه بعهد از گهزش  
های بها   طور ناقص محافظتی را علیه پاتوژن دهند و به نشان می
 .[4] دهند ای نشان می عامل کنه

در کهاهش   Bm86ثری از واکسن نوترکیهب  ؤنتایج بسیار م   
 واسطه عهدم تغذیهه    به Rhipicephalus microplusتعداد 

دست آمده است که منجر بهه عهدم   ه موفق انگل ب )غذاخوری(
. شهود  مهی  oviposited eggs گیری مناسب و کاهش در وزن

د انتقهال  نه توان هها مهی   همچنین مطالعات نشان داده این واکسن
( را کهاهش  bovisخصهو  گونهه    های مختلف بابزیا )به هگون
رو تنها واکسن تجاری ضد وکتوری ثبت شهده   از این. [5] دهند

ژن  آنتهی  های دامپزشکی، بر اسهاس  ها در بین واکسن علیه کنه
Bm86  معهههههههدیRhipicephalus microplus 

(Boophilus microplusاست ) [5،6] .صورت   این واکسن به
TickGARD Plus  مریکای آدر بازار در دسترس است و در

اسهت   ن دادههمچنین مطالعات نشا. [7] شود لاتین استفاده می
بهر روی غهذاخواری در سهایر     Bm86واکسهن مبتنهی بهر     که
، Rhicephalus annulatus :های مختلف کنهه نظیهر   گونه

Rhipicephalus decoloratus ،Hyalomma 

anatolicum  وHyalomma dromedarii  در گاو ایمن
کهه ایهن    انهد  اما مطالعاتی نیز نشهان داده  ؛ثر بوده استؤشده م

 Ixodesدر کنتههرل جمعیههت R. microplus موفقیههت در

ricinus  ،Amblyomma cajennense، 
Ambylomma variegatum  وRhipicephalus 

appendiculatus امهروزه در فرآینهد   . [3] ثر نبهوده اسهت  ؤم
بودن، آلرژنسیتی و تمرکز پاسخ  خطر تولید واکسن به دلایل بی

گردد که قادر به تولید  های نوترکیب استفاده می واکسن از ایمنی
 .[8] طور اختصاصی باشند پاسخ ایمنی علیه پاتوژن مورد نظر به

 ههای  وریآ فهن  با در دست داشتن اطلاعات کافی، دسترسی به
نهدی شهده و ابزارههای    ب ههای طبقهه   جدید شناسایی، الگهوریتم 

ای که مناطقی با تغییر بالا را در پروتئین بررسی کهرده   محاسبه
با احتمهال بهالا    تقریباً ،کنند بینی می و توالی مورد توافق را پیش

هها را   های حاصل برآیند دسته داده توالی توان توالی یا توالی می
های  ها و سوش نژ مورد نظر شناسایی کرد و به آنتی در پروتئین

 واکسن مناسب دست یافت.
ههههای  تهههوان بههها روش ههههای متعهههددی را مهههی واکسهههن   

 تههوان بههه ایمونوانفورماتیههک طراحههی کههرد و از آن جملههه مههی
یها پپتیهدهای    توپیهک، اپیتوپیهک   اپی توپی )پلی های پلی واکسن

ههای   (، واکسهن mosaic vaccinesمتصل شده به یکدیگر( )
هههای پپتیههدی   ن(، واکسههmosaic vaccinesمههوزائیکی )

(peptide vaccines) سهازی   الاثهر بهینهه   های وسیع ژن آنتی
ههههای محاسهههباتی یههها بهههه اختصهههار کُبهههرا  شهههده بههها روش

(computationally optimized broadly reactive 

antigen(s) (COBRA)-based design سیسهههتم ،)
 evolutionary vaccine designطراحی واکسن تکاملی )

systemوش طراحهی واکسهن   . ر[9] نام برد ...ای و  ( و شجره
ههای   ترین روش مبتنی بر اصول کُبرا یکی از جدیدترین و قوی

ههای متغیهر و    برای اجرام و پهروتئین  ن مخصوصاًطراحی واکس
های اخیهر توانسهته بهه توسهعه      باشد که در سال میبسیار متغیر 

 .[10] مناسبی دست یابد
 Centralizedز شهده ) های متمرک طراحی واکسن با توالی   

sequencesز:نهد ا ا گیرد کهه عبهارت   ( با سه روش صورت می 
، روش COT (center-of-the-treeروش مرکز درخهت یها )  

 the mostک یا ترین جد مشتر نزدیک( )ancestralی )اجداد

recent common ancestor ) و روش مهههورد توافهههق
(Consensusزیشهن  ترین آمینواسیدی که در ههر پو  ( )معمول

در بین ایهن سهه روش مهورد     [10] شود( یا روش کُبرا یافت می
دههد و در ایهن مطالعهه از ایهن      توافق نتایج بهتری را ارائه مهی 

نوترکیب کُبهرا   ژن روش جهت طراحی و مهندسی پروتئین آنتی
واکسهن و مصهار     آل جههت  صورت ایهده  با قابلیت استفاده به
 .شدتشخیصی استفاده 

 

روش
ردیفتیهتاوهت بنتديتتلا یها،دستتهآوريدادهجمع

هاتلا ی

کامل مربوط به پروتئین  های توالیهای بیوانفورماتیکی  با روش 
Bm86 ( از پایگههههههاه دادهNational center for 
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Biotechnology Information )NCBI بهههه نشهههانی 
(http://ncbi.nlm.nih.gov/ )بندی شهدند.   برداشت و دسته

 T-coffeeسهرور   Clustal w2سپس با استفاده از الگوریتم 

 Bioedit  7.7.9ردیفی قرار گرفته و نتایج در برنامهه  مورد هم

. ایهن اصهلاحات   مورد نیاز قرار گرفت ش و اصلاحاتمورد پیرای
)مشهخص نبهودن آمینواسهید در آن     Xشامل ترمیم نقاط واجد 

ها  ها بود. همچنین توالی نقطه( و کامل نبودن برخی نقاط و گپ
ههای نهاقص کوتهاه حهذ  و نقهاط بها        طول گردیده، توالی  هم
 ردیفی مبهم اصلاح گردیدند. هم

هايتغييرپذیريترسي منحنی

،  The Shannon entropy analysis از روش
Simpson index  وWu-Kabat variability 

coefficient    جهههت ارزیههابی تغییرپههذیری و یههافتن نههواحی
در . [11] دشدگی در میان توالی استفاده شه  پذیر/محافظت جهش

این میان روش شانون نسبت به دو روش دیگر واجد حساسهیت  
بیشتری اسهت. سهرور ایهن آنهالیز تغییرپهذیری تهوالی در یهک        

ردیههف دندگانههه تههوالی را بهها اسههتفاده از معیارهههای تغییههر  هههم
 کند. گیری می اندازه

پيشگلیینلاحیگليکلزیليشنوسيگنالپپتيد

  N-Linked)گلیکوزیلیشههن   Nبههرای پیشههگوئی نههواحی  

Glycosylation Sites ) که از تغییرات بعد از ترجمه بر روی
زایی پهروتئین نقهش بسهزائی دارد، از     ها بوده و در ایمن پروتئین

اسهههتفاده گردیهههد.  NetNGlyc 1.0 Serverامکانهههات 
ثری در ؤطهور مه   توانهد بهه   گلیکوزیلیش این نواحی پروتئین مهی 

ا و در مسیر پهردازش  ه بادی )آنتی افزایش پاسخ ایمنی اختصا 
MHC  [12] ثر باشدؤ( م1کلاس. 

بنتدي،تفستيروانتبتا ترسي درختفيللژنی،گتروه

هاتلا ی

)آخهرین   MEGA Xردیهف شهده در برنامهه     های هم توالی   
( وارد شده، با استفاده از MEGA 8یا  MEGAنسخه برنامه 

  Maximumنمههههایی ) روش آمههههاری حههههداک ر درسههههت 

Likelihood-ML آزمههون درخههت ،)Bootstrap  و تکههرار

 (Jones-Taylor-Thornton)انتخابی  ، مدل جایگزینی100
 JTT ورد آنالیز قرار گرفت. همچنین در پیرایش پی از درخت م

 .[13] دذ  کامل بوحصورت   های واجد گپ و ناقص به قسمت
( Tree Inferenceدر ادامه گزینه انتخابی استنتاج درخهت )   

 -ML Heuristic، Nearestی هههههها در میهههههان روش

(Nearest-Neighbor-Interchange)NNI  بوده و درخت
 انتخاب شد. NJ/BioNJبا روش   ML اولیه برای

 سپس از هر خوشه از درخت توالی به نمایندگی جههت طراحهی  
  ههای  ین بها تفسهیر درخهت تهوالی    نسل کُبرا انتخاب شد. همچن

ههای   ای )سهوش  های تکهاملی و شهجره   مناسب ساخت واکسن
 های نوظهور( انتخاب شدند. اجدادی و سوش

(Consensusدستآوردنتلا یملردتلافق)هب

ردیف و پیرایش شده با استفاده از روش حهد آسهتانه    توالی هم  
(Threshold ( و اک ریهت )Majority تکهرار )  رزیهابی  مهورد ا

ههای انتخهابی در    قرار گرفته و توالی مورد توافق برای سرخوشه
 دست آمد.  درخت فیلوژنی به

سازيانرژيواعتبارسنجیساختارسهسازي،بهينهمدل

بعديپروتئين

(Basic Local Alignment Search Tool) 
BLASTP [14]  وPSI-BLAST [15]   در پایگههاه مرجههع

جههت انتخهاب   ( PDB- Protein Data Bankن )پهروتئی 
بعهدی   بهترین الگو )توالی همولوگوس( و طراحهی سهاختار سهه   

(3D)BM86  هومولههوژی  سههازی همسههان بههه روش مههدل(
نتخاب الگو معیارهایی نظیر حهد  گردد. در ا مدلینگ( استفاده می

وط بههه انگسههتروم مربهه 3تههر از  نییپهها( resolution) یههز تم
، شباهت 3/0تر از  نییپا  R-valueکریستالوگرافی اشعه ایکس،

ین یپها  E-valueدرصد الگو با توالی مورد مطالعهه و   35بالای 
شود. همچنین که توالی مهورد ههد  )تهوالی آلهل( و      اعمال می

ردیفهی سهاختاری مناسهبی بها      الگوی انتخاب شهده واجهد ههم   

 RMSD (Root-mean-square deviationهای ) ارزش

کهارگیری ایهن نکهات سهبب افهزایش اعتبهار و        ین باشند. بهیپا
ترین  ردیفی نزدیک شود. بعد از هم سازی می پذیری مدل اطمینان

توالی پیدا شده این توالی با توالی مورد تحلیهل در ایهن مطالعهه    
جههت سهاخت    Phyreردیفی قرار گرفتهه و از برنامهه    مورد هم
وی الگو اسهتفاده گردیهد. جههت    بعدی و فضایی از ر ساختار سه

سهازی انهرژی و    هها، بهینهه   بعهدی پهروتئین   نمایش ساختار سهه 
 Chimera UCSF ههای  ها از امکانات برنامه اعتبارسنجی آن

  SwissPdbviewer 4( http://spdbv.vital_it.ch) و
 .شدگیری  بهره
پروتئین اولیه و پروتئین ثانویه حاصهل از تهوالی مهورد توافهق       
(Consensus   بهها اسههتفاده از امکانههات برنامههه اینترنتههی )I-

TASSER  ه سهازی قهرار گرفتهه سهپس بها برنامه       مورد مهدل
Chimera 1.11 سازی انرژی بررسی  از نظر ساختاری و بهینه

سههازی شههده از نظههر   گردیههد. سههپس ایههن دو سههاختار مههدل  
 (plot Ramachandran) اعتبارسنجی از پلات رامادانهداران 

 .[16] درار گرفتنمورد ارزیابی ق
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هتاي(پروتئينSuperimposeلپرایمپلز)بره نهی،س

هايكُبراژناو يهباآنتی

مشهکلات سهاختاری    جلهوگیری از  موفقیهت و  جهت افهزایش  
 روتئین طراحی شده، در این مرحلهه دو سهاختار مهدل اولیهه و    پ

ردیفهی   بایست با هم جور شهده و مهورد ههم    ثانویه پروتئین می
قهرار گیرنهد. ایهن امهر      Superimposeبعدی( یا  فضایی )سه

جهت بررسی واقعی بودن و عهدم انحهرا  پهروتئین از ماهیهت     
واسهطه تغییهر غیرهدفمنهد     ی ناخواسته بهیاصلی و تغییرات فضا

شدگی و زیرسهاختار دوم آلفها، بتها و     توالی از نظر خمش و صا 
جهت ایهن    Chimera UCSFکویل است. از امکانات برنامه

 .شدامر استفاده 
ییهايفضاتلپیاپییپيشگل

ژن  ی برای پروتئین اولیه و آنتییهای فضا توپ در این مرحله اپی
 و DiscoTope ،Elliproکُبههرا بهها اسههتفاده از سههرورهای    

BCpro عنهوان   های تکرار شهده در دنهد سهرور بهه     توپ اپی و
 های نهایی انتخاب شدند. توپ اپی
 

نتایج
 یر و محافظت شدهپذ های تغییرپذیری یافتن نواحی جهش پلات

، < 2/0Hدر مطالعات حاضر، بر اسهاس الگهوی روش شهانون    
6/0 D>  15و  مپسههونیسدرvariability> وو-در کابههات 
عنهوان   عنوان مناطق متغیر و مناطق کمتهر از ایهن آسهته بهه     به

 دشهون  مناطق نیمه حفاظت شده و محافظهت شهده فهرض مهی    
ته و وو کمتههرین حساسههیت را داشهه-(. پههلات کابههات1)شههکل 
تههری از  مشههابه هههای شهانون و سیمپسههون نتههایج نسهبتاً   پهلات 

 دهند. بر این اساس پروتئین تغییرپذیری را به یکدیگر نشان می
BM86   در دو گونهههه میکروپولهههوس و آنولاتهههوس از کنهههه
 Semi hyperسهههفالوس، بیشهههترین تغییرپهههذیری ) ریپهههی

variability  تها   270، 181تها   177( در حدود آمینواسهیدهای
مشههاهده گردیههد. البتههه    352تهها   351)متغیرتههرین( و  276
و  374تها   77هها در دامنهه    های متغیر تهوالی  قسمت یطورکل به
تا  549، 476، 400های منفرد نظیر  و برخی ناحیه  635تا  560
به این نواحی متغیر و ثابت در طراحی . اند قرار داشته 528، 502

د. در واقع نواحی متغیهر  بایست با نگاه ویژه توجه کر واکسن می
ژن  زایی در ساخت واکسن است که طراحهی آنتهی   نواحی دالش

 .سازد مشکل آن نواحی را مرتفع می

فيللژنیمل کل یدرشناساییستلشواكستينالو

ژنكُبراآنتی
که در ایهن   خوشه قابل تفریق وجود دارد 5 (2)شکل  در درخت
رسهد   نظهر مهی    هب ،ساس اطلاعات قابل تفسیر درختامیان بر 
، AJE29931 ،AJE29932های با شماره دسترسی  توالی

ACZ55133 ،ABY58965 ،ATW75467 ،
ADM86722  و( انههد شههده مشههخص ▲)کههه بهها علامههت 

)تههوالی نوظهههور ایههن پههروتئین(   AAW72947 همچنههین
عنههوان تههوالی مناسههب جهههت طراحههی واکسههن تکههاملی و   بههه

، ADQ19687هههههای بهههها شههههماره دسترسههههی  تهههوالی 
AJE29929 ،AJE29926 ،AJE29934 ،
AJE29951 ،AJE29941 ،ATW75472، 

ADQ19680، ACA57829 ،AAW31854 ،
AAU95763  وAAW72958  بههها)مشهههخص شهههده 

توالی مورد  ندست آورده ردیفی مجدد و ب ( جهت هم●علامت 
ژن کُبرا استفاده گردید. همچنین توالی  توافق جهت طراحی آنتی

های خواهری بوده و  در شاخه ولاتوسآن سفالوس ریپیمربوط به 
 BM86ههای   بیشتر بهه یکهدیگر شهبیه بودنهد تها بهه تهوالی       

 ADQ19687جهزء تهوالی    ، بهه میکروپولهوس  سفالوس ریپی
مریکها جهدا   آهای جنوب تگهزاس   که از کنه میکروپولوسگونه 
 است. شده

همچنین جهت طراحی واکسن یا سوش واکسینال بر مبنهای     
هههای  ( از تههوالیof tree COT-Centerمرکههز درخههت ) 

AJE29931 ،AJE29932  وATW75472 .استفاده برد 
  Commonهمچنین بر اساس طول شاخه از جد مشهترک )    

ancestorهههههای  تههههوان تههههوالی  ( مههههیATW5476 ،
ADM86722 ،ACZ55133  وAJE29931 عنوان   به را

-ANCکاندیههدهای واکسههن یهها سههوش واکسههن اجههدادی )  

Ancestral کرد.( معرفی 
دسهته جههت    هاستفاده از درخت فیلهوژنی و انتخهاب نماینهد      
ژن واکسینال کُبرا  وردن توالی آنتیآدست ه ردیفی مجدد و ب هم

به سمت خاصهی بهه سهبب تکهرر برخهی       biasجهت کاهش 
 است. ...خصو  و   هی جداسازی از یک ناحیه بها توالی
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مينلاسيدهايآشمارهXمحلر .BM86ووبرايپروتئين-هايشانلن،سيمپسلنوكاباتازروشترسي پلاتتغييرپذیريبااستفاده:1شکل

است وو-شانلن،سيمپسلنوكاباتنمایانگرنتایجآنایزتغييرپذیريپلاتYكندومحلرپروتئينرامشبصمی



ژنملردتلافقواكسنكُبراآنتیندستآوردهب
دسهت   واکسن کُبرا انتخهابی بهه   نژ ردیفی مجدد آنتی پس از هم

مده با ترکیهب روش حدآسهتانه و اک هرت تکهرار بهرای گونهه      آ

 :ترتیب زیر بود جهت ساخت واکسن به آنولاتوس 

>Consensus Seq. Rhipicephalus annulatus 

MRGIALFVAAVSLIVECTAESSICSDFGNEFCRNAECEVVPGAEDDFVCKCPRDNMYFNAAEKQCE

YKDTCKTRECSYGRCVESNPSKASCVCEASDDLTLQCKIKNYATDCRNRGGTAKLRTDGIGATCDC

GEWGAMNKTTRNCVPTTCLRPDLTCKDLCEKNLLQRDSRCCQGWNSPKCSAADSYCSPGSPKGPD

GQCKDACTKEAGFVCKHGCRSTDKAYECTCPRGFTVAEDGITCKSIPYTGGCTaEQKQTCRPTEsCR

VHtGKVLCECPWNQHLVGDKCIGDCVdNKCHEEFTDCGVYMNRQSCYCPWKSRKPGPNVNINECL

LNEYYYTVSFTPNISLDSDHCDWYEDRVLEAIRTSIGKEVFKVEILNCTQDIKARLIAEKPLSNHVLR

KLQCEHPIGEWCMMYPKLLIKKNSATEIEEENLCDSLLKNQEAAYKGQNKCVKVDNLFWFQCADG

YTTTYEMTRGRLRRSVCKAGVSCNENEQLECTNKGQICVYENGKANCQCPPDTKPGEIGCIERTTC

NPKEIQECQDKKLECVYKNHKAECKCPDDRECSREPAKDSCSEEDNGKCQSSGQRCVMENGnAVC

KEKSEATTAATATTKAKnkDPDPGKSSAAAVSATGLLLLLAATSVTAASL 
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واکسن کُبرا  ژن ردیفی مجدد آنتی همچنین توالی انتخابی در هم
آستانه و اک رت برای  مده با روش ترکیبی حدآدست   انتخابی به

 :به ترتیب زیر بود میکروپولوسگونه 

 

 
>ConsensusSeq. Rhipicephalusmicroplus 

MRGIALFVAAVSLIVECTAESSICSDFGNEFCRNAECEVVPGAEDDFVCKCPRDNMYFNAAEKQCE

YKDTCKTRECSYGrCVeSNPSKaSCVCEASDdLTLQCkIKNDyATDCRNrGGTAKLRTDGFIGATCDC

GEWGAMNkTTRnCVPTTCLRPDLTCKDLCEKNLLQRDSRCCQGWntanCSAAPPADSYCSPGSPKGP

DGQCKNACrTKEAGFVCKHGCRSTDKAYECTCPrGfTVAEDGITCKSIsYtvsCTVEQKQTCRpTEdCR

VqkGtVLCECPWNQHLVGDtCIsDCVdkKCHEEFmDCGVYMNRQSCyCPWKSRKPGPNVNINECLLN

EYYYTVSFTPNISlnSDHCDWYEDRVLEAIRTsIGKEVFKVEILNCTQDIKARLIAEKPLSNHVLRKLQ

ACEHPIGEWCMMYPKLLIKKNSATEIEEENLCDSLLKNQEAAYKGQNKCVKVDNLFWFQCADGYT

TTYEmTRGRLRRSVCKAGVSCNENEQLECAdKGQICVYENGKANCQCPPDTKPGEIGcIERTTCNPK

EIQECQDKKLECVYKNHKAECKCPDgHECSREPAKDSCSEEDNGKCQSSGQRCVMENGKAVCKeK

SEATTAATTTTKAKDKDPDPGKSSaAAVSATgLLLLLAATSVTAASL 







مدل سهگليکلزیليشن، اعتبارسنجیسازي و بعدي
Bm86
 N-Linked)گلیکوزیلیشن با استفاده از امکانات   Nنواحی

Glycosylation Sites )و NetNGlyc 1.0 Server 
. ارائه شد )الف و ب( 3 های محاسبه گردید. نتایج در شکل

 گلیکوزیلیشن-Nدهار ناحیه در  ،طور که مشخص است همان
ترین  وجود داشته که قوی آنولاتوس سفالوس ریپیژن کُبرا آنتی

ترین  با سه امتیاز م بت و ضعیف (NKTT)139 دینواسیآمدر 
 .الف( 3)شکل  ( بودNISL) 342در ناحیه 

های دسته داده نیز پنج  در پروتئین اولیه در یکی از توالی   
 سفالوس ریپی BM86گلیکوزیلیشن در پروتئین -Nناحیه در 

 141ترین در آمینواسید  که قوی وجود داشت میکروپولوس
(NKTTبا سه امتیاز م بت و ضعیف )  ترین در ناحیه
(NCSA )182( ،NISL)348  382و (NCTQبود ) شکل( 
 (.ب 3
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.(Maximum Likelihood method)نماییكارگيريروشحداكثردرستآنا يزفيللژنیمل کل یبابه:2شکل
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ی مبتنهی  ینمها  روش حداک ر درست  تاریخچه تکامل با استناد به
  logیده شده است. درخهت واجهد   شک JTTبر مدل ماتریکس 

شهیده شهده   بهه تصهویر ک   (-59/5324) ی حداک ریینما درست
ههای مهرتبب بها ههم      معنی تاکسهون  است. درصد درخت، که به

. ها نشهان داده شهد   باشد، در نزدیکی شاخه بندی شده می خوشه
طور خودکار بها   به heuristicهای اولیه برای جستجوی  درخت

( Neighbor-Joinهای اتصال همسایه ) به کارگیری الگوریتم
ستفاده از مهدل  ابا  ای از یک ماتریکس جفتی فاصله BioNJو 

JTT ی ینمها  و سپس توپولوژی با درسهت  تخمین زده شدlog 

آمینواسید طول توالی انتخاب شهده از   648تر انتخاب شد.  ارجح
 .سته داده جهت ترسیم درخت بودتوالی در د 77

 
 

 

 
درمنحنی) (وپل لسميکرآنللاتلس)ا ف(وسفا لسریپیژنكُبراگليکلزیليشنآنتی-Nنتایجآنا يز:3شکل



ساختارمدل سلپرایمپلز و اعتبارسنجی سازي،

بعديپروتئيناو يهوثانلیهكُبراسه
پروتئین انتخابی جهت راماداندران پلات برای پروتئین اولیه 

و  سازی بود موفقیت در مدل % 7/90 میکروپولوس سفالوس ریپی
 % 60دل حدود در هر دو م .بود % 8/83 ژن کُبرا در مورد آنتی

سازی  مدل Phyreبا برنامه  نانیاطم % 100مینواسیدهای با آ
یابی به پروتئین غیرطبیعی از  اند. برای جلوگیری از دست شده

اولیه و با نظر ساختار، متفاوت از نظر ساختار کلی با پروتئین 
ژن طراحی و  فولدها نامتعار  سوپرایمپوز ساختار اولیه و آنتی

 ورت هاختار صهس نهی )سوپرایمپوز( دو مهرا برهمهندسی شده کُب

 
ردیفی  تطابق دو ساختار )و در واقع همگرفت. ارزیابی میزان 

 RMSDمربعات  میانگین ساختاری( بر اساس انحرا  جذر

ها( است که هر ده  کربن اسکلت اصلی پروتئین )عموماً برای
 هدهند نشان ،تر باشد این عدد بر اساس انگستروم کودک

در مقایسه بین این  RMSDیکی بیشتر دو ساختار است. نزد
دهد با  که نشان می دنهی ش اتم برهم 324در  4/0دو پروتئین 

اما  ؛دارد که تفاوت آمینواسیدی بین این دو پروتئین وجود این
و ساختار و  حاکم استها  بین آن ی نیزشباهت کلی ساختار

 (.4باشد )شکل  ژن واکسن کُبرا قابل اعتماد می فولدینگ آنتی
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ژنكبُرا)بهرنگآبی(طراحیوآنتیميکروپل لسسفا لسریپینهی)سلپرایمپلز(دوساختارمدلشدهپروتئيناو يه)بهرنگقرمز(بره :4شکل

شدهآن

 

گيريونتيجهبحث
خوار انسان، حیوانات  های خارجی خون عنوان انگل ها به کنه

وند که علاوه بر ایجاد خسارات ش اهلی و وحشی شناخته می
خونی، مسمومیت و فلجی، در  کاهش وزن، کم :مستقیم نظیر

زای عفونی )نظیر  های مختلف، قادر به انتقال اجرام بیماری دام
باشند.  ویروسی، ریکتزیایی و انگلی( به موجودات مختلف می

امروزه با توجه به مضرات مصر  مواد شیمیایی، از جمله ایجاد 
های سموم، توجه خاصی به واکسیناسیون  مانده باقیو  مقاومت
شک تهیه یک  بی. [17] ها معطو  گردیده است ها علیه کنه دام

 باشد  می کاراواکسن مناسب در گرو انتخاب پروتئین مناسب و 
 ای کنه که بتواند به قدر کافی سیستم ایمنی را علیه آلودگی

های  جزء نخستین ژنوم بوافیلوسژنوم کنه  .[18] تحریک نماید
های نوین تهیه  یابی شده و با تکنولوژی ای بوده که توالی کنه

همچنین . [18،19] واکسن مورد پایش قرار گرفته است
جهت مصار  مختلف نظیر اهدا   بوافیلوسهای کنه  پروتئین

بیوانفورماتیک و  ساخت دارو و واکسن مورد توجه تحقیقات
توان به  اند که از آن جمله می ایمونوانفورماتیک قرار گرفته

 .[18،20] ای کنه اشاره کرد های روده پروتئین
روش از  یا رمجموعهیزعنوان  های کُبرا )به نسل واکسن   

بادی قوی،  های متمرکز شده( سبب تحریک پاسخ آنتی توالی
 ههب Universalسن ههوان واکهعن الطیف به یعهذیر و وسهپ دوام

  
متغیر شد و این روش ابتدا های بسیار  خصو  در مورد پروتئین

)نظیر آنفولانزا، ایدز های بسیار متغیر  های ویروس برای پروتئین
در این از این رو  .[10،21،22] ( معرفی گردیدCو هپاتیت 
های متغیر انگلی از این  برای اولین بار در پروتئین مطالعه

و برای پروتئین  شدتکنولوژی طراحی و مهندسی استفاده 
BM82  که  آنولاتوسو  میکروپولوس سفالوس ریپیدو کنه

ژن و  طراحی آنتیبه گونه اخیر بومی ایران است با موفقیت 
نتایج گلیکوزیلیش حاکی گلیکوزیلیش  .نمود سوش واکسن

ژن  طبیعی و مناسب پروتئین جهت افزایش ایمونوژنسیتی آنتی
 است.

در مطالعه حاضر از ابزارهای گوناگون و پیشرفته    
مقایسه دو پروتئین یا  ایمونوانفورماتیک و بیوانفورماتیک

ر (، مستقل از توالی و بSequenceتوالی ) بر اساس ها پروتئین
( یا بر اساس سایر Structureاساس ساختار )

( Other properties/features) ها ات/ویژگیخصوصی
. در روش مستقل از توالی و بر اساس ساختار استفاده گردید

ها  نهی یا سوپرایمپوز شده و پروتئین پروتئین بر هم بعدی سه
( در نظر گرفته شد Rigid bodiesهای سخت ) صورت بدنه به

 RMSDسازی بر اساس  رد امتیازدهی کمی و بهینهو عملک

های  مانده ها( است و تنها باقی ماندههای باقی )فواصل میان اتم
در . [23] شوند نهی استفاده می ردیف شده جهت برهم هم
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های طراحی شده بر مبنای کُبرا این مرحله بررسی  واکسن
ژن با ساختار فضائی نزدیک به پروتئین اولیه  جهت نیل به آنتی

طبیعی پروتئین ضروری  یها فولدینگ یختگیر هم بهو عدم 
 است.

تا به حال دندین تحقیق ایمونوانفورماتیکی بر روی    
در  TSOL18تئین پرو :ها نظیر های ایمونوژن انگل پروتئین
 Apical) یرأس، پروتئین غشاء Taenia solium کرم

Membrane Antigen1(AMA-1))  در انگل
Plasmodium vivax پروتئین انکوسفر ،EG95  در

و  Echinococcus granulosusسستودهای 
Echinococcus Multilocularis صورت گرفته است 

های توالی متمرکز شده و  با این وجود تا به حال از روش. [18]
 اده نشده است.خصو  نسل کُبرا جهت طراحی واکسن استف به
تواند سبب توسعه و شناخت  در کل نتایج این تحقیق می   

زای  های نوترکیب پیشرفته در مبارزه با اجرام بیماری واکسن
های  های نوینی را در استفاده از تکنولوژی انگلی شده و راه

جدید بیوانفورماتیک در پیشگیری از بروز بیماری و شناخت 
 واکسن مهیا سازد. نال جهت ساختیهای واکس سوش



تعارضمنافع
موسسه تحقیقهات واکسهن و سهرم سهازی     این پژوهش توسب 

همچنین فاقد هر گونهه   .حمایت و پشتیبانی گردیده است رازی
 .باشد تمالی میحمنافع ا ضتعار




 

References  
1. Taheri M, Nabian S, Ranjbar M, Mazaheri Nezhad 

R, Gerami Sadeghian A, Sazmand A. Study of 

vitellogenin in Boophilus annulatus tick larvae and its 

immunological aspects. Trop Biomed 2014;31(3):398-

405. 

2. Jongejan F, Uilenberg G. The global importance of 

ticks. Parasitology 2004;129 Suppl:S3-14. doi: 

10.1017/S0031182004005967 

3. Coumou J, Wagemakers A, Trentelman JJ, Nijhof 

AM, Hovius JW. Vaccination against Bm86 

Homologues in Rabbits Does Not Impair Ixodes ricinus 

Feeding or Oviposition. PLoS One 

2015;10(4):e0123495. doi: 

10.1371/journal.pone.0123495.  

4. Narasimhan S, Deponte K, Marcantonio N, Liang X, 

Royce TE, Nelson KF, et al. Immunity against Ixodes 

scapularis salivary proteins expressed within 24 hours 

of attachment thwarts tick feeding and impairs Borrelia 

transmission. PLoS One 2007;2(5):e451. 

doi:10.1371/journal.pone.0000451 

5. Willadsen P, Riding GA, McKenna RV, Kemp DH, 

Tellam RL, Nielsen JN, et al. Immunologic control of a 

parasitic arthropod. Identification of a protective 

antigen from Boophilus microplus. J Immunol 

1989;143(4):1346-51. 

6. Gough JM, Kemp DH. Localization of a low 

abundance membrane protein (Bm86) on the gut cells 

of the cattle tick Boophilus microplus by immunogold 

labeling. J Parasitol 1993;79(6):900-7. doi: 

10.1016/j.ttbdis.2015.06.002 

7. de la Fuente J, Almazan C, Canales M, Perez de la 

Lastra JM, Kocan KM, Willadsen P. A ten-year review 

of commercial vaccine performance for control of tick 

infestations on cattle. Anim Health Res Rev 

2007;8(1):23-8. doi:10.1017/S1466252307001193 

8. Ranjbar MM, Gupta SK, Ghorban K, Nabian S, 

Sazmand A, Taheri M, et al. Designing and modeling 

of complex DNA vaccine based on tropomyosin 

protein of Boophilus genus tick. Appl Biochem 

Biotechnol 2015;175(1):323-39. doi: 10.1007/s12010-

014-1245-z. 

9. Ranjbar MM, Ataei Kachooei S, Ahmadi NA, 

Ghorban K, Motedayen MH, Motamed N. Novel 

Antibody informatics knowledge in therapeutic-drug 

discovery and diagnosis. Veterinary Researches & 

Biological Products 2018;31(1):2-15. doi: 

10.22092/vj.2017.110460.1306 

10. Giles BM, Ross TM. A computationally optimized 

broadly reactive antigen (COBRA) based H5N1 VLP 

vaccine elicits broadly reactive antibodies in mice and 

ferrets. Vaccine 2011;29(16):3043-54. doi: 

10.1016/j.vaccine.2011.01.100. 

11. Keyvani H, Ahmadi NA, Ranjbar MM, Ataei 

Kachooei S, Ghorban K, Dadmanesh M. 

Immunoinformatics Study of Gp120 of Human 

Immunodeficiency Virus Type 1 Subtype CRF35_AD 

Isolated from Iranian Patients. Archives of Clinical 

Infectious Diseases 2016; 11(4). doi: 

10.5812/archcid.36270 

12. Wolfert MA, Boons GJ. Adaptive immune 

activation: glycosylation does matter. Nat Chem Biol. 

2013;9(12):776-84. doi: 10.1038/nchembio.1403.  

13. Kumar S, Stecher G, Li M, Knyaz C, Tamura K. 

MEGA X: Molecular Evolutionary Genetics Analysis 

across Computing Platforms. Mol Biol Evol 

2018;35(6):1547-49. doi: 10.1093/molbev/msy096. 

14. Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, 

Lipman DJ. Basic local alignment search tool. J Mol 

Biol 1990;215(3):403-10. doi:10.1016/S0022-

2836(05)80360-2 

15. Altschul SF, Madden TL, Schaffer AA, Zhang J, 

Zhang Z, Miller W, et al. Gapped BLAST and PSI-

BLAST: a new generation of protein database search 

programs. Nucleic Acids Res 1997;25(17):3389-402. 

doi:10.1093/nar/25.17.3389 

16. Lovell SC, Davis IW, Arendall WB, de Bakker PI, 

Word JM, Prisant MG, et al. Structure validation by 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jh

bm
i.c

om
 o

n 
20

25
-0

7-
05

 ]
 

                            10 / 12

https://dx.doi.org/10.22092/vj.2017.110460.1306
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24231619
https://doi.org/10.1016/S0022-2836\(05\)80360-2
https://doi.org/10.1016/S0022-2836\(05\)80360-2
https://jhbmi.com/article-1-378-en.html


 دوم،شمارهشش دوره،1398تابستانمجلهانفلرماتيکسلامتوزیستپزشکی

 

150                       151-140 ):2(6; 2019 Informatics Biomedical and Health of Journal 

 

Calpha geometry: phi,psi and Cbeta deviation. Proteins 

2003;50(3):437-50. doi:10.1002/prot.10286 

17. Willadsen P. Anti-tick vaccines. Parasitology. 

2004;129 Suppl:S367-87. doi: 

10.1017/S0031182003004657 

18. Ranjbar MM, Nabian S, Taheri M, Nikbakhat GR, 

Nikpei A. Immunoinformatic Survey of Boophilus 

Tick Tropomyosin Protein. Journal of Veterinary 

Research 2014; 69(4): 335–45. 

19. Bellgard MI, Moolhuijzen PM, Guerrero FD, 

Schibeci D, Rodriguez-Valle M, Peterson DG, et al. 

CattleTickBase: an integrated Internet-based 

bioinformatics resource for Rhipicephalus (Boophilus) 

microplus. Int J Parasitol 2012;42(2):161-9. doi: 

10.1016/j.ijpara.2011.11.006. 

20. Ranjbar MM, Ahmadi NA, Ghorban K, Ghalyanchi 

Langeroudi A, Dadmanesh M, Amini H-R, Sedighi 

Moghaddam B. Immnoinformatics: Novel view in 

understanding of immune system function, databases 

and prediction of immunogenic epitopes. Koomesh 

2015; 17(1): 18–26. Persian 

21. Wong TM, Allen JD, Bebin-Blackwell AG, Carter 

DM, Alefantis T, DiNapoli J, et al. Computationally 

Optimized Broadly Reactive Hemagglutinin Elicits 

Hemagglutination Inhibition Antibodies against a Panel 

of H3N2 Influenza Virus Cocirculating Variants. J 

Virol 2017;91(24). pii: e01581-17. doi: 

10.1128/JVI.01581-17.  

22. Carter DM, Darby CA, Johnson SK, Carlock MA, 

Kirchenbaum GA, Allen JD, et al. Elicitation of 

Protective Antibodies against a Broad Panel of H1N1 

Viruses in Ferrets Preimmune to Historical H1N1 

Influenza Viruses. J Virol 2017;91(24). pii: e01283-17. 

doi: 10.1128/JVI.01283-17.  

23. Kufareva I, Abagyan R. Methods of protein 

structure comparison. Methods Mol Biol 

2012;857:231-57. doi: 10.1007/978-1-61779-588-6_10. 

 












 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jh

bm
i.c

om
 o

n 
20

25
-0

7-
05

 ]
 

                            11 / 12

https://jhbmi.com/article-1-378-en.html


 

 

 
Journal of Health and Biomedical Informatics 

      Medical Informatics Research Center 

              2019; 6(2): 140-151 

 
 

 

Analysis and Professional Designing of COBRA (Computationally Optimized 

Broadly Reactive Antigen) Vaccine for Bm86 midgut Protein of R. microplus 

and R. annulatus Ticks 

 
Ranjbar Mohammad Mehdi

1
*, Karimi Gholamreza

2
, Ahmadi Naebali

3
, Yazdansetad Sajjad

4
 

 
 Received: 25 Jan, 2019    Accepted: 12 May, 2019 

 Citation: Ranjbar MM, Karimi GR, Ahmadi N, Yazdansetad S. Analysis and Professional Designing of COBRA (Computationally 

Optimized Broadly Reactive Antigen) Vaccine for Bm86 midgut Protein of R. microplus and R. annulatus Ticks. Journal of Health 

and Biomedical Informatics 2019; 6(2): 140-51. [In Persian] 

 

1. Ph.D in Parasitology, Assistant Professor in Parasitology, Razi Vaccine and Serum Research Institute, Agricultural Research, 

Education and Extension Organization (AREEO), Karaj, Iran 

2. Ph.D in Immunology, Assistant Professor, Razi Vaccine and Serum Research Institute, Agricultural Research, Education and 

Extension Organization (AREEO), Karaj, Iran 

 3. Ph.D in Parasitology, Professor, Faculty of Paramedical Sciences, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

4. Ph.D in Microbiology, Razi Vaccine and Serum Research Institute, Agricultural Research, Education and Extension Organization 

(AREEO), Karaj, Iran  

*Correspondence: Razi Vaccine and Serum Research Institute, Agricultural Research, Education and Extension Organization 

(AREEO), Karaj, Iran 

 Tel: 026-34570038     Email: mm.ranjbar.phd@gmail.com 

Original Article 

 

Introduction: The cattle tick Rhipicephalus spp. causes significant economic losses due to diseases in 

animals and human. Bm86 is a midgut protein and vaccine candidate, which its sequences among the 

isolates of Ripsephalus spp are geographically separated, variable, and are the main reason for 

reducing effectiveness, and subsequently, the failure of the recombinant vaccines. 

Method: In this bioinformatics study, the sequences of R. microplus and R. annulatus were retrieved, 

aligned, and edited. Then, the variation plot and phylogenetic tree were constructed. Afterwards, 

grouping and taxa marking for designing evolutionary vaccine, COBRA antigen, center of tree and 

ancestral were done. Also, over COBRA vaccine sequences, modeling analysis and superimpose test 

were done. 

Results: In both R. microplus and R. annulatus, the most variable region were residues 177-181, 270-

276, and 351-352, respectively. 6 sequences were selected as appropriate sequences for design of 

evolutionary vaccine, and 12 for the realignment of and achieving sequences for design of COBRA 

antigen. On the other hand, R. annulatus sequences were in sister branches and more similar to each 

other compared to Bm86 protein sequences in R. microplus except ADQ19687. The sequences 

selected for vaccine design based on the center of tree and ancestral, were AJE29931, AJE29932, and 

ATW75472, and ATW5476, ADM86722, ACZ55133 sequences, respectively.  

Conclusion: Anti-tick COBRA-based vaccines of Bm86 could be more cost-effective and better 

alternative with broader spectrum, compared to the commonly used recombinant vaccines. 

 

Keywords: Rhipicephalus, Microplus, Annulatus, Vaccine, COBRA 
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