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   در مدل موشی آسم آلرژیکCpGمطالعه نقش درمانی الیگونوکلئوتیدهای حاوی 
  ****ناهید اسدی **** مهدی حجازی ***رضا فلک **یرضا سالک مقدمعل*طاهره موسوی

  دانشیار گروه ایمونولوژی ، دانشگاه علوم پزشکی ایران *

 استادگروه ایمونولوژی، دانشگاه علوم پزشکی ایران **

  کارشناس ارشد گروه ایمونولوژی ، دانشگاه علوم پزشکی ایران ***

  ات واکسن و سرم سازی رازیکارشناس آزمایشگاه، موسسه تحقیق****

 
  12/6/86:                                            تاریخ پذیرش                       27/5/86: اریخ دریافتت

 نویسنده مسئول: گروه ایمونولوژی دانشگاه علوم پزشکی ایران
  

  چکیده 
 

  زمینه و هدف 
آتوپیک باعث بروز علایم پاتولوژیک مختلف از جمله افزایش های  در آسم و سایر بیماریTh2های ایمنی وابسته به افزایش فعالیت پاسخ

IgEگوانین در دو –کننده سیستم ایمنی مانند الیگونوکلئوتیدهای حاوی بازهای سیتوزین استفاده از مواد تعدیل. شود در این بیماران می 
 در مدل موشی CpGالیگونوکلئوتیدهای حاوی در این مطالعه نقش درمانی . دهه اخیر توجه محققین زیادی را به خود جلب کرده است

 .آسم آلرژیک مورد بررسی قرار گرفت
  

  روش بررسی
 تزریق شد تا در آنها  حساسیت BALB/cهای در این مطالعه عصاره آلرژی زای گرده گیاه سلمه تره  تهیه و از طریق صفاقی به  موش

 از CpGود علایم آلرژی در مدل موشی، الیگونوکلئوتیدهای حاوی   در بهبCpGبه منظور بررسی نقش درمانی ترکیبات . ایجاد شود
در .های طحالی به مدت سه روز در مجاورت آلرژن کشت داده شدندها کشته شده و سلولپس از این مرحله موش. طریق بینی تجویز شد

 .های کنترل مورد مقایسه قرار گرفت با گروهگیری شده  و به روش الایزا اندازهTh1 به عنوان شاخص فعالیت  IFN-γخاتمه میزان ترشح 
 

  هایافته
هایی که فقط از آنتی ژن یا های حساس شده در مقایسه با موش در موشCpGاین مطالعه نشان داد که تجویز اولیگونوکلئوتیدهای 

چنین سطح تولید هم. ار افزایش دادد رابه طور معنیIFN-γعنوان درمان استفاده کرده بودند، میزان  بهCpGالیگونوکلئوتیدهای فاقد 
IgEهای کنترل بودها به میزان چشمگیری کمتر از گروه نیز در این گروه از موش.  

  
  گیرینتیجه

دهد که این ماده قادر است  است و نشان میCpGهای درمان شده با  در موشIFN-γنتایج حاصل از این تحقیق حاکی از افزایش ترشح 
 ازCpG کنندگی در نتیجه این اثر تنظیم.  بکاهد Th2های وابسته به    سوق داده و از شدت پاسخTh1به سمت های ایمنی را پاسخ

رسد که از ترکیبات نوکلئوتیدی حاوی نظر میلذا به. کاهدباشد می  که یک  عامل موثر در بروز علایم آسم میIgEبادی  میزان ترشح آنتی
 CpGزای سلمه تره استفاده کرد ایمنی و تظاهرات آسم آلرژیک نسبت به گیاه حساسیتهایتوان در تعدیل پاسخ می. 

 

 
   ، الیگونوکلئوتیدها،کنوپودیوم آلبومCpG ODNآسم ،  :کلید واژه ها  

e-mail: mousavi36@yahoo.com 

 دانشگاه علوم پزشکی قممجله 
 86  تابستان –2  شماره –دوره اول 
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  مقدمه
ش زیادی در مورد شیوع افزای از آنجا که هر سال   

خصوص کشورهای صنعتی ها در دنیا و بهحساسیت

های زیادی نیز جهت جلوگیری و شود، تلاشگزارش می

از این میان . گیردها انجام مییا درمان این بیماری

ترین های ایمونوتراپی همیشه یکی از مهماستفاده از روش

دو دهه در . )2و1(های مورد توجه محققین بوده استراه

 –های سیتوزین اخیر الیگونوکلئوتیدهای حاوی ردیف

کننده سیستم ایمنی و گوانین به عنوان عوامل تنظیم

های التهابی توجه زیادی را به خود دهنده پاسخکاهش

های متعدد در در حال حاضر گزارش. جلب کرده است

رابطه با نقش مفید این ترکیبات هم در حیوانات 

این ترکیبات از . در انسان وجود داردآزمایشگاهی و هم 

 Toll Like Receptor-9 (TLR-9)اتصال به   طریق

های ایمنی موجب موجود در سطح برخی از سلول

تحریک و تقویت سیستم ایمنی ذاتی، فعال کردن 

های دندریتیک و افزایش ترشح اینترفرون گاما و سلول

IL-12های ،  باعث فعال کردن سلولTh1 و مهار 

-های التهابی می و در نتیجه مهار پاسخTh2های ولسل

  .)3-5(شوند

عنوان  یک بیماری التهابی مزمن در آسم آلرژیک به

ژنیک علایمی مانند التهاب ریوی،  به دنبال تحریک آنتی

های هوایی، افزایش حساسیت مخاطی و ائوزینوفیلیک  راه

مطالعات . گردد ایجاد می IgEافزایش سطح سرمی 

دهند که افزایش ایشگاهی و بالینی فراوانی نشان میآزم

 موجب تظاهرات پاتولوژیک Th2 `های تولید سایتوکاین

-از آنجا که مهار فعالیت لنفوسیت. شونداین بیماری می

های ایمنی به سمت  موجب تغییر جهت پاسخTh2های 

Th1شود، در  و در نتیجه بهبود علایم التهابی آسم می

 را در کاهش CpG نقش درمانی ترکیباتاین مطالعه نیز

IgEسرمی به عنوان یک شاخص آلرژی و افزایش       

IFN-γعنوان علامت فعالیت  بهTh1 مورد بررسی قرار 

آلرژن مورد استفاده در این مطالعه عصاره . گرفت

) کنوپودیوم آلبوم( زای گرده گیاه سلمه ترهحساسیت

رد کردن آن گیری و استاندا روش عصاره" قبلا.است

این تحقیق بر روی مدل  . )5(گزارش شده است 

  است، انجام شده BAlB/cآزمایشگاهی آسم که موش 

و هدف از اجرای آن معرفی نقش مفید ترکیبات حاوی 

CpGباشد در بهبود علایم آسم می .  

  

  روش بررسی
زای گرده گیاه کنوپودیوم  عصاره آلرژی–ژن آنتی

تهیه   )6( با روش گزارش شده آلبوم یا سلمه تره مطابق

  .شد 

 در این تحقیق دو نوع –الیگونوکلئوتیدها 

 و دیگری CpG تایی که یکی حاوی 20الیگونوکلئوتید 

باشد، به ترتیب به عنوان ماده مورد ها میفاقد این ردیف

 آمریکا Invivo Genآزمایش و کنترل منفی از شرکت 
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 آزمایش و ردیف نوکلئوتیدی ماده مورد. خریداری شد

  :کنترل منفی به ترتیب به شرح زیراست

   ′3 - ttacg ttc ctg acgtcc aTg -′5  
  3 - ttctcc aTg agc ttc ctg ag-′5  

                                                                                                                                                                   

 BALB/c موش 15 تعداد -       حیوان مورد آزمایش  

طور تصادفی در و به.  ماهگی انتخاب شد4- 6سالم درسن 

عنوان گروه گروه اول به.  تایی تقسیم شدند3 گروه 5

، و چهارگروه بعدی CpGآزمایش به منظور بررسی نقش 

ژن  کنترل آنتیژن،عنوان کنترل به ترتیب کنترل آنتیبه

  منفی یا کنترل CpGآلوم، کنترل منفی، و کنترل / 

ODN)  در نظر گرفته شدند)الیگودی نوکلئوتید.  

 در این مطالعه آزمایش بر روی حیوانات طی :روش کار

  :باشدچهار مرحله  صورت گرفت که به شرح  زیر می

-کردن موشبه منظور حساس: کردنحساس .1

روی ژن جذب شده بر ط آنتیهای مورد آزمایش از مخلو

 10/  میکروگروم 50)  ( آلوم( ژل آلومینیوم هیدروکساید 

 7 و 1دو تزریق داخل صفاقی در روزهای ) گرم میلی

جای های گروه کنترل منفی بهدر مورد موش. انجام شد

) فسفات بافر سالین  (PBSتزریق مخلوط فوق از 

   ها م موشیک هفته پس از این مرحله تما. استفاده شد

دو بار به فاصله یک ) به استثنای گروه کنترل منفی(

هفته و هر بار به مدت نیم ساعت در معرض استنشاق 

 . قرار گرفتندPBSدرصد آنتی ژن در 2محلول 

سه روز پس از آخرین مرحله : ایمونوتراپی  .2

برای . ها مرحله ایمونوتراپی انجام شدسازی موشحساس

ها انجام پوستی در انتهای دم موشاین کار دو تزریق زیر 

 :ماده تزریق شده به ترتیب شامل. گرفت

 میکروگرم 10  برای گروه اول یا آزمایش -  الف

CpGODN در بافر PBS 

- میکروگرم آنتی50ژن   برای گروه دوم یا آنتی-  ب

  PBSدر بافر ) کنوپودیوم آلبوم(ژن سلمه تره 

 آلوم  / ژن میکروگرم آنتی50 برای گروه سوم - ج

   تنها PBS  برای گروه چهارم یا کنترل منفی -  د

 10 منفی CpG برای گروه پنجم یا کنترل -ه

  PBS  در بافر  ODNمیکروگرم کنترل 

به منظور مواجهه : ژنبرخورد مجدد با آنتی. 3

های تحت مطالعه ، یک هفته پس از آخرین مرحله موش

ه یک هفته وهر  ها، دو بار به فاصلایمونوتراپی تمام موش

 2بار به مدت نیم ساعت در معرض استنشاق  محلول 

 .  قرار داده شدندPBSژن در بافر درصد آنتی

  

 دو روز بعد از آخرین مرحله :گیرینمونه .4

گیری به ها خونژنی،  ابتدا از تمام موشبرخورد آنتی

کردن آنها توسط کلروفرم، عمل آمد سپس با بیهوش

یل از بدن موش خارج گردید و طحال در شرایط استر

   بهRPMIهای آن در محلول پس از شستشو، سلول

صورت سوسپانسیون در آمد و در کشت سلولی جهت 

سرم . بررسی میزان تولید اینترفرون گاما استفاده گردید
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-شدن از آن جداشده و جهت اندازهخون نیز پس از لخته

 داده گراد قرار درجه سانتی– 80 در فریزر IgEگیری 

 .شد

های  های طحال موش از سلول- کشت سلول طحال

 سوسپانسیونی با RPMIتحت آزمایش به کمک محلول 

 24 تهیه و در میکروپلیت ml cell/ /106 ×5غلظت 

ای مخصوص با غلظت یک میلیون سلول در هر خانه

محیط کشت عبارت بود از . حفره کشت سلولی تهیه شد

RPMI 1640 گلوتامین ، )mm 2  ( ،FCS) 10 ( % ،

، و  )u/ml 100(، پنی سیلین  )mm 25(بافر هپس 

- به منظور تحریک آنتی).µg/ml 100(استرپتومایسین

 50های میکروپلیت مقدار ژنی به هریک از خانه

 ساعت 72ژن اضافه شد و پلیت به مدت میکروگرم آنتی

 قرار CO2فشار % 5گراد با  درجه سانتی37در انکوباتور 

پس از مدت فوق مایع رویی کشت سلولی به . دداده ش

کمک سانتریفوژ جدا شده و به منظور بررسی میزان 

گراد  درجه سانتی- 80سایتوکاین ترشح شده ، در دمای 

  .نگهداری شد

     گیری سایتوکاینبرای اندازه - گیری سایتوکایناندازه

 )IFN-γ( های طحالی ترشح شده در محیط کشت سلول

گیری این سایتوکاین از شرکت یزا کیت اندازهبه روش الا

BD Bioscienceساخت ایالات متحده خریداری شد  .

لعمل پیشنهادی در کیت اروش انجام کار مطابق با دستور

 .بود

 تام سرمی از کیت IgEگیری مقدار به منظور اندازه

 و مطابق با  BD Bioscienceالایزای شرکت 

ابتدا مقادیر حاصل . ددستورالعمل پیشنهادی استفاده ش

های هر  در موشIgEگیری اینترفرون گاما و از اندازه

محاسبه شده و  mean ±SEMگروه بر اساس فرمول 

 یک طرفه مورد ارزیابی ANOVAسپس به کمک تست 

 .قرار گرفت 

 

  هایافته
گیری اینترفرون گاما ترشح شده توسط     اندازه

ن شاخص های طحالی در محیط کشت به عنوا سلول

 نشان داد که Th1های فعالیت ضد التهابی لنفوسیت

زدایی عنوان یک روش متداول حساسیتژن بهتزریق آنتی

آلوم / ژن چنین مخلوط آنتی و هم2های گروه در موش

های کنترل منفی که  نسبت به موش3های گروه در موش

اند،  گونه درمان حساسیت زدایی را دریافت نکردههیچ

 IFN- γ فزایش  چشمگیر سایتوکاینباعث ا

ولی میزان ترشح این . >Pvalue)  (0.01گردد می

 افزایش CpGهای دریافت کننده سایتوکاین در موش

های بیشتری دارد و اختلاف آن حتی در مقایسه با گروه

 ).باشددار میآلوم نیز معنی/ ژن ژن و آنتیکنترل آنتی

Pvalue <0.01)کنترل   از طرف دیگر در گروه CpG 

 را CpGهای غیر که الیگونوکلئوتیدهای حاوی توالی

کرد و میزان دریافت کرده بودند این موضوع صدق نمی

 هر چند از گروه کنترل منفی بیشتر بود،  IFN-γترشح 
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 و 2های گروه( ژن ولی نسبت به هر دو گروه کنترل آنتی

   (Pvalue<0.05).کاهش داشت ) 3

 سرمی نیز IgEبادی گیری آنتیاز طرف دیگر اندازه

 نتایج مشابه با اینترفرون ،های التهابیاز نظر وجود پاسخ

 تام IgEدر واقع با توجه به اینکه میزان . گاما را نشان داد

های آلرژیک سرمی به عنوان یک شاخص مهم در واکنش

در نظر گرفته شد، نتایج این تحقیق نشان دادکه در 

-گونه درمان آلرژیفی که هیچمقایسه با گروه کنترل من

 باعث کاهش CpGزایی را دریافت نکرده بودند، درمان با 

های مواجهه شده بادی در سرم موشچشمگیر این آنتی

علاوه نتایج این به. (Pvalue<0.01) شودژن میبا آنتی

ژن در کاهش  و آنتیCpGمطالعه نشان داد که مصرف 

های موش( رمانی ژن د سرمی از  روش  آنتیIgEمیزان 

 ولی (Pvalue<0.05 ).موثرتر است  ) 2گروه 

 CpGهای  منفی که فاقد توالیCpGنــوکلئوتیدهای 

 را به IgEهستند، در مقایسه با گروه کنترل منفی سطح 

دار دهند که از نظر آماری معنیمیزان کمی کاهش می

رسد که  افزودن ترکیبات در واقع به نظر می. باشدنمی

 تاثیری ،ژن  به آنتیCpGهای وتیدی بدون ردیفنوکلئ

       نتایج حاصل از افزایش . در افزایش اثر آن ندارد

 در اثر مصرف IgEبادی اینتر فرون گاما و کاهش آنتی

های کنترل در نمودار  در مقایسه با گروهCpGترکیبات 

  . نشان داده شده است
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  تحت درمان  باهای  سرمی در موشIgEمیزان  مقایسه :نمودار

  )Pvalue<0.01(های کنترل  با گروهCpGنوکلئوتیدهای حاوی 

 

  بحث 
درمانی منظور بررسی نقشدر این تحقیق به

 در آسم آلرژیک، عصاره آلرژنیک CpG  الیگونوکلئوتیدهای

- در موشCpGسلمه تره به همراه نوکلئوتیدهای حاوی  

 و تاثیر ودند با همان آلرژن حساس شده ب"هایی که قبلا

های ایمنی و کاهش درمانی آن در تغییر جهت پاسخ

IgEبه منظور ارزیابی نقش .  سرمی نشان داده شده است

درمانی مثبت این ترکیبات و جهت مقایسه نتایج، 

: چهارگروه کنترل در نظر گرفته شد ،که عبارتند از

هایی که بدون حساس شدن قبلی و موش( کنترل منفی 

-، کنترل آنتی)در معرض آلرژن قرار گرفتند ایمونوتراپی 

شدن با آلرژن تحت هایی که پس از حساسموش( ژن  

، )زدایی با همان آلرژن قرار گرفتنددرمان حساسیت

-هایی که پس از حساسموش( آلوم / ژن کنترل آنتی

ژن جذب شده بر روی ژل شدن تحت درمان با آنتی

 CpGو کنترل ، )آلومینیم هیدروکساید قرار گرفتند

هایی که پس از حساس شدن تحت درمان موش( منفی   
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 قرار CpGهای با ترکیبات نوکلئوتیدی فاقد ردیف

های گروه آزمایش و چهار گروه تمام موش). گرفتند

کنترل در نهایت با آلرژن مواجهه داده شدند و میزان 

مقایسه  قرار  تاثیر نوع ایمونوتراپی در آنها مورد بررسی و

در واقع  به منظور ارزیابی اثر درمانی این . فتگر

های طحال و  ترشح شده توسط سلولIFN-γترکیبات، 

IgEهای مختلف گیری شد و در گروه تام سرمی اندازه

  .مورد مقایسه وآنالیز آماری قرار گرفت

در این مقاله نقش درمانی مفید الیگونوکلئوتیدهای 

م آلرژیک نشان  در بهبود علایم التهابی آسCpGحاوی 

این مطالعه نشان داد که مصرف توام . داده شده است

-های حساس شده با آلرژن می در موش CpG–آلرژن 

 سرمی را کــه یک شاخص مهم در  IgEتواند سطح 

هــــر . باشد ، کاهش دهدهای حساسیتی میواکنش

 درمانی در کاهش CpGچند در تعدادی از مقالات تاثیر 

 تزریق زیر جلدی نشان داده نشده  با روشIgEسطح 

های این مطالعه با تعداد دیگری از ولی یافته  .  )8(است 

 IgE در کاهش CpGها که حاکی از نقش مفید گزارش

  .)9(می باشد، همخوانی دارد

ها طور که در بسیاری از گزارشاز طرف دیگر همان

د آمده است، این مطالعه نشان داد که تجویز الیگونوکلئوتی

های تواند پاسخشده می در حیوانات حساسCpGهای 

 IFN-γ  کشانده و موجب تولید Th1ایمنی را به سمت 

های با توجه به گزارش. های طحال شودتوسط سلول

-نظر میمتعدد در خصوص کاهش علایم التهابی آسم به

تواند میTh2های کاهش پاسخوTh1رسد افزایش فعالیت 

 سایر علایم هم چنین و IgEکننده کاهش سطح توجیه

این . ) 10،11(های تحت آزمایش باشدالتهابی در ریه موش

-مطالعه نشان داد که این آثار مثبت به دلیل نقش تنظیم

های چرا که در موش.  استCpGهایکنندگی ردیف

 نتایج فوق به CpGتحت درمان با نوکلئوتیدهای فاقد 

زدایی با رسد هر چند حساسیتنظر میبه. دست نیامد

آنتی ژن اختصاصی یک روش مورد قبول است ولی 

دهد که مطالعه ما و تعداد دیگری از محققین نشان می

 CpGهای افزودن ترکیبات نوکلئوتیدی حاوی ردیف

گیری افزایش ژن درمانی را به میزان چشمتاثیر آنتی

  .دهدمی

در مجموع، نتایج حاصل از این مطالعه و 

های حیوانی آسم در خصوص مدلسایرمطالعات مشابه 

 در بهبود علایم بالینی CpGکه نقش ترکیبات درصورتی

های التهابی از جمله آسم آلرژیک مورد انسان و  واکنش

تواند در مورد  کاربردهای بررسی بیشتر قرار گیرد، می

 .گرددانسانی نیز مورد استفاده 

 

  گیرینتیجه
یش ترشح   نتایج حاصل از این تحقیق حاکی از افزا

IFN-γهای درمان شده با    در موشCpG است و 
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های ایمنی دهد که این ماده قادر است پاسخنشان می

های وابسته به    سوق داده و از شدت پاسخTh1را به سمت 

Th2 کنندگی در نتیجه این اثر تنظیم.  بکاهد CpG  از

  که یک  عامل موثر در بروز IgEبادی  میزان ترشح آنتی

رسد که از نظر میلذا به. کاهدباشد میعلایم آسم می

توان در تعدیل میCpG ترکیبات نوکلئوتیدی حاوی

های ایمنی و تظاهرات آسم آلرژیک نسبت به گیاه پاسخ

زای سلمه تره استفاده کرد و کاربردهای آن را حساسیت

  .در انسان نیز مورد مطالعه قرار داد
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The Study of the Therapeutic Effects of CpG Oligonucleotides in Murine Model of Allergic 
Asthma 
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Background and objectives 

Augmentation of Th2 mediated responses such as elevation of serum IgE is the characteristic 

feature in atopy and asthma. CpG oligonucleotides (CpG ODN) have been used during the 

recent two decades as the potent immunomodulatory agents in allergic conditions. In this 

paper, we aim to report the anti-inflammatory effects of CpG ODN in murine model of asthma.  

Methods 

 In this study, BALB/c mice were sensitized with ch.a. allergen and then treated intranasally 

with CpG ODN. Following the challenge with allergen inhalation, mice were sacrificed and 

their splenocytes were cultured in the presence of antigen. After three days of culture, 

supernatants were examined for IFN-γ levels by ELISA method, as an indication of Th1 

response, and the results were compared with those in control mice without CpG therapy.  

Results 

 The results indicate that the mice in the test group, which received CpG ODN, showed higher 
levels of systemic INF-γ, and lower levels of serum IgE compared with either the antigen or 
CpG negative ODN-treated groups. 
Conclusion 

 Based on the results of this study, which shows higher INF-γ levels in mice received CpG 

ODN, it can be concluded that CpG motifs have immune response modulation potential 

apparently through the deviation of Th2 into Th1 responses, which lead to a decrease in IgE 

antibody level. Accordingly, we suggest that these components can have therapeutic effects in 

the asthma caused by ch.a. allergen. 
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