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Abstract 
 

Background and purpose: IL22 is the family member of IL10 created by Th17, Th22, NK cells 

and its role has been recently demonstrated in protection and innate defense mechanisms, control of 

bacterial and viral infection, homeostasis and tissue repair. This research investigated the impacts of Il22 

treatment on lesion originated from L-major in BALB/c mice. 

Materials and methods: Twenty four Iranian female BALB/c mice, 8 weeks old were 

challenged by 2x10 
6 Promastigotes of L-Major MRHO/IR/75/ER by the dose of 100 microliters in 

stationary phase. They were infected percutaneously and then were divided into three groups each with 

eight recombinant mice IL-22 that received two different doses of 5ng/mg and 10ng/mg IM. Immune 

evaluation of cellular and humoral immunity was done by assessing IL-4 Cytokine, IFN-ɤ and culturing 

of spleen lymphocyte cells. Also, investigation of IgG2a, IgG total was carried out by Elisa method and 

MTT colorimetric assay. Furthermore, clinical investigations including measuring wound healing, life 

span of mice and recording of mortality rate was done. 

Results: The results indicates that the growth of wound reduced in the group treated with IL22 and the 

most impact was seen in the group under treatment with IL22 (5ng). IL22 (5ng) increased the production of 

IFN-ɤ but deceased the production of IL4. Findings from LSD test showed that the rate of IFN-ɤ and IGg total 

in the group treated with IL22-5ng was significantly different from other groups. There was no significant 

difference between Il22-5ng and IL22-10ng regarding the rate of IL4 and the rate of IgGg2a. Furthermore, 

MTT in the group treated with IL22-5ng was significantly different from other groups. 

Conclusion: IL22-5ng leads to Cytokine Th1 response through increasing the production of IFN-ɤ 

and decreasing the production of IL4, which result in protective response against L-major. Hence, it may 

have effective impacts in treatment if used with a combined anti leishmania drug. 
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  پژوهشی          

  
  
  ــدرانـــازنـــــی مـکـــزشــــوم پـــلــشــــگاه عـــه دانــلـــمج
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   زخم ناشیبر IL22 سایتوکین درمانی بررسی اثر
  BALB/c موش ماژور در لیشمانیا از

 
        1جریبی هاجر ضیایی هزار
        2فر فاطمه غفاری

        2عبدالحسین دلیمی اصل
  3زهره شریفی

  چکیده
ایجـاد   17Th و Th 22 و NKهـای   است که به وسیله سـلول   10IL یتوکین عضو خانواده  ایک س  22IL :سابقه و هدف  

 هموسـتازی و   ویـرال،  های باکتریـال،   کنترل عفونت  در مکانیسم دفاع ذاتی،   ایجاد حفاظت و    در 22IL  نقش اخیراً و شود می
  . بررسی شدBALB/cموش در زخم ناشی از لیشمانیاماژور بر 22IL درمانی این تحقیق اثر لذا در .ترمیم بافت ثابت شده است

  پروماسـتیگوت انگـل لیـشمانیا مـاژور        2×106 را با تعداد حداقل       هفته 8 ماده   BALB/c سرموش   24 :مواد و روش ها   
L.major   سویه استاندارد ایرانی  MRHO/IR/75/ER       میکرولیتر ازطریق تلقـیح زیرجلـدی چـالش         100در فاز ایستا به میزان 

 IMصـورت  ه  ب ـml /ng 10  وml /ng 5 در دو دوز مختلـف  موشـی را   نوترکیـب 22IL هـا  تایی مـوش  8نموده به سه گروه 
هـای   اینترفـرون و کـشت سـلول        و گامـا   IL-4 هـای  بررسی ایمنـی سـلولاروهومورال بـا سـنجش سـایتوکین           .تزریق نمودیم 

هـای بـالینی بـا      و بررسـی MTT روش رنـگ سـنجی  یـزا و انجـام   با روش الاIgG2a, IgG Total  بررسی لنفوسیت طحال و
  .میر انجام شد ها و ثبت مرگ و طول عمر موش گیری روند زخم، و اندازه

یابـد و    کـاهش مـی  22IL صورت مشخص در گروه تحت درمان با     هدهد که رشد زخم ب     نتایج مطالعه نشان می    :ها یافته
کـاهش   سبب افـزایش تولیـد گامـا اینترفـرون و          ng 5-22IL. بوده است  ng5( 22IL (ثیر در گروه تحت درمان با     أبیشترین ت 

 گروه تحـت درمـان بـا    IGg totalدهد که میزان گاما اینترفرون و   نشان میLSDزمون آ است نتایج  شده4تولید اینترلوکین 
ng 5-22IL   05/0باp<    4 دار است و میـزان     ها معنی  نسبت به سایر گروهIL          گـروه تحـت درمـان بـا ng 5-22IL    05/0بـاp< 

 گـروه تحـت   IGg2aمیـزان   .داری اسـت   معنـی هـا دارای اخـتلاف    سایر گـروه   دار نیست ولی با    معنی ng 10-22ILنسبت به   
 MTT .دار اسـت   ها اخـتلاف معنـی     دار نیست ولی باسایر گروه     معنی ng 10-22ILنسبت به    >05/0p با   ng 5-22ILدرمان با   

   .دار است های تحت درمان معنی  نسبت به سایر گروه>05/0pبا  ng 5-22IL کننده گروه دریافت در
 سبب 4با افزایش تولید گاما اینترفرون وکاهش تولید اینترلوکین  ng 5-22 ILهد که چون د نتایج نشان می :استنتاج
داروهای  شود لذا اگر با سبب ایجاد پاسخ حفاظتی در مقابل انگل لیشمانیا می ،شده Th1 های سایتوکین ایجاد پاسخ

 .یا فراهم کند تجویز شود شاید اثرات بهتری را در درمان بر علیه لیشمانضدلیشمانیا تواماً
  

  BALB/cموش ، ماژور لیشمانیا، 22اینترلوکین :های کلیدی هواژ
  

  مقدمه
انگـل داخـل سـلولی       لیشمانیازیس بیماری ناشـی از    

 .شود ایجاد می  لیشمانیاهای مختلف    است که توسط گونه   
زخم پوستی تا فرم سیستمیک کـشنده        ماهیت بالینی آن از   

  ولی ده است ـوش شـای فرامـه بیماری ءزـگرچه جا .است
  

 E-mail: ghafarif@modares.ac.ir                         انشگاه تربیت مدرس، دانشکده پزشکی، گروه انگل شناسی د :تهران - فاطمه غفاری فر:مولف مسئول
  دکترای انگل شناسی، دانشگاه تربیت مدرسدانشجوی . 1
  بیت مدرس دانشکده پزشکی، دانشگاه تر،گروه انگل شناسی. 2
  مرکز تحقیقات انتقال خون، موسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون تهران. 3

  9/12/90:            تاریخ تصویب 19/11/90:           تاریخ ارجاع جهت اصلاحات 27/10/90: ریافت تاریخ د 
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ــر   ــرگ و می ــل م ــین عام ــل  دوم ــارمین عام ــیوع و چه  ش
ــاری ــای  بیم ــاطق گر ه ــونی در من ــت عف ــسیری اس  .)1،2(م

تـرین شـکل بیمـاری لیـشمانیازیس         لیشمانیوز جلدی عمـده   
  .شود  گونه آن ایجاد می12است که توسط حداقل 

باشـد    کشور انـدمیک مـی     88بیماری لیشمانیازیس در    
 در میلیـون نفـر    350بوده به آن مبتلا   ن نفر یو میل 15حدود  
جدید سالانه   موارد تعداد و آلودگی هستند  خطر معرض
مربـوط   میلیون نفـر   5/1 که ،باشد می میلیون نفر  2د  حدو

ــه لیــشمانیازیس جلــدی و ــون 5/0 ب ــه  نفــرمیلی ــوط ب  مرب
بــه همــین دلیــل ســازمان  .لیــشمانیازیس احــشایی هــستند

ــد از   ــانی بع ــت جه ــا، بهداش ــشمانیازیس را مالاری  در لی
 جلـدی در   گرچـه لیـشمانیوز    .)3(اولویت قرارداده اسـت   

 مـوارد  درصـد    90رش شـده    جهان گزا  کشور 80بیش از 
 پــرو، برزیــل، ایــران، کــشور جهــان افغانــستان، 6 آن در

 .)2،4(گرفته است سوریه قرار عربستان و

ــاری ســالک در ســال   ــد بیم ــر رون ــر،  تغیی ــای اخی ه
لیــشمانیوز  .باشـد  افـزایش مــوارد بیمـاری مـی    گـر  نمایـان 

میـر مـشکل زیـادی بـه         پوستی گرچه از لحـاظ مـرگ و       
 به دلیل طولانی بودن دوره زخـم و       ورد ولی   آ وجود نمی 

 احتمال  ،وجود جوشگاه زخم  ،  های سنگین درمانی   هزینه
گـاهی   یـا ایجـاد عـوارض و       هـای ثانویـه و     ایجاد عفونت 

عوارض ناشـی از درمـان    هایی در محل اسکار و     بدخیمی
 .کنـد  با داروهای موجود مشکلات مختلفی را ایجـاد مـی       

عـدم ایجـاد    هدف از درمان بیمـاری بهبـود سـریع زخـم            
 .)5،6(جلــوگیری از عفونــت ثانویــه اســت    جوشــگاه و

سـال   مـوان کـه از     نتـی آاستفاده از ترکیبات پنج ظرفیتـی       
جهت درمان اشکال مختلف بالینی لیشمانیوز مورد        1911

استفاده قرار گرفته اسـت دارای عـوارض جـانبی متعـدد            
دلیـل   ن بـه آ و نیـز در روش اسـتفاده تزریقـی از         باشـد  می

 موجب که   ،بودن و طولانی بودن مدت استفاده     دردناک  
هـای   سبب شده تـا از روش      شود تزریقات مکرر دارو می   
  .)7،8( شوددرمانی جایگزین استفاده

22IL 10یتوکین عـضو خـانواده      ا س  یکIL  و اسـت  
 ، 10IL ، 19ILاعــضای ایــن خــانواده ســایتوکینی شــامل

20IL ،) 24IL (7 MDA ، IL(TIF)     22 وIL     26 وIL 
عنـوان سردسـته ایـن       هب ـ 10ILدانـیم    که می  چناند  باش می

 ایمنی سـلولی و    ثرؤیک مهارکننده م   خانواده سایتوکین، 
گرچــه  .)9(کننــده قــوی ایمنــی هومــورال اســت  تقویــت

زیـادی   اعضای این خانواده مشترکات سـاختمانی بـسیار       
نولوژیـک  وایم لحاظ عملکرد بیولوژیک و    ولی از  دارند
ژنـی   لوکـوس  .ا وجود دارد  ه های فاحشی بین آن    تفاوت

روی  بـــر رســـپتورهای ایـــن خـــانواده ســـایتوکینی نیـــز
مشخص شده کـه    اند و  های مختلفی واقع شده    کروموزوم

سـایتوکین بـرروی یـک       چنـد  ثیرأت ـ( پدیده پلئوتروپیسم 
 ثیر یک سایتوکین  أت( Redundancyهم پوشانی    و )رسپتور

رسـپتورهای ایـن خـانواده       مـورد  در) روی چند رسـپتور   
پلئوتروبیـک  این سـایتوکین دارای خاصـیت       . دارد وجود
 .باشـد  خـارج آن مـی     هـم در   داخل سیستم ایمنی و    هم در 

 CRF (10IL 2-4( شامل گیرنـده   22IL رسپتور هترودیمر 
ــرو  ) 3R 10IL) 9-2 CRF و R- 22IL ، 2R 10IL هزنجی

است که علـی رغـم داشـتن ایـن رسـپتور مـشترک پاسـخ                
22IL10 مستقل ازIL22 .)9-12( استIL  آن که بهIL-TIF، 

related Tcell-derived inducible factor] 10[IL   نیـز
 ، NK Cells ، 22Th خصوصاً 17Th شود توسط گفته می

)+0CCR ( وTCells )1Th(  ــه ــه محــض فعــال شــدن ب    ب
4IL مغـز   هـای تیمـوس و     وسیله ماست سل   ههمچنین ب  و

دود از مع ـ شـود و  ترشـح مـی   ConAفعال شدن با    پس از 
 پستانداران غیر از است که وجودش حتی در ییها سایتوکین

  بینCRF 2-4 .)11،13(ها به اثبات رسیده است  نظیر ماهی 
22IL   10 وIL   ؛برای سیگنالینگ لازم اسـت     مشترک است و 
ــالی در ــه  ح ــتص 2CRF-9 ک ــت و 22IL مخ  دارای اس

وجـود   .سـت ا 10ILدومین زنجیره گیرنده      با هومولوژی
9-2 CRF 2-4 و CRFــی ــن    دو یعن ــده ای ــره گیرن زنجی

ــایتوکین در ــ سـ ــیگنالینگ مـ ــتثر ؤسـ ــسیر  در  واسـ مـ
ــن ســایتوکاین    و 1STAT شــامل STATســیگنالینگ ای

3STAT 5 وSTATــال ــده فعـ ــد   شـ ــب آن تولیـ  متعاقـ
نقـش ایـن     یابـد و   کبد افـزایش مـی     حاد از  های فاز  پروتئین

  .کند عنوان یک سایتوکین التهابی تثبیت می هب سایتوکین را
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    و همکارانهاجر ضیایی هزار جریبی                          پژوهشی    
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22IL1سازی   باعث فعالJAK  ،2TYK  ،1STAT  ،
3STAT 5 و STAT مسیر و MAPشود  کیناز می.  

های کراتینوسیت پوستی   امروزه ثابت شده که سلول    
 22IL .)11-16(گیرنده برای این سـایتوکین هـستند       واجد

آور  زیـان  اثـر  و هم نقش محافظتی دارد    مضر و  نقشهم  
ــا آن در ــ هیبءالق ــیرپلازی اپ ــال پوســت در پ بیمــاری  تلی

ــا  ــسانی اســت و ی ــسوریازیس ان ــا 22IL پ  17IL همــراه ب
هـای برونـشیال    سـلول  در التهـابی را  هـای پـیش   سـیتوکین 

کنـد   های کولون تحریک مـی     میوفیبروبلاست تلیال و  اپی
از طرفـی    .)17،18(شـود  لرژی وکولیت می  آسبب ایجاد    و

مـاری  باکتری گرم منفـی عامـل بی       رد 22ILاثر محافظتی 
 را در   ترشــح عامــل ضــد میکروبــی 22IL پنومــونی کــه

بـه   22IL .)18(دهـد  تلیال ریوی افزایش می    های اپی  سلول
 کبد مبتلا به هپاتیت با پیشگیری از       در 17IL و بدون تنهایی  

 پوست در .)19(کند محافظت می  ها را   هپاتوسیت ،آپتوزیس
22IL     تکثیـر  و شـود  سبب القای پیتیدهای ضدمیکروبی می 

 کند و  مهار می  ها را  تمایز آن  افزایش و  ها را  کراتینوسیت
 .)16(داردذاتی  مکانیسم دفاعی    التیام پوست در   نقشی در 

 AE (Atopic eczema)نظیر پوستی اختلالات در 22IL نقش
 حساسیتی Allergic contact dermatitis (ACD) درماتیت
وســیله  هتولیــد شــده بــ 22IL .)16(ناشــناخته اســت تماســی

بـا    رشـد مایکوبـاکتریوم توبرکولـوزیس را       NK های لولس
 افزایش فعالیت فاگولیززوم مهـار   وفعال کردن ماکروفاژها  

بیمـاری کـالازار     حفـاظتی در   ک اثر  ی 22IL. )20(کند می
 ، 17Th هـای  لیشمانیا دونوانی تمایز سـلول     انسانی دارد و  

22IL  21(کند تحریک میرا و گاما اینترفرون(.  
 صـد در   در که هنوز عـواملی کـه صـد        اینتوجه به    با

 کنـی انگـل و     رونـد مـشکلات ریـشه      در جهت بهبـودی و   
مشکلات مربوط به کنترل ناقلین بند پا باشد تعریف نـشده           

مکانیـسم   ایجاد حفاظت و    در 22IL  نیز نقش  اخیراً است و 
 اجرام داخل سـلولی ثابـت شـده لـذا           دفاعی ذاتی خصوصاً  

زخـم    بـر  22IL درمـانی این تحقیـق بررسـی اثـر         هدف از 
  .باشد  میBALB/c موش در لیشمانیا ماژور ناشی از

  مواد و روش ها
 22IL آماده سازی و تزریق سایتوکین

22ILازشرکتی موش  R&D با Cat.number 582-L 
 1/0 صـورت  هاسـتریل ب ـ   PBS  در برنامـه   دسـتور  براساس
  .ماده شدآ BSA  دردرصد

ش سـفید   مـو  سـر  24هـا بـه تعـداد        سازی موش  آماده
بـه دلیـل حـساس     BALB/c inbredکوچک ماده خالص 

ــتیگوت   ــه پروماس ــودن ب ــاژور   ب ــشمانیا م ــای لی ــن  در ه   س
سرم سـازی رازی     سسه تحقیقات واکسن و   ؤم هفتگی از  8

ایـن   عنوان مدل حیوان آزمایـشگاهی در   هحصارک کرج ب  
 از تحـت شـرایط اسـتاندارد      خریـداری و   تحقیق انتخاب و  

 هـا بـر    بنـدی مـوش    گروه.ری شدند غذا نگهدا  لحاظ آب و  
سـازی   روش آلـوده   .اساس نـوع مـاده تزریقـی انجـام شـد          

ــا BALB/cهــای  مــوش ــشمانیا ب صــورت  مــاژور انگــل لی
 2×106هــا بــا تعــداد حــداقل     گرفــت کــه کــل مــوش   

 ســـویه L.major پروماســتیگوت انگــل لیــشمانیا مــاژور    
ــی  ــتاندارد ایرانـ ــستا  MRHO/IR/75/ER اسـ ــاز ایـ  در فـ

(stationary)  ــزان ــه می ــیح   100 ب ــق تلق ــر ازطری  میکرولیت
 هفتـه   3-4زیرجلدی در قاعده دم چالش شـده کـه بعـد از           

بعد از تزریـق در لمـس ناحیـه تزریـق برجـستگی و نـدول                
 رشـد انگـل در     شـد و سـپس زخـم حاصـل از          احساس می 

قبل از شروع درمان از تمـامی       . قاعده دم موش تشکیل شد    
میـزی در زیـر     آ رنـگ بعـد از     بـرداری شـد و     ها نمونه  زخم

ایـن مطالعـه     در .میکروسکوپ مورد بررسی قرار گرفت    
ــه ســه گــروه   24 ــایی 8مــوش ب ــایی 8یــک گــروه  ،ت  ت

 میکـرو   100(عنـوان گـروه کنتـرل        هب ـ PBS کننده دریافت
دو   را در  22IL تـایی  8 گـروه  دو در موش دیگر  16 لیتر و 

ــف ــml/ng10 و ml/ng5 دوز مختلـ ــل  ه بـ ــورت داخـ صـ
 quadricepsران   سـر  عضله چهـار    در وزد تک  و عضلانی

سـورنگ انـسولین بـا     استفاده از با  میکرولیتر100در حجم  
 هـر   موش در  4تعداد  .  دریافت نمودند  gauge30سرسوزن  

 4تعـداد    سـلولار و   گروه برای بررسـی ایمنـی هومـورال و        
هرگروه برای بررسی طول عمـر و بررسـی          موش دیگر در  

  .)22(شوند ها چالش می وضعیت مرگ ومیر آن زخم و قطر
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  هومورال و بررسی ایمنی سلولار
هومــورال بــا ســنجش    و بررســی ایمنــی ســلولار  

 ، TgG Total بررسی  گامااینترفرون و و4ILهای  سایتوکین
a2IgG   و MTT  گیری قطـر   های بالینی با اندازه     و بررسی 

 .طـور هفتگـی بررسـی شـدند        همیر ب  ثبت مرگ و   زخم و 
 چـالش بـا   هفتـه بعـد از   7ورال برای بررسـی ایمنـی هوم ـ    

هـا   چشم مـوش   گوشه، های موئینه از   انگل به کمک لوله   
سـپس سـرم خـون       .سـرم جـدا شـد      .خونگیری انجام شد  

 در آوری و  ها برای بررسـی ایمنـی هومـورال جمـع          موش
هـای   سـرم . نگهداری شدند گراد   درجه سانتی  -20 فریزر

ــده از ــه شـ ــرل و مـــوش گرفتـ ــای کنتـ ــوش هـ ــای  مـ هـ
ــت ــدهک دریاف ــا22IL نن ــایش الا  ب ــزا طــی مراحــل  آزم ی

لیتـر از     میکـرو  100مقدار   .مختلف زیر به انجام پذیرفت    
لیتـر بـافر      میکروگـرم در میلـی     20هـای    ژن با غلظت   آنتی

هـا بجـز     به همـه چاهـک      مولار 1/0کربنات    بی –کربنات
. های الایزا ریخته شد    های کنترل بلانک در پلیت     چاهک

 درجه و یا یک سـاعت در        4به مدت یک شب در دمای       
ژن بـه کـف پلیـت      تا آنتـی  ، درجه انکوبه شدند   37دمای  

 100، مقـدار    PBST بـا بـافر      پس از شستـشو    .کوت شود 
کننـده   در بـافر رقیـق   )10/1(میکرولیتر از سرم رقیق شده     

)(PBS       37 سـاعت در     2هـا     به حفرات اضافه شـده پلیـت 
 PBST، 100 بـا بـافر   پس از شستشو .درجه انکوبه شدند

ــر  ــت Anti mouse HRP conjugateمیکرولیت ــا رق  ب
کننده، رقیق و در حفرات       یا بافر رقیق   PBS در   10000/1

.  درجه انکوبه شدند   37 ساعت در    2ها    پلیت ،ریخته شده 
 100بـا اضـافه کـردن        و ،PBSTها با بافر     شستشوی پلیت 

هـا   ها و پلیـت     به همه چاهک   TMBمیکرولیتر سوبسترای   
  درجـه انکوبـه شـدند،   37ا ب ـ محل تاریک و  دقیقه در  30

   میکرولیتــر اســید ســولفوریک 50بــرای توقــف واکــنش 
 نمــودهاضــافه هــا   پلیــتیهــا  مــولار بــه همــه چاهــک2

گیـری    نـانومتر بـرای انـدازه      450بلافاصله در طول مـوج      
برای بررسـی ایمنـی    .انجام شد میزان جذب نوری قرائت     

ــلولار  ــه  7س ــسهفت ــا از پ ــدازهانگــل ا چــالش ب ــری  ن گی
 ایمنـی سـلولی مـورد       4ILو  های گاما اینترفـرون      سایتوکین

انگل اسـتخراج    هفته پس ازچالش با    7 .بررسی قرار گرفت  
 زیـر   شاهد به صـورت    های مورد و   طحال موش  لنفوسیت از 
  .انجام گرفت

های طحـال مـوش     از سلول،ها کشته شده   ابتدا موش 
 سـلولی  سوسپانـسیون    PBS در شرایط استریل در محلول    

رسوب سلول ها پس از شستشو و سانتریفیوژ بـا           . شد تهیه
 است، به  درصدFCS 10 که حاوی RPMI 1640محیط 
 هـای لنفوسـیت     میکرولیتر رسانده شد و کشت سلول      1000

 IFN-γ هـای  طحال موش جهت بررسی وجود سایتوکین     
  کـشت داده   5/2×106ای به تعـداد       خانه 24 در پلیت    4ILو  
هـای   هـای طحـالی مـوش       لنفوسیت ،یاز سوپ سلول   .شد

 72 سـاعت و   24 چالش شـده و درمـان شـده پـس از در           
در  آوری شد و در ویال اپندورف جمع شده        ساعت جمع 

 سپس.  دقیقه سانتریفوژ شدند   10 به مدت    rpm3000دور  
 تقسیم ها ویال میکرولیتر در  300 مقادیر در رویی محلول
ــد ــا و ش ــان ت ــنجش زم ــای  س ــایتوکین در دم  -ºC70 س

ــدند  ــداری ش ــود     و)23(نگه ــی وج ــت بررس ــپس جه س
سـوپ    از 4 اینترلـوکین  های گاما اینترفـرون و     سایتوکین

 کننـده  هـای دریافـت    های طحـال مـوش     تیسلولی لنفوس 
22IL  وPBS ــه در ــتفاده    -ºC70 ک ــده اس ــداری ش نگه

   اســتفاده ازکیــت شــرکت بــا یــزا وبــا روش الا گردیــد و
U-cytech-biosciences د استفاده ش. 

  
   برای سنجش تکثیر لنفوسیت هاMTTروش 
هـا    برای بررسی پرولیفراسیون لنفوسیت    MTTروش از

 میکرولیتـر از سوسپانـسیون      100. صورت زیر استفاده شد    هب
هـای   لنفوسیتی استخراج شده به هر چاهک در میکروپلیـت        

ــه96 یعنــی (ای مخــصوص کــشت ســلول اضــافه شــد    خان
 سوسپانـسیون حاصـل     ). سلول به ازای هر چاهک     000/300

  . چاهک کشت داده شد3از طحال هر موش در 
 میکروگــرم در 50بــه دو چاهــک از هــر گــروه،    

 بـه    و ماژور افزوده شد   از آنتی ژن انگل لیشمانیا     لیتر میلی
  ژنــی  یــک چاهــک دیگــر همــان گــروه هــیچ آنتــی      

   حجـــم نهـــایی هـــر چاهـــک بـــا    . اضـــافه نگردیـــد 
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FBS 10درصد  +RPMIر رسید میکرولیت200  به.  
 چاهک به عنـوان     2های هر گروه،      از چاهک  سپس

هـا بـا      کـه یکـی از ایـن چاهـک         شـد کنترل کـشت داده     
ــاگلوتینین  ــک و    PHAفیتوهم ــوژن تحری ــوان میت ــه عن ب

هـای کـشت شـده بـه         پلیـت . شـود  دیگری تحریک نمـی   
ــدت  ــاتور  72م ــاعت در انکوب   درصــد5 دارای ºC37 س

CO2  وباسیون، به هـر    ساعت انک  72بعد از   . گیرد  قرار می
از محلـول   ) 20λ( لنفوسـیت مقـدار    200λچاهک حـاوی    

MTT)   غلظتmg/ml 5 (  پلیـت مـذکور     .اضافه گردیـد
 درجــه 37 ســاعت در انکوبــاتور  4مجــدداً بــه مــدت   

تا بلورهای  (  انکوبه شد  CO2  درصد 5 دارای   رادگ سانتی
سوپ سلولی به آرامی بدون هم       ).فورمازان نمایان شوند  

محتویـات  و  هـا سـانتریفوژ شـده        اهـک زدن محتویات چ  
  بـه هـر چاهـک بـه مقـدار           .طور کامل خارج شد    رویی به 

λ 100 از DMSO طول جذب حاصل درمیزان  .گردید  اضافه 
  . شدقرائت Reader Elisa توسط دستگاه nm 450موج 

 SIنتــایج آزمــایش بــه صــورت انــدیکس تحریــک 
  .)24(محاسبه گردید

  

  و کنترلبررسی زخم موش های درمان شده 
 ،هـا در شـروع     موش لودگی در آبرای بررسی میزان    

تهیـه   گیـری و   چهار هفته بعد از درمان نمونـه       سه و  ،یک
در ) آماسـتیگوت ( اسمیر از زخم و شمارش تعداد انگـل       

چـالش   گیری قطر زخم، پس از     اندازه . شان انجام شد   10
ــا ظــاهر شــدن زخــم در و  اســتفاده از قاعــده دم مــوش ب

ــال  ــکــولیس دیجیت ــدازهطــور هب ــری شــد  هفتگــی ان  .گی
نحو که حاصل جمع طـول و عـرض قطـر زخـم بـر                بدین
 تقسیم و به عنوان عدد مربوط به قطر زخم در نظر            2عدد  

صورت هفتگی   هها طی درمان ب    وزن موش  .گرفته می شد  
  .با ترازو کشیده و یادداشت گردید

  

  آنالیز آماری
 و  فرونگیـری گامـااینتر    ندازه دست آمده از   هنتایج ب 

4IL توتال وIgGو  MTT  و a2 IGgزخـم   و بررسی قطر 
مـورد اطلاعـات     هـای کنتـرل و     گـروه  ها در   موش ءو بقا 

 One way ANOVAزمون آاز  و شد SPSSافزار  نرموارد 
 هـای تعقیبـی    آزمون از یکدیگر ها با  برای مقایسه گروه   و

LSD وTUKEYاستفاده شد .  
  

  یافته ها
دو   در 22IL اثـر درمـانی      کـه  مطالعه نشان داد     نتایج

 PBS نــانو گــرم نــسبت بــه گــروه کنتــرل      10 و5دوز 
 و رشـد زخـم بـه        انـدازد  خیر مـی  أگسترش زخم را بـه ت ـ     

 ng5-22ILصورت مشخص در گـروه تحـت درمـان بـا            
ثیر در گروه تحت درمـان بـا        أبیشترین ت  یابد و  کاهش می 

ng5-22IL   بــوده اســت و شــروع بــروز زخــم در گــروه
 روز پس از درمان بـوده       ng5-22IL ،  51ا  تحت درمان ب  

روز پـس از درمـان       30 هـا  که در سایر گـروه     در صورتی 
  .)1جدول شماره (بوده است 

  
میانگین و انحراف معیار انـدازه زخـم در روزهـای            :1جدول شماره   

 در عفونـت  22IL نـانوگرم  10 و 5دوزهـای    با مختلف بعد از درمان   
  BALB/cلیشمانیاماژور موش 

PBS IL22-10n IL22-5n Group 
SD Mean SD Mean SD Mean Day 

63/0 44/2 58/0 50/1 00/0 00/0 30 

61/1 98/3 64/0 55/1 00/0 00/0 37 

29/3 05/8 45/1 72/1 00/0 00/0 44 

70/2 78/11 49/0 60/1 50/0 25/0 51 

55/9 49/18 20/0 10/2 58/0 50/0 58 

37/11 05/20 76/0 94/1 58/0 50/0 56 

33/9 62/28 81/0 39/2 58/0 50/0 72 

82/8 01/30 62/1 13/2 58/0 50/0 79 

90/2 80/32 68/0 42/1 58/0 50/0 86 

44/4 73/32 43/1 12/2 58/0 50/0 93 

35/4 43/32 63/0 48/1 58/0 50/0 100 

41/4 63/32 55/0 34/1 58/0 50/0 107 

82/3 44/32 59/0 34/1 58/0 50/0 114 

  
 PBS  ،ng10-22IL با    گروه تحت درمان   3در مقایسه   

 نتیجه تحلیل واریـانس نـشان داد در سـطح           ng5-22ILو  
0001/0p= یـــک زوج گـــروه   گـــروه حـــداقل در4 در

شکار سازی  آبرای  . ماری وجود دارد  آدار   اختلاف معنی 
 اسـتفاده شـد کـه       LSDزمون تعقیبـی    آها از    این اختلاف 

 ng5-22IL  که در گـروه    دهد  نشان می  LSDزمون  آنتایج  
 37  و30در روزهــای   بــا دو گــروه دیگــر  >05/0pبــا 
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سـایر روزهـا     ماری وجود دارد ولی در    آدار   اختلاف معنی 
 دار دیـده شـد     مـاری معنـی   آ اخـتلاف    PBSفقط با گـروه     

)05/0p<.(     لـودگی پـس از گذشـت       آجهت بررسی روند
 نـدول بـسیار     ng5-22ILدر گروه تحت درمان بـا         روز 51

ی مشاهده شـد و میـانگین تعـداد اماسـتیگوت ایـن             کوچک
مقایــسه بــا میــانگین تعــداد     در )4،5( فیلــد10گــروه در 
  و در گـروه    )ng10-22IL )11،50 هـا درگـروه    اماستیگوت

PBS )168( کــه در پایــان  بــا ایــن . بــوده اســت51 در روز
ــتیگوت   ــداد اماسـ ــان تعـ ــروه  دوره درمـ ــای گـ ــای  هـ هـ

لی بیشترین کـاهش     کاهش داشت و   22ILکننده   دریافت
در  .داشــتیم ng5-22ILدر گــروه  تعــداد اماســتیگوت را

 هفته پس از درمـان      13ها   مقایسه میزان مرگ ومیر موش    
 22ILهای تحت درمان بـا       گونه مرگ ومیر در گروه     هیچ

مرگ در هفتـه   )PBS )1 که در گروه  نداشتیم در صورتی  
نگین قبل از شروع درمان از لحاظ میـا        .چهارم اتفاق افتاد  

 .ها دیده نـشد    داری بین گروه   وزن اختلاف معنی  و  اندازه  
ــام    ــا انج ــانگین وزن ب ــی می ــی بررس ــونآول  در LSDزم

 دهد که گروه تحت درمان بـا       های مختلف نشان می    هفته
ng5-22IL 05/0 بـا    نظر افزایش وزن   از< p      بـا دو گـروه

داری نـدارد     اختلاف معنی  107 و 114در روزهای    دیگر
ــا گــروه ولــی در ســای مــاری آ اخــتلاف PBSر روزهــا ب

 ،  IFN-γهـای    نتـایج بررسـی    .ماری دیـده شـد    آدار   معنی
a2IGg ، IGg total 4 وILدهد کـه   نشان می ng10-22IL 
اینترفـرون و    طور مـشخص سـبب افـزایش تولیـد گامـا           هب

  .شود  می4ILکاهش تولید 
 PBS  ،ng10-22IL گروه تحت درمان با      3در مقایسه   

دهد کـه میـزان       نشان می  LSDزمون  آتایج  ن ng5-22IL و
ــرون و   ــا اینترف ــا    IGg totalگام ــان ب ــت درم ــروه تح    گ

ng5-22IL   05/0باp<       دار  هـا معنـی     نسبت بـه سـایر گـروه
بـا   ng5-22IL گـروه تحـت درمـان بـا          4ILاست و میـزان     

05/0p< نــسبت بــه ng10-22IL دار نیــست ولــی بــا معنــی 
ــی  ــرل دارای اخــتلاف معن ــزان  . اســتداری گــروه کنت می

IGg2a      گروه تحت درمان با ng5-22IL   04/0باp<  نسبت 
ــه  ــی ng10-22ILب ــرل   معن ــا گــروه کنت ــی ب ــست ول دار نی

 MTTمیـانگین    .)2جـدول شـماره   (دار است  اختلاف معنی 
صورت زیر است که گروه تحت درمـان         هدر چهار گروه ب   

داری نـسبت بــه   خـتلاف معنـی  ا >05/0p بـا  ng5-22ILبـا  
 درگـــروه OD( MTT(میـــانگین  .ا داردهـــ ســـایر گـــروه

  بـه ترتیـب    pbs و   ng5-22IL  ،ng10-22IL کننده دریافت
  .باشد می 555 و 41/0، 0، 794/0

  
 وIFNγ، 4 IL، IgG totalمیانگین و انحـراف معیـار    :2 جدول شماره

a2IgG،   عفونت لیـشمانیاماژور در مـوش    در هفته هفتم بعد از درمان 
BALB/c  

  

PBS IL22-10ng IL22-5ng   
SD Mean SD Mean SD Mean   

89/10 131 95/46 271 03/33 5/1769 IFNγ 
33/14 75/203 12/5 25/14 50/4 75/3 IL4 

0267/0 1372/0 062/0 175/0 015/0 0492/0 IgGtotal 
285/0 01867/0 141/0 249/1 285/0 439/1 IgG2a 

  
  بحث
ر جایی که درمان بیماری لیـشمانیوز جلـدی د         نآاز  

 و   اسـت   موفقیـت داشـته     درصـد  80بهترین شـرایط تنهـا      
ها کارایی بسیار اندکی در بیماری دارنـد         برخی از درمان  

 .ای درمانی جدید گریـز ناپـذیر اسـت        ه لذا مطالعه روش  
 نانو گرم نسبت    10 و 5دو دوز     در 22IL نتایج اثر درمانی  

 نشان رشـد زخـم بـه صـورت مـشخص در گـروه         pbsبه  
ثیر أبیشترین ت  یابد و   کاهش می  ng225IL تحت درمان با  

بـوده اسـت و شـروع        ng225ILدر گروه تحت درمان با      
 روز  ng5-22IL 51بروز زخم در گروه تحت درمـان بـا          

 30 هـا  کـه در سـایر گـروه       پس از درمان بوده در صورتی     
ج روی  نتـای  که جایی نآاز   .روز پس از درمان بوده است     

ر هفته های پس    ماده نشان داد که د     BALB/cهای   موش
از عفونت با لیشمانیا ماژور، روند افـزایش قطـر زخـم در             

در یافـت کردنـد کنـدتر از         ng 5-22ILایی کـه    ه ـ گروه
 اســت ولــی PBS و ng10-22IL کننــده گــروه دریافــت

ندازه زخم در گروه دریافت کننـده       روند افزایش قطر و ا    
ng10-22IL   و PBS     امـروزه ثابـت     .مشاهده شـده اسـت 

های کراتینوسیت پوستی واجدگیرنده بـرای       ولشده که سل  
 سـبب القـای     22IL در پوسـت   .)25(این سـایتوکین هـستند    
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هـا را    شود و تکثیر کراتینوسیت    پپتیدهای ضد میکروبی می   
کنـد و یـک نقـشی در         هـا را مهـار مـی       افزایش و تمایز آن   

  .)16،25(التیام پوست در مکانیسم دفاعی ذاتی دارد
-PBS ،ng10درمــان بــا گــروه تحــت 3مقایــسه  در

22IL   و ng5-22IL         نتیجه تحلیل واریـانس نـشان داد در 
یـک زوج گـروه       گروه حداقل در   3 در   p=000/0سطح  

با  که.اندازه زخم وجود دارد دار اماری در اختلاف معنی
ــتفاده از  ــون آاس ــی LSDزم ــشان م ــروه     ن ــه گ ــد ک   ده

ng5-22IL   05/0باp<        30 با دو گروه دیگردر روزهـای 
اندازه زخـم دارد ولـی    در ماریآدار  ختلاف معنی ا37 و
ــا51 و44، 121، 114، 107، 93، 86روزهــای  در   فقــط ب
ng10-22IL روزهـای  دار نیـست ولـی در        ختلاف معنی ا
 اختلاف  PBSفقط با گروه     >05/0p با   79 و   65،  72،  58
ــی آ ــاری معن ــد  م ــده ش ــوش . دار دی ــایج روی م ــای  نت ه

BALB/c   هــای پــس از   تــهمــاده نــشان داد کــه در هف  
عفونت با لیـشمانیا مـاژور، رونـد افـزایش قطـر زخـم در               

یافــت کردنــد کنــدتر از  درng5-22ILایی کــه هــ گــروه
 است ودر مجموع نتایج اندازه      PBSکننده   گروه دریافت 

بـه   را دریافـت کـرده،     ng5-22ILزخم درگروهـی کـه      
نزدیک است ولی روند افزایش      ng5-22IL مقدار گروه 
 مـشاهده   PBSکننده    زخم در گروه دریافت    قطر و اندازه  

 22IL بهتـر سـایتوکین    شده است که شـاید نمایـانگر اثـر        
هـای کراتینوسـیت     امـروزه ثابـت شـده کـه سـلول         . باشد

در  .گیرنــده بـرای ایــن سـایتوکین هــستند   پوسـتی واجـد  
شود  سبب القای پپتیدهای ضد میکروبی می 22ILپوست  

هـا را مهـار       تمایز آن  ها را افزایش و    و تکثیر کراتینوسیت  
کند و یک نقشی در التیام پوست در مکانیسم دفـاعی            می

هــایی کــه گــروه کنتــرل را  در مــوش .)16،25(ذاتــی دارد
 را دریافـت کـرده بودنـد        PBSتشکیل می دادند و فقـط       

ها  نسبت به سایر گروه   پیشرفت زخم و کاهش وزن       روند
لـودگی پـس از     آجهـت بررسـی رونـد        .نیزمعنی دار بود  

 ng5-22ILدر گــروه تحــت درمــان بــا   روز51گذشــت 
ــانگین تعــداد    ــسیار کــوچکی مــشاهده شــد و می ــدول ب ن

ــد10اماســتیگوت ایــن گــروه در   ــا  در 5/4  فیل ــسه ب مقای

 ng10-22IL 5/11ها درگروه    میانگین تعداد اماستیگوت  
کـه   با این  . بوده است  51 در روز    )PBS )168 و در گروه  

هـای   ی گـروه  هـا   اماستیگوت در پایان دوره درمان تعداد    
 کاهش داشت ولی بیشترین کـاهش       22IL کننده دریافت

کـه  . داشـتیم  ng5-22ILدر گـروه     تعداد اماسـتیگوت را   
شاید بتوان توجیه نمود که چـون عفونـت لیـشمانیایی در            

هـای   موش بستگی به فعال شـدن یکـی از دو زیـر گـروه             
 بــا 1Thدارد و پاســخ  2Th و 1Th یعنــی CD+4ســلولی 

 و  بــا عفونــت منتــشر ارتبــاط دارد2Thهبــودی و پاســخ ب
، TNF-ß :هـایی ماننـد     با ترشح سایتوکین   1Thهای   سلول

2IL و  IFN-γ   باشند و    واسطه بهبودی میIFN-γ   حاصـل 
ترین سایتوکین فعـال کننـده       عنوان قوی  هها ب  از این سلول  

ماکروفاژهاست و فعال شدن ماکروفاژها منجر بـه تولیـد          
 و ســرانجام منجــر بــه مــرگ انگــل NO نیتریــک اکــسید

  .)26-28(شود می
 .یافته فوق باشد   یدیأنتایج سایر تحقیقات زیر شاید ت     

22IL   10 که یک سیتوکین عضو خـانواده      نآباIL   اسـت
ــ 10IL و ــایتوکین، ه ب ــانواده س ــته خ ــوان سردس یــک  عن

کننده قوی ایمنـی   تقویت ایمنی سلولی و   ثرؤمهارکننده م 
 رغم داشتن مشترکات سـاختمانی     یولی عل . هومورال است 

لحــاظ عملکــرد  زیــاد ایــن دو در ایــن خــانواده ازر بــسیا
ها  های فاحشی بین آن     تفاوت ،ایمنولوژیک بیولوژیک و 

 10IL و 22IL  بـین 2CRF-4 رسـپتورهای  و .وجود دارد 
 که حالی برای سیگنالینگ لازم است در     مشترک است و  

9-2CRF ــتص ــت و 22IL مخـ ــوژی اسـ  دارای هومولـ
  .ستا 10IL بادومین زنجیره گیرنده

 زنجیره گیرنـده   یعنی دو  2CRF-4 و 2CRF-9 وجود
مـسیر   در ثر هـستند و   ؤسـیگنالینگ م ـ   این سایتوکاین در  

 1STAT  ،3STAT  شامل STATسیگنالینگ این سایتوکاین    
 هـای فـاز    فعال شده متعاقب آن تولید پروتئین      5STATو  

 سـایتوکین را  نقـش ایـن      یابـد و   کبد افـزایش مـی     حاد از 
 22IL .کنـد  مـی عنـوان یـک سـایتوکین التهـابی تثبیـت         هب

ــال ــازی باعــث فع ، 1JAK ،2TYK ،1STAT ،3STAT س
5STATمسیر  و MAP11-16(دشو  کیناز می(.  
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ــی از     ــی ناش ــشمانیوز تجرب ــادی در لی ــات زی مطالع
لیشمانیا ماژور انجام گرفته است که نشان از ارتباط قـوی           

ا و توانایی محدود کردن عفونت      بین تولید اینترفرون گام   
 و عدم توانایی کنترل     4و از سویی ارتباط بین اینترلوکین       

ــت  ــعفون ــت ب ــوریه  اس ــویز   ط ــه تج ــه anti-IFN-γک  ب
ثیر در أ مقــاوم ســبب بــزرگ شــدن زخــم و تــهــای مــوش

هـای    بـه مـوش  IFN-γشود و بر عکس تجـویز   بهبودی می 
افـزایش   .ها شـده اسـت     حساس سبب کوچک شدن زخم    

هـای   در گـروه   4ار اینترفرون گاما نسبت به اینترلوکین       مقد
دهنده این اسـت کـه بیمـاری بـه           نشان 22IL کننده دریافت

هـای   زیرا ثابـت شـده کـه در مـدل         . رود سمت بهبودی می  
 1THسمت   ههای ایمنی ب   های آزمایشگاهی که پاسخ    موش

خود بهبود   هسوی خودب  هبیماری ب  ؛رود و اینترفرون گاما می   
 و  2Th سـمت  هدر زمانی که پاسخ ایمنی ب ـ      .رود  می شونده

ــوکین  ــد و وخــیم  رود بیمــاری شــدت مــی  مــی4اینترل یاب
  .)27،28(دشو می

22IL یــک اثــر حفــاظتی در برابــر بیمــاری کــالاآزار 
را  17Thهـای    انسانی دارد و لیشمانیا دونووانی تمایز سلول      

ــد  ــرای تولی ــک   22IL و 17IL ب ــرون تحری ــا اینترف  و گام
 هفته  13ها   در مقایسه میزان مرگ ومیر موش      .)21(ندکن می

هـای تحـت     میر در گـروه    گونه مرگ و   پس از درمان هیچ   
 )PBS )1کـه در گـروه        نداشتیم در صورتی   22ILدرمان با   

قبـل از شـروع درمـان از         .مرگ در هفته چهارم اتفاق افتاد     
داری بـین     اختلاف معنی  ها موش لحاظ میانگین اندازه وزن   

ثیر قـاطع   أ زمان ت ـ  عاملکه   جایی نآاز   . دیده نشد  ها گروه
 وزن و انـدازه قطـر زخـم دارد بـدیهی            ،بر رونـد بیمـاری    

 ،است که با گذشت زمان عفونت در حیوان تثبیـت شـده           
م در له منجر بـه بـروز علای ـ  أاین مس . کند بیماری بروز می  

کم خـوراکی و از سـویی تحلیـل رفـتن آن و در              حیوان،
 هـایی  در مـوش  . شـود   حیوان می   کاهش وزن   سبب مجموع

 را PBSدادنــد و فقــط  کــه گــروه کنتــرل را تــشکیل مــی
پیشرفت زخم و کـاهش وزن        روند ،دریافت کرده بودند  
هـای   نتـایج بررسـی    .دار بـود   ها معنی  نسبت به سایر گروه   

IFN-γ ،a2IGg ،IGg total 4 وILدهــد کــه   نــشان مــی

ng5-22IL، اطور مشخص سـبب افـزایش تولیـد گام ـ         هب 
  .شود  می4ILاینترفرون و کاهش تولید 

ــسه  ــان  3در مقایـ ــت درمـ ــروه تحـ    ng5-22IL گـ
ng10-22IL و PBS        نتیجه تحلیل واریانس نـشان داد در 

یـک زوج گـروه       گروه حداقل در   3در   p=001/0سطح  
شـکار  آکـه بـرای      .ماری وجـود دارد   آدار   اختلاف معنی 

ده شد   استفا LSDزمون تعقیبی   آها از    سازی این اختلاف  
دهـد کـه میـزان گامـا          نـشان مـی    LSDزمـون   آکه نتایج   

 ng5-22IL گروه تحت درمان بـا  IGg totalاینترفرون و 
دار است و میـزان      ها معنی   نسبت به سایر گروه    >05/0pبا  
4IL      گروه تحت درمان با ng5-22IL    05/0بـاp<  نـسبت 

دار نیــست ولــی بــا گــروه کنتــرل  معنــی ng10-22ILبــه 
 گــروه a2IGg میــزان .داری اســت معنــیدارای اخــتلاف 

   نـــسبت بـــه >05/0pبـــا  ng5-22ILتحـــت درمـــان بـــا 
ng10-22IL  دار نیست ولی با گروه کنترل اختلاف  معنی

 در چهار گروه نـشان داده       MTTمیانگین   .دار است  معنی
 >05/0pبـا    ng5-22ILاست که گروه تحـت درمـان بـا          

ایـن   در .ردهـا دا   داری نسبت به سایر گروه     اختلاف معنی 
 ها سلول غشای از عبور به قادر MTT روش رنگ سنجی  

 پس است قادر میتوکندریایی دهیدروژناز آنزیم .باشد می
 را آن تترازولیوم حلقۀ سالم، های سلول به MTT ورود از

 تبـدیل  رنـگ  آبی و نامحلول فورمازان به را آن و بشکند
 ننـاتوا  عمـل  ایـن  از مـرده  هـای  سلول که حالی در .کند

 و پرولیفراســیون حــداکثر آزمــایش ایــن در کــه .هــستند
 گروه به مربوط در ها لنفوسیت تحریک و تکثیر حداکثر
  .)24(باشد می ng5-22IL کننده دریافت

ثیر در گـروه    أدر مجموع نشان داده شده بیـشترین ت ـ       
 ng5-22ILبـوده اسـت زیـرا        ng5-22IL تحت درمان با  

 4ILکـاهش تولیـد      سبب افزایش تولید گاما اینترفرون و     
 تحت درمـان    های ن است که موش   آشده است و نمایانگر     

شود از   می 1Th های سایتوکین   سبب ایجاد پاسخ   22ILبا  
افـزایش  ،  میـر  کـاهش مـرگ و     و طرفی درصد بقاء بـالا    

ــشمگیر ــم ،وزن چ ــر زخ ــاهش قط ــزایش، ک  ،a2IgG  اف
   نمایــانگر کــارایی 4IL اینترفــرون گامــا وکــاهش میــزان
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   باشــد ین در درمــان لیــشمانیوز جلــدی مــی ایــن ســایتوک

هـای لیـشمانیا مـورد       ینده همـراه بـا واکـسن      آکه باید در    
  .ارزیابی قرار گیرد
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