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  :مقدمه
 يكــي از مهمتــرين يشــيگلا ديــسانتربــاكتري 

ــاكتري ــاريزا ب ــاي بيم ــد ي روده اي  ه ــي باش ــسان م    ان
علــت اصــلي همــه گيــري اســهال ناشــي از      . )1- 3(

رن اخيـر ايـن بـاكتري بـوده         ــــ ـشيگلوزيس در يك ق   
ور بيمـــاريزا در ايـــن بـــاكتري ـــــــمهمتـــرين فاكت. اســـت

 )Bو   Aبا دو زير واحد     () Shigatoxin= stx (اگزوتوكسين
 ، %)LD50 = 8.5 µg/Kg(كشنده  لعاده بالا وبا سميت فوق ا
  kD70لكولي در حدود ووزن م هگزامري بايك مولكول 

  
  اســـت كـــه بـــا اتـــصال بـــه رســـپتورهاي ســـطحي       

  )Globotriaosglceramide(ســــــلول هــــــاي هــــــدف 
Gb3: α Gal (1-4) β Gal (1-4) βGlc ceramid=Gb3( 

 ايـن   ).4-6(باعث اپوپتوزيس و مرگ سلول خواهد شـد       
ــ ــوع   توك ــسانتري ن ــيگلا دي ــاكتري ش ــد 1سين را ب    تولي
و   Stx1نمايد، همچنين توكسيني مشابه بـا آن بـا نـام    مي

Stx2 توسط E.coli O157گردد كه مشابهت  نيز توليد مي
ــا  ــاي  ).7-9(  درصــد اســت 98آنه ــلول ه  حــساسيت س

  :چكيده
 شيگاتوكسين. است انسان ايروده ي بيماريزا هاي باكتري مهمترين از يكي ديسانتري شيگلا :هدف و زمينه

 ليرغمع. مي شود سلولي مرگ و پروتئين سنتز مهار باعث اپيتليال هاي سلول به ورود با )تريباك اين سم(
 نوتركيب پروتئين به حصول در مطالعه تداوم ضرورت هنوز آن، عليه واكسن توليد جهت فراوان مطالعات

 و جهش سبمنا هاي جايگاه تعيين و بررسيبا هدف  مطالعه اين .دارد جودو) A )stxAتوكسين نوع اشيگ
 جهت آن تخليص روش بررسي نهايت در و آن سازي بهينه و بيان سپس و stxA واحد زير سينتتيك ژن طراحي
  . انجام شد زايي ايمني بعدي مطالعات
 موتانت pET28a/stxA صناعي ژن تهيه و طراحي از پسآزمايشگاهي -در اين مطالعه توصيفي : بررسيروش

)G234E– R170L -A231D(، واكنش PCR اين انتقال از پس. گرديد انجام ژن اين حضور صحت كنترل جهت 
 .گرديد بررسي حاصل پروتئين تخليص نهايتاً و سازي بهينه بيان، ،Bl21 DE3 ميزبان سلول به وكتور
 از استفاده با PCR واكنش نتايج. گرديد موتانت stxA ژن طراحي به منجر اوليه مطالعات نتيجه :ها يافته

 بهينه ،Bl21 DE3 ميزبان سلول در ژن اين بيان از پس. داشت مطالعه مورد ژن صحت از نشان تيكسنت پلاسميد
 داده نشان اي توده اجسام شكل به پروتئين اين از زيادي مقادير توليد نتيجه در. گرديد بررسي نيز آن سازي
 صورت تلفيقي هاي روش زا استفاده با مربوطه هاي روتئينپ سازي محلول سپس و بادي انكلوژن تخليص. شد

  . گرفت
 ژن، اين در جديد آرايش با انتخابي هاي جهش طراحي و شيگاتوكسين اثر مكانيسم به توجه با :رييگ نتيجه
 داشته قبلي هاي موتانت ساير به نسبت كمتري سميت اثر داراي ،بياني پروتئين اين كه شود مي بيني پيش
  . گردد مطرح برتر واكسن دكاندي عنوان به تواند مي نتيجه در باشد،

  
   ديسانتري شيگلا ،شيگاتوكسين ،نوتركيب واكسن ،موتانت stxA  ،بيان سازي بهينه  : هاي كليديواژه
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 برابـر   1000 تـا    Stx1 در مقايسه با     Stxاندوتليال كليه انسان به     
كننـده   ايجـاد   به همـين دليـل عامـل اصـلي         ).10( بيشتر است 

 )HUS) Hemolytic Uremic Syndrom بيماري خون ادراري
  ).11( معرفي گرديده است

 )Stx( شيگاتوكسين زايي ايمني قدرت و سميت
 باعث آن گرمنانو 28 حدود كه شكلي به است بالا بسيار
 آنتي قدرت بدليل همچنين و گرددمي موش يك مرگ
 آنتي توليد و ايمني پاسخ ايجاد پتانسيل رايدا بالا، ژني
 ).4،5،12( باشد مي ميزبان بدن در توكسين عليه بادي
 حدود مولكولي وزن و اسيدآمينه 69 با StxB واحد زير

 با StxA واحد زير به پنتامر صورت به دالتون، كيلو 7/7
 kD 32 حدود در لكوليوم وزن با مينه آ اسيد 294

 به B واحد زير بواسطه ابتدا نشيگاتوكسي. است متصل
 اپيتليال سلول غشاء در مستقر Gb3 سطحي رسپتور
 مولكول از پوشيده كمپلكس يك تشكيل و شده متصل

 فرآيند طي وزيكول يك صورت به و دهدمي كلاترين
. )13-15( گرددمي انجام سلولي داخل انتقال اندوسيتوز،

 گلژي در Furin نام به پروتئاز سرين آنزيم يك سپس
 و A1 (28 kD) بخش دو ميان پپتيدي پيوند برش باعث

A2 (4 kD) بواسطه مجموعه اين آن متعاقب. گردد مي 
  شبكه آندوپلاسميغشاء در موجود KDEL رسپتورهاي

 دي پيوند احياي نتيجه در و وارد آندوپلاسمي شبكه به
 هم از كاملاً را آنها ،A2 و A1 ميان باقيمانده سولفيدي

 واسطه با A1 خطي پروتئين نهايتاً ).16،17(ايدنم مي جدا
 سيتوزول به آندوپلاسمي شبكه ء غشا Sec61 پروتئين
. گرددمي بر سلول غشاء به نيز StxB و گردد مي منتقل

A1 آنزيمي فعاليت ضمن N- حذف با گليكوزيدازي 
 60S واحد زير در 28S rRNA  از آدنين باز يك

 و EF-1 فاكتورهاي عملكرد مهار نتيجه در و ريبوزوم
EF-2 پپتيدي، زنجيره شدن طويل از جلوگيري نهايتاً و 

 را ميزبان سلول مرگ و پروتئين سنتز مهار موجبات
 ).18-16،21( آورد فراهم

 واكسن واعــان روي بر فراواني مطالعات تاكنون
 انجام موتانت نوتركيب واكسن اخيرا و عامل اين

 كه اند بوده اين بالدن به همواره محققين. است گرديده

 از يك كدام نوتركيب واكسن اين طراحي براي دريابند
 همزمان يا و مجزا بصورت stxA يا stxB واحد زير دو

 طراحي در اصل مهمترين. باشند تواندمي تر مناسب
 سميت اثر حداقل با نوتركيب پروتئيني حصول واكسن،

 لحا عين در و ميزبان براي زايي ايمني اثر بهترين و
. است Native پروتئين به مولكولي ساختار ترين نزديك

ه ب سميت، بودن دارا بر علاوه طبيعي توكسين كه چرا
 زايي ايمني درجه بالاترين داراي خود ذاتي صورت
 به توجه با ).22،23 (باشد مي نيز ميزبان براي ذاتي

 جهت هدف، هاي سلول بر توكسين اثر مسير و مكانيسم
ه ب شيگاتوكسين عليه نوتركيب پروتئين يك طراحي
 مورد و معرفي مسير سه تاكنون واكسن كانديد عنوان
  : از عبارتند كه است شده واقع استفاده
 به سم اتصال روند در اختلال ايجاد بر مبتني اول مسير

 واكسن طراحي روش، اين اساس بر. است رسپتور
 شيگاتوكسين دهنده اتصال واحد زير عليه نوتركيب،

)stxB( عنوانه ب آن از استفاده و گيردمي صورت 
   هاييبادي آنتي توليد به منجر ميزبان، در ايمنوژن

 را آن بدن، در توكسين حضور صورت در كه گردد مي
 سلول به توكسين اتصال مانع نتيجه در و نموده خنثي
  توكسين حذف و مهار به منجر نهايت در و هدف

 اثر گونه هر فاقد ايمنوژن اين كه است بديهي. گرددمي
 بر مصونيتي هيچگونه ليكن. باشد مي ميزبان بر سميت
   ايجاد (StxA) توكسين كاتاليتيك واحد زير عليه
 اين از استفاده در متعددي مطالعات تاكنون. نمايد نمي
 و نوتركيب واكسن كانديد بعنوان) stxB (واحد زير
 شيگاتوكسين عليه ژني نوع واكسن عنوانه ب حتي

  ).24-28( است گرديده گزارش
 داخل انتقال روند در اختلال ايجاد بر مبتني دوم مسير

 واكسن طراحي از روش اين در. است توكسين سلولي
 زير اين اولاً كه ،شود مي استفاده موتانت stxA اساس بر

 توانايي ،stxB غياب در و تنهايي به نوتركيب، واحد
 فرض به ياًثان و ندارد را هدف سلول رسپتور به اتصال
 آن اتصال عدم دليل به سلول، درون به آن ورود محال

 به را واحد زير اين كه اي ناحيه به اندوزوميك، غشاء به
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 نمايد، مي تبديل آنزيمي خاصيت با فعال A1 مولكول
 از نواحي اين در جهش ايجاد فلذا. شد نخواهد منتقل
 تاكنون. گردد مي آن سميت شديد كاهش باعث ژن،

 ليكن. است گرديده بررسي آن از مختلفي يها جهش
 هايجهش  F226Y ،A231D ،G234Eميان آن از

. اند شده معرفي پروتئين بالاي پايداري با تر مناسب
 وحشي نوع با مقايسه در واحد زير اين موتانت پروتئين

 باعث (G234E) يا (A231D) انفرادي صورت به
. گردد ميدرصد   50 تا ER غشاء به آن تمايل كاهش

 باعث جهش دو اين از همزمان استفاده كه حالي در
 در و ER غشاء بهA1  واحد زير تمايل كامل حذف
 توكسين به نسبت آن سميت برابري 225 كاهش نتيجه
 .)29،28،7( شود مي طبيعي

 آنزيمي عملكرد در اختلال ايجاد بر مبتني سوم مسير
StxA فعال جايگاه در واكسن نوع اين در. است 

)Active  site (واحد زير A ه ب. گرددمي جهش ايجاد
 به StxB حضور بدون اولاً موتانت واحد زير اين شكلي
. شود نمي متصل Gb3 هدف سلول رسپتور به تنهايي
 سلولي داخل انتقال پروسه شدن طي و اتصال بفرض ثانياً
 تغييرات ايجاد بدليل فعال، A1 به تبديل بفرض حتي و

 تمايل شديد كاهش و جهش اين از ناشي ساختاري
 اتصال به قادر ،)28s rRNA( خود سوبستراي به آنزيم

 آن سميت اثر حذف باعث نتيجه در. بود نخواهد آن به
 بالايي و مناسب ايمني پاسخ همچنين و ميزبان سلول بر

 ). 30( گردد مي توكسين عليه

Basu ايجاد ضمن توانستند همكارانش و 
 آسپارتات زينيجايگ (R170L جايگاه در جهش
 StxA نوتركيب پروتئين سميت اثر ،)گلوتامات بجاي
 طبيعي توكسين به نسبت برابر 300 تا را آن از حاصل
 دوم نوع جهش با مقايسه در را آن و داده كاهش

G234E) –(A231D د دهن قرار ارزيابي مورد نيز)29( .
 سازي جهش تكنيك از استفاده با ديگر اي مطالعه در

 )SDM) Site- Directed Mutagenesis ايهنقط مستقيم
 جايگاه همين در جهش ايجاد با توانستند PCR در

 ايمني اثر مختلف، هاي آمينه اسيد جايگزيني و) 170(

 بررسي مورد را ها ايمنوژن اين سميت كاهش و زايي
) L( لوسين با 170 (R) رژنينآ مطالعه اين در. دهند قرار
. گرديد جايگزين) G( گلايسين با ديگر نوبت در و

 تست و الايزا تست در بادي آنتي تيتر از حاصل نتايج
 دو اين از حاصل هاي بادي آنتي بوسيله سم سازي خنثي
 يكي كه داد نشان ايمن، حيوان الشـــچ نتايج و گروه

   R170L لوكوس در جهش ها،آرايش بهترين از
 و بررسي ابتدا مطالعه، اين از هدف ).30( باشد مي
 كه استبوده  stxA دــــواح زير ژن از ترادفي فيمعر

. باشد جديد آرايش با جهش مناسب هاي لوكوس واجد
 پروتئين توليد آن، صناعي ژن سازي بهينه و بيان سپس

 اثر همطالع ادامه جهت پروتئين اين تخليص ،نوتركيب
  . بوده است واكسن كانديد عنوان به آن زايي ايمني

  
 : بررسيروش

 از پسدر آزمايشگاهي -وصيفيالعه تدر اين مط
 در محققين ديگر قبلي مطالعات پيرامون اينترنتي جستجوي
 طراحي واحد، زير اين در مختلف هاي جهش از استفاده

 سه در اي نقطه جهش واجد stxA موتانت صناعي ژن
 صورته ب ژن اين ،),A231D,G234E) R170L لوكوس
 چيني شركت از pET28a بياني وكتور در شده اپتيمايز

(ShineGene) گرديد تهيه. 

 صناعي، ژن حامل پلاسميد بررسي از پس
 هاي سلول در وكتور اين انتقال آگاروز، ژل بوسيله
 حرارتي شوك طريق از E.coli BL21 DE3 ميزبان
 كشت شده غربالگري هايكلني سپس. پذيرفت صورت

 شرايط در موتانت stxA ژن بيان آن از وپس شد داده
 بررسي SDS-PAGE بوسيله آن محصولات و جامان پايه

 ضمن اوليه، هاي بررسي در بيان عدم به توجه با. گرديد
 درجه 58 اتصال دماي و سيكل PCR) 35 واكنش انجام

 صحت ،)بخش هر براي ثانيه 60 زمان و سانتيگراد
 تخليص ورـــــوكت از استفاده با مطالعه، مورد ژن حضور
 .گرديد يبررس ها نمونه اين از شده

  ترادف با روـــپيش) Primer (آغازگر
 3́ ATG CCA TGG CGA AGG AAT TTA CCT TAG 5́و  
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  رادفـــــت اــــب روـــــپي رـــــازگــــــــــــآغ
5́CAT TGA ATT CCC TCA ACT GCT AAT AGT TC3́ )از 

  . گرفت قرار استفاده مورد )سيناژن شركت
 نجشسـ ـ و الكتروفــورز  ژل از اســتفاده  ضــمن 

 فـاز  و سـلولي  عـصاره  بـراي  برادفـورد  روش بـه  پروتئين
ــول ــشاهده و آن از حاصــل محل ــدم م ــان ع ــه در بي  نمون
 بيـان  سازي بهينه جهت اول، مرحله يخت ترار از حاصل

 براي pET28a وكتور در موتانت StxA پروتئين توليد و
ــت 3 ــان كمي ــاعت 1،2،3،4،5 (زم ــا ،)س  25،30،37 (دم

 ،5/0 ،25/0( كننـده  القاء ماده ظتغل و) سانتيگراد درجه
ــولار ميلــي 5/1 ،1 ،75/0 ــست) م ــايج بررســي و ت  آن نت

 منفـي  فوق شرايط تمام در بيان مكرراً ولي گرديد تكرار
 پاسـاژ  ،)راندوم بصورت (ها نمونه اين از يكي از. گرديد
 داراي جامـد  LB كشت محيط پليت يك روي بر مجدد
 تك كلني 4 براي نبيا سپس. گرديد انجام بيوتيك آنتي

ــد ــه رشــ ــت از يافتــ ــر پليــ ــا اخيــ ــرايط بــ ــه شــ   پايــ
(IPTG 1 mM, 37°C, 6h, 150rpm) نظر. گرديد اجرا 

 توليـد  و بيـان  سـازي  بهينـه  بيـان،  خـوب  نتايج مشاهده به
 و دمــا زمــان، كميــت 3 در تغييــر بــا نظــر مــورد پــروتئين
 .گرديد تكرار) (IPTG كننده القاء ماده غلظت

 StxA بياني پروتئين تخليص و استخراج بررسي
 محلول غير فاز در پروتئين اين كه داد نشان موتانت

 انكلوژن تخليص جهت. دارد قرار سلول) بادي انكلوژن(
. گرديد استفاده زير روش از سلول، اجزا ساير از بادي
 دقيقه 30 بمدت (سانتريفيوژ بوسيله بياني هاي سلول ابتدا
 بافر در حاصل رسوب. شد جداسازي) 6000 دور در

 ميلي EDTA 5 و مولار ميلي 50 كلرايد تريس حاوي
 سونيكيت، از پس و شده حل) pH=8( و مولار

   50 تريس بافر حاصل رسوب به. گرديد سانتريفيوژ
 اضافه درصد 1 كولات داِكسي سديم و مولار ميلي

 سانتريفيوژ و سونيكيت نمودن، حل از پس و گرديد
 داكسي سديم محلول در باقيمانده رسوب. گرديد
 تيمار اتاق دماي در ساعت 12 مدت به درصد 1 كولات

 به سپس. گرديد سانتريفيوژ و سونيكيت سپس و شده
) pH=8.5 (مولار ميلي 50 تريس بافر حاصل رسوب

 و نگهداري محيط دماي در دقيقه 30 بمدت و اضافه
 تخايص بادي انكلوژن رسوب. گرديد سانتريفيوژ سپس
 استفاده مورد بعد مراحل در مطالعات هادام براي شده
  ).32( گرفت قرار

 -نيكل ازستون استفاده با پروتئين تخليص سپس
 كياژن شركت ساخت) Ni-NTA( اسيد استيك نيتريلوتري

 پايه. يافت ادامه شركت همين از شده ارائه واسرشتي روش و
 مولار ميلي 10 كلرايد تريس مولار، 8 اوره شامل بافرها تمام
 براي pH با و مولار ميلي 50 فسفات هيدروژن دي يمسد و

. گرديد استفاده 5/4 و 9/5 ،3/6 ،8 بترتيب E,D,C,B بافرهاي
 بادي انكلوژن شكل از نامحلول هاي پروتئين لــــتبدي جهت

 با شده تخليص بادي انكلوژن رسوب ابتدا محلول، نيپروتئ به
 انتريفيوژ،س از پس و شده تيمار مولار 8 اوره حاوي B بافر
 پس. گرديد جدا شده محلول هاي پروتئين حاوي رويي مايع
 جمع آن خروجي محصولات ستون، از فوق نمونه عبور از

 روش به ها نمونه اين پروتئين غلظت سنجش و آوري
 %)SDS-PAGE) 12 ژل روي بر آنها بررسي و برادفورد
  ).34،33 (گرديد انجام

ــروتئين تاييـــد ــاني پـ ــا بيـ ــتفاده بـ  روش از اسـ
 His ضـد  كلونـال  پلـي  بـادي  آنتي وسيلهب  ايمنوبلات

Taq پـروتئين  حـاوي  بيـاني  سـلول  كـرود  نمونـه  براي 
stxA از اسـتفاده  بـا  ينـد آفر اين. گرديد انجام موتانت 

 ,Western Blotting, Biorad( بلاتينــگ وســترن

USA (مـولار،  ميلـي  39 گلايـسين  حاوي انتقال بافر و 
 SDS 37 و درصـد  20 نولمتـا  مـولار،  ميلي 48 تريس

 PVDF ءغـــشا روي بـــر انتقـــال از پـــس و درصـــد
)Microporous polyvinylidene difluoride membrane (

ــام  بـــــــافر  درPVDF غـــــــشاء. گرديـــــــد انجـــــ

 PBST)Phosphat Buffer Saline Tween-20 (حاوي 
ــير درصــد 5 ــه خــشك ش ــدت ب ــاعت 2 م ــاي در س  دم

 PBST افرب ـ بـا  بـار  سـه  سـپس  و شـده  تيمـار  آزمايشگاه
 آنتـي  حـاوي  PBST بافر در آن از پس. شد داده شستشو
 سـپس  و 1:8000 رقـت  با )فرمنتاز(Anti His Tag  بادي

 داده مجـاورت ) كيـاژن  ( موشـي  كانژوگـه  بادي آنتي با
ــراي. شــد ــازي آشــكار ب ــوط از س ــر 500 مخل  ميكروليت
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 MB Blue (Roche: Cat. No. 1 442 066) محلـول 
 تقطيـر  بـار  دو آب ميكروليتر 500 و سوبسترا عنوان به

 ،مقطـر  آب بـا  واكـنش  توقـف  از پس. گرديد استفاده
ــشاء ــد PVDF غ ــار چن ــشو ب ــشك و شست ــد خ  گردي

)34،35.(  
  

  :ها يافته
 پيرامون دار دامنه مطالعات و بررسي از پس

 ،A واحد زير ژن در جهش، مناسب هاي لوكوس تعيين
 سه در اي نقطه جهش واجد (stxA صناعي ژن تهيه و

 بياني وكتور در) ,A231D,G234E R170L لوكوس
pET 28a، درصد   1 ژل روي بر آن بررسي اوليه نتايج
 .)1تصوير شماره  (داد نشان را آن صحت آگاروز

 stxA صناعي ژن سازي بهينه و بيان اوليه نتايج
 عليرغم و تراريختي از حاصل هاي نمونه تمام براي موتانت،
  ماده ميزان و دما ان،ـــزم كميت سه دازهــــان در تكرار،

 
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 پلاسـميد  صـحت  مقايـسه  و كنترل :1تصوير شماره   

 pET28a شـده  تخلـيص  پلاسميد با اصلي صناعي
  يافته جهش stxA ژن حامل
  SM0321# نوكلئوتيدي وزني نشانگر  -1 چاهك
  چيني شركت از شده تهيه اصلي پلاسميد - 2 چاهك
 تراريختي نمونه از شده راجاستخ پلاسميد -3  چاهك

    

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 PCR بوسيله موتانت stxA ژن تكثير :2تصوير شماره 
 از شده استخراج stxA/pET28a پلاسميد از استفاه با
   )منفي بيان( يتراريخت باكتري 4

  Template بدون منفي كنترل نمونه براي   PCR نتيجه : 1 چاهك
  SM0321#نوكلئوتيدي  وزني نشانگر :2 چاهك
 وزن بـا  موتانـت  stxA يافتـه  تكثيـر  قطعـه  :6 تا 3چاهك
882bp شده ترار يخت هاي نمونه از نمونه 4 در  

    
 نتايج كه بود حالي در اين و شد منفي القاءكننده،

 تعدادي شده تخليص پلاسميد از استفاده با PCR واكنش
  ).2تصوير شماره  (گرديد مثبت ها نمونه همين از

 روي رب فوق، منفي بياني هاي نمونه از يكي سپس
 كشت مجدداً LB (kanamycin 80µg/ml) جامد محيط
 4 تعداد گرماگذاري، ساعت 18 از پس .شد داده خطي
 رشد و كشت مايع LB محيط در آن از حاصل تك كلني
 سازي، بهينه انجام آن بدنبال و بيان بررسي سپس. شد داده
 ). 3وير شماره تص( گرديد مثبت اخير هاي نمونه تمام براي

 با و نيكل حاوي تمايلي كروماتوگرافي ستون از
 مختلف بافرهاي در ايميدازول غلظت شيب از استفاده

 شكل به موتانت stxA بياني پروتئين تخليص جهت آن،
 بر محصولات اين بررسي نتيجه. گرديد استفاده محلول
 روش به سنجي پروتئين و SDS-PAGE ژل روي

 محلول شكل در پروتئين توليد عدم از نشان برادفورد،
 بياني، پروتئين حاوي هاي بادي انكلوژن تخليص. شتدا

 سلولي هاي پروتئين ديگر از بسياري نسبي حذف باعث
  ).4تصوير شماره ( گرديد
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 انكلوژن در موجود نامحلول پروتئين از بالايي درصد
 حاوي  Bبافر ار استفاده با سلول، از شده جدا هاي بادي
 عبور با. گردد مي تبديل محلول حالت به مولار 8 اوره
 روش به نيكل ستون از آن ي شده جدا رويي مايع

 آوري جمع ستون خروجي محصولات واسرشتي،
 و برادفورد روش به پروتئين سنجي غلظت نتايج. گرديد
 دهنده نشان SDS-PAGE ژل روي بر آنها بررسي
  ).5تصوير شماره ( باشد مي پروتئين اين نسبي تخليص

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

  98

  بياني پروتئين براي SDS-PAGE نتايج :3تصوير شماره

stxA/pET28a مثبت تراريخت هاي نمونه در موتانت 
   SM0671#پروتئيني وزني نشانگر :1 چاهك
 3 چاهـك  نمونه تكرار بيان منفي كنترل بعنوان : 2 چاهك
   IPTG كننده القاء ماده كردن اضافه بدون

 حـاوي  نمونـه  چهـار  هـر  رويـي  مـايع  مخلوط :3 چاهك
 سـانتريفيوژ  و سونيكاسـيون  از بعـد ( محلول هاي پروتئين

  ) بياني باكتري سوسپانسيون
اـ  4 چاهك اـن  :  7 ت اـوي  كلنـي  4 در موتانـت stxA  پـروتئين  بي  ح
  ) سانتريفيوژ و سونيكاسيون از بعد رسوب( ژن اين حامل پلاسميد

 
 

  
  
  
  
  
  
  
  

 نوع شدن مشخص جهت الكتروفورز ژل نتايج :4تصوير شماره   
  بودن نامحلول يا محلول نظر از stxA/pET28a بياني پروتئين
 ) IPTG(كننده  القاء ماده دونب ريباكت سلول كرود (منفي كنترل :1 چاهك
  SM0671# پروتئيني وزني نشانگر :2 چاهك
 واجـد  اسـيون سونيك از بعـد ( بيـاني  سلول كرود: 3 چاهك

  كيلودالتون 36 حدود وزن با stxAM) بياني پروتئين باند
يـون  از بعد شده جدا رويي مايع :4 چاهك اـنتريفيوژ  و سونيكاس  س
  )سلولي محلول يها پروتئين حاوي( 3 چاهك نمونه

 :5چاهك

 
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 سـانتريفيوژ  و سونيكاسـيون  از بعـد  شده جدا رسوب
   )شده تخليص نيمه بادي انكلوژن حاوي( 3چاهك نمونه

  
 بـا  شـده  تخليص stxA پروتئين ررسيب :5 تصوير شماره   

 بـا  و واسرشـتي  روش بـه  نيكـل  كروماتوگرافي ستون
  SDS-PAGE روي بر pH شيب از استفاده
  SM0671#پروتئيني وزني نشانگر:  1 چاهك
 pH=8 با مولار 8 اوره واجد بافر - )flow( ستون از خروجي:  2 چاهك
 pH=6.3 با مولار 8 رهاو واجد بافر -  ) Wash (ستون از خروجي : 3  چاهك
  pH=5.9 با مولار 8 اوره واجد بافر -)D ( ستون از خروجي: 4 چاهك
  pH=4.5 با مولار 8 اوره واجد بافر)    E (  ستون از خروجي:  5 چاهك
 ستون از  MES بافر خروجي: 6 چاهك

  
 Western (بلات وسترن نتايج همچنين Blooting (با 
 صحت كننده تاييد Anti-His Tag بادي آنتي از استفاده
 وزن با  6His دنباله واجد موتانت stxA بياني پروتئين
  ).6تصوير شماره ( باشد مي دالتون كيلو 36 حدود
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 شـده  تخلـيص  پـروتئين  بلات وسترن :6تصوير شماره   
   يافته جهش StxA بياني

  
 :بحث

 پروتئين توليد پيرامون فراواني گزارشات تاكنون
 شـده  ارائه شيگاتوكسين عليه واكسن كانديد با بنوتركي
ــرين در. اســـت ــات آخـ ــود، گزارشـ ــروتئين از موجـ  پـ

ــب ــد نوتركي ــش واج ــاط در جه  G234E -A231D نق
 يــك در و) ســميت برابــري 300 كــاهش بــا دوم مــسير(

 واجــد A واحــد زيــر پــروتئين از ديگــر، گــزارش مــورد
 كـاهش  بـا  سـوم  مـسير  ( R170Lفعال جايگاه در جهش

 كانديـدهاي  عنـوان ه  ب آنها معرفي و) سميت برابري 200
 در .)30،31(اسـت  شـده  ذكـر  شيگاتوكسين عليه مناسب

 سـه  هـر  بـا  ژن ايـن  طراحـي  بـار  اولـين  بـراي  مطالعه اين
 نظـر  بـه  كه گرفت صورت همزمان بصورت فوق جهش
 كـاهش  جهـش،  جديد آرايش اين از استفاده با رسد مي

 از دور توقـع  اصـل، ح بياني پروتئين سميت اثر تصاعدي
 زايـي  ايمنـي  بررسي كه است بديهي البته. نباشد يانتظار
 .بود خواهد فرضيه اين كننده روشن آن

 هاي بررسي گرديد مشاهده نتايج در كه آنچنان
 اول مرحلـه  تراريختـي  از حاصـل  هـاي  نمونـه  بيان مكرر
 توصـيه  يـك  بـه  بنا ولي گرديد منفي موتانت stxA براي

 بـر  هـا  نمونـه  ايـن  از يكـي  مجـدد  اساژپ با علمي، تجربي
 تــك هــاي كلنــي تمــام بــراي بيــان جامــد، محــيط روي

 بررسـي  عليـرغم  كـه . گرديد مثبت اخير پليت از حاصل
 اثبـات  عمـلاً  ولـي  نامـشخص،  امـر  اين علت فراوان هاي

  .گرديد
 و دمـا  و زمان گانه سه هاي كميت تغيير عليرغم

 تماماً موتانت StxA بياني پروتئين كننده، القاء ماده ميزان
 بوسـيله  آن تخليص نتيجه در. بود بادي انكلوژن بصورت
  پـذير  امكـان  واسرشـتي  روش بـا  منحـصراً  و نيكل ستون

 ادامه حال در همكاران و نويسنده حال عين در. باشد مي
 ايمنـي  هـاي  بررسـي  سـپس  و تخلـيص  سازي بهينه روند
 خوشـبختانه . باشـند  مـي  حيـوان  در حاصل پروتئين زايي

 از پـس  كـه  شـده  حاصـل  نيـز  خـوبي  نسبتاً نتايج تاكنون
 .شد خواهد ارائه بعدي گزارش در آن نتايج تكميل،

ــين ــشاهده همچن ــد م ــصاصي بان ــوط اخت ــه مرب  ب
 كننده تاييد بلات وسترن در موتانت StxA بياني پروتئين
 بيـاني  پـروتئين  مـشاهده . باشـد  مـي  پـروتئين  ايـن  صحت
StxA ــت ــا موتان ــونكيلودا 32 وزن ب ــصاوير در لت  ژل ت

SDS-PAGE دالتون كيلو 36 جايگاه رد بلات وسترن و 
ــه ــه ب ــو 4 حــدود قطع ــون كيل  ســازه از شــده اضــافه دالت

pET28a باشد مي مربوط. 

 از استفاده با فراواني آزمايشات مطالعه اين در
 تخليص و سازي بهينه و بيان جهت متعدد، هاي روش
StxA ديگر بررسي هـــاگرچ. گرديد انجام موتانت 
 تداوم و اجراست حال در همچنان تخليص هاي روش
 همسانه زير پيشنهاد انجام رسد مي نظر به ولي دارد،
 راه pET32a به pET28a از موتانت StxA ژن سازي
 .آورد فراهم را محلول شكل در بياني پروتئين به حصول

  
   : و قدردانيتشكر

 كشور دهلي دانشگاه ازPanda. K. A  پروفسور از تشكربا 
 هاتف علي دكتر شاهد، دانشگاه از موسوي لطيف مير دكتر هند،

 و موثرشان هاي مشاوره بخاطر ژنتيك ملي پژوهشگاه از سلمانيان
 . كشور علمي بسيج سازمان هاي ازحمايت تقدير همچنين
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Background and aims:  Shigella dysentery is one of the most important human pathogenic 
intestinal bacteria. Entrance of the shigella toxin into the epithelial cells inhibits protein 
synthesis leading to cell death. In spite of great investigations on vaccine production against S. 
dysentery, studying to achieve significant stxA recombinant protein still remains important. 
The objective of this study was to determine the appropriate mutation loci and designing stxA 
subunit synthetic gene, its further expression and optimization and ultimately assaying 
purification method for further immunization studies. 
Methods: Three mutant stxA gene including (R170L-A231D-G234E) were designed and the 
synthetic gene in pET28a plasmid was obtained and confirmed by PCR. Thereafter the plasmid 
was transformed into the host cell E.coli BL21 DE3 after which gene expression was optimized 
and protein purity assay was then performed. 
Results: Preliminary studies led to mutant stop gene design, after which it was confirmed by 
synthetic plasmid and PCR. Expression and optimization were then performed which resulted in 
large amount of protein inclusion bodies. Purification of inclusion bodies and protein which 
resulted solubilization was done with a combinatorial method. 
Conclusion: With regard to the mechanism of shiga toxin effect and favorable mutation design 
with new arrangement, less toxicity of expressing protein is predicted than previous other 
mutants, posing a better vaccine candidate. 
 
Keywords: Expression optimization, Mutant stxA, Recombinant vaccine, Shiga toxin, 
                    Shigella dysentery. 
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