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Abstract 
 

Background and purpose: Previous Research shows the use of plasmids containing genes TSA to be useful 

as vaccines for Leishmania major. Recently, the role of interleukin-22 (IL-22) in tissue repair has been demonstrated. In 

this research, the effect of IL-22 on encoding TSA gene of Leishmania major in BALB/c mice was assessed. 

Materials and methods:  pcDNA3 plasmid containing the gene encoding TSA protein (pcTSA) of 

Leishmania major, along with the cytokine IL-22 was used. 60 BALB/c mice were divided to 4 groups of 15. Control 

groups received pcDNA3 and PBS and a group was vaccinated intramuscularly with the TSA gene containing plasmid. 

Fourth group received plasmid containing the gene for the TSA and IL-22 protein. IL-4 and interferon gamma (IFN-γ) 

levels (MTT test) were used to evaluate the cellular immunity and IgG2a, IgG1 and Total IgG levels [enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) method] to evaluate the humoral immunity. Measuring the diameter of the lesions and 

the age and weight of the mice was performed. 

Results: The simultaneous use of plasmid containing the gene encoding protein TSA and IL-22 significantly 

increased the mean level of IFN-γ and reduced the mean level of IL-4 compared to the other groups. While the 

mortality rate at 27th week after intervention was 100 % in the control group, the surveillance rates of pcTSA and 

pcTSA + IL-22 groups were 80%. pcTSA + IL-22 group had the highest weight in 30th week. pcTSA + IL-22 group 

had significantly smaller lesions compared to control and pcTSA groups. 

Conclusion: Results show the efficacy of pcTSA + IL-22 in improving the vaccination of cutaneous 

leishmaniasis. 
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  25  1392 اسفند، 110، شماره دوره بيست و سوم  مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران

 مجــلــــه دانـشـــگاه عــلـــوم پــزشــكــــي مــازنـــدران
   )25- 36(   1392سال    اسفند   110شماره   بيست و سوم  دوره

 پژوهشي

واكسن كد كننده  DNAزايي  در افزايش ايمني 22-اينترلوكينبررسي اثر 
 BALB/cليشمانيا ماژور در موش  TSAژن 

  1هاجر ضيايي هزار جريبي
  2فر غفاري فاطمه

  2اصل دليمي عبدالحسين
  3شريفي زهره

  4جرجانياوغل نياز 

  چكيده
در ليشمانيوز  را به عنوان واكسن مفيد) TSA )Thiol-specific antioxidantتحقيقات قبلي، پلاسميد حاوي ژن  :هدفسابقه و 

در اين تحقيق اثر . استثابت شده در ترميم بافت  )22IL( 22-نينترلوكيا نقش به تازگي. جلدي ناشي از ليشمانيا ماژور پيشنهاد داده بود
  .بررسي شد BALB/cدر موش  ليشمانيا ماژور TSA پروتئينبه همراه پلاسميد كد كننده  22ILسيتوكين 

ليشمانيا ماژور، همراه با سيتوكين  pcTSA (TSA(حاوي ژن كد كننده پروتئين  3pcDNAاز پلاسميد نوتركيب  :ها مواد و روش
22IL ه موش مادسر  60. استفاده شدBALB/c  هاي شاهد  گروه .تايي تقسيم شدند 15گروه  4بهPBS 3 وpcDNA  و  نـد رددريافـت ك

هـا   گروه چهارم مـوش . واكسينه شدند )IM )Intramuscularصورت ه ب TSAژن پلاسميد حاوي سه نوبت با  درها  يك گروه از موش
   هــاي گيــري ســيتوكين ايمنــي ســلولار بــا انــدازه ســنجش .را نيــز دريافــت نمودنــد 22IL، پــروتئين TSAعــلاوه بــر پلاســميد حــاوي ژن 

4IL  ــااينترفرون و ــدازه   و بررســي MTTتســت و گام ــا ان ــورال ب ــي هوم ــري ايمن ــا روش  IgG totalو  1IgG ،a2IgG گي   ELISAب
)Enzyme-linked immunosorbent assay (انجام شدنيز ها  وزن موش طول عمر و ،گيري قطر زخم اندازه. فتانجام گر.  

داري باعـث افـزايش ميـانگين     به صورت معنـي  22ILهمراه با  TSAاستفاده توأم از پلاسميد حاوي ژن كد كننده پروتئين  :ها يافته
بعـد از چـالش بـراي     27در هفتـه  در حـالي كـه ميـزان مـرگ و ميـر      هـا شـد؛    نسبت به ساير گروه -4ILكاهش ميانگين و گامااينترفرون 

 22IL  +pcTSA گـروه  .درصـد بـود   80به ميـزان   pcTSAو  22IL  +pcTSAهاي  بقا براي گروهميزان و  درصد 100 شاهدهاي  گروه
داراي اخـتلاف   هـاي شـاهد   گـروه  و pcTSAتر نسـبت بـه    با داشتن زخم كوچك 22IL  +pcTSA. داشت 30هفته در  ن وزن رابالاتري
 .بود فوق هاي با گروه داري معني

 .دهد نشان ميليشمانيوز جلدي  واكسيناسيوناثر  بهبوددر را  22ILتوأم با  pcTSAكارايي نتايج به دست آمده  :استنتاج
  

  BALB/c، ليشمانيا ماژور، موش TSA، ژن كد كننده پروتئين 22-نينترلوكيا: واژه هاي كليدي
  

 مقدمه

 تـك  هاي بيماري از يكي) Leishmaniasis(يس ليشمانيوز
 جلـدي،  اشـكال  كـه بـه   اسـت  دام و انسان ميان مشترك اي ياخته
 ايـن  روسـتايي  شـكل . شـود  مـي  ديـده  احشـايي  و مخاطي جلدي
 آن بـراي  هم قطعي و درمان باشد مي افزايش به رو دنيا در بيماري

 عـدم  عـود،  در خصـوص  متعـددي  هـاي  گـزارش  و ندارد وجود
 حقيقات اخيـر ت .)1، 2(دارد  وجود درمان نامناسب تأثير و بهبودي

ها نقش  و سيتوكين) Adjuvant(ها  ادجوانت است كه نشان داده
 .)3- 7(هاي ليشمانيا دارند  مهمي در توسعه ساخت واكسن

TSA )Thiol-specific antioxidant (ژن  آنتــــــــي



 واكسن DNAزايي  در افزايش ايمني 22ILبررسي اثر سيتوكين 
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هر دو مرحله پروماسـتيگوت و آماسـتيگوت    يك قوي درنايمونوژ
طول  و استكيلو دالتون  1/22پروتئين اين  .باشد ميانگل ليشمانيا 

و  اسيد آمينه دارد 200 و )BPيا  Base pairs(جفت باز  600 آن
 TSAپـروتئين   ژن كد كننـده . گرفته استقرار  15در كروموزوم 
هـا و   در همه گونههاي زيادي از اين ژن  كپي ارد وهيچ اينتروني ند

و حداقل سه كپي از ژن در ژنوم ليشمانيا  شود ميانواع ليشمانيا جدا 
ليشمانيا در هـر دو سيسـتم    TSAپروتئين . )8، 9(ود دارد جماژور و

يي ژن ايمني ويژه و بالا اين آنتي. ژنيك است آنتي ،انساني و موشي
   .كند ميانگل توليد  )Epitope( هاي توپ بر عليه تعداد زيادي اپي

TSA توليد  كه باشد يكي از كانديداهاي اصلي واكسن مي
ــمانيا   ــالايي در ليش ــالا  ب ــر ب ــين تيت ، a2IgG يي ازدارد و همچن

1IGG 1 هاي مشخص از و پاسخTH، نترفرونيگاماا )IFN-γ( 
هـر   پروتئيناين  .)6، 10(كند  را القا مي CTL 2-IL) 8CD(+ و

هـاي   پاسـخ  كـرده، در نتيجـه  هاي ايمني را القـا   پاسخ سدو كلا
بــر عليــه بيمــاري و در  يخـوب بــه ر را ايمنـي هومــورال و ســلولا 

در مقايسه با  پروتئين مذكور. كند جهت كنترل آن تحريك مي
عنـوان  ه كند و ب تري ايجاد مي هاي ديگر حفاظت كامل پروتئين

 رتوسـعه مقاومـت اكتسـابي ب ـ   ايجاد  بااهميت براي پروتئينيك 
  .)11، 12(مطرح است  يسعليه ليشمانياز

ليشــمانيا  TSAتحقيقــاتي روي واكســن پروتئينــي نوتركيــب 
  ه عنـوان ادجوانـت انجـام شـد    ه ب ـ 12همـراه بـا اينترلـوكين     ماژور
هـاي   توسـعه پاسـخ  نشـان دهنـده   نتايج اين تحقيـق  . )13، 14(است 

 در. محـافظتي بـر عليـه ليشـمانيوزيس بـود      ايمني سـلولي قـوي و  
هاي با حرارت كشته شـده ليشـمانيا    پروماستيگوتديگري  قيتحق

. كار بـرده شـد  ه عنوان واكسن به و آلوم ب 12همراه با اينترلوكين 
از  هـا  گـره دوام ايـن  . در محل واكسن فـوق مشـاهده شـد    اي گره

پلاســـميد حـــاوي ژن كـــد كننـــده پـــروتئين  كـــه از دو زمـــاني
1LmSTI و TSA    بيشـتر   اسـتفاده شـد،   12همراه بـا اينترلـوكين

ويژه ه ب( هاي كشته شده با حرارت مطالعات بيشتر روي انگل. بود
به مقـدار   گره يانجام شد كه دوام و بقا طور كامله ب) ها ژن آنتي
  .)15، 16( عنوان واكسن بستگي دارده كار برده شده به ژن ب آنتي

ــاتي ــر تحقيق ــاي روي ژن ب  TSAو  LACK ،1LmSTI ه
انجـام شـد و نتـايج آن     DNA Vaccineهمراه با هم به عنوان 

هاي كشـته شـده همـراه بـا      به صورت پروماستيگوت يبا واكسن
شـد،   كشـف  نيتوسـط محقق ـ  1999كه در سال  12اينترلوكين 

نشــان داد كــه حفاظــت ايجــاد شــده در  جينتــا. گرديــدمقايســه 
DNA Vaccine ــود  طــولاني ــر ب ــا. )17(ت ــا ب  TSA حــال ني

  .است يشمانيا ايجاد نكردهبر عليه ل تاكنون ايمني صددرصد
   ك سيتوكين عضو خانوادهي )22IL( 22اينترلوكين 

10-IL  1هاي  كه توسط سلولاستTh ،17Th ،22Th ،
Dendriticcells  وNK )Natural killer (شود و  توليد مي

 ،IL ،19-IL-10 اعضاي اين خانواده سيتوكيني شاملساير 
20-IL ،)24-IL (7MDA، )TIF (IL، 22IL 26 و-IL 
گرچه اعضاي اين خانواده مشتركات ساختماني  .)18(باشند  مي

 لحاظ عملكرد بيولوژيك و از ، امازيادي دارند بسيار
  .ها وجود دارد هاي فاحشي بين آن ايمنولوژيك تفاوت

22IL غير  است كه وجودش حتي در يهاي معدود سيتوكين از
 22IL. )19، 20( ها به اثبـات رسـيده اسـت    ماهي مانندپستانداران  از

ــال ــث فعــ ــازي باعــ ، 1JAK ،2TYK ،1STAT ،3STAT ســ
5STAT مســــير و MAP )Mitogen-activated protein( 

ــي  ــاز م ــود كين ــده  . )18، 19، 21( ش ــت ش ــروزه ثاب ــه اســت ام ك
گيرنده براي اين سيتوكين  هاي كراتينوسيت پوستي واجد سلول
پوســت ســبب القــاي پيتيــدهاي ضــد  در 22IL. )22، 23( هســتند

 ها را تمايز آن افزايش و ها را كراتينوسيت تكثير شده،ميكروبي 
مكانيسم دفـاعي ذاتـي    التيام پوست در نقشي در كند و مهار مي

بـا فعـال    NK هـاي  وسـيله سـلول  ه توليد شده ب 22IL. )23(دارد 
رشـــد  ،افـــزايش فعاليـــت فـــاگوليززوم كـــردن ماكروفاژهـــا و

  .)24( كند مي مهار مايكوباكتريوم توبركولوزيس را
ــه ــ در يا مطالع ــه  كي ــوميمنطق ــان ب ــه داد نش ــم ك  زاني

 افـراد  به نسبتانساني  زارآافراد مقاوم به كالا 22IL نيتوكيس
ــاس ــالاتر حس ــت ب ــل   .اس ــي انگ ــمانيلاز طرف ــو ايش   ي انودون

)Leishmania donovani( 17 يها سلول زيتما-Th يرا برا 
توجـه بـه    با. )22( كند يم كيتحر نترفرونيو گاماا 22IL ديتول
 و بهبـودي  عدم عود، در خصوص متعددي هاي گزارش كه اين
 نقشنيز  به تازگي و دارد وجود ليشمانيوزدرمان  نامناسب تأثير

22IL  ايجـاد   و التهـابي  هـاي  در پاسـخ يـك سـيتوكين   به عنوان
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 پژوهشي

ــي  حفاظــت ــيدر ايمن ــت و  ذات ــرل عفون ــاي  كنت ــف وه  مختل
ثابـت شـده    تليال صدمه ديده هاي اپي هموستازي و بهبود سلول

 بررسـي اثـر سـيتوكين    حاضـر،  تحقيـق  هـدف از  بنابراين ؛است
22IL پروتئين پلاسميد كد كننده  همراه باTSA ليشمانيا ماژور 
  .بود Balb/cهاي  موشدرمان ليشمانيوز جلدي در  در

  

  ها مواد و روش
  ديپلاسم

بــا  TSA حــاوي ژن 3pcDNA نوتركيــب بيــانيپلاســميد 
ــول  ــاز 600ط ــه جفــت ب ــروتئين ك ــب  پ ــا وزن  TSAنوتركي ب

در بخـش   كنـد،  ميكيلودالتون توليد  1/22 در حدودمولكولي 
ن توسـط  آشناسي دانشگاه تربيـت مـدرس سـاخته و بيـان      انگل

ارزيــابي  )26(و فاطمــه و همكــاران  )25( و همكــاران ييطباطبــا
 كشـت اوليـه و  . در اين تحقيق مورد اسـتفاده قـرار گرفـت    ،شد

در  3pcDNAپلاســـميد  و TSA انبــوه پلاســـميد حــاوي ژن  
شـركت   L.B Brothاز محيط كشـت   استفاده با 1TG باكتري

Merck استخراج پلاسميد بـا اسـتفاده   در مرحله بعد . انجام شد
كيـاژن  شـركت   EndoFree Plasmid Mega Kitكيـت  از 

غلظت پلاسميدهاي استخراج شـده توسـط    سپس .فتانجام گر
اساس  سازي بر رقت وگيري شد  دستگاه اسپكتروفوتومتر اندازه

  . گرفتانجام موش  سر 15 بهميكروگرم  50 ميزان تزريق
  

  ها موش يساز آماده
بـه دليـل    Balb/c inbredسر مـوش سـفيد مـاده خـالص      60

ــه پروماســتيگوت  ــودن ب ــاژور  حســاس ب ــاي ليشــمانيا م   ســن  در ه
ســازي رازي  ســرم سســه تحقيقــات واكســن و  ؤم هفتگــي از 8

اين تحقيـق   عنوان مدل حيوان آزمايشگاهي دره حصارك كرج ب
غـذا   لحاظ آب و از تحت شرايط استاندارد خريداري و انتخاب و

اسـاس نـوع مـاده تزريقـي      ها بر بندي موش گروه .نگهداري شدند
تـايي تقسـيم    15 گـروه  4بـه   Balb/c هموش ماد 60 .گرفتانجام 

 PBSو  3pcDNAكننـده   هـاي دريافـت   شدند كه شـامل گـروه  
)Phosphate buffered saline (  هـاي شـاهد و    به عنـوان گـروه

يك گـروه هـم    و pcTSAموش دريافت كننده  15يك گروه با 

در هـر  . بودنـد  22IL  +pcTSAدريافـت كننـده   موش  15شامل 
 .شدندتايي تقسيم  5به سه دسته ها  ها نيز موش گروهيك از 

كـه بـه    بـدون ايـن   ،نددش تايي فقط واكسينه مي 5ك دسته ي
بـا  شـدن  دوم و سوم بعـد از واكسـينه    دسته انگل آلوده شوند و

 هومـورال در  و ايمنـي سـلولار   سـنجش  .نددش ـ انگل چالش مي
 هـاي اول و دوم صـورت   در دسـته و ايمن شده  شاهدهاي  گروه

  .دسته سوم انجام شد يها موش هاي باليني در و بررسي رفتگ
  
 )ونيناسيواكس( ييزا يمنيا

ــه  در ــن مطالع ــايي15يــك گــروه  جهــت واكسيناســيوناي از  ت
 پلاســميد و گــروه ديگــر) ميكروليتــر 100( را PBSهــا، بــافر  مــوش

3pcDNA در  ميكروگـرم  50بـا غلظـت   ( شـاهد عنوان گـروه  ه ب را
كـد كننـده    ژنپلاسـميد حـاوي   مـوش ديگـر    30 و) ميكروليتر 100

ميكروليتـر   100در حجـم   ميكروگـرم  50را به ميـزان   TSAپروتئين 
در سـه نوبـت بـه فاصـله سـه هفتـه دريافـت         و) PBS رقيق شده بـا (

پلاسـميد  هاي دريافت كننـده   تايي از موش15به يك گروه  .دنمودن
 شـركت  ازكـه   22IL سيتوكين ،TSAكد كننده پروتئين  ژنحاوي 
R&D ــا ــر Cat.number 582-ML ب  پروتكــل دســتور اســاس ب

 مـاده آ BSA از درصـد  1ي حـاو  لياسـتر  PBS درشركت سازنده 
نـانوگرم   5 زاني ـم بـه ها با انگل ليشمانيا  موش چالش از قبل ه بود،شد

 ســرران عضــله چهــار  در دوز تــك صــورته بــ ليتــر بــر ميلــي 
)Quadriceps(  ــم ــر 100در حج ــا ميكروليت ــتفاده از ب ــرنگ  اس س

  .)27( گرديدتزريق ) 30Gauge( 30اندازه  سوزن انسولين با سر
  

 چالش

هـاي   سـازي مـوش   آلـوده  ،زايـي  هفته بعد از آخرين ايمنـي  3
Balb/c ها با تعداد  صورت گرفت و موش ماژور انگل ليشمانيا با
 )L.major( پروماستيگوت انگل ليشمانيا مـاژور  2 × 106حداقل 

 در فــاز ايســتا  MRHO/IR/75/ER ســويه اســتاندارد ايرانــي  
)Stationary(  طريق تلقيح زيرجلدي  ميكروليتر از 100به ميزان

هفتـه بعـد از تزريـق در     3- 4 كه بعد از نددر قاعده دم چالش شد
شـد و سـپس زخـم     احساس  گرهلمس ناحيه تزريق برجستگي و 

  . گرديدقاعده دم موش تشكيل  رشد انگل در حاصل از
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  هومورال يمنيا يبررس
 سـه  درها  از موشي ريگ خون ،هومورالي منياي بررسي برا
 ونيناس ـيواكس از پـس  هفته سه اولي ريگ خون. شد انجام نوبت
 و سـوم  ونيناس ـيواكس از پـس  هفتـه  سـه  دومي ريگ خون و دوم
 كمـك  بـه  انگـل،  بـا  چـالش  از پـس  هفتـه  7 سـوم ي ري ـگ خون
. شـد  انجام ها موش چشم گوشه از نهيهپار ريغ مويينه هاي لوله
 و آوري جمع هومورال، ايمني بررسي يبرا ها ش مو خون سرم
ي بررس ـ. گرديـد  گـراد نگهـداري   درجه سـانتي  - 20 فريزر در

 هاي گروه و شده ايمن هاي موش سرم روي بر هومورال ايمني
 آزمايش از استفاده با IgG مجموع مقدار گيري اندازه با شاهد

ELISA ي بـاد  يآنت ـي هـا  زيرگـروه  ،نيا بر علاوه. شد انجام
ــامل ــن a2IgG و 1IgG شـــ ــا زيـــ ــتفاده بـــ   تيـــــك از اســـ

Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Reagents 
  .گرفت قرار سنجش مورد Sigma شركت

  
 يسلول يمنيا يبررس

براي بررسي ايمني سلولي از دو روش سنجش سـيتوكين و  
  .استفاده شد MTTروش 

و  IFN-γ هــــاي ســــيتوكين وجــــوددر روش اول بــــراي 
)Cytokine assay (4-IL هــاي لنفوســيت ســلولي ســوپ از 

) شـده  چـالش  و نشـده  چالش( شاهد و شده ايمن موش طحالي
 بـا  چالش از قبل( سوم يادآور تزريق از پس هفته 7. شد استفاده
 از لنفوسـيت  اسـتخراج  انگـل،  بـا  چالش از پس هفته 7 و) انگل
ي هـا  مـوش  طحـال . گرفـت  صـورت  لياسـتر  طيشرا در طحال
 سوسپانسـيون  بـه و  لـه  سرد استريل PBS محلول در شده كشته
  .شد تبديل سلولي

بـه دليـل    هاي جدا شده از هر طحال، سلول تعداد به توجه با
 تي ـپل كشـت  چاهـك  هـر  در تيلنفوسي ها سلول تعداد كه اين
 كشـت ي بـرا  سـلول  ازي مقدار، باشد 2 × 106 ديبا ،يا خانه 24
 هــر بــه ســپس .شــد برداشــته) محاســبات انجــام بــا( چاهــك در

ــك ــدار چاهـ ــرميم 50 مقـ ــ كروگـ ــافه ژن يآنتـ ــد اضـ  گرديـ
 بعد از آن ).شوند يم كيتحر انگل ژن يآنت توسط ها تيلنفوس(

 كه -1640RPMI طيمح توسط چاهك هر ونيسوسپانس حجم
   بــه ،بــود درصــد FCS )Fetal calf serum (10ي حــاو

 در سـاعت  72 مـدت  بـه  هـا  تي ـپل .شد رسانده تريكروليم 1000
 درصد 5  اكسيدكربن دي داراي گراد درجه سانتي 37 انكوباتور
 بـه  هـا  سـلول  رويـي محتويـات   ،مـدت  اين از پس .شدند انكوبه
 شـد  جمع اپندورف ويال در و آوري جمع ساعت 72 در آرامي

. شـدند  فوژيسـانتر  قـه يدق 10 مـدت  بهدور در دقيقه  3000 در و
 تقسـيم  ها ويال در ميكروليتر 300 مقادير در رويي محلول سپس

ــد ــا و گردي ــان ت ــيتوكين ســنجش زم ــا در س درجــه  -70 يدم
 .)28( شدندي گراد نگهدار سانتي

ــيتوكين    ــود س ــي وج ــت بررس ــااينترفرون و  جه ــاي گام  ه
   كيــــت اســــتفاده از بــــا و ELISAبــــا روش  4 اينترلــــوكين

U-cytech-biosciences ســـوپ ســـلولي  از ،كشـــور هلنـــد
 -70 كــه در شــاهد هــاي ايمــن و مــوشهــاي طحــال  تيلنفوســ

و بـا اسـتفاده از اسـتاندارد     اسـتفاده گرديـد   بود، نگهداري شده
هـاي مـورد    منحني استاندارد رسم شد و نمونه ،موجود در كيت

  . آزمايش بر اين اساس ارزيابي شدند
  

   MTT آزمون
-MTT ](4,5- dimethyl thiazoyl-2)-2,5 روش از

diphenyle tertrazolium(3- bromide) [  بــراي بررســي
بدين منظور . صورت زير استفاده شده ها ب پروليفراسيون لنفوسيت

ميكروليتر از سوسپانسيون لنفوسـيتي اسـتخراج شـده بـه هـر       100
اي مخصوص كشـت سـلول    خانه 96هاي  چاهك در ميكروپليت

). ســـلول بـــه ازاي هـــر چاهـــك  3 × 105يعنـــي (اضـــافه شـــد 
چاهـك   3ال هـر مـوش در   حاصـل از طح ـ سـلولي  سوسپانسـيون  
ميكروگـرم در   50بـه دو چاهـك از هـر گـروه،      .كشت داده شد

بـه يـك    .مـاژور افـزوده شـد    ژن انگـل ليشـمانيا   نتـي آليتر از  ميلي
حجـم  . ژنـي اضـافه نگرديـد    چاهك ديگر همان گروه هيچ آنتـي 

ــا   ــك بـــ ــر چاهـــ ــايي هـــ ــتفاده از نهـــ    RPMI  +FBS اســـ
)Fetal bovine serum( )10 ميكروليتر رسيد 200به ) درصد. 

  سـاعت در انكوبـاتور    72هاي كشـت شـده بـه مـدت      پليت
قــرار  درصــد 5اكســيدكربن  ديداراي گــراد  درجــه ســانتي 37

سـاعت انكوباسـيون، بـه هـر چاهـك حـاوي        72بعد از . گرفت
 MTTاز محلول  ميكروليتر 20 مقدار ،لنفوسيت ميكروليتر 200
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 پژوهشي

پليـت مـذكور    .گرديـد  اضـافه ) ليتر گرم بر ميلي ميلي 5غلظت (
گـراد   درجـه سـانتي   37سـاعت در انكوبـاتور    4به مدت  دوباره
ــيدكربن  ديداراي  تــا بلورهــاي  ( انكوبــه شــد  درصــد 5اكس

سوپ سلولي به آرامي بـدون هـم زدن    ).فورمازان نمايان شوند
محتويـات رويـي بـه طـور      و ها سانتريفوژ شد محتويات چاهك
ــه هــر چاهــك مقــدار   .كامــل خــارج شــد ميكروليتــر از  100ب

DMSO )Dimethyl sulfoxide ( ــافه ــذب و اض ــوري ج ن
ــه ــا  نمونـ ــوج  هـ ــول مـ ــانومتر  540در طـ ــتگاه  نـ ــط دسـ   توسـ

Elisa Reader شاخصنتايج آزمايش به صورت . خوانده شد 
  .)29( محاسبه گرديد) SIيا  Stimulation index(تحريك 

  
  ها گيري قطر زخم و وزن موش اندازه

قاعده دم  ظاهر شدن زخم در و با انگل پس از انجام چالش
ه كـوليس ديجيتـال ب ـ   استفاده از گيري قطر زخم با اندازه، موش
كه حاصل جمع طـول و  ه طوري بصورت گرفت؛ هفتگي  طور

تقسيم و به عنوان عدد مربوط به قطر  2عرض قطر زخم بر عدد 
صـورت  ه ها طي درمان ب ـ وزن موش .شد زخم در نظر گرفته مي

  .و يادداشت گرديدگيري  اندازههفتگي با ترازو 
  

  ها بررسي طول عمر موش
هاي واكسينه شـده و   هاي گروه ش با انگل موشلپس از چا

  .به طور هفتگي پيگيري شد نيزها  آن ي، طول عمر و بقاشاهد
  

  يآمار تحليل
، 4IL، گيـري گامـااينترفرون   انـدازه  دست آمـده از ه اطلاعات ب
IgGa Total ،IgG و a2IgG  وMTT يزخم و بقا و بررسي قطر 

 16نسـخه   SPSSافـزار   نـرم ه مـورد ب ـ  و شاهدهاي  گروه ها در موش
)version 16, SPSS Inc., Chicago, IL (جهـت   ود وارد ش ـ

هـا   آنهاي مركزي و پراكنـدگي   محاسبه شاخص ها و توصيف داده
ــار ( ــانگين وانحــراف معي ــدمحاســبه ) مي مقايســه راســتاي  در .گردي

 ،Mann–Whitney U زمونآ از پارامتريك غيرهاي مستقل  گروه
ــين آهــاي تعقيبــي  زمــونآجهــت بررســي  شكارســازي اخــتلاف ب

، Kruskal–Wallisآزمـون   پارامتريـك از  غيـر هاي مسـتقل   گروه
 جهـت  و Friedmanزمـون  آمقايسه اثـر گذشـت زمـان از     براي

هاي  پارامتريك با يكديگر از آزمون غيرهاي وابسته  مقايسه گروه
  .استفاده شد Wilcoxonتعقيبي 

  

  ها يافته
  سلولي ايمني بررسي نتايج

  ها سيتوكين سنجش
  بـــــا انجـــــام آزمـــــون    ):IFN-(گامـــــااينترفرون  -1

Mann-Whitney U ساعت  72، گامااينترفرون ميانگين ميزان
هـاي   هاي ايمـن نسـبت بـه گـروه     گروه همهبعد از چالش  قبل و
بـا   22IL  +pcTSA. بودماري آدار  داراي اختلاف معني شاهد

ساعت بعد از  72( گامااينترفرون داشتن ميانگين بالاتر در ميزان
ي را نشــان داد دار اخــتلاف معنــي pcTSAنســبت بــه  )چــالش

)05/0 < P) ( 1جدول شماره(. 

و  Mann-Whitney Uانجام آزمـون  با : 4اينترلوكين  -2
، 3pcDNAبـا   PBS شـاهد  هـاي  گـروه  IL-4ميانگين  مقايسه

همچنـين  . مشاهده نشـد قبل و بعد از چالش  داري اختلاف معني
اخـــتلاف  22IL  +pcTSAبـــا  pcTSA هـــاي ايمـــن گـــروه
ــي ــانگين معن نداشــتند  قبــل و بعــد از چــالش  IL-4 داري در مي

)05/0 < P( ، ــا در مـــورد ــانگين امـ ــروه IL-4كـــاهش ميـ    گـ
22IL  +pcTSA  وpcTSA  ــي ــتلاف معن ــروه   يدار اخ ــا گ ب

مشاهده شد ساعت بعد از چالش  3pcDNA 72و  PBS شاهد
)05/0 < P( ) 1جدول شماره(.  

  
  بقا زانيم

دون دريافت ببا يا  شاهدهاي ايمن و  ميزان بقا در همه گروه
22IL  مـرگ و ميـر   . بـود  درصـد  100بعـد از چـالش    6تا هفته

ــه هفــتم بعــد از چــالش   شــاهدهــاي  گــروه ــاداز هفت    اتفــاق افت
بـراي   كـه نـرخ فـوق    )بقـا  درصد 80مرگ و مير و  درصد 20(

روي در هفته بيسـت و سـوم    TSA و 22IL  +TSA هاي گروه
ــا وجــود .داد ــر   ايــن ب ــرخ مــرگ و مي ــراي  درصــد 100كــه ن ب

 ، امـا بود 27و  26در هفته  PBSو  3pcDNA شاهدهاي  گروه
   يبقـا  pcTSA و  22IL  +pcTSA گـروه در اين مقطـع بـراي   

  .)1 شماره نمودار( اتفاق افتاد درصد 80
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  و ايمن با يا بدون دريافت سيتوكين شاهدهاي  ساعت قبل و بعد از چالش در موش 72 گامااينترفرون و IL-4غلظت مقايسه ميانگين : 1شماره جدول 

  گروه
 گامااينترفرون

 )ساعت قبل از چالش 72(
 گامااينترفرون

 )ساعت بعد از چالش 72(
4 -IL   

 )ساعت قبل از چالش 72(
4 -IL   

 )ساعت بعد از چالش 72(

PBS  
  750/203 750/153 250/176 000/274 ميانگين

  338/14  260/33 490/34 097/24 انحراف معيار

3pcDNA  
  750/229 250/186 750/123 250/128 ميانگين

  669/33  500/32 564/20 139/20 انحراف معيار

pcTSA 
  500/55 250/152 500/562 250/676 ميانگين

  157/19  500/24 496/81 072/97 انحراف معيار

22IL  +pcTSA 
  500/37 250/134 000/912 000/703 ميانگين

  503/12  066/12 934/52 860/198 انحراف معيار
PBS: Phosphate buffered saline; TSA: Thiol-specific antioxidant; IL: Interleukin 

 

 
  هفته 30طي بررسي در  شاهدهاي  و مقايسه با گروه 22IL  +TSA و TSAهاي دريافت كننده  درصد مرگ و مير و بقا در موش :1شماره نمودار 

PBS: Phosphate buffered saline; TSA: Thiol-specific antioxidant 

 
  وزن

نسـبت   وزن بالاتري 22IL + pcTSA گروه، 30در هفته 
هـاي   هـاي گـروه   ميـانگين وزن مـوش   .داشت ها به ساير گروه

در طـي   pcTSAو  22IL + pcTSAمختلف دريافت كننده 
چالش افـزايش   هفته بعد از 30يا  زخم و بروز هفته بعد از 27

ــروه    ــه گ ــبت ب ــي را نس ــاي  منظم ــاهده ــان داد ش ــدنش ــا  .ن   ب
  ميـانگين وزنـي گـروه    ، Mann-Whitney Uانجـام آزمـون   

22IL + pcTSA  وpcTSA   ــه ــالاتري نســبت ب ــزايش ب از اف
3PcDNA  وPBS هاي  و اين اختلاف با گروه بود برخوردار

  .)2 شماره نمودار() P > 05/0( باشد ميدار  فوق معني شاهد

 زخم تيوضع

22IL + pcTSA  ــا داشــتن زخــم كوچــك ــه  ب تــر نســبت ب
pcTSA ــروه و ــاهد  گ ــاي ش ــي   ه ــون تعقيب ــام آزم ــا انج    ب

Mann-Whitney U يدار ها اختلاف معنـي  در طي تمام هفته 
   نيانگي ـم بـا  زخـم  بـروز . )P > 05/0( شـت فوق دا هاي با گروه

 44 روز در 22IL + pcTSA رنـده يگ گـروه  در متـر  يليم 66/0
 روز درانـدازه زخـم    كـه  يصـورت  در اتفاق افتاد؛ چالش از بعد
، در گـروه  56/2برابر با  3pcDNA گروه در چالش از پس 30

PBS  گروه در و 82/2برابر با pcTSA  متر يليم 30/1به ميزان 
  .)3 شماره نمودار( دبو
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  هفته 30طي بررسي در  شاهدهاي  و مقايسه با گروه 22IL + pcTSAو  pcTSAهاي دريافت كننده  ميانگين وزن در موش :2شماره نمودار 

PBS: Phosphate buffered saline; TSA: Thiol-specific antioxidant; IL: Interleukin-22 
  

   
  هفته 30طي بررسي در  شاهدهاي  مقايسه با گروهو  22IL  +TSA و pcTSAهاي دريافت كننده  در موش اندازه زخمميانگين  :3شماره نمودار  

  
  MTT آزمون
بـا   هـا  گـروه  در همـه بعد از چـالش   MTT آزمون ميانگين
) 2 شماره جدول( بودبيشتر از قبل چالش  دار نشدن وجود معني

  .)4نمودار شماره (
  
   هومورال يمنيا يبررس جينتا

 و IgG total، 1IgG و انحـراف معيـار   ميـانگين بررسـي  
a2IgG در سه مرحله بعد  شاهدهاي مختلف ايمن و  در گروه

  بـــا انجـــام  از واكسيناســـيون دوم و ســـوم و قبـــل از چـــالش
 نشـان داده شـده اسـت    Mann-Whitney Uآزمون تعقيبـي  

  ).3جدول شماره ( )5- 7نمودارهاي شماره (
و  در مرحلـــه دوم 22IL  +pcTSAو  pcTSAگــروه  

ــوم ــا  س ــروهب ــاهد  گ ــاي ش ــي  ه ــتلاف معن   داشــت  يدار اخ
)05/0 < P(. 22 گروه ،همچنين -TSA نيـز  در مرحله اول 

) P > 05/0(شـت  دا يدار هـا اخـتلاف معنـي    با همـه گـروه  
  .)3 شماره جدول(
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  بحث
 واكسن وسيلهه ب كه ژني آنتي انتخاب ليشمانيا ماژور، مورد در
DNA هــاي مولكــول بــه ژنتيكــي طريــق از و گــردد كــد MHC 

)Major histocompatibility complex (متصـل  سلول سطح 
 مناسبي استراتژ استفاده از و نمايد تحريك را ايمني سيستم ،شود
 جاديا و T سلول تهيسيمنوژنيا شيافزا باعث كه ونيناسيواكسي برا

ي سـلول  داخـل  پـاتوژن  هيعل بر كننده محافظتي سلولي منيا پاسخ
   .)2، 7، 8( است برخورداري اديز تياهم از ،شود

ليشـمانيا   TSAدر اين تحقيق از پلاسميد كد كننـده پـروتئين   
ــتفاده شــد  ــاژور اس ــروزه .)25، 26( م ــت ام ــتفاده از ادجوان ــا و  اس ه

ه ب شده القا ايمني پاسخ اصلاح و بهبود برايهاي مختلف  سيتوكين
ــيله ــن DNA وس ــا واكس ــمانياه ــه خصــوص  ي ليش ــتفاده ب  از اس

 منظـور  بـه  هـا  واكسن DNA ونيفرمولاس در 12ILي ها نيتوكيس
 .)7( شود يم انجام، T سلول رمجموعهيز ويپروتكتي ها پاسخ شيافزا
 افـزايش  ،ريم و مرگ كاهش و بالا يبقا درصداين پژوهش ج ينتا

  ايمنــي  يهــا يبررســنتــايج  و زخــم قطــر كــاهش، وزن چشــمگير
 افـت يدري هـا  مـوش در  كه دهد يم نشانسلولار و هومورال را 

د ي ـتول شيافـزا  ،مشـخص  طوربه  TSAبا ژن  22ILتوأم  كننده
 جاديا باعث و شود ايجاد مي 4IL ديتول كاهش و نترفرونيگاماا
يي كاراسبب افزايش  در نتيجه .گردد مي 1Th ايمني يها پاسخ

   .شود ميي جلد وزيشمانيل بهبود در سيستم نيا
ــا در ــه ني ــ از مطالع ــرا 22IL نيتوكيس ــي ب ــار نياول    دوز درب

 و 5 مختلـف  دوز دوي ابي ـارز در را كـه چ؛ شد استفاده نانوگرم 5
ه ديرس ـ جـه ينت نيا به تر پيش نيمحقق 22IL نيتوكيس نانوگرم 10
   بـه  نسـبت ي بهتـر يي كـارا  نيتوكيس نيا نانوگرم 5 دوز كه ندبود
ي وزهـا دي بعض ـ از قـات يتحق يبعض ـ اساس بر و دارد نانوگرم 10

به منظور  .)30، 31( شد گزارشي جانب عوارض 22IL استفاده مورد
، 22IL بينوترك نيپروتئ بودن گران و افزايش توليد اين سيتوكين

 ژن بـه  22IL نيتوكيس ـ كننـده  كـد ي هـا  ژن از تـوان  يم ـ ندهيآ در
  .ابدي شيافزا واكسنزايي  ايمني قدرت تا كرد اضافه ژن يآنت

 و مـن ياي هـا  مـوش ي نيبال روندي بررسي ها ملاك ازي كي
  . بود زخم تيوضع قيتحق نيا در شاهد

  و 3pcDNA ،pcTSA كننده افتيدر هاي گروه زخم اندازه

PBS مـدت  زخـم و  اندازهميانگين كاهش  .داشتي صعود روند 
 كننـده  افـت يدر گـروه  در ديرس ـ حداكثر به زخم اندازه كهي زمان
22IL  +pcTSA اختلافي دارا منيا و شاهدي ها گروه به نسبت 
 صـورت ه ب pcTSAتوأم با  22ILاحتمال دارد  كه ي بوددار يمعن

 و رشــد كــاهش بــرايي جلــد وزيشــمانيل در پوســت در موضــعي
  .)23، 32(باشد  نموده عمل pcTSA از بهتر زخمي بهبود
 ،بيمـاري  رونـد  بـر  يقـاطع  ثيرأت ـ زمان عامل كهيي جا نآ از
 بــا كــه اســت بــديهي ،دارد زخــم قطــر انــدازه و هــا مــوش وزن

 بـروز  بيمـاري  و شـده  تثبيـت  حيـوان  در عفونـت  زمان گذشت
 خـوراكي  كم ،حيوان در ميعلا بروز به منجر لهأمس اين. كند مي
 حيـوان  وزن كـاهش  مجمـوع  در و آن رفـتن  تحليل سويي از و

 روند ،3pcDNA اي PBS شاهد گروه هاي موش در و شود مي
 دار يمعن ـ هـا  گـروه  ريسـا  به نسبت وزن كاهش و زخم پيشرفت

 pcTSA كننده افتيدري ها گروهي ها موش وزن نيانگيم. بود
 به نسبتي بررس طول در راي منظم شيافزا 22IL  +pcTSA و

 اخـتلاف  نياكه  داد نشان 3pcDNA و PBSشاهد ي ها گروه
ــا ــ P > 05/0 ب ــده دار يمعن ــود ش ــين در .ب ــهيمقا همچن وزن  س

 كـه  شـد  مشاهده 22IL  +pcTSA و pcTSA ايمن هاي گروه
pcTSA شود ميي ا نمونهي واحدها وزن كاهش به منجر شتريب 

 بـه  نسـبت  ها موش وزن بهبود در 22IL  +pcTSAي عبارته ب اي
pcTSA ــ ــابراين  ؛نمــود عمــل ثرترؤم ــبن ــوان يم  كــه گفــت ت

 گــروه در نهيواكســي هــا مــوش وزن بهبــود در 22IL نيتوكيســ
  . است نموده عمل بهتر نآ كننده افتيدر

، )داخلـي (طبيعـي   محـيط  در عمـده  ارزيابي كهيي جا آن از
ــين ــوي تعي ــت؛ 1Thو  2Th الگ ــه اس ــين ب ــل هم و  IL-4 دلي

 افـزايش  در 22IL  +pcTSA. )11( شـد  سنجيدهگامااينترفرون 
 pcTSAساعت بعد از چالش نسبت به  72توليد گامااينترفرون 

نمايـانگر آن اسـت    و )P > 05/0( شـت دا يدار اختلاف معنـي 
هـاي   سـبب ايجـاد پاسـخ    22IL دريافـت كننـده  هـاي   موش كه

 كـه  ه استتحقيقات قبلي نيز نشان داد .دنشو مي 1Th سيتوكين
22IL  يك اثر حفاظتي در برابر بيماري كالاآزار انساني دارد و
ــووان ايشــمانيل ــراي توليــد Th-17 هــاي تمــايز ســلول يدون   را ب

17-IL ،22IL  22(كنــــد  و گامـــااينترفرون تحريــــك مــــي( .
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كــه اثــر  دريافتنــد تحقيــق ديگــري در همكــاران و يبــيهزارجر
بــا  LACKروي پلاســميد كــد كننــده ژن    22IL نســيتوكي

و  باشـد  همراه مـي  4افزايش گامااينترفرون و كاهش اينترلوكين 
  .)33( شود مي 1Th هاي سيتوكين سبب ايجاد پاسخ

عفونت ليشـمانيايي بسـتگي بـه فعـال شـدن       ديگر، از طرف
) 1Thو  2Thيعنـي  ( CD+4هـاي سـلولي    يكي از دو زيرگروه

  و 2IFN-γهـايي ماننـد    بـا ترشـح سـيتوكين    1Thدارد و پاسخ 
IL-TNF-ß حاصـل از  گامـااينترفرون  باشند و  واسطه بهبودي مي
 ترين سيتوكين فعـال كننـده ماكروفاژهـا    عنوان قويه ها ب اين سلول

) NO(ست و فعال شدن ماكروفاژها منجر به توليد نيتريك اكسيد ا
  .)34، 35(شود  و سرانجام منجر به مرگ انگل مي

هـاي   بـه گـروه   ايمـن نسـبت   هاي گروه 4ميانگين اينترلوكين 
و ايـن   است از رتبه كمتري برخوردارو  داردروند كاهشي شاهد 

داري بود، اما ايـن   هاي شاهد داراي اختلاف معني كاهش با گروه
دار نيسـت   ايمن معني هاي گروه 4ILميانگين  اختلاف در كاهش

)05/0 < P( .    ــده ژن ــد كنن ــميد ك ــوأم پلاس ــر ت ــن حــال اث ــا اي ب
pcTSA   ــيتوكين ــا سـ ــد  22ILبـ ــر آن روي  4ILدر توليـ و اثـ

 كـه  وجـود ايـن  با  ماكروفاژها نياز به بررسي بيشتري دارد؛ چرا كه
22IL 10ك سيتوكين عضو خانواده يIL  10است وIL عنوان ه ب

ايمنـي   ثرؤكننـده م ـ  يـك مهـار   سردسته ايـن خـانواده سـيتوكين،   

 بـا وجـود   امـا  ؛تقويت كننده قوي ايمني هومورال اسـت  سلولي و
لحـاظ عملكـرد    زياد اين دو از داشتن مشتركات ساختماني بسيار

  .)18، 19( دنهاي فاحشي دار ايمنولوژيك تفاوت بيولوژيك و
در  IgG totalو  1IgG ،a2IgG ميـــــانگيني بررســـــ

ــروه ــن و    گ ــف ايم ــاي مختل ــاهده ــد از    ش ــه بع ــه مرحل در س
 گـروه  نشـان داد كـه   واكسيناسيون دوم و سوم و قبل از چـالش 

ــده افــتيدر ــه نســبت 22IL  +pcTSA كنن شــاهد در  گــروه ب
 كـه  است نموده عمل pcTSA گروه از بهتر مرحله دوم و سوم

ي ورآ جمـع  سوم مرحله كه باشد نيا موجود تفاوت علت ديشا
 بعـد  1IgG و IgG total ،a2IgGي ريگ اندازهي برا ها موش سرم
 كــه يصــورت در ؛گرفــت صــورت 22IL نيتوكيســ قيــتزر از

   دوم و اول مرحلـه ي ري ـگ انـدازه ي بـرا  هـا  مـوش  سـرم ي آور جمع
IgG total ،a2IgG 1 وIgG 22 نيتوكيس ـ قي ـتزر از قبلIL  بـود 
 سـتم يس كي ـتحر در را 22IL نيتوكيس نقش ويي كارا كه اين امر

ميـانگين   .دهـد  يم ـ نشـان  ژن بـدون  اي باي ها گروه هومورالي منيا
MTT چالش استها بيشتر از قبل  بعد از چالش كليه گروه. 

دهنـده تـأثير    نشـان حاصل از اين مطالعه  جينتابه طور كلي 
در  TSAهمراه با ژن كد كننده پـروتئين   22ILبالاي سيتوكين 

تحريك هر دو سيستم ايمني سلولي و هومورال در مدل موشي 
  . هاي ليشمانيايي ناشي از ليشمانيا ماژور بود و بهبود زخم
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