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Abstract:  
 

Background: As a worldwide problem, hepatitis C Virus (HCV) infection  similar to HIV and 
vaccine studies on HCV is among the hottest research topics in the field. Such a vaccine should 
elicit strong humeral and cellular responses against HCV antigens (Ags). The major aim of the 
present study was to compare and optimize the responses against HCV core protein (HCVcp) 
immunization formulated in novel human compatible adjuvants. 
Materials and Methods: BALB/c mice were immunized by HCVcp, purified in native 
conditions and in different adjuvant formulation in separate following groups: Ag+CpG, 
Ag+M720 (Montanide ISA 720), Ag+F127 (Pluronic acid) and cocktails of Ag+F127+CpG and 
Ag+M720+CpG. ELISA-based assays were used to analyze IgG, cytokine and CTL responses. 
Results: The M720 (+CpG) immunized mice developed the highest HCVcp-specific titrations of 
total IgG,IgG1, 2a, 2b, and that of IFN-γ and IL-4 cytokines. HCVcp-specific-CTLs against 
relevant MHC class I peptides were detected only for Ag+M720+CpG, Ag+M720, and Ag+CpG 
groups, could be blocked by antimouse-CD8 antibodies and were stable for one year post-
immunization. 
Conclusions: The M720 formulation of HCVcp (with a synergistic effect by inclusion of CpG) 
induces equally strong Th1/Th2 responses and stable CTLs. 
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  مقدمه
مهمتـرين    يكي از  C (HCV)ودگي با ويروس هپاتيت     آل

هاي مـزمن كبـدي     بيماريبروز  هاي خوني است كه باعث      عفونت
ميزان شيوع  . ]1 [ شناسايي شد  1989 اين ويروس در سال      ؛گرددمي

برابر ميزان   بوده كه چهار درصد3حدود   درHCVجهاني عفونت  
 200 از   گر آن اسـت كـه بـيش        است و اين مورد بيان     HIVشيوع  

 ميليون نفـر    4ميليون نفر به اين بيماري مزمن مبتلا بوده و هر ساله            
 درصـد از    10 ابـتلاي حتـي      .]2 [شـود نيز به اين تعداد افزوده مي     

، به سيروز كبدي يك تهديد جدي عليه سـلامت  HCVمبتلايان به  
  ].3[ملي و جهاني خواهد بود 
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رغم شمار زياد افراد مبتلا، هنوز هيچ گونه واكسن مؤثري عليه     علي
HCV    ويروسـي موجـود     ين درمـان ضـد     وجود نداشته و مؤثرتر

 درصــد 50كمتــر از  در تنهــا) و ريبــاويرين INF‐γتركيبــي از (
بنابراين توليد يك واكسن مؤثر و مفيـد         ؛]3 [باشدبيماران مؤثر مي  

عليه اين پاتوژن ويروسـي و پيـشگيري از عواقـب ناشـي از ايـن         
 HCV. هاي تحقيقاتي اسـت   عفونت ضروري بوده و جزء اولويت     

 مثبت بـوده كـه كـد كننـده سـه            RNAاي   تك رشته  حاوي ژنوم 
و شش پروتئين غيرساختاري    ) E2، E1، Core (پروتئين ساختاري 

)NS (زايـي  ژنوم اين ويروس داراي قدرت بالاي جهش      . باشدمي
است و به علت هتروژن بودن ژنوم، شش ژنوتيپ مختلف و بـيش             

دن ژنوم هتروژن بو. ]5،4 [معرفي شده استبراي آن  زيرگونه 70از 
و قابليت بالاي جهش زايي و در نتيجه تغييـرات آنتـي ژنـي ايـن                

 معضل بزرگي جهت درمان و طراحي واكسن براي چنين          ،ويروس
نشان داده شده اسـت كـه        .]6،3 [ويروسي با توانايي تغيير بالاست    

به همـراه  Th2  و Th1ايجاد يك پاسخ ايمني سريع و قوي توسط 
هـاي   نسبت به پروتئين   Multi‐specificهاي ايمني سلولي    پاسخ

  خلاصه 
توليد   برايالعهمط رو ، از اين يكي از معضلات عمده بهداشت جهاني استHIVمانند ه C عفونت ويروس هپاتيت :سابقه و هدف

هاي سلولي و واكسن تهيه شده بايد پاسخ. باشدكي از موضوعات بسيار مهم تحقيقاتي ميي ) HCV) Cواكسن بر عليه ويروس هپاتيت 
هاي ايمني بر عليه هدف اصلي مطالعه حاضر مقايسه و بهينه سازي پاسخلذا،  . ايجاد نمايدHCVهاي  ژن قوي را در مقابل آنتيلهومور
  .باشدهاي جديد قابل استفاده در انسان، ميدر ايمني زايي با ادجوانت) HCVcp( پسيدك پروتئين

هاي مختلف در با استفاده از ادجوانت  و Native تخليص شده در شرايطHCVcp  به وسيله BALB/cهاي  موش:هامواد و روش
 Ag + CpG ،Ag + F127:هايگروه (Pluronic acid)  ،Ag + M720  (Montanide  ISA 720)، Ag + M720 +CpG ،

Coccktails of Ag + F127 + CpG هاي الايزا براي آناليز تزريق شدند و تستIgGهاي ، سايتوكاين و پاسخCTLانجام شد .  
، اينترفرون IgG، IgG 2a ،IgG1 ،IgG 2bهاي بالاترين تيتر آنتي بادي  M720 +CpG ايمني زايي شده به وسيلهموشي گروه  :نتايج
 + Ag + M720هاي در گروه ،Class I MHC  برعليه پپتيدهايHCVcpهاي اختصاصي  CTL. را نشان دادند4 ا و اينترلوكين گام

CpG  ،Ag + M720و Ag +CpGهاي بادي مشاهده شدند كه به وسيله آنتيAnti mouse CD8  ها تا يك سال پاسخ مهار شده و
  .بعد از ايمني زايي پايدار بودند

 Th1/Th2 هاي قويباعث القاي همزمان پاسخ) CpGبا يك اثر سينرژيك همراه با  (HCVcp با آنتي ژن M720 تركيب :ينتيجه گير
  .گردد پايدار ميCTLو 

  ، ادجوانت جديد، ايمني زايي در موشC، هپاتيت Core پروتئين : كليديواژگان
 26- 39 ، صفحات1389، بهار 1 پژوهشي فيض، دوره چهاردهم، شماره–صلنامه علمي ف                                                                            
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HCV          سـازي  ، باعث كاهش و محدوديت تكثير ويروس تـا پـاك
علاوه بر اين، بسياري    . ]7،3 [شودنهايي آن از بدن ميزبان آلوده مي      

CD8 هـاي  CTLگر آن است كـه احتمـالا     از شواهد بيان  
 نقـش  +

 ـ سـازي خـود    طي دوره پـاك    HCVحياتي در حذف     خـودي  ه  ب
ن بـا اينترفـرون و همچنـين درحـين درمـان            ويروس بدون درمـا   

ژن مربـوط بـه     . ]9،8،3 [كنـد ضدويروسي با اينترفرون بـازي مـي      
-بين ژنوتيـپ   ، در )C) HCVcp  ويروس هپاتيت  Coreپروتئين  

 همچنين اين   ؛هاستترين ژن  از محافظت شده   HCVهاي مختلف   
‐B‐Cell، T هپروتئين داراي چندين شاخص خوب شـناخته شـد        

Cell   و CTL     بوده و نشان داده شده است كه حضورCTL  هـاي 
 باعث بهبود   INF درحين درمان با     Coreاختصاصي عليه پروتئين    

به علاوه مشاهده شده اسـت      . ]11،10 [شوندتر افراد مبتلا مي   سريع
 امكـان   HCVcpهـايي عليـه      CTLرغم حـضور چنـين      كه علي 

 ايـن    بـراي  CTLهاي جهش يافته فرار كننـده از        پيدايش واريانت 
هاي ويروسـي ماننـد      شرح آن براي ديگر آنتي ژن      پروتئين كه قبلا  

NS3 و E2بنــابراين . ]12 [گــردد ايجــاد نمــي، داده شــده اســت
HCVcp     كارگرفتـه شـدن در واكـسن       ه   يك كانديد اوليه براي ب

HCV بـــــراي درمـــــان (Therapeutic) و پيـــــشگيري 
(prophylactic)    عليه عفونت HCV         است و بـه همـين دليـل 

 در سـاخت    (HCVcp)مطالعاتي جهـت كـاربرد ايـن پـروتئين          
 ؛]14،13،3 [واكسن احتمالي عليه اين عفونت انجام گرديده اسـت        

هاي نوتركيب مانند   ژنهاي مناسب، آنتي  هرچند در غياب آدجوانت   
HCVcp  ،هاي ايمني سلولي ضـعيف و متمايـل بـه           پاسخ ،عموما

Th2  رغم بي ضرر بودن آنهـا،      به علاوه، علي  . ]15 [نمايند القاء مي
جهـت   كه اخيـرا  ) آلوم( هايي مانند تركيبات آلومينيومي   آدجوانت

ضـعيف بـوده و     ت  ، به نسب  اندمصرف گسترده در انسان تأييد شده     
-اغلب نيازمند چندين دوره ايمن سازي به منظور توليد آنتي بـادي  

ها نيـز پاسـخ سـلولي       باشند و البته اين آدجوانت    هاي حفاظتي مي  
بنـابراين تحقيقـات     ؛]16 [نماينـد  را نيز ايجاد مـي     Th2ايل به   متم

هـاي  هاي سازگار با انسان در تركيب با آنتي ژن        درمورد آدجوانت 
اليگــودي اكــسي . مختلــف جهــت تهيــه واكــسن ضــرورت دارد

گوانين دي متيلـه    -بردارنده سيتوزين   در (ODNs)نوكلئوتيدهاي  
 CpG)هـاي دي نوكلئوتيـد    موتيـف (CpG)شده  ODNs)   بـه

ها هستند كه به واسـطه افـزايش        عنوان گروه جديدي از آدجوانت    
ــروتئين ــعرضــه پ ــول ب ــاي محل  MHCوســيله ه ه Class  I‐

restricted T cellsطور غير مستقيم باعث تحريـك ايمنـي   ه  ب
 Toll‐like از طريق واكنش بـا  T وBهاي ذاتي و همچنين سلول

receptor  (TL R9) هـاي جديـد  ارشگزبرخي  ].17 [شوندمي 
 بـه همـراه   CpG ODNsمبني بر ايمن سـازي همزمـان توسـط    

 و ذرات   ]HCV ]20-18 از   NS5B و NS3هاي نوتركيب   پروتئين
ــي  ــبه يروس ــامل   (VLPs)ش ــشره ش ــلول ح ــده در س ــان ش  بي
Core/E1/E222،21 [ منتشر شده است[.(M720) Montanid 

ISA 720 جديد بـوده  دجوانت نسبتاا يك (Seppic, France) 
هاي متابوليزه شده طبيعي و تركيـب تـصفيه شـده        كه داراي روغن  

mannide اين آدجوانت به عنوان يك انبـار يـا محـل           . باشد مي
 و محافظـت آنتـي ژن از        شنگهداري جهت كاهش سرعت رهـاي     

هاي هاي پروتئوليتيك و همچنين بهبود ارائه آنتي ژن به سلول         آنزيم
T  ـ هاي ا افزايش پاسخ . نمايد، عمل مي  وسـيله تركيبـي از     ه  يمني ب

M720 و  CpG  هاي   با پروتئينHCV‐NS3 5  وB  يها در موش 
نيـز   و در مطالعات مربوط به تهيه واكسن مالاريا و           ]18 [ايمن شده 

زايي آنها در حيواناتي مانند موش، خرگوش و ميمون         بررسي ايمني 
، آدجوانت Pluronic F127 (F127)]. 24،23 [گزارش شده است

 Copolymerديگري اسـت كـه يـك    پيشنهادي  surfactant 
هـا را در    شـكل طبيعـي پـروتئين     و  غيريوني و تثبيت كننده بـوده       

طور وسيعي در صنعت ه  باين ماده  ؛كندهاي بالا حفاظت مي   غلظت
 اسـتفاده   ،هايي كه مصرف انساني دارنـد     داروسازي جهت فرآورده  

 F127زمان  اخيرا نشان داده شده است كه كاربرد هم       . ]25 [شودمي
 نسبت به هم اثرات سينرژيكي داشـته و منجـر بـه             CpGبه همراه   

 .]27،26 [گـردد مـي  (TT)افزايش پاسخ ايمني نسبت به سم كزاز        
 HCVcp  بـه بيـان و تخلـيص    ما بعد از اقـدام در يك مطالعه، 

(amino acids 2‐122) در  E.coli ]4[    پتانسيل ايـن آنتـي ژن
در . ]5[كـرديم   بررسـي   را   mAbs  ايجاد ايمني زايي و توليـد      در

مطالعه حاضر، ضمن معرفي يك روش تخليص بسيار مـوثر بـراي            
هاي جديد در ميزان تحداكثر خلوص، بررسي دقيقي بر اثر ادجوان      

نتايج حاصل از مطالعـه     . زايي اين پروتئين انجام گرفته است     ايمني
 و تخليص   E.coliبيان شده در     HCVcpحاضر گواه آن است كه      

 ]28 [ه در شرايط طبيعي، به جهت افزايش احتمـال ذره سـازي           شد
تواند بسته به نوع تركيب آدجوانت، باعث القاي سطوح مختلفي          مي

 ؛ شـود  BALB/Cهـاي    در موش  CTLو Th1/Th2هاي  از پاسخ 
 اختـصاصي   CD4+CD8+CTL يك اپـي تـوپ جديـد         ،همچنين

HCVcp       ار  از پروتئين قـر    27-39 كه در محدوده اسيدهاي آمينه
  .گرفته در اين مطالعه معرفي شده است

  
  ها مواد و روش

توليد، شناسـايي، القـاء، بهينـه سـازي و بررسـي بيـان پـروتئين                
HCVcp:    

 داراي ژن مربوط به سـاختار       pIVEX.2.3پلاسميد بياني   
 domain) اول I)از پروتئين  Core) 2-122آمينواسيد HCVcp( 
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 سـاخته و در     ]4 [لـي مـا   هاي استاندارد در مطالعـه قب     توسط روش 
.  ترانسفورم شدE.coli BL21‐AI (Invitrogen USA)باكتري 

كاربرد   باaraBADپروتئين بيان شده تحت سيستم القاء پروموتور 
و به منظور ايمن سازي مـوش       ] 29 [شده   بيان    درصد 2/0آرابينوز  

 و بـا اسـتفاده از       Affinity‐Chromatographyها، به روش    
ــتون  ــل (NI‐NTA‐Agarose(Qiagen)س ــوتري -نيك  نيتريل

 باكمـك ايميـدازول    (Native)و شـرايط طبيعـي  ) استيك اسيد
 PD‐10هـاي   اسـتفاده از سـتون     تخليص گرديد و در نهايـت بـا       

(Amersham Biosciences,  Germany)ــا لاي  غلظــت ب
 پس از دو بار تخليص پـروتئين        در پايان، . ايميدازول حذف گرديد  

 VIVa) فيلتراسيون و از طريـق تغلـيظ كننـده   با استفاده از اولترا

Spin Viva  Science–Germany) درجــه . تغلــيظ گرديــد
ــب    ــروتئين نوتركي ــق پ ــولي دقي ــسجام و وزن مولك ــوص، ان خل

HCVcp توســط SELDI‐TOF  ــا ــي ب ــپكتروفتومتري جرم  اس
 بـا توجـه بـه پروتكـل شـركت      NPI Chip Arrayاستفاده از 

 Protein Chipاده ها توسط د. سازنده، مورد بررسي قرار گرفت

software نسخه (Chifehergen Biosystem) 3.2.1  آنـاليز 
 بـراي    درصـد  85شد و در نهايت بخش پروتئيني با خلوص بالاي          

جهـت تعيـين سـطح      . ايمني سازي مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت         
  .  استفاده شدQCL‐1000 Chromogenاندوتوكسين از تست 

  
  :ايمنوبلاتينگ

‐SDSي پـروتئين اوليـه نوتركيـب توسـط         پس از ارزياب  

PAGE12%،       و شده پروتئين مذكور به غشاء نيتروسلولوزي منتقل
نوارهـاي   ،سـپس .  بلوكـه شـد  Skimmed milk 3%به وسيله 

 HCVهاي مختلف توسط بيماران غشاء حاوي پروتئين در آزمايش
-هاي ايمن شده و مونوكلونال آنتي     سرم موش . مثبت مخلوط شدند  

 HCVي بادي موش Core  40‐21)كه اپي توپ  aa)  در انتهـاي 
N   از HCVcp   مورد اسـتفاده قـرار گرفـت        ،كند را شناسايي مي 

(Alexis Biochmical  uk) .   ،بعد از مراحـل متعـدد شستـشو 
فقط در موارد سرم ( Anti‐human IgG‐HRPنوارها به همراه 

 و در نهايت ه انكوبه شدAnti‐mouse IgG‐HRPو يا ) انساني
هاي سرم.  مورد ارزيابي قرار گرفتند    DABاستفاده از سوبستراي    با  

 منفي و سرم موش ايمن نشده به عنوان كنترل منفي           HCVانساني  
  . مورد استفاده قرار گرفتند

  
  :فرمولاسيون ايمونوژن

 بـه صـورت  Pluronic F127 (sigma)محلول اوليـه  

 (w/w) 16% در PBS تـا و نهايكـرده  در يخ تهيـه  را  سرد شده 
 جهت ايمن   (HCVcp) در تركيب با آنتي ژن       F127,8%محلول  

ــوش ــت ســازي م ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــا م ــا HCVcp. ه  ب
Montanide ISA 720 بـا   ،)فاز روغني به آبـي ( 7:3 به نسبت

 CpG ODN 1826 در مطالعـه حاضـر   .آنتي ژن مخلوط گرديـد 
(5' TCC ATG ACGTTC CTG ACG TT 3')    مربـوط بـه

براي اين منظـور    . ]30 [ورد استفاده قرار گرفت    م BALB/cموش  
CpG        به تركيبات مورد نظر در غلظت μg50       به ازاي هـر مـوش

وسيله ه  زايي آنها ب  جهت ارزيابي تركيبات جديد، ايمني    . اضافه شد 
هاي كلاسيك كامل و ناقص فرونـد        و ادجوانت  HCVcpتركيب  

(C/IFA)  ــد ــرار گرفتن ــسه ق ــورد مقاي ــشابهي ا. م ــات م ز تركيب
 و يا جـايگزين كـردن آن بـا          HCVcpها بدون حضور    ادجوانت

PBS  تركيـب  9طـور كلـي   ه ب.  به عنوان كنترل منفي به كار رفتند 
 ,Ag+C/IFA:آمــاده تزريــق بــا فرمولاســيون    HCVcp 

(Ag+PBs), Ag+F127,Ag+M720, Ag+CpG  و مخلـوطي 
 و در گروه كنتـرل      Ag+M720+CpGو   Ag+F127+CpG  از

PBs+F127+CpG, PBs+M720+CpG    مـورد بررسـي قـرار 
هـا در    از آنتي ژن به همـراه آدجوانـت        μg3جهت تركيب    .گرفت
يك سرنگ دو سـر     ادجوانت توسط    –هاي ياد شده آنتي ژن    غلظت

 تا در نهايت يك مخلـوط سـفيد         ه مخلوط شد  مخلوط كننده كاملا  
   .شيري رنگ همگن براي تزريق به دست آيد

  
  :ها ايمن سازي موش

اي و با وزن متوسـط       هفته BALB/c  ،8-6ده  ده موش ما  
 گرم براي هر گروه به صورت داخل عضلاني در بخش قـدامي             20

 از ايمنوژن ها در هفتـه هـاي       μl100وسيله  ه  عضلات درشت ني ب   
 5سه هفته بعد از آخرين تزريق،       . ]31 [ايمن سازي شدند   6 و   3،  0

  طحـال  هاي خون و  موش از هر گروه انتخاب و كشته شده و نمونه         
-ها جهت مطالعات دراز مدت تا يك       جمع آوري و بقيه موش     هاآن

روي  هاي قبلي طبق مطالعات و گزارش   . سال ديگر نگهداري شدند   
 ايمن شده بودند، ايمني زايـي بوسـيله         HCVcpهايي كه با    موش
μg3   از HCVcp        تزريـق يـادآور انجـام       2، به ازاي هر موش بـا 

  .]14 [گرفت
  

  :ELISAتست 
 نسبت بـه سـرم هـاي انـساني          HCVcpيمني  واكنش ا 

HCV                  مثبت و پاسخ آنتـي بـادي مـوش هـاي ايمـن شـده بـا 
HCVcp وسيله  ه   بELISA       مورد تجزيه و تحليل قرار گرفـت  .

 بـه ميـزان   HCVcp پـروتئين تخلـيص شـده        ،طور خلاصـه  ه  ب
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μg/ml 1            به عنوان مولكول پوشاننده در كف پليت هـاي اليـزا 
96‐well polyvinyl chloride plate (Nunc, Denmark) 

بعد از شستشو و مراحل بلوكـه كـردن،         . مورد استفاده قرار گرفت   
هاي  مثبت رقيق شده و يا سرم      HCVها با سرم هاي انساني      چاهك
 Retroگيـري از شـبكه   بـه دسـت آمـده توسـط خـون     ( موشي

Orbital (           پر شده و به مدت يك ساعت در دمايºc 37   انكوبـه 
‐Anti Human IgGشو، آنتي بـادي ثانويـه   بعد از شست. شدند

HRP   يـاGoat  Anti Mouse IgG‐HRP  37 اضـافه و در 
 بـا   در نهايـت  . ه مدت يك سـاعت انكوبـه شـد        درجه سانتيگراد ب  

 TMB (Tetrametyhl Benzidine, Sigma)اضافه نمـودن  
 nm450و پس از افزودن محلول متوقـف كننـده در طـول مـوج             

هـاي سـرمي مختلـف بـر        رقت. ها قرائت شد  جذب نوري چاهك  
هـا بـراي    تمامي آزمايش . تعيين شد ) OD=5/0(اساس آنتي بادي    

هـا و   ايزوتايپ. حداقل پنج موش و با سه بار تكرار انجام پذيرفت         
گونه كه در بـالا توضـيح داده شـد بـا             همان IgGهاي   كلاس زير

، IgG1  ،IgG2α  ،IgG2bهـاي اختـصاصي     استفاده از آنتـي بـادي     
IgG3ـ  و نهايتا موشي   Anti Goat IgG‐HRPكـارگيري ه  بـا ب

 بـه مقـدار دو      cut‐offها ميـزان    در تمامي آزمايش  . تعيين گرديد 
 ـهاي ايمـن    سرم موش (برابر ميانگين جذب كنترل منفي       شده يـا   ن

در نظر گرفته شد و هر نمونه سه بار مـورد           ) هاي منفي انساني  سرم
  .بررسي قرار گرفت

  
  :پپتيدها

 پپتيد  پنجهاي طحال در شرايط آزمايشگاه،براي تحريك سلول
 (specific peptide HCVcp H‐2 d restricted)اختصاصي

و  CD8+CTLهاي  به پاسخوابسته كه Core پروتئينبه مربوط 
  درصد95 با حداقل ،(P1‐P5)  آمينواسيد بودند10-13شامل 

   P1پپتيد . (Mimotopes, Australia)خلوص سنتز شدند 
)aa 25-16 ( با تواليNRRPQDVKFP كه در 

موشي  Sub‐dominantمطالعات قبلي به عنوان يك اپي توپ 
 با توالي  P5و همچنين پپتيد CTLكه با پاسخ ضعيف در 
DLMGYIPLVGAPLG كه در توالي خارج از محدوده پروتئين 

به عنوان كنترل منفي استفاده  ،قرار دارد) aa 122-2(مورد ارزيابي 
با توالي ) 39-48 اسيد آمينه (P3 پتيدپ. ]32[ شدند

RRGRRLGVRA كه در مطالعات قبلي به عنوان يك آنتي ژن 
 به عنوان كنترل مثبت استفاده ،ايمنودومينانت قوي معرفي شده است

 GCQIVGGVYLLRPبا توالي ) P2) aa 39-27پپتيد . ]33 [شد
 بر اساس TDPRRRSRNLبا توالي  )P4 aa119-110  (و پپتيد
   ،HLA peptide binding prediction software نرم افزار

 :است كه از طريق آدرس زير قابل دسترسي
 http://biomos.dert.nih.gov/moio/hla.bind راحيط 

حل  mg/ml 10 و در غلظت DMSO همه پپتيدها در .شد
  .نگهداري شدنديره  محلول ذخگرديده و به عنوان 

  
  :ارزيابي ترشح سايتوكاين

 Murineميزان آزاد سـازي سـايتوكاين توسـط كيـت     

Cytokine ELISA  (Ucytech,  Netherland) طبـــق 
 سلول هاي   ،طور خلاصه ه  ب. دستورالعمل شركت سازنده تعيين شد    

 Effector)طحال  cells)  موشي به ميـزان Cell/ml 106 ×2 در 
 mM 200 و FBS  درصــد10 حــاوي DMEMمحــيط كــشت 

 در غياب يا در حـضور       μl 200گلوتامين و آنتي بيوتيك در حجم       
HCVcp )μg/ml 10 (        در پليت هاي استاندارد اليزا كـشت داده
  درجـه سـانتيگراد،    37 ساعت انكوباسيون در دمـاي       72و پس از    

(5%) Co2 ،μl 100 از هـر  ) عاري از سلول( از مايع روي كشت
 توسـط كيـت     IFN‐γ و   IL‐4د و تيتـر     چاهك جمع آوري گردي   

  .سنجش گرديدمذكور 
  

  : محيط برون تني سايتوكسيك درTهاي ارزيابي لنفوسيت
CTL ــصاصي ــاي اخت ــHCVcp ه ــيله ه  ب ــوس  ستت

Lactate Dehydrogenase (LDH) )promega، Cytotox96( 
طبق دسـتورالعمل كارخانـه سـازنده بـا انـدكي تغييـر در روش               

 ـ. يري شد گآزمايش، اندازه   يـك هفتـه قبـل از        ،طـور خلاصـه   ه  ب
 روي  HCVcpهـاي يـادآور     هاي طحال، تزريـق   جداسازي سلول 

 (Effector cells)هـاي طحـال   سپس سـلول . ها انجام شدموش
 حاوي  DMEM روز در محيط     5-6هاي ايمن شده به مدت      موش
FBS 5 درصـد   M 5-10 ،2-ME و ،U/ml Murine  IL‐2 5 

محرك هر يك از پپتيدهاي سـنتتيك يـا         در حضور يا عدم حضور      
 ـ μg/ml 10به ميـزان     HCVcpهاي  پروتئين طـور جداگانـه    ه   ب

  P815 (Target cells)هاي هدف  سلول، همچنين؛كشت داده شد
 با محـرك تحريـك       )BALB/cرده سلولي ماستوسيتوماي موش     (

و كـــشت داده شـــدند و در نـــسبت هـــاي گونـــاگون شـــده 
(Effector/Trget)  E/T ،1/5 ،1/15 ــه  1/20و ــر گرفت  در نظ

وسيله ه   ب (Lytic) در هر آزمايش فعاليت ليتيك       ،در نهايت . شدند
 آزاد  LDHگيري تيتر    و سپس اندازه   E/T ساعت انكوباسيون    6-5

محاسـبه شـد و      nm 490واسطه سنجش جذب نوري در      ه  شده ب 
 طبق  ،درصد ليز اختصاصي  . هاي سه گانه تهيه شد    ميانگين آزمايش 

هاي تست طبق پيـشنهاد  رائه شده در كيت محاسبه و كنترل  فرمول ا 
در تمامي آزمايشات ميزان    . كارخانه سازنده در نظر گرفته شده بود      
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، در طي انجام تست، هميشه كمتر       LDHرهاسازي خود به خودي     
  درصـد  1ليز در حـضور     ( و بيشترين ميزان رهاسازي       درصد 5از  

100×Triton ( هاي   سلول جهت ارزيابي نوع  . بوده استCTL  از 
ــال موشــي ضــد   ــادي مونوكلون ــي ب ــوع آنت CD4دو ن

+ ،CD8
+ 

(Dako)استفاده شد .  
   

  :بررسي آماري
، ميـزان   CTLهـاي   دار آماري و تـست    هاي معني  تفاوت

-ترشح سايتوكاين و تيتر آنتي بادي اختصاصي توليد شده در گروه          

يسه دو در مورد مقا( tهاي آزمونوسيله ه هاي موشي ايمن شده،  ب 
بررسي ) در مورد مقايسه بيشتر از دو گروه( ANOVA اي و) گروه

 گـروه داراي اخـتلاف      ANOVAدر موارد انجام    . و ارزيابي شد  
           در تمامي آزمايشات. توكي مشخص شدندتعقيبي دار با تست معني

05/0P< در نظر گرفته شددار معني.  
  

 نتايج 
  :E.coli  بيان شده درHCVcpخصوصيات 
نـشان داده شـده     الـف   . 1شماره  طور كه در شكل      همان

 پـس از افـزودن آرابينـوز در سيـستم           HCVcpاست، بيان بالاي    
E.coli  BL21‐AI      مشاهده گرديـد كـه تحـت كنتـرل پروموتـور      

araBAD با اسـتفاده از آنـاليز دانـسيتومتري   . ]29[باشد مي(Lab 

work software  ,UK) روي ژل  كيلودالتوني بر21 باند SDS‐

PAGE     محصول بـه    .گردد مشاهده مي   درصد 85با درجه خلوص
) سـيتوزوليك ( از قـسمت قابـل حـل         HCVcpدست آمده براي    

 بـود و    mg/ml 5/2، حـدود    (Native)باكتري به شكل طبيعي     
 از پروتئين مذكور    μg 50 واحد اندوتوكسين در     25شامل كمتر از    

 Westernآناليز انجام شده توسط . بوده است blotting) شكل 
اطلاعات مربوط نـشان    ( مثبت   HCVو الايزاي سرم انساني     ) ج. 1

 . را نـشان داد    HCVcpآنتي ژنيسيته مناسـب از      ) داده نشده است  
با اسيد آمينه هاي اضافه شامل برچـسب     (HCVcpوزن مولكولي   

  . محاسبه گرديد KDa 18، 1  شمارهشكل) هيستيديني
  

هـاي   ترشح سايتوكاين در گـروه     بررسي پاسخ هومورال و سنجش    
  :هاي ايمن شدهمختلف موش

-در اين مطالعه تمام حيوانات واكسينه شده با فرمولاسيون

 اختصاصي با تيترهاي مختلـف را نـشان         IgGهاي مختلف، پاسخ    
 همراه بـا  HCVcpها با ايمن سازي موش). 2 شماره  شكل( دادند

الاتري از نـوع    طور معناداري تيتر ب   ه   ب M720+CpGادجوانت ها   
IgG ــروه ــاير گ ــه س ــسبت ب ــصاصي را ن ــشان داد اخت ــا ن در . ه

فرمولاسيون تركيب فوق، اثرات سينرژيك براي اين دو آدجوانـت          
هـاي اختـصاصي    در مقابـل، پاسـخ    . به وضوح قابل مشاهده است    

 شـكل  (C/IFAو   F127  ،F127+CCpGهاي  بادي در گروه  آنتي
 هرچنـد كـه مقـداري       ؛ادندتفاوت معناداري را نشان ند    ) 2شماره  
.  نيز مشاهده گرديد CpG+F127آنتاگونيستي نيز براي گروهپاسخ 

 مرتبط بوده و    IgG1 با پاسخ    IL‐4كه توليد سايتوكاين     از آنجايي 
- مرتبط مي  IgG2a   ، IgG2bنيز با توليد     IFN‐γتوليد سايتوكاين   

 در  ، نشان داده شده است    2  شماره طور كه در شكل    همان، و   باشد
 ايزوتايـپ   IgG2aها،     در تمامي گروه   IgGهاي  ارزيابي ايزوتايپ 

 ـ M720هـر چنـد گـروه       ). 2  شـماره  شكل(غالب بود    طـور  ه   ب
 ولي مجموعـه    ، را نشان دادند   IgG2aمعناداري تيترهاي بالاتري از     

اثـر آنتاگونيـستي نـاچيزي روي ايزوتايـپ          M720+CpGشامل  
IgG2a       داشتند و در مقابل تيترIgG2b ـ  طه   ب  وسـيله  ه  ور ناچيزي ب

در ). 2  شـماره  شـكل (اين تركيب آدجوانتي افـزايش يافتـه بـود          
 ,F127هاي ايمن شده بـا  مجموع در موش F127+CpG,CpG, 

C/IFA  نسبتIgG2a/IgG1 سرم Anti  HCV 1تـر از   پـايين 
-گروه ايمن شده با فرمولاسيون آنتي      ). Th2پاسخ جهت دار    ( بود

، فقط باعث ايجـاد تيترهـاي    به تنهاييHCVcp (Ag+PBS)ژن 
هـاي ترشـح شـده       يا سايتوكاين  IgGپايين آنتي بادي اختصاصي     
 نشان  3  شماره گونه كه در شكل   همان .نسبت به گروه كنترل گرديد    

 M720  ،M720+CpG داده شده، ايمنـي زايـي بـا فرمولاسـيون         
 IFN‐γ به صورت معناداري تيترهاي بالايي از        HCVcp، C/IFAو

 (~100pg/ml)هاي آدجـوانتي شـامل گـروه       سبت به ساير گروه   ن
(~200pg/ml) CpG و گروه (~100pg/ml) CpG+F127  را

هـاي   در مـوش IFN‐γهيچ پاسخ معنـاداري از ترشـح       . نشان داد 
هـا،  بر اساس داده   . مشاهده نگرديد  F127ايمن شده با فرمولاسيون     

 ـ     CpG+M720وسـيله فرمولاسـيون     ه  اثرات سينرژيك ضعيفي ب
 در برابـر    F127و از طرفي در مقابل اثر آنتاگونيـستي         شد  مشاهده  
CpG    در مورد ترشح سايتوكاينIFN‐γ شـكل ( ده گرديـد  ه مشا 

 500~) تيتر بالاي ترشح سايتوكاين استثنائا). 3شماره  pg/ml) 

IL‐4   يون  س فقط براي فرمولاM720   و M720+CPG   نشان داده 
  ).3 شماره شكل(شد 

  
 بـا ادجوانـت هـاي       HCVcpي  هـا  فرمولاسيون CTLهاي  پاسخ

  :مختلف
هاي ايمن شده بـا فرمولاسـيون        در گروه  CTLهاي  پاسخ
M720+CpG  ،M720   و CpG       درصد بالايي از ليز اختـصاصي 

 نـشان  E/Tهـاي مختلـف     را در نـسبت    (P815)هاي هدف   سلول
هاي ايمن شـده بـا   در مقابل در ساير گروه). 4  شماره شكل( دادند
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ــيون ــاي فرمولاس  ,C/IFA، F127ه HCVcp ،F127+CPG  و
قابـل ملاحظـه و معنـاداري        CTLهاي كنترل، هـيچ پاسـخ       گروه

هيچ پاسخي در تحريـك بـا پـروتئين خـالص و يـا           . مشاهده نشد 
گونه كه   همان ، اما ؛ مشاهده نگرديد  )P1  ،P4(پپتيدهاي كنترل منفي  

 پاسـخ   3 و   2 در تحريك با پپتيدهاي      ،شود مشاهده مي  4در شكل   
CD8اصي  سلولي اختص 

+T‐cell  علاوه، بلوكـه  ه ب.  مشاهده گرديد
CD8بادي ضد موشي     با مونوكلونال آنتي   CTLكردن  

 نـشان داد   +

CD4 از نوع    (Effector)هاي موثر   كه سلول 
‐ CD8

 زيرا  ؛ بودند +
Anti CD8فقط 

CD4 و نه مونوكلونال آنتي بادي ضد موشـي  +
+ 

د، . 4ه  هاي شـمار  شكل. (  گرديد (CTL)سبب افت پاسخ سلولي     
-زايي موش سال از ايمني  جالب است كه پس از گذشت يك      ). ه. 4

 پاسـخ  CPG, M720, M720+CPGهـاي  ها بـا فرمولاسـيون  
CTL  هاي پپتيدي   با محركP3   و P2      همچنان قابل مـشاهده بـود .

  

  
  

 E.coli در HCVcp كلونينـگ و بيـان   -1 شكل شـماره  –BL21AI)  تـصوير شـماتيك وكتـور بيـاني     ) الـفpIVEX2.3  شـامل ژن HCVcp:      
RBSسايت اتصال ريبوزوم  .ATGكه قسمتي از سايت برش NcoI ـب آنـاليز بيـان پـروتئين در قـسمت     . باشد، كدون آغازين است مي  وسـيله  ه ب

SDS‐PAGE     ستون  . با وسترن بلات نشان داده شده است      ج   و در قسمتU          ـ  له آرابينـوز   وسـي ه   مربوط به توده باكتري استخراج شده قبل از القاء ب
 ـ   HCVcp پروتئين   Pستون  .  توده باكتري ليز شده سه ساعت بعد از القاء است          CEستون  . باشدمي  از ليـز    Nativeوسـيله مـوش     ه   تخليص شده ب

تهـايي آمينـي     در ناحيـه ان    21-40بادي بر عليه اپي توپ اسيد آمينـه         مونوكلونال آنتي . باشد ماركر پروتئيني در مقياس كيلودالتون مي      Mستون  . سلولي
HCVcp   هاي نشان داده شده در قسمت چپ باندهاي پروتئيني سايز         فلش.  استفاده شده است KDa 9/20   از HCVcp وسيله ه  ر ا كه بSELDI‐

TOF هـاي   اختلاف در محل باندهاي پروتئيني در سـتون       ( دهدگيري و تاييد شده، نشان مي     اندازهCE   و P           ز بـه دليـل الكتروفـورز مقـادير بـالايي ا
 تخلـيص  P نشان داده شده است و در سـتون  CE فقط در ستون KDa 40باشد كه به صورت پروتئين دايمر ناحيه پروتئين استخراج شده در ژل مي    

  ).شودشده ديده نمي
  

  بحث 
در مطالعه حاضر ضمن ارائه يك روش بهينه براي بيـان و   

بررسي ،  C ويروس هپاتيت    Coreخالص سازي پروتئين نوتركيب     
هـاي قابـل كـاربرد در    يمني زائي تركيب اين پروتئين با ادجوانت  ا

 از  HCVcpمحصول به دست آمـده بـراي        . انسان انجام پذيرفت  
 حـدود   (Native)در فرم طبيعـي     ) سيتوزوليك(قسمت قابل حل    

mg/lit 5/2آناليز انجام شده توسط وسترن بلاتينگ و اليزا بر .  بود
 آنتـي ژنيـسيتي مناسـب       گـر  مثبت بيـان   HCVروي سرم انساني    

HCVcp      مقـدار محاسـبه شـده وزن       . باشـد  به دست آمـده مـي

 اين پـروتئين كوتـاه   ، اما، بودKDa18  تقريبا HCVcpمولكولي 
 SDS‐PAGE حركت نسبتا كنـدتري را در        ،شده كپسيد ويروس  

در حقيقت ميـزان انـدازه گيـري شـده توسـط روش             نشان داد و    
اين نتايج  .  بود KDa 9/20 دقيقا   SELDI/TOFاسپكتروفتومتري  

 در سيستم   ) اسيدآمينه HCVcp )20-1با مطالعه قبلي كه بر روي       
) KDa 21(انجـام گرفتـه      E.coli كـه در بـاكتري       IPTGالقايي  

)  اسيد آمينه  HCV )191-1 پروتئين كامل كپسيد     ].34[مطابقت دارد   
هـاي  اسيدآمينه(داراي سه بخش اصلي مي باشد؛ بخش هيدروفيليك         

    ].35[هاي هيدروفوبيك باقيمانده بعدي و بخش) 120-1
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. در موش هاي ايمن شده با فرمولاسيون هاي مختلـف بـه روش اليـزا   )  و ايزوتايپ هاي اختصاصيTotal IgG(مورال و آناليز پاسخ هاي ه-2شكل شماره 
هاي مختلف موشي به صورت حروف اختصاري در محـور           گروه ، همچنين ؛ استفاده شده است    در فرمول مربوطه   PBSجاي آنتي ژن از     ه  در دو گروه كنترل ب    

ها و به صورت  تكرار سه تايي و بـا  تمامي تست ها بر روي سرم مخلوط شده موش    ). هامراجعه به قسمت مواد و روش     (افقي نمودارها نشان داده شده است       
 . انجام گرديده استSDدر نظر گرفتن 

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
هاي طحال مـوش دو هفتـه بعـد از    سلول. هاي مختلف در فرمولHCVcpهاي ايمن شده به وسيله پروتئين  آناليز ترشح سيتوكاين در موش  -3ل شماره   شك

 IFN‐γ يـا    IL‐4به مدت سـه روز تحريـك و سـپس سـطح             ) μg/ml 2( به   ConA يا   HCVcpاز  ) μg/ml 10(آخرين تزريق جداسازي و به وسيله       
هـاي مـتن كـاملا     و روشواددر قـسمت م ـ ( هر فرمول به صورت مخفف در هر ستون عمودي در نمودار نشان داده شـده اسـت           .ه گيري شدند  مترشحه انداز 

  . بيان شده استpg/ml در مقياس SDانحراف از معيار و ميانگين و .   موش و براي سه بار انجام شده است5 هر تست براي .)توضيح داده شده است
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 با استفاده از تست ارزيـابي      HCVcp اختصاصي بر عليه پروتئين      CTLفعاليت  : (CTL)لنفوسيت  -T سنجش تست سايتوتكسيك     -4شكل شماره   
LDH‐CTL  وسـيله پـروتئين     ه  هاي طحال ب  سلول. باشدهاي ايمن شده با فرمولاسيون مختلف متفاوت مي       هاي طحال موش   در سلولHCVcp   يـا 

 MHCهاي توپاپي I مولكول H2dوش  در مBALB/c (P1‐P4) پپتيدهاي .  روز دوباره تحريك شدند6 بعد ازP1و  P5  به عنوان نمونه كنترل
 M72  ،)الف (M720+CpGهاي  فقط در گروهCTLهاي پاسخ.  براي اين مطالعه طراحي شده اند P4 وP2 به عنوان كنترل مثبت و P3منفي و 

فعاليت ه گروه در  و Anti mouse CD4   به وسيلهCTLفعاليت د گروه در . اهده نشدها مشديده شده است و در ساير گروه) ج( CpGو ) ب(
CTL به وسيله Anti mouse CD8هاي موثر  بلوكه شد كه بر فعاليت سلولCTL با فنوتيپ CD4‐CD8+اطلاعـات مربـوط بـه    (  دلالت دارد

 ). نشان داده شده استM720+CpGتعيين فنوتيپ، فقط در گروه 

  
كه ناحيه كامـل كپـسيد       E.coliهاي  هاي قبلي، سلول  شطبق گزار 

 مدت كوتاهي پس از القاء      ،را بيان كرده بودند   )  اسيدآمينه 191-1(
كه انواع فاقد ناحيه هيدروفوبيك به طور موفقيت         درحالي ؛ميرندمي

بنـابراين در  ]. 34[شـدند   آميزي در سيستم پروكـاريوت بيـان مـي        
)  اسـيدآمينه  HCVcp )122-1مطالعه حاضر دامين هيـدروفيليك      

اين  عنوان قطعه مورد نظر براي كلون و بيان انتخاب شد و          ه  باوليه  

 شـامل   HCVcp را در    T و   Bهاي  هاي سلول توپقطعه اكثر اپي  
 – C( شـود كـه ناحيـه      چنين حـدس زده مـي      ،علاوهه  ب .شودمي

هاي سركوب كننده سيستم    پروتئين كپسيد شامل اپي توپ    ) ترمينال
T  ،CD8هاي  بوده كه از فعاليت سلول    ايمني  

اختـصاصي سـلول     +
هاي لنفوسـيتي  و يا تزايد سلول IFN‐γمولد  CTL effectorدر
T    در حقيقـت پـروتئين      . ]35 [آورد ممانعت به عمل ميHCVcp 
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ترمينال آن در ايجاد پاسخ آنتي بـادي       -Cبدون ناحيه هيدروفوبيك    
اي يك آنتـي    ي ذره ساختار طبيع  .]36 [تر موثر است  و سلولي قوي  

 در ؛ژن ممكــن اســت فــاكتور مهمــي در ايمنــي زايــي آن باشــد
 كه در انـدازه     VLP نيز توانايي تشكيل ذرات      HCVcpخصوص  

nm 30      و اشاره شـده اسـت كـه         ]28[ مي باشد گزارش گرديده 
بيـان شـده در سيـستم       )  اسـيدآمينه  core )198-1ناحيه پروتئين   

E.coli  شكل مناسب و طبيعيHCVcpا كه ويژگي مهمي براي  ر
ممكـن اسـت     در هر حال     كند؛مي ايجاد   ،شكل گيري ذرات باشد   

 پروتئين پس از انجام تخليص بـه        (refolding)بازآرايي ساختار   
 ؛]37[هم ريختگي ساختمان پروتئين شـود       ه   سبب ب  ،روش دناتوره 

از اين رو در اين مطالعه يك روش ساده و قابـل دسـترس بـراي                
ايـن  . شـد  ابـداع  (Native)حالت طبيعـي     به   HCVcpتخليص  

. اي پروتئين را نيز افزايش دهـد     روش ممكن است شكل گيري ذره     
در حقيقت آناليزهاي مقدماتي توسط روش اليزا نشان داد كه تعيين           

هاي انساني آلوده   ، در سرم  C ويروس هپاتيت    Coreهاي  باديآنتي
 Nativeهاي تخلـيص شـده بـا روش         به ويروس، توسط پروتئين   

نتـايج  (باشـد   هاي خالص شده به روش دناتوره مي      بهتر از پروتئين  
هاي هومورال و   خصوص پاسخ  در ).مربوطه نشان داده نشده است    

هـاي مختلـف موشـي ايمـن شـده بـا            ترشح سايتوكاين در گروه   
 تيترهاي متفاوت   ،)هاي مختلف دجوانتآ(هاي مختلف   فرمولاسيون

-در بين گروه  ). 2  شماره لشك(  اختصاصي نشان داده شد    IgGاز  

 + CpG( ، گروه ايمن شده با فرمولاسيون دو ادجوانت       مطالعههاي  
M720 (             مشخص شد كه اين دو ادجوانت با هـم اثـر سـينرژيك
در تأييد نتايج تحقيق حاضر، مطالعات انجام شده در گذشته          . دارند

-HCV بـه تركيبـي از       CpG است كه اضافه كردن      آنگر  نيز بيان 

NS3 يا QuilA ]19[ يا ليپوزوم ]مخلوطي از ]20 ،HCV core 

harboring  VLP و ASIB) هاي مونوفسفوريل ليپيـد  ادجوانت
A (]22[     و فرمولي از HBsAg    هـايي ماننـد آلـوم،       بـا ادجوانـت

 و مخلـوطي از گليكـوپروتئين   ]MLP ]38هاي فرونـد و   ادجوانت
هايي بـر اسـاس روغـن در آب         هرپس ويروس گاوي با ادجوانت    

(O/W)طور معناداري تيترهاي بالاتري از ه  بTotal  IgG را در 
 يـا   CpGهـاي ديگـر كـه       ها نـسبت بـه گـروه      ايمن سازي موش  

-سلول .]39 [اندكار رفته بود را موجب شده     ه  آدجوانت به تنهايي ب   

كـه بـه    IL‐4 و IFN‐γهـايي ماننـد     كمكي و سايتوكاين   Tهاي  
شوند، با ايجـاد    رشح مي  ت  Th2 و   Th1هاي  وسيله سلول ه  ترتيب ب 
  بـا پاسـخ   IL‐4 در حقيقـت     ؛]7،3 [ مرتبط هستند  IgGهاي  پاسخ
IgG1  كـه   مرتبط بـوده، در حـالي IFN‐γ   بـا توليـد IgG2a ، 

IgG2b  ايزوتايـپ   مطالعـه هـاي   در تمامي گـروه   . باشد مرتبط مي 
بـوده اسـت كـه      ) Th1هـاي   پاسخ سـلول   (IgG2aغالب از نوع    

باشد و اين در حالي است       مي M720گروه  بيشترين تيتر مربوط به     
 اثر آنتاگونيستي ناچيزي بر روي      M720+CpGكه تركيب شامل      

 بـا توجـه بـه اينكـه         .)2 شـماره    شكل(اين ايزوتايپ داشته است     
بيـشترين تيتـر     M720+CpG و يا M720 با HCVcpتركيب 

ها را   در مقايسه با ديگر گروه      IgG2a و   IgG1ايزوتايپ آنتي بادي    
رسد كه يك پاسخ قوي و متعادل از نـوع           به نظر مي   ،اندشان داده ن

Th1     و همچنين Th2    اين نتايج با مطالعاتي كـه      .  ايجاد شده است
هاي ساب يونيت عليه مالاريا انجـام شـده و در    روي واكسن ااخير

هـا مـشاهده شـده بـود،        در موش   Th2 و   Th1هاي قوي   آن پاسخ 
اهده شــده بــود كــه وقتــي در همچنــين مــش. ]23[مطابقــت دارد 

 حــضور دارد بــه شــدت در M720فرمولاســيون ايمنــي زايــي، 
اشـخاص آلـوده   . ]24 [باشدها ايمونوژنيك مي  ها و ميمون  خرگوش
 HCVcp بر عليه    IgG1هاي نوع    آنتي بادي   معمولا HCVشده با   

 از آنجايي كه تيترهاي بـالاي آنتـي بـادي ضـد              و نمايندايجاد مي 
Core  عفونت ويروس     همزمان با HCV  ماند، اهميت اين    باقي مي
 هاي خنثـي كننـده فعاليـت ويـروس جـاي بحـث دارد             باديآنتي

، سـطوح   HCVcpهاي ايمـن شـده بـا        در مقابل موش  . ]10،7،3[
-را نشان دادهIgG1 ،IgG2b ، IgG2aهاي مشابهي از آنتي بادي

ت  در عفون  coreهاي ضد   بادي كلاس آنتي  زيراند و ارتباطي  بين      
طبيعي، براي پيشبرد و گسترش يك پاسخ ايمنـي هنـوز مـشخص             

 ممكن است باعث    IgG2a  ،IgG2bبا اين همه وجود     . نشده است 
 و همچنـين فعـال نمـودن     Coreپيشرفت ايمني سلولي بـر ضـد  

- مـي  Th1 كمكي شود كه باعث افزايش احتمالي        Tهاي  لنفوسيت

CD4 بـا منـشاء      Tهاي  شوند كه از طريق سلول    
در . شـد با مـي   +

 يك اثر سـينرژيكي بـا       IL‐4   ،CpGخصوص ترشح سايتوكاين    
M720       و يا اثر آنتاگونيستي با F127  شـماره   شـكل (  مشاهده شد 

 IFN‐γ و   IL‐4دست آمده در خصوص ميزان ترشح       ه  نتايج ب ). 3
نيز با نتايج ما در خصوص       M720+CpG و M720هاي  در گروه 

هـاي قـوي و      پاسـخ  گر مطابقت داشته و بيان    IgGهاي   كلاس زير
ايـن  .  مـي باشـد    M720هاي موشي    در گروه  Th2 و   Th1متعادل  

هاي ايمني مـشاهده شـده   گر اين بود كه پاسخنتايج به وضوح بيان   
-ها وابسته به ادجوانت و به صورت اختصاصي براي آنتي         در موش 

كـه  (هاي ما با آنچه قـبلا نـشان داده شـده بـود     يافته. باشدژن مي 
هـاي   اسيدآمينه اول به همراه ادجوانـت      120شامل   coreپروتئين  

هاي هومـورال قـوي و افـزايش ترشـح          فروند يا آلوم باعث پاسخ    
IFN‐γ با اثرات ترشحي اندك IL‐4 هاي در موشBalB/Cمي -

 نشان داده شـده اسـت كـه    اگر چه قبلا  .]14 [مطابقت دارد ) شدند
F127     با اثر سينرژيك CpG        كـزاز   پاسخ ايمني عليـه توكـسوييد
(TT)   اين امكان وجود دارد كـه فقـط در          ، اما ؛]26[برد   را بالا مي 
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 در مقابل نتايج ما نشان      ؛هاي هومورال باشد  ارتباط با افزايش پاسخ   
 نه تنها موجب افـزايش   HCVcp با   F127دهد كه فرمولاسيون    مي

 بلكه حتي مقداري اثر آنتاگونيستي بين       ؛شودترشح سايتوكاين نمي  
قابل ذكر است، يك سال پـس       .  وجود دارد  CpG  و F127تركيب  

هـاي ايمـن شـده بـا        ها، فقط گروه  از آخرين ايمني زايي در موش     
 حداقل كـاهش تيتـر آنتـي بـادي          CpG+F127 و   F127تركيبات  

 بـه بـدن،     F127بـه دنبـال تزريـق       . انـد  را داشته  IgGاختصاصي  
وسيله خاصيت ژله اي شدن حرارتي معكـوس        ه   ب F127ماتريكس  

(Reverse  thermal  gelation)   باعث ايجاد قالـب ژلاتينـي 
عنوان يك منبـع    ه  و بنابراين ب  ) تحت دماي فيزيولوژيك بدن   ( شده  

ذخيره كننده و آزاد كننده آهسته آنتي ژن به سيـستم ايمنـي عمـل               
 در اين مطالعه پاسخ آنتي بادي با طول         ،بنابراين .]27،25 [نمايدمي

توانـد بـه دليـل خاصـيت        ، مـي  F127عمر طولاني با فرمولاسيون     
 باشد كه آنتـي ژن را     (F127)حفاظتي و ماتريكس پلورونيك اسيد      

 حفظ مي نمايد و يا به علت افزايش (Native)در وضعيت طبيعي 
طول عمر آنتي بادي مترشحه در مغز استخوان كـه در مطالعـه بـر               

 گـزارش شـده   F127زايي توكسوئيد كزاز به همراه     روي اثر ايمني  
 به تنهـايي    HCVcpنتايج به دست آمده از تزريق        .]27،26[ است

ن است كه آنتـي ژن مـذكور   گر اي، بيان )هادجوانتآبدون كاربرد   (
 اين نتيجه تأييد كننده مشاهدات قبلـي        ؛ ايمنوژن ضعيفي است   ذاتا

هـاي   در غياب ادجوانت   HCVcpزايي  در خصوص ضعف ايمني   
كار ه   تركيبات ادجوانتي ب    در اين مطالعه همه    ].14 [باشدمناسب مي 

 طبـق  .شـدند هاي ايمن شده تحمل مـي رفته به خوبي توسط موش   
شـود   به تنهايي تزريق مـي     M720 وقتي   عموماهاي قبلي،   گزارش

 اما بسته به طبيعت آنتي ژن تركيب شـده بـا            ،به خوبي تحمل شده   
آن، بعضي اثرات نامطلوب ممكن است مشاهده شود كه احتياج به           

 هـيچ آنتـي بـادي       نهايتا]. 40 [ براي هر آنتي ژن دارد     بررسي مجزا 
- و يا ترشح سايتوكاين در نمونه مـوش        HCVcpاختصاصي عليه   

 ) HCVcpبـدون    (PBSهاي كنترل كه با تركيبات ادجوانت در        
در  ).3 و 2  شـماره هـاي شكل( مشاهده نگرديد   ،تزريق شده بودند  

هـاي   در گـروه (CTL)هاي سايتوتوكسيك  خصوص بررسي پاسخ  
M720  ،M720+CpG   و CpG     بالاترين درصد ليز اختـصاصي
هاي حامـل بـه     هاي سلول در نسبت  P815(H2d)هاي هدف   سلول
 شـكل (  مـشاهده گرديـد  (Effector: Target)هاي هدف سلول

 Tهاي هاي اختصاصي سلولپاسخ). 4شماره  CD8
 با استفاده از +

CTL CD8هـاي   كه مختص پاسخP2 و P3پپتيدهاي 
+H2d بـود ، 

ژن و هاي ايمن شده با آنتي گروه دردر مقابل . نشان داده شده است   
 پاسـخ قابـل تـشخيص       )P1  ،P4 (يا بـا پپتيـدهاي كنتـرل منفـي        

اين نتايج همچنين نـشان     ( مشاهده نگرديد ) CTL (سايتوتوكسيك

طور ه  بHCVcpهاي طحال ايمن شده با دهنده آن است كه سلول
و هيچ گونه پاسـخ ايمنـي       ) شودياختصاصي با آنتي ژن تحريك م     

هـاي   باعث ايجاد پاسـخ    E.coliناشي از مواد آالوده كننده كشت       
نـشان  د  . 4  شـماره  گونه كه در شكل    همان. گردنداختصاصي نمي 

CD8هاي اختصاصي از نوع     داده شده است، پاسخ   
باشد و اين   مي +

 پس از يـك     M720و   CpG  ،M720+CpGهاي  پاسخ در گروه  
گزارشـات  . ن ايمني زايي نيز همچنان حفظ شده بود       سال از آخري  

 HCVcp)  اسيد آمينـه   1-191(اند كه فرمولاسيون    قبلي نشان داده  
 gag و يك تركيب از پروتئين  ]13[ غير كلاسيك    ISCOMبا يك   

هاي قوي سلولي و هومورال      سبب ايجاد پاسخ   ]HIV ]41ويروس  
CD8ع   با طول عمر زياد و از نو       Th1هاي  همراه با پاسخ  

+ T‐cell 
 مستلزم بيـان و    CTLدر كل، القاي    . شودهاي رزوس مي  در ميمون 

صورت درون سلولي است و با واسطه تحريـك         ه  عرضه آنتي ژن ب   
MHCI هـاي پروتئينـي بـا منـشاء     در حالي كه آنتي ژن    ؛باشد مي

 MHCوسيله ه خارج سلولي ب II هـاي   به سـلول CD4
+ Tcell 

 بـه  HCVcpها با فرمـول     زي موش ايمن سا . ]42 [گرددعرضه مي 
‐Tهـاي    سبب تحريك سلول   M720/CpGهمراه آدجوانت هاي    

cell  CD8
گردد و همچنين باعـث   ميCore اختصاصي بر عليه +

 .گرددهاي ترشح كننده آنتي بادي اختصاصي نيز مي       تحريك سلول 
هاي خـارج سـلولي     ژنهاي عمده در ارائه آنتي    رو مكانيسم  از اين 

ــI MHC و IIولكــول روي هــر دو م هــاي وســيله مكانيــسمه  ب
Cross‐priming  هاي پپتيدي موثر در عرضـه آنتـي ژن       و توالي

هاي كاربرد آدجوانت. ]17،16[درون سلولي بايد استفاده شده باشد 
M720/CpG هاي حامل نـشان    گونه كه براي ديگر سيستم     ، همان

 ـ    راهم داه شده، تقويت در عرضه آنتي ژن هاي داخـل سـلولي را ف
 هـاي خـاطره اي      CTLهاي موثر در بقـاء      مكانيسم. ]16 [نمايدمي

 آنتي ژن و ده همزمان ازا استفشود اما تصور مي؛هنوز روشن نيست
- مكانيـسم  .]17،16 [ باشد  در اين زمينه   فاكتور موثر  يك   دجوانت،آ

 خاطره و ايجاد يك پاسـخ قـوي         Tهاي  ول ايجاد سلول  وهاي مس 
افـزايش  يمني زايي، يك راهكار بـراي        به دنبال ا   CTLاختصاصي  

CD8هاي  پاسخ
+ Tcell    درمـان عفونـت     يا   به منظور پيشگيري و

HCV    نقـش اساسـي     ]9[شـكري و همكـاران       ].3[ اهميت دارند 
CD8 اي از نوع   خاطره Tهاي  سلول

 را در محافظت طولاني مدت   +
سازي ويروس و بهبودي نشان دادند      ، پاك HCVدر عفونت مزمن    

همراه با   HCVcpشود كه آنتي ژن     ج ما چنين استنباط مي    و از نتاي  
 Core اختصاصي عليه    Tهاي   سلول M720+CpGهاي  ادجوانت

هـا بـه خـوبي      را جهت پاسخ ايمني هومورال و سلولي در مـوش         
 كند و بنابراين ارزش دارد كه بيشتر مورد مطالعه قـرار          تحريك مي 

 ـ  در پريمات  HCVگيرد و جهت بررسي واكسن       ر انـساني   هاي غي
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CD8 هـاي سـلولي   چـرا كـه پاسـخ   ؛نيز استفاده گردد
+ Tcell و 

Th1/Th2             هر دو در ايجـاد ايمنـي محـافظتي عليـه HCV   مهـم 
  .هستند

  
   نتيجه گيري 

 – در مطالعه حاضر ما براي اولين بار كاربرد سيستم بياني 
 به عنوان يك    HCVcp را جهت توليد     E.coliالقايي آرابينوز در    

 بـه فـرم     HCVcp و آسان جهت توليد و تخليص        روش كاربردي 
، ارائه كرديم و اطلاعات مهمي در مورد استفاده         Nativeطبيعي يا   

 . ارائه نموديم  HCVcp ادجوانت سازگار با انسان و فرموله با         3از  
 HCVcpدر اين مطالعه شواهدي ارائه گرديده كه فقط زماني كه           

يك پاسخ ايمني    ، مخلوط يا فرموله شده باشد     M720(+CpG)با  
 و  IL‐4و   IFN‐γقوي و متعادل همراه با ترشـح مقـادير بـالاي            

 بـه   IgG2b  ،IgG2a  ،IgG1هاي با ايزوتايـپ     همچنين آنتي بادي  
 با طول   +CD4‐CD8 هاي اختصاصي از نوع      CTLهمراه پاسخ   

 يك اپـي تـوپ اختـصاصي    نمايد و نهايتاتر ايجاد ميلانيعمر طو 
CTL   عليه HCVcp   از ايـن    27-39سـيدهاي آمينـه     ، كه شامل ا 

  . پروتئين معرفي شده است
  

  تشكر و قدرداني
 اين مقاله نتيجه بخشي از طرح تحقيقاتي مصوب انـستيتو    

 وسيله از زحمـات همكـاران گرامـي         بدين. پاستور ايران مي باشد   
سركار خانم دكتر سيما رافتي، جناب آقايـان دكتـر محمـد علـي              

هاي تكنيكي ما را    كه با راهنمايي  شكرگزار و دكتر كيهان آزادمنش      
در انجام ايـن پـروژه يـاري رسـاندند، صـميمانه سپاسـگزاري و               

  .شودقدرداني مي
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