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  21/3/89: پذیرش مقاله،     25/1/89 : دریافت مقاله
یس در انسان و حیوانات باشد که باعث بیماري توکسو پلاسموز توکسو پلاسما گوندي یک تک یاخته داخل سلولی می:  مقدمه
تواند دوباره فعال شده و باعث آنسفالیت شـود کـه           یماري می  بیمارانی که نقص سیستم ایمنی دارند، عفونت مزمن این ب          . شود  می

- مـی PVM-هاي مهم در آمیزش ارگانل یکی از میانجی)ROP2( توکسو پلاسما گوندي 2 وتئین راپتري پر. باشد  اغلب کشنده می  
پـی تـوپ    داراي ا  Bcell بـراي    ROP2 همچنـین    .شـود      شناسایی می  Tcell در بدن انسان توسط کلون       ROP2پروتئین  . باشد

 باعث شده که از این پروتئین به عنوان کاندید براي تهیه واکسن هاي نوترکیبی و کـوکتلی           ROP2همه این ویژگی هاي     . باشد  می
  .علیه توکسوپلاسموزیس استفاده شود

 در این مقاله کلونینگ و توالی یابی ژن کد کننده پروتئین کامل  :مواد و روش هاROP2توصیف خواهد گوندي   از توکسوپلاسما
 بـا اسـتفاده از   ROP2 ژنومی توکسوپلاسما گوندي استخراج شده و از آن براي تکثیر ژن کامـل  DNAدر این تحقیق ، ابتدا   . شد

 کلون شده و متعاقبا پلاسمید pTZ57R/T در داخل وکتور PCRسپس محصول .شده استفاده گردیدپرایمرهاي اختصاصی طراحی
که توسط هضم آنزیمی و )ROP2)pT-ROP2  و به دنبال آن پلاسمید حاوي ژن کامل هفورم شدرانس تE.Coliکلون شده در باکتري 

PCRیابی ژن کامل فورم شده، استخراج گردید و از آن براي توالی تایید شده بود، از باکتریهاي ترانسROP2استفاده گردید .  
  نشان داد که ژن کامل این پژوهش :  یافته ها ROP2سمید  در داخل پلاpTZ57R/T  کلون شده و پلاسمید نوترکیـب )pT-

ROP2(  یابی ژن کامل   توالی. دهدرا تشکیل میROP2 که در داخل وکتور pTZ57R/T  کلون شده است، نشان دادکه تـوالی ژن 
 موجود RH سوش درصدي با 98شباهت زیاد )RH سوشمعروف به ( بسیار بیماریزاي توکسوپلاسما گوندي سوش از ROP2کامل 

  .)Gen bank Accession No.Z36906.1. (در بانک ژنی دارد
    نتایج این تحقیق نشان داد  که با موفقیت ژن کامل          : نتیجه گیري بحث وROP2 در داخل پلاسمید  pTZ57R/T   کلـون شـده 

    .اده کرد واکسن بر علیه توکسوپلاسموزیس استفDNA می توان براي ساختن  (pT-ROP2)از این پلاسمید نوترکیب  است و
 یابی، توکسوپلاسما گوندي، ژن کامل کلونینگ، توالی: واژه هاي کلیديROP2  
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  مقدمه
  اي داخل سـلولی اسـت  توکسو پلاسما گوندي تک یاخته  

در . گـردد که باعث توکسوپلاسموزیس در انسان و حیوانات می       
 افراد سالم و داراي سیستم ایمنی نرمال، عفونـت بـا ایـن تـک              

باشد، اما در افرادي کـه      ، معمولا فاقد علایم کلینیکی می     یاخته
نقـص سیـستم ایمنــی دارنـد و همچنـین زنــان حاملـه باعــث      

در افـراد دچـار ضـعف سیـستم         ).1. (شودبیماریهاي شدید می  
توانـد مجـددا   ایمنی، عفونت مزمن با توکسو پلاسما گوندي می 

  ). 2. (فعال شده و باعث آنسفالیت و یا مرگ شود
قیقت، توکسوپلاسما گوندي یکـی از فرصـت طلـب          در ح 

ــاتوژن ــرین پ ــی  ت ــدز م ــه ای ــتلا ب ــراد مب ــا در اف ــده ). 2. (باش
توکسوپلاسموزیس مادرزادي که حاصل عبور انگل از جفت در          

تواند باعث سـقط جنـین      هنگام آلودگی اولیه مادري است، می     
هاي شدید مادرزادي   خودبخودي، مرگ جنین در رحم یا نقص      

وسفالی، عقب ماندگی ذهنی یاکوریورتینیـت گـردد        مثل هیدر 
طـور کلـی    ه  آلودگی طبیعی با توکسو پلاسما گوندي ب      ). 3و4(

-منجر به یک پاسخ ایمنی طولانی و غیرمحافظت کننـده مـی           

 Tاین پاسخ ایمنـی توسـط سـلولهاي لنفوسـیت           ). 5و  6(شود  
 +CD8 و CD4+, Tهـاي  شـود و شـامل لنفوسـیت   ایجاد می

بنــابراین واکــسن هــایی کــه برعلیــه     ). 5و 6. (باشــدمــی
شود باید بر اساس آنتی ژن هـایی    توکسوپلاسموزیس تولید می  

از این تک یاخته باشد کـه باعـث تحریـک تولیـد پاسـخ هـاي        
  . گردندTایمنی توسط لنفوسیت هاي 
 ماننـد بقیـه ارگانیـسم هـاي تـک        توکسو پلاسـماگوندي  

ــف و اجــزاي ســاختا ســلولی ــی ژنهــاي مختل ري و  حــاوي آنت
  .باشد که خاصیت ایمونولوژنیک دارند محصولات متابولیکی می

-ژنهاي توکسو پلاسما گوندي، آنتی    ژناز مهمترین آنتی  

     هــاي دفعــی ترشــحی ژنزوئیــت و آنتــیهــاي ســطحی تــاکی
هاي سـوماتیک کـاهش     ژنامروزه توجه به آنتی   ). 1. (باشندمی

هـاي دفعـی    ژنیپیداکرده و بیشتر تمرکز محققین بر روي آنت       
هـا در   ژنباشد، به دلیل این که ایـن آنتـی        ترشحی معطوف می  

ژن توتال توکسوپلاسما سبب تحریـک و تکثیـر         مقایسه با آنتی  
شـوند و در پـاتوژنز و فـرار انگـل از      میTهاي    بیشتر لنفوسیت 

هـاي دفعـی    ژنهمین دلیل آنتـی   به. سیستم ایمنی نقش دارند   
هاي ایمونیزاسیون سب براي بررسی  عنوان کاندید منا  ترشحی به 

هـاي مختلفـی دارنـد،      ها بخش ژناین آنتی . گردند می پیشنهاد
هـاي  ژنیکی از انواع مهم آنتـی  . اندبرخی از آنها نامگذاري شده    

 راپتـري   باشد که از ارگانل    می ROP2ژن  دفعی ترشحی، آنتی  
. است پروتئین راپتري شناسایی شده    9تاکنون  . گرددترشح می 

مان آزاد شدن این مولکولها و جایگیري آنها در سـطح سـلول            ز
میزبان یا واکوئل پارازیتوفورس مبـین نقـش ایـن مولکولهـا در       

  ).7و8. (باشدهنگام حمله انگل به میزبان می
هـاي مهـم در آمیـزش       یکـی از میـانجی    ROP2 ژنآنتی

باشد و باعث انتقال لیپیدها از جایگاه غـشائی   می PVMارگانل
سـلول میزبـان بـه      ) ER(  شبکه آندوپلاسـمیک   ري و میتوکند
PVMــی ــود م ــین ). 7و8. (ش ــال -Nدام ــه ROP2ترمین  ب

شــود کــه  و باعــث مــی شــدهســیتوزول ســلول میزبــان ارائــه
 انگـل بـه کـار       PVM میزبـان در خـدمت       ERمیتوکندري و   

  ). 7 و8(گرفته شوند 
 Tcell در بــدن انــسان توســط کلــون ROP2پــروتئین 

)Tcc32 (  شودمیشناسائی .ROP2      همچنـین بـراي Bcell 
 IgA و   IgM و   IgGباشـد و باعـث تولیـد        توپ می داراي اپی 

 باعث شده کـه     ROP2هاي  همه این ویژگی  ). 9و10(شود  می
هـاي  از این پروتئین به عنوان یک کاندید بـراي تهیـه واکـسن            

نوترکیبی و کوکتلی علیـه توکـسوپلاسموزیس اسـتفاده شـود           
  کـه  باشـد  کیلودالتونی مـی   64ئین   یک پروت  ROP2). 9و11(

ــل  ــد مــیROP2توســط ژن کام ــود ک     در مراحــل  ژن آن ش
تاکی زوئیت و برادي زوئیت و اسپروزوئیت انگل توکـسوپلاسما          
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 در پـروتئین    Cleavage تهیـه ).12و13(شود  گوندي بیان می  
، تنوع زیادي در وزن PVMدر داخل ROP2  کیلودالتونی64

 ROP2ژن کامـل   ).12و14(نـد  ک  ایجاد میROP2مولکولی 
ژن کامـل   . کنـد کـد مـی   را   آمینواسـیدي    561پپتیـد   یک پلی 
ROP2   حدود bp2235 قسمت کدکننده آن در     لیباشد و  می 

 از کـل  2125 تا  440باشد که در محدوده      می bp1686حدود  
ــرار دارد  ــن ). 13(ژن ق ــژوهشدر ای ــل  پ ــگ ژن کام  کلونین

ROP2 پلاســمید  بــه داخــل وکتــور مناســب جهــت ســاخت
-pT(از ایـن پلاسـمید نوترکیـب      . نوترکیب توصیف شده است   

ROP2 (  ــسن ــاخت واکـــ ــراي ســـ ــه DNAبـــ  برعلیـــ
 .توکسوپلاسموزیس استفاده خواهد شد

  مواد و روش ها
در این تحقیـق از تـاکی زوئیتهـاي انگـل توکـسوپلاسما             

 و جداســازي ژن DNA جهــت تخلــیص RHگونــدي ســویه 
ROP2   یت با پاساژ متوالی انگل به      زوئ  تهیه تاکی . دش استفاده

. دش ـ انجـام  BALB/Cصورت تزریق داخل صفاقی به مـوش        
 5 الـی    4براي این موشها حدت بالایی دارد و طـی           RHسویه  

  .کشد روز موش را می
 تـــــاکی زوئیـــــت توکـــــسوپلاسما 5×107حـــــدود 

به وسیله سانتریفیوژ کردن تغلیظ شده و بـا       ) 100µL(گوندي
ــسفات   ــالین بافرف ــشو شس) PBS(س ــت ــپس در ش  900د، س

 0/1M Tris-HCL pH 8Containg(میکرولیتر بافرلایزیز

1% SDS, 0/1M NaCl and 10mM EDTA (د لیز ش
 اضافه  K(g/mL?100) میکرولیتر پروتئاز    10و سپس به آن     

سـپس  ). 15(شـد    درجه براي دو سـاعت انکوبـه   55ر شده و د 
م رروف ـمحصول حاصـل از لیـز بـا حجـم مـساوي از فنـل و کل               

ایـن مخلـوط در دور      . مخلوط شده تـا پروتئینهـا حـذف شـود         
rpm13000   ایع رویـی بـا    دقیقه سانتریفیوژ شده و م  15 براي

رم مخلـوط شـده و مجـددا سـانتریفیوژ      حجم  مساوي با کلروف    
 مـولار و    3سپس مایع رویی با استفاده از  اسـتات سـدیم            . شد

بـه   rpm13000 ر درصـد مخلـوط شـده و در دو   100اتـانول  
رسـوب  .  رسوب کند  DNAد تا   ش   دقیقه سانتریفیوژ    10مدت  

DNA    درصد شستشو داده شـده و در آب مقطـر      70 با اتانول 
 درجـه   -20استریل حل شـده و تـا زمـان اسـتفاده در فریـزر               

  ).16(نگهداري شد 
 به وسـیله الکتروفـورز بـر روي         DNAمحصول استخراج   

  . تایید شد%8/0ژل آگاروز 
DNA     هـا بـه عنـوان        از تاکی زوئیت   ژنومی حاصل شده

.  اسـتفاده شـد  PCR به وسیله ROP2 نمونه براي تکثیر ژن 
PCRشود  ژن مورد نظر به شرح زیر انجام می:  
  DNA          L?3نمونهء

dNTP             ?L5/0  
Taq DNA polymerase      ?L5/0  

10X PCR Buffer         ?L5/2   
  MgCL2(        ?L75/0(کلرید منیزیم

             ?L75/15      آب مقطر 
  Forward           ?L1پرایمر 
    Reverse            ?L1پرایمر 

موسایکلر به شرح ذیـل صـورت    در داخل تر PCR فرایند
  :گرفت

 دقیقـه در  5 اولیه به مدت  Denaturationبعد از انجام    
 C?94 ثانیـه در  60  درجه ، سیکل دمائی شـامل  C?94دماي  

ــه  ــه در  30، (Denaturation)درجـــ ــه 62ثانیـــ  درجـــ
(Annelling) ،60 درجــه 72? ثانیــه در (extention) 32 

 C?72 نهـایی در  extentionد و درنهایـت یـک   ش ـبار تکـرار    
  .پذیرفت  خاتمه  PCR دقیقه صورت گرفته و10درجه براي 

  :  از جفت پرایمر زیر استفاده شدROP2براي ژن 
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 ATG AAG CTTATT ' 5nt 32, Forward primer[ 
Hind III             

GAA AAC TGT GCG TCG GTC AG 3' 
 TCAGAA TTCATT ' 5;  nt29Reverse primer  

  EcoR I            
 TGC CGG TTG TCC ATC AG 3'] 

       
ــراي ژن Up streamپرایمــر  ــاه ROP2 ب ــک جایگ  داراي ی

 Down پرایمـر  . اسـت  ATG و کـدون شـروع   HindШآنزیمـی  

streamه آنزیمی  یک جایگا نیزEcoRIو کدون توقف  TGAدارد .  
 بــه وســیله . باشــد bp1700 بایــد حــدود PCRمحــصول 

انـدازه  . شناسایی و تایید شـود    % 1الکتروفوریس بر روي ژل آگاروز      
 PCR 1kbpمارکر استفاده شده براي تخمـین انـدازه محـصول    

Ladder باشد   می )Fermentas .(  توالیDNA      ژن کـد کننـده 
ROP2ا گوندي از اطلاعات  توکسوپلاسمGen bank  با شـماره 

NO:Z36906 accession ــد ــت آمـ ــه دسـ ــاي .  بـ پرایمرهـ
Forward و Reverse ــوالی نوکلئوتیــدي در  Gen برطبــق ت

Bank data baseو Gen Runer softwareطراحی شد .  
ــتفاده از PCR محــصول ــا اس ــتخراج ب ــت اس  DNAکی

)Fermentas (    از ژل آگـاروز طبـق پروتکـل موجــود درKit ،
  .استخراج و خالص سازي شد

   استخراج و خالص سازي شده توسطPCR محصول
InsT/Aclone PCR product Cloning Kit, 

(Fermentas)    ــور ــه درون وکت ــود در آن ب ــل موج ــق پروتک  و طب
pTZ57R/Tیدد کلون گر.  

Iigation Reaetion دش  به شرح زیر تهیه:  
pTZ57 R/T Plasmid      ?L5  

Purified/PCR product      ?L15  
T4 DNA Iigase        ?L1  

10X Buffer        ?L3  

PEG          ?L3  
Nuclease free D.W.      ?L3    

 ـ(Ligation reaction)بعد از تهیه  ه مخلوط واکنش، ب
 درجـه قـرار داده شـد  سـپس در            22طور شبانه در انکوبـاتور      

  .ري شد درجه تا مرحله استفاده نگهداC ?20فریزر 
 TG1(لهاي مـستعد از بـاکتري اشرشـیاکلی    تهیه سـلو 

Strain ( به وسیله روش کلریدکلسیم صورت  پذیرفت)16.(  
 از مخلـوط واکـنش   L?10بـراي انجـام ترانـسفرماسیون    

)Ligation ( باL?150 سلولهاي مستعد مخلوط شده و سپس 
 ثانیه انکوبه شده 90 درجه سانتی گراد براي 42این مخلوط در 

  . دقیقه قرار داده شد3 الی 2به مدت و فورا بر روي یخ 
 مـایع   LB محـیط    L?300سلولهاي ترانسفورم شده در     

 درجـه   37فاقد آنتی بیوتیک کـشت داده شـده ودر انکوبـاتور            
  . ساعت قرار داده شد 2 الی 1شیکردار براي 

 LBبراي جداسازي کلونی هاي آبـی و سـفید، از پلیـت              
ــار حـــاوي آمپـــی ســـیلین،      و Fermentas( IPTG(آگـ

)Fermentas( X-Gal  از سـلولهاي مـستعد     .  استفاده گردید
 37?تقویت شده بر روي محیط فـوق کـشت داده و در دمـاي               

  . ساعت انکوبه شد18درجه به مدت 
در نهایت چنـدین کلـونی سـفید و آبـی کـه بـه صـورت           

 مـایع   LBتصادفی از هر پلیت آگار انتخـاب شـده در محـیط             
 18 بـه مـدت    37?دمـاي   حاوي آمپی سیلین کشت داده و در        

  .ساعت انکوبه شد
عمل استخراج پلاسمید از کلونی هاي باکتریایی سـفید و      

 Accuprep plasmid (Bio NEER)  آبی به وسیله کیت

  .گرفت  پروتکل موجود در آن صورتو طبقکیت استخراج 
بعد از استخراج پلاسمید آزمایش هـاي زیـر بـراي تاییـد        

 انجـام  pTZ57R/Tور  به داخل وکت  ROP2صحت کلونینگ   
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مقایسه پلاسمید هاي استخراج شده بر روي ژل        براي   .پذیرفت
  : درصد8/0آگاروز 
L?3   ــدام از ــر ک ــده از ه ــتخراج ش ــمیدهاي اس  از پلاس

ــفید    ــایی ســ ــاي باکتریــ ــی ) pT-ROP2(کلونیهــ و آبــ
)pTZ57R/T ( ــاروز ــر روي ژل آگ ــارگزاري شــده و  0/%8ب ب

اندهاي پلاسمیدي ظاهر در نهایت ب  . پذیرفت  الکتروفورز صورت   
 .شده بر روي ژل آگاروز با هم مقایسه شد

DNA     هاي سفید  پلاسمید استخراج شده از کلونی)pT-

ROP2 (عنوان نمونـه جهـت انجـام تکثیـر ژن      بهROP2  بـه 
  PCRسپس محـصول .  مورد استفاده قرار گرفتPCRوسیله 

. دش ـوي ژل آگاروز یک درصد بررسی   به وسیله الکتروفورز بر ر    
 PCRانــدازه مــارکر اســتفاده شــده بــراي تخمــین محــصول  

)Fermentas (1kbp ladderد بو.  
هـاي آنزیمـی محـدود کننـده     با توجه به طراحی جایگـاه   

EcoR1 و HindШ  بــــر روي پرایمرهــــاي Forward و 
Reverse          و حضور آنها در پلاسـمیدهاي نوترکیـب اسـتخراج 

دها توسط ، این پلاسمی)pT-ROP2(هاي سفید شده از کلونی
براي این منظور . دش برش داده EcoR1 و HindШهاي آنزیم

 :آنزیمی به شرح زیر انجام پذیرفتهر واکنش برش 

    ?L10   پلاسمید نوترکیب
     ?L1   آنزیم محدودکننده

10X Buffer       ?L2  
     ?L7     آب مقطر 

 درجه انکوبه   37طور شبانه در دماي     ه   سپس مواد فوق ب   
تفاوت بافرهاي آنزیمی مورد استفاده، هر واکنش       به خاطر   . شد

 .ی بایستی به صورت مجزا صورت پذیرفتبرش آنزیم

 بـر روي ژل   EcoR1وسیله  کل محصول برش آنزیمی به    
شـده و بانـدهاي حاصـل از آن کـه          درصد بارگـذاري   1آگاروز  

ــه   ــاوي قطع ــوROP2ح ــیله  ب ــه وس  DNAد از روي ژل ب

Extraction Kit (Fermentas)راج شـده و دومـین    استخ
.  بـر روي آن انجـام پـذیرفت        HindШبرش آنزیمی به وسیله     

 بـر روي    HindШمحصول حاصل از برش آنزیمی بـه وسـیله          
هر دو آنزیم    درصد لود شده و باند حاصل از برش          1ژل آگاروز   

  .دش به وسیله الکتروفورز بررسی 
-pT(پلاسمیدهاي استخراج شده از کلونیهاي سـفید باکتریـایی     

ROP2 (به وسیله شرکت ژن فن آوران تعیین توالی گردید.  

  یافته ها 
 ژنومی با استفاده از بافر لیـز کننـده و پروتینـاز         DNA استخراج

Kگردیدکلروفورم انجام/ طبق روش فنل .  
یـله        DNAقطعه    bp       در حـدود   PCR تکثیر یافته بـه وس

یـچ   . باشـد  توکسوپلاسما می  ROP2 بوده و مشابه اندازه ژن       1686  ه
، بنـابراین پرایمرهـاي طراحـی      تکثیر نیافتROP2ژنی به غیر از ژن     

نتـایج ناشـی از     . باشـد  اختـصاصی مـی    ROP2شده براي تکثیـر ژن      
ــورزیس     محــصولات اسـتـخراج شــده از پلاســمیدهاي PCRالکتروف

  pT-ROP2         که با همـان پرایمرهـاي اختـصاصی و شـرایط مـشابه 
 bp 1686 بـه انـدازه   ROP2دهـد کـه ژن     انجام پذیرفت، نشان مـی    

 کلــون شــده pTZ57R/Tتکثیــر یافتــه و ایــن ژن درون پلاســمید 
  )3شکل .(است

 بـه داخـل    PCRانتقال محصول استخراج و خالص شده
 pTZ57R/T)Ins T/A clone PCR وکتور پلاسـمیدي  

product cloning kit (پذیردطبق پروتکل صورت می .  
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                  5                   4                   3               2        1  

  
 ROP2 ژن PCR الکتروفورز محصول -1شکل 

 1توکسوپلاسماگوندي با آغازگرهاي اختصاصی روي ژل آگارز 
 جفت 1686قطعه  (PCRمحصول : 5 و 4 و 3 و 2درصد؛ ستون 
   کیلوجفت بازي1نشانگر : 1، ستون )ROP2بازي ژن 

  
ــورز ــشان   پالکتروف ــده ن ــتخراج ش ــمیدهاي اس ــه دا لاس د ک

 در مقایـسه  ROP2 (pT- ROP2)باندهاي پلاسمید حاوي ژن 
 روي ژل آگـاروز بـالاتر قـرار        pTZ57R/Tبا بانـدهاي پلاسـمید      

مقایسه باندهاي پلاسـمیدهاي اسـتخراج شـده از     .)2شکل  . (نددار
هــاي آبــی و ســفید نـشان داد کــه بانــدهاي پلاســمیدهاي   کلنـی 

استخراج شده از کلنی هاي سفید در مقایسه با باندهاي اسـتخراج            
 پــس هــستندشــده از کلنــی هــاي آبــی روي ژل آگــاروز بــالاتر  

پلاسمیدهاي استخراج شده از کلنی هـاي سـفید از پلاسـمیدهاي     
 ROP2توان نتیجه گرفت که قطعـه         ی سنگین تر هستند و می     آب

  ).3شکل ( کلون شده است pTZ57R/Tدر پلاسمید 
  
  
  
  

                       4     3    2     1  

 
 مقایسه پلاسمیدهاي استخراج شده بر روي ژل – 2شکل 

 در pT-ROP2دهد که باندهاي پلاسمید   نشان می0/%8آگاروز
ار  روي ژل آگاروز بالاتر قرpTZ57RTهاي پلاسمید مقایسه با باند

پلاسمید : 2 جفت بازي، ستون 100نشانگر : 1ستون . داشتند
pTZ57RT پلاسمید حاوي ژن : 4 و 3 ، ستون

(pTROP2)ROP2.  
  

                 3           2                 1  

 
 با استفاده از پلاسمید PCR الکتروفورز محصول -3شکل 

: 1 درصد؛ ستون 1وز  روي ژل آگارpTZ57R/T-ROP2ترکیب نو
 جفت PCR) 1686محصول : 3 و 2 جفت بازي؛ ستون 100نشانگر 

  pTZ57R/T-ROP2با استفاده از پلاسمید نوترکیب ) باز
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طور کلی نتایج حاصل از برش هاي آنزیمی نـشان داد           ه  ب
که اگر پلاسمیدهاي استخراج شده از باکتري هاي کلنی سفید       

(pT-ROP2)   به وسیله آنـزیم هـاي EcoR I و Hind III 
  جـدا  به دست آمـده و     جفت بازي    1686بریده شوند، یک باند     

 توکـسوپلاسما گونـدي اسـت،    ROP2می شود که همـان ژن   
شـود کـه     جفت بازي بریده و جدا می    2886 یک باند    همچنین

بنـابراین ژن  ). 4شکل (باشد     می pTZ57R/Tهمان پلاسمید   
ROP2پلاسمید  درون pTZ57R/Tکلون شده است .  

  
             9        8         7       6       5        4       3          2       1    

 
 الگوي الکتروفورزي برش آنزیمی پلاسمید نوترکیب -4شکل 

pTZ57R/T-ROP2 پلاسمید : 1 روي ژل آگاروز؛ ستون
pTZ57R/T پلاسیمید : 2 ، ستونpTZ57R/T که با آنزیمی هاي 

EcoRI , HindIIIبدون ژن . ( بریده شده استROP2 ( ستون ،
-pTپلاسمید : 8 و 6، 4 ، ستون pT-ROP2پلاسمید : 7 و 5، 3

ROP2 که با آنزیمهاي EcoRI , Hind IIIه شده است،  برید
  . جفت بازي100نشانگر : 9ستون 

  
 توکـسوپلاسما گونـده اي      ROP2آنالیز تعیین توالی ژن     

 بـا اسـتفاده از سـایت    pTZ57R/Tلون شـده در پلاسـمید      ک
 مـشخص کـرد     blast/gov.nih.nlm.ncbi.wwwاینترنتی  

 جفت بازي در این پلاسمید کلون شده است و     1686که قطعه   
ایـن  .  توکسوپلاسما گونـدي اسـت   ROP2ژن کلون شده، ژن     
 بانـک ژنـی بـا شـماره دسترسـی          RHویه  سویه ایرانـی بـا س ـ     

Z36906.1 و شــماره دسترســی S54994.1 ، %98 درصــد 
  ).5شکل (شباهت داشت 

ATGGAAAACTGTGCGTCGGTCAGATCATCG
TCGTGTCTTATCTGGCTAGCTGCCGCATTC 
TTTGTTTCGGCACTTGGCCACGTACAGCAA
GGCGCTGGCGTTGTGCGGCCTCGCCACTGG 
CAGAACTCGGAAGCCGCTGTTAGTGTCCGG
CCGCCGGGAGGCGCGTCCCCTAGACATTTC 
CACAGCCCAATTGAGCCAGTAGCATTTATTG
ATGGGGAGCACGTTGAAGACAAGCATGGA 
GGCTCATGGCTGGAGCAGGAAGCGGCCGAG
GAAGTGACCCCCTTACTGAACAGCCACACA 
GAGACCCCGACACAGTCCCCCAGTGCTTTT
AGAAGGTTACTCAGGCGTTTGCGTTTTTGG 
CGACGTGGGAGGACAGGCGGATCAGATGGC
GGAGGAGAACCACCGCAGACGCCTCGCCCT 
TCCCTACCGACCCGACTGTTTCAGCATTTGC
GGCGTGCGGCAGCAGCAATTCCCGCGGCG 
GCATCTAGATTCTTTAGGAGATTTCGACGAG
TCCAAGAACCTGTATTCCCTCCCGACGAG 
TTTCCGGAGGATGTCGACACGAACCCTATG
TATTTCCGCGGTACGGATCCTGGAGACGTC 
GTCATTGAGGAGCTGTTCAATCGTATACCG
GAAACAAGCGTATGGAATGAGAACGAACGC 
GTCCTGTCGAACGCCAACCATCTAGTGTCC
ACAGCATTGTGGCGTAATGAGCAGAGCTTC 
CGCGTGGAGTCNGANCTGGGCGAGCGTCCA
AGGACGCTAGTCAGANGCCCAGT 

  جفت باز ازابتداي733 نمائی از آنالیز تعیین توالی -5شکل شماره 
  )پرایمر فوروارد در ابتداي ژن مشخص می باشد( ژن ، 

  

  حث و نتیجه گیريب
 توکــسوپلاسما ژنتیکــی سوشــهاي روش هــاي تــشخیص

از دیدگاه فنی، . گوندي در سالهاي اخیر بسیار کامل شده است       
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بسیاري از وسـایل کـاربردي بـراي مطالعـات ژنتیکـی بـر روي        
(Single copy) lociبه کار برده شده است می توان :   

PCR – RFLP , RFLP    تعیـین تـوالی، آنالیزهـاي ، 
ــی و  ــزو آنزیم ــی مو (RAPD-PCRای ــصادفی از پل ــک ت رفی

DNA PCR(را نام برد) 17 و 18.(  
، کلونینگ و آنالیز تعیین توالی ژن کامـل         پژوهشدر این   

ROP2  نتـایج نـشان داده     .  بررسی شده   توکسوپلاسما گوندي
 هیچ انترونی ندارد و یک کپی از ان وجـود دارد و             ROP2: که
ژن .  ژنومی انگل در سه مرحله قابل جدا سازي است         DNAاز  

ــل ــدود ROP2 کام ــاز دارد 2235 در ح ــت ب ــین   جف  همچن
 440که بین باشد     جفت باز می   1686ننده حدود   قسمت کد ک  

  . از کل ژن واقع شده است2125لی ا
ــه ژن    ــشان داد  ک ــه ن ــن مطالع ــل  ROP2 ای ــه داخ  ب

  کلون شـده و پلاسـمید نـو ترکیـب     pTZ57R/Tپلاسمید 

pT-ROp2 دهد را تشکیل می.  
ــاداك ــاران ، س ــا و همک ــاران و وادراس ــون و همک  و هری

 یک جزء پروتئینـی  ROP2همکاران  نشان دادند که آنتی ژن  
ل زنـدگی انگـل   باشد که در سه مرحله از سیک   از راپتري ها می   

 یکــی از مهمتـرین اعــضاي خــانواده  ROP2 . شـود  بیـان مــی 
 این آنتی ژن به طـور انحـصاري در    باشد و    می ROPپروتئینی  

 شود و در دیگر اپـی کمـپلکس هـا     توکسو پلاسما مشاهده می   
  ).9 و 12 و 19. (دیده نمی شود

 و بیکـر  و همکاران  و  سیناي و همکاران ، پرکین و سافر
همکاران  نتیجه گیري کردنـد کـه قـسمتهاي کـد کننـده ژن           

ROP2 جفت باز بوده و هیچ اینترونی ندارند1686 حدود .  
این ژن یکـی از مهمتـرین واسـطه هـاي مداخلـه گـر در        

ــزش   ــال لیپیــد از     PVMآمی ــث انتق ــوده و باع ــل ب  و ارگان
 PVMمیتوکندري و شـبکه آندوپلاسـمی سـلول میزبـان بـه             

  ).7 و 8 و 13 و 20. (شود انگل می

 را از روي    ROP2 و همکاران ، قطعه ژن برش خورده         وو
DNA  سـویه  ( ژنـومی توکــسوپلاسماگونديRH ( بــه کمــک
PCR  ــمید ــرده و در داخــل پلاس ــر ک  pGEX-UT-1 تکثی

 تکثیـر یافتـه   DNA نشان داد که قطعه وو). 21(کلون کردند  
 جفت باز بوده و نقشه نوکلئوتیدي آن با نقشه          1043در حدود   

 که در بانک ژنی موجود اسـت همخـوانی         ROP2نوکلئوتیدي  
 و همکـاران  از ژن   لی وآ و همکاران  و همچنین وي آي. دارد

 تکثیـر  PCR استفاده کـرده و آن را بـه کمـک     ROP2کامل  
آنهــا بـراي کلــون کـردن بــه ترتیـب از پلاســمیدهاي    . کردنـد 

pUCm-T و pBluescript KS(+)  آنهـا  .  اسـتفاده کردنـد
 7/1 در حـدود  ROP2نتیجه گیري کردند که ژن تکثیر یافته   

  ).22 و 23. (باشند جفت باز می
ــر ــارانبک ــالو همک ــاداك، 1994  در س ــاران س  و همک

ن دادنـد کـه ژن کـد کننـده     نـشا ،همچنـین لـریچ و دوبرمتـز    
ROP2    آنهـا  . کنـد   کیلو دالتونی را بیـان مـی  64 یک پروتئین

 شبکه آندوپلاسمی نین نتیجه گیري کردند که در درون         همچ
 هاي مختلف تغییراتی بر روي ایـن       ، طی یک سري فرایند    انگل

 بـه طـوري کـه      .گیـرد      کیلو دالتونی صـورت مـی      64پروتئین  
  کیلو دالتـون 55مولکولی در حدود پروتئین هاي جدید با وزن    

  ).12 و 13 و 14. (شود  میایجاد
از ژن نـاقص    و همکـاران  مـارتین  و همکـاران و  ادوفاچ ـ

ROP2 ــاختن ــراي س ــه   DNA ب ــر علی ــوکتلی ب ــسن ک  واک
آنها نـشان دادنـد   . توکسوپلاسموزیس در موشها استفاده کردند 

 ROP2 مـشابه ژن کامـل       ROP2که ژن ناقص تکثیر یافتـه       
 54ه و پروتئین بیان شده توسط این ژن نـاقص در حـدود      نبود

  ).24 و 25. (باشد کیلو دالتون می
فاچـادو   ما و تحقیقاتی که   پژوهش تفاوت بسیار مهم بین   

 کـه مـا ژن کامـل    ادند، ایـن اسـت   و همکاران انجام د   ، مارتین 
ROP2      را داخل پلاسـمید pTZ57R/T      در  . کلـون کـردیم 
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صـورت طبیعـی بـا سـیگنال         بـه    ROP2این حالت پـروتئین     
در حالی کـه    . شود  پپتیدهاي اختصاصی خودش می تواند بیان       

در دیگر مطالعات توالی هاي کد کننده سیگنال پپتیـدهاي ژن     
 را داخل یـک پلاسـمید بـا       ROP2را حذف کرده و ژن ناقص       

 باشـد،  ROP2 که قادر به ترشح پروتئین  tPAسیگنال پپتید   
ن و کلـون کـردن آن در داخـل          دستکاري ژ . کلون کرده بودند  

توانـد    شـود مـی     پلاسمیدهایی که منجر به ترشح پروتئین مـی       
بنـابراین  . باعث تغییر نـوع و قـدرت پاسـخ هـاي ایمنـی شـود           

پلاسمید نوترکیبی تولید شده در این تحقیقات کـه حـاوي ژن     
توانـد بـراي تهیـه واکـسن علیـه            باشـد مـی      می ROP2کامل  

  .دتوکسوپلاسموزیس مفید واقع شو
 کـه   ROP2 آنالیز توالی نوکلئوتیدي ژن      در این پژوهش  

 کلون شـده بـود ، نـشان داد    pTZ57R/T در داخل پلاسمید
 موجود در بانـک ژنـی بـا       RH با سویه     درصد 98که توالی آن    

ــی   ــماره دسترس ــی  Z 36906.1ش ــماره دسترس  S و ش

 DQ 923323.1 با شماره دسترسی  درصد95 و  54994.1
  . دارددر بانک ژنی شباهت

  در داخـل  ROP2 ژن کامـل  این تحقیق نشان داد  که     
از ایـن   . کلـون شـده اسـت     با موفقیت    pTZ57R/Tپلاسمید  

 مـی تـوان بـراي سـاختن      (pT-ROP2)پلاسمید نوترکیـب  
DNAواکسن بر علیه توکسوپلاسموزیس استفاده کرد .   

  تشکر و قدردانی
ــه ایــن وســیله از پرســنل محتــرم بخــش   نویــسندگان ب

ات ویروس شناسی سازمان انتقال خون تشکر و قدردانی         تحقیق
همچنین از آقاي دکتر صدرایی مدیر محتـرم گـروه          . نمایند  می

انگل شناسـی دانـشگاه تربیـت مـدرس و خـانم قاسـمی نیکـو          
کارشناس محترم گروه انگل شناسـی دانـشگاه تربیـت مـدرس       

  .گردد سپاسگزاري می
  

Archive of SID

www.SID.ir

www.sid.ir


  حسنیان خسروشاهی و همکاران یابی ژن کامل راپتري دو از توکسوپلاسماگونديکلونینگ و توالی
 

 89پاییز ،  همدوازدیافته، دوره /  28 

References  
 

1. Bhopale GM. Development of a vaccine 
for Toxoplasmosis: current status. Micro 
Infec. 2003; 5: 457-462. 

2. McCabe R, Remington JS. Toxoplasmosis: 
The time has come. Nat Eng J Med. 1988; 
318: 313-315. 

3. Remington JS, Krahenbuhl JL. 
Immunology of Toxoplasma gondii. In: 
Nahmias, A.J., O'Reilly, R.J. Immunol 
Human Infect, part 2. plenum, New York. 
1982; 1: 327-371. 

4. Wong SY, Remington JS. Toxoplasmosis 
in pregnancy. CID. 1994; 18: 853-862. 

5. Suzuki Y, Remington JS. Dual regulation 
of resistance against Toxoplasma gondii 
infection by Lyt-2+ and Lyt-1+, L3T4 + 
Tcell in mice.  J Immunol. 1988; 140: 
3943-3946. 

6. Gazzinelli  RT, Hakim  FT, Hieny S, 
Shearer GM, Sher A. Synergistic role of 
CD 4+ and CD 8+ T Lymphocytes in IFN- 
gamma production and protective 
immunity induced by an attenuated 
Toxoplasma gondii vaccine.  J Immunol. 
1991; 146: 286-292. 

7. Perkins ME. Rhoptry organelles of 
apicomplexan parasites. Parasitol Today. 
1992; 8: 28-32. 

8. Saffer LDO, Mercereau-puijalon JF, 
Dubremetz and Schwartzman JD.  
Localization of a Toxoplasma gondii 
rhoptry protein by immunoelectron 
microscopy during and after host cell 
penetration. J Protozool. 1992; 39: 526-530. 

9. Saavedra R, DeMeuter F, Decourt JL, 
Herion P. Human T-Cell clone identifies a 
potentially protective 54 kDa protein 
antigen of Toxoplasma gondii cloned and 
expressed in Escherichia coli. J Immunol. 
1991; 147: 1975-1982. 

10. Martin V, Arcavi M, Santillan G, 
Armendoeira MR, DeSouza Neves E, 
Griemberg G, et al. Detection of human 
toxoplasma - specific imunoglobulins A, 
M and G with a recombinant Toxoplasma 
gondii ROP2 protein. Clinic and Diag Lab 
Immunol. 1998; 5: 627-631. 

11. Saavedra R, Herion P. Human Tcell clones 
against Toxoplasma gondii: production of 
interferon-gamma, interleukin 2 and strain 
cross-reactivity. Parasitol Res. 1991;77: 
379-385. 

12. Sadak A, Taghy Z, Fortier B, Dubremetz 
JF. Characterization of a family of rhoptry 
proteins of Toxoplasma gondii. Mol 
Biochem Parasitol. 1998; 29: 203-211. 

13. Beckers CJ, Dubremetz JF, Mercereau-
puigalon O, Joiner KA. The Toxoplasma 
gondii rhoptry protein ROP2 is inserted 
into parasitophorous vacuole membrane, 
surrounding the intracellular parasite, and 
is exposed to the host cell. Cytoplasm J 
Cell Biol. 1994; 127: 947-961. 

14. Leriche MA, Dubremetz JF. Characterization 
of the protein contents of rhoptries and dense 
granules of Toxoplasma gondii tachyzoites by 
sub-cellular fractionation and monoclonal 
antibodies.  Mol Biochem  Parasitol. 1991; 45: 
249-260. 

Archive of SID

www.SID.ir

www.sid.ir


  حسنیان خسروشاهی و همکاران یابی ژن کامل راپتري دو از توکسوپلاسماگونديکلونینگ و توالی
 

 89 پاییز  ، دوازدهمیافته، دوره/  29 

15. Kimbita EN, Xuan X, Huang X, Miyazawa 
T, Fukumoto S, et al. Serodiagnosis of 
Toxoplasma gondii infection in cate by 
enzyme-linked immunosorbent assay using 
recombinant SAG1. Vet Parasitol. 2001; 
102: 35-44. 

16.Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. 
Molecular cloning: A laboratory manual, 
Second Edition. Plainview: Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, 1989. 

17. Ajzenberg D, Banuls A-L, Tibayrenc M. 
and Drade ML. Microsatellate analysis 
of Toxoplasma gondii shows 
considerable polymorphism structured 
into two main clonal group. Int J 
Parasitol. 2002a; 32: 27-38. 

18. Ajzenberg D, Cogne N, Paris L, Bessieres 
MH, Tulliez P, Filisetti D, Pelloux H, 
Marty P. and Drade ML. Genotype of 86 
Toxoplasma gondii Isolates associate with 
human congenital Toxoplasmosis, and 
correlation with clinical finding. J Infect 
Dis. 2006b;186: 684-689. 

19. Herion P, Hernandez-Pando R, Dubremetz 
JF, Saavedra R. Sub-cellular localization of 
the 54 kDa antigen of Toxoplasma gondii. 
J Parasitol. 1993;79: 216-222. 

20. Sinai AP, Webster P, Joiner KA. Association 
of host cell endoplasmic reticulum and 
mitochondria with the Toxoplasma gondii 
parasitophorous vacuole membrane: A high 
affinity interaction. J Cell Sci. 1997; 110: 
2117-2128. 

 
 
 
 

21. Wu K, Chen XG, Li H, Zhi GZ. In vitro 
amplification of Toxoplasma gondii 
rhoptry protein 2 gene and construction of 
its eukaryotic expression plasmid. Di Yi 
Jun Yi Da Xue Bao. 2002; 22(7): 620-623. 

22. Wei QK, Zhang DB, Li J, Li GP, Wang 
HF, Cui Y, et al. Cloning and identification 
of ROP2 gene of Toxoplasma gondii. 
Zhongguo Ji Sheng Chong Xue Yu Ji 
Sheng Chong Bing Za Zhi. 2006; 24(3): 
208-211. 

23. Leyva R, Herion P, Saavedra R. Genetic 
immunization with plasmid DNA coding 
for the ROP2 protein of Toxoplasma 
gondii. Parasitol Res. 2001; 87: 70-79. 

24. Fachado A, Rodriguez A, Angel SO, Pinto 
DC, Vila I, et al. Protective effect of a 
naked DNA vaccine cocktail against lethal 
Toxoplasmosis in mice. Vaccine. 2003; 21: 
1327-1335. 

25. Martin V, Supanitsky A, Echeverria PC, 
Litwin S, Tanis T, et al. Recombinant 
GRA4 or ROP2 protein combined with 
alum or the GRA4 gene provides partial 
protection in chronic murine models of 
Toxoplasmosis. Clin and Diagn lab 
Immunol. 2004; 11(4): 704-710. 

 

Archive of SID

www.SID.ir

www.sid.ir

