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 مقاله تحقیقی
 

 تنظیمیT در القای پاسخهای همورال علیه سلولهای  Foxp3- IgG(Fc)  توانایی
 

 *،2 ندا موسوی نیری ،1مریم ناصرالاسلامی

 
 ایران ,تهران ،دانشگاه آزاد اسلامی ،تهران علوم پزشکیواحد  ،سلولی مولکولیگروه  .1
 ایران ،تهران ،آزاد اسلامی دانشگاه ،تهران علوم پزشکیواحد  ،گروه بیوتکنولوژی پزشکی .2

 
  neda.mousaviniri@gmail.com: ولئنویسنده مس *
 

 ، دانشگاه علوم پزشکی تهران، انستیتو پاستور تهرانواحد علوم پزشکی تهران ،دانشگاه آزاد اسلامی محل انجام تحقیق:
 

 26/5/97تاریخ پذیرش:        21/3/97تاریخ دریافت:
 

 چکیده
های واکسیناسیون به منظور ایمونوتراپی به واسطه شبکه قدرتمندی از اجزای سرکوبگر  روشقیت بنظر می رسد که موف
مطالعات پیشین روی ایجاد پاسخ ایمنی  تنظیمی نیز یکی از آنها می باشد مختل می شود. در T سیستم ایمنی که سلولهای

که این مطالعات نتوانستند به طور کارآمد با  جاییاز آنو حذف آنها کار شده است.  foxp3تنظیمی بیانگر  Tعلیه سلولهای 
بر تر آساخت واکسنی کار با در مطالعه حاضر سعی شده است کهحذف نسبی این سلولها بر اثرات مهاری آنها غلبه کنند؛ 

از  Cرای بخش دا DNAسازه  .یابدهای ایمونوتراپی ترکیبی در سرطان بهبود  تنظیمی نتایج روش Tعلیه سلولهای 
 HEKترانسفکت کردن آن به سلولهای  بعد از  FOXP3-Fcساخته شد. بیان سازه  Foxp3در الحاق به ژن  Gونوگلوبولین ایم

این فیوژن پروتئین در  با تکنیکهای میکروسکوپ فلوئورسنت، فلوسایتومتری و وسترن بلات مورد بررسی قرار گرفت.
تزریق شدند  C57BL/6زه و پروتئین نوترکیب مطابق آن به موشهای به عنوان میزبان بیان شدند. سا E. coli BL21سلولهای 

و زیر کلاسهای آن با روش سنجش الیزا مورد  Gایمونوگلوبین  تزریق سطح سرمی آنتی بادیآخرین و دو هفته پس از 
لهای یوکاریوت نشان بیان موفق این پروتئین الحاقی را در سلو ،با روشهای متعدد DNAآنالیز بیان سازه بررسی قرار گرفتند. 

سدیم دودسیل سولفات و  –نیز با انجام آنالیزهای الکتروفورز ژل پلی اکریلامید  Foxp3-Fcپروکاریوتیک بعلاوه بیان داد. 
حضور پروتئین الحاقی نیز بعد از تخلیص با استفاده از آنتی بادی اختصاصی متعاقبا وسترن بلات مورد تایید قرار گرفت. 

 Tپروتئین نوترکیب توانست پاسخهای همورال وابسته به سلولهای /DNAبصورت واکسن رنامه واکسیناسیون نشان داده شد. ب
پروتئین /DNAواکسنیناسیون با واکسن با توجه به بیان موفق وکارآیی  کمکی را در موشهای واکسینه شده القا کند.

و  بکار بسته شوند؛ بعنوان واکسنهایی در درمان تومور می توان امید داشت کهدر القا پاسخهای همورال  Foxp3-Fc نوترکیب 
  به واسطه حذف سلولهای تنظیمی باعث افزایش تاثیر سایر روشهای ایمونوتراپی گردند.

 
 FoxP3، Fc ،مورالوهای ه پاسخ ،ایمونوتراپی ،تنظیمی Tسلول  کلیدی:واژه های 

 
 مقدمه

رایج در درمان سرطان همچون شیمی  های یمژر
، پرتو درمانی و جراحی با مشکلات متعددی درمانی

همراهند و در برخی موارد در درمان یا جلوگیری از 
ها  بازگشت مجدد تومور ناتوانند. بنابراین سایر روش

 .(1،2) پا به عرصه وجود گذاشت ونوتراپیهمچون ایم
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 1های بی پاسخی سیستم ایمنی شبکه ای از مکانیسم
-خود از غیر خود راه مرکزی و محیطی را برای شناسایی

-سلولیکی از اعضای اصلی این شبکه  اندازی کرده است.
می باشند که CD4CD (T reg  )+25+ 2تنظیمی Tهای 

بنظر می  باشد. های ایمنی می وظیفه آنها سرکوب پاسخ
ها در درمان تومور توسط شبکه  رسد که موفقیت واکسن

 Tی قوی از اجزای مهاری سیستم ایمنی از جمله سلولها
تنظیمی تحت الشعاع قرار می گیرد؛ بنابراین حذف این 

های تنظیمی بعنوان یک استراتژی برای افزایش  سلول
های توموری بسیار مد نظر قرار گرفته  یی درمانآکار

 CD25های حذف مولکول  است. در بسیاری از روش
مورد هدف قرار  T regهای  بعنوان مارکر سطحی سلول

شناخته اختصاصی ها محصول ژنی تن .(3،4) گرفته اند
 Fork ،موش بیان می شود T regهای  که در سلولشده 

head box P3 (FoxP3)  .استFoxP3  یک فاکتور درون
 Tهای  ر سلولسلولی است که بیان آن نه تنها د

CD4+CD25+ های بلکه در سلولT   تنظیمی
-/low25+CD4CD  8+و همینطور زیر رده هایی ازT CD  

هدف  ،بنابراین مهاری نیز دیده می شود. تبا فعالی
مزایای بیشتری را در  CD25 بجای FoxP3قراردادن 

 به همراه دارددر بدن های سرکوبگر ایمنی  حذف سلول

-یک مولکول درون سلولی می FoxP3که  از آنجایی .(3)
از  FoxP3بیان کننده  T regهای  بنابراین سلول ،باشد

 نال از بین نمی روند.های مونوکلو طریق آنتی بادی
شناسایی  قادر به  8CD+ 3سیتوتوکسیک T هایسلول

کمپلکس اصلی  محصولات درون سلولی بصورت همراه با
. روی سطح سلول هستند 4سازگاری نسجی کلاس یک

نیز به همین ترتیب هدف  FoxP3های بیان کننده  سلول
CTL بطور کلی محققین برای  .(3،5) قرار می گیرند

های متعددی بهره  از روش T regهای  ولسرکوب سل
جسته اند که از آن جمله می توان به استفاده از داروهای 

، CD25یمیایی، آنتی بادی مونوکلونال ضد ش
( و LMB-2 ها )دنیلوکین دیفتیتوکس و ایمونوتوکسین

                                                           
1 Tolerance 
2 Regulatory T cells 
3 Cytotoxic T Lymphocyte(CTL) 
4 Major Histocompatibility Complex I(MHC I) 

 FoxP3 مولکول با هدفگیری T regواکسیناسیون بر علیه 

ختلفی در هدف قرار های م روشنیز کنون . تااشاره کرد
مورد استفاده قرار  T regبرای سرکوب   FoxP3دادن

ده از لتروزول ااستفمی توان به از آن جمله  .گرفته است
(، سلول دندریتیک FoxP3 )تخریب انتقال سیگنال توسط

این ژن در حذف  یا و FoxP3مربوط به  mRNAحاوی 
-3،12) بصورت ترانسژنیک اشاره کرد T reg های  سلول

7) . 
ها می تواند در الحاق با بخش  ایمنی زایی آنتی ژن

5C و تشکیل پروتئین  6ها زنجیره سنگین ایمونوگلوبولین
پروتئین الحاقی آنتی  افزایش یابد. FC-الحاقی آنتی ژن

های عرضه کننده  به گیرنده های در سطح سلول FC-ژن
به این ترتیب آنتی های متصل شده  آنتی ژن حتی سلول

الحاق آنتی ژن با  ها قرار می گیرد. این سلولژن هدف 
FC(Ig)   علاوه بر اثری که در افزایش تحریک آنتی ژنی ،

دارد مزایای دیگری را نیز بهمراه دارد. پروتئین الحاقی 
اثرات مثبتی چون میل   FC(Ig)کموکاین/سایتوکاین با 

ترکیبی دوگانه، غیرسمی بودن و نیمه عمر طولانی در 
حفظ فعالیت هر دو پروتئین از خود نشان  بدن را بشرط

 .(13-17) داده است
نوترکیب  وکتورهایاین مطالعه ساخت  اصلیهدف 

 و DNAسن با هدف تولید واک FoxP3-Fcدربردارنده 
ای مختلف ه پروتئین نوترکیب برای تزریق به گروه

ه که ب موشی با برنامه تزریقی اولیه و یادآور می باشد
ی ها ایند ایمنی زایی در القای پاسختاثیر فر دنبال آن

   همورال در این مطالعه مورد بررسی قرار می گیرد. 
 

 ها مواد و روش
 گونه های باکتریایی و وکتورها

و نواژن،  اینویتروژن، امریکا های شیا کلی گونهیریشا
کلون سازی و بیان پروتئین  برایبه ترتیب امریکا 

سلولهای ایشریشیا  نوترکیب مورد استفاده قرار گرفتند.
کلی حاوی پلاسمیدهای نوترکیب بصورت هوازی در 

در دمای  مرک، آلمان( -LBمحیط لوریا برتانی )

                                                           
5 Fragment c(Fc) 
6 Immunoglobulin(Ig) 
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میکروگرم  50گراد ودر حضور درجه سانتی 37
به ازای هر  کانامایسین یا آمپی سیلین )سیگما، امریکا(

 پلاسمیدهای میلی لیتر محیط کشت رشد داده شدند.

pIRES2-EGFP  وpET21a  به ترتیب به عنوان وکتور
سیستم پروکاریوتی  و وکتور بیانی در DNA واکسن

 استفاده شدند. 
 

 ژن الحاقی (PCR) واکنش زنجیره ای پلیمراز
FoxP3-IgG2Fc 

جفت باز  1114دارای FoxP3 قطعه کوتاه شده 
بر روی  PCR( با انجام 363-1 ی)مطابق با اسید آمینه ها

با   pEGFP-N1-FoxP3ده پلاسمید از قبل ساخته ش
 NheI-tailed ˊ5)استفاده از پرایمرهای مستقیم

ATATGCTAGCGCCACCATGGCTC3ˊ)  و
 BglII-tailed ˊ5)معکوس

TACAGATCTGGCGAACATGCGAG3ˊ)  آنزیم و
درجه  94 )ترمو، امریکا( در شرایط دمایی Pfu پلیمراز

درجه سانتیگراد  94دقیقه( و سی چرخه  4سانتیگراد )
ثانیه(  68درجه ) 72ثانیه( و  40درجه ) 55یه(، ثان 40)

-pIRES2-EGFP-FoxP3برای ساخت سازه  ایجاد شد.

IgG2Fc   کهFoxP3-IgG2Fc  را کددهی می کند، ژن
های محدودالاثر  بعد از تکثیر با آنزیم FoxP3کوتاه شده 

NheI/BglII جایگزین قطعه  هضم وIgk-IL18  در
-pIRES2-EGFP-Igkپلاسمید از پیش ساخته شده 

IL18-IgG2Fc .این پلاسمید علاوه بر پروتئین  شد
پروتئین سبز فلوئورسنت  FoxP3-IgGFcالحاقی 

(EGFP را نیز )به علاوه پلاسمید  داگانه بیان می کند.ج
 PCRنیز با انجام  pET21-FoxP3-IgG2Fcنوترکیب 

با استفاده  pIRES2-EGFP-FoxP3-IgG2Fcروی سازه 
یم از پرایمرهای مستق

(5ˊTGGAATTCGCTCCTTCCTTGG3ˊ)  و معکوس
(5ˊ TATAAGCTTTAGCCCCGGAGTCC3ˊ)  درو 

دقیقه( و سی  4درجه سانتیگراد ) 94شرایط دمایی 
 40درجه ) 56ثانیه(،  40درجه سانتیگراد ) 94چرخه 

-EcoRI ثانیه( ایجاد شد. قطعه 240درجه ) 72ثانیه( و 

FoxP3-IgG2Fc-HindIII در pET21a اد سازه برای ایج

pET21-FoxP3-IgG2Fc   کلون شد. این پلاسمید
-را کددهی می T7tag-FoxP3-IgG2Fc پروتئین الحاقی

 کند.
 
های  و بیان ژن در سلول 7پلاسمید انتقال

 یوکاریوتی
بانک  -HEK293) رده سلولی کلیه جنین انسان

 DMEMدر محیط کشت  (سلولی انستیتو پاستور ایران
 100میلی مولار،  2گلوتامین -ال حاوی( آمریکا )بایوسرا،

میلی گرم  100واحد پنی سیلین در هر میلی لیتر، 
سرم جنین  %10استرپتومایسین در هر میلی لیتر و 

 ددی اکسی %5درجه سانتیگراد،  37گوساله در دمای 
-pIRES2-EGFP-FoxP3   کربن نگهداری شد. سازه ژنی

IgG2Fc  های  سلول بهبطور موقتHEK با کمک کیت 
ساعت بعد از  72کیاژن، آلمان( منتقل شد. پلیفکت )

هم از نظر فلوئورسنت  8های ناقل سلول ،انتقال
و هم از نظر  )زایس آکسیوسکوپ، آلمان( میکروسکوپی

در  GFPمربوط به رنگ سبز پروتئین  فلوسایتومتری
جمعیت سلولی زنده با دستگاه فلوسایتومتر )پارتک، 

های  در مقابل سلولکس با نرم افزار فلوم آلمان( و
ترانسفکت نشده بعنوان کنترل منفی مورد بررسی قرار 

لیزات برای انجام بررسی وسترن بلات، گرفتند. همچنین 
-)تریس بعد از حل شدن در بافر لیز کنندهها  این سلول

نیم درصد  X-100مولار و تریتون  1/0کلر 
با کمک کروماتوگرافی ژل پلی  حجمی/حجمی(

تحت شرایط  %12دیم دودسیل سولفات س-اکریلامید
به غشای پلی وینیلین دی فلوراید ، جداسازیاحیا کننده 

(PVDF- )با استفاده از دستگاه آمرشام بایوساینس، امریکا
نیمه خشک منتقل، با آلبومین امریکا( -)بایو ردبلاتینگ 

بلاک شدند. سپس با آنتی بادی بزی  %5 سرم گاوی
بولین موشی کونژوگه شده با زنجیره سنگین ایمونوگلوضد

 محلول در 1:5000)سیگما، امریکا( ،که به نسبت آنزیم 
حل شده بود، یک ساعت در دمای اتاق 9مسدود کننده

                                                           
7 Transfection 
8 Transfected cells 
9 Block 
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انکوبه شده متعاقبا با معرف دی امینو بنزیدین  
(. وجود پروتئین سیگما، امریکا -DABتتراهیدروکلراید )

 های لیزات سلولدر تاریکی بررسی شد.  مورد نظر
بعنوان کنترل منفی استفاده شد. همین  10غیرناقل

  مراحل در مورد تایید بیان پروتئین نوترکیب الحاقی

FoxP3-IgG2Fc .در میزبان باکتریایی انجام شد 
 

 Foxp3-IgG2Fc بیان و تخلیص پروتئین نوترکیب
پلاسمید  Foxp3-Fc(IgG)برای بیان پروتئین الحاقی 

pET21-FoxP3-IgG2Fc های متعهد شده  لبه سلوE. 

coli BL21(DE3) منتقل و در محیط آگار LB  کشت
به محیط های رشد کرده بر روی آگار  کلونی ؛داده شدند

یک میلی  IPTG منتقل و القای بیان پروتئین با LBمایع 
و رسوب  انجام شد رسیدن به دانسیته نوری بعد ازمولار 

و  SDS-PAGEباکتریایی مربوطه از نظر بیان پروتئین با 
وسترن بلات بررسی شد. برای تخلیص پروتئین ژل 
مربوط به الکتروفورز نمونه ها در محلول سدیم کربنات 

 -های ایمیدازول سپس با محلول ،مولار غوطه ور 0,08
 میلی مولار و 200ایمیدازولسدیم دودسیل سولفات )

1/0SDS  متعاقبا  و پیش تیمار (درصد وزنی/حجمی
میلی مولار صورت  200ولفات مس س تیمار با محلول

که زمینه ژل کاملا کدر و باندهای  تا زمانیگرفت 
د پروتئینی بصورت شفاف نمایان شود. در ادامه بان

پروتئینی مورد نظر از ژل بریده و در طی یک شب در 
با  (SDS بافر استخراج پروتئین )کربنات آمونیوم و

بعد از  .حرکات ملایم روی دستگاه راکر یکنواخت گردید
تغلیظ  ویی سوسپانسیون جمع آوری وسانتریفوژ محلول ر

سپین )سارتوریوس، آلمان( با ا با فیلترهای تغلیظ ویوا
سه کیلودالتون انجام شد. غلظت پروتئین با استفاده  قطر

از اسپکتروفوتومتر نانودراپ )ترموساینس، امریکا( و 
و رنگ آمیزی کوماسی  SDS-PAGEخلوص آن با انجام 

 ریلیانت بلو تعیین شد.ب
  
ای مورد آزمایش، برنامه ایمنی زایی و ه گروه

 خونگیری
                                                           
1 0 Non transfected cells 

 C57/BL6 ای شش تا هشت هفتهماده های  موش
خریداری شده از انستیتو پاستور ایران تحت شرایط 
استاندارد نگهداری و طبق برنامه ایمنی زایی درج شده 

  شدند. در سه گروه ده تایی واکسینه 1در جدول 
ها بصورت بصورت عضلانی در ماهیچه  موش

-pIRES2میکروگرم پلاسمید  100کوادریسپت ران پا با 

EGFP-FoxP3  و pIRES2-EGFP-FoxP3-IgG2Fc  در
میکرولیتر )یک میکروگرم در  100حجم نهایی 

پلاسمیدی و بصورت زیرجلدی در   DNA میکرولیتر( با
 میکروگرم پروتئین ایمونوژن 30ناحیه پشت گردن با 

FoxP3  وFoxP3- IgG2Fc  خالص شده بصورت مخلوط
با مقدار هم حجم ادجوانت ناقص فروند )سیگما، امریکا( 
واکسینه شدند. واکسیناسیون به شکل برنامه تزریقی 

 DNAاولیه/یادآور غیریکنواخت با تزریق یک دوز 
پلاسمیدی تخلیص شده با کیت تخلیص پلاسمید بدون 

سترالیا( و بدنبال آن تزریق دو اندوتوکسین گیگا )کیاژن، ا
-pIRES2های کنترل با  دوز پروتئینی انجام گرفت. گروه

EGFP  وBSA  واکسینه شدند. دو هفته بعد از آخرین
ایمنی زایی خونگیری از چشم موشها انجام شد و سرم 

 -70جدا شده از آن تا زمان انجام آزمایش در فریزر 
 نگهداری شد.

 
 ها کلاسبادی اختصاصی و زیرزا برای آنتی انجام الی

های  آزمون الیزا برای تعیین حضور آنتی بادی
های ایمن شده انجام شد. برای  در سرم موش FoxP3ضد

،  FoxP3پروتئین نوترکیب  میکرولیتر 100این منظور
میکروگرم در میلی لیتر )رقیق شده در بافرنمکی 2

 96فسفات( به منظور چسبیدن به پلیتهای میکروتیتر 
درجه  4نه ای )اکستراژن، امریکا( بصورت شبانه در خا

 -سانتیگراد انکوبه و بعد از شستشو با بافر نمکی قسفات
و دو ساعت انکوبه با محلول مسدود کننده  20تویین 

درصد آلبومین سرم گاو(  5)بافرنمکی فسفات دارای 
های  درجه سانتیگراد و شستشو، سرم  37دردمای 

ر مسدود کننده( به چاهکها موشی )رقیق شده در باف
اضافه شد و انکوباسیون یک ساعت دیگر در همین دما 

ها آنتی بادی ادامه پیدا کرد. پس از شستشوی پلیت
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 )سیگما، امریکا(  HRPموشی کونژوگه با  IgGضد 

به چاهکها اضافه و بعد از یک  رقیق شده 1:10000
ساعت انکوباسیون وشستشو، برای انجام واکنش، 

ی تترامتیل بنزیدین به چاهکها اضافه و نیم سوبسترا
ش ساعت در دمای اتاق و شرایط تاریکی انکوبه شد. واکن

 نرمال متوقف شد. 2میکرولیتر اسید کلریدریک  100با 

های بیوتینه  ها، آنتی بادی برای تعیین زیرکلاس
 )سیگما، امریکا( IgG3و  IgG1، IgG2a،IgG2bشده 

و  HRPی کونژوگه شده با آنتی باد رقیق شده،  1:1000
استرپتاویدین و نهایتا سوبسترای تترامتیل بنزیدین مورد 
استفاده قرار گرفتند. در هر دو سنجش میزان جذب با 

نانومتر  450کمک دستگاه الیزا ریدر و در دانسیته نوری 
 قرائت شد.

 
 .زاییهای موشی واکسینه شده، فرمولاسیون و برنامه زمانی ایمنی  گروه – 1جدول 

 *فرمولاسیون و برنامه زمانی ایمنی زایی های واکسینه شده گروه
I pIRES2-EGFP (0) + BSA (14,28) 
II pIRES2-EGFP-FoxP3 (0) + rFoxP3 (14,28) 
III pIRES2-EGFP-FoxP3-IgG2Fc (0) + r FoxP3-IgG2Fc (14,28) 

  یی حیوان است.شماره های داخل پرانتز نشاندهنده روز مربوط به ایمنی زا* 
 

 آنالیز آماری
اطلاعات جمع شده با کمک روشهای آماری توصیفی 

لیز واریانس یک طرفه برای اخلاصه شدند. آزمون آن
-p قرارگرفت و مقایسه ارزش میانگینها مورد استفاده

value نشاندهده معنی داری بود. 0.001و   0.05کمتراز 
 20رژن و SPSS آنالیز و نمایش اطلاعات با نرم افزارهای 

  صورت گرفت.گراف پد پریسم  و
 

 نتایج
 های و ساخت سازه  FoxP3-IgG2Fcقطعه تکثیر

pIRES2-EGFP-FoxP3-IgG2Fc و pET21a-
FoxP3-IgG2Fc  

در حضور  PCRبا انجام  Foxp3قطعه کوتاه شده 
 pEGFP-N1-FoxP3پرایمرهای اختصاصی روی پلاسمید 

و تک باند بودن  (جفت باز 1114سایز ) و درستیتکثیر 
با انجام الکتروفورز روی ژل آگارز یک  PCRمحصول 

در  Foxp3 .(1 )تصویر درصد تایید شد
 کلون و  pIRES2-EGFP-Igk-IL18-IgG2Fcپلاسمید

پلاسمید با  منجر به ایجاد شد و IL18 جایگزین قطعه

این از ترانسفورم شدن پس  .گردید جفت باز 7058 سایز
 E. coli ای باکتریایی متعهد شدهه سازه به درون سلول

DH5α  های  درستی سایز قطعه داخل شده با روش
 PCRهضم آنزیمی و انجام  ، PCR -مختلفی چون کلونی

 ها ارزیابی شد. روی پلاسمیدهای استخراج شده از کلونی
-pIRES2-EGFP-FoxP3واکنش روی پلاسمید 

IgG2Fc  بعنوان الگو و با کمک پرایمرهای اختصاصیF2 

/ R2  به ایجاد قطعه الحاقیFoxP3-IgG2Fc  با طول
(. این محصول با نسبت 2جفت باز انجامید )تصویر 1830
ب( و 2کلون )تصویر a21Petدرون وکتور  6:1مولی 

ترانسفورم   E. coli DH5αسپس به سلولهای متعهد شده 
های ذکر  های حاصل از رشد آنها به روش شد. کلونی

فتند. در نهایت نیز صحت ژن شده مورد بررسی قرار گر
-pIRES2-EGFP-FoxP3الحاقی در پلاسمیدهای 

IgG2Fc  وpET21a-Foxp3-IgG2Fc های  با واکنش
شد که نتایج آن در کارهای توالی یابی نوکلئوتیدی تایید 

  (. 18) قبلی این گروه آمده است.
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 : محصول 2: کنترل منفی، ستون1. از چپ به راست، ستون PCR شده با روش رالکتروفورز ژل آگارز مربوط به قطعه تکثی -1 تصویر
PCR مارکر3، ستون : DNA )یک کیلو جفت باز )فرمنتاز. 

 
 بررسی بیان پروتئینی در سازه های نوترکیب

-pIRES2-EGFP-FoxP3  پس از تایید صحت وکتور

IgG2Fc  با بررسیهای هضم آنزیمی و واکنشهای تعیین
  HEK 293های  رکیب به سلولتوالی این پلاسمید نوت

در این  GFPترانسفکت شده و توانایی بیان پروتئین 
های ترانسفت  درصد در مقایسه با سلول 40سلولها تا 

نشده )کنترل منفی( با میکروسکوپ فلوئورسنت تایید 
های فلوسایتومتری  الف(. بعلاوه بررسی 3 گردید )تصویر

میانگین  ، GFP های ترانسفکت شده در کانال سلول
از خود نشان داد درصدی  40 شدت فلوئورسنت 

ج(. این یافته می تواند موید رونویسی  ب و 3)تصویر
باشد  GFP-FoxP3-IgG2Fc مربوط به  mRNA موفق 

می  FoxP3-IgG2Fcکه بطور غیر مستقیم نشانگر بیان 
 باشد.

ترانسفکت  HEK 293Tبعلاوه بررسی لیزات سلولهای 
به روش  pIRES2-EGFP-FoxP3-IgG2Fcشده با 

با   FoxP3-IgG2Fc وسترن بلات، بیان پروتئین الحاقی
شرایط لوله آزمایش  کیلودالتون را در 69 سایز مطلوب 

 SDS–PAGEد(. به همین ترتیب، 3نشان می دهد )شکل
 حامل وکتور BL21 E. coli مربوط به لیزات سلولهای

pET21a-Foxp3-IgG2Fc نها که القا بیان پروتئین در آ

کیلو دالتون را بعد از  69انجام شده بود نیز باند پروتئینی 
 (.4)شکل رنگ امیزی کوماسی بلو ظاهر ساخت

 
 Foxp3- IgG2Fc تخلیص پروتئین نوترکیب

تخلیص پروتئین نوترکیب به روش رنگ امیزی 
روی -سدیم دو دسیل سولفات-معکوس با ایمیدازول

پروتئین ی وزن مولکولی رصورت پذیرفت.  بصورت نظ
باند  کهکیلودالتون تخمین زده شده  69هدف مطالعه 

پروتئینی مربوطه نیز به روش وسترن بلات با استفاده از 
الف، 5آنتی بادی بزی ضد موشی تصدیق گردید)شکل 

 یافته هابا توجه به این ب(. در مجموع میتوان گفت که 
در یک  pET21-FoxP3-IgG2Fcپلاسمید  می توان از

 الحاقی با هدف بیان و تخلیص پروتئینسیستم شده 
FoxP3-IgG2Fc    به منظوراستفاده در مطالعات بعدی

 بهره جست.واکسن و  ایمنی زایی حیوانات 
 
 های ایمنی همورال پاسخ

تولید آنتی بادی اختصاصی در سرم موشهای ایمن 
( دو هفته بعد 1شده در هرسه گروه واکسینه شده )جدول

سنجیده شد.  ی بهینه شدهاز آخرین تزریق با روش الیزا
تمامی حیوانات ایمن شده با توجه به نتایج به دست آمده 

قادر به شکستن  (III و II  های نوترکیب )گروه با واکسن

1 2 3 
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 FoxP3ورال برای تولید آنتی بادی اختصاصی تولرانس هم
نشان داده شده است  6بودند. همانطور که در تصویر 

بالاترین تیتر آنتی بادی در گروه سوم ایمن شده یعنی 
مشاهده می شود  FoxP3-IgG2Fcگروه واکسینه شده با  

( p-value = 0.004 اگرچه تیتر آنتی بادی .)IgG  کلی در
ن نیز در مقایسه با گروه کنترل گروه دوم واکسیناسیو

 (.p-value = 0.03معنی دار بود)

 
 

 

(a)  

 
(b) 

 
،  یک کیلو جفت باز )فرمنتاز( DNA مارکر :1)الف( الکتروفورز ژل آگارز قطعه تکثیر شده با . از چپ به راست، ستون -2 تصویر
 . pET21a-Foxp3-IgG2(Fc))ب( شکل شماتیک اجزای بیانی در پلاسمید  PCR : محصول2ستون

 
  

2 
 1 

1
1 
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(a)   
 

(c)
 

(b) 
 



توانایی ...

ان
یر

ی ا
ست

زی
ش 

دان
ی 

ش
وه

پژ
ی 

لم
 ع

مه
لنا

ص
ف

13
96

ان
ست

زم
 -

4 
ره

ما
 ش

-1
2 

لد
ج

17 
 

 

 )d( 
 

در مقایسه با  HEK 293Tدر سلولهای  pIRES2-EGFP-FoxP3-IgG2Fcگذرای پلاسمید  انتقال)الف( ارزیابی  -3تصویر 
گرام آنالیز ( )ب و ج( پلات نقطه ای و هیستو100سلولهای غیر ناقل )کنترل منفی( با استفاده از میکروسگوپ فلوئورسنت )با بزرگنمایی 

به ترتیب در سلولهای غیر ناقل )کنترل منفی( در مقایسه با سلولهای ناقل پلاسمید. )د(  GFPفلوسایتومتری از نظر بیان پروتئین 
-pIRES2-EGFP-FoxP3ناقل  پلاسمید  HEK 293Tدر لیزات سلولهای  FoxP3-IgG2(Fc)ارزیابی بیان پروتئین الحاقی 

IgG2Fc بادی پلی کلونال  با استفاده از آنتیanti-Fc(IgG) باند مربوط به پروتئین 2: کنترل منفی، ستون1صورت گرفت. ستون :
  .: مارکر وزن مولکولی پروتئین3کیلودالتون )با فلش مشخص شده(، ستون 69الحاقی مورد نظر با طول 

 

(a) 
با رنگ امیزی کوماسی. از چپ به راست، Foxp3-IgG2(Fc) مربوط به پروتئین نوترکیب   SDS-PAGE)الف( آنالیز  -4تصویر
 IPTG (69 : لیزات باکتریایی القا شده با3، ستون IPTG: لیزات باکتریایی القا نشده با 2: مارکر پروتئینی )فرمنتاز(، ستون1ستون

  .: لیزات باکتریایی خام غیر ناقل )کنترل منفی(4، ستون کیلودالتون(
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(a)   (b) 
 

روی. از چپ به راست، -سدیم دو دسیل سولفات-با رنگ آمیزی معکوس ایمیدازول 2IgG -3rFoxp(Fc) یص )الف( تخل -5 تصویر
: 2که در یک چاهک بزرگ ران شده است وبا فلش مشخص است. ستون IPTG: لیزات باکتریایی ناقل پلاسمید بعد از القا با 1ستون

،   2IgG-3FoxP-a21Pet(Fc)القا شده حاوی  21BLE.coli: 1تونمارکر پروتئینی. )ب( آنالیز وسترن بلات. از چپ به راست س
 : مارکر پروتئینی.3رل منفی، ستون: کنت2ستون

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 3FoxP-و 3FoxPعلیه  بر شده واکسینه و کنترل گروههای در توتال IgG سرمی سطح میانگین مقایسه ستونی نمودار -6 تصویر

IgG2(Fc) (Mean±S.D,* P≤0.05, ** P≤0.001 ) .   
 

زیرکلاسهای انتی  ارزیابیهمانطور که می دانیم 
بادی می تواند جهت گیری پاسخهای ایمنی را در حیوان 

سنجش زیر  به همین مقصود واکسینه شده نمایان کند. 
ن صورت آنیز بدنبال سنجش کلی  IgGکلاسهای 

نشان داده می شود  7تصویر پذیرفت و همانطور که در 
که یکی از زیر کلاسهای وابسته به  IgG2bزیر کلاس 

می باشد بالاترین  (Th1)کمکی یک  Tپاسخهای سلولی 

دوم و سوم واکسیناسیون در سطح سرمی را در گروهای 
که  مقایسه با سایر زیرکلاسها در همین گروهها دارد
-p) بررسی آماری حاکی از معنی داری آن می باشد

value < 0.0001). رمی اگرچه طبق نتایج سطح سIgG3 
افزایش  IgG2aنیز در گروه سوم در مقایسه با زیرکلاس 

در گروه  IgG3ن صعود در مقایسه با تیتریافته است اما ای
 کنترل معنی معنی دار نمی باشد.

* 

** 
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 ینهای مختلف واکسه در گروه FoxP3 تولید شده بر علیه IgGنمودار ستونی مقایسه میانگین سطح سرمی زیر کلاسهای  - 7تصویر
 .( Mean±S.D,* P≤0.05, ***P≤0.0001)شده 

 
 بحث

-به واسطه توسعه سریع و وسیع DNAهای  واکسن
بشر به منظور های بالینی  شان در بسیاری از کارآزمایی

های مختلف از جمله سرطان  واکسیناسیون علیه بیماری
 قبلی در کارآزمایی توارد شده اند. نتایج مربوط به مطالعا

 های روش های از جنبه اند که این واکسن ها نشان داده
تحویل آنتی ژن تا رسیدن به کارآرایی قابل قبول  بیان و

برای راه ، از طرفی .ددر بالین هنوز نیاز به بهبود دارن
های توموری که  اندازی یک ایمنی کارآمد علیه آنتی ژن

جدیدتری  استراتژی هایایمنی زایی خفیفی دارند نیز 
ها برای  مهندسی طراحی واکسن شود. باید بکار گرفته

یکی از ها  دستکاری مسیرهای عرضه و فرآوری آنتی ژن

ری مهمترین ویژگی هایی است که می تواند در فناو
  .(19) شوداداره   DNAواکسن 

 های مختلفی از جمله مهندسی واکسن روش
DNAسرکوبگر ایمنی،  های ، تحویل همزمان با مولکول

یادآور و -برنامه اولیه، به بدن اروتحویل دامن  مسیرهای
بکه های شهای  غلبه بر مکانیسماستراتژی هایی برای 

های بدخیم برای  سرکوبگر ایمنی که توسط سلول
، تا تخاذ می شودیمنی اهای ا جلوگیری از عملکرد سلول

 در کارآزمایی .(19) کنون مورد مطالعه قرار گرفته اند
راهکارهای بکارگیری  باهای در حال انجام یا کامل شده 

 منفرد و ترکیبی برای افزایش کارآیی و ایمنی زایی
امنیت و تحمل پذیر بودن آنها به  ،DNAهای  واکسن

 .(19-22) اثبات رسیده است
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های عرضه کننده آنتی ژن برای شروع و  سلول
در مقابل واکسن  T و Bهای  های سلول کنترل پاسخ

DNA ر کوچکی از که تنها کس ندرچه ؛حیاتی هستند
های  تزریق شده، توسط سلول DNA های  مولکول

-عرضه کننده آنتی ژن در گره های لنفاوی به دام می
ها به درون  حتی زمانی که این مولکول .(23) افتند
های دندریتیک )مهمترین سلول حرفه ای عرضه  سلول

پردازش و  دکننده آنتی ژن( ترانسفکت می شوند، فرآین
حتی  .(24) مشکل است II کلاس  MHCبه آنهاعرضه 

به دلیل ناکارآمدی به درون های ترشحی نیز  آنتی ژن
های محلول از راه پینوسیتوز فاز مایع،  کشیدن آنتی ژن

عرضه  II و  Iکلاس   MHCنمی توانند بطور موثر به 
در این مطالعه با ساختن پروتئین الحاقی  .(25) شوند

ه درون کشیدن با ببا هدف تسهیل فرآیند  Fc -آنتی ژن
 سطه گیرنده سعی در تسهیل عرضه آنتی ژن با سلولاو

های  های عرضه کننده حرفه ای آنتی ژن و افزایش پاسخ
مثل استفاده هایی  اگرچه قبلا نیز تلاش ایمنی داشتیم.

وابسته به سلول سیتوتوکسیک  4از مولکول پروتئین 
(CTLA4 ) آنتی ژن توسط سلول قرار دادنهدف برای-

ی حرفه ای عرضه کننده آنتی ژن به منظور افزایش ها
 ؛ (26-27) صورت گرفته بود DNAهای  قدرت واکسن

های باره آن صحبت شد ویژگی طراحی واکسنی که در اما
منحصربفردی دارد. این واکسن مسیر اندوسیتوز به 

قادر می سازد که بطور موثرتری آنتی واسطه گیرنده را 
انداخته، در اندوزوم پردازش  های الحاقی را به دام ژن

های حرفه ای عرضه کننده آنتی ژن  کرده و توسط سلول
همانطور که در این مطالعه تشریح عرضه کند.  MHCبه 

در Foxp3 در الحاق با   Fc شد سازه دربردارنده بخش
بیان سازه با  طراحی شد.  pIRES-EGFP پلاسمید

 دید.بررسی گر HEKهای  ترانسفکت کردن آن در سلول

  های واکسیناسیون فعال بر علیه عیرغم سایر روش
FoxP3 (3،) پروتکل واکسیناسیون واکسن DNA 

پروتئین نوترکیب که در مطالعه حاضر بکار بسته شد /
-های همورال وابسته به سلول توانست تولرانس در پاسخ

واکسن به ترتیبی که در برنامه   کمکی را بشکند. Tهای 
می  ،قیق مورد استفاده قرار گرفتواکسیناسیون این تح

تواند هر دو مسیر عرضه آنتی ژن را به راه بیندازد. 
 سن می تواند ژن محموله ژنی خود را هم با کمککوا

MHC I  های  به سلولT  سیتوتوکسیک و هم از طریق
MHC II های  به سلولT (.28-29) کمکی عرضه کند 

با  در الحاق FoxP3در این مطالعه ژن کوتاه شده 
IgG2Fc  تکثیر وبا موفقیت در وکتورهایpIRES2-

EGFP   وpET21a  کلون شد. در ادامه عملکرد اجرایی
های  تمسدر سیبه ترتیب هر دو سازه نوترکیب 

بررسی شد.  بیان پروتئینپروکاریوتی و یوکاریوتی 
بنابراین زمان آن رسیده که پا فراتر نهاده و سایر نتایج 

ه ها در بدن موجود زنده و توانایی ایمنی زایی با این ساز
های عملکردی علیه سلولهای ایمنی  آنها در القای پاسخ

T .تنطیمی ارزیابی شود 
وکتورهای کلونینگ و بیانی  ،به طور خلاصه

 برای استفاده به عنوان FoxP3-IgG2Fcدربردارنده قطعه 
و وکتور تولید کننده پروتئین نوترکیب  DNA واکسن

-FoxP3فته های ما نشان دادند که ساخته شدند. یا

IgG2Fc می تواند در E. coli BL21 (DE3) های و سلول
بیان شوند. بنابراین بنظر زمایشگاه آیوکاریوتی در شرایط 

برای استفاده در طراحی این سازه ها می رسد که 
تنظیمی  Tهای  مطالعات تجربی به منظور غلبه بر سلول

 کاربرد داشته باشند.های ایمنی علیه تومور  در پاسخ
-FoxP3اثرات در مورد سایر های تکمیلی  انجام بررسی

IgG2FC های  به عنوان واکسن علیه سلولT تنظیمی 
ال، ارزیابی تنظیمی در طح T های همچون میزان سلول

های تومور می  چالشسیتوتوکسیک و  Tهای  لنفوسیت
   تواند زمینه ای برای مطالعات آینده باشد.

 
 تشکرتقدیر و 

از همکاری دانشگاه های علوم پزشکی تهران و تبریز که 
 ما را در انجام این تحقیق یاری کردند سپاسگزاریم.
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