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 و p24 ملحق شده هاي با ژن ايمن شده  Balb/Cهاي پاسخ ايمني موش
gp41 از HIV-1عنوان كانديد واكسن ه ب  
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  12/6/87: پذيرش مقاله  28/2/87: دريافت مقاله

  چكيده
. هـاي قبلـي نيـز فراتـر رفـت         بينـي   ادامه يافت كه از پيش     حدي اپيدمي جهاني ويروس نقص سيستم ايمني انسان به       : هدف

 پاسخ ايمني همورال و سلولي  DNAهاي   واكسن .يك واكسن مؤثر است    ترين وسيله براي كاهش اين اپيدمي،      اميدواركننده
  .كه پتانسل بيماريزايي آن را داشته باشند كنند بدون آن هاي زنده عمل مي نمايند و مشابه واكسن را القا مي

 ويروس نقـص سيـستم ايمنـي ميمـون     و ويروس نقص سيستم ايمني انساناهميت ايمني سلولي در كنترل ويرمي   
در  .نمايند  را القا مي   ها ثري اين پاسخ  ؤطور م  هسري از كانديدهاي واكسن شده است كه ب        منجر به هدايت توليد يك    
بايـست هـر دو پاسـخ      مـي ستم ايمنـي ويروس نقص سي ـ ست كه يك استراتژي واكسن احال حاضر اعتقاد بر اين
ي بـسيار مهمـي را در واكـنش متقابـل     ها  نقشgp41و p24  .طور سلولي را تحريك نمايد ايمني همورال و همين

عنوان كانديد قابـل توجـه واكـسن، در نظـر گرفتـه          ه ب ها ينئتاين پرو  .كنند زايي بازي مي   ميزبان و بيماري   -ويروس
  . ثابت شده استها ي و تعديل ايمني آنزاي  ايمنيآثارشوند چراكه  مي

حـاوي  ) pcDNA 3.1 Hygro( بيـاني  ناقـل عليـه يـك    ثرؤدر اين مطالعه، پاسخ ايمني سلولي م :ها روشمواد و 
بـراي   .ارزيـابي شـد    ،Balb/C يهـا   در مـوش   DNA عنوان كانديد واكسن   هب ،gp41-p24 نوژنيكوايم يها توالي
ميزان  .كه يك خانواده جديد از وسايل انتقال براي ترانسفكشن و درمان است           سازي از دندروزوم استفاده شد       ايمن

 . سنجش شدMTTيزا و تقسيم سلولي لنفوسيتي نيز با با الا بادي كل،  و آنتياينترفرون گاما

  .ها است  قادر به افزايش پاسخ ايمني در موشgp41- p24 تأييد نمودند كه ژن الحاقي MTT آزمايش الايزا و :نتايج
ويـروس   عليـه    DNAتواند كانديد خوبي بـراي واكـسن          كه در اين تحقيق استفاده شده مي       ساختاري :گيري  نتيجه

 انجام شده در اين     هاي  تكميلي بعدي نيز همانند آزمايش     هاي باشد اگر آزمايش  نوع يك    نقص سيستم ايمني انسان   
  .يد نمايدأيا ت شده رملحق ي اين قطعاتيزا تحقيق، ايمن

  

  .DNA،gp41 ،p24واكسن  ،نوع يكويروس نقص سيستم ايمني انسان  :گانواژكليد

   مقدمه-1
ــساني   ــي انـــ ــستم ايمنـــ ــص سيـــ ــروس نقـــ   ويـــ

)Human Immunodeficiency Virus: HIV ( ــه ــق ب متعل
طور انتخـابي    ه كه ب   است (Retroviridae) رتروويريده خانواده
T CD4 يهـا  سـلول 

  و ماكروفاژهـا را آلـوده كـرده و از بـين      +
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و در نهايـت     ايمني نقص در عملكرد سيستم    ن منجر به  برد، بنابراي  مي
  (Acquired Immunodeficiency Syndrome: AIDS) بيمـاري ايـدز  

 تـك   RNA ژنـوم    دوويـروس داراي    ايـن   . ]1،2[ شود و مرگ مي  
طول داشته و حاوي    كيلوباز   9 مثبت است كه      قطبيت اي با  رشته

، gagي  اه ژن. كند  مختلف را كد مي    ينئت پرو 15 ژن است كه     9
pol،  env   ـدر تمـام  وجـود   (Retroviruses) هـا  روسرترووي

ي هـا  پـروتئين  هـا  ترجمـه آن   ي حاصـل از   هـا  ينئتدارند و پـرو   
ــي  ــاد م ــاختماني را ايج ــد س ــرو. كنن ــا ينئتپ ــامل ه ــر ش ي ديگ

كننـده   ي كمك ها ينئتو پرو ) tat  ،Rev(كننده   ي تنظيم ها ينئتپرو
)vpu  ،vpr  ،vif  ،nef( ي كـه  هاي ساس تفاوت برا. ]6-3[ ند هست 

را به    وجود دارد آن   ويروس ي نوكلئوتيدي ژنوم اين   ها در توالي 
HIV-1 و HIV-2 اند  نموده بندي ، تقسيم.HIV     از طريق خـون 

يـا بـا اسـتفاده از        تمـاس جنـسي   ،  يا محصولات خـوني آلـوده     
انتقال از مادر به    . يابد  يا وسايل جراحي آلوده انتقال مي      ها سوزن
  .]7 ،4 ،3[ نيز محتمل است  به مادرند فرز و حتيفرزند

AIDS اما ، شرح داده شد1981 اولين بار در سال 
شان داد، اين بيماري در ن سرولوژي و اپيدميولوژي يها بررسي

. ]4[  انتشار يافته استسرعت بههمه كشورهاي جهان 
 HIVكه در حال حاضر هيچ كشوري در دنيا عاري از طوري به

 HIV ميليون نفر با 60ني، تاكنون براساس تخمي. ]2[نيست 
 ميليون نفر جان خود را 22ها نزديك به  اند كه از اين آلوده شده

 عفونت جديد 16000تقريباً در هر روز  .]8[ اند هاز دست داد
 درصد از آن در كشورهاي در حال توسعه 95افتد كه  اتفاق مي

 گزارش 1987سال   در ايران درHIVاولين مورد  .]9 [است
پس از آن، تعداد زيادي موارد شناسايي شدند . ده استش
طبق آخرين گزارش سازمان بهداشت جهاني  .]10،11[

(World Health Organization: WHO) بالغ 2006 در سال 
 در ايران HIV فرد آلوده به) 160000 -36000 (66000بر 

  ازنفر مرگ ناشي) 2700-920 (1600وجود داشته و بالغ بر 
AIDS دهنده علت وضعيت هشدار به. ]12[رش شده است گزا

HIV/AIDSل ئ، كنترل و مهار اين بيماري جز مسا ايران در
 همطالعات باليني نشان داد .شود مهم بهداشتي كشور تلقي مي

طور كامل   كنوني بهيويروس رترو داروهاي ضداست كه
سازي نمايند و نيز با  د افراد آلوده به ويروس را پاكنتوان نمي

  دشو هاي مقاوم دارو توليد مي  واريانت،صرف داروم

هاي ضد ويروس گران بوده و  همچنين درمان .]14 ،13 ،9[
اين . تواند اين ميزان بسيار زياد افراد آلوده را پوشش دهد نمي
 در قرن آينده در AIDSدهد، پاندمي  ل نشان ميئمسا

اي  كننده كشورهاي در حال توسعه به نسبت وحشتناك و گيج
 تنها راه براي رهايي از اين موقعيت بنابراين .]14[ خواهد رسيد

 توليد و توسعه يك واكسن AIDSانگيز و توقف اپيدمي  غم
از لحاظ تاريخي، واكسيناسيون عليه . ]15-13 ،9[ استثر ؤم

. ي براي بهبود بهداشت بوده استمؤثرعوامل عفوني، راهكار 
 Poliomyelit)( وميليتآميزي چون واكسن پولي هاي موفقيت واكسن

، اما اند ه بودهاي ضعيف شده يا غيرفعال شده حاوي ارگانيسم
 بسيار HIVكننده   براي توليد يك واكسن پيشگيريها اين روش

 بالا و  جهشاين ويروس به علت ميزان كه خطرناك هستند، چرا
 ترين ين رايجابنابر. تواند به تيپ وحشي بازگردد ي نوتركيب، مييتوانا
 استفاده از AIDSترين استراتژي براي واكسن  عمولو م

 (Immunogenes) هاست زيرواحدهاي ويروسي به عنوان ايمونوژن
توانند   كه ميهايي هاي كامل يا ژن ينئصورت پروت هكه يا ب

يكي از  .]16[ است هاي ويروسي را بيان نمايند، ينئپروت
 طراحي شده است HIVهاي زيرواحدي كه براي  واكسن

 در DNAهاي   واكسناًاساس.  استDNAهاي پلاسميد  سنواك
هاي عفوني كه تا كنون هيچ واكسني براي  پيشگيري از بيماري

عنوان يك  و به ]17[ دشو مي، استفاده ها وجود ندارد آن
 .]18[د شو تكنولوژي مهم واكسيناسيون در نظر گرفته مي

 پلاسميد باكتريايي است كه DNA حاوي DNAهاي  واكسن
 به ميزبان اًكنند و مستقيم ينوژن خاص و مناسبي را كد موماي

ها،  نوع واكسن اين  درديگرعبارت   به.]18 ،17 ،8[ شوند حمل مي
يا واحدهاي غيرفعال  (Pathogen) زا بيماريعامل قسمتي از 

كار برده  ه زنده، بزاي بيماريعامل جاي كل  ه بآن  ازاي شده
 نسل سوم هاي كسن وا،DNAهاي  واكسن .]19[ شود مي

اين واكسن بر پايه اين حقيقت است كه  برتري اصلي .هستند
 نتيجه بيان در. شود ين، توسط سلول ميزبان بيان ميئپروت
 است كه عامل مؤثريژن طولاني مدت است و همچون  آنتي
برخلاف  .]20[ استمدت طولاني زنده بوده و فعال  به

 وسيله DNAي ها  واكسن،يني زيرواحديئپروت هاي واكسن
ها،  ژن  است چرا كه آنتييافزايش ايمني سلول مؤثري براي

  شوند و بنابراين از مسير هاي ميزبان توليد مي سلول درون
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(Major Histocompatibility Complex class I) MHC-I   
  

  

هاي  ينئهمچنين پروت ].22 ،21 ،19 ،16[شوند  پردازش مي
اي  هاي حرفه توانند در دسترس سلول ترشح شده نيز مي

 (Antigen-presenting cells: APCs)ژن  كننده آنتي عرضه
 ].21 ،20[ دشو نيز فعال MHC-IIقرار گيرند و مسير پردازش 

 يك واكسن  كهاند كه مطالعات زيادي نشان داده سخن آخر اين
بايست به ميزان   مي،HIVثر و ايمن براي ؤپيشگيري كننده م

 هاي بالقوه ايمني كننده و پاسخ هاي خنثي بادي نتيزيادي آ
 با ،كه همه اين اهداف را افزايش دهد واسطه سلولي هب

  .]27 - 23[  قابل دسترسي استDNAهاي  واكسن
  

 (Dendrosomes)ها  طور كه قبلاً گزارش شده، دندروزوم همان
كروي هستند كه   (Nanoparticle)يك خانواده جديد از نانوذره

شونده، پر   طبيعي، كووالانت يا خود سرهم (Nontoxic)ي غيرسم
، قابل تجزيه شدن بوده و ساخت و (Dendritic)شاخه، دندريتيك 

علاوه بر اين ارزان قيمت و بسيار . ها آسان است سازي آن آماده
 در مقايسه با ساير ها پايدار بوده و كار و استفاده از آن

 ها اي كاتيونيك، ليپوزومليپيده [DNA هاي سنتز شده كننده حمل
(Liposomes) [ها چندين نسل دارند كه  دندروزوم. آسان است

هاي  آزمايش. استDen700 و Den123 ،Den450شامل 
متعددي نشان دادند كه دندروزوم در مقايسه با ساير حاملين ژن 

هاي  ه ژن به سلولئ، در ارا(Lipofection)مثل ليپوفكشن 
  .]28،29[ نمايد  كارآمد عمل ميهدف كاملاً

  

ــروت ــا ينئپ ــي (p24 يه ــستهژن  آنت ــي (gp41و ) ه ژن  آنت
ميزبـان و    -ي مهمي در واكنش متقابل ويروس     ها نقش) پوشش
ي ها بادي تحقيقات نشان داده كه آنتي     .ي ويروس دارند  يبيماريزا
 طيـف يعنـي اختـصاصي بـراي       (كننده اختـصاصي گـروه       خنثي

 پـروتئين ي درون   هـا  پتـو  ، اپي )ي ويروسي ها وسيعي از ايزوله  
gp41   شـود   از طرفـي گفتـه مـي      . ]6،30[ كننـد   را شناسايي مي
  سيتوتوكـسيك Tهـاي    لنفوسـيت  كمكـي و   Tي سلول   ها پاسخ

(Cytotoxic T Lymphocytes: CTL) ويــژه gag ــار  بــا ب
(Load)    ارتباطي بين كـاهش     نيز  و  ويروسي رابطه عكس دارند 

غيير شرايط بـاليني از   و تp24  عليهCTLي  ها بادي و پاسخ   آنتي
و ) پيـشرفت بيمـاري   (دار    علامت مرحله  بدون علامت به   مرحله

ــود دارد ــي وج ــه،  . ويرم ــن دو قطع ــت اي ــه اهمي ــه ب ــا توج  ب
تركيبـات بـا ارزشـي       ي مشتق شده از اين قطعـات،      ها ايمونوژن

  .]31 ،21 ،6 ،1[  خواهند بودHIVي ها منظور كانديد واكسن هب
 بر پاسـخ    pcDNA3.1Hygroد  در اين تحقيق آثار پلاسمي    

. هاي تزريـق شـده بـا ايـن ناقـل، بررسـي شـد               ايمني در موش  
ــات ملحــق شــده  pcDNA3.1Hygroپلاســميد   حــاوي قطع

بـود كـه    ) HIV-1از (gp41 و   p24هاي   پروتئينهايي از    بخش
 .عنوان كانديد واكسن بررسي شود بار تهيه شده تا به براي اولين

  
 ها مواد و روش -2

  يدهاپلاسم -2-1
 gp41 HIV-1 و  p24 شـده ملحـق  از قطعـات  سـاختاري 

 p24و   ) gp41) 202-309تهيه شـد كـه در آن از قـسمتي از            
 كلــون pcDNA3.1Hygro ناقــلاســتفاده شــد و در )1-693(

 آنزيمـي   محـل عـلاوه بـر      ،(Primer)آغازگردر طراحي   . شدند
KpnIو XhoI، توالي كوزاك (Kozak sequence)   نيـز بـراي 

 منظور كنترل منفـي نيـز از       به. گنجانده شد   ميزان بيان،  بالا بردن 
 بدين ترتيب   ،استفاده شد  )gp41( كلون نمودن يكي از قطعات    

  . ديگري نيز تهيه شدساختار
 )(p24-gp41 هايساختارو   pcDNA3.1Hygro پلاسميد

pcDNA3.1Hygro  وgp41)(pcDNA3.1Hygro ــه ، بـــــ
 در ها  ناقلتخليص .ترانسفرم شدند ′Topl0 F گونه اشرشياكلي
با استفاده از كيت مگا اندوتوكسين      ) Large-scale(مقياس بالا   

 )، آلمـان QIAGEN(  (EndoFree Plasmid Mega Kit)فيـري 
  منظـور تجزيـه    بـه  .مطابق دستور كارخانه سـازنده، انجـام شـد        

ــدازه   ــل غلظــت، كيفيــت و ان ــDNAو تحلي ــده، ه ب   دســت آم
ــپكتروفتومتر خوانــده و    ــصولات بــا اس ــسبت مح جــذب  ن

بررسي شـد و نيـز    280/260  (Optical Density: OD)نوري
پلاسـميدهاي  . گـذاري شـدند    محصولات در ژل آگـارز نمونـه      

  اندوتوكـــسين حـــل و در تخلـــيص شـــده در آب عـــاري از
 .نگهداري شدندگراد  درجه سانتي -20

  
  حيوان آزمايشگاهي -2-2

تيتو انـس ( اي استفاده شد    هفته 8-6 ماده   Balb/Cي  ها موش
 بـر طبـق راهنمـاي مراقبـت از          هـا  مـوش ). ايران -پاستور كرج 
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  .نگهداري شدند حيوانات انستيتو پاستور،
  

   تزريق برنامه-2-3
 هفته بعد انجـام     4تزريق اول در زمان صفر و تزريق بعدي         

 100در هر تزريـق      . قرباني شدند  ها  هفته بعد نيز موش    4شد و   
ه همراه دندروزوم بـا     از پلاسميدهاي تخليص شده ب    ميكروگرم  
داخـل   نحـوه تزريـق،  . استفاده شـد  ميكروليتر 100ي يحجم نها
بـه   (ها دو ماهيچه چهار سر ران موش      اي بوده كه به هر     ماهيچه

  .تزريق شد) ميكروليتر 50هر كدام 
  

2-4- Den 123  
Den 123  دكتـر (  كه تحت شرايط استريل تهيه شـده بـود 

ــربلوكي ــرانIBB ،س ــشگاه ته ــا)  دان ــاب ــالين ب ــسفات س  فر ف
(Phosphate Buffered Saline: PBS)    مخلـوط شـد و بـه 

پس از اين مدت،    . دقيقه در دماي محيط قرار داده شد       15مدت  
محصول  . فيلتر شد  ميكرومتر 22/0سوسپانسيون حاصل با فيلتر     

  ].28[ نگهداري شدگراد  درجه سانتي 4در 
 

  Den 123  نانوذره- آماده سازي پلاسميد-2-5
  از پلاســميدها بـــا مقــادير مناســـب از  ميكروگــرم   100

Den 123 نـسبت پلاسـميد   ( درست قبل از تزريق مخلوط شد
 دقيقـه در  5مخلـوط حاصـل    ). اسـت 1 به Den 123، 150به 

  .]32 ،28[ سپس تزريق انجام شد .دماي محيط قرار داده شد

  
  ها بندي موش  گروه-2-6

 بـا يكـي از    تايي تقـسيم و هـر گـروه     10 گروه   5 موش به    50
 100 :ايمـن شـدند   )  ميكروليتـر  100حجـم نهـايي     (هاي زير    رژيم

 ميكروگـرم از ناقـل      pcDNA3.1Hygro  ،100ميكروگرم از ناقـل     
 gp41 و p24هاي   مذكور كه حاوي دو قطعه ملحق شده از ايميوژن        

كه حاوي تنهـا   pcDNA3.1Hygro  ميكروگرم از ناقل100است و
نحـوي   اين سه ناقل بـه    ). gp41(يكي از دو قطعه ملحق شده است        

دو گروه ديگر .  ذكر شد، با دندروزوم آماده تزريق شدند5كه در بند 
 و دنـدروزوم را دريافـت نمودنـد و          PBSگروهـي كـه      عبارتند از 

  :گذاري شدند ها به فرم زير نام ترتيب گروه بدين
  . را دريافت نمودندpcDNA3.1Hygroگروهي كه ناقل : 1سري 
 حـاوي قطعـات     pcDNA3.1Hygro  ناقل هگروهي ك : 2سري
  . را دريافت نمودندp24-gp41  شدهملحق
  . استريل را دريافت نمودندPBSگروهي كه : 3سري
  حـاوي قطعـه    pcDNA3.1Hygro  ناقـل  گروهي كـه  : 4سري
  .را دريافت نمودندgp41   شدهملحق
  .گروهي كه دندروزوم استريل را دريافت نمودند: 5سري

  
  آوري سرم جمع -2-7

  (Retro-orbital area)اربيتـال - ازقـسمت رتـرو  هـا  موش
ي خون كامل از هر موش     ها  از نمونه  ها گيري شدند و سرم    خون

 درجـه   37 سـاعت در     5/1با انكوباسيون نمونه خون به مـدت        
ــانتي ــانتريفيوژ آن   س ــپس س ــراد وس   دقيقــه دور در 8000( گ

در ي هر گروه مخلوط شده و    ها سرم .تهيه شد  ) دقيقه 1مدت   هب
 . نگهداري شدگراد  درجه سانتي-20

  
 (Cytokine) سنجش ميزان ترشح سيتوكين      -2-8

  در محيط آزمايشگاهي
هـا در   ها قرباني شدند و طحال آن   در انتهاي دوره آزمون، موش    

طور جداگانه همگـن     طحال هر موش به   . شرايط استريل خارج شد   
.  ليـز شـد    هاي قرمز در دماي اتـاق بـا بـافر ليزكننـده،            شد و گلبول  

 RPMIهاي طحال شستشو داده شد و در محيط غنـي شـده              سلول
  درصـد FCS 10همراه بـا  ) ، آلمانRPMI-1640)Gibco محيط(
 درصــد، 1گلوتــامين -ال ،)كــه بــا حــرارت غيرفعــال شــده    (

piperazineethanesulfonic acid) HEPES -1- (2 – hydroxyethyl) -4( 
 pen strep و درصـد  2ME )2-mercaptoethanol (1/0 درصد، 1
)Gibco سلول  3-5×105ها با غلظت     سلول. قرار داده شدند  ) ، آلمان   

 در) آلمــان ،griner اي  خانــه96ي هــا ظــرف( هــر چاهــكدر 
 خالص  پروتئينليتر   ميكروگرم در ميلي   5و عدم حضور     حضور

p24-gp41)   بـراي   .تقـسيم شـدند    )ايران-انستيتو پاستور كرج
، فيتوهمـاگلوتينين   ليتـر  يكروگرم در ميلي  م 5از   كنترل مثبت نيز  

)PHA : Phytohaemagglutinin( )Gibcoــا ــتفاده )  آمريك اس
  گـراد  سـانتي  درجـه    37 روز در دمـاي      3مـدت     به ها ظرف .شد
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ــا    محلــول.  و اتمــسفر مرطــوب انكوبــه شــدندCO2 درصــد 5ب
ــك  ــن چاه ــي اي ــد از  روي ــا بع ــع3ه ــاي  روز جم   آوري و در دم

  ميــزان اينترفــرون گامــا.  نگهــداري شــدگــراد درجــه ســانتي -70
)Interferon-gamma: IFN-γ(ي فوق با استفاده از ي محلول رو

مطـابق دسـتورالعمل    )  آمريكـا  R&D(يـزا   الا -كيت سـاندويچ  
  ].33 ،28 [سنجش شد كارخانه سازنده،

  

  سنجش تقسيم سلولي لنفوسيتي -2-9
ي تقـسيم   ها ي طحالي از نظر پاسخ    ها  سلول MTTبا روش   

بـدين   . ارزيـابي شـدند    ژن  آنتـي لي لنفوسـيتي، اختـصاصي      سلو
ــزان ترشــح ســيتوكين در محــيط   منظــور، هماننــد ســنجش مي

 روز بـه  3آزمايشگاهي عمل شـد بـا ايـن تفـاوت كـه پـس از             
 -5،  4 (-3 از محلول فيلتر شـده     ميكروليتر 25 مقدار   ها چاهك

ــازول  دي ــل تي ــد    دي-5، 2-) 2-متي ــوم بروماي ــل تترازولي متي
)MTT  ،Sigma ( ليتر اضـافه شـد   در ميليگرم  ميلي 5با غلظت .

  گـراد بـا     درجـه سـانتي    37 ساعت انكوباسيون در دماي      4پس از   
 هـا بـه     و اتمسفر مرطوب، محلول رويـي چاهـك        CO2درصد   5

بـا  ) فورامازان(هاي بنفش رنگ توليد شده       آرامي خارج و رسوب   
   متيـــل سولفوكـــسايد  دي ميكروليتـــر 100 نمـــودن اضـــافه

)Dimethyl sulfoxide :DMSO (  ميـزان  . حـل شـدندOD در 
 .]34 ،33[خوانده شد   نانومتر570طول موج 

  

 سنجش ايمني همورال -2-10

  يــزا ســرم، بــا الاp24-gp41بــادي اختــصاصي  تيتــر آنتــي
.(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA) 

 ،)Checker board(پس از انجام آزمون چكـر بـورد   . ارزيابي شد
: شرح زيـر اسـت     طور خلاصه به   اندازي شد كه به     راه ELISAآزمون  

 )High Binding ELISA Strip Plates(اي  خانـه 96هاي  ميكروظرف
)griner، خالص   پروتئينبا   )آلمان p24-gp41      10 بـه غلظـت 

هـر چاهـك    ( در بافر كربنات بيكربنـات    ليتر   ميكروگرم در ميلي  
 پـارافيلم پوشـيده و   بـا  و سپس  Coat)( پوشش )ميكروليتر 100

 .گـراد انكوبـه شـدند     درجـه سـانتي   4يك شبانه روز در دمـاي       
 05/0 حـاوي    PBS[بـافر شستـشو     ميكروليتـر    300 با   ها ظرف

سـه مرتبـه شستـشو داده و     ،](Tween 20) 20ين ي تـو درصـد 
 1 حــاوي PBS[  مـسدودكننده بـافر  ميكروليتـر  250سـپس بـا   

 5/2مــدت   بــه]BSA (Bovine Serum Albumin) درصــد
ي سرم هـر گـروه      ها نمونه . شدند مسدودساعت در دماي اتاق،     

سـه   مجـدداً  ،هـا  كه چاهك  پس از آن   .يك به پنجاه رقيق شدند    
 بـا  هـا  ي رقيق شده به چاهـك    ها سرم مرتبه شستشو داده شدند،   

 سـاعت   1 به مـدت     ها ظرف .اضافه شدند  ميكروليتر 100حجم  
 سـپس شستـشو داده   گـراد انكوبـه و    درجه سـانتي  37در دماي   

از ميكروليتـر   100 بـه مقـدار    هـا  بـه چاهـك    پس از آن،   .شدند
 تهـران،  ،رازي فراطب (HRP rabbit anti-mouse IgG كونژوگه

 سـاعت در   1 رقيق شده اضافه و بـه مـدت          4000كه يك به    ) ايران
 100بعـد از شستـشو،      . گـراد انكوبـه شـد       درجـه سـانتي    37دماي  

ــر از رازي  ()TMB )3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine ميكروليت
 30پـس از     واكـنش، . ها اضافه شد   به چاهك ) فراطب، تهران، ايران  

طـول مـوج      در OD . نرمال متوقف شد   2سولفوريك   دقيقه با اسيد  
ــتگاه ســنجش  450 ــا دس ــانومتر ب  ELISA (ELISA Reader) ن

  .]35، 33، 28[خوانده شد 
  

 تجزيه و تحليل آماري -2-11

در ابتدا آزمون نرماليتي به      ي خام، ها ي داده آور پس از جمع  
در صورت   .اسميرنوف بررسي شد   -وسيله آزمون كولموگروف  

 آنـوواي  از آزمـون  هـا  نرمال بودن، براي مقايسه كلي بين گـروه     
 اطمينان درصد 95در سطح ) one- Way ANOVA(طرفه  يك

 . استفاده شد   آزمون توكي   از ها و براي مقايسه ميانگين بين گروه     
 هـا   اقدام به نرمـال كـردن داده  ها در صورت غيرنرمال بودن داده 

ي غيرپارامتريـك   هـا  شد و در صورت نرمـال نـشدن از آزمـون          
ــيس ــكال وال ــرم(Kruskal-Wallis) كروس ــزار   در ن  SPSSاف

 ـ هـا  همه داده  .ويرايش پانزدهم استفاده شد    صـورت انحـراف    ه ب
  .]33[  ميانگين بيان شدند±معيار

  

   نتايج-3
 تقسيم سلولي لنفوسيتي -3-1

 نشان داده شده است، يـك سـطح    1طور كه در شكل      همان
ي كنتـرل   هـا  ي طحال موش  ها اي از تقسيم سلولي در سلول      پايه

نـسبت ميـزان   ((Stimulating Index: SI) با شاخص تحريك 
ي هـا  ژنيك به سـلول  دنبال تحريك آنتي هي تكثير يافته ب   ها سلول
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ترتيب  به 32/1±077/0  و29/1±029/0 و 36/1±034/0) كنترل
  و PBSتنهـا و    ) pcDNA3.1Hygro(ناقـل   براي گروهي كـه     

 در  SIميـزان   . دندروزوم را دريافت نمودنـد، مـشاهده شـد        
 را دريافـت نمودنـد،   gp41گروهي كه ناقـل حـاوي قطعـه       

و ) 65/2±144/0(داري را نـشان داد       افزايش كم امـا معنـي     
ي قطعـات ملحـق شـده     در گروهي كه ناقل حاو SIبالاخره  

p24-gp41          را دريافت نمودند با افزايشي مناسب به ميـزان 
  . رسيد928/0±40/4
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 صورت انحراف معيار   ه ب ها داده.  نتيجه آزمون تقسيم سلولي لنفوسيتي     1شكل  

  .ميانگين نشان داده شده است ±
 :2سـري  را دريافـت نمودنـد؛     pcDNA3.1Hygro  ناقـل   گروهي كه  :1سري

 p24-gp41 شـده    ملحق حاوي قطعات    pcDNA3.1Hygro  ناقل  كه گروهي
 اسـتريل را دريافـت نمودنـد؛        PBS گروهـي كـه      :3سريرا دريافت نمودند؛    

 gp41 شـده  ملحق حاوي قطعه   pcDNA3.1Hygro  ناقل  گروهي كه  :4 سري
  . گروهي كه دندروزوم استريل را دريافت نمودند:5سريرا دريافت نمودند؛ 

  
 IFN-γسطح  -3-2

هاي طحالي كه تحريك    در محلول رويي سلول    IFN-γسطح  
 نـشان داده  2طـور كـه در شـكل      همان. مجدد شدند، ارزيابي شد   

هر چند كه در گروه چهـار، ميـزان ايـن سـيتوكين افـزايش             شده،
گروه دو، نسبت بـه      اما در ) 4/41±61/6(داري را نشان داده      معني

ــروه ــشان داد   گ ــشمگيري را ن ــزايش چ ــر، اف ــاي ديگ ــت ه ه اس
هاي اول، سوم و     ترتيب در گروه    به IFN-γمقادير  ). 67/9±2/99(

  . شده است16/9±28/0 و 2/9±56/0 ،162/9±21/0پنجم 
  

  بادي كل  آنتي-3-3
ي هـا   ناقل پاسخ همورال عليه   ،ELISA آزمونبا استفاده از    

. ي ايمـن شـده، ارزيـابي شـد        هـا  تزريق شـده در سـرم مـوش       
 داده شده است، بـالاترين مقـدار    نشان3طور كه در شكل      همان
OD   ملحـق  حـاوي دو قطعـه    ناقـل  است كه2 مربوط به گروه 

 ).3720/1±349/0(  را دريافـت نمـوده اسـت      p24-gp41 شده
ي را نــشان داده اســت ي بــالاOD 4پــس از ايــن گــروه، گــروه 

 پــنجم  وســوم ي اول،هــا  در گــروهODمقــادير ). 19/0±8/0(
  .است 49/0±03/0  و112/0±02/0، 497/0±04/0 ترتيب به
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 .ي تحريك شده طحال   ها ي سلول ي در محلول رو   IFN-γترشح ميزان    2شكل  
  .ميانگين نشان داده شده است ±صورت انحراف معيار ه بها داده
 :2 سـري  را دريافـت نمودنـد؛     pcDNA3.1Hygro  ناقـل   گروهي كه  :1 سري

 p24-gp41  شـده  ملحق حاوي قطعات    pcDNA3.1Hygro  ناقل گروهي كه 
 اسـتريل را دريافـت نمودنـد؛        PBS گروهـي كـه      :3 سريرا دريافت نمودند؛    

 gp41 شـده  ملحق حاوي قطعه    pcDNA3.1Hygro  ناقل گروهي كه  :4 سري
 . گروهي كه دندروزوم استريل را دريافت نمودند:5 سريرا دريافت نمودند؛ 
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 ـ هـا  دهدا .ي مـورد مطالعـه    ها پاسخ ايمني همورال در گروه     3شكل صـورت   ه ب

  .ميانگين نشان داده شده است ±انحراف معيار
 :2 سـري  را دريافـت نمودنـد؛     pcDNA3.1Hygro  ناقـل   گروهي كه  :1 سري

 p24-gp41 شـده    ملحق حاوي قطعات    pcDNA3.1Hygro  ناقل گروهي كه 
 اسـتريل را دريافـت نمودنـد؛        PBS گروهـي كـه      :3 سريرا دريافت نمودند؛    

 gp41 شـده  ملحق حاوي قطعه   pcDNA3.1Hygro  ناقل  گروهي كه  :4 سري
  . گروهي كه دندروزوم استريل را دريافت نمودند:5سريرا دريافت نمودند؛ 

  

 بحث -4

 بـه حـدي پيـشرفت نمـوده كـه يكـي از       AIDSپانـدمي  
هاي عفوني شده است كـه سـلامت بـشر و            بزرگترين بيماري 

 در   ميليون نفر  42حدود  . كند ثبات جامعه جهاني را تهديد مي     
هـا بـه سـمت        كـه بـسياري از آن      انـد   ه آلود HIV-1 جهان به 
AIDS ــشرفت ــي پي ــد م ــان . نماين ــه درم ــد   اگرچ ــاي ض ه

 رتروويروسي مؤثري به اميد كنترل تكثير ويروسي توليد شده        
 درصـد  90اما هزينه بالاي ساخت داروها باعث شـده كـه در       
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بـه همـراه    . كشورهاي مبتلا، اين داروهـا در دسـترس نباشـند         
توليـد   هاي جهـان،    بسياري از قسمت    در HIVانتشار گسترده   

هاي ضد رتروويروسـي و      ها نسبت به درمان    مقاومت ويروس 
هـاي دارويـي در كـشورهاي        مشكلاتي كه در اجـراي درمـان      

توسعه نيافته با آن مواجه هستند، منجر به درك ايـن حقيقـت             
كننده يا درمـاني   شده كه ناگزير به توليد يك واكسن پيشگيري    

 يك ي،براساس برآورد .]36[ هستيم HIVي براي كنترل پاندم
 16000توانـد از بـروز        مـي  AIDSواكسن مفيد و مؤثر ضـد       

واكــسن . ي كنــدر در هــر روز جلــوگيHIVعفونــت جديــد 
AIDS    توانـد سـرمايه      مـي  هـا،   انـسان   علاوه بر نجات زندگي

  .]37[ هنگفتي را در كشورهاي در حال توسعه ذخيره نمايد
   نقـش اساسـي را در      Tي  هـا  يتسازي و تكثير لنفوس ـ    فعال

  تكثيـر ياز طريـق القـا   .نمايد پاسخ ايمني بازي مي   دو  هر يالقا
ژن، بر ايمني همـورال و نيـز بـا            فعال شده با آنتي    Bي  ها سلول
بـر پاسـخ     +CD8 سيتوتوكـسيك    T يهـا  تكثير لنفوسيت  يالقا

 بررسي ميـزان تقـسيم      بنابراين. ]33[ گذارد اثر مي  ايمني سلولي 
روش مناسبي براي ارزيابي پاسخ ايمني توليد        فوسيتي،سلولي لن 

نيـز بـه ارزيـابي       IFN-γبا سنجش ميـزان      از طرفي  . است شده
 ايمنـي  جهـت  تا حدودي    علاوه به .مشابهي دست خواهيم يافت   

يدي أيد كه خود تشو يد ميأي نيز تTh1 (T helper 1)به سمت 
شـد، دو    ذكـر    كه قـبلاً   طور همان . است Tي  ها بر فعاليت سلول  

 زايـي  بيمـاري مهمـي را در      يهـا  ، نقـش  gp41و   p24 پروتئين
HIV  نيز در روند بيماري مؤثر     ها نمايند و ايمني عليه آن      ايفا مي 
 شك مطالعه و تحقيـق روي ايـن قطعـات           دونب؛ بنابراين   است

همچنـين در برخـي از مطالعـات،        . بـود  بسيار ارزشمند خواهد  
 كـه در    B ي سلول ها توپ رغم وجود اپي   نشان داده شد كه علي    

 وجــود دارد، در مقايــسه بــا ســاير پپتيــدها، پاســخ  p24پپتيــد 
 بنابراين كانديـدي از     ؛دهد تري را نشان مي    يني پا بادي نسبتاً  آنتي

ي پوشش نيـز    ها پروتئين كه   gag كه شامل نواحي     HIVواكسن  
 بيـشتري را نـشان خواهـد        آثار به آن اضافه شده، باشد، احتمالاً     

اتي كه در حال حاضر در راسـتاي     قاز طرفي تحقي  ]. 39،  38 [داد
 هر دو پاسخ ايمني     يدر حال انجام است بر القا      ساخت واكسن، 

ل، در ايـن    ي به همين دلا   ]40[ اند لولار متمركز شده  سهمورال و   
 ملحـق  كه حاوي دو قطعـه        ساختاري مطالعه براي اولين بار، از    

 بـه عنـوان     ي مـذكور بـوده اسـت      ها پروتئينشده بخشي از ژن     

 يهـا  علت استفاده از بخـش    . كانديد واكسن، استفاده شده است    
هـاي   تـوپ  انتخاب شده از اين دو پپتيد، وجود تعـداد مناسـبي اپـي            

ها بوده است كـه       در آن  Tهاي   ويژه سلول   و به  Bهاي   محرك سلول 
ها در تحقيقات قبلي استفاده شده و شايستگي         توپ برخي از اين اپي   

  .]43-41[ييد شده است أسيستم ايمني تها در تحريك  آن
هاي  از موش اين تحقيق نشان داده شد كه گروهي در

Balb/C كه pcDNA3.1/Hygro حاوي قطعات ملحق شده 
p24 و gp41 را دريافت نمودند، هم در آزمون MTT كه تقسيم 

الايزا كه  ‐آزمايد و هم در آزمون ساندويچ سلولي لنفوسيتي را مي
اي  دار قابل ملاحظه  سنجيده شد، تفاوت معنيIFN-γبا آن ميزان 

هاي  توپ تواند به علت حضور اپي را نشان دادند كه اين تأثير مي
هرچند .  موجود در اين دو قطعه باشدTهاي  متعدد محرك سلول

 را دريافت نمودند نيز نسبت به gp41گروهي كه ناقل حاوي 
 آزمون مذكور، داري را در هر دو هاي كنترل، افزايش معني گروه

 بوده است 2نشان داده اما همواره كمتر از ميزان مشابه در گروه 
هاي موجود  توپ چرا كه اندازه اين قطعه و در نتيجه تعداد اپي

 در آن نيز كمتر است، Tهاي  هاي محرك سلول توپ ويژه اپي به
بنابراين تحريك كمتري را سبب شده است كه اين اثر در توليد 

IFN-γاي كه در فوق به آن  طبق مطالعه. بوده است ر مشهودت
 gagاشاره شد، افزايش پاسخ ايمني همورال در همراهي دو پپتيد 

بنابراين بالاتر بودن . ]39[بيني بوده است   با هم قابل پيشenv و
  .شود بادي كل در گروه دو نيز توجيه مي ميزان آنتي

 ـ    كه هدف از اين تحقيـق،      سخن آخر اين   ن دو  اسـتفاده از اي
با توجـه    . بوده است  HIV-1عنوان كانديد واكسن براي      هقطعه ب 

ي عملكرد  يافزا ي و هم  يزا ايمن  اين مطالعه،  هاي به نتايج آزمايش  
 فرض اين مطالعـه نيـز بـوده،        كه پيش  دو قطعه در كنار هم،     اين
توان به محقق شدن اين هدف اميد        مي، بنابراين   يد شده است  أيت

ي تكميلي اين قطعـات     ها تري به بررسي  با اطمينان بيش   داشت و 
  .سازي نمود  بهينهDNAعنوان واكسن  هرا ب پرداخت تا بتوان آن

  
  تقدير و تشكر -5

دانند از همكاران محترم خانم رزيتا       نويسندگان بر خود فرض مي    
هـاي   عباس جمالي بابـت كمـك      الهي و  عدالت و آقايان رضوان ذبيح    

  .، تقدير و تشكر نماينددريغشان در اين مرحله از تحقيق بي
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