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Öz 

Giriş ve Amaç: Boğmaca hastalığına neden olan Bordetella pertussis aerob, gram negatif ve patojenik bir bakteridir. 

Boğmacayı önlemek için en iyi yol aşı uygulanmasıdır. Öldürülmüş B. pertussis bakterileri kullanılan etkili aşılardır, 

ancak bu aşıların birçok yan etkisi vardır.                              

Gereç ve Yöntemler: Rekombinant DNA teknolojisi yeni aşılar geliştirmek için farklı yazılımlar sunmuştur. In silico 

çalışmaları aşı keşfinin önemli bir parçası haline geldiğinden dolayı bu çalışmada B. pertussis’e karşı yeni epitop bazlı 

aşı tasarlanması ve analizi amaçlanmıştır. 

Bulgular: Tasarlanan aşının fizikokimyasal analizi sonucu aşının 53.718 kDa'lık bir molekül ağırlığına sahip 
olduğunu ve memeli hücrelerinde 20 saatten fazla, mayada 20 saatten fazla ve E. Coli' de ise 10 saatten fazla tahmini 

yarılanma ömrüne sahip olduğunu göstermiştir. Kararsızlık indeksi (37.64) ve alifatik indeksi (64.31) sonuçlarından 

aşının stabil yapıya sahip olduğu saptanmıştır. Hidropatisitenin değerinin  -0.765 olmasıyla aşının hidrofilik bir protein 

olduğunu ve suda çözünür olduğunu söyleyebiliriz. AllerTOP ve ToxinPred'den elde edilen sonuçlar aşının insanlar 

üzerinde toksik ve alerjenik etkileri olmadığını ortaya koymuştur. ProtParam ve pepCalc'ın sonuçlarına göre aday aşı 

suda çözünür ve transmembran helix’e sahip değildir, bu nedenle bu proteinin rekombinant DNA teknolojisi yollarıyla 

geliştirilmesi ve E. Coli' de ekspresyonu zor olmayacaktır. Docking analizinden elde edilen sonuçlar aşının-607.64 

skoru ile HLA-DRB10101'e maksimum afinite’ye sahip olduğunu ve bağışıklık sistemini uyarabildiğini göstermiştir. 

Sonuç: Aday aşı laboratuarda klonlanıp ve üretilebilir ve ayrıca aşının B. pertussis' e karşı etkinliği model 

hayvanlarında araştırılabilir. 

Anahtar kelimeler: Aşı, B hücre, Bordetella pertussis, epitop, HLA-DRB10101, T hücre.  

Abstract 
Objective: Bordetella pertussis is an aerobe, Gram negative, and pathogenic bacteria causes pertussis or whooping 

cough. Vaccination is the best way for preventing of pertussis. Killed bacterial cells are effective vaccines against B. 

pertussis, but these vaccines have many side effects.  

Materials and Methods: Recombinant DNA technology provides different software’s to develop new vaccines. 

Because silico studies have become a crucial part of the vaccines discovery, this study was aimed to design and 

analysis of new multi epitope based vaccine against B. pertussis. 

Results: Physicochemical analysis of new vaccine showed that our designed vaccine has a molecular weight of 53.718 

kDa with the estimated half-life of more than 20 hours in mammalian cells, greater than 20 hours in yeast, and greater 

than 10 hours in E. Coli. The result of instability index (37.64) and aliphatic index (64.31) showed that the vaccine is 

considered stable. Because the grand average of hydropathicity is -0.765 we can say the vaccine is a hydrophilic 

protein and it is soluble in water. The results obtained from AllerTOP and ToxinPred revealed that the vaccine does 
not have toxic and allergenic effects on humans. The result of ProtParam and PepCalc showed that candidate vaccine 

is soluble in water and does not have transmembrane helix, so the expression of this protein in  E. Coli won't be 

difficult in the development of the vaccine with recombinant DNA technology methods. The results obtained from 

docking revealed that the vaccine has maximum affinity to HLA-DRB10101 with the score of-607.64 and it can be 

stimulate immune response. 

Conclusion: The candidate vaccine could be cloned and expressed at the laboratory and the vaccine experiments using 

model animals should be performed to confirm the suitability of vaccine against B. pertussis. 
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1. Giriş 

Boğmaca hastalığı bulaşıcı ve akut bir solunum yolu 

enfeksiyonudur. En önemli semptomu ise uzun süren 

şiddetli öksürüklerdir.[1] B. pertussis’in neden olduğu 

boğmaca hastalığı solunum yolu enfeksyonlarına neden 

olur. Boğmaca hastalığı üç farklı klinik evreden oluşur: 

Kataral, paroksismal ve konvalasent faz. İlk devre olan 

kataral devre toplam 7-14 gün sürer. Bu devredeki 

semptoplar soğuk algınlığına benzer ve bu sebepten 

dolayı soğuk algınlığından ayırt edilemez. Bu ndönemde 
giderek hastalığın etkisi artar ve şiddetli öksürükler 

gözükür. Kataral devrede genelde ateş 38.5 oC’a kadar 

ulaşır ama bu değerden fazla olmaz. Daha sonra 

paroksismal faz başlar. Bu fazda öksürükle daha şiddetli 

olur ve mukusun nefes borusuna tıkanılmasıyla 

çıkarılması zor olur. Paroksismal fazda nefes borusundan 

mukusun temizlenmesiyle hava akciğerlere hızlıca ulaşır 

ve böylece enfeksiyon geçiren hastanın sesi ötme 

şeklinde olur. Bu sese ise boğmaca öksürüğü adı verilir.  

Öksürüklerin devamı kusmaya yol açar. Bu fazdaki 

semptomlar öksürükle birlikte lenfositozis, 
dehidratasyon, pneumothorax vb. Giderek öksürük ve 

kusmalar azalır ve üçüncü devre başlar. Bu evre ise 

konvalasent evresidir. Bu fazda bazen paroksismal faza 

ait semptomlar tekrar ortaya çıkabilir ama genelde 

hastalık giderek geçer ve hastanın iyileşmesi için birkaç 

hafta geçmesi gerekir.[2] 

B. pertussis’in neden olduğu Boğmaca hastalığı 6 aydan 

küçük bebeklerde daha çok etkilidir ve ölüme yol açabilir 

ama hastalık herhangi bir yaş gurubunda gözükebilir. 

Hastalıkta kullanılan antibiyotikler paroksismal fazda 

etkili olabilir.  Tedavi sürecinin uzun olması ve 

çocuklarda risk oluşturulmasından dolayı hastalığın 
kontrolü için aşı uygulanması en mantıklı yoldur.[3] 

Boğmaca vakaları daha çok Temmuz ile Ekim ayları 

arasında görülmektedir Birçok ülkede aşı yapılmasına 

rağmen hala hastalık birçok ülkede görülmekle birlikte 

hatta can kaybına da sebep olmaktadır. Ölümlerin 

bebeklerde %4’lerde olduğu saptanmıştır. [4-6] Aşıların 

yapılmasına rağmen enfeksiyonlar ve ölümlerin ortaya 

çıkmasından dolayı her zaman yeni nesil aşıların üretimi 

ve uygulanması düşünülmüştür. Aşılama, boğmacayı 

önlemek için en iyi yöntemdir. Öldürülen bakteri 

hücreleri B. pertussis' e karşı etkili aşılardır, ancak bu 
aşıların birçok yan etkisi vardır.[7] Rekombinant aşıların 

üretime geçmesinden önce in silico ortamda aşının 

tasarlanması ve farklı programlarla analiz edilmesi 

gerekir.[8] Yeni nesil aşılar Rekombinant DNA 

Teknolojisi ile elde edilerek daha güvenilir olmaları ve 

uzun süre insanları koruyabilmeleriyle ilgili araştırmalar 

vardır.[9-12] In silico (Bilgisayar Ortamı) çalışmaları aşı 

keşfinin önemli bir parçası haline gelmiştir.[13] Bu 

çalışmanın amacı boğmaca hastalığına karşı rekombinant 

aşı tasarımı ve dizayn edilen aşının farklı özelliklerini 

araştırmaktır.  
 

2.Materyal ve Metot 

B. pertussis bakterisine karşı aşı tasarımı için pertussis 

toxin subunit 1 (NCBI accession no:  VO_0011034), 

pertussis toxin subunit 2, (NCBI accession no: 

VO_0011037), pertussis toxin subunit 3 (NCBI 

accession no: VO_0011038), pertussis toxin subunit 4 

(NCBI accession no: VO_0011032)  chaperonin GroEL 

(NCBI accession no: VO_0011035)  ve filamentous 

hemagglutinin (NCBI accession no: VO_0011030) 

proteinleri kullanarak kimerik bir aşı tasarlanmıştır.  

Pertussis Toksini beş alt birimden oluşur. Toksinin 

moleküler ağırlığı 105 kDa’dır. Pertussis Toksini 

enfeksiyonun kolonizasyon aşamasında önemli bir 

virulans faktörüdür.[14] B. pertussis bakterisine ait 
Chaperonin GroEL proteini bakteride sentezlenen 

proteinlerin katlanmayan polipeptit zincirlerine 

bağlanarak veya yanlış katlanmış bölgelerin uygun 

katlanmasına sebep olur.[15] Filamentous 

hemagglutinin (FHA), B. pertussis 'in hücre yüzeyi 

proteinidir ve bakterinin yapışmasında görev alır. Bu 

protein boğmaca hastalığın oluşmasında önemli rol 

alır.[16] B lenfositlere ait epitoplar IEDB (2020)  ve 

ABCpred (2020)  veri tabanı kullanarak tasarlanmıştır. 

Bu çalışmada 0.35 eşiğinden daha yüksek epitoplar B-

hücresi epitop olarak seçilmiştir. Ayrıca MHC sınıf II'ye 
ait epitoplar ise Vaxign 2 Beta, PropredI ve IEDB veri 

tabanlarını kullanarak tasarlanmıştır. Çalışmada MHCII 

epitopları için hem dominant HLA’lar ve hem de resesif 

HLA’lar göz önünde bulundurulmuştur. Bu çalışmada 

HLA alelleri ile yüksek afinite (p <0.05 değerleri anlamlı 

olarak kabul edildi) gösteren epitoplar seçilmiştir ve 

antijenik puanı 0,6 üzerinde olan epitoplar seçilmiştir. 

[17,18] Daha sonra seçilen epitoplar bir araya 

getirilmiştir ve böylece bir protein yapısı 

oluşturulmuştur. Oluşan protein ’in 2.ve 3. Yapısı dikkate 

alınmıştır ve antijenisitesi VaxiJen programı kullanarak 

analiz edilmiştir.[19] Tasarlanan aşının sitotoksik ve 
alerjik riski Allertop ve Toksinpred programları ile analiz 

edilmiştir. Analiz sonucunda alerji riski taşıyan bölgeler 

aşının yapısından çıkarılmıştır ve tekrar antijenesite, 

toksisite ve alerjenik özelliği test edilmiştir. Bu üç test de 

başarılı olan epitoplar daha sonraki aşamalara tabi 

tutulmuştur. Tasarlanan proteinin yapısındaki aşı insan 

vücuduna girdikten sonra çözünür olması gerekir ve 

ayrıca çözünürlüğünün düşük olması bu aşıya ait genin 

E. Coli’ ye aktarılmasıyla bakteri tarafından 

ekspresyonunda ve saflaştırılmasında sıkıntıya sebep 

olabilir. İşte bu sebepten dolayı tasarlanan aşının su da 
çözünürlüğü hesaplanmıştır. [20,21] 

Aşı insan veya hayvan vücuduna enjekte edildikten bir 

süre stabil olması ve yapısının hemen bozulmamasına 

dikkat ederek aşının bu özellikleri ve moleküler ağırlığı 

Protparam programını kullanarak değerlendirilmiştir. Bu 

aşı Biyoteknolojik yöntemlerle bir konakçı tarafından 

üretilmek istenirse proteinin saflaştırılması aşamasında 

aşının izoelektrik noktası göz önünde bulundurmalı. Bu 

sebepten dolayı aşıya ait  izoelektrik noktası, alifatik 

indeksi ve aday aşının stabilitesi Paratparam ve Papcolc 

yazılımlarıyla analiz edilmiştir.[22] Aday aşının 2. 

Protein yapısı ve 3. Protein yapısı protparam ve SWIIS 
MODEL programlarıyla çizilmiştir. Daha sonra çizilen 

yapı farklı programlar kullanarak rafine edilmiştir. 

Rafine sonucunda elde edilen modellerin 3D inceltme 

(refine) puanı, GDT-HA puanı, GTD-TS, RMSD skoru 

http://www.ontobee.org/browser/rdf.php?o=VO&iri=http://purl.obolibrary.org/obo/VO_0011032
http://www.ontobee.org/browser/rdf.php?o=VO&iri=http://purl.obolibrary.org/obo/VO_0011035
http://www.ontobee.org/browser/rdf.php?o=VO&iri=http://purl.obolibrary.org/obo/VO_0011030


 

391 

 

ve MolProbite puanına göre en iyi model seçilmiştir. 

Seçilen modelin yapısında anormal aminoasitlerin olup 

olmadığını incelemek için Ramachandran analizi 

Procheck yazılımı ile yapılmıştır.[23]  

Tasarlanan aşının insan vücudunda etkili olup olmadığını 

incelemek için HEX protein protein docking (Hex 8.0.0) 

programı uygulanmıştır. Bu amaçla aşının MHCII'ye 

bağlanma afinitesi incelenmiştir. Bu çalışmada dominant 

MHC olarak bilinen HLA-DRB1 0101 seçilmiştir ve 

aşının HLA-DRB10101’e afinitesi incelenmiştir.[24] 
Bunun için PDB veri tabanından HLA-DRB10101'in 

moleküler yapısı alınmıştır ve MHCII’ye ait anormal 

atomlar NOTPAD++ programıyla MHC’nin yapısından 

çıkarılmıştır. Docking çalışmanın doğruluğunu ortaya 

koymak için bir defa da HEX programında kontrol olarak 

Bovin Serum Albumin (reseptör olarak) ile HLA-

DRB10101(ligand olarak) ’in docking’i yapılmıştır.[25]   

 

3. Bulgular 

Bu araştırmada pertussis toxin subunit 1 (NCBI 

accession no: VO_0011034), pertussis toxin subunit 2, 
(NCBI accession no: VO_0011037), pertussis toxin 

subunit 3 (NCBI accession no: VO_0011038), pertussis 

toxin subunit 4 (NCBI accession no: VO_0011032)  

chaperonin GroEL (NCBI accession no: VO_0011035)  

ve filamentous hemagglutinin (NCBI accession no: 

VO_0011030) proteinleri kullanarak bu proteinlere ait 

epitoplar seçilmiştir. Bu çalışmada B hücresi epitopları 

için 0.35 eşiği ve T hücresi epitopları için p <0.05 değeri  

 

Şekil 2. Tasarlanan aşıya ait T hücreleri epitopları 

 

 

Şekil 1. Tasarlanan aşıya ait B hücreleri epitopları 

 

baz alınmıştır ve bu değerlerin üzerindeki epitoplar 

seçilmiştir.  Daha sonra bu epitopların tek tek 

antijenesitesi, alerjene sitesi ve toksisitesi analiz 

edilmiştir alerjik veya toksik etkisi olan epitoplar yapıdan 

çıkarılmıiştır. Kimerik yapıda olan peptid aşısına ait 

antijenesite değeri 0.6707 idi (0.4 eşiğinin üstünde). 
Antijenesite değerinin 0.4’ün üstünde olması bu 

proteinin immünojen özelliğinin olmasını ortaya 

koymuştur. Oluşturulan peptid yapıdaki aşıda tekrar aynı 

analizler yapılmıştır ve böylece aşının alerjik ve toksik 

olmadığı tespit edilmiştir. Aşı tasarımında kullanılan b 

epitoları Şekil 1’de ve T epitopları ise Şekil 2’de 

gösterilmiştir. Aşı’nın toksisite analizi Şekil 3‘de 

gösterilmiştir 

 

 

 

 

 

 

http://www.ontobee.org/browser/rdf.php?o=VO&iri=http://purl.obolibrary.org/obo/VO_0011032
http://www.ontobee.org/browser/rdf.php?o=VO&iri=http://purl.obolibrary.org/obo/VO_0011035
http://www.ontobee.org/browser/rdf.php?o=VO&iri=http://purl.obolibrary.org/obo/VO_0011030
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Şekil 3. Tasarlanan aşının toksisite analizi 

Aday aşının fizikokimyasal özelliği protparam 

programında analiz edilmiştir. Boğmaca hastalıpan karşı 

tasarlanan aşının molekül ağırlığı 53.718 kDa olmuştur. 

Aday aşının yarılanma ömrü  memeli hücrelerinde 20 
saatten (>20 saat) fazla, mayada 20 saat ve E. coli’de ise 

10 saatten fazla (>10 saat) olmuştur. Tasarlanan aşının 

Kararsızlık endeksi 37,64 olarak ortaya çıkmıştır bu 

rakam aşının stabil olduğunu göstermektedir. Ayrıca 

alifatik endeks analizi sonucunda aşının alfalitik indeksi 

64.31 olarak ortaya çıkmıştır. Bu değer aday aşının 

sıcaklığa dayanaklığı özelliği ispatlanmıştır. Bu 

çalışmada tasarlanan aşıya ait hidropatisite (GRAVY) 

değeri -0.765 olmuştur, dolayısıyla peptid aşı hidrofilik 

bir proteindir ve su molekülleri ile etkileşime girebilir ve 

kolaylıkla çözünür. Bu çalışmada tasarlanan aday aşıya 

ait alpha helix değeri değeri 32.93% olmuştur (Şekil 4). 

SWISS-MODEL programı kullanarak aşının 3D yapısı 
çizilmiştir (Şekil 5) ve bu programdan elde edilen 

sonuçlara göre protein yapısındaki amino asitler normal 

bölgelerde yeralmıştır. 3D rafine yazılımı vasıtasıyla 

proteinin 3d yapısı rafine edilmiştir (Şekil 6) ve bu analiz 

sonucunda aşının 3D rafine skoru 8276, GDT-HA skoru 

0.980 ve GTD-TS skoru 1.000 olarak ortaya çıkmıştır. 

Bu değerler aday aşının yapısal stabilitesini 

açıklamaktadır. 

 

 

Şekil 4. Tasarlanan aşının alfa helix değerinin belirlenmesi 
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Şekil 5.  Tasarlanan proteinin 3D yapısı                                 Şekil 6. Tasarlanan aşının rafine analizi  

Çalışmanın devamında peptid yapısında yer alan 

aminoasitlerin anormal bölgelerde yer alıp almadıklarını 

analiz etmek için Ramachandran analizi uygulanmıştır 

(Şekil 7). Bu analiz sonucu amino asitlerden sadece 

1.2%’si anormal bölgelerde yer almıştır. Bu değer ise 

aday aşının stabil olduğunu kanıtlamıştır. Bu araştırmada 

tasarladığımız boğmaca aşısının sınıf II MHC (HLA-
DRB10101)'ye bağlanma afinitesi HEX protein protein 

docking programıyla (Hex 8.0.0) değerlendirilmiştir. Bu 

amaçla HLA-DRB1 * 0101'in 3D yapısı PDB veri 

tabanından elde edilmiştir ve ligand olarak programa 

yüklenmiştir. Daha sonra tasarladığımız aşı reseptör 

olarak programa tanıtılmıştır ve gerekli ayarlar 

yapıldıkdıktan sonra docking işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Çalışmanın doğruluğunu göstermek için aynı işlem bir 

kerede Bovin Serum Albumin proteini ile yapılmıştır. Bu 

çalışmadan elde edilen sonuçlara göre tasarladığımız 

aşının HLA-DRB10101’ye afinitesi -607.64 ve Bovin 
Serum Albumin’in affinitesi ise -65,30 olarak program 

tarafından belirlenmiştir (Şekil 8). Docking analizi 

sonuçlarına göre tasarlanan aşı kolaylıkla MHC-II’ye 

bağlanabilir ve bu bağlanma immün yanıta sebep olabilir.   

4. Sonuç 

Yapılan bu araştırmada boğmaca hastalığına karşı aşı 

tasarlanmıştır ve bu aşıya ait farklı analizler yapılmıştır. 

Bu çalışmada B. pertussis’ e ait antijenik özelliği olan 

farklı proteinler seçilmiştir ve B hücreleri epitopları ve T 

hücreleri epitopları birleştirerek kimerik bir aşı 

tasarlanmıştır. Aşının tasarımı ve analizinde farklı 

immünoinformatik programlar kullanılmıştır. En son 

olarak da tasarlanan aşının MHCII (HLA-DRB10101)’ye 

afinitesi HEX protein docking programıyla analiz 

edilmiştir. Bu araştırmada tasarlanan aşıya ait antijenik 
skorun 0.6707 olması bu aşının immünojenik özelliğe 

sahip olduğunu göstermektedir. Ayrıca aşı hem B 

hücreleri ve hem Sitotoksik T hücreleri tarafından 

kolaylıkla tanınabilir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 7. Tasarlanan aşıya ait Ramachandran analizi 

sonucu  

Şekil 8. Aşı adayın MHCII ile docking sonucu 

MHCII’ler ve B lenfositleri hücre dışı antijenleri 

tanımlayabilirler, bu sebepten dolayı bu çalışmada 

tasarlanan aşı MHCII ve B lenfosit’lere göre 

tasarlanmıştır. 
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Aday aşının kararsızlık endeksi 37.64  olarak ortaya 

çıkmıştır bu rakam 40’dan küçük olduğundan dolayı bu 

aşının stabil bir yapıya sahip olduğunu göstermektedir. 

Aşının moleküler ağırlığının 53.718 kDa olması bu aşının 

biyoteknolojik yollardan elde edilmesinin kolay 

olabileceğini kanıtlamıştır.[26]  Ayrıca alifatik endeks’in 

64.31 olması aşının termostabil olduğunu açığa 

çıkarmıştır. Bu özellik ise aşının saflaştırılmasını 

kolaylaştırır. GRAVY analizinden elde edilen -0.580 

değeri aşının hidrofilik bir protein olduğunu ve su da 
kolaylıkla çözüle bilirliğini göstermişti. Protparam ve 

PepCalc programlardan elde edilen verilere göre 

tasarladığımız aşı su da çözünür ve transmembrane 

helix’i yoktur, dolayısıyla klonlandığında ekspresyonu 

zorluğu olmayacaktır. Aşının su da çözünebilmesi 

immünojenik özelliğini artar.[27] Yapılan analizler 

sonucunda aşı insan vücudunda 20 saat den fazla stabil 

olduğu görülmektedir. Aşının uzun süre yapısını 

koruyabilmesi aşıya karşı fazla miktarda antibadi’nin 

salgılanmasına neden olur. Docking analizinden elde 

edilen sonuç aday aşının MHC-II’ye yüksek afinitesinin 
olması bu aşıya karşı immün sistemin yanıt 

oluşturabileceğini göstermektedir.  

Bu araştırmada farklı imünoinformatik programlar 

kullanarak peptid yapısında bir aşı tasarlanmıştır ve 
analizler sonucu aşının etkili olabileceğine karar 

verilmiştir. Tüm rekombinant aşıların üretilmesinden 

önce bilgisayar ortamında farklı testlerle incelenmesi 

gerekir. Docking analizinden elde edilen sonuçlar aday 

aşının MHC-II’ye karşı yüksek afiniteye sahip olduğu ve 

böylece immün yanıt oluşturabileceğini göstermektedir. 

Tasarlanan aşı E. Coli veya başka konakçı hücrelere 

aktarıldıktan sonra üretilip ve test edilebilir.  
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