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 چکیده
ایجاد  ایمنی كه پاسخ ستداده ا نشان تحقیقات .باشد می پوستی لیشمانیوز بیماری عامل و ایتک یاخته  های انگل از ماژور لیشمانیا مقدمه: 

 بیماریمیزبان در پاسخ ایمنی  انجام شده ویژگی هایدر بسیاری از مطالعات تا كنون اگر چه  .مرتبط می باشد میزبان ژنوتیپ انگل با شده علیه این
های التهابی با  تر به چگونگی ایجاد زخم و نقش پاسخ كنون كم است، اما تا مورد بحث قرار گرفتهاز طریق واكسن  آن پیشگیری مکاناوز و لیشمانی
بررسی هم حقیق این تانجام هدف از  توجه گردیده است. پوستی های سیستم ایمنی ذاتی در ایجاد و ترمیم زخم ناشی از لیشمانیوز گری سلول میانجی

 .بود وز جلدیشمانییبه ل مبتلا BALB/cدر زخم و طحال در موش های زمان الگوی بیان ژن های پیش التهابی 

در  BALB/cصورت داخل جلدی در دو گروه موش ه انگل لیشمانیا ماژور بفرم پروماستیگوت  0×017بررسی، تعداد  این در مواد و روش ها:

، IL-12p35،CCL3 ،CCL4 ،IL-12p40 ،TNF-α های سایتوكاین های ژن در فواصل زمانی یک هفته بیان تزریق و سپسقسمت انتهای دم 
CCL5 ،IL -1α ،IL-1β ،IFN-γ و CCR5 ند.قرار گرفت در بافت زخم و طحال مورد بررسی 

های پیش التهابی در زخم و  بیان ژن نشان داد كه انگل لیشمانیا در بیماری لیشمانیوز جلدی باعث كاهش شدید درنتایج  یافته های پژوهش:

 درمان شده با گلوكانتیم این موضوع مشاهده نشد.موش های كه در  د در حالییگرد PBSموش های درمان شده با طحال 

 نیاعلیه لیشماگذار در پاسخ ایمنی های مهم و تاثیراز فاكتور IFN-γ, IL-12, TNF-αهای  سایتوكاینبر اساس نتایج  بحث و نتیجه گیری:

 د.یگرددر موش های آلوده های پیشرفته لیشمانیا  ها باعث ایجاد زخم كاهش بیان این ژن زیراد نباش می
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 مقدمه

ی از ــیک (سالک)دیـــانیوز جلـــماری لیشمـــبی
بعد از  است وبیماری های مشترك بین انسان و دام 

مطرح ریا به عنوان یک معلل بهداشتی در جهان مالا
ای از گروه تاژكداران   یاخته  عامل آن تک .می باشد

 باشد كه به  خانواده تریپانوزوماتیده و جنس لیشمانیا می
های ناقل گونه های فلبوتوموس به   وسیله نیش پشه 

صورت ه شود. علایم این بیماری ب  انسان منتقل می
مرطوب كه بعلاً ممکن است تا هایی خشک یا   زخم

دست، پا و صورت مانند  یک سال روی نقاطی از بدن
تعداد افراد مبتلا در جهان شود.   ظاهر می ،باقی بمانند

كه این  استمیلیون مورد  01به این بیماری بیش از 
های  تعداد با وقوع بیماری هایی مانند ایدز و بحران

خیر در حال اجتماعی در مناطق آلوده در دهه های ا
در جهان  موارد جدید بیماری كه طوریه افزایش بوده ب

در ایران (. 0)می باشدمیلیون نفر  5/0سالانه بیش از 
نفر سالانه به سالک مبتلا می شوند و بر  05111حدود 

 5تا  4اساس تحقیقات موجود، میزان واقعی موارد آن 
میزان بروز . رابر میزانی است كه گزارش می شودب

در هر هزار نفر جمعیت تخمین  12/1ری در ایران بیما
های رایج این بیماری استفاده  (. درمان1زده می شود)
ی موان)پنتوستام و ـــرفیتی آنتــج ظــاز تركیبات پن

 تا های فراوان  رغم تلاش علی وگلوكانتیم( می باشد 
چندان موفقیت آمیز نبوده و درمان  بیماری كنون كنترل

با مشکلات متعددی از جمله عدم پاسخ  عمل آن نیز در
به  .علت مقاومت دارویی مواجه بوده استه به درمان ب

های اخیر سازمان جهانی بهداشت   همین دلیل در سال
 عنوان یک بیماری گرمسیری  بیماری لیشمانیوز را به

 (.3رده است)ــطرح كــفراموش شده م غفلت شده یا
عمدتاً از  یازیسشمانــناسی در لیــش  های ایمنی یافته

های حیوانی با استفاده از   طریق مطالعه بر روی مدل
ها  آمده است. این یافته دست   نژادهای خالص موش به

طور ه كه مقاومت به عفونت لیشمانیا ب اندنشان داده 
(. 4ارتباط دارد) Th1 یها  مشخصی با فعالیت لنفوسیت

فعال های پیش التهابی نقش مهمی در چگونگی  ژن
عفونت  بردنشدن سیستم ایمنی و در نهایت از بین 

عهده دارند. فعال شدن ماكروفاژها توسط ه لیشمانیا ب
گیرد. مکانیسم اصلی   صورت می IFN-γسایتوكاین 

ها، تولید   لولــن ســـانگل در ای برای از بین بردن
باشد.   های آزاد اكسیژن و نیتریک اكسید می  رادیکال

 ،آزاد می شود Tهای  كه از لنفوسیت IFN-γبه علاوه، 
 بر را در ماكروفاژها تحریک می كند. بنا TNF-αتولید 

واسطه شیمیایی در هر دو نوع پاسخ  TNF-α این
اطی مهم بین ـــامل ارتبـــایمنی ذاتی و اكتسابی و ع

 (.5های ایمنی اكتسابی و التهاب حاد می باشد) پاسخ
ابی نقش مهمی های الته واكنش در CCL5 كموكاین

ا و سایر ـــه لــروفیــ، نوتTهای  در جلب لنفوسیت
عنوان ه كه بCCL4  كموكاین های لنفاوی دارد. سلول

ود به ــهابی ماكروفاژها نیز شناخته می شــپروتئین الت
های كشنده  نقش مهمی در جلب سلول CCL3همراه 

ه بنیز  CCR5 كموكاین .ها دارد طبیعی و مونوسیت
رای این ـــم بــی از رسپتورهای مهـــکـــنوان یــع

 كهمطرح می باشد  CCL4 و CCL3ی ها سایتوكاین
یوز جلدی نماـی از لیشـــناش های در عفونت كدام هیچ

چنین بیان  مـــه ه اند.ـــقرار نگرفتجدی مورد توجه 
ن ابیدر  های پیش التهابی در طحال و هماهنگی ژن

حال ـــانیا و طــشمـــم لیــــا در زخــه ژناین 
است.  نشده مطالعه كنونتا وعی است كه ـــموض

زمان الگوی  بررسی هماین تحقیق ام ـــانجهدف از 
در زخم و طحال در ای پیش التهابی ــــه بیان ژن

 وز جلدیمانیـشیبه ل مبتلا BALB/cای ـــوش هـــم
 .می باشد

 ها مواد و روش
ی سوش وحشی و بدون دستکار :انگل لیشمانیا

، از مركز MHOM/76/IRماژور  لیشمانیا ژنتیکی انگل
تحقیقات بیوتکنولوژی انستیتو پاستور ایران تهیه و در 

رم جنین ــاوی ســـ(، حMl 5) RPMI طـــیـــمح
درجه سانتی گراد  15 ( در دمایµL 011وساله)ــگ

یوانات ــبه ح 1-4ای ـــاژهــكشت داده شد و در پاس
 د.آزمایشگاهی تزریق گردی

ورد مطالعه در این ــای مـــه ژن :پرایمر طراحی
 تحقیق عبارت بودند از:

 
 

IL-12p40, IL-12p35, IL-1β, IL-1α, CCR5, 

CCL5/RANTES, CCL4/MIP-1β, 

CCL3/MIP-1α, IFN-γ, TNF-α.   
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ها در بانک ژنی، با استفاده  یافتن توالی ژن پس از
رایمر پ NCBIاز نرم افزار طراحی پرایمر در سایت 

ی ـــردید. توالـــراحی گــــمناسب برای هر ژن ط

اده در ــــتفـــورد اســـمرهای مــــه پرایــیـــكل
ده ــــش ان دادهـــشـــن 0 شــــمـــاره دولـــــج
 ت.ــاس

 
 های پیش التهابی ده جهت تشخیص ژنا. توالی پرایمرهای مورد استف1 شماره جدول

 نام ژن پیش التهابی (bp)طول باند  (sequence)یتوال (C°)پرایمر ذوب دمای

21 F: 5'-TCTGCGCTGACTCCAAAGAG-3' 011 CCL3/MIP-1α 

21 R: 5'-GTGGCTATCTGGCAGCAAAC-3' 

21 F:5'-CAGCCCTGATGCTTCTCACT-3' 011 CCL4/MIP-1β 

21 R: 5'-GGGAGACACGCGTCCTATAAC-3' 

21 F: 5'-GTGCTCCAATCTTGCAGTCG-3' 011 CCL5/R

ANTES 21 R: 5'-AGAGCAAGCAATGACAGGGA-3' 

21 F: 5'-ATTCTCCACACCCTGTTTCG-3' 011 CCR5 

21 R: 5'-GAATTCCTGGAAGGTGGTCA-3' 

21 F: 5'-CAGTTCTGCCATTGACCATC-3' 011 Ll-1α 

21 R: 5'-TCTCACTGAAACTCAGCCGT-3' 

21 F: 5'-TTGACGGACCCCAAAAGATG-3' 011 IL-1β 

21 R: 5'AGAAGGTGCTCATGTCCTCA-3' 

21 F: 5'-ATGATGACCCTGTGCCTTGG-3' 011 IL-12p35 

21 R: 5'-CACCCTGTTGATGGTCACGA-3' 

21 F: 5'-CTGCTGCTCCACAAGAAGGA-3' 011 IL-12p40 

21 R: 5'-ACGCCATTCCACATGTCACT-3' 

21 F: 5'-TATAAAGCGGCCGTCTGCAC-3' 011 TNF-α 

21 R: 5'-TCTTCTGCCAGTTCCACGTC-3' 

21 F: 5'-GCTCTGAGACAATGAACGCT-3' 011 IFN-γ 

21 R: 5'-AAAGAGATAATCTGGCTCTGC-3' 

 

  
با سن  BALB/c مادههای بالغ  موش :تلقیح انگل

هفته از بخش پرورش حیوانات آزمایشگاهی  01تا  2
صورت ه ب و خریداری ، تهرانانستیتو پاستور ایران

دو گروه چهار تایی تقسیم شدند.  تصادفی به كاملاً
در  ونـــلیــیم 01به تعداد  1-4های  انگل در پاساژ

µL 011 صورت داخل جلدی در ناحیه ه در هر موش ب
های  درمانی در موش . هیچ(2)قاعده دم تلقیح گردید

های گروه دوم تحت درمان  گروه اول انجام نشد. موش
وی مگلومین لیتر دار میکرو 011میلی لیتر در هر  1/1

صورت ه ( بLµ 011/mg 31آنتی موان)گلوكانتیم، 
 تزریق در محل زخم قرار گرفتند.

مانیا در ـــپس از ایجاد زخم لیش :نمونه گیری
وده، به منظور بررسی ژن های پیش ـــهای آل موش

در چهار مرحله گیری از طحال و زخم   نمونه ،التهابی
روع درمان و قبل از ش ،انجام شد. اولین نمونه گیری

تا نمونه ها  .شدندبقیه نمونه ها به فاصله یک هفته اخذ 

درجه سانتی گراد  -21 در دمایآزمایش  انجام زمان
 شدند.نگهداری 

با استفاده از كیت  RNAاستخراج  :RNAاستخراج 
)دنا كیت تجاری و طبق دستورالعمل شركت سازنده

از  mg011  مقدار این منظور، رایزیست( انجام شد. ب
ور جداگانه به ــط حال بهــت و طــای پوســبافت ه

شدند. استریل منتقل  PBSظرف های حاوی محلول 
 mg51  پس از انتقالاز بافت،  RNAسازی  رای جداب

 ،سونیک تیوب، نمونه در حمام اولترا از بافت به میکرو
موجود در كیت به آن  G1 از محلول ml 0هموژنیزه و 

کس و پیپت مخلوط گردید. بافت وسیله ورته اضافه و ب
، ثانیه 5به مدت در دمای اتاق با قرار گرفتن هموژنیزه 

ها به مدت  میکرو تیوبسپس . گردیدهموژنیزه  دوباره
به مدت  g 125 انکوبه و با دوردر دمای اتاق دقیقه  5

ی به ـــع رویــمایس ــسپ. ندشددقیقه سانتریفوژ  05
به آن  كلروفروم µL11 تیوب جدید منتقل و  میکرو
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اسیون دقیقه در دمای اتاق انکوب 3مدت به  و اضافه
 05ها به مدت   تیوب در مرحله بعد میکرو انجام شد.

ی به ـــوژ و لایه رویـــریفــسانت g125  دقیقه با دور
تیوب جدید منتقل و پس از اضافه شدن همان  میکرو

به و انجام پپیتنگ،  G2پرونانول و محلول  میزان ایزو
دقیقه در دمای اتاق نگهداری گردید. سپس  01مدت 
 g 02511دقیقه با دور  01به مدت  بتیو میکرو

اتانول  ml 0سانتریفوژ و پس از حذف مایع رویی، مقدار 
اضافه گردید و پس از  رسوببه قسمت درصد  71

 g02511  دقیقه با دور 5، به مدت مخلوط كردن
تا  بتیو خلیه و میکروسانتریفوژ شد. مایع رویی كاملاً ت

قرار گرفت. در دمای آزمایشگاه خشک شدن محتویات 
به  ونیزهـــطر دیـــآب مق µL 011ر ـــدر مرحله آخ

 تیوب اضافه شد. میکرو
با استفاده  cDNA به RNA تبدیل :cDNAسنتز  

و به روش زیر انجام  از كیت تجاری شركت سینا كلون
 شد:

پرایمر  µL0 تیوب به ترتیب  یک میکرو در 
Oligo-Dt ، µL0  مخلوطdNTPs و µL 01  از

RNA گرفتن در دمای  استخراجی اضافه و پس از قرار
دقیقه و سپس  5به مدت درجه سانتی گراد  25

دقیقه، در كنار یخ  1به مدت  g125  سانتریفوژ با دور
 رـــباف µL 1تیوب جدید،  در یک میکرو قرار گرفت.

X 01  واحد 011وReverse Transcriptase M- 

MuLV طر به ــوط با آب مقـــاضافه شد. حجم مخل
µL 01 گردیدتیوب اول اضافه  شد و به میکرو رسانده .

به درجه سانتی گراد  41پس از قرار گرفتن در دمای 
درجه سانتی گراد  25دقیقه و سپس در دمای  21مدت 

 تیوب در كنار یخ قرار گرفته و دقیقه، میکرو 5به مدت 
cDNA شده به فریزر منتقل گردید.  استخراج 

PCR:  جهت انجام واكنشPCR، µL 5/37  آب
، X10 PCRبافر  µL5  مقطر دیونیزه دو بار تقطیر،

µL 5/0 MgCl2، µL 2/1 dNTP ، µL15/1  تگ
از هر یک از پرایمرهای  µL 0cDNA ،µL 1پلیمراز، 

Forward  وReverse ه های التهابی)ب  برای ژن 
استخراجی به هر  RNA از µL 0نه( و صورت جداگا

ها به  تیوب تیوب اضافه شد. سپس میکرو میکرو
 01و ابتدا به مدت  شدنددستگاه ترموسایکلر منتقل 

ثانیه با  45، سپس درجه سانتی گراد 55 یدمادقیقه با 
 71 یدماثانیه با  45و درجه سانتی گراد  52 دمای

 01نهایت و در  سیکل 41 مجموعاًدرجه سانتی گراد 
آنکوبه شدند. درجه سانتی گراد  71 دقیقه با دمای

استاندارد  DNAبه همراه  PCRسپس محصول نهایی 
 0به مدت درصد  5/0عنوان ماركر روی ژل آگارز ه ب

ساعت الکتروفورز و با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی و از 
دست آمده توسط دستگاه ترانس لومیناتور ه باندهای ب

 د.عکس برداری ش

 یافته های پژوهش
هفته زخم ناشی از لیشمانیا  0پس از گذشت  :زخم

در ناحیه تزریق انگل)قاعده دم( مشاهده شد. در گروهی 
 10كه تحت درمان با گلوكانتیم بودند به مرور زمان 

گونه ندول یا زخم ناشی  ها جمع شده و هیچ زخم روز
در  كه در گروه كنترل از لیشمانیوز باقی نماند در حالی

 كههای پوستی گسترش یافته  زمان مشابه زخم مدت
 )نمودارردیدندـــیوان گـــرگ حــمنجر به م در نهایت

 .(0 شماره
 

 
صورت داخل جلدی ه میلیون انگل لیشمانیا ماژور ب 11جهت ایجاد لیشمانیوز تعداد : . مقایسه اندازه زخم لیشمانیوز1 شماره نمودار

صورت داخل ه میلی لیتر ب mg/kg 01تزریق شد. در گروه تحت درمان، گلوکانتیم به میزان  BALB/cتایی موش  4گروه  2به 

 گرفت.روز مورد ارزیابی قرار  0هر  تزریق شد. اندازه زخم به فاصله 12و  6، 0ضایعه در ساعات 

 داری را بین گروه تست و کنترل نشان می دهد.ی نتایج اختلاف معن 
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و  بی در زخم پوستیاــهای پیش الته بیان ژن
 دست آمده از آزمایشات نشان داد كهه نتایج ب :طحال

های سالم)گروه كنترل(  در پوست و طحال در موش
های پیش التهابی مورد آزمایش بیان  یک از ژن هیچ

نگردیدند. در گروه كنترل، در تمام طول دوره آزمایش 
در پوست و طحال بیان شد و از این  IFN-γتنها ژن 
های پیش التهابی فوق بین زخم و  بیان ژن جهت در

در  (.0 شماره طحال مشابهت كامل وجود داشت)شکل
گروه تست)گروه درمان شده با گلوكانتیم(، قبل از 

ها مشابه گروه كنترل بوده و  شروع درمان، بیان ژن
بیان گردید. در این گروه در هفته اول  IFN-γ فقط ژن

، IFN-γ ،IL-12P35های  ان، ژنــــعد از درمـــب
IL-12P40 ،CCL5 ،TNF-α ،CCL3/MIP-1α  و

ccl4/MIP-1β  در زخم بیان گردیدند. در این گروه و
، IL-12P35 ،IL-12P40های  ژن زمان، طور همه ب

CCL5 ،CCR5 ،TNF-α ،CCL4/MIP-1β و Ll-

1α در ادامه (. 1 شماره )شکلدر طحال بیان گردیدند
های  ژن ،تـــتسروه ـــه دوم در گــآزمایش در هفت

TNF-α ،CCL4 ،CCL3،IL-12P35،IL-12P40  ،
CCR5 ،CCL5  وIFN-γ  ای ــــه و ژنم ـــزخدر
TNF-α ،IL-12P35 ،IL-12P40، CCL5 ،CCR5 

 (.1 شماره در طحال بیان شدند)جدول IFN-γو 
 

 

 

 

 . نحوه بیان ژن بافت پوست و طحال در زخم لیشمانیوز2 شماره جدول
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نوع نمونه
 

ی
مرحله نمونه گیر

  

 بافت سالم  پوست - - - - - - - - - -

 طحال - - - - - - - - - -

گروه درمان  قبل از درمان پوست - - - - - - - - - +++
 طحال - - - - - - - - - +++ PBSشده با 

 هفته اول پوست - - - - - - - - - +++

 طحال - - - - - - - - - +++

 هفته دوم پوست - - - - - - - - - -

 طحال - - - - - - - - - -

گروه درمان  قبل از درمان پوست - - - - - - - - - +++
شده با 
 گلوكانتیم

 طحال - - - - - - - - - +++

 ه اولهفت پوست + + + ++ ++ +++ - - - ++

 طحال + - ++ ++ ++ ++ + - ++ -

 هفته دوم پوست + + + ++ ++ ++ - - + ++

 طحال - - + + + +++ - - + ++
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انگل لیشمانیا  1×117تعداد : در هفته اول PBS. بیان ژن در زخم ناشی از لیشمانیازیس جلدی و درمان شده با 1 شماره شکل

 تزریق گردید.  BALB/cصورت داخل جلدی به هر موش ه ب 2-4شده در پاساژهای ماستیگوت کشت  ماژور به فرم پرو

 ه به داخل زخم تزریق گردید. نمونه ها ب PBSگلوکانتیم و در گروه کنترل  mg/kg 01در گروه تحت درمان مقدار 

 ،CCL4، 2 .CCL3 ،0 .TNF-α ،4 .Ll-1α ،5 .IL-12p35. 1ترتیب از سمت چپ به راست 

 6 .IL-12p40 ،7 .CCL-5 ،8 .CCR5،9 .IL-1β ،11 .IFN-γ، 

 استاندارد DNA .12کنترل منفی و  .11 

 
 

 
 BALB/c. بیان ژن در زخم ناشی از لیشمانیازیس جلدی و درمان شده با گلوکانتیم در هفته اول: دو گروه موش 2 شماره شکل

گلوکانتیم  mg/kg 01و سپس گروه اول با مقدار  ق شدهتزریصورت داخل جلدی ه انگل لیشمانیا ماژور ب 1×117ابتدا با تعداد 

 های پیش التهابی در زخم و طحال به داخل زخم تزریق گردید. بیان ژن PBSمورد درمان قرار گرفت. در گروه کنترل 

 ،CCL4. 1ترتیب از چپ به راست سمت راست: ه در هر دو گروه مورد بررسی قرار گرفت. نمونه ها ب 

 2 .CCL3 ،0 .TNF-α ،4 .Ll-1α ،5 .IL-12p35 ،6 .IL-12p40 ،7 .CCL-5، 

 8 .CCR5، 9 .IL-1β ،11 .IFN-γ ،11.  12کنترل منفی و. DNA استاندارد 

  
 
 

1      2     3     4     5     6    7     8     9      10   11     12 

1      2     3     4     5     6    7     8     9        10      11       12 
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 و نتیجه گیری بحث
اگر چه در بسیاری از مطالعات نقش پاسخ ایمنی در 
درمان و پیشگیری بیماری لیشمانیوز و طراحی انواع 

یا مورد بحث قرار گرفته واكسن بر علیه انگل لیشمان
های  است، اما چگونگی ایجاد زخم و نقش پاسخ

های سیستم ایمنی و  ری سلولــالتهابی با میانجی گ
تر مورد توجه قرار گرفته است. هدف  ها كم سایتوكاین

این تحقیق، بررسی و درك بهتر الگوی بیان  انجام از
راحل مختلف ایجاد و ــهابی در مــهای پیش الت ژن
مانیوز جلدی برای ارائه یک ــشرفت بیماری لیشپی

خیص مراحل مختلف ــچارچوب استاندارد جهت تش
بیماری از نظر روند بهبود بیماری بود. در این مطالعه 

هـای  طور كه قابل انتظار بود در گروه مـوش همان
BALB/c م در طی سه ــتحـت درمـان بـا گلوكانتی

عفونت  نیز كنترل در گروهو  هفته بهبودی مشاهده شد
ها گردید.  پیشرفت كرده و منجر به مرگ تمامی موش

علت بهبود در گروه درمان شده را می توان به عـدم 
های موش نسبت داد كه  انتـشار انگـل در سایر اندام
ثیر دارو در درمان اهای ت این ویژگی یکی از شاخص

ای حـساس مانند ـــه لـدی در موشــوز جــلیشمانی
BALB/c (7است.) های  با دقت در الگوی بیان ژن

های گروه كنترل می توان  پیش التهابی در موش
نتیجه گرفت كه در این گروه، انگل لیشمانیا در طحال 

های پیش التهابی شده  و زخم باعث كاهش شدید ژن
های مورد آزمایش  است به نحوی كه از بین همه ژن

لبته در طحال و زخم بیان شد كه ا IFN-γ فقط ژن
بیان این ژن در اواخر دوره بیماری نیز متوقف گردید. 

های درمان شده  های پیش التهابی در موش بیان ژن
ها در گروه كنترل بیان  با گلوكانتیم و عدم بیان آن

ها  كننده اثر فعالیت انگل در جهت كاهش بیان این ژن
در سیستم ایمنی بوده و نشان می دهد كه بعد از درمان 

های پیش  ای مبتلا به لیشمانیوز جلدی ژنه در موش
التهابی در زخم و طحال بیان می شوند. از سوی دیگر 
در هر دو گروه تست و كنترل، هماهنگی نسبتاً بالایی 

ابی در طحال و زخم ــهای پیش الته در بیان ژن
دهنده اثر سیستمیک انگل بر  مشاهده گردید كه نشان

ماری می باشد. در روی سیستم ایمنی در همه مراحل بی
مطالعه ای كه توسط لاپارا و همکاران انجام شد نقش 

در كاهش بیان  LPSبعلی از تركیبات باكتریایی مانند 
هابی در ماكروفاژها گزارش شده ــهای پیش الت ژن

های  انگل لیشمانیا نیز با مکانیسم (. احتمالا2ًاست)
های پیش التهابی در  مشابه قادر به كنترل بیان ژن

ماكروفاژها بوده كه می تواند باعث پایداری بیشتر انگل 
تفاوت در بیان بعلی از   لول گردد.ــدر داخل این س

های پیش التهابی در زخم و طحال مبین تفاوت در  ژن
های ترشح شده در این دو  نوع و حتی میزان سیتوكین

سخ و علو می باشد و نشان می دهد كه احتمالا نوع پا
های لنفوسیت شركت كننده در پاسخ  یا نوع سلول

ایمنی در طحال و زخم متفاوت می باشند. در مطالعات 
ابی بین ـتهـــیش الــهای پ قبل، تفاوت در بیان ژن

ها در لیشمانیوز  لولـــحال با سایر ســهای ط سلول
نظر می رسد به (. 5احشایی نیز نشان داده شده است)

ها تعامل  حال و سایر بافتــدر طكه انگل لیشمانیا 
قرار می نماید كه البته این  متفاوتی با سیستم ایمنی بر

. در استتحقیقات بیشتری در آینده  ، مستلزمموضوع
لیشمانیوز جلدی مبتلا به روی بیماران  كهمطالعه ملبی 

افزایش  TNF-αو  Ll-1αهای  سایتوكاین، انجام شد
زان این ـــمی ر،ــــعه حاضــنشان دادند اما در مطال

شدت كاهش ه ها در گروه بدون درمان ب سایتوكاین
دهنده شرایط متفاوت بیماری در انسان  نشانند كه یافت

همراه  به TNF-αنقش (. 01است) BALB/cو موش 
IL-12  وIFN-γ لولی ـس یـــمنــای پاسخ ایجاد در

CD4 (Th1)های  یتــنفوسـل
+
 T عفونت  كنترل و

در مطالعه اولیویرا  گزارش شده است.وش م در لیشمانیا
و  IFN-γدر بیماران لیشمانیوز جلدی میزان و همکاران 

TNF-α طوریه با یکدیگر ارتباط مستقیمی داشته ب 
كه با  را سبب می شود كه كاهش یکی كاهش دیگری

(. افزایش میزان 00)حاضر هم خوانی داردتحقیق نتایج 
TNF-α   ی از آن است حاك ،در طحال مورددر گروه

 از لیشمانیوز جلدی، بیماری سیر درTNF-α  میزان كه
است. این واسطه  ردیابی قابل بهبودی تا فعاله مرحل

 ماكروفاژه فعال كنند های اصلی التهابی از سایتوكاین

ودی ــناب در كه تـــاس ایدــاكس نیتریک تولید برای
 از ناشی عفونت و در است موثر سلولی درون های انگل

 اهمیت ماژور لیشمانیا درون سلولی زای امل بیماریع
های التهابی بیان شده  میزان و نوع ژن (.01،03دارد)
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جهت سركوب عامل پاتوژن در مراحل اولیه تا بهبود 
های  كموكاین زخم لیشمانیا متفاوت است. معمولاً

 های پاسخ اثر در CCL4و  CCL3مانند  التهابی
با انگل لیشمانیا  تماس اثر شوند كه در می ءالقا التهابی

  TNF-α مثل التهابی های سایتوكاین فعالیت اثر در یا
 (.04)یابدهای التهابی افزایش می  عرضه این كموكاین

ها دارای نقش  دیگر كموكاین و CCL4 كموكاین
باعث فراخوان پیش التهابی هستند و در هنگام التهاب، 

ندگی، بــطور كلی چسه و ب شدهنی ــهای ایم سلول
های  ازی بسیاری از جمعیتــال ســكموتاكسی و فع

اصلی عبور  كننده و تنظیمكنند  لکوسیتی را كنترل می
ها در  اینــوكــو مرور لکوسیتی می باشند. خانواده كم

 (.05زایی و بهبود زخم نیز نقش تنظیمی دارد) رگ
تصور بر این است كه در ایمنی با واسطه سلولی در 

 Th2لیشمانیا، پاسخ آلوده به  BALB/c های موش
و در نتیجه  استشدت بیشتری دارای   Th1نسبت به 

كه در بهبودی لیشمانیوز جلدی نقش  IFN-γترشح 
 نقش مهمگیری می یابد.  موثری دارد، كاهش چشم

و  Th1های  در تحریک پاسخ IL-12و  IFN-γ محور
ایجاد مقاومت علیه انگل لیشمانیا ثابت شده است. نتایج 

 IFN-γ ،در گروه كنترل داد كهنشان  مطالعه حاضر
فقط در هفته های اول بیماری بیان شده و در اواخر 

چنین  بیماری بیان این سیتوكین متوقف می گردد. هم
IL-12 یک از مراحل بیماری در گروه كنترل  در هیچ

، تحت درمان با گلوكانتیم مورداما در گروه  بیان نشد
فعال بودن  نشان دهندهكه  دندبیان شاین دو سیتوكین 

 IL-12و  IFN-γاین محور می باشد. بالا بودن میزان 
آلوده به  BALB/cهای  موش بهبودی نشان دهنده

لیشمانیا ماژور است. لذا می توان نتیجه گرفت كه این 
حتی هنگام  زیسمحور نقش مهمی در درمان لیشمانیا

شدن بدون فعال  و احتمالاً نیز دارددرمان دارویی 
این  .ثیر چندانی ندارداتدرمان دارویی  ،سیستم ایمنی

محور الیت ــبا بررسی فع مطالعات اخیردر  موضوع
IFN-γ  وIL-12  بیماران مبتلا به نقص سیتم در

ركوب كننده ــای ســایمنی و یا افرادی كه به داروه
دارای حساسیت  كه ندـــتم ایمنی دریافت می كنسسی

، انیایی می باشندــهای لیشم بیشتری نسبت به عفونت
اران، ـــمــاین بیدر زیرا ت ــده اســات رسیــبه اثب

كاهش و دت ــشه ب IFN-γ, IL-12های  سایتوكاین
و  IL-5 ،IL-4مانند  Th2های  پاسخهای  سایتوكاین

TGF-β (02افزایش می یابد .)ان ــوع نشــاین موض
كه رغم ظهور علائم بالینی بیماری  می دهد كه علی

صورت زخم جلدی ظهور می یابد، نوع تعامل انگل ه ب
صورت سیستمیک بوده و ه با سیستم ایمنی همواره ب

های موضعی بافتی محدود نمی گردد.  تنها به واكنش
ه بها  لذا مطالعات بیشتر در مورد الگوی بیان سایتوكاین

بیماران لیشمانیوز مبتلا به نقص یا سركوب خصوص در 
های  تواند در جهت یافتن روشسیستم ایمنی می 

در لیشمانیوزیس  .(02)راهگشا باشد ،درمانی مطمئن تر
وكین های ــیا عدم سیت با حلور و و احشایی جلدی

( و سیتوكین های TGF-βو  IL-10 ،IL-27نظارتی)
(، پاسخ γاینترفرون گاما  -αو  α-TNF-αآنتاگونیست)

های تک هسته ای خون محیطی  سلولی توسط سلول
 ازیسجا كه لیشمانی از آن (.07باشد)فعال می  لاًكام

باشد، با تخریب گسترده بافتی  یک بیماری مزمن می
همراه است. سیر تغییرات سایتوكاینی در لیشمانیا از 
مرحله ابتدایی تا بهبود متفاوت است. با توجه به روند 

كه انگل در  توان ادعا نمود بیان ژن در لیشمانیوز می
تم ایمنی موجب كاهش شدید در بیان تعامل با سیس

 ردد وـــتهابی می گــش الــهای پی اینـــوكـــسایت
از  TNF-αو  IL-12، IFN-γهای  اینـــوكـــایتــس

هستند، به  فاكتورهای مهم و تاثیرگذار در پاسخ ایمنی
ث ایجاد ــها باع ش بیان این ژنـــطوری كه كاه

تا مطالعه ــــود. در این راســــهای وخیم می ش زخم
ده در سیستم ایمنی در ــولید شـــهای ت اینـــسایتوك

های مختلف و بیماران متفاوت و نیز بررسی نحوه  بافت
سركوب سیستم ایمنی توسط انگل لیشمانیا و فعالیت 

ان با داروی گلوكانتیم و ـــگام درمــمجدد این آن هن
 تم ایمنی با انگل درــاوت سیســـچگونگی تعامل متف

دن ـــن شـــد در روشــوانـــال می تــم و طحــزخ
ماری ـــن بیــم در ایـــهــاط مبــیاری از نقــســب
 .(05-07د)ـــباشر ـــثوم

 
 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sj

im
u.

26
.2

.7
7 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
jim

u.
m

ed
ila

m
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
2-

29
 ]

 

                             8 / 10

http://dx.doi.org/10.29252/sjimu.26.2.77
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-4060-fa.html


 79دوره بیست و شش، شماره دوم، خرداد   مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                     

78 
 

References 

1. Rezvan H, Mafi M. An overview on 

Leishmania vaccines a narrative review 

article. Vet Res Forum 2015;6:1-7. 

2. Akbari M, Honma K, Kimura D, 

Miyakoda M, Kimura K, Matsuyama T, et 

al. IRF4 in dendritic cells inhibits IL-12 

production and controls Th1 immune 

responses against Leishmania major. J 

Immunol2014;192:2271-9. Doi: 

10.4049/jimmunol.1301914. Epub 2014 Jan 

31. 

3.Carvalho AM, Cristal JR, Muniz AC, 

Carvalho LP, Gomes R, Miranda JC, et al. 

Individuals naturally exposed to Lutzomyia 

intermedia sand flies develop an IL-10-

dominant immune response and are at 

increased risk of developing Cutaneous 

Leishmaniasis. J Infect Dis2015; 6:20-5. 

4. Eiras DP, Kirkman LA, Murray HW. 

Cutaneous leishmaniasis current treatment 

practices in the USA for returning travelers. 

Current Treat Opt Infect Dis2015; 7:52-62. 
Doi: 10.1007/s40506-015-0038-4 

5. Ferrante CJ, Leiboich SJ. Regulation of 

macrophage polarization and wound 

healing. Ave Wound Care 2012; 1:10-6. 

Doi: 10.1089/wound.2011.0307 

6. Akhzari S, Rezvan H, Zolhavareh M. 

Expression of Pro Inflammatory genes in 

lesions and neutrophils during leishmania 

major infection in balb/c Mice. Iranian J 

Parasitol 2016; 11:534-41. 

7. Oryan A. Plant derived compounds in 

treatment of leishmaniasis. Iranian J Vet 

Res2015;16:1-19. 

8. Lapara NJ, Kelly BL. Suppression of 

LPS induced inflammatory responses in 

macrophages infected with Leishmania. J 

Inflamm 2010; 7:8. Doi: 10.1186/1476-

9255-7-8. 

9.Shyam S, Neetu S. Inflammatory 

chemokines and their receptors in human 

visceral leishmaniasis gene expression 

profile in peripheral blood splenic cellular 

sources and their impact on trafficking of 

inflammatory Cell. Mol 

Immunol2017;85:111-9. Doi: 

10.1016/j.molimm.2017.02.008. Epub 2017 

Feb 20. 

10. Melby PC, Andradenarvaez FJ, Darnell 

BJ, Valenciapacheco G, Tryon VV, 

Palomocetina A. Increased expression of 

proinflammatory cytokines in chronic 

lesions of human cutaneous leishmaniasis. 

Infect Immun1994;62:837-42. 

11.Oliveira WN, Ribeiro L E, Schrieffe  A, 

Machado P,  Carvalho EM, Bacella O. The 

role of inflammatory and anti-inflammatory 

cytokines in the pathogenesis of human 

tegumentary leishmaniasis. Cytokine 2014; 

30; 66:127-33. Doi: 

10.1016/j.cyto.2013.12.016. Epub 2014 Jan 

30. 

12. Galdino HJR, Maldaner AE, Pessoni 

LL, Soriani FM, Pereira LI, Pinto SA, et al. 

Interleukin 32γ is highly expressed in 

cutaneous and mucosal lesions of American 

Tegumentary Leishmaniasis patients: 

association with tumor necrosis factor TNF 

and IL-10. BMC Infect Dis2014; 14:249. 

Doi: 10.1186/1471-2334-14-249. 

13. Oliveira F, Bafica A, Rosato AB, Favali 

CB, Costa JM, Cafe V, et al. Lesion size 

correlates with Leishmania antigen 

stimulated TNF levels in human cutaneous 

leishmaniasis. Am J Trop Med Hygiene 

2011; 85:70-3. Doi: 

10.4269/ajtmh.2011.10-0680. 

14. Bousquet E, Mura F, Villain M, Riviere 

S, Konate A, Schneider C. Complications 

infectieuses liees au traitement par anti 

TNFα a propos de deux cas de 

leishmaniose. J Franç Ophtalmol 2012; 

35:695-9. Doi: 10.1016/j.jfo.2012.06.007. 

Epub 2012 Aug 24. 

15.Yurchenko E, Tritt M, Hay V, Shevach 

EM, Belkaid Y, Piccirillo CA. CCR5 

dependent homing of naturally occurring 

CD4
+
 regulatory T cells to sites of 

Leishmania major infection favors pathogen 

persistence. J Exp Med2006; 203:2451-60. 

Doi: 10.1084/jem.20060956 

16.Andargie TE, Ejara ED. Pro and anti 

inflammatory cytokines in visceral 

leishmaniasis. J Cell Sci  Therap2015; 

1;6:1. 

17. Espir TT, Figueira P, Naiffmde F, Costa 

AG, Ramalhoortigao M, Malheiro A. The 

role of inflammatory anti-inflammatory and 

regulatory cytokines in patients infected 

with cutaneous Leishmaniasis in Amazonas 

State Brazil. J Immunol Res2014; 2:1-10. 

Doi: 10.1155/2014/481750. Epub 2014 Sep 

11. 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sj

im
u.

26
.2

.7
7 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
jim

u.
m

ed
ila

m
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
2-

29
 ]

 

                             9 / 10

https://doi.org/10.1007/s40506-015-0038-4
https://doi.org/10.1089/wound.2011.0307
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lapara%20NJ%203rd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20205812
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kelly%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20205812
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20205812
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20205812
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1043466613007898
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1043466613007898
https://doi.org/10.1084/jem.20060956
http://dx.doi.org/10.29252/sjimu.26.2.77
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-4060-fa.html


 علیرضا نوریان و همکاران-...آلوده BALB/cهای  های پیش التهابی در زخم و طحال موش ارزیابی بیان ژن

 
78 

Evaluation of Pro-Inflammatory Genes Expression in the 

 Spleen and Wounds of BALB/c Mice Infected  

with Leishmania Major 
 

Akhzari S1, Rezvan H1, Norian A2*, Zolhavarieh M3, Shamsi M4 
 
 

(Received: February 8, 2017            Accepted: May 10, 2017) 
 

Abstract  
 

Introduction: Leishmania major is a 

protozoan parasite, which causes cutaneous 

leishmaniasis. It has been shown that the 

immune responses induced against the 

parasite are associated with the host 

genotype. Although the characteristics of 

the host immune responses and prevention 

of the disease through the vaccine have 

been discussed in many studies, far less 

attention is paid to the ulceration and 

inflammatory responses mediated by the 

innate immune cells in cutaneous 

leishmaniasis. The main objective of this 

study was to investigate the expression 

pattern of pro-inflammatory genes in 

different stages of cutaneous leishmaniasis 

progression in order to provide a standard 

framework for diagnosis of various stages 

of the disease.  

 

Materials & Methods: In this study, 1× 10
7
 

Leishmania major promastigotes were 

intradermally injected for the two groups of 

BALB/c mice on the base of the tail, then 

the expression of IL-12p35, CCL3, CCL4, 

IL-12p40, TNF-α, CCL5 , IL -1α, IL-1β, 

IFN-γ and CCR5 cytokines were examined 

in the wound and spleen weekly. 

  

Findings: The results showed that 

Leishmania clearly suppressed the 

expression of pro-inflammatory genes in 

the wound and spleens of the infected mice 

treated with PBS but not Glucantime. 

 

Discussion & Conclusion:  IFN-γ, IL-12, 

TNF-α were postulated to be important 

factors in immunity against Leishmania as 

their reduction resulted in progressed 

lesions in the infected mice. 

 

Keywords: leishmaniasis, wound, spleen, 

pro-inflammatory genes, BALB/c mice 
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