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  چكيده
 دو ژن محافظـت شـده در   ،اندازي يك واكسن جامع براساس واكـسن ژنـي    در اين پژوهش در راستاي راه      :هدف
  در ناقـل دوسيـستروني يوكـاريوتي    )  و نوكلئـوپروتئين M1(هـاي مختلـف ويـروس آنفلـوانزا      ها و زيرگونه   سويه
 .شدبيان 

 PCRترتيب با كلون كردن محـصولات         به pIRES2-NP و   M1-pIRES2-EGFPپلاسميدهاي   :ها مواد و روش  
 در داخـل ناقـل   A/Peurto Rico/8/34 سـويه  H1N1 و نوكلئوپروتئين برگرفته از ويروس آنفلوانزا M1هاي  ژن

  از M1، ژن   M1-pIRES2-NPسـاخت پلاسـميد دو سيـستروني        منظـور     بـه  .ساخته شد  pIRES2-EGFPبياني  
در نهايـت بررسـي بيـان    . شدساب كلون  pIRES2-NP استخراج و در پلاسميد    M1-pIRES2-EGFPپلاسميد  

 با اسـتفاده از  BHK-21هاي يوكاريوتي با ترانسفكشن كلون ساخته شده به داخل سلول       اين دو پروتئين در سلول    
  .دشمستقيم انجام  ايمونوفلوئورسنس غير

 با هضم آنزيمي و تعيين توالي قطعـات كلـون شـده بـه اثبـات      مذكورهاي   موفقيت در كلونينگ صحيح ژن   :نتايج
 و  BHK-21هاي يوكاريوتي بـا ترانسفكـشن ايـن كلـون در رده سـلولي                 در سلول  ژن اين دو    صحيح بيان   .رسيد

  .بررسي با روش ايمونو فلورسنس به اثبات رسيد
 IRESلوانزا در يك سازه ژني با واسطه تـوالي           و نوكلئوپروتيئن ويروس آنف    M1 بيان همزمان دو ژن      :گيري نتيجه

  .ممكن است
  

   ، ژن نوكلئوپروتئين، بيان همزمانM1 ويروس آنفلوانزا، ناقل دو سيستروني، ژن :كليدواژگان
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 مقدمه -1
ــوانزا   ــاري آنفل ــاليانه (Influenza)بيم ــا  10 س ــد ي  درص

 ميليون نفر از جمعيت جهان را تحت تـأثير          500عبارت ديگر    به
كار در كاهش آمـار      ترين راه  واكسيناسيون مهم ]. 1[دهد   قرار مي 

 اسـت مبتلايان و مرگ و مير ساليانه ناشي از آنفلوانزاي فـصلي            
 بسيار   نقش )پاندمي (گيري  جهان ناي آثارتواند در كاهش     كه مي 

فعـال   هاي موجود شامل واكـسن غيـر       واكسن. مهمي را ايفا كند   
هر ساله براي پيشگيري    شده،  سه ظرفيته و واكسن زنده ضعيف       

بيني طراحـي و سـاخته       هاي غالب آنفلوانزاي قابل پيش     از سويه 
بيني شـده از     هاي پيش  هر دو نوع واكسن واجد سوش     . شود مي

بـا  ] 2 [اسـت  B، و A (H3N2) ،A (H1N1)آنفلوانزاي نـوع  
هاي مـورد اسـتفاده داراي مجـوز از چنـدين            اين وجود واكسن  
تـرين آن احتيـاج بـه بـازبيني          كـه مهـم    استمنظر داراي نقص    

تركيب ساليانه براي توليد، نياز به تجديد واكـسيناسيون در هـر            
تغييـر يافتـه و عـدم        HAهاي واجد    سال، تأثير جزئي بر سوش    

فعال  ايجاد پاسخ ايمني سلولي در صورت استفاده از واكسن غير         
ر كنون مورد استفاده قـرا      تا 1940هاي فوق از دهه      واكسن. است
هـاي ايجـاد شـده در        گيري گيرد و اين در حاليست كه جهان       مي
تـوجهي در     موجب مـرگ و ميـر قابـل        1968 و   1957هاي   سال

هـاي   گيـري   و جهـان   )اپيدمي (ها گيري همه]. 3[سراسر دنيا شد    
 يك واكسن مـؤثر     موجود نبودن تواند به دليل     مكرر آنفلوانزا مي  

 متنـوع ويروسـي      هـاي  هـا و سـوش     ده براي زيرگونه  دهن پوشش
 در نتيجـه    (Heterosubtypic)ايمني هتروساب تايپيـك     . باشد

هـاي   ژن اعمال يك واكسن تطبيقي هتروساب تايپيك عليه آنتـي        
ها و مرگ و     تواند ميزان خسارت   مي Aحفاظت شده آنفلوانزاي    

هـا   بـادي  كه قابليت آنتي با وجود اين  . ميرها را بسيار كاهش دهد    
 امـا اهميـت     ، كـاملاً مـشخص اسـت      گيري از عفونـت    در پيش 

توان  سيستم ايمني سلولي در مصونيت در مقابل ويروس را نمي         
مطالعات متعدد صـورت گرفتـه از نقـش ايمنـي           . ناديده گرفت 

ــين كــاهش   ــوگيري از ايجــاد عفونــت و همچن ســلولي در جل
سـازي ويـروس از دسـتگاه        عوارض ناشـي از عفونـت و پـاك        

  طراحي وجه به مطالب ذكر شده با ت]. 5، 4[تنفسي حكايت دارد 

هاي پـيش    ترين چالش  يك واكسن دايمي و كارا به يكي از مهم        
. رويِ پژوهــشگران علــوم نــوين پزشــكي تبــديل شــده اســت 

 توانايي اين دو ژن در      شدهمطالعاتي كه طي دو سال اخير انجام        
هـاي موشـي و      پيشگيري از ابتلا به عفونـت آنفلـوانزا در مـدل          

ــه   ــا را ب ــوش خرم ــان ام ــات رس ــتا دهثب ــوپروتئين . س نوكلئ
(Necleoprotein: NP)   ــروتئين ــك پ ــوانزا ي ــروس آنفل  وي

 ssRNA بـا اتـصال بـه        NP. رود شـمار مـي    حفاظت شـده بـه    
(Single-stranded RNA) هـاي   وسيله آنزيم آن را از تخريب به

هـاي   از اين رو با توجه بـه وجـود تـوالي          . كند نوكلئاز حفاظت مي  
 در CTL (Cytotoxic T Lymphocyte) تحريك كننـده پاسـخ  

NP    هاي آنفلوانزاي     كه بين تمامي زيرنوعA    مشترك است، ايده 
 در ذهـن پژوهـشگران      NPاساس   طراحي يك واكسن دايمي بر    

 آنفلـوانزا و كـاربرد آن       NPتوليد ناقل بيـاني     ]. 6[گرفت  شكل  
. ]7[گـردد    مـي  عنوان واكسن ژني به بيش از دو دهه پيش بـر           به

 توانايي ايجاد پاسخ نسبي ايمني      NPت اوليه نشان داد كه      مطالعا
 آنفلـوانزا را    Aهاي مختلف ويروس نـوع       حفاظتي بر ضد سويه   

 افـزايش كـارايي ايمنـي ايجـاد         براياز اين رو تلاش     . ]8[دارد  
خصوص پـس از گـزارش ايجـاد عفونـت            به NPشونده توسط   

 افـــزايش A/H5N1كـــشنده توســـط ويـــروس آنفلـــوانزاي 
دو  Aيا ماتريكس آنفلوانزاي     Mژن  ]. 10،  9[ي يافت   چشمگير
كند كه هـر     را كد مي  ) پروتئين كانال يوني   (M2 و   M1پروتئين  

 M1پـروتئين داخلـي   . اسـت هاي حفاظت شده     دو داراي توالي  
بنـدي و     كـه در سـرهم     اسـت ترين اجـزا ويـروس       يكي از مهم  

 2001در سـال    . كنـد  زني ويروس نقش مهمي را ايفا مـي        جوانه
د كه واكـسن ژنـي بيـان كننـده ژن           شطي يك تحقيق مشخص     

M1   وM2           درصـد   80قادر است ايمني محـافظتي را در برابـر 
 با توجه بـه مطالـب ذكـر         ].11[جمعيت مورد مطالعه ايجاد كند      

 در يـك ناقـل      NP و   M1رسـد قـرار دادن دو ژن         نظر مي  شده به 
 ـ         مي (Bicistronic)دوسيستروني   ك توانـد بـه لحـاظ طراحـي ي

  داشـته كار واكسن جامع براي ويروس آنفلوانزا بـسيار اهميـت        راه
 يك گروه از محققان چيني بـا قـرار دادن دو            2009در سال   . باشد

    و نورآمينيداز(Hemagglutinin)هماگلوتينين [هاي متغير  تا از ژن
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(Neuraminidase) [ آنفلــوانزا در ناقــل دوسيــستروني ويــروس
دند كـه در مرحلـه بعـد        ش ـها   ن پروتئين موفق به توليد همزمان اي    

كارايي اين سازه در به راه انداختن ايمني بـر عليـه ايـن ويـروس                
هاي مورد استفاده در مطالعـه       كه ژن   اما با توجه به اين     ؛بررسي شد 

 ايمني هتروسـاب    در نتيجه  ،هاي بسيار متغير ويروس بود     آنان ژن 
هـاي   احـي ناقـل   كـار مـورد اسـتفاده در طر        راه. دشتايپيك ايجاد ن  
 IRES (Internalهـاي مختلـف    كار بردن توالي دوسيستروني به

Ribosome Entry Site) كــه امكــان بيــان همزمــان دو اســت 
ســازد بــه نحــوي كــه   را ممكــن مــيmRNAپــروتئين از يــك 

 AUG و هـم از      Cap مربوط به ناحيـه      AUGها هم از     رايبوزوم
 به ايـن   وكنند  را آغاز ميmRNA ترجمه  IRESمربوط به ناحيه    

  ].12[د شو  ترجمه ميmRNAترتيب دو ژن از يك 
انـدازي يـك واكـسن جـامع      در اين پژوهش در راستاي راه   

هـا و     دو ژن محافظـت شـده در سـويه         ،براساس واكـسن ژنـي    
در ناقـل   ) NP و   M1(هاي مختلف ويـروس آنفلـوانزا        زيرگونه

 تـا بـا توجـه بـه سـاختار           شـد دوسيستروني يوكـاريوتي بيـان      
هـاي درون    حافظت شده، قادر به ايجاد ايمني بـر عليـه گونـه           م

 و  NPهاي   قرار دادن ژن  . هاي ديگر باشد   اي و زيرگونه   زيرگونه
M1            ويروس آنفلوانزا درون ناقـل دوسيـستروني باعـث توليـد 

هاي يوكاريوتي خواهد شد كـه       ها در سلول   همزمان اين پروتئين  
مـالي بيـشتر و هـم       زايـي احت   هم به لحاظ اقتصادي و هم ايمني      

  .كند تر و تكرارپذيرتر اهميت پيدا مي بندي راحت فرمول
  

  ها  مواد و روش-2
  (Primers) طراحي آغازگرها -2-1

از ويـــروس  NPو  M1هـــاي  منظـــور كلونينـــگ ژن بـــه
Influenza A/PR8/34 (H1N1)   در ناقـلpIRES2-EGFP 

هـا طراحـي      جفت آغازگر براي تكثير اين ژن      2نخست  ) 1شكل  (
 NCBIهاي مربوط از     طراحي آغازگرها پس از دريافت توالي     . شد

(National Center for Biotechnology Information)  بــا

 و Bio Edit ،Oligo6 ،NCBI Blastافزارهـاي   استفاده از نرم
Oligo analyzer3 در طراحي آغازگرها، طول كامل . دش انجام

 مـورد  PCR ها مد نظر بوده است به نحوي كـه محـصولات    ژن
منظـور بررسـي     بـه . دن اختتام باش ـ  نظر واجد كدون آغاز و كدو     

هـاي   ها و جلوگيري از ايجاد جايگـاه  هاي برش روي ژن    جايگاه
 Nebcutter با عنـوان  Stand aloneافزار  برش ناخواسته از نرم

 در  NheI و   EcoRIهاي بـرش     د و در نهايت جايگاه    شاستفاده  
 و BstXIهــاي بــرش  گــاه و جايM1طراحــي آغازگرهــاي ژن 

XbaI      در طراحي آغازگرهاي ژن NP       بـا  . در نظـر گرفتـه شـد
توجه به ادعاي شركت سازنده ناقل مورد استفاده در اين مطالعه           

 MCSمبني بر بيان مـساوي از دو ژن كلـون شـده در جايگـاه                
(Multiple Cloning Site)  ــاه پـــس از  IRES و جايگـ

ترتيـب   گ ايـن دو ژن بـه      هاي انتخاب شده براي كلونين     موقعيت
 بـراي   IRES و موقعيت پـس از       M1 براي ژن    MCSموقعيت  

ــودNPژن  ــزاك .  ب ــوالي ك ــين ت  (Kozak Sequence)همچن
سـنتز  . دش ـ در طراحي آغازگر لحاظ      NPمنظور بيان بهتر ژن      به

 بــا خلــوص در ســطح TIB MolBiolآغازگرهــا در شــركت 
.HPLC (High Performance Liquid Chromatography) 

 مشخص  1توالي آغازگرهاي طراحي شده در جدول       . دشانجام  
  .ده استش

  

  
  

pIRES2-EGFPناقل  1شكل 
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  NP و M1هاي   توالي آغازگرهاي مورد استفاده در تكثير ژن1جدول 
  

  )باز  جفتM1) 780ژن 
M1 جلويي (Forward) (NheI) '3AT GAG TCT TCT AAC CGA GG GC TAG CGAC G' 5 
M1 برگشتي (Reverse) (EcoRI) '3GA GGA TCA CTT GAA CCG TTG C GA ATT CTAA A' 5 

  )باز  جفتNP) 1500ژن 
NP جلويي (BstXI) '3CG TCC CAA GGC ACC AA CC ACA ACC ATG GCTA A' 5 
NP برگشتي (XbaI) '3TT AAT TAT CGT ATT CCT CTG C TC TAG ACGG C' 5 

  

واكـنش   ويروسي و انجام     RNA استخراج   -2-2
  M1برداري معكوس براي ژن  نسخه

 MDCK )Madin Darby Canineتهيه رده سلولي پس از 

Kidney(    ــران ــتور اي ــستيتو پاس ــلولي ان ــك س ــشت و ،از بان  ك
هاي اخـذ شـده    سلول. انجام شدها   سازي شرايط كشت سلول    بهينه

 منتقـل و تـا      متر مربعي   سانتي 25هاي   در مرحله نخست به فلاسك    
صورت تك لايه باشد      به MDCKحاوي رده سلولي    اي كه    مرحله

محـيط كـشت مـورد اسـتفاده محـيط          . در انكوباتور نگهداري شد   
DMEM)        سـاخت شـركت    )  درصـد  10غني شده با سرم گـاوي

Gibco  هاي مورد استفاده ساخت شركت        و فلاسكGreiner بود  .
 تهيه و تيتر با اسـتفاده  Influenza A/PR8/34 (H1N1)ويروس 
 TCID50 (Tissue Culture Infective Dose 50)از روش 
 MOI ميكروليتر از ويـروس بـا    100در مرحله بعد مقدار     . تعيين شد 

(Multiplicity Of Infection) بــه هــر فلاســك  001/0 برابــر  
   حجـم نهـايي محـيط مـورد اسـتفاده           ؛انتقال داده شد  سي   سي 25
جـام آزمـون    پس از برداشت ويروس آنفلوانزا و ان      . بود ليتر  ميلي 6

 ويروسـي بـا اسـتفاده از كيـت          RNAهماگلوتيناسيون، استخراج   
واكـنش  . دش ـانجـام   )  آلمـان  Qiagenشـركت    (RNAاستخراج  

RT-PCR    براي ژن M1        با استفاده از آغازگر جلويي اختـصاصي 
در مرحلـه سـنتز     . طراحي شـده بـراي ايـن ژن بـه انجـام رسـيد             

cDNA 10    ميكروليتر از RNA      نـوان الگـو    ع  اسـتخراج شـده بـه
پيكومـول در    100ميزان آغازگر جلويي استفاده شده      . استفاده شد 

. بـود )  ميكرومـولار  5با غلظت نهـايي     ( ميكروليتري   20واكنش  
 اســتخراج شــده، يــك RNA ميكروليتــر 10طــور خلاصــه  بــه

ميكروليتـر آب مقطـر فاقـد        1ميكروليتر از آغازگر اختـصاصي،      

 DNase و   RNAseهاي   نوكلئاز در يك ميكروتيوپ فاقد آنزيم     
گـراد در    درجه سانتي70 دقيقه و در دماي    5مدت   وارد شد و به   

دستگاه ترموسايكلر قرار گرفت و سپس بـه سـرعت روي يـخ             
ــزيم       ــد و آن ــاز گردن ــاختارهاي دوم ب ــا س ــد ت ــرار داده ش ق

 را به نحو مؤثري  cDNAبردار معكوس بتواند ساخت      رونوشت
ميكروليتر مهار كننده    X5  ،1  ميكروليتر بافر  4س  سپ. انجام دهد 

   dNTP ميكروليتــــر 2 واحــــد و 20ريبونوكلئــــاز معــــادل 
 و آغازگر افزوده شد     RNAمولار به ميكروتيوب داراي      ميلي 10

.  دقيقـه قـرار گرفـت      5مدت   گراد به   درجه سانتي  37و در دماي    
 M-Mulvبردار معكوس به نام       واحد از آنزيم نسخه    200سپس  

مدت  واكنش شد و به   وارد  )  كانادا Fermentasساخت شركت   (
 دقيقـه در    10گراد و سـپس       درجه سانتي  42 دقيقه در دماي     60

در پايـان واكـنش     . گـراد قـرار گرفـت       درجـه سـانتي    70دماي  
سـپس  . دست آمده به سرعت روي يخ قرار داده شد         محصول به 

 براي ژن   PCRعنوان الگو در دو مرحله واكنش        اين محصول به  
M1 شد استفاده.  

  
2-3- PCR ژن M1  

 High بـا اسـتفاده از آنـزيم    M1 بـراي ژن  PCRواكنش 

Fidelity Taq ) ساخت شركتFermentasانجـام شـد  )  كانادا .
 Taq كـه در آن      اسـت  Pfu و   Taqاين آنزيم تركيبي از دو آنزيم       

دهد   واكنش مي   بالايي به  (Proccessivity)پروسسيويته  خاصيت  
 (Proofreading) تصحيح اشتباه     با توجه به خاصيت    Pfuو آنزيم   

غلظت مواد مورد استفاده در     . دهد  را كاهش مي   Taqدرصد خطاي   
 PCR از جمله آغازگرها مطـابق واكـنش اسـتاندارد           PCRواكنش  
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  واجـد بـافر بـا        ميكروليتـر  PCR 50حجـم واكـنش     . تنظيم شـد  
، dNTPمـولار     ميلـي  MgCl2  ،2/0مولار    ميلي X1  ،5/0غلظت  

 High Fidelity Taqم  واحد آنـزي 2آغازگر،  ميكرومولار 2/0
برنامه چرخه دمايي مورد اسـتفاده      .  بود cDNA ميكروليتر   10و  

گـراد و    درجه سـانتي 94 دقيقه دماي 2 شامل M1 ژن   PCRدر  
 ثانيـه   30 درجـه،    94 ثانيه   45صورت    به PCR چرخه   35سپس  

 درجه بـراي    68 دقيقه دماي    1 درجه براي اتصال آغازگرها،      56
مـدت    درجه بـه   68ها، يك دماي      رشته و در انتهاي چرخه     بسط

محـصول ايـن    .  دقيقه براي بسط نهايي در نظـر گرفتـه شـد           10
 درصد الكتروفـورز و زيـر       5/1مرحله روي ژل آگارز با غلظت       

 . بنفش بررسي شدينور ماورا

  
2-4- PCR ژن NP  

PCR   ژن NP      با استفاده از پلاسميد pCAG-NP   كه واجد 
عنـوان الگـو در     بـود، بـه  PR8آنفلوانزا سـويه    ويروس   NPژن  

صورت دوستانه از    اين پلاسميد به  .  به انجام رسيد   PCRواكنش  
شناســي  گــروه ويــروس ((Kenji Ohba)دكتــر كنجــي اوهبــا 

از ژاپـن   ) مولكولي، دانشگاه پزشكي دندانپزشكي توكيو، توكيـو      
 نيز با اسـتفاده از      NP براي ژن    PCRواكنش  . دريافت شده بود  

 ) كاناداFermentasساخت شركت  (High Fidelity Taqنزيم آ
 M1 ژن PCRغلظـت مـواد مـورد اسـتفاده هماننـد           . انجام شد 
   PCRحجـم واكـنش     .  استاندارد تعيـين شـده بـود       PCRبراساس  

، MgCl2مـولار     ميلـي  X1  ،5/0 ميكروليتر واجد بافر با غلظت       50
 آنـزيم  واحـد  2 ميكرومولار آغـازگر،    dNTP  ،2/0مولار    ميلي 2/0

High Fidelity Taq نـانوگرم از پلاسـميد   100 و pCAG-NP 
   شـامل   NP ژن   PCRبرنامه چرخه دمايي مـورد اسـتفاده در         . بود

 PCR چرخـه    30گـراد و سـپس        درجه سـانتي   94 دقيقه دماي    3
 درجـه بـراي اتـصال       56 ثانيـه    30 درجـه،    94 دقيقه   1صورت   به

بسط رشـته و در انتهـاي        درجه براي    68 دقيقه دماي    2آغازگرها،  
 دقيقه براي بسط نهـايي      10مدت    درجه به  68ها، يك دماي     چرخه

محصول اين مرحله روي ژل آگارز بـا غلظـت    . در نظر گرفته شد   
 . بنفش بررسي شدي درصد الكتروفورز و زير نور ماورا1

در ناقل دو سيـستروني      NP كلونينگ ژن    -2-5
pIRES2-EGFPجـــــاي ژن   بـــــهEGFP 

.(Enhanced Green Fluorescent Protein)  
ــه   ــن مطالع ــتفاده در اي ــورد اس ــل م ــركت (ناق ــاخت ش س

Clonetech (    با نام تجاريpIRES2-EGFP اين ناقل در   .  بود
 تحـت   IRES بعـد از ناحيـه       EGFPحالت طبيعـي واجـد ژن       

همچنين . است CMV (Cytomegalovirus)كنترل پروموتور   
هاي محـدودالاثر    م واجد چندين جايگاه برش آنزي     MCSناحيه  
ــرايدر ايــن پــژوهش . اســت  NP ســاخت ناقــل واجــد ژن ب

 EGFPجـاي ژن      بـه  IRES در جايگاه پـس از       PCRمحصول  
روي ژل آگـارز     PCRپـس از بارگـذاري محـصول        . دشكلون  

ذوب شونده در دماي پايين قطعه مورد نظر با اسـتفاده از كيـت              
 شده  از ژل استخراج  ) Qiagenاخت شركت   س(استخراج از ژل    

ســاخت  (BstXI و XbaIهــاي  و ســپس بــا اســتفاده از آنــزيم
 هــضم pIRES2-EGFPدر كنــار پلاســميد ) Rocheشــركت 

 PCRسـازي    آنزيمي شـده و در نهايـت توسـط كيـت خـالص            
 بـا ايـن   pIRES2-EGFPحاصل هضم ناقل  . سازي شد  خالص

 نوكلئوتيـد   730 با طول حدود   EGFPدو آنزيم خارج شدن ژن      
  ليگـاز  T4هاي    با استفاده از كيت    (Ligation)عمل الحاق   . بود

ترانــسفورماسيون . انجــام شــد ) Takaraســاخت شــركت  (
(Transformation) در ســويه Top 10  انجــام شــد و نتــايج

كلونينگ پس از انتخاب كلـوني بـا اسـتفاده از كيـت تخلـيص               
منظــور  پلاسـميد و بارگـذاري كــردن محـصول در روي ژل بـه    

 تأييد درستي .  انجام شد  NPجد ژن   هاي وا  مشخص كردن كلون  
قطعات كلـون شـده بـا اسـتفاده از هـضم آنزيمـي دوگانـه بـا                  

  . انجام شدXbaI و BstXIهاي  آنزيم
  

  pIRES2-NP در كلون M1 كلونينگ ژن -2-6
ژن . دش ـ كلـون    MCS در ناحيـه     M1در اين پـژوهش ژن      

M1    پس از PCR           هـاي    و استخراج از ژل بـا اسـتفاده از آنـزيم
NheI و EcoRI ســاخت شــركت Roche ــار پلاســميد  در كن
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pIRES2-NP            هضم آنزيمي شده و عمل الحاق بـا اسـتفاده از 
. انجـام شـد  ) Takaraسـاخت شـركت   (  ليگـاز T4هـاي   كيت

ــسفورماسيون در ســويه  ــشيا كلــي  Top 10تران ــاكتري اشري ب
(Escherichia coli) انجــام شــد و نتــايج كلونينــگ پــس از 
 Miniprepه از كيت تخليص پلاسـميد       انتخاب كلوني با استفاد   

و بارگــذاري كــردن محــصول ) Fermentasســاخت شــركت (
  .دشروي ژل آگارز مشخص 

  

   با تعيين تواليNP و M1هاي   تأييد كلونينگ ژن-2-7
 قطعـات كلـون شـده بـا تعيـين تـوالي             درستيأييد نهايي   ت

وسـيله    آلمان و بـه    SeqLabپلاسميدهاي مورد نظر در شركت      
. دشــم  انجــاABI PRISM® Genetic Analyzerدســتگاه 

هـاي واجـد     آغازگرهاي مورد استفاده براي تعيـين تـوالي ناقـل         
دليـل اسـتفاده از     .  آمـده اسـت    2 در جدول    NP و   M1هاي   ژن

كه براي نواحي اطراف ژن روي پلاسـميد        (آغازگرهاي متفاوت   
ــي شــده بــود   ــاي تكثيــر ژن در فرآينــد   ) طراح   از آغازگره

هـاي تعيـين تـوالي در        عدم كارايي مناسب دستگاه    ،تعيين توالي 
ــه    ــد اولي ــدين نوكلئوتي ــتچن ــتفاده   اس ــورت اس ــه در ص    ك

  تــوان  هــا نمــي  تــوالي آندرســتياز آغازگرهــاي تكثيــر ژن بــر 
  .اطمينان كرد

  
  NP و M1هاي  هاي واجد ژن  توالي آغازگرهاي مورد استفاده براي تعيين توالي كلون2جدول 

  
  M1ژن 

 'CAA ATG GGC GGT AGG CGT G 3 '5 جلويي

 'GCA CAC CGG CCT TAT TCC AAG 3 '5 برگشتي
  NPژن 

 'GCT TTA CAT GTG TTT AGT CGA GGT T 3 '5 1جلويي 
 'AGG CAG GAC TTG TGA GCA ACC GA 3 '5 1برگشتي 
 'AAT GAT GGA TCA AGT GAG AGA GA 3 '5 2جلويي 
 'AAT CAG CCA TAC CAC ATT TGT AGA GG 3 '5 2برگشتي 

  

  تأييد نهايي سازه ژني با هضم آنزيمي-2-8
 قطعات كلون شده با استفاده از هضم آنزيمـي          درستيتأييد  

انجـام  ) Fermentasشـركت   (Fast Digest BamHIبا آنزيم 
كه يك جايگاه بـرش در داخـل هـر دو ژن             با توجه به اين   . شد

M1)      227در نوكلئوتيد شـماره (  وNP)  تيـد شـماره    در نوكلئو
 همچنـين يـك جايگـاه       ، وجود دارد  BamHIبراي آنزيم   ) 510

 پلاســميد 659در نوكلئوتيــد شــماره  (MCSبــرش در ناحيــه 
pIRES2-EGFP (         بـا براي اين آنزيم وجود دارد، هضم آنزيمـي 

اين آنزيم در صـورت حـضور هـر دو ژن در داخـل پلاسـميد                
 1100و   530نهايي در نهايت منجر به خروج دو قطعه حـدودا           

  .شود بازي از يك كلون مي جفت

 پلاسميد واجد   (Transfection) ترانسفكشن   -2-9
  BHK-21 به داخل رده سلولي NP و M1هاي  ژن

 كـه در مرحلـه لگـاريتمي        BHK-21 سـلول    50000تعداد  
 ميكروليتر محيط كامل به يك حفـره        500قرار داشتند در حجم     

 سـاعت   3 شـبانه    بعد از كـشت   . اي منتقل شد    خانه 24از پليت   
بيوتيـك تعـويض     قبل از ترانسفكشن با محيط تازه بـدون آنتـي         

 درصد بـوده    80 تا   60ها    در اين زمان تراكم سلول     ؛محيط شدند 
 ميكروگـرم از پلاسـميد نوتركيـب بـا محـيط            8/0مقدار  . است

 ميكروليتر رسـانده و     50ناقص بدون سرم جنين گاوي به حجم        
 ميكروليتـر   4مقـدار   . ر داده شـد    دقيقه در دماي آزمايشگاه قرا     5

  مخلوط به (Lipofectamin 2000 CD)دي   سي2000ليپوفكتامين 
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تمام .  دقيقه در دماي اتاق نگهداري شد      20قبلي اضافه نموده و     
  مـدت   پليـت بـه   . دش ـ ميكروليتـر بـه پليـت اضـافه          100مقادير  

 ساعت در انكوباتور كشت سلول قرار داده شـد و سـپس بـا               6
بعـد از گذشـت     . واجد سرم تعـويض محـيط شـد       محيط كامل   

ــدود  ــان ژن 48ح ــاعت بي ــاي   س ــط روش NP و M1ه  توس
  .شدايمونوفلورسانس غيرمستقيم ارزيابي 

  

هـاي   آميزي ايمنوفلورسانس سلول    رنگ -2-10
  ترانسفكت شده با پلاسميد

 PBSهــا دو بــار بــا  ابتــدا محــيط رويــي خــارج و ســلول
(Phosphate Buffered Saline)آلدهيـد   فـرم . و شدند شستش  

هـا    ميكروليتر به روي هر كدام از خانـه        100 درصد در حجم     4
ها بـا    سلول.  دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد      15مدت   اضافه و به  

PBSــدند ــشو شـ ــون .  شستـ    100X (Triton X100)تريتـ
ــه25/0 ــذير كــردن ســلول   درصــد ب ــا، در حجــم  منظــور نفوذپ   ه

  مــدت  هــا اضــافه و بــه انــه روي هــر كــدام از خ ميكروليتــر100
 PBS مرتبه بـا     3ها   سلول.  دقيقه در دماي اتاق انكوبه شدند      10

بـــادي مونوكلونـــال   آنتـــي30/1محلـــول . شستـــشو شـــدند
(Monoclonal)   ضد M1 و  NP)    ساخت شركتAbCAM (

 BSA (Bovine Serum Albumin) درصـد  1 حـاوي  PBSدر 
ه و اسـلايد     ميكروليتر به هـر خانـه اضـاف        100تهيه و در حجم     

 مرتبـه بـا     3اسـلايد   .  ساعت در دماي اتاق انكوبه شد      1مدت   به
PBSــد ــشو ش ــول .  شست ــي50/1محل ــي  آنت ــادي پل ــال  ب كلون

(Polyclonal) ضـــد IgG   موشـــي كونژوگـــه بـــا FITC 
(Fluorescein Isothiocyanate))   ساخت شـركتAbCAM (

  ميكروليتـر  100 تهيه و در حجـم       BSA درصد   1 حاوي   PBSدر  
 ساعت در دماي اتاق انكوبـه       1مدت   ر خانه اضافه و اسلايد به     به ه 
بيـان  .  و يك مرتبه با آب شستشو شد       PBS مرتبه با    3اسلايد  . شد
ها زير ميكروسـكوپ فلورسـانس        درون سلول  NP و   M1هاي   ژن

  . شدانجام برداري معكوس مشاهده و از هر خانه عكس

   نتايج-3
  NP و M1هاي   ژنPCR نتايج -3-1

.  انجـام شـد    PCRتفاده از آغازگرهـاي طراحـي شـده،         با اس ـ 
ترتيـب    كـه بـه    NP و   M1هـاي    محصولات حاصـل از تكثيـر ژن      

 5/1 روي ژل آگارز ،بازي بودند  جفت1500 و 780قطعات حدودا 
 بارگذاري (Fermentas) كيلوباز 1 درصد در كنار نشانگر ژني 1و 
  . قابل مشاهده است2 در شكل PCRنتايج . شد

  

    
 NP )ب M1 )الفهاي   ژنPCR نتايج حاصل از 2شكل 

  
 pIRES2-NP ساخت كلون -3-2

ــل   ــاق ناق ــس از الح ــسفورم NP و ژن pIRES2پ  و تران
هـاي رشـد     هاي مستعد، بررسي كلون    محصول الحاق به باكتري   

همان گونه كـه  . منظور انتخاب كلون مورد نظر انجام شد  يافته به 
دسـت آمـده     هاي بـه   د پلاسمي ، نشان داده شده است    3در شكل   

 كـه بـا هـضم آنزيمـي     اسـت  NPپس از عمل الحاق واجد ژن    
 از داخـل آن خـارج       XbaI و   BstXIهاي   وسيله آنزيم  دوگانه به 

هـاي    كلـون  ،دشـو  گونه كه در عكس ژل مشاهده مـي        همان. شد
بـازي   ت جف ـ 1500 توليد يك قطعه     ، در اثر هضم   NPواجد ژن   

 (Fermentas)بازي   يلو جفت  ك 1اند كه در كنار نشانگر       را كرده 
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  قطعـه  ،در اثر هضم  هاي ديگر    ليكن كلون . بارگذاري شده است  
  .اند  را توليد كردهEGFPبازي مربوط به   جفت730

  

  M1-pIRES2-NP ساخت ناقل دو سيستروني -3-3
 M1-pIRES2-EGFP خـارج شـده از پلاسـميد         M1طعه  ق

 NheI  و EcoRIهـاي    وسيله هـضم آنزيمـي دوگانـه بـا آنـزيم           به
 هـضم شـده بـا       pIRES2-NPسازي و در كنار پلاسـميد        خالص

 منجر به سـاخت پلاسـميد دو        وها وارد واكنش الحاق      همان آنزيم 

 قطعـه   درسـتي تأييـد نهـايي     . دش M1-pIRES2-NPسيستروني  
د كه  شپلاسميد مورد نظر انجام      M1كلون شده با تعيين توالي ژن       

كه  با توجه به اين   همچنين  .  اين پلاسميدها بود   درستينشان دهنده   
 و يـك جايگـاه      NP و   M1يك جايگاه برش در داخل هر دو ژن         

 وجـود دارد، هـضم      BamHI بـراي آنـزيم      MCSبرش در ناحيه    
آنزيمي بـا ايـن آنـزيم در صـورت حـضور هـر دو ژن در داخـل                   

 و 500پلاسميد نهايي در نهايت منجر به خروج دو قطعـه حـدوداً            
  .دشو  ملاحظه مي4در شكل شود كه  ميبازي   جفت1100

  

  
  

بـازي مربـوط     جفت1500هايي است كه قطعه   مربوط به كلون12 و 10، 7، 3، 2، 1هاي  ستون ( و تأييد با هضم آنزيمي دوگانهNP نتايج حاصل از كلونينگ ژن     3شكل  
 مربوط 13ستون . ها خارج شده است  از آنEGFPبازي   جفت730كه ژن هايي است   مربوط به كلون11 و 9، 8، 6، 5، 4هاي  ستون. ها خارج شده است  از آنNPبه ژن 

  .) استDNAبه نشانگر 
  

 
 

، 1هـاي    سـتون  ()NP و   M1هاي واجد هر دو ژن       بازي از كلون    جفت 1000 و   500خروج همزمان قطعات    ( ساخت ناقل دو سيستروني و تأييد با هضم آنزيمي           4شكل  
 8 و 5، 4، 2هـاي   سـتون . انـد  بازي توليـد كـرده    جفت1100 و   500 دو قطعه    BamHI است كه در اثر هضم آنزيمي با         M1-pIRES2-NPهاي    مربوط به كلون   7  و 6،  3

عنوان   به 12 و   11،  10هاي    است و ستون   DNA مربوط به نشانگر     9ستون  . اند بازي توليد كرده    جفت 1100 بوده و فقط قطعه      M1هايي است كه فاقد ژن       مربوط به كلون  
  .) استpIRES2-NP و pIRES2-EGFP ،M1-pIRES2-EGFPهاي  ترتيب مربوط به كلون هاي كنترل به پلاسميد
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ــدي  -3-4 ــوالي نوكلئوتي ــل ت ــه و تحلي  تجزي
  هاي كلون شده ژن

هاي كلون شده دو نمونه از هر كدام از          براي تأييد درستي ژن   
ام  بـراي انج ـ   NP و   M1هـاي    هاي انتخاب شده حـاوي ژن      كلون
  افزار  خوانده شده توسط نرمهاي  توالي. يابي ژني ارسال شد توالي

  
  
  
  

Chromas      هـاي مرجـع     هاي ويـروس    بازيابي شده و سپس با ژن
رديفـي    هـم Bio Editافـزار    با استفاده از نرمPR8آنفلوانزا سويه 

 انجام پذيرفت كـه نـشان داد   (Multiple Alignment)چندگانه 
 و  M1هاي    با ژن   درصد 100ين پلاسميد   هاي كلون شده در ا     ژن

A Influenza/NP H1N1 PR/8/34همپوشاني دارد .  
  

                        

                        

    
در .  نفوذپـذير شـدند  100Xها با استفاده از تريتـون   آلدهيد، سلول ها با فرم پس از تثبيت سلول. BHK-21هاي   درون سلول NP و   M1هاي    بررسي بيان پروتئين   5شكل  

 مجـاور  FITCبـادي ثانويـه حـاوي كونژوگـه      هاي جداگانه مجاور و به دنبال آن با آنتـي   در چاهك  NP و ضد    M1بادي مونوكلونال ضد     ها با آنتي   مرحله بعد اين سلول   
 BHK-21هـاي     درون سـلول   EGFP بيـان پـروتئين      )الـف . برداري شـد   ها در زير ميكروسكوپ فلورسانت معكوس عكس       پس از شستشوي نهايي از اين سلول      . شدند

هـاي    سـلول  )ج،  )400×بزرگنمايي   (اند  مجاور شده  M1ژن   بادي ضد آنتي    كه با آنتي   M1-pIRES2-NPهاي ترانسفكت شده با پلاسميد        سلول )ب،  )100×بزرگنمايي  (
بـادي ضـد     هاي بدون ترانسفكت كه با آنتي       سلول )د،  )400×بزرگنمايي   (اند ه مجاور شد  NPژن   بادي ضد آنتي    كه با آنتي   M1-pIRES2-NPترانسفكت شده با پلاسميد     

  )400×بزرگنمايي  (.اند  مجاور شدهNPژن  بادي ضد آنتي هاي بدون ترانسفكت كه با آنتي  سلول)ه، )400×بزرگنمايي  (اند  مجاور شدهM1ژن  آنتي
  
  با ايمونوفلورسانسNP و M1هاي   تأييد بيان ژن-3-5

 در سلول   NP و   M1هاي   ظور بررسي بيان همزمان ژن    من به
ــميد  ــاريوتي، پلاس ــلول  M1-pIRES2-NPيوك ــه داخــل س    ب

  
  
  
  
  

پس از گذشـت دو روز،      . دش ترانسفكت   BHK-21يوكاريوتي  
 با روش ايمونوفلورسانس بررسـي   NP و   M1هاي   بيان پروتئين 

، از پلاسـميد    NP و   M1هاي   علاوه بر پلاسميد حاوي ژن    . شد
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pIRES2-EGFP كــه بيــان كننــده پــروتئين EGFP بــود نيــز 
گونه كـه    همان. دشمنظور بررسي كارايي ترانسفكشن استفاده       به

هـاي   شود وجـود رنـگ سـبز در سـلول           مشاهده مي  5در شكل   
 نـشان دهنـده     EGFPترانسفكت شده با پلاسـميد بيـان كننـده          

پـس از مـشاهده بيـان       . كارايي مناسب فرايند ترانسفكشن است    
 در  M1-pIRES2-NPهـا كـه بـا        ، ساير نمونه  EGFPين  پروتئ

هـاي    از نظر بيان پروتئين    ،شرايط يكسان ترانسفكت شده بودند    
M1   و NP   بيان   5قسمت الف در شكل     . شدند ارزيابي EGFP 

 را در   NP و   M1هـاي    ترتيب بيان پروتئين   بهج   و   ب قسمتو  
  .دهد  نشان ميBHK-21رده سلولي 

  

   بحث-4
هاي هر ساله ويروس آنفلوانزا در جهـان         ريگي به دليل همه  

گيري توسط اين ويـروس، دسـتيابي بـه          و خطر بروز يك جهان    
]. 13[يك واكسن كارا از دير باز مورد توجه محققان بوده است            

هـايي نظيـر    فعال آنفلـوانزا بـا وجـود مزيـت        استفاده از واكسن غير   
بــه دليــل ايجــاد پاســخ ضــعيف در ، خطــر بــودن مــصرف آن بــي
هاي در معرض خطر مانند نوزادان و سالمندان و نيز نياز به  عيتجم

تغييرات هر ساله در آن، محققان را بر آن داشته است كه بـه دنبـال                
واكسن كارآمدتري كه نياز به تغيير نداشـته باشـد و بتوانـد ايمنـي               

 در 1996براي مثال در سال . متقاطع قابل قبولي را ايجاد كند، باشند
   تحقيقـات نـشان داد هنگـامي كـه سـويه واكـسن              ايالات متحـده  

داد درصـد     درصد سويه در گردش همان سـال را تـشكيل مـي            77
حفاظت از مرگ واكسن در سالمندان مبتلا شده به پنومـوني حـاد             

(Acute Pneumonia)  درصــد بــود در 61حاصــل از آنفلــوانزا 
 درصـد   23كـه تنهـا      كه در سال بعد اين ميزان بـه دليـل ايـن            حالي

 درصـد  35باهت بين سويه واكسن و در گردش وجود داشت به    ش
تواند اهميـت دسـتيابي بـه        اين مثال به تنهايي مي    ]. 14[تنزل يافت   

 بـا   ؛علاوه بر اين  . يك واكسن دايمي بر ضد آنفلوانزا را آشكار كند        
اي در   هـاي گـسترده     كه همراه با نگرانـي     H5N1گسترش عفونت   

 عدم موفقيـت در دسـتيابي بـه         گيري است و   زمينه بروز يك جهان   
يك واكسن كارا بر ضد آن اهميت نواحي حفاظت شـده ويـروس             

هـاي يـك نـوع مـشخص         تواند بر عليه همه سـويه      آنفلوانزا كه مي  
  ].15[د شايمني ايجاد كند بيش از پيش آشكار 

هـاي   اي روي اسـتفاده از واكـسن       تاكنون مطالعات گـسترده   
 واكسن بـر ضـد عفونـت        عنوان يك استراتژي جايگزين    ژني به 

ها بـر قابليـت بـالاي        آنفلوانزا صورت گرفته است و اكثريت آن      
اتفـاق  عنوان يك واكسن دايمي عليه اين ويـروس          كار به  اين راه 

 دانشمندان چينـي طـي يـك مطالعـه،          2009در سال   . نظر دارند 
 DNAدر قالـب يـك       H5N1هاي مختلف ويروس     كارايي ژن 

نتـايج حاصـل از ايـن       . رسي كردند واكسن در ايجاد ايمني را بر     
 NPو   M1هاي   مطالعه نشان داد كه واكسيناسيون همزمان با ژن       

ها در مقابل چالش با ويـروس         درصد موش  95باعث محافظت   
هـا در مقابـل چـالش         درصد موش  80و   (H5N1)همولوگوس  

در شـرايطي   . شـود  مي H1N1 (PR8)با ويروس هترولوگوس    
 80-60باعـث بقـاي    NP بـاژن  هـا تنهـا   كه واكسيناسيون موش 

ــا   درصــد 25باعــث محافظــت  M1درصــد و واكــسيناسيون ب
افزايـي دو ژن در ايجـاد        شود كه نـشان دهنـده هـم        ها مي  موش

با توجه به مطالب ذكر شده هـدف از         ]. 16[ايمني مؤثرتر است    
هـاي   اين مطالعه ساخت يك ناقل دو سيستروني بـر مبنـاي ژن           

بود تـا هـم بيـان دو ژن از يـك            محاظت شده ويروس آنفلوانزا     
افزايي ايمني مؤثرتري را ايجاد كند و هم ايمنـي            هم آثارسازه با   

پـروتئين  . هاي مختلف ويروس را تـضمين نمايـد        عليه زيرگونه 
ترين پروتئين ويروس آنفلوانزا است و        ماتريكس محافظت شده  

تـرين پـروتئين     و فراوان )  آمينواسيد 252(ترين   همچنين كوچك 
 نيز جزء محافظـت     NP پروتئين   ].17[ني ويروس است    ساختما

هاي ويروس آنفلوانزا است كه مطالعات قبلي        ترين پروتئين  شده
ها در ايجاد مقاومت عليه عفونت ويـروس         بر نقش مؤثر اين ژن    

ناقل مورد استفاده در اين مطالعـه       ]. 18[دارند  آنفلوانزا حكايت   
 pIRES2-EGFP با نـام تجـاري       Clonetechساخت شركت   

بود كه با توجه به ادعاي شركت سازنده ناقل مـورد اسـتفاده در     
اين مطالعه مبني بر بيان مساوي از دو ژن كلون شده در جايگاه             

MCS      و جايگاه پس از IRES هاي انتخاب شده براي      موقعيت
 و  M1 بـراي ژن     MCSترتيب موقعيـت     كلونينگ اين دو ژن به    
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ــس از   ــت پ ــراي ژن IRESموقعي ــودNP ب ــزاك  . ب ــوالي ك    ت
(Kozak Sequence) منظـور بيــان بهتـر ژن     بـهNP در طراحــي 
 M1و   NPهـاي    قـرار دادن ژن   . دش ـ لحاظ   آغازگر جلويي مربوط  

ويروس آنفلوانزا درون ناقل دو سيستروني باعث توليد همزمان اين      
هاي يوكاريوتي شد كه هم به لحاظ اقتصادي و          ها در سلول   پروتئين

تـر و    بنـدي راحـت    لي بيـشتر و هـم فرمـول       زايي احتمـا   هم ايمني 
هـاي كلـون شـده       تعيين توالي ژن  . كند تكرارپذيرتر اهميت پيدا مي   

هاي   درصد با ژن   100هاي كلون شده در اين پلاسميد        نشان داد ژن  
M1 و A Influenza/NP H1N1 PR/8/34 دارد همپوشــاني .

بيان  دهندههمچنين انجام آزمون ايمونوفلورسانس غيرمستقيم نشان 
.  بــودBHK-21هــاي يوكــايوتي   همزمــان دو پــروتئين در ســلول

ها، بـه     واكسن DNAبسياري از مطالعات اخير در مورد استفاده از         
هـاي يوكـاريوتي براسـاس آزمـايش         هـا در سـلول     اثبات بيـان ژن   

اند كه چون هدف از اين مطالعـه نيـز           ايمونوفلورسانس بسنده كرده  
 واكسن بوده اسـت و نـه        DNAالب  استفاده از اين سازه ژني در ق      

، ايمونوفلورسانس (In vitro)توليد پروتئين در محيط آزمايشگاهي 
هاي  هاي مونوكلونال اختصاصي عليه پروتئين     بادي با استفاده از آنتي   

M1   و NPنظـر قـرار گرفـت    عنوان يـك آزمـون حـساس مـد      به .

 درسـتي هاي تأييدي هضم آنزيمي بـراي اثبـات          همچنين از آزمون  
نتايج تعيين توالي نيز صحت قطعـات كلـون         . دشكلونينگ استفاده   

هـاي بيـشتر نظيـر       هر چنـد انجـام آزمـون      . شده را به اثبات رساند    
 بهتر بود ولي به لحـاظ اقتـصادي   (Western Blot)وسترن بلات 

به دليل شـيوع بـالاي      . هاي وسترن بلات مقدور نبود     بادي تهيه آنتي 
يابي به يـك   مع انساني و لزوم دست  ويروس آنفلوانزا در سطح جوا    

رسد سازه ژني توليد شده در ايـن         نظر مي  واكسن دايمي و جامع به    
عنـوان يـك گزينـه مناسـب بـراي جـايگزيني             تواند بـه   تحقيق مي 

زايـي   هاي كنوني باشد كه البته نياز به مطالعات بيشتر ايمنـي     واكسن
 .هاي حيواني و انسان دارد در مدل

  
  تشكر و قدرداني-5

دانند از همكاران محترم واحد      نويسندگان بر خود فرض مي    
دريغـشان در    هاي بي  آنفلوانزاي انستيتو پاستور ايران بابت كمك     

 اين تحقيق مستخرج از     .انجام اين تحقيق، تقدير و تشكر نمايند      
شناسـي دانـشكده علـوم پزشـكي         رساله دكتري رشته ويـروس    
  .باشد دانشگاه تربيت مدرس مي
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