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  3/12/87 :تاريخ پذيرش
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  :مقدمه

  

  چكيده

Leishmania خاكي به عنوان ناقل، با نيش زدن اشكال  ي درون سلولي اجباري است و پشه ي تك ياخته

اي  هاي كانديدا براي واكسن از اهميت ويژه ژن شناسايي آنتي. كند عفوني انگل را به ميزبانان خود منتقل مي

  .باشد مي ها ژن اين آنتي ي از جمله فسفات گوانيل ترانسفراز 1آنزيم مانوز . برخوردار است

، ژن PCRتوسط ) Leishmania major )MRHO/IR/75/ERاستخراج شده از DNA با استفاده از   :روش ها

. كلون شد pTZ57Rدر پلاسميد  PCRتكثير و محصول  فسفات گوانيل ترانسفراز 1مانوز  آنزيم ي كدكننده

ي  قطعه. مورد هضم قرار گرفت  EcoRIو  BamHIهاي به دست آمده با دو آنزيم محدود اثر سپس كلني

براي تأييد كلون . به عنوان حامل بيان ژن، ساب كلون گرديد pET32aخارج شده در پلاسميد 

pET32a_man مربوط تعيين توالي گرديد ي از روش هضم آنزيمي استفاده و سپس قطعه.  

 pTZ57Rدر پلاسميد  PCRبعد از كلون كردن محصول . بر روي ژل آگاروز الكتروفورز شد PCRمحصول   يافته ها

اين آنزيم در هر دو  ي هاي محدود اثر نشان داد كه ژن كدكننده ، هضم آنزيمي توسط آنزيمpET32aو 

  .پلاسميد به طور صحيح كلون شده است

شباهت را نشان داد كه اين نتايج تأييدي بر حفاظت % 92انك ژن تكثير شده با توالي آن در بآنزيم توالي ژن   :نتيجه گيري

 Leishmania majorهاي مختلف  در ميان ژن توالي ژن اين آنزيم) Conserved(شده بودن 

)MRHO/IR/75/ER( است.  

 فسفات گوانيل ترانسفراز، كلونينگ -1، آنزيم مانوز Leishmani major  :واژگان كليدي
  :تعداد صفحات

  :ها جدولتعداد 
  :تعداد نمودارها
  :تعداد منابع

9  
1  
-  

17  
ي پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، اصفهان،  دانشيار، گروه انگل شناسي و قارچ شناسي، دانشكده ،دكتر سيد حسين حجازي  :لمسئو ةنويسندآدرس 

  .ايران
E-mail: hejazi@med.mui.ac.ir 
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  مقدمه

Leishmania و  درون سلولي اجباري اسـت  ي تك ياخته

خاكي به عنوان ناقل اين انگل با نيش زدن، اشـكال   ي پشه

هـاي متاسـيكليك را بـه     عفوني انگـل يـا پروماسـتيگوت   

). 1(كنـد   دار خود، از جمله انسان، منتقل مي ميزبانان مهره

بـاليني مختلـف    اشـكال  Leishmaniaهاي مختلـف   گونه

پوستي، پوسـتي منتشـره، پوسـتي مخـاطي و احشـايي را      

 ـ. شـوند  موجب مي هـا متوجـه    تـرين تـلاش   ون عمـده اكن

. ساخت واكسني مؤثر براي پيشگيري از ليشـمانيوز اسـت  

هـاي كانديـداي واكسـن از     ژن در اين راستا شناسايي آنتي

هـا،   ژن يكي از ايـن آنتـي  . اي برخوردار است اهميت ويژه

) EC 2.7.7.13( فسفات گوانيـل ترانسـفراز   1آنزيم مانوز 

   Leishmania major ژن ايـــن آنـــزيم در .باشـــد مـــي

)L. major (واقع شده و طول  23زوم شماره وروي كروم

ــانوز يــك  در يوكــاريوت. )2(اســت  bp 1140آن  هــا، م

هـا و   مونوساكاريد كليدي جهت گليكوزيلاسيون پـروتئين 

، به طوري كه تركيبـاتي كـه مـانوز در    )3(باشد  ليپيدها مي

هـا،   هـا، هورمـون   ها دخيل است، براي فعاليـت آنـزيم   آن

ــلول و    ــطحي س ــاليكس س ــكيل گليكوك ــپتورها، تش رس

ماتريكس خارج سلولي ضروري هستند و نيـز ايـن مـاده    

در . كنـد  هاي بين سلولي بازي مـي  نقش مهمي در واكنش

هـاي بيوسـنتزي مربـوط بـه      غياب اين آنزيم، تمام واكنش

ها و ليپيدها مختـل خواهـد شـد     گليكوزيلاسيون پروتئين

 ).5(ترانسفرازهاست  ي به خانواده ؛ اين آنزيم متعلق)4(

گذشـته تحقيقـات زيـادي روي ژن آنـزيم      ي در دهه

GDP-mannose pyrophosphorylase  درLeishmania 

Mexicana )L. Mexicana ( 1آنزيم مـانوز  كه همولوگ 

است، انجام شـده   L. majorدر  فسفات گوانيل ترانسفراز

  .)4(يده است و نقش آن در پاتوژنيسيته انگل به اثبات رس

 1آنـزيم مـانوز   در اين بررسي قصد بر اين بود تـا ژن  

 L. majorمربــوط بــه    فســفات گوانيــل ترانســفراز  

)MRHO/IR/75/ER (   با هدف توليد پـروتئين نوتركيـب

توانـد جـزء مهمـي از يـك      اين ژن بالقوه مـي . كلون شود

  . باشد DNAواكسن  ي مجموعه

  

  ها روش

 L. majorهـاي   پروماسـتيگوت در اين بررسي تجربـي،  

)MRHO/IR/75/ER (در محيط N.N.N   رشد داده شـد

% 10همـراه بـا مكمـل     RPMI1640و سپس در محـيط  

FCS    هـا بـا    پروماسـتيگوت ). 1(، به رشـد انبـوه رسـيد

دقيقـه   5دقيقه، به مدت /دور 8000سانتريفيوژ كردن در 

  PBS،DNAبـار شستشـو بـا     3بعد از . آوري شد جمع

). 6(كلروفـرم اسـتخراج شـد     - سط روش فنلژنومي تو

ژن ). 7(باشـد   فاقـد اينتـرون مـي    Leishmaniaهاي  ژن

ژنـــومي  DNAاز  Nested-PCRمـــذكور بـــا روش  

بر اسـاس سـكانس ژن   . گرديد amplifyپروماستيگوت 

موجود در بانك ژن، يك جفت پرايمر خـارجي و يـك   

جفت پرايمر داخلي طراحي شد، به طوري كه در سمت 

 BamHI، جايگاه برش آنزيم  Forwardداخلي رايمرپ 5'

، جايگـاه بـرش آنـزيم    Reverseپرايمـر   5'و در سمت 

EcoRI در نظر گرفته شد .  

، DNAاز  gµ 1: با پرايمـر خـارجي   PCRواكنش 

و  Forwardاز هـر يـك از پرايمرهـاي     pmol10 مقدار 

Reverse ،mM 15/1  ازMgCl2 ،mM 2/0  ازdNTPs ،

 Taq DNA polymeraseواحـد   25/1و  PCR1Xبـافر  

سـپس  . رسانده شـد  µl 25به  ddH2Oها با  كه حجم آن

 ي ســيكل انجــام شــد كــه هــر يــك شــامل مرحلــه  30

Denaturing  درجه بـه مـدت يـك دقيقـه،      94در دماي

درجه به مـدت يـك    52در دماي  Annealing ي مرحله

مـدت   درجه به 72در دماي  Extension ي دقيقه، مرحله
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در   Post extensionي دقيقــه و در پايــان، مرحلــه 5/1

  . دقيقه بود 5درجه به مدت  72دماي 

 ، مقدار DNAاز  gµ 1: با پرايمر داخلي PCRواكنش 

pmol10  از هــــر يــــك از پرايمرهــــايForward  و

Reverse ،mM 15/1  ازMgCl2 ،mM 2/0  ازdNTPs ،

 Taq DNA polymeraseواحـد   25/1و  PCR1Xبـافر  

سـپس  . رسانده شـد  µl 25به  ddH2Oها با  كه حجم آن

 ي ســيكل انجــام شــد كــه هــر يــك شــامل مرحلــه  30

Denaturing  ثانيــه،  40درجــه بــه مــدت  94در دمــاي

 40درجـه بـه مـدت     48در دماي  Annealing ي مرحله

 1درجه به مدت  72در دماي  Extensionي ثانيه، مرحله

در دمـاي   Post extensionي  دقيقه و در پايـان، مرحلـه  

  ).8(دقيقه انجام شد  5درجه به مدت  72

الكتروفـورز و بـا   % 1در ژل آگـاروز   PCRمحصول 

مـورد نظـر بـا     DNAآميزي و باند  اتيديوم برومايد رنگ

 DNAبانـد  ). 9(نانومتر مشاهده شـد   320نور فرابنفش 

خـالص  DNA و ) 10(سـازي شـد    از ژل جدا و خالص

ــي روش   ــده طـ ــميد  T/A Cloningشـ درون پلاسـ

pTZ57R/T  بـه طـور خلاصـه پلاسـميد     . كلون گرديـد

pTZ57R  با آنزيمEcoRV      بـرش داده شـد و بـا آنـزيم

اضـافه شـد    dTTPآن  3'نوكلئوتيد ترانسفراز به انتهـاي  

ــنش ). 11( ــذيراي Ligationمحصــول واك ــلول پ   در س

E. coli  سوشTop 10  و در پليت ) 12(ترانسفورم شد

سـيلين بـود، پخـش     آمپي µg/ml 50كه حاوي  LBآگار 

گـري شـد و    غربـال  IPTGو  X-galها توسط  كلني. شد

هاي سفيد داراي پلاسميد نوتركيب انتخاب گرديـد    كلني

پلاســميد نوتركيــب بــه روش آلكــالين اســتخراج ). 13(

بانـد  . هضـم گرديـد   EcoRIو  BamHIو با آنزيم ) 14(

DNA  سـازي شـد و درون پلاسـميد    آزاد شده، خـالص 

كه با همين دو آنزيم برش داده شده بـود،   pET32aبيان 

 E. coliساب كلون گرديد و محصول واكـنش در درون  

ــوني. ترانســفورم شــد BL21ســوش  هــاي حــاوي  كول

كشت انبوه داده شد و  ،LBپلاسميد نوتركيب در محيط 

سپس پلاسميد نوتركيب استخراج و با تجزيـه و تحليـل   

بـه ايـن منظـور    . أييد شدهاي برش دهنده ت توسط آنزيم

ــزيم  ــرش روي ژن در   Hind IIIآن كــه يــك جايگــاه ب

ــت  ــميد    231موقعي ــرش روي پلاس ــاه ب ــك جايگ و ي

pET32a  ــت ــد  173در موقعيـ ــاب گرديـ . دارد، انتخـ

نوتركيـب بـا     pET32aهمچنين ژن مذكور از پلاسـميد 

فسـفات   1جفـت پرايمرهـاي داخلـي ژن آنـزيم مـانوز      

ــي  ــفراز آمپل ــل ترانس ــ گواني ــدف ــول . اي ش  PCRمحص

  .سازي گرديد و با روش سانگر تعيين ترادف شد خالص

  

 ها يافته

ــتيگوت ــاي  پروماس ــيط Leishmania ه  N.N.Nدر مح

بـه كشـت انبـوه    RPMI1640 رشد يافـت و در محـيط   

اســــتخراج شــــده از  DNA، 1در شــــكل . رســــيد

ــتيگوت ــاي  پروماس ــل  Leishmaniaه ــه روش فن  -  ب

  . كلروفرم نشان داده شده است
  

  
  %1در ژل آگاروز  Leishmaniaژنومي  DNAالكتروفورز  .1شكل 

  

ژن آنزيم  Nested-PCR، الكتروفورز محصول 2شكل 

% 5/1فسفات گوانيل ترانسفراز در ژل آگاروز  1مانوز 

  .دهد را نشان مي
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فسفات گوانيل ترانسفراز حاصل  1الكتروفورز ژن آنزيم مانوز  .2شكل 

  Nested-PCR از 

  DNAماركر ) 2؛ ستون PCR2محصول ) 1ستون 

  

نشـان   3استخراج پلاسميد نوتركيب از ناقل، در شكل 

  .داده شده است

  
الكتروفورز پلاسميد نوتركيب استخراج شده روي ژل آگاروز  .3شكل 

  درصد 8/0
  

استخراج ژن از پلاسميد نوتركيب توسط  4شكل 

در ژل  EcoRIو BamHI  ي هاي برش دهنده آنزيم

  .دهد را نشان مي% 1آگاروز 

  
فسفات گوانيل ترانسفراز استخراج شده از  1ژن آنزيم مانوز  .4شكل 

  پلاسميد نوتركيب
هاي  پلاسميد نوتركيب هضم شده توسط آنزيم) 2؛ DNAماركر ) 1

EcoRI  وBamHІ  

،  Hind IIIحاصل هضم پلاسميد نوتركيب با آنزيم

مشـاهده   5بـود كـه در شـكل     DNAاز  bp900 بانـد  

  .گردد مي

  
  درصد حاصل هضم پلاسميد نوتركيب 2/1الكتروفورز ژل آگاروز . 5شكل 

هضم شده توسط  pet32aپلاسميد ) 2؛ ستون DNAماركر ) 1ستون 

نوتركيب، هضم شده توسط  pet32aپلاسميد ) 3؛ ستون Hind IIIآنزيم 

  Hind IIIآنزيم 

  

 فسفات گوانيـل ترانسـفراز   1آنزيم مانوز سكانس ژن 

L. major  در بانك ژن جهاني با كدXM _ 001683281 

حاصر مشخص گرديـد كـه    ي در مطالعه. ثبت شده است

از  MRHO/IR/75/ERبـا ژن   گفتـه  بين سكانس ژن پيش

L. major ،92  و  6 هاي شكل(درصد شباهت وجود دارد

در بانك جهاني ژن و با نـام   FJ150423اين ژن با كد ). 7

تعـدادي از  . محققين ايـن طـرح تحقيقـاتي ثبـت گرديـد     

فسـفات   1آنزيم مانوز جايگزين شده در  ي اسيدهاي آمينه

ثبت شـده در   L. majorايران با  ي سويه گوانيل ترانسفراز

نشــان داده  1در جــدول  XM _ 001683281بانـك ژن  

 .شده است
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  ايران ي سويه L. major فسفات گوانيل ترانسفراز 1آنزيم مانوز جايگزين شده در  ي اسيدهاي آمينه .1جدول 

  

  
  ثبت شده در بانك جهاني ژن L. major فسفات گوانيل ترانسفراز 1آنزيم مانوز ترادف اسيدهاي نوكلئيك در  ي مقايسه. 6شكل 

)Accession No. XM _ 001683281 ( با  فسفات گوانيل ترانسفراز 1آنزيم مانوز باL. major ايران  ي سويه)Accession No. FJ150423(  

Amino acid position Replaced aa  Amino acid position Replaced aa 
Threonine 147 Serine  Glycine 153 Serine 

Valine 155 Isileucine  Proline 159 Methionine 
Serine 173 Arginine  Cysteine 197 Proline 

Glutamic acid 202 Alanine  Serine 208 Alanine 
Alanine 121 Threonine  Isoleucine 227 Valine 
Prolone 230 Arginine  Leucine 235 Phenylalanine 
Tyrosine 240 Phenylalanine  Phenylalanine 243 Serine 
Valine 245 Alanine  Lysine 235 Histidine 
Lysine 260 Glutamic acid  Isoleucine 270 Valine 
Glycine 319 Aspartic acid  Serine 320 Threonine 
Valine 322 Methionine    
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  ثبت شده در بانك جهاني ژن L. major فسفات گوانيل ترانسفراز 1آنزيم مانوز ترادف اسيدهاي آمينه در  ي مقايسه .7شكل 

)Accession No. XM _ 001683281 ( فسفات گوانيل ترانسفراز 1آنزيم مانوز با L. major ايران  ي سويه)Accession No. FJ150423.( 

 
  بحث

 ي يك مشكل عمدهايران انيوز پوستي در كشور ليشم

كنترل اين بيماري از  .)15( شود بهداشتي محسوب مي

به خاطر بيولوژي  ،پشه خاكي ،طريق مبارزه با ناقل آن

و اكولوژي خاص آن تا كنون موفقيت قابل توجهي در 

هايي از  شناسايي فراكسيون. بر نداشته است

Leishmania گيري پاسخ ايمني  شكل ي كه در نحوه

زايي اين  همچنين در بيماري ،مؤثر بودهآن ميزبان عليه 

هايي  از ضرورت كند، ياخته نقش محوري ايفا مي تك

محققان  اكنون سازمان جهاني بهداشت و است كه هم

شود مگر از  اين امر محقق نمي ؛كيد دارندأبر آن ت

تركيبات و  ي هاي كد كننده طريق شناسايي ژن

توان  از اين طريق مي چرا كه، گفته پيشاي ه پروتئين

هاي نوتركيب مهم و دخيل در چگونگي  هم پروتئين

بروز پاسخ ايمني را در مقياس كلان توليد كرد و هم 

به خصوص  ،ها آن ي هاي كد كننده با دستكاري ژن

زايي اهميت دارند، در  هايي كه در بيماري پروتئين

در  .)16( اقدام نمود Leishmaniaي زاي تعديل بيماري

و توالي نوكلئوتيدي  اين مطالعه براي اولين بار كلون

فسفات گوانيل ترانسفراز  1آنزيم مانوز  ي ژن كد كننده

ژن كد . مشخص گرديدايران  ي سويه L. major از

پيش از اين كلون و  L .majorاين آنزيم در  ي كننده

م سكانس نشده و محصول پروتئيني اين ژن براي انجا

ژنيسيته و ايمني بخشي عليه  هاي آنتي آزمون

Leishmania در بررسي ترادف . در دسترس نبود

 ي ي اين ژن با ترادف اسيدهاي آمينه اسيدهاي آمينه

 L. major فسفات گوانيل ترانسفراز 1آنزيم مانوز 

سيستئين در  ي اسيدهاي آمينه. هايي مشاهده شد تفاوت

ينه پرولين شده و جايگزين اسيدهاي آم 197موقعيت 

پروتئيني  ي ي آرژنين به رشته تعدادي اسيدهاي آمينه

جايگزيني اين اسيدهاي آمينه منجر . اضافه شده است

به تغييراتي در تركيب و صورت بندي پروتئين شده و 

هاي  ممكن است از نظر عملكرد از پروتئين

  .ديگر متفاوت شده باشد ي خانواده هم

 زايي اين آنزيم در بيماري ي نقش عمده

Saccharomyces cerevisiae  وCandida albicans 
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هاي مهمي در  سنتز پروتئين. ثابت شده است

Leishmania  مانندGPI-anchor ،PPgs ،LPG  و

GIPLs به صورت مستقيم يا غير مستقيم، وابسته به ،

GDP-mannose pyrophosphate در ). 17(باشد  مي

مشخص گرديده است كه  ي قبلي همطالعات انجام شد

هاي يوكاريوت به ناچار از  در غياب مانوز، سلول

مانوز . نمايند مسيرهاي ديگري اين هگزوز را توليد مي

يك متابوليت حياتي براي سنتز تركيبات 

هاست كه در مطالعات  گليكوكونژوگه در يوكاريوت

 GDP-mannoseانجام گرفته از طريق حذف ژن 

pyrophosphorylase  نقش حياتي آن  ،ها قارچدر

مشخص شده و نقص در اين ژن موجب زوال 

عدم ). 17(گرديده است  گفته هاي پيش ارگانيسم

 GDP-mannose pyrophosphorylaseفعاليت ژن 

تاكنون براي هيچ يوكاريوت تك سلولي و يا پرسلولي 

دهد  گزارش نشده است و اطلاعات موجود پيشنهاد مي

مسير مانوز منجر به عدم توليد  كه حذف كامل

شود كه در زندگي  تركيبات حاوي مانوز مي

 .Lهاي  در موتانت. ها غير قابل جبران است يوكاريوت

mexicana  حذف ژنGDP-mannose 

pyrophosphorylase  موجب فقدان كامل سنتز

اين . هاي حاوي مانوز شده است گليكوكونژوگه

كروفاژها در مدل سازي ما ها قادر به آلوده موتانت

كند  حيواني موش بوده است، كه اين امر اثبات مي

به GDP-mannose pyrophosphorylase محصول ژن 

باشد  مطرح مي زايي عنوان يك فاكتور مهم بيماري

)17.( 

فسفات  1توالي نوكلئوتيدي ژن مانوز  ي مقايسه

با توالي اين ژن در  ي،ايران L. majorيل ترانسفراز انگو

شباهت بين اين % 92 ي دهنده نشان ها ساير سويه

بين توالي اسيدهاي  اندكي و تفاوت بود ها سويه

 فسفات گوانيل ترانسفراز  1آنزيم مانوز  ي آمينه

L .major  ها ايران با اين آنزيم در ساير سويه ي سويه 

اين نتايج تأييديست بر اين مدعا كه توالي . ديده شد

ل ترانسفراز نيفسفات گوا 1نوكلئوتيدي ژن آنزيم مانوز 

حفاظت شده  Leishmaniaهاي مختلف  در بين گونه

)Conserved (با استفاده از محصول به دست . است

ل نيفسفات گوا 1آنزيم مانوز آمده از الحاق ژن 

و انتقال توالي  pTZ57Rبه پلاسميد تكثير  ترانسفراز

توان آنزيم  ، ميpET32aژن مربوط به پلاسميد بيان 

نوتركيب مربوط به اين ژن را توليد كرد و با تغييرات 

را  Leishmaniaزايي انگل  مناسب در آن، بيماري

تعديل و يا از آن در تحقيقات مربوط به ساخت 

و داروهاي مؤثر در درمان نوع  DNAهاي  واكسن

  .نمودجلدي آن استفاده 

  

  تشكر و قدرداني

به اين وسيله، نويسندگان مراتب تقدير و تشكر خود 

را از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي 

هاي مالي از اين طرح اعلام  اصفهان به دليل حمايت

 .دارند مي
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Abstract 
Leishmania is an obligate interacellular protozoa and sand fly, as a 
vector, transmits infectious forms of the parasite to vertebrate host. In 
this way it is important to find candidate antigens which could tend to 
prevent the disease. 

Background: 

The gene coding mannose 1 phosphate guanyl transferase enzyme was 
amplified from genomic DNA isolated from the Iranian strain of L. major 
(MRHO/IR/75/ER) as a template. The Polymerase Chain Reaction (PCR) 
product was ligated into the pTZ57R plasmid and the recombinant gene 
was digested using restriction enzymes, BamHI and EcoRI. The fragment 
was ligated into the pET32a plasmid, as an expression vector. The cloned 
pET32a-GDP mannose was confirmed using restriction enzyme digestion 
method and the DNA fragment was sequenced. 

Methods:  

Electrophoresis method confirmed the PCR product is related to the 
enzyme mannose 1 phosphate guanyl transferase. After the ligation of the 
product into the pTZ57R and pET32a, and the restriction enzyme 
digestion by BamHI and EcoRI, the correct frame of cloned gene in 
vectors was confirmed. 

Findings: 

There was 92 percent homology between the cloned gene coding 
enzyme mannose 1 phosphate guanyl transferase in this study and the 
ones present in gene bank. It is suggested that the gene encoding 
mannose 1 phosphate guanyl transferase enzyme is conserved among 
different genera of Leishmania.  

Conclusion: 

 

Leishmania major, Mannose 1phosphate guanyltransferase, Cloning. 
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