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  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  190تا  184صفحات ، 91 پاییز، 3، شماره 22 ورهد
  

به منظور  pGEM-virGو ساخت سازه جهش یافته  virGهمسانه سازي ژن 
 بومی شیگلا دیسانتريالقاي نوترکیبی در سویه 

            ، 5ی اصغر کارخانهعل ،4باقر یخچالی ،3، محمد دورودیان2مجتبی سعادتی، 1حورا احمدي دانش
 8مهرداد هاشمی، 7، مختار زارع6حسینیسید مصطفی 

 

  )ع(، دانشکده علوم پایه، دانشگاه جامع امام حسین سلولی دانشجوي کارشناسی ارشد زیست شناسی سلولی و مولکولی، گروه زیست شناسی1
   )ع(ده علوم، دانشگاه امام حسین ، دانشکسلولی دانشیار، دکتراي باکتري شناسی، گروه زیست شناسی 2
   وهشگران جوانژدانشگاه آزاد اسلامی، واحد تهران مرکز، باشگاه پدانشجوي کارشناسی ارشد زیست شناسی سلولی و مولکولی،  3
  مهندسی ژنتیک و زیست فناوري دانشیار، دکتراي میکروبیولوژي، گروه صنعت و محیط زیست، پژوهشگاه ملی 4
  راي ژنتیک مولکولی، گروه صنعت و محیط زیست، پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناورياستادیار، دکت 5
 واحد علوم تحقیقات  وهشگران جوان، دانشگاه آزاد اسلامی، ژباشگاه پ 6
 )ع(، دانشکده علوم پایه، دانشگاه جامع امام حسین سلولی گروه زیست شناسی ،پژوهشگر 7
  پزشکی تهراندانشگاه آزاد اسلامی، واحد  ولی،، دکتراي ژنتیک مولکدانشیار 8

  چکیده
زایی و قدرت در بیماري نقش کلیدي را virGبیماري شیگلوز از علل عمده ابتلا کودکان به اسهال در ایران است و ژن  :سابقه و هدف

 pGEM∆virGخت سازه جهش یافته و سا virGهدف از این مطالعه، همسانه سازي، توالی یابی ژن . کندتهاجم باکتري شیگلا بازي می
 .به منظور القاي نوترکیبی در سویه شیگلا بومی با هدف ساخت سویه کاندید واکسنی زنده تقلیل حدت یافته است

سازي و همسانه pGEM-7zfدر حامل  virGژن  وبومی بررسی  يهاي بیوشیمیایی، سویه شیگلابا استفاده از آزمون :یسروش برر
 pGEMvirGبر اساس اطلاعات حاصل از توالی یابی، نقشه برش آنزیمی حامل نوترکیب . یدي آن تعیین گردیدسپس توالی نوکلئوت

با به کار  pGEM∆virGدر نهایت، سازه . با استفاده از واکنش هضم آنزیمی اقدام شد virGاستخراج و نسبت به حذف نواحی از ژن 
  . زي گردیدگیري روش شیمیایی به باکتري اشرشیاکلی تراریخت سا

یک ساختار  pGEM∆virGسازه . ثبت گردید)  (NCBIهاي ژنومیدر پایگاه داده virGیابی ژن توالی .تایید گردید بومی يسویه شیگلا :هایافته
 . جفت باز از آن، از طریق واکنش هضم آنزیمی حذف شده است 1751شود که در باکتري اشریشیاکلی را شامل می virGجهش یافته از ژن 

استفاده از تکنیک تبادل آللی بر پایه بهره گیري از رخداد نوترکیبی در باکتري ها یکی از موثرترین روش هاي ایجاد گسستگی در ژن هاي  :گیرينتیجه
 .ستفاده قرار گیرداین ساختار جهش یافته می تواند به منظور ایجاد سویه کاندید واکسنی زنده تقلیل حدت یافته شیگلا دیسانتري مورد ا. هدف می باشد

  .، کاندید واکسنی زنده تقلیل حدت یافته virGتبادل آللی ، شیگلا دیسانتري، ژن :واژگان کلیدي
  

  1مقدمه
تـرین  و عامل مسـري  ايروده باسیل گرم منفی، باکتري شیگلا
بیماري که توسـط باسـیل   . باشدمی) دیسانتري(اسهال باسیلی 

                                                
  مجتبی سعادتی، )ع(هران، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه امام حسین ت: آدرس نویسنده مسئول

)email: m_saadati@yahoo.com  (  
  7/3/90: تاریخ دریافت مقاله
  10/7/90 :تاریخ پذیرش مقاله

جـنس شـیگلا شـامل    . داردگردد، شیگلوز نام شیگلا ایجاد می
 باشـد اي و بویـدي مـی  نه دیسانتري، فلکسنري، سـونه چهار گو

شیگلوز بـا تظـاهراتی شـامل اسـهال آبکـی بـه همـراه         ).2، 1(
مقادیر مختلفی از مخاط و خون، درد، دل پیچـه، تـب، تهـوع،    

شـیگلا یـک بـاکتري    . شودسردرد و گرفتگی عضلات دیده می
یار شبیه اشریشیاکلی است کـه  گرم منفی و از نظر ژنتیکی بس

). 3( شـود زا یاد مـی گاهی از آن به عنوان اشریشیاکلی بیماري
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-عفونت شیگلا بیشتر از طریق آب و غذاي آلـوده منتقـل مـی   
هایی نیز در مورد انتقـال بـا حشـرات وجـود     البته گزارش .شود
سال و افرادي که به منـاطق آلـوده  سـفر     5کودکان زیر . دارد
عدد  100تا  10تقریبا . تر در معرض خطر هستندکنند بیشمی

در بزرگسـالان  . )4( باکتري براي ایجـاد بیمـاري کـافی اسـت    
یابـد ولـی در کودکـان و خردسـالان     بیماري معمولا بهبود مـی 

شود که نیاز به بستري در بیمارستان و بیماري شدید ایجاد می
 شـود حتی در مناطق در حال توسعه منجر به مرگ و میر مـی 

هـاي شـیگلا در منـاطق در حـال     عفونت درصد 99تقریبا  .)5(
میلیـون نفـر از عفونـت     1/1دهد و سالانه حدود توسعه رخ می

. )6( سـال هسـتند   5آنهـا کودکـان زیـر    % 60میرند که شیگلا می
امـا   ،تـرین راه درمـان شـیگلوز اسـت    بیوتیک اصـلی درمان با آنتی

و از طـرف دیگـر نـرخ     هـا بیوتیکمقاومت روزافزون نسبت به آنتی
بالاي عفونت و مرگ ومیر در کودکان و همچنین قابلیت اسـتفاده  
از این باکتري در بیوتروریسم ضرورت ساخت یک واکسن مؤثر بـر  

 .)7(کند هاي مختلف شیگلا را ایجاب میضد گونه
شیگلا ناحیه راست روده و کلون را در دستگاه گوارش هـدف قـرار   

مسـتقر   Mهاي تخصص یافته وارد سلول دهد، در آنجا باکتريمی
. شـود در فولیکول هاي مرتبط با سـلول هـاي پوششـی روده مـی    

هاي بـاکتري و  هایی بین پروتئینباکتري سپس از طریق اندرکنش
 هـاي پوششـی   هاي پیـام رسـان میزبـان بـه سـلول     برخی مولکول

درون  نهایـت در هـر بـاکتري   . )9، 8( کنداي مجاور حمله میروده
شود و پاره شدن واکوئل باعـث  واکوئل اندوسیتوزي بلعیده مییک 

شـود و در  رها شدن باکتري درون سیتوپلاسم سلول پوششی مـی 
 Aشود و به کمـک پـروتئین حرکـت درون سـلولی     آنجا تکثیر می

)IcsA( که به نام ،VirG هـاي  شود، به سمت سلولنیز شناخته می
  ). 10- 12( کندپوششی مجاور حرکت می

زایـی  که یـک پـروتئین حیـاتی بـراي بیمـاري      VirGتئین پرو
. اسـت  4باکتري است، متعلق به خانواده اتوترانسپورترهاي نوع 

با پروتئین سندروم عصبی ویسکوت  VirGدرون سلول میزبان 
این پروتئین . شودمیزبانی وارد واکنش می) N-WASP(الدریچ 

وبـه خـود   یک پروتئین تنظیم کننده اکتین سلولی است و به ن
کنـد و موجـب پلیمریـزه    میزبان را آزاد مـی  Arp2/3کمپلکس 

  اي هاي گلوبـولی میزبـان بـه شـکل اکتـین رشـته      شدن اکتین
در یـک   "هاییدنباله"اي به صورت تجمع اکتین رشته. شودمی

) ABM(قطب سلول موجب حرکت مبتنی بر اکتـین بـاکتري   
  ). 14، 13، 7( شودمی

بـاکتري بـه    VirGن سلولی مبتنی بـر  گسترش درون سلولی و بی
شدت باعث از دست رفتن سلامت سلولی و به وجود آمدن آسـیب  

ــی ــافتی م ــودب ــلول. ش ــص در ژن  س ــه داراي نق ــیگلا ک ــاي ش ه

virG(icsA) زایـی  هاي حیوانی قدرت بیماريهستند در تمام مدل
در هاي پلـی مورفونوکلئـار   ، و جریان لوکوسیت)13( کمتري دارند

بنـابراین  . رودکشـد و عفونـت از بـین مـی    ها را  مـی کتريبا نهایت
زایـی در  محور اصـلی کـاهش بیمـاري    virG (icsA)جهش در ژن 

  . )6(چندین سویه واکسن تقلیل حدت یافته است 
با وارد کـردن ترانسـپوزون    1986و همکاران در سال  ساساکاوا

Tn-5   مگـادالتونی بـاکتري شـیگلا     140در پلاسمید تهـاجمی
آنهـا  . ستند در قدرت تهاجم بـاکتري تـداخل ایجـاد کننـد    توان

کیلوباز، بـه   4به طول تقریبی  virGنشان دادند که ناحیه ژنی 
منظور ایجاد پاسخ مثبـت در تسـت ارزیـابی قـدرت تهـاجمی      

)Sereny (باشدضروري می )و همکـاران   لـت در مطالعات . )15
در سـطح خـارجی غشـا     virGنشان داده شد که محصـول ژن  

آن، ) ORF(اکتري بیــان شــده و ناحیــه ژنــی قابــل ترجمــه بــ
  ).11( کندآمینواسید رمزگذاري می 1102پروتئینی به طول 

هاي متنوع واکسنی آزمایشات بالینی انجام گرفته بر روي سویه
هـاي  انـد کـه تولیـد ایـن نسـل     تخفیف حدت یافته نشان داده

 ـواکسنی توانایی عرضه بالاترین میـزان آنتـی   ه سیسـتم  ژن را ب
ــوزال  ــی موک ــال  ) مخــاطی(ایمن ــین ح را دارا هســتند و در ع

بالاترین میزان برانگیختگی را در سیسـتم ایمنـی بـدن سـبب     
امروزه سویه هاي واکسنی تهاجمی عمومـاً بـه   . خواهند گردید

ــش   ــق جه ــدت از طری ــف ح ــیله تخفی ــی در ژنوس ــاي زای   ه
بـراي   هـاي بـدن  زایی که پس از ورود باکتري به سلولبیماري
  ). 16( گیردباشند انجام میزایی باکتري ضروري میبیماري
را از طریق ایجاد  CVD1207و همکاران سویه واکسنی  کاتلاف

تولیـد   guaBAو  virG ،sen ،setهـاي  جهش اختصاصی در ژن
مطالعات بالینی انجام شده بر روي این سویه واکسـنی  . نمودند

ي این سـویه واکسـنی،   نشان داد که به دلیل تخفیف حدت بالا
ــدد     ــنش مجـ ــر واکـ ــبی در برابـ ــذیري مناسـ ــل پـ از تحمـ

)reactogenic ( با سویه وحشی)  در ) پیش از انجـام حـذف ژن
هـاي واکسـنی کـه پـیش از آن علیـه شـیگلا       مقایسه با سـویه 

هـاي  زایـی در ژن جهـش ). 17( ساخته شده بود برخوردار است
هـاي  طیفی از ژن و غیره یا  virG،ipaBزا شیگلا مانند بیماري

 در هـا و هـاي مسـیر بیوسـنتزي پـورین    متابولیسمی ماننـد ژن 
هاي توکسیک مانند شیگا توکسین ایـن پتانسـیل را   نهایت، ژن

درصـد محـافظ در    100هاي ایمن و تـا  دارا هستند که واکسن
تا کنون چندین سـویه  . )18، 14، 7( برابر شیگلوز ایجاد نمایند

هـاي مختلـف شـیگلا    از گونـه  virGواکسنی بر پایه حذف ژن 
 SC602هـاي واکسـنی   توان به سـویه ساخته شده است که می

 WRSd1و ) ايشــیگلا ســونه( WRSS1، )شــیگلا فلکســنري(
  ).20، 19، 13، 8، 5( اشاره کرد) 1تیپ  شیگلا دیسانتري(
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هدف این مطالعه، طراحی و ساخت یک ساختار جهش یافته از 

ومی است که بتـوان از آن در  ب يدر یک سویه شیگلا virGژن 
هاي توسعه واکسن علیه شیگلوز بر مبناي سویه بومی از برنامه

از سویه شیگلایی که  virGبه این منظور ژن . آن استفاده نمود
از یک بیمار ایرانی جدا شده ) عج(قبلاً در بیمارستان بقیـه االله 

     .استفاده شد ،بود
  

  مواد و روشها
 ـنمو از خـالص  کشـت  تهیه بـاکتري شـیگلا از    در ابتـدا : هن

جدا ) عج(بیماران مبتلا به اسهال خونی در بیمارستان بقیه االله 
هاي مـورد نظـر در   به منظور تایید نمونه تهیه شده، سویه. شد

گـراد  درجه سانتی 37شیگلا آگار، در دماي  –محیط سالمونلا 
هـاي  پـس از ارزیـابی  . ساعت انکوبه شدند 16کشت و به مدت 

بـر روي محـیط فـوق،    ) Morphological(شناسـی  ه ریختاولی
هاي بیوشیمیایی شامل اورنیتین دکربوکسیلاز، هکتوئن، آزمون

، آزمـون  TSI ،ONPGزایلوز لایزین دکربوکسیلاز، مک کانکی، 
تخمیر قند آرابینوز و تولید اندول انجام شد و پس از کشـت در  

در %) 20غلظـت نهـایی  (مایع و افـزودن گلیسـرول    LBمحیط 
 .درجه سانتی گراد ذخیره گردید -80دماي 

از سـویه شـیگلا    virGبه منظـور شناسـایی ژن   : virGتکثیر ژن 
جدا شده یک جفت آغازگر اختصاصی براي تشخیص حضـور ایـن   

ــی       ــک ژن ــود در بان ــات موج ــه اطلاع ــه ب ــا توج ــماره (ژن ب ش
 Gene Runnerبــا اســتفاده از نــرم افــزار ) CP000035دسترســی

ــ ــد طراحــی و س ــنتز گردی ــران (پس س ــون، ای ــینا کل ــوالی ). س ت
دز جـدول   virGهاي بالادست و پایین دست تشـخیص ژن  آغازگر

  . آمده است 1
  

شناسایی به کارگرفته شده به منظور  توالی آغازگرهاي -1جدول 
  .virGتکثیر ژن 

3به  5ًتوالی آغازگر از   نام آغازگر 
5' CGGAGAATTACCTACGGTAAAGG 3' vrgF 

5' CACCCAAAATACCTTGGGTGTC 3' vrgR 

  
هاي کلیه روش: PCRباکتري و واکنش  DNAآماده سازي 

مولکولی مطابق دستورالعمل هـارتمن و همکـاران  انجـام شـد     
یک کلنی از کشت تازه بـاکتري در   virGبراي تکثیر ژن . )26(

 15مخلـوط و حـدود   میکرولیتر آب دوبار تقطیـر اسـتریل    50
میکرولیتر از ایـن   5. جوش قرار داده شددقیقه در آب در حال 

پیکـو مـول از هـر     10الگو بـه همـراه    DNAعنوان ه مخلوط ب
ــا،  ــدام از آغازگره ــافر  5ک ــر ب ــرکت( PCR 10Xمیکرولیت  ش

fermentase( ،400  ماکرو مولار ازdNTPs 2   واحد آنـزیمpfu 
)fermentase ( وddH2O  میکرولیتر اضـافه شـد و    50تا حجم

. قـرار داده شـد   TECHNE Flexigeneموسایکلر در دستگاه تر
 50گراد یک دقیقه، درجه سانتی 94 طبق برنامه PCRواکنش 

دقیقه در  7گراد درجه سانتی 72گراد یک دقیقه، درجه سانتی
ــد   30 ــام ش ــه انج ــول  .چرخ ــارز  PCRمحص % 1روي ژل آگ

تکثیـر شـده بـا اسـتفاده از      DNA. الکتروفورز و بررسی گردید
خـالص و  ) Rocheشـرکت  (  PCRسازي محصول کیت خالص 

  . جهت شناسایی تعیین توالی گردید

 PCRمحصول  :Tدر پلاسمید ناقل  virGسازي ژن همسان
خطــی  pGEM-7zfبـا اسـتفاده از ناقـل پلاسـمیدي      virGژن 

 PCR product cloningبـه کمـک کیـت     SmaIشده با آنزیم 

(Fermentas)     شـیا کلـی   انجام گردید و سـپس بـه سـویه اشر
بیوتیـک  هـاي مقـاوم بـه آنتـی    منتقل و کلـونی ) DH5αسویه (

بـر روي  ) میکروگـرم در میلـی لیتـر    100غلظت (سیلین آمپی
  . ساعت غربالگري شد 16پس از گذشت  LBمحیط 

فاقـد    pGEM-7zfناقـل پلاسـمیدي    :واکنش هضم آنزیمی
. می باشد HincIIجایگاه برش آنزمی براي آنزم محدود کننده  

، نقشـه  pGEM-7zfدر حامـل   virGاز همسانه سازي ژن  پس
بـا اسـتفاده از نـرم افـزار      pGEMvirGبرش آنزیمی پلاسـمید  

اسـتخراج   DNASISو نیـز نـرم افـزار     webcutterتحت شبکه 
 HincIIداراي سه جایگاه بـرش بـراي آنـزیم     virGژن . گردید

 بـا  pGEMvirGمی باشد و بنابراین، در اثر برش آنزیمی حامل 
، 705ســه قطعــه  HincIIاســتفاده از آنــزیم محــدودد کننــده 

بـا توجـه بـه    . جفت بـازي ایجـاد خواهـد شـد     4473و  1046
تحـت بـرش آنزیمـی بـا      pGEMvirGاطلاعات فوق، پلاسمید 

جفـت   1751قرار گرفت و در اثر بـرش آنزیمـی    HincIIآنزیم 
ــاز از ژن  ــازي از  4473قطعــه . حــذف گردیــد virGب جفــت ب
تشـکیل   virGجفت بـاز از ژن   1476و  pGEMvirGپلاسمید 

از روي ژل شـرکت   DNAشده با اسـتفاده از کیـت اسـتخراج    
Roche سپس بـراي قطعـه  باقیمانـده بـر     . سازي گردیدخالص

ــمید  ــالی    pGEMvirGروي پلاس ــود اتص ــنش خ  self(واک

ligation (   گذاشته شد و ساختار جهـش یافتـهpGEM∆virG 
  .حاصل گردید

بـا اسـتفاده از واکـنش      virGخشی از ژن تایید حذف ب
PCR :  براي تایید وجـود ژنvirG   هـاي  داراي حـذف از نمونـه
 PCRواکنش  vrgRو  vrgFبا آغازگرهاي  pGEM∆virGواجد 
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در سویه طبیعـی   virGانجام و اندازه قطعه حاصل با اندازه ژن 
در نهایت،  با هدف القاي نوترکیبی بین . مقایسه و ارزیابی گردید

در سویه جدا شده از بیمار،  virGو ژن  pGEM∆virGپلاسمید 
بـه  )  DH5αسویه (پلاسمید ساخته شده با سویه اشرشیا کلی 

  .منظور تثبیت ساختار ساخته شده تراریخت سازي گردید

 : VirGتحلیل بیوانفورماتیکی ساختار سوم پـروتئین  
در حالـت   VirGبه منظور ارزیابی سـاختار سـوم پـروتئین    

ی و مقایسه آن با فرم جهـش یافتـه از نـرم افزارهـاي     طبیع
و پیشگویی  Esy Pred3D Web server Statusتحت شبکه 

ــا اســتفاده از نــرم افــزار   کــه در  VMD1.4.7ســاختار آن ب
طراحـی گردیـده   ) ایالات متحـده آمریکـا  (دانشگاه ایلینویز 

   . استفاده شد ،است
  

  هایافته
، )NCBI(داده هاي ژنـومی   بر اساس اطلاعات موجود در پایگاه

بـا   PCRواکـنش  . جفت باز مـی باشـد   virG ،3309اندازه ژن 
مطابق مراحل ارائـه شـده    vrgRو  vrgFاستفاده از آغازگرهاي 

هاي ساختاري تـوالی  با توجه به محدودیت. در بالا انجام گردید
ها بـه  آغازگر) A/Tاز نظر وجود نواحی تکراري غنی از (این ژن 

     جفـت بـاز   3227گردیدند که قـادر بـه تکثیـر     نحوي طراحی 
محصـول  . بودنـد  virGاز ژن ) 3293تا  57نوکلئوتید شماره ( 

درصد الکتروفورز و پـس از رنـگ    5/1روي ژل آگارز  PCRاین 
ارزیابی ) میکروگرم در میلی لیتر 25(آمیزي با اتیدیوم بروماید 

 در کنـار نشـانگر   PCRتصـویر محصـول واکـنش     1شکل . شد
  . دهد را نشان می DNAمولکولی 

در ) ایـران (بـومی   virGمراحل ثبت توالی نوکلئوتیـدي ژن  
نقشـه  . در حال انجـام اسـت   NCBIپایگاه داده هاي ژنومی 

نشـان داد، ایـن    pGEMvirGجایگاه هاي آنزیمی پلاسمید 
مـی   HincIIپلاسمید داراي سه جایگاه بـرش بـراي آنـزیم    

 HincIIه با استفاده از آنزیم واکنش هضم آنزیمی یگان. باشد
گردد، صحت مشاهده می 2 همانطور که در شکل. انجام شد

جفـت   4473و  1046، 705فرآیند فوق  با حضور قطعـات  
پـس از  . تایید گردیـد ) درصد 5/1(بازي بر روي ژل آگاروز 

جفت بازي و انجام واکنش  4473انجام خالص سازي قطعه 
بـه دسـت    pGEM∆virGخود الحاقی ساختار جهش یافتـه  

دچـار حـذف    virGجفـت بـاز از ژن    1751آمد کـه در آن  
  .  گردیده است

  
بــا اســتفاده از پرایمرهــاي  PCRتوســط  virGتکثیــر ژن  - 1 شــکل

نمونه جدا شده از بیمار ایرانی، در حـدود   - vrgR. 1و  vrgFاختصاصی 
مـارکر   - 3ه عنوان کنتـرل منفـی،   ب E. coliنمونه  - 2 باند دارد، 3200

  DNAوزن مولکولی
  

  
ــکل ــرش آنزیمــی  - 2 ش ــاآنزیم  pGEMvrgب  - 1ســتون  .HincIIب

pGEMvrg   برش خورده بـاHincII 2 ، سـتون - pGEMvrg   بـرش
  DNAمارکر وزن مولکولی - 3 نخورده، ستون

 

  
و  PCR .1توسط  pGEM∆vrgهاي حاوي یبررسی کلن - 3 شکل

با استفاده از  pGEM∆vrgهاي واجد کلون PCRمحصول  - 2
  DNAمارکر وزن مولکولی - vrgR  ،3و  vrgFهاي پرایمر

١     ٢       ٣  

3000bp 

1000 
750 

500 

١   ٢     ٣  

1500bp 
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 PCRمشـاهده مـی نماییـد، محصـول      3 همانطور که در شکل

بـا   pGEM∆virGهاي غربـالگري شـده داراي پلاسـمید    سویه
. نشـان داده شـده اسـت    vrgR و vrgFاستفاده از آغازگرهـاي  

جفـت بـاز    1751جفت بازي نمایانگر حذف  1476حضور باند 
  .باشدمی virGاز ژن 

سـاختار   4 ، شـکل virGبا توجه به ساختار سوم پروتئینـی ژن  
سوم پیشگویی شده این ژن را در دو حالـت طبیعـی و جهـش    

   .دهدنشان می یافته
  

  
پیشـگویی در   .VirGیر پیشگویی ساختار سـوم پـروتئین   تصو .4شکل

 pDBو بـر اسـاس    Esy Pred 3D Web Server Statusسـایت  
No. 2QOM    صورت گرفته و تصویر توسط نـرم افـزارVDM1.4.7 

سـاختار   - الـف . طراحـی شـده اسـت    new cartoonصورت نمودار ه ب
بـراي  ساختار پیشگویی شـده   - پیشگویی شده براي پروتئین طبیعی، ب

  پروتئین جهش یافته
  

  بحث
ــاکتري شــیگلا متعلــق بــه خــانواده انتروباکتریاســه و عامــل   ب

فراونـی  بـه  با توجه ). 1-3( باشدترین اسهال باسیلی میمسري
بیوتیـک و  هـاي جدیـد مقـاوم بـه آنتـی     بالا و نیز ظهور سـویه 

سـاخت   ،بیـوتیکی هـاي آنتـی  همچنین عـدم موفقیـت درمـان   
هاي سازمان بهداشـت  و ارزان در اولویت هاي موثر، کاراواکسن
 .)16(قرار دارد ) WHO(جهانی 

هـاي مناسـب علیـه    تاکنون به منظـور تهیـه و تولیـد واکسـن    
هاي متعـددي توسـط محققـان صـورت گرفتـه      شیگلوز تلاش

است، اما بنا به دلایلی مانند عدم ایمنـی کـافی و یـا حفاظـت     
پیچیـده بـودن    حریک سیستم ایمنی میزبـان، نامناسب، عدم ت

هـاي تولیـد آن،   سازي آن، بالا بودن هزینهروند تولید و خالص
انـد مجـوز   هـاي کاندیـد واکسـنی نتوانسـته    تاکنون این سـویه 

. استفاده را به صورت عمومی و در حجم وسـیع دریافـت کننـد   
هـاي کاندیـد   هاي زیر واحدي و نیز سویهامروزه ساخت واکسن

نی تهاجمی زنده تقلیـل حـدت یافتـه بیشـترین نویـد را      واکس
هاي مزیت). 9، 6، 4( انجام واکسیناسیون موثر ایجاد نموده اند

دیگر شامل دریافـت واکسـن بـدون نیـاز بـه سـوزن و فرآینـد        

اقتصادي تولید است کـه بایـد در کشـورهاي در حـال توسـعه      
هـاي  هاي واکسن متعددي براي انواع سروتیپسویه. انجام شود

هـاي مختلـف   شیگلا معرفی شده که در آنها با استفاده از روش
هاي مهم مورد توجـه  یکی از ژن. اندهاي خاصی حذف شدهژن

virG هاي واکسن متعددي داراي جهش در این است که سویه
  ). 17، 10، 5( ژن هستند

و همکـاران در سـویه    هـافمن توسط  1998در سال  virGژن 
بـا بـه کـارگیري روش تبـادل آللـی      ) Mosely( ايشیگلا سونه
 pCVD442آنها با استفاده از پلاسـمید انتحـاري   . حذف گردید
ــا   ــه تنه ــت از ژن  212ک ــود   virGجف ــده ب ــذف ش در آن ح

توانستند طی دو مرحله انجام نوترکیبی در این ژن گسسـتگی  
هـاي بـالینی ایـن سـویه کاندیـد واکسـنی       یافته. ایجاد نمایند

)WRSS1 (درصـدي در   100زایـی و حفاظـت   منیحاکی از ای
ندیـد واکسـنی   سویه کا. )21(مدل حیوانی خوکچه هندي بود 

SC602  2 شـیگلا فلکسـنري  از سویه والديa    توسـط در سـال
مطالعات ایمنی . ساخته شد تامپسون و سنزونتی توسط 1990

توســط   2010سنجشـی و ارزیــابی هــاي بـالینی آن در ســال   
 79فـرد بـالغ و    88و همکـاران در بـنگلادش بـر روي     رحمان
عـه نشـان داد   نتایج این مطال. انجام شد) ساله 10تا  8(کودك 

امـا درجـه    ،که هیچ کدام از داوطالبـان دچـار اسـهال نشـدند    
ــدد    ــنش مجـ ــی و واکـ ــتم ایمنـ ــک سیسـ ــایینی از تحریـ پـ

)reactogeneticity (را از خود نشان دادند )20، 9 .(  
و همکـاران توانسـتند بـا اسـتفاده از      ونکاتسـن  2002در سال 

، آنها ایجاد جهش نمایند  virGو همکاران در ژن هافمن  روش
به منظور حذف ژن عامل تولید سم شـیگا توکسـین از کشـت    

تسـت  . مداوم بر روي محیط حاوي پرکلـرات اسـتفاده نمودنـد   
Sereny        این سـویه کاندیـد واکسـنی در مـدل حیـوانی منفـی

گزارش گردید و نیز در آزمون ایمنی حفاظتی پاسخ مناسبی از 
  .)22(خود نشان داد 

ــا ایجــاد جهــش کرومــوزومی در مســیر   نورجیــا و همکــاران ب
سازهاي پورینی توانستند تاثیرات حاصل از آن بیوسنتزي پیش

آنهـا در ابتـدا بـا وارد    . هاي حیوانی ارزیـابی نماینـد  را در نمونه
ــرون   ــش در اپ ــودن جه ــنی   ،guaBAنم ــد واکس ــویه کاندی س

CVD1204 مـه ایـن سـویه را بـا سـویه      را تولید نموده و در ادا
بود مورد مقایسـه   aroAکه تنها فاقد ژن  CVD1203واکسنی 

نتایج حاصل از این مقایسـه نشـان داد کـه قـدرت     . قرار دادند
و نیـز  ) Hella(در سلول هـاي هـلا    CVD1204تهاجمی سویه 

پتانسل ایجاد التهاب کراتینی در چشم خوکچه هندي به طـور  
  ). 24، 23( قابل توجهی کاهش می یابد

 با
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و همکاران با مطالعه بر روي سویه هاي کاندید واکسنی  بارونی
WRSs2  وWRSs3 )هاي کاندیـد واکسـنی نسـل دوم از    سویه

نشان دادند کـه بـه دلیـل حـذف     ) ايشیگلا سونه والديسویه 
-توانایی ایجاد اسهال در نمونـه  ShET2-2و  ShET2-1نواحی 

علائم تب به طور  MsbB2هاي حیوانی و نیز به علت حذف ژن 
  .)19(گردد اي کاسته میقابل ملاحظه

ــاران در ســــال  ســــدروژ ســــویه کاندیــــد  2008و همکــ
حامل جهش  1تیپ  شیگلا دیسانترياز سویه  SC599واکسنی

ــذفی در ژن ــاي حـ ــنتز  ( virG ،entFهـ ــئول بیوسـ ژن مسـ
 fesو ) دریافـت کننـده انتـروکلین   گیرنده (  fepA، )انتروکلین

در . ایجاد گردید stxو ) از انتروکلین +Fe3مسئول رها سازي از (
و کاسـت   pJM703/1این تحقیق از پلاسمید از خود بین برنده 

مطالعـات بـالینی سـویه    .  استفاده شد npt1-sacB-sacRبیانی 
SC599  ــال ــط  2009در س ــام   Launayتوس ــاران انج و همک
ات بالینی این سویه در داوطلبـان انسـانی نشـان    مطالع. گردید

داد که حداکثر تحمل پذیري این سویه در دریافت کنندگان از 
)CFU108  (باشد بیشتر می)25(.  

در مطالعه حاضر که با هدف ساخت سازه ژنی حامل جهش در 
بـومی بـه    انتريشـیگلا دیس ـ صورت گرفت از سـویه   virGژن 

این سویه بـه دلیـل دارا   . استفاده گردید virGمنظور تکثیر ژن 
هاي باسیلی بودن سم شیگا توکسین یکی از شدیدترین عفونت

ساختار جهش یافتـه  . کندرا در کودکان زیر پنج سال ایجاد می
pGEM∆virG   ،شـامل یـک    که در این تحقیق به دسـت آمـد

این منطقه شـامل  . ستا virGجفت بازي در ژن  1751حذف 
بخش قابل توجهی از ناحیـه عمـل کننـده و بخشـی از ناحیـه      

باشد که وظیفه آن عبور دادن بخش انتقال دهنده پروتئین می
-بنابراین، به نظر مـی . عمل کننده از غشاء خارجی سلول است

طبیعـی   رسد با وجود چنـین ناحیـه حـذف شـده اي عملکـرد     
همــانطور کــه پیشــگویی . از بــین رفتــه باشـد  VirGپـروتئین  

نشـان   4 ساختار پروتئین با استفاده از نرم افزار نیـز در شـکل  
دهد، ساختار پـروتئین جهـش یافتـه نسـبت بـه پـروتئین       می

که مؤید عـدم فعالیـت طبیعـی     طبیعی کاملا تغییر کرده است

هـاي بیوانفورمـاتیکی   ارزیابی. باشددر پروتئین جهش یافته می
ان داده است کـه ایـن پـروتئین بـه     نش VirGبر روي پروتئین 

. ناحیـه تشـکیل شـده اسـت     3لحاظ ویژگی هاي عملکردي از 
-بخش اول سیگنال ترشحی غیر طبیعی این ژن را شـامل مـی  

) VirG 53-757(، بخش دوم ناحیه آلفا دومـین  )VirG1-52(گردد 
که به منظور پلیمریزاسیون مونومر هاي اکتینی میزبـان مـورد   

) VirG758-1102(نهایـت، ناحیـه دومـین بتـا      نیاز می باشد و در
ــاختار   ــکیل س ــه تش ــکه( β-barrelوظیف ــاي ) ايبش را در غش

حـذف محـدوده    . )19(بـاکتري بـر عهـده دارد    ) OM(خارجی 
کـه در واقـع شـامل     virGاز ژن ) 2802تا  1050(بین بازهاي 

اسید آمینـه  (گردد نواحی از بخش دوم و سوم این پروتئین می
تواند بـه طـور مـوثري باعـث     ، می)934تا  350ه هاي از شمار

بـومی   شیگلا دیسـانتري اختلال در عملکرد این ژن در باکتري 
  .گردد

و بـا  )  Post genomics era(امروزه در دوران پس از ژنومیکس 
هـایی کـه   هـا، روش هاي ژنومی باکتريدر اختیار داشتن توالی

توجـه را  مبتنی بر مهندسی ژنتیک معکوس هستند، بیشـترین  
هـاي هدفمنـد در ژنـوم    ایجـاد جهـش  . اندبه خود جلب نموده

ایجاد جهـش  . تواند با اهداف مختلفی انجام پذیردها میباکتري
یک روش مؤثر براي ساخت واکسن هـاي زنـده و    virG در ژن

از سـاختار جهـش یافتـه    . تقلیل حدت یافته براي شیگلا است
pGEM∆virG  اي کاندیـد  ه ـتـوان در جهـت تهیـه سـویه    می

  . واکسنی استفاده کرد
  

  تشکر و قدردانی 
ــت در     ــیط زیس ــنعت و مح ــروه ص ــاران گ ــیله از همک ــدین وس ب
پژوهشگاه ملـی مهندسـی ژنتیـک و زیسـت فنـاوري و همچنـین       

) ع(مهندس زند در دانشکده علوم پایه دانشگاه جامع امام حسـین  
و همچنین از اعضاي مرکـز تحقیقـات بیوتکنولـوژي کـاربردي بـه      

 .یمینماهاي صمیمانه شان قدردانی میخاطر همکاري
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