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شماره1،ويژهنامه1
مجلهتحقيقاتآزمايشگاهىدامپزشكى،دوره4،

دستيابى به تهيه پروتئين نوتركيب تيلريا آنولاتا از بيوپسى
عقده لنفاوى گوساله آلوده

شايان پرويز

خلاصه
وارد دامدارى صنعت در را زيادى اقتصادى خسارات سالانه و شده منتقل ديگر حيوان به آلوده حيوان از كنه طريق از گاو در تيلريوز عامل آنولاتا تيلريا
از محققين بسيارى مىباشد. ماكروشيزونت به آلوده سلولهاى يافته حدت تخفيف واكسن از استفاده بيمارى اين پيشگيرى راه تنها حاضر حال در مىسازد.
يافته حدت تخفيف واكسن به نسبت بالاترى مزيت از آلودگى، ايجاد عدم و كاربرد در سهولت علت به كه مىباشند نوتركيب واكسن به دستيابى بدنبال
واكسن براى كانديد ژنهاى آنولاتا تيلريا به آلوده گوساله لنفاوى عقده از شده اخذ نمونه كم مقدار از كه شد سعى حاظر مطالعه در مىباشد(1). برخوردار

گردند. كلون و شناسايى نوتركيب
آغازگرهاى توسط cDNA اين سپس گرديد. تهيه آنولاتا تيلريا به آلوده گوساله لنفاوى عقده از SMART-DS-cDNA كار: روش و مواد
شدن كلون از پس TaD و TaSpهاى ژن شد. داده تكثير PCR روش با hsp70 نيز و TaD و TaSp تيلريا غشاء ژنهاى براى اختصاصى
مورد نوتركيب پروتئين و كلون pQE32 وكتور در TaSp ژن شدند. مقايسه ژنتيك بانك در مربوطه توالىهاى با و توالى تعيين pTZ57R/T در

گرفت. قرار ارزيابى

ايران تهران، تهران، دانشگاه دامپزشكى دانشكده انگلشناسى گروه آن، از منتقله بيمارىهاى و كنه مركز .1

مولكولى زيست سامانههاى انتقال پژوهشى گروه مؤسسه .2
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انگل تيلريا اختصاصى ژنهاى كردن كلون براى و بحث: نتيجه
و تجزيه مىباشد. انگل آن به آلوده سلول از كافى مقدار به نياز
از يكى انگل به آلوده بيولوژيك ماده كم مقدار در ژن بيان تحليل
northern blot استاندارد روش است. محققين بزرگ مشكلات
1 يا و RNA ميكروگرم 15 تا 10 به نياز ژنى بيان مطالعات جهت
RNAse protection روش دارد. mRNA ميكروگرم 4 تا
دارد. تفريقى ژن بيان تأييد جهت ميكروگرم 1 حداقل به نياز assay
و cDNA تهيه جهت مناسب روشى بهعنوان RT-PCR روش
مخصوصاً روش اين در متأسفانه مىگيرد. قرار استفاده مورد آن آناليز
بالا تبديل مولكولى وزن با پروتئينهاى براى كننده كد ژنهاى براى
در گيرد. صورت ناكامل صورت به مىتواند cDNA به mRNA
صورت به mRNAها تمام SMART cDNA سنتز روش
آغازگر از روش اين در .(2) مىگردند تبديل cDNA زه كامل
و ها mRNA كل هيبرديزاسيون جهت اختصاصى (dT) اوليگو
Moloney murine leukemia virus reverse آنزيم
استفاده RT واكنش جهت transcriptase MMLV-RT
`5 پايانه ناحيه به سنتز حال در cDNA كه زمانى مىشود.
dC به نوكلئوتيد تعداد يك آنزيم اين رسيد، مربوطه mRNA
داراى كه اختصاصى اوليگونوكلئوتيد يك مىكند. اضافه cDNA
از dC اوليگو با دارد، خود `3 پايانه ناحيه در dG نوكلئوتيد چند
توالى آنزيم و كرده عمل الگو عنوان به و شده هيبريد cDNA
cDNA تمام صورت بدين كند. مى اضافه cDNA به آنرا مكمل
دو هر در شدهاى تعيين و مشخص توالى داراى شده سنتز هاى
و كرده عمل آغازگر براى الگو عنوان به كه مىباشند خود پايانه
بدينصورت مىكند. تكثير قابل PCR روش با را cDNAها تمام
اندازهاى هر به را mRNA از شده نسخهبردارى cDNA مىتوان
دو قسمت به بيوپسى حاضر مطالع در نمود. تكثير باشد، نياز مورد كه
آتولاتا تليريا به بيوپسى آلودگى تأييد براى قسمت يك شد. تقسيم
آنولاتا تيلريا به بيوپسى آلودگى تأييد از پس گرفت. قرار استفاده مورد

سنتز براى  و تهيه RNA ديگر قسمت از ،PCR روش از استفاده با
از ميكروليتر دو گرفت. قرار استفاده مورد رشتهاى دو SMART-cDNA
ارزيابى مورد درصد آگارز 1/5 ژل روى بر رشتهاى دو SMART-cDNA
شده توليد mRNA از cDNA كه داد نشان آگارز ژل آناليز و گرفت قرار
cDNA كامل سنتز كنترل جهت نمونه بهعنوان hsp70 ژن سپس است.
آغازگرهاى منظور اين براى گرفت. قرار استفاده مورد مربوطه mRNA از
روش با همپوشان ناحيههاى با ژن اين مختلف ناحيه 6 و طراحى متعددى
hsp70 ژن به مربوط cDNA كه داد نشان نتايج شد. داده تكثير PCR
734 باز، جفت 1401 شده داده تكثير باندهاى است. شده سنتز كامل بهطور
آغازگرهاى با سپس بودند. باز جفت 50 و باز جفت 54 باز، جفت 641 باز، جفت
كد را  شيزونت غشاء پروتئينهاى كه TaD و TaSp ژنهاى اختصاصى
مربوطه PCR محصولات گرفتند. قرار تكثير مورد PCR روش با مىكنند،
كه بود  TaD ژن براى باز جفت 533 و TaSpژن براى باز جفت 941
بزرگى به PCR محصولات مناسب آغازگرهاى طراحى با سپس شدند. توليد
وكتور در TaD ژن براى باز جفت 533 و TaSp ژن براى باز جفت 704
گرديدند. مقايسه نوكلئوتيدى توالى تعيين و كلون pTZ57R/T بيانى غير
در مربوطه ژنهاى نوكلئوتيدى توالى با شده كلون ژنهاى نوكلئوتيدى توالى
TaSp ژن با هومولوژى درصد 944TaSp ژن كه داد نشان ژنتيك بانك
و نتايج (٣) AJ٣١۶٢۴٩٫١ تحت ژنتيك بانك در شده ثبت آنولاتا تيلريا
مىباشد. انجام دست در TaD ژن به مربوط نوكلئوتيدى توالى به مربوط
pQE-32 بيانى وكتور در TaSp ژن به مربوط PCR محصول آن از پس
نشان western blot آزمايش شد. تهيه نوتركيب پروتئين و گرديد كلون
نوتركيب پروتئين شناسايى قابليت آنولاتا تيلريا به آلوده حيوان سرم كه داد
مورد ژنهاى كه مىرسد نظر به حاظر مطالعات به توجه با مىباشد. دارا را
گيرند. قرار استفاده مورد نوتركيب واكسن براى كانديد عنوان به مىتوانند مطالعه

Tghgtgpegu<

Ujc{cp, P., Biermann, R., Schein, E., Gerdes, J., Ahmed, J.S. 1998. Detection and differentiation of Theileria

annulata and Theileria parve using macroschizont-drived DNA probes. Annals of the New York Academy of Sci-

ences :6;: 87-95.

Ejgpejkm, A., Zhu, Y. Y., Diatchenko, L., Li, R., Hill, J., Siebert, P. D. 1998. Generation of high-quality cDNA

from small amounts of total RNA by SMART PCR, p. 305-319. In P. D. Siebert and J. W. Larrick (eds.), Gene

cloning and analysis by RT-PCR. Eaton Publishing, Natick, MA.

Ucft/Ujktc|k, N., Shayan, P., Eckert, B., Ebrahimzadeh, E., Amininia, N. 2012. Cloning and Molecular

Characterization of Polymorphic Iranian Isolate Theileria annulata Surface Protein (Tasp). IJP. 9*4+: 29-39.


