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 چکیده

 ،در صنعت داممتعدد  های مالیعلاوه بر ایجاد خسارتکه است انسان و دام در سراسر جهان  نیمشترک ب یهایماریب نیترعیاز شا یکی یسبروسلوز ه:مقدم

بودن حساسیت و ویژگی در راندمان تشخیص و همچنین کم بودن  بودن دلیل بالا توپی، بهاپیهای چند ژنامروزه آنتی .اندازدیبه خطر منیز سلامت انسان را 
 یبا هدف طراححاضر  یمطالعهاز این رو،  کاربرد زیادی دارند.، ویژه الایزاهای تشخیص سرولوژیک به های منفرد در روشژنهزینه تولید در مقایسه با آنتی

 . انجام شد بروسلوزیس انسانی صیتشخبه منظور  یتوپیژن چند اپیآنت یکیوانفورماتیب

ژنی ویژگی آنتی ها باتوپاپی پس از شناساییاستفاده شد.  BP26و  Omp16 ،Omp25های ژنتوپی، از آنتیاپیژن چند به منظور طراحی آنتی: روش کار 

مورد بررسی ها آنژنی ( به یکدیگر متصل شدند. سپس خواص فیزیکوشیمیایی و آنتیEAAAKی مناسب )دهندهها توسط اتصالتوپژن، اپیاز هر آنتی بالا
توالی به توپی ژن چند اپیآنتی یاسـیدآمینوپس از تبدیل توالی  .شد یابیارز ،ی ساختار ذکر شدهاعتبارسنجو  یبعدساختار سه بینی پیش قرار گرفت. در ادامه

 .)+( وارد شد a23pETوکتور  گرفت و درانجام سازی توالی بهینه ،نوکلئیک اسید

 قابل توجه است.  یژنسیتهتوپی طراحی شده، پایدار، دارای قابلیت انحلال و آنتیژن چند اپیهای بیوانفورماتیک نشان داد آنتینتایج حاصل از بررسی: هایافته

نظر  بروسلوزیس در صیتشخ به منظور دوارکنندهیام نهیگز کی تواندی طراحی شده میتوپیچند اپ ژنیکه آنت دهدیما نشان م یهاافتهی  :گیرینتیجه

 وجود دارد. یشگاهیآزما هایروش قیاز طر شتریب یبه اعتبارسنج ازیآن، ن ییکارآ دییتا یحال، برا نیبا ا گرفته شود،

 

 بروسلوزیس، تشخیص سرولوژی بیوانفورماتیک، توپی،اپیهای چندژنآنتی واژگان کلیدی:

  

 مقدمه
 نیترعیاز شا یک( یBrucellosis)بیماری تب مالت یا بروسلوز 

 شیکه هر سال ب استانسان و دام بین مشترک  یعفون یهایماریب
در  تب مالت. شوندیبه آن مبتلا م اینفر در سراسر دن هزار ۵00از 
 ییو نازا یمیعق ر،یش دیتولمیزان کاهش  ن،یسقط جن باعثها دام

 یگوشت تمحصولا ایو  یمحصولات لبن ر،یمصرف ش شود.یم
با که  دشویبه انسان م یماریب نیآلوده منجر به انتقال ا واناتیح

از تب مالت  همراه است.همچون تب، ضعف و درد مفاصل  یعلائم
این . بوده استمورد توجه  ی هموارهو بهداشت یدو بعد اقتصاد

شود. های مختلفی از باکتری بروسلا ایجاد میبیماری توسط گونه
 بروسلا آبورتوس اصلی این جنس شامل  چهار گونه

 (Brucella abortus ،)سیتنسیبروسلا مل (Brucella melitensis ،)
 (Brucella canis) بروسلا کانیسو  (Brucella sui)بروسلا سوئیس 
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 ران،یدر ا. ]1[شوند عامل بیماری در انسان محسوب می مهمترین
بروسلا و  بروسلا آبورتوسشامل بروسلا  یباکتر یهاگونه نیترجیرا
آن ه و درمان داشت یدتریعلائم شد ،بیماریکه  ندهست سیتنسیمل

همراه است. قابل توجه  یپزشک یهانهیهزبا صرف مدت و  یطولان
 ییبالا تیگونه از اهمدو  نیا قیبه موقع و دق صیتشخ از این رو،

 .]2[ باشدمیر برخوردا
 شناساییبر  یمبتنمتعددی  یصیتشخ یهاروش ریاخ یهاسال در
 صیتشخبه منظور  مارانیب یهادر سرم یاختصاص یهایبادیآنت

 رز بنگال،های پلیت . آزموناست شده کار گرفتهبهبروسلوز 
، کمپلمان تیتثب ،لوله استاندارد ونیناسیآگلوت ،پلیت ونیناسیآگلوت

از جمله ( الایزا) میمرتبط با آنز مونوسوربنتیو ا کومبس ضد بروسلا
 نیبا ا در تشخیص این بیماری هستند.های سرولوژیک رایج روش

 صاف یدهایساکاریپوپلیل ایاز کل سلول  لاها معموروش نیحال، ا
 ماریبروسلا در سرم ب یهایبادیآنت صیتشخبرای ژن یبه عنوان آنت

مثبت کاذب و ایجاد نتایج تواند منجر به یکنند که میاستفاده م
 یهاروش شتریب ن،یبر ا علاوه .]3[شود متقاطع  هایواکنش

 ن،ینابرادارند و ب اندکی تیحساس بوده و بربروسلوز زمان یصیتشخ
و به منظور افزایش ویژگی  دیجد یهانژیآنت شناسایی و ارزیابی

 اریبس های سرولوژیک،ی به ویژه روشصیتشخ یهاروش تیساسح
های طیف وسیعی از روش میان ازحائز اهمیت خواهند بود. 

، سریع و ویژگی بالاالایزا به دلیل حساسیت و  ،موجودتشخیصی 
تشخیص در  نیاز به تجهیزات اندکارزان بودن، سهولت انجام و 

 .]۵، 4[ از عوامل عفونی کاربرد فراوانی دارد های ناشیبیماری
گیری از دانش های سنتزی و نوترکیب با بهرهژنامروزه تولید آنتی

ویژه الایزا کاربرد سرولوژیک بههای تشخیص بیوتکنولوژی در روش
-ژنیک با بهرههای آنتیتوپهمچنین شناسایی اپیبه سزایی دارند. 

ها با استفاده از فناوری و تولید آن یمونوانفورماتیکگیری از علم ا
تواند مورد ارزشمندی در تشخیص موارد عفونی مهندسی ژنتیک می

های الگوریتمیری با به کارگ یمونوانفورماتیکمحسوب شود. دانش ا
است توانسته  بالا یژنسیتهآنتیها با توپاپیبرای شناسایی  متنوع

وسیعی در حوزه تشخیص شود. از این های شگرف و سبب پیشرفت
( توسط Multi-epitopeتوپی )اپی های چندژنطراحی آنتیرو، 
های نوین ایمونوانفورماتیک در حوزه تشخیص بسیار مطرح روش
دلیل بالا بودن حساسیت و ویژگی در راندمان  ها بهژنآنتی این است.

تشخیص، کم بودن هزینه تولید و همچنین تشخیص کارآمد 
های منفرد بسیار مورد توجه ژنهای اندمیک، نسبت به آنتیعفونت

 .]6[پژوهشگران قرار گرفته است 

 یغشا یهانیپروتئبخشی اثر یهای متعدد نشان دهندهپژوهش
به عنوان  .]8، 7[باشند در تشخیص بروسلوز میبروسلا  یخارج

 یهانیاند که پروتئنشان دادهها پژوهشاز  یادیتعداد ز نمونه،
زا یمنیا اریبس OMP25و  OMP16همچون  بروسلا یرونیب یغشا
بروسلوز  یصیتشخ یهاژنیآنتتوانایی قابل توجهی به عنوان  و بوده
به عنوان یک  هایی کهیکی از پروتئین BP26همچنین  .]9[ دارند

های ماتریس خارج سلولی متصل مولکول چسبنده به پروتئین
در تشخیص عفونت ناشی از بروسلا اهمیت زیادی دارد  شود،می

 ،حاضر یمطالعه از هدف، با توجه به مطالب ارائه شده .]10[
 پروتئینیهای ژنآنتیموجود در  یهاتوپیاپ ترینشاخص ینیبشیپ

OMP16 ،OMP25  وBP26  یبروسلا با هدف طراح یباکتردر 
 صیتشخ درمناسب  یتوپیاپچند ژنیآنت کی یکیوانفورماتیب

 است. یانسان سیبروسلوز
 

 روش کار

 مطالعه يطراح 

با بررسی  ،اولین مرحله . درمرحله انجام شدحاضر در سه  یمطالعه
مالت و ارزیابی  روی بیماری تببر های انجام شده پژوهش

 بروسلا آبورتوساصلی بروسلا ) های دو گونهژنسیتی پروتئینآنتی
، OMP16های پروتئینی شامل ژن، آنتی(سیتنسیملبروسلا و 

OMP25  وBP26  .با استفاده ازبعد یمرحله درانتخاب شدند ، 
در  Bهای خطی سلول توپاپی ک،یانفورماتمونویا یسرورها
مشخص و مورد ارزیابی قرار گرفت  ذکر شدهژنیک های آنتیپروتئین
ژن ی دارای بالاترین امتیاز به منظور طراحی آنتیهاتوپیاپو سپس 
 .شدند مناسب به هم متصل یدهنده وندیپ کیتوسط  توپی،چند اپی

ی ساختار اعتبارسنج ،یسه بعد بینی ساختاردر مرحله سوم، پیش
ژن ژنسیتی آنتیو آنتییی ایمیکوشیزیخواص فبینی شده، پیش

آمینواسیدی  یتوالطراحی شده مورد ارزیابی قرار گرفت. همچنین 
 زبانیدر م انیب یترجمه و برا نوکلوئیک اسیدتوالی به  ژنآنتی

 ی شد.ساز نهبهیی کل ایشیاشرباکتریایی 

 سکانس يابیباز 

 OMP16 ،OMP25های اسیدی مربوط به پروتئینآمینو یتوالدر ابتدا 
 .شدند یابیباز FASTAدر قالب فایل  UniProtKBاز پایگاه  BP26و 

  

 کیانفورمات مونویا یهاتحلیل

 Bي سلول خط یهاتوپياپ ينیبشیپ 
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 نییسه سرور تع توسط Bسلول  های خطیتوپی، اپاین مطالعه در
 BCPRED 2.0سرور   . در ابتداشد

(http://crdd.osdd.net/raghava/bcepred برای )ینیبشیپ 
در نظر  بار سرو نیا. به کار گرفته شد Bسلول خطی  یهاتوپیاپ

 ،یدوستآب ،یدسترسقابلیت  از جمله ییایمیکوشیزیگرفتن خواص ف
 ای  در معرض، چرخش سطح تحرک، /یریانعطاف پذ ت،یقطب
 ی در بازهها با دقتتوپیپبینی اقادر به پیش هایژگیو نیاز ا یبیترک
 ABCpred .]11[است  درصد ۵3/۵7تا  92/۵2

(http://crdd.osdd.net/raghava/abcpred نیز به منظور )ینیبشیپ 
مورد  های ذکر شدهپروتئین یتوال در Bسلولخطی  یهاتوپیاپ

 تمیالگوراز استفاده  ربعملکرد این سرور استفاده قرارگرفت. اساس
 BepiPred-2.0 .]12[ی است مصنوع یشبکه عصب

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/BepiPred-2.0 .)
های خطی سلول توپبینی اپیبه منظور پیش است که یگریسرور د

B بعدی شده از ساختارهای سهتوپ مشتق های اپیروی دادهبر ، هم
های خطی دانلود شده از توپبزرگی از اپی یروی مجموعهبر و هم 

 .]13[ کندعمل می IEDBپایگاه داده 
 

خواص  يابیارزي و توپيچند اپ ژنآنتي طراحي 

 ژنسیتي آنیي و آنتيایمیکوشیزیف
با بالاترین امتیاز کسب شده در  Bسلول های خطی توپیاپ 

استفاده از  باپی تویاپژن چند قبل، به منظور تشکیل آنتی یمرحله
یکدیگر متصل به  (EAAAKآمینواسیدی ) مناسب یدهنده وندیپ

 ProtParam ابزاربه منظور بررسی خواص فیزیکوشیمیایی، از  شدند.
 ( استفاده شد و https://www.expasy.org) EXPASY در سرور

 ی، وزن مولکولایزوالکتریک یی متعددی از جمله نقطهپارامترها
مورد  کیفاتیآل شاخص ،یداری(، شاخص ناپالودالتونیکبرحسب )

نیز توسط سرور  ژنهمچنین، حلالیت آنتی  .]14[ارزیابی قرار گرفت 
SOLpro (Scratch Protein Predictor.uci.edu)  1۵[بررسی شد[.  

شده از سرور ژن طراحیژنسیتی آنتی-به منظور ارزیابی آنتی
Vaxijen (http://www.ddg-

pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html) .استفاده شد 
 

توپي و ژن چند اپيه بعدی آنتيساختار س ينیبشیپ 

 آن ياعتبارسنج
  توپی از سرورژن چند اپیآنتیسوم  ساختار ینیبشیپبه منظور 

Galaxy TBM (https://galaxy.seoklab.org/cgi-

bin/submit.cgi?type=TBM) ]16[ ساختار سه سنجی اعتبار و برای
 web ProSA -سرور  آن از یبعد

https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php))  شد استفاده .
، 17[ دهدیرا نشان م نیساختار پروتئ تیفیک z ازیامتدر این سرور 

 - PROCHECK  (SAVESv6.0و ERRATهمچنین  .]18

Structure Validation Server.ucla.edu) های دیگر  استفاده سرور
 .]19[بودند  نیپروتئ یساختار سه بعد دییتا شده در

 

ژن آنتي توالي سازیمعکوس و بهینه یترجمه

 توپيچنداپي

ژن چند پروتئینی آنتیدر این مرحله پس از ترجمه معکوس توالی 
 GenSmart Codonبه وسیله ابزار توپی به توالی ژنی، اپی

Optimization (https://www.genscript.com/gensmart-free-

gene-codon-optimization.html) انجام شد. ها کدون یسازنهیبه
 Codonهای سازی شده از نظر پارامتربرای ارزیابی توالی بهینه

Adaptation Index (CAI) ،GC Content  وCodon Frequency 

Distribution (CFD)   از ابزار Rare codon analysis 

(https://www.genscript.com/tools/rare-codon-analysis )
 استفاده شد.

 

 هایافته

 ژنسیتي بالاها با آنتيتوپشناسایي اپي 
 BepiPredو  BCPRED ،ABCpredهای با استفاده از سرور

و  OMP16 ،OMP25های ژندر آنتی Bهای خطی سلول توپاپی
BP26 های توپشناسایی و مورد ارزیابی قرار گرفت. سپس اپی

 (.1ژنسیتی، انتخاب شدند )جدول دارای بالاترین امتیاز از نظر آنتی

خواص  يابیارزي و توپيچند اپ ژنآنتي طراحي

 ژنسیتي آنیي و آنتيایمیکوشیزیف
های شاخص توپتوپی، اپیاپیژن چند به منظور طراحی آنتی

 ژن توسط اتصال دهندهمرحله قبل برای هر آنتی انتخاب شده در
( و سپس 2)جدول ند( به یکدیگر متصل شدEAAAKمناسب )

ژنسیتی آن مورد ارزیابی قرار های فیزیکوشیمیایی و آنتیویژگی
توپی پایدار اپیژن چند گرفت. بر اساس نتایج فیزیکوشیمیایی، آنتی

همچنین نتایج حاصل از (. 3و دارای قابلیت انحلال است )جدول 
توپی خاصیت اپیژن چندژنسیتی نشان داد این آنتیارزیابی آنتی

 (.3)جدول دارد ژنی قابل توجهی را آنتی

توپي و ژن چند اپيه بعدی آنتيساختار س ينیبشیپ

 آن ياعتبارسنج

http://crdd.osdd.net/raghava/bcepred/
http://crdd.osdd.net/raghava/abcpred/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/BepiPred-2.0/
https://www.expasy.org/
https://scratch.proteomics.ics.uci.edu/
http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
https://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=TBM
https://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=TBM
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
https://saves.mbi.ucla.edu/
https://saves.mbi.ucla.edu/
https://www.genscript.com/gensmart-free-gene-codon-optimization.html
https://www.genscript.com/gensmart-free-gene-codon-optimization.html
https://www.genscript.com/tools/rare-codon-analysis
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توسط سرور   توپیژن چند اپیه بعدی آنتیساختار س ینیبشیپ
Galaxy TBM  انجام شد. خروجی سرور به صورت پنج مدل

(. همچنین نتایج 1باشد )شکل ژن مورد نظر میپیشنهادی برای آنتی
های پیشنهاد شده توسط سرورهای مدل یاعتبارسنجحاصل از 

ProSA-web ،ERRAT  وPROCHECK  و شکل  4در جدول شماره
است. بر اساس نتایج به دست آمده، مدل  نشان داده شده 2 شماره

e (.4آل انتخاب شد )جدولبه عنوان مدل ایده 

 توپياپيژن چند سازی آنتيبهینه
توپی ژن چند اپیآنتی یآمینواسـیدتوالی  معکوس ترجمـهپس از 

سازی سازی ژن و ارزیابی توالی بهینه، بهینهنوکلوئیک اسید توالی به
-دست آمده از ارزیابی توالی بهینهبه نتایج بهشده انجام شد. با توجه 

 Codon Adaptation Index (CAI)  ،GCسازی شده مقادیر 

Content   وCodon Frequency Distribution (CFD)  به ترتیب
 (.3درصد گزارش شد )شکل  78و   6۵/۵7،  92/0حدود 

  

 BepiPred.و  BCPRED ،ABCpred هایانتخاب شده توسط سرور Bهای خطي سلول توپفهرست اپي. 1جدول 

 ژنسیتيآنتي     شروع و پایان     طول             توالي                              Uniprotکد       ژنآنتي  

BP26 P0A3U8 VYPDDKNNLKEPTITGYSVSTSLTV 2۵ 41 - 26 ۵842/0 
AFAQENQMTTQPARIA 16 132 - 108 6773/0 

 

Omp25 Q45321 EGDAGYSWAKKSKDGLEVKQGFE 23 116 - 94 0۵69/1 
EYRYTQYGNKNYDLAGTTVRNKLDTQD 27 204 - 178 98۵4/0 

 

Omp16 P0A3S7 HADERGTREYNLALGQRRAAA 21 118 - 98 27۵8/1 
SKKNLPNNAGDLGLGAGAATPGSSQ 2۵ ۵1 - 27 7788/0 

 
 

 (EAAAKهای شاخص انتخاب شده و لینکر مناسب )توپي بر اساس اپیتوپژن چند اپيساختار اولیه آنتي. 2جدول 

 

 

 توپي طراحي شدهژن چند اپيژنسیتي در آنتيیي و آنتيایمیکوشیزیفهای ویژگي .3جدول 
 

 ژنسیتیهای آنتیویژگی یی ایمیکوشیزیفهای ویژگی

 

 توپیژن چند اپیآنتی

 

 

ProtParam tool (EXPASY server)  SOLpro  

 server 

 

VaxiJen server 

(Threshold: 0.4) 
aa MW (kDa) pI Stability Aliphatic index GRAVY 

162 21/17 81/6 ۵3/17 98/۵6 874/0- 964/0 9206/0 
 

Amino acid (aa); Molecular Weight (MW); Isoelectric Point (pI); Grand Average of Hydropathy (GRAVY). 

 
 

 

 

 

 توپيژن چند اپيآنتي

 طول توالي

VYPDDKNNLKEPTITGYSVSTSLTVEAAAKAFAQENQMTTQPARIAEAAAKEGDAG

YSWAKKSKDGLEVKQGFEEAAAKEYRYTQYGNKNYDLAGTTVRNKLDTQDEAAA

KHADERGTREYNLALGQRRAAAEAAAKSKKNLPNNAGDLGLGAGAATPGSSQ 

162 
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 . Galaxy TBMتوپي توسط سرور ژن چند اپيهای سه بعدی آنتيبیني ساختارنتایج پیش .1شکل 

 بیني شده هستند.های پیش، مدلeتا  aهای مدل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 بیني شده.بعدی پیشنتایج اعتبارسنجي ساختار سه. 2شکل 

 ProSA-web: سرور cشکل  ،PROCHECK: سرور bشکل  ،ERRAT: سرور aشکل 
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 ProSA-webو  PROCHECK ،ERRATهای توپي توسط سروراپيژن چند سنجي ساختار سه بعدی آنتينتایج اعتبار. 4جدول 
 

 PROCHECK ERRAT ProSA-web server هامدل

Ramachandran Plot statistics Overall Quality Factor z-score 

Favored Generously 
allowed 

Additional 
allowed 

Disallowed 

A 9/87 3/11 7/0 0/0 ۵7/90 98/1- 

B 0۵/86 ۵/13 7/0 0/0 90/92 92/1- 

C 9/87 3/11 7/0 0/0 21/83 88/1- 

D 9/87 3/11 7/0 0/0 86/9۵ 8/1- 

E ۵/91 3/11 7/0 0/0 78/90 01/2- 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 توپياپيژن چند سازی توالي آنتيبهینه .3شکل 

 

 بحث
 نشان دادپژوهش حاضر در  کیوانفورماتیبنتایج حاصل از مطالعات 

ویژگی  و تیحساس لیبه دلشاخص  یهاتوپیانتخاب اپ به واسطه
توپی طراحی شده به منظور ژن چند اپیآنتیاز  توانی، مبالا

 کرد.استفاده  یتجرب العاتدر مطتشخیص بروسلوزیس انسانی 

، ی به منظور تشخیص عفونت بروسلوزتوپچند اپی ژندر طراحی آنتی
، سه پروتئین ژنیهای آنتیو ویژگیپژوهش  پیشینهبر اساس بررسی 

OMP16 ،OMP25  وBP26 های خطیتوپسپس اپی انتخاب و 
های ذکر شده شد. پروتئینبینی پیشژن در توالی هر آنتی B سلول

 )انسان( نقش زبانیدر تعامل با م ی،سطح یهانیه عنوان پروتئب
 قابل توجه ژنسیتیآنتی شاخص و پتانسیلو به دلیل  دارند سزاییبه
تشخیصی در این زمینه مورد استفاده اهداف توان به عنوان ها، میآن
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-در اثبات عملکرد شاخص پروتئین ی متعددهاپژوهشقرار گیرند. 

به عنوان  .]22-20[است  ژنیک ذکر شده انجام شدههای آنتی
 یهانی، پروتئیسبروسلوز صیتشخ ی با هدفادر مطالعهنمونه، 

 OMP10 ،OMP16،OMP19 بروسلا شامل یخارج یغشا

،OMP31 ،OMP25   وBP26 حاصل  جی. نتاندقرار گرفت یابیمورد ارز
توانند با حساسیت های ذکر شده میژنآنتی از مطالعه نشان داد که

و ویژگی قابل توجه در تشخیص بروسلوزیس انسانی مورد استفاده 
 .]23[قرار گیرند 

های توپتوپی، توالی اپیژن چند اپیطراحی یک آنتی راستایدر 
از ها، توپاتصال اپیو به منظور انتخاب شده به یکدیگر متصل 

در  دهندهانتخاب اتصال. استفاده شد EAAAK یدهندهاتصال
دهنده های کایمریک اهمیت بسزایی دارد. اتصالطراحی پروتئین

های اتصال توپاپی به تا کند فراهم را کافی انعطاف باید مناسب
طور مستقل از یکدیگر حرکت کنند. استفاده  که بهیافته اجازه دهد 

پذیر ممکن است یا خیلی انعطافسخت خیلی  هایدهندهاتصالاز 
ی ذکر هدهنداتصالثیر بگذارد. ابر ساختار و عملکرد کلی پروتئین ت

های چند ژنطراحی آنتیهای متعددی به منظور پژوهشدر شده 
ژن ت. از جمله در طراحی آنتیپی مورد استفاده قرار گرفته استواپی

و کاندیدا آلبیکنز توپی به منظور تشخیص عفونت ناشی از چند اپی
استفاده شده  EAAAKدهنده از اتصال سیاسترکورال دیلوئیاسترونژ

 .]2۵، 24[است 
ی هاتوپانتخاب اپی توپی به واسطههای چند اپیژنآنتیوجود 

 صیدر تشخ بسزایی تیاهم ،دارای حساسیت و ویژگی قابل توجه
 ژنیآنت کدر ی توپی. ادغام چند اپرددا ی عفونیهایماریب ترقیدق

 شیاز افراد را افزا یادر گستره هایبادیآنت صیواحد، احتمال تشخ
های اختصاصی توپداده و این در حالی است که به دلیل انتخاب اپی

بیماری، فرآیند تشخیص با کمترین میزان وقوع  عامل ایجاد کننده
و  دیتول ،یطراحهای متقاطع انجام خواهد شد. همچنین واکنش

 ی،عفون یهایماریب صیتشخ واحد برای ژنیآنت یک یخالص ساز
. همراه استمختلف  یندهایو کنترل فرآ زیاد نهیهزبا و  بودهبر زمان
 کیمختلف به عنوان  یژنیآنت یهانیاز پروتئ یبیترک ن،یبنابرا
زمان  کاهش در راستای مناسبی گزینهتواند یمواحد فیوژن  نیپروتئ
در پژوهش انجام شده برای تشخیص  .]27، 26[ باشد نهیو هز

توپی، از اپی ژن چندکاندیدیازیس مهاجم  به منظور طراحی آنتی
، HYR1 ،HWP1 یهاژنآنتیمربوط به  Bهای خطی سلول توپاپی

1ECE ،3ALS ،1EAP ،1SAP ،2BGL  6وMET ]2۵[  از اپیو-

و  A5NS ،B5NS یهاژنآنتیمربوط به  Bخطی سلول  هایتوپ
protease-3NSویروس هپاتیت  ، برای تشخیصC استفاده شد 

، سیتراکومات ایدیکلامدر پژوهش دیگری در خصوص  .]28[
-ژن چندبرای طراحی آنتی D3Pgpو  MOMP ،ompA هایژنآنتی

 .]29[ مورد استفاده قرار گرفتتوپی اپی
 ییایمیکوشیزیف یهایژگیو یبررس های نوترکیبدر تولید پروتئین

 ژنیآنت ییایمیکوشیزیف یهایژگی. وبسیار ضروری است تیو حلال
و  هیتجز ProtParamبا استفاده از ابزار  شدهیطراح یتوپیچند اپ

مورد  کیفاتیلآو  GRAVY ،یداریناپاهای شاخصو  شد لیتحل
 ۵3/17توپی، ژن چند اپیآنتی یداری. شاخص پاتندگرف رارق یابیارز

استفاده  نیپروتئ یداریپا ینیبشیپبرای شاخص این . گزارش شد
که  رودیباشد، انتظار م 40کمتر از  این شاخص اگر مقدار شود.می

است  یداریدهنده ناپانشان 40از  شتریبادیر مق و باشد داریپا نیپروتئ
برای  کیفاتیلآو شاخص  GRAVY شاخص ریمقادبررسی  .]19[

به دست  98/۵6و  -874/0برابر با  بیترت بهتوپی ژن چند اپیآنتی
بودن  لیدروفیه ای دروفوبیه زانیم GRAVY(. مقدار 3جدول )آمد 

 در یاطلاعات کیفاتیلآشاخص  و کندیم بررسیرا  نیپروتئتوالی 
با درصد  هانی. پروتئدهدیارائه م نیپروتئ یحرارت یداریپا خصوص

 دارتریبالا پا یدر دماها لاًمعمو ،های آلیفاتیکاسیدآمینهاز  ییبالا
 نیپروتئ تیحلال ینیبشیپ به منظور SolProسرور  .]31، 30[هستند 

ی با توپیچند اپ ژنیداد که آنت نتایج این سرور نشاناستفاده شد. 
 تیحلال ینیبشی(. پ3جدول ) انحلال استقابل ، 964/0امتیاز 

 یاتیح اریبسسازی آن خالصو  انیآن بر ب ریثات لیبه دل نیپروتئ
 .]33، 32[است 

بعدی پروتئین طراحی حاصل از بررسی ساختار سه جیبر اساس نتا
-آمینواسیداز  درصد 91که حدود  دادنشان راماچاندران نمودار شده، 

سرور همچنین . اندمجاز قرار گرفتهمورد انتظار در مناطق ی ها
web-ProSA ازیامت z  پیشنهادی مدل یبرا -01/2را به مقدار 

های نوترکیب قابل ی در تولید پروتئینبعد. ساختار سهکرد محاسبه
مناسب خود را  یبعدسه یساختارها دیبا هانیپروتئتوجه است. 

و استحکام  کرده ایفامورد نظر خود را  یهادست آورند تا نقشبه
 .]34[ طور موثر حفظ کنندخود را به
-از ابزار شده، به ترتیبو ارزیابی توالی بهینه  یسازنهیبهبه منظور 

 Rare Codon Analysisو  GenSmart Codon Optimization های
 CAIمقدار  یدارا شدهی سازنهیبهبر اساس نتایج، توالی . استفاده شد

 یمحتوا نیانگیم و درصد 78برابر با  CFDمقدار  درصد، 92/0برابر با 
GC ،6۵/۵7  یشد. محتوا یریگاندازهدرصد GC یداریبر پا تواندیم 

قرار  ریثاترجمه را تحت ت ندایفر ییبگذارد و کارا ریثات DNAمولکول 
ی توالی هادهنده تطابق بهتر کدوننشان CAIبالاتر مقادیر  دهد.

 CFDبالای مقدار همچنین . است زبانیمهای کدونبا  مورد نظر



 اسدی و همکاران                             بروسلا های توپی باکتریژن چند اپیطراحی بیوانفورماتیکی آنتی

 1403بهار ، یکمجله علوم پزشکی پارس، دوره بیست و یکم، شماره 

 8 

مورد استفاده برای میزبان در  یهاکدون شتریب یدهنده فراواننشان
 نیپروتئ انیب در تواندیکه مدهد را نشان می سازی شدهنهیبهتوالی 

 .]36، 3۵[سزایی داشته باشد نقش به
از سرور ژنی پروتئین طراحی شده، بینی ویژگی آنتیبه منظور پیش
VaxiJen v2.0 توپی ژن چند اپیآنتینشان داد که  جیشد. نتا استفاده

در . ژنی قابل توجهی برخوردار استطراحی شده از شاخص آنتی
 اریبسبه دلیل انتخاب نواحی  یتوپیچند اپ هایژنیآنت یطراح
ژنی در پروتئین های هدف، افزایش شاخص آنتیژن در توالیآنتی

 .]27، 26[رود طراحی شده انتظار می

طراحی  در ینفورماتیکااین مطالعه از یک رویکرد ایمونودر اگرچه 
شده  عفونت بروسلوزیس استفاده تشخیص درتوپی اپی ژن چندآنتی

 های چندژنآنتی یبخشدیگر هم کاربرد و اثر هایاست، پژوهش
های مختلف ها و پاتوژنتشخیص بیماری به منظورتوپی را اپی

های ای از روشدر مطالعه برای نمونه،. اندکردهبررسی 
در تشخیص توپی اپی ژن چندبیوانفورماتیک به منظور طراحی آنتی

SARS-CoV-2 استفاده شد.  های اسپایک و نوکلئوکپسیدژناز آنتی
 توپیاپی چند ژننتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که آنتی

مورد استفاده   COVID-19تشخیص بیماری درتواند می طراحی شده
طراحی توپی اپی چند هایژننتیهچنین اثر بخشی آ .]37[ قرار گیرد

 لیشمانیا اینفانتوم تشخیص در PQ20و  PQ10شده برای دو پروتئین 
-اپی های چندژندر سیستم الایزا گواهی بر عملکرد شاخص آنتی

توپ یپانزده اپای مطالعهدر  .]38[باشد توپی در حوزه تشخیص می
، omp31 هایپروتئین  ی بروسلا، شاملخارج یغشا یهانیپروتئاز 

BP26 ،omp2b  وomp16  .ها و توپپس از اتصال اپیانتخاب شد
توپی، پروتئین طراحی شده بیان و اپیژن چند طراحی یک آنتی

به منظور ارزیابی  میرمستقیغ یزایروش الا سازی شد و باخالص
ژن چند . نتایج نشان داد آنتیقرار گرفت شیمورد آزماکارایی آن، 

به منظور  .]27[را دارد  یژگیو و تیاز حساس ییبالا توپی میزاناپی
-اپیژن چند ( از آنتیHCMVتشخیص سایتومگالوویروس انسانی )

 pp28و  pp150 ،pp65های تگومنت شامل توپی متشکل از پروتئین
 DNA polymeraseو glycoprotein gB (pp38)و همچنین 

subunit (pp52) سازی بیان و خالص از استفاده شد. در نهایت پس
ارزیابی قرار  مورد میرمستقیغ یزایروش الاژن طراحی شده با آنتی

افراد  IgGتوپی در شناسایی اپیژن چند گرفت. نتایج نشان داد آنتی
 .]6[کند مبتلا به سایتومگالوویروس با موفقیت عمل می

 نتیجه گیری
ژن یآنت ،نشان داد کیوانفورماتیمطالعات بدر پژوهش انجام شده، 

ژنی های شاخص آنتیشده به دلیل ویژگییطراحی توپیچند اپ
ی شاخص از نظر حساسیت و ویژگی، هاتوپیانتخاب اپناشی از 

ی مورد در مطالعات تجرببروسلوزیس انسانی  صیتشختواند در می
 . استفاده قرار گیرد

 تضاد منافع

 نکردند. انیرا ب یتضاد منافع گونهچیمقاله ه نیا سندگانینو

 لاحظات اخلاقیم

 کد باشیراز  یدانشگاه علوم پزشک خلاقا تهیپژوهش مصوب کم نیا
IR.SUMS.REC.1397.843  .است 

 تقدیر و تشکر

 یمال تیحما یبرا ی شیرازدانشگاه علوم پزشک یمعاونت پژوهش از
 .شودیم یپژوهش تشکر و قدردان نیاز ا
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Abstract 

Introduction: Brucellosis is one of the most common zoonotic diseases worldwide, posing a 

significant threat to both human health and the livestock industry, causing substantial economic 

losses. Today, multi-epitope antigens are widely used in serological diagnostic methods, 

especially ELISA, due to their high sensitivity and specificity in diagnostic efficiency and 

lower production costs compared to single antigens. Therefore, this study aimed to design a 

bioinformatic multi-epitope antigen for the diagnosis of human brucellosis. 

Methods: To design the multi-epitope antigen, Omp16, Omp25, and BP26 antigens were 

utilized. After identifying epitopes with high antigenic properties from each antigen, the 

epitopes were linked using an appropriate linker (EAAAK). The physicochemical properties 

and antigenicity of the designed antigen were then assessed. Subsequently, the three-

dimensional (3D) structure was predicted and validated. The amino acid sequence of the multi-

epitope antigen was converted to a nucleotide sequence, optimized, and inserted into the 

pET23a (+) vector. 

Results: Bioinformatic analyses indicated that the designed multi-epitope antigen is stable, 

soluble, and possesses significant antigenicity. 

Conclusion: Our findings suggest that the designed multi-epitope antigen could be a promising 

candidate for the diagnosis of brucellosis. However, further validation through laboratory 

methods is necessary to confirm its diagnostic efficacy. 
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