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نوروتوکسین های بوتولینوم (BoNTs )، که به وسیله کلستریدیوم 
بوتولینوم تولید می شوند، سمی ترین توکسین شــناخته شده برای 
انسان می باشند (۱۰۰ بیلیون بار سمی تر از سیانید)(۱) این توکسین ها 
عامل یک بیماری غذایی کشنده به نام بوتولیســم می باشند(۱). به 
علت سمیت زیاد، این توکسین ها به عنوان یک سلاح زیستی هولناک 

محسوب می گردند(۲). سروتیپ های کلستریدیوم بوتولینوم هفت نوع 
مختلف از نوروتوکسین که از A تا G نام گذاری می شوند را تولید 
می نمایند. این نوروتوکســین ها عموما بر روی سیستم عصبی محیطی 
عمل می نمایند، و در آنجا با عملکرد خود سبب مهار آزاد شدن استیل 
کولین در محل اتصال عصب ـ عضله می گردند که نتیجه نهایی آن 
بروز علائم بوتولیسم می باشد(۳). نوروتوکسین های بوتولینوم ابتدا به 
صورت یک زنجیره پلی پپتیدی۱۵۰ کیلودالتونی تولید می شوند سپس 
در نتیجه عملکرد پروتئاز های داخل و خارج سلولی به زنجیره سنگین 
(HC) ۱۰۰کیلودالتونی و زنجیره سبک(LC)  ۵۰ کیلودالتونی شکسته 
شــده و به وسیله یک پیوند دی سولفیدی به هم متصل می شوند(۱). 
نیمه انتهای کربوکسیل زنجیره ســنگین، ناحیه اتصال دهنده، و نیمه 

چکیده/ نوروتوکسین های بوتولینوم (BONTs) توکسین های باکتریایی نیرومندی هستند که در غلظت های فمتومولار با جلوگیری 
از آزاد شدن انتقال دهنده عصبی استیل کولین سبب ایجاد فلج عضلانی شل می گردند. هر نوروتوکسین متشکل از یک زنجیره 
ســبک ۵۰ کیلودالتونی و یک زنجیره سنگین۱۰۰ کیلو دالتونی است. ناحیه انتهای کربوکسیلی زنجیره سنگین که سبب اتصال 
نوروتوکســین به گیرنده های ویژه ســطح سلولی می گردد ناحیه اتصال دهنده نام گذاری شده است. این ناحیه از توانایی ایمنی 
زایی قابل     ملاحظه ای نیز برخوردار است. در این مطالعه ژن های نواحی اتصال دهنده ی نوروتوکسین تیپ های A و B به 
منظور تولید پروتئین نوترکیب کایمر به عنوان کاندید واکسن دو ظرفیتی به یگدیگر متصل شدند. بدین منظور از ژن های صناعی 
نواحی اتصال دهنده ی نوروتوکسین های تیپ A و B در حامل بیانی pET۲۸a (+)استفاده شد. برای ژن ناحیه اتصال دهنده ی 
نورتوکسین بوتولینوم تیپ B پرایمر پیشرو حامل جایگاه برشی NcoI و پرایمر پیرو حامل جایگاه برشی NdeI طراحی گردید. با 
استفاده از آنزیمpfu، ژن یاد شده مورد تکثیر قرار گرفت. در مرحله بعد برش آنزیمی محصولات PCR و ناقل نوترکیب حاوی ژن 
ناحیه اتصال دهنده ی نوروتوکسین بوتولینوم تیپ A با استفاده از آنزیم های NcoI و NdeI انجام شد. سپس با استفاده از آنزیم 
 A حاوی ژن ناحیه اتصال دهنده ی نوروتوکسین بوتولینوم تیپ (+) pET۲۸a الحاق ژن مورد نظر در ناقل  DNA ligase T۴
انجام گرفت. در مرحله آخر، حامل نوترکیب حاوی ژن کایمر به باکتری E.coli DH۵a انتقال داده شد. نتایج PCR، برش آنزیمی 

و تعیین توالی سازه ی نهایی بیانگر صحت اتصال دو ژن به یکدیگر بود.
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امتزاج و همسانه سازی نواحی اتصال دهنده

انتهای آمینی آن ناحیه انتقال دهنده نامیده می شود(۴). ناحیه اتصال 
دهنده سبب اتصال نوروتوکسین به سلول های عصبی پیش سیناپسی در 
سیناپس های عصب ـ عضله می گردد(۵و۶) و به این ترتیب نوروتوکسین 
از طریق آندوسیتور با واسطه گیرنده وارد اندوزوم ها می شود بخش 
انتهای آمینی نقش مهمی را در انتقال زنجیره ســبک نوروتوکسین 
(ناحیه کاتالیتیک نوروتوکسین) از غشا اندوزوم ها به سیتوزول ایفا 
می نماید (۷). به دلیل ســمیت زیاد نوروتوکسین، توجه به امر درمان 
و پیشگیری از بیماری بوتولیسم ضروری است. امروزه پیشگیری از 
بیماری به طور معمول با استفاده از واکسن های توکسوئیدی (توکسین 
غیر فعال شده) صورت می گیرد(۸). اما ناخالصی های همراه توکسوئید 
حاصله و نیز اندازه بزرگ پروتئینی، واکنش های ناخواسته ی عمومی و 
موضعی را موجب می گردد که این امر تلاش برای ساخت واکسن های 
جدیدتر را ضروری می ســازد (۴ و۹ و۱۰و۱۱). واکسن های تولید شده 
با استفاده از فن آوری DNA نوترکیب از جمله این تلاش هاست(۸). 
با اســتفاده از فناوری DNAی نوترکیب می توان آنتی ژن های موثر با 
درجه خلوص بالا، بدون نیاز به کشت و دست ورزی حجم بالایی از 
باکتری کلستریدیوم بوتولینوم را تولید نمود(۱۲). تاکنون نواحی مختلفی 
از نوروتوکسین به صورت نوترکیب تولید شده و از نظر توان حفاظت 
کنندگی مورد بررسی قرار گرفته اند(۳۴-۱۳). بخشی از توکسین که در 
این زمینه بیشــتر مورد توجه قرار گرفته است، ناحیه اتصال دهنده ی 
نوروتوکســین اســت. نواحی اتصال دهنده ی سروتیپ هایA  تا F به 
صورت نوترکیب تولید شده و از نظر ایمنی زایی مورد بررسی قرار 
گرفته اند (۳۴- ۲۳). تمام این تحقیقات نشان دهنده ی قابلیت بالای 
ایمنی زایی نواحی اتصال دهنده ی نوروتوکسین می باشد (۳۴- ۲۳). 
هــم چنین از مخلوط پروتئین های نوترکیــب HCA و HCB (نواحی 
اتصال دهنده نوروتوکســین های تیپ A وB) که به صورت جداگانه 
و به صورت نوترکیب تولید شــده اند یک واکسن نوترکیب دو ظرفیتی 
(r BVA) موثر تولید شده است (۱۲). نتایج مطالعات کلینیکی فاز یک 
این واکسن نشان دهنده کارایی بالای واکسن تولید شده است. هم 
اکنون این واکسن در فاز دوم مطالعات کلینیکی خود قرار دارد(۱۲). 
تا کنون بیشــتر تحقیقات صورت گرفته در زمینه واکسن های نوترکیب 
بوتولینوم در جهت دســت یابی به واکسن های نوترکیب تک ظرفیتی 
متمرکز بوده است. با توجه به وجود سروتیپ های مختلف بوتولینوم و 
نیز به منظور بهره گیری از مزایای واکسن های کایمر، تلاش در این زمینه 
منطقی به نظر می رسد. در زمینه واکسن های کایمر بوتولینوم، اتصال 
برخی از    اپی توپ های حائز اهمیت از نظر ایمنی زایی، نواحی اتصال 

دهنــده ی سروتیپ های A، B، E که عمده ترین سروتیپ های بیماری 
زای انسانی می باشند، صورت گرفته است و ایمنی زایی آنتی ژن کایمر 
حاصل مورد بررسی قرار گرفته است(۳۵). مطالعات انجام شده نشان 
می دهد استفاده از طول کوتاهی از ناحیه اتصال دهنده نوروتوکسین 
ایمنــی زایی مطلوبی را ایجاد نمی کند (۱۳) لذا در این تحقیق برای 
ایجاد ایمنی زایی موثر، از طول کامل ناحیه اتصال دهنده نوروتوکسین 

استفاده شد.

روش کار
۱-۲ بهینه سازی و ساخت ژن ها

توالی ژن های مربوط به نواحی اتصال دهنده توکسین کلستریدیوم 
 AF۲۹۵۹۲۸ و EF۴۷۰۹۸۱ با شــماره های دسترسی B و A بوتولینوم تیپ
از بانک ژنی گرفته شد سپس توسط نرم افزار های بیوانفورماتیکی مربوطه، 
توالی مورد نظر از نظر محتوای A+T و G+C و رمزهای نادر و نیز 
پایداری mRNA ی حاصله مورد بهینه سازی قرار گرفت. سپس به صورت 
صناعی در داخل ناقل (+) ۲۸a-pET  با جایگاههای برشی NdeI در ابتدا 

و  NcoI در انتهای ژن ها از شرکت shinegene (چین) تهیه گردید. 

B ۲-۲ تکثیر ژن ناحیه اتصال دهنده نوروتوکسین بوتولینوم تیپ
به منظور امتزاج ژن های ناحیه اتصال دهنده ی نوروتوکسین های تیپ 
A و B  ابتدا ژن مربوط به تیپ B پس از اســتخراج    پلاســمید های 
حاوی ژن ناحیه اتصال دهنده تیپ B با روش لیز قلیایی مورد تکثیر 
  Bقرار گرفت. برای تکثیر ژن ناحیه اتصال دهنده نوروتوکســین تیپ
AATATAAATTTACCAT'۵ با استفاده از پرایمرهای PCR واکنش

GGTGCCGTTTGACCTTTC۳ با جایگاه برشی NcoI و پرایمر 
AAATAAAAAAATCATATGTTCGGTCCAACCTT'۵ پیرو
CGT۳' با جایگاه برشی NdeI در حجم های ۲۵ میکرولیتر شامل آنزیم

Pfu DNApolymerase  ( ۱ واحد آنزیمی )، dNTPs (۰/۲ میلی 
مولار )، ۱۰پیکو مول از هرکدام از پرایمرها، ۱۶میکروگرم از پلاسمید 
حاوی ژن مورد نظر، ۵/۲ میکرولیتر از بافر X۱۰ و MgSO۴ با غلظت 
نهایی ۴      میلی مولار صورت گرفت. جهت انجام واکنش ,PCR ابتدا 
نمونه ها به مدت ۵ دقیقه در C°۹۵پیش گرما گذاری شــدند، سپس ۳۴ 
چرخه PCR به صــورت: C°۹۵ به مدت ۳۰ ثانیه، C°۶۸ (۵۰ ثانیه) و

C°۷۲  به مدت ۱/۵ دقیقه انجام شد. پس از آخرین چرخه PCR فرایند 
به مدت ۷ دقیقه در دمای C°۷۲ ادامه پیدا کرد. اندازه قطعات تکثیر 

شده بر روی ژل آگاروز یک درصد مورد بررسی قرار گرفت.
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۳- ۲ هضم آنزیمی ژن ناحیه اتصال دهنده توکسین بوتولینوم تیپ B تکثیر 
A وپلاسمید حاوی ژن ناحیه اتصال دهنده تیپ PCR شده در فرآیند

با توجه به وجود جایگاه برش آنزیمی NdeI در ابتدا و جایگاه برش 
آنزیمی XhoI در انتهای ژن مربوط به ناحیه اتصال دهنده ی توکسین 
بوتولینوم تیپ A، ژن مربوط به تیپ B در بیــن جایگاههای برش 
آنزیمی NcoI و NdeI در پلاســمید نوترکیب وارد و ژن کایمر متشکل 
از دو ژن یاد شــده ایجاد گردید. پس از تکثیر ژن ناحیه اتصال دهنده 
 PCR ژن مورد نظر با استفاده از کیت تخلیص محصولات ،B تیپ
از ژل (Bioneer، کره جنوبی) اســتخراج گردید. در مرحله بعد برش 
 ۳۰ NdeI ( NdeI آنزیمی محصولات به دست آمده ابتدا با آنزیم
واحــد، بافر هضم با غلظت نهایی X۱، محصول PCR ۳۶۰ نانوگرم، 
۴ ســاعت) و سپس با آنزیم NcoI (NcoI  ۶۰ واحد، بافر هضم با 
غلظت نهایی X۱، محصولات PCR ۳۶۰ نانوگرم، ۱۲ ســاعت ) صورت 
گرفت، پس از هضم آنزیمی به منظور حذف آنزیم ها و سایر اجزا 
واکنش هضم آنزیمی و آماده سازی محصولات برش خورده برای فرآیند 
الحاق، ژن های برش خورده، با اســتفاده از کیت تخلیص محصولات 

PCR از ژل، مورد جداسازی قرار گرفت. 
 NdeI نیز با استفاده از آنزیم های A پلاسمید حاوی ژن مربوط به تیپ
(پلاسمید نوترکیب ۱۷۵۰ نانوگرم، NdeI ۳۰ واحد، بافر هضم با غلظت 
  NcoI ،پلاسمید نوترکیب ۱۷۵۰ نانوگرم) NcoI یک ساعت) و ،X۱ نهایی
۶۰ واحد، بافر هضم با غلظت نهایی X۱، ۱۲ ساعت ) مورد هضم 
آنزیمی قرار گرفت. پس از هضم آنزیمی به منظور خالص سازی و آماده 
کردن پلاســمید نوترکیب برش خورده برای فرایند الحاق، پلاسمید های 

برش خورده با استفاده از کیت تخلیص از ژل استخراج گردید.

۴-۲ انجام واکنش الحاق بین پلاسمید نوترکیب حاوی ژن ناحیه انصال 
دهنده بوتولینوم تیپ A و ژن ناحیه اتصال دهنده نوروتوکســین 

 E.coli و انتقال سازه نوترکیب به سلول های مستعد B بوتولینوم تیپ
DH۵a

پس از تخلیص ژن ناحیه اتصال دهنده ی تیپ B، که مورد هضم آنزیمی 
قرار گرفته بود، و نیز پلاســمید حاوی ژن ناحیه اتصالی A از روی ژل، 
نمونه ها مورد غلظت سنجی قرار گرفتند. سپس با استفاده از نسبت های 
مولــی ۱: ۱ و ۳: ۱ از ژن مورد نظر به حامــل نوترکیب، فرآیند الحاق 
با استفاده از آنزیمDNA  ligase T۴  به مدت ۱۲ ساعت در دمای 
۱۶ درجه سانتی گراد انجام گرفت. سپس ســازه نوترکیب حاصل به 
سلول های مستعد E. Coli DH۵a (که به صورت شیمیایی تهیه شده 
بودند) با اســتفاده از شوک حرارتی ۴۲ درجه سانتی گراد به مدت دو 
دقیقه منتقل شد. در گام بعدی سلول های ترانسفورم شده به محیط 
مکانکی آگار حاوی       آنتی بیوتیک کانامایسین با غلظت ۸۰ میکروگرم 
بر میکرولیتر انتقال داده شدند و به مدت ۱۲ ساعت در دمای ۳۷ درجه        
سانتی گراد مورد گرماگذاری قرار گرفتند. سپس کلونی های حاصله به 
منظــور ارزیابی دارا بودن ژن کایمر به ۵ میلی لیتر محیط LB حاوی 
آنتی بیوتیک کانامایســین با غلظت ۸۰ میکروگرم در میکرولیتر منتقل 
شده و پس از رسیدن OD محیط های کشت به ۰/۸ استخراج پلاسمید 
و برش های آنزیمی  و تعیین توالی به منظور تائید شکل گیری ژن کایمر 

صورت گرفت.

بحث
۱-۳ بهینه سازی و ساخت ژن ها

 بهینه ســازی کدون های ژن های نواحی اتصال دهنده تیپ A و B  با 
استفاده از الگوریتم OptimumGeneTM انجام گرفت.

در اثر بهینه سازی صورت گرفته درصد GC  در ژن ناحیه اتصال دهنده 
تیپ A از۲۳/۷۲ به ۴۳/۸۲ افزایش یافته است ( شکل ۱).

شکل۱: میانگین محتوی GC ژن ناحیه اتصال دهنده نوروتوکسین تیپ A  قبل(a) و بعد  (b)از بهینه سازی کدون ها. 
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در مورد ژن ناحیه اتصال دهنده تیپ B این میزان از ۲۳/۰۲ به ۴۱/۸۶ 
افزایش یافته است (شکل ۲).

تغییرات ضریب CAI (میزان شباهت کدون های ژن مورد نظر به 
کدون های ژن های دارای بیان بالا در باکتری   E. Coli ) در شــکل های 
 CAI ۳ و ۴ نشــان داده شده است. نتایج نشان دهنده بهبود ضریب

نسبت به ژن های طبیعی مربوطه است. (شكل ۳و۴)

ساختار mRNA ی حاصل از ژن های طبیعی و بهینه سازی شده و نیز 
تغییرات صورت گرفته در انرژی آزاد  با نرم افزار mfold  مورد بررسی 
قرار گرفت. تغییرات انرژی آزاد mRNA ی حاصل از ژن طبیعی ناحیه 
اتصال دهنده نوروتوکسین تیپ A برابر با ۱۸۲- کیلو کالری می باشد که 
این امر با بهینه سازی صورت گرفته به ۲۵۰- کیلو کالری برمول افزایش 
پیدا کرده است، این امر شرایط به مراتب مطلوب تری را برای عملکرد 

شکل۲: میانگین محتوی GC ژن ناحیه اتصال دهنده نوروتوکسین تیپ B  قبل(a) و بعد  (b)از بهینه سازی کدون ها.

شکل۳: شاخص سازگاری کدون (CAI) ژن ناحیه اتصال دهنده نورو توکسین بوتولینوم  تیپ A  قبل (a) و بعد (b) از بهینه سازی کدون ها.

شکل۴: شاخص سازگاری کدون (CAI) ژن ناحیه اتصال دهنده نورو توکسین بوتولینوم تیپ B قبل (a)و بعد (b) از بهینه سازی کدون ها.
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ریبوزوم ها به منظور ترجمه mRNA فراهم می آورد. (شکل ۵ )
در اثر بهینه ســاری صورت گرفته پایداری mRNA ی ژن ناحیه اتصال 
دهنده نوروتوکســین بوتولینوم تیپ B از ۲۰۷- کیلوکالری بر مول به 
۲۳۴- کیلوکلری بر مول افزایش می یابد که نشــانگر پایداری بیشتر 
mRNA حاصله در نتیجه بهینه ســازی کدونی صورت گرفته است 

(شکل ۶).

B ۲-۳ تکثیر ژن ناحیه اتصال دهنده نوروتوکسین بوتولینوم تیپ
قطعه DNA ی کد کننده ناحیه اتصال دهنده نوروتوکسین بوتولینوم 
تیپ B با اســتفاده از PCR و پرایمر های پیشرو و پیرو که به ترتیب 
دارای جایگا هــای برش آنزیم های محدود کنندهNcoI  و NdeI  بودند 

مورد تکثیر قرار گرفت. آنزیم Pfu DNApolymerase با خاصیت 
غلط گیری برای تکثیر مورد استفاده قرار گرفت. بررسی قطعات تکثیر 
شــده بر روی ژل آگارز نشان دهنده قطعات ۱/۴ کیلو بازی تکثیر شده 

است (شکل ۷). 

 B ۳-۳ هضم آنزیمی ژن ناحیه اتصال دهنده توکســین بوتولینوم تیپ
تکثیر شــده در فرآیند PCR و پلاسمید حاوی ژن ناحیه اتصال دهنده 

A تیپ
قطعات DNA تکثیر شــده و استخراج شده از ژل، و پلاسمید حاوی 
ژن ناحیه اتصال دهنده  تیپ A  به صورت جداگانــه با آنزیم های 
NcoI و NdeI مورد برش آنزیمی قرار گرفت، انتقال نتایج برش آنزیمی 

(b) و بعد از بهینه سازی ( a) قبل A ی حاصل از ژن ناحیه اتصال دهنده نوتوکسین بوتولینوم تیپ mRNA شکل۵:ساختار دوم

(b) و بعد از بهینه سازی ( a) قبل B ی حاصل از ژن ناحیه اتصال دهنده نوتوکسین بوتولینوم تیپ mRNA شکل۶: ساختار دوم
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محصولات PCR بر روی PAGE غیردناتوره کننده ۱۲ درصد، نشــان 
دهنده قطعات ۱۳ و ۱۴ نوکلئو تیدی حاصل از برش (a۸) و نیز  انتقال 
پلاسمید  برش خورده حاوی ژن ناحیه اتصال دهنده تیپ A بر روی ژل 
آگاروز یک درصد نشان دهنده برش ناقل نوترکیب مورد نظر می باشد 

.(b۸)

۴-۳ انجام واکنش الحاق بین پلاسمید نوترکیب حاوی ژن ناحیه انصال 
دهنده بوتولینوم تیپ A و ژن ناحیه  اتصال دهنده ی نوروتوکســین 

بوتولینوم تیپ B و انتقال سازه نوترکیب حاصله به سلول های مستعد 
E.coli DH۵�

ژن ناحیه اتصال دهنده نوروتوکســین بوتولینوم تیپ B پس از برش و 
اســتخراج از ژل  وارد پلاسمید نوترکیب برش خورده حاوی ژن ناحیه 
اتصال دهنده ی نوروتوکسین بوتولینوم تیپ A گردید. انتقال سازه 
حاصله به ســلول های مستعد شده �E. Coli DH۵،    شکل گیری 
 PCR کلنی ها در محیط حاوی آنتی بیوتیک، استخراج پلاسمید، واکنش
با پرایمر های اختصاصی مربوط به ژن اتصال دهنده توکسین تیپ B و 
برش های آنزیمی با آنزیم های NcoI و XhoI ( شکل ۹ )، نشان دهنده 
اتصال ژن های مورد نظر و شــکل گیری ژن کایمــر۲۷۲۹ نوکلئوتیدی 

می باشد.

بحث 
تحقیقات صورت گرفته نشان می دهد که ناحیه اتصال دهنده توکسین 
می تواند در با کتری E .coli بیان شده و  برای تحریک تولید آنتی بادی 
به کار رود. پژوهشــهای صورت گرفته )۲۷و۱۰( هم چنین نشان داده 
است ناحیه اتصال دهنده ی توکسین های تیپ A و B می توانند به عنوان 
واکسن بر علیه توکسین های ایجاد کننده، مورد استفاده قرار گیرند. 
تولید و توسعه واکسن های جدید با برطرف نمودن مشکلات مرتبط 
با واکسن های توکسوئیدی می تواند تولید واکسن بر علیه بوتولینوم 
را تسهیل نماید. تولید واکسن های نوترکیب نسبت به واکسن های 
توکســوئیدی از هزینه کمتری برخوردار اســت چرا که میزان تولید 
می تواند در مقادیر بالایی صورت گیرد. در کنار تمام مزایای واکسن های 
نوترکیب که به آن ها اشاره شد به نظر می رسد با ترکیب مهندسی ژنتیک 
و مهندسی پروتئین که حاصل آن تولید پروتئین های نوترکیب کایمری 
اســت می توان واکسن های موثری را تولید نمود که ضمن در برداشتن 
امتیازات واکســن های نوترکیب، مزایایی همچون کاهش پروسه تولید 
از طریق کاهش فرایند های تولید و تخلیص پروتئین ها و کاهش هزینه 
تولید را نیز در پی داشته باشند. این عوامل سبب می گردد که مصرف 
کنندگان نیز تمایل بیشتری به استفاده از این واکسن ها داشته باشند. در 
زمینه مقابله با بیماری بوتولیسم تحقیقات صورت گرفته به طور عمده 
بر استفاده از واکسن های توکسوئیدی و واکسن های نوترکیب متمرکز 
بوده است. به علت مشکلات موجود در زمینه تولید و استفاده از 
واکسن های توکسوئیدی، امروزه واکسن های نوترکیب بیشتر مورد توجه 
قرار گرفته اند. تاکنون زنجیره سبک نوروتوکسین، توکسین های کامل 

شکل۷: الگوی الکتروفورزی محصول PCR ناحیه اتصال دهنده ی بوتولینوم تیپ 
B بر روی ژل آگاروز یک درصد" چاهک ۱: محصول PCR تکثیر شده با آنزیم 
Pfu DNA polymerase. چاهک ۲: نشانگر اندازه مولکولی DNA. چاهک ۳: 

کنترل منفی که در آن به جای نمونه از آب مقطر استفاده شد.
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شکل۸:  (a) الگوی الکتروفورزی 
حاصل از برش آنزیمی ژن ناحیه اتصال 
 B دهنده ی نوروتوکسین بوتولینوم تیپ
به وســیله آنزیم های NdeI و NcoI بر 
روی ژل پلــی اکریل آمید ۱۲ درصد ". 
چاهک ۱: برش با NcoI چاهک ۲: برش 
بــا NdeI چاهک ۳: مارکر، (b): "الگوی 
الکتروفوری حاصل از هضــم آنزیمی 
(+) pET۲۸a حــاوی ژن ناحیه اتصال 
 A دهنده ی نوروتوکسین بوتولینوم تیپ
به وســیله آنزیم های NdeI و NcoI بر 
روی ژل آگارز یک درصد ". چاهک ۱: 
مارکر، چاهک ۲: پلاسمید نوترکیب برش 
خورده، چاهک ۳: پلاسمید نوترکیب 

دست نخورده

شکل۹:   (a) الگوی الکتروفورزی حاصل 
از آنالیز کلون ها به روش PCR جهت 
تایید همسانه سازی بر روی ژل آگاروز 
یک درصد ".  چاهک ۱: کلونی فاقد 
جــواب، چاهک ۲: کنترل مثبت، چاهک 
۳: مارکر چاهک های ۴ و ۵: جواب 
 Tm مثیت  یکی از کولنی ها با دو دمای
مختلف که نشان دهنده باند ۱۳۷۷ 
نوکلئو تیدی است (b) . "مقایسه هضم 
دو گانه پلاسمید (+)pET۲۸a نوترکیب 
اولیه و (+) pET۲۸a نوترکیب حاوی ژن 
کایمر با آنزیم هــای XhoI  و NcoI و 
خروج ژن های نواحــی اتصال دهنده ی 
نوروتوکســین بوتولینوم تیپ A و B به 
هم متصل شــده." چاهک ۱:  هضم 
دو گانه پلاســمید  نو ترکیب حاوی ژن 
کایمر و خروج قطعه ۲۷۲۴ نوکلئوتیدی 
چاهک ۲: مارکر، چاهک ۳: پلاســمید 
نوترکیب حاوی ناحیــه اتصال دهنده ی 

A بوتولینوم تیپ
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اما غیر فعال از نظر آنزیمی هم چنین پروتئین نوترکیب شامل ناحیه 
انتقال دهنده و کاتالیتیکی نوروتوکســین به صورت نوترکیب شده اند 
(۱۲و۱۶و۲۲-۲۰و۳۶). زنجیره سبک نوروتوکسین، ایمنی زایی قابل 
ملاحظــه ای را ایجاد نمی نماید، پروتئین های     غیر فعال آنزیمی ایمنی 
زایی مناسبی را ایجاد می نمایند اما به علت بزرگی پروتئین های استفاده 
شده واکنش های ناخواسته ای را موجب می گردند، پروتئین های نوترکیب 
حاوی نواحی انتقال دهنده و کاتالیزی نیز دوزهای موثر متفاوتی را 
نشــان می دهند. اما ناحیه انتقال دهنده نوروتوکسین به علت داشتن 
اپی توپ های موثر و ایجاد ایمنی زایی بالا، بیشتر مورد توجه قرار 
است. همانگونه که ذکر گردید نواحی انتقال دهنده نوروتوکسین های 
تیپ های مختلف به صورت تک ظرفیتی تولید شده اند )۱۲-۳۴(. در 
تحقیق حاضر با توجه به اهمیت نواحی اتصال دهنده در ایجاد ایمنی 
 B و A زایی، اتصال نواحی اتصال دهنده ی نوروتوکسین های تیپ ها ی
به عنوان اولین گام در تولید پروتئین دو ظرفیتی صورت گرفت. با توجه 
به اندازه نسبتا بزرگ ژن های نواحی اتصال دهنده نوروتوکسین، امتزاج 
آن ها با یکدیگر جهت ســاخت ژن کایمر در گام اول از اهمیت بالایی 
برخوردار است. به دلیل ایمنی زایی نسبتا پایین حاصل از پروتئین های 
نوترکیب، حاوی بخشی از نواحی اتصال دهنده (۱۳و ۳ )، استفاده از 
طول بزرگ تر نواحی اتصال دهنده ضروری به نظر می رسد به همین 

دلیل  برای نخســتین بار در زمینه تحقیقات واکســن های نوترکیب  
بوتولینم از طول کامل این نواحی  به منظور ساخت ژن کایمر استفاده 
شد. انتظار می رود به علت استفاده از طول کامل این نواحی و در 
نتیجه شکل گیری ساختاری هر چه شبیه تر به ساختار طبیعی این نواحی 
در نوروتوکســین و نیز دارا بودن تمامی اپی توپ های موثر در ایمنی 
زایی، پروتئین نوترکیب حاصله از توانایی بالایی برای ایمنی زایی موثر 
برخوردار باشد. با توجه به کارایی بالای واکسن دو ظرفیتی تولید شده 
بر علیه تیپ های A و B (r BVA ) که از مخلوط پروتئین های نوترکیب 
نواحی اتصال دهنده تیپ A وB  تشکیل شده است، به نظر می رسد 
پروتئین کایمر حاصله ضمن  بر خورداری از قابلیت واکسن دو ظرفیتی 

یاد شده، از مزایای واکسن های کایمری نیز بر خوردار باشد.

نتیجه گیری کلی
با توجه به نتایج به دســت آمده از برش های آنزیمی، PCR و تعیین 
توالی ژن ها در حامل نوترکیب، می توان گفت که ژن کایمر مورد نظر 
که حاصل الحاق نواحی اتصال دهنده ی نوروتوکسین های بوتولینوم 
 pET۲۸a می باشــد به صورت صحیح در سازه جدید B و A تیپ

BONT/A.HC-BONT/B.HC-(+) وارد شده است.
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