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  با استفاده از ليپوزوم هاي   ليشمانيوزدر برابر  ايمني زايي  ميزان يبررس
  ي در مدل موشrLmSTI1حاوي آنتي ژن 

  
   دينا سروش5 افشين سميعي،4دكتر علي خامسي پور،3 دكتر محمود رضا جعفري،*2دكتر علي بديعي،1

  15/1/84:  تاريخ دريافت
  14/7/84: تاريخ پذيرش

  
  چكيده

  
  هدف

 Recombinant Leishmania majorآنتي ژن.  صورت مي گيردسيستم ايمني از نوع ايمني سلوليتحريك با ليشمانيوز يه علمصونيت 
Stress & Temperature Inducible Protein 1(rLmSTI1)هدف از اين  لذا .ه است واكسن ليشمانيوز  مطرح شديا به عنوان كانديد

 در ايمني سلولي   از نوع  به منظور القاي پاسخ ايمنيrLmSTI1ه عنوان يك حامل جهت ارائه آنتي ژن مطالعه بررسي تاثير استفاده از ليپوزوم ب
   . ليشمانيوز مي باشددر برابر  BALB/cموش هاي 

  مواد و روش كار
 - هيدراسيونبا روش د  و كلسترولDistearoylphosphatidylcoline (DSPC) با استفاده از فسفوليپيد rLmSTI1ليپوزوم هاي حاوي  

 توسط ميكروسكپ نوري و دستگاه آناليز كننده اندازه ذره اي ارزيابي  ليپوزوم ها و اندازه خصوصيات مورفولوژي. تهيه شدند رهيدراسيون
 PBS، محلول  rLmSTI1، محلول آنتي ژن  rLmSTI1هاي تهيه شده شامل فراورده ليپوزومي حاوي آنتي ژن ه فراورد. گرديدند

(phosphate buffer saline) و ليپوزوم خالي به صورت زير جلدي به موش هاي BALB/c سه .  هفته تزريق شد3 سه مرتبه به فاصله  ماده
به صورت زير جلدي تحت آزمون چالش ) 5/1×106(موش ها با تزريق پروماستيگوت هاي زنده ليشمانيا ماژور  يادآور، هفته بعد از آخرين تزريق

  ميزان .  هفته اندازه گيري شد12زخم در پاي موش ها به صورت هفتگي به مدت بروز م و ميزان تور. قرار گرفتند
 هفته بعد از آزمون 12 قبل و  ، ELISA با تكنيك در سرم موشهاي واكسينه شده)IgG total, IgG1, IgG2a(آنتي بادي هاي ضد ليشمانيايي 

  .  طحال موشهاي واكسينه شده مورد بررسي قرار گرفتدرموجود همچنين تعداد انگل . مورد ارزيابي قرار گرفت چالش،
  نتايج

بيشترين تاثير را در جلوگيري از تورم و زخم داشته و بيشترين تيتر آنتي بادي   rLmSTI1در بين گروههاي  مختلف، ليپوزومهاي حاوي آنتي ژن  
IgG2aوشهاي واكسينه شده با ليپوزومهاي  حاوي آنتي ژن همچنين كمترين تعداد انگل در طحال مربوط به م.  را توليد كرده بودندrLmSTI1 

  . بود
  گيري نتيجه

  تواند سيستم ايمني را به نحو موثرتري در مقايسه با زماني كه آنتي ژن  به صورت محلول ارائه    توسط  ليپوزوم ميrLmSTI1ارائه آنتي ژن 
  .ر مقابل ليشمانيوز شودمي شود، به سمت ايمني سلولي سوق داده و باعث محافظت موشها د

  
  .ايمني سلوليليشمانيوز پوستي، ،  LmSTI1   ليپوزوم،  واكسن، :كلمات كليدي

                                                 
   دانشكده داروسازي، دانشگاه علوم پزشكي مشهد،دستيار گروه فارماسوتيكس  -1
   دانشكده داروسازي و  مركز تحقيقات بيوتكنولوژي پژوهشكده بوعلي، دانشگاه علوم پزشكي مشهد،دانشيار گروه فارماسوتيكس -2
   mr_jaafari@yahoo.com ، 0511 – 8823251 نمابر، 0511-8823255: نويسنده مسئول، تلفن *
    مركز بيماريهاي پوست و جذام، دانشگاه علوم پزشكي تهران، استاديار ايمونولوژي-3
     مركز تحقيقات بيوتكنولوژي پژوهشكده بوعلي ، دانشگاه علوم پزشكي مشهد،س ارشد ايمونولوژي  كارشنا-4
   مركز تحقيقات بيوتكنولوژي پژوهشكده بوعلي ، دانشگاه علوم پزشكي مشهد،  كارشناس بيولوژي-5
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  مقدمه
مشترك بين انسان و حيوان است كه انگلي ليشمانيوز بيماري 

 تظاهرات  . ليشمانيا مي باشدجنسهاي مختلف  گونهعامل آن 
 ميزبان متفاوت  بسته به گونه انگل و پاسخ ايمنيبيماريباليني 

خود  )سالك(كه از يك عفونت جلدي  طوريه ، بمي باشد
 خود محدودشونده تا شكل احشايي كشنده متغير استه ب
) پوستي-احشايي و مخاطي(از انواع ديگر بيماري سالك .  )1(

كل موارد  %70كه هر ساله نزديك به  طوريه  بوده بشايع تر
مربوط به اين ) ر ميليون نف1-5/1حدود (جديد گزارش شده 

كشورهاي  از سالك جهانموارد % 90  .مي باشدشكل بيماري 
ايران، افغانستان، عربستان سعودي، سوريه، برزيل و پرو گزارش 

اين بيماري به دليل انتشار وسيع، دشوار بودن درمان، . شده است
از يكي  ير پيشگيري بيما ورلتشكلات موجود در كنم

لذا .  محسوب مي شود اندميكمناطقبعضي بهداشتي مشكلات 
ن بهداشت ا يكي از اولويت هاي سازم جزءحل اين مشكل

درمان ليشمانيوز  .)2(  قرار گرفته است(WHO/TDR)جهاني 
گرانقيمت به كمك تركيبات آنتي موآن صورت مي گيرد كه 

است و متاسفانه هميشه موثر  عوارض جانبي اببوده و همراه 
قلين نياز به بودجه كلان دارد و مبارزه با مخازن و نا .نيست

كه مخزن بيماري انسان نيست تقريبا در مواردي خصوصا 
بنا به دلايل متعدد از جمله مصونيت . موفق بوده استنا تاكنون 

جلوگيري از عفونت طبيعي با   وبعد از بهبوديمدت دراز
كه يافتن  داشته  بر اين باور راپژوهشگران ،ليشمانيزاسيون

  .)2(امكان پذير است  ليشمانيوز در برابر  موثرواكسني 
 تعيين كننده سرنوشت عفونت ، ايجاد شده ايمنينوع پاسخ

ليشمانيا عفونت با بدين معني كه . مي باشد حيواني در مدل
ا  بC57BL/6 مثل  مقاوم هاي در مدل موش هاي نژادماژور
همراه است كه باعث ايجاد زخم پوستي خود  Th1 پاسخ بروز

همراه بهبودي ود يابنده شبيه سالك انساني مي گردد و بخود بهب
ليشمانيا عفونت با . باشد  مصونيت در مقابل عفونت بعدي ميبا

 پاسخ  با بروزBALB/c  در مدل موش هاي نژاد حساس ماژور
Th2  حتمي همراه است كه باعث احشايي شدن عفونت و مرگ

 Th2/Th1 ياسخهاپبروز  .)4 ،3 ،1(موشهاي آلوده مي گردد 
با فعال سازي   IFN-γ .  دهندينشان مسايتوكايني  يرا با الگو

هاي داخل سلولي  نتيجه از بين بردن انگل ماكروفاژها و در
در ابتداي  IL-4وجود شود درحالي كه  باعث كنترل بيماري مي

 بيماري در برابر يكي از عوامل مهم در بروز حساسيت  عفونت
 يبا بررسهمچنين  .)6 ،5 ،4( مي باشد Th2پاسخ و 
نوع واكنش مي توان هاي مختلف ايمونوگلوبوليني  پياايزوت
بروز ، دليل IgG1به طور كلي غلبه تيتر  . را مشخص كرديايمن
بر  يدليل IgG2aدر حالي كه افزايش تيتر ،  استTh2اسخ پ

  .)8 ،7(مي باشد  Th1 اسخپغلبه 
 عنوان  انگل ليشمانيا به نوتركيبتعدادي از آنتي ژن هاي 

قرار  يمورد بررسواكسنهاي نسل دوم در مدلهاي حيواني 
 & L. major Stressآنتي ژن  كه  از آن جمله ستگرفته ا

Temperature Inducible Protein1 (LmSTI1)  توان مي را
 stress inducibleاين آنتي ژن جزء خانواده پروتئين هاي. نام برد

ماستيگوت انگل شكل پروماستيگوت و آهر دو بوده كه در 
) rLmSTI1( شكل نوتركيب اين آنتي ژن .داردليشمانيا وجود 

 محلول در آب مي باشد  وkDa 62د وزن مولكولي حدوداراي 
 به IL-12اين آنتي ژن در مدل موشي، وقتي همراه با . )9(

باعث بروز پاسخ ايمني از نوع  ،عنوان ادجوانت استفاده شود
Th1آنتي ژن همراه با آنتي ژن اينهمچنين  .)10(  مي گردد 

T-cell Antigens Thiol-Specific Antioxidant 
(TSA)و Leishmania Elongation Initiation Factor 
(LeIF)   سه گانهبه صورت  (trifusion)  1فاز در مرحله 

   .مي باشدكارآزمايي باليني در آمريكا 
، شامل دو لايه ميكروسكوپيها وزيكولهاي  ليپوزوم

. )11( گيرند باشند و فضاهاي مائي را در برمي يپيدي ميفسفول
رساني براي  هاي مناسبي جهت دارو ها سيستم اين وزيكول

ها  داروهاي محلول درآب يا محلول درچربي، پپتيدها، پروتئين
   .)12(دنباش  ميDNAو 

بررسي ها نشان داده كه ليپوزوم ها از طريق افزايش جذب 
)uptake (ولهاي عرضه كننده آنتي ژن آنتي ژن توسط سل

(Antigen Presenting Cells - APCs) باعث بروز پاسخ 
. )13( ي پروتئيني مي شوندقويتر سيستم ايمني به آنتي ژن ها

عوامل مختلفي از قبيل نوع فسفوليپيدهاي مصرف شده ، نوع و 
 ميزان ،ميزان بار سطحي ليپوزوم، اندازه و شكل ليپوزوم

   نحوه استقرار  ومولاسيون ليپوزومكلسترول موجود در فر
ند نوع و شدت پاسخ ايمني را نآنتي ژن در ليپوزوم مي توا

هر مطالعات بسياري در خصوص بيان تاثير  .تحت تاثير قرار دهد
  . )14-19( يك از اين عوامل انجام شده است
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 در برابر موثر  توجه به اين نكته كه يك واكسن نبنابراي
 صورت انتخابي باعث القاي پاسخ ايمني ليشمانيا مي بايست به

ود لذا مي توان با انتخاب يك فرمولاسيون شTh1 از نوع 
  ليپوزومي مناسب  به عنوان  ايمونوادجوانت به همراه يك

 به صورت انتخابي باعث تحريك پاسخ ايمني اآنتي ژن كانديد
در اين مطالعه براي اولين بار، آنتي ژن . ديگردمورد نظر 
 كه در مطالعات مختلف به عنوان آنتي LmSTI1نوتركيب 

 ژني مناسب جهت تحريك پاسخ ايمني سلولي معرفي شده
به شكل ليپوزومي ارائه شده و ميزان تاثير  )20 و 7-10( است

ليپوزوم به عنوان ايمونوادجوانت در افزايش اثر اين آنتي ژن 
  . مورد ارزيابي قرار گرفته است

  
  مواد و روش كار

اي از انستيتو پاستور   هفته8-6 ماده BALB/c موش :حيوان
 درجه 25-22موشها در دماي . خريداري شد كرجواحد 
 ساعت 12 ساعت تاريكي و 12گراد و شرايط نوري  سانتي

  .روشنايي نگهداري شدند
سويه ( ليشمانيا ماژورنگل ا :Leishmania major انگل

MRHO/IR/75/ER( از موش ،BALB/cابتدا  . جدا گرديد
 كشت داده شد و سپس (NNN)در محيط آگار خوندار انگلها 

 U/ml‚ FCS 100% 10 حاويRPMI-1640به محيط كشت 
. ومايسين انتقال داده شدتاسترپ μg/ml 100 و Gپني سيلين 

و جهت آزمون چالش  رشد برداشت ي در مرحله ايستاانگلها
  .گرديداستفاده 

 و )DSPC(ين فسفوليپيد دي استئاريل فسفاتيديل كول :مواد
. خريداري شد) آمريكا (Avanti از شركت ).Chol(كلسترول

كوماسي بلو، گلايسين، تريس، سديم دودسيل سولفات، 
آكريل آميد، بيس آكريل آميد، آمونيوم پر سولفات، 

N,N,N,N -  تترامتيل اتيلن دي آمين)Temed( ،2 -
مركاپتواتانل، نيترات نقره، تيوسولفات سديم، كربنات سديم، 

 رو ساي) DMSO( اسيد سولفوريك، دي متيل سولفوكسايد
) Analytical grade(حلالهاي مورد استفاده از نوع تجزيه اي 

. خريداري گرديد) آلمان  (MERCKبوده و از  شركت 
،  )سوئيس (FLUKAاز شركت ) BSA(آلبومين سرم گاوي

  SIGMAاز شركت پايين استاندارد پروتئين با وزن مولكولي 
   از شركتRPMI-1640، پودر محيط كشت )اآمريك(

  IMEDIA )هند ( ،Fetal Calf Serum (FCS) از شركت 
EUROBIO استرپتومايسين و پني سيلين از شركت ،

  . تهيه گرديد) ايران(داروسازي جابربن حيان 
هيدراسيون ر-تهيه ليپوزوم به روش دهيدراسيون

(Dehydration Rehydration Vesicle): در در اين روش 
 و كلسترول )DSPC )20μmol/mlيك بالن ته گرد فسفوليپيد

متانول  به : كلروفرم(توسط حلال آلي  1 به 2 به نسبت مولي
سپس در دستگاه خلاء . ديگرد حل ) 1 به 2 حجمينسبت 
 به .شد  حلال آلي تبخير ،)Heidolph, Germany( چرخان

 Tm )Transitionفيلم ليپيدي حاصله در دماي بالاتر از 
temperature(فسفوليپيد  )ºC 55(  آب مقطر استريل اضافه 

اوليه ) MLV )Multilamellar Vesicle كيل ش ت  تاگرديد
 Extruderبه كمك دستگاه  MLVهاي  ليپوزوم. را بدهد

)Avestin, Canada(  نانومتري گذرانده شده تا 100از فيلتر 
حدود با اندازه ) LUV  )Large Unilamellar Vesicleبه 

هاي خالي  LUV به  آنتي ژنسپس. شود تبديل  نانومتر 100
  -ºC 70 ساعت در فريزر 2به مدت  مخلوط .شدحاصل افزوده 

فرآورده . شد خشك Freeze-Drier دستگاه و توسطمنجمد 
 هاي اوليه LUVبا يك دهم حجم كل پس از خشك شدن 

اي  ليپوزوم هدر نهايت . شد توسط آب مقطر استريل هيدراته 
باشند  اي كوچك مي حاصل كه معمولا ليپوزوم هاي چند لايه

به حجم رسانده ) PBS )Phosphate Buffer  Salineبا بافر 
 و جدا نمودن  حجم نهايي بعد از شستشوي ليپوزومها.دش 

rLmSTI1دست آمده از ه ب ، با توجه به نتايج  انكپسوله نشده
  μl 50 كه در هر شد اي تنظيم  اندازه گيري آنتي ژن به گونه

  . وجود داشته باشد rLmSTI1 آنتي ژن μg 2ورده نهايي آفر
براي  :هاي تهيه شده بررسي مورفولوژي و اندازه ليپوزوم 

دست آمده ه هاي ب  ليپوزومLamellarityبررسي شكل، اندازه و 
 ميكروليتر 20در اين روش . استفاده گرديد نوري پواز ميكروسك

.  رقيق شدPBS ،10/1 بافر توسطمي از سوسپانسيون ليپوزو
  موجود رويها به كمك يك ميكرومتر گيري ليپوزوم اندازه

  همچنين از  .عدسي چشمي ميكروسكوپ صورت گرفت
 ,Particle Size Analyzer( )Klotz( آناليز اندازه ذره اي دستگاه

Germany( تهيه  هاي جهت بررسي توزيع اندازه ذره اي ليپوزوم
 آب ml 8 با سوسپانسيون ليپوزومي μl 100 .شد  استفادهشده 

  . مقطر رقيق و به دستگاه تزريق شد
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محاسبه درصد انكپسولاسيون  ، تعيين مقدار و جداسازي
براي  :تهيه شده ليپوزوم هاي  درrLmSTI1 آنتي ژن

 وله نشده از ميكروسانتريفوژسجداسازي آنتي ژن انكپ
)Eppendorf, Germany(لول حاويمح. دي استفاده گرد 

  در دماي rpm 14000 دقيقه با سرعت 20ليپوزوم ها به مدت 
 ºC 4 به ها محلول شفاف بالاي ليپوزوم . ديسانتريفوژ گرد

 PBSبه ليپوزوم هاي رسوبي بافر جهت شستشو و  آرامي جدا
آوري   بعد از جمع.عمل مذكور سه مرتبه تكرار شد. افزوده شد

موجود ژن   مقدار آنتي ، مرتبه شستشو3 حاصل از محلول رويي
 روش برادفورد  بهآنتي ژن گيري اندازه .گيري شد  آن اندازهدر

اي بودن، صرف زمان كمتر و همچنين  به دليل يك مرحله
پس از اندازه گيري مقدار . )21(صورت گرفتحساسيت بيشتر 

آنتي ژن درصد محصور سازي با استفاده از فرمول ذيل تعيين 
   .گرديد

سولفات پلي آكريل آميد ژل الكتروفورز سديم دودسيل 
(SDS-PAGE) ژن هاي حاوي آنتي نمونه پروتئيني و ليپوزوم: 

   توسط در ليپوزومهاي تخليص شده rLmSTI1وجود 
سديم دودسيل سولفات پلي آكريل آميد ژل الكتروفورزيس 

(SDS-PAGE) آناليز . شدبررسيSDS-PAGE   نمونه
% 3  در ژل حاوي rLmSTI1هاي حاوي  پروتئيني و ليپوزوم

آكريل آميد % 5/12آكريل آميد به عنوان ژل متراكم كننده و 
 25بافر الكتروفورز حاوي . به عنوان ژل جداكننده انجام شد

با    SDS% 1/0 ميلي مول گلايسين و 192ميلي مول تريس، 
pH ژلها براي رديابي ،پس از الكتروفورز.  بود3/8 نهايي 

  .آميزي شد ره رنگرات نقتپروتئين با ني
 10هاي   به گروهBALB/cهاي  موش :واكسيناسيون موشها

 تقسيم شده و مشخصات، نوع آنتي ژن دريافتي)  گروه4(تايي 
نيز گروه هر موش در  .شد ثبت  ها روي هر قفس  تاريخ تزريقو

به  تهيه شدههاي آورده فر از μl50  .گرديدگذاري  علامت 
تزريق . شد موش تزريق صورت زير جلدي در ناحيه پشت 

 21با فواصل ) به عنوان تزريق هاي يادآور(وم س و دومنوبت 
در تمامي گروهها تزريق . گرفتبا همان دوز صورت روزه 
هاي تزريق شده به شرح  فرآورده .شد  روز صفر محسوب ،اول

  :دبودنذيل 
گروه شاهد ليپوزوم )PBS Solution ، 2: گروه شاهد منفي)1

: گروه آنتي ژن به صورت محلول)DSPC/Chol. ،3: خالي

rLmSTI1 Solution ،4(گروه آنتي ژن به صورت ليپوزومي :
DSPC/Chol. / rLmSTI1  

  هاي سرمي نهنمو :IgG2a, IgG1, IgG گيري تيتر اندازه
   هفته بعد از چالش12 بعد از آخرين تزريق واكسن و  روز21 

  ي باديآوري شد و ارزيابي تيتر آنت  با انگل زنده جمع
 IgG2a, IgG1, IgG  آنتي ژندر برابراختصاصي   

(SLA) Soluble Leishmanial Antigen به كمك 
 Enzyme-Linked Immunosorbent Assayروش

(ELISA)خلاصه در اين روش ابتدا به طور.  صورت گرفت
 SLA )μl/well 50 اي با آنتي ژن   خانه96هاي پليت  چاهك 

 /μg 5/0(مدت يك شب در دماي  به وپوشش داده شد ºC 4 
 ،با بافر شستشو دهندهپس از شستشوي چاهك ها . انكوبه شد

μl 100  1%محلول (بافر بلوك كننده BSA داخل PBS (
 PBS-Tween، 200/1هاي سرمي با محلول   نمونه.افزوده شد

بعد از . از اين محلول اضافه شد μl50رقيق شده و به هر چاهك 
 مرتبه 3ها به كمك بافر شستشو  ليت پºC 37يك ساعت در دماي 

  رقيق شده1000/1 محلول زا μl50در مرحله بعد . شسته شدند
IgG2a يا HRP-Conjugated rabbit  antimouse IgG1 

   رقيق شده20000/1 از محلول μl , IgG50 و براي 
HRP-Conjugated rabbit  antimouse IgG به هر 

 μl 100ي با افزودن ارزياب. اضافه گرديد)  تكرار3(چاهك 
 TMB (Tetramethylbenzidine-′5,5,′3,3)سوبستراي 

 Stoppingصورت گرفت و در پايان بعد از افزودن محلول 
 به هر چاهك، جذب μl100 به ميزان ) N4 اسيد سولفوريك (

 ELISAبه كمك دستگاه  nm450 ها در طول موج  چاهك
Reader) Statfax, USA( وجطول م. گيري شد اندازه  

  nm630  استفاده شد به عنوان طول موج رفرانس .  
پس از اتمام مراحل ايمن سازي به منظور  :چالش با انگل زنده

 21ي فرآورده هاي تهيه شده، موشها تعيين ميزان مصونيت زاي
با انگل زنده ليشمانيا ماژور ، آخرين تزريق يادآورروز بعد از 
 انگل 3-4، از پاساژ به منظور انجام آزمون چالش . چالش شدند

  . رشد برداشت گرديدياستفاده شد و انگل در مرحله ايستا
 شسته شده و حجم PBS انگلها با ،پس از تكثير و برداشت 

شد كه هر ميلي ليتر آن   تنظيم PBSاي با  محلول انگلي به گونه
از محلول انگلي  μl 50. باشدليشمانيا ماژور  انگل 3 ×107حاوي 

 به صورتوتهاي زنده به كف پاي راست هر موش حاوي پروماستيگ
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 به كف PBSشد و به عنوان شاهد همين حجم  زير جلدي تزريق 
اندازه ضايعه با اندازه گيري قطر پاي راست . گرديد پاي چپ تزريق 

بار با استفاده از كوليس ديجيتالي   روز يك7و چپ موشها هر 
)Mitutoyo , Japan ( اختلاف  به صورت ضايعه اندازه. شد انجام

  . دشبيان راست و چپ بين قطر پاي 
بررسي تعداد انگل موجود در طحال گروههاي مختلف بعد 

  دربه منظور تعيين تعداد انگلهاي زنده :از چالش با انگل زنده
بافت  آلوده سيستم دو فازي شامل فاز مايع حاوي محيط 

RPMI-1640 ،10 %U/ml‚ FCS100 پني سيلين G و 
μg/ml100  محيط(استرپتومايسين  RPMI-1640بر  ) كامل

محيط كشت . ه گرديدتهيروي يك لايه جامد از آگار خوندار  
خون هپارينه % 10حاوي ) Bacto-agar, Difco(آگار جامد 

نمك طعام تهيه شد و تحت شرايط % 6/0استريل خرگوش و 
چاهك پليت هر  داخل ) ميكروليتر50 ( محيط كشت،استريل

به منظور بررسي تعداد انگلهاي موجود  .وزيع شد ت اي خانه96
موشها بعد از نخاعي طحال در طحال موشهاي آلوده به انگل، 
پليت حاوي چاهك داخل و شدن تحت شرايط استريل برداشته 

پس از .  كامل قرار داده شدRPMI-1640محيط كشت 
با حجم چاهك ها طحال توسط پيستون سرنگ هموژن شدن 
.  ميلي ليتر رسانده شد5/2به  كامل RPMI-1640محيط كشت 
 تهيه 10/1رقيق سازي سريال  به صورت رقت 8از هر طحال 

به هر چاهك پليت )  تكرار12(  ميكروليتر از هر رقت150. شد
پليت هاي تهيه شده به .  خانه حاوي آگار خوندار افزوده شد96

پس از . ند نگهداري شدºC 26  روز در دماي10مدت 
مامي چاهكها از لحاظ وجود ويا عدم وجود انگل انكوباسيون ت
عدم (و منفي ) مشاهده انگل(نتايج به صورت مثبت . بررسي شد

نتايج به . در رقت هاي مختلف يادداشت شد) مشاهده انگل
 به صورت تعداد انگل در ELIDA  آماريكمك نرم افزار

  .طحال گزارش شده است
ها آزمون آناليز  براي ارزيابي آماري داده :ارزيابي آماري

واريانس يكطرفه براي مشخص شدن همگن بودن انحراف 
استانداردها انجام گرفت و در صورت همگن بودن انحراف 

به  براي مقايسه گروهها Tukey-Kramerاستانداردها آزمون 
 به منزله معني دار بودن >p 05/0جداگانه انجام شد و  صورت

  .اختلاف بين دو گروه در نظر گرفته شد

  نتايج 
  هاي تهيه شده  موبررسي مورفولوژي و اندازه ليپوز

پ نوري بر روي ومطالعات انجام شده توسط ميكروسك
هاي حاصله از نوع  ليپوزومهاي تهيه شده نشان داد كه اغلب ليپوزوم

MLVبه كمك دستگاه آناليز ). 1شكل (  مي باشند هاي كوچك
م هاي تهيه شده بررسي اي  ليپوزو توزيع اندازه ذرهاندازه ذره اي، 

ميانگين اندازه ذره اي براي ليپوزوم هاي حاوي ). 1نمودار  (شد
 02/1 ± 2/0 و11/1 ± 25/0 آنتي ژن و  ليپوزومهاي خالي به ترتيب

  . محاسبه شدميكرون 
  
  
  
  
  
  
  
  

پ نوري مربوط به ليپوزمهاي تهيه شده حاوي وعكس ميكروسك: 1شكل 
                                         .)40 ×بزرگنمايي (LmSTI1آنتي ژن 

  
  
  
  
  
  
  
  

نمودار توزيع اندازه ذره اي ليپوزومهاي حاوي آنتي ژن : 1نمودار 
rLmSTI1 و  ليپوزومهاي خالي گروه كنترل، اندازه گيري شده توسط 

 .Particle size Analyzerدستگاه 
  

هاي حاوي آنتي ژن   ليپوزومSDS-PAGEبررسي 
rLmSTI1  

هاي مختلف ليپوزومهاي   فرمولاسيونSDS-PAGEآناليز  2شكل
به منظور اثبات كيفي . دهد  را نشان ميrLmSTI1 حاوي آنتي ژن

 در ليپوزوم، پس از جداسازي rLmSTI1وجود آنتي ژن 
هاي حاصل تحت  ها به وسيله ميكروسانتريفوژ،  ليپوزوم ليپوزوم
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ده وزن  در محدويباند واضح.  قرار گرفتندSDS-PAGEبررسي 
 rLmSTI1آنتي ژن خالص  مربوط به  كيلو دالتون62مولكولي 

وجود دارد كه اين باند در نمونه ليپوزومي تهيه شده نيز مشاهده 
مايع رويي  همچنين اين ژل  مقادير آنتي ژن موجود در .شود مي

  . دهد  بار شستشوي فرمولاسيون ليپوزومي را نشان مي3حاصل از 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   rLmSTI1 ليپوزوم حاوي آنتي ژن SDS-PAGEيز آنال: 2شكل
 ،45، 66 بالااز ( استاندارد وزن مولكولي پروتئيني با دامنه كم سيگما -1

 به مقدار rLmSTI1 پروتئين -2، )  كيلو دالتون2/14 و 20، 24،29،36
1µg ،3-ليپوزوم حاوي rLmSTI1 پس از جداسازي از پروتئين 

 حاصل از شستشوي بار مايع رويي -4وژ، انكپسوله نشده با ميكروسانتريف
 كه حاوي پروتئين هاي انكپسوله نشده 3اول ليپوزوم هاي ستون 

rLmSTI1  ،حاصل از شستشوي بار دوم مايع رويي -5 مي باشد 
 كه حاوي پروتئين انكپسوله نشده احتمالي 3ليپوزوم هاي ستون 

rLmSTI1 ، مايع   -7 ليپوزوم هاي خالي فاقد آنتي ژن، -6 مي باشد
مايع رويي  -8، 6 حاصل از شستشوي بار اول ليپوزوم هاي ستون رويي

 .6حاصل از شستشوي بار دوم ليپوزوم هاي ستون 
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
 هاي  در سرم گروهIgG2a و IgG،IgG1تيتر آنتي بادي هاي : 2نمودار 

)  هفته بعد از آخرين تزريق واكسن3(مختلف موش هاي واكسينه شده 
  ارائه شده است،Mean ± SEنتايج به صورت (SLAنتي ژن  آدر برابر

10n= .(بادي  تيتر آنتيIgG2a و IgGهاي حاوي   درگروهي كه ليپوزوم
اند نسبت به ساير گروهها اختلاف   را دريافت كردهrLmSTI1آنتي ژن 

  ).>p 05/0( دار دارد  معني

  IgG2a, IgG1, IgGهاي  بررسي تيتر آنتي بادي
 3اي ايمونيزه شده با فرمولاسيون ليپوزومي بررسي سرم موشه

 در IgG2aدهد كه تيتر  هفته بعد از آخرين تزريق واكسن نشان مي
هاي حاوي آنتي ژن  موشهايي كه به عنوان واكسن ليپوزوم

rLmSTI1اند نسبت به ساير گروهها  اختلاف   را دريافت كرده
 در IgG1دي تيتر آنتي با) . 2نمودار ( )>p 05/0 (ي دارد داريمعن

ن را به صورت محلول ژ ي كه آنتياين گروه نسبت به گروه
) <p 05/0 (ان ندادنشي افت كرده بودند اختلاف معني داريدر

ن را ژ ي كه آنتي در مورد گروهIgG ي باديتر آنتيت). 2نمودار (
ر گروهها يسه با سايافت كرده بودند در مقاي دريپوزوميبه شكل ل

نتايج نشان مي دهد كه ). >p 05/0(  داشتي دارياختلاف معن
تام  IgGليپوزومي باعث افزايش ترشح  به صورتوجود  آنتي ژن 

 در IgG1 ترشح ي بر روير چندانيكه تاث ي شده در حالIgG2aو 
دست ه ج بينتا ). 2نمودار  (شته است ژن محلول ندايسه با آنتيمقا

ش، افزايش  هفته بعد از چال12 ها ي باديتر آنتي تيآمده از بررس
 را در IgG2a  ،IgG1 ، تامIgGي ها قابل توجه تيتر آنتي بادي

  دهدياز چالش با انگل زنده نشان م تمامي گروهها نسبت به قبل
   ). 3نمودار (

  
  
  
  
  
  
  
  
 در سرم گروه هاي مختلف IgG2a,IgG1,IgGتيتر آنتي بادي هاي : 3مودار ن

 در )ليشمانيا ماژورفته بعد از چالش با انگل  ه12( موش هاي واكسينه شده 
). =n 10،  ارائه شده استMean ± SEنتايج به صورت( SLAآنتي ژن  برابر 

 rLmSTI1هاي حاوي آنتي ژن   درگروهي كه ليپوزومIgG2aبادي  تيتر آنتي
). >p 05/0( دار دارد  اند نسبت به ساير گروهها اختلاف معني را دريافت كرده

اند نسبت   را دريافت كردهPBS كه  در گروهيIgG1ر آنتي بادي همچنين تيت
  ).>p 001/0( دار دارد  به ساير گروهها اختلاف كاملا معني

  
 بعد از IgG1 ي باديتر آنتين تيشتريدهد ب يج  نشان مينتا

كه  يدر حال ) >p 001/0 ( باشديمشاهد چالش مربوط به گروه 
  راrLmSTI1 آنتي ژن هاي حاوي  كه  ليپوزومي گروهيموشها

د كرده ي را تولIgG1 ي باديتر آنتين تي كمتر،اند دريافت كرده

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 
ي بديعيدكتر عل  

84 زمستان، 4ماره، ش8مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                       221

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

PBS Sol. DSPC/CHOL. LmSTI1 Sol. DSPC/CHOL/LmSTI1

Ig
G

2a
/Ig

G
1

Before challenge After challenge

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

Pa
ra

si
te

 n
um

be
r 

in
 sp

le
en

PBS Sol.

DSPC/Chol.

LmSTI1Sol.

Liposomal
LmSTI1

Challenge test 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Weeks

Fo
ot

pa
d 

sw
el

lin
g(

m
m

)

PBS Sol.

DSPC/CHOL.

LmSTI1 Sol.

DSPC/CHOL/LmSTI
1

 يتر آنتين تيشترين گروه بيگر همي دياز سو. )>p 05/0( اند
كه بالا بودن  ياز آنجائ.  استد كردهي را تولIgG2a يباد

ك پاسخ ي معرف تحرIgG1 به IgG2a ي باديتر آنتينسبت  ت
جه گرفت ي توان نتي باشد لذا مي مTh1 نوع يمنيستم ايس

ايمني از  پاسخ بروزاستفاده آنتي ژن به شكل ليپوزومي باعث 
  .)4نمودار(  شده استTh1نوع 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 در سرم گروه هاي IgG2a/IgG1نسبت تيتر آنتي بادي هاي : 4نمودار
  قبل و بعد از چالش با انگل( مختلف موش هاي واكسينه شده 

 / IgG2aبادي  نسبت تيتر آنتي. SLAآنتي ژن  عليه) ليشمانيا ماژور
IgG1هاي حاوي آنتي ژن   درگروهي كه ليپوزومrLmSTI1 را دريافت 
 نسبت به ساير ليشمانيا ماژوراند،  قبل و بعد از چالش با انگل  كرده

  ).>p 001/0 و >p 05/0به ترتيب  ( دار دارد  گروهها اختلاف معني
  

 چالش داز بررسي سير بروز ضايعه بع
 با ليپوزومهاي BALB/cايمونيزاسيون موشهاي حساس 

تورم كف ) >01/0p (معني داري به صورت rLmSTI1حاوي 
دريافت ) گروه كنترل (PBSپا را در مقايسه با گروهي كه 
همچنين اختلاف  ).5نمودار (كرده بودند كنترل كرده است 

معني داري بين گروه دريافت كننده ليپوزومهاي حاوي 
rLmSTI1 با گروه دريافت كننده آنتي ژن rLmSTI1 به 

در ). >p 05/0 (ديده شدصورت محلول و گروه ليپوزوم خالي 
 به صورت محلول rLmSTI1كه استفاده از آنتي ژن  حالي

نسبي توانسته است از  به صورت خالي ومهمانند گروه ليپوز
ز نتايج حاصل از آنالي .پيشرفت تورم در كف پا جلوگيري كند

دست آمده اختلاف معني داري بين گروه ه آماري داده هاي ب
دريافت كننده آنتي ژن به صورت محلول و گروه دريافت 

  ). <p 05/0(كننده ليپوزومهاي خالي نشان نمي دهد 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ميانگين اندازه افزايش ضخامت كف پاي چپ در گروههاي : 5نمودار 
پس از چالش با انگل  واكسينه شده ، BALB/cمختلف موش هاي 

 ارائه شده Mean ±SEMنتايج به صورت(ليشمانيا طي هفته هاي متوالي
ميزان تورم كف پاي موشهاي گروهي كه ليپوزوم حاوي ). =10nاست،

اند نسبت به ساير گروهها در   را دريافت كردهrLmSTI1آنتي ژن 
ه در حالي كه اين مقدار براي گروهي ك) >p 05/0(كمترين مقدار بود 

PBSهفته 12اند بيشترين مقدار بعد از   را به عنوان واكسن دريافت كرده 
  ).>p 001/0(بود 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
تعداد انگل ليشمانيا ماژور موجود در طحال گروههاي مختلف : 6نمودار 

   هفته بعد از چالش با انگل12(  واكسينه شدهBALB/cموشهاي 
). =3n ارائه شده است،Mean ±SEنتايج به صورت ) (ليشمانيا ماژور 

هاي  دار بين تعداد انگل در طحال گروهي كه ليپوزوم اختلاف معني
اند در مقايسه با ساير   را دريافت كردهrLmSTI1ژن  حاوي آنتي

  ).>p 05/0(شود  گروهها ديده مي
  

 در طحال موشهاي L.  major بررسي تعداد انگل 
   واكسينه شده بعد از چالش

 12گل در طحال موشهاي واكسينه شده را  تعداد ان6نمودار 
 بررسي تعداد .هفته بعد از انجام آزمون چالش نشان مي دهد

انگل در طحال به منظور بررسي سير بيماري و احشايي شدن آن 
نتايج نشان مي دهد كه تعداد انگل در طحال  .گرفتانجام 
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موشهاي واكسينه شده با ليپوزومهاي حاوي آنتي ژن 
rLmSTI1ايسه با گروه كنترل  در مقPBS به نحو بارزي 

دهد كه اختلاف معني داري  نتايج نشان مي. كاهش يافته است
بين تعداد انگل موجود در طحال گروهي كه آنتي ژن را به 

به  با گروهي كه آنتي ژن را صورت محلول دريافت كرده اند
 ). >p 05/0 (ليپوزومي دريافت داشتند وجود دارد صورت

ف معني داري بين گروهي كه ليپوزومهاي خالي همچنين اختلا
   وجود نداشتPBSرا دريافت كرده اند با گروه كنترل 

)05/0 P>.(     
  

  و نتيجه گيري  بحث
 ايمني سلولي از ايجاد پاسخ به وزواكسيناسيون موثر عليه ليشماني

مطالعات نشان داده  .)22 ،8 ،6 ،5 ،4 ،2( وابسته استTh1نوع 
   و IFN-γ توليد  تحريك تواناييLmSTI1  ژن كه آنتي

 را LmSTI1ژن   آنتيدر برابر اختصاصي IgG2aآنتي بادي 
 شامل تست ازدياد حساسيت تاخيري in vivoداشته و مطالعات 

   اين خصوصدر ليشمانيا ماژور و آزمون چالش با انگل زنده 
آنتي ژن نيز همراه با پاسخ ايمني سلولي بوده و توانسته باعث 

   گردد ليشمانيوزدر برابر BALB/cهاي  موشنسبي  صونيتم
ژن در تحريك  توانايي اين آنتياي در مطالعه  ).20 ، 10-7(

هاي   در ميمونnon-human primateايمني سلولي در مدل 
rhesus به همراه آنتي ژن TSA نوتركيب مورد  به صورت
ه ژن به همرا نشان داد كه اين آنتينتايج   وقرار گرفتارزيابي 

ده  استفاIL-12همراه ادجوانت كه هنگامي تنها  TSAآنتي ژن 
در  در مطالعه ديگري ).20(تواند مصونيت ايجاد كند  شود مي

و   TSAهاي  ژن ژن به همراه آنتي  اين آنتيBALB/c  وشم
LeIf سه گانه  به صورت (Trifusion)  با نامleish-111f به 

-monophosphoryl lipid A) و IL-12همراه ادجوانت 
squalene)كه اين داد نتايج نشان . مورد بررسي قرار گرفت 

و موشها در رد ژن توانايي ايجاد پاسخ ايمني سلولي را دا آنتي
  ).10 ( بودند مصونليشمانيا ماژوربا انگل چالش مقابل 

 توانايي تحريك سيستم ها ليپوزومكه مطالعات نشان داده 
. تعيين كنند وع پاسخ ايمني راند ننتوا  و حتي ميشتهايمني را دا

ليپوزوم ها به دليل اندازه و خصوصيات فيزيكوشيميايي خاص 
به عنوان جسم خارجي براي بدن محسوب شده و توسط 

در واقع .  مي شوندهماكروفاژهاي سيستم رتيكولواندوتليال فاگوسيت
) passive targeting(ليپوزومها باعث هدف گيري غيرفعال 

به منظور  ).13،23،24( مي شوند APCsت آنتي ژنها به سم
، امروزه از مكانيسم APCژن به سلولهاي  آنتيتر رساندن موثر

براي اين منظور . شود  استفاده ميهدف گيري فعال 
سطح در اين نوع بر روي . شوند ايمونوليپوزومها استفاده مي

 در برابر ليپوزوم آنتي بادي خاص كه معمولا آنتي باديهاي ويژه 
 مي باشد متصل APCژنهاي سطحي سلولهاي  ري از آنتييكس
 APCژنها  به سلولهاي  در اين سيستمها اختصاصا آنتي. شود مي

  . شوند  ميرسانده
ها  بادي فسفوليپيدهاي مختلف اثرات متفاوتي در توليد آنتي

باعث  DSPC  كهبه طوري. و حتي ميزان ترشح آنها دارند
 در مقايسه با IgGهاي  تيتر بالاتري از ايزوتيپايجاد 

(Dmyristoyl phosphatidyl choline) DMPC و 
(Phosphatidyl choline) PC  درصد ). 19، 18(د شو مي

تواند بر روي ميزان تحريك  مي هم كلسترول در فرمولاسيون
كلسترول اگر مقدار به طوري كه . پاسخ سيستم ايمني موثر باشد

 بيشترين ، بيشتر باشد مولي%30در فرمولاسيون ليپوزومي  از 
 را خواهد IFN-γتحريك سيستم ايمني و ترشح سايتوكاين 

ومي حاوي در مطالعه حاضر فرمولاسيون ليپوزلذا .  )25(داشت 
DSPCمقايسه توزيع اندازه ذره اي .  و كلسترول تهيه گرديد

 rLmSTI1ليپوزومهاي خالي با ليپوزومهاي حاوي آنتي ژن 
 داخل ليپوزوم تاثيري بر  نتي ژننشان داد كه محبوس كردن آ

. روي اندازه و مورفولوژي ليپوزومهاي تشكيل شده نداشته است
عدم تغيير اندازه و مورفولوژي ليپوزومها بعد از انكپسولاسيون 

). 24،26( ماده موثره توسط ساير محققين نيز گزارش شده است
.  استفاده شدDRVدر اين مطالعه براي تهيه ليپوزومها از روش 

اين روش يكي از بهترين روشهاي تهيه ليپوزومهاي حاوي 
 پروتئين مي باشد زيرا ميزان محصور سازي در اين روش بالا

 تهيه شده در rLmSTI1 حاوي DRVليپوزومهاي ). 26( ستا
 كوچك غير هموژن با MLV و يا LUVاين مطالعه از نوع 

% 74 ميكرون بوده و ميزان محصور سازي 1/1ميانگين اندازه 
به  DRVدرصد محصور سازي بالا در روش . محاسبه گرديد

لييپوزوم ها در حضور مقادير كم فاز مائي سريع  شكل گيري 
در  در واقع .ي شوددر حين مرحله رهيدراسيون نسبت داده م
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ليپوزومها دچار شكستگي در  Freeze Dryingمرحله  حين 
شكيل  تساختمان دو لايه خود شده و مولكولهاي فسفوليپيد

 به شكل خيلي منظم كنار هم قرار مي گيرند كه دهنده ليپوزوم
  صورت در اين صورت رهيدراسيون با مقدار كمي آب 

علاوه بر اين از نظر حفظ پايداري پروتئين اين روش . مي پذيرد
  ).26(  است ارجحنسبت به روشهاي ديگر تهيه ليپوزوم

ي  در آناليز نمونه هاSDS-PAGEاستفاده از روش    
 به منظور نشان دادن آنتي ژن rLmSTI1ليپوزومي حاوي 

روش . موجود داخل ليپوزومهاي تهيه شده صورت گرفت
SDS-PAGE جهت نشان دادن انكپسولاسيون آنتي ژن 

GP63 در ليشمانيا ماژور جداسازي شده از پروماستيگوتهاي 
 و كلسترول نيز استفاده DSPC تهيه شده از DRVليپوزومهاي 
بررسي ميزان خلوص و شناسايي آنتي ژن ). 24( شده است
 همكارانش با روش   و Webb توسط rLmSTI1نوتركيب 

SDS-PAGEهمچنين . )9 ( براي اولين بار صورت گرفت
 62وجود چند قطعه پروتئيني با وزن مولكولي كمتر از 

كيلودالتون در ژل رنگ آميزي شده مشابه با قطعات مشاهده 
وجود قطعات پروتئيني . رش شده است  نيز گزا2شده در شكل 

   نسبت داده شده استrLmSTI1به ناپايداري نسبي پروتئين 
در خصوص استفاده از ليپوزوم به منظور مطالعات بسياري  ).9(

 ليشمانيوز با در برابرافزايش تحريك پاسخ ايمني سلولي 
 ,LAg (Leishmania Antigen)هاي  ژن استفاده از آنتي

SLA, (Autoclaved Leishmania major) ALM, 
rGP63 و (Soluble Leishmania donovani Antigen) 
SDLAدر تمام مطالعات فوق نشان داده .  صورت گرفته است

ليپوزومي  ارائه شود سيستم  به صورتشده زماني كه آنتي ژن 
يك در . )27-30 ،24(شود ايمني به نحو موثرتري تحريك مي

قش نوع فسفوليپيد مصرفي در مطالعه كه به منظور بررسي ن
فرمولاسيون ليپوزومي بر روي ميزان تحريك سيستم ايمني 

، PC فسفوليپيد 3صورت گرفته نشان داده شده كه از بين 
DPPC و DSPC هاي  ت موشصوني مBALB/c در برابر 

ژن ليشمانيا همراه  شود كه آنتي زماني ايجاد ميليشمانيوز 
فسفوليپيد .  استفاده شود DSPCهاي حاوي فسفوليپيد  ليپوزوم
DSPC به علت داشتن Tmهاي محكمتر و با   بالاتر ليپوزوم
 in vivoها در محيط  اين ليپوزوم. كند  بيشتر توليد مي استحكام

لذا . كنند به راحتي شكسته نشده و محتويات خود را آزاد نمي

هاي محبوس داخل ليپوزوم نشت نكرده و نهايتا مقدار  ژن آنتي
قرار   APC كه همراه ليپوزوم در دسترس سلولهاي يژن آنتي
   .)29( بيشتر خواهد بود،گيرد مي

به منظور بررسي نحوه تاثير شكل ليپوزومي آنتي ژن 
rLmSTI1 در محافظت موشهاي BABL/c  در برابر 

ليشمانيوز بعد از انجام مراحل ايمونيزاسيون ابتدا سرم موشهاي 
 . چالش انجام گرفت مونآوري و سپس آز واكسينه شده جمع

 آنتي ژن هاي مختلف انگل هاي حاوي بررسي تاثير ليپوزوم
 در برابر CBA/ca و BALB/c   در محافظت موشهايليشمانيا

 به كمك آزمون چالش توسط محققين ديگر نيز انيوزمليش
 هفته بعد از چالش 12 . )27-30 ،24 ،20( گزارش شده است

 ايجاد شده مجددا سرم  به منظور ارزيابي سرنوشت عفونت
آوري شده و عيار آنتي  با انگل زنده جمعشده موشهاي چالش 

در اين مطالعه نسبت  .هاي مربوطه در آنها بررسي گرديد بادي
IgG2a/IgG1ژن هم قبل از   در گروه ليپوزوم حاوي آنتي

 كه نشان )4نمودار ( از يك بود بيشترچالش و هم بعد از آن
باشد، اين گروه در   در اين گروه ميTh1دهنده القاء پاسخ 

 .تست چالش با انگل زنده بيشترين مصونيت را از خود نشان داد
 حدود IgG2a/IgG1نسبت  آنتي ژن محلولولي در گروه 

 Th2و هم   Th1يك بود كه نشان دهنده تحريك نسبي هم 
 اين گروه به همين دليل در تست چالش مصونيت  باشد، مي

وه بر اين نشان داده شده است كه موش علا. نسبي نشان داد
شود يك   عفوني ميليشمانيا ماژور وقتي با BALB/cحساس 

شود، در   ايجاد ميIgG1باديهاي   القاء شده و آنتيTh2پاسخ 
 تضعيف اين فعاليت را C57BL/6حالي كه موشهاي مقاوم 

باديهاي   به همراه توليد آنتيTh1نموده و باعث افزايش پاسخ 
IgG2a كه اين مطلب به وضوح در گروه ) 4،6(شوند  مي
 آن خيلي پايين است IgG1 كه قبل از چالش تيتر PBSكنترل 

همچنين با . رود قابل مشاهده است ولي بعد از آن خيلي بالا مي
توجه به اين موضوع كه انگل ليشمانيا ماژور در موشهاي 

BALB/c باعث بروز پاسخ  Th2 شدن ليشمانيوز  احشايي و
هاي موجود در طحال موشهاي   لذا تعداد انگلرددمي گ

بر اثر واكسيناسيون در صورتي كه . واكسينه شده نيز بررسي شد
احشاء انگل در ، ميزان رشد  تحريك شده باشدTh1پاسخ 

 Th2 پاسخ كه ر صورتيديابد و  يكاهش مطحال خصوصا 
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  انگلتعداد زيادي حشايي شده و اغلبه كرده باشد، ليشمانيوز 
ه نتايج ب. انيا ماژور در طحال موشها قابل رديابي خواهد بودمشلي

ژن   دهد كه شكل ليپوزومي آنتي  دست آمده نشان مي
rLmSTI1 توانسته تا حد زيادي از پيشرفت احشايي شدن 

تعداد انگلهاي موجود در طحال اين . بيماري جلوگيري كند
 ه صورتبژن را  ها در مقايسه با گروهي كه آنتي گروه از موش

. دارد ) >p 05/0 ( معني داريمحلول دريافت كرده اختلاف
بررسي تعداد انگل در طحال به منظور بررسي سير بيماري و 
احشايي شدن آن توسط محققين ديگر نيز گزارش شده 

  .)27،28(است
توان از ليپوزوم به عنوان  دهد كه مي نتايج حاضر نشان مي

 ليشمانيوز مدل  برابردرادجوانت تحريك پاسخ ايمني سلولي 
  از سوي ديگر نتايج نشان مي دهد كه . موشي استفاده كرد

  

  
 زماني كه به صورت rLmSTI1ژن  قدرت ايمني زائي آنتي
 و لذا اين امكان وجود افزايش يافتهشود  ليپوزومي مصرف مي

 ليشمانيوز با در برابرخواهد داشت كه بتوان واكسني موثر 
  . كرده تهيrLmSTI1تي ژن استفاده از ليپوزوم و آن

  
   و قدرداني تشكر
دانشگاه ين وسيله از حمايتهاي مالي معاونت پژوهشي به ا
 . تشكر و قدرداني مي شودشكي تهران و مشهد علوم پز

 آنتي ژناهداي  جهت Dr. J. Webb همچنين از آقاي 
rLmSTI1 و آقاي Dr. R. Titusنرم افزار  ارسال جهت 

ELIDA مي شود تشكر و قدرداني.  
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