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   ليشمانيا ماژورp4كلونينگ ژن 

  

  

  

 Iدكتر مينو شاددل*

 IIدكتر هرمزد اورمزدي  

 IIIدكتر لامع اخلاقي  

 IVدكتر بهرام كاظمي  

 Vپور مژگان بنده  

  

  چكيده
شود كه احتمالاً تركيب مناسـب جهـت           ليشمانيا ماژور، در مرحله آماستيگوت انگل بيان مي        p4 ژن   :زمينه و هدف  

مناسـب بـراي    ) ناقـل (هدف از انجام اين پژوهش، كلون اين ژن در يـك وكتـور              . ر عليه ليشمانيوز است   تهيه واكسن ب  
  .سازي بود نسمطالعات بيشتر در زمينه واك

در مرحلـه پروماسـتيگوت، ليـشمانيا مـاژور در          . اين بررسي به صورت تجربي انجام گرفته اسـت        : روش بررسي 
 ژنـومي انگـل بـا       DNAدر ادامـه    . صورت انبوه كـشت داده شـد       به   RPMI1640 و سپس در محيط      N.N.Nمحيط  

 از روي ژل    PCRمحـصول   .  انجـام شـد    p4 با پرايمرهاي اختـصاصي ژن       PCRسپس  . روش جوشان استخراج شد   
  .هاي برش دهنده قرار گرفت آگاروز خالص سازي شد و در پلاسميد نو تركيب غربالگري شد و تحت تأثير آنزيم

پلاسـميد حـاوي قطعـه    .  بـه درسـتي انجـام شـد    T-Vector در  p4  و سـپس كلـون قطعـه        PCR واكنش   :ها  يافته
 با موفقيت سـاب كلـون       PQE-30هاي برش دهنده، جدا شد و پلاسيمد بيان           استخراج وژن كلون شده در آن با آنزيم       

  . روي پلاسميد بيان، تأييد شدPCRهاي برش دهنده و انجام  شد و سپس توسط آنزيم
خصوص در ه تواند، ب  ميP4توليد آنتي ژن نو تركيب .  در آزمايشگاه استp4ين تركيب ماده بيان، ژن ا: گيري  نتيجه

  .هاي تشخيصي نيز قابل استفاده است هاي هدف دارويي و تست آيد و علاوه بر آن در زمينه  كاربه ، نزمينة تهية واكس
  

  ـ واكسن4     ـ ليشمانيا ماژور،3كلونينگ،   ـ P4 ،  2ـ ژن 1 :ها كليدواژه
  

  مقدمه

ليشمانيا، يك انگل داخـل سـلولي اجبـاري از خـانواده            

در سيكل زندگي آن دو مرحله وجود . تريپانوزوميده است

مرحله تاژكدار پروماسـتيگوت كـه درون بـدن پـشه         : دارد

خــاكي بــه عنــوان ناقــل بيولــوژيكي اســت و مرحلــه       

 دار  آماستيگوت كـه درون ماكروفاژهـاي ميزبانـان مهـره         

هــاي مختلــف ليــشمانيا، طيــف وســيعي از   گونــه)1(.اســت

ها را از بيماري پوستي خود محدود شونده تا فرم            بيماري

  .شوند منتشره شديد يا بيماري احشايي سبب مي

آميز، عوارض جانبي داروهـا       به دليل عدم درمان موفقيت    

ن مناسـب مـورد توجـه       سو مقاومت دارويي، تهيـه يـك واك ـ       

 از آنجايي كه فرم آماستيگوت انگل       )2(.ستبيشتر قرار گرفته ا   

  هــاي ژن بنــابراين آنتــي شــود، ســبب بيمــاري در انــسان مــي
  

  
  

ن بيشتر مورد توجـه     ساختصاصي اين مرحله جهت تهيه واك     

 منوكلونـال آنتـي بـادي       8تجربيـات قبلـي، توليـد       . )3-5(هستند

اختصاصي را براي مرحله آماستيگوت انگل ليشمانيا پيفانوي 

 و p4, p2هاي   بادي منوكلونال آنتي). p8 تا p1(ادند گزارش د

p8        نش ك ـ با مرحلة آماستيگوت ليشمانيا آمازو ننسيس نيز وا

 داراي بانـد    p7 و   p4هاي     بادي  منوكلونال آنتي . )4(نشان دادند 

 )5و4(. كيلـــو دالتـــون هـــستند34پروتئينــي بـــا وزن حـــدود  

  هــاي اختــصاصي مرحلــة آماســتيگوت نيــز توســط ژن آنتــي

هر كـدام از    . شوند  ها شناسايي مي    بادي  همين منوكلونال آنتي  

هـا يـك پتانـسيل بـالقوه بـه عنـوان كانديـد تهيـه                  ژن  اين آنتي 

 )5(.آينـد   واكسن در جهت پيشگيري و كنترل انگل به شمار مي         

   از كشت آگزنيـك مرحلـة آماسـتيگوت        p8 و   p4هاي    ژن  آنتي

شناسـي بـه راهنمـايي دكتـر هرمـزد اورمـزدي و دكتـر لامـع اخلاقـي و            مينو شاددل جهت دريافت درجه دكتراي انگلدكترنامه  اي است از پايان اين مقاله خلاصه  
  .مشاوره دكتر بهرام كاظمي

(I  دانشگاه  ،دهشناسي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي ارتش، خيابان شهيد فاطمي، خيابان شهيد اعتمادزا              شناسي و قارچ    شناسي، گروه انگل     استاديار انگل 
  )مؤلف مسؤول(*علوم پزشكي ارتش، تهران، ايران 

(IIايران، تهران، ايران-شناسي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شناسي و قارچ شناسي پزشكي، گروه انگل  استاد انگل   
(IIIدرماني ايران، تهران، ايران-زشكي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتيشناسي، دانشكده پ شناسي و قارچ شناسي، گروه انگل  دانشيار انگل   
(IV  درمـاني  -و خـدمات بهداشـتي  شناسي، مركز تحقيقات بيولوژي سلولي و مولكولي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي  شناسي و قارچ  شناسي، گروه انگل     استاد انگل 

  شهيد بهشتي، تهران، ايران
(V شهيد بهشتي، تهران، ايران درماني -و خدمات بهداشتيميكروبيولوژي، مركز تحقيقات بيولوژي سلولي و مولكولي، دانشگاه علوم پزشكي  فوق ليسانس  
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شوند و حفاظـت بخـش قابـل          ليشمانيا پيفانوي خالص مي   

بنـــابراين يكـــي از . )5و 3(كنـــد  اي را القـــاء مـــي ملاحظـــه

ت كـه در     اس ـ p4هاي سـطحي فـرم آماسـتيگوت،          ژن  آنتي

ژن . )3  ـ 5(تواند مؤثر باشد سازي مي  زمينه پيشرفت واكسن

ــي  ــدة آنت ــد كنن ــون و  p4 ژن  ك ــانوي كل ــشمانيا پيف  در لي

هـاي جـنس       با ساير گونه   p4سكانس گرديد و شباهت ژن      

ژن درون شـــبكه  ايـــن آنتـــي. ليـــشمانيا، بررســـي شـــد

ــت    ــرار دارد و داراي فعالي ــتيگوت ق ــميك آماس آندوپلاس

بيـان   (RNAست كه نقش احتمالي آن در ثبـات   نوكلئازي ا 

  )3(. مورد بحث استDNAو ترميم ) ژن

 ليـشمانيا   p4در اين بررسي قـصد بـر ايـن اسـت كـه ژن               

  .ماژور سوية ايران به عنوان پروتئين نو تركيب، كلون شود

  

  روش بررسي

. ايــن بررســي بــه صــورت تجربــي انجــام گرفتــه اســت 

 در  (MRHO/IR/75/ER)هاي ليشمانيا ماژور      پروماستيگوت

ــيط  ــيط  N.N.Nمحـ ــپس در محـ ــدند و سـ ــد داده شـ    رشـ

RPMI 1640هـا بـا    پروماسـتيگوت . )1( به كشت انبوه رسيدند

آوري شدند و توسط بافر مخـصوص         سانتريفوژ كردن جمع  

ــوكز ( ــول 33/0گل ــريس(M) م ، mM 10، mM5 MgCl2  ، ت

 DNAليز شدند و بـا روش جوشـاندن،         ) x100  2% -تريتون

 يـك   p4براسـاس سـكانس ژن      . )6(ها استخراج شد    آنژنومي  

 پرايمرهـا   5جفت پرايمر طراحي شد، به طوري كه در سـمت           

forward و reverse جايگاه برش آنزيم BamHIباشد .  

، μg (DNA( ميكروگــــرم 1:  شــــاملPCRواكــــنش 

picomol20  ــاي ــك از پرايمرهـــ ــر يـــ   ،forward از هـــ

0.4mM dNTPs, 4mM MgC12 بــافر PCR 1x ،25/1 

 كه حجم DNA Taq Polymerase (Cina Gen, Iran)واحد

برنامـه  ( ميكروليتر رسانده شـده بـود،     30 به   dH20آن با   

 (C◦) گـراد    درجه سـانتي   94 دما    ؛ به صورت  PCRدستگاه  

 مرحلـه :  سـيكل كـه هـر يـك شـامل          35 دقيقه،   10به مدت   

denaturation    دماي در ◦C  94     ثانيـه، مرحلـه    40 به مـدت  

annealing دمــاي ◦C  5/62 ثانيــه و مرحلــه 60 بــه مــدت 

extention   دماي ◦C 72    ثانيه است، و در پايان     60 به مدت   

محـصول  . )7() دقيقـه انجـام گرفـت      5 به مـدت     C 72◦دماي  

PCR     الكتروفـورز شـد وبـا اتيـديوم        % 5/1 در ژل آگاروز

 مورد نظـر زيـر نـور    DNAباند  . برومايد رنگ آميزي شد   

. )8(، مـــشاهده گرديـــد(Ultraviolet- UV)مـــاوراء بـــنفش 

ــصول  ــاروز PCRمح  Low Melting Point% 1 در ژل آگ

 مورد نظـر از ژل      DNA باند   UVالكتروفورز شد و زير نور      

 خـالص شـده طـي روش        DNA. )9(سازي شـد   جدا و خالص  

T/A Cloning  درون پلاسميد pBluescriptكلون شد .  

يم  كه بـا آنـز     pBluscriptبه صورت خلاصه، پلاسميد     

EcoRV داده شد، با آنزيم نوكلوئوتيديل ترانـسفرم        برش 

  .)10( اضافه شدdTTp آن 3' انتهاي  به

ــنش  ــد (Ligationمحــصول واك ــذيراي ) پيون در ســلول پ

E.coli  سوش ـ XL1 blueو در پليت آگار )11( ترانسفورم شد 

LB  ــاوي ــه حـ ــي  (μg/ml 50 كـ ــرم در ميلـ ــر ميكروگـ   )ليتـ

 IPTG, X-galهـا توسـط    لنـي ك. سيلين بـود، پخـش شـد    آمپي

هاي سفيد داراي پلاسميد نـو تركيـب،          غربالگري شدند و كلني   

پلاسميد نوتركيب با روش الكالين، اسـتخراج       . )12(انتخاب شدند 

 آزاد شـده    DNAباند  .  هضم گرديد  BamHI و با آنزيم     )13(شد

 كه با آنزيم    pQE-30خالص سازي شد و درون پلاسميد بيان        

BamHIده بود، ساب كلون گرديد برش داده ش.  

هاي حـاوي پلاسـميد       كلني. محصول واكنش، ترانسفورم شد   

، كـــشت انبـــوه داده شـــد و ســـپس LBنوتركيـــب در محـــيط 

هاي نوتركيب استخراج شد و با تجزيه و تحليـل توسـط              پلاسميد

 بـا اسـتفاده از      PCRواكـنش   . هاي برش دهنـده تأييـد شـد         آنزيم

 جهـت  p4 اختصاصي ژن reverse و forward Universalپرايمر 

  .مناسب ژن كلون شده، انجام گرفت) جهت (orientationتأييد 
  

  ها يافته

 رشد يافته و در  N.N.Nپروماستيگوت ليشمانيا در محيط 

 به صورت انبـوه كـشت داده شـد و    RPMI 16401640محيط 

DNA ژنومي آن استخراج شده و با روش PCRتكثير يافت .  

DNA     نـشان داده    1كل شـماره     استخراج شـده در ش ـ 
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 بـا  p4 ژن PCR محـصول  2در شـكل شـماره      . شده است 

  . نشان داده شده استbp 965وزن 
  

  
  

  %1 ژنومي ليشمانيا در ژل آگارز DNAالكتروفورز  -1شكل شماره 
  

  

  
  %1 در ژل آگارز PCRالكتروفورز محصول  -2  شمارهشكل

  100bp DNAماركر : Iستون 
  bp965 با وزن p4 ژن PCRمحصول : IIستون 

  

 بـا روش    pBluescript در پلاسميد ناقـل      PCRمحصول  

پلاسـميد نوتركيـب، توسـط آنـزيم        .  كلون شـد   T/Aكلونينگ  

 جدا  p4 ژن   DNA برش داده شد و باند       BamHIبرش دهنده   

 BamHI كه قـبلاً بـا آنـزيم         pQE-30شد و در پلاسميد بيان      

 Ligationواكــنش . بــرش داده شــده بــود، ســاب كلــون شــد

در سلول پذيراي باكتريايي ترانسفورم شد ودر پليت        ) پيوند(

پلاسـميد  . سيلين پخش شد     آمپي μg/mL 50 حاوي   LBآگار  

 pmaclدهنـده    نوتركيب، توسط تجريه و تحليل با آنزيم برش       

 را دارد و پلاسـميد      p4كه جايگاه بـرش اختـصاصي در ژن         

  .دهد، تأييد شد غير نوتركيب را برش نمي

 پلاســميد نوتركيــب را كــه بــا آنــزيم 3شــكل شــماره 

pmaclدهد  برش شده و خطي شده است، نشان مي.  
  

  

  
  

   تائيد پلاسميد نوتركيب-3  شمارهشكل

   قبل از تأثير آنزيم pQE-30پلاسميد سالم : Iستون 
   بعد از تأثير آنزيمpQE-30پلاسميد سالم : IIستون 
  ير آنزيم بعد از تأثpQE-30-4پلاسميد قطعه دار : IIIستون 
   قبل از تأثير آنزيمpQE-30-4پلاسميد قطعه دار : IVستون 

  

  
 (orientation) بـراي تعيـين جهـت        PCRمحـصول    -4شكل شماره   

   كلون شده در پلاسميد p4مناسب ژن 
ــتون  ــصول : Iس ــر  ) P4 )bp 1050 ژن PCRمح ــتفاده از پرايم ــا اس ب

universal forward و specific p4 reverse  
  100 DNA (bp) ماركر : III     ستون pQE-30-4لاسميد پ: IIستون 
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 forward Universal با استفاده از پرايمـر  PCRانجام 

 بــــراي تعيــــين جهــــت p4 اختــــصاصي ژن reverseو 

(orientation)            مناسب ژن كلـون شـده در پلاسـميد بيـان 

pQE-30           نمـايش   4 به كار گرفته شد كه در شكل شـماره 

  .يافته است
  

  بحث

يا، يـك انگـل داخـل سـلولي اجبـاري اسـت كـه               ليشمان

ار آن، در بـدن پـشه خـاكي         أثيرگذمرحله پروماستيگوت ت  

) دار مهــره(ناقــل و مرحلــه آماســتيگوت در بــدن ميزبــان 

  .)1(وجود دارد

تهيه يـك واكـسن مناسـب بـه دليـل عـدم موفقيـت در                

 درمــان اساســي و انتخــابي، عــوارض جــانبي داروهــا و 

  ه بيـــشتري قـــرار  مقاومـــت داروئـــي، مـــورد توجــ ـ   

  )3 و 2(.گرفته است

 كـه در شـبكه آندوپلاسـميك مرحلـه          p4محصول ژن   

سـازي    آماستيگوت قـرار دارد، در امـر پيـشرفت واكـسن          

برخــي مطالعــات نــشان داده اســت كــه . )3(مناســب اســت

ــي ــتيگوت دارد و  p4ژن  آنت ــه آماس ــه مرحل ــصاص ب  اخت

ي پروتئين تخليص شده آن در زمينه رده بندي، اپيدمولوژ        

  .)2-5(ثر باشدؤتوانند م ميو ايمونولوژي 

 و همكارانش ذكر شـده اسـت كـه          Sujataدر مطالعات   

 در مقابـل عفونـت      BALB/c در موش    p4 ژن خالص     آنتي

ناشي از ليشمانيا پيفانوي و آمازوننسيس، حفاظت بخشي        

 را  Th1نسبي تا كامل و همچنين القاء پاسخ ايمني از نـوع            

در بيماران مبتلا به ليشمانيوزيس جلدي آمريكـايي باعـث          

  .)3(شده بود

 و  Cambellهـا،      واكـسن  DNAجهت بررسي پتانـسيل     

ــاز   ــدة نوكلئــ ــارانش ژن كدكننــ ــشمانيا p4همكــ  در ليــ

 و  IL-12هـاي مختلـف       آمازوننسيس را همراه با ادجوانـت     

HSP70      ارزيابي كرده وموش حساس BALB/c را توسط 

p4  ي،   به تنهايp4    همراه با IL-12   و p4      همـراه بـا HSP70 

ــشمانيا     ــا لي ــت ب ــرض عفون ــپس در مع ــرده و س ــن ك ايم

 نشان دادند كـه ژن      ها   آن .آمازوننسيس و ماژور قرار داد    

p4  ــا ــراه ب ــسيس  IL-12 هم ــشمانيا آمازونن ــل لي  در مقاب

 در مقابـل    HSP70 همراه با    p4حفاظت بخشي داشته ولي     

داشـته اسـت و در نهايـت        ليشمانيا ماژور حفاظت بخشي     

p4     همراه بـا HSP70            را يـك كانديـد مناسـب جهـت تهيـه 

هـاي ليـشمانيا دنيـاي قـديم و جديـد،             واكسن بـراي گونـه    

  .)2(معرفي كرد

 ليشمانيا ماژور سوية ايران     p4در اين بررسي، ژن     

 با ايـن هـدف كـه اسـتفاده از سـوية ايرانـي               .كلون شد 

ور براي جامعـه  جهت تهية واكسن بر عليه ليشمانيا ماژ     

ضـمن اينكـه نتيجـة      . تر است   ايراني، مفيدتر و كاربردي   

نيـا و همكـاران كـه گـزارش      اين بررسي با بررسي فرج   

مرحلـة آماسـتيگوت    1پروتئين نوكلئاز كـلاس     «اند    داده

 شــباهت بــسيار زيــادي (Lma CIN) ليــشمانيا مــاژور

ــه پــروتئين %) 87( ــانوي داردp4ب  )15 و 14(» ليــشمانيا پيف

  . مقايسه خواهد بودقابل

 ليــشمانيا فاقــد DNAدر ايــن بررســي از آنجــايي كــه 

 DNA از p4، جهــت دسترســي بــه ژن )16(اينتــرون اســت

پروماستيگوت ليـشمانيا مـاژور اسـتفاده شـد و بـه نظـر              

رسـد كـه ايـن روش نـسبت بـه روش ايجـاد زخـم در                   مي

هـاي كـشت      حيوان آزمايـشگاهي و يـا اسـتفاده از محـيط          

س آماسـتيگوت جهـت دسترسـي بـه         اختصاصي و حـسا   

تر   شوند، سريع   هايي كه در مرحلة آماستيگوت بيان مي        ژن

  .)15(تر باشد و ساده

وجود محدوديت در انجام مطالعات سلولي و مولكولي        

 تنظـيم،  به ويژه در شرايطي كه مراحل پژوهش ابتـدا بايـد      

ــي از       ــوند، يك ــام ش ــپس انج ــب و س ــازماندهي و مرت س

تحقيـق حاضـر نيـز در گيـر ايـن           مشكلات جدي است كـه      

  .مشكل بود

  

  گيري نتيجه

   كلي حاصـل از انجـام ايـن پـژوهش، كلـون و              نتيجه
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ايـن تركيـب    .  در پلاسميد بيان است    p4سازي ژن     آماده

آماده بيان در آزمايشگاه و ساختن پروتئين نو تركيـب          

 p4قابل ذكر اسـت كـه توليـد پـروتئين نوتركيـب             . است

كار آيـد   به   زمينة تهية واكسن     تواند به خصوص در     مي

هاي   هاي هدف دارويي و تست      علاوه بر آن، در زمينه     و

  .تشخيصي نيز قابل استفاده است

  تقدير و تشكر

اين بررسي بـا حمايـت مـالي دانـشگاه علـوم پزشـكي و               

ــات    ــز تحقيق ــشگاه مرك ــران و در آزماي ــاني اي ــدمات درم خ

و خدمات  بيولوژي سلولي و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي        

درماني شهيد بهشتي، انجام شد و بدين وسـيله نويـسندگان           

  .ين محترم كمال سپاسگزاري را دارندمسؤولمقاله از 
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Evaluating the Cloning of Leishmania Major p4 Gene in Production 
of Vaccine 

  

 
*M. Shaddel, PhDI       H. Ormazdi, PhDII       L. Akhlaghi, PhDIII 

B. Kazemi, PhDIV       M. Bandepour, MScV 

  

  

  

 

Abstract  
Background and Aim: Leishmania major p4 gene is normally expressed during amastigote form of 

the parasite and can be a good candidate for producing an effective vaccine. The aim of this study is to 

clone p4 gene in a suitable vector for further vaccine production studies . 

Materials and Methods: This is an experimental study. Leishmania promastigote was grown in 

N.N.N. medium and later in the form of mass culture in RPMI 1640 cell culture medium. Total leishmania 

genomic DNA was extracted by centrifugation of promastigote and lysed by lysis buffer followed by 

boiling method. PCR was carried out using p4 gene specific primers. PCR product was detected by agaros 

gel electrophoresis and cloned into Bluescript plasmid via T/A cloning method. After transformation, the 

recombinant plasmid was screened  and digested by restriction enzyme  

Results: PCR reaction and cloning p4 gene in T-vector was done successfully. Recombinant plasmid 

was extracted and cloned gene was released by restriction enzyme and subcloned into pPQE-30 

expression vector and confirmed by restriction analysis and PCR.  

Conclusion: This newly expressed combination is p4 gene invitro. Production of p4 recombinant 

antigen is very much useful especially in the field of vaccine production, drug target and immunological 

studies. 

 

Key words: 1) p4 gene    2) Cloning    3) Leishmania major    4) Vaccine 
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