MCBU SBED
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU DERGISI

MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITY JOURNAL OF INSTITUTE OF HEALTH SCIENCE
ISSN: 2147-9607

ARASTIRMA MAKALESI
RESEARCH ARTICLE
CBU-SBED, 2020, 7(3): 389 -394

Bogmaca Hastaligina Kars1 Yeni As1 Tasarim ve Analizi

Design and Analysis of New Vaccine Against Whooping Cough

Mostafa Norizadehtazehkand*

Farmasotik Biyoteknloji AD- Eczacilik Fakiitesi- Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi- Zonguldak- Tiirkiye.
mostafa_noorizadeh@yahoo.com
ORCID: 0000-0002-7688-7467
*Sorumlu Yazar / Corresponding Author: Sorumlu Yazar: Mostafa Norizadehtazehkand *

Gonderim Tarihi / Received: 26.04.2020
Kabul Tarihi / Accepted: 17.09.2020
DOI: 10.34087/cbusbed. 727094
Oz
Giris ve Amag: Bogmaca hastaligina neden olan Bordetella pertussis aerob, gram negatif ve patojenik bir bakteridir.
Bogmacay1 6nlemek i¢in en iyi yol as1 uygulanmasidir. Oldiiriilmiis B. pertussis bakterileri kullanilan etkili asilardr,
ancak bu agilarin birgok yan etkisi vardir.
Gerec ve Yontemler: Rekombinant DNA teknolojisi yeni agilar gelistirmek i¢in farkli yazilimlar sunmustur. In silico
calismalart as1 kesfinin 6nemli bir parcasi haline geldiginden dolay1 bu caligmada B. pertussis’e kars1 yeni epitop bazli
as1 tasarlanmasi ve analizi amag¢lanmustir.
Bulgular: Tasarlanan asinin fizikokimyasal analizi sonucu aginin 53.718 kDa'lik bir molekiil agirhigina sahip
oldugunu ve memeli hiicrelerinde 20 saatten fazla, mayada 20 saatten fazla ve E. Coli' de ise 10 saatten fazla tahmini
yartlanma dmriine sahip oldugunu gostermistir. Kararsizlik indeksi (37.64) ve alifatik indeksi (64.31) sonuglarindan
asinin stabil yapiya sahip oldugu saptanmistir. Hidropatisitenin degerinin -0.765 olmasiyla asinin hidrofilik bir protein
oldugunu ve suda ¢6ziiniir oldugunu soyleyebiliriz. AllerTOP ve ToxinPred'den elde edilen sonuglar aginin insanlar
iizerinde toksik ve alerjenik etkileri olmadigini ortaya koymustur. ProtParam ve pepCalc'in sonuglarina gore aday asi
suda ¢oziiniir ve transmembran helix’e sahip degildir, bu nedenle bu proteinin rekombinant DNA teknolojisi yollariyla
gelistirilmesi ve E. Coli' de ekspresyonu zor olmayacaktir. Docking analizinden elde edilen sonuglar aginin-607.64
skoru ile HLA-DRB10101'e maksimum afinite’ye sahip oldugunu ve bagisiklik sistemini uyarabildigini gostermistir.
Sonug¢: Aday asi laboratuarda klonlanip ve iretilebilir ve ayrica asimin B. pertussis' e karsi etkinligi model
hayvanlarinda arastirilabilir.
Anahtar kelimeler: Asi, B hiicre, Bordetella pertussis, epitop, HLA-DRB10101, T hiicre.
Abstract
Obijective: 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.
Keywords: Bordetella pertussis, B cell, epitope, HLA-DRB10101, T cell, vaccine,




1. Giris

Bogmaca hastalig1 bulasict ve akut bir solunum yolu
enfeksiyonudur. En 6nemli semptomu ise uzun siiren
siddetli oksiiriiklerdir.[1] B. pertussis’in neden oldugu
bogmaca hastaligi solunum yolu enfeksyonlarina neden
olur. Bogmaca hastaligi ii¢ farkli klinik evreden olusur:
Kataral, paroksismal ve konvalasent faz. ilk devre olan
kataral devre toplam 7-14 giin siirer. Bu devredeki
semptoplar soguk algmligina benzer ve bu sebepten
dolay1 soguk alginligindan ayirt edilemez. Bu ndénemde
giderek hastaligin etkisi artar ve siddetli Oksiiriikler
gozikiir. Kataral devrede genelde ates 38.5 °C’a kadar
ulasir ama bu degerden fazla olmaz. Daha sonra
paroksismal faz baglar. Bu fazda 6ksiiriikle daha siddetli
olur ve mukusun nefes borusuna tikanilmasiyla
¢ikarilmasi zor olur. Paroksismal fazda nefes borusundan
mukusun temizlenmesiyle hava akcigerlere hizlica ulasir
ve boylece enfeksiyon gegiren hastamin sesi Otme
seklinde olur. Bu sese ise bogmaca oksiiriigii ad verilir.
Oksiiriiklerin devami kusmaya yol acar. Bu fazdaki
semptomlar oksiiriikle birlikte lenfositozis,
dehidratasyon, pneumothorax vb. Giderek oksiiriik ve
kusmalar azalir ve iclincli devre baglar. Bu evre ise
konvalasent evresidir. Bu fazda bazen paroksismal faza
ait semptomlar tekrar ortaya cikabilir ama genelde
hastalik giderek gecer ve hastanin iyilesmesi i¢in birkag
hafta gegmesi gerekir.[2]

B. pertussis’in neden oldugu Bogmaca hastaligi 6 aydan
kiiciik bebeklerde daha ¢ok etkilidir ve 6liime yol agabilir
ama hastalik herhangi bir yas gurubunda goziikebilir.
Hastalikta kullanilan antibiyotikler paroksismal fazda
etkili olabilir. ~ Tedavi siirecinin uzun olmasi ve
cocuklarda risk olusturulmasindan dolayr hastaligin
kontrolii i¢in as1 uygulanmasi en mantikli yoldur.[3]
Bogmaca vakalarn daha ¢ok Temmuz ile Ekim aylar
arasinda goriilmektedir Birgok iilkede as1 yapilmasina
ragmen hala hastalik bir¢ok iilkede goriilmekle birlikte
hatta can kaybmna da sebep olmaktadir. Oliimlerin
bebeklerde %4’lerde oldugu saptanmistir. [4-6] Asilarin
yapilmasina ragmen enfeksiyonlar ve 6liimlerin ortaya
¢tkmasindan dolay1 her zaman yeni nesil asilarin tiretimi
ve uygulanmasi distnilmistir. Asilama, bogmacay1
onlemek icin en iyi yontemdir. Oldiiriilen bakteri
hiicreleri B. pertussis' e kars1 etkili asilardir, ancak bu
agilarin bir¢ok yan etkisi vardir.[7] Rekombinant agilarin
iiretime ge¢mesinden Once in silico ortamda asinin
tasarlanmas1 ve farkli programlarla analiz edilmesi
gerekir.[8] Yeni nesil asilar Rekombinant DNA
Teknolojisi ile elde edilerek daha giivenilir olmalar1 ve
uzun siire insanlart koruyabilmeleriyle ilgili arastirmalar
vardir.[9-12] In silico (Bilgisayar Ortami1) ¢alismalari ag1
kesfinin Onemli bir pargasi haline gelmistir.[13] Bu
¢alismanin amaci bogmaca hastaligina karsi rekombinant
as1 tasarimi ve dizayn edilen asinin farkli 6zelliklerini
aragtirmaktir.

2.Materyal ve Metot

B. pertussis bakterisine karsi ag1 tasarimi igin 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 as1 tasarlanmistir.
Pertussis Toksini bes alt birimden olusur. Toksinin
molekiiler agirhigi 105 kDa’dir. Pertussis Toksini
enfeksiyonun kolonizasyon agamasinda onemli bir
virulans faktoriidiir.[14] B. pertussis bakterisine ait
Chaperonin GroEL proteini bakteride sentezlenen
proteinlerin  katlanmayan  polipeptit  zincirlerine
baglanarak veya yanlis katlanmis bdlgelerin uygun
katlanmasina sebep olur.[15] Filamentous
hemagglutinin (FHA), B. pertussis 'in hiicre yiizeyi
proteinidir ve bakterinin yapigsmasinda gorev alir. Bu
protein bogmaca hastaligin olusmasinda 6nemli rol
alir.[16] B lenfositlere ait epitoplar IEDB (2020) ve
ABCpred (2020) veri tabam kullanarak tasarlanmistir.
Bu c¢alismada 0.35 esiginden daha yiiksek epitoplar B-
hiicresi epitop olarak secilmistir. Ayrica MHC simif II'ye
ait epitoplar ise Vaxign 2 Beta, Propredl ve IEDB veri
tabanlarim kullanarak tasarlanmigtir. Calismada MHCII
epitoplart i¢in hem dominant HLA’lar ve hem de resesif
HLA’lar gbz Oniinde bulundurulmustur. Bu ¢alismada
HLA alelleri ile yiiksek afinite (p <0.05 degerleri anlaml1
olarak kabul edildi) gosteren epitoplar secilmistir ve
antijenik puani 0,6 lizerinde olan epitoplar secilmistir.
[17,18] Daha sonra segilen epitoplar bir araya
getirilmistir ve  bOylece  bir protein  yapisi
olusturulmustur. Olusan protein ’in 2.ve 3. Yapisi dikkate
almmustir ve antijenisitesi VaxiJen programi kullanarak
analiz edilmistir.[19] Tasarlanan asinm sitotoksik ve
alerjik riski Allertop ve Toksinpred programlart ile analiz
edilmistir. Analiz sonucunda alerji riski tasiyan bolgeler
aginin yapisindan ¢ikarilmistir ve tekrar antijenesite,
toksisite ve alerjenik 6zelligi test edilmistir. Bu {i¢ test de
basarili olan epitoplar daha sonraki agamalara tabi
tutulmustur. Tasarlanan proteinin yapisindaki ag1 insan
viicuduna girdikten sonra ¢oziiniir olmasi gerekir ve
ayrica ¢oziiniirliigiiniin diisiitk olmast bu asiya ait genin
E. Coli’ ye aktarilmasiyla bakteri tarafindan
ekspresyonunda ve saflagtirilmasinda sikintiya sebep
olabilir. Iste bu sebepten dolay1 tasarlanan asimn su da
¢Ozlinlirligl hesaplanmustir. [20,21]

As1 insan veya hayvan viicuduna enjekte edildikten bir
slire stabil olmasi ve yapisinin hemen bozulmamasina
dikkat ederek asinin bu 6zellikleri ve molekiiler agirlig
Protparam programini kullanarak degerlendirilmistir. Bu
as1 Biyoteknolojik yontemlerle bir konakei tarafindan
iiretilmek istenirse proteinin saflastirilmasi asamasinda
asinin izoelektrik noktasi goz oniinde bulundurmali. Bu
sebepten dolay1 asiya ait izoelektrik noktasi, alifatik
indeksi ve aday asmin stabilitesi Paratparam ve Papcolc
yazilimlariyla analiz edilmistir.[22] Aday asmin 2.
Protein yapist ve 3. Protein yapisi protparam ve SWIIS
MODEL programlariyla ¢izilmistir. Daha sonra ¢izilen
yapr farkli programlar kullanarak rafine edilmistir.
Rafine sonucunda elde edilen modellerin 3D inceltme
(refine) puani, GDT-HA puani, GTD-TS, RMSD skoru
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ve MolProbite puanina gdre en iyi model se¢ilmistir.
Segilen modelin yapisinda anormal aminoasitlerin olup
olmadigmi incelemek i¢in Ramachandran analizi
Procheck yazilimi ile yapilmustir.[23]

Tasarlanan asmin insan viicudunda etkili olup olmadigini
incelemek i¢in HEX protein protein docking (Hex 8.0.0)
programi uygulanmistir. Bu amagla asinin MHClI'ye
baglanma afinitesi incelenmistir. Bu ¢calismada dominant
MHC olarak bilinen HLA-DRB1 0101 secilmistir ve
asinin HLA-DRB10101’e afinitesi incelenmistir.[24]
Bunun i¢in PDB veri tabanindan HLA-DRB10101'in
molekiiler yapist alimmistir ve MHCII’ye ait anormal
atomlar NOTPAD™ programiyla MHC’nin yapisindan
¢ikartlmigtir. Docking calismanin dogrulugunu ortaya
koymak i¢in bir defa da HEX programinda kontrol olarak
Bovin Serum Albumin (reseptdr olarak) ile HLA-
DRB10101(ligand olarak) *in docking’i yapilmistir.[25]

3. Bulgular

Bu arasgtirmada 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 se¢ilmistir. Bu ¢aligmada B hiicresi epitoplari
icin 0.35 esigi ve T hiicresi epitoplari i¢in p <0.05 degeri

Sekil 2. Tasarlanan astya ait T hiicreleri epitoplart
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VAGEDYQAEQRATIDVGQTKDPARLQVGGGVKGTLNQDAAQA | NFYG
SKEEQYYDYEDATF GIIKDAPPGAGF
FGAPTVTKDGVS KTGQPAADHYY
ASKTSDNAGDGTTTA PYEVT
CQVGSSNSAFVSTSSSRR GAAASSPDAH
KHWAGGGSEFSV LKRPGSSP
LFTQQGGAYGRCPNGTR TTLGPKGR
KPVTTSKEIA VITVEDGKSLE
SISANSDAS INSPEKQVAAL

Sekil 1. Tasarlanan asiya ait B hiicreleri epitoplari

baz alimistir ve bu degerlerin iizerindeki epitoplar
secilmistir. Daha sonra bu epitoplarin tek tek
antijenesitesi, alerjene sitesi ve toksisitesi analiz
edilmistir alerjik veya toksik etkisi olan epitoplar yapidan
cikartlmiistir. Kimerik yapida olan peptid asisina ait
antijenesite degeri 0.6707 idi (0.4 esiginin {stlinde).
Antijenesite degerinin 0.4’tin istiinde olmast bu
proteinin immiinojen &zelliginin olmasim1  ortaya
koymustur. Olusturulan peptid yapidaki asida tekrar ayni
analizler yapilmistir ve bdylece aginin alerjik ve toksik
olmadig tespit edilmistir. As1 tasariminda kullanilan b
epitolar1 Sekil 1’de ve T epitoplar1 ise Sekil 2’de
gosterilmistir. Asi’nin  toksisite analizi Sekil 3°‘de
gosterilmistir
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Peptides Scanned from Qriginal Protein

Sekil 3. Tasarlanan asinin toksisite analizi

Aday asinin fizikokimyasal Ozelligi  protparam
programinda analiz edilmistir. Bogmaca hastalipan kars1
tasarlanan asinin molekiil agirligi 53.718 kDa olmustur.
Aday asinin yarilanma 6mrii memeli hiicrelerinde 20
saatten (>20 saat) fazla, mayada 20 saat ve E. coli’de ise
10 saatten fazla (>10 saat) olmustur. Tasarlanan asinin
Kararsizlik endeksi 37,64 olarak ortaya c¢ikmistir bu
rakam asmin stabil oldugunu gostermektedir. Ayrica
alifatik endeks analizi sonucunda aginin alfalitik indeksi
64.31 olarak ortaya ¢ikmistir. Bu deger aday asinin
sicakliga dayanakligi ozelligi  ispatlanmistir. Bu
calismada tasarlanan asiya ait hidropatisite (GRAVY)
degeri -0.765 olmustur, dolayisiyla peptid as1 hidrofilik
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bir proteindir ve su molekiilleri ile etkilesime girebilir ve
kolaylikla ¢6ziiniir. Bu ¢alismada tasarlanan aday asiya
ait alpha helix degeri degeri 32.93% olmustur (Sekil 4).
SWISS-MODEL programi kullanarak aginin 3D yapisi
cizilmistir (Sekil 5) ve bu programdan elde edilen
sonuglara gore protein yapisindaki amino asitler normal
bolgelerde yeralmistir. 3D rafine yazilimi vasitasiyla
proteinin 3d yapisi rafine edilmistir (Sekil 6) ve bu analiz
sonucunda aginin 3D rafine skoru 8276, GDT-HA skoru
0.980 ve GTD-TS skoru 1.000 olarak ortaya ¢ikmustir.
Bu degerler aday asmin yapisal stabilitesini
agiklamaktadir.

Sekil 4. Tasarlanan aginin alfa helix degerinin belirlenmesi
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Sekil 5. Tasarlanan proteinin 3D yapisi

Calismanin devaminda peptid yapisinda yer alan
aminoasitlerin anormal bolgelerde yer alip almadiklarin
analiz etmek i¢in Ramachandran analizi uygulanmigtir
(Sekil 7). Bu analiz sonucu amino asitlerden sadece
1.2%’si anormal bolgelerde yer almistir. Bu deger ise
aday asinin stabil oldugunu kanitlamistir. Bu arastirmada
tasarladigimiz bogmaca agisinin simif II MHC (HLA-
DRB10101)'ye baglanma afinitesi HEX protein protein
docking programiyla (Hex 8.0.0) degerlendirilmistir. Bu
amagla HLA-DRB1 * 0101'in 3D yapis1 PDB veri
tabanindan elde edilmistir ve ligand olarak programa
yiiklenmistir. Daha sonra tasarladigimiz asi reseptor
olarak programa tamtilmistir ve gerekli ayarlar
yapildikdiktan sonra docking islemi gerceklestirilmistir.
Calismanin dogrulugunu gostermek igin ayn1 islem bir
kerede Bovin Serum Albumin proteini ile yapilmistir. Bu
calismadan elde edilen sonuglara gore tasarladigimiz
asinin HLA-DRB10101’ye afinitesi -607.64 ve Bovin
Serum Albumin’in affinitesi ise -65,30 olarak program
tarafindan belirlenmistir (Sekil 8). Docking analizi
sonuglara gore tasarlanan agt kolaylikla MHC-II"ye
baglanabilir ve bu baglanma immiin yanita sebep olabilir.

4. Sonug

Yapilan bu arastirmada bogmaca hastaligina kars1 as1
tasarlanmistir ve bu asiya ait farkli analizler yapilmistir.
Bu caligmada B. pertussis’ e ait antijenik 6zelligi olan
farkli proteinler se¢ilmistir ve B hiicreleri epitoplari ve T
hiicreleri  epitoplar1  birlestirerek kimerik bir as1
tasarlanmigtir. Aginin tasarimi ve analizinde farkli
immiinoinformatik programlar kullanilmigtir. En son
olarak da tasarlanan asimin MHCII (HLA-DRB10101)’ye
afinitesi HEX protein docking programiyla analiz
edilmistir. Bu aragtirmada tasarlanan agiya ait antijenik
skorun 0.6707 olmasi bu asinin immiinojenik 6zellige
sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica as1 hem B
hiicreleri ve hem Sitotoksik T hiicreleri tarafindan
kolaylikla taninabilir.

Sekil 6. Tasarlanan aginin rafine analizi
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Residues in most favoured regions [AB.L] 62 76.5%
Residues in additional allowed regions [ablp] 17 21.0%
Residues in generously allowed regions [~a~b~l-p] | 12%
Residues in disallowed regions 1 1.2%

Sekil 7. Tasarlanan asiya ait Ramachandran analizi
sonucu

Cluster: 1 Solution:
Etotal: -607.64 Esha

pdels: 0:0 H-Bonds: -1 Bumps:
607.64 Eforce: 0,00 Eair: 0.00

1 RMS: -1.00

Sekil 8. As1 adaymn MHCII ile docking sonucu

MHCII’ler ve B lenfositleri hiicre dist antijenleri
tanimlayabilirler, bu sebepten dolaytr bu ¢alismada
tasarlanan as1 MHCII ve B lenfosit’lere gore
tasarlanmistir.
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Aday asimin kararsizlik endeksi 37.64 olarak ortaya
¢ikmigtir bu rakam 40°dan kiigiik oldugundan dolay1 bu
asinin stabil bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir.
Asimin molekiiler agirliginin 53.718 kDa olmasi bu asinin
biyoteknolojik yollardan elde edilmesinin kolay
olabilecegini kanitlamistir.[26] Ayrica alifatik endeks’in
64.31 olmasi asmin termostabil oldugunu agiga
¢ikarmigtir. Bu 0Ozellik ise asmin saflastirilmasini
kolaylastirir. GRAVY analizinden elde edilen -0.580
degeri asinin hidrofilik bir protein oldugunu ve su da
kolaylikla ¢oziile bilirligini gostermisti. Protparam ve
PepCalc programlardan elde edilen verilere gore
tasarladigimiz as1 su da ¢oziinlir ve transmembrane
helix’i yoktur, dolayisiyla klonlandiginda ekspresyonu
zorlugu olmayacaktir. Asmin su da ¢ozinebilmesi
immiinojenik 6zelligini artar.[27] Yapilan analizler
sonucunda as1 insan viicudunda 20 saat den fazla stabil
oldugu gorilmektedir. Asinin uzun siire yapisini
koruyabilmesi asiya karsi fazla miktarda antibadi’nin
salgilanmasia neden olur. Docking analizinden elde
edilen sonug aday agimin MHC-II’ye yiiksek afinitesinin
olmast bu asiya karst immiin sistemin yanit
olusturabilecegini gostermektedir.

Bu aragtirmada farkli imiinoinformatik programlar
kullanarak peptid yapisinda bir as1 tasarlanmistir ve
analizler sonucu asmin etkili olabilecegine karar
verilmistir. Tiim rekombinant asilarin iretilmesinden
once bilgisayar ortaminda farkli testlerle incelenmesi
gerekir. Docking analizinden elde edilen sonuglar aday
asiin MHC-II"ye kars yiiksek afiniteye sahip oldugu ve
bdylece immiin yanit olusturabilecegini gostermektedir.
Tasarlanan a1 E. Coli veya bagka konakg¢i hiicrelere
aktarildiktan sonra tiretilip ve test edilebilir.
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