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Abstract 
Objective: Animal studies show that vaccination with epitope-based peptides results in 
protective immunity. However, immunodominance should be regarded as a major 
challenge in this area. Considering the advantages of epitopic-vaccines against hepatitis C 
virus (HCV) infection, herein, we compared the occurrence of immunodominance 
following mice immunization with three different HCV epitopic-peptide formulations.  
Methods: We synthesized four CD8+ epitopic-peptides (C1,E6,N,E4) that were derived 
from HCV-antigens. A polytope-peptide (C1E6NE4) spanning fusion of epitopes was 
designed based on immunoinformatics analyses for optimum proteasomal cleavage. 
BALB/c mice received three subcutaneous injections that contained 10 µg of peptide 
(minimal epitopes, or mixture of four epitopes or long-polytope) formulated with CpG 
(50 µg) and Montanide-ISA720 (70%) adjuvants in the tail-base at three-week intervals. 
Considering the H2-Dd (BALB/c)-restriction of C1 and E4-epitopes, three weeks after the 
last injection splenocytes from vaccinated animals were subjected to IFNγ/IL4 ELISpot 
assays in the presence of C1 and E4-peptides. 
Results: All vaccinated animals promoted Th1-oriented responses as evidenced by 
detection of IFNγ-secreting cells and a low-level of IL4 secretion. Mice injected with 
minimal CTL-epitopes provoked stronger responses, however, due to the higher affinity 
of E4-epitope for H2-Dd, frequency of E4-specific cells was considerably higher than C1-
specific ones, showing some level of immunodominance. Interestingly, animals 
vaccinated with polytope-peptide developed high-quality balanced responses against both 
C1and E4-epitopes, however at a lower intensity.  
Conclusion: These results supported the superiority of polytope-peptides over minimal 
epitopes, yet emphasized the key role of polytope design and optimization to avoid 
epitope dominancy.  
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  چكيده

با اين وجـود  . شود توپي منجر به ايمني حفاظتي مي دهند كه واكسيناسيون با پپتيدهاي اپي مطالعات حيواني نشان مي :هدف
تـوپي   هاي اپي  با توجه به مزاياي واكسن    .  مورد توجه قرارگيرد   عنوان يك چالش مهم در اين زمينه       غلبه ايمنولوژيكي بايد به   

هـا بـا سـه تركيـب مختلـف       سازي موش دنبال ايمن ، در اين مطالعه بروز پديده غلبه ايمنولوژيكي بهCعليه عفونت هپاتيت  
 .  مقايسه شده استCتوپي ويروس هپاتيت  پپتيدهاي اپي
هـاي ويـروس    ژن برگرفتـه از آنتـي   ) E4 و   CD8+) C1  ،E6  ،Nهـاي     به سـلول   توپي وابسته   چهار پپتيد اپي   :ها مواد و روش  

اسـاس مطالعـات     تـوپ نيـز بـر      حاصـل از اتـصال چهـار اپـي        ) C1E6NE4(تـوپي    پپتيـد چنـد اپـي     .  ساخته شد  Cهپاتيت  
   سـه تزريـق زيرجلـدي شـامل         BALB/cهـاي    مـوش . سازي برش پروتئازوم طراحي شـد      ايمونوانفورماتيك با هدف بهينه   

 50 (CpGهاي  جوانتاتركيب شده با ) توپ ا پپتيد پلي ها ي  توپ توپي يا مخلوط اپي    صورت پپتيد اپي   به( ميكروگرم پپتيد    10
با توجه به وابستگي دو     . را در قاعده دم با فاصله سه هفته دريافت كردند         )  درصد 70 (MontanideISA720و  ) ميكروگرم

هـاي واكـسينه در حـضور     هاي طحـال مـوش    پس از آخرين تزريق از سلول   موشي، سه هفته   H2-Dd به   E4 و   C1توپ   اپي
  . استفاده شدIFNg/IL4 ELISpotهاي   براي آزمونE4 و C1پپتيدهاي 

 شـناخته   4 كه با مشخصه ترشح بالاي اينترفرون گاما و ترشح كـم اينترلـوكين               Th1 در كليه حيوانات واكسينه پاسخ       :نتايج
علـت گـرايش بـالاتر     تري را نشان دادند، اما به هاي تكي پاسخ قوي توپ اي ايمن شده با اپيه موش. شود ايجاد شده بود   مي
 بـود كـه نمايـانگر بـروز درجـاتي از غلبـه              C1تـوپ    تر از پاسـخ عليـه اپـي         پاسخ عليه آن قوي    H2-Dd براي   E4توپ   اپي

تر اما پاسخ يكساني      اگر چه با شدت ضعيف     توپ كه حيوانات واكسينه با پپتيد پلي      نكته جالب توجه اين   . ايمنولوژيكي است 
  . نشان دادندE4 و C1توپ  را عليه هر دو اپي

هاي تكـي نـشان داد و بـر نقـش كليـدي طراحـي بهينـه                  توپ توپ را بر اپي     نتايج اين مطالعه برتري پپتيد پلي      :گيري نتيجه
  .توپي تأكيد نمود توپ براي جلوگيري از وقوع غلبه اپي هاي پلي واكسن

  
  توپ توپ، واكسن پپتيدي، غلبه ايمنولوژيكي، پلي ، اپيC ويروس هپاتيت :ليدواژگانك

  

  مقدمه
   C (Hepatitis Cامروزه عفونت ناشي از ويروس هپاتيت 

  
Virus: HCV)    يكي از مشكلات عمـده در زمينـه بهداشـت و 

  هاي سـازمان    طبق آخرين گزارش  . درمان در سطح جهاني است    
  

 73-63: ، صفحات1390، زمستان 4، شماره 14، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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   و همكارانفاطمه متولي
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 (World Health Organization: WHO)بهداشـت جهـاني   
 HCV ميليون نفر در سراسر جهان حامل ويـروس    130بيش از   

هستند كه به دليل عدم دسترسي به واكسن مناسب، سالانه حـدود      
]. 1[شـود     ميليون نفر به جمعيت اين بيمـاران افـزوده مـي           4 تا   3

HCV ويـروس    تنها عضو از جنس هپاسي(Hepacivirus) و در 
 نانومتر  65 تا 55 و با ابعاد     (Flaviviridae)ويريده   يخانواده فلاو 

 اي مثبــت و داراي غــشاي ويروســي  تــك رشــتهRNAحــاوي 
(Envelope) ژنــوم ]. 2[ اســتHCV 9600 نوكلئوتيــد طــول 

 Open Reading)ئـت بـاز   اداشته و تنها داراي يـك قالـب قر  

Frame: ORF)3010سـازي را بـا    پروتئين پيش  است و پلي-
سـازد كـه در حـين ترجمـه و پـس از آن               مينه مي  اسيد آ  3033

توسط پروتئازهاي ويروس و سـلول ميزبـان بريـده شـده و در              
شود كـه بـه      پروتئين جداگانه از آن حاصل مي      10نهايت حدود   

 Coreشـامل    S (Structural)هاي ساختماني    دو دسته پروتئين  
هـاي غيـر      و پـروتئين   E2 و   E1هـاي غـشايي      و گليكوپروتئين 

-NS2هـاي     شامل پروتئين  NS (Non-structural)ني  ساختما

NS5B2[شوند   تقسيم مي[. 

 درصـد از  85-60به دليل ناتواني سيستم ايمني ميزبـان، در       
صورت مزمن و ماندگار بـاقي مانـده          به HCVبيماران، عفونت   

هاي سيروز كبدي، نارسايي كبدي      كه در نهايت منجر به بيماري     
 (Hepatocellular Carcinoma)و كارسينوماي هپاتوسـلولار  

تنها راه درمان اين بيماران دريافت اينترفـرون آلفـا          ]. 2[شود   مي
(Interferon Alpha) همراه با ريباوارين (Ribavirin)  اسـت 

و متأسفانه اين روش درمان طـولاني مـدت بـوده و عـلاوه بـر                
، (Neutropenia)هزينه بالا عوارض جانبي از قبيـل نـوتروپني          

هـاي خـود     هاي عصبي و بيماري    ه آنفلوانزا، بيماري  عوارض شب 
ايـن    بنـابر . را به دنبـال خواهـد داشـت    (Autoimmune)ايمن  

ساخت يك واكسن مؤثر در پيشگيري و كنترل اين بيماري يك           
  ].3[نياز ضروري است 

 HCVهاي بزرگي بـراي سـاخت و توليـد واكـسن             چالش
رات هـاي پـي در پـي و تغيي ـ         تـوان جهـش    مطرح است كه مـي    

هـاي   گسترده در ژنوم ويروس، حتي در بـدن بيمـار طـي سـال             

عفونت، عدم پاسخ يـا تـضعيف پاسـخ سيـستم ايمنـي ميزبـان               
منظور فرار از سيستم ايمني و همچنين فقـدان          توسط ويروس به  

. مدل حيـواني كوچـك و مناسـب را در ايـن راسـتا ذكـر كـرد                 
 بـه دليـل فقـدان پاسـخ         HCVمشخص شده كه عفونت مزمن      

شود كه يكي از دلايـل آن مهـار          سب سيستم ايمني ايجاد مي    منا
از جملـه ايـن     ]. 3[هـاي ويـروس اسـت        ايمني توسط پروتئين  

توان به مهـار توليـد اينترفـرون         هاي مهاري ويروس مي    مكانيسم
، NK (Natural Killer Cells)هـاي   آلفا، مهار فعاليت سـلول 
 يـا  TLR-3 (Toll-Like Receptor 3)مهار شـدن پاسـخ بـه    

RIG-1 (Retinoid-Inducible Gene 1) ــروتئين  توســط پ
NS3/4Aهـــا   ويـــروس و همچنـــين كـــاهش اثـــر هپاتوســـيت

(Hepatocytes)  نسبت بـه TNF-α (Tumor Necrosis Factor-

Alpha) 4[ و به دنبال آن تضعيف پاسخ ايمني ذاتي اشاره نمود.[  
مطالعات روي شامپانزه ارتباط قوي بين ماندگاري ويروس         

هـاي   تـوپ  هاي پي در پي در اپي      در بدن فرد و گسترش جهش     
از طرفـي تحريـك     ]. 5[ را نـشان داده اسـت        T-Cellوابسته به   

 توسط ويروس TR (Regulatory T Cell)هاي  فعاليت سلول
 CTL (Cytotoxic T Lymphocyte)هاي  مهار فعاليت سلول

 طور خلاصه حـذف ويـروس و       به]. 6[را به دنبال خواهد داشت      
 +CD8 و   +CD4هـاي    بهبودي فرد وابسته به ثبات پاسخ سـلول       

بـه ايـن    . هاي ساختماني و غير ساختماني است      توپ در مقابل اپي  
رسد ايجـاد پاسـخ سـريع، قـوي و چنـد جانبـه               نظر مي  ترتيب به 
هاي مهم و نـامتغير   توپ  عليه اپي+CD8  و +CD4هاي   لنفوسيت

سـازي عفونـت     پـاك هـا در     ويروس و افزايش توانايي اين سلول     
اخيراً استفاده  ]. 5[تواند در تحقيقات واكسن مد نظر قرار گيرد          مي

ــي از واكــسن ــوپي  هــاي اپ ــا (Epitope-based Vaccines)ت  ب
هـاي   زاي منحـصر بـه سـلول       هـاي ايمنـي    تـوپ  كارگيري اپي  به

CD8+   و CD4+      هـاي   تـوپ   و تحريك سيستم ايمني عليه اپي
ــه ــذكور ب ــاملاً  م ــان و ك ــه صــورت همزم ــصاصي از جمل  اخت

. هايي است كه در اين راستا مورد توجه قرار گرفته اسـت            روش
هـاي    و واكـسن   DNAهـاي    اين استراتژي در دو شكل واكسن     

از مزايـاي مهـم     .  تحت بررسي و مطالعـه اسـت       صنعتيپپتيدي  
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 C عليه ويروس هپاتيت CD8هاي  زايي پپتيد ايمني
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توان به توليد آسان،      مي ساختگيهاي پپتيدي    توپ استفاده از اپي  
ي بودن از هرگونه آلودگي ويروسـي       ها و همچنين عار    ثبات آن 

تـرين مزيـت ايـن گـروه از       مهـم ]. 7[يا ميكروبـي اشـاره كـرد        
اي اسـت كـه سـبب ايجـاد          ها حذف نـواحي ناخواسـته      واكسن
 ].8[شوند  هاي ايمني مضر مي پاسخ

تـوپي ابهامـاتي در      هـاي اپـي    با وجود مزاياي بالقوه واكسن    
مطالعـه و بررسـي     ها وجود دارد كه نيازمند       طراحي اين واكسن  

بايـست مـشخص شـود كـه آيـا           عنوان مثال مـي    به. بيشتر است 
تـوپي مجـزا     ها به شكل پپتيدهاي اپـي      اثربخشي اين نوع واكسن   

پپتيـدي متـشكل از اتـصال        هاي پلي  بيشتر است يا در قالب توالي     
گيــري  همچنــين مــواردي همچــون ترتيــب قــرار. هــا تــوپ اپــي
هاي فاصله   دي، تأثير وجود توالي   پپتي ها در يك توالي پلي     توپ اپي

 (Immunodominance)انــداز و همچنــين غلبــه ايمنولــوژيكي 
ها از جمله ابهامـات قابـل        توپ ها بر ساير اپي    توپ برخي از اپي  

  ].11-9[بررسي است 
 گويي به برخي از ابهامات  در مطالعه حاضر با هدف پاسخ

  

بـسته بـه    هـاي وا   تـوپ  فوق، كيفيت پاسخ ايمني نسبت بـه اپـي        
CD8+    هـاي    ژن  برگرفته از آنتـيCore  ،E2   و NS3   از HCV 

هـاي ايمنوانفورماتيـك انتخـاب       اسـاس تجزيـه و تحليـل       كه بر 
تـوپ   ها را در قالب اپي     زايي آن  اند بررسي شد و آثار ايمني      شده

پپتيد متشكل   توپي يا يك پلي    به تنهايي يا مخلوط چند پپتيد اپي      
  . مقايسه شدBALB/cتوپ در موش  از چند اپي

  

 ها مواد و روش

  ها توپ انتخاب و ساخت اپي
 ويـروس   E2 و   NS3  ،Coreهـاي    ژن توپ از آنتـي    چهار اپي 

هـاي مختلـف     هـا در ژنوتيـپ     اساس تشابه تـوالي آن      بر Cهپاتيت  
و با توجه به ويژگي ) 1b و 1a(هاي مقاوم به درمان  ويژه ژنوتيپ به

هـاي   از بين تـوالي   MHC-H2-Dd و   HLA-A2.1ها به    اتصال آن 
 انتخاب  )HCV) www.hcv.lanl.govموجود در بانك اطلاعاتي   

 . نشان داده شده است1توپ در جدول  هاي هر اپي يويژگ. شد

ژن  تخـابي از آنتـي  ، ناحيـه ان Cژن مربوط از ويروس هپاتيـت   ي، آنتيا توپ، توالي اسيد آمينه هاي انتخاب شده شامل نام قراردادي اپي    توپ  مشخصات كامل اپي   1جدول  
  MHCتوپ به نوع  مذكور و نيز وابستگي اپي

  
 MHCوابستگي به  اي ناحية اسيد آمينه ژن متعلق به آنتي اي توالي اسيد آمينه توپ نام اپي

C1 DLMGYIPLVGA Core 142-132 A2/H-2d 
E6 RLWHYPCTI E2 622-614 A2 
N KLSGLGLNAV NS3 1415 -1406 A2 
E4 SGPSQKIQLV E2 414-405 H-2d 

  
اـ     توپ شامل اتصال پي در پي چهار اپـي        توالي پلي  اـبي ب تـوپ انتخ

ــره ــرم بهـ ــري از نـ ــك  گيـ  SYFPEITHIافزارهــاـي ايمنوانفورماتيـ
)www.syfpeithi.de/scripts/MHCServer.dll/home.htm( MIF 

(http://immunax.dfci.harvard.edu/bioinformatics/Tools)  و
(http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/hla_bind) Bimas 

هـاي بينـابيني در      تـوپ  طوري طراحي شد كـه از تـشكيل اپـي         
هـاي كانديـد بـا       در نهايت توالي  . فواصل اتصال جلوگيري شود   

  ظر برش  از نPAProc (www.paproc.de)افزار  استفاده از نرم

 C1E6NE4صـورت    پروتئازوم بررسي شدند و بهترين توالي بـه       
اي ادامـه كـار     صورت پـشت سـرهم بـر       بدون فاصله گذار و به    

  .انتخاب شد
توپ  علاوه پپتيد پلي    به N و   C1  ،E6  ،E4توپي   پپتيدهاي اپي 

C1E6NE4 بــه روش ســنتز پپتيــد روي فــاز جامــد (fmoc) و 
انـستيتو بيوشـيمي     درصـد توسـط      97درجه خلـوص بـيش از       

  .دانشگاه لوزان سوئيس ساخته شد
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  ها سازي موش ايمن
تايي  6 گروه   6 هفته در    8-6 به سن    BALB/cهاي ماده    موش

ــر ــوان   تقــسيم شــده و ب ــا حي ــار ب اســاس اصــول نگهــداري و ك
نگهـداري  ) مصوبه كميته اخلاق انستيتو پاستور ايران     (آزمايشگاهي  

 با مخلوط همگني    2 جدول   هاي موشي طبق   گروه. و مطالعه شدند  
 ميكروگـرم از  50عـلاوه   ميكروگرم پپتيـد بـه   10زا شامل  از ايمني

CpG1826 (Prim Labs., Italy) درصد اجوانت روغنـي  70 و 
Montanide ISA720 )Montanide ISA720 Oil Adjuvant( 

(Seppic, France)هفتـه يـك   3 بار، هر 3صورت زيرجلدي   به 
در مـورد گـروه دريافـت       . دم ايمن شـدند   تزريق در ناحيه قاعده     

  ميكروگرم 10كننده مخلوط پپتيدي هريك از چهار پپتيد به ميزان          
همـراه مخلـوط      بـه  PBSدو گـروه دريافـت كننـده        . تزريق شد 

  تنهـا بـه    PBS و گروه دريافـت كننـده        CpG+M720جوانتي  ا
   .عنوان كنترل در نظر گرفته شدند

  
  هاي طحال جداسازي سلول

صـورت   هـا بـه    س از آخرين تزريق، طحـال مـوش       سه هفته پ  
ــه  ــه در  اســتريل خــارج شــده و ب ــاز  همــسانصــورت جداگان س

(Homogenizer)  هـاي قرمـز بـا       بعد از حذف گلبـول    .  خرد شد
هـا در محـيط كـشت كامـل           سـلول  NH4Cl درصد   84/0محلول  

RPMI 1640)  درصد 10شامل FBS ،2گلوتـامين،  -مول ال  ميلي
ليتر   واحد در ميلي   100ليتر استرپتومايسين و     گرم در ميلي   ميلي 100
  .شستشو داده شده و به حالت معلق در آمدند) سيلين پني

  
  ELISpotآزمون 

هاي ترشح كننده اينترفرون گامـا       براي تعيين فركانس سلول   
هاي ايمن شـده و كنتـرل آزمـون      درطحال موش  4و اينترلوكين   

مـوش   تجـاري    ELISpotت  ي ـوسـيله ك    بـه  ELISpotسنجش  
(Diaclone, France)     و طبق دسـتورالعمل راهنمـا بـراي هـر 

منظـور كـاهش    طور جداگانه انجام شـد و همچنـين بـه     موش به 
گانـه   صـورت سـه    خطاي تكنيكي آزمايش براي هـر مـوش بـه         

(Triplicate)  دسـت   در هر گروه انحراف معيـار بـه       .  انجام شد
. بـود هـاي آن گـروه       هـا در مـوش     آمده ناشي از پراكندگي داده    

طور جداگانه توسـط آنتـي بـادي اوليـه            چاهك به  96هاي   پليت
مـدت   پوشانده شده و بـه    )  ميكروليتر در هر چاهك    100مقدار  (

پـس از   . گـراد انكوبـه شـدند       درجه سانتي  4يك شب در دماي     
مـدت    پليـت بـه  PBSبادي و شستشوي كامل با بافر    تخليه آنتي 

حيط كشت كامـل     ميكروليتر م  200يك ساعت در دماي اتاق با       
RPMI 1640 درصد 10 داراي FBSپس از خـارج  .  مهار شد

به )  سلول در هر چاهك    2×105(هاي طحال    كردن محيط سلول  
 سـاعت در حـضور يـا عـدم          40مـدت    ها اضافه شده و به     پليت

 درجـه   37در دماي   )  ماكرومولار 10(ژني   حضور پپتيدهاي آنتي  
 بـار   3هـا    يـت پل.  انكوبـه شـدند    CO2 درصـد    5گـراد و     سانتي

شسته شده ) PBS-0.1% Tween-20(وسيله بافر مخصوص  به
 ميكروليتر از آنتي بادي ثانويه كونژوگه بـا         100و بعد از افزودن     
ليتـر بـه هـر خانـه          ميكروگـرم در هـر ميلـي       1بيوتين با غلظت    

 بـار   4پـس از    .  ساعت در دماي اتـاق انكوبـه شـدند         2مدت   به
يتر آويدين كونژوگه با آنزيم      ماكرول 100شستشو و اضافه كردن     

.  دقيقه در دماي اتاق انكوبه شـد       45آلكالين فسفاتاز پليت براي     
هـاي مترشـحه     پس از شستشو، نقاط رنگـي مربـوط بـه كلـون           

 بـه دنبـال افـزودن سوبـستراي         4اينترفرون گاما يـا اينترلـوكين       
BCIP/NBTها مشخص شد  در كف چاهك. 

  
  مطالعات آماري

 توسـط   ELISpotج حاصل از آزمـون      تجزيه و تحليل نتاي   
هـا بـا آزمـون     داده.  انجـام شـد  Graphpad Prism 4افزار  نرم
 بـا هـم مقايـسه و        (Mann-Whitney)ويتنـي    پارامتري من  غير
05/0<Pدار در نظر گرفته شد  معني.  

  

  نتايج
هـاي   تـوپ  زايـي اپـي    هدف از مطالعه حاضر بررسي ايمني     

 و نيـز مقايـسه   Cهپاتيـت  ژنيك ويروس    انتخابي از نواحي آنتي   
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ايمني ايجاد شده در اثر تزريـق ايمنـي زا بـا سـه فرمولاسـيون                
توپي و پپتيد    توپي تنها، مخلوط چند پپتيد اپي      پپتيد اپي (مختلف  

تـوپ   بر ايـن اسـاس چهـار اپـي        . بود) توپ توپ يا پلي   اپي پلي
 كـه در مطالعـات      +CD8 سيتوتوكسيك   Tهاي   وابسته به سلول  

 و  Core  ،E2ژنيـك    ه بودند از سه ناحيه آنتـي      قبلي گزارش شد  
NS3    ويروس هپاتيت C    در ايـن انتخـاب بـه       .  انتخـاب شـدند

فاكتورهايي نظير توانـايي ايمنـي زا بـودن، توانـايي اتـصال بـه               
 در HLA (Human Leukocyte Antigen)تـرين آلـل    شـايع 

 MHC و توانايي اتصال به    (HLA-A2.1)جمعيت سفيدپوست   
(Major Histocompatibility Complex)  مـوش BALB/c 

)H2-Dd ( ها بـه    توپ اي اپي  همچنين توالي اسيدآمينه  . توجه شد
 1b و   1aالمقـدور دو ژنوتيـپ       اي انتخاب شـد كـه حتـي        گونه

چهار پپتيد  . تر هستند را پوشش دهد     ويروس كه به درمان مقاوم    
ها  از بين آن  .  ساخته شد  ساختگيصورت   ها به  توپ متناظر با اپي  

 N و E6 موش و دو پپتيـد  H2-Dd وابسته به  E4 و   C1و پپتيد   د
 C1ضـمناً تـوالي پپتيـد       .  انـساني بـود    HLA-A2.1وابسته بـه    

هـاي قبلـي و مطالعـات        اساس گزارش  طوري انتخاب شد كه بر    
جدول (باشد   نيز قابل عرضه     HLA-A2.1ايمونوانفورماتيك با   

 پـي در پـي      اي شـامل اتـصال      اسيد آمينه  40توپ   توالي پلي ). 1
اسـاس بهتـرين حالـت بـرش         تـوپ مـذكور نيـز بـر        چهار اپـي  

هـاي بينـابيني     توپ پروتئازوم و نيز كمترين احتمال پيدايش اپي      
 ).1شكل ( ساخته شد ساختگيصورت  طراحي و به

  

  
  

هـا در تـوالي      تـوپ  اي اپي  نمايش شماتيك ترادف و توالي اسيد آمينه       1 شكل
  C1E6NE4توپ  پلي

  
هاي موشي طبق برنامـه ارايـه شـده در            گروه در مرحله بعد  

، )E4 يـا  C1(هاي موشي به تنهـايي   توپ  با يكي از اپي    2جدول  
تـوپ   ، پپتيـد پلـي    )C1+E4+N+E6(تـوپ    مخلوط چهـار اپـي    

)C1E6NE4 (    يا مخلوط كنترل)PBS  و يا PBS مخلوط شده با 
  . ايمن شدند) جوانتا

  
 تركيـب ايمونـوژن تزريقـي       هاي واكسينه بر مبنـاي     بندي موش   گروه 2جدول  

  )ژن و اجوانت شامل آنتي(
  

  زاي تزريقي ايمني  گروه موشي
PBS PBS. 

 PBS + M720/CpG جوانتا
A توپ  پپتيد پليC1E6NE4  وM720/CpG 

B توپي  مخلوط پپتيدهاي اپيC1+E4+E6+N و M720/CpG 

C توپي  پپتيد اپيC1 و M720/CpG 

D توپي  پپتيد اپيE4 و M720/CpG 

  
منظور افـزايش پاسـخ ايمنـي        به] 12[با توجه به نتايج قبلي      

 CpG+Montanideجوانتي ازاها با مخلوط  سلولي كليه ايمني

ISA720  ته پس از آخرين تزريـق، پاسـخ        سه هف .  تزريق شدند
ــوشســلولي ــسينه   ايجــاد شــده در م ــاي واك ــون ه ــا دو آزم ب

ELISpot      طور  همان. بي شد  ارزيا 4 اينترفرون گاما و اينترلوكين
 طحـال كليـه     هـاي  شود سـلول    مشاهده مي   الف 3جدول  كه در   
هاي موشي ايمن شده با پپتيدها قادر به ترشـح اينترفـرون             گروه

هـاي   طوري كه فركانس سلول    گاما در برابر اين پپتيدها بودند به      
 در (Spot Forming Cell: SFCs)اختـصاصي ترشـح كننـده    
بـه ايـن    . داري بيشتر بـود    معنيطور   مقايسه با دو گروه كنترل به     

 هـاي  جوانـت ايـدها،   شـامل پپت  (ترتيب استراتژي واكـسيناسيون     
براي تحريك ايمني سـلولي     ) استفاده شده، نوع و دفعات تزريق     

هـاي طحـالي دو      رفت سلول  طوركه انتظار مي   همان. مناسب بود 
 ايمـن  E4 يـا  C1ترتيب فقط با پپتيـد       كه به  D و   Cگروه موشي   
تنها قادر به ترشح اينترفـرون گامـا در مقابـل پپتيـد     شده بودند،   

نكته . مربوط بودند و نسبت به پپتيد ديگر پاسخي ايجاد نكردند         
هاي اختصاصي عليه پپتيد     قابل توجه اين بود كه فركانس سلول      

E4)  در گــروهD (ــه ــشتر از ســلول طــور معنــي ب هــاي  داري بي
 امـر احتمـالاً   بود كه اين) Cدر گروه  (C1اختصاصي عليه پپتيد   

 بوده و تا H2-Dd براي اتصال به  E4به دليل گرايش بيشتر پپتيد      
  .بيني بود حدودي قابل پيش

ــروه  ــدها  Bدر گـ ــوط پپتيـ ــده مخلـ ــه دريافـــت كننـ  كـ
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)C1+E4+E6+N (       توپ   بود پاسخ سلولي بر عليه هر دو اپيC1 
هاي ايجاد    ايجاد شده بود كه ميزان آن تقريباً شبيه به پاسخ          E4و  

. بـود ) D و   C( در دو گروه دريافت كننده پپتيـدهاي تنهـا           شده
دهد كه نـه تنهـا       مقايسه پاسخ سلولي در اين سه گروه نشان مي        

 انـساني در مخلـوط      HLAحضور پپتيدهاي ديگـر وابـسته بـه         
تـوپ موشـي     ايمونوژن تأثير چشمگيري بر پاسخ عليـه دو اپـي         

 نيـز  نداشته است، بلكه خود دو اپي توپ موشي مـورد بررسـي         
در حالت مخلوط بر پاسخ ايجـاد شـده عليـه يكـديگر تـأثيري               

 نيـز  Bنكته ديگر حايز اهميت اين است كه در گروه         . اند نداشته
هاي اختصاصي عليـه پپتيـد       همانند دو گروه قبل فركانس سلول     

E4 هاي اختصاصي عليه پپتيـد      داري بيشتر از سلول    طور معني   به
C1 ــوژيكي  بــود كــه نــشان دهنــده وقــوع پديــده  غلبــه ايمنول

)Immunodominance (     تـوپ    به علت گرايش بيشتر اپـيE4 
  . استH2-Ddبراي اتصال به 
اي ايمن    اسيد آمينه  40توپ    كه توسط پپتيد پلي    Aدر گروه   

تـوپ    پاسخ سلولي عليه هردو اپـي      Bشده بود نيز همانند گروه      
C1   و E4          هـاي    ايجاد شده بود، با اين تفاوت كه برخلاف گـروه
 كاهش يافتـه و     E4توپ   هاي اختصاصي اپي   بلي فركانس سلول  ق

 ايـن يافتـه نـشان     . بود C1توپ   هاي اختصاصي اپي   در حد سلول  
هـاي كـامپيوتري انجـام شـده بـراي           بينـي  داد كه بـا وجـود پـيش       

خـوبي    بـه  E4توپ   سازي نواحي برش پروتئازوم، احتمالاً اپي      بهينه
ي عليه آن كاهش يافته     پردازش نشده و به اين دليل پاسخ اختصاص       

نكته جالب اين بود كه به دليـل  .  رسيده استC1توپ  و به حد اپي  
همين تأثير پـردازش پروتئـازوم پاسـخ ايجـاد شـده عليـه هـر دو                 

ــه  E4 و C1تــوپ  اپــي ــه ايــن ترتيــب غلب ــود و ب ــاً شــبيه ب  تقريب
  .  در اين گروه وجود نداشتBايمنولوژيكي مشاهده شده در گروه 

آزمـون  ) Th1/Th2(يـين نـوع پاسـخ سـلولي         منظـور تع   به
ELISPOT      عنـوان شـاخص فعـال       به( هم براي اينترفرون گاما
عنـوان شـاخص    بـه  (4و هم براي اينترلوكين     ) Th1شدن پاسخ   

مقايسه نتايج  ).  ب 3 جدول(انجام شد   ) Th2هاي   فعاليت سلول 
هايي كه قـادر     نشان داد كه برخلاف اينترفرون گاما، تعداد سلول       

توپي بودند بـسيار      در مقابل پپتيدهاي اپي    4رشح اينترلوكين   به ت 

اين يافته بيانگر آن است كه ايمني زاهـاي تزريقـي و    . اندك بود 
كار گرفته شده پاسخ ايمني سلولي را بـا محوريـت            استراتژي به 

 فعال نموده است كه با توجه به اطلاعـات موجـود            Th1بازوي  
اي   از اهميـت ويـژه     Cواكسيناسيون عليه ويـروس هپاتيـت       در  

  . برخوردار است
  
؛ )ب (4و اينترلـوكين    ) الف( اينترفرون گاما    ELISpot نتايج آزمون    3جدول  

 C1 و   E4هاي طحال بـا پپتيـدهاي        در هر گروه واكسينه پس از مواجهه سلول       
 خطـاي اسـتاندارد     ±هاي گروه    ميانگين تعداد نقاط شمارش شده براي موش      

  .نمايش داده شده است
  

  *SFC*+SEMميانگين تعداد   فال
  E4 C1  گروه تزريقي

PBS 02/1 ± 6/2  52/1 ± 3 
 5 ± 73/1  5 ± 15/1  اجوانت

C1E6NE4 21/3 ± 79  55/6 ± 72 
C1+E4+E6+N 88/6 ± 6/158  26/7 ± 6/70 

C1 76/1 ± 3/5  88/6 ± 3/91 
E4 14/15 ± 166  52/1 ± 7 
  

  SFC+SEMميانگين تعداد   ب
  E4 C1  گروه تزريقي

PBS 2/1 ± 6/2  52/1 ± 3  
5 ± 15/1  اجوانت  73/1 ± 5  

C1E6NE4 4/2 ± 6/12  84/2 ± 6/16  
C1+E4+E6+N 02/2 ± 3/5  52/1 ± 3  

C1 76/1 ± 3/5  73/1 ± 4  

E4 57/0 ± 4  18/2 ± 6/3  
 

SFC: Spot-forming cells 
SEM: Standard error of mean 

  

  بحث
 و نيـز توانـايي      صـنعتي امروزه سهولت سـاخت پپتيـدهاي       

ها را به كانديدهاي مناسبي براي       ها اين گونه واكسن    مهندسي آن 
تـوپي   هاي اپي استفاده از واكسن. واكسيناسيون تبديل كرده است 

هـاي نـوين در تحقيقـات     اساس سنتز پپتيد يكي از اسـتراتژي   بر
هـاي مهـم و      تـوپ  واكسن است كه تمركز پاسخ ايمني بـر اپـي         

توپي بـراي    استفاده از پپتيدهاي اپي   . شود ارزشمند را موجب مي   
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ــسم  ــه ارگاني ــسيناسيون علي ــي همچــون   واك ــاي مختلف  HIVه
(Human Immunodeficiency Virus) ،HBV (Hepatitis 

B Virus)هاي مختلف سـرطان مـد نظـر بـوده      ، مالاريا و مدل
هـاي زيـاد همچنـان بـا         اين روش با وجود پتانسيل    ]. 13[است  

از . طلبـد  ه است كه طراحي مطلوب را مي      هايي مواج  محدوديت
ها و بـروز پديـده غلبـه         توپ ها رقابت اپي   جمله اين محدوديت  

ايمنولوژيكي است كه منجر به ايجـاد پاسـخ ايمنـي تنهـا عليـه               
شـود   كارگرفته شـده در واكـسن مـي        هاي به  توپ تعدادي از اپي  

خ ها پاس  توپ زايي قوي برخي از اپي     عبارت ديگر ايمني   به]. 14[
بـا  . پوشـاند  ها را مي   توپ خود معطوف داشته و اثر بقيه اپي       را به 

بايـست   آل مـي   ها طراحي ايـده    توجه به ماهيت اين نوع واكسن     
كـار   هاي بـه   توپ اي باشد كه سيستم ايمني عليه كليه اپي        گونه به

  . خوبي تحريك شود گرفته شده به
طـور   هـاي عفـوني ويروسـي و بـه         در مورد برخي بيمـاري    

هــاي   مقايــسه پاســخ ايمنــي در عفونــتCص هپاتيــت مــشخ
خود محدود شونده و نيز موارد مزمن بيماري نـشان داده            خودبه

 سيتوتوكـسيك عليـه     Tهـاي    است كه تحريك همزمـان سـلول      
سازي عفونـت ضـروري اسـت        توپ مهم براي پاك    چندين اپي 

كـارگيري    بـه  Cكـه در عفونـت هپاتيـت         با توجه به ايـن    ]. 15[
تواند با آثـار نـامطلوب سـركوب         ي كامل ويروس مي   ها ژن آنتي

توپي گزينه مناسبي در     هاي اپي  سيستم ايمني همراه باشد واكسن    
كه طراحي و استراتژي واكسيناسيون      اين مورد است به شرط آن     

هـاي   تـوپ  اي باشد كـه سيـستم ايمنـي عليـه كليـه اپـي              گونه به
وز غلبـه  خوبي تحريك شده و از بـر       گنجانده شده در واكسن به    

 CTLهـاي    ها كه رقابت بـين سـلول       توپ ايمنولوژيكي بين اپي  
(Cytotoxic T Lymphocytes)  و محدوديت دامنه پاسـخ را 

  ]. 16[دنبال دارد، جلوگيري شود  به
اي  بر اين اساس مطالعه حاضـر بـا هـدف بررسـي مقايـسه             

توپي از نظر پاسخ ايجـاد       هاي مختلف پپتيدهاي اپي    فرمولاسيون
توپي از   پپتيدهاي اپي . ها طراحي شد   توپ ه تك تك اپي   شده علي 

هـا   زايـي آن   هاي مختلف ويروس انتخاب شده و ايمنـي        ژن آنتي
تــوپي طــولاني و  تــوپي، تــوالي پلــي صــورت مخلــوط اپــي بــه

منظور امكان اسـتفاده     به. هاي تكي در موش بررسي شد      توپ اپي
 HLA هـاي تراريختـه بـا      ها در مطالعات آتي بر مـوش       توپ اپي

هـاي قابـل    تـوپ   از بـين اپـي  N و C1 ،E6توپ  انساني، سه اپي  
 انتخاب شدند و ايـن مطالعـه صـرفاً بـر            HLA-A2.1عرضه با   

كـه   (C1 و   E4توپ موشي    ارزيابي پاسخ ايمني سلولي عليه اپي     
نتـايج ايـن    . متمركز شد )  موشي نيز قابل عرضه است     MHCبا  

ــي  ــاوت معن ــه تف ــاد مطالع ــخ ايج ــه داري را در پاس ــده علي  ش
تـوپ   تـوپي يـا پپتيـد پلـي        هاي تكي، مخلوط چند اپي     توپ اپي

طوري كه پاسـخ ايمنـي ايجـاد شـده عليـه             طولاني نشان داد، به   
توپ در مقايـسه      در گروه واكسينه شده با پپتيد پلي       E4توپ   اپي

با توجه بـه     با دو گروه ديگر تقريباً به نصف كاهش يافته بود و          
 11-9هـاي انتخـابي در ايـن مطالعـه بـه انـدازه              توپ كه اپي  اين

اسيدآمينه بودنـد و نيـز وجـود گـزارش هـاي قبلـي مبنـي بـر                  
شود كـه    بيني مي   پيش +CD8هاي   ها به پاسخ سلول    وابستگي آن 

 مشاهده شده مربـوط     4نتايج ترشح اينترفرون گاما و اينترلوكين       
 ـ.  باشد +TCD8هاي   به سلول  ن در حـالي اسـت كـه بيجكـر          اي

(Bijker)  ــال ــاران در س ــه   2007 و همك ــد ك ــزارش كردن  گ
هـاي تكـي توانـايي       تـوپ  پپتيدهاي طولاني در مقايـسه بـا اپـي        

در مطالعــه ]. 17[بيــشتري بــراي تحريــك سيــستم ايمنــي دارد 
 به تنهايي، به همراهـي  MHC-Iتوپي وابسته به  مذكور پپتيد اپي  
صورت توالي پپتيدي طولاني بـه       به و   MHC-IIپپتيد وابسته به    

نتـايج  .  سنجيده شد  CD8هاي   موش تزريق شده و پاسخ سلول     
 و نيـز  MHC-IIنشان داد كه در حالت همراهي پپتيد وابسته به   

تر و كـاراتر از زمـاني        استفاده از پپتيد طويل، پاسخ سلولي قوي      
 ايمن  MHC-Iتوپي وابسته به     ها فقط با پپتيد اپي     است كه موش  

علت اختلاف نتـايج مطالعـه بيجكـر بـا مطالعـه حاضـر              . ندشو
تواند مربوط به ادجوانت مـورد اسـتفاده در ايـن دو مطالعـه               مي

ص فرونـد   از اجوانت روغنـي نـاق     در گزارش بيجكر تنها     . باشد
(Incomplete Freund's Adjuvant)     اسـتفاده شـده بـود كـه 
ته و  ژن را بـه عهـده داش ـ       نقش ذخيـره و آزادسـازي آرام آنتـي        

، امـا  ]17[هاي خطـر نـدارد    گونه نقشي در تحريك سيگنال     هيچ
 Montanide ISA720 و CpGدر تحقيق حاضـر از مخلـوط   
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هـاي   ژن، تحريـك سـيگنال     استفاده شد كه علاوه بر ذخيره آنتي      
 Tهـاي     موجب درگيـري سـلول     TLR9واسطه گيرنده    خطر به 
 APCهـاي    ژن توسـط سـلول     و عرضه بهتر آنتـي    ) Th(كمكي  

(Antigen-Presenting Cell) علـت  ]. 18، 12[شـود    نيز مـي
زايـي بيـشتر پپتيـدهاي طـولاني         ديگر ذكـر شـده بـراي ايمنـي        

توپي نيمه عمـر بيـشتر       توپ در مقايسه با پپتيدهاي تك اپي       پلي
هـا   اي شـدن آن    هم پيوستن و توده    تر و امكان به    پپتيدهاي بزرگ 

جوانـت مـورد    ار  يتواند تحت تـأث    كه باز هم مي   ] 19،  14[است  
  . استفاده، محل و نحوه تزريق متغير باشد
اند كه طبيعت ايمنـي زا       مطالعات قبلي به وضوح نشان داده     

 و همچنين نوع اجوانـت    ) توپي شامل طول پپتيد و محتواي اپي     (
مورد استفاده به شدت بر نوع و ميزان پاسـخ ايمنـي القـا شـده                

مطالعه حاضر نـشان    بر اين اساس نتايج     ]. 13[مؤثر خواهد بود    
 از E4 و  Cهـاي انتخـاب شـده        توپ داد كه حداقل در مورد اپي     

HCV (Hepatitis C Virus)كار گرفته  زايي به  و شرايط ايمني
توپ  شده در اين تحقيق شدت پاسخ سلولي عليه پپتيدهاي پلي         

در عـين حـال نكتـه       . توپي بود  اندكي كمتر از پپتيدهاي تك اپي     
نتايج مطالعه حاضر مورد تأكيـد قـرار        جالب توجهي كه توسط     

تـوپ   گيرد اين است كه در صورت استفاده از پپتيدهاي پلي           مي
طويل و طراحي مناسب اين امكان وجود خواهد داشـت كـه از             

 پاسـخ ايمنـي بـه سـمت         (Bias) تـورش غلبه ايمنولـوژيكي و     
جا كـه    عبارت بهتر، از آن    به. ها جلوگيري شود   توپ برخي از اپي  

 توپ نيز در ايجاد پاسـخ نقـش         ئازوم و رهاسازي اپي   برش پروت 

 

 نظـر هاي مورد استفاده در واكسن از        توپ كه اپي  دارد، در صورتي  
 Tهـاي     و حـضور سـلول     MHCگرايش اتصال به    (زايي   ايمني

متفاوت باشـند،  )  حيوانTهاي  ها در مخزن سلول  اختصاصي آن 
 نمود كه نقش    اي طراحي  گونه توپ را به   توان پپتيد طويل پلي    مي

زايي را جبران كـرده و       برش پروتئازوم بتواند اين اختلاف ايمني     
صـورت تقريبـاً     هـا بـه    توپ در نهايت پاسخ ايمني عليه همه اپي      

  .يكسان ايجاد شود
بنابراين با وحود اينكه كميـت پاسـخ ايمنـي سـلولي عليـه              

تر از پپتيدهاي تكي بـوده اسـت، امـا           توپ ضعيف  پپتيدهاي پلي 
طـوري كـه از غلبـه        هـا بهتـر بـوده اسـت بـه          اين پاسخ كيفيت  

طور خلاصه نتايج حاصل     به. ايمنولوژيكي جلوگيري شده است   
عنـوان   توپ بـه   از اين تحقيق بر مزاياي استفاده از پپتيدهاي پلي        

ترين چـالش    كانديدهاي واكسن دلالت دارد و نشان داد كه مهم        
وژيكي با طراحـي    ها يا همان پديده غلبه ايمنول      اين گونه واكسن  

ها قابل پيـشگيري    توپ گيري اپي  سازي محل قرار   مناسب و بهينه  
هـاي   تـوپ  زايـي اپـي     ادامه اين مطالعه براي بررسي ايمنـي       .است

زايي روي    و نيز بررسي بروز پديده ايمني      HLA-A2.1وابسته به   
  . در حال طراحي استHLA-A2.1هاي تراريخته داراي  موش
  

  تشكر و قدرداني
طالعـه حاصـل از بخـشي از نتـايج پـروژه تحقيقـاتي              اين م 

  .است) 391طرح (مصوب انستيتو پاستور ايران 
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