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ABSTRACT 

 

Background and Aim:  Malt fever is a zoonotic disease caused by Brucellosis bacteria (an obligate intracellular 

pathogen) which is highly contagious. Usually, in common vaccines to deal with this pathogen, the whole body of the 

bacteria is used. Therefore, it causes many side effects. Nowadays, the use of subunit vaccines with the aim of 

eliminating pathogenic parts and strengthening immunogenic parts has been highly regarded.  

Materials and Methods: In this study, the epitopes of L7/L12, BLS and bp26 antigens of Brucella bacteria were used 

to design the recombinant immunogenic structure. For this purpose, the reliable and online IEDB and IFNepitope 

servers were used to predict the epitopes of each antigen. After identifying the strongest epitopes of these antigens, 

structural engineering was performed using epitopes, peptide linkers and HBHA as a molecular adjuvant. Evaluation of 

the physicochemical properties, secondary structure, tertiary structure, antigenicity and allergenicity of the protein 

sequence of the recombinant construct were performed by ProtParam, SOPMA, I-TASSER, VaxiJen and AllerTOP 

servers, respectively. Finally, after predicting the second and third structure of the recombinant structure by SOPMA 

and I-TASSER servers, the protein-protein interaction between the HBHA molecule present in the recombinant 

structure and the TLR4/MD-2 receptor was investigated using ClusPro online server . 

Results: Based on the results, the recombinant structure was successfully designed in two adjuvant (N-terminal) and 

epitopic (C-terminal) domains using rigid EAAAK linker. Other evaluations showed that the recombinant structure with 

a molecular weight of 36256.13 Da and an isoelectric point of 8.37, has an aliphatic index of 77.10 and a GRAVY 

index of -0.613. Also, based on this instability index, this protein is classifiedas a stable protein. Further investigations 

revealedthat this structure was reported to be a non-allergenic structure with an antigenicity score of 0/8287. The results 

of protein-protein docking showed that the interaction between HBHA molecule and TLR4/MD-2 receptor with 62 

cluster members and the lowest binding energy of -858.8 kcal/mol will be done successfully. 

Conclusion: Therefore, the epitope-based recombinant structure can be introduced as a successful structure for 

engineering subunit vaccines. 
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،  L7/L12 هایژنهای آنتی معرفی و ارزیابی بیوانفورماتیکی یک سازه ایمنوژن و موثر متشکل از اپی توپ

BLS، bp26   طراحی واکسن نوترکیب برعلیه بیماری بروسلوز به منظور 

   1ینرگس نظیف

 لرستان، خرم آباد، ایران ، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه ه علوم پایهگرو .1

 چکیده  

باشد. در ساخت  یک پاتوژن درون سلولی اجباری است که عامل بیماری تب مالت در انسان و دام است و به شدت هم مسری میبروسلا  باکتری   زمینه و هدف:  

به همین دلیل استفاده از آن عوارض بسیار زیادی دارد.   شود، بیماری استفاده میواکسن رایج موجود برای مقابله با این پاتوژن معمولا از کل پیکره باکتری مولد این  
 های ایمنوژنیک بسیار مورد توجه قرار گرفته است. های پاتوژنیک و تقویت بخشهای زیر واحدی با هدف حذف بخش امروزه استفاده از واکسن

برای طراحی سازه نوترکیب ایمنوژنیک استفاده شده   بروسلااز باکتری    bp26و    L7/L12  ،BLSژن  های سه آنتیتوپدر این مطالعه از اپی   مواد و روش ها:  

استفاده شد. در ادامه پس از    IFNepitopeو    IEDBژن مذکور از سرروهای معتبر و آنلاین  های هریک از سه آنتیتوپبینی اپیاست. بدین منظور برای پیش
اپی این  توپشناسایی قویترین  از اپیژنآنتیهای  ارزیابی خواص   HBHAها، لینکرهای پپتیدی و ادجوانت مولکولی  توپها، مهندسی سازه با استفاده  انجام شد. 

آنتی میزان  سوم،  ساختار  دوم،  ساختار  شیمایی،  سرورهای  فیزیکو  توسط  ترتیب  به  مذکور  سازه  پروتئینی  توالی  آلرژنیسیتی  و  ،  ProtParam  ژنیسیتی 
SOPMA،I-TASSER،  VaxiJen  وAllerTOP    انجام شد. در نهایت پس از ریفاین کردن و انجام آنالیزهای راماچاندران مربوط به ساختار سوم سازه

سازه نوترکیب و حاضر در    HBHAمولکول    نی بپروتئین  -فرایند برهمکنش پروتئین  ،VADARو    GalaxyRefineطراحی شده به ترتیب توسط سرورهای  
 بررسی شد.  ClusProنیز توسط سرور آنلاین  TLR4/MD-2گیرنده 

با   EAAAKترمینال( با استفاده از لینکر غیر منعطف    Cتوپی )ترمینال( و اپی  Nبر اساس نتایج بدست آمده سازه نوترکیب در دو دمین ادجوانتی )  یافته ها:  

شاخص آلیفاتیک   است همچنین  37/8دالتون و نقطه ایزوالکتریک    36256/  13سازه نوترکیب دارای وزن مولکولی    داد این نشان    هاسایر ارزیابی  موفقیت طراحی شد.
های پایدار  می باشد. از طرفی بر اساس شاخص ناپایداری ارائه شده این پروتئین را در دسته پروتئین  -613/0آن برابر     GRAVYو شاخص  10/77آن برابر با  

پروتئین نشان -داکینگ پروتئینگزارش شد. نتایج    0//8287این ساختار یک سازه غیر آلرژن با امتیاز آنتی ژنیسیتی    های بیشتر،بر اساس بررسی  کند.بندی میطبقه
انجام    کیلوکالری بر مول ( با موفقیت  -8/858عضو خوشه و کمترین انرژی اتصال )    62با    TLR4/MD-2و گیرنده    HBHAهمکنش بین مولکول    داد که

 خواهد شد. 

 یمعرف  یواحد  ریز  یهاساخت واکسن  یسازه موفق برا  کیتوپ را به عنوان  یاپ  هی پا  بر  بیتوان سازه نوترکیم  بر اساس نتایج ارائه شده  نیبنابرا نتیجه گیری:  
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 مقدمه 

مدیترانه )تب  مالت  تب  یا  بروسلوز  مرموزترین  ای(  بیماری  از  یکی 

است  شناخته  یهایماریب حیوان  و  انسان  بین  مشترک  به    که  شده 

باکتری   حضور  منفی    کوکوباسیلواسطه  داخل    بروسلاگرم  در 

میسلول رخ  پستانداران  می(1)دهدهای  باکتری  این  عاملی .  تواند 

مهمی در بروز ضررهای اقتصادی و جانی برای انسان و دام شود به  

  ها به این باکتری علائمی مانند طوری که در صورت آلوده شدن دام

باروری  ،نیجن  سقط  کاهش  ماندگی،  ...  جفت  و  شیر  تولید  کاهش   ،

می بیماری  (2)شودملاحضه  این  به بیماری  جمله  از.  مقاوم  های 

ی به همراه  مدت  یطولانشود و دارای طول درمان  درمان برشمرده می

استانواع   فرد  و  جامعه  برای  روانی  و  اقتصادی  آنچه  . مشکلات 

ایران نسبت به سایر کشورها متمایز م را در  بروسلوز   دینمایبیماری 

)همه استریگاپیدمیولوژی  آن  وجود    .(  فصول  تمام  در  بیماری  این 

ها دارد، اما در فصل بهار و تابستان، یعنی فصل زایش و شیردهی دام 

م دیده    ن ی موثرتر  یناسیونواکسطریق  از    یریشگیپ  .(3)شودی بیشتر 

به توسعه    محققین   است. علاقه   بیماری  بروز  زانیکاهش م  یراه برا

امر  دیجد  های  تکنیک در  روز  به  توسعه    ونیناسیواکس  و  به  منجر 

در طراحی    که  چراشده است    منیا  یهااز واکسن  یدیجد  هاینسل

واکسن از  دسته  زیراین  صورت  به  اجزاواحدی    ها  زا  یمنیا  ی از 

 یهاک یتکن  علاوه بر این بکارگیری  .(4)شده است  استفاده    هاپاتوژن

 شد  ییها  نسل سوم واکسن  منجر به تولید  بینوترک  DNAبر    یمبتن

  ک یمونوژنیمؤثر ا  یشامل اجزاها که  واکسنکه در امتداد نسل دوم  

واکسن  (5)بود  هاسمیکروارگانیم اول  نسل  پاتوژن ها  به  یک  از  که 

غ  فیضع بود  رفعالیو  شدند    شده  و    ونیفرمولاس  .(6)اضافه 

ا تولواکسن  نیمشخصات  و  محققان  توسط  به  دارو    دکنندگانیها 

گرم   یهایباکتر  ن،یاست. علاوه بر ا  یدست بررس  ردصورت مداوم  

ها به واکسن  نیا  دیتوانند در تولیممهندسی شده    یمثبت و گرم منف

بستر ب  د یتول  یبرا  یعنوان  استفاده    کیمونولوژیا  یهانیپروتئ  انیو 

 . (7)شوند

دو پروتئینی هستند   بروسلااز باکتری    L7/L12پروتئین ریبوزومی  

تنها توسط یک ویرایش که بعد    L7شوند و که توسط یک ژن کد می

ناحیه   در  رونویسی  وجود میرخ می  L12ترمینال    Nاز  به  آید  دهد، 

های    .(8) گونه  در  پروتئین  ژن    بروسلا این  آنتی  یک  عنوان  به 

اند که استفاده از این  حفاظتی شناخته شده است. گزارشات نشان داده

در  آنتی در  واکسن  DNAژن  مطلوب  سلولی  ایمنی  ایجاد  سبب  ها 

عفونت   موش  بروسلابرابر   میآنز  .(10,  9)گردد  می  (Balb/c)  در 

آنتیاسنتاز    نی لوماز  ییایباکتر دیگر  باکتری    ژن  ز  با    بروسلاهای 

-کیلو دالتون می  17جفت باز و وزن مولکولی حدود    477  ژنی   طول

بشدت   (BLS)  بروسلاتاز استحصال شده از  تسن  نیلوماز  میآنز  باشد.

ژن خارجی به آن متصل شود  ایمینوژنیک بوده و زمانی که یک آنتی

. همچنین این  نیز باشد  (adjuvant)  ادجوآنتیدارای ویژگی  تواند  می

. (11)ژن توانایی تحریک سیستم ایمنی هومورال و سلولی را داردآنتی

  10با    ییاز پنتامرها  متشکل  داریپا  مریدا  کیبه عنوان    BLS  پروتئین

 نیا  یساختار  هابررسی  . شناخته شده است  انهیپا-N  در  محل اتصال

  از   یا برخی  و  دهایپپت  کایمرشدنکه امکان  ه است  مولکول نشان داد

پروتئین    هانیپروتئ این  ابه  وجود    جادیبدون  آن  ساختار  در  اختلال 

-تواند پاسخیم  BLS    که  اندنشان دادهمطالعات    ن،یدارد. علاوه بر ا

   MHCریبه مس  +T CD8سلول    یهاتوپیبا ارائه اپ  ار  یسلول  یها

-یآنت  یاختصاص  یپاسخ سلول  کی  جادیفعال کند و باعث ا  Iکلاس  

تول با  قو  IFN-ɤ  دیژن  هومورال  پاسخ  طولان  یو  غ  ی و    اب یدر 

آنتی(12)شود  ادجوانت سه  پروتئینی  توالی  از  حاضر  مطالعه  در  ژن  . 

L7/L12 ،  BLS    وbp26  توپ اپی  بینی  پیش  طراحی  برای  در  ها 

استفاده شده    بروسلا یک واکسن ایمنوژن زیر واحدی بر علیه باکتری  

 است. 

 روش انجام کار

 جمع آوری توالی پروتئینی  

محتمل از  برخی  آوردن  بدست  برای  حاضر  پژوهش  اپی  در  -ترین 

ژن   آنتی  ای آمینهاسید  توالی  از    بروسلاهای ایمنوژنیک باکتری  توپ

دسترسی   bp26و    L7/L12  ،BLSهای   شماره  با  ترتیب    به 

AAA56790.1  ،AHW58136.1  و  AAO39772.1    پایگاه در

شد.    NCBI (/https://www.ncbi.nlm.nih.gov)داده   استفاده 

از   مطالعه  این  در  این  بر  باکتری    HBHAین  پروتئعلاوه  از 

توبرکلوسیز در پایگاه داده   NC_000962.3با شماره    مایکوباکتریوم 

NCBI  .شد استفاده  مولکولی  ادجوانت  یک  عنوان  با    همچنین  به 

مولکولی   داکینگ  فرایند  اجرای    گیرنده   pdbفایل  هدف 

TLR4/MD-2  دسترسی شماره  داده     2Z64با  پایگاه  از 

RCSBorg.rcsb.www//:https)) استخراج شد . 

وشناسایی   پپتاید  بیوانفورماتیکی  پیش  سیگنال  بینی 

 ها توپاپی
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از   یک  هر  پپتاید  سیگنال  رهبر  توالی  های  ژنآنتیشناسایی 

L7/L12  ،BLS    وbp26    وب تحت  سرور  از  استفاده   SignalPبا 

 1/4نسخه  

(-https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP

  FASTAانجام شد. به منظور استفاده از این سرور از فرمت    (/4.1

آنتی از  هر یک  نوکلئوتیدی  مذکور  ژنتوالی  شد.های   برای  استفاده 

 Bو     Tهایتوپی سلولهای اپیترین توالی  محتمل  بینی دقیقپیش

آنتی از  از  bp26و    L7/L12  ،BLSهای  ژنهریک  سرور تحت    نیز 

معتبر   شد.    IEDB  (https://www.iedb.org/)وب  استفاده 

پیش برای  اپیهمچنین  نیز  توپبینی  گاما  اینترفرون  به  مربوط  های 

معتبر    IFNepitopeسرور 

(http://crdd.osdd.net/raghava/ifnepitope/scan.php)    بکار

  ای هریک از آنتی گرفته شد. در این مرحله، از توالی خطی اسید آمینه

 MHCهایی که توسط مولکول  توپ. اپیهای مذکور استفاده شد  ژن

می  Iکلاس   از  شود  ارائه  دسته  این  شیار  بودن  کوچک  دلیل  به 

  11الی    8ها به طور معمول پپتیدهای نسبتا کوتاهی با طول  مولکول

های  مولکول  IIاسید آمینه هستند در حالی که شیار اتصال در کلاس  

MHC  می میبزرگتر  و  طول  باشد  با  پپتیدهایی   17الی    13توانند 

می ارائه  را  آمینه  به  (13)دهند  اسید  مربوط  تنظیمات  در  بنابراین   .

سرور از  اپی  ،استفاده  شناسایی  کلاس  توپبرای  مولکول   Iهای 

MHC  آمینه  12و    10،  8های  طول شناسایی اسید  زمان  در  و  ای 

آمینه  15طول    MHCمولکول    IIهای کلاس  توپاپی که  اسید  ای 

 پیش فرض خود سرور هم بود انتخاب شدند. 

 طراحی یک سازه ایمنوژنیک نوترکیب 

متشکل از یک    سازه ایمنوژنیک نوترکیب طراحی شده در این مطالعه

مولکول   شامل  که  مولکولی  ادجوانت  و  N  )انتهای  HBHAدمین   )

  MHCIهای  خطی سلولهای  توپتوپی که شامل اپییک دمین اپی

،  L7/L12مربوط به هر سه آنتی ژن    INFɤو    B Cellو    MHCIIو  

BLS    وbp26    انتهای(Cمی غیر  (  لینگرهای  کمک  با  که  باشد 

شده متصل  هم  به  سازه  منعطف  این  طراحی  و  چینش  برای  اند. 

 استفاده شده است.   CLC Main Workbenchنوترکیب از نرم افزار

خواص   شیمیایی،ارزیابی  ژنیسیتی،    فیزیکو  آنتی 

 آلرژنیسیتی سازه نوترکیب 

شیمایی مربوط   در ادامه این مطالعه برخی از مهمترین خواص فیزیکو

سازه شده  به  طراحی  عمر،    نوترکیب  نیمه  مولکولی،  وزن  مانند 

GRAVY  ،aliphatic index نقطه و  پایداری  شاخص   ،

از   بکارگیری  با   ProtParamسرورآنلاینایزوالکتریک 

)https://web.expasy.org/protparam/(    .شدند سنجش  ارزیابی 

آنتی بودن   میزان  آلرژن  و  به    ژنیسیتی  نیز  شده  طراحی  سازه  این 

معتبر و  آنلاین  سرورهای  توسط   VaxiJenترتیب 

-http://www.ddg

pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html))    و

AllerTOP  (pharmfac.net/AllerTOP-https://www.ddg/ ) 

شد اسیدآمینهانجام  توالی  سرورها  این  از  استفاده  برای  پروتئین  .  ای 

 به کار گرفته شد.  به صورت خامنوترکیب مذکور 

 پیش بینی ساختار دوم و سوم سازه نوترکیب  

این   در  شده  طراحی  نوترکیب  دوم سازه  ساختار  بینی  پیش  با هدف 

انواع شکل میزان تشکل  از مطالعه، درصد  اعم  های مختلف فضایی 

های موجود در توالی این سازه  ها و چرخشها، حلقهها، صفحهمارپیچ

سرور   توسط  -SOPMA (https://npsaکایمریک، 

prabi.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html)  

ها برای مشاهده ساختار سوم بررسی شدند. همچنین در ادامه بررسی

معتبر   سرور  از  مذکور   )  I-TASSERسازه 

TASSER/-https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I) 
گردید. سرور  استفاده  توسط  شده  پیشنهاد  مدل  بهترین  -I  سپس 

TASSER    ،)بود کرده  ارائه  را  اعتماد  ضریب  بالاتری  که  )مدلی 

سرور   بکارگیری  با   GalaxyRefineمجدد 

(-http://galaxy.seoklab.org/cgi

bin/submit.cgi?type=REFINE)    چینش از  تا  شد  ریفاین 

های متصل به  صحیح اسیدهای آمینه و همچنین زاویه صحیح گروه

اطمینان   پروتئین  شده  بینی  پیش  بعدی  سه  مدلی  در  آلفا  کربن 

حاصل شود. در نهایت به منظور شناسایی بهترین مدل از ساختارهای 

مدل از  هریک  برای  راماچاندران  پلات  شده،  ریفاین  های سوم 

سرور   توسط  شده    ( http://vadar.wishartlab.com)پیشنهاد 

VADAR .رسم شد 

گیرنده   و  نوترکیب  سازه  مولکولی  داکینگ  بررسی 

TLR4/MD-2 

پروتئین برهمکنش  صحت  بررسی  منظور  کایمر  -به  بین  پروتئین 

گیرنده   و  شده  طراحی  سرور  TLR4/MD-2نوترکیب   ،

https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-4.1/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-4.1/
https://web.expasy.org/protparam/
http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html)
http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html)
https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE
http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE
http://vadar.wishartlab.com/
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(php.queue/=redir/php.login/org.cluspro//:https) 

ClusPro    فرمت  2ورژن رابطه،  این  در  شد.  گرفته     pdbبکار 

بهترین    pdbبه عنوان فایل گیرنده و فایل  TLR4/MD-2پروتئین  

مدل ریفاین شده کایمر نوترکیب طراحی شده که از مراحل قبل به 

 .دست آمده بود به عنوان لیگاند استفاده شد

 نتایج 

توالی ژناستخراج  آنتی  پروتئینی  شناسایی  های  و  ها 

 سیگنال پپتایدها 

آمینه اسید  از  توالی  یک  هر  و    L7/L12  ،BLS  یهاژن  یآنت ای 

bp26    از پایگاه داده استخراج شد و سپس برای    NCBIبا موفقیت 

گرفت.   قرار  ارزیابی  مورد  پپتاید  سیگنال  توالی  شناسایی  و  بررسی 

عنوان    دهایپپت  گنالیس که  ی م  شناختهرهبر    یتوال   کیبه  شوند 

ساخت  یهانیپروتئ حال  محل  در  سمت  به  در    یساز  یرا  مطلوب 

  ن، ی. بنابرا(15,  14)کندیم  تیهدا  یوتیوکاریو    یوتیپروکار  یهاسلول

انتهای  دنباله    نیا در  که  است    Nپپتید  واقع  از    یزمانپروتئین  که 

م عبور  میترانسپوزون  جدا  مطالعه  .  (16)شود    ی کند،  این  با  در 

از سرور   توالSignalP 5استفاده  -ژنیآنت  یدی پپت  گنالیس  یها  ی، 

موفق  bp26و    L7/L12  ،BLS  یها  یتوال  نالیترم-Nاز    تیبا 

 و سپس حذف شدند.  نییتع هانیپروتئ

  Tهای  های تحریک کننده سلولتوپشناسایی توالی اپی

سلوهای   آنتی  Bو  میزان  تعیین  و  گاما  اینترفرون   ،

 ها توپژنیسیتی اپی

با     IFNepitopeو  IEDB  سرورهای قدرتمند  سرورهای  جمله  از 

باشند.  ی حوزه ایمنوانفورماتیک میهابالاترین نرخ ارجاع در پژوهش

جدول  داده در  شده  ارائه  پیش  3و    2،  1های  نتایج  به  بینی  مربوط 

-( و سلولMHCI  ،MHCIIهای  )سلول  Tهای  های سلولتوپاپی

سرور    Bهای   اینترفرون  توپاپی و    IEDBتوسط  اختصاصی  های 

ابتدا می    IFNepitopeتوسط سرور    گاما در  هر    هایتوپاپی   باشند. 

در هر دسته مولکولی    bp26و    L7/L12  ،BLS  یهاژن  یآنتیک از  

توپ برتر که بالاترین امتیاز برای نرخ اتصال  چندین اپی  بینی وپیش

های انتخاب شده  توپرا ارائه کرده بودند انتخاب شدند. در ادامه اپی

ژن  هایی که غیر آنتیتوپبررسی شدند و اپی  VaxiJenتوسط سرور  

هایی که بالاترین امتیاز اتصال توپبودند حذف شدند و در نهایت اپی

سلول بالاترین   B Cellو    MHCI  ،MHCIIهای  به  همراه  به  را 

آنتی سرور    امیتاز  توسط  شده  )ارائه  کرده VaxiJenژنیسیتی  ارائه   )

آنتی اسکور  بالاترین  اساس  بر  و  انتخاب شدند  رتبهبودند  -ژنیسیتی 

 بندی شدند. 

با  L7/L12 ژن های پیش بینی شده از آنتیتوپ( بهترین اپی1جدول 

-ژنیسیتی مرتب سازی شدهبالاترین امتیاز اتصال که بر اساس امتیاز آنتی

 . اند
با بالاترین امتیاز اتصال که بر  BLS های پیش بینی شده از آنتی ژن  توپ ( بهترین اپی2جدول  

 . اند اساس امتیاز آنتی ژنیسیتی مرتب سازی شده

 MHCI های های قابل شناسایی توسط مولکولاپی توپ 

 نام سرور توپی توالی اپی امتیاز آنتی ژنیسیتی 

206/1 55 KTEFDVVLA  63  

 

)http://tools.iedb.org/mhci/IEDB ( 

 

 

 

155/1 62  LADGGANKI 70 

097 /1 32 ASKDEAEKIK  41 

587/0 50 AAAEEKTEF  58 

173/0 8 VEDLSALTV  16 

 MHCII های های قابل شناسایی توسط مولکولاپی توپ 

 نام سرور توپی توالی اپی امتیاز آنتی ژنیسیتی 

279 /1 55 KTEFDVVLADGGANK 69  

197/1 37 AEKIKAQLEAAGAKV 51  

 

) http://tools.iedb.org/mhcii/IEDB ( 
775/0 27 EEKWGVSAAAPVAVA 41 

736/0 4KEVRALTGLGLKEAK  18 

845/0 35 AAPVAVAAAGGAAPA 49 

 B Cellهای قابل شناسایی توسط اپی توپ 

 نام سرور توپی توالی اپی امتیاز آنتی ژنیسیتی 

309 /1 96 KAVKEGAKSDE 106  

 

 

) http://tools.iedb.org/bcell/IEDB ( 

8750 /0 28  
EKWGVSAAAPVAVAAAGGAA

PAAAAEEK 55 

573/0 77 RALTGLGLKE 86 

 IFN-ɤ های های قابل شناسایی توسط مولکولاپی توپ 

 نام سرور توپ توالی اپی امتیاز آنتی ژنیسیتی 

9471/0 47 SAAAPVAVAAAGGAA 32   IFNepitope 

http://crdd.osdd.net/raghava/ifnepit(

  )ope/scan.php 

 MHCI های های قابل شناسایی توسط مولکولاپی توپ 

 نام سرور توپ توالی اپی امتیاز آنتی ژنیسیتی 

947 /0 43 SVEVEIFDVPGA 55  

 

 

IEDB 

(http://tools.iedb.org/mhci/) 

926/0 34 ETEVPVLSV 42 

534/0 2 NQSCPNKTSF 11 

596/0 54 EHHDFFHAHF 63 

  

 MHCII های های قابل شناسایی توسط مولکولاپی توپ 

 نام سرور توپ توالی اپی امتیاز آنتی ژنیسیتی 

237/1 31SFVAELAAKTGGSVE45  

 

IEDB 

(http://tools.iedb.org/mhci/) 

173/1 131HFKVKGVEAAHAALQ 145 

935/0 100QVQLETEVPVLSVVL114 

894 /0 29 RKSFVAELAAKTGGS 43 

649 /0 66 RTGRYAAIVGAAFVI  80 

 B Cellهای قابل شناسایی توسط اپی توپ 

 نام سرور توپ توالی اپی امتیاز آنتی ژنیسیتی 

629/0 119FHESKEHHDFFHAHFKVK 136  

IEDB 

 ( http://tools.iedb.org/bcell/) 

 IFN-ɤهای قابل شناسایی توسط اپی توپ 

 نام سرور توپ توالی اپی امتیاز آنتی ژنیسیتی 

6040/0 112  VLTPHHFHESKEHHD  128 

 

IFNepitope 

(http://crdd.osdd.net/raghava/i

fnepitope/scan.php) 

 

http://tools.iedb.org/mhci/
http://tools.iedb.org/mhcii/
http://tools.iedb.org/bcell/
http://crdd.osdd.net/raghava/ifnepitope/scan.php
http://crdd.osdd.net/raghava/ifnepitope/scan.php
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اساس امتیاز آنتی  با بالاترین امتیاز اتصال که بر Bp26 ژن های پیش بینی شده از آنتیتوپ( بهترین اپی 3جدول 

 .اندژنیسیتی مرتب سازی شده

 

ها و ادجوانت  مهندسی سازه نوترکیب متشکل از آنتی ژن

 مولکولی 

توالی بهترین  بخش  این  اپیدر  پپتیدی  از  توپهای  یک  هر  های 

توالیآنتی ترتیب  به  راستا  این  در  شدند.  انتخاب  پپتیدی ژن  های 

LADGGANKI    ،GIDIQPIYVY  و  VEVEIFDVPGAY  

اپیآلایده مولکول  توپترین  به  مربوط  توالیMHCIهای  های  ، 

،  KTEFDVVLADGGANKپپتیدی  

TGGIDIQPIYVYPDD    وSFVAELAAKTGGSVE  

اپی مولکولتوپبهترین  به  مربوط  توالیMHCIIهای  های  های ، 

و   KAVKEGAKSDE  ،QENQMTTQPA  پپتیدی

FHESKEHHDFFHAHFKVK  اپی به  توپبهترین  مربوط  های 

توالی   B Cellهایمولکول همچنین  های  و 

SAAAPVAVAAAGGAA  ،VLTPHHFHESKEHHD    و

LDAMKKAGIEDRDLQ  اپی به  توپبهترین  مربوط  های 

آنتی  IFN-ɤمولکولهای   از  یک  هر  و    L7/L12  ،BLSهای  ژناز 

bp26    منعطف غیر  پپتیدی  لینکر  توسط  که  یکدیگر   KPبودند  به 

ترمینال(   Nتوپی )متصل شدند. سپس در بالادست این چهارچوب اپی

نیز گنجانده شد. لازم  HBHAادجوانت مولکولی  ایتوالی اسید آمینه

منعطف  غیر  پپتیدی  لینکر  توسط  توالی  این  که  است  ذکر  به 

EAAAK (. 1توپی متصل شد )شکل به دمین اپی 

 
و اپی1شکل   ادجوانتی  از دو دومین اصلی  نوترکیب طراحی شده متشکل  توپی. در این تصویر  ( سازه 

ادجوانت   به  به اپیHBHAرنگ سبزمربوط  نارنجی مربوط  زرد  MHCIهای گروه  توپ، رنگ  ، رنگ 

اپی به  به اپیMHCIIهای گروه  توپمربوط  آبی مربوط  بنفش    Bهای  های سلولتوپ، رنگ  و رنگ 

باشند. همچنین رنگ قرمز در این تصویر نشان دهنده لینکرهای می  IFN-ɤتوپ های  مربوط به اپی
 باشد.پپتدی غیرمنعطف می

 

ژنیسیتی،   آنتی  شیمیایی،  فیزیکو  خواص  ارزیابی 

 آلرژنیسیتی سازه نوترکیب 

فیزیکو خواص  مهمترین  از  طراحی    برخی  نوترکیب  سازه  شیمایی 

توسط سرور   این   ProtParamشده  داد که  نشان  نتایج  بررسی شد. 

دالتون    36256/  13  اسید آمینه، وزن مولکولی  335سازه نوترکیب با  

ایزوالکتریک   نقطه  آلفاتیک    37/8و  شاخص  و    10/77دارای 

GRAVY  613/0-  این  می ناپایداری  شاخص  این  بر  علاوه  باشد. 

گزارش شده است که این پروتئین را در دسته    8/34توالی پروتئینی  

میپروتئین معرفی  حرارتی  پایدار  ژنیسیتی کل  های  آنتی  امتیاز  کند. 

سرور   توسط  سازه  شد.    0//8287معادل    VaxiJenاین  گزارش 

می را  پروتئین  آنتیبنابراین  پروتئین  یک  عنوان  به  ژنیک بایست 

  AllerTOPبرشمرد. در ادامه آلرژن بودن این توالی نیز توسط سرور  

 ارزیابی شد و این سازه را غیر آلرژن معرفی کرد.

نتایج ارزیابی ساختار دوم و سوم سازه نوترکیب طراحی  

 شده 

سررو    ساختار توسط  شده  مهندسی  سازه  در  موجود  دوم  های 

SOPMA    سازه این  شده  مشاهده  نتایج  اساس  بر  و  شدند  ارزیابی 

 MHCI های های قابل شناسایی توسط مولکولاپی توپ 

 نام سرور توالی اپی توپی  ژنیسیتی امتیاز آنتی 

198/2  30GIDIQPIYVY  39  

 

 

IEDB 

(http://tools.iedb.org/mhci/) 

415/1 26 LQTGGIDIQPIY 37 

177/1 46  TLADAAGVGL 55 

079/1 50 ASPDMAILNL 59 

016/1 2 MTANNEAMTK11 

 MHCII های های قابل شناسایی توسط مولکولاپی توپ 

 نام سرور توپی توالی اپی امتیاز آنتی ژنیسیتی 

618/1 98 TGGIDIQPIYVYPDD 112  

 

 

IEDB 

(http://tools.iedb.org/mhcii/

) 

240/1 121 ITGYSVSTSLTVRVR  135 

227/1 236 ENSYNVSVNVVFEIK 250 

914/0 30 ENQMTTQPARIAVTG 44 

914/0 30 ENQMTTQPARIAVTG 44 

 B Cellهای قابل شناسایی توسط اپی توپ 

 نام سرور توپی توالی اپی امتیاز آنتی ژنیسیتی 

089/1 29 QENQMTTQPA 37  

 

IEDB 

(http://tools.iedb.org/bcell/) 
628/0 103  IQPIYVYPDDKNNLKEPT 120 

869/0 149  TLGVNQGGDLNLVNDNPSAVINE 

171 

 IFN-ɤهای قابل شناسایی توسط اپی توپ 

 نام سرور توپ توالی اپی امتیاز آنتی ژنیسیتی 

6340/0 82LDAMKKAGIEDRDLQ 97 IFNepitope 

(http://crdd.osdd.net/raghav

a/ifnepitope/scan.php) 
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هلیکس، %   88/60دارای % %  96/5آلفا  و  گسترده    16/33صفحات 

(. ساختار سوم سازه مذکور با موفقیت  2باشد ) شکل  رندوم کویل می

بینی پیش  I-TASSERتوسط سرور   بهترین مدل پیش  و  بینی شد 

بینی   پیش  صحت  شد.  انتخاب  اطمینان  ضریب  بالاترین  با  شده 

نشان   نتایج  و  شد  بررسی  راماچاندران  آنالیزهای  توسط  سوم  ساختار 

غیر   و  مجاز  هسته،  بخش  در  آمینه  اسیدهای  حضور  درصد  که  داد 

درصد بود. بنابراین با توجه به کم    1و %  10، %86مجاز به ترتیب %

هسته،   ناحیه  در  آمینه  اسیدهای  درصد  و  برای  بودن    بهبود تصویه 

استفاده شد )شکل    Galaxy Refineاز سرور    اولیه   pdbدقت مدل

مدل  3 بهترین  راماچاندران  آنالیز  نتایج   .)pdb    بود شده  تصویه  که 

نشان داد که درصد حضور اسیدهای آمینه در بخش هسته، مجاز و  

 (.  4درصد ارتقاء یافت )شکل 1و %  4، %94غیر مجاز به ترتیب به %

 

 

 

 
( از مدل اولیه پیش  GalaxyRefine( بهترین مدل سه بعدی ریفاین شده )توسط سرور  2شکل  

سرور   توسط  شده  طراحی  نوترکیب  سازه  شده  دمین  I-TASSERبینی  به  مربوط  سبز  رنگ   .

، رنگ قرمز مربوط به لینکر غیر منعطف و رنگ زرد نیز مربوط به    HBHAادجوانت مولکولی  

 باشد. توپی می دمین اپی

 

 
  I-TASSER( مقایسه پلات راماچاندران بین اولین مدل سه بعدی پیش بینی شده توسط سرور 3شکل 

(A و بهترین مدل ریفاین شده توسط سرور )GalaxyRefine (B .) 

 

 
بینادجوانتمولکولی A  -4شکل   مولکول    HBHA:برهمکنش  شدهو  طراحی  نوترکیب  کایمر  در 

گیرنده  TLR4/MD-2گیرند مولکول  دهنده  نشان  سبز  رنگ   .TLR4/MD-2   دمین آبی  رنگ   ،
: Bتوپی را نشان میدهد.  و رنگ قرمز دمین اپی   EAAAK، رنگ زرد لینکرHBHAادجوانت مولکولی  

مولکول ادجوانت  بین  هیدوژنی  پیوندهای  طول  و  گیرنده   HBHAتعداد  و  که   TLR4/MD-2ی 

ظاهرسازی شده است. پیوندهای هیدروژنی توسط خط چین سبز نشان داده    +LigPlotتوسط نرم افزار
 شده است.

 

پروتئین داکینگ  طراحی  -نتایج  نوترکیب  سازه  پروتئین 

 TLR4/MD-2شده و گیرنده 

بررسی داکینگ بین پروتئین نوترکیب طراحی شده و پروتئین گیرنده  

با موفقیت انجام شد. نتایج   ClusProآن در سطح سلول توسط سرور 

موجود در سازه مورد مطالعه توانست    HBHAنشان داد که پروتئین

( خود  گیرنده  به  انرژی  کمترین  متصل  TLR4/MD-2با   )

عضو خوشه وجود داشت و امتیاز  62در این برهمکنش    )4شکل(شود

خوشه   این    -4/657مرکز  انرژی  کمترین  نیزبود.    -8/858  اتصال 

نرم  از  نیز  ادامه  در  شد.  محاسبه  مول  بر   افزارهای   کیلوکالری 

LigPlot+  و  PyMol    و شده  داک  محصول  بیشتر  ارزیابی  جهت 

برآورد تعداد و طول پیوندهای هیدروژنی مورد استفاده قرار گرفت. بر  

شکل   در  که  همانطور  اساس،  می  5این  طی مشاهده  در  شود 

مولکول مولکولی    HBHAبرهمکنش  گیرنده  پروتئین  با 
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TLR4/MD-2  تعداد ایجاد شد. اسیدهای آمینه    9،  پیوند هیدروژنی 

 گزارش شده است.  4درگیر پیوندهای هیدروژنی در جدول 

های مولکول اسید آمینه  (آنگسترومطول پیوند هیدروژنی)
HBHA 

  گیرنده  هایمینهآاسید
TLR4/MD2 

 126آلانین فنیل  128گلوتامین  78/2

 126فنیل آلانین  81آرژنین  69/2

 125لوسین  55/2

 128لیزین  131گلوتامین  55/2

69/2 

 90آرژنین  73گلوتامین  61/2

 89لیزین  22آسپارژین  53/2

 433لیزین  9آسپارژین  49/2

58/2 

و   HBHAهای مولکولهایی که در تشکیل پیوندهای هیدوژنی بین ( لیست اسید آمینه4جدول 
TLR4/MD2  دخالت دارند 

 

 بحث

مطالعات ایمنولوژی و بلاخص    که در  وتریکامپ  یراهبردهابکارگیری  

واکسن   در معرفی  و  طراحی  با  ترکیبات جدیدرابطه  با   یا یمزا  هایی 

روش   یادیز به  واقع   یسنت  یهانسبت  در   بکارگیری   با   دارند. 

از  جدید    یهای استراتژ استفاده    ی برا ی  کیوانفورماتیب  یابزارهابا 

پ  هایژگیو  نیترمهمتوان  می  ،واکسن  یطراح دقت  به    ی نیبشیرا 

 یوتریکامپ  یهایاستراتژاین  توان ادعا کرد که    یم  جه، ینت  در.  کرد

هزتوانسته و  زمان  چشمگ  یطراح  نهیاند  طور  به  را    ی ریواکسن 

دهند و  روشتاکنون    .(17)کاهش  سرولوژیکی  بیوشیمیایی،  های 

 ها آن  ها و شناسایی اجزای مفیدمیکروبیولوژیکی برای تشریح پاتوژن

  ها اند. اگر چه این روشبرای توسعه واکسن مورد استفاده قرار گرفته

زمانی در  و    هستنداست اما وقت گیر  بوده  در بسیاری از موارد موفق  

و یا زمانی   دادتوان در شرایط آزمایشگاهی کشت  ها را نمیکه پاتوژن

برخی  که   تغییرها  ژنآنتی توالی  دستخوش  است  ،  شوند   ممکن 

می  اکنون  نخورشکست  پیش   هایپویشد.  امکان  تمام  ژنومی  بینی 

ایمنیژنآنتی و  فراوانی  به  توجه  بدون  را  آنها  طول زایی  در  ها 

بیماری عامل  رشد  به  نیاز  بدون  آزمایشگاهی عفونت  شرایط  در  زا 

های ژنکند. این امر امکان تولید واکسن با استفاده از آنتی فراهم می

برداری از بازوهای غیر متعارف سیستم ایمنی را    غیر متعارف و بهره

 ها تاکنون غیر که توسعه آن   ییهابسیاری از واکسن  و  کندفراهم می

ش  بود ممکن   خواهند  تبدیل  واقعیت  ا (18)د  به  ابزارهای .  از  ستفاده 

-بالا در حوزه مطالعات ایمنوانفورماتیکی ساخت سازهمناسب با دقت  

که نوترکیب  و  جدید  واحدی  در   های  زیر  از  آنها  های طراحی 

پاتوژن می ایمنوژنیک  ممکن  را  است  گرفته  بهره  این  های  سازد. 

اول   نسل  نقایص  پوشش  و  ارتقاء  در  اساسی  و  مهم  گام  فرایند 

ها است که از کل پیکره یک پاتوژن در ساخت واکسن استفاه واکسن

ها نه تنها مربوط به خاصیت  نسل دوم واکسنمی کردند. اهمیت این  

غیر پاتوژنیک بودن و در عین حال ایمنوژن بودن آنها می باشد بلکه  

تواند از دفعات آزمایشات در حوزه  با صرفه جویی در زمان و هزینه می

In vitro  با    هایشامل باقی مانده  های خطیکاهش دهد. اپی توپ

جنس از  کوتاه  درآمینواسیدهای    طول  پروتئین  موجود  آنتی  توالی  ی 

  این   ( 20,  19)ارائه شده انددر سطح صاف مولکول    که  ها هستندژن

شناسایی می   T و  B لنفوسیتگروه  هر دو    توسط   هاتوپاپی   دسته از

های فضایی توپاپی  ها نسبت بهشوند بنابراین این گروه از اپی توپ

غیر ایمنی  یا  قدرت  و    ممتد  میزان  زایی  نتیجه  بادی در  آنتی  تولید 

شود که  . در دهه اخیر مطالعات بسیاری دیده می(21)دارند  بیشتری  

آن بکارگیری  در  و  بینی  پیش  برای  ایمنوانفورماتیکی  ابزارهای  از  ها 

های واکسنی بهره گرفته شده  های قدرتمند در طراحی سازهتوپاپی

بهره  .(24-22,  4)است   با  حاضر  مطالعه  ابزارهای در  از  گیری 

پیش در  وقدرتمند  اپی  بینی  تخصصی  حوزه توپآنالیزهای  در  ها 

اپی بهترین  قدرتمند  توپایمنولوژی  ژن  آنتی  سه  به  مربوط  های 

L7/L12  ،BLS    وbp26    باکتری و در طراحی    بروسلااز  شناسایی 

آن از  واکسنی  سازه  شد.یک  گرفته  بهره  سازه    ها  در  این  بر  علاوه 

مولکولی   ادجوانت  از  مطالعه  این  در  شده  برای   HBHAمعرفی 

و همچنین افزایش وزن سازه به منظور   تقویت خاصیت آنتی ژنیسیتی

استفاده  کلیوی  فیلتراسیون  سیستم  طریق  از  حذف  از  جلوگیری 

علاوه بر افزایش طول عمر    ها ترکیباتی هستند کهادجوانت.  (25)شد

شده را    تزریقهای  ژنعلیه آنتیزایی  ایمنی  ها،و زنده مانی آنتی ژن

بادهندافزایش می مواردی  در  آنتی    ، همچنین  ترکیبی  میل  افزایش 

ژن، آنتی  به  ایمنی    بادی  سیستم  تر  اختصاصی  تحریک  موجب 

می سلولار  و  میهمورال  که  موجب  شود  آنتیتواند  دوز    ژن کاهش 

قیمت  مصرفی کاهش  نتیجه  در  و  واکسن  شوند    در  .  (26)واکسن 

HBHA  مولکول  ستیآگون  TLR4  تولیم  که  است   د یتواند 

کموکا  یالتهاب  شیپ  یهانیتوکیس آغاز  نیو  را  امروزه    .کندها 

عنوان    TLR4  یهاستیآگونبکارگیری   کار  ادجوانتبه   ییآزمادر 

در   HBHA. استفاده از مولکول  (28,  27)اندافتهیتوسعه    ینیبال  یها

های زیر واحدی نسل دوم برای مقابله با طیف طراحی انواع واکسن

پاتوژن از  قرار گرفته  وسیعی  استفاده محققیق  و  توجه  ها بسیار مورد 

بر  .(32-29)است   سازه   این،   علاوه  پروتئین  ایزوالکتریک  نقطه 

است که    یpH  بود که این شاخص از نظر تئوری  37/8طراحی شده  
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  ی خالص ندارد و برا   ی کیسطح خاص بار الکتر  ا یمولکول    ک یدر آن  

  ک یفاتیشاخص آلاز طرفی    .(33)است  دیمف  نیبار پروتئ  یدار یدرک پا

نسب  نیپروتئ  کی حجم  عنوان  زنج  یبه  توسط  شده   ی هارهیاشغال 

والAla)  نیآلان(  کیفاتیآل  یجانب اVal)  نی(،  و  Ile)  نیزولوسی(،   )

عنوان  یم  فیتعر  (Leu)  نیلوس به  است  ممکن  عامل    کیشود. 

برا نظر    یکرو  یهانیپروتئ  یحرارت   یداریپا  شیافزا  یمثبت  در 

شود آل(34,  33)گرفته  شاخص   ینیپروتئ  یهایتوال  یبرا  کیفاتی. 

  ک یفاتیشاخص آل  کیبود.    10/77مطالعه    نیدر ا  سازه طراحی شده

م نشان  که  یبالا  دما  ن یپروتئ  کیدهد  محدوده  از    یعیوس  ییدر 

  ا ی  دیپپت  کی  یبرا  GRAVYمقدار  . علاوه بر این  است  داریحرارت پا

مقاد  نیپروتئ مجموع  عنوان  اس  یدروپاتیه   ریبه   نهیآم  یدهایتمام 

باق  میتقس   ن ی. پروتئ(33)شود  یها در دنباله محاسبه مماندهیبر تعداد 

  -GRAVY613/0   یهاشاخص  یمطالعه دارا  نیدر امورد بررسی  

ا ک  ن یبود.  شاخص    ممحدوده  منفی  کرو  ،GRAVYو   یاحتمال 

-ی ( نشان مزی)آب گر  ییغشا  ی را به جا  نیبودن )آب دوست( پروتئ

ا برا   نیدهد.  است  ممکن  ها نیپروتئ  ن یا  یساز  یمحل  یاطلاعات 

از طرفی همانطور که در نتایج این مطالعه ملاحضه   .(35)باشد  دیمف

شود، پروتئین طراحی شده یک پروتئین غیر آلرژن با امتیاز آنتی  می

است.  8287/0مطلوب  ژنیسیتی   شده  کل  شناخته  طور    ی آنت  ،یبه 

توانا  مربوط  ژنیسیتی برایآنت  کی  ییبه    یهاپاسخ  کیتحر  یژن 

-تیحساسآلرژنیسیتی یا  که    یشود، در حالیم  یعیطب  کیمونولوژیا

  ر یغ  یمنیا  یهاپاسخ  یالقا  یژن برا  یآنت  ک ی  ییبه توانامربوط    ییزا

 .(36)شود  یکیولوژیزیف  یهابیآس تواند منجر به  یکه ماست    یعیطب

شده،   طراحی  سازه  فیزیکوشیمایی  خواص  سایر  ارزیابی  ادامه  در 

این  که  آنجا  از  شد.  بینی  پیش  پروتئین  این  برای  پایداری  شاخص 

توان در است این پروتئین را یک پروتئین پایدار می  40شاخص زیر  

توان با درصد یارائه شده در بالا، م  جیبر اساس نتا  .(15)نظر گرفت  

کا  ییبالا  نانیاطم عنوان  یاپ  هیپا  بر  کیمریسازه  به  را    ک یتوپ 

کرد.   یمعرف  یواحد   ریز  یهاساخت واکسن  یبرا  بخش  کاندید امید

برا که  است  ذکر  به  تا  لیتکم  یالبته لازم  ارائه   جینتا  تریقو  دییو 

 اشدبیم ازین  ز ین invivoو  invitroشده مطالعات 
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