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Immunological Evaluation of HIV-1 VLP Harboring MPER-V3 in 
BALB/c Mice Model

[1] Fact sheet-Latest statistics on the status of the AIDS epidemic [2] Virus-like particle (VLP) 
lymphatic trafficking and immune response generation after immunization by different routes [3] 
Developments in virus-like particle-based vaccines for HIV [4] Construction and production of HIV-
VLP harboring MPER-V3 for potential vaccine study [5] The membrane-proximal external region of 
the human immunodeficiency virus type 1 envelope: Dominant site of antibody neutralization and 
target for vaccine design [6] Broad and potent neutralization of HIV-1 by a gp41-specific human 
antibody [7] Development and immunological assessment of VLP-based immunogens exposing the 
membrane-proximal region of the HIV-1 gp41 protein [8] Broadly neutralizing antibodies against 
HIV-1: Templates for a vaccine [9] Immunological evaluation of recombinant HIV1 virions with 
novel adjuvants in BALB/c mice model [10] Prime/boost immunization with HIV-1 MPER-V3 fusion 
construct enhances humoral and cellular immune responses [11] Current status of human 
immunodeficiency virus vaccines [12] Distribution of trace elements in liver and muscle of Japanese 
quails [13] Broad HIV-1 neutralization mediated by CD4-binding site antibodies [14] Enhanced 
humoral and memory B cellular immunity using HPV16/18 L1 VLP vaccine formulated with the 
MPL/aluminium salt combination (AS04) compared to aluminium salt only [15] Immunogenicity of 
a new HIV-1 DNA construct in a BALB/c mouse model [16] Clustered epitopes within a new poly-
epitopic HIV-1 DNA vaccine shows immunogenicity in BALB/c mice [17] Design and evaluation of 
optimized artificial HIV-1 poly-T cell-epitope immunogens [18] MPER-specific antibodies induce 
gp120 shedding and irreversibly neutralize HIV-1 [19] Broad neutralization of human 
immunodeficiency virus type 1 mediated by plasma antibodies against the gp41 membrane 
proximal external region [20] Immunogenicity of virus-like particles containing modified human 
immunodeficiency virus envelope proteins [21] HIV-1 vaccine immunogen design strategies [22] 
Cloning, expression and purification of a novel multi-epitopic HIV-1 vaccine candidate [23] A 
Universal virus-like particle-based vaccine for human papillomavirus: Longevity of protection and 
role of endogenous and exogenous adjuvants [24] A DNA vaccine prime followed by a liposome-
encapsulated protein boost confers enhanced mucosal immune responses and protectionus

Aims Developing an effective vaccine against Human Immunodeficiency Virus (HIV) is necessary. 
The aim of this study was the immunological evaluation of HIV-1 VLP harboring MPER-V3 in  
BALB/c mice model.
Materials & Methods In the present experimental research, presenting 40 female mice, which 
were between 6 and 8 weeks old, were used for immunization with VLP MPER-V3. The mice were 
divided into 8 groups and in each group, 5 mice were considered. Injections were performed 
three times at three weeks intervals and subcutaneously in a volume of 100μl per mouse. Two 
weeks after last injection, mouse blood samples were collected by retro-orbital bleeding and 
immune responses were evaluated in serum for levels of total IgG and splenocytes for cytokine 
assay, using ELISA method. The data analysis was performed, using Mann-Whitney test and 
one-way analysis of variance.
Findings The level of total antibody production was very high in all groups that had VLP alone 
or with adjuvant immunity, having a significant difference with the control group (p<0.05). 
IgG1 was the predominant isotype (Th2-biased response) in groups that had VLP injections 
alone or with adjuvant.
Conclusion VLPs can stimulate the humoral immune system in mice immunized with these 
particles alone or formulated with adjuvant. Also, the level of production of IL-5 in the presence 
of the vaccine candidate as VLP increased significantly.
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  چکيده
محسوب  یضرورامری  HIV عفونت هیعل موثر واکسن کی توسعه :فاهدا

 مدل در یروسیو شبه ذرات ییزا یمنیا یبررس حاضر، مطالعه هدف. شود می
 به یابی دست و هومورال یمنیا پاسخ یالقا منظور به BALB/c یموش
  .بود کننده یخنث یها یباد یآنت
 گروه ۸ به ها موش. شد استفاده یا هفته۶-۸ ماده  موشسر  ۴۰ از VLP MPER-V3 واسطه به ییزا یمنیا منظور به حاضر، تجربی پژوهش در :ها روش و مواد

 ها قیتزر و شد گرفته نظر در موش سر ۵ گروه هر در و شدند میتقس مختلف
 هر یازا به تریکرولیم۱۰۰ حجم در و یرجلدیز صورت به و هفته سه فاصله با بار سه

 نوسیس از یریگ خون ق،یتزر نیآخر از پس هفته دو .گرفت صورت موش
 روش از استفاده با ن،یتوکایسا سنجشمنظور  به یموش طحال یها سلول و Total IgG سطح نییتع برای سرم در یمنیا یها پاسخ و شد انجام ها موش یچشم
 ویتنی من یها آزمونها با استفاده از  تحلیل داده .گرفتند قرار یابیارز مورد زایالا
  صورت گرفت. طرفه واریانس یکتحلیل  و

 ای ییتنها به VLP که ییها گروه یتمام در توتال یباد یآنت دیتول سطح :ها یافته
 گروه با یدار یمعن اختلاف و بود بالا اریبس بودند شده  منیا ادجوانت همراه به

 ییتنها به VLP قیتزر که ییها گروه در غالب پیزوتایا ).>۰۵/۰p( داشت کنترل
  .بود) Th2 پاسخ کیتحر شاخص( IgG1 نوع از داشتند ادجوانت با ای
 در را هومورال یمنیا ستمیس توانند یم دشدهیتول یروسیو شبه ذرات :یریگ جهینت

 کیتحر ادجوانت با شده فرموله ای ییتنها به ذرات نیا با شده منیا یها موش
 اریبس ،VLP صورت به واکسن دیکاند حضور در IL-5 دیتول سطحهمچنین  .کنند
  .افتی شیافزا

  BALB/cزایی،  ، ایمنی HIV-1ویروس، واکسن، ذرات شبه ها: کلیدواژه
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  مقدمه
های بهداشت  های دنیای امروز و یکی از اولویت یکی از چالش

های  جهانی، مبارزه با اپیدمی بیماری ایدز است. طبق گزارش
طور میانگین در سراسر جهان  سازمان بهداشت جهانی به

هستند که این میزان  HIVمیلیون نفر آلوده به ویروس ۷/۳۶
امروزه این . [1]های گذشته افزایش داشته است نسبت به سال

ها گزارش شده است، لذا  میر در انسان و بیماری چهارمین عامل مرگ
واکسیناسیون بهترین راه مبارزه با این بیماری و جلوگیری از شیوع 

  گیری آن است. و همه
های درمانی با استفاده از داروهای ضدویروسی،  علاوه بر این، روش

بودن و استفاده  گراندلیل  های بسیار سنگینی را به هزینه
مدت این داروها (از زمان تشخیص این بیماری تا آخر عمر)  طولانی

به  .[1]بر دوش افراد مبتلا و در نهایت جامعه تحمیل خواهند کرد
یابی به پاسخی موثر در طراحی واکسن  رسد برای دست نظر می

HIV-1 ل ویژه به دنبال راهی برای القای موثر ایمنی هومورا باید به
الطیف  کننده وسیع های خنثی بادی بود و در این مسیر بحث آنتی

  بسیار مهم است.
ترین و جدیدترین انواع کاندید واکسن در تحریک  یکی از مناسب

ویروسی  بادی، استفاده از ذرات شبه سیستم ایمنی و تولید آنتی (VLP) ویروسی، ذرات غیرعفونی و حاوی  است. ذرات شبه
اسید ویروس هستند.  ری و فاقد نوکلئیکهای ساختا پروتئین

و  T-helperهای قوی  شود پاسخ ژنیک آنها باعث می ساختار آنتی CTL (Cytotoxic T lymphocyte)  را بدون نیاز به ادجوانت
های ویروسی  نسبت به تمام واکسن VLPهای  . واکسن[2]القا کنند
ر، ت های زیرواحدی نوترکیب مزیت دارند، زیرا امن و واکسن
تر و دارای قابلیت محافظتی بیشتر و عدم سمیت سلولی  ایمونوژن
  .[3]هستند

عنوان هدف اصلی در  زا به های مناسب و ایمنی توپ استفاده از اپی
ای دارد.  کننده کننده نیز نقش تعیین های خنثی بادی اتصال به آنتی

عنوان اهداف  به MPERو  V3حاوی توالی  VLPدر مطالعه قبلی، 
کننده، طراحی و سنتز  های خنثی بادی ژنیک برای القای آنتی آنتی
بوده  شده محافظت. این نواحی از انولوپ ویروسی، نواحی [4]اند شده

و قابلیت تحریک بیشتری را در کاندید واکسن مورد نظر ایجاد 
  خواهند نمود.

بین  V3کننده اصلی در اتصال به کورسپتور است.  تعیین ،V3لوپ  CCR5  وCXCR4 تواند در تروپیسم  شود و می جا می ویروس جابه HIV-1 همچنین، [5]به سلول میزبان نقش داشته باشد .Gp41 
است که  Envزیرواحد ناقل غشایی (ترانس ممبران) در پروتئین 

روی سطح غشای لیپیدی ویروس  Envباعث لنگراندازی پروتئین 
ه که در ای تشکیل شد شده شود. این ناحیه از توالی محافظت می

  .[7 ,6]های این ویروس ثابت مانده است تایپ ها و ساب تمام گونه
 gp120های قوی علیه هر دو ناحیه  پاسخ HIV-1در عفونت حاد 

ها،  شود. طی این پاسخ تولید می Envاز پروتئین  gp120و 
تولید و  Envشده پروتئین  هایی علیه نواحی محافظت بادی آنتی

های  تایپ های هترولوگ، از ساب ویروسشوند که قادرند  ترشح می
. با توجه به ساخت [8]های متفاوت را خنثی کنند مختلف یا از گروه

، MPER-V3[4]های  ژن ویروسی حاوی آنتی و تایید ذرات شبه
ویروسی در  زایی این ذرات شبه هدف مطالعه حاضر، بررسی ایمنی

و منظور القای پاسخ ایمنی هومورال  به BALB/cمدل موشی 
 کننده بود. های خنثی بادی یابی به آنتی دست

 
  ها مواد و روش

-VLP MPERواسطه  زایی به منظور ایمنی در پژوهش تجربی حاضر، به V3  گرم ۲۰ای با میانگین وزنی  هفته۶-۸ماده   سر موش ۴۰از
گروه مختلف تقسیم شدند و در هر گروه  ۸ها به  استفاده شد. موش

بار با فاصله سه هفته و  ها سه سر موش در نظر گرفته شد و تزریق ۵
میکرولیتر به ازای هر موش ۱۰۰و در حجم نهایی  زیرجلدیصورت  به

  ).۱صورت گرفت (جدول 
و  VLPمیکروگرم ۱۰زایی به ازای هر موش،  برنامه ایمنیدر 
ژن  سازی آنتی تزریق شد. همچنین برای آماده DNAمیکروگرم ۱۰۰

مورد استفاده  ۱:۱) نسبت ۵۰ها (فروند و مانتانید  با مخلوط ادجوانت
ژن مخلوط و  نمودن مخلوط ادجوانت با آنتی قرار گرفت و با ورتکس

 از گيری از آخرین تزریق، خون سازی شد. دو هفته پس همگن
ها قبل از آزمون نهایی در  چشمی انجام شد و سرم موش سينوس
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  نگهداری شد. -C°۲۰شرایط 
  

  های مختلف موشی سازی گروه برنامه ایمن )۱جدول 
 تزریق سوم تزریق دوم تزریق اول نام گروه
(PBS)  PBS PBS PBSکنترل 

(C/IFA)*  فروند ناقصفروند ناقص (IFA) فروند کامل (CFA)کنترل 
( M50**) ۵۰مانتانید کنترل  ۵۰مانتانید  ۵۰مانتانید    

 (pCDNA)  pCDNA*** pCDNA pCDNAکنترل 
VLPویروسی ذرات شبه ویروسی شبه ذراتویروسی شبه ذرات 

VLP+C/IFAVLP+CFA VLP+IFA VLP+IFA 
VLP+M50VLP+M50 VLP+M50 VLP+M50 
DNA/VLPrDNA# VLP VLP *وکتور ***، ۵۰ادجوانت مانتانید ** ،ادجوانت کامل و ناقص فروندpCDNA وکتور # ،خالی pCDNA ژن آنتی حاوی  

  
در مطالعه پیشین  VLP MPER-V3مراحل ساخت و تایید تولید ذرات 

در  VLP منظور تولید . به[4]طور کامل شرح داده شده است به
 pEGFP-N1طور خلاصه پس از انتقال وکتور  مقیاس انبوه، به

و  pSPAX2 ،pWPXLDهمراه وکتورهای  حاوی ژن مورد نظر به pMD2G صورت همزمان با استفاده از سیستم توربوفکت و به  به
ترانسفکت  HEK 293-Tهای رده  شده، به سلول روش بهینه

کامل  DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Sigma-Aldrich)ها در محیط  . پس از کشت سلول[4]شدند
سیلین/استرپتومایسین،  بیوتیک پنی ، آنتیFBS% ۱۰(حاوی 

مدت  به C°۳۷ ،۵ %CO2گلوتامین) و انکوباسیون آن در شرایط  ال
وئورسنت، با استفاده از میکروسکوپ فل GFP (Green Fluorescent Protein)ساعت و مشاهده ذرات تولیدی حاوی ۷۲

رویی کشت سلولی با استفاده از اولتراسانتریفوژ تغلیظ شد و  سوپ 
شده در  ، ذرات تغلیظp24 ELISAبعد از تعیین تیتر با روش  C°۷۰ - .تا زمان تزریق به حیوانات نگهداری شدند  

 کشته نخاع، قطع روش باپس از بیهوشی  شده ی ایمنها موش
در شرایط  شانطحال ،%۷۰ الکلسازی در  پس از غوطه و ندشد

 فوژیسانتر rpm۱۵۰۰دور و C°۴ یدما در قهیدق۵ مدت به PBS 1x بافر محلول در شدن هموژن از پس طحال بافت و شد جدااستریل 
 بافر تریل یلیم۱۰ حاصل، رسوب به و شد ختهیر دور ییرو عیما. شد
 در قهیدق۵ مدت به مخلوط سپس .شد اضافه قرمز گلبول کنندهزیل

 ،آن از پس بلافاصله و شد انکوبه یکیتار در و اتاق یدما
-RPMI (RPMI-1640, Sigmaکشت  طیمح تریل یلیم۵ Aldrich) پس و شد اضافه کنندهزیل بافر اثر یساز یخنث منظور به 
 فوژیسانتر قبل، طیشرا مطابقها  فالکون نمودن ته و سر بار چند از

 مانده، یباق رسوب به و شد ختهیر دور ییرو فاز. شد انجام
 حل آن در سلولی رسوب و اضافه RPMI کامل طیمح تریل یلیم۲
 استفاده با ها سلولدر نهایت  .افتی انتقال خی ظرف به مجدداً  و شد
 .[9]شدندکامل کشت داده  RPMIو در محیط  شمارش نئوبار لام از

ای مخصوص الایزا توسط پپتیدهای  خانه۹۶های  در ابتدا کف پلیت MPER+V3  و براساس پروتکل  تریل یلیم بر کروگرمیم۱۰با غلظت
کردن با  وشو و بلاک پوشانده شد و پس از شست [9]استاندارد

۱%BSA کننده  توسط بافر رقیق ۱۰۰۰/۱ها به نسبت  ، سرم موش
ها افزوده  بادی به پلیت عنوان اولین آنتی بادی، رقیق شده و به آنتی

انکوبه شده و  C°۳۷در  مدت یک ساعت ها به شدند. سپس پلیت
عنوان  بادی کونژوگه به میکرولیتر آنتی۱۰۰وشو،  پس از شست

) به هر چاهک اضافه شد و پلیت ۱۰۰۰۰/۱بادی ثانویه (با رقت  آنتی
انکوبه شد. در نهایت با افزودن  C°۳۷مدت یک ساعت دیگر در  به

 TMB (3,3′,5,5′سوبسترای کروموژن

Tetramethylbenzidine)  کننده  میکرولیتر محلول متوقف۵۰و (H2SO4, 0.5 N)  واکنش متوقف و قرائت جذب نوری هر نمونه
  وسیله الایزا ریدر انجام شد. نانومتر به۴۵۰در طول موج 

همانند آزمون قبلی، سرم  IgGهای  کلاس منظور تعیین ساب به
موشی در رقت معین (رقتی که میزان جذب نوری در الایزا با طول 

بوده است،  ۵/۰به میزان  Total IgGنانومتر برای آنالیز ۴۵۰موج 
ترتیب  وشو به هر چاهک به انتخاب شد) افزوده و پس از  شست

و پس  IgG3و  IgG1 ،IgG2a  ،IgG2b های اختصاصی بادی آنتی
براساس پروتکل  Anti-Goat Total IgG HRPبادی  از آن آنتی

ده شد. در نهایت قرائت کیت مربوطه (سیگما؛ ایالات متحده) افزو
نانومتر ۴۵۰هر چاهک بر اساس جذب نوری هر نمونه در طول موج 

  وسیله الایزا ریدر صورت گرفت. به
اینترفرون  و (IL-5) ۵های اینترلوکین  منظور سنجش سایتوکاین به

صورت مجزا در  ها به های طحال موش ، سلول(IFN-γ)گاما 
 ترلی یلیم در یک ۲×۱۰۶ای به تعداد  خانه۲۴های کشت سلولی  پلیت
ها با استفاده  کشت داده شده و سلول کامل RPMI-1640 طیمح

میکروگرم بر ۱۰با غلظت نهایی  V3و  MPERاز پپتیدهای 
 ساعت۷۲ مدت به CO2% ۵ حضور در و C°۳۷ی دما درلیتر  میلی

آوری و با  ها جمع کشت داده شدند. سپس سوپ رویی کشت سلول
؛ ایالات R&Dموشی (شرکت  IL-5 و IFN-γهای  استفاده از کیت

ها  متحده) و براساس پروتکل شرکت سازنده سنجش شدند. موش
نامه اخلاق کار با حیوانات و پس از تایید در کمیته  براساس آیین

(شناسه  اخلاق پزشکی انستیتو پاستور ایران IR.PII.REC.1394.18.نگهداری و آزمایش شدند (  
ها با  تایی انجام شدند. تحلیل داده صورت تکرار سه به ها کلیه آزمون

صورت  طرفه کی تحلیل واریانس و ویتنی من یها آزموناستفاده 
  گرفت.

  
  ها یافته

و  Total Abدر بررسی ایمنی هومورال با تعیین میزان تولید 
بادی توتال در تمامی  ، سطح تولید آنتیIgGهای  ایزوتوپ
همراه ادجوانت ایمن شده بود،  تنهایی یا به به VLPهایی که  گروه

؛ >۰۵/۰pداری با گروه کنترل داشت ( بسیار بالا بود و اختلاف معنی
). بیشترین سطح اختلاف در نمودار مربوط به ۲و  ۱نمودارهای 

بود و در  VLP+M50و پس از آن تزریق  VLP+C/IFAتزریق 
   ).۱صورت تنها نیز تحریک بالایی مشاهده شد (نمودار  به VLPمورد 

  

 
۱ :PBS ،۲:C/IFA ،۳ :M50 ،۴ :pCDNA ،۵ :VLP ،۶ :VLP+C/IFA ،۷ :VLP+M50 ،۸ : DNA/VLP 

شده  های واکسینه آمده از موش دست های سرمی به میزان جذب نوری نمونه) ۱نمودار 
عنوان معیاری از  بهنانومتر، ۴۵۰های کاندید در  های متفاوت واکسن با فرمولاسیون

همراه  های کاندید به کننده واکسن های دریافت . گروهTotal antibody سرمیسطح 
  ارزیابی و مقایسه شدند. PBSادجوانت فروند و مانتانید و گروه کنترل 
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تنهایی یا  به VLPهایی که تزریق  همچنین ایزوتایپ غالب در گروه
) بود Th2(شاخص تحریک پاسخ  IgG1با ادجوانت داشتند از نوع 

 VLP+M50شده با  که بیشترین تیتر مربوطه متعلق به گروه ایمن
   ).۲بود (نمودار 

  
۱ :PBS ،۲ :VLP ،۳ :VLP+C/IFA ،۴ :VLP+M52 ،۵ :DNA/VLP 

شده  های واکسینه آمده از موش دست های سرمی به میزان جذب نمونه) ۲نمودار 
عنوان معیاری  بهنانومتر، ۴۵۰های کاندید در  های متفاوت واکسن با فرمولاسیون

های  کننده واکسن های دریافت . گروهIsotyping Antibody سرمیاز سطح 
ارزیابی و مقایسه  PBSهمراه ادجوانت فروند و مانتانید و گروه کنترل  کاندید به

 شدند.
  

بوست  - صورت پرایم را به VLPدر مقابل در گروهی که  (DNA/VLP)  دریافت کرده بودند سطحIgG2a  شاخص تحریک)
دار با  دهنده اختلاف معنی ) افزایش یافت که نشانTh1پاسخ 

  ).p=۰۰۰۰۱/۰در همین گروه بود ( IgG1میزان تولید 
در حضور  IL-5ها، سطح تولید  در بررسی سطح تولید سایتوکاین

، بسیار افزایش یافت. میزان تولید VLPصورت  کاندید واکسن به IL-5  بعد از تزریقVLP  بهpg/ml۱۰۰۰ ۳ید (نمودار رس .(
 VLPشده با  ایمن مربوط به گروه IL-5بیشترین میزان ترشح 

سایتوکاین به  بود که میزان تولید این  M50اه ادجوانت همر به
رسید. این کاندید واکسن گزینه بسیار مناسبی  pg/ml۱۵۰۰بیش از 

 VLP(پاسخ هومورال) است. در مورد تزریق  IL-5در تحریک تولید 
اگرچه میزان  (DNA/VLP)بوست  - صورت هترولوگوس پرایم به

دیگر نبود، اما در مقایسه با  سایتوکاین به اندازه موارد ترشح این 
 داری داشت از لحاظ آماری اختلاف معنی (PBS)گروه کنترل 

)۰۵/۰p< در مقایسه با بیان و ترشح .(IL-5هایی که سطح  ، در گروه
سایتوکاین بالا بود میزان ترشح اینترفرون گاما کاهش  تولید این 

 - صورت پرایم داشت و برعکس در مورد تزریق واکسن کاندید به
 pg/ml۱۳۰۰، میزان اینترفرون گاما به بیش از DNA/VLPبوست 

  افزایش داشت.

  
۱ :PBS ،۲ :VLP ،۳ :VLP+C/IFA ،۴ :VLP+M52 ،۵ :DNA/VLP 

 MPER , V3وسیله پپتیدهای  های طحال به های موشی، سلول سازی گروه شده. پس از ایمن های موشی ایمن در گروه IFN-γو  IL-5های  میزان تولید سایتوکاین )۳ نمودار
  .شدند داده کشتهای کاندید  های متفاوت واکسن شده با فرمولاسیون های واکسینه های طحال موش آمده از سلول دست های به نمونه γبا غلظت اینترفرون 

  
  بحث 

ویروسی در مدل  زایی ذرات شبه مطالعه حاضر با هدف بررسی ایمنی
یابی  منظور القای پاسخ ایمنی هومورال و دست به BALB/cموشی 
ها  کننده انجام شد. بیان و ترشح سایتوکاین های خنثی بادی به آنتی

ژن است،  تصاصی علیه آنتیعنوان شاخصی برای پاسخ ایمنی اخ به
 IL-5عنوان شاخص پاسخ ایمنی سلولی و  به IFN-γ طوری که به
  .[10]شود عنوان شاخص پاسخ ایمنی هومورال در نظر گرفته می به

ها شناخته شده  میر در انسان و بیماری ایدز چهارمین عامل مرگ
رسد که از  است، بنابراین پیشگیری این بیماری ضروری به نظر می

طریق آموزش بهداشت فردی و اجتماعی و استفاده از واکسن 
ها بهترین استراتژی برای پیشگیری و  شود، گرچه واکسن تامین می

  .[11]درمان هستند
 HIVکه یک واکسن موثر و کارآمد علیه  دهند میمطالعات نشان 

و سلولی) را  هومورالهر دو بازوی سیستم ایمنی (ایمنی  دبای
های اخیر  . با توجه به یافته[12]کند لریک و فعاطور همزمان تح به

باید  HIV-1ترین زمینه در تحقیقات واکسن  رسد مهم به نظر می
القای تولید  برای Envروی ساخت نواحی ایمونوژن از 

ها قبل  بادی های نوترالیزان متمرکز شود زیرا اگر این آنتی بادی آنتی

  

باشند مانع جایگزینی  از ورود ویروس با تیتر بالا حضور داشته
  .[13]شوند ویروس و ایجاد عفونت می

هایی با تولید پوشش  کننده، روش های خنثی بادی با مراجعه به آنتی
 مطالعات نشان ، بیشترین اولویت را دارند. HIVکاذب ویروس
ها ساخته  برای ویروس VLPنوع  ۱۱۰دهند که تاکنون بیش از  می
ها هستند.  خانواده متفاوت از ویروس ۳۵که متعلق به  است شده
در  VLPکننده انسانی بر مبنای  های پیشگیری طور مثال واکسن به

و پاپیلوما ویروس  B  (HBV)های هپاتیت ایمنی علیه عفونت (HPV) های  کی از مزیت. ی[14 ,12 ,9]دنکاربرد تجاری دارVLP 
ایی آنها برای بیان شده، توان های زنده ضعیف نسبت به ویروس

از  .[9]طبیعی است ختاراتوپ ویروسی با س همزمان چندین اپی
 ژنی ژنی خارج طور مستقیم هر دو مسیر آنتی ها به VLP ی،طرف

(مجموعه  MHC ژن توسط ارایه آنتی که منجر به )اگزوژن(
و در  کنند شود را فعال می می IIو  Iکلاس  سازگاری بافتی اصلی)
های  توسط مولکول) اندوژن(پژنی  درون ژنی نتیجه مسیر آنتی MHC II [13-9]شودطور متقاطع ارایه  تواند به می.  

تواند به کنترل  عنوان واکسن می های خاص به توپ انتخاب اپی
در راستای تحقیقات  .کند بیماری و جلوگیری از پیشروی آن کمک
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توپی،  اپی های پلی توسعه واکسن تولید و منظور بهگرفته  صورت
های ساختاری و  که ترکیبی از پروتئین مشخص شده است

های  پروتئین تنها از در آنها ، نسبت به مواردی کهHIVتنظیمی
زایی بیشتری ایجاد  شود، ایمنی ساختاری یا تنظیمی استفاده می

  .[17-15]کند می
در  V3و  MPERناحیه  ر مهم،در این مطالعه یکی از اهداف بسیا
توان به مطالعه  می V3و  MPER نظر گرفته شد. در اثبات توانایی

 مزاشاره نمود که در بررسی مکانی ۲۰۱۱و همکاران در سال  کلاودیا آر
 b12و  4E10و  2F5هایی چون  بادی ها آنتی سازی ویریون خنثی

این و همچنین اتصال ند کنندگی را داشت بیشترین خاصیت خنثی
آنها گزارش . ناپذیر تشخیص داده شد صورت برگشت ها به بادی آنتی

 اثر را در بیشترین CD4 bindingو  MPER  ،V3 کردند که نواحی
الطیف  کننده وسیع های خنثی بادی تحریک تولید آنتی و القا

های اختصاصی بادیاز آنجا که ارزیابی سطح آنتی. [19 ,18]داشتند
هومورال و نیز ایمنی  یعنوان معیار القا به) IgG2و  IgG1سرمی (

 یعنوان معیار القا به IL-5و  IFN-γ هایی چون تولید سایتوکاین
شوند، بررسی و ارزیابی هر کدام از  ایمنی سلولی در نظر گرفته می

های کاندید، واکسن ازکه  بیانگر آن استپارامترهای ذکرشده 
تیتر بالای  یدر القا VLPهای کاندید  استفاده از واکسن

  ست.موفق بوده ا ها بادی آنتی
روی تزریق  ۲۰۱۷و همکاران در سال  فوشی کوآنای که  در مطالعه SHIV VLP های  موش درBALB/c مشاهده نمودندداشتند ، VLP یافته بود قادر به افزایش  رییی که سطح انولوپ آنها تغیها

  .[20 ,19]شدند IgAو  IgG1، IgG2a، IgG2b ،IgG3تیتر 
قادر به  VLPها با فرمولاسیون  در مطالعه حاضر نیز کاندید واکسن

. [22 ,21]اند بادی در پاسخ ایمنی هومورال بوده افزایش تیتر آنتی
و ند بود Th1و  Th2بیانگر پاسخ  IgG2و  IgG1ترتیب  به

. هستند Th1نتیجه سوئیچینگ پاسخ  2bو  2aهای  کلاس ساب
بادی تولیدی در  که تیتر آنتیدهد  نشان می ۱ارزیابی نمودار 

شده بسیار بالا رفت و در   استفاده VLPکه کاندید واکسن  زمانی
 pCDNAو  PBS ،M50 V2 ،C/IFAکنترل  های مقایسه با گروه

داری داشت و البته با توجه به نتایج، اثبات شد  تفاوت بسیار معنی
یون که تیمار مدل حیوانی با کاندید واکسن مورد نظر که فرمولاس

همراه ادجوانت مانتانید بوده پاسخ بهتری نسبت به سایر  آن به
  ها داشته است. گروه

 گفتتوان  می، ابنزر تومبانآمده از مطالعه  دست در راستای نتایج به
پاسخ  کاندید واکسن تواند در رژیم تزریقی که حضور ادجوانت می

، VLP+M50هایی که تزریق  در گروه. [23]دهد متفاوتی نشان VLP+CIFA  وVLP  را داشتند به ترتیب بیشترین سطح تولید IgG1  و از آنجا که تحریک و تولید این کلاس شد مشاهده
دهنده تحریک  ، این امر نشاناست Th2بادی در اثر فعالیت  آنتی

  .استپاسخ ایمنی هومورال 
های اختصاصی بادیآمده از محاسبه نسبت آنتی دست نتایج به IgG2a/IgG1های کاندید  دهد که فرمولاسیون واکسن می ، نشان

پاسخ سیستم ایمنی را به سمت ایمنی هومورال  VLPصورت  به
 DNA/VLPبوست  - صورت پرایم تزریق به شیفت داده است.

بنابراین  دهد، را نشان می IgG1با ارزیابی  Th2توانایی تحریک 
حریک در ت عنوان کاندید واکسن قابلیت استفاده به این فرمولاسیون

ارزیابی ایمونولوژیک کاندید  در .درا دار سیستم ایمنی سلولی
به همکاران که و  بونگاروو  یانگدر مطالعه  DNA/VLPواکسن 

نوع تزریق این  اشاره شد که پرداختند HIV VLPذرات مطالعه 
های  بادی کاندید واکسن توانسته سبب تحریک تولید آنتی

  . شود 4E10و  2G12 ،b12 ،VRC01شامل کننده  خنثی
بسیار  PBSتوتال در مقایسه با  IgGدر ارزیابی نتایج آنها مقدار 

گزارش دار  این اختلاف معنی p>۰۰۰۱/۰و با محاسبه  بوده متفاوت
 OD:450nm در IgG1 ،سنجش تیتربا همچنین  شده است.
توانایی  DNA/VLPبوست  -صورت پرایم تزریق به .گزارش شد

را  Th1در تحریک  IgG2aو نیز  IgG1رزیابی ا با Th2تحریک 
عنوان کاندید واکسن را  قابلیت استفاده به بنابراین داشته،
  .[24 ,3]داراست

 IgG2aهای توتال و  بادی آنتی تنها تیتر در مطالعه حاضر نیز نه
د بلکه نسبت به مطالعه آنها تیتر کنن می گزارشسطح بالاتری را 

که  رفتتوان نتیجه گ میبنابراین  ،دنده نشان می بیشتری را
پاسخ در تولید  توان MPER+V3های توپ با اپی VLPفرمولاسیون 

  .ایمنی را نیز بالا برده است
عنوان  به IL-5و  Th1عنوان شاخص پاسخ  به IFN-γهمچنین 
دهنده  نشان IFN-γگیری شدند. سطح بیان  اندازه Th2شاخص 

با  ،[24]برد پیش می هومورالکه پاسخ را به سمت ایمنی  IL-5رفتن پاسخ به سمت ایمنی سلولی است و در مقایسه با بیان تولید 
های تکثیری پاسخ یکه در القا شود مشاهده می ۳ توجه به نمودار

بوست  - ، واکسن کاندید هترولوگوس پرایمTهای لنفوسیت DNA/VLP بیشترین مقدار ،IFN-γ های را نسبت به گروهVLP 
ها  زمانی بوده که تزریق IL-5 ایجاد کرده است. بیشترین تولید

همراه ادجوانت،  صورت تنها و چه به چه به، بودند VLPصورت  به
فرمولاسیون  و pg/ml۱۷۰۰ با تیتر M50گرچه استفاده از ادجوانت  VLP خالی با تیتر pg/ml۹۷۰  را بیشترین میزان تولید و پاسخ

که انتخاب ادجوانت مناسب  کنند د تعییننتوان نشان دادند و می
که  از آنجا .یا خیر نیز در ایجاد افزایش پاسخ تاثیرگذار خواهد بود IL-5 های  وسیله سلول هسایتوکاینی است که بCD4+ ،Th2  و

 VLPفرمولاسیون  ، بنابراینکند شده تولید می های فعال سل ،ماست
  دهد. سمت ایمنی هومورال نشان میتحریک زیادی را به 

در ایجاد تیتر نیز های فروند و مانتانید  ادجوانت استفاده از
که مانتانید قابلیت  طوری به ،نقش متفاوتی داشتند ها بادی آنتی
تعیین تفاوت اثر . بنابراین زایی بیشتری را نشان داد ایمنی

داشته  ها تواند نقش مهمی در فرمولاسیون واکسن می ها ادجوانت
  باشد.

 DNA/VLPبوست  - صورت پرایم در مطالعه حاضر نیز تزریق به
را نشان  IFN-γقابلیت تحریک بیشتری از  نسبت به تزریق پپتید

ماکروفاژها در هر  نمودن منزله فعال سایتوکاین نیز به تولید این. داد
های ایمنی سلولی آداپتیو  دو دسته پاسخ ایمنی ذاتی و پاسخ

اثر کاهشی در عمل وابسته به  IL-5ن گرچه تولید بنابرای است.
نتایج  که این امر نیز در(اینترفرون گاما و ماکروفاژها دارد 

 اما میزان تاثیر این نوع )،مشهود است آمده کاملاً  دست به
  فرمولاسیون در افزایش پاسخ نیز قابل تامل است.

 یدسترس و بالا متیق به توان یم مطالعه نیا یها تیمحدود از
  .نمود اشاره قیتحق در استفاده مورد یها تیک به مشکل

در تحریک سیستم ایمنی  ۵۰با توجه به نقش ادجوانت مانتانید 
شود در آینده با مطالعات  بادی، پیشنهاد می هومورال و تولید آنتی

های حیوانی دیگر، کاندیدهای واکسن دیگر  تر و در مدل گسترده
  مورد بررسی قرار گیرند.
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  گیری نتیجه
توانند سیستم ایمنی هومورال را  ویروسی تولیدشده می ذرات شبه
صورت  تنهایی یا به شده با این ذرات به های ایمن در موش
  شده با ادجوانت تحریک کنند.  فرموله
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