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و بررسی ایمنی ) MSP-2(  مروزوئیت2تولید مونوکلونال آنتی بادي علیه پروتئین سطحی شماره 
  مولکول زایی دومن هاي مختلف این 

  
  3، پل او نیل2، اقباله اسدالهی1افرا خسروي

  دانشگاه علوم پزشکی ایلام ولوزي، دانشکده پزشکی،  استادیار، گروه ایمون-1
  ، معاونت غذا و دارو، دانشگاه علوم پزشکی ایلام کارشناس ارشد شیمی دارویی-2
        رییس دپارتمان شیمی دارویی، دانشکده شیمی، دانشگاه لیورپول-3

 
  

  39مسلسل  / 88بهار  / 1شماره  / دهمیازدوره / یافته 
  

  
  

  12/3/88 : پذیرش مقاله،12/12/87 :دریافت مقاله
Øمروزئیت 2مولکول سطحی شماره  : مقدمه  (MSP-2) پلاسمودیوم فالسیپاروم یکی از کاندیداهاي واکسن علیه مالاریا است

 روشی مطمئن MSP-2 مونوکلونال آنتی بادي علیه .مولکول استاین و نتایج مطالعات مختلف بیانگر ایمنی زا بودن قسمت متغیر 
  . و قطعی براي تایید این ایمنی زایی است

Øلسیپاروم در محیط کشت حاوي انگل پلاسمودیوم فا : مواد و روش هاRPMI 1640 کشت داده شد و آنتی ژنهاي شیزونت 
 NS-1و فیوژن با سلول هاي شده  استخراج B لنفوسیت هاي . گردیدبصورت خام استخراج و به موش تزریق و طحال موش خارج

   . تولید گردید MSP-2صورت گرفته و مونوکلونال آنتی بادي علیه 
Øونوکلونال آنتی بادي علیه تعدادي م : يافته هاMSP-2همگی تائید کننده ایمنی زایی بلوك هاي متغیر مولکول  ساخته شده 

MSP-2 بوده و نتایج آزمایشات بررسی ایمنی زایی مولکول MSP-2،با استفاده از سرم بیماران مبتلا به مالاریا را تائید نمود .  
Ø   ي علیه آنتی ژنهاي سطحی مروزوئیت در پلاسمودیوم فالسیپاروم مانند تولید  مونوکلونال آنتی باد :           نتيجه گيري      بحث و

ن و نیز در تایید ایمنی زایی آن است و در مطالعـه      ژسایر آنتی ژنها یکی از روشهاي قابل اعتماد بخصوص در ارزیابی کیفی آنتی              
  .  را مورد ارزیابی قرار دادMSP-2ن ژحاضر این روش به درستی آنتی 

Ø يديواژه هاي كل: MSP-2 ،مالاریا،پلاسمودیوم فالسیپاروم، ایمنی زایی  
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  مقدمه
مالاریا عمده ترین انگل بیماري زاي انسان است که علـت           

 میلیون نفر سـالیانه بخـصوص در بچـه       5/1مرگ و میر بیش از      
تولیـد  ). 1و2و3و4(فریقـایی اسـت     آهاي خردسـال کـشورهاي      

 بـا مـانع روبـرو شـده     دلایل مختلفی تا کنـون ه واکسن مالاریا ب 
، 7، 6، 5 (است که از آن جمله می توان به موارد زیر اشاره کـرد    

9 ،13 ،17.(  
 پیچیده بودن سیر تکامل انگل مالاریا بـه گونـه اي کـه         - 

چندین فرم انگل با آنتی ژن هایی که به سیـستم هـاي ایمنـی               
مختلف حساسیت هاي متفاوتی دارند موجـب گونـاگونی آنتـی           

   .ین انگل شده استیکی در اتژن
 داشتن استراتژي هاي زیرکانه توسط انگل کـه بواسـطه            -

  .آنها از سیستم ایمنی فرار می کند
 مشکل ارائه آنتی ژن هاي کاندیـد بـراي واکـسن و نیـز               -

  .مشکل ادجونت هاي همراه این آنتی ژنها
علائم کلینیکی و نیز پاتولوژي مالاریـا مربـوط بـه مرحلـه            

 MSP-2. گل پلاسمودیوم فالسیپاروم است   داخل اریتروسیتی ان  
یکی از آنتی ژنهاي عمده مروزوئیت است که به دلیـل اینکـه در     
سطح مروزوئیت قرار دارد براي تحریک سیستم ایمنـی کاندیـد           

  ).13، 12، 11، 10، 9، 8(مناسبی است 
مطالعات مختلفی بیان می کند که مونوکلونال آنتی بـادي       

یت متوقف می  ها را به اریتروس  تهاجم مروزوئیت  MSP-2علیه  
سرم افـراد مبـتلا بـه مالاریـا         همچنین  ) 17،  16،  15،  14(کند  

 لـذا احتمـال وجـود       شدهموجب شناسایی این پروتئین سطحی      
 علیه  IgG ناشی از    (protective)خاصیت محافظت کنندگی    

MSP-2  با توجـه بـه مـسائل فـوق     .)18و19( مطرح می گردد 
MSP-2سن علیه مالاریا اندیداهاي اصلی واک به عنوان یکی از ک

 مطالعه حاضـر درصـدد بـوده تـا بـا ایجـاد        .مطرح گردیده است  
-MSPهار گانه ل آنتی بادي علیه دومنهاي مختلف چ    مونوکلونا

 Immunodominant)، دومـن اصـلی ایمـن زا    )1شـکل   (2

part)را در این آنتی ژن شناسایی نماید  .  

 
 

 برابر 1 دومن .SDS PAGE در MSP-2ن هاي مختلف دوم. 1شکل 
 برابر 4 و دومن 276 برابر 3، دومن 195 برابر 2 جفت باز، دومن 129

  . جفت بازي است219

  
  مواد و روش ها

  کشت انگل مالاریا ) الف
 انگل مالاریا از مخزن سلولی پروفسور A4ابتدا سویه 

 Retrieve  اخذ و پس ازدانشکده طب لیورپولمارسل هامل از 
در  )20 (1979  و همکارانDiggs  کردن با استفاده از روش

  Jensenو  Trager ،  طبق روش اصلاح شدهin vitroمحیط 
 گلبول هاي قرمز انگل دار در .)22(کشت داده شد  1976 ، 

 درجه 37 و در درجه حرارت RPMI1640محیط کشت حاوي 
 درصد اکسیژن و CO2، 1 درصد 3سانتیگراد زیر لایه اي از گاز 

 براي نگهداري پارازیتمی . درصد نیتروژن کشت داده شدند96
 ساعت خون تازه 48 هر O از گروه خونی ، درصد5-15بین 

 پس از بدست آمدن .شسته شده به محیط کشت اضافه گردید
 درصد آنتی ژن شیزونت خام پس از 50پارازیتمی بالاتر از 

Syncronize تهیه و پس از  کردن به کمک پلاسمینوژن
 تهیه (Crude extract) عصاره خام شیزونت ،PBSشستن با 

  . درجه سانتی گراد نگهداري گردید- 20و در 
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  :ی زایی موشنمای) ب
 نر براي تزریق داخل پوسـتی       (Balb-c) موش بالب سی    

 میکروگرم آنتی ژن شیزونت به نـسبت یـک       25 ..انتخاب گردید 
ورت زیر جلـدي بـه مـوش    به یک با ادجونت کامل فروندز به ص      

تزریقات بعدي آنتی ژن بـا ادجونـت نـاقص فرونـدز            . تزریق شد 
 روز پـس از تزریـق اول و سـه بـار     14صورت گرفت و به فاصله   

   .تکرار گردید
  :فیوژن) ج

 طبق اصول کار بـا  ،موش ها پس از جداسازي خون و سرم     
حیوانات آزمایشگاهی کشته شده و طحال موش ها جدا گردیـد           

 لنفوسیت جدا شده و ضـمن      Bرایط استریل سلول هاي     و در ش  
سـل  (  NS-1شمارش سلولها به نسبت مورد نظر با سلول هاي   

 ,Kohler مخلـوط و فیـوژن طبـق روش اصـلاح شـده     ) لایـن 

 سپس سلولهاي فیـوژن شـده در محـیط    ،انجام گردید )1975(
Iscove's 16و21( کشت داده شدند .(  

  افته های
یص ایمنـی ایجـاد شـده در        براي تـشخ   ELISAآزمایش  

خون بیماران مبـتلا بـه مالاریـا در منطقـه آنـدمیک گامبیـا بـا           
  استفاده از نمونه هاي سرم گردآوري شده مشخص کرد که 

ی زایـی را از  ن ـ بیشترین ایمMSP-2دومن دوم و سوم مولکول  
 این دو دومن قسمت هاي متغیـر        .)2شکل  (خود نشان می دهد   

 دهنـد و دومـن هــاي اول و    را تـشکیل مـی  MSP-2مولکـول  
چهارم قسمت ثابت آنتی ژن هستند که کمترین ایمنی زایـی را        

  ).2شکل ( نشان دادند 
 قسمت اصلی واکـنش دهنـده   Western Blottبا انجام 

با سرم افراد مالاریایی سرم موش ایمن شده و نیز پلـی کلونـال              
آنتی بادي ضد مالاریا نیـز نـشان دهنـده ایمونـوژن بـودن ایـن           

مونوکلونـال آنتـی بـادي در       ). 3شـکل   (ش مولکول فوق بود     بخ
تشخیص آنتی ژن هاي مورد نظر بصورت کاملا اختصاصی عمل          
نموده و وسترن بلات یکی از معتبرترین تست هاي موجود براي       
تشخیص قطعی واکنش سیستم ایمنی علیه یک آنتی ژن خاص          

  در مطالعه حاضـر نتـایج نـه تنهـا نـشان دهنـده فعالیـت         .است
 لنفوسیت مختلف در ایجاد مونوکلونال آنتی بـادي         Bگروههاي  

ــه  ــایج   MSP-2علی ــه نت ــود بلک ــشخیص ELISA ب  را در ت
 2وك هاي دوم و سوم مولکول سطحی شماره         ایمونوژن بودن بل  

مروزئیت انگل پلاسمودیوم فالسیپاروم به خوبی تاییـد نمـوده و           
کاندیدا بودن این مولکول و قـسمت هـاي   متغیـر آن را مـورد             

  .تاکید مجدد قرار داده است

  

  
ت در سنین مختلف  و آنتی ژن خام شیزونMSP-2 پاسخ هاي آنتی بادي به دومن هاي مختلف   -2 شماره شکل
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  در تکنیک  MSP-2بررسی دومن هاي مختلف -3  شمارهشکل
 ساخته شده علیه  وسترن بلات با استفاده ار مونوکلونال آنتی بادي

  این مولکول

  بحث و نتیجه گیري
اصلی قسمت ) 1شکل  (MSP-2قسمت متغیر مولکول 

منی همورال بخصوص ایمنی زاي مولکول بوده و واکنش هاي ای
IgG مولکول براه افتاده ) دومن دوم و سوم(  علیه این دو دومن
 همانگونه که سرم ایمنی موش و نیز آنتی بادي پلی .است

کلونال علیه انگل مالاریا نیز این واقعیت را به خوبی تایید می 
 MSP-2 مونوکلونال آنتی بادي ساخته شده علیه .کنند

. ن قسمت مولکول نشان می دهدبیشترین واکنش را به ای
پیشنهاد می شود مطالعات بیشتر براي بررسی قدرت 

Protective مولکول MSP-2ضمنا .  طراحی و اجراء گردد
استفاده از مونوکلونال آنتی بادي در تشخیص ایمنی زایی آنتی 

  .ژن کاري ضروري و کمک کننده است

   بدینوسیله از مساعدتها و همکاري:تشکر و قدردانی
 ایلاممعاونت محترم آموزشی و پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی 

و تمامی کسانی که در انجام این طرح ما را یاري نمودند تشکر 
  .و قدردانی میگردد

  
  
 

 

 

 
 

.  
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