
 

  سالكدر گردش در اي   خاطرهT يها لنفوسيتفنوتايپينگ 

  1پور دكتر علي خامسي
  3و2رستمي دكتر محمود ناطقي

  2دكتر حسين كشاورز
  1اكرم ميرامين محمدي

  1مينو تسبيحي
  4طاهره شهرستاني سيده

 4نژاد دكتر عبدالفتاح صراف

 

پوست  يها  بيماري پژوهش و آموزش مركز. 1
، و جذام، دانـشگاه علـوم پزشـكي تهـران         

  ، ايرانتهران
زشكي، پشناسي    و قارچ شناسي     گروه انگل  .2

دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشـكي      
   هران، ايرانت، تهران

 گروه بهداشت عمومي، دانشكده بهداشت،      .3
  ، قم، ايراندانشگاه علوم پزشكي قم

ــروه .4 ــشكده بهداشــت، گ ــوژي، دان  ايمونول
، تهــران، دانــشگاه علــوم پزشــكي تهــران

 ايران

  :مسئولنويسنده 
    دكتر حسين كشاورز

ــشگا  ــران، دان ــران،  ته ــكي ته ــوم پزش ه عل
ــوم،     ــه س ــت، طبق ــشكده بهداش ــروه دان گ

، پـست   پزشـكي شناسـي     و قارچ شناسي    انگل
  :الكترونيك

hkeshavarz@tums.ac.ir 

تحـت عنـوان    اي     خـاطره  لنفوسـيت  وجـود دو دسـته       ي گذشـته  هـا   سـال  در   :مينه و هدف  ز
 (Tem) كـارگزار اي     خـاطره  T يهـا   لنفوسـيت  و   (Tcm) مركـزي اي    خـاطره  Tيهـا   لنفوسيت

 مطالعـه   هـدف از  . انـد  همعرفي شد  CD45RA و   CCR7ي سطحي   ها  شاخص بيان   اساس  بر
  . ود از سالك ببهبوديافته افراد  درها لنفوسيت فنوتيپ و عملكرد اين  بررسيحاضر
  

 روش بـا  مربوطـه  سـطحي  ماركرهـاي  از اسـتفاده  بـا  هـا   لنفوسـيت  يفنوتيپ ررسي ب :روش اجرا 

 شـاهد  عنـوان   بـه  سـالم  داوطلب نفر 6 و سالك از يافته  بهبود بيمار 13 خون نمونه رب فلوسايتومتري
  .شد انجام

  
و گروه  يافته   گروه بهبود  بين   در خون محيطي   ها   فراواني رده  ازنظرداري    يتفاوت معن  :ها  يافته
صـرفاً بـا    اختـصاصي ليـشمانيا     اي    ي خـاطره  ها  لنفوسيترديابي   بنابراين   شت؛ وجود ندا  شاهد

لنفوسيتي، روند تكثيـر و     هاي    و سپس كشت رده    تفكيك   با.  نيست پذير  امكانمطالعه فنوتيپي   
 طـور   بـه تكثيـر سـلولي     . شدندري  گي   اندازه ژن  آنتيي ترشحي پس از تحريك با       ها  سايتوكاين

در  ميـزان اينترفـرون گامـا        .يافته بيش از شـاهد بـود       ي گروه بهبود  ها  لنفوسيتي در   دار  معني
 بـا   ايـن نتـايج   . بود شاهدبيش از گروه    ي  دار  معني طور  به يافته گروه بهبود  Temي  ها  لنفوسيت

. خل سلولي نيز تأييـد شـدند   داآميزي رنگسايتوكاين با كننده   ي توليد ها  سلولبررسي فراواني   
 دار معني داخل سلولي حاكي از افزايش آميزي رنگ با روش   IL-2از طرف ديگر، نتايج بررسي      

  .ين سايتوكاين بوداكننده  توليد Tcmي ها لنفوسيتتعداد 
  
در برابر تحريـك   ها لنفوسيتسايتوكايني   پاسخ   تكثير سلولي و   با توجه به اينكه      :گيري  نتيجه

مركزي و  اي    ي خاطره ها  لنفوسيت عنوان  به ها  لنفوسيت، اين   است  شده انگل حاصل    ژن  آنتي با
در رسد در محافظت عليه ليـشمانيوز        مي  به نظر  و شوند  مي كارگزار اختصاصي ليشمانيا معرفي   

  .همراه با يكديگر نقش دارند Tem و Tcmيافته هر دو نوع لنفوسيت  افراد بهبود
  

  اي، ليشمانيوز جلدي، فلوسايتومتري  خاطرهTي ها لنفوسيت :ها كليد واژه
  

  24/7/89: پذيرش مقاله    24/6/89 :دريافت مقاله
 99-111): 3 (1، دوره 1389 پاييزپوست و زيبايي؛ 

  
    
  همقدم

ي انگلي ناشـي از     ها  بيماريبه گروهي از     ليشمانيوز
شـود    مـي  لاق اط Leishmania جنس مختلفهاي    گونه

بسته به پاسخ ايمنـي ميزبـان و گونـه انگـل عامـل              ه  ك
 خود  به  خود  پوستي ات ضايع از  آن باليني اشكالبيماري،  

 .متفـاوت اسـت   يابنده تا بيماري احشايي كشنده       بهبود
 350 تخمــين ســازمان جهــاني بهداشــت حــدود بنــابر

باشـند    مي ميليون نفر در معرض خطر اكتساب بيماري      
   مورد ميليون2تقريباً  مانيوزـليشالانه ـسو ميزان بروز 

 )ســالك (لــديجكــه بخــش عمــدة آن از نــوع اســت 
 صـورت   بـه در ايـران، ليـشمانيوز احـشايي        . 1و2باشد  مي

و سالك در  شود مي  از همه ايران گزارشتقريباًپراكنده 
دو باشد كه شـامل     مي اندميك استان كشور    15حداقل  

 Zoonotic Cutaneous Leishmaniasisنوع روستايي 

(ZCL)ــ  (ACL) ريـهــــ و شL. majorل ـامـــا عـ ب

  مقاله پژوهشي 
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Anthroponotic Cutaneous Leishmaniasis با عامل 
L. tropica كنترل در  مشكلات فراوان علت به. باشد مي
و ) جونـدگان  ( انتشار وسيع مخازن   از جمله ليشمانيوز،  

مقاومـت  بـروز   مشكل مبارزه با آنها، دشواري درمـان و         
ــي،  ــزارش دارويـ ــز گـ ــت و نيـ ــا عفونـ ــراههـ   ي همـ

HIV-Leishmania ايـن   كـشور جهـان      35 بيش از     در
 امـور   ينمـسئول  ويـژه توجـه   نيـاز بـه     ضل بهداشتي   عم
   .1و3-4دارداشتي دبه

 سـت كـه در سـطح جهـان        ها  سالدر همين راستا،    
 عليـه   مـؤثر ي  واكـسن  يافتن   منظور  بهمطالعات مختلفي   

كنون ماحصل اين  اما تا 5و6ليشمانيوز آغاز گرديده است
يـك از     منجر به دستيابي به واكسني عليه هيچ       ها  تلاش

ايمني هاي    پيچيدگي پاسخ  .7است  شدهانواع ليشمانيوز ن  
 در ليـشمانيوز انـساني و عـدم شـناخت كـافي             ويـژه   به

زواياي اين پيچيدگي از علل مهـم عـدم دسـتيابي بـه             
 همـه   تقريبـاً  .8و9است   بوده  عليه ليشمانيوز  مؤثرواكسن  

 بـــه عفونـــت آزمايـــشگاهيهـــاي  نژادهـــاي مـــوش
Leishmania major  عفونت .مقاوم هستندبه اصطلاح 

  از نـوع   پاسخ ايمنـي  باعث ايجاد   دهاي موش   در اين نژا  
Th1    ترشحهمراه با IFN-γ، IL-2 ي و ضـايعات   گردد  مي 

و كنـد     مـي  ايجـاد  شـبيه سـالك      يابنده  بهبودخودبخود  
  با مصونيت كامل در مقابل عفونت بعـدي همـراه          بهبود
ي حـساس  هـا  مـوش در  L. majorولـي عفونـت    .است

Balb/c    از نـوع   پاسخ ايمني  باعث ايجاد  Th2   ترشـح  و
IL-4 و IL-5ــي ــت    م ــن حال ــه در اي ــردد ك ــت گ عفون
 صــد در صــدونده بــوده و ســرانجام مــرگ و ميــر پيــشر
  . 10شود  مي را باعثها موش

ــرخلا ــود ب ــواني مكانيــسم بهب ــروز ف مــدل حي  و ب
 در فرآيند پاسخ    .استصونيت در انسان بسيار پيچيده      م

 در (Naive T cells)  بكــرTهــاي  ايمنــي، لنفوســيت
ي عرضه شده توسـط     ها  ژن  آنتي اعضاي لنفاوي ثانويه با   

 APC( Antigen (ژن  آنتـي كننـده  ي عرضـه هـا  سـلول 

Presenting Cells يابنـد كـه     ميبرخورد كرده و تكثير
  توليد(Effector T cells) ري كارگزاها سلولدر نتيجه 

ي ها  محلبه  ها    با ميكروارگانيسم  كه براي مقابله   دشو مي
ي هـا   سـلول بخـشي از ايـن      . كننـد   مي عفونت مهاجرت 

شوند و   مياي     خاطره Tي  ها  لنفوسيتكارگزار تبديل به    
ايـن  . 11و12 دارنـد  عهـده   بـه يت خاطره ايمنـي را      مسئول
در برخـورد    قادرند با سرعت و شدت بيـشتري         ها  سلول

 اين واكنش بـا     ژن واكنش نشان دهند كه      آنتي مجدد با 
  .13كنـد  مـي  بـروز  هـا   سـايتوكاين و ترشح   سلولي  تكثير  

ــر  Tي هــا لنفوســيتســطحي، هــاي   شــاخصاســاس ب
  .كننــد  مــيمختلــف تقــسيمهــاي  را بــه ردهاي  خــاطره

ــه از ــر يهــا ســال در جمل وجــود دو دســته ســلول  اخي
 مركـزي اي    خاطره T يها  سلول :تحت عنوان اي    خاطره

(Central Memory T cell)  ي ها سلولوT اي   خـاطره
ــارگزار ــي (Effector Memory T cell) كـ  معرفـ

ــد ــلول. 14و15اســت هش ــا س ــده  Tcmي ه ــان گيرن ــا بي  ب
ــايني  ــده CCR7كموك ــه و گيرن ــي لان  CD62L گزين

 فاقـد   Temي  هـا   سـلول  كـه   صورتي  درشوند    مي مشخص
ي هـا  لنفوسـيت .  هستندCD62L و   CCR7هاي    گيرنده

CD4+ Tcm    در خون محيطي گـردش كـرده، در اعـضا 
شوند و سـايتوكاين عمـده آنهـا          مي لنفي ثانويه مستقر  

IL-2ي هـا  لنفوسـيت  كه حالي در.  استCD4+ Tem در 
شـوند    ميي عفونت مستقر  ها  محللنفي و    غيري  ها  بافت

 Th1ي گروه   ها  سايتوكاينيكي  ژن  آنتيو پس از تحريك     
  .11كنند  ميتوليدرا  Th2يا 

ي هـا  سـلول مختلـف  هـاي    عملكردهاي متفاوت رده  
 در برخـي از مطالعـات بـر         +CD8 يا   +CD4اي    خاطره

و بيماران مبتلا به برخي از       17، انسان سالم  16روي موش 
تحريـك  . اسـت   شده گزارش 18  -21ي ويروسي ها  بيماري
 منجر به (+CD62L+ CCR7) مركزياي  خاطرهسلول 
ي اه ـ  سـلول شود ولي در عوض تحريك        مي IL-2توليد  
 باعث توليد زياد (-CD62L- CCR7) كارگزاراي  خاطره

 و مقادير ناچيزي    IL-5 و   IFN-γ  ،IL-4ي  ها  سايتوكاين
IL-2 نقـش   سرعت  بهتوانند    مي ها  سلولگردد و اين      مي 
در ليشمانيوز مـدل     .22دنمايني كارگزار را ايفا     ها  سلول

اي   ي خاطره ها  لنفوسيت اين دو جمعيت از      موشي نقش 
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پـس از   . 23اسـت   شده بررسي   Zaph و   Scottه  در مطالع 
ي هـا   لنفوسـيت هر دو نوع     L.majorبهبودي از عفونت    

 كـارگزار   Tي  هـا   لنفوسـيت  :شـوند   مـي  ظاهراي    خاطره
بــا عمــر كوتــاه و ) ژن آنتــي (وابــسته بــه وجــود انگــل

ژن   آنتـي  مركزي مـستقل از   اي     خاطره Tي  ها  لنفوسيت
موتانـت  يـك  اين محققين با استفاده از   .با عمر طولاني  

 كـه   انـد    نـشان داده   (-dhfr-ts) مـاژور ليشمانيا  ناپايدار  
از ) ژن  آنتـي  ( در غياب انگـل     كارگزار يها  سلولفعاليت  

ژن، ايمنـي     آنتـي  اما بـدون حـضور پايـدار      . رود  مي بين
مركـزي  اي     خـاطره  T يها  سلولتوسط  كننده    محافظت

نشان داد كه جمعيت    تر    دقيقهاي     بررسي .ماند  مي باقي
 T يهـا   سـلول يل به    با تبد  مركزياي    ي خاطره ها  سلول

ليـشمانيا مـاژور    را در مقابل چـالش بـا         حيوان   كارگزار
دهد كه توسـعه    مينشانها    اين يافته . كند  مي محافظت
ي كـم عمـر     هـا   سـلول  جاي  به Tcmي  ها  سلولجمعيت  

effector T cellــي ــد     م ــداف تولي ــي از اه ــد يك توان
 برخــي رغــم علــي. 24و25ليــشمانيوز باشــدهــاي  واكــسن
ي هـا   سـلول ي انـساني، ماهيـت      هـا    عفونت  در مطالعات
و الگوي تغييرات آنهـا در ليـشمانيوز انـساني       اي    خاطره

   .26بررسي قرار نگرفته است موردتاكنون 
ــه باعــث گــسترش جمعيــت   طر احــي واكــسني ك

 شود نياز با عمر طولانياي  ي خاطرهها سلول مناسبي از
، عملكـرد   اي  خـاطره  Tي  هـا   سلولبه شناخت وضعيت    

ايمونولوژيــك و الگــوي تغييــرات آنهــا در بيمــاران     
بـل عفونـت   در مقامعمولاً ، كه  دارديافته از سالك  بهبود

 كه توجه به اين ديگر، با عبارت  به .مجدد مصون هستند  
 معيـاري يعنـي   (surrogate marker) شاخص مصونيت

 كه بتوان بين افـراد مـصون و حـساس           گيري  اندازه  قابل
 ـ ي ـعرت ، در ليـشمانيوز   افتراق قائـل شـد     ، اسـت   شدهف ن

 الگـوي   اسـاس   بـر  را   ممكن اسـت بتـوان ايـن شـاخص        
 داشـتن   اختيـار   بـا در   .تعريف كرد اي    ي خاطره ها  سلول

اي   خـاطره يهـا  لنفوسيتمورد الگوي    در   لازماطلاعات  
شـوند كـه       طراحي اي  گونه  بهها   در افراد مصون، واكسن   

  .دوش  شبيه افراد مصون ايمنيباعث بروز پاسخ 

 يهـا  لنفوسيت عملكرد و فنوتيپ ما مطالعه اين در
Tــاطره ــراد در را اي  خـ ــود افـ ــه بهبـ ــالك از يافتـ   سـ
  .ايم بررسي قرارداده وردم

  روش اجرا
  گيري   و نمونهطالعه، ملاحظات اخلاقيم طراحي

 فـرد   13 شامل    داوطلب 19مطالعه مجموعاً    در اين 
 جلــدي ليــشمانين آزمــونبــا ( يافتــه از ســالك بهبــود

[Leishmanin Skin Test (LST)]  شـاهد  6 و )مثبـت 
شـرايط    داراي  )ليشمانين منفي  جلدي   آزمونبا  ( سالم
 داوطلـب   افـراد  يتمام  از  ).1  جدول( شدند  مطالعه  وارد

ــرايط داراي ــه ورود ش ــه ب ــس مطالع ــيحات از پ لازم  توض
بـرروي   ليـشمانين  آزمون سپس و اخذ آگاهانه نامه    رضايت

 مخـصوص   يهـا  فرم در بيماران مشخصات و شد انجام آنها

هپارينـه   خـون  ليتر  ميلي 20 نمونه يك بيماران از .دش ثبت
 (PBMC) محيطـي  خون اي هسته تك يها  سلول و گرفته

  .دش جداسازي فايكول محلول برروي سانتريفوژ با
 )SLA (ليـشمانيا محلول  ژن    آنتي كشت انگل و تهيه   

)Soluble Leishmania Antigen(  
ــل   ــه از انگ ــن مطالع ــاژوردر اي ــشمانيا م ــويه لي  س

MRHO/IR/75/ER ــد ــتفاده ش ــل در  .  اس ــشت انگ ك
  .د ش انجامFCS% 10شده با   غنيRPMI 1640محيط 

گـروه   و سـالك  از بهبوديافتـه  بيماران هاي  ژگيوي :1 جدول
  شاهد

  شاهد سالم  بيماران بهبوديافته  ويژگي
 %)6/31(  نفر6  %)4/68 ( نفر13  )%(تعداد
  4/2  7/6  زن / مرد:جنس
  5/37±8/8  6/31±1/7  )سال (سن

  ــ  )1-7 (1  تعداد ضايعه
  ــ  )1-132 (60  )ماه (دوره زخم

ــون    ــه آزم ــخ ب پاس
 جلـــدي ليـــشمانين

 )ترم ميلي(
  صفر  62/3±7/8

: هـا  سـاير ويژگـي   ،   انحراف معيار  ±ميانگين  :  جلدي آزمونسن و   
  )طيف (ميانه
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ــراي  ــه بـ ــس از ،SLA تهيـ ــست پـ ــو و شـ ي شـ
 1091مقـدار  بـه  ،  PBSي فاز ايستا با     ها  پروماستيگوت

شد و مدت    پروتئاز افزوده   آنتي  آنزيم ليتر  ميليانگل در   
ســپس بــا روش .  درجــه نگهــداري شــد4كوتــاهي در 
Sonication           انگلها خـرد شـد و سوسپانـسيون حاصـله 
 دقيقه و سپس در     20 مدت  به xg000/30 ابتدا در دور  

.  ساعت سـانتريفوژ شـدند     4 مدت  به xg 000/100 دور
 70محلول رويي فيلتـر شـده و تـا زمـان اسـتفاده در                

  . 27درجه نگهداري گرديد
  نوتايپينگ با روش فلوسايتومتريف

بخشي  ،اي خاطره يها سلول  بررسي فراواني منظور  به
ي هـا   بـادي   آنتياي با استفاده از      هسته ي تك ها  سلولاز  

و  CD45RA ،CD62L هــاي اختــصاصي ضــد شــاخص
CCR7    كونژوگـه شـده بـا FITC-, PE-, PE-Cy-5  بـا 

ــرلاز . روش فلوســايتومتري بررســي شــدند  ــا كنت ي ه
 تعيين حدود فلورسان مثبت استفاده      منظور  بهيپ  ايزوتا
 و بــا شــو و شــست PBSبــا  هــا ســلول روش درايــن. شــد
از  پـس .  شـدند  آميـزي   رنـگ ي يـاد شـده      هـا   بادي  آنتي

 با بافر يا محيط     ها  سلول درجه،   4انكوباسيون در دماي    
ــشت  ــهRPMI 1640ك ــداد  ب ــي تع ــم در معين  2 حج

  . دش قرائت  هدستگا توسط و شد سوسپانسيون ليتر ميلي
ــازي  ــيتجداس ــا لنفوس ــاطرهه ــا روشاي  ي خ   ب

Magnetic Activated Cell Sorting (MACS)  
ــه ــور ب ــرد، رده منظ ــي عملك ــاي   بررس ــف ه مختل

تفكيك  PBMC با استفاده از سوسپانسيون      ها  لنفوسيت
از اي  ي خــاطرههــا لنفوســيتجداســازي بــراي . شــدند

اصي  اختـص  بـادي   آنتـي ميكروبيدهاي پوشيده شده بـا      
. مطابق دستورالعمل ذكر شـده در كيـت اسـتفاده شـد           

 ي كونژوگه شـده بـا مونوكلونـال       ها  سلولسوسپانسيون  
 در ميدان مغناطيـسي بـر روي        PBS در بافر    بادي آنتي

  كه شامل. ي مخصوص مجزا شدندها ستون
CD45A+ CCR7+ native T cells,  
CD45RA- CCR7+ central memory T cells,  
CD45RA- CCR7- effector memory T cells  

 بررسي پاسخ بـه     رايبشده   ي تفكيك ها  سلول. شوند مي
  .ندشد دادهكشت  مجزا طور به ليشمانيا ژن آنتي

  اي ي خاطرهها لنفوسيتكشت سلولي 
استفاده در تمام مراحل آزمـايش       موردمحيط كشت   

RPMI 1640ــا  ،mM L-glutamine 2  غنــي شــده ب
U/ml penicillin G 100، μg/ml streptomycin100، 

mM/L Hepes 10، M/L 2-ME 5-105، AB serum 
ــت 10% ــدار . اسـ ــلولاز  well 1042/مقـ ــا سـ ي هـ

 well/  همـراه بـا    RPMIشده در محيط كـشت       تفكيك
ي اتولـوگ كـه بـا ميتومايـسين         ها  مونوسيتاز   1052
 صـورت   به ml 2/0فعال شده بودند، در حجم نهايي        غير
   دارمق ـ. كشت داده شـدند   اي    انه خ 96تايي در پليت     سه

μg/ml10  ازSLA  ــت ــرل مثبــ ــا كنتــ ــراه بــ   همــ
Phytohemaglutinin (PHA) تحريـــك منظـــور بـــه 

 روز در   3ها به مـدت      پليت.  گرفته شدند  كار  به ها  سلول
ــاي  ــه 37دم ــانتي درج ــضور   س ــراد در ح  CO2 %5گ

  . نگهداري شدند
بـا  اي    ي خـاطره  هـا   لنفوسيتسنجش تكثير سلولي    

ــ روش ــزي گرنـ  Carboxy Fluorescein آميـ
Diacetate Succinimidyl Ester (CFSE)   

  با رنـگ ها لنفوسيتون،  ي بررسي پروليفراس  منظور  به
 درجـه   37در دمـاي     µM 5 به ميزان    CFSE فلورسان

 به مـدت    ها  سلول ،شو  و  شستپس از   .  شدند آميزي  رنگ
پس ســ. ژن كــشت داده شــدند  آنتــي روز در حــضور5

بررسـي ميـزان    . وسـايتومتر قرائـت شـدند      با فل  ها  سلول
 آنـاليز  Modfit LT افـزار  نرمتكثير سلولي با استفاده از 

ي مختلـف   ها  سلولنتايج حاصله به شكل درصد      . 27شد
 ي مـادر  هـا   سـلول  شـده از      تكثيـر  مختلفهاي    نسل در

  .گزارش شدند
  ها سايتوكاين داخل سلولي آميزي رنگ

كننــده  ترشــحي هــا ســلول درصــدجهــت بررســي 
 سـاعت در حـضور      5 به مـدت     ها  لنفوسيتسايتوكاين،  

Pohrbol Mirystic Acetate (PMA)  بــه همــراه 
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ك در محـيط كـشت تحري ـ      (ionomycin)مايسين  نويو
 منظـور  به (sodium monensin)موننزين سديم . شدند
 ساعت آخر كشت اضافه     4لولي در   كردن ترشح س   بلوك
 بـا بـافر سـاپونين نفوذپـذير         ها  سلولسپس غشاء     و شد

 بــه IL-2 و IFN-γ كونژوگــه ضــد بــادي آنتــي. گرديــد
بـا   هـا   سـلول  اضافه شد و پـس از انكوباسـيون          ها  سلول

  .دگردي بررسيدستگاه فلوسايتومتري 
   به روش الايزاها سايتوكاينبررسي 

ــاندويچ   ــزا س ــهروش الاي ــور ب ــدازه منظ ــري ان  گي
در محلول رويي حاصل از كـشت سـلولي          ها  سايتوكاين

ــورد ــت  م ــرار گرف ــتفاده ق ــابق  . اس ــور مط ــدين منظ ب
ها با مونوكلونـال     دستورالعمل كيت در ابتدا كف چاهك     

 ســپس.  ضــد ســايتوكاين پوشــيده شــدندبــادي آنتــي
 ميكروليتـر بـه هـر       50نظـر بـه ميـزان        موردهاي    نمونه

ــيون    ــس از انكوباس ــده و پ ــافه ش ــت اض ــك پلي  ،چاه
 دوم كونژوگه شده بـا بيـوتين بـه          بادي  آنتيمونوكلونال  

 كونژوگـه   HRPكـردن آنـزيم      با اضـافه  . آنها افزوده شد  

 واكنش اضافه و   TMP اشده با آويدين و سپس سوبستر     
قرائـت   ELISA-readerگاه  با دست  ها  پليت .متوقف شد 

 بـا اسـتفاده از      هـا   واكنش هر كدام از     ODنتايج  . گرديد
 pg/ml اسـاس   بـر غلظـت    صـورت   بـه نمودار اسـتاندارد    

  .گزارش شدند

  ها يافته
ــگ  ــيتفنوتايپين ــا لنفوس ــاطرهه ــا روش اي  ي خ ب
  فلوسايتومتري

مختلـف  هاي    سطحي رده هاي    با استفاده از شاخص   
ي ها لنفوسيت. شدند يك تفك MACS با روش  لنفوسيتي

Tcm        با بيان بـالاي گيرنـده CCR7  شـود   مـي   شـناخته 
 پـس از    هـا   لنفوسـيت در عين حال فنوتيپ     ). 1شكل  (

. دهـد   مـي   تغييراتـي نـشان    ژن  آنتيكشت و تحريك با     
ــه  ــب مجموع ــر داوطل ــراي ه ــستوگراماز اي  ب ــا هي ي ه

 ،شـدن تر   خلاصهمنظور بهكه  فلوسايتومتري وجود دارد 
 ـ سـلول هـاي     از بررسـي گيرنـده    نتايج حاصل    شـكل   ه ب

 كنند  را بيان ميCCR7 پس از تفكيك ماركر سطحي (Tcm)اي مركزي  هاي خاطره لنفوسيت: 1شكل 
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 ميـانگين در    تورص ـ  بـه  ي لنفوسيتي ها  هزيرگروفراواني  
  ).2شكل  (است شده نشان داده بيماران و گروه كنترل

 ترتيب  بهدر هر دو گروه بيماران و شاهد         كلي  طور  به
 CD45RA+ CCR7+ naive Tي هـا  گـروه  زيـر درصد 

cells و CD45RA- CCR7- effector memory T 

cells    در عـين حـال    . است   بوده ها  ه بيش از ساير زيرگرو
 فراوانـي ايـن زيـر       ازنظـر بين بيماران و گـروه كنتـرل        

  . ي مشاهده نشددار معني اختلاف ها هگرو
پـس از تحريـك بـا       اي    ي خاطره ها  لنفوسيتتكثير  
  ژن آنتي

بـا  اي    ي خـاطره  هـا   لنفوسيتسنجش تكثير سلولي    
 شـكل   م شده و بـه    انجا CFSE شدت رنگ گيري    اندازه

شـده از     تكثيـر  نـسل هـر   ي مختلـف در     ها  سلولدرصد  
  ). 4و  3اشكال  (است شدهي مادر نشان داده ها سلول
ــيت در ــا لنفوسـ ــتلاف+native T CD4ي هـ   اخـ
 درصد شاهد در و گروه يافته گروه بهبودبين داري  معني
  . شده مشاهده نـشد    مختلف تكثير هاي     نسل يها  سلول

   در نـسل سـوم و چهـارم   Tcmي  هـا   لنفوسـيت در آناليز   
 در گـروه    هـا   سـلول  درصـد     شده از سلول مـادر،     تكثير

. (P<0.05)  بــيش از گــروه شــاهد بــود   بهبوديافتــه
 در نـسل دوم از      Temي  هـا   لنفوسيتهمچنين در آناليز    

 بيش از گروه    بهبوديافته در گروه    ها  سلولتكثير، درصد   
  .(P<0.05) شاهد بود
  لنفوسيتيهاي   رده در كشتها سايتوكاينسنجش 

ميـزان متوسـط ترشـح اينترفـرون گامـا در كــشت      
 در كـشت    SLA در پاسخ به تحريك بـا        Temي  ها  سلول
ي ها  سلولميانگين اين سايتوكاين در      دهد كه   مي نشان

ي گـروه   هـا   سـلول در مقايسه بـا     يافته   داوطلبين بهبود 
در ). 5شكل   ((P=0.04) داردداري    زايش معني شاهد اف 
ميزان سايتوكاين اينترفرون گاما در كـشت       ي  گير  اندازه

ــلول ــا س ــلول و Tcmي ه ــا س ــتلاف  native Tي ه اخ
  .ديافته و شاهد مشاهده نش ي بين گروه بهبوددار معني
  
  

 اي حاصله از خون محيطي در داوطلبين مورد آزمايش هاي لنفوسيت خاطره فراواني زيرگروه: 2شكل 
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 IL-13و   IL-10ميـزان سـايتوكاين     گيري    در اندازه 
ــا لنفوســيتدر كــشت ســلولي  ــف هــاي  ي ردهه مختل

 شــاهد و يافتـه  بهبـود ي بـين گـروه   دار معنـي اخـتلاف  
 حاصل از گـروه     PBMCهمچنين كشت   . مشاهده نشد 

ي را در   دار  معنـي  اخـتلاف    شـاهد  و گـروه     يافتـه  بهبود
  . نشان ندادIL-13و  IL-10ميزان 
  ها سايتوكاين داخل سلولي براي آميزي رنگ

كننـــده  هـــاي ترشـــح در آنـــاليز فراوانـــي ســـلول
هاي داخـل سـلولي بـراي هـر بيمـار نتـايج               سايتوكاين

  پس از كشت در حضور آنتي ژن ليشمانياTemهايند تكثير لنفوسيترو:4شكل 

 ژن ليشمانيا  پس از كشت در حضور آنتيTcmهاي  روند تكثير لنفوسيت: 3شكل 

ــكل  ــح ا: 5ش ــزان ترش ــشتمي ــا در ك ــرون گام ينترف
 Temهاي  لنفوسيت
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اي از  دست آمد كه نمونه     اي از فلوسايتومتري به     هجداگان
 آن درصد   اساس  براست و     شده   نشان داده  6آن در شكل    

هـا اسـتخراج      كننـده سـايتوكاين     هـاي ترشـح     لنفوسيت
هــاي تمـام بيمــاران، ميــانگين   بــا تجميـع داده . شـدند 

در بررسـي   . اسـت   شـده  نشان داده    7درصدها در شكل    
 در گروه  Tcm IL-2-positive يها  سلولدرصد   فراواني،
 بـيش از گـروه      (P<0.05) يدار  معني طور  بهيافته   بهبود

-Tem IFN-γي  هـا   لنفوسيتهمچنين درصد   . شاهد بود 

positiveــروه ــه  در گ ــه بهبوديافت ــور ب ــي ط  يدار معن
(P<0.032)  7شكل  (بود شاهدگروه بيش از.(  

  بحث
 Tي هــا لنفوســيتتــاكنون خــاطره ايمونولوژيــك و 

ي مختلــف در هــا عفونــت در +CD4+/CD8اي  خــاطره
از . اسـت   شـده بررسي  21،32-35 و انسان    28-31مدل موشي 

اي    خاطره Tي  ها  لنفوسيتبودن    پيش، ناهمگون  ها  سال
در يكـي از    . 36-39 شده بـود   گزارشدر مطالعات مختلف    

 داخـل سـلولي را ترشـحIFN-γ و   IL-2 كه   Tcmهاي    دهنده فراواني لنفوسيت    اي از پلات فلوسايتومتري نشان      نمونه: 6شكل  
 .كنندمي
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 هـا  لنفوسيتدو گروه مجزا از اين ، ها بندي آخرين دسته 
 :اسـت   شدهگزيني گزارش    لانههاي    ده بيان گيرن  اساس  بر

 Tي هـا  لنفوسـيت كارگزار و   اي     خاطره Tي  ها  لنفوسيت
  .14مركزياي  خاطره

بر روي موش وجـود ايـن      اي    پيش از اين در مطالعه    
در عفونـت بـا ليـشمانيا مـاژور          ها  لنفوسيتدو گروه از    
در عـين حـال، مطالعـه جـامع         . 25است  شدهنشان داده   
در ليشمانيازيس در   اي    خاطرهي  ها  لنفوسيتديگري در   

  . 26است شدهانسان گزارش ن
، CCR7ســطحي  هــاي در ايــن مطالعــه از شــاخص

CD62L و CD45RA ــراي فنوتايپينـــگ رده هـــاي  بـ
 ايـن   .اسـتفاده شـد   اي    خـاطره ي  هـا   لنفوسـيت مختلف  
 گزينـي عمـل   لانههاي   گيرندهعنوان  عمدتاً به ها    شاخص

 ءسـازند تـا در اعـضا        مي را قادر  ها  لنفوسيتكنند و    مي
  . 40لنفي ثانويه يا محل عفونت مستقر شوند

ــن رده  ــي اي ــدا فراوان ــا  در ابت در خــون محيطــي ه
ين تر  فراوان .ارزيابي و مقايسه قرار گرفت     موردداوطلبان  

 بيمار بهبود يافته    رده سلولي در گردش در هر دو گروه       
پيش از ايـن    .  بكر بودند  T يها  وسيتلنف ،و شاهد سالم  

گــزارش شــده كــه هــم در مطالعــات ديگــر در انــسان 
 ، نيـستند  ژن  آنتـي  بكر كه اختـصاصي      Tي  ها  لنفوسيت

 را در خون محيطي تـشكيل      ين رده لنفوسيتي  تر  فراوان
 كمتـر از    Tcmدر اين مطالعـه نـسبت       . 33-34و41دهند مي

يـن رده   ميـزان پـايين ا    .  آمـد  دسـت   به ها  گروه  زيرساير  
 كـه در    اسـت   شده هسلولي در برخي مطالعات نشان داد     

ي ديگـر در انـسان      هـا   گـزارش عين حـال بـا برخـي از         
  . 32همخواني ندارد

 در اين بررسـي     Tcmبودن فراواني     ممكن است پايين  
 و نيـز    CCR7بودن گيرنـده كموكـايني        حساس علت  به

CD62L          به شرايط فيزيكي و ريزش آن از سطح سلول 
ي ديگري وجود دارد    ها  گزارش. 42ديابي باشد در حين ر  

 در گـروه    Tem و   +CD4گروه  ي  ها  لنفوسيت در   Tcmكه  
CD8+   الگـوي  در اين مطالـه      .35و41 نسبت بالايي دارند

  در اي  خـاطره ي  هـا   لنفوسيتمختلف  هاي    فنوتيپي رده 
   .است هيافته با گروه شاهد تفاوتي نداشت گروه بهبود

ي اه ـ ژن  آنتـي با توجـه بـه تمـاس مـداوم افـراد بـا              
محيطي در طـول زنـدگي، نگهـداري حجـم زيـادي از             

 بـراي   هـا   ژن  آنتيبراي هر كدام از     اي    ي خاطره ها  سلول
ــده ــود زن ــموج ــرون ب  ــ ه مق ــي ب ــرفه و منطق ــر هص  نظ

ي خـون   ها  لنفوسيتدر عين حال، فنوتيپ     . 43رسد نمي
بــدون  (اي ي خــاطرههــا لنفوســيتمحيطــي از جملــه 

در بيماري ليشمانيوز احشايي ) مختلفهاي  تفكيك رده 
ــي و     ــوواني بررس ــشمانيا دون ــي از لي ــشان دادهناش  ن

ر د در بيمـاران    اي   خاطره Tي  ها  لنفوسيت كه   است  شده
 در مقايسه بـا     يدار  معنيكاهش   بيماري يتفعالمرحله  

 .44دهنـد   مـي  يافته يا بـدون علامـت نـشان        افراد بهبود 

 نسبت بـه كـل رده سـلوليIFN-γكننده    ترشحTemهاي   و لنفوسيت IL-2كننده     ترشح Tcmهاي    فراواني لنفوسيت : 7شكل  
 مربوطه
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ي هــا لنفوســيتي در تعــداد دار معنــيوجــود اخــتلاف 
محيطــي در بيمــاري مالاريــا نيــز در خــون اي  خــاطره
 دار  معنـي در يـك بررسـي، افـزايش        . است  شدهگزارش  
در عفونـت حـاد بـا       اي     خاطره +T CD4ي  ها  لنفوسيت

پلاسموديوم ويواكس در مقايسه با افراد سـالم گـزارش          
  . 33است شده

 هـا  سـلول  بررسـي عملكـرد    منظـور   بهدر گام بعدي    
 MACS  روشبــالنفوســيتي هــاي   مجــزا، ردهطــور بــه

.  كـشت داده شـدند  ژن آنتـي تفكيك شدند و در حضور   
ي گــروه هــا ســلولنــشان دادنــد كــه بــين هــا  ارزيــابي
ميـزان تكثيـر سـلولي،     ازنظـر يافته با گروه شاهد    بهبود

هــاي   و تعــداد لنفوســيتهــا ســايتوكاينميــزان ترشــح 
ــح ــده  ترش ــات  كنن ــلولي اختلاف ــل س ــايتوكاين داخ س
  . ي وجود دارددار معني

 Tem در اين بررسي مشخص شد اگر چه هر دو رده         
يافتــه در پاســخ بــه   حاصــل از داوطلبــان بهبــودTcmو 

 طـور   بـه  Tcmيابند اما ميـزان تكثيـر         مي  تكثير ژن  آنتي
ديگر اسـت؛ ايـن مـشاهده       هاي    رده ي بالاتر از  دار  معني

 Tcmهـاي    ژگـي يي قبلـي در مـورد و      هـا   گزارشمطابق  
  . 14و45است

 جمعيـت پـشتيبان در      عنـوان   به Tcmي  ها  لنفوسيت
 قابليــت تبــديل بــه ژن آنتــيزمــان عفونــت مجــدد بــا 

بررســـي بـــا . 46ي كـــارگزار را دارنـــدهـــا لنفوســـيت
مطالعه نيز نشان داد كه فنوتيـپ       فلوسيتومتري در اين    

Tcm      به   ژن  آنتي پس از تحريك با Tem شـود   مي  تبديل. 
 باعـث ابقـاي جمعيـت ايـن       ، در تكثيـر   Tcmتوان بالاي   

 شـود   مي  در خون محيطي و مراكز لنفي ثانويه       ها  سلول
كه اين مسأله با توجه به پتانـسيل تبـديل مـنظم ايـن              

مجـدد   در مواقـع عفونـت       Temي  هـا   سـلول جمعيت به   
  .  تئوريك حائز اهميت استازنظرليشمانيا، 

 در  Temي  هـا   سـلول كـشت   ميزان انترفرون گاما در     
 طـور   بـه  يافتـه  بهبـود  در گـروه      انگـل  ژن  آنتيپاسخ به   

.  آمـد دسـت  بـه  سـالم    گـروه شـاهد    بيش از ي  دار  معني
آميزي داخل سلولي نتايج حاصـل       بيشتر با رنگ  بررسي  

 در  Temترفرون گامـا از     نياز الايزا را در خصوص ترشح ا      
  . يافته تأييد كرد گروه بهبود

ي كـارگزار  ها لنفوسيتبا توجه به تجمع و بازخواني      
ــن   ــت، ترشــحات اي ــه محــل عفون ــا ســلولب  شــامل ه

 و گـروه     نظير اينترفرون گاما   Th1گروه  هاي    سايتوكاين
Th2    مكانيـسم   عنوان  به كه   شود  مي 4 نظير اينترلوكين 

 مقابـل عفونـت نـوعي ابـزار          در هـا   سـلول عملكرد ايـن    
  . رسد  مينظر بهضروري 

 از  بهبوديافتـه مطالعـه    مـورد با توجه به اينكه افـراد       
 توسط  Th1گروه  هاي     برتري سايتوكاين  ،سالك هستند 

كه مطالعات   كما اين . انتظار بود  موردكارگزار  ي  ها  سلول
 افزايش ترشح   دهنده  نشان PBMCقبلي بر روي كشت     

. 47-50سالك است  از بهبوديافته بيماران در گاما اينترفرون
  ترشـح  2 كـه اينترلـوكين      Tcmي  ها  لنفوسيتاز طرفي   

 . بيش از گروه شـاهد بـود       بهبوديافته در گروه    ،كنند مي
 Tcm كـه ترشـح اصـلي رده         اسـت   شـده  نشان داده    قبلاً

اين سايتوكاين اثـر اتـوكرين بـر        . 14 است 2 اينترلوكين
ي مترشحه دارد و بدين طريق باعث ابقا و    ها  سلولروي  

 و نقـش ايـن      شـود   مي تأثير  تحتتزايد جمعيت سلولي    
 شــناخته  Tي هــا لنفوســيت ســايتوكاين در ابقــاي  

  .12است شده
خون اي    ي تك هسته  ها  سلولمطالعه حاضر بر روي     

 كـه تنهـا منبـع       اسـت   شـده  انجـام    (PBMC) محيطي
ــيت ــا لنفوس ــراد    Tي ه ــي در اف ــه ايمن ــراي مطالع  ب
ممكن است ايـن    . آيد  مي حساب  به از سالك    بهبوديافته

 واقعـــي وضـــعيت فنوتيـــپ دهنـــده بازتـــابنتـــايج 
  و ي ارتشاح يافتـه در اطـراف زخـم نباشـد          ها  لنفوسيت

. كنـد   مـي  شواهدي وجود دارد كه اين ايده را محتمـل        
 در خون محيطـي در بيمـاران        Tي  ها  لنفوسيتمطالعه  

دچار آدنوكارسينوما نشان داده است كه بين بيماران و         
مختلـــف هـــاي   فنوتيـــپ ردهازنظـــرشـــاهد ســـالم 

 اخـتلاف   +CD8اي، كارگزار و بكر      ي خاطره ها  لنفوسيت
يع پلـور بيمـاران     ي وجـود نداشـت امـا در مـا         دار  معني

. 51مشاهده شد اي    ي خاطره ها  لنفوسيتنسبت بالايي از    
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 كـه   اسـت   شـده بر روي موش، نشان داده      اي    در مطالعه 
  اي ي خــاطرههــا لنفوســيتي متمــايزي از هــا جمعيــت

CD4+ ي لنفـي و    هـا   بافـت در    فنوتيپ و عملكرد   ازنظر
  .52 وجود دارندلنفي غير

 اختصاصي ليـشمانيا    Temي  ها  سلولدر اين مطالعه    
 اختصاصي Tcmي ها سلولاينترفرون گاما و كننده    ترشح

ــح  ــشمانيا ترش ــده  لي ــوكين كنن ــاران در 2اينترل  بيم
ــود ــه بهبـ ــالكيافتـ ــشخيص داده  از سـ ــد تـ   . ندشـ

ي هـا   لنفوسـيت اصلي  هاي     رده عنوان  بهاين دو فنوتيپ    

يافتــه از ســالك در خــون  بهبوددر بيمــاراناي  خــاطره
رسد بـا توجـه بـه         مي نظر  بهشوند و     مي محيطي معرفي 

مطالعه در برابر عفونت مجـدد،       موردمصونيت داوطلبان   
در مصونيت در برابر عفونت مجـدد       ها     اين رده  يهر دو 

در مطالعــات بعــدي . كننــد مــيليــشمانيا نقــش ايفــا 
 سـاير    در ها  سلول فنوتيپ و نقش اين      شود  مي پيشنهاد

اشكال ليشمانيوز و نيز در طي بروز و بهبود زخم سالك 
  .بررسي قرار گيرد مورد
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Background and Aim: The heterogenous population of 
memory T lymphocytes is distinguished based on surface 
markers and effector functions such as cytokine secretion. 
Recently, two subsets of memory T cells are defined by 
expression of chemokine receptor CCR7 and CD45RA 
designating as "central memory" T cells (TCM) and "effector 
memory" T cells (TEM). The objective of this staudy was to 
evaluate the phenotype and function of these lymphocytes in 
healed cases of cutaneous leishmaniasis. 

Methods: The phenotype of lymphocytes were determined in 
blood samples of 13 volunteers with history of self healing 
cutaneous leishmaniasis (HCL) and in 6 healthy controls.  

Results: No significant difference was found in memory T 
cell subsets between HCL volunteers and healthy controls 
using flow cytometry. However, following sorting of 
different memory subsets, a significantly higher proliferation 
was seen in cells of HCL volunteers comparing to the control 
group. A significantly higher IFN-γ response in TEM and a 
significantly higher IL-2 response in TCM were observed in 
cell culture of HCL volunteers comparing controls.  

Conclusion: The responses were elicited when the cells were 
stimulate with SLA in vitro, it is concluded Leishmania-
specific TEM and Leishmania-specific TCM subsets exist in 
HCL volunteers and since the volunteers with history of CL 
presumed to be protected against reinfection, it seems that 
both TCM and TEM play role in the protection against 
Leishmania infection in these individuals.  

Keywords: memory T cells; cutaneous leishmaniasis; flow 
cytometry 
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