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  0011سوم مهر  ی /هفته536 ی /شمارهو نهم  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 12/7/2011تاریخ چاپ:  22/5/2011تاریخ پذیرش:  21/1/2011تاریخ دریافت: 

  
بر سرطان کولون در  BORIS ژن زای آنتی واکسن حاصل از قطعات ایمنی DNAو درمانی  اثر محافظتی

 Balb/cهای  موش

 
 4حجازی حسین سید، 3، آمنه جاوید2، فاطمه قهرمانی1مهدورالهام 

 
 

دهیچک

شوند،  ها که در ایمونوتراپی استفاده می ژن گیری و درمان سرطان در حال گسترش است. گروهی از آنتی ایمونوتراپی، امروزه به عنوان یک روش نوین در پیش :مقدمه

ای است،  ژن سرطانی بیضه تیکه یک آن Brother of regulator of imprinted sites (BORIS)ژن  ای هستند. در این مطالعه، از آنتی های سرطانی بیضه ژن آنتی
 ارزیابی گردید. Balb/cهای  های بیوانفورماتیک استفاده شد و علیه سرطان کولون در موش واکسن با استفاده از روش DNAجهت طراحی 

به  pcDNA3.1ی معکوس در پلاسمید  شناسایی شد و پس از اصلاحات مناسب و ترجمه BORISژن  ی قبلی، مناطق غالب ایمنی از آنتی در مطالعه ها: روش

های اختصاصی  بادی ها و آنتی روز پس از آخرین تزریق، میزان سیتوکین 20چهار نوبت توسط آن ایمن شدند.  Balb/cهای  واکسن قرار گرفت و موش DNAعنوان 
( مبتلا به تومور شدند و رشد تومورها CT26ی سرطانی کولون ) های رده ها با تزریق سلول واکسن، موش DNA گیری شد. همچنین، جهت بررسی اثر حفاظتی اندازه

 روز بررسی گردید. 12به مدت 

  Interferon gamma (IFN-γ ،)Interleukin 4 (IL-4)های  واکسن، موجب افزایش میزان سیتوکین DNAتوپ  واکسیناسیون با مولتی اپی ها: یافته

(112/1 > P )اختصاصی  های بادی آنتی وImmunoglobulin G1 (IgG1،) IgG2a، IgG Total (112/1 > P )شاهد های گروه با مقایسه در (Phosphate 

buffered saline  یاPBS و pcDNA3.1-VAC )داری معنی طور به تومورها حجم همچنین،. گردید (112/1 > P )داشت.کاهش  شاهد های گروه با مقایسه در 

 به عنوان تواند می مبتلا به تومور، موش مدل در BORISژن  حاصل از آنتی واکسن DNAتوپ  به کارگیری مولتی اپی های این مطالعه، بر اساس یافته گیری: نتیجه

 ضد تومور و کاهش رشد تومور گردد. ایمنی پاسخ القای برای راهکاری

 Balb/c موش پلاسمید؛ کولون؛ سرطان واکسن؛ DNA ایمونوتراپی؛ واژگان کلیدی:

 ژن زای آنتی واکسن حاصل از قطعات ایمنی DNAو درمانی  اثر محافظتی .حسین حجازی سید جاوید آمنه، قهرمانی فاطمه، مهدور الهام، :ارجاع

BORIS های  بر سرطان کولون در موشBalb/c. 550-572 (:595) 93 ؛2011 اصفهان پزشکی دانشکده مجله. 

 

 مقدمه

باشد.  ها می های نوین در درمان انواع سرطان ایمونوتراپی، یکی از روش

ایمونوتراپی، با تحریک سیستم ایمنی موجب فعاا  نماودن اصتصا ای    

شود که این امر، در نهایا    های تغییر یافته می سیستم ایمنی علیه سلو 

ی سیساتم   های مبتلا به تومور به وسیله منجر به شناسایی و حذف سلو 

هاای درماان    گردد. ایموناوتراپی، نساب  باه دیرار روش     نی فرد میایم

سرطان نظیر پرتودرمانی یا شیمی درمانی عوارض جانبی بسیار کمتاری  

هاای   های نوین ایمونوتراپی، استفاده از واکسان  . یکی از روش(1)دارد 

 .(2)واکسن اس   RNAواکسن و  DNAژنتیکی اس  که شامل 

تأییاد  هاا کاه ماورد     واکسان  RNAدر حا  حاضر، یکی از اناواع  

Food and Drug Administration (FDA  امریکاا مای )    باشاد و باه

اس  کاه جها     Tozinameranشود، واکسن  طور گسترده استفاده می

گیری از ابتلا به بیماری کروناا   و پیش SARS-CoV-2مقابله با عفون  

. باه طاور کلای، در اتار ت ریان عژالانی ژنتیاک        (3)گردد  استفاده می

رود و از امکاناا  سالو     ها، پلاسمید هدف به داصل سلو  مای  واکسن

گیارد و محصاو     مای  پلیمراز جه  تولیاد پاروتنین بهاره    RNAنظیر 
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گردد که باعا  ایجااد پاسای ایمنای      پروتنینی بر سطح سلو  عرضه می

. باا  (4)گاردد   هاا مای   ژن ی ایان ننتای   های ارایاه کنناده   نسب  به سلو 

شوند و  ها فعا  میTcellها،  ژن روی سطح سلو  ی ننتی شناسایی اولیه

 هاااای عرضاااه شاااده روی  ژن دد باااا ننتااایپاااز از برصاااورد مجااا

Antigen-presenting cells (APCs ،)Tcellتار و   های قاوی  ها پاسی

 .(5)گردد  ای می کنند که باع  ایجاد ایمنی صاطره تری ایجاد می طولانی

ای توسط سیستم ایمنی، در  ور  برصاورد   با کسب ایمنی صاطره

هاای ایمنای باا     و ژن، سال  ی ننتای  های عرضه کنناده  ها و سلو  با باف 

گردناد   ها مای  کنند و باع  از بین رفتن نن ها حمله می قدر  بالا به نن

هااای  ژن ننتااینااا   اهااا باا  ژن ننتاایگااروه جدیاادی از   ،امااروزه. (6)

( در ایموناوتراپی  CTA یاا  Cancer testis antigenای ) /بیژهیسرطان

ایان  بیاان طبیعای   به طور کلای،  . (7)اند  سرطان مورد توجه قرار گرفته

یاا بیاان   بادن  هاای طبیعای    محدود به بیژه اس  و در بافا   اه ژن ننتی

 . (8)اندک اس  بسیار  شانو یا بیان رندندا

ای در باف  بیژاه، باعا  گردیاده اسا  کاه       بیژه -وجود سد صونی

جاا در   ها را بیرانه تلقی کنند و در  ور  بیان ناباه  ژن سیستم ایمنی این ننتی

ای سارطانی سابب ایجااد پاسای     ه ها در باف  های دیرر، مشابه بیان نن باف 

 ای، /بیژاه یهاای سرطان  ژن ننتای  به هماین جها ،   .(9)سیستم ایمنی گردد 

اصتلا  در بیاان  سرطان هستند.  علیه ها واکسن مناسبی جه  طراحی اهداف

ای در تومورهااای ملتلاا   هااای سرطانی/بیژااه ژن هااا ساابب بیااان ننتاای ژن

تواناد باعا  پاسای     هاا، مای   ژن سازی با ایان ننتای   گردد. از این رو، ایمن می

 .  (11)های مبتلا به تومور گردد  سیستم ایمنی به باف 

ای، باه دلیال    ی سارطانی بیژاه  هاا  ژن های گذشاته، ننتای   طی سا 

اناد و بسایاری از    عوارض جانبی کمی که دارند، مورد توجه قرار گرفته

( و MAGE-A) Melanoma antigen family Aها نظیار   ژن این ننتی

.New York esophageal squamous cell carcinoma  

(NY-ESO در مراحل کارنزمایی بالینی قرار دارند )(11-12 .)  یکای از

 (Brother of regulator of imprinted sitesژن  ها، ننتای CTAانواع 

(BORIS . اس )BORIS،  یک پروتنین متصل شونده بهDNA    اسا

هاای طبیعای    شاود و در بافا    که به طور طبیعی در باف  بیژه بیان می

 .(13)دیرر، بیان بسیار محدود دارد 

BORISی ب رگ و ریاه،   های پروستا ، ملانوما، روده ، در سرطان

اناد کاه    . همچنین، تحقیقا  نشان داده(14)باشد  دارای بیان بالاتری می

ژن وجاود   بادی اصتصا ی علیه این ننتای  در افراد مبتلا به سرطان، ننتی

ی عد  تحمل سیستم ایمنی مرک ی نسب  باه ایان    دارد که نشان دهنده

ژنیاک   ژن که شامل ننتی ی. سه ویژگی صاص این ننت(15)ژن اس   ننتی

هاای ملتلا  و عاد  بیاان در بافا  طبیعای        بودن، بیان بالا در سرطان

ن  برای ایمونوتراپی مطار    را به عنوان یک هدف ایده BORISاس ، 

ژن، باه   ایمونوژن این ننتای  ور، قطعا  ی مهدی . در مطالعه(15)کند  می

عنااوان کاندیاادا انتلاااد گردیااد و واکساان بااا اسااتفاده از محاساابا   

هاااای  بیوانفورماتیاااک طراحااای شاااد، کاااه طبااان نتاااای  واکااااوی 

سازی هر دو باازوی ایمنای    ایمونوانفورماتیک، این واکسن توانایی فعا 

 .(16) هومورا  و سلولی را دارد

این مطالعه، با هدف بررسای پاسای سیساتم ایمنای و اتارا  حفاا تی       

هاای   کاه باه روش   BORISواکسن حا ل از ننتای   DNAتوپ  مولتی اپی

علیاه سارطان کولاون     Balb/cبیوانفورماتیک طراحی گردید، در مد  موشی 

 باشد، انجا  شد. می BORIS ژن ی ننتی ( که بیان کنندهCT26ی  )رده

 

 ها روش

 هاای  روش باا  واکسان  DNAعناوان   باه  pcDNA3.1پلاسامید   کش 

ور، بعد از شناسایی قطعا  ایموناوژن   ی مهدی در مطالعه بیوتکنولوژی:

باه   pcDNA3.1پلاسامید   واکسن، DNAو طراحی  BORISژن  ننتی

 .طراحی گردیاد  BORISژن  عنوان کاس  ویروسی حاوی قطعا  ننتی

واکسان   DNAبه عنوان  pcDNA3.1( pcDNA3.1-VACپلاسمید )

در کشور لوک امبورگ سفارش داده شاد و پاز    GeneCustبه شرک  

 ساااازی در بااااکتری   از دریافااا  پلاسااامید باااه منظاااور کلاااون   

Escherichia coli Top10 های مستعدسازی، تغییر شاکل   نامه طبن شیوه

ها و تأیید نوترکیب بودن  یاف  و کلونینگ انجا  گردید. پز از رشد کلنی

نلماان   Rocheتوسط کی  استلراج  pcDNA3.1-VACا، پلاسمید ه نن

و طبن دستور کار نن استلراج گردید. پلاسمید استلراج شاده در فریا ر   

گراد نرهداری شد. مقدار کل پلاسمید استلراج شاده،   ی سانتی درجه -81

 گیری گردید. توسط دستراه نانودراپ اندازه

میکروگار  از   111مقادار  : L929سالو    ی در رده pcDNA3.1 یاان بتأیید 

pcDNA3.1-VAC اساااتفاده باااا ( ازThermo Fisher Scientific )

Turbofect،  عملکرد تشلیص جه DNA یوکااریوتی،  می بان در واکسن 

 بایاد در  انتقا  ی مرحله در L929های  سلو . شد منتقل L929 های سلو  به

باا   5 × 115باا تاراکم    L929هاای   سالو   .باشاند  لرااریتمی  رشد ی مرحله

  Roswell Park Memorial Institute کشااا  اساااتفاده از محااایط

(RPMI 1640 )در د  11 حاویFetal bovine serum (FBS )پلی   در

 انتقاا  کشا  داده شاد و    از قبال  ساع  24ای به مد   صانه 24دار  چاهک

میکرولیتااااار محااااایط   111در  pcDNA3.1-VACمیکروگااااار   2/1

Dulbecco's modified eagles medium (DMEM)    رقین شاد. پاز از

رقیاان شااده بااه نراماای بااا  pcDNA3.1-VACنن، محلااو  ترانساافک  و 

دقیقه در دمای اتاا  انکوباه    15استفاده از پیپتینگ مللوط گردید و به مد  

میکرولیتر از این محلو ، باه هار چاهاک اضاافه گردیاد و       111شد. سپز، 

 پلیا   ترانسفکشان،  از پاز  سااع   د. هشا  پلی  به نرامی تکان داده شا 

 گاراد  ی ساانتی  درجه 37در دمای  CO2ساع  در انکوباتور  48 برای کش 

 هاا  نموناه  روی و تشلیص پاروتنین،  بررسی در پایان، جه . گردید انکوبه
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 شد. ( انجا Western blot) بلا  وسترن

جه  تأییاد  : توپ یاپ یپلتأیید و  ییشناسا برای Western blot روش

 پااز از گذشاا   L929در می بااان  pcDNA3.1-VACبیااان وکتورهااای 

 از ساع  از انتقا  و بیان پروتنین، سلو  می بان یوکاریوتی تج یه و پاز  48

 غشاای  باه  Western blotپروتنینی جه  انجا  نزمون  ی نمونه الکتروفورز،

 رقا   باا  ی هیساتیدینی پپتیاد، غشاا    به عل  دنبالاه  .شد منتقل نیتروسلول ی

هیساتیدینی   ی باادی ضاد دنبالاه    ننتای ) His-tag ضاد  بادی ننتی از 2111/1

بااه  یااا متصاال (HRPیااا  Horseradish peroxidase نژوگاه بااا نناا یم وک

HRPorseradish peroxidase      به عنوان کاتاالی ور واکانش اکساید شادن(

DAB) ایان  در هیساتیدینی شناساایی شاود.    شاد تاا برچساب    انکوباسیون 

  DAB (Diaminobenzidine-′3,3) محلااااااااااو  از فراینااااااااااد،

(Roche, Germany استفاده شد که با اکسیده شدن، ایجاد رنگ مای )  .کناد 

 DNAبه عناوان  Western blot ،pcDNA3.1-VACپز از تأیید با نزمون 

 واکسن مورد استفاده قرار گرف .
ای ناژاد   هفتاه  4-6ی  موش مااده سر  31تعداد  ها: موش سازی ایمن

Balb/c    از پژوهشراه رویان ا فهان صریداری گردید و به ماد  یاک

ی  درجاه  22هفته جه  سازگاری باا شارایط حیاوان صاناه، در دماای      

گراد و رژیم غاذایی مناساب، نرهاداری شادند. ا او  اصلاقای        سانتی

موجاود   ی ناماه  پژوهش روی حیوانا  در تمامی مراحل کار طبن شایوه 

تایی تقسیم گردیدناد کاه شاامل     گروه ده 3رعای  گردید. حیوانا  به 

میکرولیتار( باه عناوان شااهد منفای، گاروه دو         111) PBSگروه او  

pcDNA3.1 (111  به عنوان شااهد دو    111میکروگر  در )میکرولیتر

میکرولیتار(   111میکروگر  در  111) pcDNA3.1-VACو گروه سو  

 هاا  وه واکسن در نظر گرفته شد. ت رین تمامی گروهگر DNAبه عنوان 

ی زماانی   نوب  و با فا له 4ی ران موش  به  ور  عژلانی در عژله

 هف  روز انجا  گردید.

 ( غیاارELISA) Enzyme-linked immunosorbent assayروش 
دو هفتاه پاز از    سار :  اصتصا ای  هاای  باادی  ننتی بررسی جه  مستقیم

گیری شدند و صون جدا  موش صون 5گروه، تعداد نصرین ت رین از هر 

 گردید انکوبه ساع  یک مد  به گراد سانتی ی درجه 37 شده در دمای

 شاد و  ساانتریفیوژ  دقیقه 3 دور/دقیقه به مد  5111با شتاد  سپز، و

گردیاد. جها     گاذاری  شاماره  و جادا  سامپلر  توساط  گاروه،  هر سر 

پپتیاد   هاای نوترکیاب )پلای    ، در ابتدا پاروتنین ELISAسازی کی   نماده

. پاز  کو  شدبه ک  پلی  لیتر  میکروگر /میلی 21غلظ  واکسن( با 

 Bovine serum albuminی  ساااع ، محلااو  باالاک کننااده  24از 

(BSA( )Sigma, Japan  با غلظ )لیتر باه پلیا     میلی 111گر  در  1

، سار  جادا   ELISAبارای انجاا  نزماایش     اضافه گردید و انکوبه شد.

بادی اولیاه باا    های واکسینه شده به عنوان ننتی شده از هر گروه از موش

سااع  انکوباه    2رقین و به پلی  اضافه گردید باه ماد     1:21نسب  

HRP (Sigma, Japan ) بادی کونژوگه شده با نن یم ننتیشد. در ادامه، 

باااه عناااوان  Anti–IgG2aو  Ani-IgG total ،Anti-IgG1شاااامل 

باادی   ننتای  ی بافر رقین کنناده  ی به وسیلهبه طور کامل بادی تانویه  نتین

هاا باه    ها اضافه گردیاد و پلیا    سازی به پلی  مطابن دستورالعمل رقین

باه علا  نن کاه    . پاز از شسا  و شاو،    انکوبه شدندساع   2مد  

باه   TMB( Sigma) ،باشاد  بادی کونژوگه با نن یم پراکسایداز مای   ننتی

 دقیقاه انکوباه گردیاد.    31مجدد به ماد   عنوان سوبسترا اضافه شد و 

ماولار باه    2/1میکرولیتر از اسید سولفوریک  111به هر چاهک سپز، 

جذد ناوری هار نموناه در    و  واکنش اضافه شد ی عنوان صاتمه دهنده

 .صوانده شد ELISA readerا استفاده از نانومتر ب 491طو  موج 

( و IFN-γ) Interferon gammaهااای  ساایتوکین میاا ان بررساای

Interleukin 4 (IL-4:) استریل  شرایط های نلاعی شده در طحا  موش

ها در شرایط استریل ابتدا قطعه  صارج شد. سپز، طحا  هود بیولوژیک

 RPMI 1640 کامل محیط لیتر میلی 2 با قطعه و سپز، هموژنی ه شد و

با استفاده از سانتریفیوژ، شس  و به منظور یکنواص  شدن پیپتاژ شد و 

 یاک  در دوبااره  ی نصار،  در مرحلاه  نماده  به دس  شوگردید و رسود

 بلو تریپان رنگ سپز،. سوسپانسیون شد RPMI 1640 محیط لیتر میلی

 نساب   به بلو تریپان با های حا ل لنفوسی  و شد رقین نرما  سالین با

 اساتفاده  ننوباار  لا  از زناده  های سلو  شمارش جه . شدند رنگ 9:1

 انجاا   ای باه گوناه   RPMI 1640محایط   باا  هاا  سلو  سازی رقین. شد

 ساپز، . نماد  به دس  سلو  میلیون 2 لیتر محیط، میلی هر که در گرف 

 ای صانه 96 پلی  در هر چاهک شده رقین های سلو  از میکرولیتر 111

 انکوبااتور  در گاراد  ی سانتی درجه 37دمای  در ها پلی . شد داده کش 

CO2 ی کیا    ناماه  شادند. ساپز، طبان شایوه     انکوباه  روز 5 مد  به

ELISAمحااادوده( ی  اAbcam :211-25/6 باااا  ناااانوگر /میلی )لیتااار

ساازی و   هاای نزماایش نمااده    لیتر پلیا   نانوگر /میلی 374/2حساسی  

در ساوپ سالولی باه     IL-4 و IFN-γ، میا ان  ELISAتوسط دستراه 

 گیری شد. دس  نمده از کش ، اندازه

 :Balb/c هاای  ماوش  در کولاون  سارطان  مد  مباتلا باه توماور    ایجاد

از بانک سلولی انستیتو پاستور تهران، ایران صریداری  CT26های  سلو 

ماورد   Balb/cهاای   شد و برای ایجااد ماد  توماور کولاون در ماوش     

هاای   هاا، سالو    سازی ماوش  دو هفته پز از ایمن .استفاده قرار گرف 

 هااا ت ریاان گردیااد.   تکثیاار شااده جهاا  ایجاااد تومااور بااه مااوش    

 در اااد و  FBS 11دارای  RPMI 1640باااا  CT26هاااای  سااالو 

استرپتومایساین کشا  داده و در    -سایلین  لیتار پنای   گر /میلای  میلی 11

در اد نرهاداری    5معااد    CO2گاراد باا    ی سانتی درجه 37انکوباتور 

سلو  رقیان   511111ها و شمارش، تعداد  شدند. پز از برداش  سلو 

به  ور  زیرجلدی در پهلوی راس  هر  PBSمیکرولیتر  111شده با 

 و شاد  پدیدار تومورها ت رین، از بعد هفته یک موش ت رین شد. حدود
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 ماد   باه  سه روز یک بار هر کولیز با استفاده از تومورها گیری اندازه

 قطار  تارین  با رگ  بر اساا  فرماو    تومور حجم و شد انجا  روز 28

 .گردید محاسبه قطر ترین کوچک دو  ضرد در توان

 نمااری  تحلیل و تج یه JMP 11.0 اف ار با استفاده از نر  نماری: تحلیل

 تولیاد  و باادی  ننتای  سرمی سطو  جمله از ها داده تما . شد انجا  ها گراف و

 .شد مقایسه ANOVA از نزمون استفاده با ها، سیتوکین

 

 ها یافته

 چناد  واکسان  DNA بیاان  تأییاد  و شناساایی  جها   Western blot روش

 ی مقایساه  باا واکااوی و   Western blotپز از انجا  نزماون   توپی: اپی

 هاای  پاروتنین  بعاد از القاا، تنهاا    گردید کاه  مشاهده شده، رنگ غشای

ژن  ی ننتای  بیاان شاده   پاروتنین  به غشا، منسود باند روی شده ردیابی

BORIS ی  ی مشااهده شاده باا انادازه     بوده اس  کاه انادازه   ستون در

DNA   کیلودالتاون اسا ، براباری دارد و     47واکسن مورد بررسی کاه

 (.1ی بیان پروتنین اس  )شکل  تأیید کننده
 

 
: تأیید بیان 1: لدر،ستون L، ستون Western blotی آزمون  . نتیجه1شکل 

 : شاهد2، ستون L929پروتئین در میزبان 

 

 باا  واکسیناسایون  از حا ال  اصتصا ای  هاای  باادی  ننتای  تولید بررسی

pcDNA3.1-VAC: 14 ت رین واکسن، از هار گاروه    نصرین از پز روز

گیری قرار گرفتند. پز از جداسازی سر ، باا روش   موش مورد صون 5

ELISA  های اصتصا ی شاامل   بادی ننتی سرمی سطوIgG1، IgG2a 

 سار  . گردیاد  های واکسینه شده ارزیاابی  در تمامی گروه IgG Totalو 

 از باالایی  ، ساطو  pcDNA3.1-VAC باا  شاده  واکساینه  هاای  موش

و  PBSشااهد )  هاای  گاروه  به نسب  گیری شده را های اندازه بادی ننتی

pcDNA3.1 Originalنشان ) ( 111/1داد > Pدر این اندازه .)   ،گیاری

 و  od: IgG2a 91/1بااادی  ، ننتاایod: IgG1 45/1بااادی  میاا ان ننتاای

od: IgG Total 71/1 هااای شاااهد، تمااامی ایاان  بااود کااه در گااروه

 (.2( )شکل P < 111/1ها مقداری ن دیک به  فر داشتند ) بادی ننتی
 

 

واکسن در  توپ های اختصاصی علیه مولتی اپی بادی آنتی . سطح سرمی2شکل 

 های مختلف دو هفته پس از آخرین تزریق. گروه

 A :Immunoglobulin G1 (IgG1 ،)B :IgG2a  ،C :IgG Total ، 

:D های نبی  های ملتل . دیاگرا  بادی ی نماری ننتی مقایسهIgG1 ،های قرم   اگرا ید

IgG2a  های بنفش  اگرا یدوIgG Total افقی: نوع رژیم دهد. محور  را نشان می

 نانومتر 491عمودی: مقدار جذد نوری در طو  موج محور واکسیناسیون، 
* 151/1 > P > 111/1 ،** 111/1 > P > 111/1 

*** 111/1 > P ،ns :تشلیص قابل غیر  
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 طحاا   هاای  سلو  توسط سیتوکین تولید بررسی جه  ELISAروش 

پاز از   شاده قرباانی   هاای  های طحا  موش سلو  شده: ایمن های موش

شاد و   داده هموژنی اسیون طحا ، برداش  و در شرایط استریل، کشا  

از  هادف . شاد  گیری اندازه ها نن در IL-4 و IFN-γ های سیتوکین تولید

 در رژیاام Th2( IL-4) یااا و Th1( IFN-γ) پاسای  بررساای کااار، ایان 

 طبان . باود  شاده  ترشاح  هاای  سایتوکین  به می ان توجه با واکسیناسیون

واکسیناسایون   رژیم مشلص گردید که ELISAواکاوی نتای  نزمایش 

باه   IFN-γهاای   سطح سیتوکین اف ایش به قادر pcDNA3.1-VACبا 

 شااهد  هاای فولاد نساب  باه گاروه     9به می ان  IL-4فولد و  11می ان 

(PBS  وpcDNA3.1 Original )اس  بوده (111/1 > P 3( )شکل.) 

 

 
 

 های واکسینه شده های طحال موش توسط سلول. تولید سیتوکین 3شکل 
A می ان )Interleukin-4 (IL-4اندازه )  . گیری شده در سرB می ان )

Interferron-gamma (IFN-γاندازه ) . گیری شده در سر  

 Phosphate buffered saline ورتی شاهد  اگرا یدهای واکسیناسیون،  محور افقی: رژیم

(PBS ،)نارنجی  اگرا ید(  شاهد دوpcDNA3.1 و )نبی  اگرا یدDNA  واکسن

(pcDNA3.1-VAC،) 

 ELISAگیری شده با استفاده از روش  محور عمودی: می ان سیتوکین اندازه
* 151/1 > P > 111/1 ،** 111/1 > P > 111/1 

*** 111/1 > P ،nsغیر قابل تشلیص :  

 

 هاای  سالو   ت رین سازی: ایمن ملتل  های رژیم در تومور رشد مهار

 هاای  ت ریان . شاد  انجاا   زیر جلادی  به  ور  CT26 ی رده سرطانی

 ارزیابی جه  شده واکسینه های موش به تومور القای جه  شده انجا 

باود. در روز   توماور  برابار  در محافظا   برای واکسن DNA اتربلشی

باه   pcDNA3.1-VACپان دهم، حجم تومور گروه واکساینه شاده باا    

فولد کاهش داشا  و   5، تعداد 21فولد کاهش داش . در روز  2می ان 

فولد کااهش نشاان    11(، 27گیری تومورها )روز  در نصرین روز اندازه

 (.4( )شکل P < 111/12داد )
 

 
های  های ایمن شده با رژیم گیری شده از موش ی تومور اندازه . اندازه4شکل 

Phosphate buffered saline (PBS ،)pcDNA3.1 Original  و
pcDNA3.1-VAC 

 گیری تومور محور افقی: روزهای اندازه

 ستون عمودی: حجم تومور

 *151/1 > P > 111/1 ، **111/1 > P > 111/1 

 ***111/1 > P ،nsغیر قابل تشلیص :  

 

 بحث

واکسان کاد    DNAتاوپ   این تحقین به منظور بررسی اترا  ماولتی اپای  

بر روی تومورهای کولاون در   BORISژن  ی قطعا  ایمونوژن ننتی کننده

انجا  گرفا . در بررسای انجاا  شاده بار روی سار         Balb/cهای  موش

های اصتصا ای   بادی ، ننتیpcDNA3.1-VACهای واکسینه شده با  نمونه

در  IgG Totalو  IgG1، IgG2a تاوپ واکسان شاامل    علیه ماولتی اپای  

 DNAهای شاهد اف ایش قابل توجهی داش  که نشان داد  مقایسه با گروه

ساازی سیساتم    هاای اصتصا ای و فعاا     بادی واکسن، موجب ترشح ننتی

گردد. همچنین، جها  بررسای کارنمادی واکسان در      ایمنی هومورا  می

هاا توساط کشا      سازی سیستم ایمنی سلولی، می ان ترشح سیتوکین فعا 

گیاری شاد. در مقایساه باا      انادازه  ELISAهای طحاا  و نزماایش    سلو 

فولاد و سایتوکین    11باه میا ان    IFN-γیتوکین های شاهد، می ان س گروه

IL-4  هاای   سازی لنفوسی  فولد اف ایش داش  که قابلی  فعا  9به می ان

T ها و روند رشدشاان   ی حجم تومور دهد. همچنین، با مقایسه را نشان می

هاای شااهد،    و گاروه  pcDNA3.1-VAC های واکسینه شده با بین گروه

نشان از  pcDNA3.1-VACنه شده با کاهش رشد تومور در گروه واکسی

 سازی ایمنی سلولی دارد.   فعا 
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در  BORISژن  واکسن حا ال از ننتای   DNAدر مطالعا  قبلی، 

زایی نن تأیید گردیاده اسا     چندین مطالعه بررسی شده و اترا  ایمنی

هاای   هاا باا سالو     . برای مثا ، در یک تحقین واکسیناسیون موش(17)

بارگاذاری شاده باود،     BORISژن  دندریتیک کاه باا قطعااتی از ننتای    

توانس  به طرز چشمریری رشد تومورهای حا ال از سارطان پساتان    

. (17)های متاستازی را کااهش دهاد    را مهار کند و کولونی 4T1ی  رده

واکسن علیه تومورهای به عنوان  BORISژن  ی دیرری، ننتی در مطالعه

استفاده گردید و نشان داد کاه   BALB/cهای  متاستازی پستان در موش

های واکسینه شده بقای بیشاتر داشاتند و رشاد تومورهاا در ایان       موش

 .(18)تر بود  گروه پایین

و پاروتنین   DNAی  بر پایههمچنین، در پژوهش دیرری، واکسنی 

BORIS    طراحی گردید که به منظور اف ایش پاسی ایمنی سالولی علیاه

هایی باه نن اضاافه گردیاد. نتاای  نشاان داد کاه        این واکسن، ادجوان 

و ترشااح  +T CD4هااای  واکساان باعاا  القااای تکثیاار لنفوساای   

گاردد و نیا  پاروتنین واکسان،      مای  Th2و  Th1های مرتبط با  ستوکین

 .(19)بادی در حیوانا  مد  مورد مطالعه شد  القای تولید ننتی باع 

ی واکسن  اور    ژن جه  تهیه در مطالعاتی که بر روی این ننتی

ژن تاا ،   ژن تا  استفاده شدگردید. اشکا  استفاده از ننتای  گرف ، از ننتی

زا نباشد و یاا ایان کاه بادن در مقابال       این اس  که ممکن اس  ایمنی

ژن تا  تولرانز داشته باشد و به نن پاسی ندهد و یا ممکان اسا     ننتی

 های ایمنی نامطلود نظیار نلارژی و یاا عاوارض      د واکنشموجب ایجا

 

. بادین جها ، توساط اب ارهاای بیوانفورماتیاک      (21)صود ایمنی شود 

 قطعا  ایمونوژن مؤتر شناسایی و واکسن مورد مطالعه طراحی گردید.

 

 گیری نتیجه

واکسان کاد    DNAتاوپ   ی پیش رو نشاان داد کاه ماولتی اپای     مطالعه

، در نهای  موجاب افا ایش   BORISژن  ی قطعا  ایمونوژن ننتی کننده

هااای  بااادی و نیاا  تولیااد ننتاای IFN-γو  IL-4هااای  ترشااح ساایتوکین

ساازی   واکسن شد و فعا  DNAتوپ  اصتصا ی در پاسی به مولتی اپی

، توانسا  موجاب   BORISژن وابسته به تومور  سیستم ایمنی علیه ننتی

 گردد. تومور رشد کاهش توموری و ضد منیای پاسی القای

 

 تشکر و قدردانی

ی مقطع کارشناسی ارشاد   نامه این مقاله، برگرفته از طر  تحقیقاتی/پایان

و بااااا کااااد اصاااالا    1517952ی ژنتیااااک بااااه کااااد   رشااااته

IR.ACECR.JDM.REC.1399.002    مصااود جهاااد دانشااراهی(

و مهندسای   ی فنای  شناسی دانشکده باشد که در گروه زیس  مشهد( می

دانشراه علم و هنر ی د به تصویب رسیده و با حمای  مالی نسبی نقای 

دکتر حجازی انجا  شده اسا . بادین وسایله، از اساتادان و مساؤولین      

محتر  دانشراه علم و هنر ی د و همچنین، استادان محتر  دانشراه علو  

 گردد. پ شکی ا فهان کما  تشکر و قدردانی ابراز می
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Abstract 

Background: Immunotherapy is a new strategy to prevent and treat cancers. Cancer-testis antigens has gained lots 

of attention as the target of anti-cancer immunotherapy. In this study, Brother of regulator of imprinted sites 

(BORIS) cancer-testis antigen was used to design a DNA vaccine using bioinformatics tools, and its efficacy was 

assessed in murine colon cancer model in Balb/C mice. 

Methods: In our previous study, the immunodominant regions of the BORIS antigen were identified. They were 

used to design a DNA vaccine inside the pcDNA3.1 plasmid after appropriate modifications and reverse translation. 

The DNA vaccine was used to immunized BALB/c mice four times at weekly intervals. 14 days after the last 

injection, the levels of specific cytokines and antibodies were measured. Moreover, to evaluate the protective effect 

of the DNA vaccine, colorectal cancer cells (CT26) were injected into mice, and tumors’ growth progression 

evaluated for 28 days. 

Findings: Vaccination with this multiepitope DNA vaccine increased the level of gamma interferon (IFN-γ) and 

interleukin 4 (IL-4) cytokines (P < 0.001) and specific antibodies [immunoglobulin G1 (IgG1), IgG2a, IgG total] (P 

< 0.001) compared to control groups [phosphate buffered saline (PBS) and pcDNA3.1-VAC]. Moreover, mean 

tumors volume significantly decreased (P < 0.001) in the DNA vaccine immunized group compared to control 

groups. 

Conclusion: This study suggests that the use of a BORIS antigen-derived DNA vaccine can be used as a strategy to 

induce a significant anti-tumor immune response, and inhibit murine colon tumors growth. 
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