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در وكتور  P14-3-3ژن  هاي خطي آنتيكلون كردن اپيتوپ

pEGFP-N1  به عنوان يك مدل واكسن DNA جهت القا ايمني

 CHOو بيان آن در رده سلولي  عليه كيست هيداتيك
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  چكيده

در مرحله لاروي اين انگل . شودايجاد مي در اثر آلودگي با لارو انگل اكينوكوكوس گرانولوزوس كيست هيداتيك: زمينه و هدف

واكسن نوتركيب  وباشد مي p14-3-3 هايژني از خانواده پروتئينآنتي ،هاژنيكي از اين آنتيكه  شودمي هاي متعددي توليدژنآنتي

 ها و توليد پاسخ ايمني ژنتيتوپي آنتر بودن نواحي اپيبا توجه به ايمونوژن .زايي قابل توجهي را در موش القا كرده است آن ايمني

Th1 وكتور در شده ژن شناساييهاي خطي اين آنتيتوپاپي كلون كردن هدف از اين مطالعه مطلوب N1–pEGFP  ساخت بود كه در

  .دبو ثرؤمواكسن  DNA يك مدل 

  

            توالي ، فزارهاي بيوانفورماتيكيانرمتوسط  p14-3-3ژن آنتي هاي خطيتوپپس از شناسايي اپيتجربي در اين مطالعه : روش بررسي

            وكتوردر ، XhoI توسط آنزيم محدود كننده  و هضم  PCRتكثير با واكنش  پس از به صورت سنتتيك فراهم شد،كننده آن كد

N1 – pEGFP  تخليص شده با روش سمبروك تغيير يافته كه همراه  با استفاده ازCaCl2 وPEG6000  هاي كلونيكلون شده و  باشدمي

هاي يوكاريوت با براي بررسي بيان در سلول. يابي تأييد شد و سپس توالي colony PCR به روش ابتدا مثبت حاوي وكتور نوتركيب

  .منتقل شدند  CHOروش الكتروپوريشن به رده سلولي

  

گرانولوزوس پس از شناسايي، سنتز و تكثير در  انگل اكينوكوكوس P14-3-3ژن هاي خطي آنتيتوپتوالي كد كننده اپي :هايافته

همراه است، كلون شده و  RNAكه تخليص آن  با روش جديد به خوبي با حداكثر غلظت پلاسميد و حداقل مقدار  pEGFP-N1وكتور

آميز با هاي يوكاريوت به صورت موفقيتاي از سلولبه عنوان نمونه CHOبيان آن نيز در رده سلولي  ،پس از تأييد كلونينگ

هاي موشي در ميكروسكوپ فلورسنت انجام شد و استفاده از سازه حاصل در قالب واكسن ژني براي  بررسي پاسخ ايمني در مدل

  . مراحل بعدي پژوهش انجام خواهد شد

  

انگل  ζ P14-3-3 ژنيهاي خطي آنتتوپتأييد كننده كلونينگ صحيح توالي كد كننده اپي، نتايج حاصل از توالي يابي :گيرينتيجه

آميز بوده و نتايج حاصل از ميكروسكوپ فلورسانس نشانگر بيان موفقيت  pEGFP-N1اكينوكوكوس گرانولوزوس در وكتور 

  .باشدمي CHOپروتئين نوتركيب در سلول يوكاريوتي

  

 P14-3-3واكسن، DNAاكينوكوكوس گرانولوزوس، كلونينگ،  :هاي كليدي واژه
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  مقدمه

هـاي مشـترك   كيست هيداتيك يكـي از بيمـاري  

بين انسان و دام است كه در اثر آلودگي بـا لارو انگـل   

 ) Echinococceus granulosus( اكينوكوكوس گرانولـوزوس 

هـاي بسـيار در زمينـه    رغم تلاش شود و علي جاد مياي

چنـان در   هـم  ،كنتـرل و درمـان   ،هاي كلينيكيتشخيص

 اكثر كشـورهاي نـواحي معتدلـه جهـان و مخصوصـاً     

ايران كه صنعت دامپروري رايج است در حال افـزايش  

سالانه خسارات اقتصادي زيـادي را  اين بيماري . است

ي كه اين خسـارت  به طور كندبه اين مناطق تحميل مي

ــر   ــالغ ب ــران ب ــي  236در اي ــال م ــون دلار در س -ميلي

  ).1ـ3(باشد

يكي از مراحل اساسي در كنتـرل و پيشـگيري   

ثر ؤطراحي و ساخت واكسـني م ـ  ،از شيوع اين بيماري

 1995بــراي ايــن منظــور از ســال  .باشــديعليــه آن مــ

هـاي   ژن اي آنتـي ن ـهايي بر مبطراحي و ساخت واكسن

 Eg95 وEgTrp، EgA3T Eg101 :مثـل ل  نوتركيب ايـن انگ ـ 

كه اين انگل داراي ده نـوع   اما با توجه به اين ،دآغازش

ــاوت ــي) G1-G10(ســروتيپ متف ــدام  م ــر ك ــه ه باشــد ك

 G1،G2(كننـد  هـاي واسـط خاصـي را آلـوده مـي      ميزبان

 Eg95واكسـني ماننـد   ) ...و اسـب  G4 ،شـتر  G6، گوسفند

آلـوده   G1 بـا  هاي گوسفندي كـه توانسته تنها در گونه

هنـوز   درصد را ايجاد كنـد و  95ايمني در حد  ،اندشده

هاي مختلف عليـه  واكسن مناسبي كه بتواند در ميزبان

كند طراحـي  هاي متفاوت اين انگل ايمني ايجادسروتيپ

كـه ايـن انگـل داراي     با توجه به ايـن . )4ـ7(نشده است

بلـوغ در  و تخـم  مرحلـه  (مراحل زندگي مختلفـي اسـت  

ــا ــان نه ــي ســگميزب ــا يي يعن ــه لاروي ي ســانان مرحل

ــان واســط  ) متاسســتود و پروتواســكولكس در ميزبان

ژنـي كـه بتوانـد در اكثـر     واضح است كـه يـافتن آنتـي   

وجود داشته و در عين حـال داراي  مراحل زندگي انگل 

نيـز  هـا   در بين اكثر گونهساختار محافظت شده بوده و

مزاياي هاي ديگر ژننسبت به آنتي ،وجود داشته باشد

هـا كـه در   ژن يكي از ايـن آنتـي  . بيشتري خواهد داشت

لاروي   ويـژه در مرحلـه  ه اكثر مراحل زندگي انگل و ب ـ

از ژن ايـن آنتـي  . اسـت  P14-3-3 نژآن وجود دارد آنتي

ــروتئين  ــانواده پ ــاخ ــت ي يه ــاً  اس ــه تقريب ــه  ك در هم

بـه صـورت    هـاي متفـاوت و  ها با ايزوفورميوكاريوت

ها با ينئحضور اين پروت. )8و 9(دحفظ شده وجود دار

هـاي تنظيمـي   هـا بـه عنـوان مولكـول    توجه به نقش آن

يكـي  آنها را به عنـوان   ها،تكامل انگل و اصلي در رشد

از كانديدهاي هدف براي طراحي دارو و واكسـن قـرار   

  rEg14-3-3 تركيـب طـوري كـه واكسـن نو   به است داده 

ورال ساخته شده توانست پاسـخ ايمنـي سـلولي و هم ـ   

هـاي   در مـوش عليـه كيسـت هيـداتيك    قابل تـوجهي را  

بـا توجـه بـه نقـش عمـده ايمنـي       . )10(آلوده ايجاد كند

هـاي  عفونـت در مقابله با  Th1)( 1كمكيT ، سلولسلولي

و مشكلات موجود در زمينـه سـاخت و عرضـه     انگلي

هاي نوتركيب و با توجه به اينكـه آنهـا بيشـتر    پروتئين

كننـد طراحـي و سـاخت    مـي  ايمني همورال را تحريـك 

هايي با توانايي تحريـك و توليـد پاسـخ ايمنـي     واكسن

سلولي بالا با كمتـرين هزينـه و قابـل دسـترس بـراي      

در حــال حاضــر  .رســدعمـوم ضــروري بــه نظــر مـي  

 واكسـن هـاي بـر پايـه     واكسن هاي نسل سوم يعنـي 
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DNA)DNA vaccine (   ــوالي ــه در آن ت ــده   DNAك كدكنن

بيـاني كلـون شـده و     در يك وكتورنظر  ژن موردآنتي

جهت بيان و تحريـك پاسـخ ايمنـي بـه سـلول ميزبـان       

ــه ،شــودانتقــال داده مــي -مــي ي مطــرحبهتــرين گزين

ــ14(باشــد ــدف از  ).11ـ ــه حاضــر طراحــي و  ه مطالع

بـر   ثر عليـه كيسـت هيـداتيك   ؤساخت واكسن ژنـي م ـ 

-هاي خطـي آنتـي  توالي كدكننده اپيتوپ مبناي كلونينگ

 در وكتور بيـاني  باشدتر مي ايمنوژن كه P14-3-3ζ   ژن

pEGFP-N1 )ين سـبز فلورسـنت بـوده و    ئكه داراي پروت

ــلول    ــان آن در س ــابي بي ــان ردي ــه امك ــاي در نتيج ه

به منظور بررسـي   باشد كهمي) يوكاريوت وجود دارد

از رده سـلولي  نيـز هـاي يوكـاريوت   بيان آن درسـلول 

CHO
  .استفاده شد )1(

  

  روش بررسي

ــراي ــشناســ ب ــواحي اپ ــوپييايي ن ــي ت             ژنآنت

p14-3-3ζ ، ژنابتدا توالي پروتئيني آنتـي ζp14-3-3 ،  انگـل

 اكينوكوكوس گرانولوزوس از پايگاه بيوانفورمـاتيكي  

NCBI به وسيلههاي خطي آن توپدريافت و سپس اپي 

ــرم ــايت   ن ــود در س ــاتيكي موج ــزار بيوانفورم  IEDBاف

ــدون   ــازي كــ ــه ســ ــايي و بهينــ ــاي آنشناســ                        هــ

)codon optimization( پس از اين مرحله تـوالي  . انجام شد

 بـه وسـيله   بينـي شـده و  ها پـيش توپكد كننده اين اپي

   .سنتز شد Genscriptشركت 

جهـت   ،)PCR (اي پليمـراز  زنجيـره  واكـنش براي 

PCR تكثيــــر قطعــــه مــــورد نظــــر بــــا واكــــنش
)2( 

ــاي ــرو  )Primers(آغازگرهــــــــــــــ پيشــــــــــــــ

و معكـوس     "TGCTCGAGATGGCGAAAACAG3"5شامل

ــامل  ــه ، "GCCTCGAGCTGCACTTCCGCTATAG3"5شـ كـ

بـا نـرم   ،باشندمي XhoIداراي جايگاه برش براي آنزيم 

  .شد سنتز طراحي و Oligoافزار بيوانفورماتيكي 

ــنش  ــايي  PCRواك ــر 40در حجــم نه ، ميكروليت

 پيكومـول از  dNTP ،10 هـر  از مـولار ميلي 25/0حاوي 

 1 ،مـولار  ميلي 5/1با غلظت  MgCl2 ،هريك از آغازگرها

نـانوگرم   50 ،)شركت سيناژن( Taq واحد آنزيم پليمراز

DNA  بافر  ميكروليتر 4الگوي سنتتيك وX10 باشدمي.  

شـــامل دمـــاي واسرشـــته  PCRپارامترهـــاي 

)(denaturation  3گـراد بـه مـدت     درجـه سـانتي   94اوليه 

 94ته شـدن در دمـاي   چرخه شامل واسرش ـ 35 ،دقيقه

ــاتي ــدت  درجـــه سـ ــه مـ ــراد بـ ــه 1گـ ــال ،دقيقـ  اتصـ

درجــــه  54آغـــازگر در دمـــاي    )Annealing(پرايمـــر 

 ) Extension(طويـل شـدن   ثانيه و 30گراد به مدت  سانتي

ثانيـه و   15گـراد بـه مـدت     درجـه سـانتي   72در دماي 

گراد به  درجه سانتي 72پليمريزاسيون نهايي در دماي 

ــدت  ــوده  5م ــه ب ــت دقيق ــول .اس ــس از  PCR محص پ

ــورز  ــر از  5الكتروفـ ــارز آنميكروليتـ  2 روي ژل آگـ

آميـزي بـا اتيـديوم برومايـد زيـر نـور        درصد و رنـگ 

    .1 .مشاهده شد )UV(ماورابنفش

سازي وكتـور  در بررسي حاصل جهت خالص

روش تغيير يافتـه سـمبروك كـه شـامل؛      ناز جديدتري

PEG8000و CaCl2مــولار 4اســتفاده از محلــول 
جهــت  )3(

استفاده شد،  ،باشدهاي سبك و سنگين مي RNAحذف 

                                                           

1-Chinese hamster ovary  

2-Polymerase chain reaction 

3-Polyethylene glycol  

  
     



  ليه كيست هيداتيكعDNA واكسن  بعنوان P14-3-3ژن  هاي آنتيكلون كردن اپيتوپ

 )103شماره پي در پي (1394 آبانـ 8ـ شماره 20مجله ارمغان دانش ـ دوره 
669

و در   PEG8000با اين تفاوت كه به علت موجود نبـودن  

درصـد از   PEG8000 ،20نتيجه عدم امكان تهيه محلـول  

درصـد اسـتفاده    40با غلظـت   PEG6000(SIGMA)محلول

بيشـترين  ) ليتـر ميلـي 5(تـرين حجـم كشـت   شد و با كم

و هزينـه ممكـن     RNAل مقـدار  مقدار وكتـور بـا حـداق   

  ).15(بدون استفاده از كيت فراهم شد

                   در وكتــورPCR كلونينــگ محصــول   بــراي

 pEGFP-N1 ،10 از ناقـل  ميكروليتـر pEGFP-N1    تخلـيص

به همراه ) ميكروليتر هر نانو گرم در150با غلظت (شده

نانو گرم در  250با غلظت ( PCRميكروليتر محصول 10

ــرمي ــايي  ) كروليتـ ــم نهـ ــر 30در حجـ ــا ميكروليتـ  بـ

 )شـركت فرمنتـاز  ( XhoIكننده آنزيم محدودميكروليتر1

سـاعت بـه    3گراد و به مدت  درجه سانتي 37در دماي 

ميكروليتـر از   5سـپس  ، صورت جداگانه هضـم شـدند  

در  ،ييـد هضـم  أجهـت ت وكتور  هضم آنزيمي محصول

از  درصد الكتروفورز شده و پـس  SIGMA( 1(ژل آگارز

واكـنش الحـاق بـا    . ييد در واكنش الحاق استفاده شدأت

نانوگرم از قطعه  900ميكروليتر حاوي  30حجم نهايي 

 5نانوگرم از پلاسميد هضـم شـده و   600مورد نظر و 

ــد آنــزيم  ، )شــركت فرمنتــاز ( T4 ليگــاز DNA واح

بود كه  10Xميكروليتر بافر 3و  PEG 4000ميكروليتر 1

ساعت انجام 12گراد به مدت  درجه سانتي 16در دماي 

محصول واكنش الحاق بـه بـاكتري اشريشـياكلي    . شد

كه به روش كلريد كلسيم مستعد شـده   DH5α زير گونه

گـري   غربـال . بودند با روش شوك حرارتي منتقل شـد 

ــاي حاصــل روي محــيط  همســانه ) LB )Luria Bertaniه

 ليتــر كانامايســينميكروگــرم در ميلــي 70آگارحــاوي 

)(SIGMA هـاي مثبـت   نيوكل ـ ،نجام شد و پس از پاساژا

مســتقيم انتخــاب شــده و در نهايــت بــه  PCRبـه روش  

 5هــاي مثبــت در ســازي كلنــي ييــد همســانهأمنظــور ت

 ليتـر  ميكروگرم در ميلي 70حاوي  LBليتر محيط  ميلي

گراد و بـه مـدت   درجه سانتي 37كانامايسين در دماي 

شـده و   ساعت در انكوباتور شـيكردار كشـت داده   18

 انجـام شـد   سـمبروك  جديد خليص پلاسميد با روشت

هاي تخلـيص  روي پلاسميد  PCRسپس با انجام واكنش

قـرار گـرفتن    XhoIشده و هضم آنزيمي توسـط آنـزيم   

ييــد وصــحت نهــايي   أقطعــه در ناقــل پلاســميدي ت  

ــانه ــوالي     همس ــين ت ــا تعي ــا ب ــيله ه ــه وس ــركت  ب ش

  .انجام شد )Macrogene(اي كره

يـــان پـــروتئين نوتركيـــب، بـــراي بررســـي ب

ــك ژن و ســلول  CHOي هــاي رده ســلول از بخــش بان

تهيـه   سـازي رازي مؤسسه تحقيقاتي واكسـن و سـرم  

،  FBS10%حـاوي  (RPMI1640 شده و در محـيط كشـت   

در انكوبـاتور  ) درصـد 1سـيلين  استرپتومايسين و پني

گراد بـه  درجه سانتي 37درصد و دماي  CO2 5حاوي 

ايـن   پـس از رسـيدن    .ده شـد ساعت كشت دا 48مدت 

بـا   ،ليتـر ميليون سلول در هر ميلـي  8به تعداد  ها سلول

و پـلاك سـلولي    ندشست و شو داده شـد  PBSمحلول 

 25حاصــل در كــووت مخصــوص الكتروپوريشــن بــا 

نـانوگرم بـر    800با غلظت (ميكروليتر وكتور نوتركيب

ميكروليتر محيط فاقد سرم مخلـوط   800و ) ميكروليتر

ــا دســتگاه شــده وتر  (BIO RAD)انسفورماســيون آن ب

 .به روش شوك الكتريكي انجام شـد  Gene pulserآمريكا 

هاي ترانسفورم شده مجدداً به مدت و پس از آن سلول
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بـا شـرايط ذكـر شـده      RPMI1640ساعت در محيط  72

هاي حاصل، كشت داده شد و پس از تهيه لام از سلول

ــا ميكرو   ــب ب ــروتئين نوتركي ــان پ ســكوپ بررســي بي

  .فلورسنت انجام شد

   

  ها  يافته

-P14-3 ژنهاي خطي آنتيكننده اپيتوپتوالي كد

3ζ           اكـي نوكوكـوس گرانولـوزوس سـنتز شـده و بـا

 پروتئينـي  تـوالي  1 در شـكل  .تكثيـر يافـت   PCR  روش

كننـده  تـوالي كـد  PCR  محصـول  2 و در شـكل  كننده كد

ن داده نشا bp 175 با وزن مولكوليP14-3-3 هاي اپيتوپ

  .شده است

ــل PCRمحصــول  ــون شــد pEGFP-N1در ناق . كل

پلاسميد نوتركيب به روش ليز سلولي تخليص شـده و  

 ژن DNA بانـد ، XhoIآنـزيم   بـه وسـيله  پـس از هضـم   

آن جـدا   از  P14-3-3بيني شـده هاي پيشكدكننده اپيتوپ

شد كه بـه همـراه اخـتلاف انـدازه ناقـل قبـل و بعـد از        

 كـه ييد صحت كلونينـگ بـوده   أنشانگر ت سازي همسان

طــور كــه  همــان و اســت نشــان داده شــده 3 در شــكل

به طـور قابـل    RNAشكل مشخص است مقدار Eدرباند 

   .توجهي كاهش يافته است

پروتئين نوتركيب در سلول يوكاريوت در  بيان

 قالــبورودي و در نتيجــه  صــورتي كــه جهــت قطعــه

ــدن آن صــحيح باشــد  ــه   ،خوان ــه صــورت متصــل ب ب

ن سبز فلورسنت انجام خواهدشـد كـه تصـاوير    پروتئي

حاصل از ميكروسكوپ فلورسنت به وضـوح نشـانگر   

 تأييد صحت كلونينگ و بيان پروتئين نوتركيب در رده

هـاي  اي از سـلول به عنـوان نمونـه    CHOسلولي         

  .باشد مي يوكاريوت

  
 

 

  
 ζP14-3-3ژن آنتي هاي خطي پيش بيني شده كننده اپيتوپتوالي پروتئيني كد: 1شكل
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با وزن  PCRمحصول : Bجفت باز، DNA ،100سايز ماركر : A،  درصد 2بر روي ژل آگارز P14-3-3 توالي كد كننده اپي توپ PCRمحصول : 2شكل 

  جفت باز175مولكولي 

  

  

  

  

  

  

  

ربوط به قطعه كلون شده و بالايي وكتور هضم ناقل پس از كلونينگ كه باند پاييني م:   A .درصد 1در ژل آگارز  pEGFP –N1ناقل : 3شكل 

  XhoIهضم شده توسط  D :pEGFP-N1،تخليص شده قبل از كلونينگ bp 4940پلاسميد : bp 8000  -500 ، Cاز DNA سايز ماركر :  B ،باشد مي

  تخليص شده پس از كلونينگ E pEGFP-N1:و

  

 20Xسكوپ فلورسنتتصوير پروتئين نوتركيب با پروتئين سبز فلورسنت با ميكرو: 4شكل
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  بحث

كيست هيداتيك بـه عنـوان يـك بيمـاري انگلـي      

كـه درمـان آن نيازمنـد     اسـت شايع بـين انسـان و دام   

ميزبانـان واسـط يعنـي     بـه وسـيله  پاسخ ايمنـي قـوي   

ــي   ــخواركنندگان م ــان و نش ــدانس ــاي . )1(باش در دني

 نندهك هاي تضعيفامروزي با توجه به افزايش بيماري

و افـزايش مصـرف داروهـاي    HIV  سيستم ايمني مثـل 

بـه دلايلـي مثـل دريافـت     بنـا  كننده اين سيستم  تضيف

 هاي آلرژيك پيشگيري از ايـن عفونـت  عضو يا بيماري

يكـي از   .باشـد و كنترل آن امـري ضـروري مـي    انگلي

گيــري هماننــد بســياري از   هــاي پــيش بهتــرين راه

هاي ديگـر طراحـي و سـاخت واكسـن مناسـب       بيماري

هـاي نوتركيـب   هر چنـد واكسـن   .)10(باشدعليه آن مي

مقابله با ايـن عفونـت پاسـخ     درEg95 ساخته شده مثل 

اما يكي از  ،)4و  16(اندنشان داده اابل توجهي رقايمني 

سـازي طراحـي و سـاخت ايـن     هاي مهم در بهينهبخش

ها شناسايي و درك كامل از پاسـخ ايمنـي القـا    واكسن

 هـاي  همطالع ـ .شـد باشده به دنبـال واكسيناسـيون مـي   

نقش ايمنـي   نشانگر ،متعدد در رابطه با كيست هيداتيك

و  تضعيف و غير فعال كردن اين انگل ردTh1 سلولي 

باشد به طوري كه در پي مي هاي ديگربسياري از انگل

 ،تـر قـوي Th1 شيمي درماني افـرادي بـا پاسـخ  ايمنـي     

تـر زودتـر و   ضـعيف  Th1نسبت به افراد داراي پاسـخ  

بـا   .)11و 13(انـد هبودي خود را به دسـت آورده بهتر ب

هاي نوتركيب هم ايمني سـلولي  كه واكسن توجه به اين

ــي    ــك مـ ــورال را تحريـ ــي همـ ــم ايمنـ ــد و  و هـ كننـ

 سـبب تضـعيف   Th2 هـاي ترشـح شـده از     اينترلوكين

Th1  لـذا  ، )17و  18(شـود و كاهش اينترفرون گامـا مـي

از طرفــي در . درمــان بــا مشــكل مواجــه خواهــد شــد 

بادي خاصـي در بـدن   هاي قديمي نيز فقط آنتيواكسن

شـود كـه توانـايي كنتـرل پـاتوژن مشـابه را        توليد مي

لــذا بــا پيشــرفت بيوتكنولــوژي طراحــي و  ،)19(نــدارد

هـاي  هايي با هزينه مناسب يعني واكسن ساخت واكسن

كه كارايي بالايي در تحريك ايمنـي   DNA vaccineژني يا 

هـا بـا   در اين نـوع واكسـن  ) 12(سلولي دارند آغاز شد

سيسـتم   بـه وسـيله  نظـر   ژن موردتوجه به اينكه آنتي

ژن پس امكـان تغييـر آنتـي    ،شودبياني ميزبان بيان مي

و اگر طراحي واكسن بـر اسـاس    كدشونده وجود دارد

نواحي به شدت حفظ شده درآن خانواده باشـد منجـر   

ر هاي وسيعي عليه پاتوژن مورد نظ ـباديبه توليد آنتي

كـه ايـن نـوع     چنين با توجه به ايـن  هم .)19(خواهد شد

ــن ــلولي   واكس ــي س ــتر ايمن ــا بيش ــك Th1 ه را تحري

 ،لذا براي مقابله با ايـن عفونـت انگلـي    ،)20ـ23(كنند مي

و با توجـه   بر اين اساس. كارايي بالايي خواهند داشت

هـاي  تـوپ  به تحقيقات انجام شده در رابطه با تأثير اپي

خ ايمني مطلوب عليه اين عفونت انگلي خطي در القا پاس

هـاي بيشـتر بـا    و تأكيد محققين مبني بر لزوم بررسي

 در ايــن پــروژههــاي مختلــف، ژنهــاي آنتــي تــوپ اپــي

را كه به  p14-3-3 نژآنتي ζهاي خطي ايزوفورمتوپ اپي

شد، انتخاب  ،باشدشده مي ها حفظشدت بين اكثر گونه

 اسـت  تـر ايمنـوژن  هـاي خطـي آن كـه   توپاما فقط اپي

ين نوتركيـب ايـن   ئچـون پـروت   .)24و 25(گرديـد كلون 

هـاي آلـوده بـه    ژن ايمني قابل توجهي را درموشآنتي

اكسن طراحي و  DNAو) 10(كيست هيداتيك ايجاد كرده
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انگــل شيســتوزوما   P14-3-3ژن شــده بــر حســب آنتــي

موجـب پاسـخ ايمنـي    ) Schistosoma japonicum(جـاپونيكم 

بـا   و .)26(اين عفونـت انگلـي شـده اسـت    مطلوبي عليه 

ــدد ســروتيپ  ــه تع ــوس  توجــه ب ــل اكينوكوك ــاي انگ ه

ين ئكــه پــروت گرانولـوزوس و بــا در نظـر گــرفتن ايـن   

عليـه   Schistosoma bovisانگـل  p14-3-3ژن نوتركيـب آنتـي  

اي را  ايمني قابـل ملاحظـه   نيز Schistosoma mansoni انگل

ن كـه سـازه   و بـا توجـه بـه اي ـ    )27(ايجاد كرده اسـت 

ــه  CHOحاصــل در رده ســلولي  ــوان نمون ــه عن اي از  ب

هاي يوكـاريوت بيـان بسـيار مطلـوبي را نشـان      سلول

بتوانـد   در مراحل بعدي آزمـايش  است كه اميد دهدمي

ــگاهي و     ــدل آزمايش ــات م ــي در حيوان ــس از بررس پ

 ايمنـي مطلـوب  را كه Th1 پاسخ ايمني ميزبانان واسط، 

   .باشد القا نمايدميعفونت انگلي اين عليه 

  

  گيرينتيجه

هــاي خطــي  تــوپ در مطالعــه حاضــر اپــي  

هاي مهم ژنكه يكي از آنتي P14-3-3ژنآنتي ζايزوفورم 

ــوس    ــل اكينوكوكـ ــده انگـ ــظ شـ ــاختار حفـ ــا سـ و بـ

باشد، جهت هاي آن ميگرانولوزوس  در بين اكثر گونه

يك مـدل   قالبالقا پاسخ ايمني عليه كيست هيداتيك در 

DNA ن در وكتورواكسpEGFP-N1 بررسي  .كلون گرديد

اي به عنـوان نمونـه  ، CHOاوليه بيان آن در رده سلولي

 نشان  آميزي را هاي يوكاريوت نتايج موفقيتاز سلول

هاي بيشتر در رابطه با القا پاسخ ايمنـي  داده و بررسي

ــدي      ــل بع ــگاهي در مراح ــدل آزمايش ــات م در حيوان

  .آزمايش انجام خواهد شد

  

  تشكر  ر و تقدي

ــان  ــه مطالعــه حاضــر حاصــل پاي  مصــري نام

رشـته ژنتيـك از دانشـگاه خـوارزمي      كارشناس ارشد

كه با حمايت مالي مؤسسه تحقيقاتي واكسـن   باشد مي

هـاي تحقيقـاتي   سازي رازي كه بخشي از طـرح و سرم

باشد انجـام شـد كـه نويسـنده ضـمن      اين مؤسسه مي

ــه     ــن موسس ــئولين اي ــژه از مس ــكر وي ــامي تش از تم

را مـا   صـميمانه  كه همكاران عزيز بخش بيوتكنولوژي

كمـال تشـكر و    ،اين پروژه همراهـي كردنـد   اجرايدر 

  .آوردقدرداني را به عمل مي
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Abstract 

 
Background & aim: Hydatidosis is a zoonotic disease caused by infection with the larvae of 
Echinococcus granulosus. Different antigens produced in larval stage of this parasite that 
recombinant vaccine base these antigens created significant immunity in infected animals. One of 
the important antigens is p14-3-3 that its recombinant antigen created considerable immunity in 
mouse models. In the present study, according to the high immunity of antigen epitopes region, the 
coding sequence of T-cell epitopes of P14-3-3 was cloned into pEGFP-N1vector in order to 
produce an effective DNA vaccine model to stimulate high level of Th1 immune response.  
 
Methods: In the current study, bioinformatics tools were used for the prediction of linear T-Cell 
epitopes of Echinococcus granulosus P14-3-3 antigen. The nucleotide coding sequence of these 
epitopes was synthesized by PCR. The ampliqon was digested with XhoI restriction enzyme and 
cloned into pEGFP–N1 vector which had been purificated by modified by the Sambrook method 
with CaCl2 and PEG6000.Positive colony was selected by direct colony PCR and confirmed by the 
sequencing. The evaluation of its expression in Eukaryotic cells was done by transformed of CHO 
cell line with electroporation. 
 
Results: Linear T-cell epitopes of Echinococcus granulosus P14-3-3 after prediction, synthesis and 
amplification were successfully cloned into pEGFP-N1 vector that purificated by new method with 
maximum vector and minimum RNA concentration. The expression of new construct in CHO cell 
line as a eukaryotic cells achievement by fluorescent microscope will be used as a DNA vaccine 
model for the evaluation of immuno response in mouse models. 
 
Conclusion: Successfully cloning of the linear T-cell epitppes coding sequence of Echinococcus 
granulosus  P14-3-3 antigen into pEGFP-N1 verified by sequencing and fluorscent microscope 
images demonstrated the expression of recombinant protein in CHO cell line.  
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