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Abstract:      
 
Background: Considering the immunosuppressive effects and prevalent mutations in some 
HCV antigens, induction of CD8+ T cell responses is focused on conserved and critical 
epitopes which as a multi-epitope vaccine can prevent the chronic nature of the disease. 
Materials and Methods: Two immunodominant HLA-A2-restricted human epitopes (E2614-

622 and NS31406-1415) and two H-2d-restricted mouse epitopes (core132-142 and E2405-414) were 
designed in a sequential tandem, predicted by immunoinformatic analyses. Following the 
synthesis, related nucleotide sequence was cloned into the pcDNA3.1 vector with and 
without the fusion of hepatitis B surface antigen (HBsAg). Two constructed plasmids 
(pcDNA3.1.HPOL and pcDNA3.1.POL, respectively) were evaluated for the protein 
expression and secretion in Cos-7 cell line. After the vaccination of BALB/c mice (n=6 in 
each group) with different DNA and peptide immunization regimens, CD8+ T cell activity as 
well as the type and protective potency of the induced responses were evaluated.  
Results: Despite the induction of epitope-specific responses in pcDNA3.1.POL injected 
mice, the group immunized with pcDNA3.1.HPOL indicated a significant increase in the 
number and activity of CD8+ T cells (P<0.05). Peptide boosting of this group (formulated in 
two human-compatible adjuvant) still led to the more activation of CD8+ cells, induction of 
Th1 response and the inhibition of tumor model growth (P<0.05).  
Conclusion: Fusion of HBsAg as a particle-forming sequence and the source of helper 
epitopes along the DNA-prime/peptide-boosting immunization regimen are proposed as two 
promising strategies to improve the CTL multi-epitope vaccines against HCV.  
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 )162(

  براي ايجاد ايمني محافظ عليهHBsAgتوپ حاوي  ژن  پلي DNA واكسنطراحي و توليد 
  سي هپاتيت ويروس

  
آرش معمارنژاديان

1
، فرزين روحوند

1*
، فاطمه متولي

2
رضا آقاصادقي ، محمد

1
  

  
  خلاصه

  القاء،)HCV(هاي ويروس هپاتيت سي در برخي آنتي ژن   هاي شايع   و موتاسيون با توجه به اثر تضعيف كنندگي سيستم ايمني          :سابقه و هدف  
مـانع از مـزمن شـدن    توانـد    مي چند اپي توپي  در قالب يك واكسن     هم ويروس    و م  هاي نامتغير توپاپي بر   +TCD8هاي  پاسخ متمركز سلول  

  . بيماري گردد
 ـ      اپي دو به اين ترتيب كه      ؛اين مطالعه به صورت تجربي صورت گرفت       :هامواد و روش   شـامل  (انـساني    HLA-A2ه  توپ غالـب وابـسته ب

E2614-622   و NS31406-1415 (  اپي توپ وابسته به      دوو H-2d   موشي )E2405-414   وcore132-142 (             در يـك تـرادف پـيش بينـي شـده توسـط
 سطحي ويروس هپاتيت بـي    ژن  صورت متصل به آنتي     ه  بآناليزهاي ايمونوانفورماتيكي طراحي شده و توالي نوكلئوتيدي متناظر پس از ساخت            

)HBsAg( و نيــز جــداي از آن در وكتــور pcDNA3.1ســاخته شــده  دو پلاســميد. شــد كلــون )ــه ترتيــب  و pcDNA3.1.HPOL ب
pcDNA3.1.POL(   پروتئين در رده سلولي     و ترشح  از نظر بيان Cos-7هاي ايمن سازي موشدنبال ه ب. ند ارزيابي شدBALB/c )6  مـوش 

پاسـخ ايجـاد    قدرت محافظـت     نوع و     همچنين +TCD8هاي  ميزان فعاليت لنفوسيت   ، پپتيد  و DNAتزريق  مختلف  هاي   رژيم با) در هر گروه  
  . استفاده گرديدANOVA و Mann Whitney Uو  tهاي  جهت انجام آناليز آماري از آزمون.مورد ارزيابي قرار گرفت ،شده
گـروه دريافـت كننـده      ،  pcDNA3.1.POLد  بـا پلاسـمي   هـاي ايمـن شـده       هـا در مـوش    رغم ايجاد پاسخ اختصاصي اپي توپ     علي :نتايج

pcDNA3.1.HPOL هاي لنفوسيتو فعاليت  در تعدادرا  افزايش معني داريTCD8+05/0 ( نشان دادP<( . با پپتيد اين گروه تزريق يادآور
 دنبال داشت ه  ري را ب   تومو رشد مدل و مهار    Th1پاسخ  ، القاء   +CD8هاي  تقويت بيشتر سلول  ) سازگار در انسان  اجوانت  دو   مخلوط شده با  (
)05/0P<(.  

-DNA-prime/peptideهاي كمكي در كنار رژيم تزريقـي        عنوان يك توالي سازنده ذره و منبع اپي توپ        ه   ب HBsAg  اتصال :گيرينتيجه

boost هاي واكسن براي تقويت اميد بخش دو استراتژيCTLعليه  چند اپي توپي HCVمي باشند .  
 ، اپي توپ HLA-A0201  آنتي ژن،آنتي ژن سطحي ويروس هپاتيت بي، DNA هايكسن هپاتيت سي، وا: كليديواژگان

 
  استاديار گروه هپاتيت و ايدز انستيتوپاستور ايران  -1

   گروه هپاتيت و ايدز انستيتوپاستور ايرانكارشناس ارشد -2
  فرزين روحوند :نويسنده مسوول *

  1316943551: ن، بخش هپاتيت و ايدز، بانك ژن نوتركيب ايران، كد پستيانستيتو پاستور ايراتهران، خيابان پاستور، : آدرس
  farzin.roohvand@gmail.com :پست الكترونيك

  14/10/87 :تاريخ دريافت          )2241داخلي (  021 669 53311 :تلفن
  26/6/88 : نهاييتاريخ پذيرش            021 669 69291  :دورنويس

 161-173صفحات ، 1388پاييز  ،3پژوهشي فيض، دوره سيزدهم، شماره  – فصلنامه علمي  

  
  مقدمه

 اصـلي  عامـل عنوان ه ب كه ،)C  )HCVويروس هپاتيت
 برابـر  4شناخته مي شود، با شيوعي بيش از    مزمن  ويروسي   هپاتيت

لـوده  آدنيـا    سراسر در را   ميليون نفر  123 حدود در HIVعفونت  
بـه   لودهآافراد    از  درصد 50-85حدود  كرده است كه از اين ميان       

  و كبـد از چنـد دهـه بـه سـيروز    دنبال آن پس    ه  و ب مزمن   هپاتيت

با توجـه بـه فقـدان        .]1[ دچار مي شوند  كارسينوماي هپاتوسلولار   
واكسن پيشگيري كننده و موفقيـت نـاچيز روش درمـاني موجـود        

 به  براي دستيابي تلاش   ،)αاينترفرون   رين و يريباوزمان  متزريق ه (
اساسـي و  اين عامل ويروسي يـك ضـرورت     ماني عليه   واكسن در 
-اي مثبت مـي   تك رشته  RNA شامل HCV ژنوم .]2[ مهم است 

  شــشو ) E2 و core ،E1( ســاختماني تئين پــرو ســهباشــد كــه
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 )163(

 شـيوع بـه دليـل     . كنـد را كـد مـي    ) NS( غير ساختماني    تئينپرو
هـاي  زيـر گونـه  هـا و  ژنوتيـپ و ايجاد  HCVموتاسيون در ژنوم   

متغيـر  بـسيار  نـواحي  عليه كه  خنثي كنندههاي  ، آنتي بادي  متفاوت
 ويروس  ازيسكشوند، براي پا  ايجاد مي  E2كوپروتئين سطحي   گلي

در مقابـل، مطالعـات     . ]3[ باشـند نميو جلوگيري از عفونت كافي      
خود محدود  هاي حاد   در عفونت را  ايمني سلولي   وثر   نقش م  باليني

حالـت مـزمن    هـا در    خو البته اين پاس    اندداده نشان   HCVشونده  
همچنـين   .]1،3[بـوده اسـت     ضعيف يا غير قابل شناسايي       ،بيماري

سيتوتوكـسيك   Tهـاي   لنفوسـيت پاسـخ    اهميتشواهد حاكي از    
)CTLs (اينترفــرونو ترشــح γ )IFN-γ ( پاكــسازي عفونــتدر 

HCV هاي  توانايي واكسن  .]1،3،4[باشد  ميDNA   تحريك براي
در عنـوان كانديـد مناسـبي    ه بآنها را  CTL هاياختصاصي سلول 

رغم اينكه  علي .]5[ساخته است    مطرحويروسي  هاي  مقابل عفونت 
 ـ  HCVهاي  آنتي ژن   ـ    در مطالع صـورت واكـسن    ه  ات مختلـف ب
DNA  گيري در جهـت    يت چشم موفقتاكنون  ،  ]6[اند   استفاده شده

حاصـل نـشده    ايجاد پاسخ لازم براي محافظت در مقابل ويـروس          
 علل اين عدم موفقيت را از طرفي مي توان در تعداد كم اپي              .است
 موجود در يك ناحيه آنتـي ژنـي جـستجو كـرد            هاي محافظ توپ

، كه تغيير و موتاسيون در آنها زمينه فرار ويـروس از دسـت              ]7،8[
آورد، و از طرف ديگر مـي تـوان آن را           سيستم ايمني را فراهم مي    

 HCVهاي برخي از آنتي ژنتوسط  تضعيف سيستم ايمني ناشي از
 در اين خـصوص  .گردنددانست كه مانع از ايجاد پاسخ مناسب مي     

و ) NK(كـشنده طبيعـي    هـاي سـلول ،  Tي  هـا لنفوسيت سركوب
هاي سـاختماني و نيـز      توسط پروتئين ) DC(دندريتيك  هاي  سلول

خوبي شناسائي و گزارش    ه   ويروس ب  NS3پروتئين غير ساختماني    
 هـاي   تئين پرو در CTLهاي  توپشناسايي اپي  .]7-10[شده است   

هاي چند اپي   طراحي و ساخت واكسن    امكان ا اخير HCVمختلف  
هاي انتخـابي پـاتوژن در قالـب يـك          توپتوپي را كه در آنها اپي     

 قـرار   صورت خطي و پشت سـر هـم       ه   ب صنوعيتوالي ايمونوژن م  
 از مزاياي اين نوع واكـسن طراحـي         .گيرند، فراهم آورده است   مي

منظور افزايش كـارائي، تحريـك همزمـان        ه  ها ب توپمهندسي اپي 
، متمركـز   هاي مختلف ه از آنتي ژن   هاي بر گرفت  توپپاسخ عليه اپي  

ر نهايـت   هاي مهـم و نـامتغير و د       توپساختن پاسخ ايمني بر اپي    
هاي كار گيري آنتي ژنه ممانعت از بروز اثرات ناخواسته ناشي از ب

هاي پلي توپ در موارد تومورها و        واكسن .]11،12[باشد  كامل مي 
هاي  با استفاده از اپي توپ      و اخيرا  ]11[هاي مختلف عفوني    بيماري

 HCV و غير سـاختماني   ]4،13[هاي ساختماني   برگرفته از پروتئين  
 بيـان ضـعيف پـروتئين از        متاسفانه .اندكار گرفته شده  ه   ب ]13-15[

 كـه عمومـا    ]5[ مي باشد    DNAهاي  هاي واكسن جمله محدوديت 

 ـ   . گرددمانع از تحريك مناسب سيستم ايمني مي       ه اين محـدوديت ب
 آنهـا بـه     توپ و حـساسيت   دليل ناپايداري پپتيدهاي مصنوعي پلي    

  پلي توپ مـشهودتر اسـت      DNAهاي  پروتئوليز در مورد واكسن   
كارگيري تمهيداتي در جهـت افـزايش       ه   و در نتيجه ب    ]14،16،17[

 ، در ايـن راسـتا  .ي اين نوع واكسن را ضروري مي سـازد   يزاايمني
هـاي  هاي مختلفي مانند واكسيناسيون در قالب ايمونـوژن       استراتژي

 prime/boost و نيــز اســتفاده از رژيــم تزريقــي ]18،19[اي ذره
هـاي  در انـواع جديـدي از واكـسن       . اند مورد توجه بوده   ]20،21[

DNA              با اتصال توالي نوكلئوتيدي آنتي ژن مورد نظـر بـه تـوالي 
هاي ساختماني ويروسي، كـه قابليـت        برخي از پروتئين   بيان كننده 

) VLP(و ايجاد ذرات شبهه ويروسي      ساختارهاي تكراري   ل  يشكت
اي بيان مـي    صورت ذره ه  سلول ب آنتي ژن در داخل     را دارند،    ]22[

شـده  ناميـده    ]plasmo-VLP ]18 اين روش كه بنام      تيمز. شود
 پلاسـميدي و ايمنـي      DNA سـاخت گيري از سهولت     بهره ،است

 Cآنتي ژن سطحي و آنتـي ژن        .  مي باشد  VLPزائي بيشتر ذرات    
 L1هـاي  ، پـروتئين )HBsAg ,HBcAg(ويروس هپاتيـت بـي   
هـاي   از جمله پروتئين   ، ويروس پاروو  VP2ويروس پاپيلوما و نيز     

هـدف از  . ]22[د  نمـي باش ـ   VLPذرات  قادر بـه توليـد       سيووير
 پلي توپ   DNAاخت واكسن   حاضر طراحي مهندسي و س    مطالعه  

و غالــــب  CTLبــــا اســــتفاده از چهــــار اپــــي تــــوپ 
)Immunodominant (   هاي ساختماني و غير    برگرفته از آنتي ژن

در اين تحقيق ضمن اينكه ايجاد پاسخ       . باشد مي HCVساختماني  
موجود در پلي   ) H-2dوابسته به   (موشي  هاي  ايمني عليه اپي توپ   

ــوپ ــشان داده مــي شــود، قابليــتBALB/c در مــوش ت ن  ژ ن
HBsAg )و رژيم تزريقـي     )متصل به پلي توپ   توالي  صورت  ه  ب 

DNA-prime/peptide-boost  در افزايش پاسخ ايمني سلولي و
بـه  نيـز   هاي توموري بيان كننده اين پلـي تـوپ      رشد سلول  كنترل

  . نمايش گذاشته مي شود
  

  ها مواد و روش
  : پلي توپDNAساخت و ارزيابي سازه 

 كننده توالي مصنوعي پلي توپ متشكل از دو اپـي تـوپ             بيانژن  
 پروتئين  132-142ناحيه   (Cهاي  با نام ) H2-Ddوابسته به    (موشي
core،ــوالي ــه ( E4 و ]23[ )DLMGYIPLVGA  ت -414ناحي
و دو اپي توپ     ]SGPSQKIQLV (]24، توالي   E2 پروتئين   405

 614-622ناحيـه    (E6هاي  با نام ) HLA-A2.1وابسته به   (انساني  
-1415ناحيـه    (N و   ]25[ )RLWHYPCTI، توالي   E2پروتئين  

 طـوري ه   ب ]KLSGLGLNAV( ]26 توالي   ،NS3 پروتئين   1406
 طراحي  ، بيان كند  CE4E6Nهاي مذكور را در ترادف      توپكه اپي 
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 معمارنژاديان و همكاران

 )164(

بـازي    80-84 براي اين منظـور دو اليگونوكلئوتيـد         .و ساخته شد  
كـه  )  باز 150طول  ه  ب(توپ   دو رشته مقابل پلي    5′ انتهايمرتبط با   

 MWG توسـط ،پوشـاني داشـتند   باز مياني با يكديگر هـم 21در 

Biotech   و تكميـل   دنبال هماننـد سـازي      ه  ده و ب   آلمان ساخته ش
.  پليمراز توالي كامل ساخته شـد      Pfuپوشان توسط آنزيم    ناحيه هم 

-taggatccaccatggacctgatgggctac-′5با استفاده از پرايمرهاي

3′ Forward: و Reverse:5′-atgaattcttacacggcg-3′) محل 
 توالي) الاثر با خط زير مشخص شده است       هاي محدود برش آنزيم 
تكثير و بـه كمـك دو        PCRدر يك واكنش     CE4E6Nپلي توپ   

ــزيم  ــميد  EcoRI و BamHIآنـــ  +pcDNA3.1در پلاســـ
)Invitrogen ( ــد ــون شـ ــميد   كلـ ــل آن پلاسـ ــه حاصـ  كـ

pcDNA3.1.POL   در قـدم بعـد بـا        ).الف-1  شماره شكل( بود 
ال ژن سازنده پروتئين كوچك سطحي ويـروس هپاتيـت بـي            صات
)HBsAg-S ،GenBank accession no. X02496: 157-

بــــا دو آنــــزيم  ( CE4E6N ژن ′5 بــــه انتهــــاي  )837
HindIII/BamHI (  پلاسميدpcDNA3.1.HPOL)   بيان كننده

 ).ب-1  شمارهشكل(ساخته شد ) HBs-CE4E6Nپروتئين هيبريد 
 بـود   HBsAg-S كه تنها حاوي ژن      pcDNA3.1.HBsپلاسميد  

 پـس از تائيـد       پلاسميدهاي مذكور  .عنوان كنترل ساخته شد   ه  نيز ب 
ــا اســتفاده از ســتون  ــوالي ب  Endotoxin-freeهــايصــحت ت

NucleoBond® PC 10000 columns) Macherey-

Nagel, Germany (   تخليص شده و براي ايمن سـازي اسـتفاده
بيان پلاسميدها   Cos-7هايپس از ترانسفكشن موقت سلول    . شدند

ــلولي    ــزات س ــابي لي ــا ارزي ــه روشب ــلات ب ــترن ب ــاي وس  ،ه
با   و دات بلات و قابليت تشكيل ذره       RT-PCR،  نوفلورسانسايمو

.  الايزا صورت گرفـت    ه روش ها ب مايع روئي كشت سلول   ارزيابي  
هـاي تغلـيظ كننـده      هـا ابتـدا بـا كمـك لولـه         سوپ كشت سلول  

Vivaspin با cut off 3000) Sartorius, Germany (  10تـا 
ده از كيـت     آنها با استفا   HBsAgبرابر تغليض شده و سپس ميزان       

اندازه گيـري  ) Hepanostika) Biomérieux, Franceتجاري 
ميـزان ترانسفكـشن    منظور يكسان سـازي     ه   ب ايشدر اين آزم  . شد

 از ترانسفكشن همزمـان     ]27[ گزارش شده    ها بر اساس روش   سلول
 با پلاسميدهاي مورد مطالعـه و انـدازه         pcDNA/LacZپلاسميد  

پس از   .ها استفاده شد  گيري آنزيم بتا گالاكتوزيداز در ليزات سلول      
 HBs-CE4E6Nميزان ترشح ذرات    اعمال ضريب يكسان سازي،     

هاي ترانسفكته از سلول( طبيعي HBsAgدر مقايسه با ميزان ترشح 
در ايـن   . صورت درصد محاسـبه شـد     ه  ب) pcDNA3.1.HBsبا  

 ـ +pcDNA3.1 بـا     ترانسفكت شـده   Cos-7هاي  حالت سلول  ه ب
  . عنوان كنترل منفي در نظر گرفته شدند

  :پپتيدهاي سنتتيك
 CE4E6N، پلـي تـوپ      C  ،E4هـاي   پپتيدهاي متناظر با اپي توپ    

-1  شماره حاوي ترادف خطي چهار اپي توپ ارائه شده در شكل         (
 با  core پروتئين   16-25ناحيه  (اپي توپ غير مرتبط كنترل      و  ) الف

 Fmocبا روش شيميائي فـاز جامـد        ) NRRPQDVKFPتوالي  
 97 در انستيتو بيوشيمي دانشگاه لوزان سوئيس ساخته و با خلوص         

  . تهيه شدنددرصد
    :تهيه مدل توموري بيان كننده پلي توپ

نوماي كلـون    كه رده سلولي تهيه شده از كارسي       CT26هاي  سلول
 Lipofectamine LTX كيت  به كمك،مي باشند) H-2d(موش 

)Invitrogen (  ــميد ــا پلاس ــاوي ژن ( pcDNA3.1.POLب ح
صورت پايدار ترانسفكت   ه  ب) Geneticinمقاومت به آنتي بيوتيك     

كـشت  ) Geneticin )μg/ml 800 ماه تحت اثر     2مدت  ه  شده، ب 
 ـ داده شده و سرانجام تـك كلـون      ـ ه هـاي ب ده بـا روش  دسـت آم

limiting dilutionــ ــيلهه  ب ــتفاده از   RT-PCR وس ــا اس و ب
  وtaggatccaccatggacctgatgggctac-3′-′5 يرهاـپرايم

 5′-atgaattcttacacggcg-3′    ژن  بيان  از نظرCE4E6N  مورد
  ).  نتايج نشان داده نشده است (ارزيابي قرار گرفتند
  :هاايمن سازي موش

-8سن   و   g 20با وزن تقريبي    ماده  ) BALB/c) H-2dهاي  موش
 هفته از مركز پرورش حيوانات آزمايشگاهي انستيتو پاستور ايران          6

هاي كار با حيوانات آزمايشگاهي     تهيه شده و مطابق با دستورالعمل     
صورت زير  ه   موش ب  6هاي حاوي   گروه. مورد استفاده قرار گرفتند   

 يپلاسـميد  gμ 100 DNAجلدي يا در ناحيه كـف پـا توسـط           
)pcDNA3.1.POL   يا pcDNA3.1.HPOL ( 0هـاي   در هفته ،
 پپتيــد ســنتتيك μg 50 و يــا در ناحيــه قاعــده دم توســط 6 و 3

CE4E6N    قابـل اسـتفاده در انـسان         ت كه با دو اجوان )μg 50  از 
CpG 1826 ــد  70 و  ]Montanide ISA 720 (]28از درص
ايمن سازي  .  شدند  ايمن 20 و   10،  0 در روزهاي    ،ودمخلوط شده ب  

DNA-prime/peptide-boost  نجام دو تزريق     با اDNA   و يك 
 3در فواصـل زمـاني   ) همانند توضيحات فوق(تزريق يادآور پپتيد   

هاي تزريق شده بـا     هاي غير ايمن و نيز گروه     موش. هفته انجام شد  
 ـ) pcDNA3.1.HBs و   +pcDNA3.1(پلاسميدهاي كنتـرل     ه ب

    . نترل منفي در نظر گرفته شدندكعنوان 
  :هاي طحالجداسازي سلول

هاي متعلق به هر گـروه   طحال موش، پس از آخرين تزريق  هفته دو
 بعـد از حـذف   .خـورد شـدند  با هم مخلوط شده و در هموژنايزر  

هـا در   ، سـلول  NH4Cl  درصـد  84/0 با محلـول       هاي قرمز گلبول
 درصـد  10 غنـي شـده بـا   (كامـل   RPMI 1640محيط كـشت  
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 ...، HCVپلي توپ عليه DNA واكسن 
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FBS،mM  2گلوتــامين، - الmg/ml 100 استرپتومايــسين و 
U/ml 100  معلـق   شستـشو داده شـده و بـه حالـت            ) پني سيلين

  .درآمدند
   :CTLهاي سلولارزيابي 

 ايجـاد شـده     CTLهـاي   ور ارزيابي قابليت كشندگي سلول    ظمنه  ب
هاي جدا شده از طحـال      ، سلول H-2dهاي وابسته به    توپعليه اپي 

 RPMI  در محيطcells/ml 106 × 2هاي واكسينه با غلظت موش

 كـشت داده شـده و   ME-2 تركيـب  μM 50 كامل حاوي   1640
 از هريك از پپتيـدهاي      μg/ml 10 روز در مجاورت     4براي مدت   

C   و E4    در دماي °C 37   و CO2 5    بـا  . تحريـك شـدند   درصـد
 ,Cedarlane( نوتركيب )IL2 (2اينترلوكين  از U/ml 10افزودن 

Canada (   ها با سانتريفوژ   كشت، در روز هشتم سلول    دادن  و ادامه
 در واكـنش انـدازه گيـري آنـزيم        Effectorعنوان  ه  ده و ب  جدا ش 
LDH سـلول   6 × 103طور خلاصـه    ه   ب .]28[كار گرفته شدند    ه   ب
 بـا يكـي از      كـه قـبلا   ) H-2dوابسته به    Target (P815)(هدف  

ه  ب ،شده بودند مجاور   و يا پپتيد كنترل غير مرتبط        C  ،E4پپتيدهاي  
 شـامل  (E:Tهـاي مختلـف      به نسبت  Effectorهاي  علاوه سلول 

 خانـه تقـسيم     96هاي يك پليت    در چاهك ) 5:1/12 و   25:1،  50:1
 در مايع   LDH ميزان   C 37° ساعت نگهداري در     6پس از   . شدند

) Cytotox 96) Promegaهـا بـا اسـتفاده از كيـت     روئي سلول
    . اندازه گيري و در صد ليز اختصاصي طبق روش كيت محاسبه شد

  :هاينايتوكاسترشح ارزيابي 
 106(ها در يك گـروه      وط طحال موش  هاي جدا شده از مخل    سلول

 ساعت در   72مدت  ه  ب) μM 10 (CE4E6Nبا پپتيد سنتتيك    ) 2 ×
°C 37              تحريك شده و پس از اين زمان مايع روئي از نظـر ميـزان  

 ,U-CyTech( بــا روش الايــزا IFN-γ و )IL4 (4اينترلـوكين  

Netherlands (ارزيابي شد .  
   :ELISpot تست

) IFN-γ ELISpot) MabTech, Swedenبا استفاده از كيـت  
 اپي توپ هاي موشي توانائي ترشـح      قابل كه در م   هاي طحال سلول

و مطـابق بـا     برون تنـي    صورت  ه   ب ، را داشتند  IFN-γاختصاصي  
 سـلول   2 × 105طور خلاصه   ه  ب. شمارش شدند دستورالعمل كيت   

ــال بـ ـ ــراه ه طح ــب و IL2از  U/ml 10هم  از μM 10 نوتركي
هـاي   سـاعت در چاهـك     40مدت  ه   كنترل ب   يا E4 يا   Cپپتيدهاي  

 C 37°در دمـاي     IFN-γ ضـد پوشيده شده با آنتي بادي موشـي        
آنتـي بـادي     μg/ml 1ها بـا     چاهك  شستشو، پس از . انكوبه شدند 

 ـ)anti-mouse IFN-γ-biotin Ab(ثانويه كنژوگه با بيوتين  ه  ب
 دار با آنـزيم   دنبال آن با استرپت آويدين نشان     ه   ساعت و ب   2مدت  
HRP پـس از افـزودن      ،در انتهـا  .  ساعت انكوبه شدند   1مدت  ه   ب 

با كمك  ) SFC( نقاط رنگي ظاهر شده      TMBسوبستراي رنگزاي   
     .  ميكروسكوپ تشريح شمارش شدند

  :توموري ها با مدلچالش موش
 سـلول تومـوري     2 × 105سه هفته پس از آخرين تزريق واكسن،        

)CT26/polytope(    در حجم μl 100  صورت ه   ب زيولوژيسرم في
هـاي واكـسينه و غيـر واكـسينه         زير جلدي به پهلوي راست موش     

در ادامه تومورهاي ايجاد شده سه بار در هفته بوسيله  . تزريق شدند 
 عرض  ×حجم تومورها با فرمول طول كوليس اندازه گيري شده و 

هاي غير ايمن و    موش. دست آمد ه   ب 2تقسيم بر   ) عرض+ طول  (× 
 و يك تزريـق     pcDNA3.1.HBsزريق پلاسميد   گروهي كه دو ت   

ور كنتـرل   ظمنه   نيز به ترتيب ب    ،يادآور پپتيدي را دريافت كرده بود     
در  pcDNA3.1.HPOL رشد تومور و ارزيابي نقـش پلاسـميد       

    . شدندتزريق هاي توموريتحريك اوليه ايمني با سلول
  :مطالعات آماري
در  انجـام شـده و       )triplicate(صورت سه گانه    ه  كليه آزمايشات ب  

هـا،  تفاوت درصد ليز سـلول    .  در سه نوبت تكرار شدند     برخي موارد 
هاي ترشح كننده اينترفـرون و      ها، تعداد سلول  سطح ترشح سايتوكاين  

هـاي مختلـف بـه كمـك نـرم افـزار            حجم تومـور در بـين گـروه       
GraphPad Prism 4.0هـاي   و با آزمونt،U  Mann-Whitney 

دار در  معنـي  >p 05/0 و موارد با امكان      ارزيابي شده  ANOVAيا  
   . نظر گرفته شدند

  
  نتايج 

   : پلي توپDNA خت و آناليزسا
كار گرفته شده در اين تحقيق علاوه ه هاي بملاك انتخاب اپي توپ

يكـسان  ت بود از ر، عباHCVبر ايمني زائي آنها در افراد آلوده به       
 H-2dو   HLA-A2.1هـاي    آلـل   اتصال آنها به   تمايل نسبي   بودن

 تشابه تـوالي    ،)]29[منظور جلوگيري از پديده ايمونودومينانس      ه  ب(
 HCV) 1a درمان   هاي شايع و مقاوم به    اي آنها در سويه   اسيدآمينه

 ـ .]23،26[و ارتباط ترجيحي آنها با پاكـسازي ويـروس          ) 1bو   ه  ب
منظور فراهم شدن امكان بررسي پاسخ ايمنـي سـلولي در حيـوان             

 و  Cطراحي دو اپي توپ     ) BALB/cموش  (معمول آزمايشگاهي   
E4)    وابسته بهH2-Dd (   هـاي انـساني   در كنار اپي تـوپE6  وN 

 محـل قـرار گيـري       .ر قرار گرفت  مد نظ ) HLA-A2.1وابسته به   (
ــي ــوپاپ ــا   ت ــر اس ــوپ ب ــي ت ــته پل ــا در رش ــاي ه س آناليزه

-ايمونوانفورماتيك و با استفاده از الگوريتم هاي كامپيوتري برنامـه         

) /Rankpep) http://bio.dfci.harvard.edu/RANKPEP هاي
هـاي  كه به ترتيب اپي تـوپ     ) PAProC )http://paproc.deو  

 و محـل بـرش پروتئـازوم را         MHCهـاي   متصل شونده بـه آلـل     
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 معمارنژاديان و همكاران

 )166(

ها توپر اين حالت ترادف اپي    د.  صورت گرفت  ،كنندشناسائي مي 
هـاي  تـوپ ري در نظر گرفته شد كه باعث ايجاد كمتـرين اپـي        وط

 ـ         بينابيني  .]12[ ر گـردد  ظ ـورد ن  در محل اتصال هر دو اپي تـوپ م
در مرحله بعد با     CE4E6Nاي مربوط به پلي توپ      توالي اسيدآمينه 

هـاي  هاي مـورد اسـتفاده در سـلول   توجه به جدول فراواني كدون    
منظـور افـزايش    ه  ب.  به توالي نوكلئوتيدي ترجمه شد     ]30[ جانوري

  و ده شـده   نيز به ابتداي ژن پلي توپ افزو       ]Kozak ]5بيان، توالي   
كلون كردن تـوالي نوكلئوتيـدي مربوطـه در فرودسـت           در نهايت   
 اسـيد  40بيان پپتيد    +pcDNA3.1 در ناقل    hCMV/IEپروموتر  
 فراهم  pcDNA3.1.POLرا توسط پلاسميد     CE4E6Nآمينه اي   

 بـه   HBsAg همچنين از اتـصال ژن       .)الف-1شماره  شكل   (آورد
 كـه   pcDNA3.1.HPOLپلاسـميد    CE4E6Nتوالي   ′5 انتهاي

 اسيد آمينه موجب    268را با    HBs-CE4E6Nبيان پروتئين هيبريد    
پـس از تائيـد صـحت       ). ب-1  شماره شكل(دست آمد   ه  شد، ب مي

 Cos-7هـاي   توالي، پلاسميدهاي ساخته شـده بـه داخـل سـلول          
  ووسترن بلاتهاي ترانسفكت شده و بيان پپتيدهاي متناظر با روش

-RT  نيـز  و) pcDNA3.1.HPOLدر مـورد    (ايمونوفلورسانس  

PCR     در مورد   (و دات بلاتpcDNA3.1.POL (    بررسـي شـد
ذكر است كـه علـت عـدم        ه  لازم ب  ).نتايج نشان داده نشده است    (

هاي وسترن بـلات و ايمونوفلوئورسـانس جهـت         استفاده از روش  
pcDNA3.1.POL     زه دليل اندا ه   محدوديت انجام وسترن بلات ب

و نيز فقدان آنتي    )  اسيد آمينه  40(كوچك پپتيد پلي توپ بيان شده       
همچنين مطابق با گزارشات    . بادي مونوكلونال تجاري عليه آن بود     

- از سـلول   HBs-CE4E6N تشكيل و ترشح ذرات      ]31،32[قبلي  

با استفاده   pcDNA3.1.HPOLهاي ترانسفكت شده با پلاسميد      
 طور كه  همان .صورت غير مستقيم نشان داده شد     ه   ب الايزااز روش   

-HBs، ذرات هيبريـد     مـشاهده مـي شـود     ج  -1  شماره  شكل در

CE4E6N       اگرچه در مقايسه با ذراتHBsAg      طبيعي بـه مقـدار 
اما در هر حال ترشح آنهـا   ،اندترشح شده )  درصد 30حدود  (كمتر  

كار گرفته شده قابل اندازه گيري بـوده        ه  به محيط كشت با روش ب     
 هاي ترانسفكت  در اين آزمايش فقدان ذرات در سوپ سلول        .است
  .حاكي از اختصاصي بودن روش بود +pcDNA3.1با ه شد

  :هاي واكسينهپاسخ ايمني سلولي در موش ارزيابي
كـار  ه  بIFN-γ ELISpot و CTL assayدو روش بدين منظور 
 شـكل (هاي واكـسينه    نتايج سيتوتوكسيسيته در گروه   . گرفته شدند 

-نه تنها حاكي از افزايش معني دار ليز سلول        ) الف و ب   -2 شماره

-2  شـماره  شكل(هاي كنترل    در مقايسه با گروه    P815هاي هدف   
هـاي   ايجاد شده را در موش     CTL بلكه برتري پاسخ     ،بود) ج و د  
 در مقايسه با گروه ايمـونيزه بـا         pcDNA3.1.HPOLزه با   ايموني

pcDNA3.1.POL     درصد  25ميزان ليز اختصاصي    ( نيز نشان داد
 -2  شـماره  در شـكل  درصـد    6ب در مقابـل      -2  شماره در شكل 

-طور مشابه تفاوت معنـي    ه   نيز ب  ELISpot نتايج   ).>05/0p الف،

 ـ  IFN-γهاي ترشح كننـده     داري را در تعداد سلول     هـاي  روه در گ
  پلاسميدواكسينه و كنترل نشان داد كه همچنان در گروه واكسينه با

pcDNA3.1.HPOL     ـ    پلاسـميد  ت كننـده   بيشتر از گـروه درياف
pcDNA3.1.POL   شـماره   و جـدول   الف -3  شماره شكل( بود  

 در هر دو روش فقدان پاسخ قابل اندازه گيري در مقابل پپتيـد              ).1
ي بودن پاسخ هاي ايجـاد شـده         اختصاص ،)core16-25(غير مرتبط   

-2  شـماره  شكل(را نشان داد     CE4E6Nو   C  ،E4عليه پپتيدهاي   
  شـماره  طور كه در شـكل    همان). الف -3  شماره الف و ب، شكل   

هاي هاي طحال موش  مجاورت سلول الف نشان داده شده است       -3
هـاي  تعـداد بيـشتري سـلول    CE4E6Nپلي توپ  پپتيد  واكسينه با   

هـاي تحريـك    را در مقايسه با سلول    ) IFN-γ )SFCترشح كننده   
تواند  ايجاد كرد كه اين امر مي      E4 و   Cشده با پپتيدهاي اپي توپي      

 توسـط   +CD4 و   +CD8 هـاي لنفوسيتدليل تحريك همزمان    ه  ب
هـاي  باشد و اين در حالي است كه سـلول         CE4E6Nپپتيد طويل   

CD8+     تنها منبع ترشح IFN-γ     اپي   در هنگام تحريك با پپتيدهاي 
ذكر اسـت كـه     ه   لازم ب  .]31،33[اي هستند    اسيد آمينه  9-12توپي  

مشاهده القاء پاسخ ايمني خود تائيد كننده بيان پلاسميدهاي ساخته          
     .شده مي باشد

-DNAارزيــابي پاســخ ناشــي از ايمــن ســازي بــه روش      

prime/peptide-boost:   
 توسـط پلاسـميد     +CD8هـاي   دنبال القاء پاسخ قـوي سـلول      ه  ب

pcDNA3.1.HPOL     ي ايجـاد شـده     ، كيفيت و كميت پاسخ ايمن
 ـ CE4E6Nدر اثر تزريق اين پلاسميد و پپتيد سنتتيك          صـورت  ه  ب

همانطور كـه در     . نيز بررسي شد   prime/boostهاي مختلف   رژيم
هاي  سلول ،نشان داده شده است    1  شماره و جدول  3  شماره شكل

مخلـوط شـده بـا      ( CE4E6Nهاي واكسينه بـا پپتيـد       طحال موش 
ايسه با گروه دريافت كننـده      در مق ) M720 و   CpGاجوانت هاي   

DNA) pcDNA3.1.HPOL( درون تنـي،    دنبـال تحريـك     ه   ب 
  را داشتهIFN- γهاي ترشح كننده توانائي القاء تعداد بيشتر سلول

عنوان ه  به ترتيب ب   (IL4 و   IFN-γ ميزان  و )ب -3 شماره   شكل(
بـه  بيشتري را نيز    ) Th2 و   Th1هاي  دو سايتوكاين شاخص پاسخ   

 شـكل () 1تقريبـا    IFN-γ/IL4نسبت   (شح كردند ترمحيط كشت   
 ايجـاد شـده در   SFC تعـداد كمتـر      با اين وجـود    ).ج -3 شماره

 نـشانه پاسـخ اختـصاصي       E4 و   C پپتيدهاي اپي تـوپي      مجاورت
.  گنجانده شده در اين گروه بـود       CTLهاي  ضعيف عليه اپي توپ   

 +CD8 هـاي  سـلول  DNAهاي دريافـت كننـده       موش در مقابل 
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 )167(

 كـه بـا     را نـشان دادنـد     Th1  قوي و پاسخ ها  توپپياختصاصي ا 
 CE4E6N  در مقابل پپتيدIL4 و توليد مقادير ناچيز IFN-γترشح 

  شـماره  شـكل  (مشخص گشت ) 28:1  تقريبا IFN-γ/IL4نسبت  (
در گروه دريافت كننده     نكته جالب توجه اين بود كه        .)ب و ج   -3

DNA     كه با رژيم DNA-prime/peptide-boost  تيـد   توسط پپ

 ـهـا   توپاپي اختصاصي   SFC هم تعداد    ،نيز تزريق شده بودند    ه ب
 ـ       طور معني داري بالاتر      صـورت تـك    ه  از دو گروه ايمـن شـده ب

-IFN  نـسبت  بـود و هـم شـاخص      )  يا پپتيد تنها   DNA(رژيمي  

γ/IL4 )تورش پاسخ به سمت    نشان دهنده ) 3:1 تقريبا  Th1   بـود 
  ).ب و ج -3  شمارهشكل(

  
 هاي مختلف واكسينه شدهنتايج و ارزيابي هاي آماري گروه -1 شماره جدول  

 
ELISpot assay (E4 epitope) ELISpot assay (E4 epitope) Tumor challenge (day 26) 

 هاي آزمايشگروه
SDX ± P SDX ± P  

(ANOVA) SDX ± 
P عليه NI  

)Mann-Whitney( 

NI 
pcDNA3.1 

pcDNA3.1.POL 
pcDNA3.1.HBs 

pcDNA3.1.HPOL 

-  
7/1±2/3  
4/7±7/46  
5/2±7/3  
4/8±130 

pcDNA3.1.POL  
pcDNA3.1.HPO

L  
(t-test) 

02/0 

- - 

199±1730  
-  

229±1440  
196±1622  

9/79±1183 

  
-  

1111/0  
34/0  
016/0 

DNA 
DNA/Pept.  

Pept. 

2/12±133  
9/44±603  

8/9±55 

001/0  
(ANOVA) 

4±6/57  
13±6/212  

17±151 

  
001/0  
 

- - 

  

  
  
  
  
  
 
 
 
 
  

 
  

  
  
  

                   
  

0 20 40 60 80 100 120

pcDNA3.1.HBs

pcDNA3.1.HPOL

pcDNA3.1

Percent

) الف( به صورت غير متصل +pcDNA3.1 پلاسميد hCMV IE شكل شماتيك توالي پلي توپ كلون شده در فرودست پروموتر -1شكل شماره 
-، همچنين تواليEcoRI و HindIII ،BamHIهاي توالي و محل برش آنزيم). HBsAg(به آنتي ژن سطحي ويروس هپاتيت بي ) ب(و متصل 

هاي گنجانده شده در سازه پلي توپ ترتيب قرار گيري اپي توپ. ترجمه مشخص شده اند) TAA(و ختم ) ATG(، شروع Kozakهاي مربوط به 
 و توالي NS3 و E2614-622هاي در مورد اپي توپ(اي آنها به علاوه توالي اسيد آمينه) NS3 و core ،E2هاي نواحي مشخص شده از آنتي ژن(

HBsAgارزيابي درصد ترشح ) ج. (ه استنشان داده شد)  تنها ابتدا و انتهاHBsAgهاي  در محيط كشت سلولCos-7 ترانسفكت شده با 
 pcDNA3.1و ) HBs-CE4E6Nبيان كننده هيبريد  (pcDNA3.1.HPOL، ) طبيعيHBsAgبيان كننده  (pcDNA3.1.HBsپلاسميدهاي 

.دهد انحراف معيار را نشان مي± سه ترانسفكشن مختلف نتايج ميانگين.  ساعت پس از ترانسفكشن72به وسيله الايزا، ) به عنوان كنترل(
    

 ج
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 :بررسي پاسخ محافظ در برابر چالش با مدل توموري

هاي توموري بيان كننـده     ا سلول بچالش حيوان واكسينه با ويروس      
هاي واكسن روش اسـتاندارد بررسـي ايمنـي محـافظ در            آنتي ژن 

هاي توموري بيـان    با اين هدف سلول   . ]34[تحقيقات واكسن است    
ــه مــوشCE4E6Nكننــده پپتيــد  ــه روش  ب هــاي ايمــن شــده ب
prime/boost) تـري  هاي ايمونولوژيك پاسخ قوي   ه در ارزيابي  ك

طور كه از شـكل شـماره       همان. تزريق شدند ) را ايجاد كرده بودند   
ــي -3 ــر م ــوش  د ب ــد، م ــميد   آي ــده پلاس ــت كنن ــاي درياف ه

pcDNA3.1.POL)    به عنوانDNA (     اگرچه پپتيد يادآور را نيز
خ دريافت كردند، همانند گروه واكسينه نشده، قادر به ايجـاد پاس ـ          

نكتـه  . نبودنـد  CT26/polytopeهاي  محافظ و كنترل رشد سلول    
به عنوان   (pcDNA3.1.HBsجالب آن كه در گروه ايمن شده با         

DNA (      نيز با وجود دريافت پپتيدCE4E6N     تغييرمعنـي داري در 
در كمال تعجب اگرچـه     . هاي توموري ديده نشد   ميزان رشد سلول  

 پـس از    pcDNA3.1.HPOLهاي تزريق شده با پلاسـميد       موش
هاي تومـوري را مهـار      دريافت پپتيد نتوانستند به طور كامل سلول      

هاي كنتـرل غيـر واكـسينه و دريافـت        كنند، اما در مقايسه با گروه     
 پس از ترزيق رشد آنهـا را        26 در روز    pcDNA3.1.HBsكننده  

 د و جـدول  -3شـكل شـماره    (داري كـاهش دادنـد      به طور معني  
 ـ     1شماره   ).Mann-Whitney  ،015/0=Pاري  ، طبـق آزمـون آم

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

هاي هاي طحال گروهمخلوط سلول. ها بوسيله پلاسميدهاي پلي توپ سايتوتوكسيك اختصاصي اپي توپTهاي القاء لنفوسيت -2شكل شماره 
و ) ج (pcDNA3.1، )ب (pcDNA3.1.HPOL، )الف (pcDNA3.1.POLبا پلاسميدهاي )  عدد6هر گروه (موشي ايمن شده 
pcDNA3.1.HBs) (در آزمايشگاه با پپتيدهاي اپي توپي ) دC و E4 ( روز تحريك شده و پس از شستشو توانائي آنها براي ليز 8براي مدت 

شده بودند، با استفاده مجاور ) .irrelevant Pept( و يا يك پپتيد غير مرتبط C ،E4 با يكي از پپتيدهاي  كه قبلاP815هاي هدف اختصاصي سلول
به صورت ) E:T(هاي طحال به هدف هاي مختلف سلول، در نسبت)LDH( و اندازه گيري آنزيم لاكتات دهيدروژناز Cytotox96از كيت تجاري 

  .  دهند انحراف معيار را نشان مي± آزاد شده در سه چاهك LDHنقاط، ميانگين . بررسي شد) triplicate(سه گانه 
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هـاي ايمـن شـده بـا پلاسـميدهاي      هـاي طحـال مـوش   سـلول ) الـف . (هاي ايمـن شـده بـا پلـي تـوپ       ارزيابي پاسخ ايمني سلولي در موش      -3شكل شماره   
pcDNA3.1.POL  ،pcDNA3.1.HPOL     يا پلاسميدهاي كنترل )pcDNA3.1   و pcDNA3.1.HBs (  پي توپي   با پپتيدهاي ا)C  و E4 (  يا پپتيد پلـي

.  شمارش شـدند ELISpotدر آزمون ) IFN-γ) SFCsهاي ترشح كننده    و يا پپتيد غير مرتبط به طور جداگانه تحريك شده و تعداد سلول             CE4E6Nتوپ  
) CpG + M720 ( مخلـوط بـا اجوانـت   CE4E6Nيا پپتيـد  ) DNA (pcDNA3.1.HPOLهاي موشي در سه رژيم مختلف توسط پلاسميد گروه) ب(
)Pept. (      و يا تركيب اين دو)DNA/Pept. (     ايمن شده و تعدادSFC    به روش ELISpot  شمارش شد ) .هاي ايمن شده در سه     هاي طحال موش  سلول) ج

هـاي  موش) د. ( شد ترشح شده به محيط با روش الايزا اندازه گيريIL4 و  IFN-γ در آزمايشگاه تحريك شده و ميزان        CE4E6Nبا پپتيد   ) نمودار ب (رژيم  
 سـلول تومـوري   2 × 105تعـداد  ) CpG + M720( مخلـوط بـا اجوانـت    CE4E6N و يك يادآور پپتيـد  DNAيا ايمن شده با دو تزريق ) NI(غير ايمن 

CT26    بيان كننده CE4E6N  دار رشـد     روز پـس از تزريـق كـاهش معنـي          26اندازه گيري حجم تومور ايجاد شده       . صورت زير جلدي دريافت كردند    ه   را ب 
 ميـانگين  "ج" و "ب"، "الف"نمودارهاي .  گروه كنترل غير ايمن نشان مي دهد       در مقايسه با   pcDNA3.1.HPOLهاي توموري را در گروه ايمن شده با         سلول

مبـين  *  گـروه را نـشان داده و         هـاي هـر    خطاي استاندارد مربوط به اندازه تومور در موش        ± ميانگين   "د" خطاي استاندارد مربوط به شمارش سه چاهك و نمودار           ±
 .ها استبين گروه) >05/0p(دار تفاوت معني
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  بحث
 Tهاي رغم توانائي تحريك سلول عليDNAهاي واكسن

CD8+   دليل فقدان قابليـت تكثيـر و       ه   ويروسي ب  ناقلين، برخلاف
. انـد گيري را كسب نكرده   ميزان بيان محدود پروتئين موفقيت چشم     

ها صورت فيوژن با آنتي ژن    ه   ب VLPي سازنده   هااستفاده از توالي  
 ـ  هاي مختلـف واكـسيناسيون مـي      رژيماعمال  و   عنـوان  ه  تواننـد ب

هاي هاي با ارزشي در راستاي افزايش ايمني زائي واكسن        استراتژي
DNA  به تازگي توانائي القاء پاسخ      .  مطرح باشندCTL    عليـه دو 

- اپي توپ  در غياب ) E1315-322 و   HCV) core133-142اپي توپ   

پلـي   DNA واكسيناسيون با يـك   ر قالب   و د  +CD4هاي كمكي   
رغـم اينكـه    در ايـن مطالعـه علـي      . ]4[ استتوپ نشان داده شده     

-پتانسيل واكسن طراحي شده در برانگيختن پاسخ اختصاصي اپـي         

 ولي پاسخ ايجاد شده از كارائي مورد انتظار       ،ها نشان داده شد   توپ
 DNAهاي  نبا توجه به مزاياي بالقوه واكس     . ه است برخوردار نبود 

 در  ،ضرورت افزايش ايمني زائـي ايـن نـوع واكـسن          پلي توپ و    
و  HBsAg ساز   VLPبا اتصال توالي    سعي شد كه    حاضر  تحقيق  

 DNAايمني زائي واكسن     prime/boostانجام تزريقات به شيوه     
 HCVپلي توپ طراحي شده با استفاده از چهار اپي توپ غالـب             

هاي ايجـاد شـده در مـوش    افزايش يافته و كميت و كيفيت پاسخ    
BALB/c    درون تنـي   هـاي   نتايج بررسي  . مورد ارزيابي قرار گيرد

در اين تحقيق نشان داد كه پروتئين بيـان شـده توسـط پلاسـميد               
pcDNA3.1.HPOL)   اتصالشامل HBsAg    و پپتيد پلي توپ  (

خود ذرات شبه ويروسي و ترشـح       ه  توانائي تشكيل خود ب    احتمالا
 طبيعي ولـي بـه ميـزان        HBsAgند ذرات    همان به محيط كشت را   

در هر حال اطمينان قطعي از شـكل گيـري       .كمتر حفظ كرده است   
 ــ  ــد ب ــق نيازمن ــن تحقي ــي در اي ــبه ويروس ــارگيري ه ذرات ش ك

-ميكروسكوپ الكتروني و مشاهده اين ذرات در مايع روئي سلول         

در عـين حـال نتـايج ارزيـابي هـاي      . هاي ترانسفكت شده اسـت    
سيناسيون با اين پلاسميد به وضوح برتـري آن را   ايمونولوژيك واك 

) HBsAg) pcDNA3.1.POLدر مقايسه يا پلاسميد فاقـد ژن        
هـا  توپ اختصاصي اپي+T CD8هاي در جهت فعال كردن سلول

از آنجــا كــه ارزيــابي نيمــه كمــي بيــان دو پلاســميد . نــشان داد
pcDNA3.1.HPOL  وpcDNA3.1.POL ــ   روشابــــــ

semiquantitative RT-PCR ]20[  تفاوت فابل توجهي را در
نتـايج ارائـه نـشده      (ميزان بيان اين دو پلاسميد نشان نـداده بـود           

، احتمال اين كه افزايش پاسخ مشاهده شده ناشي از افزايش           )است
دار  در عوض اين تفاوت معني. منتفي است،بيان پروتئين بوده باشد 

ساخت و ترشح ذرات باشـد كـه        تواند ناشي از    در ايمني زائي مي   
اي عرضه كننده آنتي ژن     هاي حرفه جذب بهتر آنها را توسط سلول     

)APC (هاي متصل به    و در مقايسه با پروتئين     ]35[ دنبال داشته ه  ب
 ايمني سلولي و هومورال     ترقويغشاء يا داخل سلول موجب القاء       

 ،اي آنتـي ژن ترشـح شـده        در حقيقت طبيعت ذره    .]36[مي گردد   
بـه   MHC-IIهـاي   از طريـق مولكـول    امكان عرضه آن را نه تنها       

 cross و مـسير  MHC-Iاز طريـق   بلكـه  +T CD4هـاي  سلول

priming هاي به سلولT CD8+  22،35[فـراهم مـي كنـد    نيز[. 
 و بيـان    Tهـاي   هاي كمكـي سـلول    توپعلاوه بر اين حضور اپي    

 HBsAgهاي كمكي طولاني مدت پروتئين از جمله ديگر مكانسيم
 در  .]31،35[عنوان يك ناقل ايمني زائي محـسوب مـي شـوند            ه  ب

هاي طـولاني بـه    مطالعات قبل نشان داده شده بود كه اتصال توالي        
تواند  مي HBsAgيا ناحيه هيدروفيل لوپ خارجي      انتهاي آميني و    

 ـ. ]35،37[منجر به كاهش قابليت ترشح پـروتئين گـردد           عـلاوه  ه  ب
اي اسيد آمينـه   ]31[ 98و   ]35[ 36هاي  رغم اينكه اتصال توالي   علي

 HBsAgدر گزارشات قبلي همچنان باعث حفظ توانـائي ترشـح           
دنبـال افـزودن    ه  شده بودند، در تحقيق حاضر ميزان ترشح ذرات ب        

 اسيد آمينه اي به انتهاي كربوكسيل پروتئين بـه      40توالي پلي توپ    
). ب -1  شـماره  شـكل (ميزان قابل توجهي از ترشـح آن كاسـت          

يق با گزارشات مذكور اين نكته را مطرح مي         اين تحق مقايسه نتايج   
اي قطعه افزوده شده و سازگاري آن بـا         تركيب اسيدآمينه سازد كه   
از طول يا محـل اتـصال       در مقايسه با    تواند   مي HBsAgمولكول  

 و پپتيـد تحـت      DNAاستفاده از    .اهميت بيشتري برخوردار باشد   
 افـزايش   هايعنوان يكي از روش   ه   ب prime/boostرژيم تزريقي   
تزريق واكـسن   . ]21[مطرح مي باشد    در واكسيناسيون   پاسخ ايمني   

صورت پپتيد مخلوط شده    ه  پلي توپ طراحي شده در اين تحقيق ب       
- در موش  Th2 و   Th1 ايجاد پاسخ متعادل     دهنده نشان با اجوانت 

 ـ  اي مي چنين پاسخ دوگانه  اگرچه  . بودشده  هاي واكسينه    ه توانـد ب
عنوان يكي از مزاياي واكسن محسوب شود، اما با توجه به اينكـه             

وجود در طبيعت   با ترادف طراحي شده      CE4E6Nپپتيد پلي توپ    
 CTLهـاي   تـوپ  اختصاصي عليه اپي   Th1هاي   تنها پاسخ  ،ندارد

د و ايمنـي هومـورال      ن مي باش ـ  داراي اهميت موجود در اين توالي     
 ،نيـستند نه تنها مد نظـر      عليه پپتيد كامل     Th2 هايپاسختق از   مش

جاد شـده   هاي سلولي اي  بلكه ممكن است بر شدت و كيفيت پاسخ       
ها تنهـا بـا     ايمن سازي موش  . ]21[ نيز تاثير نا مطلوب داشته باشند     

DNA   پلاسميدي pcDNA3.1.HPOL رغم ايجـاد پاسـخ     ي عل
Th1   و CTL   فاقـد   ،هاي گنجانده شـده   توپاختصاصي عليه اپي 

دليـل ايـن    ). ب و ج   -3  شماره شكل(قدرت و دامنه مناسب بود      
تواند ميزان كم بيان پروتئين در سلول باشد كه از          پاسخ ضعيف مي  

 امـا   .]5[ اسـت    DNAهـاي   جمله معضلات مربـوط بـه واكـسن       
 ـ pcDNA3.1.HPOLهاي دريافـت كننـده      كه موش هنگامي ه  ب
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 ،عنوان يادآور با پپتيد سنتتيك مخلوط شده با اجوانت ايمن شـدند           
 شـكل ( ايجـاد شـد   Th1 بـا غلبـه   +CD8هاي پاسخ قوي سلول  

در تائيد اين مشاهده مطالعـات كينتيـك نيـز          ). ب و ج   -3 شماره
زريقي گوناگون كه مسيرهاي هاي تاند كه استفاده از رژيمنشان داده

-تواند به القـاء پاسـخ  كنند ميمختلف عرضه آنتي ژن را درگير مي 

 ـ ،همچنـين نتـايج    .]38[ منجر شـود     +CD8تر سلول   هاي قوي  ه  ب
 مبين عدم كـارائي ايمـن       ]20[دست آمده در تائيد گزارشات قبلي       

بوده و   با استفاده از واكسيناسيون پپتيدي       Tهاي  سازي اوليه سلول  
قـادر  ) DNA )pcDNA3.1.HPOLنشان داد كه واكسيناسيون     

- اختصاصي و برانگيختن پاسخ خاطره     +CD8هاي  به ايجاد سلول  

 ـ  كه اين پاسـخ مـي      طوريه   ب ؛ مي باشد  Th1اي   دنبـال  ه  توانـد ب
بـا ايـن     .طور موثري تقويت گردد   ه  آور با پپتيد ب    ياد واكسيناسيون

 توموري نشان داد كه     مدلها با   الش موش  نتايج مربوط به چ    ،وجود
CTL    دنبـال واكـسيناسيون     ه   هاي اختصاصي كه بprime/boost 

 تحريك شده بودند تنها زماني قادر بـه       E4 و   Cهاي  عليه اپي توپ  
هـاي كمكـي    نيسمايجاد پاسخ محافظت كننده بودند كه توسط مكا       

- از نظر تعداد و عملكـرد تقويـت مـي          HBsAgناشي از افزودن    

سـو بـا    هـم  طور خلاصه نتايج چالش آزمائي اين تحقيق      ه  ب. شدند
 Tهـاي  اهميـت كمـك سـلول   بر   از طرفي]1،3[ گزارشات قبلي

CD4+هاي هاي محافظ سلول در ايجاد پاسخCD8+ عليه HCV 
 منبع آنتي ژني براي      از طرف ديگر نشان داد كه الزاما        و يد نمود كتا

 نبايـد متعلـق بـه همـان پـاتوژن يـا             +CD4هـاي   تحريك سلول 
 ـ HBsAgكه در اين مطالعه      طوريه   ب ؛]11،16[ايمونوژن باشد    ه  ب

 ـكار  ه  طور موفقيت آميزي براي اين منظور ب        بـه ايـن     .ه شـد  گرفت
هـاي عرضـه    ترتيب علاوه بر تشكيل ذره و هدف قرار دادن سلول         

ها توپ غير اختصاصي اپي   Tهاي  كننده آنتي ژن، فعال كردن سلول     
)bystander activation (]39[تواند توضيح ديگري براي  نيز مي

. باشـد  HBsAgايمني زائي بيشتر پلاسميد پلي توپ متـصل بـه           

هاي علت اپي توپ  ه   ب Th1هاي پيش برنده پاسخ     ترشح سايتوكاين 
  نشان داده شده بود     قبلا DNA در واكسيناسيون    HBsAgكمكي  

ها  تحت اثر سايتوكاين    احتمالا Tهاي  در اين حالت لنفوسيت   . ]35[
هـاي  بـا اپـي تـوپ   ) cross reactivity(و يا واكـنش متقـاطع   

HBsAg             فعال شده و در نهايت منجر به تقويت كيفيت و كميـت 
 در تحقيـق    ،طور خلاصه ه  ب .دنگردپاسخ سلولي عليه پلي توپ مي     

رماتيك تـوالي پلـي تـوپ       هاي ايمونوانفو حاضر بر اساس ارزيابي   
جديدي متشكل از چهار اپي توپ غالب موشي و انساني متعلق به            
نواحي ساختماني و غير ساختماني ويروس هپاتيت سي طراحـي و           

 اختـصاصي عليـه اپـي    +T CD8هاي ساخته شده و پاسخ سلول
 گنجانــده شــده پــس از واكــسيناسيون مــوش H-2dهــاي تــوپ

BALB/cت مورد ارزيابي قرار گرف .  
  

  نتيجه گيري
 بـه   HBsAgنتايج اين تحقيق به وضوح كارائي اتـصال         

 DNA-prime/peptide-boostتوالي پلي توپ و رژيم تزريقي       
 ـهاي سازگار در انسان     در كنار استفاده از اجوانت    را   عنـوان دو   ه  ب

 استراتژي قدرتمند براي افزايش ايمني زائـي واكـسن پلـي تـوپ            
CTL  عليه HCV هاي پتودر غياب اپيCD4+  نـشان   ويـروس

 كنـون ارزيـابي    ا نده اين مطالعه، هـم    دنبال نتايج اميدوار كن   ه  ب. داد
هاي انساني گنجانـده    توپپاسخ ايجاد شده عليه اپي    ايمونولوژيكي  

 در  HLA-A2 موش تراريخته داراي     با استفاده از  ) N و   E6(شده  
  .حال انجام است

  
  تشكر و قدرداني

 انجام  ي انستيتو پاستور ايران    حمايت مال  اين مطالعه تحت  
  .شد
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