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بررسي ميزان مصونيت زايي و پاسخ ايمني نسبت به ليشمانيا ماژور اتوكلاو شده 

محصور در ليپوزوم هاي داراي بار مثبت در مدل موشي

، 5، سيدابراهيم اسكندري4، دكتر سيدحسين حجازي3، دكتر علي بديعي2، دكتر محمودرضا جعفري1بييحيي سهرا

6، دكتر علي خامسي پور5اكرم ميرامين محمدي

 دكتراي تخصصي فارماسوتيكس، -3 دانشيار، -2كارشناس ارشد ميكروبيولوژي، باشگاه پژوهش گران جوان، دانشگاه آزاد اسلامي قم، -1

وتيكس، دانشكده داروسازي، مركز تحقيقات بيوتكنولوژي و علوم دارويي پژوهشكده بوعلي، دانشگاه علوم پزشكي مشهد، گروه فارماس

 دانشيار ميكروبيولوژي و - 6 كارشناس ارشد آزمايشگاه، -5 دانشيار انگل شناسي و قارچ شناسي، دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، -4

هاي پوست و جذام، دانشگاه علوم پزشكي تهرانريايمونولوژي، مركز آموزش و پژوهش بيما

 كـارايي ناكـافي    ييكـي از مـشكل هـاي عمـده        .  ميزان اثربخشي واكسن ها به نوع ياور ايمونولوژيكي مورد استفاده بـستگي دارد              :زمينه و هدف  

 هـاي داراي  ليپوزوم در (ALM)شته شده با حرارت در اين مطالعه ليشمانيا ماژور ك  .  فقدان ياور ايمونولوژيك مناسب است     ،واكسن هاي ليشمانيوز  

. بررسي شده استTh1 پاسخ اختصاصي يبار مثبت محصور شده و پاسخ هاي ايمني در مدل موشي نسبت به اين فرمولاسيون و امكان القا

 در سه نوبت به فاصله سـه  Balb/cموش هاي .   به وسيله روش دهيدراسيون و هيدراسيون مجدد تهيه شدALM هاي حاوي ليپوزوم : روش اجرا 

پاسخ هاي ايمني با آزمون پوسـتي و تعيـين تيتـر    . تزريق شدندبه صورت زيرجلدي ي حاوي آنتي ژن يا گروه هاي شاهد    ليپوزومهفته با فرمولاسيون    

. شدرفت ضايعه در حيوانات عفوني شده مطالعه ميزان مصونيت با بررسي روند پيش. آنتي بادي ضد ليشمانيا بررسي شد

ي داراي بار مثبـت بـه صـورت    ليپوزوماي ايمونيزه شده با فرمولاسيون نشان داد كه قطر زخم كف پاي موش ه        ،نتايج چالش با انگل زنده     : يافته ها 

هد از گروه هاي شـا ) >001/0P(  در اين گروه به صورت معني داري       IgG2aهم چنين تيتر    . بودكم تر   از گروه هاي شاهد     ) >05/0P(معني داري   

ازگـروه هـاي   ) >001/0P(ي حاوي آنتـي ژن بـه صـورت معنـي داري     ليپوزومنتايج آزمون پوستي گروه هاي دريافت كننده فرمولاسيون  . بودبالاتر  

.شاهد بالاتر بود

 كـه ليپـوزوم هـاي     و نتايج آزمون پوستي نشان داد IgG2aكوچك تر بودن ضايعه در گروه واكسينه، بالاتر بودن تيتر ضد ليشمانيا : نتيجه گيري

 و مي تواند براي آنتي ژن هاي ليشمانيا به مي كند سيستم ايمني سلولي را تحريك ، داراي بار مثبت با توانايي قوي تر نسبت به ليپوزوم هاي بدون بار

. باشديك ياور ايمونولوژيك مناسبTh1منظور تحريك پاسخ 

 ، ليپوزومALMواكسن ليشمانيا، ليشمانيا ماژور، : واژه هاي كليدي
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مقدمه 

ــشمانيازيس ــهلي ــيله ب ــشمانيا ايجــاد  وس ــاي جــنس لي  انگــل ه

ــي شــود  ــتي    . م ــن بيمــاري مــشكل بهداش  كــشور جهــان  88اي

 و به دليل اهميت كنتـرل و جلـوگيري از گـسترش آن جـزو         است

ين المللـي از جملـه سـازمان جهـاني          اولويت هـاي مهـم مجـامع ب ـ       

ليـشمانيا انگـل اجبـاري سـلول هـاي         .  قـرار گرفتـه اسـت      بهداشت

گوســيت، فاگوســيت كننــده تــك هــسته اي ماننــد ســلول هــاي فا

 پشه خـاكي هـاي      وسيله و   استيك  نوتروفيل و سلول هاي دندرت    

).1-2( منتقل مي شودphlebotomusجنس 

تلـف از زخـم سـاده       اين بيمـاري داراي تظاهرهـاي بـاليني مخ        

ــشنده       ــشايي كـ ــكل احـ ــا شـ ــده تـ ــود يابنـ ــود بهبـ ــالك خـ سـ

 عامل سـالك نـوع روسـتايي اسـت و بـه           ،ليشمانيا ماژور ). 2(است

طور گسترده در مناطق گرمسيري و نيمه گرمـسيري دنيـاي قـديم             

عامل ايجـاد مـصونيت عليـه انگـل هـاي داخـل             ). 2و3(استشايع  

...  باكتريوم لپـره، ليـشمانيا و        سلولي مانند تريپانوما پاليدوم، مايكو    

پاسخ ايمني سلولي شامل واكـنش افـزايش حـساسيت تـأخيري و             

مـصونيت در   ). 1و3(اسـت   سيتوتوكسيك    Tپاسخ لنفوسيت هاي    

 و تا سال ها پس       كمي پس از ايجاد ضايعه به وجود مي آيد         مدت

).1و2(از بهبودي باقي مي ماند

 بـا فعـال شـدن       ،اومعفونت با ليشمانيا ماژور در مدل موشي مق       

IL-12 و ترشـح انترفـرون گامـا و          Th1  نوع    CD4سلول هاي   

 مي  موجبهمراه است كه بهبودي و مصونيت در برابر عفونت را           

 بـا فعاليـت     Balb/c در صورتي كه در مـوش هـاي حـساس            شود

ارتباط است  درIL-10 و   IL-5   ، IL-4وترشح  Th2رده سلولي 

ناكـار آمـد بـودن      ). 4و5 (انجامـد  موش هـا مـي       به مرگ تمامي  و

روش هاي كنترل مخازن و ناقـل، هزينـه هـاي درمـاني، عـوارض               

 تركيب هاي آنتي مـوان ، طـولاني بـودن    به كمكناشي از درمان  

 يافتن واكسني   ، درمان هاي موجود   نگرفتن از دوره درمان و پاسخ     

دسـت يـابي بـه واكـسني        . مؤثر عليه ليشمانيوز را ايجاب مي كنـد       

متعدد از جمله مصونيت مادام العمر بعد از بهبـودي          مؤثر به دلايل    

بـه منظـور پـيش گيـري از         كـاربرد ليـشمانيزاسيون      و زخم سالك 

).6-8(استسالك ميسر 

در زمينه توليد واكسن هاي مختلف عليـه ليـشمانيوز در نقـاط             

 اسـت و از  مطالعـه هـاي فراوانـي صـورت گرفتـه       جهان   گوناگون

، واكـسن   )8(ل زنده ضعيف شده     ، انگ )ليشمانيزاسيون(انگل زنده   

ــده     ــشته ش ــل ك ــسل اول انگ ــاي ن ــاي  و) 7و9-11(ه ــسن ه واك

استفاده شده اسـت  ) 18(ژنتيكياكسن هاي   وو  ) 14-17(نوتركيب

ولي هنوز واكسني عليه هيچ يك از انواع ليشمانيوز انساني وجـود            

نبـود  علت اصلي كارآيي ناكـافي واكـسن هـاي ليـشمانيوز       .ندارد

). 6و7(ك مناسب استياور ايمنولوژي

 بـه عنـوان     (ALM)ليشمانيا ماژور كشته شـده بـا حـرارت          از  

واكسن تجربي عليه شكل هاي مختلـف ليـشمانيازيس در ايـران و         

توليـد انبـوه ايـن آنتــي ژن در    ). 6و8(سـودان اسـتفاده شـده اســت   

نظـر سـازمان جهـاني    انستيتو واكسن و سرم سازي رازي ايران زير     

و در ايـران،    ) 20و21 (پذيرفتصورت  WHO/TDRبهداشت  

ــت   ــرا رگرفـ ــايي قـ ــورد كارآزمـ ــودان مـ ــستان و سـ ). 6و8(پاكـ

ــد كــه    ــي ده ــشان م ــف ن ــاي مختل ــه ه ــايي ALMمطالع ــه تنه  ي

 و كنـد پاسخ ايمني حفاظت بخش ايجاد   عليه ليشمانيوز   نمي تواند   

ايـن   ). 6و7(شـود بايد همراه با ايمونوادجوانت هـاي مـؤثر تزريـق           

مورد كارآزمايي قـرار گرفتـه      Alum و   BCG همراه   ،آنتي ژن 

نيزاسيون همراه با اين تركيـب هـا        شان داده است كه ايمو    و نتايج ن  

 را IFN-γ و IL12  القـا و ترشـح      Th1مي تواند پاسـخ سـلولي       

ولي اين پاسـخ بـراي ايجـاد مـصونيت كـافي            ) 6و8(كندتحريك  

 بـه دليـل فقـدان ايمونـو        به عمل آمـده   با وجود تلاش هاي     . نيست

 واكسن مؤثري عليه ليشمانيازيس طراحي نـشده      ،جوانت مناسب اد

 با توجه به اين كه تعداد كمي از ايمونو ادجوانـت هـا         .)6و7(است

در انسان قابـل اسـتفاده هـستند و متأسـفانه بـسياري از آن هـا مـي                   

 و توانـايي القـا      كنـد توانند ايمني هومورال را بـه خـوبي تحريـك           

ايمونولـوژيكي و پروفيلاكتيـك     خاصيت  . ايمني سلولي را ندارند   

نت ها و حامـل هـاي مختلـف ماننـد سـايتوكاين هـا،       ايمونو ادجوا 
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بـراي اسـتفاده در     ...  ، ليپـوزوم و    BCG   ، Alumپروتئوزوم هـا،    

انسان در مدل هاي موشي كارآزمايي شده است كـه همـه آن هـا               

. كننــدتوانـسته انــد سيــستم ايمنــي را بــه صــورت نــسبي تحريــك  

يكـول هـاي ميكروسـكوپي هـستند كـه از دو لايـه              ليپوزوم هـا وز   

ــشكيل  ــسفوليپيدي تـ ــوند فـ ــي شـ ــي    مـ ــاي آبـ ــاوي فازهـ  و حـ

را مـي  ) در چربيهم محلول در آب و هم محلول     (داروها  . هستند

اختصاصي بـودن آن     كرده و كارآيي و    داخلا  توان در ليپوزوم ه   

ثر علاوه بر اين ليپوزوم ها ايمونو ادجوانت هاي مؤ        . را افزايش داد  

ايـن وزيكـول هـا      ). 22و23 (هـستند براي آنتي ژن هاي پروتئينـي       

قـادر بـه تحريـك هـر دو     براي طيف هاي مختلفي از آنتي ژن هـا      

مهـم  يكـي از  ). 24و25 (هـستند پاسخ ايمنـي هومـورال و سـلولي         

ترين ويژگي هاي ليپوزوم ها به عنوان ايمونـو ادجوانـت، توانـايي             

بـه صـورت اختـصاصي    آن ها درتحريـك سيـستم ايمنـي سـلولي      

 انتخـاب   ماننـد روش هاي مختلـف     اين هدف به وسيله   ). 23(است

 مناسـب روي    الكتريكي، انتخـاب بـار    )26-28(فسفوليپيد مناسـب    

، پوشش دادن ليپـوزوم هـا بـا تركيـب هـاي             )29(سطح ليپوزوم ها  

و تهيه ليپوزوم ها طوري     ) 30(قندي حاوي اوليگومانوز نظير مانان      

ليپـوزوم هـا   ليپوزوم ها يادر قـسمت دولايـه  كه آنتي ژن در سطح      

قابـل  ) به جاي اين كه در فاز آبي داخلي ليپوزوم هـا قـرار گيـرد              (

،علاوه بر اين ليپوزوم ها به عنوان ادجوانت       ). 31(دست يابي است  

ــد اداره دارو و غــذاي  در مطالعــه هــاي .  اســتامريكــامــورد تأيي

بـه خـوبي تحمـل      كلينيكي كاملاً بي خطر و توسط افراد داوطلب         

مطالعه هاي مختلف نشان مي دهـد كـه خاصـيت           ). 32(شده است 

ليپوزوم ها با تركيـب فـسفوليپيد ديـواره و درجـه     ايمونو ادجوانتي 

-Phase Transition temperature)حــرارت عبــور فــاز 

Tm)   درجـه   ،درجـه حـرارت عبـور فـاز       ). 32( رابطه مستقيم دارد 

حالت كريستال مايع كه در     حرارتي است كه در آن ليپوزوم ها از         

آن فسفوليپيدها نسبتاً نامنظم قرار مي گيرند بـه حالـت جامـد شـبه               

 تبديل مي شـوند كـه بـه صـورت كـاملاً      (Solid like gel)ژل 

.منظم در كنار هم قرار مي گيرند

طبيعت، نوع و ميـزان بـار روي سـطح غـشا ليپـوزوم از جملـه                 

 شـدت بـر هـم كـنش         پارامترهاي مهم و تعيين كننـده مكانيـسم و        

در داخـل بـدن     ليپوزوم هـاي خنثـي      . استغشاء سلولي و ليپوزوم     

 بر اين ليپوزوم هاي خنثـي نمـي          و علاوه  پايداري بيش تري دارند   

توانند واكنش قابل توجهي با غشاء سلول داشته باشـند و در اكثـر               

از ). 32(شودموارد دارو در خارج از سلول آزاد و وارد سلول مي            

ار الكترواسـتاتيكي بـالا مـي توانـد باعـث افـزايش             طرف ديگـر ب ـ   

ليپـوزوم هـاي داراي     ).32(روي غشاء شود  واكنش ليپوزوم سلول    

در . دنشـو مـي   مكانيـسم اندوسـيتوز جـذب    وسيلهبار منفي عمدتاً  

 مكانيـسم فيـوژن   وسيلهبار مثبت عمدتاً  مقابل ليپوزوم هاي داراي     

تاتيك بـا غـشاء   و در بعضي موارد از طريق بـرهم كـنش الكتروس ـ         

تحقيـق هـاي مختلـف نـشان داده         ). 32(مـي دهنـد   سلولي واكنش 

است كه استفاده از بـار مثبـت روي سـطح ليپـوزوم هـا نـسبت بـه                  

ليپوزوم هاي خنثي و داراي بار منفي مي تواند ايمني سلولي را بـه               

ليپوزوم هاي با بـار مثبـت بـا         ). 32(كندطور قابل توجهي تحريك     

DNAتــصل و بــه انــواع ســلول هــا منتقــل مــي  ي بــا بــار منفــي م

ليپوزوم هاي بـاردار كـاتيوني بـه عنـوان          هم چنين   ). 29و32(شوند

واكـسيناسيون بـه كـار مـي        بـراي   DNAيك حامـل مناسـب در       

 القـا ايمنـي سـلولي در مـوش          براي  در اين مطالعه    ). 29و32(روند

ALMليپوزوم هـا بـا بـار مثبـت حـاوي آنتـي ژن                Balb/cهاي  

. قرار گرفتده استفامورد 

روش اجرا 

 در  (ALM)ليشمانيا ماژور كشته شـده بـا حـرارت          : آنتي ژن 

انستيتو واكسن و سرم سازي رازي ايران زير نظـر سـازمان جهـاني        

ــوه  WHO/TDRبهداشــت  ــه صــورت انب  و وزارت بهداشــت ب

).12و20(توليد شده است

 از انـستيتو   كه هفته اي 6-8  ماده    Balb/cموش هاي   : حيوان  

 درجـه سـانتي گـراد و    25 تـا  22 در دمـاي  شـد استور ايران تهيـه   پ

-روشــنايي ســاعت12 ســاعت تــاريكي و  12شــرايط نــوري 
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. اندنگهداري شده 

  بــا MRHO/IR/75/ER  ســويه L.majorانگــل : انگــل 

آماستيگوت هاي گرفتـه    . شد  نگهداري    Balb/cپاساژ در موش    

 كـشت   NNN زخم موش ها ابتـدا در محـيط         هاي شده از ترشح  

، FCS% 10  حـاوي  RPMI 1640داده شد و سپس بـه محـيط   

U/ml100 پنـــي ســـيلين G ميكروگـــرم در ميلـــي ليتـــر 100 و 

).33( درجه تكثير شدند25⋅1 و در دماي منتقلاسترپتومايسين 

ــول : مـــواد   TMB(3,3', 5,5'-Tetramethylمحلـ

benzidine) ــولي ــتاندارد وزن مولكــ  و Tween 20 ، اســ

ــايين از ســيگما پروتئينــي ــا دامنــه پ . شــدندخريــداري ) امريكــا( ب

تيك گلايسين، نيترات نقره، كلسترول، كلروفرم، متانول، اسيد اس ـ       

ــود  ــان ب ــرك آلم ــريس محــصول م  Bovine Serum). و ت

Albumin) BSA ، PC از  Fluka  شـد خريـداري   سـوييس .

ــگ   ــت ايزوتايپين ــركت  IgGكي ــصول ش ــي مح Zymed  موش

(analytical grade)يـه اي   مواد از نوع تجزبقيه. بود) امريكا(

. بود

ــا IgG total ، IgG1 ، IgG2aپــادتن هــاي    كونژوگــه ب

ــود  ــسيداز ب ــادتن . پراك ــر  IgG totalپ ــصرف براب ــيش از م   پ

 هـزار  40دستورالعمل كارخانه سـازنده بـه مقـدار يـك حجـم در            

سـاير پـادتن هـاي زيـر        .   رقيق شد   PBS-Tweenحجم محلول   

. در هزار با محلول يادشده رقيق شد به اندازه يك IgGگروه 

(DRV) رهيدراسيون –تهيه ليپوزوم به روش دهيدراسيون 

 رهيدراســيون –ليپــوزوم هــايي بــه وســيله روش دهيدراســيون 

(Dehydration rehydration vesicle, DRV)  حـاوي  

Phosphatidyl cholin(PC) ــسترول و DDAB و كلــ

)Dimethyldioctadecyle ammonium bromide (  كـه

در ايـن روش  .  سـاخته شـد  7:2:1 به نـسبت  استداراي بار مثبت 

به كمـك يـك بـالن تـه گـرد مقـادير مـورد نيـاز از فـسفوليپيد و                     

سـپس در دسـتگاه خـلاء    . شـد  حلال آلي حل به كمك كلسترول  

فـيلم ليپيـدي   چرخان حلال آلي تبخيـر شـد تـا روي جـداره بـالن         

بـه فـيلم ليپيـدي حاصـله در دمـاي بـالاتر از              ،  نازكي به وجود آيد   

Tm و پــس از شــد مقــادير مناســبي از آب مقطــر اســتريل اضــافه 

ليپـوزوم  .   اوليه خالي تـشكيل شـد     MLVورتكس، ليپوزوم هاي    

  حاصله به وسيله سونيكاتور حمام بـه ليپـوزوم هـاي             MLVهاي  

SUV  سپس مقـدار معينـي      .  تبديل شد–ALM    بـه SUV  هـاي

 گـاز نيتـروژن بـه سـرعت         وسـيله زوده و مخلـوط      اف ،خالي حاصل 

Freeze-Drierبعــد از انجمــاد، بــالن بــه دســتگاه . شــدمنجمــد 

ــشك    ــس از خ ــصل و پ ــدنمت ــوط در ش Freeze-Drier مخل

 آب  بـه كمـك   هاي اوليـه    SUVفرآورده با يك دهم حجم كل       

عمـل هيدراسـيون مجـدد بـه كمـك          . مقطر استريل هيدراتـه شـد     

 سـپس مخلـوط بـه مـدت         گرفت و ورتكس كردن ملايم صورت   

در .   قـرار داده شـد      Tmنيم سـاعت در درجـه حـرارت بـالاتر از            

ــولاً      ــه معمـ ــل كـ ــاي حاصـ ــوزوم هـ ــت ليپـ ــا LUVنهايـ  و بـ

  بـه حجـم   PBSليپوزوم هاي چند لايه اي كوچك بودند با بـافر         

. اوليه رسانده شدند

 نشده از ليپوزوم جداسازي آنتي ژن هاي محصور

تــــي ژن هــــاي انكپــــسوله نــــشده از بــــراي جداســــازي آن

15 نمونه ها سه مرتبه هـر بـار بـه مـدت           ،ليپوزوم هاي فرموله شده   

 دســتگاه  بــه كمــك   درجــه ســانتي گــراد    4دقيقــه در دمــاي   

سانتريفوژ و مايع رويـي جـدا   g ×14000ميكروسانتريفوژ با دور 

. شد

محاسبه درصد محصور سازي 

يم صـورت    بـه روش غيرمـستق     محاسبه درصـد محـصورسازي    

 محلـول   نـشده در  محـصور در اين روش مقـدار آنتـي ژن         . گرفت

براي تعيين مقدار پروتئين    . رويي ليپوزوم ها اندازه گيري مي شود      

محصور شده در انواع ليپوزوم ها، از روش اندازه گيـري پـروتئين             

  بـه    (BSA)  با استفاده از آلبومين سرم گاوي         Lowryبه روش   

به اين ترتيب كه پـس از جداسـازي       . ه شد  استفاد ،عنوان استاندارد 

آنتي ژن محصور نشده در ليپوزوم ها به وسـيله سـانتريفوژ، مقـدار       

  موجـود در مـايع شـفاف رويـي بـه وسـيله             ALMكل آنتـي ژن     
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اندازه گيري پروتئين تعيين شد و از مقدار كـل آنتـي ژن اسـتفاده               

ل براي تهيه ليپوزوم ها كسر و درصد محـصورسازي از فرمـو    شده

  محصور نشده    ALMپس از جداسازي آنتي ژن      . شدذيل تعيين   

سـازي، رسـوب هـاي       ليپوزوم هـا و محاسـبه درصـد محـصور            در

 كه غلظت   شدندسوسپانسيون  طوري    دو باره     PBSليپوزومي در   

µl  در تمــام فرمولاســيون هــا بــه صــورت      ALMآنتــي ژن 

100/µl180ده براي تزريـق از ليپـوزوم هـاي تـازه تهيـه ش ـ            . شود

. شداستفاده 

100 ×)ALM كل –  آزاد موجود در محلول شفاف رويي پس از اولتراسانتريفوژ ALM استفاده شده در تهيه ليپوزوم  (

درصد محصورسازي= ـــــــــــــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 استفاده شده در تهيه ليپوزوم  ALMكل 

ــدژل   ــل آمي ــي اكري ــاليز ســديم دودســيل ســولفات پل آن

  نمونــه هــاي پروتئينــي و   (SDS-PAGE)الكتروفــورز 

ن آنتي ژحاويليپوزوم ها ي 

ــاليز  ــي و SDS-PAGEآنــــ ــه هــــــاي پروتئينــــ  نمونــــ

محـصور ALMپس از جداسازي      (ALMليپوزوم هاي حاوي    

دن رسـوب ليپـوزومي     اولترا سانتريفوژ و سوسپانسيون كـر     نشده با   

اكريــــل آميــــد بــــه عنــــوان ژل % 3در ژل حــــاوي ) PBSدر 

صورت آكريل آميد به عنوان ژل جداكننده       % 10متراكم كننده و    

192 ميلـي مـول تـريس،        25بافر الكتروفورز حـاوي     . )34(گرفت

پـس از اتمـام   .  بود pH3/8  با    SDS% 1/0ميلي مول گلايسين و     

بــا نيتــرات نقــره  ژل هــا الكتروفــورز بــراي رديــابي پــروتئين    

.رنگ آميزي شدند

 Balb/cواكسيناسيون موش هاي 

 در ليپــوزوم، ALMمحــصورسازيپــس از محاســبه درصــد 

 ميـزان   ، كـه در هـر تزريـق       شـد ه صورتي تنظـيم     غلظت آنتي ژن ب   

 در فرآورده هـاي ليپـوزومي در        ALM ميكروگرم آنتي ژن     180

ده گـروه    5موش ها در    .  ميكروليتر از مايع تزريق شود     100حجم  

 فـرآورده  به كمك هفته اي 3 مرتبه با فاصله هاي 3 تايي تقسيم و    

 و DRV-PC/Chol-DDAB-ALMهــــــاي ليپــــــوزومي 

DRV-PC/ChoL-ALM بـــــــه روش زيـــــــر جلـــــــدي 

(Subcutaneous, SC) واكــسينه شــدند و در ضــمن گــروه  

ليپوزوم فاقد آنتـي  (SC)  ميكروليتر 100تنها به ميزان هاي شاهد 

.  دريافت كردندALM و PBS و Empty liposome)(ژن

(DTH)بررسي آزمون ازدياد حساسيت تأخيري 

 انگـل  1 ×107سه هفته پس از آخرين تزريـق واكـسن، تعـداد     

50به وسيله ذوب و انجمـاد ليـشمانيا مـاژور در حجـم              كشته شده   

و هـم زمـان     ميكروليتر مايع تزريقي به كف پاي چـپ هـر مـوش             

ــر 50مقــدار  ــه صــورت  PBS ميكروليت ــاي راســت ب ــه كــف پ   ب

ضخامت كف هر دو پاي موش هـا        . شد  تزريق    (SC)زيرجلدي  

(Mitutoyo) سـاعت بـا كـوليس ديجيتـالي          72،  48،  24پس از   

اندازه گيري شد و اختلاف اندازه در ضخامت كف پاي راست و            

چپ به ميلي متربيان ودرصدافزايش ضخامت كف پاي مـوش هـا      

.از نظرآماري مورد بررسي قرار گرفتمحاسبه وفرمول زيربا 

)  ضخامت كف پاي مبتلا شده–ضخامت كف پاي كنترل (×100

درصد افزايش ضخامت در كف پا=                                    ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

                                                                ضخامت كف پاي كنترل 
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آزمون چالش 

بعد از آخـرين تزريـق و يـك هفتـه پـس از تـست                چهار هفته   

DTH  ،    موش هاي Balb/c       ميكـرو  50  واكسينه شده، با مقـدار

ژور  مــا از پروماســتيگوت هــاي انگــل ليــشمانيا1×106اويليتـر ح ــ

(MRHO/IR/75/ER)   در فاز ايـستا، در كـف        برداشت شده 

به كف پاي   . تحت چالش قرار گرفتند   ،  SCچپ به صورت    پاي  

 به عنوان كنترل    SC  به صورت     PBSجاه ميكروليتر   راست هم پن  

موش ها به طور هفتگي تحـت معاينـه قـرار گرفتنـد و              . تزريق شد 

ميــزان ورم و التهــاب حاصــله در كــف پــاي مــوش هــا بــه وســيله 

اخـتلاف انـدازه در     . انـدازه گيـري شـد      هفته 10كوليس به مدت    

 ايـن  ضخامت كف پاي راست و چپ به ميلي متر بيان شد و نهايتاً           

  به صورت    DTHاندازه با استفاده از فرمول ذكر شده در قسمت          

. شدارايهدرصد افزايش ضخامت در كف پا 

 IgG ، IgG1 ، IgG2aاندازه گيري تيتر 

قبـــل از هـــر تزريـــق و ســـه هفتـــه بعـــد از آخـــرين تزريـــق  

 سرم هـر گـروه بـه        ،  خون گيري به عمل آمد و پس از جداكردن        

 هاي اپندورف ريخته و تـا زمـان انـدازه           طور جداگانه درون ويال   

تيتر آنتـي   .  درجه سانتي گراد نگهداري شد     20گيري پادتن ها در     

 در نمونـه  (IgG Total, IgG2a, IgG1)بـادي ضـد ليـشمانيا   

در ايـن روش    .   تعيين شـد    ELISAي به وسيله تكنيك     هاي خون 

 خانه اي با آنتي ژن بـه دسـت آمـده از    96ابتدا چاهك هاي پليت  

ــ ــده    انگـ ــاره شـ ــويه اشـ ــده سـ ــد و ذوب شـ ــه ازايل منجمـ بـ

پليت ها به مـدت     . هر چاهك پوشش داده شد    در   انگل   105-106

.  درجـه سـانتي گـراد قـرار داده شـدند           4يك شبانه روز در دماي      

  چاهك هاي حاوي آنتـي ژن بـا   PBSشو با بافر  و  پس از شست  

 بـه مـدت يـك سـاعت     37بافر مسدودكننده پوشـيده و در دمـاي       

چاهك ها با رقت هاي مناسب محلول حاوي سـرم بـه       . شدكوبه  ان

سـپس . سـانتي گـراد انكوبـه شـدند        درجـه  4مدت يك شـب در      

در نهايت چاهك هـا     .  آنتي بادي هاي باند نشده جدا و شسته شد        

ــا  ــا     50ب ــه ب ــادي كونژوك ــي ب ــر آنت ــه HRPميكروليت  در و تهي

PBS-Tween20     پس س ـ.  درجه قرار داده شـد 37 پوشيده و در

 بـه هـر    (TMB)را ت ميكروليتـر از سوبـس  50شـو   و پس از شست

 دقيقـه در دمـاي اتـاق و تـاريكي قـرار             30چاهك افزوده و مدت     

 ميكروليتـر محلـول     20بـا افـزودن     از ايـن مرحلـه و     پـس   . داده شد 

واكنش تغييـر رنـگ     ) اسيدسولفوريك يك مولار  (متوقف كننده   

. ر قرائت شدند نانومت450 و پليت ها در طول موج شدمتوقف 

ارزيابي آماري

براي ارزيابي آماري داده ها، براي مشخص شدن همگن بودن         

آزمون آنـاليز واريـانس يـك طرفـه صـورت          انحراف استانداردها   

گرفــت و در صــورت همگــن بــودن انحــراف اســتانداردها بــراي  

به صورت جداگانـه    Kramer-Tukeyآزمون  گروه ها   مقايسه

ه منزله معني دار بودن اختلاف بـين    ب  >05/0p و   صورت پذيرفت 

. دو گروه در نظرگرفته شد

يافته ها 
خصوصيت هاي ليپوزوم ها

ليپوزوم ها در زير ميكروسكوپ، داراي اندازه هـاي مختلفـي            

تصوير ( ميكرومتر بود   6/1 ميكرومتر و اندازه متوسط      3 تا   5/0بين  

 تكنيــك برادفــورد ميــزان   بــه كمــك هــم چنــين  ). 1شــماره 

. درصد تعيين شدALM5⋅43سازي آنتي ژن محصور

SDS-PAGEنتايج آناليز 

ــماره  ــاليز 2تــــــصوير شــــ ــايج آنــــ SDS-PAGE نتــــ

-DRV  و DRV-PC/Chol-ALMليپـــــــوزوم هـــــــاي  

PC/Chol-DDAB-ALM  ــداكردن ــانتريفوژ و ج ــد از س  بع

ALM          اضافي و پخش كردن ليپوزوم هـا در PBS   را نـشان مـي 

ALMشخص است آنتـي ژن  همان طور كه در اين شكل م   . دهد

هـم چنـين در آنـاليز       . در داخل ليپـوزوم هـا محـصور شـده اسـت           

SDS-PAGE   باند ALM             مـشاهده شـد كـه ايـن مـاده داراي  

.طيف وسيعي از آنتي ژن ها با وزن هاي مولكولي متفاوت است
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)40× بزرگ نمايي ( ALMسكوپي ليپوزوم هاي حاوي  شكل ميكرو-1تصوير شماره 

، رنگ آميزي با %12و ژل جداكننده % 3ژل متراكم كننده  (ALM ليپوزوم هاي حاوي SDS-PAGE آناليز -2تصوير شماره 

) نيترات نقره

استاندارد وزن مولكولي پروتئيني با دامنه كم سيگما -1

2-ALM

  پس از خالص سازي با سانتريفوژDRV-PC/Chol-DDAB-ALMليپوزوم هاي -3

  پس از خالص سازي با سانتريفوژDRV-PC/Chol-ALMليپوزوم هاي -4
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 واكسينه شده، پس از Balb/cاندازه افزايش قطر زخم در كف پاي گروه هاي مختلف موش هاي  ميانگين -3 شماره تصوير

چالش با انگل ليشمانيا طي هفته هاي متوالي 

زخم تأثير فرمولاسيون هاي ليپوزومي دركاهش اندازه 

نتايج چالش با انگل زنده نشان داد كه درصد افـزايش انـدازه              

DRV-PC/Chol-DDAB-ALMزخم ها در گروهي كـه       

ــي داري     ــورت معنــــــ ــه صــــــ ــد بــــــ ــه بودنــــــ گرفتــــــ

ــر  ــم تــــــ و ) >DRV-PC/Chol-ALM) 05/0p از كــــــ

و كنتـــرل ليپـــوزوم ) >ALM) 01/0pدر گـــروه هـــاي شـــاهد 

)001/0P< (   و كنترلPBS    بود  )  همـين طـور   ). 3تصوير شـماره

ــده   ــت كنن ــه DRV-PC/Chol-ALMگــروه درياف ــسبت ب   ن

ــرل    ــاي كنتـ ــروه هـ ــوزوم  ) <ALM) 05/0pگـ ــرل ليپـ و كنتـ

)05/0p> (   و كنترلPBS) 05/0p> (     اندازه زخم كوچك تـري

درصد افزايش قطـر پـا در       . داشت ولي اين اختلاف معني دار نبود      

ــي داري نداشــت     ــود واخــتلاف معن ــارز نب ــرل ب ــاي كنت گــروه ه

)05/0p>.(

  در پاسـخ    ALMليپوزومي حـاوي    تأثير فرمولاسيون هاي  
DTH

  نشان داد كه درصد افزايش قطـر         DTHنتايج آزمون پوستي    

-DRV-PC/Chol ســـاعت در گروهـــي كـــه 24پـــا بعـــد از 

DDAB-ALM    گرفتـه بودنــد، بـا گــروه هـاي شــاهد  ALM

)001/0p< (ليپــــوزوم و كنتــــرل )001/0p< ( و كنتــــرلPBS

)001p<(   و DRV-PC/Chol-ALM)  001/0p< (  اختلاف

همين طور بعد از اين مـدت  ). 4تصوير شماره   (داشت  معني داري   

ــده   ــت كنن ــه DRV-PC/Chol-ALMگــروه درياف ــسبت ب   ن

 ، ليپــــوزوم خــــالي 01/0p< (ALM(گــــروه هــــاي كنتــــرل 

)001/0p< ( وPBS) 001/0p< ( اخــتلاف معنــي داري را نــشان

 اختلاف معني داري مشاهده     ، كنترل هم چنين بين گروه هاي    . داد

تنهـا    نسبت به گروه هاي كنترل ديگـر     ALMنشد به ويژه گروه     

  تنهـا در     ALMناتوانينشان نداد كه حاكي از      افزايش بارزي را    

).>05/0p (استتحريك سيستم ايمني 
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24 ساعت 48 ساعت 72 ساعت

 تنها، ALM ، ALM ليپوزومي حاوي ورده هايآ  بعد از واكسينه شدن با فرBalb/c  موش هاي DTH پاسخ -4 شماره تصوير

PBS است  و كنترل ليپوزوم هر ستون مشخص كننده متوسط افزايش ضخامت پا.
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  تام ضد ليشمانيا در سرم موش هاي واكسينه شده با فرآورده هاي ليپوزومي IgG ميزان آنتي بادي هاي -5 شماره تصوير

  تام در سرم IgGشخص كننده متوسط ميزان آنتي بادي هر ستون م . ALM و PBS ، كنترل ليپوزوم، ALMحاوي 

.استموش هاي يك گروه 
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  ضد ليشمانيا در سرم موش هاي واكسينه شده با فرآورده هاي ليپوزومي حاوي IgG1 ميزان آنتي بادي هاي -6 شماره تصوير

ALM كنترل ليپوزوم ، PBS و ALM . هر ستون مشخص كننده متوسط ميزان آنتي باديIgG1 در سرم موش هاي يك 

.استگروه 
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 ضد ليشمانيا در سرم موش هاي واكسينه شده با فراورده هاي ليپوزومي حاوي IgG2a ميزان آنتي بادي هاي -7 شماره تصوير

ALM ، كنترل ليپوزوم ،PBS و ALM .    هر ستون مشخص كننده متوسط ميزان آنتي باديIgG2a در سرم موش هاي يك  

.استگروه 
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تــــأثير فرمولاســــيون هــــاي ليپــــوزومي روي تيتــــر 

آنتي بادي هاي ضد ليشمانيا

IgGنتايج به دست آمـده تيتـر آنتـي بـادي هـاي اختـصاصي         

نــشان مــي دهــد كــه در مــوش هــاي ايمــونيزه شــده بــا فــرآورده  

ــوزومي  ــورت  DRV-PC/Chol-DDAB-ALMليپ ــه ص   ب

ــده   ــت كننــــــ ــروه دريافــــــ ــالاتر از گــــــ ــارزي بــــــ بــــــ

DRV-PC/Chol-ALM) 05/0p< (  ــرل ــاي كنت ــروه ه و گ

)001/0p< (ــود ــده . بـــــــ ــت كننـــــــ ــروه دريافـــــــ گـــــــ

DRV-PC/Chol-ALM           نيز به صـورت معنـي داري نـسبت  

وگـروه هـاي كنتـرل      ) >ALM) 05/0pبه گروه دريافت كننـده      

.   تـام بـالاتري را نـشان داد   IgGتيتر ) >PBS) 01/0pليپوزوم و   

 بـادي هـاي     افزايش آنتي ALMدر صورتي كه در گروه كنترل       

IgG5تصوير شماره (معني داري را نشان نداد  توتال افزايش.(

  اختـــصاصي ليـــشمانيا نـــشان IgG ايزوتايـــپ هـــاي آنـــاليز

  در گروه هاي كنترل تغيير محـسوسي         IgG1مي دهد  كه مقدار      

نداشته اسـت در صـورتي كـه غلظـت ايـن آنتـي بـادي در گـروه                   

ــده  ــا DRV-PC/Chol-DDAB-ALMدريافــــت كننــ  تــ

حدودي كاهش يافته است و ليكن ايـن تغييرهـا از لحـاظ آمـاري               

. معني دار نبود

ــدار  ــا   IgG2aمق ــده ب ــونيزه ش ــاي ايم ــروه ه -DRV در گ

PC/Chol-DDAB-ALM           در مقايسه با گروه هـاي كنتـرل  

)001/0p< ( ــده ــت كننـــــــــــ ــروه دريافـــــــــــ و گـــــــــــ

DRV-PC/Chol-ALM) 05/0P< (     به صورت معنـي داري

 گـروه دريافـت   ELISAيز آمـاري نتـايج     هم چنين آنـال   . بالا بود 

  نسبت به گروه هـاي كنتـرل         DRV-PC/Chol-ALMكننده  

  بـالايي را نـشان داد        IgG2aمقدار  ) >01/0p(به صورت بارزي    

در حالي كه افزايش اين آنتي بادي در گروه هاي كنترل اختلاف            

.بارزي را نشان نداد

بحث

ــاير  پاســــخ ايمنــــي مــــصونيت بخــــش در ليــــشمانيا و ســ

. اسـت  انگل هاي داخلي سـلولي از نـوع ايمنـي باواسـطه سـلولي               

IL-2   ، IFN-γ  با ترشح سايتوكاين هايي نظير        Th1سلول هاي   

 مسوول ايجاد پاسخ هاي ايمني سلولي از جمله پاسـخ       TNF-βو  

  و فعــال شــدن ماكروفاژهــا (DTH)ازديــاد حــساسيت تــأخيري 

 ،  IL-4اي   سـايتوكاين ه ـ   Th2در حالي كه سـلول هـاي        . هستند

IL-5 ، IL-6 و IL-10 و در ايجــاد پاســخ مــي كننــد را ترشــح 

ــد   ــورال و توليـ ــد IgG و IgE ، IgAهومـ ــش دارنـ ). 1و2( نقـ

بررسي ها نـشان داده كـه نـوع پاسـخ، تعيـين كننـده سرنوشـت و                  

 در كنترل بيمـاري، ناشـي   ناتوانيو عاقبت عفونت با ليشمانيا است   

 تلاش براي يـافتن واكـسن       ).1و2(استTh2از بروز پاسخ ايمني     

مناسب عليه ليـشمانيازيس بـه دليـل فقـدان ايمونـو ادجـوانتي كـه                

بتواند اختصاصاً ايمني سلولي را كه ايمني حفاظت بخش عليه اين           

مـدل موشـي   . بـه نتيجـه نرسـيده اسـت    تحريك كند   بيماري است   

ليشمانيوز واضح تـرين و شـناخته شـده تـرين مثـال بـراي الگـوي                 

Th1   و Th2 مطالعه اين زيرجمعيـت هـاي سـلول         و امكان     است

وجــود نژادهــاي خــالص ). 1و2(  را فــراهم آورده اســت Tهــاي 

مختلف موش كه به عفونـت هـاي ليـشمانيايي حـساس يـا مقـاوم                 

هستند، مدل بسيار مناسبي را براي مطالعه پاسخ هاي ايمني فـراهم            

 بـه عنـوان     Balb/c از موش هـاي      ،در بررسي حاضر  .  است كرده

نژادهـاي معـدودي ماننـد    . تجربي در اين مطالعه استفاده شـد      مدل  

Balb/c و  DBA  ــا ــت بـ ــه عفونـ ــسبت بـ ــي نـ ــر ژنتيكـ   از نظـ

L.major            كاملاً حساس هستند، به طوري كه تلقيح زير جلـدي  

مي كند كه ابتدا     بيماري پيش رونده اي ايجاد     ،انگل به اين حيوان   

 بـزرگ و    ايـن زخـم بـه تـدريج       . شودبا زخم پوستي مشخص مي      

انگل احشا حيوان را نيز مـورد تهـاجم قـرار           . نكروتيك مي گردد  

نهايتاً گسترش عفونت سيستميك و احشايي به مرگ        مي دهد كه    

  و C57BL/6از طرف ديگر مـوش هـاي      ) 2(مي انجاميد حيوان

CBA/N   و C3H       از نظر ژنتيكي نسبت به عفونت بـا ايـن انگـل 

مـي  م هاي كوچـك حاصـل        و در اثر ابتلا به آن زخ       هستندمقاوم  

البتـه  . مـي يابـد  بهبـود به سرعت  و سپس در عرض چند هفته     شود
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موش هايي از نژادهاي ديگر نيز وجود دارند كه از نظر حـساسيت      

)2( دارندبينا بيني ليشمانيا حالت به انگل

ــراي    ــؤثر بــ ــاي مــ ــت هــ ــو ادجوانــ ــا ايمونــ ــوزوم هــ ليپــ

تحريـك پاسـخ   سـبب و مي تواننـد   هستندآنتي ژن هاي پروتئيني     

ايمنــــي عليــــه پــــروتئين هــــا شــــوند در نتيجــــه دانــــشمندان  

تحقيق هـاي  براي ابداع واكسن با استفاده از اين ميكروپارتيكل ها   

ويژگي القاي پاسخ هاي ايمنـي  ). 23( داده اندگسترده اي صورت  

ليپوزوم ها همراه آنتي ژن هاي پروتئيني مي تواند به دليل افزايش            

 نظيـر   ،آنتـي ژن  سلول هاي ارايـه كننـده       هوسيلجذب آنتي ژن ها     

ليپـوزوم  ). 22(  باشد Tانواع ماكروفاژها و متعاقب آن سلول هاي    

 بلافاصـله   ،ها به دليل انـدازه و خـصوصيت هـاي فيزيكوشـيميايي           

بـه  پس از تزريق در بدن عنوان جسم خارجي محسوب و درنتيجه            

ــده  كمــــك ــا بلعيــ ــدوتليال و ماكروفاژهــ ــستم رتيكولوانــ  سيــ

آنتـي   و پس از تخريب ليپوزوم ها در داخل اين شـبكه،              شوند مي

 Antigen ژن ها آزاد مي شود كه در محل سلول هدف يعنـي  

Presenting Cells (APCs)در حقيقت ليپـوزوم هـا   . است

 Passive) هـدف دار آنتـي ژن بـه روش غيرفعـال     سـبب ارايـه  

Targeting)   به  APCs  خ  و در نتيجه باعث افـزايش بـروز پاس ـ

هدف از اين مطالعه تعيين     ). 22(مي شوند ايمني نسبت به آنتي ژن    

آنتـي ژن    ليپـوزوم هـاي داراي     وسـيله توانايي القـا سيـستم ايمنـي        

ALMــراي ــلولي و     ب ــي س ــستم ايمن ــصاصي سي ــك اخت  تحري

موش هـا در مقابـل چـالش بـا انگـل زنـده و هـم چنـين                  محافظت

ن ليپـوزومي   مشخص كردن ميزان تـأثير بـار مثبـت در فرمولاسـيو           

در اين مطالعـه بـراي تهيـه        . براي تحريك سيستم ايمني سلول بود     

در .  اسـتفاده شـد    DRV  از روش       ALMليپوزوم هـاي حـاوي      

ايــن روش ليپــوزوم هــاي حاصــل معمــولاً تــك لايــه اي بــزرگ  

(MLV)  لايـه اي     يا چند(LUV)         كوچـك بـا محـدوده سـايز 

ــر1/0-3 ــل بـــالابودن   ). 32(هـــستند ميكرومتـ ميـــزان بـــه دليـ

 اين روش يكي از بـه تـرين روش هـا بـراي توليـد                ،محصورسازي

 كـه بـسته بـه نـوع     اسـت ليپوزوم هـاي حـاوي آنتـي ژن پروتئينـي         

افـزايش يابــد  % 80فـسفوليپيد و تركيـب آن مـي توانــد تـا حـدود      

همان طور كه در مطالعه ميكروسكوپي نـشان داده شـد           ). 23و32(

MLV يـا    LUVز نـوع    ليپوزوم هاي تهيه شده در ايـن مطالعـه ا         

ــايز     ــدوده س ــا مح ــوژن ب ــك غيرهم ــزان  3-2/0كوچ ــوده و مي  ب

علت درصد محـصورسازي    . بود%) 43⋅5(محصورسازي نسبتاً بالا    

 براي مواد محلول در آب به ايـن دليـل اسـت             DRVبالا با روش    

ــي   ــه وقت  ــSUVك ــالي ب ــاي خ ــي ژن ا  ه ــوط آنت ــط مخل و توس

Freeze/Dryerپــوزوم هــاي   منجمــد و خــشك مــي شــوند، لي

 خـود دچـار شكـستگي مـي شـوند،            ي خالي در ساختمان دولايـه    

مولكول هاي فسفوليپيد تشكيل دهنده ليپوزوم ها در        دراين حالت 

بـه جـاي آن   ( دنديگر قرار مي گيريك حالت منظم در كنار يك  

ــد   ــصادفي بدهن ــاتريكس ت ــك م ــشكيل ي ــه ت ــه  ) ك ــه در مرحل ك

 آب اوليــه كــه 10/1معمــولاً (رهيدراســيون بــا مقــدار كمــي آب 

مـي تواننـد   )   مـورد اسـتفاده قـرار مـي گيـرد          SUVليپوزوم هاي   

 و دوباره تشكيل ليپوزوم هايي با اندازه بزرگ تر را           شوندهيدراته  

علاوه ). 23و32(بدهند و آنتي ژن محلول در آب را در بر بگيرند            

بر اين از نظر حفظ ساختمان و شكل فـضايي پـروتئين، ايـن روش     

در روش  ). 23( اسـت   هاي ديگر تهيه ليپوزوم به تر      نسبت به روش  

 يـا تبخيـر فـاز       Banghamهاي ديگر ماننـد روش تبخيـر حـلال          

در مجـاورت حـلال هـاي آلـي مثـل         آنتـي ژن    Szokaمعكوس  

كلروفــــــــــــــــــرم و متــــــــــــــــــانول قــــــــــــــــــرار   

و تغيير شكل فـضايي     مي گيرد كه مي تواند موجب دناتوره شدن         

  هاي   SUV ژن ها با     آنتي،  DRV ولي در روش     شود،آنتي ژن   

 بنابر ايـن در تمـاس بـا حـلال     مي شود،  مخلوط   ،خالي از قبل تهيه   

. هاي آلي قرار نمي گيرد

ــوزومي  SDS-PAGEهــدف از  ــه هــاي ليپ ــاليز نمون   در آن

  اين بود كه نشان داده شود پس از تهيه ليپوزوم ها             ALMحاوي  

 حـاوي    ليپـوزوم هـا   وسيله اولتراسانتريفوژ، و خالص سازي آن ها      

ALM26 (هستند.(

 تعيين كارآيي ليپوزوم ها در تحريـك سيـستم ايمنـي و            براي  
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تعيـين  بـراي  DTH محافظت در مقابل ليشمانيوز پوستي از تست   

. ايزوتايپ هاي آنتي بـادي و چـالش بـا انگـل زنـده اسـتفاده شـد                 

  يك آزمون مناسب براي نشان دادن ايمنـي سـلولي            DTHتست  

ــايش مت  ــين آزم ــم چن ــل   و ه ــزان محافظــت در مقاب ــراي مي ــر ب غي

  فــــرآورده DTHدر تــــست ). 35-37(ليــــشمانيازيس اســــت 

ــوزومي داراي  DRV-PC/Chol-DDAB-ALMليپـــــــــ

تـأثير ايـن    . دارا بـود  بيش ترين تـأثير را      درمقايسه با ساير گروه ها      

 بيش تـر از بقيـه گـروه هـا        ،اندازه گيري ورده در هر سه نوبت    آفر

ــي كــه     ــم چنــين گروه ــود و ه ــرب -DRVورده ليپــوزومي آ ف

PC/Chol-ALM             را دريافت كرده بود نـسبت بـه گـروه هـاي 

  قوي تري را از خودنشان داد بنـابر ايـن مـي تـوان           DTH،كنترل

 القـا پاسـخ   موجـب نتيجه گرفت كه اثر ايمونو ادجـوانتي ليپـوزوم    

جنبه ديگري كه در بررسي     . ايمني سلولي در اين گروه شده است      

گـروه هـاي    پـادتن هـاي    بررسـي  ،پرداخته شد پاسخ ايمني به آن     

IgGــود ــادتن هــا.  ب ــر IgG2a افــزايش ،در بررســي پ  كــه در اث

 ايجاد مي شود، غلبـه ايمنـي سـلولي و    IFN-γبه كمك تحريك  

شود  حاصل مي    IL-4وسيله  كه در اثر تحريك       IgG1افزايش  

، ELISAنتـايج تـست     . غلبه ايمني هومورال را نـشان مـي دهـد         

،ALMد فرمولاسـيون ليپـوزومي حـاوي آنتـي ژن           مي ده ـ نشان

  در سـرم مـوش هـا شـده اسـت و              IgG2a افـزايش مقـدار      سبب

اين آنتي بادي در گروه ليپـوزومي       ) >001/0p(افزايش معني دار    

  نشان مي دهد كه ايمنـي سـلولي در ايـن گـروه               DDABحاوي  

. تحريك شده اسـت   به صورت قوي تر     نسبت به گروه هاي ديگر      

Th2 در گروه هاي كنتـرل مؤيـد القـا پاسـخ         IgG1تر  افزايش تي 

. استدر آن ها 

به منظور اثبات تأثير گروه ها درمحافظت مـوش هـا در مقابـل      

 تــست چــالش بــا انگــل زنــده ،حلــه بعــدرليــشمانيوز پوســتي در م

از تـــست چـــالش همـــان طـــور كـــه انتظـــار . صـــورت گرفـــت

پوستي متعلق  مي رفت بيش ترين اثر محافظتي در مقابل ليشمانيوز          

تـأثير ايـن    . بودDRV-PC/Chol-DDAB-ALMبه گروه   

ELISA و DTHگروه در محافظت موش ها در راستاي تـست    

DRV-PC/Chol-ALMهم چنين اثـر محـافظتي گـروه         . بود

نسبت بـه گـروه هـاي كنتـرل بـالا بـود كـه اثـر ايمونـو ادجـوانتي            

. ورده ليپوزومي را اثبات مي كندآفر

ــي ژن اســتفاده از آن ــد ALMت ــوان كاندي ــه عن  ســاخت اي  ب

ــا همكــاري    واكــسن ليــشمانيازيس جلــدي در ســال هــاي اخيــر ب

سازمان جهاني بهداشت مورد كارآزمـايي قـرا رگرفتـه اسـت كـه           

). 6و7 (همـراه بـود   اين بررسي ها با ايمونو ادجوانت هاي مختلف         

  بـه عنـوان ايمونـو    3ALM  ، BCGدر مطالعه هاي باليني  فاز 

در راستاي نتايج به دسـت      ). 6(ت مورد استفاده قرار گرفت    ادجوان

  و تحريـك توليـد       DTH پاسـخ    ي  در القـا    BCGآمده از تأثير    

IFN-γ) 8از اين ماده به عنوان ادجوانـت بـه همـراه            ) 6وALM

هـم چنـين اسـتفاده از       .  اسـت  شـده ايران، هنـد و سـودان اسـتفاده         

مـايي قـرار      نيـز مـورد كارآز      ALM  به همراه     Alumادجوانت  

).6(گرفته است

كــاربرد ليپــوزوم بــه عنــوان ايمونــو ادجوانــت بــه همــراه         

مورد آنتي ژن هاي مختلف عليه ليشمانيازيس درمدل هاي موشي          

 به دسـت آمـده    ايآزمايش قرا رگرفته است و نتايج بسيار ارزنده      

هم چنين ليپوزوم هـا بـه عنـوان حامـل و ايمونـو ادجوانـت                 . است

ــرايهــاي ليــشمانيا همــراه آنتــي ژن   پــيش گيــري از ليــشمانيوز ب

در يــك مطالعــه ). 38و40 (قــرار گرفتنــد اســتفاده  مــورداحــشايي

تين تخـم مـرغ و كلـسترول بـا     يليپوزوم هاي خنثي تهيه شده از لـس     

روش تبخير حلال كه حـاوي آنتـي ژن هـاي اسـتخراج از غـشاي                

L.donovani ــا ــث الق ــخ ي باع ــسبي  DTH پاس ــت ن  و محافظ

در ). 40( در مقابـل ليـشمانيوز احـشايي شـد         Balb/cموش هـاي    

يــك مطالعــه ديگــر كــه توســط همــين گــروه ولــي بــا اســتفاده از 

تين تخم مـرغ، كلـسترول      يليپوزوم هاي با بار مثبت تهيه شده از لس        

بـا  )  ايجاد بار مثبت روي سطح ليپـوزوم هـا   براي(و استئاريل آميد    

ج از غـشاي    روش تبخير حلال كه حـاوي آنتـي ژن هـاي اسـتخرا            

L.donovani           بودند نسبت به ليپوزوم هاي خنثي در موش هـاي 
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Balb/c      از طرفـي  . از خود نـشان دادنـد    تأثير محافظتي بيش تري

در مطالعه ديگر همين محققان نـشان داده شـد كـه اثـر محـافظتي                

ليپوزوم هاي با بار منفي از ليپوزوم هاي خنثـي و داراي بـار مثبـت             

  در ايـن گـروه نيـز مثبـت بـود             DTHكم تر است اگر چه پاسخ     

 بـا اسـتفاده    ويدرمطالعه اي كه توسط جعفري و همكـاران  ). 40(

ــي ژن  ــاي  ALMاز آنتـ ــوش هـ ــوزوم روي مـ ــصور در ليپـ  محـ

Balb/c كــه آنتــي ژن صـورت گرفــت نــشان داده شــد ALM

 پاسـخ ايمنـي را بـه طـرف     يمحصور در ليپوزوم   مـي توانـد القـا      

 در مطالعه ديگري كه توسط همـين        ).28(ايمني سلولي سوق دهد   

 مشخص شد كه ليپوزوم ها مي تواننـد بـراي   به اجرا درآمد، گروه  

ايـن  . دنباش ـايمونـو ادجوانـت مـؤثري       آنتي ژن هـاي نـو تركيـب         

 واكسينه شده با ليپوزوم هاي      Balb/cموش هاي   تحقيق نشان داد  

 بـالا   IgG2a داراي تيتر آنتـي بـادي        LmSTl1حاوي آنتي ژن    

م چنين كم ترين ميـزان انگـل موجـود در احـشا و انـدازه                بود و ه  

در ). 15(زخم ايجاد شده بعد از چالش به اين گـروه تعلـق داشـت    

 از  ، تهيـه ليپـوزوم    بـراي  فـوق نيـز      صورت پذيرفتـه ي   مطالعه هاي   

.  استشده استفاده DRVروش 

ــه  ــاران Kahlمطالع ــا   وي   و همك ــوزوم ه ــه ليپ ــشان داد ك ن

.  ليشمانيا استفاده شوند   ژن هاي دجوانت آنتي   آمي توانند به عنوان     

ــشمانيا    ــول لي ــي ژن محل ــه آنت ــن مطالع ــاژور در اي  در (SLA)م

 به روش    كه   (DSPC-DPPC-PC)ليپوزوم هاي تشكيل شده     

DRVــه مــوش هــاي  محــصور ــه ب Balb/c شــدند دردو مرحل

و تـست چـالش مـورد       و آنتي بادي هاي ضـد ليـشمانيا        شدتزريق  

 در مطالعه ديگـر تـأثير ليپـوزوم هـاي حـاوي             .تبررسي قرار گرف  

gp63 تخليص شده از L.major    عليه ليـشمانيوز جلـدي نـشان 

هاي حـاوي آنتـي ژن      در اين مطالعه ليپوزوم     ). 26(داده شده است  

DSPC  با استفاده از تـست هـاي     DRVليشمانيا به وسيله روش     

نتــايج تــست چــالش بــا انگــل زنــده تــأثير. و كلــسترول تهيــه شــد

ــاوي   ــاي ح ــوزوم ه ــاي  PG و gp63ليپ ــوش ه ــت م  در محافظ

Balb/c       در هر دو مطالعه فوق بـراي       . كند را به خوبي روشن مي

ــشان دادن  ــوزوم از  محــصور كــردنن ــا در داخــل ليپ ــي ژن ه  آنت

SDS-PAGE شد استفاده .

بــه طــور كلــي ايــن تحقيــق نــشان مــي دهــد كــه فرمولاســيون 

ا قوي تر پاسخ ايمنـي سـلولي         الق سبب،ليپوزومي  داراي بار مثبت    

به عنوان ايمونو ادجوانت مؤثر همراه با آنتـي          و مي تواند     شودمي  

قـرار   استفاده  مورد  طراحي واكسن ليشمانيازيس   براي  ژن ليشمانيا   

. گيرد

تشكر و قدرداني 

به اين وسيله از زحمات ارزشـمند آقـاي دكتـر يحيـي دولتـي               

اري هـاي پوسـت و      رياست محترم مركز آموزش و پـژوهش بيم ـ       

 مركـز تحقيقـات     كاركنـان جذام دانشگاه علوم پزشـكي تهـران و         

علـوم دارويــي دانـشگاه علــوم پزشــكي مـشهد تــشكر و قــدرداني    

. مي شود

ايــن تحقيـــق در قالـــب طــرح تحقيقـــاتي مـــصوب باشـــگاه   

در مركـز   پژوهش گران جوان دانـشگاه آزاد اسـلامي  واحـد قـم              

و جـذام دانـشگاه علـوم       آموزش و پژوهش بيماري هـاي پوسـت         

پزشكي تهـران و مركـز تحقيقـات علـوم دارويـي دانـشگاه علـوم                

 ايـن    ي  كـه بـه ايـن وسـيله از همـه           به اجرا درآمـد   پزشكي مشهد   

. مجموعه تشكر و قدرداني مي شود
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