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Objectives: Visceral leishmaniasis (VL) or Kala-azar caused by Leishmania infantum is a severe endemic disease in 
the Mediterranean basin countries including Iran. The Drugs available for treatment of VL are toxic and drug 
resistance is increasing in many parts of the world, thus, it is believed that vaccine development is an ideal method 
for prevention and control of VL. The aim of this study was to prepare recombinant P4 protein from Leishmania 
infantum and evaluate its immunogenicity in VL patients. Methods: DNA was extracted from Leishmania infantum 
and used for amplification of P4 gene by PCR. The PCR product was cloned, sequenced and expressed in E. coli 
using pET 28a expression vector. Recombinant P4 protein were purified and used for analysis of sera of VL 
patients. Results: Analysis of the sequence of Leishmania infantum P4 gene (Li-P4) revealed that the gene consists 
of an ORF of 951bp with a 89% homology with P4 gene of cutaneous leishmaniasis agents. Expression of Li-P4 
gene in E. coli resulted in high levels of recombinant proteins with molecular weight of 33 KD in SDS-PAGE. 
Immunoblotting analysis of the purified Li-P4 with sera of VL patients indicated that Li-P4 protein is a highly 
immunogenic protein expressed in the amastigote-stage of Leishmania infantum. Conclusion: This is the first study 
on isolation and characterization of P4 antigen from Leishmania infantum and indicates that Li-P4 protein is highly 
immunogenic and could be considered as a potent vaccine candidate against VL caused by Leishmania infantum.  
Keywords: Visceral leishmaniasis, P4 antigen, Leishmania infantum. 

 
ي از جمله ايران ليشمانيا اينفانتوم  است كه عامل آن درمنطقه مديترانه ابيماري عفوني مهلك و كشنده ايليشمانيوز احشايي يا كالاآزار يك : زمينه و هدف

لذا عقيده بر . درمانهاي دارويي موجود عليه اين بيماري داراي عوارض سمي بوده و مقاومت دارويي در نقاط مختلف جهان در حال توسعه مي باشد. ميباشد
 نوتركيب ليشمانيا اينفانتوم و P4عه حاضر توليد پروتئين هدف مطال. باشد اين است كه توسعه واكسن بهترين راه پيشگيري و كنترل بيماري ليشمانيوز مي

 آن DNAليشمانيا اينفانتوم كشت داده شده و  انگل: ها روش. ارزيابي اوليه آن به عنوان يك كانديداي واكسن جديد عليه ليشمانيوز احشايي مي باشد
 بيان E. coli در pET 28aده و پس از تاييد توالي آن، از طريق وكتور بياني ژن تكثير شده كلون گردي.  استفاده شدPCR از P4استخراج و براي تكثير ژن 

 كلون P4آناليز توالي ژن  :يافته ها. پروتئين نوتركيب تخليص گرديده و واكنش سرمي بيماران ليشمانيوز احشايي با آن مورد بررسي قرار گرفت. گرديد
لدي ــ گزارش شده از عوامل ليشمانيوز ج P4با ژن %) 89( باز طول داشته و داراي همولوژي بالايي 951شده از ليشمانيا اينفانتوم نشان ميدهد كه اين ژن 

 كيلو دالتون نشان 33 منجر به توليد پروتئين نوتركيب در غلظت بالا گرديد كه خود را به صورت باند واضحي در محدوده E. coli در P4بيان ژن . مي باشد
ن آنتي ژن  ــ عليه ايIgGدهد كه بيماران داراي آنتي بادي از نوع   نوتركيب نشان ميP4بيماران ليشمانيوز احشايي با آنتي ژن ايمونوبلاتينگ سرم . دهد مي

تئين اين پرو دهد كهيج آن نشان مينفانتوم بوده و نتايا ايشماني لP4 ژن ي آنتيابيارز  وين مطالعه در مورد جداسازين مطالعه اوليا: نتيجه گيري .مي باشند
  .   در نظر گرفته شودييوز احشايشماني ليماري بيد واكسن بالقوه برايك كاندي تواند بعنوان يايمونوژنيك بوده و م
 .P4ليشمانيوز احشايي، ليشمانيا اينفانتوم، آنتي ژن : واژه هاي كليدي
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 مقدمه -1
  سيستميك بيماري يكشمانيوز احشايي يا كالاآزار ـــيل

 كشور جهان 65يم ميليون نفر را درـانه نــــكه سالي است
هاي تك ياخته از خانواده   انگل). 1(مبتلا مي كند 

Leishmania (L.) donovani اين بيماري، عوامل ايجاد كننده 
 عامل اصلي ، خانوادهاين عضوي از، L. infantum و )2(بوده 

 بسياري از مناطق دنيا از جمله ايران درليشمانيوز احشايي 
توزيع جغرافيايي اين بيماري شامل بيشتر . )3 (مي باشد

مخزن اصلي . نواحي آسيا، مديترانه و آمريكاي جنوبي است
انگل، حيواناتي چون سگ سانان و جوندگان بوده و انتقال 

 Phlebotomusگونه از ري از راه گزش پشه هاي خاكي بيما
 دو شاملچرخه زندگي اين انگل . )4 (به وقوع مي پيوندد

ماستيگوتهاي  پرو.ي است آماستيگوتو پروماستيگوتيمرحله 
تاژك دار در روده پشه خاكي زندگي و تكثير مي كنند و 
توسط نيش پشه خاكي به مهره داران منتقل مي شوند، ولي 

 عفونت حاصل مي شود كه پروماستيگوت ها بتوانند زماني
 تبديل به آماستيگوت به سرعتماكروفاژها وارد و درون به 

 آماستيگوت ها در تكثيرپخش شدن عفونت با . شوند
  علايم.)5 ( رخ مي دهديوسيتگفاسلولهاي فاگوليزوزم 

،  لاغري تب، كم خوني، شاملاصلي ليشمانيوز احشايي
بزرگ شدن كبد و طحال و سركوب  لين، گاما گلوبوافزايش

و تقريبا نيمي از ) 6(  بودهپيش رونده پاسخ ايمني سلولي
 در حال .)4(قربانيان بيماري را كودكان تشكيل ميدهند 

 در دسترس نبوده، واكسن قطعي براي اين بيماري حاضر
سيار مورد استفاده براي درمان بيماري ب شيمي درماني روش
  درصد موارد به شكست مي انجامد10  تا5 و در بودهسمي 

توسعه مقاومت پايدار پس از بهبودي ازعفونت نشان ). 6(
.  واكسن عليه اين بيماري امكان پذير استليدميدهد كه تو

روشهاي مختلفي براي توسعه واكسن عليه اين بيماري 
هاي زنده استفاده گرديده كه شامل واكسيناسيون با انگل 

ا حرارت ـــگل هاي كشته شده بانتخفيف حدت يافته و 
 كارايي پايين مورد  يامسايل ايمني وعلت  ولي به دگردمي 

  جديد بر واكسنهايالعاتطم )8، 7( تاييد قرار نگرفته اند
متعددي  آنتي ژن هايي وده ومتمركز ب (Subunit) زير واحدي

، )A2 ،P-4، gp63، GP46/M-2)9 نظير آنتي ژن هاي 
p36/LACK )10( ،LiP0 )11( ،TSA/LmSTI1 )12( و CPB 

اين .  مورد بررسي قرار گرفته اندجداسازي و )14، 13(
قادرند  اين آنتي ژن ها  برخي ازكه اند  نشان دادهتحقيقات
شمانيا ي در مقابل عفونت با گونه هاي لي هاي موشدر مدل
در سالهاي اخير شناسايي . ايجاد كنندنسبي ايمني 

بيماري افق جديدي را در مكانيسمهاي ايمني دخيل در 
توسعه واكسن عليه ليشمانيوز پديدار ساخته و نشان داده 

شمانيوز همراه با ي لحفاظت بخش درايمني شده است كه 
 اين نوع پاسخ  با.  استTh1  از نوعسلوليايمني پاسخ 
مشخص شده و همراه با فعال  IL-12و  IL-2،  IFN-γتوليد 

لذا آنتي ژنهايي كه ). 4(شدن ماكروفاژهاي فاگوسيتي است 
 هستند به عنوان Th1سلولي از نوع پاسخ ايمني قادر به القا 

. كانديداي واكسن هاي بالقوه عليه بيماري محسوب ميشوند
به انگل  است كه I  كلاسنوكلئازي آنزيم يك P-4آنتي ژن 

 مورد نياز براي رشد و پوريني وتيد هايئوكلنكمك آن 
 تي ژناين آن. مي آورده دست از ميزبان ب را تكثير خود
 از ســـسپ  و گرديــدشناسايي L. pifanoi  درنخستين بار

L. mexicana وL. major  جداسازي و مورد مطالعه قرار 
علاوه است كه اين پروتئين نشان داده شده ). 15، 7(گرفت 

 و تامين بازهاي  نوكلئوتيد هابر نقش كليدي در متابوليسم
ملكولي ايمني زا با توانايي بالاي ك ي، پوريني براي انگل

  از نوع پاسخقادر به القا بوده وتحريك سامانه ايمني سلولي 
Th1 آنتي ژن   تحقيقات نشان داده اند كه.)7( مي باشدP4 

 ايمني حافظت  تواند پاسخيم L. pifanoi تخليص شده از
را  Th1  و به طور گزينشي پاسخ سلوليرا القا نمودهبخش 

يطي سلولهاي تك هسته اي بيماران آلوده به در خون مح
اين پروتئين ). 7( دينماليشمانيوز پوستي آمريكايي تحريك 

هم در پروماستيگوت و هم در آماستيگوت بيان مي شود 
ولي ميزان بيان آن در مرحله آماستيگوتي يعني مرحله 

مجموعه ). 5(عفونت زا به صورت قابل توجهي بيشتر است 
 را بعنوان يك كانديداي P4كر مولكول مطالعات فوق الذ

 اميد بخش براي ليشمانيوز جلدي مطرح كرده است واكسن
اما اطلاعاتي در مورد خصوصيات مولكولي يا ايمونولوژيك 
. اين پروتئين در عوامل ليشمانيوز احشايي وجود ندارد

 از P4هدف مطالعه حاضر كلون و بيان نوتركيب ژن پروتئين 
م، عامل ليـشمانيوز احشايي در منطقه ليشمانيا اينفانتو

مديترانه اي از جمله ايران و بررسي پاسخ ايمونولوژيك 
 P4بيماران مبتلا به ليشمانيوز احشايي عليه پروتئين 

  .  نوتركيب مي باشد
  

  مواد و روش ها-2
  DNAو استخراج   كشت انگل:2- 1

سويه بومي ايران از ، L. infantum انگلدر اين پژوهش 
. تو پاستور ايران تهيه و مورد استفاده قرار گرفتانستي

  حاويRPMI 1640 در محيط C° 26پروماستيگوت ها در 

غير فعال شده با % FCS 10 و (Gibco BRL)گلوتامين  -ال
 لگاريتمي انگل ها در مرحله رشد .كشت داده شدندحرارت 

.  شستشو داده شدندPBS (pH 7.2) و با هجمع آوري شد
، رسوب سلولي حاوي  ژنوميDNAجهت استخراج 
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  ٥٥                                                                                  ليشمانيا اينفانتوم نوتركيبp4ژن تهيه و ارزيابي آنتي                                                             علوم داروئي      

 
 mM NaCl, 50 mM 50)پروماستيگوت ها در بافر ليزكننده

1%SDS, 50 mM EDTA, Tris–HCl, pH 8.0) گرديده حل 
  Proteinase K (100 µg/ml, Sigma-Aldrich) براي يك شب با
 از طريق   موجود در نمونه DNA سپس.انكوبه گرديد
خاص سازي اتانول كلروفرم و رسوب با  -استخراج فنل

- ميكروليتر از مخلوط فنل500 براي اين منظور، مقدار .شد
 ميكروليتر از انگل موجود در بافر ليز 500با ) 1:1(كلروفرم 

 دقيقه سانتريفوژ 10 براي 10000مخلوط شده و در دور 
سپس فاز روئي به لوله جديد منتقل شده و روي آن . گرديد

مخلوط سپس در دور . ديداضافه گر% 100دو حجم از اتانل 
 دقيقه سانتريفوژ شده و رسوب پس از 10 براي 12000

 ميكروليتر آب 100و خشك شدن در %  70شستشو با اتانل 
  . مقطر حل گرديد

 PCR  باLi-P4ن تكثير ژ: 2- 2
DNA رايمر رفتـــــپ استــخراج شــــده بــــه همراه 

5’-ATCATATGTGGGGCTGCGTGGGTCACAT-3’ و 
 ’TACTCGAGCACCTCGCTTCGGACG-3-’5 برگشت پرايمر

 در سويه هاي P4 بر اساس توالي هاي حفظ شده ژن كه
 وارد PCRليشمانيوز جلدي طراحي شده بود در واكنش 

 از هر پرايمر،  pM 10 شامل PCR مخلوط واكنش .گرديد
200 µM dNTPs1.5 و mM  MgCl2  2وUاز آنزيم Pfu DNA 

polymerase (Fermentas)شرايط .  بودPCR واسرشت  شامل
 سيكل 30 به دنبال آن  و دقيقه4براي  C 94°اوليه در 
 C 60° پرايمرها در دقيقه، اتصال 1براي  C 94° درواسرشت

 سپس .ودب  دقيقه1 براي C 72°  در گسترش، دقيقه1براي 
 به مخلوط اضافه Taq DNA ploymeraseده واحد از آنزيم 

سانتي گراد   درجه72ه در  ذقيق20گرديده و واكنش براي 
تكثير محصول مورد نظر از طريق الكتروفورز . ادامه يافت

در ژل آگاروز و رنگ آميزي با اتيديوم برومايد آشكارسازي 
  .گرديد

 Li-P4 ژن تعيين تواليكلون و: 2- 3
 PCR محصول به كمك كيت تخليص PCRمحصول 

(Roche)حامل همـــراه ه ب و ص سازي شدهــــ خال
pGEM-T easy (Promega) آنزيم وT4  واكنش در ليگاز 

 ي  سويهE. coli به صول واكنشحم. اتصال وارد گرديد
DH5α (Promega) ترانسفورم شده پس از كشت بر روي 

 و آمپي سيلين، كلوني هاي سفيد  IPTG،Xgalمحيط حاوي 
. رنگ انتخاب و از آنها استخراج پلاسميد به عمل آمد

راي دارا بودن اينسرت مربوطه با پلاسميدهاي جدا شده ب
و همچنين هضم آنزيمي مورد بررسي قرار  PCR روش
جهت تعيين توالي ژن كلون شده، يكي از كلونهاي . گرفتند

حاوي اينسرت خالص سازي شده و براي تعيين توالي به 
  . ايتاليا فرستاده شدPrimeشركت 

 Li-P4بيان نوتركيب ژن : 2- 3
 از حامل بيــــــــاني E. coli در p-4بـــراي بيان ژن 
pET28a (Novagen) كه داراي پروموتر T7باشد استفاده   مي

آنزيـــــم هاي ابتدا قطعه ژن مورد نظر با . گرديد
پس س ه، شدجدا pGEMاز حامل   NdeI وXho Iمحدودگر 

برش داده شده با آنزيمهاي فوق الذكر  pET28a حاملبه 
ايـــن . به دست آمد pET28a-LiP4 متصل گرديده و سازه

ترانسفورم شده و BL21 (Novagen)  سويه يE. coliسازه به 
 رشد داده OD 0.5 =   تا رسيدن بهLB Brothدر محيط كشت 

با غلضت نــــهايي (IPTG ا افزودن ــــــد سپس بـــش
0.5 mM ( ساعت القا گــــرديده و بيان از طريق 4براي 

SDS-PAGEآناليز گرديد .  
  Li -P4خالص سازي پروتئين نو تركيب : 2- 5

E. coliسويه ي  Bl21 حاوي سازه بياني pET28a-LiP4 در حجم 
 به كمك  IPTGيك ليتر كشت داده شده و پس از القا توسط 

  5mlرسوب باكتريايي در. سانتريفوژ باكتريها جمع آوري شد
 )300mM NaCl  ،50 mM NaH2PO4 ،PH= 8(بافر ليز كننده 
مخلوط حاوي باكتري ليز شده سپس . يز شدسونيكه و ل
گرديده و به دو قسمت سوپ و رسوب تفكيك  سانتريفوژ

براي پي بردن به ماهيت پروتئين مورد نظر . شد
 آناليز SDS-PAGEفراكسيونهاي سوپ و رسوب از طريق 

 His-tag 6پروتئين نوتركيب به صورت توجه به اينكه  با. شد
 براي تخليص Ni-NTA (Qiagen) ستونبيان شده بود از

براي اين منظور رسوب . استفاده گرديدركيب نوتپروتئين 
 مولار اوره حل گرديده و 8سونيكاسيون در بافر ليز حاوي 

 كه قبلا با بافر مربوطه متعادل سازي شده  Ni-NTAاز ستون
سپس ستون شستشو داده شده و پروتئين . بود عبور داده شد

از ) mM  250 (ايميدازولر حاوي مورد نظر با استفاده از باف
 PBSستون جداسازي و جمع آوري گرديده و در برابر 

 شده با استفاده سازيكيفيت پروتئين خالص . دياليز گرديد
     . شدده درصد كنترل SDS-PAGE ژل از
 وسترن بلاتينگ: 2- 6

بررسي پاسخ ايمني بيماران مبتلا به ليشمانيوز احشايي براي 
اين براي  .از وسترن بلاتينگ استفاده گرديد  P4عليه آنتي ژن

 L/wellμ 5 به ميزان  تخليص شده  P4 ابتدا پروتئينمنظور
پايان  و پس از الكتروفورز شده SDS-PAGEدر ژل 

 Semi-dry blotting  با روش روي ژل از پروتئينالكتروفورز،

 پس از بلوكه كردن . منتقل شدنيتروسلولزبه كاغذ 
، Skimmed Milkا ـــر اختصاصي بگاه هاي غيـــجاي

ان مبتلا به بيمارهاي سرم حاوي آنتي ژن با  PVDFنوارهاي 
www.SID.ir
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 1/100  ليشمانيوز احشايي ناشي از ليشمانيا اينفانتوم با رقت
، TBST  باشستشواز پس .  ساعت مجاور گرديد1و به مدت 

به مدت  HRP متصل به Anti-human IgGآنتي بادي نوارها با 
وبه شد و نهايتا واكنش از طريق مجاورت  ساعت انك1

  . آشكارسازي گرديد DABسوبستراي نوارها با
  
   نتايج-3
 ليشمانيا P4تكثير، كلونينگ و تعيين توالي ژن : 3- 1

  اينفانتوم
  ليشمانيا اينفانتوم باP4ه كد كننده ژن نوكلئاز يتكثير ناح

PCR منجر به تكثير قطعه اي اختصاصي گرديد كه به 
 در ژل آگارز ظاهر bp  860ندي با اندازه تقريبيصورت با

 كلونينگ در T-A با روش PCR محصول .)1-تصوير(گرديد 
 كلون گرديده و با استفاده از روش  pGEM-T easyوكتور

آناليز توالي ژن كلون ). 2-تصوير(هضم آنزيمي تاييد گرديد 
% 99اينفانتوم داراي  ليشمانيا P4شده نشان داد كه ژن 

 گزارش شده از ليشمانيا دونوواني و P4ي با ژن همولوژ
ا ژن گزارش شده از ليشمانيا ماژور ـــــوژي بـهمول% 89

 . مي باشد
 و تخليص E. coli درP4بيان آنتي ژن نو تركيب : 3- 2
  آن

  اينسرت مورد نظر پس از تاييد با تعيين توالي، در وكتور
pET 28a ساب كلون شده و سازه pET28-LiP4زبان  در مي

BL21 بيان پروتئين نوتركيب با ). 3تصوير ( ترانسفرم گرديد
 با غلظت بالايي گرديد P4منجر به توليد پروتئين اين سازه 

 سلولي را تـــــشكيل داده و  پروتئين20%كه بيش از 
-SDSدالتوني غليظ در آناليز كيلو  33بـــــصورت يك باند 

PAGEيــني فيوژن بـــــا توجه به پيش ب.  مشخص گرديد
6 His-Tagدر انتهاي N-terminal پروتئين نوتركيب، تخليص 
 منجر به تخليص پروتئين مورد نظر در Ni-NTAبا ستون 

 كيلو دالتوني در 33خلوص بالايي گرديد كه به صورت باند 
مشخص با كوماسي بلو شده ميزي  آرنگ SDS-PAGEژل 

 .)4تصوير( گرديد
 Li-P4لوژيك به آنتي ژن پاسخ ايمونو بررسي: 3- 3

  در بيماران مبتلا به ليشمانيوز احشايي
 در طي عفونت با P4براي بررسي آنتي زنيسيته پروتئين 

ليشمانيا اينفانتوم، از بررسي حضور آنتي بادي  اختصاصي 
 در سرم كودكان مبتلا به ليشمانيوز احشايي P4ضد پروتئين 
ن داد كه بيماران آناليز با وسترن بلات نشا. استفاده گرديد

مبتلا به ليشمانيوز احشايي داراي آنتي بادي اختصاصي عليه 

آنتي ژن فوق بوده و واكنش ايمني مربوطه در آناليز وسترن 
  ).5تصوير(بلات قابل مشاهده است 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 ، 2 و 1ستون   . PCRبا . ليشمانيا اينفانتوم P4تكثير ژن نوكلئاز : 1تصوير
 No DNA ، كنترل 3ليشمانيا اينفانتوم ستون    P4لئاز  ژن نوكPCRمحصول 

  ، ماركر وزن مولكولي4ستون 
 

 
 
 
  
  
  
  
  
  
  

  ستون pGEM-Tليشمانيا اينفانتوم در وكتور   P4كلونينگ ژن نوكلئاز : 2تصوير
 پلاسميد -2 ، قبل ازهضم آنزيمي، ستون LiP4  pGEM- پلاسميد- 1

pGEM-LiP4 هضم شده با آنزيم ، E coR I ماركر وزن مولكولي-3، ستون   
  

 
 
 
  
  
  
  
  
  
  

 
 pET، پلاسميد3و 1ستون . pET 28a در وكتور LiP4 كلونينگ ژن - 3تصوير 

28a-LiP4  پلاسميد4و 2  قبل ار هضم آنزيمي، ستون ،pET 28a-LiP4  بعد 
  ، ماركر وزن مولكولي5، ستون Sal I-Pst I هضم با آنزيمهاي از
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 Lysate، 1ستون . SDS-PAGE نوتركيب با P4ي بيان پروتئين بررس: 4تصوير 
، 2 ؛ قبل از القا، ستون pET 28-LiP4 حاوي سازه ژني بياني Bl21سلولهاي 

Lysate سلولهاي Bl21 حاوي سازه ژني  بياني pET 28-LiP4 ،؛ بعد از القا 
   ، ماركر وزن مولكولي4، ستون P4 ، پروتئين خالص شده 3ستون 

  
   

 
 
 
 
  
  
  
 

 بررسي واكنش ايمني بيماران مبتلا به ليشمانيوز احشايي به آنتي ژن - 5تصوير 
Li-P4 ايمونوبلات پروتئين 4الي 1ستون . نوتركيب با روش ايمونوبلاتينگ ،P4 

ستون .  بيمار مبتلا به كالاآزار4ليشمانيا اينفانتوم با سرم بدست آمده از نوتركيب 
.ماركر وزن مولكولي ،5

  
  بحث  -4

رويكرد جديد در توسعه واكسن عليه ليشمانيوز استفاده از 
آنتي ژن هاي خالصي است كه بتواند ايمني سلولي از نوع 

Th1 را فعال نموده و منجر به توليد اينترفرون گاما گردد 
مطالعات انجام گرفته در زمينه توسعه واكسن عليه  ).16(

ه و ليشمانيا اغلب بر روي ليشمانيوز جلدي متمركز بود
مطالعات اندكي در مورد واكسن ليشمانيوز احشايي انجام 

در حاليكه ليشمانيوز احشايي شديدترين شكل . گرفته است
بيماري بوده ودر صورت عدم تشخيص و درمان به موقع 

  ).7(منجر به مرگ مي گردد 
 از ليشمانيا اينفانتوم عامل  P4در مطالعه كنوني پروتئين
در منطقه مديترانه اي به صورت بيماري ليشمانيوز احشايي 

نوتركيب بيان و خالص سازي شد تا مقدمه اي براي 
پروتئينهاي . مطالعات واكسن عليه ليشمانيوز احشايي باشد

متعددي از گونه هاي مختلف ليشمانيا جداسازي و از نظر 
پتانسيل پيشگيري از عفونت مورد ارزيابي گرفته انـــد 

 گرديده كه پروتئينهاي طي اين مطالعات مشخص). 13-9(
آماستيگوتي توانايي بالاتري در تحريك سامانه ايمني داشته 

كانديداي واكسن بهتري هستند چرا كه مرحله  و
آماستيگوتي، مرحله اي از زندگي انگل است كه نسبت به 
سيستم ايمني ميزبان مقاوم بوده و باعث استقرار عفونت در 

اصيت خ پروتئين با  يكP4پروتئين . بدن ميزبان مي گردد
نوكلئازي است كه بصورت بارزي در مرحله آماستيگوتي 

و با هيدروليز ) 17(انگل بيان و به خارج سلول ترشح شده 
، بازهاي پوريني را براي بقا و RNAو   DNAمولكولهاي 

 اين .تكثير انگل در درون سلولهاي فاگوسيتي فراهم مي كند
 de-novoل در سنتز فرايند با توجه به عدم توانايي انگ

بازهاي پوريني از اهميت حياتي براي ليشمانياها برخوردار 
 امكان P4همچنين ويژگي ترشحي بودن پروتئين . است

رارگرفتن اين پروتئين را در معرض سيستم ايمني فراهم ق
  .كرده و به اين پروتئين خاصيت ايمونوژنيك مي بخشد

 را P4روتئين  نخستين بار پ1995سونگ و همكاران در سال 
 تخليص كرده و توانايي آن L. amazonensis و L. pifanoiاز 

 در برابر BALB/cرا در محافظت بخشي موش هاي 
 L. amazonensis و L. pifanoiليشمانيوز جلدي ناشي از 

و ) 7 (L. pifanoi از P4 ژن 2000در سال ). 9( نشان دادند
ي و تعيين جداساز) 15(از ليشمانيا ماژور  2004در سال 

مطالعات انجام گرفته در مورد پتانسيلهاي . خصوصيت شد
 ليشمانيا ماژور نشان داد كه اين P4ايمونولوژيكي پروتئين 

 -آنتي ژن باعث تحريك توليد اينترفرون گاما و اينترلوكين
يافتگان از عفونت با   از سلولهاي تك هسته اي بهبود12

 سوق Th1در جهت ليشمانيا ماژور شده و سيستم ايمني را 
 ). 18( ميدهد

مطالعه حاضر نخستين گزارش از كلون و تعيين توالي ژن 
P4بررسي توالي ژن .  از ليشمانيا اينفانتوم مي باشدP4 

% 89ليشمانيا اينفانتوم نشان مي دهد كه اين آنتي ژن داراي 
 گزارش شده از ليشمانيا ماژور مي باشد P4همولوژي با ژن 

ولكول در گونه هاي مختلف انگل حفاظت بالاي اين م
مولكول براي ليشمانيا از يكسو نشانه اي از اهميت اين 

وده و از سوي ديگر نشان مي دهد كه حيات انگل بـــــ
اين پروتئين احتمالا مشابه همتاي خود در عوامل 
ليشمانيــوز جلدي از خاصيت ايمونوژنيسيته بالايي 

 . برخوردار باشد
 با روش ايمونوبلاتينگ مويد اين نظر نتايج مطالعات اوليه

بوده و نشان ميدهد كه بيماران ليشمانيوز احشايي قادر به 

KDa
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شناسايـــــي اين آنتي ژن بوده و اغلب بيماران با آن 
، In-vitro و In-vivoمطالعات آتي به صورت . واكنش ميدهند

قابليت اين پروتئين در القا سيستم ايمني سلولي، الگوي 
توليد شده و حفاظت بخشي آن در مدل هاي سايتوكيني 

  .  حيواني را هر چه بيشتر روشن خواهد كرد

  تشكر و قدرداني-5
اين تحقيق با حمايت مالي مشترك مركز تحقيقات كاربردي 
دارويي تبريز و انستيتو پاستور ايران به انجام رسيده است 

 .كه بدين وسيله از دو مركز فوق قدرداني ميگردد
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