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 چكيده
ي ساخت واكـسن مـؤثر ضـد    عنوان يك مشكل جهاني مطرح است و تلاش فراواني برا      بيماري ايدز امروزه به    :هدف

 كـه  اسـت هـاي نـسل جديـد     ها از جملـه واكـسن    واكسنDNA. نتيجه مانده است   بيماري ايدز صورت گرفته اما بي     
زايي ضعيف اين دسـته از        ايمن نمايانگرهاي اخير     يافته ،خوبي تحريك نمايند با وجود اين       سيستم ايمني را به    تواند مي

زايـي   هـا دارد تـا ايمنـي    ها نياز به عـواملي چـون ادجوانـت    ه اين دسته از واكسن  و اعتقاد بر اينست ك     استها   واكسن
و سـپس بـا      سـاخته شـده اسـت        HIV-P24-Nef واكسن كانديد براي     DNAدر اين پژوهش    . بيشتري كسب نمايد  
  . استشدههاي ايمني سلولي بررسي   پاسخGM-CSF و 15-هاي ژني اينترلوكين استفاده از ادجوانت

عنـوان    در ناقـل بيـاني يوكـاريوتي سـاخته شـد و بـه              HIV-P24-Nef در اين پژوهش ساختار ژني       :ها روش و مواد
هـاي    استفاده شد پس از تزريق واكسن كانديد بـه مـوش   GM-CSF و   15-ادجوانت از پلاسميدهاي بياني اينترلوكين    

BALB/cشدرسي ها بر يتوتوكسيسيتي لنفوسيتاها و س هاي سيتوكيني، تكثير لنفوسيت  پاسخ.  
هاي ايمني سلولي را تحريك نموده  داري پاسخ طور معني دهد كه واكسن كانديد به  نشان ميحاضرهاي   يافته:نتايج

هـاي   سـخ  پا ،صورت مجزا با واكسن كانديـد       به GM-CSF و   15- ژني اينترلوكين  يها است و استفاده از ادجوانت    
كـه نـسبت دوز    هاي ژني در حالتي  زريق همزمان ادجوانت  ت. داري تقويت نموده است    طور معني  ايمني سلولي را به   

  .دهد داري افزايش مي طور معني هاي ايمني سلولي را به واكسن بيشتر از ادجوانت باشد پاسخ
زايي خوبي در مدل موشـي    ايمنيشدعنوان واكسن كانديد انتخاب       به در بررسي حاضر  هايي كه     توالي :گيري نتيجه

 موجب افـزايش پاسـخ      GM-CSF و   15-هاي ژني اينترلوكين   تزريق همزمان ادجوانت  از خود نشان داده است و       
  .دشو  واكسن ميDNAايمني سلولي به 

  

  BALB/c  موش،ييزا ، ايمنيHIV-1-P24-Nef پلاسميد بياني ،GM-CSF ژن، 15- اينترلوكينژن :كليدواژگان
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   و همكارانمهدي مهدوي  زايي پلاسميد  افزايش ايمني درGM-CSF و 15-اثر تزريق اينترلوكين
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   مقدمه-1
 (Acquired Immunodeficiency Syndrome: AIDS)بيماري ايدز 

 مـورد در    5 و عامل يـك مـرگ از هـر           استمهلك و خطرناك    
 مهار بيمـاري در     برايهاي زيادي    تلاش. ]1[ استمنطقه آفريقا   

دنيا صورت گرفته است كه از جمله آن پيدايش داروهـاي ضـد          
اين داروها ميزان مرگ و مير مبتلايان به        . است AIDSويروس  

AIDS       است اما بـه دليـل       را در بسياري از كشورها كاهش داده 
 AIDSكني كامـل ويـروس       هزينه بالا و عدم موفقيت در ريشه      

بنابراين انتظار  . ]2[اي حاصل نشده است      موفقيت اميدوار كننده  
 (Pandemic)رود يك واكسن مؤثر و كـارا بتوانـد پانـدمي             مي

  .]3، 1[ايجاد شده از اين بيماري را مهار نمايد 
DNA كـه  اسـت هاي نسل جديـد   ها از جمله واكسن     واكسن 

 ايمني سلولي و ايمني همورال خوبي تحريك نمايد و از         است قادر
توجه قرار گرفته و حتـي مراحـل متعـددي از           اين سو بسيار مورد     

 بـا ايـن وجـود       .]3[  اسـت  مراحل باليني انـسان را نيـز گذرانـده        
 استها    عدم كارايي اين دسته از واكسن      نمايانگرهاي اخير    يافته

هـا بايـد بـا عـواملي         و اعتقاد بر اينست كه اين دسته از واكسن        
زايـي بيـشتري كـسب        ايمنـي  (Adjuvants) هـا  چون ادجوانت 

 AIDS سـاخت واكـسن مـؤثر ضـد ويـروس           براي. ]4[نمايند  
عنوان كانديد مطـرح     هاي مختلف ويروس به    هاي بخش  پروتئين

مطالعـات  . ]5[ اسـت  P24 پـروتئين    ، كه از جمله آن     است شده
 AIDSهاي ضد ويروس     متعددي اهميت اين پروتئين در پاسخ     

 اين پـروتئين كـه از پوشـش داخلـي ويـروس             .دهد را نشان مي  
هــاي قدرتمنــد   پاســخ موجــب القــاي  توانــد مــي اســت،

توانـد تـا     د و بنـابراين مـي     شويتوتوكسيسيتي سلولي در ميزبان     اس
تجربيـات متعـددي     .]7-5[حدي گسترش ويروس را مهار نمايد       

 با  P24هاي ايمني قدرتمند ضد پروتئين       نشان داده است كه پاسخ    
 و كـاهش سـطح سـرمي ويـروس          AIDSمهار پيشروي بيماري    

AIDS   بنـابراين پـروتئين      .اسـت  همراه P24  توانـد كانديـد      مـي
اكتـسابي  نقص ايمنـي    مناسبي براي ساخت واكسن ضد ويروس       

باشـد   (Human Immunodeficiency Virus: HIV)انـسان  
]6، 8[.  

هـاي   تـوپ  دهـد كـه اپـي      از سوي ديگر تحقيقات نشان مي     
 وجـود   Nef متعددي در پـروتئين      (Immunogene)ايمونوژن  

خـوبي    سيستم ايمني سـلولي و همـورال را بـه          تواند ميدارد كه   
ــد  ــك نمايـ ــروتئين ]9[تحريـ ــروتئين  Nef پـ ــك پـ ــه يـ    كـ

 در چرخه تكثير ويـروس      است، كيلودالتوني و سيتوپلاسمي     27
اين پروتئين  . ]10[ نقش اساسي دارد     AIDSو پيشرفت بيماري    

 اسـت؛ يك پروتئين كمكـي در مراحـل اوليـه تكثيـر ويـروس              
تواند تا حدي عفونـت      پاسخ ايمني بر ضد آن مي     بنابراين القاي   

هاي ايمني   نتايج بررسي پاسخ  . ]11 ،10[ ويروسي را مهار نمايد   
 بـه ايـن     Nefدهـد كـه تزريـق        هاي موشـي نـشان مـي       در مدل 

هاي ايمني سلولي و همورال قـوي        حيوانات موجب القاي پاسخ   
هاي ايمني ايجـاد    شود و همچنين پاسخ     مي Nefبر ضد پروتئين    

 از ايـن رو      اسـت؛  شده از دوام و پايداري خوبي نيز برخـوردار        
هـاي چنـد      سـاخت واكـسن    برايتوان آن را كانديد مناسبي       مي
هاي ايمنـي گـسترده بـر ضـد          القاي پاسخ . ]9[ دانستتوپي   اپي

هـاي متعـدد در      تـوپ  گيري اپـي  كار  مستلزم به  HIV-1ويروس  
 زيرا تنها به اين شيوه است كـه         است؛غالب يك واكسن كانديد     

هـاي مختلفـي از      اي عليه بخـش    توان پاسخ وسيع و گسترده     مي
هــاي چنــد   از ايــن رو واكــسن. ايجــاد نمــودAIDSويــروس 

هـاي    مورد توجـه قـرار گرفتـه و موفقيـت          ،توپي با اين ديد    اپي
 با توجه به اهميـت      ]14-12[  است هچشمگيري نيز كسب نمود   

ــا در نظــر گــرفتن  ،هــايي چنــين واكــسن  در تحقيــق حاضــر ب
هاي ايمونوژن   توپ  اپي ،HIV-1هاي ايمونوژن ويروس     توپ اپي

اســيدآمينه  (Nefو ) 173-159اســيدآمينه  (P24هــاي  پــروتئين
 و از آن    شـد  انتخـاب     واكسن DNAدر غالب يك    ) 102-117
از سوي ديگـر    . ]11[ شدهاي ايمني استفاده      بررسي پاسخ  براي
هـا   هـاي سـيتوكين     از ژن  ،هـاي ايمنـي     افزايش سطح پاسخ   براي

(Cytokines)، مطالعــات متعــددي نــشان . كــار گرفتــه شــد بــه
وجب افزايش سـطح    هاي سيتوكيني م   كارگيري ژن  دهد كه به   مي

هـا بـا     سـيتوكين . ]15[شـود    هـا مـي     واكـسن  DNAزايـي    ايمن
د شـو  هاي ايمني مـي     به بهبود پاسخ   هاي متعددي منجر   مكانيسم
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يـا بـا اثـر بـر        ژن   كننـده آنتـي    هـاي عرضـه    ها با اثر بر سلول     آن
هـاي ايمنـي     هاي سيستم ايمني موجب تقويـت پاسـخ        لنفوسيت

 آثـار هاي متعددي    يافته. ]16[ند  شو ايمني همورال مي  سلولي يا   
 GM-CSF و (Interleukin-15: IL-15) 15-ادجوانتي اينترلـوكين 

(Granulocyte/macrophage colony stimulating factor). 
 (Shift)جايي   ها با جابه   سيتوكين. ]19-17[را تأييد نموده است     

 DNAهاي دلخواه قادرنـد كـارايي        پاسخ ايمني به سمت پاسخ    
 ادجوانتي خوب   آثاربا توجه به    . ]20[ها را بهبود بخشند      واكسن

GM-CSF        كننـده   هاي عرضه   و نقش آن در بلوغ و تمايز سلول
 بـر   IL-15كنندگي    تعديل آثار ، و از سوي ديگر    ]23-21[ايمني  

 Th1 (T helper 1)هـاي    پاسـخ جايي ها و القاي جابه لنفوسيت
كــارگيري   در تحقيــق حاضــر بــا بــه]26-24[هــا  در لنفوســيت

ــان    ــستقيم همزم ــك م ــذكور و تحري ــت م ــان دو ادجوان همزم
ــيت ــر  لنفوس ــوي ديگ ــصاصي و از س ــاي اخت ــلول،ه ــاي   س ه

 ايمونولوژيك آن پرداختـه و      آثار به مطالعه    ،ژن كننده آنتي  عرضه
 HIV واكــسن DNAكــارايي ايــن اســتراتژي در غالــب مــدل 

  .شدبررسي 
  

  ها روش و مواد -2
   ساخت پلاسميد نوتركيب-2-1

اسيدآمينه  (P24هاي   شامل تواليHIV-1P24-Nefقطعه ژني  
 بيـان در    بـراي  و   اسـت ) 117-102اسيدآمينه   (Nefو  ) 159-173

 قبـل از  (Kozak sequence)سيستم يوكـاريوتي تـوالي كـوزاك    
ايـن قطعـه ژنـي توسـط        . دش ـبينـي     پيش P24-Nefناحيه ژني   

 PUC18ن در ناقل كلوني  از كشور چيGL Biochemشركت 
قطعه ژني بـا    .  قرار گرفت  محققان حاضر سنتز شده و در اختيار      

.  بـرش داده شـد     BamHI و   HindIIIدو آنـزيم    هضم آنزيمي   
تــوالي ژنــي پــس از مــشخص شــدن بــا تعيــين تــوالي        

(Sequencing)   سپس قطعه ژن مورد نظر     ). 1شكل   (شد تأييد
ت آنزيمي در ناقل    در همان موقعي  سپس  از روي ژل استخراج و      

پلاسـميد  . دش ـ كلـون  +pcDNA3.1 Hygroبياني يوكاريوتي 
 و رم شدهو ترانسف،'Top10 Fدست آمده در باكتري نوتركيب به

 انبوه، تخليص پلاسميد با اسـتفاده        مايع در مقياس   پس از كشت  
ــت ــاري  از كي ــاي تجــاري ع ــسين  ه ــده از اندوتوك ــاكتري كنن ب

(Endofree plasmid Giga Kit) (Qiagen, Germany)، در 
محصولات استخراج شده از نظر غلظت  .مقياس گيگا انجام شد

 PBS و در نهايـت در بـافر         شـد و كيفيت و خلـوص بررسـي        
(Phosphate Buffered Saline) دمـاي  رقيـق و در ، اسـتريل  

در مراحل  . گراد تا زمان مصرف نگهداري شد       درجه سانتي  -20
استفاده از پروتئين فلورسـانس     بعدي تأييد بيان ژن مورد نظر با        

GFP (Green Fluorescent Protein) ــام ــ انج ــدين . دش ب
 نـانوگرم از پلاسـميد نوتركيـب كـه شـامل            400منظور مقـدار    

HIV-P24-Nef      متصل شده با ژن GFP  بـا ليپوفكتـامين     ، بـود 
2000 (Lipofectamine 2000)دقيقـه  20مـدت    مخلوط و به 

ــرار داده  ــشگاه ق ــرايط آزماي ــد در ش ــلول  ش ــه س ــپس ب    و س
HEK 293 هاي مـذكور   بدين ترتيب كه سلول. دش ترانسفكت

اي، بـا تـراكم     خانـه  24 به پليـت     ، ساعت قبل از ترانسفكشن    24
ليتر محيط كشت قرار داده شد و سـپس مخلـوط             در ميلي  7×104

د و همزمان پليت نيـز      شها اضافه    پلاسميد و ليپوفكتامين به سلول    
 تعويض محـيط صـورت      ، ساعت بعد  18. دبه آرامي تكان داده ش    

 ساعت بيان ژن با ميكروسـكوپ فلورسـانس         72گرفت و بعد از     
ــي  ــدبررس ــكل  (ش ــين ژن). 2ش ــاي  همچن ــل  (IL-15ه در ناق

PCDNA3.1 ( وGM-CSF)  در ناقـــلPTV0 (صـــورت  بـــه
بخش بيوتكنولوژي دارويي، دانشكده داروسازي دانشگاه      (اهدايي  

  .دشتهيه ) علوم پزشكي تهران
  

CCAAGCTTGCCACCATGGCCCACCACCACCACCACCA
CTATGAACCCTTTAGAGACTATGTAGACCGATTCTATA
AAACTCTAAGAGCCGCCTATCACTCCCAAAGAAGACA
AGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACA 
TAACGCGGATCCGCGTTATGTG 

  
؛ توالي مربـوط بـه قطعـات        HIV-1-P24-Nef بخشي از توالي كلون      1شكل  
 آغازگرهـا مشخص شده در دوطرف مربـوط بـه         هاي    توالي ،P24 و   Nefژني  

(Primers)               و نواحي مشخص شده كلون در وسـط مربـوط بـه تـوالي پيونـد 
  .است (Linker)دهنده 
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هـاي    با استفاده از ترانسفكشن سـلول      HIV-P24-Nef بيان پلاسميد    2شكل  

HEK293     كـارگيري ژن      و به  2000 به كمك ليپوفكتامينGFP  عنـوان ژن     بـه
 GFPهاي   ها با ناقل حاوي ژن      مربوط به ترانسفكشن سلول    )الف گر؛ گزارش

صــورت  هـاي مثبـت بـه     و سـلول اسـت  HIV-P24-Nefادغـام شـده بـا ژن    
هـا بـا      مربـوط بـه ترانسفكـسن سـلول        )ب. دشو فلورسانس سبز مشاهده مي   

  .استپلاسميد غيرنوتركيب 
  

   پپتيد-2-2
ــصالي   ــد ات ــوالي HIV-P24-Nefپپتي ــامل ت ــاي   ش  P24ه

توســـط ) 117-102اســـيدآمينه  (Nefو ) 173-159ســـيدآمينه ا(
 از كشور چين در فاز جامد سـنتز شـده و   GL Biochemشركت 

  . قرار گرفتمحققان حاضر درصد در اختيار 95با خلوص بالاي 
  

  آزمايشگاهي  حيوان-2-3
اي از   هفتــه8 تــا 6 مــاده BALB/c ســر مــوش 45تعــداد 

د و براسـاس اصـول      ش ـري  خريـدا ) كرج(انستيتو پاستور ايران    
هاي آزمايشگاهي دانـشگاه تربيـت       مراقبت و نگهداري از موش    

  .دشمدرس نگهداري 
  

ــق -2-4 ــه DNA تزريـ ــسن بـ ــراه   واكـ همـ
  هاي ژني ادجوانت
DNA   تزريـق  صورت داخل عضلاني     ها به   واكسن به موش

. دش ميكروگرم پلاسميد تزريق     100 ،همچنين به هر موش   . شد
  :هاي زير تقسيم شدند كه شامل به گروههاي مورد مطالعه  موش

   GM-CSFكننـده پلاسـميد      هـاي دريافـت    مـوش : 1گروه  
 HIV-1P24-Nef) +  ميكروگـرم  33 (IL-15) +  ميكروگرم 33(
  ) ميكروگرم33(

   GM-CSFكننـده پلاسـميد      هـاي دريافـت    مـوش : 2 گروه
 HIV-1P24-Nef) +  ميكروگـرم 25 (IL-15) +  ميكرگرم 25(
  ) ميكروگرم50(

   GM-CSFكننـده پلاسـميد      هـاي دريافـت    مـوش : 3روه  گ
  ) ميكروگرم50 (HIV-1P24-Nef) +  ميكروگرم50(

ــروه  ــوش: 4گ ــت  م ــاي درياف ــميد   ه ــده پلاس    IL-15كنن
  ) ميكروگرم50 (HIV-1P24-Nef) +  ميكروگرم50(

 HIV-1P24-Nefكننده پلاسميد    هاي دريافت  موش: 5گروه  
  ) ميكروگرم100(

ــروه  ــوش: 6گ ــاي ك م ــرله ــت؛نت ــميد   درياف ــده پلاس كنن
PCDNA3.1) 100ميكروگرم ( 

 PTV0كننـده پلاسـميد       دريافت ؛هاي كنترل  موش: 7گروه  
  ) ميكروگرم100(

ــروه  ــوش: 8گ ــرل م ــاي كنت ــت؛ه ــميد   درياف ــده پلاس كنن
PCDNA3.1) 50ميكروگرم  + (PTV0) 50ميكروگرم (  

  PBSكننده بافر   دريافت؛هاي كنترل موش: 9گروه 
هـا در روز   وه پنج سر موش قرار داده شد و موش در هر گر  
 پلاسميد دريافت ؛ ميكروليتر 100 با حجم نهايي     28صفر و روز    

هـا    مـوش  ، هفته پس از تزريـق يـادآور       4همچنين  . ]27[دند  كر
  .هاي ايمني قرار گرفتند مورد ارزيابي پاسخ

  

  هاي تكثيري  بررسي پاسخ-2-5
هـا   يـادآور، مـوش   يـق بدين منظور چهار هفته پـس از تزر 

د، سـپس در    شـدن ور   نخاعي شده و در الكل هفتاد درجه غوطه       
 خـارج  هـا   آن طحال از بدن(Laminar hood) زير هود لامينار

شد و در پليت استريل با ته سرنگ لـه و سوسپانـسيون شـده و        
گراد   درجه سانتي  4 دماي    و g 300ور   سرد و د   PBSدو بار در    

دست آمـده بـافر       شد و به رسوب به     ژسانتريفومدت ده دقيقه     به
 دقيقـه در    5مـدت    د و بـه   شاضافه  ليتر    ميلي 5ليزكننده به حجم    
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هـا از شـوك      خارج نمـودن سـلول     براي. دماي اتاق قرار گرفت   
ــدار ،(Osmotic shock)اســموتيك  ــي5 مق ــر  ميل  محــيط ليت

RPMI-1640 + FBS (Fetal Bovine Serum) 10 درصـد  
سه بـار   ها از الك سلولي      از عبور سلول   پس   .شد اضافه   ها به آن 

 سپس رسوب سلولي در محيط كـشت   . سرد شستشو شد   PBSدر  
RPMI-1640 + FBS 10 ليتـر   ميلـي  در   4×106 به تعـداد      درصد

 ميكروليتـر از ايـن سوسپانـسيون كـه          100سوسپانسيون شـد و     
اي پليت مسطح     خانه 96 در هر حفره     است، سلول   4×105داراي  
ليتـر    ميكروگـرم در ميلـي     10ژن بـا غلظـت       نتي سپس آ  .دشاضافه  
 ؛عنوان كنترل مثبـت     و به  عنوان كنترل منفي   به سلول تنها  .شداضافه  
PHA (Phytohemagglutinin)  ــت ــه غلظ ــرم در 5 ب  ميكروگ
 ميكروليتـر   200حجم نهايي تمـام حفـرات        .شدليتر اضافه    ميلي

ــود و پــس از كــشت   ــاتور 72ب ــاعته در انكوب    درجــه و 37 س
 ميكروكوري تايميـدين    7/0، به حفرات به ميزان      CO2درصد   5

 ساعت ديگر ادامه يافت     18مدت   د و كشت به   شدار اضافه    نشان
ها ميزان تكثيـر      سلول (Harvest) نهايت پس از هاروست       در و

 و با اسـتفاده از دسـتگاه   cpm (Count per minute)براساس 
 (Pharmacia, Sweden) (Beta Counter)بتــا گــر  شــماش

صورت شـاخص تحريـك    نتايج پاسخ تكثيري به .دشمشخص 
(Stimulation Index: SI)) cpmهــاي تحريــك    ســلول

  .ارايه شده است) هاي تحريك شده  سلولcpm/نشده
  

هاي سيتوتوكسيسيتي اختصاصي     بررسي پاسخ  -2-6
  ژن آنتي

 ELISPOTهاي سيتوتوكسيك از روش       بررسي پاسخ  براي
روش . دش ـ اسـتفاده  B (Granzyme B ELISPOT)گرانزيم 

اً براسـاس برنامـه ارايـه شـده از سـوي            دقيقكار در اين مطالعه     
بدين منظور از   . بوده است ) ، آمريكا R&D(شركت توليد كننده    

هـاي   عنـوان سـلول    دست آمده طحالي به    سوسپانسيون سلولي به  
 كه يك شـب     P815هاي   شونده استفاده شد و از سلول      كيتحر

 HIV-1P24-Nefليتر بـا پپتيـد       روگرم در ميلي   ميك 20با مقدار   

 P815هاي    از سلول  .دشعنوان محرك استفاده      به ،بارگذاري شد 
اي از   حفـره  سـلول در     2×104بارگذاري شده با پپتيد به تعـداد        

بادي ضد گرانـزيم    كه قبلاً با آنتي  ELISPOTاي    خانه 96پليت  
B   پوشيده (Coat)     انسيون د و سپس از سوسپ    ش شده بود اضافه

 برابـر   50هـاي مختلـف بـه نـسبت          هـاي گـروه    طحالي مـوش  
عنوان كنتـرل منفـي،       همچنين به  .به حفرات اضافه شد   ) 1×106(

صـورت تنهـا و سـلول هـدف          بـه گـو    هاي هدف و پاسـخ     سلول
هاي مذكور در  صورت مشابه با نسبت بارگذاري نشده با پپتيد نيز به     

انزيم نوتركيب نيـز    هاي طحالي قرار گرفت و از گر       مجاورت سلول 
پس از چهار ساعت انكوباسـيون      . دشعنوان كنترل مثبت استفاده      به

 ،ها با بافر شستـشو   پليتCO2 درصد 5 و   گراد  سانتي  درجه 37در  
   بـه نـسبت     Bبـادي ضـد گرانـزيم         بار شستشو داده شد و آنتـي       4

   ســاعت در 18مــدت  بــه حفـرات اضــافه شــد و پليـت بــه   60/1
در مرحله بعد پليت چهـار      . دش انكوبه   گراد  سانتي  درجه 4يخچال  

ــترپتوآويدين    ــه اس ــده و كونژوگ ــشو داده ش ــار شست ــالن -ب   آلك
ــسبت (Streptavidin-alkaline phosphatase)فــسفاتاز  ــه ن  ب

ــه مقــدار 1000/1 ــه حفــرات اضــافه 100 ب . دشــ ميكروليتــر ب
 ساعت در شرايط آزمايـشگاه ادامـه يافـت و در            2 ،انكوباسيون

   BCIP/NBTهـا، سوبـستراي       پليـت  يز شستـشو  نهايت پس ا  
.(5-bromo, 4-chloro, 3-indolylphosphate/nitro blue chloride). 

مـدت    ميكروليتر به حفرات اضافه شد و پليت بـه         100به مقدار   
 سپس .دشيك ساعت در شرايط آزمايشگاه و تاريكي نگهداري        

 تعداد  . پديدار شود  نقاطبا آب مقطر سه بار شستشو داده شد تا          
 از تفـاوت نقـاط در حفـرات         Bهاي توليدكننده گرانـزيم      سلول

  .دست آمد آزمون با نقاط حفرات كنترل منفي به
  

2-7- ELISPOTهـــاي   ســـيتوكينIL-4 و 
  (Interferon-gamma: IFN-γ)اينترفرون گاما 

 ELISPOT نيـز از روش       بررسـي پاسـخ سـيتوكيني      براي
اس برنامه ارايه شـده از      د و روش انجام آزمايش براس     شاستفاده  

ــده   ــركت توليدكنن ــوي ش ــود(Mabtech, Sweden)س از  . ب
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دست آمده از طحال در محيط كشت سـلولي          سوسپانسيون سلولي به  
RPMI + FBS 10    سـلول در  1×107 درصد سوسپانسيوني به تعداد 
 از قبل پوشيده شـده      ELISPOTليتر تهيه نموده و در پليت        هر ميلي 

 ميكروليتـر معـادل يـك    100 به مقدار    IL-4 و يا    IFN-γبادي   با آنتي 
ــا غلظــت نهــايي  ســپس آنتــي. ميليــون ســلول اضــافه گرديــد   ژن ب

عنوان كنتـرل مثبـت بـه        ليتر اضافه گرديد و به      ميكروگرم در ميلي   10
ليتر اضافه شـده      ميكروگرم در ميلي   5 با غلظت    PHAبرخي حفرات   

. كشت تنها اضافه گرديد   عنوان كنترل منفي سلول تنها و يا محيط          و به 
 درصـد   5گـراد و      درجـه سـانتي    37 سـاعت در     24مدت   ها به  سلول
CO2       با   بار   5ها    انكوبه شدند و پس از آن پليتPBS    شستـشو داده 

 به  IFN-γ و يا    IL-4بادي ضد     ميكروليتر از آنتي   100شده و سپس  
 تهيـه گرديـد بـه       FBS حاوي نيم درصد     PBS كه در    60/1رقت  

هــا دو ســاعت در شــرايط  ســپس پليــت. گرديــدحفــرات اضــافه 
ــه    ــشو كونژوگـ ــس از شستـ ــدند و پـ ــه شـ ــشگاه انكوبـ آزمايـ

 ميكروليتـر از رقـت      100آلكالن فسفاتاز به مقـدار      -استرپتوآويدين
 تهيه گرديده بـود بـه       FBS حاوي نيم درصد     PBS كه در  1000/1

انكوباسيون يك ساعت ديگر ادامه يافـت و در         . حفرات اضافه شد  
 ميكروليتر از سوبستراي    100ها، مقدار     از شستشو پليت   نهايت پس 

BCIP/NBT ــه حفــرات اضــافه شــده و پليــت هــا در شــرايط   ب
 دقيقه نگهداري شد تا نقاط پديدار       45مدت   آزمايشگاه و تاريكي به   

ها سـه بـار بـا آب مقطـر شستـشو داده شـده و تعـداد                   پليت. شد
 نقاط در حفرات  از تفاوتIFN-γ و يا IL-4هاي توليدكننده  سلول

  .دست آمد آزمون با نقاط حفرات كنترل منفي به
  

   بررسي آماري-2-8
تايي انجام گرديد و در ابتـدا    صورت سه  تمامي آزمايشات به  

دسـت آمـد و بـا توجـه بـه       دست آمده ميانگين به    هاي به  از داده 
هـا از آزمـون      ها براي مقايسه كلـي بـين گـروه         طبيعي بودن داده  

  و آزمـون تـوكي  (One-way ANOVA) آنوواي يـك سـويه  
(Tukey’s test) همه .  درصد اطمينان استفاده شد95 در سطح

 P انحراف معيار بيان شدند و عـدد         ±صورت ميانگين    ها به  داده
  .باشد دار بودن مي  به مفهوم معني05/0تر از  كوچك

   نتايج-3
  لنفوسيتي پاسخ تكثيري -3-1

هـاي آزمـايش     در گـروه   SIهاي تكثيري بر حـسب       نتايج پاسخ 
 HIV-P24-Nef واكسن   DNAدهد كه تزريق     مي) 1نمودار  (نشان  

گردد و ايـن افـزايش پاسـخ         هاي تكثيري مي   موجب افزايش پاسخ  
باشـد   داري مـي   هاي كنتـرل داراي اخـتلاف معنـي        تكثيري با گروه  

)017/0P<.(      هاي ژني     از سوي ديگر استفاده از ادجوانتIL-15  و 
GM-CSF   قايسه با    نيز در مDNA   هاي تكثيري    واكسن تنها پاسخ

). >0021/0P(داري افـزايش داده اسـت        طـور معنـي    واكسن را بـه   
 واكسن  DNAكارگيري همزمان دو ادجوانت مذكور به همراهي         به

كانديد در گروه اول، در مقايسه با واكسن كانديد بـدون ادجوانـت             
دهـد    مـي  هـاي تكثيـري را نـشان       دار پاسخ  افزايش معني ) 5گروه  (
)0036/0P< .(   داري   اختلاف معني4 و 3هاي  اما در مقايسه با گروه

هـا و    اما در گروه دوم كه با نسبتي متفاوت ادجوانـت         . نداشته است 
دار  واكسن كانديد را دريافت نمـوده بودنـد باعـث افـزايش معنـي             

 و هچنين با گـروه      4 و 3هاي   ايسه با گروه  قهاي تكثيري در م    پاسخ
دهـد كـه افـزايش       اين يافته نشان مي    .)>034/0P(ت   گرديده اس  1

زايي واكسن كانديد را در  هاي ژني ايمني نسبت واكسن به ادجوانت
  .گروه دوم نسبت به گروه اول افزايش داده است

  

  
  

شـاخص   صورت ها به  ژن؛ داده  هاي طحالي به آنتي     پاسخ تكثيري سلول   1نمودار  
. باشـد   انحراف معيار مي   ±مل ميانگين    نشان داده شده است و نمودار شا       تحريك

هـاي تكثيـري    دار پاسـخ  باعث افزايش معني) 5گروه  ( واكسن   DNAكارگيري   به
   و  GM-CSFاسـتفاده از    ). P=017/0(هـاي كنتـرل گرديـد        در مقايسه بـا گـروه     

IL-15) هاي تكثيري را در مقايـسه بـا         داري پاسخ  طور معني  به) 4 و   3هاي   گروه
DNA  0021/0( داده اسـت      واكسن افزايش=P (        و تزريـق همزمـان دو اجوانـت

) 2گـروه   (هـا بيـشتر بـوده اسـت          كه نسبت واكـسن از ادجوانـت       ژني در حالتي  
  ).P=0034/0(هاي تكثيري را ايجاد نموده است  بيشترين سطح پاسخ
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ختـصاصي  يتوتوكسيسيتي ا اسهاي    بررسي پاسخ  -3-2
  ژن آنتي

 ـيتوتوكـسيك در    اسهـاي     بررسي پاسـخ   براي ن پـژوهش از    اي
از مزايـاي ايـن روش      . دش ـ استفاده   B گرانزيم   ELISPOTروش  

 و جـايگزين مناسـبي      اسـت آناليز اين فرايند در سطح يك سـلول         
در اين  . ]28[ استيتوتوكسيسيتي  اهاي ديگر سنجش س    براي روش 

 سلول هدف   50/1 نسبت   هاي اوليه از   سازي  بهينهاس  پژوهش براس 
دهـد    نشان مـي  محققان حاضر هاي   يافته. دشبه سلول مؤثر استفاده     

هـاي   داري پاسـخ   طـور معنـي     بـه  HIV-P24-Nefكه ساختار ژني    
هاي كنترل القا نموده اسـت       يتوتوكسيسيتي را در مقايسه با گروه     اس
)012/0P< .(هاي ژني     از ادجوانت  استفادهIL-15   و GM-CSF  با 

دار  نيـز موجـب افـزايش معنـي    ) 4 و 3هـاي    گروه(واكسن كانديد   
) 5گـروه   (يتوتوكسيك نسبت به گـروه واكـسن تنهـا          اهاي س  پاسخ

 ،)4 و 3( همچنـين بـين ايـن دو گـروه         ).>0029/0P(شده اسـت    
از سـوي ديگـر اسـتفاده       . داري مشاهده نشده اسـت     اختلاف معني 

يبي دو ادجوانـت مـذكور بـا واكـسن كانديـد باعـث افـزايش                ترك
يتوتوكسيك شده است اما اختلاف مـشاهده شـده در          اهاي س  پاسخ

دار نيست ولي ايـن افـزايش در          معني 4 و   3هاي   گروه اول با گروه   
 ايـن   4 ولي با گـروه      )>038/0P( استدار    معني 3 با گروه    2گروه  

  .)2نمودار (دار نبوده است  اختلاف معني
  

  
  

 ELISPOTيتوتوكـسيك بـا اسـتفاده از روش         اهاي س   بررسي پاسخ  2نمودار  
 سـلول هـدف بـه سـلول مـؤثر؛ نتـايج             50/1 با نسبت بهينه شـده       Bگرانزيم  

 DNAتزريـق   .  انحـراف معيـار نـشان داده شـده اسـت           ±ميانگين  صورت   به
 يتوتوكسيك در مقايـسه   اهاي س  دار پاسخ  باعث افزايش معني  ) 5گروه  (واكسن  

ــروه  ــا گ ــرل   ب ــاي كنت ــه ــتفاده از ). P=012/0(د ش  IL-15 و GM-CSFاس
يتوتوكسيك را در مقايسه با     اهاي س  داري پاسخ  طور معني  به) 4 و   3هاي   گروه(

DNA     0029/0( واكسن افزايش داده است=P(.    تزريـق همزمـان دو اجوانـت 
 ،)2گـروه   (ها بيـشتر بـوده اسـت         كه نسبت واكسن از ادجوانت     ژني در حالتي  

 3 امـا تنهـا بـا گـروه     ؛يتوتوكسيك را ايجاد نموده اهاي س  بيشترين سطح پاسخ  
  ).P=0034/0(دار بوده است  داراي اختلاف معني

   بررسي الگوي سيتوكيني-3-3
. دش ـ انجـام    ELISPOTبررسي الگوي سيتوكيني با روش      

 الگـوي   IFN-γ و   IL-4در اين پژوهش با سنجش دو سيتوكين        
 تحقيـق حاضـر   هـاي    يافتـه . رار گرفـت  سيتوكيني مورد تحليل ق   

هـا    واكـسن كانديـد بـه مـوش        DNAدهد كه تزريـق      نشان مي 
هـاي كنتـرل      در مقايسه بـا گـروه      IFN-γموجب تحريك توليد    

 اسـت دار   و اين اختلاف از نظر آماري معني      ) 1جدول  (د  شو مي
)0027/0P< .(  هـاي ژنـي     نـت واكارگيري ادج   به ،از سوي ديگر

IL-15   و GM-CSF  و  3هـاي    گـروه (مراه واكسن كانديد     به ه 
هاي توليدكننـده    دار تعداد لنفوسيت   نيز موجب افزايش معني   ) 4

IFN-γشــد) 5گــروه ( بــه گــروه واكــسن تنهــا     نــسبت 
)0018/0P<.(  ــروه ــين دو گ ــين ب ــد 4 و 3 همچن ــر تولي    از نظ

IFN-γ  021/0(داري مشاهده شد      اختلاف معنيP<.(    از سـوي 
 ادجوانت مذكور با واكسن كانديد در        دو همزمان استفاده   ،ديگر

 كـه از نظـر      نـشان داد  گروه دوم نسبت بـه گـروه اول افـزايش           
هــاي  عــداد ســلولولــي ت. )>0134/0P(دار بــود  آمــاري معنــي
ــده  ــروه IFN-γتوليدكنن ــروه 1 در گ ــه گ ــسبت ب ــاهش ،4 ن  ك

كـارگيري دو     همچنـين بـه    ).>041/0P( ي را نشان داد   دار معني
همراه واكسن كانديـد در       به GM-CSFو   IL-15ژني  ادجوانت  

 نسبت  IFN-γهاي توليدكننده     موجب افزايش لنفوسيت   2گروه  
  ).>027/0P( شد 4 و 3هاي  به گروه

 در ايـن مطالعـه     IL-4هاي توليدكننـده     بررسي فراواني لنفوسيت  
 تعـداد   ، واكـسن كانديـد    DNAكـه بـا تزريـق       ) 1جدول  (نشان داد   
هاي كنترل افزايش     در مقايسه با گروه    IL-4هاي توليدكننده    لنفوسيت

هاي ژنـي    انتوهمچنين تزريق ادج  ). >0139/0P(يابد   داري مي  معني
IL-15   و GM-CSF نيـز  ) 4 و   3هاي   گروه(همراه واكسن كانديد      به

 نـسبت بـه     IL-4هاي توليدكننـده     دار لنفوسيت  موجب افزايش معني  
 ، ديگـر  از سـوي  ). >0035/0P(شـد   ) 5گـروه   (گروه واكـسن تنهـا      

 از دو ادجوانت مذكور با واكسن كانديد در گروه اول           همزماناستفاده  
 كه از نظر آماري تنها بـا        نشان داد  افزايش   ،4 و   3هاي   نسبت به گروه  

هــاي  همچنــين تعــداد ســلول ).>043/0P(دار بــود   معنــي4گــروه 
 داراي افزايش   4 و   3هاي    نسبت به گروه   2 در گروه    IL-4توليدكننده  
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ــي ــودر دا معن ــروه ).>036/0P( ب ــين گ ــا ب ــاي   ام   .داري مشاهده نشد معني اخــتلاف 2 و 1ه
  

  . انحراف معيار نشان داده شده است±ميانگين صورت  ؛ نتايج بهELISPOT با استفاده از روش IFN-γ و IL-4هاي توليدكننده   بررسي فراواني سلول1جدول 
  

  سيتوكين  گروه
1  2  3  4  5  6  7  8  9  

IL-4 ±6±16 4±11 6±14 5±15 9±57 44±190 23±207 30±276 32±234   انحراف معيار 
IFN-γ ±4±17 3±14 5±15 6±13 13±77 47±340 49±219 53±445 29±282   انحراف معيار 

  

   بحث-4
 ساخت يك واكسن مؤثر     برايكه تلاش فراواني     با وجود آن  
گرفته است امـا هنـوز بحـث در          صورت   HIVبر ضد ويروس    

 و اسـت هاي كانديد با يك تناقض آشـكار مواجـه     مورد واكسن 
جوامع همچنان در معرض انتـشار بيـشتر ايـن بيمـاري مهلـك              

 اما  ، مطرح بود  HIVداروهاي زيادي عليه ويروس     . ]29[ هستند
رسد شـايد    نظر مي   به بنابراين .اند كني عفونت نبوده   قادر به ريشه  

. ]30[كــار موجـود باشــد   سـاخت يــك واكـسن مــؤثر تنهـا راه   
 تحريك بهتر و گـسترش      براي آنست كه    بيانگرهاي علمي    يافته

هـاي   تـوپ  اپيكارگيري واكسن داراي     هاي ايمني به   بيشتر پاسخ 
توانـد    مـي (Conserved)شـده    هاي حفاظـت   ايمونوژن و توالي  

 زيرا در اين حالت پاسخ ايمني هدفمنـدتر         ؛كار مناسبي باشد   راه
زا  بوده و از سوي ديگر با شـدتي بيـشتر بـه مقابلـه بـا بيمـاري                 

ــي ــزد  برم ــوال  . ]32 ،31[خي ــژوهش ت ــن پ ــاي  يدر اي  P24ه
صورت  به) 117-102اسيدآمينه   (Nefو  ) 173-159اسيدآمينه  (

هـا   ها در مورد اين تـوالي     بررسي . است شدهمتصل شده استفاده    
تــرين  شــده دهــد كــه دو تــوالي مــذكور از حفاظــت نــشان مــي

هاي موجود در ويروس بوده و از سـوي ديگـر بـالاترين              توالي
   اسـت هـا    يـن تـوالي   يتوتوكسيسيتي بر ضد ا   اهاي س  سطح پاسخ 

]11، 32، 33[.  
 DNAهـا پـس از تزريـق         هاي تكثيري لنفوسـيت    بررسي پاسخ 

هاي  دار پاسخ  واكسن كانديد نشان داده است كه موجب افزايش معني        
 ،از سـوي ديگـر    . ده اسـت  ش ـهاي كنترل    تكثيري در مقايسه با گروه    

همـراه    بـه  GM-CSF و   IL-15هاي ژنـي     نتتزريق همزمان ادجوا  

هـاي   دار پاسـخ   نيز موجب افزايش معني   ) 4 و   3هاي   گروه(واكسن  
 واكسن تنهـا    DNAهاي كنترل و گروه      تكثيري در مقايسه با گروه    

 و  IL-15هاي ژني    همچنين استفاده تركيبي از ادجوانت    . ده است ش
GM-CSF موجـب   نيز) 2 و   1هاي   گروه(همراه واكسن كانديد      به 

 موجـب   2 اما تنها در گـروه       .ده است شهاي تكثيري    افزايش پاسخ 
دار در مقايـسه بـا سـاير         القاي يك پاسخ تكثيري چشمگير و معني      

دهـد   مطالعات متعددي وجود دارد كه نشان مي      . ده است شها   گروه
هـاي   هاي ژني موجب افـزايش سـطح پاسـخ         كارگيري ادجوانت  به

 در مطالعات متعـددي     GM-CSFكارگيري   به. ]34[د  شو ايمني مي 
ي به اثبات رسانده است     هاي ايمن  كنندگي آن را بر پاسخ     آثار تقويت 

  دهــد كــه   همچنــين مطالعــات متعــددي نــشان مــي.]36 ،35 ،17[
IL-15      نيز در همراهي با DNA ها را افـزايش   ها كارايي آن    واكسن

از . شـد  نتايج مذكور تأييـد   حاضر نيز  در مطالعه . ]39-37[دهد   مي
-GM و   IL-15هاي ژنـي      استفاده تركيبي از ادجوانت    ،سوي ديگر 

CSF ده شهاي تكثيري  همراه واكسن كانديد باعث افزايش پاسخ     به
گروه ( اما ظاهراً هرگاه نسبت واكسن بيشتر از ادجوانت باشد ؛است

امـر شـايد بـه دليـل        ايـن   . هاي تكثيري بيشتر است    سطح پاسخ ) 2
افزايش بيان كلي پروتئين در ايـن گـروه نـسبت بـه گروهـي كـه                 

.  باشـد  ،كند پلاسميد واكسن كانديد را به مقدار كمتري دريافت مي        
 و  IL-15هـاي ژنـي      در اين پژوهش اولين بار است كه ادجوانـت        

GM-CSF همراه يك     بهDNA     واكسن كانديد براي HIV كـار    به
دهـد كـه ايـن        نـشان مـي    هاي تحقيـق حاضـر     يافته. اند هگرفته شد 

نتـايج  . دشـو  هاي ايمني سلولي مـي     استرانژي موجب تقويت پاسخ   
دهـد كـه     يتوتوكسيك نيز نشان مـي    اهاي س  حاصل از بررسي پاسخ   

DNA         يتوتوكـسيك  اهـاي س    واكسن كانديـد باعـث القـاي پاسـخ
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هاي ژني مـذكور موجـب تقويـت         كارگيري ادجوانت  د و به  شو مي
از سوي ديگر استفاده تركيبي     . ده است شيتوتوكسيك  اهاي س  پاسخ

همراه واكسن كانديد     به GM-CSF و   IL-15هاي ژني    از ادجوانت 
 .ده است شها   هاي تكثيري نسبت به ساير گروه      باعث افزايش پاسخ  

.  استداشتهدار   اختلاف معني،3 گروه  بهاما اين افزايش تنها نسبت
دهـد كـه      همكارانش نشان مي    و (Pulendran)هاي پولندران    يافته

 موجـب   GM-CSF و   IL-15هاي بنيادي در حـضور       تمايز سلول 
هـاي ايمنـي     د كه در القاي پاسخ    شو هاي دندريتيكي مي   توليد سلول 

هـاي   كـه سـلول     با توجه به ايـن     .]40[سلولي بسيار توانمند هستند     
هاي ايمني نقش اساسـي و مهمـي دارنـد     دندريتيك در القاي پاسخ 

هاي ايمني سلولي مشاهده     رسد شايد افزايش پاسخ    نظر مي   به ،]41[
هاي دندريتيك در    هاي مذكور بر سلول    وكين سيت آثارواسطه   شده به 

 در  تحقيق حاضـر  هاي   يافته. ريزمحيط پاسخ ايمني به واكسن باشد     
 واكـسن   DNAدهـد كـه تزريـق        مورد الگوي سيتوكيني نشان مي    

 IFN-γ و IL-4هاي توليدكننده  كانديد موجب افزايش تعداد سلول
-IL هاي ژنـي    شده است و تزريق ادجوانت     Th1با برتري الگوي    

 دهش ـهاي مذكور     موجب تقويت پاسخ سيتوكين    GM-CSF و   15
 با الگـوي بـسيار قدرتمنـد        IL-15كارگيري   اي كه به   گونه  به است؛
Th1  اما تزريق    ، همراه بوده GM-CSF همـراه واكـسن موجـب      به

مطالعات . ده استش Th2 و  Th1تحريك هر دو الگوي سيتوكيني      
عنـوان ادجوانـت      بـه  IL-15كـارگيري    دهد كه به   متعددي نشان مي  

 IFN-γموجب القاي قدرتمند ايمني سـلولي و الگـوي سـيتوكين            
هــاي متعــددي در مــورد اثــر  همچنــين يافتــه. ]42 ،27[د شــو مــي

دهد كـه ايـن سـيتوكين الگوهـاي           نشان مي  ،GM-CSFادجوانتي  
دهد و بسته به نـوع واكـسن و          سيتوكيني متفاوتي از خود نشان مي     

زمان تزريق نسبت به واكسن كانديد، الگوي سيتوكيني متفـاوتي از           
قبلي محققان حاضر   در پژوهش   . ]21 ،17 ،15[دهد   خود نشان مي  

اكـسن كانديـد ويـروس       و DNAهمـراه     بـه  GM-CSF در مورد 
 شـد  مشاهده   IFN-γ و   IL-4 تحريك هر دو سيتوكين      ،Cهپاتيت  

 را تأييـد    محققـان حاضـر   هاي گذشته     نتايج اين تحقيق يافته    .]43[
 IL-15هاي ژني  كارگيري تركيبي ادجوانت   همچنين به . نموده است 

هـاي مـذكور      موجب تقويت پاسخ هر دو سـيتوكين       GM-CSFو  

 بـوده   بهتـر 1گروه   نسبت به    2 اما اثر افزايشي در گروه       ؛ده است ش
همراه دو ادجوانـت     يد به بدين ترتيب كه تزريق واكسن كاند     . است

هـاي ژنـي     ژني مذكور در حالتي كه نـسبت واكـسن از ادجوانـت           
 قدرتمنـدتري ايجـاد     Th1 الگوي سيتوكيني    ،)2گروه  (بيشتر باشد   

  .نمايد مي
 نـشان داد كـه اسـتفاده از تزريـق همزمـان          حاضرهاي   يافته
 واكسن DNAهمراه   بهGM-CSF و  IL-15هاي ژني    ادجوانت
 نسبت  اما ؛دشو ها ايمني سلولي مي    تقويت پاسخ  موجب   ،كانديد

استفاده شده از ادجوانت ژني به واكـسن كانديـد نقـش مهمـي              
دهـد كـه ظـاهراً       نـشان مـي   ايـن تحقيـق     هاي علمي    يافته. دارد

ث  واكـسن بـا دوز بـالاتر باع ـ        DNAادجوانت با دوز كمتـر و       
كه يكـي از     با توجه به اين   . دشو تحريك بيشتر سيستم ايمني مي    

 ميـزان بيـان پـروتئين        واكسن، DNAزايي   ايمنيمؤثر بر   عوامل  
 شايد نسبت بالاتر واكسن كانديد در گروه        ،واكسن مربوط است  

هـاي ايمنـي    هاي ژني باعث افزايش پاسـخ   نسبت به ادجوانت 2
هـاي دنـدريتيك در پاسـخ        با توجه به نقـش سـلول      . ده است ش

ر وقايع ايمنـي     درك بيشت  برايهاي مذكور    ايمني و اثر سيتوكين   
 مطالعات بيـشتري در ايـن زمينـه و          ،در پاسخ به واكسن كانديد    

هاي دندريتيك بالغ شده در ايـن ريـزمحيط نيـاز            فهم اثر سلول  
محققـان  . دشـو است تا حقايق بيـشتري در ايـن زمينـه آشـكار             

كارگيري استراتژي    تا در مطالعات آتي با به      ند در نظر دار   حاضر
هـاي ايمنـي همـورال را         پاسـخ  ،(Prime-Boost)تقويت اوليه   

هاي  هاي مذكور را بر پاسخ      و اثر سيتوكين   كنندخوبي تحريك    به
ــين در نظــر دار. ينــدهمــورال بررســي نما ــدهمچن  در مــورد ن

ها مطالعاتي انجـام     هاي آن  اي و زيرجمعيت    خاطره Tهاي   سلول
ــدده ــر ســيتوكينن ــر زيرجمعيــت   و اث هــاي  هــاي مــذكور را ب

  .نداي مطالعه نماي هاي خاطره سلول
  

  تشكر و قدرداني-5
از دانشگاه تربيت مدرس به دليل تأمين بخشي از هزينه اين         

ها مرضيه هلاكويي    نويسندگان از خانم  . گردد پژوهش تشكر مي  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

1-
30

 ]
 

                             9 / 14

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-1151-en.html


   و همكارانمهدي مهدوي  زايي پلاسميد  افزايش ايمني درGM-CSF و 15-اثر تزريق اينترلوكين
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

94  

همچنـين از خـانم     . نماينـد  و لادن لنگرودي تقدير و تشكر مـي       
ــي   ــوژي داروي ــان از بخــش بيوتكنول ــستينه هارطوني ــر كري دكت

ه داروسازي دانشگاه علوم پزشكي تهران به دليل اهداي         دانشكد
  .نمايند سپاسگزاري مي IL-15 و GM-CSFهاي  ژن
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