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Background Rotavirus is the most prevalent cause of severe gastroenteritis, hospitalizations, and 
deaths among infants and young children, globally. No specific antiviral drug is available against 
rotavirus infection. 
Objective The current study aimed to assess the antiviral effect of human cathelicidin antimicrobial peptide 
LL-37 on rotavirus infection in vitro. 
Methods  This study was conducted in the laboratory conditions of Iran University of Medical Sciences, in 
Tehran City, Iran. The neutral red assay was performed to assess the cytotoxicity of different concentrations 
of the peptide on the MA-104 cell line, and its antiviral activity was determined by TCID50 (50% tissue culture 
infective dose) assay. 
Findings According to the cytotoxicity results, viability maintained more than 90% up to the concentration 
of 50 μg/mL of LL-37 peptide. The antiviral assays results revealed that the concentration of 50 μg/mL LL-37 
peptide could significantly reduce (3.36 log10 TCID50) the production of rotavirus progeny when administered 
before virus exposure (P= 0.0001). However, no inhibitory effect was detected after cell exposure to virus.
Conclusion The obtained data suggested that LL-37 can be considered as a new antiviral agent for protecting 
infants and young children against gastroenteritis caused by rotaviruses. However, further in vivo investiga-
tions are required to confirm this finding.
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Extended Abstract

1. Introduction

otavirus infection is the most common cause 
of severe gastroenteritis among children 
under 5; it is responsible for 440000 deaths 
worldwide annually. Currently, no effective 
antiviral drug or specific treatment exists for 

this infection [1, 2]. Hence, the development of novel thera-

peutics is of significant interest. The present in vitro study 
aimed to evaluate the antiviral activity of the only human 
cathelicidin LL-37 antimicrobial peptide against rotavirus 
infection.

2. Materials and Methods 

The rotavirus stock was prepared by infecting the cell 
monolayers with the virus at the multiplicity of infection 
(MOI) of 1 (1 viral particle per cell). The infectious vi-
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rus titer was then determined by tissue culture infectious 
dose 50 (TCID50), according to the Reed and Muench 
method [24]. We used the neutral red uptake assay to 
evaluate the cytotoxicity of LL-37 peptide on MA-104 
cells. Optical density (OD) was subsequently measured 
at 550 nm using a microplate reader. We also examined 
the in vitro antiviral potency of the LL-37 against rotavi-
rus infection before and after the infection. 

For pre-treatment assay, the rotavirus stock was serially 
diluted in DMEM (dulbecco's modified eagle medium) to 
prepare 100 TCID50/mL of rotavirus suspension. The me-
dia were then removed, and the cultured cells were washed 
with phosphate buffer saline (PBS). Next, the cells were 
pre-treated with the different non-cytotoxic concentra-
tions of the LL-37 for 3 hours before the infection. After 
that, the peptide solutions were removed, and cells were 
washed with PBS, and then infected with 100 TCID50/mL 
of rotavirus. After one hour incubation, the inoculums were 
discarded, the cells were washed with PBS to remove any 
unattached virus, and overlaid with the serum-free medium 
at 37°C in 5% CO2 for 72 hours.

For post-treatment assay, the monolayers were washed 
with PBS and then incubated with 100 TCID50 of rotavirus 
suspension. After one hour incubation, the inoculums were 
discarded, and LL-37 in serum-free DMEM was added at 
various non-toxic concentrations. Finally, the treated cells 
were placed at 37°C in 5% CO2 for 72 hours.

The plates were being observed by inverted microscope 
daily to detect any prevention of cytopathic effect (CPE) 
by the peptide. At post-72 hours incubation time (when 
virus control produced an obvious CPE), virus titer was 
calculated by the TCID50 method. Statistical analyses 
were performed using the GraphPad Prism. Statistical 
significance was assessed using the one-way analysis 
of variance (ANOVA) and P-values less than 0.05 were 
considered statistically significant.

3. Results

The cells were treated with various peptide concentra-
tions to examine cytotoxicity. According to the results, 
LL-37 (up to 50 μg/mL) produced no toxicity in MA-
104 cells, and cell viability was maintained above 90% 
up to 50 µg/mL of LL-37. Therefore, LL-37 was used in 
activities related to antiviral assays (AVA) at concentra-
tions showing ≤10% cytotoxicity. To assess the antiviral 
potential of LL-37 against rotavirus, different concentra-
tions of the peptide before/after infection with rotavirus 
treated cells, and then assessed by determination of viral 
titer by TCID50 after 72 hours.

According to the findings, LL-37, when cells were ex-
posed to the peptide before virus infection, significantly 
inhibited the CPE associated with rotavirus infection in 
infected cells in vitro. That is LL-37 pre-treatment (50 μg/
mL) of MA-104 cells resulted in a significant reduction of 
CPE as rotavirus shows a distinct CPE characterized by 
cell rounding, detachment of cells from the monolayer, and 
lytic foci. The CPE formation was affected by peptide pre-
treatment of monolayers before infection. In contrast, treat-
ment of rotavirus-infected MA-104 cells (post-infection) 
had minimal impact on rotavirus infection. Moreover, this 
pre-infection exposure of cells to LL-37 resulted in a sig-
nificant, concentration-dependent reduction in infectivity 
when compared with the virus alone, so that three hours 
pre-treatment of cells with 50 μg/mL LL-37 before infec-
tion reduced virus titer by 3.36 log10 TCID50 compared to 
the virus control group (P=0.0001).

4. Conclusion

Differences in the efficacy of LL-37 at reducing rotavirus 
infection before and after the infection may be partly due 
to the time of addition and mainly to the LL-37 mode of 
action. One possible hypothesis may be masking of epithe-
lial cell surface receptors, which prevents attachment and 
subsequent virus entry into the cells [27]. Although the 
present study has been one of the first attempts to exam-
ine the antiviral activity of LL-37 peptide against a non-
enveloped virus, the specific mechanism(s) by which LL-
37 acts against rotavirus is not fully understood yet. Some 
evidence suggests the involvement of activities other than 
direct damage to viral envelopes [30]. To sum up, it seems 
that LL-37 peptide may be utilized as a prophylactic agent 
in the management of acute rotavirus gastroenteritis. How-
ever, further in vivo investigations are required to confirm 
the present findings.
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بررسیفعالیتضدویروسیپپتیدکاتلیسیدینانسانیLL-37برروتاویروسدرمحیطبرونتنی

زمینه روتاویروس شایع ترین عامل التهاب عفونی حاد معده و روده در میان نوزادان سراسر جهان محسوب می شود که با مواردی از بستری و 
مرگ و میر همراه است. هم اکنون هیچ داروی ضد ویروسی خاصی علیه عفونت ناشی از این ویروس وجود ندارد. 

هدف این مطالعه با هدف ارزیابی اثرات ضدویروسی پپتید کاتلیسیدین LL-37 علیه عفونت روتاویروس در سیستم کشت سلولی انجام شد. 
موادوروشها این مطالعه در شرایط آزمایشگاهی در گروه ویروس شناسی دانشگاه علوم پزشکی ایران انجام شده است. در این مطالعه تجربی 
ابتدا سمیت غلظت های مختلف پپتید برای سلول های MA-104 جهت تعیین محدوده غلظت مناسب پپتید برای سلول ها در آزمون نوترال 
رد بررسی شد. سپس در محدوده غلظت های غیرسمّی پپتید، پیش تیمار سلول های کشت شده با پپتید و نیز تیمار سلول ها با پپتید پس از 
آلوده کردن سلول ها با ویروس و ایجاد عفونت انجام گرفت و در هر مرحله، اثر ضدویروسی آن با اندازه گیری تیتر عفونت زایی ویروس به روش دُز 

عفونی کننده 50 درصد کشت سلولی ) TCID50( ارزیابی شد.
یافتهها طبق نتایج آزمون بررسی سمیت، حیات سلول ها در بالاترین غلظت مورد استفاده )50 میکروگرم در میلی لیتر( از پپتید LL-37 تا بیش از 
90 درصد حفظ شد. نتایج تست های بررسی اثرات ضدویروسی نیز نشان دادند در پیش تیمار سلول ها با پپتید، غلظت 50 میکروگرم در میلی لیتر 
از پپتید توانست به طور قابل ملاحظه ای تولید ویریون های عفونی روتاویروس را به اندازه 3/36 لگاریتم کاهش دهد )P =0/0001(. با این حال 

هیچ گونه اثر ضدویروسی، زمانی که LL-37 بعد از آلودگی سلول ها با روتاویروس اضافه شد، قابل مشاهده نبوده است.
نتیجهگیری نتایج این مطالعه نشان می دهد پپتید LL-37 را می توان به عنوان یک عامل ضدویروسی جدید جهت پیشگیری از التهاب ناشی از 
عفونت روتاویروس در کودکان در نظر گرفت. با وجود این جهت تأیید یافته های این مطالعه، بررسی های بیشتری به خصوص در شرایط درون تنی 

)در موجود زنده( مورد نیاز است.

کلیدواژهها:
کاتلیسیدین، 

روتاویروس، پپتید 
 LL-37 ،ضدویروسی
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مقدمه

روتاویروس1، ویروس فاقد پوشش با ژنوم ریبونوکلئیک اسید 
روتاویروس  است.  رئوویریده2  خانواده  به  متعلق  و  رشته  دو 
التهاب عفونی حاد معده و روده در کودکان  شایع ترین علت 
هم  و  توسعه یافته  کشورهای  در  هم  سال  پنج  از  کمتر 
کشورهای در حال توسعه محسوب می شود. این بیماری یکی 
از علل اصلی مرگ ومیر شیرخواران و کودکان کم سن و سال در 
سراسر جهان است ]1[. عفونت روتاویروس سالانه باعث حدود 
111 میلیون اپیزود گاستروانتریت3 حاد در کودکان کمتر از 

1. Rotavirus
2. Reoviridae
3. Gastroentritis

پنج سال و حدود 453 هزار مورد مرگ در کل جهان می شود 
]2[. عفونت اغلب مدفوعی دهانی و عموماً از طریق غذا، سطوح، 
دست ها و اسباب بازیهای آلوده و احتمالاً تنفس از فرد به فرد 
انتروسیت های بالغ موجود  انتقال می یابد ]3[. روتاویروس ها، 
در رئوس پرزهای روده کوچک را آلوده می کنند و با تکثیر در 
سیتوپلاسم آن ها غالباً به تب، اسهال آبکی شدید، استفراغ و 

درد شکمی در کودکان منجر می شوند ]4[. 

در حال حاضر، درمان اسهال ویروسی بر اساس تزریق داخل 
و  دوره  طول  موفقیت آمیزی  طور  که  به  است  مایعات  وریدی 
شدت اسهال را کاهش می دهد. عفونت روتاویروس تاکنون درمان 
دارویی خاصی نداشته است و چالش های قابل توجهی در مسیر 

توسعه عوامل ضدویروسی جدید باقی مانده است ]6 ،5[.

* نویسنده مسئول: 
 محمدباقر حبیبی نجفی
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)با  کوتاه  زنجیره  اولیگوپپتیدهای  ضدمیکروبی4،  پپتیدهای 
تعداد متغیری از 5 تا 100 آمینواسید( هستند که علیه بسیاری 
وسیعی  طیف  انگل ها،  تا  ویروس ها  از  بیماری زا5،  عوامل  از 
پپتیدها  این  می دهند.  نشان  را  ضد میکروبی  فعالیت های  از 
تا گیاهان و حتی  از پستانداران  از موجودات زنده  در بسیاری 
بندپایان یافت می شوند ]7[. پپتیدهای ضدمیکروبی به عنوان 
مولکول های سیستم ایمنی ذاتی )طبیعی( دفاعی میزبان، اولین 
خط دفاعی علیه عوامل بیماری زا هستند و همچنین به پاسخ های 
ثانویه ایمنی اکتسابی منجر می شوند ]8[. تا به حال نزدیک به 
2300 پپتید ضد میکروبی در بانک داده پپتیدهای ضدمیکروبی 
ثبت شده اند. دو گروه مهم و عمده پپتیدهای ضد میکروبی در 

پستانداران، دفنسین ها6 و کاتلیسیدین ها7 هستند ]9[. 

از لحاظ ساختاری، کاتلیسیدین ها از یک انتهای آمینی شدیداً 
محافظت شده و یک انتهای کربوکسیلی شدیداً متغیر با خاصیت 
انسانی،  کاتلیسیدین  تنها   .]10[ تشکیل شده اند  ضد میکروبی 
سلول های  در  بیان  دنبال  به  که  است   hCAP18 پروپپتید8 
نوتروفیل و اگزوسیتوز، توسط آنزیم پروتئیناز 3 9 متحمل شکست 
انتهای  کاتیونیک  ناحیه  از  شکست،  اثر  در  می شود.  آنزیمی 
 LL-37 کربوکسیلی، پپتید بالغی با فعالیت ضدمیکروبی به نام
متشکل از 37 اسید آمینه حاصل می شود. قطعه پپتیدی حاصل 
به دلیل طیف وسیع فعالیت های ضد میکروبی و نقش در تعدیل 
پاسخ های ایمنی و التهابی در انسان، به طور گسترده مطالعه و 
بررسی شده است. پپتید LL-37 علاوه بر نوتروفیل ها، در بسیاری 
سلول های ایمنی مانند مونوسیت ها، ماکروفاژها و نیز سلول های 

اپیتلیال تولید می شود ]12 ،11[.

فعالیت ضدمیکروبی پپتید LL-37 علیه طیف گسترده ای از 
باکتری ها، قارچ ها و ویروس ها و اثر ضدقارچی آن در عفونت 
کاندیدا گزارش شده است ]17-13[. علاوه بر اثرات ضد قارچی 
و ضد باکتریایی LL-37 شامل تخریب غشا، از اثرات ضدویروسی 
ویروس  تکثیر  از  جلوگیری  به  می توان   LL-37 ثابت شده 
از ویروس هرپس  اکتسابی تیپ 1 10، جلوگیری  ایمنی  نقص 
سیمپلکس تیپ 1 11، جلوگیری از تکثیر ویروس واکسینیا و 
از  مشخص  غلظت های  در  آدنووویروس  سروتیپ های  برخی 

پپتید ضد میکروبی LL-37 اشاره کرد ]18-21[. 

بررسی شده  به طور گسترده  پپتیدها  خواص ضد باکتریایی 
است، اما اطلاعات در مورد خواص ضدویروسی آن ها به اندازه 
کافی در دسترس نیست. در حال حاضر، اهمیت این پپتیدها 

4. Antimicrobial peptides (AMPs)
5. Pathogen
6. Defensins
7. Cathelicidins
8. Pro-peptide
9. Proteinase 3
10. HIV-1
11. HSV-1

از  که  است  شده  مطرح  مؤثری  ضدویروسی  عوامل  عنوان  به 
طریق مهار تکثیر ویروس در داخل سلول میزبان یا از طریق 
مهار ورود ذره12 ویروسی در خارج از سلول میزبان، عمل خود را 
انجام می دهند. مشخص شده است که پپتید LL-37 اثرات مهاری 
مستقیمی را علیه ویروس های مختلف اعمال می کند ]23 ،22[. 
مطالعات روی خصوصیات ضدقارچی و ضدباکتریایی آن تا حدی 
انجام شده است و اطلاعات در این زمینه دردسترس است، اما 
به دلیل فقدان اطلاعات کافی در ارتباط با تأثیر این پپتید روی 
ویروس ها، به مطالعات بیشتری در این زمینه نیاز است. در مطالعه 
حاضر امکان استفاده از این پپتید را در کنترل عفونت ناشی از 
روتاویروس و قابلیت ضدویروسی آن را در عفونت زایی این ویروس 

در سیستم کشت سلولی بررسی کردیم.

موادوروشها

پپتید  است.  برون تنی13  آزمایشگاهی  نوع  از  حاضر  مطالعه 
LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFL- توالی  با   LL-37

RNLVPRTES و خلوص بالای 95 درصد از شرکت اینوواژن14 
سوئد خریداری شد. این پپتید دارای 37 اسید آمینه است. طبق 
دستورالعمل شرکت سازنده، پپتید مذکور که به صورت پودر 
لیوفیلیزه در ویال قرار داشت، با یک میلی لیتر آب دیونیزه به 
هزار  با غلظت  نهایی  استوک  تا محلول  درآمد  صورت محلول 
میکروگرم در میلی لیتر از این پپتید فراهم شود. جهت ارزیابی 
غلظت های  پپتید،  این  ضدویروسی  خواص  و  سلولی  سمیت 
مختلفی از آن در محیط کشت سلولی تهیه و تا انجام آزمایشات 

بعدی در دمای 70- درجه سانتی گراد نگهداری شد.

رده سلولی MA-104 )سلول های اپیتلیال کلیه میمون سبز 
علوم  دانشگاه  ویروس شناسی  گروه  سلولی  بانک  از  آفریقایی( 
از محیط کشت  برای رشد سلول ها  فراهم شد.  ایران  پزشکی 
سلولی 15DMEM حاوی 8 تا 10 درصد سرم جنین گاوی16 و 
یک درصد آنتی بیوتیک پنی سیلین / استرپتومایسین استفاده شد. 
سپس فلاسک های کشت سلولی جهت رشد و تشکیل مونولایر 
سلولی در انکوباتور 37 درجه سانتی گراد با جریان پنج درصد 

دی اکسیدکربن قرار داده شدند.

سویه SA-11 روتاویروس نیز از گروه ویروس شناسی دانشگاه 
علوم پزشکی ایران فراهم شد. جهت کشت روتاویروس، مونولایر 
سلولی MA-104 در فلاسک های کشت با حجم 25 سانتی متر 
سوسپانسیون  از  17TCID50 / 100میلی لیتر  مقدار  با  مکعب، 
ساعت   48 فلاسک ها  این  سپس  شدند.  آلوده  روتاویروس 

12. Particle
13. In vitro experimental study
14. Innovagen
15. Dulbecco’s modified eagle’s medium
16. Fetal bovine serum (FBS)
17. Tissue culture infectious dose 50%
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درصد  پنج  جریان  دارای  سانتی گراد  درجه   37 انکوباتور  در 
دی اکسیدکربن قرار داده شدند. بعد از گذشت این مدت و ظهور 
آثار تخریب سلولی18 ناشی از عفونت روتاویروس در سلول ها، مایع 
روئی19 حاوی ویروس، از فلاسک های کشت سلولی برداشت و در 
لوله های انجماد20 مجزا تقسیم شد و درنهایت جهت استفاده در 
آزمایشات بعدی در فریزر 20- درجه سانتی گراد نگهداری شدند. 

عیار ویروس نیز به روش TCID50 سنجیده شد.

 ،TCID50 روش  به  روتاویروس  عفونی  عیار  تعیین  جهت 
مونولایری از سلول های MA-104 در یک پلیت 96 چاهکی تهیه 
شد. بدین ترتیب که در هر چاهک به میزان 104×1 سلول وارد 
شد و بعد از 24 ساعت انکوباسیون در دمای 37 درجه سانتی گراد،  
از محیط کشت خارج و 100 میکرولیتر از هر رقت از رقت های 
سریالی استوک ویروسی به تمامی چاهک ها اضافه شد. سپس 
پلیت یک ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد قرار گرفت تا 
عمل جذب ویروس ها به سلول صورت گیرد. بعد از گذشت این 
مدت، محتویات هر چاهک تخلیه و با 200 میکرولیتر محیط 
کشت بدون سرم پرُ شدند. پلیت این بار 72 ساعت در دمای 37 
درجه سانتی گراد در انکوباتور قرار گرفت. سپس با توجه به آثار 
تخریب سلولی ظاهر شده در چاهک ها، عیار ویروس بر حسب 
 / TCID50میلی لیتر به روش راماکریشان21 محاسبه شد ]24[. 
در روش رنگ آمیزی حیاتی نوترال رد22، فقط سلول های زنده رنگ 
می گیرند. رنگ نوترال رد می تواند از غشای پلاسمایی سلول عبور 
کند و در لیزوزوم سلول های زنده متراکم شود. جذب نوترال رد 
توسط سلول های زنده به تمامیت و یکپارچگی23 غشای لیزوزوم 
زنده بستگی دارد و غشای لیزوزوم سلول های مرده قادر به جذب 
توسط  نوترال رد جذب شده  رنگ  مقدار  بنابراین  نیستند.  رنگ 

سلول های زنده، متناسب با تعداد سلول های زنده است.

  ابتدا سوسپانسیون سلولی MA-104 با غلظت 105×1/5 عدد 
سلول در هر میلی لیتر تهیه و به هر چاهک از میکروپلیت های 
96خانه به مقدار 100 میکرولیتر از این محلول اضافه شد. سپس 
پلیت های 96 خانه، 24 ساعت در انکوباتور 37 درجه سانتی گراد 
قرار گرفت تا مونولایر سلولی در کف هر چاهک از پلیت ها تشکیل 
شود. بعد از تشکیل مونولایر سلولی، محیط موجود در هر چاهک 
خارج شد و غلظت های مختلف از پپتید به هر چاهک افزوده شد. 
چاهک هایی نیز به عنوان کنترل سلولی در نظر گرفته شدند که 
تنها حاوی محیط کشت DMEM بودند. پلیت ها 72 ساعت در 
انکوباتور 37 درجه سانتی گراد قرار گرفتند. پس از گذشت این 
مدت، محتویات چاهک ها خارج شد و سلول ها دو بار با محلول 

18. Cytopathic effects (CPE)
19. Supernatant
20. Cryovials
21. Ramakrishnan
22. Neutral Red
23. Integrity

تمامی  به  سپس  شدند.  شست وشو  استریل24  فسفات  بافری 
چاهک ها 100 میکرولیتر از محلول رنگی نوترال رد با غلظت 100 
میکروگرم در میلی لیتر اضافه شد و پلیت ها مجدداً سه ساعت در 
انکوباتور 37 درجه سانتی گراد قرار گرفتند. در ادامه، محتویات 
فسفات  بافر  محلول  با  دوبار  سلول ها  و  شد  تخلیه  چاهک ها 
به آرامی شست وشو داده شدند. سپس رنگ موجود در سلول ها 
با اضافه کردن 50 میکرولیتر از محلول رنگ بر )محلولی متشکل 
اتانول و 49 درصد آب  از یک درصد اسید استیک، 50 درصد 
مقطر( از سلول ها خارج شد. پلیت ها 10 دقیقه در انکوباتور قرار 
گرفتند و سپس 15 دقیقه روی شیکر قرار داده شدند. در انتها 
جذب نوری هر چاهک در طول موج 550 نانومتر توسط دستگاه 
خوانشگر الایزا )Hiperion MPR4+ ساخت کشور آلمان( قرائت 
شد و درصد حیات سلولی در مورد غلظت هرکدام از ترکیبات در 

مقایسه با نتایج چاهک های کنترل سلول محاسبه شد.

روتاویروس،  با  سلول ها  آلوده کردن  از  قبل  ساعت  سه 
محدوده  در  پپتید  مختلف  غلظت های  حاوی  سوسپانسیون 
غیرسمی برای سلول ها به مونولایر سلولی MA-104 اضافه شد. 
همچنین چاهک های سلولی نیز به عنوان کنترل در نظر گرفته 
شدند که به جای سوسپانسیون پپتیدی، سه ساعت با محیط کشت 
سلولی مجاورت داشتند. پس از گذشت این مدت انکوباسیون 
سلول ها با غلظت های مختلف پپتید، محتویات چاهک ها تخلیه 
و سلول ها سه بار با بافر فسفات استریل شست وشو داده شدند 
روتاویروس   100TCID50 سوسپانسیون  از  میکرولیتر   100 و 
به تمامی چاهک ها اضافه شد. پلیت ها یک ساعت در انکوباتور 
37 درجه قرار گرفتند و سپس محتویات هر چاهک تخلیه و 
سلول ها سه بار با بافر فسفات استریل شست وشو داده شدند. در 
ادامه به میزان 100 میکرولیتر محیط کشت سلولی فاقد سرم 
به تمامی چاهک ها اضافه شد. پس از بروز آثار تخریب سلولی 
چاهک های  تمامی  محتویات  ویروس،  کنترل  چاهک های  در 
پلیت های 96 خانه برداشت شد و جهت بررسی کاهش عیار ناشی 
از فعالیت ضدروتاویروسی پپتید LL-37 قبل از آلودگی سلول ها 
عفونی  )عیار(  تیتر  پپتید(،  با  سلول ها  )پیش تیمار  ویروس  به 

محتویات هر چاهک به روش TCID50 سنجیده شد.

پلیت های  چاهک های  در   MA-104 سلولی  مونولایر  ابتدا 
96 خانه ای تهیه شد. سپس سلول ها یک بار با محلول استریل 
بافر فسفات شست وشو داده شدند و مقدار 100 میکرولیتر از 
سوسپانسیون 100TCID50 روتاویروس به تمامی چاهک ها اضافه 
شد. پلیت ها یک ساعت در انکوباتور 37 درجه سانتی گراد قرار 
گرفتند تا عمل جذب ویروس به داخل سلول انجام شود. در ادامه 
پلیت ها خارج شدند و سلول ها سه بار با بافر فسفات استریل شسته 
شدند تا ویروس های اتصال نیافته از چاهک ها خارج شوند. سپس 
100 میکرولیتر از غلظت های مختلف پپتید تهیه شده در محیط 

24. Phosphate buffer saline (PBS)
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کشت سلولی فاقد سرم در محدوده غیرسمّی برای سلول ها به 
چاهک های سلولی اضافه شد. همچنین چاهک هایی نیز به عنوان 
کنترل در نظر گرفته شد که در آن ها بعد از آلودگی سلول با 
کشت  محیط  پپتید،  حاوی  سوسپانسیون  جای  به  ویروس، 
 سلولی فاقد سرم اضافه شد. سپس پلیت به مدت 72 ساعت در 
انکوباتور 37 درجه سانتی گراد قرار گرفت و بعد از تشکیل اثرات 
تخریب سلولی در چاهک های کنترل ویروس، محتویات تمامی 
چاهک های پلیت های 96 خانه برداشت شد و مقدار عیار عفونی 

محتویات هر چاهک به روش TCID50 سنجیده شد.

تمامی آزمون ها به صورت تکرارهای سه تایی انجام و داده ها 
به صورت میانگین نمایش داده شده اند. از آزمون آماری تحلیل 
واریانس یک طرفه25 جهت بررسی تفاوت های آماری بین گروه ها 
استفاده شد. تمامی بررسی های آماری و همچنین ترسیم تصاویر 
و نمودارها با استفاده از نرم افزار GraphPad Prism انجام گرفت. 

P>0/05 بیانگر معنی دار بودن داده است.

یافتهها

روش  به   MA-104 سلول های  روی   LL-37 پپتید  سمیت 
نوترال رد ارزیابی شد. جدول شماره 1 نتایج آزمون حیات سلولی 
را نشان می دهد که به صورت درصد حیات در مقایسه با گروه 
کنترل فاقد پپتید برآورد شده است. طبق نتایج آزمون نوترال رد، 
حیات سلول ها در بالاترین غلظت مورد استفاده )50 میکروگرم 
در میلی لیتر( از پپتید LL-37 تا بیش از 90 درصد حفظ شد. بر 
اساس این نتایج، غلظت هایی از پپتید LL-37 که فعالیت سمی را 
روی سلول به میزان کمتر از 10 درصد نشان داده اند، برای انجام 

25. One-way ANOVA

آزمون های ارزیابی فعالیت ضدویروسی بعدی استفاده شدند. این 
نتایج نشان داده است سمیت سلولی پپتید LL-37 در محدوده 
غلظت بین 10 تا 50 میکروگرم در میلی لیتر از لحاظ آماری 

.)P>0/05( معنی دار بوده است

می دهد  نشان  ضدویروسی  اثرات  بررسی  آزمون های  نتایج 
هیچ گونه اثر ضدویروسی در زمانی که پپتید LL-37 بعد از آلودگی 
سلول ها با روتاویروس اضافه شد، قابل مشاهده نبوده است و اثرات 
مهار ویروسی تنها زمانی مشاهده شد که سلول ها سه ساعت با 
پپتید LL-37 )قبل از آلودگی سلول ها با روتاویروس( پیش تیمار 
شده بودند. همچنان که در شکل شماره 1 به طور واضح مشخص 
است، با افزایش غلظت پپتید LL-37 ، ضایعات سلولی ایجاد شده 
توسط روتاویروس کاهش می یابد که در چنین حالتی می توان 
یک مکانیسم وابسته به دُز را برای آن مطرح کرد. همچنین آثار 
تخریب سلولی روتاویروس روی سلول های MA-104 با گردشدن 
سلول ها، جدا شدن سلول ها از کف فلاسک و تشکیل کانون های 

لیز سلولی مشخص می شود.

کاهش عیار روتاویروس نسبت به کنترل ویروس در غلظت های 
 LL-37 0/5، 1، 10، 20، 30، 40 و 50 میکروگرم / میلی لیتر از پپتید
از لحاظ آماری معنی دار بوده است )P=0/0001(. اما این کاهش عیار 
در مورد غلظت 0/1 میکروگرم / میلی لیتر از لحاظ آماری معنی دار 
نبوده است )P=0/69(. از بین تمامی غلظت های مورد استفاده پپتید، 
غلظت 50 میکروگرم / میلی لیتر توانست با کاهش 3/36 لگاریتمی در 
عیار عفونی روتاویروس در مقایسه با کنترل ویروس، بالاترین کاهش 
عیار ویروسی را به خود اختصاص دهد )P=0/0001( )شکل شماره 
2(. شکل شماره 2 بیانگر فعالیت پپتید در مهار عفونت روتاویروس از 

طریق کاهش تیتر اولیه ویروس است.

جدول1.نتایج سمیت غلظت های مختلف پپتید LL-37 روی سلول های MA-104 به روش نوترال رد در مقایسه با کنترل سلولی طی آزمون آماری تحلیل واریانس 
یک طرفه

غلظتپپتید)میکروگرم/میلیلیتر( حیاتسلولی)درصد( معنیداری

0/1 100 0/9

0/5 100 0/9

1 100 0/9

5 99/23 0/5

10 98/47 0/04*

20 97/50 0/0007*

30 96/57 0/0001*

40 93/73 0/0001*

50 92/17 0/0001*

 P>0/05 سطح معنی داری *

زهرهحسینیوهمکاران.بررسیفعالیتضدویروسیپپتیدکاتلیسیدینانسانی LL-37 برروتاویروسدرمحیطبرونتنی
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بحثونتیجهگیری

تیتر عفونت زایی اولیه ویروس به روش دُز عفونی کننده 50 
آزمون  نتایج  شد.  تعیین  میلی لیتر   /  TCID5010 6/5 درصد، 
اثر  سمیت نشان داد پپتید در غلظت های مورد استفاده، فاقد 
بود و حیات  برای سلول های MA-104 در 72 ساعت  سمّی 
شد.  حفظ  پپتید  مورد استفاده  غلظت های  حضور  در  سلولی 
نتایج تعیین تیتر در تیمار سلول های آلوده با پپتید و مقایسه 
از غلظت ها  پپتید LL-37 در هیچ یک  اولیه نشان داد  تیتر  با 
کاهش قابل ملاحظه ای در تیتر ویروس در مقایسه با کنترل 
ایجاد نکرده است؛ در حالی که تیمار کشت سلولی با پپتید قبل 
از آلودگی سیستم کشت به روتاویروس، به طور مؤثر فعالیت 
ویروس را تحت تأثیر قرار داده است و تیتر ویروس در مقایسه 

با کنترل به طور معنی دار کاهش پیدا کرده است.

کاتیونیک  پپتیدهای  از  یکی   ،LL-37 انسانی  کاتلیسیدین 

سیستم دفاع ایمنی ذاتی است که توسط گلبول های سفید )عمدتاً 
از جمله سلول های  از سلول های دیگر  نوتروفیل ها( و بسیاری 
اپیتلیال و ماکروفاژ تولید شده و در بسیاری از بافت های انسانی و 
مایعات بدن یافت می شود ]25[. افزایش بیان این پپتید در پاسخ 
به التهابات و عفونت ها گزارش شده است ]26[. پیشرفت های 
اخیر در ساخت پپتید LL-37 با استفاده از روش های مختلف، 
به افزایش استفاده از این پپیتد به عنوان یک عامل ضدمیکروبی 
و  باکتریایی  بیماری زای  از عوامل  به طور خاص علیه بسیاری 
ویروسی منجر شده است. در همین راستا، در مطالعه حاضر برای 
ضدویروسی  آزمایشگاهی26 خصوصیات  بررسی  به  نخستین بار 
پپتید LL-37 علیه روتاویروس به عنوان یکی از مهم ترین عوامل 

اسهال حاد کودکان پرداخته شده است.

بر تکثیر   LL-37 پپتید این پژوهش،  یافته های  به  استناد  با 

26. In vitro

شکل1.مهار ضایعات و آثار تخریب سلولی ناشی از عفونت روتاویروس در سلول های MA-104 پیش تیمار شده با پپتید 
 LL-37 سلول های آلوده با روتاویروس تیمارشده با غلظت 50 میکروگرم / میلی لیتر از پپتید )C( کنترل ویروسی؛ )B( کنترل سلولی؛ )A(

شکل2.اثر ضدویروسی پپتید LL-37 بر تیتر اولیه ویروس به روش دُز عفونی کننده 50 درصد )TCID50( در پیشتیمار سلول های MA-104 با غلظت های مختلف 
پپتید، سه ساعت قبل از آلودگی کشت سلولی با روتاویروس 
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سلول های MA-104 اثر بازدارندگی قابل توجهی نشان داد که 
با کاهش بروز اثرات سایتوپاتیک ناشی از روتاویروس در کشت 
اثر  است  شده  مشخص  مطالعه  این  در  شد.  مشخص  سلولی 
MA- ضدویروسی پپتید فوق مربوط به زمانی است که سلول های

104 قبل از عفونت روتاویروس، با پپتید تیمار شده اند. درواقع 
غلظت،  به  وابسته  مکانیسم  با  پپتید،  با  تیمارشده  سلول های 
کاهش قابل توجهی در تولید ویریون های عفونت زا نشان دادند. 
به گونه ای که پپتید LL-37 در بالاترین غلظت مورداستفاده یعنی 
غلظت 50 میکروگرم در میلی لیتر، بیشترین فعالیت ضدویروسی 
و اثر بازدارندگی را بر تولید ویریون های روتاویروسی داشته است. 

تیمار  و  پپتید  اضافه کردن  زمان  مطالعه،  این  در  مهم  نکته 
سلول ها با پپتید بود؛ به طوری که نشان داده شده است اضافه شدن 
پپتید پس از جذب ویروس به سلول های آلوده، هیچ گونه کاهشی 
در اثرات تخریب سلولی القا شده توسط ویروس به دنبال نداشته و 
اثر پپتید بر کاهش بروز اثرات تخریب سلولی ناشی از روتاویروس 
تنها زمانی مشاهده شد که قبل از جذب و ورود ویروس به سلول 
و ایجاد آلودگی، پپتید مد نظر به سلول ها اضافه شد. فرضیه ما بر 
اساس نتایج مذکور این است که پپتید LL-37 به گیرنده های27 
مربوط به روتاویروس در سطح سلول متصل و متعاقباً به جلوگیری 

از ورود ویروس به داخل سلول های میزبان می شود.

گیرنده های اسید سیالیک در سطح سلول های اپیتلیال هدف 
SA- میزبان(، گیرنده های مهمی هستند که برای روتاویروس(

11 شناخته شده اند. در مطالعه قبلی نشان داده شده پپتیدهای 
حاوی  گیرنده های  با  می توانند   LL-37 مانند  ضدمیکروبی 
اسیدسیالیک در سطح سلول هایی مانند اریتروسیت ها میان کنش 
روتاویروس طی  تکثیر  کاهش  برای  دیگر  توجیه   .]27[  کنند 
پیش تیمار سلول ها با پپتید LL-37، ممکن است مربوط به ورود 
این پپتید به داخل سلول و جذب سلولی فعال آن باشد. در این 
صورت پپتید می تواند در سلول های اپیتلیال پیش تیمار شده با 

پپتید، وضعیت حفاظتی علیه عفونت روتاویروسی ایجاد کند.

اثرات ضدویروسی پپتید LL-37 علیه پاتوژن های ویروسی در 
برخی از مطالعات بررسی شده است. در یک مطالعه، تریپاتی28 
 A را علیه ویروس آنفلوانزای LL-37 و همکاران اثر مهاری پپتید
ارزیابی کردند. یافته های آنان نشان داد بیشترین اثر ضدویروسی 
پپتید زمانی است که ویروس و پپتید قبل از عفونت ویروسی 
]28[. طبق  بودند  پیش انکوبه شده  هم  با   MDCK سلول های 
فرضیه این محققان، آنچه به غیرفعال شدن ویریون های عفونت زا 
می شود، واکنش مستقیم پپتید LL-37 با ذره ویروسی است. به 
طور مشابه در مطالعه دیگری آلاگاراسو29 و همکارانش گزارش 

27. Receptor
28. Tripathi
29. Alagarasu

کردند پیش تیمار ویروس تب دانگ30 با پپتید LL-37 به کاهش 
قابل ملاحظه ای از عفونت زایی در مقایسه با کنترل ویروس منجر 
 LL-37 با پپتید Vero شده است. در حالی که تیمار سلول های
قبل و بعد از عفونت ویروسی، تأثیر قابل توجهی بر عیار ویروس 
پپتید  محققان،  از  گروه  این  نتیجه گیری  طبق   .]17[ نداشت 
با ویروس میان کنش می کند و این تعامل به اشغال  مستقیماً 
گیرنده های ویروسی و متعاقباً جلوگیری از ورود ویروس به سلول 
با این  ایجاد عفونت منجر می شود. در تطابق  و درنتیجه عدم 
نتایج، پیش تیمار ویروس هپاتیت C با پپتید LL-37 به کاهش 

قابل توجهی در عیار عفونت زایی این ویروس منجر شد ]29[. 

هم راستا با مطالعات اشاره شده، پیش تیمار ویروس سینسیشیال 
تنفسی31 با LL-37، به کاهش سطوح ذرّات ویروسی به داخل 
محیط کشت سلولی منجر شد ]30[. در تمامی موارد اشاره شده، 
ویروس های مورد مطالعه، پوشش دار32 بوده اند. درباره مشاهدات 
مذکور می توان توضیح داد پوشش33 لیپیدی ویروسی به پپتید 
در  می شود.  تخریب  پپتید  حضور  در  و  است  حساس   LL-37
مطالعات مشابه روی باکتری ها نیز مشاهده شده است که پپتید 
LL-37 با تخریب غشای لیپیدی باکتری، اثر ضدمیکروبی خود را 

اعمال می کند. 

به طور خلاصه مطالعه حاضر، اولین تلاش برای اثبات فعالیت 
ضدویروسی تنها عضو انسانی خانواده کاتلیسیدین، یعنی پپتید 
است  داده  نشان  ما  یافته های  بود.  روتاویروس  علیه   LL-37
از آلودگی  این پپتید، قبل  با   MA-104 پیش تیمار سلول های
تولید  و  ویروس  تکثیر  بر  مهاری  اثر  روتاویروس،  با  سلول ها 
ویریون روتاویروس دارد که این امر احتمالاً از طریق مسدود کردن 
لیگاندهای سطح ویروس که مسئول اتصال با گیرنده های سطح 
اعمال  از ورود ویروس  دنبال آن ممانعت  به  و  سلولی هستند 
می شود. از این رو پپتید LL-37 پتانسیل ضد روتاویروسی خوبی 
در شرایط آزمایشگاهی دارد و می تواند به عنوان کاندید بالقوه 
مناسب در مدیریت و کنترل بیماری گاستروانتریت حاد ناشی 
این  با  باشد.  بیشتری  مطالعات  موضوع  روتاویروس  عفونت  از 
حال عدم استفاده از سوش های انسانی روتاویروس و رده سلولی 
انسانی می تواند به عنوان محدودیت های مرتبط با این پژوهش 
باشد. از این رو، تأیید یافته های ارائه شده در جهت امکان استفاده 
پیشگیرانه از این پپتید، منوط به بررسی های بیشتر بالینی، به ویژه 

در موجود زنده است.

30. Dengue fever
31. Respiratory syncytial virus (RSV)
32. Enveloped
33. Envelope
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ملاحظاتاخلاقي

پیرويازاصولاخلاقپژوهش

اصول اخلاق در انجام این پژوهش توسط نویسندگان رعایت شده 
است. در این پژوهش از نمونه های انسانی استفاده نشده است.

حاميمالي

این پژوهش برگرفته از رساله دکتری زهره حسینی به شماره 
گرنت 39199 مصوب معاونت پژوهشی دانشگاه فردوسی مشهد 
است و با حمایت مالی دانشگاه فردوسی مشهد انجام گرفته است.

مشارکتنویسندگان

روش شناسی، انجام آزمون ها و اجرای پژوهش، نگارش، تحلیل 
داده ها و نگارش مقاله: زهره حسینی؛ مفهوم سازی اولیه، مدیریت 
و نظارت پروژه، اعتبارسنجی، تأمین مالی و ویراستاری: محمدباقر 
حبیبی نجفی؛ کمک در مفهوم سازی، روش شناسی، نظارت بر 
اجرا، تأمین منابع آزمایشگاهی و ویراستاری: آنژیلا عطایی پیرکوه؛ 
مشارکت در تحقیقات و مفهوم سازی، نظارت و مدیریت پروژه: 

مسعود یاورمنش.

تعارضمنافع

منافعی وجود  تعارض  مقاله، هیچ گونه  این  نویسندگان  بین 
ندارد.

سپاسگزاری

نویسندگان این مقاله از گروه ویروس شناسی پزشکی دانشگاه 
علوم پزشکی ایران به ویژه آقای دکتر احمد توکلی و آقای دکتر 
داوود جوانمرد به دلیل همکاری صمیمانه و راهنمایی های مؤثر 

در اجرای این تحقیق، تشکر و قدردانی می کنند. 
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