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داراي  Tهاي مستقل از لنفوسيت به علت ايجاد پاسخ Aنيسريا مننژيتيديس سروگروه ساكاريدي هاي پليواكسن :سابقه و هدف

توان به وزيكول ديگر باكتري انجام شده است كه مي هاي زيادي براي جايگزين كردن آنها با اجزاءدر نتيجه پژوهش .معايبي هستند

نيسريامننژيتيديس  OMVارزيابي بيولوژيكي  پس از استخراج و ،در پژوهش حاضر. اشاره كرد PorAحاوي  OMV)( غشاء خارجي

 .بادي بر عليه آن در حيوان آزمايشگاهي مورد بررسي قرار گرفتآنتي ،توان القاء سنتز Aسروگروه
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 نانومتر بود و در ارزيابي 150تا  OMV  50اندازه. گيري شداندازهگرم بر كيلوگرم ميلي OMV، 1/0جود در مقدارپروتئين مو :هايافته
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سـروگروه   13اش بـه  ساكاريد كپسوليتفاوت درساختار پلي

و  A ،B ،C ،Yســروگروه  5كــه  شــودمختلــف تقســيم مــي

W135 رونـد هاي اصـلي انسـان بـه شـمار مـي     پاتوژن وجز .

مننگوكوك سبب اكثر موارد ابـتلا بـه    Cو  B هايسروگروه

ايـن   هسـتند و  هاي مننگوكـوكي در اروپـا و آمريكـا   عفونت

مننگوكوك شيوع زيادي رادر  Aدرحالي است كه سروگروه 

    مـوارد در كشـورهاي   آسـيا و آفريقـا دارد كـه بيشـتر ايـن     
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Sub-Saharan دهد و به اين مناطق كمربنـد  روي مي آفريقا

اين منطقه از اتيوپي در شرق آفريقا و تا . گويندمي مننژيتي

ميليون  300 سنگال در غرب امتداد دارد و جمعيتي بالغ بر

 ).1- 3( گيردنفر را در بر مي

ــي  ــيميايي كپســول پل ــب ش ــروگروه تركي ــاكاريدي س  Aس

استيل مانوز آمين فسفات  - Nمري از گوكوك، هوموپليمنن

). 3،4( شـوند به هم متصل مـي  6�1α است كه با اتصالات

مننگوكـوك كـه   B ساكاريد كپسولي سروگروه پلي خلاف بر

هـاي پلـي سـياله شـده     به علت شباهت بـه گليكـوپروتئين  

هاي مناسبي محسـوب  تواند ايمونوژنهاي انساني نميسلول

مننگوكـوك توانـايي    Aساكاريد سروگروهپلي شوند، كپسول

اما با توجه بـه اينكـه    ،)4،5( هاي ايمني را داردايجاد پاسخ

ساكاريدي، داراي معايبي به لحـاظ سـاختار   پلي هايواكسن

ــي ــيت   آنت ــه لنفوس ــته ب ــي غيروابس ــتند،Tژن ــروزه  هس   ام

هـاي زيرواحـدي   هـاي متعـددي در زمينـه واكسـن    پژوهش

كونژوگه، با جايگزيني اجزاء ديگـر بـاكتري   يا  مونووالانت و

هـاي  پاسـخ  هاي غشاء خارجي جهت ايجـاد ازجمله پروتئين

 ).3- 6(صـورت گرفتـه اسـت      Tايمني وابسته به لنفوسيت

متشــكل از  )(OMVوزيكــول غشــاء خــارجي مننگوكــوك  

ســاكاريد پلــي ، فســفوليپيد،4 تــا 1هــاي كــلاس پــروتئين

اين ماكرومولكول در . باشدمي ليپواوليگوساكاريد  كپسولي و

و  شـود خلال سير رشد بـاكتري در بـدن ميزبـان رهـا مـي     

ايمنـي   القاء اي را دردهدكه نقش عمدهها نشان ميپژوهش

تـرين  مهـم  از  .حفاظت بخش پس از ابتلا بـه بيمـاري دارد  

 از خانواده كلاس ،PorA توان بهمي اجزاء اين ماكرومولكول

 اشاره نمودكه توانـايي ايجـاد   ،خارجي هاي غشاءپروتئين 1

  ). 7،8( دارد هاي باكتريسيدي راپاسخ

تركيبات ازجمله ليپواليگوساكاريد و  ساير علاوه براين وجود

فسفوليپيدها، داراي خاصيت آدجوانتي بوده وپاسخ حفاظتي 

امروزه وزيكول ).  3،7( نمايندمي مناسبي را درانسان ايجاد

به عنوان يـك   Bسروگروه غشاء خارجي نيسريا مننژيتيدس

هاي مننگوكـوكي مجـوز   واكسن زيرواحدي، بر عليه عفونت

   ).7- 3،9(مصرف انساني را دريافت نموده است 

پس از كشـت انبـوه بـاكتري در شـرايط      در پژوهش حاضر،

كنتــل شــده فرمــانتور، اســتخراج وزيكــول غشــاء خــارجي  

 انجـام شـد و   Aنيسريا مننژيتيديس سـروگروه  PorAحاوي

. مـورد بررسـي قرارگرفـت    هاي فيزيكوشـيميايي آن ابيارزي

درنهايت القاء پاسخ ايمني بر عليه وزيكـول غشـاء خـارجي    

مننگوكوك درحيوان آزمايشگاهي مورد ارزيابي  Aسروگروه 

     .قرارگرفت

  مواد و روشها

  Aتهيه بذر تلقيحي نيسريامننژيتيديس سروگروه 

ــارجي،   ــاء خ ــول غش ــتخراج وزيك ــراي اس ــويه ا ب ــتانداردس  س

(CSBPI/G243) نيسريا مننژيتيديس سروگروه A  ازكلكسـيون

 هـاي باكتريـايي وتهيـه    هاي اسـتاندارد بخـش واكسـن   باكتري

 كشـت  از ليتـر ميلي25. ايران تهيه شد پاستور ژن انستيتوآنتي

ــروگروه  18 ــريامننژيتيديس سـ ــاعته نيسـ ــيط  ،Aسـ در محـ

اصـلاح شـده   مولرهينتون مايع به نيم ليتر محيط كشت فرانتز 

 18حاوي عصاره مخمر ديـاليز شـده تلقـيح شـد و بـه مـدت       

درصـد بـا دورشـيكر     5اتمسفر  درجه و 36 ساعت در گرمخانه

rpm  150010،11( نگهداري شد.(  

  

  كشت در فرمانتور

ليتـر بـذر تلقيحـي بـه مخـزن      ميلـي  500در شرايط استريل  

 40حــاوي  Contact-flow Bithoven unit system فرمــانتور

 24ليتر محيط كشت فرانتز اصلاح شده منتقل شد و به مـدت  

 rpm400 گراد و دور موتـور   درجه سانتي 36ساعت در دماي 

بـه  . ليتر در دقيقـه نگهـداري گرديـد    5و جريان هواي  300-

هـا در انتهـاي فـاز لگـاريتمي،     منظور غير فعال كردن بـاكتري 

  درجــه 56مخــزن فرمــانتور بــه مــدت نــيم ســاعت در دمــاي 

  ).12، 11 ،10(گراد قرار گرفت سانتي

  

  استخراج و تخليص وزيكول غشاءخارجي 

بـا   Aوزيكول غشاءخارجي نيسريا مننژيتيـديس سـروگروه   

به اختصار،  .استخراج گرديد) 12( روش سيادت و همكاران

 Aابتدا جسم سلولي غيرفعال نيسريا مننژيتيديس سروگروه 

ــدت  ــه م ــاعت در دور  1ب ــ rpm6000س ــه  4اي و دم درج

گراد سانتريفوژ گرديد و توده جسـم سـلولي در بـافر    سانتي

كلرورســديم بــه حالــت تعليــق درآورده شــد و پــس از      

دقيقه وزن مرطـوب آن تعيـين    30هموژنيزاسيون به مدت 

سـاعت   1به مـدت   rpm6500اين تعليق مجدداً در . گرديد

رسوب سلولي در . گراد سانتريفيوژ گرديددرجه سانتي 4در 

) سـيگما (مـولار   1/0 برابر وزن مرطوبش با تريس بـافر  5/7

 EDTA( 10( محتوي اتيلن دي آمين تتراكلرواستيك اسيد

بـه صـورت تعليقـي يكنواخـت      w/v  )سـيگما (مـولار  ميلي

 حجمي محلول تريس بافر 20/1به تعليق فوق مقدار  .درآمد

 100سديم دزوكسـي كـولات    و EDTAمولار محتوي  1/0

دقيقـه تـوده    10پـس از  . اضـافه شـد  ) مـرك (گرم در ليتر 

دزوكسي كولات توسط اولتراسانتريفوژ  سلولي تيمار شده با
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 و rpm16500ساعت در دور  1به مدت ) L8,80Mبك من (

سپس مايع سلولي عاري . گراد جدا گرديددرجه سانتي 4 در

درجـه   4 و rpm42000سـاعت در دور   2از سلول به مدت 

  .گرديدگراد سانتريفوژ سانتي

 1/0تـريس   آنگاه تعليقي از رسوب به دسـت آمـده در بـافر   

 5كـولات  دزوكسي مولار وميلي EDTA ، 100مولار حاوي 

ــد    ــه گردي ــر تهي ــرم در ليت ــدت   گ ــه م ســاعت در  2و ب

rpm16500  اولتراسـانتريفوژ شـد  گـراد درجه سـانتي  4و ،  .

درصـد   3ميلي ليتر آب مقطر حـاوي   15در  OMVرسوب 

ميكرون  22/0پس از عبور از فيلتر ميلي پور  و سوكروز حل

  ).10- 14( استريل گرديد

  

سنجش ميزان پروتئين تخليص شده  با كمـك روش  

  اسپكتوفوتومتر با كمك دستگاه نانودراپ 

سـنجش ميـزان پـروتئين تخلـيص شـده  بـا كمــك روش        

لانـدا و بـا اسـتفاده از     280اسپكتوفوتومتر در طـول مـوج   

  ).13،14( گيري شدازهدستگاه نانودراپ اند

  

  SDS-PAGEارزيابي پروتئين تخليص شده با روش 

ــروتئين   ــوص پ ــد خل ــت تائي ــود در جه ــاي موج و  OMVه

همچنين تخمين وزن مولكولي آنها، نمونه تخليص شده بـه  

درصـد  SDS-PAGE 10بـر روي ژل  ميكروليتـر   10 ميزان

جهـت تعيـين وزن مولكـولي پـروتئين      .الكتروفورز گرديـد 

 ).12- 15( استفاده گرديد SIGMA)( ماركر

  

  ميكروسكوپ الكتروني

 براي تأييد خلوص و تعيـين شـكل فضـايي وزيكـول غشـاء     

ابتـدا  . خـارجي از ميكروسـكوپ الكترونـي اسـتفاده گرديـد     

 مـــولار بـــا اولتراســـوند PBS 01/0در  OMVمقـــداري از 

روي گريـد   OMVاز  لانـدا  10يكنواخت شد و سپس مقدار

. فرم وار و بخار كربن قـرار داده شـد   نيكلي پوشيده شده با

 درصـد  1/0 مولارحـاوي  PBS 01/0پس از آن، گريـدها بـا   

روي گريد  OMVs. شستشو داده شدند )MERCK( ژلاتين

 1درصد گلوترآلدهيد به مدت  1مولار حاوي  PBS 01/0با 

گراد ثابت شدند و در مرحله آخـر  درجه سانتي 4ساعت در 

است منفي با فسفوتنگستنات آميزي كنترگريدها تحت رنگ

)7.5 pH=  (    قرار گرفتند و توسـط ميكروسـكوپ الكترونـي

  ).11- 15(بررسي شدند  CEA902A زايس مدل

 

  LAL آزمون

گيـري ميـزان اندوتوكسـين موجـود در نمونـه      براي انـدازه 

OMVs از روش ،LAL توسط كيت بيووايتاكر و  كروموژنيك

  ).12،16(رديد بر اساس پروتكل شركت سازنده استفاده گ
  

  آزمون پيروژني

آزمــون پيروژنــي طبــق پيشــنهاد  جهــت بررســي عوامــل تــب زا،

 Aيتيـديس سـروگروه   نيسـريامننژ OMV فارماكوپـه آمريكـا روي   

 محلـول آزمـايش  وريدي پس از تزريق ، آزمايشدر اين  .انجام شد

به طوري كه ابتـدا   .شودگيري ميافزايش گرماي بدن حيوان اندازه

كيلــوگرم  5/2 الــي 2 ش ســفيد نيوزلنــدي بــا وزنراس خرگــو 3

ها قبل ازتزريق و در هـر  بدن خرگوشطبيعي دماي  .ندانتخاب شد

ساعت تا ساعت پنجم پس از تزريق توسط ركتومتر مورد سـنجش  

خرگوش نسبت به مجمـوع   3اگر افزايش گرمايي بدن  .قرار گرفت

 درجـه  4بـدن حيوانـات قبـل از تزريـق بـيش از      طبيعـي  گرماي 

  ). 12( شودآزمون پيروژني مثبت تلقي مي گراد شودسانتي

  

  وسترن بلات

بـرروي   SDS-PAGEپس از انتقال باندهاي پروتئينـي از روي ژل  

شـبانه   1به مدت  BSAكاغذ نيتروسلولز و بلوك كردن آن توسط 

 Antiو  PorAهـاي اختصاصـي ضـد    بــاديروز، بـا افـزودن آنتـي   

mouse IgG HRP   هـاي اوليـه و ثانويـه بـه     بـادي به عنـوان آنتـي

، وجود يـا عـدم   DABصورت مجزا و در نهايت افزودن سوبستراي 

   ).11،15(وجود پروتئين اختصاصي مورد ارزيابي قرار گرفت 
  

  ها برنامه ايمونيزاسيون موش

نيسـريامننژيتيديس   OMVهاي ايمونولـوژيكي  پاسخ براي ارزيابي

يـك گـروه پـنج     .رديـد هاي سوري استفاده گاز موش Aسروگروه 

هـاي ايمونولـوژيكي   گيري و بررسيخون تايي براي انجام ترزيقات،

 ،0 در روزهـاي  تزريقات به صورت داخل عضـلاني و . انتخاب شدند

، OMVميكروگـرم   5انجام پذيرفت و بـه هرمـوش    42 و 28 ،14

  .ترزيق گرديد

ق بعد از ترزي ـ 42و  28،  14،  0هاي زروها در گيري از موشخون

هـا  سـرم . در شرايط استريل انجام پذيرفت) ترزيق زمان صفر(اول 

  ).13(نگهداري شدند  گراددرجه سانتي - 20 آوري و درجمع

  

نيسـريا   OMV بادي اختصاصـي برعليـه  تعيين عيار آنتي

                                                                                 Aمننژيتيديس سروگروه 

مننگوكـوكي از روش   OMV عليـه  هاي بـر باديبراي بررسي آنتي

 هـا بـا  بعد از پوشـاندن چاهـك  . رقابتي استفاده گرديدالايزاي غير
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OMV  و بلوك نمودن بـا BSA     ،از سـرم حيـوان ايميـونيزه شـده 

 1از پـس  . افزوده شد هابه چاهك و رقت هاي مختلف تهيه گرديد

بــادي دوم آنتــي گــراددرجــه ســانتي 37ســاعت انكوباســيون در 

سـاعت انكوباسـيون    1كونژوگه بـا آنـزيم افـزوده گرديـد وپـس از      

 )OD(سـپس جـذب نـوري رنـگ     . سوبستراي آنزيم افـزوده شـد  

براي بررسـي  ). 17(تعيين گرديد  ELISA Readerتوسط دستگاه 

OD آنـاليز واريـانس  هاي زمـاني از آزمـون   دست آمده در گروهه ب 

  p>05/0 .اسـتفاده شـد   SPSS version 15.0 افزاريك طرفه با نرم

   . در نظر گرفته شد دارمعني

  

  هايافته

 شرايط كشت

ليتـر محـيط    40در پژوهش حاضر، پس از تلقيح بذر مورد نظر به 

كشت فرانتز اصلاح شـده، تـا انتهـاي فـاز لگـاريتمي رشـد، كليـه        

ايط كاملاً كنترل شده و اپتيمم كشـت  پارامترهاي تخميري در شر

هـا بـه   ور، به صورتي در فرمـانتور تنظـيم گرديـد تـا سـلول     غوطه

ليتــر بــرات  40در ايــن شــرايط از . حــداكثر تكثيــر خــود برســند

  .گرم وزن مرطوب سلولي به دست آمد 4/30تخميري 
  

  ميكروسكوپ الكتروني

ــوژي  ــيات مورفول ــاوي  OMVsخصوص ــذر از  PorAح ــس از گ پ

حل مختلف فرآينداستخراج وتخليص با رنگ آميزي كنتراسـت  مرا

طـور كـه در   همان. شدبررسي  منفي توسط ميكروسكوپ الكتروني

نـانومتر   150تـا   50 هـا انـدازه وزيكـول   ،شودمشاهده مي 1 شكل

  .انددرصد آنها شكل فضايي خود را حفظ كرده 70است و بيش از
  

  
ــكل  ــول  -1ش ــي وزيك ــراف الكترون ــايميكروگ ــارجي  ه ــاء خ غش

نانومتر حاوي  50-150هاي وزيكول. Aنيسريامننژيتيديس سروگروه

PorA آميزي كنتراست منفي مشاهده گرديدبا رنگ.  

  بررسي وزن مولكولي

 در موجود PorA گردد، ملاحظه مي 2شكل طور كه در همان

OMV  ســـــروگروهA 35-40مننگوكـــــوك در محـــــدوده 

   .التوني قراردارددكيلو

  

  
 :PorA. M حــاوي OMV از SDS-PAGE الگــوي -2شــكل 

  مننگوكوك Aسروگروه A: OMV، ماركر

  

  

  روش نانودراپ     استفاده از سنجش ميزان پروتئين با

بـا   اسـپكتوفوتومتري  روش بـه  گيري شدهمقدار پروتئين اندازه

ــانودراپ  ليتــر گــرم در ميلــيميلــي 1/0اســتفاده از دســتگاه ن

  .محاسبه گرديد

  

  LALتست 

بودكـه در حـد    EU/ml126  ميزان اندوتوكسين محاسبه شده

   .قرار داشت FDAاستاندارد 

  

 آزمون پيروژني

اي پس از انجام آزمون، هيچ گونه افزايش دماي قابـل ملاحظـه  

در خرگوش ها مشاهده نگرديد كه نشان دهنده فقدان پيروژن 

  .استخراج شده است OMVبودن 
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  وسترن بلات

گـردد بانـد ظـاهر شـده     مشاهده مـي  3شكل طور كه در همان

قـرار دارد كـه    kDa40-35روي كاغذ نيتروسلولز در محـدوده  

ــا اســتفاده از آنتــي  PorAموقعيــت  ــه ب ــن ناحي ــادي را در اي ب

                        .به اثبات رسيد PorAاختصاصي ضد 

  

  
 :Pre-Stained. Aماركرپروتئيني  :M .وسترن بلاتينگ -3شكل 

  .كيلودالتون 40-35شده درمحدودهباند ظاهر

  

 الايزا

نيسـريا مننژيتيـديس    OMVحاصل از تزريق  IgG Totalعيار 

  . نشان  داده شده است1-3در نمودار  Aسروگروه 
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 Aسـروگروه   OMV شـده بـر عليـه    توليـد  IgG عيـار  -1 نمودار

   .مننگوكوك درروزهاي متعدد پس از تزريق

  

  ثبح

ترين عامل ايجاد كننده اصلي Aنيسريا مننژيتيديس سروگروه 

. مننژيت اپيدميك در نواحي كمربند مننژيتي در آفريقـا اسـت  

هـاي  هاي مختلـف ايـن سـروگروه سـبب ايجـاد اپيـدمي      سويه

 اي ازآسـيا و گسترده در سرتاسـر آفريقـا و بخشـهاي گسـترده    

ن موثر كـه  وجود يك واكس ؛ در نتيجه)3،5( شودخاورميانه مي

واكسينه ايجـاد نمايـد    افراد در بتواند حفاظت طولاني مدت را

هـاي مختلـف و متعـددي    تاكنون واكسن. ضروري است لازم و

توليـد و   Aهاي مننگوكوكي سـروگروه براي پيشگيري ازعفونت

هاي بر به  بازار عرضه شده است كه از جمله ميتوان به واكسن

هـا در  ايـن واكسـن  ). 3( ردساكاريد كپسولي اشـاره ك ـ پايه پلي

ــالاي  ــان ب ــس از  5كودك ــال اول پ ــالان در س ــال و بزرگس  س

هـا بيشـتر   از اين  واكسن. كننده هستندواكسيناسيون حفاظت

امـا اسـتفاده از آنهـا     ،شـود ها  استفاده ميبراي كنترل اپيدمي

. نيزاسيون مورد ترديد و ابهام اسـت هاي منظم ايموبراي برنامه

    سـاكاريد كپسـولي بـه علـت ماهيـت      يـه پلـي  هـاي برپا واكسن

شـان داراي معـايبي هسـتند كـه ازجملـه ايـن       سـاكاريدي پلي

 T لنفوسـيت  هاي ايمونولوژيكي مسـتقل از ايجاد پاسخ، معايب

داراي خصوصـياتي از   Tهاي مستقل از لنفوسـيت  پاسخ. است

ناكارآمدي در ايمنـي زا   ،جمله عدم ايجاد خاطره ايمونولوژيكي

ايزوتايـپ   عدم توانايي در تغيير، سال2براي كودكان زير بودن 

هـا  ايـن محـدوديت  ). 3،18(باشد مي IgG بهIgM بادي از آنتي

هــاي شـده تـا پـژوهش    هـاي پلـي سـاكاريد سـبب    در واكسـن 

هـا  نژانـواع ديگـري از آنتـي    با اي براي جايگزيني آنهاگسترده

هـاي  اكسنو هايكي از اين جايگزين ).3،13،18( صورت پذيرد

هاي غشايي به طور طبيعي توسط وزيكول. است OMV بر پايه

 شـوند هاي مختلف مننگوكوك در طي رشدشان توليد ميگونه

 را درصـد آن  25 تا 20 و هارا پروتئين آن كه قسمت مهمي از

 ).7-9، 3(دهد ها تشكيل مياليگوساكاريدليپو

OMVs ورت توانند توسـط سـانتريفوژ و بـا مجـا    به سادگي مي

سانتريفوژ تغليظ ت از سلول جدا گردند و با اولتراملايم با دترژن

  ).14 ،12، 11(يابند 

هاي غشاي خارجي استخراج شـده از بـاكتري، حـاوي    وزيكول

و به مقـدار كمـي    ) پورين( 3 و2 و1هاي اصلي كلاس پروتئين

 و PorA هـاي پـورين  .هاي با وزن مولكولي بالا هستندپروتئين

PorB، هـاي نيسـريا   هاي اصلي غشاء خارجي در گونـه ينپروتئ

اسـت القـائ    قـادر  PorA حـاوي  OMV  .مننژيتيديس هستند

 ).15 ،12، 11( را تحريك كند IgGهاي كلاستمام زير

 روش دزوكســي كــولات، 1996كلاســن و همكــاران در ســال 

 OMVاولتراســانتريفوژ افتراقــي را بــراي اســتخراج و تخلــيص 

را  PorA حاوي OMV ها مقدار  مناسبي ازآن .ريزي نمودندپايه

اين گروه از . به دست آوردند Bاز نيسريا مننژيتيديس سروگروه

هـاي  كـلاس عمـده پـروتئين    4محققان نشان دادند كه از بين 
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سيسـتم  ، )PorA( 1كلاس ، غشاء خارجي نيسريا مننژيتيديس

هاي غشاء خـارجي  ايمني اختصاصي را نسبت به ساير پروتئين

 اسـتفاده از  بـا  ،در پژوهش حاضر). 11( كندتحريك ميبيشتر 

 ــ ــات ب ــته تجربي ــابي  آ دس ــتخراج و ارزي ــه اس ــده، ب ــاي م ه

ــيميايي  ــروگروه  OMVفيزيكوشـ ــريامننژيتيديس سـ  Aنيسـ

 .                                         پرداخته شد

حـاوي   OMVتوليـد نيمـه صـنعتي     امكـان ، درتحقيق حاضـر 

PorA اندارد نيسريا مننژيتيديس سروگروه خالص سويه استA 

)CSBPI,G243 (     براي اولين بار در ايـران مـورد ارزيـابي قـرار

گـرم  ميلـي  1/0، گرم توده سلولي 4/30 به طوري كه از، گرفت

 . به دست آمد OMVليتردر ميلي

درصــد  70 هــاي ميكروســكوپ الكترونــي بــيش ازدر بررســي

شـكل فضـايي    Aهـا نيسـريا مننژيتيـديس سـروگروه     وزيكول

طبيعي خود را حفظ نمودند و در مراحل مختلف فرايند خالص 

در  همكـارانش  سالم ماندند كه بـا تجربيـات كلاسـن و    سازي،

  .)11( مننگوكوك منطبق بودB  مورد سروگروه

نيسـريا   OMV در موجـود  PorAالگوي حركت الكتروفورتيك 

به صورت يـك بانـد    SDS-PAGE در Aمننژيتيديس سروگروه

ايـن   كيلودالتون قرار گرفتـه اسـت و   35-40 يم در جايگاهضخ

همكـارانش محـدوده قرارگيـري     درحالي اسـت كـه كلاسـن و   

PorA  در موجود OMV  نيسريامننژيتيديس سـروگروهB در  را

يكـي ازمزايـاي   . گزارش كرده بودند كيلودالتون40-45جايگاه 

 OMV در LPS  پـايين بـودن ميـزان    ،اين پژوهشدر تخليص 

زيــرا ميــزان قابــل تــوجهي از دزوكســي كــولات  ). 12(اســت 

    ايــن امــر ســبب  .شــودمــي OMVمتصــل بــه  LPSجــايگزين 

تا سـطح مجـاز بـراي     OMV در موجود LPSگردد تا ميزانمي

 عـاري از  هاي خالص كـاملا بنابراين وزيكول. تزريق كاهش يابد

LPS آزمون ).11،12( نيستند LAL نشان داد كه ميزان LPS 

هاي بيولـوژيكي  در محدوده مجاز مصرف فراورده OMV همراه

 امـا  ،يـك مـاكرومولكول سـمي اسـت     LPS اگر چـه . دارد قرار

بسـيار مـوثر    OMVحفظ پايـداري   ميزان اندك آن در ثبات و

وزيكـول   به عنوان يك آدجوانت قوي در LPS همچنين  .است

 فقـدان ، انجام آزمون پيروژني درخرگوش با ).17( كندعمل مي

اسـتخراج شـده بـه روش دزوكسـي      OMV پيروژنيـك  صخوا

).                                                                                     12،17( كــــــــــــولات تائيــــــــــــد شـــــــــــــد  

 در موجــود PorAحضــور  ،اســتفاده از روش وســترن بــلات بــا

در  Aوزيكول غشاء خارجي نيسـريا مننژيتيـديس سـرو گـروه     

.                                          كيلودالتوني به اثبات رسيد40تا 35محدوده 

اسـتفاده از سـرم هيپرايميـون حاصـل از      بـا  پژوهش حاضر در

بـادي  عيار آنتي ،مننگوكوك به موش Aسروگروه OMVتزريق 

 بـر عليـه   ELISA آزمـون  .القا شده مورد بررسـي قـرار گرفـت   

OMV روهمننگوكــوك ســروگA نشــان داد كــه افــزايش عيــار  

اولـين تزريـق    پـس از  )برابر 6/1(داري معني) IgG( باديآنتي

  .شودايجاد مي 28يادآور در روز 

مننگوكـوك يكـي از    OMVبا توجـه بـه مطالـب بيـان شـده،      

سـاكاريدي در پيشـگيري از   هاي پليهاي مهم واكسنجايگزين

هيت پروتئيني، به هاي مننگوكوكي است كه علاوه بر ماعفونت

فضـايي پـروتئين در فـرم    -دليل دارا بودن خصوصـيات شـكلي  

هاي پس از گذار از مراحـل  ها و موتيفتوپطبيعي و حفظ اپي

امـروزه  ). 12 ،9، 3( گـردد ن قوي محسوب ميژتخليص، ايمنو

هاي ديواره باكتريايي نيسازي پروتئهاي خالصدر زمينه روش

 ـ ،هـاي زيـادي مطـرح اسـت    بحث كـه پژوهشـگران    طـوري ه ب

هاي متعـدد، سـبب تخريـب سـاختمان     معتقدند كه دستكاري

هـاي ايمنـي   پاسخ هاي موثر در القاتوپفضايي و در نهايت اپي

تنهـا سـاختمان اول    شده و در نهايت پـروتئين تخلـيص شـده   

 ،11، 3( باشـد يعني سكانس اسيدهاي آمينه اوليـه را دارا مـي  

لايـم در اسـتخراج اسـتفاده    همين دليل اگر روشـي م ه ب). 12

هـا را بـا حفـظ خصوصـيات     اي از پـروتئين گردد كه مجموعـه 

فضايي تخليص نمايد، بسيار مطلوب و موثر خواهد بود و روش 

كار رفته در اين پژوهش خصوصيات  بيان شده را دارا است ه ب

تواند وارد بررسي فازهاي باليني مي OMVبنابر اين  ).12 ،11(

، جـايگزين  واحـدي هاي زيرنسل جديد واكسنعنوان ه شده و ب

تواند در پيشگيري از مي ساكاريدي گرددكه نه تنهاواكسن پلي

بلكـه بـر عليـه     ،مفيد باشد Aهاي مننگوكوكي سروگروهعفونت

  . هاي مننگوكوك نيز كارا خواهد بودساير سروگروه

  

  تشكر و قدرداني 

نامه وژه پاياناين مقاله حاصل تحقيقات انجام يافته در قالب پر

ين وسيله نويسـندگان،  دب. باشدمي دانشجويي كارشناسي ارشد

ــش  از ــاران بخ ــه همك ــاري كلي ــدز و  همك ــت و اي ــاي هپاتي   ه

انسـتيتو پاسـتور ايـران     ژنهاي باكتريايي و تهيه آنتـي واكسن

  .كمال تشكر را دارند
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