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بر پایه کیتوسان و Eتهیه نانو واکسن نوترکیب نوروتوکسین بوتولینوم تیپ 
خوراکی در موش سوريتزریقی و زایی آن به دو روش مقایسه ایمنی

4پور، محمدعلی عارف2، شهرام نظریان3هزاد، عباس حاجی2فیروز ابراهیمی، 1پورمحمد جواد باقري

19/8/94: پذیرش مقاله17/6/94:دریافت اصلاحیه از نویسنده10/4/94:ارسال مقاله به نویسنده جهت اصلاح2/2/94:دریافت مقاله

چکیده
زیر واحـد اتصـالی ایـن    . ودشبیماري بوتولیسم در اثر مسمومیت با یکی از هفت نوروتوکسین بوتولینوم ایجاد می:زمینه و هدف

زایـی پـایین پـروتئین    با توجه بـه ایمنـی  . باشندایمونوژن بوده و کاندید واکسن نوترکیب زیر واحدي علیه این بیماري میسموم
هدف از این تحقیق، ارزیـابی  .ناپذیر استهاي هدف، اجتنابژن به سلولنوترکیب، استفاده از حاملین مناسب جهت رسانش آنتی

Botulinumده از نانوذرات کیتوسان بـه عنـوان حامـل در تجـویز خـوراکی و تزریقـی پـروتئین نوترکیـب ناحیـه اتصـالی           استفا

Neurotoxin type E (BoNT/E)بود.
بـا روش ژلاسـیون   BoNT/Eنانوذرات کیتوسان حاوي پروتئین نوترکیب ناحیـه اتصـالی   ،در این مطالعه تجربی: هامواد و روش

بـا  ضد نورتوکسین بوتولینـوم  IgGبادي تیتر آنتی. سوري تجویز شدندگروه موش5صورت خوراکی و تزریقی به یونی تهیه و به
هاي بدست چالش شدند و دادهEها با نوروتوکسین فعال بوتولینوم تیپ در نهایت، تمام گروه. روش الایزا مورد بررسی قرار گرفت

.قرار گرفتمورد تجزیه و تحلیل t-testآمده با آزمون 
. هاي مورد آزمون، افزایش یافتبار تزریق در همه گروهپس از هرضد نورتوکسین بوتولینوم IgGبادي میزان تولید آنتی:هایافته

ضـد نورتوکسـین بوتولینـوم بـه دنبـال نداشـت       IgGبادي داري در میزان تولید آنتیاستفاده از نانوذرات کیتوسان، افزایش معنی
(p>0.05) . بادي تیتر آنتیمقایسه باIgG ژن از طریـق  هاي ایمن شده با نانوذرات حاوي آنتیدر موشضد نوروتوکسین بوتولینوم

هایی کـه بـه   ، موشEدر چالش با نوروتوکسین فعال بوتولینوم تیپ . (p>0.05)داري مشاهده نشد تفاوت معنیخوراکی و تزریقی 
.را تحمل کردندLD50برابر 500صورت خوراکی ایمن شده بودند، 

به تنهایی قادر است از طریـق سیسـتم گـوارش، جـذب و     BoNT/Eنتایج این تحقیق نشان داد پروتئین نوترکیب : گیرينتیجه
ثر و در تجـویز تزریقـی   ؤنتایج چالش نشان داد پاسخ ایمنی ایجاد شده در تجویز خوراکی، م. ثر شودؤمنجر به بروز پاسخ ایمنی م

. ناکارآمد بود
Eواکسن نوترکیب، نوروتوکسین بوتولینوم تیپ نانوذرات کیتوسان، واکسن خوراکی، ژلاسیون یونی، :هاي کلیديهواژ

، تهران، ایران)ع(شناسی، دانشکده و پژوهشکده علوم پایه، دانشگاه جامع امام حسیندانشجوي دکتري نانوبیوتکنولوژي، مرکز تحقیقات زیست-1
، تهران، ایران)ع(شناسی، دانشکده و پژوهشکده علوم پایه، دانشگاه جامع امام حسیناستادیار مرکز تحقیقات زیست) مسئولنویسنده(-2

febrhimi@ihu.ac.ir:، پست الکترونیکی021-77104935: دورنگار، 021-77104934: تلفن

، تهران، ایران)ع(شناسی، دانشکده و پژوهشکده علوم پایه، دانشگاه جامع امام حسیندانشجوي دکتري بیوتکنولوژي پزشکی، مرکز تحقیقات زیست-3
، تهران، ایران)ع(شناسی، دانشکده و پژوهشکده علوم پایه، دانشگاه جامع امام حسینی، مرکز تحقیقات زیستکارشناس ارشد سلولی مولکول-4
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مقدمه
بوتولیسم بیماري خطرناکی است کـه در اثـر تمـاس بـا     

در میــان . شــودهــاي بوتولینــوم ایجــاد مــینوروتوکســین

بـراي  Eو A ،Bهاي بوتولینوم، عمـدتاً انـواع   نوروتوکسین

اي بـراي  تاکنون تحقیقات گسترده. زا هستندبیمارينسانا

هـا صـورت   یافتن واکسن مناسب علیـه ایـن نوروتوکسـین   

در حال حاضر تنها واکسن موجـود در برخـی   . گرفته است

گانـه بـر   کشورهاي پیشرفته، یک واکسن توکسوئیدي پـنج 

مشکلات موجـود در تهیـه   . باشدمیEتاAهاي علیه تیپ

نظیـر هزینـه بـالاي تولیـد، لـزوم      وکسوئیديهاي تواکسن

استفاده از چندین سروتیپ مختلف، خطرات ناشـی از کـار   

هـاي  هاي خطرناك فعال و در نهایت ورود پروتئینبا سویه

سـازي، موجـب شـده تـا     ناخواسته به بدن در زمـان ایمـن  

هـاي نوترکیـب را در   پژوهشگران تحقیق بـر روي واکسـن  

ها در این نوع واکسن. دهنقرار داولویت اول تحقیقات خود

از نواحی خاصی از توکسین که توانـایی تحریـک سیسـتم    

ایمنــی را داشــته و فاقــد اثــرات ســمی هســتند، اســتفاده 

].  1-6[شود می

دهنـده  با توجه به خاصیت ایمونوژنی زیـر واحـد اتصـال   

توکسین، استفاده از پروتئین نوترکیب ایـن زیـر واحـد بـه     

بـه منظـور   . کسن، مـورد توجـه قـرار دارد   عنوان کاندید وا

هـا یـا   از ادجوانزیر واحدي باید هاي واکسنبهبود کارایی 

بـراي  . ژن اسـتفاده نمـود  آنتیهاي مناسب تحویل سیستم

ژن مبتنـی بـر   هاي رهایش آنتـی این منظور، امروزه سامانه

توجـه و  اي مـورد  نانو و میکـروذرات بـه صـورت گسـترده    

.]7-9[ست گرفته اقرارمحققین استفاده 

توان به طرق مختلف از جملـه تزریقـی،   ها را میواکسن

تجـویز خـوراکی، بـه    . خوراکی و استنشاقی استفاده نمـود 

دلیل ماهیت غیرتهاجمی آن، مسیر مناسبی بـراي تجـویز   

هاي این روش نسـبت بـه   از جمله ویژگی. باشدواکسن می

اهش روش تزریقی، عدم احساس درد و نـاراحتی و نیـز ک ـ  

هاي تجویز شده، با این حال، واکسن. احتمال آلودگی است

باید بتوانند در برابر شـرایط اسـیدي معـده و محـیط روده     

ها زمانی به طور معمول،  پپتیدها و پروتئین. مقاومت کنند

شوند، به دلیـل نفـوذ پـذیري    که به صورت خوراکی تجویز 

رش و شان در محیط دستگاه گـوا کم مخاط و عدم پایداري

در نتیجه تخریب آنهـا قبـل از جـذب، دسترسـی زیسـتی      

طیـف وسـیع آنزیمـی و شـرایط     . دهنـد ضعیفی نشان مـی 

فیزیکی شیمیایی دسـتگاه گـوارش، محیطـی نامناسـب را     

-11[کنـد  هاي خوراکی ایجاد مـی براي بسیاري از واکسن

ثر و ؤم ـيهـا اگر چه در حال حاضـر بیشـتر واکسـن   ]. 10

سسـات  ؤ، امـا م شـوند یی تهیـه م ـ کاربردي به شکل تزریق

.هسـتند خـوراکی يهـا تحقیقاتی به دنبال توسعه واکسـن 

یی است هاتیمحدودي خوراکی داراي هاواکسناستفاده از 

به ایجـاد تحمـل خـوراکی و کـارا     توانیمکه از آن جمله 

نبودن، هضم و تخریب ساختار واکسن در دستگاه گـوارش  

احی جـذب گوارشـی  سالم آن به نوعدم ارسال صحیح وو 

اشاره کرد که در نتیجه منجـر بـه عـدم تحریـک سیسـتم      

].12[گرددیمایمنی بدن 

کارهـاي  تاکنون مطالعـات زیـادي بـه منظـور یـافتن راه     

ســازي و افــزایش تحویــل خــوراکی مختلــف بــراي بهینــه

ریی ـتغ.هاي درمانی صورت گرفته اسـت پپتیدها و پروتئین

ــای واکســنیشــیمیا ــی، يه ــاملین ســتفاده از اپروتئین ح
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گوارشـی،  يهـا میآنزيهااختصاصی، بکارگیري مهارکننده

کننده جذب، پلیمرهـاي متصـل   ترکیبات افزایش و تقویت

هاي گوارشـی  شونده به مخاط گوارشی و استفاده از پاتوژن

کارهـا  از جمله این راهها دستکاري شده براي حمل واکسن

ي افــزایش هــاي پیشــنهادي بــرایکــی از روش. باشــندمــی

هـاي  دسترسی زیستی در تجویز خوراکی، استفاده از حامل

ها، نانوذرات پلیمري ها، لیپوزومکلوئیدي از قبیل امولسیون

پلیمـري  از جمله مزایـاي نـانوذرات   . باشدو دندریمرها، می

هـا،  هـاي کلوئیـدي ماننـد لیپـوزوم    نسبت به سـایر حامـل  

هاي مخـاطی  افتبه بثر واکسنؤتوان به امکان تجویز ممی

هــاي پروتئولیتیــک ژن در مقابــل آنــزیمو محافظــت آنتــی

].13-15[اشاره کرد هنگام تجویز مخاطی 

استفاده از پلیمرها به عنوان حامل واکسن، نه تنها باعث 

محافظت در برابر شرایط اسیدي و پروتئازهاي دستگاه 

مدت گوارش خواهد شد، بلکه با رهایش آهسته و طولانی

و عرضه آن به سیستم ایمنی بدن، پاسخ ایمنی ژنآنتی

توان از براي این منظور می. ثر ایجاد خواهد شدؤم

سازگار مختلفی پذیر و زیستتخریبپلیمرهاي زیست

استفاده نمود که به صورت طبیعی و یا مصنوعی تولید 

ماهیت پلیمر و خواص فیزیکوشیمیایی آن، ]. 16[شوند می

دازه نانوذرات و مشخصات رهایش توجهی بر انثیر قابلأت

کیتوسان از جمله پلیمرهاي طبیعی .آنها خواهد داشت

اش، است که به دلیل نفوذپذیري زیاد و خصوصیات ویژه

در تحقیقات اخیر بسیار مورد استفاده قرار گرفته است 

هاي مختلفی براي فرمولاسیون نانوذرات روش]. 17- 18[

لاسیون یونی براي وجود دارد که در این میان، روش ژ

ساخت نانوذرات از پلیمرهاي طبیعی هیدروفیل مانند 

]. 19- 20[ژلاتین، آلژینات و کیتوسان کاربرد فراوانی دارد 

ترین از آنجا که سم کلستریدیوم بوتولینوم  یکی از قوي

سموم کشنده باکتریایی براي انسان بوده و سبب بروز 

اکسیناسیون گردد و از طرفی نیز ومسمومیت غذایی می

هاي التهابی تزریقی همواره مسائلی از قبیل واکنش

احتمالی و اثرات روانی تزریق واکسن در افراد جامعه را به 

سازي مناسبی از قبیل دنبال دارد، دستیابی به روش ایمن

تجویز خوراکی براي مقابله با بیماري ناشی از توکسین 

.رسدکلستریدیوم ضروري به نظر می

ن تحقیـق، فرمولاسـیون نـانوذرات کیتوسـان     هدف از ای

ــه اتصــالی نوروتوکســین   ــروتئین نوترکیــب ناحی حــاوي پ

زایـی آن پـس از   و بررسی میـزان ایمنـی  Eبوتولینوم تیپ 

.تجویز تزریقی و خوراکی به موش بود

هامواد و روش
کیتوسان با وزن مولکولی متوسط در این مطالعه تجربی،

، سـدیم  )ت کشور آلمـان ساخ(Sigma-Aldrichاز شرکت 

ســاخت کشــور (Scharlauتــري پلــی فســفات از شــرکت 

هـاي مولکـولی از   مواد شیمیایی، کیـت و نشـانگر  ، )اسپانیا

هاي مرك آلمـان، سـیناژن ایـران، کیـاژن آلمـان و      شرکت

پروتئین نوترکیـب ناحیـه اتصـالی    . فرمنتاز آلمان تهیه شد

ت از مرکــز تحقیقــا Eنورورتوکســین بوتولینــوم تیــپ   

این . تهیه شد) ع(شناسی دانشگاه جامع امام حسین زیست

شناسـی  و در مرکز تحقیقات زیست1393مطالعه در سال 

دانشکده و پژوهشکده علوم پایه دانشگاه جامع امام حسین 

.، صورت گرفت)ع(
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بـراي تهیـه نـانوذرات    :روش تهیه نانوذرات کیتوسـان 

]. 20-22[کیتوسان از روش ژلاسیون یـونی اسـتفاده شـد    

در این روش، کیتوسان در محیط اسیدي بـه علـت بـاردار    

هاي آمینی موجود در آن به شکل پلی کـاتیونی  شدن گروه

هـاي داراي بـار منفـی ماننـد     تواند بـه گـروه  در آمده و می

سـدیم تـري پلـی فسـفات،     . سولفات و فسفات متصل شود

توانـد از راه برقـراري نیروهـاي    پلی آنیونی اسـت کـه مـی   

هـاي  هاي فسـفات خـود و گـروه   ترواستاتیکی بین گروهالک

.آمینی کیتوسان به پلیمر متصل شود

1لیتر محلول سدیم تري پلی فسفات بـا غلظـت   میلی5

به صـورت قطـره قطـره و در طـول     لیترگرم در میلیمیلی

لیتر محلول کیتوسان میلی5/7مدت زمانی یک ساعت، به 

% 2در اسـید اسـتیک   لیتـر گرم در میلـی میلی2با غلظت 

حاوي پروتئین، در حالی که بر روي همزن مغناطیسی قرار 

ایجاد کـدورت در محلـول، نشـان از    . گرفته بود، اضافه شد

کننده برقراري نیروهـاي  یدأیتشکیل ژل کیتوسانی دارد و ت

هـاي فسـفات سـدیم تـري پلـی      الکترواستاتیکی بین گروه

پـس از تشـکیل   . هاي آمینی کیتوسان استفسفات و گروه

4دقیقه در دمـاي  40نانوذرات، محلول کلوئیدي به مدت 

ــا ســرعت درجــه ســانتی دور در دقیقــه 13500گــراد و ب

سانتریفوژ و سـپس رسـوب حاصـله کـه شـامل نـانوذرات       

سازي و تجویز، در دمـاي  باشد، جهت سیر مراحل آمادهمی

پـس از تهیـه نـانوذرات،    . نگهداري شدگراد سانتیدرجه 4

بــر روي فویــل آلومینیــومی قــرار داده و را اري از آن مقــد

از ایـن  . سپس اجازه داده شد تا در دماي اتاق خشک شود

بـا دسـتگاه میکروسـکوپ    SEMنمونه، جهت تهیه تصویر 

ــدل   ــی روبشــی م ــاخت کشــور LEO-1455VPالکترون س

سسه پژوهشی علوم و فناوري رنگ ؤانگلستان و متعلق به م

چنــین جهــت بررســی انــدازه هم. و پوشــش اســتفاده شــد

سـاخت کشـور   Malvernمـدل  DLSنانوذرات از دسـتگاه  

انگلستان متعلق به دانشگاه علوم پزشکی بقیه اله اسـتفاده  

.شد
:ژنزایی نانوذرات کیتوسان حاوي آنتـی بررسی ایمنی

. زایی، از پنج گروه موش اسـتفاده شـد  جهت بررسی ایمنی

انسـتیتو پاسـتور   ها از بخش حیوانـات آزمایشـگاهی   موش

ــه و  ــرج تهی کارهاي انجام شده بر روي ،در تمامی مراحلک

-شده کار با حیوانات آزمامطابق با قوانین توصیه،حیوانات
8سر موش سـوري مـاده   10هر گروه شامل .یشگاهی بود

تجویز به صـورت  . گرم بود20-25اي با وزن تقریبی هفته

، نـانوذرات  بـه گـروه اول  . تزریقی و خوراکی صورت گرفـت 

. ژن به صورت خوراکی تجـویز شـد  کیتوسان همراه با آنتی

ژن و گروه سـوم تنهـا   به عنوان کنترل، گروه دوم تنها آنتی

را بـه صـورت خـوراکی دریافـت     ) ژنبدون آنتـی (نانوذرات 

ژن گروه چهارم نیز نانوذرات کیتوسان همراه با آنتی. کردند

نـوان کنتـرل، بـه    به ع. را به صورت تزریقی دریافت کردند

در . ژن تزریق شدگروه پنجم نانوذرات کیتوسان بدون آنتی

15تجویز تزریقی، به هر موش نانوذرات کیتوسـان حـاوي   

در . جلدي تزریـق گردیـد  صورت زیره ژن بمیکروگرم آنتی

ها، تجویز خوراکی و تزریقی در چهار نوبـت و بـا   همه گروه

]. 23[روز انجام شد 14فواصل 

8در فواصـل  : بادي ضد نوروتوکسینتر آنتیسنجش تی

روز پس از هر تجویز، از گوشه چشم حیوانات خونگیري به 

هاي خون به داخل میکروتیـوپ منتقـل و   نمونه. عمل آمد
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ــاي    ــذاري در دم ــاعت گرماگ ــک س ــس از ی ــه 37پ درج

گــراد درجــه ســانتی4گــراد، یــک شــب در دمــاي ســانتی

4در دمـاي  دقیقـه 10سـپس بـه مـدت    . نگهداري شدند

دور در دقیقه سـانتریفوژ  1000گراد با سرعتدرجه سانتی

درجـه نگهـداري   -20و سرم جدا شده، در دمـاي  گردیده 

ضـد نورتوکسـین   IgGکلونـال  بـادي پلـی  میزان آنتی. شد

سرم، به روش الایزا مورد بررسی و ارزیـابی قـرار   بوتولینوم 

].24-25[گرفت 

ن نوترکیـب بـه غلظـت    هاي پلیت الایزا با پروتئیچاهک

ــافر   30 ــتفاده از بـ ــا اسـ ــر بـ ــی لیتـ ــرم در میلـ میکروگـ

4در طـول شـب در دمـاي    ) pH=6/9(کربنـات  بی/کربنات

دو چاهک جهـت کنتـرل   . گراد پوشانده شدنددرجه سانتی

ژن و بـافر  ها آنتـی در نظر گرفته شد، داخل یکی از چاهک

. کوتینگ و در چاهک دیگر، تنها بافر کوتینگ ریختـه شـد  

ــافر چاهــک ــا ب PBST)PBSهــا ب -0.05% Tween 20 (

هـاي ناخواسـته   شستشو و به منظور جلـوگیري از واکـنش  

Blocking(میکرولیتر بافر بلاکینگ100سرم و کانژوگه، 

Buffer () ــول شیرخشــک ــافر 5محل ) PBSTدرصــد در ب

گـراد  درجـه سـانتی  37به مدت یـک سـاعت در   ریخته و 

. انکوبه گردید

به 100/1ها از رقت شوي دوباره، سرم موشپس از شست

هـا اضـافه گردیـد و    صورت سریال رقت دوگانه بـه چاهـک  

درجـه  37ساعت در شیکر انکوباتور 1میکروپلیت به مدت 

پـس از شستشـو و خشـک کـردن،     . گراد انکوبه شدسانتی

Anti mouse IgG HRP(از کانژوگـه 2000/1ابتدا رقـت  

Conjugate( درPBST ــه و ــزان  تهیـ ــه میـ 100از آن بـ

میکرولیتر درون هر چاهک ریخته شد و در شیکر انکوباتور 

گـراد بـه مـدت یـک سـاعت گرماگـذاري       درجه سانتی37

میکرولیتـر  100کـردن،  پس از شستشـو و خشـک  . گردید

-O(سوبسترا حـاوي محلـول   Phenilene Diamine(OPD

ــاریکی    ــت در محــل ت ــر چاهــک اضــافه و میکروپلی ــه ه ب

پـس از تغییـر رنـگ    . شد تا واکنش انجـام گیـرد  نگهداري

مـولار متوقـف   5/2محلول، واکنش بـا اسـید سـولفوریک    

هـا  از توقف کامل واکنش، جذب نـوري چاهـک  بعد. گردید

نـانومتر  495توسط دستگاه خواننده الایزا در طـول مـوج   

ســنجی بــراي بررســی ســنجی و میــاندرون. خوانــده شــد

با استفاده از نمونه مثبـت  وضعیت تکرارپذیري روش الایزا

.و منفی انجام گرفت

هـاي  به منظور چالش موش:شدههاي ایمنچالش موش

. نوروتوکسـین محاسـبه شـد   LD50شده، ابتدا میـزان  ایمن

ــزیم   ــا اســتفاده از آن پــس از آن، نوروتوکســین غیرفعــال ب

هاي مختلـف بـا دوزهـاي    شد و سپس گروهتریپسین فعال 

ــر 1000و 500، 100، 50 ــل  LD50براب ــورت داخ ــه ص ب

میکرولیتر مورد چـالش قـرار   500صفاقی و با حجم نهایی 

میزان سمیت یک ماده را LD50شاخص]. 26-27[گرفتند 

مشخص نموده و نمایانگر حداقل میزان سم مورد نیاز براي 

از جمعیت حیوان آزمایشگاهی مـورد مطالعـه   %50کشتن 

.باشدمی

دار هاي معنیتفاوتبررسی:تجزیه و تحلیل آماري

بادي اختصاصی بوسیله آماري در مورد تیتر آنتی

با استفاده از و Anova (Duncan)و T-testهاي آزمون

16نسخه SPSS (SPSS, Inc. Chicago, IL)افزارنرم

.انجام شد
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...زاییبر پایه کیتوسان و مقایسه ایمنیEتیپ تهیه نانو واکسن نوترکیب نوروتوکسین بوتولینوم 928

1394، سال 11، شماره 14دوره نجانمجله دانشگاه علوم پزشکی رفس

نتایج
نتـایج دسـتگاه   :مشخصات نانوذرات کیتوسان تولیـدي 

DLS ان بـا میـانگین انـدازه    بیانگر تولید نـانوذرات کیتوس ـ
تصاویر بدست آمده نیز انـدازه  ). 1نمودار (نانومتر بود 285

). 2شـکل  (داد نانومتر نشان مـی 300نانوذرات را کمتر از 
سازي شرایط تهیه نانوذرات، میـزان بارگـذاري   بعد از بهینه

.بود0%91پروتئین در نانوذرات، حدود 

توسان حاوي پروتئین توزیع اندازه نانوذرات کی-1نمودار 
BoNT/Eنوترکیب ناحیه اتصالی 

نانوذرات کیتوسان حاوي پروتئین نوترکیب ناحیه - 1شکل 
نانوذرات خشک شده بر روي فویل آلومینیومی، (BoNT/Eاتصالی

با لایه طلا، با استفاده از دهیروي گرید قرار گرفته و پس از پوشش
برداري تصویرLEO-1455VPمیکروسکوپ الکترونی روبشی مدل 

)شد

ضـد نوروتوکسـین بوتولینـوم در   IgGمقایسه تیتـر  
و انحـراف  در آزمون الایزا میانگین : هاي مورد مطالعهگروه

کنتـرل  و 62/1±08/0جذب نـوري کنتـرل مثبـت    معیار 
CVبا استفاده از فرمول. تعیین شد123/0±026/0منفی

% =SD/X × بـت و  ، ضریب تغییرات براي کنترل مث100
نتـایج واکـنش   . درصد بود13/21و 93/4منفی به ترتیب 

ضد نورتوکسین IgGبادي الایزا جهت سنجش میزان آنتی
هـاي سـرم جـدا شـده از مراحـل مختلـف       نمونهبوتولینوم 

.نشان داده شده است4تا 2خونگیري، در نمودارهاي 

لینوم ضد نورتوکسین بوتوIgGبادي میانگین تیتر آنتی-2نمودار 
ژنپس از تجویز تزریقی نانوذرات حاوي آنتی

ژن و نمونه کنترل هاي تست شامل نانوذرات حاوي آنتینمونه(
فواصل زمانی تزریق در هر دو . ژن استشامل نانوذرات فاقد آنتی

روز پس از هر 8روز و زمان خونگیري، 14گروه تست و کنترل،  
و در 58/0ق اول، در تزری100/1رقت ODمیزان . تزریق بود

)بود9/2تزریق چهارم 
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ضد نورتوکسین بوتولینوم IgGبادي میانگین تیتر آنتی-3نمودار 
ژنپس از تجویز خوراکی نانوذرات حاوي آنتی

ژن و نمونه کنترل هاي تست شامل نانوذرات حاوي آنتینمونه(
تجویز در هر دو گروه  به . ژن استشامل نانوذرات فاقد آنتی

خونگیري، . روز انجام شد14در فواصل زمانی ورت خوراکی وص
در 100/1رقت ODمیزان . روز پس از هر تجویز صورت گرفت8

)بود8/2و در تجویز چهارم 83/0تجویز اول، 

ضد نورتوکسین بوتولینوم IgGبادي میانگین تیتر آنتی-4نمودار 
ژنپس از تجویز خوراکی آنتی

تجویز به صورت خوراکی و . ژن به تنهایی استتیشامل آننمونه(
روز پس از هر 8خونگیري . روز انجام شد14در فواصل زمانی 

88/0در تجویز اول، 100/1رقت ODمیزان . تزریق صورت گرفت
)بود1/3و در تجویز چهارم 

بادي در گروهـی کـه نـانوذرات حـاوي     افزایش تیتر آنتی
ریافت کرده بودند در نمودار ژن را به صورت تزریقی دآنتی

بیـانگر ایـن اسـت کـه تجـویز      3نمـودار  . دیده می شود2
ژن نیز همانند گروهی که بـه  خوراکی نانوذرات حاوي آنتی

صورت تزریقی، تجویز شده بودند، منجر بـه افـزایش تیتـر    
در هـر مرحلـه   ضد نورتوکسـین بوتولینـوم   IgGبادي آنتی

آورده شده اسـت  4دار بر طبق آنچه که در نمو. شده است
ژن بـه تنهـایی و بـه صـورت خـوراکی      در گروهی که آنتی

تجویز شده بود، نیـز در هـر مرحلـه شـاهد افـزایش تیتـر       
مربـوط  ODبادي بودیم به نحوي که بیشترین میـزان  آنتی

.بود1/3در تزریق چهارم و به میزان 100/1به رقت 
در بــادي نشــان داد نتــایج بدســت آمــده از تیتــر آنتــی

ژن،هاي ایمن شده خوراکی با نانوذرات حـاوي آنتـی  موش
بـه صـورت   ضد نورتوکسین بوتولینـوم  IgGبادي تیتر آنتی

بارزي بالاتر از گروه کنترل دریافت کننده نانوذره کیتوسان 
)01/0p<( بود)1جدول(.

ژن بـه صـورت   نانوذرات حاوي آنتـی کننده گروه دریافت
ــی   ــورت معن ــه ص ــز ب ــی نی ــروه  داتزریق ــه گ ــبت ب ري نس

تیتـر  ) >05/0p(کننده نـانوذره کیتوسـان تزریقـی   دریافت
ضد نورتوکسین بوتولینوم بالاتري را نشـان  IgGبادي آنتی
هـاي  بـادي در گـروه  داري بین تیتر آنتـی تفاوت معنی. داد

ژن بــه ژن و آنتــیتجـویز خــوراکی نــانوذرات حــاوي آنتــی 
). >05/0p(تنهایی خوراکی دیده نشد

هاي ایمـن شـده   بادي نشان داد در موشیج تیتر آنتینتا
ژن از طریق خوراکی افـزایش تیتـر   با نانوذرات حاوي آنتی

نســبت بــه ضــد نورتوکســین بوتولینــوم IgGبــادي آنتــی
ژن از طریـق  هاي ایمن شده با نانوذرات حـاوي آنتـی  موش

.)>05/0p(نداشتداري تفاوت معنیتزریقی 
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هاي مختلفهاي ایمن شده با فرمولاسیوندر موش) تام ضد نورتوکسین بوتولینومIgG(اسخ هاي هومورال آنالیز آماري پ- 1جدول 

هاي مورد آزمونگروهآزمون
میانگین تیتر

باديآنتی
میانگین خطاي
انحراف معیار

انحراف
معیار

F
داريمعنی

آزمون

T-test

خوراکی1
9710/024102/059037/0ژننانوذرات حاوي آنتی

12/0737/0
0725/121969/053812/0ژن به تنهاییآنتی

خوراکی2
9710/024102/059037/0ژننانوذرات حاوي آنتی

404/12006/0
1257/002527/006189/0نانوذره به تنهایی

خوراکی3
0725/121969/053812/0ژن به تنهاییآنتی

73/15003/0
1257/002527/006189/0به تنهایینانوذره 

تزریقی4
9178/020416/050008/0ژننانوذرات حاوي آنتی

03/10010/0
1587/001598/003913/0نانوذره به تنهایی

5
9710/024102/059037/0ژننانوذرات حاوي آنتیخوراکی

401/0541/0
9178/020416/050008/0ژننانوذرات حاوي آنتیتزریقی

Anova

(Duncan)
6

خوراکی
--------9710/0ژننانوذرات حاوي آنتی

125/0833/0 --------0725/1ژن به تنهاییآنتی

--------9178/0ژننانوذرات حاوي آنتیتزریقی

هاي مورد مطالعه با نوروتوکسـین مقایسه چالش موش
بـادي  گیري و بررسی میـزان آنتـی  ندازهپس از ا: بوتولینوم

IgGهــاي مختلــف، ضــد نورتوکســین بوتولینــوم در گــروه

Eهاي ایمن شده با نوروتوکسین فعال بوتولینوم تیپ موش

نتایج چالش نشان داد گروهی کـه نـانوذرات   . چالش شدند

ژن بـه  ژن و همچنین گروهی که آنتیکیتوسان حاوي آنتی

دریافت کرده بودند، توانستند تنهایی را به صورت خوراکی

برابر دوز کشنده توکسین را تحمل کنند اما گروهـی  500

ت تزریقـی دریافـت   ژن را به صـور که نانوذرات حاوي آنتی

50بادي، نتوانستند حتـی  رغم تولید آنتیکرده بودند، علی

.برابر دوز کشنده را تحمل نمایند

بحث
لینوم از طریق هاي باکتري کلستریدیوم بوتونوروتوکسین

سطوح مخاطی نظیر روده، بافت ریه و یـا محـل زخـم بـه     

گردش خون وارد شده و با ممانعـت از آزاد شـدن اسـتیل    

هـاي عصـبی، سـبب ایجـاد فلـج عضـلانی       کولین در پایانه

شوند که در موارد حاد، غالباً با مرگ همـراه  رونده میپیش

گیرشناسـی نشـان   هـاي همـه  نتـایج بررسـی  ]. 4-5[است 

دهد که بیشترین موارد ابـتلاء بـه بوتولیسـم در ایـران     می
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مشکلات موجـود در تهیـه   ]. 28[باشد میEمربوط به نوع 

نظیر هزینه بالاي تولید، لـزوم اسـتفاده از چنـدین    واکسن

هــاي ســروتیپ مختلــف، خطــرات ناشــی از کــار بــا ســویه

اي ناخواسته بـه  هخطرناك فعال و در نهایت ورود پروتئین

سـازي، موجـب شـده تـا نسـل جدیـد       ر زمان ایمـن بدن د

هـاي مهندسـی ژنتیـک مـورد     ها با استفاده از روشواکسن

].5[توجه قرار گیرد 

هـاي  زایی در بدن، مصرف واکسـن هاي ایمنییکی از راه

خوراکی است که امروزه مطالعات زیادي در ایـن خصـوص   

هـاي  بـراي طراحـی واکسـن   . در جهان صورت گرفته است

باید فاکتورهایی مانند پایداري در اسـیدیته بـالاي   خوراکی 

معده، پایداري و مقابلـه بـا پروتئازهـاي دسـتگاه گـوارش،      

نزدیک به خنثـی، نفوذپـذیري از   pHها در حلالیت واکسن

دیواره روده و غشاء پایه و ورود به جریان خـون را در نظـر   

هـاي  هدایت و افزایش جـذب واکسـن  پایدارسازي، . داشت

هـاي  خوراکی به صـورت تغییـرات شـیمیایی، مهـار آنـزیم     

هـاي  استفاده از سیسـتم گوارشی و ازدیاد جذب گوارشی و

هــاي مطــرح در طراحــی انتقــال و جــذب موکوســی، ایــده

].29[باشند هاي خوراکی میواکسن

هاي اخیر مطالعـات زیـادي بـر روي اسـتفاده از     در سال

ات به عنوان حـاملین واکسـن صـورت گرفتـه اسـت      نانوذر

پــذیر بــه دلیــل   نــانوذرات زیســت تخریــب  ]. 34-30[

شـده، انـدازه   فرمولاسیون متنـوع، خـواص رهـایش حفـظ    

ســازگاري بــا و زیســت) کمتــر از انــدازه ســلولی(کوچــک 

هاي مختلـف بـدن، گزینـه مناسـبی بـراي      ها و بافتسلول

ز نانوذرات پلیمري مزیت استفاده ا. باشندمیحمل واکسن 

هـاي  نمودن مولکولمانند کیتوسان این است که با کپسوله

ــب      ــر تخری ــا در براب ــت آنه ــث حفاظ ــتی باع ــال زیس فع

.]35[شوندهیدرولیتیک و آنزیمی می

هـاي تحویـل   تاکنون مقالات متعددي در مورد سیسـتم 

خـــوراکی نـــانوذرات منتشـــر شـــده اســـت کـــه نتـــایج 

اه داشته است، اما این مشاهدات نیز به همرايکنندهدلگرم

اطلاعات بدست آمده در شرایط آزمایشی مختلف بر اساس

هـاي  تنـی مختلـف، پـروتئین   تنی و بـرون درونهاي مدل(

بوده ) …و ، پلیمرهاي مختلفهاي متفاوتمختلف، غلظت

بـه  . الاتی را به دنبال خواهد داشـت ؤاست، که در نتیجه س

مختلف را با هم مقایسه کـرده  توان نتایجنمی،عبارت دیگر

آنهـا بهتـرین نـانوذرات مناسـب را بدسـت آورد و      و از بین

چون مطالعات بالینی کمی در مورد انسان صـورت گرفتـه   

بـا  . توان نتایج حاصل را به انسان تعمـیم داد است، لذا نمی

ثر بـر  ؤمانند عوامل م(آمده این حال، برخی از نتایج بدست

تـوان بـا   را مـی ) هـاي روده ولجذب نـانوذرات توسـط سـل   

انــدازه . یســه کــرد و مــورد بررســی قــرار دادیکــدیگر مقــا

نانوذرات و خواص سطح نانوذرات جـزء معیارهـاي مهـم و    

تمـام محققـین در مـورد انـدازه     تقریبـاً . درجه اول هستند

بـه یـک اتفـاق نظـر واحـد      ) نانومتر100-500(مطلوب 

ثر از أب کـه مت ـ اند ولی در مورد خواص سطح مطلـو رسیده

بنـابراین  . تفـاق نظـر وجـود نـدارد    باشد، اماهیت پلیمر می

هاي درمانی، انتخاب براي تحویل خوراکی پپتید و پروتئین

با توجه بـه  (نمودن انواع جدید آن ماتریس پلیمري و بهینه

-39[اي برخـوردار اسـت   ، از اهمیت ویـژه )نیازهاي سلول
36.[

در خصوص اسـتفاده از  اي که با وجود مطالعات گسترده

هاي مختلف علیـه  کیتوسان به عنوان حامل دارو یا واکسن
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هاي گوناگون به صورت تزریقی و خـوراکی صـورت   بیماري

، تاکنون در خصـوص اسـتفاده از آن   ]40-43[گرفته است 

به صورت تزریقی و خوراکی براي پروتئین نوترکیب ناحیـه  

در یـک  .اسـت انجـام نشـده  اي مطالعـه BoNT/Eاتصالی 

ــه،  ــه   Ravichandranمطالع ــد ک ــان دادن ــاران نش و همک

) داخــل بینــی(اســتفاده از کیتوســان در تجــویز مخــاطی 

باعث افـزایش  Eو A ،Bهاي گانه علیه سروتیپواکسن سه

و همکاران نیـز  Jain]. 44[شود بادي میآنتیتولیدمیزان

هـا،  کولی نـانوذرات و تجـویز خـوراکی آن   با فرمولاسیون وزی

و پاسخ ایمنی بهتري را مشاهده کردندsIgAلظت بالاي غ

]45[ .Rabiee Rudsari و همکــاران نیــز بــا بررســی اثــر

نشان دادند BoNT/Eزایی ادجوانتی نانوذرات طلا بر ایمنی

توانند همانند ادجوانـت فرونـد، باعـث    که این نانوذرات می

].46[تحریک سیستم ایمنی و در نتیجه بروز پاسخ شوند 

ر پژوهش حاضر، نتایج الایزا نشان داد در هر سه گـروه د

ضـد نورتوکسـین   IgGبـادي  مورد آزمون، میزان تیتر آنتی

افـزایش تیتـر   . در هر مرحله افزایش یافته اسـت بوتولینوم 

ژن را بـه  بادي در گروهی کـه نـانوذرات حـاوي آنتـی    آنتی

صورت تزریقی دریافت کـرده بودنـد، نشـان داد نـانوذرات     

ثر ؤاند به عنوان ادجوان عمل کرده و با تحریـک م ـ ستهتوان

ضــد نورتوکســین IgGسیســتم ایمنــی، منجــر بــه تولیــد 

مربـوط  ODبه طوري که بیشترین میـزان  بوتولینوم شوند 

بـود  9/2در تزریـق چهـارم و بـه میـزان     100/1به رقـت  

. )2نمودار (

ژن نیـز هماننـد   تجویز خـوراکی نـانوذرات حـاوي آنتـی    

به صورت تزریقی، تجویز شده بودند، منجـر بـه   گروهی که

ضد نورتوکسـین بوتولینـوم در   IgGبادي افزایش تیتر آنتی

مربوط به ODدر این گروه بیشترین میزان . هر مرحله شد

بـود کـه   8/2چهـارم و بـه میـزان    تجـویز در100/1رقت 

ژن را داري با گروهی که نانوذرات حاوي آنتـی تفاوت معنی

).3نمودار (یقی دریافت کرده بودند، نداشت به صورت تزر

ژن به تنهایی و بـه صـورت خـوراکی    در گروهی که آنتی

تجویز شده بود، نیـز در هـر مرحلـه شـاهد افـزایش تیتـر       

مربـوط  ODبادي بودیم به نحوي که بیشترین میـزان  آنتی

بـود  1/3چهـارم و بـه میـزان    تجـویز در 100/1به رقـت  

این که در این گروه، تجویز خوراکی با توجه به ). 4نمودار (

بادي به میزان قابـل  ژن به تنهایی منجر به تولید آنتیآنتی

رفت استفاده از نانوذرات حـاوي  قبولی شده بود، انتظار می

ژن و تجویز خوراکی آن، این اثر را تقویت نمـوده و در  آنتی

امـا بـر   . بادي مواجه باشیمنتیجه با افزایش بسیار زیاد آنتی

لاف تصور، این میزان با کمی کاهش همراه بود که البتـه  خ

.)>05/0p(دار نبود از لحاظ آماري معنی

گیرينتیجه
تـوان نتیجـه گرفـت،    با در نظر گرفتن نتایج چالش مـی 

Eپروتئین نوترکیب ناحیه اتصالی نوروتوکسـین بوتولینـوم   

در صورت تجویز خوراکی، قادر است سیستم ایمنـی را بـه   

تحریک نموده و پاسخ ایمنی مناسب ایجاد نماید ثرؤطور م

ثیري در أژن، ت ـو استفاده از نانوذرات همـراه بـا ایـن آنتـی    

. بادي و در نتیجه ایمنی نخواهد داشـت افزایش تولید آنتی

ژن، در مقابل، تجویز تزریقـی نـانوذرات حـاوي ایـن آنتـی     

ضد نورتوکسـین بوتولینـوم،   IgGبادي رغم تولید آنتیعلی

نایی حفاظت در برابـر توکسـین را نداشـته و لـذا روش     توا

ثیر أشـود ت ـ پیشـنهاد مـی  . باشـد مناسبی جهت تجویز نمی
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نانوذرات پلیمري دیگري از جمله پلیمرهاي سـنتزي مثـل   

PLGAی این پروتئین نوترکیـب و نیـز   یزادر میزان ایمنی

BوAهاي دیگـر از جملـه   زیر واحدهاي اتصالی سروتایپ

.ودنیز بررسی ش

و قدردانیتشکر
شناسی به واسـطه فـراهم   بدینوسیله از مرکز تحقیقات زیست

آوردن امکانات لازم جهت انجام این تحقیق، تشـکر و قـدردانی   

.شودمی
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Preparation of Chitosan Based Botulinum Neurotoxin E Recombinant

Nanovaccine and Evaluation of its Immunogenicity as Oral &

Intradermal Route in Mice[

M.J. Bagheripour1, F. Ebrahimi2, A. Hajizadeh3, Sh. Nazarian2, M.A. Arefpour4

Received: 22/04/2015 Sent for Revision: 01/07/2015 Received Revised Manuscript: 08/09/2015 Accepted: 10/11/2015

Background and Objectives: Botulism syndrome is caused by one of the seven botulinum neurotoxins. The

toxins binding domain have immunogenicity effect and can be used as a recombinant vaccine candidate against

botulism disease. Due to the low immunogenicity of recombinant protein , the use of an appropriate vehicle for

antigen delivery to target cells is inevitable. The purpose of this study was to evaluate the use of chitosan

nanoparticles as carriers for oral and injection administration of Botulinum Neurotoxin Type E (BoNT/E)

binding domain recombinant protein.

Materials and Methods: In this experimental study Chitosan nanoparticles containing BoNT/E binding domain

recombinant protein were prepared by ionic gelation method and were administered orally and subcutaneously

into 5 groups of mice. IgG anti-BoNT/E binding domain titers were assayed by ELISA. Finally all groups were

challenged with active botulinum neurotoxin type E and data were analyzed by t-test.

Results:In all groups after each administration, the amount of IgG anti-BoNT/E increased. Chitosan

nanoparticles did not show a significant increase in the production of IgG anti-BoNT/E binding domain

(p>0.05). There was not a significant difference in IgG anti-BoNT/E titre of the mice immunized with

nanoparticles containing antigens in the oral and intradermal route (p>0.05). The challenge with active

neurotoxin botulinum type E showed that the mice immunized orally, can tolerate 500 folds LD50.

Conclusion:The results of this study showed that the recombinant protein of BoNT/E is able to be absorbed

through the digestive system and induce an  effective immune response. The challenge of immunized mice with

active botulinum neurotoxin type E created immune response in oral administration was effective but it was

ineffective in injection administration.

Key words: Chitosan nanoparticles, Oral vaccine, Ionic gelation, Recombinant vaccine, BoNT/E
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