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٢٢١        ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد      

افزايش پاسخ سيستم ايمني با تجويز همزمان اليگوداكسي نوكلئوتيدهاي حاوي 
CpGدر ميكروسفر ,  و توكسوئيد كزازPLGA 

 جان ساموئل دكتر, مانيش ديوان دكتر **, محسن تفقدي دكتر, محمود رضا جعفري دكتر , سيد ابوالقاسم سجاديدكتر *
  دانشگاه علوم پزشكي مشهد،دانشكده داروسازي و مركز تحقيقات علوم دارويي*

 كانادا, دانشگاه آلبرتا, دانشكده داروسازي**
 
 لاصهخ

تقريبا در تمام گزارشهايي .   هستندCpGسنتتيك حاوي جفت باز ) ODNs( يك گروه از ادجوانتهاي قوي اليگوداكسي نوكلئوتايدهاي 
مشخص شده .  اين ادجوانت و آنتي ژن استفاده شده استشكل محلول,  و آنتي ژن منتشر شده استCpG ODNكه در مورد استفاده از 
 پاسخ ايمني عليه آن آنتي ژن را افزايش (APC)  و آنتي ژن به يك سلول ارائه دهنده آنتي ژن   CpG-ODNاست كه تجويز همزمان 

  PLGA درون ميكروسفر CpG-ODN و  (TT)هدف اين مطالعه انكپسولاسيون همزمان توكسوئيد كزاز . مي دهد
)Poly(lactide-co-glycolide) ( و بررسي پاسخهاي ايمني به دست آمده در اثر تجويز همزمان اين دو به صورت انكپسوله در يك

 .ميكروسفر است
 Lf ميكروگرم ٤ توكسوئيد كزاز و ٢ CpG-ODN اي زير به گروههاي چهارتايي از موشبه صورت زير جلدي به صور 

 TT )٣( انكپسوله درون ميكروسفر، TT )٢(ه صورت انكپسوله همزمان درون يك ميكروسفر،  بCpG-ODN و TT )١(: تزريق شد
 جذب شده بر روي TT )٦(، TT محلول )٥(، CpG-ODN و TT محلول )٤(، )غير انكپسوله (CpG-ODNانكپسوله همراه با محلول 

 در آزمون ٤٥= ضريب تكثير  (Tلايي از سلولهاي  تكثير بسيار با١ جدا شده از موشهاي گروه Tسلولهاي ). واكسن معمول(آلوم 
نشان دادند كه به صورت معني داري بالاتر از ) ٧/٢٦٩٤ ±  ١/٤١ pg/ml (γو همچنين تيتر بالايي از اينترفرون  ) Tتكثير سلولهاي 

 ز نشان دادند ضد توكسوئيد كزاIgGسرم جدا شده از موشهاي اين گروه نيز تيتر بسيار بالايي از . گروههاي ديگر بود
 )٢٥٦٠٠٠٠ =end point titer ( برابر بيشتر از گروه ايمن شده با محلول ١٦كه TT و CpG-ODNهمچنين تيتر .  بودIgG1 ، 

IgG3  وIgG2b كه پاسخ ايمني ايجاد  قابل توجه اين.  به ميزان قابل ملاحظه اي بالاتر از گروههاي ديگر بود١ به دست آمده از گروه
 . بود١ تزريق شده با واكسن جذب شده بر روي آلوم بسيار كمتر از گروه شده در موشهاي

 به صورت انكپسوله در يك ميكروسفر ايجاد ايمني CpG-ODN و TT اين مطالعات به وضوح نشان مي دهد كه تجويز همزمان 
ند پاسخ ايمني بيشتر متمايل به سمت  براي .مي نمايد ) IgG1( Th2 و همچنين ) Th1 )IgG2b ، IgG3 ، γ-INFبسيار بالايي از نوع 

Th1اين نتايج حاكي از اين بود كه تجويز همزمان .  بودCpG-ODN و آنتي ژن به صورت انكپسوله در يك ميكروسفر در مقايسه با 
 . كارآيي بيشتري در تحريك پاسخ ايمني دارد, تجويز محلول اين دو

 . ادجوانت، آلوم، ميكروسفرها،وكلئوتيدها اليگو داكسي ن، CpG ،توكسوئيد كزاز:  كليديكلمات
 

 مقدمه
پاسخ ايمني را از راههاي مختلفي ) Adjuvants(ادجوانتها  

  برخي به عنوان يك سيستم تجويز.دهند افزايش مي
(delivery system) كه ايمونوژن را از تخريب محافظت  
 برخي به رسانيدن آنتي ژا به هدف .مي كند، عمل مي كنند

نظر و افزايش برداشت آنتي ژن توسط سلولهاي ارائه مورد 
 (Antigen presenting cells= APCs)دهنده آنتي ژن 

  برخي از ادجوانتها در انكپسولاسيون همزمان.كمك مي كنند
(co-entrapment) و ارائه همزمان  )co-presentation ( 

 نقش دارند و  APCآنتي ژن و انواع ديگر ادجوانتها به يك 
وري آي ديگر روي سلولهاي سيستم ايمني اثر مي كنند و فربرخ

 را تعديل مي نمايند (cytokine)و ارائه يا شبكه سايتوكاين 
)١.(DNA  باكتري بر خلاف DNA مهره داران داراي اثرات 

اين اثر به خاطر . تحريكي مستقيم روي سيستم ايمني مي باشد
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 دكتر سيد ابوالقاسم سجادي طبسي 

٢٢٢        ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

  وGابين  مCpG ،P(گوانين -حضور دي نوكلئوتيد سيتوزين

Cدرون يك زمينه مشخص از )  اشاره به پيوند فسفات دارد
 و بازهاي اطرافش CpGبه مجموع (بازهاي ديگر مي باشد 

 هايي كه اثر CpG).  گفته مي شودCpG motifاصطلاحاً 
 باز ٢ معمولاً قبل از آا ،تحريكي روي سيستم ايمني دارند

و باز پيريميدين  و بعد از آا دGpA و ApAپورين و ترجيحاً 
بر اساس . )٤٥، ٣٧، ٣٦، ٢٧, ٦( قرار مي گيرد TpTبه ويژه 

 باكتري، DNAاثر تحريك سيستم ايمني مشاهده شده در 
 سنتز شده CpG حاوي (ODNs)اليگوداكسي نوكلئوتايدهاي 

 معمولاً داراي اسكلت CpG-ODNsاين . اند
كه مقاوم به هستند  (phosphorothioate)فسفوروتيوات

 در اسكلت فسفوروتيوات يك اكسيژن غير .كلئاز مي باشدنو
پيوندي در اسكلت فسفودي استر با يك اتم گوگرد جايگزين 

 داراي اين اسكلت با انواع داراي ODNsتفاوت . شده است
نقطه ذوب  اسكلت فسفودي استر مقاومت در مقابل نوكلئاز و

 .)٣٥، ٣١(است 
 از چند طريق CpG-ODNاثر تحريكي سيستم ايمني توسط   

 و در نتيجه تكثير Bتحريك سلولهاي به اعمال مي شود، از جمله 
-، اينترلوكين(Igs)ها  و تمايز اين سلولها و ترشح ايمونوگلوبولين

؛ ايجاد مقاومت در مقابل آپوپتوزيس )IL-12 و IL-6 (١٢ و٦
(apoptosis) ناشي از فعاليت؛ افزايش بيان II  MHC class 

 كه منجر به افزايش ارائه آنتي B7 تحريكي و مولكولهاي هم
 فعالسازي مستقيم سلولهاي .، مي توان اشاره نمودژن مي شود

 ، (Natural Killer Cells=NKCs)كشنده طبيعي
 CpG-ODNتوسط ) DCs(ماكروفاژها و سلولهاي دندريتيك 
 (chemokines)كموكاينهاي  منجر به ترشح سايتوكاينها و

 و فاكتور نكروز (INF-γ)رون گاما متنوعي همانند اينترف
 مي (TNF-α = tumor necrosis factor)دهنده تومور آلفا 

در ايمن سازي تزريقي حيوانات  . )٤٥، ٣٨, ٢٧, ٢٦، ٦(شود 
 CpG-ODNبا آنتي ژاي مختلف ديده شده است كه افزودن

-Tتحريك لنفوسيتهاي [بيشتر پاسخهاي ايمني از نوع سلولي 

helper نوع اول )Th1([مشخصه تحريك اين .  را ايجاد مي كند

 از Th1 و سايتوكاينهاي نوع IgG2aشاخه از ايمني عيار بالاي 
اين . )٤٥، ٣٥, ٢٧( و اينترفرون گاما است ١٢جمله اينترلوكين 

 با آنتي ژاي مختلف CpG-ODN هنگام تجويز همزمان الهمس
اكسن ، و) ٤٠( (Leishmania major)مانند ليشمانيا ماژور 

 ، توكسوئيد )٦( پروتئين پنوموكوكي -نژوگه پلي ساكاريدوك
 . مشاهده شده است) ١٥ (HBsAg  و)٣٦(كزاز 

 داراي محدوديتهايي از جمله ODNsكاربرد درماني 
پايداري بيولوژيك كم، نيمه عمر كوتاه در جريان گردش خون 

تغييرات شيميايي انجام . )٣٠(وجذب سلولي محدود مي باشد 
راي افزايش پايداري بيولوژيك و نيمه عمر بيشتر منجر شده ب

به افزايش سميت و كاهش فعاليت بيولوژيكي شده است، به 
 ODNsهمين خاطر استفاده از يك سيستم تجويز براي محافظت 

در مقابل تجزيه و همچنين هدفدار كردن تجويز مي تواند مفيد 
  .)٣٠(باشد

 مشخص  به خوبيCpG-ODNمكانيسم اثر ادجوانتي 
اتصال   محلول وCpG با Bتحريك سيستم سلولهاي . نشده است

از . )١٨ ( گزارش شده است٩ شماره Toll-likeآن به گيرنده 
 دست رفتن اثر تحريك ايمني با ثابت و غيرمتحرك كردن

CpG ٣٢( نشان داده شده است( .Yi و همكاران جذب سلولي 
CpG-ODN پس از جذب سطحي شدنش را گزارش   

نتايج نشان مي دهند كه اتصال سطحي ). ٥٠(اند  هكرد
 براي ايجاد اثر آا ضروري است ولي اثرات CpGمولكولهاي 

تحريك سيستم ايمني احتمالاً پس از جذب آن توسط سلولها 
پس از وارد شدن به سلول، به سرعت . اعمال مي شود

از جمله آا . مسيرهاي چندگانه علامت دهي  فعال مي شود
فعالسازي , ن به توليد گونه هاي واكنشگر اكسيژنمي توا

از فعال شده با ميتوژن نمسيرهاي علامت دهي پروتئين كي
(mitogen-activated protein kinase) فعالسازي  و

 (transcription)پروتئين هاي تنظيم كننده نسخه برداري 
اشاره  AP-1 و  B (kappa B)همانند عوامل هسته اي كاپا

 براي ايجاد CpGچنانچه وارد سلول شدن . )٣٣, ٢٩، ١٦( كرد
اثراتش روي سيستم ايمني ضروري باشد، به نظر مي رسد وارد 
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CpG-ODN افزايش پاسخ ايمني در برابر توكسوئيد كزاز توسط 

٢٢٣           ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦زشكي ايران، جلد مجله علوم پايه پ

 و آنتي ژن درون سيستم هاي دارورساني CpG-ODNكردن 
 مي تواند باعث تحريك PLGAذره اي همانند ميكروسفرهاي 

 . و آنتي ژن محلول شودCpGبيشتر سيستم ايمني در مقايسه با 
  و آنتي ژن براي CpGسياري از تحقيقات محلولي از در ب

تمامي اين مطالعات نشان دهنده اثر . ايمن سازي استفاده شده است
مشخص شده است .  بوده اندCpG-ODN ادجوانتي بالايي براي 

آنتي ژن در يك   وODN -CpGكه انكپسولاسيون همزمان
عث  باCpG-ODNسيستم تجويز يا اتصال فيزيكي آنتي ژن به 

 .)٤٥، ٢٤، ١٥(افزايش قابل توجه در پاسخ ايمني مي شود 
) PLGA) Poly(lactide-co-glycolide)ميكروسفر 

از . ترين سيستمهاي آنتي ژن رساني استكاربرديكي از پر 
 در اين راستا مي توان به PLGAمزاياي عمده ميكروسفرهاي 

 :موارد زير اشاره كرد
 و زيست (biodegradable) اين پليمر زيست تجزيه پذير -١

اين پليمر داراي سابقه .  است(biocompatible)سازگار 
  وبوده...) به عنوان نخ بخيه و( طولاني استفاده در پزشكي 

  . ) ٣٩, ٢١(داراي مجوز براي استفاده در انسان مي باشد 
 ميكرون توسط ١٠ با قطر كمتر از PLGA ميكروسفرهاي -٢

رداشت مي شوند و ارائه آنتي ژن سلولهايي نظير ماكروفاژها ب
اين ميكروسفرها در . )١٧ (به سيستم ايمني را تسهيل مي كنند 

تحريك ايمني سيستميك و مخاطي و همچنين ايمني هومورال و 
  . )٢١(سلولي بسيار مؤثر بوده اند 

 ODNs و DNA هنگام تجويز مخاطي يا تزريقي پلاسميد -٣
ا درون ميكروسفر مشاهده شده است كه با قرار دادن آ

PLGAا نسبت به حاآزاد در حد قابل لت ، پايداري آ 
  PLGAتوجهي افزايش مي يابد و بنابراين ميكروسفر 

مي تواند به عنوان يك عامل محافظت كننده در مقابل تجزيه و 
 . )٣٠، ٢١، ١٧ (همچنين كنترل كننده رهش مورد استفاده قرار گيرد 

ه است كه روش امولسيون دوگانه  مطالعات قبلي نشان داد-٤
w/o/w يه ميكروسفر كه در PLGA مورد استفاده قرار  
. )٣٠( اثر منفي نمي گذارد ODN روي فعاليت بيولوژيك ،مي گيرد

 در اين تحقيق اين فرضيه كه تجويز همزمان آنتي ژن و

 CpG-ODN با استفاده از سيستمهاي دارورساني مي تواند 
 ژن به سيستم ايمني و ايمني زايي بيشتر باعث ارائه تر آنتي

به اين منظور توكسوئيد  . مورد بررسي قرار گرفته است،باشد
 به عنوان CpG-ODNبه عنوان آنتي ژن مدل و ) TT(كزاز 

 به عنوان يك سيستم PLGAيك ادجوانت درون ميكروسفر 
دارورساني وارد شده و پاسخ ايمني به دست آمده مورد مطالعه 

 .ته استقرار گرف
    كارروش و مواد
, ١٨٢٦شماره  (CpGاليگو داكسي نوكلئوتيد حاوي  :مواد

از ) TCCATGACGTTCCTGACGTT): ٥-٣(سكانس 
) Operon Technologies) Almeda, CA, USAشركت 

و توكسوئيد ) ٩٠٠ Lf/ml(توكسوئيد كزاز . خريداري شد
از موسسه رازي ) ٥٠ Lf/ml(كزاز جذب شده بر آلوم 

از شركت ) ٥٠:٥٠ (PLGAكوپليمر . دريافت شد) ايران,كرج(
BPI) Birmingham, AL, USA (پلي وينيل . خريداري شد

 وزن مولكوليبا  )هيدروليز شده% ٨٧-٨٩، PVA(الكل 
g/mol از ٣١٠٠٠-٥٠٠٠٠ Aldrich) Milwaukee, WI, 

USA (يه شد . واكنشگرهاي مورد استفاده در تعيين مقدار
 Biomiraاز شركت ) IL-4 و IFN-γ(سايتوكاينها 

)Edmonton, Alberta, Canada (ندخريداري شد      . 
 CpG و (TT)تهيه ميكروسفرهاي حاوي توكسوئيد كزاز  

ODN  : ميكروسفرها با استفاده از روش امولسيون دوگانه      
w/o/wيه شدند و ميكروليتر از محلول ٦٠. )۳۹( تبخير حلال 

CpG-ODNدر بافر تريس -TE buffer) EDTA, 
mM ٣/٨, ١٠ pH ( ميكروليتر از محلول ٦٠با TT در بافر 
PBS كه حاوي  Lf٦٤ TTبا هم مخلوط شدند، بود  . 

% ٣٠ w/v ميكروليتر محلول ٦٠٠مخلوط اين دو به 
PLGAيه امولسيون .  در كلروفرم اضافه شد برايw/o 

 پروب  ثانيه با استفاده از يك٢٠اوليه، مخلوط فوق به مدت 
 (Heat Systems Inc., XL2010, USA) سونيكاتور

از % ٥/٧ w/v از محلول ٤ mlاين امولسيون با . امولسيون شد
PVA در PBS ثانيه سونيكاسيون، ٤٠ مخلوط و با انجام 
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 دكتر سيد ابوالقاسم سجادي طبسي 

٢٢٤        ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

اين امولسيون ثانويه به .  تشكيل شدw/o/wامولسيون ثانويه 
 PVA محلول ١٦ mlصورت قطره قطره به يك بشر حاوي 

w/v عمل هم زدن امولسيون به مدت. اضافه شد% ٥/٧ 
. ساعت تا تبخير كامل كلروفرم ادامه يافت ۵/۱ -۲

 دقيقه ١٥ به مدت ١٨٠٠٠ rpmميكروسفرها با سانتريفوژ در 
در . جدا شدند و دو بار با آب ديونيزه شستشو داده شدند

 آب ديونيزه سوسپانسيون ١-٢ ml ميكروسفرها در ايت
 دراي -فريز,  استن- انجماد با مخلوط يخ خشكشدند و پس از

 .)۳۹(شدند
 PLGA بررسي خصوصيات ميكروسفرهاي 

 يا ١ mgحدود (مقدار كمي ميكروسفر   : اندازه ذره اي 
درون آب ديونيزه فيلتر شده سوسپانسيون شد و توزيع ) كمتر

 اشعه ايكس و با دستگاه پارتيكل ذره اي به وسيله روش پراش
 Particle Size Analyzer, Zetasizer) رسايز آنالايز

2000, Malvern, UK)بررسي شد . 
 انكپسوله شده درون CpG-ODNتعيين مقدار 

 كه CpG-ODN توجه به روش تعيين مقدار با: ميكروسفرها
 و با توجه به )٤( مي باشد ٢٦٠ nmاندازه گيري جذب در

 كه تنها PLGAميكروسفرهاي ,  در اين طول موجTTتداخل 
 بودند با روش مشابه ميكروسفرهاي CpG-ODNراي دا

 از اين ٥ mg.  ساخته شدندCpG-ODN و TTحاوي 
 ميلي ليتر استونيتريل ٥/٠دراي شده به -ميكروسفرهاي فريز

 .افزوده و با هم زدن به مدت نيم ساعت حل شدند
 CpG-ODN رسوب كرده در اين حلال با سانتريفوژ در 

rpm پس از دور . داسازي شد دقيقه ج٥ به مدت ١٤٠٠٠
 و تبخير باقيمانده استونيتريل PLGAريختن استونيتريل حاوي 
مقدار ,  به رسوبTE بافر ٥/٠ ml, با استفاده از جريان هوا

CpG-ODN با استفاده از بررسي جذب در nmدر   و٢٦٠
 حضور منحني استاندارد مربوط به غلظتهاي مختلف

 CpG-ODNاين روش براي بررسي صحت  . تعيين شد
با CpG-ODN  فاقد PLGA از ميكروسفر ٥ mgاستخراج 

 مخلوط و فرايند CpG-ODN مقدار مشخصي از محلول 
 . استخراج همانند بالا بر روي آا انجام شد

 انكپسوله شده درون (TT)تعيين مقدار توكسوئيد كزاز
 از ميكروسفرها روش TT براي استخراج  : ميكروسفرها

 TTتنها براي حل كردن رسوب . فاده شدمشابه روش بالا است
مقدار .  استفاده شدPBS  از بافر TEبه جاي استفاده از بافر 

TTبا استفاده از روش پروتئين اسي ميكرو -BCA  
protein assay)  (Micro- BCA صحت . اندازه گيري شد

  همانند روش ذكر شده براي TTاين روش استخراج براي 

CpG-ODN بررسي شد. 
 حاوي PLGA ميكروسفر ٢٥ mg  : رهش برون تن بررسي

TT ميكروليتر بافر ٦٠٠ در PBS  ٤/٧با pH سوسپانسيون 
 در حال همزدن ٣٧ oCانكوباتور  -سوسپانسيون در شيكر. شد

پس از سانتريفوژ , در فواصل زماني معين ملايم قرار داده شد و
 از مايع رويي ٥٠٠ µl, ١٤٠٠٠ rpm دقيقه در ١٠به مدت 

 و تا انجام تعيين مقدار ايي در فريزر نگهداري ته شدهشبردا
 ميكروليتر بافر تازه به ميكروسفرها و ٥٠٠پس از افزودن . شد

 ادامه oC٣٧ به هم زدن در , سوسپانسيون كردن ميكروسفرها
 TTمقدار . اين مطالعه به مدت يك ماه ادامه داشت. يافت

 مقدار پروتئين  با استفاده از روش تعيينPBSرهش شده درون 
 . اندازه گيري مي شد BCA-ميكرو

 نيز با سوسپانسيون كردن مقدار CpG-ODNرهش 
 TE درون بافر CpG-ODNمشابه از ميكروسفرهاي حاوي 

  آزاد شده درون بافر با CpG-ODNمقدار . بررسي شد
 .  تعيين مقدار شد٢٦٠ nmاندازه گيري جذب محلول در 

لعات درون تن از موشهاي نژاد  براي مطا:  ايمن سازي موشها
C57BL/6به هر موش .  هفته استفاده شد١٦-٢٠سن   باLf ٢ 

 در روزهاي CpG-ODN ميكروگرم ٤توكسوئيد كزاز و 
 .  تزريق شد٧صفر و 

براي )  موش در هر گروه٤( گانه زير ٦واكسنهاي 
 :مطالعات استفاده شد
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  ميكروسفرهاي حاوي توكسوئيد كزاز و-١گروه 
CpG-ODN) ms ) (TT + CpG (  

   ) TT) ms (TT) ميكروسفرهاي حاوي -٢گروه 
  مخلوط با محلولTT ميكروسفرهاي حاوي -٣گروه 

CpG-ODN) CpG +(TT)ms(  
  CpG-ODN (TT+ CpG)محلول  + TT محلول -٤گروه 
  TT  (TT) محلول -٥گروه 
   (Alum-TT)  آلوم جذب شده بر رويTT -٦گروه 
صورت  ١٢ و ٧, ر روزهاي صفربه هر موش دتزريق  
 ميكروسفر mg٥ , براي تزريق ميكروسفر به موشها. گرفت

 از ٥٠ µl سوسپانسيون شد و PBS بافر ١٠٠ µlدرون 
 هر يك از پاهاي عقب contra- lateralسوسپانسيون در ناحيه 

در مورد گروههاي فاقد  .به صورت زير جلدي تزريق شد
ظر گرفته شد و به طريق  در ن١٠٠ µlحجم محلول , ميكروسفر

 . بالا تزريق گرديد
 سنجش هاي ايمني

  : T (T-cell proliferation assay=TCP)سنجش تكثيرسلولهاي 
 اختصاصي بودن پاسخ ايمني ناشي از ميكروسفرهاي حاوي 

در اين روش . ژن با استفاده از اين آزمايش تعيين مي شودآنتي 
ex vivo سلولهاي T ايي كها تماس  با آنتي ژقبلاً با آ 

داشته اند و همچنين آنتي ژاي نامربوط به عنوان شاهد منفي 
برحسب سابقه قبلي تماس سلولهاي . مورد چالش قرار مي گيرند

T با آنتي ژن مورد نظر (TT) , حضور آنتي ژن به عنوان يك
.  مي شودTمحرك عمل مي نمايد و باعث تكثير سلولهاي 

تي ژن رساني و ادجوانت مربوطه تر بنابراين هرچه سيستم آن
 در Tسلولهاي , آنتي ژن را به سيستم ايمني ارائه داده باشند

تكثير بيشتري از خود نشان ,  در محيط كشتTTهنگام تماس با 
 . خواهند داد
موشها به روش خفه كردن ,  پس از دومين تزريق١٢ در روز 
-CO2 asphyxation ( و جابجايي گردن CO2با گاز 

cervical dislocation (غدد لنفاوي ناحيه . كشته شدند
inguinalشد و سلولهاي لنفاوي ته در شرايط استريل برداش 

  RPMI 1640 تكميل شده درون محيط كشت
(Gibco BRL, Ontario, Canada)  ) حاوي mM/l١ 

,  پني سيلين٥٠ IU, مركاپتواتانول-٢ µM ۵۵/۰, گلوتامين
µg استرپتومايسين٥٠  ,mg جنتامايسين و ٧٥ v/v سرم % ١٠

سلولهاي , Tبراي جداسازي سلولهاي . وارد شدند) جنين گاوي
 (nylon wool) نايلونغدد لنفاوي از ستواي حاوي پشم 

براي شستشوي ستواي حاوي سلولهاي . گذرانيده شدند
 از محيط كشت تكميل شده Tجداسازي سلولهاي  لنفاوي و

RPMI 1640اي سلوله.  استفاده شدT خالص شده در g 
 ١٠٧ دقيقه سانتريفوژ شدند و سپس با غلظت ٨ به مدت ٢٠٠×

 تكميل شده RPMI 1640در محيط , سلول در هر ميلي ليتر
 خانه كشت سلولي ٩٦به هر خانه از پليت  .سوسپانسيون شدند

 سلول ١×١٠٦ ميكروگرم آنتي ژن و ٥/٢, T سلول ٥×١٠٥
 . ه شد اضاف(APCs)ارائه دهنده آنتي ژن 

 تايي از موشهاي تزريق ٨ يك گروه APCs براي يه 
نشده كشته شدند و طحال آا در شرايط استريل خارج و پس 
از هموژن و سوسپانسيون كردن در محيط كشت تكميل شده 

RPMI 1640 تحت تابش rad اشعه راديواكتيو از منبع ٣٠٠ 
زنده ضمن , در اين زمان تشعشع.  قرار داده شدند١٣٧سزيوم 

  قدرت تكثير اين سلولها از بين, APCباقيماندن سلولهاي 
 ). ٣٩, ١٤(مي رود 

  دقيقه در٧به مدت , سلولهاي طحال پس از تشعشع
g× سانتريفوژ شدند و سپس در محيط كشت تكميل شده ٢٠٠ 

RPMI 1640غلظت سلولها در محيط  . سوسپانسيون شدند
 سلول به هر ١٠٧كشت به گونه اي تنظيم شد كه براي افزودن 

 استخراج شده از APCسلولهاي . خانه پليت مناسب باشد
در محيط كشت آنتي ژن را فراوري كرده و به , طحال حيوان

به دليل از دست رفتن قدرت تكثير .  ارائه مي دهندTسلولهاي 
اين سلولها در اثر تشعشع راديواكتيو، در محيط كشت تنها 

 ).٣٩, ١٤( تكثير پيدا مي كنند Tسلولهاي 
 به عنوان آنتي ژن TT شاملآنتي ژاي اضافه شده   

به خانه هايي .  بودآنتي ژن نامربوط  به عنوانBSAو  مربوط
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 دكتر سيد ابوالقاسم سجادي طبسي 
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 ،از پليت كه به عنوان شاهد مثبت در نظر گرفته شده بودند
 كه A (concanavalin A)  ماده كونكاناوالين١٥٠ ngمقدار 

 خواهد Tولهاي يك ماده ميتوژن قوي است و باعث تكثير سل
شاهد منفي خانه هايي بودند كه تنها حاوي . شد، اضافه گرديد

 هستند و هيچ گونه آنتي ژن به APC و سلولهاي Tسلولهاي 
 . آا اضافه نشده بود

هريك از آنتي ژا و شاهدها در سه رديف از خانه هاي پليت 
 oC  ساعت درون انكوباتور ٧٢پليت ها به مدت . افزوده شدند

پس از اين مدت تايميدين . قرار داده شدند% ٥ CO2  داراي٣٧
 به خانه هاي (3H-labeled thymidine)نشاندار با تريتيوم 

 ٢٤و پليت ها مجدداً به مدت ) ١ (µCi/wellپليت اضافه شد
پس از اين .  انكوبه شدند٣٧ oC و % ٥ CO2ساعت در شرايط 

 سلولها (cell harvester)مدت با استفاده از دستگاه سل هاروستر
در اين فرايند .  برداشت شدندfiltermatبر روي صافي هاي 

 ) APC و سلولهاي Tسلولهاي (سلولهاي موجود در محيط كشت 
بر روي صافي جمع مي شوند و بقيه اجزاء محيط كشت از طريق 

سپس فيلتر درون . نددحذف ش شستشو هاي مكرر، شسته و
مقدار تايميدين نشاندار وارد شده دستگاه بتا كانتر قرار داده شد و 

به سلولهاي در حال تكثير اندازه گيري و برحسب شمارش در دقيقه 
minute = CPM) (decay count perبا .  گزارش مي شود

 قدرت تكثير دارند، اين پارامتر Tتوجه به اين كه تنها سلولهاي 
 ).٣٩, ١٤( خواهد بود Tنشان دهنده ميزان تكثير سلولهاي 

 خانه ٩٦ در يك پليت  :آوري وتعيين مقدار سايتوكاينهاجمع 
آنتي ژا و سلولهاي مشابه با پليت مورد استفاده در تكثير 

 ساعت انكوباسيون اوليه، ٧٢پس از . اضافه شد Tسلولهاي 
 برداشت شد و) ٣٠٠ µl(مايع موجود در خانه هاي محيط كشت 

وجود در آا  م(IL-4) ٤-اينترلوكين مقدار اينترفرون گاما و
 .با استفاده از يك روش ساندويچ الايزا تعيين مقدار شد

 خانه الايزا ٩٦ براي تعيين مقدار اين سايتوكاينها از پليت 
 IFN-γابتدا آنتي بادي اوليه مربوط به . استفاده شد
(R46A2) و IL-4  (11B11) و٥/١ به ترتيب تا غلظت  

شدند و به هر  رقيق PBS ميكروگرم در ميلي ليتر در ٥/٠

 ٣٠پليت ها به مدت .  ميكروليتر اضافه شد٥٠چاهك از پليت 
 قرار داده شدند و يك بار شستشو داده ٣٧ oC دقيقه در انكوباتور 

 ميكروليتر از مايعات برداشت شده از محيط كشت بدون ٥٠. شدند
براي ترسيم منحني استاندارد . رقيق شدن به هر چاهك اضافه شد

 از ١٥٦-٥٠٠٠ pg/mlغلظتهاي, سايتوكاينهابراي هر يك از 
IFN-γ نوتركيب و pg/ml از ١٣-١٦٦٦ IL-4 نوتركيب به 

) µl/well٥٠ ( اضافه شدند عنوان استاندارد به خانه هاي جداگانه
)٣٩, ١٤(. 

 بار شستشو داده ٢  دقيقه انكوبه و٤٥پليتها مجدداً به مدت 
له شده  از آنتي بادي ثانويه بيوتيني٥٠ µlسپس . شدند

(biotinylated) اينترفرون گاما  )XMG1.2 ، 
µg/ml (٤اينترلوكين  و) ٠٥/٠ BVD6.24G2 ،µg/ml 

 ٣  دقيقه انكوباسيون و٤٥پس از . به هر خانه اضافه شد) ٠٥/٠
 از ٠٢/٠ µg/ml از محلول µl٥٠بار شستشو، به هر چاهك 

-peroxidase)استرپتاويدين كنژوگه با پروكسيداز 

conjugated streptavidin)٣٠پليت ها به مدت .  اضافه شد 
به  . بار شستشو داده شدند٤  گذاشته و٣٧ oC دقيقه در انكوباتور 

  - (A TMBعنوان معرف رنگ زا، نسبتهاي مساوي از محلولهاي 
(3,3´,5,5´-tetramethylbenzidine و B)  هيدروژن

 ١٠٠ مخلوط وperoxidase TMB-از سوبستراي) پروكسايد
پس از ظهور رنگ با . ليتر به هر چاهك اضافه شدميكرو

 نگهداري پليتها در تاريكي، واكنش رنگ زايي با افزودن 

µl/wellاز اسيد فسفوريك ١٠٠ M متوقف شد و جذب محلولها ١ 
 ELISA Reader,  Molecular) با استفاده از الايزا ريدر

Devices, USA) در nm ٣٩, ١٤( خوانده شد ٤٥٠ .( 
مقدار آنتي باديهاي ضد  :TTار آنتي باديهاي ضد تعيين مقد

TT در سرم موشها با الايزا و به روش تيتراسيون ختم عمل        
(end point titration)  ٩٦پليتهاي ). ٩(اندازه گيري شد 

 TTاز % w/v٠٠١/٠  از محلول ١٠٠ µl/wellخانه الايزا با 
 مدت روكش داده و به ) pH ٤/٧ (٠٥/٠ Mدر بافر فسفات 

پس از شستشوي .  قرار داده شدoC٣٧ دقيقه در انكوباتور ٦٠
 از محلول ٣٠٠ µl/wellپليت، محلهاي واكنش نداده با افزودن 
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w/v آلبومين سرم گاو % ١(BSA) ٦٠ و انكوباسيون به مدت 
پس از دو بار شستشوي .  مهار شدند٣٧ oC دقيقه در انكوباتور 

اضافه )  خانه٢نمونه در هر (سرمهاي مورد آزمايش , پليت ها
سرمهاي اضافه شده شامل سرم طبيعي كه از موشهاي ايمن . شدند

 ٦و سرم مربوط به گروههاي ) شاهد منفي(نشده گرفته شده بود 
 . گانه مورد آزمايش بود

 يك سري رقت از هريك از سرمها به پليت ها اضافه شد و 
.  داده شدند قرار٣٧ oC  دقيقه در انكوباتور٦٠پليت ها به مدت 

 ميكروليتر از رقتهاي ١٠٠ بار شستشوي پليت ها، ٣پس از 
 IgG ,IgG1 ,IgG2a ,IgG2bمناسب از آنتي باديهاي بزي ضد 

به پليتهاي مختلف ) به صورت كنژوگه با پراكسيداز  (IgG3و 
 انكوبه شدند ٣٧ oC  دقيقه در ٦٠اضافه شد و پليت ها به مدت 

 بار ٤پس از ). جداگانه استفاده شدبراي هر آنتي بادي يك پليت (
 به هر چاهك TMB واكنشگر رنگي ١٠٠ µlشستشوي پليت ها 

واكنش رنگ زايي با , از ظهور رنگ مناسب پس. اضافه شد
 متوقف و جذب ها در ١ M از اسيد فسفريك ٥٠ µl/wellافزودن 

nm در تمام شستشوهاي انجام شده از بافر .  اندازه گيري شد٤٥٠
PBS ،M ٤/٧ (٠٥/٠ pH  (  كه حاويv/v ٢٠تويين % ٢/٠ 

 برابر بيشتر از ٢بالاترين رقت سرم كه جذبي . بود، استفاده شد
سرم فاقد آنتي بادي داشت به عنوان رقت ختم عمل در نظر گرفته 

براي بررسي تكرار پذيري روش، در هر پليت يك نمونه از .  شد
 . اضافه شدTTسرم موش هيپرايميون در مقابل

 برحسب سويه موش مورد IgG2b: IgG2aت عيار  نسب
، عيار A/jبه عنوان مثال در موشهاي . استفاده تفاوت مي كند

IgG2aاز   بالاترIgG2bكه در موشهاي   است، حال آن
C57BL/6عيار   عكس اين حالت است وIgG2b بسيار بيشتر 

  .)٤٢(است 
 كاملاً متفاوت C57BL/6 در موشهاي IgG2aژن مسئول 

واكنشگرهاي .  استBalb/c كنترل كننده در موشهاي با ژن
 واكنش كاملي با اين ايزوتايپ در سويه هاي IgG2aتجارتي براي 
C57BL/6 به همين خاطر در بررسي  . )٣٤، ١٤( نمي دهند

 .   تأكيد شده استIgG2bنتايج بيشتر بر روي 

 . انجام شدunpaired t-testآناليز آماري به وسيله  :آناليز آماري
  نتايج 

  CpG , TTميكروسفرهاي حاوي 
 TT يا  CpG وTTاندازه ذره اي ميكروسفرهاي حاوي   

قطر ميانگين . تنها به وسيله آناليز كننده اندازه ذره اي تعيين شد
انكپسولاسيون درصد .  بود١/١-٥/١ µm حجمي ميكروسفرها 

مقدار  و%  PLGA٥/٧٣ توكسوئيد كزاز در ميكروسفرهاي 
TTدر ميكروسفرها  موجود  Lf/mgدرصد.  بود٢٤/٠ 

مقدار موجود در  و% ٣/٥٣ CpG-ODNانكپسولاسيون براي 
مقدار ميكروسفر به دست آمده .  بود٨/٠ µg/mlميكروسفرها 

 براي .  مصرفي بودPLGAوزن اوليه % ٨٥ w/wبرابر 
معتبر سازي فرايند دو مرحله اي استخراج با استفاده از 

 به ميكروسفر CpG-ODN  وTTيني استونيتريل، مقدار مع
PLGAنتيجه اين .  خالي اضافه و فرايند استخراج تكرار گرديد

 ±٣/١١ به ترتيب برابر CpG-ODN   وTTروش براي 
 . بود% ١٠٣±٥/٤و %  ١٠٧

 از CpG-ODN و  TTبررسي رهش برون تن 
  PLGAيكروسفرهاي م

  مشخص مي شود كه حدودA-١با بررسي شكل 
 دقيقه اول به درون محيط ٣٠ توكسوئيد در از% ٦/٩ ± ٠٤/٢

از مقدار % ٥/٢٠ ± ٧٦/٠ روز، ٣٠پس از . رهش آزاد شده است
TTموجود در ميكروسفر به درون محيط رهش آزاد شده است  . 

.  بودTT از ميكروسفرها بسيار سريعتر از CpG-ODN رهش 
  CpG ODNاين مسئله به دليل جرم مولكولي كمتر 

)Da ٦٣٦٣ (ايسه با در مقTT) Da ۱۵۰۰۰است) ٠ . 
 مشخص مي شود كه پس از يك A-٢با رجوع به شكل 

 درصدي، مقدار كل رهش پس از اتمام دوره ١٨رهش اوليه 
مقدار انكپسوله شده % ٥٤ ± ٤/٢ روزه آزمايش برابر ١٢
اين احتمال وجود دارد كه سرعت تجزيه پليمر و در نتيجه . بود

با بررسي محل تزريق . تر باشدرهش پروتئين در درون تن سريع
 روز ١٢پس از گذشت , زيرجلدي ميكروسفرها در موش
 .ميكروسفري در محل باقي نمانده بود
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 دكتر سيد ابوالقاسم سجادي طبسي 

٢٢٨        ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

  به دست آمده از موشهاي واكسينه شده باT اينترفرون گاما به وسيله سلولهاي ex vivo توليد .١جدول 
                              TT و CpG-ODN.  

 IFN-γ (pg/ml)± SD P نوع واكسن

٧/٢٦٩٤ ±١/٤١ CPG , TTميكروسفر حاوي : ١گروه   - 

 ٩٠٩/٤×١٠-٧ ٤/١٠٤٩±٣/٢٥ TTميكروسفر حاوي: ٢گروه

 ٠٠٠/٥×١٠-٥ ٦/١٩٣٥± ٩/٥٧ CpG محلول TT+ميكروسفرحاوي : ٣گروه

 ٠٠٠/٩×١٠-٧ ٧/٨١٤ ± ٢/٥٠ CpGمحلول+ TTمحلول: ٤گروه

 ٢٠٠/٣×١٠-٧ ٩/٦٢٥ ± ٩/٢٣ TTمحلول: ٥گروه

 ٨٥٠/١×١٠-٧ ٩/٦٢٥ ± ٩/٢٣ Alum TT: ٦گروه

 - ٢/١٣٧ ± ١/٢٩ )مينه ايزخطاي (موشهاي تزريق نشده 
 

 RPMI  تكميل شده  محيط٣٠٠ µl از موشهاي مورد آزمايش در T سلول ١×١٠ ٥ از موشهاي ايمن نشده و APCs ١×١٠ ٦هر خانه مورد آزمايش داراي 

 خطاي .تعيين مقدار شد) به عنوان آنتي ژن فراخوان (TT ساعت انكوباسيون در مجاورت ٧٢ع رويي محيط كشت پس از  موجود در مايIFN-γ.  بود1640
.  شدمحاسبهميانگين  اين مقادير براي هر گروه محاسبه و.  ترشح شده در غياب هرگونه آنتي ژن فراخوان در نظر گرفته شدIFN-γ زمينه اي آزمايش مقدار 

 .  استفاده شد١اي تعيين ميزان معني دار بودن  در گروههاي مختلف در مقايسه با گروه  برStudent tتست 
 

  T (TCP assay)سنجش تكثيرسلولهاي 
 T اختصاصي بودن پاسخ ايمني با اندازه گيري تكثير سلولهاي 

 به صورت CpG ODN و TTجدا شده از موشهاي ايمن شده با 
به عنوان آنتي ژن .  شدانكپسوله در ميكروسفر يا محلول تعيين

 از توكسوئيد كزاز و يك پروتئين (recall antigen)فراخوان 
 نشان دهنده مقادير A-٣شكل .  استفاده شد(BSA) تبطمرغير

 تقسيم شده در پاسخ Tنسبي از تايميدين ملحق شده در لنفوسيتهاي 
 مقدار تايميدين نشاندار شده با تريتيوم بر. به آنتي ژاي مختلف است

 جدا شده از موشهاي ايمن Tسلولهاي .  بيان شده استCPMحسب 
گروه يك شكل  ( CpG-ODN و TTشده با ميكروسفرهاي حاوي 

٣-١-(A در پاسخ به آنتي ژن TT پاسخ تكثيري شديدي نشان 
 (BSA)داده اند در حالي كه در حضور يك آنتي ژن غير مرتبط 

يشهاي جداگانه در آزما. پاسخ تكثيري بسيار اندكي مشاهده شد
ديگر، چند آنتي ژن غير مرتبط ديگر از جمله ليزوزيم تخم مرغ، 

و اوالبومين مورد آزمايش قرار گرفتند ) HSA(آلبومين سرم انسان 

و در هيچ يك از اين گروهها نيز پاسخ تكثيري اختصاصي مشاهده 
 (stimulation index=SI)ضريب تكثير ). ١-٨/١ضريب تكثير ( نشد

  در CPM در گروه مورد نظر به CPMز نسبت عبارتست ا
ضريب .  هستندAPCتنها داراي  خانه هايي كه فاقد آنتي ژن و

 بود كه اين ٤٥ برابر با ١ به دست آمده از گروه Tتكثير سلولهاي 
مقدار در حد قابل توجهي بيشتر از بقيه گروهها شامل 

 ؛ مخلوط ميكروسفرهاي حاوي)٢گروه  (TTميكروسفرهاي حاوي 
TT و محلول CpG- ODN)  ؛ محلول )٣گروهTT و CpG-ODN 

 جذب شده بر سطح آلوم TTو ) ٥گروه  (TT؛ محلول )٤گروه (
 A-٣-٦ تا A-٣-٢همانگونه كه در شكلهاي . بود) ٦گروه (

 به CpG- ODNمشخص شده است، در تمامي گروهها هنگامي كه 
TT) نسبت به  پاسخ بالاتري ،اضافه مي شود) انكپسوله يا محلول

 اين يافته ها به وضوح نشان .  به تنهايي ديده مي شودTTمحلول 
 درون ميكروسفر در مقايسه با محلول TTمي دهند كه وارد كردن 

TT گروه   و٢مقايسه گروه ( به تنهايي اثر ايمني زايي بيشتري دارد
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CpG-ODN افزايش پاسخ ايمني در برابر توكسوئيد كزاز توسط 

٢٢٩        ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

٠٠٧/٠, ٥=P .(همچنين اين نتايج نشان دهنده اينs ست كه نكته ا
,  تنهاTT پاسخ ايمني را نسبت به TT و CpG ODN تجويز همزمان

مقايسه ( انكپسوله شده TTاين نتيجه هم در مورد . افزايش مي دهد
مقايسه (  محلول TTو هم در مورد  ) P = ٩/٩ × ١٠-٥، ٢و١گروه 
همچنين انكپسوله . صدق مي كند) P = ٠٤٦/٠ ، ٥  و٤گروه 

 ايمني  در ميكروسفر پاسخCpG ODN و TTكردن همزمان 
 با TTبيشتري نسبت به مخلوط كردن ساده ميكروسفرهاي حاوي 

ايجاد كرده ) P= ٠٠٣/٠ ، ٣ و١گروه ( است CpG-ODNمحلول 
  .است

آلوم به عنوان ادجوانتي كه بيشتر بر روي ايمني هومورال مؤثر   
 ايجاد نمايد و در تست Th1است، در اين آزمون نتوانسته پاسخ 

 جدا شده از گروه ايمن سازي  Tتكثير سلولهاي , Tتكثير سلولهاي 
 .  بسيار كم استAlum-TTشده با

 با استناد به نتايج تعيين مقدار T helperعيين نوع پاسخ ت
 سايتوكاين ها 

 در حضور آنتي ژن هاي مختلف، T پس از تكثير سلولهاي 
محلول روي محيط كشت كه حاوي سايتوكاينهاي ترشح شده توسط 

 جدا شد و مقدار اينترفرون گاما و اينترلوكين ، استTسلولهاي 
٤(IL4) ا تعيين شدحضور .  در آIFN-γ  نشانگري براي نوع

Th1كه   از پاسخ ايمني است، حال آنIL-4 شاخصي براي نوع 
Th2پاسخ ايمني مي باشد  . 

  IFN-γ گانه، بيشترين مقدار ٦در ميان گروههاي 

)pg/ml لهاي  سلو توسط) ٧/٢٦٩٤ ±١/٤١T جدا شده از 
   CpG ODN وTTگروه ايمن شده با ميكروسفرهاي حاوي 

 توسط IFN-γ توليد A-١در جدول . ترشح شده بود) ١گروه(
 تغييرات ميزان. گروههاي مختلف با هم مقايسه شده اند

 IFN-γ در گروههاي مختلف روالي مشابه نتايج تكثير سلولهاي 
Tافزودن .  را نشان مي دهدCpG ODN  بهTT خواه در 

و يا در  ) P=٩/٤ × ١٠-٧، ٢و١گروه ( حالت ميكروسفري 
باعث افزايش ) P =٠٠٠١/٠ ، ٥ و٤گروه (حالت محلول 

در مورد موشهايي كه .  شده استIFN-γشديدي در توليد 

 در حد IFN-γ مقدار ، به آا تزريق شده بودTTتنها محلول 
 . خطاي زمينه اي آزمايش بود

تمامي گروهها پايين تر از حد قابل رديابي  در IL-4مقدار 
)pg/ml اين نتايج نشان دهنده تقدم پاسخ ايمني . بود) ١٣Th1 

 . استTh2بر 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 از CpG ODN (B) و (A)رهش برون تن توكسوئيد كزاز . ١شكل 
 .PLGAميكروسفرهاي 

mg ميكروسفر ٢٥ PLGA حاوي TT ميكروليتر بافر ٦٠٠ در PBS با 
٤/٧ pHانكوباتور -سوسپانسيون در شيكر.  سوسپانسيون شدoC در ٣٧ 

در فواصل زماني معين نمونه برداري  حال همزدن ملايم قرار داده شد و
 رهش شده درون TTمقدار . اين مطالعه به مدت يك ماه ادامه داشت. شد

PBSبا استفاده از روش تعيين مقدار پروتئين ميكرو -BCA  اندازه گيري
 نيز با سوسپانسيون كردن مقدار مشابه از CpG-ODNهش ر. مي شد

مقدار .  بررسي شدTE درون بافر CpG-ODNميكروسفرهاي حاوي 
CpG-ODNآزاد شده درون بافر با اندازه گيري جذب محلول در  

 nm تعيين مقدار شد٢٦٠ . 
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 دكتر سيد ابوالقاسم سجادي طبسي 

٢٣٠        ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .  در اثر القاء آنتي ژنTتكثير سلولهاي . ٢كل ش
-CpG ٤ µg كزاز و  توكسوئيد٢ Lfتزريق زير جلدي با موشها با دو 

ODNدر قالب گروههاي زير ايمن شدند و٧ در دوزهاي صفر و  
 ميكروسفرهاي حاوي A)؛  خالص گرديد  آنها جداسازي وTسلولهاي 

TTو CpG-.ODN،  B ( ميكروسفرهاي حاويTT، C ( ميكروسفرهاي
 از محلولهاي مخلوطي) CpG-ODN ، D مخلوط با  محلول TTحاوي 

TTو  CpG-ODN،  E ( محلولTT ، F (TT جذب سطحي شده بر 
 به هر خانه از پليت T سلول ٥ ×١٠ ٥پاسخ تكثيري با افزودن . روي آلوم

 ١× ١٠٦به هريك از خانه ها . مخصوص كشت سلولي بررسي شد
APCs آنتي ژنهاي فراخوان   وTT يا BSA به مقدار µg/well ٥/٢ 

به عنوان شاهد مثبت براي آنتي ) A ) Con Aاوالين كونكان. اضافه شد
به عنوان شاهد منفي، به برخي خانه ها هيچ . ژن فراخوان استفاده شد

تكثير . (APC) بودند APCاين خانه ها تنها داراي . آنتي ژني اضافه نشد
 اندازه CPM با اندازه گيري تايميدين نشاندار شده برحسب Tسلولهاي 
 براي آناليز معني دار بودن پاسخ هاي Student tاز تست   .گيري شد

ستاره ها . بقيه گروهها استفاده شد  و١بين گروه TT تكثيري در مقابل 
 .   است P >٠٠٠١/٠ *** , P >٠٠٠٥/٠** , P >٠٠٥/٠* نشان دهنده
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 .  TTضد  IgGاندازه گيري عيار   .٣ل كش
سرمهاي به دست آمده از هريك از گروهها روي هم ريخته شد و سپس 

عيار ختم عمل بالاترين رقت سرم كه جذبي . عيار مخلوط سنجيده شد
زير گونه . بود, معادل حداقل دو برابر سرم بدون آنتي بادي نشان دهد

 D(IgG3) و B ،(IgG2b) C (IgG1)در بخشهاي  IgG (A)هاي 
 .نشان داده شده اند
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CpG-ODN افزايش پاسخ ايمني در برابر توكسوئيد كزاز توسط 

٢٣١        ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

  TTتعيين مقدار آنتي باديهاي ضد
 ELISA با استفاده از TTپاسخ هاي ايمني هومورال عليه   

در اين آزمايشها به عنوان شاهد مثبت براي . اندازه گيري شد
 ٣موشهاي ايمن شده با (، از سرم موشهاي هيپرايميون IgGعيار 

شاهد منفي سرم . استفاده شد) Alum-TT ١٠ Lfبار تزريق 
 . موشهاي ايمن نشده بود

  كل و زير IgG نشان دهنده عيار A-٤شكل 
همان .  گانه مورد آزمايش است٦مجموعه هايش در گروههاي 

 مشخص شده است، در A-٦ از شكل ٢ و١گونه كه در بخش 
، CpG-ODN وTTگروه ايمن شده با ميكروسفرهاي حاوي 

از اين نظر .  مشاهده مي شودIgG1 كل و IgGعيار بالايي از 
 :ساير گروهها داراي ترتيب زير هستند

 ٣گروه  = ٢ گروه <٦گروه <٥گروه  
 و TTنكته قابل توجه اين كه تجويز ميكروسفر حاوي 

CpG-ODN باعث ايجاد تيتر IgG برابر١٦( بسيار بالاتري (
 . شده است)  تزريقيAlum-TT(نسبت به واكسن معمولي 

 IgG3  و IgG2b، عيار بسيار بالايي از ١ين گروه در هم
 با مقدار Th1وجود پاسخ آنتي بادي نوع . مشاهده مي شود

 ١ در گروه در سرم به دست آمده از گروه IgG2bبالاي 
در مقايسه ) ٨٠۰۰۰( در اين گروه IgG2b عيار. مشخص شود
، ١٦٠٠٠، ٢٠٠٠ ، ٤٠٠٠به ترتيب  ( ٦ تا ٢با گروههاي 

 .بسيار بالاتر است) ١٠٠٠ و٤٠٠٠
 مشخص مي شود كه حضور ٥ و٤همچنين با مقايسه گروه 

CpG-ODN حتي به صورت محلول به توليد مقادير قابل توجه 
نيز IgG2a مورد  در.  كمك مي كندIgG3و  IgG2b از

بيشترين عيار در گروه ايمن شده با  IgG2b همانند
رابر  ب٢٥٠( ديده مي شود CpG و TTميكروسفرهاي حاوي 

 در مرتبه بعد مجدداً . )TTبيشتر از گروه ايمن شده با محلول 
حتي به صورت محلول نيز عيار بالايي از  CpG-ODN حضور

IgG2a عيار (  ايجاد كرده است IgG2a در گروه ايمن شده با 
 برابر بيشتر از گروه ايمن شده ١٦, CpG-ODN  و TTمحلول 
 ).  تنها استTTبا محلول

 حث ب
 به عنوان ادجوانت CpG-ODNن تحقيق استفاده از اي در  

مورد بررسي قرار ) توكسوئيد كزاز( براي يك آنتي ژن مدل 
 در يك CpG-ODN وTTبا انكپسولاسيون همزمان . گرفت

فرمولاسيون ميكروسفر انتظار مي رود كه هر دو اينها به يك 
ند در چنين حالتي سلولها مي توان. سلول يا جايگاه رسانيده شوند

 فعالسازي شوند و در نتيجه فراوري و CpG-ODNتوسط 
ارائه آنتي ژن در حد كافي انجام شود كه نتيجه آن مي تواند 

همان گونه كه در نتايج سنجش . ايجاد پاسخ ايمني قويتر باشد
 و عيار آنتي باديها مشخص INF-γ و مقدار Tتكثير سلولهاي 

لت انكپسوله در  در حاTTمي شود، تجويز همزمان ادجوانت با 
هنگامي كه . شدت ايمني زا بوده استه ميكروسفر ب

 مخلوط CpG-ODN با محلول TTميكروسفرهاي حاوي 
محلول CpG-ODN  وTTشدند، باز هم در مقايسه با مخلوط 

پاسخ ايمني بيشتري ايجاد كردند، اما اين پاسخ از حالتي كه آنتي 
 ،ارد شدندژن و ادجوانت درون يك فرمولاسيون ميكروسفر و

 . بسيار كمتر بود
  و محلول TTهنگامي كه ميكروسفرهاي حاوي 

CpG-ODN ،مقدار كمي   با هم مخلوط شدندIgG2b ايجاد 
-CpG  و TTشد، اما هنگام تزريق مخلوط ساده محلولهاي

ODN عيار  IgG2b ًبرابر بيشتر ٤ نسبت به حالت قبل حدودا 
به نظر .  دست آمد نيز نتايج مشاي بهIgG2aدر مورد . بود

 به خاطر در دسترس بودن CpG-ODNمي رسد كه محلول 
 اثر Bبيشتر، راحت تر مي تواند روي سلولهايي مانند سلولهاي 

اما در مورد ميزان . بگذارد و باعث توليد آنتي بادي شود
اينترفرون گاما، بين اين دوگروه تفاوت قابل ملاحظه اي به 

 در گروه ايمن شده .  )P=٤/١ × ١٠-٥(مي خورد چشم  
  برابرIFN-γ مقدار CpG-ODN و TTبا محلول 

 pg/ml بوده است حال آن كه در گروهي كه ٧/٨١٤  ±٢/٥٠ 
  مخلوط CpG-ODN با محلول TTميكروسفرهاي حاوي 

.  بوده است٦/١٩٣٥ ± ٩/٥٧ pg/mlاين مقدار , شده اند
 TTان انكپسولاسيون همزم قابل توجه اين كه در مقادير مشابه، 
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 دكتر سيد ابوالقاسم سجادي طبسي 

٢٣٢        ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

 در ميكروسفر باعث افزايش قابل توجه در CpG-ODNو 
 .  شده استIFN-γ و IgG2bايجاد 

 جدا T، سلولهاي Tبا بررسي نتايج سنجش تكثير سلولهاي 
  وTTشده از  موشهاي ايمن شده با ميكروسفرهاي داراي 

CpG-ODN   نشان ) ٤٥=ضريب تكثير (تكثير بسيار بالايي
 نيز نشان دهنده IgG2b وIgG3الايي از توليد عيار ب. داده اند

در همين حال وجود عيار بالايي .  از پاسخ ايمني استTh1نوع 
  Th2 در سرم نشان دهنده پاسخ ايمني قوي از نوع IgG1از 
 ها نشان دهنده عيار بالايي ازينوكاتبررسي ساي. باشد مي

 IFN-γ) تاpg/ml  مقادير كم غير قابل رديابي  و) ٢٧٤١
مجموع اين نتايج .  مي باشدIL-4از ) ١٣ pg/mlاز كمتر  (

ايمني با تقدم Th2  و Th1نشان دهنده تحريك هر دو شاخه 
Th1چنين نتايجي در كار برخي محققين ديگر نيز گزارش .  دارد

آلوم تنها ادجوانت مجاز براي استفاده در . )١٥(شده است 
به به اين دليل جذب آنتي ژا بر روي آلوم . انسان است

منظور يه واكسن چندين دهه است كه روش مرسوم براي 
  اين كه اين تركيب بسيار با وجود. يه واكسن بوده است

بي خطر است و قيمت اندكي دارد، استفاده از آن محدوديتهاي 
از جمله محدوديت هاي آن عدم توان در تحريك . خاصي نيز دارد

ق و كمتر بودن ، نياز به چند بار تزريTh1پاسخ ايمني نوع 
تاريخ انقضاي واكسنهاي جذب شده بر روي آلوم را مي توان 

نياز به يافتن يك ادجوانت جايگزين به ويژه وقتي بيشتر . نام برد
 و پروتئين هاي DNAحس شد كه در زمينه فن آوري 

در چند سال اخير تلاشهاي . )٤٧(نوتركيب پيشرفت ايجاد شد
اتريكسي كنترل رهش زيادي براي ساخت فرمولاسيواي م

براي تزريق يك نوبته واكسنها يا طولاني اثر كردن آا انجام 
سيستم جايگزين آلوم بايد بتواند در . )١٢، ١٠(شده است 

زمينه ايجاد پاسخ ايمني مشابه يا تر از واكسنهاي جذب شده 
به عنوان يكي از روشهاي ممكن براي تجويز . بر آلوم عمل كند
 تحقيقات زيادي بر روي انكپسولاسيون آنتي ژن، تاكنون

 با يا –توكسوئيد كزاز درون ميكروسفرهاي زيست تجزيه پذير 
, ٢٣, ٢٠, ٩, ٣, ٢( انجام شده است -بدون ادجوانت اضافه

تا جايي كه بررسيهاي ما نشان مي دهد تاكنون هيچ يك ). ٣٦
از سيستمهاي دارورساني گزارش شده قادر نبوده اند در 

 چنين پاسخ ايمني بالايي كه در اين تحقيق Alum-TTمقايسه با 
  .به آن رسيده ايم، ايجاد كنند

 و CpG-ODNدر اين تحقيق با تجويز همزمان ادجوانت   
TT به صورت انكپسوله درون ميكروسفر PLGA عيار ،

نوع  (IgG3 و  IgG2bو) Th2نوع  (IgG1از  بسيار بالايي
Th1 (شده است كه مشخص.  در موش به دست آمده است 

 غير متيله اي CpG,  باكتريDNAسكانس تحريكي اصلي در 
 باز پيريميدين ٢ باز پورين و بعد از آن ٢است كه قبل از آن 

 و دو باز قبل و بعد از آن CpG( بازي ٦اين بخش . باشد
(CpG motif =در DNA برابر بيش از٢٠  باكتري  DNA 

 DNAي شود كه اصطلاحاً گفته م(افت مي شود يمهره داران 
تا به حال . )٢٥()  سركوب شده استCpGمهره داران از نظر 

 در موش منتشر CpGگزارشهايي زيادي در مورد اثر ادجوانتي 
 روي انسان CpGشده است ولي در مورد قابليت تحريك ايمني 

 مورد نياز DNAسكانس هاي . اطلاعات كمي در دست است
 است، متفاوت است براي انسان با آنچه در موش مورد نياز

در يك مطالعه كه روي سلولهاي انساني انجام شده از . )٣١(
 ١٢ باز داشتند، تنها ٣٠ تا ٨ كه CpG رشته داراي ٤٧ميان 

.  و توليد ايمنوگلوبولين شدندBرشته باعث تكثير سلولهاي 
 كه بيش از همه ١٨٢٦ شماره CpGنكته قابل توجه اين كه 

ي لنفوسيتهاي موش اثر تحريكي مورد استفاده بوده است و رو
 انساني و شامپانزه اثر Bبالايي دارد، روي سلولهاي 

 باز ٦ موتيف تحريكي براي انسان از CpG. )٢٢(ندارد
GTCGTT تشكيل شده حال آن كه CpG موتيف مطلوب 

 نينهمچ.  استGACGTTبراي اثر تحريكي در موش 
CpG نيز اين  هايي كه در انسان اثر تحريكي دارند، در موش

اثر را نشان مي دهند در حالي كه عكس اين موضوع صادق 
اين نشان مي دهد لنفوسيتهاي موش در مقايسه با انسان . نيست

 هاي مختلف دارند CpGتوان گسترده تري براي اتصال به 
  هاي تحريكي،CpGقابل ذكر است كه غير از ). ٢٧(
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CpG-ODN افزايش پاسخ ايمني در برابر توكسوئيد كزاز توسط 

٢٣٣        ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

 CpGز  هاي غيرتحريكي يا خنثي كننده سيستم ايمني ني
 ها هنگامي حالت خنثي كننده CpGاين . شده اند شناسايي

 .)٢٨( قرار داشته باشدG يا Cدارند كه قبل يا بعد از آا يك 
در مطالعات ديگر ,  محلولTT براي CpG-ODNاثر ادجوانتي 

همكارانش پس از   وMc Cluskie. نيز نشان داده شده است
 IgGيار  محلول، افزايش عTT و CpG-ODNتجويز خوراكي 

آن مطالعه، مقادير متوسطي  در.  را گزارش كرده اندTTضد 
 IgG2aبيشتري از  و توليد مقادير) ١٢٥ IFN-γ) pg/mlاز 

. )٣٦، ٣٥( نيز مشاهده شده است IgG1در مقايسه با 
Eastcott و همكارانش نيز از CpG-ODN با توالي بازهاي 

GAGAACGCTCGACCTTCGAT به عنوان يك  
 جذب شده بر سطح TT  همراه با (co-adjuvant) ادجوانت  كو

 Tدر آن تحقيق پاسخ تكثيري سلولهاي . آلوم استفاده كردند
جدا شده از غدد لنفاوي و طحال حيوانات مورد آزمايش در 

) P=١/٠( افزايش قابل توجهي CpG-ODNگروه داراي 
در تحقيقي كه ). ١٣(ندادند  نشانalum-TTنسبت به گروه 
از به عنوان حامل براي واكسن گليكوكونژوگه توكسوئيد كز

-CpG به كار رفته بود، يك bعليه هموفيلوس آنفولانزاي نوع 

ODN (TGACTGTGAACGTTCGAGATGA) براي 
جالب اين كه علاوه بر . نژوگه نيز مؤثر نشان دادوواكسنهاي ك

ايجاد عيار بالاي آنتي بادي عليه پلي ساكاريد مورد آزمايش، 
 TT عيار بالايي از آنتي باديهاي ضد CpG-ODNدر حضور 

)IgG1 ,IgG2a ,IgG2b و IgG3 ( نيز ايجاد شد)استفاده . )٧
 نشان CpG-ODNاي براي  از سيستم هاي دارورساني ذره

.  استCpG-ODNبالاتر در مقايسه با محلول ارايي دهنده ك
بالا، اثر افزايش شديد پاسخ ايمني در اين ارايي شاهدي بر اين ك

 در حالت CpG-ODN )µg٤(ق با مقدار ناچيز تحقي
 در مطالعات ديگري كه از. ميكروانكپسوله است

CpG-ODN يا انكپسوله شده درون )٤٦( جذب سطحي شده 
 CpG-ODN نيز مقادير كمي ، استفاده كرده اند)١٣(ليپوزوم 

در حالي كه در ). ٥ µg و ٢٥ µgبه ترتيب ( استفاده شده است 
 دوزهاي ، محلول استفاده كرده اندCpG-ODNمطالعاتي كه از 

مورد )  يا حتي بيشتر١٠٠ CpG-ODN) µgبالاتري از 
در يك مطالعه  .  ) ٣٥، ١٣، ٨, ٧ (آزمايش قرار گرفته است 

  بر(gp 120) و آنتي ژن مورد نظر CpG-ODN, )٤٦(ديگر 

سپس اين  روي سطح ميكروسفرهاي جداگانه اي جذب شدند و
ي حاوي آنتي ژن و ديگري حاوي يك(دو نوع ميكروسفر 

CpG (اثر ادجوانتي . با هم مخلوط و تزريق شدندCpG-ODN 
)µg تزريق قابل لمس بود٢-٣پس از )  در هر تزريق٢٥  .

 در يك فرمولاسيون CpGظاهراً انكپسولاسيون آنتي ژن و 
 ميكروسفري، همانند كار فعلي باعث ايمني زايي بيشتري 

دوز مورد نياز براي ايجاد پاسخ در اين حالت حتي . مي شود
تجويز همزمان آنتي ژن و ). ٢ × ٤ µg(ايمني بسيار كمتر است 

CpG , در صورت اتصال دادنCpG به آنتي ژن با پيوندهاي 
 . )٤٥( نيز مؤثر بوده است (covalent)كووالنت 

احتمال تغيير   يكي از مشكلات سيستمهاي دارورساني، 
از جمله . د انكپسولاسيون استماهيت آنتي ژن در حين فراين

 تماس PLGAعوامل تخريبي مهم در فرايند يه ميكروسفر 
آلي، نيروهاي برشي / محلول آنتي ژن با ميان سطحهاي آبي

مانند سونيكاسون (مورد استفاده در مرحله يه امولسيون 
اين عوامل ممكن است . است... خشك كرداي سريع و , ...)و

 و از جمله ) ١٩, ١١(عاليت پروتئين ها باعث از دست رفتن ف
در تحقيق . )٤٨، ٤٤، ٤١, ٩, ٥، ٢ (توكسوئيد كزاز شوند 

فعلي به منظور كاهش اين مسئله، ميكروسفرها در شرايط 
متعادلتري يه شدند، با اين وجود احتمال از دست رفتن 

 حذف نمي شود، CpG-ODNكنفورماسيون اوليه آنتي ژن يا 
 اگر كنفورماسيوني باشد تا حدي برگشت تغييرات اين چنين

پذير خواهند بود ولي از دست رفتن آنتي ژنيسيته برگشت 
 چنين احتمالاتي، پاسخ ايمني بسيار با وجود, )١٩(ناپذير است 

تكرار پذيري داده هاي . بالا و مداوم در اين تحقيق مشاهده شد
شده نتايج نشان داده ن(با تكرار دوباره آزمايش , گزارش شده

نگراني ديگر ناشناخته بودن عوارض احتمالي . اثبات شد) اند
CpG-ODNاحتمال ايجاد  محدود منابع در دسترس، .  است

التهاب يا ترشح سايتوكاينهاي پيش التهابي در حضور موتيفهاي 
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 دكتر سيد ابوالقاسم سجادي طبسي 

٢٣٤        ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

CpG در اين تحقيق و تحقيقات . )٤٩، ٤٣( را نشان مي دهند
داده ها نشان (ه  استفاده شدCpG-ODN  ازديگري كه در آا

، هيچ گونه عارضه ناخواسته اي در هيچ يك از )داده نشده اند
مشاهده نشد و همه حيوانات در زمينه عادات , موشهاي ايمن شده

. غذايي، وزن بدن و ميزان مرگ و مير وضعيت طبيعي داشتند
 هاي داراي اسكلت فسفوروتيوات ODNمطالعاتي كه روي سميت 
 كه ١٠٠ µg/kgه حتي تجويز مقادير تا انجام شده نشان داده ك

. چندين برابر مقدار استفاده شده در اين تحقيق است، بي خطر است
در حال حاضر  در آزمواي باليني روي انسان مصرف مداوم 

ونه سميت دارويي اي گ از اين تركيبات هيچ٤ µg/kgروزانه 
 هاي داراي ODNيكي از مزاياي مسلم .  )٣٨(نشان نداده است 

اسكلت فسفوروتيوات امكان توليد آا در مقياس زياد و تحت 
 ODNsدر توليد در مقياس زياد اي اين .  استGMPشرايط 
با اين حال هنوز نياز به . )٣٨( دلار در هرگرم است ٢٠٠تقريباً 

 .  وجود داردCpG-ODNمطالعات فراگير روي بي خطر بودن 

 نتيجه گيري 
 ود اثر ادجوانتي قوينتايج اين تحقيق حاكي از وج

 CpG-ODNبراي TT  ا به موشهنگام تجويز زير جلدي آ 
ايمني زايي آنتي ژن و اثر ادجوانت با انكپسولاسيون همزمان . است

 در حد قابل توجهي افزايش PLGAاين دو در ميكروسفرهاي 
خصوصي از  اين كه در اين تحقيق از نوع به با وجود. يافت

CpG-ODNكه ١٨٢٦رشته شماره (ناسب است  كه براي موش م 
انتظار مي رود , استفاده شد)  مي باشدGACGTTحاوي موتيف 
 هاي مناسب براي انسان و حيوانات CPG-ODNكه در تجويز 

-CpGاثر افزايش پاسخ ايمني در هنگام تجويز آنتي ژن و , ديگر نيز

ODN ميكروسفري مشاهده شود در سيستمهاي. 
 تشكر و قدرداني 

عه بخشي از يك پروژه تحقيقاتي مصوب شوراي اين مطال
پژوهشي دانشگاه بوده و به اين وسيله ازمعاونت محترم 
 پژوهشي دانشگاه به خاطر تامين بودجه اين كار تشكر

 .مي شود
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