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  در 2- رسپتور آلفاي اینترلوکینعرضه و بیان  بررسی اثرات سرکوب کنندگی لیشمانیا ماژور بر روي
   خون محیطی انسانی Tلنفوسیت هاي  

  
  2، محمود راهدار2شهرام خادم وطن ، 2علی حسین پور ،1علی خدادادي
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  چکیده 
 IL-2: لیشمانیوز از بیماري هاي انگلی است که به وسیله تک یاخته اي از جنس لیشمانیا ایجاد می گردد. مقدمه

و انتقال به فاز رشد سلولی می شود. منبع  Sبه  G1از فاز  Tمهم ترین سایتوکاینی است که باعث پیشبرد لنفوسیت هاي 
و مونوسیت ها و سلول هاي  Bو  Tروي سلول هاي  بعد از ترشح بر IL-2می باشد  CD4+Tسلول هاي  IL-2تولید 
NK  تاثیر نموده و باعث فعال شدن آن ها می گردد. در این مطالعه توانایی پروماستیگوت هاي لیشمانیا ماژور در

سیستم ایمنی با استفاده  مهار و در نتیجه    Tلنفوسیت هاي در) IL-2Rα ( 2-سرکوب و مهار رسپتور آلفاي اینترلوکین
) در حضور و In Vitroخون محیطی انسان فعال شده با فیتوهماگلوتینین در شرایط برون تنی(  Tاز کشت سلول هاي 

  . عدم حضور انگل و ارزیابی نتایج حاصل از فلوسایتومتري در آن ها، مورد بررسی قرار گرفته است
کشت داده شده و  NNN) در محیط MRHO/IR/75/EKر(: سویه استاندارد لیشمانیا ماژومواد و روش ها

کشت  RPMIخون محیطی انسانی در محیط  Tبه کشت انبوه رسیده است. لنفوسیت هاي  RPMIسپس در محیط 
) در حضور و یا عدم حضور پروماستیگوت هاي PHAتحریک شده با فیتوهماگلوتینین( Tداده شد. از لنفوسیت هاي 

ساعت) نمونه برداري شده و بعد از رنگ  48و  36 24، 12ن هاي انکوباسیون مشخص(انگل، بعد از سپري شدن زما
 WINآمیزي، به وسیله فلوسایتومتري آنالیز گردیده است. نتایج به دست آمده از فلوسایتومتري با استفاده از نرم افزار 

MDI و محاسبات آماري مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.  
در لنفوسیت  IL-2Rαنتایج به دست آمده نشان داده که لیشمانیا ماژور عرضه و بیان : یافته هاي پژوهش

ساعت بعد از تحریک  6و نیز لنفوپرولیفراسیون را مهار و سرکوب می نماید که اولین نشانه هاي مهاري انگل  Tهاي 
حیط کشت باعث تشدید سرکوب لنفوسیت ها دیده شده و افزایش تعداد پروماستیگوت هاي انگل در هر میلی لیتر از م

  هاي ایجاد شده می گردد.
: از نتایج به دست آمده استنباط می گردد که لیشمانیا ماژور به عنوان سرکوب کننده و بحث و نتیجه گیري

مهارکننده سیستم ایمنی و پاسخ هاي ایمنی بدن مطرح اند بنا بر این بیماران مبتلایان به بیماري لیشمانیوزیس شدیداً در 
  .معرض عفونت هاي ثانویه ویروسی و باکتریایی و... می باشند
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  مقدمه
وسیله ه هاي انگلی است که ب لیشمانیوز از بیماري     

سه  .از جنس لیشمانیا ایجاد می گرددتک یاخته اي 
نوع اصلی این بیماري شامل لیشمانیوز جلدي، احشایی 

مخاطی بوده که در نقاط مختلف جهان دیده  -و جلدي
می شود. لیشمانیوز جلدي و احشایی به صورت آندمیک 

). 1،2(،در قسمت هاي مختلف ایران دیده می شود
جلدي مبتلا می میلیون نفر به لیشمانیوز  1-5/1سالانه 

درصد موارد در کشورهاي  90شوند که از این تعداد 
افغانستان، الجزایر، برزیل، ایران، عربستان سعودي، پرو 

). استان هاي فارس، 3-5(،و سوریه اتفاق می افتد
اصفهان، خوزستان، یزد و خراسان از کانون هاي مهم 

). عامل مولد 3،5(،لیشمانیوز جلدي محسوب می شوند
نیوز جلدي در ایران لیشمانیا ماژورکه مولد فرم لیشما

که مولد  روستایی یا مرطوب بیماري و لیشمانیا تروپیکا
). علایم 3،4(،فرم خشک یا شهري بیماري می باشد

بالینی لیشمانیوز جلدي بسته به گونه و سوش ایجاد 
کننده انگل متفاوت بوده که از یک زخم کوچک پاپولی 

ي با زخم هاي وسیع، بادسرخی فاقد ترشحات تا فرم ها
و فرم هاي مزمن لوپوئید یا توبرکلوئید متغیر می باشد. 
تفاوت در فرم ضایعات ناشی از تفاوت در گونه انگل ، 

ها و پاسخ هاي میزبان در مقابل  ویرولانس متفاوت آن
  )1،2،3.(انگل می باشد

IL-2      ترین سایتوکاینی است که باعث پیشبرد  مهم
و انتقال به فاز رشد  Sبه  G1از فاز  Tاي لنفوسیت ه

ترشحی گلیکوپروتئینی با وزن  IL-2سلولی می شود 
 133کیلودالتون بوده که از  17تا  14مولکولی 

اسیدآمینه تشکیل شده است این سایتوکاین توسط 
سلول هاي فعال شده نه در حال استراحت تولید می 

ورده سلول هاي آترین منبع تولید این فر شود. مهم
CD4+T می باشد. IL-2  بعد از ترشح بر روي سلول

تاثیر  NKو مونوسیت ها و سلول هاي  Bو  Tهاي 
بر  IL-2ها می گردد تاثیر  نموده و باعث فعال شدن آن

روي سلول هاي هدف از طریق گیرنده هاي اختصاصی 
صورت می گیرد و این گیرنده ها در سطح سلول هاي 

T  6،7.(می شوندفعال شده یافت(  
شامل سه پلی پپتید داخل غشایی مجزا  IL-2گیرنده 

نام هاي آلفا، بتا و گاما می باشند زنجیره آلفاي ه ب

یا  TACکه به آن آنتی ژن  IL-2 (IL-2Rα)رسپتور 
CD25  و یاP55  هم می گویند تنها با افینیتی متوسط

باند می شود و هیچ سیگنال یا پیامی ترجمه  IL-2به 
نیز با افینیتی متوسط به  IL-2Rود زنجیره بتاي نمی ش
IL-2  متصل می شود و زنجیره گاما به تنهایی نمی

متصل گردد کمپلکس هترودایمر که از  IL-2تواند به 
سه زنجیره آلفا، بتا و گاما تشکیل شده با افینیتی بالایی 

متصل می گردد و در نتیجه ترجمه سیگنال و  IL-2به 
 Tایت پرولیفراسیون لنفوسیت هاي فعال سازي و در نه

  )6-9.(صورت می گیرد
در این مطالعه توانایی پروماستیگوت هاي لیشمانیا     

-ماژور در سرکوب و مهار رسپتور آلفاي اینترلوکین
2)IL-2Rα (لنفوسیت هاي درT  مهار و در نتیجه 

خون  Tسیستم ایمنی با استفاده از کشت سلول هاي 
محیطی انسان در حضور و عدم حضور انگل و ارزیابی 

ها مورد بررسی  از فلوسایتومتري در آن نتایج  حاصل
  . قرار گرفته است

  مواد و روش ها
تهیه وکشت و انبوه سازي پروماستیگوت هاي      

سویه استاندارد لیشمانیا ماژور با  انگل لیشمانیا ماژور:
از گروه انگل   MRHO/IR/75/EKکد اختصاصی 

شناسی دانشگاه علوم پزشکی شیراز تهیه و در محیط 
در  Nicol Mac Nal Neavy  (NNN) دي فازیک

درجه  22-25در دماي  لوله هاي کشت در بسته و
روز  4-7مدت ه ب 5-5/5حدود  PHسانتی گراد و 

کشت داده شده است مایع رویی کشت که حاوي 
دت مورد نظر پروماستیگوت هاي انگل است بعد از م
 RPMI-1640برداشته شده و به محیط کشت مایع 

 µg/ml  100پنی سیلین و  IU/ml100 حاوي 
غیر فعال شده  با  FCSدرصد  10استرپتومایسین  و 

) انتقال داده شده تا  C,20 min˚56حرارت(
پروماستیگوت ها در این محیط به کشت انبوه برسند 

ی لیتر از تعداد انگل هاي موجود در هر میل سپس
طور مرتب با استفاده از رنگ تریپان ه  محیط کشت ب

  )10-12(.بلو و لام هماتوسیتومتر شمارش شده است
خـون محیطـی    Tکشت و جداسـازي لنفوسـیت هـاي    

سـی سـی از    10هاي لنفوسیت حاصل از  سلول انسان:
 هپارینه فرد داوطلب گرفته بـا اسـتفاده از   خون محیطی
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ــایکول ــی   (Ficoll-Hypaque)ف ــالی اختصاص ــا چگ ب
ز جـدا   دقیقه سانتریفو 20مدت ه ب 3000در دور  077/1

یـا   PBSسـی سـی محلـول     10سـپس مقـدار    گردیـد 
RPMI   ـ 2500به آن اضافه گردیـد و در دور  مـدت  ه ب

دقیقه سانتریفوز شده و مـایع رویـی آن دور ریختـه     10
دقیقـه   5مدت ه ب 2200می شود و در دفعه دوم در دور 

ده و مــایع رویــی آن دور ریختــه شــده و ســانتریفوز شــ
رسوب آن در محیط کشت سـلولی مخصوصـی کشـت    
داده می شود. رسوب حاصل از هر لوله فالکون با مقـدار  

 حـاوي   RPMI-1640سی سی از محـیط کشـت    10
IU/ml100  ،پنی سیلینµg/ml  100   ،استرپتومایسـین

HEPES 2mM،g/ml µ 0.25 2فونژیزون وME 50 

µl/ml)2-ــل ) و ــد  10 مرکاپتواتان ــوط  FCSدرص مخل
شده و در فلاسک هـاي مخصوصـی کشـت داده مـی     

 ـ )cell viability(شود. توانایی زنده بودن سـلول هـا   ه ب
وسیله رنگ تریپان بلو مشـخص مـی گـردد کـه رنـگ      
مورد نظر وارد سلول هاي زنـده نمـی شـود اگـر تهیـه      

ز بـیش ا  دقت صورت گرفته باشـد معمـولاً  ه سلول ها ب
  )12-15(.ها با تریپان بلو رنگ نمی گیرند آن درصد 99

ــا    ــیت ه ــیون لنفوس ــایش پرولیفراس ــایش : آزم در آزم
پرولیفراسیون که هـدف از آن تحریـک و فعـال سـازي     
لنفوسیت هـا مـی باشـد لنفوسـیت هـا در حضـور و در       

چنین محـرك   تماس نزدیک پروماستیگوت انگل و هم
 h PBMCهـاي   ولیا میتوژن قرار می گیرند تعداد سـل 

(سلول هاي منونوکلئر یا لنفوسیت هاي خـون محیطـی   
 ـ  وسـیله لام  ه انسان) در هر میلی لیتر از محیط کشـت ب

هماتوسیتومتر شـمارش مـی گـردد و در نهایـت تعـداد      
عــدد ســلول در هــر میلــی لیتــر از محــیط  25/1×106

RPMI-1640   حاوي پنی سیلین، استرپتومایسین و نیـز
درصد سرم جنین گوساله غیرفعال شده با گرما و در  10

در مدت  ºC37و درجه حرارت   CO2درصد   5حضور 
ســاعته در  48و  36 ،24، 12زمــان هــاي انکوباســیون 

حضور و یـا عـدم حضـور  پروماسـتیگوت هـاي انگـل       
ــمانیا مــاژور(  ) و ml 106×5/7  ،106×5،106×5/2لیش

 µg/ml 50-30چنـین در حضـور فیتوهمـاگلوتینین(    هم
 ـ بهارافشان) عنـوان محـرك یـا میتـوژن  قـرار مـی       ه ب

  )12،13،14.(گیرد

در نهایت  آماده سازي نمونه و آنالیز با فلوسایتومتري:
 48و  36 ،24، 12بعد از طی دوره هاي انکوباسیون 
چنین اضافه کردن  ساعته و تحریک لنفوسیت ها و هم

استیگوت هاي انگل لیشمانیا ماژور، از کشت هاي پروم
طور جداگانه نمونه برداري کرد. ه سلولی مورد نظر  ب
بعد  Tتوسط لنفوسیت هاي  IL-2Rکه عرضه و بیان 

از رنگ آمیزي نمونه هاي سلولی با آنتی بادي 
کونژوگه با ایزوتیوسیانات و نیز   Anti-TACمنوکلونال

کونژوگه با  ANTI-CD4با آنتی بادي منوکلونال 
فیکواریترین به ترتیب آنتی بادي هاي اختصاصی براي 

آلفاي رسپتور  (تحت واحد P55اپی توپ زنجیره 
و  Tروي لنفوسیت هاي  CD4) و مارکر 2-اینترلوکین

مقایسه آن با نمونه کنترل منفی(که داراي آنتی بادي 
ها) می  منوکلونال غیراختصاصی و غیروابسته به آن

با استفاده از دستگاه فلوسایتومتري  مشخص وباشد 
 2.8پارتک ساخت کشور آلمان و با کمک نرم افزار 

WIN MDI )Windows Multiple Document  

Interface Software(  و آمار مورد تجزیه و تحلیل
  قرار گر فتند

  ي پژوهشیافته ها
نقش و تاثیر دوره هاي مختلف انکوباسیون در      

روي عرضه و  لیشمانیا ماژورفعالیت مهاري 
تحریک شده  Tدر لنفوسیت هاي    IL-2Rαبیان

 1 شماره : در شکل(PHA)با فیتوهماگلوتینین
نمودار هیستوگرام چهار نمونه تحریک شده با 

) که ml T Cells106×25/1/فیتوهماگلوتینین(
عدد پروماستیگوت انگل لیشمانیا  5×106تعداد 

ها اضافه شده است و  ماژور در هر میلی لیتر به آن
چنین فرم فقط تحریک شده این نمونه  هم

و A  ،B ،  Cها(لنفوسیت+محرك)  در پانل هاي 
D   12به ترتیب بعد از طی دوره هاي انکوباسیون ،
ساعته نشان داده شده است و در  48و  36، 24

میانگین درصد لنفوسیت هاي  1 شماره جدول
نیز درصد و ) IL-2 )IL-2R+Cellsحاوي رسپتور 

نشان داده شده  سرکوب در نمونه هاي بررسی شده
  با استفاده از فرمول زیر محاسبه گردید: است، که
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ــلول+محرك)/ ــل)= ×100%(سـ ــدار حاصـ (مقـ
–%(ســــــــــــــــــــلول+محرك+انگل)

  %(سلول+محرك)=درصد سرکوب
بـه   Dو A ،B ،  Cدرصد سرکوب در پانل هـاي      

 درصد 22/44، درصد 95/47، درصد 22/27ترتیب 
اخـتلاف میـانگین هـاي     می باشد.درصد  65/16و 

ــتفاده از     ــایش بااس ــار آزم ــه ب ــل از س ــایج حاص نت
ANOVA TEST (P<0.05) عنــی دار بــوده  م

این مطالعه و بررسی ها نشان  نتایج حاصل از است.
کـاهش و تعـدیل در هـر یـک از      می دهد کـه اولاً 

نمونه ها نشانگر عمـل و اثـر ممـانعتی و سـرکوب     
ه ماســتیگوت هــاي لیشــمانیا مــاژور بــکننـدگی پرو 

صورت کاهش در درصد سلول هاي داراي رسـپتور  

IL-2  (2R+Cells)   و نیز کاهش تـراکم و چگـالی
 در همین سلول هـا مـی باشـد ثانیـاً     IL-2سطحی 

علایم و اثرات ممانعتی و سـرکوب کننـدگی انگـل    
 36تـا   24ساعت انکوباسیون شروع شده و  6بعد از 

باسـیون بـه بیشـترین حـد خـود      ساعت بعـد از انکو 
ایـن مـدت از میـزان آن     به تـدریج بعـد از   رسیده و

وقتی که برداشت انگل ها در  کاسته شده است ثالثاً
ها صـورت گیـرد بـه     فاز لگاریتمی منحنی رشد آن
مکانیسم  ها در عت آننظر می رسد که شدت و سر

سرکوب کنندگی نسـبت بـه نمونـه     هاي ممانعتی و
انگـل هـا    فازهاي دیگـر منحنـی رشـد   هایی که از 

  برداشت شده بیشتر است.

  
در لنفوسیت هاي  IL-2Rαبر عرضه  L.major. نقش و تاثیر دوره هاي انکوباسیون در فعالیت مهارکنندگی 1شکل شماره 

T تحریک شده با فیتوهماگلوتینین(PHA)  
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لنفوسیت هاي تحریک شده با  از      
هاي  فیتوهماگلوتینین در محیط کشت در زمان

مشخصی(انکوباسیون) نمونه برداري شده و بعد از 
-Antiنوکلونالورنگ آمیزي با آنتی بادي م

CD25(Anti-TAC) ژوگه شده با  کون
 دستگاه وسیلهه فلوئورسین(ایزوتیوسیانات) ب

لنفوسیت  .مورد بررسی قرار گرفتندفلوسایتومتري 
 ها و پروماستیگوت هاي لیشمانیا ماژور به ترتیب 

عدد در هر میلی لیتر از  5×106و 25/1×106با
. پانل هاي مورد استفاده قرار گرفت محیط کشت

بالا به ترتیب نمودارهاي هیستوگرام نمونه هاي 
، 12نکوباسیون(هاي مختلف ا استفاده شده در زمان

ساعت) را نشان می دهد که هر پانل  48 و 36، 24
حاوي دو نمودارهیستوگرام از دو نمونه به ترتیب 

علاوه انگل ه فقط تحریک شده و تحریک شده ب
) میانگین 1 شماره می باشد. در قسمت بعد(جدول

-IL(2-درصد سلول هاي حاوي رسپتور اینترلوکین

2R+ cells(درصد سرکوب  را نشان می دهد.  و
 IL-2Rشدت فلوئورسانس نشانگر چگالی سطحی 

  می باشد
در لنفوسیت  IL-2Rαبر روي عرضه L.majorنقش و تاثیر دوره هاي انکوباسیون در فعالیت مهارکنندگی . 1شماره  جدول.

  (PHA)تحریک شده با فیتوهماگلوتینینTهاي 

  
قدرت سرکوب کنندگی رقت هاي مختلف 

L.major در عرضه و بیان رسپتورIL-2Rα  
تحریک شده با  T لنفوسیت هاي
لنفوسیت هاي خون  (PHA):فیتوهماگلوتینین

 In vitroمحیطی انسان بعد از کشت در شرایط 
نیز  و تحت تاثیر محرك یا میتوژن فیتوهماگلوتینین

 هاي مختلف پروماستیگوت هاي انگل رقت
 لیشمانیا ماژور قرار گرفته اند. بدین صورت که از
سلول هاي کشت داده شده نمونه هایی تهیه شده 

عدد  25/1×106که هر میلی لیتر از آن حاوي 
 لنفوسیت بوده است و در حضور ماده محرك و

میکروگرم در  30-50میتوژن فیتوهماگلوتینین(
میلی لیتر) تحت تاثیر رقت هاي مختلف 

، 5/2×106هاي لیشمانیا ماژور( پروماستیگوت
در هر میلی لیتر) قرار داده و   5/7×106و  5×106

ساعت انکوباسیون و رنگ  48و  36 ،24 ،12بعد از 
 Anti-CD25(آمیزي با آنتی بادي منوکلونال

Anti-TAC(  (ایزوتیوسیانات)کونژوگه با فلوئورسین

با استفاده از فلوسایتومتري مورد سنجش و ارزیابی 
  قرار گرفته اند.

نمودار هاي هیستوگرام  2شماره  شکل در      
) تحریک شده با cell/ml 106×25/1چهار نمونه(

فیتوهماگلوتینین نشان داده شده است که به 
 5×106، 5/2×106)  به ترتیب A ،B،  Cنمونه(

در هر  عدد پروماستیگوت لیشمانیا ماژور 5/7×106و
فقط تحریک شده) و  Dمیلی لیتر اضافه شده(نمونه 

ساعت انکوباسیون مورد ارزیابی قرار  24طی  بعد از
میانگین درصد   2شماره  گرفته اند. و در جدول

 +IL-2R(2-سلول هاي داراي رسپتور اینترلوکین
CELLS (سرکوب ناشی از  و نیز درصد مهار و

  انگل نشان داده شده است .
نقش مهاري و  C و A ،Bدر پانل هاي       

وضوح ه سرکوب کنندگی رقت هاي مختلف انگل ب
نشان داده شده است بدین صورت که هرچه رقت 
پروماستیگوت هاي انگل در هر میلی لیتر از محیط 
کشت سلولی بیشتر بوده درصد سرکوب انگل نیز 

  +IL-2Rافزایش پیدا کرده از درصد سلول هاي 

(IL-2R+ CELLS) 
(T cells=2/5×106 N/ml, L.major =5×106 N/ml) 

 سرکوب(% ) لنفوسیت+محرك+انگل لنفوسیت+محرك (h)زمان انکوباسیون پانل
A 12 23/76 48/55 22/27 

B 24 26/49 64/25 95/47 
C 36 62/67 72/37 22/44 
D 48 81/51 16/35 65/16 
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 ٨۴

ین هرچه بر تعداد ا بر کاسته شده است. بنا
 پروماستیگوت هاي انگل در هر میلی لیتر از کشت

افزوده شود از کارآیی این  Tسلولی لنفوسیت هاي
، پرولیفراسیون و ه خصوص در تکثیرسلول ها ب

  عرضه و بیان رسپتور هاي سطحی از جمله رسپتور
IL-2   .کاسته می شود  

 Cو  A ،Bنمونه هاي پانل  درصد سرکوب در     
 65/50و  درصد 08/42، درصد 47/26به ترتیب 

می باشد که بیشترین کاهش و سرکوب  درصد
مربوط به بالاترین رقت پروماستیگوت انگل است. 

دست آمده از نتایج سه بار ه اختلاف میانگین هاي ب
 Repeat t testآزمایش متوالی با استفاده از آزمون 

(P<0.05) معنی دار بوده است.  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

وسیله لنفوسیت ه ب IL-2Rαدر عرضه و بیان  L.majorنمایش اثرات سرکوب کنندگی رقت هاي مختلف . 2شماره  شکل
  تحریک شده با فیتوهماگلوتینین Tهاي 

  
از لنفوسیت هاي کشت داده شده و تحریک شده 
با محرك فیتوهماگلوتینین در غیاب یا حضور رقت 

شده پروماستیگوت لیشمانیا ماژور  هاي مشخص
ساعت انکوباسیون نمونه برداري شده و  24بعد از 

بعد از رنگ آمیزي با آنتی بادي هاي منوکلونال 
یا (anti-Tac) 2-آلفاي اینترلوکین تحت واحد

anti-CD25  (ایزوتیوسیانات)کونژوگه با فلوئورسین  

 با فلوسایتومتري آنالیز می گردد. این نتایج مربوط
به چهار نمونه مختلف تحریک شده است که سه 
نمونه اول تحت تاثیر رقت هاي مختلف و مشخص 

) درصد 2شماره  انگل قرار گرفته است.(جدول
سرکوب و نیز میانگین درصد سلول هاي داراي 

را  (IL-2R+ cells)2 -رسپتور آلفاي اینترلوکین
  .نشان می دهد
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  وسیله رقت هاي مختلف انگل لیشمانیا ماژوره ب Tدر لنفوسیت هاي IL-2Rαدرصد مهار و سرکوب . 2شماره  جدول

  
  و نتیجه گیري بحث
مبتدي و  Tفعال شدن سلول هاي  پس از     

 گرددمی  ءفعال القا IL-2اجرایی، بروز گیرنده هاي 
اغلب این گیرنده را  نیزتنظیمی  Tو سلول هاي 

سازد این گیرنده متشکل از سه جزء  بارز می
به  نام هاي آلفا، بتا و گاما می باشده پروتئنی ب

و  TAC، آنتی ژن 2-تحت واحد آلفاي اینترلوکین
از فعال شدن سلول  هم می گویند. پس CD25نیز 

 IL-2Rαلول هاي خاطره اي ، سمبتدي Tهاي 
را  IL-2Rαβγبارز می گردد و مجموعه هاي 

طور محکم به ه شکل می دهند که می توانند ب
IL-2 زا  سري از عوامل بیماري متصل گردند یک

و انگل ها از جمله انگل هاي لیشمانیا از عرضه و 
ممانعت می نمایند  CD25بیان تحت واحد آلفا یا 

که از  IL-2در نتیجه کمپلکس هتروترایمر رسپتور 
ل می هم پیوستن تحت واحدهاي رسپتور حاصه ب

یل نمی شود و در نهایت ترشح و تولید کگردند تش
IL-2 زا از جمله لیشمانیا  وسیله عامل بیماريه ب

-IL  سرکوب و مهار می گردد. از طرف دیگر چون

تنظیمی  Tبراي بقاء و عملکرد سلول هاي  2
ضروري است و این سلول ها موجب مهار پاسخ 

ر آنتی ژن هاي خودي و دیگ هاي ایمنی در مقابل
  آنتی ژن ها می شوند اختلال و آسیب در تولید

IL-2 ایمنی و نقص دمی تواند باعث ایجاد خو
 ) 11،12.(تنظیمی گردد Tعملکرد سلول هاي 

که از نظر ژنتیکی در  BALB/Cهاي  موش       
برابر بیماري لیشمانیوز حساس اند در اثر آلودگی با 

از ماکروفاژهاي  IL-2لیشمانا ماژور تولید و ترشح 
ها کاهش و مهار می گردد چون انگل  این موش

و رسپتور آن را روي  2-هاي لیشمانیا اینترلوکین

سلول هاي ترشح کننده مهار می نماید و باعث 
  )13( .ف پاسخ هاي ایمنی گرددتعدیل و تضعی

 INدر این مطالعه که از سیستم کشت       

VITRO نفوسیت اده شده ظرفیت و توانایی لاستف
هاي خون محیطی انسانی فعال شده با 

 IL-2فیتوهماگلوتینین در عرضه و بیان رسپتورهاي 
و پرولیفراسیون لنفوسیت ها در اثر حضور انگل هاي 

عنوان عامل اتیولوژیک بیماري ه ب لیشمانیا ماژورکه
مورد بررسی قرار گرفته  لیشمانیوز جلدي مطرح است

لنفوسیت هاي کشت داده شده بعد از تحریک  است.
با ماده محرك فیتوهماگلوتینین با پروماستیگوت هاي 
لیشمانیا ماژور آلوده شده و میزان عرضه و بیان 

بعد از سپري شدن زمان هاي  IL-2رسپتورهاي 
وسیله فلوسایتومتري مورد ارزیابی قرار ه انکوباسیون ب

و  IL-2تولید گرفته است و توانایی انگل در سرکوب 
 مورد  in vitroآن در محیط کشت رسپتورهاي

است. نتایج حاصل نشان می دهد  آزمایش قرار گرفته
هاي مشخص توسط انگل بعد از  که اولین سرکوب

ساعتی کشت قابل مشاهده است که  6انکوباسیون 
اثر تعدیل کنندگی و مهاري انگل هم در تعداد سلول 

ه داراي رسپتور (یعنی سلول هایی ک +IL-2Rهاي 
هستند) و هم در تراکم و چگالی  2-اینترلوکین
وضوح بعد از آنالیز با ه ب IL-2Rسطحی 

  فلوسایتومتري قابل مشاهده و تشخیص است.  
دست آمده از این مطالعه نشان می دهد ه نتایج ب     

که اثرات سرکوب کنندگی انگل لیشمانیا ماژور روي 
لنفوسیت هاي انسانی فعال شده انتخابی است و انگل 

را در سطح لنفوسیت ها تحت  IL-2Rعرضه و بیان 
تاثیر و تغییر قرار می دهد. بر اساس این بررسی ها 
 زودترین و نزدیک ترین تظاهرات در سرکوب

(IL-2R+ CELLS ) 
(T CELLS=2/5×106 N/ML, L.M=5×106 N/ML) 

تعداد پروماستیگوت  پانل
  )(N/MLانگل

 سرکوب(% ) لنفوسیت+محرك+انگل لنفوسیت+محرك

A 5/2 × 106 40 /55 00/40 47/26 
B 106×5 40/55 09/32 08/42 
C 5/7×106 40/55 34/27 65/50 
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 6وسیله انگل در مدت ه لنفوسیت هاي فعال شده ب
ساعت بعد از فعال سازي لنفوسیت ها مشخص شد 

ها توانایی انگل را  این یافته ها و نیز زمان وقوع آن
در تاثیر بر حوادث اولیه هنگام فعال سازي لنفوسیت 

وسیله ه ها آشکار می سازد این تغییرات اولیه که ب
ولیفراسیون لنفوسیت ها انگل القاء می گردد از پر

ممانعت نموده و در عرضه آنتی ژن هاي سطحی نیز 
  )13،14.(آسیب و اختلال ایجاد می نماید

فعال  Tبقاء تکثیر و تمایز سلول هاي  IL-2چون        
شده با آنتی ژن را تحریک می نماید و سبب پیشبرد 

باعث افزایش تولید  و نیزچرخه سلولی می شود 
 IL-4و  IFN-γسایتوکاین هاي اجرایی دیگر نظیر 

ین مهار و سرکوب ا بر می شود بنا Tتوسط سلول هاي 
توسط انگل لیشمانیا که متعاقب مهار  IL-2  ترشح

رسپتورهاي آن صورت می گیرد از تکثیر و تمایز سلول 
و نیز تولید سایتوکاین هاي اجرایی آن از جمله  Tهاي 

IFN-γ  وIL-4  کاسته شده و در نتیجه سلول هاي
خوبی نمی توانند در برابر پاتوژن ها ه دفاعی  ب
زاي داخل سلولی از جمله  عوامل بیماري مخصوصاً

انگل ها مقاومت نمایند در نتیجه سیستم ایمنی بدن 
   )15،16.(سرکوب می گردد

سبب پیشبرد  IL-2جا که  از طرف دیگر از آن     
شده و نیز باعث  NK تکثیر و تمایز سلول هاي

ها می شود  تحریک رشد و عملکرد سلول کشی در آن
وسیله انگل لیشمانیا باعث کاهش ه تعدیل و مهار آن ب

می گردد که در نهایت سلول  NKفعالیت سلول هاي 
راحتی قادر به از بین بردن ه هاي کشنده طبیعی ب

ها نخواهد بود در  و ویروس پاتوژن هاي داخل سلولی
نتیجه سیستم دفاعی بدن نمی تواند در مقابل انگل ها 

خوبی ایفاء نقش نماید. ه زا ب و یا سایر عوامل بیماري
ین به نظر می رسد افرادي که  به تک یاخته ا بر بنا

هاي داخل سلولی از جمله لیشمانیا ها آلوده می گردند 
این انگل ها در  علت تعدیل پاسخ هاي ایمنی توسطه ب

ها و عوامل پاتوژن حساس و آسیب  بیماري برابرسایر
   )17،18.(پذیر می گردند

جا که در این مطالعه از رقت هاي مختلف  از آن    
انگل لیشمانیا استفاده شده و تعداد لنفوسیت ها 

عدد در هر میلی لیتر از محیط کشت  25/1×106

ی نشان می تحریک شده بوده نتایج و بررسی هاي نهای
داد که هر اندازه تعداد پروماستیگوت هاي مورد استفاده 
در هر میلی لیتر از محیط کشت سلولی افزایش پیدا می 

و سلول  IL-2  کرد میزان و درصد سرکوب یا مهار
بیشتر می شد. و از طرف دیگر هر چه  T CD4هاي 

زمان انکوباسیون بعد از تحریک لنفوسیت ها افزایش 
رات مهارکنندگی انگل تقویت می گردد داده شود اث

ساعت  24تا  6البته بر قدرت سرکوب کنندگی انگل از 
تدریج از آن ه ساعت ب 24افزوده شده ولی بعد از 

دست آمده ه طوري که از نتایج به کاسته می شود ب
ساعت  48درصد سرکوب بعد از  همشخص شد

ساعت انکوباسیون بوده است  24انکوباسیون کمتر از 
علت آن مربوط به این نکته است که  بعد از  احتمالاً که
ساعت از آنتی ژن هاي انگلی موجود در محیط  24

چنین مواد غذایی موجود کاسته شده و از  کشت و هم
طرف دیگر بر مواد زاید و سمی افزوده می شود که در 
  نتیجه  انگل ها قدرت و کارایی اولیه را نخواهند داشت.

جا که در این بررسی و مطالعه  از آناز طرف دیگر      
 از دو گروه سلول یعنی گروه اول تنها لنفوسیت ها و

علاوه منوسیت ها هنگام ه روه دوم لنفوسیت ها بگ
تحریک و اضافه نمودن انگل مورد استفاده قرار گرفته 

ین نتایج حاصل و مقایسه این دو نمونه ا بر است بنا
کنندگی و سلولی نشان می دهد که قدرت سرکوب 

نمونه هاي سلولی دوم که شامل  در مهاري انگل اکثراً
لنفوسیت ها و هم منوسیت ها(مخلوطی از دو نوع هم 

سلول) کمتر از نمونه سلولی اول که فقط از لنفوسیت 
یل شده است می باشد در نمونه هاي سلولی کها تش

 دوم کم بودن درصد سرکوب انگل لیشمانیا احتمالاً
ترشحی وقدرت ضد انگلی ماکروفاژها مربوط به مواد 

مربوط می گردد و از طرف دیگر ماکروفاژها چون در 
همکاري می نمایند و  Tبا لنفوسیت هاي   IL-2ترشح

  باعث فعال شدن این سلول ها می گردند.
دست آمده در این مطالعه و بررسی هاي ه از نتایج ب    

که دیگر که تا به حال صورت گرفته استنباط می گردد 
ه اکثر گونه هاي لیشمانیا از جمله لیشمانیا ماژور ب

عنوان سرکوب کننده و مهارکننده سیستم ایمنی و 
  ین بیماران ا بر پاسخ هاي ایمنی بدن مطرح اند بنا
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در  دیداًـمانیوزیس شـماري لیشـتلایان به بیــمب
 ...تریایی وـی و باکـویه ویروسـت هاي ثانـونفمعرض ع
تم ــاین افراد سیس بلاًــژه اگر قـویه ند بـمی باش

انی، ـون درمـند(کورتــته باشــفی داشــی ضعیــدفاع
  .و...) در تهدید جدي قرار می گیرند HIVی به ـودگـآل
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Abstract 
Introduction: Leishmaniasis is a parasitic 
disease which caused by a protozoan 
belong to the genus, Leishmania. IL-2 is an 
important cytokine that progresses lymph-
ocytes from G1 to S phase, leading to T 
cells growth and proliferation. IL-2 is 
produced by activated CD4+ T cells and 
stimulates T and B lymphocytes, monocy-
tes and natural killer cells. The present 
study was designed to determine and define 
the leishmania major-induced suppression 
of IL-2Rα expression in the peripheral 
human T-lymphocytes in vitro condition.  
 
Materials & Methods: Leishmania major 
standard strain (MRHO/IR/75/EK) was cul-
tured in the NNN medium and proliferated 
in RPMI medium. Human peripheral T 
lymphocytes were also cultured in RPMI 
medium. Phytohemaglutinin-stimulated 
lymphocytes, in the present and/or absent of 
leishmania major promastigotes, were sam-
pled at the incubation times, 12, 24, 36, 
48h, stained with FITC-labelled anti-CD25 
(IL-2Rα chain MAb) and PE-labelled anti-
CD4 (CD4 MAb) and then, analyzed by 
flowcytometry. Data were analyzed by us-

ing the WIN MDI software and statistical 
tests. 
Findings: Results of this study showed that 
leishmania major suppressed the expression 
of IL-2R in the activated T cells and inhib-
ited the proliferation of lymphocytes. We 
found the expression of IL-2R by human 
peripheral T Lymphocytes. These T cells 
that co-cultured with leishmania major and 
stimulated with Phytohemagglutinin, were 
significantly suppressed 6h after culture 
initiation. However, the suppressed effect 
was seen to be moderate. The magnitude of 
this effect further increased when greater 
numbers of promastigotes were added.  
 
Discussion & Conclusion: Inhibition of IL-
2R expression by the leishmania parasite 
may play a role in the suppressive effects 
associated with leishmaniasis disease. 
Molecular and biochemical characterization 
of the leishmania immuno suppressive fac-
tors can be useful for vaccine development 
and also for drug related studies. 
 
Keywords: lieshmania major, IL-2Rα, ph-
yto hemagglutinin, lymphocyte proliferate-
ion 
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