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 مایکوباکتریوم توبرکلوزیس MPB51ژن   مربوط به آنتیTهای سلول  توپ شناسایی اپی

 BALB/cهای  در موش
 چکیده

سـزایی  ه نقش ب CD8+ Tی ها  و لنفوسیت(Th1)نوع یک   کمکیTهای  سلول : و هـدف  زمینه
  یکـی از   MPB51. در برقراری حفاظت مقابل عفونت بـا مایکوبـاکتریوم توبرکلـوزیس دارنـد            

هـای ایمنـی هومـورال و        باشد که باعث تحریک پاسخ     های ترشحی مایکوباکتریوم می    پروتئین
هـای   تـوپ  هدف از این مطالعه شناسایی اپی     . گردد های سل می   سلولی در طی عفونت با باسیل     

 .باشد  میBALB/cهای   در موشMPB51 از مولکول Tهای  غالب لنفوسیت
.  انجـام گردیـد    1381 لغایت اسـفند مـاه       1381یرماه  ن مطالعه تجربی از ت    ای  : بررسی روش

DNA     کدکننده مولکـول MPB51       ابتـدا در پلاسـمیدهای pCI    پـس از ایجـاد     .  کلـون گردیـد
 ، بـا اسـتفاده از تفنـگ ژنـی    MPB51های ژنی حاوی ذرات طلای پوشـیده شـده از ژن        گلوله

(Gene gun)های سفید نژاد   موشBALB/c ـ  دو هفتـه بعـد از   . د مورد واکسیناسـیون قرارگرفتن
ای از   مجموعـه های طحالی استخراج شد و در حضور یا عدم حضور            سازی سلول  آخرین ایمن 
 حـاوی   RPMI1640 در محیط کشت     MPB51پوشان سنتتیک توالی کامل مولکول       پپتیدهای هم 

 داخل سلول و سوپ کشت سلولی به ترتیـب بـا            IFN-γتولید  .  کشت داده شد   FCS درصد10
 . بررسی گردیدELISAتری و روش فلوسیتوم

باعث ایجاد پاسخ ایمنی قوی تنها در برابـر          DNAن   نشان داد که واکسیناسیو    نتایج :هـا    یافته
های کـامپیوتری    آنالیزهای بیشتر با استفاده از الگوریتم     . شود  می 21P-40پپتید حاوی اسیدآمینه    

 CD8+ Tتـوپ غالـب سـلول     اپیعنوان   را به24P-32ای  اسیدآمینه توپ نه امکان شناسایی اپی
 .فراهم نمود
ــری  نتیجــه ــپلکس   :گی ــاخت کم ــق مشــخص س ــن تحقی ــک MHCای ــلاس ی ــد– ک  پپتی

(P24-32/H2-Dd)  هـای     توسط سلولT    سیتوتوکسـیک (CTL)      تولیـد کننـده IFN-γ   شناسـایی 
 هـای   مشـاهده شـد لنفوسـیت      Tهـای   دستجات لنفوسـیت   حذفبا استفاده از روش     . گردد می

CD8+ T24-32های پاسخگو در برابر پپتیـد ایمونـوژن    لول تنها سP هـای    در مـوشBALB/c 
هـای   های پاسـخ  دست آمده از این تحقیق علاوه بر آنکه به شناخت مکانیسم          ه  نتایج ب . باشند می

در طراحی واکسـن مـوثرتری در مقابـل         ،  نماید   ایمنی سلولی در برابر توبرکلوزیس کمک می      
 .د خواهد بود نیز مفیM.tuberculosisعفونت 

  واکسن ژنتیکی- MPB51 -  توبرکلوزیس– Tتوپ سلول  ایی  :ها کلید واژه
 

 مقدمه
باشـد کـه یکـی از مشـکلات          سل یک بیماری بازپدیـد مـی      

اصلی بهداشت عمومی در تمامی کشورها به ویـژه کشـورهای           
مایکوباکتریوم توبرکلـوزیس   . شود در حال توسعه محسوب می    

یابد و باعـث بـروز بیمـاری در          انتقال می  از طریق تنفسی     عمدتاً
کـه سـالیانه     بـه طـوری   ،  گـردد     افـراد آلـوده مـی      درصد5 -10

ابزارهای . سپارند میلیون نفر در اثر ابتلا به این بیماری جان می         3
کـه میـزان     به طـوری  ،  موجود برای کنترل بیماری ناکافی بوده       
 ، بـین  BCG، واکسـن  حفاظت ناشـی از تنهـا واکسـن موجـود    

ایـن  ). 1(در مطالعات مختلف گزارش شده است        درصد   85-0
 و افزایش مقاومت چند دارویـی       HIVامر همراه با بروز پاندمی      

هـای   نیاز به واکسـن   ی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس    ها در سویه 
هـای حفـاظتی در      گرچه مکانیسم ). 2(نماید   موثرتر را بیشتر می   

هـای   ولـی پاسـخ   ،  انـد    مقابل سل هنوز به خـوبی شـناخته نشـده         

شـواهد  . ایمنی سلولی نقش موثری برای کنترل عفونـت دارنـد         
 کمکـی نـوع یـک    CD4+ Tهـای   متقنی وجود دارد که سلول

(Th1)ًــدتا ــیتوکاین  عم ــد س ــق تولی ــده    از طری ــال کنن ــای فع ه
، در پیدایش مقاومـت در برابـر         ماکروفاژها نظیر انترفرون گاما   

 CD8+ Tای هـــ عـــلاوه بـــرآن لنفوســـیت. بیمـــاری موثرنـــد
 نیز در پیدایش مقاومت در برابر بیماری        (CTL)سیتوتوکسیک  

 حساسـیت  CD8+ Tهـای   هـای فاقـد سـلول    موش). 3(سهیمند 
 ــ ــوزیس بیشــتری نســبت ب ــاکتریوم توبرکل ــده مایکوب ). 4( دارن

ــلول ــای  س ــی ژن CD8+ CTLه ــانی آنت ــدی و    انس ــای لیپی ه
خـــل گلیکولیپیــدی دیــواره ســـلولی مایکوبــاکتریوم را در دا   

ــای  مولکــول ــای   و مولکــولCD1 (CD1a, b, c)ه  MHCه
هـای دنـدریتیک شناسـایی        عرضه شده بر روی سلول     Ibکلاس

 ).5(نمایند  می
  نیازمنـد دانسـتن نحـوه        TBهای   طراحی نسل جدید واکسن   

 تحقیقی
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ــی ــ آرایــش آنت ــوزیس ژن ــاکتریوم توبرکل ــیی مایکوب . باشــد م
یختن سـزایی در بـرانگ     های ترشحی و سطحی نقـش بـه        پروتئین

مطالعـات انجـام    ). 6(  دارنـد  TBایمنی سـلولی مـوثر در مقابـل         
هـای   سـلول ،  دهـد     نشـان مـی    TBشده در مدل موشی عفونـت       

   IFN-γهای ایمن شده مقـادیر قابـل تـوجهی از    ای موش خاطره
ژن   و کمپلکس آنتـی KDa  10-6در پاسخ به دو جزء پروتئینی

کننـد   لید مـی   حاصل از فیلتراسیون کشت مایکوباکتریوم تو      85
 و Ag85C (Ag85 Aشـــامل ( 85 کمـــپلکس آنتـــی ژن). 7(

Ag85 B باشـد کـه    های ترشحی مایکوباکتریوم مـی  پروتئین از
فعالیت مایکولیل ترانسفرازی در سـاخت دیـواره بـاکتری و در            

ــدن   ــابی ش ــاکتور طن ــنتز ف ــپلکس).9و8(دارد  بیوس  Ag85 کم
لم مبـتلا    در افراد سـا    CTL و   Th1های موجب برانگیختن سلول  

 BCGهـای آلـوده بـه      و مـوش  ه مایکوباکتریوم توبرکلـوزیس   ب
هــای اصــلی  یکــی از پــروتئین MPB51 ).10-13(شــوند  مــی

 واکـنش   Ag85باشـد کـه بـا سـه جـزء کمـپلکس       ترشحی مـی 
بـا آنهـا     درصـد    43و از نظر سـاختمانی نیـز        ) 14( متقاطع داشته 

ز بـه    هنـو  MPB51نقش فیزیولـوژی پـروتئین      ). 15( تشابه دارد 
نتایج مطالعات انجام شده با واکسن      . خوبی مشخص نشده است   

DNA کدکننــده  MPB51دهــد کــه ایــن پــروتئین   نشــان مــی
های سـلولی و ایمنـی حفاظـت کننـده را در             قابلیت ایجاد پاسخ  

 داردبـا مایکوبـاکتریوم توبرکلـوزیس       هـای مواجـه شـده        موش
غالـب  هـای    تـوپ  مطالعه حاضر به منظـور شناسـایی اپـی        ). 16(

ــلول  ــوشTسـ ــای  در مـ ــتفاده از روش   BALB/cهـ ــا اسـ  بـ
 .واکسیناسیون ژنتیکی انجام گردید

 روش بررسی
 1381 لغایـت اسـفند مـاه    1381این مطالعه تجربی از تیرمـاه    

 .انجام گردید
ــگاهی  ــوان آزمایش ــوش : حی ــای  م ــاده BALB/cه  6-8 م

ای در شــرایط عــادی از پــاتوژن در انســتیتو حیوانــات      هفتــه
گاهی دانشکده پزشـکی دانشـگاه هاماماتسـو نگهـداری        آزمایش

شدند و در تمـام مـدت مطالعـه آب و غـذای اتوکلاوشـده بـه                 
 .میزان کافی دریافت می نمودند

ــمیدی حــاوی ژن DNAســاخت واکســن   : MPB51 پلاس
DNA     کدکننده مولکول کامل MPB51     از پلاسـمید pMB49 

ش زنجیره  با استفاده از جفت پرایمرهای زیر توسط روش واکن        
 . تکثیر یافت(PCR)پلیمرازی 

 
 

 :پرایمر جلو
َ3- CCTCTAGAATGGCCCATACGAGAACCTGA-َ 5 

 :پرایمرعقب
َ3-  CAGGCTCTAGACATCGGCACCTGGCTAGC -َ 5 

 XbaI بــا اســتفاده از آنــزیم محــدود کننــده PCRفــرآورده 
 واقـع در پـایین دسـت ناحیـه          XbaIبرش داده شد و در جایگاه       

د کننــده ویــروس ســایتومگال موجــود در تشــدی/ پــیش برنــده
ــا .  کلــون گردیــدpCIپلاســمید  صــحت تــوالی نوکلئوتیــدها ب

  DNA  (DNA sequencing)استفاده از دستگاه تعیـین تـوالی  
(ABI PRISM 310)تعیین شد . 

 اسـیدآمینه  266 پپتیـدها دربرگیرنـده تمـام تـوالی     : پپتیـدها 
  بــاکتری مایکوبــاکتریوم بــه صــورت    MPB51 مولکــول

پوشـان بـه جـز       ریشـه هـم    10ای دارای    هنمیآ اسید 20های   توالی
انتهای کربوکسیل  . برای انتهای کربوکسیل مولکول ساخته شد     

تهیـه  ) 266 تـا  255(ای   اسید آمینـه 12مولکول به صورت پپتید    
هـای   هـای سـلول    توپ برای شناسایی قابلیت عرضه اپی    . گردید

CD8+T  ــدهای ــه پپتیـ ــود در کتابخانـ ــیدآمینه ا20 موجـ ای  سـ
، از   کلاس یکMHCهای   توسط مولکول MPB51 مولکول

 و  SYFPEITHIتـوپ نظیـر   کننـده اپـی   بینـی  افزارهای پیش نرم
سـایت    وب (BIMAS)بخش آنالیز مولکولی و بیوانفورماتیک      

 .د استفاده گردیHLAگویی کننده میزان اتصال پپتید به  پیش
http://biamas.dert.nih.gov/cgi-bin/mobio/ken_parker_conboform 

مـولار در محلـول      پپتیدهای لیـوفلیزه در غلظـت یـک میلـی         
 در محــیط کشــت (DMSO)متیــل سولفوکســاید   دیدرصــد5

RPMI 1640گراد   درجه سانتی80ر دمای منهای  حل شده و د
 .شدنگهداری 
ها بـا اسـتفاده از دسـتگاه تفنـگ           موش  :ها سازی موش  ایمن

  MPB51 پلاسـمیدی کدکننـده مولکـول    DNAژنی با واکسن  
برای واکسیناسیون ژنتیکی با دسـتگاه تفنـگ ژنـی          . ایمن شدند 

)   هرکــولز، کالیفرنیــاBio-Redهــای  آزمایشــگاه(گــاز هلیــوم 
 DNAهــای حــاوی ذرات طــلای پوشــیده شــده بــا       گلولــه

 تهیـه    های شرکت تولید کننده    سمیدی براساس دستورالعمل  پلا
 5/0ی   پلاسـمیدی رو   DNAبدین منظور یک میکروگـرم      . شد
هـا هـر بـار تحـت دو          مـوش . ات طلا چسبانیده شد   گرم ذر  میلی

ذرات گـرم     میلـی  5/0ک  گرفتند که در هر شلی     شلیک قرار می  
هـای  ، ابتـدا مو    هـا  سـازی مـوش    برای ایمن . یافت طلا انتقال می  

پوست ناحیه شکم تراشیده شد و سپس ناحیه مربرطـه بـا اتانـل              
 سپس لوله تفنگ ژنی را مسـتقیماً      .  ضدعفونی گردید  درصد70
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ــا پوســت حیــوان تمــاس داده و آنگــاه دســتگاه تحــت فشــار    ب
Ib/In2400    ها چهـار بـار بـه        موش. گشت  گاز هلیوم شلیک می

دی  پلاسـمی  DNA میکروگـرم    2فاصله یـک هفتـه در میـان بـا           
 .تلقیح شدند

ــلول  ــت س ــالی  کش ــای طح ــرین   : ه ــد از آخ ــه بع دو هفت
هـا کشـته شـدند و طحـال          سازی، با روش قطع نخاع موش      ایمن

سپس در محـیط کشـت      . آنها تحت شرایط استریل جدا گردید     
RPMI1680هــای طحــالی بــا اســتفاده از مــش   ســلول(Mesh) 

هـای   های طحـالی مـوش     استخراج گردید و سوسپانسیون سلول    
 حـاوی   RPMI در محـیط کشـت       DNAشـده بـا واکسـن        یمنا

های   سلول در هر چاهک پلیت     1×106 به میزان    FCS درصد10
 CO2 پپتیــد در اتمســفر حــاوی µM5 چــاهگی در حضــور 96

 24.  کشـت داده شـد     گـراد   درجـه سـانتی    37ی   در دما  درصد5
آوری و تـا     ، مایع روی کشت سلولی جمع      ساعت بعد از کشت   
 نگهـداری   گراد  درجه سانتی  20 منهای   مایزمان آزمایش در د   

ــد ــاندویچی   IFN-γغلظــت . ش ــزای س ــتفاده از روش الی ــا اس  ب
(ELISA)گیری شد  اندازه. 

بــرای  :  در مــایع کشــت ســلولی  IFN-γگیــری  انــدازه
ــدازه ــری  ان ــتIFN-γگی ــای   پلی ــا   96ه ــزا ب ــاهگی الی  µg2 چ
 بــــادی منوکلونــــال آنتــــی(بــــادی تســــخیر کننــــده  آنتــــی

 درجـه  4ر دمـای  در مـدت یـک شـب د   ) شـی موIFN-γ ضـد  
 حـاوی   PBSبعد از شستشو پلیت بـا       . پوشانده شدند گراد   سانتی

 ACeکننده   ها با محلول بلوک     چاهک  ، 20تووین   درصد05/0
 مســدود گــراد  درجــه ســانتی37 دمــای  ســاعت در2بــه مــدت 
هــای کشــت ســلولی و    ، نمونــه بعــد از شستشــو . گردیدنــد

ه هـا افـزوده شـد و ب ـ     بـه چاهـک  IFN-γ های استاندارد  غلظت
. انکوبـه گردیـد   گـراد     درجه سانتی  4 دمای   مدت یک شب در   

 IFN-γبادی منوکلونال ضد      از آنتی  µg/ml5/0،   بعد از شستشو  
موشی کونژوگه با بیونین به پلیـت اضـافه گردیـد و در شـرایط               

بعـد از شستشـو،     . آزمایشگاه به مدت یک سـاعت انکوبـه شـد         
µg/ml1/0 هـا   دین کونژوگه بـا پروکسـیداز بـه پلیـت          استرپتاوی

 دقیقـه در دمـای آزمایشـگاه قـرار          30مـدت   ه  اضافه گردید و ب   
، استرپتاویدین کونژوگه با پروکسیداز      بعد از شستشو  . داده شد 

 شناسایی گردیـد و مقـدار جـذب         TMBباند شده با استفاده از      
 بـا دســتگاه میکروپلیـت ریــدر   nm405محلـول در طـول مــوج   

EZS-ABC تعیین گردید. 
 بــه منظــور :  CD8 یــا CD4Tهــای  حــذف دســتجات ســلول

 پاسـخ دهنـده بـه پپتیـد، دسـتجات           Tهـای    شناسایی نوع سـلول   

بــادی   بــا اســتفاده از آنتــی  CD8+ یــا CD4+Tهــای  ســلول
ــد   ــال ضـ ــی CD4منوکلونـ ــال  (G1K1.5) موشـ ــا منوکلونـ  یـ

از جمعیــت ) MAb 35-18-2( موشـی  CD8αبـادی ضـد    آنتـی 
بدین منظور  . های ایمن حذف شدند    طحالی موش  Tهای   سلول
های ایمن پـس از انتقـال         سلول طحالی موش   ml 107×1/تعداد  

 همـراه بـا بـافر       1640RPMIمحیط کشت   (در بافرسیتوکسیک   
mM25   هپس (HEPES)   آلبـومین سـرم گـاوی      درصـد 3/0 و  (

 به مدت یک سـاعت      CD8 یا ضد    CD4حاوی آنتی بادی ضد     
سـپس کمپلمـان    . انکوبـه گردیـد   راد  گ  درجه سانتی  4در دمای   
به سوسپانسـیون سـلولی     ) ، کانادا  ، هورنبی  سیدرلان(خرگوش  

ــاعت د    ــک س ــدت ی ــه م ــد و ب ــزوده ش ــای اف ــه 37ر دم  درج
هـا در    ، سـلول   در نهایت بعد از شستشـو     . انکوبه شد گراد   سانتی

 سوسپانسیون شـده    FCS درصد10 حاوی   RPMIمحیط کشت   
طور ه   ب MPB51دهای مولکول   ای از پپتی   در حضور مجموعه  و  

 .جداگانه کشت داده شدند
بـرای شناسـایی دسـته       :  در داخل سلول   IFN-γگیری   اندازه

 Tهـای    ،  نوع و فنوتیپ سلول      ژن  اختصاصی آنتی  Tهای   سلول
  بـا اسـتفاده از فلوسـیتومتری         IFN-γو میزان بیان داخل سلولی      

هـای   لبدین منظور برای حذف گلبو    . مورد بررسی قرار گرفت   
های ایمـن    های طحالی استحصال شده از موش      قرمز ابتدا سلول  

 دقیقه در حرارت اتاق انکوبـه       5 به مدت    ACKلیزکننده   با بافر 
سـلول در   1×107شدند و سپس بعد از دو بار شستشو ، به تعداد            

ــی ــر محــیط میل  تنظــیم FCS درصــد10 حــاوی 1640PPMIلیت
ــد ــلول. گردی ــدت   س ــه م ــا ب ــاعت د5ه ــای  س ــه 37ر دم  درج
در حضـور یـا عـدم حضـور پپتیـدهای سـنتتیک بـا               گراد   سانتی

.  کشت داده شـدند A (Brefeldin A)محلول حاوی بریفلدین 
 حـاوی   PBSمحلـول    (FACSها را دو بـار بـا بـافر           آنگاه سلول 

شستشــو داده و در )  آزیدســدیمدرصــد1/0 وFCS درصــد1
بـادی    و آنتـی   FITC کونژوگـه بـا      CD8بادی ضد    حضور آنتی 

 دقیقـه روی    30 بـه مـدت      Cy-chrome کونژوگه بـا     CD4د  ض
هـا بـا محلـول       ، سـلول   بعد از دو بار شستشـو     . یخ انکوبه گردید  

بعـد از دوبـار شستشـو بـا         .  فـیکس شـدند    درصد1پارافرمالدئید  
ــا افــزودن محلــول نفوذپذیرکننــده حــاوی   محلــول شستشــو ، ب

 آنگــاه بــا افــزودن. هــا نفوذپذیرگردیــد ســاپونین جــدار ســلول
 20 موشـی کونژوگـه بـا فیکـواریترین و           IFN-γبادی ضد    آنتی

، گـراد   درجـه سـانتی    4ی  دقیقه انکوباسیون در تـاریکی در دمـا       
از  پـس  سـرانجام . آمیـزی شـد   سیتوکاین داخـل سـلولی رنـگ   

 سوپاسپانسـیون  FACS از بـافر   µL500 سـلولها در   ، شستشـو 
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 -ونبکت ـ ( EPICSگردیده و بـا دسـتگاه فلوسـیتومتر دیجیتـال     
مورد تجزیـه و تحلیـل قـرار        ) ، کالیفورنیا  ، سانخوزه  دیکینسون

 .گرفت
حاصـل سـه بـار آزمـایش در شـرایط           ها   داده: آنالیز آماری   

طرفـه   ها از آزمون یـک     برای مقایسه بین گروه   . باشد یکسان می 

mann-whitney و آزمــون kruskal-wallis اســتفاده شــد  .
طمینـــان در تمـــام  دامنـــه ادرصـــد95اختلافـــات بیشـــتر از 

. دار بـود   از نظـر آمـاری معنـی       P>05/0 آزمایشات با مقـدار   
 . استفاده شدSPSSها از نسخه دهم نرم افزار  برای آنالیز داده

 ها یافته
پوشـان سـاختگی      در پاسخ به پپتیدهای هـم      IFN-γتولید  
 MPB51مولکول 
 ایمـن شـده بـا       BALB/cهـای    هـای طحـالی مـوش      سلول
 20، بـا پپتیـدهای      MPB51مولکول   کدکننده   DNAواکسن  

) شـکل یـک   (پوشـان     اسید آمینه هم   10ای دارای    اسید آمینه 
 در سوپ کشـت سـلولی بـه         IFN-γتحریک شدند و غلظت     

 . تعیین گردیدELISAوسیله روش 
مقـادیر  ،   نشـان داده شـده اسـت         2طور که در شکل    همان

اسید آمینه  (21P  بعد از تحریک با پپتیدIFN-γقابل توجهی 
طـور   همـان .  تولیـد گردیـد    BALB/cهای   در موش ) 40تا21

هـای بکـر     طحـالی مـوش  Tهـای   سـلول ، رفـت   که انتظار می  
های کتابخانـه   ددر پاسـخ بـه هـیچ یـک از پپتی ـ          ) ایمن نشده (

 تولیـد  IFN-γمقادیر قابل تـوجهی  MPB51 پپتیدی مولکول 
 .نکردند

ید   در پپت   CD8+Tهای    اسید آمینه سلول   9توپ   شناسایی اپی 
21P مولکول  MPB51 

 با اسـتفاده    IFN-γ  تولید کننده     Tهای   بررسی نوع لنفوسیت  
هــای  از فلوســیتومتری ســه رنــگ نشــان داد کــه تنهــا مولکــول 
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یا واکسن ) های تیره ستون (MPB51 کد کننده DNA  ایمن شده با BALB/cهای های طحالی موش توسط سلولIFN-γ تولید  :2شکل
BCG) در پاسخ ) های سفید ستونµM5 ای کل مولکول   اسیدآمینه20 از پپتیدهایMPB51 یا محیط کشت تنها (pep-) . نتایج نشانگر

 .باشدتکرار سه آزمایش مستقل می

کول پوشانی از مول پپتید ساختگی دارای هم26نمایش شماتیک :  1شکل 
MPB51 باکتری مایکوباکتریوم توبرکلوزیس . 

 اسیدآمینه 10ای دارای  اسید آمینه20های صورت مولکوله تمام پپتیدها ب
صورت پپتید به تنها انتهای کربوکسیل مولکول . اندپوشانی ساخته شدههم

 .ای ساخته شد اسیدآمینه12
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CD8+Tــه ســلول ــه CD4+Tهــای   و ن ــد21P در پاســخ ب   تولی
 IFN-γ3شکل( نمایند  می.( 

کـه توسـط   CD8+T ی هـا  هـای سـلول   تـوپ  از آنجا که اپی
 8-11شـوند شـامل       کلاس یک عرضه می    MHCهای   مولکول

تـوپ سـلول     در این مرحله سعی شد اپـی      ،  باشند   اسید آمینه می  
CD8+T ًهـای   تـوپ  که اپـی   لحاظ این ه  ب.  شناسایی گردد   دقیقا

هـای    میل ترکیبی زیادی برای اتصـال بـه مولکـول          غالب عمدتاً 
MHC هـای کـامپیوتر مخصـوص       ، بـا اسـتفاده از برنامـه         دارند
 SYFPEITHI نظیر (Epitope prediction)پ تو اپی  بینی پیش

)www.syfpethi.de (  ای حاصـل از     آمینه اسـید  9-10پپتیدهای
 بـرآورد   H-2هـای     با قابلیت عرضـه توسـط مولکـول        21Pپپتید  
 29P-37 و 22P   ،35-25P-32بدین منظـور پپتیـدهای      . گردید

ــا  ــه ترتیــب ش ــیکــه ب ــنج اپ ــه    مل پ ــا قابلیــت اتصــال ب ــوپ ب ت
 تــوپ قابــل اتصــال بــه دو اپــی ، Ia کــلاس H2هــای  مولکــول

 H2-Ld 29-37 و پپتیدp با رتبه بالای اتصال به H2-Kd   پـس 
های طحـالی    ، ساخته شده و برای تحریک لنفوسیت       از انتخاب 

نتایج فلوسـیتومتری نشـان داد کـه        . کار رفتند  های ایمن به   موش
  قابلیت زیـادی در تحریـک   22p-32ه پپتید فوق تنها     در بین س  

 ). A3شکل( دارند CD8+ Tهای   توسط سلولIFN-γتولید 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  تولید کنندهCD8+ Tهای  نمودار فلوسیتومتری سلول : 4 شکل
IFN-γ 24-32 در پاسخ به پپتیدPهای طحالی   در بین سلول

شود  طور که مشاهده می انهم. DNAهای ایمن شده با واکسن  موش
، فقط در 24P-32های طحالی با پپتید  پس از تحریک لنفوسیت

 افزایش یافته است IFN-γ تولید داخل سلولی CD8+ Tهای  سلول
 پس از تحریک با CD4+ Tهای  که در سلول  در حالی.)Aنمودار (

 ).Bنمودار( تولید نشده است IFN-γگونه    هیچ24P-32پپتید 
 

های ایمنـی     توانایی اندکی در تحریک سلول     25P-35پپتید  
 اسـیدآمینه  8طحال نشان داد که ممکن است ناشی از اشـتراک        

بــه .  باشــد25P-35 و 22P-32ای  اســید آمینــه11بــا پپتیــدهای 
  و 23P-31ای    اسـیدآمینه  9همین منظور در مرحله بعد دو پپتید        

32-24P      ــه ــدار را ب ــال پای ــترین اتص ــوری بیش ــر تئ ــه از نظ  ک
طور کـه   همان. ، انتخاب شدند دادند  نشان میH2های   ولکولم

ــده اســت ) B3(در شــکل  ــان داده ش ــا  نش ــ24P-32، تنه  ه و ن
31-23P ،   ــان  را در داخــل IFN-γقابلیــت تحریــک شــدید بی

ای   اسـیدآمینه 9بنـابراین پپتیـد   .  ایمن داردCD8+ Tهای  سلول
32-24Pهـای   توپ مخصوص لنفوسیت  یک اپیCD8+ T در 
. شود  محسوب می  BALB/cهای    برای موش  MPB51ولکول  م

هـای   ، لنفوسـیت  IFN-γآمیزی داخل سلولی     با استفاده از رنگ   
CD8+ T 24-32 اختصاصیPهای ایمنـی طحـال     در بین سلول

 ).A4شکل ( شناسایی شدند
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.MPB51 در مولکولTتوپ سلول شناسایی اپی :3شکل
 را بعد IFN-γ تولید کننده +CD8  یا +T  CD4های درصد سلول

 ساعت تحریک با پپتیدهای مختلف یا محیط کشت تنها 4از 
شود  طور که مشاهده می انهم. نشان داده شده است)) –(پپتید (

توپ سلول  عنوان اپیه   ب22P-32،  تنها پپتید P21-40در پپتید 
CD8+ Tشکل(باشد   میA  .( ای   اسیدآمینه9پپتیدP24-32 یک 

شود   محسوب میMPB51 در مولکول CD8+ Tتوپ سلول  اپی
 ).Bشکل (
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 بحث
هـای ایمنـی حفاظـت       آگاهی و فهم عمیق از ماهیـت پاسـخ        

هـای    ابـداع واکسـن    کننده در بیمـاری سـل کمـک شـایانی بـه           
بازوی سلولی ایمنـی ناشـی از       . موثرتری در آینده خواهد نمود    

 جزء اصلی ایمنـی حفاظـت دهنـده در بیمـاری            Th1های   سلول
بـا ایـن وجـود مطالعـات انسـانی و           . شـود  محسوب مـی   )3(سل  

 نیز نقش به سزایی     CD8+Tهای   دهند که سلول   موشی نشان می  
گرچه مکانیسم  . )4و3 (دارنددر برقراری ایمنی در این بیماری       

 MHC محـدود بـه      CD8+Tهـای    دقیق ایمنـی ناشـی از سـلول       
 لاًولــی احتمــا، کــلاس یــک بــه خــوبی مشــخص نشــده اســت 

 در ایجاد حفاظت سـهیمند      IFN-γ با ترشح    CD8+Tهای   سلول
)17.( 

های  ژن  شامل آنتی  Ag85دهند کمپلکس    مطالعات نشان می  
 در انسان و    CD4+T و   CD8+T های های سلول  غالب در پاسخ  

باشـند   مـی  بـه مایکوبـاکتریوم توبرکلـوزیس        هـای آلـوده    موش
 یـا   Ag85A پلاسمیدی کدکننـده     DNAواکسیناسیون با   ). 18(

Ag85B هـای    موجب برانگیختن سـلولCD4+ Tو  CD8+ T 
ها حفاظت خـوبی نیـز در        که این سلول  ) 18( در موش گردیده  

ــورد بـ ـ ــوزیس  برخ ــاکتریوم توبرکل ــاریبا مایکوب ــاد  یم زا ایج
تـوپ   شـامل چنـدین اپـی   Ag85A ژن  آنتی). 20و19 (اند نموده

ــلول  ــی  CD4+ Tس ــک اپ ــداقل ی ــوپ   و ح  در CD8+ Tت
توپ  در انسان نیز  نقشه اپی     ). 21( باشد  می BALB/cهای   موش

). 22و12( شناسایی گردیده است   Ag85A در مولکول    Tسلول  
 ود بــه محــدCD8+Tهــای ســلول  تــوپ ، اپــی بــه عنــوان مثــال

 HLA-A*0201 از Ag85B ــده اســــت ــایی شــ ). 23(  شناســ
ــول  ــروتئین  MPB51 مولک ــر از پ ــی دیگ ــح  یک ــای ترش ی ه

 درصـد تشـابه     37-43باشد که  میمایکوباکتریوم توبرکلوزیس   
 ).24و14( دارد Ag85با جزء مایکولیل ترانسفراز کمپلکس 

 بـا   DNAدر این مطالعـه بـا اسـتفاده از روش واکسیناسـیون             
ــه تفنــگ ژنــی  ــا کتابخان ــالیز بیومتریــک ب ای از پپتیــدهای  و آن

 CD8+T  سـلول     24P-32ای    اسـیدآمینه  9توپ   پوشان، اپی  هم
 شناسـایی   BALB/cهای    در موش  H-2های   محدود به مولکول  

 گـزارش شـده اسـت واکسیناسـیون         لاًطور که قـب    همان. گردید
DNAهــای ســلول  تــوپ  ابــزار مــوثری بــرای شناســایی اپــیT 

هـای طحـالی    در سـلول IFN-γ تولیـد  ). 21( ودش ـ محسوب می
هـای    پلاسمیدی نسبت بـه سـلول      DNAهای ایمن شده با      موش
عـلاوه بـر آن   .   افـزایش داشـت     BCGهای ایمن شـده بـا        موش

الگـــاریتم کـــامپیوتری ابـــزار مفیـــدی در شناســـایی حـــداقل  

 (epitope mapping)تـوپی   ها بـرای تعیـین نقشـه اپـی     توپ اپی
 کـه در ایـن مطالعـه بـه          24p-32ر واقـع پپتیـد      د. )25 (باشد می

دارای رتبـه   ،   شناسـایی گردیـد      CD8+Tتوپ سلول    عنوان اپی 
بـا ایـن   . باشـد   میH2-Ddبرای اتصال به مولکول  ) 400(بالایی  
 در  MHC، عوامل دیگری غیر از میل ترکیبی اتصال بـه            وجود

ــین اپــی ــدTهــای ســلول  تــوپ تعی ایــن عوامــل .  دخالــت دارن
شکستن ترجیحی توسط کمپلکس    (ژن   از پردازش آنتی  عبارتند

 و TAPهـای   ، وضعیت انتقال پپتیدها توسط مولکول )پروتئازوم
 از  23P-37بـرای مثـال پپتیـد       . Tهای   نحوه پاسخ گنجینه سلول   

 که با استفاده از روش آنـالیز بیومتریـک توسـط            21P-40پپتید  
 بـــرای اتصـــال بـــه) 120(  رتبـــه بـــالاییBIMASافـــزار  نـــرم

  دارد، در عمل قـادر بـه تحریـک تولیـد    H2-Kdهای  مولکول

IFN-γهای  های طحالی موش ر سلول دBALB/cایمن نبود . 
 24P-32آنالیز سه رنگی فلوسیتومتری نشـان داد کـه پپتیـد            

 CD8+Tهـای      را در داخل سـلول      IFN-γقابلیت القای ساخت    
وپ ت ـ  یـک اپـی    24P-32دهد که پپتید     این یافته نشان می   . دارد

. شــود  محســوب مــیBALB/cهــای   در مــوشCD8+Tســلول 
 پپتید -H2-Ddدهد که کمپلکس  علاوه براین نتایج ما نشان می

32-24p ــلول ــط س ــای   توس ــده  CD8+Tه ــد کنن  IFN-γ تولی
هـا فعالیـت سیتوتوکسـیک در        شـود و ایـن سـلول       شناسایی مـی  

هـای   یافته( دهند برخورد با سلول عرضه کننده پپتید را نشان می        
 ).منتشر نشده

 اختصاصی پپتید IFN-γ سطح تولید BALB/cهای   در موش 
 کمتـر   BCGهای ایمن شده با       موش CD8+Tهای   توسط سلول 

ایـن یافتـه بـا گزارشـات سـایر          . باشـد  از حد قابل شناسـایی مـی      
هــای  باشــد کــه نشــان دادنــد در مــوش راســتا مــی محققــین هــم

BALB/c     واکسینه شده با BCG     یا آلوده به TB قـدار تولیـد    ، م
IFN-γ ــی ژن ــوش Ag85A اختصاصــی آنت ــه م ــای   نســبت ب ه
از آنجـا کـه     ). 26و21( باشـد   بسیار کمتر می   DNAشده با    ایمن

قابلیـت بـرانگیختن ایمنـی    MPB51  کدکننـده  DNAواکسـن  
را در  ا مایکوباکتریوم توبرکلوزیس    حفاظتی در مقابل عفونت ب    

 هـای   سـلول DNAو واکسـن  ) 22( داشـته    BALB/cهای   موش
CD8+ T ــی ــا م ــد    را الق ــه پپتی ــد ک ــیار 24P-32نمای  را در ش
 CD8+Tهـای    ، سلول  نمایند  شناسایی می  H2-Ddهای   مولکول

حتـی   ،   BALB/cهـای    موش  در DNAالقا شده در اثر واکسن      
 را CD8+ Tتـوپ سـلول    قادر خواهند بود عرضـه انـدک اپـی   

سایی شنابه مایکوباکتریوم توبرکلوزیس    های آلوده    روی سلول 
 .نمایند
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 گیری نتیجه
محـدود  CTL  CD8+Tتوپ سـلول   در این مطالعه یک اپی

 شناسـایی گردیـد کـه تصـور     BALB/cهـای   در مـوش H-2 به 
 ســـزایی در حفاظـــت مقابـــل عفونـــت نقـــش بـــه، شـــود  مـــی

همچنـین مشـخص     .داشـته باشـد   مایکوباکتریوم توبرکلـوزیس    

ــی   ــیون ژنتیک ــد واکسیناس  روش (DNA vaccination)گردی
های حفاظت دهنده در مقابل عفونت    باارزشی برای ایجاد پاسخ   

توبرکلوزیس بوده و ابزار مفیدی در جهت مطالعـه و شناسـایی            
 در  Tهـای    های اختصاصـی دسـتجات مختلـف سـلول         توپ اپی
 .باشد های مختلف حیوانی می گونه
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