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 چکیده:

شناسایی  HIVهای به دست آمده در زمینه تولید داروهای ضدویروسی، درحال حاضر هیچ گونه واکسن موثری علیه ویروس برخلاف موفقیت مقدمه:

یمنی زایی نشده است. دستیابی به یک واکسن موثر بر علیه این ویروس، نیازمند پاسخ ایمنی قوی همورال و سلولی است. هدف از مطالعه حاضر ارزیابی ا
 های موثر بود.در راستای القای پاسخ BALB/cدر موش  LDP12-Nef-MPER-V3پروتئین نوترکیب 

ها سه مرتبه با فاصله زمانی سه هفته به گروه پنج تایی استفاده شد. تزریق 11موش ماده در  55در مطالعه حاضر، به منظور ایمنی زایی از  روش کار:

ها با استفاده از ی طحال موشهاسلولهای ایمنی همورال و سلولی به ترتیب در سرم و سخصورت زیر جلدی انجام شد. دو هفته بعد از آخرین تزریق، پا
 ویتینی یو ارزیابی شدند. -ها با آزمون منروش الایزا سنجیده شد. در نهایت داده

های در گروهبادی شده است، ولی تیتر آنتیهای اصلی مشاهده های مختلف در تمامی گروهبادی اختصاصی با تیتراسیوناگرچه میزان ترشح آنتی ها:یافته

همچنین، ایزوتایپ غالب در گروه ایمن شده  (p=0.045).به همراه ادجوانت نسبت به گروه کنترل بالاتر بود  LDP12ژن واجد پپتید دریافت کننده آنتی
 ( بود. Th1)شاخص تحریک پاسخ  IgG2aاز نوع  Hsp27به همراه  LDP12با 

به همراه  LDP12-Nef-MPER-V3های پژوهش حاضر بیانگر قابلیت القای تحریک سیستم ایمنی توسط رژیم تزریقی داده گیری:نتیجه

 کند. را فراهم می HIVاست که امکان دستیابی به یک واکسن موثر بر علیه  Hp91ادجوانت
 

 BALB/c ،Nef-MPER-V3زایی، ، ایمنیHIV-1 ،LDP12واکسن،  واژگان کلیدی:

 

 مقدمه:
های برانگیز دنیای امروز و یکی از الویتیکی از مسائل جدال

ساس است. برا HIVبهداشت جهانی، مواجه با عفونت ویروس 
، نزدیک به 2018های سازمان بهداشت جهانی در سال یافته

میلیون نفر  5/1اند که میلیون نفر آلوده به این ویروس بوده 9/37
ها کودک بوده اند. امروزه تمام کشورها با خطر اپیدمی این از آن

بیماری به عنوان چهارمین عامل مرگ و میر در دنیا روبه رو 
هستند. از این رو، دستیابی به واکسنی موثر برای مقابله با این 

هایی که . برخلاف موفقیت[1]چالش خطرناک امری حیاتی است 
شود، ویروسی مشاهده میدر زمینه تولید و مصرف داروهای ضد

شناسایی  HIVگونه واکسن موثری علیه ویروس حاضر هیچدرحال
های ایمنی هومورال و سلولی برای مقابله با نشده است. پاسخ

رسد عفونت این ویروس ضروری هستند. با این حال، به نظر می
های ایمنی هومورال علیه ویروس مذکور مقداری القای پاسخ

. بنابراین، در راستای طراحی واکسنی کارآمد باید [2]بر باشد زمان
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های ایمنی هومورال هایی برای تحریک موثر پاسخبه دنبال روش
کننده در این مسیر های خنثیبادیآنتی بود. همچنین توجه به

بسیار حائز اهمیت است. از سوی دیگر، با توجه به کم شدن 
ذیری انتخابی های درمانی به واسطه نفوذپکارآمدی پروتئین

غشاهای سلولی، استفاده از پپتیدهای نفوذپذیرکننده سلولی 
(CPPs)  انتقال کارآمد چندین پروتئین با [3]رواج یافته است .

استفاده از پپتیدهای نفوذپذیر کننده سلولی از میان غشای دولایه 
لان گیری اتصالی غیرکوابه داخل سلول گزارش شده است و شکل

بسیاری از  تواند برکننده میتید نفوذپذیربین محموله و پپ
های انتقال از جمله جذب اولیه کمپلکس نوترکیب به محدودیت

. در بین پپتیدهای [4فائق آید] های اندوزومالداخل وزیکول
آمینواسیدی  12رسد که پپتیدی می نظر نفوذپذیر کننده سلولی، به

متشکل از ناحیه ای غنی از اسید آمینه لیزین و مشتق شده از 
، یکی از LDP12کپسید پاپیلوما ویروس انسانی تحت عنوان 

های درمانی به داخل کننده پروتئینموثرترین پپتیدهای حمل
از طرف دیگر، یکی از موثرترین [. 6،5]های یوکاریوت باشدسلول

بادی، ای واکسن در القای سیستم ایمنی و تولید آنتیکاندیده
یک پروتئین ویروسی  ژنآنتیاست. این  Nefژن  استفاده از آنتی
اسید آمینه ای است که اثری مثبت روی  296غیرساختاری 

همانندسازی ویروس داشته و در بسیاری از عملکردهای ویروسی 
های و مولکول CD4 [10-7]از جمله تنظیم پایین دستی رسپتور 

MHCI  [11  12و]  های به منظور تنظیم آستانه فعالیت سلولT 
و همچنین ایجاد تغییر در مسیرهای  [13-16]و ماکروفاژها 

زایی ویریون سیگنالینگ و فعالیت سلولی به منظور القای عفونت
ژن این آنتینقشی کلیدی دارد. عملکردهای  [16-18]و آپوپتوز 

ایجاد ارتباط -1بندی کرد: دسته کلی تقسیم توان به چهاررا می
سازی فعال -2های سلولی و ماشین اندوسیتوز، بین پروتئین

دخالت در انتقال  -3های آلوده و رسپتورهای مهارشده، سلول
. [20و  19]زایی ویروس درنهایت افزایش عفونت -4ویروسی و 

های روتئیناند که کمپلکس ترایمری پمطالعات مختلف نشان داده
Env  ویروسHIV  به علت دارا بودن توان بالقوه برای تحریک
-24]های خنثی کننده از اهمیت بالایی برخوردار است بادیآنتی
برای امتزاج  V3و  MPERها، پپتیدهای . از بین این پروتئین[21

 V3. لوپ [25-27]غشاهای ویروسی و سلولی ضروری هستند 
است که  gp120نولوپ گلیکوپروتئین ای حفاظت شده روی اناحیه

میزبان، اولین  Cd4با  gp120برهمکنش انولوپ گلیکوپروتئین 
در لوپ  V3شود باعث می است کهمرحله ورود سلولی ویروس 

 CXCR4یا  CCR5به کموکاین رسپتورهای  معرض قرار گرفته
کمکی را آلوده کند  Tهای سلولو اکثر  شدهروی میزبان متصل 

های تشکیل دهنده لوپ های ساختاری اسید آمینه(. بازآرایی28)
های خنثی کننده استفاده بادیتوسط ویروس برای فرار از اثر آنتی

توانند به عنوان اهداف جدید برای داروهای شود و همچنین میمی
عنصر ضدایدز مورد استفاده قرار گیرند. علاوه بر این، چهار 

د که الگویی برای تولید ندار قرارتاری حفاظت شده روی لوپ ساخ
 protective cross-reactiveهای بادینتیآ القا کنندهواکسن 

بیست و چهار  MPERاز طرف دیگر، پپتید  .[29]کندایجاد می
اکتودومین  انتهای کربوکسیلی در آمینه حفاظت شده سمت اسید

gp41  تا  3توسط یی شده شناسا اپی توپ های است که شامل
HIV-1 broadly neutralizing monoclonal antibodies  :Z13, 

4E10, 2F5 این پپتید در انتقال ویروسی از  .[31و  30] ندهست
طریق فیوژن سلول به سلول و فیوژن ویروس به سلول نقش 

بادی های مخاطی دارد. همچنین دیده شده است که تحریک آنتی
به علاوه  را مهار کند. HIV-1تواند انتقال مخاطی  می Envعلیه 

های اپی تلیال به سلول HIV-1نشان داده شده است که اتصال 
گیرد که این با استفاده از یک رسپتور جایگزین صورت می

اپی توپ حفاظت شده  کرسپتور توسط ی -برهمکنش ویروس
 HIV-1جایی که واکسن  نآاز  .شودت میریمدی gp41روی 

MPER  در نواحی مخاطی  پیشگیرانههای بادیآنتیبرای تحریک
 کنداین واکسن را تایید می تواناییشود، این مطالعات استفاده می

[25]. 
به منظور تولید  Bی هاسلولدر جهت القای  Tهای دخالت سلول

امری ضروری است.  HIV-1های خنثی کننده علیه بادیآنتی
های پروتئینی معمولاً در القای پاسخهای با زیرواحدهای واکسن

چندان کارآمد نیستند. بنابراین،  Tی هاسلولایمنی مرتبط با 
تواند کننده میهای تحریکبا مولکول Envهای ترکیب ایمونوژن

 Bی هاسلولگذاری جایگزین برای اعمال فعالیت و هدفروشی 
پتید . با توجه به تولید و بررسی کارآمدی پ[32]به شمار رود 

-Nef-MPERهای ژنآنتیحاوی  LDP12نفوذپذیر کننده سلولی 

V3زایی پروتئین نوترکیب طالعه حاضر بررسی ایمنی، هدف م
Nef-MPER-V3   حاویLDP12  در مدل موشیBALB/c  بوده

 است.
 

 :روش کار
 های آزمون و برنامه ایمن سازیگروه

-LDP12-Nef-MPERمراحل ساخت و تایید پروتئین نوترکیب 

V3 به [33]در مطالعه پیشین به طور کامل شرح داده شده است .
حاوی ژن مذکور در   (+) pET-28aطور خلاصه، وکتور بیانی

بیان و پروتئین نوترکیب با استفاده  Rossetta (DE3)سیستم بیانی 
از روش کروماتوگرافی تمایلی تخلیص شد. پروتئین نوترکیب یاد 

 [34]شده از بخش هپاتیت و ایدز انستیتو پاستور ایران تهیه شد 
اختصاصی،  ژنآنتیدر مطالعه حاضر، به منظور ایمنی زایی توسط 

یلوگرم ک20هفته و میانگین وزنی  6-8سر موش ماده با سن  55
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بر اساس آیین نامه اخلاق کار با حیوانات و پس از تایید در کمیته 
اخلاق پزشکی انستیتو پاستور ایران و دانشگاه آزاد اسلامی واحد 

، بررسی (IR.IAU.PS.REC.1398.004)علوم پزشکی تهران 
گروه پنج تایی تقسیم شدند. تزریق ها سه  11ها به شدند. موش

ای و به صورت زیر جلدی به مقدار نهایی بار با فاصله سه هفته 
(. در برنامه 1میکرولیتر به ازای هر موش انجام گرفت )جدول 100

میکروگرم به ازای هر موش  5ایمنی زایی، میزان پروتئین تزریقی 
و   HSP27میکروگرم از ادجوانت های10در هر تزریق و میزان 

HP91  وط ادجوانت با مخل ژنآنتیبود. همچنین برای آماده سازی
 ژنآنتیاستفاده شد و سپس مخلوط ادجوانت با  1:1فروند نسبت 

سازی شد. دو هفته پس از آخرین از طریق ورتکس کردن همگن
ها در ها انجام و سرمموشگیری از سینوس چشمی تزریق، خون

های نهایی درجه سانتیگراد برای انجام آزمون -20شرایط 
 نگهداری شدند.

 

 ی طحال موش هاهاسلولسازی و تخلیص جدا
های موجود با ی طحال بر اساس پروتکلهاسلولجدا سازی  

اندکی اصلاح در راستای بهینه سازی انجام شد. موش های ایمن 
شده پس از بی هوشی با قطع نخاع شان کشته و پس از غوطه 

ها در شرایط استریل جداسازی درصد، طحال آن 70وری در الکل 
 PBS 1Xفت طحال پس از هموژن شدن در محلول بافر شد. با

سانتریفیوژ شد.  rpm 1500و دور  C4°دقیقه در دمای  5به مدت 
لیتر بافر لیز میلی10مایع رویی دور ریخته شد و به رسوب حاصل، 

دقیقه  5کننده گلبول قرمز اضافه شد. سپس به مخلوط پس از 
لیتر محیط کشت لیمی 5و در تاریکی،  C4°انکوبه شدن در دمای 

RPMI (RPMI-1640, Sigma, Aldrich) سازی اثر خنثی برای
ها دن فالکونبافر لیزکننده اضافه شد و پس از چند بار سرو ته کر

مطابق شرایط قبل، سانتریفیوژ انجام شد. سپس مایع رویی دور 
 RPMIلیتر محیط کامل  میلی1ریخته شد و به رسوب باقی مانده، 

سلولی در آن حل شد و بار دیگر به ظرف یخ  اضافه و رسوب
با استفاده از لام نئوبار  هاسلولانتقال داده شدند. در نهایت 

 .[35]شمارش شدند 
 

 به روش الایزا (IgG)القای پاسخ همورال  بررسی
-Nefاختصاصی ضد  بادیآنتیبه منظور بررسی میزان تولید  

MPER-V3  ای مخصوص الایزا خانه 96، ابتدا کف پلیت های 

(Nunk, Denmark)  3توسط پروتئین نوترکیب با غلظت 
پوشانده  [35]میگروگرم بر میلی لیتر و براساس پروتکل استاندارد 

سرم  ،BSA 1%شد و پس از شست و شو و بلاک کردن با 
، رقیق بادیآنتیکننده توسط بافر رقیق 1000/1ها به نسبت موش

ها افزوده شد. سپس به پلیت بادیآنتیشده و به عنوان اولین 

انکوبه شده و پس از سه  C37°ها به مدت یک ساعت در پلیت
 -Goat  بادیآنتیمیکرولیتر  PBS-T ،100بار شستشو با بافر 

Anti mouse IgG-HRP   ثانویه )با رقت  بادیآنتیبه عنوان
ها به مدت یک ساعت ( به هر چاهک اضافه شد. پلیت10000/1

انکوبه شدند. در نهایت، پس از شستشوی نهایی  C37°دیگر در 
 ’TMB (3,3’,5,5با افزودن سوبسترای کروموژن 

Tehtramethylbenzidine)  میکرولیتر محلول متوقف کننده  50و
(H2SO4, 0.5 N)  واکنش متوقف و میزان جذب نوری هر نمونه

 نانومتر به وسیله قرائتگر الایزا خوانده شد.  450در طول موج 
 

 IgGهای تعیین زیرکلاس
مشابه آزمون قبلی، سرم  IgGبه منظور تعیین زیرکلاس های 

( افزوده و پس از شستشو، به هر 1:2000موشی در رقت معین )
، IgG1(Sigma, USA)های اختصاصی بادیآنتیچاهک به ترتیب 

IgG2a،IgG2b    دقیقه و پس از آن  30در دمای اتاق و به مدت
( 1:10000)با رقت  Anti-Mouse IgG- HRP Goat بادیآنتی

افزوده شد. در نهایت میزان جذب نوری هر نمونه در طول موج  
 نانومتر توسط قرائتگر الایزا خوانده شد. 450

 

 IL-10و  IFN- γهای ارزیابی ترشح سایتوکاین
و  (IL-10) 10های اینترلوکین به منظور سنجش سایتوکاین

ی طحال موش ها به صورت هاسلول، (IFN-γ)اینترفرون گاما 
در  2×106ای به تعداد خانه 24مجزا در پلیت های کشت سلولی 

کامل کشت داده شدند.  RMPI-1640لیتر محیط یک میلی
با  V3و  Nef ،MPERی مذکور با استفاده از پپتیدهای هاسلول

و در  C37°لیتر در دمای میکروگرم بر میلی10غلظت نهایی 
ساعت کشت داده شدند. سپس  72به مدت  CO2 %5حضور 

های جمع آوری و با استفاده از کیت هاسلولسوپ رویی کشت 
IFN-γ  وIL-10  موشی(MabTech, Sweden)    و براساس

 پروتکل شرکت سازنده سنجش شدند.
 

 ها بررسی و تجزیه تحلیل داده
های من ویتنی روی متغیرهای ها با استفاده از آزمونتحلیل داده

ها انجام شد. کلیه تولیدی و ترشح سایتوکاین بادیآنتیمقدار 
معنادار آماری در نظر  p<0.05ها سه بار تکرار شدند. مقدار  آزمون

 گرفته شد.
 

 :هایافته
 ایجاد پاسخ همورال اختصاصی

کل  بادیآنتیدر مطالعه ایمنی هومورال از طریق تعیین تیتر تولید 
های اصلی نسبت به گروه در تمامی گروه ، IgGو ایزوتوپ های 
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های مختلف اختصاصی با تیتراسیون بادیآنتیکنترل، تولید 
هایی که پپتید کل در گروه بادیآنتیمشاهده شد. میزان تولید 

دریافت کرده و با ادجوانت ایمن  LDP12نفوذپذیر کننده سلولی 
در بین  (.>042/0P) شده بودند نسبت به گروه کنترل بالاتر بود

حاوی پپتید نفوذکننده، فرمول  ژنآنتیهای دارای فرمولاسیون
 بیشترین میزان اختلاف معنادار با سایر Hp91حاوی ادجوانت 

(. 1دارا بود )شکل  Hsp27های حاوی ادجوانت فرمولاسیون
به همراه  LDP12نین، ایزوتایپ غالب در گروه  ایمن شده با همچ

( و Th1)شاخص تحریک پاسخ  IgG2aاز نوع  Hsp27ادجوانت 
. در مقابل، در گروهی (=003/0P) بود  IgG1بعد از آن ایزوتایپ 

به تنهایی و بدون پپتید نفوذپذیر کننده سلولی ولی  ژنآنتیکه 
)شاخص  IgG1بود، میزان  تزریق شده Hsp27همراه با ادجوانت 

( افزایش یافته و اختلاف معناداری از نظر تیتر Th2تحریک پاسخ 
 (.2در همین گروه داشت )شکل  ) p=0.002) IgG2bبا میزان 

 

 IL-10و  -γIFNهای اختصاصی تولید سایتوکاین
  -γIFNدر بررسی میزان تولید سایتوکاین ها، میزان ترشح و تولید  

( Th1وابسته به میزان القای پاسخ ایمنی سلولی )پاسخ  تحریک 
همان گونه   دارد. IgG2aو  IgG2bهای مرتبط از جمله و ایزوتایپ

-LDP12-Nefشود، در گروه ایمن شده با دیده می 3که در شکل 

MPER-V3  به همراه ادجوانتHp91  افزایش چشمگیر ترشح
IFN-γ  ها دیده نسبت به سایر گروه( شده استpg/ml1100 .)

 (Nef-MPER-V3)این میزان ترشح در مقایسه با گروه کنترل 
را نشان  p=0.005تفاوت معناداری در ترشح سایتوکاین به میزان 

 LDP12داده است. در مقابل، در گروه ایمن شده با پروتئین حاوی 
نیز  IFN-γمیزان تولید سایتوکاین  Hsp27به همراه ادجوانت 

گیری داشته، ولی در مقایسه با گروه ایمن شده با افزایش چشم
. در (p=0.034)از شدت کمتری برخوردار است  Hp91ادجوانت 

هایی که میزان ترشح این ، در گروهIFN-γمقایسه با بیان و تولید 
و  Th2)شاخص پاسخ  IL-10سایتوکاین بالا بود، میزان تولید 

مورد گروه با ایمنی هومورال( پایین بوده است. همچنین در 
، (LDP12-Nef-MPER-V3+Hp91)بالاترین میزان پاسخ سلولی 

به پایین ترین میزان خود یعنی  IL-10میزان ترشح سایتوکاین 
 IFN-γ/ IL-10رسیده، درحالی که نسبت ترشح  pg/ml100حدود 

های حاصل . داده(=006/0P)رسدمی 11در این گروه به حدود 
، میزان تحریک پاسخ بادیآنتی نشان دادند که با وجود تولید

ایمنی سلولی به مراتب بیشتر از ایمنی هومورال بوده است )شکل 
3.) 

 
 برنامه ایمن سازی گروه های مختلف موشی  :1جدول

 

 (2تزریق سوم )یادآور  (1تزریق دوم ) یادآور  اولتزریق  نام گروه

 PBS PBS PBS (*PBS)کنترل 

 (IFA) فروند ناقص (IFA) فروند ناقص (CFA) فروند کامل (**C/IFA)کنترل 

 Hsp27*** Hsp27 Hsp27 Hsp27 کنترل

 Hp91**** Hp91 Hp91 Hp91 کنترل

Nef-MPER-V3 Nef-MPER-V3 Nef-MPER-V3 Nef-MPER-V3 

Nef-MPER-V3+C/IFA Nef-MPER-V3+CFA Nef-MPER-V3+IFA Nef-MPER-V3+IFA 

Nef-MPER-V3+Hsp27 Nef-MPER-V3+Hsp27 Nef-MPER-V3+Hsp27 Nef-MPER-V3+Hsp27 

Nef-MPER-V3+Hp91 Nef-MPER-V3+Hp91 Nef-MPER-V3+Hp91 Nef-MPER-V3+Hp91 

LDP12-Nef-MPER-V3 LDP12-Nef-MPER-V3 LDP12-Nef-MPER-V3 LDP12-Nef-MPER-V3 

LDP12-Nef-MPER-

V3+Hsp27 

LDP12-Nef-MPER-

V3+Hsp27 

LDP12-Nef-MPER-

V3+Hsp27 

LDP12-Nef-MPER-

V3+Hsp27 

LDP12-Nef-MPER-

V3+Hp91 

LDP12-Nef-MPER-

V3+Hp91 

LDP12-Nef-MPER-

V3+Hp91 

LDP12-Nef-MPER-

V3+Hp91 
 

 HMGB1-derived peptide 91ادجوانت ****، 27ادجوانت پروتئین شوک حرارتی ***کامل و ناقص فروند، **بافر فسفات سالین، ادجوانت، *
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نانومتر  450در  (O.D))پاسخ همورال( در گروه های موشی ایمن شده با فرمولاسیون های مختلف به روش الایزا. میزان جذب نوری Total IgGآنالیز   :1شکل 
(  مورد سنجش قرار گرفتند. تمامی تست ها 1که با حروف اختصاصی نمایش داده شده است )رجوع به جدول  1:1000یمن شده با رقت از سرم های موش های ا

 می باشد.  >p)05/0) ) انحراف معیار ( نمایش داده شده اند. علامت * بیانگر اختلاف معنادار SDبصورت تکرار سه تایی و با در نظر گرفتن 
 
 

 
نانومتر  450در  (O.D)در گروه های موشی ایمن شده با فرمولاسیون های مختلف به روش الایزا. میزان جذب نوری IgGتعیین ایزوتایپ های اختصاصی :2شکل 

(  مورد سنجش قرار گرفتند. تمامی تست ها 1که با حروف اختصاصی نمایش داده شده است ) رجوع به جدول  1:1000از سرم های موش های ایمن شده با رقت 
 می باشد.>p) 05/0) دار) انحراف معیار (  نمایش داده شده اند. علامت * بیانگر اختلاف معنا SDبصورت تکرار سه تایی و با در نظر گرفتن 
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در گروه های موشی ایمن شده. پس از ایمن سازی گروه های موشی، سلول های طحال به وسیله  IL-10و  IFN-γبررسی میزان ترشح سایتوکاین های : 3شکل 

اس کیت اختصاصی و بر حسب ساعت کشت داده شدند. ارزیابی سایتوکاین ها بر اس 72تحریک و به مدت µM 10 با غلظت   NEF-MPER-V3پروتئین
pg/ml  05/0) در سوپ کشت سلولی با تکرار سه تایی نمایش داده شده است . علامت * بیانگر اختلاف معنادار(p<  .می باشد 

 

 :بحث

از آن جایی که کارامدی استفاده از پروتئین های نوترکیب درمانی 
غشاهای سلولی تحت ثاتیر به واسطه محدودیت در نفوذپذیری 

گیرد، کاربرد پپتیدهای نفوذپذیر کننده سلولی در حال قرار می
افزایش است. مطالعه حاضر به منظور بررسی اثر پپتید نفوذپذیر 

-Nefبر انتقال موثر پروتئین نوترکیب  LDP12کننده سلولی 

MPER-V3 زایی های یوکاریوت و بررسی ایمنیبه داخل سلول
های ایمنی با هدف تحریک پاسخ BALB/cوشی آن در مدل م

 کننده انجام شد. با وجودهای خنثیبادیقوی و تولید آنتی
اند، تا های ضدرتروویروسی نشان دادههایی که درمانموفقیت

کنون هیچ گونه واکسن پیشگیری کننده و یا درمان موثری علیه 
 .[36]این بیماری ساخته نشده است 

منی های ایپژوهشگران دریافتند که هم پاسخ 2011در سال 
های ایمنی سلولی در مناطق موکوسی برای بادی و هم پاسخآنتی

. بر اساس [37]ضروری هستند HIVپیشگیری از ابتلا به عفونت 
توری فاک Envها مشخص شد که شده روی پریماتانجام مطالعات

دو تیپ  کننده علیه هرهای خنثیبادیضروری برای تولید آنتی
HIV-1  وHIV-2  است که ممکن است عفونتHIV-1  را از طریق

. بنابراین، به نظر [38]کنندگی نیز مهار کند سازوکارهای غیرخنثی
باید روی تولید  HIV-1های مرتبط با واکسن رسد در پژوهشمی

متمرکز شده تا توانایی تولید  Envمناطق ایمونوژن از 

اهم شود. وجود تیتر بالایی از این کننده فرهای خنثیبادیآنتی
نجر به مهار ها در بدن میزبان قبل از مواجه با ویروس مبادیآنتی

. با توجه به نفوذپذیری ضعیف [39]شود ویروس و عفونت می
های غشاهای سلولی و خاصیت ایمونوژنیسیته پایین پروتئین
کننده نوترکیب درمانی به تنهایی، استفاده از پپتیدهای نفوذپذیر 

تواند موثر واقع شود. این گروه از پپتیدها سبب می (CPPs)سلولی 
های نوترکیب درمانی به صورت کارآمد در عرض عبور پروتئین

شوند چند دقیقه و با کمترین سمیت از بین غشاهای سلولی می
 LDP12. در این میان، در اثبات توانایی پپتید نفوذپذیر کننده [40]

 12توان به مطالعات متفاوتی اشاره کرد. توانایی این پپتید می
کپسید پاپیلوماویروس  L1آمینواسیدی و مشتق شده از پروتئین 

به درون لومن   LDP12-FITCانسانی در انتقال محموله پروتئینی 
-LDP12و همچنین انتقال پروتئین نوترکیب  [5]رحمی موش 

EGFP-LC3  به درون رده سلولیHeLa های لاستوسیتو ب
موشی از طریق اندوسیتوز و بدون نیاز به رسپتورها و ترانسپورترها 

های موثر توپ.  از سوی دیگر، گزینش اپی[41]اثبات شده است 
تواند در راستای کنترل عفونت مفید واقع تحت عنوان واکسن می

شود. بر اساس مطالعات انجام شده مشخص شده است که 
های ایمنی توپیک می توانند هر دو پاسخ اپی های پلیایمونوژن
TCD4+  وTCD8+  را علیه ویروسHIV  .همچنین در القا کنند

توپیک، میزان اپیهای پلیژنهای موشی ایمن شده با آنتیگروه
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 Tهای ترشح شده از لنفوسیت IL-2و  IFN-γهای سایتوکاین
 .[42]افزایش چشمگیری داشته است

مد  V3و Nef ،MPERژنیک نواحی  آنتیدر این مطالعه اهداف 
 HIV-1های خنثی کننده علیه بادینظر بود. ناتوانی در تولید آنتی

های کارآمد است یکی از موانع اصلی پیش روی ساخت واکسن
لی و همکاران با بررسی سرم افراد مبتلا به  2007. در سال [43]

HIV-1 ه حفاظت کننده را علیه ناحیخنثیهای بادیآنتی، وجود
نشان  gp120در منطقه  CD4شده، عملکردی و متصل شونده به 

 IgG1 b12های مقاوم به سازی ویروسدادند که قادر به خنثی
( بودند. CD4بادی علیه ناحیه متصل شونده به )مونوکلونال آنتی

به عنوان  Envچندین ناحیه عملکردی و حفاظت شده از پروتئین 
کننده معرفی شدند. این خنثیهای ادیبآنتیاهدافی بالقوه برای 

و کموکاین  CD4شونده به رسپتور حی متصلاهداف شامل نوا
هم روی  و HIV-1 gp120رسپتورها است که هم روی منطقه 

 30تا  20قرار دارند. این ناحیه شامل  HIV-1 gp41ای از ناحیه
ای به شدت حفاظت شده بوده و در فیوژن ویروس به اسید آمینه

 gp41 ،MPERسلول هدف نقش به سزایی دارد. این ناحیه از 
 4E10و  2F5 ،Z13بادی شود و سه نوع مونوکلونال آنتینامیده می

ذکر شده علیه های بادیآنتی. [44]علیه آن شناخته شده است 
تقابل با دارای واکنشی م gp41این ناحیه هیدروفوبیک از 

های لیپیدی غشاهای سلولی انسانی بوده که این فرضیه را بخش
ها از بادیترشح کننده این آنتی Bهای قوت می بخشد که سلول

روند. بنابراین، نوع خود واکنشی بوده و در حین تمایزات از بین می
های حفاظت شده درون توپسازد که اپیواقعیتی را نمایان می

. از طرف دیگر، دو نوع [45]ایمونوژنیک هستند  Envاین ناحیه از 
به  gp120کننده نیز علیه ناحیه بادی خنثیمونوکلونال آنتی

. از آن جایی [46]شناسایی شده است  IgG1 b12و  2G12های نام
و خنثی  Syncytia، القای HIVدر تروپیسم بافتی  V3که لوپ 

های توپحاوی اپیایی دخالت داشته و بادیکنندگی آنتی
-antiرود که میزان می باشد، انتظار می CTLو نیز  Bهای سلول

V3 های موشی در گروهBALB/c  وC57/BL6  افزایش قابل
تحت عنوان تعیین کننده . لوپ ذکر شده [46]توجهی داشته باشد 

شود. این بدان دلیل نیز نامیده می (PND)کنندگی اصلی خنثی
خنثی کننده را مهار های بادییآنتسازی است که حذف آن، فعال

ذکر های بادیآنتیاند که تمام . مطالعات نشان داده[47]کندمی
همچنین دارای  کنندگی را داشته وشده بالاترین میزان خنثی

 . از طرفی دیگر، مطالعات[39]ناپذیر هستند اتصالی برگشت
in vitro  وin vivo  نشان دادند کهNef های برای تولید واکسن
. در راستای مطالعات [48]هدفی بسیار موثر است  HIVدرمانی 

های و با بررسی ایزوتایپ 1997ویگزل و همکاران در سال 
از  Nefبادیایی علیه های آنتیتوان گفت که پاسخبادی میآنتی

و  IFN-γهای به همراه سایتوکاین IgMو نیز  IgG1 ،IgG2aنوع 
IL-2 درجه اول پاسخ  باشند که این نتایج درمیTh1  را نشان

در  +TCD4های رسد پاسخبنابراین، به نظر می .[49]دهند می
تر هستند و تنها در حضور بسیار با اهمیت HIVعفونت مزمن 

. در [50]شود ایجاد می +TCD8است که پاسخ  +TCD4پاسخ 
 سرمی اختصاصیهای بادیآنتیراستای سنجش میزان 

(IgG1, IgG2)  به عنوان شاخص تحریک ایمنی هومورال و میزان
به عنوان شاخص تحریک ایمنی  IL-10و  IFN-γهای سایتوکاین

در  Nef-MPER-V3سلولی مشخص شد که تولید واکسن کاندید 
های سلولی ها و نیز القای پاسخبادیالقای تیتر قابل قبولی از آنتی

به ترتیب مشخص کننده  IgG2و  IgG1موثر واقع شده است. 
حاصل  2bو  2aهای بوده و ساب تایپ Th1و  Th2های پاسخ

بیان  1هستند. تحلیل و بررسی شکل  Th1سوئیچینگ پاسخ 
بادی تولیدی در صورت استفاده از کاندید کند که تیتر آنتیمی

افزایش چشمگیری داشته و در مقایسه  Nef-MPER-V3واکسن 
داری را نشان داده است. همچنین در با گروه کنترل تفاوت معنا

راستای نتایج، مشخص شد که تیمار مدل حیوانی با کاندید واکسن 
مورد نظر که فرمولاسیون آن به همراه ادجوانت فروند بوده، پاسخ 

ها داشته است. از طرفی، تایید شد در بهتری نسبت به سایر گروه
ین تیتر بالاتر LDP12ها با فرمولاسیون بین کاندید واکسن

ایمن  Hsp27بادی متعلق به گروه موشی بود که با ادجوانت آنتی
 شده بودند. 

اختصاصی های بادیآنتینتایج به دست آمده از ارزیابی نسبت 
-Nefو  Nef-MPER-V3هایی که تزریق دهد در گروهنشان می

MPER-V3+Hsp27 ترتیب بالاترین میزان تیتر  داشتند به
بادی بوده و از آن جایی که این تایپ آنتی IgG1بادی از نوع آنتی

است، بنابراین، نمایانگر القای  Th2حاصل تحریک و فعالیت 
های دریافت کننده ایمنی هومورال است. همچنین در گروه

ژن نوترکیب مذکور که با پپتید نفوذپذیر کننده سلولی همراه آنتی
است،  IgG2بادی مربوط به شده بودند، بیشترین میزان تیتر آنتی

اند، قابلیت فرموله شده LDP12هایی که با بنابراین، کاندید واکسن
 القای همزمان پاسخ ایمنی سلولی را دارند.

به عنوان شاخص  IFN-γدر این میان، میزان بیان سایتوکاین 
 و فعالیت ایمنی سلولی و میزان بیان سایتوکاین Th1پاسخ 
IL-10 سخ به عنوان شاخص پاTh2  و فعالیت ایمنی هومورال

دهد که در تحریک نشان می 3.  نتایج شکل [39]ارزیابی شدند 
-LDP12-Nef، واکسن کاندید Tهای های تکثیری لنفوسیتپاسخ

MPER-V3  بالاترین میزانIFN-γ  را با تیتری بالاتر از
pg/ml1100 ها تولید کرده است. همچنین نسبت به سایر گروه

زمانی اتفاق افتاده است  IFN-γنسبت به  IL-10دار بالاترین مق
به تنهایی استفاده شده است.  Nef-MPER-V3ژن که از آنتی
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را به حدود  IL-10تزریق فرمولاسیون مذکور، تیتر سایتوکاین 
سایتوکاینی  IL-10رسانده و از آن جایی که  pg/ml300بالاتر از 

ها و ماست ، مونوسیت+Th2 ،CD4های است که توسط سلول
-Nefشود، بنابراین، فرمولاسیون های فعال شده تولید میسل

MPER-V3  به سمت القای ایمنی هومورال گرایش دارد. همچنین
نیز در ایجاد نوع  Hp91و  Hsp27های فروند، استفاده از ادجوانت

و  Hp91ای که های ایمنی اثر متفاوتی داشتند، به گونهپاسخ
زایی بالاتری را نشان دادند که بیانگر نیسپس فروند قابلیت ایم

تواند عامل مهمی در ها میارزیابی تفاوت اثر ادجوانت
 ها باشد.فرمولاسیون واکسن

نفوذپذیر  ژن هدف همراه با پپتیددر مطالعه حاضر نیز تزریق آنتی
اد. تولید نشان د IFN-ɣکننده سلولی، توانایی بالاتری در تحریک 

ر دو گروه هت ماکروفاژها در انگر تحریک فعالیاین سایتوکاین نمای
همان طور  های ایمنی ذاتی و سلولی آداپتیو است. بنابراین،پاسخ

های در فرمولاسیون IL-10مشخص است افزایش ترشح 
، اثری افزایشی در عمل وابسته به LDP12غیرمرتبط با 

ر د IL-10ماکروفاژها دارد، در حالی که کاهش ترشح 
ابسته و، اثری افزایشی در روند LDP12ای مرتبط با هفرمولاسیون

لاسیون در باشد. از این رو، میزان تاثیر فرمودارا می IFN-ɣبه 
 پاسخ ایجاد شده نیز قابل تامل است. 

 

 :گیرینتیجه
-LDP12-Nefنتایج پژوهش  حاضر بیانگر آن است که آنتی ژن  

MPER-V3  سیستم همورال و سلولی را در  قابلیت تحریک
ه به صورت فرموله شده های ایمن شده، چه به تنهایی و چموش

های مختلف مورد ها دارد. همچنین در فرمولاسیونبا ادجوانت
در افزایش تحریک ایمنی  Hp91ارزیابی، استفاده از ادجوانت 

ها موثر بوده و این امیدواری وجود دارد تا با سلولی در موش
تر در های دیگر و مطالعات گستردهده از فرمولاسیوناستفا
دست  HIVهای حیوانی دیگر به یک واکسن موثر بر علیه مدل

  یافت.
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Abstract:  
Introduction: 

In spite of the improvements in developing antiretroviral treatments, there are no approved HIV 

vaccines. To achieve an effective vaccine against HIV-1 requires induction of strong humoral and 

cellular immune responses, so developing an effectual vaccine is required. The aim of this study was 

the immunological assessment of HIV-1 Nef-MPER-V3 harboring LDP12 penetrating peptide in 

BALB/c mice in order to induce effective immune responses.  

Materials & Methods:  

In the current study, presenting 55 female mice were utilized for immunization with LDP12-Nef-

MPER-V3. The mice were divided into 11 groups with 5 mice each group. Immunizations were 

performed three times at three week intervals and subcutaneously in a volume of 100 μl per mouse. 

Two weeks after final injection, humoral and cellular immune responses were evaluated in blood serum 

and splenocytes respectively, by using ELISA method. Finally, the data analysis was performed, using 

Mann-Whitney u test. 

Results:  

Although the level of total antibody production was observed in all main groups with different titrations, 

but the antibody level was higher in the mice groups that injected with the LDP12 antigen with adjuvants 

immunity than in the control group (p=0.045). Also, IgG2a was the predominant isotype (Th1-biased 

response) in mice immunized group that had LDP12 antigen with Hsp27 adjuvant.  

Conclusion:  
The data indicated that the high immune system stimulating capabilities of LDP12-Nef-MPER-V3 

injection regime accompanied by Hp91 adjuvant, which provides the potential for an efficient HIV 

vaccine.  
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