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  چكيده
تواند منجر به عـوارض شـديد در         توكسوپلاسموزيس يك بيماري انگلي شايع در سراسر دنيا است كه مي           :هدف

ژن اين انگل بـوده عليـه     يك يا چند آنتي   ها كه حاوي      واكسن DNAتاكنون انواع مختلفي از     . انسان و حيوان شود   
 واكـسن   DNAدر اين مطالعـه     . ها مقاومت نسبي ايجاد نمودند     آن مورد آزمايش قرار گرفته است كه برخي از آن         

عنـوان آدجوانـت معـدني     ي به همراه آلومينيم فسفات و آلوم بـه  ي توكسوپلاسما گوند  1حاوي ژن راپتري پروتئين     
  .ايسه شداستفاده شد و تأثير آن مق

 1 به تنهايي با پلاسـميد بيـاني حـاوي راپتـري پـروتئين      BALB/cهاي  هاي مختلف موش گروه :ها مواد و روش  
(pcROP1)        هاي ايمنولوژيـك شـامل تكثيـر        زايي شده و سپس شاخص      يا همراه با آلومينيم فسفات و آلوم ايمني

  .گيري و مقايسه شد ها اندازه ر اين موشها و ميزان بقا د بادي ها، آنتي هاي طحالي، سايتوكين لنفوسيت
 توكسوپلاسما همراه با آلوم تجويز شده بود، پاسـخ          1 واكسن حاوي راپتري پروتئين      DNAدر گروهي كه     :نتايج

 واكسن را همراه با آلومينيم فـسفات        DNAتر از گروهي بود كه همين        قوي) Th1نوع  (ايمني هومورال و سلولي     
 توكسوپلاسما به تنهايي تجويز شده 1 واكسن حاوي راپتري پروتئين DNAگروهي كه ولي در . دريافت كرده بود

  .هاي ايمني از هر دو گروه مذكور بالاتر بود بود، پاسخ
 واكسن مذكور را همراه با آلـوم يـا بـه تنهـايي دريافـت            DNAهايي كه    ها، ميزان بقا در گروه     بعد از چالش موش   

 واكسن را همراه با آلـومينيم       DNAيش يافت ولي ميزان بقا در گروهي كه همين          دار افزا  طور معني  نموده بودند به  
  )≥05/0P(فسفات دريافت نموده بود، افزايش چشمگيري نشان نداد 

 DNAتوانايي بـالقوه بـراي افـزايش تـأثير          آلومينيم فسفات   نتايج بررسي حاضر نشان داد كه آلوم و          :گيري نتيجه
  .اي را ندارد  توكسوپلاسما گونده1 واكسن حاوي ژن راپتري پروتئين

  
  ييگوند، توكسوپلاسما 1 واكسن، ژن راپتري پروتئين DNAآلوم، آلومينيم فسفات،  :واژگانكليد
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  و همكاران راد زهرا اسلامي   واكسنDNAتأثير دو تركيب آلومينيمي همراه با 
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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   مقدمه-1
ــسوپلاسما  ــدتوك  تــك (Toxoplasma gondii) ييگون

كمپلكـسا   اي اجباري داخل سلولي متعلق بـه شـاخه آپـي           ياخته
(Apicomplexa)انتــشار جهــاني داشــته و ايــن انگــل .  اســت

هـا بـه آن آلـوده        شود كه حدود يك سوم انـسان       تخمين زده مي  
داران را آلوده    هاي مهره  اين انگل تقريباً تمام انواع سلول     . هستند

تواند منجر به سـقط جنـين و         عفونت طي بارداري مي   . نمايد مي
در افراد دچـار    ) مزمن(عفونت نهفته   . انتقال از مسير جفت شود    

) اغلـب كـشنده   (تواند منجر بـه انـسفاليت        مني نيز مي  ضعف اي 
ــود  ــسوپلاسموزيس  ]. 1[ش ــاري توك  (Toxoplasmosis)بيم

. هاي اقتـصادي در صـنعت دامـي منجـر شـود            تواند به زيان   مي
تواند از دو جنبـه       مي ييگوندبنابراين واكسن ضد توكسوپلاسما     

  ].2[پزشكي و دامپزشكي بسيار با ارزش باشد 
 مانند سـاير موجـودات تـك سـلولي          ييگوندتوكسوپلاسما  

هـاي   ژن تـرين آنتـي   مهـم . هاي مختلف اسـت    ژن متشكل از آنتي  
ترشـحي  /اي و دفعـي    هـاي پيكـره    ژن  آنتي ييگوندتوكسوپلاسما  

ها كـه حـاوي       واكسن DNAتاكنون انواع مختلفي از     ]. 3[است  
ژن ايـن انگـل بودنـد بـر ضـد توكـسوپلاسما              يك يا چند آنتي   

اي  هـاي پيكـره   ژن امروزه توجه به آنتـي ]. 4[است آزمايش شده  
ژن  هـايي كـه اگـزو آنتـي        ژن كاهش يافته و مطالعات روي آنتـي      

(Exoantigen)  شود تمركـز    ترشحي ناميده مي  /ژن دفعي   يا آنتي
هـاي ترشـحي توكـسوپلاسما       پـروتئين ]. 5[بيشتري يافته اسـت     

ي از يك ـ. شـود  هاي ايمني قوي مـي   باعت فعال شدن پاسخ    ييگوند
 (Rhoptry Protein 1: ROP1) 1ها راپتري پـروتئين   ژن اين آنتي

 ROP1. شـود  توكسوپلاسما است كه از اندامك راپتري ترشح مي       
 باعث افـزايش تهـاجم انگـل    (In vitro)در محيط كشت سلولي 

، برادي  (Tachyzoites)زوئيت   اين پروتئين در تاكي   ]. 6[شود   مي
 انگـل   (Sporozoite) زوئيت و اسـپورو   (Bradyzoites)زوئيت  

عنـوان يكـي از       را بـه   ROP1ايـن خـصوصيت     . شـود  بيان مـي  
  ].6، 5[نمايد  كانديدهاي واكسن عليه اين انگل مطرح مي

 مطالعـه  در ژن آنتي اين پايه بر واكسن DNA تهيه منظور به
 ژن كننده كد پلاسميد شد، انجام محققان حاضر  توسط كه قبلي

ROP1 در هـا  واكـسن  قدرت افزايش نظورم به. ]7[شد   ساخته 
ــك ــستم تحري ــي سي ــت  از ايمن ــتفاده (Adjuvant)آدجوان  اس

 بايد شود مي استفاده واكسيناسيون در كه هايي آدجوانت. شود مي
 نمـوده،  تحريـك  را (Dendritic Cells)هاي دنـدريتيك   سلول

 را ايمنـي  پاسخ دهنده افزايش هاي سايتوكين و فعال را كمپلمان
 هـا  آدجوانـت  كـه  كردنـد  مـي  فكر ابتدا در. ]8[مايد  ن ترشح نيز

 تداوم را آن و داده افزايش را بادي آنتي توليد كه هستند عواملي
 مقـدار،  هـا  آدجوانت كه داده نشان جديد شواهد ولي بخشد مي

 قرار تأثير تحت را بادي ميل تركيبي آنتي   و ايزوتايپ دوره، طول
 هـاي  آدجوانـت  تنهـا . ]9[است   مؤثر نيز سلولي ايمني بر و داده

 Food and Drug)توسـط انجمـن دارو و غـذا     كه كلاسيكي

Administration: FDA) هـاي  نمـك  دارد قـرار  تأييـد   مـورد 
ــومينيمي ــت آل ــومينيم. اس ــسيد آل ــا هيدروك ــوم ي ــي  آل ذرات

(Particles) اين  با. كند مي رسوب واكسن با كه دهد مي  تشكيل
 ولـي  دهـد  مـي  افزايش را آن جذب آلوم در زاها ايمني رسوب كه

 توانـد  نمـي  و بوده هاي دندريتيك  سلول براي ضعيفي محرك آلوم
 (Interleukin 12: IL-12) 12اينترلـوكين   توليـد  تحريك باعث

 هـاي  پاسخ آلوم پاية بر هايي واكسن كه رسد مي نظر به شود پس 
 اخيـر  مطالعـات  نتايج ].11،  10[اندازد   مي راه به را 2 نوع ايمني
 هـا   واكـسن  DNA با آلومينيمي هاي نمك مصرف كه داده ننشا
 كاهش را ايمني هاي پاسخ تحريك براي نياز مورد پلاسميد دوز
 ايمني نوع  سمت به ها پاسخ دادن سوق در آن تأثير ولي دهد مي

Th1 مطالعـه  كـه  ايـن  به توجه با. ]12[است   نشده روشن هنوز 
 ويـژه  بـه  هـا  دجوانتآ نوع بر تأكيد با ايمني هاي پاسخ نوع روي

 كم بسيار) است FDA تأييد مورد كه (آلومينيمي هاي آدجوانت
 دسـت  بـه  مطالعـات  اين از مشابهي و قطعي نتايج و شده انجام
 ايمنـي  هاي پاسخ مقايسه و بررسي حاضر، مطالعه هدف نيامده،

ــاد ــده ايجـ ــه شـ ــسنDNA عليـ ــاوي  واكـ  ROP1 ژن حـ
 آلومينيمي آدجوانت نوع ود از استفاده با اي گونده توكسوپلاسما

 نيـز  (Th1) 1نـوع    ايمنـي  پاسـخ  نمودن فعال منظور به و است
 بـه . ]13[ شد انجام عضلاني داخل روش به ها موش سازي ايمن
 چالش از بعد شده ايمن هاي موش مير و مرگ ميزان منظور اين
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 و هومـورال  ايمنـي  هـاي  پاسخ و طحالي هاي سلول تكثير نيز و
  .شد ارزيابي ها موش اين در سلولي
  

 ها  مواد و روش-2

   موش-2-1
 در صـفاق    ييگونـد تكثير و نگهداري انگـل توكـسوپلاسما        

زايـي نيـز روي      تمـام مطالعـات ايمـن     . موش سوري انجام شـد    
تهيـه شـده از     (اي    هفتـه  8-6 در سن    BALB/cهاي مادة    موش

هـا تحـت شـرايط       ايـن مـوش   . انجـام شـد   ) انستيتو رازي ايران  
  .داري و تغذيه شدنداستاندارد نگه

  
   سويه باكتريايي-2-2

 (Escherichia coli)  باكتري اشريشيا كـولي TOP10سويه 
ها در  باكتري. عنوان سلول ميزبان در تهيه پلاسميد استفاده شد       به

 :Luria-Bertani) برتـاني  -محيط كشت جامد يا مـايع لوريـا  

LB) ــر گــرم در ميلــي  ميلــي100 كــه حــاوي ســيلين   آمپــيليت
(Ampicillin)بود، كشت داده شدند .  

  

  هاي انگلي ژن  انگل و آنتي-2-3
ــويه  ــسوپلاسما RHس ــد انگــل توك ــروه ييگون  توســط گ

شناسي دانشكده بهداشت دانـشگاه علـوم پزشـكي تهـران            انگل
هـاي   ها با تزريق مكرر بـه صـفاق مـوش          زوئيت تاكي. اعطا شد 

قي، دسـت آمـده از مـايع صـفا         هاي به  سوري تكثير شده و انگل    
آوري، سـانتريفوژ شـده و دو بـار بـا بـافر فـسفاته            پس از جمع  

(Phosphate Buffered Saline: PBS)استريل شستشو شدند .  
 Soluble Tachyzoite)زوئيتــي  ژن محلــول تــاكي آنتــي

Antigen: STAg)   هـاي    انگل توكـسوپلاسما كـه در آزمـايش
ــزا   :Enzyme-linked Immunosorbent Assay)الايـ

ELISA)ــدازه و ــق    ان ــري ســايتوكين اســتفاده شــد، از طري گي
هاي شـسته شـده      زوئيت  اين تاكي  (Sonication)سونيكاسيون  

  .گراد نگهداري شد  درجه سانتي-70تهيه و در 

   ساخت پلاسميد-2-4
 كلروفـرم اسـتفاده     - انگل روش فنل   DNAبراي استخراج   

ــر قطعــه ]. 14[شــد   توكــسوپلاسما ROP1جداســازي و تكثي
اي   ژنومي انگـل بـه روش واكـنش زنجيـره          DNA از   اي گونده

 انجـام شـد و در ايـن واكـنش از يـك جفـت                (PCR)پليمراز  
  : به توالي زير استفاده شد(Primer)آغازگر 

(Forward) جلــويي :  5΄-CA GAA TTC ATG GAC 

TTC GCC TCC GAC GAC-3΄. 
(Reverse) ــشتي : برگ  5΄-CG CTCGAG TTA CAG 

ACT GGC ACC ACT TGT-3΄. 
 بر طبق روش ذكر شده در كيت        PCRمحصول خالص شده    

 ,InsT/A cloneTM PCR production cloning Kit)كلونينگ 

Fermentas)     به ناقل پلاسميدي ،pTZ57R/T      متـصل و سـپس 
شـد و بـه ايـن       ) منتقـل (طبق برنامه به داخل باكتري ترانـسفورم        

 تهيه شـد    ROP1 (pT-ROP1)ترتيب پلاسميد كلونينگ حاوي     
پس از استخراج اين پلاسميد، قطعه مذكور طبق برنامه و          ]. 14[

 در پلاسـميد بيـاني      XhoI و   EcoRIهـاي    با اسـتفاده از آنـزيم     
pcDNA3 كلون شـده و پلاسـميد بيـاني حـاوي             سابROP1 

(pcROP1) كلونينگ  تأييد كلونينگ و ساب   ]. 14[دست آمد     به
ژل، هـاي الكتروفـورز روي       قطعه مـذكور بـا اسـتفاده از روش        

PCR          برش آنزيمي و تعيين تـوالي مولكـولي ،(Sequencing) 
 Endofree)وسـيله كيـت    پلاسـميد تهيـه شـده بـه    . انجـام شـد  

plasmid giga kit, Qiagen GmBH) در حجم زياد استخراج 
  .گراد نگهداري شد  درجه سانتي-20و براي استفاده در 

  
   در محيط كشت سلوليROP1 بيان -2-5

يان پروتئين مذكور در سلول يوكـاريوت،       منظور بررسي ب   به
ــاني حــاوي قطعــه    در ســلول يوكــاريوت ROP1پلاســميد بي

ــسفكت ــن منظــور از ســلول  .  شــد(Transfect) تران ــراي اي ب
ــاريوت  ــت CHO (Chinese Hamster Ovary)يوك  و كي
در هر چاهك .  استفاده شد(FuGENE 6, Roche)ترانسفكت 

 سـلول   1-3×106عـداد   اي ت  متري از پليت شـش خانـه        ميلي 35
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   حـاوي   DMEMليتـر محـيط كـشت         ميلـي  2يوكاريوت درون   
، (Fetal Calf Serum: FCS) درصد از سرم جنين گـاوي  10

 100 و   (Penicillin)سيلين   ليتر پني   در ميلي  (Unit) واحد   100
 كشت  (Streptomycin)گرم در ميكروليتر استرپتومايسين      ميلي

  گــراد و  درجــه ســانتي  37طــور شــبانه در   داده شــد و بــه 
 درصد هر   80 تا   50وقتي  .  درصد دي اكسيد كربن انكوبه شد      5

 (Transfection)ها از سلول پر شد ترانسفكشن        يك از چاهك  
هــاي  هــاي چاهــك ســلول. بــر طبــق برنامــه كيــت انجــام شــد

ــده و چاهــك  ــسفكت ش ــد از   تران ــرل بع ــاي كنت ــا 48ه  72 ت
هـا بـراي     اين سلول . طور جداگانه نگهداري شد    آوري و به   جمع

ــتخراج  ــايش RNAاسـ ــوس PCR و آزمـ  (RT-PCR) معكـ
هـاي ترانـسفكت شـده و كنتـرل بـا             سـلول  RNA. استفاده شد 

ــت  ــتفاده از كي  ,RNXTM(-Plus)Isolation of RNA)اس

Fermentas) ــتخراج ــار آن  RNA اس ــتور ك ــا دس ــابق ب  و مط
 1st Strand cDNA)استخراج شد و سپس با استفاده از كيـت  

Synthesis Kit for RT-PCR)    در واكـنش توليـد كتابخانـه 
  . استفاده شدRT-PCR و (cDNA)ژنومي 
  

  سازي  ايمن-2-6
.  مـوش تقـسيم شـدند      14-7 گروه متشكل از     7ها به    موش

  ترتيـب بـا مـواد زيـر          گانـه بـه    7هاي   هاي گروه   موش  به تزريق
  .انجام شد

شده ، به گروه دوم پلاسميد بياني كلون ن       PBSبه گروه اول    
(pcDNA3)          به گروه سوم پلاسميد بياني كلون نشده همراه با ،

، به گروه چهارم پلاسميد بياني كلون    (pcDNA3+Alum)آلوم  
، به گروه   (pcDNA3+Alpo4)نشده همراه با فسفات آلومينيم      

، به گروه ششم    ROP1 (pcROP1)پنجم پلاسميد بياني حاوي     
ــاوي  ــاني حــ ــميد بيــ ــوم ROP1پلاســ ــا آلــ ــراه بــ  همــ

(pcROP1+Alum)            و به گروه هفـتم پلاسـميد بيـاني حـاوي 
ROP1      همراه با فسفات آلومينيم (pcROP1+Alpo4)   تزريـق 

  هـاي كنتـرل در كنـار        عنـوان گـروه    گروه اول تا چهارم بـه     . شد
طور عـضلاني در عـضله       تزريق به .  گروه اصلي بررسي شدند    3

 ميكروگـرم از    100بـه هـر مـوش       . چهار سر موش انجـام شـد      
 ميكروليتري در هر يك از      50 ميكروگرم در حجم     50(يد  پلاسم

هاي يادآور در روزهاي     تزريق. تزريق شد ) عضلات چهار سر پا   
  . انجام شد42 و 21

  
   ايمني هومورال-2-7

گيري از   سازي، خون   بعد از ايمن   63 و   42،  21در روزهاي   
 كـل بـه     IgG. هـا انجـام شـد      شبكه مويرگي گوشه چشم موش    

ــتفاده از كيـــت  IgG2aزوتايـــپ  و ايELISAروش  ــا اسـ  بـ
(Mouse monoclonal antibody isotyping) و طبق دستور 

 كل، ابتـدا پليـت      IgGگيري   براي اندازه . گيري شد  كار آن اندازه  
(Nunc-Immuno plate, Maxisorp) 96اي مخصوص   خانه

ژن محلـول    ليتـر از آنتـي      ميكروگرم در ميلـي    20با   اين آزمايش 
گـراد    درجـه سـانتي    4طور شبانه در      و به  (Coat)انگل پوشانده   
سپس بلوك كننده كه از شير خشك فاقد چربـي،          . قرار داده شد  
 تشكيل شـده    (Tween-20) 20 حاوي توئين    PBSمحلول در   

   سـاعت در  2مـدت   هـا اضـافه شـد و پليـت بـه      بود به چاهـك  
 حـاوي   PBSسپس پليت با    . گراد قرار داده شد     درجه سانتي  37

 در 10 بـه   1هـا كـه بـه نـسبت           شستشو و سرم موش    20توئين  
 ميكروليتـر بـه هـر    100بلوك كننده رقيق شـده بـود در حجـم        

گراد قرار داده     درجه سانتي  37 ساعت در    2چاهك اضافه شد و     
موس كونژوگه بـا پراكـسيداز كـه بـه           پس از شستشو، آنتي   . شد

 100 در بلوك كننده رقيق شده بود در حجـم         3000 به   1نسبت  
   ســاعت در 2كروليتــر بــه هــر چاهــك اضــافه شــد و      مي

  پـس از شستـشو، حجـم    . گـراد قـرار داده شـد      درجه سانتي  37
 Tetra Methylene) ميكروليتر سوبستراي تترامتيلن بلـو  100

Blue: TMB) اضافه شـد و پليـت   ) در تاريكي( به هر چاهك
در انتهـا بـه هـر       .  دقيقه به دور از نـور انكوبـه شـد          20مدت   به

ــده يعنــي اســيد  50، چاهــك ــول متوقــف كنن ــر محل  ميكروليت
 Optical)نـوري    و ميـزان جـذب   مولار افـزوده 2سولفوريك 

Density: OD)   نـانومتر بــا  450 هـر چاهــك در طـول مــوج 
  . قرائت شدELISA (ELISA Reader)گر  دستگاه قرائت
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   ايمني سلولي-2-8
  ها گيري تكثير لنفوسيت  اندازه-2-8-1

 سـر مـوش از هـر گـروه          5ين تزريـق،     هفته پس از آخر    5
متـري    در داخل پليت شش سـانتي    هر موش  طحال. كشته شدند 

    اسـتريل   سـرد فـسفاته     از محلـول   ليتر  ميلي 5استريل كه حاوي    
 بـا   .شـد  با ته سـرنگ لـه        وور    غوطه بود، )گراد  درجه سانتي  4(

پيپتاژ كردن، قطعات بافتي حاصل به سوسپانسيون سلولي تبديل         
ليتري   ميلي 15هايت اين سوسپانسيون به لوله فالكون       شد و در ن   

هاي قرمز با بـافر ليـز     پس از ليز كردن گلبول    . استريل منتقل شد  
  مـولار، دي كربنـات پتاسـيم         ميلـي  150حاوي كلـرور آمـونيم      (
ــتيك    ميلـــي1 ــيد اسـ ــرا اسـ ــين تتـ ــيلن دي آمـ ــولار و اتـ مـ

(Ethylenediaminotetraacetate: EDTA)سـديم  ا نمـك  ب 
-RPMIهاي طحالي در محيط كشت       سلول) مولار  ميلي 001/0

تعـداد  . ور شـد    درصد سرم جنين گاوي غوطه     10 حاوي   1640
 چاهــك از 3هــا در   ســلول طحــال هــر يــك از مــوش3×105

هـر يـك از     . اي كـشت داده شـد       خانـه  96هـاي پليـت      چاهك
 ميكروليتـر در    40هـا عـلاوه بـر سـلول طحـال حـاوي              چاهك
عنـوان   هايي كه بـه    در چاهك . محلول انگل بود  ژن   ليتر آنتي  ميلي

ليتــر   ميكروگــرم در ميلــي5شــد،  كنتــرل مثبــت محــسوب مــي
 نيـز اضـافه   A (Phytohemagglutinin: PHA)فيتوهماگلوتينين 

 5گـراد و      درجـه سـانتي    37 روز در    3مـدت    پليت مذكور بـه   . شد
 MTT ميكروليتـر از     20سپس  . درصد دي اكسيد كربن انكوبه شد     

.(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Diphenyltetra-

zolium Bromide) ليتـر بـه هـر     گرم در ميلي  ميلي5 با غلظت
ــه  ــت ب ــزوده و پلي ــك اف ــدت  چاه ــاعت در 4م ــه 37 س  درج

در انتهـا  .  درصد دي اكـسيد كـربن انكوبـه شـد          5گراد و    سانتي
سوسپانسيون رويي هر چاهك به آرامي برداشـته شـد و مقـدار             

ــسايد    ميك100 ــل سولفوك ــاده دي متي ــر م  Dimethyl)روليت

Sulfoxide: DMSO)ها افزوده شـد و ميـزان     به چاهكOD 
 نـانومتر قرائـت شـد و نتـايج          450هر چاهـك در طـول مـوج         

ــه ــك   ب  (Stimulation Index: SI)صــورت شــاخص تحري
  ].15[محاسبه و بيان شد 

  گيري سايتوكين  اندازه-2-8-2
 طبـق روش ذكـر شـده در          سر موش از هر گـروه      5طحال  

 سـلول طحـالي   5/1×106مرحله قبل برداشته شد و سپس تعداد  
ايـن  . اي كشت داده شـد      خانه 24هر موش در هر چاهك پليت       

ژن محلـول   ليتـر از آنتـي    ميكروگرم در ميلـي 50ها توسط   سلول
 ساعت محلـول رويـي      72بعد از   . توكسوپلاسما تحريك شدند  

گيـري اينترفـرون     براي اندازه آوري و    ها جمع  هر يك از چاهك   
ــا  ــتفاده شــد IL-4 و (Interferon-gamma: IFN-γ)گام  اس

ها با استفاده از كيت و طبـق برنامـه           گيري سايتوكين  اندازه]. 14[
(R&D) ــد ــام ش ــوج   OD.  آن انج ــول م ــك در ط ــر چاه    ه

 نانومتر قرائت شد و نتايج با اسـتفاده از منحنـي اسـتاندارد            450
  .دست آمد ليتر به ميليبراساس پيكوگرم در 

  
   چالش-2-9

هاي هر گروه    سازي نيمي از موش     هفته پس از آخرين ايمن     3
زوئيت انگل به روش تزريق داخل صـفاقي چـالش            تاكي 3×105با  

  . بار در روز ثبت شد2ها  ميزان مرگ و مير اين موش. شدند
  

   آزمون آماري-2-10
و آزمـون    16 نسخه   SPSSافزار   براي بررسي آماري از نرم    

  . استفاده شد(Mann-Whitney)ويتني  من
  

  نتايج-3
بـادي نـشان داده شـده        گيري آنتـي    نتايج اندازه  1در نمودار   

. بـادي اسـت    اين نتايج تأييد كننده تحريـك توليـد آنتـي         . است
سازي با پلاسميد   شود ايمن   مشاهده مي  1طور كه در شكل      همان

هـا باعـث    آدجوانـت  به تنهايي يا همراه بـا     ROP1بياني حاوي   
نتايج اين مطالعه نشان داد     . شود  كل مي  IgGتوليد مقادير بيشتر    

بـادي افـزايش     سـازي سـطح آنتـي      كه با افزايش دفعـات ايمـن      
 كل بعـد از تزريـق       IgGداري نيافته و غلظت      چشمگير و معني  

تقريباً بـدون تغييـر و      )  روز پس از اولين تزريق     63(يادآور دوم   
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هاي اين تحقيـق بيـانگر       همچنين يافته . استهم مانده    نزديك به 
 نـوع آدجوانـت آلـومينيمي كـه در ايـن مطالعـه              2آن است كه    

استفاده شده، در افزايش پاسخ هومـورال نقـشي نداشـته اسـت             
)05/0P≤.(  

هـايي   شود در مـوش     مشاهده مي  2طور كه در نمودار      همان
 همـراه بـا آلـوم يـا بـدون آن            ROP1كه پلاسميد بياني حاوي     

طـور   بـادي بـه     آنتـي  IgG2aريق شده بود، سـطح ايزوتايـپ        تز
هايي  هاي كنترل بود ولي در موش      داري بيشتر از همه گروه     معني

 تزريق شـد بـود،      Alpo4كه همين پلاسميد همراه با آدجوانت       
 pcDNA3هاي كنترلي كه      فقط با گروه   IgG2aسطح ايزوتايپ   

بـود، تفـاوت     نوع آدجوانت استفاده شـده       2همراه با هر يك از      
  ).≥05/0P(دار داشت  معني

  

  
  

  .آوري شده بود  بعد از اولين تزريق جمع63 و 42، 21ها در روزهاي  سرم موش. دهد هاي ايمن شده را نشان مي  در موشROP1 كل اختصاصي IgG سطح 1نمودار 
  

  
  

آوري   بعد از اولـين تزريـق جمـع        63 و   42،  21ها در روزهاي     سرم موش . هدد هاي ايمن شده را نشان مي       در موش  ROP1 اختصاصي   IgG2aسطح ايزوتايپ    2نمودار  
  .شده بود
  

ــايج بررســي ايمنــي ســلولي شــامل  1جــدول   و MTT نت
طور كه مـشاهده     همان. دهد ها را نشان مي    گيري سايتوكين  اندازه

 بـه تنهـايي     ROP1شود، در گروهـي كـه پلاسـميد حـاوي            مي
داري بالاتر از سـاير       معني طور  به IFN-γتزريق شده بود، سطح     
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طــور  هــا بــه  نيــز در همــه گــروهIL-4ســطح . هــا اســت گــروه
داري   بوده و تفـاوت معنـي      IFN-γتر از سطح     چشمگيري پايين 

  .ها وجود ندارد بين گروه

 بيــانگر ايــن اســت كــه تكثيــر MTTگيــري  نتــايج انــدازه
هـاي مـورد آزمـايش       هـاي طحـالي گـروه      چشمگيري در سلول  

  .)≥05/0P(است مشاهده نشده 
  

  هاي ايمني سلولي  نتايج بررسي پاسخ1جدول 
  

  SI*  هاي تحت مطالعه گروه
**IFN-γ  

  )ليتر پيكوگرم در ميلي(
**IL4  

  )ليتر پيكوگرم در ميلي(
PBS  4/0±6/1  79/1±61/46  61/3±73/13  

pcDNA3  5/0±4/1  6/36±133  38/1±96/14  
pcDNA3+Alum  3/0±6/1  4/14±35/36  7/12±81/34  
pcDNA3+Alpo4  4/0±2/1  9/37±25/325  9/9±5/40  

pcROP1  2/0±3/1  1/76±1161  1/13±446/19  
pcROP1+Alum  4/0±7/1  51±433  36/2±1/12  
pcROP1+Alpo4  4/0±4/1  6/243±8/428  8/2±9/10  

  
 .دست مي آيد هاي تحريك نشده به هاي تحريك شده و سلول  سلولODبراساس نسبت ميان * 

  .گيري شده است  ساعت اندازه24و پارامتر بعد از مقادير اين د** 
  . انحراف معيار بيان شده است±تمام مقادير جدول براساس ميانگين 

  

  
  

 7-5؛ در هر گـروه      )سازي  هفته بعد از آخرين ايمن     3(ي  ي توكسوپلاسما گوند  RHزوئيت سويه     تاكي 3×105 بعد از چالش با      BALB/cهاي    منحني بقاي موش   3نمودار  
  . وجود داردموش

  
هـاي همـه     هفته پس از آخـرين تزريـق، نيمـي از مـوش          3
ــروه ــا   گ ــا ب ــاكي3×105ه ــويه    ت ــت س ــاريزوئي ــل زا بيم  انگ

نتايج نشان داد كه ميزان بقـا       .  چالش شدند  (RH)توكسوپلاسما  
 را به تنهايي يا همـراه       ROP1هايي كه پلاسميد حاوي      در گروه 

داري بـيش از گروهـي       نيطور مع  با آلوم دريافت كرده بودند، به     
  است كه پلاسميد مذكور را به همراه فسفات آلومينيوم دريافت 

  ).3نمودار  ()≥05/0P(نموده بودند 
  

  بحث-4
هـاي   توانـد در ايجـاد پاسـخ        واكسن مـي   DNAتكنولوژي  

  مختلف و متضاد، توسط اجزاي متفاوت سيستم ايمني استفاده 
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  و همكاران راد زهرا اسلامي   واكسنDNAتأثير دو تركيب آلومينيمي همراه با 
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هـاي   منظور توليد پاسخ   تواند به  ها مي   واكسن DNA]. 16[شود  
همـين  .  در ميزبان اسـتفاده شـوند      Th2 و   Th1قوي ايمني نوع    

عنوان راه حل جديدي بـراي       ها را به    واكسن DNAخصوصيت  
هاي  زيرا در عفونت  . نمايد هاي انگلي مطرح مي    مقابله با عفونت  

هـاي ايمنـي نيـاز داريـم كـه برحـسب نـوع               انگلي ما به پاسـخ    
نتـايج  ]. 17[راحـي و تغييـر باشـد        محافظت مورد نظر قابـل ط     

هــاي   واكــسنDNAبرخــي از مطالعــات نــشان داده كــه اكثــر 
طراحي شده بر عليه انگل توكسوپلاسما قادر به القا و تحريـك            

 هستند كه اين نوع پاسخ همان پاسخ مـورد          Th1هاي نوع    پاسخ
منظور ايجاد مقاومت عليه انگـل توكـسوپلاسما         نظر و دلخواه به   

نتخاب نـوع آدجوانـت در طراحـي واكـسن از دو            ا]. 18[است  
ــت اســت  ــه داراي اهمي ــامل خاصــيت  . جنب ــه ش ــن دو جنب اي

 ماده و امكان اسـتفاده از       (Immunoadjuvant)ايمنوآدجوانتي  
ــت   ــسان اس ــوان و ان ــك]. 18[آن در حي ــومينيمي   نم ــاي آل ه

هـاي حيـواني و      هايي هستند كه در واكـسن      ترين آدجوانت  رايج
هـا   ترين خصوصيات اين آدجوانـت     مهم. شود ميانساني استفاده   

خطر بودن، ارزان بـودن و نيـز كـارايي آن همـراه بـا طيـف                  بي
هاي آلـومينيمي   استفاده از نمك]. 19[ها است    ژن وسيعي از آنتي  

 اسـت و مطالعـات   يجديـد مطلـب  هـا    واكسن DNAهمراه با   
هـاي مناسـبي     ها ممكن اسـت جانـشين      نشان داده كه اين نمك    

  ].12[ها باشد  فزايش اثر اين نوع از واكسنبراي ا
ــومينيمي      ــت آل ــوع آدجوان ــر دو ن ــر اث ــه حاض در مطالع

همـراه بـا    ) و فـسفات آلـومينيم    ) آلـوم (هيدروكسيد آلـومينيم    (
DNA    واكسن حاوي ROP1   اي مقايـسه     توكسوپلاسما گونـده

هـاي مـورد     عنوان يكـي از آدجوانـت      علت انتخاب آلوم به   . شد
عنـوان آدجوانـت،     ها اسـت بـه     ه اين ماده سال   مطالعه اين بود ك   

 FDAهاي انـساني اسـتفاده شـده و مـورد تأييـد              همراه واكسن 
است و علاوه بر اين، نتايج برخي از مطالعات كه با اسـتفاده از               

ســازي بــر عليــه تريپــانوزوم كــروزي  ايــن آدجوانــت در ايمــن
(Trypanosoma cruzi) دســت   بــهييگونــد و توكــسوپلاسما

زايي بود   شان دهندة تأثير مناسب اين آدجوانت در ايمني       آمده، ن 
عامل مهم ايجاد مصونيت در آدجوانـت آلـوم، خاصـيت           ]. 20[

دهـد پـس از      ايمنوآدجوانتي آن است كه به ميزبـان امكـان مـي          
ــشتري   ــا ســرعت بي ــد IFN-γتمــاس ب ــد نماي ]. 21، 18[ تولي

تفاده از  زايي با اس   ها نشان داده كه ايمني     مطالعات قبلي در موش   
 IgG1عنوان آدجوانت، موجب تحريك توليد ايزوتايـپ         آلوم به 

.  اسـت  Th2هاي مرتبط با عملكرد      شود كه يكي از مكانيسم     مي
همــراه  برخــي از مطالعــات نيــز نــشان داده كــه وقتــي آلــوم بــه

شـود عملكـرد     هاي نوتركيب يا مـصنوعي اسـتفاده مـي         واكسن
 مطالعـات اخيـر نـشان داده مـصرف          طوري كـه   ديگري دارد؛ به  

توانـد باعـث     ها مي   واكسن DNAهاي آلومينيمي همراه با      نمك
 يـا حفـظ پاسـخ       Th1هاي ايمنـي بـه سـمت         سوق دادن پاسخ  

البته اين نتيجه براي برخـي از محققـان مـشخص           . مذكور باشد 
نشده و اين گروه فقط بر تأثير اين آدجوانت در افـزايش پاسـخ              

طور كـه در مبحـث نتـايج         همان]. 12[نمايند   هومورال تأكيد مي  
ذكر شده در مطالعه حاضر، افزايـشي در فاكتورهـاي مـرتبط بـا           

هـاي حاضـر     يافته.  مشاهده نشد  (Th2) 2هاي ايمني نوع     پاسخ
 واكـسن  DNAنشان داد كه آلوم و فسفات آلـومينيم همـراه بـا      

 بر عليه   Th2هاي ايمني     تأثيري در افزايش پاسخ    ROP1حاوي  
هايي كـه   اند و به همين دليل در گروه گل توكسوپلاسما نداشته ان

هـا    به تنهايي يا همـراه آدجوانـت       ROP1پلاسميد بياني حاوي    
هـاي كنتـرل،      كـل در مقايـسه بـا گـروه         IgGاستفاده شد سطح    

  .)≥05/0P(داري بيشتر بود  طور معني به
هـايي كـه     هاي حاضر نشان داد كـه در گـروه         همچنين يافته 

هـا    همراه آدجوانـت يـا بـدون آن      ROP1 بياني حاوي    پلاسميد
طـور   بـادي بـه     آنتـي  IgG2aتزريق شده بود، سـطح ايزوتايـپ        

داري بالاتر بود كه اين افـزايش در گروهـي كـه پلاسـميد               معني
نتيجه ايـن   . همراه با آدجوانت آلوم استفاده شده چشمگيرتر بود       

طالعـه  بـادي در م    مشاهده اين است كه الگـوي ايزوتايـپ آنتـي         
ايـن نتيجـه بـا      . نمايد  ميل مي  Th1حاضر به سمت پاسخ ايمني      

، 22،  18[نتايج برخي از مطالعات قبلي همسو و هماهنگ است          
هـايي   همچنين محققان حاضر مشاهده نمودند كـه در گـروه        ]. 23
 واكسن با يا بدون آدجوانت تزريق شده در مقايـسه بـا             DNAكه  

 ترشــح IFN-γتري از هــاي كنتــرل مقــادير بيــش برخــي از گــروه
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-IFNرسد كه توليد مقادير بالاي       نظر مي  در حقيقت به  . شود مي

γ   و IgG2a    ها كه پلاسـميد بيـاني حـاوي          در گروهي از موش
ROP1     انـد، نمايـانگر تمايـل        را بدون آدجوانت دريافت نموده

  . استTh1پاسخ ايمني به سمت پاسخ ايمني نوع 
صوص تكثيــر هــاي مطالعــه حاضــر در خــ از طرفــي يافتــه

هـاي مـورد مطالعــه    هـاي طحـالي بـا مقــادير سـايتوكين     سـلول 
كـار رفتـه بـراي       بايد توجه داشت كه روش به     . هماهنگي ندارد 

هاي طحالي در مطالعـه حاضـر يـك روش           ارزيابي تكثير سلول  
ــايين اســت كــه عوامــل مختلــف آن   رنــگ ــا دقــت پ   ســنجي ب

  آزمـايش  كـه در     نكتـه دوم ايـن    . دهـد  الشعاع قـرار مـي     را تحت 
MTT            كه در بررسي حاضر انجام شد به دليل عدم دسترسي به 
ژن كــل  از آنتــي)  توكــسوپلاسماROP1(ژن اختــصاصي  آنتــي

هـاي طحـالي     بـراي تحريـك لنفوسـيت     ) ژن محلول انگل   آنتي(
توانـد در پاسـخ آزمـايش        كشت شده استفاده شد كه همين مـي       

  .تأثير گذار باشد
 ايجاد شده توسط پلاسميد     منظور ارزيابي مقدار محافظت    به

هاي مـورد مطالعـه بـا         توكسوپلاسما، همه گروه   ROP1حاوي  
ها بـا يكـديگر      انگل توكسوپلاسما چالش شده و مدت بقاي آن       

هـاي   در بررسي حاضر محققـان بـا چـالش مـوش          . مقايسه شد 
هـا بـا     هاي مختلف مورد آزمايش و مقايسه مدت بقاي آن         گروه
مــت ايجــاد شــده عليــه انگــل هــاي كنتــرل، ميــزان مقاو گــروه

هايي كه با پلاسميد     مدت بقاي موش  . توكسوپلاسما ارزيابي شد  
 همراه فسفات آلومينيم ايمن شده بودند بـا         ROP1بياني حاوي   

هـايي كـه بـا       هاي كنترل مشابه بود ولي مدت بقاي مـوش         گروه
پلاسميد مذكور به همراه آدجوانت آلوم يا به تنهايي تزريق شده       

ممكـن اسـت    . تـر بـود    هـا طـولاني     به ساير گـروه    بودند نسبت 
، در مطالعه حاضر    )ها مقاومت موش (مشاهده كم بودن مدت بقا      
 انگـل مـورد اسـتفاده در        زايي بيماريبه علت تعداد انگل و نيز       

ــرا آنگــوس   ) 2000( و همكــاران (Angus)چــالش باشــد؛ زي
ژن  هايي كه بـا پلاسـميد حـاوي آنتـي          گزارش نمودند كه موش   

  انـد در برابـر       ايمـن شـده    (pcSAG1) توكسوپلاسما   1 سطحي
  

 انگل توكسوپلاسما مقاوم شـده      زاي  بيماري يه غير چالش با سو  
]. 24[شـوند     مقـاوم نمـي    RH زاي بيمـاري ولي در برابر سـويه      

نـشان  ) 2000( و همكـاران     (Vercammen)همچنين وركـامن    
هـاي    بـا هـر يـك از ژن        C3Hهـاي    سازي موش  دادند كه ايمن  

ROP2  ــولي ــروتئين گران ــت  GRA7 و (GRA2) 2، پ مقاوم
 ايجاد گونـديي  توكسوپلاسما زاي  بيمارينسبي بر ضد سويه غير 

  ].25، 24[نمايد  مي
هـا    واكـسن  DNAهـاي آلـومينيمي بـا        مكانيسم عمل نمك  

رسـد كـه بـا     نظـر مـي    طور كامل شناخته نشده است ولـي بـه         به
در .  تفـاوت دارد   هـاي پروتئينـي    ها با واكسن   مكانيسم اين نمك  

هـاي پروتئينـي     كه واكسن  واقع، مطالعات نشان داده كه در حالي      
 جذب  DNAبايد جذب آلومينيم شود، احتمالاً در بيشتر مواقع         

همچنـين مطالعـات نـشان داده كـه         ]. 12[شـود    مـي آدجوانت ن 
دهـد ولـي     ژن را افـزايش نمـي      تركيبات آلـومينيمي بيـان آنتـي      

-Antigen)ژن   ضه كننده آنتـي   هاي عر  مهاجرت و هجوم سلول   

Presenting Cells: APCs)  سـازي را افـزايش    به محل ايمـن
  ].12، 11[دهد  مي

آلـومينيم  دست آمده از مطالعـه حاضـر،         با توجه به نتايج به    
توانـايي بـالقوه افـزايش تـأثير        آلومينيم فـسفات    هيدروكسيد و   

DNA واكــسن حــاوي ROP1 را نــدارد ولــي ايــن تركيبــات 
زايـي عليـه توكـسوپلاسما        آدجوانت احتمالي در ايمني    عنوان به

  .قابل استفاده است
  

   تشكر و قدرداني-5
نامــه دكتــري تخصــصي گــروه  ايــن تحقيــق حاصــل پايــان

شناسي دانشگاه تربيت مدرس و با حمايـت مـالي دانـشكده             انگل
نويـسندگان از   . علوم پزشكي دانشگاه متبـوع انجـام شـده اسـت          

حسيني و دكتر جاويد صـدرايي و خـانم          انآقايان دكتر احمد زوار   
جانبـه   نيكو بابـت همكـاري همـه       زبان و خانم قاسمي    دكتر خوش 

  .نمايند تشكر و قدرداني مي
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  و همكاران راد زهرا اسلامي   واكسنDNAتأثير دو تركيب آلومينيمي همراه با 
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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