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  چكيده
hrIFN(ماني براي اينترفرون گاماي انساني نوتركيب افزايش كاربردهاي در :مقدمه و هدف γγγγ ( كه يك

در  ؛استشدهسازي توليد آن هاي بهينهموجب گسترش روش ،ويروسي استالتهابي ضدسايتوكين پيش
از  كه Leishmania tarentolaeسلولي توليد اين گليكوپروتئين در سيستم يوكاريوتي تك ،اين مطالعه

  . استگرفتهبيان ژن هترولوگ مورد بررسي قرار براي، آيدميدستبه tarentolae annularisمارمولك 

  

اي خون هستههاي تكروي سلول RT-PCR روشاز  IFNγγγγژن  cDNAمنظور تكثير به :هامواد و روش
بيان پروتئين  منظوربهشد و ينين يك فرد ايراني سالم استفادهشده با فيتوهماگلوتمحيطي تحريك

hrIFN γγγγ ،cDNA به نحوي كه هر كاست بياني داراي يك كپي از  .شدشده در دو كاست بياني كلون تكثير
hIFNژن  γγγγ ژن  در جايگاهالكتروپوريشن  روش باهاي بياني اين كاست ؛بودRNA  ريبوزومي)ssu (L. 

tarentolae هاي بيوتيكشده در حضور آنتيهاي ترانسفورمپس از ترانسفورم، كلون. شدند وارد
   .شدندصي انتخاباختصا

  

داخل ه تهيه و ب L. tarentolaeهاي در سلولانساني  اينترفرون گامايهاي مورد نياز بيان سازه :نتايج
 .تأييدشد با تكنيك وسترن بلات ها،شد و كارايي سازهسلول انگل وارد 

  

 بياني هايسيستمعنوان به يوكاريوتي هاي پروكاريوتي وللوس از مختلفي انواعتاكنون  :گيرينتيجه
 اين بيان در اغلب هايي،ويژگي دليل ولي بهاند شدههاي نوتركيب استفادهتوليد پروتئين در

قبيل سرعت از ويژه يرفته در اين مطالعه از خصوصياتكارهسيستم ب .اندبوده ناموفق گليكوپروتيين
تواند براي است كه مي مندبهرهها گليكوپروتيين مناسب شرايط  كشت ارزان و گليكوزيلاسيون رشد بالا،

  .رودكارهتوليد پروتئين نوتركيب ب

  

 ، ليشمانيا تارنتولي)ssu(اينترفرون گاماي انساني نوتركيب، جايگاه ريبوزومي  :واژگان كليدي
  



 

2  

 Leishmania tarentolaeدر ژن اينترفرون گاماي انساني  منظور بيانهاي مناسب بهتهيه سازه

ي
لم

 ع
مه

هنا
ما

دو
 - 

ي
ش

وه
پژ

 
ي

شك
پز

ر 
شو

دان
 /

هد
شا

ه 
گا

ش
دان

 /
ر 

يو
هر

ش
91 /

ل 
سا

م
ده

وز
ن

 /
ره

ما
ش

 
10

0
  

  

   مقدمه

هاي پروكاريوتي و از سلول مختلف يتاكنون انواع
ها، مخمرها، ها، قارچجمله باكترييوكاريوتي از
هاي پستانداران، گياهان و حيوانات حشرات، سلول

توليد  منظوربههاي بياني عنوان سيستمژن بهترانس
 ؛)2 و 1( اندگرفتهمورد استفاده قرارپروتئين  نوتركيب 

نيستند اينكه قادر  دليلها به كلي در باكتري طوربه
هاي ها و شاخهسولفيدي گليكوپروتئينباندهاي دي

خوبي و به آنها به تئينسيستم بيان پرو بسازند،گليكان 
ها براي تلاش ،همچنين ؛گيردنميانجام صحيح يطرز

هاي حشره و هاي نوتركيب در سلولتوليد پروتئين
ه نيز به دليل ساختار غيرطبيعي ساكارومايسس سرويزي

، ترشح ضعيف در محيط كشت و هاپروتئين
 ؛)3( نيستبخش گليكوزيلاسيون زياد چندان رضايت

-به ،بنابراين وجود يك سيستم بيان يوكاريوتي جايگزين

ي هاو توليد پروتئين يادشدهحل مشكلات  منظور
  . نمايدمينوتركيب ضروري 

ل چندين نوع خانواده تريپانوزوماتيدا شام
هاي اصلي آن كه پارازيت استپارازيت روي انسان 

ليشمانيا و هاي جنس شامل تعدادي از گونه
شد كه دادهنشان 1986از سال ). 4( هستندتريپانوزوما 

Leishmania protozoan دار يك تريپانوزوماتيد فلاژل
 شودهاي خارجي استفادهتواند در بيان ژناست كه مي

  (L.tarentolae) ميان خانواده تريپانوزوماتيدا در). 5 و 4(
Leishmania tarentolae زا است يك پارازيت غيربيماري

عنوان يك سيستم و به آمدهدستكه از نوعي مارمولك به
است كه باعث بيان يافتهبيان يوكاريوتي مستعد توسعه

هاي پلاسمينوژن كنندهو فعال هابيشتر اريتروپروتئين
اينترفرون گاماي انساني ). 8 و 7، 6( شوديمبافتي 

)hIFN γγγγ(،  يك گليكوپروتئين ترشحي با وزن مولكولي
KD25  داردكه دو سايت مستعد گليكوزيلاسيون است 

 Tمحصول لنفوسيت  ،اين گليكوپروتئين ترشحي ؛)9(
ينكه يك به دليل ا بوده، Natural killer cellsشده و فعال

كاربردهاي  است،ويروسي التهابي ضدسايتوكين پيش

، 1996تا  1982هاي در سال. دارد درماني گوناگوني
IFNپروتئين  γγγγ شده در بيانEcoli )طوركه در همان

پس از ترجمه  هاي، قادر به انجام تغيير)شداشارهگذشته 
 ؛)11 و 10(نبود  Prكردن محصول يلهزگليكو منظوربه

رون گاما در ژن اينترف ،1983در سال  ديگر ايدر مطالعه
ساكارومايسس سرويزيه تحت كنترل فسفوگليسرات 

-چندان رضايت ،اما ميزان بيان ؛شدكلون ) PGK( كيناز

hIFNهمانند مخمر، ميزان بيان  ؛)12( بخش نبود γγγγ  در
نيز چندان ) CHO )chinese hamster ovaryهاي سلول

در مطالعه حاضر كلونينگ و بيان  ).13( مورد انتظار نبود
cDNA  ژنhIFN γγγγ بردن به ميزان كاربرد پي براي

نوتركيب انساني مورد  دارويي Prپروتوزوآها در توليد 
 .بررسي قرارگرفت

 

  ها مواد و روش

IFNژن  cDNAتكثير  γγγγ : ژنhIFN γγγγ  روشبا استفاده از 
RT-PCR اي خون محيطي تحريكهستههاي تكاز سلول 

- خالصشده با فيتوهماگلوتينين يك فرد سالم ايراني 

شدند و دادهها كشتابتدا سلول ،ين منظوربه ا ؛شدسازي
در انكوباتور  c26˚ساعت در دماي  72مدت به

108از تعداد  RNAقرارگرفتند و كل 
سلول و با  3×

به  ؛)Gibco, UK( شداستفاده از عامل ترايزول استخراج
شده حاصل از شستشوي نشيناين ترتيب كه ماده ته

 10مدت و به شودميترايزول حل mL5/1ها در سلول
 5سپس  ه،دشسانتريفيوژ rpm12000در  c4˚دقيقه در 

ازاي كه بهنحويبه. دشومينگهداريدقيقه در دماي اتاق 
سپس  ؛شودكلروفرم اضافه مي ml2/0ترايزول،  mL1هر 
دقيقه در دماي اتاق  15ت مدبه ،دادهرا تكان آن

 15مدت ريفيوژ بهسانت ،مجددطور به ؛شودمينگهداري
كردن خارج منظوربه rpm12000و   c4˚ دقيقه در دماي
 ،ml75/0 ،پس از سانتريفيوژ. گيردميفاز آبي انجام

 10مدت د و بهشوايزوپروپانول به مخلوط اضافه مي
 گذشته،ماند و مانند مراحل ميدقيقه در دماي اتاق باقي

 c4˚دماي و  rpm12000دقيقه در   10مدت محلول به
وسيله هشده بنشينته RNA ،نهايتد و درشوميسانتريفيوژ
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در  ؛دشوميحل آب µL30شسته و در  درصد 75اتانل 
-سنتتاز تك cDNAبا استفاده از كيت  cDNA ،مرحله بعد

براساس دستورالعمل ) Fermentas, lithuania(اي رشته
 dT واز اليگ µL1 ،به اين منظور. شدشده ساختهبيان

)pmol/µL50( ، از  ميكروگرم 5تا  1 ميزانبهRNA  اضافه
و  يابدميافزايش µL11د و حجم نهايي واكنش به شومي

-نگهداري c70˚دقيقه در دماي  5مدت مخلوط واكنش به

در  ؛دشوروي يخ خنك مي ،سرعتشود و سپس بهمي
و  RNaseآنتي   dNTP  mM10 ،µL2از  µL2 ،مرحله بعد

µL4  بافر واكنشx5 د تا اينكه حجم نهايي شواضافه مي
پس از . يابدميافزايش µL19وسيله آب به هواكنش ب

مدت به c37˚نگهداري مخلوط واكنش حاصل در دماي 
 Moloney murineواحد از آنزيم  40دقيقه، مقدار  5

Leukemia virus reverse transcriptase د و شواضافه مي
 60 مدتواكنش به كردن آنزيم، مخلوطپس از اضافه

شود و مينگهداري c70˚دقيقه در 10يا  c37˚دقيقه در 
  .دشوميفريز  -c70˚اين مخلوط در دماي  ،نهايتدر

 نحوه ساخت وكتورهاي بياني نوتركيب

درون  ،شدهتخليص PCRمحصول  ،به اين منظور
InsT/Aclone TM با استفاده از كيت PTZ57Rپلاسميد   

Product cloning kit شد ونكل)Fermentas, Lithuania  (
ژن . شدآناليز Sequencingپلاسميد نوتركيب به روش  و

IFN γγγγ وسيله پرايمرهاي هشده بكلون
IFN5'GGCGGATCCATGCAGGACCCATATGTA3' 

F- و  R-

IFN5'GGCGGATCCTTACTGGGATGCTCTTCGAC
C3'   كه داراي سايت برشBamHI  5در هر انتهاي' 

كه قطعه نحويبه ،شدتكثير PCR وسيله روشبه هستند،
IFN γγγγ هاي بيانيدرون پلاسميد ،شدهخالص PFX1.4Hyg  

 ؛شدكلون) PFX1.4sat)Jena Bioscence, , Germany و 
  :شودميدادهصورت خلاصه شرحهروش كار ب

IFNقطعه گيري براي قرار γγγγ درون  ،شدهخالص
ابتدا  PFX1.4sat و   PFX1.4Hyg هاي بيانيپلاسميد
پس از برش  PFX1.4hygو  PFX1.4satي بياني وكتورها
روي  ،ييد هضم آنزيمي صحيحأمنظور تبه BglIIبا آنزيم 

سبب  ،اين برش آنزيمي ؛دندژل آگاروز الكتروفورز ش

 kb2/8پلاسميد  هريك از از kb7/0جداسازي يك قطعه 
)PFX1.4sat ( و پلاسميدkb7/8 )PFX1.4hyg (سپس  ؛شد

  .لون شدك BglIIدر سايت IFNγγγγ ژن 
 PFX1.4sat.IFNγγγγپس از اينكه پلاسميدهاي نوتركيب  
وسيله كيت استخراج پلاسميد هب PFX1.4Hyg.IFNγγγγو 

، شدندخالص ) Qiagen GMbh, Germany(تجاري 
وسيله آناليز چندين آنزيم هوجود ژن اينترفرون گاما ب

وسيله هكردن بو سكانس (restriction analysis) برشي
مورد تأييد  reverse  M13و  Forwardپرايمرهاي 

  .قرارگرفت

   L. tarentolaeكشت و انتقال به انگل 

 L. tarentolaeهاي انجام ترانسفكشن از سلول منظوربه
) BHI )Brain Heart Fusionشده در محيط دادهكشت

-استفاده ،همين µg/mL5حاوي ) DIFCO, USA(شركت 

و عمل ترانسفكشن به روش ) Sigma, USA( شد
شده در هاي كشتروي پروماستيگوت ،الكتروپوريشن

  ).14(گرفت لوله آزمايش صورت
ميكروگرم از  15براي انتقال قطعه مورد نظر به انگل، 

 وكتور و )در مرحله اول( pF4X1.4sat–IFNوكتور 
pF4X1.4hyg-IFN )توسط آنزيم ) در مرحله دومSwaI 

 هعهضم آنزيمي وكتور بياني، يك قط هنتيج ؛شدهضم
kbp 9/2 هاي مربوط به تكثير در باكتري شامل قسمت

E.coil تر بزرگ اتقطع همچنين، بود؛kbp 1/5  وkbp 
اين  ؛شدخارج  شدهبياندهاي ترتيب از پلاسميهب 6/5

 است كه هاي ژنوم انگلحاوي قسمتي از توالي ،قطعات
بيوتيكي و ماركر آنتي برگيرنده ژن اينترفرون گامادر

شده با استفاده از كيت بريده DNAعات قطسپس  است؛
با  و شدنداستخراج درصد 8/0از ژل آگارز  كياژن،

به سلول انگل  استفاده از الكتروپوريشن در دو مرحله
پس از اولين مرحله ). 3 شماره شكل( يافتندانتقال

-نيمه BHIدر محيط  ها، سلولsat.IFNγترانسفكشن با 

-ن براي انتخاب كلوننورزوترايسي µg/ml60جامد داراي 

هاي كلونبعد، مرحله  در ؛شدنددادههاي مقاوم كشت
 شدند خانه منتقل 24هاي و به پليت شدندمنفرد انتخاب

هاي كشت به فلاسك يادشدههاي از پليتترتيب و به
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نورزئوترايسين ( انتخابي بيوتيكآنتيداراي  ml25بافت 
ClonNAT, Jena, Germany(،  زآنالي، سپس ؛شدندمنتقل 

PCR  رويDNA هاي مقاوم شده از كلونژنوميك جدا
 .گرفتييد ترانسفكشن انجامأت منظوربه، به نورزوترايسين

، دومين PCRوسيله بهاول ييد ترانسفكشن أپس از ت
-انجام hyg -IFNγγγγمرحله ترانسفكشن با استفاده از قطعه 

جامد روي محيط نيمه ،شدهي ترانسفورمهاو سلول شد
 بيوتيكآنتي µg/ml60هيگرومايسين و  µg/ml50ي دارا

هاي نهايت كلوندر ؛شدنددادهنورزوترايسين كشت
حاوي دو  BHIداراي دو ژن مقاومت در محيط مايع 

  .ندتكثير شد و، منتقل يادشدهبيوتيك آنتي

  شدهترانسفورم L. tarentolaeهاي  انتخاب كلني

فرون گاما منظور تأييد ورود كاست داراي ژن اينتربه
 DNAنظر به داخل ژنوم ليشمانيا، روي  نوتركيب مورد

شده مقاوم به هاي خالصژنوميك حاصل از كلني
هيگرومايسين و نورزوترايسين با استفاده از پرايمرهاي 

همچنين  ؛گرفتصورت sat ،PCRو  hygاختصاصي 
 ssu (s rRNA 18)به داخل لوكوس  يادشدهورود كاست 

 يا  forward hyg استفاده از پرايمرهاي و با PCRبا روش 

sat و reverse  اختصاصيssu مورد تأييد قرارگرفت.  

  آزمايش وسترن بلات

- بادي پليآنتيبلات با استفاده از  در آزمايش وسترن

وجود  انساني، اينترفرون گامايعليه  كلونال خرگوش
-شده شناساييهاي ترانسفورمليز سلول اين پروتئين در

  نوع سلول نوع دو هر پروتئينس از استخراج پ. شد
از  µg20،  )8(شده شده از سلول ليزترانسفورم وحشي و
-ژل پلي. شدبرده SDS-PAGEروي ژل  ،هر نمونه

آميزي و با رنگ G-250وسيله كوماسي بلو هآكريلاميد ب
 روش ،نهايتو در شدبريرنگ MQاستفاده از آب 
مراحل استاندارد و  سريوسيله يكهوسترن بلاتينگ ب

 ؛)15( شدانجام يادشدهروي ژل آكريلاميد مشابه ژل 
 عليهكلونال خرگوش بادي پليهمچنين در ابتدا آنتي

بادي و سپس آنتي) Abcam, uk(اينترفرون گاماي انساني 

بادي دوم عنوان آنتيبه) IgG-HPR )Dako, UKثانويه 
  . ندشداستفاده

 نتايج

  فرون گاماژن اينتر cDNAكلون 

cDNA  ژنhIFN γγγγ روش  باRT-PCR در (شد ساخته
 DNAروي  PCRو ) شدندبيانها قسمت مواد و روش

در ها با استفاده از پرايمرهايي كه شده از سلولاستخراج
-انجام دارند، 'BamHI 5هاي برشي سايت انتهاي خود،

 حدود فقط يك باند داراي سايز ،پس از الكتروفورز. شد
bp500 ؛)1 شماره شكل( شدي ژل آگاروز مشاهدهرو 

-آنزيمييد كلونينگ ژن مورد نظر با استفاده از أتهمچنين 

 BLASTنتيجه . گرفتانجام DNAهاي برشي و سكانس 
hIFNژن   mRNAآمده بادستتوالي به γγγγ  100شباهت 

  ).Gen-Bank: AF506749.1(داد را نشان درصد

  
ييد تأ: 2استاندارد، ستون  1kbماركر : 1ستون  .1 شمارهشكل 

  . bp500ژن اينترفرون گاما با وزن حدود  PCRنهايي محصول 

 

hIFNهاي بياني ژن كاست γγγγ  

ژن  Ligationتصوير شماتيك  ،2شكل شماره 
 PFX1.4satاز وكتور  kb5/7اينترفرون گاما در قطعه 

دو  انميتنها تفاوت . دهدمياختصاصي ليشمانيا را نشان
كه در  استبيوتيك ژن مقاومت به آنتي ،وكتور بياني

  . استنشدهدادهنشان PFX1.4hygاينجا وكتور بياني 
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   L. tarentolaeي هاانتقال به سلول
شده به درون انگل از انتقال دو سازه تهيه منظوربه

الكتروپوريشن در دو  .شدروش الكتروپوريشن استفاده

اده از يك سازه حاوي ماركر فبار با استمرحله و هر
 گرفتيا نورزئوترايسين انجامبيوتيكي هيگرومايسين آنتي

  ).3 شماره شكل(
 
 

 
 

hrIFNكه براي بيان پروتئين  PFX1.4-IFNγγγγتصوير شماتيك از پلاسميد  .2 شماره شكل  γγγγ كهوكتور دو . استكاررفتههب 

آنها در مراحل از هر يك از  .شدندساخته اندن متفاوتيا نورزئوترايسي هيگرومايسين :بيوتيكفقط در ژن آنتي

   .شدخواهدترانسفكشن استفاده

 
IFNحاوي ژن  هايسازهنحوه قرارگيري نمايش شماتيك  .3 شماره شكل γγγγ در لوكوس (18 s rRNA) ssu: طوركه همان

بيوتيكي ن مقاومت آنتيو ژIFNγγγγ  حاوي ژن ssu  لوكوس  بار ترانسفكشن هر دو آلل پس از دو ،شودميمشاهده

  .هستندsat و نورزئوترايسين  Hyg هيگرومايسين 
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   آمدهدستهب  ييد سلول نوتركيبأت

-ههاي بابتدا غربالگري سلول ،پس از ترانسفكشن
-بيوتيكي در محيطمده با استفاده از مقاومت آنتيآدست

-هاي كشت حاوي نورزئوترايسين و هيگرومايسين انجام

-بيوتيك كشتدو آنتي هاي مقاوم به هرلسلوسپس  شد؛

روي و ) استشدهدادهها شرحدر بخش روش(شد داده
- وارد PCRبا استفاده از  .گرفتانجام PCRآنها آزمايش 

 hyg و) hIFN-γ )bp460( ،sat )bp500شدن ژن 

)bp1000 ( درونDNA ي نوتركيب هاژنوميك سلول
ي نوع وحشي و هااين، هم در سلولبرعلاوه شدند؛ييدأت

شده با كاست ي ترانسفورمهاهم در سلول
PFX1.4sat.IFN-γ ،كاست  ورودsat.IFN-γ  در لوكوس

و با استفاده از پرايمرهاي  PCRبا روش  (ssu)  مورد نظر
sat forward  وssu reverse و باند  شدييدأتkb3/2  مورد

 با شدهي ترانسفورمهافقط در سلول ،انتظار

PFX1.4sat.IFN-γ  ورودو  )4 شماره شكل( شدمشاهده 
سازي پس از وارد. دارددلالت IFN-γصحيح كاست 

با  PCR است، Hygدومين سازه كه داراي ژن مقاومت 
شد و نيز انجام  ssu reverseوhyg forward پرايمرهاي 

  .آمددستمورد انتظار به kb8/2باند 

   

  

- تهيه ييد قرارگيري درست كاست ژنيأت .4 شماره  شكل

با استفاده از rRNA ريبوزومال ssuشده در لوكوس 

ذكر است كه ه لازم ب. ssu reverseو  sat forwardپرايمرهاي 

ژنوميك  DNAروي در خارج از كاست و ssu reverse  پرايمر

نمونه - 1). توضيح در متن(گيرد ميلوكوس مورد نظر قرار

ست نمونه ت- 4 ؛ ماركر- 3 ؛نمونه نوع وحشي- 2  ؛تست يك

آمده دستهبازي ب 2300نمونه تست سه، باند - 5 و  دو

در سايت مورد نظر را  IFNgقرارگيري كاست ژني حامل 

  .نداردر سوش وحشي وجوداين باند د. كندميييدأت

  وسترن بلات 

hrIFNبيان  γγγγ، شدتوسط آناليز وسترن بلات بررسي. 
هم ) 1، لاين 5 شماره شكل( KD17 پروتئين باند
 خصوصترفرون گاماي تجاري و هم دراين خصوصدر

hrIFN γγγγ   شده قابلهاي ترانسفورمآمده از كلوندستبه -

 اين پروتئين ،ي نوع وحشيهادر سلول. استمشاهده 
كه عدم  استنشدهكلونال شناساييبادي پليله آنتيوسيبه

  ).5 شماره شكل( دهدميرا نشانوجود اين پروتئين 

  
  

وجود  تأييد western blotآزمايش  .5 شماره شكل

 .شدهفرون گاما در سلول انگل ترانسفكتپروتئين اينتر

ليز سلول  -2ستون ؛ترفرون گامااستاندارد ان -1ستون 

 - 3 ستونو  )نترفرونيفاقد باند ا(ليشمانيا نوع وحشي 

كننده توليد(  شدهليز سلول ليشمانيا ترانسفكت

  )يبنترفرون نوتركيا

     بحث

هاي بيان يوكاريوتي مستعد براي توليد يكي از سيستم
 ،هاي نوتركيب دارويي فعالاز پروتئين بالا يسطح

كه از نوعي  است Leishmania tarentolaeپارازيت 
اين پارازيت به  ؛)16 و 6(است آمدهدستهمارمولك ب

جمله سرعت رشد بالا در مقايسه با دلايل مختلف از
بالا، داشتن  ستانداران، امكان كشت در حجمهاي پسلول

بودن براي انسان و زامحيط كشت ساده، غيربيماري
هاي ساختاري اليگوساكاريدي انگل وجود شباهت

ليشمانيا با اليگوساكاريدهاي پستانداران از نظر وجود 
اهميت  N-Linkedو گالاكتوز  يادشدههاي باقيمانده
وليد پروتئين در اين كه تنحويبه ؛استيافتهفراواني 

17
kd 

2300b
p 
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 L. tarentolaeاست كه نكته دهنده اين پارازيت نشان
 بالا يمناسب براي توليد سطح يعنوان ميزبانتواند بهمي

  ). 18 و 17، 8، 6( رودكاربهي هترولوگ هااز پروتئين
ايي مانند هداراي محدوديت  Leishmaniaكهوجوداينبا

سرعت رشد  شده با سرم ونياز به محيط كشت تهيه
نوع گليكوپروتئين نوتركيب دارويي  هر دو ،استين يپا

كننده فعالمانند اريتروپروتئين انساني،  ،و غيردارويي
-در اين پارازيت توليد Laminin332پلاسمينوژن بافتي و 

شده داراي فعاليت و در همه حالات پروتئين بيان اندشده
داراي ليشمانيا ). 19 و 8، 6( استهبيولوژيكي بود

 Sequencingو  ستهابراي بيان ژن جالب ساختاري
نكته دهنده اين د روي ژنوم انواع ليشمانيا، نشانجدي

صورت واحدهاي پروتئين به ههاي كدكننداست كه ژن
است  اشارهقابل ).23تا  20( اندسيسترونيك قرارگرفتهپلي

هاي اين پارازيت بدون برداري روي كروموزومكه نسخه
يا  RNA PolymeraseIIپروموتورهاي مشخص داشتن 
 ؛)24(شود ميمعمول رونويسي انجام معيارهايديگر 

شباهت ترشحات دروني  ،درمجموع نتايج مطالعات
Trypanosomatidae  هاي داراي بيان بالاي به سيستم

 دهندميرا نشانپستانداران  Cell lineيوكاريوتي مانند 

  ). 26 و 25، 20(
ژني كه نواحي بيندليل  دينب ،در اين مطالعه

پس از رونويسي  هايمهم در تغيير ينقش ،ترجمهغيرقابل
شد تا پروتئين تلاش، )27( دارند  trypanosomidaeدر 

hIFN-γ  نوتركيبL.tarentolae بنابراين  شود؛توليد
cDNA  ترجمه دو ناحيه غيرقابل ميانژن اينترفرون گاما

افزايش  منظوربه. شدكلون ،در وكتورهاي بياني تجاري
داراي يك كپي از  يك،دوكاست بياني كه هر ،بيانميزان 
cDNA و به داخل  ندشدساخته ،ژن اينترفرون گاما بودند
ژن  cDNA ،به اين منظور يافتند؛انتقالهاي ليشمانيا سلول

شد وارد  18 s rRNA (ssu)جايگاه ژن   بهاينترفرون گاما 
در  سرعت بالاي رونويسي با كه يك لوكوس تكراري 

و سبب افزايش سطح بيان  )16( است L. tarentolaeژنوم 
  .دشومي

 يطيفپروتئين اينترفرون گاما يك پروتئين دارويي با 
كه سبب تمايز  استهاي بيولوژيكي وسيع از فعاليت

 MHCI,IIهاي و افزايش بيان مولكول T ،Bهاي سلول
هاي سرطان، يدر درمان تعدادي از بيمارو د شومي

جلب  سبب ،اين موضوع ؛رودميكارهويروسي و ايمني ب
ن در يئش دانشمندان براي توليد اين پروتتوجه و تلا

ن سيوگليكوزيلا. استدهشهاي بياني مختلف ستمسي
به افزايش زمان فعاليت  IFN-γمعمول پروتئين 

بيولوژيكي و همچنين مقاومت به پروتئاز در اين پروتئين 
  ).9( ودشمنجرمي

عنوان يك ميزبان مناسب هممكن است ب E.coliاگرچه 
تن نداش ،)11 و 5( شودبا سطح نسبي بيان بالا مطرح 

هنوز  ،refoldingپس از ترجمه و نياز به مرحله  هاتغيير
 ؛بررسي استقابلدر اين ميزبان عنوان يك مشكل حاد هب

ي عنوان يك سيستم بيان ژنهب L. tarentolaeحال بااين
-ن و تشكيل باند ديسيوو به دليل گليكوزيلا ييوكاريوت

 داردهاي بياني ارجحيتبه ديگر سيستمسولفيد نسبت

hrIFNپروتئين  ،بنابراين در اين پارازيت ؛)28( γγγγ به-

راحتي قادر به تشكيل و نيز داراي فعاليت بالا و مقاوم 
كند كه كيدميأشده در بالا تياد مطالب. استبه پروتئاز 

تركيبي از  ،Leishmaniaدر پارازيت  تم بيان ژنيسيس
 است؛مزاياي هر دو سيستم پروكاريوتي و يوكاريوتي 

ژن مورد نظر و  copy numberافزايش تعداد  ،هرحالبه
وسيله انتقال دومين كاست ميزان بيان آن به ،نتيجهدر

هاي ترانسژنيك و با استفاده از شدت بياني به كلون
-نشدهدادهها نشانداده( شدبررسيشده باندهاي حاصل

ن در توليد محققاتوسط  تر، پيشو مشابه اين نتايج) اند
  ).29و  16، 8، 6( اندشدهديگر گزارش هايپروتئين
دنبال آن هستيم كه با افزايش ميزان همرحله بعد بدر 

-نيا تارنتولي به حجم بالا و خالصكشت سلول ليشما

 ،بادي اختصاصيده از آنتيسازي پروتئين سلولي با استفا
  .دهيمو ميزان بيان اين پروتئين را در سلول نشان وجود
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Abstract 
 
Background and Objective: The aim of the present study was to 
express recombinant human interferon-gamma in Leishmania tarentolae. 
The Leishmania expression system represents the combination of easy 
handling known from bacterial expression systems with the potential of a 
eukaryotic protein expression, folding and modification system. The 
trypanosomatid protozoan host Leishmania tarentolae was isolated from 
lizard and is not pathogenic to mammals.  
 
Materials and Methods: In this study, two constructs were developed 
for expression of recombinant human interferon-gamma (hrIFNγ) in L. 
tarentolae. Each one of constructs carries an antibiotic resistant gene 
such as Hygromycin and Nourseothericin.  For high level expression of 
the human interferon-gamma, developed DNA cassette that contains 
interferon-gamma (IFNγ) cDNA was designed to integrate into a genomic 
small subunit rRNA locus of L. tarentolae by homologous recombination. 
 
Results: The integration of the expression cassette into the ssu locus 
was confirmed by diagnostic PCR of the genomic DNA of transgenic 
strain.  
 
Conclusion: Although it has been shown that E. coli might be 
considered as a suitable host with a relatively high level of expression 
and lack of posttranslational modifications and the need for refolding 
stages are still big challenges. In contrast, L. tarentolae is eukaryotic 
gene expression machinery, which includes full glycosylation and 
disulfide bond formation, and thus represents a potential advantage over 
other expression systems. These facts confirm that the gene expression 
system using Leishmania parasites combines many of the advantages of 
both prokaryotic and eukaryotic expression systems.  
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