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 مقاله پژوهشي

 

 MPB51  در پروتئين ترشحي CD4+ Tشناسايي اپي توپهاي سلولهاي 
  C57BL/6مايكوباكتريوم توبركلوزيس در موشهاي

   
  **ادهيوكيوكيدو دكتر ،  *عليرضا رفيعيدكتر 

 
 ١١/٧/٨٤: ،  پذيرش   ٢٩/٢/٨٤ :دريافت 

 

 :چكيده
 ـ    CD8+ Tسيتهاي  و لنفو(Th1) كمكي نوع يك Tسلولهاي  :مقدمه و هدف  ه نقش بسزايي در برقـراري حفاظـت مقابـل عفونـت ب

 و برقـراري حفاظـت در مـدلهاي         Th1 موجب بروز پاسخهاي سلولي      MPB51واكسيناسيون با   . مايكوباكتريوم توبركلوزيس دارند  
 در موشـهاي  MPB51 از مولكـول  Tهدف از اين مطالعه شناسايي اپـي توپهـاي غالـب لنفوسـيتهاي      . حيواني توبركلوزيس مي شود   

C57BL/6مي باشد   . 
پس از ايجـاد گلولـه هـاي ژنـي حـاوي ذرات             .  كلون گرديد  pCI ابتدا در پلاسميدهاي     MPB51 كدكننده مولكول    DNA : كار   روش

دو هفتـه  .   واكسيناسـيون شـدند  C57BL/6 موشهاي نژاد (Gene gun)، با استفاده از تفنگ ژني MPB51طلاي پوشيده شده از ژن 
ز آخرين ايمن سازي سلولهاي طحالي استخراج شد و در پليتهاي كشـت سـلولي در حضـور يـا عـدم حضـور كتابخانـه اي از                            بعد ا 

.  كشـت داده شـد  FCS% ١٠ حـاوي  RPMI1640 در محيط كشـت  MPB51پپتيدهاي هم پوشان سنتتيك حاوی توالي كامل مولكول         
 . بررسي گرديدELISA فلوسيتومتري و  با روشيب داخل سلولی و سوپ كشت سلولي به ترتIFN-γتوليد 
، نشان MPB51 اسيد آمينه اي كل مولكول   ٢٠ ساختگي   ي طحالي با تحريك مجدد با پپتيد ها       T تعيين نقشه اپي توپهاي سلول       :نتايج  

 بيشـتر  آناليزهـاي .   مي شود١٩١P-٢١٠ و ١٧١P-١٩٠  باعث ايجاد  پاسخ ايمني در برابر پپتيد هاي    DNAداد كه واكسيناسيون
 به ترتيب اپي توپ غالب و نيمه غالـب          ١٩١P و   ١٧١P و آناليز رقت نشان داد اپي توپهاي         Tبا استفاده از حذف دستجات سلولهاي       

CD4سلول 
+ T محدود به مولكولهاي H2-Abمحسوب مي شود   . 

اد پاسـخهاي اختصاصـي سـلولهاي        علاوه بر آنکه موجب ايج ـ     MPB51 پلاسميدي حاوي مولکول     DNA واكسيناسيون با     :نتيجه نهائي 
CD4

+ T مونوژن می باشديد های اي پپتيي مي گردد، روش مناسبی برای شناسا. 
  

 موش /  اپی توپيي شناسا /سل /تيي توپ سلول پا : كليد واژه ها
 

 :مقدمه 
ســل يكــي از مشــكلات اصــلي بهداشــت عمــومي در       

وب تمامي كشورها به ويژه كشورهاي در حال توسعه محس        
مي شود بطوريكه تخمين زده مي شود در سراسـر جهـان            

 نفـر در اثـر      ٦ نفر به بيماري سل مبتلا و        ١٥در هر دقيقه    
ابزارهاي موجود بـراي كنتـرل      ). ١(اين بيماري تلف شوند     

، تنهـا واكسـن ضـد      BCGبيماري ناكافي بوده به طوريكـه       
 سل مي باشد كه بطور گسترده در بيشتر كشورها اسـتفاده  

 

با اين حال كارآيي آن تنهـا در كنتـرل مننژيـت            . شودمي  
سلي در کودکان به اثبات رسيده اسـت ولـي تـاثير آن در              

اين امر  ). ٢(بيماري سل بزرگسالان سوال برانگيز مي باشد      
 و افزايش مقاومت چند دارويـي       HIVهمراه با بروز پاندمي     

 نياز به واكسن هاي موثرتر      M.tuberculosisدر سويه هاي    
گرچـه مكانيسـمهاي حفـاظتي در      ). ٣(بيشتر مي نمايد    را  

مقابل سل هنوز به خوبي شناخته نشده اند ولي پاسخهاي          
 .ايمني سلولي نقـش مـوثري بـراي كنتـرل عفونـت دارنـد       

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ    
 )rafiei1710@gmail.com (مازندراندانشگاه علوم پزشكي  لوژي دانشكده پزشكيايمونواستاديار گروه  *

  شيزوكا ژاپن ،هاماماتسودانشكده پزشكي دانشگاه و بيولوژي سلولي لوژي ايمونووه  گرادستا **
 



+Tشناسايي اپي توپهاي سلولهاي 
4CD                                                                                                   و همكاراندكتر عليرضا رفيعي  
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CD4شواهد متقني وجود دارد كه سلولهاي 
+

 T كمكي نوع 
). ٤(باشد ميسل  سازوكار حفاظتي در  مهمترين(Th1)يك  

دتا از طريق توليد سيتوكاينهاي فعال كننده       اين سلولها عم  
ماكروفاژها نظير انترفـرون گامـا، در پيـدايش مقاومـت در            

+CD8علاوه برآن لنفوسـيتهاي  ). ٥(برابر بيماري موثرند
 T 

 نيـز در پيـدايش مقاومـت در برابـر           (CTL)سيتوتوكسيك  
+CD8موشـهاي فاقـد سـلولهاي    ).  ٦(بيماري سهيمند 

 T 
). ٧( دارنـد  M.tuberculosisت بـه  حساسيت بيشتري نسب

+CDســلولهاي 
8 CTL  ــدي و ــاي ليپي ــي ژنه  انســاني آنت

گليكوليپيـدي ديــواره ســلولي مايكوبــاكتريوم را در داخــل  
 MHC و مولكولهـــاي CD1 (CD1a, b, c)مولكولهـــاي 

 عرضه شده بر روي سلولهاي دندريتيك شناسايي        Ibكلاس
 ).٨(مي نمايند 

 نيازمنـد دانسـتن     سلنهاي  طراحي نسل جديد واكس         
.  مــي باشــد M.tuberculosis نحــوه آرايــش آنتــي ژنــي 

پروتئينهـاي ترشـحي و سـطحي  ديـواره سـلولي بـاكتري       
باکتری،  نقش به سزايي در برانگيختن ايمني سلولي موثر          

ن پروتئينهـا،  آنتــي ژنهــايي         يــا). ٩( دارنـد ســلدر مقابـل  
يمنـي حفاظـت    مي باشند كـه قابليـت ايجـاد پاسـخهاي ا          

دهنده را دارند بـه همـين لحـاظ توجـه زيـادي بـه تهيـه                 
).  ١٠(  از ايــن آنتــي ژنهــا  شــده اســتDNAواكســنهاي 

 نشـان   سـل مطالعات انجام شده در مـدل موشـي عفونـت           
ميدهد سلولهاي خاطره اي موشهاي ايمـن  شـده مقـادير            

  KDa  در پاسخ به دو جزء پروتئيني IFN-γقابل توجهي از
 حاصـــل از (Ag85) ٨٥پلكس آنتـــي ژنـــی  و كمـــ٦-١٠

).  ١١(فيلتراسيون كشت مايكوبـاكتريوم توليـد مـي كننـد         
 شــامل  Ag85 (Ag85C ,Ag85B ,Ag85A (كمــپلكس 

پروتئينهاي ترشحي مايكوباكتريوم مي باشـد كـه فعاليـت          
ــاكتري و در    ــواره ب ــاخت دي ــفرازي در س ــل ترانس مايكولي

 كمـپلكس ). ١٢،١٣(بيوسنتز فاكتور طنابي شـدن، دارنـد        
Ag85 سلولهاي برانگيختن موجبTh1   وCTL  مبتلا   در افراد

شـوند    مـي  BCG  و موشهاي آلوده به       M.tuberculosisبه
)١٤-١٧.( MPB51      يكـي از پروتئينهـاي اصـلي ترشـحي 

 واكـنش متقـاطع     Ag85مي باشد كه با سه جزء كمپلكس      
بـا آنهـا تشـابه      %٤٣و از نظـر سـاختماني نيـز         ) ١٨(داشته
هنــوز بــه  MPB51نقــش فيزيولــوژي پــروتئين ). ١٩(دارد

نتايج مطالعات انجـام شـده بـا        . خوبي مشخص نشده است   
نشان مي دهد كه ايـن   MPB51  كد كننده DNAواكسن 

 تــپروتئين قابليت ايجاد پاسخهاي سلولي و ايمني حفاظ

 
 M.tuberculosisكننــده را در موشــهاي مواجــه شــده  بــا 

منظور شناسـايي اپـي توپهـاي       مطالعه حاضر به    ). ٢٠(دارد
 با اسـتفاده از روش   C57BL/6 در موشهاي Tغالب سلول 

 .واكسيناسيون ژنتيكي انجام گرديد
 :روش كار

 ٦-٨ مــاده C57BL/cموشــهاي  :حيــوان آزمايشــگاهي      
ي از پـاتوژن در انسـتيتو حيوانـات         هفته اي در شرايط عار    

ــگاه  هاماماتسـ ـ   آ ــكي دانش ــكده پزش ــگاهي دانش و زمايش
نگهــداري شــدند و در تمــام مــدت مطالعــه آب و غــذاي  

 .اتوكلاوشده به ميزان كافي دريافت مي نمودند
 كـد  MPB51: DNA پلاسميدي حاوي ژن  DNAساخت واكسن   

بـا    pMB49 از پلاسـميد  MPB51كننـده مولكـول كامـل    
اســتفاده از جفــت پرايمرهــاي زيــر توســط روش واكــنش 

 . تكثير يافت(PCR)زنجيره پليمرازي 
 :پرايمر جلو

-CCTCTAGAATGGCCCATACGAGAACCTGA-3/   /5  ،  
 :پرايمرعقب

5/-CAGGCTCTAGACATCGGCACCTGGCTAGC-3/   
  XbaI بـا اسـتفاده از آنـزيم محـدود كننـده             PCRفرآورده  

 واقـع در پـايين دسـت     XbaIبرش داده شـد و در جايگـاه         
 تشـديد كننـده ويـروس سـايتومگال     /ناحيـه پـيش برنـده   

ــدpCI پلاســميد موجــود در ــون گردي ــوالي .  كل صــحت ت
                DNAنوكلئوتيـدها بـا اسـتفاده از دسـتگاه تعيـين تـوالي      

(DNA sequencing)  (ABI  PRISM 310)تعيين شد . 
 اسيد آمينه   ٢٦٦ در برگيرنده تمام توالي      اپپتيده :پپتيد ها 
توالي هاي   صورت به  باكتري مايكوباكتريوم  MPB51مولكول

 ريشه هم پوشان به جز بـراي       ١٠د امنيه اي داراي      اسي ٢٠
انتهاي كربوكسـيل   . انتهاي كربوكسيل مولكول ساخته شد    

) ٢٦٦ تا   ٢٥٥( اسيد آمينه اي     ١٢مولكول به صورت پپتيد     
پپتيدهاي ليوفليزه در غلظت يك ميلي مولار       . تهيه گرديد 
 در محيط   (DMSO)دي متيل سولفوكسايد    % ٥در محلول   

 . نگهداري شد-C٨٠° حل شده و درRPMI 1640كشت 
موشها با استفاده از دستگاه تفنگ ژنـي         : ايمن سازي موشها  

  MPB51 پلاسميدي كد كننـده مولكـول        DNAبا واكسن   
براي واكسيناسيون ژنتيكي با دسـتگاه تفنـگ        . ايمن شدند 

ــوم    ــاز هلي ــي گ ــگاههاي (ژن ــولز، Bio-Redآزمايش   هرك
لاي پوشـيده شـده بـا       گلوله هاي حاوي ذرات ط    ) كاليفرنيا

DNA         پلاسميدي بر اساس دستور العملهاي شركت توليـد 
 DNAرم ـــــــبدين منظور يك ميكروگ. كننده، تهيه شد
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موشـها  .   ذرات طلا چسبانيده شد  mg٥/٠پلاسميدي روي   
هر بار تحت دو شليك قرار مي گرفتند كه در هـر شـليك              

mgي بـراي ايمـن سـاز     .  ذرات طلا انتقـال مـي يافـت        ٥/٠
موشها، ابتدا موهاي پوسـت ناحيـه شـكم تراشـيده شـد و               

سپس لولـه   . ضد عفوني گرديد  % ٧٠طه با اتانل    وناحيه مرب 
تفنگ ژني را مستقيما با پوست حيوان تماس داده و آنگـاه       

Ib/Inدستگاه تحـت فشـار      
 گـاز هليـوم  شـليك مـي          2٤٠٠

 ٢موشها چهار بار به فاصله يك هفتـه در ميـان بـا              . گشت
 . پلاسميدي تلقيح شدندDNA ميكروگرم

دو هفته بعد از آخرين ايمن سازي،         : كشت سلولهاي طحالي  
با روش قطع نخاع موشها كشته شدند و طحال آنها تحـت            

ســپس در محــيط كشــت . شــرايط اســتريل جــدا گرديــد
RPMI1680          سلولهاي طحالي با اسـتفاده از مـش(Mesh) 

وشهاي استخراج گرديد و سوسپانسيون سلولهاي طحالي م      
 حاوي  RPMI در محيط كشت     DNAايمن شده با واكسن     

١٠ %FCS    سلول در هر چاهك پليتهـاي       ١×١٠٦ به ميزان 
 CO2 پپتيد در اتمسفر حاوي      µM٥ چاهگي در حضور     ٩٦
 سـاعت بعـد از      ٢٤.  كشـت داده شـد     ٣٧ C°در دماي   % ٥

زمان آزمايش   تا و روي كشت سلولي جمع آوري     مايع كشت،
 با استفاده از    IFN-γغلظت  . اري شد  نگهد -C٢٠°در دماي   

 .  اندازه گيري شد(ELISA)روش اليزاي ساندويچي
براي اندازه گيـري     :  در مايع كشت سلولي    IFN-γاندازه گيري   

IFN-γ   چاهگي اليزا با     ٩٦ پليتهاي µgآنتي بادي تسخير    ٢ 
در مـدت  ) موشيIFN-γ آنتي بادي منوكلونال ضد (كننده 

بعد از شستشو پليت با     .  دند پوشانده ش  ٤ C°يك شب در    
PBS   چاهكها با محلـول بلـوك       ٢٠تووين  %  ٠٥/٠ حاوي ،

.  مسدود گرديدندC٣٧°  ساعت در ٢ به مدت ACeكننده 
بعد از شستشـو، نمونـه هـاي كشـت سـلولي و غلظتهـاي               

 به چاهكها افزوده شد و بمدت يك شـب  IFN-γ استاندارد 
 از آنتي µg/ml٥/٠بعد از شستشو، .   انكوبه گرديد  ٤ C°در  

 موشي كونژوگه بـا بيـونين بـه    IFN-γبادي منوكلونال ضد   
پليت اضافه گرديد و در شرايط آزمايشـگاه بـه مـدت يـك              

ــد   ــه شـ ــاعت انكوبـ ــو،  . سـ ــد از شستشـ  µg/ml١/٠بعـ
استرپتاويدين كونژوگه با پروكسيداز به پليتها اضافه گرديد        

عـد  ب.  دقيقه در دماي آزمايشگاه قرار داده شـد ٣٠و بمدت  
از شستشو،  استرپتاويدين كونژوگه با پروكسيداز باند شده         

 شناسايي گرديد و مقدار جذب محلول       TMBبا استفاده از    
-EZS با دستگاه ميكروپليـت ريـدر        nm٤٠٥در طول موج    

ABCتعيين گرديد . 

 
منظور شناسايي نوع ب :  CD8 يا   CD4Tسلولهاي   حذف دستجات 

ن يو هفته بعد از آخـر      پاسخ دهنده به پپتيد، د     Tسلولهاي  
 مهـره هـای گردنـی موشـها         ييمن سازی با روش جابجا    يا

. دي ـل خـارج گرد   يکشته شدند و طحـال آنهـا بطـور اسـتر          
. طحالهای پنج موش در هر گروه با هم جمـع آوری شـدند            

د و بـه    ي ـسلولهای طحالی با استفاده از مش اسـتخراج گرد        
ط کشـت در    يتـر مح ـ  يلی ل ي سلول در هر م    ١ ×١٠٧تعداد  

 (G1K1.5) موشـي    CD4حضور آنتی بادی منوکلونال ضـد       
ــادي ضــد   ــال آنتــي ب ــا منوكلون -١٨-٢(موشــي  CD8αي

٣٥ MAb  ( کشت داده شد تا دستجات سـلولهاي CD4
+ T 

CD8يا  
 طحـالي موشـهاي ايمـن       T  از جمعيت سلولهاي      +

بدين منظور سلولهای  طحالي موشهاي ايمن .  حذف شوند
محــيط كشــت  (ســيك كتوپــس از انتقــال در بافرسيتو 

١٦٤٠RPMI همــراه بــا بــافر mMهــپس ٢٥ (HEPES) و 
يـا   CD4حاوي آنتي بادي ضـد      ) آلبومين سرم گاوي  % ٣/٠

.  انكوبـه گرديـد  ٤ C°  بـه مـدت يـك سـاعت در    CD8ضد 
بـه  ) سيدرلان، هـورنبي، كانـادا    (سپس كمپلمان خرگوش    

 سوسپانسيون سلولي افزوده شـد و بـه مـدت يـك سـاعت              
در نهايت بعد از شستشو، سـلولها در  . شد انكوبه C٣٧° در 

 سوسپانسيون شـده  FCS% ١٠ حاوي RPMIمحيط كشت  
 .و براي آزمايشات بعدي بكار رفتند

بـراي شناسـايي دسـته       :  در داخل سـلول    IFN-γاندازه گيري   
 اختصاصي آنتي ژن،  نوع و فنوتيـپ سـلولهاي           Tسلولهاي  

T  ــلولي ــان داخــل س ــزان بي ــتفاده IFN-γ و مي ــا اس از   ب
بدين منظـور بـراي   . فلوسيتومتري مورد بررسي قرار گرفت  

حذف گلبولهاي قرمز ابتـدا سـلولهاي طحـالي استحصـال           
 ٥ بـه مـدت      ACKشده از موشهاي ايمن با بافرليزكننـده        

دقيقه در حرارت اتاق انكوبه شدند و سپس بعـد از دو بـار              
ســـلول در ميلـــي ليتـــر ١×١٠٧شستشـــو ، بـــه تعـــداد 

ــيط ــاوي١٦٤٠PPMIمح ــد FCS% ١٠  ح ــيم گردي .  تنظ
 در حضـور يـا عـدم    ٣٧  C° سـاعت در  ٥سلولها به مـدت  

حضور پپتيـدهاي سـنتتيك بـا محلـول حـاوي بريفلـدين             
(Brefeldin A) Aآنگاه سلولها را دو بار .  كشت داده شدند

آزيـد  % ١/٠ و FCS% ١ حـاوي    PBSمحلول   (FACSبا بافر   
 CD8شستشـو داده و در حضـور آنتـي بـادي ضـد              ) سديم

-Cy كونژوگه  بـا      CD4 و آنتي بادي ضد      FITCكونژوگه با   

chrome    بعـد از   .  دقيقه روي يخ انكوبه گرديد     ٣٠ به مدت
فيكس %  ١دو بار شستشو، سلولها با محلول پارا فرمالدئيد         

 ر شستشو با محلول شستشو، با افزودنابعد از دوب.  شدند
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نفـوذ  محلول نفوذ پذير كننده حاوي ساپونين جدار سلولها        

 موشـي   IFN-γآنتي بادي ضـد     با افزودن   آنگاه  . ديپذيرگرد
 دقيقه انكوباسيون در تاريكي     ٢٠و  كونژوگه با فيكواريترين    

.  داخل سلولي رنگ آميزي شدنيسيتوكا ، C٤° در دماي 
 از بـافر   µL٥٠٠  سـلولها در    از شستشـو،  پـس  مسـرانجا 
FACS         سوپاسپانسيون گرديده و بـا دسـتگاه فلوسـيتومتر 

ــال  ــون( EPICSديجيتـ ــانخوزه،  ي ديك-بكتـ ــون، سـ نسـ
 .مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت) ايفورنكالي

 :نتايج 
 در پاسخ به پپتيدهاي همپوشـان سـاختگي          IFN-γتوليد         

 C57BL/6ســلولهاي طحــالي موشــهاي  : MPB51مولكــول 
، با  MPB51 كد كننده مولكول     DNAايمن شده با واكسن     

 اسيد آمينـه هـم      ١٠آمينه اي  داراي      اسيد   ٢٠پپتيدهاي  
 در سوپ   IFN-γتحريك شدند و غلظت     ) ١شكل  (پوشاني  

 .  تعيين گرديدELISAكشت سلولي به وسيله روش 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 پپتيـد سـاختگي داراي همپوشـاني از         ٢٦نمايش شـماتيك     : ١شكل  
تمـام پپتيـد    .  باكتري مايكوبـاكتريوم توبركلـوزيس       MPB51مولكول  

 اسيد آمينـه همپوشـاني      ١٠ اسيد آمينه داراي     ٢٠كولهاي  بصورت مول 
 اسـيد   ١٢ساخته شدند تنها انتهاي كربوكسيل مولكول بصورت پپتيد         

 .آمينه ساخته شد
 

 نشان داده شده است  تنها بعد از         ٢همان طور كه در شكل    
و  )  ١٩٠ تا ١٧١اسيد آمينه    (١٧١Pتحريك با پپتيد های     

١٩١P) ــ ــه يد آمياس ــا ١٩١ن ــالی   )٢١٠ ت ــلولهای طح  س
 توليــد IFN-γر قابــل تــوجهي ي مقــادC75BL/6موشــهاي 

 IFN-γ شـتری ي  مقدار ب١٧١Pد ين، پپتيعلاوه بر ا. کردند
همان طور كـه انتظـار      . جاد نمود ي  ا  ١٩١Pد  ينسبت به پپت  

در ) ايمن نشده ( طحالي موشهاي بكر     Tمي رفت سلولهاي    
 ولـ مولكپاسخ به هيچ يك از پپتيد هاي كتابخانه پپتيدي

 
MPB51    مقادير قابل توجهيIFN-γ    داده ها  ( توليد نكردند

 IFN-γاد  ي ـر ز يد مقاد يبرخلاف تول ). نشان داده نشده است   
، سـلولهای طحـالی     DNAنه شـده بـا      يدر موشهای واکس ـ  

 ١٧١Pاسـخ بـه     پ  تنها در     BCGنه شده با    يموشهای واکس 
 .د نموندي تولIFN-γر معنی داری يمقاد

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  C57BL/6 توسـط سـلولهاي طحـالي موشـهاي       IFN-γ توليد   :٢شكل
يـا واكسـن   ) سـتونهاي تيـره   (MPB51 كد كننده DNAايمن شده با   

BCG)  در پاسخ   ) ستونهاي سفيدµMاسيد آمينـه    ٢٠ از پپتيد هاي     ٥ 
نتـايج نشـانگر   . (-pep) يا محيط كشت تنهـا       MPB51اي كل مولكول    

 ـر کـه د   همـانطو . تكرار سه آزمايش مستقل مي باشد      ده مـی شـود     ي
  تنها   MPB51 كد كننده    DNAمن شده با    يسلولهای طحالی موشهای ا   

 .د نمودند توليIFN-γادی ير زي مقاد١٩١P و ١٧١Pد های يدر برابر پپت
 

در مولكـول  Th1 شناسايي اپي توپهـاي غالـب و نيمـه غالـب     
MPB21  :       نشان داده شده اسـت      ٢همان طور كه در شكل 

 بـراي  Tحاوي اپـي توپهـاي سـلول     ١٩١P و   ١٧١Pپپتيد  
.  مــي باشــدH-2b داراي مولكولهــاي C57BL/6موشــهاي 

 آناليزهاي IFN-γتوليد كننده  T براي تعيين نوع سلولهاي
 انجــام Tفلوســيتومتري و حــذف دســتجات لنفوســيتهاي 

 ديـده مـي شـود حـذف         ٣همان طور كه در شكل      . گرديد
CD4+ Tد  با استفاده از آنتي بادي منوكلونال ضCD4+ T 

 IFN-γن رفتن کامل توليد       ي موجب از ب   "بايو كمپلمان تقر  
اين  با.    می گردد١٩١P و ١٧١Pدر پاسخ به هر دو پپتيد 
 با استفاده از آنتي بـادي  CD8+ Tوجود،  حذف سلولهاي 

 ايجـاد  IFN-γ، تاثير در ميـزان توليـد     CD8منوكلونال ضد   
هـر دو پپتيـد     اين يافته ها  نشان مي دهد كه         . نمي نمايد 

١٧١P١٩١ وP    ــيتهاي ــاي لنفوس ــي توپه ــامل اپ   Th1 ش
نتـايج فـوق بـا اسـتفاده از آنـاليز سـه رنگـي               . مي باشـند  

فلوسيتومتري نيز تاييد گرديد به طوري كه تنها سـلولهاي          
CD4+ T قابليت سنتز IFN-γ داخل سلولي را در پاسخ به 

١٧١P ١٩١ و همين طورP٤شكل ( نشان دادند(.  



 ٣٨اره مسلسل ـــ ، شم ١٣٨٤ زمستان،  ٤دهم ، شماره دواز دوره         مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني همدان 
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 با استفاده از آنتی باديهای      Tحذف دستجات سلولهای    : ٣شکل
  و کمپلمان در پاسخ به پپتيد های CD8ا ي CD4منوکلونال ضد 

١٧١P   ١٩١ وP   مولکول MPB51 سيوم توبرکلـوز  يکوبـاکتر ي ما .
 CD4+ Tهمانطور که مشاهده می شود  تنها حـذف سـلولهای   

 ١٧١Pد های   ي در پاسخ به پپت    IFN-γد  يد تول يموجب کاهش شد  
ک از گروه هـا در پاسـخ بـه          يچ  ي می شود حال آنکه ه     ١٩١Pو  
.  جـاد نکردنـد  ي  پاسخ ا((-) peptide)د يط کشت فاقد پپتيمح

بعنوان اپی توپهای سلولهای    . ١٩١P و   ١٧١Pد های   ين پپت يبنابرا
CD4+ T در مولکول MPB51محسوب می شوند . 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ـ ي  آنـال   :٤شكل  ـتومتری تول يز فلوس د داخـل سـلولی و نـوع        ي
 +CD8 يا   +T CD4درصد سلولهاي . IFN-γد کننده يتول سلولهای

 ساعت تحريـك بـا پپتيـدهاي        ٤ را بعد از     IFN-γتوليد كننده   
. نشان داده شده است   ))  –(پپتيد  (مختلف يا محيط كشت تنها      

مونوژن يد های ا  يهمانطور كه مشاهده مي شود در پاسخ به پپت        
١٧١P ١٩١ وP  مولکول MPB51 تنها سلولهای CD4

+ Tر ي مقاد
 .نديد می نماي تولIFN-γقابل توجهی 

 
در حاليكه در بررسي فلوسيتومتري در پاسخ به پپتيدهاي         

  شناسايي(+CD8+ IFN-γ) دو گانه مثبت Tسلولهاي  فوق
  كه توسط CD4+ Tاز آنجا كه اپي توپهاي سلولهاي. نشدند

 
 ١١-٣٠امل كلاس دو عرضه مي شوند ش      MHCمولكولهاي  

اسيد آمينه مي باشند كه نسبت به طول اپي توپهاي سلول 
CD8+ T    بسيار هتروژنتر مي باشند، تعيين حـداقل طـول 

همان طور كـه  .   انجام نگرديدCD4+ Tاپي توپهاي سلول 
 ميزان بيشتري ١٧١P ديده مي شود پپتيد ٣ و  ٢در شكل   
IFN-γ  ١٩١ در مقايســه بــاP در لنفوســيتهاي T طحــال 

به منظـور تاييـد ايـن يافتـه، سـلولهاي           . جاد نموده است  اي
طحالي موشهاي ايمن با رقتهاي متـوالي از هـر دو پپتيـد             

 در سوپ كشـتهاي سـلولي       IFN-γتحريك شدند و غلظت     
 ديـده   ٥همان طور كه در شـكل       . مورد ارزيابي قرار گرفت   

بعـد از   IFN-γ مي شود اختلاف واضحي در ميـزان توليـد   
ايـن  .   ديده مي شـود     ١٩١P و ١٧١Pهاي  تحريك با پپتيد  

  تــا ٥٣/١×١٠-٩اخــتلاف در غلظتهــاي پپتيــدي بــين    
 بـر همـين اسـاس      .  مولار به خوبي ديده شد     ٨١/٣×١٠-١٠

  بـه    ١٩١P و ١٧١Pمي توان نتيجه گرفت كـه پپتيـدهاي         
ترتيب اپي توپهاي غالب و نيمه غالـب بـراي لنفوسـيتهاي            

Th1به شمار مي روند . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

من ي طحالی موشهای ا   T توسط سلولهای    IFN-γد  ي تول :٥شکل
در پاسخ به رقتهای متـوالی از        MPB51 كد كننده    DNAشده با   

ر يهمانطور که مشاهد می شود مقـاد      . ١٩١P و   ١٧١Pدهای  يپپت
 ـ در پاسـخ بـه پپت      IFN-γمختلفی ار     در  ١٩١P و   ١٧١Pدهای  ي
 که به   د می شود  ي مولار تول  ٨١/٣×١٠-١٠ تا   ٥٣/١×١٠-٩علظتهای  

 و ١٧١Pمه غالـب بـودن اپـی توپهـای     يانگر غالب و ن  يب ب يترت
١٩١Pمی باشد   . 

 
 :بحث
آگاهي و فهـم عميـق از ماهيـت پاسـخ هـاي ايمنـي                     

حفاظت كننده در بيمـاري سـل كمـك شـاياني بـه ابـداع        
 يــبازوي سلول. واكسنهاي موثرتري در آينده خواهد نمود
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٣٣
 

 اصـلي ايمنـي حفاظـت       جـزء  Th1ايمني ناشي از سلولهاي     
با اين وجـود    . محسوب مي شود  )٥(دهنده در بيماري سل     

مطالعات انساني و موشي نشان مـي دهنـد كـه سـلولهاي             
CD8

+T               نيز نقش بـه سـزايي در برقـراري ايمنـي در ايـن 
گرچه مكانيسم دقيق ايمني ناشـي از       ). ٦-٧(بيماري دارند 

CD8سلولهاي 
+ T محدود به MHC   كلاس يك بـه خـوبي 

CD8 خص نشده است ولي احتمالا سلولهايمش
+ T با ترشح 

IFN-γ ٢١( در ايجاد حفاظت سهيمند.( 
 شـامل آنتـي   Ag85مطالعات نشان مـي دهنـد كمـپلكس         
CD8ژنهــاي غالــب در پاســخهاي ســلولهاي

+
 T و CD4

در  +
 مـي باشـند   M.tuberculosisانسان و موشـهاي آلـوده بـه         

ــا  ) . ٢٢( ــيون ب ــميدي كدكDNAواكسيناس ــده  پلاس نن
Ag85A يا Ag85B موجب برانگيختن سلولهاي CD4+

 Tو  

CD8
+ Tكـه ايـن سـلولها حفاظـت     ) ٢٢( در موش گرديده

 بيمـاريزا ايجـاد     M.tuberculosisخوبي نيز در برخورد بـا         
 شامل چندين اپـي  Ag85A آنتي ژن ). ٢٣-٢٤(نموده اند

CD8 و حداقل يك اپي تـوپ  CD4+ Tتوپ سلول سلول
+ T 

در انسان نيز  نقشـه      ). ٢٥( مي باشد  BALB/cدر موشهاي   
 شناسـايي گرديـده     Ag85A در مولكول    Tاپي توپ سلول    

CD8به عنـوان مثـال، اپـي توپهـاي سـلول      ). ١٦(است
+ T 

  شناسـايي شـده      Ag85B  از    HLA-A*0201محدود بـه      
ترشحي  پروتئينهاي از يكي ديگر MPB51مولكول). ٢٦(است

M.tuberculosis   صد تشابه با جـزء      در ٣٧-٤٣ مي باشد كه
 ).١٨( دارد Ag85مايكوليل ترانسفراز كمپلكس

 DNAمطالعه با استفاده از روش واكسيناسيون     اين در      
با تفنگ ژني و آناليز بيومتريك با كتابخانه اي از پپتيدهاي 

 ١٩١P-٢١٠  و ١٧١P-١٩٠هــم پوشــان،  اپــي توپهــای  
ر  دH-2 محـدود بـه مولكولهـاي    CD4+ Tبرای سـلولهای  

ــهاي  ــد C57BL/6موش ــايي گردي ــه  .   شناس ــاظ اينك بلح
 H2-Eبوده و مولكولهاي  Eα فاقد ژن  C57BL/6 موشهاي

بنـابراين اپـي    ) ٢٧(را در سطح سـلول بيـان نمـي نماينـد          
 H2-Abتوپهاي فوق به طـور قطـع در داخـل مولكولهـاي             

 C57BL/6سـلولهاي طحـالي موشـهاي       . عرضه مي گردند  
 ١٧١P-١٩٠پاسـخ بـه پپتيـد        تنها در    BCGايمن شده با    

ايـن يافتـه بـا      .  توليـد نمودنـد    IFN-γمقادير معني داري      
مطالعات قبلي همراستا مـي باشـد كـه واكسيناسـيون بـا              

DNA كدكننده كمپلكس Ag85  نسبت به واكسيناسيون  
 ايـه  در برابر اپي توپM.tuberculosis يا ابتلاء به BCGبا 

 
بنـابراين  ).  ١٣،٢٥(بيشتري پاسخ قوي توليـد مـي نمايـد        

واكسيناســيون ژنتيكــي روش مناســب بــراي تعيــين اپــي 
 ١٧١P-١٩١توالي پپتيـد    ). ٢٥( مي باشد    Tتوپهاي سلول   

به جز در دو اسيد آمينه انتهايي، شباهتي بـا تـوالي هـای               
بـا ايـن    .  نـدارد  Ag85B و   Ag85Aمتناظر در مولكولهـاي     

 ١٩١P-٢١٠ اسيد آمينه انتهاي كربوكسيل پپتيد       ٥وجود  
ــوالي در  MPB51مولكــول  ــه همــان ت ــا اســيدهاي آمين  ب

ايـن امـر    .  يكسان مي باشد   Ag85B و   Ag85Aمولكولهاي  
 اسيد آمينه براي اتصال بـه       ٥نشان مي دهد كه وجود اين       

  MPB51 در بقيــه تــوالي مولكــول    H2-Abمولكولهــاي 
بايـد توجـه داشـت كـه اتصـال پپتيـد بـه              . تاثيري ندارنـد  

  Tط لازم بــراي اپــي تــوپ ســلول  شــرMHCمولكولهــاي 
عوامل ديگري غير از    . مي باشد ولي به تنهايي كافي نيست      

 در تعيين اپي توپهاي سـلول  MHCميل تركيبي اتصال به    
T  پـردازش آنتـي ژن،     : اين عوامل عبارتنـداز   .  دخالت دارند

،  HLA-DMوضعيت انتقـال پپتيـدها توسـط مولكولهـاي          
 . Tنحوه پاسخ گنجينه سلولهاي 

 

 MPB51يافته هاي اخير ثابت نموده است كه مولكول             
 MHC،  فاقد اپي توپهاي محدود به        Ag85Aنظير مولكول   

سـاير  ). ٢٨( مـي باشـد    C57BL/6كلاس يك در موشهاي     
 DNAمحققين نيز نشـان داده انـد كـه واكسيناسـيون بـا              

  موجـب حفاظـت موشـهاي       Ag85Aپلاسميدي كدكننده   
H-2b    فاقدCD4    ولـي از تكثيـر باكتريهـا بـه           نمـي شـوند 

ميزان زيادي در ريه ها جلوگيري نموده و موجب افـزايش           
ــهاي   ــاي موش ــدت بق ــا دو  H-2b م ــول  بت ــد مولک  -فاق

همچنــين مولكــول   ). .٢٨(ميكروگلوبــولين مــي گــردد  
MPB51  ــاظتي ناشــي از ــي حف ــرانگيختن ايمن  موجــب ب

ــلولهاي  ــهاي CD4+ Tس ــود C57BL/6 در موش ــي ش .  م
  گام ارزشمندي در     Tايي اپي توپهاي سلول     بنابراين شناس 

آشكار ساختن نقش اين مولكولها در القاي ايمني حفاظتي         
 .در گونه هاي  مختلف حيواني مي باشد

 اختصاصي  IFN-γ سطح توليد    C57BL/6در موشهاي         
 موشـهاي ايمـن شـده بـا     CD4+ Tپپتيد توسط سلولهاي 

BCG        شـده بـا    مـن   ي كمتر از سلولهای طحـالی موشـهای ا
ن يافته با گزارشـات     اي. دی مي باشد  ي پلاسم DNAواکسن  

ساير محققين هم راسـتا مـي باشـد كـه نشـان دادنـد در                
، مقـدار  TB يـا آلـوده بـه    BCGموشهاي  واكسينه شده با     

 هـــــــ نسبت بAg85A اختصاصي آنتي ژن IFN-γتوليد 
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٣٤
 

از ). ٢٥( بسيار كمتر مي باشد    DNAموشهاي ايمن شده با     
ــا  ــن  آنج ــه واكس ــده DNAك ــت MPB51  كدكنن قابلي

بـــرانگيختن ايمنـــي حفـــاظتي در مقابـــل عفونـــت بـــا 
M.tuberculosis     را در موشهاي C57BL/6    و ) ٢٦( داشـته

 را القــا مــي نمايــد كــه CD4+ T ســلولهايDNAواكســن 
 H2-Ab را در شيار مولكولهـاي       ١٩١P  و    ١٧١Pپپتيدهای  

ده در اثـر     القـا ش ـ   CD4+Tشناسايي مي نمايند، سـلولهاي      
  حتي قادر خواهند بـود عرضـه انـدك اپـي             DNAواكسن  

ــلول  ــوپ سـ +CD4تـ
 T  ــه ــوده بـ ــلولهاي آلـ   را روي سـ

M.tuberculosisشناسايي نمايند  . 
  :نتيجه نهائي

مه ياپی توپ ن   کي و در اين مطالعه يك اپي توپ غالب            
 C57BL/6در موشهاي H-2 محدود به CD4+T سلول غالب

شود نقش به سزايي در حفاظت  يم كه تصور  گرديد شناسايي
ــل ــت مقاب ــته M.tuberculosis عفون ــند داش ــين .باش  همچن

 (DNA vaccination)ژنتيكي  واكسيناسيون گرديد مشخص
روش با ارزشي براي ايجاد پاسـخهاي حفاظـت دهنـده در            

در جهت مطالعه    مفيدي ابزار و بوده توبركلوزيس عفونت مقابل
ختصاصــي دســتجات مختلــف و شناســايي اپــي توپهــاي ا

 . در گونه هاي مختلف حيواني مي باشدTسلولهاي 
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