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 ده يچك
، وزن بيه بهه وهورت نوترک   وژنزياسترپتوکوکوس پا دازيالورونيه ميآنز ديدر تول ياز مشکلات جدسابقه و هدف: 

جهه    يکيواندورمهات يب يافزارهها  مطالعهه اسهتدادا از نهرم    نيه . هدف از انجام اباشد يم نيپروتئ نيا يبالا يمولکول

سهاختار ططعهه مهورد نوهر و      ييگهو  شيپ، دازيالورونيه نيدر پروتئ کيژن يآنت  يخاو نيتر شيببا  ينواح ينيب شيپ

 .باشد يم pTZ57R/Tآن در وکتور  نگيکلون يابيارز

، دازيالورونيه ميآنز يدياس نويآم يها يتوال يمورد توافق در تمام يدس  آوردن توال هابتدا جه  بها: مواد و روش

وهورت   BlASP زي. آنهال رف يوهورت په    Clustal Wو روش  MegAlignافهزار   گانه با استدادا از نرم چند يتراز هم

. ديه گرد نيهي تع Embossو  ABCpred ،BcePred افزارههاي آنلايهن   با اسهتدادا از نهرم   کيژن يآنت ي. نواحرف يپ 

شهد و بها اسهتدادا از     ييگهو  شيپ TASERIافزار  شدا، با استدادا از نرم نييتع کيژن يآنت ينواح يساختمان سه بعد

 .ديوارد گرد pTZ57R/Tشدا در وکتور  ينيب شيططعه پ  ي. در نهاديگرد يبررس Swiss-PDB Viewerافزار  نرم

به عنهوان   777تا  972ه توالي امينو اسيدي بود ک دياس نويآم 868 يدس  آمدا دارا همورد توافق ب يتوال ها:يافته

 جينتها   يه . در نهاافزارهاي آنلاين انتخها  شهد   اا کردن توالي با استدادا از نرمژنيک بالا به منوور کوت منطقه با آنتي

 .کلون شدا اس  pTZ57R/T کتوردر و دازيالورونيژن ه کيژن يآنت يها نشان داد که بخش

بهه   777تها   972ه توالي امينو اسيدي بود ک دياس نويآم 868 يدس  آمدا دارا همورد توافق ب يتوال گيري:نتيجه

  يه . در نهاافزارهاي آنلاين انتخها  شهد   اا کردن توالي با استدادا از نرمژنيک بالا به منوور کوت عنوان منطقه با آنتي

 .کلون شدا اس  pTZ57R/T کتوردر و دازيالورونيژن ه کيژن يآنت يها نشان داد که بخش جينتا

  

 نگي، کلونکيژن يآنت ي، نواحدازيالورونيه ميآنزهاي کليدي: واژا

 

 مقدمه
 يه ا  يکوکس   نيتر از مطرح يکي وژنزياسترپتوکوکوس پا

 يه ا  يم ار يب يب اکتر  نيا .باشد يم يکاتالاز منف -گرم مثبت

، عفونت پوست تياز جمله فارنژ يمتنوع يچرک ريو غ يچرک

حاد را  تيو گلومرونفر يسمي، تب روماتيمي، باکترو بافت نرم

 [.1،5] کند يم جاديا

 ديرا تول رولانسيو ياز فاکتورها يانواع مختلف يباکتر نيا

 س ت  ي، ک اه  س بافت بي، تخرکند که در اتصال، گسترش يم

. [2] توانن د نش   داش ته باش ند     يشدن سلول م يو سم يمنيا

ه ا را   يمارياز ب يعيوس ، گسترهيباکتر نيکه ا يلياز دلا يکي

مختلف از جمل ه   يها  ياگزوآنز ديتول ييآورد توانا يوجود م هب

، ، اس  ترپتودورنازنازيمانن  د اس  ترپتوک يب  يتخر يه  ا  يآن  ز

 :abtahi@arakmu.ac.ir            Email       0863-4173502  تلفن:نويسنده مسئول،  *

 9/2/1394 تاريخ پذيرش: 20/11/1393 تاريخ دريافت: 
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از  يک  ي .[3،6] باش  د يم   دازي  الورونيو ه نيزياس  ترپتول

 دازي  الورونيه  ي، آنزيباکتر نيمه  در ا رولانسيو يفاکتورها

توجه  امروزه مورد يکيو پاتولوژ کيولوژيزياست که از نظر ف

به عنوان  يطور کل هب دازيالورونيدانشمندان قرار گرفته است. ه

کنن ده در نظ ر گرفت ه     ديتول س يارگان يدهنده برا فاکتور انتشار

 الورون ان يه م ر يک ردن پل  زهي  مريبا دپل ندازيالورويشود. ه يم

 يب ا وزن مولک ول   ي( مشتشات قنديونديبافت پ يا نهي)ماده زم

 ه را ک ا  يب افت  تهيس کوز يو ج ه يک رده در نت  جاديتر را ا ک 

 [.4] دهد يم

 يه ا  ژن يآنت هيشده بر عل ديتول يها يباد يآنت يريگ اندازه

 A گ روه  يه ا  عفونت استرپتوکوک صيدر تشخ ياسترپتوکوک

 دازي  الورونيه هيشده بر عل ديتول يباد يدارند. آنت تياهم اريبس

هفته بعد از آغ از   نيچند يباد يآنت نيدارد. ا يصيارزش تشخ

از ف روک  ک ردن    د، بع  ابدي يگسترش م يعفونت استرپتوکوک

 يمان  د، و ب  ه ط  ور ا تصا    يم   يچن  ان ب  اق الته  اه ه   

 [.7]کند  يم يرا  نث A گروه يها استرپتوکوک دازيالورونيه

 لهيب ه وس    ياس ترپتوکوک  يه ا  عفونت صيبر تشخ علاوه

 اريبس يکرد عمل يها يژگيو لي، به دل يآنز نيضد ا يباد يآنت

 ي ي دارو عي  نا ام روزه اس تفاده از آن در    داز،يالورونيه اديز

ه ا و   نف و  واکس ن    يآن ز  ني  ا .کرده است دايپ ياديز تياهم

. [8] کن د  يم   ليپوست را تسه ريشده به ز قيتزر يها نيتوکس

کنن ده   يهوش   يب يراه با داروها ه   يآنز نيا ،ياز لحاظ درمان

 هي  قرن يدر جراح نيچن ، ه شود يو مسکن استفاده م يموضع

به باف ت م ورد اس تفاده    کننده  حس يب يجهت رساندن داروها

 ني  ا يا دهن ده  انتش ار  تي  از فعال يريگ . بهره[9] شود يواقع م

باعث  که يبه کار رفته است به طور زيدر درمان سرطان ن  يآنز

 نيچن   گردد، ه  يضد سرطان در بافت م يداروها تر  ينفو  ب

تر  را نسبت به درمان حساس يدرمان يميمشاوم به ش يتومورها

 نيپروتئ نيها باعث شده که ا يژگيو نيهمه ا .[10،11]کند  يم

 .باشد بيداروهاي نوترک هيبراي ته ديکاند کيبه عنوان 

ب ه   نيپ روتئ  ني  ا ديدر جهت تول ياز مشکلات جد يکي

باشد ب ه   يم نيپروتئ نيا يبالا يوزن مولکول بي ورت نوترک

و  يتوس   مراد  ان   رفت ه يدر مطالع ه   ورت پذ   ک ه  يطور

در  ياز مش کلات اساس    يکيموضوع به عنوان  نيهمکاران ا

 کر شده است که  بيبه  ورت نوترک نيپروتئ نيا ديجهت تول

در  [.12ش ده اس ت ]   دي  تول نيشدن آن در ح   ستهباعث شک

برطرف کردن مشکل  کر ش ده، ب ا    يمطالعه برا نيدر ا جهينت

 ين واح  ييش گو يپ يکيوانفورم ات يب يافزاره ا  استفاده از ن رم 

و اندازه  ديجدا گرد نييپروت کيژن يآنت ي، تنها نواحکيژن يآنت

 ني. اافتيکاه   bp 1482به  bp 2604 کننده از ژن کد يتوال

انجام مطالع ات   يمشکل به وجود آمده در ط تواند يموضوع م

 ج ه يب ودن و در نت  نيقبل که در رابطه با سنگ رفتهي ورت پذ

 بود را بر طرف سازد بينوترک دازيالورونيه نيي رد شدن پروت

  .گردد انيدر زمان ب نييپروت يو باعث کاه  وزن مولکول
 

 هامواد و روش
 يافزاره ا  و اس تااه  ا  ن      کي  ژن يمناطق آنت ييشگويپ

 :يکيواناورماتيب

ابت دا   دازيالورونيه  يدر آنز کيژن يمناطق آنت ييشگويپ جهت

بان  ک  از  يآن  ز ني  مرب  وب ب  ه ا  ين  يپروتئ يه  ا يت  وال

دس ت   ه، جهت بدندياستخراج گرد  (NCBI-Protein)ينييپروت

، ه  يدياس نويآم يها يتوال يمورد توافق در تمام يآوردن توال

 و روش Megalign اف زار  گانه ب ا اس تفاده از ن رم    چند يتراز

Clustal W  زي. آن ال رفتي ورت پ ذ BlastP    جه ت حص ول

. س سس  رفتيمورد توافق  ورت پ ذ  يتوال تياز ماه نانياطم

دست آمده با استفاده  همورد توافق ب يدر توال کيژن يآنت ينواح

 به آدرس اينترنتي Emboss Antigenic افزارهاي آنلاين از نرم
http://tools.immuneepitope.org/tools/bcell/iedb_input 

 :اينترنتي به آدرس ABCpredو  

ava/abcpred/ABC_submission.htmlhhttp://www.imtech.res.in/rag 
 :ب           ه آدرس اينترنت           ي Bcepred و

http://www.imtech.res.in/raghava/bcepred/bcepred_submission.ht

ml ش ده ب ا اس تفاده از     ني ي م دل تع  .[18،19] دي  گرد نييتع

 .ديگرد يبررس   Swiss-pdb Viewerافزار نرم

 نگيکلون انجام

 در.  Streptococcus pyogenes ک وم و و   يجداس ا  

 (Mast)  4283س ويه  وژنزيمطالعه  از استرپتوکوکوس پ ا  نيا

. استخراج کروموزوم ديجهت استخراج کروموزوم استفاده گرد
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انج  ام گرف  ت  CTAB/NaCl ب  ر اس  اس روش هيس  و ني  ا

[13،14.] 

منظ ور   ب ه . يک وم و وم  DNA يا  يو ک يکم   يب رس  

ي از  الکتروفورز بر رو DNA محصول استخراج يفيک يبررس

 DNA) . براي تعيين مش دار در د استفاده شد 8/0ژل آگاروز 

 260در ط ول م وج    DNA جذه نوري محلول حاوي ،(يکم

 .گرديدنمونه ا لي محاسبه  DNA نانومتر  وانده شد. غلظت

 جه   صو وژ ژ    (PCR) يم  ا  يپل يا   ي نج واکنش

hyaluronidase . DNAحا ل به عنوان الگ و ب راي    يژنوم

 آزم ون  لهيبه وس دازيالورونيژن ه کيژن يآنت يها بخ  ريتکث

PCR ييجه ت شناس ا   يا تصا  يمرهاي. پرادياستفاده گرد 

و  ديگرد يطراح Gen Runner افزار با استفاده از نرم يقطعه ژن

 ييها جهت شناسا آن تيو ا تصا  يکيناميترمود يها يژگيو

 primer-BLAST نيافزارآنلا نرم با استفاده از دازيالورونيژن ه

م ورد   يمره ا ي. مشخص ات پرا ديگرد يبررس NCBI واقع در

ش رح داده ش ده    1واکن  در جدول شماره   ياستفاده و شرا

 .است

 بيترت نيبد رفتيانجام پذ تريکروليم 50واکن  در حج  

 م ر ياز پرا ت ر يکروليم 5/1، رفت مرياز پرا تريکروليم 5/1که 

 ،به عنوان الگ و  DNA از تريکروليم 2(، کوموليپ 10برگشت )

 20و  Master mix 2XTaq (Vivantis) از ت  ريکروليم 25

. الکتروف ورز  دي  داستفاده گر ريآه مشطر دو بار تشط تريکروليم

. رفتيدر د  ورت پذ 8/0ژل آگارز  يبر رو PCR محصول

 bp 3000ب ا م ارکر    س ه يدس ت آم ده در مشا   هاندازه باند ب  

(Fermentas) [.13] قرار گرفت يمورد بررس 

 DNA تاييد قطع ه  براي. قطعات تکثي  شد  يآنزيم آناليز

از آناليز آنزيم ي قطع ه ف وق از     PCR دست آمده از واکن  هب

 ) ب ه ط ول   يهض  قطع ات  جهيو نت دياستفاده گرد XhoI  يآنز

bp300 bp+1200)  قطع ه  ياست. براي تاييد  درس ت DNA 

آن اليز آنزيم ي قطع ه ف وق ب ه       PCR دست آمده از واکن  هب

ب ا   يآنزيم   يه ا  گاه. جايرفتي ورت پذ XhoI  يآنز لهيوس

 .توجه به ترادف ژن تعيين گرديد

از  DNA ياي  اح.  ژژ يا  رو PCR ک ه  محو وژ  جدا

و  يول وژ يدر ب تي  ح ائز اهم  اريبس   يکيژل آگارز تکن يرو

و انتش ال ژن   ن گ يدر کلون کي  تکن نياست. ا کيژنت يمهندس

 فراورده صيتخل تيروش از ک نيانجام ا يشود. برا ياستفاده م

PCR شرکت رش (Rosch)    طب ق پروتک ل موج ود در Kit  ،

. ديسازي گرد ، استخراج و  الص PCR استفاده شد و محصول

راه  ب ه ه     elution واک ن  محص ول   ياز درست نانياطم يبرا

 .شد Run در د 8/0ژل آگارز  يمارکر رو

. دا ي  الورونيژ  ه  ي  ک ه  قطع ات صال ا ا  تکث   کلو 

 تي  س ازي ش ده توس   ک    استخراج و  الص PCR محصول

InsT/A clone PCR product Cloning (Fermentas)  و

 (fermentas) وکت ور طبق پروتک ل موج ود در آن ب ه درون    

pTZ57R/T ديکلون گرد. (Ligation Reaetion)  وکتور به کار

  ود   3´ يباشد ک ه در انته ا   يوکتورها م T/A رفته جز گروه

شود  يعث مبا يژگيو نيباشد که ا ياضافه م T ديکلئوتنو يدارا

مش اوم   م راز  يپل  يکه به واسطه آنز PCR که محصول يهنگام

اضافه قرار گرفت ه در   A دينوکلئوتآن  3' يبه حرارت در انتها

 کي تيو در نها رديقرار بگ گازيل  يبه واسطه آنز درون وکتور

 يها تواند در درون سلول يشود که م يم جاديا يحلشو ديپلاسم

به  (Ligation) شود. مخلوب واکن  جهت الحاق ريتکث يباکتر

 .گراد  قرار داده شد يدرجه سانت 22 يشب در دما کيمدت 

و  ( Competent Cell) مس  تعد يه  ا س  لوژ تهي   

  زب ا  يب   م  (Transformation) بي  نوت ک  DNAانتق اژ 

E.coli.(DH5α)  .ه  اي مس  تعد از ب  اکتري    لس  لو هي  ته

  يدکلس  يروش کلر لهيب ه وس    (Strain DH5α)  ياکلياشرش  

 (pTZ-hylA) حا ل شده بي. ناقل نوترک[13] رفي ورت پذ

 زب ان يم ب ه  ،يبه روش شوک حرارت ونيترانسفورماس قياز طر

ب راي جداس ازي    تيدر نها .ديمستعد شده وارد گرد نگيکلون

آگ  ار ح  اوي  نين  وتر تي  لاز پ د،يو س  ف يه  اي آب   يکل  ون

 X-Gal (Fermentas) و IPTG (Fermentas)، نيليس   يآمس  

  يشده بر روي مح تيهاي مستعد تشو . از سلولدياستفاده گرد

 18به م دت   گراد يسانتدرجه  37فوق کشت داده و در دماي 

 [.13]  ساعت انکوبه شد
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کل ون ب ر    انتخ اه . (ديسا-يآب ي)غ بالگ  کلو  انتخاب

   ورت گرف  ت.  ديو س  ف يآب   يه  ا يکل  ون لياس  اس تش  ک

  يچ ون آن ز   س تند ين بي  رنگ باشند نوترک يکه آب ييها کلون

 يب ه محص ول رنگ    را  x-gal ش ده، و  دي  تول دازيبتاگالاکتوز

هس تند،   بي  نوترک ديس ف  يها يکه کلون يشکند. در  ورت يم

  يآن ز  گ ر ي، د cloning siteدر insert ب ا وارد ش دن   راي  ز

 x-gal قادر به استفاده از ينشده و باکتر ديتول دازيبتاگالاکتوز

 نيچند تاًينها[. 13] رنگ  واهند بود ديها، سف يلذا کلون ستين

آگ ار   تي  از ه ر پل  يکه به  ورت تصادف يو آب ديسف يکلون

کش ت   نيليس يبراث حاوي آمس نينوتر  يانتخاه شده در مح

س اعت   18ب ه م دت    37گ راد   يسانتداده و در دماي درجه 

 .انکوبه شد

ه اي   ياز کل ون  دياستخراج پلاس م  عمل .ديپلاسم صيتخل

 . ورت گرفت Mini prep طبق روش  يو آب ديسف ييايباکتر

از اس تخراج   بع د . حيلح بينوت ک ديسا يها يکلون دييتا

 ن گ ي  حت کلون  ديي  ب راي تا  ري  هاي ز  يها آزماديپلاسم

ب ه دا  ل وکت ور     دازي  الورونيژن ه کي  ژن يآنت   يه ا  بخ 

pTZ57R/T استخراج  دهاييپلاسم ترازيکرولي. مرفتيانجام پذ

 ديس   ف يياي   باکتر ه   اي يش   ده از ه   ر ک   دام از کل   ون

 (pTZ-hylA)   يو آب (pTZ57R/T)  ب  ر روي ژل آگ  اروز 

. در رفتيالکتروفورز  ورت پ ذ  شده و ارگزاريبدر د 8/0

شده بر روي ژل آگاروز با ه   ظاهر دييباندهاي پلاسم تينها

دست آم ده از   هب يباندها يالگو سهيعلاوه بر مشا شد. سهيمشا

،   حت  ديو سف يآب ييايباکتر يها يکلون يدياستخراج پلاسم

 I و I BamH) يم  يهض   آنز  يبا اس تفاده از الگ و   نگيکلون

EcoR)، آزمون PCR واقع شد يمورد بررس يابي يو توال. 

 

 نتايج
مربوب  يدياس نويآم يها يتوال 39 يحا ل از بررس جينتا

اف  زار  ب  ا اس  تفاده از ن  رم NCBIدر  دازي  الورونيه  يب  ه آن  ز

Megalign   از  ييه ا در  د ب الا    يت وال  ينشان داد ک ه تم ام

 100در  د ت ا    3/93باش ند )  يرا دارا م يمشابهت و همسان

 يريپ ذ  راراز تک يريجلوگ ليها به دل ياز توال يدر د( )تعداد

م ورد   ي(. ت وال دن د يبودن حذف گرد يسنتز زيو مشابهت و ن

نشان داده شده اس ت. من اطق    1دست آمده در شکل  هتوافق ب

ارائ ه ش ده در    يدياس   ن و يآم 868 ينيپروتئ يتوال کيژن يآنت

شد. هر  نييتع يکيوانفورماتيب يبا استفاده از سرورها 2شکل  

(. با بررس ي  2)شکل  ديگر را تائيد کردند سه سرور نتايج يک

به عنوان منطش ه ب ا    773تا  279مينو اسيدي از آنتايج، توالي 

ژنيک بالا به منظور کوتاه کردن توالي انتخاه شد و پ س   آنتي

در م  ورد آن قس  مت    ورت  ن  گيکلون س  ا تار، ني  ياز تع

  يآن ز  يدياس   ن و يآم يدر اين مطالعه قسمتي از توال .رفتيپذ

تر بود  ژنيک در آن بي  هاي آنتي که تجمع بخ  دازيالورونيه

دن ط ول  ه دف کوت اه ک ر    ک ه  نيبا توجه به ا د،يانتخاه گرد

از  يژن   يت وال  زيژنيک بود )س ا  پروتئين با حفظ  واص آنتي

2604 bp بهbp 1482 س ا تار   ييگ و   ي(. پ  اف ت ي لي  تشل

شده با اس تفاده از مش ابهت    نييتع کيژن يآنت ينواح ينيپروتئ

(Identity 51) ني ي تع دازي  الورونيه نيآن ب ا پ روتئ   يدر د 

 Protein Dataموجود در  ايسا تارشده استرپتوکوکوس پنومون

Bank (PDB) سرور نگيمدل يبا استفاده از همولوژ TASER 

 اف زار  ش ده ب ا اس تفاده از ن رم     نييو مدل تع رفتي ورت پذ

Swiss-pdb Viewer (.3شکل ) ديگرد يبررس 

 نگيکلون جينتا

. انج ام گرف ت   CTAB/NaCLب ه روش   DNA استخراج

DNA   ق رار   يم ورد بررس    يوکم   ي الص شده از نظر کيف

غلظ ت ي ک    کروم وزوم تخل يص ش ده )در    OD260گرفت. 

به فرمول ارايه ش ده در زي ر    بود. با توجه 1/0پنجاه ( برابر 

 محاسبه گرديد: DNA غلظت
× DNA(g/ml) = OD 260 nm غلظتت   عک  س رق  ت   × 50 

(g/ml)= 0/1 × 50 × 50= 250 (g/ml) 

ش کل    در زي  ژل آگارز ن يبر رو DNA يآناليز کيف نتيجه

 آمده است. 4

 PCR  قطعهbp 1482     مورد نظر با ب ه ک ار ب ردنDNA 

به عنوان  4283سويه وژنزياستخراج شده از استرپتوکوکوس پا

آزم ون   لهيب ه وس    يا تصا    يمرهايالگو و به کار بردن پرا

PCR يالگ و  لهيبه وس   افتهي ريقطعه تکث يدرست .افتي ريتکث 
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 bpو bp 1200قطع ات  ج اد يا و XhoI  يبا آنز يميهض  آنز

 (.5شکل ) شد دييتا 300

 ج  اديا ب  ا. ن  گيانج  ا  کلون و بي  ناق  ا نوت ک س  ا  

آگ ار   ن ت يکش ت نوتر   يمح   يبر رو ديو سف يآب يها يکلن

وارد ش دن قطع ه م ورد نظ ر در وکت ور       کي  وتيب يآنت يحاو

pTZ57R/Tبي   نوترک ديپلاس   م ج   ادي، ا (pTZ-hylA و )

م ورد   DH5α ياکليمستعد اشرش هيترانسفورم شدن آن در سو

 واقع شد. هياول دييتا

ه اي   ياستخراج شده از کل ون  يديباندهاي پلاسم سهيمشا

 دهايينش ان داد ک ه بان دهاي پلاس م     يو آب   ديسف ييايباکتر

ب ا بان دهاي    س ه يدر مشا ديه اي س ف   ياستخراج ش ده از کلن   

روي ژل آگاروز بالاتر هس تند   يهاي آب ياستخراج شده از کلن

از  ديه  اي س  ف ياس  تخراج ش  ده از کلن   دهاييپ  س پلاس  م

گرف ت ک ه    جهيتوان نت يتر هستند و م نيسنگ يآب دهاييسمپلا

کلون شده است.   pTZ57R/T ديژن مورد نظر در پلاسمقطعه 

 (6شکل )

 کي  ژن يآنت يها بخ  يابي يحا ل از توال جينتا نيچن ه 

و  pTZ57R/T ديکل  ون ش  ده در پلاس  م   دازي  الورونيژن ه

 دست هب جينتا دال بر  حت ترادف جدا شده بود.آن  يفيرد ه 

دهد که قطعه مورد نظر  ينشان م PCR و يميآمده از  هض  آنز

حا  ل از   جيکلون شده است. نتا يديناقل پلاسم در يدرست هب

استخراج شده  دهايينشان داد که اگر پلاسم يميهاي آنز برش

 ه اي   يآن ز  لهيبه وس (pTZ- hylA) ديسف يهاي کلن از باکتري

 (I BamH و I EcoRبر )جف ت  1500بان د   کي  ش وند،   دهي

شود ک ه هم ان ژن م ورد نظ ر      يم بازي به دست آمده و جدا

شود که هم ان   يو جدا م دهيبر زين يگريباند د نيچن است. ه 

در  يبان د  زي  ن PCR، و واکن  باشد يم pTZ57R/T ديپلاسم

 کي  ژن يآنت   يها بخ  نيبنابرا مارکر داد. bp  1500يراستا

کلون شده اس ت   pTZ57R/T ديدرون پلاسم دازيالورونيژن ه

 .(7)شکل
 

 گيريبحث و نتيجه

 صيتش خ  ،يپزشک در دازيالورونيه  يآنز اديز يکاربردها

ب ه   نيپ روتئ  ني  ا دي  باعث گشته که تول يو داروساز يماريب

 ک ه  نيبا توجه به ا نيچن مورد توجه باشد. ه  بي ورت نوترک

 يه ا  ياز ب اکتر  ه ا   يمختلف از جمله آنز يفرآورده ها ديتول

 ب رو رو  يدر مح   يبا  طر انتش ال و انتش ار ب اکتر    زا يماريب

از  ت ر   يب ييايباکتر يهافرآورده ديتول يباشد، امروزه برا يم

 دازي  الورونيه  يآن ز  گردد. ياستفاده م يوتکنولوژيب يها روش

به عنوان ف اکتور   دياسسرماتوزوئ ييبار در غشائ پلاسما نياول

 توس    ،يروس  ي( عوام ل و Spreading Factor) کنن ده  پخ 

Reynol- Duran ورشنا ته شد و با نام فاکت Duran-Reynol 

 [.15] معروف گشت

Meyer  اعلام داشتند که ب ه واس طه    ن،يچن و همکاران ه

کاه   ييگردد که توانا يحا ل م يا ها ماده پنوموکوک تيفعال

 دينام دازيالورونيماده را ه ني. او نام ارا دارد يبافت تهيسکوزيو

 اس ت.  يونديبافت پ الورونانيه بيو تخر هيچون قادر به تجز

 ن  ام ف  اکتور  اب   ييايميکوش  يزيب  ه لح  اظ ف   يآن  ز ني  ا

 Duran-Reynol    2011. در س  ال [16]ک  رد  يمطابش  ت م 

( hylA) ي ارج سلول دازيالورونيو همکاران  ژن ه يمراد ان

و  اني  کل ون، ب  E.coli يرا در ب اکتر  وژنزياسترپتوکوکوس پ ا 

آن را  تهيس  يژن يو آنت   صيش ده را تخل    ديتول نيسسس پروتئ

 يب ود. و دارا  نيسنگ اريشده بس ديتول نيکردند. پروتئ يبررس

س بب ش د    نيپروتئ ينيدالتون بود. سنگ لويک 120وزن حدود 

و وس ترن   SDS-PAGEشکس ته ش ود و در ژل    نيکه پ روتئ 

 يهابان د  دالت ون  لويک 120 يعني يعلاوه بر باند ا ل نگيبلات

ب ا   نيپ روتئ  صيتخل    ج ه يمشاهده ش د. در نت  زيتر ن کوچک

ه ا نتوانن د قطع ه     شد آن ثکه باع دياشکال فراوان روبرو گرد

 صيتخل   نديفرآ لهيژل به وس يرا در رو  يفرد از آنز همنحصرب

 نيآنلا يافزارها مطالعه با استفاده از نرم ني[. در ا12] کنند هيته

 نيپ  روتئ کي  ژن يمن  اطق آنت   ييگ  و  يپ   يکيوانفورم  اتيب

 رن  دهيک  ه در برگ وژنزياس  ترپتوکوکوس پ  ا  دازي  الورونيه

. سسس رفتيباشد  ورت پذ يم نين پروتئيمه  ا يها توپ ياپ

 تي  و در نها ني ي ش ده تع  ين  يب  يقطع ه پ    ينيسا تار پروتئ

کل ون   pTZ57R/Tدر وکتور  HylAژن  کيژن يآنت يها بخ 
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هر سه سرور به کار گرفته ش ده   دست آمده از هب جينتا .ديگرد

و  ABCpred ،Bcepred) يک  يژن يمناطق آنت ييگو  يجهت پ

(Emboss تائي د کردن د نت ايج س رور      راديگ ر   يکEmboss 

کرد سرور  زيرا نحوه عمل باشد يتري بر وردار م ازاعتماد بي 

EMBOSS         ب ه اي ن   ورت اس ت  ک ه از مت د کلاس کار و

کند. در  ( استفاده ميKolaskar and Tongaonkar) تونسانکار

ها و  اين متد نيمه تجربي، از  واص فيزيکوشيميايي اسيد آمينه

توپي سا تارهاي پروتئيني  ها در قطعات اپي آن ارفرکانس تکر

مت د ب راي تع داد    شود. ک اربرد اي ن    يشنا ته شده استفاده م

ها نشان داده است ک ه دق ت اي ن روش در     زيادي از پروتئين

ه ا بهت ر اس ت در     باشد که از بشي ه روش  ير د مد 75حدود 

سا تار قطع ه   نييتع .[17،18] ضمن اين متد  يلي ساده است

دهد ک ه   ي، نشان مTASERشده با استفاده از سرور  ينيب  يپ

؛ شباهت يقطعه با وجود کوتاه شدن توال نيا يسا تار سه بعد

 تيوس ا ياکترس د   يدارد و به نظ ر م    يا ل نيبا پروتئ ييبالا

را   يهمان س ا تار س ه بع د     يآنز يونديو قسمت پ نيپروتئ

ده د ک ه قطع ه     ينشان م   جينتا يحفظ کرده است. به طور کل

چ ه   را نشان ده د. ه ر   کيژن يآنت تي ا  ديانتخاه شده با

باشد  تر کينزد زبانيم يکدون يهدف به الگو يتوال يها کدون

 واه د ش د. اس تفاده از     تر  يب بينوترک نيپروتئ انيب زانيم

مطالعه باعث شد که اندازه  نيدر ا يکيوانفورماتيب يافزارها نرم

 نويآم 494به  دياس نويآم 868از  دازيالورونيه ينيپروتئ يتوال

 2604از  زيکننده آن ن ژن کد يتوال نيچن ه  افته،يکاه   دياس

bp  1482به bp   تواند مشکل ب ه   يموضوع م ني. اابديکاه

قبل ک ه در   رفتهيانجام مطالعات  ورت پذ يآمده در طوجود 

 ني   رد ش  دن پ  روتئ ج  هيب  ودن و در نت نيرابط  ه ب  ا س  نگ

ط رف س ازد و باع ث ک اه      بود را بر بينوترک دازيالورونيه

مطالع ه   ني  ا جينتا گردد. انيدر زمان ب نيپروتئ يوزن مولکول

در دا  ل   دازي  الورونيژن ه کيژن يآنت يها نشان داد که بخ 

 نيچن   کلون شده اس ت. ه     تيبا موفش pTZ57R/T ديپلاسم

ش ده در   ين  يب  يقطعه پ يشود که در مطالعات بعد يم هيتو 

حا ل  نيپروتئ ديکلون گردد و تول يانيدر وکتور ب العهمط نيا

 واقع شود.  يمورد بررس زيبودن آن ن تهيژنس يقطعه و آن نياز ا

ها  و اطلاعات موجود در آن ينيپروتئ يها از بانک استفاده

نش ده و   يس تالوگراف يکر يها نيسا تار پروتئ ينيب  يجهت پ

و  ني ي جه ت تع  يکيوانفورم ات يب يافزارها از نرم يريگ بهره زين

ه ا ع لاوه ب ر     ژن يدر آنت   يمه  و ا ل يها توپ ياپ ينيب  يپ

م ورد نظ ر    هت ر ش دن قطع     به واسطه کوت اه  نگيکلون ليتسه

مناس ب   يمن  يپاسخ ا ديرا در جهت تول يانيتواند کمک شا يم

 .ديشده نما ديتول نيشدن پروتئ يبه واسطه ا تصا 

 

 تشكر و قدردانی
اراک  يدانشگاه علوم پزشک ياز معاونت پژوهش لهينوسيبد

 ني  ک ه م ا را در ا   يهمک اران  هي  و کل يم ال  يبانيپشت ليبه دل

 يتش  کر و ق  دردان مانهيپ  ژوه  همک  اري ک  ر ده ان  د    م

 . يينما يم
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Introduction: One of the main difficulties facing the production of recombinan Streptococcus 

pyrogenesisa hyaluronidase enzyme is its high molecular weight. The aim of this study was to predict the 

antigenic regions of hyaluronidase protein, the structure of fragment and evaluating the possibility of 

cloning the fragment in pTZ57R/T vector by the aid of bioinformatic’s software. 
Materials and Methods: Multiple hyaluronidase amino acid sequences were aligned, using Clustal W 

method and MegAlign software, followed by BLASTP analysis. Antigenic regions and important epitopes 

in consensus sequences were determined by using online softwares ABCpred, BcePred and Emboss. The 

tertiary structure of determined antigenic regions was predicted by using TASERI and specified model was 

evaluated by using Swiss-PDB Viewer Software. Finally, intended fragment was inserted in pTZ57R/T 

vector. 
Results: The consensus sequence had 868 amino acids, which the residues 279 to 773 were selected as 

prominent antigenic region in order to shorten the sequence by using online software. Finally, the result was 

shown as the proper recombination of antigenic region of hyaluronidase gene with pTZ57R/T. 

Conclusion: The utilization of bio informatics tools to predict or determine the prominent 

antigenepitopic fragments, facilitated the recombinant process due to using the shorter fragments and 

generating more effective and specific immune response by the enzyme protein. 
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