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Aims Breast cancer is the most common cancer among women around the world and in Iran 
and 22% of all cancers in women is included. 
About 30% of cases with breast cancers are due to the proliferation or excessive expression of 
HER-2 protein. Chitosan is an environmentally friendly combination, due to its minimal systemic 
toxicity of peptide or drug delivery, the application is considered. The aims of this study were 
to manufactur chitosan nanoparticle containing HER-2 recombinant protein, evaluation of the 
properties and effect of its oral and injection immunization on spleen lymphocytes.
Materials & Methods In this experimental study, pET-28a vector containing HER-2 gene was 
evaluated using PCR by universal primers. Expression of protein in E.coli was induced with 
IPTG. The recombinant protein was purified using affinity chromatography and evaluated 
by Western Blotting analysis. Chitosan nanoparticles containing recombinant protein were 
prepared by inonic gelation method and their size were characterized by DLS. Mice were 
immunized with nanoparticles and antibody titers were determined by ELISA. The response 
of lymphocytes in exposure to nanoparticles was evaluated by MTT assay. One way ANOVA, 
Duncan test and SPSS 22 software were used for statistical analysis.
Findings The protein with a molecular weight of 18 kDa was confirmed. Yield of protein 
was 12mgL-1. Encapsulation efficiency of recombinant protein in nanoparticles was 70%. 
The average particle size was 205.2nm. Immunization of mice induced mucosal and humoral 
immune response.
Conclusion Encapsulation efficiency of recombinant protein in nanoparticles is 70%. The 
average particle size is 205.2nm. Immunization of mice induces mucosal and humoral immune 
response HER-2 recombinant protein, due to the cellular and humoral immune response, is a 
candidate suitable for cancer diagnostic or therapeutic purposes.
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 %۲۲و  استدنیا و ترین سرطان میان زنان در ایران  سرطان سینه شایع :فاهدا
های سینه  موارد سرطان% ۳۰حدود  شود. های زنان را شامل می کل سرطان

 سازگار پلیمری کیتوزان .است HER-2علت تکثیر یا بیان بیش از حد پروتئین  به
 پپتید تحویل برای مسمومیت سیستمیک حداقل دلیل بهبوده که  با محیط زیست

 نانوذرات حاضر تهیه هدف مطالعه است. مطرح کاربردی های برنامه در دارو، یا
 تاثیر و ها ویژگی ارزیابی ،HER-2 نوترکیب پروتئین دربردارنده کیتوزان
  .بود طحال های لنفوسیت در آن زایی خوراکی و تزریقی ایمنی
حاوی ژن نوترکیب  pET-28aوکتور  ،در مطالعه تجربی حاضر ها: روش و مواد

HER-2  با روشPCR  و پرایمرهای عمومی تایید شد. بیان پروتئین با
رزین با استفاده از ستون  و ) القاIPTGتیوگالاکتوزیداز (  ایزوپروپیل

و پروتئین با  تخلیص) Ni-NTA( اسید استیک تری نیتریلو -نیکل روماتوگرافیک
بلاتینگ تایید شد. نانوذرات کیتوزان واجد پروتئین نوترکیب به روش  وسترن

 وزایی نانوذرات در موش  و ایمنی DLSژلاسیون یونی تهیه و اندازه ذرات با 
ها از  برای تحلیل دادهصورت گرفت.  MTTها با تست  ارزیابی پاسخ لنفوسیت

استفاده  SPSS 22 افزار نرمطرفه، آزمون دانکن و  یکآنالیز واریانس های  آزمون
  شد.
. شد ییداکیلودالتون ت۱۸مولکولی اندازه  با HER-2نوترکیب  پروتئین ها: یافته

در لیتر بود. ظرفیت بارگذاری پروتئین در گرم  میلی۱۲شده  میزان پروتئین تخلیص
سازی  نانومتر مشاهده شد. ایمن۲/۲۰۵% و متوسط اندازه نانوذرات ۷۰نانوذرات، 
 ها پاسخ ایمنی همورال و مخاطی را القا کرد. موش
% و ۷۰در نانوذرات کیتوزان،  HER-2ظرفیت بارگذاری پروتئین  گیری: نتیجه

ها پاسخ ایمنی  سازی موش متر است و ایمننانو۲/۲۰۵متوسط اندازه نانوذرات 
 ایجاد را پاسخ میزان بیشترین تزریقی خوراکی تجویز همورال و مخاطی را القا و

  کند. می
  نانوذره، HER-2کیتوزان، پروتئین پستان،  های بدخیمی :ها کلیدواژه

  
  ۰۶/۰۸/۱۳۹۶ تاريخ دريافت:
  ۲۳/۱۱/۱۳۹۶ تاريخ پذيرش:

  nazarian56@gmail.comنويسنده مسئول: *
  

 مقدمه
از  یکی و زنان میان در بدخیم بیماری ترین شایع سینه سرطان
 کشورهای و توسعه کشورهای در حال در میر و مرگ مهم عوامل
% تمام ۳۰در جامعه آمریکا، سرطان سینه . ]1[یافته است توسعه
باشد،  علت سرطان می % مرگ به۱۶های بدخیم بوده و  سرطان

که احتمال ابتلا به سرطان سینه در طول عمر نوزادان دختر  طوری به
هزار نفر در ایران در اثر ابتلا به  ۳۰% است. سالیانه بیش از ۵/۱۲

طور  های مرسوم و متداول درمان، به . روش]2[کنند سرطان فوت می
ای  های توموری را هدف قرار نداده، عوارض گسترده اختصاصی سلول
توجهی کیفیت زندگی بیماران را کاهش طور قابل  داشته و به

. ]3[دهند. بنابراین ارایه راهکارهای درمانی جدید ضروری است می
یا  ERBB2( ۲-یا گیرنده فاکتور رشد اپیدرمی HER-2پروتئین 

HER2/neu کیلودالتونی و عضوی از ۱۸۵)، یک پروتئین غشایی
طبیعی طور  است و به ۱- کینازی تیپ های تیروزین خانواده گیرنده

در مسیرهای انتقال علامت منتج به رشد و تمایز سلول دخالت 
از حد این ژن با خصوصیت تهاجمی بالای  . بیان بیش[5 ,4]دارد

زایی در  های توموری با افزایش رگ سرطان سینه همراه و در سلول
یک دومین سیتوپلاسمی با   HER-2. پروتئین[6 ,5]ارتباط است

ک دومین تراغشایی و یک دومین خارج کینازی، ی فعالیت تیروزین
ممکن است توسط  HER-2سلولی دارد. دومین خارج سلولی 

های  متالوپروتئیناز ماتریکس دو قسمت شده و از سطح سلول
سرم  HER-2و سطوح  سرطانی سینه به بیرون از سلول ریخته شود

فعالیتی با دیگر اعضای خانوده  تواند توسط الیزا بدون هیچ هم می
تشخیص داده شوند. تحقیقات زیادی غلظت  HER-2ور رسپت

را با عود اولیه بیماری، بقای کمتر، پاسخ  HER-2یافته  افزایش
درمانی و همچنین پاسخ به  درمانی، هورمون یافته به شیمی کاهش

دلیل خصوصیت  . به]7[اند یا هرسپتین مرتبط دانسته ترازتوزوماب
بینی پاسخ به درمان با  دهندگی آن و نیز قابلیت پیش آگهی پیش

-HERهرسپتین، تومورهای سینه اغلب برای تعیین افزایش بیان  تواند  با تشکیل کلاستر می HER-2. همچنین [8]شوند کنترل می 2
در  HER-2. بیان زیاد ژن [10 ,9]در تومورزایی نقش داشته باشد

. [10]طان سینه با طول عمر کوتاه مشاهده شده استبیماران سر
ترین  طوری که رایج است، به HER-2ترین مارکر سرطان سینه  مهم

 HER-2روش آزمایشگاهی تشخیص سرطان سینه بررسی بیان 
% موارد سرطان سینه متاستازی، بیان ۳۰تا  ۲۰. در [11]باشد می HER-2  مسیرهای افزایش یافته که این افزایش منجر به قطع

انتقال پیام طبیعی، فقدان تنظیم رشد سلول و آغاز مقاومت به 
در سطح سلول توموری  HER-2شود. افزایش بیان  آپوپتوز می

منجر به ترانسفورماسیون بدخیم و تهاجم بالینی سرطان سینه 
  .[12]شود می
 مواد، سایر و پروتئازها به نسبت ها دلیل حساسیت بسیار پروتئین به

های  دلیل داشتن ویژگی کیتوزان به نیاز دارند، عاملی محافظآنها به 
 آید. کیتوزان بارز، یکی از ترکیبات محافظ پروتئین به شمار می

پوستانی  پوسته سخت در زیاد میزان به است که ساکاریدی پلی
عنوان  از کیتوزان به بدمایر. اولین بار دارد وجود مانند خرچنگ

 به . اطلاعاتای استفاده کرد رودهحامل برای انتقال یک داروی 
 شده موجب کیتوزان شیمیایی و فیزیکی از خصوصیات آمده دست
ها  ایمونوژن و دارو رهاسازی برای ای ماده عنوان به این پلیمر که

توان به  های کیتوزان می دیگر ویژگی مورد توجه قرار گیرد، از
ضدتوموری خاصیت ضدالتهابی، ضدمیکروبی، ضدویروسی، فعالیت 

مثبت  تکنیکی، ویژگی بار نظر . از[13]و ویژگی التیام زخم اشاره کرد
، این دو ویژگی [14]مهم است بسیار کیتوزان آب در حلالیت و

ها و یا  شوند پلیمر با سطوح باردار میکروارگانیزم موجب می
کند، به همین  برخورد آبی محیطهای بار منفی در  ماکرومولکول

 است. شده استفاده اهداف این برای وهای برخوردینیر این از دلیل
 ایمنی سیستم تحریک قابلیت کیتوزانی و ذرات ها سوسپانسیون

 ماکروفاژها های ایمنی مانند سلول سازی کموتاکسی و فعال مانند
 )IFN-γ(اینترفرون گاما  ،)IL2( ۲، اینترلوکین )IL10( ۱۰مانند اینترلوکین  هایی ترشح سیتوکین موجب نیز و دارند را

-TNF(و فاکتور نکروزکننده توموری آلفا  )IL12( ۱۲اینترلوکین  α( های شدن سلول پلیمر موجب فعال این .شوند می T 
 و پاسخ شده طبیعی کشنده های سلول نیز و سیتوتوکسیک

دارد،  پایینی بسیار سمیت کیتوزان دهد. می افزایش را بادی آنتی
پلیمری سازگار با محیط زیست است و در محیط زیست تقریباً 
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 مسمومیت حداقل به توجه و با [16 ,15]شود راحتی تجزیه می به
 کاربردی های برنامه در یا دارو، پپتید تحویل برای سیستمیک

 پاسخ میزان افزایش قادرند ضمن نانوذرات این است. مطرح
 ایجاد سمت به سیستم این و هدایت دهی جهت در ایمنی، سیستم
 نانوذرات این کاربردن به موثر باشند. با نیز پاسخ از خاصی نوع
 هدف مورد نوترکیب پروتئین استفاده از مقدار حامل، عنوان به

تا حدودی محافظت  پروتئازها اثرات مخرب از و یابد می کاهش
 پروتئین و کیفیت کارایی موجب ارتقای راهکار شوند. این می

 در که شود می بر ضدتومور ایمنی های پاسخ القای در موردنظر
موثر و  پپتیدرسانی و پروتئین جمله از کاربردی اهداف پیشبرد

و همکاران از  گیل. [18 ,17]است اهمیت انتقال دارو حایز
وسیله کیتوزان استفاده کردند و در این  های تحویل دارو به سیستم

توزان و تغییرات نانوذرات و سطح بررسی با استفاده از مشتقات کی
عنوان سیستم دارورسان با  شارژ واکسن نشان دادند که کیتوزان به

طور بسیار قوی  تواند در مخاط به ادجوانت و بدون ادجوانت می
. در مطالعات اخیر استفاده [19]زودی وارد بازار شود اثرگذار باشد و به

های مناسب و هدفمند  لاز پلیمر کیتوزان برای انتقال داروها به مح
 .[21 ,20]های زیستی، توسعه فراوانی یافته است در سیستم

 کیتوزان دربردارنده پروتئین با هدف تهیه نانوذرات مطالعه حاضر
زایی آن در  ها و تاثیر ایمنی ارزیابی ویژگی، HER-2ب نوترکی

  های طحال انجام شد. لنفوسیت
  

  ها روش و مواد
 E. coliبیان در باکتری  منظور به ژنی سازهدر مطالعه تجربی حاضر 

و  کاظمیسازی شد.  زیرهمسانهpET-28a  وکتور بیانی در
 نوترکیب پروتئین یک طراحیمنظور  به ۱۳۹۴همکاران در سال 

 E. coli BL21DE3میزبان پروکاریوتی  در HER-2ژن  آنتی حاوی
 ایمونوژنیک پستان، توالی سرطان تشخیص برای ابزاری عنوان هب

HER2 تخلیص پلاسمید کردند استخراج را .pET-28a  حاوی ژن
HER-2 در این روش، یک کلنـی [22]لیز قلیایی انجام شد با روش .

واجد  )LB( لوریا برتانی لیتر محیط کشت میلی۵از باکتری در 
مدت یـک شب در دمای  بیوتیک کانامایسین کشت و به آنتی °C۳۷ ، در شـیکر انکوبـاتور گرماگـذاری شــد. رسوب ســلولی
سولفات و  دودسیل لیزکننده واجد سدیم بافر بــاآوری و  جمع
هیدروکسید، دیواره و غشای سلول تخریب شد و  سدیم
 .کار رفت استات برای جداسازی ژنوم و پلاسمید به پتاسیم

د پلاسمید حذف هــا بــا فنــل/کلروفــرم از فاز رویی واج پــروتئین
پلاسمیدی در اتانول مطلق ترسیب و سپس با اتـانول DNA ، شدند
  .حل شد )EDTA )TE -% شسته و در بافر تریس۷۰

با  )PCR(مراز  ای پلی برای تایید سازه ژنی، واکنش زنجیره
در حجم نهایی  PCRانجام شد. واکنش  T7پرایمرهای عمومی 

مول  میلیPCR )10X( ،۲/۰میکرولیتر بافر ۲میکرولیتر شامل ۲۵
 ۲میکرومول و ۵/۰، پرایمرها هر کدام )dNTPs(نوکلئوتید  دئوکسی

، )Mgcl2(مولار کلریدمنیزیم  میلی۲پلیمراز، Taqواحد آنزیم  DNA  میکرولیتر، ۵/۱۰نانوگرم و آب مقطر استریل ۱۵۰الگو
سیکل شامل مرحله واسرشت در  ۳۰با  PCRاندازی شد. واکنش  راه

ثانیه، مرحله اتصال پرایمر در درجه حرارت ۴۰و  C۹۵°درجه حرارت  °C۶۰ ثانیه، مرحله تکثیر در درجه حرارت ۳۰زمان  و مدت°C۷۲  و
دقیقه صورت گرفت. در انتها نیز مرحله تکثیر نهایی  زمان یک مدت
  اعمال شد. C۷۲°دقیقه در دمای ۱۰مدت  به

 میکرولیتر از۵۰ میزان به: HER-2تولید پروتئین نوترکیب 
 pET28aشده با پلاسمید (+) کشت حاوی باکتری تراریخت محیط

میکروگرم بر ۲۰مایع جدید دارای  LBلیتر محیط  میلی۵در 
ها به  بیوتیک کانامایسین تلقیح و تا رسیدن باکتری لیتر آنتی میلی

نانومتر) ۶۰۰در طول موج  ۵/۰مرحله رشد لگاریتمی (جذب نوری 
ها به  . به نمونهقرار داده شد C۳۷°درون شیکر انکوباتور با دمای 

 )IPTG(تیوگالاکتوزیداز   استثنای نمونه شاهد، القاگر ایزوپروپیل
مدت  مولار در شرایط استریل اضافه و به میلی با غلظت نهایی یک

 rpm۱۰۰در شیکر انکوباتور با سرعت  C۳۷°ساعت در دمای ۵
شده،  آوری جمعگرماگذاری شد. پس از اتمام زمان، رسوب سلولی 

میکرولیتر بافر لیزکننده حل و با سونیکاسیون با شرایط قدرت ۱۰۰در 
ثانیه در یخ، شکسته ۱۵ثانیه سونیکاسیون و ۱۰ ،سیکل ۴% در ۷۵

شدند. نمونه حاصل از سونیکاسیون سانتریفوژ و محلول رویی برای 
بارگذاری  SDS-PAGE  ۱۲%بررسی بیان پروتئین نوترکیب روی ژل

عنوان نشانگر  سیناژن؛ ایران) به ؛SM 0673 )prestain protein ladder SM 0673شده  نگر پروتئین از قبل رنگنشاشد. 
. همچنین حلالیت پروتئین با استفاده [24 ,23]پروتئینی استفاده شد
  مولار بررسی شد.۸اوره  )PBS(از بافر نمکی فسفات 

 روش کروماتوگرافی تمایلی: اب HER-2 نوترکیب پروتئین تخلیص
با در نظرگرفتن تشکیل اجسام انکلوژنی از روش دناتوره برای 
تخلیص پروتئین نوترکیب استفاده شد. بیان پروتئین در 

مایع انجام و به رسوب سلولی حاصل  LBلیتر محیط کشت  میلی۵۰
اضافه  ۸برابر  pHمولار با ۸واجد اوره  Bلیتر بافر  میلی۲از بیان، 

مرتبه  ۶به تعداد  ۷۵/۰% و پالس ۷۰ها با شرایط قدرت  نمونهشد. 
گرماگذاری شدند. پس  C۳۷°دقیقه در دمای ۶۰مدت  سونیکه و به

 - از سانتریفوژ، محلول رویی جدا و از رزین کروماتوگرافی نیکل
عبور داده شد. در ادامه  )Ni-NTA( اسید استیک نیتریلوتری

بافرهای ، ۳/۶برابر  pHبا  Cوشوی  ترتیب بافرهای شست به
 ۴/۵برابر  pHبا  Eبافر استخراج  و ۹/۵برابر  pHبا  Dوشوی  شست

تعیین غلظت پروتیئن با روش  % استفاده شد.SDS-PAGE ۱۲از ستون عبور داده شدند. برای ارزیابی تخلیص پروتئین از ژل 
برادفورد و با استفاده از آلبومین سرم گاوی (سیناژن؛ ایران) 

  .[26-24]پروتئین استاندارد انجام شد عنوان به
پس از  شده: منظور تایید نهایی پروتیئن بیان بلاتینگ به وسترن

حذف اوره از محلول حاصل از تخلیص کروماتوگرافی به روش دیالیز 
بادی اختصاصی  شیب اوره، پروتئین نوترکیب با استفاده از آنتی

. میزان بلاتینگ ارزیابی شد ضدهیستیدین و به روش وسترن
% بارگذاری با استفاده SDS-PAGE ۱۲پروتئین در میکروگرم از ۲۰

بلاتینگ (بیورد؛ ایالات متحده) روی کاغذ  از تانک وسترن
. پوشاندن نواحی آزاد و منتقل شد و فلوراید دی وینیلیدین پلی

 PBST% شیر خشک در ۵برهنه کاغذ با استفاده از بافر بلاکینگ 
ساعت ۳مدت  به C۳۷°) در دمای ۲۰% توئین۰۵/۰واجد  PBS(بافر 

تکرار شد. کاغذ با  PBSTوشوی کاغذ سه بار با بافر  انجام و شست
مدت  به ۱:۱۰۰۰بادی مونوکلونال موشی ضدهیستیدین با رقت  آنتی
وشو، برای  ساعت در دمای اتاق مجاور شد. پس از شست۲

ر حاوی تریس لیتر باف میلی۱۰آشکارسازی باند پروتئینی از 
میکرولیتر ۱۰آمینوبنزیدین و  گرم دی میلی ۱۰مولار،  میلی۵۰
 SM 0673شده  نشانگر پروتئین از قبل رنگاکسیژنه استفاده و  آب

  .[26 ,23]عنوان نشانگر پروتئینی روی کاغذ تثبیت شد به (سیناژن؛ ایران)
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و بررسی  HER-2یب کیتوزان حاوی پروتئین نوترک نانوذرات تهیه
نانوذرات کیتوزان با روش ژلاسیون یونی و : میزان بارگذاری پروتئین

لیتر در اسیداستیک  گرم در میلی میلی۲محلول کیتوزان با غلظت 
آمده،  دست % وزنی تهیه شد، پس از فیلترکردن محلول به۲
گرم در  میلی۱فسفات با غلظت  پلی تری لیتر از محلول سدیم میلی۵

لیتر محلول کیتوزان حاوی  میلی۵/۷ای به  صورت قطره لیتر به میلی
  پروتئین نوترکیب اضافه شد و روی همزن مغناطیسی قرار گرفت.

پس از تشکیل نانوذرات، محلول کلوئیدی در بستر گلیسرولی 
سانتریفوژ و  rpm۱۳۰۰۰و با سرعت  C۴°دقیقه در دمای ۴۰مدت  به

رسوب  مایع رویی برای تعیین میزان بارگذاری پروتئین جدا شد.
سازی و تجویز  حاصله که شامل نانوذرات بود، برای سیر مراحل آماده

داری شد. میزان بارگذاری پروتئین، براساس  نگه C۴°در دمای 
شده به محلول کیتوزان و مقدار  اختلاف مقدار پروتئین اولیه افزوده
منظور بررسی  دست آمد. به نهایی باقیمانده در محلول رویی به

 ZEN3600 مدلاز دستگاه زتاسایزر  DLSرات با روش اندازه نانوذ
)Malvern[27 ,26]؛ انگلستان) استفاده شد.  

ای و  هفته۶سر موش ماده،  ۲۰ سازی حیوان آزمایشگاهی: ایمن
منظور  تایی آزمون به۵گروه  ۳گرم انتخاب و در۲۰وزن تقریبی 

 ۵تزریقی و  -رت خوراکی، تزریقی، خوراکیصو به  HER-2تجویز
 ،C۲۵°موش دیگر نیز در یک گروه کنترل تقسیم و در شرایط دمای 

 های قفس در مناسب نور رطوبت و غذایی، مواد به کافی دسترسی
  د.دنداری ش نگه پروپیلنی پلی

گرفت (جدول ای صورت  هفته۲تزریقات در چهار نوبت و با فواصل 
شده و  میکروگرم از پروتئین بارگذاری۱۰۰کی ). برای تجویز خورا۱

 کار برده شد. برای میکروگرم پروتئین به۱۰برای تزریق زیرجلدی 
  ژن آزاد از ادجوانت کامل و ناقص فروند استفاده شد. تزریق آنتی

زایی، یک هفته پس از تزریقات از چشم  منظور بررسی ایمنی به
دلیل  یه شد. بهگیری و سرم ته حیوانات ایمن و غیرایمن خون

 )A )IgAتجویز خوراکی نانوواکسن در موش، ایمونوگلوبولین 
  ژن مورد نظر در مدفوع بررسی شد. ترشحی علیه آنتی

  
  ها موشسازی  ایمن مراحل نحوه و زمان )١جدول 

  کنترل  تزریقی  تزریقی  –خوراکی  خوراکی  دوز/ روز
  خوراکی  زیرجلدی  گاواژ  خوراکی  ۱اول/ روز 
  خوراکی  زیرجلدی  گاواژ  خوراکی  ۱۴دوم/ روز 
  خوراکی  زیرجلدی  گاواژ  خوراکی  ۲۸سوم/ روز 

  صفاقی  صفاقی  صفاقی  خوراکی  ۳۲چهارم/ 
  

سرم و مدفوع به روش  IgAسرم،  IgGبادی  تعیین تیتر آنتی
کلونال موجود در سرم به روش  بادی پلی آنتی الیزای غیرمستقیم:

میکروگرم از پروتئین نوترکیب ۵الایزا ارزیابی شد. برای انجام الیزا، 
های پلیت  کربنات به داخل چاهک بی -با استفاده از بافر کربنات

تثبیت  C۴°مدت یک شب در دمای  الیزا اضافه و با گرماگذاری به
پس از هر یک از  PBSTافر کردن با ب وشو و خشک شد. عمل شست

ژن در کف  های خالی از آنتی مراحل آزمایش الیزا انجام شد. محل
 PBST% وزنی/حجمی در بافر ۵ها با بافر بلاکینگ ژلاتین  چاهک

ساعت، مسدود شد. سریال رقت از ۱مدت  به C۳۷°با اعمال دمای 
تهیه و به  ۲۵۶۰۰/۱تا  ۵۰/۱سرم موش ایمن و موش کنترل از رقت 

ساعت در شیکر ۱مدت  ها اضافه شد، سپس میکروپلیت به هکچا
بادی ثانویه  برای گرماگذاری قرار گرفت. از آنتی C۳۷°انکوباتور 
استفاده شد. در مرحله  ۲۵۰۰/۱با رقت  HRPشده با  کونژوگه

 )OPD( آمین ارتوفنیل دیول هک محلآشکارسازی، به هر چا
شد و پلیت الیزا در تاریکی قرار گرفت. واکنش تغییر رنگ  اضافه

ها  سوبسترا با افزودن اسیدسولفوریک متوقف و جذب نوری نمونه
  نانومتر ثبت شد.۴۹۲توسط دستگاه خواننده الایزا در طول موج 

ژن، روش  سرمی اختصاصی علیه آنتی IgA منظور تعیین تیتر به
 الیزای غیرمستقیم همانند روش قبل صورت گرفت با این تفاوت که

و همچنین  در نظر گرفته شد ۱:۶۴۰تا  ۱:۵رقت سرم در این مرحله 
 A بادی ضدایمونوگلوبولین نوع نتیآ از ،در مرحله افزودن کونژوگه

  استفاده شد. ۱: ۱۰۰۰(سیگما؛ ایالات متحده) با رقت  )Anti-IgA HRP conjugate( شده به آنزیم پراکسیداز ترب کوهی متصل
 طحال: MTTروش  به طحالی های لنفوسیت تکثیر میزان بررسی
استریل  شرایط در ها موش کردن نخاعی از پس شده ایمن موش هر

، ۴[-۳به  MTTمنظور انجام آزمون  و زیر هود لامینار خارج شد. به
بود نیاز  MTTتترازولیوم  فنیل دی -Y1 -۲ ،۵]-۲-تیازول متیل دی۵

برای  .سلول در هر گوده از میکروپلیت قرار داده شود ۱×۱۰۴تا 
، MTTمیکرولیتر محلول ۱۰ازای هر  ، بهMTTسازی  رقیق
مدت  به هر چاهک اضافه شد و به RPMI 1640میکرولیتر ۹۰
قرار گرفت. برای توقف واکنش از الکل  C۳۷°ساعت در انکوباتور ۴

؛ مرک؛ DMSOمتیل سولفواکسید ( ایزوپروپانول اسیدی و دی
ترتیب که به تکرار دوتایی  آلمان) با الکل اتیلیک استفاده شد. بدین

اضافه شد و در  DMSOاول ایزوپروپانول و به تکرار دوتایی دوم 
؛ Cecil( ۲۰۲۱نانومتر با اسپکتروفوتومتر مدل ۵۷۰طول موج 

منظور  و استفاده از دو حلال به انگلستان) خوانده شد. این عمل
افزایش ضریب اطمینان صورت پذیرفت. در ضمن پس از اتمام 

رنگ  ای ها با مشاهده بلورهای سرمه انکوباسیون وضعیت سلول
 .[28 ,14]فورمازان درون سیتوپلاسم سلول، کنترل شدند

اسمیرنوف  -ها از آزمون کولموگروف بودن داده برای تعیین نرمال
طرفه،  ها با آنالیز واریانس یک د. آنالیز واریانس دادهاستفاده ش

مقایسه میانگین در سطح تجویز با آزمون دانکن و عملیات آماری 
  صورت گرفت. SPSS 22افزار  وسیله نرم به

  
 ها یافته

آگارز  حاصل از تکثیر با پرایمرهای عمومی روی ژل PCRمحصول 
  ).۱(شکل وکتور بود در  HER-2کننده وجود ژن  تایید

  

 
  

  % (الف)١ آگارز ژل روی pET28a-HER-2 پلاسمید الکتروفورز بررسی الگوی) ۱ شکل
  باز) جفت۱۰۰۰( DNA مولکولی اندازه نشانگر )١ ستون
  HER-2نوترکیب  ژن حاوی pET28aپلاسمید  )٢ ستون

  (ب) %١ آگارز ژل روی T7عمومی پرایمرهای با PCR واکنش محصول الکتروفورز
  باز) جفت۱۰۰۰( DNA ) نشانگر اندازه مولکولی۱ستون 

  عنوان کنترل به  واجد ژن نوترکیب pET28a نمونه وکتورPCR  ) محصول۲ستون 
  عنوان کنترل به pET28a مونه وکتورن PCR ) محصول۳ستون 

 ب الف
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وزن با  HER-2پروتئین نوترکیبدر اثر القا، عصاره سلولی 
  ).۲بیان شد (شکل در نمونه آزمون  کیلودالتون۱۸ مولکولی

 IPTGمولار  میلی القاشده با غلظت یک HER-2 پروتئین بیان ارزیابی )۲ شکل
 SDS-PAGE ژل روی

  IPTGعصاره سلولی باکتری واجد ژن نوترکیب القانشده با  )۱ستون 
  SM 0673شده  نشانگر پروتئین از قبل رنگ) ۲ستون

  IPTGعصاره سلولی باکتری واجد ژن نوترکیب القاشده با  )۶تا  ۳های  ستون

پروتئین نوترکیب با خلوص بسیار بالایی در خروجی ستون حاصل 
 .)۳داشت (شکل وجود  )MES(اس  ای و بافر ام  Eاز بافر رهاسازی

 شد. تعیین لیتر میکروگرم بر میلی۶۰۰شده  غلظت پروتئین تخلیص

  Ni-NTA با روش کروماتوگرافی میل ترکیبی HER-2تخلیص پروتئین نوترکیب  )۳شکل 
  مولار پس از عبور از ستون نشانگر مولکولی پروتئین۸شده اوره  ) عصاره سلولی حل۱ستون 

  Cوشوی ستون با بافر  ) نمونه مربوط به شست۲ ستون
  Dوشوی ستون با بافر  ) نمونه مربوط به شست۴و  ۳ ستون

  Eوشوی ستون با بافر  ) نمونه مربوط به شست۶ و ۵ستون 
  MESوشوی ستون با بافر  ) نمونه مربوط به شست۷ ستون
  SM 0673شده  نشانگر پروتئین از قبل رنگ)  ۸ستون

  هیستیدینبادی ضد با آنتیHER-2 بلات پروتئین  وسترن )۴شکل 
رنگ تاییدکننده نهایی پروتئین  ای با توجه به نشانگر پروتئینی و نمونه کنترل، لکه قهوه HER-2  کیلودالتونی بود.۱۸در ناحیه  

  ده شد.استفا SM 0673شده  نشانگر پروتئین از قبل رنگ

بادی ضدهیستیدین توانست توالی آمینواسیدی هیستیدین  آنتی
که توسط وکتور به انتهای آمینی پروتئین نوترکیب اضافه شده بود 
را شناسایی و با آن واکنش دهد و صحت پروتئین نوترکیب 

  ).۴شد (شکل شده در میزبان پروکاریوتی تایید  بیان

 سیستم
گراد) (درجه سانتی دما  ٠/٢٥ زمان استفاده (ثانیه) مدت   ٦٠ 

/٥ نرخ شمارش
٢٨٤ 

گیری موقعیت اندازه
متر) (میلی  ٢٥/١

توضیح 
گیری کووت اندازه سلول

کننده تضعیف یک بار مصرف   ٥

 نتیجه
قطر 

متر) نانو( عرض درصد % 
Z (نانومتر) متوسط    ٢/٢٠٥ ١پیک    ٩/١٠٥  ٠/١٠٠  ٨٥/٦٥  Pdl ٢٢٢/٠ ٢پیک    ٠٠٠/٠  ٠/٠  ٠٠٠/٠

٩٤٧/٠ رهگیری ٣پیک    ٠٠٠/٠  ٠/٠  ٠٠٠/٠
خوب کیفیت نتیجه

  DLSاندازه نانوذرات كیتوزان با بررسی  )۱نمودار 
  دهنده یکنواختی نانوذرات بود. پیک نمودار تیز، نشان

  دست آمد. نانومتر به۲/۲۰۵میانگین اندازه ذرات 

مشاهده شد (نمودار نانومتر ۲/۲۰۵میانگین اندازه نانوذرات کیتوزان 
 ۵/۹نوترکیب  کیتوزان واجد پروتئین نانوذرات الکتریکی بار) و ۱
 % تعیین شد.۷۰میزان بارگذاری پروتئین در نانوذرات، حدود  .بود

سرم اختصاصی علیه  IgGالقای پاسخ سیستمیک و افزایش تیتر 
گیری دوم نسبت به  مشاهده شد. در خون HER2پروتئین نوترکیب 

تزریقی افزایش  - سرمی در گروه خوراکی IgGگیری اول میزان  خون
گیری دوم به عدد  در خون ODmaxنحوی که  به ،)۲یافت (نمودار 

  بود. ۲/۰گیری اول  در خون ODmaxرسید، در حالی که  ۴/۲
 ODmaxسرم، مقدار  ۱۰۰۰۰۰به  ۱در گروه تزریقی در رقت  IgGمیزان 
گیری اول  دست آمد ولی برای خون به ۱/۳گیری دوم معادل  خون ODmax  بادی  بود و افزایش قابل ملاحظه آنتی ۵/۲معادلIgG  در
). نتایج ۲گیری آخر مشاهده شد (نمودار  وه تزریقی در خونگر

). در ۲گروه خوراکی دیده شد (نمودار  IgGمشابهی در میزان 
 سرمی در گروه IgGگیری اول میزان  گیری دوم نسبت به خون خون

گیری دوم معادل  خون ODmaxنحوی که  تزریقی افزایش یافت. به
ود. در خصوص نقطه پایان ب ۵/۲گیری اول معادل  و خون ۱/۳عدد 

و در  ۱۰۰۰به  ۱گیری دوم معادل رقت  نیز مشاهده شد در خون
  ).۲بود (نمودار  ۱۰۰به  ۱اول گیری  خون

گیری دوم یک افزایش در میزان  تزریقی در خون - در گروه خوراکی IgA ژن مورد نظر و همچنین روند مشابهی در  ترشحی علیه آنتی
گیری دوم و  در خون ODmaxنحوی که  گروه خوراکی مشاهده شد، به

  ).۳یافت (نمودار گیری اول افزایش  در خون

 کیلو دالتون١٨



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکاران انیقیفاطمه شف  ۹۰

   ۱۳۹۷ تابستان، ۲، شماره ۲۱دوره                                                                                                  شناسی زیستی های آسیب پژوهش

  

  

  
  

  

  

  

  
های موشی با  گیری اول و دوم در گروه در خون IgGنتایج تیتراسیون  )۲نمودار 

  تزریقی (الف)، خوراکی (ب) و تزریقی (ج) مورد آزمایش-تجویز خوراکی
در گروه موش با تجویز تزریقی نانوذره بیشتر از  IgGمشاهده شد میزان تیتراسیون 

). در حالی که مقدار ۱/۳تزریقی و تزریقی بود (- های موشی با تجویز خوراکی گروه
  بود. ۴/۲تزریقی -و در گروه خوراکی ۲۵/۰در گروه خوراکی  IgGیتراسیون ت

  
ژن و تعداد دفعات تجویز برای  اثرات فرمولاسیون تجویز آنتی

دار  فاکتورهای مورد ارزیابی در این مطالعه، از لحاظ آماری معنی
  .)p>۰۵/۰؛ =۰۸۵/۱۶Fبود (

ژن  کننده آنتی های دریافت بادی پس از تزریق در گروه تولید آنتی
و  ۲کنترل دیده نشد (نمودار   گروهافزایش یافت که این افزایش در 

  ).p>۰۵/۰دار بود ( بادی پس از تزریق معنی ) افزایش تیتر آنتی۳

  
  

  
بادی  در دو نمودار، بالاترین میزان تیتر آنتی IgAمیزان تیتراسیون  )۳نمودار 

بادی مربوط  مربوط به نمونه مدفوع گروه خوراکی و پس از آن بالاترین تیتر آنتی
  به نمونه سرمی گروه تجویز خوراکی نانوذره بود.

  
گروه  HER2در مواجهه با نانوذرات حای پروتئین نوترکیب 

های طحال را  تزریقی بیشترین تیتر لنفوسیت -های خوراکی موش
از آن گروه تزریقی و  ، پس)۴(نمودار  داشتنسبت به گروه کنترل 

. با توجه به نمودار حاصل از میزان ندسپس گروه خوراکی قرار داشت
تزریقی  –اندیکس تحریکی، بیشترین پاسخ سلولی در گروه خوراکی

دار نبود  ظ آماری معنیمشاهده شد. با این حال این اختلاف از لحا
)۰۵/۰>p.(  

  
ها در مواجهه با نانوذرات حاوی پروتئین  مقایسه میزان رشد لنفوسیت) ۴نمودار 

  تزریقی –های تزریقی، خوراکی و خوراکی بین گروه HER2نوترکیب 
های خوراکی و تزریقی  تزریقی بیشتر از گروه -ها در گروه خوراکی میزان رشد لنفوسیت
  ).p<۰۵/۰دار نبود ( این حال این اختلاف از لحاظ آماری معنی مشاهده شد، با

الف

 ب

 ج

 الف

 ب
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  بحث
 کیتوزان دربردارنده پروتئین تهیه نانوذرات مطالعه حاضر با هدف

زایی آن در  ها و تاثیر ایمنی ارزیابی ویژگی، HER-2ب نوترکی
  های طحال انجام شد. لنفوسیت

ژن مرتبط با تومور  سرطان سینه ایمونوژنیک است و چندین آنتی
وجود دارد که از آنها برای ساخت واکسن برای سرطان سینه 

های سرطان سینه طراحی شدند تا  استفاده شده است. واکسن
ژن طبیعی  های مختلف مسیر پردازش آنتی پاسخ ایمنی در گام

، HER-2/neuهای  ژن برای مراقبت ایمنی را تحریک کنند. آنتی Mucin-1  وhTERT طور کارآمدی در  هایی هستند که به ژن آنتی
اند.  سرطان سینه مطالعه شدهمبتلا به واکسیناسیون بیماران 

کمکی و  Tهای  ها به این منظور بود که سلول طراحی این واکسن
های اخیر  کشنده را اصطلاحاً بیرون بکشد. در طول سال

ها گزارش شده است.  ژن انی برای این آنتیهای بالینی انس آزمایش
هدفی بسیار مناسب برای ایمونوتراپی  HER-2/neuژن  آنتی
  .[29]است

  

 در همتواند  می HER2علیه  آزاد و مرکب های بادی اتوآنتی
. کشف شود سالم افراد در هم و بدخیم تومورهای به مبتلا بیماران
 anti-HER2 های بادی آنتی جریان که است کرده ثابت مطالعات
 بیماران برای تشخیصی مطلوب عامل یک عنوان به است ممکن
 مورداستفاده درمان از قبل اولیه مراحل در سینه سرطان به مبتلا
  .[30 ,4]گیرند قرار

  

 ضدسرطان مناسب واکسن کاندید یک ارایه که پیشین تحقیق در
 ایمونوژنیسیته و شدبیان   E. coliدر HER2ترکیب نو پپتید سینه
 به توجه . با[31]گرفت قرار تایید مورد آن ضدسرطان کارکرد و

 پروتئین این حاوی کیتوزان نانوذره تولید پیشین، های یافته
 ارزیابی مورد  BALB/cموش مدل در آن زایی و ایمنی نوترکیب

  .گرفت قرار
  

طور کلی نانوتکنولوژی در علم واکسن انتقال دارو، انتقال  به
، DNAشده ژن، تشخیص پاتوژن، شناسایی و استخراج  کنترل

مهندسی بافت و تصویربرداری زیستی و مولکولی کاربرد دارد. 
ای برای  عبارتی نانوساختارها در فرمولاسیون واکسن وسیله به

ادجوانتی ذاتی دلیل خاصیت  انتقال هستند و همچنین به
های نانوذرات از قبیل  بخشند. ویژگی های ایمنی را بهبود می پاسخ

کیتوزان اثرات مهمی در کیفیت واکسن مانند اندازه، خاصیت 
  .[13]شدن لیگاند خواهند داشت گریزی، بار، شکل سطحی، اضافه آب

های  ویژه در اندام های حامل به نانوذرات در مقایسه با سایر سیستم
ها، کبد و طحال تجمع بهتری دارند، زیرا  ز ماکروفاژ مثل ریهغنی ا

. همچنین [32]شوند ها فاگوسیته می نانوذرات بیشتر در این اندام
توانند با  ای مشابه اجزای سلولی دارند می دلیل اینکه اندازه به

ویژه پینوسیتوز وارد  م اندوسیتوز سلولی بهزاستفاده از مکانی
  .[33]های زنده شوند سلول

  

های  وزن مولکولی، درجه داستیلاسیون (چگالی بار) و توزیع گروه
های فیزیکوشیمیایی و زیستی کیتوزان  شدت روی ویژگی استیل به

های  طور مستقیم روی کاربرد آن نقش دارد. نمک اثرگذار است و به
هستند. حلالیت نشدنی  حل ۶برابر  pHکیتوزان طبیعی عمدتاً در 

های آمین اولیه  ه کیتوزان با تغییرات مولکولی گروهیافت آبی افزایش
های  آید که در محلول گروه دست می های هیدروکسیل به و گروه

ساکارید محلول حاصل  شوند و پلی آمینوی کیتوزان پروتونه می
 چسبندگی بههای  ویژگیشود که کیتوزان با  طور مثبت باردار می به

برای داروهای استنشاقی و انتقال واکسن  )موکو ادهسینی( مخاط
  .[34]کاربرد دارد

کند  عنوان سیستم انتقال عمل می ژن و نانوذره یا به میانکش آنتی
عنوان  کند. در عملکرد نانوذرات به زایی را تقویت می یا ایمنی

های معینی را فعال  های ایمنی، نانوذره روش ارتقادهنده پاسخ
ژن و بهبود  ز آن پردازش آنتیکند که احتمالاً بعد ا می

ژن  ایمونوژیسیتی را افزایش دهد. میانکش بین نانوذره و آنتی
طور نسبی ضعیف است، که ممکن است به جداشدن سریع  به

شود.  منجر ژن و نانوذره در شرایط درون سلول زنده آنتی
تری را بین  انکپسولاسیون و کانجوگاسیون شیمیایی میانکش قوی

ها با  ژن کند. در انکپسولاسیون، آنتی ژن فراهم می آنتینانوذره و 
شوند، در نتیجه  مواد سازنده نانوذره در طی سنتز مخلوط می

. [33]شود شدن نانوذره داخل سلول، آزاد می ژن تنها موقع تجزیه آنتی
وسیله  ژن به در این تحقیق نیز میانکش نانوذره و آنتی

  انکپسولاسیون تقویت شد.
ان داده است که اندازه، بار و شکل نانوذرات نقش مطالعات نش

طور کلی نانوذرات سایز قابل  ژن دارد. به مهمی در جذب آنتی
آسانی تشخیص داده  تواند به ها دارند که می ای با پاتوژن مقایسه

کننده  های عرضه شده و در نتیجه جذب کارآمدی توسط سلول
های  ود. سلولهای ایمنی انجام ش ژن برای القای پاسخ آنتی

 ۲۰کنند ( دندریتیک اغلب ذرات با اندازه مشابه ویروس را جذب می
نانومتر)، در حالی که ماکروفاژها اغلب ذرات بزرگتر را جذب ۲۰۰تا 
میکرومتر). علاوه بر اندازه ذره، بار سطحی نیز ۵تا  ۵/۰کنند ( می

کند. نانوذرات  سازی پاسخ ایمنی بازی می نقش مهمی را در فعال
های الکترواستاتیک با غشاهای سلولی  علت میانکش اتیونی بهک

ژن را نشان  کننده آنتی های عرضه آنیونی القای بیشتر جذب سلول
  .[35]دهند می

ژن در حدود  در مطالعه حاضر نیز متوسط اندازه نانوذرات واجد آنتی
های سیستم ایمنی  ژن به سلول نانومتر بود که امکان ارایه آنتی۲۰۰
  سازد. اهم میرا فر

ای برای استفاده از نانوذرات با قابلیت اینکه  تحقیقات گسترده
های سالم را محافظت نموده و اثرات کشنده روی  بتواند بافت

طور مثال از  های سرطانی داشته باشد انجام شده است. به سلول
های سرطان سینه  آنتراسیکلین لیپوزومی در درمان تمام درجه

دلیل اثرات سمی روی  ، ولی کاربرد آن به[37 ,36]شود استفاده می
بادی  ، یک آنتیترازتوزومابقلب محدود است. این ترکیب همراه با 

 .[38 ,36]، تاثیر بهتری خواهد داشتERBB2مونوکلونال علیه 
لیپوزم و لیپوزوم حاوی  گلیتید که پی است گزارش شده

دوکسوروبیسین در درمان سرطان سینه در مرحله متاستازی کاربرد 
. استفاده از نانوذرات همراه با داروها نفوذپذیری آنها را [40 ,39]دارند

دهد. با خصوصیت  های توموری افزایش می به بافت
الم بافت های س کنندگی نانوذره اثرات سمی دارو بر سلول حفاظت

  .[41]غیرتوموری نیز کمتر است
عنوان آنتاگونیست گیرنده  برای مدت طولانی تاموکسیفن به

شد، اما مطالعات  استروژن برای درمان سرطان سینه استفاده می
دهد که موارد زیادی از مقاومت به تاموکسیفن در  بسیاری نشان می

دارو خطر  از طرفی استفاده از این ،است ایجاد شدهبافت سرطانی 
  .[43 ,42]دهد طور قابل توجهی افزایش می ابتلا به آندومتریوز را به

های آروماتاز، دسته جدید دارویی موثرتر از  امروزه مهارکننده
کند. لتروزول،  تاموکسیفن را برای درمان سرطان سینه معرفی می

یک مهارکننده غیراستروییدی آروماتاز است که توسط سازمان غذا و 
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ایالات متحده برای درمان سرطان پستان وابسته به داروی 
  .[44]استروژن، تایید شده است

هایی مانند پایداری بالا در  نانوذرات پلیمری مثل کیتوزان ویژگی
طول دستگاه گوارش، حلالیت در آب، امکان تغییر سطح، ساخت 

سازگاری، قابلیت هضم زیستی، فقدان  راحت، قابلیت زیست
سمیت دارند که کاربرد آنها برای اهداف تشخیص ایمونوژنیسیته و 

  .[13]یابد و دارویی هر روزه افزایش می
) با درجه داستیلاسیون ۵/۶تا  ۵/۵موضعی ( pHدر حفره بینی 

تواند راه انتقال برای واکسن باشد.  شود و می کیتوزان ترکیب می
ای کاربرد کیتوزان در واکسن استنشاقی را منع  تاکنون هیچ یافته

های بر پایه کیتوزان اصطلاحاً توانایی  کرده است. واکسنن
م فعالیت کیتوزان زهای ایمنی را دارند. مکانی کشیدن پاسخ بیرون
های استنشاقی  های واکسن ژن عنوان یک ادجوانت برای آنتی به
های  طور کامل شناخته نشده است. کیتوزان ویژگی به

های کشنده طبیعی  ایمنومدولاتوری از قبیل تحریک افزایش سلول
  .[34]دهد و ماکروفاژها را در معرض نمایش قرار می

درمانی برای سرطان، کاهش تماس دارو  ترین هدف در شیمی مهم
با بافت سالم و به دنبال آن کاهش عوارض جانبی و همچنین 

آوردن غلظت درمانی مناسب از دارو در بافت سرطانی است.  فراهم
دفمند باشد امکان درمان اختصاصی اگر دارورسانی به این شکل ه

شود، بدیهی است که در این  و رساندن دارو به بافت هدف فراهم می
یابد. چندین روش برای  صورت عوارض جانبی هم کاهش می

های لیپیدی  هدفمندکردن دارورسانی وجود دارد که تهیه نانوکپسول
  .[44]ها است یکی از این روش

نانومتر دارند و با ۱۰۰تا  ۲۰ی بین ا های لیپیدی اندازه نانوکپسول
های پلیمری و  عنوان ساختاری هیبریدی بین نانوکپسول

  .[45]شوند ها شناخته می لیپوزوم
 نظیر، بیولوژیکی بی و فیزیکوشیمیایی های ویژگی دلیل به کیتوزان
سیستم دارورسانی  موثر و سالم توسعه برای را بسیاری های انگیزه

روش  از همکاران و حقیقی .است برانگیخته و نیز انتقال واکسن
 اشریشیا کلیدر  موردنظر ژن کلون سازی بهینه برای بیوانفورماتیک

 پرایمرهای شده با کلون ژن که داد نشان آنها کردند، نتایج استفاده
 کیلودالتون۲۰ تولیدشده حدود پروتئین نهایت در و مهندسی

  .[46]بود
ایع در ژن ش ، آنتی HER-2نوترکیب مطالعه حاضر پروتئین در

 این بیان SDS-PAGE شد. نتایج تکنیک سرطان سینه بیان
 پروتئین بلات هم حضور کرد. نتایج وسترن تایید را پروتئین
اختصاصی ضدهیستیدین  بادی آنتی با واکنش از نظر را نوترکیب
 درستی به نوترکیب داد که پروتئین نشان نتایج کرد. این اثبات
حدود  pET28a به همراه فیوژن وکتور اندازه آن شد و تولید
 عنوان به کیتوزان از نانوذرات همکاران و ویلاکیلودالتون بود. ۱۸

 از . استفاده[1]کردند استفاده کزاز واکسن برای پروتئین حامل
 مناسب های به محل داروها انتقال برای کیتوزان مانند پلیمرهایی

 زیادی قرار گرفته است. بار توجه مورد بیولوژیک های سیستم در
 در موجود بار منفی با قادر است کیتوزان های مولکول مثبت

 کیتوزان با مولکول قسمت این که متصل شود نوترکیب پروتئین
 تشکیل به است ممکن ایجادشده دوگانه ترکیب و شده مزدوج
 به آن تحویل و دارو کردن کپسوله قادر به و منجر شود نانوذرات
 تایید ودستگاه زتاسایزر بررسی  با نانوذرات اندازه .باشد هدف ناحیه

  .بود نانومتر۲۰۵ذرات  قطر طبق نتایج شد.
مثبت  ۵/۹شده در مطالعه حاضر  پتانسیل زتای نانوذرات تهیه

تعیین شد. پتانسیل زتای ذرات عامل مهمی برای پایداری ذرات در 

بالاتر  پتانسیل زتای مثبت، و محلول بوده وذرات کیتوزان با
پتانسیل  اگرهمچنین  ،پایداری بیشتر در محلول خواهند داشت
تر باشد، چسبندگی این  زتای ذرات کیتوزان ومشتقات آن مثبت

ها و نیز سطوح مخاطی بیشتر خواهد بود و  پلیمرها به پروتئین
ژن در واکسیناسیون  قابلیت بهتری برای تحویل پروتئین و آنتی

  مخاطی خواهد داشت.
 شود و تخریب می بیولوژیک های سیستم در زمان طول در نکیتوزا
 قابل آن زدایی مقدار استیل کنترل با کیتوزان پذیری تخریب میزان
 شده کنترل طور به شود داروها می موجب ویژگی است. این کنترل
 .دهد می افزایش را آن بنابراین اثرگذاری و شوند آزاد بدن در
 انتقال برای دهند، می مثبت بار کیتوزانبه  که آمین آزاد های ه گرو
 با برهمکنش موجب مثبت این بارهای هستند. ضروری دارو

 زیستی فعال های و مولکول پلیمرها داروها، منفی بارهای
 آن به فرد منحصر های ویژگی دلیل به کیتوزان شوند. نانوذرات می
 ضدهورمونی، داروهای مانند داروها از مختلفی انواع انتقال برای

 زاده حسین. هستند مطرح ضدسرطان و واکسن داروهای انسولین،
 برای دارورسانی سیستم یک عنوان به نانوذرات این از همکاران و

  .[17 ,1]کردند استفاده سرطان درمان
 های سلول توسط غالب طور به سرطان علیه واکنش ایمنی بروز آغاز

های  مولکول ها، سلول گیرد. این می صورت MHC-I دندریتیک MHC-II  بیان زیادی میزان به را محرک کمک های مولکولو 
 سیستم دادن جهت برای جدیدی ابزار عنوان حقیقت به کنند. در می

پاسخ  سمت به دندریتیک های سلول و اند شده شناخته ویژه ایمنی
 به خواص توجه کنند. با می تحریک خوبی به را مذکور های سلول
 موثری برای و مناسب ابزار تواند می کمپلکس این موجود،

  .[1]آینده باشد در سرطان درمان برای درمانی ایمنی کاربردهای
 - های خوراکی و خوراکی در مطالعه حاضر ایمونوگلوبولین در گروه

تزریقی بررسی و تجویز خوراکی این نانوذره برای تحریک سیستم 
تزریقی موجب افزایش پاسخ کارگیری یک دوز تقویتی  ایمنی، با به
  ایمنی شد.

 - های خوراکی و خوراکی گروه تزریقی و گروه IgG مقایسه میزان
بیشتری نسبت به  IgGتزریقی نشان داد که در گروه تزریقی میزان 
های  ها با سایر گزارش دو گروه دیگر تولید شده است. این یافته

  موجود در این خصوص مطابقت دارد.
تزریقی نشان  - گروه خوراکی و خوراکی IgA و IgG مقایسه میزان

داد که میزان تحریک سیستم ایمنی همورال و مخاطی در هر دو 
های  مورد، در گروه تزریقی بیشتر بود. در این خصوص نتایج با یافته

زایی  رسد یک برنامه ایمنی نظر می . به[47]پیشین در یک راستا است
  ه دنبال داشته باشد.های بهتری را ب تواند پاسخ ترکیبی می

 و شده ایمن های موش طحال های سلول بررسی در مطالعه حاضر در
 با مواجهه در ها سلول این در ایمن های سلول تکثیر تحریک
 بیشترین تزریقی - خوراکی که گروه شد نوترکیب مشخص پروتئین
 های صورت گرفته روی بررسی با یافته کرد. این ایجاد را پاسخ میزان
 گروه در که دهد می نشان و است راستا یک در IgAو  IgGن میزا

همورال  و مخاطی ایمنی با راستا هم سلولی ایمنی تزریقی خوراکی
 تحریک که رسد می نظر به نتایج این بندی جمع در. شود می ایجاد

 را ایمنی سیستم خوبی به تزریقی خوراکی روش با ایمنی سیستم
 سلولی ایمنی سیستم IgA و IgG تولید بر علاوه کرده و تحریک
 بیماری بروز صورت در مناسبی پاسخ تواند می و شده تحریک نیز

 و کایمر پروتئین این توان می ها یافته این شود. براساس ایجاد
 علیه واکسن کاندید یک عنوان به را کیتوزان نانوذرات از استفاده
  داد. پیشنهاد سرطان سینه بیماری



  HER-2   ۹۳  ینانوذرات حاو ییزا یمنیاـــ  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Pathobiology Research                                                                                                                                                          Volume 21, Issue 2, Summer 2018 

نانوتکنولوژی برای انتقال واکسن بر مبنای در حال حاضر کاربردهای 
نانوحامل در مراحل تحقیق اولیه است و فقط تعداد کمی از 

اند. همچنین این  های بالینی، آزمایش شده محصولات در آزمایش
های  تواند برای پیشگیری و درمان بیماری های انتقال می سیستم

 ایده برای شیگشای حاضر مطالعه. [48]عفونی مورد توجه قرار گیرند
 خاصیت از استفاده با سرطان منظور بررسی بهبود به مذکور

دلیل ایجاد پاسخ  به HER-2پروتئین  ایمنومودولاتوری است.
ایمنی سلولی و همورال کاندیدی مناسب برای اهداف تشخیصی و 

علت خاصیت  یا درمانی سرطان است. نانوذرات کیتوزان هم به
عنوان حامل  تواند به های ایمنی می ادجوانتی ذاتی و بهبود پاسخ

  کار روند. برای انتقال واکسن به
توان به عدم در اختیارداشتن  ی مطالعه حاضر میها محدودیتاز 

شود  می پیشنهاداشاره کرد و  HER-2بادی اختصاصی ضد  آنتی
علیه سرطان سینه در مدل  HER-2عملکرد نانوذره حاوی پروتئین 

  حیوان ارزیابی شود.
  

  گیری نتیجه
% و ۷۰در نانوذرات کیتوزان  HER-2ظرفیت بارگذاری پروتئین 

ها  سازی موش ایمن .نانومتر است۲/۲۰۵متوسط اندازه نانوذرات 
 تزریقی -یخوراک تجویزپاسخ ایمنی همورال و مخاطی را القا و 

  کند. می ایجاد را پاسخ میزان بیشترین
  

جواد معتمدی و دکتر آقایان دکتر از همکاری تشکر و قدردانی: 
مهدی فصیحی و سرکار خانم زهرا سادات حسینی کمال تشکر را 

  داریم.
 نحوه مورد در اخلاقی اصول پژوهش این در اخلاقی: تاییدیه
 شرایط همچنین و ،غذا تهویه آزمایشگاهی، های موش نگهداری
  .شد رعایت موارد سایر و آنها گاواژ و تزریق
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