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  چكيده
هاي انساني است، امروزه با توجه به اينكه يك بخش مهم در پروژه واكسن، يافتن ادجوانتي موثر و مناسب در واكسن :سابقه و هدف

هاي ها با تحريك توليد سايتوكايناين پروتئين .باشندمي هاي قوي مطرحها به عنوان ادجوانتحرارتي در اين پروژههاي شوك پروتئين
آيا اين پروتئين  سوال اين است كه .شوندهاي دندرتيك را سبب ميالتهابي باعث فعاليت سيستم مونوسيت ماكروفاژ شده و بلوغ سلول

  تاثير دارد؟ HbsAg HBV زايي فرم نوتركيبدر ايمني

موش  30به  HbsAg HBVهمراه پروتئين نوتركيب  ه نوتركيب انساني ب Hsp90زير واحد بتاي، مطالعه تجربيدر اين  :بررسي روش
BalbC ها با روش تزريق گرديد و سيستم ايمني هومورال و سلولي موشELISA بررسي شد.   
سرم ملاحظه  IgG2aتوتال و  IgGداري در زمان پروتئين و ادجوانت اختلاف معنيهاي كنترل بيان هممقايسه با گروهدر  :هايافته

آن شد كه نشان دهنده تحريك سيستم ايمني هومورال و  )p>05/0( داربعد كاهش معني و IL-4باعث افزايش  hspشد، ادجوانت 
بالا رفته كه مطلوب  IL-4استفاده از فروند در مورد . است IgEجز ه هاي ديگر بو ساخت آنتي بادي IL-5سپس سوئيچ آن به سمت 

   .باشدو ايجاد آلرژي مي دهنده ازدياد حساسيت نيست و نشان
توان در ادامه اين تحقيق مي. باشنددر فرمولاسيون واكسن هپاتيت بي ميادجوانت مناسبي هاي شوك حرارتي پروتئين :گيرينتيجه
 .ب سي به هپاتيت بي مورد مطالعه قرار دادهاي بالرا در پيشگيري از ابتلاي موش اثر آن

  .ادجوانت، پروتئين شوك حرارتي، هپاتيت بي، ايميونيتي :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
تـوان  هـا مـي  هاي موثر در پاسخ ايمني بر عليه عفونتاز پروتئين
هاي اخيـر  در سال. را نام برد)  HSP(هاي شوك حرارتي پروتئين

ها توجـه محققـين را بـه خـود     وتئينعملكرد خارج سلولي اين پر
هاي سيستم ايمنـي  ها فعال كنندهاين پروتئين. جلب كرده است

هـاي التهـابي   ذاتي هستند و قادر به تحريـك توليـد سـايتوكاين   
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  15/1/1392: تاريخ دريافت مقاله
  30/4/1392 :تاريخ پذيرش مقاله

توسط سيسـتم مونوسـيت ماكروفـاژ وهمچنـين فعاليـت و بلـوغ       
هاي به كمپلكس HSPاتصال ). 1( باشندمي هاي دندريتيكسلول

ايـن  . دهـد را افـزايش مـي   CTLو   NK cellsفعاليـت  ويروسي، 
اي كه حتي گونهه ب ،ها باعث فعال شدن دفاع ميزبان شدهپروتئين

كـلاس يـك و دو    MHCتوپهـاي  به اپي HSPاتصال غير كوولان 
ها از HSP ،از طرفي .باشندمي CTLهاي قادر به فعال كردن پاسخ

يـت بلـوغ   فعالماكروفـاژ و همينطـور    –طريق سيستم مونوسيت 
، قـادر  )APC :Antigen Presenting Cells(هاي دندريتيك سلول

 لهاي التهابي هستند كـه بـا سـيگنا   به تحريك توليد سايتوكاين
 CD14/TLR4و  CD14/TLR2هـاي  واسـطه كمـپلكس  ه هايي ب
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امـروزه از  Th1 هاي پلاريزه كننده نتاادجو). 2،1( گيرندانجام مي
هاي قبلي نتاادجو. باشندي واكسن ميموضوعات مهم در استراتژ

و  Th2هاي هاي آلومينيوم و روغن باعث تحريك پاسخمثل نمك
ژنيـك  هـاي آنتـي  هاي اختصاصي بر عليه شاخصباديتوليد آنتي

هاي چپرون بـا  هاي اخير موضوع واكنش مولكولدر سال.شوندمي
 ژن درلنفوسـيت ظرفيت القاء اختصاصي آنتـي  و APCهاي سلول

بـر  . مورد بررسي قرار گرفته است Th1هاي و پاسخ +T CD8 يها
واكـنش داده و  APC خارج سلولي با سلولهاي HSPهمين اساس 

. شـود با عملكرد ادجوانتي باعث تحريك سيستم ايمني فـرد مـي  
دنبال عرضه پپتيدهاي متصـل بـه چپـرون    ه فرآيند ايجاد شده ب

لتهـابي و  هاي پـيش ا ترشح سايتوكاين و MHCتوسط كمپلكس 
لذا در اين مطالعه جهت بررسي  ). 4،3( شودها كامل ميDCبلوغ 

عنوان ادجوانت در تحريك سيسـتم ايمنـي   ه ب HSP 90 پروتئين
عنوان واكسن استفاده شده ه ب HbsAgژن موش بالب سي از آنتي

اثر محرك اين آنتي ژن روي موش و انسـان امـروزه تاييـد    . است
 . شده است

  
  مواد و روشها

. گاه انجــام گرفــتايــن تحقيــق بــا روش تجربــي و در آزمايشــ
هـاي  انساني طـي تحقيـق قبلـي از سـلول      Hsp90βپروتئين 

MDA-MB468  بعد از تحريك باPMA   جدا شده و در وكتـور
pGP1-2  كلون گرديد، بيان آن از طريق تحريك حرارتي انجام

  گرفت و با طراحي ستون كروماتوگرافي تمـايلي تخلـيص شـد   
طـــي تحقيـــق ديگـــري در وكتـــور  HbsAgپـــروتئين  .)5(

pGEMEX-1    ــد ــون شـ ــا   . كلـ ــروتئين آن بـ ــيص پـ تخلـ
  ). 6( انجام گرفت T7-Tagكروماتوگرافي تمايلي  

  
    LALبررسي پروتئينهاي خالص شده با تست

ها از نظروجـود اندوتوكسـين   قبل از تزريق، هر يك از پروتئين
ــا تســت  LAL (Cambrex,USA (Limulus Amebocyte ب

Lysate) اين تست با افزودن پروآنزيم حاصـل از  . ارزيابي شدند
شود كـه در  آمبوسيت خرچنگ ليمولوس پلي فموس انجام مي

صورت وجود آلودگي با باكتري گرم منفي يـا اندوتوكسـين در   
محلول پروتئين، پروآنزيم به كواگولاز تبديل شده و كواگولوژن 

در ايـن  . شودتئين منعقد ميرا به كواگولين تبديل كرده و پرو
در . هـاي مختلـف كنتـرل مثبـت اسـتفاده شـد      تست از رقـت 

هـاي  كنتـرل مثبـت و منفـي، پـروتئين     مقايسه با پنج غلظت
  . حاوي اندوتوكسين از ادامه تحقيق حذف شدند

  

  Balb Cهاي  هاي بيان شده به موش تزريق پروتئين
هيـه  مـوش ت  30هفت گـروه چهارتـايي يعنـي     ،در اين تحقيق

 µg10هـا مقـدار   جهت تحريك سيستميك ايمني موش. شـد
هـا  بـه مـوش    )7(به صورت داخل صـفاقي    HbsAgپروتئين 

 ـ. تزريق گرديد  همـراه ادجوانـت  ه حجم پروتئين تزريق شده ب
)hsp90 يا فروندز (µl100  بـراي تنظـيم   . در نظر گرفته شــد

بـراي   PEG6000از  ،µl50پـروتئين در حجـم    gµ 10غلظت 
صـورت  ه ها ب موش). 8( ها استفاده گرديد گيري از پروتئين آب

 ـ( HBsAg+ FA   :گروه اول :بندي شـدند زير گروه ه آنتي ژن ب
 بيـان هـم  ( HBsAg/h+FA: گروه دوم ،)همراه ادجوانت فروند

مخلـوط دو  ( HBsAg + h :گـروه سـوم   ،)HbsAgو  hspزمان 
 ،HSP90: گروه پنجم ،HBV vaccine  :گروه چهارم، )پروتئين

   .PBS :گروه هفتم و  LPS: گروه ششم
ــق  ــماره  patentطب ــزان  WO/2005/025614ش  hsp 15/1مي

  . مقدار آنتي ژن نوتركيب در نظر گرفته شد
  

  Total IgGها  از نظر توليد آنتي بادي بررسي سرم موش
  ELISAدر پاسخ اوليه، ثانويه و خاطره با تست  IgG2aو 

هـاي سـرم خـون    در نمونه IgG2a و Total IgGهاي باديآنتي
 Mouseهـاي  اسـتفاده از كيـت   ها در هفته اول و دوم باموش

IgG2a ELISA quantitation Kit    وMouse IgG    ELISA 

quantitation Kit   (BETHYL ,TX) بررسي گرديد.  
  

در  IFN- γ و IL-4،IL-5هـاي  تعيـين ميـزان سـايتوكاين   
   ELISAمحيط كشت با تست 

هـاي  هاي توليد شـده در محـيط كشـت لنفوسـيت    كاينسايتو
هاي ايمن بعد از تحريك مجدد در آزمايشـگاه، بـا   طحال موش

 Mouse IL-5 CytoSetهـــــاي اســـــتفاده از كيـــــت
(invitrogen,Germany)  ،Duoset ELISA mouse IFN-γ 

(R&D Systems,USA)  ــت  (R&D Systems,USA)و كي

Duoset ELISA mouse IL-4 يري شداندازه گ.  
  

هـا و  بررسي ميـزان تكثيـر سـلول   جهت  MTTتسـت 
  ژن  در جمعيت سلولي ارزيابي اثر آنتي

در هـا   هـاي طحـال مـوش   بعد از جداسازي و كشت لنفوسـيت 
 µl100خانه، جهت انجام تست به هر چاهـك   96ميكروپليت 

MTT (Sigma,USA) )µl10 MTT mg/ml5  درµl90 
RPMI ( در ساعت  4 داده و به مدتافزوده خوب پليت را تكان

سـپس پليـت را بـا دور    . گـراد انكوبـه گرديـد    درجه سانتي 37
rpm1000   به مدت پنج دقيقه سانتريفوژ و بعد از حذف مـايع
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سپس جـذب  . افزوده شد  µl200 DMSOرويي به هر چاهك 
با . تعيين گرديد  nm560رنگ ارغواني ايجاد شده با طول موج 

هـا و   رد كنترل در هر گروه از مـوش اين تست در مقايسه با موا
و مـوارد منفـي،    PBS   ،Hsp90هـاي كنتـرل    همچنين گـروه 
ها در مجاورت مجـدد   لنفوسيت  Proliferationميزان تكثير و 

يـك   PHA، تحريـك مجـدد بـا    )in vivo( ها با پروتئينسلول
 و شـرايط بـدون محـرك    )in vitro(هـا  محرك قوي لنفوسيت

)Ex vivo (دبررسي گردي . 

  
  هايافته

همــراه ه مــوش بالــب ســي بــ 30روي  hsp90اثــر ادجــوانتي  
ژن در هفـت گـروه، مطالعـه    عنـوان آنتـي  ه ب HbsAgپروتئين 

دست آمده از بررسي ايمني هومورال و سلولار ه نتايج ب. گرديد
  .ها بعد از تزريق به ترتيب زير بودموش

  
انويـه  سرمي در پاسخ اوليه، ث  IgG2aو  total IgGميزان 

  و خاطره 
 ـ HbsAg ،IgGزمان چپرون و در بيان هم  طـور معنـي  ه سرم ب

ولي در پاسخ ثانويه كـاهش   ،هاي ديگر بالاتر بودداري از گروه
ســرم در گروهــي كــه  IgG2aاز نظــر ). 1جــدول (داد نشــان 

 در پاسخ ثانويه افزايش معنـي  ،ادجوانت فروند تزريق شده بود
  ).p>05/0( داري نشان داد

  
در پاسخ اوليه و ثانويه  ng/ml)( سرم IgG2aو  IgGميزان  .1ل جدو

 هابر حسب گروه
IgG2a

(2)
IgG2a

(1)
IgG total

(2)
IgG total 

(1) 
 

9/8±250 2±214 105±3497 8/91±830 HbsAg+FA

1/7±209 5/1±219 8/64±3300 2/67±1241 HbsAg+hsp

4/4±214 6/1±224 31±3798 2/65±1470 HbsAg/hsp+FA

  
ــت    ــا تس ــاطره ب ــي خ ــي ايمن ــر   MTTدر بررس ــزان تكثي مي

هـاي  بـالاتر از گـروه   Hbs+hspهاي طحال در گروه  لنفوسيت
كه تزريق داخل صفاقي و تحريـك سيسـتميك    چرا ،ديگر بود

  ). 1 نمودار( شتنيز هماهنگي دا IgG2aو با مقادير  بود

  
   هابر گروه)  MTT(ها ميزان تكثير لنفوسيت -1 نمودار

  
در مــايع  IFN-γو  IL-4 ،IL-5هــاي ميــزان ســايتوكاين

  هاكشت لنفوسيت
به  HbsAgساعت بعد از افزودن پروتئين  48و  24در دو نوبت 

طحـال نمونـه    هـاي ها، از مايع رويـي كشـت لنفوسـيت   سلول
هـاي كنتـرل   در كنار اينها نمونـه  ،در ضمن. برداري انجام شد

به منظـور بررسـي   . شد در نظر گرفته نيز PHAو  PBSمنفي، 
، IL-4هـاي  سـايتوكاين  ،هاي ايمني هومورال و سـلولي سيستم

IL-5  وIFN-γ   با استفاده از كيتELISA اندازه گيري شدند. 

سـاعت   24شـود بعـد از   ديده مـي  2همان طور كه در نمودار 
سـاعت كـاهش    48وبعـد از   IL-4باعث افزايش  hspادجوانت 

  . شودچند درصدي آن مشاهده مي
اين حالت نشان دهنـده تحريـك سيسـتم ايمنـي هومـورال و      

هاي ديگر و ساخت آنتي بادي IL-5سپس سوئيچ آن به سمت 
 48در مورد استفاده از فروند بعد از  ،برعكس. است IgEجز ه ب

 ساعت اين سايتوكاين بالا رفتـه كـه مطلـوب نيسـت و نشـان     
  ).2 مودارن( باشددهنده ازدياد حساسيت و ايجاد آلرژي مي

  

 
هـاي  در محـيط كشـت لنفوسـيت    IL-4 (pg/ml)ميزان  -2 نمودار 

  هاطحال بر حسب گروه
  

و چـون طحـال    بسيار بالاتر بود IL-5بيان  ،IL-4در مقايسه با 
هاي اين ارگان بعـد  پايگاه آنتي بادي سازي است در لنفوسيت

 باديكه ارتباط مستقيم با آنتي IL-5ساعت ميزان  48و  24از 
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زمـان پـروتئين بـا    در گروه سوم يعنـي بيـان هـم   . سازي دارد
 داربا اختلاف معنـي  همراه فروند اين مقداره چپرون و تزريق ب

  ).p>001/0( بالاتر بود
شـود در تزريـق داخـل    مشاهده مي 2طور كه در جدول  همان

ساعت تقريبا يكسـان   24بعد از  IFN-γتوليد  HbsAgصفاقي 
ايمنـي  ( رون اين سايتوكاين پايدار بوددر گروه حاوي چپ و بود

با چپرون و  HbsAgدر گروه مورد تزريق بيان همزمان ). لوكال
در  IFN-γو توليـد   تركيب آن با فروند اين حالت برعكس بـود 

  . )3 نمودار(  هاي طحال در نوبت دوم پايدارتر بودسلول
  

بـر   برداريدر دو نوبت نمونهIFN-γ  و IL-4 ،IL-5 ميزان -2جدول 
 ) انحراف معيار±ميانگين( هاحسب گروه

 ساعت48بعد از ساعت24بعد از  گروهها

  IL- 4(pg/ml) H+F 2/28 ± 23/0  06/31 ± 39/0  

H+h 48/28 ± 58/0  3/31 ± 56/0  

H/h+F  02/28 ± 5/07/37 ± 06/2
PBS 2/18 ± 23/0  20± 22/0

IL5(pg/ml) 
 

H+F 36/25 ± 55/0  6/31 ± 45/1  

H+h 4/26 ± 54/0  28± 7/0  

H/h+F 65/27 ± 42/118/22 ±16
PBS 85/17 ± 68/036/19 ± 54/1

IFN-γ (pg/ml) 
 

H+F 1/27 ± 46/0  47/32 ± 83/0  

H+h 38/27 ± 4/2  57/31 ± 71/0  

H/h+F 32/25 ± 05/0  46/37 ± 76/8  

PBS 47/15 ± 35/0  28/17 ± 6/0  

h=hsp90 , H=HbsAg  , F=freund’s adjuvant  
  

  بحث
 Hbs+F )HbsAgهاي روهدر اين تحقيق در مقايسه گ

protein with freund’s adjuvant( ،Hbs+h )Core protein 

with chaperon( وHbs/h+F )Coexpression  of HbsAg  

and chaperon with freund’s adjuvant( زمان هم بيان
و  IgGداري در توتال پروتئين و ادجوانت اختلاف معني

IgG2a شد،  هاي ديگر ملاحظهسرم با گروهHsp90 هب 
). p>005/0( بود ترادجوانت حتي از فروند نيز موفق عنوان

ها، تركيب لنفوسيت proliferationاز نظر قدرت تكثير و 
نشان دهنده ادامه  invitroدر  Hsp90پروتئين با ادجوانت 

ها در مواجهه مجدد با آنتي ژن و پاسخ گويي لنفوسيتپاسخ
ذب بالاتري را نشان ج MTTباشد كه در تست خاطره مي

داري بالاتر در نوبت دوم با اختلاف معني IgG2aميزان  .داد
بادي اختلاف از نظر اين آنتيبود و  PBSاز گروه كنترل 

اثر فروند بر آنتي . ها مشاهده نشدداري بين گروهمعني
هم قابل  PHAكه حتي بدون  آنقدر زياد بود Hbsژنيسيتي 
رت تكثير ادامه يافته دهنده قد و نشانبود ملاحظه 
  .ها استلنفوسيت

 

 
هاي درمحيط كشت لنفوسيت IFN-γ (pg/ml)ميزان  - 3نمودار 
  هابر حسب گروه طحال 

 
بر ادامه عملكرد ايمنـي  hspدر كل با اين آزمايش تاثير بارز 

بسـيار بـالاتر    IL-5بيان  IL-4در مقايسه با . به اثبات رسيد
ــود ــا  ب دي ســازي اســت در و چــون طحــال پايگــاه آنتــي ب

سـاعت و هـم بعـد از     24لنفوسيتهاي اين ارگان، هم بعد از 
بـادي  كه ارتبـاط مسـتقيم بـا آنتـي     IL-5ساعت ميزان  48

ماننـد   hsp ،هـا در بـين ايـن گـروه   . باشدسازي دارد بالا مي
هـاي  در سـلول  IFN-γتوليـد   ،در اين گروه .فروند عمل كرد

 .طحال در نوبت دوم پايدارتر بود

Doody  ــال ــاران در ســ ــه  2004و همكــ دريافتنــــد كــ
هـاي   قادر به ايجـاد  پـيچش در پـروتئين    96گليكوپروتئين 

MHC I و II MHC    و در ارائـه آنتـي ژن نقـش دارد   اسـت 
و تبـديل   T CD8هاي در ضمن باعث تمايز در سلول). 10(

بــه منظــور مقايســه اثــر . شــودمــي effector cellآنهــا بــه 
دجوانت قوي فروند استفاده گرديد كه از ا HSP90ادجوانتي 

و همكــاران قــدرت فرونــد، آلــوم و  Sanchezطبــق تحقيــق 
 ـ    در  HbsAg همـراه ه ليپوزوم در تحريـك سيسـتم ايمنـي ب

 باعث افزايش توليد آنتـي  PBSخوكچه هندي در مقايسه با 
ولي تيتر ايجاد شده در مورد فروند از . شدند Hbsبادي ضد 

 ـ) 4/38(تر از آندو پايين و آلوم) 820(همه بالاتر  دسـت  ه ب
  .)11( آمد
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  تشكر و قدرداني
پژوهشي دانشگاه كه  محترمبدين وسيله از معاونت 

تامين كننده بودجه اين تحقيق بودند و همچنين 
همكاران محترم مركز تحقيقات سلولي و  مسئولين و

از سركار خانم . كنيممولكولي صميمانه تشكر مي
اي مهندس ناصر ولايي نيز پوران قائدي و جناب آق

  .گرددتشكر و قدرداني مي
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