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٢٥        ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                    

يپوزومهاي ل در مقابل ليشمانيوز پوستي  با استفاده از  BALB/cمحافظت موشهاي  
 ) rGP63(حاوي گليكوپروتئين سطحي اصلي ليشمانيا نوتركيب 

 تهيه شده به روش انحلال با دترژنت
 دكتر فريدون مهبودي** مهرناز اماني، **دكتر افروز عارفي، *دكتر كيوان صدري، *دكتر محمود رضا جعفري، *

 دانشگاه علوم پزشكي ، دانشكده داروسازيگروه فارماسوتيكس مركز تحقيقات علوم داروئي پژوهشكده بوعلي و*
  بخش بيوتكنولوژي، انيستيتو پاستور ايران**مشهد 

 خلاصه 
   major surface glycoprotein of Leishmania) rGP63هـدف اصـلي ايـن مطالعـه يـه يـك فـرآورده ليپـوزومي حـاوي          

(recombinant        است كه بتواند در موشهاي BALB/c              به صورت اختصاصي باعث القاء ايمـني سـلولي شـود و موشـها را در مقابـل 
 ، بـا  ١:١ با استفاده از لسيتين و كلسترول، با نسبت مولي        rGP63ليپوزومهاي حاوي   . چالش با انگل زنده ليشمانيا ماژور محافظت كند       

 ,Large unilamellar vesicles(، تبخير فـازمعكوس  )Multilamellar vesicles, MLV-rGP63(استفاده از روش تبخير حلال 
LUV-rGP63 (  و انحلال با دترژنت)Small unilamellar vesicles, SUV-rGP63 (يه شدند . فرآورده هاي ليپوزومي حاوي

rGP63 )µg٢ (، rGP63  در   به تنهايي  خالص PBS )µgم بدون   ليپوزو(و ليپوزوم خالي    ) ٢rGP63 (    صورت زير به  به عنوان كنترل
سه هفته بعـد از آخـرين ترزيـق         .  هفته از هم تزريق شدند     ٣ تايي سه مرتبه به فاصله       ١٠  در گروههاي     BALB/cجلدي به موشهاي    
پـاي   در كـف  rGP63 از µg٢با تزريق ) Delayed type hypersensitivity, DTH( ازدياد حساسيت تاخيري  ايمن سازنده تست

زير جلدي انجـام گرفـت و ميـزان     به عنوان كنترل در كف پاي راست به صورت PBS (Phosphate buffer saline)چپ موش و 
 موشـها بـا تزريـق    DTHيـك هفتـه بعـد از تسـت         .  ساعت پس از تزريق اندازه گيري شد       ٧٢و  ٤٨،  ٢٤تورم حاصل در پاي موشها      

ميزان تورم و   . زيرجلدي تحت چالش قرار گرفتند     در كف پاي چپ به صورت     ) ١×٦ ٥٠/١٠(µlپروماستيگواي زنده ليشمانيا ماژور   
 نشان داد كـه در بـين گروههـاي مختلـف     DTHآناليز نتايج .  هفته اندازه گيري شد١٠هفتگي به مدت    زخم در پاي موشها به صورت     

  مثبـت در هـر سـه نوبـت          DTHايجـاد پاسـخ       درمقايسه با گروههاي كنترل بيشترين تاثير را در           SUV-rGP63فرآورده ليپوزومي   
 ، ولي پاسـخ  )>p ٠٥/٠(  نيز در هر سه نوبت مثبت بـود  rGP63 و   LUV-rGP63، پاسخ گروههاي    )>p ٠١/٠( اندازه گيري دارد    

MLV-rGP63             نسبت به بقيه گروهها كمتـر بـود و پاسـخ DTH             ـايسـاعت بـارز بـود        ٤٨و٢٤ مثبـت ايـن گـروه فقـط در زما  
 )٠٥/٠ p<(  . در تست چالش با انگل زنده گروهSUV-rGP63   اثر محافظتي كامل داشت )٠٠١/٠ p<( ولي دو فرآورده ليپوزومي 

 LUV-rGP63 و MLV-rGP63 اثر محافظتي جزئي نشان دادند كه ازنظر آماري بارز نبود و خـود   rGP63      بـه تنـهايي فقـط بـه
دهد كه ليپوزومهاي يه شده به روش انحلال با دترژنت مي مي ايج نشان اين نت.  باعث محافظت موشها شد    )>p ٠٥/٠( صورت نسبي   

 .  براي تحريك ايمني سلولي و محافظت موشها در مقابل ليشمانيوز پوستي باشندrGP63توانند ايمونوادجوانتهاي مناسب براي 
  DTH. ،  ايمني سلولي، rGP63ليشمانيوز پوستي، ليپوزوم ، : كلمات كليدي

 

 مقدمه 
ليشمانيازيس يك بيماري تك ياخته اي انساني مي باشد كـه در            

ليشـمانيوز پوسـتي كـه عامـل آن     . اكثر نقاط دنيا رخ مي دهـد     
انواع گونه هاي ليشمانيا مي باشد باعث ايجاد يك زخم پوسـتي            
مي شود كه در اغلب موارد  خود به خود خوب مي شـود  ولي                

 روي پوسـت    شـكل بـر    بد" باعث به جاماندن يك زخم معمولا     

 درمان ليشمانيازيس بر اسـاس تركيبـات آنـتي مـوان          . مي شود 
ــادي دارد      ــته زي ــانبي ناخواس ــوارض ج ــه ع ــد ك ــي باش  . م

خيلي طولاني بوده و همراه با صرف       " درمان اين بيماري معمولا   
 بنابراين تـرين راه بـراي كنتـرل         .هزينه هاي زيادي مي باشد    
تجربي زيادي مثل انگل    واكسنهاي  . ليشمانيا واكسيناسيون است  
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 rGP63 عليه ليشمانيوز پوستي با استفاده از ليپوزومهاي حاوي محافظت

٢٦        ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

كشته شده با اتوكلاو، آنتي ژاي استخراج شده از غشاء انگل           
و آنتي ژاي محلول انگل باعث محافظت با درجات مختلف شـده         

 ).٣٧،٤٤، ٣٥، ٢٤، ٢٣(است 
در تمام اين تحقيقات محافظت در مقابل ليشمانيازيس همراه با         

 interferon-γ (IFN-γ)و توليـد  ) ايمـني سـلولي   (Th ١پاسـخ  
ــت ولي   ــوده اسـ  (IL-10)و  interleukin-4 (IL-4)بـ

interleukin-10               توليد نشده اسـت يـا بـه مقـدار كـم ايجـاد  
بنابراين ايمني . است) Th ٢(مي شود كه مشخصه ايمني هومورال         

مناسب براي مبارزه با سالك ايمني از نوع سلولي مي باشد كه با             
ــاخير   ــيت تـــ ــاد حساســـ ــي ازديـــ ــون بررســـ  يآزمـــ

(Delayed type hypersensitivity, DTH)  مـي تـوان آن  
 ) .١٨،٢٢، ١٢، ٨، ١(را نشان داد 

گونه هاي مختلف ليشمانيا داراي يك گليكوپروتئين برروي         
 سطحشان هستند كه گليكوپروتئين سطحي اصلي ليشمانيا مي باشد 

 Kilodalton major surface metalloproteinase -63)و

glycoprotein of Leishmania) GP63     ناميـده مـي شـود
روي مي باشـد و    _ اين گليكوپروتئين يك متالوپروتئيناز     ).  ٩(

ايـن پـروتئين    ).  ١٠( كيلو دالتون وزن مولكـولي آن اسـت          ٦٣
زنـده  " نقش مهمي براي ورود انگل به ماكروفاژهـا و متعاقبـا          

 همچنين يك واكسـن  GP63. ماندن درون فاگوليزوزوم ها دارد   
، ٣٠، ٢٤( بــراي مقابلــه بــا ليشــمانيازيس مــي باشــد كانديــد

براي مقابله با ليشـمانيوزيس و ابـداع واكسـن، نـوع          ). ٣٧،٤٥
نيـز يـه شـده    ) recombinant GP63 ) rGP63نوتركيـب  

 طبيعـي فاقـد مولكولهـاي       GP63 در مقايسه با     rGP63. است
  كيلـو دالتـون     ٥٤-٥٨متصل قندي بوده  و وزن مولكـولي آن          

 DTH باعـث  rGP63نشان داده شده است كه ). ١٠(باشد  ي  م
كـه زخمهـاي سـالكي    مـي شـود    Vervetمثبت در ميموـاي    
 BCG كنند ولي به تنهايي يـا بـه همـراه         ي  مشابه انسان ايجاد م   

)Bacille Calmette Guerine (     بـه عنـوان ايمونوادجوانـت
براي القاء ايمني سلولي، فقـط بـه مقـدار نسـبي باعـث محافظـت                

بنـابراين  ). ٣٣(ا در مقابل چالش با انگل زنده شده است  ميمو
rGP63            نيز مي تواند به عنوان واكسن كانديد عليـه ليشـمانيا 

باشد ولي از نظر ايمن زايي ضعيف بوده  و نياز به تقويت اثر بـا        
 . استفاده از ايمونوادجوانت هاي ديگر را دارد

 و ليپوزومهــا وزيكولهــاي ميكروســكوپي هســتند كــه از د 
 لايه هاي فسفوليپيدي تشكيل شـده انـد و حـاوي فازهـاي آبي        

را ) هم محلول در آب و هم محلـول در چـربي          (داروها  . مي باشند 
مي توان در ليپوزومها انكپسوله كرد تا كـارآيي و اختصاصـي          

 ليپوزومها ايمونوادجوانتـهاي    ، علاوه بر اين   .بودن دارو را افزود   
، ٣، ٢(تئيني مــي باشــند خيلــي مــوثر بــراي آنــتي ژــاي پــرو

اين وزيكولها قادر به تحريك هم پاسخ هومورال و هم           . )١٩،٢٠
، ١٨، ٤(سـلولي بـراي رنـج مختلفـي از آنـتي ژـا مـي باشــند        

يكـي از مهمتـرين ويژگيهــاي ليپوزومهـا بـه عنــوان     ). ٢٥،٣٦
ايمونوادجوانت، توانايي آا در تحريك سيستم ايمـني سـلولي بـه            

 ـ    ).  ١٨(اشـد   صورت اختصاصـي مـي ب      وسـيله  ه  ايـن هـدف ب
،  )٢٤،٣٤،  ٢٣(روشهاي مختلف مثل انتخاب فسفوليپيد مناسـب        

ــا    ــطح ليپوزومه ــرروي س ــب ب ــار مناس ــاب ب  ، ) ٣٠،٣١(انتخ
پوشش دادن ليپوزومها با تركيبات قندي حـاوي اوليگومـانوز          

و يه ليپوزومها طوري كه آنـتي ژن در         )  ٣٩،٤١(نظير مانان   
بـه جـاي    ( در قسمت دو لايه ليپـوزوم هـا         سطح ليپوزومها يا    

قـرار گـيرد    ) اينكه در فازآبي داخلي ليپوزومها انكپسوله شود        
علاوه بر اين ليپوزومها به عنـوان       . قابل دست يابي است   ،  ) ١٦(

ادجوانــت مــورد تائيــد اداره دارو و غــذاي آمريكــا اســت، در 
 طلـب ومطالعات كلينيكي كاملا بي خطر بوده و توسط افـراد دا          

در مطالعه حاضـر از ليپوزومهـا       ).١٧(به خوبي تحمل شده است      
 استفاده شد و اثر محافظتي      rGP63به عنوان ايمونوادجوانت براي   

 انكپسوله شده در ليپوزومهاي چنـد لايـه اي          rGP63آنتي ژن   
 يـه شـده بـه    (Multilamellar vesicles, MLV)بـزرگ  

 روش تــبخير حــلال، ليپوزومهــاي تــك لايــه اي بــزرگ     
(Large unilamellar vesicles, LUV) يه شده به روش 

ــه اي كوچــك    ــك لاي ــاي ت ــاز معكــوس و ليپوزومه ــبخير ف  ت
 (Small unilamellar vesicles, SUV) يه شده به روش 

انحلال بادترژنت در مدل موشـي ليشـمانيازيس بـا اسـتفاده از             
 .  مورد بررسي قرار گرفتBALB/cموشهاي 
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 دكتر محمود رضا جعفري

٢٧        ٨٢بهار ، ١، شماره ٦لوم پايه پزشكي ايران، جلد مجله ع                                                                                     

 مواد و روش كار 
 هفتـه اي   ٨ مـاده    BALB/cجهت اين مطالعه موشهاي      :وانحي

 ٢٢-٢٥موشها در دمـاي     . از انيستيتو رازي مشهد يه گرديد     
  ســاعت تــاريكي و١٢درجــه ســانتي گــراد و شــرايط نــوري 

 ســاعت روشــنايي نگهــداري شــدند و ازنظــر آب و غــذا  ١٢
 . داشتندنمحدوديتي 

  ســـويهL. majorانگـــل  : Leishmania majorانگـــل 
MRHO/IR/75/ER         كه ازطرف مركـز تحقيقـات و آمـوزش 

بيماريهاي پوست و جذام  دانشـگاه علـوم پزشـكي ـران بـه               
هديه دريافت شده بود، تا زمان اسـتفاده بـا پاسـاژ در              صورت
ــوش  ــدBALB/cم ــداري گردي ــثير،  .  نگه ــت تك ــپس جه س

آماسـتيگواي گرفتــه شــده از ترشــحات زخــم موشــها ابتــدا  
بعد از اطمينان .  كشت داده شد(NNN)دار  درمحيط آگار خون    

 ـ           وسـيله بررسـي بـا      ه  از رشد انگل  و عدم آلـودگي كشـتها ب
 حـاوي  RPMI 1640ميكروسكوپ، انگلها بـه محـيط كشـت    

١٠ %FCS ،IU/ml ــيلين١٠٠ ــني ســ  ١٠٠ µg/ml ، وG  پــ
 . تكثير شدند٢٢ C°استرپتومايسين انتقال داده شده و در دماي 

 كيلـو دالتـون،   ١٠-١٢ برابر بـا  Cut offكيسه دياليز با : مواد
١٠٠- Triton X     از و استاندارد وزن مولكولي بـا دامنـه كـم

بـا  ( لسيتين زرده تخم مـرغ       .ندخريداري گرديد ) آمريكا(سيگما  
فســفاتيديل كــولين طبــق % ٦٥درجــه خلــوص بــالا و حــاوي 

، كوماسـي بلـو، نيتـرات نقـره ، كلسـترول،            )برچسب فرآورده   
 ول، اتــر، ايزوپروپيــل الكــل، اســيد اســتيك و كلروفــرم، متــان

ــرك   ــول مــــ ــريس محصــــ ــان(تــــ ــد)  آلمــــ  .بودنــــ
 (Bovine serum albumin)BSA از   Fluka) سـوئيس (

ــد ــداري گردي ــدزس. خري ديســكهاي مشــبك مخصــوص   (گري
 مـــش،  ٣٠٠مســـي  ) ,Grids ميكروســـكوپ الكتـــروني   

 محصـول شـركت     (Formrar) فسفوتنگستيك اسيد و فورمـوار    
ProSciTech)   ــد) اســتراليا اســتاندارد وزن مولكــولي . بودن
ــروتئين ، ژل    Superdex 75 (preparative grade)پ

ــول DEAE-Sepharose (Diethylaminoethyl)و  محصـ
بقيه مواد از نوع تجزيـه اي  . بود) سوئد ( Pharmaciaشركت 

(analytical grade)      بودند و بـه همـان صـورتي كـه رسـيده 
 . بيشتر استفاده شدند بدون خالص سازي،بودند

 :محلولهاي مورد استفاده در اين تحقيق عبارت بودند از :محلولها
  مـول  ميلي٥/٧:  PBS (Phosphate buffer saline) بافر
O٢H٤، ٧HPO ٢Na ، ــول  ٥/٢ ــي مــ  ، ٢H Na ٤PO ميلــ
  .NaCl ميلي مول ٣/١٤٥

 ٢٠ ميلي مـول تـريس،     ٢٠بافر شستشو دهنده حاوي     : ١محلول  
 كلــرور ســـديم و حــاوي يـــك ميلــي مـــول    ميلــي مـــول  

EDTA (Ethylene diamine tertra acetic acid) با pH  هشت. 
 ميلي  ١٠٠ ميلي مول تريس،     ٥٠بافر ليز كننده حاوي     : ٢محلول  

 . هشتpH با EDTAمول كلرور سديم و يك ميلي مول 
 ميلـي مـول     ٥٠بافر شستشوي رسوب سلولي حـاوي       : ٣محلول  

 . هشتpH با EDTAتريس و يك ميلي مول 
 مـول اوره و يـك       ٢ ميلي مول تريس،     ٢٥بافر حاوي   : ٤محلول  

 .٨/٨ pH با EDTAميلي مول 
 مـول اوره و يـك       ٨ ميلي مول تريس،     ٢٥بافر حاوي   : ٥محلول  

 .٨/٨ pH با EDTAميلي مول 
  ، مــول اوره٨ ميلــي مــول تــريس، ٢٥بــافر حــاوي : ٦محلــول 
 .٨/٨ pH با EDTAل  ميلي مول كلرورسديم و يك ميلي مو١٢٠

 ، مــول اوره٨ ميلــي مــول تــريس، ٢٥بــافر حــاوي : ٧محلــول 
 .٨/٨ pH با EDTA ميلي مول كلرورسديم و يك ميلي مول ١٥٠

 بـه   GP63 آنـتي ژن      :rGP63توليد ، جداسـازي و تخلـيص        
 Recombinantوسيله بيان در سلولهاي ه صورت نوتركيب ب

E.Coli BL21 (DE3)كشـت   كشت داده شده در محيط LB 
 سـپس   .)١٠،٢٨( توليد گرديد    ١٠٠ µg/mlحاوي آمپي سيلين    

 بـه  (Beckman, J2- MI, USA)بـا اسـتفاده از سـانتريفوژ    
 رســوب ســلولي جــدا ١٠٠٠٠ rpm دقيقــه بــا دور ١٠مــدت 
 در  مجـددا  شستشـو گرديـد و       ١رسوب سلولي با محلول     . گرديد

يط همان دور قبلي سانتريفوژ شد تا رسوب سلولي عاري از مح ـ          
 اضـافه   ٢درمرحله بعد به رسـوب سـلولي محلـول          . كشت گردد 

برروي يخ نگهداري شـد و سـپس        يك ساعت   گرديد، به مدت    
ــاورا ــواج مــ ــه اييتحــــت امــ ــوع ميلــ   صــــوت از نــ

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 
 rGP63 عليه ليشمانيوز پوستي با استفاده از ليپوزومهاي حاوي محافظت

٢٨        ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

(Ultrasonic, MSE, UK) سپس به رسوبي كه . قرار گرفت
 به دسـت  ١٠٠٠٠ rpm دقيقه با دور  ١٠از سانتريفوژ به مدت     

وده گرديد و دوباره سوسپانسـيون شـد و بـا            افز ٣ محلول   ،آمد
مرحلـه  . استفاده از سانتريفوژ با دور قبلي رسوب ها جـدا شـد           

 مرتبـه تكـرار شـد تـا محلـول        پنج تا شش  ،  ٣شستشو با محلول    
 ٤شفاف روئي شفاف گرديد و سپس رسوب حاصل بـا محلـول             

شستشو گرديد و محلول روئي دور ريخته شد كـه ممكـن اسـت              
رسـوب كـه حـاوي      . لـوده كننـده هـا باشـد       سري آ  حاوي يك 

Inclusion bodies  دوبـــاره ٥ مـــي باشـــد در محلـــول 
 بعد از نگهداري به مدت نـيم سـاعت در           .سوسپانسيون گرديد 
 سـانتريفوژ  ١٢٠٠٠ rpm دقيقه در دور ٢٠محيط اتاق به مدت    

در اولين مرحلـه    .  مي باشد  rGP63گرديد، محلول روئي حاوي     
ــتون   ــيص از سـ  DEAE-Sepharose) ١٠٠/١٦ mm( تخلـ

 -DEAE رزين ١/٠ ml، و به ازاي هر )٦،١٨(استفاده گرديد 
Sepharose ،  mg از نمونه پروتئيني به ستون اضـافه  ١٠-١٥ 

ستون شستشو شد و بـا      ،  ٥گرديد و سپس با دو حجم از محلول         
در .  از ســتون خــارج گرديــد ,rGP63، ٦اســتفاده از محلــول 

 كــه توســط   rGP63اويمرحلــه بعــد فراكســيون هــاي حــ
(Sodium dodecyl sulfate polyacrylamidegel 

electrophoresis) SDS-PAGEبـه سـتون   ،يـد گرديـد  ي تا 
)mm ژل فيلتراسيون ) ١٠٠/١٦Superdex 75 اضافه گرديد 

، ٧ محلـول  ١٠٠ ml، بـا  ٥و بعد از شستشوي ستون بـا محلـول       
rGP63              كيسـه    از ستون خارج گرديد و سپس بـا اسـتفاده از
 كيلو دالتـون كـه در محلـول    ١٠-١٢ با برابر  Cut offدياليز با

)M ٨ (Urea به بافر فسفات با،بود pH   منتقل گرديد و ٢/٧ 
  Bradfordو يــا ) ٢٧ (Lowry روش  ه غلظــت پــروتئين بــ

 .اندازه گيري شد) ١١(
  rGP63 ليپوزومهاي حاوي     :rGP63تهيه ليپوزومهاي حاوي    

بخير حلال، تغيير فاز معكـوس و انحـلال   با سه روش متفاوت ت 
به طور خلاصـه در روش تـبخير حـلال         . دترژنت يه شدند   با
 در  ١:١،  لسيتين تخـم مـرغ و كلسـترول بـا نسـبت مـولي                 )٥(

در يك بالن ته گـرد  حـل      ) ١:٢متانول،  : كلروفرم(حلالهاي آلي   

حلال هاي آلي تحـت خـلاء چرخـان توسـط دسـتگاه             . گرديدند
  تبخير شـد كـه منجـر بـه     (Buchi, Switzerland)روتاري 

 يـك فـيلم نـازك     ظرف به صورته  نشستن لپيدها برروي ديوار   
بـراي اطمينـان از تـبخير كامـل حلالهـاي آلي، فـيلم              . مي شود 

  ســــاعت در دســــتگاه ٢ليپيــــدي حاصــــل بــــه مــــدت 
(Heto Drywinner, DW3, Allerod, Denmark) Freeze-Dryer 

سپس بافر حـاوي     .  خشك گرديد٥/٠ hpa و فشار ٥٠ C°در 
 به فيلم ليپيدي اضافه شد و مخلوط بـه  rGp63 آنتي ژن خالص

 سانتي گراد تحت تكاـاي شـديد        ٤٥ دقيقه در دماي     ٣٠مدت  
 Vortex (Velp Scientifica Srl, Milan, Italy)توسـط ورتكـس   

 .  حاوي آنتي ژن تشكيل شوندMLV قرار گرفت تا ليپوزومهاي
لســيتين تخــم مــرغ و ) ٤٠(فــاز معكــوس در روش تــبخير  

اتـر و كلروفـرم     ( در حلالهاي آلي     ١:١كلسترول با نسبت مولي     
 سـپس بـافر حـاوي      . در يك بـالن تـه گـرد حـل گرديـد           ) ١:٥

 دقيقـه   ١٠  اضافه و مخلوط حاصل بـه مـدت           rGP63آنتي ژن   
ــاورا  ــواج مــ ــت امــ ــامي ي تحــ ــوع حمــ ــوت ازنــ   صــ

 (Kerry Ultrasonic, PUI 125, UK) گرفـت تـا    قـرار 
سپس حلال آلي تحت . امولسيون يكنواخت شفاف تشكيل گرديد

پس از . خلاء چرخان با استفاده از دستگاه روتاري حذف گرديد  
 ــ  ــوده ژلي حاصــل ب ــديد ت ــان دادن ش ــسه تك ــيله ورتك  ،وس

 در آب تشكيل شد كـه       LUVسوسپانسيون روان ليپوزومهاي    
 .  مي باشندrGP63حاوي آنتي ژن 

 ليپيـدي بـا   يلايه ها)  ١٥،٤٢(با دترژنت در روش انحلال    
بـه  ) ١:١نسـبت مـولي   (استفاده از لسيتين تخم مرغ و كلسترول        

بـه فـيلم هـاي      . روش ذكر شده در روش تبخير حلال يه شد        
روي جداره بالن ته گرد بافر حاوي آنـتي ژن           ليپيدي حاصل بر  

rGP63 ١٠٠از% ١ و بــه ميــزان-X Tritonافــزوده گرديــد  .
 درجه سانتي گراد تحت     ٣٠ دقيقه در    ١٥ل به مدت    مخلوط حاص 
نوع حمامي قرار گرفت تا محلول هموژن     صوت از   ي امواج ماورا 

سپس محلول حاصل با اسـتفاده از كيسـه          . و شفاف حاصل شود   
، PBS كيلو دالتون در مقابل ١٠-١٢ برابر با Cut offدياليز با 

 ـ   ٤ C° ساعت در    ١٢هشت مرتبه هر بار      د تـا بـه      ديـاليز گردي

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 
 دكتر محمود رضا جعفري

٢٩        ٨٢بهار ، ١، شماره ٦لوم پايه پزشكي ايران، جلد مجله ع                                                                                     

 SUVطور كامل دترژنت از محلول خارج شود و ليپوزومهـاي           
 .  تشكيل شدندrGP63حاوي آنتي ژن 

 محصــور نشــده از  rGP63بــراي جداســازي آنــتي ژن    
ــاي  ــده از SUV و MLV ، LUVليپوزومهــ ــه شــ    يــ

ــرا ــانتريفوژ، اولتـ  )USA) Optima Beckman ,1901 سـ
g* سـپس رسـوب    .شدساعت استفاده   به مدت يك ٠٠٠/١٠٠

جهت جداسازي  .  سوسپانسيون گرديد   PBSليپوزومي در بافر    
  محصور نشده عمل اولتراسانتريفوژ و شستشو بـا  rGP63كامل  
PBS ، بار ديگر تكرار شد٢ . 
براي تعيين مقدار پروتئين محصور شده در انواع ليپوزومها،          

 ـ و يـا   ) ٢٧  (  Lowryروشه از روش اندازه گيري پروتئين ب
Bradford) لبومين سرم گاوي آبا استفاده از  ) ١١(BSA)  بـه 

يــن ترتيــب كــه پــس از ه ابــ. عنــوان اســتاندارد اســتفاده شــد
 ـ       rGP63جداسازي آنـتي ژن      ه   محصـور نشـده از ليپوزومهـا ب

وسيله اولترا سانتريفوژ مقـدار كـل آنـتي ژن موجـود در مـايع            
وسيله اندازه گـيري پـروتئين تعـيين شـد و از            ه  شفاف رويي ب  

 ـ         م  ليپوزومهـا كسـر     هقدار كل آنتي ژن استفاده شـده بـراي ي
 . گرديد و درصد محصور سازي با استفاده از فرمول ذيل تعيين گرديد

 %محصور سازي = ] ) استفاده شده در يه ليپوزومrGP63 كل-
rGP63آزاد موجود در محلول شفاف رويي پس از اولتراسانتريفوژ ( 

 ١٠٠ * ]يه ليپوزوم  استفاده شده در rGP63 كل ÷÷÷÷
 ،% ١٢ ، MLVي محصور سازي آنتي ژن در ليپوزومهاي        يكارآ

 . بود% ٥٣ ،SUVو در ليپوزومهاي % ٥٥ ،LUVدر ليپوزومهاي 
 محصور نشده از ليپوزومهـا      rGP63پس از جداسازي آنتي ژن      

 PBSو محاسبه درصد محصور سازي، رسـواي ليپـوزومي در    
 كـه غلظـت آنـتي ژن        طوري دوبـاره سوسپانسـيون گرديدنـد      

rGP63   ا بصورته   درتمام فرمولاسيو µl ١٠٠µg/ باشـد   ٢ 
 .و براي تزريقات ليپوزومهاي تازه يه شده  استفاده گرديد

ــدژل     ــل آمي ــولفات پلىاكري ــيل س ــديم دودس آناليزس
 نمونــه هــاي پروتئينــي و   PAGE) – (SDSالكتروفــورز

نه هـاي    نمو   PAGE –SDS آناليز   :ليپوزومهاي حاوي آنتي ژن     
پــس از جداســازي  ( rGP63پـروتئيني و ليپوزومهــاي حــاوي  

rGP63 انكپســوله نشــده بــا اولتراســانتريفوژ و سوسپانســيون 
آكريـل  % ٣در ژل حـاوي     ) PBSنمودن رسـوب ليپـوزومي در       

آكريل آميد به عنـوان     % ١٠آميد به عنوان ژل متراكم كننده و        
ــده انجــام شــد   ــدا كنن ــورز ). ٤٣(ژل ج ــافر الكتروف ــاويب  ح

 % ١/٠ ميلـي مـول گلايسـين و    ١٩٢ ميلي مـول تـريس،     ٢٥ 
SDS   با pH پـس از اتمـام الكتروفـورز ژلهـا بـراي           .  بود ٣/٨

 . شدند رديابي پروتئين يا باكوماسي بلو و يا نيترات نقره رنگ آميزي
 ـ      روش رنـگ   ه  بررسي ميكروسكوپ الكتروني ليپوزومهـا ب

 محلـول   ١٠ µlبـا   ) ١٠ (µl  انـواع ليپوزومهـا       :آميزي منفـي  
 ثانيـه   ١٠-١٥ بـه مـدت      ٧  pHبـا   % ١فسفوتنگستات سـديم    

سپس به روي گريدزهاي مسـي پوشـش داده         . مخلوط گرديدند 
بعـد از خـارج نمـودن رنـگ         . شده با فورموار قرار داده شـدند      
وسيله بررسي ميكروسكوپ   ه  اضافي با فيلتر كاغذي، نمونه ها ب      

)  (LEO, 910 Oberkochen Germanyالكتـروني گـذرا  
 . مورد مشاهده و عكسبرداري قرار گرفتند

 مـاده   BALB/c موشهاي    :BALB/cواكسيناسيون موشهاي   
سه مرتبـه   )  گروه ٦كلا  ( هفته اي در گروههاي ده تايي        ٨-١٢

با فاصله هاي سه هفتـه اي توسـط فـرآورده هـاي ليپـوزومي               
ــاوي   و r-GP63 rGP63) – MLV rGP63, – LUVحـــ

rGP63 – SUV (و  rGP63 به تنهاييrGP63)بـا  )   خالص
ه  پشت ب  ه از آنتي ژن در ناحي     ٢ µg/ mouse / µl١٠٠غلظت  

واكسينه شدند و در  ( Subcutaneous, SC)روش زيرجلدي 
ضمن دو گروه به عنوان كنترل منفي، ليپـوزوم فاقـد آنـتي ژن              

(control-liposome) و PBS  ــزان ــه ميـ  (SC) ١٠٠ µl بـ
 ). ٣٧،٣٨، ٢٤، ٢٣، ٦(دريافت كردند  

 سه هفتـه     :(DTH)آزمون بررسي ازدياد حساسيت تاخيري      
 پــــس از آخــــرين تزريــــق ايمــــن ســــازنده، آنــــتي ژن  

rGP63 mouse) / µl ٥٠ / µg در كف پاي چپ موشـها     ) ٢
 تزريق شد و همزمان به كف پاي راست موشـها           SCبه صورت 

PBS بــه مقــدار µl ٥٠ (SC)پــس از انجــام .  تزريــق گشــت
 ٧٢ و٤٨،  ٢٤ف هر دو پاي موشها پس از        تزريقات ضخامت ك  

ضخامت ساعت با كوليس اندازه گيري شد و اختلاف اندازه در       
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 rGP63 عليه ليشمانيوز پوستي با استفاده از ليپوزومهاي حاوي محافظت

٣٠        ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

 افـزايش   كف پاي راسـت و چـپ بـه ميلـي متـر بيـان و درصـد                 
 ضخامت در كف پاي مـوش بـا فرمـول زيـر حسـاب شـده و در                 

 ). ٣٧،٣٨، ٢٤، ٢٣، ٦(محاسبات آماري مورد استفاده قرار گرفت
 %افزايش ضخامت در كف پا =])مبتلا شده  ضخامت كف پاي -

 ١٠٠ * ])ضخامت كف پاي كنترل  (÷) ضخامت كف پاي كنترل 
 يك هفته    : با انگل ليشمانياماژور   (Challenge)آزمون چالش   

 واكسـينه شـده،   BALB/c موشهاي DTHپس از انجام تست  
 از پروماسـتيگواي انگـل    ١*١٠ mouse/µl٥٠/٦با مقـدار    

در فاز ايستا، در كف     ) ER)/75/IR/MRHOليشمانياماژور  
به كف پـاي    .  تحت چالش قرار گرفتند    SCپاي چپ به صورت   

.   تزريق شـد    SC  به صورت   PBSراست هم پنجاه ميكروليتر     
موشها به طور هفتگي تحت معاينه قرار گرفتند و ميـزان ورم و           

وسيله كوليس بـه مـدت      ه  التهاب حاصله در كف پاي موشها ب      
اختلاف اندازه در ضخامت كف پاي      .  گيري شد   هفته اندازه  ١٠

 اين انـدازه بـا   در ايت راست و چپ به ميلي متر بيان شده و   
درصد  به صورت  DTHاستفاده از فرمول ذكر شده در قسمت        

 ). ٣٧،٣٨، ٢٤، ٢٣، ٦(افزايش ضخامت در كف پا بيان شد 
 براي ارزيابي آماري داده ها، آزمون       :ارزيابي آماري   

اريانس يك طرفـه بـراي مشـخص شـدن همگـن بـودن          آناليز و 
انحراف استانداردها انجـام گرفـت و در صـورت همگـن بـودن              

 بـراي مقايسـه     Tukey-Kramerانحراف استانداردها آزمـون     
بـه مترلـه     >٠٥/٠p جداگانه انجام شـد و  گروهها به صورت

 . معني دار بودن اختلاف بين دو گروه در نظر گرفته شد
 نتايج
  rGP63 ليپوزومهاي حاوي SDS-PAGEبررسي 

 نمونه تخليص شـده آنـتي ژن        SDS-PAGE آناليز   ١شكل   
rGP63  در ايــن شــكل بانـد مربــوط بــه  .  را نشـان مــي دهـد 
 كيلـو دالتـون     ٤٣ و   ٦٧ در فاصـله بانـدهاي       rGP63 آنتي ژن 

 وزن Rfپــروتئين اســتاندارد قــرار دارد و براســاس محاســبات  
از آنجا .  كيلو دالتون مي باشد ٥٥  ، rGP63مولكولي اين نمونه    

 ٥٤-٥٨ سنتزي در محـدوده    rGP63كه وزن مولكولي پروتئين     
 تخليص شده به    rGP63وجود پروتئين   ) ١٣(كيلو دالتوني است    

 rGP63به منظور اثبات كيفي وجود آنـتي ژن         . اثبات مي رسد  
در ليپوزومها، پس از جداسـازي ليپوزومهـا از محلـول شـفاف             

ولترا سـانتريفوژ، ليپوزومهـاي حاصـل تحـت         رويي  به وسيله ا    
 ايــــن). ٢شــــكل ( قرارگرفتنــــد SDS-PAGEبررســــي 

SDS-PAGE   ــد ــه بان ــد ك ــي ده ــان م ــا وزن rGP63 نش  ب
 كيلو دالتون در تمـام ليپـوزوم هـاي حـاوي            ٥٥مولكولي حدود   

بانــد ) . ٥و٤، ٣، ســتواي ٢شــكل (آنــتي ژن موجــود اســت 
 يقـا همرديـف بانـد     موجود در ليپوزومهـا دق rGP63پروتئيني 

rGP63   خالص درPBS    و ٤،  ٣،  ٢، سـتون    ٢شـكل   ( مي باشد
  و هـم در  rGP63هم در فرآورده هاي ليپوزومي حـاوي  ). ٥

rGP63           خالص مقدار ناچيزي تجمع هاي يا وزن مولكولي بـالا
). ٥و  ٤،  ٣،  ٢، ستواي   ٢شكل  (  مشاهده مي شود      rGP63از  

 rGP63از  ) ١٠ µg(بـر   ژل مقادير برا    ٥و  ٤،  ٣براي ستواي   
 شـد،   استفاده) براساس محاسبه درصد محصور سازي انواع ليپوزومها      (

مقدار استفاده شده از آنـتي      )   خالص  rGP63( براي ستون دوم    
انكسپولاسـيون   SDS-PAGEباتوجه به اين    .  بود )١٥ µg (ژن

 rGP63 پـــس از جداســـازي ليپوزومهـــا از rGP63و وجـــود 
 .سانتريفوژ در ليپوزومها به اثبات مي رسد  وسيلهه  نشده بانكسپوله

ــاوي   ــاي ح ــي ليپوزومه ــكوپ الكترون ــي ميكروس  بررس
r-GP63 

مطالعات ميكروسكوپ الكتروني برروي ليپوزومهاي يـه        
شده به روش رنگ آميزي منفـي  انجـام شـد تـا مورفولـوژي       
. ليپوزومهاي يـه شـده بـا سـه روش مختلـف مشـخص شـود               

)   ٣- Aشـكل (روش تـبخير حـلال      ليپوزومهاي يه شـده بـه       
بودنـد و محـدوده انـدازه ذره اي خيلـي       (MLV)چند لايه اي    
 ـ   ). ٣٠٠-٢٠٠٠ nm(وسيع داشتند    ه ليپوزومهـاي يـه شـده ب

) (LUV روش تبخير فاز معكوس اغلب تـك لايـه اي بـزرگ           
 نـانومتر و بـا      ٢٠٠-٦٠٠و محدوده انداره ذره اي حـدود        بوده  

) ٣-Bشكل  (داشتند  نانومتر   ٤٥٠اندازه ذره اي متوسط حدود      
روش انحلال بـا دترژنـت ليپوزومهـاي تـك لايـه اي كوچـك               

(SUV) ٨٠-١٣٠ خيلــي همــوژن بــا  محــدوده انــداره ذره اي 
 نـانومتر فـراهم آورد       ١٠٠ذره اي متوسـط      و انـدازه    نانومتر  

 ).  ٣-Cشكل (
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  rGP63 نمونــه تخلــيص شــده آنتــي ژن SDS-PAGEآنــاليز : ١شــكل 
 )ژل جداكننده، رنگ آميزي با نيترات نقره% ١٠ژل متراكم كننده، % ٣(
 ٢٠و٤٣و٦٧،  ٩٤از بـالا    (  استاندارد وزن مولكولي پروتئينـي فارماسـيا         -١

 ) كيلو دالتون
  تخليص شدهrGP63 پروتئين -٢
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ژل متـراكم   % ٣ (rGP63 ليپوزومهاي حاوي    SDS-PAGEآناليز  : ٢شكل  
 )ژل جداكننده رنگ آميزي با كوماسي بلو% ١٠، كننده

، ٤٥ ،   ٦٦از بالا   (  استاندارد وزن مولكولي پروتئيني با دامنه كم سيگما          -١
 ) كيلو دالتون ٢٤و٢٩، ٣٦
 rGP63 پروتئين -٢
ــروتئين rGP63 حــاوي SUV  ليپوزومهــاي -٣  پــس از جداســازي از پ

 انكپسوله نشده با اولتراسانتريفوژ 
ــروتئين rGP63 حــاوي MLVي  ليپوزومهــا-٤  پــس از جداســازي از پ

 انكپسوله نشده با اولتراسانتريفوژ
 پـس از جداسـازي از پـروتئين         rGP63 حـاوي    LUVليپوزومهاي   -٥

 انكپسوله نشده با اولتراسانتريفوژ
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  -rGP63 MLVعكســــهاي ميكروســــكوپ الكترونــــي   : ٣شــــكل 
 LUV-rGP63 ,(A, 12600 ×) (B,  25000 ×)و (C,  57000 ×)  SUV-rGP63. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 بعـد از واكسـينه شـدن بـا          BALB/C درموشـهاي    DTHپاسـخ   :٤شكل  
، كنترل ليپوزوم و    rGP63   ، PBSفرآورده هاي مختلف ليپوزومي حاوي        

  ساعت٧٢و٤٨و٢٤ به تنهايي rGP63خود 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 BALB/Cميانگين اندازه زخمها در گروههاي مختلف موشـهاي         : ٥شكل
 واكسينه شده پس از چالش با انگل ليشمانيا طي هفته هاي متوالي 
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 rGP63 عليه ليشمانيوز پوستي با استفاده از ليپوزومهاي حاوي محافظت

٣٢        ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

  DTH  در پاسخ rGP63تاثير ليپوزومهاي حاوي 
 ٢٤ بررسـي نتـايج پـس از گذشـت           ٤با توجه بـه نمـودار        

ساعت نشان مي دهد كه تمام فرآورده هـاي ليپـوزومي حـاوي             
rGP63 و خــود rGP63    بــه تنــهايي، بــه طــور بــارزي  

)٠١/٠ p<  (   ــخ ــزايش پاس ــث اف ــا  DTHباع ــه ب  در مقايس
درصـد  .  شـده اسـت    PBSگروههاي  ليپوزوم كنترل و كنترل       

-MLVافزايش ضخامت در كـف پـاي موشـها در گروههـاي       

rGP63  ،LUV-rGP63   و SUV-rGP63     و  rGP63  در 
ــي    ــرل منفـ ــروه كنتـ ــا گـ ــه بـ ــPBSمقايسـ ــب ه  بـ ترتيـ

 . برابر بود٣٩/٣ و ٣٢/٣،٣٧/٣،٣٦/٤
 و ليپوزوم كنترل و همچنين بين       PBS كنترل   بين گروههاي  

 rGP63   وMLV-rGP63 ، LUV-rGP63گروههــــــاي ، 
ولي گـروه    . ) >p ٠٥/٠(اختلاف معـني داري وجـود نداشـت         

SUV-rGP63  ــاي ــا گروهه ــه ب  ، MLV-rGP63 در مقايس
LUV-rGP63 و rGP63  ــخ ــث پاســــ ــتر باعــــ   بيشــــ

 DTH    شدت پاسخ    ).٤نمودار  (در موشها گرديدDTH   از  پس
 سـاعت بـود ولي در كـل    ٧٢ساعت اگرچه كمتر از    ٤٨گذشت  

 ).٤نمودار ( ساعت بود ٢٤شبيه 
ــاي   ــين گروههــ ــني دار در بــ ــتلاف معــ  ) >p ٠١/٠( اخــ

 SUV-rGP63 ، LUV-rGP63 و rGP63 )٠٥/٠ p< (  ــا ب
بين گروههاي كنتـرل و همچـنين   . گروههاي كنترل وجود داشت 

ــاي  ــين گروهـ  rGP63 و MLV-rGP63 ،LUV-rGP63بـ
 ولي تاثير گروه  . ) >p ٠٥/٠(اختلاف معني داري وجود نداشت      

 SUV-rGP63 در ايجــاد پاســخ DTHبيشــتر از گروههــاي  
 LUV-rGP63 ،LUV-rGP63و  rGP63 ٤نمودار ( بود.( 

 ساعت نشان مي دهد كـه       ٧٢بررسي نتايج پس از گذشت       
 باعــث rGP63  وSUV-rGP63، LUV-rGP63گروههــاي 

ــخ   ــزايش پاس ــرل و   DTHاف ــاي كنت ــا گروهه ــه ب  در مقايس
 MLV-rGP63  )٠٥/٠ p< (  ولي بين گروههـاي    .  شده است

 اخــتلاف معــني دار MLV-rGP63، ليپــوزوم و PBSكنتــرل 
 در  SUV-rGP63 و تاثير گـروه        ) >p ٠٥/٠(وجود نداشت   
ــخ   ــاد پاس ــاي  DTHايج ــتر از گروهه   وLUV-rGP63 بيش

rGP63 ٤نمودار ( بود.( 

 در تسـت چـالش بـا        rGP63 حاويتأثير ليپوزومهاي   
L.Major  

 روند پيشرفت ضخامت در كف پاي موشـها را در  ٥نمودار   
 نشان  L.Major انگل   ١×١٠ ٦گروههاي مختلف پس از تزريق      

ليپـوزم  (  و ليپوزم كنتـرل       PBSدر گروههاي كنترل    . مي دهد 
 هفته پس از تزريق انگل تـورم و زخـم           ٢) خالي بدون آنتي ژن   

در گروههـاي   . تدريج پيشـرفت نمـود    ه  ايجاد و ب  در پاي موشها    
MLV-rGP63   و LUV-rGP63      نيز نظير گروههاي كنتـرل 

 هفته پي از تزريق انگل تورم و زخم در پاي موشها ايجـاد و               ٢
محـافظتي در مقابـل     " اين دو گروه عملا   . تدريج پيشرفت نمود  ه  ب

ه ميزان تورم در اين دو گرو     . چالش با انگل زنده ايجاد ننمودند     
در هفتـه ـم در مقايسـه بـا          % ٣٠/١١و  % ٧٥/١١ترتيب  ه  ب

 كمتر بود ولي ايـن كـاهش از نظـر آمـاري             PBSگروه كنترل   
 خـالص  rGP63در گروه ). ٥نمودار ( ) >p ٠٥/٠( بارز نبود  

 هفته پس از تزريق انگـل تـورم در   ٢نيز نظير گروههاي كنترل   
 تورم بـه    تدريج پيشرفت نمود ولي شدت    ه  پاي موشها ايجاد و ب    

 بـه   rGP63نسبت در اين گروه كمتر بود و واكسيناسـيون بـا            
تنهايي به صورت نسبي باعث محافظت موشها در مقابل چـالش           

ميزان تورم در ايـن گـروه در هفتـه ـم در             . با انگل زنده شد   
 ) >p ٠٥/٠(كمتر بود   % ٢٩/٣٥ PBSمقايسه با گروه كنترل     

 ). ٥نمودار(
اكسيناسـيون بـا ليپوزومهـاي      برخلاف گروه هاي ديگـر، و      

SUV-rGP63  كامل در مقابل چالش با انگـل       "  محافظت نسبتا
در اين گروه در مقايسـه بـا گروههـاي كنتـرل        . زنده ايجاد نمود  

ميزان تورم حاصل در هفته هاي متـوالي پـس از تزريـق انگـل              
 ـم   هميزان تورم در اين گروه در هفت      . زنده فوق العاده كم بود    

ــا   ــه ب ــرل  در مقايس ــروه كنت ــود  % ١٦/٨٩ PBSگ ــر ب  كمت
)٠٠١/٠ p< ( .     ــاي ــا گروهه ــها ب ــه تن ــروه ن ــن گ ــأثير اي  ت

 ، MLV-rGP63كنترل اختلاف بارز داشت بلكه با گروههاي        
LUV- rGP63   و rGP63       خالص نيز اختلاف معني دار داشت 

)٠٥/٠ p< (.          اين اخـتلاف از ابتـداي بررسـي )  تـا  ) هفتـه دوم
 ). ٥نمودار (مشهود بود ) هفته م(انتهاي آزمايش 
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 بحث 
ايمني محافظتي موثر در پاسخ به عفونتـهاي ليشـمانيايي ايمـني         

T ،CD4سلولي به واسطه سـلولهاي   
.  مـي باشـد  Th1نـوع    از+

 فعال شده شامل    Tتركيبات بيولوژيكي حاصل از اين سلولهاي       
IL-2   وIFN-γ         مي باشند كه باعث محافظت ميزبـان در مقابـل 
 ). ٢١،٢٢، ١٣، ١٢، ٨، ١ (مي شود انگل
هدف اصلي مطالعه حاضر تعيين ايـن مطلـب بـود كـه آيـا            

 ليپوزومها مـي تواننـد بـه عنـوان ايمونوادجوانـت مـوثر بـراي               
 براي تحريك ايمني سلولي و محافظت مـوش هـا           rGP63آنتي ژن   

در مقابل چالش با انگل زنده عمل كنند و ديگر اينكـه در بـين               
حلال، تبخير فاز معكوس و انحلال بـا        سه روش متفاوت تبخير     

دترژنت براي يه ليپوزومها، كـدام روش مناسـبترين از نظـر            
تحريك ايمني سلولي و محافظت براي ابداع واكسن مناسـب عليـه            

بنـابراين بـا اسـتفاده از       . آوردي  ليشمانيوز پوستي را فـراهم م ـ     
 ليپوزومهـاي حـاوي   ) ١:١(لسيتين و كلسترول با نسبت مـولي        

 rGP63   يه شدند و براي تعـيين كـارايي   ٣ با روش متفاوت 
ليپوزومها در تحريك ايمني سلولي و محافظت در مقابل ليشمانيوز          

ــده  ) ٤شــكل (DTHپوســتي از تســت  ــا انگــل زن  و چــالش ب
 . استفاده شد) ٥شكل (

ــاي SDS-PAGEهــدف اســتفاده از   ــه ه ــاليز نمون   در آن
شان داده شود پس     اين بود كه فقط ن     rGP63ليپوزومي حاوي   

از يه ليپوزومها و خالص سازي آا توسط اولتراسـانتريفوژ          
 روش .  مـــي باشـــندrGP63ليپوزومهـــا حـــاوي آنـــتي ژن 

SDS-PAGE          قبلا براي نشـان دادن انكپسولاسـيون GP63 
ــتيگواي    ــده از پروماس ــازي ش ــي جداس  در L.majorطبيع

ــاي   DRV (Dehydration-rehydration vesicles)ليپوزومه
 (Distearoylp hosphatidylcholin) DSPCيه شـده از  

 ).٢٤( و كلسترول نيز استفاده شده است 
در اين مطالعه براي نشان دادن تـاثير ليپوزومهـاي حـاوي             

rGP63     ابتدا از تست DTH   تسـت   .  استفاده شـدDTH   يـك 
آزمون مناسب براي نشان دادن ايمني سلولي و همچنين آزمـايش           

ــراي م  يــزان محافظــت درمقابــل ليشــمانيوزيس اســت  معتــبر ب

ــرآورده  DTHدر تســت ). ٢٦،٢٩، ١٤( ــاثير را ف ــترين ت  بيش
.  در مقايسه با ساير گروهها داشـت SUV- rGP63ليپوزومي 

 نوبت اندازه گيري شـده بـارزتر از   ٣تاثير اين فرآورده در هر   
  نتيجه گيري شد كـه     DTHبنابراين با تست    . بقيه گروهها بود  

 كه باعث SUV- rGP63 م گروهها، فرآورده ليپوزومي بين تما
 احتمالا بيشتر باعث سوق دادن ايمـني        ،شد DTHبيشترين پاسخ   

بيشـتر  طرف سلولي شده است و مي توانـد باعـث محافظـت             ه  ب
عـلاوه بـر گـروه      . موشها در مقابل چالش با انگل زنـده شـود         

SUV-rGP63   گروههاي rGP63 - MLV ، LUV-rGP63 
 مثبت از خود نشان دادند ولي تاثير ايـن   DTHز  ني  rGP63و  

ازنظـر شـدت پاسـخ    .  بـود SUV- rGP63گروههـا كمتـر از   
DTH   بـين گروههـاي MLV- rGP63 ، LUV- rGP63 و 

rGP63 ايساعت اگرچـه پاسـخ   ٤٨ و ٢٤ در زما MLV- 

rGP63  ــر از ــن rGP63 و LUV- rGP63كمت ــود ولي اي  ب
 . نظر آماري بارز نبود اختلاف از

به منظور اثبات تاثير گروهها در محافظت موشـها درمقابـل       
ليشمانيوز پوستي درمرحله بعـد تسـت چـالش بـا انگـل زنـده               

در تست چالش با انگل زنده همينطـور كـه انتظـار    . استفاده شد 
مي رفت بيشترين اثر محـافظتي را درمقابـل ليشـمانيوز پوسـتي             

 اين گـروه  تاثير.  ايجاد نمودSUV- rGP63فرآورده ليپوزومي 
 مثبت وقوي بـراي     DTHدر محافظت موشها در راستاي تست       

 ولي دو فـــرآورده ليپـــوزومي. ايـــن فـــرآورده مـــي باشـــد
MLV- rGP63 و LUV- rGP63   ـجز فقط بـه صـورت  ي ي

باعث محافظت موشها شدند كـه ازنظـر آمـاري بـا گروههـاي              
تـاثير ليپوزومهـاي حـاوي      . كنترل تفاوت معني داري نداشـتند     

GP63) اي خــالص شــده از پروماســتيگوL. mexicana ( 
يه شده به روش انحـلال بـا دترژنـت در محافظـت موشـهاي               

CBA/Ca, BALB/cوسيله ساير محققين ه  ليشمانيوز پوستي ب
 GP63در اين مطالعه آنتي ژاي      ). ٣٧(نيز گزارش شده است     

 LPG (Leishmania promastigote lipophosphoglycan) و
ي تشكيل شده از لسـيتين سـويا و كلسـترول بـا             در ليپوزومها 

فـرق  . استفاده از روش انحلال با دترژنت انكپسـوله شـده انـد           
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لسيتين سويا با لسيتين تخم مرغ در اين است كه دماي عبور فاز  
)Tm (  ـ  دليـل داشـتن فسـفوليپيدهاي غيراشـباع        ه  لسيتين سويا ب

 لسـيتين  تخــم مـرغ حــدود   Tm( مقــداري كمتـر اســت  ،بيشـتر 
°Cو لسيتين سويا       -١٠ °Cدر ). ٣٢(مـي باشـد       ) است - ٢٥

اين مطالعه نيز براي حذف دترژنت از دياليز و براي تخلـيص از     
ــانتريفوژ  ــود  ) g٠٠٠/١٠٠( اولتراس ــات وج  در GP63و اثب

. استفاده شده اسـت    SDS-PAGEليپوزومهاي تخليص شده از     
 اين مطالعه نشان داد موشهاي واكسـينه شـده بـا ليپوزومهـاي            

دو )   ميكروگـرم  ٤  (LPGو    )  ميكروگـرم    ٥  (GP63حاوي  
 مثبت و هم به     DTH هفته، هم باعث واكنش      ٤مرتبه با فاصله    

 طور كامل باعـث محافظـت موشـها درمقابـل چـالش بـا انگـل        
L. mexicana  تـاثير ليپوزومهـاي حـاوي    ) . ٣٧( شده اسـت

GP63 تخليص شده از L. major   عليه ليشـمانيوز پوسـتي در 
در ايـن مطالعـه     ). ٢٤(لعه ديگر نيز نشان داده شـده اسـت          مطا

 ـL. majorليپوزومهاي حاوي آنـتي ژـاي    وسـيله روش  ه  ب
DRV     ــاوي ــولي مس ــبتهاي م ــتفاده از نس ــا اس  و DSPC ب

 SDS-PAGEكلسترول يه شده اند و با استفاده از روشهاي          
 نشان داده اند كه اگرچه ايـن  (Western blot)و ايميونوبلات 

 يه گرديده اند ولي به L. majorوزومها با آنتي ژاي تام ليپ
 در اين ليپوزومها انكپسـوله      LPG و   GP63ترجيحي   صورت

شده اند و با استفاده از تكنيك ميكروسـكوپ الكتـروني گـذرا             
 طــلا اهمــراه بــا رنــگ آميــزي بــا آنــتي باديهــاي كنژوكــه بــ

(Immunogold staining)    نشــان داده شــده اســت كــه 
LPG  و  GP63  همچـنين در  . سطح ليپوزومها را مـي پوشـاند

تست چالش با انگل زنده نشـان دادنـد كـه ايـن ليپوزومهـاي               
 عليـه   BALB/c در محافظت موشـهاي      LPG و   GP63حاوي  

 ). ٢٤(ليشمانيوز پوستي كاملا موثرند 
 در محافظت   rGP63 - SUVدرمطالعه حاضر ليپوزومهاي     

 و MLV- rGP63لي  كاملا مـوثر بـود و  BALB/cموشهاي 
LUV- rGP63ي در محافظت موشـها داشـتند،   ي فقط تاثير جز

اگرچه ميـزان آنـتي ژن تزريـق شـده درتمـام گروههـا يكسـان                
)µg/mouse اين اختلاف در تاثير ليپوزومهـا احتمـالا        . بود) ٢

 مي تواند به دليل اختلاف در چگونگي قرار گرفتن يا جايگزيني          
rGP63   ـاي        طر.  در ليپوزومها باشديقه قـرار گـرفتن آنـتي ژ

ــنين     ــه و همچ ــه روش ي ــتگي ب ــا بس ــروتئين در ليپوزومه پ
در ). ٣٢(خصوصـــيات فيزيكـــي و شـــيميايي آنـــتي ژن دارد 

روشهاي تبخير حلال و تبخير فاز معكوس آنتي ژن در فاز آبي            
ولي در روش   ) ٧،٣٢،٤٠،  ٥(داخلي ليپـوزوم قـرار مـي گـيرد          

ه است كه آنتي ژن مـي توانـد         انحلال با دترژنت نشان داده شد     
همچـنين  ). ٣٢،٤٢،  ١٥(در قسمت دو لايه ليپوزوم جاي گـيرد         

ازطرف ديگر نشان داده شده است كه در استفاده ليپوزومها بـه         
عنوان ايمونوادجوانت اگـر آنـتي ژن انكپسـوله شـده در سـطح              

كووالانت متصل باشد يا در بخش دو لايـه          ليپوزوم به صورت  
سلولي خواهد بود ولي     د پاسخ ايمني به صورت    ليپوزوم قرار گير  

 ايمـني حاصـل   ،اگر آنتي ژن در فـاز آبي داخلـي ليپـوزوم باشـد        
بنابراين در تحقيق حاضر احتمـالا در  ). ١٦(هومورال خواهد بود  

 ،ليپوزومهايي كه به روش انحلال بـا دترژنـت يـه شـده انـد              
rGP63            در قسمت دو لايه قرار گرفته و باعث تحريـك پاسـخ  

ايمني سلولي و محافظت موشها در مقابل ليشمانيوز پوسـتي شـده            
است و ازطرف ديگر در ليپوزومهايي كه به روش تبخير حلال           

 در درون ليپـوزوم     rGP63و تبخير فاز معكوس يه شده اند        
قرار گرفتـه و بيشـتر باعـث تحريـك پاسـخ هومـورال شـده و                

 نكـرده اسـت،     محافظت چنداني در مقابل ليشمانيوز پوستي ايجاد      
در .   مثبت شدند   DTHضعيف باعث    اگرچه اين دو به صورت    

دو مطالعه قبلي انجام شده با اسـتفاده از ليپوزومهـا بـه عنـوان               
 تخليص شده از انگل تـام ليشـمانيا         GP63ايمونوادجوانت براي   

كه منجر به محافظت كامل موشها درمقابـل ليشـمانيوز پوسـتي            
بـوده اسـت كـه آنـتي ژن در     شده است روش يه به گونه اي     
درتحقيـق اول روش    ). ٢٤،٣٧(قسمت دو لايـه ليپـوزوم باشـد         

يه ليپوزوم تكنيك انحلال با دترژنت بوده است كه دقيقا مثـل         
مي باشد با اين تفاوت  SUV- rGP63روش يه ليپوزومهاي 

 بـه جـاي   rGP63كه دراين تحقيق نوع نوتركيب اين آنـتي ژن        
GP63   در تحقيق دوم اگرچه از    ). ٣٧(ده است    طبيعي استفاده ش
 طبيعـي  GP63 بـراي يـه ليپوزومهـاي حـاوي     DRVروش 
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استفاده شده است ولي بـا اسـتفاده از ميكروسـكوپ الكتـروني             
 نشـان داده شـده      Immunogoldگذرا و تكنيك رنگ آميزي      

 ).٢٤(است كه آنتي ژا سطح ليپوزوم را پوشانده اند 
 به تنهائي قادر    rGP63داد كه   مطالعه حاضر همچنين نشان      

 مثبت ومحافظت نسبي درمقابـل چـالش بـا    DTHبه ايجاد پاسخ   
 مثبـت و محافظـت نسـبي        DTHتسـت   . انگل زنـده مـي شـود      

 توسـط سـاير     rGP63وسـيله   ه  درمقابل چالش با انگل زنده ب     
در اين مطالعه نشان داده     ). ٣٣(محققين نيز نشان داده شده است       

 ـ Vervetشده است كه ميمواي   دنبـال واكسيناسـيون بـا   ه  ب
) مرتبه با فاصله دو هفتـه ازهـم         ٣ ( rGP63 ميكروگرم از    ٥٠

به عنـوان ايمونوادجوانـت جهـت سـوق دادن           ( BCGبه همراه     
. مثبت ازخود بروز مي دهندDTH پاسخ ) طرف سلوليه ايمني ب

همچنين وقتي اين ميمواي واكسينه شده بـا پروماسـتيگواي          
L. majorنسـبي   ت چالش قرار گرفتنـد فقـط بـه صـورت     تح

مطالعـه  ). ٣٣(باعث محافظت در مقابل ليشمانيوز پوستي شـدند         
 باعـث بـروز   BCG حـتي بـدون     rGP63حاضر نشان داد كـه      

 مثبت و محافظت نسبي درمقابـل چـالش بـا انگـل             DTHپاسخ  
زنده مي شود كه مبين اين مي تواند باشد كه خود مولكول بـه              

ت تا حدودي باعث القاء ايمني سلولي در موشـها          تنهايي قادر اس  
 .و محافظت در مقابل ليشمانيوز پوستي شود

به طور خلاصه، مطالعه حاضر نشان داد كه اولا در استفاده            
از ليپوزومها بـه عنـوان ايمونوادجوانـت روش يـه در تعـيين              

 نيـز   GP63تركيـب    نو تحريك نوع ايمني موثر است و ثانيا نوع         
ه عنوان يك آنتي ژن كانديد براي ابداع واكسن عليه       تواند ب  مي

ليشمانيوز پوستي موثر باشـد و همچـنين در بـين سـه فـرآورده          
روشـهاي مختلـف، فقـط    ه   يه شده ب   rGP63ليپوزومي حاوي   

ليپوزومهاي يه شده بروش انحلال دترژنت قادر بـه محافظـت           
 موشها مي باشند، كه اين فرآورده مـي توانـد بـه عنـوان يـك               

 . واكسن كانديد عليه سالك باشد
 تشكر و قدرداني 

وسـيله از معاونـت محتـرم پژوهشـي دانشـگاه علـوم           بدين   
انـد و     پزشكي مشهد كه در تامين بودجه اين تحقيق دخيل بـوده          

بخش بيوتكنولوژي انيستيتو پاستور ايران جهـت فـراهم آوردن        
rGP63تشكر و قدرداني مي شود . 
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