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جناب آقای دکتروطن دوست
مدیر محترم گروه حشره شناسی پزشکی و مبارزه با ناقلین
موضوع: گزارش نهایی فرصت مطالعاتی
 با سلام و احترام
همانطور که قبلا اطلاع دارید موضوع فرصت مطالعاتی اینجانب فراگیری تکنیک پاراترانسژنزیز جهت کنترل حشرات می باشد. در تکنیک پاراترانسژنزیزعمدتا از باکتری های همزیست معده حشرات بصورت مهندسی شده استفاده می شود و انتخاب باکتری بسیار مهم می باشد. دقیقا مثل انتخاب ماده اصلی سم از بین هزاران ایزومر برای تولید حشره کش می باشد. در این مرحله فاکتورهای زیادی باید مورد توجه قرار گیرد. برای مثال عدم بیماری زایی باکتری برای انسان و سایر حیوانات و موجودات زنده ، انتقال ترانس استادیال باکتری از لارو به بالغ، انتقال باکتری  از معده حشره و دسترسی  به همولنف  و از انجا به سایر ارگانها مانند تخمدانها و غدد بزاقی پشه های ماده و یا غدد ضمیمه جنسی پشه ها ی نر ، بقا باکتری در بدن پشه  در سیکلهای مختلف گونوتروفیک در معده یا سایر  اندام ها ، از طریق تخم بتواند به محیط ژیت لاروی منتقل شود و از طریق اب سایر لارو ها را الوده نماید، باکتری بتواند از جنس نر به ماده ویا از ماده به نر منتقل شود. البته و مهمتراز همه قابلیت مهندسی ژنتیک و پذیرش ژن خارجی و بیان ژن در باکتری مهندسی شده نیز از اهمیت بسیار زیادی برخوردار است و مهمترین بخش مساله می باشد.
این خصوصیات ذکر شده بهترین حالت برای انتخاب یک باکتری جهت مبارزه پاراترانسژنزیز با مالاریا است. 
در ازمایشگاه پروفسور مارسلو جاکوب لورنا، ما توانستیم خوشبتانه یک باکتری  از معده انوفل استفنسی جدا کرده و شناسایی کنیم که تقریبا بسیاری از خصوصیات ذکر شده بالا را دارا می باشد و روی ان تحقیقات زیادی در حال انجام است.
بنده نیز در اجرای این پروژه مشغول شدم  و تکنیکهای مورد نیاز و لازم برای اجرای پروژه های این چنینی را فرا گرفتم که شامل موارد زیر می باشد : 
۱.ساخت و مهندسی باکتری مورد نظربا ۹ ژن مختلف کشنده انگل مالاریا که هر کدام از ژن ها به بخشی از انگل حمله و  یا درسیکل تکاملی انگل دخالت می کنند و باعث کنترل انگل در بدن انوفل میشود. در طی فرصت مطالعاتی اینجانب در مهندسی ژنتیک باکتری فوق مشارکت نموده و 9  ژن مختلف زیر را که در بلوکه کردن انگل مالاریا در معده انوفل نقش دارند را به ژنوم باکتری اضافه نمودیم و سپس اثر انها را در بلوکه کردن انگل در پشه تست کردیم. ژن ها یی که مورد بررسی قرار گرفتند و در باکتری وارد شدند شامل :
1- MP2     


2- 2-EPIP     
3-SM1        

4-Scorpione     
5-pro-EPIP   
     6-SHIVA    
     7-MPL2    


    8-PBS221-SHIVA     

    9-pro-chitinese
۲- انتخاب ژن یا ژن های موثر تر:   در این پروژه مطالعه شد که  تاثیر هر کدام از ژنهای فوق بر علیه انگل چگونه است تا  ژنهای برتر و موثر تر انتخاب شوند .
جهت کنترل منفی ازمایشات باکتری مورد نظر را با دو ژن بی اثر مانندHAS , MPLA2  استفاده شد 
0. 3- مارک دار کردن باکتری با ژن های تولید کننده  نور فلورسانس: خوشبختانه در این ازمایشگاه به ژن هایی دسترسی پیدا کرده اند که علاوه بر نور سبز GFP سایر نور ها مانند پروتیین تولید نور زرد،  نارنجی،   قرمز،  البالویی، و آبی تولید میکنند. خوشبختانه در اینجا با مراحل ساخت و تولید این پروتیین ها در باکتری ها اشنا شدم. از این رنگها برای ردیابی همزمان باکتری های مختلف بطور همزمان در بدن حشرات میتوان استفاده کرد.
1. 4- کلونینگ ، و تکثیر باکتری های مهندسی شده 
۵. تست بیان ژن در باکتری های مهندسی شده در شرایط  in vitro در این مرحله با تکنیک های متفاوت بویژه با روش وسترن بلات انجام شد.
 ۶. آ لوده نمودن پشه های انوفل استفنسی و گامییه  با باکتری مهندسی شده 
۷. آلوده کردن پشه ها به انگل پلاسمودیوم فالسیپاروم و انگل پلاسمودیوم برگیی
۸. تست تاثیر ژن های کشنده انگل بر تعداد اووسیست تولید شده 
۹. تعیین دینامیک باکتری در بدن پشه ها جهت تعیین زمان رشد حداکثر باکتری ، زمان انتقال باکتری از معده به همولنف ، زمان انتقال از همولف به تخمدانها
۱۰. تعیین بقا باکتری در بدن پشه تا زمان مرگ پشه
۱۱. تعیین اثر خونخواری در رشد و بقا باکتری
۱۲.طراحی پرایمر اختصاصی جهت تشخیص باکتری جدید و انجام PCR اختصاصی جهت رد یابی باکتری به نحوی که پرایمرها فقط این باکتری را شناسایی کنند و هیچگونه باکتری دیگری را نتوانند شناسایی کنند و کاملا اختصاصی باشد 
بعد از انجام همه تست های فوق و اطمینان از کارایی باکتری در کنترل انگل در بدن پشه و همه احتیات لازم قرار است باکتری در شرایط فیلد در کشور برزیل تست شود برای انجام این کار یک منطقه ایزوله اصطلاحا «جزیره اکولوژیک»  نیاز است به طوری که اطمینان داشته باشیم  پشه ها ازآن محل به جای دیگر منتقل نمیشوند.در این شرایط انتقال و گسترش باکتری مهندسی شده را در جمعییت طبیعی پشه ها قرار است تست کنند
خوشبختانه بنده موافقت پروفسور لورنا را گرفته ام که مشابه این کار را ما در ایران انجام دهیم و لذا خواهشمند است تمهیدات و هماهنگی لازم با وزارت بهداشت دکتر رییسی و دانشگاه علوم پزشکی تهران را انجام دهید که بصورت یک پروژه مشترک بین دانشگاه تهران و جان هاپکینز انجام شود. 
برای این کار یک جای ایزوله که پشه های انوفل فعالیت دشته باشند اما قادر به گسترش و انتقال به سایر مکان ها را نداشته باشند مانند یک روستای دور افتاده با موانع جغرافیایی در اطراف (بیابان ، کوه) و یا یک جزیره کوچک را انتخاب کرده تا باکتری ساخته شده را ابتدا در شرایط محدود برسی کنیم که آیا در شرایط فیلد زنده میمانند یا قادر است پشه های طبیعی را الوده کند از نر به ماده و بلعکس از ماده به  نر منتقل می  شود و یا از لارو به بالغ منتقل شود. در مرحله بعد در صورت موفقیت باکتری را در محل های آلوده به انگل مالاریا آزمایش شود. 
13- انجام پروژه مستقل تحت عنوان "مهندسی باکتری با ژن مولد زهر زنبور عسل جهت کنترل انتقال مالاریا" که با موفقیت انجام شد و مقاله ان در حال نگارش است.

14- انجام پروژه مستقل دیگری تحت عنوان "استفاده از تکنیک خاموشی ژن dsRNA scilencing جهت کنترل انتقال مالاریا" که با در حال انجام است و قرار است با مشارکت یک دانشجوی دکتری از گروه و همکاری دانشگاه جان هاپکینز طی یک پروژه مشترک به انجام برسد. 
