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  چكيده
هاي غير پاسخگو به واكسن موجود و ضعف ادجوانت كلاسيك آلوم در شيوع ابتلا به بيماري هپاتيت ب، وجود جمعيت :سابقه و هدف

هاي متعددي بر هم كنش عنصر آهن و بررسي. باشدهاي كاراتر ميالقاي پاسخ  ايمني سلولي نشان دهنده ضرورت طراحي واكسن
را بر   AJc-F نانوكمپلكس سولفات آهن و ، شاملاثرات دو ساختار محتوي آهن ،در بررسي حاضر. اندساندهسيستم ايمني را به اثبات ر

 .ارتقاي ايمني زايي واكسن هپاتيت ب مورد ارزيابي قرار داديم
همراه با واكسن به يك گروه . تزريق گرديد B نر در سه دوره واكسن هپاتيت Balb/c هايبه موشدر اين مطالعه تجربي،  :يسروش برر

و  BRDU  لنفوسيت هاي طحالي با روش HBS Ag  پاسخ تكثيري ضد. و به گروه ديگر سولفات آهن تزريق شد AJc-F نانوكمپلكس
ر آناليز آماري داده ها با نرم افزا. و اينترفرون گاما با روش اليزا ارزيابي شد 4، اينترلوكين HBS Agسطح كلي آنتي بادي اختصاصي ضد

SPSS انجام گرديد 18خه نس .  
ها را نسبت به گروه سولفات آهن و كنترل به و سيتوكين HBS Ag سطح كلي آنتي بادي اختصاصي ضد AJc-F نانوكمپلكس :هايافته

هر دو . نسبت به گروه كنترل گرديد 4سولفات آهن موجب كاهش شديد سطح آنتي بادي واينترلوكين . داري افزايش دادشكل معني
 . ر لنفوسيتي و سطح اينترفرون گاما را نسبت به گروه كنترل افزايش دادندتركيب تكثي

تواند سطح ايمني سلولي و آهن مي به عنوان ساختار محتوي AJc-F نانوكمپلكسدهد كه يافته هاي اين تحقيق نشان مي :گيرينتيجه
 .هومورال را در واكسن هپاتيت بي به شدت ارتقا دهد

  .هپاتيت ب، آهن نانو تكنولوژي، واكسن ادجوانت، :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
هـاي كبـد و از   عامل مهـم ايجـاد بيمـاري    ويروس هپاتيت ب

واكسيناسـيون افـراد در   . باشدجمله سرطان كبد در انسان مي
بـا آنتـي ژن سـطحي    ، ماننـد كـادر بيمارسـتاني   ، معرض خطر

پيشگيري ترين استراتژي براي به عنوان مهم (HBsAg)ويروس
 .كنترل عفونت هپاتيت ب معرفي گرديده استمچنين و ه
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اصولاهًدف واكسيناسيون ايجاد پاسخ ايمني قوي بـراي ايجـاد   
  بــه طــور كلــي . حفاظــت طــولاني مــدت عليــه عفونــت اســت

هـاي متعـددي از جملـه    ها، عمدتاً شامل فرمولاسـيون واكسن
هـاي كشـته شـده و    هـاي زنـده ضـعيف شـده، پـاتوژن     پاتوژن
  . )1( باشندير واحدي ميهاي زواكسن

 )واكسنهاي زيـر واحـدي  (آخر  واكسن هپاتيت ب نيز از دسته
 B آنتي ژن سطحي ويروس هپاتيت ،HbsAgكه محتوي است 
زايـي كـافي، بـرخلاف واكسـن     براي رسيدن به ايمني. باشدمي

هاي زنده ضعيف شده، عموماً ارگانيسم كامل كشـته شـده يـا    
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هاي زير واحدي براي تاثير گذار بودن، نياز بـه افـزودن   واكسن
  .)3 ،2( خطر دارندادجوانت موثر و بييك 

 واژه ادجوانــت بــه معنــي كمــك يــا افــزايش، از كلمــه لاتــين
adjuvare  ها تركيبـاتي هسـتند   ادجوانت )3(مشتق شده است

در . )2( دهنـد مـي  ءها را ارتقـا ژنكه واكنش ايمني عليه آنتي
ژن و ها موجـب افـزايش ميـزان عرضـه آنتـي     حقيقت ادجوانت

پايداري آن شده و يا به عنـوان يـك تعـديل كننـده سيسـتم      
در يك دسـته بنـدي تركيبـات محـرك     . كنندايمني عمل مي

هـا   و حامل هاي غير زندهناقل ها،دسته ادجوانت 3ايمني را در 
توان به هاي شناخته شده مياز ادجوانت. شوندبندي ميتقسيم
ها به اسيدهاي چـرب  لهاي آلومينيوم و ساپونين، از حامنمك

هاي روغنـي اشـاره   ها به اموليسيونو وكتورهاي زنده و از ناقل
  .)4( نمود

از افراد سالم واكسينه شـده  % 10مشاهده شده است كه حدود 
با واكسن هپاتيت ب پاسخ ايمني مناسبي بر عليـه واكسـن از   

ــه عنــوان  . خــود نشــان نمــي دهنــد -nonايــن پديــده كــه ب

responding در بيماران ديابتي و يا دياليزي نيز  ،شودتلقي مي
كار گرفتـه شـده در ايـن    ه اگر چه ادجوانت ب. ديده شده است
ست كـه ممكـن اسـت    ا اما اعتقاد بر اين ،باشدواكسن آلوم مي

. بهينه سازي ادجوانت موجب برطرف شدن اين مشـكل گـردد  
ه  شده آلوم به خوبي قادر است پاسخ ايمني از ادجوانت شناخت
را برانگيـزد، امـا درالقـاي پاسـخ ايمنـي       (TH2)نوع هومـورال  

هـا اهميـت   كه براي مقابله با بسياري از پاتوژن (TH1)سلولي 
و بـه همـين دليـل ارتقـاي ايمنـي       )2( دارد فاقد كارايي است

هاي گوناگون بسيار مورد توجه قـرار  سلولي به واسطه ادجوانت
در اين راستا تحقيقات متعددي جهـت طراحـي و   . گرفته است

  . هايي با ايمني زايي بهتر انجام گرفته استساخت ادجوانت
دهد كه متابوليسم عناصـر ريـز   هاي گوناگون نشان ميپژوهش

بـر عملكـرد سيسـتم ايمنـي     ... هـن، سـلنيم و   مغذي ماننـد آ 
به شكلي كه كمبود و يا اضـافه بـار ايـن عناصـر      ،اثرگذار است

 ها وهاي دفاعي عليه بيماريتواند موجب اختلال در واكنشمي
از اين رو .  )6 ،5(زايي بعد از استفاده از واكسن گردد يا ايمني

ساختارهايي كه بتوانند بر هومئوستاز عناصر ريز مغذي در بدن 
اثر بگذارند قادرخواهند بود سيستم ايمني را نيـز تحـت تـاثير    

از اين رو اين فرضيه مطرح شده اسـت كـه بـا    . خود قرار دهند
تـوان سيسـتم ايمنـي را تقويـت     استفاده از اين ساختارها مـي 

كسن را با استفاده از اثر شبه ادجوانتي دهي به وانموده و پاسخ
  .آنها افزايش داد

براي اولين بار موفـق بـه    Chelatingبا تلفيق تكنولوژي نانو و 
ــام  ــا ن ــوژي  AJc-Fســاخت نانوكمپلكســي ب ــر اســاس تكنول ب

Nanochelating    بـه منظــور اســتفاده بـه عنــوان ادجوانــت در
دين در اين ساختار،  بـه شـكل بنيـا   . واكسن هپاتيت ب شديم

ابعاد نانو طراحي شده است و به دليل نقـش انكارناپـذير يـون    
 ـ  كـار  ه آهن بر سيستم ايمني، در اين نانوكمپلكس يون آهـن ب

قرار گيـري ابعـاد كمـپلكس مـورد نظـر در      . گرفته شده است
مقياس نانو در كنار ساختار ويژه آن تركيبي را شكل داده است 

دفمند بر سيستم ايمني رسد قابليت اثرگذاري هكه به نظر مي
بـر   AJc-Fدر مطالعه حاضر براي اولين بار اثـر   .را داشته باشد

مـورد ارزيـابي قـرار گرفتـه      Bافزايش كيفيت واكسن هپاتيت 
ادجوانـت فـوق   . است و با سولفات آهـن مقايسـه شـده اسـت    

محلول در آب بوده و در مطالعه حاضر به صورت مخلوط شـده  
در . ه حيوانات تزريق شده اسـت با واكسن موجود هپاتيت ب ب

ي ايـن سـاختار بـر سيسـتم     ينهايت جهت بررسي دقيـق كـارا  
ايمني پارامترهاي متعددي از ايمني همـورال و سـلولي مـورد    

     .ارزيابي قرار گرفته است
 

  مواد و روشها
  AJc-Fنانو كمپلكس 

ثبـت  ( Nanochelatingاين نانوكمپلكس بر اساس تكنولـوژي  
 USPTOاختراعات و علامات تجاري آمريكا،ثبت  شده در اداره
 .سنتز شده است)  US20120100372A1به شماره ي 

  حيوانات
اي هفتـه  6-8موش بالب سي نر  30از مطالعه تجربي، در اين 

ها بـه اتـاق   يك هفته قبل از شروع آزمايش موش. استفاده شد
در طول مدت نگه داري دسترسـي آزاد  . حيوانات منتقل شدند

سـاعت   12( غذا داشتند و سيكل روشنايي و تاريكي به آب و 
  .تنظيم شده بود) ساعت تاريكي  12روشنايي و 
  گروه بندي
، گـروه  )واكسن( گروه كنترل :گروه تقسيم شدند 3حيوانات به 

AJc-F +و گـروه  )ميكروكرم بر كيلـوگرم  400با دوز ( واكسن ،
). 1جـدول  ) ( ميكروكـرم بـر كيلـوگرم    4با دوز ( سولفات آهن

 دوز سولفات آهن بر اسـاس ميـزان آهـن موجـود در سـاختار      
Ajc-F        تعيين گرديد تـا مقايسـه تيمارهـا بـر مبنـاي مقـادير

  .يكسان از عنصر آهن باشد
  ايمني زايي پروسه

 14 ،0دو هفته در روزهاي سه بار و به فاصلهگروه هاي تجربي 
 تحت تزريق داخـل صـفاقي   g HBs / miceµ 10با دوز   28 و

هـاي  دو هفته پس از آخرين تزريق ارزيابي پاسـخ . ر گرفتندقرا
  .ايمني در گروه هاي تجربي انجام شد
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  هاجمع آوري نمونه
آخـرين واكسيناسـيون    هفتـه پـس از   دو ،گيـري  جهت خـون 

ها با استفاده از پي پت پاستور از گوشه داخلي چشم آنها موش
ــد خــون گيــري شــد و جهــت . دراپنــدرف جمــع آوري گردي

ساعت در دماي اتاق قرار گرفت  جداسازي سرم ابتدا خون يك
تا لخته گرديد سپس با استفاده از پي پت پاستور لخته بازشـد  

سـرم  . شد دقيقه سانتريفوژ 15به مدت  rpm12000 و در دور
حاصل با سمپلر به اپندرف ديگرمنتقل و بار ديگر سـانتريفيوژ  

درجـه   -20دمـاي   ايت سرم عاري از لختـه جـدا و  درنه شد و
  .گراد  نگه داري شدسانتي

  تهيه سوسپانسيون طحالي
هـا نخـاعي   هاي طحال موش، ابتدا موشبراي جداسازي سلول

. درصد قرار گرفتنـد  70شده و براي چند ثانيه در الكل اتانول 
در زيـر هـود    موش از قسمت راست بـدن روي تختـه جراحـي   

قرار داده شد و به كمك قيچـي اسـتريل    ريلتحت شرايط است
پس از كنار زدن پوست شكم پرده . پوست موش برش داده شد

صفاقي را قيچي نموده و با پـنس اسـتريل، طحـال را از بافـت     
هـاي اطـراف   هاي مجاور مجزا كرده و با قيچي آن را از چربـي 

درصـد   2حاوي  PBSجدا نموده و در پليت استريل درون بافر 
FBS مك ته سرنگ به آرامي له طحال با ك. قرار داده شد سرد

گرديده و به كمك پي پت پاستور چندين بار پيپتـاژ نمـوده و   
 4سوسپانسيون سلولي به داخل لوله فالكون ريختـه شـد و در   

دقيقـه سـانتريفيوژ    5به مدت   g 300درجه سانتي گراد با دور
قرمز بـه   بافر ليز كننده گلبول به رسوب به دست آمده. گرديد
دقيقــه در مجــاورت  5اضــافه نمــوده و بــه مــدت  ml5 حجــم

جهـت   .هاي قرمز ليز گرديـد دراين مدت گلبول .يكديگر بودند
 ml  5مقـدار   ها از شوك اسموتيك به آنهـا خارج نمودن سلول

اضـافه نمـوده و بعـد از قـرار      RPMI-1640+FBS 5%محيط  
درجـه   4دادن سوسپانسيون به مدت نـيم سـاعت در يخچـال    

 PBSبار در  دوها از توده بافتي، گراد و جدا نمودن سلولسانتي
درجه سانتي گراد شستشـو داده   4و دماي  g 300سرد و دور 

سپس در محيط كشت كامل سوسپانسـيون شـده و يـك    . شد

نمونه از آن با رنگ تريپان بلو رنگ شده و به كمك لام نئوبـار  
ص شـد و در  شمارش گرديد و درصد سلول هـاي زنـده مشـخ   

سلول در  3×106كامل به تعداد  RPMI-1640نهايت در محيط 
هـاي  ميلي ليتر سوسپانسـيون شـده و جهـت انجـام آزمـايش     

  .بررسي پاسخ هاي ايمني مورد استفاده قرار گرفت
   BRDUها به روشبررسي پاسخ هاي تكثيري لنفوسيت

 100بـه مقـدار    cell/ml 106×3هـاي سـلولي   از سوسپانسيون
 96در هـر حفــره پليــت   cell/ml105× 3 ليتـر معــادل  ميكرو
محيط كشت كامـل   ميكروليتر 100 .اي كشت داده شدندخانه

هـاي  بـه حفـره   ml/gµ 10با غلظـت   HBsAgحاوي آنتي ژن 
ميكروگـرم در ميلـي    5غلظت نهائي آنتي ژن (آنتي ژن مثبت 
ميكروليتر محيط كشـت كامـل  فاقـد     100و ) ليتر شده است

هاي آنتي ژن منفي به عنوان كنتـرل مطالعـه   حفره ژن بهآنتي
و  ميكـرو ليتـر بـود    200حجم نهايي تمام حفرات . افزوده شد

درصـد   5درجـه و   37سـاعته در انكوبـاتور    72پس از كشت  
CO2   ميكروليتـر از   20به هر حفـرهBrdU     1:100بـه رقـت 

درصـد   5درجـه و   37ساعت در انكوبـاتور   18اضافه گرديد و 
CO2 پس از انكوباسيون پليت ها در دور . ار داده شدقرg 300 

شد و سپس به كمك سمپلر به   دقيقه سانتريفيوژ 10به مدت 
بـا   هـا هـا برداشـته شـد و پليـت    آرامي محيط كشت از چاهك

ميكروليتر بـافر   200 .دقيقه خشك گرديد 40سشوار به مدت 
Fix/Dent  دقيقـه در  30هـا  افـزوده شـد و پليـت   به هر حفره 

هـا تخليـه و   محتويـات داخـل چاهـك   . دماي اتاق قرار گرفتند
بـه تمـام    1:100بـا رقـت    Anti-BrdU-HRP ميكروليتر 100

ساعت در دماي  2ها حفرات به غير از بلانك افزوده شد و پليت
محتويـات داخـل   پـس از طـي زمـان لازم    . اتاق قـرار گرفتنـد  

اده ، چهـار مرتبـه شستشـو د   PBSها تخليـه و بـا بـافر    چاهك
به هر حفره اضافه شد  TMBميكروليتر سوبسترا   100. شدند

واكـنش   H2SO4دقيقـه بـا اسـتفاده از محلـول      3 -5و بعد از 
متوقف و جذب نوري پليت ها با دستگاه الايزا ريـدر در طـول   

نانومتر قرائت گرديـد و نتـايج بـر اسـاس انـديكس       450موج 
يـك  جذب حفـرات تحر / جذب حفرات تحريك نشده(تحريك 

 .محاسبه گرديد) شده

  بررسي الگوي سايتوكايني
ميلـي   1به مقدار  cell/ml 106×3هاي سلولي از سوسپانسيون

 100 .خانـه اي كشـت داده شـدند    24ليتر در هر حفره پليت 
. آنتي ژن اضافه شد gµ 5محيط كشت كامل حاوي ميكروليتر 

 CO2  5%درجه سانتي گراد و در حضور  37ها در دماي پليت
 rpmسـانتريفيوژ نمـودن در   . ساعت انكوبه شـدند  72ه مدت ب

دقيقه  سپس محلول رويي هر چاهـك بـه    10به مدت  1000
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ميلي ليتري انتقال داده شد و تا زمـان انجـام    5/1دو اپندورف 
تسـت  . درجه سانتي گراد نگهـداري شـد   -70 تست در دماي 

ه از اليزا براي سنجش ميزان سايتوكاين هاي مذكور با اسـتفاد 
موشي  IL-4و  IFN-ˠهاي تجاري اختصاصي اندازه گيري  كيت

)R&D (با توجه به منحني استاندارد حاصل از . انجام شدOD 
ــك ــزان  چاه ــتاندارد، مي ــاي اس ــه   IL-4و  IFN-ˠه ــوط ب     مرب

  . محاسبه گرديد هاي مورد آزمايشنمونه
  هاي همورالبررسي پاسخ

الايزا بر روي تمـامي   تست ،به منظور بررسي سطح آنتي بادي
هاي هـر مرحلـه از آزمـايش    سرم. هاي سرم انجام گرديدنمونه

درجه سانتيگراد نگهداري شـدند و   -70جمع آوري شده و در 
    ، از نظــر هــا در ايــن مطالعــهپــس از اتمــام جمــع آوري ســرم

  .هاي آنتي بادي مورد بررسي قرار گرفتندپاسخ
 HBSصاصي ضد سطح كلي آنتي بادي اختبررسي  )الف

Ag:  ميكروگـرم   5ميكروليتر از آنتي ژن با غلظـت   100مقدار
 4ها به مدت يك شب در دمـاي  پليت. در ميلي ليتر كوت شد

گراد انكوبه شدند تا آنتي ژن به كف پليـت كـوت   درجه سانتي
، شستشـو داده شـدند و   ها يكبار بـا بـافر شستشـو   پليت. شود

ه به حفرات ريخته شد و ميكروليتر بافر بلاك كنند 300سپس 
هـا  پليـت . درجه انكوبه شـدند  37ها براي يك ساعت در پليت

، شستشـو داده شـدند و بـه خـوبي روي     يكبار با بافر شستشـو 
 12هـا در  جهت تهيه سـرم  ،در مرحله بعد .كاغذ كوبيده شدند

، 6400، 3200، 1600، 400،800، 100،200(رقت به نسـبت  
با بـافر رقيـق   ) 204800، 102400، 51200 12800،25600

ميكروليتـر از سـرم    100به حفرات مقـدار  . كننده رقيق شدند
سـاعت   2ها رقيق شده در بافر رقيق كننده، ريخته شد و پليت

 300مرتبه و هـر بـار بـا     5ها پليت. درجه انكوبه شدند 37در 
. دقيقه شستشو شـدند  3-5ميكروليتر بافر شستشو براي مدت 

ــافر  8000:1را  Anti mouse HRP conjugateســپس  در ب
ميكروليتـر در حفـرات    100رقيق كننده الايزا، رقيق نمـوده و  

. درجـه انكوبـه شـدند    37سـاعت در   2 هـا ريخته شد و پليـت 
ميكروليتر بافر شستشو بـراي   300مرتبه و هر بار با  5ها پليت
ميكروليتـر   100در هر حفره . دقيقه شستشو شدند 3-5مدت 

درجـه   37دقيقه در  30يخته شد و پليتها ر TMBسوبستراي 
 100براي متوقـف نمـودن واكـنش بـه حفـرات      . انكوبه شدند

هـا  پليـت . نرمـال ريختـه شـد    2ميكروليتر اسـيد سـولفوريك   
  .نانومتر قرائت شدند 450بلافاصله در طول موج 

 ,IgG1 , IgG2a IgG2bبررسـي ســطح آنتـي بــادي   ) ب
ژن بـا  روليتـر از آنتـي  ميك 100مقدار  ):ايزوتايپينگ( IgMو

هاي الايـزا ريختـه   ميكروگرم در ميلي ليتر در پليت  5غلظت 
درجه انكوبه شدند  37ها به مدت يك شب در دماي پليت .شد

بـار بـا بـافر     هـا يـك  پليت. تا آنتي ژن به كف پليت كوت شود
ميكروليتـر بـافر    300شستشو، شستشو داده شـدند و سـپس   

ها براي يـك سـاعت   شد و پليت بلاك كننده به حفرات ريخته
بـار بـا بـافر     ها يكپليت. انكوبه شدندگراد سانتيدرجه  37در 

شستشو، شستشو داده شدند و به خوبي روي روزنامـه كوبيـده   
ها به نسبت سرم. تا هيچ بافري داخل حفرات باقي نماند ،شدند

به حفرات مقدار . برابر با با بافر رقيق كننده رقيق شدند 1000
 2هـا  ميكروليتر از سرم رقيق شده ريخته شـد و پليـت   1000

مرتبه و هر بـار بـا    5ها پليت. درجه انكوبه شدند 37ساعت در 
شستشـو   دقيقـه  3-5ميكروليتر بافر شستشو براي مدت  300
كـه   IgMو  IgG1، IgG2b ،IgG2aهـاي  ايزوتيـپ آنتـي  .شدند

نـده  در بـافر رقيـق كن   1000/1بودند را  Goatهمگي از منبع 
ميكروليتر اضافه گرديـد   100رقيق نموده و به حفرات مربوطه 

 5ها پليت. درجه انكوبه شدند 37ساعت در دماي  1ها و پليت
 3-5ميكروليتر بافر شستشو براي مدت  300مرتبه و هر بار با 

 Rabbit anti goat HRPدر مرحله بعـد  . شستشو شدند دقيقه

conjugate  افر رقيق كننـده رقيـق   در ب 10000/1را به نسبت
ميكروليتر بـه تمـامي حفـرات اضـافه گرديـد و       100نموده و 

مرتبه و  5ها پليت. درجه انكوبه شدند 37ساعت در  1ها پليت
 دقيقـه  3-5ميكروليتر بافر شستشو براي مـدت   300هر بار با 

 TMBميكروليتر سوبسـتراي   100به هر حفره . شستشو شدند
. درجـه انكوبـه شـدند    37دقيقـه در   30ها ريخته شد و پليت

ميكروليتـر اسـيد    100براي متوقف نمودن واكنش به حفرات 
ها بلافاصله در طول موج پليت .نرمال ريخته شد 2سولفوريك 

 .نانومتر قرائت شدند 450

  هاآناليز آماري داده
ــپس از     ــد و س ــت آورده ش ــه دس ــانگين ب ــامي داده مي از تم

. اسـتفاده گرديـد   ه در آناليز آمـاري هاي به دست آمدميانگين
با استفاده از   Anovaو  t-testها از براي مقايسه ميانگين نمونه

% 95حـدود اطمينـان    استفاده شد، 18نسخه  SPSSنرم افزار 
   . بوددار معني 05/0كمتر از  Pو  در نظر گرفته شد

  
  هايافته

 IFN-و  IL-4بر سطح سيتوكين هاي  AJc-F اثر 

ــربررســي ا ــن   AJc-F ث ــا نشــان داد كــه اي ــر ســيتوكين ه ب
نانوكمپلكس اينترفرون گاما را نسبت به گروه كنترل  به شكل 

ــادل  ــي دار و مع ــزايش داد % 105معن  AJc-F) . 1شــكل ( اف



  تيت بزايي واكسن هپادر ايمني AJc-Fكارايي نانوكمپلكس                                       دانشگاه آزاد اسلاميپزشكي علوم مجله / 26
نسبت  4در اينترلوكين % 26داري معادل موجب افزايش معني

 27سـولفات آهـن موجـب افـزايش     . به گـروه كنتـرل گرديـد   
درصـــدي در  12نترفـــرون گامـــا و كـــاهش درصـــدي در اي

). 2 شكل ( دار نبودند گرديد كه هيچ يك معني 4اينترلوكين 
هاي تيمار شده بـا نـانوكمپلكس و يـا سـولفات آهـن      در گروه

  .تر از يك بودبزرگ 4نسبت اينترفرون گاما به اينترلوكين 

  
بر اينترفرون گامـا در مقايسـه بـا     AJc-Fاثر نانوكمپلكس  -1شكل 

  سولفات آهن و گروه كنترل 

  
در مقايسـه بـا    4بـر اينترلـوكين    AJc-Fاثر نانوكمپلكس  -2شكل 

  سولفات آهن و گروه كنترل 
  
  بر پاسخ آنتي بادي AJc-F اثر

سطح كلي  AJc-Fكه نانوادجوانت داد هاي پژوهش نشان يافته
را به شـكل قابـل تـوجهي     HBS Agبادي اختصاصي ضد آنتي

هـاي تيمـار شـده بـا     كه در موش در حالي. افزايش داده است
سولفات آهن اين پارامتر سركوب شد و بـه شـدت نسـبت بـه     

در  AJc-Fبنابراين نانوكمپلكس . گروه واكسن كاهش نشان داد
رفتاري بسيار كارا، ايمني هومورال را نسبت بـه گـروه واكسـن    

گونـه اثـر    كه سولفات آهن نه تنها هـيچ  در حالي ،افزايش داد

بلكـه آن   ،ي بر اين بخش مهم از سيستم ايمني نگذاشتتقويت
  ).3 شكل( را تضعيف نمود

  
بر ايمني هومورال در مقايسـه بـا    AJc-Fاثر نانوكمپلكس  -3شكل 

  سولفات آهن و گروه كنترل 
  

  هاهاي كلاته بر تكثير لنفوسيتاثر نانو كمپلكس
ان هاي طحالي نشبر تكثير سلول AJc-F اثر نانوكمپلكس بررسي

. كه اين نانوادجوانت اثر افزاينـده بـر تكثيـر لنفوسـيتي دارد    داد 
بيشتر از % AJc-F 10هاي تيمار شده با موش هاي طحاليسلول
. هاي گروه كنترل تكثير نشان دادندهاي جدا شده از موشسلول

. درصدي تكثير شد 13تيمار با سولفات آهن نيز موجب افزايش 
در  BRDUري ديده شده در پارامتر هاي تكثيالبته افزايش پاسخ

 ).4شكل ( دار نبودهيچ يك از تيمارها معني

  
هاي جدا شـده  بر تكثير لنفوسيت AJc-Fاثر نانوكمپلكس  -4 شكل

  از طحال در مقايسه با سولفات آهن و گروه كنترل
  

  بحث
ها نشان مي دهد كه بر اساس گزارش سازمان بهداشت بررسي

فـر در سراسـر جهـان بـا ويـروس      جهاني حـدود دو ميليـارد ن  
هزار نفر هر سـاله در اثـر هپاتيـت ب     600 اند وهپاتيت آلوده

دهد كه در ايـران نيـز   مطالعات انجام شده نشان مي. ميرندمي
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درصـد   5/1تـا   15/0ميزان عفونت مخفي ايـن بيمـاري بـين    
تـر از  زاونـت بـار عف  100تـا   50اين ويـروس  . )7( متغير است

با پيدايش جمعيت افراد غير پاسـخگو  . )8(است  HIVويروس 
هـاي جديـد   در مقابل واكسن هپاتيت ب و نيز نياز بـه درمـان  

هـاي بـا   براي افـراد آلـوده بـه ايـن ويـروس، سـاخت واكسـن       
هـاي ايمنـي   تر و موثرتر در تحريـك پاسـخ  فرمولاسيون بهينه
زايي مهلك اين ويـروس ضـروري بـه نظـر     براي كنترل عفونت

واضح است كه واكسن هپاتيت ب محتـوي ادجوانـت   . رسدمي
 ـ هـاي آنتـي  كلاسيك آلوم، قادر است پاسخ خـوبي  ه بـادي را ب

را تحريـك   Th1هـاي  تواند الگوي پاسخاما نمي ،تحريك نمايد
م نه تنها كـارايي  هاي محتوي آلوبه همين دليل واكسن .نمايد

مناسبي براي پيشگيري قطعي از بيماري هپاتيت ب را ندارنـد  
، بلكه عملاً در افراد آلوده به )وجود جمعيت هاي غير پاسخگو(

هـاي گونـاگوني اثـرات    بررسـي . ويروس فاقـد كـارايي هسـتند   
ساختارهاي داراي قابليت كلات كنندگي  را بر سيستم ايمنـي  

 ـمورد بررسي قرار داده مجمـوع نشـان دهنـده اثـر     در د كـه  ان
 تركيبـات  تعديل كنندگي سيسـتم ايمنـي توسـط    ادجوانتي و

و همكارانش اثر يك  Doerr .باشدمي  chelating داراي ويژگي
را بـــــر  EDDSكـــــلات كننـــــده فلـــــزي بـــــا نـــــام 

humancytomegalovirus      مورد بررسـي قـرار دادنـد و نشـان
هـاي  ه تنظيم پاسـخ دادند كه اين كلات كننده به خوبي قادر ب

در تحقيـق ديگـري كـه توسـط     . )9( التهابي ضد ويروس است
Cinatl انش انجـام گرفـت، خـواص تعـديل كننـدگي      و همكار

سيستم ايمني به واسطه دو كلات كننده ديگر با نام  دسـفرال  
كلات كننده معـروف آهـن كـه در رفـع اضـافه بـار بيمـاران        (

مورد  in vitroدر محيط  DTPAو ) تالاسمي استفاده مي شود
بررسي قرار گرفت  و نشان داده شد كه اين دو كـلات كننـده   

تنظيمــــي روي  سيســــتم ايمنــــي ضــــد   داراي اثــــرات
آهن عنصـري   از سوي ديگر. )10(باشند سايتومگالوويروس مي

هاي زنده است و به عنوان يك كوفاكتور در ضروري براي سلول
ايـن يـون در سـنتز    . هـا وجـود دارد  ساختار بسياري از آنـزيم 

DNAآهـن  . )11( نقـش دارد  سيژن، تنفس سلولي و انتقال اك
چرا كه در رشد  ،در فرايند مراقبت ايمني اهميت محوري دارد

و فعاليـت   هـاي ايمنـي سـلولي   القـاء پاسـخ   هاي ايمني،سلول
از ايـن رو در بررسـي   . )13 ،12( ها نقش مهمي داردسيتوكين

حاضر اثر يك نانوكمپلكس كلاتـه محتـوي آهـن را بـر بهبـود      
 .ايمني زايي واكسن هپاتيت ب مورد ارزيابي قرار داديم

بـه خـوبي قـادر اسـت      AJc-Fدهد كه نتايج پژوهش نشان مي
ها را در مقايسه بـا گـروه كنتـرل    هاي تكثيري لنفوسيتپاسخ

ن در بايد توجه داشت نقش انكارناپذير عنصر آه ـ. افزايش دهد

اي كه در مطالعـات  به گونه ،تكثير سلول به اثبات رسيده است
مربوط به سرطان برخـي از عوامـل شـيمي درمـاني از طريـق      
اثرگذاري بر متابوليسم اين عنصـر و حـذف دسترسـي سـلول     

  . )14(گردند سرطاني به آهن مانع تكثير مي
اينترفرون گاما سايتوكين آنتي ويرالي اسـت كـه عـدم توليـد     
كــافي آن در افــراد غيــر پاســخگو بــه واكســن هپاتيــت و نيــز 

. )15( نيـز ديـده شـده اسـت    مبتلايان به عفونت اين ويـروس  
 اي پژوهشي اين مطالعـه، رفتـار متفـاوت نـانوكمپلكس    هيافته

AJc-F       با سولفات آهن در افـزايش اينترفـرون گامـا را نشـان
در حقيقت در شـرايطي كـه سـولفات آهـن افزايشـي      . دهدمي

امـا   ،ويرال ايجاد كرددر اين سايتوكين مهم آنتي%  27معادل 
AJc-F نسبت به گروه كنترل افزايش % 105، اينترفرون گاما را

در  TH-1از نـوع  با توجه به اهميت ارتقاي پاسـخ ايمنـي   . داد
افزايش چشمگير ديده شـده   ،دهي به واكسن هپاتيت بپاسخ

در اين سايتوكين در كنار اثرات افزاينـده بـر ايمنـي هومـورال     
كه در شـرايط مشـابه سـولفات     حاليدر . بسيار ارزشمند است

رغم افزايش اينترفرون گاما موجـب سـركوب ايمنـي    آهن علي
عدم ميزان موثر آنتي بـادي  با توجه به . هومورال گرديده است

ايجاد چنـين پاسـخي از ايـن     non responderهاي در جمعيت
به خصوص كه در رفتـاري  . ادجوانت جديد اهميت بالايي دارد

زايي نيز بـه واسـطه آن   هاي مهم ايمنيهوشمند ساير شاخصه
  .افزايش يافته است

افزايش صرف در سيتوكين اينترفرون گاما و نيز پاسخ تكثيري 
توانـد  يجاد شده به واسطه سولفات آهن در مطالعه حاضر نميا

سولفات آهن را به عنوان ادجوانت مناسبي براي واكسن معرفي 
چرا كه سطح آنتي بادي به عنـوان شاخصـه مهـم پاسـخ     . كند

ايمني هومورال توسط اين تركيب به شدت در مقايسه با گروه 
هـاي انجـام   يعلاوه بر اين، در بررس. كنترل كاهش يافته است

شده روي بيماران ديـاليزي مشـاهده شـده اسـت كـه تزريـق       
هــاي موجــود بــه شــدت روي وريــدي آهــن در قالــب مكمــل

  .)16( گذاردپاسخدهي به واكسن هپاتيت ب اثر منفي مي
، 4بر اساس بررسي حاضر، افزايش اينترفرون گاما، اينترلوكين 

تكثير لنفوسيتي و سطح كلي آنتي بادي نتايج به دست آمـده  
در فرمولاسـيون واكسـن    AJc-Fاز به كار بردن نـانوكمپلكس  

رسـد  بـه ايـن مطالعـه بـه نظـر مـي       با توجه. هپاتيت ب است
هاي لازم براي يك ادجوانـت  واجد ويژگي AJc-F نانوادجوانت 
ساختار هيدروكربني ايـن نـانوكمپلكس آن را   . باشدايده ال مي

biodegradable از اين رو .سازدمي، AJc-F    كانديـداي خـوبي
هـاي  براي معرفي به عنوان يك ادجوانت جديد جهـت بررسـي  

  . باشدت استفاده در واكسن هپاتيت ب ميتكميلي به جه
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از دپارتمان ويروس شناسي انستيتو پاستور ايران و همچنين از   تشكر و قدرداني 
بخش تحقيقات و توسعه شركت صدور احـرار شـرق بـه دليـل     

  .شودپشتيباني مادي و معنوي اين پروژه تشكر و قدرداني مي
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