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  چكيده
منظور القاي ايمني سلولي بر ضد عوامل   پلاسميدهاي باكتريايي بههاي ژني بر پايه كاربرد استفاده از واكسن: هدف
هاي ايمني اختـصاصي بـر    ساز و كارهايي كه توسط آن سلول     . رود شمار مي  زا يكي از رويكردهاي نوين به      بيماري

از . طور كامل شناخته شـده نيـست    هنوز به،گيرند هاي پلاسميدي شكل مي  ژن عرضه شده توسط واكسن     ضد آنتي 
ژن منحـصر بـه    سازي در مورد هر آنتي منظور يافتن بهترين راه ايمن رو، لازم است تا چند راه تزريق واكسن به        ينا

در اين پژوهش روش تزريق عضلاني ناقل ژني حاوي نوكلئوپروتئين ويروس آنفلوانزا با روش . شود ارزيابي ،فرد
  .شدتزريق داخل جلدي مقايسه 

در القـاي  ) داخل عضلاني و داخل جلـدي   (سازي   ه، توانايي دو روش مختلف ايمن     در اين مطالع  : ها مواد و روش  
هـاي   سازي ويروس آنفلوانزا از ريـه مـوش         و نيز توانايي اين دو روش در پاك        Tهاي   شي لنفوسيت كُ سلولپاسخ  

BALB/c   هاي    موش ،به اين منظور  . شد مقايسهBALB/c      اني  با پلاسميد بي ـ   28 و   14،  0 جنس ماده در روزهاي
كـشي   دو هفته پـس از تزريـق آخـر، ميـزان پاسـخ سـلول              . سازي شدند  ژن نوكلئوپروتئين ويروس آنفلوانزا ايمن    

هاي مورد آزمايش با ويروس آنفلـوانزا        همچنين، موش . ابي شد ي به روش لاكتات دهيدروژناز ارز     Tهاي   لنفوسيت
 .الش سنجش شد روز پس از چ4ها  چالش شدند و عيار ويروس آنفلوانزا در ريه موش

 ـ سـلول ها به روش تزريق عـضلاني پاسـخ          سازي موش  هاي صورت گرفته نشان داد كه ايمن       آزمايش: نتايج شي كُ
هاي ايمـن شـده بـه روش         همچنين موش . كند تري در مقايسه با روش داخل جلدي القا مي          قوي Tهاي   لنفوسيت

  . دادندسازي ويروس از ريه را نشان تزريق عضلاني سطح بالاتري از پاك
سازي با استفاده از واكـسن ژنـي نوكلئـوپروتئين           نتايج اين تحقيق نشان داد كه تفاوت در روش ايمن         : گيري نتيجه

  .شود هاي ايمني سلولي مي ويروس آنفلوانزا منجر به القاي متفاوت پاسخ
  

   عضلاني، تزريق داخل جلدي كشنده، تزريقTهاي  واكسن ژني، نوكلئوپروتئين ويروس آنفلوانزا، لنفوسيت: كليدواژگان
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   و همكارانعباس جمالي  ارزيابي روش تزريق پلاسميد باكتريايي
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

18  

  مقدمه-1
از اعـضاي خـانواده    (Influenza virus)ويروس آنفلوانزا 

 اسـت كـه توانـايي       (Orthomyxoviridae) ارتوميكسوويريده
طور رايج اين ويـروس      به]. 1 [دهاي تنفسي را دار    ايجاد عفونت 

 اســت كــه براســاس تفــاوت در C و A ، Bشــامل ســه  نــوع 
بنـدي   اخلي نظير نوكلئوپروتيئن و ماتريكس طبقه     هاي د  پروتئين
هـاي   اين سه نوع ويروس علاوه بر ايـن تفـاوت         ]. 2،  1 [هستند

زايــي و ســازماندهي ژنــومي نيــز  ســاختاري، از لحــاظ عفونــت
هــاي   ايــن ويــروس در جمعيــتAنــوع ]. 2 [هــستندمتفــاوت 

وسيعي از حيوانات خونگرم يافت شده است در حالي كه نـوع            
B   و C سـه زيـر    ]. 3[زاي انساني هـستند      ولاً عامل عفونت   معم

 H3N2 و   H1N1  ،H2N2 شـامل    Aنوع ويـروس آنفلـوانزاي      
هـا   زايـي در انـسان      از لحاظ عفونـت    Bنزاي نوع   اهمراه آنفلو  به
طـور   عفونـت ويـروس آنفلـوانزا بـه       ]. 2 [هـستند ز اهميت   يحا

ها كشنده نيـست امـا در نـوزادان، سـالمندان و        معمول در انسان  
توانـد   اي و نقص ايمني حتـي مـي        هاي زمينه  فراد داراي بيماري  ا

 كـه   H5N1در چنـد سـال اخيـر زيـر نـوع            ]. 3[كشنده باشـد    
ويروس فوق حاد پرندگان است با قابليت ايجاد مرگ و مير در            

  ].4[هاي انساني گزارش شده است  جمعيت
، اين ويروس هر ساله دچـار       RNAبه دليل دارا بودن ژنوم      

هـاي غـشايي     ليكـوپروتئين اي گ  ر توالي اسـيدآمينه   هايي د  جهش
هـاي جديـد در      د كه در نتيجه باعث پيدايش اپيدمي      شو خود مي 

علاوه بر اين، قطعه قطعه بودن ژنـوم        ]. 5[شود   سراسر جهان مي  
جـايي    منجـر بـه جابـه      توانـد   مي طور بالقوه  ويروس آنفلوانزا به  

دايش قطعــات ژنــومي بــين دو ســويه ويــروس آنفلــوانزا و پيــ
]. 7، 6[د شـو  ،اتفاق افتاد  1918هاي بزرگ نظير آنچه در       پاندمي
ترين  رو، طراحي يك واكسن دايمي و كارا به يكي از مهم           از اين 
 پژوهشگران علوم نـوين پزشـكي تبـديل         رويِ هاي پيشِ  چالش

  ].8[شده است 
 يـك  ، ويروس آنفلوانزا(Nucleoprotein: NP)نوكلئوپروتئين 

 RNA بـا اتـصال بـه        NP. رود شـمار مـي    ه بـه  پروتئين حفاظت شد  
كنـد   هاي نوكلئاز حفاظت مي اي از تخريب آن در برابر آنزيم    رشته تك

كـشي    كه پاسـخ سـلول      است هاي گوناگوني نشان داده    پژوهش]. 1[
نقـش   ،T (Cytotoxic T Lymphocyte: CTL)هـاي   لنفوسـيت 

كنـد   يسازي ويروس آنفلوانزا از ريه ايفا م ـ       بسيار مهمي در پاك   
هاي تحريـك كننـده      از اين رو با توجه به وجود توالي       ]. 10،  9[

 Aهـاي آنفلـوانزاي       كه بين تمامي زيرنـوع     NP در   CTLپاسخ  
 در  NPمشترك است، ايده طراحي يك واكسن دايمي براسـاس          

هايي نظيـر    با وجود مزيت  ]. 11[ذهن پژوهشگران شكل گرفت     
به دليـل   وانزا، اما   هاي غيرفعال آنفل    واكسن خطر بودن مصرف   بي

هـاي در معـرض خطـر ماننـد          ايجاد پاسخ ضعيف در جمعيـت     
نوزادان و سالمندان و نيـز نيـاز بـه تغييـرات هـر سـاله در آن،                  
محققان را بر آن داشته است كه بـه دنبـال واكـسن كارامـدتري               
باشند كه نياز به تغيير نداشته باشد و بتواند ايمني متقـاطع قابـل             

  ].8، 7 [قبولي را ايجاد كند
 و همكاران نشان دادند كـه       (Ulmer)براي اولين بار اولمر     

DNA    واكسن ژني NP           قابليت القاي ايمنـي متقـاطع بـر عليـه 
هـاي اخيـر بـا       در سال ]. 12[ را دارا است     Aهاي آنفلوانزا    سويه

عنـوان    بـه  NP تحقيـق روي اسـتفاده از        ،H5N1شيوع عفونت   
د و اپـستين    ش ـن آغـاز    واكسن با ايجاد ايمني متقاطع بر ضـد آ        

(Epstein)      نشان دادنـد كـه       2005 و همكاران در سال NP  در 
تواند بر عليه اين سويه نيز در دوزهـاي           واكسن مي  DNAقالب  

 مـيلادي   2007در سـال    ]. 13[ حفاظت ايجاد كند     ،پايين چالش 
منظور افزايش القاي ايمني ادامه يافت و در دو تحقيـق            تلاش به 

زايي واكسن ژني نوكلئـوپروتئيني      يي ايمني جداگانه افزايش كارا  
با استفاده از ايجاد جهـش در آن و نيـز اسـتفاده از ناقـل بيـاني                  

  ].15، 14 [شدارزيابي  (Interferon alpha)اينترفرون آلفا 
هاي فراوان در اين زمينه، هنوز بسياري از          پژوهش با وجود 

يمنـي  كارهـاي افـزايش القـاي پاسـخ ا         ويژه دربـاره راه    نكات به 
  . نياز به بررسي دارد،ها تر توسط اين واكسن قوي

عنوان واكـسن     آنفلوانزا و كاربرد آن به     NPتوليد ناقل بياني    
انـد   مطالعات اوليه نشان داده   ]. 12[گردد   ژني به دهه پيش بر مي     

 توانايي ايجـاد پاسـخ نـسبي ايمنـي حفـاظتي بـر ضـد                NPكه  
 از اين   ؛]16 [ دارد را Aهاي مختلف ويروس آنفلوانزا نوع       سويه
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  1389 بهار 1 شماره 13دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علومجلهم
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

19  

 NP افزايش كارايي ايمني ايجاد شـونده توسـط          برايرو تلاش   
خصوص پس از گزارش ايجاد عفونت كشنده توسط ويروس          به

  ].18، 17[ افزايش چشمگيري يافته است ،H5N1آنفلوانزاي 
هــاي پژوهــشي در زمينــه افــزايش كــارايي  يكــي از زمينــه

هاي مختلفـي    راه. استهاي متفاوت تزريق     هاي ژني، راه   واكسن
هـاي ژنـي مختلـف بررسـي         منظور تجويز واكسن   تا به امروز به   

ها شامل داخـل جلـدي، عـضلاني و          ترين آن   است كه مهم   شده
رو، در ايـن پـژوهش تـلاش         از ايـن  ]. 20،  19 [استزيرجلدي  

هاي ژني در القـاي      سازي واكسن  شده است تا دو راه رايج ايمن      
 ويـروس آنفلـوانزا     NPوي ژن    توسط ناقل ژني حا    CTLپاسخ  

  .دشودر مدل موشي ارزيابي 
  

  ها  مواد و روش-2
   ناقل ژني-2-1

 كه در مطالعـه     pcDNA3-NPدر اين پژوهش از ناقل بياني     
 ويـروس  NPپيشين طريقه سـاخت و نحـوه ارزيـابي بيـان ژن            

  توسط آن توصيفH1N1 A/New Caledonia\20\99آنفلوانزاي 
  .]21[ استفاده شد ،شده است

  
   حيوان آزمايشگاهي-2-2

اي از انستيتو پاسـتور ايـران         هفته 8 تا   6هاي ماده بالغ     موش
 برطبق راهنماي مراقبـت از حيوانـات انـستيتو پاسـتور            وفراهم  

  .ايران نگهداري شدند
  

  سازي  برنامه ايمن-2-3
تزريق اول در زمان صفر و دو تزريـق بـه فاصـله دو هفتـه                

 يا  pcDNA3-NP ميكروگرم از    50در هر تزريق    . انجام گرفت 
pcDNA3 صـورت عـضلاني در حجـم        عنوان شاهد منفي به     به

كـدام از     ميكروليتر به ماهيچه ران هـر      50  ميكروليتر، 100نهايي  
 ناحيـه،   5يا داخل جلدي بـه      ) ترتيب  به 2 و سري    1سري  (پاها  

ــم    ــه حج ــه ب ــر ناحي ــر20در ه ــري  ( ميكروليت ــري 3س    و س
  .دشتزريق ) ترتيب  به4

  
 CTL سنجش فعاليت -2-4

هـا قربـاني شـدند و         مـوش  ،سازي نهايي  دو هفته پس از ايمن    
 بر پايه آزاد CTLفعاليت . ها در شرايط استريل خارج شد طحال آن

 (Lactate dehydrogenase: LDH)شدن لاكتـات دهيـدروژناز   
هاي  طور جداگانه همگن و گلبول     طحال هر موش به   . شدارزيابي  

عامـل  هـاي    عنوان سلول  هاي طحالي به    سلول .دشقرمز آن حذف    
(Effectors)  هـاي    ياخته.  تهيه شدP815  هـاي   عنـوان سـلول     بـه

 ضـريب  H1N1 A/New Caledonia\20\99با ويروس هدف 
.  آلـوده شـدند  5 (Multiplicity of infection: MOI)ي عفون
 MHC (Major عدم بيـان  ،P815هاي  ترين ويژگي ياخته مهم

Histocopatibility Complex) است كـه در نتيجـه   2 كلاس 
پـس از يـك شـب    ]. 22[شود   ميT CD8 منحصر به CTLآن 

 سـلول   2×104هاي هـدف بـا ويـروس، تعـداد           مجاورت سلول 
. دش ـهاي طحـالي مجـاور        برابر سلول  100 برابر و    50هدف با   
 در محلول رويي    LDHگذاري، ترشح     ساعت گرمخانه  6پس از   

  .شد ارزيابي (Takara, Japan)براساس دستورالعمل كيت 
  

   چالش با ويروس-2-5
 برابـر   1000هـا بـا      سازي نهايي، موش   دو هفته پس از ايمن    

طريـق   از) MID50 1000(هـا     درصد موش  50دوز آلوده كننده    
هـاي هـر گـروه        موش ،طي اين مدت  . داخل بيني چالش شدند   

 ايمني  2هاي مجزا و در زير هود آزمايشگاهي سطح          درون قفس 
 اتـاق حيوانـات واحـد        در خانه انستيتو پاستور   وجود در حيوان  م

كـدام از     روز، از ريـه هـر      4پـس از    . آنفلوانزا، نگهداري شـدند   
عيـار ويـروس    .  رقت تهيه شد   10-7 تا تيتر    10-1ها از تيتر     موش

هـاي تهيـه شـده روي كـشت          هـا بـا بـردن رقـت        در ريه موش  
 MDCK (Madin-Darby canine kidney cells)هاي  سلول

  .شدارزيابي 
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   تجزيه و تحليل آماري-2-6
 اي يك طرفـه   وهاي خام، از آزمون آنو     آوري داده  پس از جمع  

(One-way Anova)   و در ادامـه از آزمـون تـوكي  (Tukey’s 

test)  درصـد در اخـتلاف      95سطح اطمينـان بـالاي      .  استفاده شد 
  .دار تعيين شد عنوان سطح معني ميانگين بين دو گروه به

  

   نتايج-3
 CTL پاسخ -3-1

 نشان داده شده است، هـر چنـد         1گونه كه در نمودار      همان
طـور    بـه  NPهر دو نـوع روش تزريـق ناقـل ژنـي حـاوي ژن               

 بـالاتري   CTLهاي شاهد منفي پاسخ      داري نسبت به گروه    معني
سـازي ناقـل ژنـي        امـا روش عـضلاني ايمـن       ،دهند را نشان مي  
ن شـده بـا روش داخـل         در مقايسه با گروه ايم ـ     NPحاوي ژن   

  .)P=002/0( كند مي را القا CTLجلدي، سطح بالاتري از پاسخ 
  

  
  

عنـوان   هاي ايمن شده به قرار زير به هاي طحال موش ؛ سلولCTL پاسخ 1نمودار  
 و ميزان   شد مجاور   P815هاي هدف     با سلول  50:1 و   100:1اثر كننده با دو نسبت      

 گـروه ايمـن شـده بـا         )1سـري   . شـد گيري    در محلول رويي اندازه    LDHترشح  
pcDNA3-NP     ،گروه ايمـن شـده بـا         )2سري   به روش عضلاني pcDNA3   بـه 
 بـه روش داخـل      pcDNA3-NP گروه ايمـن شـده بـا         )3سري  روش عضلاني،   

   به روش داخل جلديpcDNA3 گروه ايمن شده با )4سري جلدي، 
 3سـري   تـري در مقايـسه بـا          قوي CTLداري پاسخ    طور معني   به 1 سري   ***

  ).P=002/0(نشان داد 
 

  سازي ويروس از ريه  پاك-3-2
 نشان داده شده است، هـر چنـد         2گونه كه در نمودار      همان

طـور    بـه  NPهر دو نـوع روش تزريـق ناقـل ژنـي حـاوي ژن               

هـاي شـاهد منفـي منجـر بـه كـاهش           داري نسبت به گروه    معني
 امـا روش عـضلاني      ،شـود  دار تيتـر ويـروس در ريـه مـي          معني
 منجر بـه بيـشترين كـاهش        NPسازي ناقل ژني حاوي ژن       ايمن

  .)>05/0P(شود  تيتر ويروس در ريه مي
  

 
  

هـا؛ پـس از چـالش، سـري           سنجش عيـار ويـروس در ريـه مـوش          2نمودار  
ها به كشت سلولي انتقـال داده شـد و عيـار             هاي سوسپانسيون ريه موش    رقت

 pcDNA3-NP  گروه ايمن شده با)1سري  .دششخص كدام م ويروس در هر 
 به روش عضلاني،    pcDNA3 گروه ايمن شده با      )2سري  به روش عضلاني،    

 )4سري   به روش داخل جلدي،      pcDNA3-NP گروه ايمن شده با      )3سري  
   به روش داخل جلديpcDNA3گروه ايمن شده با 

سازي ويـروس از ريـه       داري توانايي بالاتري در پاك     طور معني   به 1 سري   ***
  ).>05/0P( نشان داد 3 در مقايسه با سري

  

   بحث-4
 تزريق عضلاني ناقل ژني      كه در اين پژوهش نشان داده شد     

 CTL در مقايسه با روش تزريق عضلاني پاسـخ    NPحاوي ژن   
سـازي بيـشتر ويـروس       كند كه منجر به پاك     تري را القا مي    قوي

 .دشو هاي چالش شده مي ا از ريه موشآنفلوانز

كارهاي  ژني يكي ديگر از راه    يافتن روش بهينه تزريق واكسن      
هر چنـد تحقيقـات     . رود شمار مي  ها به  افزايش كارايي اين واكسن   

ژن نقـش    هاي عرضه كننـده آنتـي      اوليه نشان داده بودند كه سلول     
هاي پلاسـميدي    هاي ايمني توسط واكسن    اصلي را در القاي پاسخ    

 ،هايي كه در ادامه صورت گرفت      ، پژوهش ]24،  23[برعهده دارند   
هاي پوسـتي و عـضلاني    هايي نظير سلول   سلول  كه شكار ساخت آ

هـاي ايمنـي     گيـري پاسـخ    در محل تزريق نقش مهمـي در شـكل        
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نشان داده شده اسـت     ]. 26،  25[كنند   ها ايفا مي   توسط اين واكسن  
 ،انـد  هاي عضلاني كه واكسن پلاسـميدي را دريافـت كـرده           سلول

هـاي   ان و بـه سـلول     ها را بي   ژن موجود در اين واكسن     قادرند آنتي 
  ].27[ه دهند يژن ارا عرضه كننده آنتي

تزريق عضلاني منجر بـه     كه  در اين پژوهش نشان داده شد       
 در مقايـسه بـا روش داخـل جلـدي           CTLتر پاسـخ     القاي قوي 

هـاي   ها و نيـز در مـدل       پژوهشي جديد در سطح سلول    . شود مي
حيــواني نــشان داده اســت كــه انتقــال پلاســميد و بيــان آن در  

هـاي سيـستم     هاي عضلاني منجر به افزايش بيان مولكـول        سلول
د كـه   شو ها مي  بر سطح اين رده از سلول      1 كلاس   MHCاصلي  

 CTLژن بـه     هـا نقـش اصـلي را در عرضـه آنتـي            اين مولكـول  
همچنين نـشان داده شـده اسـت كـه بيـان            ]. 28[برعهده دارند   

ش بيـان   يهـاي عـضلاني منجـر بـه افـزا          پلاسميد درون سـلول   
 بر سـطح ايـن   BB-1 (B Lymphoblast Antigen)ولكول م

 سبب القـاي ترشـح      BB-1هاي   مولكول]. 29[شود   ها مي  سلول
 نظيـر   Tهـاي    هاي كمك كننده بـه تحريـك لنفوسـيت         سيتوكين

در ايـن  ].30[د شـو   مـي (Interleukin 2: IL-2) 2اينترلـوكين  
تزريـق عـضلاني منجـر بـه كـاهش      كـه  پژوهش نشان داده شد     

  هـا در مقايـسه بـا روش داخـل جلـدي             در ريه مـوش   ويروس  
  

 بـر   CTLاند كه القاي پاسخ      مطالعات پيشين نشان داده   . شود مي
 منجــر بــه كــاهش تيتــر ويــروس در ريــه ، آنفلــوانزاNPعليــه 
 القـاي   بنابراين احتمالاً ]. 18،  16[شود    مي ،هاي آلوده شده   موش
زي سـا  تر اين پاسخ در روش تزريق عـضلاني سـبب پـاك            قوي

سـازي   بيشتر ويروس آنفلوانزا از ريه در مقايسه بـا روش ايمـن           
  .داخل جلدي شده است

 ترزيـق   كـه  كه نتايج اين پـژوهش نـشان داد        سخن آخر اين  
هـاي    ويروس آنفلوانزا بر پايه روش     NPعضلاني ناقل بياني ژن     

 CTLتـر     منجر به القاي پاسخ قـوي      ،كار رفته در اين پژوهش     به
سـازي بـا اسـتفاده از روش رايـج       العه ايمـن  در اين مط  . دشو مي

 از ايـن رو مطالعـات بيـشتري در          شـد، استفاده از سرنگ انجام     
سازي نظير تفنـگ     آينده نياز است كه ساير ابزارهاي جديد ايمن       

  .شود بررسي نيزژني و روش تاتو پوستي 
  

  تشكر و قدرداني-5
دانند از همكاران محترم واحد      نويسندگان بر خود فرض مي    

دريغـشان در    هاي بي  آنفلوانزاي انستيتو پاستور ايران بابت كمك     
 .اين مرحله از تحقيق، تقدير و تشكر نمايند
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