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چکیده
   مقدمه: پروتئین IpaD نقش مهمی در تهاجم، بیماري زایی و ایجاد عفونت توسط باکتری ‌ها‌ی شیگلا و اشریشياکلي دارد. یکی دیگر از فاکتورهای بیماریزای اصلی در شیگلا دیسانتری تیپ 1 و E.coli O157:H7 انتروتوکسین شیگلا یا (StxB) می ‌باشد. با مخلوط یا ممزوج پروتئین IpaD  با  STxBمی ‌توان منتخب احتمالی مناسب برای واکسن تهیه نمود. در اين مطالعه ایمنی زایی و تيتر آنتی بادی ممزوجي، مخلوط و جداگانه پروتئین ‌ها‌ي نوترکیب IpaD و STxB در موش سوري با يکديگر مقايسه شده است.
    مواد و روش ها: در این مطالعه تجربی، وکتورهای نوترکیب دارای توالی ژنی stxB-ipaD، ipaD و stxB تهیه و درون باکتریcoli BL21 DE3 E. منتقل شدند، میزان بیان پروتئین مذکور مورد ارزیابی و با استفاده از تکنیک لکه گذاری وسترن، بیان آن مورد تایید قرار گرفت. بعد از تخلیص پروتئین نوترکیب با ستون کروماتوگرافی، چهار نوبت متوالی به موش سوری تزریق شد. 
   یافته‌ های پژوهش: تیتر آنتی بادی علیه آنتی ژن ‌ها‌ی STxB، IpaD، ممزوج STxB-IpaD و مخلوط STxB با  IpaDدر موش‌ ها‌ي سوری از لحاظ آماري کاملاً متفاوت بود و با اضافه شدن IpaD به  StxBميزان تيتر آنتي بادي افزايش يافت. 
   بحث و نتيجه گيري: نتايج این تحقیق، بیانگر آن است که لینکر فورینی به وسیله شبه فورین ‌ها‌ جدا شده و پروتئین حاصل از مخلوط و امتزاج ژن های ipaD  و stxB، می تواند اثر ايمني زايي STxB را افزايش دهد و منتخب احتمالی مناسبی جهت تولید واکسن نوترکیب علیه انواع شیگلا و اشریشياکلي باشد.
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    باکتری شیگلا دیسانتری از خانواده انتروباکتریاسه‌ ها‌ می ‌باشد. شیگا توکسین یا STx عامل اسهال خونی شیگلا است. پروتئین STx از سم‌ ها‌ی دو قسمتی A و B است که قسمت غیر سمی STxB برای ورود و عملکرد قسمت سمی یا STxA ضروری می ‌باشد. هم چنین پروتئین ‌ها‌ی IpaA/B/C/D/H محصول پلاسمید تهاجمی شیگلا می ‌باشند. که پروتئین IpaD در گونه‌ ها‌ی شیگلا شباهت زیادی به هم دارد. مهم ترین شیگلاها از نظر بیمـاریزایی و بروز اپیدمی  ها چهار سروتیپ هستند که بر اساس پلی ساکارید اختصاصی o (osp) در LPS طبقه بندی می‌ شوند و به نام شیگلا دیسانتری(S.dysentry)، شیگلا فلکسنری (S.flexeneri)، شیگلا سونئی(S.sonneii)، شیگلا بویدی(S.boydii) نام گذاری شدند. اسهال خونی با عامل شیگلا در صورت عدم درمان به مرگ می ‌انجامد(1،2). شیگا توکسین یا STx به عنوان یکی از عوامل ویرولانس شیگلا دیسانتری تیپ یک در ایجاد اسهال خونی و دیسانتری مطرح است. توکسین شیگا STx، انتروتوکسین شیگلا دیسانتری، یک پروتئین هموپنتامر با وزن مولکولی kDa 5/70 بوده که از یک زیر واحد منومریک سمی و آنزیماتیک به نام STxA و از یک زیر واحد متصل شونده به رسپتور هموپنتامریک به نام STxB تشکیل شده است. قسمت غیر سمی STxB برای ورود و عملکرد قسمت سمی یا STxA ضروری می‌ باشد(4،3). هر منومر   STxBاز 69 اسید آمینه تشکیل شده و وزن ملکولی حدود kDa 7/7 دارد. هرمنومراز یک مارپیچ آلفا(α helix) و 6 صفحه بتا( (β sheet تشکیل شده است. این 5 منومر به طریقی تاخوردگی پیدا می‌ کنند که صفحات بتا در سطح خارجی و مارپیچ‌ ها‌ی آلفا در داخل قرار می ‌گیرند(4،3). پروتئین STxB به گیرنده سطح سلولی خود به نام Gb3 متصل می ‌گردد که روی اکثر سلول های بدن بیان می‌ شود(5). مطالعات نشان داده است که بیان Gb3 در سطح سلول های سرطانی انسان فراوانی بسیار زیادی دارد. Gb3 بیان زیادی در سطح سلول های سرطانی مثل لنفوما، کارسینوماهای تخمدان، سینه و کلون دارد. هم چنین این فراوانی در سطح سلول های دندریت(DC) انسانی و موش نیز دیده می ‌شود(6). با تولید آنتی بادی علیه STxB و خنثی سازی آن می‌ توان از اتصال و ورود قسمت سمی(STxA) به درون سلول هدف جلوگیری کرد. هم چنین یکی دیگر از عواملی که در بیماریزایی شیگلا نقش دارد پروتئین ‌ها‌ی IpaA/B/C/D/H هستند که محصول پلاسمید تهاجمی شیگلا می‌ باشند. کمپلکس ایجاد شده از سه پروتئین IpaB/C/D نقش بسیار مهمی در اتصال به سلول‌ ها‌ی اپیتلیالی روده(M-cell) و فرار از فاگوزوم ماکروفاژها بازی می ‌کند(7،8). توالی نوکلئوتیدی و اسید آمینه ‌ای IpaD در بین گونه ‌ها‌ی شیگلا شباهت زیادی نسبت به هم دارد. به این صورت که توالی IpaD  در شیگلا دیسانتری سروتیپ 1 با شیگلا بوئیدی 98 درصد، شیگلا سونئی 95 درصد، شیگلا فلکسنری ۹۴ درصد کاملاً همولوژی دارد(۹). در ابتدا وکتورهای نوترکیب مربوط به این پروتئین‌ ها‌ در باکتری E.coli BL21 ترانسفورم گردید. با تولید آنتی بادی پلی کلونال IgG علیه  IpaD  می ‌توان از بیماریزایی شیگلا جلوگیری کرد. هم چنین ترانسفورم کاست ژنی stxB –IpaD  در باکتری E.coli BL21 و بررسی بیان و ایمنی زایی آن در موش می ‌تواند به عنوان منتخب احتمالی مناسب واکسن علیه بیماري شیگلوزیز باشد(4،3). هدف از انجام این تحقیق مقایسه تیتر آنتی بادی تولیدی در موش علیه آنتی ژن‌ ها‌ی stxB، IpaD، ممزوج stxB- IpaD و مخلوط stxB با IpaD، ایمنی زایی موش ‌ها‌ علیه E.coli O157:H7 و معرفی بهترین شکل منتخب احتمالی مناسب واکسن علیه باکتری شیگلا می‌ باشد.
مواد و روش‌ ها‌ 
   تهیه کاست ‌ها‌ی ژنی stxB٬  ipaD و stxB- ipaD در(pET28a(+: از ژن صناعی تهیه شده، کاست‌ ها‌ی ژنی stxB، stxB-ipaD و ipaD در وکتور pET28a(+) همسانه سازی شد(9،10،16). وکتورهای بیانی pET28a(+) داراي ژن‌ ها‌ي stxB٬ ipaD  و stxB-ipaD در سلول‌ ها‌ی مستعدE.coli  سویهBL21(DE3) (stratagen)  ترانسفورم شد. کلون‌ ها‌ی انتخابي به کمک  PCR تایید شدند.
   بیان ژن ‌ها‌ي stxB ٬ ipaD  و stxB- ipaD: از کشت شبانه کلون‌ ها‌ی جداسازی شده میزان 100 میکرولیتر به 5 میلی لیتر محیط LB مایع تلقیح و پس از رسیدن OD به 6/0 در طول موج 600 نانومتر (برای به دست آوردن میزان رشد باکتری)، ماده القاء کننده پروموتر (IPTG) فرمنتاز با غلظت 1 میلی مولار به محیط کشت افزوده و به مدت 3 ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد انکوبه شد.
   الکتروفورز SDS-PAGE: نمونه‌ ها‌ قبل و بعد از القای IPTG، همراه با مارکر پروتئینی(SM0671) تحت شرایط دناتوره، الکتروفورز شدند. غلظت ژل 12 درصد با جریان ثابت 25 میلی آمپر بود.
   تایید پروتئین ‌های نوترکیب: برای تایید پروتئین ‌های نوترکیب بیان شده از تکنیک ایمونوبلات با آنتی بادی ضد His-tag استفاده شد. عصاره سلولی پس از بیان با استفاده از سیستم لکه گذاری وسترن Bio-rad (Mini Protean) و بافر انتقال(گلایسین 192 میلی مولار، تریس 25 میلی مولار،SDS  1/0 درصد و متانول 20 درصد و 3/8 pH:) روی کاغذ نیتروسلولز منتقل شد. کاغذ نیتروسلولز با استفاده از بافر PBST (NaCl 37 میلی مولار، KCl 7/2 میلی مولار، Na2HPO4.7H2O 3/4 میلی مولار، تویین20 درصد و2/7 :pH) حاوی 5 درصد شیر خشک به مدت 16 ساعت در دمای 4 درجه سانتی گراد بلاک گردید. نمونه پس از سه بار شستشو با بافر PBST، به مدت یک ساعت با رقت 10000/1 آنتی بادی ضدHis-tag(ebcam) کانژوگه دار در بافر PBST در دمای اتاق مجاور شد. در نهایت پس از سه بار شستشو با بافر PBST، برای آشکارسازی از سوبسترا(بافر تریس mM50 و 8/7pH: حاوی mg 6 DAB، 10µl H2O2) استفاده شد. پس از انجام واکنش بین کانژوگه و سوبسترا و ظاهر شدن باند پروتئینی روی کاغذ نیترو سلولزی، واکنش با استفاده از H2O متوقف گردید(11).
   تخلیص پروتئین نوترکیب: پروتئین حاصل تحت شرایط دناتوره و با استفاده از ستون Ni-NTA (سیناژن؛ ایران) جداسازی و نمونه‌ ها‌ی حاصل بر روی ژل 12 درصد الکتروفورز شد. غلظت پروتئین بیان شده به کمک روش برادفورد و با استفاده از آلبومین سرم گاوی BSA)سیناژن) به عنوان استاندارد انجام گرفت(11).
   تولید آنتی بادی علیه پروتئین‌ ها‌ی IpaD، STxB  و STxB –IpaD: به میزان 20، 15 و 10 میکروگرم از پروتئین ‌ها‌ی  IpaD، STxB و STxB IpaD- در چهار نوبت، بار اول همراه با ادجوانت کامل(Freund’s complete adjuvant) و در نوبت‌ های بعدی با ادجوانت ناقص فروند به ترتیب به موش ‌ها‌ تزریق و در نهایت از موش‌ ها‌ خون گیری و توسط آزمایش الایزا تیتر آنتی بادی آن اندازه ‌گیری شد(11-9).
یافته های پژوهش
    تایید حضور توالی‌ های مورد نظر در وکتور pET28a(+) توسط  PCRمستقیم: پلاسمید‌ها‌ی نوترکیب تهیه شده به باکتریE.coli BL21DE3 ترانسفورم شد. به منظور تایید حضور قطعه مورد نظر در وکتور بیانی pET28a(+) از واکنش PCR استفاده شد. که در این حالت ژن stxB، ipaD و stxB- ipaD که حدود 250، 336 و 561  جفت باز طول دارد(شکل شماره 1).
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                                         الف                                                                    ب
شکل شماره 1. PCR ژن ‌ها‌ روی ژل آگاروز 1 درصد. الف) ستون 1: استخراج پلاسمید 2: باند حاصل از PCR  ژن IpaD-stxB  3: نشانگر مولکولی10000 bp. ستون 5، 6، 7، 8: باند حاصل از PCR ژن stxB. ب) ستون 1: نشانگر مولکولی10000 bp. ستون 2 تا 7: باند حاصل از PCR ژن IpaD.


   بیان پروتئینSTxB٬ IpaD و  STxB-IpaDو تخلیص آن: کلنی انتخابي در محیط کشت LB مایع در 37 درجه سانتی ‌گراد کشت داده شد و پس از رسیدن به رشد کافی به منظور بیان پروتئین توسط 1 میلی مولار IPTG القاء گردید و برای بررسی بیان و کیفیت آن روی ژل SDS-PAGE برده شد(شکل شماره 2). باند پروتئینی STxB، IpaD و stxB- IpaD به ترتیب در جایگاه صحیح 3/11، 7/16 و 25 کیلودالتون قرار گرفت در حالی که در کنترل‌ ها‌ هیچ باندی دیده نشد. پروتئین‌ ها‌ی نوترکیب به کمک 
[image: ]ستون نیکل خالص سازی گردید و غلظــت پروتئــین ‌ها‌ی تولیدی به روش برادفورد اندازه گیری شد. 
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شکل شماره 2. تخلیص پروتئین ‌ها‌ به وسیله ستون نیکل. الف) StxB، دارای وزن مولکولی 3/11 کیلودالتون ب) StxB-IpaD، دارای وزن مولکولی 25 کیلودالتون، ج) IpaD، دارای وزن مولکولی 7/16 کیلودالتون. 

    
آنالیز لکه گذاری وسترن با آنتی بادی ضد His-tag: بیان پروتئین مورد نظر به دلیل داشتن توالی His-tag به کمک وسترن بلات و به کار گیری آنتی بادی علیه His-tag مورد تائید قرار گرفت و باند وسترن در جایگاه صحیح مدنظر قرار گرفت اما در ستون کنترل هیچ باندی دیده نشد(شکل شماره 3).
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شکل شماره 3. وسترن بلات: ستون 1: نمونه کنترل IpaD بدون IPTG، ستون 2: نمونه بیانی IpaD، ستون 3: نمونه کنترل IpaD-StxB بدون IPTG، ستون 4: نمونه بیانیIpaD -StxB، ستون 5: نشانگر مولکولی PR0602، ستون 6: نمونه بیانی StxB، ستون 7: نمونه کنترل StxB بدون IPTG


    ارزيابي تیتر آنتي بادي علیه پروتئین نوترکیب به روش الايزای غیرمستقیم: به منظور ارزیابی آنتی بادی تولید شده و محاسبه میزان آن در هر مرحله تزریق از روش الایزای غیرمستقیم استفاده شد. یک هفته بعد از تزریق سوم و چهارم به صورت تصادفی از موش ‌ها‌ی تست و شاهد خون گیری به عمل آمد و بعد از جداسازی سرم آن ها آزمایش الایزا انجام شد که نمودار میانگین تیتر آنتی بادی در نمودار شماره 1 نشان داده شده است.
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نمودار شماره 1. تیتراسيون سرم موش. جذب در طول موج 490 نانومتر بعد از تزریق چهارم علیه پروتئین‌ ها‌ی  IpaD،
 STxB و STxB IpaD-

بحث و نتیجه گیری 
   
    بیماری شیگلوزیز همیشه به عنوان یک اسهال خونی باسیلی حاد شناخته می ‌شود که با مدفوع آبکی همراه با خون و موکوس توام با علائم بالینی چون تب، کرامپ‌ ها‌ی شکمی مشخص می ‌گردد که ممکن است به همراه نشانگان خونریزی دهنده ادراری باشد. از طرفی شيگا توكسين مي‌ تواند مشكلات سیتوتوکسیک و نوروتوكسيك ايجاد نمايد. امروزه تلاش های زیادی برای ساخت واکسن علیه شیگلا و سم آن انجام شده و کاندیدا‌ها‌ی زیادی گزارش شده است. جالب این که هیچ کدام از این کاندیداها به دلایل مختلف تا امروز مورد تائید سازمان جهانی سلامت WHO وFDA  قرار نگرفته است. اما تلاش ها برای ساخت واکسن علیه شیگلوز به طور جدی ادامه دارد. نتایج پژوهش‌ ها‌ی منتشر شده در خصوص شیوع شیگلا در ایران، نشان می‌ دهد که تا چند سال پیش شیگلا فلکسنری بیشترین شیوع را در ایران دارا بوده است. در رتبه ‌ها‌ی بعدی به ترتیب شیگلا سونئی و شیگلا دیسانتری قرار دارند و مقدار کمی شیگلا بوئیدی مشاهده شده است. اما مطالعات جدید نشان از شیوع بیشتر شیگلا سونئی در مقابل شیگلا فلکسنری می ‌دهد. تقریباً همین ترتیب شیوع شیگلا در کشورهای همسایه ایران(عربستان و پاکستان) نیز گزارش شده است(10).
    با توجه به گزارشات محققان ایرانی مبنی بر فراوانی وقوع و مقاومت آنتی ‌بیوتیکی شیگلا این باکتری می‌ تواند به عنوان یک عامل ناتوان کننده مورد توجه قرار گیرد. بنا بر این لازم هست که سوش‌ های بومی ایران به منظور تهیه واکسن مورد مطالعه قرار گیرند(12). به صورت رایج هیچ‌ گونه واکسنی برای شیگلا در دسترس نیست. هر چند که سلول ‌ها‌ی T در حفاظت علیه شیگلا نقش دارند اما برای ایمن شدن ضروری نیستند. داده ‌های حاصل از چندین مطالعه نشان دادند که پاسخ ایمنی همورال نقش مهم‌ تری را در ایمنی علیه شیگلا با هر دو پاسخ سیستمیک و مخاطی علیه LPS  و تعدادی از پروتئین‌ های کد شده توسط پلاسمید بیماریزا، از جمله پروتئین‌ های Ipa دارد. شیگلا دیسانتری تیپ 1 هنوز هم عمده ‌ترین علت اصلی اپیدمی اسهال، در صد سال اخیر می ‌باشد و نسبت مرگ و میر آن در کشورهای جهان متفاوت است(1). مکانیسم بیماریزایی این باکتری شامل دو مرحله کلیدی است: مرحله اول شامل اتصال و به دنبال آن کلونیزاسیون باکتری به سطح سلول ‌های اپی تلیال روده کوچک به وسیله فاکتورهای کلونیزاسیون که باعث تورم و ایجاد زخم‌ های سطحی، تجمع پلی نوکلئورها و بالاخره نکروز و خونریزی می ‌گردد و به صورت بلغم و خون همراه با مدفوع دفع می ‌شود. در مرحله دوم باکتری تولید شیگا توکسین کرده و به سلول‌ های اپی تلیال روده بزرگ حمله و سبب آماس و زخم‌ هایی روی دیواره روده می‌ گردد که نتیجه آن اسهال خونی است. باکتری شیگلا با به کار گیری سیستم ترشحی نوع 3 فاکتورهای بیماریزای خود را به سلول میزبان انتقال می‌ دهد. پروتئین IpaD فاکتوری است که در راس این سیستم برای تهاجم باکتری به سلول میزبان ضروری است. IpaD یک پروتئین چند کاره است که ترشح و عرضه پروتئین ‌های IpaB و IpaC را در حد فاصل سلول میزبان- باکتری و هم چنین نفوذ صحیح ناقل ‌های پروتئینی به داخل سلول میزبان را کنترل می ‌کند. پروتئین IpaD یک پروتئین kDa 37  بوده و در بین سایر پروتئین ‌های اپرون Ipa تنها پروتئین IpaD آب دوست می‌ باشد. ناحیه  -Nترمینال نزدیک به مرکز در تمامی مطالعات یک ناحیه عملکردی و بسیار مهم در IpaD تلقی می ‌شود. در مطالعاتی که به منظور شناسایی اپی ‌توپ ‌های IpaD صورت پذیرفت غالب اپی ‌توپ‌ های در دسترس IpaD، در این ناحیه قرار داشتند. هم چنین عملکرد IpaD به عملکرد این ناحیه بستگی دارد به نحوی که اگر فعالیت آن سرکوب گردد به طور کلی قابلیت تهاجم شیگلا سرکوب می ‌شود(17،13).
    مطالعات انجام گرفته نشان دادند که آنتی ‌بادی ‌هایی که ناحیه N-ترمینال پروتئین IpaD را شناسایی می ‌کنند توانایی برهمکنش این پروتئین با نمک ‌های صفراوی به ویژه دی اکسی کولات را سرکوب می ‌نمایند. در این حالت باکتری قادر به انجام فعالیت ویژه خود برای فراخوانی و به کارگیری  IpaB نخواهد بود. در نتیجه توان شیگلا برای ایجاد منفذ در سلول یوکاریوتی از بین رفته و پروسه ورود باکتری به درون سلول میزبان سرکوب می ‌شود. این نتایج به طور ویژه‌ ای نشان می ‌دهد که پروتئين IpaD و به ویژه ناحیه N ترمینال این پروتئین یک فاکتور لازم در ورود باکتری شیگلا به سلول ‌های میزبان است و این پروتئین به عنوان یک آنتی ژن بالقوه در طراحی واکسن مطرح است(13).
    آنتي ‌بادي عليه IpaD مي‌ تواند توانايي باكتري را براي تهاجــم سـاقط نمايد هم خواني دارد. آزمايشات در محــيط in  vivo  نيز با استفاده از روده خرگوش انجام شد. بدين ترتيب كه پس از  تهيه آنتي ‌بادي Anti-IpaD با روش ايمونيزه كردن خرگوش ‌ها، آنتي ‌بادي ‌ها را در رقت‌ هاي مختلف با باكتري شيگلا مخلوط نموده و از آن در آزمايش Rabbit Intestinal iliac loops استفاده شد. نتايج اين گونه بود كه در غلظت ‌هاي اوليه آنتي ‌بادي هيچ گونه ضايعه اي در روده ‌ايجاد نشد. در صورتي كه در آزمايش كنترل منفي كه باكتري بدون حضور آنتي ‌بادي درون روده خرگوش قرار گرفت سراسر روده دچار ضايعه شد(13).
    تحقیقات صورت گرفته مشخص کردند که مقدار آنتی ژنی که در حالت فیوژن شده با یک ادجوانت برای مصرف ضروری است، کمتر از مقداری می ‌باشد که به صورت تجویز هم زمان  برای ایمنی زایی استفاده می ‌گردد که این نشان از مزیت‌ متصل کردن آنتی ژن ‌ها با ادجوانت‌ ها‌ی مختلف دارد. امروزه توجه خاصی به واکسن‌ هایی شده است که دارای این مزیت هستند(14). به منظور تقویت اثر واکسن و رفع محدودیت عمده آن‌ یعنی میزان ایمنی زایی پایین آنتی ژن‌ های محلول، بایستی ناحیه N ترمینال IpaD به عنوان آنتی ژن کاندیدای واکسن شیگلوز با یک ایمنوادجوانت مناسب همراه شود که برای این منظور در این مطالعه stxB انتخاب گردید. ژن stxB در باکتری E.coli کلون شده و بیان آن بررسی گردید و ایمنی زایی آن صورت پذیرفت(15). مطالعات نشان می ‌دهد که به خاطر وزن مولکولی پایین STxB پاسخ ایمنی ناچیزی علیه آن دیده می ‌شود. از طرفی STxB به خاطر اتصال اختصاصی با گیرنده Gb3 روی اکثر سلول‌ ها‌ی سرطانی، امروزه برای انتقال داروهای ضد سرطان به این سلول ها و کاهش اثرات سوء شیمی درمانی توجه دانشمندان زیادی را به خود جلب کرده است(18،17).
   به منظور افزایش ایمنی زایی مخاطی علیه STxB تلاشی انجام شد که در طی آن پروتئین تخلیص شده STxB را به کمک میکروسفر‌ها‌ی لیپیدی سنتتیک به صورت نازال تلقیح کردند که نتایج آن تقویت نسبی پاسخ ایمنی را نشان می‌ داد. با ممزوج کردن STxB- IpaD میزان ایمنی زایی آن با استفاده از سم فعال O157:H7 E.coli در خوکچه هندی تا 28 برابر افزایش یافته است(19،18، 15). با توجه به مکانیزم عمل هر کدام از پروتئین‌ ها‌ی نوترکیب، این پروتئین‌ ها‌ می ‌بایستی در سطح سلول از یکدیگر جدا شوند. با توجه به نتایج به دست آمده از مقایسه تیتر آنتی بادی تولیدی بین پروتئین  STxBو  IpaDممزوجی و مخلوطی نشان داد که پروتئین ممزوجی STxB- IpaDدر سطح سلول از یکدیگر جدا شده ‌اند.
    ژن‌ های شیگا توکسین Shiga toxin 1A subunit (stx1A) and Shiga toxin 1B subunit (stx1B) در سویه ‌ها‌ی مختلف Escherichia coli , Bacteriophage و Shigella sonnei و S.dysenteriae type 1 و Enterobacteria phage VT1 و ژن ipaD در سویه‌ ها‌ی مختلف  Escherichia coli و گونه‌ ها‌ی مختلفShigella  و سویه مختلف Shigella , flexneri و Shigella boydii و Shigella sonnei و Shigella dysenteria  وجود دارد. این باکتری ‌ها‌ به عنوان عوامل ناتوان کننده مطرح بوده و ممکن است در جنگ ‌ها‌ی بیولوژیک استفاده گردد. با ممزوج و یا مخلوط کردن پروتئین ژن ‌ها‌ی مورد نظر میزان تیتر آنتی بادی تولیدی در میزبان و ایمنی زایی آن ها 
را می ‌توان مقایسه نمود. 
    نتایج تحقـیقات انــجام شده نقش حاملی، آنتي ژني و 
ادجوانتی پروتئینSTxB را اثبات کرده‌ اند. در این تحقیق  خاصیت آنتی ژنی STxB و خاصیت ادجوانتی آن مد نظر بوده‌ است که بتوان در ورود باکتری به سلول های میزبان و براي مقابله با شيگا توکسين ‌ها‌ به طور هم زمان عمل نمود. نتیجه این تحقیق در بررسی تیتر آنتی بادی تولیدی در موش‌ ها‌ بیانگر آن است که آنزیم ‌ها‌ی شبه فورین به راحتی در محل لینکر فورینی عمل کرده اند. پروتئین حاصل از امتزاج ژن ‌های ipaD و stxB، می ‌تواند کاندیدای مناسبی جهت تولید واکسن نوترکیب علیه انواع شیگلا باشد.
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Abstract

Introduction: IpaD protein plays an im-portant role in invasion, pathogenesis and infection caused by Shigella and E. coli. Another major virulence factor in Shigella dysenteriae type 1 and E. coli O157: H7 is Shigella entrotoxin or (StxB). A suitable candidate vaccine could be made by a mixture or fusion of IpaD and STxB pr-oteins. In this study, the immunogenicity and antibody titer of fused mixed and separated recombinant proteins, IpaD and STxB, in mice were compared with each other.
	
Materials & Methods: In this experimental study, recombinant vectors containing the gene sequences stxB-IpaD, IpaD and stxB, were prepared and also transferred into the E. coli BL21 DE3 bacterium. The protein expression levels were assessed and their expression was approved by using of We-stern blot technique. After purification of recombinant proteins with the column of chromatography, they were injected four times consecutively to the mice.
Findings: The antibody titers were statisti-cally different for STxB, IpaD, STxB-IpaD and IpaD mixed with STxB antigens in the mice, and antibody levels increased by adding the StxB to IpaD.

Discussion & Conclusion: The results of this study indicate that the furin linker sep-arated by semi furins and the produced pro-tein from mixture and fusion genes, ipaD and stxB, can increase STxB immunege-nicity effect, and could be a good candidate for the production of recombinant vaccines against Shigella and E. coli types.

Keywords: Shigella dysenteriae type 1, B subunit of Shiga toxin (STxB), IpaD, E. coli O157: H7
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