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چکیده
ــا  ــه ب ــه صــورت نهفت ــان ب ــت جه ــادی از جمعی ــه تعــداد زي از آنجــا ك
باســیل ســل )Mycobacterium tuberculosis( آلوده هســتند، واكسن 
هايــی كــه ســل نهفتــه را مــورد هــدف قــرار بدهنــد تاثیــر قابــل توجهــی 
در كنتــرل شــیوع جهانــی ســل خواهنــد داشــت. در ايــن پژوهــش  ابتــدا 
آنالیزهــای بیوانفورماتیــک روی يــک پروتئیــن مايکوباكتريايی مربوط 
بــه فــاز نهفتــه عفونــت بــه نــام Rv1733c انجــام شــد. پیش بینی شــد 
كــه Rv1733c يــک پروتئیــن غشــايی بــا تعــداد زيــادی اپیتــوپ هــای 
ســلول B و T اســت كــه آن را كانديــدی مناســبي بــرای تولیــد واكســن 
ــه  ــپس، ژن rv1733c از H37Rv M. tuberculosis ب ــازد. س ــی س م
صــورت شــیمیايی ســنتز شــد، در پلاســمید pTG19-T قــرار داده شــد 
و پلاســمید نوتركیــب حاصــل بــه  E. coli Top10منتقــل شــد. پــس از 
تايیــد توســط بــرش آنزيمــی و توالــی يابــی، قطعــه DNA مــورد نظــر 
ــان  ــل و در E. coli BL21 (DE3) بی ــمید  (+)pET23a منتق ــه پلاس ب
شــد. پروتئیــن بیــان شــده بصــورت بانــدی بــا وزن ملکولــي تقريبــی 
ــه  ــه دنبال ــادی علی ــی ب ــط آنت ــدكه توس ــاهده ش kDa 24 در ژل   مش
ــلات  ــترن ب ــز وس ــابه در آنالی ــدازه مش ــا ان ــدی ب هیســتیدينی آن، بان
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آشــکار شــد. در نهايــت خالــص ســازی پروتئین بــا اســتفاده از يک كیت 
كروماتوگرافــی تمايلــی بــراي دنبالــه هیســتیدينی صــورت پذيرفــت. 

 Rv1733c، Mycobacterium tuberculosis، كلیــدی:  هــای  واژه 
ــان. ــازی و بی ــانه س ــن ، همس ــص پروتئی Escherichia coli ، تخلی

مقدمه
اگرچــه ســل )tuberculosis( يــک بيمــاری مربــوط بــه ادوار گذشــته محســوب مــی شــد، طــی 
ــدی  ــدی ج ــان تهدي ــای جه ــمت ه ــياری از قس ــد در بس ــورت بازپدي ــه ص ــته ب ــال گذش 30 س
ايجــاد کــرده اســت. پيــش بينــی مــی شــود کــه دو تــا ســه ميليــون از مــردم جهــان بــه صــورت 
ــزارش  ــن گ ــوده هســتند و آخري ــه باســيل ســل )Mycobacterium tuberculosis( آل ــه ب نهفت
ســازمان بهداشــت جهانــی )WHO(، 1.8 ميليــون مــرگ بــر اثــر ســل را در ســال 2015 ميــلادی 
ــا  ــت )WHO, 2016(. M. bovis Bacillus Calmette-Guerin )BCG( تنه ــرده اس ــرآورد ک ب
واکســن در دســترس بــر عليــه ســل مــی باشــد )Partnership WST, 2010(. در کشــورهايی کــه 
ســل اندميــک اســت، ايــن واکســن بلافاصلــه بعــد از تولــد بــه نــوزادان تجويــز مــی شــود زيــرا 
 Andersen &( ــی دارد ــی کاراي ــدای کودک ــل در ابت ــای س ــرم ه ــديدترين ف ــگيری از ش در پيش
Doherty, 2005(. بــه نظــر مــی رســد کــه حفاظــت حاصــل از واکســن BCG محــدود و متناقــض 

ــد  ــی باش ــل م ــه س ــر برعلي ــد و کارامدت ــای جدي ــن ه ــه واکس ــاز ب ــده ني ــان دهن ــه نش ــت ک اس
 )Colditz et al., 1994; Fine, 1995; Ottenhoff & Kaufmann, 2012

يــک واکســن ايــده آل بايــد آنتــی ژن هــای مربــوط بــه فازهــای مختلــف عفونــت ســل را ارائــه 
کنــد، يعنــی شــامل آنتــی ژن هايــی باشــد کــه طــی مرحلــه اوليــه عفونــت، مرحلــه نهفتــه عفونــت 
 Ottenhoff &( ــوند ــی ش ــان م ــدد )reactivation( بي ــدن مج ــال ش ــه فع )latency( و مرحل
ــون وارد  ــه تاکن ــل ک ــای س ــن ه ــر واکس ــه اکث ــت ک ــی اس ــن درحال Kaufmann, 2012(. اي

 )prophylactic vaccines( آزمايــش هــای بالينــی شــده انــد، واکســن هــای پيشــگيری کننــده
ــه اوليــه عفونــت را دربــر مــی گيرنــد. بنابرايــن ،  هســتند کــه آنتــی ژن هــای مربــوط بــه مرحل
نيــاز بــه واکســن هايــی کــه آنتــی ژن هــای فــاز نهفتــه و/يــا reactivation را بيــان مــی کننــد، 
 )Andersen, 2007(.بــا هــدف  حــل معضــل جهانــی ســل نهفتــه، بــه شــدت احســاس مــی شــود
انتخــاب يــک کانديــد مناســب از ميــان آنتــی ژن هــای نهفتــه و توليــد آن بــه صــورت پروتئيــن 
نوترکيــب مــی توانــد گامــی موثــر در جهــت افزايــش کارايــی واکسيناســيون بــا BCG باشــد زيــرا 
اســتفاده از پروتئيــن نوترکيــب حاصــل بــه عنــوان يــادآور و بعــد از تزريــق BCG  مــی توانــد 
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ــام  ــس از انج ــه پ ــن مطالع ــردد. در اي ــی گ ــی زاي ــيون در ايمن ــرد واکسيناس ــود عملک ــث بهب باع
آناليزهــای بيوانفورماتيــک، يــک آنتــی ژن نهفتــه باســيل ســل بــه نــام Rv1733c انتخــاب شــد. 
ابتــدا ژن مربوطــه بصــورت شــميايي ســنتز و ســپس در ميزبــان Escherichia coli همســانه 
ســازی و بيــان شــد. پروتئيــن نوترکيــب خالــص شــده کانديــدی مناســب بــرای مطالعــات بعــدي 

مــی باشــد.
مواد و روش ها

آناليزهــای بيوانفورماتيــک: اطلاعــات عمومــی در مــورد Rv1733c از جملــه طــول ژن کــد کننــده، 
 Lew( محصــول پروتئينــی، طــول و توالــی آمينواســيدی آن از ســايت توبرکوليســت گرفتــه شــد
et al., 2011(. اپــی تــوپ هــای ســلول B در توالــی ايــن پروتئيــن توســط دو نــرم افــزار تحت وب 

 ABCpred )http://www.و BepiPred )http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/)

(/imtech.res.in/raghava/abcpred پيــش بينــی شــدند. محــل هــای اتصــال آنتــی ژن هــای 

ســازگاری نســجی لوکوســيت انســان )HLA( در توالــی پروتئيــن بررســی شــدند، بــه ايــن ترتيــب 
 NetCTL )http://www.cbs.dtu.dk/توســط پايــگاه هــای I کلاس HLA کــه اپــی تــوپ هــای
  HLAPred )http://www.imtech.res.in/raghava/hlapred/)و   services/NetCTL/)

ProPred )http://www. و HLAPred توســط پايــگاه هــای II کلاس HLA و اپيتــوپ هــای
(/imtech.res.in/raghava/propred پيــش بينــی شــدند. قــدرت آنتــی ژنــی و پتانســيل آلرژن 

VaxiJen )http://www.ddg-pharmfac. ــای ــه ه ــب توســط برنام ــه ترتي ــن ب ــودن پروتئي ب
(/AlgPred )http://www.imtech.res.in/raghava/algpred بررســی  و    net/vaxijen)

  SignalPــزار هــاي ــرم اف ــودن Rv1733c از ن ــه منظــور بررســی احتمــال ترشــحی ب شــدند. ب
  TATfind )www.signalfind.org/tatfind)و   )www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)

ــزار  ــرم اف ــير SecA و ن ــن از مس ــح پروتئي ــال ترش ــزار SignalP احتم ــرم اف ــد. ن ــتفاده ش اس
 TAT کــه مربــوط بــه مســير  twin-arginine translocation )Tat)حضــور موتيــف TATfind

ــلول  ــتقرار Rv1733c در درون س ــل اس ــد. مح ــی کنن ــی م ــن بررس ــی پروتئي ــت را در توال اس
توســط پايــگاه  (/TBpred )http://www.imtech.res.in/raghava/tbpredو احتمــال وجود 
مارپيــچ هــای غشــايی(transmembrane helices(  در ســاختار پروتئيــن و تعــداد آن، توســط 
TMpred )www.ch.embnet.org/ ــه ــدل  (Hidden Markov )Lew et al., 2011و برنام م

 Rv1733c بررســی شــد. در نهايــت، ســاختار ســه بعــدیsoftware/TMPRED_form.html) 

.)Arnold et al., 2006( پيــش بينــی شــد Swiss-Model توســط نــرم افــزار
ســويه هــای باکتريايــی و ناقــل هــای همســانه ســازی: در ايــن پژوهــش از E. coli Top10 بــه 
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عنــوان باکتــری ميزبــان همســانه ســازی و از (E. coli BL12 )DE3 بــه عنــوان باکتــری ميزبــان 
بيانــی اســتفاده شــد کــه هــر دو از شــرکت Invitrogen )ايــالات متحــد آمريــکا( تهيــه شــدند. از 
پلاســميد pTG19-T )شــرکت Vivantis، مالــزی( بــه عنــوان ناقــل همســانه ســازی و از پلاســميد  
 E. coli ــی در ــل بيان ــوان ناق ــه عن ــکا( ب ــد آمري ــالات متح ــرکت Novagen، اي (+(pET-23a )ش

 New England ليــگاز از )شــرکت  DNA T4 اســتفاده گرديــد. آنزيمهــای محدودالاثــر و آنزيــم
Biolabs، NEB، ايــالات متحــد آمريــکا( تهيــه شــدند. از محيــط کشــت لوريــا برتانــی )LB( مايــع 

 Green &( ــری اســتفاده شــد ــس( جهــت کشــت باکت ــد )شــرکت Sigma-Aldrich، انگلي و جام
.)Sambrook, 2012

 NCBI از پايگاه H37Rv ســويه M. tuberculosis از rv1733c ســنتز ژن: توالی نوکئوتيدی ژن
بــه دســت آمــد )Accession No. JLDD01000018.1(. ايــن توالــی بــه طــول 630 جفــت بــاز 
 ،Shingene ســنتز و توســط توالــی يابــی تاييــد شــد )شــرکت پيشــگامان انتقــال ژن و شــرکت
چيــن(. جايــگاه هــای بــرش BamHI و HindIII در دو طــرف قطعــه تعبيــه شــدند و کــدون خاتمــه 
حــذف شــد تــا اجــازه اتصــال دنبالــه شــش تايــی هيســتيدين حاصــل از پلاســميد  pET-23a در 
انتهــای کربوکســيل پروتئيــن نوترکيــب فراهــم شــود. قطعــه ســنتز شــده بــه صــورت محصــول 

PCR در اختيــار قــرار گرفــت.

ــده  ــنتز ش ــه س ــر قطع ــت تکثي ــده در pTG19-T: جه ــنتز ش ــه س ــازی قطع ــانه س ــر و همس تکثي
ــم  ــه دو آنزي ــه قطع ــر بهين ــت تکثي ــد. جه ــتفاده ش ــدول 1 اس ــای ج از روش PCR و آغازگره
  SoLong Taq DNA polymeraseشــرکت ســيناکلون، ايــران( و( Taq DNA polymerse

ــه  ــاز ب ــس گرم-آغ ــتر ميک ــک مس ــن ي ــران( و همچني ــوس، اي ــارس ت ــوژی پ ــرکت بيوتکنول )ش
 PCR ژاپــن( و ،Takara شــرکت(EmeraldAmp Max HotStart PCR Master Mix    نــام
ــد.   ــرار گرفتن ــی ق ــورد بررس ــکا( م ــد آمري ــالات متح ــرکت Promega )اي Master Mix از ش

 PCR )µl ــش ــوط واکن ــيناکلون(، مخل ــرکت س ــتفاده از  Taq DNA polymerse )ش ــگام اس هن
 forward ــای ــک از پرايمره ــر ي ــده، pM 10 از ه ــنتز ش ــه DNA س ــاوی µl 0.25 قطع (25 ح

و reverse، µM 200 مخلــوط dNTP، mM 1.5 MgCl2 و U 2.5 Taq polymerase بــود. 
هنــگام اســتفاده از آنزيــم SoLong Taq DNA polymerase و مســترميکس هــای ذکــر شــده، 
مخلــوط واکنــش طبــق دســتورالعمل توصيــه شــده شــرکت هــای ســازنده آمــاده ســازی شــد.  
ــه  ــه در C° 95، 1 دقيق ــيکل )1 دقيق ــه در C° 95، 30 س ــامل 10 دقيق ــايکلر ش ــه ترموس برنام
ــل  ــول PCR حاص ــود. محص ــه C° 72 ب ــر 10 دقيق ــه در C° 72( و در آخ در C° 60 و 1 دقيق
ــدا  ــی( ج ــره جنوب ــرکت Bioneer، ک ــتخراج از ژل )ش ــت اس ــط کي ــه توس ــرايط بهين از ش
گرديــد و بــا اســتفاده از روش همســانه ســازی (TA )TA cloning در ناقــل pTG19-T قــرار 
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ــا  ــب  pTG19-rv1733c ب ــميد نوترکي ــپس پلاس ــد )Green & Sambrook, 2012(. س داده ش
ــد کلســيم  ــار کلري ــه توســط تيم ــری E.coli Top10 ک ــان باکت ــه ميزب ــی ب روش شــوک حرارت
مســتعد شــده بــود، منتقــل گرديــد )Green & Sambrook 2012(. ايــن باکتريهــا مــدت 18 تــا 
  X-gal )5-bromo-4-chloro-3-indolylجامــد حــاوی LB 24 ســاعت بــر روی محيــط کشــت
 (IPTG )isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid ،(β-D-galactopyranoside)شــرکت 

Sigma، ايــالات متحــد آمريــکا( و آمپــی ســيلين )شــرکت جابرابــن حيــان، ايــران( بــه ترتيــب بــا 

غلظــت هــاي µg/ml 40، mM 0.1 و µg/ml 100 کشــت داده شــدند. از ميــان کلنــی هــای ســفيد 
رشــد کــرده، جهــت تاييــد حضــور پلاســميد نوترکيــب، چنــد کلنــی بــه صــورت تصادفــی انتخــاب 
و DNA آن هــا بــا روش جوشــاندن اســتخراج شــد تــا بعنــوان الگــو بــرای واکنــش PCR اســتفاده 
شــود. چنــد کلنــی حامــل ژن در ml 5 محيــط LB مايــع حــاوی آمپــی ســيلين )mg/ml 100( کشــت 
 .)Green & Sambrook, 2012( شــدند و اســتخراج پلاســميد بــه روش ليــز قليايــی انجــام گرفــت
ســپس بــرش بــا آنزيــم هــاي BamHI و HindIII صــورت گرفــت و پلاســميد نوترکيــب پــس از 
تاييــد توســط الکتروفــورز آگارز، جهــت توالــی يابــی بــه شــرکت ژن فنــاوران فرســتاده شــد. 

زيرهمسانه ســازی ژن در ناقــل (+(pET23a: قطعــه ژنــیrv1733c  توســط آنزيــم هــای 
BamHI و HindIII از pTG19-rv1733c بريــده شــد و بوســيله آنزيــم T4 Ligase در پلاســميد 

(+(pET23a کــه توســط هميــن آنزيمهــا بــرش داده شــده بود قــرار داده شــد. در نهايت پلاســميد 

ــق  ــون هــای مثبــت از طري ــه باکتــری  (E.coli BL21 )DE3منتقــل شــد. انتخــاب کل نوترکيــب ب
انجــام colony PCR و تاييــد پلاســميد نوترکيــب بــا هضــم آنزيمــی و توالــی يابــی انجــام گرفــت. 
القــای بيــان و بررســی توليــد پروتئيــن نوترکيــب: جهــت بررســی بيــان، از يــک کلنــی نوترکيــب 
بــر روی پليــت LB جامــد حــاوی آنتــی بيوتيــک آمپــی ســيلين، کشــت شــبانه تهيــه شــد. ســپس 
 37 °C ــح و در دمــای ــع حــاویmg/ml 100  آمپــی ســيلين تلقي ــه محيــط LB ماي ــی ب ــد کلن چن
و دور rpm 150 بــرای 16 ســاعت گرمــا گــذاري شــدند. جهــت القــای بيــان، کشــت بــه نســبت 
1 بــه 10 رقيــق شــد و پــس از اينکــه جــذب نــوری در طــول مــوج 600 نانومتــر بــه 0/6 رســيد، 
 rpm 37 دور °C 0.4 بــه محيــط کشــت اضافــه گرديــد و مجــددا در دمــای mM بــا غلظــت IPTG

150 گرمــا گــذاري شــد. قبــل از القــا و هــر يــک ســاعت )تــا 8 ســاعت( پــس از القــا، نمونــه هايــی 
بــه حجــم ml 1 از محيــط برداشــته و ســلولها بــا ســانتريفيوژ در g 6000 بــه مــدت 5 دقيقــه از 
 100 µl محيــط جــدا و رســوب داده شــدند. ســپس رســوب باکتريايــی حاصــل از هــر نمونــه در
از بافــر فســفات )phosphate-buffered saline pH 7.4( )شــرکت Sigma-Aldrich، ايــالات 
ــای شيشــه ای در دســتگاه  ــره ه ــا توســط مه ــکا( سوسپانســيون شــد و ســلول ه متحــد آمري
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ــه  ــار بمــدت 20 ثاني ــه هــر ب مينــی لايــز )شــرکت Bertin Technologies، فرانســه(، ســه مرتب
بــا قــدرت حداکثــر تخريــب شــدند. نمونــه هــا بــا بافــر Laemmli مخلــوط و بمــدت 10 دقيقــه 
ــی  ــاز روي ــدند. ف ــانتريفيوژ ش ــه س ــدت 30 دقيق ــت در g 13000 بم ــده و در نهاي ــانده ش جوش
جـــهت بررســی الگــوی پروتئينهــای کل ســلول حــاوی پروتئـــين نوترکيــب بــر روی دو ژل 12% 
ــک ژل  ــد. ي ــورز ش  (SDS-PAGE )sodium dodecyl sulfate gel electrophoresisالکتروف

ــان  ــد بي ــرای تأيي ــد )Laemmli 1970(. از ژل دوم ب ــزی ش ــگ آمي ــو رن ــی بل ــط کوماس توس
پروتئيــن نوترکيــب بــا روش وســترن بــلات اســتفاده شــد. بــه ايــن منظــور، پروتئينهــا بــه روش 
نيمــه خشــک و در حضــور بافــر تريس-گلايســين و متانــول10% بمــدت يــک ســاعت بــا ولتــاژ 
ــالات  ــرکت Millipore، اي ــای  (poly vinylidene difluoride( PVDF)ش ــه غش V 90 از ژل ب
ــر انســداد )تريــس  ــرای 1 ســاعت در باف ــد. ســپس کاغــذ  PVDF ب ــال يافتن ــکا( انتق متحــد آمري
ــاق  ــای ات ــول Sigma-Aldrich( در دم ــن 20( )محص ــک و 0.05% توئي ــکيم ميل ــاوی 5% اس ح
قــرار داده شــد و ســپس آنتــی بــادیmurine IgG1 monoclonal anti-penta His  )محصول 
شــرکت Thermo Fisher Scientific، ايــالات متحــد آمريــکا( کــه بــا نســبت 1 بــه  2000 توســط 
ــای  ــيون در دم ــاعت انکوباس ــک س ــد از ي ــد. بع ــه گردي ــود، اضاف ــده ب ــق ش ــداد رقي ــر انس باف
ــه شستشــو  ــار 5 دقيق ــر ب ــار و ه ــن 20، 3 ب ــس حــاوی 0.05% توئي ــر تري ــا باف ــذ ب ــاق، کاغ ات
 goat anti-mouse IgG horseradish peroxidase-ــه ــادی ثانوي ــی ب ــپس آنت ــد. س داده ش

ــت 1:5000 در  ــا رق ــکا( ب ــد آمري ــالات متح ــرکت ،Santa Cruz اي ــول ش conjugated )محص

بافــر انســداد تهيــه و بــه کاغــذ اضافــه شــد. بعــد از يــک ســاعت انکوباســيون در دمــای اتــاق، 
شستشــو مطابــق مرحلــه قبــل انجــام گرفــت. در مرحلــه پايانــی سوبســتراي لازم بــرای ظاهــر 
  )Western Blue Stabilized Substrate forشــدن بانــد و آشکارســازی پروتئيــن مــورد نظــر
 500 ImageQuant ™ LAS اضافــه گرديــد. باندهــا توســط دســتگاه Alkaline Phosphatase)

ــکا( مشــاهده شــدند.  )شــرکت GE Healthcare Life Sciences، ايــالات متحــد آمري
تخليــص پروتئيــن نوترکيــب: پروتئيــن نوترکيــب  Rv1733cکــه دارای دنبالــه شــش تايــی 
  cOmplete His-Tagــا اســتفاده از ســتون تخليــص ــود ب ــای کربوکســيل ب هيســتيدين در انته
ــده  ــه ش ــتورالعمل توصي ــاس دس ــر اس ــان( و ب ــرکت Roche، آلم  Purification Column)ش

تخليــص شــد.
نتايج

نتايــج آناليزهــای بيوانفورماتيــک در جــدول 2 آورده شــده اســت. در نتيجــه آناليزهــای انجــام 
شــده، پيــش بينــی شــد کــه Rv1733c بــا طــول 210 آمينواســيد، دارای تعــداد زيــادی اپيتــوپ 
ــن  ــده هســتند. اي ــن پراکن ــی پروتئي ــه در طــول توال ــای ســلول B و HLA کلاس I وII اســت ک ه
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ــايی و  ــحی، درون غش ــر ترش ــالا غي ــت. احتم ــرژن نيس ــوده و آل ــی ژن ب ــالا آنت ــن احتم پروتئي
ــن  ــرای دومي ــده ب ــی ش ــش بين ــدی بي ــه بع ــاختار س ــد. س ــی باش ــايی م ــچ غش دارای دو مارپي
غشــايیRv1733c  )شــکل 1( نشــان دهنــده حضــور غالــب مارپيــچ هــای آلفــا و عــدم حضــور 

صفحــات بتــا مــی باشــد.
ــنتز  ــه س ــر قطع ــرای تکثي ــش ب ــورد آزماي ــترميکس م ــن دو Taq polymerase و دو مس از بي
شــده، مســترميکس گرم-آغــاز شــرکت Takara کمتريــن ميــزان بانــد غيــر اختصاصــی و بهترين 
ميــزان محصــول اختصاصــی را نشــان داد. بــراي مشــاهده محصــول PCR و بانــد اختصاصــي 
ــدازه  ــا ان ــق ب ــد مطاب ــورز در ژل آگارز 1% انجــام شــد، ســپس بان ــدا الکتروف ژن rv1733c ابت
قطعــه در ژل 2% الکتروفــورز و جداســازی شــد. شــکل 2 قطعــه زيرهمســانه ســازی شــده در 
ــم  ــده هض ــازی ش ــانه س ــه زيرهمس ــف) و قطع ــکل 2 ال ــل از colony PCR )ش pET23a حاص

ــد. اطلاعــات حاصــل  ــم هــای BamHI و HindIII )شــکل 2 ب( را نشــان مــي ده ــا آنزي شــده ب
ــدن )ORF( آن را  ــب خوان ــر در قال ــدم تغيي ــاز( و ع ــت ب ــه )630 جف ــی، طــول قطع ــن توال ازتعيي

تأييــد کــرد. 
ــب  ــميد نوترکي ــد و پلاس ــازی ش ــانه س ــر همس ــميد pET23a زي ــه پلاس ــپس ب ــی س ــه ژن قطع
ــس  ــل پ ــای حاص ــلول ه ــد. س ــل ش ــای  E. coli BL21منتق ــلول ه ــه س pET23a-rv1733c ب

از تاييــد توســط colony PCR، هضــم آنزيمــی و توالــی يابــی پلاســميد نوترکيــب، جهــت بيــان 
ــلول  ــل از س ــی حاص ــاي پروتئين ــکل 3 بانده ــدند. ش ــا ش ــط IPTG الق ــب توس ــن نوترکي پروتئي
هــاي حامــل پلاســميد pET23a-rv1733c را قبــل و بعــد از القــا بــر روی ژل SDS-PAGE نشــان 
مــي دهــد. همانطــور کــه مشــاهده مــي شــود در زمــان هــای 6، 7 و 8 ســاعت بعــد از القــا بانــد 
پروتئيــن نوترکيــب بــا وزن تقريبــی kDa 24 ظاهــر شــد )شــکل 3 الــف(. در شــرايط آزمايــش 
کــه شــامل دمــای ºC 37 و غلظــت IPTG برابــر بــا mM 0.4 بــود، حضــور پروتئيــن نوترکيــب بــا 
افزايــش زمــان نمونــه بــرداری بتدريــج افزايــش يافــت و بيشــترين بيــان پروتئيــن نوترکيــب در 8 
ســاعت بعــد از القــا ديــده شــد. نتايــج حاصــل از آزمايــش وســترن بــلات نيــز حضــور بانــدي بــا 
انــدازه مشــابه را در نمونــه القــا شــده بعــد از 8 ســاعت نشــان داد )شــکل 3 ب(. در پايــان پروتئين 

نوترکيــب بــا اســتفاده از کيــت تخليــص بــا موفقيــت خالــص ســازی شــد. 
بحث و نتيجه گيری

مشــخص شــده اســت کــه BCG، تنهــا واکســن مــورد تاييــد برعليــه ســل، قــادر بــه ايجــاد حفاظــت 
معنــی دار بــر عليــه ســل ريــوی در افــراد بالــغ نيســت. ايــن درحالــی اســت کــه فقــط هميــن فــرم 
ــن  ــی شــود )Fine, 1995(. اي ــه انتشــار باســيل ســل م ــوی منجــر ب ــی ســل ري ــت يعن از عفون
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فقــدان کارايــی ممکــن اســت بــه ايــن دليــل باشــد کــه BCG در القــای پاســخ ايمنــی بــر عليــه آنتــی 
ژن هــای مربــوط بــه فــاز نهفتــه عفونــت ناکارامــد اســت )Lin et al., 2007(. بنابرايــن، کاربــرد 
کانديــدی مناســب از ميــان ايــن آنتــی ژن هــا بــه همــراه BCG، ممکــن اســت بــه افزايــش کارايــی 

 .)Andersen, 2007( واکسيناســيون بيانجامــد
Zvi و همــکاران در يــک مطالعــه جامــع بــر پايــه آناليــز هــای بيوانفورماتيــک و داده هــای حاصــل 

ــت  ــف عفون ــان شــده در مراحــل مختل ــای بي ــن ه ــات in vitro و in vivo روی پروتئي از مطالع
 Rv1733c انتخــاب کردنــد و M. tuberculosis ســل، 189 کانديــد واکســن را از سرتاســر ژنــوم

.)Zvi et al., 2008( چهاردهميــن رتبــه را در ايــن ليســت داشــت
ــگاه هــای  ــالات منتشــر شــده در پاي ــا بررســی مق  Nguyen Thi و همــکاران در ســال 2014 ب
مختلــف، الگــو هــای بيــان ژن هــای باســيل ســل را در in vivo طــی مراحــل مختلــف عفونــت در 
حيوانــات و انســان بررســی کردنــد و 38 پروتئيــن کــه بيــان بالايــی در مراحــل اوليــه، نهفتــه و 
ــر روی  ــک ب ــد. آن هــا پــس از آناليزهــای بيوانفورماتي reactivation داشــتند را انتخــاب کردن

ايــن پروتئيــن هــا، ليســتی از کانديدهــای واکســن ارائــه دادنــد کــه Rv1733c يکــی از آنهــا بــود 
ــز  ــش ني ــن پژوه ــه در اي ــام گرفت ــک انج ــای بيوانفورماتي )Nguyen Thi et al., 2014(. آناليزه
نشــان دادنــد کــه آنتــی ژن فــاز نهفتــه، Rv1733c، مــی توانــد کانديــدای مناســبي بــرای واکســن 
باشــد. بنابرايــن، پــس از همســانه ســازی ژن rv1733c، پروتئيــن نوترکيــب در E. coli بيــان و 

تخليــص شــد کــه زمينــه ای بــرای مطالعــات بيشــتر فراهــم ميــاورد.
مطالعــات انگشــت شــماری Rv1733c را بــه عنــوان کانديــد واکســن مــورد آزمايــش قــرار داده 
ــه در ســال 2007 توســط Lin و همــکاران انجــام  ــه پژوهشــی ک ــوان ب ــه مــی ت ــد. از آن جمل ان
گرفــت اشــاره کــرد. آنهــا پلاســميد هــای کــد کننــده هشــت آنتــی ژن مربــوط بــه فــاز نهفتــه ســل 
از جملــه Rv1733c را بــه مــوش هــا تزريــق کردنــد و نشــان دادنــد کــه Rv1733  دوميــن رتبــه 
را در ايجــاد پاســخ ســلول T بــه خــود اختصــاص داد )Lin et al., 2007(. در مطالعــه ديگــری کــه 
 Rv1733c و همــکاران انجــام گرفــت، پلاســميد کــد کننــده Bivas-Benita در ســال 2009 توســط
در همراهــی بــا نانــو ذرات PLGA-PEI و بعــد از آن پروتئيــن نوترکيــب بــه عنــوان يــادآور، بــه 
ريــه مــوش هــا تلقيــح شــدند. ايــن واکسيناســيون منجــر بــه تحريــک تکثيــر ســلول هــای T در 

 .)Bivas-Benita et al., 2009( ريــه و پاســخ اينترفــرون گامــا شــد
Zhang و همــکاران در مطالعــه ای در مــدل مــوش، rv1733c را در غالــب يک پلاســميد نوترکيب 

مــورد بررســی قــرار دادنــد و نتايــج اميــدوار کننــده ای بــه دســت آوردنــد. در ايــن مطالعــه، آنتــی 
ــه Rv1733c دو هفتــه بعــد از واکسيناســيون در ســرم مــوش هــا رد  بــادی اختصاصــی برعلي
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ــس از  ــه پ ــه هشــت هفت ــرد طــوری ک ــدا ک ــش پي ــان افزاي ــا گذشــت زم ــر آن ب ــی شــد و تيت ياب
واکسيناســيون 1600 برابــر شــد. همچنيــن ميــزان اينترفــرون گامــا و اينترلوکيــن-2 توليــد شــده 
توســط ســلول هــای طحــال مــوش هــای واکســينه بالاتــر از گــروه شــاهد غيــر واکســينه بــود. 
از آنجــا کــه ايــن ســايتوکاين هــا شــاخص هايــی بــرای محافظــت برعليــه ســل هســتند، نتيجــه 
گيــری شــد کــه آنتــی ژن Rv1733c مــی توانــد کانديــد واکســنی مناســب جهــت افزايــش ايمنــی 

 .)Zhang et al., 2014(  زايــی بــر عليــه ســل باشــد
ــی  ــل از تمــام توال ــد هــای ســنتزی طوي ــا طراحــی پپتي Coppola و همــکاران در ســال 2015 ب

Rv1733c بــه بررســی ايمنــی زايــی و محافظــت حاصــل از آن پرداختنــد و گــزارش کردنــد ايــن 

ــت  ــای  +T CD4و محافظ ــلول ه ــک س ــب تحري ــت CpG موج ــا آدجوآن ــی ب ــا در همراه پپتيده
معنــی دار در مــوش هــای ترنــس ژنيــک شــدند)Coppola et al., 2015( . نکتــه جالــب آن اســت 
کــه در اکثــر ايــن مطالعــات، قطعــه ژنــی rv1733 بــه فــرم DNA مــورد بررســی قــرار گرفتــه 
اســت و فقــط در مطالعــه Bivas-Benita و همــکاران پروتئيــن نوترکيــب Rv1733c، آن هــم بــه 
عنــوان يــادآور، بررســی شــده اســت )Bivas-Benita et al., 2009(. بنابرايــن، خــلاء اطلاعاتــی 

کــه در مــورد Rv1733c نوترکيــب وجــود دارد بــر اهميــت پژوهــش حاضــر مــی افزايــد. 
در پژوهــش حاضــر توالــی ژن rv1733c از  M. tuberculosisســويه H37Rv بــه عنــوان 
 G + ــالای ــوای ب ــن ژن دارای محت ــه اي ــا ک ــت. از آنج ــرار گرف ــورد اســتفاده ق ــوی ســنتز م الگ
ــی هــای تکــراری متعــدد اســت، شــرکت ســنترکننده قــادر بــه همســانه ســازی قطعــه  C و توال
ســنتز شــده نبــود. در آزمايــش هــای اوليــه مــا نيــز واکنــش PCR از روی ايــن قطعــه، منجــر بــه 
توليــد محصــولات غيــر اختصاصــی مــی شــد. بــا طراحــی آغازگرهــای طويــل )27 نوکلئوتيــدی(، 
ــا اســتفاده از يــک مســترميکس گــرم آغــاز، محصــول  اســتاندارد ســازي آزمايشــات PCR و ب
مناســبي بدســت آمــد کــه ابتــدا بــا اســتفاده از روش TA cloning در pTG-19T همســانه ســازی 
شــد. در ايــن روش همســانه ســازی محصــول PCR خالــص شــده مســتقيما و بــدون آنکــه تحــت 
بــرش آنزيمــی قــرار بگيــرد، از طريــق دنبالــه  (T )T-overhangخــود بــه دنبالــه A ناقــل بانــد 
مــی شــود )Green & Sambrook, 2012(. بنابرايــن، روش TA cloning نســبت بــه روش 
همســانه ســازی معمــول برتــر بــود زيــرا بازيابــی قطعــه خالــص ســازی محصــول PCR پــس 
ــه  ــت ک ــورت گرف ــم ص ــيار ک ــزان بس ــای 1% و 2%  بمي ــورز در ژل ه ــه الکتروف از دو مرحل
جهــت بــرش آنزيمــی کافــی نبــود. ســپس بــا زيرهمســانه ســازی ژن rv1733c از pTG-19T بــه 
پلاســميد pET23a،  کلــون هــای نوترکيبــی بدســت آمــد کــه محصــول PCR بــا طــول bp 630 را 
نشــان دادنــد و صحــت زيرهمســانه ســازی از طريــق بــرش بــا آنزيمهــای محدودالاثــر و تعييــن 
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 mM توالــی قطعــه همســانه شــده مــورد تأييــد قــرار گرفــت. القــای بيــان ژن در غلظــت نهايــی
ــن  ــه پروتئي ــج حاصــل از SDS-PAGE نشــان داد ک ــای C 37 انجــام شــد. نتاي IPTG 0.4 در دم
ــد حــدود kDa 24 را نشــان داد.  ــان شــده و بان ــی بي ــه خوب ــا ب موردنظــر 8 ســاعت پــس از الق
وســترن بــلات نيــز  نتايــج SDS-PAGE را تاييــد نمــود و پروتئيــن بيــان شــده بخوبــی توســط 

کيــت تخليــص و بــر پايــه کروماتوگرافــی تمايلــی دنبالــه هيســتيدينی خالــص ســازی شــد. 
نتايــج ايــن پژوهــش نشــان مــي دهنــد کــه بــا توجــه بــه ويژگــی هــای بيوانفورماتيــک مناســب 
آنتــی ژن Rv1733c، پروتئيــن نوترکيــب حاصــل مــي توانــد کانديــد مناســبي بــراي واکســن 
ــت  ــدود و انگش ــه مح ــی ژن اگرچ ــن آنت ــه روی اي ــام گرفت ــات انج ــن، مطالع ــد. همچني باش
ــند  ــی باش ــت م ــی و محافظ ــی زاي ــت آن در ايمن ــر مثب ــد تاثي ــی موي ــد، همگ ــوده ان ــمار ب ش
 .)Lin et al., 2007; Bivas-Benita et al., 2009; Zhang et al., 2014; Coppola et al., 2015(
در پژوهــش حاضــر قــدم اوليــه برداشــته شــد و اميــد اســت کــه پروتئيــن تخليــص شــده حاصــل 
پايــه ای بــرای پژوهــش هــای بعــدی در راســتاي طراحــی واکســن ســل کارامــد در کشــورمان 

باشــد.  
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