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نام نويسند گان مجله علمي پژوهشي د انشگاه علوم پزشكي ارتش جمهوري اسلامي ايران

سال دهم    شماره 1    صفحات  1  تا  9    بهار 1391

مقاله
تحقيقاتي

 C ويروس هپاتيت core+1 بررسي توانايي پروتئين نوتركيب
براي القاي پاسخ هاي ايمني در تركيب با ادجوانت هاي مختلف

*فهيمه باغباني آراني1، فرزين روحوند2، محمد رضا آقا صادقي3، سيد مهدي سادات3، فاطمه متولي4، آرش معمار نژاديان3، صفيه اميني3

چكيد ه
سابقه و هدف: ژنوم ويروس هپاتيت C در بر گيرنده يك قاب خواندن طويل و كد كننده نوعي پلي پروتئين است كه در نهايت اين 
پلي پروتئين برش خورده و به 10 پروتئين ويروسي تبديل مي شود. مطالعات اخير نوعي پروتئين جديد با نام core+1 را گزارش 
كردند كه با يك شيفت ريبوزومي1+ در داخل سكانس مولد پروتئين كپسيد ويروس (core)، ساخته مي شود. ويژگي هايي مانند 
تخريب سيستم ايمني، مهار آپاپتوز و حضور آنتي بادي ضدcore+1 در بيماران كبدي نشان دهنده نقش اين پروتئين در پاتوژنز 
HCV و توانايي به كارگيري اين پروتئين در توسعه واكسن عليه HCV است. بدين منظور پروتئينcore+1  در E.coli توليد و سپس 

ويژگي هاي ايمونولوژيكي آن بررسي گرديد.
مواد و روش ها: توالي نوكلئوتيدي مربوط به core+1 با روش PCR تكثير و در وكتور PET 24-a به منظور بيان پروتئين نوتركيب در 
باكتري E.coli كلون گرديد. پروتئين بيان شده در شرايط دناتوره كننده تخليص شده و سپس با روش SDS-PAGE و وسترن بلات 
مورد بررسي قرار گرفت. ايمني زايي core+1 در تركيب با ادجوانت هاي فروند (C/IFA)، مانتانيد ISA 206 و IMS 1312، پلورونيك 
اسيد (F127)  و imiquimod (IMIQ)  در موش هاي Balb/c ارزيابي شده و با روش الايزا، پاسخ ايمني همورال بررسي گرديد. اين 

مطالعه برگرفته از پايان نامه دانشجويي مي باشد.
يافته ها: پروتئينcore+1  به ميزان 5mg/l توليد و سپس آنتي ژنيسيته اين پروتئين با وسترن بلات تائيد گرديد. همه فرمولاسيون هاي 
ادجوانتي به طور معني داري پاسخ آنتي بادي عليه core+1 را در موش هاي ايمن شده نشان داده و C/IFA و ISA206 بالاترين تيتر 

آنتي بادي را داشتند. گروه هاي ISA 206 و IMS 1312 هر دو پاسخ Th1/Th2 را نشان دادند.
بحث و نتيجه گيري: نتايج نشان مي دهد كه core+1 در تركيب با ادجوانت هاي مختلف مي تواند پروفايل متفاوتي از پاسخ هاي ايمني 

(Th1/Th2) را ايجاد كند. بنابراين اين پروتئين مي تواند به عنوان تركيبي از واكسن HCV مدنظر قرار گيرد.

 Balb/c ،ادجوانت، بيان ،C هپاتيت ،core+1 :كلمات كليدي
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مقدمه 
ويروس هپاتيتC (HCV)  به عنوان يك عامل مهم هپاتيت ويروسي 
مزمن با فراواني حدود 4 برابر HIV (1)، حدود 130 ميليون نفر را 

در سراسر دنيا آلوده ساخته است (2) كه از بين اين افراد حدود 
50-58٪ به هپاتيت مزمن دچار مي شوند و پس از چند دهه به 
عوارضي چون سيروز و كارسينوم هپاتوسلولار مبتلا مي گردند (3). 

تاريخ اعلام قبولى مقاله: 90/10/20 تاريخ اعلام وصول: 90/8/2   
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بر خلاف شمار زياد افراد مبتلا، هنوز هيچ گونه واكسن مؤثري 
عليه HCV وجود نداشته و مؤثرترين درمان ضدويروسي موجود 
(تركيبي ازINF-γ  و ريباويرين) تنها دركمتر از 50 درصد بيماران 
مؤثر مي باشد (4). قابليت بالاي جهش زايي و در نتيجه تغييرات 
آنتي ژني اين ويروس معضل بزرگي جهت درمان و طراحي واكسن 
براي چنين ويروسي است. اين در حالي است كه يافته هاي موجود 
نشان مي دهند كه ايجاد يك پاسخ ايمني سريع و قوي توسط Th1 و 
 ،HCV به همراه پاسخ هاي ايمني سلولي نسبت به پروتئين هاي Th2

باعث كاهش و محدوديت تكثير ويروس تا پاك سازي نهايي آن از 
بدن ميزبان آلوده شده مي شود. (5-6). ويروس هپاتيت C با يك 
ژنوم RNA تك رشته اي مثبت، پلي پروتئيني حاوي 3000  اسيد 
آمينه را توليد مي كند كه اين پلي پروتئين پس از هضم با پروتئازها 
بيوانفورماتيك  آناليز هاي   .(7) مي كند  ايجاد  را  بالغ  پروتئين  ده 
 (ARF) داراي يك قاب خواندن متناوب HCV پيشنهاد مي كند كه
است كه با سكانس پروتئين core  در 1frame+ هم پوشاني دارد 
(8) و شواهد متعددي نيز بيان core+1 ORF را در طي عفونت 
HCV تائيد مي كند (9، 10). اگر چه نقش اين پروتئين جديد (كه 

 HCV شناخته مي شود) در پاتوژنز F و پروتئين core+1 با نام هاي
به خوبي شناخته نشده، اما شواهد زيادي بيانگر وجود پاسخ هاي 
ايمني هومورال (10-17) و سلولار (16، 18) بر عليه پروتئين 
core+1 در بيماران HCV مي باشد. اين نتايج علاوه بر اين كه مؤيد 

بيان اين پروتئين در طي پاتوژنز HCV است، نشان دهنده قدرت 
ايمني زايي و القا پاسخ ايمني در بيماران است. ژن core+1 در بين 
ساب تايپ هاي مختلف HCV حفاظت شده مي باشد (19)، بنابراين 
اپيتوپ هاي موجود در اين ژن كمتر در معرض جهش هاي فراري 
قرار مي گيرند. در نتيجه core+1 مي تواند به عنوان يك آنتي ژن 
مهم به منظور القاپاسخ هاي ايمني در واكسن HCV در نظر گرفته 
پروتئين  مقابل  در  مونوكلونال  آنتي بادي  توليد  طرفي  از  شود. 
اين  ايمونولوژيكي  مطالعات  در  مهم  اهداف  از  يكي  core+1نيز 

پروتئين مي باشد. به ويژه كه وجود واكنش متقاطع آنتي بادي هاي 
 (20 ،18 ،16) HCV در بين ساب تايپ هاي متفاوت core+1 ضد
استفاده از يك آنتي بادي مونوكلونال را در مورد تمامي ژنوتايپ هاي 

HCV امكان پذير مي كند.

يكي از چالش هاي بزرگ در توليد آنتي بادي مونوكلونال و تكنولوژي 

واكسن با استفاده از آنتي ژن هاي نوتركيب، توسعه يك ادجوانت 
ايمن و مؤثر است كه بتواند پاسخ ايمني در مقابل آنتي ژن را افزايش 
دهد. علاوه بر آن اغلب لازم است كه تركيب آنتي ژن – ادجوانت 
بتوانند به طور اختصاصي پاسخ ايمني جهت داري (به طور مثال 
پاسخ همورال در مقابل سلولار) را ايجاد كنند. كه در اين موارد بايد 
تاثير تركيب هر آنتي ژني با ادجوانت هاي مختلف در ايجاد پاسخ هاي 
ايمنيTh1/Th2  را ارزيابي گردد. مانتانيد ها گروهي از ادجوانت هاي 
جديد هستند كه با عرضه مؤثر آنتي ژن به سلول هاي ايمني عمل 
 IMS 1312 و ISA206 مي كنند. برخي از گروه هاي مانتانيد ها مانند
در مدل هاي حيواني استفاده شده و اثرهاي مثبت آن ها در برخي از 
واكسن هاي مورد استفاده در دامپزشكي نشان داده شده است (21، 
 T cell و B 23). ادجوانت هاي فروند نيز به طور مؤثري پاسخ هاي
را ايجاد مي كنند (24). هر چند اين تركيب ها انواع اثرهاي جانبي 
ناخواسته را ايجاد مي كنند، اما به عنوان يك ادجوانت استاندارد به 
طور وسيعي استفاده مي شوند. Pluronic F127 (F127) نوعي تركيب 
سازگار با انسان است كه به طور وسيعي در صنعت داروسازي استفاده 
مي شود (25). از قبل نيز استفاده آن به عنوان يك نوع ادجوانت 
 Imiquimod .(26) جهت افزايش پاسخ ايمني نشان داده شده است
ادجوانت پيشنهادي ديگري است كه در حال حاضر براي درمان 
موضعي زگيل استفاده مي گردد. اين مولكول از طريق ميانكنش با 
 toll-like receptors (TLRs) روي پاسخ ايمني تاثير مي گذارد (31-27) 

 IgG2a را القا و پاسخ هاي Th1 و توليد سايتوكاين هاي مرتبط با پاسخ
را افزايش مي دهد (27-28، 30). نشان داده شده كه Imiquimod در 
يك فرمولاسيون واكسن زماني كه همراه با آنتي ژن تجوبز مي شود 

قادر است پاسخ هاي ايمني را افزايش دهد (32-27).
در مطالعه حاضر، ضمن معرفي يك سيستم بيان و تخليص موثر 
براي حداكثر خلوص، بررسي دقيقي بر اثر ادجوانت هاي جديد در 

ميزان ايمني زايي اين پروتئين انجام گرفته است.  

مواد و روش ها
توليد پروتئين core+1 نوتركيب 

در اين مطالعه از سازه ژني pIVEX2/3-HCVCP كه در بر دارنده توالي 
ژن core ويروس هپاتيت C (ژنوتايپ 1b) مي باشد به عنوان الگوي 
PCR جهت سنتز و تكثير ژن core+1 استفاده شد. به منظور تغيير چهار 
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فهيمه باغباني آراني و همكاران 3بررسي توانايي پروتئين نوتركيب core+1 ويروس هپاتيت C براي القاي پاسخ هاي ايمني در...

چوب خواندن و سنتز core+1 از روي ژن core، طراحي پرايمرها 
به نحوي صورت پذيرفت كه از نوكلئوتيد شماره 30 ژن core به 
بعد چارچوب خواندن به صورت 1+ تغيير مي كند. به عبارتي در 
اين مطالعه ژن پروتئين core+1 با طول 150 اسيد آمينه (اسيدآمينه 
 core+1 حاصل از تكثير ژن  PCR 11-161) تكثير گرديد. محصول
در سايت برشي BamHI و XhoI در وكتور بيانيpET-24a  كلون گرديد 
(شكل A 1). پس از تائيد سازه ژني با روش هضم آنزيمي و تعيين 
 E.coli توالي، سازه نوتركيب به منظور آناليز بيان پروتئين به باكتري
BL21 (DE3) ترانسفورم گرديد. باكتري هاي ترانسفورم شده پس 

از رشد در محيط LB حاوي آنتي بيوتيك كانامايسين و رسيدن به 
جذب نوري 0/7 در طول موج 600 نانومتر، با IPTG القا گرديد 
و سه ساعت پس از القا بيان باكتري با روش SDS-PAGE بررسي 
گرديد. پس از تائيد بيان، پروتئين core+1 نوتركيب با روش وسترن 
بلات در آزمايش هاي جداگانه اي با استفاده از آنتي بادي مونوكلونال 
ضد دنباله هيستيديني، آنتي بادي پلي كلونال موشي ضد يكي از 
اپيتوپ هاي پروتئين core+1 و آنتي بادي مونوكلونال ضد پروتئين 

core تائيد گرديد. 

به منظور ايمن سازي موش ها، پروتئين بيان شده به روش افينيتي 
 NI-NTA-Agarose (Qiagen) ستون  از  استفاده  با  و  كروماتوگرافي 
(نيكل- نيتريلوتري استيك اسيد) و در شرايط دناتوره در اوره 
بافر  در  دياليز  روش  از  استفاده  با  نهايت  در  و  گرديد  تخليص 
تخليص  بار  دو  از  پس  درنهايت  گرديد.  حذف  اوره   ،refolding

كننده  تغليظ  طريق  از  و  اولترافيلتراسيون  از  استفاده  با  پروتئين 
(VIVa Spin Viva Science – Germany)، پروتئين حاصله تغليظ گرديد. 

درجه خلوص، انسجام و وزن مولكولي دقيق پروتئين نوتركيب 
 NPI اسپكتروفتومتري جرمي با استفاده از SELDI-TOF توسط core+1

Chip Array با توجه به پروتكل شركت سازنده، مورد بررسي قرار 

 (Chifehergen نسخه Protein Chip software گرفت. داده ها توسط
با  پروتئيني  بخش  نهايت  در  و  شد  آناليز   3,2,1  Biosystem)

خلوص بالاي 85% براي ايمني سازي مورد استفاده قرار گرفت. 
 QCL-1000 Chromogen جهت تعيين سطح اندوتوكسين از تست

استفاده شد.
فرمولاسيون آنتي ژن و ادجوانت ها

در اين مطالعه ادجوانت هاي زير مورد استفاده قرار گرفتند؛ 

Montanide ISA 206 (Seppic, France) 

Montanide IMS 1312 (Seppic, France) 

Freund adjuvants (C/IFA) (Sigma, USA) 

Pluronic F127 (Sigma, USA) 

Imiquimod (Aldrara.3M) 

در تمامي تزريق ها دوز آنتي ژن core+1، 25 ميكروگرم براي هر 
موش بود و امولسيون ادجوانت و آنتي ژن طبق دستورالعمل شركت 
سازنده ادجوانت تهيه گرديد. به طوري كه ادجوانت هاي مانتانيد و 
فروند با نسبت حجمي 50/50 با آنتي ژن مخلوط گرديدند. سپس 
مخلوط حاصله كاملا مخلوط شده تا يك امولسيون شيري رنگ 
و پايدار به دست آمد. برايPluronic F127 ابتدا يك استوك ٪16 
(w/w) در PBS در روي يخ تهيه و سپس با آنتي ژن با نسبت حجمي 

50/50 مخلوط گرديد تا در آخر ادجوانت به صورت محلول ٪8  
تزريق گرديد. Imiquimod به صورت كرم هاي 5٪ در بسته هاي 12/5 
ميلي گرمي در دسترس قرار مي گيرد كه براي هر موش يك دهم 
يك بسته، يعني حدود 1/25 ميلي گرم Imiquimod استفاده شد. اين 
ادجوانت بلافاصله پس از تزريق آنتي ژن، به محل تزريق به مدت 

يك دقيقه ماليده مي شود تا جذب پوست گردد.

ايمن سازي موش ها
42 سر موش ماده Balb/c شش تا هشت هفته اي از بخش حيوانات 
آزمايشگاهي مؤسسه پاستور كرج تهيه شد و در تمامي مراحل، 
كارهاي انجام شده بر روي حيوانات فوق مطابق با قوانين توصيه 
شده كار با حيوانات آزمايشگاهي بود. موش ها به طور تصادفي 
در 7 گروه تقسيم شدند به طوري كه در هر گروه  6 عدد موش 
قرار داده شد. در 5 گروه آنتي ژن به همرا ادجوانت تزريق شد. 
يك گروه آنتي ژن را به تنهايي و بدون ادجوانت دريافت كردند 
و به يك گروه نيز تنها PBS تزريق گرديد. به منظور انجام اين 
مطالعه به موش ها سه بار به فاصله سه هفته، آنتي ژن به همراه 
ادجوانت مربوطه در حجم نهايي 100 ميكروليتر به صورت زير 
پوستي به قاعده دم، تزريق گرديد. سه هفته پس از آخرين تزريق 
از سينوس چشم موش ها خونگيري شده و سرم آنها جداسازي 
شد و در 70- درجه نگهداري شد تا بعد جهت آناليز آنتي بادي ها 

استفاده گردد.
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core+1 بررسي پاسخ هاي توتال آنتي بادي عليه پروتئين
پاسخ آنتي بادي موش هاي ايمن شده با core+1 به وسيله الايزا مورد 
تجزيه و تحليل قرار گرفت. به طور خلاصه پروتئين تخليص شده 
به ميزان μg/ml 1 به عنوان مولكول پوشاننده در كف پليت هاي 
اليزا 96 خانه اي (Nunc Denmark) مورد استفاده قرار گرفت. بعد از 
شستشو و مراحل بلوكه كردن، چاهك ها با سرم هاي موشي كه به 
صورت سريالي رقيق شده بودند، پر شده و به مدت يك ساعت 
 Goat 37 انكوبه شدند. بعد از شستشو، آنتي بادي ثانويه ºc در دماي
Anti Mouse IgG-HRP اضافه و در 37 درجه سانتي گراد به مدت 

 TMB (Tetrametyhl يك ساعت انكوبه شد. در آخر با اضافه نمودن
(Benzidine, Sigma و پس از افزودن محلول متوقف كننده در طول 

موج 450nm جذب نوري چاهك ها قرائت شد. تمامي آزمايش ها 
با سه بار تكرار انجام پذيرفت. 

core+1 بررسي ايزوتايپ آنتي بادي هاي ضد پروتئين
براي تعيين ايزوتايپ ها و ساب كلاس هاي IgG نيز از روش الايزا 
استفاده گرديد. در اين مرحله از آنتي بادي هاي اختصاصي IgG1 و 
IgG2α موشي و در نهايت Anti Goat IgG-HRP براي تعيين ساب كلاس 

آنتي بادي ها گرديد. در تمامي آزمايش ها ميزان cut-off به مقدار دو 
برابر ميانگين جذب كنترل منفي (سرم موشهاي ايمن نشده) در نظر 

گرفته شد و هر نمونه سه بار مورد بررسي قرار گرفت.

بررسي آماري 
تفاوت هاي معني دار آماري در مورد تيتر آنتي بادي اختصاصي و 
ايزوتايپ آنتي بادي هاي توليد شده در گروه هاي مختلف موشي، 
بوسيله آزمون هاي غير پارامتريك Mann–Whitney (در مورد مقايسه 
دو گروه) و يا  Kruskal–Wallis (در مورد مقايسه بيشتر از دو گروه) 
بررسي و ارزيابي شد. در تمامي آزمايش هاي P< 0/05 معني دار در 

نظر گرفته شد.

يافته ها
E.coli بيان شده در core+1 خصوصيات پروتئين

پس از تكثير ژن core+1، وارد كردن آن در وكتور pET24a، با موفقيت 
انجام شده و صحت سازه ژني با روش تعيين توالي و هضم آنزيمي 

  E.coli BL21تائيد شد. آناليز بيان نشان داد كه اين پروتئين در ميزبان
(DE3) به خوبي بيان مي گردد. پس از تخليص موفق core+1، با 

استفاده از آناليز دانسيتومتري (Lab work software,UK) باند 18/3 
كيلودالتوني بر روي ژل SDS-PAGE با درجه خلوص 85% مشاهده 
مي گردد. در نهايت ميزان پروتئين به دست آمده حدود mg 5 در يك 
ليتر از محيط كشت باكتري بود. بررسي وسترن بلات با آنتي بادي 
مونوكلونال ضد دنباله هيستيديني و آنتي بادي پلي كلونال موشي 
ضد يكي از اپيتوپ هاي core+1، صحت پروتئين و دارا بودن ويژگي 
آنتي ژنيسيته core+1 را تائيد مي كند. همچنين وسترن بلات با استفاده 
از آنتي بادي مونوكلونال ضد پروتئين core، بر روي core+1 و نيز 
پروتئين core تخليص شده كه در مطالعه قبلي ما توليد شده بود 
(33) نشان داد كه اين آنتي بادي با core واكنش مي دهد در حالي 

.(D و C و B 1 شكل) را نمي شناسد core+1 كه
مختلف  ادجوانتي  فرمولاسيون  در   core+1 عليه  آنتي بادي  پاسخ 
سه هفته پس از آخرين مرحله ايمن سازي، تيتر آنتي بادي توتال 
بر عليه core+1 در موش هاي ايمن شده با اين پروتئين به همراه 
ادجوانت هاي مختلف و همچنين گروه هاي كنترل منفي، با روش الايزا 
انجام پذيرفت. همان طور كه در شكل 2 نشان داده شده است همه 
گروه هاي ادجوانتي مورد مطالعه پاسخ  anti- IgG core+1 را در مقايسه 
 .(P=0/001) به طور معني داري افزايش داده اند (PBS) با گروه كنترل

core+1 شكل 1- كلونينگ و بيان
A: تصوير شماتيك وكتور بياني pET24a شامل ژن B  .core+1: بررسي پروتئين 
core+1 با وسترن بلات به وسيله آنتي بادي مونوكلونال آنتي core. چاهك 
 :C .تخليص شده core+1 تخليص شده و چاهك 2 پروتئين core 1 پروتئين
بررسي پروتئين core+1 با وسترن بلات بوسيله آنتي بادي مونوكلونال آنتي 
6his-tag. چاهك 1-6 نشان دهنده پروتئين core+1 از كلوني هاي مختلف 
باكتري كه core+1 را بيان كرده اند. D: بررسي پروتئين core+1 با وسترن بلات 
به وسيله سرم موشي كه از قبل توسط يكي از پپتيد هاي اپيتوپي core+1 ايمن 
شده است. چاهك 2، 3 پروتئين c ،core+1- كنترل منفي (پلاسميد بدون ژن 

core+1) و M ماركر پروتئيني
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سطح آنتي بادي هاي anti- IgG core+1 به طور مشخصي در گروه هاي 
ادجوانت هاي مانتانيد و C/IFA  نسبت به بقيه گروه ها بالاتر بود، در 
 Imiquimod و F127 حالي كه پاسخ همورال ضعيفي در دو گروه
ادجوانت هاي  همراه   core+1 پروتئين  عبارتي  به  گرديد.  مشاهده 
 Imiquimod .ايمونوژنيسيته بسيار بالايي دارد  ISA206 و مانتانيد C/IFA

و F127 نيز ادجوانت به نسبت ضعيفي در القا پاسخ همورال بر 
عليه core+1 مي باشد. پاسخ گروه مانتانيد IMS 1312 نيز اگر چه 
كمتر از ادجوانت فروند C/IFA و مانتانيد ISA206  است، اما قابل 

توجه مي باشد. 

ايزوتايپ آنتي بادي هاي عليه پروتئين core+1 در فرمولاسيون 
ادجوانتي مختلف

ادجوانت هاي  است  شده  داده  نشان  شكل 3  در  كه  طور  همان 
مختلف در تركيب با پروتئين core+1، ايزوتايپ هاي متفاوتي از 
آنتي بادي هاي ضد core+1 را در موش هاي ايمن شده ايجاد مي كنند. 
همه گروه هاي ادجوانتي پاسخ آنتي بادي IgG1 بالاتر از گروه كنترل 
منفي داشتند در حالي كه گروه Imiquimod تفاوت معني داري را نسبت 
به كنترل منفي نشان نمي دهد (P= 0/7). همچنين توليد آنتي بادي ها 
با ايزوتايپ IgG2a در همه گروه ها ديده مي شود، اما بالاترين ميزان 
  F127 ،C/IFA مشاهده مي گردد. در گروه هاي C/IFA در گروه IgG2a

و Imiquimod نسبت آنتي بادي هاي IgG1/IgG2a كمتر از يك بود كه 
نشان مي دهد در اين گروه ها جهت گيري پاسخ هاي ايمني به سمت 
پاسخ Th1 مي باشد. از طرف ديگر در گروه هاي ادجوانتي مانتانيد 
ISA206  و IMS1312 ايزوتايپ IgG1 غالب مي باشد اما هم چنان 

پاسخ IgG2a هم مشاهده مي گردد كه نشان مي دهد مخلوطي از 
پاسخ هاي Th1 و Th2 توسط اين دو ادجوانت در موش هاي ايمن 

شده ايجاد مي گردند.

شكل 2- آناليز پاسخ آنتي بادي توتال در موش هاي Balb/c تزريق شده با 
پروتئين core+1 نوتركيب در فرمولاسيون ادجوانتي مختلف با استفاده از 
روش الايزا. نتايج به صورت ميانگين تيتر آنتي بادي (log10) در هر گروه 

(شامل 6 موش) ± خطاي استاندارد، نشان داده شده است. 
*تفاوت معني دار پاسخ همورال در هر گروه نسبت به گروه كنترل منفي 
(PBS) را نشان مي دهد. شكل 3 ايزوتايپ آنتي بادي هاي سرمي در موش هاي 
ايمن شده با core+1 در فرمولاسيون هاي مختلف ادجوانتي، توسط روش 
الايزا و با استفاده از آنتي سرم هاي ويژه ساب كلاس تعيين گرديد. نتايج 
به صورت ميانگين ميزان جذب نوري در 450 نانومتر ± خطاي استاندارد، 

نشان داده شده است. 
*تفاوت معني دار ايزوتايپ ها در هر گروه نسبت به گروه كنترل منفي را 

نشان مي دهد.
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شكل 3- ايزوتايپ آنتي بادي هاي سرمي در موش هاي ايمن شده با core+1 در فرمولاسيون هاي مختلف ادجوانتي، توسط روش الايزا و با استفاده از آنتي 
سرم هاي ويژه ساب كلاس تعيين گرديد. نتايج به صورت ميانگين ميزان جذب نوري در 450 نانومتر ± خطاي استاندارد، نشان داده شده است.

*تفاوت معني دار ايزوتايپ ها در هر گروه نسبت به گروه كنترل منفي را نشان مي دهد.
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بحث و نتيجه گيري
core+1 يا پروتئينF، نوعي پروتئين جديد و حفاظت شده ويروس 

 core مي باشد كه توالي كد كننده آن با توالي پروتئين Cهپاتيت
اين ويروس هم پوشاني دارد. بنابراين توسعه و توليد آنتي بادي 
مونوكلونال اختصاصي كه بتواندcore+1  را از پروتئين core متمايز 
كند، به منظور استفاده در تشخيص و تحقيق ها حائز اهميت مي باشد. 
چندين مطالعه نشان داده اند كه آنتي بادي هاي ضدcore+1  در برخي 
افراد مبتلا به هپاتيت C وجود دارد (8-9، 20، 34). همچنين پاسخ 
ايمني سلولي برعليه اين پروتئين نيز در بيماران گزارش شده است 
(18). بنابراين اين پروتئين مي تواند به عنوان يك كانديد واكسن 

براي HCV مد نظر قرار گيرد.
يك چالش بزرگ در توليد آنتي بادي مونوكلونال و تكنولوژي واكسن 
با استفاده از آنتي ژن هاي نوتركيب، توسعه يك ادجوانت ايمن و 
مؤثر است كه بتواند پاسخ ايمني در مقابل آنتي ژن را افزايش دهد. 
علاوه بر آن اغلب لازم است كه تركيب آنتي ژن – ادجوانت بتوانند 
به طور اختصاصي پاسخ ايمني جهت داري (مثلا پاسخ همورال در 
مقابل سلولار) ايجاد كنند. بنابراين براي دستيابي به يك پاسخ ايمني 
دلخواه و با توجه به عدم وجود يك ادجوانت عمومي ثابت، لازم 
است اثرهاي تركيب هر آنتي ژن با ادجوانت هاي مختلف در ايجاد 
پاسخ هاي ايمني Th1/Th2 ارزيابي گردد. بنابراين در اين مطالعه ما 
تلاش كرديم كه پروتئين core+1 را در يك سيستم پروكاريوتي 
توليد و تخليص كنيم و سپس ميزان ايمني زايي آنتي ژن نوتركيب 
core+1 توليد شده را در تركيب با ادجوانت هاي مختلف در مدل 

موشي Balb/c مورد بررسي قرار دهيم. 
در اين مطالعه نه تنها ژن core+1 با موفقيت كلون و بيان گرديد بلكه 
با بهينه كردن پارامتر هاي بيان، ما توانستيم مقدار mg 5 پروتئين 
core+1 (اسيد آمينه 11-161) را در يك ليتر محيط كشت باكتري 

توليد كنيم. در حالي كه قبلا در يك مطالعه با بهينه سازي بيان پروتئين 
ARFP/S (اسيد آمينه 85-142 و 85-160) در سيستم پروكاريوتي 

E.coli، تنها mg 1 پروتئين در يك ليتر محيط كشت باكتري به دست 

آمد (35). به نظر مي رسد اين تفاوت ميزان بيان مي تواند به دليل 
تفاوت در شرايط بيان بهينه شده، متفاوت بودن طول core+1 هاي 

بيان شده و يا حتي تفاوت توالي ژني آن ها باشد.
بررسي وسترن بلات باآنتي بادي مونوكلونال ضد دنباله هيستيديني و 

آنتي بادي پلي كلونال موشي ضد يكي از اپيتوپ هاي core+1، صحت 
پروتئين و دارا بودن ويژگي آنتي ژنيسيته پروتئين core+1 را تائيد 
مي كند. همچنين وسترن بلات با آنتي بادي مونوكلونال ضد پروتئين 
core با پروتئين core+1 تخليص شده و نيز پروتئين core تخليص 

شده نشان داد كه اين آنتي بادي با core واكنش مي دهد در حالي كه 
core+1 را نمي شناسد. (شكل B 1) اين نتايج علاوه بر اينكه مؤيد 

خاصيت آنتي ژنيك پروتئين است عدم واكنش متقاطع اين پروتئين 
را نشان مي دهدو به عبارتي با بكارگيري اين پروتئين به عنوان ابزار 
 core تشخيصي، نه تنها خطايي از لحاظ واكنش متقاطع با پروتئين
پيش نمي آيد بلكه به خوبي مي تواند توسط آنتي بادي هاي اختصاصي 

از core متمايز گردد. 
ادجوانت هاي  نوتركيب،   core+1 پروتئين  ايمني زايي  بررسي  در 
فروند، ISA206  و IMS 1312 توانستند پاسخ ايمني همورال بسيار 
قوي را در موش هاي Balb/c ايجاد كنند. (شكل2) مطالعات قبلي 
 IMS (36-37) و ISA206 نيز قدرت زياد ادجوانت هاي مانتانيد
1312 (38) را در افزايش پاسخ همورال نشان داده اند. با توجه به 

اثرهاي جانبي زياد ادجوانت هاي فروند، نتايج مطالعه حاضر پيشنهاد 
مي كند كه اين دو ادجوانت مانتانيدي مي توانند جايگزين مناسبي 
براي ادجوانت فروند در بررسي هاي ايمونولوژيك به ويژه تهيه 

آنتي بادي مونوكلونال باشد.
 IgG2a مرتبط با ايمني سلولار بوده و با ايزوتايپ Th1 پاسخ ايمني
در آنتي بادي ها مشخص مي گردد. در مقابل توليد آنتي بادي هايي با 
ايزوتايپ IgG1 از شاخصه هاي پاسخ Th2 بوده كه مرتبط با پاسخ هاي 
همورال است. در اين مطالعه هنگامي كه ايزوتايپ  IgGها مورد 
بررسي قرار گرفت. (شكل 3) مشخص گرديد كه سرم هاي حاصل 
از موش هاي تيمار شده با پروتئين core+1 در تركيب با ادجوانت هاي 
فروند F127 ،(C/IFA) و Imiquimod داراي آنتي بادي هايي با ايزوتايپ 
غالب IgG2a بوده و نسبت IgG2a/ IgG1 در آن ها كمتر از يك مي باشد 
كه اين مشاهده ها پيشنهاد مي كند كه اين سه ادجوانت پاسخ ايمني را 
بيشتر به سمت Th1 هدايت مي كنند. اين نتايج ها به شكل واضحي 
نشان مي دهد كه C/IFAپاسخ ايمني Th1 را ايجاد مي كند. اين نتيجه 
در توافق با مشاهدات قبلي است كه C/IFA را به عنوان يك محرك 

پاسخ ايمني Th1 معرفي مي كنند (40-39). 
توانايي Pluronic F127 به عنوان يك نوع ادجوانت جهت افزايش 
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پاسخ ايمني از قبل نشان داده شده است Spiter.(41-26) و همكاران 
نشان دادند كه Pluronic F127 در تركيب با يك پپتيد آنتي ژنتيك از 
Leishmania major مي تواند پاسخ Th1 را ايجاد كند (41). همچنين 

Pluronic F127 اثرهاي ادجوانتي روي افزايش پاسخ ايمني در مقابل 

توكسوئيد كزاز را دارا مي باشد (42). همچنين مطالعه ديگري كه 
توسط روحوند و همكاران (34) بر روي آنتي ژن core هپاتيت 
 Pluronic انجام پذيرفت نشان داد كه Pluronic F127 به همراه C
F127 ادجوانتي توانا در القا پاسخ هاي آنتي بادي anti-core با الگوي 

ايزوتايپي مرتبط با جهت گيري پاسخ ايمني به سمت Th1 است. اين 
 core+1 نتايج مشابه يافته هاي حاصل از مطالعه ما بر روي پروتئين
مي باشد كه نشان مي دهدcore+1  در تركيب با اين ادجوانت مي تواند 
پاسخ هاي ايمني را تحريك كند اما به نظر مي رسد كه اين توانايي 

بيشتر مرتبط با القاي پاسخ همورال باشد.
Imiquimod به عنوان يك داروي ضد ويروسي داراي تائيديه سازمان 

دارو و غذا (FDA) آمريكا است كه داراي اثرهاي تغيير دهنده پاسخ هاي 
ايمني نيز مي باشد، مي تواند به عنوان يك ادجوانت ايمن و مؤثر در 
تهيه و توسعه واكسن هاي انساني مد نظر قرار گيرد. نشان داده شده 
است كه تجويز سيستميك و موضعي Imiquimod و آنالوگ شيميايي 
آن (resiquimod) توانسته پاسخ سلولار مؤثري را در تحقيق هاي 
 OVA (43) و همچنين پروتئين تخليص شده HIV مربوط به واكسن
در مدل موشي ايجاد كند (32). در مطالعه حاضر، موش هايي كه 
به صورت موضعي با Imiquimod تيمار شده بودند و سپس به آن ها 
آنتي ژن core+1 تزريق شده بود، توانستند آنتي بادي با ايزوتايپ 
IgG2a را ايجاد كنند. اين نتايج تائيد مي كند كه Imiquimod پاسخ 

در تجويز  كه  شده  پيشنهاد  را ايجاد مي كند.   Th1 نوع  از  ايمني 
موضعي، Imiquimod سلول هاي عرضه كننده آنتي ژن (APC) را به 
اپيدرم پوست فرا خوانده (44) و در نتيجه آنتي ژن تزريق شده به 
طور مؤثري توسط اين سلول ها شناسايي مي شوند. اين فرايند خود 
باعث عرضه مؤثرتر آنتي ژن تزريق شده به سيستم ايمني و پاسخ 
ايمني قوي تر مي گردد. همچنين نشان داده شده كه Imiquimod به 
 (APC) هاي موجود در سطح سلول هاي عرضه كننده آنتي ژنTLR 

بويژه دندريتيك سل ها (DC) متصل و در پي اين اتصال APC ها 
فعال شده و سايتوكاين ها ترشح مي گردند (45-46) و از اين طريق 
پاسخ ايمني قوي ايجاد مي گردد. از آن جايي كه پاكسازي عفونت 

ويروس هپاتيت C در پي يك پاسخ ايمني سلولار قوي، سريع و 
اختصاصي رخ مي دهد، ما پيشنهاد مي كنيم كه Imiquimod به عنوان 
يك ادجوانت Th1 در تحقيق هاي مربوط به واكسن HCV به ويژه 

در تركيب با آنتي ژن core+1 مورد استفاده قرار گيرد.
 IMS 1312 و مانتانيد ISA206 مطالعه حاضر مشخص كرد كه مانتانيد
ادجوانت هاي مؤثري در افزايش پاسخ هاي ايمني القا شده توسط 
پروتئين core+1 در موش هاي Balb/c هستند و اين توانايي بر اساس 
نتايج پاسخ توتال آنتي بادي و ايزوتايپ آنتي بادي ها قابل مشاهده و 
استناد مي باشد. موش هاي ايمن شده با پروتئين core+1 فرموله شده با 
مانتانيد ISA206 و مانتانيد IMS 1312 نه تنها پاسخ Th2 قوي (آنتي بادي 
IgG1) ايجاد مي كنند بلكه پاسخ Th1 نيز با سطح بالاي آنتي بادي 

ادجوانت هاي  كه  مي كند  پيشنهاد  كه  است  مشاهده  قابل   IgG2a

ISA206 و IMS 1312 مخلوطي از پاسخ هاي Th1 و Th2 با غالبيت 

پاسخ Th1 ايجاد مي كنند. اين نتايج، مشاهده هاي قبلي را كه بر روي 
 Schistosoma japonicum (37) و Trichinella spiralis كانديد واكسن
(38) انجام شده تائيد مي كند. به طوري كه در اين مطالعات هم 
پاسخ Th1 و هم Th2 توسط اين ادجوانت ها در مدل موشي ايجاد 
گرديده است (37-38). در مقابل برخي مطالعات گزارش كرده اند 
كه ادجوانت مانتانيد ISA206 (39) و مانتانيد IMS 1312 (47) پاسخ 
Th2 را در مدل هاي موشي (39، 47) و گوسفند (48) ايجاد مي كنند. 

اين تناقضات احتمالا به دليل تفاوت در ماهيت و نوع آنتي ژن هاي 
مورد مطالعه و يا مدل حيواني مورد استفاده مي باشد.

 E.coli در IPTG در مطالعه حاضر ما با به كارگيري سيستم بياني – القايي
 core+1 به عنوان يك روش كاربردي و آسان، مقدار بالايي از پروتئين
را توليد وسپس خالص سازي كرديم و اطلاعات مهمي در مورد 
آنتي ژنيسيته پروتئين core+1 ارائه كرديم. اين مطالعه يك گزارش 
اوليه پيرامون به كارگيري ادجوانت هاي مختلف در فرمولاسيون 
با آنتي ژن core+1 ويروس هپاتيت C به منظور توليد آنتي بادي 
مونوكلونال و اهداف توسعه واكسن HCV مي باشد. ما نشان داديم 
كه core+1 نوتركيب در تركيب با هر ادجوانت، آنتي بادي هايي با 
ايزوتايپ خاص توليد را توليد مي كند. به عبارتي core+1 در تركيب 
با ادجوانت هاي مختلف پاسخ هاي ايمني متفاوتي را در موش هاي 

Balb/c ايجاد مي كند.
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Abstract

Background: Hepatitis C virus (HCV) genome contains a large open reading frame coding for a polyprotein 

that is cleaved into ten proteins. Recently, a new protein, named core+1, has been described to be expressed 

through a ribosomal frame shift within the capsid-encoding sequence. To address these possibilities, core+1 

was produced in E.coli and the purified protein was evaluated for the immunological properties.

Material and Methods: The core+1corresponding nucleotide sequence was created by PCR-based 

induction of a +1 frame shift mutation within the core gene template. The amplicon was cloned into the pET-

24a vector and expressed in E.coli host. The expressed protein was purified under denaturing condition and 

after refolding steps was characterized by SDS-PAGE and Western Blotting. The immunization potential of 

core+1 with various adjuvant (Freunds (C/IFA), Montanide ISA 206 and IMS 1312, pluronic acid (F127) and 

imiquimod (IMIQ) was assessed in Balb/c mice. ELISA-based assays were used to analyze the humoral 

immune responses.

Results: The yield of E.coli-derived core+1 was 5 mg/ L of culture media and antigenicity of this protein 

was confirmed by western blotting. All the core+1/adjuvant formulations significantly developed the anti- 

core+1 IgG responses in the immunized mice but C/IFA and ISA206 elicited the highest antibody titers. ISA 

206 and IMS 1312 formulation of core+1 induced strong Th1/Th2 responses.

Conclusions: Our results indicated that core+1 formulation with various adjuvants may elicit the different 

immune response profiles (Th1/Th2). Thus core+1 might be a potential component of future HCV vaccine too.
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