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Aims New vaccines based on recombinant and DNA proteins are safer than traditional 
vaccines, but unfortunately, they have lower immunogenicity. Therefore, there is a need for the 
development of safe and strong adjuvants that can increase the immune response of the vaccine. 
Glycolic acid lactic polyester (PLGA), a copolymer ester, consists of acidic and polyglycolic lactic 
acid. Its hydrolysis leads to the production of lactic acid and glycolic acid monomers. The aim of 
this study was to compare humoral and cell mediated immune response to tetanustoxin coated 
PLGA in mice.
Materials & Methods In this experimental study, PLGA nanoparticles were produced by 
water/oil (W/O) method. Tetanus toxin were covalently attached to nanoparticles by EDC. 
After coated nanoparticles characterization, they were injected into different groups of mice. 
The Freunds complete adjuvant and Alum were used as control. After a single injection, the 
immunostimulation of humoral immuneresponse was investigated by ELISA and cellular 
immunresponse eas analyzed by spleen cell proliferation assay. One-way analysis of variance 
was used.
Findings PLGA nanoparticles had a strong adjuvant effect, and when used with antigens, could 
produce cellular and humoral immune response far more powerful than alum adjuvant and 
equall than Freund’s adjuvant.
Conclusion Glycolic acid lactic polyester, in the form of conjugation with an antigen, can be 
used to increase the immune response, especially in the cellular immune arm, relative to the 
antigenic solution. Although PLGA adjuvant seems not so successful to the humoral immune 
stimulus against alum adjuvant, but in comparison to the full adjuvant of Freunds, it can be a 
significant competitor with single injection.
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  چکيده

نسبت به  DNAو  بینوترک یها نیپروتئ  هیبر پا دیجد یها واکسن :فاهدا
دارند،  ینییپا تهیسیمنوژنیهستند، اما متاسفانه ا تر منیا یسنت یها واکسن
 دیاس کیکولیگلا کیاست. لاکت ازین یو قو منیا یبه توسعه ادجوانت نیبنابرا

)PLGAاست.  کیکولیگلا یو پل دیاس کیمتشکل از لااکت یاستر یمر یپل- )، کو
. شود یم دیاس کیکولیو گلا دیاس کیلاکت یها  مونومر دیآن منجر به تول زیدرولیه

نانوذرات  هیو هومورال عل یسلول یمنیپاسخ ا سهیهدف پژوهش حاضر مقا PLGA یتتان نیشده با توکس پوشانده )PLGA-Tet.در موش بود (  
با روش آب/ روغن  PLGAحاضر نانوذرات  یدر پژوهش تجرب :ها و روش مواد
به روش  یتتان نی) توکسEDC( دیمیا یکاربود لینوپروپیآم لیمت ید لیو ات دیتول

شده با  نانوذرات پوشانده اتیخصوص نییکووالان به آن متصل شد. پس از تع
 کنترل یها شدند. در گروه قیتزر یمختلف موش یها آنها به گروه ،یتتان نیتوکس

هومورال  یمنیا ق،یتزر بار کیاز ادجوانت کامل فروند و آلوم استفاده شد. پس از 
طحال  یها تیلنفوس یریبا پاسخ تکث یسلول یمنیو ا زایها به روش الا موش

ه کار ب طرفه کی انسیوار زیها آزمون آنال داده لیتحل یقرار گرفت. برا یمورد بررس
  رفت.
آن  قیتزر بار کیداشتند و  ییقو یادجوانت تیخاص PLGAنانوذرات  :ها یافته
از  تر یمراتب قو هومورال به یمنیو ا یسلول یمنیپاسخ ا ژن، یهمراه آنت به

  کرد. جادیادجوانت آلوم و کمتر از ادجوانت فروند ا
 ژن، یبا آنت ونیبه شکل کونژوگاس دیاس کیکولیگل-کو- کیلاکت یپل :گیری نتیجه

نسبت به  یسلول یمنیا یدر بازو ژهیو را به یمنیپاسخ ا تواند یم قیتزر دوز کیبا 
اگرچه در برابر  PLGAادجوانت  نیدهد. همچن شیافزا ژن یحالت محلول آنت

اما در  رسد، یمهومورال چندان موفق به نظر ن یمنیا کیادجوانت آلوم در تحر
  یقابل توجه برا یبیرق ق،یتزر دوز کیبا  تواند یبا ادجوانت کامل فروند م سهیمقا

  آن باشد.
  ادجوانت ،یمنیپاسخ ا ،یتتان نی، توکسPLGAنانوذرات،  ها: کلیدواژه
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  ۲۲/۰۳/۱۳۹۷ تاريخ پذيرش:

  ebtekarm@modares.ac.irنويسنده مسئول: *
  

  مقدمه
روند و تحت  به کار میشناسی  هایی که امروزه در دنیای زیست  پلیمر

های مختلف  شوند در کاربری پذیر توصیف می تخریب عنوان زیست
اند که  های دارویی و بخیه بررسی شده بیولوژیکی از قبیل ناقل
های  سازگاری، ماهیت غیرسمی و ویژگی دلایل آن به زیست

شود. پلیمرهایی که برای  پذیری آنها مربوط می تخریب زیست
شوند باید  انتخاب می  ها از قبیل واکسن استفاده در این کاربری
پذیری، ایمنی (سازگاری  تخریب ند زیستها مان دارای برخی ویژگی

ژن،  آنتی  با بافت، بدون واکنش ثانویه و زاید)، سازگاری با 

تنی، تهیه آسان، تنها عامل  نفوذپذیری، با ثبات در شرایط درون
  تعیین فرمولاسیون واکسن و در نهایت ارزانی باشند.

ه نسبت ب DNAهای نوترکیب و  های جدید بر پایه پروتئین واکسن
تر هستند، اما متاسفانه ایمونوژنیسیته  های سنتی ایمن واکسن

(توانایی القای پاسخ ایمنی هومورال و سلولی) پایینی دارند. 
بنابراین به توسعه ادجوانتی ایمن و قوی نیاز مبرمی وجود دارد که 

  تواند پاسخ ایمنی واکسن را افزایش دهد. می
، کروی یا نسبتاً کروی، های نانوسفر عموماً ذراتی مستحکم  پلیمر
ای در محدوده  اندازه  سازگار هستند که پذیر و زیست تخریب زیست

توانند به اشکال  نانومتر دارند. پلیمرهای نانوسفری می۱۰۰۰یک تا 
ها  مختلفی نقش ادجوانتی خود را ایفا کنند. یکی از این نقش

ژن  ده آنتیهای پردازن ژن و عرضه آن به سلول آنتی  عنوان رساننده  به )APC( ها به شکل غیرکووالان در  ژن است که در این حالت آنتی
شوند و در نهایت به شکل هدفمند  ها بارگذاری و محصور می  نانوسفر

کنند. برخی از این ترکیبات که  ژن را آزاد می آنتی  در جایگاه مورد نظر 
ته کنند، در دهه گذش شده ترکیبات عمل می عنوان رساننده کنترل به

های  بندی . یکی از طبقه[1]اند به شکل قابل توجهی افزایش یافته
ها براساس منشا آنها است و موارد زیر را   موجود در تقسیم پلیمر

  شود: شامل می
پذیر سنتتیک که شامل ترکیبات نسبتاً  تخریب های زیست  ) پلیمر۱

؛ اسید گلیکولیک- کو-لاکتیک پلی شاملاستر ( گریز از قبیل پلی آب PLGAشوند. و غیره می انیدراید )، پلی  
طور طبیعی وجود دارند و شامل ترکیبات آلی  هایی که به  ) پلیمر۲

قندی پیچیده از قبیل هیالورونان، کتیوزان، دکستران، نشاسته و 
  آپاتیت و غیره هستند. ترکیبات غیرآلی از قبیل هیدروکسی

خطی،  پلیمری استری،-اسید، کو استر لاکتیک گلایکولیک پلی
 Dاسید شامل پلی ( آلیفاتیک و آمورف است که از دو هیدروکسیل

تشکیل  )PGA(اسید  گلایکولیک و پلی )PLA(اسید  ) لاکتیکLو 
های   واسطه نسبت مونومر به PLGAشده است. بنابراین معمولاً نوع 

پلیمر - ). کوPLGA50:50طور مثال  شود (به آن مشخص می PLGA استری از طریق تماس و حضور در  واسطه هیدرولیز پیوند به
ای که  گونه شود، به تخریب می bulk erosionآب به شکل 

. این [2]شوند اسید تولید می اسید و گلایکولیک های لاکتیک  مونومر
دو مونومر تحت شرایط نرمال فیزیولوژیک، محصولات جانبی 

را  PLGAهای مختلف متابولیک در بدن هستند، بنابراین   مسیر
طور که  کنند. همان بندی می پذیر طبقه تخریب جزء پلیمرهای زیست
پذیر، منشا طبیعی یا سنتتیک دارند  تخریب ذکر شد ترکیبات زیست

به شکل آنزیمی یا غیرآنزیمی یا هر دو،  تنی درونو در شرایط 
سازگار و غیرسمی و ایمن تولید  تخریب شده و محصولات زیست

شوند.  های متابولیک نرمال حذف می  یرواسطه مس کنند که به می
ها   طور موثر با این مونومر بنابراین، از آنجایی که بدن انسان به

اسید  کربوکسیلیک سروکار دارد، این ترکیبات از طریق چرخه تری (TCA) شوند، از همین رو  متابولیزه میPLGA عنوان پلیمری  به
تحده، برای فرد توسط سازمان غذا و داروی ایالات م منحصربه

های قابل جذب،  عنوان بخیه های درمانی به استفاده در دستگاه
صفحات استخوانی در ترمیم استخوان و رسانش هدفمند دارو مورد 

  .[4 ,3]) ۱تایید قرار گرفته است (شکل 
واسطه  به های آبی محیطدر  PLGAطور که گفته شد  همان

تخریب  Bulk erosion های استری، به شکل هیدرولیز پیوند
 اسید لاکتیک پلی شود. حضور گروه جانبی متیل در زیستی می

. دهد اسید افزایش می گلیکولیک هیدروفوبی آن را نسبت به پلی
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آب دارد، هیدروفیلی کمتری بالا،  PLA با میزان PLGA بنابراین
  شود. کندی تخریب می در نتیجه به وکند  کمتری جذب می

  

 
، یداس یکلاکت هایتعداد واحد= n؛ یداس یکولیکگلا یکلاکت یساختار پل )۱ شکل m =یداس یکولیکگلا یتعداد واحدها  

  
های مختلفی از جمله   تواند تحت تاثیر پارامتر سرعت تجزیه می

  موارد زیر باشد:
تا  ۱۰های موجود از  PLGA) وزن مولکولی: وزن مولکولی ۱
از چند  کیلودالتون بوده و با افزایش وزن مولکولی نرخ تجزیه۱۰۰

  هفته تا چند ماه گزارش شده است.
اسید: افزایش محتوای  اسید به لاکتیک ) نسبت گلاکولیک۲

شود و آب کمتری  اسید منجر به کاهش هیدروفیلی آن می لاکتیک
تری را خواهد داشت؛  تجزیه آهسته دنبال آن بهکند که  جذب میرا 

را نسبت  آن PLAانبی متیل در جحضور گروه  طور که ذکر شد همان
کند. استثنائی در این رابطه وجود دارد  تر می هیدروفوب PGAبه 
را نشان  ترین نرخ تجزیه سریع ۵۰:۵۰مر  پلی-کو طور مثال به

  دهد. می 
اسید در تولید  لاکتیک- Lو  Dهای   ترکیب ایزومری: شیمی فضای) ۳ PLGA از آنجایی که نفوذ آب در ناحیه . متداول استD  وL  بیشتر

  .کند سرعت پیدا می PLGAروند تجزیه است، 
 شپو پایان یرهاتهایی با اس  پلیمر :های عملکردی انتهایی گروه )۴

تری را  ای طولانی عمر تجزیه اسید آزاد) نیمه (برخلاف کربوکسیلیک
دهند. علاوه بر این، شکل ذرات که دسترسی به آب را  نشان می

 نیز PLGAای  رفتار تجزیهبر تواند  دهد، می میتحت تاثیر قرار 
علت  . همچنین محیط اسیدی اطراف نیز بهگذار باشدتاثیر
) ۲(شکل  کند را تسریع می PLGA وانفعالات شیمیایی، تجزیه فعل [5].  

  

  
 اسید لاکتیک گلایکولیک هیدرولیز پلی )٢ لشک

  

های  توانند با ویژگی ژن، می آنتی  رساننده PLGAنانوسفرهای 
فیزیکی متفاوت (سایز، پراکندگی سایز، مورفولوژی و پتانسیل زتا) 

های خاص سنتز شوند که این نانوسفرها در   واسطه کنترل پارامتر به
ترین روش تهیه و  روند. متداول های تولیدی به کار می روش

یون یگانه یا ، روش امولسPLGAهای   سازی نانوسفر آماده
شامل امولسیون یگانه است. فرآیند امولسیون دوگانه/تبخیر حلال 

است که برای  (O/W)امولسیفیکاسیون روغن در آب 
ها، یک  کردن داروهای نامحلول در آب از قبیل استروئید انکپسوله
 شود. در حالی که امولسیون دوگانه آل محسوب می روش ایده

بوده و برای  (W/O/W)در آب  آب در روغن فرآیندی شامل متد
کردن ترکیبات محلول در آب از قبیل پپتید، پروتئین و  انکپسوله

  .[7 ,6]واکسن بسیار مناسب است
ژن و ارایه آن توسط  در مطالعات مختلف نقش رسانش آنتی

طور فراوان بررسی شده است، اما  به PLGAهای   میکرو/نانوسفر
کننده پاسخ ایمنی) این پلیمر  نقش ایمونومدولاتوری (تعدیل

  مشخص نیست.
پژوهش حاضر با هدف مقایسه پاسخ ایمنی سلولی و هومورال علیه 

در  )PLGA-TET(شده با توکسین تتانی  پوشانده PLGAنانوذرات 
  موش انجام شد.

  
  ها مواد و روش

به  یداس یکبا نسبت لاکت PLGAدر پژوهش تجربی حاضر 
 یگماس( ۳۰۰۰۰-۶۰۰۰۰ یلکولوو وزن م ۵۰:۵۰ یداس یکولیکگلا
ی؛ موسسه راز( یتتان ینتوکس .به کار رفت یچ؛ ایالات متحده)آلدر

ها و  مواد شامل نمک یرسا؛ فنلاند) و HyTestی (باد یآنت ایران)،
ی) نیز استفاده کننده داخل تامین یها از شرکتشده  (تهیه ها محلول
  .شدند
لیتر کلروفرم  میلی۲در  PLGAگرم  میلیPLGA: ۱۰۰نانوذره  تهیه

دقیقه یکنواخت ۱۰مدت  حل و با استفاده از سونیکاتور به
(هموژنیزه) شد تا نانوذرات شکل گیرند. روی همزن به میزان 

دقیقه ۵، پس از گذشت )DMSO(سولفوکساید  متیل لیتر دی میلی۵
یا  EDACایمید ( کاربودی آمینوپروپیل متیل دی اتیلگرم  میلی۵۰ EDC( سولفوکسینامید  هیدروکسی-سولفوانگرم  میلی۸/۷، سپس )S-NHS(  گرم توکسین  میلی۲۰دقیقه دیگر ۵و پس از گذشت

گرم ۳/۰دقیقه ۱۵تتانی به محلول فوق اضافه شد. پس از گذشت 
زدن  به محلول ذکرشده افزوده شد. هم )CaCl2(کلراید  کلسیم

گرم ۱/۰مدت یک هفته ادامه پیدا کرد و در روز سوم نیز  محلول به CaCl2  به آن اضافه و پس از گذشت یک هفته محلول حاصل
دور در دقیقه سانتریفوژ و رسوب  ۱۰۰۰۰ساعت در سرعت  مدت یک به

سالین  بار با بافر فسفات وشو سه آوری شد. عمل شست آن جمع )PBS( های کوچک  مانده در ویال صورت گرفت. رسوب باقی
  لئوفیلیزه شد.

میانگین اندازه نانوذرات  تعیین خصوصیات نانوذرات تولیدشده: PLGA شده با توکسین تتانی توسط روش پراکندگی نور  پوشانده
محاسبه و مورفولوژی سطحی نانوذرات توسط  )DLS(دینامیکی 

بررسی شد. همچنین برای  )SEM(میکروسکوپ الکترونی روبشی 
روش  PLGAارزیابی اتصال توکسین تتانی به نانوذرات 

رزونانس  یسنج طیفو  )AFM(میکروسکوپ نوری اتمی 
  به کار رفت. )H-NMR( پروتون یا هسته یمغناطیس

ها به پنج گروه مجزا تقسیم  در پژوهش حاضر موش نانوذرات: یقتزر
سر موش قرار داشت. میزان دوز نهایی تزریق  ۶شدند که در هر گروه 

میکرولیتر ۱۰۰میکروگرم در ۲۰گرم بر کیلوگرم بود که معادل  میلی یک
 ۲۸است. تزریقات در یک مرحله به شکل زیرجلدی انجام شدند. 

های ازدیاد  منی سلولی به روشروز پس از تزریق به بررسی پاسخ ای
و  )BrdU(و برمودئوکسی یوریدین  )DTH(حساسیت تاخیری 
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بادی به روش  گیری تیتر آنتی اندازه  بررسی پاسخ ایمنی هومورال با
  ).۱؛ جدول ۳الایزا پرداخته شد (شکل 

  

  
  یقپروتکل تزر )۳ شکل

  
  سر موش در هر گروه) ٦( های آزمایشی گروه )١ جدول
  تست یا کنترل  واکسن تزریقی  گروه
١ PLGA-Tet  تست 
٥ CFA-Tet  کنترل 
٨ Tet  کنترل 
  کنترل  واکسن دوگانه دیفتری تتانی  ١١
١٢ PLGA  کنترل PLGA :؛ اسید گلیکولیک -کو -لاکتیک پلیTet-PLGA:  نانوذراتPLGA شده  پوشانده

  ادجوانت فروند کامل: CFA، با توکسین تتانی
  

یمونیزاسیون اروز پس از  ۲۸ یری:تاخ یتحساس یادآزمون ازد
شده با  پوشانده PLGAهای مختلف نانوذرات  ها با گروه موش

های تتانی به شکل استریل با دوز  توکسین تتانی، توکسوئید
میکرولیتر به شکل کف پایی تزریق شدند. پس از ۵۰میکروگرم در ۱۰

ساعت از تزریق، وضعیت کف پای موش ۷۲و  ۴۸، ۲۴گذشت 
  ی شد.بررس

ساعت از تزریق، تورم موضعی ناحیه تزریقی کف ۷۲پس از گذشت 
گیری شد و طبق فرمول زیر مورد تجزیه و تحلیل  اندازه پا با کولیس 

ܪܶܦ   قرار گرفت: ൌ شده تزریق  െضخامت پای  نشده تزریق نشده تزریق ضخامت پای  ضخامت پای  ൈ 100 
  

 :BrdUبا آزمون  ها یتلنفوس یریتکث یها پاسخ یبررس
شده  هزار سلول سوسپانسیون۲۰۰میکرولیتر محیط کشت حاوی ۵۰

 ژن میکرولیتر آنتی۵۰شد. سپس های پلیت اضافه  به چاهک
میکروگرم (غلظت ۱۰ه میزان محیط کشت ب شده با رقیق ید)ئتوکسو(
میکرولیتر ۵۰ها افزوده شد.  لیتر) به چاهک گرم بر میلی میلی۲/۰

عنوان کنترل مثبت، به  ها به فیتوهماگلوتینین به تعدادی از چاهک
عنوان کنترل منفی  های دیگر پروتئین آلبومین به تعدادی از چاهک

وان عن میکرولیتر محیط کشت به یک چاهک فاقد سلول به۱۰۰و 
میکرولیتر بود. ۱۰۰ها  بلانک اضافه شدند. حجم نهایی همه چاهک

% ۵و در حضور  C۳۷°ساعت در دمای ۴۸مدت  در نهایت به
میکرولیتر ۱۰اکسیدکربن انکوباسیون صورت گرفت. سپس  دی BrdU  های کشت سلولی افزوده شد و  به چاهک ۱۰۰به  ۱با رقت

% ۵و  C۳۷°ساعت در دمای ۲۴مدت  انکوباسیون آن به
ها  اکسیدکربن صورت گرفت. پس از گذشت این زمان پلیت دی
دور در دقیقه سانتریفوژ شدند و  ۳۰۰دقیقه با سرعت ۱۰مدت  به
میکرولیتر ۲۰۰قرار گرفتند.  C۶۰°ساعت در فور با دمای  مدت یک به

های پلیت اضافه شد و  به چاهک FixDenatمحلول فیکساتور 
قرار گرفتند، سپس محلول فیکساتور  دقیقه در دمای اتاق۳۰مدت  به

بادی کونژوگه اختصاصی  میکرولیتر آنتی۱۰۰خارج و به هر چاهک 
- آنتیتحت عنوان  )BrdU( یوریدین اکسی برومودیضد

اضافه و  )Anti-BrdU-POD( پراکسیداز-یوریدین اکسی برومودی
وشوی  ساعت مجدداً در دمای اتاق انکوبه شدند. شست۲مدت  به

سالین  ها سه مرتبه با محلول حاوی بافر فسفات تمامی چاهک
  صورت گرفت.

به  )TMB(بنزدین  میکرولیتر محلول سوبسترای تترامتیل۱۰۰

ساعت در محیط تاریک در دمای اتاق  مدت یک ها افزوده و به چاهک
میکرولیتر ۲۵منظور توقف واکنش  . بهقرار داده شدند
  ها اضافه شد. به چاهک )H2SO4(مولار  اسیدسولفوریک یک

نانومتر و ۴۵۰ها با الایزا ریدر در طول موج  مقدار جذب نوری نمونه
نانومتر خوانده شد و شاخص تحریک با فرمول ۶۹۰طول موج مرجع 

  زیر مورد بررسی قرار گرفت:
   ሺܵܫሻ شاخص تحریک ൌ های سلول  شده تحریک  های سلول  نشده تحریک مقدار جذب نوری   مقدار جذب نوری 
  

های مورد  ژن آنتی الایزا:با آزمون  یدیتول های بادی یآنت یریگ اندازه
لیتر رقیق  میکروگرم بر میلی۱۰کربنات به میزان  بی نظر در بافر کربنات

یتر از محلول میکرول۱۰۰کانال،  شدند و با استفاده از سمپلر مولتی
ساعت در یخچال ۲۴های هر پلیت اضافه و  ژن به چاهک آنتی

بار با بافر صورت  ها پنج وشوی کلیه چاهک انکوبه شدند. شست
ها اضافه شد و  میکرولیتر بافر بلاکینگ به تمامی چاهک۳۰۰گرفت. 

صورت گرفت. پس از  C۳۷°ساعت در دمای  مدت یک انکوباسیون به
های کنترل به  میکرولیتر سرم موش و سرم۱۰۰وشو،  بار شست پنج

مدت  ها به های مربوطه اضافه شد. انکوباسیون پلیت چاهک
  صورت پذیرفت. C۳۷°ساعت در دمای ۲
؛ HRPشده با پراکسیداز ترب کوهی ( میکرولیتر آنزیم کونژوگه۱۰۰

فه شد و انکوباسیون آنها ها اضا شده) به چاهک رقیق ۱:۱۰۰۰نسبت 
صورت گرفت. پس از سه مرتبه  C۳۷°ساعت در دمای  مدت یک به

کروموژن به  -میکرولیتر محلول سوبسترا۱۰۰ها،  وشوی چاهک شست
  ها افزوده شد. همه چاهک
ساعت انکوباسیون در دمای اتاق و در محل تاریک، به  پس از نیم

یک اضافه و جذب میکرولیتر محلول اسیدسولفور۱۰۰کلیه حفرات 
  گیری شد. نانومتر اندازه۴۵۰نوری همه آنها در طول موج 

های پژوهش حاضر به شکل دوتایی  ها و آزمایش تمام سنجش
صورت گرفت و میانگین آنها به دست آمد. آزمون آنالیز واریانس 

  افزار .... نیز به کار رفتند. طرفه و نرم یک
  

  ها یافته
، پیک )NH2(دهنده وجود آمین  نشان ۳۵۰۰تا  ۳۳۰۰های  پیک
پیوند آمیدی (آمین آمیدی)،  NHدهنده وجود  نشان ۳۲۰۰
پیوند آمیدی (کربونیل آمیدی)،  COمعنی وجود  به ۱۶۰۰های  پیک
و وجود  )CO(دهنده گروه کربونیل اسیدی  نشان ۱۷۰۰های  پیک
لیفاتیک بود معنی حضور زنجیره کربنی آ به ۲۹۰۰های  پیک

  ).۲؛ جدول ۲و  ۱(نمودارهای 
  

  
دهنده وجود  نشانمتر  بر سانتی۱۷۵۹یک پ؛ PLGAنانوذره  FT-IR یفط )۱نمودار 

  .بود یداس یلکربون یگروه عامل
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  (A) 
  

وجود ؛ PLGA-TET(A) یونمحصولات کونژوگاس FT-IRیف ط )۲نمودار 
تا  ۳۳۰۰یدی است، آم یلدهنده گروه کربون نشانمتر  بر سانتی۱۶۰۰های یکپ

متر  بر سانتی۳۲۰۰های  یکپدهنده گروه آمین است،  متر نشان تیبر سان۳۵۰۰
  دهنده وجود گروه آمین آمیدی است. نشان

  
 یعامل یها گروه )FT-IR( یهفور یلمادون قرمز تبد یسنج یفط )۲جدول 
  مختلف

 متر) (بر سانتی طول موج گروه عاملی
 ١٧٠٠ کربونیل اسیدی

 ٢٩٠٠ کربنی آلیفاتیک زنجیره
 ١٦٠٠ کربونیل آمیدی

 ٣٥٠٠- ٣٣٠٠ آمین
 ٣٢٠٠ آمین آمیدی

  
شدن ذرات، بار  علاوه بر بزرگ PLGAشدن پپتید به  پس از اضافه PLGA  ،سایز ذرات در حدود نیز از منفی به مثبت تغییر کرد

و بار  یزساولت بود،  میلی-۲۴۹ و پتانسیل زتا در حدودنانومتر ٧٠
؛ ۴و  ۳(نمودارهای  داشت یشافزا یونذرات بعد از کونژوگاس

  ).۳جدول 
  

 
، (نانومتر) سایز نانوذرات بالا:؛ PLGAمنحنی سایز و بار نانوذرات  )۳نمودار 
  ولت) (میلی بار نانوذرات پایین:

 
  PLGA-TET(A)، یونو بار محصولات کونژوگاس یزسا یمنحن )۴نمودار 

  
  سایز و بار نانوذرات قبل و بعد از کونژوگاسیون )١جدول

  (نانومتر) اندازه  ولت) (میلی بار  نمونه
PLGA ٧٠  - ٢٤٩  

PLGA-TET  ٢٨٠  ٤٧١ 
  
ذرات نتایج  از نظر مورفولوژی و اندازه یاتم یروین یکروسکوپم

حدود در  PLGAیز سا). ٣های دیگر را تایید کرد (نمودار  آزمون
به نانومتر ۳۰۰در حدود  PLGA-TET کونژوگه یزنانومتر و سا۷۰

  ).٤(شکل  دست آمد
  

 
 یزآنال تصویر پایین:؛ AFMیکروسکوپی م یبعد سه یرتصاو تصویر بالا: )۴شکل 
  .دده سایز ذرات را نشان می PLGA-TET ،dXو کونژوگه  PLGAی ذرات خط
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ذرات به فرم شکل  طبق تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی
  ).۶و  ۵های  کروی بودند (شکل

افزایش  پروتون یا هسته یسیرزونانس مغناط یسنج طبق طیف
دهنده وجود هیدروژن  نشان ۳/۳و  ppm۵/۲های  پهنای طیف

  ).۵متعلق به گروه آمین بود (نمودار 
  

  
  PLGAی روبش یالکترون یکروسکوپم نتایج )۵ شکل

  

 
  PLGA-TETنتایج میکروسکوپ الکترونی روبشی  )٦کل ش
  

)A(  

)B(  
 یشافزا؛ H-NMR (A) PLGA (B)؛ PLGA-TETی سنج یفط یجنتا )٥نمودار 
 یوندو پ ینآم یعامل یها از وجود گروه یحاک ٣/٣و  ppm٥/٢ یها یکپ یپهنا
  است. یونکونژوگاس ییدو تا یدیآم

نشد. مقادیر جذب های سوپرناتانت، پپتیدی شناسایی  در محلول
نوری محلول سوپرناتانت برابر با مقدار جذب نوری محلول برادفورد 

  ).٧% تخمین زده شد (شکل ٩٥خوانده و مقدار راندمان بیش از 
و  ۶در نمودار  DTHنتایج آزمون  یری:تاخ یتحساس یادآزمون ازد

  ).۴؛ جدول ۶نشان داده شده است (نمودار  ۴جدول 
نتایج آزمون تکثیر  :BrdU یتلنفوس یریتکث یها آزمون پاسخ
 ۵و جدول  ۷شده از غدد لنفاوی در نمودار  های ایزوله لنفوسیت

  ).۵؛ جدول ۷مشخص شده است (نمودار 
  

  
؛ یونواکنش قبل و بعد از کونژوگاس ییالکتروفورز محلول رو یسهمقا )٧ شکل

و محلول  تصویر الکتروفورز محلول مخلوط اولیه آغاز واکنش کونژوگاسیون
با سنجش محلول ز کونژوگاسیون نشان داده شده است، سوپرناتانت بعد ا

سوپرناتانت به روش برادفورد، مقادیر جذب نوری آن برابر با مقدار جذب نوری 
محلول برادفورد خوانده و با توجه به فرمول راندمان کونژوگاسیون، مقدار راندمان 

  % تخمین زده شد.٩٥بیش از 
  

 

  
  یتتان گروه DTH آزمون نمودار )٦ نمودار



 PLGA ۱۳نانوذرات  هیهمورال عل یمنیو ا یسلول یمنیپاسخ ا سهیمقاــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Pathobiology Research                                                                                                                                                             Volume 22, Issue 1, Winter 2019  

  گروه تتانی DTHآمده در آزمون  دست مقادیر به) ٤جدول 
  میانگین آماری  گروه

PLGA-Tet  ١٧/١٢±٣١/٢  
CFA-Tet  ٢٦/١٣±١٦/٣  

Three Valent(Tet)  ٩٣/١٧±٧٤/٤  
Bi Valent(Tet)  ٧٠/٥±٨٤/١  

Toxoid Tet  ٠٨/٠±٣٨/٠  
PLGA ٠١/٠±٠٢/٠  PLGA-Tet : نانوذراتPLGA ؛ شده با توکسین تتانی پوشاندهCFA-Tet ادجوانت فروند :

واکسن توام : Bi Valent(Tet)، گانه واکسن توام سه :Three Valent(Tet)، کامل تتانی
  اسید گلیکولیک-کو-لاکتیک پلی: PLGA، توکسوئید تتانی: Toxoid Tet، دوگانه

  

 

  
  یتتان گروه BrdU آزمون جینتا )٧نمودار 

  
  یتتان گروه BrdU آزمون جینتا) ٥جدول 

  میانگین آماری  گروه
PLGA-Tet  ٧٩/٢±٣٥/٠  
CFA-Tet  ١٠/٤±٤٩/٠  

Three Valent(Tet)  ٢٣/٣±٢٩/٠  
Bi Valent(Tet)  ٧٢/١±١٤/٠  

Toxoid Tet  ١٠/١±٠٣/٠  
PLGA ٠٠/١±٠١/٠  PLGA-Tet : نانوذراتPLGA ؛ شده با توکسین تتانی پوشاندهCFA-TET : ادجوانت فروند

واکسن توام : Bi Valent (Tet)، گانه واکسن توام سه :Three Valent (Tet)، کامل
  اسید گلیکولیک-کو-لاکتیک پلی: PLGA، توکسویید تتانی: Toxoid Tet، دوگانه

  
نتایج آزمون تکثیر ن الایزا: با آزمو یدیتول های بادی یسنجش آنت
 ۸و نمودار  ۶در جدول  شده از غدد لنفاوی های ایزوله لنفوسیت

  مشخص شده است.
با اینکه نسبت به حالت عادی توکسوئید و  PLGAترکیب 
ها  ها موثر واقع شد، اما در مقایسه با سایر ادجوانت توکسین

داری در ایجاد پاسخ ایمنی سلولی از ادجوانت  طور معنی نتوانست به
کامل فروند و در پاسخ ایمنی هومورال از ادجوانت آلوم پیشی 

گانه در  تتانی، واکسن توام سه DTHبگیرد، هرچند در آزمون 
مقایسه با ادجوانت کامل فروند قدری پیشی گرفت، اما این تفاوت 

  ).p<۰۵/۰دار نبود ( معنی
  

  نتایج آزمون الایزا گروه تتانی )٦جدول 
  میانگین آماری  گروه

PLGA-TET  ٤١/٠±١٣/٠  
CFA-TET  ٩١/٠±١١/٠  

Three Valent(TET)  ٣١/٠±٠٤/٠  
Bi Valent(TET)  ٨١/٠±١٩/٠  

Toxoid TET  ١٦/٠±١٥/٠  
PLGA ١٠/٠±٠٠١/٠  
: ادجوانت فروند CFA-TET؛ شده با توکسین تتانی پوشانده PLGAنانوذرات : PLGA-TET  ٣٠/٢±٠٠١/٠ )١:١٠٠٠کنترل مثبت (

واکسن توام : Bi Valent (TET)، گانه واکسن توام سه :Three Valent (TET)، کامل
  اسید گلیکولیک-کو-لاکتیک پلی: PLGA، توکسویید تتانی: Toxoid TET، دوگانه

  

 

  
  نتایج آزمون الایزا گروه تتانی )٨نمودار 

  
  بحث

پژوهش حاضر با هدف مقایسه پاسخ ایمنی سلولی و هومورال علیه 
  شده با توکسین تتانی در موش انجام شد. پوشانده PLGAنانوذرات 

ها وجود دارد، و با  با توجه به مشکلات و نقایصی که در واکسن
ها، نیاز به  آل و سیر طراحی منطقی واکسن توجه به شرایط ایده

منظور برانگیختن، افزایش و  شناسی به روشتغییر، اصلاح و بهبود 
ها و مقابله با آنها  بهبود عملکرد سیستم ایمنی علیه این عفونت

توان به اهداف  هایی که می ترین راه ضروری است. یکی از اصلی
های موجود فائق  آل واکسن دست یافت و بر مشکلات واکسن ایده
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و ارزشیابی قرار هستند که لازم است مورد بررسی  ها شد، ادجوانت
  گیرند.

ها برای تحقق  ها و مطالعات زیادی در حوزه ادجوانت امروزه تلاش
شرایط منطقی یک واکسن، به شکل گسترده در حال انجام است. 

ها است. در عصر جدید  یکی از آنها مطالعه در حوزه نانوادجوانت
های پروتئینی، پپتیدی،  ژن یونیت متشکل از آنتی های ساب واکسن

های قوی (که ایمنوژنیسیته را  ، به ادجوانتDNAساکاریدی و  لیپ
توان تحت تاثیر  دهند) نیاز بیشتری دارند، زیرا می یافزایش م

ژن، ارایه و  آنتی  بندی  ها، پکیج و بسته طراحی هدفمند ادجوانت
نحوه ارایه آن، سیستم ایمنی را بهبود بخشید و مشکلات یادشده را 

  اصلاح و برطرف کرد.
ای، ذراتی پلیمریک و یکی از اهداف پژوهشی  های ذره نانوادجوانت

های  ژن را به فرم توانند آنتی ها می  دنیای واکسن هستند. پلیمر
مختلف نانوذره، ماتریس یا میسل تحویل دهند و مزایای متعددی 

های سنتی دارند؛ این مزایا شامل آزادسازی  نسبت به ادجوانت
دوره زمانی خاص و در نتیجه حذف برنامه ژن برای  دار آنتی دوام

ها و آغاز پاسخ ایمنی  PRRسازی  )، تعامل و فعالPrim-Boostواکسیناسیون منطبق بر تزریق یادآور (استراتژی تقویت اولیه؛ 
ذاتی، طراحی متناسب با ادغام ترکیبات ایمونومدولاتور 

 کننده پاسخ ایمنی)، انعطاف در ساخت و سنتز آنها به (تعدیل
اشکال انکپسوله، کونژوگاسیون سطحی و جذب فیزیکی از مزایای 

و  رید. [8]ها است مختلف این مکانیزم نسبت به سایر ادجوانت
ها را از لحاظ عملکردی به سه دسته کلی شامل  همکاران ادجوانت

  اند. ژن، ایمنومدولاتور و ترکیب اثر هر دو تقسیم کرده رساننده آنتی
های فراوانی  بررسی PLGAژن توسط پلیمر  در حوزه رسانش آنتی

طور وسیع در حوزه واکسن  به PLGAصورت گرفته است. پلیمر 
توانند  می PLGAهای   بررسی شده است. از آنجایی که نانوسفر

دار محتویات خود را در یک محدوده زمانی معین به  رهایش دوام
ذشته تمرکز اصلی روی شکل ضربانی ارایه کنند، در مطالعات گ

های چندگانه   عنوان جایگزین دوز ها به  استفاده از این نانوسفر
عنوان سیستم  تقویتی ایمنی برای القای ایمنی محافظتی بود. به

تواند با رهایش  طور بالقوه می به PLGAشده، پلیمر  رسانش کنترل
ها در محل مورد نظر با سرعت معین و  ژن ها یا آنتی ادجوانت
طور موثر پاسخ ایمنی را طی یک دوره از زمان  زمان مشخص به مدت

 PLGAعنوان ناقل در رسانش هدفمند، پلیمر  تنظیم کند. به
واسطه تردد  به APCژن به  آنتی  عنوان یک کمکِ موثر در هدایت  به

موثر آنها از طریق بافت لنفوئیدی موضعی برای برداشت توسط 
اندازه  . [10 ,9]ده استگزارش ش DC)(های دندریتیک  سلول
دهد تا روی موانع فیزیکی و  تر به نانوذرات اجازه می کوچک

با  PLGA. نانوذرات [11]های خاص مانور دهند فیزیولوژیکی اندام
جای اینکه فقط  شده، به های متفاوت اما در محدوده تعریف اندازه 

های پلیمری بزرگ مفید  زایی موضعی به شکل مولکول در ایمنی
توانند به شکل سیستمیک تزریق شوند تا  باشند، از لحاظ نظری می

های دندریتیک و  های خاص پاسخ ایمنی از قبیل سلول  مدولاتور
. [12 ,9]هدف قرار دهند تنی درونتنی و  ماکروفاژ را در شرایط برون
گیری  اندازه واسطه این نانوذرات با  تحریک پاسخ ایمنی به

یافته در  افزایش )IFN(نترفرون گاما و ای )IL2( ۲اینترلوکین 
  .[12]هموژنات طحال مشخص شده است

بودن  پذیر از قبیل ایمن تخریب های سنتتیک و زیست  مر پلی  ویژگی
های قابل توجهی برای واکسیناسیون  را نامزد سازگاری، آنها و زیست

منظور دستیابی به  تبدیل کرده است. مطالعات مختلف به ارد امدو
یونیت  های ساب ویژه در رسانش واکسن های بالینی مرتبط، به شیوه

سازگار  های زیست  مر شده از پلی با استفاده از نانو/ میکروذرات تهیه
پذیر برای القای هم پاسخ ایمنی هومورال و هم  تخریب و زیست

. [13]اند ها را مورد هدف قرار داده مر یسلولی، استفاده از این پل
های مختلف  در بررسی PLGAژن  بنابراین از آنجا که رسانش آنتی

نشان داده است، در پژوهش حاضر سعی شد اثرات ایمنومدولاتوری 
  ژن مقایسه شود. های رسانش آنتی آن بررسی و با نتایج پژوهش

ها و منابع  از روش PLGAدر تهیه نانوذرات : PLGAنانوذره  یهته
، با این تفاوت که در پژوهش [16-14]مقالات مشابه استفاده شد

حاضر با استفاده از سونیکاتور اولتراسونیک اندازه ذرات تا جایی که 
  ممکن بود یکنواخت و کوچک شدند.

های متفاوت و زیادی در رابطه با  مکانیزمیون: کونژوگاس یزممکان
های مختلف در  اس تفاوت مکانیزمکونژوگاسیون مطرح شده که اس

های فعال و  دهنده عرضی ترکیبات هدف است. بنابراین گروه اتصال
کننده نوع مکانیزم هستند.  های عاملی ترکیبات هدف، تعیین گروه
 Zero-lengthهای  دهنده دهنده در پژوهش حاضر از اتصال اتصال

ن هستند و ها در بیوکونژوگاسیو دهنده ترین اتصال بود. آنها کوچک
ترکیبات هدف را به شکل مستقیم (بدون هر نوع ترکیب واسط) به 

اند.  گذاری و استفاده شده گونه نام کنند، از این رو این هم متصل می
های مختلف  های عرضی این روش نیز خود به دسته دهنده اتصال

ها است.  شوند که اساس آن ساخت انواع مختلف پیوند تقسیم می
های عاملی ترکیبات  ها و گروه  ا با توجه به ساختاره دهنده اتصال

کاررفته  بسته به سیستم معرف مختلف بهشوند.  هدف انتخاب می
ها از قبیل پیوند آمیدی، فسفرآمیدات و پیوند  انواع مختلف پیوند

در پژوهش حاضر . توان ایجاد کرد میآمینی دومین و سومین را  PLGA ژنی  اسید و ترکیبات آنتی گروه عاملی شاخص کربوکسیلیک
داشت، بنابراین بهترین راه  (+NH3-)پپتیدی گروه عاملی آمین 

  کونژوگاسیون این دو ترکیب، ایجاد پیوند آمیدی است.
روشی که در پژوهش حاضر استفاده شد، کاربرد سیستم معرف 

ن های آمیدی بی ایمیدی است که تشکیل پیوند کاربودی
کند. این سیستم از جمله  گری می کربوکسیلات و آمین را واسطه

در اتصال  Zero-lengthدهنده  های موثر و رایج اتصال روش
ها است. از آنجا که در پژوهش حاضر از  ها و پلیمر بیومولکول PLGA عنوان ترکیبات  ها به عنوان ترکیب نامحلول و پپتید به

ایمید نامحلول در آب  محلول استفاده شد، نوع واکنش، کاربودی
  است.

ایمیدی که در پژوهش حاضر برای  از جمله ترکیبات کاربودی
کونژوگاسیون و ایجاد باند کووالان استفاده شد 

) و EDCیا  EDACایمید ( کاربودی آمینوپروپیل متیل دی اتیل
که در  بودند )S-NHS(سولفوکسینامید  هیدروکسی-سولفوان

  اند. نشان داده شده ٨تشکیل پیوند آمیدی نقش دارند و در شکل 
با اتصال به گروه کربوکسیلات نشان داد که با اتصال  EDCترکیب 

کردن آن شرایط اتصال گروه آمین و تشکیل باند  به این گروه و فعال
 علاوه بر اینکه سرعتکند، اما با این وجود،  آمیدی را فراهم می

نیز  آبیتواند در فاز  با گروه آمین کند است که می EDC واکنش
، افزایش سرعت، S-NHSن ترکیب کرد هیدرولیز شود، با اضافه

تواند در  حلالیت و ثبات ترکیب حد واسط را خواهیم داشت که می
نهایت با گروه آمین ترکیب هدف واکنش دهد. با توجه به دیگر 

ها یکی از ضروریات مهمی که در این پژوهش مد نظر قرار  پژوهش
 گیری از واکنش بود، زیرا علاوه بر محلول پروتئینی، گرفت، آب

تشکیل پیوند نیز همراه با ایجاد آب خواهد بود. نکته مهم دیگر نیز 
ها بود که حداکثر  کننده های عاملی با فعال زمان تماس گروه مدت
دقیقه در نظر گرفته شد. نمایی از واکنش این دو ترکیب در شکل ٥
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  نشان داده شده است. ٩
  

  
با گروه   EDCایمیدی نمایی از واکنش سیستم معرف کاربودی )٨ شکل

کربوکسیل اسیدی و تشکیل ترکیب حد واسط و در نهایت تشکیل باند کووالان با 
  گروه هدف

  

  
  EDCو  S-NHSنمایی از واکنش  )١٩شکل

  
با اتصال به گروه عاملی  S-NHSو  EDCدر پژوهش حاضر، 

، این ترکیب را آماده واکنش با گروه آمین PLGAکربوکسیلات 
تواند در  ترکیبات پروتئینی و پپتیدی کرد. از آنجایی که آب می

گیر  گیری واکنش اختلال ایجاد کند، با استفاده از ترکیبات آب شکل
های عاملی  سازی گروه زمان فعال باید آن را حذف کرد و مدت PLGA گاسیون ها کونژو  را کاهش داد. در اکثر پژوهشPLGA ،

ایمید  علت دارابودن گروه عاملی کروبوکسیل از سیستم کاربودی به
  .[16-14]برای ایجاد باند کووالان استفاده شده است

ترین راه تایید کونژوگاسیون،  بعد از پروسه کونژوگاسیون، اصلی
سنجی ترکیبات حاصل و مقایسه آن با طیف قبل از  طیف

سنجی هر ترکیب،  طیف ها وهشکونژوگاسیون است، زیرا طبق پژ
آن است. از همین رو، انجام   اثر انگشت آن ترکیب و اختصاصی

های روتین بعد از  از جمله تست H-NMRو  FT-IRهای  تست
واکنش هستند. از آنجایی که ترکیبات هدف کونژوگاسیون شامل 

استر و پیوند تشکیلی نیز آمیدی بود، چند گروه زیر  پپتید و پلی
  حایز اهمیت است:

، وجود کربن کربونیل، اتر، متیل و زنجیره کربنی PLGAدر 
آن  FT-IRه طیف ک PLGAدهنده ساختار  تواند نشان آلیفاتیک می

متر معکوس بود،  سانتی۲۹۰۰و  ۱۱۰۰، ۱۴۰۰، ۱۷۰۰ترتیب شامل  به
های یادشده گروه کربن  باشد. بعد از کونژوگاسیون علاوه بر طیف

آمیدی، آمین آمیدی و گروه آمین نیز باید حضور داشته باشند که 
- ۳۳۰۰، ۳۲۰۰، ۱۶۰۰ترتیب شامل  ها نیز به طیف این گروه

اولیه مشاهده  PLGAمعکوس بود و در طیف در متر  سانتی۳۵۰۰
نشد. این مقادیر در نتایج پژوهش حاضر کاملاً مشهود بود. در 

نیز همین نتایج به دست  PLGAهای دیگر در کونژوگاسیون  بررسی
. شایان ذکر است که محصولات [18 ,17 ,15 ,14]آمده است

ورد شده و فاقد آب، م کونژوگاسیون به شکل کاملاً لیوفلیزه

  قرار گرفتند. FT-IRسنجی  طیف
نیز وضعیت  H-NMRسنجی  طبق نتایج پژوهش حاضر در طیف

های هیدروژنی در ناحیه  مشابه است. افزایش شدت سیگنال ppm۵/۲  مشاهده شد. ۳/۳و  
های تایید کونژوگاسیون، به بررسی ساختار  بعد از بررسی

کونژوگاسیون مورفولوژیک و مقایسه آنها در حالات قبل و بعد از 
پرداخته شد که نتایج هر دو  AFMو  SEMهای  توسط دستگاه
سازی نانوذرات  رسد آماده یکدیگر بودند. به نظر می  تست تاییدکننده

برای انجام کونژوگاسیون، تاثیر مهمی در تعیین شکل ذرات دارد. 
نتایج میکروسکوپی از نظر مورفولوژی و سایز حایز اهمیت هستند. 

آمده به شکل کروی بود. در رابطه با اندازه ذرات  دست هفرم ذرات ب
را تایید کرد. نانوذرات بعد  DLSنیز نتایج این بررسی، نتایج آزمون 

از کونژوگاسیون افزایش قابل توجهی را در اندازه نشان دادند که 
تواند دلیلی بر تایید کونژوگاسیون باشد. این نتایج با سایر  می

  .[19 ,17 ,15 ,14]انی داردهای مشابه همخو پژوهش
های مختلف، بررسی مورفولوژیک ذرات از لحاظ  طبق پژوهش
تواند اثرات قابل توجهی را به دنبال داشته باشد.  بیولوژیک می

مورفولوژی ذرات از عوامل مهم در برداشت سلولی یاد شده است، 
تواند در روند و سرعت اندوسیتوز ذرات  زیرا شکل ظاهری ذرات می

شکل،  ای، ذرات کروی رگذار باشد. در اکثر مطالعات مقایسهتاثی
تر و موثرتری را نسبت به اشکال دیگر ذرات  اندوسیتوز مناسب
و همکاران ذرات کروی برداشت موثرتری  چیترانیدارند. در مطالعه 

کرم نیز  . ذرات شبه[19]شکل نشان دادند ای نسبت به ذرات میله
. در مطالعه [20]حالت کروی داشتندفاگوسیتوز ناچیزی را نسبت به 

نسبت به ذرات کروی آن  PLGAو همکاران ذرات بیضوی  نیکورا
تواند  . شکل ذرات می[21]سرعت اندوسیتوز کندتری نشان دادند
و  نیکورادهی کند. در مطالعه  کیفیت و نوع پاسخ ایمنی را نیز جهت

کل موثرتری نانومتر به ش۴۰اندازه  همکاران، نانوذرات کروی طلا با 
بادی را نسبت به اشکال مکعبی یا کشیده با سایز  پاسخ آنتی

بیان شده است که  کومار. در مطالعه [21]نانومتر تحریک کردند۲۰
دهی کرد، در  را جهت Th1نانومتری پاسخ ایمنی ۱۹۳ذرات کروی 

های ایمنی  نانومتری پاسخ۱۵۳۰حالی که ذرات کشیده با سایز 
  .[22]کند یرا القا م Th2تر  قوی

انجام کونژوگاسیون، روی سایز و بار ذرات تاثیرگذار است و بررسی 
های تایید کونژوگاسیون است. طبق  ها از شاخصه  این پارامتر

شدن، ذراتی با بار  بعد از نانوسفریزه PLGAپژوهش حاضر از پلیمر 
شد.   ولت تولید میلی- ۲۴۳منفی (آنیون) با معادل بار حدود 

در حالت عادی و طبیعی پس از  PLGAهای دیگر  براساس پژوهش
شدن، پتانسیل زتای منفی دارد که با نتایج این پژوهش  نانوسفریزه
. پتانسیل منفی ذرات از عوامل تاثیرگذار بر [18 ,16]همسو است

ماندگاری بالای سیستمیک، همراه با کاهش بسیار زیاد برداشت 
ر ادامه انجام واکنش نیز . د[24 ,23]های لنفاوی است سلولی در اندام

با انجام کونژوگاسیون علاوه بر اندازه ذرات، به بار ذرات نیز افزوده 
ای که ذرات از حالت آنیونیک به کاتیونیک درآمدند یا  گونه شد، به

های  شدت بار آنیونیک آنها کاسته شد. در عموم بررسی
ل قابل گرفته، بعد از انجام کونژوگاسیون، اندازه ذرات به شک صورت

. اما در ارتباط با پتانسیل زتای [25 ,18 ,15]توجه افزایش یافته است
اند. در  های مختلف نتایج مختلفی را نشان داده ذرات، پژوهش

و همکاران بعد از کونژوگاسیون بار ذرات افزایش  جیانگمطالعه 
های دیگر کاهش بار یا عدم تغییر بار نیز  ، اما در پژوهش[25]یافت

رسد عوامل موثر در این  . به نظر می[18 ,14]ده است مشاهده ش
شده و مقدار آن  ها، نوع ترکیب کونژوگه حلال  مساله به نوع و درصد
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. اگرچه در پژوهش حاضر چنین اثری مشاهده [25 ,14]بستگی دارد
ها اشاره شده که اندازه ذرات با سنجش  نشد، اما در برخی پژوهش

روسکوپی اندکی بیشتر است که علت زتاسایز در قیاس با بررسی میک
آن را احتمالاً ناشی از پرشدن خلل و فرج ذرات با حلال عنوان 

گونه  های مختلف این  . اهمیت سایز و بار در پژوهش[26]اند کرده
است که اندازه و توزیع نانوذرات در تعیین اینترکشن این ذرات با 

ولوژیک مهم های فیزی جایی آنها در عرض سد غشای سلولی و جابه
ها  است. به شکل کلی، نانوذرات سایز قابل قیاسی نسبت به پاتوژن

توانند شناسایی، برداشت و در نهایت موجب  آسانی می دارند که به
طور دقیق در این  توان به تحریک سیستم ایمنی شوند، هرچند نمی

ها به شکل ترجیحی ذرات بین  سل باره اظهار نظر کرد اما دندرتیک
طور  ها به در حالی که ماکروفاژ ،اندوسیتوز نانومتر را ۲۰۰تا  ۲۰

  .[27]کنند میکرومتر را فاگوسیتوز می۵تا  ۵/۰ترجیحی ذرات بین 
اندازه بهینه   های زیادی در تفاوت [29 ,28]های مختلف پژوهش

ها در تفاوت  رسد که این تفاوت دهند. به نظر می نانوذرات نشان می
اندازه   ای که هر ماده یک گونه ذاتی در خواص مواد ریشه دارند، به

  بهینه برای القای پاسخ ایمنی قوی دارد.
نیز وضعیت به همین گونه است. در پژوهشی  PLGAدر رابطه با 

نسبت به ذرات میکروی  PLGAسیتوز ماکروفاژ ذرات نانوی فاگو
ای دیگر مشخص شد  . در مطالعه[30]آن بیشتر صورت گرفته است

داری نسبت به  نانومتر به شکل معنی۲۱۵که اندازه ذرات حدود 
ای  . در مطالعه[31]شود نانومتری اینترنالیزه می۱۰۰۰و  ۶۰۰های  اندازه

نانومتری ۱۰۰مشخص شد که ذرات ، Caco-2دیگر روی مدل سلولی  PLGA میکرونی دارند. اندازه  برداشت بیشتری نسبت به ذرات یک
های ایمنی  تواند سلول ذرات از این بابت حایز اهمیت است که می

دهی  های مختلف تحریک و جهت را در راستای تولید سایتوکاین
تر از  وچکنانومتر و ک۵۰۰با سایز  PLGA. نانوذرات بر پایه [33 ,32]کند

. در مطالعه دیگر، [35 ,34]کنند آن پاسخ سایتوکاین سلولی را القا می
موجب  PLGAنانومتری ۵۰۰و  ۱۰۰تجویز خوراکی و استنشاقی ذرات 

تر  های بزرگ بادی نسبت به اندازه دار تیتر بالایی از آنتی القای معنی
زایی ذرات میکروی  . در تحقیقی دیگر خاصیت التهاب[36]آن شد PLGA در [30]نسبت به ذرات نانوی آن مشخص شده است .

در راستای  PLGAپژوهشی دیگر تفاوتی در ذرات نانو و میکروی 
  .[37]ایجاد پاسخ ایمنی وجود نداشت

نانومتر علاوه ۵۰تا  ۴۰ها با سایز  ها نانوبید طبق نتایج سایر پژوهش
ن تر به درو های بزرگ  طور موثرتری نسبت به سایز بر اینکه به
های ایمنی  توانند پاسخ شوند، می ها اینترنالیزه می سل دندرتیک
تر آن پاسخ  را نیز القا کنند، در حالی که ذرات بزرگ +TCD8سلولی

. در پژوهشی دیگر [39 ,38]کنند را القا می +TCD4ایمنی هومورال 
و  ۵۰۰نسبت به ذرات  PLGAنانومتری ۱۰۰۰مشخص شد که ذرات 

را  )G )IgGی بالاتری از ایمونوگلوبولین نانومتری تیتر سرم۲۰۰
دارند. همچنین روت تزریق بر کمیت پاسخ ایمنی، بدون تاثیر 

  .[40]نبود
  

طور  گونه است؛ ذرات کاتیونیک به  پتانسیل زتای ذرات نیز به همین
شده و از همین  های بار منفی سطح سلول متصل  مشخص به گروه

خنثی سرعت بیشتری در  رو در مقایسه با ذرات با بار منفی و
. در برداشت سلولی نانوذرات بار [41]اینترنالیزاسیون سلولی دارند

ها با بار الکتریکی  سطحی در اجتماع آنها، اتصال یا واکنش با سلول
مخالف اهمیت دارد. پژوهشی دیگر نیز برداشت سلولی ذرات با بار 

. به [42]استمثبت را نسبت به ذرات با بار منفی بهتر ارزیابی کرده 
محیط نیز روی میزان برداشت سلولی تاثیرگذار  pHرسد که  نظر می

که در شرایط اسیدی بار مثبت  PLGAای نانوذرات  باشد. در مطالعه
  .[2]بیشتری دارند، بیشترین برداشت سلولی را نیز نشان دادند

مطالعات مختلفی به اثر بار سطحی در القای پاسخ التهابی 
طور کلی، القای پاسخ التهابی توسط ذرات  . به[44 ,43 ,33]اند پرداخته

کاتیونیک (بار مثبت) نسبت به ذرات آنیونیک (منفی) و ذرات 
خنثی احتمال بیشتری دارد. طبق نتایج یک مطالعه، ذرات 

ها برای ترشح  آنیونیک دندریمر قادر به تحریک لکوسیت
لیپوزوم ، در حالی که ذرات کاتیونیک [5]ها نیستند سایتوکاین

ها از قبیل فاکتور نکروزکننده تومور  توانستند ترشح سایتوکاین )TNF( ،IL12  وIFN تجویز سیستمیک [45]را القا کنند .
 DNAتنهایی یا به شکل ترکیبی با  نانولیپوزوم کاتیونیک دیگر به

شود، اما  باکتری، با اینکه منجر به ترشح سایتوکاین خاصی نمی
و  CD80های دندریتیک مانند  های سطحی سلول  بیان مارکر CD86 دهد که در القای التهاب نقش موثری  را افزایش می

ها این موضوع را تایید  نیز پژوهش PLGA. در مورد [46]دارد
ده است که و همکاران مشخص ش کومارکنند. در پژوهش  می PLGA تری را نسبت به شارژ منفی  با بار مثبت پاسخ ایمنی قوی
کوتانئوس القا  ویژه در ایمنی موکوسی با روت تزریقی ترانس آن به
 DNAحاوی  PLGA. در پژوهشی ذرات کاتیونیک [47]کند می

ویروس بیماری پا و دهان، به شکل موثری پاسخ ایمنی سلولی و 
ای مشخص شده است که  . طی مطالعه[48]هومورال را تحریک کرد

عنوان واکسن هپاتیت در  به PLGAاستفاده از ذرات کاتیونیک 
های سلولی همراه با پاسخ ایمنی هومورال موثر  تحریک پاسخ

  .[49]است
های جدی پیش روی پژوهش حاضر، حلالیت و  از جمله چالش
پذیری بسیار پایین و اگریگاسیون بالای (با توجه به  سوسپانسیون

های آبی نسبت به  ) ذرات در محیطSEMو  AFMهای  عکس
ها مساله همچنان  های آلی بود و با بررسی دیگر پژوهش حلال

های  ه مشاورهبدون پاسخ ماند. ابتکار پژوهش حاضر با توجه ب
واقع  سونیکاسیون موثر  و بت DMSO  مختلف، استفاده از حلال
سالین)،  شدن محلول آبی (بافر فسفات شد، اما مجدداً با اضافه

گرفتند. در این مرحله نیز با  ذرات حالت اگریگاسیون به خود می
عنوان سورفاکتانت، به سوسپانسیون  به ۲۰کردن تویین  اضافه DMSO شدن محلول  یون مجدد ذرات در صورت اضافهاز اگریگاس

به رقت  DMSOهای تزریق،  آبی جلوگیری شد. با توجه به استاندارد
  .[50 ,5]% تهیه و مورد استفاده قرار گرفت۵

چون یکی از اهداف پژوهش حاضر تحریک هر دو پاسخ ایمنی 
انتخاب شد.  (SC)سلولی و هومورال بود، روت زیرپوستی 

دلیل وجود چربی و  ه ویژگی بافتی این ناحیه بههمچنین با توجه ب
های لنفاوی،  جریان خون اندک موجود در این ناحیه در کنار رگ

تواند به شکل موثر هر  گیرد و می کندی صورت می جذب ترکیبات به
. در بسیاری [51]دو بازوی سیستم ایمنی را تحت تاثیر خود قرار دهد

ت نیز از همین روت تزریقی منظور تلیقح نانوذرا ها به از پژوهش
  .[53 ,52 ,40]استفاده شده است

) چه در بازوی ایمنی p>۰۵/۰داری ( ژن به شکل معنی آنتی- PLGAطبق نتایج پژوهش حاضر، پاسخ ایمنی علیه کونژوگاسیون 
هومورال و چه در بازوی ایمنی سلولی نسبت به حالت محلول 

  ژن افزایش نشان داد. آنتی
بر پایه  Bدوز هپاتیت  های تک ذیری واکسنپ در پژوهشی امکان PLGA های  ژن های این پژوهش آنتی بررسی شد. طبق یافته

بارگذاری  PLGAکه درون  ) HBsAg(سطحی ویروس هپاتیت 
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توانند موجب افزایش خودکار پاسخ ایمنی شده و  اند، می شده PLGA ژن  آنتی  شده  عنوان یک نامزد نویدبخش در رهایش کنترل به
  .[54]مطرح شود

 SA11اخیراً در یک پژوهش با استفاده از روتاویروس سویه 
عنوان  و استفاده از آلبومین سرمی به PLGAشده با  انکپسوله
کننده در طول فرآیند امولسیفیکاسیون، مشخص شد که  تثبیت
ژن، تیتر  آنتی  میکروگرم ۲۰یمونیزاسیون دهانی با ادوز  تک

در مقایسه با حالت  IgGو  IgAهای  بادی ای از آنتی ارتقایافته
  .[55]کند ژن القا می آنتی  محلول 

ای آلبومین تخم  طی پژوهشی مشخص شده است که رسانش ذره
سل، منجر به  به دندرتیک PLGAتوسط  Aلیپید  آسیل-۷مرغ و 

  .[56]شود ها می سلTافزایش پاسخ ایمنی سلولی 
ای، اگرچه  های نانوذره های عملکردی ادجوانت ر رابطه با مکانیزمد

های زیادی  ها به شکل دقیق مشخص نیست، اما فرضیه مکانیزم
تاکنون مطرح شده است. افزایش برداشت نانوذرات یا تحریک 

مطالعات . [57 ,32 ,8]یکی از این فرضیات است APCهای  سلول
ژن  علیه آنتی ترتیب به پاسخ ایمنی را PLGAاند که  نشان داده
دارد افزایش  کیاند  که خاصیت ایمنوژنی MUC1سرطانی 

اندازه   های فیزیکوشیمیایی، از قبیل . اهمیت ویژگی[58]دهد می
توانند از طریق  می تر ست که نانوذرات کوچکی اذرات به این معن
وی تر به غدد لنفا آسانی نسبت به ذرات بزرگ عروق لنفاوی به

. [32]های گره لنفاوی تجمع پیدا کنند سل جا و در دندرتیک جابه
توانند  طور که ذکر شد، نانوذرات می فرضیه دیگر اثر دپو است؛ همان

ژن عمل  دار آنتی عنوان یک منبع برای حفظ و رهاسازی دوام به
  .[32]کنند

صورت زیرپوستی در پشت حیوان انجام شد و  کلیه تزریقات به
تزریق در طول دوره مورد بررسی بالینی قرار گرفت. در جایگاه 

هایی با حداقل ایمنوژنیسیته استفاده شد  ژن پژوهش حاضر از آنتی
ها بدون هر نوع  تر اثرات متمایز ادجوانت که دلیل آن بررسی دقیق

  گر بود. مداخله
مکانیزم عمل ادجوانت کامل فروند، شامل آزادسازی کند در جایگاه 

شده  اطر وجود روغن و وجود مایکوباکتریوم کشتهخ تزریق به
سازی و  بیان شده که منجر به فعال TLRعنوان آگونیست  به

. با این حال، روغن پارافین [59]ها شده است سلTپرولیفراسیون 
ناپذیر بوده و عامل مشکلات  موجود در این ادجوانت تجزیه

واند التهاب ت . ادجوانت کامل فروند می[60]توکسیک دیگر نیز است
ای که منجر به ایجاد زخم،  گونه مزمن شدید موضعی ایجاد کند، به

  تخلیه سینوس و گرانولوما شود.
سازی  های مختلف و مقایسه آنها، در فراهم مطالعه روی ادجوانت

یمونیزاسیون اهمیت بسزایی ادستورالعمل متقن علمی در رویه 
یز مقایسه دارد. از همین رو یکی از اهداف پژوهش حاضر ن

های مختلف مهم در تحریک پاسخ ایمنی بود. نتایج  ادجوانت
با اینکه نسبت به حالت عادی  PLGAپژوهش حاضر نشان داد که 

ها موثر واقع شد اما در مقایسه با سایر  توکسوئید و توکسین
داری در ایجاد پاسخ ایمنی سلولی  طور معنی ها نتوانست به ادجوانت

د و در پاسخ ایمنی هومورال از ادجوانت آلوم از ادجوانت کامل فرون
گانه  تتانی، واکسن توام سه DTHپیشی بگیرد. هر چند در آزمون 

در مقایسه با ادجوانت کامل فروند قدری پیشی گرفت، اما این 
دار نبود. در پژوهشی مشخص شد که ذرات  تفاوت معنی

 HBsAgژن  شده با آنتی بارگذاری PLGAرسان کاتیونیک  ژن آنتی
جذب آلوم با دو  HBsAgدوز در مقایسه با واکسن  به شکل تک

دوز، پاسخ ایمنی سلولی را همراه با ایمنی هومورال به شکل موثرتر 

کند که با نتایج پژوهش حاضر تا حدودی  تر تحریک می و متداوم
  .[49]مطابقت داشت

افزایش  HBsAgحاوی  PLGAدوز ذرات   در پژوهشی تجویز تک
ام بعد از تجویز نشان داد، ۹۰بادی تا روز  را در تولید آنتیداری  معنی

شده توسط آلوم به شکل  ژن جذب در حالی که با تلقیح آنتی
بادی اختصاصی قابل  روز بعد از تزریق، سطح آنتی ۹۰دوز، تا  تک
ژن  گیری نیست. در یک بررسی دیگر تلقیح زیرپوستی آنتی اندازه
را نسبت  IgGتر سرمی بالاتری از تی PLGAکاررفته با ادجوانت  به

شده با ادجوانت  ژن امولسیون ژن آزاد و آنتی به حالات کنترل آنتی
  .[53]کامل فروند از خود نشان داد

دوز  و همکاران پس از تلقیح زیرپوستی تک ایگارتوادر پژوهش 
داری در پاسخ  تفاوت معنی PLGAژن همراه ادجوانت فروند و  آنتی
و همکاران نیز  رو گوتیه. در مطالعه [61]مشاهده نشد IgGبادی  آنتی

بار تزریق  با یک PLGAژنیک  مشخص شد که نانوذرات آنتی
را تحریک کنند، در  IgG2aبادی  توانند پاسخ آنتی زیرپوستی می

 Th1علت عدم تحریک سلول  حالی که در ادجوانت آلوم به
ناشی از  شده تحریک IgGپذیر نیست، همچنین تیتر سرمی  امکان CFA  وPLGA طور کلی براساس  . به[40]داری نداشت تفاوت معنی

ضرربودن برای بدن،  ضمن بی PLGAپژوهش حاضر، نانوذرات 
تواند گزینه خوبی در تشدید پاسخ ایمنی سلولی وهومورال علیه  می
 استفاده آن از ادجوانت یک عنوان به توان  ژن ایفا نماید و می آنتی
  .کرد
 

  گیری نتیجه
ژن،  به شکل کونژوگاسیون با آنتی اسید گلیکولیک- کو- لاکتیک پلی

ویژه در بازوی ایمنی  تواند پاسخ ایمنی را به دوز تزریق می با یک
ژن افزایش دهد. همچنین  سلولی نسبت به حالت محلول آنتی

اگرچه در برابر ادجوانت آلوم در تحریک ایمنی  PLGAادجوانت 
رسد، اما در مقایسه با ادجوانت  هومورال چندان موفق به نظر نمی

آن   دوز تزریق رقیبی قابل توجه برای تواند با یک کامل فروند می
  باشد.
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