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 چکیده 

سیب آار در محل و اسک عامل بیماری لیشمانیوز جلدی بوده که منجر به ضایعات بافتی مقاوم به درمان لیشمانیا ماژورسابقه و هدف:

، منجر وارض جانبیعلیرغم خط اول درمان در موارد ابتلا می باشد که ع می شود. استفاده از روشهای درمانی بر پایه ترکیبات شیمیایی

در تنظیم پاسخ  CT26به بهبودی کامل نمی شود. هدف از بررسی حاضر، ارزیابی تاثیر فاکتورهای محلول ناشی از سلولهای توموری 

 ایمنی علیه بیماری لیشمانیوز جلدی است.

 هایسلول رویی زخم، مایع بروز از پس و آلوده ماژور لیشمانیا  استاندارد با سویه  BALB/cهای جنس ماده نژاد موشمواد و روش ها:

CT26  بافتی نمونه تیمار، از روز 30 گذشت از پس شد، تزریق زخمی داخل و وریدی فرم دو مبتلا به لیشمانیوز جلدی به موشهای به 

 تیمار مدت طول در نیز زخم اندازه و برداشته فاگوسیتوز و سلولی تکثیر بررسی جهت ماکروفاژ از حفره صفاق، هایسلول و طحال

تحلیل  Tukey تست One-Way ANOVAو  t-test های، آزمون20 نسخه SPSS افزار نرم از استفاده با هاداده گردید. ارزیابی

 (Pvalues ≤0.05). شدند

بیشتر بود ولی این  به صورت وریدی و داخل زخم CT26های های تحت تیمار با مایع رویی کشت سلولاندازه زخم در گروهیافته ها:

کشت  مایع رویی مار بااختلاف معنادار نبود. میزان تکثیر لنفوسیتی، فاگوسیتوز و متعاقباً التهاب ناحیه زخم در گروهای تحت تی

 .(Pvalues ≤0.05) ها، نسبت به گروه کنترل بیشتر بوده ولی این افزایش نیز معنادار نبودسلول

منی در موضع التهاب می تواند منجر به تغییر پاسخ ای CT26های استفاده از فاکتورهای محلول مایع رویی کشت سلولنتیجه گیری: 

 ناشی از زخم لیشمانیوز جلدی شود که تعیین عوامل موثر در این زمینه باید مورد بررسی بیشتری قرار گیرد.

 BALB/c، لیشمانیوز جلدی، موش CT26های کلمات کلیدی: مایع رویی کشت سلول
 

 مقدمه

و عضوی از  لیشمانیاایی از جنس تک یاخته لیشمانیا ماژورانگل 

های مختلف آن باعث خانواده تریپانوزوماتیده است که گونه

. این بیماری در انسان (1)شوندایجاد بیماری لیشمانیوزیس می

منتشره و احشایی  -مخاطی، جلدی -به اشکال جلدی، جلدی

های از گونه. محققان نشان دادند که بسیاری (2)شود دیده می

های سیستم ایمنی در توانایی تعدیل و تضعیف پاسخ لیشمانیا

بدن میزبان را داشته و در نتیجه باعث افزایش بقا انگل در 

شوند. عواملی چون ژنتیک میزبان و پیشرفت بیماری می

میزبان، دستگاه گوارش پشه خاکی به عنوان ناقل و 

افزایش پاتوژنسیته  های ماکروفاژ نقش مهمی را درفاگولیزوزوم

. خط اول درمان این (3)و مقاومت انگل در بدن میزبان دارد

ظرفیتی از جمله  5ز ترکیبات آنتی موان بیماری استفاده ا

پنتوستام و گلوکانتیم بوده که علاوه بر مشکلاتی چون عدم 

دسترسی کافی و عوارض جانبی بالا در بیمار، مقاومت نسبت به 

-پروتئیناز جمله  عوامل ژنتیکیدرمان با این دارو که شامل: 

 ،های متصل شونده به گلوتاتیونپروتئینو  های شوک حرارتی

های انتقال پروتئینهمانند  آنزیمی عوامل عوامل پروتئینی و 

های مسیر یوبی کوییتین، کینازها، آنزیم که دهنده دارو

دوز ناکافی ، باشندمی گلیکولیز و بتااکسیداسیون اسید چرب

 سیستم ایمنی میزبان نظیر  و ضعفمهار فعال شدن آن ، دارو
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 +هایمیزان لنفوسیتکاهش 
4CD T  نیز گزارش گردیده است

توانایی فاگوسیتوز انگل توسط سلولهای ماکروفاژ درکنترل  .(4)

-بیماری لیشمانیوز مهم بوده و وابسته به ویرولانس انگل می

نقش کلیدی در فعال سازی  Tباشد و در این حین لنفوسیت 

ها با ها دارد، مونوسیتماکروفاژها و افزایش قدرت فاگوسیتوز آن

خون به محل زخم از  (CCR2)اتصال گیرنده کموکاینی خود 

ها برخلاف حرکت کرده و  این سلول لیشمانیاناشی از 

را از  لیشمانیاها توانایی کافی برای از بین بردن انگل نوتروفیل

-ها به سلولرا دارند و از طرف دیگر مونوسیت (ROS)طریق 

های دندرتیک تمایز و به غدد لنفی مهاجرت کرده و با تولید 

 12-IL  1منجر به تمایزHT 1های شوند. سلولمیHT  به

سمت موضع التهاب در پوست حرکت کرده و انگل را از طریق 

تحریک تولید ترکیبات نیتریک اکساید و یا افزایش انفجار 

 .(5)برد ( از بین می Respiratory burstتنفسی )

اخیراً با توجه با ایجاد عارضه جلدی دردناک ناشی از این  

بیماری و فقدان درمان قطعی و بدون عوارض ناشی از درمان، 

تحقیقات در زمینه ارائه راهکارهایی در جهت ترمیم زخم در 

باشد. مطالعات گسترده ای فرم جلدی بیماری در حال انجام می

اساس تغییر فضای در زمینه ی تغییر در نوع پاسخ ایمنی بر 

سایتوکاینی و مواد محلول در طی واکنشهای ایمنی انجام 

گرفته است و با توجه به اهمیت این موضوع در مورد پاسخ های 

و ترمیم ضایعه، بررسی حاضر  لیشمانیاایمنی موثر علیه انگل 

طراحی گردیده است. لذا در این مطالعه، از عوامل مترشحه 

یک موثر سیستم ایمنی ذاتی و در جهت تحر CT26های سلول

از  CT26های استفاده گردید. سلول لیشمانیااکتسابی علیه 

ها در مطالعات باشند؛ این سلولرده کولون کارسینوما موش می

های ایمنولوژیک کاربرد فراوانی داشته دارویی و بررسی واکنش

ها دارای ایمنوژنسیته و با توجه به اینکه این رده از سلول

بوده و برای برانگیختن پاسخ ایمنی نیاز به القا آنتی  ضعیفی

های بیشتری دارند از اینرو برای مقاصد بررسی پاسخ ژن

های های توموری سایتوکاینایمونولوژیک مناسب هستند. سلول

γIL-2, IL-4, IL-6, IL-7, TNF- ,IFN-  وIL-12  را

های تبیان کرده و قادر به تحریک پاسخ ایمنی از طریق لنفوسی

T در برخی از مطالعات (6)در مدل موشی مشخصی هستند .

نیز بدون بررسی محتویات فاکتورهای تولید شده، از مایع رویی 

جهت ایمنی زایی و افزایش توان آنتی  CT26کشت سلول 

این ویژگی  (7)ده استژنیسیته واکسنهای توموری استفاده ش

های ایمنوتراپی حائز اهمیت بوده و از طرفی تواند در بررسیمی

 ها، فرض بر این با توجه به قدرت آنتی ژنیک بالا این سلول

 

است که بتوانند به عنوان ادجوانت در مسیر پاسخ ایمنولوژیک 

علیه لیشمانیوز جلدی مهم باشند. اهمیت فضای سایتوکاینی 

نی در محل ضایعه لیشمانیوز جلدی در چگونگی پاسخهای ایم

به نحوی که پاسخ ایمنی کارآمد علیه  (8)به اثبات رسیده است 

و کاهش میزان  IFN-Yاین عارضه، افزایش سطح 

بوده و می تواند منجر به کنترل عفونت و  Tregای لنفوسیته

افزایش سرعت روند بهبودی گردد. توانایی این سلولها در 

و بیان پروتئین این تک یاخته جهت  لیشمانیاپذیرش ایمنوژن 

کاربرد در طراحی واکسن علیه این بیماری توسط محققین 

ان همین گروه انجام شده و بیانگر قابلیت این سلولها به عنو

سلول یوکاریوت به منظور استفاده در اهداف پیشگیرانه بوده 

که با توجه به این ویژگی، هدف از مطالعه حاضر بررسی  (9)

تاثیرات ناشی از تولید فاکتورهای محلول، عوامل مختلف 

لید شده توسط سلولهای توموری و امکان سایتوکاینی تو

ها، به استفاده از فاکتورهای ترشحی محلول توسط این سلول

عنوان ادجوانت، جهت افزایش توان آنتی ژنیک در موضع زخم 

بوده که در صورت اثرگذاری، ارزیابی  لیشمانیا ماژورناشی از 

فاکتورهای تولید شده در مایع رویی کشت این سلولها، لازم و 

ضروری می باشد و از طرفی انتقال ژن سایتوکاینهای کلیدی در 

و تولید این  CT26در سلولهای  لیشمانیاروند بهبود زخم 

فاکتورها می تواند در اقدامات پیشگیرانه و درمانی علیه این 

 بیماری مفید واقع گردد.

 مواد و روشها:

 حیوانات مورد آزمایش

 ای ماده خالصهجامعه آماری مورد مطالعه شامل موش

(Inbred)  نژادBALB/c  هفته بوده که از  8تا  6با سن

ها در حیوان خانه انستیتو پاستور ایران خریداری شد. این موش

در و  Cº 25-20دانشکده پیرادامپزشکی در محدوده دمایی

ساعت روشنایی نگه داشته  12ساعت تاریکی و  12شرایط 

در طول  .IR.BASU.REC.1398.053))کد اخلاق شدند

ند. مدت مطالعه حیوانات دسترسی آزادانه به آب و غذا را داشت

[ MRHO/IR/75/ER] ماژور لیشمانیاسویه استاندارد انگل 

-inتهیه و پس از کشت در محیط  از انستیتو پاستور ایران

vitro  به میزانml/610×2 به قائده دم موش 

BALB/c .جنس ماده و به صورت داخل جلدی تزریق شد

از بروز زخم لیشمانیا در حیوان حساس، گروه بندی پس 

 CT26های حیوانات جهت دریافت مایع رویی کشت سلول

 انجام پذیرفت. 
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 گروه بندی حیوانات

ویی و بدون دریافت کننده مایع ر لیشمانیا: دارای زخم 1گروه

 (Cont Leish)سلول 

ه بو دریافت کننده مایع رویی  لیشمانیا: دارای زخم 2گروه 

 (IV, CT26)صورت وریدی از طریق ورید دم 

لول و دریافت کننده مایع رویی س لیشمانیا: دارای زخم 3گروه

 (IL, CT26)از طریق بافت اطراف زخم 

 و دریافت کننده مایع رویی از لیشمانیا: بدون زخم 4گروه

  (IV, Cont CT26) طریق ورید دمی

 و دریافت کننده مایع رویی از لیشمانیا: بدون زخم 5گروه

 (IL, Cont CT26)طریق زیر جلد ناحیه دمی 

 

 CT26های رویی سلولجمع آوری مایع 

از موسسه پاستور تهیه و پس از کشت و  CT26های سلول

RPMI-ها در محیط کشت از سلول 5×510تکثیر، تعداد 

 72کشت داده شد، پس از  FBSو فاقد آنتی بیوتیک و  1640

 دار 2COدر داخل انکوباتور  C˚37دمای  ساعت انکوباسیون در

ها د، مایع رویی سلولها تعویض شوو بدون اینکه محیط سلول

به  rpm 3000با احتیاط جمع آوری گردید. مایع رویی با دور 

دقیقه سانتریفیوژ شد و پس از جدا کردن پلت  10مدت 

سلولی، جهت ارزیابی فاکتورهای ترشح شده ناشی از رشد 

سلول، میزان پروتئین توتال مایع رویی به روش 

 -C˚80 سنجیده و سپس در دمای ((Bradfordبرادفورد

 جهت تزریق، نگه داری شد.

   سنجش میزان پروتئین با استفاده از کیت برادفورد

به عنوان کنترل  BSAطبق پروتکل کیت، محلول استاندارد 

های مختلف تهیه شد. میزان جذب نوری محلول در رقت

 595nmاستاندارد پس از افزودن معرف برادفورد با طول موج 

رسم شد، جذب نوری نمونه سنجیده و منحنی استاندارد 

ج مو مجهول پروتئین نیز پس از افزودن معرف برادفورد، با طول

595nm ارزیابی و بر اساس منحنی استاندارد غلظت پروتئین 

 مشخص شد.

 به حیوانات CT26تزریق مایع رویی سلول 

 هایو جمع آوری مایع رویی سلول لیشمانیاپس از بروز زخم 

CT26 میزان ،ul600 فت یع رویی در دو نوبت به فاصله هاز ما

های دریافت کننده در ورید دمی و داخل زخم روز به موش

 تزریق شد. 

 

 

 

 دوره درمانی و نمونه گیری

ه های دریافت کننده مایع رویی سلول، به مدت چهار هفتموش

کس عداری شدند، در طی این مدت سه مرتبه از اندازه زخم نگه

 های ماکروفاژان مذکور، نمونهبرداری شد. پس از گذشت زم

سی حفره بطنی جهت ارزیابی فاگوسیتوز و بافت طحال برای برر

 تکثیر سلولی اخذ شدند.

  (10)جداسازی ماکروفاژهای حفره بطنی

تحت شرایط آسپتیک، حیوان آسان کشی شده و سطح شکمی 

کافی شضد عفونی شد. با استفاده از تیغه اسکالپل  %70با الکل 

از سرم  ml5در سطح حفره بطنی ایجاد شده و میزان 

فیزولوژی سرد داخل حفره بطنی تزریق گردید. با عملکرد 

ل حفره شکمی پیپتینگ، سرم فیزولوژی تزریق شده از داخ

اشته ه دجمع آوری و تا زمان انتقال به آزمایشگاه در کنار یخ نگ

های حفره شد. پس از سه مرتبه شست و شو، مایع حاوی سلول

های جدا شده پس از بطنی جمع آوری و شمارش شد. سلول

و   FBS %10حاوی  RPMI-1640شمارش در محیط کشت 

 g/ml 5000، استرپتومایسین IU/ml5000پنی سیلین  1%

 کشت داده شدند.

 و نمونه برداری لیشمانیاارزیابی اندازه ضایعه زخم 

پس از شروع درمان، بررسی اندازه زخم به صورت هفتگی در 

روزه انجام گرفت. با استفاده از دوربین  30طول دوره 

 ژاپن( در فاصله مشخص از موضع و به همراه (Canonدیجیتال

عکس برداری شد. تصاویر معیار مشخص بر حسب میلی متر 

ابی تحلیل و ارزی Image Jاخذ شده با استفاده از نرم افزار 

روز از زمان شروع درمان و پس از  30گردید. پس از گذشت 

آسان کشی حیوان، ماکروفاژهای حفره بطنی برای بررسی 

ثیر طحال به منظور ارزیابی میزان تک فاگوسیتوز و سپس بافت

 ید.سلولهای طحالی اخذ گرد

های طحالی جهت آزمایش بار انگلی و تکثیر کشت سلول

  (11)سلولی

 و( قرار داده %5حاوی آنتی بیوتیک ) PBSطحال جدا شده در 

در محیط بافت طحال  شست و شو شد. PBSسه مرتبه در 

قرار داده شده و با سرنگ  FBS  %10 حاوی RPMIکشت 

ml5/2 های برای لیز گلبول طور کامل تخلیص سلولی شد.ه ب

استفاده شد )میزان  ACKقرمز طحال از محلول لیز کننده 

g29/8  ،از کلرید آمونیومg1 کربنات پتاسیم و از بیmg2/32 

ن آب دیونیزه افزوده شد. در ای ml800توزین و به  EDTAاز 

 نرمال اسید کلریدریک 1محلول با افزودن محلول  PHمرحله 

 یترلتنظیم و با آب دیونیزه به حجم یک   4/7الی  2/7بر روی 
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های استخراج شده از طحال تعداد کل سلولرسانده شد(. 

استفاده  تکثیر سلولی آزمایشجهت  2×610و تعداد شمارش 

 .شد

  SLA (12 ,13) لیشمانیامحلول  آنتی ژن تهیه

ر د، از فاز لگاریتمی انگل لیشمانیاجهت تهیه عصاره انگلی 

لت حاوی انگل، پ از سوسپانسیون سلولی استفاده شد. 4پاساژ 

 rpm)سانتریفیوژ  شسته شد PBSسلولی تهیه و سه مرتبه با 

پلت سلولی مذکور در لایزینگ  دقیقه( 5مدت ه ب 2500

 (50mM Tris base+ 5mM EDTA =PH=7.1)بافر

 5مدت ه تیوپ حاوی انگل، ب و محلول همگن شد. ترکیب

 مرتبه 5سپس تیوپ مورد نظر به دفعات . دقیقه سونیکیت شد

 نحوی کهه مدت یک دقیقه قرار داده شد به داخل ازت مایع ب

 Cº72پس از یک دقیقه جهت ذوب، بلافاصله تیوپ در بنماری 

 rpm5000دقیقه با دور  20مدت ه تیوپ ب انکوبه گردید.

، در فریزر ug/ml10سانتریفیوژ شده و  پس از تهیه غلظت 

 داری شد.تا زمان استفاده نگه -20

  MTT(10)کثیر سلول ایمنی با روشبررسی میزان ت

چاهک در محیط  6سلول از هر طحال در  2×610تعداد 

RPMI 10 حاوی%  FBS کشت داده شد. در سه چاهک از

ug/ml10 (ul50 )یزان ه مب  )14( لیشمانیا آنتی ژن محلول

میزان ه نیز ب BSAوتئین کنترلی و در سه چاهک دیگر پر

ug/ml10 (ul50 ).ساعت در 72مدت ه ها بپلیت افزوده شد

پس از گذشت  نگه داشته شد.  2CO%5و  C37ºانکوباسیون 

)3-)4,5-از محلول ul20زمان انکوباسیون، مقدار 

tetrazolium phenyldi-2,5-yl)-2-thiazolmethyldi

bromide)  MTT (mg/ml 5تهیه و به تمام چاهک ) ها

ه ب  2CO %5و  C37ºتور پلیت مذکور در انکوبا. اضافه گردید

 از  ul70بعد از انکوباسیون،  ساعت نگه داشته شد. 4مدت 

 

( به M 04/0 HCL)حاوی محلول ایزوپروپانول اسیدی

 nm 630در طول موججذب نوری محلول ها افزوده و چاهک

 قرائت شد.

 

 آماری آنالیز

های ها با آزمونپس از بررسی نرمال بودن داده

Kolmogorov-Smirnov   و Shapiro-Wilkبا هاداده 

فتند. مورد تحلیل قرار گر 20 نسخه SPSS افزار نرم از استفاده

 Tukey تست  One-Way ANOVAو  t-test هایآزمون

 سلول رویی مایع هایو گروه مزانشیمال سلول گروه برای

 Excel 2010 افزار نرم از استفاده با نمودارها. استفاده شد

 رداستاندا از انحراف ± میانگین صورت هب هاداده و شده رسم

(SD )داری معنی سطح در (05/0≥P-value )شدند بیان. 

 یافته ها:

 ارزیابی اندازه زخم

 هادر سه دوره پس از تزریق مایع رویی، اندازه زخم در گروه

زه زخم از درمان اندا 30ارزیابی شد. در کل دوره تیمار در روز 

روه جلدی بدون درمان نسبت به گدر گروه مبتلا به لیشمانیوز 

و داخل  (P≤05/0)دریافت کننده مایع رویی به صورت وریدی 

زایش کمتر بود و به طور نسبی اندازه زخم با اف (P≤05/0)زخم 

یدا ها افزایش پاز درمان در گروه 30طول زمان تیمار در روز 

دی کرد، در گروه دریافت کننده مایع رویی به صورت داخل وری

(IV,CT26)  نسبت به گروه کنترل اندازه زخم روند افزایش

 (P≤05/0)داشت که هیچکدام از موارد فوق معنادار نبودند 

 (.1)شکل 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
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 (Cont Leish)و در گروه بدون درمان   (IV,IL)شامل ، CT26 های : ارزیابی اندازه زخم در دو گروه تیمار با مایع رویی سلول1شکل

 

 

 

 
 

 

در  (Cont Leish)ن بدون درماکنترل و در گروه  (IV,IL)شامل ، CT26های اندازه زخم در دو گروه تیمار با مایع رویی سلول تصویر :2شکل

 از درمان 10روز 
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در  (Cont Leish)بدون درمان کنترل و در گروه  (IV,IL)شامل  ،CT26های اندازه زخم در دو گروه تیمار با مایع رویی سلول تصویر :3کلش

 از درمان 20روز 

 

 

 

 

 
در  (Cont Leish)بدون درمان کنترل و در گروه  (IV,IL)شامل ، CT26های اندازه زخم در دو گروه تیمار با مایع رویی سلول تصویر :4شکل

 از درمان 30روز 
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های ماکروفاژ جدا شده بررسی میزان فاگوسیتوز سلول

-های تیمار شده با مایع رویی سلوله بطنی موشاز حفر

  CT26های 

از ماکروفاژهای حفره بطنی جهت بررسی میزان فاگوسیتوز 

استفاده گردیده و نتایج نشان داد که میزان فاگوسیتوز در 

به  CT26های های دریافت کننده مایع رویی سلولگروه

 لیشمانیاصورت داخل زخم نسبت به گروه کنترل زخم 

(05/0≥P)  بالاتر بود و همچنین به صورت سیستمیک

(05/0≥P)  نیز بیشتر از گروه کنترل زخم  بوده ولی این

های دارای زخم و افزایش معنا دار نبود، از طرفی در گروه

دریافت کننده مایع رویی سلول به شکل داخل زخم، میزان 

بود  فاگوسیتوز نسبتا بیشتر از کنترل بدون زخم همان گروه

و به همین ترتیب   (P≤05/0) ین نتایج نیز معنا دار نبود که ا

در گروه دریافت کننده مایع رویی به شکل وریدی نیز همین 

 (.5)شکل   (P≤05/0) نسبت برقرار بود

 

 

 

 

 
 

  CT26های های دریافت کننده مایع رویی سلول: میزان فاگوسیتوز در گروه 5شکل

 

 

های دریافت کننده روهارزیابی میزان تکثیر سلولی در گ

 CT26های مایع رویی سلول

های طحالی جهت سنجش میزان تکثیر لنفوسیتی از سلول

 بالاستفاده شد. نتایج نشان داد که میزان تکثیر سلولی بدن

ایع های تحت درمان با متیمار با مایع رویی سلولی در گروه

 و دریافت کننده  (P≤05/0) رویی سلول به صورت سیستمیک

 

 

نسبتا کمتر از گروه کنترل  (P≤05/0) به شکل داخل زخم

ها معنا دار نبود. از طرفی بدون درمان بودند ولی این نسبت

های دریافت کننده مایع رویی به صورت میزان تکثیر در گروه

و کنترل زیر   (P≤05/0)داخل زخم بالاتر از تجویز سیستمیک

اما این  (P≤05/0)جلد نیز بیشتر از کنترل تزریق وریدی بود

 (.6ها نیز معنادار نبود )شکل نسبت
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 CT26های دریافت کننده مایع رویی های طحالی و در گروه: ارزیابی میزان تکثیر سلولی در سلول6شکل

 

 بحث

بیماری لیشمانیوزیس توسط تک یاخته داخل سلولی از جنس 

ایجاد و دارای اشکال متفاوتی در بیماران می باشد.  لیشمانیا

 بندی سازمان جهانی بهداشت بهاین عارضه بر اساس طبقه

های گرمسیری، منجر به یک مشکل عنوان یک بیماری

بهداشتی جهانی شده است. این بیماری بعد از مالاریا، بالاترین 

های انگلی داشته و استفاده از میزان آسیب را در بین عفونت

به منظور اهداف درمانی  Bترکیبات آنتی موان و آمفوتریسین 

کسیک داروهای شود. با توجه به اثرات تودر نظر گرفته می

شیمیایی، امتناع بیمار از مصرف دارو، بروز مقاومتهای دارویی 

های نوین بر پایه و درمان ناموفق منجر به بررسی سایر روش

. تحریک (15)ایمنوتراپی در درمان این بیماری شده است 

و  Th1پاسخ ایمنی به سمت افزایش فعالیت لنفوسیتهای 

تولید سایتوکاینهای موثر در جهت فعال سازی ماکروفاژهای 

بر پایه ایمنوتراپی می تواند به  لیشمانیاموجود در موضع زخم 

نحو مطلوب در کنترل ضایعات ناشی از لیشمانیوز مفید باشد؛ 

ین نیز قابلیت پذیرش ژن بر همین اساس در مطالعه پیش

را مورد  CT26توسط سلولهای توموری  لیشمانیاحدت انگل 

و در مطالعه حاضر اثرگذاری فاکتورهای  (9)بررسی قرار داده 

به منظور  لیشمانیامحلول ناشی از این سلولها در موضع زخم 

تغییر فضای سایتوکاینی موضع التهاب مورد ارزیابی قرار 

ماکروفاژها به عنوان مهم ترین سلول در پاسخ ایمنی گرفت. 

، سه نوع سایتوکاین را ترشح لیشمانیادر اثر مواجهه با انگل 

بوده که سیستم  IL-12کنند؛ مهمترین این سایتوکاینها، می

 شده و  -γIFNعث تولید تغییر و با Th1ایمنی را به سمت 

 

 

در نتیجه التهاب ناشی از ضایعه را بهبود می بخشد. پاسخ 

و تغییر مسیر به  لیشمانیاسیستم ایمنی در مواجهه با انگل 

به عوامل مختلفی از جمله تغذیه و  Th2یا  Th1سمت تولید 

ژنتیک میزبان بستگی دارد. وجود سایتوکاینهای مختلف باعث 

تقویت ایمنی سلولی و یا تولید آنتی  تغییر پاسخ به سمت

خواهد شد به این ترتیب که حضور  لیشمانیابادی علیه عامل 

تولید شده توسط ماکروفاژها و  IL-18و  IL-12سایتوکاین 

تاثیر گذاشته و  NK cellهای دندرتیک در فعال شدن سلول

NK cell از طریق تولید IFN-γ  وTNF-  نقش مهمی در

های داخل ت اولیه و از بین بردن انگلمحدود کردن عفون

  IL-12منجر به تولید  TLR-2سلولی دارد. فعال شدن 

,-TNF 1نیتریک اکسایدو )NO(  از ماکروفاژها شده و در

. (16)شودمی Th-1نهایت موجب ایجاد پاسخ ایمنی از مسیر 

و  TNF-α, IL-12وجود سایتوکاینهای پیش التهابی شامل 

IFN-γ  لیشمانیوز و پاسخ ناشی از مسیر در عفونتTh1 اثر ،

محافظتی علیه عامل داشته و هرگونه قصور در میزان تولید 

 منجر به ایجاد عارضه ناشی از بیماری گردداین سایتوکاینها 

ر بررسی حاضر با توجه به افزایش التهاب در محل . د(17)

ضایعه و افزایش فاگوسیتوز ناشی از ماکروفاژها، وجود 

و  IFN-Yفاکتورهای محلول ناشی از تومور می تواند شامل 

IL-12, IL-4  بوده که باعث افزایش فعالیت فاگوسیتوز در

 ماکروفاژها شده ولی پیشرفت ضایعه می تواند دلیلی بر فعالیت 

                                                           
1 Nitric Oxide  
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و تحریک  IL-13و  IL-4و به دنبال تولید  Th2ناشی از 

 د به طوری کهباش IgG, IgA تولید آنتی بادی هایی چون

نیز  IL-4و  IL-13مانند  Th2های گروه سلولی سایتوکاین

که  (18) خواهند شد لیشمانیاباعث بدتر شدن زخم ناشی از 

تحریک  موجب T helper2این سایتوکاینهای تولیدی توسط 

های ایجاد پاسخ و IgG, IgA, IgEهای تولید آنتی بادی

شده و موجب عدم کنترل بیماری و خارج سلولی همورال 

نحوی که کنترل عفونت با ه ب پیشرفت ضایعه خواهند شد،

و ناتوانی درکنترل  Th1فعالیت ایمنی سلولی و با واسطه 

میزان تکثیر  .(19)است  Th2عفونت به دلیل فعالیت بارز 

طحال نیز تغییر قابل توجهی را در گروه تیمار  لنفوسیتی در

نسبت به گروه کنترل نشان نداد و حتی در موارد تزریق داخل 

 وریدی تکثیر لنفوسیتی کاهش یافته، معنادار نبود. 

فضای سایتوکاینی و تولید فاکتورهای رشد اهمیت بالایی را در 

 روند ترمیم زخم لیشمانیوز جلدی دارد در مطالعه حاضر با

های توموری میزان اثر استفاده از مواد ترشحی توسط سلول

ها و عوامل مترشحه از جمله فاکتورهای بخشی سایتوکاین

های توموری بر ضایعه ناشی از رشد ناشی از تکثیر بالای سلول

مورد ارزیابی قرار گرفت. با توجه به اینکه  لیشمانیا ماژور

ولی بسیار یکی از رده های سل CT26های توموری سلول

های ایمنوتراپی است، اثرات سایتوتوکسیک معمول در بررسی

ها در مطالعات متعددی فاکتورهای متعدد تولیدی از این سلول

طالعه نیز به و در این م (20) مورد بررسی قرار گرفته است

ها بر بررسی اثر بخشی عوامل مترشحه احتمالی از این سلول

ها روند ترمیم زخم لیشمانیوز جلدی پرداخته شد. این سلول

یک سیستم همگن را ایجاد کرده و اغلب  in-vivoدر محیط 

گیرند در ارزیابی مقاصد ایمنوتراپی مورد استفاده قرار می

نیز نتایج  CT26های استفاده از مایع رویی سلول. (21)

نشان داد که  لیشمانیا ماژورمتفاوتی را بر روند ترمیم زخم 

ها را در سیر تواند نقش مهم عوامل مترشحه از این سلولمی

های ایمونولوژیکی در این بیماری درمانی و تغییر نوع پاسخ

شان دهد. در این بررسی مشخص شد، تولید عوامل پروتئینی ن

مترشحه از این سلولها می تواند منجر به تغییر پاسخ ایمنی 

شود، نتایج ما نشان داد که اندازه  لیشمانیا ماژورمیزبان علیه 

خصوصاً  CT26های درمانی با مایع رویی کشت زخم در گروه

رل بدون درمان در روش تجویز سیستمیک نسبت به گروه کنت

بالاتر بوده و با گذشت طول درمان میزان التهاب زخم نیز 

تواند دلیلی بر افزایش تکثیر لنفوسیتی در رود که میبالاتر می

 های دریافت کننده مایع رویی سلول باشد ولی برخی گروه

 

های دریافت کننده مایع کشت میزان تکثیر سلولی در گروه

درمان با روند معمول ترمیم زخم، نسبت به گروه کنترل بدون 

اختلاف زیادی نداشت، از طرفی میزان فاگوسیتوز ارزیابی شده 

روند فاگوسیتوز را  CT26نشان داد که مایع کشت سلولی 

نسبت به گروه کنترل کاهش نداده و حتی در مورد تجویز 

سیستمیک این میزان را افزایش داد و نشان دهنده تاثیر 

ها و اثرات آن بر تغییر لیدی از این سلولفاکتورهای محلول تو

ایجاد فضای سایتوکاینی و پاسخ ایمنولوژیک می باشد که 

مکانیسم دقیق این واکنش در دسترس نبوده و نیاز به بررسی 

دقیق تولید این فاکتورهای محلول دارد، در خصوص بررسی 

بر عوامل  CT26های اثرات استفاده از مایع رویی کشت سلول

اطلاعاتی در دسترس نیست اما در مورد مشابهی عفونی 

ماکروفاژها را در مواجهه با مایع رویی کشت سلولهای سرطانی 

دهانه رحم در شرایط آزمایشگاهی نگه داشته اند، این محققان 

ها در مایع رویی نشان دادند که عوامل مترشحه از این سلول

اژها از نوع ماکروفتواند منجر به تغییر فنوتایپ ها میکشت آن

شود که توجیه این   (M2)به نوع آلترناتیو (M1)کلاسیک 

، کاهش تولید CD163مکانسیم از طریق افزایش بیان 

های التهابی، کاهش تولید نیتریک اکساید و افزایش سایتوکاین

با توجه به قابلیت تولید  .(22)انجام شده است  IL-10تولید 

-γIL-2, IL-4, IL-6, IL-7, TNFهای سایتوکاین , 

IFN-  وIL-12 تغییر نوع پاسخ (6)توسط سلولهای توموری ،

ایمنی در مدل مورد مطالعه حاضر نیز می تواند ناشی از عوامل 

 باشد. CT26تولید شده در مایع رویی حاصل از کشت 

 نتیجه گیری 

بررسی اولیه تاثیر فاکتورهای محلول تولید شده توسط 

بر تغییر قدرت فاگوسیتوز و روند  CT26سلولهای توموری 

ترمیم زخم لیشمانیوز جلدی از اهداف اصلی مطالعه حاضر 

ی اردبوده است. طبق یافته ها، عوامل محلول تولید شده در مو

د ونر رموجب تغییر میزان فاگوسیتوز به عنوان عملکرد موثر د

ن ای درمان لیشمانیوزیس شده، ولی با توجه به معنادار نبودن

هبود د بتاثیر، بررسی تولید سایتوکاینهای کلیدی و موثر در رون

در مایع  IL-12و  IL-4, IFN-Yاز جمله  لیشمانیازخم 

ر درویی حاوی کشت این سلولها و نیز تغییر دوز تجویز شده 

ایجاد تغییر و تحریک مطالعات آتی جهت دستیابی به مدل 

توسط  لیشمانیادر موضع زخم  Th1پاسخ ایمنی ناشی از 

 ویژگی آنتی ژنیک این سلولها لازم و ضروری می باشد.
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 شکر و سپاسگزاریت

 این مطالعه مستخرج از بخشی از پایان نامه دکتری تخصصی

  یناایمنی شناسی در دانشکده پیرادامپزشکی دانشگاه بوعلی س

 

 

همدان می باشد. مراتب سپاسگزاری را از همکاران محترم 

 کی را بجا می آوریم.بخش ایمنولوژی در دانشکده پیرا دامپزش
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