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  چكيده
اي داخل سلولي است كه موجب بيمـاري توكـسوپلاسموزيز در             ياخته توكسوپلاسما گوندي يك انگل تك     :هدف

 زمينه شناخت كانديدهاي مناسـب واكـسن كـه    هاي اخير پيشرفت چشمگيري در     در سال . شود  انسان و حيوان مي   
  . صورت گرفته است،شود هاي ايمني مؤثر مي باعث القاي پاسخ

د و در نهايـت     ش واكسن استفاده    DNA توكسوپلاسما گوندي براي ساخت      2-در اين مطالعه، از ژن كامل راپتري      
  .شدهاي كنترل ارزيابي  هاي ايمني ناشي از اين ژن در مقايسه با گروه پاسخ

  توسـط  ) بـه فاصـله سـه هفتـه    (صـورت عـضلاني    بـار و بـه    سهBALB/cهاي  زايي موش ايمني :ها مواد و روش  
pc-ROP2) عنوان گروه شاهد به ( وpc DNA3 و فسفات بافر سالين )انجام پذيرفت) هاي كنترل عنوان گروه به .  

هـا   بادي و سطح سـيتوكين  گيري سطح آنتي ههاي ايمني ناشي از آن به كمك انداز       بعد از انجام ايمونيزاسيون، پاسخ    
 .شدارزيابي 
دهنده مقادير بالاي اينترفـرون       نشان 4هاي اينترفرون گاما و اينترلوكين        گيري سيتوكين  نتايج حاصل از اندازه    :نتايج

ايـن  . ودهاي كنترل ب    در مقايسه با گروه    pc-ROP2هاي واكسينه شده با        در گروه  4گاما و مقادير پايين اينترلوكين      
انـد در مقايـسه بـا          واكسينه شـده   pc-ROP2هايي كه با       در موش  Th1پاسخ ايمني سلولي    دهد كه    نتايج نشان مي  

 بـه شـدت     ،انـد    و فسفات بافر سالين واكـسينه شـده        pc-DNA3هاي كنترل كه با پلاسميد خالي        هاي گروه   موش
  .تحريك شده است

همچنـين  ). P>05/0(هاي مورد و كنترل تأييـد كـرد          ر را بين گروه   دا  اختلاف معني  IgGبادي كل    گيري آنتي  اندازه
دست آمده نـشان داد كـه    نتايج به. شدهاي مورد و كنترل بعد از انجام چالش ارزيابي           ها در گروه    ميزان بقاي موش  
نـد  دار دار  هاي كنتـرل اخـتلاف معنـي        با گروه  ،سازي شدند   ايمن pc-ROP2هايي كه با پلاسميد      ميزان بقاي موش  

)05/0<P.(  
هاي ايمني همـورال و        واكسن در القاي پاسخ    DNAعنوان    به pc-ROP2دهد كه     نتايج اين تحقيق نشان مي     :گيري نتيجه

  .استاي مفيد  ها در برابر توكسوپلاسموزيز تا اندازه سلولي مؤثر بوده و همچنين در افزايش طول عمر موش
  

  2-ژن كامل راپتري واكسن، DNAتوكسوپلاسما گوندي،  :كليدواژگان
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   و همكارانهيخسروشا كامي حسينيان   عليه توكسوپلاسما گوندي در موشزايي ايمني
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

26  

   مقدمه-1
ــدي   ــسوپلاسما گون ــل (Toxoplasma gondii)توك ، عام

تواند همه موجـودات      ، مي (Toxoplasmosis) توكسوپلاسموزيز
اين انگل شـيوع جهـاني      . ها را مبتلا سازد    خونگرم از جمله انسان   

داشته و تقريباً 
3
  ].1[ مردم جهان سرم مثبت هستند 1

 امـا در    علامتي نـدارد   توكسوپلاسموزيز   ،در اكثر افراد سالم   
افرادي كه دچار نقص سيستم ايمني هستند مانند افراد مبتلا بـه            

 :Acquired Immunodeficiency Syndrom)ويروس ايدز 

AIDS)] 2 [        اند   يا افرادي كه تحت عمل پيوند عضو قرار گرفته
] 3[انـد     مـوده كننده سيستم ايمني مـصرف ن      و داروهاي سركوب  

هـاي   در خـانم  ]. 4[شـود     باعث عوارض شديد و گاه كشنده مي      
تواند منجر به عـوارض شـديد         باردار، توكسوپلاسما گوندي مي   

ث سقط جنـين نيـز       يا عصبي در جنين شود و حتي باع        چشمي
  ].6، 5[د شو مي

توكسوپلاسموزيز باعث سقط جنـين در حيوانـات مزرعـه           
ياختـه    بنابراين اين تـك    ؛شود  يمانند گوسفند و خوك و غيره م      

باعث ضررهاي اقتصادي قابـل تـوجهي در صـنعت دامپـروري            
عوارض شديد و كـشنده توكـسوپلاسموزيز در        ]. 8،  7[شود    مي

ها و حيوانات، محققـين را بـر آن داشـته كـه مطالعـات و                  انسان
هاي مـؤثر     اي را براي ساخت و توسعه واكسن        تحقيقات گسترده 
  . جام دهندعليه اين بيماري ان

 اسـت يك واكسن مؤثر عليه توكسوپلاسما گوندي واكسني        
كه بتواند از عوارض شديد و كشنده اين انگل در جنين و افـراد    
مبتلا به ضعف سيستم ايمني جلوگيري كرده و همچنين باعـث           

  ].9[كاهش ضررهاي اقتصادي شود 
DNA       كـه مطالعـات     اسـت  واكسن يك موضوع جديـدي 

 و همچنين   استجام شده و در حال انجام       اي روي آن ان     گسترده
DNA        هـاي پروتئينـي توانـايي         واكسن در مقايـسه بـا واكـسن

 ايمنـي   ويژه  بهبيشتري براي القا و تحريك همه مسيرهاي ايمني         
  ].10[ دارد (Cytotoxic T-cell)سلولي 

در توكسوپلاسموزيز، پاسخ حفاظتي توسط ايمنـي سـلولي         

CD4 ، از نوع  Tهاي    كه شامل لنفوسيت  
CD8 و   +

، ايجـاد   است +
 بنابراين پلاسميد كدكننده ژني كه بتوانـد هـر دو نـوع             ؛شود  مي

CD4 يعني  Tهاي    لنفوسيت
CD8 و +

توانـد    مـي ، را فعال نمايد+
 واكسن بر عليه توكسوپلاسما     DNAكانديداي خوبي براي تهيه     

  ].11[گوندي باشد 
ســلولي، توكــسوپلاسما  هــاي تــك هماننــد ســاير ارگانيــسم

هاي ايمونوژنيك فراواني تشكيل شـده اسـت         ژن ندي از آنتي  گو
هـاي     ترشـحي از بهتـرين فـرم       -هـاي دفعـي    ژن آنتي]. 13،  12[

 دليـل همـين     به استژني براي تحريك پاسخ ايمني سلولي        آنتي
هـا، كانديـداي مناسـبي بـراي تهيـه واكـسن عليـه               ژن اين آنتـي  

  .استپلاسموزيز 
 يكـي  (Rhoptry protein-2: ROP2) 2-پروتئين راپتري

 كه جزء خـانواده     است ترشحي   -هاي دفعي  ژن ترين آنتي  از مهم 
ROPــوده و در ــدگي انگــل   هــا ب هــر ســه مرحلــه چرخــه زن

  ].16-14[شود  توكسوپلاسما گوندي بيان مي
ــذف    ــه ح ــت ك ــشان داده اس ــات ن ــث ROP2مطالع  باع

 ماننداختلالاتي در خود انگل و در فرايند هجوم انگل به ميزبان            
، اخـتلال در تقـسيم سيتوپلاسـم     ROPتلال در روند تكاملي     اخ

ــل  (Cytokinesis)ســلولي  ــين غــشا واكوئ ــاط ب ، كــاهش ارتب
 انگــــل و (Parasitophorous vacuole)پــــارازيتوفورس 

 ميتوكندري سلول ميزبان، كاهش توانايي هجومي انگل به ميزبان        
  ].16[شود  ميها  زايي انگل در موش  كاهش قدرت بيمايو

 كيلودالتـوني را بيـان      64 كه يك پـروتئين      ROP2كامل  ژن  
، IgAهاي همورال كـه شـامل توليـد          كند، باعث القاي پاسخ     مي

IgM   و IgG همچنين مطالعات نشان داده    ]. 17[شود    ، مي است
 Tهاي سلولي لنفوسيت     وسيله كلون   به ROP2است كه پروتئين    

رفـرون  انساني شناخته شده و باعث توليد و افـزايش سـطح اينت           
سه عدد از ]. 18[شود   مي(Interferon gamma: IFN-γ)گاما 
 Tهاي لنفوسيت     كه توسط كلون   ROP2هاي    توپ ترين اپي  مهم

 391، واحـدهاي    214 تا   195شود، شامل واحدهاي     شناخته مي 
ــا  ــدهاي 408ت ــا 499 و واح ــت 529 ت ــن  ]. 19 [اس ــه اي هم

 بـراي   عنوان يك كانديداي مناسب     آن را به   ROP2خصوصيات  
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27  

هـا بـر پايـه     هايي مطرح كـرده كـه ايـن واكـسن         ساختن واكسن 
DNAــوده و در ايــن واكــسن ــده   ب هــا از پلاســميدهاي كدكنن
هـا    شود و همچنين اين واكسن      هاي پروتئيني استفاده مي    ژن آنتي

هاي داخل    كه برعليه انگل   استنسل جديد و مؤثري از واكسن       
  ].22-20[شود  سلولي ساخته مي

زايـي بـا      به اين مطالب و همچنين چـون ايمنـي         با توجه به  
DNA   شـود، در ايـن    هاي ايمني حفاظتي مـي     باعث القاي پاسخ

 در القـاي    ROP2تحقيق توانايي پلاسـميد كدكننـده ژن كامـل          
هاي ايمني سـلولي و همـورال و ايجـاد اثـر حفـاظتي در                 پاسخ
 توكـسوپلاسما  RHهـا بعـد از چـالش بـا سـويه كـشنده                موش

  .شدبي گوندي ارزيا
  

  ها  مواد و روش-2
   ساخت پلاسميد نوتركيب-2-1

 كيلودالتـوني را بيـان      64 كه يك پـروتئين      ROP2ژن كامل   
 pc-DNA3 (Invitrogen, USA) در داخل پلاسـميد  ،كند مي

  ].23[ده است شكلون و در نهايت بيان ) 1شكل (
ــه ــازگر  ،طــور خلاصــه ب ــدا يــك جفــت آغ  (Primer) ابت

ــرا  ــدي ب ــل اليگونوكلئوتي ــر   ROP2ي ژن كام ــرح زي ــه ش    ب
  :دشطراحي 

ROP2 آغازگر جلـويي   : 5'-ATT AAG CTT ATG GAA 

AAC TGT GCG TCG GTC AG-3'. 
ROP2 آغازگر برگشتي  : 5'- ATT GAA TTC TCA TGC 

CGG TTC TCC ATC AG -3'. 
 نوكلئوتيـد  32 داراي (Forward primer)آغازگر جلـويي  

 و كـدون شـروع      HindШبا جايگاه شناسـايي بـرش آنزيمـي         
ATG اســت و آغــازگر برگــشتي (Reverse primer) داراي   

.  اسـت  EcoRI نوكلئوتيد با جايگاه شناسـايي بـرش آنـزيم           29
هاي برش آنزيمي روي هر دو آغازگر با خـط كـشيدن              جايگاه(

 ).اند مشخص شده
  

  
  pcDNA3 نقشه ژنتيكي پلاسميد يوكاريوت بياني 1شكل 

  
ــل  ــدي  DNA از روي ROP2ژن كام ــسوپلاسما گون  توك

 PCR (Polymerase Chain Reaction) توسـط  RHسـويه  
ها برش خورد      توسط آنزيم  PCRتكثير شد و سپس محصولات      

 در  باز است   جفت 1686 كه در حدود     ROP2و قطعه كامل ژن     
  . كلون شدpTZ 57RTداخل ناقل 

 بـه كمـك     pcDNA3-ROP2سپس پلاسميد نـو تركيـب       
pT-ROP2 و pc-DNA3شد ساخته .  

اـي    به درون سلول   pcDNA3-ROP2پلاسميد نوتركيب بياني     ه
CHO (Chinese Hamster Ovary) د و بيان پـروتئين  ش ترانسفكت

ــل   SDS-PAGE توســط CHOهـاـي   درون سـلـولROP2ژن كام
(Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis)و  

  ].23[ تأييد شد (Western blot)وسترن بلات 
يـابي   پس از تأييد پلاسميدهاي نوتركيب بياني توسط توالي       

ــه آن  ــدي، هم ــياكلي     نوكلئوتي ــاكتري اشرش ــل ب ــه داخ ــا ب ه
(Escherichia coli) سويه TG1سـازي    ترانسفورم شد و انبوه

در نهايت بـراي اسـتخراج و       . پلاسميد نوتركيب صورت گرفت   
از هـا      از بـاكتري   pc-ROP2سازي پلاسـميد نوتركيـب       خالص

 استفاده شد و اين عمـل  (Qiagen, Germany)كيت استخراج 
سـازي و    بعد از انجام خالص   . مطابق برنامه كيت انجام پذيرفت    

ــميدهاي    ــت پلاس ــتخراج، غلظ ــهاس ــده  ب ــت آم ــط دس  توس
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  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

28  

 سـنجيده و نـسبت     280 و   260اسپكتروفتومتر در دو طول موج      
هـا    براي آن280/260 (Optical Density: OD)جذب نوري 

  . بود2 تا 8/1د و اين نسبت بين شاسبه مح
  

  ها  موش-2-2
اي از مؤسسه تحقيقات       هفته 8-6 ماده   BALB/cهاي   موش

سازي رازي خريداري و تحت شرايط اسـتاندارد         واكسن و سرم  
  .از لحاظ آب و غذا نگهداري شدند

  
   انگل-2-3

 انگــل توكــسوپلاسما (Tachyzoites)هــاي  زوئيــت تــاكي
شناسي دانشكده پزشكي     آزمايشگاه انگل  زا) RHسويه  (گوندي  

  .ه تربيت مدرس تهيه شد دانشگا2ساختمان شماره 
وسـيله آلـوده كـردن مكـرر و          هـا بـه     زوئيت نگهداري تاكي 

 ؛صورت داخل صفاقي ميسر شد      به BALB/cهاي   سريالي موش 
 5-3(هـا    ترتيب كه بعد از چند روز از آلوده كـردن مـوش            بدين
فعال و تازه از مايع صفاقي موش كشيده        هاي    زوئيت ، تاكي )روز

  .هاي جديد تزريق شد شده و به موش
ــه آنتــي ــراي تهي ــزا   ژن ب ــراي روش الاي ــاز ب هــاي مــورد ني

(Enzyme Linked Immunosorbent assay: ELISA) و 
 شد كه ترتيب اقدام     بدين (Cytokines)ها    گيري سيتوكين  اندازه

 اســتخراج و هــاي انگــل از صــفاق مــوش زوئيــت ابتــدا تــاكي
ــانتريفوژ  ــس ــافر   ش ــسفات ب ــوب در ف ــپس رس ــالين  د س س

(Phosphate Bufferd Saline: PBS)    ًحـل شـده و مجـددا 
) بار صورت پـذيرفت     دو تا سه   PBSشستشو با   (سانتريفوژ شد   

ــاد   ــل انجم ــشو، عم ــد از شست ــردن (Freezing)بع  و ذوب ك
(Thawing)   هاي انگل صورت پذيرفت      ژن  براي آزادسازي آنتي

در نهايت بعد از انجام     . دش بار تكرار    12-10اين عمل حدود    و  
 ميكـرو   2/0 توسـط فيلتـر      دست آمـده    بهسانتريفوژ، مايع رويي    

فيلتـره شـده و غلظـت     (Nalge company, USA)متـر   ميلـي 
 توسـط روش    اسـت، ژن انگلـي     پروتئين حاصل كه همان آنتـي     

  ].24[د ش مشخص (Lowry)لوري 
  

  سازي و چالش  ايمن-2-4
صـورت   بـه ) اي  هفتـه  8–6( ماده   BALB/c عدد موش    33

).  مـوش در هـر گـروه       11(تصادفي در سه گروه تقسيم شـدند        
 كه ابتدا بـراي  شدصورت انجام  هاي هر گروه بدين    تزريق موش 

كـه متـشكل از     ( ميكروليتر از ماده تزريقي      100هر تزريق مقدار    
) ل بود  استري PBS ميكروليتر   100 ميكروگرم از پلاسميد در      50

درون سرنگ كشيده شد و سـپس محـل تلقـيح بـا الكـل ضـد                 
د و تزريق به آرامي در هر دو ران راست و چپ پـاي              شعفوني  
در عضله چهار سر ران     )  ميكروليتر 50هر عضله حداكثر    (موش  

(Quadriceps) 25[ انجام شد.[  
هـاي كنتـرل     عنـوان گـروه    هاي يك و دو بـه      تزريقات گروه 

د ش ـ انجـام  pc-DNA3 پلاسميد خالي   و PBSترتيب توسط    به
ــه ولــي مــوش   عنــوان گــروه مــورد توســط  هــاي گــروه ســه ب

ســازي   ايمــنpc-ROP2پلاســميد نوتركيــب )  ميكروگــرم50(
 نوبت و به فاصله سه هفته در روزهـاي          3سازي در    ايمن. شدند

 ، به همان ترتيبـي كـه در بـالا شـرح داده شـد              42 و   21صفر و   
  .صورت پذيرفت
گيـري تيتـر     منظـور انـدازه    ها به  ري سرم موش  آو براي جمع 

صورت تصادفي   هاي هر گروه به      سر از موش   5بادي كل از     آنتي
 خـونگيري انجـام     63و  ) سازي سوم  قبل ايمن  (42در روزهاي   

ترتيب كه خونگيري از گوشه چشم با استفاده از پيپت           بدين. شد
مـاي   دقيقـه در د    30مدت   ها به   پاستور استريل انجام شد و خون     

 دور در   5000 دقيقـه در دور      10مـدت    اتاق نگهداري و بعد بـه     
آوري و   هـا جمـع    دقيقه سانتريفوژ و در نهايت سرم خون موش       

  .گراد نگهداري شد  درجه سانتي-20در فريزر 
 مـوش از    5 ،)70در روز   (سازي    هفته بعد از آخرين ايمن     4

طـور تـصادفي انتخـاب شـده و عمـل اسـتخراج              هر گـروه بـه    
هـا تحـت شـرايط كـاملاً اسـتريل انجـام             يت از طحال آن   لنفوس

ــذيرفت ــد از روز   . پ ــز بع ــالش ني ــل چ ــوش 6 روي 70عم  م
 انگـل  RHزوئيت سـويه      تاكي 104مانده از هر گروه توسط       باقي
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  1389 بهار 1 شماره 13دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

29  

صورت داخل صفاقي انجام و متعاقـب        توكسوپلاسما گوندي به  
  .دشثبت ) برحسب روز(هاي هر گروه  آن ميزان بقاي موش

  

  ررسي ايمني همورال ب-2-5
ــدازه  ــراي ان ــي  ب ــطح آنت ــري س ــادي  گي ــد  IgGب ــل ض  ك

كـه  ] 26[ استفاده شـد     ELISAتوكسوپلاسما گوندي از روش     
  :استطور خلاصه به شرح زير  به

هـاي ايمـن شـده و     هـاي گرفتـه شـده از مـوش          كليه سـرم  
ژن  ليتر از آنتـي     ميكروگرم بر ميلي   20هاي كنترل با غلظت      گروه

  ابتـدا غلظـت   . شـد سرم در اين آزمون بررسـي      از   1:10و رقت   
 -حل شده در بافر كربنات   (ژن   ليتر از آنتي    ميكروگرم بر ميلي   20

   شـــد (Coat) خانـــه پوشـــش 96در پليـــت ) كربنـــات بـــي
صورت شـبانه در   و اين پليت به)  ميكروليتر در هر چاهك    100(
 TBST سپس پليـت بـا بـافر         ؛گراد قرار داده شد     درجه سانتي  4

(Tris Buffered Saline with Tween))   كلـرور  + تـريس
  ، سه بـار شستـشو داده شـد در مرحلـه بعـد              )20توئين  + سديم
شـير   ((Blocker Solution)  ميكروليتر از محلـول بلـوكر  200

 و  هـا اضـافه شـد       به همه چاهـك   ) TBST درصد در    3خشك  
بعد . دشگراد انكوبه     درجه سانتي  37 ساعت در    2مدت   پليت به 

 ميكروليتـر   TBST  ،100ام سه بار شستـشوي مجـدد بـا          از انج 
 بـه پليـت     1:10در رقت   بود،  سرم موش كه با بلوكر رقيق شده        

گراد انكوبـه     درجه سانتي  37 ساعت در    2اضافه و پليت مذكور     
  بـار شستـشو شـد و         سـه  TBSTسـپس مجـدداً پليـت بـا         . دش

ــي 100 ــر آنت ــوس   ميكروليت ــا  (Anti mouse)م ــه ب  كونژوگ
 بـه آن  1:3000با رقت  ) تهيه شده از شركت امينسان    (ز  پراكسيدا

گـراد قـرار داده       درجه سانتي  37 ساعت در    2د و براي    شاضافه  
ــايي . شــد ــشوي نه ــا 5شست ــار ب ــذيرفت و TBST ب    انجــام پ
 TMB (Tetramethylbenzidine) ميكروليتر سوبستراي    100

 دقيقـه   20مـدت    اضـافه و بـه    ) در تـاريكي  (آماده به هر چاهك     
در اين مرحله بايد پليت در فويل پيچيده شـود و از     (كوبه شد   ان

ــور دور باشــد  ــار بــراي توقــف واكــنش    ). ن    ،در انتهــاي ك

  كننـده يعنـي اسـيد سـولفوريك          ميكروليتر محلـول متوقـف     50
 در طـول مـوج   OD اضافه شـد و ميـزان    به هر چاهك    مولار 2

 ELISA (ELISA Reader)گـر    نانومتر با دستگاه قرائت450
  .خوانده شد

  
  ها  سنجش سيتوكين-2-6

   4گيــــري اينترلــــوكين  ايمنــــي ســــلولي بــــا انــــدازه
(Interleukin 4: IL-4) و IFN-γ هفته بعـد از  4. شد بررسي 

طور تـصادفي    موش از هر گروه به5) 70در روز (آخرين تلقيح   
  هــا تحــت  انتخــاب و عمــل اســتخراج لنفوســيت از طحــال آن

پانـسيون  سبعـد از تهيـه سو     . شـد  شرايط كـاملاً اسـتريل انجـام      
 چاهـك   2 ميكروليتر از آن در      500 ،از هر موش  ] 27[لنفوسيتي  
هـاي هـر دو       سـپس سـلول    . خانه كـشت داده شـد      24از پليت   

 50بـه هـر چاهـك       (ژن انگل تحريك شـد       چاهك توسط آنتي  
و حجـم سوسپانـسيون هـر       ) ژن افـزوده شـد     ميكروگرم از آنتي  

 RPMI+  درصد FBS (Fetal Bovin Serum) 10چاهك با 
(Roswell Park Memorial Institute) ليتر رسانده   ميلي1 به

 درجـه   37 ساعت در انكوباتور     72 يا   48مدت   ها به   شد و پليت  
 ،پس از اين مـدت    . دش انكوبه   CO2 درصد   5گراد داراي    سانتي
آوري و در ويـال اپنـدورف        ها به آرامي جمع    رويي سلول   سوپ

 دور در دقيقــه 3000 دقيقــه در دور 10مــدت  جمــع شــد و بــه
ــانتريفوژ  ــسـ ــادير  .دشـ ــي در مقـ ــول رويـ    در نهايـــت محلـ

هـا بـراي     اين ويـال ها تقسيم شد و از    ميكروليتري در ويال   300
  .هاي استفاده شد يتوكينگيري س اندازه

 در سوپ   IFN-γ و   IL-4هاي     بررسي وجود سيتوكين   براي
ه از كيـت    هـاي هـر گـرو       هـاي طحـالي مـوش       سلولي لنفوسيت 

Duoset ELISA Development Kit (R8D) استفاده شد و 
هـا   د و در ضـمن همـه نمونـه        ش ـطبق دستورالعمل كيت اقـدام      

دسـت آمـده از      د تـا از مقـادير بـه       شتايي آزمايش    صورت سه  به
  .اطمينان حاصل شودها  سنجش سيتوكين
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   و همكارانهيخسروشا كامي حسينيان   عليه توكسوپلاسما گوندي در موشزايي ايمني
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

30  

 ارزيابي آماري نتايج حاصل از آزمـايش        -2-7
  ني همورال و سلولي و ايمRHچالش با سويه 

  هـا بعـد      براي ارزيابي نتايج حاصـل از زمـان بقـاي مـوش           
   كــل و IgGاز چــالش و همچنــين نتــايج حاصــل از ســنجش  

IL-4 و IFN-γ  ويتنـــي  از روش آمــاري غيرپارامتريـــك مــن 
(Mann-whiteny)والــيس - و كروســكال(Kruskal-wallis) 

نتـرل و  كهـاي    و گـروه  ) 16ه  خ نس SPSSافزار   نرم(اده شد   استف
مورد با هم مقايسه و در نهايـت نمـودار نتـايج نيـز بـه كمـك                  

  .دش رسم Excelافزار  نرم
  

   نتايج-3
   نتايج ساخت و بيان پلاسميد نوتركيب-3-1

 قـبلاً   pc-ROP2نتايج مربوط به ساخت و بيـان پلاسـميد          
  ].23[ه شده است يارا

  

   نتايج بررسي ايمني همورال-3-2
 و  42نترل و مورد در روزهـاي       هاي ك  هاي گروه  سرم موش 

 كـل بـه     IgGبـادي    آوري و براي بررسي ميـزان آنتـي         جمع 63
 نمـايش   1طور كه در نمـودار       همان. شد استفاده   ELISAروش  

 در نوبـت اول و      OD بيشترين مقـدار ميـانگين       ،داده شده است  
ــروه    ــه گ ــوط ب ــونگيري مرب ــت اول (pc-ROP2دوم خ   : نوب

:  و در نوبـت دوم     )نحراف معيار  ا ±ميانگين   (0338/0 ± 339/0

هـاي كنتـرل      و بين اين گروه و گـروه       است) 0335/0 ± 409/0
)PBS : انحـــراف ±ميـــانگين ( 0207/0 ± 125/0نوبـــت اول 

ــار ــت دوم) معي ــت : pc-DNA3، 0272/0 ± 133/0: و نوب نوب
و نوبــت )  انحــراف معيــار±ميــانگين ( 0142/0 ± 127/0: اول
ــتلاف) 0237/0 ± 196/0: دوم ــياخـ ــود دارد يدار  معنـ  وجـ

)05/0<P.(  
شود كـه      اين نتيجه حاصل مي    1همچنين با توجه به نمودار      

ــي ــزان ســطح آنت ــادي متعاقــب واكــسن مي ــادآوري و  ب ــاي ي ه
  . كننده، افزايش يافته است تقويت
  

  
  

هـاي    در سـرم مـوش     IgG سـطح كـل      OD نمودار ستوني ميانگين     1نمودار  
  تحت مطالعه در دو نوبت خونگيري

  

  ها  نتايج سنجش سيتوكين-3-3
 موجـود در سوپانـسيون      IFN-γ و   IL-4هاي    ميزان سيتوكين 

  هـاي هـر گـروه در نمـودار           لنفوسيتي تهيه شده از طحـال مـوش       
ترتيب مقادير    به 2 و 1همچنين در جداول    .  نشان داده شده است    2

  .ه شده استي اراIFN-γ و IL-4 انحراف معيار، ±ميانگين 
  

  هاي مختلف  در گروهIL-4 مقدارميانگين  مقايسه 1 جدول
  

  دار آماري اختلاف معني  OD ميانگين ±انحراف معيار   هاي تحت مطالعه گروه  شماره
1  PBS  5166/2 ± 33/14  *)2(  
2  pc-DNA3  7416/3 ± 00/25  *)1(  
3 pc-ROP2 8470/3 ± 60/19  -  

  

 . وجود دارد)≥05/0P( دار هاي داخل پرانتز اختلاف معني با گروهويتني  طبق آزمون من* 
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31  

  هاي مختلف  در گروهIFN-γمقدار مقايسه ميانگين 2 جدول
  

  دار آماري اختلاف معني  OD ميانگين ± انحراف معيار  هاي تحت مطالعه گروه  شماره
1  PBS  6457/2 ± 00/71 *)2 ،3(  
2  pc-DNA3  9099/12 ± 00/104  *)1 ،3(  
3 pc-ROP2 8535/10 ± 60/355  *)1 ،2(  

  

  .وجود دارد )≥05/0P(دار  هاي داخل پرانتز اختلاف معني ويتني با گروه  طبق آزمون من*
  

 بيـشترين ميـانگين     2 و   1 و جـدول     2با توجه بـه نمـودار       
 و كمترين مقدار    pc-ROP2 در گروه مورد يعني      IFN-γمقدار  
IL-4     در گروه كنترل PBS   شـود و همچنـين بـين          مشاهده مـي

 اخـتلاف   IFN-γنتـرل از نظـر مقـدار        هاي ك  گروه مورد و گروه   
 پلاسـميد   بـه عبـارت ديگـر،      ؛)P>05/0(دار وجـود دارد      معني

سازي پاسخ ايمني     قادر به تحريك و فعال     pc-ROP2نوتركيب  
  .است Th1 (T helper)سلولي از نوع 

   و PBS فقــط بــين دو گــروه كنتــرل ،IL-4از نظــر مقــدار 
pc-DNA3  05/0(دار وجـود دارد       اختلاف معني<P (   و مقـدار

IL-4     در گروه مورد pc-ROP2          بسيار پـايين و در حـد گـروه 
 كه اين خود تأييـد ديگـري بـر فعـال شـدن              است PBSكنترل  

  .است Th1پاسخ ايمني سلولي از نوع 
  

  
  

  هاي مختلف  در گروهIFN-γ و IL-4 نمودار ستوني ميانگين 2نمودار 
  

 و بررسي طول    RH نتايج چالش با سويه      -3-4
  ها شعمر مو

هـا بعـد از چـالش، از سـويه            براي بررسي طول عمر موش    
RH     در هر گـروه    (ها    د و موش  ش توكسوپلاسما گوندي استفاده

صـورت داخـل     زوئيـت بـه     تـاكي  104با  )  موش وجود داشت   6
  .چالش شدند) سازي  هفته بعد از آخرين ايمن4(صفاقي 

هاي مختلـف    هاي گروه   نمودار درصد بقاي موش    ،3نمودار  
 درصد بقا و تعـداد روزهـاي     3 جدول و در    استاز چالش   بعد  

 1×104هاي مختلف پـس از چـالش بـا           هاي گروه  زندگي موش 
 نـشان داده    RHزوئيت زنده توكسوپلاسما گونـدي سـويه         تاكي

  .شده است
توان نتيجه گرفت كه زمان بقاي         مي 3  و جدول  3 از نمودار 

هـاي   گروه بيشتر از    pc-ROP2هاي گروه واكسينه شده با       موش
ــرل  ــناســتكنت ــين اي دار وجــود دارد  هــا اخــتلاف معنــي  و ب

)05/0<P(پس پلاسميد نوتركيب     ؛ pc-ROP2      قادر بـه ايجـاد 
 توكـسوپلاسما  RHيك حمايت نسبي بـر عليـه سـويه كـشنده          

  . استگوندي 
 
هاي مختلف پس  هاي گروه  درصد بقا و تعداد روزهاي زندگي موش  3جدول  

  RHوئيت زنده توكسوپلاسما گوندي سويه ز  تاكي1×104از چالش با 
  

  روز گروه
PBS pcDNA3  pcROP2  

0  100  100  100  
1  100  100  100  
2  100  100  100  
3  66/66  33/83  100  
4  33/33  66/66  100  
5  0  0  66/66  
6  0  0  66/16  
7  0  0  0  
8  0  0  0  
9  0  0  0  
10  0  0  0  
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32  

  
  

اي مختلف بعـد از چـالش بـا         ه هاي گروه   نمودار درصد بقاي موش    3نمودار  
  RHزوئيت زنده توكسوپلاسما گوندي سويه   تاكي1×104

  

   بحث-4
DNA ها در   ها قادر به حفاظت از حيوانات و انسان          واكسن

هـاي داخـل       انگـل  ويژه بهزا و    هاي بيماري   مقابل ميكروارگانيسم 
  ].28 [استسلولي 

DNA كه استها امروزه بسيار مورد توجه محققين        واكسن 
و توانـايي  ] 28[از دلايل مهم آن سـاخت آسـان،  قيمـت ارزان             

  ].29 [استها در توليد پاسخ ايمني طولاني مدت  آن
كه قادر به بيان يك يـا چنـد         ( واكسن   DNAايمونيزاسيون با   

هـاي اختـصاصي    باعـث القـاي پاسـخ     ) ژن تعبيه شده در آن باشد     
ال كـردن   طور ويژه در فع ـ    و به ] 30[ايمني سلولي و همورال شده      

   سيتوتوكـسيك از طريـق مكانيـسم وابـسته بـه            Tهـاي     لنفوسيت
IL-12   و IFN-γ   در اين تحقيـق، پلاسـميد      ]. 32،  31 [است مفيد

 واكـسن سـاخته و قـدرت        DNAعنـوان     به pc-ROP2نوتركيب  
نتـايج  . شدزايي و توانايي اثر حفاظتي آن بررسي و آزمايش           ايمني

ــي  ــه ايمن ــشان داد ك ــق ن ــوش تحقي ــي م ــاي  زاي ــا BALB/cه    ب
 قادربه القـاي يـك پاسـخ حفـاظتي          pc-ROP2 ميكروگرم از    50

توكـسوپلاسما گونـدي    ) RHسـويه   (نسبي برعليه سويه كـشنده      
  اند كـه در مـوش مقـدار          كه محققين نشان داده     اين با وجود . است

 پلاسميد نوتركيب براي القاي پاسخ ايمني       DNA ميكروگرم از    1
يك پاسـخ ايمنـي مـؤثر و مفيـد در            ولي براي داشتن     است،كافي  

 ميكروگرم از پلاسميد نوتركيـب بايـد        50بيشتر حيوانات، حداقل    
محققين اين افزايش در مقدار پلاسميد مورد اسـتفاده         . تزريق شود 

را با سطح پايين ميزان بيان پروتئين در داخل سلول ميزبان مـرتبط            
نوتركيب بـه   در نهايت اگر مقدار كافي از پلاسميد        ]. 33[دانند    مي

طـور   هـا بـه     هـا و سـيتوكين      بـادي   سطح آنتي  ،ها تزريق شود   موش
نتـايج تحقيـق    ]. 33[ها بالا خواهـد رفـت        چشمگيري در بدن آن   

نيز تأييدي ديگر بـر علـت       ] 34[ و همكاران    (Fachado)فاچادو  
  .است ميكروگرمي پلاسميد نوتركيب در اين تحقيق 50استفاده 

هـا در ايـن       يتوكينو س ـ  IgGي  بـاد  نتايج بررسي ميزان آنتـي    
 قادر بـه القـاي   pc-ROP2تحقيق نشان داد كه پلاسميد نوتركيب       

هاي   و در مقايسه با گروه     استهاي ايمني همورال و سلولي       پاسخ
و همچنين بررسي   ) P>05/0(دار وجود دارد     كنترل اختلاف معني  

زوئيـت توكـسوپلاسما     ها بعد از چالش بـا تـاكي         طول عمر موش  
ــ ــدي س ــودار  (RHويه گون ــه ) 3نم ــشان داد ك  در pc-ROP2ن

هـا   هاي كنترل باعث افزايش نسبي طول عمر موش  مقايسه با گروه  
 كـه  استنتايج اين تحقيق در راستاي نتايجي  ). P>05/0(شود    مي

هـا نـشان     آن. انـد   دسـت آورده   بـه ] 33[ و همكاران    (Leyva)ليوا  
 pc-ROP2بـا   ها     سويه مختلف از موش    3دادند كه واكسيناسيون    

  .استقادر به القاي پاسخ ايمني همورال 
) 1991 ((Saavedra) و ساودرا (Herion)همچنين هريون 

ــاودرا ] 18[ ــاران ) 1991(و س ــه  ] 14[و همك ــد ك ــشان دادن ن
 شناخته شـده و     Tهاي لنفوسيت    وسيله كلون   به ROP2پروتئين  

  . شود از اين طريق باعث القاي پاسخ ايمني سلولي مي
 آن اسـت كـه ژن كامـل      بيانگرگيري كلي از اين تحقيق       نتيجه

ROP2        كانديداي مناسبي بـراي تهيـه DNA    منظـور    واكـسن بـه
هــاي ايمنــي همــورال و ســلولي بــر عليــه       ارتقــاي پاســخ 

هـاي    دست آوردن پاسخ   همچنين براي به  . استتوكسوپلاسموزيز  
تـوان از ايـن ژن بـه          ها مـي    تر و طول عمر بيشتر موش      ايمني قوي 

صـورت   اه يك يا چنـد ژن مـؤثر ديگـر از توكـسوپلاسما بـه           همر
از اين رو   .  استفاده نمود  (Fusion)الحاقي   يا   (Cocktail)كوكتل  

 كوكتـل حـاوي     DNAدر آينده اين تيم تحقيقـاتي روي توانـايي          
ژن   و پلاسميد كدكننـده آنتـي      ROP2پلاسميد كدكننده ژن كامل     

 در (Major Surface Antigen 1: SAG1) 1سـطحي اصـلي   
هاي ايمني همورال و سلولي و ايجاد اثر حفاظتي عليه            القاي پاسخ 
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33  

  .د دادنتوكسوپلاسموزيز، مطالعاتي انجام خواه
  

   تشكر و قدرداني-5
  نويسندگان به اين وسيله از پرسنل محترم بخش تحقيقات 

. نماينـد   شناسي سازمان انتقال خون تشكر و قدرداني مي        ويروس
شناسـي   ر صدرايي مدير محترم گروه انگـل      همچنين از آقاي دكت   

نيكـو كارشـناس محتـرم     دانشگاه تربيت مدرس و خانم قاسـمي  
  .گردد شناسي دانشگاه تربيت مدرس سپاسگزاري مي گروه انگل
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