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 يهــاهیســو شیافزا لیدل کنترل آنفلوانزا به يها براعنوان نسل سوم واکسنبه کیلئنوک دیاس يهاواکسن :زمینه و هدف

مهــم  تیاند. مزقرار گرفته یهاي پرندگان به انسان مورد توجه خاصو انتقال مستقیم ویروس روسیو دیو بازپد دینوپد

باشد. مطالعه حاضــر در گردش می يهاهیو کنترل سو الها، القاي هر دو نوع سیستم ایمنی سلولی و هوموراین واکسن

 یابیــجــامع و ارز یواکســن ژنــ کی یهماگلوتینین آنفلوانزا جهت طراح HA2با هدف استفاده از قطعه محافظت شده 

  انجام شد. جیرا يهاروسیو هیمتقاطع آن عل یمنیا

 يسازواکسن و سرم قاتیدر موسسه تحق 1394 ریتا ت 1393از آذر  کاربردي -يامطالعه توسعه نیا :روش بررسی

 يو کنترل با استراتژ ماریت Bulb/cموش  يهابیان شده و به گروه pcDNA3.1در وکتور  HA2 یانجام شد. توال يراز

Prime/Boost بادي در فواصل زمانی معین با عیار آنتی یهومورال محافظت کننده متقاطع با بررس یمنیشد. ا قیتزر

 شیبا آزما یسلول یمنی)، اH9N2و  H1N1آنفلوانزا ( روسیمختلف و پیدو سروتبا  Virus neutralization (VN)روش 

Proliferation assay شیآزما نیو همچن یو عموم یموضع يهاروزانه واکنش يهایواکسن با بازرس يضرریو ب 

  مورد ارزیابی قرار گرفت.  يستوپاتولوژیه

از گروه کنترل بالاتر  يداراطور معنبه پیهر دو سروت يبرا ماریت يهادر گروه یسلول یمنیو ا يبادیآنت اریع ها:یافته

گونه چیه شیتحت آزما يها). در موش>01/0Pبود ( اریع نیبالاتر يدارا ادآوری قیبا دو بار تزر ماریبوده و در گروه ت

  مشاهده نشد. ریمرگ و م ایو  یعموم ياهواکنش ،یبافت کیاثرات پاتولوژ ،یواکنش موضع

 یمنیا کیتحر نیآنفلوانزا و همچن هیبادي علعیار آنتی شیسبب افزا HA2قطعه  هیبر پا یواکسن ژنري: گینتیجه

  شود.یم یعوارض جانب جادیبدون ا یسلول

  .متقاطع یمنی، اHA2 واکسن، DNAآنفلوانزا،  :لیديک لماتک

 

  
ی با قدمت چند هزار بیماري عفونعنوان یک بهآنفلوانزا بیماري 

دلیل ایجاد بیماري در انسان، پرندگان و بسیاري از حیوانات، هبساله 

آلودگی با باشد. میچشمگیري داراي اهمیت بهداشتی و اقتصادي 

       هاي ایمنی سلولیویروس آنفلوانزا سبب بروز هر دو دسته پاسخ

  هاي بادينتیا آـورال بـی هومـاي ایمنـهود. پاسخـشیـومورال مـو ه

  
بادي، کننده آنتیترشحهاي سلاختصاصی تولید شده توسط پلاسما

 .شودکمکی حمایت می CD4+Tشود. این فرایند توسط ایجاد می

هاي ویروسی عرضه ژنهاي ایمنی سلولی پس از شناسایی آنتیپاسخ

 Major histocompatibility complex (MHC)هاي شده با مولکول

-Antigen)ژن کننده آنتیهاي عرضهتوسط سلولII  و Iهاي کلاس

presenting cells, APC) هاي سازي، ازدیاد و تمایز سلولکه به فعال

شود، آغاز خواهد منجر می +CD4یا  CD8+Tژن اختصاصی آنتی

  مقدمه

 
  

 

  553تا  545هاي ، صفحه8شماره  ،74دوره ، 1395 آبانی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  30/08/1395آنلاین:      29/08/1395پذیرش:      18/08/1395: ویرایش     17/03/1395دریافت:          چکیده
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              و همکاران سینا سلیمانی                        546

 
  553تا  545 ،8، شماره 74، دوره 1395 آبانی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

در پرندگان آبزي و  Aهاي ویروس آنفلوانزا تمام تحت تیپ 2و1.شد

شوند. مطالعات نشان میمنتقل مهاجر وجود داشته و به انسان نیز 

آمینه مسوول اند چنانچه در میزبان حیوانی تغییري در اسیدهاي داده

 α2,6شناسایی و تنظیم اختصاصی بودن اتصال ویروس به گیرنده از 

اسید ایجاد شود یا با حضور (HA)ین هماگلوتینین یدر پروت α2,3به 

یروس از و سبب فرار NS1 ینیپروت 92گلوتامیک درجایگاه 

 هايجایگاهشود و یا در هاي ضد ویروسی سیتوکینی میزبان پاسخ

جهش رخ دهد، آنگاه ویروس ویژگی  PB2ین یپروت 701و  627

کند که موجب تنوع در جدیدي براي اتصال به گیرنده کسب می

 3شود.می ویروس، تطبیق با میزبان جدید و انتشار آلودگی در آن

هاي نوپدید و بازپدید ویروس آنفلوانزا و یهسریع سو بنابراین انتشار

هاي پرندگان به ها از گونهثبت مدارکی مبنی بر انتقال برخی از سویه

انسان و سایر پستانداران سبب شد تا توجه جهانی به سمت ارتقا و 

با . آنفلوآنزا معطوف شود هاي کنترل و پیشگیري ازسازي روشبهینه

ژنی جدید از این هاي آنتیریتهتوجه به اینکه پدیدار شدن وا

هاي غیرفعال تجاري را با کارگیري واکسنهها، بویروس

ه شده براي یکارهاي ارایکی از راه 4هایی مواجه کرده است،محدودیت

هاي اسید واکسنهاي در گردش موجود، استفاده از کنترل سویه

نده است که ایمنی محافظت کن هابه عنوان نسل سوم واکسن نوکلئیک

  متقاطع ایجاد کنند. 

ین در یها فرایند طبیعی ترجمه ژن به پروتواکسن ایناساس کار 

 وین ایمونوژن در بدن یپروت براي تولیدهاي موجودات زنده سلول

  5است.القاي هر دو سیستم ایمنی سلولی و هومورال 

دهند استفاده نشان میبراي کنترل بیماري آنفلوانزا مطالعات نتایج 

کننده علیه هاي خنثیبادي، آنتیHAشده اظت هاي حفتوپاز اپی

با توجه  6.کندمناسبی علیه بیماري القا می ایمنیجاد کرده و ایویروس 

و همچنین  HA1در زیر واحد  اي گستردههاي نقطهبه رخداد جهش

استفاده از  2HA،7ژنیکی در زیر واحد عدم وجود این تغییرات آنتی

حفظ شده نی متعدد ژهاي آنتیجایگاه ايدارکه  HA2زیر واحد 

ن ژنی با ایمنی متقاطع براي باشد براي طراحی یک واکسمی

 روياز اینباشد. هاي مهم در گردش آنفلوانزا مورد توجه میسویه

ویروس آنفلوانزا  HA2هدف از انجام این مطالعه استفاده از قطعه 

زایی و ایمنی براي ساخت یک واکسن ژنی مناسب و ارزیابی

   Bulb/c هايهاي مختلف به موشآن با تزریق با استراتژي ضرريیـب

  .بودهاي در گردش آنفلونزا براي کنترل سویه

  

  
تا تیر  1393کاربردي بود که از آذر  -اياین مطالعه از نوع توسعه

شد.  سازي رازي کرج انجامدر موسسه تحقیقات واکسن و سرم 1394

تهیه شده از  Bulb/cهاي آزمایشگاهی نژاد جامعه مورد مطالعه موش

سازي رازي بود. متغیرهاي مورد موسسه تحقیقات واکسن و سرم

 Virus neutralisationبادي آنفلوانزا به روش مطالعه میزان عیار آنتی

(VN) ها بود.  و ضریب تزاید لنفوسیت  

از زمان  H9N2آنفلوانزا  ویروس HA2اي هاي اسید آمینهتوالی

 GenBankاز پایگاه داده  2014تا  1997شناسایی آن در سال 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)  استخراج شده و

 ClustalW software (European Bioinformaticsها با ردیفی آنهم

Institute, Cambridge, UK)  انجام شد. با استفاده ازBioEdit  بخش

  تعیین شد. HA2حافظت شده م

 ,GeneRunner v 3.01 (Hastings Softwareافزار با استفاده از نرم

Hudson, NY; http://www.generunner.com)  پرایمرهاي اختصاصی

طراحی  bp571به طول  H9N2ویروس آنفلوانزا  HA2 براي تکثیر ژن

، HA2F: 5′-GGATCCCATGGCTGCAGATAGGGATA-3′(شد 

HA2R: 5′-CCATGGTTATATACAAATGTTGCACCT-3′ با .(

هاي محدودگر در توالی ژن و هاي برش آنزیمبررسی جایگاه

 ,pcDNA3.1 )Invitrogenوکتور بیانی  MCSهاي موجود در جایگاه

USA, Catalog no: V790-20(جایگاه برش آنزیم ، NcoI  در ابتداي

زگر برگشت در انتهاي هر دو آغا BamHIآغازگرهاي رفت و آنزیم 

 ,Ribospin™ (GeneAllاز کیت  RNAقرار داده شد. براي استخراج 

Korean)  .استفاده شد  

 Next generation of premix مورد مطالعه با استفاده از کیت ژن

(Intron, Korea)  طی واکنشReverse transcription polymerase 

chain reaction (RT-PCR) اي بایک مرحله µl 1 یمر اپرForward ،

µl 2  پرایمرReverse ،1 µl RNA  واستخراج شده µl 16 آب مقطر 

همراه با مارکر وزن  PCRتکثیر شدند. محصول   DNaseفاقد

  الکتروفورز شد.  %1روي ژل آگارز  DNAمولکولی 

  سویه E.coliهاي پذیرا از باکتري در این پژوهش براي تهیه سلول

  بررسیروش 
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DH5α (Top10) لات استفاده شد. محصوPCR ژن HA2 به مقدار   

µl 100  تهیه شده وDNA  با استفاده از کیتPCR product 

extraction (GeneAll, Korean)  خالص شد. براي محاسبه غلظت

DNA  به دست آمده از دو روش الکتروفورز روي ژل آگارز و نیز

ها در وکتور جذب با اسپکتروفتومتر استفاده شد. ژن خواندن

pcDNA3.1 روش شوك حرارتی کلون شدند. استخراج پلاسمید با  به

 ,EndoFree®Plasmid Mega Kit (Qiagenاستفاده از کیت 

Germany) هاي محدودگر انجام شد. سپس با استفاده از آنزیمNcoI 

واکنش هضم، درستی  و بررسی قطعه تولید شده در نتیجه BamHIو 

ون، سه کلون تک از ژن کلون شده ارزیابی شد. براي تایید کامل کل

  هاي تهیه شده تعیین توالی شدند. کلون

 Balb/c )Razi Vaccine and Serumسر موش ماده  40تعداد 

Research Institute, Karaj, Iran با سن شش هفته و میانگین وزنی (

g 20  گروه  یکسر موش) شامل  10گروه (هر گروه شامل  چهاردر

ها ند. براي سازگاري با محیط، موشگروه تیمار قرار گرفت سهکنترل و 

ساعت در محیط جدید قرار گرفتند. سپس  72پس از تحویل به مدت 

 3 بادي علیه ویروس آنفلوانزا در روزبراي اطمینان از عدم وجود آنتی

ها طور تصادفی از موش(سه روز پیش از شروع نخستین تزریق) به

هاي سرم با آزمایشهاي بادي در نمونهگیري شده و عیار آنتیخون

مورد ارزیابی قرار گرفت. در روز صفر  (HI)ن گلوتیناسیوممانعت ازآ

 DNA/Prime-DNA/Boost (نخستین تزریق)، تزریق واکسن با راهبرد

انجام شد. یادآور اول  ml 1/0 در محل عضله چهار سر ران به میزان

دآور روز پس از یا 14هاي اولیه و یادآور دوم روز پس از تزریق 14

ها در دوره ). موارد اخلاقی نگهداري موش1اول تزریق شد (جدول 

مناسب آب و غذا، عدم ایجاد تنش به  آزمایش شامل دریافت کافی و

  .طور کامل رعایت شد گیري و واکسیناسیون بههنگام خون

براي بررسی میزان القاي ایمنی هومورال متقاطع حاصل از تزریق 

DNA واکسنHA2 هاي تیمار و کنترل بادي در سرم موشتی، عیار آن

، 7به شرح ذیل در روزهاي  Virus neutralization (VN) با آزمایش

روز پس از تزریق اول ارزیابی شد. پیش از هر  70و  56، 42، 28، 14

 شدند.ها توزین میگیري موشنوبت خون

پس از آماده  هاي مورد استفاده در چالنج،براي سازگاري سویه

میکرولیتر از  MDCK 500و  Vero هاي کشت سلولي فلاسکساز

به نسبت ( %0ا/0 نتریپسی µl 5 در معرض H1N1و  H9N2 يهاسویه

µl/ml 10 ویروس قرار گرفت. سپس  تیماردقیقه براي  30) به مدت

به  DMEMهاي فوق به صورت جداگانه به همراه محیط ترکیب

 شدند. بارورین تریپس µl/ml 5/2 حاويهاي کشت سلول فلاسک

در  Cytopathic effect (CPE)آثار آسیب سلولی  پیدایشاز  پس

هاي کشت سلول، براي تایید سازگاري ویروس در کشت فلاسک

هاي مورد نظر همراه با سلول، سه پاساژ متوالی از ویروس در سلول

  انجام شد.  CPEبررسی 

با  و استفاده از ویروس محاسبه شده از ویروس عیاربر اساس 

سازي پس از غیرفعال VNآزمایش  CCID50 per 0.025 ml 100تیتر 

 1×105با رقت  MDCKسلول هاي مورد مطالعه و تهیه سرم حرارتی

هاي ویروس به کنترل ،کنترل سرم انجام شد. لیترسلول در هر میلی

و ) CCID50 per 0.025 ml 100( 100و  10، 1 صورت ویروس

کنندگی سرم بر اساس عیار خنثید. کنترل سلول در نظر گرفته ش

بالاترین رقتی از سرم که از اثرات ویروس آنفلوانزا در مونولایر 

 & Reedسلولی جلوگیري نماید و با استفاده از فرمول محاسبه 

Munch  50به صورتPD .8- 10محاسبه شد   

، براي ارزیابی ایمنی  HA2واکسن DNAروز پس از تزریق  60

استفاده شد.  MTTها از آزمون موشدر سلولی القا شده 

هاي از لنفوسیت RPMI 1640 در محیطی تک سلولی سوسپانسیون

براي تهیه شد.  cells/ml 106 هاي مورد مطالعه به تعدادطحال موش

به عنوان کنترل  A (PHA)فیتوهماگلوتینین  میتوژن µl 100 هر گروه

کروپلیت یمگوده شش  بهدر غلظت نهایی  µg/ml 5 مثبت با غلظت

واکسن  µl 100 DNA گوده مربوط به هر گروه، دوازدهاضافه شد. در 

HA2 عنوان گوده به ششها، ریخته شد. براي هر گروه از لنفوسیت

   .کنترل منفی در نظر گرفته شد

مایع رویی گوده تخلیه  ،انکوباسیون و MTTاضافه کردن  پس از

متیل دي µl 150 نده کرفرمازان تشکیل شده با اضاوهاي فو کریستال

میزان جذب هر  سپسبه هر گوده حل شدند.  (DMSO) سولفوکساید

 به همراهتعیین شده و میانگین  nm 630گوده در طول موج 

 (SI) بار آزمایش محاسبه شد. ضریب تحریکسه براي  رمعیاانحراف

هاي تحریک هاي حاوي سلولگوده ODبه صورت نسبت میانگین 

هاي حاوي سلول با محیط گوده ODمتوسط  شده با واکسن ژنی به

  11.شد(کنترل منفی) محاسبه 

  ی احتمالی ناشی از تزریق واکسنـب بافتـار آسیـی آثـبراي بررس
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DNAهاي ها از نظر وجود واکنش، ضمن بازرسی روزانه موش

هاي عمومی و کاهش وزن احتمالی، موضعی در محل تزریق، واکنش

هاي مختلف تیمار و کنترل هاي گروهشهاي طحال و ریه از مونمونه

در روز سوم پس از تزریق و در پایان آزمایش گرفته شده و مقاطع 

بافتی با هماتوکسیلین و ائوزین براي آزمایش هیستوپاتولوژي 

   آمیزي شدند.رنگ

         اساس میانگین و انحـراف از معیـار بـا اسـتفاده  نتایج بر

 ,SPSS statistical software, version 22 (IBM, Armonk, NY از

USA)  و آزمون آماريOne way ANOVA  مورد بررسی و پردازش

 >05/0P، %95آماري قرار گرفته و با در نظر گرفتن ضریب اطمینان 

  .دار در نظرگرفته شدامعن

  

  
 Reverse transcription polymerase chain reactionمحصول 

(RT-PCR) حاصل از تکثیر ژن HA2  با جفت پرایمرهاي اختصاصی

حاصل  bp571الکتروفورز شدند و باندي به طول  %1روي ژل آگارز 

  ).1شد (شکل 

، روي pcDNA3.1در وکتور  HA2هاي سازي ژنبا کلون

هاي سفید رنگ رشد کرده هاي مربوط به ژن تعداد زیادي کلنیپلیت

 HA2سمیدهاي نوترکیب یعنی داراي قطعه توانند حاوي پلابود که می

  ). 1 ویروس آنفلوانزا باشند (شکل

با  VNبا توجه به اینکه براي ارزیابی حفاظت متقاطع آزمایش 

  به صورت جداگانه انجام شد، نتایج این H9N2و  H1N1هاي ویروس

و نتایج حاصل از  1نمودار در  H9N2 آزمایش براي سروتیپ

گونه که مشاهده آمده است. همان 2 نموداردر  H1N1سروتیپ 

هاي تیمار براي هر دو سروتیپ شود عیار به دست آمده در گروهمی

هاي تیمار براي د و در گروهوداري از گروه کنترل بالاتر باطور معنبه

با دو بار تزریق یادآور داراي بالاترین عیار  Cهر دو سروتیپ گروه 

هر دو ویروس به کشت د. همچنین سازگاري ودر این آزمایش ب

پاساژ متوالی انجام گرفت و  سهبه خوبی طی  MDCKسلول 

ها بر روي این کشت سلول اثرات آسیب سلولی مشخصی به ویروس

ها از مونولایر سلولی ها و کنده شدن سلولصورت گرد شدن سلول

   داشتند.

براي ارزیابی ایمنی سلولی  MTTدست آمده از آزمایش هنتایج ب

ناشی از تاثیر میتوژن  (SI)میانگین ضریب تحریک به صورت 

هاي خون محیطی بر لنفوسیت (HA2)ژن (فیتوهماگلوتینین) و آنتی

هاي مختلف با انحراف هاي مورد مطالعه در گروهجدا شده از موش

د که ایمنی سلولی اآمده است. نتایج نشان د 3نمودار معیار مربوط در 

  . بودداري از گروه کنترل بالاتر امعنطور هاي تیمار بهنیز در گروه

هاي تحت آزمایش هیچگونه واکنش در بازرسی روزانه موش

تورم، قرمزي، التهاب و جراحت در محل تزریق و یا مانند موضعی 

هاي عمومی و یا مرگ و میر مشاهده نشد. میانگین وزن واکنش

بازه هاي کنترل و تیمار تفاوتی نداشت و در ها در تمامی گروهموش

رسید. در آزمایش  g 8/32 به میانگین g 20 زمانی آزمایش از میانگین

ها، هیچگونه واکنش هاي ریه و طحال موششناختی نیز در نمونهبافت

التهابی ناخواسته، پرخونی و یا تغییر شکل سلولی در اثر تزریقات 

  مشاهده نشد.

  
    HA2 واکسن DNA قیها و راهبرد تزرموش يبند:گروه1جدول 

  استراتژي تزریق  عنوان  گروه  ردیف

  تزریق یادآور دوم  تزریق یادآور اول  تزریق اولیه      

  -  -  + تیمار  A گروه  1

 - + + تیمار  Bگروه   2

  +  +  + تیمار  Cگروه   3

  -  -  سرم فیزیولوزي  کنترل  Dگروه   4

  هایافته
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مارکر  همراهبه bp571طول به H9N2ویروس آنفلوانزا  HA2: تکثیر ژن 1شکل 

در  PCRبا  HA2(چپ) و تایید قطعات کلون شده  (DNA100bp)وزن مولکولی 

  .(راست) (DNA100bp)همراه مارکر وزن مولکولی چند کلون مورد مطالعه به

  
  

  

  

  

  

  

  

  

 هاي تحت آزمایش با روشبادي علیه آنفلوانزا در گروهمقایسه تیتر آنتی: 1نمودار 

VN  با استفاده از ویروسH9N2 .ر اساس آزمون آماري بANOVA ،05/0P<  معنادار     

                صورت و نتایج به )>٠٠١/٠P *** ،>٠١/٠P ** ،>05/0P *(در نظرگرفته شده 

  .گزارش شد معیارانحراف ±میانگین

  

  
 برهنه پلاسمید از استفاده با واکسن DNA ساخت تکنولوژي

 ژن چندین وجود قابلیت ویژه به و آنفلوانزا یروسو هايژن حاوي

 ،M2 و NP، M1 شامل آن هايتیپ تحت بین شده محافظت بسیار

مورد  مختلفدر مطالعات  هاویروس این علیه حفاظت ایجاد براي

 علیه باديدهند که آنتیمطالعات نشان می 12.قرار گرفت بررسی

 ایجاد حفاظت نتیجه در و نیستند کنندهخنثی M1 و NP هايینیپروت

  ایجاد  وشـم در محدودي نیز حفاظت 2M سطحی ینیپروت. کنندنمی

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  

  

 
 
 
  

 VNهاي مختلف با آزمایش بادي علیه آنفلوانزا در گروهمقایسه تیتر آنتی: 2نمودار 

                معنادار >ANOVA ،05/0Pبر اساس آزمون آماري . H1N1با استفاده از ویروس 

                  صورتو نتایج به )>٠٠١/٠P *** ،>٠١/٠P ** ،>05/0P *(در نظرگرفته شده 

  .گزارش شد معیارانحراف ±میانگین

  
  

  

  

  

  

  
ها هاي مختلف با آزمایش تزاید لنفوسیتمقایسه ضریب تحریک گروه: 3نمودار 

 ژن و یا میتوژنتحت تاثیر آنتی

  
 13کند.می

Park پرندگان آنفلوانزاي علیه کاملی ظتحفا همکاران و 

 فیوژن پروتئین کننده بیان واکسن DNA از استفاده با H5N2 سویه

HA و e2M مطالعه در 14.آوردند دستهب Swayne نشان همکاران و 

 DNA توسط شده ایجاد سلولار و هومورال ایمنی که شد داده

هاي بروز جهش 15.کندمی برابري زنده هايواکسن با هاواکسن

ویروس  HAین سطحی یگلیکوپروت HA1اي مکرر در زیر واحد نقطه

ژنی جدید که میزبان هاي آنتیآنفلوانزا و احتمال پدیدار شدن واریته

هاي ها ایمنی ندارد، سبب رویکرد به سمت طراحی واکسنعلیه آن

  بحث
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هاي با هدف جایگزینی آن با واکسن 2HAژنی با استفاده از زیر واحد 

واکسن علیه  DNAدر این پژوهش براي ساخت  17و16رایج شده است.

استفاده شد که داراي یک پروموتور  pcDNA3آنفلوانزا از وکتور 

غیر متیله براي بیان درست ژن مورد  CPGهاي یوکاریوتی و توالی

تلقیح  نظر درون سلول هدف میزبان است. با توجه به اینکه روش

یک فاکتور حیاتی در تعیین نتیجه وکسیناسیون می  DNAواکسن 

 Th1باشد و تزریق داخل عضلانی ترجیحا سبب القاي ایمنی از نوع 

واکسن طراحی شده  DNA بارورسازياز این روش براي  18شود،می

هاي ایمنی استفاده شده است. تزریق یک نوبت این و ارزیابی پاسخ

بادي ی هومورال اختصاصی و افزایش عیار آنتیواکسن سبب القا ایمن

هاي موش و همچنین ایمنی سلولی علیه ویروس آنفلوانزا در گروه

تحت آزمایش شد. شدت و سرعت پاسخ ایمنی اختصاصی با تعداد 

هاي خاطره مرتبط ژن و فعال شدن سلولدفعات مواجه شدن با آنتی

هاي خاطره، باید ولسازي تعداد مناسب سلاست. براي تولید و ذخیره

ژن مورد نظر در فواصل زمانی مختلف به بدن وارد شود تا سامانه آنتی

ایمنی به میزان کافی نسبت به آن حساس شود. بنابراین در این مطالعه 

نیز نوبت هاي یادآور ایمن سازي با واکسن طراحی شده با استراتژي 

Prime/Boost  .انجام شد  

واکسن  DNAهایی که تزریق گروهدهند که در نتایج نشان می

طراحی شده انجام شد، عیار آنتی بادي محافظت کننده و القاي ایمنی 

مورد ارزیابی قرار گرفت (با توجه به  VNهومورال که در آزمایش 

تواند بادي محافظت کننده (نوترالیزان) میاینکه در آنفلوانزا تیتر آنتی

 VNاز آزمایش  19و10د،عمل آورهممانعت ب HAاز عملکرد مستقیم 

بادي محافظت کننده استفاده شد)، به مراتب جهت سنجش عیار آنتی

  . )>01/0P( از گروه کنترل منفی بالاتر بود

به دلیل اهمیت القاي ایمنی سلولی در آنفلوانزا که یکی از اهداف 

بادي، براي سنجش مهم این مطالعه بود، به موازات سنجش عیار آنتی

استفاده شد چرا که در این آزمایش در  MTTز آزمایش ایمنی سلولی ا

ژن و یا آلرژن حساس صورتی که حیوان آزمایشگاهی با یک آنتی

ژن و یا آلرژن به عنوان محرك براي توان از آن آنتیشده باشد، می

ها استفاده نمود. نتایج حاصل از این آزمایش سنجش تکثیر لنفوسیت

تلقیح شده علاوه بر افزایش تیتر  واکسن DNAدهند که نیز نشان می

هاي تزریق شده شد، بادي، سبب افزایش ایمنی سلولی در موشآنتی

به دست آمده در این آزمایش  (SI)که میزان ضریب تحریک طوريبه

داري از گروه کنترل بالاتر بود اطور معنهاي تیمار بهدر گروه

)01/0P<(مانند  هاییها به میتوژن. پاسخ تکثیري لنفوسیت

فیتوهماگلوتینین که در این مطالعه در آزمایش سنجش ایمنی سلولی 

ژن و یا آلرژن است زیرا تر از پاسخ به آنتیاستفاده شده است، قوي

ها ها به میتوژن اختصاصی نیست. به بیان دیگر میتوژنپاسخ لنفوسیت

کنند. در مقابل تحریک ها را تحریک میجمعیت وسیعی از لنفوسیت

شوند هایی تحریک میژنی بسیار اختصاصی بوده و فقط لنفوسیتآنتی

بنابراین مطابق انتظار با وجود  20کنند.ژن را شناسایی میکه آن آنتی

تر از تحریک ناشی از واکسن که تحریک ناشی از میتوژن بیشاین

دهد که باشد، ضریب تکثیر مناسب ایجاد شده نشان میپیشنهادي می

باشد. این امر می Tهاي قادر به تحریک لنفوسیت واکسن طراحی شده

  سازي ژنتیکی در القاي ایمنی سلولی است. موید توانایی ایمن

(با یک  Cهاي تحت مطالعه، گروه اي گروهدر بررسی مقایسه

بادي در تزریق اولیه و دو تزریق یادآور) داراي بیشترین عیار آنتی

ي ایمنی سلولی در مقایسه آزمایش سرولوژي و همچنین بیشترین القا

دهد که تزریق ). این دستاورد نشان می>01/0Pها بود (با سایر گروه

هاي ایمنی در میزبان خواهد شد. نتایج یادآور سبب افزایش پاسخ

، با یک تزریق Bترتیب، گروه ، بهCاز گروه  پسآن است که  گویاي

است گفتنی لبته گیرند. ابدون تزریق یادآور قرار می Aیادآور و گروه 

کمتر است. همچنین در  Cتفاوت بین این دو گروه در مقایسه با گروه 

هاي ایمن شده طول دوره مطالعه، یکنواختی در میزان ایمنی در گروه

  وجود داشت. 

هاي این مطالعه استفاده همزمان از دو سروتیپ از دیگر یافته

اي رایج هکه از تحت تیپ H1N1و  H9N2ویروس آنفلوانزا یعنی 

پرندگان و انسان هستند، براي نشان دادن حفاظت متقاطع علیه 

کارگیري هاي حاصل از بههاي در گردش است. مقایسه دادهویروس

حاکی از این است که تفاوت  VNاین دو تحت تیپ در آزمایش 

  ). <05/0Pداري بین نتایج به دست آمده وجود ندارد (امعن

به  Z-scoreروش با محاسبه مقایسه نتایج حاصل از این دو 

دهد. اندازه بادي را نشان میصورت کاملا همسان افزایش عیار آنتی

جایی که محاسبه شد و از آن 93/0کاپا بین این دو آزمایش برابر با 

دهنده تطابق بالا بین دو ویروس است، نشان 8/0اندازه بیش از 

در ارزیابی  توان نتیجه گرفت که بین نتایج حاصل از دو ویروسمی

واکسن  DNAهاي دریافت کننده پاسخ ایمنی هومورال در موش
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HA2 توان نتیجه گرفت که خوانی بالایی وجود دارد. بنابراین میهم

تواند حداقل علیه این دو تحت تیپ استفاده از سازه پیشنهادي می

شایع حفاظت متقاطع ایجاد نماید. بدیهی است این حفاظت پیامد 

واکسن علیه  DNAدر طراحی  HA2طعه حفاظت شده استفاده از ق

باشد و با توجه به حفاظت شدگی قطعه هاي آنفلوانزا میعفونت

HA2 هاي این در سایر تحت تیپ هاي آنفلوانزا،در تحت تیپ

ویروس نیز ایجاد خواهد شد. همچنین پس از دو بار تزریق یادآور، 

 <6/1بادي ار آنتیاز میانگین عی Cهاي تیمار شده گروه موش 84%

هاي همین ) با موش>01/0Pبرخوردار بودند که تفاوت چشمگیري (

ضرري این از تزریق یادآور دوم داشتند. در بررسی بی پیشگروه 

هاي روزانه و همچنین آزمایش هیستوپاتولوژي واکسن در بازرسی

واکسن  DNAهیچگونه واکنش التهابی و ناخواسته حاصل از تزریق 

هاي تحت آزمایش مشاهده نشد که این نتایج عه در موشمورد مطال

اثرات  HA2واکسن  DNAیک از ترکیبات  بیانگر این هستند که هیچ

  نامطلوبی نداشتند.

هاي بنابراین نتایج به دست آمده از این مطالعه حاصل القاي پاسخ

واکسن بر پایه قطعه  DNAایمنی متقاطع هومورال و سلولی توسط 

HA2 اسید توالی وس آنفلوانزا بیانگر این نکته هستند که اینعلیه ویر 

ایمنی متقاطع به صورت هومورال  هايپاسخ افزایش قابلیت نوکلئیکی

حاصل از  همچنین نتایج دارد. آنفلوانزا هايویروس علیه و سلولی را

واکسن طراحی شده  DNAدهند که با استفاده از این مطالعه نشان می

یوانات آزمایشگاهی مورد مطالعه هیچگونه در این پژوهش در ح

ضرري واکسن مذکور اثرات جانبی مشاهده نشد که نشان دهنده بی

  باشد.  می

بر اساس مطالعه انجام شده و نتایج حاصل از آن، براي انجام 

ه راهکارهایی براي یمطالعات بیشتر در این زمینه و همچنین ارا

و پیشگیري ویروس آنفلوانزا، هاي جدید کنترل افزایش کارایی سیستم

هاي موجود در نواحی محافظت توپطراحی واکسن بر مبناي اپی

به  M2و یا  NPین داخلی مانند یو یک پروت HA2شده در توالی 

  تواند هدف مطالعه بعدي باشد.ین کایمر مییصورت پروت

 .Ph.Dنامه دوره این مقاله حاصل بخشی از پایان سپاسگزاري:

 پایه بر واکسن DNA ارزیابی و طراحی"تحت عنوان شناسی ویروس

HA2 ژن معرفی و بررسی همراه به آنفلوانزا بیماري علیه Mx به 

 608به شماره ثبت  "ایمنی هايپاسخ تقویت براي زیستی یاور عنوان

باشد که با حمایت موسسه تحقیقات واکسن و در دانشگاه تهران می

  سازي رازي انجام شده است. سرم
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Background: Problems of live and inactivated influenza vaccines such as, increasing 

emerge and re-emerge viruses with high human mortality, current epidemics of 

influenza and direct transmission of avian viruses to human, affect the vaccination 

program. DNA vaccines as third generation of vaccines is specially considered for 

control of influenza in human and poultry. The main advantage of these vaccines is 

humoral and cellular immune responses and broad spectrum of using these vaccines for 

control of circulating strains of influenza. In this study the conserved fragment of HA2 

to form of DNA vaccine was designed to induce immunity against influenza viruses 

and its heterologous protective immunity against these viruses was evaluated. 

Methods: The experimental study was performed in Razi Vaccine and Serum Research 

Institute from December 2014 to July 2015 in Iran. The HA2 was cloned into 

pcDNA3.1 to assess the HA2 DNA vaccine and mice were immunized with the 

generated constructs in a DNA prime-DNA boost regimen in 4 groups. The humoral 

immune responses were analyzed at defined intervals by VN tests. The safety of the 

vaccine was evaluated by daily inspection and histopathological examination. For 

evaluation of cellular immunity, proliferation assay was used.  

Results: The antibody titre and cellular immunity of immunized mice was significantly 

higher than control group for two serotypes and the highest responses was in the group 

with two-time boosting (P<0.01). There were no any local, general and histopathology 

reactions in immunized mice. 

Conclusion: The HA2 DNA vaccine significantly enhanced circulatory antibody 

responses and cellular immunity against influenza current serotypes. This study showed 

the highest immune responses were in the group that immunized with HA2 in prime 

and two boosts. Besides that, this construct did not have any local and general reaction 

and any side effects in treated mice. So, this construct was introduced as candidate for 

control of influenza virus serotypes. 

 

Keywords: DNA vaccines, HA2 protein, heterologous immunity, Influenza. 
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