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  ي در کمپلکس ليشمانيا دنووانB سيستئين پروتئاز يترين زنجيره پروتئين ن گزارش از کوتاهياول
 ونين موتاسي در ارتباط با ايکيوانفورماتي بيهاريو تفس

  ۵ييد صدراي جاودکتر ،۴*محمدعلي عشاقيدکتر  ،۳عزت الدين جواديان، دکتر ۲ديه هايمالور، دکتر ۱ناصح ملکي راواسان
ک و يقات ژنتيتو تحقيانست  ،يشناس استاد گروه انگل -۲ . تهران ،، دانشگاه تربيت مدرس ، دانشكده علوم پزشكي شناسي پزشکي شناسي و حشره انگلکارشناس ارشد  -۱

 دانشيار گروه - ۴ .، دانشگاه علوم پزشکي تهران داشت، دانشکده به شناسي پزشكي و مبارزه با ناقلين گروه حشره  استاد-۳ .ر فرانسهي دانشگاه مونتپولي عفونيها يماريتکامل ب
، دانشكده علوم پزشكي،  شناسي پزشکي شناسي و حشره گروه انگل دانشيار -۵. ، دانشگاه علوم پزشکي تهران ، دانشکده بهداشت شناسي پزشكي و مبارزه با ناقلين حشره

  .تهران، دانشگاه تربيت مدرس 

_____________________________________________________________________  
  چكيده

 ـي در شمال غربي عفونيها يمارين بيتر  از مهميالاآزار يک ک يماريب : زمينه و هدف    ـل. باشـد  ي کشور م  ـنفـانتوم و ل يا ايشماني ا يشماني
سيـستئين   در ايـن مطالعـه از ژن   .ا هستندي مختلف دنيها  در کانون ييوز احشا يشماني و مسبب ل   ي هر دو متعلق به کمپلکس دنووان      يدنووان

 ـن هو ييتع ي برا  خاكي يها  ا شده از پشه   هاي ليشمانياي جد    انگل B (CPB)پروتئاز    انگـل در سـطح    ملکـولي ات  ي خـصوص  يت و بررس ـ  ي
  . استفاده گرديدنهيدآميک و اسيدنوکلئياس

  
 يهـا  به کمـک واکـنش   جفت باز ٧٠٢-٧٤١به طول  ليشمانيا   يها   انگل CPB از ژن    يخشب ي آزمايشگاه ن مطالعه يدر ا  : روش بررسي 

 يها ون، محليلاسيگوزيل گلي پتانسي دارايها گاهيل جاي آنها از قب ملکوليات  يسپس خصوص  . شدند يوالن ت يير و تع  يمراز تکث ي پل يا رهيزنج
 قـرار  ي مورد بررس ـيکيوانفورماتي بيافزارها  حاصله به کمک نرميها ني پروتئير جهش در ساختار سه بعد     ي و تاث  T و   B يها اتصال سلول 

  .گرفتند
  

ن ي ايها يافتهن بر اساس يهمچن.  مثبت شدندBن پروتئازيستئيس ژن PCR نمونه با واکنش     ٧ ،ه شد ي بررس ي پشه خاک  ٣٤٧٧از   :ها   يافته
 ـلي فلبتومـوس پرف ي خـاک يها  پشه توسطL.infantum و L.donovani ي يعنيهر دو عضو کمپلکس دنووان راني ا يمطالعه در شمال غرب     يوي

 يگونـه دنـووان  CPB  ژن ين به تـوال يتوزيد سيک نوکلئوتيا نشان داد که ه  انگلDNA يها ي تواليبررس. اند شدهکوس منتقل يترانسکوکاز
تـر و توقـف    نيي در هفت کدون پا (TGA)نه، ظهور يک کدون توقفيدآمير چهارچوب ترجمه به اسيين امر باعث تغياضافه شده است که ا

 ـره پپتيتر از زنج ار کوتاهي که بس شدهجاد  ينه ا  اسيدآمي ٧٦  کوتاه به طول   يلي خ يديره پپت يجه يک زنج  يدر نت . شده است ات ترجمه   يعمل  يدي
 ـي پروتئيهـا  ي تواليبررس. باشد ي کمپلکس ميا دونووانيشماني ليها نير استرينه در سا  يدآمي اس ٢٤٧-٢٣٤ به طول    يطبيع  نـشان داد کـه   ين

  .ران وجود نداردي ايا دنووانيشمانين لين کوتاه استري در پروتئT و B يها  سلوليها توپ يون و اپيلاسيگوزيگاه گليکدام از سه جا چيه
  

ن کمپلکس است که تا به حـال در  ي ايديره پپتين زنجيتر ران کوتاهي ا ي دنووان يها حاصل شده از نمونه    ينيره پروتئ يزنج : گيري نتيجه
 ـاقـل و ن  ن-ن انگليتواند در ارتباطات ب يم CPB يديره پپتي کوتاه شدن زنج   که رسد يبه نظر م  . ا گزارش شده است   يدن زبـان  ي م- ز انگـل ي
 ـزبان و نقـش کل ي ميها کنش انگل و سلول  در برهمBن پروتئاز يستئيت ژن سيبا توجه به اهم. رگذار باشد يتاث جـاد عفونـت و   ي آن در ايدي

م شـود تـا   ن کوتـاه آن انجـا   ي جدا شده و پـروتئ     يا دونوان يشمانيدر مورد انگل ل    يشتريمطالعات ب تا   کالاآزار، لازم است     يماريگسترش ب 
  . کالاآزار در ايران کامل شوديماري بي واقعيمايو س يولوژيدمياپ

  
  راني، ا زباني، کنش متقابل انگل و م Bن پروتئازيستئي، ژن س آزارلا، کا يکمپلکس دنووان : ها کليد واژه

_____________________________________________________________________  
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  مقدمه
هــا هــستند کــه توســط  اي از بیمــاري انیوزها مجموعــهلیــشم

هـاي داخـل سـلولی اجبــاري تاژکـدار متعلـق بـه جــنس        انگـل 
 گونه انگل لیشمانیاي نامگـذاري      30از  . شوند لیشمانیا ایجاد می  

 گونه آن از لحاظ پزشکی و دامپزشـکی حـائز          10 حدود   ؛شده
ها به صـورت آنـدمیک در تمـام          این بیماري ). 1(است  اهمیت  

حـضور داشـته و بـار    ) ایه و استرالیانوسیر از اقیبه غ (قاط جهان   ن
ــا  (DALYs)تحمیلــی ــاتوانی و 2357000 آنه  59000 مــورد ن

ــده اســت   ــزارش ش ــر در ســال گ ــرگ و می ــورد م ــن ). 2 (م ای
ــاري ــندرم  بیم ــه صــورت س ــا ب ــم  ه ــایی از زخ ــدي   ه ــاي جل ه
خــود بهبــود شــونده تــا علایــم احــشایی کــشنده ظــاهر  خودبــه
ــی ــوند مـ ــشا . شـ ــکال احـ ــ لییاشـ  ــیشمانیـ ــدتاً توسـ   طوز عمـ

Leishmania donovani complex  ــصوص ــه خـــ   بـــ
 L.d. donovani وL.d. infantumن دوگونه یا. شوند یجاد می ا

ــانگــل اپ ــوژيولوژیدمی ــاتولوژي، اکول ــاوتي و پ ــدی متف   . دارن
L.d. infantumیوانیــک بــا مخــزن حیــ آنتروپوزونوتی انگلــ 

 ؛ اسـت  یی و احـشا   ي جلد يها يرمایجاد ب یسانان قادر به ا    سگ
باشـد و   یک می آنتروپونوتی انگلL.d. donovaniکه  یدر حال

بـا توجـه بـه    . دی ـنما یجـاد م ـ ی را ا يمـار ی ب ییاساساً شکل احشا  
اپیدمیولوژي و اکولوژي بیماري از جمله عامل، ناقل، و مخـزن      

هاي سـنی درگیـر، بیمـاري بـه چهـار تیـپ              بیماري و نیز گروه   
). 3(د  شـو  اي، آفریقایی و آمریکایی تقسیم می      ههندي، مدیتران 

 Zoonotic Visceralلیــشمانیوز احــشایی در ایـــران از نــوع   

Leishmaniasis   اي است که در تمـام کـشور بـه       و تیپ مدیترانه
د جز سیستان و بلوچـستان بـه صـورت اسـپورادیک وجـود دار         

شهر،  مشکین(هاي اردبیل    چهار کانون عمده بیماري استان    ). 4(
قیـر، کـارزین، جهـرم، فیروزآبـاد و         (فـارس   ) رمی و اردبیـل   گ

و بوشـهر  ) اهر، کلیبـر و آذرشـهر  (آذربایجان شرقی  ) مرودشت
  ).5(د باشن می) برازجان و خورموج(

 در PCRویـژه   ه ب ـ ی ملکـول  يهـا  ر از روش  ی ـ اخ يها در سال 
ن روش  ی ـا. شـود  ی استفاده م  ین آلودگ یی تع ي برا یعیسطح وس 

تا به حال .  به روش میکروسکوپی داردحساسیت بیشتري نسبت
 18S-rRNA،(Smallهاي مختلفی از ژنوم انگل مانند  از بخش

subunit ribosomal RNA) SSUrRNA ،(Miniexon 

derived RNA) med-RNA،-tubulin gene β،GP63 gene ،

Internal transcribed spacer) ITS(نتوپلاسـت  ی و کkDNA 
  ).6-18(ت استفاده شده اس

Hide )19 (   ــر اســاس ژن ــصاصی ب ــر اخت ــا طراحــی پرایم ب
CPBsــایر  ؛ توانـــست ــپلکس دنـــووانی را از سـ  اعـــضاي کمـ

ــشمانیاها و ن ــلی ــشمانیا   ی ــووانی و لی ــشمانیا دن ــین دو انگــل لی ز ب
د بـا   ی ـ جد یروش ـ) 20 (یعـشاق  یبه تازگ . کندتمایز  ماینفانتوم  

  محدود کنندهيها میز آنزی و نی اختصاصيمرهایاستفاده از پرا
ه ک لیشمانیا دنووانی و لیشمانیا اینفانتوم ارائـه نمـود         ی تفک يبرا

  .است
 ی انگل ـيهـا  سیستئین پروتئازهـا در ایجـاد و ظهـور بیمـاري       

هـاي هـدف     نقش اساسی داشته و به عنوان ملکـول  ییپروتوزوا
تاکنون سه نوع   . اند ژنی مطرح بوده   هاي آنتی  دارویی و واکنش  

 انگـل لیـشمانیا مـشخص شـده          در (CPs)از سیستئین پروتئازها    
ــت ــوگ  CPC و CPA ،CPB. اسـ ــورد اول همولـ ــه دو مـ  کـ

Cathepsin-L و مـــــورد آخـــــر همولـــــوگ Cathepsin-B 
، آلودگی سـلول  ءسیستئین پروتئازها در بقا . باشد پستانداران می 

افـزون بـر آن   . میزبان و فرار از سیستم ایمنی میزبان نقش دارند  
ــا  ــستئین پروتئازه ــشمانیا  زاي انگــل بیمــاريعوامــل سی هــاي لی

ــی  ــسوب م ــوند مح ــردي   ن داراي ژCPC و CPA. ش ــاي منف ه
.  چندین کپـی وجـود دارد      CPBژن   يبرا در حالی که     ؛هستند

 متفـاوت   CPBهاي مختلف لیشمانیا تعداد و توالی ژن         در گونه 
 را بـه  CPsدر لیشمانیا مکزیکانـا کـه بیـشترین مطالعـات         . است

 CPB کپـی از  19لوکـوس   در یک ؛خود اختصاص داده است 
ــ  Tandem Repeatصــورت ه وجــود دارد کــه آرایــش آنهــا ب

د  اما در کمپلکس دنووانی پنج کپی از آن وجـود دار           ؛باشد می
)21.( Mundodi )22 ( مختلـف  يهـا  در سـوش L. donovani 

ــک کپــی بــه نــام     ــشاهده نمــود کــه در ســوش   CPBFی    م
L. infantum ــت ــود نداشـ ــین در .  وجـ ــايCPBهمچنـ    هـ
L. infantum   یک کپی بـه نـام CPBE    مـشاهده نمـود کـه در 

 Hide ها توسـط   این کپی. حضور نداشتL. donovaniسوش 
در تفکیک این دو عضو مهم کمپلکس دنووانی بـه کـار            ) 19(

  .گرفته شد
ل ی در تعــدCPB و CPA يهــا  حاصــل از ژنيهــا نیپــروتئ

 12 نینترلـوک ید ای مانند ممانعت از تولیمنیستم ا ی س يها تیفعال
ــا، تحل ــط ماکروفاژهـ ــتوسـ ــولیـ ــا ل ملکـ  در MHC II يهـ
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  )۳۴پي در پي  (۲شماره  / ۱۲دوره  / ۱۳۸۹تابستان  / مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي گرگان  

 د نقش دارن ـ  4نینترلوکید ا ی تول يخوار و القا    انگل يها واکوئل
)23.(  

اي پلیمـراز   هـاي زنجیـره   در این مطالعه با استفاده از واکنش   
(PCR)ــش ــاز ی بخـ ــستئین پروتئـ ــوم B (CPBs) از ژن سیـ  ژنـ
ر ی ـدبیـل تکث  ن منطقه گرمی اسـتان ار     یهاي موجود در ناقل    انگل
هـاي   و با سایر تـوالی     تعیین توالی  PCR سپس محصولات    ؛شد

 ملکــولیات ی مقایــسه و ســپس خــصوصGenbankموجــود در 
 از  AAنـه   ی آم يدهای و اس ـ  DNAک  یدنوکلئیآنها در سطح اس ـ   

زبـان  ی مي اتصال در معده ناقل و ماکروفاژهـا     يها گاهیجمله جا 
عملکرد به عنـوان     ي برا ها ین توال یل ا ین پتانس ی همچن ،دار مهره

ر جهـش در  ی و تـاث یمن ـی ايها  سلولT و B يها توپ سلول  یاپ
 يافزارهـا   حاصله با استفاده از نرم  يها نی پروتئ يبعد ساختار سه 

 . قرار گرفتیمختلف مورد بررس

  روش بررسي
در این مطالعه آزمایشگاهی بـراي تعیـین هویـت و بررسـی              

و اسیدآمینه خصوصیات ملکولی انگل در سطح اسیدنوکلئیک     
هـاي لیـشمانیاي       انگل B (CPB)بخشی از ژن سیستئین پروتئاز      

 از اسـتان اردبیـل بـه       یجدا شده از پشه خاکی شهرسـتان گرم ـ       
 تکثیـر و  1385 سـال  یپلیمراز طاي  هاي زنجیره  کمک واکنش 

  .تعیین توالی شدند
 شهرستان استان اردبیل است که   ده شهرستان گرمی یکی از   

براســاس مطالعــات . ن واقــع شــده اســتاســتا در شــمال شــرقی
  و نیز آمارهاي منتشر    )5(ه  سرواپیدمیولوژي انجام شده در منطق    

ــه  ) 24( توســط مرکــز بهداشــت گرمــی  شــده ــوده ب ــاطق آل من
ــالا ــاییآک ــعندشــد زار شناس ــشهآوري   و جم ــا پ ــاکيه ی  خ

را،  (مشکوك به آلودگی از سه ایستگاه ثابت         روستاهاي کلانس
روسـتاهاي  (و سـه ایـستگاه متغیـر       ) سـی  حمزه خانلو و شاه تپـه     

روآغاجی و قاسـم کنـدي        سی کندي، س بـر  . انجـام گردیـد   ) ح
و خـاکی     يهـا   پـشه ، پیـک فعالیـت      )25 (اساس مطالعات قبلی  

 يها  صید پشه . باشد آلودگی آنها به انگل در اواسط تابستان می       
انـسانی و  (خاکی با اسـتفاده از تلـه چـسبان در امـاکن داخلـی                

. انجـام گردیـد   ) مصنوعی و طبیعی  (و اماکن خارجی    ) حیوانی
هـا، قـسمت میـانی بـدن بـه منظـور             شوي نمونـه    و بعد از شست  

 شناسـایی   يبـرا  جدا و سر و انتهـاي بـدن نیـز            DNAاستخراج  
  .گونه پشه خاکی با استفاده از محلول پوري مونته گردید

هـاي   در داخـل تیـوب    خـاکی     يهـا   پـشه  بـدن    یانی ـبخش م 
 خرد شد و به دنبـال     اي کاملاً  هاي شیشه  ک پستل استریل به کم  
  .دانجام گردی) 18 ( به روش تعدیل یافتهDNAآن استخراج 

DNA  ــووان ــپلکس دنــ ــتاندارد کمــ ــوش اســ ــه ســ  ی ســ
L.donovani/infantum       ، L.donovani       و L.infantum  

(Hybride)   افـت و بـه عنـوان       یر فرانـسه در   یدانشگاه مونتپـول   از
 به کار گرفته PCR يها ج در واکنشیتاه نیدیکنترل مثبت و تائ

  ).کیجدول (شد 
 به منظـور    CPBs لوکوس   ی اختصاص PCRهاي   در واکنش 

 از یشناسایی مستقیم انگل لیشمانیا اینفانتوم از لیشمانیا دونـووان     
  .استفاده گردید) Hide  )19 شده توسطیپرایمرهاي معرف

  Genbankهاي مورد استفاده موجود در  هاي انگل ليشمانيا دنوواني کمپلکس حاصل از اين مطالعه و سوش مشخصات سوش : ۱جدول 
 کشور موجود جدا سازي شده شماره دسترسي  نوع ضايعه سوش CPBE/F گونه

L. d. infantum CPBE MHOM/FR/87/LEM1098 جلدي AY896776 فرانسه انسان 
L. d. infantum CPBE MHOM/MA/67/ITMAP263 احشايي AY896782 مالتا انسان 
L. d. infantum CPBE MHOM/FR/85/LEM663 احشايي AY896780 فرانسه انسان 
L. d.chagasi CPBE ***************** احشايي AF217087 کانادا انسان 

L. d. infantum CPBE IPER/IR/2007/AS327 احشايي* EU637907 ايران فلبتموس پرفيليوي 
L. d. donovani CPBF MHOM/ET/67/HU3 احشايي AY896783 اتيوپي انسان 
L. d. donovani CPBF MHOM/SD/82/GILANI پاست کالاآزار AY896784 سودان انسان 
L. d. donovani CPBF MHOM/KE/67/MRC(L)3 نامشخص AY896786 کنيا نانسا 
L. d. donovani CPBF IPER/IR/2007/HS10 احشايي* EU637913 ايران  پرفيليويفلبتوموس 
L. d. donovani CPBF IPER/IR/2007/AS110 احشايي* EU637912 ايران  پرفيليويفلبتوموس 
L. d. donovani CPBF IPER/IR/2007/HZ6 احشايي* EU637911 ايران پرفيليوي فلبتوموس 
L. d. donovani CPBF IPER/IR/2007/AS259 احشايي* EU637910 ايران پرفيليوي فلبتوموس 
L. d. donovani CPBF IPER/IR/2007/AK11 احشايي* EU637909 ايران پرفيليوي فلبتوموس 
L. d. donovani CPBF IPER/IR/2007/AC1 احشايي* EU637908 ايران پرفيليوي فلبتوموس 
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 PCRش  مثبــت شــده بــا واکــنيهــا  نمونــه PCRمحــصول
 اطمینان از   يبرا.  شدند ین توال یی تع CPBs لوکوس   یاختصاص

هـاي   ها و میزان مشابهت آنها با توالی       ن توالی نمونه  ییصحت تع 
 BLASTافـزار   ها با استفاده از نـرم  ، توالیGenbankموجود در  

(www.ncbi.nih.gov.org/blast)  با توجـه بـه مـشاهده       . بررسی شدند
 ي بـرا ؛ شـده یتـوال ن یـی  تعيهـا  ون در اکثـر نمونـه     ییک موتاس 

ک یــد اضــافه شــدن ییــون و تاین موتاســیــنــان از وجــود ایاطم
 یقـات یها بـه مرکـز تحق      نمونه DNAت فوق،   ین در موقع  یتوزیس
ر فرانـسه ارسـال شـدند و در آنجـا           یوز دانـشگاه مونتپـول    یشمانیل

-PCR-Direct می مـــستق ین تـــوال یـــیبـــه روش تع دوبـــاره 

Sequencingکـــردن  بعــد از کلــون   ین تــوال یــی  و تعPCR-

Cloning-Sequencingشدندین توالییها تع  نمونه .  
 کلـون   pGEM-T در وکتور    PCRنگ محصول   ی کلون يبرا

هـا در    نمونـه ین توالییتع. دی منتقل گرد JM109)( E.coliبه  و
 شــرکت یشگاه تخصــصی ـر و آزمایدو محـل دانــشگاه مونتپــول 

SeqLab     ان از   اطمین يدوباره برا . دی در کشور آلمان انجام گرد
هـاي   ها و میزان مشابهت آنها با توالی       ن توالی نمونه  ییصحت تع 

 BLASTافـزار   ها با استفاده از نـرم  ، توالیGenbankموجود در  
افزار   از نرم  AAنه  یدآمی به اس  DNA ترجمه   يبرا. بررسی شدند 

 transeq (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/index.html) نیآنلا
  .داستفاده ش

 يهـا  گاهیجا(ون  یلاسیگوزی گل N مختلف   يها تیوجود سا 
 NetGlyc1.0افـزار   ز با اسـتفاده از نـرم  ین) ل اتصالی پتانس يدارا

(www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc)شدندی بررس .  
ــواح ــصالین  يهــا تــوپ یاپــ ( MHC class I, II ات
ــرم) Tيهــا ســلول ــا اســتفاده از ن ــ آنلايافزارهــا ب   MAPPPن ی

(www.mpiib.mpg.de/MAPPP)،SYFPEITHI (www.syfpeithi.de)  
   RANKPEP )http://mif.dfci.harvard.edu/Tools/rankpep.html(،  

ProPred (www.imtech.res.in/raghava/propred) در مـــــــــــورد  و
ک بـا   ی ـژن ی آنت ـ يدهای ـ پپت ینیب شی پ B يها  سلول يها توپ یاپ

   Prediction Antigenic Peptides يافزارهــا اســتفاده از نــرم
  )bio.dfci.harvard.edu/Tools/immunology.htmlimmunax.dfci.harvard.edu/Tools(   

 ABCpred (www.imtech.res.in/raghava/abcpred/index.html)و      
ز بـا  ی ـن نی پـروتئ يبعـد  ر جهش در ساختار سه یتاث .دیانجام گرد 
ــتفاده از ــرم اس ــا ن  2   Predictive Protein(PS)يافزاره

Structure Server و Swiss-PdbViewerــ ــرد گی بررسـ  دیـ
(http://ps2.life.nctu.edu.tw/). 

  ها يافته
ند  پشه خـاکی بررسـی شـد       3447ن مطالعه در مجموع     یدر ا 

مــــاده  1569و ) درصــــد48/54(نــــر  1878کــــه شــــامل  
)  درصـد 61(زده گونـه  ین از س ـی همچن ـ.بودنـد ) درصـد 52/45(

   Phlebtomus perfiliewi transcaucasicus صــید شـــده، 

  ين اضافيتوزيد سيمحل نوکلئوت  که در آنGenbank موجود در يها يتوال هاي ايران و  نمونه CPB هاي ژن  از مقايسه توالييبخش:  ۱شکل 
 .ران با حلقه مشخص شده استي ايها ر نمونهد
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  له شدنيگوزي گليل براي پتانسي دارايها گاهيجا ، لينقاط مشخص شده با مستط
 B-Cells  اتصاليها گاهي جا ،يضينقاط مشخص شده با ب

  T-Cells  اتصاليها گاهيجادار ،  به صورت زيرخطنقاط مشخص شده 

  (EU637908-13: L.donovani)ن هاي ايرا  نمونهCPBهاي اسيدآمينه ژن   توالي (Alignment)مقايسه : ۲شکل 
 L.infantum (AY896776,80,82,87,07) و L.donovani (AY896783,84,86)هاي   و بعضي از نمونه(EU637907: L.infantum)و 

      Genbankموجود در 
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با استفاده از واکنش  .داده بودها را تشکیل   تمام نمونه  درصد61
PCR   ژن سیستئین پروتئاز B    هـا در ایـن      عـدد از نمونـه     7 تعداد

ــت شــدند   ــنش مثب ــی . واک ــن ژن داراي دو کپ ــادل Eای    مع
L. d. infantum و F معادل L. d. donovaniو این دو باشد ی م 

ن ژن از همدیگر و از   ی اختلاف در طول ا    bp 39گونه بر مبناي    
 ایـن   PCRنتـایج   . هاي لیشمانیا قابل تفکیک هـستند      سایر انگل 

ــه یـــک مـــورد از   ــه 7ژن نـــشان داد کـ ــت، گونـ ــورد مثبـ    مـ
L.d.infantum )  کپیE ( مورد بقیه گونـه 6و  L.d.donovani 

ک لیـشمانیوز  ی آنـدم ترتیب در کـانون    بدین. باشند می) Fکپی  (
 یاحشایی شمال غرب کشور هر دو عـضو کمـپلکس دونـووان            

هـاي   هـا بـا شـماره      یلن تـوا  ی ـا. زمان وجود دارند   به صورت هم  
ــدند  در بانــکEU637908-13دسترســی  ــانی ژن ثبــت ش   جه

)20(. 

هاي مربوط به ژن سیستئین پروتئاز اعضاي    توالیدر مجموع   
. ل بررسـی هـستند  کمپلکس دنـووانی در سـه بخـش مجـزا قاب ـ     

 میـانی  bp39  ابتداي ژن، بخـش دوم  bp400  بخش اول حدود

 انتهـایی را  bp 700 تـا  bp440و بخش سوم از موقعیـت حـدود       
 مختلف، يها ین اختلاف توال یدر این ژن بیشتر   . شود شامل می 
ــورد 14در بخــش اول از . باشــد  مــیSubstitutionناشــی از   م
 Insertionنهـا یـک مـورد     و تSubstitution مورد  13اختلاف  

باشـد کـه در    بخـش میـانی کـاملاً حفاظـت شـده مـی          . باشد می
هـا   و در دنـووانی   ) Deletion(هاي اینفانتوم حـذف شـده        انگل

ــن ژن از . باشــد مــی) Insertion(موجــود  در بخــش انتهــایی ای
تنها یک مـورد    وSubstitution مورد 25 اختلاف،   26مجموع  

Deletionباشد  می.  
ــوالbp216 عیــت در موق ــا ی ت ــ6 يه  L.d.donovaniه  نمون

 وجـود دارد کـه   C از نـوع نوکلوتیـد     Insertionک  ی) Fکپی  (
تر  نیی پاین را کم یفرآیند ترجمه اسیدهاي نوکلوئیک به پروتئ     

د ی ـ نوکلوت Insertion بـه علـت      ).شـکل یـک   ( نمایـد  مختل می 
ن یت، چهارچوب ترجمـه ژن بـه پـروتئ     ین موقع ین، در ا  یتوزیس

گـاه جهـش، کـدون      ینه بعـد از جا    یدآمی شده و هفت اس    عوض
ــپا ــهیانی ــ TGA ترجم ــاهر م ــردد ی ظ ــطــول ا. گ ــن زنجی ره ی

   2(PS)ر افزا  توسط نرم B ن پروتئازيستئي ژن سيني پروتئيبعد ر سهساختا : ۳شکل 
A : م شده براساس يران ترسينفانتوم ايا ايشمانيلaa ۲۳۴  
B : م شده براساس ي نرمال ترسيا دنووانيشمانيلaa ۲۴۷ 

C : م شده براساس يران ترسيافته اي  جهشيا دنووانيشمانيلaa ۷۶ 
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ا یشمانی ـ ل يهـا   انگـل  يدی ـپپت ی پل يها رهیر زنج ی با سا  يدیپپت یپل
ره ی ـن زنجیتـر  ره کوتـاه ی ـن زنجی ـسه و مـشخص شـد کـه ا        یمقا

ن ی ـ اين تمـام اعـضا  ی در ب ـBن پروتئـاز  یستئی از ژن س ینیپروتئ
  ).2  شکل(است ا یحال در دن هپلکس گزارش شده تا بکم

ل اتصال چه در معـده ناقـل و چـه           ی پتانس ي دارا يها گاهیجا
 NetGlyc1.0افـزار   ز بـا اسـتفاده از نـرم   ی ـزبان نی م يماکروفاژها

 وجـود دارد کـه   یگاه در کمپلکس دنووان ینشان داد که سه جا    
ودهنگـام  ران و خـتم ز   ی ـ ا ی دنـووان  يها با توجه به جهش نمونه    

شود  یگاه شامل آنها نم   ین سه جا  یک از ا  ی چین ه یترجمه پروتئ 
، 103 يها تیگاه در موقعین سه جای اينفانتوم دارای نمونه ا  یول

  ).2 شکل(باشد  ی م171 و 122
ران ی ـنفـانتوم ا  یا ا یشمانی از جمله ل   ی کمپلکس دنووان  ياعضا

 گـاه اتـصال در  ی سـه جا  يدارا T يهـا   سـلول  يها ژن ی آنت يبرا
 ي و بــــرا234-242 و 236-246 ، 119-128 يهــــا تیــــموقع

ــا ســلول ــصال در موقعی دو جاي داراB  يه ــاه ات ــگ ــای   يت ه
ران بـا  ی ایا دنووانیشمانی در ل  ی ول ؛هستند153-169 و   193-178

ران و خـتم زودهنگـام   ی ـ ای دنـووان يهـا  توجه به جهـش نمونـه   
 شـود  یجـاد نم ـ یگـاه ا ین سـه جا ی ـک از ا ی چین ه یترجمه پروتئ 

 يهـا   داده در نمونـه يکـه جهـش رو    نیبا توجه به ا    ).2شکل  (
 Nonsense Point Mutation يران از نـوع سـاختار  ی ایدنووان

ن منظـور   ی ـ ا يبرا. د خواهد بود  ی آن شد  یپیر فنوت ی تاث ؛باشد یم
 يافزارهـا  ن حاصـله بـا اسـتفاده از نـرم        ی پـروتئ  يبعد ساختار سه 

نـشان   3شـکل  ر کـه   طو همان. دی گرد ینیب شی پ یکیوانفورماتیب
ون، یران بــه علـت موتاس ــی ـ ای دنــووانيهـا   در نمونــه؛دهـد  یم ـ

سـاختار  (نـال  ی ترم Cو) یسـاختار راس ـ  (یانی ـسـاختار بخـش م  
نفـانتوم  ی ا يهـا   نمونـه  ینی ساختار پروتئ  یول؛  حذف شده ) دنباله

ــه ــد نمون ــا همانن  ســاختار کامــل ير نقــاط جهــان دارای ســايه
  .باشد یم

  بحث
انیوز در مناطق آندمیک، نیازمند آگاهی کنترل بیماري لیشم  

از اکولوژي و اپیـدمیولوژي انگـل، میزبـان مخـزن و نیـز ناقـل               
 در ایـن راسـتا شناسـایی انگـل و جـستجوي         .باشـد   یم ـبیماري  

ناقلان آلوده یکی از مشکلات اساسی کنترل بیماري محـسوب      
هـدف اولیـه ایـن مطالعـه براسـاس اطلاعـات قبلـی،        . شـود  مـی 

ن بـود کـه نـه تنهـا         یلیـشمانیا اینفـانتوم در نـاقل      جستجوي انگل   

 و مـشخص   نیز یافت شدیلیشمانیا اینفانتوم بلکه لیشمانیا دنووان    
 بـه  L. d. donovani و L. d. infantum  دو انگـل گردید کـه  

 يمـار یب صورت توام، در منطقه گرمی استان اردبیل در سـیکل     
 توام دو  وجود. ن ناقل، مخزن و انسان در حال گردش هستند        یب

ه ی همساي در کشورها یانگل لیشمانیا اینفانتوم و لیشمانیا دنووان     
ــترک ــده اسـ ـ  ،هی ــشاهده ش ــین م ــستان و چ ــس). 3(ت  عرب له أم

 مختلـف  يهـا  جـاد شـده توسـط گونـه      ی مخلـوط ا   يهـا  عفونت
). 26( اســت  گــزارش شــدهيا تنهــا در مــوارد محـدود یشمانی ـل

 يهـا   کانون  از ياری بس ملکولیک  یولوژیدمیاگرچه مطالعات اپ  
زمـان در حـال گـردش هـستند را      ن گونه به طـور هـم  یکه چند 

ص ی مخلوط در تشخ   يها له عفونت أمس ؛)27 (ثابت نموده است  
ــل ــیشمانیـ ــاه شیا، پـ ــیآگـ ــل در ی و درك نقـــش واقعـ  انگـ
 .دینما یتر م دهیچی انسان را پییزا يماریب

سـانان بـه عنـوان مخـزن لیـشمانیوز احـشایی             در ایران سگ  
ــی  ــرح م ــه روي    ب مط ــرولوژیکی ک ــات س ــی مطالع ــند و ط اش

ــشکین ســگ ــه )5 (شــهر هــاي م حــدود اســت؛  صــورت گرفت
هاي مورد بررسی، از نظر سرولوژیکی مثبـت     سگ  از درصد15

ن توانستند انگـل لیـشمانیا دنـووانی زایمـودم          ی این محقق  .شدند
Lon-50 ــده ــدا Meriones persicus را از دو راس جونـ  جـ

 از جوندگان شرق ترکیه و فرم انـسانی         قبلاً این استرین  . دننمای
 اسـاس ممکـن   بـراین ). 28(د  بـو آن از اتیوپی و کنیا جدا شده        

هایی کـه در مجـاورت امـاکن         جوندگان و به ویژه گونه     ؛است
ن نـوع انگـل نقـش    ی ـعنوان مخزن اه   ب ؛کنند انسانی زندگی می  

 در خصوص يتر قی مطالعات دقیستین حال بایبا ا. داشته باشند 
 يمـار یک ب یسانان در مناطق انـدم      از جمله سگ   يماریبمخازن  

از آنجا که ضـایعات جلـدي پـس از کـالاآزار           . ردیصورت پذ 
(PKDL)       یو از طرف ـ  اختصاص به انگل لیشمانیا دنـووانی دارد 

هـاي شـمال غـرب     حـال از کـانون     ه تـا ب ـ   يمـار ی از ب   شـکل  این
 يهـا  افتـه ی ؛)29(ت گزارش شده اس  ) شیراز(و جنوب   ) گرمی(
ت ی ـ بر وجود لیشمانیا دنووانی در ایـران تقو  یق را مبن  ی تحق نیا
 در يتــر قیــمطالعــات دقتــا شــود  یشنهاد مــیــلــذا پ. دیــنما یمــ

ــخــصوص هو ــاری انگــل بملکــولیات یت و خــصوصی  در يم
 گزارش (PKDL) که ضایعات جلدي پس از کالاآزار      یمناطق
  .ردیصورت پذ ؛شده

هـا   زوماتیـده  در تمـامی تریپانو F و Eدو کپی  CPB مقایسه
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د  هستن یها اختصاصی کمپلکس دونووان    نشان داد که این کپی    
ــی   و ) 37( ــیدآمینه کپ ــره اس ــووان (Fزنجی ــالیدن   يدارا)  نرم

ــی  247 ــیدآمینه و کپ ــانتوم (E اس ــیدآمینه 234داراي ) اینف  اس
هاي ایران با توجه به   ها در نمونه   حضور این کپی  ). 19(د  باش می
نیـز مـورد     ر فرانـسه  ی شده در مونتپول    انجام یلیج مطالعه تکم  ینتا

  نیتوزی س ـ 4 يجـا ه  ران ب ـ ی ـ ا F یکن کپ ـ یل ـ. تایید قرار گرفـت   
 داده از نـــوع يرو) Insertion(جهـــش . ن داشـــتندیتوزیســـ 5

Nonsense Point Mutationن یتوزین سی بود و با اضافه شدن ا
 و با ظهور کـدون  هر کردیین تغ یچهارچوب ترجمه ژن به پروتئ    

TGA) ترجمـه رشـته   )  ترجمـه  یانیسه کدون پا   از   یکیDNA 
زنجیـره اسـیدآمینه    بی ـن ترت یبـد . ردیپـذ  یان م ـ ی ـ زود پا  یلیخ

تـرین زنجیـره گـزارش      اسـیدآمینه کوتـاه  76 ایران با    یدونووان
ون باعـث خواهـد شـد کـه         ین موتاس ـ ی ـوجـود ا  . باشـد  شده می 

کـه در  (ن ژن  ی ـ ا (GVLTSCAGDALNH) يت کاتـالاز  یفعال
مختـل  )  قرار داردینفانتوم و دنووان ین ا یف ب  اختلا bp 39ه  یناح
ون پروتئن کوتـاه شـده از      یلاسیگوزی گل يها فقدان بخش . شود

 بـا  يوی ـلیفلبتومـوس پرف  خاکی    يها  پشه یک طرف و آلودگ   ی
 از رشـد و تکامـل انگـل در    ی کـه حـاک   ی خال یت شکم یوضع

ن مطلـب اسـت کـه انگـل از          ی ـان کننده ا  ی ب ؛باشد یمعده پشه م  
 ي بـرا  CPB يدهای ـجز پپت  ه ب يگری د ي و سازوکارها  ها زمیمکان

 يکنـد کـه بـرا      یاسـتفاده م ـ  خـاکی     يهـا   پـشه اتصال به معـده     

  .ردی صورت پذیلیمطالعات تکم یبایستشدن مطلب  روشن
  گيري نتيجه
زمــان هـر دو عــضو کمــپلکس   ن مطالعــه حـضور هــم ی ـدر ا
ــووان ــییدن ــانون L. infantum و  L. donovani  یعن  در ک

د یــک نوکلئوتیــال غــرب ایــران و اضـافه شــدن  ک شــمیانـدم 
با توجه  .دید گردیی تایگونه دنووانCPB  ژن ین به توالیتوزیس

ــه اهم ــب ــت ژن سی ــاز یستئی ــرهمBن پروتئ کــنش انگــل و   در ب
جــاد ی آن در ايدیــز نقــش کلیــزبــان و ناقــل و نی ميهــا ســلول

ن ی کــالاآزار و بــا توجـه بــه اســتر يمـار یعفونـت و گــسترش ب 
 يماری تابلو ب کهرود ین کوتاه شده انتظار میبا پروتئافته ی جهش

لـذا لازم  . ها متفـاوت باشـد   نیر استرین از ساین استر ی از ا  یناش
ن ی ـا یبـالین  در خـصوص علائـم       يتـر  قی ـمطالعـات دق  تا  است  
.  انجـام گـردد   یشگاهی ـوانات حـساس آزما   ی ح ين بر رو  یاستر
 علائم و ،ی بالینيها ن در صورت مشاهده انگل در نمونه   یهمچن

 یمـاران ناش ـ ی بینیمار با علائم و تظاهرات بالی ب ینیتظاهرات بال 
  .سه و مطالعه شودیمقا یطبیع يها نیاز استر

  قدرداني تشكر و
 منطقــه یجهــان  بهداشــت  ســازمان  یپــشتیبان بــا  مطالعــه  نیــا

) TDR6/36,T5/72/6,SGS06/77 شماره طرح (یمدیترانه شرف 
ت مـدرس  ی ـ تهـران و ترب یپزشـک  علوم  يها دانشگاه  تیو حما 

  .انجام شد
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