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  :چکیده 
عمـده  . انسان تولید بیماري می کنـد  اولین رتروویروس انسانی شناخته شده است که در HTLV1 :زمینه و اهداف

. ایـن ویـروس مربـوط مـی شـود      Tax، بـه خصوصـیات پـروتئین    HTLV1فیزیوپاتولوژي بیماري هاي مربوط به 
در کنار داروهاي تنظیم کننده سیستم ایمنی می تواند به عنوان تعدیل  Taxاستفاده از گونه هاي جهش یافته پروتئین 

-HAMاین پاسخ هاي ایمنی مضر، باعث بیمـاري  . راحی واکسن بکار گرفته شودکننده پاسخ هاي ایمنی قوي در ط
TSP  به این علت تولید پروتئین . می شود و تعدیل آنها راه امیدي را براي درمان بیماران در پیش رو قرار می دهد

  .هدف این مطالعه قرار گرفت Taxنوترکیب 
توسـط    (+)pcDNA3.1موجـود در وکتـور   ) R222Kش حاوي جه ـ( Taxتوالی کد کننده پروتئین : روش بررسی

با همین جایگاههاي برش در سویه  (+)pET32aخارج شده و در وکتور بیانی  XhoIو  BamHIبرش با آنزیم هاي 
E.coliDH5α وکتور نوترکیب پس از تایید صحت کلونینگ توسط فرایندهاي هضم آنزیمـی،  . کلون گردیدcolony 

PCR ون شده، به میزبان بیانی و تعیین توالی ژن کلRosetta(DE3) E.coli      منتقـل و القـاء بیـان صـورت گرفـت .
در نهایت خصلت آنتـی ژنیسـیته پـروتئین    . و وسترن بلات بررسی شد SDS-PAGEسپس بیان پروتئین با آنالیز 

  .نوترکیب از طریق وسترن بلات با سرم افراد بیمار تایید گردید
وسـترن بـلات   . و وسترن تایید شـد  SDS-PAGEدر بررسی هاي مربوط به  Taxحضور باند پروتئینی : یافته ها

  .را نشان داد Taxپروتئین نوترکیب با سرم افراد بیمار، حضور باند مربوط به پروتئین 
پروتئین به دست آمده می تواند به عنوان آنتی ژن نوترکیب ویوسی بیان شده و توسـط آنتـی بـادي    : نتیجه گیري

  . تی شناسایی گرددبیماران به درس
  ، وسترن بلاتSDS-PAGE، کلونینگ، HTLV1 ،Tax: واژگان کلیدي
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  :مقدمه 
HTLV1 (Human T Lymphotropic Virus 
type 1)      اولین رتروویـروس انسـانی اسـت کـه در سـال ،

، از لحــاظ HTLV1جایگــاه  . )1(کشــف شــد   1980
از دسته دلتاویروسهاست که مشابه با  Cمرفولوژي در تیپ 

 Human) (HIVI/ II)نتـــــی ویروســـــها  ل

Immunodeficiency Virus)،    قادر به ایجـاد عفونـت
 HTLV1 .طولانی مدت در بدن موجود زنـده مـی باشـد   

اولیـه انسـانی و ایجـاد رده     Tتوانایی ترانسفورم سلولهاي 
 را در محـیط آزمایشـگاهی دارا   Tسلولی فناناپذیر سـلول  

ایـن ویـروس یعنـی     اولین پیامد پـاتولوژیکی . )2(میباشد 
 ATLدر بالغین یـا   Tسلولهاي) سرطان لنفوئیدي(لوکمی 

(Adult T cell Leukemia)      سـه سـال قبـل از کشـف
به دنبال آن دومین بیمـاري  . )3(این ویروس مشخص شد 

ایجاد شده به وسیله ایـن ویـروس شـناخته شـد کـه یـک       
بیماري مزمن عصبی شامل فلج نـاقص انـدامهاي تحتـانی    

)TSP ((Tropical Spastic Paraparesis)  است)4( 
 HTLV1که بعـدها تحـت عنـوان میلوپـاتی وابسـته بـه       

)HAM ((HTLV1 Assocaiated Myelopathy) 
پراکندگی این ویـروس در همـه نقـاط    . )5(نامگذاري شد 

دنیا یکسان نمی باشد و در برخی از مناطق به شکل کانون 
کشـورهاي  از جملـه  . )6(هاي اندمیک متمرکز شده است 

حوزه کارائیب،جنوب ژاپن،آمریکاي جنوبی و اخیرا تمرکز 
این ویروس در شـمال شـرقی ایـران و شهرسـتان مشـهد      
گزارش شده است؛ به نحوي که آلودگی به این ویروس تا 

از . )8, 7(در برخی مناطق خراسان دیـده شـده اسـت    % 3
آنجا که شایع تـرین روش انتقـال ایـن ویـروس از طریـق      

در به فرزند است، جلوگیري از شیردهی نوزادان شیردهی ما
اثـر حفـاظتی داشـته    % 97بوسیله مادران مبتلا می تواند تا 

ــز توســط  . )9(باشــد  ــط جنســی نی ــق رواب ــال از طری انتق
غربـالگري  . پیشگیري هـاي فیزیکـی قابـل کنتـرل اسـت     

سیستماتیک خون هاي اهدایی در سازمان انتقال خون نیـز  
یشـگیري اسـت کـه در برخـی     یکی دیگر از روش هـاي پ 

آغاز شـده اسـت و در چنـد سـال      1986کشور ها از سال 
اخیر این روند در کشور ما و در استان خراسان نیز به دلیل 

با بکـارگیري  .  )8(شیوع بالاي این بیماري انجام می شود 

این متدها گسترش بیماري می تواند به خوبی و بدون نیاز 
ال نـه ایمـن زایـی جهـت     با این ح. به واکسن کنترل شود

پیشگیري و نه روشهاي ذکر شده در بالا قـادر نیسـتند بـه    
میلیون نفري که تا اکنون آلوده شـده انـد و    15-20حدود 

آنها عوارض پیشرفته اي را در آینده نزدیک بـروز  % 10-5
ــر . خواهنــد داد، کمــک کنــد ــد ســال اخی بنــابراین در چن

ا واکسن هاي تلاشهایی در جهت گسترش دارو درمانی و ی
-10(صـورت گرفتـه اسـت     HTLV1درمان بخش براي 

مشخص شده که فیزیوپاتولوژي بیماري هاي مربـوط  . )13
ایـن ویـروس    Tax، بـه خصوصـیات ویـژه    HTLV1به 

مربوط می شود که مهم ترین نقش را در تکثیر ویـروس و  
دارا مـی باشـد    HTLV1پاتوژنز بیمـاري هـاي ناشـی از    

ــت  .)14( ــک در  عا  Taxدرحقیقـ ــلی انکوژنیـ ــل اصـ مـ
HTLV1   ــه باعــث بیمــاري ــوده ک ــی شــود و   ATLب م

همچنین پاسخ ایمنی شدید به آن می توانـد عامـل اصـلی    
به عبارت دیگر این پروتئین در . شود  HAM-TSPایجاد 

سیکل زندگی و بیولوژي ویـروس نقـش مهمـی داشـته و     
براي همانندسازي ویروس و نیز تغییر ساختار سلول میزبان 

. )16, 15, 10(ه منظور تامین نیازهاي ویروس لازم است ب
یک پـروتئین حفاظـت شـده در ایـن      Taxاز طرف دیگر 

ویروس می باشد؛ این خصوصیت یک مزیت مهم است که 
چـرا کـه   . آن را کاندید مناسبی براي تهیه واکسن می کنـد 

یک آنتی ژن حفاظت شده می تواند علیه همه ساب تایـپ  
. سن علیه آنها تهیه می شود، عمل کنـد هاي پاتوژن که واک

به این منظـور، هـر تلاشـی بـراي اسـتفاده از آن در یـک       
طراحی واکسیناسیون بایسـتی پـس از غیـر فعـال سـازي      
مضرات این پروتئین و با استفاده از تغییراتی بر روي ژنوم 

در ایـن طـرح، بـراي بیـان پـروتئین از      . آن صورت گیـرد 
cDNA يTax  که قبلاً جهشR222K   در آن گـزارش

شده بود استفاده شده و این جهش به منظور کاهش دخالت 
Tax    در مسیرهاي پیام رسانی سلولی در نظر گرفتـه شـده
، اسید آمینه لیزین  222در پروتئین موتانت در ناحیه . است

دیده شده است که یوبی . )17(به جاي آرژنین وجود دارد 
نقـش   NFkBدر فعال سـازي مسـیر    Taxکویتینه شدن 
لذا وجود لیزین به جاي آرژنـین در  . )19, 18(مهاري دارد 

این ناحیه باعث ایجاد یک جایگاه براي یوبی کویتینه شدن 
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Tax  شده و فعالسازيNFkB       را تـا حـد قابـل تـوجهی
  .)17(کاهش می دهد 

به این ترتیب استفاده از گونه هاي مختلـف جهـش یافتـه    
ظیم کننده سیستم ایمنی در کنار داروهاي تن  Taxپروتئین 

می تواند به عنوان تعدیل کننده پاسـخ هـاي ایمنـی قـوي     
)immunomodulator (  ــورد ــن مـ ــی واکسـ در طراحـ

این پاسـخ هـاي ایمنـی مضـر، باعـث      . استفاده قرار بگیرد
می شود و تعدیل آنها راه امیدي را  HAM-TSPبیماري 

ر می براي درمان افراد مبتلا به این بیماري در پیش رو قرا
 Taxبه این منظور تولید پروتئین نوترکیب . )21, 20(دهد 

  .با خصوصیات ذکر شده هدف این مطالعه قرار گرفت

  
  :مواد وروش ها 

نوترکیـب، ابتـدا تـوالی کـد کننـده       taxجهت تکثیـر ژن  
جفـت بـاز و حـاوي جهـش      1059شـامل   Taxپروتئین 

R222K  موجود در وکتور یوکاریوتیpcDNA3.1(+) 
 XhoIو  BamHIرش با آنزیم هاي محدود کننده توسط ب

بـا همـین    (+)pET32aخارج شـده و در وکتـور بیـانی    
. کلون گردید E.coli DH5αجایگاههاي برش در سویه 

 colonyصحت کلونینگ توسط فرایندهاي هضم آنزیمی، 

PCR  شرکت تکاپوزیست(و تعیین توالی ژن کلون شده (
ا استفاده از جفـت  ب colony PCRدر روند . انجام گرفت

  :پرایمرهاي
*Forward Primer : T7 promoter 

 5'- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-

3' 

*Reverse primer  
5'-TGT CTC GAG GAC TTC TGT TTC 
AC-3' 

تاییـد شـد، در    (+)pET32aدر وکتور  taxوجود توالی 
نیـز بـه عنـوان     pcDNA3.1-taxاین مرحله از پلاسمید 

به عنوان کنتـرل   (+)pET32aپلاسمید  کنترل مثبت و از
وکتور نوترکیـب پـس از تاییـد صـحت     . منفی استفاده شد

منتقل   Rosseta(DE3) E.coliکلونینگ به میزبان بیانی 
پس از بررسی شرایط موثر بـر  . و القاء بیان صورت گرفت

بیان، پروتئین نوترکیـب در شـرایط بهینـه شـامل غلظـت      

mM1 IPTG ط کشـــت درجـــه، محـــی  30، دمـــاي
2xYT+1%Glc  ساعت انکوباسیون پس از القاء بـه   6و
بیـان گردیـد و ارزیـابی بیـان      His-tagصورت فیوژن با 

و وسترن بلات  SDS-PAGEپروتئین نوترکیب با آنالیز 
به این ترتیب جهت تایید پروتئین و بیان آن بـه  . انجام شد

، وسترن بـلات بـا آنتـی بـادي     His-tagصورت فیوژن با 
محصـول   Mouse anti-Tax monoclonal Abهاي  

 penta anti-Hisو ) 200/1با رقت (  Abcamشرکت 

monoclonal Ab  محصول شرکتSigma  )   بـا رقـت
همچنـین بررسـی آنتـی ژنیسـیته     . انجام گرفـت ) 2000/1

با وسترن این پروتئین در حضور سرم افراده  Taxپروتئین 
نترل انجام در مقایسه با افراد ک HTLV1آلوده به ویروس 

به این منظور نمونه هاي سرمی افراد بیمار و افـراد  . گرفت
تهیه گردید و پس از جذب آنتی بادي  500/1سالم با رقت 

، )جهت حذف زمنیه(هاي غیر اختصاصی با لیزات باکتري 
کل نمونه . برروي غشاء مجاور شدند Taxبا باند پروتئینی 

مبـتلا  (بیمـار   نمونه 10عدد و شامل  15ها در این بررسی 
  . نمونه کنترل می باشد 5و )  HAM-TSPبه 
  

  :یافته ها 
ــه    ــوط ب ــایج مرب ــور نوترکیــب   colony PCRنت وکت

pET32a(+)-tax  نشــان داده شــده  1در شــکل شــماره
 14تا  1جفت بازي در ستون هاي  1600ظهور باند . است

می  (+)pET32aکلون شده در وکتور  taxمربوط به ژن 
کیلودالتـونی در   50اند پروتئینی در محدوده حضور ب. باشد

نمونه بعد از القاء نسبت به نمونه قبل القاء در نتایج مربوط 
بیـان موفقیـت آمیـز    ) 2شـکل  ( SDS-PAGEبه آنـالیز  
باند پروتئینـی مـذکور در   . را نشان می دهد Taxپروتئین 

ــا    ــلات بـ ــترن بـ ــایج وسـ  Mouse anti-Taxنتـ

monoclonal Ab وpenta anti-His monoclonal 
Ab  ــدوده ــز در مح ــد   55نی ــاهده گردی ــونی مش کیلودالت

بررسی هاي مربوط به وسترن بلات با سرم افراد ). 3شکل(
 Taxکیلودالتونی مربوط به پروتئین  55بیمار، حضور باند 
جهت مقایسـه، نتـایج وسـترن    ). 4شکل(را نشان می دهد 

  .مشاهده می شود 5بلات با سرم افراد کنترل در شکل 



  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

با اسـتفاده از کلنـی هـاي     PCRمحصول : 1-14ستون . در ناقل taxبه منظور تایید ورود ژن  Colony PCRتست : 1شکل 
با استفاده از  PCRمحصول : 16ستون ). Fermentas )SM1123شاخص وزن مولکولی : 15ستون . حاصل از ترانسفرماسیون

pcDNA3.1-tax محصول : 17ستون . به عنوان کنترل مثبتPCR  با استفاده ازpET32a(+) به عنوان کنترل منفی.  
  
  

  
  

شاخص وزن : 1ستون . براي بیان پروتئین نوترکیب pET32a-taxباکتري هاي حاوي پلاسمید  SDS-PAGEآنالیز : 2شکل 
  .کشت بعد از القاء نمونه: 3ستون . IPTGنمونه کشت قبل از القاء با : 2ستون ). Fermentas )SM0431مولکولی 
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ــروتئین نوترکیــب : 3شــکل  ــان پ ــا  Taxبررســی بی ــگ ب ــق بلاتین  Penta α-Hisو  α-Tax monoclonal Abاز طری

monoclonal Ab . شاخص وزن مولکولی : 1ستونFermentas )SM1811 .( با  بلات شده  نمونه قبل از القاء: 2ستونα-

Tax monoclonal Ab  بعد از القاء بلات شده با  نمونه: 3ستونα-Tax monoclonal Ab . نمونـه قبـل از القـاء     :4ستون
 Penta α-His monoclonalنمونه بعد از القاء بـلات شـده بـا    : 5ستون  .Penta α-His monoclonal Abبلات شده با 

Ab.  
  
  
  

  
  

شـاخص وزن مولکـولی   : 1سـتون  . ینگ با سرم افـراد بیمـار  از طریق بلات Taxبررسی آنتی ژنیسیته پروتئین نوترکیب : 4شکل 
Fermentas )SM1811 .(نمونه هاي بعد از القاء بلات شده با سرم افراد بیمار : 2-11هاي   ستونHAM-TSP.  
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شاخص وزن  :1ستون . از طریق بلاتینگ با سرم افراد سالم به عنوان کنترل Taxبررسی آنتی ژنیسیته پروتئین نوترکیب : 5شکل 
  .نمونه هاي بعد از القاء بلات شده با سرم افراد سالم: 2-6ستون هاي ). Fermentas )SM1811مولکولی 

 
 

  :بحث 
یک مشکل مهم براي سلامت جامعه در  HTLV1ویروس 

برخی مناطق ایران می باشد و آلودگی به این ویـروس تـا   
همـه افـراد   . در برخی مناطق خراسان دیده شده اسـت % 3

لا با ناامیدي دراضطراب ظهور عـوارض مختلـف ایـن    مبت
ویروس در خود بوده و در انتظار راههاي کمک به درمـان  
این بیماري می باشند، از سوي دیگر، پیشگیري از ابـتلاي  
به این ویروس، قادر نیست به کسانی که هم اکنـون مبـتلا   

از آنها عوارض پیشـرفته اي را در آینـده   % 5-10هستند و 
واکسـن هـاي   . بروز خواهنـد داد، کمـک کنـد    اي نزدیک

درمانی می تواند یک راه مـوثر در کمـک بـه درمـان ایـن      
بیماران باشد، لذا در سالهاي اخیر تلاشهایی براي پیشرفت 

  HTLV1درمان با دارو و نیز واکسن هاي درمـانی بـراي   
  .)14(صورت پذیرفته است 

Tax    یــــــــک پــــــــروتئین ایمونودامیننــــــــت
(immunodominant)   بـــراي پاســــخCTL  علیــــه

HTLV1 از طرف دیگر . استTax  یک پروتئین حفاظت
شده در این ویروس می باشد؛ این خصوصیت یک مزیـت  
مهم است که آن را کاندید مناسبی براي تهیه واکسـن مـی   

با این حال مهمترین مشکل نگران کننده در . )22, 14(کند 
ایجاد  این است که تولید درون سلولی آن باعث Taxمورد 

اثرات نامطلوب گردد؛ به ایـن منظـور، هـر تلاشـی بـراي      
استفاده از آن در یک طراحی واکسیناسیون بایستی پـس از  
غیر فعال سـازي مضـرات ایـن پـروتئین و بـا اسـتفاده از       

لذا تولید پـروتئین  . تغییراتی بر روي ژنوم آن صورت گیرد
انجـام گرفـت    R222Kبا جهش نقطه اي  Taxنوترکیب 

 PCRاز آنجا که فرایند کلونینگ نـه از طریـق   . )23-26(
انجام گرفته است لـذا ژن از   sub cloningبلکه از طریق 

از جمله بروز جهش هـاي  ( PCRاثرات نامطلوب فرایند 
مصون مانده و به این ترتیب احتمـال اشـتباه در   ) نقطه اي

با این حال به منظـور  . کلونینگ بسیار بعید به نظر می رسد
در  taxحضـور   colony PCRحت کلونینـگ،  تایید ص ـ

از آنجـا کـه پرایمـر    . را تایید نمـود  (+)pET32aوکتور 
Forward )T7 (  از روي قسمتی از توالی وکتور طراحـی

تکثیر شده بایسـتی انـدکی    taxو انتخاب گردید لذا قطعه 
بزرگتر از قطعه متناظر آن در نمونه ) جفت باز 500حدود (

، پس از الکتروفورز 1ر اساس شکل کنترل مثبت باشد لذا ب
، در تمام کلنی هاي انتخاب شـده مـذکور   PCRمحصول 

 1            2           3         4           5          6     
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جفـت   1100جفت بازي نسبت به باند تقریبـا   1600باند 
بازي در نمونه کنترل مثبت در ژل آگارز مشاهده شـد؛ در  

 (+)pET32aپلاسـمید   PCRحالی که هیچ قطعه اي از 
به این ترتیب پس از حصـول اطمینـان از   . حاصل نگردید

کلونینگ صحیح و کارایی لازم وکتور بیانی، شـرایط تـاثیر   
گذار بر روند بیان از جمله غلظت القاء کننده، مدت زمـان  
پس از القاء، دماي القاء، محیط کشت باکتري و میزبان بیانی 

کـه   انتظـار مـی رود  . به تدریج مورد بررسی قرار گرفتنـد 
اسید آمینه و وزن مولکولی  353با  Taxپروتئین نوترکیب 

که (کیلودالتون به همراه یک دنباله نسبتا طولانی  40حدود 
در انتهاي آمینی بیان ) دنباله هیستیدینی نیز در آن قرار دارد

آمینو  170گردد، به این ترتیب دنباله پلی پپتیدي مذکور با 
ــدود   ــید ح  ــ kDa 18-15اس ــه وزن ملک ــروتئین ب ولی پ

بنابراین در صورت بیان موفق یک باند . نوترکیب می افزاید
بـا ایـن حـال،    . مشاهده خواهد شـد  kDa 55در محدوده 

کیلو دالتون در  50با اندازه تقریبی  Taxپروتئین نوترکیب 
ــد  SDS-PAGEژل  ــاهده گردی ــکل (مش ــا ) 2ش ــه ت ک

زده کیلو دالتون، تخمـین   55حدودي با اندازه مورد انتظار 
شده از طریق محاسبات همخوانی ندارد چنین مشاهده اي 
ممکن است به دلیل خطاي اندازه گیري مربوط بـه مـارکر   

نسبت به مـارکر بـه کـار     SDS-PAGEاستفاده شده در 
با توجه به استفاده از مارکرهاي (برده شده در وسترن بلات 

بررســی هــاي  . باشــد) مختلــف در ایــن دو تکنینــک  
در مجمـوع   Taxنشان مـی دهنـد کـه ژن     بیوانفورماتیکی

کدون مربوط بـه آمینواسـید    5کدون نادر شامل  44داراي 
 10کدون مربـوط بـه آمینـو اسـید ایزولوسـین،       5آرژنین، 

کدون کد کننده پرولین است  24کدون کد کننده لوسین و 
به ندرت اسـتفاده مـی شـوند     E.coliکه در سیستم بیانی 

)http://nihserver.mbi.uda.edu/RACC/ .( ــین هم
. را کـاهش دهـد   E.coliدر  Taxامر می تواند میزان بیان 

ــویه  ــه  Rosetta(DE3)س ــت ک ــمیدي اس ــد پلاس ، واج
tRNA  هــاي مربــوط بــه کــدون هــاي نــادر موجــود در

 Taxدر نتیجه بیان پـروتئین  . یوکاریوت ها را کد می کند
  . )29-27(در این سویه افزایش می یابد 

ثر بر بیان پروتئین، مشخص شـد کـه   در بررسی عوامل مو
، باعث IPTGدرجه پس از القاء با  30به  37کاهش دما از

کاهش دمـا  . می گردد Taxافزایش بیان پروتئین نوترکیب 
با ایجاد تاخوردگی مناسب، پایداري پروتئین محلول و در 
نتیجه بازده پروتئین را در فرم محلول خود افزایش می دهد 

داکثر فعالیـت پروتئازهـاي سـلولی در    از آنجا که ح. )27(
 Taxمی باشد، لذا چنانچه حتی بیان پروتئین  ºC37دماي 

در این دما در حد بهینه باشد اثر پروتئازهـا ممکـن اسـت    
باعــث تجزیــه پــروتئین شــده و از مشــخص شــدن بیــان 

بنابراین کاهش دما با جلوگیري از عملکرد . جلوگیري کند
ر بیان موفقیت آمیز پروتئین پروتئازهاي سلولی می تواند د

  . موثر باشد
گلـوکز در  % 1، وجـود  Taxدر بهینه سازي بیان پـروتئین  

بیان را به طور معنی داري نسبت بـه   2xYTمحیط کشت 
در  Taxبیـان بهتـر پـروتئین    . محیط فاقد آن افـزایش داد 

حضور گلوکز را می توان به اثـر مهـاري گلـوکز در بیـان     
نسـبت   IPTGقبل از القاء با  پلیمراز تا RNA T7نشتی 

بـا آنتـی بـادي     Taxوسترن بلات پروتئین . )35-30(داد 
 55، یک بانـد  Taxمنوکلونال اختصاصی علیه اپی توپهاي 

کیلودالتونی را که کاملا بـا وزن مولکـولی مـورد انتظـار از     
به ). 3شکل (پروتئین بیان شده همخوانی داشت، نشان داد 

با دنباله هیستیدینی، وسترن  Tax منظور تایید بیان پروتئین
بلات پروتئین نوترکیب بیان شده با آنتی بادي اختصاصـی  

نتایج حاصل از بلاتینـگ،  . علیه این دنباله نیز انجام گرفت
و یـک بانـد    Taxدر تطابق با پروتئین  kDa 55یک باند 

kDa 35  و به نظر می رسد کـه ایـن   ) 3شکل(را نشان داد
 E.coliمربوط به پروتئینی از بـاکتري  کیلودالتونی  35باند 

می باشد که به دلیل محتواي هیستیدینی خود، به طور غیر 
متصـل   Penta α-His monoclonal Abاختصاصی به 

از آنجا که هـدف نهـایی از انجـام ایـن طـرح      . شده است
استفاده از این پروتئین در طراحی واکسـن مـی باشـد، بـه     

، حضور آنتی Taxئین منظور تایید خصلت آنتی ژنی پروت
در سرم افراد بیمار و ناقل در مقایسـه بـا    Taxبادي علیه 
از طریق وسترن بلات بررسی ) به عنوان کنترل(افراد سالم 

خصلت آنتـی ژنـی داشـته و     Taxطبق فرضیات، . گردید
که (باعث ایجاد آنتی بادي می گردد؛ بنابراین در افراد بیمار 

آنتی ) هستند HTLV1هاي  داراي آنتی بادي علیه آنتی ژن
، 4بـر اسـاس شـکل    . وجود دارد Taxبادي علیه پروتئین 
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کیلودالتونی در نمونه بعد از القاء، حاکی از  55حضور باند 
از . در سرم بیمار است Taxوجود آنتی بادي علیه پروتئین 

آنجا که بلاتینگ با سرم بیمار به دلیل وجود آنتی بادي هاي 
، همـواره داراي پـس   E.coliتري غیر اختصاصی علیه باک

زمینه می باشد می توان از مثبت بودن نتیجـه آزمـایش بـا    
مقایسه باندها در نمونه قبل از القاء اطمینان حاصل نمود و 

مشـاهده مـی گـردد ایـن بانـد در       4همانطور که در شکل 
  . نمونه قبل القاء دیده نمی شود

  
  :نتیجه گیري 

مشـاهده شـد کـه سـویه     پس از بهینه سازي شرایط بیـان،  
میزبان بیـانی، بیشـترین تـاثیر را در میـزان بیـان پـروتئین       

از باکتري  Rosetta(DE3)در واقع سویه . نوترکیب دارد
E.coli  با داشتن پلاسمیدي کهtRNA    هاي مربـوط بـه

را کد می کند، تاثیر به سـزایی   E.coliکدون هاي نادر در 
  . نوترکیب داشت Taxدر بیان 

رن بلات پروتئین نوترکیـب بـا سـرم بیمـاران     بررسی وست
علاوه بر آنتی بـادي  ( Taxحاکی از وجود آنتی بادي علیه 

بنابراین بررسی میزان آنتی بادي . می باشد) HTLV1علیه 
می تواند در پیش آگهی بیماري نقـش   Taxعلیه پروتئین 

  .موثري داشته باشد
  

  :تقدیر وتشکر 
ود را از پرسنل محترم بدینوسیله کمال تشکر و قدردانی خ

بخش انگل شناسی و ویروس شناسی انستیتو پاستور ایران، 
مرکز تحقیقات ایمونولوژي پژوهشکده بوعلی مشهد، گروه 
باکتري شناسی پزشکی دانشگاه تربیت مدرس، خانم هـا و  
آقایان غزاله صادقیانی، مریم رضائی، جـلال بابـایی، دکتـر    

ام عزیزانی که در بـه  مجتبی فتاحی، دکتر جلیل فلاح و تم
  .  ثمر رسیدن این پژوهش یاراي ما بودند، اعلام می نمایم
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