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  چكيده
توان برداشت پروستات و راديوتراپي را نام برد، اما زماني كه بيماري توسعه يابد، سرطان پروستات مي هاي رايج جهتاز درمان :سابقه و هدف

با توجه به شيوع بالاي سرطان پروستات، عوارض شناخته شده آن و اهميت مهار و . كارآيي لازم را نخواهند داشتهاي درماني موجود روش
  .كنترل بيماري، مطالعه پيش رو جهت بررسي امكان طراحي و ساخت واكسن فاژي مهار كننده انجام گرديد

و در مرحله بعد به روش ) بيوانفورماتيك(افي تحقيق جهت ساخت و بررسي اثر واكسن فاژي در مرحله اول به روش اكتش :بررسي روش
بر روي پروتئين پوششي اصلي ) PSMA(پروستاتروش نمايش فاژي جهت بيان آنتي ژن اختصاصي غشايي . تجربي و آزمايشگاهي انجام شد

VIII  باكتريوفاژ M13ژن سازنده . مورد استفاده قرار گرفتPSMA  نوتركيب، در فاژميدpAK8-GVO77  كه حاوي توالي پروتئينVIII باشد مي
ترانسفورم شد و باكتري ترانسفورم شده با استفاده از فاژ كمكي )E.coliسويه اي از (TG1 فاژميد نوتركيب درون باكتري . كلون گرديد

M13k07 تركيب جهت بررسي تحريك فاژهاي نو. نوتركيبي فاژ با استفاده از آنتي بادي مونوكلونال و روش الايزا بررسي شد. آلوده گرديد
با  PSMAفعال شدن سيستم ايمني بر عليه . سيستم ايمني به صورت زير جلدي و داخل عضلاني به خرگوش سفيد نيوزيلندي تزريق گرديد

  .بررسي شد روش الايزا
برده قادر چنين واكسن نامهم. پذير استتحقيق نشان داد كه طراحي و ساخت واكسن فاژي بر عليه سرطان پروستات امكان :هايافته

  .به تحريك پاسخ ايمني در حيوان آزمايشگاهي بود
. باشندهومورال و احتمالا به دنبال آن ايمني سلولي مي هاي فاژي قادر به تحريك ايمنيرسد كه واكسنبه نظر مي :گيرينتيجه

  . باشدبررسي اثر مهاري اين واكسن نيازمند انجام مطالعات تجربي مي

   .شدت درگيري عروق كرونر :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
     ميــزان مــوارد ســرطان پروســتات در جهــان بســيار گســترده  

در ايالات متحده اين بيماري دومين سرطان كشـنده  . باشدمي
ط بـه نخسـتين   اي مربـو مطالعـه ). 1(پس از سرطان ريه است 

دهـد كـه سـرطان    گزارش شيوع سرطان در تهران نشـان مـي  
پروستات دومين سرطان شايع در ميان مردان پس از سـرطان  
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  19/3/1392 :تاريخ پذيرش مقاله

در حـال حاضـر جهـت سـرطان پروسـتات      ). 2(باشد معده مي
تـرين ايـن   راهكارهاي درماني متفاوتي وجود دارد كـه از رايـج  

ي، شـيمي  ها، جراحـي و برداشـت پروسـتات، راديـوتراپ    درمان
    را ) androgen suppression(درمـــاني و هورمـــون درمـــاني 

جراحـي جهـت برداشـت بافـت سـرطاني      ). 3(توان نام برد مي
گيرد، امـا در شـرايط سـرطان بـدخيم، تعـدادي از      صورت مي

هاي سرطاني باقي مانده كـه باعـث افـزايش خطـر عـود      سلول
احـل  بيماري خواهند شد و در نهايت با رسيدن بيماري بـه مر 

). 4(پيشرفته، گزينه هاي درماني نيز محـدودتر خواهنـد شـد    
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هاي درماني جديـد جهـت مقابلـه بـا     بنابراين يافتن استراتژي
سرطان پروستات، در شرايط پيشرفته يا عود بيماري ضـروري  

 .رسدبه نظر مي

مطالعات انجام شـده روي حيوانـات آزمايشـگاهي و همچنـين     
هاي اخيـر انجـام شـده چنـين     هاي باليني كه در دههآزمايش

توانـد جهـت   دهد كه رويكردهاي ايمونولوژيك ميپيشنهاد مي
در اين راهكارهـا آنتـي   ). 5(درمان سرطان پروستات موثر باشد

سيتوتوكسـيك و   Tهـاي  توموري توسط سلول/ هاي بافتي ژن
هـا  ژنايـن آنتـي  . گيرنـد ها مورد هدف قـرار مـي  بادي يا آنتي

ت طراحي واكسن نيز مورد استفاده قرار توانند جههمچنين مي
 ).6(گيرند 

ايمونوتراپي سرطان استفاده از سيسـتم ايمنـي جهـت از بـين     
باشد كه خود به دو دسته ايمونو تراپي فعال و بردن سرطان مي

در ايمونـوتراپي فعـال سيسـتم    ). 7(شـود  غيرفعال تقسيم مي
. گـردد يهاي سرطاني فعال مايمني بيمار جهت مقابله با سلول

هـاي واكسيناسـيون بـا هـدف تحريـك پاسـخ        انواع استراتژي
  ).5( گيرندايمني ضد توموري در اين دسته قرار مي

به واكسني گفتـه ميشـود   ) Cancer Vaccine(واكسن سرطان 
هـاي مولـد سـرطان جلـوگيري     كه يا از عفونت توسط ويروس

و كند، يا سرطان موجود را درمان مي نمايـد و يـا از وقـوع    مي
كنـد  پيشرفت سرطان در افراد در معرض خطر جلـوگيري مـي  

   تواننـد سـبب توقـف يـا تـأخير رشـد       هـا مـي  اين واكسن). 8(
هاي سـرطاني و بنـابراين كـاهش حجـم تومـور گردنـد،       سلول

همچنين از عود يا بازگشت مجدد تومورجلوگيري نمـوده و يـا   
هاي سرطاني كه روش هاي ديگر قادر بـه از بـين بـردن    سلول

هاي درمان كننده سرطان واكسن. اند را حذف نمايندنها نبودهآ
     . هــاي تومــور  تهيــه كــردژنتــوان بــا اســتفاده از آنتــيرا مــي
هـاي   هاي تومور جهـت شناسـايي و تشـخيص سـلول    ژنآنتي

 تومور مفيد بـوده و بـالقوه امكـان اسـتفاده از آنهـا در درمـان      
 ان پروسـتات  به عنوان مثال در مورد سـرط . سرطان وجود دارد

ژن و آنتـي ) PSA(ژن اختصاصـي پروسـتات   تـوان از آنتـي  مي
نام برد كه بيان آنهـا در  ) PSMA(اختصاصي غشايي پروستات 

  ).7(يابد سرطان پروستات به صورت قابل توجهي افزايش مي
يك رويكرد جهت واكسيناسيون سرطان، جـداكردن پـروتئين   

يمـار در برابـر آنهـا    هاي سرطاني و ايمونيزه كردن بها از سلول
باشد كه موجب تحريك واكنش ايمنـي، كشـته شـدن و از    مي

يكي ديگر از راهكارهـا  . گرددهاي سرطاني ميبين بردن سلول
هاي ايمنـي  هاي سرطان استفاده از سلولجهت ساخت واكسن

باشد كه جهت شناسايي يـا ارائـه يـك آنتـي ژن سـرطاني      مي
تيك سل در اين دسـته قـرار   هاي دندريواكسن. اندتغيير يافته

هاي درمان كننده سـرطان بـا   برخي ديگر از واكسن. گيرندمي
هـاي  ژنحـاوي رمـز ژنتيكـي آنتـي    RNAيا  DNAاستفاده از 

 nakedها يا بـه صـورت   اين واكسن. شوندسرطاني ساخته مي

nucleic acid vaccine شوند و يا اينكـه بـه   به بيمار تزريق مي
ويروس يا با ورود به . گردندر اضافه ميخطژنوم يك ويروس بي

نمايـد و يـا اينكـه    ژن سـرطاني مـي  سلول شروع به توليد آنتي
  ).9(نمايندژن را در سطح خود بيان ميآنتي

ــي ــتات  آنتـ ــايي پروسـ ــي غشـ ــك ) PSMA(ژن اختصاصـ يـ
 kDa 100با وزن مولكولي حدود IIگليكوپروتئين غشايي تيپ 

لي آدنوكارســينوماي باشــد كــه در ابتــدا در رده ســلو   مــي
بيان  .(10)شناسايي گرديد) LNCaP(پروستاتيك غدد لنفاوي 

اين مولكول در سرطان پروستات فراوان است، در حالي كـه در  
بـه عنـوان يـك     PSMAلـذا  . باشـد مي   ها محدود ساير بافت

هدف ويژه جهت تشخيص و درمان سرطان پروسـتات مـدنظر   
  ).11(قرار گرفته است 

هاي توليد واكسـن را كـه در مـورد    اين پروژه يكي از استراتژي
  سرطان پروستات كمتر مورد تحقيق قرار گرفته اسـت بررسـي   

با تكنولوژي نمـايش فـاژي    M13اي باكتريوفاژ رشته. نمايدمي
هـاي  واكسن. گيردمورد استفاده قرار مي PSMAجهت نمايش 

باشـند  ورال ميفاژي قادر به تحريك پاسخ ايمني سلولي و هوم
رود كه تحمل سيستم ايمني بيمار پس از ، لذا انتظار  مي)12(

هاي خـودي  ژنهايي، نسبت به آنتيبه كار بردن چنين واكسن
ژن هاي سرطاني كه داراي آنتـي شكسته شده و بنابراين سلول

هـدف از ايـن    .باشند را مورد حملـه قـرار دهنـد   مورد نظر مي
حي و ساخت واكسـن فـاژي جهـت    مطالعه، بررسي امكان  طرا

سرطان پروستات و قابليت تحريك سيستم ايمنـي توسـط آن   
   . باشدمي
  

  مواد و روشها
ــر پايــه مطالعــات بيوانفورماتيــك و تحقيقــات   ايــن مطالعــه ب

هـاي تومـوري   در مرحلـه اول، شـاخص  . باشـد آزمايشگاهي مي
هـاي  سرطان پروستات بررسي گرديد و از ميـان آنهـا شـاخص   

توســط مطالعــات بيوانفورماتيــك  PSMAژنــي پــروتئين آنتــي
در مرحله دوم، ساخت سازه فاژميـدي حـاوي   . مشخص گرديد

زايي  فاژ انجام شد و در نهايت ايمني PSMAژن نوتركيب آنتي
 .نوتركيب در حيوان آزمايشگاهي بررسي گرديد

 )rPSMA(نوتركيب  PSMAتهيه توالي ژني وبيان 

يوتي بـا  جهـت بيـان در سيسـتم پروكـار     rPSMAتوالي ژنـي  
ــتفاده از مطالعــات بيوانفورماتيــك توســط      Bce Predاس



 سن فاژي مهاركننده جهت سرطان پروستاتساخت واك                                                                      شكي  پزمجله پژوهش در / 16

Prediction Server   اطلاعات ساير مقالات و بانـك اطلاعـاتي ،
NCBI  690تـوالي انتخـاب شـده    . انتخاب گرديد و سنتز شـد 

آنتـي ژن   150-380جفت باز طول داشته و اسـيدهاي آمينـه  
 pET28aتـوالي مـورد نظـر در وكتـور      . نمايـد اصلي را كد مي

ترانسـفرم  ) E.coliسـويه اي از  ( BL21جهت بيان، به بـاكتري 
ــد ــيط   . گردي ــده در مح ــفورم ش ــاكتري ترانس -LB )Luriaب

Bertani ( مايع حاويμg/ml70   كانامايسين كشـت داده شـد .
در طــول مــوج   7/0پــس از رســيدن كشــت بــه جــذب نــوري 

nm600  بيان پروتئين با افزودنIPTG (Isopropyl thio-β-D-

galactoside)  با غلظت نهاييmM 1پـس از تاييـد   . القا گرديد
، پروتئين نوتركيب بـا روش  SDS-PAGEتوسط  rPSMAبيان 

 Ni-agaroseكرومــاتوگرافي تمــايلي و بــا اســتفاده از ســتون 

(Qiagene) تخليص گرديد.  
 PCRطراحي پرايمر و واكنش 

و  rPSMAبا توجه بـه تـوالي ژنـي    توالي پرايمرهاي مورد نياز، 
  .طراحي گرديد pAK8-GVO77همچنين نقشه فاژميد 

Forward Primer:5'-
TGCggcccagccggccTACGAAAACGTTTCTGACAT-3'  
Reverse 
Primer:5'AAAgcggccgcTTAAGAGTCACGGTGAC-3' 

به ترتيـب در   Not1و  Sfi1هاي محدود الاثر توالي هدف آنزيم
ــمت  ــاي  '5س ــد  Reverseو  Forwardپرايمره ــرار داده ش . ق
 درجـه سـانتي   94با دناتوراسيون اوليه در دمـاي  PCRواكنش 

ســيكل شــامل  32دقيقــه و بــه دنبــال آن 5گــراد بــه مــدت 
ثانيـه،   30گراد به مدت درجه سانتي 94دناتوراسيون در دماي
ثانيه و  30گراد به مدت درجه سانتي 57اتصال پرايمر در دماي

ثانيه انجام  45گراد به مدت جه سانتيدر 72گسترش در دماي
كلونينگ، گسترش نهايي به مدت  T/Aبه منظور انجام . گرديد

ايـن مرحلـه   . گراد صورت گرفت درجه سانتي 72دقيقه در 30
اضافه در انتهاهـاي   Aجهت اطمينان از قرار گرفتن نوكلئوتيد 

لازم به ذكر است كه جهت سـاخت  . باشدمي PCRمحصول  '3
، ابتـدا كلونينـگ در   rPSMAميدي نوتركيب حـاوي  وكتور فاژ

صورت گرفته و پس از آن وكتور فاژميدي ساخته   T/Aوكتور 
الكتروفورز روي ژل آگاروز يـك درصـد    PCRجهت تاييد . شد

 .انجام گرفت

 كلونينگ T/Aواكنش 

T/A  كلونينــــــــگ بــــــــا اســــــــتفاده از وكتــــــــور
راي ايـن وكتـور دا  . انجام شد  pTZ57R/T(Fermentas)تجاري

سيلين بوده و همچنين امكـان جداسـازي   ژن مقاومت به آمپي
فراهم  Blue-white screeningمحصولات كلونينگ رابه صورت 

قطعـه مـورد   ( PCRالكتروفـورز بـر روي محصـول    . مي نمايـد 

انجـام شـد و تخلـيص آن توسـط كيـت اسـتخراج از ژل       )نظر
)Bioneer (سپس غلظت قطعه مورد نظر توسط . صورت گرفت
تعيين شده و واكنش ليگاسيون  nm260ومتر در طول موج فت

 4در دمـاي ) وكتور به قطعـه (با رعايت نسبت مولي يك به سه 
ــانتي ــه س ــتفاده از   درج ــا اس ــك شــب و ب ــدت ي ــه م ــراد ب گ

پس از انجام . انجام گرديد T4DNA Ligase(Fermentas)آنزيم
ليگاسيون، محصول كلونينگ با روش شيميايي به سلول هـاي  

ــتع ــويه E.coliد مس ــد  TG1، س ــفرم ش ــد  . ترانس ــت تايي جه
ترانسفورماسيون و غربالگري كلونينگ، باكتري هاي ترانسفورم 

آمپي سـيلين،  μg/ml100حاوي  LB agarشده بر روي محيط 
IPTG   باغلظـتmM 1  وXGal    بـا غلظـت μg/ml20   كشـت

روي تعدادي از كلـوني هـاي   پس از كشت شبانه، بر . داده شد
 Colonyسفيد رنگ جهت تاييد ورود ژن به وكتـور، واكـنش   

PCR واكنش . انجام شدColony PCR با دناتوراسيون اوليه در
دقيقه و بـه دنبـال آن    15گراد به مدت درجه سانتي 94دماي

گـراد بـه مـدت    درجه سانتي 94سيكل شامل دناتوراسيون 32
 30گراد بـه مـدت    درجه سانتي 57ثانيه، اتصال پرايمر در 30

ثانيه و در  45گراد به مدت درجه سانتي 72ثانيه و گسترش در
 درجـه سـانتي   72دقيقـه در  5نهايت گسترش پاياني به مدت 

  .گراد انجام گرديد
  استخراج پلاسميد، هضم آنزيمي و كلونينگ

هاي تاييد شده در مرحله قبل به صـورت شـبانه   يكي از كلوني
ــا اســتفاده از كيــت اســتخراج پلاســميد  كشــت داده شــد و ب

)Bioneer(پلاسميد حاوي ژن ،rPSMA  فاژميـد  . تخليص شـد
pAK8-GVO77  جهت بيانrPSMA    بـر روي پـروتئينVIII 

اين فاژميد حاوي قطعـه خـارجي بـه    . انتخاب گرديد M13فاژ 
جفت باز بود كه جهت  كلونينگ ژن مـورد نظـر،    1300طول 

حاوي  pTZ57R/Tنامبرده و پلاسميد  فاژميد. بايد خارج گردد
به طور هم زمان تحت واكنش هضـم آنزيمـي بـا     rPSMAژن 

سپس تمـام  . قرار گرفتند Not1و  Sfi1هاي محدود الاثر آنزيم
ــور     ــده و وكتـ ــورز شـ ــي الكتروفـ ــم آنزيمـ ــول هضـ محصـ

از ژل استخراج  rPSMAو قطعه ژن  pAK8-GVO77فاژميدي
 T4 DNA Ligaseاز آنزيم  واكنش ليگاسيون با استفاده. شدند

(Fermentas)  انجام شد و محصول كلونينگ به باكتري مستعد
TG1 فاژميد . وارد گرديدpAK8-GVO77   داراي ژن مقاومـت

به آمپي سيلين مي باشد، بنابراين محصـول ترانسفورماسـيون   
حاوي آمپي سيلين به صورت شبانه كشـت   LB agarدر محيط
هـاي توليـد   در كلوني rPSMAجهت تاييد وجود ژن . داده شد

جهـت تاييـد بيشـتر،    . انجام شـد   Colony PCRشده، واكنش
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هـاي  استخراج پلاسميد و هضم آنزيمي بر روي يكي از كلـوني 
  .مثبت صورت گرفت PCRبا واكنش 

  )Phage Display(نمايش فاژي 
ــاكتري     ــاژي، ب ــايش ف ــام نم ــت انج -pAK8داراي  TG1جه

GVO77-rPSMA در ،ml 30 ــيط   Super Brothمحـــ
 Super(آمپـي سـيلين كشـت داده شـد      μg/ml100محتـوي 

Broth: Yeast extract 2 % , Tryptone 3 % , MOPS 1 % .(
گـراد و دور  درجه سانتي 37ساعت در دماي 2محيط به مدت 

rpm200   بعـد از رسـيدن بـه    . انكوباتور شيكردار قـرار  گرفـت
، باكتريوفـاژ  nm600در طـول مـوج    5/0جـذب نـوري حـدود    

عدد به محيط باكتري تلقـيح   1012به ميزان  M13K07كمكي 
گراد بـه  درجه سانتي 37محيط حاوي باكتري در دماي. گرديد
 rpm 200دقيقهدر دور  30دقيقه در حالت سكون و  30مدت 

باعث  M13K07باكتريوفاژ كمكي. انكوباتور شيكردار قرار گرفت
گـردد،  بـاكتري ميزبـان مـي    ايجاد مقاومت به كانامايسـين در 

بـه   μg/ml 70بيوتيـك كانامايسـين تـا غلظـت     بنابراين آنتـي 
محيط افزوده شد و انكوباسيون همراه بـا شـيك يـك سـاعت     

حـاوي   SBمحـيط   ml 70در مرحلـه بعـد  . ديگر ادامـه يافـت  
سيلين و كانامايسين به كشت افزوده شد و انكوباسيون به آمپي

پس از خاتمه مـدت  . ادامه يافتساعت با شرايط بالا  24مدت 
دقيقـه بـا دور    20زمان انكوباسيون محـيط كشـت بـه مـدت     

rpm5000 گـراد سـانتريفيوژ گرديـد   درجـه سـانتي   4و دماي .
محلول رويي پس از جداسازي از رسوب، جهـت از بـين رفـتن    

درجـه   65دقيقه در بن ماري 20باكتريهاي باقيمانده به مدت 
ــا شــرايط قبــل  گــراد قــرار گرفــت و ســپسســانتي مجــددا ب

. مايع رويي جهت تغليظ فاژ استفاده گرديد. سانتريفيوژ گرديد
ــزان   ــه مي ــاژ، ب ــيظ ف ــول  20جهــت تغل درصــد حجمــي محل

PEG/NaCl   4به محلول حاوي فاژ افزوده شد و يـك شـب در 
ــانتي  ــه س ــد   درج ــه گردي ــراد انكوب  PEG/NaCl: 20%(گ

polyethylene glycol 6000 in 2.5 M NaCl solution .( پس
دقيقه  20به مدتG  15000از پايان انكوباسيون محيط با دور

پـس از حـذف   . سانتريفوژ گرديـد  گراددرجه سانتي 4در دماي
 TBS(Tris Bufferedبافر ml  1محلول رويي، رسوب فاژي در

Saline)     حـاوي يـك درصـدBSA(Bovin Serum Albomin) 
درجـه   4يدر دمـا  12000دقيقه با دور  5حل شد و به مدت 

/. μm 45مـايع رويـي از فيلتـر    . گراد سـانتريفوژ گرديـد  سانتي
عبور داده شد و محلول به دست آمـده جهـت تعيـين غلظـت     

  .فاژها تيتر شد
  آزمون فاژ الايزا جهت تاييد نمايش فاژي

بر روي سطح فاژ، آزمون فـاژ الايـزا    rPSMAجهت تاييد بيان 
 96در پليت ) duplicate(الايزا به صورت دوتايي . انجام گرديد

عدد فاژ نوتركيب بـه عنـوان تسـت در     109. اي انجام شدخانه
بــه ) PBS )Phosphate Buffered Salineبــافر μl100حجــم 

كـه در مرحلـه اول،    rPSMAپـروتئين  . هرچاهك افزوده شـد 
به عنوان  BSAبيان و تخليص گرديد به عنوان كنترل مثبت و 

رفتند كه به صورت دوتايي و كنترل منفي مورد استفاده قرار گ
هـا  به چاهـك  PBSبافر μl100در حجم نهايي  μg10به ميزان

درجـه   4پليـت بـه مـدت يـك شـب و در دمـاي      . اضافه شدند
ها سه مرتبه با پس از انكوباسيون چاهك. گراد انكوبه شدسانتي
PBST )PBS  جهـت  . شسـته شـدند  ) 20تـوئين % 05/0حاوي

حـاوي   PBSمحلول μl150ا هبلاك كردن به هركدام از چاهك
4 %BSA  درجـه   37اضافه شد و پليت به مدت يك سـاعت در

شستشـو شـبيه مرحلـه قبـل انجـام      . گراد انكوبه گرديدسانتي
آنتي بادي مونوكلونال μl 100گرديد وسپس به تمام چاهك ها 

درجـه   37افزوده شد و به مـدت يـك سـاعت در    PSMAضد 
 μl100 گراد انكوبه گرديد و پس از شستشو به هر كـدام سانتي

به عنوان سوبسـترا اضـافه   ) TMB(محلول تترا متيل بنزيدين 
انجـام   N1اسيد كلريدريك  μl50توقف واكنش توسط . گرديد

توسط قرائت گر الايزا  nm450شد و جذب نوري در طول موج 
  .تعيين گرديد

  واكسيناسيون حيوان آزمايشگاهي
زايــي واكســن از واكسيناســيون و بررســي اثــر ايمنــي جهــت

جهت واكسيناسيون . خرگوش سفيد نيوزيلندي استفاده گرديد
بـه   PBSمحلـول   ml 1عددفاژ در  2×1013خرگوش، به ميزان 

هـاي  تزريـق . صورت زيرجلدي و داخل عضلاني تزريق گرديـد 
 پس از هر. روز انجام شد 10يادآور نيز در سه نوبت و با فاصله 

هـا  مرحله تزريق از حيوان خـونگيري بـه عمـل آمـده و سـرم     
به منظور تهيه سرم كنترل، قبـل از تزريـق اول   . جداسازي شد

زايـي بـه روش الايـزاي    روند ايمني. نيز خونگيري به عمل آمد
 .غيرمستقيم بررسي گرديد

  زاييآزمون الايزا و بررسي روند ايمني
اي خانـه  96ليـت  هـاي پ زايي چاهكجهت بررسي روند ايمني

پوشيده شد و پس از بـلاك كـردن،    rPSMAپروتئين  μg10با
بـادي عليـه   ، به عنوان آنتـي PBSهاي متفاوت از سرم در رقت

rPSMA  ــد ــزوده گردي ــزودن  . اف ــس از اف ــت پ -Antiدر نهاي

Rabbitantibody متصل بهHRPو سپسTMB واكنش متوقف،
   .قرائت شد nm450شده و جذب نوري در
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  هايافته
 )rPSMA(نوتركيب  PSMAصبيان و تخلي

SDS-PAGE  بيان پروتئينrPSMA     بـا وزن مولكـولي حـدود
kDa29 همپنـين بـا انجـام الكتروفـورز بـر روي      . را تاييد كـرد
پس از كروماتوگرافي نيز روند خـالص سـازي تاييـد     هاينمونه
   ).1شكل (شد 

  
ــاكتري    a (SDS-PAGE - 1شــكل  محصــول سونيكاســيون رســوب ب

BL21   حاوي پلاسميد نوتركيـبpET28a-rPSMA .  مـاركر  - 1چاهـك
محصـول سونيكاسـيون رسـوب بـاكتري محتـوي       - 2پروتئين، چاهك 

محصـول   - 3، چاهـك  IPTGساعت پس از القا با  4پلاسميد نوتركيب، 
) bسونيكاسيون رسوب باكتري محتوي پلاسميد نوتركيب قبـل از القـا   

چاهـك  . PSMAبر روي محصول تخليص پروتئين   SDS-PAGEام انج
1 - elution  2اول، چاهك - elution  ماركر پروتئين - 3دوم، چاهك 

   

 
بر  rPSMAجهت تكثير توالي ژني  PCRالكتروفورز محصول ) a- 2شكل 

هـاي  غربـالگري كلـوني  ) DNA  .bبـه همـراه مـاركر    % 1روي ژل آگـاروز  
 LB agarآبي جهت جداسازي محصولات كلونينگ بر روي محـيط  - سفيد

بر  ColonyPCRالكتروفورز محصول ) XGalcو  IPTGسيلين، حاوي آمپي
كنتـرل منفـي،    - 2كنترل مثبت، چاهـك   - 1چاهك %. 1روي ژل آگاروز 

 ColonyPCRواكنش مثبت  - 12و  10و  8و  7هاي چاهك

  T/A cloningو PCRواكنش 
و الكتروفـورز   rPSMAجهـت ژن سـازنده    PCRپس از انجـام  

. جفت بازي مشاهده گرديد 720روي ژل آگاروز ساخت قطعه 
ــام   ــس از انج ــول   T/A cloningپ ــيون محص و ترانسفورماس

، باكتريهاي ترانسفورم شده بر روي  TG1ليگاسيون در باكتري 
توليـد   XGalو  IPTGحـاوي آمپـي سـيلين،     LBagarمحيط 

در  ColonyPCRكلوني هاي سفيد و آبي نمودند كـه واكـنش   
هـاي سـفيد انتخـاب شـده مثبـت بـود       مورد تعدادي از كلوني

  ).2شكل (
  

و  PSMAحــاوي  pTZ57R/Tهضــم آنزيمــي پلاســميد 
 حاوي قطعه خارجي pAK8-GVO77فاژميد 

پس از استخراج پلاسميد از كلوني هاي مثبت شده در مرحلـه  
و  Sfi1مي دوگانـه توسـط آنـزيم هـاي     قبل و انجام هضم آنزي

Not1 جغت بازي از وكتـور خـارج گرديـد    700، قطعه حدودا .
انجام هضم آنزيمي توسط آنزيم هاي نامبرده بـر روي فاژميـد   

pAK8-GVO77      باعث خروج قطعه قـرار داده شـده بـه طـول
  ).3شكل (از وكتور گرديد ) قطعه كنترل(جفت باز  1300

  

  
) Not1 .aو  Sfi1هضم آنزيمي با آنـزيم هـاي محـدودالاثر     -3شكل 

و خروج قطعه   rPSMAحاوي توالي  pTZ57R/Tهضم آنزيمي وكتور 
-pAK8هضـم آنزيمـي وكتـور فازميـدي     ) bp 700  bبا وزن حدود 

GVO77  و خروج قطعه داخلي با وزن حدودbp 1300از وكتور 

  
  و ساخت وكتور نوتركيب فاژميدي   كلونينگ

در وكتـور   rPSMAترانسفورم كـردن محصـول ليگاسـيون ژن    
pAK8-GVO77  منجر به رشد باكتريTG1   در محيط كشـت

در مـورد   ColonyPCRسـيلين گرديـد و واكـنش    حاوي آمپي
پـس از  ). 4شـكل  (تمام كلوني هاي انتخاب شده مثبـت بـود   
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برده و انجـام هضـم آنزيمـي،     ناماستخراج پلاسميد از باكتري 
  .ورود قطعه مورد نظر به وكتور تاييد شد

  

  
، چاهكهاي DNAماركر  -1چاهك . colony PCRواكنش  -4شكل 

كنتــرل مثبــت،  -8، چاهــك colony PCRواكــنش مثبــت -7تــا  2
 كنترل منفي -9چاهك 

  
  نتيجه فاژ الايزا و تاييد نمايش فاژي

بر روي سطح فـاژ را   rPSMAآزمون الايزاي فاژي قرار گرفتن 
  .)1نمودار (تاييد نمود 
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. توسط الايزا M13بر روي باكتريوفاژ  rPSMAتاييد بيان  -1نمودار 
بـه عنـوان    BSAنوتركيب به عنوان كنترل مثبت و  PSMAپروتئين 

تسـت هـا بـه صـورت     . كنترل منفي مورد استفاده قرار گرفته اسـت 
انجام شده و ميانگين جذب نـوري جهـت رسـم    ) duplicate(دوتايي 

  .نمودار استفاده گرديده است
  

  بررسي روند ايمني زايي
آزمون الايزاي انجام شده جهت بررسـي رونـد ايمنـي زايـي     

هومـورال حيـوان   توسط واكسن فاژي، تحريك پاسخ ايمني 
ــي ژن   ــه آنت ــر علي ــود  rPSMAآزمايشــگاهي ب ــد نم را تايي

  ).2نمودار (

  
تاييد تحريك سيستم ايمني هومورال بر عليـه آنتـي ژن    -2نمودار 
rPSMA .    رقت هاي متفاوت تهيه شده از سرم خرگـوش پـس از هـر

را  rPSMAوليد شده بر عليه تزريق، افزايش ميزان آنتي بادي هاي ت
سرم خرگوش قبل از هر گونه تزريق واكسن با رقـت  . نشان مي دهد

مورد استفاده قرار ) NSB )None Specific Bindingبه عنوان  1/300
تمامي تست ها به صورت دوتايي انجام شده و نمودار بر . گرفته است

  .  اساس ميانگين داده ها رسم گرديده است
  

  بحث
هـاي شـاخص در   ژنن دادكه يكـي از آنتـي  تحقيق حاصل نشا

-سرطان پروستات قادر به تحريك سيستم ايمني و توليد آنتي

همانطور كه در مقدمه ذكر شده اسـت تـاكنون   . باشدبادي مي
هـاي سـرطان پروسـتات سـاخته     ژنواكسن فاژي جهت آنتـي 

 .نشده است تا تشابهات و مغايرت ها قابل بررسي باشند

ا سرطان پروستات شامل جراحي و برداشت راهكارهاي مقابله ب
.  درماني ميباشـد درماني و هورمونپروستات، راديوتراپي، شيمي

جهت موثر واقع شـدن درمـان معمـولا دو يـا چنـد روش بـه       
هـا داراي آثـار   برخـي از ايـن روش  . شوندصورت توام انجام مي

  جانبي بـوده و برخـي در شـرايط بيمـاري پيشـرفته پاسـخگو       
هـاي سـرطان بـه دليـل نداشـتن آثـار       واكسن). 3(باشند نمي

در اين . اندجانبي و هدفمند بودن درمان مورد توجه قرار گرفته
هاي فاژي به دليل سهولت توليد، هزينه پـايين و  ميان واكسن

  تحريـك تـوام سيسـتم ايمنـي سـلولي و هومـورال از اهميــت       
 .  اي برخوردارندويژه

) FDA(ي ايــالات متحــده ، اداره غــذا و دارو2010در آوريــل 
ايـن  . نخستين واكسن درمـان كننـده سـرطان را تأييـد كـرد     

نـام دارد كـه   ) Provengeبا نام تجاري( Sipuleucel-Tواكسن 
جهــت اســتفاده در تعــدادي از مــردان بــا ســرطان پروســتات 

جهت تحريك پاسـخ  اين واكسن . متاستاتيك تأييد شده است
ژن كه يك آنتي) PAP(ايمني برعليه اسيدفسفاتاز پروستاتيك 

در . باشد، طراحي گرديده استهاي پروستات ميسطحي سلول
  هاي باليني، اين واكسـن طـول عمـر مـردان بـا تيـپ       آزمايش
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مـاه   4اي از سـرطان پروسـتات متاسـتاتيك را تـا حـدود      ويژه
آزمـايش هـاي بـاليني بـر      IIIمحققان در فاز . (13)افزايش داد

گـزارش  ) يك نـوع لنفـوم غيرهـوجكين   (روي لنفوم فوليكولار 
 6/30باعث افزايش طول عمر از  Biovax IDكردند كه واكسن 

يـك واكسـن   Biovax ID. شـود ماه مـي  2/44به ) كنترل(ماه 
درمان كننده سرطان اسـت كـه از كنژوگـه كـردن ايـديوتايپ      

 Keyholeبا پروتئين ناقـل  بدخيم  Bهايموجود بر روي سلول

limpet Hemocyanin)KLH  (    تهيه شده است كـه همـراه بـا
GM-CSF يـك رويكـرد   ). 15, 14(گيردمورد استفاده قرار مي

جهت واكسيناسيون درماني سرطان، فعال كردن پاسخ ايمنـي  
اين رويكرد به طور موفقيت آميـزي  . باشددر محل سرطان مي

اين واكسن . ه انجام رسيدب  Onco VEX GM-CSFدر واكسن 
باشـد كـه جهـت    يك سويه از ويروس هرپس سـيمپلكس مـي  

تكثير انتخابي در بافت تومور مهندسي شده است و همچنـين  
باشـد  كه تحريك كننده سيستم ايمني مي GM-CSFپروتئين 

ايـن امـر موجـب تسـريع در پاسـخ ايمنـي       . كنـد را بيان مـي 
دد كه به دنبال تكثيـر  گرژن هاي تومورال ميضدتومور به آنتي

اين واكسن اخيراً جهت . گردندليتيك ويروس در بافت آزاد مي
آزمايش هاي باليني قرار گرفته اسـت   IIIدرمان ملانوما در فاز 

)16.(  
ها هستند كه از هاي مربوط به باكتريباكتريوفاژيا فاژها ويروس

كــه توســط پوششــي از پــروتئين  RNAيــا  DNAيــك ژنــوم 
امروزه كاربرد و اسـتفاده از  . انداست تشكيل شدهپوشيده شده 

هايي از قبيل فاژتراپي، نمايش فاژي، رهاسازي فاژها در تكنيك
باشد به وضوح قابل مشاهده مي... ، ژن درماني و DNAواكسن 

ذرات كامل باكتريوفاژ خصوصيات فراواني دارند كه باعث ). 17(
ي واكسـن  شود به عنوان يك حامل ايـده آل جهـت طراح ـ  مي

هاي فـاژي ارزان بـوده و ايـن    واكسن. مورد استفاده قرار گيرند
فاژهـا  . قابليت را دارند كه به آساني در مقادير زياد توليد شوند

 24بـيش از   11يا   3حدود  pHبسيار مقاوم  بوده و حتي در 
مانند؛ بنابراين تجويز دهاني آنهـا نيـز امكـان    ساعت پايدار مي

-فاژهــا قــادر بــه تكثيــر در ميزبــان). 18(پــذير خواهــد بــود 

باشند و همين خصوصـيت سـبب شـده كـه     هاييوكاريوتي نمي
هـاي سـرطان   خطر جهت طراحي واكسناي مناسب وبيگزينه
خود ذره فـاژ ايـن قابليـت را دارد كـه بـه عنـوان يـك        . باشند

زيرا فاژها به دليل ماهيت ويـروس بـودن   . ادجوانت عمل نمايد
منــي بــه عنــوان آنتــي ژن خــارجي خــود، توســط سيســتم اي

 شوند و پاسـخ ايمنـي برعليـه آنهـا تحريـك      تشخيص داده مي
بنابراين واكسن هاي فاژي نيازي به ادجوانـت ندارنـد   . شودمي

واكسيناسيون با ذره كامل فاژي همچنـين باعـث القـاي    ). 19(

يك سيگنال ايمونولوژيك قوي در برابر پروتئين هاي پوششـي  
راين يك سيگنال قابل خوانش جهت تاييد اثر گردد، بنابفاژ مي

از طـرف ديگـر تيتـر بـالاي آنتـي      . دهدواكسيناسيون ارائه مي
بيان (بادي بر عليه فاژ با پاسخ ايمني بر عليه آنتي ژن واكسن 

تداخلي نداشته و اتفاقا مورد هدف واقع شدن ) شده بر روي فاژ
  زايش هاي عرضـه كننـده آنتـي ژن را نيـز اف ـ    فاژ توسط سلول

  ). 20( دهدمي
واكسيناسيون حيوانات آزمايشگاهي نشان داده است كه پاسـخ  
ايمني بعد از استفاده از فاژ به عنوان واكسن نسبت بـه زمـاني   

شـود، بـه   به عنوان واكسـن اسـتفاده مـي    naked DNAكه از 
فاژهـا قابليـت   . باشـد تر مـي طورچشمگيري شديدتر و طولاني
طور موثر و نمايش داده شدن  برداشته شدن، پردازش شدن به

ــر روي  ــلاس  MHCب ــلول  IIو  Iك ــط س ــي توس ــاي را حت ه
ايـن يـك   . هم دارند) APC(ژن اي عرضه كننده آنتيغيرحرفه

خصوصيت مهم جهت ايجاد يك پاسخ ايمني قوي و سـريع در  
ــر آنتــي همــين ). 7(باشــد ژن آزاد شــده توســط فــاژ مــيبراب

فاژ جهـت طراحـي و    خصوصيت اساس  و مكانيسم استفاده از
  .باشدهاي مهار كننده ميساخت واكسن

هـاي فـاژي موضـوعي    مسئله بي خطر بودن استفاده از واكسن
هاي انجام شـده بـر روي   بررسي. باشدمهم و حائز  اهميت مي
دهد كه فاژهايي كه به صـورت دهـاني   افراد داوطلب نشان مي

ي در رابطه اند بي خطر بوده و هيچ پيامدناخوشايندتجويز شده
همچنـين در  ). 21(با به كار بردن فاژها گـزارش نشـده اسـت    

ها انجـام شـد هـيچ واكـنش     اي ديگر كه بر روي خوكمطالعه
موضعي يا سيسـتميك نامسـاعد بـه دنبـال ايمونيزاسـيون بـا       

  ). 22(واكسن فاژي مشاهده نشد 
اولين استفاده از ذره كامل فـاژ جهـت تحريـك پاسـخ ايمنـي      

صورت  1988خارجي بيان شده روي آن در سال  برعليه پپتيد
در صـورتي كـه ذرات فـاژي بـا فيـوزكردن پپتيـدهاي       . گرفت

ايمونوژن به پروتئين هـاي سـطحي آنهـا، بـه عنـوان واكسـن       
 phage-displayمورداسـتفاده قرارگيرنـد، واكســن حاصـل را    

vaccine در . مي نامندphage-display vaccine هـاي  ژنآنتي
حريك پاسخ ايمني يا با انتقال ژن و بيان آن بـر  مدنظر جهت ت

روي سطح فاژ و يا با اتصال مصنوعي آنها به سطح فاژ، بر روي 
دهد بسياري از مطالعات نشان مي. ذره ويروسي قرار مي گيرند

هاي حيواني، ايمونيزاسيون حيوان با ذره كامل فـاژ  كه در مدل
ست، قـادر بـه   ژن هدف را روي سطح خود بيان كرده اكه آنتي

هرچند نتايج به . باشدبادي اختصاصي ميهاي آنتيالقاي پاسخ
دست آمده در مدل هـاي حيـواني ، الزامـا بيـانگر شـرايط در      
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توانـد اعتبـار و صـحت    باشـد، امـا مـي   هـاي هـدف نمـي   گونـه 
  ).12(ها را اثبات نمايد استراتژي

آشـكار سـاخته    PSMAهاي صورت گرفته بر روي بيان بررسي
-هاي ترشحي اپيكه بيان اين مولكول به شدت به سلول است

اين مولكول بيان خارج ). 23(گردد تليوم پروستات محدود مي
پروســتاتي محــدودي دارد كــه در مغــز، روده كوچــك، كبــد،  

بيان . گرددهاي پروگزيمال كليه وغدد بزاقي مشاهده ميتوبول
PSMA   ل بـار بيشـتر از بافـت نرمـا     10در سرطان پروسـتات

پروستات مي باشد و بيان آن در پروستات نرمال نيـز بـه نوبـه    
بـار بـيش از    100تـا   50بار بيشتر از بيان در مغـز و   10خود 

هاي اين پروتئين در ساير بافت. بيان كبدي يا كليوي مي باشد
  ). 11(اي ندارد بدن بيان قابل مشاهده

ــدود   ــان مح ــرطان   PSMAبي ــمگير آن در س ــزايش چش و اف
ه پروستات و نيز ماهيت غشايي بودن آن باعث شده كه پيشرفت

اين مولكول به عنوان يك هدف بالقوه مفيـد و كارآمـد جهـت    
تشخيص، مديريت و درمان سرطان پروستات مورد توجه قـرار  

آزمايشات باليني اخير شواهد قابل توجهي براي استفاده . گيرد
 به عنوان يك هدف، جهت درمان سرطان پروستات PSMAاز 

مطالعـات جهـت تهيـه واكسـن بـا اسـتفاده از       . دهنـد ارائه مي
PSMA      هـاي  در مراحل ابتـدايي نشـان داده اسـت كـه پاسـخ

بدون هيچ گونه سميتي در بيمـاران مبـتلا    PSMAايمني ضد 
تحقيقـات  . باشـد به سرطان پروستات قابـل توليـد شـدن مـي    

هـاي اطمينـان بخشـي بـراي جسـتجوي      صورت گرفتـه، پايـه  
بـادي و واكسـن فـراهم كـرده     بهينه بر اساس آنتي هايدرمان
  ).11(است 

هاي توليـد واكسـن، كـه در مـورد     اين پروژه يكي از استراتژي
سرطان پروستات كمتر مورد مطالعه قرار گرفتـه بـود را مـورد    

نوتركيب بـر روي باكتريوفـاژ    PSMAژن آنتي. بررسي قرار داد
ن هـاي فـاژي   از آنجـا كـه واكس ـ  . بيان گرديـد M13 اي رشته

هاي ايمني سلولي و هومورال را به صورت توام تحريك سيستم
نمايند و با توجه به امكانات و هزينه موجود، تنهـا تحريـك   مي

ــوان      ــر روي حي ــه ب ــس از مطالع ــورال پ ــي هوم ــخ ايمن پاس
آزمايشگاهي مـورد بررسـي قـرار گرفـت كـه نتـايج حـاكي از        

زريـق واكسـن   تحريك شديد پاسخ ايمني هومورال به دنبـال ت 
ــود ــنش     . ب ــيچ واك ــات ه ــه حيوان ــي مطالع ــين در ط   همچن

اي مشاهده نشد كه اين امر محققين را در استفاده از ناخواسته
در مراحـل بعـد جهـت    . نمايـد هاي فـاژي ترغيـب مـي   واكسن

هـاي  بررسي اثر مهـاري واكسـن توليـد شـده بـر روي سـلول      
 سرطاني، سنجش پاسخ ايمنـي سـلولي و مطالعـات تومـور در    

 .حيوان آزمايشگاهي در اولويت قرار خواهند گرفت
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