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هاي سلولي  در رده gp96و  HSP-70هاي شوك حرارتي  سازي ميزان توليد پروتئين بهينه

 واكسن سرطان ي مي، به منظور به كارگيري در تهيهكپروستات و اريترولو

  
  2اكبري ، قاسم2ملك خطابي پوريا، 1دليرژ نوروز

  
  

  چكيده
 Iكلاس  MHCها از طريق  ژن آنتي ي در هدايت و عرضه gp96و  HSP70 لياز قب )HSP اي Heat shock proteins( يحرارت شوك يها نيپروتئ :مقدمه

)Major histocompatibility complex (هاي  پاسخ سلول يو القاTCD8+ اين نقش  امروزه .نقش مهمي دارندHSP  براي اي  به عنوان پايهها
اي كه موجب  حرارت بهينه ي در اين مطالعه به منظور يافتن درجه. گيرد هاي ضد سرطان مورد استفاده قرار مي واكسن ي هاي كلنيكي به منظور تهيه آزمون

 .استفاده گرديد) LNcap( و پروستات) K562(  هاي سلولي اريترولوكمي از رده ،گردد ها مي HSPحداكثري  يالقا

هاي حرارت ديده در دماي  سپس سلول .گراد قرار گرفت سانتي ي درجه 43يا  42 ،41هاي  حرارت ساعت در درجه 1سلولي به مدت  ي ردههر  :ها روش
با  gp96و ميزان  ELISAبا استفاده از كيت  HSP70ميزان  ،بعد از اين مرحله .ساعت انكوبه گرديد 12يا  6، 3گراد به مدت  سانتي ي درجه 37

 .گيري شد اندازه فلوسايتومترياستفاده از روش 

گراد  سانتي ي درجه K562، 41ي سلولي  در رده gp96و  Hsp70حداكثري  يحرارت و مدت زمان انكوباسيون به منظور القا ي بهترين درجه :ها يافته
  . دبوساعت  12گراد به مدت  تينسا ي درجه LNcap، 43ي سلولي  ساعت و در مورد رده 3و انكوباسيون به مدت 

توموري اقدام  ي بهتر است كه در مورد هر رده HSPهاي ضد توموري بر اساس  نمايد كه قبل از طراحي واكسن اين نتايج خاطر نشان مي :گيري نتيجه
  .حرارت بهينه و زمان مناسب انكوباسيون نمود ي به يافتن درجه

   LNcap، K562 ، سرطان،HSP70، gp96 :واژگان كليدي
 

  مقدمه
 يـا  Heat shock proteins( هاي شوك حرارتي پروتئين

HSP(، ــيله ــلول  ي وس ــت س ــي حفاظ ــا  طبيع ــده  ض
). 1(د نباش ـ هـاي محيطـي و فيزيولوژيـك مـي     استرس

ناگهاني در محيط سـلول  استرس شامل هر گونه تغيير 
به صورتي كـه سـلول آمـادگي پاسـخ بـه آن را       ؛است

هـايي كـه تحـت اسـترس قـرار       سـلول  .نداشته باشـد 
يـا بـر اسـترس وارد     هـا  HSPگيرند به كمك القاي  مي

شـوند   ميمانند و يا تسيلم  و زنده ميكنند  ميشده غلبه 
ي در طـي فراينـد   يايـن توانـا  . گردند و دچار مرگ مي

ها به علـت   HSP). 2( مچنان حفظ شده استتكامل ه
ــش  ــواع    Chaperokineنق ــان ان ــدا در جري ــود، ابت خ

ــترس ــا     اس ــك و ي ــل پاتولوژي ــي، عوام ــاي محيط ه
  ).3(هاي فيزيولوژيك شناسايي شدند  استرس

HSP  هـاي سـلولي    ترين پروتئين از جمله فراوانها
هستند، ولي در شرايط فيزيولوژيك در قياس با شرايط 

از ). 4( تري وجود دارنـد  در سطح بسيار پاييناسترس 
هاي وارد شده به سلول منجـر بـه    آن جايي كه استرس

هـاي   پـروتئين  ،هـا  پـروتئين گردنـد بـه    مي HSPالقاي 
   ).5( گردد هم اطلاق مي )Stress protein( استرس
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عملكردهاي متعـددي را ذكـر    ها روتئينپاين براي 
  : به عنوان مثال اند نموده

ممانعـت   -1ملكردهاي هموستاتيك شامل ع )الف
برگردانـدن   -2هـا،   پـروتئين ) Aggregation( از تجمع

 ـ  وضعيت محلول بودن به پروتئين سسـتي  ه هايي كـه ب
هـاي   خوردگي زنجيره كمك به چين - 3اند،  مجتمع شده

 ي خوردگي دوباره شده و يا چين پپتيدي تازه ساخته پلي
گيـري   هدف - 4هاي بد تاخورده و آسيب ديده،  پروتئين
تخريب شـده بـه سـمت ماشـين      به شدتهاي  پروتئين

ــلولي،   ــب س ــروتئين   - 5تخري ــودن پ ــزا نم ــاي  مج ه
تـر در مـوارد آسـيب     هـاي بـزرگ   ديده به مجتمع آسيب

ــدهاي نقــل و انتقــال  - 6، )6( ي ســلولي گســترده فراين
   و) 7( لهـاي مختلـف سـلو    هـا در بـين بخـش    پروتئين

  ).8( هاي ناقل پيام پروتئين ي تغييرات پس از ترجمه - 7
  :ثر بــر دســتگاه ايمنــي بــدنؤعملكردهــاي مــ )ب

 ژن آنتـي  ي هاي عرضـه كننـده   القاي بلوغ در سلول -1
ــر مســيرهاي عرضــه أت -2، )3، 10-9(  ي ثيرگــذاري ب

  )MHC( هـــــاي ژن بـــــر روي مولكـــــول آنتـــــي
Major histocompatibility complex   ــلاس و  Iك

  ، )TCD8+ )6 ،4هـــاي  هـــاي ســـلول القـــاي پاســـخ
  ). NK )Natural killer ()7 ،3هاي  سازي سلول فعال - 3

هـايي از   زايي بيمـاري  گذاري بر سير بيماري اثر )ج
ــل ــت)7، 9( ســرطان قبي ــورو، اخــتلالا)4( ، دياب  ت ن

هـاي   برخـي بيمـاري   دژنراتيو، ايسكمي، ترميم زخم و
  ).6( ديگر

هاي كليـدي   ، نقشHSPهاي مولكول در عين حال،
 ي تومورها به واسـطه  ضدزايي بر  را در ايمنيي و مهم

 ي عرضه كننـده  اي هاي حرفه دخالت در عملكرد سلول
، )APCيــا   Antigen-presenting cells(ژن  آنتــي

). 7( نمايند بازي مي NKهاي  و سلول T هاي لنفوسيت

در  هـا HSPدر بسياري از منـابع بـه نقـش عملكـردي     
هـاي اختصاصـي تومـور اشـاره شـده       ژن آنتي ي عرضه
وزن  ي هاي مشـتق از تومـور بـا محـدوده    HSP .است

و ) HSP70 ،HSC70(كيلودالتـون   70مولكولي حدود 
GP96 )96 موجـــب تســـهيل ورود ) دالتـــون كيلـــو

 MHC هـاي  ژنيـك بـه داخـل مولكـول     پپتيدهاي آنتـي 
  .)3، 7، 9-11( گردند مي Iكلاس 

له ديـده شـده اسـت كـه اتصـال      أس ـدر كنار اين م
HSP70 و gp96 بـر   ،هاي اختصاصـي خـود   به گيرنده

 ـ APCبلوغ فنوتايپي و عملكردي    گـذارد   مـي ثير أهـا ت
به دنبال چنـين اتصـالي، شـاهد افـزايش     . )3، 13-12(

هاي كمـك   مولكول ،IIكلاس  MHCهاي  بيان مولكول
ــي  ــح   CD83و  CD86تحريكـــ ــار ترشـــ در كنـــ

) IL-12 )Interlukinالتهابي ماننـد   هاي پيش سايتوكاين
ــواهيم ) TNFα )Tumor necrotizing factor-αو  خ

انـد   مطالعات ديگر نشان داده، علاوه بر اين ).3، 9(بود 
 in vitroتوانـد هـم در    مي پپتيد -HSP ي كه مجموعه

هاي انسـاني   APCاز طريق ) 6( in vivoو هم در ) 8(
هـا   CTLو  دومتقاطع پپتيد همـراه ش ـ  ي عرضهموجب 

)Cytotoxic T lymphocyte (را فعال نمايد.   
 بسيار مهم اين اسـت كـه نشـان داده شـده     ي نكته

 HSP70ژنيـك بـه همـراه     پپتيد آنتي ي در عرضه است
از آن مشـتق   HSP70سـلولي كـه    ي ردهسازگاري بين 

پاســخ دهنــده ضــروري  Tهــاي  شــده اســت و ســلول
حتـي در غيـاب پپتيـدهاي مشـتق از      ).14(باشـد   نمي

ــور،  داراي ظرفيـــت تحريـــك ترشـــح  HSP70تومـ
ــيش ســايتوكاين ــابي  هــاي پ ــد الته و  IL-1β، IL-6مانن

TNF-α  توســـطAPCتحريـــك  ي هـــا بـــه واســـطه
اين فرايند بـه مولكـول   . باشد مي TLR2,4هاي  هگيرند

CD14 )Cell differentiation (نيز وابسته است )15 .(
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 ي اعضــاي خــارج ســلولي خــانواده بــه ايــن عملكــرد
HSP70   ــلولي ــارج سـ ــكل خـ ــل شـ  HSP72از قبيـ

)eHSP72 (اختصاصـي ايمنـي ذاتـي،     در تحريك غير
اثـر  ). 2، 4(د گـرد  طـلاق مـي  ا Chaperokineعملكرد 

 ارتبـاط  حضـور پپتيـدهاي همـراه    اكه ب HSP70 ديگر
). 3، 7(باشد  مي NKهاي  ندارد، تحريك فعاليت سلول

روش فلوسايتومتري نشان داده شده است با استفاده از 
هاي توموري و  در سطح سلول HSP70ي يكه فرم غشا

له موجـب  أايـن مس ـ . هاي سالم حضـور دارد  نه سلول
ــلول   ــي س ــايي اختصاص ــه    شناس ــوري و ن ــاي توم ه

. خواهـد شـد   NKهـاي   هاي سالم توسط سـلول  سلول
 ي هاي توموري به ليز با واسـطه  ميزان حساسيت سلول

هـاي   متناسب با ميـزان حضـور مولكـول    ،ها اين سلول
HSP70 3، 7(باشد  هاي توموري مي در سطح سلول.(  

موجب برانگيختـه شـدن هـر دو     HSPهاي مولكول
سازي و  فعال(هاي ايمني يعني ايمني ذاتي  بازوي پاسخ
هـاي   سـازي سـلول   هاي دنـدرتيك و فعـال   بلوغ سلول

NK ( و ايمني اكتسـابي ) و ژن  متقـاطع آنتـي   ي عرضـه
  ).16( گردند مي) +TCD8هاي  سازي سلول فعال
در هـا   HSPتوجه به آن چه كـه در مـورد نقـش     با
هاي توموري گفته شد، امروزه قبـل از   ژن آنتي ي عرضه

هـاي تومـوري بـه عنـوان      سـلول  ي استفاده از عصـاره 
ها سعي  اين پروتئين يواكسن، با القا ي ژن در تهيه آنتي
هـاي   ژن توسـط سـلول   آنتـي  ي ي عرضـه يكنند كارا مي

 ولـي از آن  ؛ژن را افـزايش دهنـد   آنتـي  ي عرضه كننده
 ـ   ي كه ردهيجا ثير درجـه  أهاي سلولي مختلـف تحـت ت

هاي مختلـف انكوباسـيون    هاي متفاوت و زمان حرارت
هاي شوك حراتي  بعد از آن مقادير متفاوتي از پروتئين

ديم كنند، از اين رو در اين مطالعه بـر آن ش ـ  را بيان مي
حرارت و انكوباسيون بعد از دمـادهي   ي تا مقدار بهينه

 هاي سلولي پروسـتات و اريترولـوكمي   را در مورد رده
م تـا نتـايج آن را در مراحـل بعـدي توليـد      ييتعيين نما
  . هاي سلولي سرطان مورد استفاده قرار دهيم واكسن
  
  ها روش
از بانك سلول ايران تهيـه   LNcapو  K562هاي  سلول

محـيط كشـت    ).NCBI code: C122, C439( گرديـد 
ــلول  ــراي س ــتفاده ب ــورد اس ــاي  م   ،LNcapو  K562ه

RPMI 1640 ) ي بـه اضـافه   )آمريكـا ، شركت سـيگما 
FBS )Fetal bovine serum (10  ــد ــركت (درص ش

Gibco ،براي تعيين ميزان توليد . بود) آلمانHSP70  از
و براي ) آمريكا ،StressXpressكت رش( ELISAكيت 

ــان   ــزان بي ــين مي ــي gp96تعي ــال  از آنت ــادي منوكلون ب
و  )آمريكا، Thermo scientific شركت(اختصاصي آن 

  . يتومتري استفاده شدالوسفروش 
ــلول ــاي  س ــت   LNcapو  K562ه ــيط كش   در مح

RPMI 1640 ي به اضافه FBS 10  37در دماي درصد 
كشت داده شـدند  درصد  CO2 5و گراد  ي سانتي درجه

مـورد نيـاز و    ي بـه انـدازه   K562هـاي   تا تعداد سلول
 درصـد  80اي برسـد كـه    به انـدازه  LNcapهاي  سلول

هـاي هـر دو    سپس فلاسـك  .سطح فلاسك را بپوشاند
 ـسلول به چهـار گـروه تقسـيم     سـه گـروه در    .دگردي

 43و  42، 41 بـا دمـاي   ب گـرم بـه ترتيـب   آماري  بن
مدت يك سـاعت حـرارت داده   گراد به  ي سانتي درجه

. گرديـد گروه چهارم نيز به عنوان شـاهد اسـتفاده    .دش
و گـراد   ي سـانتي  درجـه  37ها در دماي  فلاسك ي همه

CO2 5  ساعت كشـت داده   12 و 6، 3به مدت درصد
سـه بـار تكـرار و     ،اين آزمايش براي هر نمونـه . شدند

 ±انحـراف معيـار   نتايج بـه دسـت آمـده بـه صـورت      
  .زارش گرديدگ ميانگين
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ها از طريق سنجش  توسط سلول HSP70 يزان توليدم
هاي كشت داده شده با استفاده از  ي نمونهيآن در مايع رو

  : كيت تجارتي به روش زير انجام گرفت
 100هــاي مــورد آزمــايش بــه مقــدار  از نمونــه -1

 ـخانه اضـافه   96پليت  ي به هر خانهميكروليتر  . دگردي
دو خانه بـه   .در نظر گرفته شدبراي هر نمونه دو خانه 

و هفـت جفـت خانـه نيـز بـراي       Blankعنوان شـاهد  
   .استاندارد در نظر گرفته شد ي نمونه
 يدرجـه  4به مدت يـك شـب در   ، ـ سطح پليت2

   .دگرديانكوبه  گراد سانتي
، پليت سه بـار بـا   Washerـ با استفاده از دستگاه 3

Wash buffer آب اضـافي   ،شسته و با دستمال كاغذي
   .پليت گرفته شد

اضافه  Assay diluentميكروليتر  200ـ به هر خانه 4
  .دگردياق انكويه تو به مدت يك ساعت در دماي ا

  .انجام شد 3 ي ـ شستشو همانند مرحله5
 Assay diluentهاي مختلـف اسـتاندارد در    ـ رقت6

هاي مربوط اضافه  به خانه ميكروليتر 100تهيه و به مقدار 
و نمونه نيـز بـه ترتيـب     Blankي مربوط به  به خانه. شد

Assay diluent نمونه مورد آزمايش اضافه شد و.  
سـاعت در   2بـه مـدت    وـ سطح پليت پوشـانده  7

  .دگرديدماي اتاق انكويه 
انجام گرفت با ايـن   3 ي ـ شستشو همانند مرحله8

  .بار شستشو داده شد 5تفاوت كه در اين مرحله پليت 
 Working detection ميكروليتر 100ـ به هر خانه 9

 Avidin-HRPو معـرف  ) Detection Ab )1:250شامل 
 به مدت يك وسطح پليت پوشانده  .اضافه شد) 1:250(

  .دگردياق انكويه تساعت در دماي ا
 انجام 3 ي بار شستشو همانند مرحله 7ـ اين بار 10

  .شد

بـه  ميكروليتر  100محلول سوبسترا به مقدار  - 11
تـا   و ه شددسطح پليت پوشان. دگرديهر خانه اضافه 
شروع به رنگ گرفتن كنند  Blankهاي  زماني كه خانه

 50در اين زمان به هر خانه  .دگرديدر تاريكي انكويه 
  اضــــافه و واكــــنش  Stop solution ميكروليتــــر
  .متوقف شد

نگار و بـا   ELISAپليت با استفاده از دستگاه  -12
  .خوانده شد نانومتر 450ج طول مو
ــ) OD )Optical density متوســط -13 دســت ه ب

و منحنـي اسـتاندارد بـر روي كاغـذ      شد آمده محاسبه
سـپس بـا توجـه بـه منحنـي       .گرديـد لگاريتمي رسـم  

موجود در نمونه تعيـين و بـه    HSP70مقدار استاندارد 
  .گزارش گرديدليتر  نانوگرم در ميليصورت 

ــراي  ــزان بيـــان   بـ روش  از gp96ســـنجش ميـ
 يط ـ و دادن حرارت از بعد. استفاده شد فلوسايتومتري

 بـافر  بـا  بـار  يكها  سلول، نظر مورد انكوباسيون مدت
FACS )Fluorescent activated cell sorting (
 درصـد  2 حـاوي  كه بافر همين در و شد داده شستشو

ي  درجـه  4در  دقيقـه  30 مـدت  بـه  ،بـود  مـوش  سرم
  .گرديد انكوبه گراد سانتي
بـا بـافر    دوبارهها  سلول ،اسيونبر پايان زمان انكود

FACS هـا بـه    بعد از رسـاندن حجـم آن   .شدسته شس
بـادي ضـد    آنتـي ميكروليتـر   10مقدار  ،ميكروليتر 100

gp96  در دقيقـه   45ا كنترل ايزوتيپ اضافه به مدت بو
  .انكوبه گرديد گراد، ي سانتي درجه 4

بـار بـا    ها يـك  زمان انكوباسيون سلولبعد از اتمام 
ــافر  ــد  FACSب ــته ش ــتگاه    و شس ــا دس ــله ب بلافاص
مورد ) آلمان ،Partechشركت ( DAKOيتومتري افلوس

ــرار گرفــت ــرم  .آزمــايش ق ــا ن ــايج حاصــل ب ــزار نت  اف
FlowMax  گرديدآناليز.  
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  ها افتهي
در  gp96و  HSP70هـاي   حـداكثري مولكـول   يالقا
  :ي سلولي اريترولوكمي رده

هاي  پروتئين يهاي استفاده شده براي القا درجه حرارت
موجـب توليـد مقـادير     gp96و  HSP70شوك حرارتي 

گـردد   مي K562هاي  ها در سلول  متفاوتي از اين پروتئين
  . )2و  1ي ها نمودار(

گـردد كـه    مشخص مـي  اين دو نمودار ي با مقايسه
ــداكثري  ــان حـ ــه 41در  gp96و  HSP70بيـ  ي درجـ

  .دداساعت رخ  3گراد و انكوباسيون به مدت  سانتي
در  gp96و  HSP70هـاي   حداكثري مولكـول  يقاال

  :ي سلولي سرطان پروستات رده
   HSP70الگوي بيان دو مولكـول   4و  3ي ها نموداردر 

) LNcap(ي سلولي سرطان پروسـتات   در رده gp96و 
  . نشان داده شده است

گـردد كـه    اين دو نمودار مشخص مـي  ي با مقايسه
ــداكثري  ــان حـ ــه 43در  gp96و  HSP70بيـ  ي درجـ

  .دداساعت رخ  12گراد و انكوباسيون به مدت  سانتي
  
  بحث

ايمنـي در برابـر تومورهـا در سـال      و HSPارتباط بين 
بدين ترتيـب كـه    .براي اولين بار نشان داده شد 1980

ــول   ــه مولك ــد چنانچ ــين دريافتن ــاي  محقق از  HSPه
قـادر بـه القـاي     هاي توموري جداسازي گردند، سلول
هـاي   در برابر سـلول  +TCD8هاي  هاي لنفوسيت پاسخ

  ه ازدر حالي كه اين امر با استفاد .توموري خواهند بود
  

  
  K562ي سلولي  در رده HSP70الگوي بيان مولكول  .1 نمودار

  

  
  K562ي سلولي  در رده gp96الگوي بيان مولكول  .2 نمودار
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  .LNcapي سلولي  در رده HSP70الگوي بيان مولكول  .3 نمودار

  
  LNcapي سلولي  در رده gp96الگوي بيان مولكول  .4 نمودار

  
HSP  بافت سالم مشابه بافت خاسـتگاه  خالص شده از

 ،از طـرف ديگـر  ). 5، 16( پـذيرد  تومور صـورت نمـي  
 يباعث القا ،HSP90ها از جمله HSPهدف قرار دادن 

ميلـوم متعـدد   نظيـر  هـاي سـرطاني    آپوپتوز در سـلول 
هـاي   مطالعات اوليه در مورد كمـپلكس ). 17(گردد  مي

gp96-    پپتيد صورت گرفت و مطالعات بعدي نيـز كـه
 HSP110 كالرتيكولين، ،HSP70 ،HSP90با استفاده از 

ييد أصورت گرفت، نتايج به دست آمده را ت grp170و 
  ).16( نمود

ــا ــانواده  ياعض ــوگ خ ــه HSP ي همول  ي در هم
ميتوكنـدري،  هاي سلول شامل سيتوزول، هسـته،   بخش

اندوپلاسـميك، غشـاهاي    ي اندوزوم، ليزوزوم، شـبكه 
، )7( گردنـد  پلاسمايي يافت مي يدرون سلولي و غشا

هـاي تومـوري جـدا     هايي كـه از سـلول   HSPبنابراين 
هاي توموري  به طور بالقوه سرشار از پادگن ،گردند مي
هـاي   بـا توجـه بـه نقـش كمـپلكس     ). 1 ،18( باشند مي

HSP-ــا ــد در فع ــوغ  لپپتي ــا APCســازي و بل ــن ه ، اي
ــه فعــال  ــادر ب ــال  ســازي پاســخ پلــي مجموعــه ق كلون

هاي تومـوري خواهـد    ژن بر عليه آنتي Tهاي  لنفوسيت
در اين شرايط حتي اگر تومور تحت فشار انتخابي . بود

هـاي خـود را از دسـت     دستگاه ايمني برخي از پادگن
جهت نـابودي   Tهاي  هاي متعدد سلول بدهد، باز كلون

  ). 9(هاي توموري در دسترس خواهند بود  لولس
 )Danger theory(خطــر  ي نظريــهمبنــاي  بــر
ــال ــايي      فع ــه شناس ــوط ب ــي من ــتم ايمن ــازي سيس س
هاي دچار استرس  هاي خطر آزاد شده از سلول مولكول
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هاي خطـر مشـتق از عامـل     و آسيب ديده و يا مولكول
 هـر ). 19(باشد  زا توسط سيستم ايمني ذاتي مي بيماري

آمدن در موجب به صدا HSPدو فرم غشايي و محلول 
). 7(هاي خطر بـراي سـيتم ايمنـي خواهنـد شـد       زنگ
 ي هاي دندريتيك در كنـار عرضـه   بلوغ در سلول يالقا

پاسـخي ايمنـي خواهـد     متقابل پادگن مانع آنرژي و بي
استفاده از اين شيوه ما را از شناسايي تك تك ). 9( شد
نيـاز خواهـد سـاخت     ور بيهاي اختصاصي توم ژن آنتي

پپتيـد از تومـور   -HSPهـاي   استخراج مجموعـه ). 16(
هاي  حضور حداكثري پادگن ي تضمين كننده ،خود فرد

اختصاصي و منحصر به فرد تومور آن شخص خواهـد  
  ).9، 16، 20( بود

به كـار رفتـه در    ي ترين شيوه استرس حرارتي مهم
ل جهت به طور معمو. باشد ها مي در سلول HSPالقاي 
دهي غير  در محيط كشت سلول از حرارت HSPالقاي 

گـراد بـه    سـانتي  ي درجـه  40كشنده در دماهاي بالاي 
  ). 1(گردد  مدت يك ساعت استفاده مي

در اين مطالعه به منظـور يـافتن اسـترس حرارتـي     
از  ،گـردد  ها مي HSPحداكثري  يكه موجب القا ،بهينه
هر . دشاستفاده  LNcapو  K562سلول سرطاني  ي رده
هـاي   ساعت در درجه حـرارت  1ي سلولي به مدت  رده
گراد در بـن مـاري قـرار     سانتي ي درجه 43و يا  42 ،41

جايي كـه پـس از شـوك حرارتـي مـدت       از آن. گرفت
در سـلول   HSPهاي جديـد   زماني لازم است تا مولكول

 12و  6، 3هاي حرارت ديده به مدت  سنتز گردد، سلول
  . گراد انكوبه گرديد سانتي ي درجه 37 ساعت در دماي

HSP70  وgp96 ــم ــه مه ــرين  از جمل ــاي  HSPت ه
 يدهايورود پپتكه موجب تسهيل است مشتق از تومور 

   گـردد  يم ـ MHC I يهـا  مولكـول  داخـل  به كيژن يآنت
در داخل  HSPهاي  البته توزيع مولكول ).3، 7، 11-9(

هـاي   بـه طـور معمـول مولكـول     .سلول متفاوت است
gp96 اندوپلاســـــميك و  ي در شـــــبكهHSP70  در

بــدين ترتيــب بــه نظــر ). 3، 7(ســيتوزول حضــور دارد 
دسـت آوردن پتانسـيل حـداكثري    ه رسد كه جهت ب مي
ها لازم است شـرايط   HSPهاي توموري همراه با  ژن آنتي
حداكثري هـر دو مولكـول بـه     ياي كه موجب القا بهينه

  .قرار گيردگردد، مورد ارزيابي  زمان طور هم
بر اساس نتايج به دست آمده در اين مطالعه بهترين 

حرارت و مدت زمان انكوباسـيون بـه منظـور     ي درجه
ــا ــداكثري  يالق ــلولي  در رده gp96و  Hsp70ح ي س

K562، 41 گراد و انكوباسيون به مـدت   سانتي ي  درجه
گـراد   سـانتي  ي درجه LNcap، 43ساعت و در مورد  3

   .دبوساعت  12به مدت 
در گذشته مطالعات زيادي در مورد تعيـين بهتـرين   

انجام نگرفتـه   HSPي دما و زمان انكوباسيون براي القا
ــا ايــن حــال در يــك مطالعــه كــه در مــورد   ،اســت ب

هاي كبدي صورت گرفـت، بهتـرين    كارسينوماي سلول
 ي درجه 42دماي  HSPهاي  شرايط جهت بيان مولكول

 5دنبـال آن  ه گراد به مدت نيم تا يك ساعت و ب سانتي
گـراد   ي سـانتي  درجـه  37ساعت انكوباسيون در  18تا 

  ). 16 ،21( تعيين گرديد
نمايد كه قبـل از طراحـي    نشان مي اين نتايج خاطر

بهتر است كه  HSPهاي ضد توموري بر اساس  واكسن
 ي توموري اقـدام بـه يـافتن درجـه     ي در مورد هر رده

  . ارت بهينه و زمان مناسب انكوباسيون گرددحر
  

  تشكر و قدرداني
ــود    ــر خ ــه ب ــندگان مقال ــي لازمنويس ــه از   م ــد ك دانن

زيست فناوري دانشگاه اروميه به عنـوان   ي پژوهشكده
همكـاري و مسـاعدت   از  و مالي طـرح  ي مين كنندهأت
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آقايان مجيد عزيزي و ساسان مشـكي    همكاران گرامي
زيســت فنــاوري دانشــگاه اروميــه و  ي از پژوهشــكده

آقايان يوسف حيدرثاني و اصغر علياري از آزمايشـگاه  

ايمونولوژي و آقاي فرهاد فرهنگ پـژوه از آزمايشـگاه   
دامپزشكي دانشگاه اروميه تشـكر و   ي مركزي دانشكده
  .قدرداني نمايند
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Abstract 

Background: Heat shock proteins (HSPs) are a large family of proteins with different molecular 
weights and different intracellular localizations. These proteins such as Hsp70 and gp96 have a critical 
role in presentation of major histocompatibility complex class I (MHC-I)-restricted antigens and 
induction of CD8+ T cells (TCD8+) responses. These surprising immunological characteristics of 
HSPs are now the basis for a number of clinical trials for cancer vaccination. We studied two tumor 
cell lines, i.e. erythroleukemia (K562) and human prostatic carcinoma (LNcap), in order to determine 
the best temperature that induces the optimized HSP induction.  

Methods: Each cell line was heated at 3 different temperatures (41, 42, and 43ºC) for 1 hour and then 
incubated at 37ºC for 3, 6, and 12 hours. HSP70 production and gp96 expression were determined 
through flow cytometry using a commercially available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
kit and monoclonal anti gp96, respectively. 

Findings: Our results showed that the optimum temperature and incubation time for HSP70 and gp96 
induction in K562 and LNcap were 43ºC for 3 hours and 43ºC for 12 hours, respectively.  
Conclusion: Our results revealed that the temperature and post-heating incubation period need to be 
optimized for each tumor cell line before using in HSP-based tumor vaccine. 
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