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زایی و میزان بقا در مقابل عفونت  یایمنبر  RH سویه گوندی توکسوپلاسما  SAG3کامل 
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 مهر نود و شش پذیرش برای چاپ:مرداد نود و شش                                                                        : دریافت مقاله 

 چکیده 
توكسوپلاسموزیس درانسان وحیوانات  عامل و یانتشارجهانبا  باری اجتوكسوپلاسما گوندی یك انگل داخل سلولی : سابقه وهدف

نقش میزبان به سلولهای وحمله در اتصال  درمراحل مختلف سیکل زندگی انگل بیان شده و   SAG3 آنتی ژن سطحی بزرگ است.
درسالهای اخیرپیشرفتهای چشمگیری درزمینه شناخت كاندیدهای مناسب واكسن صورت گرفته است.هدف مهمی را ایفاء می نماید. 

( توكسوپلاسما گوندی و ارزیابی پاسخ های ایمنی ناشی از آن در  SAG3)3طحیواكسن از ژن كامل س DNAاین مطالعه ساخت 
( و آلوم و Poly(Methyl Methacrylate)Nanoparticles)  PMMAبا استفاده از دوادجوانت نانوپارتیکل BALB/cموشهای 

 مقایسه آنها با گروههای كنترل بوده است.  

سه بار به فواصل سه هفته ای به صورت داخل  BALB/cایمونیزه نمودن موشهای جهت بررسی ایمنی زایی این واكسن ،روش کار: 
   pcDNA3 ,PBS ,به عنوان گروههای تست و pcSAG3+ Alum  ، pcSAG3+PMMA  و pcSAG3 عضلانی توسط

pcDNA3+Alum، pcDNA3+PMMA گیری به عنوان گروههای شاهد انجام شد.پاسخهای ایمنی ناشی ازایمونیزاسیون با اندازه
 سطح آنتی بادیها وسیتوكینها و میزان بقای موشها بعدازچالش مورد ارزیابی قرارگرفت.

 و  pcSAG3 ،pcSAG3+ Alumپاسخ های ایمنی هومورال و سلولی در گروههای واكسینه شده با ها:  یافته

pcSAG3+PMMA  افزایش معنی داری را در درمقایسه با گروههای كنترل  با(P<0.05) د كه این نتیجه با تستنشان داMTT 
 بودند.  روز زنده120ی تست تا بیش از گروهها % 20روز و 9كنترل درگروههای  موشها یبقامتوسط  زانیمتایید شد. 

واكسن موجب تحریك پاسخ های ایمنی همورال  DNAبه عنوان  pcSAG3نتایج نشان داد كه میتوان با استفاده از نتیجه گیری: 
نمود.یافته ها نشان داد  جادیاوموثر ینسب تیحما كفزایش طول عمر موش ها دربرابرتوكسوپلاسموزیس شده و یوسلولی و درنتیجه ا

 این ژن  می تواند  كاندید مناسبی برای واكسیناسیون برعلیه توكسوپلاسموزیس باشد.

 وآلوم PMMAارتیکل ادجوانت نانوپ ، SAG3واکسن،ایمنی زایی،آنتی ژن  DNAگان کلیدی:توکسوپلاسما گوندی، واژ
 

 مقدمه

است كه  اجباری ی داخل سلوله اانگل تك یاخت توكسوپلاسماگوندی

(. 1د)شومی اتدر انسان و حیوان سموجب توكسوپلاسموزی

عامل بیشترین عفونت انگلی دردنیا است وسطح  توكسوپلاسما گوندی

ده گسترده ای ازمیزبانان شامل انسانها،حیوانات اهلی وپرندگان را آلو

كند.این انگل دشمن بالقوه انسان ویکی ازچهار فاكتورمنجربه تولد می

 كشنده و شدید عوارض(.2جنین غیرعادی درزنهای حامله می باشد)

  و ها در انسان توكسوپلاسموزیس

 

 ای گسترده و تحقیقات مطالعات كه داشته آن بر را محققین حیوانات،

 انجام بیماری ینا مؤثر علیه های واكسن توسعه و ساخت برای

 است كه واكسنی گوندی توكسوپلاسما علیه مؤثر واكسن یك.دهند

 به افراد مبتلا و جنین در انگل این كشنده و شدید عوارض از بتواند

 ضررهای كاهش باعث  همچنین و كرده جلوگیری ایمنی سیستم ضعف

مختلف  یژنها یآنت یرو یادیز قاتیتحق.(3شود) اقتصادی

  یبر رو شتریب یتوجهات اصل رایاخ یام شده  ولتوكسوپلاسما انج
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است  اجباری ی داخل سلوله اانگل تك یاخت سماگوندیتوكسوپلا

(. 1د)شومی اتدر انسان و حیوان سكه موجب توكسوپلاسموزی

عامل بیشترین عفونت انگلی دردنیا است  توكسوپلاسما گوندی

وسطح گسترده ای ازمیزبانان شامل انسانها،حیوانات اهلی وپرندگان 

ن ویکی ازچهار كند.این انگل دشمن بالقوه انسارا آلوده می

فاكتورمنجربه تولد جنین غیرعادی درزنهای حامله می 

 و ها در انسان توكسوپلاسموزیس كشنده و شدید عوارض(.2باشد)

 گسترده و تحقیقات مطالعات كه داشته آن بر را محققین حیوانات،

 انجام بیماری این مؤثر علیه های واكسن توسعه و ساخت برای ای

 است كه واكسنی گوندی توكسوپلاسما یهعل مؤثر واكسن یك.دهند

 به افراد مبتلا و جنین در انگل این كشنده و شدید عوارض از بتواند

 كاهش باعث  همچنین و كرده جلوگیری ایمنی سیستم ضعف

 .(3شود) اقتصادی ضررهای

مختلف توكسوپلاسما انجام شده   یژنها یآنت یرو یادیز قاتیتحق

انگل  یسطح یهاژنیآنت یبر رو شتریب یتوجهات اصل رایاخ یول

 یها با آنت تیزوئ یها وبراد تیزوئ یاست.سطح تاكمتمركز شده

شده كه به  دهیپوش SAGبه نام  یمتعدد یاختصاص یسطح یژنها

GPI (مهمتر4-6متصل شده است .)بزرگ  یسطح یژنها یآنت نی

 )،SAG1(30kDa) ،SAG2(22kDa) ها تیزوئ یتاك

SAG3(43kDa (.7باشند) یم 

SAG3هیشب یلیخSAG1 ( وبه 7بوده) فیدرساختمان ووظا

(. 8شود) یمتصل م تولینوزیا لیدیفسفات لیکوزیگل قیغشاءازطر

 یدر تهاجم واتصال به سلول نقش مهم نیدو پروتئ نیا

 تیواسپوروزوئ تیزوئ یوبراد تیزوئ یدرسطح تاك SAG3دارند.

 )استتوكسوپلاسما  یمهم سطح ینهایوجود دارد و از پروتئ

10،9.)SAG3  ستمیس یاز اعضا redundant یرسپتور 

درشناخت واتصال به  گاندیتوكسوپلاسما است كه بعنوان واسطه ل

 .(12،11دارد)  ینقش مهمودر پیشرفت عفونت  زبانیسلول م

SAG3 نیهپارمولکولهای باند شونده به  نیپروتئ نیاول  

ه به طور بالا بوده ك یتینیبا اف زبانیسلول م یکانهاینوگلیآم

 ینم ینقش نیچن یدارا SAG1 یول دادهباآنها واكنش  یاختصاص

 (.11باشد)

  DNA ای مطالعات گسترده كه است جدیدی موضوع یك واكسن 

 در واكسن DNA .است انجام حال دریا  و شده انجام آن روی

 تحریك و القا برای بیشتری توانایی پروتئینی های واكسن با مقایسه

 (Cytotoxic T-cell)ایمنی سلولی ویژه به نیایم مسیرهای همه

ازجمله  ایمنی های پاسخ القای باعث با آن زایی دارد و ایمنی

پاسخهای ایمنی هومورال وسلولی شده وموجب حفاظت برعلیه 

(. تزریق آنتی ژن همراه با یك 14،13) شود عفونت انگلی می

ن و   بدست از مقادیر بسیار كمتر از آنتی ژادجوانت امکان استفاده

 آوردن تیتر بیشتر آنتی بادی را فراهم می كند.

تركیبات آلومینیومی می توانند با تحریك مستقیم و غیر مستقیم 

سلولهای دندریتیك، فعال كردن كمپلمان و تحریك ترشح 

، 16سایتوكاین ها باعث افزایش بیشتر پاسخهای ایمنی می شوند)

طریق جذب الکترواستاتیك (.ادجوانت آلومینیومی مانند آلوم از 15

آنتی ژن را جذب می كند. نانو پارتیکلها ادجوانتهایی هستند كه از 

نانومترتشکیل شده  وازآنها جهت تاثیربهتر 100تا 1ذراتی به اندازه 

داروها و واكسنها استفاده  می شود.یکی ازاین 

 PMMA  (Poly(Methylنانوپارتیکلها

Methacrylate)Nanoparticlesه مطابق بررسی ها ( است ك

موجب افزایش پاسخهای ایمنی به انواع متنوعی ازآنتی ژنها می 

 (.18،17شود)

و عدم وجود  SAG3باتوجه به ویژگی های گفته شده در باره 

واكسن آن همراه با دو  DNAمطالعه ای درخصوص ایمنی زایی 

 PMMA (Poly(Methylادجوانت نانوپارتیکل 

Methacrylate)Nanoparticles  وآلوم درایران و دنیا مارا )

 و سلولی ایمنی های پاسخبرآن داشت كه كارآیی آن را درالقای 

 كشنده سویه با چالش از بعد ها موش آن در حفاظتی اثر و همورال

RH قراردهیم. ارزیابیموردبررسی  و گوندی توكسوپلاسما 

 

 روش کار
 

زشکی این تحقیق در گروه انگل شناسی وحشره شناسی دانشکده پ

دانشگاه تربیت مدرس وبا تایید معاونت پژوهشی آن دانشکده انجام 

هفته سن ازموسسه  6-8حدو  BALB/cشده است. موشهای  ماده 

واكسن وسرم سازی رازی خریداری و تحت شرایط عاری از آلودگی 

و سلامت  یمل یتویانست یمطابق با راهنمانگهداری شد. كاربا آنها 

دانشگاه به مسئول حیوانخانه حیوانات مجوز كلی كمیته اخلاق 

آزمایشگاهی ومطابق با راهنمای نحوه كارباحیوانات آزمایشگاهی 

برای تهیه آنتی ژن مورد نیاز جهت تست الیزا . .استانجام شده 

 RHوچالش موشهای ایمونیزه شده ازتاكی زوئیتهای سوش

به انگلها باتزریق داخل صفاقی  توكسوپلاسما گوندی استفاده شد.

درگروه انگل شناسی دانشکده پزشکی تربیت BALB/c موشهای

مدرس و دانشگاه تهران تهیه گردید.      تاكی زوئیتهای جمع آوری 

سوسپانسیون وچندین بار جهت  PBSشده ازمایع صفاقی با 

(.بعدازشستشو چندین بارباروش 19) شستشو سانتریفوژ شد

انتریفوژ مایع رویی انجمادوذوب آنتی ژن های انگل آزاد و پس ازس

میکرومترفیلتر وغلظت پروتئین حاصل با روش لوری 2/0توسط فیلتر

درسلول  SAG3پلاسمید و تأیید بیان ژن(.تهیه 20مشخص شد)

 (.22،21یوكاریوتیك مطابق روشهای گفته شده انجام شد)
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ایمن سازی جهت تایی 11به هفت گروه  BALB/cموشهای  ماده 

تقسیم شدند.چهارگروه به عنوان كنترل وسه گروه به عنوان تست 

میکروگرم از پلاسمید تهیه شده  100رانتخاب شدند.تزریق مقدا

میکرولیتر ازماده تزریقی با سرنگ درران راست وچپ پای 100در

هفته درروزهای 3نوبت به فاصله 3میکرولیتر( در 50موش )هرعضله

 انجام شد.  42و1،21

سر ازهرگروه به طورتصادفی  5سرموش تعداد 11گروه دارای  7از

بعدازتزریق دوم 63و 42هایانتخاب شده و ازگوشه چشم آنها درروز

 گیری اندازه با هومورال ایمنی بررسیوسوم خون گیری به عمل آمد.

 از استفاده و با  IgG1,IgG2aیهاتایپ ساب و تام سرم IgG مقدار

ی آنت  سطح بررسی منظور به .(23) شد انجامELISA تکنیك

 انگل بهو فاقد آلودگی  (مثبت كنترل) آلوده موشهای در بادی

 بادی آنتی رقت و سرم رقت ژن، آنتی بهینة مقادیر (منفی )كنترل

 تعیین Checker board titration ELISA تکنیك با  كونژوگه

 الایزای روش با IgG1   تایپ ساب و  تامIgG مقدار .گردید

و با  Capture ELISA روش باIgG2a تایپ ساب و غیرمستقیم

   Mouse Monoclonal Antibody كیت استفاده از

Isotyping Reagents    شركت دستورالعمل با مطابق   

Sigma  دشدهیتول یاختصاص یهایباد یآنتانجام شد.جهت بررسی 

 یی را باخانه ا 96ی تهایپل های چاهکكف  درموشها، ژن یبرضدآنت

 8PHمول با 05/0شده درفسفات بافر قیرق یژن توكسوپلاسما یآنت

پلیتها  ونموده كوت  ml/g10با غلظت  تریکرولیم 50به مقدار =

با  تیپل یشوشستانکوبه شد.سانتی گراد درجه 4شبانه در

 یورسپس آنها را وانجام  قهیدق1-5ار         بارهرب TBST  ،4بافر

محلول  تریکرولیم 200بعد و  نمودهكاغذ خشك 

 ها( به همه  چاهکیسرم گاو نیآلبوم%1به همراهTBSTبلوكر)بافر

شد. پس ازاین مدت  انکوبه C 37   ساعت در 2به مدت  واضافه 

 100سپس  مقدار و انجام مانند مرحله دوم  تیپل یشستشو

، 1:5رقت  4در كه  شده با بلوكر  قیسرم موش رقاز تریکرولیم

ازهررقت  تیپلتهیه شده بود به هرچاهك  1:40و  1:20، 1:10

 duplicateهر رقت بصورت از لازم به توضیح است كهاضافه شد. 

  C 37ساعت در   2مذكور  تی. پلك ها تکرار شده بوددر چاه

سپس به وه شستشو داد آن را مانند مرحله دومو بعد انکوبه 

)  دازیبا پراكسشده موس كونژوگه  یآنت تریکرولیم 100 هرچاهك

شد.مجددا اضافه 1:10000( با رقت یاز شركت فراطب رازشده هیته

با بافر بعد و انکوبه ساعت  2به مدت  C 37 انکوباتوردر  تیپل

TBST  ،5 ی مقدارکیدر تارشد. سپس به هرچاهك شستشو  بار 

 20اضافه و به مدت شده آماده  TMB یسوبسترا تریکرولیم 100

شود  دهیچیپ لیدر فو تیپل دیمرحله با نی)در اكیتار یدرجا قهیدق

 50 كبه هر چاهپس ازاین مدت . شدانکوبه  و از نور دور باشد(

وجلوگیری توقف جهت مولار  2 كیسولفور دیمحلول اس تریکرولیم

در طول موج  آنها یجذب نور زانیماز ادامه واكنش اضافه و سپس 

برای تعیین .  (24)دیقرائت گرد دریر زایالنانومتر با دستگاه  450

هفته پس از  4میزان سیتوكین های تولید شده دربدن موشها، 

ای ایمونیزه شده سر ازموشه 5(، طحال  70تزریق سوم)روز

درهرگروه درشرایط استریل خارج ودرپلیت استریل زیرهود له 

(. لنفوسیتهای زنده  موجود درطحال هرموش شمارش 24گردید)

وبعد به میزان  مساوی  درپلیتهای شش خانه ایی حاوی محیط 

RPMI1640 (Gibcoو )FCS20% (Gibco ریخته شد. به )

ژن لیزشده توكسوپلاسما  آنتی ml /g40تعدادی از چاهك ها   

(TLA و یا )ml /g10  فیتوهماگلوتینین  به عنوان میتوژن اضافه

و به تعدادی از چاهك های محیط كشت به عنوان كنترل هیچ آنتی 

ژنی افزوده نشد. جهت تکثیرلنفوسیتها پلیت كشت 

ساعت انکوبه شد..  72تا 48درجه به مدت  37دار CO2درانکوباتور

بررسی حداكثرتحریك لنفوسیت ها جهت  MTTآزمایش 

درگروههای تست )با تحریك آنتی ژن( وكنترل )بدون تحریك آنتی 

 بین جذب نوری سلولهای یعنی نسبت SIژن(  انجام شد و نسبت 

محاسبه گردید. برای بررسی  نشده تحریك سلولهای و شده تحریك

تولیدشده توسط لنفوسیتهای  IFNو IL4میزان  سیتوكینهای 

ساعت جمع 72و48شده، مایع رویی محیط كشت بعدازتحریك 

-Uآوری و موردارزیابی قرارگرفت.غلظت سیتوكینها باكیت الیزای  

cytek,Holand  برطبق دستورالعمل آن انجام ومقدارجذب نوری

(ODنمونه ها با الیزا ریدردر طول موج)نانومتر قرائت  450

همه نمونه  (. جهت بررسی آنتی بادیها وسیتوكینها در24،25شد)

روز 70های تهیه شده  سه بار آزمایش تکرار شد.عمل چالش بعداز

تاكی زوئیت 4/1 410سر موش باقی مانده ازهرگروه توسط 6روی 

انگل توكسوپلاسما گوندی به صورت داخل صفاقی انجام  RHسویه 

ومتعاقب آن میزان بقای موشهای هرگروه)برحسب روز( تا 

ای ارزیابی ایمنی زایی و سنجش روزبعداز چالش ثبت شد.بر120

آنتی بادیها و سیتوكینهای تولیدشده در گروههای تست و كنترل و 

توكسوپلاسما گوندی از  RHزمان بقای موشها چالش شده با سوش 

والیس -، من ویتنی و كروسکال Kaplen-Meierروشهای آماری 

با  16نسخه  SPSSاستفاده شد. نتایج  حاصل با استفاده ازنرم افزار 

رسم و مورد  Excelهم مقایسه و نمودار آنها به كمك نرم افزار

قرارگرفت تجزیه وتحلیل

. 
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  یافته ها

قمبلا گمزارش    SAG3وبیمان ژن   pcSAG3نتایج طرزتهیه پلاسممید  

 ژن جهمانی  كلون شده توسمط مما دربانمك    ژن ثبت (.21،22شده است)

جهت ثبت شده اسمت.  JF312642شماره  به23Feb.2011  درتاریخ

ن روش واكسیناسمیون و محافظمت ایجماد شمده برعلیمه      ارزیابی تاثیر ای

توكسوپلاسماگوندی ،موشهای ایمونیزه شده با تماكی زوئیتهمای سموش    

RH      این انگل چالش شدند.زمان زنده بمودن گروههمای تسمت وشماهد

بایکدیگراختلاف داشت.اختلاف آماری معنمی دار بیشمتری درموشمهای    

 +SAG3  ، pcSAG3+PMMA، pcSAG3واكسمینه شمده بما   

Alum گروههای كنترل دیده شد. موشهای ایمونیزه شده   درمقایسه با

 ،PBS ،pcDNA3 ،pcDNA3+Alumبممممممممممممممما

pcDNA3+PMMA روز مردنممد.مرگ ومیرگروههممای  7-9درمممدت

 120تما قبمل ازروز   pcSAG3گمروه %40شروع شمد.حدود  8تست ازروز

 رسید.درصمممدزنده مانمممدن گمممروه%20زنمممده و ازآن بمممه بعمممد بمممه 

pcSAG3+Alum 20و بعمممدازآن120تممما 9وازروز%40بمممه 8روزدر% 

و  %60بمه   8درروز pcSAG3+PMMAبود.درصدزنده مانمدن گمروه   

موشمها   %20و بعدازآن هنوزحدود 120وسپس تاروز %40به 10و 9درروز

اخمتلاف معنمی دار بما    زنده بودند.  نتایج آنالیز آماری نیز نشمان دهنمده  

(05/0P<بین بقاء موشها در همه گروه)همای كنتمرل   با گروه های اصلی

بود. مهمترین نتیجه بدست آمده درمطالعه حاضرافزایش بقماء موشمهای   

 RHدراثممر چممالش باسمموش  pcSAG3ایمممونیزه شممده بمما  واكسممن  

مماه بموده   4ازآنهما حتمی بعمداز    %20توكسوپلاسما گوندی وزنده ماندن 

  (.1و نمودار  1است)جدول 

 

 
 

 

 

های تست توکسوپلاسما گوندی درگروه RHتاکی زوئیت زنده سویه 4104/1بقاء موشهای چالش شده با. تعدادروزهای زنده ماندن ودرصد 1جدول

 وکنترل

                                                                                                                             

 

           

 گروه       

 

 روز

PBS pcDNA3 

 

pcDNA3 
+  

Alum 

pcDNA3  + 

PMMA 
pcSAG3 

pcSAG3 
+ 

Alum 

pcSAG3 

+ 
PMMA 

 

0 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

1 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

2 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

3 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

4 100% 80% 100% 100% 100% 100% 100% 

5 80% 60% 80% 100% 100% 100% 100% 

6 60% 20% 0 80% 100% 100% 100% 

7 40% 0 0 60% 100% 100% 100% 

8 0 0 0 40% 40% 40% 60% 

9 0 0 0 20% 40 % 20% 40% 

10 0 0 0 0 40% 20% 40 % 

63-11 0 0 0 0 40% 20% 20% 

120- 64 
 

0 0 0 0 20% 20% 20% 
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 های  تست وکنترل توکسوپلاسما گوندی درگروه RHتاکی زوئیت زنده سویه  4104/1چالش شده با  .در صد بقاء موشهای1نمودار 

 

 
درموشهای واكسینه شده با  IL-4 و  INFγجهت بررسی تولید 

، طحال آنها  SAG3لاسمید فاقد آنتی ژن و دارای آنتی ژنپ

چهارهفته بعداز ایمونیزه كردن مرحله سوم و نهایی از بدن خارج 

د. درشرایط استریل سوسپانسیون سلولی از طحال آنها تهیه و ش

درپلیتهای دارای محیط كشت با آنتی ژن لیزشده توكسوپلاسما 

گوندی جهت تحریك آنها مخلوط شد. این  آنتی ژن درموشهای 

 و pcSAG3  ،pcSAG3+PMMAایمونیزه شده با 

pcSAG3+ Alum   میزان زیادتریINFγ   نسبت به گروههای

(. بین آنها P >05/0تولید نمود و اختلاف آماری معنی داری) شاهد

(2وجوددارد)نمودار

 .
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ساعت در گروههای 72تولید شده ازکشت لنفوسیتهای طحال موشها درمدت  IFNو IL4.مقایسه میانگین سیتوکین های 2نمودار               

  تست وکنترل 
 

 

 

 

ی تست وكنترل درگروهها MTTنتایج سنجش 2درجدول

 بایکدیگرمقایسه شده است.همانطوركه ملاحظه می شود

 درگروههای تست بالاترازگروههای كنترل بوده است SIنسبت 

 

 نشده(  تحریك سلولهای و شده تحریك سلولهای جذب نوری)نسبت بین  SIبراساس سنجش گروههای تست وکنترل  در  MTTنتایج  .2جدول

 SI  ماده تزریقی  گروه

1 PBS 080/1 

2 pcDNA3 100/1 

3 pcDNA3+Alum 130/1 

4 pcDNA3+PMMA 135/1 

5 pcSAG3 750/1 

6 pcSAG3+ Alum 755/1 

7 pcSAG3+PMMA 760/1 
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 IgG ارزیابی ایمنی هومورالبا روش الیزا نشان داد كه میزان

نسبت  IgG2aو ساب تایپ  42نسبت به روز 63توتال درروز

در سرم خون موشهایایمونیزه شده با آنتی IgG1 به

  PMMAنت آلوم یا به تنهایی ویا همراه با ادجوا SAG3ژن

نسبت به  گروههای كنترل افزایش قابل توجهی داشته 

(.آنالیز داده ها نشان دادكه اختلاف آماری 4و3است)نمودار

 > >05/0معنی داری بین گروههای تست و كنترل وجوددارد)

P  .) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

آنالیز داده ها نشان دادكه اختلاف آماری معنی داری بین 

 (.  P > >05/0نترل وجوددارد)گروههای تست و ك

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

تولیدشده در دو نوبت خونگیری درسرم موشها درگروههای تست وکنترل  IgG. مقایسه میانگین توتال سرم 3نمودار 
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 تولیدشده درسرم موشها درگروههای تست وکنترل  IgG2aو IgG1.مقایسه میانگین 4نمودار

 

 

 بحث

DNA فاظت ازانسان وحیوانات درمقابل عوامل واكسنها قادربه ح

عفونی وبیماریزا به ویژه انگلهای داخل سلولی است ومی توان ازآنها به 

درمیزبان استفاده Th2وTh1منظور تولیدپاسخهای قوی ایمنی نوع

(.انتخاب نوع ادجوانت درطراحی واكسن ازدوجنبه 26نمود)

ان دارای اهمیت ایمنوادجوانتی ماده و امکان استفاده درحیوان وانس

(. نمکهای آلومینیومی  ویا نانوپارتیکلها رایج ترین ادجوانتهای 27است)

(.درمطالعه 15،17مورد استفاده در واكسنهای حیوانی وانسانی است)

حاضرقدرت ایمنی زایی وتوانایی حفاظتی  پلاسمید 

وااكسن ساخته شده همراه با   DNAبه عنوان  pcSAG3نوتركیب

بررسی وآزمایش  PMMAنیم)آلوم( و نانوادجوانتهیدروكسید آلومی

  BALB/cشد. نتایج تحقیق نشان داد كه ایمنی زایی موشهای

قادربه القای یك پاسخ حفاظتی نسبی  pcSAG3 میکروگرم از 100با

 توكسوپلاسما گوندی است. RHبرعلیه سویه كشنده 

  توسط ،اسلامی باآنتی ژن BALB/cایمونیزاسیون موشهای

ROP1(24 )سیدطبایی باآنتی ژنهای،SAG1 و HSP70 

SAG1 (30 )(،صلح جو با29)SAG1 و  ROP2(،خسروشاهی با28)

( انجام شد. نتایج چالش موشها 31) MIC3و  GRA5،غفاری فربا 

توكسوپلاسما نشان دادكه  RHسه هفته بعدازآخرین تزریق با سوش

 روزاتفاق افتاده است. 11تا9مرگ ومیرهمه موشهادرمدت بین 

 Lee وهمکاران موشهایBALB/c  ایمونیزه شده با پروتئین نوتركیب

 چالش  Me49را با كیستهای سوش  SAG3 حاصل از

 

زنده مانده  SAG3موشهای ایمونیزه شده با %20نمودند.نتایج نشان داد

بین آنها وگروه كنترل  >05/0Pواختلا ف آماری معنی داری با 

 (. 7وجودداشت )

Caetanoونیزه كردن  موشهای وهمکاران با ایمBALB/c  با

نشان دادند كه  SAG1,SAG2,SAG3آدنوویروسهای كد كننده 

برعلیه این سه آنتی ژن در بدن Th1 پاسخهای ایمنی سلولی ازنوع  

 (.32آنها تولید می شود)

Mishima   وهمکاران موشهایBALB/c  را با آنتی ژنهای 

SAG2، SAG1، SAG3، SRS1وP45  تهیه شده ازسوش  

RH توكسوپلاسما گوندی ایمونیزه كرده ودو هفته بعدازایمونیزاسیون

توكسوپلاسما بطورداخل صفاقی  Beverley دوم آنها را با  سوش

موشهای %25چالش نمودند.       نتایج چالش نشان داد كه بالای 

به تنهایی ویا مخلوطی از این  P45 وSAG2, SRS1ایمونیزه شده با 

 زنده ماندند. ولی همه موشهای ایمونیزه شده با روز120پنج آنتی ژن تا

SAG1  یاSAG3 (33به ترتیب تاروزدهم ویازدهم مردند.)  

 Cong  و همکاران موشهایBALB/c پلاسمیدهای حاوی آنتی  را با

و  pcSAG1  ،pSAG1/ SAG3- CTXA2/Bژن  مانند 

3SAG/1pSAG    تاكی زوئیت سویه    310ایمونیزه نموده و باRH 

روز 6سوپلاسما گوندی چالش نمودند.موشهای گروه كنترل به مدتتوك

ولی درصدی ازموشهای روز زنده بودند.  8به مدت   pcSAG1و گروه 

 و  pSAG1/SAG3 دوگروه تست یعنی  
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pSAG1/SAG3- CTXA2/B   40 و %20به ترتیب به میزان%  

(. دربررسی حاضر همه موشهای گروههای كنترل 34زنده ماندند)

موشهای  گروههای تست   %20تاروزدهم مردند ولی  میزان 

به تنهایی و یا با ادجوانت آلوم یا  SAG3با  ایمونیزه شده

PMMA   روز پیگری هنوززنده بودند.این نتایج نشان 120در مدت

می باشد. تحقیق  SAG3 دهنده ایمن زا بودن بیشتر پروتئین

به دست آمده در   IgG2aتوتال و IgGحاضر نشان داد تیتر سرمی 

های گروه های تست نسبت بهدو نوبت خونگیری  تقریبا در گروه

است كنترل بیشتربوده ودارای  اختلاف معنی داری بوده 

(P≤0.05به نظرمی  .)  رسد نتایج حاصل ازمطالعه حاضر علیرغم

و Lee تفاوت درماده  تزریقی وسوش مورداستفاده درچالش، بانتایج

Cong  .تاحدود زیادی  مطابقت دارد 

ارش شده ( گز34)Cong  ( و32) Lee  (7،)  Caetanoدر بررسی

افزایش داشته واختلاف  +CD8و سلولهای IgG ، IFNكه تولید

معنی داربین گروه واكسینه وكنترل وجودداشته است كه با نتایج 

( باواكسینه كردن 32) Caetano مطالعه حاضر نیزمطابقت دارد.

با آدنوویروسهای نوتركیب كد كننده آنتی  BALB/cموشهای 

نشان داد  AdSAG1 ،  AdSAG3,AdSAG2ژنهای سطحی

بیشتر تولیدشده است كه این   IgG1نسبت به IgG2aكه میزان 

نشان دهنده تولید بیشترپاسخ های ایمنی ایجادشده توسط 

 می باشد.Th1 سلولهای

Lee  وهمکاران موشهایBALB/c   را با پروتئین

ایمونیزه   QuilA به تنهایی ویا با  ادجوانت rSAG3نوتركیب

در   IgG2aوIgG1 دند كه میزان تولیدكردند. آنها نشان دا

گروههای تست نسبت به گروه كنترل بیشتربوده و اختلاف آماری 

هردو گزارش   Leeو  Caetano .(7آنها معنی داری بوده است)

تولیدشده درگروه تست مشابه گروه  IgG1 كرده اند كه میزان

 (. نتایج مطالعه حاضرنشان دادكه میزان7،32كنترل بوده است)

IgG1  تولیدشده درگروه های تست نیز تقریبا نزدیك به

 مقدارگروههای كنترل بوده است.   

نتایج حاصل ازبررسی ما نشان داد كه میانگین میزان سیتوكین 

IFN    تولید شده درگروهpcSAG3+ PMMA  بیشتراز

این نتایج  سیتوكینهای تولیدشده درگروههای دیگرتست بوده است.

 فعالیت زیادترسیستم ایمنی سلولی ازنوع به خوبی نشان دهنده

Th1 و درنتیجه تولیدبیشترIFN  واز طرفی افزایش بیشتر آنتی

بوده است. سیستم ایمنی با تولید وافزایش این مواد   IgG2aبادی 

به خوبی می تواند از گسترش زخم و بیماری جلوگیری كرده و آن 

موشهای  وهمکاران نشان دادند كهCaetano را كنترل نماید.

  AdSAG1 ,واكسینه شده با آدنوویروسهای كدكننده

AdSAG2 و  AdSAG3 به تنهایی ویا مخلوطی ازآنها  موجب 

 

 

 (.32درمایع رویی كشت سلولی شده است )  IFN تولید بیشتر 

تولید شده درمایع رویی  IL4و  IFNآنها با مقایسه نسبت بین 

ه واختلاف بین این كمتر بود IL4كشت  بیان داشتند كه میزان 

( نشان دادكه 7)Lee (.>05/0Pدودارای معنی داربود)

واكسینه شده  BALB/cدر موشهای IFNو 8CD+تولیدسلولهای

ویا  تركیب با  rSAG3 به تنهایی باپروتئین نوتركیب

افزایش داشته و درمقایسه باگروه های كنترل   QuilAادجوانت

معنی دار با اختلاف آماری  -QuilA GSTو  QuilAیعنی 

05/0P< .بطوركلی پاسخهای ایمنی ایجادشده برعلیه عفونت  دارند

با توكسوپلاسما گوندی به خصوص پاسخهای تولیدشده توسط 

،نقش كلیدی درایمنی محافظتی به موقع بازی كرده  Th1سلولهای

 CTLمشتق شده از پاسخ سلولهای  IFN كه اساس آن تولید

 (.34است)
 

 نتیجه گیری

 

تحقیق حاصل نشان دادكه سیستم ایمنی موشهای واكسینه نتایج 

شده بااین پلاسمید نوتركیب به تنهایی ویاهمراه با ادجوانت آلوم و 

گسترش یافته  Th1به سمت پاسخ ایمنی PMMAنانوادجوانت 

توكسوپلاسما گوندی  SAG3است. باتوجه به نقش ژن كامل 

مراحل تکاملی درتهاجم واتصال به سلول میزبان ووجودآن درهمه 

انگل می توان ازآن به تنهایی ویا به صورت كوكتل ویافیوژ به همراه 

ودرهمه مراحل تکاملی انگل  دیگرآنتی ژنهایی كه ایمنوژن قوی بوده

وجوددارند پلاسمیدی نوتركیب تهیه واز آن جهت تشخیص ،كنترل 

وپیشگیری ازعفونت به  توكسوپلاسموزیس استفاده نمود. لذا به نظر 

بعنوان یك عامل بالقوه آنتی ژنی و  SAG3رسد می توان از ژن می

محرک سیستم ایمنی و به عنوان كاندیدی مناسب برای تهیه 

واكسن های مولکولی به منظور ارتقای پاسخهای ایمنی همورال 

 وسلولی برعلیه توكسوپلاسموزیس استفاده نمود. 

 

 تقدیر وتشکر

پژوهشی دانشکده علوم  این تحقیق با حمایت مالی معاونت محترم

پزشکی دانشگاه تربیت مدرس انجام گرفته است.نویسندگان از آقای 

تربیت  یگروه انگل شناس یعلم ئتیعضوهدكترجاوید صدرایی 

مدرس و خانم قاسمی نیکو كارشناس گروه وآقای 

دكترسیدمحمدسیدطبایی عضوهیئت علمی گروه انگل شناسی 

م دكترمژگان بنده دانشگاه علوم پزشکی شهیدبهشتی وخان

پورعضوهیئت علمی مركزبیولوژی مولکولی دانشگاه علوم پزشکی 

شهیدبهشتی به خاطرهمکاریهای همه جانبه تشکرمینمایند. هیچ 

 تضادی از منافع وجودندارد. 
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