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  چكيده 

ژني متعددي دخيـل      در فرايند تهاجم شيگلا عوامل آنتي     . باشد  ترين عوامل اسهال حاد باكتريايي باسيل شيگلا مي         از مهم  :فوهد    سابقه

ــستند ــه          IpaD.هـ ــرد ناحيـ ــه فـ ــصر بـ ــرد منحـ ــا عملكـ ــاجم بـ ــام تهـ ــين گـ ــه در اولـ ــت كـ ــل اسـ ــن عوامـ ــي از ايـ    يكـ

N-         ايـن تحقيـق بـا هـدف         .باشـد   درون سلول ميزبان مـورد نيـاز مـي        ها به     ژن  ترمينال خود مستقلاً در تنظيم ترشح و ورود برخي آنتي 

هـاي    باكتري شيگلا ديسانتري بومي ايران و مقايـسه بيوانفورمـاتيكي آن بـا گونـه    IpaDترمينال ژن  -Nكلونينگ و تعيين توالي ناحيه      

   .يه انجام گرفتزايي اين ناح هاي ژني جهت هموارسازي مطالعاتي نظير بيان و بررسي ايمني ثبت شده در پايگاه

 اقـدام بـه تكثيـر ژن گرديـد،       PCRترمينـال، بـا اسـتفاده از تكنيـك          -Nپس از تهيه يك جفت پرايمر مناسب براي ناحيـه            :كار  روش

يـاب، تـوالي نوكلئوتيـدي آن شناسـايي و بـا نـرم         منتقل و با استفاده از دستگاه تواليpGEM پس از تأييد به وكتور    PCRمحصولات  

  . آناليز شدافزارهاي مختلف

ها نشان دادند كه توالي ناحيه  بررسي.  و تعيين توالي نوكلئوتيدي تأييد شدPCRبرش آنزيمي،  با استفاده از IpaDكلونينگ : ها يافته

N- ترمينال ژنIpaDهاي داده ژني بودند هاي ثبت شده در پايگاه هاي بومي مورد مطالعه، داراي تشابه زيادي با نمونه  در سويه.  

هـاي ژنـي    شده در پايگاه هاي ثبت  با نمونهIpaDژن  اختلاف بسيار اندك توالي نوكلئوتيدي و پروتئيني اين ناحيه از آنتي    :گيري  هنتيج

زايـي برخـوردار اسـت و امكـان دارد كـه در صـورت تخريـب و يـا          گر آن است كه اين ناحيه از نقشي بسيار مهم در فرايند بيماري             نشان

ايـن تحقيـق راهبـردي مـسيري را بـراي مطالعـات       . شـود  زايـي بـاكتري كاسـته      اعظمي از قـدرت بيمـاري     سركوب اين جايگاه قسمت   

   .گشايد  ميIpaDايمونولوژيكي بر روي آنتي ژن 

   ترمينال، شيگلا ديسانتري، بيوانفورماتيك-IpaD ،N :واژه هاي كليدي
  

  

  مقدمه

ديـسانتري و   باكتري شيگلا با چهار گونه شامل شيگلا سونئي، فلكـسنري،           

هـا براسـاس      ايـن گونـه   . شـود   بوئيدي، سـبب اسـهال خـوني باسـيلي مـي          

 ديـواره سـلولي خـود بـه     Lpsساكاريد   پلي Oژني قسمت     خصوصيات آنتي 

 درصد  77شيگلا سونئي عامل    . شود  بندي مي   هاي متعددي تقسيم    سروتيپ

شـيگلا فلكـسنري در   . از گزارشـات شـيگلوز در كـشورهاي صـنعتي اسـت     

ر حال توسعه اندميك بوده و شيوع آن در سراسـر دنيـا حـدود          كشورهاي د 

شيگلا ديسانتري تيـپ يـك      . ها بيشتراست    درصد نسبت به ساير سوش     60

(Sd1)               عامل اسهال خوني اپيدميك بوده و در كشورهاي جهـان سـوم، بـه 

شيگلا بوئيدي به طور كلـي  . ويژه در كشورهاي آسيايي شيوع بيشتري دارد 

امـا اخيـراً در     . هـا برخـوردار اسـت       ت بـه سـاير گونـه      از شيوع كمتري نسب   

  ). 1،2(است بنگلادش و پاكستان شيوع پيدا كرده

هـا بـر روي    هاي زيادي كه اكثر آن     زايي شيگلا در نتيجه فعاليت ژن       بيماري

با بررسـي  ). 3(پذيرد پلاسميد بسيار بزرگ شيگلا مستقر هستند صورت مي      

 ـ  مدل تهاجمي اين باكتري بـه وضـوح مـي          وان دريافـت شـيگلا از طريـق        ت

تليوم كولـون ميزبـان حملـه كـرده و             به اپي  Mهاي    سيتوز در سلول    ترانس

هاي ناقل و مؤثر خـود را         سپس از طريق سيستم ترشحي نوع سوم پروتئين       

  ). 4(كند به بيرون ترشح مي
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ژني متعددي دخيل هستند كه نوبت به         در فرايند تهاجم شيگلا عوامل آنتي     

هاي  از جمله پروتئين. نمايند شود و نقش خود را ايفا مي       نوبت وارد عمل مي   

). 5(باشـد    مـي  IpaDاجم شـيگلا پـروتئين      اوليه و بسيار مهم در آغـاز ته ـ       

IpaD   باشـد كـه در تجمـع         هاي مؤثر در فرايند تهاجم مي        يكي از پروتئين

هاي تهاجمي بـر روي سـطح اپيتليـوم نقـش اساسـي را ايفـا            ساير پروتئين 

 كيلودالتـون وزن دارد     37 اسيدآمينه و    IpaD  ،332پروتئين  ). 6(نمايد  مي

 Ipaهـاي موجـود در اپـرون          كـي از ژن    جفت باز ي   999 با   IpaDژن  ). 7(

نقـش  ). 8(باشـد  مي)باشد  مي IpaA,B,C,D شامل چهار ژن Ipaاپرون (

كليدي اين ژن كه تا چند سال پيش ناشناخته بود اكنون به وضـوح شـرح                

 در  IpaD گونـه بيـان نمـود كـه         توان اين   در يك جمله مي   . داده شده است  

ستقلاً در تنظيم ترشـح و      هاي صفراوي نظير دزوكسي كولات م       حضور نمك 

. باشـد    به درون سلول ميزبان مـورد نيـاز مـي          IpaC و   IpaBورود كارآمد   

دو پــروتئين ترشــح شــده توســط سيــستم ترشــحي نــوع ســوم ). 6،8،9(

)TTSS ( يعنيIpaB و  IpaCهاي خود بـر روي    با تمايل زياد به گيرنده

ايجـاد يـك   و بـا  ) 10(شوند مي  متصلCD44سطح سلول اپيتليال، مانند 

ــلول  ــشاء س ــذ در غ ــي  منف ــاي اپ ــسة    ه ــشكيل كي ــبب ت ــال روده س تلي

ماكروپنيوسيتيك شده كه اين كيسه اجـازه ورود بـاكتري بـه سيتوپلاسـم              

هاي انجام شده بر روي نـواحي مختلـف            بررسي .)11،12(دهد  سلول را مي  

IpaD    تـرين ناحيـه عمـل كننـده در پـروتئين          نشان دادند كه مهمIpaD 

 161 تـا  72 ينال نزديك به مركز يعني ناحيـه بـين رزيـدوها   ترم-Nناحيه 

تـوپ در   اي غنـي از اپـي    اند كه ناحيه    باشد همچنين مطالعات نشان داده      مي

اي اسـت كـه        دقيقاً همان ناحيه   IpaDاين ناحيه از    . اين منطقه وجود دارد   

شـود   هاي صفراوي موجود در دستگاه گوارش واكنش داده، فعال مي     با نمك 

ها را انجام   ژن  رد منحصر به فرد خود يعني ترشح برخي ديگر از آنتي          و عملك 

هرگونه تغيير در توالي، دستكاري، تخريب و سركوب اين ناحيه        ). 8(دهد  مي

زا نبودن     و در نتيجه بيماري    IpaDتواند منجر به از دست رفتن فعاليت          مي

ــاتي    ــاكتري حي ــراي ب ــه ب ــن ناحي ــن رو حفاظــت از اي ــردد از اي شــيگلا گ

اين تحقيق با هدف كلونينگ و مقايـسه بيوانفورمـاتيكي          ). 13،14(باشد  مي

 در بـاكتري شـيگلا ديـسانتري بـومي ايـران            IpaDترمينال ژن   -Nناحيه  

هـاي   جهت سنجش ميزان قرابت و حفاظت اين ناحيه در مقايـسه بـا گونـه        

هاي داده ژني و همچنين هموارسازي مطالعـاتي بعـدي            ثبت شده در پايگاه   

زايـي ايـن ناحيـه انجـام گرفـت تـا در صـورت                 يان و بررسي ايمنـي    نظير ب 

زايي مناسب اين ناحيه بتوان از آن به عنوان يك كانديـداي مناسـب                ايمني

  .براي واكسن عليه شيگلا استفاده نمود

  

  روش كار

تهـران، محـيط    -باكتري شيگلا ديسانتري تهيه شده از بيمارسـتان مـيلاد          

هاي پليمراز، محدودگر و اتـصال دهنـده    زيمهاي مناسب باكتريايي، آن   كشت

براي بـه انجـام رسـاندن    . ترين مواد مورد نياز براي اين تحقيق بودند      از مهم 

كلينيكال تهيه شده را مـورد   هاي بايست سوش اين طرح تحقيقاتي ابتدا مي

به ايـن منظـور از      . ها اطمينان حاصل گردد     آزمايش قرار داد تا از صحت آن      

ها  بيوگرام بهره گرفته شد و صحت سوش       ايي و تست آنتي   دو روش بيوشيمي  

 IpaDهـا سـكانس ژنـي         پس از احراز صحت گونـه     . مورد تأييد قرار گرفت   

 Gene وSRSنظيـر  (هـاي داده ژنـي مختلـف     پايگاهشيگلا ديسانتري از 

Bank ( در ادامه با استفاده از نرم افـزار   . استخراج گرديدOligo   اقـدام بـه 

 بـدين ترتيـب كـه از درون ژن          .پيـشرو و پيـرو گرديـد      طراحي پرايمرهاي   

IpaD     و در ناحيه N-         جفـت   344ترمينال نزديك به مركز آن يك ناحيـه 

هاي شـيگلا وجـود داشـت و از يـك همـساني ويـژه                 بازي كه در همه گونه    

هاي ابتدايي و انتهـايي آن        برخوردار بود انتخاب و با مشخص نمودن قسمت       

ــدند   ــي شـــ ــر طراحـــ ــا زيـــ ــشرو.:پرايمرهـــ  5َ  پرايمرپيـــ

AGAACAACAAATCAGGAATTCTCAT3َ  5َ:  پرايمــــــر

   TTAAGTATATGAACTAACGAAG CTTTCTT3َپيرو

 نواحي برش نيز طراحـي شـدند بـدين ترتيـب كـه در            ،در پرايمرهاي فوق   

 پرايمـر پيـرو     5َ و در انتهـاي      EcoRI پرايمر پيشرو ناحيه بـرش       5َانتهاي  

 پرايمر پيـرو نيـز عـلاوه بـر ناحيـه           در.  قرار داده شد   HindIIIناحيه برش   

اين .  در نظر گرفته شد    )TTA(برش آنزيمي يك كدون خاتمه دهنده بيان        

 براي تهيه   .بيني براي ادامه كار يعني بيان ژن بود         دو مورد در حقيقت پيش    

در روش .  از دو روش مستقيم و غير مستقيم اسـتفاده گرديـد  PCRالگوي  

ي شيگلا ديسانتري رشد يافته در محيط       هاي مختلف باكتر    مستقيم از گونه  

در روش غيـر مـستقيم از       .  اسـتفاده شـد    PCR به عنوان الگوي     LBمايع  

بـا  ) (CTAB/NaCl) 15ژنوم استخراج شده شيگلا ديـسانتري بـا روش          

پـس از انجـام     .  استفاده شـد   PCRبه عنوان الگوي    ) اعمال اندكي تغييرات  

 انجـام  2و1ج درجـداول  هـاي منـدر    كه بر اساس دستور العملPCRعمل  

  . شد

  

  برنامه دستگاه ترموسايكلر. 1جدول 

  

  

   

  

  

  

  

  

  

  

  PCR نسبت هاي مواد براي انجام يك آزمايش .2جدول شماره

  
  

 غلظت نهايي مواد
  مقدار مورد نياز براي

   ميكروليتري50يك واكنش 

   ميكروليتر35.5 - آب دوبار تقطير

MgSO410 (X )  1    X 5 ميكروليتر 

dNTP 10( mM) 1 براي هر كدام mM  5ميكروليتر  

 ميكروليترPmol 1 0.2 پرايمر پيرو

 روليترميكPmol 1 0.2 پرايمر پيشرو

 µg/µl 1 الگو
  )روش مستقيم(ميكروليتر2

 )روش غير مستقيم( ميكروليتر 1

Pfu پلي مراز DNA 1.25 - 0.5  u/µl     5/0 ميكروليتر 

تكرار 

  چرخه
  چرخه  نام مرحله  دما  زمان

  c°94  دقيقه5   بار1
دناتوراسيون 

  اوليه
  اول

 دناتوراسيون c°94 دقيقه1

 اتصال c°58  دقيقه1
  

   بار30
 تكثير c°72  دقيقه20/2

  

  دوم

  سوم  تكثير نهايي c°72  دقيقه5   بار1
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.  بهره گرفته شدPCRبراي تاييد محصولات نهايي از روش برش آنزيمي محصولات  

هاي برش آنزيمـي سـكانس مـورد نظـر بـا        براي انجام اين تست تأييدي ابتدا سايت      

مشخص گرديد كه اگر    .  شناسايي شد  webcuttreاستفاده از نرم افزار تحت شبكه       

 جفـت بـازي   110و 234 هضم شـود، دو قطعـه      EcoRV با آنزيم    PCRمحصول  

 محـصولات بـرش     EcoRV با آنزيم    PCRپس از برش محصولات     . گردد  ايجاد مي 

بـه  .  درصد الكتروفورز گرديـد 12آميد    اكريل  تر بر روي ژل پلي      براي مشاهدات دقيق  

 پليمراز يك Taq به كمك آنزيم pGEMه وكتور   ب PCRمنظور الحاق محصولات    

گرديد اين كار بـا هـدف ايجـاد لنگرگـاه بـراي               ها اضافه     آن ´3 به انتهاي  dATPباز  

باشـد     كه داراي تيمين آزاد مـي      pGEM وكتور   5َ به انتهاي    PCRاتصال محصول   

 بـه وكتـور   IpaDژن ) ليگيـشن (سپس طـي واكـنش اتـصال     ). 16(پذيرد  انجام مي 

pGEM درجه سانتي گراد 14 ساعته كه در دماي    12در اين واكنش    . د گرديد  وار 

ليگـاز بـه   -T4 توسط آنزيم PCRانجام پذيرفت قطعه تكثير يافته حاصل از فرايند       

مرحله انتهايي فرايند كلونينگ انتقـال سـازه نوتركيـب         .  الحاق يافت  pGEMوكتور

pGEM-IpaD         زه انتقـال سـا  ). 17( به درون يك ميزبـان مـستعد بـودpGEM-

IpaDــه درون ســلول ــق فراينــدE. coli.DH5αهــاي مــستعد   ب هــاي    از طري

نكتـه قابـل ذكـر اينكـه نـشانگر انتخـابي            ). 18(شوك حرارتي انجام شـد    -شيميايي

بايـست جهـت انتخـاب        باشـد و مـي      سيلين مي   ، ژن مقاومت به آمپي    pGEMوكتور

بيوتيـك   يـن آنتـي  هاي مناسب ا هاي كشت از غلظت هاي نوتركيب در محيط   باكتري

) 1:   از سـه روش اسـتفاده گرديـد   E. coliبراي تأييد كلونينگ در . استفاده گردد

وجـود قطعـه هـدف بـر روي       كه در ايـن روش  PCRتأييد كلونينگ با استفاده از 

در ايـن روش در مرحلـه نخـست بـه عنـوان             . پلاسميد نوتركيب بررسي و تأييد شد     

ن شده و در مرحله دوم از پلاسـميد تخلـيص     هاي كلو   روش مستقيم از خود باكتري    

 بـه   pGEM-IpaDهـضم پلاسـميد   ) 2. ها به عنوان الگو استفاده شد       شده از كلون  

 نوتركيـب كـه در ايـن روش بـه     DNA حاوي E. coliهاي  منظور بررسي باكتري

هـا مثبـت     آن PCRمنظور اطمينان از صحت كلونينگ، بر روي پلاسميدهايي كـه 

 انجـام   EcoRIو HindIII هـاي  آنزيمـي دوگانـه بـا آنـزيم    شده بود واكنش هضم 

روش سوم تأييد فرايند كلونينگ، تعيين تـوالي بـا اسـتفاده از دسـتگاه          ) 3. پذيرفت

  . به انجام رسيد) عج(االله  توالي ياب بود كه در مركز ژنتيك انساني پژوهشگاه بقيه

هـاي    با ساير تواليBLASTافزار  هاي نرم هاي بدست آمده با استفاده از آناليز    توالي

ها ارزيابي شد     هاي ژني همرديف گرديد و ميزان شباهت و قرابت آن           موجود در بانك  

هـاي     مورد ارزيابي قرار گرفت و با گونه       Megalignچنين توالي بدست آمده با          هم

  . آناليز شد Proteanتوپيك آن با نرم افزار  ثبت شده مقايسه گرديد و نواحي اپي

  

  ها يافته
 Pfu بـا آنـزيم      PCRپس از تخليص ژنوم شيگلا از آن بـه عنـوان الگـو در فراينـد                 

 پـس از بـرش آنزيمـي بـا آنـزيم      PCR جفـت بـازي   344استفاده شد و محـصول    

EcorV      درصد مورد تاييـد قـرار گرفـت    12اميد    اكريل   و الكتروفورز آن بر روي پلي .

داد و مطابق با انتظـار      بازي را در يك ناحيه برش          جفت 344 قطعه   EcoRVآنزيم  

جفت بـازي حاصـل از بـرش بـر روي ژل پلـي اكريـل آميـد                  234 و   110دو قطعه   

  ).1تصوير (مشاهده شد

  

 هضم شده با استفاده از PCR الكتروفورز محصولات .1تصوير  

  ا درصد12 بر روي ژل پلي اكريل آميد EcoRVآنزيم 

  

  

  

  

  

  

   ، جفت بازيDNA   100گر   نشان.1ستون شماره 

 قبل از برش آنزيمي كه در راستاي باند PCR  محصول .2ستون شماره 

  . جفت بازي قرار گرفته است344

دهد كه   پس از برش آنزيمي را نشان ميPCR محصول .3ستون شماره 

 جفت بازي تقسيم 110 جفت بازي و 234طبق پيش بيني به دو قسمت 

  . است شده

  

 .E و انتقال آن بـه بـاكتري   pGEM به درون وكتورPCRلحاق محصول 

coli      شود با اسـتفاده از سـه روش زيـر           كه در اصطلاح كلونينگ ناميده مي

استفاده مستقيم از بـاكتري بـه عنـوان         ( مستقيم   PCR) الف. تأييد گرديد 

تخليص پلاسـميد و اسـتفاده از آن بـه عنـوان     (  غيرمستقيمPCRو ) الگو

تخليص شده كه طي آن ناحيه      برش آنزيمي پلاسميد    ) ب). 2تصوير  ) (الگو

تعيـين  ) ج). 3تـصوير     ( جفت بازي مورد نظر از پلاسميد جدا گرديد          344

  .توالي ناحيه مورد نظر از پلاسميد نوتركيب با استفاده از پرايمرهاي مذكور

  

 با روش مستقيم و PCR الكتروفورز محصولات .2تصوير شماره 

  غير مستقيم

 IpaDترمينال ژن -Nيه  ناحPCR محصولات .1ستون شماره 

 )روش مستقيم.(باشد مي

   جفت بازي DNA 100گر   نشان.2ستون شماره 

روش  (. IpaDترمينال ژن -N ناحيه PCRمحصولات  .3ستون شماره 

  )غير مستقيم
  

 بر pGEM-IpaD الكتروفورز واكنش هضم آنزيمي سازه .3تصوير

   درصد1روي ژل آگارز 

  

  

بازي   جفت344يك قطعه . ب برش خورده پلاسميد نوتركي.1ستون شماره 

بازي در ابتداي ستون  جفت3018كه قطعه ژني مورد نظر است و يك باند

 . باشد  خطي شده ميpGEMوجود داردكه پلاسميد 

   بدون هضم آنزيمي pGEM-IpaDپلاسميد نوتركيب .2ستون شماره 

  . جفت بازيDNA   100گر   نشان.3 ستون شماره
344bp 
500bp 
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معـادل  (، IpaD ژن 483 تا 163 مابين نوكلئوتيد  در اين تحقيق كه ناحيه  

كلون و تعيين توالي گرديـد،    )IpaD پروتئين161 الي 55هاي  آمينه اسيد

 مـشخص گرديـد كـه ايـن     BLASTافـزار   ها توسط نـرم  پس از آناليز داده   

 گونه شيگلا ديسانتري ثبـت شـده   4 درصد با 98.11ناحيه در گونه ايراني    

 7هـا تنهــا در   اخـتلاف در تـوالي  . هـاي داده ژنـي مــشابهت دارد   در پايگـاه 

ــشاهده ــد م ــه  نوكلئوتي ــد ك ــد آ4 گردي ــدوده  نوكلئوتي ــارج از مح ن در خ

 نشان  Megalignافزار    ها با نرم    ادامه بررسي توالي  .  بودند IpaDعملكردي  

 نوكلئوتيدي در ناحيه عملكـردي ميـان گونـه بـومي و             3دادند كه اختلاف    

ايـن  . است  گونه استاندارد باعث ايجاد تنها يك تغيير در توالي پپتيدي شده          

 بـه نـسبت نـواحي    IpaDكـردي  هاي حاكي از آن است كه ناحيه عمل        داده

ديگر به طرز مناسبي حفاظت شده و اين خود گويـاي اهميـت ايـن ناحيـه            

نواحي محرك سيستم (توپيك   مطالعات در جهت يافتن نواحي اپي     . باشد  مي

 4 ادامه يافت و مشخص گرديد كه        Proteanبا استفاده از نرم افزار      ) ايمني

دهنده تناسـب     د دارد كه نشان   هاي عملكردي وجو    توپيك درتوالي   ناحيه اپي 

لازم به ذكر اسـت     . باشد  اين جايگاه براي تحريك سيستم ايمني ميزبان مي       

هـا    توپيك را تنها بـر اسـاس ترتيـب اسـيدآمينه            افزار نواحي اپي    كه اين نرم  

  .ها را ندارد توپ نمايد و توانمندي پيشگويي ساختار فضايي اپي تعيين مي

  

  بحث

عضاي خانواده انتروباكترياسه و عامل ايجاد اسـهال         باكتري شيگلا يكي از ا    

هـاي متعـددي وجـود دارد كـه           ژن  در باكتري شيگلا آنتـي    . باشد  خوني مي 

. نمايـد  ريـزي مـي   هـا رونـد تهـاجمي خـود را پايـه           باكتري با استفاده از آن    

زا از طريـق      هاي زيادي را براي كنتـرل  ايـن عامـل بيمـاري              محققان تلاش 

اند اما طبق آخـرين آمـار تـاكنون هـيچ واكـسن          اد نموده ايمونيزه كردن افر  

پايدار نوتركيب عليه اين عامل به تأييد سـازمان جهـاني بهداشـت نرسـيده         

، VirGبيشترين مطالعات در حوزه واكسن بر روي سه فـاكتور            ). 19(است

Ipa   و Lps   مطالعه بر روي اين سه فاكتور بر اسـاس         .  صورت پذيرفته است

هـا فـاكتور ايمونوژنيـك        در باكتري شيگلا ده   . باشد   مي يك پشتوانه منطقي  

اما بدن انسان تنها به اين سـه فـاكتور پاسـخ ايمونولوژيـك             . گردد  توليد مي 

هايي كه در مسير تهاجمي شـيگلا         يكي از اولين پروتئين   ). 20،21(دهد  مي

 37 يـك پـروتئين      IpaD.  اسـت  IpaDنمايـد پـروتئين       ايفاي نقـش مـي    

د و جايگاه آن بر روي پلاسميد بـزرگ و مهـاجم شـيگلا     باش  كيلودالتني مي 

 نشان دادند IpaDهاي مختلف  توربيفيل و همكارانش بر روي دومين    . است

ترمينـال  -Nژنيسيته ناحيـه      كه مهمترين ناحيه اين پروتئين از لحاظ آنتي       

ها همچنين عنوان نمودند كه اين ناحيـه غنـي          آن. باشد  نزديك به مركز مي   

باشـد كـه ايـن        اي در دسترس براي سيستم ايمني ميمون مـي        ه  توپ  از اپي 

هـا دريافتنـد كـه        همچنـين آن  . خاصيت براي نـواحي ديگـر وجـود نـدارد         

نمايند توانايي شـيگلا را بـراي         هايي كه اين ناحيه را شناسايي مي        بادي  آنتي

همچنـين كنـت   ). 22(نماينـد  هاي ميزبان سركوب مي   ايجاد منفذ در سلول   

-Nهمكـارانش بـا مطالعـه بـر روي ايـن پـروتئين ناحيـه         اف استنسرود و    

 را بـه عنـوان      162الـي 72هاي مـابين      ترمينال نزديك به مركز يعني رزيدو     

بر اسـاس تحقيقـات     ). 8( معرفي نمودند  IpaDترين ناحيه عملكردي      اصلي

اين دانشمندان ايجاد هرگونه اختلال در اين ناحيه منجر به از دست رفـتن              

اي  كـه      جانسون و همكارانش با مطالعات گسترده     . ددگر   مي IpaDعملكرد  

 انجام دادند متوجه شدند برخلاف ناحيه       IpaDهاي مختلف     بر روي دومين  

N-       ترمينال نزديك مركز دو ناحيه ابتداييN-    ترمينال و ناحيهC- ترمينال

IpaD          ها به ترتيب      نقش چنداني در عملكرد اين پروتئين ندارند و نقش آن

محققـين   ).23(شـود   به باكتري خلاصه ميIpaD و اتصال اتصالي-در خود

WIPO انجـام دادنـد نـشان دادنـد كـه     2008 طي تحقيقي كه در سال  

ترمينـال نزديـك    -N و مشتقات عملكردي آن مانند ناحيه        IpaDپروتئين  

هـا   آن.  گـردد Anti-IpaDبـادي   توانند منجر بـه توليـد آنتـي       به مركز مي  

نـشان دادنـد كـه قبـل از بكـارگيري سـاير             همچنين با طراحي آزمايشاتي     

هـا بـا تـداخل در     بادي هاي پروتئيني بر روي سطح باكتري، اين آنتي    افكتور

  ). 13(گردد ، آن را بلوكه كرده و مانع انجام عملكرد آن ميIpaDعملكرد 

در مطالعه حاضر كه براي اولين بار در ايران به انجـام رسـيد پـس از تأييـد       

اي كلينيكال شيگلا ديـسانتري بـا اسـتفاده از فراينـد            ه  بيوشميايي باكتري 

PCR   جفت بازي مورد انتظـار مربـوط بـه ناحيـه            344 قطعهN-  ترمينـال

IpaD           اين گونه باكتريايي تكثير گرديد و با تـست تأييـدي هـضم آنزيمـي 

 تأييد و سپس نواحي تكثير شده بـه وكتـور           PCRصحت توالي محصولات    

pGEM   ملحق گرديد و بـه بـاكتري E. coli DH5α    منتقـل شـد و بـا 

آمـده بـا      هاي مختلف اين فرايند تأييد گرديد و در ادامه توالي بدسـت             تست

اين تحقيق با محوريـت     . افزارهاي بيوانفورماتيكي مورد آناليز قرار گرفت       نرم

 مشابه ثبت شده در پايگاه       ترمينال و مقايسه آن با گونه     -Nشناسايي ناحيه   

ت عمده تحقيق ما با ساير آزمايشات از ايـن دسـت            ژني به انجام رسيد تفاو    

اي ويـژه از ژن انتخـاب و مـورد     در اين بود كه در اين تحقيـق تنهـا ناحيـه          

بررسي قرار گرفت تا در ادامه نيز محقيقن ديگر اثرات ايمونولوژيكي پپتيـد             

در حـال حاضـر     . حاصل از بيان اين ناحيه را به طور ويـژه بررسـي نماينـد             

پيرامون اين موضوع و  )  ع(كز تحقيقات دانشگاه امام حسين    محققيني در مر  

  . نمايند  فعاليت ميIpaB و  IpaCهاي  موارد مشابه در آنتي ژن

  

  تشكر و قدرداني

 از جناب آقاي دكتر رهبر، مهندس ميرزايي و مهندس منصوري به جهت 

 .نماييم همكاري در انجام اين تحقيق تشكر مي

  

  

REFERENCES 
  
  

1. Key B, Clemens J, Kotloff. Generic protocol to estimate the burden of shigella diarrhoea and dysenteric 

mortal. Tex Book. 1999;pp 146-151. 

 

2. Johnson  J, Alverez CM, Sanz JC, Ramiro R. Late detection of a shigellosis outbreak in a school in 

Madrid. Euro Surveillance. 2005;10: 268-70. 

 

3. Hale TL. Genetic basis of virulence in Shigella species. Microbiol.Rev. 1991;55:206–224. 

 



    52 ، شماره شانزدهمفصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري ، سال 

  29_______________________________________________________________________________محمد هيئت و همكاران 

 

 

4. Clerc P, Sansonetti PJ. Entry of Shigella flexneri into HeLacells: evidence for directed phagocytosis 

involving actin polymerization andmyosin accumulation. Infect. Immun. 1987. 55:2681–2688. 

 

5. Hale TL, Oaks EV, Formal SB. Identification and antigenic characterization of virulence-associated, 

plasmid-coded proteins of Shigella spp. and enteroinvasive Escherichia coli. Infect Immun.1985. 50: 620-

629. 

 

6. Picking WL, Nishioka H, Hearn PD, Baxter MA, Harrington AT, Blocker A, Picking WD.IpaD of 

Shigella flexneri Is Independently Required for Regulation of Ipa Protein Secretion and Efficient Insertion of 

IpaB and IpaC into Host Membranes. Infection and Immunity, Mar. 2005;73:1432–1440. 

 
7. Venkatesan MM, Buysse JM, kopecko DJ.Characterization of invasion plasmid antigen genes (ipaBCD) 

from Shigella flexneri. Proc. Natl. Acad. Sci. USA . 1988;85: 9317-9321. 

 

8. Stensrud, K.F.,  Adam, P.R., La mar, C.D., Olive, A.R., Lushington, G.H. Sudharsan, R., Shelton, N.L., 

Givens, R.S., Picking, W.L. and Picking, W,D. Deoxycholate Interacts with IpaD of Shigella flexneri 

inInducing the Recruitment of IpaB to the Type III Secretion Apparatus Needle Tip. Biological Chemistry 

.238: 27, 18646-18654. 2008. 

 

9. Espina M, Olive  AJ, Kenjale R, Moore DS, Ausar F, Kaminski RW, Oaks EV, Middaugh CR, Picking 

WD and. Picking WL. IpaD Localizes to the Tip of the Type III Secretion System Needle of Shigella 

flexneri. Infect Immun. 2006;74(8): 4391–4400. 

 

10. Skoudy A, Mounier J, Aruffo A, Ohayon H, Gounon P, Sansonetti P and Guy Tran Van Nhieu. CD44 

binds to the Shigella IpaB protein and participates in bacterial invasion of epithelial cells. Cell. Microbiol. 

2000;2: 19–33. 

 

11. Blocker A, Gounon P, Larquet E, Niebuhr K, Cabiaux V, Parsot C and Sansonetti P . The Tripartite Type 
III Secretion of Shigella Flexneri Inserts IpaB and IpaCinto Host Membranes. J. Cell Biol. 1999;147: 683–

693. 

 

12. Adam T, Arpin M, Prevost MC, Gounon P and, Sansonetti PJ.Cytoskeletal rearrangements and the 

functional role of T-plastin duringentry of Shigella flexneri into HeLa cells. J. Cell Biol.1995;129: 367–381. 

 

13. Patent services data base, World Intellectual property Organization (WIPO) Title of patent: shigella ipaD 

protein and its use as a vaccine against shigella infection, 2008.patent IP: WO 2008044149 20080417. 

 

14. Sani, M. Weapons of Mass Secretion:The Type III Secretion System of Shigella flexneri, Printed in the 

Netherlands by Gildeprint Drukkerĳen BV, Enschede. paper version ISBN: 90-367-2933-5. 

 

15. Bando SY, Valle  GR, Luiz MM, Trabulsi R and Moreira Filho CA. characterization of enteroinvasive 

Esherichia coli and shigella strains by RAPD analysis. FEMS Microbiology Letters: 1998 165: 159-165 

 
16. Promega instructions for use of products A1360, A1380, A3600 and A3610. pGEM-T and pGEM-T Easy 

Vector Systems, technical manual printed in USA, N; 042,pp 1-8 

 

17. Laboratory Protocols Cimmyt, Applied Molecular Genetics Laboratory Third Edition. ISBN:968-6923-

30-6.2008,P:71-72  

 

18. Sambrook J and Russell D. MolecularCloning, A Laboratory Manual. The Hanahan Method 

forpreparation and Transformation of competent E.coli high-efficiency Transfomation. Cold Spring Harbor 

Laboratory Press. 2001. 

 

 



    52 ، شماره شانزدهمفصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري ، سال 

  30____________________________________________________________________________ي كلونينگ در شيگلا ديسانتر

 

 

19.  Agerberth B, Sweden S.A, Kane A, Bardhan PK and et al.  text  book. Guidelines for the control of 

shigellosis, including epidemics due to Shigella dysenteriae type 1. Printed by the WHO Document 

Production Services, Geneva, Switzerland. ISBN 92 4 159233. 2005. Pp.9-11. 

 

20. Kevin R, Turbyfill K, Sam W, Joseph B And Edwin V. Recognition of Three Epitopic Regions on 

Invasion Plasmid Antigen C by Immune Sera of Rhesus Monkeys Infected with Shigella flexneri 2a. 

Infection and Immunity, 1995.63: 3927–3935.  

 

21. Lingling Z, Wang Yu, Andrew J, Olive N, Smith D, William D. Picking R.N. Guzman D. and Wendy L. 

Identification of the MxiH Needle Protein Residues Responsible for Anchoring Invasion Plasmid Antigen D 

to the Type III Secretion Needle Tip. J. Biological Chemistry, 2007. 282: 44, pp. 32144–32151. 

 

22. Turbyfill  K.R, Jennifer A.M, Corey P.M, and Edwin V.O. Identification of Epitope and Surface-

Exposed Domains of Shigella flexneri Invasion Plasmid Antigen D (IpaD). Infection and Immunity,1998. 

66:1999–2006. 

 

23.  Johnson S, Roversi P, Espina M, Olive A, Deane JE, Birket S, Fieldd T, Picking WD, Blocker A,. 

Galyov EE, Picking WL, Lea SM. Self-Chaperoning of the Type III Secretion System needle tip proteins 

IpaD and BipD. J Biol Chem. 2007;282(6): 4035-4044. 

 

 

 

 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 


