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Role of Mutation in Sb (V)-As (V) Reductase Enzyme of 
Leishmania tropica Isolates Resistant to Glucantim in Iran

[1] Leishmania parasites and Leishmaniases [2] Monitoring drug resistance in leishmaniasis 
[3] Drug Resistance in Leishmania Parasites: Consequences, Molecular Mechanisms and 
Possible Treatments. [4] Crystallization and preliminary crystallographic characterization 
of LmACR2, an arsenate/antimonate reductase from Leishmania major [5] Structural 
characterization of the As/Sb reductase LmACR2 from Leishmania major [6] Leishmania 
major LmACR2 is a pentavalent antimony reductase that confers sensitivity to the drug 
pentostam [7] Structural biology and bioinformatics in drug design: opportunities and 
challenges for target identification and lead discovery. [8] Mechanism of inhibition of 
trypanothione reductase and glutathione reductase by trivalent organic arsenicals [9] 
Assessment of drug resistance related genes as candidate markers for treatment outcome 
prediction of cutaneous leishmaniasis in Brazil [10] Pentavalent antimonials: new 
perspectives for old drugs [11] Immunomodulation by chemotherapeutic agents against 
Leishmaniasis [12] Differential toxicity of antimonial compounds and their effects on 
glutathione homeostasis in a human leukaemia monocyte cell line [13] Reduction of anti-
leishmanial pentavalent antimonial drugs by a parasite-specific thiol-dependent reductase, 
TDR1 [14] Co-amplification of the gamma-glutamylcysteine synthetase gene gsh1 and of 
the ABC transporter gene pgpA in arsenite-resistant Leishmania tarentolae [15] Molecular 
basis of antimony treatment in leishmaniasis [16] Thiol-induced reduction of antimony(V) 
into antimony(III): a comparative study with trypanothione [17] Glutathione-induced 
conversion of pentavalent antimony to trivalent antimony in meglumine antimoniate [18] 
Trypanothione S-transferase activity in a trypanosomatid ribosomal elongation factor 1B 
[19] Reduction of pentavalent antimony by trypanothione and formation of a binary and 
ternary complex of antimony(III) and trypanothione [20] Rapid reduction of pentavalent 
antimony by trypanothione: potential relevance to antimonial activation 

Aims Glucantime has been considered as a drug of choice for treating cutaneous leishmaniasis 
for many years. In the recent years, resistance to Glucantime has been increasingly reported 
in some regions of Iran. In the Leishmania, Arsenate/Antimony reductase acts on the basis of 
thiol metabolism; it can donate the electron from reduced glutaredoxin to pentavalent (sbV) 
antimony and arsenate and reduce them to trivalent (sbIII) antimony and arsenite, based on its 
enzymatic property. It has been assumed that a functional mutation in the enzyme can result in 
drug resistance. In the present study, the role of Sb (V)-As (V) reductase of Leishmania tropica 
in drug resistant to glucantime was investigated.
Materials & Methods In the present experimental research, 15 glucantime sensitive samples 
and 15 glucantime resistant specimens were collected from different regions of Iran through 
patients with cutaneous leishmaniasis. For mutation detection, first degenerate primers were 
designed; then, sequencing and simulation techniques were used based on molecular dynamics 
method.
Findings In Leishmania tropica-resistant isolates, only one mutation was seen as replacing 
alanine (Ala) at position 80 instead of valine (Val). The analysis of the radius of gyration did not 
reveal any increase in the radius of gyration while simulation.
Conclusion Mutations in glucantime-resistant isolates did not significantly change simulated 
active site of antimony ion.
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  چکيده
عنوان داروی انتخابی برای درمان لیشمانیوز  هاست که به گلوکانتیم سالاهداف: 

طور  های اخیر مقاومت در برابر گلوکانتیم به شود. در سال جلدی استفاده می
ای در برخی از مناطق ایران گزارش شده است. در انگل لیشمانیا آرسنات/  فزاینده

تواند  کند؛ این آنزیم می میردوکتاز بر مبنای متابولیزم تیول عمل  آنتیمونات
ظرفیتی و آرسنات اهدا  یافته به آنتیموان پنج الکترون را از گلوتاردوکسین کاهش

ظرفیتی و آرسنیت کاهش دهد. فرض شده است که  کند و آنها را به آنتیموان سه
تواند به مقاومت درمانی منجر شود. در این  یک جهش عملکردی در آنزیم می

 جادیدر ا کایتروپ ایشمانیلردوکتاز  موانیآنت آرسنات/ نیپروتئ مطالعه نقش
  مورد بررسی قرار گرفته است. میمقاومت نسبت به گلوکانت

نمونه مقاوم به  ۱۵نمونه حساس و  ۱۵ در مطالعه تجربی حاضرها:  مواد و روش
 رانی، از مناطق مختلف ایجلد سیازیشمانیمبتلا به ل مارانیاز ب میگلوکانت
ه و شد یدژنره طراح یمرهایپرا از ونیموتاس صیتشخ یبرا .آوری شد جمع
سازی براساس روش دینامیک مولکولی استفاده  شبیهو  یابی یتوال های تکنیک

  شد.
صورت  ، فقط يک جهش بهتروپيکا ليشمانياهای مقاوم به  در جدايهها:  یافته

دیده شد. جای آمینواسید والين  به ۸۰جایگزينی آمینواسید آلانين در موقعيت 
سازی نشان  گونه افزایش شعاعی را در زمان شبیه آنالیز شعاع ژیراسیون هیچ

  .نداد
های مقاوم به گلوكانتيم موجب تغيير در جایگاه  جهش در جدايهگیری:  نتیجه

  فعال يون آنتیموان نشده است.
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  مقدمه

لیشمانیوز پوستی بیماری عفونی انگلی مزمنی است که در برخی از 
پیش  .شود کشورهای جهان از جمله ایران به شکل بومی دیده می

از این اشکال بالینی، لیشمانیوز دنیای قدیم را به دو گروه خشک یا 
و نوع  )tropica Leishmania( لیشمانیا تروپیکاشهری ناشی از 

)Leishmania  لیشمانیا ماژورمرطوب یا روستایی ناشی از  )major لیشمانیا ماژور. ضایعات ناشی از [1]کردند بندی می تقسیم 
 لیشمانیا تروپیکاغالباً ملتهب و حاد بوده ولی ضایعات ناشی از 
، ولی اشکال [1]شدت کمتری داشته و تعداد آنها محدودتر است
شوند و مشکل است  بالینی متفاوتی در هر دو نوع بیماری دیده می

که بتوان براساس دوره کمون و شکل بالینی بیماری، گونه انگل را 
گونه انگل سیر بالینی بیماری را  تشخیص داد یا با تشخیص

  .[1]مشخص کرد
گلوکانتیم  آنتیموان یا مگلومین ظرفیتی به نام ن پنجاداروی آنتیمو

 در .عنوان خط اول درمان سالک در ایران شناخته شده است به
های اخیر گزارشاتی مبنی بر مقاومت به این دارو در ایران  سال

از دو هفته از تکمیل درمان . در صورتی که پس [1]گزارش شده است
سیستمیک یا موضعی علایمی از بهبودی در ضایعه مشاهده نشود 

عنوان شکست درمان مجدداً درمان سیستمیک با همان دوز قبلی  به
شود. و اگر دوبار درمان سیستمیک با شکست یا عود  تجویز می

عنوان موارد مقاومت بالینی در نظر گرفته  مواجه شود به
. تحمل دارویی بسته به نوع دارو، دوزاج آن و تعداد [1]شوند می

پذیر است ولی مقاومت دارویی به دو  دفعات استفاده از آن برگشت
افتد. در  پذیر اتفاق می صورت غیربرگشت صورت ذاتی و اکتسابی به
های لیشمانیا به  گونه حساسیت در ذاتی انگل لیشمانیا تفاوت

. ولی در مقاومت اکتسابی نسبت [2]دارد وجود مونیال داروهای آنتی
های مختلف لیشمانیا، سهولت کسب  به داروی گلوکانتیم در گونه

مقاومت در برابر دارو و در مرحله بعد گسترش سویه مقاوم به دارو، 
. از آنجایی که در لیشمانیوز پوستی، [3 ,2]کننده دارد نقشی تعیین
فرد دیگر  طور مستقیم از فردی به ها ممکن است به آماستیگوت

منتقل شوند، شرایطی از قبیل بازبودن زخم بیمار و وجود خراش 
جلدی در پوست فرد پذیرنده انتقال لیشمانیا را در صورت فقر 

ها و  بهداشت عمومی و کنترل ضعیف انتقال بیماری، در بیمارستان
های مقاوم به  کند و احتمال دارد سویه محیط زندگی تسهیل می

های جدید در ساختار  شمانیا که در اثر جهشداروی گلوکانتیم لی
اند حتی در نبود دارو نیز تکثیر  ژنی تارگت دارویی به وجود آمده

های مقاوم به  پیدا کرده (پدیده سازگاری) یا در اثر انتقال افقی ژن
های جدید احتمالی در  جمعیت جدید گسترش پیدا کنند. جهش

تواند منجر به  یی، میعنوان تارگت دارو ساختار ژنی لیشمانیا به
تغییراتی در جهت ایجاد مقاومت دارویی مانند تغییر در ساختار 

های مرتبط با متابولیزم دارویی گلوکانتیم و کاهش  بعدی آنزیم سه
های هدف و بیان آنها و نیز افزایش انتشار دارو به خارج  تکثیر ژن

  .[3 ,2]از سلول خود شود
بولیزم داروی گلوکانتیم پروتئین های مرتبط با متا یکی از پروتئین

در انگل لیشمانیا  ACR2آرسنات/آنتیموان ردوکتاز با نام ژنی 
با طول قطعه  ۱۲۷است. ساختار این پروتئین تا آمینواسید 

شناسایی شده است  X-RAYباز توسط متد  جفت۳۸۴ (Protein_id=AAS73185.1) شناسی این پروتیئن با  در آنزیم
ظرفیتی  موان پنجخاصیت کاتالیزوری در عملکرد داروی آنتی

ظرفیتی برای اعمال  (گلوکانتیم) که باید به فرم سه
تواند  یم میاین آنز کشندگی تبدیل شود، موثر است. خاصیت

الکترون را از یک آنزیم ردوکس به نام گلوتاردوکسین (که توسط 
های غیرآنزیمی  از طریق مکانیزم (GSH)کوفاکتور گلوتاتیون 

ظرفیتی اهدا کند و سبب  کاهیده شده است) به آنتیموان پنج
نشان داده شده است  .[5 ,4]ظرفیتی شود تبدیل آن به آنتیموان سه

 آرسنات/ آنتیموان ردوکتازنزیم به آمربوط  ACR2ژن که 
دهنده داروی  عنوان آنزیم کاهش که به لیشمانیای ماژور

شیا یاشرظرفیتی آنتیمونال و آرسنات است در وکتورهای بیانی  پنج
 که فاقد ژن هزیسروی ساکارومایسسدر گونه و  arsCفاقد  کلی

ScACR2که با  شدترانسفکت  لیشمانیا اینفانتومو به انگل  ، وارد
برابر داروی پنتوستام  بیان این ژن و بررسی آن حساسیت انگل در

  .[6]استافزایش یافته 
مقاوم به گلوکانتیم لیشمانیازیس جلدی های  ایزولهدر صورتی که 

دلیل مقاومت دارویی و نه تولرانس دارویی به گلوکانتیم به وجود  به
در این  های ساختاری توان فرض گرفت که جهش آمده باشند، می
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توانند  های دخیل در عملکرد داروی گلوکانتیم می آنزیم و دیگر آنزیم
های بالقوه برای طراحی داروهای جدید عمل کنند (از  عنوان هدف به

شناسی محاسباتی در ترکیب  . از طرفی زیست[7]) ژن تا طراحی دارو
تواند در آشکارسازی مکانیزم مقاومت به  با بیولوژی مولکولی می

  داروی گلوکانتیم نقش مهمی ایفا کند.
آنتیموان نقش پروتئین آرسنات/ هدف مطالعه حاضر بررسی

های لیشمانیازیس  در ایجاد مقاومت به گلوکانیم در ایزوله ردوکتاز
  ای بود. رایانه -مولکولی تحلیل و توالی تعیین جلدی به روش

  
  ها مواد و روش

  تشخیص موتاسیون
بالینی (از نمونه حساس  ۱۵: در مطالعه تجربی حاضر  برداری نمونه

نمونه مقاوم  ۱۵و مناطق مختلف ایلام، لرستان، مشهد و اصفهان) 
نمونه  ۴نمونه مقاوم)، کرمان ( ۷بالینی از مناطق مختلف مشهد (

به داروی گلوکانتیم اخذشده نمونه مقاوم)  ۴مقاوم) و اصفهان (
شده و سپس با اب  بری جه رنگدر۹۶ابتدا در الکل  ،صورت لام به

در یک میکرولیتر ۲۰۰به مقدار  آوری شدند و مقطر از سطح لام جمع
ا کیت قرار داده شدند. سپس ب لیتری میلی۵/۱ تیوب GeneAll®ExgeneTMCellSV )GeneAll Biotechnology ؛
های مورد نظر  شد. نمونهاستخراج  DNAاده ژنتیکی جنوبی) م کره

همراه پرایمرهای رفت و برگشت به میزان  تر بهمیکرولی۲۵به مقدار 
یابی فرستاده شدند و با  یکرولیتر به شرکت پیشگام برای توالیم۱۰

برای هر  AB1های  فایل Sequencher 4.1.4افزار  استفاده از نرم
سازی شده، سپس قطعات  های حساس و مقاوم پاک یک از توالی

های حساس و مقاوم به گلوکانتیم با یکدیگر تراز شدند و  توالی
  های ساختاری در این قطعات مشخص شد. جهش

های  : پرایمرهای دژنره ترکیبی از سکانسطراحی پرایمرهای دژنره
ها شامل تعدادی از  گاهالیگونوکلئوتیدی هستند که در برخی از جای

بازهای احتمالی هستند. پرایمرهای دژنره جمعیتی از پرایمرها با 
  سکانس مشابه هستند که همه ترکیبات نوکلئوتیدی ممکن را

  دهند. این  برای یک سکانس پروتیئنی خاص پوشش می
شوند که سکانس پروتئین گونه مورد نظر  پرایمرها زمانی طراحی می

های نزدیک به آن  سکانس پروتئین گونهشناخته نشده ولی 
های مربوط به قطعات ژنی  منظور سکانس شناخته شده باشند. بدین

بلاست و سکانس قطعات ژنی  NCBIدر سایت  (ACR2)مورد نظر 
های مشابه با آنها به فرمت فستا ذخیره شد. سپس در برنامه  گونه
با استفاده از تراز شده و پرایمرهای دژنره  همقطعات در کنار  ۶مگا 
طراحی شدند. پرایمرهای مربوط به  Gene Runner 6.5افزار  نرم

  باز طراحی شد. قطعه ژنی جفت۶۹۸به طول  ACR2قطعه ژنی 
اینترون و دلیل ساختار اولیه یوکاریوت فاقد قطعات  مورد نظر به

با یکدیگر یکسان هستند و طول بیشتر قطعه تکثیرشونده  (CDS)اگزون هستند. بنابراین قطعه ژنی وقطعه کدشونده به پروتئین 
ها  ای در سکانس های نقطه دلیل افزایش دقت در بررسی جهش به

-’5است. توالی قطعه فوروارد  CCRGCYRTCAAAGACKMGCTCTTGC-3’  و توالی قطعه
 است. ’GTGCGTGAGTGMGTGCCATTCACC-3-’5برگشت 

دقیقه در دمای ٥که برنامه زمانی آن شامل دناتوراسیون اولیه  °Cثانیه دناتوراسیون در دمای ٣٠، ٩٥°Cثانیه اتصال در ٢٠، ٩٥  
و  X۴۰با تکرار  C٧٢°دقیقه گسترش در دمای  و یک C٦٣°دمای 

  است. C٧٢° دقیقه گسترش نهایی در دمای۱۰
  

  محاسباتیمطالعات 
مده برای قطعات حساس و قطعات مقاوم به آ دست هب DNA های سکانس MEGA 6افزار  با استفاده از نرم سازی مولکولی: مدل

افزار  های پروتیئنی در نرم گلوکانتیم با یکدیگر تراز و به سکانس
های  مده در نمونهآ دست هینی بئهای پروت سکانس. ترجمه شدند

ساختار پروتئین هدف را با  سرور که این ندقرار داده شد SWISS MODEL سرور همولوژی مدلینگحساس و مقاوم به گلوکانتیم در 
شده  بعدی شناخته های همولوگ با ساختار سه ینئاستفاده از پروت

نها مقایسه کرده و چندین مدل با بیشترین آ PDBل در فای
صورت  و به کند میسازی  را مدلهمپوشانی با ساختارهای موجود  PDB  داد.در اختیار قرار  
ظرفیتی در مدل ایجادشده و  سه تعیین جایگاه فعال آنتیموان

جایگاه فعال در آنزیم مورد براساس تعیین : فواصل ژئومتریک
یون آنتیموان در جایگاه فعال ساختار کریستالوگرافی مطالعه، 

 لیشمانیا اینفانتومپروتئین تریپانوتیون ردوکتاز که مربوط به گونه 
در هر دو مورد مطالعه های هدف  پروتئیناستفاده شد. بود 
در  لیشمانیا تروپیکاحساس و مقاوم مربوط به گونه های  نمونه
وارد شدند. و جایگاه یون آنتیموان بررسی شد.  ۹/۱۱ یاساراافزار  نرم

افزار یاسارا فاصله بین  جایگاه فعال در نرمسازی  بعد از شبیه
رزیدوهای اطراف جایگاه فعال یون  (CA) لفایآهای  کربن

های حساس و  شده در سویه سازی مدلهای  آنتیموان برای پروتئین
  گیری شد. اندازه لیشمانیا تروپیکامقاوم به گلوکانتیم 

برای : شده سازی فعال شبیهتعیین شعاع ژیراسیون اطراف جایگاه 
ای  ها یا مرکز جرم دسته ای از اتم محاسبه توزیع شعاعی حول دسته

 ۳/۱افزار گروماکس  در نرم gmx gyrate  توان از برنامه ها می از اتم
آنگسترومی ۶موجود در رزیجوهای منظور کلیه  استفاده کرد بدین

های مقاوم  های حساس و چه در سویه ن چه در سویهااطراف آنتمو
  .در نظر گرفته شد

  
  ها یافته

های حساس و  ردوکتاز جمعیت موتاسیون در آرسنات/آنتیموان
 به نظر مورد های نمونه DNA :لیشمانیا تروپیکامقاوم به گلوکانتیم 

 های توالی از یک هر برای AB1 های فایل sequencher4.1.4 افزار نرم از استفاده با و شد فرستاده یابی توالی برای پیشگام شرکت
 ژنی های توالی ترجمه از پس شدند. سازی پاک مقاوم و حساس
 (به پروتئینی های توالی به گلوکانتیم به مقاوم و حساس های نمونه
 آرسنات پروتئین به مربوط پروتئینی توالی با آمینواسید)،۱۲۷ طول

 (Protein_ID=AAS73185.1) ماژور لیشمانیا ردوکتاز آنتیموان

 ٨٠ موقعیت در تنها که شد مشخص شدند. تراز چندگانه صورت به

 گلوکانتیم به مقاوم های جدایه %١٠ در (Ala) آلانین آمینواسید

 گلوکانتینم به حساس های جدایه در (V) والین آمینواسید جایگزین

  ).٢ و ١ های شکل ،١ (جدول است شده
  

حساس  یها یتردوکتاز جمع نامویدر آرسنات/ آنت یونموتاس یصتشخ )۱ جدول
  )۳۶در موقعیت: ( یکاتروپ یشمانیال یمو مقاوم به گلوکانت

  های حساس در ایزوله
 V  اختصار

 (Val)والین   آمینواسید
  های مقاوم در ایزوله
  A  اختصار

 (Ala)آلانین   آمینواسید



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــگری و همکاران ـــــــــــــــــــــــــــــ فاطمه فزون ۶۶

   ۱۳۹۸ بهار، ۲، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                                         شناسی زیستی های آسیب پژوهش

  
  لیشمانیا اینفانتومو  لیشمانیا تروپیکاهای حساس و مقاوم به گلوکانتیم  های ژنی تریپانوتیون ردوکتاز جمعیت تراز چندتایی سکانس) ۱شکل 

  

  
های حساس و مقاوم به  جمعیت ژل از شده استخراج ACR2 یژن قطعه )۲ شکل

 لیشمانیا تروپیکاگلوکانتیم 
  

  مطالعات محاسباتی
سرور پردازنده ساختار در  ACR2توالی پروتئنی ژن : سازی مدل

ساختار  سرورقرار داده شد که  SWISS MODEL پروتئین به نام
های همولوگ با ساختار  ینئپروتئین هدف را با استفاده از پروت

نها مقایسه کرده و چندین آ PDBل شده در فای بعدی شناخته سه
سازی  مدل با بیشترین همپوشانی با ساختارهای موجود را مدل

دهد. در صورتی که این  میدر اختیار قرار  PDBصورت  کرده، و به
% ۷۰شده با توالی پروتئین هدف بیش از  سازی های شبیه مدل

توانند برای محاسبات بعدی مورد استفاده  شباهت داشته باشند می
آمده از  دست به ACR2قرار گیرند. برای توالی پروتیئنی ژن 

شده حدود  های حساس و مقاوم به گلوکانتیم مدل ساخته ایزوله
 2j6pکد  PDBردوکتاز با  روتئین آرسنات آنتیموان% با پ۹۸

  ).٣(شکل  شباهت داشت
  

 
 (PDB code 2j6p) لیشمانیا تروپیکا (ACR2)مدل آرسنات/ آنتیموان ردوکتاز ) ۳شکل 

  

و فواصل  ایجادشدههای  ظرفیتی در مدل جایگاه فعال آنتیموان سه
  های اطراف آنها ژئومتریک آمینواسید

ظرفیتی در مرکز یک  یون آنتیموان سه کریستالوگرافی ساختار
ردوکتاز قرار گرفته  هندسه چهارضلعی یا تتراهدرال در تریپانوتیون

های  آمینواسید SGهای  های این چهارضلعی اتم است و گوشه
آنگستروم) و ۳( ۵۷آنگستروم) و سیستئین ۸/۲( ۵۲سیستئین 

از زنجیره اول و  آنگستروم)۳( ۳۳۵آمینواسید ترئونین  OG1اتم 
آنگستروم) از زنجیره ۲/۳( ۴۶۱آمینواسید هیستیدین  ND1اتم 

 های اند. پروتئین مشابه دوم یا فولد دوم این پروتئین، قرار گرفته
 به مربوط مقاوم و حساس های نمونه دو هر مورد مطالعه در هدف
 یون جایگاه و شدند یاسارا وارد افزار نرم در های لیشمانیا گونه
مدل  PDBبا استفاده از فایل  .سازی و پیدا شد شبیه یموانآنت

 (CA)های آلفای  افزار یاسارا، فاصله بین کربن شده در نرم اصلاح
ردوکتاز در  رزیدوهای اطراف جایگاه فعال پروتئین آرسنات آنتیموان

های لیشمانیا  های حساس و مقاوم به گلوکانتیم گونه جدایه
شده یون  سازی های اطراف جایگاه شبیهگیری شد. آمینواسید اندازه

شامل ترئونین  لیشمانیا تروپیکاآنتیموان در آرسنات/ آنتیموان 
). ۴بود (شکل  ۷۴و هیستیدین  ۳۰، سیستئین ۷۵، سیستئین ۴۸
های آلفای آمینواسیدهای  گیری فواصل ژئومتریک بین کربن اندازه

ل بین اطراف یون آنتیموان نشان داد که میانگین مجموع فواص
آنگستروم و ۸/۵های مقاوم به گلوکانتیم  های آلفا در ایزوله کربن

آنگستروم است که در حدود ۹۹/۵های حساس  بین ایزوله
تر شده  های مقاوم بالینی کوچک آنگستروم جایگاه فعال ایزوله۲/۰

  ).۳و  ۲های  جدول(است 
  

  
ردوکتاز  شده یون آنتیموان در آرسنات/ آنتیموان سازی جایگاه شبیه )۴شکل 

  لیشمانیا تروپیکا

  



 ۶۷ مقاوم به گلوکانتیم در ایرانلیشمانیا تروپیکای های  ردوکتاز در ایزوله نقش جهش در آنزیم آرسنات/آنتیموانــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
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های آلفای آمینواسیدهای  گیری فواصل ژئومتریک بین کربن اندازه )٢جدول 
های مقاوم به  اطراف یون آنتیموان در آرسنات/ آنتیموان ردوکتاز ایزوله

  لیشمانیا تروپیکاگلوکانتیم 
۷۴هیستیدین ۴۸ترئونین ۷۵سیستئین ۳۰سیستئین  آمینواسید
 ۹۳۵/۵ ۶۲۱/۴ ۵۹۷/۴ -  ۳۰سیستئین 
 ۷۷۳/۳ ۹۳۶/۶ -  ۵۹۷/۴ ۷۵سیستئین 

 ۹۷۵/۸ -  ۹۳۶/۶ ۶۲۱/۴ ۴۸ترئونین 
 -  ۹۷۵/۸ ۷۷۳/۳ ۷۴۹۳۵/۵هیستیدین 
    ۸/۵ میانگین

  
های آلفای آمینواسیدهای  گیری فواصل ژئومتریک بین کربن اندازه) ٣جدول 

های حساس به  اطراف یون آنتیموان در آرسنات/ آنتیموان ردوکتاز ایزوله
  تروپیکالیشمانیا گلوکانتیم 
۷۴هیستیدین ۴۸ترئونین ۷۵سیستئین ۳۰سیستئین  آمینواسید
 ۷۶۹/۵ ۴۲۶/۵ ۳۳۴/۴ -  ۳۰سیستئین 
 ۷۷۲/۳ ۴۱۴/۷ -  ۳۳۴/۴ ۷۵سیستئین 

 ۲۳۹/۹ -  ۴۱۴/۷ ۴۲۶/۴ ۴۸ترئونین 
 -  ۲۳۹/۹ ۷۷۲/۳ ۷۴۷۶۹/۵هیستیدین 
    ۹۹/۵ میانگین

  
شده:  سازی در اطراف جایگاه فعال شبیه تعیین شعاع ژیراسیون

 ونیشده  سازی جایگاه شبیه اطراف در ونیراسیژ شعاع راتییتغ
در هر دو پروتئین  حساس و مقاومهای  ایزولهی برا آنتیموان

. شد محاسبهردوکتاز  ردوکتاز و آرسنات/ آنتیموان تریپانوتیون
یون  اطرافی آنگستروم٦ در موجودی جوهایرز هیکل منظور نیبد

 گاهیجا در ونیراسیژ شعاع راتییتغشدند.  گرفته نظر در آنتیموان
ی براردوکتاز  آرسنات/ آنتیموان آنتیموان شده یون سازی شبیه
 بهی ساز هیشب زمانی ط رییتغ بدون باً یتقر حساس و مقاوم ایزوله
  ).١(نمودار  آمد دست

  

  
موآن یآنت ونیشده  یساز هیشب گاهیدر جا ونیراسیشعاع ژ راتییتغ )۱نمودار 

خط قرمز ؛ میحساس و مقاوم به گلوکانت زولهیدو ا یردوکتاز برا موانیآرسنات/ آنت
  .است میمقاوم به گلوکانت زولهیمربوط به ا یحساس و خط آب زولهیمربوط به ا

  
  بحث
های دخیل در ایجاد  کشف ژن ابمتعددی در رابطه مطالعات  تاکنون

از جمله مقاومت لیشمانیا  نسبت به داروهای مختلفمقاومت 
با شناسایی این . نسبت به ترکیبات آنتیموان انجام شده است

های جدید دارویی و  ای برای شناسایی تارگت توان دریچه می ها ژن
داروهای جدید یا تغییریافته و در نتیجه شناسایی سازوکارهای 

یک . در را گشودهای عمل دارویی  مقاومت دارویی یا مکانیزم
پراکسیداز توسوط  ردوکتاز و گلوتاتیون آنزیم تریپانوتیونعه مطال

ظرفیتی مهار شده و درنتیجه باعث افزایش  های سه آنتیموانال

که در صورت جهش در ساختارهای خود  اکسیداتیو استرس
عنوان عوامل بالقوه برای مقاومت دارویی در نظر گرفته  توانند به می
های  ژنران با هدف ارزیابی و همکا تورس در مطالعه .[8]شوند

برای لیشمانیازیس  ،عنوان یک مارکر تشخیصی مقاوم به درمان به
) لیشمانیا گویاننسیسو  لیشمانیا برازیلینسیساز زیر جنس ویانا (
 TRYRو  AQP1 ،MRPAهای  مورفیسم در ژن مشاهده شد که پلی

داری با پاسخ بیماران به درمان یا  یارتباط معن HSP70 ءجز به
عنوان  توانند به ها نمی درمانی نداشته و درنتیجه این ژن شکست

مارکر تشخیصی برای بیماری در حالت کلینیکال مورد استفاده قرار 
که است فرض شده  آنتیمونالم عمل داروی زمکانی . برای[9]بگیرند
و  [10]شود میظرفیتی غیرفعال وارد بدن  صورت ترکیب پنج دارو به
عنوان مکانیزم غیرآنزیمی درون  به ها ولر واکنش با تیثدر ا

. گلوتاتیون [12 ,11]یابد ماکروفاژ میزبان یا در خود انگل کاهش می
 C۳۷°تواند تحت شرایط اسیدی بدون دخالت آنزیم در دمای  می

شود که این امر یا در سیتوزول ماکروفاژ  sbIIIبه  sbVسبب احیا 
م شود. در مطالعه تواند انجا میزبان یا سیتوزول خود انگل می

که یک  TDR1که بین آنزیم و همکاران مشخص شد  دنتون
ظرفیتی  کاهش داوری پنج موجبو است رودکتاز وابسته به تیول 

حساسیت به داروی آنتیمونال ارتباط  و شود ظرفیتی می به سه
 ACR2و  TDR1های آنزیمی   مکانیزم [13]مستقیم وجود دارد

تبدیل  Sb(III)و به فرم  دادهکاهش ظرفیتی  را از فرم پنجآنتیموان 
نزیم مربوط به آ ACR2ژن نشان داده شده است که  .[13 ,6]کنند می

عنوان آنزیم  که به ماژور لیشمانیای ردوکتاز آرسنات/ آنتیموان
ظرفیتی آنتیمونال و آرسنات است در  دهنده داروی پنج کاهش

در گونه و  arsCفاقد  کلی شیایاشروکتورهای بیانی 
قرار داده شد و به  ScACR2 که فاقد ژن یهیزسروساکارومایسس 

که با بیان این ژن و بررسی  شدترانسفکت  لیشمانیا اینفانتومانگل 
 .[6]استبرابر داروی پنتوستام افزایش یافته  آن حساسیت انگل در

های کدکننده  نشان داده شده است که ژنبرخی از مطالعات  در
مقاوم به  ترانتوله لیشمانیایگلوتاتیون سیستئین سینتتاز در موارد 
اند که این خود بیانگر نقش  درمان آرسنیت افزایش بیان داشته

. داروی گلوکانتیم در [14]استها در ایجاد مقاومت دارویی  تیول
های  ظرفیتی تمایل بالایی به واکنش با گروه موارد فعال یعنی سه

ها به شکل آمینواسید  ها و آنزیم دارد که در سطوح پروتئینتیول 
موجب که  شود دیده می GSHیا  TSH2سیستئین به شکل 

شود  می Sb(GS)3و  T-Sb های پایدار سری کمپلکس یک تشکیل
های حاوی  اند واکنش با گروه که در مطالعات مختلف نشان داده

گیری از ورود آنها ها به خارج از سلول یا جلو  تیول سبب خروج تیول
شوند که در موارد مقاومت دارویی نقش دارند. در  به داخل سلول می
های مقاوم به گلوکانتیم افزایش گلوتاتیون همرا  موارد ایجاد سویه

با عوامل دیگر مانند تریپانوتیون، تیول، سیستئین و اسپرمیدین 
 - لهای تیو درون انگل مشاهده شده است. از طرفی انتشار کونژوگه

ها به خارج از انگل زیاد شده و ورود آنها به درون  فلز از طریق پمپ
 شودهر شکل اگر دارو وارد سلول . در [20-15 ,10 ,8]شود انگل کم می

ها واکنش داده که  فینگر پروتئین با ترکیبات دومین زینکتواند  می
 شود توسط دارو می یکخروج یون روی و القای مرگ آپوپت موجب

از تشکیل بیشتر تریپانوتیون ردوکتاز  دهنده یا توسط آنزیم کاهش
. در این بررسی با [15 ,10]کند میجلوگیری  T(SH)2 های کمپلکس

های  های ذکرشده نشان داده شد که جهش در سویه استفاده از روش
صورت ساختاری رخ داده ولی این تغییر  مقاوم به گلوکانتیم به

ر در جایگاه فعال آنتیموان تاثیر نداشته و دا صورت معنی ساختار به
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   ۱۳۹۸ بهار، ۲، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                                         شناسی زیستی های آسیب پژوهش

سبب بازشدن اندازه جایگاه فعال به مقدار محسوس نشده است تا 
بتواند به احتمال در ارتباط با یون آنتیموان در جایگاه فعال تاثیری 

  داشته باشد.
بودن تشخیص صحیح موارد  حاضر مشکلمطالعه های  از محدودیت

در  رات،ییتغ نیاشود  هاد مینشپیو  بالینی مقاومت دارویی است
  بررسی شود. یشگاهیآزما وانیمدل ح

  
  گیری نتیجه

های لیشمانیا  های گونه مقاومت به گلوکانتیم در برخی از جمعیت
  نیست. ACR2های ساختاری در ژن  در ایران در اثر جهش
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