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چکیده

درآنيسازیخنثوبودهنوزایآئروژسودوموناساریزاییبیمدرمهمفاکتورAنیاگزوتوکس:زمینه و هدف
صیتخلودیتوليسازنهیبهمطالعهنیادربنابراین.بودخواهدکنندهکمکآنازیناشيعفونتهابامبارزه

.استگرفنهقراریبررسموردواکسندیکاندبعنوانآنهیاولیابیارزو) I,IIنیدوم(Aاگزوتوکسین
قطعه ،PCRباو تکثیرPAO1از سودوموناس آئروژینوزاي سویه DNAبعد از استخراج :رروش کامواد و 

Escherichiaبـه  Pet22bناقـل ژنی مورد نظر با اتصال بـه   coli BL21 (E.coli)  بـا روش  آنمنتقـل و بیـان
SDS-Page آنتـی ژنیـک   واکنش . شدصیتخلیکروماتوگرافیافینیتروش پروتئین نوترکیب باوبررسی گردید

وسـترن بـا روش  نـوزا یآئروژسـودوموناس عفونـت بـه مبتلامارانیبسرموAنیاگزوتوکسآن با آنتی بادي ضد 
.بررسی گردیدنگیبلات

سودوموناس آئروژینوزا با انـدازه  ) I,IIنیدوم(Aاگزوتوکسیناساس نتایج این مطالعه قطعه ژنی بر:یافته ها
bp1212محصـول در ژل الکتروفورزPCR مقایسـه تــوالی ژن کلـون شــده بـا تــوالی ژن    کــه مشــاهده گردیـد

باعـث  E. coli BL21بیـان در  .صحت توالی را تایید کـرد ، PAO1اگزوتوکسین سودوموناس آئروژینوزاي سویه 
ساعت با نـیم  4بیان در شرایط مختلف نشان داد القاي . دگردیKD45تولید پروتئین مورد نظر با اندازه تقریبی

ایـن پـروتئین   نتایج نشان داد .بالا بودبهترین شرایط تولید پروتئین با غلظتC˚28در دمايIPTGلی مولارمی
و سرم بیماران مبـتلا بـه عفونـت    سودوموناس آئروژینوزايAاگزوتوکسین ضدباديآنتیبا در وسترن بلاتینگ

.واکنش نشان دادبخوبی سودوموناس
است نوترکیب) I,IIنیدوم(Aاگزوتوکسینسیستم مناسبی براي تولیدسیستم استفاده شده:نتیجه گیري

.اس بالا مورد استفاده قرار گیردو می تواند براي تولید این پروتئین در مقی
واکسن نوترکیب،Aاگزوتوکسین،کاندید واکسن،سودوموناس آئروژینوزا:کلیديواژه هاي
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496نیاگزوتوکسانیبيسازنهیبهA)نیدومI,II(و همکارانلیدا افتخاري وش...بینوترک
مقدمه 

به طور رایج از عفونت هاي ئروژینوزاسودوموناس آ
پنومونیعاملترینرایج. بیمارستانی جدا می شود

توسطشدهایجادباکتریمیبوده وبیمارستانی
.باشدمیبالايمیرومرگدارايآئروژینوزاسودوموناس
خوبیتطابقتنفسیدستگاهدرآئروژینوزاسودوموناس

بیماراندربخصوصتطابقاین.استکردهایجاد
سیستمضعفکهافرادي(مزمنانسداديبرونکوپنومونی

میبستريویژههايمراقبتبخشدرودارندایمنی
درآئروژینوزاسودوموناس.شودمیدیدهبیشتر) شوند

ازونتیلاتورازکنندهاستفادهبیمارستانیپنومونیبیماران
ازهمچنین.باشدمیعفونتعاملمهمباکتریهاي

سیستیکبیماراندرریويعفونتعواملترینمهم
بیمارانهواییمجاريدرمزمنشکلوبهبودهفیبروزیس
سستیکبیمارانیاانسداديبرونکوپنومونی،برونکتازي
نوتروپنکسرطانیبیماراندروداردوجودهمفیبروزیس

ازآئروژینوزاسودوموناسباعفونتشدهدرمانیشیمی
.]1[ستامعمولعفونتهاي

داردمتعدديبیماریزايفاکتورهايآئروژینوزاسودوموناس
هـر ،اسـت آنپیچیدهبیماریزاییماهیتدهندهنشانکه

ــدام ــنازکـ ــايایـ ــاریبفاکتورهـ ــاييزایمـ درعفونتهـ
ماننـد سـطحی فاکتورهايدارندمهمینقشسودوموناسی

درآنسـاکاریدي پلـی لایـه وسـاکارید لیپـوپلی –پیلی
هـاي پـروتئین . دارنـد نقشکلونیزاسیونواکتريباتصال
وانتشـار درمهمـی نقـش نیـز بـاکتري ازایـن شدهترشح
.دارندبافتآسیب

هـا بیوتیـک آنتـی سـایر وسـیلین پنیگستردهمصرفبا
1950درسـال ،مثبـت گـرم هـاي ارگانیسـم کنترلبراي

آئروژینـوزا سـودوموناس بخصـوص منفـی گـرم باکترهاي
خودانسانیجمعیتدرعفونتکنندهایجادعواملبعنوان

ومنفــیگــرمباکتریهــايزمــانایــندر.دادنــدنشــانرا
درمـان درهـدف بـاکتري بعنـوان آئروژینـوزا سودوموناس

رچـه گا.بودنـد هابیمارستاندربستريبیماراندرعفونت
سودوموناسیضدتاثیرباجدیدهايبیوتیکآنتیابتدادر
استعدادامابودندموفقآئروژینوزاناسسودوموکنترولدر

دردیگـري مشـکل مقاومـت کسبدرارگانیسماینذاتی
ودرمـان بـراي آلترناتیوهايهرابنابراین. کردایجاددرمان

تحقیقاتشدمطرحسودوموناسعفونتهايبرايپیشگیري
آئروژینـوزا پاتوژنزسـودوموناس هـاي درمکانیسـم گسترده

بـر وشـده بـاکتري يزایماریبرهايفاکتومعرفیبهمنجر
پیشـگیري بـراي واکسیناسـیون مطالعاتامکانآناساس

جملــهازمختلفــیفاکتورهــايوشــدایجــادوایمنــوتراپی
ــوپلی ــوزوم–Aاگزوتوکســین-ســاکاریدلیپ ــلاژل-ریب -ف

-آلژینـات بـالا مولکـولی وزنبـا سـاکاریدهاي پلی-پیلی
ترکیبـی چندايهکونژوکه–خارجیغشاءهايپروتئین

–DNAترشـحی سیستمهايپروتئین–هاواکسنIIIو
قـرار توجـه مـورد واکسـن کاندیـد ترکیبـات بعنوانغیره
].2،3[ندگرفت

نوزا،یآئروژسودوموناسیسلولخارجينهایتوکسانیمدر
هایبررس. دارديزایماریبدریمهمنقشAنیتوکسواگز

Aنیاگزوتوکسردنقصباموتانتکیکهدهدیمنشان

موشهادریوحشهیسوبهنسبتيکمتريزایماریببار20
استترانسفرازلیبوزیرADP–کیAنیاگزوتوکس.رددا

در) eEF-2(-2يسازلیطوفاکتورمهارباعثکه
مهارنیپروتئسنتزجهینتدرشود،یموتیوکاریيسلولها

پاسخمهارباعثAنیاگزوتوکس. ردیمیمسلولوشده
Aنیاگزوتوکسهمچنین. شودیمعفونتبهزبانیم

خاصیت آنتی ژنیک داشته وقتی دوز کمتر از 
سیتوتوکسیک آن به کار می رود برعلیه آن آنتی بادي 

اساس نتایج مطالعات مختلف این که برشودساخته می 
بنابراین بعنوان . محافظت کننده استبسیارآنتی بادي

واکسن مورد توجه قرار یک فاکتور مهم  براي کاندید
.]4-9[گرفت
سهعملکردبراساسAنیاگزوتوکسپپتیديپلیزنجیر
بهتوکسیناتصالباعثIدومین.داردمشخصدومین
تقسیمکوچکدومیندوبهخودکهشودمیهدفسلول

آمینیانتهايدر) 252-1هاياسیدآمینو(Iaشودمی
آنبهواتصالتوررسپشناساییمسئولوگیرد،میقرار
عملکرد) 365-404سیدهاياوآمین(Ibدومین. باشدمی

توکسینترشحبراياستممکننیستمشخصآندقیق
.باشدداشتهکمکینقشسمیتدریاوباشدضروري
انتقالبراي) 253- 364هايآمینهآسید(IIدومین

IIIدومین.استنیازموردازغشائتوکسین

امینهاسیدچهارباهمراه) 405-613آمینواسیدهاي(
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497)3(7؛ دوره94سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی              
ودهدمیتشکیلراکاتالیتیکیواحدزیر) 400-404(

منجرعملاین. داردترانسفرازيریبوزیل- ADPفعالیت
میسلولمرگباعثنهایتدروپروتئینسنتزمهاربه

].10[شود
براي تزریق به حیوان آزمایشگاهی و مطالعه آثارحفاظتی

اولین قدم ،آنتهیه و تخلیص ،سمیغیرAنیاگزوتوکس
با حذف دومین این مطالعه که طیدر مطالعات می باشد

تولید آن بروش نوترکیب و در ، Aاگزوتوکسینتوکسیک 
نتایج ارزیابی خصوصیات آنتی وشرایط بهینه با غلظت بالا

. ژنیک آن درآزمایشگاه گزارش شده است
راکروش

ناحیه (IIو Iن هايا یک جفت پرایمر براي دومیابتد
براساس exoAژن ) اتصال به رسپتور وانتقال دهنده

PAO1سودوموناس آئروژینوزاي سویه exoAتوالی ژن 

.طراحی شدNCBIیاطلاعاتگاهیپادرشدهثبت
Gene Runnerافزارنرمباشدهطراحیپرایمرهاي

کییطراحطیشراواصولممکنحدتاوشدبررسی
سر،سنجاقمر،یدالوپ،جادیاهمانندعدممناسبمریپرا

رهیغومناسبطول،G+C% وTmیکینزدوتطابق
.دیگردتیرعا

از مرکز PAO1سودوموناس آئروژینوزاي سویه سپس 
دانشگاه علوم پزشکی تبریز تهیه و تحقیقات بیوتکنولوژي

پس از کشت واحیاء با استفاده از تست هاي متداول 
DNAراي استخراجب. یت گردیدبیوشیمیایی تعیین هو

-ی با روش فنل ژنومDNAاستخراج.ستفاده شدژنومی ا
استخراجDNAتیفیکوتیکموکلروفرم صورت گرفته

درينورجذبيریگاندازهيهاروشازاستفادهباشده
موردآگارزژليروبرالکتروفورزونانومتر280و260

DNAبا ExoAاي برPCRو واکنش گرفتقراریابیارز

:با شرایط زیر انجام شدµl25ژنومی در حجم 
ریغيباندهاریساازExoAصیتخلويجداسازيبرا

،حذف پرایمرهاي باقی ماندهی واحتمالیاختصاص
باندسپسوالکتروفورزآگارزژليروبرPCRمحصول

ذوبازپسبانديحاوژل. دیگردجدادقتبانظرمورد
ازاستفادهبا) قهیدق10مدتبهدرجه56يدما(کردن

طبقMN (Macherey Nagel)از ژلصیتخلتیک
.شدخالصوافتیبازسازندهشرکتدستورالعمل

بــا I,IIEXOAون ســازي قطعــه ژنــی دومــین هــاي کلــ
و بـا  E.Coli DH5α، میزبان PTZ57Rوکتوراستفاده از

T/Aروش  Cloning   براساس دسـتورالعمل کیـتINS

TA clone PCR cloning kitغربـالگري براي.انجام شد
تعداديPTZ57R-ExoAنوترکیبناقلحاويهايکلون

آگـار LBطیمح ـدریافتـه رشدرنگسفیدهايکلنیاز
محـیط بهوانتخابIPTGوX Gal-سیلینآمپیيحاو
LBکشـت تـا شـد دادهپاسـاژ دیگردارسیلینآگارآمپی

ناقـل دارايهـاي کلنـی وشـود تهیـه هـا کلنیازخالص
ــاPTZ57R-ExoAنوترکیــب ، PCRانجــامهــايروشب

MWGشـرکت و تعیـین تـوالی از طریـق    هضم آنزیمـی 

.شدتاییدآلمان
-PTZ57Rنوترکیـب پلاسـمید ابتداساب کلونینگبراي

ExoA)ژنـی قطعهشدنآزادبرايExoA- (پلاسـمید و
وبیــتکرویمدردو)شــدنخطــیبــراي(PET22bبیــانی
و شـــدندهضـــمXhoIوBamhIمیآنـــزدوبـــامجـــزا

لیگیشـن  پـس از وده گردیبررسیالکتروفورزبامحصولات
.Eبه میزبان بیـانی  PET22bبیانیناقلدر coli BL21

-SDSجهت بررسی بیان پـروتئین از روش . ترنسفورم شد

PAGE)Sodium Dodecyl Sulphate-

Polyacrylamide Gel Electrophoresis(استفاده شد.
وانتخـاب تککلونی،شدهتاییدهايازکلونیبراي این کار

ــراثLBمحــیطدر دروکشــتســیلینآمپــیحــاويب
ازپـس . گرفـت قـرار C°37دمـاي درشیکردارانکوباتور

nm(5/0حـدود بـه هاباکتريرشدازناشیکدورتاینکه

ورددروشـده برداشتطیمحازتریلیلیم1رسید) 600
حاصـل رسـوب وشدوژیفیسانترقهیدق3مدتبه9000
مانـده بـاقی به.دیگرديآورجمعنشدهالقاءنمونهبعنوان
وشـد اضـافه مولاریلیم1غلظتباIPTGکشتمحیط
پیداادامهساعتدوتاشدهالقاءمحیطانکوباسیونمجدداً

شدهبرداشتطیمحازتریلیلیم1ساعتدوازپس. کرد
پلـت وشـد وژیفیسـانتر قهیدق3مدتبه9000دوردرو

بـا ودی ـگرديآورجمـع شـده القـاء نمونـه بعنوانحاصل
بـراي  . گردیدبررسیبیانمیزانSDS-PAGEازاستفاده

پیدا کردن شرایط بهینـه بیـان و بدسـت آوردن بیشـترین     
24و 1،2،3،4در پـروتئین  محصول نوترکیب ، میزان بیان 

، 2، 1، 5/0، 25/0، 125/0غلظت هـاي  قاء با ساعت بعدازال
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498نیاگزوتوکسانیبيسازنهیبهA)نیدومI,II(و همکارانلیدا افتخاري وش...بینوترک

درجــه 37و 28و در دمــاي انکوباســیون مــولاریلــیم3
.سانتیگراد بررسی گردید

،براي بررسی محلول بودن ویا انگلوژن بادي بودن پروتئین
میلی لیتر سوسپانسیون القاء شـده 100کردنسانتریفوژبا

×دوررددردقیقـه 10مـدت بـه  g7000 آنرسـوب
حـل حل کنندهبافرلیترمیلی3دروگردیدآوريجمع

وثانیـه 20زمـانی هـاي فاصـله درسـونیکاتور بـا وگردید
. شـدند سـونیکه بـار 10تعدادبهیخرويدر%80قدرت

g8000 ×دردقیقـه 10مـدت بـه سـلولی لایـزت بعد
.شـد منتقـل دیگـر لولهبهآنروییمایعوشدسانتریفوژ

بـا جداگانـه طـور بـه رسـوب ورویـی مایعازکمیمقدار
پـروتئین بیـان تا. گردیدبررسیSDS-PAGEازاستفاده

.گرددمشخصباديانکلوژنویامحلولصورتبه
یکروماتوگرافیافینیتروش،پروتئینفیوژنتخلیصيبرا

(Agaros Nickel His- Ni-NTA)ــاس براســ
. شداستفادهQIAGENشرکتساختکیتدستورالعمل

رسوب بدست آمده از محصول سونیکاسیون چندین بار در 
بافر لیـز اوره میلی لیتر6-4شستشو شده و در PBSبافر 

g×8000دقیقـه و در  10سـپس بـه مـدت    . حل گردیـد 

سانتریفوژ شد تا ناخالصـی هـاي آن رسـوب کنـد و مـایع      
.ی آماده گرددرویی براي انجام کروماتوگراف

زرین مخلوط شده میلی لیتر2بدست آمده با مایع رویی 
چند بار با هم (دقیقه در دماي آزمایشگاه 30وبه مدت 
تا داخل ستون ریخته شدبهسپس . انکوبه شد) زدن آرام

.اتصال پروتئین مورد نظر به یون هاي نیکل انجام گیرد
ایمیدازولوسیلهبه،سپس پروتئین مورد نظر

)Imidazole() از ) میلی مولار250-25با غلظت هاي
ستون خارج شد ودرپایان فرآیند تخلیص محصول با 

SDS-PAGEدر نهایت براي .مورد بررسی قرارگرفت
بررسی عملکرد آنتی ژنیک آن از وسترن بلاتینگ با 

A)Sigmaاستفاده از آنتی بادي ضد اگزوتوکسین 

Product Number P2318 (ان منبع ان بعنوو سرم بیمار
.استفاده شدآنتی بادي بطورجداگانه 

یافته ها
بانـدي بـا   ، %1بر روي آگارز PCRت الکتروفورز محصولا

دومـین  (exoAژنکـه بـا   را نشـان داد bp1212اندازه 
I,II( ســودوموناس آئروژینــوزاي ســویهPAO1 مطابقــت

.)1شکل (داشت

کلریترموسادستگاهیی دمامیتنظ: 1جدول 
٩۴primery Denaturationدقیقه4

٩۴secondary Denaturationدقیقه١

۶۵Annealingدقیقه١

٧٢Primery Extentionدقیقه١

٧٢secondary Extentionدقیقه۵

٣١cycle
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499)3(7؛ دوره94سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی              

1             2

مارکرسایز، exoA2ژن، PCR:1محصولالکتروفورزنتیجه: 1شکل

وBamhIيمهاینزآباPET22b-ExoAبینوترکناقل یمینزآهضممحصولالکتروفورز:2شکل
,Xho I1-ExoAI,II،2-مارکرسایز

1212bp
1500bp
1000bp
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500نیاگزوتوکسانیبيسازنهیبهA)نیدومI,II(و همکارانلیدا افتخاري وش...بینوترک

قبـل از  2پـروتئین مـارکر،   1:ساعات مختلف بعداز القـا  درAبررسی بیان اگزوتوکسین : 3شکل 
ساعت بعد از القاء 24و 4،3،2،1بترتیب 7الی3القاء، 

نیپـروتئ IPTG:1با القاء توسط غلظـت هـاي مختلـف    Aنیاگزوتوکسانیبیبررس:4شکل 
میلی مولار2و 1، 5/0، 25/0القاء با غلظت هاي بیبترت6یال3القاء،ازقبل2مارکر،
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501)3(7؛ دوره94سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی              

=W، محلول خروجی ستون،F;، پروتئین مارکرSDS-PAGE.Mتخلیص شده باA(I,II)بررسی اگزوتوکسین:5شکل 

Wash؛E1-E7 250ایمیدازول/بافرتوسط شستشوي ستونmM

نوزایآئروژسودوموناسعفونتبهمبتلامارانیبسرموAنیاگزوتوکسيبادیآنتازاستفادهبانگیمونوبلاتیاجینتا:6شکل
سرم بیمار با عفونت سودوموناس آئروژینوزا- 3,4پروتئین مارکر - A2وکسین آنتی بادي ضد اگزوت- 1
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502نیاگزوتوکسانیبيسازنهیبهA)نیدومI,II(و همکارانلیدا افتخاري وش...بینوترک
.Eمیزبـان  وPTZ57Rناقــللونینیــگ از بـراي ک  coli

DH5αبیـانی ناقـل نینگ از لوو براي ساب کPET22b و
لونینگ بـا آزاد  ک. استفاده شدE.coli BL21میزبان بیانی 
الکتروفــورز در(1212bp)ژنــی مــورد نظــرشــدن قطعــه

محصول هضم آنزیمی پلاسـمید نوترکیـب و در نهایـت بـا     
.)2شکل(شدتاییدMWGشرکت تعیین توالی از طریق 

SDS-PAGEنتـایج والقـاء، کشـت مراحـل انجامازپس

درkD45تقریبـی موقعیـت درنوترکیـب پـروتیئن بیـان 
آزمایشـات مختلـف   . دادنشـان القـاء غیرشرایطبامقایسه

بـا ) 3شـکل (ساعت 4نشان داد بهترین شرایط تولید، القاء 
C37در دمـاي  )4شـکل (IPTG = 1mM/mlغلظـت  

زاتیــولیــیروعیمــابررســیوسونیکاســیون.مــی باشــد
بـه يدی ـتوليهـا نیپـروتئ شتریبکهکردثابتییایباکتر
نشـان آمدهبدستنتایجهمچنین. بوديبادانکلوژنشکل

ــروتئینداد ــب پ ــانوترکی ــويب ــتونشستش ــطس توس
ازبــالاخلــوصبــاوبخــوبیImidazole 250mM/بــافر

)5شکل(شودمیجداستون
) I,IIدومـین  (پـروتئین اگزوتوکسـین  واکنش آنتی ژنیک 

تهیه شده از سیگماAتی بادي اگزوتوکسین با آنبینوترک
)SigmaProduct Number P2318(نگیمونوبلاتیادر

با اسـتفاده از  نگیمونوبلاتیاهمچنین نتایجیدرساثباتبه
سرم بیماران مبتلا به عفونت سودوموناس آئروژینوزا نشـان  
داد پروتئین نوترکیب تخلیص شده در این مطالعه با سـرم  

.)6شکل(بخوبی واکنش نشان می دهداین بیماران 
بحث

هدف از انجام مطالعه حاضر بررسی امکان تولید 
نوترکیب در شرایط بهینه ) I ,IIنیدوم(Aنیاگزوتوکس

I ,IIدومین(Aطی این مطالعه اگزوتوکسین بود بنابراین

به صورت نوترکیب تولید، تخلیص و ارزیابی گردید و )
ن این پروتئین از جمله دماي فاکتورهاي موثر در میزان بیا
وباسیون و غلظت ماده القاء انکوباسیون، مدت زمان انک

امکان و نتایج نشان داد. بررسی و بهینه سازي شدکننده
در مقیاس بزرگ و به )I ,IIنیدوم(Aنیاگزوتوکستولید

.وجود داردبراي مصارف مختلف صورت نوترکیب 
پنومونی رایج ترین عاملسودوموناس آئروژینوزا 

باکتریمی ایجاد شده توسط سودوموناس .بیمارستانی است
این . ]3[آئروژینوزا داراي مرگ ومیر بالاي می باشد

باکتري همچنین داراي تعداد زیادي از فاکتورهاي مقاومت 
که وم است آنتی بیوتیکی با واسطه پلاسمید و کروموز

نتی درمان آنتی بیوتیکی آن را با مشکل مواجه ساخته و آ
کاهش ر ناشی از آن رابیوتیکهاي جدید نیز مرگ ومی

با توجه به مقاومت دارویی بالا و.]16-11[نداده اند 
کاهش روزافزون تاثیر آنتی بیوتیک ها در سودوموناس 

با بررسی راههاي آلترناتیو براي مقابله ،آئروژینوزا
مونوتراپی و و روش ایه عفونتهاي آن یک ضروت فوري بود

باشدهاتواند یکی از موثرترین راهپروفیلاکسی میایمونو
بیماریزايدر مطالعات مختلف فاکتورهاي بنابراین .]17[

. اکسن مورد توجه قرار گرفته استمتعدد بعنوان کاندید و
برخورداراياز اهمیت ویژهAاگزوتوکسین در این میان،

ي عفونتهاي خنثی ساز,خنثی سازي آنبوده و
تولید و .]18،9[دبال داررا بدنوژینوزاسودوموناس آئر

با روشهاي مختلف و ارزیابی آن Aگزوتوکسینتخلیص ا
در مطالعات مختلف گزارش شده بعنوان کاندید واکسن

2009درسالهمکارانویمنافبطوریکهاست
را از محیط کشت باکتري به طور نسبی Aاگزوتوکسین 

Aنیزوتوکساگدیتوکسوئییزایمنیاتخلیص کردند و

یبررسیشگاهیآزمادرموشراPA103هیسوازشدههیته
دیتوکسوئباشدهنهیواکسموشکهدادندنشانوکردند

درسودوموناسيعفونتهااز% A8/93نیاگزوتوکس
آنهاریمومرگوشدهمحافظتیتجربیسوختگ

و1میزا. ]4[کرددایپکاهشکنترلگروهباسهیدرمقا
Aنیاگزوتوکسدرکنندهمحافظتتوپیپادوهمکاران

و333- 289يهانهیامدیاسیکیکهکردندیمعرفرا
-610يهانهیامدیاسیعنیکیماتیآنزهیناحدريگرید

قادرینواحنیاکیتیسنتيهاتدیپپتکهداردقرار638
وشدهAنیاگزوتوکسهیعلیاختصاصيبادیآنتجادیابه
نشانمطالعهونداردوجودهمکیتوکستیخاصآندر
سودوموناسAنیاگزوتوکسيبرادهایپپتنیادوهرداد

بردنکاربهنیهمچناستکنندهمحافظتنوزایآئروژ
نیکاسیآمهمراهبه638-610کیماتیآنزهیناحدیپپت

هدف .]5[دادشیافزاراآلودهموشماندنزندهزانیم
صیتخلودیتوليسازنهیبهنیز مطالعه حاضر

1  -Zaim
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503)3(7؛ دوره94سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی              
آنهیاولیابیارزونوترکیب )I,IIنیدوم(Aاگزوتوکسین
.می باشددر آزمایشگاه

نیهمچنوAنیاگزوتوکساستخراجادیزمشکلاتعلتبه
یبازدهکاهشباعثکهکشتطیمحبهپروتئازهاترشح

يبرایمناسبروشآنبینوترکدیتولشودیممحصول
یمبالاتیفیکوتیکمباAنیاگزوتوکسآوردنبدست

لعات ابنابراین تولید نوترکیب آن در مط.]19،20[باشد
طی و همکارانبیات. رد توجه قرار گرفته استمختلف مو

یک مطالعه اقدام به کلونینگ وبیان دومین هاي توکسیک 
انجام دادند در این مطالعه Aاگزوتوکسین انتقالیو

،ده کلوندومین اتصال به رسپتور و دومین انتفال دهن
بیان و تخلیص شد که یک ترکیب ایمونوژن و غیر سمی از 

است این ترکیب داراي اپی توپ هاي Aاگزوتوکسین 
ترکیب مناسبی با هدف کاندید واکسن می متعدد بوده و

همکارانو2اكیوزنلیداندر مطالعه دیگري .]20[باشد
دستکاريتوکسیژنسویهازبیشترتولیدبراي
AاگزوتوکسینکنندهتولیدمیزباننوانبعPA103شده

میزبانایندرتوانستندآنها. کردنداستفادهنوترکیب
بالابازدهباوطبیعیفولدینگبانوترکیبAاگزوتوکسین

تولیدطبیعیمیزبانسویهاینچونکنندتولید
شکنندهپروتولیتیکهايآنزیموAاگزوتوکسین

درهمکارانو3وانگ.]21[کندنمیتولیدراتوکسین
بیانافزایشوسازيبهینهزمینهدر2010سال

صورتبهE.coli BL21میزباندرAاگزوتوکسین
کردنکموهاکدونتغییرباآنهاوکردندکارنوترکیب

GC %اگزوتوکسینبیان% 70توانستندAدرراE.coliبالا
Aسیناگزوتوکتولیدوتخلیصدربالاتولیداینببرند

باشدمیضروريواکسنکاندیدترکیببعنواننوترکیب
ضمن توجه به تولید ،مختلفدر مطالعات همچنین.]22[

جهت آن تغییراتی در ساختمان ، Aاگزوتوکسین نوترکیب 
است با هدف کاندید واکسن انجام گرفتهغیر سمی کردن

- )Glu-553( 553حذف اسید امینه گلوتامیک شماره که

تخاب اپی توپ هاي خاص ازان–ین توکسیک حذف دوم
حذفبامامطالعهدر.]9[جمله این تغییرات می باشد

2-Wozniak
3- Wang

یسمریغبیترکآنیلیکربوکسيانتهاازنهیامدیاس38
تهیسیمونوژنیاتیخاصباAنیاگزوتوکسو نوترکیب از 

.آمدبدستمناسب
PTZ57R-ExoAبینوترکناقلیتوالنییتعجهینت

شباهتيایگووکردهدییتاراشدهلونکژنتیهو
حامل هاي .بودیژنبانکدرموجودیتوالبا100%

.Eپلاسمیدي مختلفی براي بیان ژن در  coli مورد
استفاده قرار گرفته که از جمله آنها می توان از سیستم 

نام برد در سیستم هاي PETو PQE,PGEXهاي بیانی 
PET از پروموتورT7د پروموتور فوق یک استفاده می شو

RNAتوسط پروموتوربسیار قوي وبسیار اختصاصی بوده و

نتیجه بیان ژن . ]23[شناسایی نمی شودE.coliپلی مراز 
EXOA ناقلبا واسطهPET22b تولید پروتئین نوترکیب

باندي با وزن SDS-Pageشده بوده که در در باکتري القا
که با اندازه گیلودالتون نشان داد45مولکولی تقریبی 

میزبان ،مورد انتظار مطابقت داشت بنابراین این سیستم
.می باشدEXOAمناسبی براي تولید پروتئین نوترکیب 

سلولرونیببهنوزایآئروژسودوموناسدرAنیاگزوتوکس
يپريفضادربلکهشودینمترشحیخارجغشائو

کهشدمشاهدهقیتحقنیادرابدییمتجمعکیپلاسم
انکلوژنصورتبهسلولتوپلاسمیسدرAنیگزوتوکسا

28تاونیانکوباسيدماوکاهشابدییمتجمعيباد
يسازمحلولبهتوجهیقابلکمکزینگرادیسانتدرجه

IPTGمختلفيهاغلظتازاستفادههمچنین. نکردآن

انیبشیافزادريداریمعنتفاوتالقاءمدتتغییرو
،IPTGمولاریلیمکیغلظتودوجنیاباندادنشان
درجه37ونیانکوباسيدماوالقاءساعت4زمان
.بودمطالعهنیادردیتولطیشرانیبهترگرادیسانت

Cهیناحدرنیدیهست6وجودوpET22bناقلازاستفاده

توسطآنصیتخلبهوژنیفنیپروتئنالیترم–
ياهIBs. کردکمکNi-sepharoseنیرزیکروماتوگراف

اماشدحلیبراحتمولار8اورهدرشدهيآورجمع
انتیگرادتوسطصیتخلمراحلدرستونازآنيجداساز

pH250دازولیمیاازاستفادهوبودهنییپابازدهيدارا
دادیمشیافزارامحصوليجداسازبازدهمولاریلیم

هاIBsيسازمحلوليبرامولار8اورهازاستفادهنیبنابرا
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مولاریلیم250دازولیمیاودازولیمیاغلظتانتیگرادو

.بودمطالعهنیادرنیپروتئصیتخليبراطیشرانیبهتر
نتایج وسترن بلاتینگ نشان دهنده ماهیت قابل قبول 
پروتئین نوترکیب بوده بطوریکه در آزمایش وسترن 

با پروتئین نوترکیب تخلیص شده در این مطالعه ،بلاتینگ
و با پلی کلونال تهیه شده از شرکت سیگما آنتی بادي 

سرم بیمارانی با عفونت سودوموناس آئروژینوزا بخوبی 
نتایج آزمایش وسترن بلاتینگ با سرم . واکنش نشان داد

بیمارانی با عفونت سودوموناس آئروژینوزا حضور آنتی بادي 
را در سرم تمامی بیماران مورد Aبر علیه اگزوتوکسین 

Aد که این موضوع اهمیت اگزوتوکسین آزمایش نشان دا

را نشان می دهد بنابراین خنثی بیماریزابعنوان یک فاکتور 
در مبارزه با عفونت هاي سودوموناس آئروژینوزا سازي آن 

این نتایج پیشنهاد می . از اهمیت ویژه اي برخورددار است
ندکند پروتئین نوترکیب تهیه شده در این مطالعه می توا

سیون مورد بررسی قرار گیرد بنابراین اایمونیزدر مطالعات
نیزاسیون فعال وغیر فعال و پیشنهاد می شود اثر آن در ایم

و حتی استفاده ار آن بعنوان فاکتور کمک درمانی در مدل 
.حیوانی مورد بررسی قرار گیرد

نتیجه گیري
PET22bناقلنوترکیب در)I,IIنیدوم(Aاگزوتوکسین

یکباساعت4يالقاشرایط درE.coliBl21و در میزبان 
غلظتبادرجه سانتیگراد37يدمادرIPTGمولاریلیم

درد توانیمنیپروتئنیابخوبی بیان می شود وبالا
و در آزمایشگاه بصورت نوترکیب تولید شودبالااسیمق

مدلدربعنوان یک ترکیب غیر سمی و کاندید واکسن 
.ی مورد بررسی قرارگیردوانیح

و قدردانیتشکر
دانشگاه آزاد اسلامی واحد مالیحمایتمطالعه بااین

کد طرح (طرح مصوببعنوانومراغه
نویسندگان از .گرفتانجام)051471900227002

مساعدت معاونت پژوهشی این دانشگاه و از همکاري آقاي 
حمید مصطفی زاده، خانم دکتر لیلا رهبر نیا و خانم شیوا 

.ردانی می نمایندعهدي تشکر و قد
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Abstract

Background & Objectives: P. aeruginosa exotoxin A plays an important role in
virulence of the bacterium and its neutralization can abolish the P. aeruginosa
pathogenicity. Therefore, we showed optimization of recombinant production and in
vitro antigenic characteristics evaluation of exotoxin A (domains I and II) as a
vaccine candidate.
Material & Methods: In this study, after DNA extraction and amplification with
PCR, gene fragment was ligated to Pet22b vector and transferred to E.coli BL21.
The protein expression was evaluated by SDS-PAGE method. The Ni-NTA affinity
chromatography was used for recombinant protein purification. Then, the reactivity
of recombinant exotoxin A with anti-exotoxin A antibody (Sigma) and sera from P.
aeruginosa infected patients was evaluated by western blotting method.
Results: Sequencing of cloned gene showed that the sequence of exoA I-II gene was
in accordance with exoA I-II from P. aeruginosa PAO1. SDS-PAGE analysis
indicated that expression of recombinant protein with a molecular weight of 45kD.
The results showed, 4 hours induction with IPTG = 0.5mM/m in 28˚C is optimum
condition for expression protein. Western blot analysis of the purified protein
demonstrated that ExoA I-II could be recognized by antibody against native exotoxin
A and the serum of patients with P. aeruginosa infection.
Conclusion: These results suggest that recombinant exoA I-II protein can be
produced in the laboratory and this system can be used for large scale production of
this protein for subsequent immunological studies.
Key words: Pseudomonas aeruginosa - vaccine candidate - exotoxin A-
recombinant vaccine
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