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  چكيده
هاي اپيتليال دستگاه تنفس انسان نقش در تداخل اوليه هموفيلوس آنفلوانزاي بدون كپسول با سلول Hapsپروتئين  :سابقه و هدف

وفيلوس آنفلوانزاي بدون كپسول از نظر ژنتيكي بسيار متغير مي هاي خارج سلولي همكه ديگر پروتئين در حالي. كندكليدي را بازي مي
در مطالعات اخير اثبات شده است كه فعاليت . هاي  هموفيلوس آنفلوانزا حفظ شده استبه ميزان قابل توجهي در ميان سويه Hapsباشند، 
قادر به القاء  C-Hapsنشان داده شده است كه آن قرار دارد و همچنين ) C-Haps(آمينواسيد ناحيه كربوكسيل  311، در Hapsاتصالي 

 .باشدهموفيلوس آنفلوانزاي بدون كپسول ميپاسخ ايمني محافظت كننده در مقابل استقرار 
سكانس آمينواسيدي . ساخته شد PTCC 1766هموفيلوس آنفلوانزاي بدون كپسول  C-Hapsحامل سكانس   pET24a-chapsسازه  :يسروش برر
C-Haps با سكانس  اين مطالعهC-Haps 3  هموفيلوس آنفلوانزاي بدون كپسول سويه ديگر)N187،TN106 ،P860295 ( مقايسه و نواحي  آنتي ژنيك

بيان شد و توسط  BL21(D3E)در ميزبان اشرشياكلي سويه  pET24a-chapsسازه نوتركيب . آن توسط نرم افزار بيوانفورماتيك تعيين شدند
  . توسط تكنيك كروماتوگرافي تمايلي تخليص شد C-Hapsپروتئين نوتركيب  . لات مورد تائيد قرار گرفتو وسترن ب SDS-PAGEهاي تكنيك
% 97موجود در بانك ژن، بيش از  C-Hapsمورد مطالعه با سكانس هاي آمينواسيدي    rC-Hapsمقايسه توالي آمينواسيدي  :هايافته

اه آنتي ژنيك مشترك و قوي را تعيين كرد كه دقيقا در مناطق حفظ شده بين سويه جايگ 9همساني را نشان داد و نمودار آنتي ژنيسيته، 
 . هاي مختلف هموفيلوس آنفلوانزاي بدون كپسول مطالعه شده قرار داشت

هاي و ديگر سويه PTCC 1766هاي آنتي ژنيك مشترك بين هموفيلوس آنفلوانزاي بدون كپسول به دليل حضور جايگاه :گيرينتيجه
هاي مختلف تواند به عنوان كانديداي واكسن عليه سويهبه دست آمده در اين مطالعه از نظر تئوري مي C-Hapsشده، بنابراين  مطالعه

 .هموفيلوس آنفلوانزاي بدون كپسول ساير نواحي جغرافيائي نيز به كار رود

  .C-Hapsهموفيلوس آنفلوانزاي بدون كپسول، نواحي آنتي ژنيك،  :واژگان كليدي
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ارگانيسم كامنسـال مشـترك بـين كودكـان و افـراد بـالغ سـالم        
زمان ناقل چندين سويه از  كودكان به طور هم. شوندمحسوب مي

درحالي كه بالغين تنها حامل يـك  باشند، مي هموفيلوس آنفلوانزا
ها ابتـدا در نازوفـارنكس   اين دسته از باكتري .سويه از آن هستند

شوند و در صورت مشـكل دار بـودن سيسـتم دفـاعي     مستقر مي
هموفيلـوس    ).2،1(ميزبان  به نواحي مجاور گسترش مـي يابنـد   
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هاي حـاد و مـزمن    هاي بدون كپسول قادرند انواع بيماريآنفلوانزا

عفونت گوش مياني، سينوزيت، برونشيت،  ستگاه تنفسي از جملهد
). 4، 3(ذات الريه و عفونت بافت ملتحمـه چشـم را ايجـاد كننـد     

هاي بدون كپسـول، از زمـان ابـداع    هموفيلوس آنفلوانزاهمچنين 
موككي به عنوان يك علت عمده پنوموني وهاي كنژوگه پنواكسن

 ).5(شوند اكتسابي از جامعه محسوب مي

با اسـتقرار در نازوفـارنكس    هموفيلوس آنفلوانزااز آنجا كه پاتوژنز 
هاي ديگر دستگاه شود و به دنبال آن ارگانيسم به قسمتآغاز مي

شود، بنابرين منتشر مي...ها وتنفس از جمله گوش مياني، سينوس
توان با جلوگيري  از اتصال اوليه باكتري با سطح سلول ميزبان، مي

- ونت موضعي و در نهايت انتشار آن به ساير قسـمت مانع بروز عف

بر اساس مطالعات روي حيوانات و مطالعـات  . هاي ديگر بدن شد
in vitro    مشخص شده كه تعـدادي از فاكتورهـاي باكتريـايي در ،

 هـاي يكي از ايـن فاكتورهـا پـروتئين   . فرآيند استقرار تاثير دارند

ا اسـت كـه در   تـرين آنه ـ يكي از مهـم   Hapباشند كهمي ادهزين
هـاي اپيتليـال تنفسـي انسـان و     اتصال اوليـه بـاكتري بـا سـلول    

- هاي ماتريكس خارج سلولي و همچنين درتشكيل تـوده پروتئين

اين پروتئين برخلاف  ).6(ي و ميكروكلني نقش دارد يهاي باكتريا
هـاي  ، در ميان تمامي سويههموفيلوس آنفلوانزاهاي ساير ادهزين

 ي برخوردار استيسول از همساني بسيار بالادار و فاقد كپكپسول
)7(.  

كيلودالتوني  155به صورت يك پروتئين پيش ساز Hap پروتئين 
توالي راهنما، ناحيه سرين  شود كه دربرگيرنده سه ناحيهسنتز مي
 45و يـك پـروتئين   ) HapS(كيلودالتوني داخلي  110پروتئازي 

باشـد  وكسيل ميدر ناحيه كرب) Hapβ(كيلودالتوني غشاء خارجي 
دربرگيرنده جايگـاه اتصـال    Hapپروتئين ناحيه جابجاشونده ). 8(

هـاي  هاي اپيتليـال انسـاني، پـروتئين   باشد كه اتصال به سلولمي
را  Hapهاي مجاور بيـان كننـده   ماتريكس خارج سلولي و باكتري

آمينواسـيد ناحيـه    311ها نشان داد كـه  بررسي .دهدافزايش مي
هـاي بـاكتري بـا    تداخل بين سلول Haps (C-Haps)كربوكسيل  

هاي ميزبان را به عهده دارد كه همان ناحيه متصل شـونده  سلول
Haps هــاي مقايســه تــوالي). 6،9(باشــد بــه ســلول ميزبــان مــي

( هموفيلـوس آنفلـوانزا    سه سويه مختلـف  C-hapsآمينواسيدي  
N187 ،P860295 ،TN106  ( 1/97نشـــان داد كـــه بـــيش از %

همچنين مطالعات نشان دادنـد كـه   . بين آنها وجود داردشباهت 
 CHapsبـا  ) intranasal immunization(ي داخل بينـي  يزاايمني

 Hapsشـود كـه    مي هاي آنتي بادينوتركيب منجر به القاء پاسخ
آمينواسـيد ناحيـه    311در مجموع . كندطبيعي را نيز خنثي مي

واكسـن عليـه    بـه عنـوان كانديـداي   ) Haps )CHapsكربوكسيل 
ي بدون كپسول معرفي شد هموفيلوس آنفلوانزاهاي مختلف سويه

-C(با توجه به اهميت ذكر شده براي اين قطعه پروتئينـي  ). 10(

Haps ( و همچنين وجود شواهدي از حضور پاسخ ايمني عليه آن
هـاي  ي احتمالي آن به عنوان پـروتئين حامـل در واكسـن   يو كارا

توليد فرم نوتركيب  bي تيپ آنفلوانزاهموفيلوس زيرواحدي عليه 
ژنيـك آن از اهـداف ايـن    هـاي آنتـي  توپآن و بررسي جايگاه اپي

     .تحقيق قرار گرفتند
  

  مواد و روشها
 ي، پلاسميد و مواد مورد استفادهيهاي باكترياسويه

از كلكسـيون   PTCC 1766ي بدون كپسـول  هموفيلوس آنفلوانزا
و صنعتي ايران تهيه گرديد  ميكروبي سازمان پژوهش هاي علمي

 Brain Heart Infusion)(و در محيط كشت عصاره قلـب و مغـز   

broth   غني شده بـاHemin-L-Histidine  وNAD  37 در دمـاي 
هـاي باكتريـائي   سـويه ). 11،12(رشد داده شد گراد درجه سانتي
 و پلاســميد  BL21 (DE3)و E.coli (  DH5 α(اشرشــياكلي 

pET24a  ژن انستيتوپاستور ايران تهيه شداز بانك ملي.  

  c-hapsتكثير ژن 
هموفيلـوس  ي يپس از استخراج و تخليص ژنوم سـويه باكتريـا  

بـا اسـتفاده از تكنيـك     PTCC 1766ي بدون كپسول آنفلوانزا
، )13)(مطابق با روش سـمبروك و همكـارانش   (كلروفرم -فنل

اين ژنوم به عنوان الگو جهت تكثير قطعـه ژنـي توليـد كننـده     
جفت  Haps )1000آمينواسيد ناحيه كربوسيل پروتئين  311
  . مورد استفاده قرار گرفت PCRبا استفاده از تكنيك ) باز

-´5بـــــــــــــدين منظـــــــــــــور تـــــــــــــوالي    

TAAGAAGCTTCGCGTTCAGATTGGACAGG-3´  به
 HindIIIعنوان پرايمر پيشرو بـا جايگـاه بـرش آنزيمـي بـراي      

ــوالي -ATACTCGAGCAGGCTTTGATCAGGCAGGوت

به عنوان پرايمر معكوس با جايگـاه بـرش بـراي آنـزيم      -´5 ´3
XhoI توسط نرم افزارGene runner     طراحي وجهت سـنتز بـه

  . سفارش داده شد  Bioneerشركت 
واحـد   1.25ميكروليتر شـامل   20با حجم نهائي  PCRواكنش 

 MgCl2حـاوي   Pfu، بافر  (Thermo,USA) پليمراز Pfuآنزيم 
)X1( ا ميلي مـولار ،  dNTPs  ،10     پيكومـول از هـر پرايمـر و

مطابق بـا   PCRفرايند   . الگو انجام بود DNAنانوگرم از  100
  .صورت گرفت 1 شرايط ذكر شده در جدول

ي روي ژل آگارز برده ي، محصول نها PCRپس از انجام واكنش 
شد و سـپس قطعـات ژنـي مـوردنظر توسـط كيـت اسـتخراج        
Extraction Kit, Fermentas, Germany) DNA 

(GeneJET™ Gel  تخليص شدند.  



 97/ و همكاران يياكرم  طباطبا                                                                                               93تابستان     2 شماره   24 دوره

  c-hapsژني  جهت تكثير قطعه PCR  برنامه .1جدول 
)°C(مراحل مدت زمان دماPCR 

 الگوDNAدناتوراسيون آغازي دقيقه 7 94

 الگوDNA اسيوندناتور دقيقه 1 94

 اتصال پرايمرها ثانيه 45 60

 پليمريزاسيون دقيقه 1 72

 پليمريزاسيون نهائي دقيقه 10 72

  

آمينواسيد ناحيـه كربوكسـيل    311كلونينگ قطعه ژني  
   Haps پروتئين

هاي آنزيمي تعبيه شده در پرايمرها و وجـود  با توجه به جايگاه
و ) PCR )c-hapsآنها بـر روي پلاسـميد مـوردنظر، محصـول      

ــميد  ــزيم   pET24aپلاســ ــط دو آنــ   XhoIو  HindIIIتوســ
)Bobizz, Korea( د و سپس طي فرايند الحـاق  برش داده شدن

ــزيم    ــور آن ــاز  T4در حض ــه ) Fermentas, Germany(ليگ ب
به طوري كه انتهاي كربوكسيل پروتئين  ،يكديگر متصل شدند

هـاي  سپس ناقـل . نوتركيب دربرگيرنده دنباله هيستيديني بود
به  Transformation)(حاصل از طريق فرايند ترانسفورماسيون 

. مستعد شده منتقل شـدند   ) E.coli DH5α(ميزبان كلونينگ 
 -pET24aتائيد صحت فراينـد الحـاق و تماميـت سـازه ژنـي      

chaps هاي توسط روشColony PCR  هضم آنزيمي و تعيين ،
  . توالي ژن موردنظر صورت گرفت

آمينواســيد ناحيــه كربوكســيل  311 بيــان و تخلــيص
  )Haps )C-Haps پروتئين

 پـروتئين ه كربوكسـيل  آمينواسـيد ناحي ـ  311به منظور بيـان  
Haps )C-Haps( سازه نوتركيب ،pET24a- chaps   به ميزبـان
سپس . مستعد شده ترانسفورم شد BL21(DE3) E.Coliبياني 

 2xTYمحـيط كشـت   در چند كلوني براي آناليز بيان پروتئين 
كانامايسين كشت داده شد تا زماني كـه در   μg/ml 50حاوي  

 ،در اين زمان. برسد 6/0ري نانومتر به جذب نو 600طول موج 
القاء شده و آناليز بيان پروتئين،   mM1IPTGمحلول كشت با 

ي ياز كشت باكتريا همچنين. ساعت پس از القاء انجام گرفت 5
در نهايت . قبل از القاء به عنوان كنترل منفي نمونه برداري شد

ي از نظـر بيـان پـروتئين    يمحتواي ليز شده سلول هاي باكتريا
و مورد تائيـد اوليـه قـرار گرفـت      SDS-PAGEنيك توسط تك

 افـزار  ميزان بيان پروتئين توسـط روش دنسـيتومتري بـا نـرم    
(BioRad) Quantity One version 4.4.1   در . تعيـين گرديـد

مرحله بعد پروتئين موردنظر به علت وجود دنباله هيستيديني 
ــن نيكــل  ــاتوگرافي  (Qiagen, Germany)توســط رزي و كروم

  . شركت سازنده تخليص شدشيوه نامه طبق تمايلي 

توسط تكنيك  CHapSي بيان قطعه پروتئيني ييد نهايتا
  وسترن بلات

تخليص شـده، بـراي    CHapSپس از به دست آوردن پروتئين 
تائيد صحت پروتئين مورد نظر،  از روش وسترن بلات استفاده 

پـروتئين و انتقـال    SDS- PAGEدر اين مرحله پس از . گرديد
بـا آنتـي بـادي     CHapSبه غشـاء نيتروسـلولزي، پـروتئين    آن 

 Anti-6xHis rabbitمونوكلونــال ضــد دنبالــه هيســتيديني، 

antibody  (Qiagen Hilden, Germany)     مـورد بررسـي قـرار
  . گرفت

 تعيين توالي سازه ژني

ــي   ــد ســازه ژن ــه منظــور تائي ، پلاســميد  pET24a- chapSب
آزمايشـگاه تعيـين تـوالي     استخراج شده براي تعيين توالي بـه 
تعيين توالي بـا اسـتفاده از   . انستيتو پاستور ايران فرستاده شد

و بـه صـورت دو طرفـه      T7پيشرو و معكـوس عمـومي   پرايمر
  .صورت گرفت

   CHapS آناليز توالي پروتئيني 
به منظور دستيابي به درصد تشابه و همساني تـوالي پـروتئين   

C-HapS  با توالي پروتئين توليد شده در اين مطالعهC-HapS 
-Cساير سويه هاي هموفيلوس آنفلوانزا ، توالي اسيد آمينه اي 

HapS  ي بـدون كپسـول   هموفيلوس آنفلوانزاسه سويه مختلف
)N187 ،P860295 ،TN106 ( ــا موجــود در بانــك ژن همــراه ب

تــوالي پــروتئين نوتركيــب مطالعــه حاضــر توســط نــرم افــزار  
Jalviewهمچنـين  الگـوي آنتـي    . رفتنـد ، مورد مقايسه قرار گ

ــروتئين  ــيته پ ــتفاده از روش   C-HapSژنيس ــا اس ــب ب نوتركي
)1990 (Kolaskar وTongaonkar ــزار ــرم افـــــــ  و نـــــــ

MIFBioinformatic   هـاي  مورد بررسي قرار گرفـت و جايگـاه
   . ژنيك آن تعيين شدآنتي

  
  هايافته

 pET24a- chapsساخت سازه نوتركيب 

كـه مسـوول اتصـال اوليـه      Hapsناحيه كربوكسـيل پـروتئين   
توسـط پرايمرهـاي    ،باشـد باكتري به سلول هـاي ميزبـان مـي   

الكتروفـورز محصـول   تكثير يافت و  PCRاختصاصي و تكنيك 
PCR  نوكلئوتيد  1000روي ژل آگارز، يك باند با اندازه حدود

از  c-hapSرا آشكار ساخت كه نشان دهنده تكثيـر موفـق ژن   
  ).1 شكل( باشدوردنظر ميسويه باكتريائي م ژنوم 
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محصـول   : 2 و 1 چاهـك  .پليمـراز  Pfuآنـزيم  با  c-hapSتكثير ژن . 1 شكل

كنتـرل منفـي    :3 چاهـك  ؛)با فلش نشان داده شده است( c-hapSتكثير ژن
  kb1   (Fermentas, St. Leon-Rot, Germany)سايز ماركر :4؛ چاهك

  
لحاق صـورت  پس از هضم آنزيمي وكتور و قطعه ژني، واكنش ا

پــذيرفت و محصــول ايــن مرحلــه بــه بــاكتري هــاي مســتعد  
هـا روي محـيط داراي آنتـي    كشت اين باكتري. ترانسفورم شد

ها سپس كلوني. بيوتيك كانامايسين، چندين كلوني ايجاد كرد
از لحاظ دارا بودن قطعه ژني با اندازه صـحيح توسـط تكنيـك    

PCR Colony  2 شكل(بررسي شدند  .(  
  

  
هـا از نظـر دارا بـودن قطعـه ژنـي بـا انـدازه        بررسي كلوني .2 شكل

 kb  1سـايز مـاركر   :1 چاهـك . PCR Colonyصحيح توسط تكنيك 
(Fermentas, St. Leon-Rot, Germany )14ا تـــ 2 چاهـــك ؛:  

 -pET24aژنـي  كلوني هاي ترنسفورم شده بـا سـازه    PCRمحصول 

chapS ) رل منفـي  كنت ـ :15 چاهـك  ؛)با فلش نشان داده شده اسـت
  )pET24a كلني ترنسفورم شده پلاسميد(
  

ورود صحيح قطعه ژني درون وكتور موردنظر با هضـم آنزيمـي   
  XhoIو  HindIIIبا دو آنزيم تحديـدي   pET24a- chapsسازه 

به صورت توام اثبات گرديد كه منجر به خروج قطعـه ژنـي بـا    

جفــت بــاز و ايجــاد پلاســميد خطــي در  1000انــدازه حــدود
  ). 3 شكل(جفت بازي شد  5300 محدوده

  

 
 چاهك . pET24a- chapsنتيجه هضم آنزيمي سازه نوتركيب . 3 شكل

 3 چاهك ؛ kb1 (Fermentas, St. Leon-Rot, Germany )سايز ماركر :1
بــا دو آنــزيم  pET24a- chapsهضــم دو آنزيمــي ســازه نوتركيــب  :4 و

مي بـا فلـش   محصولات حاصل از هضم آنزي( XhoIو  HindIIIتحديدي 
  )نشان داده شده است

  
واكنش الحاق ژن در وكتور بـا روش تعيـين    صحتتائيد 
  توالي 

 T7و  T7 promoterپلاسميد نوتركيب بـا اسـتفاده از پرايمـر    

terminator نتايج تعيين توالي، صحت سـازه  . تعيين توالي شد
ژني از لحاظ ورود ژن، جهـت صـحيح ورود ژن و عـدم وجـود     

  . ن را مورد تائيد قرار دادجهش در توالي ژ

  pET24a- chapsسازه نوتركيب آناليز بيان 
ــان ژن ــاي  بي ــه پروموتره ــاي متصــل ب ــلول T7ه ــاي در س ه

BL21(DE3) E.Coli به وسيلهIPTG  بنـابراين  . شـود القاء مي
هاي القاء ها همراه با سلولهاي بيان شده در اين سلولپروتئين

. كـديگر مجـزاء شـدند   از ي SDS-PAGEنشده، توسط تكنيك 
-R(ها توسط كوماسي بريليانت بلو آميزي پروتئينپس از رنگ

كيلودالتون  37بري، ظهور يك باند با اندازه حدود و رنگ) 250
هـاي القـاء   همراه با باندهاي ديگر و عـدم ظهـور آن در نمونـه   

رود نشان دهنده بيان پروتئين نشده مشاهده شد كه انتظار مي
  ).4 شكل(موردنظر باشد 
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 :1 چاهـك  .pET24a- chapsنتيجه بيـان سـازه نوتركيـب    . 4شكل 

راهنمــاي وزنــي پــروتئين  :2 چاهــك؛ IPTGنمونــه القــاء شــده بــا 
)(Invitrogen, Karlsruhe, Germanyنمونه القاء نشده بـا   :3 چاهك ؛

IPTG .)باند پروتئين موردنظر با فلش نشان داده شده است(  
  

  نوتركيب   C-HapS پروتئينتخليص و تائيد 
در ميزبان بياني  pET24aپس از القاي بيان پروتئين در وكتور 

E.coli BL21(D3E)ي كشـت و رسـوب حاصـل از    ي ـ،  مايع رو
از نظر وجود پروتئين نوتركيب توسط تكنيك تخريب سلول ها 

SDS-PAGE      مـورد بررسـي قــرار گرفتنـد و بيشـترين مقــدار
پـروتئين  . ان داده شـد ي نش ـي ـپروتئين نوتركيب در محلول رو

نوتركيب موردنظر تحت شرايط دناتوره كننده توسـط تكنيـك   
بـه صـورت   . تخلـيص گرديـد   Ni-NTAكروماتوگرافي تمـايلي  

وزن مولكـولي پـروتئين    Gene Runnerنرم افزار  تئوري توسط
  ).  5 شكل(كيلودالتون تخمين زده شد  37نوتركيب 

  

  
 ؛عصـاره سـلولي   :1 چاهك .C-HapSنوتركيب پروتئين تخليص  .5 شكل
 ,Invitrogen, Karlsruhe)(راهنمـاي وزنـي پـروتئين    راهنماي  :2 چاهك

Germanyنمونـه حاصـل از مرحلـه شستشـو     :4 و 3 چاهك ؛)Washing(؛ 
از ) Elution(نمونه حاصل از جدا سازي پـروتئين مـوردنظر   :7تا  5 چاهك
  ).ستباند پروتئين موردنظر با فلش نشان داده شده ا( .ستون

مشـاهده   SDS-PAGE  كيلودالتوني توسـط روش   37باند پروتئيني 
توسـط روش وسـترن بـلات بـا      C-HapSشد و به عنـوان پـروتئين   

اـ  استفاده از آنتي ي يبادي مونوكلونال ضد دنباله هيستيديني تائيـد نه
در حـدود   C-HapSميزان بيان پروتئين نوتركيـب  ).  6 شكل(گرديد 

  .ي بوديهاي باكتريايننسبت به كل پروتئ% 62
  

 

بـا    C-HapS بـا بررسي توليد و تخليص پروتئين نوتركيب . 6شكل 
 :2 چاهـك  ؛راهنماي وزني پـروتئين  :1 چاهك .تكنيك وسترن بلات

 :3 چاهـك  ؛chapSبـدون ژن   pET24عصاره باكتري حـاوي وكتـور   
 ؛IPTGقبـل از القـاء بـا     pET24a- chapsعصاره باكتري داراي سازه 

پـس از القـاء    pET24a- chapsعصاره باكتري داراي سازه  :4چاهك 
 ,Invitrogen)( 37فلش باند پروتئين مورد نظـر بـا وزن مولكـولي    (

Karlsruhe, Germany را نشان مي دهد.(  

  
  نوتركيب   C-HapSو تائيد پروتئين  تخليص

در ميزبان بياني  pET24aپس از القاي بيان پروتئين در وكتور 
E.coli BL21(D3E)ي كشـت و رسـوب حاصـل از    ي ـ،  مايع رو

از نظر وجود پروتئين نوتركيب توسط تكنيك تخريب سلول ها 
SDS-PAGE      مـورد بررسـي قــرار گرفتنـد و بيشـترين مقــدار

پـروتئين  . ي نشـان داده شـد  ي ـپروتئين نوتركيب در محلول رو
نوتركيب موردنظر تحت شرايط دناتوره كننده توسـط تكنيـك   

بـه صـورت   . تخلـيص گرديـد   Ni-NTAايلي كروماتوگرافي تم ـ
وزن مولكـولي پـروتئين    Gene Runnerنرم افزار  تئوري توسط

بانـد  ).  5 شـكل (كيلودالتـون تخمـين زده شـد     37نوتركيب 
ــي  ــط روش   37پروتئينـ ــوني توسـ  SDS-PAGE  كيلودالتـ

توسط روش وسترن  C-HapSمشاهده شد و به عنوان پروتئين 
 ــ  ــي ب ــتفاده از آنت ــا اس ــلات ب ــه  ب ــال ضــد دنبال ادي مونوكلون

ميــزان بيــان ).  6 شــكل(ي گرديــد ييــد نهــايهيســتيديني تا
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نســبت بــه كــل % 62در حــدود  C-HapSپــروتئين نوتركيــب 

  .ي بوديهاي باكترياپروتئين

  نتايج آناليز توالي پروتئيني
به دست آمده در اين مطالعه  C-HapSهمتاسازي توالي پروتئيني 

 N187, TN106, P860295سه سويه  C-HapSبا توالي پروتئيني 
ي غيرقابل طبقه بندي  نشان داد كه بـيش از  هموفيلوس آنفلوانزا

  ).7 شكل(ها وجود دارد درصد همساني بين توالي 97
  

  
بـه دسـت آمـده در ايـن      CHapSهمتاسازي توالي پروتئيني  .7 شكل

 N187, TN106, P860295سه سـويه   CHapSمطالعه با توالي پروتئيني 
ــوانزاهم  NCBI GeneBank(ي غيرقابــل طبقــه بنــدي وفيلــوس آنفل

database cession numbers در شكل نشان داده شده است(  
  

-Cهمچنين نمودار آنتي ژنيسيته مربوط بـه تـوالي پروتئينـي    

HapS اپـي  (ژنيـك  جايگاه آنتـي  9 ،توليد شده در اين مطالعه
  ).2جدول (را مشخص كرد ) توپ

  
موجـود در قطعـه   ) تـوپ اپـي (ژنيـك  آنتـي  هـاي جايگـاه  .2جدول 

  CHapSپروتئيني 

  
  
ناحيه بالاي نمودار كه به صـورت اعـداد مثبـت     ،اين نمودار در

باشـند و  نشان داده شده است مناطق با آنتي ژنيسيته بالا مـي 

ژنيك، در زير نمودار كه با اعداد منفي نشـان  نواحي كمتر آنتي
اســاس الگــوريتم روش ايــن نمــودار بر. انــد هســتندداده شــده
Kolaskar  وTongaonkar هاي مناسب بـراي  كه يكي از روش

باشـد، رسـم   هـا مـي  ژنيسيته پـروتئين پيش بيني ويژگي آنتي
   .)8 شكل(گرديد 

  
بـه دسـت آمـده در ايـن      CHapSنمودار آنتي ژنيسـيته پروتئينـي    .8شكل 

بـالاي  قسمت  . Tongaonkarو  Kolaskarمطالعه براساس الگوريتم روش 
نمودار كه با اعداد مثبت نشان داده شده است، منـاطق هيـدروفيليك يـا آنتـي     

  .باشدژنيك پروتئين مي
  

  بحث
ي بدون هموفيلوس آنفلوانزا اتوترنسپورتر هايدر ميان پروتئين

نقـش كليـدي را در    Hapرسد كه ادهـزين  كپسول، به نظر مي
. كنـد هـاي ميزبـان بـازي مـي    اتصال اوليه بـاكتري بـه سـلول   

مطالعــات روي ســاختار و عملكــرد آن آشــكار كــرد كــه ايــن   
هـاي  باشد و تداخل با سـلول پروتئين داراي فعاليت اتصالي مي

ميزبان و همچنين تشكيل ميكروكلني را تـا هنگـامي كـه بـه     
ــانجيگري مــي  ــاكتري متصــل اســت مي كنــد ســطح ســلول ب

مطالعات اخيـر نشـان دادنـد تـوالي آمينواسـيدي      ). 7،14،15(
ي بـدون  هموفيلـوس آنفلـوانزا  هاي سطحي سياري از پروتئينب

باشـد و  ن حفظ شده نميآهاي مختلف كپسول در ميان سويه
درصـورتي كـه مطالعـات    . به ميزان قابل توجهي متنـوع اسـت  

Cutter    و همكارانش نشان دادند ناحيه جابجا شـونده ادهـزين
Hap )Haps( يبا وجود آن كه در سطح سلول باكتري بيان م-
بـدون   يهموفيلـوس آنفلـوانزا   هايبرخلاف ساير ادهزين ،شود

هاي مختلف به ميزان زيادي حفـظ  توالي آن در سويه ،كپسول
ي هموفيلوس آنفلـوانزا ي با آن از استقرار يزاشده است و ايمني

بدون كپسول در مدل حيواني و در نهايت عفونت متعاقـب آن  
 ).16(كند جلوگيري مي
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، Hapsان داد كـه بخشـي از پـروتئين     هاي بعـدي نش ـ بررسي
-، تداخل بـين سـلول  Hapsآمينواسيد ناحيه كربوكسيل  311

هاي ميزبان را بـه عهـده دارد كـه همـان     هاي باكتري با سلول
باشد مي) C-Haps(به سلول ميزبان  Hapsناحيه متصل شونده 

سـه سـويه    C-Hapsهـاي آمينواسـيدي    مقايسه تـوالي ). 17(
ــوانزا هموفيلــوس  مختلــف )  N187 ،P860295 ،TN106( آنفل

. شـباهت بـين آنهـا وجـود دارد    % 1/97نشان داد كه بـيش از  
ي داخـل بينـي   ي ـهمچنين مطالعات نشان دادند كـه ايمنـي زا  

)Intranasal immunization(   باC-Haps    نوتركيب منجـر بـه
طبيعـي را نيـز    Haps شـود كـه  بادي مـي هاي آنتيالقاء پاسخ

آمينواسيد ناحيه كربوكسـيل   311ر مجموع د. خنثي مي كند
Haps     هـاي مختلـف   به عنوان كانديـداي واكسـن عليـه سـويه

 يافتـه . )18( ي بدون كپسول معرفـي شـد  هموفيلوس آنفلوانزا
و ) C-Haps(هاي بـه دسـت آمـده مربـوط بـه ايـن پـروتئين        

همچنين وجود شواهدي از حضور پاسخ ايمني عليه آن موجب 
سويه  C-Hapsيز ويژگي ايمونوژنيسيته شد در مطالعه حاضر ن

ي بـدون كپسـول و همچنـين    هموفيلـوس آنفلـوانزا  ديگري از 
هـا مـورد   سـاير سـويه   C-Hapsتشابه و همساني تـوالي آن بـا   

آمينواسيد ناحيـه كربوكسـيل    311بنابراين . بررسي قرار گيرد
Haps 1766  ي بدون كپسـول هموفيلوس آنفلوانزا PTCC   بـه

  .ليد شدصورت نوتركيب تو
 c-hapsحامل قطعه ژني  pET24a-chapsدر اين تحقيق، سازه 

ــروتئين   ــيل پ ــه كربوكس ــه ناحي ــوط ب  Haps (C-Haps) مرب
ساخته شد  PTCC 1766ي بدون كپسول هموفيلوس آنفلوانزا

هاي بيولوژي مولكولي و تعيين تـوالي  و صحت آن توسط روش
دسـت   به  C-Hapsمقايسه سكانس آمينواسيدي . يد گرديديتا

هاي ثبت C-Hapsآمده در اين تحقيق با سكانس آمينواسيدي 
درصــد N187 ،P860295 ،TN106 (97(شــده در بانــك ژن  

را نشان دادند و همچنـين  بـر اسـاس نمـودار آنتـي       همساني
 Kolaskarكــه توســط الگــوريتم  C-Hapsژنيســيته پــروتئين 

ــه  Tongaonkarو  Antigen peptide predictionو برنامـ

(http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl)   بــه دســت
جايگاه آنتي  9مشخص شد كه  اين پروتئين داراي  آمده است،

هموفيلــوس ســاير ســويه هــاي   C-Hapsژنيــك مشــترك بــا 
هاي ي بدون كپسول بوده  و قابل توجه اين كه جايگاهآنفلوانزا

سـويه قـرار    4ژنيك دقيقا در مناطق حفظ شده بين ايـن  آنتي
همان طور كه در مطالعـات پيشـين مشـخص شـد و در     . اردد

آمينواسـيد   311نشان داده شـد،  نيز هاي مطالعه كنوني يافته
هموفيلوس هاي مختلف در ميان سويه Hapsناحيه كربوكسيل 

به ميـزان قابـل تـوجهي حفـظ شـده       ي بدون كپسولآنفلوانزا
بــه  pET24a-chapsهمچنــين در ايــن تحقيــق، ســازه . اســت
منتقل شد و قطعه پـروتئين    BL21(DE3 E. coli(هاي سلول

 ، دماي2xTYها در محيط كشت موردنظردر نتيجه رشد سلول
 OD600در  mM 1  IPTGو القاء توسط گراد درجه سانتي 37

نتايج مربوط بـه بررسـي ميـزان بيـان     . بيان گرديد 6/0معادل 
پــروتئين توســط روش دنســيتومتري نشــان داده كــه نســبت 

باند پروتئيني موردنظر نسبت به كل باندهاي پروتئيني چگالي 
در صورتي كه در مطالعه قبلي  باشد،مي% 62باكتري القاء شده 

البته شرايط بيان . گزارش شده است%  42بالاترين ميزان بيان 
 c-hapsپروتئين در مطالعه ذكر شده به اين صورت بود كه ژن 

اگانـه تحـت   بـه طـور جد   N187 ،P860295 ،TN106سويه  3
قـرار داده شـده و پـس از     pET17bوكتور T7  كنترل پروموتر

 E. coli BL21(DE3)ورود سازه مـوردنظر بـه ميزبـان بيـاني     

/pLysSي در محـيط كشـت   يهاي باكتريـا ، سلولSOB    غنـي
  mM 1گلوكز رشد داده شدند و القاء سلول ها بـا  % 1شده با 

     IPTG  درOD600  بـه  ). 19(ت صورت گرف ـ 1-5/1معادل
 C-Hapsدهد كه مقدار بيـان  طور كلي مقايسه نتايج نشان مي

برابـر بـالاتر از مقـدار بيـان آن در      2در مطالعه كنوني حدودا 
 . باشدمطالعه قبلي مي

ژنيك بسيار حفظ شده ميـان   هاي آنتيتوپبه دليل حضور اپي
C-Haps 1766ي بدون كپسـول  هموفيلوس آنفلوانزا PTCC  و
ي بـدون كپسـول، پـيش    هموفيلـوس آنفلـوانزا  هاي يهساير سو
دست آمـده در  ه ب C-Hapsشود كه پاسخ ايمني عليه بيني مي

ي هموفيلـوس آنفلـوانزا  هـاي مختلـف   اين تحقيق  عليه سـويه 
بدون كپسول نيز محافظت كننده باشد و بتوان از آن به عنوان 
ــوب در تحقيقــات واكســني اســتفاده كــرد  . يــك گزينــه مطل

به كار گرفته شده در اين مطالعه كه منجر به  شرايطهمچنين 
نظر شـد بتوانـد راه را بـراي توسـعه      بيان بالاي پروتئين مورد

هـاي مختلـف   عليـه سـويه   C-Haps هاي در برگيرنـده واكسن
لازم بـه ذكـر   . سازد ي بدون كپسول هموارهموفيلوس آنفلوانزا

ين است كه هم اكنون بررسـي ويژگـي ايمونولوژيسـيته پـروتئ    
  . باشدمورد نظر در مدل حيواني در حال انجام مي

  
  تقدير و تشكر

با تشكر از همكاران بخش باكتري شناسـي و هپاتيـت و ايـدز    
  .انستيتوپاستور ايران كه در انجام اين تحقيق همكاري نمودند
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