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رغم آثار های سنی و علیرغم در دسترس بودن واکسن مجاز برای تمام گروهشود. علیمیومیر صدها نفر در دنیا ویروس آنفلوانزای عامل مرگ: زمینه و هدف

وسیله متیل به  MF59این تحقیق ادجوانت در مانده است.عنوان یک مشکل عمده برای سلامت عمومی باقیشده آن، هنوز ویروس آنفلوانزای بهسودمند ثابت

 گلیکول کیتوزان ارتقا یافت.

 گیری شد.شیمیایی و میزان تحریک پاسخ ایمنی همورال ادجوانت در ترکیب با ویروس آنفلوانزای اندازهویزیکفخصوصیات  ها:مواد و روش 

با  تغییر محسوس نداشت. ایمونیزاسیون موش دو سالادجوانت در طول   pHتولید شد. 61و پتانسیل زتای  252ادجوانت جدید با قطر نانوامولوسیون  نتایج:

 ایجاد کند. MF59بیشتری در مقایسه با ادجوانت  HAIموجب شد عیار  آنفولانزاادجوانت و ویروس 

اند جایگزین تویافته با ایجاد خواص مطلوب فیزیکوشیمیایی، همچنین القا پاسخ ایمنی همورال قوی و عدم ایجاد عوارض موضعی میادجوانت تکامل گیری:نتیجه
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 مقدمه
 و هاانسان سلامتی علیه اساسی تهدید یک آنفلوانزای ویروس

 زیاد بسیار تغییرات سبب . به(2)شود می محسوب حیوانات

 گستردههای اپیدمی عامل هرساله (Antigenic drift) ژنیکیآنتی

 ترکیب سبب به این، بر علاوه. گرددمی انسان هامیلیون عفونت و

 این جدید، هایزیرمجموعه و آنفلوانزای متفاوتهای گونه ژنی

 ،6) است برخوردار اپیدمی ایجاد برای بالایی پتانسیل از ویروس

های رغم در دسترس بودن واکسن مجاز برای تمام گروه. علی(3

عنوان یک رغم آثار سودمند آن، هنوز آنفلوانزای بهسنی و علی

ها در شیوع فصلی و مشکل عمده برای سلامت عمومی انسان

ه است ماندای اتفاق بیافتد، باقیتواند به شکل دورهمسری که می

رفعال که برای انسان استفاده . تعدادی واکسن آنفلوانزایی غی(4)

دار و مرغ نطفهاند که طی رشد در تخمشود به ثبت رسیدهمی

های آنفلوانزای آید. اولین نسل واکسنسازی به دست میخالص

بر مبنای کل ویروس بودند که با فرمالین یا بتاپروپیولاکتون برای 

ی ماکنون تعداد خیلی کاستفاده واکسن غیرفعال شده بودند. هم

. (5)ها بر مبنای ویروس کل و غیرفعال شده هستند از واکسن

های جدید غیرفعال با رشد دادن ویروس آنفلوانزای در واکسن

 ( همانند (Continuous cell linesهای کشت ممتد سلول

Madin-Darby Canine Kidny Cells ((MCDK  پیوسته به

شده برای بالا شناختهها، بهترین راه . ادجوانت(2)آیند دست می

های اند و اغلب واکسنشدهها بیانبردن واکنش ایمنی به واکسن

ها، ها هستند. ادجوانتمجاز در سراسر جهان شامل ادجوانت

ا هشده برای بالا بردن واکنش ایمنی به واکسنبهترین راه شناخته

پژوهشیمقاله   
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های فصلی آنفلوانزای اند. در حال حاضر کمتر واکسنشدهبیان

ها استفاده نشده است ها در ترکیب آندارد که از ادجوانت وجود

ترین واکسن ادجوانت در جهان یکاربردنمک آلومینیوم  .(7)

ها به همراه آنفلوانزایی فصلی و است. استفاده از این ادجوانت

 است خوردهشکستهای آنفلوانزایی مرغی مسری، اغلب واکسن

ویروس  HAطحی های قبل نشان دادند جذب س. بررسی(8)

 ها بالا رفته اما پاسخدار در موشآنفلوانزای در آلومینیوم فسفات

 کند. مشاهداتبادی به واکسن در انسان افزایش پیدا نمیآنتی

 های آلوم مصونیت واکسنکه ادجوانتانکاری مبنی بر اینیرقابلغ

از طرفی فراوانی  (1)برند در دسترس هستند آنفلوانزای را بالا نمی

های روغنی بالای عوارض جانبی و موضعی مانع رشد ادجوانت

زایی ازاینکه مطالعات گسترده در رابطه با ایمنیمعدنی شد. پس

به اثبات رسید اولین مجوز را در   MF59خطر بودنافزایشی و بی

برای واکسن ویروس آنفلوانزایی غیرفعال فصلی در  2117سال 

یک ادجوانت  MF59کرد.  و بالاتر را دریافت 25اشخاص سنین 

است که قسمت روغنی آن  (Oil in Water) روغن در آب روغنی

طور است منبع این ماده در طبیعت به (Squalene) اسکوالن

 عمده روغن کبد کوسه است که به کمک دو سورفکتانت

Tweens  وSpans کارآیی شود. میزانپایدار می MF59  توسط

 ،26) شود( تعیین میnm 226)کمتر از  اندازه ذرات امولوسیون

22). 

و سه  MF59متشکل از یک بخش ادجوانت  Fluadواکسن 

مورد تائید  6625نوامبر  68در تاریخ  شدهکشتهسویه ویروس 

FDA شده که کیتوزان با تأثیر . ثابت(22)است  قرارگرفته

 +CD8و  +T CD4های و سلول B Cellsروی  CD69یش برافزا

های پیش التهابی و کاهش تنظیمی موجب ترشح سایتوکاین

CD44  مارکر مهاری( و(TLR4 توجه کیتوزان شود. نقطه قابلمی

 یرهاسازکه با فراهم کردن داربست کیتینی موجب  است ینا

تاکنون  اگرچه. (23 ،26)شود ژن از محل تزریق مییآنتآهسته 

ت اما ییدیه نگرفته اسأتادجوانت کیتوزان برای واکسن آنفلوانزای 

-ضرر و پاسخ مطلوب ادجوانت کیتوزان و همچنین فازایمن، بی

عنوان یک کاندید ادجوانت برای را بهآن  شدهانجامهای کلینیکال 

 .(24 ،7)کند معرفی می آنفولانزاواکسن 

حاوی مشتقات  MF59و  MF59در این مطالعه ادجوانت 

 Tween کیتوزان، مرکب از اسکوالن، متیل گلیکول کیتوزان، 

تولید شد. در انتها خواص  pH 6در سیترات بافر  Span85و 80

فیزیکی، شیمیایی و میزان پاسخ ایمنی هرکدام در ترکیب با 

 آنفلوانزایی سازگار شده به موش بررسی شد.
 

  هامواد و روش
 Methylglycol-chitosan ،Serum decay enzymeاسکوالن، 

تهیه گردید.  (Sigma Aldrich- San Luis)از  TPCK-و تریپسین

Tween 80 و Span85 از(Merk Milipor-Deutschland) ،

Fetal Bovin Serum (FBS) وDMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle Medium)  از(Gibco-UK) .تهیه گردید 

 آنفلوانزای و کشت سلولتهیه ویروس 

با  H1N1ویروس آنفلوانزایی سازگار شده به موش، تحت واحد 

شود( خوانده می PR8 اختصاراً)A/Puerto Rico/8/34 مشخصه 

هیه یتو پاستور ایران تانستی موسسه آنفولانزااز مرکز تحقیقات 

بادی تکثیر گردید. برای روزه فاقد آنتی 1مرغ جنین دار و در تخم

ح مرغ تلقیویروس به حفره آلانتوئیک هر تخم ml  6/6نظوراین م

 48به مدت  C˚37ها در دمای مرغی تخمنگهدارشد و پس از 

ها انکوباتور خارج کرده و مایع آلانتوئیک آن از دستگاهساعت، 

 هایعنوان منبع ویروس در ویالبرداشته شد. محصول حاصل به

 -ºC 76در دمای MDCKکوچک تقسیم و برای کشت در سلول 

 ذخیره گردید.

لیتر از محیط کشت میلی 26به همراه  MDCKهای سلول

DMEM  حاوی سرم جنین گاو(FBS)  به ظرف مخصوص کشت

 منتقل و در انکوباتور  T-25سلولی 
2CO  دار در دمایºC37  قرار

سلول در هر  236666داده شد. سوسپانسیون سلولی حاوی 

 با کمک محیط کشت آمدهدستبهلیتر تهیه شد. این حجم میلی

DMEM  26و% FBS  لیتر رسانیده شد. میلی 65به حجم نهایی

-لیتر از این مخلوط نهایی به هر یک از خانهمیلی 2سپس مقدار 

ساعت در  48یت به مدت تایی اضافه شد. این پل 64های پلیت 

 قرار گرفت.  ºC37دار با دمای  2COانکوباتور 

 و جداسازی آن MDCK ویروس به کشت سلول تلقیح

 اطمینان و میکروسکوپ زیر در تایی 64 پلیت مشاهده از پس

 روی کشت محیط یکدیگر، به MDCK هایسلول اتصال از

 .شدند داده شستشو PBS فسفاته بافر بادومرتبه  و حذف هاسلول

 .گردید اضافه استاندار ویروس از میکرولیتر 666 به هر چاهک

 اعتس یک مدت به پلیت ویروس به سلول، جذبمنظور بهسپس 

  از تـپلی شد داده قرار ºC37ای ـدم در و دار 2CO ورـوباتـانک در
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 محیط از لیترمیلی یک پلیت چاهک هر به و خارج انکوباتور

 غلظت با TPCK-تریپسین و حاوی FBSبدون  DMEM رشد 

 گردید. اضافه µg/ml6نهایی 

 انکوباتور در پلیت ویروس، رشد محیط نمودن اضافه از پس

2CO دمای  با دارºC37 و نگهداری شدند هفته یک مدت به 

 میکروسکوپ زیر در( CPE) آسیب اثر مشاهده جهتهرروز 

جداسازی ویروس مشابه گزارش  .گرفت قرار یموردبررس معکوس

 25-26طور خلاصه گردیان غلظتی (. به25قبلی انجام گرفت )

درصد از ساکاروز تهیه و همراه با مایع رویی کشت سلول در 

سانتریفیوژ  ºC4و به مدت یک ساعت در دما  g  266666سرعت

در  PBSبا  شستشوگردید. پس از برداشت لایه ویروسی و 

، پلیت ºC 4مدت یک ساعت در دمای و به g  266666سرعت

سوسپانسیون مجدد گردید. تیتر  PBSلیتر ویروسی در پنج میلی

 Tissue Culture  50TCID)ویروس با استفاده از کمیت سنجی

Infectious Dose50) موش-روش رید(Reed and Muench)   و

ی هاگزارشمشابه  (HA) هماگلوتیناسیون سنجش یشآزما

ی سوسپانسیون آورجمع(. پس از 22پیشین محاسبه شد )

و  HAاز کشت سلولی و انجام تست  آمدهدستبهویروسی 

50TCID ژن ویروسی وهای با تیتر مناسب جهت تهیه آنتینمونه 

تا زمان استفاده نگهداری  -C ˚76ایمونیزاسیون انتخاب و در دما

 شدند.

 ترکیب منظوربه ویروسی ژنیآنت تولید :ویروسی ژنآنتی تولید

گرفت  آنفلوانزای انجام واکسن تهیه و شدهیهته ادجوانت با

سازگار شده با موش در کشت سلول  A/PR/8/34ویروس 

MCDK  تکثیر شد قبل از غیرفعال سازی ویروس، میزان دوز

پس از برداشت ویروس  .محاسبه شد  50TCIDویروس به روش 

به مدت نیم ساعت در دمای اتاق  %6/6با فرمالیایمونیزاسیونن 

و  MCDKغیرفعال شد. غیرفعال بودن ویروس در کشت سلولی 

ها به مدت سه روز توسط ژنتائید شد. آنتی CPEعدم ایجاد 

 ºC4در دمای  PBS( و بافر kD cut off 26666کسیه دیالیز )

 (.25)دیالیز شدند 

 هالید ادجوانتتو

یری خصوصیات فیزیکوشیمیای گاندازهمراحل تولید و 

ادجوانت در مرکز رشد و آزمایشگاه فارماسیوتیکس دانشکده 

 داروسازی شیراز انجام گرفت.

  MF59تولید ادجوانت 

 رایـشده بیفتعر تانداردـبر طبق فرمول اس MF59وانت ـادج

ترتیب که ترکیب آب مقطر و پلی ینابه .این ادجوانت ساخته شد

یلی مول بافر سیترات م 26به  (Tween 80) 86سوربات 

(5/2pH  اضافه شد میزان غلظت )Tween 80 در ترکیب(W/V)  

به سوربیتان تری اولئات  5%  (W/V)سپس اسکوالن بود 5/6%

85 (Span 85)(W/V)  5/6%  اضافه شد. سپس ترکیب

 25تکس و هموژنایز به مدت توسط دستگاه ور آمدهدستبه

یله دستگاه وسبه شدههمگندقیقه همگن شدند. ترکیب 

در پنج سیکل چرخش  IKA T18 basic, UK)میکروفلودیذر )

قرار گرفت و سپس از نازل خروج  Psi  266666فشارتحت

میکرومتر عبور داده شد تا نانو قطرات  66/6ی و از فیلتر آورجمع

وند. ادجوانت حاصل تا زمان های آن حذف شبزرگ و جرم

 .(28 ،27)نگهداری شد  -ºC 4استفاده در دمای

 Methylglycol-chitosanمرکب از  MF59تولید ادجوانت 
(MF59+) 

یلی م 26به  (Tween 80) 86ترکیب آب مقطر و پلی سوربات 

 mg/ml 5/6( حاوی pH 5مول بافر استیک اسید )

Methylglycol-chitosan  اضافه شد میزان غلظتTween 80  در

به محلول   (W/V) %5سپس اسکوالن  بود 5/6%  (W/V)ترکیب

5/6% (W/V) Span 85  اضافه شد. ترکیب به دست آمد توسط

دقیقه همگن شدند.  25دستگاه ورتکس و هموژنایز به مدت 

و فیلتر  میکروفلودیک MF59مشابه ادجوانت  شدههمگنترکیب 

نگهداری  - ºC4اصل تا زمان استفاده در دمای شدند. ادجوانت ح

 شد.

ی، قطر، ویسکوزیته و پراکندگگیری میزان اندازه

 مورفولوژی نانوقطرات ادجوانت

میانگین قطر، پراکندگی و ویسکوزیته نانوقطرات به روش 

DLS (Dynamic Light Scattering) توسط دستگاهZetasizer 

Nano-ZS90  ها با آب انجام گرفت به این صورت که نمونه

انجام گرفت تمام  ºC 65رقیق و در دمای 5666/2دیونیزه 

 .(66 ،21)تکرار انجام شد  3در  صورتاین  بهها گیریاندازه

 گیری پتانسیل زتا ادجوانتاندازه

و در  ºC 65رقیق گردید و در دمای 66/2ها به میزان نمونه

توسط دستگاه  (RUN)یری کارگبه 266دقیقه و  36طول زمان 

Zetasizer Nano-ZS90 3ها در گیریقرائت شد. تمام اندازه 

 .(66 ،21)تکرار انجام شد 

 ادجوانت pHگیری اندازه

 مدت و در ایدوره صورتبهادجوانت  نگهداری زمانمدتدر  
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متر  pHادجوانت توسط دستگاه  pH هرماهیک سال  زمان

 ضبط شد. pHگردید و میزان نوسانات بررسی می

 موردمطالعهجامعه 

ای ماده نژاد هفته 2موش  5برای هر گروه آزمایش تعداد 

Balb/c ای دانشگاه علوم پزشکی شیراز از مرکز پزشکی مقایسه

پنج موش برای برسی میزان پاسخ ایمنی  هر گروهتهیه گردید. در 

همورال انتخاب گردید. تمامی مراحل آزمایش تحت راهبرد و 

ه ای دانشگایشگاهی مرکز پزشکی مقایسهآزماحیوانات  ملاحظه

 رتصوبههای مورد آزمایش علوم پزشکی شیراز انجام گرفت. گروه

رار ق موردمطالعهغیر وابسته  صورتبهبندی شدند و یمتقسزیر 

 گرفتند.

( ادجوانت MF59 3( ادجوانت 6 (PBS)پلاسبو  ( کنترل2

+MF59 4ژن بدون ادجوانت( آنتی 

 سرم: یآورزاسیون و جمعنیایمو

ژن بدون ادجوانت با آنتی Balb/cی اهفتهششهای ماده موش

  +MF59و MF59های ژن در ترکیب با هریک از ادجوانتیا آنتی

رای تهیه فرمولاسیون واکسن، ب .صورت صفاقی ایمن شدند

شده از کشت ویروس به نسبت یآورجمعژن ادجوانت و آنتی

 50TCID  426 هر موش میزان  درمجموعمساوی ترکیب شدند. 

میکرولیتر واکسن دریافت کرند.  266غیرفعال شده در  ویروساز 

تنها دریافت کردند. دوز  PBSها در گروه کنترل منفی، موش

س پ ها تزریق شدیادآور واکسن در هفته دوم مشابه قبل به موش

 66ها با تزریق موشون یمونیزاسیهفته از ا چهاراز گذشت 

و پس ( نیمه هوشیار شدند mg/ml)56میکرولیتر کتامین 

 -ºC76دمای  در شدهجداسازی سرم  ی خون بطنی وآورجمع

 .(62) نگهداری شدهای بعدی برای بررسی

 (HAI) Hemagglutination inhibition  آزمایش ممانعت از

 هموگلوتیناسیون

ارزیابی ایمنی همورال ناشی از ادجوانت و ویروس  منظوربه

استفاده شد. در این آزمون از  HAIآنفلوانزای، از آزمون 

 56شکل استفاده گردید. ابتدا  Vای خانه 12های میکروپلیت

پس از  ؛ وحفره ریخته شد 26نرمال سالین در هر میکرولیتر 

 Serum decayکننده سرم )یبتخرتیمار کردن سرم با آنزیم 

enzyme میکرولیتر سرم موشی اضافه گردید  56( به اولین حفره

سازی سریالی دو برابر انجام شد و یقرقو پس از پیپتاژ کردن، 

. سپس به هریک میکرولیتر دور ریخته شد 56یتاً از حفره آخر نها

واحد( اضافه و به مدت  4) HAژن میکرولیتر آنتی 56ها از حفره

 دقیقه در دمای اتاق قرار داده شد. 36

 %5/6میکرولیتر گلبول قرمز مرغ  56پس از گذشت این مدت 

دقیقه در دمای آزمایشگاه  45ها اضافه و به مدت به همه حفره

ممانعت از  %266ای که در آن ین حفرهآخرقرار داده شد. 

عنوان عیار آنتی آنفلوانزایی هماگلوتیناسیون وجود داشت به

 واکسن قرائت گردید.
 

 نتایج
 Graph Pad Prismنتایج این تحقیق با برنامه

Software(version 5.03. Graph Pad software Inc. San 

Diego, California)   و روش آماریOne-Way ANOVA 

انجام شد.  Tuky Testها توسط آزمون تفسیر و مقایسه بین گروه

 در نظر گرفته شد. معنادار P <65/6مقدار 

 های تلقیح شده با ویروساز مایع رویی سلول HAنتایج آزمون 

عکس رقت  (HA)میزان عددی )عیار( هماگلوتیناسیون 

 جویروس در آخرین چاهک با هماگلوتیناسیون کامل بود. نتای

 
 هاییعدم هماگلوتیناسیون و خانه عنوانبهشده  یننشتههایی که گلبول قرمز برای سنجش عیار ویروسی. خانه HAنتایج آزمون  -1شکل 

 انجام گرفت. گانهسه صورتبه HA. آزمون استهای قرمز دهد دلیل بر آگلوتیناسیون گلبولگلبول نشان می ینینشتهکه عدم ایجاد تکمه و 
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ی ویروس تکثیر یافته نشان داد )شکل برا 268عیار  HAآزمون 

2.) 

 50TCIDنتایج آزمون    

کند ولی قادر به عیار ویروس را بیان می HAگرچه آزمون 

 ازآنجاکهیست. نسنجش ذرات عفونی ویروس )ویروس فعال( 

تعیین عیار ویروس برای تهیه فرمولاسیون واکسن امری ضروری 

عیار ویروس و سنجش  درک بهتر منظوربه 50TCID بود. آزمون

-2ذرات عفونی ویروس در نظر گرفته شد. از هر غلظت ویروس )

خانه منتقل گردید  64به پلیت  چهارگانه صورتبه( 2626تا  26

های متفاوت، ( در غلظت6شکل ویروس ) CPEو پس از مشاهده 

 شد. برآورد 50TCID 826میزان 

 هاادجوانتخصوصیات فیزیکی و شیمیایی 

ی، قطر، ویسکوزیته و پراکندگگیری میزان اندازه

 مورفولوژی نانوقطرات ادجوانت

میانگین قطر، پراکندگی و ویسکوزیته نانوقطرات به روش 

DLS توسط دستگاهZetasizer Nano-ZS90   انجام گرفت. نتایج

-آمده است. همچنین آنالیزی 2و جدول  3حاصل آن در شکل 

های فوق ساختاری و مورفولوژی نانوقطرات ادجوانت توسط 

 قرار گرفت. موردمطالعه SEMمیکروسکوپ الکترونی و به روش 

 آزمایش ممانعت از هموگلوتیناسیون (HAI) نتایج

یجادشده توسط واکسن اارزیابی پاسخ ایمنی همورال  منظوربه

آزمایش ممانعت از  استفاده شد. HAIآنفلوانزای، از آزمون 

 
از  %56میزان رقت از ویروس که قادر به عفونی کردن  دهندهنشانکه  50TCIDمیزان جرم ویروسی به روش  -2شکل

 MDCKی هادر سلولتوسط ویروس آنفلوانزای  CPEعدم ایجاد  2شماره محاسبه گردید. در تصویر  استهای سالم سلول

 است. مشاهدهقابلیله ویروس وسبه MDCKی هادر سلول CPEایجاد  6و در تصویر 

 

 
( و A)تصویر  MF59یدشده تولکه میانگین قطر و پراکندگی نانوقطرات امولوسیون  DLSنمونه گرافت دستگاه  -3شکل

+MF59 تصویر را نشان می( دهدB.) 
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داد گروه ( نشان 2و نمودار  4هموگلوتیناسیون )شکل 

کند که در را ایجاد می HAIبیشترین عیار   +MF59واکسن

 >65/6Pبا در نظر گرفتن  MF59مقایسه با گروه واکسن 

دار بود. این افزایش عیار در مقایسه گروه واکسن بدون یمعن

دار بود. در گروه یمعن >662/6Pادجوانت با در نظر گرفتن 

 یی بود.شناساقابلتر از حد یینپا HAIعیار  PBSکنترل 

میانگین در جدول پایین آورده شده است. صورتبهشد و  گیریاندازه شدهیهتههای وانتشیمیایی ادج-خصوصیات فیزیکو -1جدول   

 ادجوانت
میانگین قطر نانو 

 قطرات امولوسیون

پتانسیل 

 زتا
 pH ویسکوزیته

pH 
 طی یک سال

توزیع پراکندگی نانو 

 ذرات امولوسیون

MF59 256~ 61 76/6 8/2 67/6± 2/7 66/6± 7/6 

MF59+ 252~ 5/65 74/6 4/2 65/6± 7/2 63/6± 2/2 

 

 
و ویروس بدون ادجوانت. ایجاد تکمه دلیل بر ممانعت از هماگلوتیناسیون  MF59+ ،MF59برای گروه  HAIتصاویر مربوط به آزمون  -4شکل

د ژن ویروسی + بودند. عدم وجوبادی ضد آنتیوجود آنتی ازنظرها شدند. این حفرهین مینشتههای قرمز یجه آن گلبولدرنتهای قرمز که گلبول

ب های قرمز رسوهای ممانعت از هماگلوتیناسیون موجب آگلوتینه شدن گلبول قرمز شد. عکس رقت آخرین حفره که در آن گلبولبادیآنتی

 های مورد آزمایش با سه تکرار مورد آزمایش قرار گرفتند.در نظر گرفته شد. گروه HAIعنوان عیار داشتند به

 

 
و واکسن  MF59 ،MF59+های ویروس آنفلوانزای در سرم موش پس از گذشت چهار هفته از ایمنوزاسیون برای گروه HAIعیار  -1نمودار 

اختلاف  دهندهنشان، *** >62/6Pدار یمعناختلاف  دهندهنشان، ** >65/6Pدار یمعناختلاف  دهندهنشانبدون ادجوانت بررسی گردید. * 

 انحراف معیار نشان داده شد. ±میانگین عیار  صورتبهها . داده>662/6Pدار یمعن
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 گیریبحث و نتیجه

های تجاری و محققان تکامل و یکی از اهداف مهم شرکت

 یله یک ادجوانت بالقوه که بتواندوسبهتوسعه واکسن آنفلوانزای 

های ویروسی های متفاوت سویهنژعلیه آنتیمصونیت متقاطع 

. برای افزایش پاسخ ایمنی و مصونیت استآنفلوانزای ایجاد کند 

های مختلف ادجوانت یه ویروس آنفلوانزای، تأثیر سیستمعل

یی شیمیا -ها و ترکیبات داروییگیاهان، حشرات، باکتری ازجمله

کننده سیستم یکتحرهای ها، کمپلکسیونامولسشامل نانو 

ها در مدل موشی (، کیتوزان و لیپوزوم(ISCOMsایمنی 

یونی روغن در امولسیک ادجوانت  MF59 .(66اند )شدهیبررس

های آنفلوانزایی فصلی و پاندمیک در آب است که برای واکسن

( H3N2و  H1N1)  Aیهدوسوترکیب با سه سویه ویروسی شامل 

تولید  Novartisط شرکت توس Fluadتحت عنوان  Bسویه و یک

( این 63دریافت کرد ) FDAمجوز  6625شد و در نوامبر 

 ی نشان داده که قادر به ایجاد ایمنی متقاطعخوببهادجوانت 

(Cross-reactive immunity) های ویروسی در علیه دیگر سویه

های پیش درمانگاهی نشان دادند . تجربهاستمدل موش و انسان 

کننده سیستم ایمنی یتتقودر ترکیب با یک  MF59که 

Immunopotentiators)) تواند پاسخ ایمنی بهتری نسبت به می

در بیشتر مواقع همراه با  متأسفانهاما ؛ داشته باشد MF59 تنها

تاکنون  هرحالبهیرات مخرب جانبی همراه بوده است. تأث

ده شکننده ایمنی مناسب و سازگار شناسایی نیتتقوچنین ینا

اجودانت با لحاظ داشتن  دودسته. ترکیب (65 ،64)است 

اسخ تواند پهایشان با یکدیگر میها و سازگاریخصوصیات، ویژگی

های سرسخت ایجاد کند. تری به پاتوژنیقوایمنی بسیار 

  (Delivery system) یک سیستم انتقالی MF59که ییازآنجا

یک محرک  با در نظر داشتن عوارض جانبی احتمالی، است

عنوان یک عنصر بدون عوارض و سالم به قبلاًسیستم ایمنی که 

رسیده است  FDAبرای تولید دارویی به تائید 

(www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/iig/index.cfm)  به

MF59  تلفیق شد. در این مطالعه، عدم وجود معرف استاندار د

 ژنیآنت به ما اجازه تعیین A/PR/8/34برای ویروس آنفلوانزایی 

HA  ژن رو آنتیینازاداد. عنوان جز اصلی واکسن را نمیبه

سنجش و تعریف شد. علیرغم این  50TCIDواکسن در الگوی 

که روش تعیین دهد ما نشان می توجهجالبمحدودیت، نتایج 

شده در مطالعات آینده واکسن آنفلوانزای در یفتعرژن آنتی

 تند. هدف از این ـهس مادـاعتابلـق MF59+ب با ادجوانت ـترکی

 
-و تولید یک نانو MF59مطالعه تکامل و توسعه ادجوانت 

یک  عنوانرو از مشتقات کیتوزان بهینازابود.  نوآورانهامولوسیون 

 -ژن در نانوآنتی نگهدارندِو داربست  (Co-Deliver)هم انتقال 

زایی استفاده شد و ایمنی MF59امولسیون روغن در آب ادجوانت 

و ویروس بدون ادجوانت بررسی  MF59آن نسبت به ادجوانت 

 شد.

و  225شده با میانگین سایز نانو ذرات یهتهادجوانت جدید  

ناچیز، رنج نرمال برای ادجوانت Polydispersity) پراکندگی )

MF59 قطر نانو قطرات نقش اساسی در  گرفت.را دربر می

زهکشی لنفوئیدی دارند. همچنین این خصوصیت برای انتقال، 

ژن که موجب القا پاسخ مناسب و برداشت، فراوری و عرضه آنتی

و  Mottram. (62)شود ضروری است سلولی و همورال می مؤثر

ثابت کردند که قطر نانوذرات کمتر از  6667 همکاران در سال

یماً از طریق زهکشی لنف در کمتر از چند مستقنانومتر  666

ساعت به دنبال تزریق در محل به ارگان لنفوئیدی نزدیک 

رسند. از طرفی این نکته را باید در نظر گرفت که همه می

عنوان اصول زیستی، سازگار و به صورتبهترکیبات ادجوانت 

. نانو امولسیون (67)در دسترس باشند  (GMP)ت خوب ساخ

یجه علاوه بر درنتنانومتر داشت  666شده سایز قطر کمتر از یهته

فیلتر شدن استریل شود این توانایی را  صورتبهتواند که میینا

های لنفاویی برسد. پتانسیل زتا یکی یماً به ارگانمستقدارد که 

ود شیونی محسوب میامولسانو از عوامل کلیدی برای ادجوانت ن

های قرمز و بایست با گلبولچراکه میزان بار نانوقطرات می

ژن سازگاری داشته های برداشت کننده آنتیهمچنین سلول

باشند. افزایش پتانسیل زتا به دلیل ایجاد نیروی دافعه موجب 

شود از طرف ی و ناهمگونی قطر نانو ذرات میپراکندگافزایش 

به  اکهچربه دنبال دارد  ترمخربتانسیل زتا نتایج دیگر کاهش پ

دلیل کاهش نیروی دافعه نانوذرات جذب یکدیگر شده و موجب 

یجه ناپایداری درنتنانو قطرات و  (Coalescence) آمیختگی به هم

شود. پتانسیل زتای کوتاه می زمانمدتنانو امولوسیون در 

ن نانوامولسیون را تضمی بلندمدتکه بتواند پایداری  قبولقابل

و  MF59. ادجوانت (61 ،68)گیرد قرار می 66-36کند رنج بین 

MF59+  نشان از پایداری  65و  61به ترتیب با پتانسیل زتای

 شود که کیتوزانادجوانت دارند. این نکته مستدل می بلندمدت

تأثیر چندانی بر تغییر پتانسیل  Inert)روح )یبعنوان یک عنصر به

، ویسکوزیته و pH. بررسی تغییرات (36)نانو امولسیون ندارد زتا 
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مشاهدات ماکروسکوپی ناشی از جداسازی فازی هر دو ادجوانت 

داری ژن تائید کننده پایشده، در قبل و بعد از ترکیب با آنتییهته

 .استها ادجوانت

داری یمعن صورتبه MF59ها با ادجوانت +واکسیناسیون موش

ویروس نسبت به واکسیناسیون با  HAIموجب افزایش تیتر 

و همکاران  Heipیا واکسن بدون ادجوانت شد.  MF59ادجوانت 

از کیتوزان  1mg/mlکه میزان ند نشان داد 6668در سال 

(DAD 85 and 3kDa Mw)  به همراه ویروس غیرفعال شده

-میزان آنتیضرر بوده و کاملاً برای موش بی H5N1 آنفلوانزایی

های معمول آلوم و ادجوانت بادی اختصاصی بیشتر از ادجوانت

خاصیت  6622 در سال همکاران و Dzung (.32) فروند است

 DADو درجه  366و  36، 66های Mwادجوانتی کیتوزان در 

امتحان کردند و نشان  H1N1ی آنفلوانزایبرای را متفاوت کیتوزان 

بیشترین پاسخ  DAD 85%و  366 یداده شد که وزن مولکول

ژن گروه آنتی یاستثناهمورال را به همراه دارد و در همه گروها به

و  Wu(. 36) بود %266روز پاسخ ایمنی  66پس از گذشت 

برای واکسیناسیون آنفلوانزای از کیتوزان  6626 در سال همکاران

 بادیمشاهده کردند که میزان آنتیاستفاده کرده و  شدهاصلاح

طور به H5N1 ژنآنتی در گروه هیدروزل کیتوزان وترشحی 

 بود  MF59ژن به همراه ادجوانتبیشتر از گروه آنتی دارییمعن

(33.) Malik شکل دیگر نشان دادند  6628 در سال و همکاران

در ترکیب با  Trimethyl-chitosan (TMC)شده کیتوزان اصلاح

ادی بند تیتر آنتیتوامی از طریق بینیو تجویز  PR8ی آنفلوانزای

 .(34را افزایش دهد )

و  MF59در این تحقیق پس از ایمنوزاسیون موش با ادجوانت 

+MF59 ای مبنی بر واکنش موضعی یا آزردگی گونه نشانهیچه

خطر و ایمن یـاهده نشد. همچنان که مطالعات قبل بـمحل مش

یا کیتوزان و مشتقات آن نشان داده بودند  MF59بودن ادجوانت 

(32، 31-35). 

یشنهاد ارائه پسه  MF59برای فهم بهتر خاصیت ادجوانتی +

بررسی شود  +MF59مدت ادجوانت یطولانایمنی  (2شود. می

-( گرچه تزریق داخل صفاقی واکسن موجب افزایش تیتر آنتی6

ال حینباا کننده در برابر ویروس آنفلوانزایی شد،یخنثبادی 

( 3زایی آن در تزریق داخل بینی مشخص نیست. خاصیت ایمنی

های تکمیلی نظیر بررسی پاسخ سلولی و ایجاد انجام آزمون

پروفایل سایتوکاینی توسط واکسن درک بهتری از میزان 

 نشان خواهد داد. +MF59زایی ایمنی

این مطالعه اولین بررسی پاسخ ایمنی مشتقات کیتوزان در 

برای واکسیناسیون ویروس  MF59 (MF59+)ترکیب با ادجوانت 

طور موفق توانست خواص به +MF59آنفلوانزایی بود. ادجوانت 

شیمیایی و پایداری نشان دهد. نتایج نشان داد که  -فیزیکی

MF59+ عنوان یکد بهتوانبا افزایش تنظیمی پاسخ همورال می 

خطر و ایمن برای واکسیناسیون ویروس آنفلوانزا و ادجوانت بی

های ضعیف در تحریک سیستم ایمنی در نظر گرفته دیگر پاتوژن

 شود.
 

 تشکر و قدردانی
ه ک استشناسی یمنیااین تحقیق بخشی از رساله دکترای 

است.  شدهثبتد -18-213توسط دانشگاه ارومیه و به شماره 

نویسندگان مقاله مراتب تقدیر و تشکر را از خانم دکتر فتوحی 

 را دارند. PR8برای اهدای سویه ویروس 
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Abstract 
 

Background & Objective: The influenza virus causes hundreds of deaths in the world. Despite the 

availability of some authorized vaccines for all age groups and its approved beneficial effects, the 

influenza is still a major problem for public health. 

Materials & Methods: In this study, the adjuvant of MF59 was developed by methylglycol-chitosan. 

The physico-chemical characteristics and immune response stimulation of novel adjuvant were 

measured in combination with the influenza virus. 

Results: The new adjuvant was produced with a nano-droplet diameter of 156 and Zeta potential of 

29. The pH of adjuvant was not significantly changed for two years. Immunization of mice with 

developed adjuvant makes more HAI titer than MF59 adjuvant. 

Conclusion: The favorable characteristics of physico-chemical properties and lack of local side effects 

of developed adjuvant as well as its strong humoral immunity can introduce it as a novel MF59 

adjuvants. 
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