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  مقاله پژوهشي
  

بررسي و مقايسه محتوي پروتئيني پروماستيگوت وآماستيگوت ليشمانيا ماژور تهيه شده 
  در محيط كشت  با استفاده از روش الكتروفورز ژل پلي اكريلاميد

    
  **دكتر سيدحسين حجازي، *رضا ارجمند ،*سيمين دخت سليماني فرد

  
                                                          12/10/91 :  ،  پذيرش    12/4/91  :دريافت 

  

  :چكيده
ساركوماستيگوفورا مي باشدكه داراي دو مرحلـه ي قابـل    ليشمانيا تك ياخته اي ازخانواده تريپانوزوماتيده ازرده :مقدمه و هدف

. روده پشه خاكي ناقل تكثير مي يابـد       درو  فرم پروماستيگوت، فلاژل دار و متحرك بوده        . استتشخيص در چرخه ي زندگي خود       
بـا   ثرؤيكي از راه هاي مبارزه م ـ     . فرم آماستيگوت، غير متحرك بوده و در داخل ماكروفاژهاي ميزبان پستاندار مستقر مي گردد             

همچنين توليد واكـسن هـاي كارآمـد متـضمن تعيـين            . يك ميكروارگانيسم ، شناسايي آنتي ژن هاي هدف اختصاصي آن مي باشد           
 هدف از انجام اين مطالعه ، يافتن محتوي پروتئينـي آماسـتيگوت و   . و توليد و تخليص ايمونوژن هاي مصونيت بخش است          هويت

 آنها با يكديگر    هاي هتاپروماستيگوت، شناسايي پروتئين هاي هر مرحله از انگل ، مقايسه اين يافته ها و دستيابي به تفاوت ها و شب                   
  . بوده است
 از L.major (MRHO/IR/75/ER)ين شده ، نمونـه  يه يك مطالعه مقطعي بوده و براي نيل به اهداف از پيش تع اين مطالع:روش كار

 انتقـال   RPMI-1640 اصلاح شده و سپس به محيط مايع كشت سلولي           NNN از قبل آلوده شده به محيط كشت         Balb/cموش هاي   
  .  اســتفاده شــدCo2 %5 و حــضور c° 37 در دمــاي PH 5/5 بــا  RPMI-1640بــراي تهيــه اشــكال آماســتيگوت از محــيط. داده شــد

 انجام گرديد و اوزان ملكولي باندهاي حاصل از دو آنتي ژن  مقايسه              (SDS-PAGE)الكتروفورز به روش سديم دودسيل سولفات       
  .گرديد
كيلـو دالتـون    19و  36،  50،  63،  65،  80،  90،  94،  96،  110تـا 130 باندهاي مشترك ميان هر دو فرم، باندهاي با وزن ملكـولي           :نتايج
 كيلودالتـوني   35 و   12همچنين باندهاي   . كيلودالتون بود 22،28،46باندهاي مختص پروماستيگوت، باندهاي با وزن ملكولي        . بودند

  . فقط در فرم آماستيگوت ديده شد
واجـد پـروتئين هـاي اختـصاصي        ماسـتيگوت   آ با توجه به نتايج مطالعه حاضر انگل ليشمانيا در مراحل پروماستيگوت و              :نتيجه نهايي 

ماستيگوت هاي اكسنيك و بافتي مشابه هستند در نتيجه با تكيه بـر آنتـي ژن هـاي                  آطبق تحقيقات انجام شده     . همان مرحله است    
 .ثر  برضد انگل گام برداشت ؤاختصاصي هر مرحله ، مي توان در جهت طراحي و تهيه واكسن  و داروهاي م

  

  ليشمانيا ماژور/ دودسيل سولفات سديم /  پروماستيگوت /آماستيگوت  :كليد واژه ها
  

  :مقدمه 
 ليشمانيا تك ياخته اي ازخانواده تريپانوزوماتيده ازرده     

ساركوماستيگوفورا مي باشـدكه گروهـي از بيمـاري هـاي           
تحت عنوان ليشمانيوز با اشكال بـاليني متفـاوت را ايجـاد            

شه خـاكي   اين جنس توسط نيش گونه هـايي ازپ ـ       .مي كند 
 بـه انـسان منتقـل مـي شـود و در             phlebotomusازجنس

  ي زنـدگي كـرده و     تك هسته ا   داخل سلولهاي بيگانه خوار   
  
  
  

 ).1(تكثير مي يابد

ــديم           ــاي ق ــاري دردني ــده بيم ــاد كنن ــسم ايج ارگاني
Leishmania major و Leishmania tropica و L.aethiopica 

ميليون نفـر   12از  تخمين زده مي شود كه بيش       . مي باشد 
از مردم جهان بااين انگل آلوده باشند و تعداد موارد جديـد           

 ميليـون   5/1ساليانه دو ميليون نفر تخمين زده شـده كـه           
   مـورد شـامل اشـكال      500000مورد ليشمانيوز جلـدي و      

  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  ندكتري انگل شناسي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي اصفهادوره دانشجوي  *
  )hejazi@med.mui.ac.ir (ندانشيار گروه انگل شناسي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي اصفها ** 
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 ).2(احشايي است

تك ياخته هـاي انگلـي ليـشمانيا داراي دو مرحلـه ي                  
  :زندگي خود مي باشندقابل تشخيص در چرخه ي 

فرم پروماستيگوت، فلاژل دار و متحرك بـوده بـه صـورت            
 μ 3-2 و عرض    μ 25-15اجسام دوكي تاژك دار به طول       

اين مرحلـه از  انگـل در روده پـشه خـاكي ناقـل               .مي باشد 
تكثير يافته و سپس به قسمت فوقاني دستگاه گوارش پشه          

). 3( رساند به حلق وحفره دهاني مي     را خود و كرده مهاجرت
انگل هايي كه توسط پشه در پوست تلقيح شده اند بوسيله           
ماكروفــاژ بلعيــده شــده و از فــرم پروماســتيگوت بــه فــرم 

  .ماستيگوت تبديل و شروع به تكثير مي كنندآ
 اندازه  µ 5-2 "ماستيگوت، غير متحرك و حدودا    آفرم       

اين شكل از انگل در داخـل       . داشته و فاقد تاژك آزاد است     
اكروفاژهــاي ميزبــان پــستاندار مــستقر گرديــده وايجــاد  م

تغييــر فــرم  ماســتيگوت ازآفــرم . )1(كنــد بيمــاري مــي 
پروماستيگوت واردشده به بـدن ميزبـان مهـره دار ، درون            

ميكروتوبـول  . واكوئل پارازيتوفروس ماكروفاژ ايجادمي شود    
 مـصرف  هاي زيرغشايي آرايش جديـدي پيـدا مـي كننـد،          

 مسيرهاي متابوليكي كـه در     مي رسد و  اكسيژن به حداقل    
رابطه بامصرف پيش سازهاي اسيدنوكلئيك ميزبان هستند       

  .فعال مي شوند
ماستيگوت ها نـسبت بـه هـضم توسـط آنـزيم هـاي              آ     

نسبت  ليزوزومي مقاوم بوده ، درصورتيكه پروماستيگوت ها      
به اين آنزيم ها حساس مي باشند و قبل ازتبديل شدن به             

  عــدادي از آنهــا درون ماكروفــاژ از بــين    ماســتيگوت، تآ
ماسـتيگوت هـا    آايـن تفـاوت درمقاومـت ميـان         . مي روند 

بعلت وجود يك تركيب متفاوت  "وپروماستيگوت ها احتمالا  
علي رغم اطلاعـات فـراوان كـه درمـورد          . درغشا آنها است  

روند ورود پروماستيگوت به درون ماكروفاژهـا وجـود دارد،          
نـد فاگوسـيته شـدن اشـكال        مطالعات انـدكي درمـورد رو     

  ).4،5(ماستيگوت انگل انجام شده استآ
 به آساني انجـام پـذير       Invitroكشت پروماستيگوت در       

است لذا در سال هاي گذشته تحقيقات بسيار زياد و دامنه           
داري كه روي ليشمانيوز انجام گرفته همگي با اسـتفاده از           

ده  بـو  Invitroپروماسـتيگوت هـاي كـشت داده شـده در     
ولي از آنجا كه فرم پروماستيگوت فرمي اسـت          ).7،6(است

كه در بـدن پـشه خـاكي رشـد و تكثيـر مـي يابـد و فـرم              
ماستيگوت شكلي از انگل اسـت كـه در زخـم روي  بـدن               آ

  د،ـــــمستقر شده و بيماري ايجاد مي كنميزبان مهره دار 

  
بــه راحتــي نمــي تــوان نتيجــه تحقيقــات در مــورد        

ايـن  ). 7(ماسـتيگوت تعمـيم داد  آ فـرم  پروماستيگوت را به  
ماسـتيگوت از  آمسئله با يافتن شباهت هـا و تفـاوت هـاي          

نظــر خــصوصياتي مثــل پــروتئين هــاي ســطحي بــا فــرم 
پروماستيگوت قابل بررسـي بـوده و مـي توانـد در نتيجـه              

 مؤثر بوده و كمك شـاياني   Invitroگيري بهتر ازآزمايشات
بيمـاري بـه خـصوص      از نظر مبارزه موفقيت آميز بـا ايـن          

  .طراحي روش هاي درماني جديد بنمايد
دانستن تفاوت ها وشـباهت هـاي آنتـي ژنيكـي بـين                  

ماستيگوت و پروماستيگوت درتهيه واكـسن هـاي برپايـه          آ
اجزا آنتي ژني بسيارمثمر ثمر بوده ومـي توانـد بـه توليـد               

همچنـين بـا    . واكسن هاي موثرتر وكار آمدتر كمـك كنـد        
 محتواي پروتئيني مراحل گونـاگون انگـل        شناخت كافي از  

مـي تــوان بــه تفــاوت هـاي آنزيمــي ومــسيرهاي مختلــف   
متابوليكي هرمرحله از انگل پـي بـرده وبـا تاكيـد برمـوارد              

 خاصي از انگـل  ءاختلاف، داروهايي طراحي نمود كه مرحله    
ثرتر و كـار آمـدتر ازداروهـاي        ؤرا مورد هدف قرار داده و م ـ      
نتي ژن هاي هدف براي ساخت      قبل عمل كنند همچنين آ    

  . منوكلونال آنتي بادي ها نيز شناسايي خواهند شد
هدف از انجام اين مطالعه ، يـافتن محتـوي پروتئينـي                 

آماستيگوت و پروماستيگوت، شناسايي پروتئين هـاي هـر         
مرحله از انگل ، مقايسه اين يافته ها و دستيابي به تفاوتهـا     

اميد است با استفاده . وده استب  آنها با يكديگر   اهتهايو شب 
 مسيرهايي براي پژوهـشهاي     مطالعهاز نتايج حاصل از اين      

  .كاربردي از جمله تهيه دارو و واكسن هموار گردد
  :روش كار

در ابتدا براي حصول     مقطعي بوده و     از نوع اين مطالعه        
اهداف پيش بيني شده نياز به توليد انبـوه انگـل ليـشمانيا             

 L.majorه انگــل ليــشمانيا ابتــدا ســويه بــراي تهيــ. بــود

(MRHO/IR/75/ER)        تهيه شده از انستيتو پاستور تهـران 
پس از گذشت مدت    .  تلقيح شد  Balb/cبه قاعده دم موش     

ليشمانيوز  زخم ، تلقيح محل در)  هفته 4حدود(زمان مناسب 
. ماستيگوت مورد نياز براي كشت بـود      آايجاد شد كه منبع     

ز استفاده از انگلي بود كه پاساژ زياد        اين كار براي اجتناب ا    
با اتوپسي موش هاي آلوده و تلقـيح بافتهـاي           .خورده است 

درگير مثل غدد لنفاوي،كبد و يا طحال بـه داخـل محـيط             
پس از . عمل كشت انجام گرفت  اصلاح شده،N.N.Nكشت 

 ها از ايـن محـيط، بـه محـيط كـشت            رشد، پروماستيگوت 
RPMI-1640  20ي شده با ـغن)%Fetal calf serum(FCS   
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 پس از رسيدن كـشت بـه مرحلـه ايـستا ،           . انتقال داده شد  
 شستـشو داده شـد و       PBSارگانيسمها سـه مرتبـه بـا بـافر        

 تـا   -C 80  ميلي ليتري در فريـزر     2درويال هاي اپندورف    
  .زمان استفاده نگهداري گرديد

در ادامه براي انجام كشت آماستيگوت، اشـكال انگلـي               
ــت ــده در  پروماس ــشت داده ش ــه N.N.Nيگوت ك  درمرحل

 5/5 برابـر    PH بـا    RPMI-1640لگاريتمي به محيط كشت     
 سـپس در دمـاي  . انتقـال داده شـد   FCS  %20به اضـافه  

C°37 5 و% Co2 48رشــد انگــل هــا هــر  .انكوبــه گرديــد 
  ) .8(ساعت يك بار كنترل شد

  :Leishmaniaالكترو فورزآنتي ژنهاي تهيه شده از دوشكل انگل 
 ).9( انجام گرفت  Laemaliروش  به SDS-PAGE مراحل     

درتوضيح روش كار براي آماده سـازي نمونـه هـا بـه طـور               
ي بـافر   اختصار بايد گفت از محلـول بـافر نمونـه كـه حـاو             

 ،%2/0 بروموفنل بلو  مولار ،125/0تريس اسيد كلريدريكي
2ME     و سوكروز ياگليسرول همراه باSDS% 5   بود اسـتفاده 
 هاي از قبل تهيه شده را شمارش نموده و تعـداد            انگل.شد

مساوي از آنها برداشت شد و با بافر نمونه مخلوط گرديد و            
قـرار داده شـد تـا       C °100 دقيقه در دمـاي      7 تا 5به مدت 
ــدهاي  denaturationعمـــل  ــاء بانـ ــا واحيـ ــروتئين هـ    پـ

در ايـن حالـت پـروتئين هـا         . دي سولفيدي صورت گيـرد    
  حتـي ازمنافـذ پلـي اكريلاميـد        بصورت خطي درآمـده وبرا    

مي تواند عبوركنـد و ضـمن باردارشـدن اسـيدهاي آمينـه       
  .نمونه بار منفي پيدا مي كند SDS بااتصال به

ژل تهيه شده در تانك الكتروفورز قرار داده شد و تانك               
بالايي و  پاييني از بافر هاي مخصوص خود پر شد و نمونه             

تئين در چاهكهـاي ژل      ميكروگرم پرو  50گذاري به مقادير    
ــورد انجــام گرفــت  ــه روش برادف ــه اي از .ب ســپس مجموع

. پروتئينهاي استاندارد نيز در چاهك وسط ژل نشانده شـد         
به   و پس از نفوذ نمونه     60روي ولتاژ  جريان الكتروفورز ابتدا  

با رسـيدن  . تنظيم شد120 روي ولتاژ stacking gelداخل 
  .ق قطع گرديدرنگ نشانه به لبه پائيني ژل جريان فو

پس از اين كه ژل از دستگاه الكتروفورز خارج گرديـد،                
در محلول ثابت كننده قرار گرفت كه اين كـار هـم باعـث              
تثبيت باندهاي پروتئيني درون آن شـده و هـم تـا حـدي              

رنگ آميزي ژل بـا اسـتفاده از        . سبب آبگيري ژل مي شود    
  رنگوع ــــاين ن.  صورت گرفتR-250رنگ آبي كوماسي 

  ظاهــر ميكروگرم را 1آميزي باندهاي پروتئيني تا حداقل 
  آميــزيبراي حذف رنگ هاي اضافي، ژل رنگ . مي سازد

  
 .شده مدت زمان كافي در محلول رنگ بر، قرار گرفت

براي تعيين وزن ملكولي بانـد هـاي بدسـت آمـده، بـا                   
 استفاده از باندهاي مربوط به پروتئين هاي اسـتاندارد و بـا           

كه از رابطه زير بدست مي آيد  Relative mobilityمحاسبه
  .اقدام به رسم منحني كاليبراسيون شد

 
(Rf)= 

  

  :نتايج
اشكال آماستيگوت بصورت اكسنيك در صـورت        كشت     

 امكان پذير بوده    C °37  به C° 26 انتقال مستقيم از دماي   
ــيش از   ــرايط ب ــن ش ــه  95%ودر اي ــا ب ــتيگوت ه  پروماس

در حاليكـه در غيـر ايـن        . تبـديل مـي شـوند       آماستيگوت  
 .صورت و ايجاد گراديان دمايي اين امر ميسر نخواهد بود

   SDS-PAGEنتايج حاصل از 
    پس از الكتروفورز آنتي ژن تام حاصل از دو فـرم مـورد             

بانـدهاي مـشاهده    . مطالعه، باند هاي متعددي حاصل شـد      
: ملكـولي  مشترك ميان هر دو فرم، بانـدهاي بـا وزن            ءشده
كيلـو  19و  36،  50،  63،  65،  80،  90،  94،  96،  110تا130

باندهايي كه فقط در پروماستيگوت مـشاهده       .دالتون بودند 
 كيلودالتـون  46 و 28، 22گرديد، باندهاي با وزن ملكـولي   

 كيلودالتوني فقط در فـرم      35 و   12همچنين باندهاي   . بود
  ).1شكل( آماستيگوت ديده شد

  
  

  
  

ماستيگوت و آايسه محتوي پروتئيني دو فرم مق: 1شكل 
 L.major   پروماستيگوت

  

 الگوي الكتروفورز آنتي ژن تام پروماستيگوت: 1ستون 

 ،)67000(باندهاي مربوط به پروتئين هاي استاندارد شامل آلبومين : 2ستون 
  )20000(بيتورا، تريپسين اينه)30000(، كربونيك انيدراز)43000(اوآلبومين

   ماستيگوتآالگوي الكتروفورز آنتي ژن تام : 3ستون 

 ه طي شده پروتئين از مبدالفاص
 مبداءفاصله نقطه مرجع از نقطه 

            1                 2                   3 
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طيفي از باندهاي نزديك به هم پروتئيني در الكتروفورز             
 تـا   63هردو آنتي ژن ديده شد ،در مورد پروماسـتيگوت از           

باند هايي در طيـف       كيلودالتون ودر مورد آماستيگوت،    68
كــه بــا ا ســتناد بــه  كيلودالتــون مــشاهده شــد 72 تــا 60

 هستندكه KDa 63 اين باندها همان پروتئين   مطالعات قبل 
در واقع در حالت طبيعي روي خود انگـل بـصورت ملكـول          
هايي با وزن ملكولي نزديك به هم  بوده وبيشترين آنها بـا             

بنـابر  ). 10(خود را نـشان مـي دهـد    KDa63وزن ملكولي 
 هم در پروماستيگوت و هـم       KDa63نتايج حاصل ملكول      

ــد  ــشاهده شـ ــتيگوت مـ ــزان آن در  در آماسـ ــي ميـ  ولـ
. پروماستيگوت به طور چشمگيري بيشتر ازآماستيگوت بود      

اين پروتئين در پروماستيگوت بيشترين و مـشخص تـرين          
  .پروتئين بود

  :بحث
و بـي خطـر      ثرؤيكي از راه هاي ساخت يـك داروي م ـ             

آنتــــي ژن هــــاي هــــدف اختــــصاصي در  شناســــايي
 شده فقط   ميكروارگانيسم بوده به طوري كه داروي ساخته      

روي آن آنتي ژن از همان ميكروارگانيسم اثركـرده واثـري           
 .روي سلول هاي ميزبان نداشته باشد

ثر نيز متضمن تعيين    ؤعلاوه برآن توليد واكسن هاي م          
هويت و توليد و تخليص ايمونـوژن هـاي مـصونيت بخـش             

طبق تحقيقات انجام شده آماستيگوت هـاي محـيط         . است
يكديگر مشابه بوده و بـا        بافتي با  كشت و آماستيگوت هاي   

مقايسه اي كه اكنـون بـين پروماسـتيگوت و آماسـتيگوت            
انجام شد مي توان از آماستيگوت هـاي محـيط كـشت در             

... داروهاي جديد و   انجام آزمايشات گوناگون ،تهيه واكسن،    
  ).11-13(استفاده كرد 

 انتخـاب  اصلي متد به عنوان  SDS-PAGEدر اين مطالعه      

 اين است كه در هـر       SDS-PAGEمزيت استفاده از  . دگردي
بار آزمايش با استفاده ازمقدار اندك آنتي ژن مي توان باند           

محققين . هاي مربوط به اجزاء پروتئيني آن را بدست آورد        
هـاي  ديگر از روش فيلتراسيون ژل براي جداسازي آنتي ژن         

 و همكـاران در      اوگـون كـولاد    . استفاده كرده انـد    ليشمانيا
 L.infantum ي به منظور تفكيك آنتـي ژن هـاي  عه االمط
 جزء آنتـي ژنـي   8استفاده كرده اند كه   sephadex-150از

ايـن روش از نظـر      ). 14(سـت حاصل مطالعه آن هـا بـوده ا       
 حساسيت بـسيار    SDS-PAGEي نسبت به روش     مقايسه ا 

 و  كمتري دارد چرا كـه در نتيجـه حاصـل از ايـن مطالعـه              
  ده است كه روشـــــمشخص شهمچنين مطالعات ديگر 

  
SDS-PAGE         ليـشمانيا در تفكيك عناصر آنتي ژني انگـل 

رانــدمان بــسيار بــالاتري دارد و تعــداد بانــدهاي تفكيكــي 
همچنـين از نظـر     .  زيـاد اسـت    "حاصل از اين روش نسبتا    

عملـــي مـــي تـــوان هركـــدام ازاجـــزاء حاصـــل از روش 
يلاميـد بـه    كروماتوگرافي را با انجام الكتروفورز ژل پلي اكر       

بـه ايـن ترتيـب بانـدهاي        . چند باند جداگانه تبديل نمـود     
 زير واحدهاي خالص تر آنتي      SDS-PAGEحاصل از روش    

 (elution) ژني را تشكيل مي دهندكه با تخليـه آنهـا از ژل     
مي توان از نظر تعيين هويت واختصاصات آن ها با استفاده     
ــد   ــيميايي درح ــوژي و بيوش ــف ايمونول ــدهاي مختل  از مت

  . وسيعي اطلاعات مورد نظر را حاصل نمود
محتواي پروتئيني  مقايسه به منظور SDS-PAGEروش     

سـالم و دو واكـسن اسـتخراج شـده از آن     L.major انگـل  
 Autoclaved و Killed Leishmania major(KLm)يعني 

Leishmania major (ALm) بــا موفقيــت بــه كــار بــرده   
حقيقـي ديگـر تحـت      همچنـين ايـن روش در ت      ). 15(شد  

   L.gerbilliو  L.majorعنــوان مقايــسه محتــوي پروتئينــي
ــام       ــت انج ــا موفقي ــاران ب ــازي و همك ــط حج ــز توس   ني

  ).16(شد
غشاء ليشمانيا پروتئازي ظاهر مي شود كه پروتئـاز          در     

ايــن .  ناميــده شــده اســت(PSP)ســطحي پروماســتيگوت 
 گونـه   در سطح غشاء تمام (gp63)كيلودالتوني63پروتئين 

و نـشان داده    ) 17-19(هاي ليشمانيا گزارش شـده اسـت        
شده است كه توسط يك قلاب فـسفاتيديل اينوزيتـول بـه            

ايـن گليكـوپروتئين بـا عمـل        ). 20،21(انگل متصل اسـت   
 C3bi را بر سطح پروماستيگوت بهC3bمتالوپروتئازي ،جزء 

 و بــه همــراه تبــديل مــي كنــد كــه نقــش اپــسونين دارد 
فاگوسيته شدن فرم متاسـيكليك   (LPG) ليپوفسفوگليكان

تقابـل بــين پروماســتيگوت و  ) . 22(را تـسهيل مــي كنــد  
ي اســت كــه بــا كروفــاژ داراي خــصوصيات چندمرحلــه اما

). 23،24(شود وساطت مي و ليپوفسفوگليكان gp63پروتئاز 
مراحـل   در مقابل اطلاعـات فـراوان در دسـترس در مـورد           

انـدكي درخـصوص    فاگوسيتوز پروماسـتيگوت ، مطالعـات       
مطالعـات  ). 4،5(فاگوسيتوز اشكال آماستيگوت وجـود دارد     

ــفنگوليپيد    ــو اس ــاي گليك ــي ژن ه ــش آنت ــي روي نق قبل
اينطور توضيح داده است كه آنتي باديهاي        (GSL)ليشمانيا

هـاي ليـشمانيا     GSLمنوكلونال به طـور اختـصاصي روي        
ثر است وتهاجم آماستيگوت به ماكروفاژ را       ؤآمازوننسيس م 

  مهار كرده و حدس زده مي شود كه اپيتوپ هاي شناسايي 
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ها در ميانجيگري GSL  ها در سطح mAb شده توسط اين
ــصال  ــت    آاتـ ــائز اهميـ ــاژ حـ ــه ماكروفـ ــتيگوت بـ ماسـ
  ).25،26(هستند

      LPGپروماستيگوت  سطحي گليكوكاليكس اصلي ملكول
L.majorمحــل.  اســتLPG در L.major ــا ــردن  ب ــار ب بك

منــوالكترون تـشخيص داده شــده و گفتــه  ميكروسـكوپ اي 
بصورت يك لايه ضخيم شكل گرفته وپوشـشي  LPG شده 

ماكروفـاژ  ). 10( مي باشـد     gp63بر روي سايرمولكول هاي     
چندين رسپتور براي ملكول هاي سطحي متاسيكليك هـا         

ــصوص ــاگوزوم   . دارد LPGبخ ــه ف ــيكليك ب ــا ورود متاس ب
ن اطـراف    باجمع كردن ملكول هاي اكتـي      LPGلكولهاي  وم

فرم  فاگوزوم ازاتصال فاگوزوم با ليزوزوم ممانعت مي كند تا 
متاسيكليك كه به آنـزيم هـاي ليزوزومـي حـساس اسـت             
. فرصت يابد تا بـه فـرم مقـاوم آماسـتيگوت تبـديل شـود              

درعوض فرم آماستيگوت نسبت به آنزيم هـاي ليزوزمـال و    
  ).22(پايين فاگوليزوزوم مقاوم است  pHهمچنين 

     gp63لنگرشده به GPI(glycosylinositol phospholipid) 
  بــــا فعاليــــت متالوپروتئــــازي متــــصل بــــه روي    

(zinc endopeptidase)از سوبستراي  وسيعي طيف كه  است
در  gp63 ).27(اپتـيمم اسـيدي را دارد   pHاختصاصي، بـا  

ســطح تــام و دســت نخــورده پروماســتيگوت و فــلاژل آن 
بوده  LPG  كمتر ازفراوانيبار10منتشر شده اما فراواني آن 

طي تغيير شـكل    . و به اين صورت پوشش متراكمي نيست      
پروماستيگوت به فرم متاسيكليك عفونت زا ،ظهور سطحي        

gp63    پروماسـتيگوت بوسـيله ماكروفـاژ      .  افزايش مي يابـد
 .فاگوسيته مي شود و به فرم آماستيگوت تبديل مي گـردد          

gp63       د و اين كـاررا     نقش تسهيل كننده در اين پروسه دار
با آسان سازي فاگوسيت پروماسـتيگوت توسـط ماكروفـاژ          
  انجام مي دهـد و همچنـين بـه پروماسـتيگوت هـا كمـك               
مي كند كه بـه زنـدگي درون سـلولي ودرون فـاگوليزوزوم         

  ).28،29(ادامه دهند
يـد ايـن نكتـه    ؤدر مورد آماستيگوت مطالعات متعدد م      

رمعرض سطح نيستند  دgp63است كه اكثر اشكال ايزوفرم  
 پروماســتيگوت GPI آن نيــز از نظــر ســاختماني از GPIو 

تجزيــه آماســتيگوت بــه روش ). 30(قابــل تفكيــك اســت 
ايمنوفلورسانس و روش هـاي ميكروسـكپي ايمنـوالكترون         

غيرقابل دسترس در روش هـاي  gp63 نشان داده است كه 
  بـه طـور غالـب درمجـراي حفـره تـاژكي تجمـع               سطحي،
  ا وــــاختمان اين ملكول در گونه هاي ليشمانيس. مي يابد

  
بين فـرم هـاي مختلـف انگـل درچرخـه زنـدگي متفـاوت               

ــت ــاژكي ه     ).30(اس ــره ت ــد حف ــي رس ــر م ــه نظ ــه ب م
ي تخـصص يافتـه اسـت كـه         تريپانوزوماتيده هـا ، ناحيـه ا      

ــسفاتاز در    ــيد ف ــح اس ــيتوز و ترش ــح ،آندوس ــطه ترش واس
  تــاژكي،در حفـره gp63 عمـل  ).31(ليـشمانيا مـي باشـد    

ممكن است تجزيه ماكروملكول هاي ميزبان به دو منظـور          
باشد، يكـي حفاظـت از تركيبـات حـساس غـشاء و حفـره         

در آماسـتيگوت،  LPG . تاژكي و ديگري تغذيه آماستيگوت
داراي وزن ملكولي بين پروماستيگوت هاي پروسـيكليك و         

 واحـد تكـراري     36متاسيكليك است كه درآن متوسطي از     
ــول  ــاوي   LPGدر هرملك ــه ح ــود داردك ــتيگوت وج  آماس

  .گالاكتوز و گلوكز درشاخه هاي جانبي است
پوشش سطحي تك ياخته ليـشمانيا نقـش محافظـت               

كننده انگل را در مقابل حملات محـيط يعنـي روده پـشه             
همچنـين واكـنش بـين     . وماكروفاژ ميزبـان مهـره دار دارد      

زبـان  انگل و سلول هاي سطح روده پشه و ماكروفاژهاي مي         
همانطور كه درقسمت نتـايج اشـاره شـد         . را به همراه دارد   

 به مقدار زياد در پروماستيگوت ديده شد و 63KDaملكول 
همچنين در آماستيگوت نيز ملكولي با همين وزن مشاهده         

  .مقدار كمتر گرديد ولي با
در بررسي نتايج حاصل از الكتروفـورز پروماسـتيگوت،              

ايـن  .  كيلودالتون مشاهده شد   19 پروتئيني با وزن ملكولي   
پروتئين يك پروتئين سبك مـي باشـدكه بعنـوان انتقـال            

گليكوپروتئيني حاوي مانوز شناسائي شده و انتقـال        ءدهنده
اين پـروتئين بـه طـور قابـل تـوجهي           . دهنده گلوكز است  

ازپروتئين هاي انتقال دهنده گلوكز درپستانداران كوچكتر       
ط همـين انتقـال دهنـده       پروماستيگوت ها توس  ). 31(است

چنـين انتقـال    . مي باشـند   D.glucoseگلوكز قادربه تجمع    
دهنده كارآمدي كه براي يك سـلول يوكـاريوت غيرعـادي         
است به انگل اين امكان رامي دهد از سطوح بالايي ازگلوكز 

 طول تكامل خود حتي در  ردرون سلولي برخوردار شود و د     
 متابوليسم كاملاً است محدود گلوكز به دسترسي كه شرايطي

 همانطور كه اشاره شد پروتئيني با      ).31(داشته باشد  عادي
شد  مشاهده نيز آماستيگوت الكتروفورز در كيلودالتون19 وزن

آن است كه انتقال گلوكز در آماسـتيگوت         يدؤو اين نكته م   
  .نيز به همان طريق پروماستيگوت صورت مي گيرد

هـم درالكتروفـورز     كيلودالتـون كـه      65باند پروتئيني        
  شدو هم در الكتروفورز آماستيگوت مشاهده  پروماستيگوت

    بـهدر تحقيقي. يك گليكوپروتئين اصلي تشخيص داه شد
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 نشان داده شد كه گليكـوپروتئين  radio iodinationروش 

 كيلودالتون برروي آماسـتيگوت وپروماسـتيگوت شـش         65
 حاضـر   لعهمطادر   و )32(گونه مختلف ليشمانيا وجود دارد    

شش گونه ذكر شده در تحقيق  نيز مشخص شدكه علاوه بر
آماستيگوت  پروماستيگوت و  گليكوپروتئين برروي  فوق، اين 
L.major   اين تركيب يك تركيب ايمنـوژن      .  نيز وجود دارد

اشكال ليشمانيوز  ساير بيماران سرم در انسان بوده و بوسيله    
ت اسـت   به علاوه مدارك كافي در دس ـ     . شناسايي مي شود  
 كيلودالتوني در گونـه هـاي مختلـف         65كه گليكوپروتئين   

موجـب   ليشمانيا در اپي توپ هاي همـراه مـشابه اسـت و           
cross immunityو  cross protection 33( مي شود.(  

 كيلودالتون كه در پروماستيگوت مشاهده شـد        46باند       
گليكـوپروتئين   PSA-2 . استPSA-2در واقع يك همولگ 

). 34( مـي باشـد    L.majorسطح پروماسـتيگوت    مركب در   
پس از جداسازي فاز X-114 اين پروتئيناز در جزء تريتون 

 94و 80،90دترژانت تعيين هويت شده و حاوي سـه عـضو         
كيلودالتون است كه همگي توسط قلاب هـاي فـسفاتيديل       

  ).35(اينوزيتول ،در سطح غشاء سلول نگهداري مي شوند
 كيلودالتـوني هـم درفـرم       36 در اين تحقيق پـروتئين         

 LACK .پروماستيگوت وهم درفرم آماستيگوت ديـده شـد       
(Leishmania homologue of receptors for actived C kinase) 

 كيلودالتوني اسـت و در گونـه        36ليشمانيا ماژور ،پروتئين    
 كننـده آنتـي ژن     ژن كد . هاي مختلف ليشمانيا وجود دارد    

LACK ــ  ــريعي عليـ ــاد پاســـخ ايمنـــي سـ   ه انگـــل ايجـ
  ).36(مي كند

ــهدر        ــي   مطالع ــدهاي پروتئين ــر بان  96و50،80 حاض
كيلودالتون در پروماستيگوت مشاهده شد و همچنين بانـد         

كه  طبق مطالعاتي. در آماستيگوت ديده شد    كيلودالتون 50
پلـي پپتيـدهاي     ءجز ها در گذشته انجام شده اين پروتئين     

PSA-2 ده تبديل محسوب مي شوند كه القاكننTho بهTh1 

مي باشند كـه     IL-4و INF-γ,TNF-βو فعال كننده ترشح     
 بنابراين پلي پپتيـدهاي     ، است Th1اين همان الگوي ترشح     

 كيلودالتون كانديدهاي مناسبي براي واكـسن       96 و 50،80
  ).35(ليشمانيا معرفي شده اند 

  :نتيجه نهايي
 هايي  همانطور كه ديده شد پروماستيگوت ها، پروتئين           

با وزن ملكولي خاص دارندكـه بـراي ايـن مرحلـه از انگـل               
  ورتـــــماستيگوت ها نيز به همين صآاختصاصي است و 

  اتـطبق تحقيق. پروتئين هاي اختصاصي براي خود دارند 

  
ماستيگوتهاي آماستيگوت هاي محيط كشت و      آانجام شده   

بافتي بايكديگر مشابه بوده و بـدين ترتيـب بانـدهايي كـه             
ماستيگوت مشاهده گرديـد، هـدف خـوبي بـراي          آط در   فق

ــسن، ــي واك ــال   طراح ــد منوكلون ــد و تولي ــاي جدي   داروه
  .آنتي بادي ضد انگل هستند

  :سپاسگزاري
از معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي اصفهان بـه               
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Abstract 
 
Introduction & Objective: Leishmania is a protozoan of the trypanosomatidae family. This pro-
tozoan has two stages in its life cycle, promastigote form in sand flies and amastigote form in 
macrophage of mammalian hosts. The purpose of this study was identification and compari-
son of proteins of Leishmania amastigote and promastigote stages. 
Materials & Methods: The present study is a cross sectional study of two forms of Leishmania 
major. To culture promastigotes , L.major (MRHO/IR/75/ER) from previously infected 
Balb/c mice was transferred to modified N.N.N medium with overlay of liquid BHI and then 
transferred to RPMI-1640 at 26oc ± 1 for mass production. After isolation and growth, pro-
mastigotes were transferred to liquid cell culture medium RPMI-1640 with pH 5.5 and incu-
bated at 5% CO2 at 37oc for 72 hours until promastigote to amastigote transformation. Elec-
trophoresis was performed with SDS-PAGE method to find and compare the molecular 
weight of the antigens of two stages. 
Results: The molecular weights of the bands observed in both forms were as follows: 19, 36, 
50, 63, 65, 80, 90, 94, 96, 110- 130 KDa. The proteins in the surface of only promastigote 
were 22, 28 and 46 KDa and special proteins in the surface of amastigote were 12 and 32
KDa. 
Conclusion : According to this study Leishmania parasite has stage specific proteins. Various 
studies have shown that axenic amastigotes and tissue amastigotes are similar in their protein 
content. Therefore, based on stage specific proteins ,effective drugs and vaccines can be de-
signed against leishmaniasis. 
 (Sci J Hamadan Univ Med Sci 2013; 20 (1):1-8) 
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