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۱. مقدمه
ســیاه زخم (Anthrax) یــک بیمــاري مشــترك بیــن انســان و 
 Bacillus) دام اســت كــه توســط باكتــري باســیلوس آنتراســیس
anthracis) ایجــاد مي شــود. ایــن باكتــري جــزو خانــواده باسیلاســه 
ــوده  ــه مهم تریــن باســیل ها، باســیلوس آنتراســیس ب اســت (1). ازجمل
ــردد  ــروز بیمــاري مهلــک ســیاه زخم مي گ كــه در انســان و دام باعــث ب
ــد و انتشــار  ــالا، تولی ــل كشــندگي بســیار ب ــه دلای ــري ب ــن باكت (2). ای
ــتفاده از آن به صــورت تنفســي، گوارشــي و پوســتي  بســیار آســان و اس
ــه شــمار  یکــي از بزرگ تریــن و مهم تریــن عوامــل كشــنده بیولوژیــک ب
ــک را دارا اســت (1).  ــاي بیولوژی ــتفاده در جنگ ه ــه و پتانســیل اس رفت
ــوي  ــک DNA حلق ــر ی ــلاوه ب ــیس، ع ــیلوس آنتراس ــري باس باكت
ــت،  ــده اس ــرادف ش ــن ت ــل تعیی ــور كام ــه به ط ــاز ك ــدازه 4/5 مگاب به ان
داراي دو پلاســمید بــزرگ pXO1 (شــامل ژن هــاي توكســیک) و 
ــل  ــد كپســول) اســت (3). كپســول عام ــاي مول pXO2 (شــامل ژن ه

تعیین كننــده در بیماري زایــي  بــوده و باكتــري را در برابــر هجــوم 
توكســیک  ژن هــاي  مي كنــد.  محافظــت  میزبــان  ماكروفاژهــاي 
ــي ژن  ــد ادم (EF)، آنت ــور مول ــا فاكت ــن ی پلاســمید pXO1 ســه پروتئی
محافظت كننــده (PA) و فاكتــور مولــد مــرگ ســلول (LF) را كــد 
مي كنــد (4). فاكتــور EF یــا عامــل تــورم زا باعــث ایجــاد ادم و همچنیــن 
ــل  ــا عام ــور LF ی ــود. فاكت ــان مي ش ــي میزب ــتم ایمن ــلال در سیس اخت
ــازي  ــت پروتئ ــت خاصی ــه عل ــا ب ــردن ماكروفاژه ــن ب ــا از بی ــنده ب كش
ــل  ــت زا عام ــل مصونی ــا عام ــي ژن PA ی ــود. آنت ــرگ مي ش ــث م آن باع
حمایت كننــده اســت و دو فاكتــور قبلــي بــدون اتصــال بــه ایــن فاكتــور 
ــا  ــي ب ــي ژن PA پروتئین ــد (5). آنت ــت مي دهن ــود را از دس ــي خ كارای
ــت.  ــید آمینه اس ــکل از 735 اس ــون و متش ــي 82684 دالت وزن مولکول
همچنیــن ســاختار كریســتالي آن انــدازه اي معــادل نیــم آنگســتروم دارد. 
ژن PA در جایــگاه pag A بــر روي پلاســمید pXOI قــرار داشــته و داراي 
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چکیده 
مقدمــه: تاكنــون واكســن ایده الــي بــراي بیمــاري ســیاه زخم تاییــد نشــده اســت. آنتــي ژن PA63 داراي خاصیــت آنتي ژنیــک بــوده و بــراي 

تولیــد نســل هاي جدیــد واكســن از ایــن آنتــي ژن اســتفاده مي كننــد.
اهــداف: هــدف كلــي ایــن تحقیــق، بررســي تــوان تولیــد آنتي بــادي و ایمني زایــي آنتــي ژن نوتركیــب PA63 بارگذاري شــده در نانــوذرات 

PLGA در مــوش ســوري بــه عنــوان كاندیــداي واكســن احتمالــي اســت.

ــزان  ــفورم و می ــري DE3 BL21 E.coli ، ترانس ــه درون باكت ــاوي ژن PA63 ب ــور ح ــي، وكت ــه تجرب ــن مطالع ــا: در ای ــواد و روش ه م
ــي،  ــتون كروماتوگراف ــا س ــب ب ــاي نوتركی ــص پروتئین ه ــس از تخلی ــت. پ ــرار گرف ــي ق ــورد ارزیاب ــیله PAGE-SDS م ــن آن  به وس ــان پروتئی بی
ــد. ــق ش ــا تزری ــه موش ه ــي ب ــت متوال ــي در دو نوب ــه ایمني زای ــت مطالع ــدند و جه ــذاري ش ــر PLGA بارگ ــي م ــب در پل ــاي نوتركی پروتئین ه

ــوذرات حــاوي پروتئیــن PA63، 261/9 نانومتــر و 34/4- میلي ولــت اندازه گیــري شــد.  ــوذرات حــاوي نان ــاي نان ــدازه و پتانســیل زت ــج: ان نتای
عکس هــاي الکترونــي گرفته شــده از نانــوذرات، نشــان دهنده كــروي بــودن نانــوذرات و صحــت انــدازه و پتانســیل زتــاي نانــوذرات بــود. میانگیــن 

ــه آزاد، افزایــش داشــت.  ــه پروتئیــن نوتركیــب PA63 به صــورت بارگذاري شــده نســبت ب ــادي تولیــدي علی ــر آنتي ب تیت
ــن  ــي و همچنی ــي پروتئین ــرات احتمال ــش خط ــوذرات در كاه ــتم هاي نان ــاي سیس ــه مزای ــه ب ــا توج ــق ب ــن تحقی ــری: در ای نتیجه گی
ــه پلیمرهــاي ســنتزي  ــر پای ــوذرات ب ــن واكســن هاي پروتئینــي، از نان ــل نوی ــوان سیســتم هاي تحوی ــي آن به عن احتمــال افزایــش ایمني زای
ــوي  ــاوت، الگ ــیمیایي متف ــی و ش ــف از نظــر خــواص فیزیک ــات مختل ــا خصوصی ــوذره PLGA  ب ــد. نان ــتفاده ش ــن  PA63 اس ــاوي پروتئی ح
ــراي بارگــذاري پروتئین هــا مشــخص شــود. ــا بهتریــن شــکل پلیمــر ب رهایــش، نحــوه ســنتز و میــزان بارگیــري مــورد مطالعــه قــرار گرفــت ت
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ــي از  ــده و غن ــد ش ــاز آن ك ــه 2205 جفت ب ــت ك ــاز اس 2319 جفت ب
ــیدآمینه  ــکل از 735 اس ــتئین و متش ــیدآمینه سیس ــاري از اس AT و ع
بــدن  در  ســیاه زخم  اگزوتوكســین هاي  انتشــار  از  بعــد  اســت (6). 
ــاختمان  ــي از س ــازي بخش ــاي پروتئ ــي فرآیند ه ــدا PA ط ــان، ابت میزب
ــا  ــد. ب ــت مي ده ــون وزن دارد از دس ــدود 20 كیلودالت ــه ح ــود را ك خ
ــده، فعال شــده و خــود را  ــي باقي مان ــد بخــش 63 كیلودالتون ــن فرآین ای
ــان  ــرش PA در ســرم میزب ــه گیرنده هــاي ســطح ســلول مي رســاند. ب ب

تحــت تاثیــر پروتئاز هــاي شــبه فوریني رخ مي دهــد (7). 
ــراي  ــیون ب ــامل واكسیناس ــه  راه ش ــیاه زخم س ــا س ــه ب ــراي مقابل ب
پیشــگیري در مرحلــه اول، آنتي بیوتیک هــا بــراي درمــان عفونــت شــامل 
درمان هــاي  و  سیپروفلوكساســین  و  داكسي ســیکلین  پني ســیلین، 
ــراي جلوگیــري از اثــرات ســمي باكتــري در اواخــر مرحلــه  ضــد ســم ب
ــویه اي  ــیاه زخم از س ــول س ــن هاي معم ــود دارد (8). واكس ــت، وج عفون
ــد  ــنده تولی ــر غیركش ــین در مقادی ــه توكس ــیس ك ــیلوس آنتراس از باس
ــک  ــه كم ــیاه زخم ب ــر س ــي در براب ــردد. ایمني زای ــه مي گ ــد، تهی مي كن
ــق  ــرد. تزری ــورت مي گی ــه ص ــا فاصل ــدي ب ــق زیرجل ــت تزری ــد نوب چن
یــادآور ســالیانه نیــز توصیــه مي شــود. كارایــي واكســن هاي موجــود بــر 

روي انســان كامــلا تاییــد نشــده اســت (9).
ــا و  ــرد داروه ــردن عملک ــه ك ــراي بهین ــادي ب ــاي زی ــروزه تلاش ه ام
ــن  ــود. در ای ــام مي ش ــي آن انج ــرات جانب ــش اث ــت كاه ــن ها جه واكس
ــاندن  ــري در رس ــش موث ــده نق ــش كنترل ش ــامانه هاي رهای ــه س زمین
ــدن و  ــخصي در ب ــاط مش ــه نق ــي ب ــي و بیولوژیک ــل فارماكولوژیک عوام
ــه  ــذا ن ــد. ل ــا مي كنن ــه ایف ــده و بهین ــرعت كنترل ش ــا س ــش آن ب رهای
ــد،  ــتر مي كن ــن را بیش ــي واكس ــا ایمني زای ــي دارو ی ــر درمان ــا تاثی تنه
ــق  ــز مي كاهــد. از راهکارهــاي موف ــوب را نی ــرات جانبــي نامطل بلکــه اث
در زمینــه رهایــش كنترل شــده، اســتفاده از ســامانه هاي كلوئیــدي 
اســت. ایــن ســامانه ها شــامل لیپــوزوم، نیــوزوم، میکــروذرات، نانــوذرات 
و ... اســت. در میــان حامل هــاي كلوئیــدي، لیپوزوم هــا و نانــوذرات 
ــوذرات  ــد. نان ــرار گرفته ان ــي ق ــه و بررس ــورد مطالع ــه م ــتر از بقی بیش
وســیله ى مناســبي بــراي تحویــل داروهایــي بــا وزن مولکولــي كــم و نیــز 
ــا در  ــا ژن ه ــا و ی ــا، پپتیده ــد پروتئین ه ــزرگ مانن ــاي ب ماكرومولکول ه
بــدن (از راه هــاي تجویــزي مختلــف) هســتند. ایــن نانــوذرات بــه عنــوان 
ــاي زیســتي،  ــل برخــي از ماكرومولکول ه ــراي تحوی ــي ب ــزار عال ــک اب ی
ــدن  ــل ب ــر در داخ ــورد نظ ــل م ــه مح ــن ها ب ــا و واكس ــا، ژن ه داروه
ــوان از  ــر را مي ت ــت تخریب پذی ــوذرات زیس ــد (10). نان ــل مي كنن عم
ــت  ــاي زیس ــاكاریدها و پلیمر ه ــا، پلي س ــد پروتئین ه ــواد مانن ــواع م ان
تخریب پذیــر مصنوعــي تهیــه نمــود. انتخــاب پلیمــر پایــه بــا توجــه بــه 
ــه  ــه بســیاري از عوامــل بســتگي دارد از جمل ــي، ب ــرد نهای هــدف و كارب
آن هــا مي تــوان بــه انــدازه نانــوذرات مــورد نظــر، خــواص دارو یــا آنتــي ژن 
ــذاري در  ــت بارگ ــره) جه ــداري و غی ــي، پای ــت آب ــر (حلالی ــورد نظ م
ــک  ــري بیولوژی ــه تجزیه پذی ــطح، درج ــرد س ــا و عملک ــر، ویژگي ه پلیم
ــاره  ــي و ... اش ــول نهای ــش محص ــخصات رهای ــازگاري و مش و زیست س

ــود (11). نم
افزایــش  بــه  واكســن ها  فرمولاســیون  و  تركیــب  در  پیشــرفت 
ــا و  ــد. ادجوانت ه ــک مي كن ــن ها كم ــط واكس ــده توس ــي ارائه ش ایمن
ــه  ــاز ب ــد ایمني زایــي را تقویــت نمــوده و نی سیســتم هاي تحویلــي جدی

واكســن هاي نویــن را مرتفــع مي كنــد. نانوبیوتکنولــوژي نقــش زیــادي در 
پیشــرفت واكســن ها داشــته و فرصــت طراحــي نانوذراتــي كــه در تركیب، 
ــاي  ــراي كاربرده ــوده را ب ــاوت ب ــدازه، شــکل و خــواص ســطحي متف ان
پزشــکي ارائــه مي دهــد (12). اســتفاده از نانــوذرات عــلاوه بــر رهایــش 
ــاي  ــداري آنتي ژن ه ــش پای ــه افزای ــر ب ــدن، منج ــي ژن در ب ــته آنت آهس
ــابهت  ــل مش ــه دلی ــن ب ــود. همچنی ــز مي ش ــدن نی ــه ب ــده ب ارائه ش
ــم  ــا مکانیس ــي ب ــد به راحت ــلولي، مي توانن ــزا س ــا اج ــوذرات ب ــدازه نان ان
اندوســیتوز وارد ســلول زنــده شــوند. همگرایــي تکنولــوژي پروتئیــن بــا 

ــد. ــد مي ده ــکي را نوی ــي در نانوپزش ــر مهم ــوژي، عص نانوتکنول

2. اهداف
در ایــن تحقیــق، بــه بررســي اثــر آنتــي ژن  PA63 بــه دو صــورت آزاد 
ــر روي ایمني زایــي مــوش ســوري  ــوذره  PLGAب و بارگذاري شــده در نان
ــتم هاي  ــو و سیس ــدازه نان ــا ان ــن هاي ب ــت. واكس ــده اس ــه ش پرداخت
ــاري و  ــگیري از بیم ــد در پیش ــا مي توان ــز آن ه ــي متمای ــل داروی تحوی

درمــان، نقــش موثــري داشــته باشــد.

3. مواد و روشها
ــات از  ــردآوري اطلاع ــوده و روش گ ــي ب ــوع تجرب ــه حاضــر از ن مطالع
نــوع مطالعــات كتابخانــه اي و تجربیــات آزمایشــگاهي بــود. لازم بــه ذكــر 
اســت كــه تمــام كارهــاي پژوهشــي ایــن مقالــه بــا رعایــت كامــل اصــول 
ــه  ــام گرفت ــلاق: IR.IHU.REC.1399.065) انج ــد اخ ــلاق  (ك اخ

اســت.

3..1. انتقال پلاسمید به باکتري
بــراي تهیــه ســلول هاي مســتعد (Competent cell)، ســوش 
باكتــري E. coli BL21-DE3  بــه مدت 15 ســاعت (كشــت شــبانه)، در 
پنــج میلي لیتــر محیــط كشــت LB مایــع اســتریل، بــدون آنتي بیوتیــک 
رشــد داده شــد (درون شــیکرانکوباتور بــا دمــاي 37 درجــه ســانتي گراد 
ــر  ــوق 50 میکرولیت ــه). از محیــط كشــت ف و ســرعت 150 دور در دقیق
ــه، درون  ــع اســتریل اضاف ــر محیــط كشــت LB مای ــه پنــج میلي لیت را ب
ــانتي گراد و ســرعت 150 دور  ــاي 37 درجــه س ــا دم ــور ب ــیکر انکوبات ش
در دقیقــه رشــد داده شــد تــا جــذب آن، در طول مــوج 595 نانومتــر بــه 
0/4 تــا 0/5 رســید. ارلــن حــاوي محیــط كشــت بــه مــدت 10 دقیقــه در 

یــخ قــرار داده شــد.
 (Falcon) محیــط كشــت كنار شــعله بــه لولــه مخصــوص ســانتریفوژ
ــاي  ــه در دم ــج دقیق ــدت پن ــه م ــا ســرعت دور 4000 ب ــال داده و ب انتق
ــع  ــذف مای ــد از ح ــد. بع ــانتریفیوژ گردی ــانتي گراد س ــه س ــار درج چه
ــد كلســیم 50  ــر كلری ــه رســوب ســه میلي لیت ــار شــعله ب ــي در كن روی
ــه در  ــپس 30 دقیق ــد و س ــه ش ــتریل اضاف ــده اس ــولار فیلترش میلي م
یــخ قــرار داده شــد. محلــول بــا ســرعت 4000 دور در دقیقــه بــه مــدت 
ــول  ــانتریفیوژ و محل ــانتي گراد س ــه س ــار درج ــاي چه ــه در دم 5 دقیق
رویــي در كنــار شــعله به طــور كامــل دور ریختــه شــد. رســوب حاصلــه 
ــل و  ــتریل ح ــولار اس ــیم 50 میلي م ــد كلس ــر كلری در 600 میکرولیت
ــري  ــاي دو میلي لیت ــه میکروتیوب ه ــر ب ــاي 150 میکرولیت در حجم ه
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ــرار داده شــد. ــه مــدت 10 دقیقــه در یــخ ق اســتریل منتقــل و ب
مســتعد  ســلول هاي   (Transformation) نمــودن  تراریخــت 
بــه روش شــوك حرارتــي انجــام شــد. مقــدار 10 - 5 میکرولیتــر از 
ــعله  ــار ش ــوب در كن ــه دو میکروتی ــه ب ــاوي ژن جهش یافت ــمید ح پلاس
ــخ  ــده در ی ــرار داده ش ــتعد ق ــلول هاي مس ــاوي س ــاي ح ــه تیوپ ه ب
ــدت 30  ــه م ــد و ب ــل ش ــف ح ــاي ضعی ــا تکانه ه ــد و ب ــه گردی اضاف
دقیقــه درون یــخ قــرار گرفــت. جهــت شــوك ســرما-گرما بــه محلــول، 
لوله هــا بلافاصلــه از یــخ خــارج و در حمــام آبگــرم در دمــاي 42 درجــه 
ســانتي گراد بــه مــدت 120 - 90 ثانیــه قــرار داده شــد. بعــد از آن 
لوله هــا ســریعا بــه درون یــخ انتقــال داده شــد و بــه مــدت پنــج دقیقــه 
ــه میکروتیوب هــا یــک میلي لیتــر  ــد. ب ــه همیــن وضعیــت باقــي ماندن ب
محیــط كشــت LB مایــع اســتریل اضافــه نمــوده، حــدود یــک ســاعت در 
ــه در شــیکر  ــانتي گراد و ســرعت 150 دور در دقیق ــاي 37 درجــه س دم

ــرار داده شــد. ــور ق انکوبات
پــس از حــدود یــک ســاعت ســلول ها بــا ســرعت 5000 دور در 
دقیقــه بــه مــدت پنــج دقیقــه در تــه میکــرو تیــوپ جمــع آوري نمــوده 
ــده در تــه تیــوب  و رســوب در 200 - 100 میکرولیتــر LB مایــع باقي مان
مخلــوط گردیــد. ســپس بــر روي محیــط LB آگار حــاوي آنتي بیوتیــک 
كانامایســین (80 میکروگــرم بــر میلی لیتــر) بــرده و بــه مــدت 15 
ــا  ــد ت ــذاري ش ــانتي گراد گرماگ ــه س ــور 37 درج ــاعت درون انکوبات س

رشــد كننــد.

3..2. بیان پروتئین نوترکیب در باکتري 
ابتــدا تعــدادي از كلوني هــاي موجــود بــر روي محیــط كشــت جامــد 
انتخــاب و هركــدام بــه لوله هــاي حــاوي پنــج میلي لیتــر محیــط 
ــر  ــي 80 میکروگــرم ب ــا غلظــت نهای ــع و آنتي بیوتیــک ب كشــت LB مای
میلی لیتــر تلقیــح و بــه مــدت 15 ســاعت در شــیکر انکوباتــور بــا دمــاي 
ــد.  ــي ش ــه گرماده ــرعت 150 دور در دقیق ــانتي گراد و س ــه س 37 درج
ــه در دو  ــور جداگان ــازه به ط ــر از كشــت ت ــدار 50 میکرولیت ــه مق در ادام
ــر محیــط  ــه (یکــي شــاهد و دیگــري تســت) حــاوي پنــج میلي لیت لول
ــح  ــر آنتي بیوتیــک تلقی ــر میلی لیت ــرم ب ــع و 40 میکروگ كشــت LB مای
ــدار  ــیدن مق ــس از رس ــدند. پ ــي ش ــوق گرماده ــرایط ف ــا ش ــا ب و لوله ه
ــه هركــدام  ــر، ب ــه 0/6 در طول مــوج 600 نانومت ــا ب ــوري لوله ه جــذب ن
ــا  ــاده IPTG ب ــار شــعله)، م از لوله هــاي تســت در شــرایط اســتریل (كن
 IPTG ــاهد ــاي ش ــه لوله ه ــه و ب ــولار اضاف ــک میلي م ــي ی ــت نهای غلظ
ــدود  ــدت ح ــه م ــت ب ــاهد و تس ــاي ش ــپس لوله ه ــد. س ــه نگردی اضاف
ــانتي گراد و  ــاي 30 درجــه س ــا دم ــور ب ــار ســاعت در شــیکر انکوبات چه
ســرعت 90 دور در دقیقــه گرماگــذاري شــدند. پــس از اتمــام زمــان فوق، 
ــاي  ــه میکروتیوب ه ــاهد ب ــاي تســت و ش ــط كشــت داخــل لوله ه محی
ــرعت  ــا س ــه ب ــدت دو دقیق ــه م ــل و ب ــه منتق ــري جداگان 1/5 میلي لیت
8000 دور در دقیقــه ســانتریفیوژ شــدند تــا ســلول هاي باكتریایــي 
جمــع آوري شــوند. ســپس ســلول هاي باكتریایــي جمع آوري شــده 
(اعــم از تســت و شــاهد) بــه روش طبیعــي تیمــار شــدند. ابتــدا ســلول ها 
ــاعت و  ــک س ــدت ی ــه م ــده pH = 8 ب ــر بافرلیزكنن در 100 میکرولیت
درون شــیکر انکوباتــور بــا ســرعت 150 دور در دقیقــه و دمــاي 37 درجــه 

ســانتي گراد قــرار داده شــدند. ســپس ســلول ها از طریــق سونیکاســیون 
(قــدرت 75 درصــد در 12 ســیکل، 20 ثانیــه سونیکاســیون و 20 ثانیــه 
ــه  ــدت 20 دقیق ــده در م ــلول هاي لیزش ــدند و س ــته ش ــخ) شکس در ی
ــار درجــه ســانتي گراد  ــا ســرعت 13500 دور در دقیقــه در دمــاي چه ب
ــواره ســلولي و  ــا ســلول هاي نشکســته، قطعــات دی ســانتریفوژ شــدند ت
ــر روي  ــول رویــي ب دیگــر اجــزا ســلولي ته نشــین شــود. درنهایــت محل

ــد. ــورز گردی ــان الکتروف ژل SDS-PAGE جهــت بررســي بی

 ATN-iN 3..3. تخلیص پروتئین با استفاده از ستون
بــراي تخلیــص پروتئیــن نوتركیــب از ســتون نیکل-نیتریلوتــري 
ــتفاده  ــركت Shinegene اس ــول ش ــید (Ni-NTA) محص ــتیک اس اس
شــد. ازآن جایي كــه پروتئیــن نوتركیــب هــدف به صــورت محلــول 
ــا شــرایط  بــود، بافرهــاي مناســب بــراي شستشــوي ســتون متناســب ب
اســتفاده شــد. بــراي تعییــن غلظــت پروتئیــن موجــود در محلول هــاي 
به دســت آمــده حاصــل از مرحلــه قبــل، از روش برادفــورد اســتفاده شــد.

3..4. تهیه نانوذرات AGLP حاوي پروتئین نوترکیب 
بــراي تولیــد نانوكپســول ها از روش امولســیون دوگانــه تبخیــر حــلال 
ــه  ــا یگان ــر خــلاف روش امولســیون ســاده ی اســتفاده شــد. ایــن روش ب
كــه بــراي داروهــاي نامحلــول در آب مناســب اســت، روشــي مبتنــي بــر 
ــت و  ــا Water/Oil/Water) اس ــن-آب (w/o/w ی ــیون آب-روغ امولس
یکــي از مناســبترین راه هــا بــراي بارگــذاري كــردن داروهــاي آب دوســت 
نظیــر پپتیدهــا، پروتئین هــا و واكســن ها اســت. در ایــن روش، محلــول 
بافــري دارو بــه فــاز آلــي شــامل پلیمــر اضافــه و تشــکیل امولســیون اولیه 
ــه  ــه آرامــي و در حیــن هــم زدن ب (w/o) را مي دهــد. ایــن امولســیون ب
حجــم بزرگــي از آب كــه شــامل امولســیفایر اســت (امولســیفایر در ایــن 
آزمایــش پلــي وینیــل الــکل یــا PVA  اســت) اضافــه شــده تــا امولســیون 
ــه روش  ــان، حــلال از امولســیون ب ــود. در پای ــن-آب حاصــل ش آب-روغ

تبخیــر و اســتخراج حــلال جــدا مي گــردد.
جهــت تهیــه نانــوذرات PLGA ، در یــک بشــر، چهــار میلي لیتــر 
ــه و  ــر PLGA  اضاف ــرم پلیم ــه آن 30 میلي گ ــه و ب ــان ریخت دي كلرومت
ــزن  ــر روي هم ــر ب ــا پلیم ــازه داده شــد ت ــاعت اج ــدود دو س ســپس ح
ــه  ــت ك ــن اس ــم ای ــه مه ــود (نکت ــل ش ــي ح ــه خوب ــي ب مغناطیس
دي كلرومتــان نقــش حــلال پلیمــر PLGA  و همچنیــن فــاز روغنــي را در 
ایــن آزمایــش ایفــا مي كنــد و بــه شــدت فــرار اســت بنابرایــن در طــول 
انجــام آزمایــش بایــد درب ظــرف تولیــد نانــوذره بــا فویــل آلومینیومــي 
ــوق،  ــان ف ــدت زم ــت م ــس از گذش ــود). پ ــش داده ش ــي پوش ــه خوب ب
یــک میلي لیتــر از محلــول پروتئینــي حــاوي یــک میلي گــرم پروتئیــن 
ــه  ــم زدن اضاف ــال ه ــري در ح ــول پلیم ــه محل ــره ب ــورت قطره قط به ص
ــا مخلــوط پلیمــر  شــد و ســپس حــدود پنــج دقیقــه اجــازه داده شــد ت
ــا  ــود ت ــل ش ــي ح ــه خوب ــي ب ــزن مغناطیس ــر روي هم ــن ب و پروتئی
ــه ســه  امولســیون آب-روغــن (W/O) ایجــاد شــود.  پــس از ایــن مرحل
مرتبــه ســونیکه بــا قــدرت 50 درصــد و ســیکل 0/5 هــر بــار بــه مــدت 
20 ثانیــه انجــام شــود. هشــت میلي لیتــر محلــول PVA 2/5 درصــد در 
ــر  ــرارت PVA بهت ــي ح ــا كم ــد (ب ــاده ش ــازه آم ــورت ت ــر به ص آب مقط
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ــه  ــاوي نمون ــول ح ــرنگ محل ــا س ــپس ب ــود) و س ــل مي ش در آب ح
PLGA + آنتــي ژن قطره قطــره بــه PVA اضافــه در حــال هــم زدن اضافــه 
شــد. ســپس هماننــد مرحلــه قبــل نمونــه ســونیکه شــد ولــي ایــن بــار 
مراحــل چهــار بــار و مــدت زمــان ســونیکه نیــز 30 ثانیــه بــود. در ایــن 
مرحلــه حجــم امولســیون دوگانــه W/O/W به دســت آمده را بــا آب 
مقطــر بــه 30 میلي لیتــر رســانده و بشــر بــر روي همــزن قــرار داده شــد 
و دو ســاعت اجــازه داده شــد تــا در حــال هــم زدن حــلال دي كلرومتــان 
ــلال و  ــر ح ــراي تبخی ــان لازم ب ــت زم ــا گذش ــود. ب ــر ش ــلا تبخی كام
ــام  ــا انج ــع آوري ذرات آن ه ــول، جم ــود در محل سخت شــدن ذرات موج
گرفــت. بــراي جمــع آوري ذرات كل محلــول بــه داخــل لولــه فالکــون 50 
ــرعت 13500  ــا س ــه ب ــدت 20 دقیق ــه م ــد و ب ــه ش ــري ریخت میلي لیت
دور در دقیقــه ســانتریفوژ گردیــد. بــراي بررســي انــدازه و پتانســیل زتــا 
نانــوذرات تولیدشــده از دســتگاه  DLS مــدل Malvern ســاخت كشــور 
انگلســتان متعلــق بــه دانشــگاه علــوم پزشــکي بقیــه ا...(عــج) اســتفاده 
ــوذرات از میکروســکوپ  ــري نان ــات ظاه شــد. جهــت بررســي خصوصی
ــي روبشــي (SEM) مــدل FEI Quanta 200 ســاخت شــركت  الکترون
ــور  ــوع دتکت ــکوپي داراي دو ن ــدل میکروس ــن م ــد. ای ــتفاده ش FEI اس
بــا نام هــاي SE و BSE اســت. به منظورجلوگیــري از رشــد نانــوذرات 
ــر روي یــک ســطح شیشــه اي قــرار داده  ــازه تهیــه شــده ب نمونه هــاي ت
ــازك  ــه ن ــک لای ــیله ی ــه به وس ــل، نمون ــس از خشک شــدن كام شــد. پ
طــلا بــا روش P.V.D پوشــش داده شــد. جهــت انجــام لایــه نشــاني طــلا 
 KYKY ــركت ــاخت ش ــدل SBC12 س ــتگاه Sputter coater م از دس

اســتفاده شــد.
از   PA63 نوتركیــب پروتئیــن  رهایــش  الگــوي  بررســي  بــراي 
ــرم  ــه میلي گ ــاوي س ــوذرات PLA-PEG  ح ــداري از نان ــول، مق نانوكپس
ــوب  ــول PBS درون میکروتی ــر محل ــم 500 میکرولیت ــن در حج پروتئی
دو میلي لیتــري ریختــه و بــا هــم زدن پراكنــده شــد. میکروتیــوب 
درون شــیکرانکوباتور در دمــاي 37 درجــه  ســانتي گراد و 200 دور در 
ــه،  ــراي برداشــت نمون ــي ب ــه زمان ــر مرحل ــرار داده شــد. در ه ــه ق دقیق
محلــول حــاوي نانــوذرات بــه مــدت پنــج دقیقــه بــا ســرعت 10000 دور، 
ــان  ــه هم ــي برداشــته و ب ــول روی ــر از محل ــانتریفوژ و 500  میکرولیت س
ــازه جایگزیــن مي شــد و پــس از ورتکــس كــردن مجــدد  میــزان بافــر ت
ــه مــدت 49  ــور قــرار مي گرفــت. انجــام ایــن آزمــون ب در شــیکر انکوبات
روز ادامــه داشــت. در ابتــدا، چهــار ســاعت پــس از انجــام رهایــش و در 
ادامــه در فاصلــه زمانــي هــر هفــت روز انجــام گرفــت. ســپس بــا اســتفاده 
از روش پروتئین ســنجي برادفــورد بــا ســه بــار تکــرار، غلظــت پروتئیــن 
ــد. درنهایــت منحنــي درصــد تجمعــي  ــه  تعییــن گردی موجــود در نمون
تعیین شــده،  زمان هــاي  مــدت  در  نانــوذرات  از  رهاشــده  پروتئیــن 

ترســیم شــد.

3..5. ایمنی زایی در موش 
ــت  ــراه ادجوان ــه هم ــب ب ــن نوتركی ــي، پروتئی ــراي انجــام ایمني زای ب
ــاهد  ــت و ش ــروه تس ــه گ ــت ب ــار نوب ــي چه ــص ط ــل و ناق ــد كام فرون
به صــورت   42 و   28  ،14  ،1 روز  در  ترتیــب  بــه  ســوري  موش هــاي 

ــه در  ــر از نمون ــوش 200 میکرولیت ــر م ــه ه ــق شــد (ب زیرپوســتي تزری
ــب  ــن نوتركی ــن پروتئی ــی ژن). همچنی ــرم آنت ــده 10 میکروگ برگیرن
ــه  ــورت دوتزریق ــز به ص ــوذرات PLGA نی ــده در نان PA63 بارگذاري ش
(روز 1 و 28) به صــورت زیرپوســتي انجــام گردیــد. بــراي حیوانــات 
شــاهد نیــز بــه جاي آنتــي ژن از نانــوذرات فاقــد پروتئیــن و PBS اســتفاده 
شــد. خون گیري هــا یــک هفتــه پــس از تزریــق دوم، یــک هفتــه پــس 
از تزریــق ســوم و یــک هفتــه پــس از تزریــق چهــارم صــورت پذیرفــت. 
خون گیري هــا بــا اســتفاده از پیپــت پاســتور از گوشــه چشــم هــر مــوش 
ــاى 1/5  ــه داخــل تیوب ه ــد. قطــرات خــون ب ــه عمــل آم ــی ب ــه آرام ب
میلی لیتــرى منتقــل و پــس از برچســب زدن و ذكــر مشــخصات حیوانات، 
ــپس  ــانتي گراد و س ــه س ــور 37 درج ــاعت در انکوبات ــک س ــدت ی ــه م ب
ــه  ــج دقیق ــدت پن ــه م ــه و ب ــرعت 3000 دور در دقیق ــا س ــانتریفوژ ب س
ــد، از ســرم به دســت آمده به منظــور بررســي  ــه بع انجــام شــد. در مرحل
میــزان تیتــر آنتي بــادي IgG تولیــدي بــا اســتفاده از الایــزا غیرمســتقیم 

اســتفاده شــد.

3..6. آنالیز آماري 
بــادي  تیترآنتــي  از  حاصــل  داده هــاي  آمــاري  بررســي  بــراي 
تولیدشــده توســط الایــزاي غیرمســتقیم در ســرم، از آزمون هــاي 
ــراي مقایســه میانگیــن تیتــر  ANOVA اســتفاده شــد. ایــن آزمــون ب
ــزار  ــا نرم اف ــد و ب ــج درص ــاي پن ــطح خط ــا در س ــادي نمونه ه آنتي ب

شــد.  انجــام   Grapphad prism ver 8

4. نتايج

 E.coli4..1. انتقال پلاسمید به باکتري
ــلول هاي  ــي در س ــوك حرارت ــا روش ش ــاق، ب ــش الح ــرآورده واكن  ف
ــد و روي محیــط  صلاحیــت دار شــده E. coli BL21(DE3)  وارد گردی
LB آگار حــاوي آنتي بیوتیــک (80 میکروگــرم در میلي لیتــر) گســترش 

ــه: ــود ك ــورت ب ــت آمده بدین ص ــج به دس ــد. نتای داده ش
• نمونــه تســت اصلــي مرحلــه الحــاق كــه هــم حــاوي وكتــور و هــم 

حــاوي قطعــه ژن موردنظــر بــود، رشــد خوبــي داشــت.
• نمونــه كنتــرل منفــي در فراینــد ترانسفورماســیون كــه فقــط حاوي 
ــود، اصــلا  ــه آن صــورت نگرفتــه ب ــي ب ــود و انتقال ســلول هاي مســتعد ب
رشــدي نداشــت كــه نشــان دهنده عــدم وجــود آلودگــي در حیــن انجــام 

مراحــل كار اســت.
• نمونــه كنتــرل مثبــت ایــن فراینــد كــه حــاوي نمونــه خاصــي از یک 

پلاســمید تخلیــص شــده ي مقــاوم بود، رشــد بســیار بالایي داشــت.
ــت  ــا روي پلی ــن كلوني ه ــدادي از ای ــدي تع ــل بع ــام مراح ــراي انج ب
ــراي  ــره ب ــورت ذخی ــا به ص ــدند ت ــل ش ــک منتق ــاوي آنتي بیوتی LB ح
مراحــل بعــدي نگهــداري شــوند. در تصویــر 1 نتایــج فوق الذكــر نشــان 

داده  شــده اســت.
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تصویر 1. رشد كلني هاي E. coli نوتركیب، روي محیط هاي حاوي آنتي بیوتیک. پلیت 1: نمونه كنترل مثبت، حاوي پلاسمید مقاوم. پلیت 2: پلیت حاوي 
پلاسمید نوتركیب. پلیت 3: نمونه كنترل منفي فقط حاوي سلول هاي مستعد بود.

 E. coli 4..2. بررسي بیان پروتئین در میزبان
 SDS-PAGE توسط روش

ــان پروتئیــن نوتركیــب  ــا IPTG، بی ــا ب پــس از كشــت ســلول ها و الق
 12 SDS-PAGE ژل روي  بــر  نمونه هــا  ســپس  و  پذیرفــت  صــورت 
 PA63 ــد پروتئینــي آنتــي ژن ــرار گرفتنــد. بان ــي ق درصــد مــورد ارزیاب
درون نمونــه رســوب حاصــل از سونیکاســیون دیــده مي شــود؛ بنابرایــن 
ــادي تولیدشــده و در محیــط  ــوژن ب پروتئیــن نوتركیــب، به صــورت انکل
ــکل 2  ــه در ش ــور ك ــت. همان ط ــول نیس ــري محل ــمي باكت سیتوپلاس
ــد پروتئینــي PA63 نزدیــک 68 كیلودالتــون  الــف مشــخص اســت، بان
اســت كــه درون بافــر لیزكننــده B حاصــل از سونیکاســیون دیــده 
ــد  ــان مي ده ــکل نش ــار در ش ــورد انتظ ــاي م ــد پروتئین ه ــود. بان مي ش

كــه ژن هــاي همسان سازي شــده بــا القــاى IPTG بیــان زیــادي را 
ــد. ــري دارن ــادي در باكت ــوژن ب ــورت انکل به ص

4..3.آماده سازي نمونه براي عبور از ستون 
کروماتوگرافي 

ــورد  ــتون Ni-NTA م ــتفاده در س ــراي اس ــت آمده ب ــول به دس محل
اســتفاده قــرار گرفــت. ســپس محلــول شــفاف بــه ســتون منتقــل گردید 
و در هــر مرحلــه شستشــو نمونــه اي از آن بــراي بررســي میــزان خلــوص 
ــه  ــد ك ــته ش ــتفاده از SDS-PAGE برداش ــا اس ــب ب ــن نوتركی پروتئی
 250 IM ــر ــا باف ــورد نظــر ب ــاي م ــد پروتئین ه ــج آن نشــان مي ده نتای

ــوند(تصویر 2).  ــدا مي ش ــتون Ni-NTA ج ــدازول 250) از س (ایمی

تصویر 2. تصویر الکتروفورز SDS-PAGE 12 درصد. الف، بیان پروتئین نوتركیب PA63. ستون 1: نمونه كنترل بدون القاي IPTG در محلول PBS، ستون 2: نمونه با 
القاي IPTG در محلول PBS، ستون 3: نمونه كنترل بدون القاي IPTG در بافرلیزكننده B، ستون 4: نمونه با القاي IPTG در بافرلیزكننده B، ستون 5: نشانگر پروتئیني 

شماره SM 300013. ب، تخلیص پروتئینPA63  از ستون نیکل. با استفاده از ژل 12 درصد SDS-PAGE. ستون flow :1 قبل از ستون  ستون 2: ماركر شماره 
.MES ستون 7: بافر ،E250 ستون 6: بافر ،D ستون 5: بافر ،C بعد از ستون  ستون 4 بافر flow :3 ستون  SM.310003

4..4. تعیین غلظت پروتئین نوترکیب 
ــن  ــتون Ni-NTA تعیی ــا س ــده ب ــاي تخلیص ش ــه پروتئین ه از نمون
ــداد  ــد. اع ــام ش ــورد انج ــا روش برادف ــب ب ــن نوتركی ــت پروتئی غلظ

حاصــل بــا نمــودار اســتاندارد BSA مقایســه گردیــد و غلظــت حاصــل از 
تخلیــص در طــي ایــن فراینــد بــراي  PA63، مقــدار 0/8 میلي گــرم بــر 

ــود. ــر ب میلي لیت
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4..5. بررسي اندازه نانوذرات PLGA   با استفاده از 
پراش نور پویا 

پــس از آماده ســازي نمونــه، نانــوذرات PLGA تولیدشــده در حضــور و 
یــا نبــود پروتئیــن نوتركیــب از نظــر انــدازه توســط دســتگاه DLS مــورد 

بررســي قــرار گرفــت. نتایــج نشــان دهنده ایــن بــود كــه نانــوذرات تهیــه 
شــده داراي متوســط انــدازه 261/9 نانومتــر و میــزان شــاخص پراكندگي 
ــوذرات در محــدوده مطلوبــي از  ــر 0/445 هســتند و خصوصیــات نان براب

نظــر انــدازه و PDI قــرار گرفتــه بــود (تصویــر 3 الــف).

 ،PA63 حاوي پروتئین PLGA فاقد پروتئین، ب، بازه توزیع اندازه PLGA الف، بازه توزیع اندازه .DLS  تصویر 3. نمودار بررسي نمونه در شرایط بهینه توسط دستگاه
PA63 حاوي پروتئین PLGA فاقد پروتئین، د، پتانسیل زتاي PLGA ج، پتانسیل زتاي

4..6. بررسي پتانسیل زتا نانوذرات PLGA حاوي 
پروتئین هاي نوترکیب 

در فرآیندهــاي گوناگــون صنعتــي، غذایــي و دارویــي به منظــور 
بررســي  شــیمیایي،  و  فیزیکــي  ویژگي هــاي  بــرآورد  و  جداســازي 
ویژگي هــاي ســطحي مــواد از اهمیــت به ســزایي برخــوردار اســت. ایــن 
ــدازه ذرات آن   ــوذرات PLGA كــه توزیــع ان آزمــون نیــز از نمونه هــاي نان
ــج  ــه شــد. نتای ــود، تهی ــه ب ــرار گرفت ــورد بررســي ق ــل م در مراحــل قب
ــد و  ــوذرات PLGA فاق ــا نان ــیل زت ــه پتانس ــود ك ــن ب ــان دهنده ای نش
حــاوي پروتئیــن داراي یــک پیــک میانگیــن در محــدوده 30- میلي ولــت 

ــر 3 ب). ــود (تصوی ــت ب ــا 36- میلي ول ت

 AGLP 4..7. بررسي خصوصیات ظاهري نانوذرات
حاوي پروتئین هاي نوترکیب 

ــورد  ــکوپ م ــط میکروس ــوذرات توس ــه نان ــاني، نمون ــس از لایه نش پ
ــودن  ــروي ب ــي ك ــر میکروســکوپ الکترون ــت. تصاوی ــرار گرف ــي ق ارزیاب
ــه را  ــرایط بهین ــوذرات در ش ــد نان ــد تولی ــل از فراین ــطح ذرات حاص س
 DLS مطلــوب نشــان داد. همچنیــن ایــن تصاویــر، نتایــج دســتگاه
ــوذرات را تاییــد نمــود. تصویــر 4، تصویــر  ــدازه نان مربــوط بــه توزیــع ان
میکروســکوپ الکترونــي از نانــوذرات تهیــه شــده اســت كــه كــروي و تــا 

ــده آل هســتند. ــز شــرایط ای ــادي حائ حــد زی
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تصویر 4. تصویر میکروسکوپ الکتروني SEM مدل FEI Quanta 200 از نانوذرات PLGA حاوي PA63 (نانوذرات خشک شده بر روي سطح شیشه اي، 
روي گرید قرار گرفته و پس از پوششده ي با طلا، تصویربرداري شد).

4..8. بررسي بازده وزني تولید نانوذرات، راندمان 
احتباس و ظرفیت احتباس نانوذرات به روش 

غیرمستقیم 
در ایــن بخــش از تحقیــق پــس از ســاخت نانــوذرات و انجــام 

ــي  ــازده وزن ــپس ب ــدند و س ــوذرات Freez drying ش ــانتریفیوژ نان س
تولیــد نانــوذرات محاســبه شــد. همچنیــن محلــول رویــي جمــع آوري و 
پروتئین ســنجي شــد و طبــق فرمــول راندمــان احتبــاس (LE درصــد) و 
ظرفیــت احتبــاس (LC درصــد) نانــوذرات از روش غیرمســتقیم محاســبه 

ــدول 1). ــد (ج گردی
جدول 1. بررسي بازده وزني )PY درصد(، راندمان احتباس )LE درصد( و ظرفیت احتباس )LC درصد( نانوذرات

LC درصدPY درصدLE درصدگروه ها

BSA حاوي PLGA 4..36871نانوذرات

PA63 حاوي پروتئین PLGA 5..23..9796نانوذرات

4..9. بررسي برون تن رهایش آنتي ژن از نانوذرات 
 PLGA

ــي و  ــدت 40 روز بررس ــه م ــوذرات PLGA  ب ــن از نان ــش پروتئی رهای
براســاس درصــد تجمعــي رهایــش پروتئیــن در تصویــر 5 نمایــش داده 
ــر 5 مشــاهده مي شــود فراینــد رهایــش  شــد. همان طــور كــه در تصوی
توكســین در 20 روز نخســت بــا یــک ســرعت تقریبــا ثابــت انجــام شــده 
ــا یــک ســرعت تصاعــدى رهایــش  ــه بعــد ب ــان ب ــا از ایــن زم اســت، ام
انجــام شــده اســت و پــس از گذشــت 40 روز از بررســي رهایــش حــدودا 
ــن  ــه ای ــت ك ــده اس ــش ش ــوذرات رهای ــن از نان ــد از پروتئی 68 درص
الگــوي رهایــش بــا الگــوي رهایــش نانــوذرات PLGA  در مطالعــات دیگــر 

ــابهت دارد.  مش

تصویر 5. نتایج درصد تجمعي رهایش آنتي ژن از نانوذرات PLGA  در طول 
مدت 40 روز

4..10. نتایج بررسي پایداري و ماندگاري پروتئین 
  PLGA نوترکیب در طول تهیه نانوذرات

ــا  ــه آن ب ــوذرات PLGA  و مقایس ــل نان ــش كام ــام رهای ــس از انج پ
پروتئیــن نوتركیــب بــه عنــوان كنتــرل، مشــخص شــد كــه پروتئیــن در 
ــوره نشــده اســت  ــوده و دنات ــدار ب ــوذرات پای طــول مراحــل ســاخت نان

ــر 6). (تصوی

تصویــر 6. آنالیــز SDS-PAGE 12 درصــد رنگ آمیــزي شــده بــه روش 
ــوذرات PLGA : ســتون 1:  ــو از پروتئین هــاي رهایــش شــده از نان كوماســي بل
ــن نوتركیــب PA63 رهایــش  ــن. ســتون 2: پروتئی ــي پروتئی نشــانگر مولکول
PA63 شــده از نانــوذرات بــه مــدت16 ســاعت. ســتون 3: پروتئیــن نوتركیــب
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4..11. ارزیابي تیتر IgG در سرم موش هاي 
ایمن شده 

ــزان آن در  ــبه می ــده و محاس ــادي تولیدش ــي آنتي ب ــور ارزیاب به منظ
ــزاي غیرمســتقیم اســتفاده شــد. یــک  ــز از روش الای ــه تجوی ــر مرحل ه

هفتــه بعــد از هــر بــار تجویــز بــه صــورت تصادفــي از موش هــاي تســت 
و شــاهد خون گیــري بــه عمــل آمــد و بعــد از جداســازي ســرم آزمایــش 
الایــزا انجــام شــد كــه نمــودار میانگیــن تیتــر آنتي بــادي در هــر مرحلــه 

تصویــر 7 نشــان داده شــده اســت. 

تصویر 7. تیترآنتي بادي تولیدشده در سرم موش هاي ایمن به صورت تجویز زیرجلدي و مقایسه آن با گروه شاهد. محور عمودي: جذب نوري در طول موج 495 و محور 
افقي سریال رقت را نشان مي دهد. الف، تولید آنتي بادي علیه PA63 كپسوله شده با PLGA  ب، تولید آنتي بادي علیه PA63 همراه با ادجوانت  

4..12. آنالیز آماري 
بــراي بررســي آمــاري داده هــاي حاصــل از تیتــر آنتي بــادي تولیدشــده 
توســط الایــزاي غیرمســتقیم در ســرم، از آزمون هــاي ANOVA  اســتفاده 

شــد. ایــن آزمــون مقایســه میانگیــن تیتــر آنتي بــادي نمونه هــا و 
ــد  ــک درص ــل ی ــاي حداق ــطح خط ــا را در س ــودن متغیره ــي دار ب معن

ــر 8). نشــان داد (تصوی

تصویر 8. آنالیز آماري تیترآنتي بادي تولیدشده علیه PA63 همراه با ادجوانت، كپسوله شده با PLGA  و شاهد به صورت تجویز زیرجلدي در سرم موش هاي ایمن شده 
و مقایسه آن با گروه شاهد (P < 0/01, 0/001) كه معني دار بودن متغیرها را نشان مي دهد. (*** معادل P < 0/001 و  **معادل P < 0/01 است). 

5. بحث 
در ایــن تحقیــق، میانگیــن تیتــر آنتي بــادي تولیــدي در مــوش ســوري 
ــه  علیــه پروتئیــن نوتركیــب PA63 به صــورت بارگذاري شــده نســبت ب
ــوذرات در  ــاي سیســتم هاي نان ــه مزای ــا توجــه ب آزاد، افزایــش داشــت. ب
ــش  ــال افزای ــن احتم ــي و همچنی ــي پروتئین ــرات احتمال ــش خط كاه
ایمني زایــي آن به عنــوان سیســتم هاي تحویــل نویــن واكســن هاي 
پروتئینــي، از نانــوذرات بــر پایــه پلیمرهــاي ســنتزي بــراي انجــام ایــن 

تحقیــق اســتفاده شــد. نانــوذره PLGA  بــا خصوصیــات مختلــف از نظــر 
خــواص فیزیکــی و شــیمیایي متفــاوت، الگــوي رهایــش، نحــوه ســنتز و 
میــزان بارگیــري مــورد مطالعــه قــرار گرفــت تــا بهتریــن شــکل پلیمــر 

ــا مشــخص شــود.  ــذاري پروتئین ه ــراي بارگ ب
ــن  ــد ای ــراي تولی ــري ب ــبت مونوم ــه نس ــتگي ب ــب PLGA  بس تخری
ــت تر  ــید آب دوس ــک اس ــي از لاكتی ــید كم ــک اس ــر دارد. گلیکولی پلیم
اســت و نســبت بیشــتر آن باعــث افزایــش ســرعت هیدرولیــز مي گــردد 
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(13). از آن جــا كــه میــزان پروتئیــن و مــدت زمــان ارائــه آن بــه سیســتم 
ــا  ــذارد، از PLGA  ب ــر مي گ ــي تاثی ــخ هاي ایمن ــزان پاس ــر می ــي ب ایمن
نســبت50:50 اســتفاده شــد (14). بــه دلیــل محافظــت خوبــي كــه ایــن 
پلیمــر در شــرایط داخــل بــدن مي توانــد داشــته باشــد به عنــوان حامــل 
ذرات مختلفــي اعــم از داروهــاي بــا خاصیــت آب دوســتي و آب گریــزي، 
پروتئین هــا و پپتیدهــا، پلاســمید، DNA و siRNA به كار مــي رود (15). 
پلیمرهــاي PLGA  بــا درجــه GMP (بــا كارایــي ســاخت بــالا) از دیــدگاه 
صنعتــي داراي ارزش بســیار بالایــي هســتند (4). بــراي بارگــذاري 
پپتیدهــا یــا پروتئین هــا درون نانــوذرات PLGA  ســه روش عمــده وجــود 
ــي  ــاي جدای ــن-آب (w/o/w)، روش ه ــیوني آب-روغ دارد: روش امولس
ــازي و روش خشــک كردن از طریــق اســپري كــردن. در ایــن مطالعــه  ف
از روش امولســیوني آب-روغــن-آب اســتفاده شــد. درنهایــت بایــد مرحلــه 
ــازهاي داراي  ــا همگن س ــوت ی ــواج فراص ــتفاده از ام ــا اس ــي ب پراكندگ
ســرعت  بــالا انجــام مي شــد (16) كــه از امــواج اولتراســونیک بــا قــدرت 
ــراي  ــورفکتانت ها ب ــب، س ــد. اغل ــتفاده ش ــیکل 0/5 اس ــد و س 50 درص
پایــدار كــردن نانــوذرات در فــاز آبــي به منظــور جلوگیــري از تجمــع و یــا 
رســوب پلیمرهــاي غیرمحلــول در آب بــه كار مي رونــد. در ایــن تحقیــق، 
ــت.  ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــورفکتانت م ــوان س ــکل به عن ــل  ال پلي وینی
روش  در  كــه  اســت  ســورفکتانتي  متداول تریــن  الــکل  پلي وینیــل 
ــف  ــات مختل ــرد. در مطالع ــرار مي گی ــتفاده ق ــورد اس ــلال م ــر ح تبخی
ــه حجمــي از پلــي وینیــل الــکل  ــا 5 درصــد وزنــي ب غلظت هــاي 0/5 ت
مــورد اســتفاده قــرار گرفتــه اســت. بــا افزایــش غلظت ایــن ســورفکتانت، 
ــا انــدازه كوچکتــر بــه دلیــل كاهــش كشــش ســطحي،  تولیــد ذراتــي ب
ــوذرات  ــکل، نان ــل ال ــت پلي وینی ــش غلظ ــا افزای ــت. ب ــر اس امکان پذی
تولیدشــده داراي خاصیــت آب دوســتي بیشــتري بــوده و در نتیجــه 
میــزان جــذب آن هــا از طریــق ســلول ها، كمتــر مي شــود. خصوصیــات 
 Eldrige .(17) ــر اســت ــوذرات در برداشــت و جــذب آن موث ســطح نان
ــت  ــتر از ذرات آب دوس ــز بیش ــد ذرات آب گری ــان دادن ــش نش و همکاران
ــا  ــر ب ــاي پی ــاده در پلاك ه ــه دام افت ــداد ذرات ب ــوند و تع ــذب مي ش ج
آب گریــزي پلیمــر مــورد اســتفاده بــراي تهیــه نانــوذره ارتبــاط مســتقیم 
دارد. افزایــش مقــدار آب گریــزي ذرات ســبب افزایــش انتشــار  در مخــاط 
ــش  ــلول هاي M را كاه ــلال س ــن ذرات در خ ــال  ای ــا انتق ــردد، ام مي گ
ــي لازم  ــذب كارای ــت و ج ــد برداش ــه فراین ــن ك ــراي ای ــذا ب ــد. ل مي ده
ــر  ــزي پلیم ــتي و آب گری ــن آب دوس ــي بی ــد تعادل ــد بای ــته باش را داش
ــر  ــوذرات وجــود داشــته باشــد (18). ب ــراي تولیــد نان ــورد اســتفاده ب م
همیــن اســاس، در ایــن مطالعــه از غلظــت 2/5 درصــد پلي وینیــل الــکل 
اســتفاده شــد تــا هــم نانوذراتــي بــا انــدازه كوچــک و پراكندگــي انــدازه 
كمتــر تولیــد شــود و هم آب دوســتي نانــوذرات بســیار بــالا نباشــد (19).
ــا  ــوذرات PLGA  ب ــدند، نان ــد ش ــق تولی ــن تحقی ــه در ای ــي ك نانوذرات
انــدازه (فاقــد و حاوي پروتئیــن) در محــدوده 200 و 300 نانومتــر بود. در 
تحقیــق انجــام شــده توســط Halayqa و Domanska كلورپرومازیــن 
ــا  ــوذرات PLGA  ب ــن (PPH) در نان ــد (CPZ-HCl) و پرفنازی هیدروكلرای
روش امولســیون دوگانــه تبخیــر حــلال بارگــذاري شــد. میانگیــن انــدازه 
ــر 347 و  ــب براب ــه ترتی ــاوي CPZ-HCl و PPH ب ــوذرات PLGA  ح نان
325 نانومتــر بــود. در تحقیــق Halayqa و Domanska از پلي وینیــل 

الــکل 0/3 تــا 0/7 درصــد اســتفاده شــده اســت (20). در ایــن مطالعــه 
ــن  ــوان چنی ــه مي ت ــد ك ــتفاده ش ــد اس ــکل 2/5 درص ــل ال از پلي وینی
نتیجــه گرفــت كــه افزایــش پلي وینیــل الــکل در مطالعــه حاضــر خــود 
ــه  ــت. در مطالع ــوذرات PLGA  اس ــایز نان ــش س ــل كاه ــي از عوام یک
ــیون  ــتفاده از روش امولس ــا اس ــکاران ب ــان و هم ــط نظری ــري توس دیگ
دوگانــه تبخیــر حــلال یــک پروتئیــن نوتركیــب كایمریــک در نانــوذرات 
ــن  ــده در ای ــوذرات تولیدش ــدازه نان ــه ان ــد ك ــذاري گردی PLGA  بارگ
مطالعــه در محــدوده 252/7 نانومتــر گــزارش شــد (21). مقایســه نتایــج 
ایــن مطالعــه و مطالعــات دیگــر نشــان دهنده ي انــدازه مناســب نانــوذرات 

تولیــد شــده بــود.
ــز جهــت بررســي  ــوذرات PLGA نی در ایــن تحقیــق، همچنیــن از نان
ایمني زایــي در موش هــا اســتفاده شــد و میــزان تیتــر آنتي بــادي و 
ایمني زایــي آن مــورد بررســي قــرار گرفــت. در مطالعــات مختلــف جهــت 
افزایــش ایمني زایــي از نانــوذرات و میکــروذرات PLGA حــاوي آنتــي ژن 
ــه، Diwan و  ــک مطالع ــال در ی ــوان مث ــت. به عن ــده اس ــتفاده ش اس
همکارانــش در ســال 2002 نشــان دادنــد تجویــز زیرجلــدي توكســوئید 
 (ODNs) كــزاز همــراه بــا ادجوانــت قــوي الیگوداكســي نوكلئوتیدهــاي
ــي سیســتمیک و  ــاد پاســخ ایمن ــفر PLGA، ایج ــاوي CpG در نانوس ح
ســلولي بســیار بالایــي از نــوع Th1 (INF-γ،IgG3 ، IgG2b)  و 
ــات  ــه مطالع ــه ب ــا توج ــد (22). ب ــن Th2 (IgG1)  مي نمای همچنی
ــدازه، اصــلاح ســطح و الگــوي  ــه ان ــف نشــان داده  شــده اســت ك مختل
ــر  ــده ب ــي ژن بارگذاري ش ــازي آنت ــوذرات PLGA در ایمن س ــش نان رهای
روي آن بســیار موثــر اســت (23). به عنــوان مثــال، مشــخص  شــده اســت 
ــا پلــي (L-لاكتیــک  ــه PLGA و ی ــر پای ــوذرات ب ــدازه متوســط نان كــه ان
ــادي  ــر زی ــوي تاثی ــر روي ایمن ســازي واكســن هپاتیــت B ری اســید) ب
ــا  ــري PLGA ب ــوذرات پلیم ــطح نان ــلاح س ــن اص دارد (24) و همچنی
لیپیدهــا بــر روي انتقــال همزمــان آنتــي ژن و ادجوانت هــا تاثیــر 
به ســزایي دارد (25). از طرفــي در ارتبــاط بــا الگــوي رهایــش نانــوذرات 
PLGA نیــز نســبت هاي مختلــف لاكتیــک اســید بــه گلیکولیــک اســید 
در پلیمــر PLGA بــر میــزان رهایــش آنتــي ژن و در نتیجــه میــزان 
پاســخ ایمنــي تاثیــر به ســزایي دارد. امــروزه مي تــوان PLGA را بــه 
صــورت تجــاري بــا نســبت هاي مختلــف 25:75، 50:50 و 75:25 
ــزان  ــه كــرد. هــر چــه می ــه گلیکولیــک اســید تهی از لاكتیــک اســید ب
لاكتیــک اســید بیشــتر باشــد، میــزان آب گریــزي پلیمــر هــم افزایــش 
ــواردي  ــد شــد. در م ــر خواه ــه جــذب آب در آن كمت ــل ب ــه و تمای یافت
ــي  ــازه ي زمان ــري از آنتــي ژن در ب ــدار زیادت ــه رهاســازي مق ــاز ب ــه نی ك
ــک  ــزان گلیکولی ــا می ــر ب ــوان از پلیم ــد، مي ت ــر باش ــد نظ ــري م كوتاه ت
اســید بیشــتر اســتفاده نمــود (26). بــا توجــه بــه رهایــش بســیار كنــد 
  PLGA مي تــوان اســتنتاج كــرد كــه چنانچــه از پلیمرهــاى PLGA
داراى نســبت بیشــتر پلی گلیکولیــک اســید در مقایســه بــا پلی لاكتیــک 
اســید اســتفاده شــود، مقــدار بیشــترى آنتــی ژن در مــدت زمــان كمتــر 
بــه بــدن حیــوان ارائــه خواهــد شــد. همچنیــن تیترآنتــي بــادي مربــوط 
ــي  ــل قبول ــش قاب ــتر و داراي جه ــري روز 42ام از 28ام بیش ــه خون گی ب
ــه تکــرار  ــو ذره و البت ــن عمــل ناشــي از الگــوي رهایــش نان ــود كــه ای ب
یــادآور اســت. طــي ایــن تحقیــق، مشــخص شــد كــه میــزان پروتئیــن 
ــوذرات و  ــداري نان ــش و پای ــوذره، رهای ــاخت نان ــدل س ــده، م تخلیص ش
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ــد  ــي بودن ــل قبول ــاي قاب ــده داراي داده ه ــادي مشاهده ش ــر آنتي ب تیت
ــا  ــي ب ــل داروهای ــراي تحوی ــد وســیله ى مناســبي ب ــوذرات مي توانن و نان
ــن  ــد پروتئی ــزرگ مانن ــاي ب ــز ماكرومولکول ه ــم و نی ــي ك وزن مولکول

ــند.  ــب PA63  باش نوتركی

تشكر و قدرداني
بدین وســیله از تمــام اســاتید و دانشــجویان مركزعلــم و 
ــه  ــام حســین (ع) صمیمان ــاوري زیست شناســي دانشــگاه جامــع ام فن
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Abstract
Background: So far, an ideal vaccine for anthrax has not been approved. PA63 antigen has antigenic properties, and scientists use 

this antigen to produce new generations of vaccines. The main aim of this research is to investigate the ability to produce antibodies 
and immunogenicity of PA63 recombinant antigen-loaded in PLGA nanoparticles in mice as a potential vaccine candidate.
Methods: In this experimental study, the vector containing the PA63 gene was introduced into DE3 BL21 E. coli bacteria, and their 

transformation and protein expression levels were evaluated by PAGE-SDS. After purifying the recombinant proteins with column 
chromatography, the recombinant proteins were loaded in PLGA polymer and injected into mice three times in a row to study 
immunogenicity.  
Results: The size and zeta potential of nanoparticles containing nanoparticles containing PA63 protein were measured as 261.9 

nm and 34.4- mV. Electron photographs of nanoparticles show the spherical shape of nanoparticles and the correct size and zeta 
potential. The mean antibody titer produced against PA63 recombinant protein was increased in the loaded form compared to the 
free one.  
Conclusion: In this research, due to the advantages of nanoparticle systems in reducing possible protein risks and also the 

possibility of increasing its immunogenicity as new delivery systems of protein vaccines, nanoparticles based on natural and 
synthetic polymers containing PA63 protein were used. PLGA nanoparticles with different characteristics in terms of different 
physicochemical properties, release patterns, synthesis methods, and loading rates were studied to determine the best form of 
polymer for protein loading.
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