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Abstract 

Background: Hypervariability of hepatitis C virus (HCV) proteins is an important obstacle to 
design an efficient vaccine for the infection. To construct a protective vaccine against HCV, a DNA 
vaccine containing conserved epitopes of the virus was designed. To enhance the induced immune 
responses, adjuvant activity of N-terminal domain of gp96 (NT(gp96)) was used. 

Materials and Methods: A multi-epitope (PT) DNA vaccine encoding four HCV 
immunodominant cytotoxic T lymphocyte epitopes (HLA-A2 and H2-Dd) from Core, E2, NS3 and 
NS5B antigens in addition to a T-helper CD4+ epitope from NS3 protein and a B-cell epitope from E2 
protein was designed and constructed. Then, NT(gp96) was fused to the PT DNA (PT-NT(gp96)). The 
stimulated cellular and humoral immune responses of PT and PT-NT(gp96) were evaluated in mice 
model.  

Results: According to multicolor flow cytometry assay, the frequency of CD8+ T-cells 
producing IFNγ and TNFα in the splenocytes of immunized mice with PT-NT(gp96) (6.8%, 4%) was 
significantly higher than those of immunized with PT (0.9% , 0.8%), respectively. The same results 
have obtained in hepatic lymphocytes of the vaccinated mice. The level of IgG, IgG1 and IgG2a in the 
mice vaccinated with PT-NT (gp96) was significantly higher than the value obtained from the mice 
immunized with PT. 

Conclusion: The results showed that PT DNA vaccine induces immune responses in mice 
model. Fusion of NT (gp96) to PT DNA vaccine causes to enhance cellular and humoral immune 
responses against HCV compared to sole PT vaccine. 
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 کننده محافظت ایمنی ایجاد براي توپی اپی چند DNA واکسن ساخت و طراحی
  C هپاتیت ویروس علیه
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  چکیده
 عفونت این علیه واکسن تهیه فرآیند در مشکل ترین مهم C (HCV) هپاتیت ویروس تغییرپذیري :هدف و زمینه

 هاي توپ اپی دربرگیرنده DNA ساختار ،HCV علیه کننده حفاظت واکسن ساخت براي تجربی، لعهمطا این در .باشد می
 ادجوانتی خاصیت از شده، القاء ایمنی پاسخ تقویت منظور به .شد ساخته و طراحی ویروسی هاي پروتئین از شده حفاظت
  .گردید استفاده gp96 (NT(gp96)) آمین انتهاي
 T هاي لنفوسیت ایمونودومینانت توپ اپی چهار کدکننده HCV (PT) توپی پیچندا واکسن :ها روش و مواد

 Th توپ اپی یک همراه به ،NS5B و Core، E2، NS3 هاي آنتی ژن از )H2-Dd و HLA-A2( سیتوتوکسیک
CD4+ از NS3 توپ اپی یک و B-cell از E2 سپس .شد ساخته و طراحی NT(gp96) به DNA PT متصل 

 در PT-NT(gp96) و PT ساختار با شده برانگیخته هومورال و سلولی ایمنی هاي پاسخ .(PT-NT(gp96))گردید
   .گرفت قرار ارزیابی مورد موشی مدل

 در TNF-α و IFN-γ تولیدکننده +T-CD8 هاي سلول فراوانی رنگی، چند فلوسیتومتري سنجش مطابق :ها یافته
 PT با شده ایمن گروه به نسبت ) درصد4 و  درصدPT-NT(gp96) )8/6 با شده ایمن هاي موش طحال هاي سلول

 شده واکسینه هاي موش کبد لنفوسیت بررسی در مشابهی نتایج .داد نشانرا  داري معنی افزایش ) درصد8/0 و درصد9/0(
 از داري معنی طور به PT-NT(gp96) با شده واکسینه هاي موش در IgG2a و IgG، IgG1 میزان .آمد دسته ب

    ).>005/0p(بود بالاتر PT با شده ایمن هاي موش
 به NT(gp96) اتصال .باشد می موشی مدل در ایمنی پاسخ القاي به قادر PT ساختار داد نشان نتایج :گیري نتیجه
  .گردد می PT واکسن با مقایسه در HCV علیه سلولی و هومورال ایمنی پاسخ تقویت سبب مؤثري طور به PT ساختار

  C هپاتیت ویروس ،gp96 توپ، اپی ،DNA واکسن :کلیدي واژگان
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  مقدمه
 مزمن هپاتیت مهم عامل یک C هپاتیت ویروس

 جمعیت از میلیون 170تا  130 حدود که است ویروسی
 به آلوده افراد  درصد75 از بیش .هستند مبتلا آن به جهانی
 توسعه خطر در افراد این که شوند می مبتلا مزمن عفونت
  HCV ژنوم .باشند می هپاتوسلولار کارسینوم و سیروز
RNA پروتئین سه که است مثبت سنس با اي رشته تک 

 غیر پروتئین هفت و )E2 و Core، E1( ساختمانی
 و p7، NS2، NS3، NS4A، NS4B، NS5A( تمانیساخ

NS5B( کند می کد را)1(.   
 اپی وجود و C هپاتیت ویروس بالاي تغییرپذیري

 از برخی در ایمنی سیستم کننده سرکوب هاي توپ
 واکسن یک تهیه هاي چالش ترین مهم از آن هاي پروتئین

 در توپی اپی چند هاي واکسن .باشد می HCV علیه مؤثر
 T و B هاي سلول شده حفاظت هاي توپ اپی هبرگیرند

 علیه واکسن توسعه براي بخشی امید رویکرد دنتوان می
 طراحی جهت در مطالعاتی .دنباش HCV عفونت
 جمله از عفونی عوامل براي توپی اپی چند هاي واکسن
 این توانایی مطالعات این .ندا شده انجام C هپاتیت ویروس

 نشان C هپاتیت براي منیای ایجاد در را ها واکسن نوع
 توپی اپی چند DNA ساختارهاي ناپایداري .)2-5(اند داده
 به منجر سوم ساختار وجود عدم چنین هم و شدن بیان از بعد

 با که )5-7(شود می ها واکسن نوع این محدود کارآیی
 یا و ناقل یک کارگیريه ب جمله از کارهایی راه از استفاده

 شده برانگیخته ایمنی هاي سخپا توان می مناسب ادجوانت
  .نمود تقویت را ساختارها این علیه

 یک عنوان به (HSP) حرارتی شوك هاي پروتئین
 و تومورها علیه ایمونوتراپی در مند توان ادجوانت

 قرار ارزیابی مورد واکسن توسعه و عفونی هاي بیماري
 تجربی هاي واکسن با gp96 ادجوانتی اثر .اند گرفته

 ویروس  وB هپاتیت ویروس قبیل از عفونی هاي بیماري
 ها بررسی .)8-10(است شده تأیید (HPV) انسانی پاپیلوماي

 در چاپرون یک عنوان به gp96پروتئین که اند داده نشان
 عرضه در و بوده اندوپلاسمیک رتیکولوم شبکه لومن

 منجر و دارد نقش II و I کلاس MHC به پپتیدها متقاطع

، 11(شود می +T CD4 و +T CD8 يها سلول شدن فعال به
 التهابی هاي سیتوکین القاء طریق از gp96 چنین هم .)12

 ماکروفاژها و دندریتیک هاي سلول شدن فعال به منجر
   .)13(دگرد می

 به شده الحاق ساختارهاي که است شواهد حاکی
gp96 هاي واکسن توانمندي افزایش به منجر DNA 

 gp96 آمین انتهاي بخش ادجوانتی عملکرد .)14(شوند می
)NT(gp96)( سلولی و هومورال ایمنی هاي پاسخ القاء در 

 در .)16، 15(است شده داده نشان نیز تومورها و HBV علیه
 (PT) توپی اپی چند DNA ساختار یک ابتدا مطالعه، این

 افزایش منظور به .گردید طراحی HCV عفونت علیه
 استفاده NT(gp96) ادجوانتی اثر از ،PT مندي توان

 NT(gp96) به (PT) توپی اپی چند DNA ساختار .گردید
 و توپی اپی چند DNA واکسن زایی ایمنی و گردید متصل

 مورد موشی مدل در NT(gp96) با آن شده الحاق ساختار
  .گرفت قرار ارزیابی

  
  ها روش و مواد

 (PT) توپی اپی چند DNA ارزیابی و اختس
  NT(gp96) بااتصال یافته 

 واکسن ساخت جزئیات واي   رایانه-درون طراحی
DNA توپی اپی چند (PT) مطالعه این در شده استفاده 

 چنین هم وشرایط آزمایشگاهی  در آن بیان تأیید تجربی،
 داده توضیح قبلاً مطالعه یک در آن زایی ایمنی اولیه ارزیابی

 توپی اپی چند DNA یک خلاصه، طور به .)17(است شده
 )Core )18، 19 از H2-Dd به محدود هاي توپ اپی کدکننده

 و NS3 از HLA-A2 به محدود هاي توپ اپی ،)E2 )20 و
NS5B )21(، توپ اپی یک T کمکی CD4 از NS3 )22( 

 .گردید طراحی )E2 )23 از B سلول توپ اپی یک و
 .است آمده 1 جدول در ها آن توالی و ها توپ اپی موقعیت
 پلاسمید در شده کلون صورت به PT DNA ساختار

pBluescript شد ساخته )کانادا( بیوماتیک شرکت توسط. 
 توالی آنزیمی هضم ،pcDNA-PT پلاسمید تهیه منظور به

PT )پلاسمید در pBluescript( پلاسمید و 
pcDNA3.1(-) )هاي آنزیم با )آلمان ،روژنتیاینو 
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  .شد انجام T4DNA ligase آنزیم از تفادهاس با شده هضم قطعات الحاق .شد انجام BamHI و HindIII محدودالاثر
  

  ها آن توالی و موقعیت توپی، پلی DNA ساختار دهنده تشکیل هاي توپ اپی  .1 جدول
  توالی پپتید HLA  موقعیت اسید آمینه  پروتئین
NS3 1081-1073  HLA-A2 CINGVCWTV  

NS5B 2735-2727  HLA-A2 GLQDCTMLV  
NS3 1262-1248  HLA-DR GYKVLVLNPSVAAT

L  
Core 142-132  H2-Dd و HLA-A2 DLMGYIPLVGA  

E2 414-405  H2-Dd SGPSQKIQLV  
E2 426-412   اپی توپ سلولB QLINTNGSWHINSTA   

  
 ،pcDNA-PT-NT(gp96) ساخت منظور به

 شوك پروتئین از 1014 تا 1 نوکلئوتیدي ناحیه ابتدا
 آزمایشگاه اهدایی( )gp96 )NT(gp96) حرارتی
 پلاسمید در )ایران پاستور انستیتو واکسن و ژيایمونولو

pcDNA3.1(-) از پس که طریق بدین .گردید کلون 
 با (-)pcDNA3.1 پلاسمید و NT(gp96) آنزیمی هضم
 با شده هضم قطعات الحاق ،KpnI و BamHI هاي آنزیم
 -pcDNA) گرفت صورت T4 DNA ligase آنزیم

NT(gp96)). آنزیمی محل ایجاد منظور به NheI در 
 شده طراحی پرایمرهاي با PT تکثیر ،PT توالی 5' انتهاي

: پیش رو(
ATTGCTAGCACCATGGGCCAACTGAT

CAAC پس رو و: 
TATGGATCCCACCAGTTGGATTTTCTG

GCT، آنزیمی هاي  محل NheI و BamHI در ترتیب به 
 نشان رنگ پر صورت به پیش رو و پس رو پرایمرهاي

 در یافته تکثیر PT ختارسا سپس .شد انجام )اند شده داده
 پلاسمید از BamHI و NheI آنزیمی هاي محل

pcDNA-NT(gp96) گردید کلون.   
 و آنزیمی هضم از استفاده با حاصل هاي کلون

 سازي ایمن براي .گرفتند قرار تأیید مورد سکانس تعیین
-pcDNA-PT و pcDNA-PT پلاسمیدهاي ها، موش

NT(gp96) از عاري سمیدپلا تخلیص کیت از استفاده با 
 .شدند تخلیص )آلمان ،کیاژن( اندوتوکسین

  
  

  ها موش سازي ایمن
 طور به )H-2d/b ژنوتیپ( CB6F1 موش 12

 مراحل، تمامی در .شدند تقسیم تایی 4 گروه 3 به تصادفی
 توصیه قوانین با مطابق حیوانات روي بر شده انجام کارهاي

 ها موش از گروه یک .بود آزمایشگاهی حیوانات با کار شده
-pcDNA-PT با دیگر گروه و pcDNA-PT با

NT(gp96) میکروگرم 100 با تزریق بار سه .شدند ایمن 
 عضلانی داخل صورت به و هفته 2 زمانی فاصله در پلاسمید

میکرولیتر  100 تزریق، اولین از قبل هفته یک .شد انجام
میکرومول در بافر  10( )فرانسه ،سانکلاتو( کاردیوتوکسین

 پاي نی درشت قدامی عضله به (PBS)ت سالین فسفا
 صورت به نیز ها موش از گروه یک .شد تزریق ها موش

 .شدند نگهداري کنترل عنوان به تزریقی هیچ بدونناآزموده 
 و سلولی ایمنی نظر از ها موش سوم، تزریق از بعد هفته دو

  .گرفتند قرار بررسی مورد هومورال
  طحال هاي لنفوسیت جداسازي

 دستورالعمل مطابق سلولی تک انسیونسوسپ
 خلاصه، طور به .)24(شد تهیهها   از بافت طحال موش مربوطه

جا به  طریق از و شدند هوش  ایزوفلوران بی با ها موش ابتدا
 شده، جدا موش طحال .شدند کشتههاي گردنی  هرهمجایی 

 عبور میکرومتري 70 منافذ با صافی یک از کردن له از پس
 PBS با بار دو طحال، از شده تهیه تک هاي ولسل .شد داده

 بلو، تریپان با ها سلول شمارش از پس .شدند داده شستشو
سلول بر  2×107 غلظت در طحال هاي سلول از سوسپانسیونی

 کامل )آلمان ،شرکت گیبکو( RPMI محیط درلیتر  میلی
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سرم جنین ( گوساله سرم درصد RPMI +10 کشت محیط(
  .گردید تهیه )سیلین پنی-ترپتومایسیناسواحد  10 + )گاوي

 درچاهک موش، هر از طحال سلول 1×106
 100 با و شد داده کشت صاف ته خانه 96 میکروپلیت
   H2-Dd به محدود هاي توپ اپی پپتیدهاي ازمیکرولیتر 

)E2 405-414, Core132-142( میکروگرم بر  2 غلظت در
 تحریک یآزمایشگاه شرایط در جداگانه طور بهلیتر  میلی
درجه  37 دماي در روز 6 مدت براي ها سلول .شد

 از قبل .شدند انکوبه CO2 درصد 5 حضور درگراد  سانتی
 هاي سلول مجدداً سلولی، داخل هاي سیتوکین آمیزي رنگ
-α مجاورت در و پپتیدها با ساعت 6تا  5 مدت به طحال

CD28 )برفلدین و )آلمان ،شرکت بی دي فارمین ژن A 
  .شدند داده کشت )آلمان ،سنبیوسایشرکت اي (

  کبد هاي لنفوسیت جداسازي
 مطابق کبدي بافت هاي لنفوسیت کردن جدا

 پس ها موش کبد خلاصه، طور به .)24(شد انجام دستورالعمل
 داده عبور میکرومتري 70 منافذ با صافی از ،شدن تکه تکه از

 دقیقه 30 مدت براي ها پس از شست و شوي، سلول .ندشد
 حاوي آنزیم محلول درگراد  درجه سانتی 37 اي دمدر

DNAase 2 نوع کلاژناز و )Aldrichانکوبه )، سیگما 
 40 پرکول محلول از استفاده با ها لنفوسیت سپس .ندگردید
 بودن زنده میزان .شدند جدا) ، سیگماAldrich(درصد
 آماده براي .گردید تعیین بلو تریپان از استفاده با ها سلول
 سلولی، داخل هاي سیتوکین آمیزي رنگ براي اه سلول شدن
 پپتیدها با ساعت 6تا  5 مدت به موش هر کبد سلول 1×106

  .شدند داده کشت A برفلدین و α-CD28 مجاورت در و
  سلولی داخل هاي سیتوکین آمیزي رنگ

 مراحل از آمده دسته ب کبد و طحال هاي سلول
 ،نسیبیوسااي ( anti-CD8 سطحی گرهاي نشان با ابتدا قبل،

 آمیزي رنگ )نس، آلمانیاي بیوسا( anti-CD4 و )آلمان
 FVD (Fixable از مرده هاي سلول کردن جدا براي .شدند

Viability Dye) 20تا  15 مدت به ها سلول .شد استفاده 
 گرهاي نشان مجاورت درگراد   درجه سانتی4دماي  در دقیقه

 پذیرنفوذ و کردن فیکس براي سپس .شدند انکوبه سطحی
درجه  4دماي  در دقیقه 20 مدت به ها سلول نمودن،

بی ( Cytofix/Cytoperm محلول مجاورت درگراد  سانتی
 شو و شست از پس .شدند داده قرار )آلمان ،دي فارمین ژن

 20 ها سلول ،)بی دي فارمین ژن( Perm/Wash 1X بافر با
 anti-IFNγ سلولی داخل هاي سیتوکین بادي آنتی با دقیقه

 آمیزي رنگ)نسیاي بیوسا( anti-TNFα و) ي بیوساینسا(
 Gallios (Becton فلوسیتومتري دستگاه با پایان در  وشدند

Coulter) شد شمرده سلول 100000 حداقل .شدند بررسی. 
 FlowJo (Tree Star) افزار نرم از استفاده با ها تحلیل داده

  .گرفت انجام
  بادي آنتی ایزوتیپ تعیین

 از ها موش سازي، ایمن سومین زا بعد هفته دو
 از ها سرم .شدند گیري خون اربیتال -رترو قسمت طریق
 به خون نمونه انکوباسیون با موش هر کامل خون هاي نمونه
 سپس وگراد  درجه سانتی 37دماي  در ساعت 1 مدت

 تهیه دقیقه 10 مدت بهدور در دقیقه  8000 در آن سانتریفوژ
 زمان تا و شده مخلوط ها موش از گروه هر هاي سرم .شد

 .شدند نگهداريگراد  درجه سانتی -20 دماي در استفاده
 IgG2a و IgG1 هاي ایزوتیپ و IgG هاي بادي آنتی میزان

 توپ اپی( بادي آنتی کننده تولید توپ اپی علیه اختصاصی
E2412-426( گیري اندازه الایزا از استفاده با ها موش سرم در 

 از میکرولیتر 100 با الایزا پلیت خلاصه، طور به .)25(شد
 پپتید از میکرولیتر در میکروگرم 10 غلظت( E2412-426 پپتید

 پوشش )=6/9pH مولار، 5/0 کربنات بی-کربنات بافر در
 گراد  درجه سانتی4 دماي در شب یک مدت به و شد داده
 Tween از درصد 05/0 حاوي PBS با پلیت .شد داده قرار

20 )PBS-T( کننده بلوك بافر با و شد داده شو و شست 
)PBS درصد5 حاوي  Skim milk( در ساعت 2 مدت به 

 شو و شست از پس .شد انکوبهگراد  درجه سانتی 37 دماي
 براي  وشد افزوده پلیت به )1:50(شده رقیق سرم ،PBS-T با
 سپس .گردید انکوبهگراد  درجه سانتی 37 دماي در ساعت 2

 بادي آنتی با ساعت 2 مدت هب و شد داده شو و شست پلیت
IgG، IgG1 و IgG2a با شده کونژوگه موشی ضد HRP 

 میزان به( رقیق )آمریکا ،نولوژيکشرکت ساترن بیوت(
 TMB سوبستراي با ظهور مرحله .گردید انکوبه )1:4000
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 طول در (OD) نوري جذب و شد انجام )تترامتیل بنزیدین(
  .شد گیري اندازهنانومتر  450 موج

  آماري تحلیل
 نرم از منحنی رسم و آماري هاي ارزیابی براي

 تحلیل .شد استفاده 5 نسخه GraphPad Prism افزار
 انجامآنووا  طرفه یک واریانس آزمون از استفاده با آماري

  .شد گرفته نظر در دار معنی 05/0 از کمتر p .شد
  ها یافته

 فیوز )PT( توپی اپی چند DNA آنالیز و ساخت
  NT(gp96) به شده

 252 با (PT) توپی اپی چند DNA ساختار
 .شد ساخته و طراحی توپ اپی 6 از متشکل و نوکلئوتید

-H2 توپ اپی دو ،HLA-A2 توپ اپی سه ترتیب، بدین

Dd، هاي سلول توپ اپی یک B توپ اپی یک و Th1 در 
 Core توپ اپی .گردید تعبیه توپی اپی چند DNA ساختار

 و H2-Dd توپ اپی یک ارايد پوشان هم صورت به 132-142
 ترادف شماتیک نماي .باشد می HLA-A2 توپ اپی یک

   .است  شدهداده نشان 1 شکل در ها توپ اپی اسیدآمینه

  
  
  

  
  

  کننده جدا هاي توالی همراه به توپی پلی DNA ساختار در ها توپ اپی ترادف شماتیک نماي .1 شکل
  .اند شده داده نشان جداگانه هاي بلوك در ها آن توالی چنین هم و C تیتهپا ویروس هاي پروتئین در ها توپ اپی موقعیت

  
 3' انتهاي به نوکلئوتید 1014 با NT(gp96) توالی

 و PT توالی موقعیت .گردید الحاق PT توالی از
NT(gp96) پلاسمید در pcDNA3.1(-) شکل در A2 

-pcDNA-PT کلون ساختار صحت .است شده داده نشان

NT(gp96) هضم از استفاده با آن کلونینگ مراحل و 
 آنزیمی هضم نتیجه که گردید تأیید توالی تعیین و آنزیمی

 آمده B2 شکل در KpnI و NheI هاي آنزیم با نهایی کلون
  .است

  
 
 
  
  
  
  

  
  
  

  
  
  
  

  (-)pcDNA3.1 پلاسمید در NT(gp96) و PT توالی موقعیت )A .2 شکل
B( آنزیمی هضم pcDNA-PT-NT(gp96)  آنزیم دو اب NheI و  KpnI. M. گر نشان DNA، 1 ردیف: pcDNA-PT-NT(gp96) از بعد 

  آنزیمی هضم از قبل pcDNA-PT-NT(gp96) :2 ردیف ،KpnI  و NheI آنزیم دو با هضم
  

A B 
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 در اختصاصی +T CD8 هاي سلول پاسخ
  شده ایمن هاي موش طحال هاي لنفوسیت

 میزان دهد، می نشان 3 شکل که طور همان
 هاي موش در IFN-γ تولیدکننده +T CD8 هاي وسیتلنف

 با شده ایمن گروه به نسبت  PT-NT(gp96) با شده ایمن
PT میانگین .یافت افزایش داري معنی طور به منفی وکنترل 

 توپ اپی با طحال هاي سلول تحریک از پس  IFN-γ پاسخ
E2، با شده ایمن گروه در PT-NT(gp96)  ،8/6 درصد به 

 دسته ب پاسخ از بالاتر داري معنی طور به دست آمد که
  .بود ) درصدPT )9/0 با شده ایمن هاي موش در آمده

 درصد .آمد دسته ب TNF-α براي مشابهی نتایج
 توپ اپی علیه TNF-α کننده ترشح +T CD8 هاي سلول

E2 با شده ایمن هاي موش در PT-NT(gp96)، 4درصد  
 دسته ب  درصد8/0 زا بالاتر داري معنی طور به که باشد می

 شکل( )>05/0p( باشد می PT با شده ایمن گروه در آمده
3.(  

-TNF و IFN-γ کننده تولید هاي لنفوسیت میزان

α توپ اپی با طحال هاي سلول تحریک از پس Core132-142 
 نداد نشان شده ایمن هاي گروه بین در را داري معنی تفاوت

  ).است نشده داده نشان اطلاعات(
  

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  و IFN-γ تولید کننده +TCD8هاي  پاسخ سلول. 3شکل 

TNF-αتوپ  علیه اپیE2405-414هاي  هاي طحال موش  از سلول
  ایمن شده

 نشاندهنده * .است شده داده نشان انحراف معیار ± میانگین صورت به نتایج
  ).>05/0p*(باشد   میها گروه بین دار معنی اختلاف

 در اصیاختص +T CD8 هاي سلول پاسخ
  شده ایمن هاي موش کبد هاي لنفوسیت

 HCV تکثیر براي اصلی عضو کبد که جا آن از
 شده برانگیخته +T CD8 هاي سلول پاسخ میزان ،باشد می

 هاي موش کبد در PT-NT(gp96) و PT ساختار دو توسط
 T هاي سلول میزان .گرفت قرار ارزیابی مورد شده ایمن

CD8+ هاي سیتوکین کننده ترشح IFN-γ و TNF-α پس 
 4 شکل که طور همان .شد گیري اندازه پپتیدها با تحریک از

 ترشح سیتوکین E2 پپتید با تحریک از پس دهد، می نشان
 از بعد و IFN-γ غالب طور به +T CD8 هاي سلول از شده

 +T CD8 هاي سلول فرکانس میانگین .باشد می TNF-α آن
 ایمن موش گروه دو در TNF-α یا IFN-γ کننده تولید
 منفی کنترل گروه هاي موش از بالاتر داري معنی طور به شده
 پاسخ PT-NT(gp96) با سازي ایمن  کهداد نشان نتایج .بود

 صد در میانگین .کند می القا PT به نسبت تري قوي
 کبد در TNF-α و IFN-γ براي +T CD8 هاي سلول
 2/4 ترتیب به( PT-NT(gp96) با شده ایمن هاي موش

ه ب مقادیر از بالاتر داري معنی طور به )درصد 6/3 و درصد
 6/1 ترتیب به( PT با شده ایمن موش گروه در آمده دست

  ).>05/0p( باشد می ) درصد2/1 و درصد
 اپی علیه کبدي +TCD8 هاي سلول ایمنی پاسخ

  .نبود شناسایی قابل طحال هاي سلول همانند Core توپ
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  

 و IFN-γ کننده تولید +TCD8 هاي سلول پاسخ .4 شکل
TNFα توپ اپی علیه E2405-414 هاي موش کبد هاي سلول در 

  شده ایمن
 دهنده نشان * .است شده داده نشان انحراف معیار ± میانگین صورت به نتایج

  ).>05/0p<، **01/0p*(باشد   میها گروه بین دار معنی اختلاف
  



  و همکاران                                                                                   لیلا پیشرفت ثابت … چند اپی توپی براي ایجادDNAطراحی و ساخت واکسن 

  19                                                                                                1395 فروردین ،1 شماره ، نوزدهمسال اراك، پزشکی علوم دانشگاه پژوهشی علمی مجله

  هومورال ایمنی پاسخ ارزیابی
 ادجوانتی اثر مطالعه، این از يدیگر بخش در

 اختصاصی هومورال ایمنی پاسخ القاء در NT(gp96) الحاق
 آنتی میزان .گردید تعیین HCV از E2412-426 توپ اپی

 از پس هفته دو شده ایمن هاي موش سرم در اختصاصی بادي
 5 شکل که طور همان .شد گیري اندازه سازي ایمن سومین

 هاي موش در IgG total اديب آنتی میزان دهد، می نشان
 از بالاتر داري معنی طور به PT-NT(gp96) با شده ایمن
 میزان و )>001/0p(باشد می PT با شده واکسینه هاي موش

 میزان از داري معنی طور به گروه دو این در بادي آنتی این
   .باشد می بالاتر ناآزموده گروه هاي موش در آمده دسته ب

 مشخص ها موش سرم رد IgG ایزوتیپ تشخیص
 غالب طور به PT-NT(gp96) و PT با سازي ایمن که کرد

 و )5 شکل( شود می IgG2a بادي آنتی ایجاد به منجر
 داري معنی طور به PT-NT(gp96) با شده ایمن هاي موش
 پاسخ ).>001/0p(کنند  می ایجاد PT گروه از بالاتر تیتري
 نیز شده کسینهوا هاي گروه در شده ایجاد IgG1 بادي آنتی
 این که داد نشان نتایج طریق بدین .بود ضعیف بسیار

 شده واکسینه هاي موش در را ایمنی هاي پاسخغالباً  ساختارها
  .دنده می سوق Th1 سمت به

  
  

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 و IgG total، IgG1( اختصاصی بادي آنتی پاسخ .5 شکل
IgG2a( توپ اپی علیه E2412-426 هشد واکسینه هاي گروه در  

 دهنده نشان * .است شده داده نشانانحراف معیار  ± میانگین صورت به نتایج
  )>p 001/0 ؛>01/0p **؛>05/0p*( .باشد  میگروه بین دار معنی اختلاف

  
  

  بحث
 توپی اپی چند DNA هاي واکسن از استفاده

 و خطر بی ایمنی هاي پاسخ القاء براي بخشی نوید رویکرد
 HCV جمله از متغیر ربسیا هاي پاتوژن علیه مؤثر

 اپی دو علیه CTL پاسخ القاء توانایی ،تازگی به .)26(باشد می
 قالب در )E1 315-322 و HCV  )core 133-144 توپ

 .)27(است داده نشان توپی اپی چند DNA یک با زایی ایمنی
 در شده طراحی ساختار توانایی علیرغم ،مطالعه این در

 پاسخ ،ها توپ اپی صیاختصا ایمنی هاي پاسخ برانگیختن
 به توجه با .نبود برخوردار انتظار مورد کارآیی از شده ایجاد

 ضرورت و توپی اپی چند DNA هاي واکسن بالقوه مزایاي
 حاضر بررسی در ها، واکسن نوع این زایی ایمنی افزایش

 چند واکسناي  رایانه-درون طراحی طریق از گردید سعی
 زایی ایمنی مناسب نتادجوا یک از استفاده و توپی اپی

 تقویت (PT) شده طراحی توپی اپی چند DNA واکسن
 طریق از همکاران و معمارنژادیان ،بررسی یک در .گردد
 اپی واکسن زایی ایمنی HBsAg ساز VLP توالی اتصال
 نشان قبلی نتایج .)5(نمودند تقویت را شده طراحی توپی
 حرارتی شوك هاي پروتئین با ژن آنتی اتصال که اند داده
 زایی ایمنی است توانسته آن از هایی بخش یا gp96 مثل

 در بنابر این، .)29، 28(دهد افزایش را آن به متصل پروتئین
 gp96 آمین انتهاي قطعه ادجوانتی خصوصیت مطالعه، این
 توپی اپی چند DNA هاي واکسن زایی ایمنی افزایش در

   .گردید ارزیابی HCV اختصاصی
 سلولی ایمنی هاي پاسخ بررسیدر مطالعه حاضر، 

 داد نشان شده ساخته هاي واکسندر اثر  شده القاء هومورال و
 در ایمنی پاسخ القاي به قادر مؤثري طور به PT ساختار که

 NT(gp96) به PT ساختار اتصال با .باشد می موشی مدل
 طور به شده برانگیخته هومورال  سلولی وایمنی پاسخ
 در فوق یافته .کرد پیدا افزایش PT با مقایسه در داري معنی

 نشان که است قبلی مطالعات از آمده دسته ب نتایج راستاي
 انتهاي با HBV اختصاصی هاي ژن آنتی الحاق دهند می

 DNA HBV هاي واکسن مندي توان تواند می gp96 آمین
 که دادند نشان نیز همکاران و محیط .)30 ،29(دهد افزایش را
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 انسانی پاپیلوماي E7 ژن آنتی نندهک کد DNA هاي واکسن
 پاسخ داري معنی طور به گردید، متصل NT(gp96) به که

 ایمنی پاسخ با مقایسه در را E7 به نسبت اختصاصی ایمنی
 افزایش ادجوانت بدون E7 ژن حاوي واکسن علیه
 و gp96 به شده متصل ژن آنتی متقاطع عرضه .)9(دده می

 براي (APC) ژن نتیآ کننده عرضه هاي سلول شدن فعال
 است هایی مکانیسم جمله از اختصاصی هاي CTL تحریک

 NT(gp96) به متصل ساختار مندي توان افزایش به منجر که
 کاره ب gp96 گیرنده عنوان به که CD91 چنین، هم .شود می
 تسهیل را شده الحاق ژن آنتی متقاطع عرضه رود، می
   .)31(کند می

 .است C پاتیته ویروس تکثیر اصلی محل کبد
 ترشح +T CD8 هاي سلول که اند داده نشان قبلی مطالعات

 پاك هاي شامپانزه کبد در HCV اختصاصی IFN-γ کننده
 شده مزمن ها آن در عفونت که هایی آن با مقایسه در شده

 که کردند بیان همکاران و  کوپر.)32(است تر فراوان است،
 یک با نزهشامپا مدل در حاد C هپاتیت عفونت شدن پاك
 هاي پروتئین علیه کبدي درون CTL هنگام زود پاسخ

HCV که داد نشان حاضر مطالعه هاي یافته .)33(است مرتبط 
NT(gp96) پاسخ افزایش به منجر CTL فراوانی و ها 

 و IFN-γ هاي سیتوکین کننده تولید +T CD8 هاي سلول
TNF-α شود می شده ایمن هاي موش کبد در.   

 براي مؤثر واکسن یک که است شده گزارش
HCV هاي بادي آنتی سلولی، ایمنی هاي پاسخ بر علاوه باید 

 این .)34(برانگیزاند غشاء هاي پروتئین علیه را کننده خنثی
 که این از پس را ویروس سازي پاك احتمال واکسن نوع
 توپ اپی .دهد می افزایش گرفت، قرار آن معرض در فرد

E2412-426 ساختار در که PT بین در شد، داده رارق 
 تولید تواند می و است شده حفاظت HCV هاي ژنوتیپ

 گیري اندازه .)35، 23(نماید القاء را کننده خنثی بادي آنتی
 واکسن دو در E2412-426 توپ اپی علیه بادي آنتی پاسخ

 ساختار، دو هر که داد نشان مطالعه این در شده استفاده
 دارا را شده ایمن هاي موش در بادي آنتی پاسخ القاء توانایی

 ازایمنی هومورال   پاسخکه شد مشخص چنین هم .باشند می

 داري معنی طور به PT ساختار هب NT(gp96) الحاق طریق
 با پژوهش بخش این از آمده دسته ب نتایج .یابد می افزایش

 نقش زمینه در مشابه مطالعات از آمده دسته ب نتایج
NT(gp96) و لی .دارد خوانی هم یایمن پاسخ القاء در 

 پاسخ زیادي حدود تا NT(gp96) که دادند نشان همکاران
 افزایش را HBsAg در اثر شده القاء هومورال ایمنی

 در NT(gp96) نقش همکاران و چن علاوه به .)29(دهد می
 هاي توپ اپی اختصاصی هومورال ایمنی پاسخ تقویت
 ننشا خوك در را تنفسی سندرم ویروس B هاي سلول
 داد نشان  IgGایزوتایپنیگ  نتایج مطالعه، این در .)36(دادند

 و بود شده ایمن هاي موش در غالب بادي آنتی IgG2a که
 بیشتري مقدار داري معنی طور به PT-NT(gp96) ساختار

IgG2a با مقایسه در را PT نشان نتایج این .نمود القاء 
 نوع یمنیا هاي پاسخ ترجیحاً واکسن کاندید این که دهد می

Th1 عدم که است ذکر به زملا .کند می تحریک را 
 Core 132-142 توپ اپی به نسبت ایمنی هاي پاسخ مشاهده

   .دارد بیشتري هاي بررسی به نیاز
  

  گیري نتیجه
 واکسن یک طراحی از پس ،مطالعه این در

DNA توپی اپی چند (PT)، ادجوانتی فعالیت NT(gp96) 
 علیه شده القاء ایمنی پاسخ قویتت در کار راه یک عنوان به

 .گرفت قرار بررسی مورد توپی اپی چند DNA ساختار
 به قادر PT که داد نشان طور آشکار به تحقیق این نتایج
 چنین هم .باشد می شده ایمن هاي موش در ایمنی پاسخ القاي

NT(gp96) ایمنی پاسخ افزایش به قادر مؤثري طور به 
 واکسن کارآیی و باشد می شده برانگیخته هومورال و سلولی
DNA علیه توپی اپی چند HCV با شده متصل ساختار در 

NT(gp96) ه ب نتایجبراساس  .یابد می افزایش يوق طور به
 هاي پاسخ شود که مطالعه، پیشنهاد می این از آمده دست
 موجود HLA-A2 هاي توپ اپی علیه CTL سلولی ایمنی

 بعدي مطالعات رد ژنیک ترانس موش در PT توالی در
  .مورد بررسی قرار گیرد
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