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Abstract 
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Objective: Evaluation of Bax encoding plasmid for increasing efficacy of DNA 
vaccine plasmid encoding gB of Herpes Simplex Virus type 1.
Materials and Methods: We compared three different dosages of Bax encoding 
plasmid (pcbax) including 10, 25 and 50 μg of plasmid DNA. They were co-injected 
ineradermally with glycoprotein B (gB) of herpes simplex virus (HSV)-1 encoded 
plasmid (pcgB) in C57BL/6 mice to elicit immune responses to protect against lethal 
HSV-1 challenge. Immune responses to the antigen were assessed by lymphocyte 
proliferative responses and cytokine (INF-γ and IL-4) release assays.
Results: The study demonstrates that the mice immunized with 25 μg pcbax 
together with pcgB have more efficient protection than the mice immunized with 10 
and 50 μg of pcbax and pcgB. Analysing of cell-mediated responses show that the 
mice immunized with 25μg pcbax and pcgB induce stronger lymphocyte proliferative 
responses and higher levels of INF-γ and IL-4 compared to the mice are received 10 
and 50 μg of pcbax and pcgB.
Conclusion: The data show that co-immunization with 25 μg of pcbax and pcgB 
increase immune responses compared to 10 and 50 μg of pcbax and pcgB. This 
can be considered a promising approach for development an efficient DNA vaccine 
against HSV-1 or other pathogens.
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چکیده 
دريافت مقاله: 86/9/24، پذيرش مقاله: 86/12/2

ویروس   gB پلاسمید  واکسن   DNA افزایش کارآیی  در   Bax پلاسمید کدکننده  تاثیر همراهی  بررسي  * هدف: 
هرپس سیمپلکس نوع یک

* مواد و روش ها: در این تحقیق 3 دوز از پلاسمید کدکننده Bax (pcbax) شامل مقادیر10، 25 و50 میکروگرم 
به همراه پلاسمید کدکننده ژن گلیکوپروتیین B (pcgB) ویروس هرپس سیمپلکس تیپ یک (HSV-1) به طریق 
ایمني و حفاظت حیوانات  پاسخ هاي  افزایش  تا  C57BL/6 تزریق شد  به موش هاي  به طور هم زمان  داخل جلدي و 
پاسخ  با روش هاي  فوق  آنتي ژن  به  نسبت  ایمني  پاسخ هاي  بررسي شود.   HSV-1 ویروس کشنده  با  درمواجهه  فوق 

پرولیفراسیون لنفوسیتي و اندازه گیري سایتوکاین هاي INF-γ و IL-4 ترشح شده  بررسي شدند.
* يافته ها: نتایج نشان داد موش هایي که 25 میکروگرم pcbax را به همراه pcgB دریافت کرده بودند حفاظت 
پاسخ هاي  آنالیز  دادند.  نشان  دریافت کردند،   pcgB با  را   pcbax میکروگرم   50 که  موش هایي  به  نسبت  موثرتري 
ایمونیزه شدند پاسخ هاي پرولیفراسیون   pcgB pcbax و  با 25 میکروگرم  نیز نشان داد موش هایي که  ایمني سلولي 
لنفوسیتي قوي تري و نیز سطوح اینترفرون گاما )INF-γ( و اینترلوکین4 )IL-4) بیشتري نسبت به موش هایي که 10 و 50  

میکروگرم pcbax و pcgB دریافت کرده بودند، نشان مي دهند.
افزایش به  منجر   pcbax میکروگرم   25 و   pcgB هم زمان  ایمن زایي  مي دهد  نشان  نتایج  این  نتيجه گيري:   * 

پاسخ هاي ایمني نسبت به حالتي است که از 10 و 50 میکروگرم pcbax و pcgB استفاده شود. نتایج فوق مي تواند 
امیدي در جهت دست یابي به روشي موثر در ارتقا بخشیدن به واکسن DNA علیه HSV-1 و یا سایر پاتوژن ها باشد.

كليد واژگان: پروتئین Bax، واکسن DNA، پروتئین gB هرپس سیمپلکس نوع یک
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مقدمه
زمینه در  استراتژی  نوعی   ،DNA واکسن های  با   ایمنی زایی 
علیه ایمنی  پاسخ های  ان��دازی  راه  به  منجر  که  است   واکسن ها 

شده  میزبان  بدن  سلول های  در  پلاسمید،  توسط  کدشده  آنتی ژن 
سلولار و  هومورال  اختصاصی  ایمنی  پاسخ های  القای  با  نهایتا   و 
می تواند منجر به محافظت میزبان علیه پاتوژن مربوطه گردد )1-3(.

ایمونوژنسیتی خاصیت  افزایش  جهت  مختلفی  راهکارهای   تاکنون 
معمولی ادجوانت های  از  استفاده  جمله  از   DNA  واکسن های 

)4، 5( بهینه سازی بیان آنتی ژن و استفاده از سایتوکاین  های مختلف 
و یا مولکول های محرک سیستم ایمنی به همراه واکسن، ارائه شده 

است )6-8(.
سلول  در  آپوپتوزیس  اثر  القای  زمینه  در  گوناگون  مطالعات 
افزایش  به   DNA واکسن های  همراه  به  شده  فکت  ترانس  های 
عرضه آنتی ژن و القای پاسخ های اختصاصی ناشی از لنفوسیت های 
 C(Cytotoxic  T  lymphocytes:s  CTLs) سیتوتوکسیک   T 

منجر شده اند )9، 10(.
سلول آپوپتوتیک  م��رگ  داده ان��د  نشان  اخیر   مطالعات 

می تواند توسط مکانیسم  های مختلفی صورت گیرد. نوع محصولات 

یا فاکتورهای آزاد شده از سلول آپوپتوز شده در چگونگی حذف 
سلول فوق توسط سیستم ایمنی موثر است. به عنوان مثال در سطح 
  CD91 ،CD14 ،CD36 مارکرهای  مرگ  حال  در  سلول  های 
عرضه کننده سلول  های  توسط  فوق  مارکرهای  می شود.   ظاهر 

 A(Antigen  Presenting  Cells:s  APCs) آنتی ژن 
و  فاگوسیت  شده،  آپوپتوز  سلول هاي  طریق  بدین  و  شناسایی 
محتوی شده،  آپوپتوز  سلول  که  صورتی  در  می شوند.   حذف 

آپوپتوتیک  سلول  های  هضم  و  تخریب  از  بعد  باشد،  آنتی ژن 
به فوق  سلول های  آنتی ژن،  عرضه کننده  سلول  های  توسط   فوق 
به را  ف��وق  آن��ت��ی ژن ه��ای  و  مهاجرت  لنفاوی   ارگ���ان ه��ای 
بدین و  می کنند  عرضه   T  CD4+ و   T  CD8+  لنفوسیت های 
اندازی راه  فوق  آنتی ژن  علیه  بر  ایمنی  سیستم  واکنش های    ترتیب 

ایمونوژنسیتی  افزایش خاصیت  می شود. مطالعات مختلفی در زمینه 
 DNA آنتی ژن و در زمینه به کارگیري القای آپوپتوز با واکسن های

وجود دارد )11، 12(.
نقاط  تمام  در   )HSV-1( یک  تیپ  سیمپلکس  هرپس  ویروس 
ویروس  این  از  ناشی  عفونت های  از  بسیاری  اس��ت.  شایع  دنیا 
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می تواند  ویروس  این  نیستند.  تشخیص  قابل  و  علامت اند  بدون 
آنها مهم ترین  از  که  کند  ایجاد  انسان  در  مختلفی  بالینی   اشکال 

می توان به تب خال، عفونت های مخاطی، هرپس نوزادان و آنسفالیت 
اشاره کرد.

واکسن  ساخت  زمینه  در  که  زی��ادی  ت��لاش  ه��ای  رغ��م   به 
به جهت پیش گیری از عفونت با ویروس فوق صورت گرفته  است، 
بین در   .)14  ،13( ندارد  وجود  موثری  واکسن  هنوز  متاسفانه   اما 

پروتئین های ویروس، 2 گلیکوپروتئین  D و B (gB, gD) ویروس 
از مهمترین پروتئین هایی هستند که در زمینه تحقیقات واکسن علیه 
حاکی متعددی  گزارش های  دارند.  قرار  توجه  مورد  فوق   ویروس 

دنبال  به  سلولار  و  هومورال  اختصاصی  ایمنی  پاسخ های  القای  از 
وجود فوق،  پروتئین  های  کننده  بیان  پلاسمیدهای  با   ایمنی زایی 

دارد )14، 15(.
 دندروزوم ها (Dendrosome) ترکیبات نانوپارتیکل جدیدی
برای  آنها  از  ترابر ژن مطرح اند و در مطالعات  به عنوان  هستند که 
به  نتایج  و  است  شده  استفاده  هدف  سلول های  به  پلاسمید  انتقال 
دست آمده از تحقیقات فوق نشان دهنده افزایش در بازدهی عمل 

ترانس فکشن و انتقال پلاسمید به سلول  های هدف است )16، 17(.
پلاسمید از   DNA واکسن ه��ای  زمینه  در  تحقیقاتی،   طی 
استفاده شده  پروآپوپتوتیک  فاکتور  به عنوان یک   Bax کدکننده 

ایمونوژنسیتی واکسن   افزایش خاصیت  داده شده که  نشان  و  است 
های فوق بستگي به مقدار پلاسمید کدکننده Bax دارد و پلاسمید 
کند اعمال  را  خود  ادجوانتی  اثر  می تواند  مشخص  دوز  در   فوق 

.)19 ،18 ،11(
 50،25،10( Bax در تحقیق حاضر 3 دوز از پلاسمید کدکننده
هرپس  وی��روس   gB کدکننده  پلاسمید  همراه  به  میکروگرم( 
افزایش  جهت  به  دندروزوم  با  همراهی  در  یک،  تیپ  سیمپلکس 
قرار بررسی  مورد   C57BL/6 موش های  در  ایمنی   پاسخ های 

گرفته است.

مواد و روش ها
سلول و ويروس ها

اس��ت��ف��اده وی����روس ه��ا  تکثیر  ج��ه��ت   Vero س��ل��ول   از 
م���ح���ی���ط در  ف���������وق  س������ل������ول ه���������ای   ش���������د. 
 D(Dulbecco’s  Minimal  Eagle  Medium:m  DMEM)
کشت   (GIBCO) گاو  جنین  سرم  10درصد  حاوی   (GIBCO)

داده شدند.
یک  تبخال  زخم  از  شده  جدا   ،HSV-1 وحشی  ویروس  از 
شده  ایمونیزه  حیوانات   (Challenge) مواجهه  منظور  به  بیمار، 
اختصاصی منوکلونال  آنتی بادی  توسط  ویروس  این  شد.   استفاده 

که   KOS سویه   HSV-1 از   .)20( بود  شده  تایید   HSV-1
کردن ایمونیزه  جهت  است  ویروس  غیربیماری زای  سویه   یک 
موش های گروه کنترل مثبت استفاده شد. ویروس های فوق بعد از 
دمای در  استفاده  زمان  تا  و  تیتر  تعیین   Vero سلول های   تکثیردر 

70- درجه سانتي گراد نگهداری شدند.

موش ها
موش های C57BL/6 نر با سن 6 تا 7 هفته از انستیتو پاستور تهران 
خریداری شدند و کارهای انجام شده بر روی حیوانات فوق مطابق با 

قوانین توصیه شده کار با حیوانات آزمایشگاهی بود.

پلاسميدها
یک تیپ  سیمپلکس  هرپس  وی��روس   gB کدکننده   پلاسمید 

تهیه شده  قبلی، توسط همکاران طرح  -pcDNA3) طی کار   gB(
بود )21(. پلاسمید کدکننده Bax (pcDNA3-Bax) به صورت 
اهدایی از جانب دکتر لیتنر (Wolfgarg W.Leitner) در اختیار 

قرار گرفت.

دندروزوم
دندروزوم 3(Den 123) که طی کار قبلی توسط همکاران طرح 
 PBS تهیه شده بود )17(، در غلظت 4-10 میلی گرم بر میلی لیتر در
استفاده در  تا موقع  میکرون  فیلتر 0/22  با  فیلتراسیون  از  بعد  و  تهیه 

دمای 4 درجه سانتي گراد نگهداری شد.

زايی آماده سازی مخلوط پلاسميد و دندروزوم و ايمن 
 150:1 نسبت  به  تزریق  از  قبل  پلاسمیدها  از  میکروگرم   50

مخلوط  از  بعد  دقیقه   15 و  مخلوط  هم  با  دن��دروزوم  به  پلاسمید 
سازی در حجم نهایی 100 میکرولیتر در PBS استریل به صورت 
حیوان  پشت  از  ناحیه  چهار  در   (Intradermal) پوستی  داخل 
قرار گرفتند. تا 13 موش در هر گروه مورد تزریق   تزریق شد. 10 

گروه های مورد آزمایش به قرار زیر بودند:
م��ی��ک��روگ��رم  50 گ����روه  ای���ن  ح��ی��وان��ات   :pgB  گ����روه 

pcDNA3-gB به همراه Den123 دریافت کردند.
میکروگرم   50 گ��روه  ای��ن  حیوانات   :pgB-Bax10  گ��روه 
pcDNA3-gB و 10 میکروگرم پلاسمید pcDNA3-Bax را به 

همراه دندروزوم دریافت کردند.
میکروگرم   50 گ��روه  ای��ن  حیوانات   :pgB-Bax25 گ��روه 
pcDNA3-gB و 25 میکروگرم پلاسمید pcDNA3-Bax را به 

همراه دندروزوم دریافت کردند.
میکروگرم   50 گ��روه  ای��ن  حیوانات   :pgB-Bax50 گ��روه 
pcDNA3-gB و 50 میکروگرم پلاسمید pcDNA3-Bax را به 

همراه دندروزوم دریافت کردند.
پلاسمید  گ��رم  میکرو   50 گ��روه  ای��ن  حیوانات   :pBax گ��روه 

pcDNA3-Bax را به همراه دندروزوم دریافت کردند.
پلاسمید  گرم  میکرو   50 گروه  این  حیوانات   :pcDNA3 گروه 

pcDNA3 را به همراه دندروزوم دریافت کردند.
گروه Den: حیوانات این گروه مخلوط دندروزوم در PBS را به 

تنهایی دریافت کردند.
گروه PBS: حیوانات این گروه PBS تنها را دریافت کردند.

تیتر  با  را   KOS HSV-1 سویه  این گروه  KOS: حیوانات  گروه 
pfu 1 ×106  (plaque Forming Unit) دریافت کردند.

عمل  تزریقات در سه مرحله و به فواصل دو هفته از یکدیگر به 
آمد.

پاسخ پروليفراسيون لنفوسيتی
نخاعی  دنبال  به  آمده،  عمل  به  تزریق  آخرین  از  بعد  هفته  دو 
بعد  و  شد  خ��ارج  آنها  طحال  مطالعه،  م��ورد  حیوانات  ک��ردن 
به  فوق  سلولی  سوسپانسیون  طحالی،  سلول های  استخراج  از 
 Tris-NH4Cl لیزکننده  بافر  با  قرمز  گلبول های  حذف  منظور 
بافر با  مجاور شد و پس از شست وشو   (pH:7.4) درصد   0/75 
2×105 تعداد   (Phosphate-Buffered Saline: PBS) 
در خانه ای   96 پلیت  چاهک های  به   (PBS) میلی لیتر  در   سلول 
گاو جنین  سرم  (SIGMA) ح��اوی 10درص��د    RPMI  محیط  

منتقل شد.
حاوی محیط  میکرولیتر   100 چاهک  سه  سلول های  به   سپس 

moi 3 (Multiplicity of Infection) ویروس HSV-1 سویه 

DNA بر واكسن Bax تاثير پروتئين

  Yakhteh Medical Journal, Vol 10, No 2, Summer 2008
         9595

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 KOS که با حرارت غیرفعال شده بود، اضافه شد. به سلول های سه
 چاهک که به عنوان کنترل مثبت در  نظر گرفته شده بودند، مقدار
 (SIGMA) (PHA) Phytohemagglutinin-A 5 میکروگرم در میلی لیتر

اضافه شد. آزمایش پاسخ پرولیفراسیون لنفوسیتی به روش 
3- (4, 5-dimethylthiazal-2-yl)-2, 5d: phenyl-
tetrazolium bromide (MTT) 

انجام  طبق روش توضیح داده شده توسط زیاو و همکارانش )22( 
تقسیم  از   ،(Stimulation Index:  SI) تحریک  شاخص  شد. 
تحریک  سلول های  از چاهک های حاوی  شده  قرائت   OD کردن 
شده با ویروس، بر OD قرائت شده از چاهک های حاوی سلول  های 

بدون تحریک آنتی ژنیک به دست مي آید.

ارزيابی سايتوكاين ها
مورد حیوانات  طحال  از  طحالی  سلول  های  استخراج  از   بعد 

توضیح  لنفوسیتی  پرولیفراسیون  تست  در  که  ترتیبی  به  مطالعه، 
یک نهایی  حجم  در  طحالی،  سلول  میلیون   5 تعداد  شد،   داده 

RPMI حاوی 10درصد سرم جنین گاو، تحریک  میلی لیتر محیط 
طور  به  ش��ده،  غیرفعال   KOS سویه   HSV-1   moi  3 با  شده 
از  بعد  شد.  داده  خانه ای کشت   24 پلیت  در چاهک های  جداگانه 
استفاده با  و  جمع آوری  سلولی  کشت های  رویی  مایع  ساعت،   48 

 (R&D. Minneapolis, MN, USA) آم���اده  الای���زا  کیت   از 
و  I(Interferon-γ: γ  INF-γ(  س��ای��ت��وک��ای��ن ه���ای 
نسبت تعیین   با  شدند.  ان��دازه گیری   I(Interleukin-4:4  IIL-4( 
گروه،  هر  براي  جداگانه  طور  به   IL-4 به   INF-γ مقادیر  میانگین 
 وضعیت جهت پاسخ ایمني سلولي به سمت Th1 یا  Th2 مورد بررسي

قرار گرفت.

HSV-1 ارزيابی مقاومت حيوانات در مواجهه با ويروس وحشی
ارزیابی  منظور  به  ایمنی زایی،  مرحله  آخرین  از  بعد  هفته  دو 
وحشی وی��روس  با  مواجهه  در  ش��ده،  ایمن  حیوانات   مقاومت 

دوزی  )حداقل   HSV-1 وحشی  سویه   1×106 مقدار   ،HSV-1
غیرایمن خاصیت کشندگی  درحیوانات  ویروس که 100درصد  از 
دارد( به طریق داخل صفاقی به حیوانات گروه های مختلف تزریق 
شد و تا دو هفته بعد از تزریق، میزان مرگ و میر و بقای حیوانات 

فوق مورد بررسی قرار گرفت.

آناليز آماری
سنجش  و  لنفوسیتی  پرولیفراسیون  ارزیابی  آم��اری   آنالیز 

ب��ا آزم����ون آن��ال��ی��ز واری���ان���س ی��ک طرفه  س��ای��ت��وک��ای��ن ه��ا 
انجام   Tukey تست  از  استفاده  با  و   (ANOVA  Oneway)
آزمون  با  ویروس  با  مواجهه  در  حیوانات  مقاومت  ارزیابی  و   شد 
انجام گرفت.  log  rank از تست  با استفاده  و   Meier-Kaplan 
با ارزش )p>0/05( در نظر  در تمام موارد، معنی دار بودن تست ها 

گرفته شد.

یافته ها
پاسخ پروليفراسيون لنفوسيتی

به منظور ارزیابی پاسخ ایمنی سلولی، پاسخ پرولیفراسیون لنفوسیتی 
آنتی  تحریک  دنبال  به  و  ایمن زایی  مرحله  آخرین  از  بعد  هفته  دو 
ژنیک در تمام حیوانات مورد مطالعه به انجام رسید. نتایج SI مربوط 
کرده  دریافت   pcDNA3-gB پلاسمید  که  گروه هایی  تمام  به 
بودند )pgB , pgB-Bax50 , pgB-Bax25 , pgB-Bax10) در 
مقایسه با گروه های کنترل منفی )Den , pcDNA3 , pBax) به طور 

معنی  داری افزایش داشت )شکل 1(.

شكل 1: ميانگين شاخص تحريك )SI( در آزمايش 
پروليفراسيون لنفوسيتي به روش MTT مربوط به گروه هاي

مختلف مورد مطالعه

و  pgB-Bax25 لنفوسیتی گروه  پرولیفراسیون  پاسخ   اگر چه 
pgB-Bax10 نسبت به گروه pgB افزایش نشان می دهد اما این 
لنفوسیتی  پرولیفراسیون  پاسخ  برعکس  نیست.  معنی دار  اختلاف 
به طور معنی داری نسبت به گروه های   pcDNA3-Bax50 گروه 

pgB-Bax25 ،pgB-Bax10 و pgB کمتر است.
به م��رب��وط  لنفوسیتی  پ��رول��ی��ف��راس��ی��ون  س��ط��ح   ب��الات��ری��ن 
سویه  HSV-1 با  شده  ایمونیزه  موش های  طحالی   سلول های 

.)p>0/001( بود KOS

جدول 1: ميانگين مقادير INF -γ  و IL-4 آزاد شده در مايع رويي كشت سلول هاي طحالي موش هاي 
مورد مطالعه در تمام گروه ها، به دنبال تحريك آنتي ژنيك و

INF-γ/IL-4 ميانگين نسبت

ميانگين 
INF -γ/IL-4

ميانگين 
IL-4±SD

ميانگين 
INF -γ ±SD

تعداد نام گروه

0/71 13/58 ± 0/99 9/66 ±2 /2 5 PBS
0/75 12/8 ± 2/38 9/63 ±1 /96 5 pcDNA3
0/71 15/38 ± 2/1 11/07 ±2 5 pBax
0/8 12/1 ± 3/36 9/68 ±1 /78 5 Den
7/75 118/38 ± 10/96 917/67 ±51 /77 5 HSV-1(KOS)
2/32 45/84 ± 6/07 106/4 ±9 /86 5 pgB
2/13 55/6 ± 5/68 118/8 ±7 /85 5 pgB-Bax10
1/13 114/4 ± 8/01 130±7 /9 5 pgB-Bax25
1/45 48/3 ± 5/47 70/4 ±7 /3 5 pgB-Bax50

پارسانيا و همكاران

96 96      فصلنامه پزشكی ياخته، سال دهم، شماره 2، تابستان 87

4

3/5

3
2/5

2

1/5

1

0/5

0

ك
ري

تح
ص 

اخ
ش

PBS

pc
DNA3

pB
ax Den

HSV-1(
KOS)

pg
B

pg
B-B

ax
(10

)

pg
B-B

ax
(25

)

pg
B-B

ax
(50

)

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

ارزيابی سايتوكاين ها
سمت  به  سلولی  ایمنی  پاسخ  جهت  کردن  مشخص  منظور  به 
Th1 یا  Th2 اندازه گیری  INF-γ و IL-4 در مایع رویی حاصل 
از کشت سلول های طحالی حیوانات، بعد از تحریک آنتی ژنیک،  به 

صورت،In vitro به عمل آمد.
سنجش سایتوکاین ها دو هفته بعد از آخرین مرحله ایمن زایی و 
به دنبال تحریک In vitro سلول  های طحالی حیوانات مورد مطالعه، 

با ویروس غیرفعال شده HSV-1 سویه KOS به عمل آمد.
همان طور که در شکل 2 و نتایج مندرج در جدول 1 مشخص شده 
است تمام گروه  های موشی که با پلاسمید حاوی gB مورد تزریق 
)pgB-Bax50  ،pgB-Bax25  ،pgB-Bax10(  قرار گرفته بودند 

به  INF-γ نسبت   به ط��ور معنی داری منجر به افزایش تولید 
مقدار   شدند.   )Den,  pcDNA3,  Bax( منفی  کنترل  گروه های 
INF-γ در موش  های گروه pgB-Bax50 به طور معنی داری کمتر 
مقدار  و  بود   pgB و   pgB-Bax25  ،pgB-Bax10 گروه های  از 
مربوط به گروه pgB-Bax10 در مقایسه با گروه های   INF-γ

pgB-Bax25 و pgB معنی دار نیست.
INF-γ بین حیوانات مربوط  هیچ اختلاف معنی داری در سطح 
نداشت. وجود   pgB و   pgB-Bax25  ،pgB-Bax10 به گروه های 

سویه   HSV-1 که  بود  گروهی  به  مربوط   INF-γ سطح  بالاترین 
KOS را دریافت کرده بودند.

همان ط��ور که در شکل 2 مشخص اس��ت بالاترین سطح  
م��رب��وط ب��ه کشت سلول ه��ای طحالی حیوانات گ��روه  IL-4 

pgB-Bax25 و مقدار آن در مقایسه با نتایج تمام گروه ها به طور 
.)p>0/001( معنی داری بالاتر است

شكلA :2( ميانگين مقادير B ،INF-γ( ميانگين مقادير IL-4 آزاد شده 
در مايع رويي كشت سلول هاي طحالي موش هاي مورد مطالعه در 

تمام گروه ها ،به دنبال تحريك آنتي ژنيك 

 هیچ اخ��ت��لاف معنی دار در سطح IL-4 بین حیوانات 
pgB وجود نداشت.  و   pgB-Bax50  ،pgB-Bax10 گروه  های
 مقدار IL-4  اندازه گیری شده مربوط به گروهی که HSV-1 سویه
  KOS را دریافت کرده بودند به طور معنی داری نسبت به گروه  های 
)به  افزایش نشان می دهد   pgB و   pgB-Bax50  ،pgB-Bax10

.)p>0/001 ،p=0/001 ترتیب
بالاترین  است  شده  مشخص   1 جدول  نتایج  در  که  همان طور 
گروهي به  مربوط   IL-4 به   INF-γ مقادیر  میانگین  بین   نسبت 
و بودند  ک��رده  دری��اف��ت  را   KOS سویه   HSV-1 که   اس��ت 
منفي کنترل  گروه هاي  به  مربوط  فوق،  نسبت  مقادیر   پایین ترین 

بودند،  را دریافت کرده   gB بین گروه هایي که پلاسمید  است. در 
بالاترین نسبت فوق مربوط به گروه  pgB بود. از بین 3 گروهي که 
پلاسمید کدکننده Bax را به همراه پلاسمید کدکننده gB دریافت 
طور  به   pgB-Bax25 گروه  در  سلولي  ایمني  پاسخ  بودند،  کرده 
معني داري نسبت به گروه pgB از Th1 به سمت Th2 تمایل نشان 

مي دهد.

 HSV-1 مقاومت حيوانات در مواجهه با ويروس وحشی
مقاومت تمام موش های مربوط به گروه های مختلف در مواجهه 
با ویروس وحشی HSV-1، دو هفته بعد از آخرین ایمنی زایی و با 
تزریق pfu 1×106 ویروس وحشی HSV-1 به طریق داخل صفاقی 

طی 14 روز، مورد ارزیابی قرار گرفت.
 3 شکل  در  مختلف  گروه های  حیوانات  موش های  بقای  میزان 

نشان داده شده است.

ويروس  با  مواجهه  از  بعد  شده  ايمن  حيوانات  بقای  نتايج   :3 شكل 
وحشی هرپس سيمپلكس تيپ يك

با  مواجهه  در   KOS و   pgB-Bax25 گروه های  موش های 
حیوانات بقای  درصد  و  ماندند  زنده  100درص��د  فوق   وی��روس 

موش  تمام  بود.  80درصد  مقدار   pgB و   pgB-Bax10 گروه های 
های گروه های کنترل منفی مثل PBS ،pcDNA3 )که نتایج آنها 
با ویروس  pBax در مواجهه  نشده است( همانند گروه  نشان داده 

وحشی HSV-1 کشته شدند.
pgB-Bax10 و   pgB-Bax50 گروه های  موش های  مقاومت 

نسبت به موش های گروه pgB-Bax25 در مواجهه با ویروس فوق 
.)p=0/025( به طور معنی داری کاهش نشان می دهد

بحث
  Bcl-2 یک فاکتور پروآپوپتوتیک و متعلق به خانواده   Bax 
ترانس فکشن سلول ها با پلاسمید کدکننده Bax منجر به  است. 
مرگ برنامه ریزی شده، از طریق مسیر میتوکندریایی در سلول های 

فوق می شود )18، 19(.
امکان   DNA واک��س��ن ه��ای  معایب  از  یکی  طورکلی  ب��ه 
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کدکننده پلاسمید  ش��دن  ملحق  دن��ب��ال  ب��ه  آن   ت��وم��ورزای��ی 
به پروتوانکوژن ها، در ژنوم سلول  آنتی ژن در کنار ژن های مربوط 
واکسن  که  حالتی  در  مورد  این  احتمال   .)23-25( است  میزبان 
کمتر  شود،  استفاده   Bax کدکننده  پلاسمید  همراه  به   DNA 
است، زیرا سلول های ترانس فکت شده با واکسن DNA چند روز 

بعد از بیان پروتئین Bax، از بین می روند )22، 25(.
 DNA به همراه واکسن های Bax استفاده از پلاسمید کدکننده
فوق  واکسن های  ایمونوژنسیتی  خاصیت  افزایش  به  منجر  می تواند 
سلول های  آپوپتوتیک  مرگ  تاثیر  مختلف  تحقیقات  طی  گردد. 
ترانس فکت شده با واکسن های DNA کار شده و افزایش در القای 
پاسخ های ایمنی ایجاد شده ناشی از اثر آن نیز نشان داده شده است 

.)12 ،11(
ه��م زم��ان،  ط��ور  ب��ه  تحقیقی  در  ه��م��ک��اران��ش  و  کینسی 
ایدز عامل  وی��روس    gp120 پروتئین  کدکننده   پلاسمید 
پلاسمید  و   (Human  Immunodeficiency  Virus:  HIV)
به پوستی  داخ��ل  طریق  به  و  ت��وام  ط��ور  به  را   Bax  کدکننده 

ایمنی  پاسخ  های  افزایش  و  کردند  تزریق   C57BL/6 موش  های 
نشان  نیز  حاضر  تحقیق  در  دادن��د.  نشان  را  هومورال  و  سلولی 
پلاسمید  و   Bax کدکننده  پلاسمید  هم زمان  تزریق  که  شد   داده 
کدکننده gB ویروس هرپس سیمپلکس تیپ یک به روش تزریق 
داخل پوستی می تواند منجر به القای ایمنی حفاظت کننده موثر در 
تولید   IL-4 نشان می دهد سطح  ما  نتایج  C57BL/6 گردد.  موش 
به  pgB-Bax25 گروه  حیوانات  طحالی  سلول های  توسط   شده 

و  اساریو  است.   pgB گروه  از  بالاتر  آنتی ژنیک  تحریک  دنبال 
همکارانش نیز در مطالعه دیگری نشان دادند که IL-4 نقش مهمی 
در  مقاومت  و   HSV-1 علیه  کننده   حفاظت  ایمنی  افزایش  در 

مواجهه با ویروس وحشی HSV-1 دارد )26(.
طحالی سلول های  که  شد  داده  نشان  نیز  حاضر  مطالعه   در 

آنتی ژنیک  تحریک  دنبال  به   pgB-Bax25 گ��روه  موش های 
 DNA که pgB نسبت به گروه IL-4 افزایش معنی داری در تولید
 واکسن تنها را دریافت کرده بود، داشتند و از طرفی حیوانات فوق

مقاومت   HSV-1 وحشی  ویروس  با  مواجهه  در   )pgB-Bax25(
دادند.همانطوري  نشان   pgB گروه  حیوانات  به  نسبت  بیشتری 
گروه در  سلولي  ایمني  پاسخ  شد،  اشاره  نیز  نتایج  بخش  در   که 
تمایل   Th2 سمت  به   pgB گروه  با  مقایسه  در  نیز   pgB-Bax25
لیگاند  از  که  همکارانش  و  نیمال  یافته های  با  فوق  یافته هاي  دارد، 
 Fasبرای القای آپوپتوزیس در سلول های ترانس فکت شده با 

واکسنDNA  استفاده کرده بودند، مطابقت دارد )27(.
مختلف به  پژوهش های  علی رغم شواهد متعددی که طی 
عمل آمده و نشان دهنده ارتباط معنی دار بین القای آپوپتوزیس 
 و اف��زای��ش خاصیت ایمونوژنسیتی واک��س��ن DNA است
فعالیت که  است  آن  از  حاکی  بعضی از گ��زارش ها   )27  ،23( 
واکسن آنتی ژن  اینکه  از  بعد  می بایست  آپوپتوزیس   ادجوانتی 
DNA در داخل سلول به میزان مناسب بیان شد، اعمال گردد. بدین 
فکت  ترانس  سلول  در  مناسب  حد  در  شده  بیان  آنتی ژن  ترتیب 
می شود  آپوپتوزیس  دچار  فوق  سلول  سپس  و  می یابد  تجمع  شده 
 و با فاگوسیت شدن سلول آپوپتوتیک فوق توسط سلول های عرضه 

 CD4
CD8 و +

+ Tکننده آنتی ژن و ارائه آنتی ژن به لنفوسیت های
منجر به راه اندازی پاسخ های سیستم ایمنی هومورال و سلولار قوی 

نسبت به آنتی ژن می گردد )11، 12(.
افزایش  جهت  در   Bax کدکننده  پلاسمید   به کارگیری 
وقتی تنها    DNA واکسن ه��ای  در  ایمنی  سیستم   پاسخ ه��ای 

شود  استفاده  فوق  پلاسمید  از  مناسبی  دوز  که  است  امکان پذیر 
)11(. در این مطالعه ما سه دوز 10، 25 و 50 میکروگرم از پلاسمید 
پلاسمید  میکروگرم    50 با  هم زمان  طور  به  را   Bax کدکننده 
به  کننده  حفاظت  ایمنی  پاسخ های  القای  ب��رای   gB  کدکننده 

موش های مورد مطالعه، تزریق کردیم.
در  حفاظت  و  سلولی  ایمنی  پاسخ  کاهش  دهنده  نشان  نتایج، 
 pgB-Bax10 گروه های  در   HSV-1 وحشی  ویروس  با  مواجهه 
اساس  بر  است.   pgB-Bax25 گروه  به  نسبت   pgB-Bax50 و 
مطالبی که اشاره شد این موضوع می تواند به علت آپوپتوز به میزان 
گروه در  بیشتر  میزان  به  آپوپتوز  و   pgB-Bax10 گروه  در   کمتر 

pgB-Bax50 باشد. در حالتی که 25 میکروگرم پلاسمید کد کننده 
Bax به همراه واکسن DNA فوق استفاده شد، بیان آنتی ژن به میزان 
نهایتا  و  گرفته  صورت  آپوپتوتیک  اجسام  تشکیل  از  قبل  مناسب، 

منجر به افزایش خاصیت ایمونوژنسیتی واکسن DNA شد.
ثابت نیز  همکارانش  و  ساساکی  اخیر  گ��زارش ه��ای   در 

هماگلوتینین  آنتی ژن  محتوی  آپوپتوتیک  سلول های  که  کرده اند 
با استفاده از ژن های موتانت  و نوکلئوپروتئین ویروس آنفلوانزا که 
کاسپاز دچار آپوپتوزیس شده بودند، پاسخ ایمنی قوی تری را نسبت 
به حالتی که از ژن های جهش نیافته استفاده شده، القاء می کنند )23(. 
آنها همچنین مشخص کردند که فعالیت ادجوانتی آپوپتوزیس باید 
به میزان محدود و مشخصی صورت گیرد. به طوری که کاسپازهایی 
که به طور نسبی غیرفعال بودند )کد شده توسط کاسپازهای موتانت( 
اینکه  از  قبل  تا  داده  مناسبی  فرصت  آنتی ژن  کدکننده  پلاسمید  به 
آن صورت  در  آنتی ژن  مناسب  بیان  آپوپتوزیس شود،  وارد  سلول 

پذیرد )28(.

نتیجه گیری
از  وقتی  شد  مشخص  مطالعات  دیگر  همانند  نیز  مطالعه  این  در 
 پلاسمید کدکننده Bax در همراهی با واکسن DNA استفاده می شود

از  آنجایی که  از  و  بهینه شود  فوق  پلاسمید  مناسب  دوز  می بایست 
می شود که دوزهای  توصیه  لذا  استفاده شد  فوق  پلاسمید  دوز  سه 
پلاسمید با  همراهی  در   Bax ژن  کدکننده  پلاسمید  از   دیگری 

ارزیابی  مورد  یک  تیپ  سیمپلکس  هرپس  ویروس   gB کدکننده 
ایمنی پاسخ های  بهینه  افزایش  برای  مناسب  دوز  تا  گیرد   قرار 

سلولار و هومورال اختصاصی علیه آنتی ژن فوق به دست آید.

تقدیر و تشکر
هزینه مطالعه حاضر از محل بودجه های تحقیقاتی دانشگاه تربیت 
لیتنر  دکتر  جناب  از  تحقیق  این  مولفان  است.  شده  تامین  مدرس 
کدکننده  پلاسمید  اهدای  جهت  به   )Leitner.W  Wolfgang(

Bax نهایت تشکر را دارند.
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