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Abstract 
Aim and Background: Immunodeficiency virus-1 (HIV-1) is a global health problem and it has 
affected more than 75 million individuals since the epidemic started. Various approaches have been 
investigated to some up with a preventive or therapeutic formulation against this virus. However, 
none of them has been achieved. The aim of the study was the immunological evaluation of HIV-1 
Nef-MPER-V3 harboring IMT-P8 penetrating peptide in BALB/c mice to induce effective immune 
responses.  

Materials and Methods: In current study, to evaluate of the antigen immunogenicity of IMT-P8-
Nef-MPER-V3, 11 different groups of female BALB/c mice were immunized with three doses of the 
antigen with or without Hsp27 and Hp91 adjuvants formulation. The immune responses were 
assessed using IgG ELISA assay and its isotype determination. IL-10 and IFN-γ were also evaluated 
by sandwich ELISA.  

Results: The data showed that the recombinant protein developed different levels of humoral and 
cellular responses. IMTP8-Nef-MPER-V3+Hp91 groups reached highest IgG2a, and elicited strong 
IFN-γ production towards a Th1 response compared to the other groups. Cytokine assay indicated 
that the immunized mice with the antigen formulation containing IMT-P8 CPP applied with Hp91 
has a high potency in immune induction. 

Conclusion: These results demonstrated that application of IMTP8-Nef-MPER-V3 
combining the adjuvant-formulated (Hp91) provides strong responses which must be 
considered as an effective formulation towards a potential HIV vaccine candidate. 
Keywords: HIV-1, Vaccine, Nef-MPER-V3, CPP, IMT-P8, Iau Science. 
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  HIV-1ویروس  Nef-MPER-V3زایی ایمنیبررسی 
 BALB/cدر موش  IMT-P8واجد پروتئین نفوذ کننده 

 2، اعظم بوالحسنی1، غلامرضا جوادی*2، سید مهدی سادات1شکوفا جاهدیان

 . گروه زیست شناسی، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران. 1
 ، تهران، ایران.ایران منتقله از خون، انستیتو پاستور یهاو ویروس . بخش هپاتیت، ایدز2

 
 چکیده 

میلیون نفر را  57از زمان پیدایش تاکنون بیش از یک معضل بهداشت جهانی است که HIV-1  ویروس: سابقه و هدف
یابی به یک واکسن پیشگیرانه و درمانی علیه این ویروس انجام شده است. با وانی برای دستافر هایهآلوده کرده است. مطالع

در مدل  IMT-P8-Nef-MPER-V3زایی پروتئین نوترکیب هدف مطالعه حاضر بررسی ایمنی اند.-یک مؤثر نبودهاین حال هیچ
 ثر بوده است.ؤهای ایمنی مدر جهت القای پاسخ BALB/cموشی 

موش  گروه متفاوت ازIMT-P8-Nef-MPER-V3 ،11برای سنجش ایمونوژنیسیتی  ،حاضر در مطالعهها: مواد و روش
ایمن شدند. پاسخ ایمنی با  Hp91و  Hsp27های همراه یا بدون ادجوانتژن بهآنتیبا تزریق سه دوز از  BALB/c ماده

و اینترفرون گاما نیز  IL-10های های آن با روش الایزا انجام گرفت. ترشح سایتوکاینو نیز تعیین ایزوتایپ IgGگیری اندازه
 با ساندویچ الایزا ارزیابی شد. 

های به کنترلها نسبتنتایج این مطالعه نشان داد که پروتئین نوترکیب مورد استفاده در این مطالعه در همه گروه ها:یافته
-IMT-P8-Nef-MPERمطالعه باعث ایجاد پاسخ ایمنی همورل و سلولی شده است. در این میان، گروه ایمن شده با 

V3+Hp91  بالاترین میزان تولیدIgG2a تیترو IFN-γ در نتیجه فعالیت ها داشته و ایسه با سایر گروهقدر مTh1  را نشان
 داد.

بالایی در تحریک سیستم ایمنی از قابلیت  HP91همراه گرفته شده بهکار به IMTP8-Nef-MPER-V3 گیری:نتیجه
 .استرا دارا  HIV-1عنوان یک کاندید واکسن علیه های آتی بهبرخوردار بوده و پتانسیل بررسی

 Nef-MPER-V3، CPP،IMT-P8،.Iau Scienceواکسن،، HIV-1 واژگان کلیدی:

  مقدمه 
سال  40گذشت حدود بعد از  HIV-1مبارزه با عفونت 

آخرین اعلام . براساس چنان چالش برانگیز مانده استهم
میلیون نفر  5/57، تعداد 2020در سال  UNAIDSپایگاه 

اند و در از آغاز اپیدمی این بیماری تاکنون درگیر شده
میلیون نفر  5/1تعداد مبتلایان جدید حدود  2019سال 

نه یکه در زم های زیادیرغم تلاشعلی. (1)بوده است 

گونه چی، هدست آمده استبه یروسیضدو ید داروهایتول
-HIV روسیو ا درمانی جهت پیشگیری و یثرؤواکسن م

بایست می . واکسن کارآمد(2) نشده است ییشناسا 1
قابلیت برانگیختن هر دو بازوی ایمنی همورال و سلولی را 

 یخنث یهایبادیآنت تحریک تولید چنینداشته باشد. هم
در . (3-7) ت استیار حائز اهمیبس رین مسیکننده در ا

-های متفاوتی بهواکسن علیه این ویروس، ژن هایهمطالع
 صورت تنها و یا به شکل مولتی آنتی ژن مورد بررسی قرار

 اند.گرفته

 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی
دوره 11 - شماره44  - پاییز 1400  

برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

مقاله پژوهشی
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برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

 

 

ژن   HIV-1 یروسهای موجود در وژنترین مهمیکی از 
nef  اولیه از سیکل وفور در طی فاز است که به

-تکثیر می صورت حفاظت شدههمانندسازی ویروس به
 در پاتوژنزمورفیک بوده و بسیار پلی Nefشود. پروتئین 

فاکتور  کعنوان یبهو  داشته ویروس نقش مهمی
 گرددیمحسوب م دزیا یماریب شرفتیپ یبرا رولانسیو
، CD4چنین باعث کاهش بیان هماین پروتئین . (6)

MHCI و MHCII  و درنهایت کاهش پاسخ سیستم
ین ئبنابراین القای پاسخ ایمنی بر ضد پروت شود.ایمنی می

Nef تواند تا حدی عفونت ویروسی را مهار کند ومی 
  .(5،8) باشد HIVکاندید مناسبی برای تهیه واکسن ضد 

 نیکوپروتئیمسئول ساخت گل envژن از سوی دیگر، 
که توسط پروتئاز سلول  است( gp160) روسیو یسطح

با  .شودتبدیل می gp41 و gp120 به دو زیرواحد زبانیم
 هاماتیدر انواع پر gp120 نهیآم یدهایاس یتوال سهیمقا

ثابت  هیناح 7 نیکوپروتئیگل نیمشخص شده است که در ا
(C1-C5 و )ریمتغ هیناح 7 (V1-V5 وجود دارد که هر )

بودن و  ریند. متغهست لهیکوزیمناطق به شدت گل نیا یدو
از  روسیعامل فرار و نیترمهم gp120 ونیلاسیکوزیگل
 24 هیناحین نچ. هم(9،10)است  یمنیا ستمیس
( به 683تا  660 یهانهیآم دی)اس نیاکتودم یدیاسنویآم

واکسن مورد توجه قرار گرفته  یدر طراح MPERنام 
-به gp41 (MPER)از  ءمجاور غشا یخارج هیاست. ناح

 یعنوان بخش ضرورحفظ شده است و به ییبالا زانیم
 یهایبادیمطرح شده است. آنت یسلول وژنیف نیماش
 یهاتوپیاپ صیتشخ یبرا E104و  F52کننده  یخنث
 gp120 (.11اند )شده ییشناسا MPER نیدر دوم یخط

 V3. (12،13) است V3 وV2, V1شامل زیر واحدهای 
 37دارای  است و gp120از سومین منطقه متغیر 

 و CXCR4که در انتخاب کورسپتورهای  است آمینواسید
CCR5 اتصال ویروس و ورود آن به داخل سلول نقش ،

برای ایجاد عفونت ضروری است  V3لوپ  منطقه دارد.
چون این بخش از ویروس است که به رسپتورهای 

شود و عفونت میزبان متصل میهای ایمنی پروتئینی سلول
 . (14،17) کندایجاد می

ژن در طراحی واکسن، انتخاب بر انتخاب آنتی علاوه
 .استحائز اهمیت  in vivo سیستم انتقال و ارائه آن در

واسطه به یدرمان یهانیپروتئ کارآیی کاهشبه  باتوجه
 یدهایپپت کارگیریبه، یسلول یغشاها یانتخاب یرینفوذپذ
واکسن  های-هدر مطالع (CPPs) یرکننده سلولینفوذپذ
ر ینفوذپذ یدهایپپت .(11) مطرح شده است HIV-1علیه 

انتقال کارآمد  شوند تاکار گرفته میبه یکننده سلول
داخل سلول ه بهیدولا یان غشایاز مچندین پروتئین 

ن یرکوالان بیغ پیوندهای یریگو شکل پذیر شدهامکان
 یاریتواند بر بسیرکننده مید نفوذپذیو پپت ژن هدفآنتی

-ب بهیکمپلکس نوترک ورودانتقال از جمله  هایممانعتاز 
 IMT-P8 .(16)چیره گردد اندوزومال  یهاکولیداخل وز

عنوان یک پپتید نفوذ کننده سلولی جدید معرفی شده به
صورت بالقوه برای مقاصد درمانی و حمل و هاست که ب

گردد. درون سلول استفاده میها و پپتیدها بهورود پروتئین
P8 ( یک پپتید نفوذیCPP جدید است و پتانسیل )

داخل سلول تحویل محموله پپتیدی و پروتئینی را به
را تهیه کرد  IMT-P8-GFPتوان فیوژن یم انسانی دارد.

ها نشان ارزیابی سلول مورد بررسی قرار داد.و ورود آن را به
قادر به حمل  CPPعنوان یک به IMT-8داده است که 

تلف است و از های مخپروتئین فلورسنت سبز به سلول
   .(15)طرفی میزان برداشت بالایی را توسط سلول دارد 

قابلیت بالای با وجود  پروتئینی هایواکسناز سوی دیگر، 
 منظوربهادجوانت  ، نیاز بهایمنیهای پاسخ برانگیختن

 .داردتری تر و برای مدت بیششکل قویها بهپاسخ جادای
خانواده پروتیینی ی مورد استفاده، هایکی از انواع ادجوانت

HSP (Heat Shock Proteins) ء ها هستند که جز
های ایمنی سلولی و های مناسب برای القای پاسخادجوانت

برای  لذا،. ندهستها های خاص برعلیه عفونتبادیآنتی
از  های انتخابی در این مطالعه،نئیافزایش نفوذپذیری پروت

عنوان به Hsp27 و  Hp91و از  IMT-P8انتقالی  سیستم
 شد. تر استفاده زایی هرچه بیشادجوانت جهت ایمنی

  هامواد و روش
-IMT-P8-Nef یید پروتئین نوترکیبأمراحل ساخت و ت

MPER-V3  طور کامل شرح داده در مطالعه پیشین به
-pET)+(  طور خلاصه، وکتور بیانی. به(18) شده است

28a  در سیستم بیانی  ژن هدفحاوی(Rossetta (DE3 
بیان و پروتئین نوترکیب با استفاده از روش کروماتوگرافی 

شد. در مطالعه  و با وسترن بلات تأیید تمایلی تخلیص
مورد ژن زایی توسط آنتیایمنی بررسی منظورحاضر، به

 20هفته و میانگین وزنی  8-6 موش ماده با سن 77نظر، 
نامه اخلاق کار با حیوانات و پس از رم بر اساس آیینگ
انستیتو پاستور ایران اخلاق  یید در کمیتهأت

(IR.PII.REC.1396.16) ،استفاده شد . 

  زاییموشی و ایمنی یهاگروه
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 

 

شکل تصادفی به (1)جدول  ییتاگروه پنج 11ها به موش
-فاصله سه هفتهتعداد سه بار و بهبهها تزریقم شدند. یتقس
حاوی  میکرولیتر100مقدار نهاییصورت زیرجلدی بهبه، ای
-میکروگرم از ادجوانت 10و میزان  ژنمیکروگرم آنتی 7

سازی . برای آمادهصورت گرفت Hp91و  Hsp27 های
عنوان کنترل )به ژن با مخلوط ادجوانت فروندآنتی

استفاده شد و سپس مخلوط  1:1 نسبت استاندارد(
سازی ژن از طریق ورتکس کردن همگنادجوانت با آنتی

گیری از سینوس آخرین تزریق، خونشد. دو هفته پس از 
درجه  -20ها در شرایط ها انجام و سرمچشمی موش

 های نهایی نگهداری شدند. گراد برای انجام آزمونسانتی

 
 های مختلف موشیزایی گروهبرنامه ایمنی .1جدول

 2تزریق یادآور  1تزریق یادآور  تزریق اول گروه
 PBS1 PBS PBS )کنترل(  1

 CFA2 IFA3 IFA (C/IFA )کنترل 2
Hsp27 )کنترل(  3 3  Hsp27 Hsp27 
Hp91 )کنترل(  4  4  Hp91 Hp91 

5 Nef-MPER-V3 Nef-MPER-V3 Nef-MPER-V3 
6 Nef-MPER-V3 + CFA Nef-MPER-V3 + IFA Nef-MPER-V3 + IFA 
7 Nef-MPER-V3 + Hsp27 Nef-MPER-V3 + Hsp27 Nef-MPER-V3 + Hsp27 
9 IMT-P8-Nef-MPER-V3 IMT-P8-Nef-MPER-V3 IMT-P8-Nef-MPER-V3 
11 IMT-P8-Nef-MPER-V3 +Hsp27 IMT-P8-Nef-MPER-V3 +Hsp27 IMT-P8-Nef-MPER-V3 +Hsp27 
11 IMT-P8-Nef-MPER-V3 +Hp91 IMT-P8-Nef-MPER-V3 +Hp91 IMT-P8-Nef-MPER-V3 +Hp91 

 HMGB1-derived peptide91ادجوانت 7، 25ادجوانت پروتئین شوک حرارتی 4ناقص فروند،  3ادجوانت کامل و 2بافر فسفات سالین، 1

 
  های ایمن شدهطحال موش یجداساز

، نخاعی شده و در یهوشیمن شده پس از بیا یهاموش
ها در طحال آن ور شده و پس از آن% غوطه50الکل 

طحال پس از  هایسلولشد.  یل جداسازیط استریشرا
قه یدق 7مدت به PBS 1Xدر محلول بافر  ،هموژن شدن

ند. پس از وژ شدیفیسانتر g270و دور  C°4 یدر دما
به رسوب ز کننده گلبول قرمز یبافر ل رویی،حذف مایع

در  قهیدق 7 مدتسوسپانسیون حاصل بهاضافه شد. سلولی 
ط یمح لیترمیلی 7 .نکوبه شدا یکیو در تار C°4 یدما

 یبرا (RPMI-1640, Sigma, Aldrich) RPMIکشت 
 وژیفیزکننده اضافه شد و سانتریاثر بافر ل یسازیخنث

 یرسوب باق پس از حذف مایع رویی بهانجام شد.  مجدد
اضافه و رسوب  RPMIط کامل  یتر محیل یلیم 1مانده،
استفاده از  ها باسلول نهایتدرو  هدر آن حل شد یسلول

 .لام نئوبار شمارش شدند

 زایهمورال به روش الا ایمنی یبررس
-Nef-MPER علیه یاختصاص یبادیآنت یمنظور بررسبه

V3زا یالا ایخانه 96 یهاتی، ابتدا کف پل(Nunk, 
Denmark) مذکور )تهیه شده از  بین نوترکیتوسط پروتئ

 3با غلظت بخش هپاتیت و ایدز، انستیتو پاستور ایران( 
طی مراحل پوشانده شد و پس از  لیتریلیگروگرم بر میم

ها ، سرم موش BSA%1بلاک کردن با نیز شست و شو و 
تهیه  یبادیکننده آنت قیتوسط بافر رق 1000/1 ا رقتب

. اضافه گردید هاتیپل بادی بهاولین آنتیعنوان و بهشد 
انکوبه  C°35دمای ک ساعت دریمدت ها بهتیسپس پل

 PBS-T ،100شده و پس از سه بار شستشو با بافر 

 Anti-mouse IgG-HRP ثانویه یبادیتر آنتیکرولیم
Goat-  ها تیبه هر چاهک اضافه شد. پل 10000/1با رقت

ت، یانکوبه شدند. درنها C°35گر در یک ساعت دیمدت به
 زایسوبسترای رنگ یینها یشوو  پس از شست

(Tehtramethylbenzidine) TMB  اضافه شده و
 ,H2SO4)محلول متوقف کننده کارگیری نهایت با بهدر

0.5 N) ،نانومتر به 470در طول موج  یزان جذب نوریم-
 . خوانده شد ریدر زایله الایوس

  IgG هایایزوتایپ نییتع
طبق مرحله فوق  IgG یهارکلاسین زییمنظور تعبه

آماده شده و پس  2000/1با رقت  یموش های، سرمالذکر
های معین و طی مراحل شست و شو و از افزودن به چاهک

 یهایبادطیق لیبل مشخص آنتیهر چاهک  بلاک، به
با  ، IgG2b(Sigma, USA)و IgG1  ،IgG2a یاختصاص

 یدر دما افزوده گردید. مرحله انکوباسیون 2000/1رقت 
 یبادیو پس از آن آنت انجام شد قهیدق 30مدت اتاق و به

Goat Anti-Mouse IgG- HRP  10000/1با رقت 
هر نمونه در طول  یزان جذب نوریت میافزوده شد. درنها

 قرائت شد. نانومتر 470 موج

 IL-10و  IFN-γ یهانیتوکایترشح سا یابیارز
 (IL-10) 10ن ینترلوکیا یهانیتوکایمنظور سنجش سابه

-ها بهطحال موش یسلولها، (IFN-γ)نترفرون گاما یو ا
-به یاخانه 24 یکشت سلول یهاتیصورت مجزا در پل

 RMPI-1640ط یتر محیلیلیمهر در  1062تعداد 
 با افزودنمذکور  یهاسلول کامل کشت داده شدند.
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 10 ییغلظت نها با Nef-MPER-V3  روتئین نوترکیبپ
  CO2و در حضور  C°35 یتر در دمایلیلیکروگرم بر میم
ساعت کشت داده شدند. سپس سوپ  52مدت به 7%
 یهاتیو با استفاده از ک یآورها جمعکشت سلول ییرو

IFN-γ  10و-IL یموش  (MabTech, Sweden) مقادیر 
براساس پروتکل شرکت سازنده های مذکور سایتوکاین

 سنجش شدند. 

 ها  ل دادهیه تحلیو تجز یبررس
 یرو یتنیمن و یهاها با استفاده از آزمونل دادهیتحل
و ترشح  شده دیتول یبادیمقدار آنت شامل رهایمتغ

 و ها سه بار تکرار شدنده آزمونیها انجام شد. کلنیتوکایسا
  از نظر آماری معنادار تلقی شد. >p 07/0 مقدار

 هایافته
  ایمنی همورالپاسخ 

د یتر تولیق تیاز طرکه هومورال  یمنیا بررسی پاسخدر 
 یهازوتوپیا نیز تعیین و (1)شکل  IgGی کل یبادیآنت

 یدر تمام آن انجام شد مشخص گردید که( 2)شکل 
بادی اختصاصی آنتیبه گروه کنترل، نسبت یاصل یهاگروه

 ژن استفاده شده تولید شده است.علیه آنتی

                             
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 
دو هفته پس از آخرین تزریق در  IgGهای مختلف ایمن شده به روش الایزا. میزان تیتر ( در گروهIgG Totalایمنی همورال )های . آنالیز پاسخ1شکل 

صورت بار در هر ستون نمایش هب SDهای مختلف نمایش داده شده است. علامت ستاره بیانگر اختلاف معنادار است و میزان گروه 1:1000رقت سرمی 
 داده شده است. 

-IMTP8-Nef-MPER آنتی ژن ایمن شده با گروه در
V3 سطح بالاتری از IgG به گروه واکسینه شده با نسبت
که ( =02/0p) مشاهده گردیدNef-MPER-V3 ژنآنتی

های انتقالی در سیستم مؤثر نقش این مورد ناشی از 
تولید تیتر سطح . استافزایش کارایی انتقال پروتئین 

هایی که پپتید نفوذپذیر کننده بادی توتال در گروهآنتی
را دریافت کرده و با ادجوانت ایمن شده  IMTP8سلولی 

. >p) 07/0) ارزیابی شدبه گروه کنترل بالاتر بودند نسبت
ژن حاوی پپتید های دارای آنتیدر بین فرمولاسیون

ترین بیش Hp91ادجوانت  ینفوذپذیر کننده، فرمول حاو
های حاوی اختلاف معنادار را با سایر فرمولاسیونسطح 

 .نشان دادرا  Hsp27ادجوانت 

 IgG1 مشخص گردید که IgGهای در بررسی ایزوتایپ
-آنتی Nef-MPER-V3ژن آنتیگروه ایمن شده با در 

که حاکی از فعالیت ( =p 002/0) بادی غالب بوده است
در گروه ایمن شده با . اما (2)شکل است Th2غالب 

IMTP8-Nef-MPER-V3  ایزو تایپ غالبIgG2a   و
عث انیز ب Hp91استفاده از ادجوانت  است. Th1غالبیت 

-شده و این در حالی Th1 سمت پاسخشیفت ایمنی به
 گردیده است IgG1تر باعث تولید بیش HSP27ست 

(07/0 p<.) 

های ایمنی سلولی و سنجش ارزیابی پاسخ
 سایتوکاین
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شود، گروه موشی می مشاهده 3شکل گونه که درهمان
همراه به IMTP8-Nef-MPER-V3ایمن شده با 

را  IFN-γترین مقدار ترشح بیش Hp91ادجوانت 
در حداقل  IL-10(، اما ترشح =006/0pاند )داشته

در  IMT-P8کارگیری چنین بهارزیابی شد. هم
فرمولاسیون واکسن کاندید باعث افزایش ترشح این 

 است. CPPهای فاقد این گروهبه سایتوکاین نسبت
  Hp91 +گروه در IFN-γ/ IL-10نسبت ترشح 

IMTP8-Nef-MPER-V3 بالاترین سطح را نشان داد ،
که حاکی از تحریک بالای ایمنی سلولی است 

(006/0p=) . 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نانومتر نمایش داده شده  470در طول موج  1:2000ها با رقت شده موشی. تعیین ایزوتایپهای مختلف ایمن در گروه IgGآنالیز ایزوتایپ های  .2شکل 
 صورت بار در هر ستون نمایش داده شده است.  هب SDاست. علامت ستاره بیانگر اختلاف معنادار است و میزان 

 
 

 
های طحال بهسلول. های موشیسازی گروهشده پس از ایمن های موشی ایمندر گروه IL-10و  IFN-γهای بررسی میزان ترشح سایتوکاین. 3شکل 

ها براساس کیت اختصاصی و ساعت کشت داده شدند. ارزیابی سایتوکاین 52مدت تحریک و به µM10 با غلظت   Nef-MPER-V3وسیله پروتئین
 .( است>07/0p)ر اختلاف معنادار بیانگ ستارهتایی نمایش داده شده است. علامت در سوپ کشت سلولی با تکرار سه pg/mlبرحسب 

 
 بحث

های درمانی ، روشAIDSاز زمان شناسایی عامل بیماری 
و نیز کاندیداهای واکسن متفاوتی مورد ارزیابی قرار 

های روش رغم پیشرفت قابل توجه دراند. علیگرفته
)highly active antiretroviral HAARTدرمانی 

)therapy  در مدیریت پیشرفت بیماری، در تولید واکسن
پیشگیرانه یا درمانی توفیقی حاصل نشده است. این 

شامل  HIV-1فرد ویروس ای منحصر بهموضوع ناشی از 
های دخیل در فرار از سیستم های متعدد، پروتئینجهش

ایمنی میزبان و قدرت درج در ژنوم میزبان و ورورد به فاز 
واکسن علیه این  هایهدلیل مطالع همین. بهاستخفتگی 
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های حفاظت شده تر با تمرکز برروی قسمتویروس بیش
زایی ویروس -دخیل در عفونت هایژنوم و نیز محصول
فراوانی در مورد  هایهمطالع. (19)متمرکز شده است 

صورت گرفته است،  HIV-1های ویروس زایی توالیایمنی
-توان ادعا نمود بسیاری از اپیای که امروزه میگونهبه

 های این ویروس مورد شناسایی قرار گرفته است. توپ

ها، انجام گرفته بر روی مدل پریمات هایهبراساس مطالع
عنوان یک فاکتور ضروری به Envمشخص شد که ناحیه 

های خنثی کننده است که ممکن بادیبرای تولید آنتی
های غیر واسطه مکانیسمرا به HIV-1است عفونت 

ژنی (. لذا نواحی آنتی20)کنندگی نیز مهار کند خنثی
های خنثی کننده، بادیقابلیت تولید آنتی Envمربوط به 

ها در بدن میزبان بادیبا تولید تیتر بالایی از این آنتی
گردد قبل از مواجه باعفونت، منجر به مهار ویروس می

 MPER (Membranc Proximalناحیه(. 21)
External Region ) جزئی از پروتئینgp41  است که

و پروتئین  استگلیکوپروتئین درون غشایی ویروس 
gp120  و  استگلیکوپروتئین سطحی پوشش ویروس

که در اتصال ویروس به  V3دارای ناحیه لوپ 
های ایمنی نقش دارد، رسپتورهای پروتئینی سطح سلول

است و نقش  gp120جزئی از پنج ناحیه متغیر  V3است. 
پروتئین  . (22،23)کند عفونت ویروس ایفا می مهمی در
MPER  و ناحیهV3 بادیهدف طیف وسیعی از آنتی-

-ژن توسط سلولعنوان آنتیهای خنثی کننده است و به
های هرو در مطالعشوند از اینهای ایمنی شناسایی می

ال مورد توجه محققان عنوان یک پروتئین ایدهواکسن به
های صورت گرفته در جهت طراحی اند. تلاشقرار گرفته

، منجر به تولید MPERهایی با هدف قرار دادن واکسن
گستره زیادی  های خنثی کننده با قدرت وبادیآنتی

شدند که اهمیت خلق راهکارهای نوینی برای افزایش 
های هایی بر پایه این پروتئین و پروتئینکارایی واکسن

از سوی دیگر،  .(24،27) کندمشابه را دو چندان می
در پاتوژنز ویروس دارای اهمیت بالایی  Nefپروتئین 

های ایمونوژن متعددی در توپو متشکل از اپی است
-سطح بوده که توسط لنفوسیت مورد شناسایی قرار می

شود. در ها داده میگیرد و پاسخ ایمنی قدرتمندی به آن
های سایتوتوکسیک افراد آلوده به این ویروس پاسخ

حافظت شده در پروتئین های متوپقدرتمندی برعلیه اپی
Nef عنوان بودن آن به ید مناسبؤگرددکه مایجاد می

در این  (8،26) استکاندید برای طراحی یک واکسن 
-بهV3و  MPERهمراه به nefل ژن پژوهش از محصو

های متفاوتی استفاده عنوان کاندید واکسن با فرمولاسیون

منظور استفاده از حامل مناسب، شامل گردید. بدین
ها و های دندریتیک، ادجوانتهای نوترکیب، سلولویریون

ها و تحریک ژننانوذرات، کارایی انتقال درون سلولی آنتی
 .(28-26)بخشد را بهبود می CTLهای پاسخ

ها به تنهایی رغم اینکه ایمنوژنیستی بالای پروتئینعلی
عنوان خاصیت ایمونوژنیسیته پایینی دارند ولیکن به

گوناگون مورد ارزیابی  هایهها در مطالعکاندید واکسن
به نفوذپذیری ضعیف از سوی دیگر باتوجه گیرند.قرار می

ها ژن به درون سلولغشاهای سلولی قابلیت انتقال آنتی
رو با استفاده از پپتیدهای نفوذپذیر و از این استضعیف 

توان بر این ضعف غلبه نمود. می (CPPs)کننده سلولی 
های نوترکیب این گروه از پپتیدها، سبب عبور پروتئین

ترین سمیت در طی چند دقیقه از کارا و با کمصورت به
عنوان به IMT-P8(. 29شوند )بین غشاهای سلولی می

یک توالی غنی از آرژنین قابلیت بالایی در برداشت سلولی 
انتخابی  CPPعنوان نشان داده است که دراین تحقیق به

بر کار گرفته شد. علاوهژن طراحی شده بههمراه آنتی
ور ظمنکارگیری ادجوانت مناسب بهبه ،CPPاهمیت 

 از. استتحریک مداوم سیستم ایمنی حائز اهمیت 
-عفونت علیه ایمنی پاسخ دربرانگیختن ثرؤم هایپروتئین

 برد. نام (HSPحرارتی ) شوک هایتوان از پروتئینمی ها
 ایمنی ذاتی سیستم هایکننده فعال هاپروتئین این

التهابی  هایسایتوکاین تولید تحریک به قادر و هستند
 و فعالیت چنینو هم ماکروفاژ مونوسیت، سیستم توسط

 ها بهHSP اتصال .ندهست دندریتیک هایبلوغ سلول
را  CTLو  NK Cellsفعالیت  کمپلکسهای ویروسی،

ای متفاوت در این هدهد. بررسی فرمولاسیونافزایش می
 Nef-MPER-V3ژن انتخابی مطالعه نشان داد که آنتی

از قابلیت بالایی در تحریک هر دو بازوی سیستم ایمنی، 
و  Tohidiبررسی  . دراستهمورال و سلولی، برخوردار 

-جهت بررسی ایمنی MPER-V3ژن همکاران از آنتی
ژن هدف ما زایی استفاده شد که مشابه با قسمتی از آنتی

-به MPER-V3در این بررسی بوده است واز آنجا که 
، در این تحقیق استبادی برای ترشح آنتیعنوان کاندید 

نتایج نشان دهنده القا هر دو ایمنی سلولی و همورال بوده 
دلیل به Tohidiاست که ایمنی همورال مشابه با بررسی 

در مطالعه حاضر   .(21) بوده است MPER-V3وجود 
IgG1 عنوان شاخص فعالیت بهTh2 در گروه ایمن شده
 بادی غالب بوده استنتیآ Nef-MPER-V3ژن با آنتی

(002/0(p=  که در گروه ایمن شده در حالی ،(2)شکل
و   IgG2aایزوتایپ غالب  IMTP8-Nef-MPER-V3با 
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در  CCPاست. بنابراین نقش استفاده از  Th1غالبیت 
از سوی دیگر  .استشیفتینگ ایمنی همورال مشخص 

نیز باعث شیفت ایمنی به  Hp91استفاده از ادجوانت 
Th1 ست شده و این در حالیHSP27 باعث تولید بیش-

 (. >07/0p) گردیده است IgG1تر 
ها نشان داد که گروه ایمن شده با بررسی سایتوکاین

IMTP8-Nef-MPER-V3 همراه ادجوانت بهHp91 
-ILو حد کمی از ترشح  IFNyترین مقدار تولید بیش

در  IMT-P8کارگیری اند بنابراین بهرا داشته 10
 IFN-γفرمولاسیون واکسن کاندید باعث افزایش ترشح 

. نسبت ترشح است CPPهای فاقد این به گروهنسبت
IFNy/ IL-10 در گروه+ Hp91  IMTP8-Nef-

MPER-V3 بالاترین سطح را نشان داد که حاکی از ،
   (.=p 006/0است )تحریک بالای ایمنی سلولی 

-120انجام شد، توالی  2020ای که در سال در مطالعه
های حفاظت شده توپبر پایه اپی Nefپروتئین  170

زایی موش برای ایمنی p24همراه توالی از انتخاب و به
BALB/c  مورد بررسی قرار گرفت. در مطالعه فوق

باعث تحریک  Nefمشابه نتایج این مطالعه حضور قطعه 
 IFN-γها و ترشح  CTLخوب ایمنی سلولی با فعالیت 

شد  M720در فرمولاسیون پروتئین ادجوانت شده با 
(30) . Mahdavi و همکاران ازفیوژن پروتئینp24-Nef 
ژن استفاده کردند که شاهد افزایش القای عنوان آنتیبه 

و در   Th1گیری آن به پاسخ سایتوتوکسیک و جهت
نتیجه القای پاسخ ایمنی سلولی بودند. مشابه تحقیق 

 منجر به فعال شدن  nefحاضر، استفاده از پروتئین 
IFN-γ  وCTL ای چنین در مطالعههم .(31) شده است

و همکاران انجام شد  Gautamتوسط  2016که در سال 
ها به طراحی و نفوذپذیری آن IMT-P8-GFPسازه 

مورد ارزیابی قرار  topicalیق پوست موش بعد از تزر
باعث ورود  IMT-P8گرفت. نتایج مطالعه نشان داد که 

های مذکور شد به درون سلول GFPموفق پروتئین 
-در فرمولاسیون IMT-P8عه حاضر نیز . در مطال(15)

ژن مورد هدف و در های تزریقی باعث ارائه کارای آنتی
های دریافت به گروهنتیجه پاسخ بهتر ایمنی سلولی نسبت

در مطالعه  شد. CPPکننده پروتئین فاقد 
Sabaghzadeh ژن و همکاران، آنتیNef-MPER-V3 

مورد ارزیابی قرار گرفت.  CPPعنوان به  LDP12با پپتید
 CPPنتایج پژوهش فوق نشان داد که استفاده از این 

به آنتی ژن تر ایمنی سلولی نسبتباعث تحریک بیش
. جهت بررسی افزایش قدرت انتقال (32)شود فاقد آن می

و همکاران  Kadkhodayanبه درون سلول،  nefژن آنتی
حاکی از  استفاده کردند که نتایج CPPن عنوابه tatاز 

و در نتیجه میزان بالای  nefمیزان انتقال بالای پروتئین 
در مقایسه با اتصال ژن  Tat-nefجذب درون سلولی ژن 

که در مطالعه ( 33)بوده است  CPPبدون استفاده از 
ژن در حضور و عدم حاضر هم مقایسه میزان جذب آنتی

-مشابه یافته بیانگر نتایج مشابه بوده است. CPPحضور 
باعث افزایش  CPPشده، حضور  رذک هایههای مطالع

تولید این سایتوکاین شاخص تحریک  شد. IFN-γترشح 
در مطالعه حاضر . استسلولی  فعالیت ماکروفاژها در پاسخ

، توانایی IMT-P8ژن هدف همراه با پپتید نیز تزریق آنتی
نشان داد. تولید این سایتوکاین  IFN-γبالاتری در تحریک 

های نمایانگر تحریک فعالیت ماکروفاژها در هر دو گروه پاسخ
طور که در . بنابراین هماناستایمنی ذاتی و سلولی آداپتیو 

ای در  IL-10نتایج هم مشخص است افزایش ترشح 
به  ، اثری افزایشی در عمل وابستهIMT-P8غیرمرتبط با 

در  IL-10که کاهش ترشح د در حالیماکروفاژها دار
، اثری افزایشی در روند CPPهای مرتبط با فرمولاسیون

رو، میزان تاثیر فرمولاسیون . از ایناستدارا  IFN-γبه وابسته
 در پاسخ ایجاد شده نیز قابل تامل است.

 گیرینتیجه
 بینوترک فیوژن نیپروتئ انیببراساس دانش کنونی ما، 

IMT-P8-Nef-MPER-V3 برای اولین بار گزارش می
 ستمیعملکرد س سهیو مقا یبررس چنین،شود. هم

و  Hsp27 یهاادجوانتبا استفاده از  IMT-P8 یدیپپت
Hp91 شده  یواکسن طراح ییکارآ شیمنظور افزابه

 است.مدنظر بوده  BALB/c در موش HIV-1 علیه
-IMT واجد Nef-MPER-V3واکسن پروتئینی کاندید 

P8 ثرتری را نسبتؤهای ایمنی همورال و سلولی مپاسخ-
تنهایی به NEF-MPER-V3های پروتئینی به واکسن

پپتید انتقال این  و نیز تزریق پروتئین واجد ایجاد نموده
موجب افزایش سطح  HP91همراه ادجوانت دهنده به

و ایمنی سلولی گردید. بنابراین  های سایتوتوکسیکپاسخ
مطالعه بر استفاده مؤثر پپتیدهای انتقال دهنده  نتایج این

برای افزایش کارآیی واکسن در کنار انتخاب مناسب 
ژن و ادجوانت دلالت داشته و نتایج حاصله از قابلیت آنتی

تر زایی در مدل حیوانی مناسببالایی برای ازیابی ایمنی
 .استآتی برخوردار  هایهدر مطالع
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بوده که  بخشی از رساله دکتری تخصصی این مقاله حاصل
 انستیتو پاستور ایران 983حمایت مالی طرح پژوهشی  از

  است .  برخوردار بوده
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