
 Study of the Immune Adjuvant Effect of Chitin
 Microparticles on Plasma Levels of IgG1 and IgG2a during
Immunization against Leishmania Infection in  BALB/c mice

Mahdieh Azizi1, Roya Yousefi1, Farshid Yeganeh1, Mostafa Haji Molla Hoseini*1

Department of Immunology, Faculty of Medicine, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran

*Correspondinauthor:Mostafa Haji Molla Hoseini
Email:hajimolahoseini@yahoo.com

Background: There are reports on the ability of chitin microparticles to modulate the TH1 and TH2 
responses, depending on the size and administration route. The purpose of the present study was to 
investigate the immunoadjuvant effects of the small-sized (less than 40 microns) chitin microparticles 
(CMP) in vaccination against Leishmania major for preventing leishmaniasis in BALB /c mice by 
determining IgG1 and IgG2a.
Methods: BALB⁄c mice in test and control groups (6 mice per group), during 21 days were immunized 
subcutaneously three times with soluble Leishmania antigens (SLA) or SLA/CMP. Three weeks after the 
last immunization, blood sampling was performed and immunoglobulin isotype was determined using 
ELISA. Then 2 × 105 L. major promastigotes  were injected into the base of the tail of the mice. Next, onset 
and size of the lesions were measured in each group. In the eighth week, blood samples were obtained from 
the eye for evaluation of IgG1 and IgG2a level and then the mice were sacrificed and their lymph nodes 
were isolated to determine the parasitic burden using Limiting dilution assay (LDA). 
Results: The SLA / CMP-immunized mice in compared to the non-immunization group, the onset of the 
wound were postponed and the parasitic load [(0.41±3.9 Vs.0.82±5.8 Log (Parasites per lymph node)] 
(P≤0.05) and the extended area of the wound (P≤0.007) were significantly decreased. The results of 
the serum IgG1 and IgG2a assay showed that immunization by chitin microparticles caused significant 
decrease in the serum IgG1 level before (P≤0.001) and after (P≤0.014) the challenge but not IgG2a.
Conclusion: Co-administration of CMP/SLA cause significant inhibition of IgG1 responses. It seems that 
CMP could downregulate unbridled TH2 response in Leishmania infection. 
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مقاله پژوهشی

سابقه‌وهدف: گزارش‌هایی درباره قابلیت میکروپارتیکل‌های کيتين در تعدیل پاسخ‌هاي TH1 و  TH2  با توجه به اندازه ذرات و مسیر تجویز آن وجود دارد. هدف 
از انجام این مطالعه بررسی آثار ایمونوادجوانتی میکروپارتیکل‌های کیتین با اندازه کمتر از 40 میکرون به عنوان ادجوانت در واکسیناسیون علیه لیشمانیا ماژور برای 

پیشگیری از بیماری لیشمانیازیس در موش‌های BALB/c  با سنجش IgG1 )نماد TH2( و IgG2a )نماد TH1( بود.
مواد و روش‌ها: در این مطالعه تجربی گروه‌های مختلف اعم از تست و گواه که هر گروه شامل شش سر از موش‌های BALB/c بود، به شیوه زیر جلدی سه مرتبه 
با فاصله 21 روز با لایزیت انگل  یا مخلوط لایزیت و میکروپارتیکل کیتین ایمونیزه شدند. سه هفته بعد از آخرین ایمونیزاسیون، بررسی نتیجه ایمونیزاسیون و تعیین 
ایزوتایپ ایمونوگلوبولینی با استفاده از خون‌گيري از چشم و آزمايش الايزا انجام شد، سپس تعداد 105×2 پروماستیگوت فاز ایستایی انگل به قاعده دم موش‌ها تزريق 
 IgG2a و IgG1 شد و بعد در مدت هشت هفته زمان بروز زخم و وسعت آن تحت نظر قرار گرفته شد. در پايان هفته هشتم مجدد خون‌گیری از چشم برای سنجش

انجام شد، سپس موش‌ها قرباني شدند و غدد لمفاوي آن‌ها جهت تعيين بار انگلي به روش میکروتیتراسیون )LDA( جدا شد.
یافته‌ها: در موش‌های گروه ایمونیزه شده با لایزیت انگل و میکروپارتیکل‌های کیتین در مقایسه با گروه غیرایمونیزه زمان شروع زخم پس از چالش با انگل به 
تعویق افتاده بود و همچنین وسعت زخم ایجاد شده (P≤0.007) و میزان بار انگلی(P≤0.05) [Vs.5.8±0.82 Log(Parasites per lymph node) 0.41±3.9)]  به صورت 
  IgG1 سرمی نشان داد که ایمونیزاسیون با میکروپارتیکل‌های کیتین زمینه ساز کاهش معنادار سطح سرمی  IgG2a و IgG1 معناداری کاهش یافته بود. نتیجه سنجش

قبل(P≤0.001)  و بعد (P≤0.014) از چالش شده ولی بر میزان سرمی IgG2a اثرگذار نبوده است. 
نتیجه‌گیری: در ایمونیزاسیون با میکروپارتیکل‌های کیتین به همراه لایزیت انگل پاسخ‌های IgG1 به صورت معنادار مهار شده بود، به این سبب به نظر می‌رسد 

میکروپارتیکل‌های کیتین قادر به فروتنظیمی پاسخ‌های آسیب‌زای TH2 ایجاد شده در عفونت  لیشمانیا هستند.

واژگان كلیدی:  میکروپارتیکل‌های کیتین، لیشمانیا ماژور، ادجوانت
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مقدمه:
 تولید واکسن موثر با هزینه پایین، یکی از اولویتهای سازمان بهداشت جهانی است. 
از  ادجوانتها همواره یکی  آنتی‌ژن حفاظتی که جزو اصلی واکسن است،  بر  علاوه 
اجزای مهم در فرمولاسیون واکسن محسوب می‌شوند. نزدیک به یک قرن، توسعه 
و  نداشته  چندانی  پیشرفت  باشند،  داشته  انسانی  مصارف  قابلیت  که  ادجوانتهایی 
همچنان آلوم شناخته شده‌ترین ادجوانتی است که برای مصارف انسانی از سویت 

واکسن‌های  ابداع  بنابراین  است.  شده  تایید   )FDA( آمریکا  داروی  و  غذا  موسسه 
جدید، همچنان که نیازمند شناخت آنتی‌ژن‌های حفاظتی است، به توسعه ادجوانتها 

نیز وابسته است)1(. 
در حال حاضر عفونت انگل لیشمانیا معضلی برای بهداشت جهانی محسوب میشود 
و به ویژه نوع جلدی آن در برخی از نقاط کشور ما شایع است. متاسفانه با وجود 
این  برای  نیز  کننده‌ای  پیشگیری  موثر  واکسن  حاضر  حال  در  بسیار،  تلاش‌های 

 IgG2a و IgG1 بررسی تاثیر ایمونوادجوانتی میکروپارتیکل‌های کیتین بر میزان
سرمی در ایمونیزاسیون موش‌های BALB/c علیه عفونت لیشمانیا ماژور 
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مناسب  واکسن  نبود  کرده‌اند،  مطرح  مطالعه‌ها  برخی  که  ندارد  وجود  بیماری 
واکسن  اولین  است)2(.  مناسب  ادجوانت  نبود  دلیل  به  لیشمانیازیس  علیه 
لیشمانیازیس که شامل کل انگل کشته شده بود به فازIII کارآزمایی بالینی راه 
یافت اما اثر بخشی چندانی طی استفاده از آن مشاهده نشد)3(. در مطالعه‌های 
بهبود  را  واکسن  اثر بخشی  ادجوانت می‌تواند  بعدی مشخص شد حضور یک 
لیشمانیازیس  اولیه  واکسن  همراه  به  که  بود  ادجوانتی  اولین   BCG و  بخشد 
استفاده شد)4(. ترکیب ادجوانت آلوم و انگل کشته شده به همراه BCG برای 
پیشگیری از بیماری لیشمانیا به فاز I و II کارآزمایی بالینی رسیده است اما اثر 
دارای محدودیت  و  است  نشده  تایید  قطعی  به طور  آن  بودن  ایمن  و  بخشی 
بتا-1-4-ان  واحدهای  از  متشکل  ساکاریدی  هوموپلی  کیتین  است)5(.  هایی 
استیل گلوکز آمین است و بعد از سلولز فراوان ترین بیوپلیمر موجود در طبیعت 
است و به دلیل دارا بودن ویژگی‌هایی از جمله؛ زیست تجزیه‌پذیری، سازگاری 
زیستی و نبود سمیت، کاربردهای فراوانی در پزشکی و بیوتکنولوژی پیدا کرده 
است و دارای آثار ضد التهاب، ضد انعقاد، ضد توموری و آنتی اکسیدانی است. 
تاثیر مواد کیتینی  از  ایمونولوژی، حاکی  انجام شده در زمینه علم  مطالعه‌های 
بر سیستم ایمنی است. این مطالعه‌ها نشان داده‌اند که کیتین در ساختمان بدن 
پستانداران وجود ندارد و با توجه به سایز)9–7( درصد خلوص)10(، دوز و غلظتی 
ایمنی  سیستم  شدن  فعال  سبب   PAMPs عنوان  به  می‌شود  استفاده  )11(که 
میلوئیدی  سلول‌های  در  ذاتی  ایمنی  الگو  شناساگر  گیرنده‌های  توسط  و  شده 
 FIBCD1، NKR-P1،  Toll Like Receptor، Dectin1 ، Mannose از جمله؛
Receptor و RegIIIc شناسایی می‌شود)12(. از این رو کیتین به عنوان ادجوانت 
چند وجهی معروف شده است که میتوان در پاسخهای ایمنی از آن بهره برد. 
تقویت  در  میکرون   40 از  کمتر  کیتینی  میکروپارتیکل‌های  نقش  به  توجه  با 
و  ماکروفاژها  از   IL-18 و   TNFα، IL-12 ترشح  تحریک  با   TH1 پاسخ‌های 
 TH2 13( و کاهش پاسخ های( TH1 و NK از سلول‌های IFNϒ القای تولید
با مهار تولید IL-4 و IL-5، به انضمام القای تولید IL-10 به نظر می‌رسد این 
میکروپارتیکل‌ها علاوه بر توانایی القای پاسخهای ایمنی نوع یک از پاسخهای 
افسار گسیخته سیستم ایمنی نیز جلوگیری می‌کنند. مطالعه‌های اخیر ما نشان 
در  می‌توانند  میکرون   40 از  کمتر  اندازه  با  کیتین  میکروپارتیکلهای  دادهاند 
شرایط آزمایشگاهی پاسخ‌های ضد لیشمانیایی ماکروفاژهای صفاقی موش علیه 
IL- توام با تولید TH1 لیشمانیا را تشدید کنند)14( و سبب افزایش پاسخهای

10 و بهبود زخمهای لیشمانیازیس جلدی در موشهای BALB/c آلوده به انگل 
سایتوکاینهای  ترشح  القای  به  قادر  همچنین  و  شوند)15,16(  ماژور  لیشمانیا 
IFNϒ،TNFα  و IL-10 از سوسپانسیون سلولی غدد لنفی موشهای آلوده به 
که  کرده‌اند  گزارش  مطالعه‌ها  از  برخی  طرفی  از  هستند)16(.  لیشمانیا  انگل 
پاسخ  در  که  را  ایمونوگلوبینی  ایزوتایپ   TH1/TH2 با  مرتبط  سایتوکاین‌های 
مدل‌های  در  بنابراین  می‌کنند)17(،  کنترل  می‌شوند؛  القا  میکروارگانیسم‌ها  به 
))19( TH1 نماد ( IgG2a و ))18( TH2 نماد(IgG1 موشی نیز سنجش میزان

درمان  بودن  موثر  و  شده  ایجاد  ایمونولوژیک  پاسخ  نوع  نشان‌دهنده  می‌تواند 
بررسی  تحقیق حاضر  انجام  از  کلی هدف  به طور  باشد)20,21(.  واکسن  یا  و 
بیماری  علیه  واکسیناسیون  در  کیتین  میکروپارتیکلهای  ایمونوادجوانتی  آ‌ثار 

لیشمانیازیس با تعیین ایزوتایپ آنتی بادی بود.
مواد وروش‌ها:

 BALB/c تحقیق به روش تجربی انجام شد. جمعیت مورد مطالعه، موش‌های
انستیتوپاستور  از  خریداری  از  پس  که  بودند  هفته  تا شش  چهار  سن  با  ماده 
کرج و سازگاری با مکان نگه‌داری، در شرايط نوری 12 ساعت نور، 12 ساعت 
که  درحالی  مناسب،  رطوبت  و  سانتی‌گراد  درجه   22 حرارت  درجه  در  تاریکی 
گروه  حیوانات  اتاق  در  بود،  فراهم  آن‌ها  برای  غذا  و  آب  به  دسترسی  اكمان 
ایمونولوژی نگه‌داری شدند و تمام آزمایش‌ها براساس مصوبه شورای نگه‌داری 

از حیوانات دانشگاه شهید بهشتی تهران انجام شده‌اند.
:(Soluble Leishmania Antigen) تهیه لایزیت انگل

ابتدا سوسپانسیون حاوی انگل‌هایی که در فاز عفونت‌زایی قرار داشتند )مرحله 

ایستایی( سه بار همراه با PBS+5mM EDTA  استریل )چهار درجه سانتی‌گراد 
، pH=7.4 ( در دور rcf  400  به مدت 30-20 دقیقه و در دمای چهار درجه 
سانتی‌گراد شست‌وشو داده شد. بعد از آخرین مرحله شست‌وشو، مایع رویی دور 
پلت  روی  استریل  و  سرد   PBS+5mM EDTA از  میلی‌لیتر  یک  شد،  ریخته 
انگل کشته  تهیه  برای  بعد  داده شد. در مرحله  انتقال  به کرایوتیوپ  و  ریخته 
شده حدود ده بار از ذوب )دمای اتاق( و انجمادهای )تانک ازت( متوالی استفاده 
شد. بعد از فرآیند ذوب و فریز محتویات کرایوتیوپ به میکروتیوپ منتقل و از 
بررسی شد و عدم  از لحاظ میکروسکوپی، سوسپانسیون  و  آن لام گرفته شد 
بر کشته شدن  تاییدی  که  تایید شد  انگل  کامل  پیکره  یا  زنده   انگل  حضور 
کامل انگل بود. بعد از این مرحله سوسپانسیون سه بار به مدت 20 ثانیه سونیکه 
شد و سپس میکروتیوپ به مدت 15 دقیقه در دور rpm 12000 و دمای چهار 
هود  زیر  در  سانتریفیوژ  از  پس  نهایت  در  و  شد  سانتریفیوژ  سانتی‌گراد  درجه 
بود  انگل  محلول  پروتئین‌های  حاوی  که  میکروتیوپ  رویی  مایع  بیولوژیک،  
با کمک سرنگ برداشته شد و با رد کردن از فیلترهای 0.22 میکرون استریل 
شد. تعیین غلظت لایزیت به روش برادفورد انجام  شد)22( و لایزیت انگل به 
دست آمده در حجم‌های مورد نظر تقسیم شد و به فریزر 20- و یا 70- درجه 

سانتی‌گراد منتقل شد.
تهیه میکروپارتیکل‌های با سایز کمتر از 40 میکرون کیتین:

یک    (C-7170, Sigma Chemical Co. St. Louis, MO)کیتین پودر  از 
سوسپانسیون mg/ml 10 در آب مقطر تهیه شد. سوسپانسیون تهیه شده به مدت 
دو ساعت با سونیکاتور، سونیکه شد) دامنه نوسان دستگاه روی 90 درصد و دوره 
گردش آن روی یک تنظیم شود(. سپس سوسپانسیون سونیکه شده به ترتیب از 
سه مش100-70 و 40 میکرونی عبور داده شد. بعد از این مرحله سوسپانسیون 
حاوی ذرات کیتین زیر 40 میکرون با دور  rcf 3000 سانتریفیوژ شده و محلول 
رویی تا حد امکان خارج شد)23(. برای حذفLPS  از میکروپارتیکل‌های کیتین 
از محلول NaOH 0.1% استفاده شد. سوسپانسیون حاوی میکروپارتیکل‌های 
کیتین در دور rpm 12000 به مدت 20 دقیقه سانتریفیوژ و محلول رویی دور 
ریخته شد، سپس کیتین رسوب کرده دو مرتبه با الکل 70درصد شست‌وشو داده 
شد. بعد از این مرحله کیتین با NaOH 0.1% سانتریفیوژ شد و پس از خارج 
کردن کامل محلول رویی، رسوب به دست آمده در دمای 40 تا 50 درجه سانتی 
گراد در داخل فور خشک شد. سوسپانسیونی با غلظت  mg/ml 2 برای بررسی 
اندازه ذرات کیتین تهیه شد و با اعمال ضریب شکست کیتین )معادل 1.523 
 (Malvernاندازه میکروپارتیکل های کیتین به روش بهره‌گیری از لیزر ))است)24
تعیین   Master Sizer, Malvern Instruments, Ltd., Worcestershire, UK)
 LAL سوسپانسیون کیتین از تست LPS شد و برای اطمینان از نبود آلودگی به
از  از اطمینان  العمل کیت  (Cambrex, USA) استفاده شد. پس  طبق دستور 
اندازه ذرات )متوسط اندازه ذرات 35/77 میکرون( پودر حاصل وزن شده و از 
آن سوسپانسیونی با غلظت مورد نظر در آب مقطر استریل )آب فاقد LPS( تهیه 
شد. سپس سوسپانسیون حاصل در کرایوتیوپ تقسیم شده و اتوکلاو شد و در 

نهایت در حجم‌های مشخص به فریزر 20- انتقال داده شد. 
ایمونیزاسیون و چالش 

گروه  چهار  به  تصادفی  صورت  به  موش‌ها  واکسیناسیون  فرآیند  انجام  برای 
تقسیم شدند، که هر گروه شامل شش سر موش بود.

1( موش‌های گروه اول به عنوان گروه کنترل تنها برای داشتن استرس ناشی از 
تزریق، 100 میکرولیتر PBS استریل دریافت کردند.

آنتی‌ژن محلول  از  2( موش‌های گروه دوم 100 میکروگرم در100 میکرولیتر 
انگل)SLA(  را بدون ادجوانت به عنوان واکسن دریافت کردند.

3( موش‌های گروه سوم 100 میکروگرم در100 میکرولیتر از میکروپارتیکل‌های 
کیتین با اندازه کمتر از 40 میکرون )ادجوانت مورد مطالعه( را دریافت کردند.

4( موش‌های گروه چهارم 100 میکروگرم در 100 میکرولیتر از آنتی‌ژن محلول 
انگل )SLA( را به همراه 100 میکروگرم در 100 میکرولیتر از میکروپارتیکل‌های 

کیتین )ادجوانت مورد مطالعه( به عنوان واکسن دریافت کردند.
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با فواصل زمانی سه هفته اجرا شد و تزریق‌ها به  ایمونیزاسیون در سه مرحله 
صورت زیر جلدی )SC( در قاعده دم موش‌ها انجام شد. سه هفته بعد از آخرین 
ایمونیزاسیون خون‌گیری از چشم موش‌ها برای بررسی ایمونیزه شدن آن‌ها در 
میزان  و  انجام شد  ایمونوگلوبولینی  ایزوتایپ  بررسی  و  واکسیناسیون  به  پاسخ 
IgG total ضد آنتی‌ژن لیشمانیا، IgG1 و IgG2a در سرم آن‌ها سنجیده شد. 
بعد از این مرحله برای چالش 105×2 پروماستیگوت انگل لیشمانیا ماژور سویه 
(MRHO/IR/75/ER) که در فاز ایستایی قرار داشتند به صورت زیر جلدی در 
قاعده دم موش‌های هر چهار گروه تزریق شد و سپس گروه‌ها به مدت هشت 
آشکار شدن زخم در موش‌ها  از  بعد  بررسی شدند که  بروز زخم  نظر  از  هفته 
پایان هفته هشتم  در  اندازه‌گیری شد،  ورنه  کولیس  با  هفته  زخم‌ها هر  اندازه 
مجدد خون‌گیری از چشم برای بررسی میزان IgG1 وIgG2a سرمی انجام شد 
و موش‌ها با روش استفاده از CO2 قربانی شدند؛ سپس غدد لنفاوی آن‌ها برای 

بررسی بار انگلی جدا شد.
 IgG2a و IgG1 تایید ایمونیزاسیون و بررسی میزان

برای تایید ایمونیزاسیون سنجش کیفی حضور IgG توتال علیه لایزیت انگل 
اینکه  اختصار  به  شد.  انجام  منفی  و  مثبت  کنترل  حضور  در  الایزا  روش  به 
ابتدا پلیت الایزا (SPL life science ,Korea) با 100 میکرولیتر از آنتی‌ژن‌های 
از بلاک  µg/ml 10 کوت شد. پس  در غلظت   (SLA) لیشمانیا  انگل  محلول 
کردن 100 میکرولیتر نمونه سرم با رقت یک به 100 به هر چاهک اضافه شد 
(HRP- و  بعد از پایان زمان انکوباسیون و شست‌وشو آنزیم کونژوگه پراکسیداز
 (conjugated goat anti-mouse secondary antibody, sigma,USAبا یک به 
20هزار ریخته شد و در نهایت از سوبسترا TMB (pishtazteb, Iran) استفاده و 
 (Anthos, خوانش جذب نوری در طول موج 450 نانومتر با استفاده از الایزا ریدر
 (Austriaانجام شد. در قیاس با نمونه کنترل مثبت ) سرم موش آلوده( و کنترل 
منفی ) سرم موش غیرآلوده ( نمونه‌های ایمونیزه مشخص شدند. برای سنجش 
 (Mouse IgG1 ELISA Redy-SET تجاری  کیت‌های  از   IgG2a و   IgG1
(Go,eBioscience,Austria مطابق دستورالعمل کیت استفاده شد. حساسیت 

این کیت‌ها به ترتیب 3/13 و 3/90 نانوگرم بر میلی‌لیتر بود. 
سنجش بار انگلی

تعیین بار انگلی به روش تهیه رقت‌های متوالی مطابق با گزارش قبلی ما انجام 
هفته هشتم پس  پایان  در  مطالعه  مورد  اینکه موش‌های  اختصار  به  شد)15(، 
دم(   قاعده  در  تزریق  دلیل  )به  اینگوئینال  لمفی  غدد  شدند،  قربانی  چالش  از 
شد.  تهیه  سلولی  سوسپانسیون  آن‌ها  از  و  شد  خارج  استریل  شرایط  در  آن‌ها 
تعداد سلول‌های زنده برحسب n×106 cell/ml  مشخص و حجم سوسپانسیون 
سلولی با استفاده از محیط کشت سلولی به دو میلی‌لیتر رسانده شد و به داخل 
  ( 10-Fold )   2 منتقل شد. سپس رقیق سازی 10 برابریml یک میکروتیوب
سوسپانسیون سلولی هر یک از موش‌ها به طور جداگانه در 12 میکروتیوب به 
ترتیب انجام شد و پلیت 96 خانه برای توزیع هشت تکرار از هریک از رقت‌ها 
استفاده شد؛ به این ترتیب میزان200 میکرولیتر از هر سوسپانسیون به صورت 
هشت تایی به هر پلیت اضافه شد، به طوری که هر ستون در پلیت مربوط به 
یک رقت بود. بعد از ریختن سوسپانسیون در چاهکها،  در پلیت را بسته، اطراف 
آن را پارافیلم کشیده و در داخل انکوباتور 24 درجه، به مدت حداکثر هفت روز 
انکوباتور خارج  از  کنترل  برای  پلیت  روز  از گذشت سه  بعد  و  نگهداری کرده 
شد و زیر میکروسکوپ معکوس ازنظر حضور پروماستیگوت‌های زنده انگل و 
همچنین آلودگی بررسی شد. پس ازهفت روز پلیت برای ثبت اطلاعات بازبینی 

شد و آنالیز نتایج با LDA نرم افزار انجام شد. )25(
روش تجزیه و تحلیل آماری:

نرم‌افزار  از  نمودارها  رسم  و  آماری  محاسبه‌های  انجام  برای 
نرمال  تعیین  برای  ابتدا  شد.  استفاده   SPSS 21 و Graph pad prism 7.04
به   Shapiro-Wilk آزمون  از  نظر  مورد  متغیر  نظر  از  نمونه  بودن  غیرنرمال  و 
عنوان آزمون آماری مناسب استفاده شد. سپس برای مقایسه بار انگلی، زمان 
شروع زخم، قطر زخم و میزان IgG1 و IgG2a بین دو گروه در یافت کننده 

SLA/CMP  و گروه کنترل از آزمون آماری Mann-Whitnet U استفاده شد و 
P- Value ≤0.05 مبنای معناداری آماری در نظر گرفته شد.

نتایج:
1-3( نتایج بررسی شروع زخم، قطر زخم و بار انگلی در دو گروه تست و گواه 

 IgG بعد از انجام آخرین ایمونیزاسیون خون‌گیری از چشم موش‌ها انجام شد و میزان
Total اختصاصی آنتی‌ژن انگل در آن‌ها سنجیده شد و مشاهده شد که گروه‌های 
مختلف با تولید IgG اختصاصی در مقابل SLA تزریقی هنگام ایمونیزاسیون ایمونیزه 
آنتی‌بادی  را دریافت نکرده است،  آنتی‌ژنی  PBS که  شده‌اند، در صورتی که گروه 
مرحله  از  بعد  الف(.   3-1 است)نمودار  نکرده  تولید  انگل  آنتی‌ژن  ضد  اختصاصی 
چالش موش‌های گروه‌های مختلف از نظر زمان بروز زخم به صورت روزانه کنترل 
اما  بود  متفاوت  هم  با  مختلف  گروه‌های  در  زخم  شروع  روزهای  میانگین  شدند. 
تست  گروه  نتایج  مقایسه   .(P≤0.24)نشد یافت  آن‌ها  بین  معناداری  آماری  ارتباط 
(SLA/CMP<40µm) در مقایسه با گروه شاهد غیر ایمونیزه(PBS)  در نمودار 3-1 

ب به تصویر کشیده شده است.

نمودار 1-3 الف: میزان IgG Total ضد انگل لیشمانیا تولید شده در موش‌های مورد مطالعه: 
 IgG موش‌های گروه تست پس از دریافت لایزیت انگل لیشمانیا در مقابل این انگل با تولید

اختصاصی ایمونیزه شده‌اند.

نمودار 1-3 ب: زمان شروع زخم در گروه‌های مختلف:  شروع زخم در موش‌های 
گروه ایمونیزه شده در مقایسه با گروه غیرایمونیزه دیرتر آغاز شده است، در دو موش 

از گروه ایمونیزه شده زخمی ایجاد نشده بود. 

اندازه‌گیری سایز زخم بعد از بروز زخم به صورت هفتگی انجام شد. در تعدادی از 
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موش‌های گروه تست تا پایان هفته هشتم زخمی ایجاد نشد. به گونه‌ای که نسبت 
زخم به نبود زخم در گروه تست چهار به دو ولی در گروه کنترل غیر ایمونیزه در هر 
شش سر موش زخم ایجاد شده بود. سایز زخم موش‌های گروه‌های مختلف )بدون 
در نظر گرفتن موش‌هایی که در آن‌ها زخم ایجاد نشده بود( در پایان هر هفته با هم 
مقایسه شد که در پایان  هفته شش(P≤0.045)  و هفته هفت  (P≤0.007)از لحاظ 
آماری تفاوت در بین گروه‌های تست و گواه دیده شد. نمودار 1-3 ج تفاوت قطر 

زخم در گروه تست و گواه را نشان می‌دهد.

در  ماژور  لیشمانیا  انگل  همراه  به  چالش  از  بعد  زخم  قطر  اندازه   ج:  نمودار3-1 
گروه‌های مورد مطالعه: بعد از انجام مرحله چالش میانگین قطر زخم در موش‌های 

گروه‌های تست و گواه پس از بروز زخم٬ به مدت هشت هفته اندازه‌گیری شد.

گروه‌های  موش‌های  در  انگلی  بار  میزان  که  داد  نشان  انگلی  بار  سنجش  نتایج 
دریافت‌کننده SLA/CMP نسبت به سایر گروه‌ها از جمله گروه گواه کاهش معناداری 
بار  میانگین   SLA/CMP گروه  موش‌های  لمفی  غده  سلول‌های  در  است.  داشته 
انگلی معادل [Log(Parasites per lymph node) 0.41±3.9] بود که در مقایسه با 
 PBS، [5.8±0.82 Log(Parasites per lymph node)] میانگین بارانگلی در گروه

ارتباط آماری معناداری (P≤0.05) را نشان داد ) تصویر 1-3 د(.

نمودار 1-3 د: اندازه بار انگلی در موش‌های گروه‌های مختلف: میانگین بار انگلی در 
سلول‌های غده لمفی موش‌های گروه ایمونیزه SLA/CMP در مقایسه با گروه غیر 

.(P≤0.05) ایمونیزه کاهش یافته است و از نظر آماری معنادار است
2-3( مقایسه میزان سرمی IgG1 و IgG2a در گروه‌های تست و گواه 

سرمی(    IgG2a مقدار  انگل  با  چالش  از  قبل  مرحله  در  ایمونیزاسیون  از  پس 
نماد الگوی پاسخ )TH1 در گروه ایمونیزه با غیر ایمونیزه  تفاوت آماری و کلینیکی 
نداشت )297±37 میکروگرم در میلی‌لیتر در گروه واکسینه نشده در مقابل 28±269 
معنادار  کاهش   )TH2 پاسخ  )نماد   IgG1 سرمی  مقدار  در  اما  واکسینه(،  درگروه 

(P≤0.001) در گروه واکسینه دیده شد)نمودار 2-3الف(.

نمودار2-3الف : مقادیر سرمی IgG1 و IgG2a موش‌های BALB/c در گروه‌های 
IgG1/ تست و گواه . در گروه کنترل که شامل موش‌های ایمونیزه نشده بود نسبت

IgG2a  معادل 7/62 برآورد شد در حالی‌که در گروه واکسینه این نسبت به 6/80 
تقلیل یافته بود.

موش‌های  که  شد  مشاهده  لیشمانیا  انگل  ازعفونت  هفته  هشت  گذشت  از  پس 
ایمونیزه شده به صورت معناداری (P≤0.014) میزان کمتری IgG1 سرمی دارند و 
گرایش به پاسخ TH2 مهار شده بود؛ اگرچه پاسخ TH1 تقویت نشده بود و میزان 

IgG2a در گروه تست و گواه تفاوت معنادار نداشتند) نمودار2-3ب(. 

نمودار2-3ب : مقایسه مقادیر سرمی IgG1 و IgG2a موش‌های آلوده واکسینه و 
غیر واکسینه. درموش‌های ایمونیزه شده مقدار IgG1 در هفته هشتم پس از عفونت 
به طور متوسط2186±171میکروگرم در میلی‌لیتر بود حال آنکه در موش‌های فاقد 
مصونیت 3163ّ±65برآورد شد(P≤0.014). از نظر مقادیر سرمی IgG2a تفاوتی در 

)X±SE( ( موش‌های تست وکنترل دیده نشد
مقایسه IgG1 و IgG2a در گروه‌های تست و شاهد قبل و بعد از چالش در نمودار 
2-3ج  به تصویر کشیده شده است و نشان می‌دهد که علاوه بر اینکه موش‌های 
ایمونیزه شده پیش از عفونت پاسخ‌های TH2 ضعیف‌تری دارند پس از چالش هم روند 
سیر صعودی افزایش IgG1 نسبت به گروه کنترل کمتر بوده است اما از نظر وضعیت 
پاسخ TH1 قبل و بعد از چالش تفاوتی در گروه‌های تست و کنترل وجود ندارد؛ به این 

معنا که عفونت در هر دو گروه زمینه‌ساز افول پاسخ‌های TH1 شده است. 

ایمونیزه  در موش‌های   IgG2a و   IgG1 مولد  پاسخ‌های  روند  نمودار2-3ج.مقایسه 
و غیر ایمونیزه پس از عفونت با انگل لیشمانیا: ایمونیزاسیون مانع از روند صعودی 
طرف  به  پاسخ  گرایش  باعث  ولی  می‌شود،   )  TH2 )نماد   IgG1 مولد  پاسخ‌های 

IgG2a )نماد TH1 ( نمی‌شود.
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بحث:
از  از میکروپارتیکل های کیتین کوچک‌تر  ادامه تحقیقات قبلی  این تحقیق در  در 
40 میکرون در تعدیل پاسخ‌های ضد لیشمانیا استفاده شد، با این تفاوت که این بار 
کیتین به عنوان ادجوانت به همراه لایزیت انگل لیشمانیا به کار برده شد. یافته‌های 
این تحقیق نشان داد که در گروه ایمونیزه شده به همراه میکرو‌پارتیکل‌های کیتین 
قطر زخم ایجاد شده و میزان بار انگلی غده لمفی در مقایسه با گروه غیر‌ایمونیزه 
ادجوانت  دریافت‌کننده  در گروه  روز شروع ضایعات  متوسط  و  است  داشته  کاهش 
کیتین افزایش یافته است که این یافته‌ها در تطبیق با نتایج مطالعه‌های پیشین بود 
 )Immunomodulator( که از میکروپارتیکل‌های کیتین به عنوان تعدیل‌کننده ایمنی
در موش‌های BALB/c آلوده شده به انگل لیشمانیا ماژور استفاده شده بود و نتایج 
آن‌ها نشان داد در گروه تیمار شده با میکروپارتیکل‌های کیتین میزان بار انگلی و 
روز شروع زخم  متوسط  و همچنین  نشده کاهش  تیمار  به گروه  نسبت  قطر زخم 
بود)15,16(.  زخم  دیرتر  بروز  نشانه  که  بود  یافته  افزایش  تیمار شده  گروه  در  نیز 
میکروپارتیکل‌های  از  ما  کار  به  مشابه  کاری  در  نیز  همکارانش  و   Hasegawa
فعال  غیر  واکسن  کنار  در  ادجوانت  عنوان  به  میکرون   2-20 سایز  با  کیتین 
دریافت  گروه  در  ویروسی  بار  میزان  که  کردند  گزارش  و  کردند  استفاده  آنفلوانزا 
و  است  داشته  کاهش  کنترل  گروه  با  مقایسه  در  کیتین  میکروپارتیکل‌های  کننده 
گروه  این  سرم  در   Anti-HA-IgG و  مخاط  در   Anti-HA-IgA میزان  همچنین 
افزایش یافته است)26(. در لیشمانیوز به دلیل القای پاسخ‌های ایمنی TH2 بیماری 
پاسخ‌های  که  مناسب  ادجوانت  یک  معرفی  و  شناخت  بنابراین  می‌کند؛  پیشرفت 
است)27(.  لازم  لیشمانیا  انگل  علیه  واکسیناسیون  در  کند  مهار  را   TH2 ایمنی 
مطالعه‌های متعددی نشان می‌دهد که میکروپارتیکل‌های کیتین می‌توانند با درگیر 
پاسخ‌های  و سپس  ذاتی  ایمنی  التهابی  پاسخ‌های  ذاتی،  ایمنی  رسپتورهای  کردن 
TH1 را فعال کنند)30–28(؛ بنابراین می‌وانند به عنوان یک ادجوانت موثر در ایجاد 
پاسخ‌های ایمنی استفاده شوند. این تحقیق در راستای تحقیق‌های پیشین پیرامون 
اثر تعدیل ایمنی میکروپارتیکل‌های کیتین در تقویت پاسخ ضد لیشمانیا انجام شد. 
نتایج تحقیق‌های پیشین ما نشان داده‌اند که میکروپارتیکل‌های کیتین در شرایط 
برون‌تنی و درون‌تنی قادر به تعدیل پاسخ‌های ضد لیشمانیا هستند و به نظر می‌رسد 
و   IFN-ϒ سایتوکاین‌های  ترشح  تحریک  سازوکار  با  کیتین  میکروپارتیکل‌های 
IL-10 به همراه TNF-α قادر به تعدیل پاسخ‌های TH2 موثر بر آسیب‌زایی لیشمانیا 
با  مرتبط  سایتوکاین‌های  شد  ذکر  این  از  پیش  که  همان‌طور  هستند)16–1,14(. 
TH1/TH2 ایزوتایپ ایمونوگلوبینی که در پاسخ به میکروارگانیسم‌ها القا می‌شوند را 
کنترل می‌کنند و به این ترتیب آنتی بادی‌ها نشان‌دهنده نوع پاسخ ایمنی ایجاد شده 
هستند. نتیجه سنجش نسبت IgG1 وIgG2a  سرمی نشان داد که ایمونیزاسیون با 
میکروپارتیکل‌های کیتین  زمینه‌ساز کاهش سطح سرمی IgG1 شده، ولی بر میزان 

سرمی IgG2a اثرگذار نبوده است. به عبارتی این روش ایمونیزاسیون همراه کیتین، 
گرایش پاسخ به طرف TH2 را در موش‌هایBALB/c   نسبت به گروه شاهد مهار 
افزایش  کرده است )تصویر 2-3الف( اگرچه زمینه‌ساز پیشبرد پاسخ‌های مبتنی بر 
پس  مزبور  زیرکلاس‌های  اندازه‌گیری  2-3الف(.  است)تصویر  نشده   IgG2a تولید 
با این حال  اثر است) تصویر 2-3ب(  نیز نشان‌دهنده تدوام این  انگل  با  از چالش 
عفونت با انگل لیشمانیا افول پاسخ‌های TH1 را به دنبال دارد)31( و نتایج سنجش 
IgG2a سرمی در این تحقیق نیز این موضوع را تایید کرد اما در عین حال نتایج ما 

بیانگر این است که دراثر ایمونیزاسیون با میکروپارتیکل‌های کیتین به همراه لایزیت 
انگل لیشمانیا پاسخ‌های IgG1 به صورت معنادار مهار شده است. در مطالعه‌های 
دیگری که از  ادجوانت BCG و یا سایر ادجوانت‌ها در کنار لایزیت انگل استفاده 
شده است نیز تغییر در الگوی پاسخ  IgG1 و IgG2a مشابه نتایج تحقیق ما دیده 
می‌شود و به نظر می‌رسد ادجوانت موثر در کنترل عفونت انگل باعث القای تولید 
که  دیگری  مطالعه  در  همچنین  می‌شود)21,22,32(    IgG1تولید مهار  و   IgG2a

نسبت  افزایش  شد،  استفاده  لیشمانیا  انگل  واکسن  در  کیتوزان  نانوپارتیکل‌های  از 
IgG2a/IgG1 گزارش شده است)33(. بنابراین به نظر می رسد میکروپارتیکل های 

کیتین قادر به فروتنظیمی پاسخ‌های آسیب‌زای TH2 ایجاد شده در عفونت  لیشمانیا 
باشند و شاید IFN-ϒ و IL-10 در فروتنظیمی پاسخ TH2 تحت تاثیر کیتین نقش 

داشته باشند)1,15,16(.
از طرفی مطالعه‌های انجام شده ما در زمینه لیشمانیا و میکروپارتیکل‌های کیتین 
در  میکرون  زیر 40  کیتین  میکروپارتیکل‌های  زیرجلدی  تزریق  که  نشان می‌دهد 
غلظت متوسط 100µg/mlمی‌تواند پاسخ‌های ایمنی TH2 را در لیشمانیوز جلدی مهار 
کند. Koller و همکارانش در تحقیقی کراتینوسیت‌ها را به همراه میکروپارتیکل‌های 
کیتین انکوبه کردند و نشان دادند که مواجهه کیتین با کراتینوسیت‌ها سبب القای 
این سلول‌ها می‌شود و همچنین  التهابی توسط  ترشح سایتوکاین‌ها و کموکاین‌ها 
تواند  می  کیتین  با  برخورد  بنابراین  دهد؛  می  افزایش  آن‌ها  در  را   TLR-4 بیان 
پاسخ‌های ایمنی ذاتی را در پوست تنظیم کند و موجب فراخوانی سایر سلول‌های 
ایمنی ذاتی در پاسخ به عفونت‌های جلدی شود)34( به نظر می‌رسد تزریق زیرجلدی 
کیتین و مواجهه آن با کراتینوسیت‌ها به القای پاسخ‌های ایمنی ذاتی منجر می‌شود 
که پیشنهاد می‌شود این موضوع در مدل عفونت لیشمانیا بررسی شود. اگرچه شناخت 
آثار ایمونوادجوانتی کیتین نیازمند مطالعه‌های بیشتر است، در مجموع به نظر می‌رسد 
CMP به عنوان یک کربوهیدرات با تحریک لکتین‌های مختلف زمینه‌ساز تحریک 

ایمنی ذاتی شده و به عنوان یک ادجوانت می‌تواند در عفونت لیشمانیا ماژور مورد 
توجه قرار گیرد. در انتها پیشنهاد می‌شود تاثیر میکروپارتیکل‌های کیتین به عنوان 

ادجوانت در روش‌های مختلف واکسیناسیون ضد لیشمانیا استفاده شود.
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