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   به همراه -1HIV  نوترکیبهای  ویریونایمنولوژیکی ارزیابی
  BALB/c های جدید در مدل موش ادجوانت

 
   1سید داور سیادت       1وح اله وهاب پور       ر1فوزیه جوادی       1رضوان ذبیح الهی       1د مهدی ساداتیس

  1درضا آقا صادقیمحم       3       کاظم پریور1 ارفع مشیری      2کیهان آزادمنش
  

  چکیده
 همچنان به عنوان یک دغدغـه و چـالش اساسـی مطـرح     HIVتن یک واکسن موثر بر علیه عفونت    فیا :سابقه و هدف    

در مطالعـه حاضـر ارزیـابی       . بـا قابلیـت یکبـار تکثیـر سـاخته شـده بودنـد              -1HIVهـای    در مطالعه قبلی ما، ویریـون     . باشد می
  .های همورال و سلولی در مدل موشی انجام گرفته است لقاء پاسخها جهت بررسی ا ایمونولوژیکی آن

 تولیـد و    HEK293Tهای انـسانی     های نسل اول و دوم در سلول       ویریوندر این مطالعه آزمایشگاهی      :مواد و روش ها     
 در سـرم و  های ایمنـی   پس از آخرین تزریق، پاسخ    . یا بدون ادجونت تزریق شدند    / سه دوز با  های مختلف موشی با      در گروه 
  .های ایمن شده بوسیله روش الایزا بررسی شدند های طحالی موش سلول

   لـیکن  ،هـای مختلـف، پاسـخ سـلولی مـشاهده شـده       نوهـای ایمـن شـده بـا فرمولاسـی      گرچه در تمامی گروه :یافته ها  
ــت    ــراه ادجوان ــه هم ــق شــده ب ــی  هــای در گــروه اصــلی تزری ــالاترین تیترآنت ــد ب ــایتوک  جدی ــصاصی، س ــادی اخت ــای  اینب   ه

IFN-γ و IL-4  هــای مترشـحه    و همچنـین بیــشترین تعـداد ســلولIFN-γ   دیــده شــد کـه بیــانگر پاســخ قـوی ســلولی در ایــن   
  .باشد گروه می

. باشـد  های همورال و سلولی قوی می     نیاز به تحریک پاسخ    HIVیابی به یک واکسن موثر بر علیه         برای دست  :استنتاج  
 CpG و M70 تحریک قوی سیتم ایمنی توسط رژیم تزریقی ویریون بـه همـراه دو ادجونـت         نتایج این تحقیق، بیانگر قابلیت    

 .آورد باشد که امکان دستیابی به یک واکسن موثر را پدید می می
  

  سازی  ، ایمنایمونولوژیکهای   ادجوانت،-1HIV  نوترکیبهای ویریون :های کلیدی واژه
  

  مقدمه
ی ایـدز    سبب ایجاد بیمـار    HIVآلودگی به ویروس    

 میلیون نفر در جهان به این       40 تا کنون بیش از      ،گردد می
عنـوان یـک معـضل      ه  شده و این ویروس ب ـ     عفونت مبتلا 

  ل ـ به دلی.رددــگ وب میـی محسـانـداشت جهـده بهــعم
  
 

  :mrasadeghi@pasteur.ac.ir Email                            ایدز و هپاتیت گروه ایران، پاستور انستیتو : تهران-محمدرضا آقا صادقی :مولف مسئول
   انستیتو پاستور ایران،گروه هپاتیت و ایدز. 1
   انستیتو پاستور ایران، ویروس شناسیگروه. 2
   دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران،گروه زیست شناسی. 3

  20/4/90:            تاریخ تصویب 25/3/90:           تاریخ ارجاع جهت اصلاحات 16/1/90: ریافت تاریخ د 
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 به نظام سلامت HIVاقتصادی و بهداشتی سنگینی که      بار
جهانی وارد کرده است، تحقیقات روی این ویـروس در          

رو پــژوهش در زمینــه  تمــامی ابعــاد ادامــه دارد و از ایــن 
 از اهمیـت    HIVواکسن و داروهـای بازدارنـده ویـروس         

 حال حاضر داروهای ضد در. )1،2(بالایی برخوردار است  
از طرف   وباشند    می ایدزویروسی تنها راه کنترل بیماری      

 بــا اهــداف  HIVتحقیقــات در زمینــه واکــسن    دیگــر
پیشگیرانه و ایمن سازی، ارزش بالایی در کنترل بیمـاری      

این داروها بطـور کامـل قـادر بـه          که   جائی از آن . )2(دارد
کـار بـردن     هب ـکـه    رغم این  ی و عل  پاکسازی عفونت نبوده  

 ــ  ــی ب ــدین دارو ضــد ویروس ــی از چن ــل   هترکیب ــور قاب ط
 کند لیکن ایـن    ای از پیشرفت بیماری جلوگیری می      ملاحظه
  .)3،4(تواند سبب پیدایش مقاومت دارویی گردد امر می

هـای مـوثر در واکـسیناسیون بـر علیـه            یکی از روش  
های غیر فعال و یـا ضـعیف         ها استفاده از ارگانیسم    پاتوژن

 اما استفاده از این روش در خـصوص         .)5،6( باشد شده می 
ــروس  ــه HIVوی ــا دغدغ  ــ  ب ــای فراوان ــر  یه ــه نظ    از نقط

ــی  ــستی همــراه مــی ایمن خــود کتورهــای  و.)7،8( باشــد زی
  از ایمنی زیستی(Self Inactivating: SIN) غیرفعال شونده

ها را کاندید     و همین حقیقت آن    )8،9( بالایی برخوردارند 
برای تحویل ژن ایمنوژن کرده است      های واکسن    بررسی

 نتایج تجربیات گذشته در این زمینه حاکی از تـوان         . )10،11(
مناسب این وکتورها در بر انگیختن پاسخ ایمنی مطلـوب          

در مقابــل وکتورهــای لنتــی ویروســی، . )10،11(باشــد مــی
ــروس ــده   وی ــای ضــعیف ش ــد SINه ــرار دارن . )12-15( ق
ــروس  ــ  وی ــی ویروســی ب ــای ضــعیف شــده لنت ه ســبب ه
ــسیته ) nefمــثلا در پــروتئین (هــای ژنتیکــی  نقــص پاتوژن

هـا قـادر بـه تکثیـر بـرای            ویـروس  این نـوع   .پایینی دارند 
ای  امـا سـرعت تکثیـر کنتـرل شـده         بوده  های متوالی    نسل
های مـورد اسـتفاده       از استراتژی   دیگر یکی. )16،17(دارند

 ــ ــتفاده از وی ــات واکــسن، اس ــده  وسردر تحقیق ــای زن ه
 علت عرضه مقادیر زیـادی آنتـی ژن       ه  باشد که ب   وحشی می 

های التهـابی در میزبـان        سیستم ایمنی سبب ایجاد پاسخ     هب
هـای ایمنـوژن     ژن در این رویکرد آنتی   . )16،17(دنگرد می

صـورت وکتورهـای بیـانی      ه  ممکن است کلون شده و ب ـ     
 MVA (Vaccinia Ankara Virus Vector)نوترکیب مانند 

. )18(ب آدنوویروسی استفاده شود   و یا وکتورهای نوترکی   
 است که از آن جمله       نیز این استراتژی البته دارای معایبی    

بادی بر علیه خود وکتور و یـا          ایجاد القاء آنتی    به توان می
. اشاره کـرد  ژنی موجود در ساختار وکتور       ترکیبات آنتی 

ــا     ــونی ب ــر عف ــای ویروســی غی ــت، وکتوره ــن حال در ای
عنــوان یــک ه  بــتــوان  مــیراتــوان تکثیــر در محــدودیت 

  .)18(کاندید واکسن مناسب در نظر گرفت
هـر دو پاسـخ     ست  یبا موثر می های پیشگیرانه    واکسن

ــی همــورال و ســلولی را تحریــک و ال  ــایمن ــد و ق اء نمای
هـای   هل ـبـر علیـه ایزو    کننده   های خنثی  بادی همچنین آنتی 

شـامل شـود و      یـز  ن های گوناگون ویـروس را     ساب تایپ 
بایــست ایمنــی طــولانی مــدت ایجــاد  مــیهــا  ایــن پاســخ

از میان پروتئین هـای گونـاگون ویروسـی،         . )19،20(نماید
به عنوان یک هدف اصـلی       ENVگلیکوپروتئین سطحی   

کننـده مطـرح     هـای خنثـی    بادی در تحریک و تولید آنتی    
 هـای  بـادی   که قادر به ایجاد طیف وسیع از آنتی      )21،22(بوده
  .)22(باشد میکننده در حالت فرم طبیعی  خنثی

 بـا تـوان یـک    HIVهـای   ویریـون در مطالعه قبلی ما  
 Single Cycle Replicableسـیکل همانندسـازی بـا نـام     

(SCR)      هـای بـدون آنـزیم         با اسـتفاده از پروویـروسRT 
هـای    ماننـد ویـروس    SCRهـای    ویریون. )23(تولید شدند 

 سلول هدف را آلوده و پروویروس خود را         HIVوحشی  
 حاصـل از    هـای  ویریـون اما   ،کنند ن وارد می  به ژنوم میزبا  

هـای   ویریون. باشند  می غیر فعال SCRهای   تکثیر ویروس 
SCR      هـای وحـشی       حاوی تمامی اجـزای ویـروسHIV 
هـای فاقـد     باشند ولی پـس از همانندسـازی، ویـروس         می

غیـر فعـال شـدن      . کننـد   تولید می   را IN و   RTهای   آنزیم
ــه ســبب نقــص   ویریــون ــسل دوم ب ــومی RNAهــای ن  ژن

 IN و RTهـــای   در تولیـــد آنـــزیمSCRهـــای  یـــونویر
  .)23(باشد می

ــواص ایمنولوژیـــک   ــر خـ ــه حاضـ    SCRدر مطالعـ
  هـــای جدیـــد  در مـــدل موشـــی بـــه همـــراه ادجوانـــت 
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Montanide ISA 720  وCpG    کـه قابلیـت اسـتفاده در 
 به عنـوان یـک کاندیـد واکـسن بـر علیـه         انسان را دارند،  

HIVبررسی شده است .  
  

   و روش هامواد
 ایـدز  و هپاتیـت  گـروه  در آزمایشگاهی مطالعه این
های  موش. شد انجام 1389 سال طی ایران پاستور انستیتو

 ایـن  در اسـتفاده  مـورد  BALB/c آزمایـشگاهی  نـژاد  بـا 
 ایـران  پاسـتور  انـستیتو  حیوانـات  پرورش بخش از مطالعه

 انـستیتو  اخـلاق  کمیتـه  نامـه  آئـین  بـه  توجـه  بـا  و تهیـه 
  .شدند آزمون و نگهداری

  
  : -1SCR HIVتولید ویریون های 

 بر اساس مطالعه قبلی ایـن  -1SCR HIV های ویرون
 طـور خلاصـه،   ه   ب ـ )23(گروه ساخته و منتـشر شـده اسـت        

 بـه  DMEM در محـیط  HEK 293T هـای انـسانی   سلول
 ، پنی سیلین و     L-Glutamine،   پانزده درصد  FBSهمراه  

 درصد  پنج 2COار  استرپتومایسین در انکوباتور تحت فش    
پلاســـمیدهای . انـــد  کـــشت داده شـــدهC°37و دمـــای 

pSPAX.2 و pmzNL4-3 و pMD2.G ــسبت ــا ن ــای   ب ه
 ترانـسفکت  HEK 293Tهای  مشخص، همزمان به سلول

های تولید شده به وسیله سانتریفیوژ با دور         ویروس .شدند
 ،پـس از اتمـام سـانتریفیوژ      در نهایـت،     وه  بالا تغلیظ شـد   

ایـن رسـوب      ویروسی برداشته شـد و     سوپ روی رسوب  
ــسبت  PBSدر  ــا نـ ــط  ml 20 : 1 بـ ــه، توسـ ــوپ اولیـ   سـ

Gentle vortex ــ ــکه ب ــدت ی ــای م    C 4° شــب در دم
ــد  ــل گردی ــط    . ح ــده، توس ــیص ش ــروس تخل ــزان وی   می

یــزای تــشخیص پــروتئین پوشــشی ویــروس     کیــت الا
capture p24 ELISA) ،BioMerieux  (   طبـق پروتکـل

  .کیت بررسی شد
  
  :  موشی و برنامه ایمن سازیهای گروه

مـوش مـاده    د  هفـت عـد   شش گـروه موشـی شـامل        
BALB/c         تـا   6( گرم   20 برای هر گروه و با وزن متوسط

های تزریقـی متفـاوت بـر اسـاس          انتخاب و رژیم  ) هفته 8
ــت  ــوع ادجوان ــه صــورت داخــل  ) 1 شــماره جــدول(ن ب

 و یا قاعـده     عضلانی در بخش قدامی عضلات درشت نی      
 6 و   3  ، 0 هـای  ها در هفتـه     از ایمنوژن  µl100 به وسیله دم  
دو هفتـه بعـد از آخـرین تزریـق،          . )24(سازی شـدند   ایمن
هـای خـون و طحـال     های هر گـروه کـشته و نمونـه      موش
 CpGون و   ـزریق ویری ـ ـزان ت ـ ـمی ـ. آوری شد  عـها جم  آن

 M720( Montanide ISA 720 (و میـزان  µg50هـر یـک   
زای هر موش در نظر      حجم نهایی تزریق به ا     هفتاد درصد 
  .)24(گرفته شد

  
ــدول ــمارهج ــراه    فرمولاســیون :1  ش ــه هم ــون ب ــای مختلــف ویری ه
  ای گوناگون در گروه های موشیه ادجوانت

  

  تزریقات یادآور  تزریق اول  *گروه های موشی
1  1SCR **  1SCR  
2  SCR1  CpG + 720 M + ***SCR2 

3  SCR1  C/IFA ****  +2 SCR  
4  PBS  PBS  
5  CpG + M720  CpG + M720  
6  Complete Freund Incomplete Freund 

  

  . عدد در نظر گرفته شده بود7تعداد موش در هر گروه: *
  .ویریون های نسل اول با قابلیت یک سیکل تکثیر: **

  .ویریون های نسل دوم با ساختار کامل انتی ژنیک ویروس: ***
  .ادجوانت کامل و ناقص فروند: ****

  

  : موش طحالیها تخلیص سلول
ــلول ــق پروتکــل   س ــالی طب ــای طح ــود   ه ــای موج   ه

هـا از طریـق      طـور خلاصـه مـوش     ه  ب ـ. )25(تخلیص شدند 
کشته و پـس از  کردن     قطع نخاع  وسیلهه  ب ونمودن   بیهوش
 در  هـا  ، طحـال آن    درصـد  70 ور سـاختن در الکـل      غوطه

بـا فـشردن ملایـم طحـال در         . شرایط استریل خـارج شـد     
های طحالی وارد    ایزر، سلول شرایط استریل توسط هموژن   

های بدست آمـده بـا       سلول.  ناقص شدند  DMEMمحیط  
DMEM       شستشو داده و به آن ml 6    بافر لیزکننده گلبول 

  دقیقه واکنش لیز با اضافه کردن      7پس از   . قرمز افزوده شد  
DMEM   میلی لیتر  6و  FBS    پایـان داده شـد    پنج درصد .

  و RPMIبـا   های طحالی در این مرحلـه سـه مرتبـه            سلول
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FBS     هـای   در نهایـت سـلول     وشستـشو داده    پنج درصـد
  . کشت داده شدند،طحالی در محیط

  
ــک روش الا     ــا کمـ ــورال بـ ــی همـ ــی ایمنـ ــزابررسـ    یـ

(Total IgG assay) :  
بادی بر ضد پروتئین     جهت بررسی میزان تولید آنتی    

ــشی  ــد  ENVپوشــ ــتفاده شــ ــزا اســ   . )24(از روش الایــ
ــور  ــه ایـــــن منظـــ ــروتئینبـــ ــای ن پـــ   وترکیـــــب هـــ

(Biolink International INC, USA) gp40/gp160   بـه
 بـه عنـوان مولکـول پوشـاننده در کـف            µg/ml 1میزان  
 در حــضور بــافر (Nunc, Denmark)هــای الایــزا  پلیــت

کربنات استفاده و پـس ازشستـشو و مراحـل            بی -کربنات
ــه وســیله   بلوکــه کــردن چاهــک  ، دو درصــد BSAهــا ب

زا و با تکرار سـه تـایی در         صورت مج ه  های موشی ب   سرم
 مدت یـک  ه  ها ریخته و ب    های متوالی درون چاهک    رقت

بعـد از شستـشو،     .  انکوبـه شـدند    C 37° ساعت در دمـای   
   Goat-Anti Mouse IgG-HRPبـــادی ثانویـــه  آنتــی 

ــافه و در  ــاعت C 37°اضـ ــدت یـــک سـ ــه مـ ــر   بـ   دیگـ
ــدا ــودن  . ندنکوبـــه شـ ــافه نمـ ــا اضـ    TMBدر نهایـــت بـ

(Tetrametyhl Benzidine, Sigma)   و پـس از افـزودن 
 در طـول مـوج      )N 5/0   ، 4SO2H (کننـده  محلول متوقف 

nm 450 ها قرائت شد جذب نوری چاهک.  
 

  : IgGهای  تعیین ایزوتایپ ها و ساب کلاس
 هماننـد روش    IgGهـای    جهت تعیین سـاب کـلاس     

هـای ایمـن    پس از افزودن سرم موش،  Total IgGتعیین 
هـای   بـادی   اسـتفاده از آنتـی     هـا بـا    شده و شستشو چاهک   

موشی انکوبـه و در      1IgG و   b2IgG  ،a2IgG اختصاصی
 Anti Goat IgG-HRPبـادی   نهایت با اسـتفاده از آنتـی  

(Sigma,USA)  هــای  هــا و سـاب کــلاس  ایزوتایـپIgG 
هـا در نهایـت در طـول     جذب نوری چاهک. تعیین شدند 

در تمـامی آزمایـشات میـزان      . قرائـت شـد    nm 450موج  
Cut-off             به تعداد دو برابر میـانگین جـذب کنتـرل منفـی 

  .در نظر گرفته شد) سرم موش ایمن نشده(

  : IL-4 و IFN-γهای  ارزیابی ترشح سایتوکاین
  میــــزان ترشــــح ســــایتوکاین توســــط کیــــت     

  

Murine Cytokine ELISA (Ucytech, Netherland)   
  

بــه طــور . ســازنده تعیــین شــد طبــق دســتورالعمل شــرکت
های ایمن شده بـه میـزان        های طحال موشی   خلاصه سلول 

Cell/ml 106 ×2  ــشت ــیط کـ ــاویDMEM در محـ     حـ
FBS 10 میلــــی مــــول200  ودرصــــد  L-Glutamine   

   در ســـیلین و استرپتومایـــسین   پنـــیبیوتیـــک و آنتـــی
   در غیـــاب یـــا در حـــضور پپتیـــد فیـــوژن  ml 1حجـــم 

)Mµ10 (-NefGag p24 های اسـتاندارد الایـزا    در پلیت
   ســاعت انکوباســیون در دمــای 72 و پــس از کــشت داده

°C 37 2 وCo) 5درصــد ( ،µl 100 از مــایع روی کــشت 
آوری گردید و تیتر     از هر چاهک جمع   ) عاری از سلول  (

IL-4 و IFN-γ شدند توسط کیت مذکور سنجش.  
  

  : In vitro در IFN-γکننده   ترشحTهای  ارزیابی لنفوسیت
 (MabTech, Sweden)کیت تجـاری   از استفاده با

IFN-γ ELISpotطــور خلاصــه، ه بــ. )25( انجــام گرفــت
 Cell/mlهای ایمن شده به تعـداد   طحال موش های سلول

 موشـی  بـادی  آنتـی  با شده پوشیده درون چاهک 2× 105
 و یا   )26( کیت در مجاورت پپتید اختصاصی     IFN-γضد  

ه بــ µM 10بــه میــزان ) کنتــرل منفــی(پپتیــد غیــر مــرتبط 
 ،سـاعت  40 اده و پـس ازگذشـت     صورت مجزا کشت د   

بادی ثانویـه   از آنتی µg/ml 1 شده و با شستشو ها چاهک
س با پ ساعت انکوبه شده وس2مدت ه  ببیوتین با کنژوگه

مـدت یـک    ه   ب ـ HRP بـا  دار نـشان تواویدین  پافزودن استر 
در نهایت با افـزودن سوبـسترای       . ساعت دیگر انکوبه شد   

وسیله آب،  ه  و توقف واکنش با شستشو ب      TMBرنگزای  
 آزمایـشگاهی  پها در زیر استریومیکروسکو   تعداد سلول 

  .شمارش شدند
  تاییسه  تکرارصورت به های انجام یافته کلیه تست

 در تفـاوت  .شـدند  تکرار نوبت سه در موارد برخیو در 
 کننده ترشح های سلول تعداد  وها سایتوکاین ترشح سطح

IFN-γ هـای  نآزمـو  کمک به مختلف های گروه بین در   
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tو  Mann-Whitney U   وANOVA و دــ ـش یــارزیاب 
05/0< p شد گرفته در نظر دار معنی.  

  

  یافته ها
هـای اصـلی بـا فرمولاسـیون گونـاگون           تمامی گروه 
 بـا تیترهـای     ENVلیه پـروتئین    عبر IgGپاسخ اختصاصی   

گونـه   همـان ). A1نمودار شـماره    ( نشان دادند     را مختلف
شود گروه موشـی ایمـن       یده می  د 1نمودار شماره   که در   

 هب ـ CpG+ M720 هـای  ون به همراه ادجوانتیشده با ویر 
 های اختصاصی  بادی داری تیتر بالاتری از آنتی     یطور معن 

(Total IgG) ها نـشان داده اسـت   را نسبت به سایر گروه .
هـای   بـادی در گـروه     دار تیترآنتـی   یهمچنین اختلاف معن  

) ی ایمــن نــشدههــا مــوش(هــای کنتــرل  اصــلی بــا گــروه
در بررسـی نـوع ایزوتایـپ بیـشترین         . گـردد  مشاهده مـی  

  و بـه دنبـال     ) 1Thدار   پاسخ جهـت   (a1IgGمقدار از نوع    

  

  ).B1نمودار شماره ( بوده است b2IgGو  1IgGآن 
و  a2IgG  مــرتبط بـــا IFN-γتولیــد ســایتو کــاین    

b2IgG 2 نمـودار شـماره  گونه کـه در    لذا همان،باشد  می 
 هـای ایمـن شـده بـا فرمولاسـیون          د مـوش  شو مشاهده می 

CpG+SCR+ M720 4نسبت ترشح سایتوکاین/IL-  IFN-γ 
در ایـن   ) 1Thدار   پاسـخ جهـت   (بوده اسـت     5/3به میزان   
نتی شـامل   اهـای ادجـو    ت به سـایر فرمولاسـیون     بگروه نس 
 به میزان   IFN-γ میزان ترشح    ، و کنترل  C/IFAهای   گروه

pg/ml 180 ــ ــا  یصــورت معنــه بــوده اســت کــه ب داری ب
  . تفاوت داشته استلهای کنتر گروه

 داری را در   یش و معن  ـاوت فاح ـفت ELISpotج  ـنتای
های ایمن شده     در گروه  IFN-γهای مترشحه    تعداد سلول 

 در. )3نمـودار شـماره     (نـشان داد    های گونـاگون     با رژیم 
تیـد اختـصاصی در     پپ به تحریک بـا      پاسخها   تمامی گروه 

  نمودارگونه که در  همان. دیده شدتید غیرمرتبط پپمقابل 
  
  

  
  

  . های گوناگون به روش الایزا های موشی ایمن شده با فرمولاسیون های اختصاصی در گروه  و ایزو تایپ(Total IgG)آنالیز پاسخ همورال  :1نمودار شماره 
های مختلف موشی که با حروف اختصاری نشان داده شده اسـت   ه، در گرو)B( ،a2IgG) C( ،b2IgG) D (1IgG، ایزوتایپ A) (Total IgGبررسی [
 ]. نشان داده شده استSDصورت تکرار سه تایی و با در نظر گرفتن ه ها ب تمامی تست). ها رجوع به قسمت مواد و روش(
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  در گروه های مختلف موشیبررسی میزان ترشح سایتو کاین ها   :2 هنمودار شمار
 ساعت کشت داده شدند و 72مدت ه تحریک و ب) 5 (PHA µg/mlیا   و )M) µ 10 وسیله پپتید اختصاصیه های ایمن شده ب سلول های طحال موش[

ار سـه تـایی     صورت تکر ه   در سوپ کشت سلولی ب     Pg/ml بر حسب    -4IL و   -γIFNتست الایزای سنجش سایتو کاین های       در نهایت ارزیابی بوسیله     
 ].انجام شد

  

  
در  IFN-γتعداد سـلول مترشـحه       .شود  دیده می  3شماره  

هـای   ون به همراه ادجوانت   یگروه موشی ایمن شده با ویر     
CpG  +720M گـروه ایمـن      از  بیـشتر  داری یطور معن ه  ب 

  .بود به تنهایی SCRشده با 
  

  
  

ــماره   ــودار ش ــست   :  3نم ــالیز ت ــین  ELISpotآن ــت تعی ــداد  جه تع
  IFN-γهای مترشحه  لسلو

سلول طحال موش های ایمـن شـده در    Cells/Well  105 × 2تعداد[
   HCV غیــر مــرتبط و پپتیــد Nef  +Gag p24یــد  پپتMµ 10 حــضور

 aa)145-132( ساعت در دمای     40مدت  ه  ب OC37    و تحـت شـرایط 
2CO    کشت داده شده و تعداد سـلول هـای مترشـحه در            پنج درصد

 اطلاعــات. مایــشگاهی شــمارش شــدندســکوپ آزمیکروزیراستریو
 SDنمایش داده شده با در نظر گرفتن سه بار تکرار برای هر تست و     

 ].مربوطه ارائه شده است

  بحث
 یکــی از معــضلات بهداشــت جهــانی HIVعفونــت 

است که متاسفانه تاکنون هیچ واکسن موثری بر علیه آن          
رو بسیاری از تحقیقـات حاضـر        از این . ساخته نشده است  

خصوص یافتن یک واکسن کارآمـد، متمرکـز شـده          در  
رویکردهای موجـود در خـصوص      یکی از   . )27،28(است

تحقیقات واکسن، اسـتفاده از وکتورهـای قابـل تکثیـر و            
ویـروس وزیکـولار    بیان کننـده گلیکـوپروتئین سـطحی        

 (Vesicular Stomatitis Virus, VSV-G)اسـتوماتیت  
 بـا   SCRهـای    ونقبلـی مـا، ویری ـ     در مطالعه    .)25(باشد می

قابلیت یک بار تکثیر که در نتیجه حذف در ناحیـه ژنـی             
pol وکتور pNL4-3قبلی،  مطالعات .)23( بود ساخته شده

هـای قـوی و مـوثر        بیانگر قابلیت القـاء و تحریـک پاسـخ        
هــای تــضعیف شــده  ســلولی و همــورال توســط ویریــون

 رو در مطالعه حاضـر، ارزیـابی ایمنـی         از این . )29(باشد می
SCRهای مختلف موشی انجام پذیرفته است  در گروه .  

بـادی و ترشـح      های اختصاصی آنتـی    در زمینه پاسخ  
های ایمـن شـده      های گوناگون موش    گروه ،ها سایتوکاین
هـای    به همراه و یا بـدون اسـتفاده از ادجوانـت           با ویریون 

   اختـــصاصی را IgGمختلـــف، تیترهـــای متفـــاوتی از   
ــشان داده ــد ن ــین گــروه در). 1 رهنمــودار شــما( ان هــای  ب

   واکـــسینه شـــده، گـــروه ایمـــن شـــده بـــا فرمولاســـیون
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CpG + SCR + M720 بـادی را داشـته    بیشترین تیتر آنتی
 دو ادجوانـت در القـای پاسـخ         که بیـانگر اثـر سـینرژیک      

این نتایج با سایر مطالعـات قبلـی        . باشد ایمنی همورال می  
ــی وی    ــای لنت ــتفاده از وکتوره ــا اس ــه ب ــام یافت روســی انج

ها  از سوی دیگر ترشح سایتوکاین    . )30(نماید مطابقت می 
باشد که با نـوع       می Tهای کمکی    در ارتباط با نوع سلول    

ــخ ــای  پاس ــی IgGه ــرتبط م ــز م ــامی  در. )24(باشــد  نی تم
  هــــای گونــــاگون  هــــای موشــــی ایزوتایــــپ گــــروه

IgG هـــای متفـــاوت مـــشاهد شـــده،      بـــا تیتراســـیون  
   در گـــروه  1IgG و a2IgGمیـــزان ایزوتایـــپ   لـــیکن  

CpG + SCR + M720 باشد کـه بیـانگر    از نوع غالب می
باشـد کـه ایـن        مـی  2Thو  1Th و متعـادل     پاسخ همزمـان  

. )24(نتایج با سـایر مطالعـات انجـام گرفتـه مطابقـت دارد            
ها اثر سـینرژیکی     همچنین در خصوص ترشح سایتوکاین    

ه  در گروه مـذکور ب ـ     IFN-γدو ادجوانت در القاء ترشح      
مشهود است که این نتایج بـا اطلاعـات حاصـل از            خوبی  

 مطابقــت دارد IgGارزیــابی تعیــین ســاب کــلاس غالــب 
  ).2و1نمودار شماره (

لاعات بدسـت آمـده بیـانگر یـک پاسـخ قـوی و              اط
بــادی اختــصاصی بــر علیــه  دار بــا تیتــر بــالای آنتــی یمعنــ

هـای ایمـن      در گروه مـوش    HIV ویروس   ENVپروتئین  
باشــد  مــی CpG  +720SCR + Mشــده بــا فرمولاســیون 

ــماره ( ــودار ش ــخ    ). 1 نم ــک، پاس ــکل ی ــه ش ــه ب ــا توج ب
بیــشتر از نــوع  بــادی در گــروه مــذکور اختــصاصی آنتــی

a2IgG   1عنـوان شـاخص پاسـخ       ه   بوده که ب ـTh    در نظـر 
پاسـخ  ( 1IgGهمچنین پاسخ اختـصاصی     . شود گرفته می 
باشــد  در ایــن گــروه قابــل ملاحظــه مــی) 2Thدار  جهــت

  بــا توجــه بــه عملکــرد ادجوانــت     ). 1 هنمــوار شــمار (
720M )18(    های   و مطالعات گوناگون انجام یافته در مدل

ــوانی  ــی)32،31(حی ــخ بــالانس       م ــوع پاس ــوان یــک ن ت
2/Th1Th  1سمت  ه  با گرایش بTh     برای گروه ایمن شده 

. در نظر گرفـت را  CpG  +720SCR + M با فرمولاسیون
 از ناشی تواند می، زائی ایمنی دار در یمعن تفاوتهمچنین 

 ذرات شــبه ویــروس حاصــل از تکثیــر ترشــح و ســاخت
SCR1 در سلول HEK 293T ها آن بهتر جذب باشد که 

ــه هــای ســلول توســط را ــده عرضــه ای حرف ــی کنن  ژن آنت
(APC) 33(گردد  میرا موجب(.  

  هـــا، بیـــشترین نـــسبت  آنـــالیز ترشـــح ســـایتوکاین
4IFN-γ/IL- وه ررا در گــCpG  +SCR + M720نــشان 

 در ایـن گـروه      1Th دار دهد که بیـانگر پاسـخ جهـت        می
  این نتایج با ارزیابی تعداد سـلول هـای مترشـحه            .باشد می

IFN-γ بوســیله ELISpot ) ــودار شــماره قــت بمطا) 3 نم
 قـوی در    CTL پاسـخ     قبلـی،  در مطالعه انجام یافتـه     .رددا

بـه   Nef p24+ شده با پپتیـد فیـوژن       هنیگروه موشی واکس  
 در  وع پاسـخ  ن ـتـوان    رو می  از این . )26( است اثبات رسیده 

 در نظر   +T-CD8 را از نوع     SCRهای ایمن شده با      گروه
این پاسخ با توجه به مطالعات انجام یافته بر روی          . گرفت

کاهش قابل توجهی در میزان بـار  مدل حیوانی، که سبب    
هـای    ویـروس  ینه شـده بـا    هـای واکـس    ویروسی در میمون  

 از اهمیت   ،)15(یده شده است   د SIVتخفیف حدت یافته    
 .ای برخوردار است ویژه

گونه که در نتایج این تحقیـق مـشاهده          هماندر کل   
 سودو تایپ شده با گلیکـو       HIV-1های   می شود ویریون  

 (VSVG)پروتئین سطحی ویروس وزیکولار استوماتیت      
هـای همـورال و سـلولی را در مـدل موشـی              قادرند پاسخ 

نقش دو ادجوانت استفاده شـده و       با توجه به    . القاء نمایند 
تـوان    مـی  ،ها در القای پاسخ سلولی     اثرات سینرژیکی آن  

امید داشت تا در آینده با انجام مطالعات گسترده تر و در            
 HIV-1های حیوانی دیگر به یک واکسن موثر بـرای           مدل

 .دست یافت
 

 سپاسگزاری
 جنـاب آقـای دکتـر مهـدوی بخـاطر          از وسـیله  بدین

ایـن  . گـردد  تـشکر فـراوان مـی     ختـصاصی    پپتیـد ا   اهدای
تحقیقق از محل بودجـه پژوهـشی انـستیتو پاسـتور ایـران             

 .انجام پذیرفته است) 527طرح (
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