
  

                                                                                        46 

Arak Medical University Journal (AMUJ)                                                                                      Original Article   
              2014; 17(90): 46-58 

 
Immunogenicity evaluation of targeted multi-epitopic HIV-I candidate 

vaccine in Balb/c mice 
 

Rahimi R1, Mahdavi M2, Ebtekar M1* 
 
1. Department of Immunology, Faculty of Medical Sciences, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran 
2. Department of Immunology, Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran 

 
Received: 5 Jul 2014, Accepted: 10 Sep 2014 
 
Abstract 

Background: Delivery of antigens directly to dendritic cells enhances the immune responses 
to the antigen and is an attractive approach for eliciting cellular immune responses against mutagenic 
pathogens like HIV virus. So the aim of this study is evaluation of immune responses elicited by 
delivered multi-epitopic HIV-1 tat/pol/gag/env recombinant protein to dendritic cells in sito using αDEC-
205 mAb. 

Materials and Methods: In this study, recombinant protein expressed by pET23a-HIVtop4 
plasmid including HIVtop4 sequence (Gag158-186, Pol150-190, ENV296-323, ENV577-610, Tat1-20 and Tat44-61) 
in BL21 E. coli cells was used as vaccine model. To exploiting dendritic cells, properties for 
immunization purposes, we conjugated this recombinant protein chemically to anti body against DEC-
205 receptor on these cells. Balb/c mice immunized subcutaneously (s.c.) with conjugated multi-
epitopic protein or un-conjugated one (as control) simultaneously with Poly I: C as dendritic cell 
maturation factor. Lymphocyte proliferation was measured by bromo di uridine assay, Cytotoxicity by 
Grenzyme B production activity, IL-4, IL-17, IFN- cytokines production and total antibody by direct 
and indirect ELISA methods in order.  

Results: Immunization by anti DEC-205 conjugated peptide led to a significant increase in the 
proliferative responses of lymphocytes, production of Gr-B, IFN-γ, IL-4 and IL-17 cytokines and total 
antibody titer in comparison with the none targeted groups. 

Conclusion: It is concluded that targeting of protein antigens to DEC-205+dendritic cells 
significantly enhances immune responses in compare to non-targeting strategies.  
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 هاي موش  درHIV-1 توپی چند اپی هدفمند و زایی واکسن کاندید بررسی ایمنی
  بالب سی

  
  *3، معصومه ابتکار2، مهدي مهدوي1رقیه رحیمی

 
  اسی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایرانشن شناسی پزشکی، گروه ایمنی دانشجوي دکتراي ایمنی -1
 شناسی، انستیتو پاستور ایران، تهران، ایران استادیار، گروه ایمنی -2

  دانشیار، گروه ایمنی شناسی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران -3
  

  19/6/93: تاریخ پذیرش 14/4/93: تاریخ دریافت
 

   چکیده
شود و راهکاري  هاي ایمنی می هاي دندریتیک موجب تقویت پاسخ ه سلولژن ب  تحویل مستقیم آنتی:زمینه و هدف

هاي ایمنی حاصل از  هدف این مطالعه بررسی پاسخ. اشدب  میHIVهاي موتاژنی نظیر  مناسب در مبارزه علیه پاتوژن
ونال علیه بادي منوکل  با کمک آنتیHIV-1 ویروس tat/pol/gag/envتوپی  تحویل مستقیم پروتئین نوترکیب چنداپی

205-DECهاي ایمنی است هاي دندریتیک موش جهت تقویت پاسخ  موجود در سطح سلول.  
 pET23a-HIVtop4 آزمایشگاهی، پروتئین نوترکیب حاصل از بیان پلاسمید -در این مطالعه تجربی: ها مواد و روش
  در سویه44Tat-61 و 1Tat ،610-577ENV ،190-150Pol ،323 -296ENV ،186 -158Gag-20حاوي سکانس 

هاي دندریتیک در روند  هاي سلول کارگیري ویژگی به منظور به.  به عنوان واکسن مدل استفاده شد21BL اشرشیاکلی
 بالب هاي موش.  کونژوگه گردیدDEC-205بادي علیه گیرنده  ایمنی زایی، پروتئین نوترکیب به روش شیمیایی به آنتی

 به عنوان عامل Poly I:Cبه همراه  4HIVtopپپتید ) کنترل( غیرکونژوگه  به صورت زیرپوستی با فرم کونژوگه یاسی
گیري  تکثیر سلولی به روش برومو دي یوریدین، پاسخ سیتوتوکسیسیتی با اندازه. ، ایمونیزه شدندDCهاي  بلوغ سلول

اي مستقیم و غیر مستقیم و آنتی بادي توتال به ترتیب با روش الیز، اینترفرون گاما 7 و 4هاي  اینترلوکین، Bگرآنزیم 
  . سنجیده شدند

هاي کنترل موجب افزایش قابل   در مقایسه با گروهDEC-205 ایمونیزاسیون با پپتید متصل به آنتی بادي علیه :ها یافته
  و نیز تیتر آنتی بادي توتال، اینترفرون گاما7 و 4هاي  اینترلوکینهاي تکثیري، سیتوتوکسیسیتی، تولید  ملاحظه در پاسخ

  .گردید
، در مقایسه با DEC-205 +هاي دندریتیک   تحویل مستقیم آنتی ژن پروتئینی مورد نظر به سلول:گیري نتیجه

  .شود هاي ایمنی می هاي کنترل موجب افزایش قابل توجه پاسخ گروه
   توپی نوترکیب، واکسن گیري سلول دندریتیک، پروتئین چنداپی ، هدفDEC-205 :واژگان کلیدي
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  مقدمه
 یکی از اعضاي خانواده لنتی HIV-1ویروس 

هاي حیوانی است که   از رتروویروس(lentivirus)ویروس 
باعث ایجاد سندرم نقص ایمنی اکتسابی، تضعیف شدید 

هاي فرصت طلب و  ایمنی و ابتلاي فرد به عفونتسیستم 
شود و هنوز واکسن مناسبی علیه آن وجود  سرطان می

هاي متعددي را براي بهبود  محققین استراتژي. )1(ندارد
. اند کار برده هاي طراحی شده به هاي ایمنی واکسن پاسخ

ها تقویت توانایی بالقوه سلول دندریتیک  یکی از این راه حل
(Dendritic Cell-DC)هاي  ژن به سلول  در عرضه آنتیT 

از راهکارهاي . )2(باشد هاي ایمنی می بکر و آغاز پاسخ
 در DCمناسب براي استفاده از خصوصیات بیولوژیک 

ژن   آنتی(in sito)استراتژي واکسیناسیون، ارائه مستقیم 
ها  مورد نظر در واکسن به زیر رده مشخصی از این سلول

روش که در آن کونژوگه حاصل از است و مزیت این 
بادي اختصاصی علیه گیرنده  نظر به آنتی ژن مورد اتصال آنتی

، به عنوان واکسن مورد DCاندوسیتوزي اختصاصی سلول 
گیر دوز مورد نیاز  گیرد، کاهش چشم استفاده قرار می

هاي ایمنی به دلیل دسترسی مستقیم  واکسن و بهبود پاسخ
در واقع ارائه اختصاصی . )3(اشدب ژن می  به آنتیDCسلول 

(specific targeting)ژن به سلول دندریتیک موجب   آنتی
 و در نتیجه بهبود Tهاي  بهبود تکثیر کلونی در سلول

در این . )4(گردد  میTهاي ایمنی وابسته به سلول  پاسخ
 و 8TCD+هاي  ژن به سلول حالت میزان تحویل آنتی

+4TCD ارائه . )5(یابد افزایش می مرتبه یا بیشتر 100 حدود
 DCs+ 8CDهاي  گیري سلول ژن واکسن با هدف آنتی

+205-DEC در ناحیه یترجیحبه طور  موش که T 
هاي  هاي لنفاوي موش قرار دارند، موجب القاي پاسخ بافت

Tگردد که در جلوگیري از   سیتوتوکسیک قوي می
هاي ویروسی کمک کننده است و در صورتی که  عفونت

انت مناسبی که موجب القاي بلوغ در سلول با ادجو
دندریتیک گردد، تزریق شود، پاسخ هومورال مناسبی نیز القا 

هاي دندریتیک توانایی عرضه  این دسته از سلول. کند می
را دارند و لذا  II و Iکلاس  MHCژن از هر دو مسیر  آنتی

هاي لنفوسیتی کشنده و  موجب بهبود تکثیر کلونال سلول
 یک گیرنده DEC-205گیرنده . )6-8(ردندگ کمکی می

 دومن شبه لکتینی مجزاست و در 10اندوسیتوزي شامل 
هاي  هاي حاوي گروه برداشت و تحویل مولکول

کربوهیدراتی به محل پردازش در درون سلول دندریتیک 
در استراتژي واکسیناسیون بر اساس . )9(نقش مهمی دارد
DC targetingهایی است که بلوغ  ، اساسا نیاز به ادجوانت

چون .  کنند(boost) را تقویت DC سازي سلول و فعال
 نابالغ منجر به DCژن به سلول   آنتی(Delivery)تحویل 

مطالعات . )10(گردد ژن می پاسخی به آنتی تولرانس یا بی
 8CD+ 205-DEC+هاي دندریتیکی  اند، سلول نشان داده

وانی بیان  را به فرا3TLRموجود در طحال موش، گیرنده 
، 3TLR به عنوان آنالوگ سنتتیک Poly I:C. )11(کنند می

با ایفاي نقش ادجوانتی موجب افزایش مارکرهاي بلوغ نظیر 
80CD 86 وCD بر سطح DCژن  تحویل آنتی. )7(شود  می
 به Pol I:C در حضور DC در سطح سلول DEC-205به 

عنوان ادجوانت، به بلوغ سلول دندریتیک و در نتیجه 
 Cytotoxic T) سایتوتوکسیک Tهاي  لنفوسیتهاي  سخپا

Lymphocyte-CTL)بادي وابسته به سلول   و تولید آنتی
Tfh (T follicular helper)13، 12، 10، 2(شود  ختم می( .

که  4HIVtopدر تحقیقات گذشته محققین این مقاله، توالی 
 (HIS-tag)در انتهاي کربوکسیل حاوي دنباله هیستیدین 

وسط ابزارهاي ایمونوانفورماتیک طراحی و ساخته است، ت
، بیان آن pET23aشد و پس از کلون نمودن در پلاسمید 

به .  بهینه گردید21BL (DE3)  اشرشیاکلیهاي در سلول
دنبال تایید بیان پروتئین توسط وسترن بلات علیه دنباله 
هیستیدین، تخلیص پروتئین مذکور توسط افنیتی 

در . )14( انجام گرفتNi-NTAن کروماتوگرافی با ستو
مطالعه حاضر پپتید نوترکیب تخلیص شده که وزن مولکولی 

بادي   کیلودالتون دارد، به صورت شیمیایی به آنتی23حدود 
. بادي ایزوتایپ کنترل متصل گردید  و آنتیDEC-205علیه 

هاي ایمنی حاصل از تحویل  هدف این مطالعه ارزیابی پاسخ
 از tat/pol/gag/env  1-HIVکیب هدفمند پروتئین نوتر

کلون  (DEC-205بادي اختصاصی علیه  طریق آنتی
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145NLDC (هاي دندریتیک و مقایسه آن با  به سلول
هاي ایمنی حاصل از تزریق پروتئین نوترکیب مذکور  پاسخ

  بالب سیهاي بادي در موش در حالت غیرکونژوگه به آنتی
(Balb/c)باشد  می .  

  
  ها مواد و روش

براي این مطالعه تجربی آزمایشگاهی در 
 تخلیص شده 4HIVtopکونژوگاسیون پروتئین نوترکیب 

 DEC) 145Rat anti mouse-205بادي علیه  به آنتی

DEC-205; IgG2a, clone NLDC (بادي  یا آنتی
از ) 2758RTK) (Biolegend, USA(ایزوتایپ کنترل 

وش احیا مطابق با ر-روش تشکیل باز شیف و اکسیداسیون
به طور خلاصه ابتدا هر دو . )15(استاندارد استفاده گردید

سیگما ( مولار  میلی100مرکاپتواتانول -2بادي به کمک  آنتی
.  درجه احیا شدند37 دقیقه در دماي 30 به مدت )آلدریچ

هاي  هاي منووالان حاصل در گروه بادي پس از دیالیز، آنتی
 به منظور کربوهیدرات موجود در انتهاي کربوکسیل خود

یدي با کمک پریودات سدیم ئهاي فعال آلد تولید گروه
اکسیده شد و پریودات اضافی به کمک دیالیز از محیط 

)  کیلوداتون4HIVtop) 23پروتئین . واکنش حذف گردید
 5محلول . هاي دستکاري شده اضافه گردید بادي به آنتی

 به عنوان عامل )سیگما آلدریچ(مولار سدیم بروهیدرید 
یا کننده به محیط واکنش اضافه شد تا تشکیل ماده حد اح

واسط باز شیف و در نتیجه فرایند کونژوگاسیون تسهیل 
 انجام گرفت و حذف پروتئین PBSدیالیز در بافر . شود

 KD)50(cut offکونژوگه نشده توسط فیلتر آمیکون 
 و SDS-PAGEانجام و نتیجه آن توسط  )میلیپوت آلمان(

 دنباله هیستیدین موجود در ساختار پروتئین وسترن بلات علیه
در این فرایند کونژوگاسیون . مورد ارزیابی قرار گرفت

  به کار رفته، 4HIVtopها به پروتئین  بادي نسبت مولی آنتی
  . بود6 به 1

 سر موش نژاد 24 :حیوانات و روش تزریق
تهران، (اي از انستیتو پاستور   هفته8 تا 6 ماده  Balb/cخالص

قبل از هر گونه آزمایشی بر روي . خریداري شد) انایر

ها به مدت یک هفته بدون محدودیت دسترسی  حیوان، موش
گراد و   درجه سانتی22±3به آب و غذا و در شرایط دمایی 
 12 ساعت روشنایی و 12(چرخه خواب و بیداري مناسب 

 درصد نگهداري شدند 60 تا 40و رطوبت ) ساعت تاریکی
ات مطابق پروتکل نگهداري و استفاده از و تمامی آزمایش

با کد (حیوانات آزمایشگاهی انستیتو پاستور ایران 
ها به تعداد  موش. انجام گرفت) 91-01-159-18022اخلاقی

 موش در هر قفس نگهداري شدند و هر قفس مربوط به 4
 گروه موش در 4در مجموع . یک گروه آزمایشی مجزا بود

ل شامل سه زیر گروه که گروه او. مطالعه وجود داشت
، 2پروتئین نوترکیب را در فرم غیر کونژوگه و در دوزهاي 

دریافت ) به ترتیب زیر گروه اول تا سوم( میکروگرم 8 و 4
کردند، گروه دوم پروتئین ریکامبینانت را در فرم کونژوگه 

، DEC) NLDC145, Biolegend-205بادي علیه  با آنتی
گروه سوم . یافت نمود میکروگرم در2در دوز ) آلمان

بادي ایزوتایپ  پروتئین نوترکیب را در فرم کونژوگه با آنتی
 8و در دوز ) ، آلمانRTK2758, Biolegend(کنترل 

 50زمان  گروه به طور همبه این سه . میکروگرم دریافت نمود
. نیز تزریق شد) ، آلمانpoly I:C) Invivogenمیکروگرم 

 polyگروه چهارم به عنوان گروه کنترل ادجوانت، فقط 

I:C تزریقات به .  میکروگرم دریافت نمود50 به مقدار
، دو بار با فاصله یک هفته از هم و )SC(صورت زیرپوستی 

رفت و حیوانات در  میکرولیتر انجام گ100در حجم کلی 
-Retro( اربیتال -گیري از ناحیه رترو هفته سوم پس از خون

orbital area (سرم . چشم، به روش قطع نخاع کشته شدند
 90 درجه به مدت 37هاي خون با انکوباسیون در دماي  نمونه

 به مدت ده دقیقه تهیه 8000دقیقه و سپس سانتریفیوژ با دور 
تا زمان آزمایش نگهداري گراد  سانتی درجه -20و در دماي 

  .شد
یک : هاي طحال موش استخراج سلول

ها خارج و پس  هفته پس از ایمونیزاسیون نهایی، طحال موش
 FBS  درصد2از له شدن در بافر فسفات استریل حاوي 

هاي قرمز به کمک بافر لیز  ، گلبول)آلمان–سیگما آلدریچ (
 )Tris-base ، 5/7pH  درصد2 و NH4CL درصد8/0(
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هاي سوسپانسیون تک سلولی  تعداد سلول. تخریب شدند
حاصل براي تمامی آزمایشات به کمک محیط کشت 

1640-RPMI)  ،آلمانGibco ( درصد10غنی شده با  
FBS ،4  میلی مولL- ،سدیم میلی مول  1 گلوتامین

میکروگرم  100 مرکاپتواتانول، -2 میکرومولار 50پیرووات، 
سیگما (سیلین  یسین و همین مقدار پنیاسترپتومابر میلی لیتر 

  .)16( سلول تنظیم شد20 × 106 در تعداد )آلمان-آلدریچ
یک هفته پس از : ها سنجش تکثیر لنفوسیت

اي   خانه96ایمونیزاسیون نهایی، به هر چاهک از پلیت کشت 
 سلول طحالی در محیط Greiner( ،105×3آلمان، (مناسب 

 10ها با  لول اضافه شد و سRPMI-1640کشت غنی 
. از پروتئین نوترکیب تحریک شدندمیکروگرم بر میلی لیتر 

، Phytohemagylutinin-PHA(فیتوهماگلوتینیناز 
به عنوان میکروگرم بر میلی لیتر  5به میزان ) Gibco-آلمان

ژن به عنوان  هاي تحریک نشده با آنتی کنترل مثبت، چاهک
عنوان کنترل منفی و محیط کشت کامل فاقد سلول به 

پس .  بار تکرار شد3بلانک استفاده شد و تمامی آزمایشات 
  درجه37 ساعت کشت در انکوباتور با دماي 72از 

 میکرولیتر از محلول CO2 ،100  درصد5 و گراد سانتی
یوریدین، آلمان، -دزوکسی-2-برومو-Brdu) 5نشانگر 
Roche (18ها اضافه شد و کشت تا  به تمامی چاهک 

 دقیقه در 15(ها سانتریفیوژ  پلیت. مه پیدا کردساعت آینده ادا
و محیط کشت کاملا تخلیه و پلیت به طور کامل ) g300دور 

نفوذپذیري به / میکرولیتر بافر فیکساسیون100خشک شد و 
 میکرولیتر 100پس از افزودن . هر چاهک اضافه گردید

ها   به هر چاهک و انکوباسیون، پلیتBrduبادي علیه  آنتی
تترامتیل بنزیدین، (TMBر شسته شده و محلول چهار با

ها افزوده  در شرایط تاریکی به چاهک) رازي طب، ایران
 2 میکرولیتر اسید سولفوریک 100توقف واکنش با . شد

 450نرمال انجام شد و میزان جذب نوري در طول موج 
شاخص . نانومتر اسپکتروفتومتر الایزا ریدر قرائت گردید

هاي  رمول جذب نوري چاهکمطابق ف) SI(تحریک 
هاي تحریک نشده  جذب نوري چاهک/ تحریک شده

  .)14(حساب شد

هاي سیتوتوکسیک در  سنجش پاسخ
یک هفته پس از آخرین ایمونیزاسیون، :  برون تنیشرایط

 RPMI-1640 سلول طحالی در محیط کشت غنی 2 × 106
اي مناسب اضافه شد و   خانه96به هر چاهک از پلیت کشت 

از . پپتید نوترکیب تحریک شدندمیکرگرم  10ا با ه سلول
PHAهاي تحریک نشده به   به عنوان کنترل مثبت، چاهک

عنوان کنترل منفی و محیط کشت کامل به عنوان بلانک 
 48پس از .  بار تکرار شد3استفاده شد و تمامی آزمایشات 

 5 و گراد سانتی  درجه37ساعت کشت در انکوباتور با دماي 
ها در اپندورف   مایع رویی تمامی چاهک،CO2 درصد

 دقیقه و در دماي 15 به مدت rpm3000آوري و با دور  جمع
مایع رویی از رسوب . سانتریفیوژ شدند گراد سانتی درجه 4

سلولی با احتیاط جدا شد و در اپندورف مجزایی تا زمان 
. )16(نگهداري شد گراد درجه سانتی -70آزمایش در دماي 

زاي ی تولید شده به کمک کیت الاbآنزیم سنجش میزان گر
 Mouse Granzyme B ,Systemآمریکا، (تجاري 

D&R (گیري و میزان فعالیت  مطابق با پروتکل آن اندازه
سایتوتوکسیسیتی با کسر نتیجه چاهک تحریک نشده از 

  .ژن به دست آمد نتیجه چاهک تحریک شده با آنتی
 17 و 4اینتر لوکین گیري  اندازه

(Interlukine-IL)و اینترفرون گاما  (Interferon- 

γ -IFN. γ)یک هفته پس از آخرین  : به روش الایزا
 سلول طحالی در محیط کشت 3 × 106ایمونیزاسیون، تعداد 

اي   خانه24 به هر چاهک از پلیت RPMI-1640غنی 
از لیتر  میکروگرم بر میلی 10ها توسط  ریخته شد و سلول

 ساعت کشت در 72پس از . ندپپتید نوترکیب تحریک شد
، CO2  درصد5و گراد  سانتی درجه 37انکوباتور با دماي 
 به مدت g300ها پس از سانتریفیوژ با دور  مایع رویی چاهک

ها در  آوري و تا زمان سنجش سایتوکاین  دقیقه، جمع10
سنجش هر . )17(نگهداري شدندگراد  درجه سانتی -70دماي 

یزاي تجاري کیت الافاده از با استها  یک از سایتوکاین
مطابق با ) R&D System, Quantikineآمریکا، (

  .گیري شدند پروتکل آن اندازه
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بادي به روش  گیري توتال آنتی اندازه
بادي اختصاصی پپتید نوترکیب،  براي سنجش آنتی: یزاالا

پپتید میکروگرم بر میلی لیتر  10 میکرولیتر از غلظت 100
 96هاي پلیت الایزاي  به چاهک PBSمورد نظر در بافر 

 درجه 4اي اضافه و به مدت یک شب در دماي  خانه
 PBS(سپس با بافر شستشو . انکوبه شدگراد  سانتی
شستشو داده شد و به )  -20Tween درصد 05/0حاوي
 با بافر مسدود گراد  سانتی درجه37 ساعت در دماي 2مدت 
نکوبه ا)  شیر خشک فاقد چربی درصد5 حاوي PBS(کننده 

 100هاي مورد نظر  پس از شستشوي مجدد به چاهک. شد
 سرم اضافه و به 1280/1 تا 10/1هاي میکرولیتر از غلظت

 5ها   چاهک.  درجه انکوبه شد37 دقیقه در دماي 90مدت 
 میکرولیتر از غلظت 100بار شستشو داده شدند و به آنها 

 موش IgG اختصاصی HRPبادي متصل به   آنتی10000/1
 دقیقه دیگر در 90اضافه شد و به مدت ) سیگمامان، آل(

 بار دیگر 5ها  چاهک. انکوبه شدگراد  سانتی درجه 37دماي 
 میکرولیتر سوبستراي 100شستشو داده شدند و به آنها 

TMB2واکنش با اسید سولفوریک .  در تاریکی اضافه شد 
 450نرمال متوقف و شدت جذب نوري در طول موج 

  . )16(دنانومتر قرائت ش
تمامی آزمایشات سه بار تکرار شدند و براي 

ها از آنالیز آنوواي یک طرفه در سطح  مقایسه بین گروه
ها به صورت   استفاده شد و همه داده درصد95اطمینان 
 سطح معنی داري نیز کمتر انحراف معیار بیان شد و±میانگین

  . در نظر گرفته شد05/0از 
  

  یافته ها
روتئین نوترکیب بررسی کونژوگاسیون پ

HIV-1tat/env/pol/gag هاي منوکلونال با آنتی بادي :
 و وسترن بلات در مطالعه قبلی بیان SDS-PAGEنتایج 

دهد که پروتئین مذکور در  ،  نشان می4HIVtopپروتئین 
در ). 1شکل (شود  کیلودالتون بیان می23وزن مولکولی 

 با 4HIVtopمطالعه حاضر پس از کونژوگاسیون پروتئین 
 و وسترن بلات SDS-PAGEها، نتایج  بادي هر یک از آنتی

علیه دنباله هیستیدین پروتئین نشان داد که اسمیري از 
 180بادي در وزن مولکولی بالاي  آنتی-کونژوگه پروتئین

  .)2شکل (شود کیلودالتون تشکیل می
  

  
 نتیجه وسترن بلات علیه دنباله هیستیدین موجود در .1شکل 

ها محل پروتئین  فلش. 4HIVtopکسیل پروتئین ناحیه کربو
4HIVtopدهند  را نشان می.  

  
  نتیجه وسترن بلات محصول کونژوگاسیون پروتئین .2شکل 

4HIVtop205بادي علیه   به فرم منووالان آنتی-DEC و 
وسترن بلات علیه توالی .  2758RTKایزوتایپ کنترل 

. انجام شد 4HIVtopهیستیدین موجود در ساختار پروتئین 
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 به ترتیب مربوط به فرم کونژوگه پروتئین با 2 و 1ردیف 
 2758RTK و ایزوتایپ کنترل DEC-205بادي علیه  آنتی
  . دهند ها را نشان می ها محل کونژوگه باشد و دایره می

  
: ها هاي تکثیري لنفوسیت بررسی پاسخ

ها نشان دادند در ایمن سازي با پروتئین کونژوگه شده  یافته
هاي تکثیري تقویت   ، پاسخDEC-205بادي علیه  آنتیبه 
هاي تکثیري در  اي که پاسخ به گونه). 1نمودار (شود می

 میکروگرم پروتئین کونژوگه شده به 2حیواناتی که 
 را دریافت کردند، در مقایسه با DEC-205بادي علیه  آنتی

 میکروگرم پروتئین غیرکونژوگه دریافت 2گروهی که 
و با ) p>001/0(دار لاف بسیار معنیکرده بود، اخت

 میکروگرم از پروتئین 8 و 4هایی که دوزهاي  گروه
دار بالا  غیرکونژوگه را دریافت کرده بودند، اختلاف معنی

)01/0<p (هایی که پپتید متصل به  چنین گروه هم. نشان داد
 تنها دریافت کرده بودند، پاسخ polyI:Cبادي کنترل یا  آنتی

  . دتکثیري نداشتن

  
هاي  ها در گروه هاي تکثیري لنفوسیت  مقایسه پاسخ.1نمودار 

میزان تکثیر لنفوسیتی به صورت . Brduمختلف با روش 
نشان داده شده است و نمودار شامل ) SI(شاخص تحریک 

شود،  طور که ملاحظه می همان. انحراف معیار است±میانگین
   را DEC-205بادي علیه  گروهی که پروتئین کونژوگه با آنتی

ها  دریافت کرده پاسخ تکثیري بالاتري نسبت به سایر گروه
به ترتیب نشان دهنده *** و ** ، . (*نشان داده است

05/0<p ، 01/0<p 001/0 و<p4). باشند  میHIVtop-
205anti DEC : 205بادي علیه  پروتئین کونژوگه با آنتی-

DEC ،4Isctrl-HIVtop : 4پروتئینHIVtop متصل به 
  . بادي ایزوتایپ کنترل تیآن
  

 سنجش :هاي سیتوتوکسیسیتی بررسی پاسخ
یزاي هاي سیتوتوکسیسیتی در این مطالعه به روش الا پاسخ

کشی  نتایج نشان داد توانایی سلول.  انجام گرفتbگرآنزیم 
 میکروگرم پروتئین کونژوگه شده به 2در گروهی که 

، به  را دریافت کرده بودندDEC-205بادي علیه  آنتی
 2نسبت به گروه که دوز ) p>01/0(داري  صورت معنی

میکروگرم از پروتئین غیرکونژوگه را دریافت کرده بود، بالا 
 میکروگرم از 8 و 4هایی که دوزهاي  بود ولی نسبت به گروه

پروتئین غیرکونژوگه را دریافت کرده بودند، تفاوت 
  ).2نمودار (داري وجود نداشت معنی

  

  
یزاي هاي سیتوتوکسیسیتی به روش الا سی پاسخ برر.2نمودار 

کشی به صورت شاخص  میزان توانایی سلول. bگرآنزیم 
شود که میزان  ملاحظه می. اند نشان داده شده) SI(تحریک 

بادي  سایتوتوکسیسیتی در گروهی که با پروتئین متصل به آنتی
ها  اند، در مقایسه با تمامی گروه  ایمونیزه شدهDEC-205علیه 

 میکروگرم پپتید، 8 و 4هاي دریافت کننده دوزهاي  ه جز گروهب
نشان داده )  SI(نتایج به صورت شاخص تحریک . بالاتر است

و ** ، . (*انحراف معیار است±اند و نمودار شامل میانگین شده
 p>001/0 و p ، 01/0<p>05/0به ترتیب نشان دهنده *** 

 کونژوگه با پروتئین : 4HIVtop-205anti DEC). باشند می
پروتئین : DEC ، 4Isctrl-HIVtop-205بادي علیه  آنتی

4HIVtopبادي ایزوتایپ کنترل  متصل به آنتی.  
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هاي اینترفرون  بررسی تولید سایتوکاین
بررسی میزان : 4- و اینترلوکین17-گاما، اینترلوکین

یزا انجام گرفت و نتایج تولید هر سه سایتوکاین به روش الا
 در گروهی که پروتئین IFN- γزان تولید نشان داد که می

 را دریافت DEC-205بادي علیه  کونژوگه شده به آنتی
نسبت ) p>001/0(داري کرده بودند، به صورت بسیار معنی

 یا پپتید متصل به poly I:Cهاي دریافت کننده  به گروه
نسبت ) p>01/0(دار بالا  بادي کنترل، به صورت معنی آنتی

میکروگرم پروتئین غیر 2نده دوز به گروه دریافت کن
نسبت به گروه ) p>05/0(دار  کونژوگه و به صورت معنی

 میکروگرم پروتئین غیر کونژوگه بالا 4دریافت کننده دوز 
داري بین این گروه با گروهی که  بود، ولی هیچ تفاوت معنی

 میکروگرم از پروتئین غیر کونژوگه دریافت کرده بودند، 8
 IL-17در مورد سایتوکاین ).  الف-3ر نمودا(مشاهده نشد 

میزان تولید این سایتوکاین در گروهی که پروتئین کونژوگه 
 را دریافت کرده بودند، DEC-205بادي علیه  شده به آنتی

نسبت به گروهی که ) p>001/0(داري به صورت بسیار معنی
 میکروگرم از پروتئین غیر کونژوگه دریافت کرده 4 و 2دوز 

 یا poly I:Cهاي دریافت کننده  چنین گروه بودند، و هم
میزان تولید این . بادي کنترل بالا بود پپتید متصل به آنتی

سایتوکاین در گروه مذکور در مقایسه با گروه دریافت 
) p>01/0(دار بالا   میکروگرم اختلاف معنی8کننده دوز 
نتایج حاصل از بررسی تولید ). ب-3نمودار (نشان داد 

بین ) p>001/0(داري  اختلاف بسیار معنیIL-4سایتوکاین 
-205بادي علیه  گروهی که پروتئین کونژوگه شده به آنتی

DEC 2 را دریافت کرده بودند با گروه دریافت کننده دوز 
میکروگرم پروتئین غیرکونژوگه و اختلاف 

 4نسبت به گروه دریافت کننده دوز ) p>05/0(دار معنی
ه نشان داد ولی اختلاف میکروگرم پروتئین غیر کونژوگ

 میکروگرم پروتئین غیر 8داري با گروه دریافت کننده  معنی
  ).ج -3نمودار (کونژوگه وجود نداشت 

  

  
 بررسی میزان تولید سایتوکاین اینترفرون گاما -لفا. 3نمودار 

نتایج . انحراف معیار است±نمودار شامل میانگین. یزابه روش الا
ري از لحاظ میزان تولید این دا حاکی است که اختلاف معنی

بین گروهی که پروتئین ) لیتر پیکوگرم در هر میلی(سایتوکاین 
 را دریافت کرده DEC-205بادي علیه  کونژوگه شده به آنتی

 میکروگرم از 8ها به جز گروهی که با  بود، نسبت به تمامی گروه
به ترتیب *** و ** ، . (*پروتئین ایمونیزه شده بود، وجود دارد

). باشند  میp>001/0 و p ، 01/0<p>05/0شان دهنده ن
4HIVtop-205anti DEC : بادي  پروتئین کونژوگه با آنتی

 4HIVtopپروتئین : DEC ، 4Isctrl-HIVtop-205علیه 
  .بادي ایزوتایپ کنترل متصل به آنتی

  

  
 به روش IL-17 بررسی میزان تولید سایتوکاین -ب. 3نمودار 

انحراف معیار است و میزان تولید ±میانگیننمودار شامل . یزاالا
. لیتر محاسبه شده است سایتوکاین بر اساس پیکوگرم در میلی

داري بین گروهی که پروتئین  نتایج نشان داد که اختلاف معنی
 را دریافت کرده DEC-205بادي علیه  کونژوگه شده به آنتی

به *** و ** ، . (*ها وجود دارد بودند، نسبت به تمامی گروه
 p>001/0 و p ،01/0<p>05/0ترتیب نشان دهنده 
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پروتئین کونژوگه با  : 4HIVtop-205anti DEC). باشند می
پروتئین : DEC ،4Isctrl-HIVtop-205بادي علیه  آنتی

4HIVtopبادي ایزوتایپ کنترل  متصل به آنتی.  
  

  
 به روش IL-4 بررسی میزان تولید سایتوکاین -ج. 3نمودار 

نتایج حاکی . . انحراف معیار است±ر شامل میانگیننمودا. یزاالا
داري از لحاظ میزان تولید این سایتوکاین  است که اختلاف معنی

بین گروهی که پروتئین کونژوگه ) لیتر پیکوگرم در هر میلی(
 را دریافت کرده بود، نسبت DEC-205بادي علیه  شده به آنتی

گرم از پروتئین  میکرو8ها به جز گروهی که با  به تمامی گروه
به ترتیب نشان *** و ** ، . (*ایمونیزه شده بود، وجود دارد

). باشند  میp>001/0 و p ، 01/0<p>05/0دهنده 
4HIVtop-205anti DEC : بادي  پروتئین کونژوگه با آنتی

 4HIVtopپروتئین : DEC ، 4Isctrl-HIVtop-205علیه 
  .بادي ایزوتایپ کنترل متصل به آنتی
  

سنجش : بادي توتال بررسی تولید آنتی
یزا انجام پذیرفت، نشان بادي که به روش الا توتال آنتی میزان

بادي، اختلاف بسیار  داد که از لحاظ تولید توتال آنتی
داري بین گروهی که پروتئین کونژوگه شده به  معنی
 را دریافت کرده بودند با DEC-205بادي علیه  آنتی

 میکروگرم پروتئین 4 و 2ه دوزهاي هاي دریافت کنند گروه
وجود داشت ولی اختلاف ) p>01/0(غیرکونژوگه 

 میکروگرم پروتئین 8داري با گروه دریافت کننده دوز  معنی
چنین اختلاف بسیار  هم. غیرکونژوگه وجود نداشت

هاي دریافت  بین این گروه با گروه) p>001/0(دار معنی

بادي کنترل وجود  ی یا پپتید متصل به آنتpoly I:Cکننده 
  ).4نمودار (داشت 

  

  
به ) 1:10رقت (بادي توتال   بررسی وضعیت تولید آنتی.4نمودار 

نتایج . انحراف معیار است±نمودار شامل میانگین. یزاروش الا
داري از لحاظ میزان تولید  حاکی است که اختلاف معنی

بادي توتال بین گروهی که پروتئین کونژوگه شده به  آنتی
 را دریافت کرده بود، نسبت به DEC-205بادي علیه  یآنت

 میکروگرم از پروتئین 8ها به جز گروهی که با  تمامی گروه
به ترتیب نشان *** و ** ، . (*ایمونیزه شده بود، وجود دارد

). باشند  میp>001/0 و p ، 01/0<p>05/0دهنده 
4HIVtop-205anti DEC : بادي  پروتئین کونژوگه با آنتی

 4HIVtopپروتئین : DEC ، 4Isctrl-HIVtop-205 علیه
  .بادي ایزوتایپ کنترل متصل به آنتی

  
  بحث

با پیدایش بیماري ایدز و شناخت عامل و ساختار 
اي در زمینه ساخت واکسن  ژنتیکی آن تحقیقات گسترده

موثر ضد ایدز صورت گرفت ولی با وجود تمامی تحقیقات، 
یکی از . دارد وجود نHIVهنوز واکسن موثري براي 

  بهHIVهاي ایمنی علیه  هاي افزایش عمق پاسخ راه
 است که در آن Epitope-basedهاي  کارگیري واکسن

)  و ایمونوژنconservedهاي  توپ اپی( توپ  چندین اپی
توپ موجب القاي  گیرند و هر اپی پشت سر هم قرار می

 از سوي دیگر از آنجایی. )18(شود تر می پاسخ ایمنی قوي
 نقش مهمی در فعال کردن سایر DCهاي   سلولکه
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هاي زیادي براي  هاي ایمنی به عهده دارند، تلاش سلول
کارگیري آن در  هاي بالقوه این سلول و به تقویت توانایی

در مطالعه . تر انجام گرفته است هاي ایمنی قوي ایجاد پاسخ
کارگیري واکسن  حاضر از تلفیق راهکارهاي مذکور با به

Epitope-basedبادي اختصاصی گیرنده   و متصل به آنتی
 در سطح سلول دندریتیک براي DEC-205اندوسیتوزي 
براي این منظور ابتدا . هاي ایمنی استفاده گردید تقویت پاسخ

هاي مورد مطالعه، از عامل  بادي براي تولید فرم منووالان آنتی
 که باعث احیاي باندهاي دي MESNAاحیاکننده ملایم 

، )12(شود بادي می هاي سنگین آنتی بین زنجیرهسولفید 
بادي  در مرحله بعد از آنجایی که هر دو آنتی. استفاده گردید

هاي  به دلیل بیان در سیستم یوکاریوتی حاوي گروه
 هستند،  کونژوگاسیون FCکربوهیدرات در ناحیه 

 به روش 4HIVtop کیلودالتونی 23ها به پروتئین  بادي آنتی
در این . ایی و تشکیل باز شیف انجام گرفتآمیناسیون احی

بادي، هدف   آنتیFCهاي قند موجود در بخش  روش گروه
 دست (Fab)بادي  کونژوگاسیون هستند و بخش فعال آنتی

با توجه به نسبت وزن مولکولی . )15(ماند نخورده باقی می
 23 (4topبه پروتئین )  کیلودالتون150(بادي  آنتی

 مول پروتئین 6ند کونژوگاسیون نسبت ، در فرای)کیلودالتون
 و SDS-PAGEبادي به کار رفت و نتایج   مول آنتی1به 

-وسترن بلات تشکیل اسمیرهایی از کونژوگه پروتئین
 کیلودالتون نشان 180بادي را در وزن مولکولی بالاي  آنتی

  . داد
هاي ایمنی در مطالعه حاضرنشان داد  بررسی پاسخ

 در فرم 4HIVtopتوپی  د اپیواکسیناسیون با پپتید چن
 موجود در سطح DEC-205بادي علیه  کونژوگه با آنتی

 در مقایسه Poly I:C به همراه 8CD+هاي دندریتیک  سلول
هاي  با پپتید غیرکونژوگه، موجب القاي تکثیر بیشتر در سلول

تر که هر دو  هاي سیتوتوکسیک قوي طحالی و نیز پاسخ
طور  همان. گردد باشند، می یدهنده سطح ایمنی سلولی م نشان

 میکروگرم 2شود، تزریق   ملاحظه می1که در نمودار 
 8 حتی نسبت به 4HIVtop -205anti DECکونژوگه 

 غیرکونژوگه نیز پاسخ 4HIVtopمیکروگرم پروتئین

این در حالی است که . تکثیري بهتري ایجاد کرده است
 8پروتئین با دوز -تزریق کونژوگه ایزوتایپ کنترل 

مطلب .  پاسخی ایجاد نکرده استPoly I:Cیکروگرم و م
هاي تکثیري به دلیل  دهد که افزایش پاسخ اخیر نشان می

هاي دندریتیک به   به سلول4HIVtopژن  تحویل بیشتر آنتی
 موجود در ساختار DEC-205بادي علیه  واسطه آنتی

هاي سیتوتوکسیک در  مطالعه پاسخ. باشد کونژوگه می
 میکروگرم کونژوگه 2دهد که تزریق  می نشان 2نمودار 

4HIVtop -205anti DEC میکروگرم 2 فقط نسبت به 
 غیرکونژوگه موجب افزایش پاسخ 4HIVtopپروتئین

بررسی وضعیت پاسخ . سیتوتوکسیک شده است
 غیرکونژوگه در این 4HIVtopسیتوتوکسیک پروتئین

ر هاي به کار رفته د توپ مطالعه نشان دهنده این است که اپی
ساختار واکسن به لحاظ القاي سیتوتوکسیسیتی بسیار موفق 

توپی به همراه  کارگیري پروتئین چنداپی هستند و تلفیق به
تحویل هدفمند به سلول دندریتیک موجب بهبود نسبی 

مطالعات گذشته حاکی از آن هستند که . ها شده است پاسخ
ین تر  به عنوان مهمDCهاي  ژن به سلول تحویل هدفمند آنتی

گیر تکثیر  ژن، موجب افزایش چشم هاي عرضه آنتی سلول
با این حال . گردد هاي ایمنی می ها و بهبود پاسخ لنفوسیت

 بستگی زیادي به نوع DC-Tکنش سلول  بیولوژي برهم
اند تحویل  محققین نشان داده. سلول دندریتیک دارد

 از زیررده DCهاي  ژن به سلول اختصاصی آنتی
+205DEC+8CDهاي   افزایش تکثیر کلونال سلول موجب
Tدلیل این بهبود سطح . )19(گردد  کشنده و کمکی می

کارگیري سیستم هدفمند ارائه   است که با بهآن ،پاسخ
ژن  ، عرضه آنتیDEC-205بادي علیه  ژن توسط آنتی آنتی

 IL-2ها با تولید   افزایش و این سلول4TCD+هاي  به سلول
هاي  جب بهبود پاسخ مو8CD T+هاي  موردنیاز سلول

  . )20(گردند سیتوتوکسیک می
یکی از فاکتورهاي مهم در مقاومت به انواع 

 γبررسی تولید . باشد  می-γ IFNها تولید سایتوکاین  عفونت
IFN- در مطالعه حاضر نشان داد میزان این سایتوکاین در 

 2 که در آن 4HIVtopژن  سیستم هدفمند عرضه آنتی
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 به کار 4HIVtop -205anti DECمیکروگرم کونژوگه 
ها افزایش چشمگیري داشته  رفته در مقایسه با سایر گروه

طور که از مطالعات گذشته استنباط  دلیل این امر همان. است
-205+ژن توسط سلول دندریتیک  شود، برداشت آنتی می

DEC از طریق این گیرنده اندوسیتوزي است که به دنبال 
 تولید IL-12ایتوکاین ژن، فعال شده و س دریافت آنتی

سایتوکاین مذکور نیز به عنوان کوفاکتوري براي . کند می
هاي مهم القاي پاسخ   که از شاخصIFN- γالقاي تولید 

، 12(کند  است، عمل میTهاي  ایمنی سلولی توسط سلول
هاي   در موشIL-17چنین بررسی تولید سایتوکاین  هم. )13

کاین که توسط نوعی از  این سایتو،مورد آزمون نیز نشان داد
شود و موجب   تولید می17Th به نام 4TCD+هاي  سلول

هاي سلولی  القاي تولید مدیاتورهاي پیش التهابی و لذا پاسخ
، در گروه موشی که واکسن )21(گردد ضد میکروبی می

ها  هدفمند دریافت کردند، به مراتب بیشتر از سایر گروه
یمنی سلولی از از آنجایی که تقویت ا. شود تولید می

، لذا )20(باشد  میHIVپارامترهاي مهم مقابله با ویروس 
شود که استراتژي به کار رفته در این مطالعه  گیري می نتیجه

  . هاي ایمنی سلولی بسیار موثر بوده است براي بهبود پاسخ
ژن به واسطه  مطالعات در تحویل هدفمند آنتی

 ایمونیزاسیون اند که این روش  نشان دادهDEC-205گیرنده 
هاي   و سلولIFN-γ مولد 4T CD+هاي  موجب القاي سلول

+8T CDگردد اما در مطالعه حاضر مقایسه میزان تولید   می
 به عنوان معیار ایمنی هومورال مؤید این IL-4سایتوکاین 

 4HIVtopژن  نکته بود که سیستم تزریق هدفمند آنتی
 تقویت پاسخ موجب بهبود تولید این سایتوکاین و متعاقبا

ادامه مطالعه با ). ج3نمودار (ایمنی هومورال  نیز شده است 
بادي توتال نیز یافته مذکور را تایید  بررسی تولید آنتی

هاي حاصل از این مطالعه در زمینه  یافته). 4نمودار (کرد
نتایج سیلویا و همکاران و  مشابه IL-4تولید سایتوکاین 

رسد  براین به نظر میبنا. )22، 2(وانگ و همکاران بود
 Tهاي  هاي دندریتیک موجب القاي سلول گیري سلول هدف

) IL-4مولد  (2و  ) IFN-γمولد  (1کمکی از هر دو نوع 
از آنجایی که مطالعات در زمینه طراحی واکسن . شود می

هاي هومورال و تولید   بر اهمیت پاسخHIV-1علیه 
 ایمنی سلولی هاي کننده علاوه بر پاسخ هاي خنثی بادي آنتی

کارگیري  شود به گیري می ، نتیجه)23-25(کنند تاکید می
 در سیستم تحویل هدفمند HIVtop-4توپی  ژن چنداپی آنتی

هاي   در القاي پاسخDEC-205+هاي دندریتیک  به سلول
  .ایمنی موفق بوده است

  
  نتیجه گیري

به طور خلاصه مشاهده گردید تحویل مستقیم 
-205+هاي دندریتک   نظر به سلولژن پروتئینی مورد آنتی

DECهاي کنترل موجب افزایش قابل  ، در مقایسه با گروه
  .شود هاي ایمنی می توجه پاسخ

  
  تشکر  قدردانی

بدین وسیله از آقاي دکتر کیهان آزادمنش مسوول 
شناسی انستیتو پاستور به دلیل تامین شرایط  بخش ویروس

ی مصطفایی و مساعد کاري پروژه و جناب آقاي پروفسورعل
آقاي شهرام پروانه به دلیل همکاري در انجام پروژه قدردانی 

  .شود می
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