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Abstract 
Objective: Polytope DNA vaccines, capable of focusing the cytotoxic T lymphocyte (CTL) 
response on critical epitopes, represent a promising approach in HCV immunotherapy.  Nev-
ertheless, due to controversial rules governing epitope processing and the low level expres-
sion/immunogenicity of recombinant polytope peptides, designing and primary expression/
immunogenicity analysis of these vaccine types should be the first consideration prior to 
costly transgenic animal studies.  
Materials and Methods: Four HLA-A2 and H-2d restricted CTL epitopes were selected and 
designed in three appropriate sequential tandems based on epitope and proteasomal cleav-
age predictions. The related nucleotide sequences were synthesized using SOEing PCR 
method and cloned into a pcDNA3.1 vector, either alone or fused to the small hepatitis B sur-
face antigen (HBsAg-S) gene. Following the preparation of polyclonal anti-sera, expression/
secretion of polytopes was evaluated in Cos-7 cells by using immunofluorescence, Western-
blot, dot blot, ELISA and RT-PCR techniques. The immunogenicity of the plasmids was also 
assessed through the delayed-type hypersensitivity (DTH) assay in BALB/c mice.
Results: Due to in silico designs and optimizations, the polytope products of constructed 
plasmids were efficiently detected in vitro through common techniques and HBsAg-S-based 
particles were shown to be secreted into  the culture media (up to 30%). Moreover, all plas-
mids were able to efficiently induce a positive DTH response while HBsAg-S fusion constructs 
indicated a significant immunopotential effect towards the incorporated mouse epitopes. 
Conclusion: Designed polytope constructs of this study are efficiently expressed and proc-
essed. They have the required initial potency for further immunogenicity analysis in trans-
genic mice.
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طراحى، ساخت و ارزيابى ايمنى زايى سازه هاى DNA پلى توپ با استفاده از
BALB/c اپى توپ هاى غالب ويروس هپاتيت سى در موش
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چكيده 
* هدف: طراحي، ساخت و ارزيابي ايمني زايي سازه هاي DNA پلى توپ با استفاده از اپي توپ هاي غالب ويروس هپاتيت 

BALB/c سي در موش
HLA-A2 و H-2d انتخاب و بر اساس الگوريتم هاى شناسايى  CTL وابسته به  * مواد و روش ها: چهار اپى توپ 
-SOE روش  با  مربوطه  نوكلئوتيدى  توالى هاى  شدند.  طراحى  مختلف  ترتيب  سه  در  پروتئازوم  برش  و  اپى توپ 

 (HBsAg-S) بى  هپاتيت  ويروس  سطحى  آنتى ژن  ژن  به  غيرمتصل  يا  متصل  صورت  به  و  شده  ساخته   ing PCR
سلول هاى  در  پلى توپ ها  ترشح  و  بيان  پلى كلونال  آنتى سرم  تهيه  دنبال  به  شدند.  كلون   pcDNA3.1 پلاسميد  در 
ايمنى زايى  و  بررسى   RT-PCR و  الايزا  بلات،  دات  بلات،  وسترن  ايمونوفلورسانس،  روش هاى  با   Cos-7
BALB/c موش  در   (Delayed-type Hypersensitivity; DTH) تاخيرى  حساسيت  ازدياد  آزمون  با  سازه ها 

شد.  ارزيابى 
* يافته ها: پپتيدهاى پلى توپ حاصل از بيان پلاسميدهاى ساخته شده به واسطه طراحى in silico و تمهيدات به كار 
به   HBsAg-S با  هيبريد  ذرات  ترشح  و  شده  شناسايى  كامل  طور  به  آزمايشگاه  محيط  در  معمول  تكنيك هاى  با  رفته، 
بودند   DTH پاسخ  كارآمد  تحريك  به  قادر  پلاسميدها  كليه  هم چنين  شد.  داده  نشان  درصد)  ميزان 30  كشت (به  محيط 
موشى  اپى توپ هاى  عليه  شده  ايجاد  پاسخ  بر  را  معنى دارى  فزاينده  اثر   HBsAg-S با  هيبريد  سازه هاى  ميان  اين  در  كه 

نشان دادند. 
* نتيجه گيري: سازه هاى پلى توپ ساخته شده به خوبى بيان و پردازش شده و از كارايى اوليه لازم به منظور بررسى بيشتر 

ايمنى زائى در موش تراريخته برخوردار مى باشد.

* كليدواژگان: اپى توپ، ويروس هپاتيت سى، واكسن DNA، لنفوسيت هاى T سيتوتوكسيك
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مقدمه
 Cytotoxic) سايتوتوكسيك   T لنفوسيت هاى  كليدى  نقش 
ويروسى  عفونت هاى  عليه  دفاع  در   (T-Lymphocytes; CTL
سى هپاتيت  ويروس  مانند  غيرسايتوپاتيك،  ويروس هاى  ويژه  به 

(HCV و ;Hepatitis C Virus) در مطالعات مختلف نشان داده شده است 
(4-1). اخيرا بررسى موارد درمان شده عفونت HCV نيز حاكى از اهميت 
پاسخ قوى و چند جانبه لنفوسيت هاى +T CD8 عليه اپى توپ هاى مهم 
و نامتغير ويروس و توانايى اين سلول ها در پاك سازى عفونت در بدو 
شروع است (5-7). با اين حال به دليل وجود سويه هاى مختلف ويروس 
HCV و و تنوع ساختار آنتى ژنيك آنها (8، 9) و هم چنين توانايى منحصر 
به فرد ويروس در تغيير سريع ساختار اپى توپى (موتاسيون) كه منجر به فرار 
آن از دست سيستم ايمنى مى گردد (3، 10)، كاربرد واكسن هاى درمانى 
براى ايجاد چنين پاسخى در سلول هاى +T CD8 تاكنون موثر واقع نشده 
است. در حال حاضر واكسن هاى DNA كلاسيك (DNA Vaccine) كه 
از آنتى ژن كامل ميكروارگانيسم جهت تحريك سيستم ايمنى استفاده 
مى كنند، به عنوان يكى از راه هاى القا پاسخ Th1 و تحريك سلول هاى

مورد  در  اگرچه  واكسن  نوع  اين  شده اند (11، 12).   پذيرفته   CTLs
در  را  چشم گيرى  كارايى  اما  است،  بوده  موفق  پاتوژن ها  از  برخى 
پاك سازى عفونت هاى ويروسى مزمن مانند HCV از خود نشان نداده 

تعداد  بودن  ناكافى  به  مى توان  ناكارآمدى  اين  علل  جمله  از  است. 
يا   (13) آنتى ژن  يك  در   (Protective) محافظ   CTL اپى توپ هاى 
در  علاوه  به  كرد.  اشاره  ويروس (14-16)  فرار  نتيجه  در  و  موتاسيون 
آنتى ژن  در  موجود  كننده  سركوب  و  غيرمرتبط  اپى توپ هاى  مواردى 
به علت تداخل با اپى توپ هاى محافظت كننده مى توانند مانع از ايجاد 
در  ناخواسته  پاسخ هاى  برانگيختن  موجب  حتى  و  گشته  مناسب  پاسخ 
 HCV اثر واكسيناسيون گردند (17). به طور مشخص در مورد ويروس
آنتى ژن هاى  از  برخى  مورد  در  ايمنى  سيستم  كنندگى  سركوب  اثر 
ويروس مانند Core ،E1 ،E2 و NS3 مشاهده شده است كه به عنوان 
 ، T مكانيسمى براى تضعيف عملكرد برخى از سلول ها مانند سلول هاى
NK و دندريتيك ذكر مى شود (21-18). همين امر استفاده از ساختار 

طبيعى اين آنتى ژن ها را به منظور واكسيناسيون محدود مى سازد.
 Polytope DNA) پلى توپ  يا  اپى توپى  چند   DNA واكسن هاى 
فراهم  را  امكان  اين  جايگزين  استراتژى  يك  عنوان  به   (Vaccines
ساخته اند كه با انتخاب اپى توپ هاى نامتغير و محافظ ميكروارگانيسم و 
كنار هم قرار دادن توالى نوكلئوتيدى سازنده آنها در يك ساختار ساده، 
ضمن برانگيختن هم زمان پاسخ ايمنى عليه چندين اپى توپ مهم و موثر، 
و  ايمنى  سركوب كننده  پاسخ هاى  ايجاد  از  خواسته  نا  نواحى  حذف  با 



مضر نيز جلوگيرى گردد (22، 23). به اين ترتيب واكسن هاى مذكور 
عفونت هاى  برخى  مورد  در  آنها  به  نسبت  شده  ايجاد  ايمنى  پاسخ  كه 
به   ،(24-26) است  شده  داده  نشان  خوبى  به  تومورها  و  ويروسى 
مطرح  بى خطر  و  كارآمد   DNA واكسن هاى  از  جديدى  نسل  عنوان 
مى باشند. با اين وجود توسعه اين نوع واكسن نيازمند يافتن راه حل هاى 
مناسب براى افزايش بيان اين توالى هاى مصنوعى، افزايش ايمنى زايى 
واكسن  كارايى  سنجش  جهت  مناسب  روش هاى  پايه گذارى  و  آنها 
پپتيدهاى  كه  است  ذكر  به  لازم  مى باشد.  آزمايشگاهى  حيوان  در 
كمى  پايدارى  عموما  وسوم  دوم  ساختمان  فقدان  علت  به  پلى توپ 
داشته و نسبت به پروتئوليز در حين ترجمه حساس مى باشند (23، 27، 
غيرمستقيم  طور  به  مى تواند  پپتيدها  اين  محدود  بيان  كه  آنجا  از   .(28
نوع  اين  بيان  آزمايشگاهى  ارزيابى  بگذارد،  تاثير  آنها  ايمنى زايى  بر 
بيشترى  اهميت  از  كلاسيك   DNA واكسن هاى  با  مقايسه  در  واكسن 
نقيضى  و  ضد  اطلاعات  حاضر  حال  در  هم چنين  مى باشد.  برخوردار 
در مورد تاثير محل قرارگيرى و ترادف اپى توپ ها، افينيتى اتصال آنها 
 (Th) كمكى اپى توپ هاى  وجود  عدم  يا  وجود  و   MHC مولكول  به 
كه  است (27، 29، 30)  دست  در  پلى توپ  واكسن هاى  ايمنى زايى  بر 
تكميل آنها نيازمند انجام تحقيقات بيشتر مى باشد. در نهايت اشاره به 
پلى توپ  واكسن هاى  ايمنى زايى  بررسى  كه  است  ضرورى  نكته  اين 

و  (HLA) داراى  تراريخته  حيوانات  از  استفاده  به  نياز  دليل  به  انسانى 
Human Leukocyte Antigen انسانى و مشكلات تهيه و تكثير اين 
نوع حيوان، هزينه بر بوده و به راحتى واكسن هاى كلاسيك نمى باشد 
(31). با توجه به موارد فوق مى توان نتيجه گرفت كه توسعه استراتژى 
هرچه  طراحى  راستا  اين  در  و  بوده  بيشتر  تحقيق هاي  نيازمند  پلى توپ 
انجام  از  قبل  واكسن  ايمنى زايى  و  بيان  از  اوليه  اطمينان  نيز  و  دقيق تر 
كاهش  به  مى تواند  تراريخته،  حيوان  روى  بر  بالينى  تحت  آزمايشات 

زمان و هزينه ها منجر شود.    
عنوان  (به  سى  هپاتيت  ويروس   NS3 و   Core ،E2 آنتى ژن هاى 
مهم ترين پاتوژن عامل هپاتيت مزمن) به علت دارا بودن ويژگى هايى 
دسترس  در   ،(Core) بيمارى زايى  در  دخالت  و  بودن  نامتغير  نظير 
در  دخالت  هم چنين   (E2) كبد  سلول هاى  به  ويروس  اتصال  بودن 
تكثير ويروس و مشاهده ارتباط پاسخ ايمنى ايجاد شده با پاك سازى 
عفونت (NS3)، همواره به عنوان آنتى ژن هاى مناسب براى استفاده در 

واكسن هاى درمانى مورد توجه بوده اند (32، 33). 
هدف از تحقيق حاضر اثبات كارايى استراتژى واكسن هاى چند 
از  برگرفته   CTL اپى توپ  چهار  عليه  ايمنى  پاسخ  ايجاد  در  اپى توپى 
اين  با  مرتبط  مجهولات  برخى  بررسى  هم چنين  و  مذكور  ناحيه  سه 
آنتى ژن  افزاينده  اثر  نيز  و  اپى توپ ها  ترادف  تاثير  مانند  واكسن  نوع 
كوچك سطحى ويروس هپاتيت بى (HBsAg-S) بر ايمنى زايى آنها 
مى باشد. براى اين منظور با بهره گيرى از آناليزهاى ايمونوانفورماتيك 
شش پلاسميد چند اپى توپى حاوى سه ترادف مختلف اپى توپ هاى 
مذكور (دو اپى توپ انسانى وابسته به HLA-A2، يك اپى توپ موشى 
وابسته به H2-Dd و يك اپى توپ مشترك بين موش و انسان) طراحى 
بيان  و  شده  ساخته  تنهايى  به  و   HBsAg-S به  متصل  حالت  دو  در  و 
قرار  ارزيابى  مورد  آزمايشگاهى  مختلف  روش هاى  با  نظر  مورد  ژن 
مذكور  پلاسميدهاى  كارايى  از  اطمينان  منظور  به  همچنين  گرفت. 
تراريخته،  موش  در  ايمونولوژيكى  دقيق  آناليزهاى  انجام  از  پيش 
ايمنى زايى اوليه آنها بر اساس اپى توپ هاى موشى گنجانده شده، در 

موش BALB/c بررسى شد.

مواد و روش ها
پلاسميدهاى چنداپى توپى

به  توجه  با   HCV ويروس   CTL اپى توپ هاى  ارزيابى  و  شناسايى 
ويژگى اتصال آنها به مولكول HLA، تشابه توالى آنها در ژنوتيپ هاى 
مختلف و ارتباط آنها با پاك سازى ويروس صورت گرفت. براى اين 
در  كه   HCV مختلف  ژنوتيپ   18 به  متعلق  نمونه  ميان 161  از  منظور 
 Los Alamos HCV Immunology Database اطلاعاتى  پايگاه 
آنتى ژن هاى  از  برگرفته   CTL اپى توپ هاى  است،  شده  ثبت   (34)
Core, E2 و NS3 كه ميل اتصال بالاترى براى HLA-A2.1 داشته و 
توالى اسيدآمينه اى آنها بيشترين شباهت را به دو ژنوتيپ شايع ويروس 
يعنى 1a و 1b داشتند، براى ارزيابى بيشتر انتخاب شدند. در قدم بعد 
ايمنى  پاسخ  احتمالى  ارتباط  بر  مبنى  موجود  گزارش هاي  به  توجه  با 
نهايى  اپى توپ  سه  عفونت،  پاك سازى  با  اپى توپ ها  عليه  شده  ايجاد 
H2- كه وابسته به) E405 به علاوه اپى توپ N1406 و C132, E614

شدن  گنجانده  براى  مى باشد)   BALB/c موش  در  ارزيابى  قابل  و   Dd

(جدول  شد  گرفته  نظر  در  تحقيق  اين  اپى توپى  چند  ساختارهاى  در 
الگوريتم هاى  از  استفاده  و  كامپيوترى  شبيه سازى  كمك  با  سپس   .(1
http://bio.dfci.harvard.edu/) و   HLA به  پپتيد  اتصال  پيش بينى 

سه   (http://paproc.de) پروتئازوم  پردازش  نيز  و   (/RANKPEP
توالى پلى توپ متشكل از چهار اپى توپ مذكور به گونه اى طراحى شد 
كه كمترين اپى توپ هاى بينابينى در حد فاصل آنها ايجاد شود و ديگر 
نتيجه  در  و  پروتئازوم  توسط  اپى توپ ها  پردازش  براى  شرايط  آنكه 
قرارگيرى  محل  جابه جايى  با  ويژگى ها  اين  باشد.  ايده آل  آنها  عرضه 
اپى توپ ها نسبت به هم كنترل شده و سرانجام با توجه به جدول فراوانى 
tRNA براى كدون هاى انسانى (www.kazusa.org.jp/codon/) سه 
 (35)  SOEing PCR روش  به  و  طراحى  مربوطه  نوكلئوتيدى  توالى 
اليگونوكلئوتيد  جفت  سه  توالى،  سه  اين  ساخت  براى  شدند.  ساخته 
84-80 بازى كه در 21 باز ناحيه /3 هم پوشانى (Overlap) داشتند، با 
خلوص HPLC از كمپانى (MWG Biotech Germany) تهيه شدند. 
ترادف  ساخت  براى  شده  طراحى  اليگوى  جفت  يك  نمونه  عنوان  به 

شماره 1 (Polytope1) عبارت بوند از ODNf با توالى
5′-ACCATGGGATCCGACCTGATGGGCTACATCCCTC
TGGTGGGCGCCTCCGGCCCTTCCCAGAAGATCCA
GCTGGTGCGGCT-3′

 و ODNr با توالى
5′-ATGAATTCTTACACGGCGTTCAGGCCCAGGCCG
GACAGCTTGATGGTGCAAGGGTAGTGCCACAGCC
GCACCAGCTGGATCTTC-3′ 

كه نواحى هم پوشان آنها با خط زير مشخص شده است. با استفاده 
از آنزيم Pfu DNA polymerase (Fermentas)P ,و ،dNTP و اعمال 
يك سيكل حرارتى 95، 70 و 72 درجه سانتى گراد (هريك به مدت 5 
دقيقه)، پس از جفت شدن اليگونوكلئوتيدها در ناحيه هم پوشان، نواحى 
انتهايى از روى الگوى رشته مقابل ساخته شد. در مرحله بعد قطعه كامل 

به عنوان الگو در يك واكنش PCR با افزودن پرايمرهاى
Pf (5′-TAGGATCCACCATGGACCTGATGGGCTAC-3′), Pr (5′-
ATGAATTCTTACACGGCG-3′) 

كه حاوى توالى برش آنزيم هاى BamHI و EcoRI (نواحى پر رنگ)، 
كدون هاى شروع و ختم ترجمه و توالى Kozak (نواحى Italic) بودند، تكثير 
شده (توالى پرايمرهاى نشان داده شده مربوط به Polytope1 مى باشند) و 
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اپى توپ هاى  از  مختلف  ترتيب  سه  كه  شده  سنتز  ژن  سه  هر  نهايت  در 
يوكاريوتى  ناقل  در  جداگانه  طور  به  مى كردند،  بيان  را  بحث  مورد 

پلاسميدهاى  آن  حاصل  كه  شدند  كلون   pcDNA3.1+(Invitrogen)
چنداپى توپى pcPOL2 ، pcPOL1 وpcPOL3 بودند (شكل 1).

غيرمتصل به ژن  متصل و  صورت  مختلف اپى توپ هاى CTL به  كننده سه ترادف  پلى توپ كد  پلاسميدهاى  ساخت  مراحل  نمايش  شكل 1: 
به  روش  اين  مختلف  ترادف  سه  ساخت  براى  است.  شده  داده  نشان  ترادف  يك  براى  اينجا  در   SOEing PCR شماتيك  شكل   .HBsAg-S
هم پوشان  اليگونوكلئوتيد  دو   SOEing مرحله  در  شد.  گرفته  كار  به  متفاوت  بازى  اليگونوكلئوتيدهاى 80-84  با  بار  سه  جداگانه  صورت 
ODNf و ODNr در نتيجه اعمال سيكل حرارتى تشكيل يك هيبريد داده و نواحى مكمل همانندسازى شد. در مرحله PCR قطعه حاصل تكثير 
شده و توالى برش آنزيم، كدون هاى شروع، ختم و توالى Kozak به آن اضافه شدند. ژن HBsAg-S نيز به وسيله دو پرايمر Hf و Hr تكثير 
شده و توالى هاى لازم براى ترجمه و برش آنزيمى بر روى آن ايجاد شد. در نهايت توالى هاى پلى توپ به تنهائى و يا به صورت متصل و در 
 ،Kozak به ترتيب نشانه كدون شروع ترجمه و توالى TAA و H ،ATG/K .كلون شدند pcDNA3.1 در پلاسميد HBsAg-S قالب قرائت ژن
ژن HBsAg-S و كدون ختم ترجمه هستند. N ،E4 ،E6 و C نيز به ترتيب معرف توالى مربوط به اپى توپ هاى N1406، E405، E614 و 

C132 مى باشند.

معمارنژاديان و همكاران

125 125      فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 2، تابستان 88
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به منظور بررسى تاثير HBsAg-S بر ايمنى زايى توالى هاى چنداپى 
توپى، ژن

HBsAg-S (GenBank accession X02496, REGION: 157-837) 
با استفاده از دو پرايمر

 Hf (5′-CCTAAGCTTACCATGGAGAACATCAC-3′) 
 Hr (5′-GCGGATCCTTAAATGTATACCCAAAGAC-3′) 

(نواحى   BamHI و   HindIII آنزيم هاى  برش  توالى  حاوى  كه 
ترجمه  ختم  و  شروع   ،Kozak كدون هاى  نيز  و  زير)  خط  داراى 
 (ORF) قرائت  قالب  يك  در  و  شده  تكثير  بودند   (Italic (نواحى 
كلون   pcDNA3.1+ پلاسميد  در  پلى توپ،  توالى  سه  از  هريك  با 
و   pcHPOL2 ،pcHPOL1 ديگر  پلاسميد  سه  ترتيب  اين  به  شد. 
پلى توپ  پپتيد   اتصال  از  متشكل  هيبريد  پروتئين  كه   pcHPOL3
ساخته  نيز  مى كردند  بيان  را   HBsAg-S كربوكسيل  انتهاى  به 
از  اطمينان  از  پس  فوق  پلاسميد  شش  كليه   .(1 (شكل  شدند 
پلاسميد تخليص  ستون هاى  از  استفاده  با  نوكلئوتيدى  توالى  صحت 

NucleoBond Giga (Macherey-Nagel, Germany) با حذف 
اندوتوكسين و مطابق دستورالعمل كيت تخليص شدند. 

تهيه آنتى سرم  پلى كلونال از خرگوش
به  ابتدا  تحقيق  اين  پلى توپ  پپتيدهاى  عليه  آنتى بادى  تهيه  امكان 
B و با استفاده از الگوريتم شناسايى اپى توپ هاى سلول in silico صورت
(http: //bio.dfci. harvard. edu/tools/antigenic. htmL)

آنتى بادى   ،(36) استاندارد  روش  يك  اعمال  با  سپس  شده  بررسى  (l

پلى كلونال خرگوشى عليه هريك از پپتيدها به طور جداگانه تهيه شد.
ميلى گرم   1 شامل  ايمونوژن  مخلوط  از  ميلى ليتر   1 خلاصه  طور  به 
دانشگاه  بيوشيمى  انستيتو  توسط  شده  (سنتز  سنتتيك  پپتيد  از 
فروند ناقص  اجوان  مساوى  حجم  با  شده  مخلوط  سوئيس)  لوزان 

به  زيرجلدى  صورت  به   (Incomplete Freund’s Adjuvant)
خرگوش 3 ماهه تزريق شد. به دنبال تزريق يادآور پس از يك ماه، 
بيشترين  يافتن  زمانى مختلف جهت  نمونه خون خرگوش در فواصل 
عيار آنتى بادى با روش الايزاى غيرمستقيم مورد بررسى قرار گرفت.

ترانس فكت و تهيه ليزات سلولى
كشت و نگهدارى رده سلولى Cos-7 كه منشأ آن از كليه ميمون 
سبز آفريقايى مى باشد، در محيط كشت DMEM حاوى 2 ميلى مولار 
ميلى گرم   100 پنى سيلين،  ميلى ليتر  در  واحد   100 ال-گلوتامين، 
 ،(FCS) گاو  جنين  سرم  درصد   10 و  استرپتومايسين  ميلى ليتر  در 
صورت   CO2 درصد   5 اتمسفر  و  سانتى گراد  درجه   37 دماى  در 
تجارى كيت  از  استفاده  با  و  ليپوفكشن  روش  به  سلول  اين  گرفت. 

PolyFect (Qiagen) به صورت موقت (Transient) با پلاسميدهاى 
ترانس فكت  كمپلكس  منظور  اين  براى  شد.  ترانس فكت  پلى توپ 
متشكل از مقادير مناسب پلاسميد و محلول پلى فكت طبق دستورالعمل 
كيت تهيه شده و در فاز لگاريتمى به كشت سلول اضافه شد. 72 ساعت 
تحت  سلول ها  رويى،  كشت  محيط  نگهدارى  و  جمع آورى  ضمن  بعد 
ليزات  تهيه  منظور  به  يا  و  گرفته  قرار  ايمونوفلورسانس  رنگ آميزى 
بر  ثانيه  مدت 30  به  بار  هر  و  دقيقه  زمانى 1  فواصل  با  بار  پنج  سلولى، 
به  حاصل  ليزات  گرفتند.  قرار  اولتراسونيكاسيون  اثر  تحت  يخ  روى 
آناليز  جهت  رويى  مايع  و  شده  سانتريفيوژ   g2000 در دقيقه  مدت 20 
جمع آورى شد. سلول هاى ترانس فكت شده با پلاسميدهاى فاقد قطعه 
(HBsAg ژن  حاوي   pcDNA) و  pcH و   pcDNA3.1 يعنى  پلى توپ 

و نيز سلول هاى Cos-7 ترانس فكت نشده به عنوان كنترل منفى در نظر 
گرفته شدند.

بررسى بيان پپتيدهاى پلى توپ  
از  پس  سلولى  ليزات  در  موجود  پروتئين هاى  بلات:  وسترن  الف. 
روش  يك  اساس  بر   SDS-PAGE درصد   15 ژل  روى  بر  جداسازى 
پروتئين  به  مربوط  باند  و  شده  منتقل  نيتروسلولز  غشا  به   (37) استاندارد 
ضد مونوكلونال  بادي  آنتي  از  استفاده  با   HBs-polytope هيبريد 
 HRP و آنتى بادى ثانويه كنژوگه با HBsAg (Cedarlane, Canada)

و (Sigma, USA) و افزودن محلول رنگزاى DAB قابل رويت شد. 

روى  بر  شده  داده  كشت  سلول هاى  ايمونوفلوئورسانس:  ب. 
لامل هاى مخصوص شيشه اى (Glass Cover Slips)، 72 ساعت پس 
از ترانس فكت در مجاورت پارافورمالدئيد 4درصد به مدت 20 دقيقه 

 HCV به كار رفته در طراحى واكسن چند اپى توپى عليه CTL جدول 1: اپى توپ هاى
افينيتى اتصال مرجع

       MHC به
(% Score)$

درصد پوشش 
ژنوتيپ

وابستگى به
MHC

محل اپى توپ# 
در سويه  

HCV-H

اپى توپتوالى آمينواسيدىآنتى ژن مرجع

1b‡ 1a† 

(45-47)66/7-63/696/1100A2.1/H-2d132-142CoreDLMGYIPLVGA*C132

(47،44)50275A2.1614-622E2RLWHYPCTIE614

(49،47)58/525/20A2.11406-1415NS3KLSGLGLNAVN1406

(48)52/92/90H-2d405-414E2SGPSQKIQLVE405

# محل پروتئين ها بر اساس توالى سويه جدا شده توسط HCV-H (FDA) نشان داده شده است.
.1a يكسانى توالى آمينواسيدى در 8 نمونه بررسى شده متعلق به ژنوتيپ †

.1b يكسانى توالى آمينواسيدى در 103 نمونه بررسى شده متعلق به ژنوتيپ ‡
$ درصد ذكر شده با توجه به نزديكى توالى اپى توپ به توالى consensus (كه براى MHC مشخص شده بيشترين افينيتى را دارد) توسط نرم افزار محاسبه 

شده است.
* پپتيد C132 دو اپى توپ وابسته به HLA-A2.1 (ناحيه اى كه زير آن خط كشيده شده است) و H2-Dd (كل توالى نوشته شده) را در خود جاى داده است.
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 (PBS) در دماى اتاق فيكس شدند. پس از شست وشو در بافر فسفات
در  دقيقه  مدت 10  به  لامل ها  زمينه،  فلوئورسانس  از  كاستن  منظور  به 
محلول 50 ميلى مولار كلرورآمونيوم قرار گرفته و به دنبال شست وشوى 
نفوذ   X-100 تريتون  درصد   0/1 محلول  توسط  ابتدا  سلول ها  مجدد، 
پذير شده و پس از شست وشو به مدت 45 دقيقه به ترتيب در مجاورت 
 FITC و سپس آنتى بادى ثانويه كنژوگه با HBsAg با آنتى بادى ضد
از  بعد  و  قبل  شدند.  انكوبه  سانتى گراد  درجه   4 دماى  در   (Sigma)a

افزودن هر آنتى بادى سلول ها توسط بافر PBS شسته شدند و در نهايت 
ميزان فلوئورسانس سلول هاى ترانس فكت شده در مقايسه با سلول هاى 
ميكروسكوپ  توسط  منفى)  كنترل  عنوان  (به  نشده  ترانس فكت 

فلوئورسانس Zeiss Axioskop مورد بررسى قرار گرفت.
ج. دات بلات: به منظور كاستن از ميزان انتشار نمونه هاى لكه گذارى 
شده و داشتن نقاط يك دست، غشا نيتروسلولوز ابتدا به اندازه قطعات 
4 ميلى مترى پانچ شده و پس از قراردادن قطعات در چاهك هاى يك 
پليت الايزا،  ليزات سلولى  و يا پپتيدهاى سنتتيك طبق روش استاندارد 
(38) بر روى غشا نمونه گذارى شدند. پليت به مدت 1 ساعت در دماى 
37 درجه سانتى گراد انكوبه شده و قطعات درون چاهك ها ابتدا توسط 
مدت  به  سپس  و  شده  بلاك  درصد   3  (BSA) گاوى  سرم  آلبومين 
و  پلى توپ  پپتيدهاى  عليه  شده  تهيه  خرگوشى  آنتى سرم  با  دقيقه   30
به دنبال آن با آنتى بادى ثانويه كنژوگه با HRP مجاور شدند. پس از 
ظهور لكه ها به وسيله محلول DAB قطعات پانچ شده را بر روى يك 
صفحه سفيد قرار داده و توسط دوربين ديجيتال عكس بردارى شدند. 
در نهايت وضوح و شفافيت عكس حاصل با نرم افزار فوتوشاپ تنظيم 
شد. پپتيدهاى سنتتيك پلى توپ و ليزات سلول هاى ترانس فكت نشده 

به ترتيب به عنوان كنترل مثبت و منفى استفاده شدند.
محلول  وسيله  به  سلولى   RNA تخليص  دنبال  به   :RT-PCR د. 
استفاده  با  مربوطه   cDNA ابتدا   Invitrogen ساخت   Trizol تجاري 
 Reverse Transcriptase و آنزيم Random Hexamer از پرايمر
 DNA با   RNA آلودگى  عدم  از  اطمينان  جهت   .(39) شد  ساخته 
سپس  شد.  تهيه  نيز   RT آنزيم  افزودن  بدون  كنترل  نمونه  پلاسميدى 
كنار  در  كنترل  و  تست  لوله  دو  از  هريك  محصول  از  ميكروليتر   2
قطعه  بدون  پلاسميد  با  شده  ترانس فكت  سلول هاى  به  مربوط   cDNA
(pcDNA3.1) در يك واكنش استاندارد PCR حاوى 20 پيكومول از 
پرايمرهاى اختصاصى ژن هاى پلى توپ طبق 27 سيكل برنامه حرارتى 
(20 ثانيه 95، 30 ثانيه 50 و 30 ثانيه 72 درجه سانتى گراد) تكثير گرديد. 
محصول PCR پس از الكتروفورز بر روى ژل 2 درصد آگارز به وسيله 

سيستم UVP BioDoc-It (Cambridge, Uk) مشاهده شد. 
-HBs-poly ذرات  ترشح  ميزان  بررسى  منظور  به  الايزا:  ه) 

رويى  كشت  محيط  سلول ها  ترانس فكت  از  پس  ساعت   72  ،tope
تغليظ كننده لوله هاى  توسط  برابر  ده  ميزان  تا  و  شده  جمع آورى 

با  سپس  شدند.  تغليظ   Vivaspin 2, 3000 MWCO (Sartorius)
-Hepanos) به روش الايزا HBsAg استفاده از كيت تجارى اندازه گيرى

tika, Biomérieux, France) مقدار ذرات هيبريد ترشح شده در محيط 
كشت اندازه گيرى شد. لازم به ذكر است كه جهت يكنواخت سازى ميزان 
-pcD ترانس فكت پلاسميدهاى پلى توپ از ترانس فكت هم زمان پلاسميد

NA3.1/LacZ و سنجش آنزيم بتاگالاكتوزيداز در ليزات سلولى استفاده 
شده (40) و نتايج الايزا پس از اعمال ضرايب يكنواختى در مقايسه با ميزان 
سلول هاى  از   (Wild Type) نشده  دستكارى   HBsAg-S ذرات  ترشح 

ترانس فكته با پلاسميد pcH، به صورت درصد بيان شدند.

ايمن سازى موش ها
موش هاى BALB/c (H-2d) ماده با 8-6 هفته سن از مركز پرورش 
و نگهدارى حيوانات آزمايشگاهى انستيتو پاستور ايران در كرج تهيه و 
گروه هاى 9-6 تايى آنها بر اساس "اصول بين المللى نگهدارى و كار 
با حيوان آزمايشگاهى (41) و هم چنين مطابق با مصوبات كميته اخلاق 
حجم 50  (در  پلاسميد  ميكروگرم  ميزان 100  ايران" با  پاستور  انستيتو 
شدند.  ايمن  ناحيه كف پاى چپ  زيرجلدى در  ميكروليتر) به صورت 
تزريقات در زمان هاى 0، 3 و 6 هفته صورت گرفته و دو گروه دريافت 
كننده پلاسميدهاى فاقد ژن پلى توپ (pcDNA3.1 و pcH) به عنوان 

كنترل منفى در نظر گرفته شدند.

 (DTH) بررسى پاسخ ازدياد حساسيت تأخيرى
طبق روش گزارش شده قبلى (42)، 3 هفته پس از آخرين ايمن سازى 
هر  با  متناظر  پلى توپ  سنتتيك   پپتيد  از  ميكروگرم   10 ميزان  موش ها 
 E614+N1406 يا C132+E405 يك از ترادف ها، مخلوط پپتيدهاى
(شامل حجم مساوى هريك از آنها) و يا يك پپتيد غير مرتبط، در حجم 
كلى 40 ميكروليتر به صورت زير جلدى به كف پاى راست گروه هاى 
ايمن شده تزريق شد. مقدار مساوى سرم فيزيولوژى نيز به عنوان شاهد به 
كف پاى چپ موش ها تزريق و پس از گذشت 18، 24، 48 و 72 ساعت 
مقدار برجستگى پاى راست در مقايسه با پاى چپ موش ها در گروه هاى 

مختلف توسط ريزسنج (Mitutoyo, Japan) اندازه گيرى شد. 

يافته ها
انتخاب اپى توپ ها و طراحى پلاسميدهاى پلى توپ

جدا  نمونه هاى  به  مربوط   CTL اپى توپ هاى  اسيدى  آمينو  توالى 
شده HCV در پايگاه اطلاعاتى كه براي اين منظور راه اندازي شده است 
 (http://hcv.lanl.gov/content/immuno/immuno-main.html)
قدم  در  است.  شده  اندازى  راه  منظور  اين  براى  كه  مي باشد  موجود 
نواحى  از   (43)  HLA-A2 شايع  سوپرتايپ  به  وابستگى  اساس  بر  اول 
ميان  از  كه  شدند  شناسايى  اپى توپ   60 از  بيش   NS3 و   Core ،E2
آنها در نهايت 3 اپى توپ غالب بر اساس ويژگى هايى نظير ثبات توالى 
مقاوم  و  شايع  ژنوتيپ  دو  از  شده  جدا  نمونه هاى  بين  در  اسيدى  آمينو 
پاكسازى  با  شده  ايجاد  ايمنى  پاسخ  ارتباط   ،(9)  1b و   1a درمان  به 
(جدول  شدند  انتخاب   HLA-A2.1 به  آنها  اتصال  افينيتى  و  ويروس 
1). در بين اين اپى توپ ها، C132 علاوه بر HLA-A2.1 (ناحيه 140-

به  مى شد.  عرضه  و  شناخته  نيز  (ناحيه 132-142)   H-2d توسط    (132
منطور فراهم كردن امكان مطالعه ايمنى زايى واكسن در حيوان معمول 
 E405 توپ  اپى   ،C132 بر  علاوه   (BALB/c (موش  آزمايشگاهى 
افزوده  انتخابى  اپى توپ هاى  مجموع  به  بود   H-2d به  وابسته  كه  نيز 
ايمنى  پاسخ  است  شده  داده  نشان   1 جدول  در  كه  همان طور  شد. 
شده  گزارش  مختلف  تحقيقات  در  اپى توپ ها  اين  به  نسبت  غالب 
(49-44) و در اين ميان N1406 به عنوان يكى از اپى توپ هاى اصلى 
به  هم چنين   .(49  ،6) است  شده  شناخته  ويروس  پاك سازى  با  مرتبط 
منظور كاهش پديده ايمونودومينانس (50) با بهره گيرى از پيش بينى هاى
MHC مولكول  به  اپى توپ ها  اتصال  به  مربوط   in silico

كه  شد  سعى   (http://bio.dfci.harvard.edu/RANKPEP)
از  بالاتر   (Score) اتصال  افينيتى  داراى  همگى  انتخابى  اپي توپ هاي 
واكسن هاى   طراحى  در  توجه  قابل  نكات  ازجمله  باشند.  درصد   50
اين  است.  يكديگر  به  نسبت  اپى توپ ها  قرارگيرى  ترتيب  پلى توپ، 
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-Junc) بينابينى  جديد  اپى توپ هاى  پيدايش  واسطه  به  كه  ويژگى 
مى تواند  پروتئازوم  توسط  اپى توپ ها  پردازش  بر  تاثير  نيز  و   (tional
روش هاى  كمك  به   ،(51) شود  واقع  موثر  ايمنى  پاسخ  كارآيى  بر 
از  استفاده  با  اساس  اين  بر  است.  پيش بينى  قابل  انفورماتيك  ايمونو 
پيش  (جهت   (52)  Rankpep برنامه هاى  در  موجود  الگوريتم  دو 
برش  پيش بينى  (جهت   (53)  PAProC و   (MHC ليگاندهاى  بينى 
پروتئازوم) از بين 24 تركيب موجود براى 4 اپى توپ در نظر گرفته 
شده در اين تحقيق، 3 ترادف (شكل 1) كه اپى توپ بينابينى كمتر و 
مذكور  توالى هاى  شدند.  انتخاب  مى دادند،  نشان  را  بهترى  پردازش 
علاوه بر اينكه به تنهايى در وكتور pcDNA3.1 كلون شدند، فيوژن 
آنها با ژن HBsAg-S نيز به طور جداگانه در اين پلاسميد كلون شد. 
كليه شش پلاسميد ساخته شده توسط آناليزهاى آنزيمى و در نهايت 

تعيين توالى، مورد تاييد قرار گرفتند.

بررسى بيان ژن هاى پلى توپ
آناليز پپتيدهاى پلى توپ به وسيله الگوريتم كامپيوترى وجود يك 
شاخص آنتى ژنيك سلول هاى B در پلى توپ 2 و 3 و دو شاخص در 
پيش بينى،  اين  با  هم سو  نيز  الايزا  نتايج  كرد.  مشخص  را   1 پلى توپ 
عيار بالاتر آنتى سرم پلى كلونال خرگوشى عليه پلى توپ 1 را در سرم 
در  پلى توپ  اين  با  متناظر  سنتتيك  پپتيد  با  شده  ايمن  خرگوش هاى 

نشده  داده  نشان  (نتايج  داد  نشان   3 و   2 پلى توپ  پپتيدهاى  با  مقايسه 
آنتى بادى  و  پلى توپ  پپتيد  سه  عليه  شده  تهيه  آنتى سرم هاى  است). 
منظور  به  مختلف  آزمايشات  در   HBsAg عليه  تجارى  مونوكلونال 
شناسايى محصول ژن هاى پلى توپ به كار برده شدند. نتايج نشان داد كه 
ژن هاى پلى توپ به خوبى در رده سلولى Cos-7 كه با داشتن آنتى ژن 
را   pcDNA3.1 پلاسميد  اپى زومال  تكثير  امكان   SV40 ويروس   T
فراهم مى كند، بيان شده اند (شكل 2). علاوه بر اين با استفاده از تكنيك 
استاندارد وسترن بلات باند مربوط به بيان پروتئين هاى نوتركيب هيبريد 
الف).  2 (شكل  شد  مشاهده  انتظار  مورد  اندازه  در   HBsAg-S با 

 وزن مولكولى پروتئين هيبريد HBs-polytope طبق توالى آمينواسيدى 
آن 29/8 كيلودالتون مى باشد و در نتايج وسترن بلات اين باند در كنار 
يك  صورت  به  كيلودالتون   33 حدود  مولكولى  وزن  با  ديگرى  باند 
باند  قبلى  مطالعات  اساس  بر  كه  شد  مشاهده   (doublet) دوگانه  باند 
در   HBsAg پروتئين  گليكوزيلاسيون  به  مربوط  مى تواند  سنگين تر 
ايمونوفلورسانس   .(55  ،54) باشد  آن   146 آسپارژين  اسيدآمينه  محل 
پروتئين هاى  بيان  نيز   HBsAg عليه  آنتى بادى  از  استفاده  با  غيرمستقيم 
اثبات  شده  ترانس فكت   Cos-7 سلول هاى  در  را   HBs-polytope
كرد (شكل 2ب). هم چنين بررسى محيط كشت اين سلول ها با روش 
الايزا حاكى از ترشح ذرات هيبريد HBsAg به محيط كشت سلول بود 

(شكل 2ج). 

از  استفاده  با  سلولى  ليزات  در   HBs-polytope هيبريد  پروتئين هاى  بيان  بررسى   .Cos-7 سلول هاى  در  پلى توپ  پپتيدهاى  ترشح  و  بيان   :2 شكل 
آنتى بادى مونوكلونال عليه HBsAg با دو روش وسترن بلات، الف) و ايمونوفلورسانس غيرمستقيم، ب) انجام شد. در ستون هاى 4-2 غشا بلات شده 
باندهاى دوگانه با اندازه 33 و 30 كيلو دالتون كه نشانه اشكال گليكوزيله و غيرگليكوزيله پروتئين حاصل از ترانس فكت سه پلاسميد پلى توپ مى باشند 
به ترتيب با دو فلش بالا و پايين مشخص شده اند. سلول هاى غيرترانس فكته نه تنها باند مربوطه را در غشا وسترن بلات نشان ندادند (ستون 1 در 
الف) بلكه فاقد فلوئورسانس قابل رويت در روش ايمونوفلورسانس نيز بودند (b در ب). اين درحالى است كه مشاهده نور فلورسانس در سلول هاى 

ترانس فكت شده (در اين عكس با pcHPOL1) نشانه بيان پروتئين مورد نظر بود (a در ب). 
با روش الايزا درصد ترشح ذرات هيبريد HBs-polytope در مقايسه با HBsAg-S غير هيبريد 72 ساعت بعد از ترانس فكت سلول ها بررسى شد، ج) 

ستون ها نمايانگر ميانگين ± انحراف معيار حاصل از سه ترانس فكت مختلف مى باشند. 
بيان و رونويسى پلاسميدهاى پلى توپ غير هيبريد با HBsAg-S با دو روش دات ايمونوبلات، د) و RT-PCR، ذ) بررسى شدند. شدت رنگ حاصل از 
نمونه گذارى 20، 10 و2 ميكروليتر از ليزات سلولهاى ترانس فكت شده (در اين شكل با pcPOL1) در دات بلات (رديف a، به ترتيب ستونهاى 1، 2 و 3) 
تفاوت واضحى را با لكه هاى مربوط به سلول هاى غيرترانس فكته (رديف b) نشان داده اما شباهت نزديكى با لكه هاى ناشى از 100، 20 و 4 نانوگرم پپتيد 

سنتتيك (رديف c، به ترتيب ستون هاى 1، 2 و 3) كه به عنوان كنترل مثبت در نظر گرفته شد، داشت.   
تكثير mRNA سلول هاى ترانس فكت شده در RT-PCR نيز حضور باند 150 نوكلئوتيدى مربوط به بيان صحيح ژن هاى پلى توپ 1، 2 و 3 ( به ترتيب 
ستون هاى 4-2) را نشان داد، در حالى كه نمونه كنترل (ستون 1) متعلق به سلول هاى ترانس فكت شده با پلاسميد بدون قطعه (pcDNA3.1) باند مربوطه 

را نداشت. ستون M نمايانگر باندهاى پروتئينى با وزن مشخص است.

HCV پلى توپ عليه DNA سازه هاى
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اگرچه توليد ذرات هيبريد HBs-polytope به مقدار زياد دردرون 
ايمونوفلورسانس  و  وسترن بلات  روش هاى  با  و  گرفته  صورت  سلول 
توسط  شده  (توليد  طبيعى   HBsAg ذرات  با  مقايسه  در  اما  شد  تاييد 
بود  كمتر  كشت  محيط  به  هيبريد  ذرات  ترشح  ميزان   (pcH پلاسميد 

(حدود 30 درصد).
اندازه   HBsAg با  غيرهيبريد  پلى توپ  پپتيدهاى  كه  آنجا  از 
كوچك داشته (40 اسيد آمينه با وزن مولكولى حدود 4 كيلو دالتون) 
بيان  نبود،  اختيار  در  نيز  آنها  عليه  تجارى  مونوكلونال  آنتى بادى  و 
 RT-PCR و  2د)  (شكل  دات بلات  تكنيك هاى  از  استفاده  با  آنها 
نشان   mRNA رونويسى  و  ترجمه  سطح  در  ترتيب  به  2ذ)  (شكل 
به  مربوط  لكه هاى  رنگ  شدت  شباهت  بلات  دات  در  شد.  داده 
سلول هاى ترانس فكت شده با لكه هاى نمونه گذارى شده از پپتيدهاى 
سلول هاى  لكه هاى  با  آنها  مشخص  تفاوت  و  مثبت)  سنتتيك (كنترل 
غيرترانس فكته (كنترل منفى) حاكى از بيان پلاسميدهاى پلى توپ در 
اين سلول ها بود. هم چنين وجود باند 150 نوكلئوتيدي ناشى از انجام

 RT-PCR بر روى RNA سلول هاى ترانس فكت شده با پلاسميدهاى 
پلى توپ و عدم مشاهده اين باند در نمونه سلول هاى ترانس فكت شده 
شكل  (در   RT آنزيم  فاقد  كنترل  نمونه  نيز  و  قطعه  بدون  پلاسميد  با 
پلى توپ  ژن هاى  از  رونويسى  كننده  تاييد  است)،  نشده  داده  نشان 

مورد نظر بود.

 BALB/c در موش DTH پاسخ
 CTL اپى توپ هاى  عليه  اختصاصى  ايمنى  پاسخ  اوليه  ارزيابى 
 DTH گنجانده شده در سازه هاى پلى توپ با استفاده از آزمون پوستى
- كه يك روش استاندارد بررسى ايمنى سلولى در in vivo است (42) 
سنتتيك  پپتيدهاى  تزريق  از  پس  منظور  اين  براى  گرفت.  صورت   -
پلى توپ متناطر با ترادف هاى مختلف، مخلوط پپتيدهاى متناظر با دو 
اپى توپ موشى (H-2d) يا مخلوط پپتيدهاى متناظر با دو اپى توپ انسانى 
(HLA-A2) به كف پاى راست موش ها، پس از 24 ساعت ميزان تورم 
پا در مقايسه با پاى چپ كه با حجم مساوى سرم فيزيولوژى تزريق شده 

بود اندازه گيرى شد (شكل 3). 
در هر گروه واكسينه بين موش هاى تحريك شده با پپتيد پلى توپ 
مخلوط دو اپى توپ موشى (E405+C132) و موش هاى تحريك  يا 
شد  مشاهده  معنى دارى  تفاوت  (غيرمرتبط)  كنترل  پپتيد  با  شده 
عليه  شده  ايجاد  سلولى  پاسخ  بودن  اختصاصى  نشانه  كه   (p<0/01)
پپتيدپلى توپ و نيز مخلوط اپى توپ هاى موشى بود. اين در حالى بود 
كه افزايش برجستگى معنى دار در موش هاى تحريك شده با مخلوط 
در  همچنين  نشد.  مشاهده   (E614+N1406) انسانى  اپى توپ هاى 
 pcDNA3.1، pcH پلاسميد  با  (واكسينه  كنترل  گروه هاى  با  مقايسه 
و يا غيرواكسينه، با ميانگين تورم 0/03–0 ميلى متر) گروه هاى درمان 
(با  موشى  اپى توپ  دو  مخلوط  يا  پلى توپ  پپتيدهاى  با  شده  تحريك 
افزايش  ميلى متر)   0/11-0/2 و   0/2-0/46 ترتيب  به  تورم  ميانگين 
برجستگى معنى دارى را نشان دادند (p<0/01). نكته جالب توجه اينكه 
ميانگين افزايش برجستگى پا در گروه هاى ايمن شده با پلاسميدهاى 
و ميلي متر)   0/36)  pcHPOL2 ميلي متر)،   0/33)  pcHPOL1
واكسينه  گروه هاى  با  مقايسه  در  ميلي متر)   0/46)  pcHPOL3
بودند   HBsAg-S ژن  فاقد  كه  مربوطه  پلى توپ  پلاسميدهاى  با 
 0/3 و   0/24  ،0/2 با  ترتيب  به   ،pcPOL3 و   pcPOL1، pcPOL2)

 .(p<0/05) ميلى متر) نيز تفاوت معنى دارى داشت

ژني  پلى توپ.  سازه هاى  با  شده  ايمن  موش هاى   DTH پاسخ   :3 شكل 
توالى  مختلف  ترادف هاى  كدكننده  پلاسميدهاى  با   BALB/c موش هاى 
پلى توپ متصل يا غيرمتصل به HBsAg-S ايمن شدند. سه هفته بعد از 
آخرين تزريق موش ها توسط 10 ميكروگرم پپتيد پلى توپ صناعى و يا 
 E614 + N1406 يا C132 + E405 مخلوط مساوى از پپتيدهاى اپى توپى
از  پس  و  شده  تحريك  جلدى  زير  صورت  به  راست  پاى  كف  ناحيه  در 
24 ساعت تورم ايجاد شده در مقايسه با پاى چپ تزريق شده بوسيله 
گروه هاى  نيز  و  غيرايمن  موش هاى  شد.  اندازه گيرى  فيزيولوژى  سرم 
عنوان  به   (pcH و   pcDNA3.1) قطعه  فاقد  پلاسميدهاى  با  واكسينه 
به  (متعلق   ILKEPVHGV پپتيد  از  شدند.  گرفته  نظر  در  منفى  كنترل 
آنزيم RT ويروس HIV) به عنوان پپتيد غيرمرتبط استفاده شد. نتايج 
نشان دهنده ميانگين تورم ايجاد شده در موش هاى هر گروه (9-6 عدد) 
± خطاى استاندارد بوده و * تفاوت معنى دار تورم پاى گروه هاى دريافت 
با  واكسينه  گروه هاى  با  مقايسه  در  را   pcHPOL پلاسميدهاى  كننده 

پلاسميدهاى غيرفيوژن pcPOL نشان مى دهد.

بحث
از  جديدى  نسل  عنوان  به  مى توان  را  پلى توپ   DNA واكسن هاى 
گرفت.  نظر  در  مى باشند،  زيادى  بالقوه  مزاياى  داراى  كه  واكسن ها 
يك  اپى توپ هاى  عرضه  و  پردازش  جذب،  جريان  در  كه  آنجا  از  اما 
آنتى ژن، جزئيات مربوط به نحوه اثر و برش پروتئازوم در درون سلول 
و نيز تاثير اسيدهاى آمينه مجاور بر پردازش يك اپى توپ هنوز كاملا 
مشخص نيست (22)، و از طرف ديگر بيان پپتيدهاى پلى توپ به علت 
سنتتيك بودن و فقدان ساختمان هاى دوم و سوم ضعيف مى باشد (23، 
 27، 28)، طراحى مناسب و به كارگيرى تمهيداتى جهت افزايش بيان و 
ايمنى زايى اين نوع واكسن بسيار حايز اهميت است. با توجه به موارد 
فوق نتايج اين تحقيق نشان داد كه در طراحى سازه هاى پلى توپ عليه 
راهكارهايى  از  استفاده  نيز  و  ايمونوانفورماتيك  پيش بينى هاى   ،HCV
و  مناسب  بيان  به  مى تواند  سازه ها  ايمنى زايي  و  بيان  بهينه سازى  جهت 

افزايش ايمنى زايى اپى توپ هاى گنجانده شده در واكسن منجر شود. 
از جمله نكات در نظر گرفته شده در طراحى سازه هاى پلى توپ، 
سلول هاى  در  ترجمه  افزايش  منظور  به  ژنتيكى  كدون هاى  بهينه سازى 
جانورى بود كه مى تواند در افزايش ايمنى زايى واكسن هاى DNA موثر 
توالى  سه  با  متناظر  نوكلئوتيدى  سكانس  منظور  اين  براى   .(56) باشد 

پلى توپ طراحى شده با استفاده از برنامه
Sequence Manipulation Suite (http://bio.dfci.harvard.
edu/Tools/SMS/rev_trans.html) 

و بر اساس جدول فراوانى كدون هاى انسانى
(www.kazusa.org.jp/codon/) 

سلول هاى  در  رايج  كدون هاى  به  ژنتيكى  كدون هاى  تغيير  شد.  تعيين 
جانورى بدون ايجاد تغيير در توالى اسيدهاى آمينه حاصله ابتدا به عنوان 
باكتريائى  ژن هاى  حاوى  سازه هاى  در  بيان  افزايش  راه هاى  از  يكى 
مطرح بود و با توجه به اينكه ژن هاى ويروسى به طور طبيعى از ماشين 
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ترجمه سلول هاى جانورى استفاده مى كنند، اين بهينه سازى كدون در 
مورد ژن هاى ويروسى، ضرورى به نظر نمى رسيد. اما اخيرا اثر افزايشى 
اين روش در مورد بيان توالى هاى نوكلئوتيدى با منشأ ويروسى نيز به 

اثبات رسيده است (57، 58). 
با  مقايسه  در  آن  برترى  كه   CMV قدرتمند  پروموتر  از  استفاده 
و   (59-61) است  شده  داده  نشان  قبلا  جانورى  مختلف  پروموترهاى 
از  ژن  هر  ابتداى  در   (62) (Kozak) ACCATGG توالى طراحى  نيز 
ديگر تمهيدات به كار رفته براى افزايش بيان بوده اند. هم چنين با هدف 
 (VLP) ويروسى  شبهه  ذرات  سازنده  توالى هاى  افزاينده  اثر  بررسى 
توالى  با   HBsAg-S ژن  اتصال  از  پلى توپ  پپتيدهاى  ايمنى زايى  بر 
پلى توپ در برخى از سازه ها استفاده شد كه اين خود مى تواند افزايش 
بيان پلى توپ هيبريد را به دنبال داشته باشد (اگرچه اين تفاوت بيان در 
مطالعه حاضر بررسى نشده است). گزارش ها نشان مى دهد كه استفاده 
از ذرات هيبريد VLP به عنوان ناقلين آنتى ژنى با مكانيسم هاى مختلف 
 (APC) كننده  عرضه  سلول هاى  توسط  آنتى ژن  بهتر  عرضه  جمله  از 
با   HBsAg-S .(64 ،63) گردد ايمنى  پاسخ  افزايش  موجب  مى تواند 
بيشتر  ترشح  قابليت   ،(Th) كمكى اپى توپ هاى  از  غنى  ذخيره  داشتن 
و طولانى تر و نيز داشتن مجوز استفاده براى واكسيناسيون جهانى عليه 
شبهه  ذرات  سازنده  توالى هاى  بين  در   ،(66  ،65) بى  هپاتيت  بيمارى 
اپى توپ هاى  عرضه  و  انتقال  منظور  به  را  مناسبى  گزينه  ويروسى، 
خارجى به سيستم ايمنى ارايه مى كند. لوپ هيدروفيل خارجى موجود 
 B سلول هاى  اصلى  اپى توپ  كه   - ذرات  اين  بعدى  سه  ساختمان  در 
را نيز در خود جاى داده است - اگرچه به عنوان محلى مناسب براى 
باعث  بيشتر  اما   (68  ،67) شده  استفاده  خارجى  آنتى ژن هاى  افزودن 
علاوه  به  است.  شده  آنتى ژن ها  اين  عليه  هومورال  پاسخ  تحريك 
آنتى ژن هاى افزوده شده به اين ناحيه و نيز انتهاى آمينى پروتئين اغلب 
مطالعه  طراحى  بنابراين  شده اند (71-69).  ذرات  ترشح  كاهش  باعث 
حاضر طورى صورت گرفت كه با اتصال توالى هاى پلى توپ به انتهاى 
/3 ژن HBsAg-S پپتيدهاى پلى توپ در قالب قرائت ژن HBsAg-S و 

به صورت متصل به انتهاى كربوكسيل آن بيان شوند.
مطالعات قبلى نشان داده اند كه بيان ذرات نوتركيب HBsAg در 
گليكوزيله  موجب  مخمر  در  آنها  بيان  برخلاف  جانورى،  سلول هاى 
شدن نسبى پروتئين و پيدايش يك باند دو گانه (Doublet) در وسترن 
بلات مى گردد كه شاخص بيان HBsAg بوده و باند سنگين تر با اختلاف 
وزن حدود 3 كيلودالتون به دنبال تيمار با آنزيم اندوگليكوزيلاز از بين 
مى رود (54). در نتيجه وسترن بلات اين مطالعه، مشاهده شاخص باند 
دوگانه مذكور با اختلاف اندازه حدود 3 كيلودالتون نشان داد كه همانند 
تحت  نيز   HBs-polytope هيبريد  پروتئين  احتمالا  طبيعى،   HBsAg
عمل گليكوزيلاسيون قرار گرفته و به اين ترتيب اتصال پپتيد پلى توپ 
به انتهاى كربوكسيل پروتئين سطحى ويروس هپاتيت بى، در تشكيل و 

روند اصلاحات پس از ترجمه اين ذرات ايجاد اختلال نكرده است. 
در برخى گزارش ها نشان داده شده بود كه افزايش طول پروتئين 
اين  به  و  گردد   VLP ذرات  شكل گيرى  از  مانع  مى تواند   HBsAg
ترتيب طول قطعه اضافه شده به عنوان عامل اصلى تعيين كننده ميزان 
ترشح ذرات معرفى شده بود (66، 70). با توجه به اين موارد در تحقيق 
آمينه  اسيد   40 به  پلى توپ  قطعه  طول  كاهش  با  كه  شد  سعى  حاضر 
كمترين تداخل با روند طبيعى تشكيل ذرات و ترشح آنها ايجاد شود. 
اما در كمال تعجب عليرغم بيان درون سلولى پروتئين هيبريد و تائيد 
هيبريد  ذرات  ترشح  ب)،  و  الف   2 (شكل  مختلف  روش هاى  با  آن 

درصد)  توجهى (حدود 70  قابل  ميزان  به  طبيعى  پروتئين  با  مقايسه  در 
ميزان  كه  ديگرى  گزارش  با  يافته  اين  ج).   2 (شكل  بود  يافته  كاهش 
را  آمينه اى  اسيد   98 پپتيد  به  متصل   HBsAg-S هيبريد  ذرات  ترشح 
معادل HBsAg-S طبيعى يافته بود (65) در تضاد است. بنابراين مى توان 
نتيجه گرفت كه احتمالا ميزان ترشح بيش از آنچه به اندازه نسبى قطعه 
متصل شده وابسته باشد، به انعطاف پذيرى و انطباق HBsAg-S با توالى 

افزوده شده ارتباط دارد. 
در مجموع اين نتايج احتمال تشكيل ذرات شبهه ويروسى هيبريد 
از پپتيد پلى توپ با HBsAg-S، ولو به مقدار كم را مطرح مى كنند. با 
اين حال دست يابى به اطلاعات بيشتر در مورد كيفيت و كميت تشكيل 
ميكروسكوپ  از  استفاده  با  آنها  بيشتر  بررسى  مستلزم  ذرات،  نانو  اين 

الكترونى است (72).
با  شده  ايمن   BALB/c موش هاى  در   DTH پوستى  تست  انجام 
سازه هاى پلى توپ حاكى از كارايى اين پلاسميدها در تحريك سيستم 
پس  ساعت   24 الى   18 تقريبا  كه   DTH پاسخ   .(3 (شكل  بود  ايمنى 
نشانه  حقيقت  در  يافت  ادامه  ساعت   96 تا  و  شده  شروع  تحريك  از 
اختصاصى  شدن  حساس  از  و  بوده   (Recall) يادآور  واكنش  يك 
سلول هاى T قبل از تحريك با پپتيد سنتيك حكايت مى كرد. بنابراين 
پاسخ مثبت DTH تاييد ديگرى بر بيان in vivo پلاسميدهاى پلى توپ 
و نيز ايمنى زايى اوليه آنها بود. به علاوه پاسخ مثبت در قبال تحريك با 
مخلوط اپى توپ هاى موشى (پپتيدهاى 11-9 اسيد آمينه اى) پردازش اين 
اپى توپ هاى CTL به دنبال واكسيناسيون موش ها با DNA پلاسميدى 
پلى توپ را نشان داد. همان طور كه انتظار مى رفت فقدان پاسخ معنى دار 
در مقابل تحريك با اپى توپ هاى انسانى نيز ناشى از ناتوانى موش هاى 
بود.   HLA-A2 اپى توپ هاى  عرضه  و  شناسايى  در   (BALB/c) H-2d

ذرات  ترشح  ميزان  نبودن  چشم گير  خلاف  بر  اينكه  توجه  جالب  نكته 
هيبريد HBs-polytope در اين مطالعه، در تاييد گزارش هاي قبلى مبنى 
بر اثر افزايشى HBsAg-S بر پاسخ آنتى بادى و CTL عليه آنتى ژن هاى 
كامل (65، 73) افزايش معنى دار پاسخ ايمنى (p<0/05) عليه سازه هاى 
بر  تاكيدى  كه   (3 (شكل  شد  مشاهده   HBsAg-S به  متصل  پلى توپ 
افزايش  اين  است.   VLP و  پلى توپ  تكنولوژى  دو  آميزه  بهتر  كارايى 
ايمنى زايى مى تواند به علت تحريك سلول هاى Th عليه اپى توپ هاى 
كمكى HBsAg و كمك آنها به پاسخ سلول هاى CTL اختصاصى و 
يا بيان بيشتر پلى توپ هاى هيبريد باشد. اضافه بر آنكه همان مقدار كم 
ترشح ذرات هيبريد نيز موجب برداشت و عرضه بهتر اپى توپ ها توسط 

سلول هاى عرضه كننده آنتى ژن خواهد بود.
بيان  پلاسميدهاى  بيشتر  ايمنى زايى   DTH آزمون  نتايج  اگرچه 
دو  به  نسبت  را   (pcHPOL3 و   pcPOL3) پلى توپى   3 ترادف  كننده 
ترادف ديگر نشان داد ولى نتيجه گيرى قطعى در اين باره نيازمند انجام 

ارزيابى هاى دقيق تر با استفاده تكنيك هاى نوين مى باشد.   

نتيجه گيرى
چند   DNA واكسن  يك  تهيه  گام  به  گام  مراحل  حاضر  مطالعه 
اپى توپى را از مرحله انتخاب اپى توپها و طراحى in silico تا ساخت و 
ارزيابى هاى in vitro و in vivo نشان داده و با توجه به هزينه و مشكلات 
كار با حيوان ترا ريخته، كه مدل مناسب براى سنجش اين نوع واكسن 
است، بر استفاده از روش هاى ارزيابى آزمايشگاهى و نيز سنجش اوليه 
مى كند.  تكيه   (BALB/c (موش  معمول  حيوان  در  واكسن  نوع  اين 
هم چنين نتايج اين تحقيق نشان مى دهد كه با توجه به مشكلات ناشى 

HCV پلى توپ عليه DNA سازه هاى
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از ناپايدارى و بيان پپتيدهاى پلى توپ استفاده از راه كارهاى مناسب در 
طراحى مانند انتخاب صحيح اپى توپ ها و ترادف آنها، انتخاب وكتور 
و پروموتر مناسب و بهينه سازى كدون هاى انسانى مى تواند به افزايش 
بيان و عرضه اپى توپ ها و در نتيجه ايمنى زايى واكسن منجر شود. در 
نهايت اين مطالعه، قابليت اپى توپ هاى انتخاب شده از ويروس هپاتيت 
سى را براى ايجاد پاسخ ايمنى سلولى اختصاصى در قالب يك واكسن 
DNA چند اپى توپى مطرح مى سازد. به دنبال اين مطالعه و اطمينان از 
انسانى  اپى توپ هاى  عليه   CTL پاسخ  دقيق  آناليز  واكسن،  عملكرد 

نسبت  تر  عميق  ديدگاه  آوردن  دست  به  هدف  با  واكسن  در  موجود 
به پردازش و عرضه اپى توپ ها و تاثير ترادف آنها، بر روى موش ترا 

ريخته داراى HLA-A2.1 در حال انجام است.

تقدير و تشكر 
تامين  ايران  انستيتوپاستور  توسط  تحقيق  اين  هزينه هاي  كليه 
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