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 تشكر و قدرداني

خدا را سپاس می گویم که توفیق کسب دانش را در محضر آموزگارانی دلسوز ، صاحب اندیشه و اخلاق و 

 نمود.دوستانی صادق و یاری رسان نصیبم 

 

بدينوسيله از زحمات استادان گرامي و عزيزاني که مرا در انجام مراحل مختلف اين پايان نامه ياري کرده اند 

 تشكر و قدرداني مي کنم. 

استاد گرامي، جناب آقاي دکتر احمد زواران حسيني که راهنمايي اين پايان نامه را به عهده داشتند و باحسن 

  رهنمود هاي علمي خود، بهره مند ساختند و در تمام مراحل،حامي و مشوق من بودند. مرا از بزرگوارانه اخلاق  و

استاد گرامي، جناب آقاي دکتر زهير محمد حسن که مشاوره اين پايان نامه را به عهده داشتند و در طول انجام 

 پايان نامه مشوق و ياريگر من بودند.

اساتيد محترم گروه ايمني شناسي، سرکار خانم دکتر ابتكار، جناب آقاي دکتر پور فتح الله و جناب آقاي دکتر 

 .درسهاي زيادي در محضر ايشان اموخته امموذني که 

مديريت محترم مرکز تحقيقات فناوري بن ياخته و استاد گرامي جناب آقاي دکتر مسعود سليماني که همواره از 

 بهره مند بودم. حمايت ايشان

همكاران خوبم در مرکز تحقيقات فناوري بن ياخته که در طول تحصيلم، هيچ گونه کمک فكري و عملي را از 

 .من دريغ نداشتند

 دانشجويان و کارشتاسان محترم گروه ايمني شناسي 

خانواده ام ، به ويژه همسر م که در طول مدت تحصيل علاوه بر کمک هاي فكري و عملي در انجام پايان نامه 

 ، همواره از همدلي و همياري ايشان بهره مند بوده ام.  

 

 

 

 



 چكيده
بروز لیشمانیوز جلدی که در پی انتقال لیشمانیا ماژور به پوست توسط پشه ناقل صورت می گیرد، متاثر از 

است. بلافاصله پس از ورود لیشمانیا به پوست،  ساکن پوست  +CD25+FOXP3تنظیمی  Tعملکرد همکارانه سلولهای 

لیشمانیا توسط ماکروفاژها و سلولهای دندریتیک به دام میافتند و مانع القای پاسخهای ایمنی نوع یک توسط این 

تنظیمی توسط ماکروفاژها باشد.  Tواند القای سلولهای سلولها می شوند. یکی از مکانیسمهای مهاری لیشمانیا ، می ت

را حین عفونت لیشمانیا نشان  IL-10تنظیمی اختصاصی آنتی ژن و مولد  Tمطالعات متعددی شکل گیری سلولهای 

 می دهد، اما درباره چگونگی القا و  میزان القای آن گزارشی منتشر نشده است.

و القای سلولهای  Tnaiveپژوهش حاضر به بررسی اثر مستقیم ماکروفاژهای  آلوده به لیشمانیا ماژور بر سلولهای 

T  تنظیمیFOXP3+  پرداخته است. موشهایBALB/c  وC57BL/6  به صورت داخل صفاقی با لیشمانیا ماژور آلوده

گلیکولات تحریک شده و ماکروفاژهای صفاقی جدا شدند. دو ماه پس از تزریق داخل صفاقی لیشمانیا، موشها با تیو

تیمار شدند و بخش دیگر تیماری دریافت  ShRNA TGF-β1شدند. بخشی از ماکروفاژها با لنتی ویروسهای حامل 

 FOXP3از سلولهای طحال جدا شدندو با دکتور حاوی پروموتر  Tnaive (CD4+CD25-CD62L+)نکردند. سلولهای 

ساعت در مجاور هم کشت داده شدند. پس از اتمام زمان  27به مدت  Tnaiveترانسداکت شدند. ماکروفاژها و سلولهای 

به روش  IFN-γو  IL-10 ،IL-17 ،IL-4 ،TGF-β1انکوباسیون ، سوپرناتانت سلولها جمع آوری شد و سایتوکاین های 

به روش فلوسایتومتری بررسی  FOXP3و  CD4 ،CD25های از نظر بیان مارکر Tnaiveالایزا بررسی شدند. سلولهای 

بررسی شد.  Tساعت هم کشتی با لنفوسیت  27شدند. میزان تولید نیتریک اکساید و توان فاگوسیتی ماکروفاژها پس از

، و بین تیمارهای مختلف در هر گروه مقایسه شدند. بررسیهای  C57BL/6و  BALB/cهمه نتایج بین گروههای موش 

 در نظر گرفته شد. P≤0.05انجام شد و سطح معنی داری  SPSSبا نرم افزار آماری 

را از سلولهای  +CD25+FOXP3تنظیمی Tبر اساس نتایج به دست آمده ماکروفاژهای آلوده می توانند سلولهای 

Tnaive القا کنند، درصد این القا به طور معنی داری P≤0.05 در گروهC57BL/6  بیشتر است. بررسی الگوی

به  IFN-γو  IL-4قبل از تولید  IL-10و  IL-17ساعته کشت توام، تولید  27سایتوکاینی نشان داد که در سوپرناتانت 

تولید می کنند.  IL-17و  IL-10مقادیر بیشتری   به طور معنی داری C57BL/6طور معنی داری القا می شود. گروه 

می شود، اما اثری بر  mRNA TGF-β1سبب کاهش معنی دار میزان  ShRNAبا  TGF-β1نتایج نشان داد که مهار 

، TGF-β1ترشحی در سوپرناتانت گروههای کشت توام ندارد. نتایج نشان دادند که مهار یا افزایش  TGF-β1میزان کل 

ک اکساید در دارد. تولید نیتری C57BL/6و  BALB/cدر گروههای موش  IL-17و  IL-10اثر چشمگیری بر میزان 

بیشتر از گروه  C57BL/6القا شد و میزان این تولید در گروه  Tnaiveسلولهای  -گروههای کشت توام ماکروفاژ

BALB/c  بود. نتایج نشان داد که میزانTGF-β1 اثر عکس با میزان تولید نیتریک اکساید دارد. نتایج نشان داد که ،

، به طور معنی داری  Tnaiveمیزان اندیکس فاگوسیتی در ماکروفاژهای گروه کشت توام ماکروفاژهای آلوده با سلولهای 

آلوده به لیشمانیا  قرار گیرد.یافته ها نشان می دهند که ماکروفاژهای TGF-β1کاهش می یابد و می تواند تحت تاثیر 

ساعته شوند.  27در کشت توام  Tnaiveاز سلولهای  +FOXP3تنظیمی  Tماژور می توانند سبب القای سلولهای 

تحت  TGF-β1را نشان می دهند که می تواند توسط  Th10/Th17تنظیمی القا شده، الگوی سایتوکاینی Tسلولهای 

در محیط کشت  TGF-β1، پاسخهای متفاوتی به تغییر C57BL/6و  BALB/cتاثیر قرار گیرد. گروههای کشت همزمان 

 نشان می دهند. Tnaive-همزمان ماکروفاژ
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 ضرورت بررسي میانكنش لیشمانیا و سیستم ایمني .1-1

کشکور   88در  ایشکمان یمختلکف ل  یاست که توسکط گونکه هکا    ییهایماریاز ب یعیوس فیط وزیشمانیل

و  وزهسکتند یشمانیمبکتلا بکه ل   ایک نفر در دن ونیلیم 12 ارائه شدهشود. بر اساس آمار  یم جادیا کیاندم

نفر  ونیلیم 1.5شود که  یگزارش م دیمورد جد ونیلیم2نفر در معرض خطرند. هر ساله  ونیلیم 351

 یادیک ز ی. پژوهشها[1]است ییاحشا وزیشمانینفر مربوط به ل 511111و  یجلد وزیشمانیمربوط به ل

 یصورت م وزیشمانیو درمان ل یریشگیموثردرپ یروشها جادیا یبرا کیدر مناطق اندم ژهیسالانه به و

 انکه یخاورم مککه مکرد   1171. از دهکه  استیشمانیمقابله با ل یروشها نیاز موثرتر ونیناسی. واکسردیگ

کردنکد تکا    یمک  مکن یفرزندانشان را با گزش پشه ناقکل ا  ا،یشمانیل یاز ابتلا به زخمها یریجلوگ یبرا

واکسن کارامد در  یطراح یبرا یادیز یها دیداشته است، ام یادیز شرفتیپ یولوژیامروز که دانش ب

 دوژن به  یآنت لتوان بر اساس شک یشده را م یطراح ی. واکسن ها[2. 1]وجود دارد وزیشمانیمهار ل

بکا   یزنکده هسکتند ککه بکه صکورت اشککال       یایشمانیل یکرد .گروه اول واکسن ها یبند میگروه تقس

 یاهایشکمان ینسکل اول ، ل  ی. واکسنهارندیگ یمورد استفاده قرار م افتهی یکیزنت رییتغ ایکم  رولانسیو

ادجوانتهکا  از  یعیوسک  فیط هبدون ادجوانت هستند که امروزه به همرا ایاتوکلاو شده همراه  ایکشته 

 نیمثل پکروت   ایشمانیل یدهند که از اجزا یم لیتشک ییقرار دارند. نسل دوم را واکسنها یمورد بررس

واکسن ها  DNAو  بینوترک یها نیواکسن استفاده شده است. انواع پروت  یآن در طراح یژنها ایها 

 دهیبکه چکاپ رسک    یمکرور نه در مقکالات  یزم نیجمله اند. دستاوردها و مشکلات موجود در ا نیاز ا

 یعمکوم  یبکا حفاتکت بخشک    یکه صورت گرفته ، هنوز واکسن یادی. با توجه به تلاش ز[2. 1]است

و وقکت   نکه یواکسن پرهز یبه کار گرفته شده در طراح نینو یها وهیش کسوینشده است. از  یطراح

از  شکگاه یمازآ ککه در  سکت یا هیک اول یواکسن ، پاسخها کیما از  یابیارز گراساسید ی. از سورندیگ

مکوارد   یاریواکنشکها در بسک   یدگیک چیپ لیکه به دل میکن یمدل مشاهده م واناتیو ح یمنیا یسلولها

 کیک رسد با وجود اسکتفاده از تکن  یبه نظر م نروی. از استندیبه انسان ن مینبوده و قابل تعم ریتکرار پذ

 DNA ی، طراحک  بیو نوترک نژوگهک یها نیخلق پروت  ک،یترانسژن یمولکولها یدر طراح یقو یها

 نیا دیبا یکه کجا و چه هنگام و به چه شکل میدان یشده ، هنوز نم یزیبا ترادف برنامه ر ییواکسنها
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خکود   یآگکاه  شیرسکد ککه بکا افکزا     یمطلوب حاصل شود. به نظر م جهیتا نت میمولکولها را بکار بر

 یاثربخش طیشرا مین بتوانآحاکم بر  یها سمینبا مکا ییو آشنا ایشمانیو ل یمنیا یسلولها نیازرابطه ب

 .میرا فراهم کن ونیناسیواکس یعموم

 

 ایشمانیل زبانیماكروفاژ م  .1-2

گونه های مختلف لیشمانیا، انگکل هکای درون سکلولی اجبکاری ماکروفاژهکا و سکلولهای دنکدریتیک            

هستند.پس از مکیدن خون میزبان آلوده، اشکال آماستیگوت لیشکمانیا در روده پشکه بکه پروماسکتیگوت     

هککای پروسککایکلیک تبککدیل مککی شککوند تککا بککه سککرعت تکثیککر یابنککد. در ایککن مرحلککه مقککادیر زیککادی 

بیان می کنند تا از اثر آنزیمهکای هیکدرولیتیکی روده بگریزنکد. بکا      gp63 وفسفوگلیکان و متالوپروت ازلیپ

افزایش تعداد انگل، لیشمانیا ها به اپیتلیوم روده متصل شده و به پروماستیگوت های متاسایکلیک تبدیل 

ر لیپوفسکفوگلیکان، افکزایش   می شوند. در این مرحله لیشمانیا ها تقسیم نمی شوند بلکه با تغییر سکاختا 

و تغییککر گنجینککه آنزیمککی خککود، آمککاده ورود بککه ماکروفککاژ میزبککان جدیککد مککی گردنککد.    gp63بیککان 

، مسکیر  c1qلیپوفسفوگلیکان به پروت ینهای متصل شونده به مانان در سرم متصل شده و با فعکال شکدن   

گلیکان، کمپلکس حملکه بکه غشکا    کلاسیک کمپلمان فعال می شود. به دلیل ضخامت زیاد لایه لیپوفسفو

بکه   C3bنیز بکا شکسکتن    gp63تشکیل می شود اما پایدار نبوده و از سطح لیشمانیا جدا می شود. آنزیم 

C3bi    از یک سو مانع لیز لیشمانیا با کمپلمان شده و از سوی دیگر لیگاندهای بیشتری برای اتصکال بکه

کند. به این ترتیب لیشمانیاها بدون آنکه لیز شوند  پذیرنده های کمپلمان در سطح ماکروفاژها فراهم می

. [4. 3]وارد ماکروفاژ مکی شکوند   CR3و  CR1با کارایی بالایی به وسیله پذیرنده های کمپلمان به ویژه 

ورود به واسطه پذیرنده های کمپلمان مانع فعال شدن مسیرهای انفجار تنفسی در ماکروفاژ مکی شکود.   

ن فاگوزوم به اندوزوم می شود، تشکیل رادیکالهای آزاد را مهار می کند و با لیپوفسفوگلیکان مانع پیوست

و تشککیل نیتریکک اکسکاید     2، از فعال شدن آنزیم نیتریک اکساید سکنتتاز Cمهار فعالیت پروت ین کیناز 

نیز با عملکرد پروت ازی خود فعالیت آنکزیم هکای سکایتولیزی پیرامکون      gp63جلوگیری می کند. آنزیم 

را کاهش می دهد و با افکزودن بکر    gp63و  LPGنیا را مهار می کند. در این فرصت، لیشمانیا بیان لیشما
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پوشش گلیکواینوزیتول فسفولیپیدی و گلیکواسفنگولیپیدی خود تغییر مورفولوژی و ساختاری می دهد 

د. در ایکن  تا بتواند ضمن فرار از عملکرد کشندگی ماکروفاژ، وارد جایگاه هدف خود در ماکروفاژ شکو 

مرحله لیشمانیا وارد فاز آماستیگوت می شود. فاگوزوم بکه لیکزوزوم مکی پیونکدد و آماسکتیگوت هکای       

لیشمانیا از فاگولیزوزوم تشکیل یافته برای تغذیه و تکثیر خود استفاده می کنند. لیشمانیا ها برای تکامین  

د. از اینرو در فاگولیزوزوم هکای بکال    منبع کربن و انرژی خود بیشتر از اسید های آمینه استفاده می کنن

که غنی از اسید های آمینه هسکتند جکا مکی گیرنکد. ایکن فاگولیزوزومهکا        5.2تا  4.7برابر  Phاسیدی با 

واکوئول های پارازیتوفور نام دارند.در غشای این واکوئول ها انتقال دهنده های فعال وجود  "اصطلاحا

واکوئول می فرستند. همچنین واکوئول های اتوفاژی  و بسیاری  دارند که مولکولهای آنیونی را به داخل

از اندوزوم های اولیه به این واکوئول می پیوندند.بکه ایکن ترتیکب مکواد غکذای و محتکوای سکیتوزولی        

ماکروفاژ در اختیار لیشمانیا قرار می گیرد و لیشمانیا ها برای تامین مولکولهایی که خود قادر به ساخت 

 .[4. 3]ین محیط بهره می برندآن نیستند از ا

مقاومکت در برابکر    یدهکد تکا بکرا    یآنها را در فشار قرار مک  یهردو زبان،یتکامل همزمان پاتوژن و م

که با ورود  دهدینشان م هایرا حفظ کنند.بررس نیبهتر راتییتغ نیا نیکنند و از ب رییتغ "دائما گریکدی

در فکاز   بیکان ژن ماکروفاژهکا  رییکند. تغ یم رییماکروفاژ تغ یاز ژنها یاریبس انیبه ماکروفاژ ب ایشمانیل

. برخی از این تغییرات با کاهش بیکان ژنهکایی همکراه    [5]پروماستیگوت با آماستیگوت متفاوت است 

. برخی از این تغییکرات زمینکه فعکال    [6]است که به حفظ و تکثیر لیشمانیا در ماکروفاژ کمک می کند

انیا را فراهم می آورد. در نتیجه این تغییرات، ماکروفاژها به پکردازش  شدن پاسخ ایمنی و حذف لیشم

افکزایش مکی یابکد     E2مکی پردازنکد. ترشکح پروسکتاگلاندین      MHC-IIو عرضه آنتکی ژن از مسکیر   

در سطح ماکروفاژ افزایش مکی یابکد و بامیکانکنش بکا      B7-1/2و  CD-40مولکولهای کمک تحریکی 

CD28  وCD-40L  در ماکروفاژهکا   2نزیم نیتریک اکساید سکنتتاز آبه فعال شدن لنفوسیت ها و القای

را فعال می کننکد. بکا    NKو سلولهای Tلنفوسیت های  12می انجامد.ماکروفاژها با ترشح اینترلوکین 

 TNF-α  ،monocyte chemotactic and activating factor ،migration inhibitory factorترشکح  

 ،IL-10 ،TGF-β1، 6ای کشنده لیشمانیا را تشدید می کنند. ماکروفاژها با ترشح اینترلوکین فعالیت ه


