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  چكيده 

.  مي باشندSAG3  SAG1,SAG2,نماينده آنتي ژنهاي بزرگ سطحي تاكي زوييتهاي توكسوپلاسما گونده اي  :سابقه وهدف

 SAG1 خيلي شبيه به SAG3.  ايمني محافظت كننده اي را برعليه عفونت كشنده درموشها ايجاد مي كندSAG1ايمونوزاسيون با 

اشد و مي توان آن را بعنوان كانديدايي  جهت تهيه واكسن و تشخيص بيماري مورد استفاده قرار در ساختمان ووظايف وكاركرد مي ب

 جهت pcDNA3توكسوپلاسما در وكتوربياني يوكاريوتيSAG3 )  (P43ژن اختصاصي  هدف اين مطالعه كلون نمودن آنتي . داد

   . واكسن استفاده كرد DNAتهيه پلاسميد نوتركيب حاوي اين ژن است تابتوان از آن به عنوان 

 سپس درباكتري  اشرشيا كلي سوش. كلون شدpBluescript  درپلاسميد  PCR  پس از تكثير به روش SAG3ژن   :روش كار

Top10پلاسميد نوتركيب پس از تكثير از باكتري استخراج وژن هدف با استفاده از برش آنزيمي ، با آنزيمهاي . ترانسفورم شد , 

HindIII    BamHI   از   پلاسميد  pBluescriptاز طرف ديگر پلاسميد  .  جدا گرديدpcDNA3   براي Subclone قطعه     

SAG3 در آن با    آنزيمهاي   , HindIII    BamHIبرش داده شد    .SAG3  درون پلاسميد pcDNA3 ساب كلون شد واين  

پلاسميدهاي نوتركيب   . آگار حاوي آمپي سيلين  كشت داده شد  LBمحصول واكنش درباكتريهاي فوق ترانسفورم شده  ودر محيط   

pcSAG3به وسيله كيت  استخراج پلاسميد از باكتريها  تخليص شد  .     

 وبرش آنزيمي با كمك آنزيمها ي فوق با الكتروفورز تاييد PCRپلاسميدهاي استخراج شده  جهت تاييد كار با روشهاي  : يافته ها

جفت بازي روي ژل آگاروز ايجاد 1158  كلون شده است وباند حدود pcDNA3  در   پلاسميد  SAG3قطعه ونتايج نشان داد كه  

  .     توكسوپلاسما گونده اي  است وتاييد نهايي با استفاده از توالي يابي انجام شدSAG3شده بود كه هم اندازه  ژن  

لذا مي .   با موفقيت انجام شده است pcDNA3 در پلاسميد  SAG3نتايج نشان داد كه كلونينگ وترانسفورم  قطعه : نتيجه گيري

 ازآن بعنوان ابزار بالقوه اي درتشخيص وپيشگيري از ابتلا به عفونت توكسوپلاسما گونده اي به تنهايي ويا همراه با ديگر آنتي  توان

   .ژنهاي انگل  درانسان مورد استفاده قرار داد

  pcDNA3 ، كلونينگ ، SAG3ي، ژن  توكسوپلاسما گونده ا: واژگان كليدي
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  مقدمه

ماريهاي انگلي است كه در  يكي ازمعمول ترين بي توكسوپلاسموزيس

سرتاسردنيا وجود داشته ودر سطح گسترده درحيوانات وانسان ايجاد 

درافراد بانقص ايمني ،عفونت مزمن با اين انگل مي ). 1(بيماري مي نمايد

. تواند دوباره فعال شده وايجاد انسفاليت نموده،كه اغلب كشنده مي باشد

ته چند ميزباني اختياري عامل آن توكسوپلاسما گونده اي يك تك ياخ

وداخل سلولي اجباري است و سيكل زندگي آن شامل ميزبانهاي قطعي 

سيكل جنسي وغير جنسي انگل در سلولهاي ) . 1( وواسطه مي باشد

وديگر موجودات خونگرم مانند حيوانات ) ميزبان قطعي(اپيتليال روده گربه

سيع ميزباني آن اين طيف و). 2(انجام مي شود) ميزبان واسطه(وپرندگان 

.  را به يكي از موفق ترين انگلهاي تك ياخته اي تبديل كرده است 

مطالعات قبلي نشان داده كه عفونت انساني مي تواند با خوردن مواد آلوده 

به مدفوع گربه يا خوردن گوشت خام وانتقال جنيني از مادر به بچه ايجاد 

  . شود

بعد از شروع عفونت . د مي شودعفونتهاي انساني دردو فرم حاد ومزمن ايجا

با پاسخ ايمني ذاتي، تاكي زوييتها با تكثير سريع چند تايي به بافتهاي 

مختلف ازجمله مغز وعضلات از طريق خون ولنف وارد شده وسپس به 

برادي زوييت تبديل شده كه با تكثير چند تايي كند تشكيل كيست بافتي 

 ايجاد ايمني غير استريل مي عفونت طبيعي با اين انگل). 3(را مي دهند 

مي CD4,CD8    هاي     نوع  T-Cell اين محافظت وابسته به . نمايد

درمان اين بيماري به خاطرآثارسمي داروهاي در دسترس مشكل . باشد

بنابراين تحت شرايط حاضر ايجادوگسترش داروهاي جديد ضد . است

واكسن . دبودتوكسوپلاسما يا يك واكسن ،جايگزين بسيار مناسبي خواه

برعليه توكسوپلاسما گونده اي بايستي  روي آنتي ژنهايي متمركز شود كه 

همچنين براي پيشگيري .  ها را توليد مي نمايدT-Cellايمني وابسته به 

درعفونت جنيني وپيشگيري ازفعاليت دوباره درافراد با خطر بالا داراي 

ده تهيه شده ازتا تنها واكسن موجود تا كنون ،واكسن زن). 4(ارزش باشد

  .  استS48كي زوئيتهاي    

واكسنهاي زنده خطر عفونت تصادفي وموتانتهاي معكوس مضرغير قابل 

براي غلبه براين مشكلات،تحقيقات اخير . پيش بيني براي انسان دارند

 انجام مي DNAبرروي واكسنهاي ساب يونيت ،نوتركيب وواكسنهاي

 آينده خوبي رابراي DNAونتكنولوژي پيشرفته واكسيناسي) . 5(شود

واكسيناسيون ). 5(توسعه وايجاد واكسنهاي چند ظرفيتي ارائه كرده است

DNA بحث كاملا جديدي است وروش قدرتمندي براي القاي پاسخهاي 

 DNAايمني هومورال وسلولي اختصاصي است كه با تزريق پلاسميد  

.  بيان مي كنندبرهنه به درون ميزبان، سلولهاي ميزبان پروتئين كدشده را

آنتي . ازجمله كانديداهاي واكسن،آنتي ژنهاي سطحي انگل مي باشند

ژنهاي سطحي توكسوپلاسما گونده اي يك نقش مهمي دراتصال، علامت 

). 6( دهي،تهاجم،انتقال وواكنش با سيستم ايمني ميزبان بازي مي كنند

ده اي نماينده آنتي ژنهاي بزرگ سطحي تاكي زوييتهاي توكسوپلاسما گون

,SAG3  SAG1,SAG2ايمونيزاسيون با ). 7(مي باشندSAG1 ايمني 

. محافظت كننده اي را برعليه عفونت كشنده درموشها ايجاد مي كند

SAG3 خيلي شبيه به SAG1در ساختمان ووظايف وكاركرد مي باشد  )

7.(SAG3 درسطح تاكي زوئيتها،برادي زوئيتها واسپروزوئيتهاي انگل

 به صورت تك نسخه SAG3ژن كدكننده  ). 8( داردتوكسوپلاسما وجود

 به غشاء از طريق SAG1,SAG3آنتي ژنهاي . وفاقد اينترون مي باشد

گليكوزيل فسفاتيديل اينوزيتول  متصل شده واين دو پروتيين نشان داده 

اند كه در تهاجم واتصال به سلول  نقش دارند ونقش اصلي اتصال به سلول 

با بلوكه نمودن گيرنده هاي . هده دارد   به عSAG1  نه SAG3را

SAG3 با آنتي بادي ديده شد كه تهاجم انگل به سلول بسيار كاهش مي 

به .  تاكنون  انجام شده استSAG3معذلك مطالعات كمي با . يابد

 درسلول پوكاريوت مانند عضلات موش قابليت SAG3منظوراينكه ژن 

مني زايي استفاده كرد، كلون بيان پيدا كند و بتوان از آن براي بررسي ا ي

به اين دليل اين .  درپلاسميد يوكاريوت اهميت دارد SAG3كردن ژن 

 درپلاسميد يوكاريوت بياني  SAG3 مطالعه با هدف كلون كردن قطعه

pcDNA3 وترانسفورم اين پلاسميد نوتركيب ، درباكتري E.coli  سوش  

TOP10انجام شد  .  

  

   روش كار

  سي سي مايع صفاقي حاوي 5/0سوپلاسما به هر موش براي تكثير انگل توك
5

  تاكي زوييت زنده به طور داخل صفاقي تلقيح شد وپس از گذ شت 2×10

سپس .  روز ، مايع صفاقي موشهاي آلوده به وسيله سرنگ جمع آوري شد4

10حدود (ميكروليتر 100
از تاكي زوييتهاي  توكسوپلاسما از  ) 5 × 7

 شستشو PBSت يافته ايزوله وچند بار با بافر حفره صفاقي موشهاي عفون

سي سي ريخته شد 5/1تاكي زوييتهاي  تغليظ شده  داخل ويال .  داده شد

 DNA ) . 9(  آن  استخراج گرديد DNAوبا روش فنل كلروفرم  

  . درجه  نگهداري شد - 20استخراج شده تا مرحله بعد در

،ابتدا ) Reverse( وبرگشتForward)(به منظور طراحي پرايمرهاي رفت

 از اطلاعات بانك ژني از SAG3 ژن كدكننده آنتي ژن DNAتوالي 

 Compelet به صورت http//www.ncbi.comسايت اينترنتي 

cds:1158 bp,RH strain ,    با شمارهAF340227 به دست آمد .

 جفت GenRunerسپس با  استفاده از اين اطلاعات وبه كمك نرم افزار

  . زير طراحي شدندپرايمرها به صورت

F:    5َ  -AAGCTTATGCAGCTGTGGCGGCGCAG-3َ 

R:    5َ –GGATCCTTAGGCAGCCACATGCACAAG- 

3َ 
    

نوكلئوتيد وشامل جايگاه شناسايي برشي آنزيمي 26پرايمر رفت داراي  

HindIII نوكلئوتيد وشامل جايگاه شناسايي 27 وپرايمر برگشتي داراي

  . است BamHIبرش آنزيمي 

ميكروليترشامل 30 واكنشي به حجم PCRانجام براي 

 ، dNTPميكروليتر5/0ميكروليتر كلريد منيزيم، X10 ، 1ميكروليتربافر3

 تخليص شده، DNAميكروليتر از1ميكروليتر از هر يك از آغازگرها،1

ميكروليتر آب مقطر استريل Taq ، 25/22 پليمرازDNAميكروليتر25/0

  . تهيه شد

در داخل دستگاه ) Spin(ته شد وپس ازاسپينمواد فوق درون ويال ريخ

واسرشتگي .  انجام شدPCR ترموسايكلر قرار داده شد وطبق برنامه زير

ثانيه دردماي 30 درجه سانتي گراد، واسرشتگي 94دقيقه دردماي 5اوليه

 درجه سانتي گراد، 68ثانيه دردماي 30 درجه سانتي گراد، اتصال 94

 سيكل 30ي گراد، سه مرحله اخير دردرجه سانت72دقيقه در دماي 1بسط 

 درجه سانتي گراد 72دقيقه در5 با بسط نهايي PCRودرنهايت واكنش  

  . به اتمام رسيد 
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 Cloning Kit)( T/A بـه كمـك كيـت كلونينـگ    SAG3كلونينگ ژن 

ــه روش زيرانجــا م شــد Fermentasشــركت   ميكروليترپلاســميد1.  وب

pBluescript ، 1ــر  T4DNALigaseميكروليتــــــــــــ

ــافر1، ــر10XLigation، 1ميكروليترب ــرآب PEG  ، 1ميكروليت ميكروليت

     PCRميكروليتر محصول 5مقطراستريل، 

سي ريخته وبـه طـور شـبانه در دمـاي      سي5/0مواد فوق درلوله ميكروفيوژ

C22
  . انكوبه شد0

ميكروليتـر سـلول    100. ترانسفورماسيون به روش شوك حرارتي انجام شد        

مستعد تازه تهيه وكل محصول كلونينگ به آن اضـافه وبـه آرامـي مخلـوط             

C42مخلوط فوق دردماي  .  دقيقه دريخ قرارگرفت     30شدوبه مدت   
دربن   0

دقيقـه دريـخ    2ثانيه شوك حرارتي داده  وسـپس دوبـاره          90به مدت   ماري

  مـا يـع بـدون آنتـي بيوتيـك بـه              LBميكروليتـر 100مقدار. گذاشته شد   

C37دقيقـه درشـيكرانكوباتور   45مخلوط اضافه وبه مدت     
.   گذاشـته شـد     0

ــت   ــپس روي پلي ــاوي  LBس ــار ح ــر  50 آگ ــي ليت ــرم برميل ــرو گ ( ميك

كلنــي هــاي . آمپــي ســيلين پخــش گرديــد)ميلــي ليتــر ميكروليتردرهر1

بطوريكه كلني هاي سـفيد     .  ازهم متمايز شدند   IPTG,X-galرشدكرده با 

شامل پلاسميد نوتركيب ازكلني هاي آبـي فاقـد ايـن پلاسـميد نوتركيـب               

  .انتخاب شدند

براي بررسي كلوني هاي حاوي پلاسميد نوتركيـب ،ايـن باكتريهـا بـا روش                

Rusconis   در محيط حاوي آمپي سـيلين،         وكشت X-gal ) 5- 4برمـو-

 گالاكتوپيرانوزيد همراه با يك القا كننـده آنـزيم   D      ß-ايندوليل -3كلرو

  . مورد بررسي قرار گرفتند) ايزوپروپيل تيوگالاكتوپيرانويد ( IPTGيعني 

ــت    Rusconisروش  ــها جه ــريعترين روش ــرين وس ــاربردي ت ــي از ك  يك

ماكروليتر 12در اين روش اول     ). 10(ن مي باشد  ژ      تشخيص پلاسميد حاوي    

ماكروليتري اضـافه مـي نمـاييم       500  به ميكروتيوب     Rusconisمحلول      

  استريل ، كلني باكتري حاوي پلاسميد نوتركيـب          Tipدوم با كمك نوك     .

سـوم كـشت مجـدد      . احتمالي را به محلول اضافه وبخوبي مخلوط مي شود        

ــي ســيلي   ــاوي آمپ ــت ح ــرروي پلي ــي ب ــارم . IPTG  وX-gaن، كلن چه

پـنجم  .دقيقـه در دمـاي اطـاق قـرار مـي گيـرد      5-10ميكروتيوبها به مدت   

ثانيـه  4كلروفرم به ميكروتيوبها اضـافه و     -ماكروليتر از مخلوط مساوي فنل    2

دور بـر دقيقـه بـه مـدت         14000شـشم ميكروتيـوب در    . ورتكس مي شود  

روي ژل آگـاروز    هفتم الكتروفورز محلول رويي     . دقيقه سانتريفوژ مي شود   2

  ژنـومي   DNAدر ايـن روش     . دركنار ماركر وپلاسميد انجام مي شـود      % 1

بـا توجـه بـه    . باكتري حذف نشده وبهاز الكتروفورز درژل مشاهده مي گردد    

  .محل قرار گرفتن قطعه روي ژل كلني هاي مثبت شماره گذاري مي شود

مـي شـود و       درروش محيط كشت بعلت اينكه درآنها بتاگالاكتوزيداز سنتز         

X-gal               را تجزيه مي كنند وايندوليل توليد مي شود رنـگ آن آبـي اسـت  .

درحالي كه كلوني هاي حاوي پلاسميد نوتركيـب چـون قـادر بـه سـاخت                

 را تجزيه كنند، بنـابراين كلـوني   X-galبتاگالاكتوزيداز نيستند نمي توانند    

-100ردرزيـر هـود وشـرايط اسـتريل ، مقـدا     . هاي آنها سفيد خواهد بـود       

ميكروليتر سلولهاي ترانسفرم شده به يـك  پليـت حـاوي مـواد فـوق                200

پليتهـا بـه    . اضافه وبه كمك ميله شيشه اي درتمام نقاط پليت پخـش شـد            

درساعت 18-16صورت وارونه وشبانه حدود
37

0
C   سـپس بـه   . انكوبه شـد

0مدت چندساعت دردماي    
C4        قرارداده شد تاكلوني هاي آبي وسفيد ظاهر 

  .شود

خراج پلاسميد از كلوني هاي آبي وسفيد  پس از كـشت شـبانه كلـوني                است

 مـايع مطـابق دسـتورالعمل كيـت اسـتخراج           LBهاي باكتريها در محـيط      

پلاسـميدهاي موجـود    . آلمان انجام شد   ) Bioneer(پلاسميد شركت بيونر  

دركلوني هاي سفيد به علت وجود قطعـه كلـون شـده درآنهـا سـنگين تـر                

بـه ايـن منظـور      .  دركلـوني هـاي آبـي مـي باشـند            ازپلاسميدهاي موجود 

درصـد نمونـه   8/0پلاسميدهاي اسـتخراج شـده بـا روش  روي ژل آگـاروز      

  .گذاري وباهم مقايسه گرديد 

 به حجـم    PCRواكنش  . پلاسميدهاي نوتركيب ازساير پلاسميدها جدا شد     

ــاي     30 ــتفاده از پرايمره ــا اس ــالا ب ــده درب ــابق روش ذكرش ميكروليترمط

. ميكروليتر ازپلاسميد نوتركيب به عنوان الگـو اسـتفاده شـد          1واختصاصي    

ــب  ــميد نوتركي ــي   pBSAG3    پلاس ــه يعن ــر قطع ــزيم دو س ــا آن   ب

HindIII,BamHI     برش خورده وقطعه DNA        خارج شـده  از پلاسـميد 

  .پس ازالكتروفورز روي ژل مورد تاييد قرار گرفت 

  موجود دركلوني هـاي   براي  پيشگيري  از هر گونه آلودگي  ، پلاسميدهاي 

سفيد با كيت شركت بيونر آلمان استخراج وبراي تعيين توالي بـه  شـركت               

ــي       ــايت اينترنت ــك س ــه كم ــام  آن ب ــس ازانج ــال وپ ــن آوران ارس ژن ف

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast           از نظر تـشابهات واختلافـات بـا ژن  

SAG3  سويه RHاي  مقايسه شد   توكسوپلاسما گونده.  

ــاريوتي SAG3بـــراي ســـاب كلونينـــگ    درپلاســـميد بيـــاني  يوكـ

pcDNA3مراحل زير انجام شد :  

واكـنش  : SAG3 وجـداكردن قطعـه   pBSAG3 برش آنزيمي پلاسـميد 

ميكروليترپلاســميد نوتركيــب 10 ميكروليترشــامل 40آنزيمــي بــه حجــم 

pBSAG3   ، 1   ميكروليتر آنزيمHindIII   ، 1   ميكروليتر آنزيمBamHI  ، 

ميكروليتر آب مقطر استريل تهيه وپس از پيپـت    24ميكروليتر بافر تانگو و   4

0ساعت دربن مـاري  2-3، مخلوط فوق حدودspinكردن و
C 37   قـرارداده

pcDNA3همچنين پلاسميد . شد 
 وانجام SAG3براي پذيرش  قطعه     

  با شرايط فـوق قـرار        HindIII,BamHIكلونينگ تحت  تاثير آنزيمهاي        

گرفت وبرش آنزيمي داده شد ونتايج برش آنزيمي هر كدام روي ژل آگاروز             

 ازژل تخلـيص    Bioneerمشاهده واز ژل جدا وبـا كيـت تخلـيص شـركت             

  .گرديد 

بـراي  : pcDNA3    درپلاسميد بياني  يوكـاريوتي  SAG3كلونينگ ژن 

ميكروليترپلاسـميد  3ل ميكروليترشـام 20انجام اين كار، واكنش بـه حجـم       

pcDNA3،ميكروليتر ژن 9 آنزيم خوردهSAG3 ، 2  ميكروليترآنزيمT4 

DNALigase  ،2 ميكروليترآب مقطر استريل تهيـه وبـه       4ميكروليتربافر و

C 22طور شبانه دردماي
  . قرار گرفت 0

انتقال پلاسميدهاي  : TOP10انتقال پلاسميدهاي كلون شده به باكتري           

 براسـاس روش گفتـه شـده         TOP10خـل ناقـل      دا pcSAG3كلون شده 

  .درقسمت بالا انجام شد 

  بـا    pcSAG3غربال كردن كلوني هاي باكتري حاوي پلاسميد نوتركيـب          

ميكروليتــر ازباكتريهــاي ترانــسفرم 200مقــدار:  وكــشت Rusconisروش 

 آگار حاوي آمپي سيلين ريخته وبا ميله شيـشه اي           LBشده را روي پليت     

باكتريهـايي  . انكوبه شـد  0C 37ش وبه طور شبانه در روي محيط جامد پخ

كه پلاسميد را دريافت كرده بودند قادر بودنـد روي محـيط كـشت حـاوي                

بـراي شناسـايي وتفكيـك  كلـوني هـاي حـاوي             . آمپي سيلين رشد كننـد    

ــب از روش       ــميد نوتركي ــد پلاس ــاي فاق ــوني ه ــب از كل ــميد نوتركي پلاس

Rusconis      باكتريهاي رشـد كـرده روي محـيط      كلني هاي   .  استفاده شد

 طبق روش گفته شده دربالا مورد   Rusconisحاوي آمپي سيلين  با روش       

  .بررسي قرار گرفت

ــميدهاي   ــتخراج پلاسـ ــصول اسـ ل  روي pcSAG3  وpcDNA3محـ

  .درصد لود والكتروفورزشد 1آگاروز
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ميكروليتر مطابق با شرايط ذكرشده دربالا با 30 به حجم PCRواكنش 

ميكروليتر ازپلاسميد نوتركيب به عنوان 1استفاده از پرايمرهاي اختصاصي و

ميكروليتر 5 ميكروليتر شامل 30ي به حجم برش آنزيم. الگو انجام  شد

ميكروليتر HindIII،1ميكروليتر آنزيم pcSAG3،1پلاسميد نوتركيب 

 ميكروليتر آب مقطر استريل 20ميكروليتر بافر تانگو وBamHI،3آنزيم 

  .مطابق با شرايط ذكرشده دربالا انجام شد

  

  يافته ها 

جفت باز روي 1158نشان داد ، فقط يك باند حدود PCR نتايج حاصل از

 توكسوپلاسما گونده SAG3ژل آگاروز ايجاد شده بود كه هم اندازه ژن 

اي است وهيچ ژن ديگري غير از آن تكثير نشده بود، كه اين مسئله نشان 

 SAG3دهنده اختصاصي بودن پرايمرهاي طراحي شده براي تكثير ژن 

 ). 1شكل(مي باشد

  
  

  ژنومي با DNA ازروي   SAG3  قطعه   PCRنتايج . 1شكل

  دبان2  ، ستون  1kbp ماركر1پرايمرهاي اختصاصي ،ستون 

bp1158   قطعه  SAG3  

  

درنمونه گذاري روي ژل  باند ايجادشده توسط كلوني هاي سفيد حاوي 

كلوني هاي آبي فاقد پلاسميد ) جفت باز3000(پلاسميد نوتركيب بالاتر از 

  ).2شكل(نوتركيب  قرار مي گيرند

  
 pBSAG3ايج الكتروفورزتخليص پلاسميد نوتركيب  نت.2شكل

 ازكلني هاي pBluescriptازكلني هاي سفيد وپلاسميد  

پلاسميد  4و3و2 ستون ، 1kbp  ماركر  1آبي،ستون

pBluescript    پلاسميد نوتركيب   6و5، ستونpBSAG3  

  

  

 دوباند را نشان مي داد ،يك باند pBSAG3برش آنزيمي پلاسميدهاي 

 توكسوپلاسما گونده اي وباند SAG3باز كه هم اندازه ژن  جفت 1158

بنابراين نتايج برش آنزيمي .  بود pBluescriptديگر تقريبا هم اندازه 

 را نشان pBluescript داخل پلاسميد SAG3روي ژل آگاروز، كلون ژن 

  ) .3شكل (داد 

  
، pBSAG3    نتايج  برش آنزيمي پلاسميد نوتركيب.3شكل

 برش خورده  با دوآنزيم   pBSAG3پلاسميد نوتركيب3ستون

HindIII,BamHIپلاسميد2   ، ستون pBSAG3 آنزيم

  1kbp  ماركر1نخورده،ستون

  

 pBluescript در پلاسميد SAG3نتايج حا صل از تعيين توالي ژن 

 توكسوپلاسما گونده اي داراي SAG3نشان داد كه اين ژن با ژن 

  در بانك ژني  به AY187280 وAF340229،AF340227شماره

  ) .4شكل (درصد تشابه داشت98درصد و99درصد ، 99ترتيب حدود 

NNNNNNNNNCNNCNNNGNTTANGNNGTCGCGAGCTGGGGAGGCAGTCTTTGCCGCT

CGGGTGTTTTTTCGCGGCTTTTGGTTCGTGCGTGTTGTCTGCGATCTTGGGAACCGGAGA

GCACGGACTGTTCGTCGCCGCAGGTAAATCGAGAAGTAAGATAACTTATTTTGGCACGCT

CACTCAGAAGGCTCCGAACTGGTACGCTGCTCTTCAACGAGGGCGAAAGAAGAGGTCGT

AGGACATGTGACGCTGAACAAAGAGCACCCTGATATGACAATTGAATGCGTCGACGACG

GCTTGGGCGGAGAGTTTTTGCCGCTCGAAGGCGCGACGTCGTCGTACCCGCGAGTAGTC

ACATTGATGCCAAGGACAGGGGCGACTGCGAGCGCAACAAGGGCTTTCTGACCGACTAC

ATACCGGGCGCGAAGCAGTACTGGTACAAGATAGAAAAGGTGGAGAACAACGGCGAGC

AATCCGTTCTGTACAAATTCACAGTTCCTTGGATATTCCTTCCGCCCGCCAAGCAGCGATAC

AAGGTTGGATGCCGATACCGAACCACGAGTATTGCTTTGTTGAGGTCACCGTCGAACCCA

CGCCGCCAATGGTCGAAGGCAAGAGAGTGACCTGCGGGTACCCCGAGTCCGGCCCCGT

GAATCTCGAGGTGGACTTGTCAAAGGACGCGAACTTTATCGAGATTCGGTGCGGCGAAC

AGCACCACCCGCAGCCGTCGACCTACACGCTGCAGTACTGCTCAGGTGACTCGGTGGAC

CCGCAGAAGTGTTCGCCGCAGTCCCTGACGAACATTTTTTATGACTACAGCTCTTCGTGGT

GGAAGGGGAAACTGAACGGGCCTGACGGGGCAACTCTCACCATTCCACCCGGCGGGTT

CCCCGAAGAAGACAAATCTTTTCTTGTCGGGTGTTCACTCACTGTGGACGGGCCGCCCTT

 

  pBluescript در پلاسميد SAG3 توالي ژن .4شكل 

  

 آگار حاوي  LBبررسي كلني هاي باكتريها ي رشد نموده  روي محيط

اند ايجادشده  توسط  نشان داد كه بRusconisآمپي سيلين با تست   

كلوني هاي داراي پلاسميد نوتركيب درنمونه گذاري روي ژل  نسبت به  

جفت باز 6000كلوني هاي فاقد پلاسميد نوتركيب  بالاترودرحدود بيش از

بود كه نشان دهنده ترانسفورماسيون موفق پلاسميد نوتركيب در باكتريها 

هاي ترانسفرم شده    استخراج شده  ازباكتريpcSAG3پلاسميد  . بود 

 مقداري بالاتر بود كه تاييد pcDNA3روي ژل آگاروز در مقايسه با 

   ).5شكل  ( بود pcDNA3 درپلاسميد SAG3 كننده كلون قطعه
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 وبرش pcDNA3 درپلاسميد  SAG3نتايج كلون قطعه  : .5شكل

  5 با آنزيمهاي برشي ،ستونpcSAG3آنزيمي پلاسميد نوتركيب 

pcDNA34  ، ستون  pcSAG3    آنزيم  HindIII    خورده 

 1ستون آنزيم نخورده ، pcSAG3   2 ستون1kbp ماركر 3،ستون

pcSAG3 آنزيم HindIII,BamHIخورده      

  

دو باند BamHI  وHindIII با آنزيمهاي pcSAG3نتايج برش آنزيمي 

جفت 1158جفت باز وديگري حدود 5400را نشان مي داد كه يكي حدود 

 است وبه اين روش ساب كلون قطعه SAG3باز بود كه برابر با قطعه 

SAG3 درون pcDNA3 اصل از الكتروفورز محصول نتايج ح.  تاييد شد

PCR پلاسميد pcSAG3 با پرايمرهاي اختصاصي طراحي شده تنها ، 

 SAG3 بود، بنابراين ژن SAG3يك باند را نشان داد كه هم اندازه قطعه 

 به عنوان الگو استفاده كرده وتكثير شده بود ، اما pcSAG3از پلاسميد 

ي ديده نشد  هيچ باندpcDNA3 پلاسميد PCRدر نتايج حاصل از 

            )6شكل(

  
  پلاسميد نوتركيب PCR نتايج  برش آنزيمي و  . 6شكل

pcSAG33و1 ،ستون pcSAG32 آنزيم نخورده ،ستون 

pcSAG3  دوآنزيم HindIII,BamHI ، خورده 

 5 ،  ستونHindIII خطي شده با آنزيم   4pcSAG3ستون

pcDNA3 ، PCR1  ماركر6 شده به عنوان كنترل   ستونkbp 

 شده درروي پلاسميد SAG3 1158pb ،PCRقطعه 8و7،ستون

pcSAG3  

  

  بحث

توكسوپلاسموزيس از عفونتهاي شايع انسان است  كه باعث مرگ ومير 

. وناخوشي درافراد داراي نقص ايمني وعفونت هاي مادرزادي مي شود

ميزان عفونت وابتلاي جنين بستگي به دوره بارداري دارد كه مادر درآن 

عفونت در سه ماه اول منجر به عوارض .  عفونت مبتلا مي شوددوره به

توكسوپلاسموزيس درافراد داراي نقص ايمني مثل افراد . خطير مي شود

مبتلا به ايدز يا بيماران نئوپلاستيك يا افرادي كه پيوند قلب يا مغز 

بنابراين تشخيص به موقع .  استخوان داشته اند مي تواند كشنده باشد

اكنون مشخص شده كه حيوانات . ين افراد مي تواند حياتي باشدبيماري درا

وافراد عفونت يافته به فرم مزمن داراي ايمني محافظتي طولاني مدتي 

 هاي  T-Cell برعليه بيماري مي باشند وپاسخهاي ايمني موثر، بوسيله

كه درارتباط با توليد گاما انترفرون مي باشند توليد مي CD8وCD4  نوع  

درحال حاضر يك واكسن زنده براساس سوشهاي تخفيف حدت ). 11( شود

. يافته  توكسوپلاسما گونده اي درحيوانات اهلي بكار گرفته شده است

معذلك همه واكسنها براي انسان بعلت فعاليت دوباره واحتمال تبديل شدن 

استفاده ازآنتي ژنهاي انگل براي . به فرم بيماريزا مناسب نمي باشد

به صورت مشكل باقي مانده زيرا استاندارد نمودن وروشهاي واكسيناسيون 

به اين دليل استفاده از تكنولوژيهاي نوتركيب .   تخليص مشكل مي باشد

وكلون وبيان ژنهاي مفيد بعنوان يك ابزار جالب و بالقوه براي توسعه 

  . واكسن براي انسان ضروري ولازم مي باشد

لقاي پاسخهاي ايمني سلولي  روش قدرتمندي براي اDNAواكسيناسيون 

 برهنه به داخل بدن ميزبان، DNAوهومورال است كه با تزريق پلاسميد 

درسالهاي اخير،فناوري . سلولهاي ميزبان پروتئين كدشده را بيان مي كنند

 آينده خوبي را براي توسعه وايجاد DNAپيشرفته واكسيناسيون 

كه اين واكسنها به طوري . واكسنهاي چند ظرفيتي ارائه كرده است 

اين انگل در . پاسخهاي ايمني همورال وسلولي  پايدار وقوي ايجاد مي كنند

انسان  فقط با تستهاي سرولوژيك  تشخيص داده مي شود و لذا آنتي 

درضمن . ژنهاي خاص ومعين درسيستم تشخيص آن بسيار ضروري است 

يك مرحله بررسيها نشان داده كه  واكسينا سيون با آنتي ژني كه مخصوص 

از زندگي انگلي مي باشد ايجاد پاسخ ايمني كم اثر نموده كه محدود به 

بنابراين واكسنهاي  توليد شده برعليه آنتي ژنهايي . همان مرحله مي شود 

  Th1از توكسوپلاسما گونده اي كه قادر به تحريك پاسخ ايمني از نوع  

ود مي تواند بوده و  در طي مراحل مختلف زندگي پارازيت بيان مي ش

  . محافظت بهتري رادر پيشگيري از عفونت ايجاد نمايد

.   اخيرا توجهات اصلي معطوف به مولكولهاي سطحي پارازيت مي باشد

آنتي ژنهاي سطحي توكسوپلاسما نقش مهمي در اتصال،ارسال پيام، 

سطح تاكي زوئيتها . تهاجم، انتقال وواكنش با سيستم ايمني ميزبان دارند

 ( GPIئيتها و اسپروزوئيتها با آنتي ژنهايي كه به ،برادي زو

سطح سلول متصل مي باشند پوشيده ) گليكوزيل،فسفاتيديل اينوزيتول

در اتصال پارازيت به ). 12(شناخته شده اندSAG شده  كه بنام 

هپاران سولفات پروتئوگليكان ( پروتئوگليكانهاي سطحي سلولهاي هدف 

HSPGs  (  هاجم وورود انگل به سلول ميزبان دخالت داشته وموجب ت

بعضي ازاين مولكولهاي اختصاصي، مراحل سيكل زندگي  ). 12(مي شود

 پروتيينهاي SRS3و) SAG1)30KDa(،SAG2)22KDaانگل مانند 

هستند كه فقط در سطح تاكي زوييتها بوده ودر سطح برادي زوييتها 



  

  .    هم درسطح تاكي زوييتها وهم برادي زوييتها وجود دارند 23KDaو)SAG3)43KDaدرحاليكه پروتيينهاي ديگر مانند .نبستند
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روي سطح تاكي زوييت،برادي ) SAG3) P43ضمن مشخص شده كه آنتي ژن در 

. زوييت واسپوروزوييت  انگل توكسوپلاسما گونده اي وجود داشته وبيان مي گردد   

بيشتر مطالعات هم درباره كلون نمودن وبيان ژنهاي پروتيينهاي سطحي 

نماينده آنتي ژنهاي سطحي بزرگ تاكي زوئيتهاي . توكسوپلاسما انجام شده است

 تا حدي SAG1. مي باشندSAG1,SAG2,SAG3  گوندي توكسوپلاسما 

 خيلي SAG3. ايجاد ايمني محافظتي برعليه عفونت كشنده در موشها  مي نما يد 

ازنظرساختماني حدود .   در ساختمان ووظايف وكاركرد مي باشد  SAG1شبيه به 

 آمينو 359يك پلي پپتيد SAG3 ژن . مشابهت  دراسيدهاي آمينه دارند % 24

مي باشد وقسمتي كه به آمينوگليكانهاي 1158bPي را كد مي كند كه حدود اسيد

بوده كه درمحدوده نوكلئوتيدهاي   967bPسلول هدف باند مي شود درحدود 

 نقشي دراتصال يا تهاجم SAG3    و SAG1  ).12(كل ژن وجود دارد359تا40

 انگل  به عنوان يك   آني ژن بزرگ سطحيSAG3. به سلولهاي ميزبان دارند

. توكسوپلاسما گونده اي شناخته شده وتا كنون كارهاي كمي با آن انجام شده است

با توجه به .  ازاين رو، به عنوان يك كانديدا بر اي تهيه واكسن مي تواند مطرح باشد

 ، مي توان آن را به عنوان يك هدف جايگزين وهمراه با SAG3اين خصوصيات 

ي كوكتل ونوتركيب بر عليه توكسوپلاسموزيس ديگر آنتي ژنها به عنوان واكسنها

  وهمكاران نشان دادند كه دو تا از آنتي ژنهاي سطحي DZiersZinski. بكار برد 

اسيد % 24 داراي مشابهت قابل توجهي در ساختما ن با SAG3 و SAG1بنام 

آمينه هاي قابل شناسايي بوده كه بنظر مي رسد توپولوژي كلي خود را حفظ كرده 

  نشان داد كه  نسبت تهاجم  به سلولهاي ماكروفاژ موشي DZiersZinski. اند 

 درمقايسه با نوع وحشي انگل SAG3وفيبروبلاستهاي انساني درموتانتهاي فاقد 

اين موتانتها عفونت ضعيف تري با يك كاهش . كاهش  مي يابد % 50- 60حدود

   SAG3خص كرد كه اين نتا يج مش. قابل توجه در مرگ ومير موشها را نشان دادند

يكي از اعضاي سيستم رسپتوري انگل بوده كه به عنوان يك گيرنده منجر به 

اين . شناخت سلولهاي ميزبان شده  وموجب اتصال وافزايش  تهاجم به آنها مي شود

  با پروتوگليكانهاي سلول هدف SAG3مطالعه نشان داد كه واكنش اختصاصي  

ان شده و  نقش اصلي اتصال به سلول منجر به جذب انگل به سلولهاي ميزب

 با SAG3با بلوكه نمودن گيرنده هاي .    به عهده دارد SAG1 نه SAG3را

 ) . 13(آنتي بادي ديده شد كه تهاجم انگل به سلول بسيار كاهش مي يابد 

Caetano  وهمكاران نشان دادند كه آدنوويروسهاي  نوتركيب بيان كننده   

SAG1,SAG2,SAG3اد پاسخهاي ايمني سلولي   موجب ايج Th1 برعليه  

 .را نشان مي داد  % 80سه آني ژن شده ودرموشها كاهش كيستهاي مغزي تا

Young و همكاران نشان دادند كه  ايمونيزه كردن موشها با SAG3 فيوژشده با 

GST  )  به عنوان واكسن نوتركيب به تنهايي ويا با ) ترانسفراز– اس –گلوتاتيون

 درمقايسه با موشهاي غير ايمونيزه شده  بطورمعني داري   QuilA  ادجوانت

را توليد كرده ودرصد تي سلهاي IgG2a ، IgG,IgG1بيشترين آنتي بادي 

CD8+  بيان ،  mRNA توليد كننده IFN-γ وتوليد نيتريك اكسيد افزايش   

 همچنين نتايج حاصل ازآن بيشترين روزهاي زنده. معني داري را نشان مي داد 

بودن وكمترين كيستهاي مغزي را بعدازچالش  موشها با انگل توكسوپلاسما گوندي 

 Zhou  وZhouyong).  7و14(در مقايسه با گروه كنترل نشان مي داد

Yongan  وهمكاران با استفاده از واكسنهاي مولكولي    آنتي ژن   SAG3  

 وديگر IFN-γ  وIgGدرموشها ايجاد پاسخهاي ايمني همورال وسلولي ازجمله 

 Zhouyongولي مقالات كاملي دراين گزارش . سيتوكينها را گزارش كرده اند 

ايمونيزه كردن  پروفيلاكتيك  بايستي  ) .15( ارائه نشده است Zhou Yonganو

 پيشگيري از عفونت با كمترين علائم كلينيكي در انسانها -1داراي سه هدف باشد 

 -3ظور جلوگيري ازعفونت به انسان  پيشگيري ازعفونت درحيوانات به من-2

ايمونيزه كردن گربه هاي اهلي جهت حذف  سيكل زئونوتيك آن به منظور 

يك واكسن نوتركيب موثر برعليه . پيشگيري از آلودگي محيط بوسيله اووسيستها

هم مرحله جنسي وغير جنسي انگل بايستي قادر باشد كه همه اين سه مرحله را 

لها تحقيقي كه انجام شده ولي هنوز بايد كارهاي زيادي علي رغم سا. پوشش دهد  

دراين تحقيق نتايج حا صل .انجام شود تا واكسنهاي موثر بر عليه انگل ساخته شود  

 توكسوپلاسما گونده اي در پلاسميد SAG3ازآناليز تعيين توالي ژن 

pBluescript با استفاده از سايت اينترنتي   

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast جفت بازي در 1158  نشان داد كه قطعه

و هيچ اينتروني در ژن مورد نظروجود ندارد .اين پلاسميد كلون شده است 

  توكسوپلاسما گونده اي داراي CEP سويهSAG3همچنين اين ژن با ژن .

 با شماره  P-Brوسويه   AF340227  با شماره RH، سويه AF340229شماره

AY187280 درصد 98درصد و99درصد ، 99  در بانك ژني  به ترتيب حدود

تشابه داشت واين شباهت نشان دهنده حفظ توالي ژن درسويه هاي مختلف 

 جفت بازي 1158درروش برش آنزيمي قطعه . توكسوپلاسما گونده اي است 

 بوده ودرحقيقت  ساب  توكسوپلاسما گونده ايSAG3جداشد كه هم اندازه ژن 

 PCRنتايج حاصل از .  تاييد مي كردpcDNA3كلون اين ژن را در پلاسميد 

 تكثير شده وهيچ SAG3نشان داد ، تنها ژن pcSAG3  وpBSAG3پلاسميد 

اين نتايج تاييد كننده اختصاصي عمل كردن . ژن ديگري تكثير نشده است 

ج بدست آمده ازاين تحقيق، نتاي. طراحي شده مي باشد) پرايمرها( آغازگرهاي

 و pBluescript درپلاسميدها ي SAG3بيانگر كلون شدن موفق ژن 

pcDNA3 نتايج حاصل از اين مطالعه نشان مي دهد ، مي توان با استفاده .   است

ازپلاسميدهاي نوتركيب براي تهيه واكسن عليه بيماريهاي انگلي در آينده اميدوار 

در سلول يوكاريوت مانند عضلات موش قابليت SAG3 بود  به منظور اينكه  ژن

بيان پيدا كند ودر آينده بتوان از آن براي بررسي ايمني زايي استفاده كرد ، كلون 

در اين مطالعه براي در .  در يك پلاسميد يوكاريوت اهميت داردSAG3 كردن  ژن

)  SAG3) P43 دسترس بودن آنتي ژن اختصاصي مراحلي از زندگي انگل ژن

  تاكي زوييت،برادي زوييت واسپوروزوييت انگل  توكسوپلاسما گونده اي سطحي

 كلون pcDNA3بعنوان يك پروتيين نوتركيب در پلاسميد بياني يوكاريوتي  

گرديد تا  جهت بررسيهاي بعدي براي تهيه پروتيينها وواكسنهاي نوتركيب  به 

خيصي  و پيشگيري تنهايي ويا همراه با ديگر آنتي ژنها براي توليد كيتهاي تش

با توجه به اين موضوع .  ازبيماري توكسوپلاسموزيس  مورد استفاده قرار گيرد

رامي توان  بعنوان يك عامل بالقوه آنتي ژني وكانديدايي  براي ) SAG3) P43ژن

ودرتشخيص  ويا پيشگيري از ابتلا . تهيه واكسن هاي مولكولي مورد توجه قرار داد

در ادامه كارما . ونده اي  در انسان مورد استفاده قرار داد به انگل   توكسوپلاسما گ

قصد داريم كه ازآن بعنوان واكسن نوتركيب  جهت ايمني زايي آن در حيوانات 

آزمايشگاهي به تنهايي و همراه با ديگر  آنتي ژنهاي انگل  توكسوپلاسما گونده اي  

  . مورد بررسي وتجزيه وتحليل قرار دهيم 

  

  نتيجه گيري
توكسوپلاسما گونده اي   بعنوان آنتي )   SAG3) P43اين مطالعه ژن كامل در 

ژن سطحي تاكي زوييت،برادي زوييت واسپوروزوييت اين انگل دروكتور بياني 

  لذا مي توان. با موفقيت كلون شده ومورد تاييد قرار گرفتpcDNA3 يوكاريوتي 

تلا به عفونت توكسوپلاسما ازآن بعنوان ابزار بالقوه اي درتشخيص وپيشگيري از اب

گونده اي به تنهايي ويا همراه با ديگر آنتي ژنهاي انگل  درانسان مورد استفاده قرار 

  . داد

 

  تشكر وقدرداني
مطالب اين مقاله مربوط به بخشي از پايان نامه دوره دكتري انگل شناسي پزشكي 

 تامين كرده دانشگاه تربيت مدرس است وتمامي اعتبارات آن را دانشگاه مذكور

بنابراين ازتمامي كساني كه اينجانب را ياري كرده اند بخصوص  اعضاي . است

محترم گروه انگل شناسي پزشكي تربيت مدرس وشهيد بهشتي ومركزسلولي 

ومولكولي شهيد بهشتي، معاونت محترم پژوهشي دانشكده پزشكي ومعاونت محترم 

 . رابه عمل مي آورم پژوهشي دانشگاه تربيت مدرس كمال تشكر وقدرداني
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