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  چكيده 

فيمبريه . ريايي در سراسر دنياستشايعترين عامل اسهال باكت) ETEC(ژنيك   باكتري اشريشيا كلي انتروتوكسي :سابقه وهدف

CFA/Iاز اين رو، پروتيئن انتهايي اين فيمبريه .  يكي از عوامل ويرولانس مهم است كه نقش اساسي در بيماريزايي اين باكتري دارد

)CFaE (هدف از اين مطالعه، تعيين كارايي آنتي بادي توليد شده عليه . مي تواند به عنوان كانديد واكسن مطرح باشدCFaE در 

  .  به رسپتورهاي سطح سلول هاي اريتروسيت انساني به عنوان يك مدل مي باشدETECممانعت از اتصال 

به .   همسانه سازي گرديدpET28a اين ژن سنتز شده و سپس در وكتور بياني  cfaEپس از بهينه سازي كدون هاي ژن :روش كار

پروتيئن . نظر بيان و با استفاده از ستون كروماتوگرافي تمايلي تخليص گرديد، پروتيئن مورد IPTGدنبال القاي سازه ژني با ماده 

در نهايت توانايي اتصال باكتري ها به . نوتركيب به عنوان آنتي ژن به موش آزمايشگاهي تزريق و تيتر سرم ها با الايزا اندازه گيري شد

  . مورد مطالعه قرار گرفتCFaEه  در حضور و عدم حضور آنتي بادي عليAاريتروسيت هاي انساني گروه 

باكتري هاي تيمار شده با سرم موش هاي ايمن برخلاف باكتري هاي تيمار شده با سرم موش كنترل قادر به ايجاد : يافته ها

  .هماگلوتيناسيون نبودند

يستم ايمني موش ها را   به عنوان ايمونوژن توانسته به خوبي سCFaEيافته هاي اين تحقيق نشان مي دهد پروتيئن  :نتيجه گيري

 به رسپتور ETECضمن اينكه آنتي بادي توليد شده عليه آن با اتصال به پروتيئن هاي فيمبريه مانع از اتصال باكتري . تحريك نمايد

  .مدل شده است

 ، آنتي بادي،)I) CFaEژنيك؛ زير واحد فرعي آنتي ژن عامل كلونيزاسيون   اشريشيا كلي انتروتوكسي: واژگان كليدي

 .سنجش ممانعت از اتصال باكتري
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  مقدمه

 هاي جهاني در تضمين در قرن حاضر با وجود پيشرفت هاي عمده و تلاش

بهداشت و سلامت مردم، هنوز هم بيماري ناشي از اسهال يكي از مهمترين 

در اين بين  ). 2و1(مشكلات بهداشتي در سطح جهان از جمله ايران است

شايعترين عامل اسهال ) ETEC(ژنيك   باكتري اشريشيا كلي انتروتوكسي

ده مي شود كه عفونت تخمين ز). 4و3(باكتريايي در سراسر دنيا مي باشد

 ميليون مورد اسهال است كه سالانه 650، مسئول حداقل ETECهاي 

همچنين ). 5( سال را مي گيرد5جان نزديك به هشتصد هزار كودك زير 

ETEC به عنوان شايع ترين عامل اسهال در ميان مسافران نيز مطرح 

يك بيماري است و سالانه تعداد زيادي از جهانگرداني را كه به نواحي اندم

  ).  6(مسافرت مي كنند؛ تحت تاثير قرار مي دهد

 از طريق آب و غذاي آلوده وارد بدن انسان شده و در ETECباكتري 

در گام بعدي، . سطح سلول هاي اپي تليال روده كوچك كلونيزه مي شود

و يا حساس به حرارت ) ST(باكتري انتروتوكسين هاي مقاوم به حرارت 

)LT ( نمايد كه اين سموم باعث خروج آب و الكتروليت ها از را ترشح   مي

اتصال باكتري به سطح ). 8و7(سلول و نهايتاً موجب ايجاد اسهال مي گردد

سلول هاي اپي تليالي يك مرحله كليدي در شروع عفونت محسوب مي 

كه زائده هاي ) CF(اين اتصال به وسيله فاكتورهاي كلونيزاسيون . شود

 نوع 25حداقل . تري هستند، صورت مي پذيردپروتيئني در سطح باك

در سويه هاي ) كه به لحاظ آنتي ژني از هم متفاوتند(متفاوت از فيمبريه 

ETECدر اين بين، فيمبريه ). 7( شناسايي شده اسCFA/I اولين 

و ) 9( خاص انسان است كه گزارش شدهETECفاكتور كلونيزاسيون 

ه در ميان فيمبريه هاي همچنين اين فيمبريه شايعترين نوع فيمبري

هزار زير واحد ). 10( در كل جهان استETECشناخته شده براي 

 نموده كه يك يا CFA/Iتوليد يك ساقه را براي فيمبريه ) CFaB(اصلي

 در نوك اين فيمبريه جاي مي CFaEتعداد اندكي زير واحد فرعي به نام 

 آن از  يك مارپيچ است كه بدنهCFA/Iدر حقيقت ساختار ). 11(گيرد

CFaB ساخته شده و يك پروتيئن انتهايي به نام CFaE در نوك اين 

  ).  12(ساختمان قرار گرفته است

واكسني كه بتواند اين بيماري را كنترل كند تاثير مهمي در كاهش موارد 

شواهد نشان داده است كه ). 14 و 13(بيماري و مرگ و مير خواهد داشت

 عليه اين بيماري وجود دارد؛ افراد امكان به وجود آمدن ايمني حفاظتي

بالغ در كشورهاي در حال توسعه كمتر به اين بيماري مبتلا مي شوند و 

مسافران به اين مناطق نيز در صورت اقامت طولاني مدت به اين بيماري 

از آنجايي كه هدف اصلي سازمان هاي بهداشتي ). 13-15(دچار نمي گردند

، به نظر مي )16(يه اين عامل استتوليد واكسن موثر عل) WHOنظير (

 به عنوان يك كانديداي بالقوه بتواند نقش CFaEرسد مطالعه بر روي 

.  داشته باشدETECمهمي را در طراحي واكسن عليه كلونيزاسيون 

 به CFaEمطالعه حاضر، به كند وكاو كارايي آنتي بادي توليد شده عليه 

ورهاي سطح سلول  به رسپتETECمنظور ممانعت از اتصال باكتري 

 كه همان رسپتورهاي مورد نظر در سطح Aاريتروسيت هاي انساني گروه 

  . مي پردازد) in vitro(روده مي باشد، به صورت يك مطالعه در شيشه اي 

  

  روش كار 

 با استفاده از نرم افزارهاي  cfaEآناليز هاي بيوانفورماتيكي لازم روي ژن

اين ژن، وجود كدون هاي نادر،  GCتحت شبكه به منظور بررسي محتوي 

انجام ) CAI(، و همچنين شاخص سازگاري كدون mRNAپايداري 

OptimumGene با استفاده از الگوريتم . گرفت
TM كليه پارامترهاي ذكر

، مطابق با الگوي E.coliشده به منظور رسيدن به بيان حداكثر در باكتري 

اسيد آمينه، بهينه كدون هاي رايج اين باكتري و با حفظ توالي اصلي 

سنتز ) آمريكا(در انتها، اين ترادف توسط شركت ژن اسكريپت . سازي شد

 BamHIژن مذكور پس از سنتز با استفاده از آنزيم هاي محدودالاثر . شد

 كه در دو انتهاي ژن سنتتيك طراحي شده بودند، برش خورده HindIIIو 

دو آنزيم برش  كه پيشتر با همين pET28aو در داخل وكتور بياني 

 پليمراز همسانه T4DNAخورده و آماده شده بود، با استفاده از آنزيم 

هاي سپس وكتور نوتركيب با روش شوك حرارتي به سلول. سازي گرديد

 منتقل شد و باكتري ها بروي E.coli BL21DE3pLysSمستعد 

كشت ) µg/ml  80كانامايسين، ( برتاني آگار-محيط انتخابي لوريا

  ].18[گرديدند

  CfaEبررسي بيان پروتيئن نوتركيب 

كشت  ابتدا در محيطpET28a-cfaE هاي نوتركيب واجد وكتور سويه

LBغلظت( مايع حاوي كانامايسينµg/ml  80 (سپس ماده . كشت گرديد

IPTG)  ايزوپروپيلβ-D -به عنوان القاء كننده با )  تيوگالاكتوپيرانوزيد

 ساعت 5ه و سلول ها به مدت  ميلي مولار به محيط كشت اضاف1غلظت 

پس از .  گرماگذاري شدندrpm150 درجه سانتي گراد با دور 37در دماي 

انجام ) 75/0 درصد و پالس 70قدرت (جمع آوري سلول ها، سونيكاسيون

  مورد ارزيابي SDS-PAGE نمونه ها براي بررسي بيان بر روي ژل.شد

  ). 18(قرار گرفتند

به ازاي رسوب .  ميلي ليتري تهيه شد20 براي تخليص پروتئين، يك بيان

 PBS ماكرو ليتر بافر 50 ميلي ليتر محيط كشت، 1سلولي حاصل از هر 

 PBSپس از افزودن بافر .  مولار  اضافه و سوسپانسه گرديد8حاوي اوره 

هر ( دقيقه و به مدت يك ساعت 10 مولار، نمونه ها به فواصل 8حاوي اوره 

سپس . شدند) 75/0 درصد و  پالس 70قدرت (سونيكيت )  بار6 دقيقه 10

 دقيقه در دماي 20 و به مدت rpm 15000محلول سونيكيت شده با دور 

به منظور .  درجه سانتي گراد سانتريفيوژ  و مايع رويي جمع آوري شد4

نظير ديواره (افزايش كارايي فرايند تخليص و حدف آلودگي هاي احتمالي 

 -يك روش موثر پيش) E. coliتري سلولي و ساير اضافات سلولي باك

براي اين منظور، بعد از ليز نمودن سلول ها با عمل .تخليص استفاده شد

 mM 100(سونيفيكاسيون، سلول ها با استفاده از محلول شستشو 

Tris.Cl: pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT [770 

mg/liter], 2 M urea, 2% [w/v] Triton X-100 ( شسته شده و

دقيقه با دور 30 درجه سانتي گراد، به مدت 4ماي سپس در د

rpm12000مايع رويي بيرون ريخته شده و به رسوب .  سانتريفوژ شدند

 mM Tris.Cl: pH 7.0, 5 mM EDTA, 8 50حاصل بافر استخراج 

M urea, 5 mM DTT [770  (mg/liter] (  1اضافه شده و به مدت 

 الترا سانتريفوژ rpm 30000 درجه سانتي گراد با دور 4ساعت در دماي 

از مايع رويي ). Beckman Optima XL-90 ultracentrifuge(شد 

به منظور تخليص پروتئين ها از . حاصل براي تخليص پروتيئن استفاده شد

تخليص به .   استفاده شدPromega ساخت شركت MagHisكيت 

ناي بر مب(روش دناتوره و با استفاه از محلول هاي شستشو و استخراج 

نمونه خروجي پس از سنجش پروتئين به ). 19(صورت گرفت) pHتغيير 

.  الكتروفورز گرديدSDS-PAGE درصد 12، روي ژل )20(روش برادفورد

براي تاييد پروتيئن نوتركيب بيان شده از تكنيك ايمونوبلاتينگ با آنتي 

  .استفاده شد) شركت روش، آلمان(بادي منوكلونال ضد دنباله هيستيدين 
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پـس از تخلـيص     . جهت حذف اوره از نمونه ها، روش دياليز بكار گرفته شد          

حـاوي يـك شـيب اوره؛ بـه         ( اسـتريل  PBSر  پروتئين، نمونه هاي عليه باف    

 4 در دمـاي  pH 2/7بـا  ) مـولار و بـدون اوره  2 مولار،4 مولار،6ترتيب اوره  

  ). 21( ساعت دياليز شدند8درجه سانتي گراد به مدت 

 تـايي مـوش     6براي توليد آنتي بادي عليه پروتيئن نوتركيب از گروه هـاي            

 گـرم انتخـاب     22تقريبي   هفته با ميانگين وزن      Balb/c  ،8-6آزمايشگاهي

 ميكروگرم از آنتي ژن در ادجوان كامل فروند بـه ازاي  20در نوبت اول    . شد

بعـد از آن بـا فاصـله    . هر موش به صورت زير جلدي به هر موش تزريق شد      

ــادل   21 ــب مع ــه ترتي ــوم ب ــا س ــتر اول ت ــق اول، بوس  10 و15 روز از تزري

 فروند تزريـق شـد و در        ميكروگرم به ازاي هر موش به همراه ادجوان ناقص        

بـه  .  ميكروگرم در هر موش و بدون ادجوان تزريق شـد          5بوسترسوم معادل   

همراه بـا   (  استريل  PBS تايي از موش ها، به عنوان شاهد تنها          4يك گروه   

يك هفته پس از هر تزريق و در    . تزريق گرديد ) ادجوانت هاي كامل و ناقص    

  .سانتي گراد انجام شدپايان تزريقات سرم جداسازي ودر چهار درجه 

بـا  ) آنتـي ژن ( ميكروگرم از پروتئين نوتركيب     1در اين روش، هر چاهك با       

 37پوشيده شد و در دماي      ) pH9.6( بي كربنات    –استفاده از بافر كربنات     

در مرحلـه بلاكينـگ از      .  سـاعت قـرار گرفـت      2درجه سانتي گراد به مدت      

لايـزا، شستـشو بـا بـافر        در بـين تمـامي مراحـل ا       . استفاده شد % 5كازئين  

PBST (pH 7.2 Tween 0.05%)از سرم هـاي حاصـل از   .  انجام شد

سپس، از رقت   .  استفاده شد  16000/1 تا   500/1خونگيري با توالي رقت از      

  ( Anti mouse IgG HRP Congugated) كانژوگه موشـي 2000/1

 OPD ميلي گرم    2پس از آن، سوبسترا حاوي      .  استفاده گرديد  PBSTدر  

 ميكروليتـر آب  3كه بـه آن   ) pH5( فسفات - ميلي ليتر بافر سيترات  5ر  د

افزوده شده به هر چاهك اضـافه گرديـد و ميكـرو پليـت بـه                % 30اكسيژنه  

واكنش با اسيد سـولفوريك     . محل تاريكي منتقل شد تا واكنش انجام گيرد       

 مولار متوقف و جذب نوري چاهك ها توسط دستگاه خواننده الايـزا در          5/2

  ). 22( نانومتر خوانده شد492ول موج ط

) سـيگما، آمريكـا   (G از سـتون پـروتئين    IgGبراي تخلـيص آنتـي بـادي        

 1/0سرم موش هاي ايمن با هم مخلوط شده سـپس، معـادل             . استفاده شد 

بـه آن افـزوده و پـس از    ) pH =8( ميلي مولار تريس 1حجم سرم، محلول    

 5/1ر داخـل لولـه هـاي      محلول خروجي د  . ورتكس به ستون منتقل گرديد    

مجدداً، ستون هماننـد مرحلـه      ). مرحله اول (ميلي ليتري جمع آوري شدند      

) pH =8( ميلي مولار تـريس      100 و   10اول با محلول هاي با محلول هاي        

 ميلـي ليتـري جمـع آوري شـد          5/1شسته و خروجي ستون در لوله هـاي         

بـا  ) ml5نوبت  هر  (بين هر مرحله، ستون در سه نوبت        ). مرحله دوم وسوم  (

در آخر پـس از  . شسته مي شد ) pH =3( ميلي مولار گليسين     100محلول  

تعيين غلظت نمونه هاي جمع آوري شده، سرم تخليص شـده بـر روي ژل               

 . الكتروفورز گرديدSDS-PAGE درصد 10

ــاكتري  ــويه     ETECبـ ــك سـ ــق يـ ــن تحقيـ ــتفاده در ايـ ــورد اسـ  مـ

 كـه فاكتورهـاي    اسـت  ATCC # 35401 با شماره H10407استاندارد

بــراي انجــام .  مــي باشــد+LT+,ST+,CFA/Iحــدت زاي آن بــه صــورت 

ــاكتري در محــيط   ــود ب ــاكتري لازم ب ــصال ب آزمــايش هــاي ممانعــت از ات

كازامينو % 1اين محيط شامل    .  آگار كشت داده شود    CFAمخصوصي بنام   

كلريـد   % 0.0005سولفات منيـزيم،     % 0.005عصاره مخمر،    % 0.15اسيد،  

پس از اتوكلاو و تهيه پليت ها، باكتري به مـدت  . آگار مي باشد % 2و  منگنز  

.  درجـه سـانتي گـراد بـروي آن كـشت داده شـد             37 ساعت در دمـاي      18

 از NaCl مـولار    15/0باكتري هاي كشت داده شده با اسـتفاده از محلـول            

 OD600. روي سطح پليت با استفاده از يـك پـارو شيـشه اي، پـارو شـدند          

به منظور انجام آزمايش ممانعت از اتصال، باكتري ها         (بود   5محلول حاصل   

  ). شسته شدندPBSبا 

به منظور آماده سازي اريتروسيت هاي انساني، ابتدا از يك فرد داوطلـب بـا        

 ميكروليتر خونگيري   5 ، با استفاده از سرنگ استريل، مقدار         Aگروه خوني   

اده شد و با استفاده  سه بار شستشو د PBSخون با استفاده از     . به عمل آمد  

  .تهيه شد) v/v% (3 خون NaClمولار /. 15از محلول 

 از اريتروسيت هـاي  µl 50به منظور انجام آزمايش ممانعت از اتصال، ابتدا 

 µl 50به خوبي مخلوط شده و سپس مخلوط حاصل با % 1 مانوز-Dبا % 3

 در  تايي پلي استايرن كـشت بافـت،  24باكتري آماده شده بروي پليت هاي  

  . دماي محيط تيمار شد

 از سوسپانـسيون  µl 50به منظور بررسي كارايي آنتي بـادي توليـد شـده،    

 سـرم مـوش   µl 10 دقيقه در دماي اتاق بـا  20 به مدت PBSباكتري در 

هاي ايمن شده مخلوط شده و سپس با اريتروسيت هاي آماده شده، تيمـار              

اريتروسيتي به مـدت    مخلوط باكتري هاي اضافه شده به سلول هاي         . شدند

سرم موش هاي غير    .  درجه سانتي گراد، انكوبه شدند     4 دقيقه در دماي     90

  . ايمن به عنوان كنترل با همين روش مطالعه شدند

  

  يافته ها 

 OptimumGeneTM بوسيله الگوريتم    cfaEبهينه سازي كدون هاي ژن      

ار بـه مقـد   ) در حالـت طبيعـي     (40/36 ايـن ژن از      GCميزان. انجام گرفت 

شـاخص   (CAIهمچنين ميـزان  .  بعد از بهينه سازي افزايش يافت  90/49

 بعـد از    92/0 قبل از بهينـه سـازي بـه مقـدار            61/0از  ) سازگاري كدون ها  

بررسي توالي آمينو اسيدي نشان داد اين توالي تغييـري  . بهينه سازي رسيد  

ن  در بانك ژ   GU35564در نهايت اين ژن با شماره دستيابي        . نكرده است 

NCBIآناليز هاي مولكولي با استفاده از آنزيمهـاي محـدودالاثر    . ثبت شد 

BamHI   و HindIII        نشان داده سازه سنتتيك با موفقيت در وكتور بياني 

pET28a        بررسـي بيـان توليـد      ). 1شـكل   ( همسانه سازي گرديـده اسـت

نــشان داد پــروتيئن  % SDS-PAGE 12پــروتيئن نوتركيــب روي ژل  

 دالتوني در نمونه هاي تست در مقايسه با نمونـه كنتـرل              كيلو 41نوتركيب  

  . نمايش داده شده است2نتايج در شكل . توليد شده است

 

  
تاييد مرحله زير همسانه سازي با هضم آنزيمي وكتور نوتركيب . 1شكل

هضم وكتور نوتركيب : 2، ستون DNAنردبان : 1ستون %. 1روي ژل آگارز

  .HindIII و BamHIبا آنزيم هاي 

bp ���� 

bp ����  
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  36____________________________________________________________________________ شرشيا كولياواكسن بر عليه 

  

  
نمونه هاي تست كه : 3و2، ستون هاي )SM1811فرمنتاز (نشانگر پروتيئني: 1ستون. بررسي بيان به صورت خام در سويه هاي نوتركيب. 2شكل

  .نمونه كنترل: 4 القاء شده اند، ستونIPTGتوسط ماده 

 
پس از انجام تخليص با استفاده از بيدهاي حاوي نيكل، نمونه هـاي نهـايي               

% SDS-PAGE 12روي ژل ) بعـــد از اســـتفاده از محلـــول اســـتخراج(

ي پروتيئن نوتركيـب    بررسي ژل، نشان دهنده خالص ساز     . الكتروفورز شدند 

بررسي ها با استفاده از روش ايمونوبلاتينگ       ). 3شكل  ( كيلودالتوني بود    41

 كيلو دالتوني مورد انتظار توسط آنتي بادي عليه         41حاكي از شناسايي باند     

  ).4شكل(دنباله هيستيدين بود 

  

  
 شركت MagHisتخليص پروتيئن نوتركيب به وسيله كيت . 3شكل 

Promega .نشانگر پروتيئني : 1ن ستو)SM0671(پروتيئن : 2، ستون

  .نوتركيب تخليص شده

  

  
از طريق ايمونو بلات با استفاده از  CFaE تأئيد پروتئين نوتركيب. 4شكل

 SM1811نشانگر پروتئيني : 1ستون . آنتي بادي ضد هيستيدين

نمونه : 3نمونه پروتئين نوتركيب بلات شده، ستون : 2، ستون )فرمنتاز(

  .كنترل منفي

  

بـه  ( تخليص شده CFaE، واكنش الايزا مربوط به پروتئين       1نمودار شماره   

پس از . و سرم موش ها را نشان مي دهد     )  ميكروگرم در هر چاهك    1ميزان  

از تزريـق اول بـه سـمت     هر بار تزريق ميزان توليد آنتي بادي در موش هـا            

تزريق چهارم با وجود كاهش مقدار دور آنتي ژن تزريقي، ميزان توليد آنتي             

سـرم مـوش هـاي ايمـن بـه منظـور          ). 1نمـودار (بادي افزايش يافت اسـت      

 5شـكل   .  بـرده شـدند    G روي ستون    IgGجداسازي آنتي بادي از كلاس      

  . دهد را نشان مي2MEتخليص آنتي بادي قبل و بعد از تيمار با 

پروتيئن نوتركيب 

  تخليص شده

)kDa ��(  

kDa  ��  

  

kDa 	�  
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  37______________________________________________________________________________ ميثم منصوري و همكاران

  

  . سرم موش ها را نشان داده شده است تخليص شده، با استفاده از نوبت هاي متفاوتCFaE واكنش الايزا مربوط به پروتئين .1نمودار

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

  
نشانگر پروتئيني  : 2ستون . 2MEآنتي بادي تخليص شده تحت تاثير : 1ستون . G تخليص آنتي بادي با استفاده از ستون پروتئين .5شكل 

  .2MEآنتي بادي تخليص شده بدون تاثير : 3ستون . SM0431)فرمنتاز(

  

 توانـايي اتـصال بـه       CFA/Iطه بيان فيمبريه     به واس  ETECباكتري هاي   

رسپتورهاي سطح سلول اريتروسيت را داشته و پس از مدت زمـان معـين،              

باعث ترسيب اين سلول ها شده، به طوريكه هماگلوتيناسيون قابل مـشاهده   

 مجـاور  CFaEزماني كه اين باكتري ها با سرم موش ايمن شده عليـه         . بود

 هـا قـرار مـي گرفتنـد ايـن فعاليـت         شده و سپس در معـرض اريتروسـيت       

ولي اين پديده همچنان در باكتري هايي   . هماگلوتيناسيوني از بين مي رفت    

  ).6شكل (كه با سرم موش كنترل مجاور شده بودند، قابل مشاهده بود 

  

  

  
 

 ETECباكتري : 2چاهك .  شده با اريتروسيت تيمارETECباكتري : 1چاهك . آزمايش ممانعت از اتصال باكتري در حضور سرم موش ايمن و كنترل) 6شكل

و واكنش آن با ) كنترل( تيمار شده با سرم موش ايمن نشده ETECباكتري : 3چاهك . تيمار شده با سرم موش ايمن شده و واكنش آن با اريتروسيت

  .اريتروسيت

  

  

  

kDa ��~  

  

  

kDa ��~  

  

kDa ���~
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  38____________________________________________________________________________ شرشيا كوليا واكسن بر عليه

  

  بحث

شايعترين عامل اسهال )ETEC(ژنيك   باكتري اشريشيا كلي انتروتوكسي

باكتريايي در تمام دنياست و هر ساله تعداد زيادي از انسان ها را تحت 

هر چند ). 24و1( را به كام مرگ مي كشاندتاثير قرار داده و كودكان زيادي

 مي توان از درمان آنتي بيوتيكي نيز سود جست، اما ETECبراي مقابله از 

به دليل مقاومت روزافزون سويه ها، طراحي واكسن عليه اين عامل از 

اكثر واكسن ). 15( استWHOاهداف سازمان هاي بهداشتي از جمله 

 مطالعه مي شوند، واكسن هايي هستند هايي كه امروزه در مراكز تحقيقاتي

هدف اين .  و جزيي از فيمبريه است(LTB)كه حاوي يك جزء توكسين 

در گام (واكسن ها ايجاد ايمني در فرد براي جلوگيري از اتصال باكتري 

پروتيئن ). 16(مي باشد) در گام دوم(و جلوگيري از اثر توكسين آن ) اول

CFaE در نوك فيمبريه CFA/I) يعترين فاكتور كلونيزاسيون در كه شا

مطالعات ). 12 و 11(قرار دارد)  مختص انسان استETECسويه هاي 

 نقش عمده اي در اتصال باكتري به سطح CFaEاخير  نشان مي دهد 

با ). 25(آنتانا و همكاران: سلول هاي اپي تليالي روده بازي مي كند

انتهاي آميني و مطالعات خود نشان دادند آنتي بادي توليد شده عليه 

 در Caco2مي تواند از اتصال باكتري به سلول هاي  كربوكسيل پروتئين

 استفاده pMAL-P2اين فرد از وكتور .  جلوگيري نمايدin vitroشرايط 

 42 با وزن حدوداً (MBP)كرد كه داراي دنباله مالتوز بايندينگ پروتئين 

 ايجاد شده در كيلو دالتون است كه ايمونوژن بوده و مي تواند جواب

در تحقيق . مطالعات انجام گرفته را به طور كاذب تحت تاثير قرار دهد

 كيلو دالتون به 4 استفاده شد كه تنها pET28aحاضر از وكتور بياني 

يونگ فولي و ). 28(ابتداي ژن اضافه مي نمايدكه عموماً ايمونوژن نيست

 CFaEوتيئن به منظور بررسي ساختار كريستالوگرافي پر) 26(همكاران

 IPTG همسانه سازي نموده و با استفاده از pET24aاين ژن را در وكتور 

از آنجايي كه اين وكتور، .  بيان نمودندE.coli BL21DE3در ميزبان 

محل اتصال  (RBSو ) كدون آغاز (ATGيك وكتور رونويسي بوده و فاقد 

 با افزودن مي باشد؛ به نظر مي رسد محققان اين مقاله احتمالا) ريبوزوم

 توانسته اند اين RBS و ATGتواليهاي تنظيمي و قرار دادن توالي هاي 

نشان دادند كه ) 27(ساكالاريس و همكاران.  بيان نمايندE.coliژن را در 

 براي ايجاد ويژگي رسپتوري CFaEوجود توالي مشخص و حفاظت شده 

 cfaE كه در آن ها ژن ETECلازم و ضروري است و سويه هاي موتانت 

در ناحيه انتهاي اميني دچار جهش شده است، قابليت اتصال به گيرنده 

 مي تواند به CFaEاين مطالعات نشان مي دهد، . هاي مناسب را ندارد

  .عنوان يك كانديداي بالقوه در طراحي واكسن مطرح مي باشد

اين تحقيق شامل دو فاز اصلي بود؛ فاز اول توليد پروتيئن نوتركيب كه 

نه سازي، سنتز، همسانه سازي، بيان و تخليص پروتيئن نوتركيب شامل بهي

است و فاز دوم استفاده از اين پروتيئن به عنوان آنتي ژن براي توليد آنتي 

بادي عليه آن در موش و استفاده از آنتي بادي توليد شده براي مطالعات 

ئن در فاز اول مطالعه ، تلاش قبلي ما براي بيان پروتي. برون تني بعدي

اين امر مي تواند ). 17(نوتركيب از توالي طبيعي اين ژن بي نتيجه ماند

ناشي از وجود كدون هاي نادر زياد در اپرون هاي كد كننده اين فيمبريه 

ازاينرو مقرر شد توالي اين ژن پس از بهينه سازي كدون ها ). 9(باشد

.  گردد، سنتز )E. coli) 29 باكتري IIمطابق با الگوي كدون هاي كلاس 

در فاز دوم مطالعه پس از توليد آنتي بادي عليه پروتيئن هدف، براي 

بررسي كارايي آنتي بادي توليد شده مي بايست يا از آزمايش هاي درون 

رده سلولي (سود جست و يا آزمايش هاي برون تني ) حيوان مدل(تني 

  مختص سويهETECاز آنجايي كه سويه هاي ). روده انسان يا مدل مشابه

بوده، و سويه هايي كه حيوانات را آلوده مي كنند با سويه هاي انساني 

كه مورد (متفاوت هستندو اتفاقا اين تفاوت ناشي از رسپتورهاي آن ها 

مي باشد، عملا استفاده از مدل حيواني بدليل تفاوت ) مطالعه ما است

از بين روش هاي ). 9(رسپتوري با سويه هاي انساني غير ممكن مي باشد

 و اريتروسيت انساني، به دلايل CaCo2برون تني مابين سلول هاي 

مختلف نظير آساني كار، سهل الوصول بودن، ارزان، و قابل اطمينان بودن 

مي توان از آزمايش ممانعت از اتصال در روي سلول هاي اريتروسيت 

مطالعات مختلف نشان داده است كه ). 31 و 30(انساني استفاده كرد

گلايكو پروتيئن حاوي سياليك (  سيالوگلايكوپروتيئن CFA/Iرسپتور 

  ). 32(مي باشد) اسيد

 مي تواند به عنوان يك ايمونوژن قوي براي CFaEمطالعات ما نشان داد، 

توليد واكسن مطرح باشد، چراكه از تزريق دوم به سمت بوسترهاي بعدي 

. اد شدبا وجود كاهش دوز آنتي ژن، پاسخ آنتي بادي مناسبي در موش ايج

همچنين مطالعات آزمايشگاهي نشان داد باكتري هاي مجاور شده با سرم 

موش هاي ايمن در مقايسه با سرم موش هاي كنترل قادر به ايجاد 

اين امر مي تواند ناشي از اتصال آنتي بادي توليد . هموگلوتيناسيون نبودند

 و خنثي سازي آن باشد، به طوري كه CFA/Iشده به زيرواحد فرعي 

. باكتري ديگر قادر نخواهد بود به رسپتور خود در سطح سلول متصل گردد

اين امر مي تواند نويد بخش تحقيقات بعدي به منظور بررسي كارايي آنتي 

و يا ) در محيط كشت(بادي در ممانعت از اتصال باكتري به رده سلولي 

امل بنابراين پس از تحقيقات ك. باشد) در شرايط درون تني(بيوپسي روده 

 به LTBتر، اين آنتي ژن مي تواند همراه با اجزاي حدت زاي ديگري نظير 

 مورد مطالعات بيشتر ETECعنوان جزيي از يك واكسن زيرواحدي عليه

  . قرار گيرد

  

  نتيجه گيري

 مي تواند از CFA/Iآنتي بادي توليد شده عليه زير واحد فرعي فيمبريه 

 كه داراي Aيت انساني گروه  به سلول هاي اريتروسETECاتصال باكتري 

رسپتورهاي مشابه با رسپتورهاي اصلي اين باكتري در سطح روده است، 

  . جلوگيري نمايد

  

  تقدير و تشكر

نويسندگان، كمال تشكر و سپاس از آقاي دكتر جعفر سليميان بخاطر 

 .همكاري و راهنمايي هاي ارزشمندشان در طول اين مطالعه، دارند
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