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  چكيده
كننده سيستم ايمني  و تحريكايمونوژن  توانند به عنوان يك  ميHIVويروس  پروتئينهاي نوتركيب به دست آمده از : هدفسابقه و

تحقيق به بررسي ساختار  اين در. شاره كردا) Env(  سطحي ويروسو) gag(پروتئينهاي داخلي  توان به ميآنها مهمترين  از. باشند
 .پردازيم  ميHIV ويروس  به دست آمده ازgp41-p24پروتئين نوتركيب  ايمونوژنيسيته
به   وهگرديد كلونينگ تهيه قبلا توسط روشهايكه  gp41-p24پروتئين نوتركيب  ،رضمطالعه تجربي حا در: يسروش برر

 غلظت وزن مولكولي و . در آمدRefoldبه حالت Unfold  حالت از سازي پروتئين رقيق روشهايشد با  مي نگهداري  Unfoldحالت
 دستگاه و Native  ژل با زرازالكتروف پروتئين با استفادهRefolding  .گيري شد اسپكتروفتومتري اندازه و الكتروفورز هايبا روش  ئينهاتپرو

(Circular Dichroism) CDپروتئين  ساختار ايمونوژنيسيته اين دو فعاليت ايمني و. ارزيابي شد   براساس تغيرات ساختار دوم پروتئين
  .ثبت شد )OD( ميزان جذب نوري  نوع پروتئين واساس  بروسترن بلات و تست الايزا تفاده ازبا اس
 پروتئين Refolding  .ندكامل برخوردار خلوص باشد و از كيلودالتون مي 32پروتئين  اين دو نتايج نشان داد كه وزن مولكولي: هايافته

 درمقايسه با( Random ساختاركاهش  و Beta و Helix  ساختارهاي افزايش اين پروتئين در . مشاهده شدNative  ژلاز طريق
 يماران ب سرمرموجود د بادهاي آنتيبا ه شدRefold  همچنين واكنش ايمني در پروتئين استاندارد و .پديدارگرديد)  Unfoldپروتئين
  .ي برحسب نوع پروتئين مشاهده نشددار لاف معنيواريانس يكطرفه اخت با استفاده ازآناليز مشاهده گرديد و HIV مثبتكنترل
فعاليت  داراي Refoldingبعد از  HIV  به دست آمده از ويروسgp41-p24 كه پروتئين نوتركيب داد نشان تحقيقات :گيرينتيجه
   . كردتحريك سيستم ايمني استفاده به عنوان يك ايمونوژن در ايمونيزاسيون وتوان  مي و از آن باشد  مييايمونوژن

  .HIV، ويروس Gp41-p24 ،ايمونوژنيسيته ،پروتئين نوتركيب :كليديواژگان 
  

  1مقدمه
مهمترين بيماريهاي واگيرداري كـه درسرتاسـر جهـان          يكي از 

  بيماري ايدز است  ،شود مي ميرو  باعث افزايش روز افزون مرگ      
                                                 

شناسي سلولي و     زيست، گروه   دانشگاه آزاداسلامي، واحدعلوم و تحقيقات    ن،  تهرا: آدرس نويسنده مسئول  
  )  email: panirohollah@yahoo.com( االله فاطمه روحمولكولي، 

  25/7/1386: تاريخ دريافت مقاله
  20/9/1386 :تاريخ پذيرش مقاله

اعضاي خانواده لنتـي ويروسـها       اين بيماري توسط يكي از    . )1(
ــام ــه ن ايجــاد  )HIV) Human Immunodeficiency Virus ب

ويـژه از جملـه      ايـن ويـروس داراي پروتئينهـاي      . )2( شود مي
نوكلئوپروتئينهـا   كپـسيدي و  ،  ماتريكسي ،پروتئينهاي پوششي 

ايــن  از HIV-2   وHIV-1مختلــف  ســروتيپ باشــد و دو مـي 
ــروس شناســايي شــده اســت  لحــاظ  ســروتيپ از ايــن دو. وي

 p24  ،p17  ،p7ينهـاي   كه شـامل پروتئ   gagداخلي   پروتئينهاي
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لحـاظ پروتئينهـاي     ولـي از   است بـه هـم شـباهت دارنـد         p6و
 70و همچنين سكانسهاي ژني حـدود   gp41و gp120 پوششي

  ).3( دارند درصد اختلاف 80تا 
Env               از دسته پروتئينهـاي سـطحي ويـروس اسـت كـه نقـش

 ،ورود ويروس به داخـل سـلول ميزبـان دارد          مهمي دراتصال و  
 در ).5،4( باشد پروتئينهاي داخلي ويروس مي    از gagهمچنين  

 اسـت   يجمله پروتئينهاي  از p24روتئين   پ gag بين پروتئينهاي 
 gp41و شـود  بادي عليه آن ايجاد مـي       اولين پاسخهاي آنتي   كه

تحقيقـات   در). 5( باشـد  به تحريك سيستم ايمني مي     نيز قادر 
سكانـسهاي ايمونوژنيـك پـروتئين       از برخـي  حضور انجام شده 

gp41         ويروسـهاي  به همراه ساير پروتئينهاي به دست آمـده از  
پاپيلوويروسها  هرپس ويروسها و  ،  ويروس آنفولانزا  مختلف نظير 

توان   پروتئينهاي نوتركيب مي    از جمله اين   .مشاهده شده است  
 سكانـسهاي  به دست آمـده از     gp41-HA به پروتئين نوتركيب  

ــسهاي و HIV-1ويــروس  gp41ايمونوژنيــك  ــژهسكان  اي از  وي
). 6(اشـاره كـرد    آنفولانزاHA2  پروتئين هماگلوتينين ويروس

ــروتئين نوتركيــب ــسهاي  rHSV-HIVgp120پ  gp120از سكان
سكانسهاي هـرپس ويـروس تهيـه     بخشي از وHIV-1  ويروس

 p24-Hsp71 همچنـين پـروتئين نوتركيـب     ). 6،7( شده اسـت  
تـي   و پروتئينهـاي شـوك حرار      p24ازسكانسهاي ايمونوژنيـك    

HSp71 8( است تهيه شده.(  
تحقيقات انجام شده به بررسي ساختارهاي ايمونوژنيسيته و         در

وتركيـب بـه    پروتئينهـاي ن   همچنين به نقش  هر يـك از ايـن         
كننده سيستم ايمني اشاره شده است       عنوان ايمونوژن وتحريك  

 در .)9 (باشند فازهاي تحقيقاتي مختلف مي    ها در بررسي كه اين 
ــ ــروتئين ايمونوژنيــسيته  ه مطالعــه ســاختارايــن تحقيــق  ب پ

پردازيم  مي HIV به دست آمده از ويروس  gp41-p24نوتركيب
 ايمونـوژن   ين نيـز از نـوتركيبي بـين سكانـسهاي         پروتئ كه اين 
gp41 و  p24 آمــده اســت بــا روشــهاي كلونينــگ بــه دســت 

)10،11.(  
  

  مواد و روشها
زان غلظـت    مي حاضردر مطالعه تجربي     :تعيين غلظت پروتئين  

 اسـپكتروفتومتري و بـا روش بردفـورد    ها توسط دسـتگاه    نمونه
 پـروتئين  ميكروليتـر  50داخل كوت دسـتگاه     . گيري شد  اندازه

 )درمقابل بلانـك   (د ريخته شد  ركروليتر محلول بردفو  يم 950با
   .ثبت گرديد و ميزان شدت جذب نور

Refoldingپروتئين نوتركيب gp41-p24  :اسـتفاده  پروتئين با 
  بـا كيـسه ديـاليز      شـد و   رقيـق  ميلـي مـولار    20از بافر هپس    

)Cut off10حذف اوره انجام شد تغيرات بافري و)  كيلودالتون .

 اوره  تغيـرات ميزان   مولار رسيد و   1/0مولار به    8 از اوره مقدار
 هاي سنتري پرپ و    توسط لوله  و ارزيابي شد ) من(توسط كيت   

  .اوليه رسيد دار به مقپروتئين مجدداغلظت  سانتريفوژ
آميـد   آكريـل  استفاده از ژل پلي    با ها نمونه: تعيين وزن مولكولي  

 22-25 بـا جريـاني بـين      به همراه يك ماركر پروتئينـي     % 12
 آميـزي ژل توسـط كوماسـي بلـو و     رنـگ  .شـد Run  آمپر ميلي

  .انجام گرفت  درصد60الكل  شستشوي آن توسط
و   Refoldingازهـاي قبـل    نمونه: بررسي ساختار دوم پروتئين

 Cutoffبــا ( هــاي ميكروكــون  داخــل لولــهRefolding بعــد از
 دقيقـه بـا     15تـا    10به مـدت     قرار داده شد و   ) كيلودالتون10
محلول منتقـل شـده بـه تيـوب         .  سانتريفوژ شدند  12000دور

ديـونيزه   كروليتـر آب  يم 300هـا    روي نمونه و   پائين خالي شد  
تيـوب  . نتريفوژ گرديـد  ريخته شد و مجددا با همان شرايط سـا        

روي تيـوب دوم قـرار داده شـد و           حاوي فيلتـر بطـور واژگـون      
و تمـام محتويـات    انجام شـد  سانتريفوژ دوباره با همان شرايط

به تيوب دوم منتقل گرديد به اين طريـق          دارتيوب فيلتر  داخل
  . آزمايش انجام شد يك تعويض بافر در پروتئينهاي مورد

ــر ــروتئين  غلظـــت هـ  از بعـــد و Refohding ازقبـــل (دو پـ
Refohding (  با دستگاه  گيري شد و   فورد اندازه با روش برد CD  

 محاسـبه   .پروتئين مورد بررسي قرارگرفـت     ساختاردوم اين دو  
  .انجام شد Jang deta basseساختار دوم توسط  ميزان

  :بررسي واكنش ايمني پروتئين
ــزاا ــروتئين: لايـ ــه غلظـــت  gp41-p24 پـ ــه ml /µg10 بـ  بـ

 4در دماي    الايزا كت شد و    ميكروليتر، كف پليتهاي  100رمقدا
 بعـد از  . گراد به مدت يك شبانه روز قرارداده شـد         درجه سانتي 

  شستــشو بــا  خــالي كــردن محتويــات داخــل چاهكهــا و    
Washing buffer )3بـافر بلاكينـگ    ميكروليتر100 رمقدا )بار

گراد به مدت يك     سانتيدرجه  4در   چاهك ريخته شد و    در هر 
 و محتويات داخل چاهكها خالي گرديـد     . روز قرارداده شد   انهشب

 10 بـه مـدت   Washing buffer با) بار4الي 3(شستشو  بعد از
 داخـل . گـراد قـرار داده شـد       درجـه سـانتي   37 دردماي   دقيقه

مربـوط بـه كيـت    ( ، سرم كنتـرل مثبـت    ميكروپليت چاهكهاي
 مربـوط بـه كيـت بـه      sample dilution  كه باHIVتشخيصي 

 ميكروليتـر 100بـه ميـزان      )رقيـق شـده بـود     100به   1قدار  م
چندين اسـتاندارد بـا غلظتهـاي مختلـف در كنـار            . ريخته شد 

آنهـا   شـد كـه يكـي از       استريپهاي پروتئين مورد نظر طراحـي     
 بـود سـپس     HIV كيت تشخيصي    دمربوط به پروتئين استاندار   

  داده شـد و  گـراد قـرار   جـه سـانتي   در37در  ساعت1به مدت 
1.5ml بادي كونژوگه رقيق شده بـا كونژوگـه        ز آنتي ا dilution 

 ميكروليتردرداخل هرچاهك   100به مقدار ) 1000 به     1رقت  (
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گـراد    درجـه سـانتي    37يـك سـاعت در     و به مـدت    ريخته شد 
هر   بهWashing buffer   بار شستشو با4 و بعد از قرارداده شد

) TMB(سوبـسترا كرومـوژن      ميكروليتـر 100 كدام از چاهكهـا   
 درجاي تاريك قرار داده شـد و        دقيقه 15به مدت    اضافه شد و  

 نرمال واكـنش متوقـف گرديـد و بـا           2توسط اسيد سولفوريك    
 ميـزان   نـانومتر 450بـا طـول مـوج     ELISA Reader دستگاه

  .ثبت شد) (OD جذب نوري
پـروتئين   شـده و   ريفولـد  gp41-p24پـروتئين   : وسترن بـلات  

 به ترتيب بـه عنـوان       HIV يتمربوط به ك   gp41-p24استاندار  
آميـد    آكريـل  با  ژل پلـي     نمونه وكنترل مثبت توسط الكتروفرز    

12% Run سـلولزي و ژل بـه همـراه مقـداري كاغـذ نيترو     .شد 
دقيقـه قـرار داده     15داخل محلول ترانسفر بـه مـدت         فيلتر در 

بـا جريـان     با استفاده از روش وسترن بلات نيمه خشك و        . شد
از روي ژل به كاغذ نيتروسلولزي انتقال        اه  ميلي آمپر نمونه   12

 ميزان انتقال    ژل داخل رنگ كوماسي بلو     با قرار دادن   .داده شد 
آميـزي   بعد از رنگ  .  مشخص شد  زينيتروسلول ها به غشاء   نمونه
 باندهاي مربـوط بـه انتقـال        Sبا محلول پانسو   نيتروسلولز غشاء

تـشوي    شس پروتئين از روي ژل به كاغذ مشخص گرديد بعد از         
نيتروسـلولز داخـل بـافر         ازروي كاغـذ، غـشاء      S محلول پانسو 

 بـه مـدت   گراد درجه سانتي4دردماي   )Skim milk(بلاكينگ 
ــرار داده شــد يــك شــبانه  بعــد از خــارج كــردن غــشاء  .روز ق

 Washing buffer شستـشو بـا    وسلولز از بـافر بلاكينـگ  نيترو
 مقداري كه   به( HIVيت  كسرم كنترل مثبت مربوط به      ) بار2(

ساعت 2تا  1ريخته شد و به مدت       )سطح روي كاغذ را بپوشاند    
بار 4بعد از . شد shakeگراد به آرامي   سانتي درجه37 دماي در

 2تـا   1بـه مـدت      و بادي دوم كونژوگه اضافه شد     شستشو آنتي 
بعد .  شد shakeگراد  به آرامي       سانتي  درجه 37ساعت دردماي   
 دقيقـه   20به مدت   ) DAB(ژن  سوبسترا كرومو  از اضافه كردن  

  .گرديد در تاريكي باندها روي كاغذ نيتروسلولزي آشكار
طرفه  هاي مربوط به الايزا با استفاده از آناليز واريانس يك          داده

دار بودن  ملاك معني .قرار گرفتند مورد تحليلTukey  و تست
 درنظر گرفتـه   >05/0p تفاوتهاي مشاهده شده از نظر آماري با      

 .دش
  

  هاتهياف
هاي انجام شـده مـشخص شـد كـه غلظـت پـروتئين              با بررسي 
unfold 2/3 پـروتئين   بـوده ودر   ليتـر  ميلـي  هـر  گـرم در   ميلي 
Refold     تغيـرات بـافري ايـن       سازي و   شده بعد از مراحل رقيق

روش تغليظ پروتئين با سنتري پرب مجـددا بـه           غلظت توسط 
شـد كـه     همچنـين مـشخص   . همان غلظت اوليه برگشته است    

كيلودالتـون بـوده وداراي     32نظـر    زن مولكولي پروتئين مورد   و
  ). 1شكل (باشد  خلوص مي

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  مـشخص شـد كـه      Nativeهاي انجام شده توسط ژل      بررسي با

Refolding  خـوبي انجـام گرفتـه اسـت         بـه  نظر پروتئين مورد
   ).2شكل(
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 تئينهـا انجـام   دوم پرو   كه روي ساختار   يهايبررسي همچنين در 
ميـزان  شـده   Refoldپروتئينهـاي   مشخص شـد كـه در  گرفت

شـده   Unfoldپروتئين   درمقايسه با  Beta و Helixساختارهاي  
آنهـا   رد  Randomساختارهاي ميزان به مراتب افزايش يافته و

 هاي انجـام شـده توسـط      بررسيبا  .  است كاهش يافته  به مراتب 
مقايـسه   شده در Refold پروتئين الايزا مشخص شد كه     تست

  
شده  Unfold و Refoldوزن مولكولي پروتئين  - 1 شكل

 .پروتئيني مقايسه با يك ماركر در الكتروفورز روي ژل
 و باشد كيلودالتون مي32پروتئين  وزن مولكولي اين دو

  باشند  ميداراي خلوص

  
 Refold و Unfoldموقعيت قرارگيري پروتئين  - 2 كلش

مقايسه  شده در Refoldپروتئين . Nativeروي ژل شده
  دارد بالاتري قرار موقعيت شده در Unfoldبا 
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باديهـاي موجـود در      با استاندارد قابليت واكنش ايمني با آنتـي       
نتـايج بـه    ). 1نمودار(  را دارد  HIVكنترل مثبت    سرم بيماران 

 كنـد  مـي  دست آمده از وسترن بلات نيز ايـن مطلـب را تائيـد            
  ).3شكل (
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  بحث
 پـروتئين ارايمونوژنيسيته   ساخت ارزيابي  بررسي ،تحقيقاين   در

سكانسهاي ايمونوژنيـك    از به دست آمده   gp41-p24نوتركيب  

ــروس ــورد در ديگــر مطالعــات. انجــام شــد  HIVوي  ســاير م
مطالعات انجام  . )1،2( است   p24 و gp41 پروتئينيسكانسهاي  
  روي پروتئينهــاي نــوتركيبي چــون محققــين بــر شــده ســاير

gp41-HA )2(      ،Gcn4-gp41) 4(      ،p24-Hsp71)3( و   
 rHsv-gp120)11(   همچنين تعيين غلظت    .گزارش شده است

 در  بردفـورد  بـا روش      دسـتگاه اسـپكتروفوتومتري    بـا  پروتئين
 در سـاير   درحاليكـه . تحقيقات ديگر نيـز گـزارش شـده اسـت         

 تحقيقات اين ارزيابي توسط روشهاي چون لـوري و جـذب در           
بررسـي  ن  همچني. )4،2(گرفته است    انجام) UV( نانومتر   280

اين  در  با استفاده از الكتروفورزخلوص پروتئين وزن مولكولي و
تحقيقات ديگر مشابه يكديگر گزارش شـده اسـت          در مطالعه و 

در  Refolding  روش   مـورد  در هاي انجـام شـده    بررسي ).3،4(
 نتـايجي اسـت كـه در       روشـها و    پروتئين دقيقا مـشابه بـا      اين

 ،)5( چـون انـسولين   يروي پروتئينهـاي  مختلف بـر  تحقيقات

Gcn4-gp41 6،5( انجام شده استساير پروتئينها  و(.   
ــده از  ــايج بدســت آم ــن  نت ــروتئينســاختار دوم اي ــاير   وپ س

ارزيابي ساختارهاي    و CDپروتئينهاي نوتركيب توسط دستگاه     
تحقيقـات   در Randomچون مارپيچ آلفا، صفحه بتا و پيچهاي        

ــر ــزارش ديگ ــت  گ ــشده اس ــي  . ن ــين بررس ــرد همچن عملك
فعاليت ايمني آن    نتايج حاصل از   ايمونوژنيسيته اين پروتئين و   

مـشابه  وسـترن بـلات     با روشـهاي الايـزا و   In vitroشرايط در
پروتئينهــاي نوتركيــب  روي ســاير تحقيقــات انجــام شــده بــر

ــي ــد م ــا ،)7-9( باش ــرد     ب ــي عملك ــه بررس ــاوت ك ــن تف اي
يقي گـزارش   هيچ تحق  نوتركيب در  ايمونوژنيسيته اين پروتئين  

  . نشده است
تحقيقـات  تـوان در   مـي باتوجه به عملكرد ايمني اين پـروتئين     

ايمونيزاسـيون    از اين پروتئين به عنوان يك ايمونوژن در        آينده
  .استفاده كرد تحريك سيستم ايمني و
  

  قدرداني و تشكر
  اپيدميولوژي،،آنفولانزا همكاران بخش بيوتكنولوژي، با تشكر از  

بخـش   انيستيتو پاستور تهران و    ديريت حقوقي م ايمونولوژي و 
بيوتكنولوژي انيستيتو پاستوركرج ودانشگاه آزاد اسلامي واحـد        

  .علوم تحقيقات تهران پزشكي تهران و علوم

 
 

  
انحـراف معيـار ايمونـوژن بـودن        و  ميانگين   -1نمودار  

 ريفولد شده درمقايسه بـا  gp41-p24پروتئين نوتركيب  
ــتاندارد ــروتئين ( اس ــود gp41-p24پ ــب موج  نوتركي

 )HIVدركيتهاي تشخيصي 

  
شـده   Refold قرارگيري پروتئين     موقعيت -3كل  ش
مقايسه با پروتئين اسـتاندارد و مـاركرپروتئيني         در
باديهــاي  ي غــشاء نيتروسلولزدرپاســخ بــه آنتــيرو

 HIVموجود درسرم بيماران كنترل مثبت 
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