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Investigation of Immunization of DNA-Based Polyepitop HIV 
Vaccine Candidate in Mouse Model and the Impact of Alum 
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Aims One of the challenges of today’s world and also global health priorities is pandemicity of 
AIDS. Studies have shown that the scope and breadth of the immune responses induction are 
very effective to protect against HIV. Moreover, simultaneous induction of humoral and cellular 
immunity responses increases the effectiveness of candidate HIV vaccines. To attain these goals, 
new approaches such as polyepitopic vaccine strategy and addition of different adjuvants in HIV 
vaccines’ formulations have been recently considered.
Materials & Methods In the present study, eukaryotic expression vector (pcDNA3.1-tat/pol/
gag/env) was transformed and amplified in the prokaryotic host cells E. coli (DH5α). After vector 
extraction, it was concentrated and formulated alone and in combination with Alum adjuvant and 
used as DNA candidate vaccines. DNA candidate vaccines were, then, subcutaneously injected to 
the BALB/c mice on 0, 14, and 28 days and elicited humoral and cellular immunity responses were 
finally evaluated.
Findings The results showed that the candidate DNA vaccine could not efficiently induce immunity 
responses (both humoral and cellular responses) by subcutaneous route injection.Conclusion 
Maybe, in one hand, pcDNA3.1-tat/pol/gag/env vector could not effectively be taken by APC 
and subsequently HIV1-top4 antigens could not be expressed, processed, and presented. On the 
other hand, it is likely that inefficiency subcutaneous injection leads to these results. Therefore, 
other vaccines’ injection and deliveries routes along with addition of other adjuvants in vaccine’s 
formulations could induce immunity responses efficiently and increase vaccine efficacy.
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 HIVتوپ کاندید  زایی واکسن پلی بررسی ایمنی
در مدل موشی و تاثیر رویکردهای  DNAمبتنی بر 

استفاده از ادجوانت آلوم و تزریق زیرجلدی بر 
  نمیزان کارآیی آ
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  چکيده

بهداشت جهانی،  های های دنیای امروز و یکی از اولویت یکی از چالش :فاهدا
. مطالعات نشان داده است که است (AIDS)گیری بیماری ایدز  مبارزه با همه

های  همزمان پاسخ یو القا HIVهای ایمنی در برابر  پاسخ یدامنه و وسعت القا
ثیر ابسیار ت HIVهای کاندید  ایمنی خونی و سلولی در افزایش کارآیی واکسن

توپی  اپی های پلی دهایی نظیر استفاده از واکسنگذار است. از این رو، اخیراً رویکر
بسیار مورد  HIVهای کاندید علیه  ها در فرمولاسیون واکسن  و افزودن ادجوانت

  توجه قرار گرفته است.
در این تحقیق، پس از ترانسفورماسیون و تکثیر وکتور بیانی  ها: مواد و روش

های کاندید  سازی آن انجام شد. سپس واکسن ، استخراج وکتور و آمادهE. coli (DH5α)در میزبان پروکاریوتی  pcDNA3.1-tat/pol/gag/envیوکاریوتی  DNAهای ماده رده  به موش ٢٨و  ١٤، صفرصورت زیرجلدی، در روزهای  ای به BALB/c های ایمنی خونی و سلولی القاشده توسط  تزریق شده و نهایتاً پاسخ
  آنها ارزیابی شد.

ای مذکور با روش تزریق DNAهای  نتایج مطالعه نشان داد که واکسن ها: یافته
  های ایمنی (سلولی و خونی) نبودند. پاسخ یخوبی قادر به القا زیرجلدی به

دلیل نقص در هر یک از مراحل برداشت  تواند به این مشاهده می گیری: نتیجه
یک طرف، یا  ها از  توپ ه سطحی اپییوکتور توسط سلول هدف تا بیان و ارا

ناکارآمدی روش تزریق زیرجلدی از طرف دیگر باشد. از این رو، ممکن است سایر 
های مختلف در  همراه استفاده از ادجوانت های تزریق یا رهایش واکسن به روش

  د.نهای ایمنی بهتری را القا کن د پاسخنفرمولاسیون واکسن کاندید، بتوان
  ادجوانت، ایمنی سلولی، ایمنی خونیای، DNAواکسن  ،ایدز ها: کلیدواژه
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  مقدمه
های بهداشت های دنیای امروز و یکی از اولویتیکی از چالش

میلیون نفر و ٢ومیر سالیانه  جهانی، بیماری ایدز با میزان مرگ
ایران نیز با خطر جدی شیوع و  .مورد ابتلای جدید است ٧٠٠٠روزانه 

رسد استفاده از  به نظر می. رو است گسترش این بیماری روبه
صرفه برای مقابله با بیماری  به واکسن تنها روش مطمئن و مقرون

  .[1]ایدز است
مورد  HIVرویکردهای متفاوتی برای طراحی واکسن در برابر 

موثر و  HIVکدام در برابر ما تاکنون هیچاست، ا  استفاده قرار گرفته
. در استراتژی واکسیناسیون، با تقلید از عفونت [5-2]اندکارآمد نبوده
های پروتئینی خارجی را ژنکننده آنتی های کدتوان ژنطبیعی می

. [7 ,6]های ایمنی را القا کردطور مصنوعی وارد سلول کرده و پاسخ به
یافته که اخیراً مورد  یناسیون توسعههای واکساز این رو، در روش
ژنی  کننده پروتئین آنتی پلاسمیدی کد DNAگیرند، استفاده قرار می

 (APC)ژن  کننده آنتی های عرضه پس از تزریق، توسط سلول
شود و پس ژنی بیان میکننده پروتئین آنتی برداشته شده و ژن کد

های اسخاز عرضه روی سطح سلول، در نهایت منجر به ایجاد پ

  .[8]ایمنی سلولی و خونی خواهد شد
های ایجادشده  مطالعات نشان داده است که دامنه و وسعت پاسخ

تاثیرگذار باشد و از  تواند در ایجاد حفاظت بسیار  می HIV-1 در برابر
بایستی بتواند  HIV-1طرف دیگر، یک واکسن موثر و کارآ علیه 

و سلولی را نیز تحریک طور همزمان هر دو بازوی ایمنی خونی  به
کلونال پستانداران،  از این رو و با توجه به سیستم ایمنی پلی .[2]کند

توپ  اپی های پلی امروزه استفاده از رویکرد طراحی و ساخت واکسن
بسیار مورد توجه قرار گرفته است. از طرف دیگر، با توجه به اینکه 

ترکیب منظور استفاده در  های نوترکیب سنتزشده به مولکول
زایی  ها، دارای خلوص بالایی هستند و به این ترتیب ایمنی واکسن

های مشابه در حالت طبیعی و در  کمتری را نسبت به مولکول
 کنند. زا ایجاد می ساختار یک عامل بیماری

زایی یا  منظور تقویت ایمنی ها به استفاده از ادجوانت ،رویکرد دیگر
القاشده به سمت  های ایمنیدهی هدفمند پاسخ حتی جهت

. با توجه به نتایج [11-9]های ایمنی خونی یا سلولی است پاسخ
توپی از یک طرف و نیز بهبود  پلی های امیدبخش حاصل از واکسن

ها به فرمولاسیون دلیل افزودن ادجوانت ها بهزایی واکسن ایمنی
آنها از طرف دیگر، در این مطالعه، توالی ایمونوژن متشکل از 

 HIV-1های مهم و کلیدی شده پروتئین های حفاظت توپ اپی
، Tat های مهم تنظیمی و ساختاری هایی از پروتئینتوپ (اپی Env  ،Pol  وGagشده در وکتور بیانی یوکاریوتی  ) درجpcDNA3.1-tat/pol/gag/env عنوان واکسن کاندید  به DNA های ایمنی  منظور تقویت پاسخ به .مورد استفاده قرار گرفتای

های ایمنی خونی، از ادجوانت آلوم نیز در  ویژه پاسخ به   ایجاد شده، 
های کاندید استفاده شد. با توجه به فرمولاسیون یکی از واکسن

های مختلف تزریق و اینکه روش تزریق واکسن نیز از انواع روش
نهایت بر کارآیی واکسن تاثیر در تواند جمله عواملی است که می

حقیق روش تزریق زیرجلدی برای واکسیناسیون بگذارد، در این ت
ها مورد انتخاب شد تا نهایتاً کارآیی آن نیز نسبت به سایر روش

ای، DNAهای کاندید بررسی قرار گیرد. پس از تزریق واکسن
های واکسینه مورد  خونی و سلولی موش های ایمنیشاخص

  ارزیابی قرار گرفت.
  

  ها مواد و روش
از انیستیتو پاستور ایران  pcDNA3.1-tat/pol/gag/envوکتور 

 XhoIو  EcoRIهای محدودگر  (تهران؛ ایران) تهیه شد. آنزیم
های ثانویه بزی  بادی ، ادجوانت آلوم، آنتی)فرمنتاز؛ لیتوانی( IgG1و IgG2a شده با پراکسیداز ترب کوهی  کونژوگه ضدموشی (HRP)  ،(سیگما؛ ایالات متحده)اینویتروژن؛  آمپی سیلین)

(گیبکو؛ آلمان)، کیت سنجش  RPMI 1640ایالات متحده)، 
سایتوکاین (آر اند دی؛ ایالات متحده) و کیت سنجش فعالیت 

(تاکارا؛ ژاپن) خریداری  BrdUو کیت (LDH)لاکتات دهیدروژناز 
شدند. سایر مواد شیمیایی از یک شرکت دیگر (مرک؛ آلمان) 

شده در این تحقیق ،  های ارایه هخریداری و تهیه شدند. همه داد
بار تکرار ٣تکرارپذیری آنها با حداقل و های تجربی هستند  داده

  تایید شد. ها  آزمایش
پس از : pcDNA3.1-HIV1-top4تکثیر و تخلیص وکتور 

-pcDNA3.1وکتور در  HIV-1-top4وجود ژن تایید  و بررسی  HIV-1-top4  های محدود هضم آنزیمی توسط آنزیمبا استفاده از
یابی به غلظت  منظور تکثیر وکتور و دست ، بهXhoIو  EcoRΙگر 

 .E (DH5α)باکتری برای تزریق، از سویه کلونینگ  DNAمورد نظر 
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coli های مستعد،  استفاده شد. پس از تهیه باکتری
با استفاده از  pcDNA3.1-HIV-1-top4ترانسفورماسیون وکتور 

 (DH5α) باکتریبه درون  سامبروک تغییریافته روش شیمیایی
E. coli  ،در  وکتوراستخراج و تخلیص انجام شد. در مرحله بعد
يک بدین منظور،  انجام شد. یو به روش ليز قليايانبوه مقياس 

سیلین آمپیبيوتيک   واجد آنتیدر محیط کشت انتخابی  تک یکلن
 ليتر محيط یميل١٠انتخاب و در لیتر  میکروگرم بر میلی١٠٠باغلظت 
سیلین باغلظت آمپیبيوتيک   مایع واجد آنتی بی کشت ال

ی در دما تا صبح تلقيح گشته و يک شبلیتر  میکروگرم بر میلی١٠٠ C°با دور  در انکوباتور شيکردار ٣٧rpmقرار داده شد ٢٥٠ 
بی  لیتر محیط کشت ال١به  یسوسپانسیون باکترکشت).  (پیش

تلقیح لیتر  میکروگرم بر میلی١٠٠سیلین با غلظت  مایع واجد آمپی
، کشت rpm٢٥٠و دور  ٣٧°Cساعت در دمای ١٢- ١٦مدت  شد و به
 rpm٨٠٠٠، دور ٤°Cسپس با سانتریفیوژ در شرایط دمایی  .داده شد
گیری انجام شد. در ادامه استخراج دقیقه، رسوب٥مدت  و به

کلروفرم، با کمی  -پلاسمید با استفاده از روش شیمیایی فنل
تایید حضور قطعات  منظور  . به[12]و اصلاحات انجام شد تغییرات

های حاصل از شده، نمونه ژنی مورد نظر در وکتورهای استخراج
 هضمدر معرض  pcDNA3.1-HIV-1-top4استخراج وکتور 

قرار  XhoIو  EcoRΙهای محدودگر  با استفاده از آنزیم آنزیمی
 از اطمینان زا پس% بررسی شدند. ١گرفتند و سپس روی ژل آگارز 

، در نهایت غلظت پلاسمید شده استخراج پلاسمید مناسب کیفیت
در فرآیند  شده با استفاده از دستگاه نانودراپ تعیین شد. استخراج

عنوان کنترل) نیز همین  (به pcDNA3.1تکثیر و استخراج وکتور 
  روش دقیقاً مورد استفاده قرار گرفت.

سر موش ماده رده  ٢٤های موشی مورد مطالعه: سازی گروه آماده    BALB/c خانه خریداری شد (انستیتو پاستور؛ ایران) و به حیوان
انستیتو پاستور ایران در تهران منتقل شد. در تمام مراحل آزمایش، 

ها در شرایط مناسب نگهداری شدند و مقررات و موش
اری و نگهددر مورد  (NIH)های موسسه ملی سلامت دستورالعمل

رفتار با حیوانات آزمایشگاهی کاملاً مورد توجه قرار گرفت. تزریق 
ها با شدن موش      هفته پس از انتقال و سازگار ١های کاندید واکسن

زایی شرایط محیطی جدید انجام شد. برای بررسی ایمنی
و بررسی اثر آلوم در  HIV-1-top-4ای DNAهای کاندید  واکسن

تایی و ٦صورت  های موشی بهکاندید، گروه افزایش کارآیی واکسن
  های جداگانه نگهداری شدند.در قفس

-pcDNA3.1-HIV-1وکتورهای های کاندید: فرمولاسیون واکسن top-4  وpcDNA3.1  و لیتر  میکروگرم بر میلی٥٠٠با غلظت
در لیتر  میکروگرم بر میلی ١٥٠ادجوانت آلوم با غلظت موثر 

کاندید مورد استفاده قرار گرفتند و های فرمولاسیون واکسن
به  ٢٨و ١٤صورت زیرپوستی در روزهای صفر،  های کاندید بهواکسن
  ).١(جدول  [13]ها تزریق شدندموش

  
 HIV1-top4 بر مبتنی ایDNA کاندید واکسن فرمولاسیون پروتکل )١ جدول

تزریق روش ادجوانت ایمونوژن  گروه pcDNA3.1-HIV1-top4  
pcDNA3.1-HIV1-top4 (50 µg/100 µl)  

  زیرجلدی  -

pcDNA3.1-HIV1 top4+Alum  
pcDNA3.1-HIV1-top4 (50 µg/100 µl)  

Alum (15µg/100 µl)  
  pcDNA3.1 (control)  زیرجلدی

pcDNA3.1 (50 µg/100 µl)  -  زیرجلدی  Alum (control)  -  Alum(15µg/100 µl)  
  زیرجلدی

های ایمنی  برای ارزیابی پاسخهای ایمنی خونی:  سنجش پاسخ
با ای DNAهای کاندید  خونی القاشده توسط واکسن

روز پس از آخرین تزریق، در شرایط  ٧های مختلف،  فرمولاسیون
گیری انجام شده، خون های واکسینهکاملاً استریل از چشم موش

های های هر گروه در میکروتیوبشده از موش شد. خون گرفته
دقیقه در دمای اتاق انکوبه شد. ٣٠مدت  ته شد و بهای ریخجداگانه

مدت  و به rpm٦٠٠٠ها در دمای اتاق، دور سپس میکروتیوب
های هر گروه با دقت دقیقه سانتریفیوژ شدند. سرم جداشده موش١٠

های استریل جداگانه ریخته شد آوری و به درون میکروتیوب جمع
نگهداری  -٢٠°Cفریزر های ایمنی خونی در  و تا زمان انجام آزمایش

  شد.
منظور تعیین  به: IgG2aو  IgG1 یبادیآنت سرمی بررسی سطح

سطح ایمنی خونی القاشده توسط واکسیناسون، سطح سرمی 
طور  گیری شد. بهبا روش الایزا اندازه IgG2aو  IgG1های بادیآنتی

با غلظت  HIV-1-top4 ژنیميکروليتر از آنت١٠٠مقدار خلاصه، 
الايزا  ایخانه٩٦های پلیت چاهک به درونليتر  یميکروگرم در ميل١٠

انکوبه شدند تا  ٤°Cی در دما یک شبمدت  ها بهريخته شد. پليت
 بار٥ها پليتسپس  شود. ژن پوشیدهتوسط آنتیکف پليت 

کننده  مسدودميکروليتر بافر ٣٠٠ ه ووشو داده شد شست
)PBS+BSA ۱% ،٢/٧- ٤/٧=pH ( شد  ها اضافههر یک از چاهکبه

 انکوبه شدند. ٣٧°C دمای ساعت در٢ مدت بهها و پليت
مجدداً مطابق روش قبل وشو  ها با بافر شستپليتوشوی  شست

بافر توسط ها سرمخشک شدند. خوبی  بهسپس و  تکرار شد
 برابر٤٠٠به نسبت ) pH=٢/٧- ٤/٧، PBS+BSA ۱%(کننده  رقيق

-بادیر است که بهترین رقت سرمی وآنتی(لازم به ذک رقيق شدند
هر یک از به  .های مورد استفاده قبلاً بررسی و مشخص شده بود)

ها  شد و پليت اضافهشده  ميکروليتر از سرم رقيق١٠٠مقدار  هاچاهک
دوباره مانند روش  هاپليت انکوبه شدند. ٣٧°C دمای ساعت در٢

بار شسته شده و پس از آن کاملاً خشک شدند. ٥ قبل،
با نسبت  ،بودند بز که از منبع  IgG2a و IgG1 یها ايزوتيپ یآنت
 هایهر یک از چاهکو به  شدهرقيق  ،کننده در بافر رقيق ١٠٠٠/١

 مدت به هاو پليت شداضافه  از آنها ميکروليتر١٠٠ ، مقدارمربوطه
دوباره مانند روش  هاتپلي انکوبه شدند. ٣٧°C یساعت در دما١

های  بادی بارشسته شده و پس از آن کاملاً خشک شدند. آنتی٥ قبل،
شده با پراکسیداز ترب  کونژوگه ضدموشی IgG2a وIgG1ثانویه بزی 

و  شدهرقيق ، در بافر رقيق کننده ٧٠٠٠/١به نسبت کوهی 
ها  و پليت شداضافه  هاچاهک یبه تماماز آن ميکروليتر ١٠٠
مجدداً مانند  هاپليت انکوبه شدند. ٣٧°C دمایساعت در ١ مدت به

یک به هر بار شسته شده و سپس کاملاً خشک شدند. ٥ روش قبل،
 ها شد و پليت اضافه TMB یميکروليتر سوبسترا١٠٠ ها،از چاهک

نمودن  متوقف یانکوبه شدند. برا ٣٧°C دمای دقيقه در ٣٠ مدت به
 ٢ميکروليتر اسيدسولفوريک ١٠٠ ها هر کدام از چاهکبه  ،واکنش
در طول موج  ها میزان جذب هر یک از چاهک شد. اضافهنرمال 
(کلیه مراحل انجام آزمایش طبق  [14]نانومتر خوانده شد٤٥٠

  دستورالعمل پیشنهادی شرکت سازنده کیت انجام شد).
های ایمنی  منظور ارزیابی پاسخ به: های ایمنی سلولی سنجش پاسخ

با ای DNAهای کاندید  سلولی القاشده توسط واکسن
های  سلولی از سلول های مختلف، ابتدا سوپانسیون تک فرمولاسیون
هفته پس  ٢شده تهیه شد. بدین منظور،  های واکسینه طحال موش

ها با روش نخاعی، کشته شده و طحال آنها از آخرین تزریق، موش
و با رعایت شرایط کاملا استریل جدا شد.  IIزیر هود لامینار نوع در 

% + FBS ۲ها در ظروف حاوی بافر سوسپانسیون ( سپس طحال
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PBSهای  ) قرار داده شده و بلافاصله روی یخ قرار گرفتند. بافت
شدن در محلول بافر سوسپانسیون (با    طحال پس از له و هموژن

دقیقه در ١٥مدت  گ استریل) بهاستفاده از انتهای پیستون سرن
سانتریفیوژ شدند. مایع رویی دور  ٢٠٠٠ rpmو دور  ٤°Cدمای 

لیتر بافر لیز اضافه شد  میلی٥/٢ریخته شد و به رسوب حاصل، 
مولار و ۱۶/۰از کلریدآمونیوم با غلظت  لیتر میلی۹۰محلول حاصل از (
مخلوط  ).pH=۲/۷مولار با ۱۷/۰از تریس با غلظت  لیتر میلی۱۰

دقیقه در دمای اتاق انکوبه شد و بلافاصله پس از ٥مدت  حاصل به
آن مطابق شرایط قبل، سانتریفیوژ انجام شد. بافر لیز دور ریخته شد 

لیتر بافر سوسپانسیون برای  میلی٥مانده،  و به رسوب باقی
ها اضافه شد. سانتریفیوژ مجدداً مانند شرایط وشوی سلول شست

ایع رویی دور ریخته شد. به هر فالکون قبل انجام شده و م
 RPMI 1640لیتر محیط کشت کامل (گیبکو؛ آلمان؛ دارای میلی١

%+١٠ FBS+۴لیتر  میلیL - +لیتر  میکروگرم بر میلی۱۰۰گلوتامین
) سیلین لیتر پنی المللی بر میلی واحد بین۱۰۰استرپتومایسین+ 
یان بلو وسیله رنگ ترپ آمیزی به ها پس از رنگاضافه شد. سلول

  .[12]%) و با استفاده از لام نئوبار، شمارش شدند٤/٠(
برای ارزیابی : Tو  Bهای های تکثیری لنفوسیتارزیابی پاسخ

روش و  BrdUاز آزمون  Tو  Bهای های تکثیری لنفوسیتپاسخ
شده از  استخراج سلول٣×١٠٦تعداد الایزا استفاده شد. بدین منظور 

شده و از  معلق ،کامل RPMI-1640محیط لیترمیلی١طحال، در 
میکرولیتر در هر ١٠٠آمده به مقدار  دست سوسپانسیون سلولی به

-HIV-1پروتئینی  ژن آنتیشد. ای کشت داده  خانه٩٦پلیت  چاهک
top4  هابه هر یک از چاهک لیتر میکروگرم در میلی١٠با غلظت 

عنوان  بهژن وسیله آنتی نشده به های تحریکسلول. اضافه شد
غلظت  اب شده توسط کانکاناوالین های تحریکسلول کنترل منفی و

 .ندشددر نظر گرفته عنوان کنترل مثبت  لیتر بهمیلی برمیکروگرم ٥
میکرولیتر ٢٠٠ ها با محیط کشت کامل به چاهکحجم نهایی تمام 

% ٥ و ٣٧°C در انکوباتوررسانده شد. پلیت کشت سلولی 
یک از به هرساعت، ٧٢ز قرار داده شد. پس ا اکسیدکربن دی

دوباره  و شد اضافه BrdUمیکرولیتر از ماده ٢٠ها مقدار  چاهک
اکسیدکربن قرار داده  % دی٥و  ٣٧°Cانکوباتور ساعت در ١٨مدت  به

سانتریفیوژ شده و  g٣٠٠ها در دمای اتاق و دور  شد. سپس پلیت
کردن کامل محیط کشت رویی هر چاهک، در دمای   پس از خارج C°کننده  ها با استفاده از بافر دناتورهشدند. سپس سلول خشک ٦٠

بادی میکرولیتر آنتی١٠٠ها پذیر شدند. به هر یک از چاهکنفوذ
ساعت انکوباسیون در دمای ٢اضافه شد. پس از  BrdUکنژوگه ضد

 TMBوشو داده شدند. سوبسترای  بار شست٥ها  آزمایشگاه، پلیت
دقیقه، واکنش با اضافه نمودن ٣-٥اضافه شد و پس از گذشت 

مولار متوقف شد. ميزان چگالی ٢میکرولیتر اسیدسولفوریک ١٠٠
های نانومتر خوانده شد. نتايج پاسخ ٤٥٠نوری در طول موج 

با تقسیم میزان جذب  (SI)صورت ایندکس تحريک تکثيری به
نشده  تحريکهای شده به میزان جذب سلول های تحريکسلول

محاسبه شد (کلیه مراحل آزمایش طبق دستورالعمل پیشنهادی 
  شرکت سازنده کیت انجام شد).

برای تعیین سطح سرمی سایتوکاین : γاینترفرون سطح گیری اندازه
ژن، های طحالِ در تماس با آنتیتولیدی توسط سلول γاینترفرون 
 سلول٤×١٠٦عداد بدین منظور ت .شد یزا استفادهالا از آزمون
 کامل RPMI-1640محیط لیترمیلی١شده از طحال، در  استخراج
آمده به مقدار  دست شده و از سوسپانسیون سلولی به معلق
شد. ای کشت داده خانه٩٦پلیت  چاهکمیکرولیتر در هر ١٠٠
 لیتر میکروگرم در میلی١٠با غلظت  HIV-1-top4پروتئینی  ژن آنتی

و در  ٣٧°Cها در دمای پلیت. اضافه شد هابه هر یک از چاهک
ساعت انکوبه شدند و سپس ٧٢مدت  اکسیدکربن به % دی٥حضور 
دقیقه سانتریفیوژ شدند. ١٠مدت  و دمای اتاق به rpm٢٠٠٠با دور 
میکرولیتر از محلول رویی هر چاهک با دقت جدا شده و به ١٠٠
های الایزای جدید انتقال داده شد و تا زمان انجام آزمون در پلیت
ای  خانه٩٦های نگهداری شدند. در ادامه، پلیت -٢٠°Cمای د

میکرو لیتر ١٠٠های آنها، جدیدی تهیه و به هر یک از چاهک
ها در دمای آزمایشگاه بادی اضافه شد و پلیت آنتی Captureاز
ها تخلیه و  محتویات داخل چاهکمدت یک شب انکوبه شدند.  به

شد. سپس وشو داده  مرتبه شست٥وشو،  با بافر شست
ها ها اضافه و پلیتکننده به چاهک مسدودمیکرولیتر از بافر ٣٠٠
محتویات داخل شدند. انکوبه ، ساعت در دمای آزمایشگاه٢مدت  به

وشو  شست بار٥وشو،  شستفر بابا ها چاهکو  شد ها تخلیهچاهک
میکرولیتر از ١٠٠مقدار شده و پس از آن کاملاً خشک شدند. داده 
 شده ی آمادهو استانداردها شده در مرحله قبل آوری جمعی هانمونه

پیکوگرم بر  ٥/٣١و  ٦٣، ١٢٥، ٢٥٠، ٥٠٠، ١٠٠٠، ٢٠٠٠های با غلظت
صورت دوتایی  بهمربوطه  هایدر چاهک γ لیتر از اینترفرون میلی

ساعت در دمای آزمایشگاه انکوبه ٢مدت  ها بهپلیت اضافه شد.
میکرولیتر ١٠٠شدند.  ار شستهب٥قبل مراحل همانند  و سپس شدند

 ها همانند مرحلهبه هر چاهک اضافه و پلیتبادی شناساگر آنتیاز 
مانند قبل انجام مجدداً ها پلیت یوشو شست. انکوبه شدند قبل

به هر چاهک اضافه  HRP - استرپتوآویدینمیکرولیتر از١٠٠گرفت. 
. به شدندانکوو در تاریکی دقیقه در دمای اتاق ٣٠مدت  ها بهو پلیت

میکرولیتر از محلول سوبسترا به ١٠٠و سپس مجدداً شسته شدند. 
میکرولیتر از ١٠٠. انکوبه شدند ها در تاریکیهر چاهک اضافه و پلیت

چگالی کننده به هر چاهک اضافه و بلافاصله مقدار  محلول متوقف
با توجه به شدند. نانومتر خوانده ٤٥٠ها در طول موج چاهک نوری

 ،های استانداردچاهک چگالی نوریمنحنی استاندارد حاصل از 
شد محاسبه  های مورد آزمایشمربوط به نمونه γ اینترفرون میزان

(کلیه مراحل آزمایش طبق دستورالعمل پیشنهادی شرکت سازنده 
  کیت انجام شد).
برای ارزیابی : CTLهای های ایمنی سلول ارزیابی فعالیت

از  (CTL) کشنده T یها یت: لنفوسهایی ایمنی سلولها فعالیت
استفاده  (LDH assay)روش سنجش فعالیت لاکتات دهیدروژناز 

با  SP2های هدف شد. بدین منظور، ابتدا کشت سلولی از سلول
میکرولیتر تهیه شده و در ١٠٠عدد سلول در هر ٢٠،٠٠٠تعداد 
-HIV-1ژن پروتئینی ای ریخته شد. آنتیخانه٩٦های پلیت  چاهک
top4  لیتر به هر چاهک اضافه  میکروگرم در هر میلی١٠با غلظت
اکسیدکربن انکوبه  % دی٥و  ٣٧°Cمدت یک شب در دمای  شد و به

های  هر کدام از موش شده از طحال های استخراجشد. از سلول
عدد سلول در هر ٢×١٠٦نیز کشت سلولی با تعداد شده  واکسینه

های هدف و افکتور یه شد. در ادامه، سلولمیکرولیتر ته١٠٠
ساعت ٥مدت  شده با همین نسبت به هم اضافه شده و به داده کشت

های اکسیدکربن کشت داده شدند. کنترل % دی٥و  ٣٧°Cدر دمای 
دقیقه قبل از اتمام زمان ٣٠ذکرشده نیز در نظر گرفته شدند (

). پس از اضافه شد X-100انکوباسیون، به چاهک کنترل، تریتون 
دقیقه ١٠مدت  به g٢٥٠طی زمان مذکور، پلیت در دمای اتاق و دور 

میکرولیتر از محیط کشت رویی هر یک از ١٠٠سانتریفیوژ شد. 
های متناظر در آوری شده و درون چاهکها، به دقت جمعچاهک
ای مخصوص الایزا ریخته شد. به هر چاهک مقدار خانه٩٦پلیت 
اندکی قبل از  آزمون، که به فاصله میکرولیتر محلول واکنش١٠٠

شروع کار تهیه شده بود (طبق دستورالعمل پیشنهادی شرکت 
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دقیقه در دمای اتاق و به ٣٠مدت  سازنده کیت) اضافه شد. پلیت به
دور از هر گونه نور مستقیمی، انکوبه شد. سپس به هر یک از 

کننده واکنش  میکرولیتر محلول متوقف٥٠ها چاهک
نرمال اضافه شد. میزان جذب هر یک از  ٢ اسیدسولفوریک

نانومتر خوانده شد (کلیه مراحل ٤٥٠ها در طول موج  چاهک
آزمایش طبق پروتکل پیشنهادی شرکت سازنده کیت انجام شد). در 

هر کدام از  CTLهای نهایت، درصد سایتوتوکسیسیتی سلول
  ها به روش زیر محاسبه شد. نمونه

  
100

control lowcontrolhigh 

control lowcontrol)effector (test
(%)ty Cytotoxici 






  
های ایمنی های ارزیابی پاسخکلیه آزمایشبررسی و تجزیه آماری: 

تایید شد.  بار تکرار شد و تکرارپذیری آنها ٣سلولی و خونی، 
های کننده واکسن های مختلف دریافتداری تفاوت بین گروه معنی

و روش  Graphpad prism 6افزار آماری وسیله نرم کاندید نیز به
و تست تکمیلی  (One-way ANOVA )طرفه  آماری واریانس یک Tukey  عنوان سطح  به ٠٥/٠تحلیل و ارزیابی شد و مقادیر کمتر از

  داری در نظر گرفته شد. معنی
  

 ها یافته
-pcDNA3.1-HIV-1وکتورهای هضم آنزیمی حاصل از نتایج 
top4  وکتور انتقال وpcDNA3.1-HIV-1-top4  به داخل
منظور  در ابتدای کار، به: ستعدشدهم DH5αیه سو E. coli یباکتر

درون این  HIV-1-top-4اطمینان از کیفیت وکتور و حضور ژن 
% ١های وکتور پس از هضم آنزیمی روی ژل آگارز وکتور، نمونه

بررسی شده و پس از حصول اطمینان، برای مراحل بعدی کار مورد 
-pcDNA-HIVوکتور  انتقال برای ).۱(شکل  استفاده قرار گرفتند 1-top4 باکتریایی نیز از روش شیمیایی  میزبان به نوترکیب

کلریدکلسیم استفاده شد. با توجه به حضور ژن مقاومت به 
نتیجه  ،pcDNA3.1-HIV-1-top4در وکتور  سیلین آمپی

شده  فورمستران های سلولترانسفورماسیون سویه میزبان با کشت 
بررسی شد.  سیلینآمپیانتخابی دارای  آگار بی الروی محیط کشت 

دهنده  نشان ،شده روی محیط کشت انتخابی های تشکیلکلونی
برای تکثیر و استخراج  است. اسیونموفقیت عمل ترانسفورم

تهیه شد.  pcDNA3.1-HIV-1-top4حاوی وکتور  E.coli (DH5α)کشت شبانه از باکتری  ، pcDNA3.1-HIV-1-top4وکتور
ده در بخش مواد سپس با استفاده از روش استخراج ذکرش

% ١روی ژل آگارز  ها ها، استخراج وکتور انجام شد. نمونه وروش
  .قرار گرفتندتایید  بارگذاری شدند و مورد 

  

  
  pcDNA3.1-HIV-1-top4 یوکتورها یمیحاصل از هضم آنز یجنتا) ١شکل 

های کاندید های ایمنی خونی القاشده توسط واکسن سنجش پاسخ
های ایمنی بررسی پاسخ: HIV-1-top4نوترکیب  DNAمبتنی بر 

گیری های کاندید، از طریق اندازهوسیله واکسن خونی ایجادشده به
با روش الایزا انجام شد.  IgG2aو  IgG1های بادیسطح سرمی آنتی

های سرمی گیری میزان جذب نمونهنتایج حاصل از اندازه
عنوان معیاری از سطح  نانومتر)، به٤٥٠(در طول موج ای DNA کاندیدهای کننده واکسن های دریافتآمده از موش دست به

در نظر گرفته شد. همان طور که در  IgG2aو  IgG1سرمی 
کننده  های دریافتشود، گروهب دیده می-١الف و - ۱نمودارهای 

در مقایسه با  همراه ادجوانت آلوم به pcDNA3.1-HIV-1-top4 بدون ادجوانت و وکتور pcDNA3.1-HIV-1-top4 وکتور
ای را ایجاد  های ایمنی خونی قابل ملاحظه های کنترل، پاسخ گروه
  اند. نکرده

  

  

  
 یسرم یها نمونه جذب یزانم یریگ اندازه یجتان(الف و ب)  ١نمودار 

  یاDNA یدکاند یها واکسن کننده یافتدر یها آمده از موش دست به
  

های کاندید واکسنهای ایمنی سلولی القاشده توسط بررسی پاسخ
منظور ارزیابی  به: HIV1-top4ی نوترکیب  DNAمبتنی بر 

 DNAهای کاندید های ایمنی سلولی القاشده توسط واکسنپاسخ
تولیدی  IFN γ)، میزان BrdUها (آزمون  ، تکثیر لنفوسیتایی

های طحال (سنجش سایتوکاین) و نیز درصد توسط سلول
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گیری شد که در ) اندازهLDHها (آزمون CTLسایتوتوکسیسیتی 
  شود. ها ذکر می ادامه نتایج حاصل از هر یک از این سنجش

: ها القاشده توسط واکسن Tو  B هایلنفوسیت تکثیری هایپاسخ
های در حال تکثیر در سلول DNAردیابی و تشخیص همانندسازی 

شدن آنها به    و وارد DNAدارشده سازهای نشانبا استفاده از پیش
پذیر است. از از چرخه زندگی سلولی، امکان Sدر فاز  DNAدرون 

 BrdUتوان به دار میهای نشانسازترین این پیشجمله معمول
های بر پایه روش BrdUاشاره کرد. شناسایی و ردیابی 

های اختصاصی بادیوسیله آنتی ایمونولوژیکی بوده و به
شود. نتایج محاسبه ایندکس الایزا انجام میو با روش  BrdU آنتی

های طحال  آمده از سلول دست های بهنمونه  (SI)تحریک 
های های متفاوت واکسنشده با فرمولاسیون های واکسینه موش

همراه ادجوانت آلوم در مقایسه با  به pcDNA3.1-HIV-1-top4 بدون ادجوانت و نیز وکتور pcDNA3.1-HIV-1-top4 کننده وکتور های دریافتنشان داد که گروهای DNAکاندید 
اند  ای را القا نکرده های ایمنی قابل ملاحظه های کنترل، پاسخ گروه

  ).٢(نمودار 
  

 
 یها طحال موش یها آمده از سلول دست به یها نمونه یکتحر یندکسا )٢نمودار 
  شده ینهواکس

  
همان طور که در های واکسینه:  در موش γسنجش سطح اینترفرون 

گیری سطح آمده از اندازه دست شود، نتایج بهدیده می ٣نمودار 
های های مورد آزمایش نشان داد که گروهنمونه γاینترفرون 
فاقد ادجوانت و  pcDNA3.1-HIV-1-top4 کننده وکتور دریافت

شده با ادجوانت  فرموله pcDNA3.1-HIV-1-top4 نیز وکتور
های ایمنی قابل  های کنترل، پاسخ آلوم، در مقایسه با گروه

  اند.  ای را القا نکرده ملاحظه
برای ارزيابی : CTLهای ارزیابی درصد سایتوتوکسیستی سلول

، از روش سنجش فعالیت CTLهای  های ایمنی سلولفعالیت
اين روش، ) استفاده شد. LDH assayدهیدروژناز ( لاکتات

ومیر و ليز سلولی، براساس  گيری میزان مرگمنظور اندازه به
 سيتوزول از آزادشده ژناز دهيدرو گيری فعاليت آنزيم لاکتات اندازه
ديده به درون محیط کشت سلول مورد استفاده  های آسيبسلول

های نتایج محاسبه درصد سایتوتوکسیسیتی نمونه. گیرد قرار می
شده با  های واکسینههای طحال موش ولآمده از سل دست به

نشان داد که ای DNAهای کاندید های متفاوت واکسنفرمولاسیون
 pcDNA3.1-HIV-1-top4 کننده وکتورهای های دریافتگروه

شده  فرموله pcDNA3.1-HIV-1-top4 فاقد ادجوانت و نیز وکتور
ای های کنترل، قادر به الق با ادجوانت آلوم، در مقایسه با گروه

  ).۴اند (نمودار  ای نبوده های ایمنی قابل ملاحظه پاسخ
  

  
  یشمورد آزما یها نمونه γ ینترفرونسطح ا) ٣نمودار 

  

 
  CTL یها سلول یتوتوکسیستیدرصد سا یابیارز )٤نمودار 

  
  بحث

میلادی رویکرد  ١٩٩٠در اوایل دهه ای DNAهای کشف واکسن
به زودی ارزش خود را در جدیدی را در واکسیناسیون ایجاد کرد و 
ای که در حال DNAهای مطالعات واکسن نشان داد. اکثر واکسن
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های ایمنی منظور توسعه پاسخ حاضر مورد مطالعه هستند، به
اند که در کنترل ، طراحی شدهCD8+ CTLهایویژه پاسخ به   سلولی، 

بار ویروسی و پیشرفت بیماری نقش بسیار مهمی دارند. از طرف 
هایی که بازوی سلولی سیستم مشخص شده است که واکسندیگر، 

توانند حفاظتی را در برابر ابتلا به کنند نمیایمنی را تحریک می
. با توجه به مطالب ذکرشده و با درنظرگرفتن [5]بیماری ایجاد کنند

های در القای پاسخای DNAهای مختلف پروتئینی و تاثیر واکسن
و لزوم القای هر دو بازوی  HIVایمنی خونی و سلولی علیه 

های کاندید، تحریک سیستم ایمنی برای افزایش کارآیی واکسن
  های ایمنی بایستی در نظر گرفته شود.همزمان هر دو جنبه پاسخ

  

های بالینی نیز نشان ای و نتایج آزمایشمطالعات پایههمچنین 
ای از  های ایمنی (علیه دامنه گستردهاند که گستردگی پاسخداده
تواند کارآمدی واکسن را افزایش دهد. در می HIVها) علیه  ژن آنتی

ها واقداماتی در راستای تقویت هدفمند راستای این امر، استراتژی
هر دو بازوی سیستم ایمنی (ایمنی خونی و سلولی) به کار گرفته 

  .[20-15 ,7-5]ر اشاره کردتوان به موارد زیشود که از آن جمله میمی
یکی از رویکردهای مورد استفاده، کنار هم قراردادن و ساخت 

ای ها از دامنه گستردهتوپ است. این واکسناپیهای پلیایمونوژن
طور  اند که بهتشکیل شده HIVهای اصلی ژنهای آنتیتوپاز اپی

در  هستند و با قرارگرفتن Tو  Bهای کننده لنفوسیت مجزا تحریک
های بادیهای آنتیطور همزمان پاسخ توانند بهکنار هم می

و نیز ایمنی سلولی را القا کنند. استفاده از این  گستردهکننده  خنثی
تواند ضمن افزایش کارآیی واکسن، سبب غلبه بر  روش می

از یک طرف و تنوع ژنتیکی  HIVمشکلات ناشی از تنوع ژنتیکی 
جمعیت انسانی از طرف دیگر شود. این دستاورد امیدهایی را برای 

ایجاد کرده است. با این حال،  HIVهای موثرتر علیه تولید واکسن
توانند باعث ایجاد  های متغیر که میتوپممکن است انواعی از اپی

ا بایستی هتوپشوند. در انتخاب اپیحفاظت شوند، نادیده گرفته 
شدگی  مواردی از قبیل نقش آنها در چرخه زندگی ویروسی، حفظ

ها، قابلیت شناسایی آنها توسط ها در انواع زیر گونهتوپجزیی اپی CTL های ها یا لنفوسیتB  و نیز دامنه گسترده میل اتصال آنها با
  .[3]در انسان، در نظر گرفته شوند MHCهای مختلف آلل

عنوان اهدافی  به HIV-1روتئینی متفاوتی از های پتاکنون توالی
اند، اما  عنوان واکسن مورد توجه قرار گرفته برای استفاده به

های ویروس ایدز برخی از پروتئینمطالعات نشان داده است که 
 توپیاپی های پلیساخت واکسن برای تریمناسب هایکاندید
چرخه زندگی در  نقش بسیار مهمی هااین پروتئین اشاره کرد. Gag و Tat ،Env ،Polهای توان به پروتئینمیجمله آن که از  هستند

تواند  کنند و مهار آنها می ایفا میویروس ایدز زایی و عفونت
  ای کاهش دهد. طور قابل ملاحظه زایی ویروس را بهبیماری

  

های ايمنی در مبتلايان به ايدز نشان علاوه بر اين، بررسی پاسخ
یستم ایمنی درصد قابل توجهی از این افراد، نسبت داده است که س
پاسخ نشان داده است و  Gagو  Tat،Env  ،Polهای  به پروتئین

. به علاوه، [17]ها بسیار قوی هستندحتی در برخی موارد، این پاسخ
های هر یک از توپشده روی اپی در مطالعات مختلف انجام

وجود تنوع  رغم های مذکور، مشخص شده است (علیپروتئین
ژن  و آنتی MHCکنش ها در افراد مختلف که بر میانMHCژنتیکی 
تاثیرگذار است) که کدام  ژن  زایی آنتی دنبال آن بر میزان ایمنی و به

ها قادر به ایجاد پاسخ ایمنی مناسب هستند و توپیک از این اپی
تری از  های ایمنی در طیف وسیع توانند سبب القای پاسخمی

عنوان واکسن  های خاص بهتوپ شوند. لذا انتخاب این اپیجمعیت 

  تواند به کنترل بیماری و جلوگیری از پیشروی آن کمک کند. می
گرفته در جهت توسعه و تولید  در راستای تحقیقات صورت

توپی، مشخص شده است که ترکیبی از اپیهای پلی واکسن
، HIVهای ساختاری و تنظیمی هایی از پروتئین توپ اپی

های زایی بیشتری را نسبت به مواردی که تنها از پروتئین ایمنی
-21 ,19 ,17 ,14 ,3]کندشود، ایجاد میساختاری یا تنظیمی استفاده می هایی از توپ. با توجه به موارد ذکرشده در این پژوهش، اپی[26

توپ همراه با دو اپی Pol/Gag/Envهای ساختاری پروتئين
عنوان  ، بهHIV-1[27]ویروس  Tatن تنظیمی شده از پروتئی حفظ

زایی توپی مورد استفاده قرار گرفته و ایمنیاپیواکسن کاندید پلی
  ارزیابی شد.ای DNAهایآنها در قالب واکسن

ها است. ها در فرمولاسیون واکسنرویکرد دیگر، استفاده از ادجوانت
ولی هدفمند، طور غیراختصاصی،  ها ترکیباتی هستند که بهادجوانت

توانند ایمنی خونی یا سلولی را تحریک کنند. مطالعات زیادی می
خوبی  های ایمنی خونی را بهدهند که ادجوانت آلوم پاسخنشان می
های ایمنی  کند. از این رو و با توجه به القای ضعیف پاسخالقا می

در اين پژوهش از ادجوانت  ایی، DNAهای  خونی توسط واکسن
زایی واکسن کاندید  بررسی تاثیر آن در افزایش ایمنیآلوم برای 
  .[36-28 ,9]استفاده شد

اند که روشی که برای تزريق واکسن  مطالعات مختلفی نشان داده
زایی و کارآیی آن بسیار موثر است. در ایمنی شود، انتخاب می

بنابراین، رویکرد دیگر در راستای افزایش اثربخشی واکسن، استفاده 
های متفاوت تزریق و دلیوری واکسن کاندید است. عموماً  روشاز 

همراه الکتروپوریشن یا  صورت عضلانی به بهای DNAهای واکسن
های مختلفی هم از  شوند. گزارشبا استفاده از تفنگ ژنی تزریق می

ها وجود دارد. از این رو، در این مطالعه  تزریق زیرجلدی این واکسن
زایی کارآیی تزریق زیرجلدی در میزان ایمنیمنظور ارزیابی  به

ای، از این روش تزریق برای DNAهای کاندید واکسن
  .[37 ,26 ,25 ,17]های موشی استفاده شد واکسیناسیون گروه

های ایمنی خونی یکی از طور که قبلاً اشاره شد، القای پاسخهمان
. است HIV-1های یک واکسن کاندید موفق علیه ترین ویژگی مهم
ویژه علیه  به   ( HIVهای سرمی اختصاصی علیه بادیآنتی

های  که در اتصال به گیرنده gp41و  gp120های سطحی  پروتئین
دنبال آن ادغام  کمکی و به Tهای لنفوسیت CCR5و  CD4سطحی 

توانند در جلوگیری  غشای ویروس و سلول میزبان نقش دارند) می
. در این [38 ,26 ,25 ,21 ,17 ,14]از ابتلا به عفونت ایدز موثر باشند

عنوان  (به IgG1های  بادیگیری سطح سرمی آنتیمطالعه، اندازه
 IgG2a) و Th2های  شاخصی از پاسخ ایمنی خونی و تحریک سلول

های عنوان شاخصی از پاسخ ایمنی خونی و تحریک سلول (به Th1های کاندید شده توسط واکسن های واکسینه ) موشDNA ای
داری  های مختلف نشان داد که اختلاف آماری معنیفرمولاسیون با

ب) و این - ١الف و -۱های کنترل وجود ندارد (نمودارهای با گروه
  .[7 ,6]اندهای ایمنی خونی نبودهها قادر به القای مناسب پاسخ واکسن
-pcDNA3.1و همکاران از پلاسمید  جعفرپور

tat/pol/gag/env های با روش تزریق عضلانی همراه با پالس
در مدل موشی ای DNAعنوان واکسن کاندید  الکتروپوریشن به

زایی خونی استفاده کردند، اما از نتایج کار آنها در مورد ایمنی
. القای [14]گزارشی منتشر نشده استای DNAواکسن کاندید 

های ویژگی ترین های ایمنی سلولی نیز یکی دیگر از مهم پاسخ
است. مطالعات نشان داده  HIVهای کاندید موفق علیه واکسن
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های سلولی در کنترل بار ویروسی و جلوگیری است که القای پاسخ
از پیشرفت بیماری نقش بسیار مهمی دارد. لذا در این مطالعه، 

 γهای تکثیری القاشده، میزان سایتوکاین اینترفرون میزان پاسخ
عنوان  به CTLهای سایتوتوکسیسیتی سلولتولیدشده و درصد 

های های ایمنی سلولی توسط واکسنمعیارهایی از القای پاسخ
  .[38 ,26 ,25 ,21 ,17 ,14]کاندید، مورد ارزیابی قرار گرفتند

در القای ای DNAهای طور که قبلاً اشاره شد، واکسنهمان
ی ایجادشده هااند. پاسخخوبی عمل نکرده های تکثیری نیز به پاسخ

ها تقریباً یکسان بوده و به لحاظ آماری تفاوت در همه گروه
). ٢شود (نمودار های اصلی و کنترل دیده نمیچشمگیری بین گروه

ای DNAو همکاران نشان داد که واکسن کاندید  جعفرپورنتایج کار  top4 های صورت عضلانی همراه با پالس شده به تزریق
. [14]های تکثیری موفق بوده استالقای پاسخالکتروپوریشن، در 

های عنوان نمادی از پاسخ به γهای سایتوکاینی اینترفرون پاسخ
هستند که نقش  +T CD8هایو القای سلول Th1ایمنی سلولی 

کنند و مشخص کلیدی در کنترل و حذف عفونت ویروسی ایفا می
ایدز  شده است که کاهش سطح این سایتوکاین با پیشرفت بیماری

  .[21]بسیار مرتبط است
ها اشاره شد، بررسی سطح اینترفرون  همان طور که در بخش یافته

γ های کاندید وسیله واکسن تولیدشده بهDNA دهد که نشان میای
های سایتوکاینی نیز موفق عمل ها در القای پاسخاین واکسن

های موشی های ایجادشده در گروهاند. هر چند پاسخ نکرده
فاقد  pcDNA3.1-top4ای DNAکننده واکسن کاندید  دریافت

ای DNAکننده واکسن کاندید  ادجوانت و گروه دریافت pcDNA3.1-top4 های همراه ادجوانت آلوم، نسبت به گروه به
دار است، ولی  کنترل بالاتر است و تفاوت نیز به لحاظ آماری معنی

تر از حد استاندارد ولیدی پایینت γدر مجموع مقدار اینترفرون 
های توان گفت که این واکسنتحریک بوده و به این ترتیب می

اند های ایمنی سلولی نیز نا موفق بودهکاندید در القای پاسخ
و همکاران  جعفرپور). این در حالی است که نتایج کار ٣(نمودار 

 pcDNA3.1-top4ای DNAدهد واکسن کاندید نشان می
همراه الکتروپوریشن، سطوح بالایی  شده با روش عضلانی به تزریق

  تولید کرده است. γاز اینترفرون 
عنوان معیاری  (به CTLهای بررسی درصد سایتوتوکسیسیتی سلول

های های ایمنی سلولی و شاخص عملکرد سلولدیگر از پاسخ CTLدهیدروژناز  گیری میزان فعالیت آنزیم لاکتات) نیز با اندازه
های های لنفوسیتی هدف ارزیابی شد. سلولآزادشده توسط سلول

روی سطح خود، توسط  HIVهای  ژن کردن آنتی  آلوده با عرضه
گیرند و پس از شناسایی و مورد حمله قرار می CTLهای سلول
دهیدروژناز در محیط  شدن، باعث آزادسازی آنزیم لاکتات کشته

آمده در این تحقیق  دست یج بهشوند. با توجه به نتاپیرامون خود می
ای DNAهای های القاشده توسط واکسن)، تفاوت پاسخ٤(نمودار 

های کنترل، به لحاظ آماری نسبت به یکدیگر و نسبت به گروه
ای DNAهای توان نتیجه گرفت که واکسندار نیست. لذا می معنی

  اند.در القای سایتوتوکسیسیتی نیز موفق نبوده
  

  یریگ یجهنت
توان نتیجه در مجموع، با توجه به نتایج حاصل و موارد ذکرشده می

های مختلف با فرمولاسیونای DNAهای کاندید گرفت که واکسن
شده با ادجوانت آلوم) در تحریک و  تنهایی و نیز فرموله (به
کردن هر دو بازوی خونی و سلولی سیستم ایمنی ناموفق   فعال
ای DNAهای های تزریق واکسنن تنوع روشاند. با درنظرگرفت بوده

 APCهای توسط سلولای DNAو تاثیر آن بر میزان برداشت سازه 
های ایمنی، میزان دنبال آن سایر مراحل دخیل در القای پاسخ و به

تواند بسیار متغیر  ها میموفقیت و کارآیی این دسته از واکسن
مبتنی بر ای DNAهای عدم عملکرد مناسب واکسن .[39]باشد top4  در این تحقیق ممکن است ناشی از اختلال در هر یک از

حاوی ژن  pcDNA3.1مراحل برداشت پلاسمید نوترکیب 
توپ، اپی، مسیر بیان ژن پلیAPCهای توپ توسط سلول اپی پلی

شده درون سلولی  توپ بیاناپیشناسایی و پردازش پروتئین پلی
لیزوزوم و در نهایت اتصال و عرضه توسط کمپلکس پروتئازوم و 

 IIو  Iکلاس  MHCهایتوسط مولکول HIV-1-top4های ژنآنتی
باشد. از این رو، ممکن است استفاده از  APCهای روی سطح سلول

، که HIV-1-top4های تزریق و دلیوری واکسن کاندید  سایر روش
های  بتوانند بر برداشت وکتور حاوی این ژن توسط سلول

های  نژ دنبال آن پردازش و عرضه آنتی ژن و به ننده آنتیک عرضه
ها و تحریک سیستم ایمنی و القای  مورد نظر روی سطح این سلول

تری را القا  های ایمنی قوی های ایمنی تاثیر بگذارند، پاسخ پاسخ
  کرده و کارآیی واکسن کاندید را افزایش دهند.
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