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  14115-331: شناسي، صندوق پستيتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، گروه انگل :نشاني مكاتبه*

Email: ghafarif@modares.ac.ir 

  

  نژيابي  كلونينگ و توالي

  Leishmania homologue of receptors for activated C kinase 

(LACK) ليشمانيا ماژور سويه استاندارد ايراني   

 ، عبدالحسين دليمي3، زهره شريفي*2فر ، فاطمه غفاري1نياز جرجاني اوغل

  5، زهيرمحمد حسن4

  علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرانشناسي، دانشكده   دانشجوي دكتري، گروه انگل-1

  تهران، ايران ،دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، شناسي گروه انگل دانشيار، -2

  ، تهران، ايرانسازمان انتقال خون ايراناستاديار،  -3

  نتهران، ايرا ،دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، شناسي  گروه انگل استاد،-4

  تهران، ايران ،دانشگاه تربيت مدرس،  دانشكده علوم پزشكيشناسي،  استاد، گروه ايمني-5
  

  5/11/87 :پذيرش مقاله  6/7/87 :دريافت مقاله
  

  هچكيد

هاي نسجي خـوني داخـل       انگلي مهم دنياست كه توسط تك ياخته       –هاي عفوني  ليشمانيوزيس جزء بيماري   :هدف

هـاي    اسـت كـه در فـرم        كيلودالتوني 36 يك پروتئين    LACKژن   .شود جاد مي سلولي اجباري از جنس ليشمانيا اي     

اسخ ايمني  پ LACK. هاي مختلف ليشمانيا به مقدار بالايي وجود دارد        پروماستيگوت و آماستيگوت انگل، در گونه     

عنوان  خوبي به  انتخاب ژن نوتركيب مناسب بوده و      براي تهيه آنتي    بنابراين اين ژن   ؛كند سريعي عليه انگل ايجاد مي    

 بـراي  ليشمانيا ماژور ايران     LACKاين مطالعه با هدف كلون نمودن ژن         ،استعليه ليشمانيا ماژور     DNAواكسن  

  .توليد پروتئين نوتركيب براي ساخت واكسن انجام شده است

خراج اسـت ) MRHO/IR/75/ER (ايراني ليشمانيا ماژور   از سويه استاندارد   DNAدر اين تحقيق     :ها مواد و روش  

بــازي تكثيــر شــده در پلاســميد   جفــت939ســپس قطعـه   .شــد تكثيــر PCRبـا اســتفاده از روش   LACKو ژن 

pTZ57R/Tسويه پلاسميد نوتركيب در باكتري اشرشياكلي.  كلون شد TG1يابي شد  ترانسفورم و توالي.  

 مـشخص كـرد كـه       pTZ57R/T كلـون شـده در پلاسـميد        ليـشمانيا مـاژور    LACKآناليز تعيين توالي ژن      :نتايج

 ايـن  . ليشمانيا ماژور استLACKژن  در اين پلاسميد كلون شده است و ژن كلون شده،بازي   جفت939 اي قطعه

كلونينـگ بـا    ايـن   . شـباهت دارد   LmjF28.2740بـا كـد      بانـك ژنـي    با سويه موجود در       درصد 89سويه ايراني   

  .ييد شدأ و برش آنزيمي تPCRهاي  روش

تـوان   دست آمده نشان داد كه اين ژن بـا موفقيـت تكثيـر و كلـون شـده و از ايـن كلـون مـي                    نتايج به  :گيري نتيجه

ژن نوتركيب و پلاسـميد يوكـاريوتي بـراي تهيـه واكـسن               پروكاريوتي براي تهيه آنتي    بيانيهايي در پلاسميد     كلون

DNAلعات آينده استاين مطالعه راهي براي پيشرفت توليد پلاسميدهاي نوتركيب براي مطا.  استفاده كرد.  
  

  LACKيابي، ليشمانيا ماژور،   كلونينگ، توالي:كليدواژگان
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  مقدمه -1

هــاي   جــزء بيمــاري (Leishmaniosis) ليــشمانيوزيس

هـاي نـسجي     انگلي مهم دنياست كه توسط تك ياختـه        -عفوني

 (Leishmania) خوني داخل سلولي اجباري از جنس ليـشمانيا       

  .شود ايجاد ميداران  از راسته كينتوپلاست

اين انگل از طريق نيش پشه خـاكي مـاده آلـوده بـه ميزبـان                

 جلـدي شـايع در ايـران        يسليـشمانيوز . شـود  دار منتقل مـي    مهره

هاي روحي، اجتمـاعي،     شود ولي آسيب    موجب مرگ نمي   معمولاً

مزمن بودن دوره زخم، منظـره       مثل   اقتصادي را به دلايل مختلف    

ماندن آثار زخم، احتمال عفونـت  جاي  هجوشگاه ناپسند پوستي، ب  

ثانويه، بار سنگين اقتصادي درمان بـراي جامعـه، طـولاني بـودن             

شـود كـه     دوره درمان و عوارض ناشـي از درمـان را سـبب مـي             

  .حساب آورد  ايران بهبوميتوان آن را از معضلات مهم مناطق  مي

 يك مشكل بهداشت عمومي براي اكثر مناطق        يسليشمانيوز

 بـه ايـدز    افراد مبـتلا   كشورهاي جهان سوم و   خصوص   هجهان ب 

(Acquired Immunodeficiency Syndrome: AIDS) و 

هاي نـاتوان كننـده سيـستم ايمنـي در كـشورهاي             ساير بيماري 

 راسـتاي    و اين انگيزه قوي مطالعـات تجربـي در         استپيشرفته  

سـال از    بنيان روشي كامل براي كنترل آن بوده كه بيش از صـد           

  ].5 -1[گذرد  ها مي شتاريخ اين تلا

علـت مواجهـه     هاي درماني مختلف بـه     در استفاده از روش   

شدن با مـشكلاتي ماننـد عـود بيمـاري، مقاومـت بـه داروهـا،                

ي، هزينـه   يعوارض جانبي داروها، ايجاد عفونت ثانويـه باكتريـا        

خـصوص در افـراد      هبالا، گزارش چندين مورد اپيدمي بيماري ب      

در ايجاد و گسترش داروهاي جديد  با نقص ايمني، تحقيقات را

  .برد ضد ليشمانيا يا يك واكسن مناسب پيش مي

مطالعات و تجربيات مختلف نشان داده اسـت كـه احتمـال            

. تهيه واكسني مناسب عليـه ليـشمانيوزيس انـساني وجـود دارد           

، ها نشان داده است كه تقويت سيستم ايمنـي         مشاهدات و تلاش  

  . استيساساس درمان ليشمانيوز

   جديــدي اســت بحــث كــاملاً  DNAناسيون يواكــس

  هـاي ايمنـي هومـورال       پاسخ يروش قدرتمندي براي القا    و
  

  

  DNAسلولي اختـصاصي اسـت كـه بـا تزريـق پلاسـميد           و

  شـده  هاي ميزبان پـروتئين كـد      سلول به درون ميزبان،   برهنه

ــان ــي پاســخ .كننــد مــي را بي   هــاي ايمنــي واكــسيناسيون ژن

  كننـد كـه از طريـق سيـستم         اء مـي  مدتي الق ـ  ثر و طولاني  ؤم

MHC-I (Major Histocompatibility Complex) ،MHC-II 

  كننـد  شـوند و خـاطره ايمونولـوژيكي را تحريـك مـي            وري مي افر

در دهه گذشته، پيشرفت چشمگيري در زمينـه شناسـايي          ]. 10 -6[

  توانـد پاسـخ ايمنـي محـافظتي القـاء          كانديدهاي واكـسن كـه مـي      

 هـاي  ژن بيـشتر ايـن كارهـا روي آنتـي         .سـت صورت گرفته ا   كنند،

PSA2 ،Leif ،LmSTI1 ،P20 ،Ribosomal like Protein ،

GP63 ،GP64 ،CP (A,B) ،A2 ،P4 ،P8 ،Histon H1 ،M2  

انـد   هاي واكـسن شناسـايي شـده       عنوان گزينه  هشده است كه ب   متمركز  

 كنند اما در ايـن ميـان       هاي ايمني كاملي نمي    كدام ايجاد پاسخ   ولي هيچ 
LACK (Leishmania homologue of receptors for actived C kinase) 

  ].14 -11[ كه بيان قوي دارداست يكي از كانديداهاي اصلي واكسن 

LACK  ليشمانيا مـاژور (L. major)،   كيلودالتـوني  36پـروتئين 

 آماسـتيگوت   و (Promastigote) هاي پروماسـتيگوت   بوده و در فرم   

(Amastigote)   همچنين  .ردهاي مختلف ليشمانيا وجود دا     ه و در گون 

  پـستانداران دارد   RACK-I همولوژي و شباهت زيـادي بـا پـروتئين        

و فاقـد   باز    جفت 939  داراي LACKژن   كننده آنتي  ژن كد ]. 17 -15[

پاسخ ايمنـي سـريعي عليـه انگـل ايجـاد            LACKژن   .استاينترون  

 ].18 [دكن مي

 (Interleukin 4: IL-4) 4اينترلوكين ، LACK عليه Tهاي  سلول

شـود كـه     ايجاد مي LACKعليه  تحملي  كنند، بنابراين    توليد مي 

در نتيجـه   . اسـت  در تيمـوس     LACKژنيـك    نتيجه بيان ترانس  

  .شود باعث مقاومت عليه عفونت ليشمانيوزيس مي

 ـ    اگر در ايمني  DNAا زايي عليـه ليـشمانيوزيس، همـراه ب

LACK، IL-12 اينترفــرون گامــا اســتفاده شــود باعــث توليــد 

(Interferon gamma: IFN-γ) و حفــظ و اثربخــشي پاســخ 

Th1 (T helper 1)19 [شود  مي.[  

ليـشمانيا   LACK هدف از ايـن تحقيـق، كلـون كـردن ژن          

 براي تهيه پلاسميد نوتركيب ژن      PTZ57R/T ناقلداخل   ماژور

LACKبود .  
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  ها مواد و روش -2

  رانگل ليشمانيا ماژو -2-1

ايراني ليشمانيا ماژور تهيه     از سويه استاندارد  در اين تحقيق    

ــتور  ــستيتو پاسـ ــده از انـ ــين  شـ ــد بـ ــه داراي كـ ــي  كـ المللـ

MRHO/IR/75/ER،استفاده شد  است.  

هـاي   ، پروماسـتيگوت  ژن براي توليد انبوه انگل و تهيه آنتـي       

 تـا   10 حـاوي     كه RPMI-1640انگل ليشمانيا ماژور در محيط      

 سيلين  واحد پني  100شده و   سرم جنين گاو غيرفعال      درصد   20

(Penicillin) ميكروگــرم استرپتومايــسين100و ليتــر  ميلــي در  

(Streptomycin)   درجـه   25±1  در دمـاي   اسـت،  ليتر ميلي در 

كه تعداد انگـل بـه ميـزان         تا زماني شود   گراد نگهداري مي   سانتي

  . شودآوري ايستا جمعمرحله انگل در  رسد وبزيادي 
 

  DNAاستخراج  -2-2

هـاي تغلـيظ     از پروماستيگوت ) 5×107در حدود   ( ميكروليتر   100

 PBS (Phosphate Buffered Saline)شده و شستشو شده با بـافر  

 ميكروليتر بافر ليز    900 با   ريخته شد و  سي   سي 5/1ن يك ويال    ودر

 ميكروليتـر   10ها،   منظور ليز شدن پروماستيگوت    به. دشمخلوط  

مـاري    ساعت در بن   2مدت   به به ويال اضافه شد و       Kيناز  ئپروت

 DNAاسـتخراج   . ]21،  20 [ قرار داده شد   گراد  درجه سانتي  55

  .]23، 22 [به روش فنل و كلروفرم انجام شد
  

  PCR با روش DNAتكثير  -3-2

عنوان  ها به  استخراج شده از پروماستيگوت    DNAمحصول  

 استفاده PCRوسيله روش  ه بLACKژن الگو براي تكثير قطعه 

 ميكروليتر تهيه شد كـه      25 در   PCRمحصول واكنش    .شوند مي

 DNA ميكروليتــر محــصول 5/2 :اســتشــامل تركيبــات زيــر 

 ميكروليتـر آب  Mix Taq ،8ميكروليتـر   5/12استخراج شـده،  

 (Primers) هـا آغازگريـك از     ميكروليتر از هر   1مقطر استريل،   

  .)كروليتر پيكومول در مي10(

 بـه  LACKر قطعـه ژن  هاي زير براي تكثي   آغازگراز جفت   

  : استفاده شدPCRروش 

جلـويي  آغـازگر :  5'-ATT AAG CTT ATG AAC 

TAC GAG GGT CAC CTG AAG GG-3' 

برگـشتي  آغـازگر :  5'-TTA GAA TTC TTA CTC 

GGC GTC GGA GAT-3' 

  نوكلئوتيـد 35داراي  (Forward primer)آغازگر جلـويي  

روع  و كـدون ش ـ    HindIII جايگاه شناسـايي بـرش آنزيمـي         با

ATGآغازگر برگـشتي   است و (Reverse primer) 27 داراي 

 و كـدون    EcoRI جايگـاه شناسـايي بـرش آنـزيم          بانوكلئوتيد  

  .است TAAخاتمه 

ــر   ــه زي ــق برنام ــه: انجــام شــدPCRطب ــتگي اولي    واسرش

(Initial Denaturation) 5ــه ــاي   در دقيقـ ــه 94دمـ  درجـ

ــانتي ــراد س ــتگي ، گ ــه60واسرش ــاي   در ثاني ــه94دم   درج

 54  در دمـاي    ثانيـه  30 (Annealing)  اتـصال  ،گـراد  سانتي

در دمـاي    ثانيـه    45 (Extension) گراد و بسط   درجه سانتي 

 تكرار شـد    چرخه 30؛ سه مرحله اخير     گراد  درجه سانتي  72

ــنش  ــت واك ــا PCRو در نهاي ــايي ب ــسط نه ــه5 ب   در دقيق

  .به اتمام رسيدگراد  درجه سانتي دماي72

درصد الكتروفورز شـد و      1رز   روي ژل آگا   PCRمحصول  

ــگ  ــق رنـ ــد    از طريـ ــديوم برومايـ ــگ اتيـ ــا رنـ ــزي بـ   آميـ

(Ethidium bromide) محصول . مشاهده است قابلDNA را 

 (Ultra Violet: UV) بـنفش  يتوان تحت تابش نور مـاورا  مي

براي تعيـين   بازي    كيلوجفت 1 (Marker)نشانگر  . مشاهده كرد 

 957، بانـد    PCRمحـصول    . استفاده شـد   PCRكردن محصول   

 از ژل شركت    DNAروي ژل توسط كيت استخراج      بازي   جفت

Fermentas    از قطعات DNA هـا،   ها، نمـك  آغازگرتر،    كوچك

  .شود  خالص ميTaqها از قبيل آنزيم  نوكلئوتيدها و پروتئين
  

  pTZ57R/Tدر پلاسميد  LACKكلونينگ ژن  -2-4

بـراي  . سـازي اسـت    برش دادن و متصل كردن اساس كلون      

 پلاسـميدي خـالص شـده بـا         DNAلون كردن ژن موردنظر،     ك

 هـدف بـا   DNA سپس بـه  .دهنده مناسب بريده شد  آنزيم برش 

انتهـــاي مـــشابه متـــصل شـــد و يـــك پلاســـميد نوتركيـــب 

(Recombinant Plasmid)23، 22 [وجود آمد ه ب.[  
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از كيــت  LACKمنظــور كلونينــگ ژن  در ايــن تحقيــق بــه

. دش استفاده Fermentas شركت T/A Cloning Kitكلونينگ 

عمل كيـت در    ال خالص شـده مطـابق بـا دسـتور         PCRمحصول  

  . كلون شدpTZ57R/Tپلاسميد 

  

  (Transformation) به باكتري DNAانتقال  -2-5

  باكتريTG1از سويه  (Competent Cell)باكتري مستعد 

 ].22 [به روش كلريد كلسيم تهيه شداشرشياكلي 

ب به درون باكتري به روش زير براي انتقال پلاسميد نوتركي

  :عمل شد

 100 حــاوي (Microfuge) يــك لولــه ميكروفيــوژ   -1

 در آورده   گراد  درجه سانتي  -70ميكروليتر سلول مستعد از فريز      

مدت نيم ساعت درون ظرف يخ گذاشته شد تـا بـه دمـاي               و به 

 ميكروليتر محصول واكنش    10 -5. گراد برسد  صفر درجه سانتي  

 30مـدت    فه شد و به آرامي با هم مخلوط و به         اتصال به آن اضا   

  .دقيقه در يخ گذاشته شد

مـدت   بهگراد   درجه سانتي  42مخلوط فوق در دماي      - 2

 ثانيه شوك حرارتي داده شد و بلافاصله روي يخ منتقـل            90

 .دش

مـايع   LB (Lysogeny Broth) ميكروليتر محيط 500 -3

 دقيقه در   60دت  م بيوتيك به مخلوط فوق اضافه و به       بدون آنتي 

درجـــه  37 در (Shaker incubator) انكوبـــاتور شـــيكردار

 خارجي توسط   DNAپس از دريافت    . قرار داده شد  گراد   سانتي

 .طور مستقيم كشت داد ها را به توان آن ها مي سلول

  

هـاي   كلـون  (Screening)غربال كردن    -2-6

  باكتري حاوي پلاسميد نوتركيب

هاي  ه درون سلول ميزبان كلون     نوتركيب ب  DNAپس از انتقال    

ــال و انتخــاب شــدند  ــب مناســب، غرب   .حــاوي پلاســميد نوتركي
X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside)  

همراه با يك القاءكننده آنزيم يعنـي ايزوپروپيـل تيوگالاكتوپيرانويـد           

(Isopropyl β - D - 1 - thiogalactopyranoside: IPTG) و 

 ـ      (Ampicillin) سيلين آمپي هـاي فاقـد     نيو به آگار اضافه شـد، كل

شود به رنگ    ها بتاگالاكتوزيداز سنتز مي    پلاسميد نوتركيب كه در آن    

هـاي حـاوي پلاسـميد نوتركيـب،         نيوكه كل  در حالي ؛  آبي درآمدند 

  .ند به رنگ سفيد بوديستچون قادر به ساخت بتاگالاكتوزيداز ن

  

  هاي آبي و سفيد ونياستخراج پلاسميد از كل -2-7

هــاي ســفيد و آبــي مطــابق  ياســتخراج پلاســميد از كلــون

دستورالعمل ذكـر شـده در كيـت اسـتخراج پلاسـميد شـركت              

Bionnerآلمان انجام شد .  

  

مقايسه پلاسـميدهاي اسـتخراج شـده از      -2-8

  هاي آبي و سفيد نيوكل

 ـ(هاي سفيد    نيوپلاسميدهاي موجود در كل    علـت وجـود     هب

تـر از پلاسـميدهاي موجـود در         سنگين) ه در آن  قطعه كلون شد  

هاي آبي هستند براي اين منظور پلاسـميدهاي اسـتخراج           نيوكل

هـاي آبـي و سـفيد روي ژل آگـارز      نيوشده از پلاسميدهاي كل 

  .دندش و مقايسه (Load)  لود درصد8/0

  

2-9- PCR ــه ــتفاده از   LACK قطع ــا اس ب

  pTZ57R/T-LACKپلاسميد نوتركيب 

 خارجي را   DNA وجود قطعه    PCR از روش    با استفاده 

هـاي اختـصاصي    آغازگردر حامل پلاسميدي بـا اسـتفاده از         

د و پلاســميدهاي نوتركيــب مــورد نظــر از ســاير شــتعيــين 

 PCRبه اين منظـور واكـنش       . پلاسميدها جدا و انتخاب شد    

 ميكروليتر مطابق با شرايط ايجاد شده با استفاده         25به حجم   

 ميكروليتر پلاسميد اسـتخراج     3ي و   هاي اختصاص آغازگراز  

ــده از كلـ ـ ــفيد   نيوش ــاي س ــر  100- 50(ه ــانوگرم در ه  ن

  .عنوان الگو انجام شد هب) ميكروليتر

 .درصد الكتروفـورز شـد     1 روي ژل آگارز     PCRمحصول  

 بـراي تعيـين كـردن       (Fermentas) بـازي   كيلوجفـت  1نشانگر  

 . استفاده شدPCRمحصول 
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  باز فت ج1000

  باز  جفت750

  باز  جفت500

  باز  جفت250

 باز جفت 939

ي  پلاســـميدDNAبـــرش آنزيمـــي  -2-10

(Restriction mapping)  
 خـارجي در    DNA بررسـي وجـود قطعـه        روش براي اين  

وي رهـاي بـرش آنـزيم        براساس جايگاه . رود كار مي  پلاسميد به 

DNA        بينـي شـد     حامل، قطعات حاصل از هضم آنزيمي پـيش .

 DNA پلاسميدي نوتركيب همزمـان بـا        DNAهمين منظور    به

. نزيم برش داده شد   توسط دو آ  ) عنوان شاهد  به(پلاسميد حامل   

يافته همراه با يك نشانگر وزن مولكـولي         هاي برش  سپس نمونه 

  .]22 [الكتروفورز بررسي شد

يك بـه حجـم      براي اين منظور دو برش آنزيمي متوالي، هر       

 ميكروليتر در يك لوله ميكروفيوژ استريل شـامل مـواد زيـر             20

 2-1مـدت    بـه  كـردن،    (Vortex) انجام شد و پس از ورتكـس      

  .انكوبه شدگراد  درجه سانتي 37 در دماي ت يا شبانهساع

DNA ميكروليتر 5  ) ميكروگرم3-1( پلاسميدي   

   ميكروليتر x10  2بافر 

   ميكروليتر 1  ) واحدEcoRI) 10دهنده  آنزيم برش

   ميكروليتر 12  آب مقطر

همين روش    به HindIIIبرش آنزيمي دوم با يك ميكروليتر       

 EcoRI  ،7خورده با آنـزيم      رش ميكروليتر محصول ب   10و روي   

  . ميكروليتر بافر آنزيم انجام شد2ميكروليتر آب مقطر و 

 درصد برده   1 زهمه محصولات برش آنزيمي روي ژل آگار      

شـــد و توســـط كيـــت اســـتخراج پلاســـميد از ژل شـــركت 

Fermentas25، 24، 22[  استخراج شد.[  

  

 DNAتعيــــين تــــوالي مولكــــول  -2-11

)Sequencing(  

منظور تعيين تـوالي قطعـه كلـون شـده در            قيق به در اين تح  

ــميد  ــود در   pTZ57R/Tپلاسـ ــميدهاي موجـ ــدا پلاسـ ، ابتـ

آلودگي، منظور پيشگيري از هر گونه       ني سفيد، به  وهاي كل  باكتري

 آلمان مطابق با دسـتور كـار شـركت          Bioneerتوسط كيت شركت    

 بـراي د و ش ـاستخراج  Alkaline lysis سازنده كيت و يا به روش

سپس نتيجه . ارسال شد Gene Fanavaranين توالي به شركت تعي

كمــك ســايت اينترنتــي    هتعيــين تــوالي ژن كلــون شــده بـ ـ   

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast        از نظر تشابهات و اختلافات بـا 

  .دشماژور مقايسه   ليشمانياTSAژن 
  

  نتايج -3

ــافر ليــز و   پروماســتيگوت هــاي ليــشمانيا مــاژور توســط ب

-ژنـومي بـا فنـل      DNAانـد و     خـوبي ليـز شـده      به Kپروتئيناز  

  .كلروفرم استخراج شده است

 260 اسـتخراج شـده در طـول مـوج      DNAنسبت جـذب    

ــه  ــانومتر ب ــانومتر 280ن ــر (A260/A280) ن و  اســت 9/1 براب

DNA  تعيـين شـد،      درصـد  8/0روي ژل آگارز      استخراج شده 

  .استخراج شده بالا است DNAنشان داد كه غلظت نتايج 

فقـط يـك     PCR انجام واكـنش     برايتحت شرايط ايجاد شده     

 روي ژل الكتروفورز ايجاد شـده اسـت         بازي  جفت 939باند حدوداً   

ليشمانيا ماژور است و هـيچ ژن ديگـري          LACKكه هم اندازه ژن     

هـاي  آغازگرپس شرايط تنظيم شـده و        .غير از آن تكثير نشده است     

  .)1شكل (  اختصاصي هستندLACKطراحي شده براي تكثير ژن 
  

                                    2  1  

  
  

رهاي آغازگبا   ليشمانيا ماژور  LACK  ژن PCR الكتروفورز محصول  1 شكل

 939قطعـه    (PCR محـصول  :1سـتون    ؛ درصـد  1روي ژل آگارز    اختصاصي  

  بازي  كيلوجفت1 نشانگر :2ستون ، )LACKژن بازي  جفت
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  باز  جفت1000
  باز  جفت750
  باز  جفت500

  

  باز  جفت250

 باز  جفت939

3             2             1 

3           2         1  

2         1  

ــده از كلـ ـ   ــتخراج ش ــميدهاي اس ــسه پلاس ــي ومقاي ني آب

pTZ57R/Tــ ــفيدو و كل ــد از  pTZ57R/T–LACK ني س بع

در مقايـسه بـا      PT-LACKاتصال نشان داد باندهاي پلاسـميد       

روي  pTZ57R/T هـاي آبـي    نيوباندهاي استخراج شده از كل ـ    

ه از ژل آگارز بالاتر قرار داشتند پس پلاسميدهاي استخراج شـد       

 ؛)2 شـكل ( تـر هـستند    ني سفيد از پلاسميدهاي آبي سنگين     وكل

در پلاسـميد    LACKتـوان نتيجـه گرفـت كـه قطعـه            پس مـي  

pTZ57R/T كلون شده است.  
  

  

 هـاي سـفيد و     نيو مقايسه باندهاي پلاسميدهاي استخراج شده از كل ـ       2 شكل

 نوتركيـب  پلاسـميد  :3 و 2هاي   ستون،  pTZ57R/T پلاسـميد  :1 ستون ؛آبي
pTZ57R/T-LACK 

  

  هـاي آنزيمـي نـشان داد       كلـي نتـايج حاصـل از بـرش         طور هب

ــاكتري  ــ كــه اگــر پلاســميدهاي اســتخراج شــده از ب   نيوهــاي كل

ــفيد  ــ pTZ57R/T–LACKس ــزيم  هب ــيله آن ــاي  وس  و EcoRIه

HindIII  ،بريـده و جـدا     بـازي    جفـت  939يـك بانـد      بريده شوند

ــي ــود م ــدازه ژن   ش ــم ان ــه ه ــاژور LACKك ــشمانيا م ــتلي   . اس

ــابراين ژن  ــميد  LACKبنــ ــون pTZ57R/Tدرون پلاســ   كلــ

  .)3 شكل(شده است 

بـا پلاسـميد     PCRنتايج حاصـل از الكتروفـورز محـصول         

ــب ــه pTZ57R/T–LACK نوتركيـ ــراه  بـ ــاي آغازگهمـ رهـ

 شده نشان داد كه قطعه    ايجاد  اختصاصي طراحي شده و شرايط      

 ـ از روي پلاسميد نوتركيب،    LACKژن  بازي   جفت 939 ر تكثي

 كلـون   pTZ57R/Tدر پلاسـميد     LACKپـس ژن     .شده است 

  .)4شكل ( شده است

كلون شده در    ليشمانيا ماژور  LACKآناليز تعيين توالي ژن     

ــميد ــتفاده از  pTZ57R/T پلاسـ ــا اسـ ــي  بـ ــايت اينترنتـ  سـ

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast 939 اي د كــه قطعــهشــ مــشخص 

ژن  در اين پلاسميد كلون شـده اسـت و ژن كلـون شـده،             بازي   جفت

LACK   اين سويه ايراني   .ليشمانيا ماژور است  MRHO/IR/75/ER ،

  .)5شكل (شباهت دارد  بانك ژني با  درصد89

  

  

  

 pTZ57R/T-LACKالگوي الكتروفورزي برش آنزيمي پلاسـميد نوتركيـب          3 شكل

در كـه    pT-LACK :2 سـتون بازي،    كيلوجفت 1 نشانگر   :1ستون   ؛ ژل آگارز  روي

 هـاي  كه بـا آنـزيم     pTZ57R/T–LACK :3ستون  ،  استنگرفته   قرارآنزيم  معرض  

HindIII ،EcoRI بريده شده است.  

  

 

  
  

ــكل ــصول 4 ش ــورز مح ــا PCR الكتروف ــب   ب ــميد نوتركي ــتفاده از پلاس اس

pTZ57R/T–LACK  محــصول :1ســتون  ؛ درصــد1روي ژل آگــارز PCR 

  ؛pTZ57R/T–LACKبــا اســتفاده از پلاســميد نوتركيــب  )بــاز جفــت 939(

  بازي  كيلوجفت1 نشانگر :2ستون 
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MRHO/IR/75/ER 
MNYEGHLKGHGGWVTSLACPQQAGSYIKVV
STSRDGTAISWKANPDRHSAEDNYGIPDHR    
Friedlin 
MNYEGHLKGHRGWVTSLACPQQAGSYIKVV
STSRDGTAISWKANPDRHSVDSDYGLPNHR   
 
MEGHSGFVSCVSLAHATDYALTASWDHAIR
MWDLRTGQSQRKFLKHTKDVLAVAFSPDDR   
LEGHTGFVSCVSLAHATDYALTASWDRSIRM
WDLRNGQCQRKFLKHTKDVLAVAFSPDDR   
 
LIASAGRDSVIRVWNVAGECMHEFLRDGHED
WVSSICFSPSLDLPIVASGSWDNTIKVWN   
LIVSAGRDNVIRVWNVAGECMHEFLRDGHED
WVSSICFSPSLEHPIVVSGSWDNTIKVWN   
 
VNEGKCVHTLRGHKNYVSTVTVSPDGSLCAS
GGKDGSALLWDLSNGEQLFSIPVESPINQ   
VNGGKCERTLKGHSNYVSTVTVSPDGSLCAS
GGKDGAALLWDLSTGEQLFKINVESPINQ   
 
IAFSPNRFWMCVATEKSL   
 IAFSPNRFWMCVATERSL  

 

 ليـــشمانيا مـــاژور  LACKهـــاي   اســـيدآمينهBlastنتـــايج  5شـــكل 

(MRHO/IR/75/ER)      در مقايسه با اسيدآمينهLACK       بـا شـماره دسترسـي 

LmjF28.2740 بانك ژني در  

  

  بحث -4

 الطيف انگلي اسـت كـه كـم و          بيماري وسيع  يسليشمانيوز

واكسن يا داروي   تاكنون   .شود بيش از سراسر جهان گزارش مي     

 كنترل انگل و نيـز روش شـيميايي مناسـب بـراي             برايمناسب  

  .مبارزه قاطع با ناقل آن ارائه نشده است

علت ناتواني در درمان كامل آن بـا         بيماري ليشمانيوزيس به  

هـاي   هاي درماني موجود و عود مجدد بيماري و عفونـت          روش

ي زخم و عوارض جانبي، مقاومت، هزينـه بـالاي          يثانويه باكتريا 

طلـب بـودن     بيماري، همچنين عفونـت فرصـت     ها در درمان     آن

انتـشار و    بيماري در افـراد بـا نقـص ايمنـي و شـيوع فـراوان،              

 و مـرگ    )نوع جلدي (پراكندگي بيماري در نقاط مختلف كشور       

نـوع  (و مير بالاي بيمـاري در صـورت عـدم درمـان بـه موقـع                 

هاي نـاتوان كننـده      بيماري. است داراي اهميت فراوان     )احشائي

  سبب بازگـشت و عـود بيمـاري در          AIDSني مانند   دستگاه ايم 
  

  

  ].29 -26[شود  فرد مبتلا مي

 توليد واكسن بر عليه     برايتحقيقات   1980 تا 1960از سال   

 ليشمانيوزيس در كشورهاي مختلـف بـا ايجـاد ليـشمانيزاسيون          

(Leishmanization))   شـروع شـد    )هاي زنده  استفاده از انگل 

]30 ،31[.  

هاي پروتئينـي و سـپس       روي واكسن   كار دنبال تحقيقات  هب

ادامه يافـت كـه    (Lipophosphoglycan: LPG) غيرپروتئيني

 واكسن  علت عدم دستيابي به ايمني كامل بحث جديد        هباز هم ب  

DNA (DNA Vaccine)   آغاز شد كه روش قدرتمندي بـراي

بـا  . هاي ايمني سلولي و هومورال اختصاصي اسـت         پاسخ يالقا

هاي ميزبان   سلول  برهنه به درون ميزبان،    DNA تزريق پلاسميد 

تحقيقات نـشان داده    ]. 32 -30[ كند پروتئين كد شده را بيان مي     

صورت مخلـوطي از چنـد ژن حتـي          هب DNA واكسن   است كه 

عنوان جايگزيني مناسـب بـراي       ه ب (Adjuvant) بدون ادجوانت 

علت ايجاد حفاظت طـولاني مـدت بـر          ههاي پروتئيني ب   واكسن

 ليـشمانيا   LACK .شـود  شمانيوزيس پوستي قلمـداد مـي    عليه لي 

ــاژور ــروتئين  مـ ــرم36پـ ــوده و در فـ ــوني بـ ــاي   كيلودالتـ هـ

هاي مختلـف ليـشمانيا      آماستيگوت و در گونه    پروماستيگوت و 

  همچنين همولوژي و شـباهت زيـادي بـا پـروتئين           ،وجود دارد 
RACK-I (activated protein kinase C receptor)  

  

  .]17 -15[ ردپستانداران دا

قـوي و طـولاني      ثر،ؤهاي ايمني م ـ   واكسيناسيون ژني پاسخ  

مهيـا   هـاي ايمونولوژيـك را   ژن آنتـي زيـرا  كند  القاء مي مدت را

شـوند و    عرضـه مـي    MHC-II و   MHC-Iو از طريق     كنند مي

ل و  ا يك واكسن ايـده   . كنند خاطره ايمونولوژيكي را تحريك مي    

خطـر بـودن و ايجـاد        مناسب واكسني است كـه عـلاوه بـر بـي          

طولاني مـدت و     ارزان و داراي خاصيت ايمني بالا و       مصونيت،

همچنـين در داخـل ژنـوم       . ساخت و توليد راحت و آسان باشد      

و جزئـي از آن نـشود،        (Non-integrating)سلولي قرارنگيرد   

توسط ايمني كـه از     (بادي عليه ناقل واكسن نباشد       همچنين آنتي 

هـاي   ناقـل ها شامل     اين واكسن  .)ستقبل در بيمار ايجاد شده ا     

هاي هترولوگوس قرار داده شده تحـت        پلاسميدي است كه ژن   

 هـاي   پاسـخ  يو باعـث القـا     ندهستپروموتور يوكاريوتي    كنترل
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CD4
+  ،CD8

واكسيناسيون ژني مكانيـسمي را بـراي       . شوند  مي +

كنـد و    شكل درون سلولي مهيـا مـي       هژن ب  دستيابي به سنتز آنتي   

ايـن   .كند  را شبيه به عفونت ويروسي تحريك مي       سيستم ايمني 

هـاي   هـاي محلـول مثـل پـروتئين        ژن در حالي اسـت كـه آنتـي       

 .كننــد  فقــط پاســخ هومــورال را القــاء مــي نوتركيــب معمــولاً

علت هزينه زيـاد طـي فرآينـد         ههاي پروتئيني نوتركيب ب    واكسن

 يسازي تاخوردگي ناصـحيح و القـا       دشوار بودن خالص   توليد،

T CD8هاي  لولضعيف س
 -30[ چندان مـورد توجـه نيـستند    +

ــا واكــسنDNAهــاي  واكــسن]. 32 ــسه ب ــج   در مقاي هــاي راي

 ـ          دلايـل زيـر    ه  نوتركيب پروتئيني يا ويروسي و باكتريـايي بنـا ب

خطـر   بي تر بوده و   ها راحت  ساخت و توليد آن    -1 :مزيت دارند 

ژن توسـط ايـن      بيـان طـولاني مـدت آنتـي        -2 ؛تر هستند  و امن 

ايـن   -3 ؛شـود  ها باعث تحريك مداوم سيستم ايمني مي       كسنوا

 -4 ؛كننـد  ها پاسخ ايمني متفاوت و با كيفيتي ايجـاد مـي           واكسن

هـا   وقتي اين واكسن -5 ؛نياز به تخليص و توليد پروتئين نيست 

 اگـزوژن  ((Cytokines) هـا  با پلاسميدهاي كد كننده سـيتوكين    

(Exogenous) ماننـــد IL-12 ،IL-7(هـــا  كـــاين يـــا كمو

(Chemokines) هـاي ايمنـي يـا       عنوان تنظـيم كننـده پاسـخ       هب

 هـاي سـاختگي ماننـد      هاي محرك ايمني يـا ادجوانـت       مولكول

MPL (Monophosphoryl Lipid)كـه از   يا اين مراه باشند ه

چند ژن با هم استفاده شود، احتمال افـزايش يـا تبـديل پاسـخ               

 د دارد و كـلاً     وجـو  DNAژن كد شونده توسط      ايمني عليه آنتي  

 Selfهاي فوق كه بر پايه خودتكثيري هستند به عبارتي  واكسن

Replicate هـاي روتـين و معمـولي         نسبت به واكـسن    ،هستند

هـا يـا     ويـروس  هـاي نوتركيـب،    هـاي كـه از پـروتئين       واكسن(

 . دارنـد ياثر بيـشتر و طـولاني مـدت   ) شوند ها استفاده مي   باكتري

 (Homogenized)يكنواخـت   همچنين مقاوم به گرمـا بـوده و         

  ].35 -33، 29[ هستند

 مستعدي كه از طريـق زيرجلـدي بـا          Balb/cهاي   موش

DNA LACKهاي ليشمانيا  اند، با پروماستيگوت  ايمن شده

 ايجـاد  DNA LACKاثر حفاظتي كه . كنند ماژور مبارزه مي

 rIL-12+LACK مشابه اثر حفاظتي بود كه پروتئين        ،كند مي

 ايجـاد  DNA LACK اثـر حفـاظتي كـه    كند ولـي  ايجاد مي

 بـه   LACKكند بهتر از اثـر حفـاظتي بـود كـه پـروتئين               مي

هـاي ايمـن     در مـوش  . كند ايجاد مي ) rIL-12بدون  ( تنهايي

هـا و تعـداد    كنترل پيشرفت بيماري ،DNA LACKشده با 

ژن در    اختصاصي عليه آنتي   IFN-γانگل با افزايش توليدات     

خ ايمني سريعي عليـه انگـل    پاس LACK.]18[ارتباط است 

 ].18[كند  ايجاد مي

كننـد، بنـابراين     توليـد مـي    LACK  ،IL-4 عليه   Tهاي   سلول

شود كه نتيجه بيـان       ايجاد مي  LACK عليه   (Tolerance)حملي  ت

در نتيجه باعـث مقاومـت      . است در تيموس    LACKيك  ژن ترانس

 Tهاي   فعال شدن سريع سلول    .شود عليه عفونت ليشمانيوزيس مي   

كنـد كـه در      هاي اصلي كمك مي    ، به ترشح سيتوكين   LACKعليه  

  . لازم استTh2 به فنوتيپ نوع Tتبديل شدن سلول 

 DNAزايي عليـه ليـشمانيوزيس، همـراه بـا      اگر در ايمني

LACK، IL-12        استفاده شود باعـث توليـدIFN-γ     و حفـظ و 

 از DNA LACKزايي بـا   ايمني .شود  ميTh1اثربخشي پاسخ 

دي پاسخ ايمني حفاظتي خـوبي عليـه ليـشمانيوزيس          راه زيرجل 

  ].38 -36 [كند ايجاد مي

ــق،  ــن تحقيـ ــوالي ژن   در ايـ ــين تـ ــاليز تعيـ   LACKآنـ

ــاژور  ــشمانيا م ــميد  لي ــده در پلاس ــون ش ــا pTZ57R/T كل   ب

 www.ncbi.nlm.nih.gov/blastاينترنتــي ســايت  اســتفاده از

  در ايـن پلاسـميد كلـون      بـازي     جفـت  939  داد كه قطعـه   ان  نش

   هيچ اينترونـي در ژن مـورد نظـر وجـود نـدارد و              شده است و  

ژن  همچنـين ژن كلـون شـده،       .استاين ژن داراي يك اگزون      

LACK     و ژن    ليشمانيا ماژور استLACK     اين سـويه ايرانـي  

MRHO/IR/75/ER ــا ــويهLACKژن  ب ــا    س ــر ب ــاي ديگ ه

ــماره ــاي دستر ش ــي ه   درAF363975_1 ،LmjF28.2740س

 اسـيدآمينه   28و در   شـباهت    درصد 89 از نظر توالي  بانك ژني   

ايـن شـباهت نـشانگر ايـن اسـت كـه تــوالي ژن       . تفـاوت دارد 

LACK  طور كامل حفظ    هاي مختلف ليشمانيا ماژور به      در سويه

نشان داد كه هيچ  LACK  ژن PCRنتايج حاصل از    . تشده اس 

هـاي  آغازگرپس    تكثير نشده است،   LACKژن ديگري غير از     

ــر ژن   ــراي تكثي .  اختــصاصي هــستندLACKطراحــي شــده ب

پلاسـميد   (هـا  ني بـاكتري  وپلاسميدهاي اسـتخراج شـده از كل ـ      
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  . تعيين توالي شد)نوتركيب

 بـراي ( pTZ57R/T در پلاسـميد     LACKكلونينگ قطعـه    

و همـه    ييد شد أو برش آنزيمي ت    PCRهاي   با روش ) تكثير ژن 

بيانگر كلون شـدن قطعـه فـوق در پلاسـميدهاي ذكـر             ها   روش

  .شده، بودند

ايــن مطالعــه راهــي بــراي پيــشرفت توليــد پلاســميدهاي  

 عليـه ليـشمانيا مـاژور بـراي         DNAنوتركيب و تهيـه واكـسن       

  .مطالعات آينده است

  

   تشكر و قدرداني-5

نويسندگان به اين وسيله از پرسنل محترم بخش تحقيقـات          

. نماينـد   انتقال خون تشكر و قدرداني ميشناسي سازمان   ويروس

همچنــين از آقــاي دكتــر صــدرايي مــدير گــروه محتــرم گــروه 

نيكــو  شناســي دانــشگاه تربيــت مــدرس و خــانم قاســمي انگــل

شناسـي دانـشگاه تربيـت مـدرس          كارشناس محترم گروه انگـل    
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