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Abstract 

Background: Influenza A viruses are globally important respiratory pathogens which cause a 
high degree of morbidity and mortality during annual epidemics. M2 protein which expressed on the 
viral surface facilitates virus entry to the host cells. The extracellular domain of M2 protein (M2e) 
consists of N-terminal 24 residue which shows remarkable conservation among all subtypes of 
influenza A viruses. In this study, we evaluated the immunogenicity of three tandem repeats of M2e 
along with different adjuvants in BALB/C mice model. 

Materials and Methods: Recombinant protein (3M2e) was expressed in Escherichia coli and 
purified. Six weeks old BALB/c mice were immunized interdermally with three doses of 3M2e alone 
or supplemented with Alum/CpG motif as adjuvant. Control group was injected with PBS. Two weeks 
after the last immunization, specific anti-M2 was measured using ELISA method and finally mice 
were challenged with one lethal dose (LD90) of PR8 virus. 

Results: The results showed that 3M2e can induce specific antibody alone. However, 3M2e 
protein supplemented with Alum-CpG induced higher level of specific antibodies, so that, there was a 
significant difference with 3M2e group (p<0.05). Anti-M2 antibodies mostly consisted of IgG2a 
subclass which considered as activity index of TH1 Cells. Moreover, this group showed enhanced 
protection against wild-type virus (survival rate=60%). 

Conclusion: Applying Alum-CpG as a complex adjuvant may play a crucial role in 
integrating innate and acquisitive immunity. We increased density of M2e in combination with 
complex adjuvant and showed that this vaccine induced power immune responses and semi-protected 
mice against lethal challenge. 
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  چکیده
 مـرگ  وي رمایب باعث که باشند یمی تنفسي  ها عفونت بروز عوامل نیتر مهم ازی  ک ی نفلوانزاآ يها سرویو :زمینه و هدف  

 هـاي  سلول به ویروس ورود نفلوانزا،آ روسیو ذره سطح در M2 نیپروتئ. گردند یم انهیسالي  ها یدمیاپی  ط در اریبس ریم و
 A نوعي  آنفلوانزاي  ها نژاد اکثر در ،است نهیام دیاس 24 واجد که نیپروتئ نیای  سلول خارج بخش. کند یم لیتسه را میزبان

 مـدل  در مختلـف ي  هـا  ادجوانـت  همـراه  به M2eیی  تا سهی  توالیی  زا یمنیا ،مطالعه نیا در. باشد یم شده حفاظتی  انسان
  .دیگردی ابیارزی موش

اي  شش هفته بالب سی يها موش. شد صیتخلی  اکلیاشرش در انیب از پس (3M2e) بینوترک نیپروتئ :ها مواد و روش  
. شـدند  نهیواکـس ي رجلـد یز صـورت  دوزبه سه در Alum-CpG ادجوانت با همراه ای ویی تنها به شده صیتخل نیپروتئبا  

 ـ ،يسـاز  مـن یا نیآخر از بعد هفته دو. کردند افتیدر فسفات بافر شاهد،ي  ها موش  سـرم  در M2ی  اختـصاص ي  بـاد ی  آنت
  . شدند چالش PR8 روسیو LD90  دوز کشندهک یبا واناتیح تینها در و دیگردی بررس زایالا تست لهیوسه ب ها موش

 آلـوم ی همراهی ول .شودی اختصاصي بادی آنت دیتول باعث تواند یمیی تنها به  3M2eقیتزر که داد نشان جینتا: ها افتهی
 ـ اخـتلاف  که يطوره ب ،کرد القا ها موش در رای اختصاصي باد یآنتي شتریب زانیم CPG و  3M2e گـروه  بـا ي دار یمعن

 ـفعال ازی  شاخـص  عنـوان  بـه  معمـولاً  کـه  نـد بود IgG2a رنـوع یز شـامل  شتریب فوق هاي بادي آنتی). >05/0p(داشت  تی
 شـده  محافظـت  بهتـر ی  وحـش  روسیو با چالش در ها موش از گروه نیا نیچن هم .شود یم گرفته نظر در Th1ي  ها سلول
  ). درصد60 بقاي زانیم (بودند

 ـیا ختنیبرانگ دری  مهم نقش Alum-CpG ادجوانت کمپلکسي  ریکارگ به: يریگ جهینت  ـی  من  در. دداری واکتـساب ی  ذات
 راي  کارآمدی  منیاي  ها پاسخ توان یم ادجوانت کمپلکس از استفاده و M2e تهیدانس شیافزا با  که میداد نشان پژوهش نیا

  .نمود محافظتي حد تا روسیو با کشنده چالش مقابل در را ها موش و کرد القا
  CpG ادجوانت آلوم، ادجوانت ،3M2e پروتئین نفلوانزا،آ ویروس :کلیدي واژگان
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  مقدمه
 از نیمـــی از بـــیش  شـــاملتنفـــسی هـــاي بیمـــاري

 در .دهنـد  می خر جهان در سالیانه که هستند حاد هاي بیماري
 و جهـانی  پـاتوژن  یـک  عنـوان  بـه  نفلـوانزا آ ویروس میان این

 از ناشـی  میر و مرگ و بیماري ایجاد در اي عمده عامل مهم،
 وجـز  نفلـوانزا آ ویـروس  .رود مـی  شمار به تنفسی هاي بیماري
 قطعـه  اسـیدریبونوکلئیک  داراي و ارتومیکسوویریده خانواده

 ایـن  وابـستگی  علـت  هب ـ ویروس میکسو اصطلاح .است قطعه
 بـه  توجـه  بـا  کـه  شـود  مـی  کـاربرده  بـه  مخـاط  بـه  هـا  ویروس
 بـه  هـستند  تیپ اختصاصی که NPو M1 ، M2 هاي پروتئین

 دو .شـــوند مـــی تقـــسیم Cو A، B نفلـــوانزايآ گـــروه ســـه
 روي بـر  نورآمینیـداز  و هماگلوتینین ویروسی، گلیکوپروتئین

 تغییـرات  که طوريه  ب اند، گرفته قرار ویروس لیپیدي پوشش
 وجـود  بـه  میزبـان  ایمنـی  و نفلـوانزا آ هـاي  ویـروس  ژنی آنتی

ه ب ـ B و A تیـپ  نفلـوانزاي آ هـاي  ویروس .دارد بستگی ها آن
 گلیکــوپروتئین دو در کــه ژنــی آنتــی مکــرر تغییــرات علــت

 ایـن  .انـد  بـوده  توجـه  مورد همواره دهد می رخ ها آن سطحی
 تولیـد  هـاي  بـادي  آنتـی  عملکرد از جلوگیري باعث تغییرات

 جدیــد ســروتیپ روي بــر والــدي هــاي ســروتیپ علیــه شــده
   .)1(شود می

 ساخت ي زمینه در شکست باعث امر همین
 مشکل ویژگی این .است شده ویروس این علیه واکسن
 جدید هاي سویه ایجاد هم آن و آورده وجود به تري بزرگ

 جوامع میان در پاندمی ایجاد به منجر که است ویروس این از
 ویروسی که آید می وجود به زمانی پاندمی .شود می انیانس

 با یا و نورامینیداز و جدیدهماگلوتینین ي گونه زیر با
 بتواند و بیاید وجود به تنهایی به هماگلوتینین جدید زیرگونه

 جوامع در راحتی به و کند بیماري و عفونت تولید انسان در
 علت همین به .کند پیدا انتقال دیگر فرد به فردي از انسانی

 کننده گیري پیش اقدامات برابر در نفلوانزاآ هاي ویروس
 مستمر ژنی آنتی راتیتغی دلیل به .)2(دهند می نشان مقاومت

 پژوهشی هیچ تاکنون نفلوانزاآ ویروس مختلف هاي سویه
 کارایی متمادي هاي سال براي که واکسنی تولید به منتج

 واکسنی دنبال به انمحقق بنابراین .است نشده باشد، داشته

 جهت بتوان تا باشد داشته ثابتی فرمولاسیون که هستند
 هاي پاندمی حتی و نفلوانزاآ هاي اپیدمی از گیري پیش

 آنفولانزا ویروسی هاي واکسن .جست بهره آن از احتمالی
 بر و ساله هر صورت هب انسان براي تجاري صورت به که

 ویروس هاي واکسن شود، می تولید گردش در سویه اساس
 و بیماري بروز که این وجود با و هستند شده فعال غیر کامل
 حفاظت ندتوان مین ،دهند می کاهش را بالینی علائم شدت
   .کنند ایجاد ویروسی عفونت مقابل در کاملی

 فاقد که زیرواحدي هاي واکسن از استفاده امروزه
 و موثر خطر، بی هاي واکسن عنوان به و بوده زایی بیماري
 .است گرفته قرار نامحقق توجه مورد آیند می شمار به پایدار
 حفاظت هاي پروتئین از ترجیحاً ها واکسن این تولید براي
 وجود به باعث که شود می استفاده نفلوانزاآ ویروس شده

 برابر در را میزبان بتواند و شود متقاطع ایمنی پاسخ آمدن
   .نماید محافظت ویروس مختلف انواع

 M2 پروتئین ي شده حفاظت نواحی مینهز این در
 پروتئین یک M2 پروتئین .است برخوردار اي ویژه اهمیت از

 وکند   میعمل یونی کانال عنوان به و بوده هموتترامرغشایی
 مختلف هاي سویه تمام بین در آن سلولی خارج بخش

 یک پپتید این .است شده حفاظت A نوع نفلوانزايآ ویروس
 که جا آن از اما ،باشد  میواکسن تهیه براي مناسب کاندید

 شود، می مختصري زایی ایمنی موجب و دارد کوچکی اندازه
 تولید به منجر تا شده کارگرفته به گوناگونی هاي روش

 افزایش با توان می جمله از .گردد کارآمدي و موثر واکسن
 مختلف هاي ادجوانت از استفاده و M2e هاي توالی تعداد

 مورد هاي ادجوانت از یکی .نمود تولید يتر قوي ایمونوژن
 .است هیدروکساید آلومینیوم مطالعه این در استفاده

 یا آلومینیوم فسفات شکل به بیشتر آلوم، هاي نمک
 عنوان به اي گسترده طور به آلومینیوم هیدروکسید

 قادر ادجوانت این .اند شده استفاده انسانی هاي ادجوانت
 با تزریق محل در ژن آنتی انداختن دام به و دپو ایجاد با است
 عرضه هاي سلول به آن مستمر و آرام ارائه و سازي آزاد

 سایر .دهد افزایش را زایی ایمنی ژن آنتی کننده
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 فعال شامل آلومینیوم هاي نمک عمل احتمالی هاي مکانیسم
 .)3(است ماکروفاژ یا و ائوزینوفیل کمپلمان، سازي

 مورد ادجوانت دومین CpG الیگونوکلئوتیدهاي
 مشابه الیگونوکلئوتیدها این .است مطالعه این در استفاده
 از دراز زنجیره یک شامل و بوده باکتریایی DNA موتیف

 نوکلئوتیدهاي دي با همراه DNA نوکلئوتیدهاي دئوکسی
CpG است مرکزي. CpG بوده ایمنی سیستم کننده تعدیل 

   .)5، 4(دارد را ها بادي آنتی تحریک توانایی و
 واکسن یک اندازي راه راستاي در مطالعه این در

 3M2e پروتئین تولید از پس آنفولانزا، ویروس علیه واحد
 آلوم ادجوانتی اثر آن، تخلیص و پروکاریوت سیستم در
 حاصل میر و مرگ میزان و 3M2e ایمونوژنیسیتی بر CpGو
 کننده دریافت هاي گروه در کشنده ویروس با چالش از

 ارزیابی موشی مدل در کنترل گروه با یاسق در واکسن
  .گردید

  
   ها روش و مواد

 ایــن در .شــد انجــام تجربــی روش بــه مطالعــه ایــن
 شـده  سـازگار  A/ PR/8 /34 آنفـولانزاي  ویروس از تحقیق

 باعـث  ویـروس  ایـن  کـه  ایـن  به نظر .گردید استفاده موش با
 عـوارض  گونـه  هیچ انسان در و شود می موش در میر و مرگ
ــا ــی ريبیم ــدارد، زای ــات در ن ــشگاهی تحقیق ــروس آزمای  وی

 از ویـروس،  ایـن  علیـه  واکـسن  طراحی در خصوصا نفلوانزاآ
 در ویروس تکثیر .گردد می استفاده چالش جهت PR8 سویه

 MDCK هـاي  سـلول  .گرفـت  صورت MDCK سلولی رده
  FBS  درصــــد10 حـــاوي   DMEM کــــشت محـــیط  در

)Gibco BRL(،  100 100 و سـیلین  نـی پ واحد بر میلی لیتر 
 )، سـیگما  Aldrish( استرپتومایـسین میکروگرم بر میلـی لیتـر       

  .شدند داده کشت
  

   آزمایشگاهی مدل
 تـا  6 ماده  بالب سی  هاي موش از پژوهش این براي

ــه 8  ایــران پاســتور انــستیتو از کــه گردیــد اســتفاده اي هفت

 در هفتـه  یـک  مـدت  بـه  کـار  شروع از قبل و شده خریداري
  .شدند هدارينگ خانه حیوان
 بالـب   مـوش  در PR8 ویروس ي کشنده دوز تعیین

  سی
ــه ــابی ب ــا درچــالش واکــسن کــارایی منظورارزی  ب

 از مقـداري  چـه  کـه  شـود  مـشخص  بود لازم وحشی ویروس
 8 مـوش  سر 20از این رو،   .است کشنده حیوان براي ویروس

 20 هرکــدام بــه و شــدند تقــسیم تــایی 5 گــروه 4در اي هفتــه
 صـفاقی  صـورت  بـه  میکرولیترزایلازین 5 و میکرولیترکتامین

  هرکدام به سپس .شوند هوشیار نیمه ها موش تا گردید تزریق
 )بینـی  حفـره  هـر  در میکرولیتـر  50( ویـروس  میکرولیتر 100

 بـه    گـروه  هـر  هاي موش .شد تلقیح 10 -4 تا 10-1 هاي بارقت
 آزمایـشگاهی  هود زیر و جداگانه هاي قفس در  هفته 2مدت  
  بروزآثــار نظــر از روزانــه و شــده نگهــداري ایمنــی 2 ســطح

  .گرفتند قرار بررسی مورد میر و مرگ یا و بیماري
  نوترکیب پروتئین تخلیص و تولید

-pET)بیـــــانی پلاســـــمید پـــــژوهش ایـــــن در

28a/3M2e) تـرادف  تایی سه تکرار واجد M2e،  قـبلا  کـه 
ــوانزاي آتحقیقــاتی آزمایــشگاه در ــران پاســتور انــستیتو نفل  ای

   .گردید استفاده بود، شده توالی تعیین و ساخته
 هــاي ســلول از فـوق  نوترکیــب ي سـازه  بیــان بـراي 

 پـروتئین  بیـان  .شد استفاده BL21(DE3) سویه کلی اشرشیا
ــب ــن در نوترکی ــویه ای ــسه در س ــا مقای ــویه ب ــاي س ــشابه ه  م

 و اسـت  بـالاتري  سـطح  داراي  pLysS BL21(DE3)نظیـر 
 بـدین  .اسـت  کمتـر  آن بیـان  کنندگی ممانعت میزان علاوهه  ب

 کلـی  اشریـشیا  هـاي  سـلول  داخل به نوترکیب پلاسمید منظور
 کـشت  محیط در سپس شد، ترانسفورم BL21(DE3) سویه
 میلی گرم   50 غلظت با (کانامایسین بیوتیک آنتی حاوي مایع

 37 دمــاي بـا  شـیکردار  انکوبـاتور  در و تلقـیح  )بـر میلـی لیتـر   
 تا  2 گذشت از پس .شد داده قرار دقیقه در دور 180 و درجه

 600 مـوج  طـول  در نمونـه  جذب میزان که زمانی و ساعت 3
برداشـته   محـیط  از لیتـر  میلـی  5/1 رسید، 7/0 تا   5/0 به نانومتر

 گیـري  رسـوب  .شـد  گرفته نظر در صفر نمونه عنوان به و شد
 در دور 9000 و دقیقـه  3 مدت به آن سانتریفوژ انجام با نمونه
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 بـا   IPTG، بیـان  القاي جهت به سپس .گرفت صورت دقیقه
 انکوبـاتور  در و شـد  اضـافه  محـیط  به مولار میلی یک غلظت

 دقیقـه  در دور 200 گـراد و    درجه سـانتی   37دماي با شیکردار
 از پـس  مختلـف  هـاي  سـاعت  در سلولی رسوب .گرفت قرار
 از بیـان  نتـایج  و دش ـ آوري جمـع  )چهارم تا اول ساعات( القا

 آمید آکریل پلی درصد 15 ژل در پروتئین الکتروفورز طریق
(SDS PAGE) گردید بررسی.  

  نوترکیب پروتئین استخراج
ــا و بیــان تائیــد از پــس  حاصــله، نتــایج بــه توجــه ب

 250 حـاوي  لیتري یک هاي ارلن در شده انتخاب هاي کلونی
 جـذب  حـصول  از پـس  و دندش ـ تلقیح کشت محیطسی   سی

ــوري ــب ن ــزودن و مناس ــاگر اف ــا IPTG الق ــت ب ــک غلظ  ی
 باکتري رسوب ازبه روش زیر     نظر مورد پروتئین مولار، میلی
  :گردید جدا

 واجـد  کننـده  لیـز  بـافر  در شده آوري جمع رسوب
 مغناطیسی زن هم روي ساعت یک مدت به و شده تعلیق اوره

 از هـا  سلول دیواره تخریب براي .شد داده قرار یخچال داخل
 85 قـدرت  بـا  پالس 20 نوبت هر در و سونیکاسیون مرتبه 12

 در دقیقـه  20 مـدت  به شده سونیکه سوسپانسیون .شد استفاده
ــاي ــانتی درجــه 4 دم ــد ســانتریفیوژ  G10000 و گــراد س  .ش

ــافر در مجــددا باقیمانــده رســوب  و شــده تعلیــق کننــده لیــز ب
 تمـام  در .نمانـد  بـاقی  رسـوبی  نهایتـا  تـا  گردید تکرار مراحل
 پـروتئین  میـزان  و گرفـت  صـورت  بـرداري  نمونه فوق مراحل

   .گردید بررسی الکتروفورز با شده استخراج
  نوترکیب پروتئین تخلیص

 از اسـتفاده  بـا  ترکیـب  نـو  3M2e پروتئین تخلیص
 بـا  و)  ، آلمـان Ni-TED 1000 packed )MN هـاي  ستون
  .گرفت صورت مربوطه دستورالعمل در تغییراتی اعمال

 تمـامی  حاوي که استخراج از حاصل سوسپانسیون
 اسـت  مـا  نظـر  مورد نوترکیب پروتئین و باکتري يها پروتئین
 پـروتئین  از بخـشی  ماندن باقی دلیل به .شد برده ستون برروي

 جهـت  بـه  و ستون زیر از شده آوري جمع نمونه در نوترکیب
 شده آوري جمع محلول ظرفیت، حداکثر از کامل گیري بهره

ــار چنــد  افــزایش جهــت چنــین هــم .شــد بــرده ســتون روي ب

به  ستون و شده مسدود ستون خروجی مرحله هر در کارایی،
 .شـد  داده قـرار  گـراد   درجه سانتی  4 دماي دردقیقه   15مدت  

 از اسـتفاده  بـا  نظر مورد پروتئین ستون، شوي و   شست از پس
 .شـد  آوري جمـع  کـم  مقـادیر  در و کنده ستون از الوشن بافر

 SDS PAGE از طریـق  شـده  آوري جمـع  هـاي  نمونه تمامی
  .گردید بررسی

 آمـاده  و اضـافی  هـاي  نمـک  حذف جهت آخر در
ــازي ــروتئین س ــورد پ ــر م ــراي نظ ــق، ب ــتون از تزری ــاي س  ه

 مورد پروتئین از ریزتر مواد عبور قدرت با G کروماتوگرافی
 ستون از عبور طی در پروتئین حالت این در .شد استفاده نظر

 ستون از پژوهش این در .داشت نخواهد ساختار تغییر فرصت
(BioRad) G-25 ــا ــا  1000 ذرات عبــور قــدرت ب  5000ت

 نوترکیـب  پـروتئین  زدایـی  اوره و زدایـی  نمـک  براي دالتون
   .کردیم استفاده

  حیوانات واکسیناسیون
 8 تــا 6 مــاده بالــب ســی مــوش ســر پــنج و بیــست

 یـک  از بعـد  و شده خریداري کرج پاستور انستیتو از اي هفته
 اصلی تایی 5 گروه 5 به خانه حیوان بخش در نگهداري هفته

 جلـدي  تحـت  صورت به واکسیناسیون .شدند تقسیم شاهد و
 انجـام  اي هفتـه  دو فواصـل  در و میکروگرمـی    15 دوز سه در

 3M2e پـروتئین  دوم گروه ، 3M2e پروتئین اول گروه .شد
 تولیـدي  واحـد  ایران، پاستور انستیتو( آلوم ادجوانت با همراه
 آلـوم  وانـت ادج بـا  همـراه  3M2eپروتئین سوم گروه ،)کرج

ــروه و) CpG )Eurofins MWGو ــارم گـ ــروتئین چهـ  پـ
3M2e با همراه CpG ها موش از گروه یک .کردند دریافت 

 از بعــد هفتــه دو .کــرد دریافــت PBS شــاهد، عنــوان بــه نیــز
 و شـد  گیـري  خـون  هـا  موش اربیتال سینوس از تزریق آخرین

  .گردید جدا الایزا با بررسی جهت ها آن سرم
    واکسن ییزا ایمنی بررسی

 حیوانـات  از هریک از سوم تزریق از پس هفته دو
 .دش ـ جدا ها آن سرم و شد گیري خون واکسن کننده دریافت

 انجـام  پاستور پیپت با و ها موش اربیتال سینوس از گیري خون
 مختلـف  هـاي  گروه سرم در M2 اختصاصی IgG میزان .شد

 از ظـور بـدین من   .)6(گرفـت  قـرار  ارزیابی مورد الایزا تست با
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 پـروتئین  سـلولی  خـارج  اسـیدآمینه  23 واجـد  که M2e پپتید
M2 در میکروگـرم  یـک  محلـول  .گردیـد  اسـتفاده  باشـد  می 
 هاي چاهک از یک هر در فسفات بافر در فوق پپتید لیتر میلی
 شب یک مدت به و شد ریخته )میکرولیتر 100(  الایزا پلیت

 هايفـضا  پوشـاندن  منظـور  بـه  .گردیـد  نگهـداري  یخچال در
 درصــد 3 گــاو ســرم آلبــومین حــاوي فــسفات بــافر از خــالی

 بـه  1رقت با مطالعه مورد مختلف هاي گروه سرم .شد استفاده
ــی و 1000 ــادي آنت ــشان موشــی ب ــا دار ن ــزیم ب  پراکــسیداز آن

)A8924 بـادي  آنتـی  عنـوان ه  ب ـ 5000 به 1 رقت با )، سیگما 
 فربــا از مراحــل تمــام در .گرفـت  قــرار اســتفاده مــورد ثانویـه 

 در .شـد  اسـتفاده  شـو  و   شـست  بـراي  20 توئین واجد فسفات
 15 از پــس و شــد اضــافه TMB سوبــستراي ،نهــایی  مرحلــه

 نـانومتر  450 مـوج  طـول  در ها نمونه نوري جذب میزان دقیقه
ــدازه ــري ان ــد گی ــه در .گردی ــر ،ادام ــوع زی  و IgG )IgG1 ن

IgG2a( روش بـه   بر طبق مراحـل گفتـه شـده در فـوق و         نیز 
 سـرمی،  هـاي  رقت شوي و   شست از پس و شد ارزیابی الایزا

، M5532,M5657(مـوش  IgG زیرنـوع  ویژه بادي آنتی از
 .گردیــد اســتفاده بــود شــده تهیــه خرگــوش در کــه )ســیگما

 علیـه  بـر  گردیـد  اضافه آخر مرحله در که دار نشان بادي آنتی
IgG  بود شده تهیه بز در خرگوش)A5420سیگما ،(.   

   نهواکسی حیوانات چالش
 از پـس  هفتـه  دو آزمایش مورد مختلف هاي گروه

 شـده  چـالش  ویروس کشنده دوز یک با سازي ایمن آخرین
ــه و ــدت بـ ــه دو مـ ــوان در هفتـ ــه حیـ ــر در و خانـ ــود زیـ  هـ

 و مرگ میزان و شدند داري نگه ایمنی 2 سطح آزمایشگاهی
  .گردید ثبت مطالعه مورد هاي گروه در میر

  آماري تحلیل
 مختلـف  هـاي  آزمایش آماري هاي تحلیل و تجزیه

 آنـوواي یـک     آزمـون  و اکـسل  افـزار  نرم از استفاده با ایمنی
 6نـسخه   Prism .Graph pad افـزار  نـرم  از اسـتفاده  با طرفه
   .شد انجام

  
  
  
  

 ها یافته
 باکتري در نوترکیب  پروتئین تخلیص و بیان نتایج

BL21  
 ســلول بــه pET-28a/3M2e نوترکیــب پلاســمید

ــ BL21مــستعد ــه از پــس و شــد سفورمتران ــرداري نمون  در ب
 آکریــل ژل در پروتئینــی هــاي نمونــه مختلــف، هــاي ســاعت

 نتـایج  براسـاس . گردید الکتروفورز آمید آکریل بیس -آمید
 3M2e پـروتئین  ،اسـت  شـده  آورده 1 شـکل  در کـه  حاصله

 ازالقـا،  بعـد  هـاي  ساعت در تدریج به و نداشته بیان القا از قبل
 3M2e پـروتئین  ترتیـب  این به .است افتهی افزایش بیان میزان

 آوري جمـع  و رسـیده  میزان بیشترین به القا از پس ساعت سه
   .شد

  

     
 در 3M2eپـروتئین  بیـان  از حاصـل  نمونه الکتروفورز  .1شکل

 درجـه  37 دمـاي  در BL21(DE3) سویه اشرشیاکلی باکتري
 رمـارک  :1سـتون  .مولار میلیIPTG 1 با القا از پس گراد سانتی

 نمونه  : 6 تا 3 ستون ؛القا از قبل باکتري نمونه :2 ستون ؛پروتئین
  .القا از پس چهارم تا اول ساعات در باکتري

  
 مقیــاس در نوترکیـب  پـروتئین  بیـان،  تائیـد  از پـس 

 تعیـین  جهـت  .گردیـد  جـدا  بـاکتري  رسـوب  از و تولید زیاد
 به پروتئین استخراج سازي بهینه و مناسب سونیکاسیون تعداد

 پـالس  تعداد با متعدد هاي استخراج پژوهش، این در رفته کار
 نتــایج کــه شــد انجــام متفــاوت سونیکاســیون هــاي قــدرت و

 ایـن   در کـه  طـور  همان .است شده آورده 2 شکل در حاصله
 پـروتئین  درصـد  90 از بـیش  ،)1 سـتون ( شود می دیده شکل
 سونیکاسیون انجام و باکتري لیز مرحله یک از پس نظر مورد
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 و لیـز  مراحـل  تکـرار  بـه  نیـازي  و شـده  جـدا  سـلولی  شهلا از
  .بوده استن سونیکاسیون
  

  

  
  

نتایج الکتروفورز مراحل استخراج پـروتئین     .  2شکل
3M2e  سویه  اشرشیاکلی  از باکتري BL21(DE3). و 1 ستون 

سوسپانسیون و رسـوب حاصـل بعـد از یـک بـار      :  به ترتیب 2
نـسیون و رسـوب   سوسپا:  به ترتیب  4 و   3 ستون ؛سونیکاسیون

  مارکر پروتئینی: 5 ستون ؛)حاصل بعد از دو بار سونیکاسیون
  
 شـده  بیـان  نوترکیـب  پـروتئین  کـه  ایـن  بـه  توجه با

 Ni-TED سـتون  از اسـتفاده  بـا  ،بـود  هیـستیدینی  دنباله واجد
 از حاصـل  سوسپانـسیون  لیتر میلی سه ابتدا در .گردید تخلیص

 تونســـ خروجـــی و شـــد بـــرده ســـتون روي بـــر اســـتخراج
 3شـکل  در کـه  طـور  همان .گردید الکتروفورز و آوري جمع
 در زیـادي  میـزان  بـه  3M2e پـروتئین  ،شود می دیده 1 ستون
 ایـن  کـردن  برطـرف  بـراي  .مانـد  بـاقی  ستون از شده رد مایع

 دیگـر  ي مرتبه چندین ستون از شده آوري جمع مایع مشکل،
 ستون وشوي شست بعد، ي مرحله در .شد برده ستون روي بر

 دهـد  مـی  نـشان  شواهد. )3 و 2 هاي ستون،   3شکل( شد انجام
 نـشده  جـدا  سـتون  از مراحـل  ایـن  در نظـر  مـورد  پروتئین که

 از الوشـن  بـافر  از اسـتفاده  با نوترکیب پروتئین آخر در .است
 را مرحلـه  این نتایج 3 شکل 6و 5 ستون گردیدکه جدا ستون
 در ، 3M2e پـروتئین  غلظت افزایش منظور به .دهند می نشان

 مـسدود  سـتون  خروجـی  الوشـن،  ي مرحله در بعدي کارهاي
 تـا  شد داده قرار گراد  درجه سانتی  4 دماي در دقیقه 15 و شد

 تمـاس  در الوشن بافر با بیشتري زمان مدت نظر مورد پروتئین
 بیـشتر  غلظـت  بـا  3M2e پـروتئین  تخلـیص  نهایت در و باشد
  .است نشده داده نشان آن نتایج گردیدکه انجام

 آمـاده  و اضافی هاي نمک حذف جهت نهایت در
ــازي ــروتئین سـ ــورد پـ ــر مـ ــراي نظـ ــق، بـ ــتون از تزریـ  سـ

 مراحــل الکتروفــورز نتیجــه .شــد اســتفاده G کرومــاتوگرافی
   .شود می دیده 4 و 3 هاي شکل در پروتئین تخلیص

  

  
 .3M2e الکتروفورز نمونه حاصل از تخلـیص پـروتئین          .3شکل

هاي  نمونه :3و 2هاي   ستون؛ ستوني رد شده از    نمونه: 1ستون  
 ؛مـارکر پروتئینـی   : 4 سـتون    ؛شوي سـتون   و   حاصل از شست  

  هاي الوشن نمونه: 6 و 5هاي  ستون
  

  
: 1 سـتون    ، G25ي حاصل از ستون        الکتروفورز نمونه  .4شکل  
 ؛ تخلـیص شـده قبـل از اوره زدایـی    3M2eي پـروتئین      نمونه

مارکر : 8 ستون   ؛ونهاي خروجی از ست     نمونه: 7 تا   2هاي    ستون
  پروتئینی



  و همکاران                                                                                     حدیثه شکوهی …ارزیابی ایمنی زایی توالی تکرار سه تایی ناحیه خارج سلولی

  39                                                                                                1395 فروردین ،1 شماره ، نوزدهمسال اراك، پزشکی علوم دانشگاه پژوهشی علمی مجله

 روش بـه  M2 ضـد  بـادي  آنتـی  گیري اندازه نتایج
  مطالعه مورد هاي موش در الایزا

ــه دو ــس هفت ــرین از پ ــسن دوز آخ ــام از ،واک  تم
 هـاي  بـادي  آنتـی  میـزان  و آمـد  عمـل  به گیري خون حیوانات

 شــد مقایــسه یکــدیگر بــا مختلــف هــاي گــروه در M2 ویـژه 
 منحنــی رســم و الایــزا آزمــایش انجــام از پــس ).1 نمــودار(

 آزمـون  بـا  آمده به دست    مقادیر تحلیل و محاسبه و استاندارد
 بـادي  آنتـی  تولیـد  دکهش ـ معلـوم  آنوواي یـک طرفـه     يآمار
IgG کنتـرل  گروه به نسبت واکسن هاي گروه همه در PBS 
  ).>05/0p(دهد می نشان را يدار  معنینتایج

 روتئینپ ـ تزریـق  کـه  داد نـشان  آمده به دست   نتایج
3M2e ــه ــز تنهــایی ب ــی پاســخ القــاي باعــث نی  همــورال ایمن

 همـراه  بـه  3M2e پـروتئین  ي کننده دریافت گروه .گردد می
 بـه  را 3M2e پـروتئین  که گروهی چنین هم و آلوم ادجوانت

 را بیـشتري  زایـی  ایمنـی  کردند، دریافت CpG و آلوم همراه
 نـشان  ادجوانـت  بـدون  پروتئین کننده دریافت گروه به نسبت
 ایـن  .)>01/0p(اسـت  بـوده دار    معنـی  ها تفاوت این که دادند

 CpG همـراه  بـه  را 3M2e واکـسن  کـه  گروهـی  در تفـاوت 
  .است بودهدار   معنی>05/0p بودند کرده دریافت

 کنتـرل  گـروه  کـه  داد نـشان  الایـزا  نتـایج  چنین هم
(PBS) پـروتئین  ضد اختصاصی بادي آنتی فاقد M2  اسـت. 

 )IgG2a و   IgG1( هـا  بـادي  آنتـی  نوع زیر گیري اندازه نتایج
 هـر  تولیـد  از حـاکی  نتایج .است شده آورده 1 جدول در نیز
 زیـر  .باشـد    مـی  واکـسن  هـاي  گروه در بادي آنتی نوع زیر دو

 سیـستم  عملکـرد  از شاخـصی  عنـوان ه  ب غالبا که IgG2a نوع
 گـروه  هـاي  موش سرم در شود می گرفته نظر در سلول ایمنی

3M2e و آلوم با همراه CPG افـزایش  توجهی قابل میزان به 
  .یافت

 M2ه ژهاي وی بادي گیري آنتی  نتایج مربوط به اندازه.1نمودار 
هاي  سرم موش 1 : 1000ت در این روش رق. به روش الایزا

**   و )>01/0p(. * :مورد مطالعه با یکدیگر مقایسه شده است
)05/0p<(  

  
ــایج ــالش نت ــو چ ــاي شم ــسینه ه ــده واک ــا ش  ب

  انفلوانزآ هاي ویروس
 داد نـشان  PR8 ویـروس  کـشنده  دوز تعیـین  نتایج

 و نـد مرد هـا  حیواناز   درصد   100 ویروس، 10-3 رقت در که
  رقـت   از ایـن رو،     .ماندنـد  زنـده  هـا  حیوان تمام 10-4رقت در

درصد  90 از بیش تواند می که دوزي عنوانه  ب ویروس 3-10 
   .شد گرفته نظر در (LD90) بکشد را حیوانات

 از پـس  هفتـه  دو آزمایــش  مورد هاي گروه تمامی
 نفلـوانزاي آ ویـروس  از LD90 یـک  با سـازي ایمن آخـرین

H1N1 PR8 هـر  هـاي  مـوش  مدت این طی و ندشد چالش 
 آزمایــشگاهی هـود  زیـر  در و مجــزا هـاي  قفـس  درون گـروه 
ــطح ــی 2 س ــود ایمن ــوان در موج ــه حی ــستیتو خان ــتور ان  پاس

 مورد روز 15 تا گروه هر میر و مرگ میزان .شدند ارينگهد
   .است آمده 2 نمودار در حاصله نتایج .گرفت قرار ارزیابی

 در شـود  مـی  ملاحظـه  نمودار  این در که طور همان
 ادجوانـت  بـا  همـراه  3M2e کننـده  دریافـت  هاي گروه مورد
 با شده چالش هاي موش درصد 60 بقاي شاهد CPG و آلوم

 دریافـت  هاي گروه در که است حالی در این .بودیم ویروس
  .شدند تلف حیوانات همه کنترل وگروه 3M2e کننده
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 هاي گروه در IgG1 به IgG2a هاي نوع زیر نسبت .1 جدول
  M2 پروتئین علیه موشی

 IgG1 IgG2a IgG2a/ 
IgG1 

3M2e 71/1  39/0 23/0 

3M2e-Alum 50/1 97/0 65/0 
3M2e-Alum-
CPG 49/1  21/1  

82/0  

3M2e-CPG 51/1  12/1  74/0  
  

   بحث
 دو اســــاس بــــر A نــــوع آنفلــــوانزاي ویــــروس

 )نورآمینیـداز  و هماگلوتینین( ویروس سطحی گلیکوپروتئین
 ایــن  .شــود مــیبنــدي   طبقــهمختلــف هــاي نــوع زیــر بــه

 محـافظتی  ایمنـی  تولید براي ژن آنتی بهترین ها گلیکوپروتئین
 و است ویروس اصلی نژ آنتی هماگلوتینین .هستند میزبان در

 ایـن  دلایـل  از یکـی  .اسـت  زیـاد  بـسیار  آن در جهـش  میزان
 ویروسـی  رپلیکاز آنزیم دقیق نیمه عملکرد سریع هاي جهش

ــایی عــدم طــور همــین و ــزیم توان  اشــتباهاتش درتــصحیح آن
 هـاي  جهـش  ایـن  تجمـع  .باشـد  مـی  )اگزونوکلئـازي  ویژگی(

ــه ــروتئین در اي نقط ــاي پ ــاگلوتینین ه ــدازنورآمی و هم ــه نی  ک
 هــاي بــادي آنتــی تــاثیر عــدم باعــث شــود مــی نامیــده دریفــت

 قابل بخش در تواند می ویروس و شده گردش در اختصاصی
 ظـاهر  بودند، شده ایمن قبلی تماس از که جمعیتی از توجهی

  .کند بروز فصلی نفلوانزايآ صورته ب و شود
 جـایی  هب ـ جـا  صـورت  در فـصلی،  شیوع بر علاوه

 ویـروس  ظهور و پرندگان و انسانی هاي ویروس ژنوم قطعات
ــد، ســطحی هــاي گلیکــوپروتئین حــاوي  اســت ممکــن جدی
 در زیـاد  سـرعت  بـا  و شده پاندمی بروز باعث جدید ویروس

 10 ،اخیـر  قـرن  سـه  طـی  در .شـود  منتـشر  انسانی جوامع میان
 قـرن  در ها پاندمی این از تا سه که افتاده اتفاق بزرگ پاندمی

 نخـستین  .است بوده 1968 و 1957 ،1918 هاي سال در بیستم
 در عفونـت  آغـاز  بـا  2009 سال در یکم و بیست قرن پاندمی

 دنیـا  کـشورهاي  اکثر به ماه چند طی در آن انتشار و مکزیک
 وقـوع  بـه  مبتلایـان  از  درصـد  1 حـدود  میـر  و مـرگ  میزان با

 .)7(پیوست

ــابراین ــروس ي شاخــصه بن ــوانزا،آ وی ــوع نفل  در تن
 ویـروس  نتیجـه  در کـه  اسـت  آن سطحی هاي پروتئین گلیکو

 افـزایش  چـه  اگـر  .کنـد  فـرار  میزبـان  ایمنی پاسخ از تواند می
 در سـویه  برعلیـه  منطبـق  هـاي  واکسن کارایی و تولید سرعت
 آنفلوآنزا بیماري از جلوگیري اما است، اهمیت حائز گردش

 بـه  ظهـور  و خـود  کـردن  پنهـان  در ویـروس  قـدرت  دلیـل  به
 بـه  نیـاز  مـسئله  این که است اردشو جدید عامل یک صورت

 بـا  .کنـد   مـی  چنـدان  دو را جدیـد  ي سـویه  علیه واکسن تولید
ــور ــاي روش ظهـ ــدرن هـ ــزایش و مـ ــایی و درك افـ  شناسـ

ــوژي ــوانزا،آ ایمونول ــات نفل ــژوهش و تحقیق ــا پ ــت در ه  جه
 سـاله  هـر  تغییـرات  به نیاز که نفلوانزاآ جامع واکسن ي توسعه
 بایـست  می ها پژوهش این قطع طور به .دارد ادامه باشد نداشته

  .باشد ویروس شده حفاظت هاي ژن آنتی ي پایه بر
 کـه  دارد وجـود  زمینـه  این در مناسب کاندید چند

 سـاقه  شـده  حفاظـت  یـا  ثابـت  ناحیـه  بـه  توان می جمله آن از
 اثـر  .کرد اشاره M2 پروتئین چنین هم و هماگلوتینین پروتئین
 علیـه  M2 نپـروتئی  اسـاس  بـر  واکـسن  چنـدین  موفـق  بخشی
 شـده  ثابت نفلوانزاآ ویروس وهترولوگ همولوگ هاي سویه
 .)8(است

 پلاسـمایی  غـشاء  در فراوانـی  میزان به پروتئین این
 در مقـدار زیـاد    بـه  و شـده  بیـان  ویـروس  بـه  آلوده هاي سلول

 بـه ( آن از کمـی  مقـدار  فقـط  ولـی  ،اسـت  بیان تحت ویریون
 ملحــق ویروســی ذرات بــه )مولکــول 20 تــا 6 متوســط طــور
ــروتئین .شــود مــی ــه M2 نخــورده دســت پ ــک صــورت ب  ی

 طریـق  از هـم  بـه  متـصل  دایمـر  جفـت  یـک  شامل هموتترامر
 پیونـد  بـا  پیوسـته  تترامر یک صورت به یا سولفیدي دي پیوند

 پروتئین این سلولی خارج ناحیه .گیرد می شکل سولفیدي دي
 طبــق  .)9(اســت  اســیدآمینه  24 شــامل  دارد نــام  M2e کــه 

 ترمینـال  N بخـش  9 تا 2 هاي مینهآ اسید شده، جامان مطالعات
 هـاي  تیـپ  تحـت  ي همـه  بـین  در (SLLTEVET) پپتید این

 هـاي  بـادي  آنتـی  .)9(اسـت  شـده  حفاظـت  آنفـولانزا  ویروس
 ویــروس ســازي هماننــد ،فــوق تــوپ اپــی علیــه مونوکلونــال
 ود نــکن  مـی مهـار  MDCK هــاي سـلول  در را A آنفـولانزاي 

 حیـوان  ریـه  در ویـروس  سـازي  نـد همان مهـار  باعث چنین هم
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ــده ــا آن و ش ــر در را ه ــشنده دوز براب ــت ک ــت عفون  محافظ
  .)9(دنماین می

 تنهـا  واحدي زیر نوین هاي واکسنبه دلیل این که     
 فاقـد  باشـند،  مـی  زا بیمـاري  عامـل  ضـد  ژنی آنتی قطعه شامل

 سیـستم  مناسـب  تحریـک  منظور به لازم کمکی هاي محرك
 مـــورد در موجـــود هــاي  ینگرانـــ از یکــی  .هـــستند ایمنــی 

ــوانزاآ هــاي واکــسن ــر نفل ــروتئین اســاس ب ــدرت ، M2e پ  ق
 ایـن  زایـی  ایمنی افزایش منظور به .است آن پایین زایی ایمنی

 برخـی  بـا  را نـسخه  M2e ازنـسخه    چنـدین  نامحقق پروتئین،
 مختلـف  هـاي  ادجوانـت  از یـا  و ادغـام  زا ایمنـی  هـاي  پروتئین
 تترامـر  پـروتئین  بـا  M2e کـه  ایـن  جملـه  از .اند کرده استفاده

GCN4 یوکـاریوتی  رونویـسی  کننـده  فعال پروتئین یک که 
 ویژه بادي آنتی هاي پاسخ توانایی نتیجه در و شد ادغام است،
M2e طـور  بـه  آن با شده واکسینه هاي موش و یافت افزایش 
 همـین  در .)10(شـدند  حفاظـت  آنفـولانزا  ویـروس  علیه کامل
 )B )M2e-HBC هپاتیت ویروس هسته با M2e توالی راستا

 آنفولانزا ویروس علیه بر را ها موش توانست که شد ادغام نیز
ــد حفاظــت ــا M2e ادغــام .)11(کن ــی بخــش ب  HSP70 آمین

 در زایی ایمنی افزایش باعث نیز توبرکلوزیس مایکوباکتریوم
 و M2e از متوالی کپی چند دادن قرار .)12(شد حیوانی مدل

 ادجوانت عنوان به موریوم فیتی سالمونلا TLR5 با آن ادغام
 آنتـی  پاسـخ  افـزایش  باعـث  آزمـایش،  مـورد  موشی مدل در

 محافظـت  ویروس برابر در را حیوان و شده M2e ویژه بادي
  .)13(کرد

ــه در ــر مطالع ــتاي در حاض ــدازي راه راس ــک ان  ی
ــد واکــسن ــه واح ــروس علی ــولانزا، وی ــی آنف ــسن طراح  واک

 M2e پپتیــد گانــه چنــد تــوالی از اســتفاده برمبنــاي پروتئینــی
 و آلوم( مختلف ادجوانت دو کردن همراه با .گرفت صورت
CPG ( 3پــروتئین بــاM2e، بــا را پــروتئین ایــن زایــی ایمنــی 

 دو .کردیم بررسی M2 ي ویژه هاي بادي آنتی میزان سنجش
 الایـزا  تـست  بـا  همـورال  ایمنـی  تزریـق،  آخرین از پس هفته

 کـه  بـود  آن گـر  انبی ـ حاصله نتایج .گرفت قرار ارزیابی مورد
 القـاي  باعـث  نیـز  تنهـایی  بـه  3M2e پـروتئین  تزریـق  چه گر

 هـا  ادجوانـت  همراهی اما است، گردیده همورال ایمنی پاسخ

 شـده  اختصاصی هاي بادي آنتی میزاندار    معنی افزایش باعث
 بــا  را M2e پپتیــد  همکــاران  و، وو  2009 ســال  در .اســت

 کـه  داد نـشان  یجنتـا  .کردنـد  ترکیـب  نفلـوانزا آ رایج واکسن
 در شـده  تولیـد  بـادي  نتـی آ با برابر شده تولید بادي نتیآ میزان

 ایـن  بـه  الـوم  ادجوانت افزودن اما ،باشد   می رایج هاي واکسن
 وایمنـی  شـده  تولیدي بادي نتیآ افزایش باعث جدید ترکیب

   .)14(آورد می وجوده ب نفلوانزاآ ویروس علیه الطیف وسیع
 اسـت  حفـاظتی  ایمنی دایجا واکسیناسیون از هدف

 مناسـب  ادجوانـت  یـک  همراهـی  هـا  واکسن از برخی در که
 از بــسیاري در هــا ادجوانــت .شــود مــی ایمنــی افــزایش باعـث 

 طـور  به ها آن عمل مکانیسم ولی ،شوند می استفاده ها واکسن
 زایی ایمنی افزایش قبیل از مواردي .است نشده شناخته کامل
 ایمنـی،  پاسـخ  مدت و سرعت افزایش ضعیف، هاي ژن آنتی

 تـر  اختـصاصی  و ژن آنتـی  بـه  بـادي  آنتـی  ترکیبی میل افزایش
 تحریـک  بـادي،  آنتـی  کـلاس  زیـر  تغییـر  اتـصال،  ایـن  کردن
 افــزایش مخــاطی، ایمنــی تحریــک افــزایش ســلولی، ایمنــی

 دوز کـاهش  مـسن،  و خردسـال  افـراد  در ایمنـی  هاي واکنش
 خرهبـالا  و آن متعاقـب  قیمـت  کـاهش  و واکسن در ژن آنتی
 را نامحقق ـ ترکیبـی،  هاي واکسن در ها ژن آنتی رقابت بر غلبه

 .اســت کــرده مناســب هــاي ادجوانــت از اســتفاده بــه مجــاب
 محـل  در دپو تشکیل مانند هایی مکانیسم طریق از ها ادجوانت

 کـارگیري   بـه  هـا،  کموکاین و ها سایتوکاین تحریک تزریق،
 سیـستم  بـه  ژن آنتـی  ارائـه  و جذب افزایش ایمنی، هاي سلول
 اعمـال  را خـود  اثـر  لنفـاوي  هـاي  گـره  بـه  آن انتقـال  و ایمنی

  .)3(کنند می
 مطالعـه  این در استفاده مورد هاي ادجوانت از یکی

 شـد  گفتـه  پیـشتر  که طور همان .است هیدروکساید آلومینیوم
 شـناخته  کامل طوره  ب هنوز ادجوانت این عمل دقیق مکانیسم

 القاء Th2 تحریک با انتادجو این شود می گفته .است نشده
ــی پاســخ ــزایش را همــورال ایمن ــی اف ــروه در .)15(دهــد م  گ

ــري ــوش از دیگ ــا م ــدهاي ه ــ CpG الیگونوکلئوتی ــوانه ب  عن
 کننـده  تعدیل الیگونوکلئوتیدها این .گردید استفاده ادجوانت

 را هـا  بـادي  آنتـی  تولیـد  القـاي  توانـایی  و بـوده  ایمنـی  سیستم
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 هـاي  پاسخ سمت به ایمنی مسیر تغییر در ادجوانت این .دندار
   .)5، 4(است موثر 1 تیپ

ــژوهش،   ــن پ ــیدر ای ــی ایمن ــروتئین زای  3M2e پ
 CpG یـا  و آلوم با همراه را آن که مطالعه مورد هاي درگروه

 بـه  نـسبت  بودنـد  کـرده  دریافت ادجوانت دو هر ترکیب یا و
ــروه ــت گ ــده دریاف ــروتئین کنن ــدون پ ــت ب ــاوت ادجوان  تف

 تفـاوت  یکـدیگر  با ها گروه این چه گر اد،د نشان يدار  معنی
  .نداشتند يدار معنی

 ایمنـی  القـاي که   است داده نشان مختلف مطالعات
 مقابـل  در کامـل  حفاظـت  ایجـاد  بـه  قـادر  تنهـایی  به همورال
 حفاظـت  باعـث توانـد     مـی  امـا  نیـست،  A آنفولانزاي ویروس

 قـرار  نظر مد جامع، واکسن یک به رسیدن براي .گردد نسبی
 به ضروري سلولی و همورال ایمنی سیستم بازوي هردو دادن
 زیـر  هاي بادي آنتی گیري اندازه با مطالعه این در .رسد  می نظر

ــوع ــه )IgG2a و IgG )IgG1 ن ــر طــور ب ــستقیم غی ــزان م  می
 بـا  واکـسن  گـروه  چهـار  در و ارزیابی سلولی ایمنی تحریک
 و IgG2a بـادي  آنتـی  تولیـد  عمومـاً  .گردید مقایسه یکدیگر

IgG1 هاي سلول فعالیت از شاخصی عنوانه  ب ترتیب به Th1 
طـور کـه     ، همان اساس این بر .شوند می گرفته نظر در Th2 و

 تنهـایی  بـه  را 3M2e پروتئین که گروهی دررفت،   انتظار می 
 در .بـود  Th2 سـمت  به ها پاسخ گرایش بودند کرده دریافت
 ،کردنـد  دریافت CpG همراه را 3M2e پروتئین که گروهی

 ،) کـل  IgG( اختـصاصی  بـادي  آنتـی  نـسبی  کـاهش  وجود با
 کـه  داشـت  گیـري  چـشم  افـزایش  IgG2a بـادي  آنتـی  میزان

 در امـا  .باشـد  Th1 هـاي  پاسـخ  انـدازي  راه گـر  بیـان  تواند می
ــی ــه گروه ــروتئین ک ــراه را 3M2e پ ــا هم ــوم ب  CPG و آل
ــت ــد، دریاف ــمن کردن ــظ ض ــزان حف ــی می ــسبت ،IgG کل  ن
IgG2a به IgG1 کـه  این به توجه با .است تر زدیکن یک به 

 در CpG همراهـی  اسـت،  Th2 کننـده  القـا  تنهـایی  بـه  آلوم
ــروتئین حــاوي واکــسن ــوم و پ ــد مــی آل ــزایش باعــث توان  اف

 وسـیله ه  ب ـ شـده  ایجـاد  دپـوي  دلیل به و شده ایمنی هاي پاسخ
 تحریـک  را Th2 بـود  خواهـد  قـادر  بیـشتري  میـزان  به آلوم،
 بـدین  .)15(نمایـد  القا را سلولی ایمنی پاسخ چنین هم و کرده
 بـسیار  میـزان  تولیـد  القـاي  بـه  منجـر  CPG همراهی که معنی

 IgG2a ایزوتیـپ  ویـژه ه  ب ـ M2 ضد هاي بادي آنتی از بالایی
 هـاي  سـلول  گـروه  دو هـر  فعالیت حاصل احتمالا که شود می

Th1  و Th2 بـا  معمـولاً  هـا  بـادي  آنتـی  ایـن  تولیـد  .باشد   می 
 سـایر  بـا  پژوهش این نتایج .است همراه اگام اینترفرون تولید

 در کـه  اي مطالعه در براي مثال،  .است مقایسه قابل ها پژوهش
 بــه را نفلــوانزاآ ویــروس M2e پپتیــد شــد انجــام 2009 ســال

ــت ــد الحــاق CpG-ODN ادجوان ــشان و کردن ــد ن  کــه دادن
ــب ــخ ،M2e-CpG-ODN ترکیــــ ــی پاســــ  Th1 ایمنــــ

  .)16(دهد می یشافزا را گاما اینترفرون و IgG2aوتیتر
 ویـروس  بـا  هـا  مـوش  چالش نتایج مقایسه چنین هم

H1N1 3 گــروه کــه داد نــشانM2e-Alum-CpG، نــسبت 
 بــوده بهتــري بقــاي داراي واکــسن هــاي گــروه ســایر بــه

 تحریـک  بر علاوه ، CPG همراهی احتمالاً .)2نمودار  (است
 نیـز  را ذاتـی  ایمنـی  اسـت  توانـسته  ایمنـی،  سیستم اختصاصی

  .باشد داشته نقش بخشی حفاظت در و هکرد تحریک
  

  
هاي واکسینه شده بعد از چالش با   میزان بقا در موش . 2نمودار  

H1N1  
  

  نتیجه گیري
 کـارگیري  به که کرد گیري نتیجه توان می پایان در

 باعـث  ،CPG و آلوم هاي ادجوانت با همراه 3M2e پروتئین
 ژن آنتـی  علیـه  بر سلولی و همورال ایمنی سیستم پاسخ القاي

3M2e پـروتئین  بخـشی  حفاظـت  اثـر توانـد      مـی  کـه  شود می 
M2e هــاي ویــروس علیــه واحــد واکــسن یــک عنــوانه بــ را 

   .بخشد بهبود نفلوانزاآ
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  قدردانی و تشکر
 بخــش مــساعدت و مــالی حمایــت بــا تحقیــق ایــن

بـدین   .اسـت  پذیرفتـه  انجـام  ایـران  پاسـتور  انستیتو ينفلوانزاآ
 آزمایـشگاه  محتـرم  کارشناسان اتزحم از نویسندگانوسیله  

 .دارند را قدردانی تشکرو کمال نفلوانزاآ تحقیقاتی
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