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مقدمه
(WHO)طبق گزارش سازمان بهداشـت جهـانی  

میلیـون  92کلامیدیا تراکوماتیس مسئول بیش از 
میلیــون عفونــت تناســلی در سراســر دنیــا 340از 
). شـیوع بـالاي چنـین عفونـت هـاي      1باشـد ( می

) ایـن  3و2منتقله از راه جنسی در اروپا و آمریکـا ( 
باکتري را به عنوان یکی از مهم ترین عوامل ایجاد 

Pelvic Inflammatory)بیمــاري التهــابی لگنــی 

Disease-PID)(    سالپنژیت، حاملگی نـا بـه جـا و ،
ایران،کلامیـدیا ). در4کنـد ( ناباروري معرفی مـی 

شدهانجامي مطالعهدارد. طیتوجهیقابلشیوع
)E,F &G(هاژنوتیپترین،شایع2010سالدر
). همچنین 5اند (شدهگزارش% 68حدودشیوعبا

درتراکومــاتیسکلامیــدیاشــیوع2007ســالدر

درنابـاروري کلینیکبهکنندهمراجعهبانوانمیان
). ایـن پـاتوژن   6اسـت ( برآورد شده% 12,6تهران 

ــرم   ــازي و دو فـ ــدگی دو فـ ــه زنـ داراي دو چرخـ
مرفولوژیک منحصر به خود یعنی اجسـام ابتـدایی   

(Elementary Bodies)  ــبک ــام مشــ و اجســ
(Reticulate Bodies)      اسـت کـه بـه ترتیـب فـرم

).  7عفونی و غیر عفونی این باکتري را می باشـند ( 
به علاوه، عفونت کلامیدیایی بستري مناسب جهت 

(HIV)تسهیل انتقال عفونت ویروس نقص ایمنـی  

و همچنین کوفاکتور نئوپلازي القایی گـردن رحـم   
ي اولیـه ).  سـایت 8با پاپیلوما ویروس می شـود ( 

ه اي، پوششی استوانسلول هايکلامیدیاییعفونت
اوروژنیتالي ناحیهتلیالاپیوزناناندوسرویکس

واکسـن کی ـایجادصورت). در9است (مرداندر

يهايآورفنپژوهشگاهمثل،دیتوليوتکنولوژیبقاتیتحقمرکزونیقزویپزشکعلومدانشگاهیملکولویسلولقاتیتحقمرکز،یشناسکروبیمارشدکارشناس: تازریبهیراض
Bitazar1984@gmail.com. رانیاتهران،نا،یسابن- یدانشگاهجهادیپزشکعلومنینو

.رانیاتهران،تهران،یدرمانیبهداشتخدماتویپزشکعلوم،دانشگاهیدندانپزشکعلومپژوهشکده،یدندانپزشکقاتیتحقمرکز: يباقررضوان
Rezvan_b1980@yahoo.com

.رانیاتهران،نا،یسابن-یدانشگاهجهادیپزشکعلومنینويهايآورفنپژوهشکدهمنوکلونال،يبادیآنتقاتیتحقمرکز،یشناسکروبیمارشدکارشناس: یمیسلیعل
Ali.salimi.maraghi@gmail.com

B.hajikhani@gmail.com). مسئولسندهینو(* رانیاتهران،،یبهشتدیشهیپزشکعلومدانشگاه،يولوژیکروبیمگروهار،یاستاد: یخانیحاجبهارهدکتر* 

یکولایاشرشدرتراکوماتیسکلامیدیاMOMP217ژنبیانوکلونینگ

چکیده
سـت کـه باعـث آسـیب و اخـتلال در عملکـرد دسـتگاه تناسـلی         اکلامیدیا تراکوماتیس باکتري خاموش، مواج و متاسفانه فراموش شده اي :هدفوزمینه

ومتریت، باشد. این باکتري گرم منفی و داخل سلولی اجباري با چرخه ي زندگی منحصر به خود و ایمنوپاتوژنز ویژه منجر به عوارض شدید مـن جملـه انـد   می
و همچنـین کوفـاکتور   (HIV)شود. این باکتري عامل تسهیل کننده ي انتقـال ویـروس نقـص ایمنـی انسـانی      و ناباروري می(PID)التهابی لگن بیماري

ي رحم است. براي غلبه بر این ناهنجاري ها واکسیناسیون بهترین راه بـراي کنتـرل عفونـت اسـت. بـر ایـن       ي نئوپلازي دهانهویروس پاپیلوماي القاء کننده
.باشدي واکسن مطرح میبه عنوان کاندیداي بالقوه(MOMP)اساس پروتئین اصلی غشاء خارجی 

% SDS-PAGE10بیان شد. بیان پروتئین بـا ژل  E.coliکلون و در باکتري pET-28b+در وکتور بیانیMOMP217: در این مطالعه ژن روش کار
.رنگ شده با رنگ کوماسی بلو تایید شد

توانـد پپتیـد   نوترکیـب مـی  MOMP217توپیک در این قطعه ژنـی محافظـت شـده،    ، به دلیل وجود مناطق مهم اپیIn silicoدر کنار مطالعات ها: یافته
ایمنی زایی معرفی گردد.مناسبی براي ایجاد 

توانـد بـه   با استفاده از تست هاي تاییدي بیشتر و مطالعات حیوانی به منظور بررسی و ارزیابی وضعیت پاسخ سیستم ایمنی، این پـروتئین مـی  نتیجه گیري:
باشد.ي تکمیلی بیشتري میي پیش رو نیازمند انجام آزمایشات و تست هاعنوان کاندیدي براي مطالعات واکسنی مطرح شود. قطعا مطالعه

MOMP: واکسن، کلامیدیا تراکوماتیس، پروتئین اصلی غشاء خارجی هاکلیدواژه

11/11/89تاریخ پذیرش: 25/5/88تاریخ دریافت: 

11/5/93تاریخ پذیرش: 4/10/92تاریخ دریافت: 
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سـال 20طـی کلامیـدیایی عفونتکاملایمنیبا
هـر ازبـیش شد. واکسیناسـیون خواهدکنریشه

اپیـدمی کنتـرل دردیگـري بیومدیکالي مداخله
وجـود با). 10می باشد (مؤثرکلامیدیاییعفونت
سدعنوانبههابیوتیکآنتیانواعازوسیعیطیف

دربـاکتري قطعـی نابوديها،باکتريعلیهدفاعی
ــرو ــهگ ــحیحي برنام ــدونوص ــیونم واکسیناس

بهداشـت اورژانسمواردازواکسنساخت.باشدمی
صـرف دلارهـا بیلیونسالانهزیراکهاستعمومی
واکسیناسـیون ). 11مـی شـود (  عفونتایندرمان

حیـوانی هـاي مـدل باتراکوماتیسکلامیدیاعلیه
صـورت بـه ای ـکاملارگانیسمي متعدد، به وسیله

اسـت.  گرفتـه صـورت ونیتیی ـسـاب هايواکسن
درتوانـایی دلیـل بـه حیوانیهايمدلازاستفاده

دررسـان آسـیب شـکل همـان بـه عفونـت تقلید
نشـان تـر واقعـی راگرفتهصورتانسان، مطالعات

محافظـت سـطحی هـاي ). پـروتئین 12می دهد (
گونـاگون هـاي سروتیپمیاندرمتعدديي شده

بـراي ايبـالقوه کاندیـداي تراکومـاتیس کلامیدیا
مـی  واکسیناسـیون جدیـد هـاي برنامـه ي توسعه

غشـاء اصـلی پـروتئین آن هامیان). از13باشند (
نظـر موردبخشامیدکاندیداي،MOMPخارجی،
ــت ــیMOMP.اســ ــیدازغنــ ــهاســ ي آمینــ

خـود بـه راخارجیغشاءپروتئین% 60سیستئین،
چنـین حمایتتحتهمینطور.می دهداختصاص

وجنس،گونــهخــاصهــايتــوپاپــیپروتئینــی
آنتـی تولیدوTسلولپاسخالقايموجبسروتیپ

). هـدف از مطالعـه ي حاضـر،    14می شـود ( بادي
از MOMPتهیه ي یک پـروتئین نوترکیـب از ژن   

مـی باشـد.در   376تـا  160سکانس آمینو اسیدي 
این تحقیق با استفاده از تکنیک هـاي کلونینـگ و   
بیان پروتئین در سیستم پروکاریوتی روند بیان این 

SDS-PAGEقطعه ي ژنی با اسـتفاده از تکنیـک   

ارزیابی و همچنین، استفاده از نرم افزار هاي پـیش  
و حضـور  گویی کننده ي دومـن هـاي آنتـی ژنـی    

چنین مناطقی در قطعه مورد مطالعه بر ارزش این 
قطعه ي ژنی می افزایـد. ایـن مطالعـه بـه منظـور      
معرفی این ناحیـه بـه عنـوان کاندیـداي بـالقوه ي      
واکســن نیازمنــد مراحــل و تســت هــاي تکمیلــی  

باشد. می

روش کار
سـویه اسـتاندارد   پلاسمید و سویه هاي باکتري:

، اشرشــیا 440شـماره  L1کلامیـدیا تراکومـاتیس  
به ترتیـب بـه عنـوان    BL21(DE3)وDH5αکلی

همچنـین وکتـور بیـانی    میزبان کلونینگ و بیان و
pET28     سـاخت شـرکت نـواژن از پژوهشـگاه ابــن

سینا تامین گردید.
و انجــام MOMP217طراحــی پرایمــر بــراي ژن

PCR:
براي طراحی پرایمر توالی ژن مورد نظر از بانـک  

ــی  NCBI(National Center Forژنـــ

Biotechnology Information) استخراج و توسط
پرایمر مناسـب طراحـی   Gene Runnerنرم افزار 

گردیــد. پرایمــر هــاي پــیش رو و معکــوس واجــد 
بـه  HindIIIوBamHIجایگـاه بـرش آنـزیم هـاي     

باشد:زیر میترتیب به صورت
5´-GTTGGGGATCCTGGAGATAATGA

AAAT-3´

و
5´-ACTCTAAGCTTCTCAACTGTAAC

TGCGTATTT-3´

جایگاه بـرش دو آنـزیم محـدود الاثـر پـر رنـگ       
ــیش رو و  مــی ــداي هــر دو پرایمــر پ باشــد. در ابت

معکوس چندین نوکلئوتیـد اضـافی طراحـی شـده     
است. تعبیه ي این نوکلئوتید ها بـه دسـتیابی بـه    
دمــاي چســبندگی ایــده آل پرایمــر هــا و تنظــیم 

توالی پرایمـر  1جایگاه برش کمک می کند.جدول 
در حجم نهـایی  PCRها رانشان می دهد. واکنش 

میکرولیتــر از هــر 1ا اســتفاده از میکرولیتـر ب ــ25
x)5PCR (،1,5میکرولیتــر بــافر2,5پرایمــر، 

ــر  ــولار ، dNTPs10میکرولیتــ ــی مــ 0,2میلــ
ــزیم  ــر آن ــر 5میکرولیت ــر میکرولیت Taqواحــد ب

polymerase میکرولیتر از 1وDNA   الگـو انجـام
95دقیقـه در  5به صورت ابتدا PCRشد. شرایط 

ثانیه در 30درجه ، 95ثانیه در30درجه و سپس 
درجـه  72درجه ، یک دقیقه و سی ثانیه در 53,5
درجه 72دقیقه در 5سیکل و در نهایت 40براي 

PCRانجام گرفت. پس از انجام واکنش، محصولات

روي ژل آگاروز برده شـده و سـپس قطعـه ِ ژنـی     
مورد نظـر از ژل بریـده و توسـط کیـت اسـتخراج      
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DNAمان) خالص شد.(ساخت شرکت کیاژن، آل
با توجه به جایگاه :MOMP217کلون سازي ژن 

هاي آنزیمی تعبیه شده در پرایمرها، قطعه ي ژنی 
در شرایط بافري هر آنزیم برش خورده و سـپس از  
روي ژل آگارز توسط کیت استخراج خالص سـازي  

نیز با استفاده از همان آنـزیم  pET28bشد. وکتور
ده و بـه شـکل   ها و در شرایطی مشابه بـرش خـور  

خطی درآمده و سپس واکنش الحاق بین وکتـور و  
قطعه برش خورده با استفاده از آنزیم لیگاز صورت 
پذیرفت. پلاسمید هاي نو ترکیب حاصل به صورت 

بـه میزبـان   (Transformation)ترانسفورماسـیون  
مستعد شده وارد شـد.  (E. coli DH5α)کلونینگ 

سمید از آن هـا  پس از رشد کلونی ها استخراج پلا
توسط کیت اسـتخراج پلاسـمید (سـاخت شـرکت     
کیاژن، آلمان) انجام گرفت و صحت کلونینـگ بـه   

و هضم آنزیمی تایید شد. در مرحله PCRدو روش 
pET28b-MOMP217ي بعد پلاسمید نو ترکیب 

که صحت آن تایید شده است براي مرحله ي بیان 
E. coli BL21(DE3)پروتئین وارد میزبـان بیـانی   

گردید.
انتقال ناقل نو ترکیب به بیان پروتئین نو ترکیب:

میزبان بیانی طـی مراحـل کشـت و صـلاحیت دار     
کردن باکتري، ترانسفورماسیون و تایید آن مشـابه  
موارد ذکر شده در مرحله ي قبـل صـورت گرفـت.    

بـراث  LBباکتري حاوي ناقل نو ترکیب در محیط 
(Luria-Bertani Broth) ــی ب ــاوي آنت ــک ح یوتی

ــین   ــزان  (Kanamycin)کانامایسـ ــه میـ 100بـ
میلی لیتر 100میکروگرم در هر میلی لیتر کشت (

) کشت داده شد و پس از رسیدن به جذب نـوري  
ــوج  0,7 ــول م ــد   600در ط ــاز رش ــر (ف ــانو مت ن

-IPTG(Isopropyl ß) ، توسط Stationaryثابت،

D-1-thiogalactopyranoside)  1با غلظت نهـایی
ولار القا شد. علاوه بر این به عنوان کنتـرل  میلی م

100هم زمان با این روند از یک نمونـه ي کشـت   
استفاده شد. سـپس بـه   IPTGمیلی لیتري بدون 

ساعت ، از کشت هاي القـا و  24و 2،4،6فواصل 
غیر القا نمونه گیري انجـام و کـدورت بـا اسـپکت     
سنجیده شد. از همه ي نمونه گیري هـا در زمـان   

بـه  rpm6000ي مختلف از طریـق سـانتریفیوژ   ها
دقیقه رسوب سـلولی تهیـه و آن هـا را در    5مدت 

لودینگ بـافر پـروتئین بـه همـراه حـل شـد. وزن       
ملکولی و محل قرار گیـري پـروتئین نوترکیـب بـا     

بررســی شــد. دمــاي   SDS-PAGEاســتفاده از 
37سـاعت  6و 4، 2انکوباسیون در فواصل زمـانی  

درجـه تقلیـل   25شـبانه بـه   درجه و براي کشـت  
یافت.

ســکانس آمینــو اســیدي ژن   :بیوانفورماتیــک
MOMP   بـه شـکلFASTA   از پایگـاه اطلاعـاتی

اسـتخراج  (Protein Data Bank)بانـک پـروتئین  
گردید. تاکنون هیچ اطلاعات ثبت شـده اي مبنـی   
بر وجود ساختار سوم این پروتئین گـزارش نشـده   
است. پیشگویی نواحی آنتی ژنیـک بـا اسـتفاده از    

ــام Kolaskar and Tonaonkarروش انجـــ
پیشگویی سـاختار ثانویـه   همچنین،.)15(پذیرفت

ــا روش MOMPژن  GOR((Garnier(بــــــــــ

Osguthorpe-Robson)()ترکیب .)16بررسی شد
و ســاختار آمینــو اســیدي ایــن قطعــه ي ژنــی بــا 
استفاده از منـابع آن لایـن در زمینـه ي پـروتئین     

). 17شیمی مورد بررسی قرار گرفت(

هایافته
ــب: PCRانجــام ــو ترکی ــمید ن ــاخت پلاس و س
با استفاده از پرایمرهـاي اختصاصـی   PCRواکنش 

انجام گرفت. باند مربوط به ژن تکثیر شده روي ژل 
ــاروز  ــق   1آگ ــدازه آن از طری ــاهد و ان ــد مش درص

استاندارد تاییـد شـد.   (Marker)مقایسه با نشانگر 
ــدین     ــرفتن چن ــر گ ــا در نظ ــار ب ــورد انتظ ــد م بان

جفـت  674نوکلئوتید اضافی در ابتداي پرایمر هـا  
MOMP217اشد.پس از وارد سازي قطعه باز می ب

ــو pET28bبــه درون وکتــور  و ایجــاد پلاســمید ن
، با هضم آنزیمی MOMP217pET28b-ترکیب،

بـا  PCRو HindIIIو BamHIتوسط آنزیم هـاي  
پرایمر هاي وکتور و قطعه ي ژنی تایید شد. 

پس از انتقال پلاسمید نو ترکیـب بیان پروتئین:
MOMP217pET28b  ــاي مســتعد ــه ســلول ه ب

بـه منظـور   E. coli BL21(DE3)ي بـاکتري  شده
انجـام شـد و تولیـد    IPTGبیان پروتئین القـاء بـا   

کیلو دالتون با انجـام  24پروتئین مورد نظر با وزن 
SDS-PAGE   آمـده  1تایید شـد.نتیجه در شـکل

کیلو 24شود باند طور که ملاحظه میاست. همان
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ي کیب پروتئینی در نمونهدالتونی حاصل از بیان تر
غیر القاء وجود ندارد اما در نمونه هاي القـاء شـده   

به خوبی قابل مشاهده است.
آنتـی ژنیـک:  بیوانفورماتیک و پیشگویی منـاطق  

پیشگویی مناطق آنتی ژنیـک بـا اسـتفاده از روش    
Kolaskar and Tonaonkar ي آن انجام و نتیجـه

آمده اسـت. دومـن هـاي آنتـی ژنیـک      2در جدول
طیق جدول با علامت مثبت نشان داده شده اسـت  
که موید وجود مناطق آنتی ژنیـک از آمینـو اسـید    

در بررسـی مـی باشـد.  376تا آمینـو اسـید   160
ــالا    ــذیري ب ــاف پ ــا انعط ــاطقی ب ــاختار دوم من س

(Random coil)   دیده شد. وجود چنـین منـاطقی
ایمن زایی قطعه ي مـورد بررسـی را افـزایش مـی     
دهد. ترکیب آمینو اسید ها امکان آنـالیز آن هـا و   

ــدروفوب و    ــت هی ــاس ماهی ــر اس ــدي ب ــته بن دس
همچنین در جـدول  هیدروفیلی را فراهم می آورد.

بانک هاي اطلاعاتی مهم در زمینه ي تعدادي از3
Tو Bمناطق اپی توپیـک قابـل تشـخیص سـلول     

مشخص شده است.

بحث و نتیجه گیري
STDs ــاري ــان بیم ــا هم ــه از راه ی ــاي منتقل ه

جنسی از مهم ترین نگرانی هاي سازمان بهداشـت  
جهانی به شمار مـی آید.کلامیـدیا تراکومـاتیس از    

سـت کـه سـالانه    مهم ترین عوامل این بیماري ها
اینکـه بـه عـلاوه  .کنـد میلیون ها نفر را دچار می

تســهیلباعــثتراکومــاتیسکلامیــدیابــاعفونــت
وانسـان درایمنـی نقـص ویـروس عفونـت انتقال

و جایگاه عمل آنزیمیMOMP217رایمرهاي ژن پ-1جدول 

L1کلامیدیا تراکوماتیس سرووار MOMPپیش گویی مناطق آنتی ژنیک ژن -2جدول 
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بـا رحـم گردنالقایینئوپلازيکوفاکتورهمچنین
است. ناباروري در زنان از برجسـته  ویروسپاپیلوما

این بـاکتري میباشـد و   ترین پیامد هاي آلودگی با 
نیاز به واکسـن در جهـت محـدود سـازي عـوارض      
ناشی از این عفونت از مدت ها پیش مطـرح شـده   

هـاي آسـیب نهایـت درعفونـت درماناست. عدم
دارد.دنبـال بـه رامثلـی تولیـد هايارگانجدي
تولیـد بیماريوعفونتبالايسطحبامبارزهبراي

حیـاتی وضـروري بـس امـري کارآمدواکسنکی
آنتی ژن هاي باکتریـایی جهـت اسـتفاده در    ست.

تهیه واکسن بر اساس خصوصیات مختلفی از جمله 
سطحی بودن که باعث دستیابی آسان تر سیسـتم  
ایمنی به آن ها می شـود، ایمونـوژن قـوي بـودن،     
حفاظت شدگی بین تمـام ایزولـه هـاي مربوطـه و     

انتخاب می شوند. پروتئیندخالت آن ها در پاتوژنز 
دسـترس درغشـایی جزء(MOMP)غشائیاصلی

و داراي مناطق اپی توپیـک  بالاسیتیایمنوژنیبا
).  بـا ایـن   18می باشـد ( Tو Bحائز ارزش سلول 

حال، علی رغم تمام پیشرفت هـاي لازم در زمینـه   

ي دامپزشــکی و اســتفاده از مــدل هــاي حیــوانی  
متفاوت براي ارزیابی کـارایی ایـن واکسـن، هنـوز     
دستیابی به واکسن انسـانی کارآمـد محقـق نشـده     

). ارتقــاء دانــش بشــر در حیطــه ي    19اســت (
ــیکس  ــوژي ام ــد وا(OMICS)تکنول ــینو مانن کس

میکس یا پروتئومیکس ارائه دهنده ي خـط مشـی   
هاي جدید براي ساخت واکسنی با قابلیـت بـالاي   
تحریک سیستم ایمنی علیـه عفونـت کلامیـدیایی    

). تا به حال، مطالعه و تحقیق واکسن 20می باشد (
کلامیدیایی معطوف به ساخت واکسـن هـاي نـوع    

).  واکسن هـاي نسـل   21ساب یونیتی بوده است (
ــه شــکل کامــل  او ل کــه در آن هــا از ارگانیســم ب

استفاده می شود داراي معایبی من جمله خاصـیت  
برگشت به فرم ویرولانت باکتري و خطـر زا بـودن   
آن جایگاه خود را به واکسن هاي نوع ساب یونیتی 

).  واکسن هاي ساب یونیتی مسـتلزم  22داده اند (
ــویلی    ــاي تح ــتم ه ــت و سیس ــتفاده از ادجوآن اس

(Delivery System)  می باشد ولی با این حـال در
افرادي که دچار نقـص سیسـتم ایمنـی هسـتند و     

B ،Tتوپیک سلول هاي اطلاعاتی، پیشگویی مناطق اپیبانک-3جدول 

E.coli BL21 (DE3)نوترکیب در میزبان بیانی MOMP17ارزیابی بیان - 1شکل 
Uکلون نوترکیب القا نشده (کنترل بیان): لیزات باکتریایی حاصل از

I لیزات باکتریایی حاصل از کلون نوترکیب القا شده با :IPTGدر زمانهاي مختلف
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همچنین زنان باردار منع مصرف ندارد. تا به امـروز  
ــک،    ــه مننگوک ــونیتی علی ــاب ی ــاي س ــن ه واکس

وپنوکوکک عرضـه  Bهموفیلوس آنفولانزا، هپاتیت 
).  براي ساخت واکسنی موثر علیـه  23شده است (
شی کامل در زمینه ایمنولـوژي پیآمـد   کلامیدیا دان

ابتلا به عفونت بسی لازم و ضروري است، زیرا کـه  
BوTواکسن مناسب نیازمند تحریک هر دو سلول 

و پاسخ آنتی بادي می باشد. در مطالعه ي پیش رو 
که براي اولین بار در ایران انجام گرفته اسـت،  بـا   
استفاده از نـرم افزارهـاي پـیش گـویی کننـده ي      

آمینـو  217اطق آنتی ژنیک قطعـه ي انتخـابی   من
به MOMPژن 376تا 160اسیدي از آمینو اسید 

مـورد  (Truncated)عنـوان پـروتئین کوتـاه شـده    
بررسی قرار گرفت. در این حالت کوتـاه تـر شـدن    
قطعه و اختصاصی تر شدن آن باعث سهولت کار و 
احتمالاً افزایش حفاظت بخشی می شود. همچنین 

بــا ســایر آنتــی ژن هــا بــراي ســاخت ترکیــب آن
پروتئین فیوژن از دیگر مزایاي آن می باشـد.از آن  
گذشته تولید پروتئین نو ترکیب نسبت به پروتئین 
طبیعی راحت و از لحاظ اقتصادي مقرون به صرفه 

اپی توپ 2010در سال Lifang Zhangمی باشد.
شناسنایی و ایمنی زایـی آن را در  Bهاي سلول را 

وشی مورد بررسی قرار دادنـد. ایـن منـاطق    مدل م
,MOMP73-81,MOMP161175(شـــــــــامل

MOMP217-225,MOMP261-270 وMOMP

ــا   ) 377-386 ــان آن هـ ــه از میـ ــد کـ ــی باشـ مـ
MOMP377-386  ــوپ ــی تــ ــوان اپــ ــه عنــ بــ

). بـدون  24ایمنودومینانت شناسنایی شده اسـت ( 
براي حفاظت علیه این عفونت Bشک پاسخ سلول 

بـه  Tد اما نقش برجسته ي سـلول ضروري می باش
سیتو توکسـیک و  Tدلیل عملکرد ارزشمند سلول 

T-helper   .قابـل توجـه اسـتMurtada A.tahaو
اپـی شناسناییوکشفبا2011سالدرهمکاران

ــوپ ــايت ــیته ــونوTلنفوس ــردنکل ــک کی
ــد ــوژنیKDa31پپتی ــیتی، ایمن ــوشدرراس م
کاندیـد عنوانبهراآني بالقوهپتانسیلوبررسی
نشانمطالعهاینهايافتهی.کردندبررسیواکسن

باعـث rMOMP278عضـلانی داخلتزریقکهداد
مـی  بـادي آنتیمخاطیوسیستمیکپاسخالقاي

). 25شود (

بـر وکتور، وجـود طراحیدیگر مربوط بهمسئله
اسـت. در ابتـداي محصـول  درهسیتیدینیچسب

سـازي خـالص امکـان برچسـبی چنینوجودواقع
بـه توجـه بدونراشدهتولیدآسان محصولبسیار

برچسبیچنیننماید. وجودمیفراهمپروتئیننوع
تولیدپروتئینمحصولراحتیبهکهشودسبب می

تمایلی نیکلهايستونتوسطمرحلهیکدرشده
در مطالعه  حاضـرا نیـز محـل    .گرددسازيخالص

نه اي طراحـی  قرار گیري ژن ها درون وکتور به گو
His-6(شد که پس از بیان، بر چسب هیستیدینی

tag(  .در ابتداي پروتئین هاي نوترکیب واقع شـود
از مزایـاي ایـن برچسـب ایجـاد پلـی پپتیـد هـاي        
محلول و افزایش حلالیت پروتئین میباشد. استفاده 

از لحاظ اقتصـادي مقـرون بـه صـرفه     pET28bاز 
باشد چرا که براي حذف برچسب هیسـتیدینی  می

ذکر شده به ترومبین نیازمند مـی باشـد و ایـن در    
حالی است که وکتور هاي دیگـر بـه عنـوان مثـال     

pET32a با برچسب هیستیدین و تیورودوکسـینی
)Trx-His-tag(     نیازمند آنزیمـی پـر هزینـه ماننـد

انتروکیناز می باشد. برچسب هیستیدینی به دلیـل  
کولی پـایین در طـول تخلـیص بـه راحتـی      وزن مل

حذف می شود و به دلیل تعلق آن به گـروه آمینـو   
اسید هایی با ایمنی زایی پایین، تاثیر محدودي بـر  

ــالاترین 26فعالیــت پــروتئین خواهــد داشــت ( ). ب
Lucinaنوترکیب از IIمیزان بازده بیان هموگلوبین

pectinata 27درجه بـوده اسـت (  30در دماي .(
مطالعــه ي دیگــري، شــرایط بهینــه ي بیــان طــی 

سودوموناس آئروژینوزا در mature PsaAپروتئین 
در دمـاي  IPTGمیلـی مـولار   0,1اشرشیا کلی با 

). پـروتئین در  28درجه  گزارش شـده اسـت (  25
دماي بالا در حین بیـان تمایـل بـه سـمت ایجـاد      
رسوب و تشکیل انکلوژن بادي دارد، بر این اسـاس  

ا میل بـه رسـوب کـم و فـرم محلـول      با کاهش دم
پروتئین به دست می آیـد.کاهش دمـا کمـک مـی     
کند تا انکلوژن بادي به میزان کمتري تولید شـود.  

درجه مصـرف بـاکتري و تقسـیم آن    25در دماي 
کاهش یافته و تمام انرژي مانده از بـاکتري صـرف   
بیان پروتئین می شود. در نتیجه اینکه، القاء شبانه 

درجه میزان 25ز از پیگیري در دماي روزي بی نیا
در تحقیـق  بازده بیان پروتئین را افزایش می دهد.
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حـاکی از شـرایط   SDS-PAGEانجام شده نتـایج  
ــب    ــو ترکی ــروتئین ن ــاخت  پ ــان و س ــده آل بی ای

PET28b-MOMP217-BL21 (DE3) در سیستم
باشـد.با اسـتفاده از نـرم افزارهـاي     پروکاریوتی می

پیشگویی کننده ي آنتـی ژنـی    ایمنو انفورماتیک و
انتظار می رود که  این ترکیـب قـادر بـه تحریـک     
پاسخ ایمنی مناسـب و حفاظـت بخشـی در مـدل     
حیوانی باشد. بدین سان معرفی ایـن پـروتئین بـه    
عنوان کاندیدایی مناسـب جهـت سـاخت واکسـن     
علیه کلامیدیا نیازمند تست هاي تکمیلی بیشتري 

می باشد.

تقدیر و تشکر
مطالعه بر گرفتـه از پایـان نامـه کارشناسـی     این

ارشــد در رشــته ي میکــروب شناســی پزشــکی در 
پژوهشگاه ابن سینا است. از پژوهشگاه ابن سینا به 
دلیل همکاري صمیمانه در پیشـبرد ایـن پـژوهش    
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Abstract
Background: Chlamydia trachomatis is a silent, turbulent and unfortunately neglected
bacterium which impairs human genital tract function. This Gram-negative obligate
intracellular bacterium with unique life cycle and immunopathogenesis result in serious
complications, such as Endometritis, pelvic inflammatory disease (PID), infertility, ability to
ease HIV transmission and cofactor in human papilloma virus (HPV)-induced cervical
neoplasia. To dominate these problems, vaccination is the best way of controlling the
infection. Accordingly, MOMP has been implicated as a potential vaccine candidate through
the years.
Methods: In this study, MOMP217 gene was cloned in PET28b+ and expressed in E.coli and
the protein expression confirmed by SDS-PAGE 10% Gel stained with Comassie Blue dye.
Result: Beside the in silico experiments and the epitopic important regions in this conserved
fragment, rMOMP217 may be a valuable peptide for immunization study.
Conclusion: Conclusively, with approach to animal model study for evaluation of immune
system response ability, this truncated protein may be introduced as a candidate in vaccine
study. Absolutely, this attempt needs more experimental works.

Keywords: Vaccine, chlamydia trachomatis, MOMP (Major Outer Membrane Protein)
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