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ب وز جلدي با ايمن ليشمانيعليهپاسخ ايمني بررسي  وسيلهه سازي

 ميكروسفرهاي آلژينات حاوي ليشمانيا ماژور اتوكلاو شده

وو ادجوانت  CpG-ODN هاي ساپونين

4 زينب سالاري-3تفقديمحسن دكتر-2فر دكتر نبي شريعتي-1دكتر ابراهيم حاجي

 چكيده
تكنآ عاملوماري انگلي است ليشمانيوز يك بي:هدفو زمينه ميياخته داخل سلولي به نام انگل  ايمنـي محـافظتي.باشد ليشمانيا

يني نـشان دادهيميزان اثربخـشي پـا،ليشمانيا ماژور اتوكلاو شده واكسن نتايج كار آزمايي باليني است؛در برابر ليشمانيوز ايمني سلولي
از ميكروسفرهاي تهيه شده از آلژينات.است را هاي دارورساني هستند كه قدرت رساندن آنتي سامانه يكي ژن بـه محـل اثـر مناسـب

و  و استفاده از ادجوانـت.گيرند ايمنو ادجوانت مورد استفاده قرار مي به عنوان دارند  اليگوداكـسي نوكلئوتيـدهاي هـايي مثـل سـاپونين
 مطالعـه.شـود زايي فرمولاسيون مـي قدرت ايمني باعث افزايش،در سيستم ميكروسفري(CpG-ODNs) گوانين-فسفات-سيتوزين

ينـات بـه همـراه محـصور شـده در ميكروسـفرهاي آلژو (ALM) ليـشمانيا مـاژور اتـوكلاو شـده پاسخ ايمني حاضر با هدف تعيين
تـر جهـت براي مشخص كردن فرمولاسيون مناسـب balb/cهاي در موش CpG اليگوداكسي نوكلئوتيدهايو هاي ساپونين ادجوانت

شواكسيناسيون  .دانجام
اثـرات،انجـام شـد در پژوهشكده بوعلي دانـشگاه علـوم پزشـكي مـشهدو 1385در سال مطالعه تجربي كه اين در:تحقيقروش

و  بـراي انجـام ايـن. مورد ارزيابي قرار گرفت آلوده شده به انگل ليشمانيا Balb/c بر روي ايمني ايجاد شده در موش CpGساپونين
و اثرات،هاي مختلف واكسن با اين دو ادجوانت تهيه فرمولاسيونپژوهش پس از آن بررسي به گروههاي مختلف موش تزريق گرديد

.گرديد
سيهاي در موشIgG2aو IgG totalبادي مقدار آنتي:ها يافته ب ايمنبالب طـور بـه،ادجوانت هاي حاوي فرمولاسيوناسازي شده

 بالاتري از فرمولاسيون حـاوي IgG2a در فرمولاسيون حاوي ساپونين عيار ).>001/0P(ها بود سيونفرمولاداري بيشتر از بقيهينمع
CpG 001/0(ايجاد نموده استP< .( 
ميكروسـفري كـه حـاوي سـاپونين هـستند بـه عنـوان يـك يـاور هـاي دهد فرمولاسـيون نتايج اين مطالعه نشان مي:گيري نتيجه

و شـوند مـيي بدون ساپونينها فرمولاسيونبا تحريك بيشتر پاسخ ايمني سلولي در مقايسه باعث ALMايمونولوژيك مناسب براي 
CpG نيز خاصيت ايمنو ادجوانتي بالايي نشان داد.

 CpG-ODN؛ساپونين؛ليشمانيا ماژور؛ميكروسفر؛ (ALM) ليشمانيا ماژور اتوكلاو شده؛واكسن:ها كليد واژه

و خدمات بهداشتي،درماني گناباد پزش دانش؛ مجله دانشكده علوم افق )1386؛ زمستان سال4؛ شماره13دوره(كي

 21/3/1387: پذيرش 7/3/1387: اصلاح نهايي 12/4/1387:دريافت

و دارو نويسنده مسؤو1  ل؛ داروساز، دانشكده علوم پزشكي گناباد، مديريت غذا
 drhajie@yahoo.com: پست الكترونيكي0535- 7225813: تلفن دانشكده علوم پزشكي گناباد- گناباد: آدرس

 داروساز، دانشكده علوم پزشكي گناباد2
 مشهددانشكده داروسازي، دانشگاه علوم پزشكياستاديار متخصص فارماسوتيكس،3
 كارشناس علوم اجتماعي، دانشكده علوم پزشكي گناباد4
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 مقدمه
 نوعي بيماري است كه توسط يك انگل،زوليشماني

د تك و به صورتمياخل سلولي به نام ليشمانيا ايجادياخته شود
-و مخاطي) كالا آزار(، احشايي)سالك( پوستي يكي از انواع

مي پوستي از با توجه به اين.دنماي بروز ژنتيكي نظر كه انگل
 كندمي مشكلاتي را در تهيه واكسن ايجاد،اي دارد زندگي دوگانه

)1.(
و در صورتيميانگل ليشمانيا وارد ماكروفاژ فرد آلوده شود

نوع كمكيTهاي سلولپاسخ،كه فرد از نظر ژنتيكي مقاوم باشد
1(Th1)هاي لنفوسيت سلول كه از دستهTنوع CD4

 القا، است+
 باعث توليد اينترفرون گاما Th1هاي شود كه اين سلول مي

(IFN-γ)شوندمي2اينترلوكينو.
هاي بادي آنتي، (Th2)2نوع كمكيTهاي سلول پاسخهاي

و ترشحي  و  (IL-10)10 رلوكيناينتهايينو ساتيوكاIgEخوني
 كند كه باعث ايجاد ايمني هومورالمي توليد (IL-4)4اينترلوكين

بميكروسفرها.شوند مي دع به عنوان يك سامانه دارورساني جديد
و سيستممي توسط ماكروفاژها بلعيدهاز ورود به بدن شوند

و بنابراين در مواردي كه آنتيميايمني را تحريك ژن كنند
توان از ميكروسفرمي،شودم ايمني شناسايي نميتوسط سيست
از.استفاده كرد آلژينات پليمري از دسته پلي ساكاريدها است كه
ب جلبك قهوه وميدسته اي  وزن خشك آنها را تشكيل%40آيد

 اسيد آلژينيك كوپليمر خطي آنيوني با خاصيت.دهد مي
و در ).2( پايدار استpH 10-4هيدروفيليك است

و محلول، ارزان،ي غير سم،كروسفر آلژيناتمي  در دسترس
كه اين ميكروسفر. در آب است تواندمياثر ادجوانتي نيز دارد

 تهيه براي. دهي سيستم ايمني شود باعث افزايش پاسخ
 (W/O) آب در روغنسازي روش امولسيون از ميكروسفر آلژينات

پاسخ،Th1ك تحريي با خاصيتها ادجوانت).3( شودمياستفاده
كهنكنميايمني با واسطه سلولي ايجاد . كندميتوليد IgG2aد

هو،شوند ميTh2هايي كه سبب تحريك ادجوانت را ايمني مورال
).5،4(دنكنميتقويت

نوژنو براي داشتن اثر بايد حاوي ايم،ايههاي ذر ادجوانت
و به شكل ذرات باشند يا اين كه به آنها چسبيده باشد

وكهايههاي غير ذر ادجوانت).1( روسكوپي هستندميك  اثر
و ها وابسته به طبيعت ذره فعاليت اين ادجوانت اي آنها نيست

در تهيه،يابدميهاي ديگر اثر آنها بهبود همراه با ادجوانت
و اگر ميكروسفرهاي ميكروسفر اندازه ذره اي اهميت زيادي دارد

زايي بيشتري ايجاد ايمني،م داشته باشي ميكرون10 كوچكتر از 
در صورت تجويز همزمان ميكروسفرها با بقيه. كند مي

).4،6( توان اثر ادجوانتي آنها را افزايش دادمي،ها ادجوانت
 حاوي،هاي مورد استفاده در تحقيقات واكسني ساپونين

و مخلوط پيچيده اي از تري ترپنوئيدها تركيبات مختلفي هستند
.هستند

CpG- ODNs*،هاي مناسبي ها ادجوانت براي انواع واكسن
از باشند كه به عنوان مثال به واكسن مي هاي تهيه شده

و ويروس غيرفعال شدهژن آنتي هاي سطحي ويروس هپاتيت
.توان اشاره كردميآنفولانزا 

ليشمانيا ماژور پاسخ ايمني حاضر با هدف تعيين مطالعه
در ميكروسفرهاي آلژينات محصور شدهو (ALM)اتوكلاو شده 

و به همراه ادجوانت  اليگوداكسي نوكلئوتيدهايهاي ساپونين
CpG هاي در موشbalb/c براي مشخص كردن فرمولاسيون

شتر جهت واكسيناسيون مناسب .دانجام

 تحقيقروش
در پژوهشكدهو 1385در سال كه اين مطالعه تجربي در

9 گروه موش8،شدبوعلي دانشگاه علوم پزشكي مشهد انجام
ي مختلفها فرمولاسيون توسط،balb/c هاي تايي از موش

بس پس از آماده)1 جدول( بهه ازي صورت وسيله سرنگ انسولين
سهتزريقات. واكسينه شدند، در ناحيه پشت(SC)زير جلدي 

و به فواصل شد هفتهسهنوبت . انجام
†(ELISA)بادي به روش اليزا اندازه گيري عيار آنتي-

خونگيري جهت جداسازي سرم براي اليزا يك مرتبه قبل از
و يك مرتبه هم بعد از اتمام   آزمونتزريق انگل به كف پاي موش

 عيار،سه هفته پس از آخرين تزريق. چالش انجام شد
شد ها اندازه سرم موشG(IgG)ايمونوگلوبولين  به منظور. گيري

،و توتالG1،G2aونوگلوبولين ايمهاي بادي گيري تيتر آنتي اندازه
بر اساس روش توصيه شدهو گرديداستفاده ELISA روشاز

.كارخانه سازنده كيت اليزا انجام شد

*Cytosin-Phosphate-Guanine Oligodeoxynucleotide  
† Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 
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 هاي مختلف مورد استفاده در واكسيناسيون فرمولاسيون-1جدول

ژن فرمولاسيون گروه  بر حسب ميكروگرم دوز ادجوانت–دوز آنتي
1PBS)بافر فسفات نمكي(-
2ALM)0-180)ليشمانيا ماژور اتوكلاو شده
ALM+SAP 180+17و ساپونين كيلايا ALMمخلوط3
ALM 180-0ميكروسفرهاي آلژينات حاوي4
CpG-ODN CpG   +(ALM)180+20محلول مخلوط با ALMميكروسفرهاي آلژينات حاوي5
SAP+(ALM) 180+17 مخلوط با محلول ساپونين ALMميكروسفرهاي آلژينات حاوي6
SAP)+(ALM 180+17و ساپونينALMميكروسفرهاي آلژينات حاوي7
CpG-ODN (ALM+CpG)  180+20و  ALM ميكروسفرهاي آلژينات حاوي8

و، چالشآزمون جهت انجام و تكثير انگل پس از كشت
ايو انجام شمارش، حجم به گونه*PBSشستشوي آنها با بافر 

ه 3سوسپانسيون انگلي حدود ميكروليتر50ر تنظيم شد كه در
ب و سپس اين حجم وسيله سرنگه ميليون انگل زنده باشد

ها به صورت زيرجلدي تزريق انسولين به كف پاي چپ موش
تزريقها موش به كف پاي راست PBSو همان مقدار بافر گرديد

و سپس قطر پاي حيوان هفته  روز70اي يك مرتبه به مدت شد
شد اندازه  زخمها به صورت اختلاف بين ميزان التهابو گيري

و قطر پاي مقابل برحسب درصد محاسبههقطر پاي تزريق شد
.گرديد

: ها به روش اليزانيين مقدار سايتوكايعت-
ژن نياز از آنتي سازي غلظتهاي مورد پس از آماده
 مقدار،rGP63 ژن نوتركيب آنتيو(SLA) ليشمانيايي محلول

هرروليتر ميك150  چاهك از هر گروه ريختهدوبه كدام از آنها از
و سپس به هر كدام از چاهك  150 خانه مقدار96هاي پليت شد

،محلول لنفوسيتي كه حاوي يك ميليون لنفوسيت بود ميكروليتر
ها، داخل انكوباتور كردن درب پليت پس از محكم.گرديداضافه

 مقدار، ساعت48ازپس. قرار داده شدندCO2%5 درجه با 37
از ميكروليتر120 و بعد و فريز شد 72 از محلول رويي برداشته

و ميكروليتر120ساعت نيز مقدار  ديگر به پليت جديد منتقل
ها به روش اليزا طبقنيگيري سايتوكا منجمد شد تا تيتر اندازه
هايينسايتوكا دهي مرحله روكشدر.پروتكل كيت انجام شود

 بهIFN-γو ميكروگرم در ميكروليتر5/0به غلظت4ن اينترلوكي
و براي PBS در بافر ميكروگرم در ميكروليتر1 غلظت  تهيه شد

* Phosphate Buffer Solution 

و در هر كدام از گرديدنياز تهيه هركدام تعداد پليت مورد
و درب ميكروليتر100ها چاهك از محلول سايتوكاين ريخته شد

و ر از آنهاآنها با نوار چسب محكم شد وز بعد در يخچال تا
سههاي روكش داده شده بعد پليتزرو. نگهداري شد با،  مرتبه

PBSشدينئ تو ها پس به هركدام از چاهكس ند؛دار شستشو داده
PBS+BSA†1/0+Tween 05/0%از محلول ميكروليتر200

و ساعت در دماي اتاق نگهدارييك به مدت از آنهااضافه شد
شد مرتبهپنجها بعد پليت. شد هاي حاوي پليت.ند شستشو داده

و48كه،هاي بعد چالش نمونه ر از فريزند، ساعته بود72 ساعته
شو شدندبيرون گذاشته  بافر بعد از شستشوي.دن تا ذوب

به از بافر به چاهك ميكروليتر50 مجدداً كننده بلوك هاي مربوط
و4اينترلوكين  ش ميكروليتر50افزوده شد تا از نمونه افزوده د

بههاي به چاهك. حاصل شد2/1رقت  IFN-γ80 مربوط
5/1 نمونه افزوده شد تا رقت ميكروليتر20و از بافر ميكروليتر

و ميكروليتر40مقدار.حاصل شد  ميكروليتر160از استاندارد
و رقيق  100سازي با برداشت حجم بافر داخل چاهك ريخته شد

.ماندب باقي ميكروليتر100 انجام شد تا حجم نهايي ميكروليتر
ازيموش چهاراينترلوكين استاندارد  BSA+PBS با استفاده

شدميكروگرم در ميكروليتر10 با غلظت1/0% استاندارد. تهيه
IFN-γنيز تهيه شد .

در ميكروليتر100مقدار از نمونه يا استاندارد رقيق شده
و آنبافر انكوباسيون به چاهك افزوده شد مد از ساعتدوت به

و شد سپسدر دماي اتاق نگهداري  مقدار سپس؛ شستشو انجام
 كنژوگه BVD6-24G2وناللبادي مونوك از آنتي ميكروليتر100

† Bovin Serume Albumin 
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 در بافر ميكروگرم در ميكروليتر1/0با بيوتين با غلظت
و  يك ساعت از آن به مدتانكوباسيون به هر چاهك افزوده شد

از.شدق نگهداريدر دماي اتا از ميكروليتر100 شستشوپس
كه توسط بافر انكوباسيون 1000/1Streptavidin HRP رقت

وبود، رقيق شده  يك از آن به مدتبه هر چاهك اضافه شد
شد سپسو ساعت در دماي اتاق نگهداري شد ؛ شستشو داده

ها به چاهكTetramethylbenzidin (TMB) زاي رنگ محلول
و مدت شد دقيقه15افزوده شد . در محل تاريك نگهداري

و از محلول متوقف تغيير رنگ در كننده رنگ استفاده شد
با هاي پليت چاهك  ELISA Readerاستفاده از دستگاه ها

Statfax 2100 شد نانومتر450 در طول موج . خوانده
:(Parasite Burden) تست بار انگلينحوه انجام

96يش يك پليت هاي مورد آزما به ازاي هر گروه از موش
و به هريك از حفره هاي پليت يك قطره خانه در نظر گرفت شد

، نمك كتوآگارلا(Novy-mac NEAL NOcille (NNN) از محيط
و در سطح شيب%)10و خون دفيبرينه خرگوش دار قرار ريخته

فقط رديف بالاي پليت جهت آبگوشت طحال خالي(داده شد 
موسپس از آبگوشت طحا؛)نگهداشته شد ازدوبهشل هر  حفره

و سپس ميكروليتر140 مقداربهي پليت،رديف بالا  افزوده شد
 10/0Fetalسرم( RPMI محيط كشت ميكروليتر180مقدار

Calf Serum (FCS) +100100+سيلين ليتر پني واحد در ميلي 
و)ليتر استرپتومايسين ميكروگرم در ميلي  از سپسافزوده شد

و به چاهك ميكروليتر20ل مقدارچاهك مربوط به طحا برداشته

و تا پايين ادامه پيدا كرد تا رقتهاي مختلف گرديدزيرين اضافه 
 درجه27 هفته در دمايدوها به مدت اين پليتاز.تهيه شد

و در روزهاي .شدكنترل رشد انگل نظراز12و3،7نگهداري
ها يافته
نشان داد كه در IgG هاي بادي از عيار آنتيحاصلنتايج

با هاي ايمن موش هاي ميكروسفري حاوي فرمولاسيون سازي شده
داري بيشتر معنيبه صورت  IgG2aوIgGtotal مقدار آنتي ژن،

.)2و1 نمودار() >001/0P(از بقيه گروهها بود
 كه شاخص پاسخ IgG1بالاترين عيار SAP+(ALM)گروه

Th2 001/0(ايجاد كرده بودرا استP< ()عيار.)3نمودار
IgG2a شاخصTh1 در مقايسه بين گروههاي حاوي.است

و  بالاتري IgG2aساپونين عيار گروههاي حاوي،CpGساپونين
بيشترين افزايش نسبت ). >001/0P(ايجاد كرده بود

IgG2a/IgG1 گروهباALM شد  ). >001/0P(مشاهده
 در عيارALMهاي مختلف حاوي ثير فرمولاسيونأت-

:ها سايتوكاين
 را ايجاد كرده بودIL-4بيشترين عيار (ALM+SAP) گروه

)001/0P< ()بررسي عياردر.)5 نمودارIFN-γدر
 SAP+(ALM)گروه،)6 نمودار(هاي مختلف فرمولاسيون

.)4نمودار()>001/0P(نشان داد بيشترين عيار سايتوكاين را
بيشترين،SAP+(ALM)كه گروه نشان داد چالشآزمون

) >001/0P(افزايش ضخامت در پاي موش را ايجاد كرده بود
.)7 نمودار(
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)6=تعداد(هاي مختلف سازي شده با فرمولاسيون مقايسه ميانگين اندازه زخمهاي ايجاد شده دركف پاي گروههاي موش ايمن-7 نمودار
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 بحث
و ساير انگل پاسخ ايمني مصونيت هاي بخش در ليشمانيا

و هاي فعاليت سلول داخل سلولي از نوع ايمني با واسطه سلولي
به مي+TCD4هاي لنفوسيتو  (NKc)كشنده طبيعي باشد كه
و باعثمينشان دادهIFN-γو2اينترلوكين وسيله توليد  شود

كه باعث Th1 شاخص.گرددمي مقابل انگل محافظت ميزبان در
وا IgG2a عيار، شودميايمني سلولي  بنابراين افزايش ست

IFN-γنيز شاخص ايمني سلولي است .
 IgG1 عيار،شودمي كه باعث ايمني هومورالTh2شاخص

و بنابراين افزايش . نيز شاخص ايمني هومورال استIL-4است
عفوني شدن.دهنده تحريك ايمني است نشانIgGtotalفزايشا

 افزايشو Th2ي باعث القا،هاي حساس با ليشمانيا ماژور موش
 پاسخ ايمني ميكروسفرهاييژگي القاو. شودمي IgG1بادي آنتي

تواند به دليل افزايش جذبمي،هاي پروتئينيژن همراه آنتي
كننده آنتي ژن نظير ماكروفاژها هاي ارائه ها توسط سلولژن آنتي

باشد كه اين خاصيت ميTهاي ارائه آن به سلولبه دنبال آن،و
و جوانتدر حضور اد  افزايشCpGهاي ديگر مثل ساپونين

. يابد مي
CpG-ODNبرايوشود بيشتر باعث ايمني سلولي مي 

اين ادجوانت باعث.ي داردمقابله با عفونتهاي انگلي نقش مهم
سازي باعث فعالو II افزايش بيان كمپلكس سازگاري بافتي نوع

 ايمني ها باعث تحريك سيستم ساپونين.شود ميTهاي سلول
 اثر ميتوززايي روي،كنندگي آنها يكي از عوامل تحريكوشوند مي

و لنفوسيت مي فعال ها ).7(باشد سازي ماكروفاژها
وIgG2aهاي بادي ساپونين باعث تحريك توليد آنتي

IgG2bو پاسخ اختصاصي مي CD8 از نوع*CTL شود
را القا+

عن، ميكروسفرها پس از تزريق.)8( كند مي وان جسم خارجي به
پس از تخريبو شوندميها شناسايي توسط ماكروفاژ

و در نتيجه هاي هدف آزاد ها در محل سلولژن آنتي،ميكروسفرها
در اين.شوندميژن باعث افزايش پاسخ ايمني نسبت به آنتي

كه به عنوان مدل تجربي استفاده شدbalb/cهاي بررسي از موش
ا واز نظر ژنتيكي به عفونت در صورت نگل ليشمانيا حساس بوده

و منجر به مرگ  عدم درمان عفونت به صورت سيستميك درآمده
كه در اثر IgG2aها افزايش در بررسي پادتن. شودميحيوان

 
* Cytotoxic T Lymphocyte 

و،شودمي ايجادIFN-γتحريك توسط  افزايش ايمني سلولي
IgG1 كه در اثر تحريك توسط IL-4 ايمني،شودميحاصل 

ن ).8(دهدميشانهومورال را
در علاوه بر اين نشان داده شده كه موش هاي حساس

 IgG1 بادي افزايش آنتيوTh2باعث القاي،صورت عفوني شدن
و باعث،هاي مقاوم موشدرشود ولي مي  اين فعاليت سركوب

با. شود ميIgG2aو توليد Th1افزايش  IgG totalنتايج در رابطه
 به صورت ALM است كه وقتي يد اين مطلبؤم)3 نمودار(

در افزايش معني،شودميانكپسوله در ميكروسفر تجويز داري
 شودميتحريك ايمني نسبت به حالت بدون ميكروسفر

)001/0P<.( 
و در همراه آنتيCpG در صورت حضور ساپونين ژن

 ميكروسفر، گروه حاوي ادجوانت عيار بالاتري نشان داده بود
)001/0P<(دي؛  Th1كه شاخص پاسخ IgG2aگر عيار از طرف

بادي بيشترين عيار آنتيALM در گروه ميكروسفري حاوي،است
 عيارALM+Sapها، در مقايسه عيار سايتوكاين.مشاهده شد

IFN-γ001/0( بيشتري ايجاد كرده بودP<.( عيار در موردIL-4،
 ).<05/0P(داري مشاهده نشد تفاوت معني

 به همچنينو ALMپانسيون افزودن ساپونين به سوس
اثر بسيار مثبتي در افزايش پاسخ ALMميكروسفرهاي حاوي

و سايتوكاين بادي ايمني اعم از عيار آنتي .ها ايجاد نموده است ها
به،دهي به پاسخ ايمني در زمينه جهت  افزوده شدن ساپونين

ALM،(ALM+SAP) در توانسته است ضمن عدم ايجاد افزايش
و از اين نظر در هدايتIFN-γيارع،IL-4عيار  را افزايش دهد

در ايمني سلولي موفق عمل نمايد، پاسخ ايمني به سمت اما
و چنين اثري معني IgG2a/IgG1مقايسه نسبت  دار نيست

. باشد تاييدكننده ادعاي قبلي نمي
، ALMافزودن محلول ساپونين به ميكروسفرهاي حاوي

(ALM+SAP)ميكروسفرهاي حاوي توانست در مقايسه با ALM 
به تنهايي ضمن افزايش فراگير در پاسخهاي ايمني، ايمني را

 مقايسه پاسخهاي.بخوبي به سمت ايمني سلولي سوق دهد
و SAP+(ALM)هاي ايمني به دست آمده با فرمولاسيون

(ALM+SAP) حاكي از اين است كه محصورسازي همزمان 
با، در ميكروسفرهاALM ساپونين با رزي روي عيار اثر

 (ALM+SAP). چالش نداشته استآزمونوIFN-γها، بادي آنتي
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 را IgG2a/IgG1 نسبت SAP+(ALM) توانست در مقايسه با
و از اين نظر در سوق دهي پاسخ ايمني به سمت افزايش دهد
 از طرف ديگر افزايش عيار؛ايمني سلولي اثر مثبتي نشان داد

IL-4 اي عكس نتايج بالا را نشانهتوسط اين فرمولاسيون نتيج
هر؛ بنابرايندهد مي به در مجموع چند ساپونين توانسته است

 اثر بسيار مناسبي در افزايش پاسخهاي،عنوان يك ادجوانت
و هدايت آنها به سمت ايمني سلولي نشان دهد اما ايمني

 اثر بارزي روي قابليت،ژن محصورسازي همزمان آن با آنتي
دو با توجه به مقايسه فرمولاسيون.ردادجوانتي آن ندا هاي حاوي

ها،و ساپونين با در نظر گرفتن عيار سايتوكاين CpG ادجوانت
و عدم ايجادIFN-γ با ايجاد عيار بيشتري از SAP+(ALM)گروه 

و همچنين داشتن نتايج مثبت در IL-4دار در عيار تفاوت معني
ازآزمون با نشان CpG چالش، قابليتهاي بيشتري داده است اما

، IgG2aدار نبودن تفاوت عيارهاي، با معنيIgGتوجه به عيار 
 در مقايسه با  SAP+(ALM) بيشتري كه توسط IgG1عيار

(ALM)+CpGبه عنوان يك قابليت منفي در نظر،ايجاد شده 
و (ALM+SAP) همچنين در مقايسه؛شود گرفته مي

(ALM+CpG)،از بادر IL-4 ايجاد عيار بيشتري  CpG مقايسه
در. را بايد به عنوان يك امتياز منفي براي ساپونين در نظر گرفت

توان انتخاب دقيقي بين توجه به اين نتايج نمي مجموع با
و  اما با در نظر گرفتن ارزش؛ انجام دادCpG-ODN ساپونين

و گراني چند صد برابري  در مقايسه CpG اقتصادي دو ادجوانت
با ساپونين كيلاياتوانمي،با ساپونين را به عنوان يك ادجوانت

و مقرون به صرفه تر از نظر اقتصادي قابليتهاي مثبت فراوان
.معرفي نمود

 گيري نتيجه
هاي دهد فرمولاسيون نتايج اين مطالعه نشان مي

 به عنوان يك ياور،ميكروسفري كه حاوي ساپونين هستند
اايمونولوژيك مناسب براي  (ALM) توكلاو شدهليشمانيا ماژور

باعث تحريك بيشتر پاسخ ايمني سلولي در مقايسه با
مي فرمولاسيون و هاي بدون ساپونين نيز خاصيت CpGشوند

.ايمنو ادجوانتي بالايي نشان داد

:منابع

1- Handman, E. Leishmaniasis: current of vaccine development. Clin Microbiol Rev. 2001; 14: 229-43. 

2- Gombots WR, Wee SF. Protein release from alginate matrices. Adv Drug Del Rev. 1998; 31: 267-85. 

3- Lacaille-d Duboise MA. Saponines as immunoadjuvants and immunostimulants. In: Wagner H. (ed). 
Immunomodulatory agentsfrom plants. Switzerland: Birkhaser Verlag: 1999. pp.243-72. 

4- Cho NH, Seong SY, Chun KH, Kim Y, Kwon IC, Ahn BY, et al. Novel mucosal immunization with polysaccharide-
protein conjugates entrapped in alginate nicrospheres. J Con Rel. 1998; 53: 215-24. 

5- Rajesh K, Gupta GR. Adjuants for human vaccine current status problems and future prospects. Vaccine. 1995; 14: 
1263-76. 

6- Tafaghodi M. Jaafari M, Sajjadi S. Adjuants in Razi letter. 2004; 6; 34-45. 

7- Lemoine D, Wauters F, Bouchendhomme S. Microspher containing a model antigen. Int J Pharm. 1995; 176: 9-19. 

8- Aleth M, Dubois L. Saponins as immunoadguvants and immunostimulants. In: Immunomodulatory agents from 
plants. Wagner H (ed). Mosby; St.Louis: pp. 243-72. 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

و خدمات بهداشتي، درماني گناباد دوره  1386؛ زمستان سال4؛ شماره13افق دانش؛ مجله دانشكده علوم پزشكي

51

Title: Evaluation of immune response against cutaneous leishmaniasis induced by alginate microspheres 
encapsulated with autoclaved Leishmania major (ALM), Quillaja saponin or CpG-ODN adjuvants 

Authors: E. Haji1, N.Shariatifar2, M. Tafaghodi3, Z. Salari4

Abstract 

Background and Aim: Leishmaniasis caused by compulsory intercellular parasite of leishmania. Suitable 
immunity for this infection is cellular immunity that depends on CD4+ T cell. Vaccination is a suitable way 
for controlling the disease and autoclaved leishmania major is a suitable choice for preparation of vaccine 
against this disease.Particulate drug delivery systems such as microspheres increase the immune response 
against encapsulated antigen and have immunoadjuvant potential. Alginate microspheres have been used for 
vaccination in several imunisation studies. Saponins have also shown high immune stimulation potential 
both for Th1 and Th2. CpG-ODN can be used as an immunity adjuvant for vaccines for increasing the 
immune responses.  

Materials and Methods: In this investigation various formulations of ALM (free or encapsulated in 
microsphere) with saponin and CpG-ODN adjuvants have been studied to find the best formulation for 
leishmaniasis vaccine. Also various formulations of ALM (free or encapsulated in microspheres alone or 
with CpG-ODN or saponin) were injected to balb/c mice. S.C. immunizations were repeated three times in 
three weeks intervals. For challenge test, after the last immunization, 106 live promastigotes were injected to 
the left foot pad of mice and foot pad thickness was recorded until 70 days. Serum antibody titers were 
determined three weeks after the last immunization by an ELISA method. For cytokine assay, the spleen 
lymphocytes were incubated with recall antigens and IFN-γ and IL-4 titers were determined in culture 
supernatant with a sandwith ELISA method. 

Results: Results of this investigation showed that saponin and CpG  have immunoadjuvant property in 
leishmania vaccine.(ALM)+SAP showed better result in immunostimulation (P<0.001). Addition of saponin 
and ALM in microsphere (ALM+SAP) increased the concentration of IFN-γ but didn’t have significant 
effect on concentration of IL-4 (P>0.05). Encapsulation of ALM and CpG in alginate microspher showed 
higher concentration of cytokines than CpG solution (P<0.001). 

Conclusion: So that we can not choice one of these adjuvants is better by results of this investigation and 
investigation must be continue for better result and selection one of this adjuvant.  
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