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ترشحي پروماستيگوت انگل -الگوي توليد سايتوكاين مواد دفعي

 BALB/cماژوردر سلول هاي غدد لنفاوي موش  ليشمانيا
 

، **، كاظم احمدي *، حسينعلي مهراني عباس محمودزاده پورناكي
  ****، علي فتاحي بافقي***شهناز شيربازو 

  
   چكيـده

بـه توليـد واكسـن     ، اميـد  ليشـمانيوز پوسـتي   از بيماريكننده پس از بهبود  به دليل وجود ايمني محافظت  :مقدمه
مـواد و   ليشمانيا، واكسن يكي از مواد پيشنهادي براي مطالعه. ي براي انسان وجود داردكننده در اين بيمار  محافظت

گل ليشـمانيا مـاژور بـر الگـوي توليـد      ترشحي ان-مواد دفعي تاثير در اين تحقيق.ترشحي انگل است-يتركيبات دفع
   .مايشگاهي مورد مطالعه قرار گرفت.وكاين ها در سلول هاي غده هاي لنفاوي موش كوچك آسايت

ژن تـام،   نتيآگروه دريافت كننده ( )سر  12در هر گروه (BALB/cپنج گروه موش جهت ارزيابي  :ها مواد و روش
ت ، تح ـ)صفر ساعته و ادجوانت، گروه شم بـدون تزريـق  ترشحي  -ژن دفعي ساعته، آنتي 24ترشحي -ژن دفعي آنتي

هاي غدد لنفاوي  سلول ليشمانيايي، در ماه دوم پس از ظهور زخم. چالش با پروماستيگوت ليشمانيا ماژور قرار گرفتند
ساعته،  24ترشحي  -ساعت پس از چالش با مواد دفعي 48هاي مختلف جداسازي وكشت داده شد و هاي گروه موش

  .پروفايل سايتوكايني آنها مورد سنجش قرار گرفت
داري در مقايسـه   افزايش معني ،امژن ت كننده آنتي  در گروه دريافت IL-10و  IL-4 ميزانان داد كه نتايج نش :تايجن

سـاعته افـزايش    24ژن  كننـده آنتـي    هـاي دريافـت   هاي موش در سلول IL-2 در صورتي كه .ها داشت با ساير گروه
 ـ    افـت در گروه دري IFN-γهمچنين . نشان داد  داري در مقايسه با ساير گروه معني سـاعته   24ام و كننـده آنتـي ژن ت

  در صورتيكه در گـروه دريافـت   دار داشت، ژن تام افزايش معني نيز در گروه آنتي TNF-α. داري داشت افزايش معني
  . هاي ديگر نشان داد داري نسبت به گروه ساعته كاهش معني 24ترشحي -ژن دفعي كننده آنتي

 Th2ساعته و  24براي مواد دفعي ترشحي  Th1توكاين دهنده الگوي توليد ساي مجموعه نتايج نشان :نتيجه گيري
  .ام را داشتژن ت ي آنتيبرا

 ها  سيتوكاين ،ترشحي -مواد دفعي ،ليشمانياماژور :كلمات كليدي
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  مقدمه
بر مبناي مطالعات انجام گرفته تمام فرم هاي باليني بيماري كه در 

كند بطـور تجربـي در مـدل موشـي جهـت تعيـين        انسان بروز مي
. زوكارهاي ايمني مداخله كننده در مقاومت، قابل بررسـي اسـت  سا

ها حـاكي از ايـن    درليشما نيوز پوستي نوع شهري و روستايي يافته
است كه اگـر دوران عفونـت بطـور طبيعـي سـپري شـود، پـس از        
بهبودي، مقاومت طـولاني مـدت در برابـر عفونـت مجـدد ايجـاد       

ونيت پـس از  هـايي در مـورد عـدم مص ـ    همچنين گزارش. شود مي
كننده ايمني و يا ابتلا به ايـدز موجـود    استفاده از داروهاي سركوب 

هاي قـوي   كننده در ليشمانيوز توسط پاسخ   ايمني حفاظت. )1(است
هـاي مـوثر در كنتـرل انگـل      مكـانيزم . آيد ايمني سلولي بوجود مي

فعال شدن ماكروفاژهـا توسـط انترفـرون گامـا       :ليشمانيا عبارتند از
د محصولات اكسيژن فعال و نيتريك اكسايد كـه مربـوط بـه    وتولي

همچنـين در ليشـمانيوز بـه ويـژه در نـوع      . ايمني سـلولي هسـتند  
هـاي ارزيـابي ايمنـي     پوستي، از تست پوستي ليشـمانين كـه از راه  

  ). 1(شود سلولي است، استفاده مي
 +CD4شـود نـوع    غالبي كه در طي ليشمانيوز فعـال مـي   Tسلول 

). 2(ر مقاومــت و هــم در حساســيت نقــش دارد اســت كــه هــم د
كننـد كـه    هاي گوناگوني ترشح مي سايتوكاين +T CD4سلولهاي 

اعمال متفاوتي از جمله، فعال كـردن ماكروفاژهـا و كنتـرل توليـد     
بـه   +T CD4سـلولهاي  . را بعهده دارند Bبادي در سلولهاي  آنتي 

، )IL-2(كـه اينترلـوكين دو    Th1گـروه  . شوند دو گروه تقسيم مي
كند كه  و لنفوتوكسين ترشح مي IFN-γ( ،TNF-α(اينترفرون گاما 

كه اينترلـوكين   Th2و گروه . بيشتر در ايمني سلولي دخيل هستند
و ) IL-6(اينترلـوكين شـش     ،)IL-5(اينترلوكين پنج   ،)IL-4(چهار 

كند كه نقش مهمي در ايمنـي   را ترشح مي) IL-10(اينترلوكين ده 
ــ ــورال دارن ــي از . دهيوم ــت ناش ــرگ در  L.majorعفون ــبب م س

. شود ولي اثري بر موش نـژاد مقـاوم نـدارد    هاي حساس مي موش
در بـدن مـوش حسـاس بـه ميـزان زيـادي        Thسلولهاي مشـابه  

كند، در صورتي  شود ولي به كنترل عفونت كمكي نمي تحريك مي
در پاسـخ بـه عفونـت     Th1هاي نژاد مقـاوم سـلولهاي    كه درموش
بـراي   Th1 انـد كـه سـلولهاي    تحقيقات نشان داده. ابندي تكثير مي

هـاي   مقاومت در عفونت ليشمانيا ضروري هستند، بـرعكس پاسـخ  

Th2 هـاي   ژن بيشـتر آنتـي    با ايـن وجـود،  . كمك به عفونت است
هسـتند اثـر    Th1ليشمانيا كه در طي عفونت تحريك كننده مسير 

كننـده   القـاء  ژن هـاي  بطور متناقضي آنتي. كنندگي ندارند محافظت
ملحـق   Th1اگر در مرحله اوليه عفونت فعال شوند بـه   Th2مسير 

  ).3(كنندگي بسيار بالايي هستند ميشوند كه داراي اثر محافظت
پاسخ دستگاه ايمني بر ضد ليشمانيا و واكنش اختصاصـي سيسـتم   

و يـا   Th1فرآيندي است كـه بـا مسـير      ايمني مورد قبول همگان،
Th2 ر مسـير  اگ ـ. گيرد شكل ميTh1    شـكل بگيـردTNF-α,β،  

IFN-γ  ،IL-12 ،IL-2 شوند كه  ترشح ميIFN-γ    تعيـين كننـده
، IL-4 شكل بگيرد، Th2مقاومت در برابر عفونت است و اگر مسير 

IL-5  ،IL-10 ترشح . شوند ترشح ميIL-10    اثر مهـاري بـر روي
 ـ  ماكروفاژها دارد كه عمل طبيعي آنها را مهار مي ه كند كه منجـر ب

  ).4(شود تشديد عفونت و بيماري مي
نياز به تزريق انگل BALB/c براي القاء محافظت در موش حساس

هاي خاصي بعنـوان واكسـن    ژن توان از آنتي كامل نيست، بلكه مي
هـاي   در دهة گذشته معلوم شـده اسـت كـه مولكـول    . استفاده كرد

هـاي حيـواني    تواننـد در مـدل   خاص تخليص شده و نوتركيب مـي 
هـا   ايـن مولكـول  . ايحاد ايمني موثر برعليه ليشمانيوز شوند موجب
 .هسـتند  TSAو  gp63 ،gp46 ،LACK ،Leif ،LmSTI :شامل 
هاي متعدد موثري در بيولوژي انگـل ليشـمانيا در راسـتاي     مولكول

باديهـاي اختصاصـي ميزبـان و پاسـخ ايمنـي سـلولي        توليد آنتـي  
ز ايـن بـود كـه    گزارشـات قبلـي حـاكي ا   ). 5(شناسايي شده اسـت 

هاي داخـل سـلولي از قبيـل     ترشحي از پاتوژن-هاي دفعي مولكول
مايكوبــاكتريوم توبركلــوزيس و توكسوپلاســما گونــدي آي حــاوي 

هايي هستند كه به شدت ايمونـوژن و محافظـت كننـده در     ژن آنتي
هاي حاصل از كشت  همچنين پروتئين). 6(هاي واكسن هستند مدل

موجـب   L.majorهـاي   وماستيگوتو فيلتر كردن محيط كشت پر
و سـگ و  ) L.major )7آلوده بـه   BALB/c  ايمني قوي در موش

هايي كه در ليشمانيا به عنـوان   يكي از پروتئين. شده اند) 8(انسان 
سـطحي پروماسـتيگوت    2-ژن ترشحي معرفي شـده، آنتـي  -دفعي

)Promastigote surface Antigen-2=PSA-2 (ــن . اســت اي
در انسان و باعث محافظـت   Th1خ ايمني قوي پروتئين عامل پاس

   ).9(در مقابل چالش بيماريزا در عفونت تجربي موش مي شود

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 1386 ، زمستان4، شماره 12دوره      مجله پزشكي كوثر  

325 
 

هـاي متنـوعي را    ها مولكول انگل  كشت، در بدن ميزبان و در محيط
هـا در تحريـك و    بعضـي از ايـن مولكـول   . كننـد  ترشح و دفع مـي 

جـام  مطالعـات ان . ميانكش بين انگل و ميزبان نقش مهمـي دارنـد  
و  L.infantumهـاي   ترشـحي انگـل   -شده بـر روي مـواد دفعـي   

L.mexicana ترشحي بطـور   -نشان داده است كه اين مواد دفعي
رود بـا   لـذا اميـد مـي   . كننـد  موثري سيستم ايمني را تحريـك مـي  

ترشحي مناسب و با تقويت سيستم ايمنـي و  -استفاده از مواد دفعي
  .بيماري نايل آمدبه كنترل ) Protection(ايجاد محافظت 

 L.major ترشـحي پروماسـتيگوت   -در اين تحقيـق مـواد دفعـي    
اثرات آن در الگوي توليد سـايتوكاين در سـلول هـاي     جداسازي و

مـورد مطالعـه   ) BALB/c(غده هاي لنفاوي حيوان آزمايشـگاهي  
  .قرار گرفت

 
  مواد و روش ها

پروماســتيگوت هــاي انگــل   ترشــحي-بــراي تهيــه مــواد دفعــي 
L.major  در محيط ،RPMI+FCS   كشت و تكثير يافتند و پـس

-مواد دفعي FCSفاقد  RPMIساعته در محيط  24از انكوباسيون 
  .جدا گرديد)10(طبق گزارشات قبلي ترشحي

ترشحي بر ميزان سـايتوكاين   -بررسي اثر مواد دفعي
  BALB/cهاي  ها درموش

تـايي   12هفته بطور تصادفي در گروه هـاي   6ها با سن اوليه موش
. هاي جداگانه اي قـرار گرفتنـد   بندي شدندو هر گروه در قفس گروه

پـس از دو هفتـه   . تمام حيوانات به آب و غذا دسترسي آزاد داشتند
ها به دما و شرايط حيوانخانه عادت كردند، طبـق برنامـه    كه حيوان

ها و  زير بغل(محل  4زير مواد تزريقي را به صورت داخل جلدي در 
  .دريافت كردند) نهاي را كشاله

ادجوانـت كامـل   + ترشحي صفر سـاعت   -مواد دفعي :Aگروه -1
  فروند

) + پـروتئين  μg3/25(ساعت  24ترشحي  -مواد دفعي :Bگروه -2
  ادجوانت كامل فروند 

) + پــروتئين μg3/25(انگــل  )هموژنــه(ژن تــام  آنتــي :Cگــروه -3
  ادجوانت كامل فروند 

در تمام گروه ها حجم ( H2O+ ادجوانت كامل فروند  :Dگروه -4

  )ميكروليتر بود 100تزريقي 
  .هيچگونه تزريقي دريافت نكردند: Eگروه -5

ژن و به جاي  ها به همان ميزان قبلي آنتي گروه به همة  دو هفته بعد
  .ادجوانت كامل ادجوانت ناقص تزيق شد

بدون ادجوانت به صورت   ژن فقط آنتي  دو هفته پس از تزريق دوم،
  . انويه تزريق گرديديادآور ث

يك ماه پس از اولين تزريق، مقدار يك ميليون پروماستيگوت فـاز  
ليتر بـه   ميلي 0/1در حجم  Leishmania(L)majorايستا از انگل 

ها در ناحية قاعده دم و به صورت داخل  ها در همة گروه همة موش
 2با پيگيري و بررسـي روزانـه، پـس از    ). چالش(جلدي تزريق شد 

  .ها در ناحية دم موش ها تظاهر يافتند دولهفته ن
 24ژن  هايي كه آنتـي  غدد لنفاوي ناحيه كشاله ران و زيربغل موش

دريافـت  ) گـروه شـاهد  ( RPMIژن تـام و   ساعته، صفرساعته، آنتي
برداشـته شـد و بـه     كرده و مدت دو ماه از زخم آنها گذشـته بـود،  

تبه شستشو پس از سه مر. صورت سوسپانسيون سلولي درآورده شد
سـپس بـا   . دقيقه سانتريفيوژ گرديـد  5به مدت  g1500در  PBSبا

اي  خانـه  96ها شمارش و به هر چاهك  استفاده از لام نئوبار، سلول
هـا بـه    پليـت . سلول ريخته شـد  104تعداد  ليتر،  ميلي 0/2در حجم 

 CO2درصـد  5گراد و  درجه سانتي 37ساعت در انكوباتور  24مدت 
 100پس از ايـن مـدت بـه هـر چاهـك مقـدار       . داده شدند كشت

ساعته افزوده و بـه مـدت    24ترشحي -ژن دفعي ميكروليتر از آنتي
پـس از ايـن مـدت    . ساعت ديگر در شرايط فوق انكوبه شـدند  48

هاي اپينـدرف جداگانـه    ها برداشته شده و در لوله مايع رويي چاهك
گـراد   درجـه سـانتي   20-هـا در   گيـري سـايتوكاين    تا زمان انـدازه 
  .نگهداري گرديد

 هـاي لنفـاوي مـوش    ها در سـلول  سنجش سايتوكاين
BALB/c  

. تهيـه گرديـد   Bender Med Systemهاي الايزا از شركت  كيت 
هاي لنفاوي فريزشده، ذوب و به درجه  هاي سوپرناتانت سلول نمونه

بـادي، دوبـار بـا     هاي حـاوي آنتـي   پليت. حرارت محيط رسانده شد
ها طبق دسـتور شـركت    تمام محلول. شدند محلول شستشو، شسته

ها بطـور تـازه تهيـه گرديـد و      سازنده در لحظة سنجش سايتوكاين
با استفاده از دستگاه الايـزا  . سيتوكاين ها مورد سنجش قرار گرفت
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بـا اسـتفاده از   . نانومتر قرائـت گرديـد   450ها در  ريدر، جذب نمونه
  .سبه گرديدها محا رسم منحني استاندارد، غلظت سايتوكاين

 ANOVAجهـت بررسـي داده هـا از تسـت      :بررسي آمـاري 
  .معني دار تلقي گرديد 05/0كمتر از  p valueاستفاده گرديد و 

  
  نتايج  
هـاي غـدد    ها در سـلول  گيري سايتوكاين  اندازه نتايج 

  BALB/c لنفاوي
 IL-4  
ژن تام دريافـت نمـوده    هايي كه آنتي موش هاي غدد لنفاوي سلول 

 IL-4سـاعته ميـزان    24ترشـحي   -در چالش با مواد دفعيبودند، 
هاي ديگر ترشح كردند كه ايـن تفـاوت    يسه با گروهبيشتري در مقا

شاهد، گـروه    در صورتيكه بين گروه). P<0.01( دار بود كاملاً معني
. داري مشـاهده نشـد   ساعته اختلاف معنـي  ساعته و گروه صفر 24

سـاعته   24بـا گـروه    قايسـه گروه صفرسـاعته در م  باوجود اين بين
  )1نمودار شماره (تفاوت وجودداشت 

IL-10  
اين سايتوكاين نيز  مشاهده ميشود نتايج 2چنانكه در نمودار شماره 

 ژن تـام  گروهـي كـه آنتـي    .در برداشـت  IL-4مشـابه  رونـد  تقريباً 
بيشتري در محيط كشت ترشح نمودنـد   IL-10 دريافت كرده بودند

در ). P<0.01( ها معني دار بـود  اير گروهبه ساين تفاوت نسبت  كه
 24گـروه   داري مشـاهده نگرديـد ولـي    ها تفاوت معنـي  ساير گروه

بـه گـروه    نسـبت بيشـتري  ساعته مقدار سـايتوكاين  ساعته و صفر 
  .شاهد داشتند

IL-2  
ژن  كننـده آنتـي   هـاي دريافـت   هـاي مـوش   در سلول IL-2ترشح  

ترشحي در محيط  -ژن دفعي ساعته كه با آنتي 24ترشحي  -دفعي
داري  ها افـزايش معنـي   ير گروهكشت چالش شده بود، نسبت به سا

ديگــر تفــاوت  هــاي در صــورتيكه بــين گــروه). P<0.01( داشــت
  .)3شماره  نمودار(دمحسوسي مشاهده نش

IFN-γ  
هـاي   اين سايتوكاين در سلولنشان ميدهد  4چنانكه نمودار شماره 

گـل دريافـت كـرده بودنـد در     ژن تام ان هايي كه آنتي لنفاوي موش
ساعته بيشـتر   24ترشحي -ژن دفعي محيط كشت در چالش با آنتي

دار اسـت   ها ترشح شده است و اين تفاوت كاملاً معني از ساير گروه
)P<0.01 .(كننـده مـواد    هـاي دريافـت   هاي مـوش  همچنين سلول

سـاعته در محـيط    24ژن  ساعته كـه بـا آنتـي    24ترشحي  -دفعي
هاي كنترل و صفرسـاعته،   بودند، نسبت به گروهكشت چالش شده 

نيـز  ايـن تفـاوت   كه  ترشح نمودندمقدار اينترفرون گاماي بيشتري 
  .)P<0.05(دار است  هاي مذكور معني نسبت به گروه

TNF-α  
ژن تام كـه در محـيط    كننده آنتي  اين سايتوكاين در گروه دريافت 

ه بود، نسبت ساعته چالش شد 24ترشحي  -ژن دفعي كشت با آنتي
در ). P<0.01( داري را نشـان داد  معنـي  زايشهاي ديگر اف به گروه

 24ژن  كننـده آنتـي   ايـن سـايتوكاين در گـروه دريافـت     صورتي كه
ساعته نسبت به دو  24ترشحي  -ژن دفعي ساعته در چالش با آنتي

ــاعت  ــرل و صفرس ــروه كنت ــي گ ــاهش معن ــان داد ه، ك  داري را نش
)P<0.05( )5نمودارشماره(  

  

ترشح شده در محيط كشت سلول IL-4ميزان  1نمودار شماره 
دريافت  BALB/cغدد لنفاوي گروه هاي مختلف موش  هاي

ترشحي -چالش يافته با مواد دفعي كننده آنتي ژن هاي مختلف
  ساعته 24

نشان  اين گروه نسبت به ساير گروه ها افزايش معني داري را * 
  )p< 0.01(مي دهد 
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در ترشح شده  IFN-γ)(ميزان انترفرون گاما  4نمودار شماره 
مختلف موش  شت سلول ها غدد لنفاوي گروه هايمحيط ك

BALB/c دريافت كننده  
 24ترشحي - با مواد دفعي چالش يافته مختلفآنتي ژن هاي 

  ساعته
ان اين گروه نسبت به ساير گروه ها افزايش معني داري را نش*.  

   )p< 0.01(مي دهد 

 TNF-α)( ميزان فاكتور نكروز دهنده تومور آلفا 5نمودار شماره 
 كشت سلول هاي غدد لنفاوي گروه هاي در محيط ترشح شده

چالش  مختلفدريافت كننده آنتي ژن هاي  BALB/cموش  مختلف
   ساعته 24ترشحي -يافته با مواد دفعي

 اين گروه نسبت به ساير گروه ها افزايش معني داري را نشان*. 
   )p< 0.01(مي دهد 

معني  اين گروه نسبت به گروه هاي صفر ساعته و كنترل كاهش. #

ترشح شده در محيط كشت IL-10ميزان  2ره نمودار شما
 BALB/cسلول هاي غددلنفاوي گروه هاي مختلف موش 

- دريافت كننده آنتي ژن هاي مختلف چالش يافته با مواد دفعي
  ساعته  24ترشحي 

اين گروه نسبت به ساير گروه ها افزايش معني داري را نشان *. 
  )p< 0.01(مي دهد 

ترشح شده در محيط كشت سلول IL-2ميزان  3نمودارشماره
دريافت  BALB/cهاي غدد لنفاوي گروه هاي مختلف موش 

ترشحي -چالش يافته با مواد دفعي كننده آنتي ژن هاي مختلف
  ساعته 24

اين گروه نسبت به ساير گروه ها افزايش معني داري را نشان *.  
 )p< 0.01(مي دهد 
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هـاي   گيري پروتئين در مايع رويي كشـت سـلول   اندازه

  BALB/cغدد لنفاوي موش 
 -ژن دفعـي  هاي غـدد لنفـاوي بـا آنتـي     در مايع رويي كشت سلول

. نجش قـرار گرفـت  ساعته ميزان پروتئين نيز مورد س ـ 24ترشحي 
رويي كه بـراي سـنجش   كه در مقدار پروتئين مايع  نتايج نشان داد

( داري موجــود نيســت  نــيهــا بكــار رفــت، تفــاوت مع ســايتوكاين
   )6نمودارشماره 

  
   بحث

ها و شـهرها و عـواملي مثـل جنـگ و      توسعه راه  گرم شدن زمين،
حوادث طبيعي باعث افزايش مخازن حيواني و تكثير بيشتر نـاقلين  

مانيوز در در نتيجـه انتشـار بيمـاري ليش ـ   . انگل ليشمانيا شده است
  ).11(هاي اخير افزايش يافته است دهه

ليشمانيوز در حال حاضر در بسياري از مناطق دنيا جزو بيماريهـاي  
. هاي نو پديد بشمار ميـرود  باز پديد و در برخي مناطق جزو بيماري

هـاي   به علت عدم وجود ايمني اسـتريل در ايـن بيمـاري، بيمـاري    
ت و عـود بيمـاري بـه شـكل     كننده از قبيل ايدز سبب بازگش ناتوان

حتي ايـن وضـعيت سـبب    ). 12(خطرناك در افراد مبتلا شده است
 L.tropicaهاي احشايي بيماري از عوامـل جلـدي مثـل     بروز فرم

در كشور مانيز ليشمانيوز همچنان يك مشـكل  ). 13(گرديده است 
  ). 14(مهم بهداشتي است 

ي خود موادي انگل ليشمانيا نيز مثل هر انگل ديگر در محيط زندگ
نقـش ايـن مـواد در نفـوذ انگـل بـه بـدن        . كند را ترشح و دفع مي

ميزبــان، تــامين تعــادل بــين انگــل و ميزبــان، پــاتوژنز، تحريــك  
كمك به تغذيه انگل از ميزبان، مختـل    هاي ايمني ميزبان، مكانيزم

هـاي ضـدانگلي    كردن فعاليت نمودن سيستم ايمني ميزبان و خنثي
  ).15(يده استميزبان به اثبات رس

هاي كرمي و نيز در  ترشحي در انگل-روشن شدن نقش مواد دفعي
اي براي  هايي مثل توكسوپلاسما سبب شده تا مسير تازه ياخته تك 

   .توسعه واكسن باز شود
ــي  ــه آنت ــراي تهي ــق ب ــن تحقي ترشــحي از -هــاي دفعــي ژن در اي

 Leishmania(L)majorليشـمانياماژور   پروماستيگوت فـاز ايسـتا  
اي استاندارد  استفاده گرديد كه سويه) MRHO/IR/15/ER(يه سو

  .در ايران است
در مطالعات ايمونيزاسيون و چـالش در برابـر ليشـمانيوز پوسـتي از     

 C3H ،C57BL/6، BALB/c: هاي مختلف حيواني از قبيـل  مدل
يـك   BALB/cمـوش  ). 20، 18،19، 17، 16(استفاده شده اسـت  

 L.majorيوز پوستي با استفاده از مدل حساس حيواني براي ليشمان
است كه پس از بروز زخم در محل تزريق، بهبودي حاصل نشده و 
انگــل در احشــاء انتشــار يافتــه و در نهايــت باعــث مــرگ حيــوان 

اولين بار در مقابل  Th1/Th2همچنين الگوي سايتوكاين . گردد مي
تعريف شده است و اين حيوان الگوي  BALB/cليشمانيا در موش 

  .بي براي مطالعات ليشمانيا تشخيص داده شده استخو
هــاي لنفــاوي جداشــده از  ســلول  نتــايج ايــن تحقيــق نشــان داد،

تام دريافت نموده بودند در چـالش بـا مـواد      ژن هايي كه آنتي موش
ــي ــاعته  24ترشــحي -دفع ــد  IL-4س ــح نمودن ــتري ترش در . بيش

سه با گـروه  ساعته در مقاي 24ژن  كننده آنتي صورتيكه گروه دريافت
  . نشان ندادند IL-4داري در توليد  شاهد تفاوت معني

نيز نتايج مشابهي بدست آمـد و افـزايش مختصـر     IL-10در مورد 

ل هاي غددغلظت پروتئين در مايع كشت سلو 6نمودار شماره
 ساعته 24ترشحي -دفعي با مواد موش هاي چالش شده لنفاوي
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توافـق  . دارنبـود  مشاهده شده در نمودار نسبت به گروه شاهد معني
در مقابل چالش  BALB/cعمومي بر اين است كه مقاومت موش 

دارد كه همراه  Th1هاي الگوي  بستگي به پاسخ L.majorبا انگل 
علاوه بـر  ). 21(است IL-4و كاهش توليد  IFN-γبا افزايش توليد 

 IL-4و توليـد   Th2هـاي   اين شواهد مهمي موجود است كه پاسخ
در . منجر به عدم كنترل عفونت و يـا تشـديد ضـايعات مـي گـردد     

آيد بطوريكـه بـا خنثـي سـازي      بوجود نمي Th2پاسخ  IL-4غياب 
IL-4  موش درBALB/c هـاي   حساس، رشد سلولTh2   متوقـف
كنـد و بهبـود    را توليـد مـي   Th1هايي پاسخ  شود و چنين موش مي

حاصـل   L.majorخودبخودي به دنبال عفونت با همـان اسـترين   
دهـد كـه مـوش     گرچـه مطالعـات ديگـر نشـان مـي     ). 22(شود مي

BALB/c   فاقـدIL-4    آلـوده شــده بـاL.major  ت بـازهم ضــايعا
ممكن اسـت ايـن اخـتلاف نتـايج     ). 23(كند بهبودنايابنده ايجاد مي

يـا ممكـن اسـت در    ) 24(باشـد   L.majorهـاي   وابسته به استرين
نقش داشته باشند و به عبـارت   IL-4حساسيت، فاكتورهايي غير از 

 IL-4موثر، ممكن است دقيقاً وابسته به  Th1ديگر سركوب پاسخ 
موافـق   IL-4تحقيق در مورد توليـد   بهرحال نتايج اين). 24(نباشد

است ولـي همانطوريكـه در مطالعـه قبلـي در مـورد       Th1سركوب 
مرگ و مير گفته شده در نهايت اين نـوع پاسـخ ايمنـي منجـر بـه      

گرچه تاخير در مرگ و مير و كوچـك بـودن   . بهبود ضايعه نگرديد
ژن  كننـده آنتـي   هـاي دريافـت   ها در گـروه مـوش   نسبي اندازه زخم

و )  25( هـا مشـاهده شـد    ترشحي در مقايسه با ساير گـروه -دفعي
الگـوي   IL-4ژن تام انگل با توليد فـراوان   كننده آنتي گروه دريافت

Th2 از گروه صفرساعته و شاهد انتظار توليد . را به نمايش گذاشت
IL-4  نيست و فقط در حد پايه ممكن استIL-4 ولـي  . توليدكنند

 IL-4ترشحي موجب توليد -ي دفعيها ژن انتظار اين است كه آنتي
در . دهـد  قابل توجهي نشود كه نتايج ما همين مطلب را نشان مـي 

را تحريك كرده است كـه بنظـر    IL-4ژن تام توليد  صورتيكه آنتي
اسـت   Th2هاي محرك الگوي  ژن ژن تام حاوي آنتي رسد آنتي مي

پيـروي   Th1سـاعته از الگـوي    24ترشحي -هاي دفعي ژن و آنتي
كمتري در مقايسـه   Th2كننده  هاي تحريك ژن و حاوي آنتيكرده 
  .ژن تام است با آنتي
در ليشمانيوز موشي، باعث افزايش پاسخ هاي ايمنـي   IL-10توليد 

Th2 بادي  تزريق آنتي). 26(شود و پيشرفت بيماري مي  
واكسينه شده قبل از چالش بـا   BALB/cبه موش  IL-10گيرنده 

-ILدهـد   ده موش شده كه نشان مـي انگل منجر به حفاظت اين ر

مهمترين بازيگر در عفونت ليشمانيا ماژور است كـه منجـر بـه     10
در مطالعـه مـا نيـز در گـروه     . شـود  عدم پاسخ در واكسيناسيون مي

تام مقدار زياد اين سايتوكاين با نتايج باليني تطابق داشت و  ژن آنتي
تـر از گـروه    داري پـايين  ساعته نيز گرچه بطـور معنـي   24در گروه 

ژن تام بود ولي به هر حال در مقايسه با گروه شاهد نسبتاً بالا  آنتي
جلوگيري نموده و در نتيجه، زخم  Th2هاي  بود و نتوانست از پاسخ

 Mattner.). 25(هاي آلوده تلف شدند ايجاد شده و در نهايت موش
آنهـا  . يافتنـد  و همكاران نيز در تحقيق خود به نتايج مشابهي دست

توسـط مـواد    هايي كه قـبلاً  هاي لنفاوي موش ان دادند كه سلولنش
نوتركيب چـالش شـده بودنـد در محـيط      IL-12ترشحي و -دفعي
گيـري   در انـدازه ). 27(بيشتر توليد كردنـد  IFN-γو  IL-10 كشت،
IL-2  نيز مطابقIL-4  وIL-10  الگويTh1  هـاي   ژن براي آنتـي
ترشحي -گروه دفعيدر  .ساعته تكرار شده است 24ترشحي -دفعي

داري نسـبت بـه    ساعته توليد ايـن سـايتوكاين بـه طـور معنـي      24
فاكتور  IL-2. ژن تام افزايش نشان مي دهد هاي شاهد و آنتي گروه

است، لذا وجود آن  Tهاي  تقسيم سلول و فعاليت و تكثير لنفوسيت
 Robertsبنـابر اظهـار   . هاي ايمني بسـيار مـوثر اسـت    براي پاسخ

هاي حيـواني ليشـمانيوز از اهميـت     در مدل +CD(Th)هاي  سلول
 IFN-γ ،IL-2زيادي برخوردار هستند و بهبودي همراه با افـزايش  

 IL-10نظيـر   Th2هـاي   است به شرطي كه سـايتوكاين  IL-12و 
  ).28(حداقل مقدار را داشته باشند 

IFN-γ  مشخصه اصلي پاسخTh1       اسـت كـه بـه بهبـود عفونـت
سازي ماكروفاژها بـه   يتوكاين به دليل فعالاين سا). 27(انجامد  مي

هـاي   روش اكسيداتيو و نيتريك اكسـايد نقـش محـوري در پاسـخ    
ترشـح شـده    IFN-γدر اين مطالعه ميزان ).29(ايمني سلولي دارد 

سـاعته و   24ترشـحي  -هاي گروه دفعي هاي موش توسط لنفوسيت
ه داري بـا گـروه شـاهد داشـتند ك ـ     ژن تام اختلاف معني گروه آنتي

هاسـت   ژن توسـط ايـن آنتـي    Th1دهنده فعال شدن الگـوي   نشان
هـاي الگـوي    ژن تام باعث ترشح سايتوكاين ضمن اينكه گروه آنتي

Th2 )IL-10  وIL-4 ( ساعته چنين نبود 24نيز شده بود ولي در.  
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گرفتـه   BALB/cهـاي كشـت شـده، از مـوش      از آنجا كه سـلول 
را در ايـن رده حيـوان    IFN-γاند و اكثر تحقيقات وجود نقص  شده

دهند، كه در اين تحقيق نيز اصولاً مقدار آن در  مورد تاكيد قرار مي
 هـايي كـه   ژن رسـد آنتـي   ها زياد نيست، ولي به نظر مـي  اكثر گروه

. ژن تام متعددند باعث ترشح اين سايتوكاين مي شوند در گروه آنتي
و در شـود   ها فعـال مـي   ژن هاي مختلفي توسط اين آنتي فلذا كلون

. شود تام مشاهده مي  ژن بيشتري در گروه آنتي IFN-γنتيجه توليد 
نقشـي در محافظـت داشـته     IFN-γمساله مهم اين است كـه آيـا   

است يا نه؟ كه در اين تحقيق اين موضوع بطور مجزا مورد مطالعه 
هـا در پايـان    رسد مـرگ تمـام مـوش    اگرچه بنظر مي. قرار نگرفت

اين سايتوكاين درايـن تحقيـق دارد    تحقيق دليل بر عدم محافظت
  . ولي اين كار به مطالعه و بررسي بيشتري نياز دارد

TNF-α  بعنوان دومين سيگنال براي فعال كردن ماكروفاژها است
). 30(هاي ديگر اثر هم افزايي ويـا سـنيرژيك دارد   كه با سايتوكاين

هاي مقـاوم مقـادير    آلوده در مقايسه با موش BALB/cهاي  موش
نـه تنهـا    IL-4همراه با  TNF-α. كنند توليد مي TNF-αتري بيش

سازي ماكروفـاژ و انهـدام انگـل نـدارد بلكـه باعـث        اثري بر فعال
در مطالعه مـا در   TNF-αمقدار ). 31(شود  افزايش تعداد انگل مي

داري نشـان   ژن تام كاهش معني مقايسه با گروه شاهد و گروه آنتي
 24م در مقايسه با گروه شاهد و گروه ژن تا دهد و نيز گروه آنتي مي

هايي  دهد چون مجموعه سلول داري نشان مي ساعته افزايش معني
انـد،   كه از غدد لنفاوي موش استخراج شده حاوي ماكروفاژ نيز بوده

كننده ماكروفاژها باعث ترشح اين سايتوكاين شده  ژن فعال لذا آنتي
ن تام، در ايـن گـروه   ژ هاي گروه آنتي ژن است و به دليل تعدد آنتي

شده  TNF-αتحريك بيشتري صورت گرفته و باعث ترشح بيشتر 
  .است

ترشـحي در تـاخير   -هاي دفعي ژن در مجموع با توجه به توان آنتي
هـاي   و بـروز پاسـخ  ) 25( ها  زخم  بودن مرگ و مير حيوان، كوچك

Th1 هـاي غـدد    هاي مترشحه توسط سلول در سنجش سايتوكاين
ترشحي كـه از خـود نشـان داده     -با مواد دفعي لنفاوي چالش شده

است، چنانچه تمام شرايط لازم براي استخراج از جمله جلوگيري از 
ژن مناسـبي بـراي    توانـد آنتـي   حفـظ شـود، مـي   ... دناتوره شدن و 

هـاي   مطالعات بيشتر در مدل موشي و بخصوص با استفاده از مدل

خطـري   ات بـي و نيز بـا مطالع ـ  C3Hيا  C57BL/6مقاوم از قبيل 
)Safety ( وToxicity براي ارزيابي در انسان باشد.  

  
  دانيتشكر و قدر

از مسئولين مركز تحقيقات بهداشت نظامي پژوهشكده طب رزمـي  
كمـال تشـكر را داريـم كـه     ) عـج  ( دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله

  .بودجه اين تحقيق را فراهم نمودند
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