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Abstract 
Objective: Vaccination is the most effective tool to prevent influenza virus morbidity and 
mortality. Despite surface antigen mutability, the influenza virus inner proteins are 
remarkably conserved among various strains. The high similarity of NP protein sequences 
among various strains of influenza type A from one side, and the potency of IL-18 
molecular adjuvant in shifting immune response toward Th1 from the other side, has 
persuaded us to evaluate the possibility to clone and express the influenza type A NP gene 
in a bicistronic vector that harbored the mice IL-18 gene. We sought to assess their 
immunogenic activities in a susceptible mouse model. 
Methods : Initially, we extracted genomic RNA from the influenza virus PR8. After 
cDNA synthesis, the target gene encoding NP was amplified by PCR after which the NP 
gene was cloned in the pJET1.2/blunt TA vector. The accuracy of cloned gene was 
confirmed by PCR, enzymatic digestion and sequencing. The pJET1.2-NP plasmid and 
pIRES-Igk/mIL18/Fc plasmids were simultaneously digested by BstXI/NotI enzymes. We 
inserted the digested NP fragment into the pIRES-Igk/mIL18/Fc plasmid using T4 ligase. 
Transformation into DH5α and colony selection was done. Gene cloning was confirmed 
by PCR, enzymatic double-digestion and sequencing. Eventually, by transfection of the 
constructed mIL-18-pIRES2-NP plasmid into BHK-21 and RAW264.7 cell lines, we 
assessed the expressions of NP and IL-18 by indirect immunofluorescence and ELISA, 
respectively. 
Results : Electrophoresis of the PCR product, enzymatic digestion, and sequencing 
showed that the influenza NP gene successfully cloned into pIRES-Igk/mIL18/Fc to 
generate the mIL-18-pIRES2-NP plasmid. Indirect immunofluorescence and ELISA 
indicated the successful expressions of NP and mIL-18 from the produced plasmid in 
eukaryotic cell lines.  
Conclusion: The results of the present study confirm expressions of NP and IL-18 genes 
from mIL-18-pIRES2-NP. This is a proper candidate for influenza A gene vaccine in 
future investigations.   
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 چكيذٌ
زیرُ  اظیسرازصٍ در کیاىػ رهیار هثس ُیا  و هیرر و هِیر ظیاشِااو ااؼیَ از را  ینااسا            در حال حاضر واکعِناظیِن  هيی   : َذف

ىیاٍ داخ یَ    ىیاٍ هنویندپ خیروز ِ     س اده در زرکِیة واکعی   ىیاٍ ظیظ َ هینرد اظی     ش  تر خ ف راسَ ؼند. فف َ ز قَ هَ
ظاخسارٍ و غِر ظاخسارٍ وُروض را  نااسا تو خنتَ ح اظر ؼیهه ىعیسنه. تیا زنویو تیو ظیظت ح اظیر ؼیه َ اعیثسا تیا ٍ           

 ظاشؼیو اُی  ه  پTh1تیو   لِی هىیاٍ اُننیَ و    در ز رُک خاظخ 18انک  نخروز ِ  وُروض را  نااسا و قات ِر ادونااسَ اُنسرشنکِ  
هنؼیَ تیند زیا در ـینرذ اِیل تیو        18و اُنسرشینکِ    NPىیاٍ   ـهد ظاخر ُک خ ظنِه دو ظِعسرواَ تا قات ِر تِا  ش  در

 زاَُ ر  در هظاشؼاذ تؼهٍ ارزُاتَ ؼند.   ػننا  ُک کااهُه واکع  قات ِر اُننَ اُ  ىهف تو
اًد ي ريش  اظیسررا  ؼیه و خیط از زنشِیه     H1N1/ PR8و ظینُ   Aشانهَ وُروض را  ینااسا زِیح   RNAدر هرح و اول : َب م

cDNA ًپ زناشَ ش  که کننهNP  رغاز ر اخسفاـَ ش  و تا روغ تا اظس اده ازPCR       زکثِیر ؼیه. در هرح یٌ تؼیه شNP  در
از  pJET1.2/bluntظیازٍ ش  در ااقیل    ظازٍ ؼه. خط از زأُِه درظیسَ ىنعیااو   ىنعااو pJET1.2/bluntظازٍ  ااقل ىنعااو
-pIRES. خ ظینِه  پ قظؼیو هستینر زنظیض ىمی  راسُنیَ دو  اایو خیار  ؼیه        PCR زیناشَپ ىمی  راسُنیَ و    طرُق زؼِِ 

Igk/mIL18/Fc  ُىاٍ  تا اظس اده از راسBstXI/NotI     ىم  دو ااو ؼه و قظؼیو هرتینب تیوeGFP      خیار  ؼیه. ظیدط فررُنیه
شِگیاز ـینرذ خیفُرفر.     T4از رایسُ    ىم  ؼهه تیا اظیس اده   pIRES-Igk/mIL18/Fcدر ااقل دو ظِعسرواَ   NPاش اق ش 

َ  ىاٍ هثثیر تیا اظیس اده از    زرااع نرم ؼه و ااسراب ک ناَ DH5αه فنل شِگاظِن  تو ظنُو اظسااهارد  ـینرذ   PCR ک ینا
پ ىم  راسُنَ و زؼِِ  زناشَ اظیس اده ؼیه. در اياُیر تِیا  ش      PCRاز رزهن   ظازٍ ىنعااوهنظنر تررظَ درظسَ  خفُرفر. تو

NP از ظازه شایَ   18نکِ  و اُنسرشmIL-18-pIRES2-NP   َدر رده ظی نشBHK-21  وRAW264.7     زرااعی کر ؼیهه تیا
 خ ظنِه تو وظِ ٌ راگ رهِسٍ اُنننف نرظنر غِر هعسقِ  و ا ُسا ارزُاتَ ؼه.  

کیو ش    پ ىم  راسُنَ و زؼِِ  زناشَ تا اظس اده از رغاز رىیاٍ اخسفاـیَ تیو ـینرذ دو ويسیو اؽیا  داد      PCR: اساُج وتبیح
NP در ااقل  وُروض را  نااساpIRES-Igk/mIL18/Fc ـنرذ هنفق و در راظساٍ درظر ک ین  ؼیهه اظیر. زرااع کؽی       تو

رهِیس   تا اظس اده از راگ رهِسٍ اُنننف نئنرظیااط و ا ُیسا تِیا  هنفیق     mIL-18-pIRES2-NPو تررظَ قات ِر تِا  ظازه شاَ 
 در ظ نل ُنکارُنزَ را اثثاذ کرد.   mIL-18-pIRES2-NPاز  18و اُنسرشنکِ   NPىاٍ  ش 

 mIL-18-pIRES2-NPاز ظیازه   18و اُنسرشینکِ    NPرهِیس ش    دظر رههه در اُ  ز قِق تِا  هنفقِیر  : اساُج توگيری اسِجو
هناظیة  زنااه تیو ػنینا  ُیک کااهُیه      پ خ ظنِه ظاخسو ؼهه ه18َرا اؽا  داد. تا زنوو تو رثار ادونااسَ ظاُسنکاُ  اُنسرشنکِ  

 واکع  شاَ تراٍ خِؽگِرٍ از ػ نار ااؼَ از وُروض را  نااسا در هظاشؼاذ ارزُاتَ اُنننشنشُک رزَ هظرح ؼند.
 

 18پ اُنسرشنکِ  NPرا  نااساپ واکع  شاَپ ش   پٍظاز ىنعااو :کليذياشگبن
 

 
  
 

9315تببستبن،2رٌشمب،91بَیآسیبشىبسیزیستی،ديرٌَشپصي  45-55،صفحبت:
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 مقذمٍ
خیاطر زیِِیراذ    تیو  (Influenza virus) وُروض را  نااسا

ػننا  ػاهل تاشقنه خظرااک تراٍ اُجاد  اِکپ توش شاسِکَ و راسَ

ؼند.  ؼناخسو هَ( Pandemic)و خااههَ  (Epidemic) اخِههَ

درـه از ونؼِیر   20طنر زقرُثَ  وُروض را  نااسا ظاشِااو تو

ىیسار ا یر تیو ػ یر      500کنیه و تیِػ از    ويا  را در ِر هَ

دىنیه   ػنارق ااؼَ از اُ  ػ نار وا  خند را از دظر هَ

ىیاٍ ويیااَ را  ینااسا      ِرٍ ىا؛ ىنو اخِههَ [. ػ وه تر اُ 1]

زنااه در ـنرذ اُجیاد ُیک وُیروض را  ینااساٍ واویه       هَ

ظيینر   (Hemagglutinin) ىاٍ وهُه ىنیا  نزِنِ   ر ناوُز

کنه و تا ظرػر تعِار زُاد در هِا  افراد ظراُر خِیها کنیه. ده   

ظال اخِر از اق افساده اظیر   300 ِرٍ تسرر ويااَ طَ  ىنو

ىا در قر  تِعیس  هنجیر تیو هیرر      هنرد از اُ  خااههَکو ظو 

 ِیرٍ   ارعیسِ  ىنیو  [. 2]اظیر   حهاقل چيل هِ ِن  ا ر ؼهه

تا رغیاز ػ نایر از هکسُیک و     2009در ظال  21ويااَ قر  

 عسرغ ر  در ػرق چنه هاه تو اکثرُر کؽینرىاٍ داِیا تیا    

ا ر از هثس ُا  تاػث ؼیه زیا    28400هِسا  هرر و هِر حهود 

ظازها  تيهاؼر ويااَ ظظت دوم تا زرُ  ىؽهار را در هنرد 

 [.3]اُ  تِنارٍ اػ م کنه 

 Trivalent Inactivatedواکع  غِر فؼال ظیو ظرفِسیو )  

influenza Vaccine: TIV  و واکعیی  زایهه ضییؼِ  ؼییهه )

(Live, Attenuated Influenza Vaccine: LAIV  ىر ظیاشو )

تِنیَ   ىاٍ غاشة را  نااساٍ قاتل خیِػ  تراٍ خِؽگِرٍ از ظنُو

َ و ظاخسو هَ ىاٍ هنرد اظس اده داراٍ  واکع [. 4]ه ؼنا طراح

هجنز از چنهُ  هنظر داراٍ اقؿ ىعیسنه؛ از ون یو ـیرف    

ػیارٍ از ػاهیل   ىسُنو و وقر تعِار تراٍ زنشِیه زری  هیرؽ    

و ىنچنِ  اهکا  اُجاد ػ ُ  هرتنب تو حعاظِر در  زا تِنارٍ

تؼمَ از افرادپ احسِا  تو تازتِنَ ظاشِااو زرکِة واکع پ چرخو 

تِنَ ظنُو ؼیاُغ   هاه از زها  خِػ 9ن اَ حهود زنشِه اعثساً ط

زیِِیر   HAظال زا زنشِه و ػرضوپ زأثِر وسَُ تر ظنُو واویه  

ُافسو و ىنچنِ  ه هودُر در هِسا  دوز زنشِهٍ و ػهم اُجاد 

[. ُیک  6پ 5] TIVخاظخ اُننَ ظ نشَ در ـینرذ اظیس اده از   

َ  اظسرازصٍ و زناایه اکثیر    اُگسُ  تراٍ واکع  را  نااسا کیو هی

ىیاٍ   ش  هؼاُة فنق را ترطرف ظازد خ ظنِه تِا  کننهه راسَ

ىاٍ شاَ داراٍ  ه افظر ؼهً وُروض را  نااسا اظر. واکع 

هساُاٍ تعِارٍ اظِر ز رُک ىر دو تیازوٍ ظِعیس  اُننیَ و    

ا در ى خاُهارٍ در ؼراُض دهاَُ تنده و زنشِه راحر و ارزا  ر 

زرُ  اُراد  [. ؼاُه تسنا  هي 7پ 6]خفُر اظر  هقِاض وظِغ اهکا 

ىا در اُجاد خاظخ اُننَ  ىا را کاررَُ خاُِ  ر  اُ  انع واکع 

تا ووند ر  [. 8]ىاٍ غِر ااعااَ دااعر  ىا و خرُناذ در ااعا 

تادٍپ تو ؼهذ اخسفاـَ و هعسؼه تو  رُس  ىاٍ راسَ کو خاظخ

ىعیسنهپ   کنچک و تیسرر  َشا َراس راذِِزیوظِ و  وُروض تو

ىیاٍ اُننیَ ظی نشَ واویه خفِفیٌ واکینػ هسقیاطغ         خاظخ

(reactive-crossَىعسنه. ت )    ىیاٍ   قاػیه َ  ِرایهه ظی نل

TCD4  وTCD8 َىیا   زنج خَىا اوازه ؼناظاَُ ا زنااه تو ر  ه

[ از ظنٍ دُگر؛ حمنر 9]اٍ تهىه  را حسَ خط از ويػ اقظو

زناایه در زنشِیه    تا واکنػ هسقاطغ هَ TCD4ىاٍ  قث َ ظ نل

ىاٍ خنثَ کننهً اخسفاـَ زاُح اِس هؤثر تاؼه  تادٍ ظرُغ راسَ

ىیاٍ داخ یَ    ىاٍ ظیظ َپ خیروز ِ    تر خ ف خروز ِ [. 10]

خنتَ ح اظر  ظاخسارٍ و غِر ظاخسارٍ وُروض را  نااسا تو

 ِیرٍ   ىا ظثة ز رُک و اشقاٍ ؼکل ؼهه ىعسنه. اُ  خروز ِ 

Cytotoxic T Lymphocytesظِسنزنکعِک ) Tىاٍ  ظ نل : 

CTLَىاٍ رشنده تو وُروض  ؼناه کو قادر تو زررُة ظ نل ( ه

خدسِهٍ اظیر کیو    [. انک  نخروز ِ  ُک زاجِرً خ 11َ] ىعسنه

َ     5زنظض قظؼٌ ؼناره  ؼیند.   شانم وُیروض را  ینااسا کیه هی

  ىاٍ انک  نخروز ِ  ظو  نایو و ىنچنیِ   ردُ َ زناشَ ش  ى 

ىیاٍ   ىاٍ وُروض وها ؼهه از هِستیا   ز  ِل فِ نشاِک ظنُو

ظازد کو ش  انک  نخروز ِ  اعیثساً در طینل    هرس   رؼکار هَ

فررُنه زکاهل ح اظر ؼهه اظر و حهاکثر ز اوذ رهِنناظِهٍ 

 [. 12]درـه اظر 11ىا  ر 

ُیک ظیاُسنکاُ    ( Interleukin 18: IL-18) 18اُنسرشنکِ  

خِػ اشسياتَ و ُک ػاهل اشقا کننهه اُنسرفیرو   اهیا ه عینب    

ىاٍ کؽنهً طثِؼَ  ؼند کو زنشِه اُنسرفرو   اها را در ظ نل هَ

کنه و ىنچنِ  خاـِر  ظِسنزنکعِک اشقا هَ Tىاٍ و شن نظِر
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را در اُی    (Perforin) و خرفنرُ  Fasظ نل کؽَ واتعسو تو 

[. اُی  ظیاُسنکاُ  اقیػ اظاظیَ در     13]تیرد   ىا تا  هَ ظ نل

 دارد (T helper 1) کنک کننهه T ىاٍ فؼاشِر کنکَ شن نظِر

ىیاٍ   [. خفنـِر تارز اُ  ظاُسنکاُ  در ز رُک ظی نل 14]

داثیال ر    ظِسنزنکعیِک و تیو   Tىیاٍ   کؽنهً طثِؼَ و ظی نل 

ىا هنوة ؼهه کو اظیس اده   افساُػ فؼاشِر کؽنه َ اُ  ظ نل

از اُ  ظاُسنکاُ  در ز قِقاذ زنشِه واکع  و اُننیَ درهیااَ   

 وهُیه  . هظاشؼیاذ [15]زنهنرىا تعِار هنرد زنوو قرار  ِیرد  

 ادوناار زنظیض  و ش  راسَ ىنسها  کو ػرضو داده اظر اؽا 

 تيسر ز رُکAPC (Antigen-Presenting Cell )ٍ ىا ظ نل

وا کیو   از ر  .[17پ 16پ 8]خناىه داؼر  داثال تو را ىا شن نظِر

DNA  ػننا  ُک خِؽنياد وهٍ و هاایه ار تیراٍ    ىا تو واکع

ىاٍ هعرٍ ک ظِک و انظينر در رُنیهه   خِؽگِرٍ از تِنارٍ

شقنه وُیروض را  ینااساپ   هظرح ىعسنه و تا زنوو تو خظراذ تا

پ Th1ىاتیو   در ز رُک خاظخ IL-18ىنچنِ  قات ِر ادونااسَ 

اُ  هظاشؼو تو هنظنر ظاخر ُیک خ ظینِه دو ظِعیسرواَ تیا     

هنؼیَ ااجیام ؼیه زیا در      IL-18و  NPىیاٍ   قات ِر تِا  ش 

زاُیَ   ػننا  ُک کااهُه واکع  قات ِر اُننَ هظاشؼاذ تؼهٍ تو

 ارزُاتَ ؼند. اُ  ظازه شاَ در ههل هنؼَ

 

 َب مًاد ي ريش
اخی ق دااؽیگاه ػ ینم     سیو ِاز کن وُهُِأز ٍهظاشؼو حاضر دارا

 اظر   ِ  َخسؼک

 

 بررسی بيًاوفًرمبتيكی ي طراحی آغبزگرَب
 Influenzaاز وُییروض  NPهنظیینر ک ناِنییگ ش    تییو

A/PR8/34 (H1N1  پ ارعر دو و ر رغاز ر تراٍ زکثِر ش)

ٍ اُ  هنظنر ا َ ؼه. ترا  NCBIتسها زناشَ ش  از تااک شاَ طراح

کننهه هنوند   ىاٍ ه هود ىاٍ ترغ راسُ  درُافر ؼه و ظاُر

تررظَ ؼه. ظیدط   Nebcutterافسار  در زناشَ تا اظس اده از ارم

َ رغاز رىا تا کنک ارم  NCBI Blastپ Oligo7ىاٍ  افسار طراح

َ رغاز رىاپ قات ِر در  Oligo analyzerو  ااجام ؼه. در طراح

ِر هؤثر قظؼو کاهل شاَ ىنچنِ  اش اق واُگاه ترغ تیراٍ  زکث

ٍ  راسُ  هنظنر تِا  تيسر  هه اظر قرار  رفر. تو NotIو  BstxIىا

( در طراحییَ Kozak sequenceزییناشَ کیینزاک )  NPش  

َ رغاز رىا در ظظت  رغاز ر  Inىا ش اع ؼه. خط از زأُِه کاررُ

silico  ظنسس رغاز رىا زنظض ؼرکرBioneer  تا  وننتَ()کره

ااجام ؼه. زناشَ رغاز رىیاٍ هینرد اظیس اده     HPLCخ نؾ 

TAGTCACCACAACCATGGCGTCCCAAGGCACCAA. 

(BstxI و )َُرغاز ر و ن( ) 
TAGTGTGCGGCCGCTTAATTGTCGTACTCCTCTG 

(NotI .تند )َرغاز ر تر ؽس( ) 

 

 cDNAيیريسی ي سىتس  RNAاستخراج 
 MDCK (Madin-Darbyتراٍ اُ  هنظینر رده ظی نشَ   

Canine Kidney Epithelial Cells )  از تااییک ظیی نشَ و

از تریػ را  ینااسا    Influenza A/PR8/34( H1N1وُروض )

ظازٍ ؼراُض کؽرپ  ااعسِسن خاظسنر اُرا  زيِو ؼه. تؼه از تيِنو

کؽر و اظس فال وُروض از رده ظ نشَ ُادؼهه ااجیام ؼیه.   

خییط از ترداؼیییر وُیییروض را  یینااسا و ااجیییام رزهییین    

وُروظَ تا اظیس اده از کِیر    RNA  نزِناظِن پ اظسررا  ىنا

QIAamp Viral RNA Mini kit (QIAGEN   طثیق ) پ رشنیا

تیا   PCR-RTدظسنراشؼنل ؼرکر ظازاهه ااجام ؼه. واکینػ  

 cDNA (Capacity cDNA Reverseاظس اده از کِر ظینسس  

Transcription Kit-High( )ABI پ رهرُکیییا( اِیییس طثیییق

ازاهه ـینرذ خیفُرفر. در خاُیا  از    دظسنراشؼنل ؼرکر ظی 

اظیس اده   PCRػننا  اشگن در واکینػ   دظر رههه تو ه فنل تو

 ؼه.

 

 NPبرای تكثير شن  PCRياکىص 
( PCRاٍ خ ِنیراز )  از طرُق واکنػ زاجِره NPزکثِر ش  

خِکنهینل رغیاز ر    10هِکروشِسر و تا اظیس اده از   25در حج  

َ  5/2و نَُ و تر ؽسَپ  َ  1پ MgSo4هین ر   هِ ی هین ر   هِ ی
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dNTP ااان رم  300پcDNA    ااجام ؼه. تیراٍ و ین ِرٍ از

( اظس اده ؼه. پ کاااداFermentas) Pfuويػ احسناشَ از راسُ  

َ  94دقِقو در  PCR 5چرخو دهاَُ واکنػ   یرادپ   دروو ظیااس

دروییو  55ثااِییو در  15 یرادپ   دروییو ظییااسَ 94ثااِیو در   15

چرخو  30 راد تراٍ  وو ظااسَدر 68ثااِو در  120 راد و  ظااسَ

 راد تراٍ ظینسس   دروو ظااسَ 68دقِقو در  10تند و در اياُر 

 اياَُ در اظر  رفسو ؼه. 

 

 blunt.pJET1/2در وبقل  NPسبزی شن  َمسبوٍ
  ُِذوب خیا  ٍشل ر ارز تیا دهیا   ٍتر رو PCRه فنل 

(Low Melting Agarose تا غ ظر )درـه در هجاورذ  8/0

ترغ قظؼو هرتنب تو  اشکسروفنرز ؼه.  نتازِک DNA 1اؽااگر 

از  DNAاز روٍ شل ااجام و ظدط تا کِر اظسررا   NPش  

( طثییق دظییسنراشؼنل  QIAquick gel extraction kitشل )

تیا   blunt.pJET1/2ؼرکر ظازاهه زر ِؿ ؼیه و در ااقیل   

طثق دظیسنراشؼنل   CloneJET PCR Cloningاظس اده از کِر 

غ ظیر هیناد هینرد اظیس اده تیراٍ       ؼرکر ظازاهه ک ن  ؼه.

 پ PCRاییاان رم ه فیینل   113واکیینػ شِگاظییِن  ؼییاهل   

 پ blunt.pJET1/2اییاان رم ااقییل    50هِکروشِسییر تییافرپ    10

هِکروشِسر تند.  20تا حج  اياَُ  T4 ligaseهِکروشِسر راسُ   1

درویو   22دقِقیو در   30هیهذ   تیو  واکنػ ٍحاو نبِکروزِه

 5ظازٍ رایسُ    هنظنر غِر فؼال تو  راد ااکنتو ؼه. ظدط ظااسَ

 یراد قیرار  رفیر. خیط از ازنیام       دروو ظااسَ 70دقِقو در  

ااکنتاظِن پ ه فنل فررُنیه شِگاظیِن  تیو ظینُو اظیسااهارد      

DH5   رم ؼییه و نهعییسؼه ؼییهه تییا ک عییِ  ک راُییه زرااعیی

هِکرو یرم/   100رم ؼهه روٍ خ ِر واوه نىاٍ زرااع  ظ نل

 ظِ ِ  کؽر داده ؼه.  هدَهِکروشِسر ر

 

در وبقلل   NPسبزی شن  بررسی درستی َمسبوٍ

2/blunt.pJET1 
ظازٍ ُک واکینػ ىمی  راسُنیَ     هنظنر زأُِه ىنعااو تو

ااجام ؼیه.   NotIو  BstXIىاٍ ه هود کننهه  دو ااو تا راسُ 

هنظنر تررظیَ درظیسَ    خط از زأُِه اساُج زنظض اُ  رزهن  تو

اتَ دو ويسو خ ظنِه تا اظس اده از ظر ُ زناشَ ک ن  ؼههپ زناشَ

رغاز ر اخسفاـَ هنوند در کِر کو واوه واُگاه ازفال در 

ااجام ؼه. )کره وننتَ(  Bioneerتهاو ااقل تند زنظض ؼرکر 

 ىاٍ هنرد اظس اده تراٍ زؼِِ  زناشَ  زناشَ رغاز ر

3’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-5’  

  )رغاز ر و نَُ( و

3’-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-5’  

 تند.  )رغاز ر تر ؽسَ(

 

بٍ  NP -2.pJET1 از وبقل NPسبة کلًن شن 

ٌ شوی ياخذ شن  -IL (18/Fc-Igk/mIL-18سبز

pIRES) 
در خ ظنِه  NPظازٍ ش   هنظنر ىنعااو در اُ  هظاشؼو تو

تاُعیییر ش   ( هیییIgk/mIL18/Fc-pIRESَ) IL-18واویییه 

eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein)  واقغ در

 IRES (Internal Ribosome Entryواُگیاه تؼیه از زیناشَ    

Site)  ُپ تا اظس اده از دو راسBstXI  وNotI  از ااقل خار   و

در  NP-2.pJET1ىم  ؼهه و خار  ؼیهه از   NPظدط ش  

ؼه. تراٍ اُ  هنظنر ارعر ىم  راسُنیَ   اُ  ااحِو وارد هَ

Igk/mIL18/Fc-pIRES  وNP-2.pJET1  م ؼیییییه. ااجییییا

ههذ ُیک و ایِ     ىاٍ فنق تو ىاٍ حاوٍ واکنػ هِکروزِنب

هنظینر غِیر    و ظدط تیو    راد دروو ظااسَ 37ظاػر در دهاٍ

دروییو  80دقِقیو در   20هییهذ  تیو  NotIظیازٍ راییسُ    فؼیال 

 5/0 راد ااکنتو ؼهاه. تؼیه از ر  تیو ىیر هِکروزِینب      ظااسَ

دروییو  55ر در افیسوده و ُیک ظیاػ    BstXIرایسُ   هِکروشِسر

هنظنر غِیر فؼیال انیند  اُی        راد ااکنتو ؼه. ظدط تو ظااسَ

 راد ااکنتو  دروو ظااسَ 80دقِقو در  20ههذ  راسُ پ هجهداً تو

َ دو واکنػ فنق روٍ دو شل ر ارز  ؼه. ه فنل ىم  راسُن

درـه زيِو ؼهه از ر ارز تا دهاٍ ذوب خاُِ  اشکسروفنرز  8/0
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و  NPىیاٍ اخسفاـیَ هرتینب تیو      کنِلپ تااهؼه و خط از ز

Igk/mIL18/Fc-pIRES    از شل ترُهه ؼه و تا کِر اظیسررا

( طثیق دظیسنراشؼنل   QIAquick gel extraction kitاز شل )

در ااقییل  NPهنظینر اش ییاق ش    تییوظیازاهه اظییسررا  ؼیه.   

Igk/mIL18/Fc-pIRES    ُواکنػ شِگاظِن  تا اظس اده از رایس

T4 ( شِگازTakara طثق ) ؼرکر خِؽنيادٍدظسنراشؼنل پ شاخ 

 16ظاػر در  14ههذ  ااجام ؼه. هِکروزِنب حاوٍ واکنػ تو

ااکنتو ؼه. خط از ازنام ااکنتاظِن  ه فنل   راد دروو ظااسَ

 اِؽی ُاؼر ٍتیاکسر واکنػ شِگاظِن  تا روغ ؼنک حرارزَ تو 

چننَ ـنرذ  ىا تو و تاکسرٍ زرااع نرم ؼه DH5α وُظن َ ک

َ  50روٍ خ ِر ر ار واوه  شِسیر کاااهاُعی     هِکرو رم تر هِ ی

 راد  دروو ظااسَ 37ظاػر در  24ههذ  کؽر داده ؼهاه و تو

 ااکنتو ؼهاه.

 

در در وبقلل   NP سبزی ارزیببی درستی َمسبوٍ

Igk/mIL18/Fc-pIRES 
ٍ اُجاد ؼهه از اظر حمنر ش   ظاػر ک ناَ 24خط از  ىا

NP ه. تراٍ اُ  هنظنر تررظَ ؼColony PCR   تا اظیس اده از

ىاٍ اُجاد ؼیههپ   روٍ ک ناَ NPرغاز رىاٍ اخسفاـَ ش  

   َ هیاُغ واوییه   LBىییاٍ هثثیر در ه یِض    ااجیام ؼیه. ک ینا

ظاػر در دهاٍ  14ههذ  تِنزِک کاااهاُعِ  ز قِت ؼه و تو راسَ

دور در دقِقو ااکنتو ؼیه.   120ظرػر و  راد  دروو ظااسَ 37

 QIAprep Spinاظس اده از کِر اظسررا  خ ظینِه ) ظدط تا 

Miniprep Kit     ٍخ ظنِهىاٍ هرتنطیو اظیسررا  ؼیه. تیرا )

ظازٍ ارعر رزهن  ىم  راسُنیَ دو اایو تیا     زأُِه ىنعااو

روٍ خ ظنِهىاٍ اظیسررا  ؼیهه    NotIو  BstXIىاٍ  راسُ 

 ِرٍ از رغاز رىاٍ  تا تيره PCRااجام ؼه. ىنچنِ  از رزهن  

طثق واکنػ اظسااهاردپ تراٍ زأُِه حمینر   NPَ ش  اخسفاـ

قظؼو هرتنطو اظس اده ؼه. در اياُر از زؼِِ  زناشَ دو ويسو تا 

و ويیر   َزناش َدرظس ٍترااظس اده از رغاز رىاٍ اخسفاـَ 

. زناشَ رغاز رىاٍ هُؼهه اظس اده  رد ٍظاز اش اق ش  ىنعااو

 ؼاهل  NPطراحَ ؼهه تراٍ زؼِِ  زناشَ ش  

5'-GCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTT-3'  
 (پ 1)رغاز ر و نَُ 

5'-AGGCAGGACTTGTGAGCAACCGA-3'  
 (پ 1)رغاز ر تر ؽسَ 

5'-AATGATGGATCAAGTGAGAGAGA-3'  
 ( و 2)رغاز ر و نَُ 

5'-AATCAGCCATACCACATTTGTAGAGG-3'  
 ( تند.2)رغاز ر تر ؽسَ 

 

 NP-pIRES2-18-mILسبزٌ شوی تراوسفكطه 
-mILاز خ ظینِه   mIL-18و  NPىیاٍ   ش ارزُاتَ تِیا   

18-pIRES2-NP ىاٍ   ِرٍ از رده در ظ نل ُنکارُنزَ تا تيره

)زيِو ؼیهه از تاایک ظی نشَ     RAW264.7و  BHK21ظ نشَ 

ظاػر قثل  24ااعسِسن خاظسنر اُرا ( ااجام ؼه. تراٍ اُ  هنظنر 

هسیرٍ   ظااسَ 10ظ نل تو ىر چاىک خ ِر  105از زرااع کؽ  

 DMEM (Dulbecco's Modifiedو در ه یِض  هنسقل ؼیه  

Eagle's Medium) (Biosera حیاوٍ  ااگ عسا پ )درـیه   15

FBS (Fetal Bovine Serum) (Biosera پ دهیاٍ  ااگ عسا پ)

درـیه رطنتیر    96و  CO2درـیه   5پ  یراد  دروو ظااسَ 37

ٍ کو در روز زرااع کؽ   کؽر ؼه تو -95ىا  ظ نل زراک طنر

-NP-pIRES2هِکرو رم از ظیازه شایَ    20تند. درـه  100

18-mIL  350هِکروشِسییر رب دُییناِسه رقِییق ؼییه.    100در 

هِکروشِسیر ک عیِ     50هِکروشِسر رب دُناِسه اظسرُل ىنراه تیا  

هن ر درو  ُک هِکروزِنب هر ینب ؼیه ظیدط     5/2ک راُه 

هِکروشِسیر تیافر    500ظازه شاَ تو اُ  هِکروزِنب افسوده ؼه. 

HEPES 2X [-piperazineethane-1-hydroxyethyl)-(2-4

sulfonic acid]   ِدرو  ُک فاشکن  رُرسو ؼه. کند کط ک ع

دظر رههه از هرح و قثل تو رراهَ تو فیاشکن    تو DNAک راُه/

افسوده ؼه و ه  نل ىنگ  ؼیه؛ ظیدط    HEPESحاوٍ تافر 

دقِقو در دهاٍ  20( و Vortexثااِو ورزکط ) 5ظرُؼاً ه  نل 

ىاٍ ىر چاىک  کنتو ؼه. کند کط حاـل روٍ ظ نلازاق اا

ىا زر ِو ؼه  ظاػر ه ِض کؽر چاىک 15زنزُغ ؼه. خط از 

( ؼعیسو  Phosphate Buffered Saline) PBSىا تیا   و ظ نل

 درـه DMSO (Dimethyl sulfoxide) 10شِسر  هِ َ 2ؼهاه. 
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دقِقو در دهیاٍ ازیاق    5تو ىر چاىک افسوده ؼه ظدط خ ِر 

ىا هجیهداً تیا    خط از ازنام دوره ااکنتاظِن  ظ نلااکنتو ؼه. 

PBS  ىا ه ِض کؽر  ؼعسو ؼهاه و تو رDMEM  ٍ15حاو 

افسوده ؼه. ُک ظیاػر در ااکنتیازنر و ؼیراُض     FBSدرـه 

اظسااهارد رؼه ااکنتو ؼهاه و تؼه از ر  ه ِض کؽر کاهل تیا  

ر ظیاػر د  24ه ِض کؽر کاهل وهُه واُگسُ  ؼه. هجهداً 

 ؼراُض اظسااهارد ااکنتو ؼه. 

 

از سلبزٌ   IL-18ارزیببی بيبن ي فعبليت زیستی 

 NP-pIRES2-18-mILشوی 
ظیاخسو ؼیهه و    هِاز خ ظین  IL-18 ا ِت َتو هنظنر تررظ

پ از رده هنانظییِر هاکروفییاشٍ هنؼییَ  ر  َعییسُز رِییفؼاش

(7.RAW264 .اظس اده ؼه ) کؽر رو ضِه َ ىیاٍ   ظی نل  ُی

ٍ  ونغ γ-IFNو  IL-18زُاتَ تِا  زرااع کر ؼهه تراٍ ار رور

هنؼیَ   IL-18ؼه و در اياُیر تیا اظیس اده از کِیر ا ُیساٍ      

(Bender MedSystems ( و کِییر ا ُییساٍ ) ازییرُػپU-

cytech bioscience )پ ى نهγ-IFN  ُىاٍ  هِسا  تِا  ظاُسنکا

IL-18  وγ-IFN .ارزُاتَ ؼه 

 

رسىت سلًل روگ فًلئً  BHK-21َبی  آميسی ایمًو

 NPمىظًر ارزیببی بيبن شن  بٍ
ؼعیسو ؼیه و    PBSارعر تا ىاٍ زرااع کر ؼهه  ظ نل

تو ىر چاىک افسوده و خ ِر  درـه 4فرهاشهُِه  سرِشَ  ِه 1ظدط 

دقِقو در دهاٍ ازاق ااکنتو ؼه. تؼیه از ر  هجیهداً    15ههذ  تو

  پX100- Triton سیر ِشَ  ی ِه 1ؼعیسو ؼیهاه.    PBSىا تا  ظ نل

دقِقو در  10ههذ  ک افسوده و خ ِر توتو ىر چاى درـه 25/0

 ؼعیسو ؼیهاه.    PBSىا تیا   دهاٍ ازاق ااکنتو ؼه. ظدط ظ نل

َ  30/1ه  ینل   سیر ِشَ  ِه 1  NPتیادٍ هنانک نایال ضیه     راسی

(AbCAM در کاُهس هه رهر ا ذُاپ )PBS  ٍدرـیه  1حاو 

BSA       رهاده و تو ىر چاىک اضیافو ؼیه. اظی ُه زيِیو ؼیهه

ازاق ااکنتو ؼه. ظیدط اظی ُه تیا    ظاػر در دهاٍ  1ههذ  تو

PBS  .50/1ه  ینل   سیر ِشَ  ِه 1ؼعسؽو ؼه  َ تیادٍ خ یَ    راسی

 FITC (Fluoresceinهنؼَ کناصو یو تیا    IgG ک ناال ضه

isothiocyanate) (AbCAM در کییاُهس ییهه رهر ا ذُییاپ )

PBS  ٍدرـه 1حاو BSA   .زيِو و تو ىر چاىک اضافو ؼیه

اق ااکنتو ؼه و تؼه از ر  ظاػر در دهاٍ از 1ههذ  اظ ُه تو

و ُک هرزثو تا رب ؼعسؽو ؼه. در ااسيیا تِیا     PBSهرزثو تا  3

ىا تیا اظیس اده از هِکروظیکنج ف نرظینر      در ظ نل NPش  

 تررظَ ؼه. 

 

 وتبیح
 NPشن  PCRالكتريفًرز محصًل 

تا اظس اده از رغاز رىاٍ اخسفاـَ طراحَ  PCRواکنػ 

ٍ شل ر ارز  PCRااجام  رفر. ه فنل  NPؼهه تراٍ ش   رو

کِ نتازٍ اشکسروفنرز ؼیه.   1درـه در هجاورذ اؽااگر  8/0

رهیهه اظیر.    1در ؼیکل   PCRاسِجیو اشکسروفینرز ه فینل    

و ر تازٍ حاـل از  1500طنر کو هؽرؿ اظرپ تااه  ىنا 

PCR   شNP   زأُِه کننهه زکثِر اخسفاـَ شNP  .تند 

 

 
 

 NPش   PCRاشکسروفنرز ه فنل  1ضكل 
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سبزی  َبی ارزیببی درستی َمسبوٍ زمًنوتبیح آ

NP  2در در وبقل/blunt.pJET1 

تیییو خ ظییینِه   NP( ش  Ligationخیییط از اش یییاق ) 

2/blunt.pJET1 تا ااجام ىم  راسُنَپ َ َ انزرکِث  PCRپ درظس

َ ؼه. تراٍ اُ  هنظنر خ ظنِه اظسررا  ؼهه  و زناشَ َ تررظ ُات

ىمی  ؼیهپ    BstXIو  NotIاز ک ناَ تا اظس اده از دو رایسُ   

و ر تازٍ هرتنب تو  1500رفر قظؼو  طنر کو ااسظار هَ ىنا 

اِس زأُِه کننهه حمنر  PCRاز ااقل خار  ؼه. اساُج  NPش  

َ  NPش   تند. ىنچنِ  اساُج  NP_2/blunt.pJET1در ظازه شا

تازُاتَ ؼه و تا زیناشَ   Chromasافسار  زؼِِ  زناشَ زنظض ارم

NP پblastn افسارىاٍ  ز ارمو تا اظس اده اBioEdit  وAlleleID 

ردُ َ چنه ااو ااجام ؼه. اساُج اؽا  دىنهه زؽاتو ـه در  ى 

وُیروض   NPؼهه تا زناشَ ش   ظازٍ ىنعااوـهٍ زناشَ ش  

 تند.  Influenza A/PR8/34( H1N1را  نااسا )

 

َبی ارزیببی درستی سبة کلًويىگ  وتبیح آزمًن

 Igk/mIL18/Fc-SpIREدر وبقل  NPشن 
ىیاٍ   در ک ن  NPتراٍ اثثاذ حمنر ش   PCRاز رزهن  

اُجاد ؼهه اظیس اده ؼیه کیو اسیاُج اشکسروفینرز زأُِیه کننیهه        

و  Igk/mIL18/Fc-pIRESظیازٍ اُی  ش  در ااقیل     ىنعیااو 

و ر تازٍ تند. اساُج ىم  دو اایو تیا    1500زنشِه ه فنل 

ٍ  راسُ  و اشکسروفنرز ه فنل واکنػ ىم   BstXIو  NotIىا

و ر تازٍ هرتنب  1500تِنَ و خرو  قظؼو  س هظاتق تا خِػاِ

 از ااقل تند. NPتو 
 

 
 

جو اشکسروفنرز ه فنل ىم  راسنَُ دو ااو 2ضكل   NP-pIRES2-18-mILظازه  اسِ

 

ىنچنِ  اسِجو زؼِِ  زناشَ قظؼو ک ن  ؼیهه در ااقیل تیا    

اظس اده از رغاز رىاٍ طراحَ ؼهه اؽا  دىنهً زؽیاتو کاهیل   

 Influenzaوُروض را  نااسا  NPزناشَ ش    قظؼو تا زناشَ اُ

A/PR8/34 (1N1H تیند )  اقؽییو شاسِکیَ خ ظیینِه   3. ؼیکل

 دىه.  را اؽا  هَ NP -pIRES2-18-mILظاخسو ؼهه 

 

 
 

 NP-pIRES2-18-mILاقؽو شاسِکَ خ ظنِه ظاخسو ؼهه  3ضكل 
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مًضی کلًن  IL-18وتبیح بيبن ي فعبليت زیستی 

 ضذٌ
َ تِا َ تررظ َ خروز ِ  اش اق  Fcy2a-18-IL  و فؼاشِر زُعس

 زرااع کر ؼهه RAW 264.7 ٍىا ظ نل َُکؽر رو ضِدر ه 

 شِسر و  خِکن رم در هِ َ 180در حه  mIL-18دىنهه تِا   اؽا 

γ–IFN  ًشِسر تند.  خِکن رم در هِ َ 15در حه زقرُثا 

 

 
 

 
 

 BHK21ىیاٍ   نلرهِسٍ اُننانف نرظنر غِر هعسقِ  ظ  اسِجو راگ 4ضكل 

ىا  ؛ اش ( زفنُر ظ نلNP-pIRES2-18-mILزرااع کر ؼهه تا ظازه شاَ 
پ ب( زفنُر ىنا  ظ نل  ىا تا زاتػ ف نئنرظنط تا انر هرئَ

 

 NPشن  بنيب تيقببل یببیتراوسفكطه ي ارز دٍيوت

 مًوًفلئًرسىتیا یسيآم در سلًل بب ريش روگ

 ميمستق ريغ
ىاٍ زرااع کر  ظ نل NPهنظنر تررظَ قات ِر تِا  ش   تو

ٍ اُننانف نرظنر غِر هعسقِ  قرار  رفسنه  ؼهه ز ر راگ رهِس

ىیا زُیر هِکروظیکنج ف نرظینر      کو اسِجو هؽیاىهه ظی نل  

تِنِه اثثاذ کننهً قات ِر تِیا  ش    هَ 4طنر کو در ؼکل  ىنا 

NP  َاز ظییازه شاییNP-pIRES2-18-mIL ىییاٍ  در ظیی نل

 ُنکارُنزَ اظر.

 

 بحث
ىاٍ ػ یناَ در ويیا     زرُ  تِنارٍ ز هي را  نااسا ُکَ ا

دشِل فقها  داروىاٍ وظِغ اشظِ  و  ههر  اظر کو ىر ظاشو تو

اٍ تیو ظی هر    ىاٍ تا ههذ اثر طن اَ رظِة  عسرده واکع 

ظازد. ػ وه تر اُ ؛ تو ػ یر خسااعیِل    ػننهَ واهؼو وارد هَ

ٍ  زئنانز و زیِِرخفُرٍ  عسرده راسَ زا  شاِکپ اُ  ػاهل تِنیار

يهُه ههاوم تراٍ اُجاد ُک خااههَ وهُه ويیااَ را اِیس تیو    ز

  َ اٍ روٍ اراُییو  رورد. تنییاتراُ  ز قِقیاذ  عیسرده   ارهییا  هی

ٍ وهُه تو حل راه هنظنر هثارزه تا را  نااسا و کنسرل ر  هسنرکس  ىا

زناایه تیو فیاُق     ىاٍ احسناشَ کو هَ حل ؼهه اظر. ُکَ از راه

ٍ هنوند تو واهؼٌ تؽرٍ ىا رهه  تر هؽک ذ داروىا و واکع 

ىاٍ هنویند   واکع  DNAىاٍ شاَ اظر.  کنک کنه واکع 

زنا  دو دظسو اـ َ زقعِ  انیند:   ػ ِو وُروض را  نااسا را هَ

ىاٍ تا ىهف کیارترد در داهدسؼیکَ )اغ یة ػ ِیو      ( واکع 1

H5N1 کارترد در خراه ا  و ىنچنِ  ػ ِو دُگر ظنُو ٍ ٍ  ترا ىا

( 2ده تییراٍ اظییةپ خیینک و...(پ  هنظیینر اظییس ا را  یینااسا تییو

هنظنر هقات و تا را  ینااساٍ خاایههِک و ففی َ     ىاٍ تو واکع 

ػاهل احسناشَ خاایههَ رزیَ(. اغ یة     H5N1ااعااَ )از ون و 

ىیا در هینغ ُیا هینغ خرهیا رزهیاُػ        اثرترؽَ اُ  واکع 

ىاٍ تاشِنَ قیث ً تیو    اظرپ ىر چنه در هنرد ترخَ ارزُاتَ ؼهه

[. خییط از هظاشؼییاذ هسؼییهد روٍ  7]چییاج رظییِهه اظییر  

َ که کننهً خروز ِ  واکع  ٍ شا ٍ ظظ َ وُروض ) ىا و  NAىا

HA ىا در اُجیاد اُننیَ تیا واکینػ      (پ کاررَُ ک  اُ  واکع

هسقاطغ هؽاىهه ؼه. اغ ة اُ  کیاررَُ کی پ اسِجیو زیِِیراذ     

َ و ظدط راسَ َ در انرورهِنِهاز و ىنا  نزِنِ  تند.  شاسِک شاِک

ىاٍ  ىاٍ شاَ تو خروز ِ    تراٍ ظاخر واکع تناتراُ  ه ققا

ظیاخسارٍ و غِیر ظیاخسارٍ دروایَ وُیروض کیو از ش یاع        

ٍ رورداه. تا زنوو تو هظاشة اؼاره  راسَ شاِک خاُهار ىعسنهپ رو
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هنظینر دظیسِاتَ تیو     ؼهه در هظاشؼو حاضر ظیؼَ ؼیه زیا تیو    

واکعینَ   DNA ِرااو تراٍ ػ نایر را  ینااساپ    اظسرازصٍ خِػ

ٍ ظ نشَ ظِعس  اُننَ را ز رُک و اُننَ  َ ؼند کو تازو طراح

تا واکنػ هسقاطغ قاتل قثنشَ را اُجاد کنه. تناتراُ  تراٍ اِل تو 

شاِک وُیروض را  ینااسا تیا     اُ  هنظنر ظاخسار شاسِکَ و راسَ

 َ ىیا و    نایو ش  اعیثساً ح اظیر ؼیهه در     ىهف ااسراب راسی

تررظیَ و هظاشؼیو ؼیه.    هرس ی  اُی  وُیروض     ٍىا ر ناوُز

ىیاٍ ظییظ َپ   هظاشؼیاذ اؽیا  داد کیو تییر خی ف خیروز ِ      

ٍ وُروض را  نااسا  خروز ِ  ٍ و غِر ظاخسار ٍ داخ َ ظاخسار ىا

ىا ظثة ز رُک و  تو خنتَ ح اظر ؼهه ىعسنه. اُ  خروز ِ 

ه کو قادر اؼن ظِسنزنکعِک هَ Tىاٍ   ِرٍ ظ نل اشقاٍ ؼکل

[. در تِ  اُ  11]وض اظر ىاٍ رشنده تو وُر تو زررُة ظ نل

اٍ اظیر طراحیا     طنر وُصه ( توNPىا انک  نخروز ِ  ) خروز ِ 

اٍ کیو زنظیض    واکع  را تو خند و ة کرده اظر. در هظاشؼو

و در هظاشؼٌ دُگر  2002ىنکارا  در ظال ( و Portelaخنرز  )

ااجیام   2014( و ىنکیارا  در ظیال   Sherry) کو زنظض ؼرٍ

ُک خروز ِ  تعِار ح اظر ؼیهه در   NPؼهپ هؽرؿ ؼه کو 

ىاٍ هرس   وُروض را  نااسا اظر کو از ش اع فِ نشاَ  ظنُو

ىاٍ ظظ َ ؼهه و از  دچار زیِِراذ کنسرٍ اعثر تو خروز ِ 

َ اقػ ٍ هس طرف ٍ در فررُنه زکثِر وُروض و ااسقال ر  تو ىا ؼهد

ىیاٍ هرس ی  ظی نشَ و وُروظیَپ      ىعسو داؼسو و تا خیروز ِ  

شاَ هناظة  زنااه ُک ظاخسار راسَ ترىنکنػ دارد. تناتراُ  هَ

در هظاشؼاذ  [.19پ 12]تراٍ اُجاد اُننَ تا واکنػ هسقاطغ تاؼه 

را  در ظیال  ( و ىنکیا Kodihalliاوشِو کو زنظض کندُيیاشَ ) 

پ روٍ 1996( و ىنکییارا  در ظییال  Pertmerپ خرزنییر )2000

(Roy و ىنکارا  در ظال )ـنرذ  رفر اؽا  داده ؼه  2007

خ ظنِه که کننهً ش  انک  نخروز ِ  ظِعس  اُننَ را  DNAکو 

َ تراٍ اُجاد ح اظر ػ ِو وُروض ٍ را  نااساٍ  تو ااهازه کاف ىا

   َ [. اهییا در 22-20]کنیه   ىسروشینر و ىننشینر ز رُییک انی

( و ىنکارا  در ظال Ulmerهظاشؼاذ دُگرٍ کو زنظض اوشنر )

پ ظیاىا  2005( و ىنکیارا  در ظیال   Epsteinپ اخعیسِ  ) 1994

(Saha و ىنکارا  در ظال )2006 ( و شنوLuo و ىنکارا  در )

کع  که کننهه وا DNAااجام ؼه اؽا  داده ؼه کو  2008ظال 

زنااه ظیثة ز رُیک ظِعیس  اُننیَ      انک  نخروز ِ  او زنيا هَ

ىیاٍ هرس ی     در تراتر ظنُو ه افظرؼندپ ت کو تاػث اُجاد 

اٍ کیو زنظیض    در هظاشؼیو  [.26-23]ؼند  وُروض را  نااسا هَ

ااجام ؼیه   1999( و ىنکارا  در ظال Operschallاوخرچال )

و  12که کننیهً اُنسرشینکِ     DNAهؽرؿ ؼه ز قِت ىنسها  

DNA      کیه کننیهه ىنییا  نزِنِ  وُیروض را  ینااساA  ظییثة

ز رُک تِؽسر ظِعس  اُننَپ اعثر تو حاشیر ز قیِت وها اایو    

اٍ کو زنظض تاتِنک  ىا ؼهه اظر. در هظاشؼو واکع  DNAاُ  

(Babiuk و ىنکارا  در ظال )داؼسنه کیو   اراُو ؼه تِا  2004

َ  ىاٍ تِااَ ر  هرس   ُا کاظرىاٍ   ُسنکاُظااز  زینا    ىا هی

واکع  را  ینااسا اظیس اده    DNAػننا  ادوناار زُعسَ در  تو

( و ىنکارا  Marshallاٍ کو زنظض هارؼال ) [. هظاشؼو27]کرد 

 IL-18ااجام ؼه اؽا  داد کو خ ظنِه که کننهً  2006ل در ظا

( اقػ هينَ specific antigen_Prostate) PSAو خ ظنِه 

CD8پ Tىاٍ  در زنظؼو خاظخ اُننَ ظ نل
CD4و  +

تو ىنگام  +

[. ىنچنیِ   28]دارایه   PSAو خ ظنِه  IL-18ز قِت ىنسها  

ل ( و ىنکارااػ در ظاHyodaاٍ کو زنظض ىِندا ) در هظاشؼو

ىاٍ  ظثة اشقاٍ ظ نل IL-18ااجام ؼه هؽرؿ ؼه کو  1999

NK َ[. شیِ  ) 29]ؼند  هLim   در  2012( و ىنکیارا  در ظیال

که کننهً  DNAىاٍ  اٍ اؽا  داداه کو زرکِثَ از زناشَ هظاشؼو

chIL15  وchIL18     ىنگام زسرُق داخل ػمی اَ تیو ونویو

ٍ کو  روه ز قِت  زنااه ظثة تروز خاظخ اشسياتَ ؼند. تو هَ طنر

ىیاٍ کیه کننیهه ىنیا  نزِنِ  و      ؼهه تا هر نطَ از خ ظنِه

chIL15 ر ىنا  نزِنِ  ونوو از تيسرُ  اسِجو را در رزهن  هيا

اٍ دُگیر   [. اُ   روه ز قِقازَ در هظاشؼو30]خند اؽا  داداه 

ىیا را تیا زرکِثیَ از     اؽا  داداه کو ا ر ونویو  2013در ظال 

تییو ىنییراه   chIL18و  chIL15ىییاٍ کییه کننییهه    خ ظیینِه

ز قیِت اناُنیهپ ىیر دو     NPُا  N1NAخ ظنِهىاٍ که کننهه 

کِ  ظیثة ارزقیا خاظیخ اُننیَ ػ ِیو      خ ظنِه که کننهً اُنسرشن

N1NA  وNP  َ ؼیناه. تیا اُیی  وویند تِؽیسرُ  خسااعییِل      هی

[. در 31]حاـیل ؼیه    N1NAو  IL-15زاَُ از زرکِیة   اُننَ
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( و ىنکارا  در Henkeهظاشؼاذ ـنرذ  رفسو زنظض ىنکو )

از خ ظینِه   2007( و ىنکارا  در ظال Xuو شو ) 2004ظال 

PIRES رهِسٍ تراٍ ظاخر ُک  طنر هنفقِر توDNA   واکع

  َ ٍ  ش  دو ظِعییسرواَ تِییا  کننییهً راسیی ىییاٍ  زا ىییاٍ تِنییار

Bromchitivirus  وSalmonella   [. در 33پ 32]اظییس اده ؼییه

ااجام ؼهپ  2006اٍ کو زنظض ىنکو و ىنکارا  در ظال  هظاشؼو

و  PIRES/NA/IL2هؽرؿ ؼه کو خ ظنِه تاُعِعیِسرواِک  

PIRES/HA/IL2      َکو تاػث تِیا  ىنسهیا  زیناشَ اخسفاـی

ؼند ظثة ارزقاٍ خاظیخ   هَ IL-2  ُسنکاُظاوُروض تو ىنراه 

ٍ  اُننَ کراض ررکسِن هینغ  وض در تراتیر وُیر   BALB/C ىیا

ىاٍ زنشِه ؼهه تا خ ظنِهىاٍ  در هقاُعو تا واکع  Aرا  نااسا 

ؼند.  هَ IL-12ُا  CSF- GMتو ىنراه  NAو  HAکه کننهه 

ىاٍ شاَ درااعیا  شیسوم    از هؽک ذ اـ َ اظس اده از واکع 

اظر زا قادر تو اُجیاد اُننیَ    DNAزيِو هقادُر تعِار زُاد از 

کارىیاٍ   ُ  هؽیکل راه ح اظسَ در ااعا  ؼند کو تراٍ رفغ ا

ىیا   ىاٍ هرس   ُیا ظیاُسنکِ    زُادٍ اظِراظس اده از ادوناار

واَُ کو هظاشؼاذ هسؼیهدٍ در زهِنیو    اظر. از ر  خِؽنياد ؼهه

ىیاٍ شایَ ـینرذ  رفسیو تیند کیو        اىنِر و کارترد واکع 

ػننا  ُک خِؽنياد وهٍ و هااه ار تراٍ  ىاٍ شاَ را تو واکع 

ظِک و انظينر در رُنهه هظیرح  ىاٍ ک   ِرٍ از تِنارٍ خِػ

در  IL-18 َادوینااس  رِی تا زنوو تیو قات    ِىنچنظاخرپ  هَ

پ اُ  هظاشؼو در ـیهد  Th1تو  لِهىاٍ اُننَ و  ز رُک خاظخ

-18و  NPىیاٍ   ظاخر ُک خ ظنِه دو ظِعسرواَ واوه ش 

IL   َ زاُیَ اُی     هنؼَ تند زا در هظاشؼاذ تؼهٍ قات ِیر اُننی

َ ؼند. ااقل هنرد اظس اده در اُ  خ ظنِه در ههل هنؼَ ار زُات

 Clonetechز قِق ُک خ ظنِه دو ظِعسرواَ ظاخر ؼرکر 

تیند. تیا زنویو تیو ادػیاٍ       eGFP-pIRES2تا ػننا   (شاخ )

ؼرکر ظازاههپ ااقل هنرد اظس اده در اُ  هظاشؼو هثنَ تر تِیا   

ٍ دو ش  ک ن  ؼهه در واُگاه   MCS (Multiple Cloningهعاو

Siteُگاه خط از ( و واIRES ىاٍ ااسراب ؼهه تراٍ  هنقؼِر

تیراٍ ش    MCSزرزِیة هنقؼِیر    ظازٍ اُ  دو ش  تو ىنعااو

18-IL  و هنقؼِر خط ازIRES   تراٍ شNP اظیس اده  تنداه .

ٍ رزهاُػ از دو انع خ ظنِه هَ ىا را کاىػ  زنااعر زکرارخفُر

ٍ ىنِ  هنظنر از ااقل  ٍ اطنِنادو دىه کو ترا َ ترا   از ظِعسروا

َ ش  ( در فرهن ظِن  واکع  Equimolarىا ) ىنعا  تند  هنش

َ ىنچنِ  ػرضو ىنسها  راسَ ش  و ادوناار اظس اده ؼه زا  شا

ىاٍ زجرتَ تا اُ  ظاخسار   روه ُکنناخرظازٍ  در رُنهه اُن 

هِعر ؼند. در هجننع اساُج زؼِِ  زناشَپ زرااع کؽ  و زأُِیه  

سٍ ف نرظنر غِر هعسقِ  اؽا  رهِ تِا  تا اظس اده از روغ راگ

َ تو IL-18وُروض را  نااسا و  NPداد کو ش   ـنرذ هنفق  هنؼ

تِیا    RAW264. 7و  BHK21ىاٍ ُنکارُنزَ  در رده ظ نل

ػننا  کااهُه واکعی  تیراٍ    ؼناه و اظس اده از اُ  ظازه تو هَ

 خفُر اظر. وُروض را  نااسا اهکا 

 

 تطكر ي قذرداوی
از زناهَ ىنکارا  هرکس ز قِقیاذ   وظِ و انُعنه ا  تهُ 

ٍ دااؽگاه ػ نم خسؼکَ  َ و  روه هِکروتِنشنش َ و هنشکنش ظ نش

ىاٍ ػ نَ و اوراَُ در ااجام اُی  ز قِیق     ِ   تاتر کنک

ػنل روراه. اُ  هقاشو تر رفسیو از   کنال زؽکر و قهردااَ را تو

خاُا  ااهو کارؼناظَ ارؼه رؼسو تِنزکننشنشٍ خسؼکَ دااؽگاه 

 خسؼکَ  ِ   اظر.  ػ نم
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