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ها و ماكروفاژهاي  القاي آپوپتوز توسط كانتاريدين در پروماستيگوت
  هاي ليشمانيا ماژور در شرايط آزمايشگاهي آلوده به آماستيگوت

  
        1يحيي معروفي
        2فر فاطمه غفاري

        2عبدالحسين دليمي
        3زهره شريفي
  4زهير حسن

  

  چكيده
 كـشورها،  از بـسياري  در سلامت عمده مشكلو  است   ايي تاژكدار عامل ليشمانيوزيس    ليشمانيا تك ياخته   :سابقه و هدف  

 و Meloidae خـانواده  هـاي  سوسك در كه است ترپنوئيدي تركيبي كانتاريدين. است توسعه حال در كشورهاي در خصوص هب
Oedomeridae اين مطالعـه . كند  ميءريزي شده را القا هاي سرطاني، مرگ برنامه   درسلول  كه زاست تاول ايي ماده و دارد دوجو 

  .ريزي شده سلولي در پروماستيگوت و ماكروفاژ آلوده به ليشمانيا صورت گرفت  تعيين اثركانتاريدين در القاء مرگ برنامهجهت
ليتــر، بــر   ميكروگــرم در ميلــي50 تــا 5/0هــاي  ريــدين بــا غلظــتاثــر كانتاتجربــي در ايــن مطالعــه  :هــا روشمــواد و 

ليتـر بـر ماكروفـاژ آلـوده بـه ليـشمانيا مـاژور در          ميكروگرم در ميلـي 5، 20 و 50هاي  و غلظت پروماستيگوت ليشمانيا ماژور
  . ساعت، با فلوسايتومتري بررسي شد72 و 48، 24شرايط آزمايشگاهي پس از گذشت 

ــا غلظــت  نتــايج نــشان :هــا يافتــه   دي متيــل ســولفوك يــد ليتــر ميكروگــرم در ميلــي 5/0و  50 داد كــه كانتاريــدين ب
(Dimethy1 sulfoxid: DMSO) درصد مرگ23/63( درصد كشندگي 5/68ترتيب  ها به  ساعت در پروماستيگوت72پس از  

 درصـد كـشندگي     29/14و  ) درصـد نكـروز   صـفر   ريزي شده تـأخيري و       رصد مرگ برنامه   د 27/5ريزي شده سلولي،     برنامه
 ميـزان كـشندگي   . دهد مي)  درصد نكروز  05/0ريزي شده تأخيري و       درصد مرگ برنامه   12/1ريزي شده،     مرگ برنامه  12/13(

  درصـد  42/43( درصد   81/61ترتيب    ساعت به  48ليتر بر ماكروفاژ آلوده پس از گذشت          ميكروگرم در ميلي   5 و   50كانتاريدين  
 05/31( درصـد    44/44و  )  درصد نكـروز   11/17ريزي شده تأخيري و       درصد مرگ برنامه   27/1،  ريزي شده سلولي   مرگ برنامه 

 همچنين ميزان . بود) ريزي شده تأخيري    درصد مرگ برنامه   31/3 درصد نكروز و     08/10ريزي شده سلولي،     درصد مرگ برنامه  
  درصـد  34/49ترتيـب     ساعت بـه   48 از گذشت    ليتر بر ماكروفاژ غيرآلوده پس      ميكروگرم در ميلي   5 و   50كشندگي كانتاريدين   

 79/43و  )  درصـد نكـروز    76/23ريزي شده تأخيري و       درصد مرگ برنامه   23/4ريزي شده سلولي،      درصد مرگ برنامه   35/21(
  .بود) ريزي شده تأخيري  درصد مرگ برنامه61/1 درصد نكروز و 27/7ريزي شده سلولي،   درصد مرگ برنامه9/34(درصد 

ريزي شـده سـلولي در       باعث القاي مرگ برنامه   در زمان و غلظت هاي متفاوت       كه كانتاريدين   داد  ايج نشان   نت :استنتاج
  .شود هاي ليشمانيا ماژور و ماكروفاژ آلوده به ليشمانيا ماژور مي پروماستيگوت

  
  آپوپتوز، فلوسايتومتري، كانتاريدين، ليشمانيا ماژور :هاي كليدي واژه

  

  مقدمه
ك ياختگان تاژكدار و عامل بيماري      ليشمانيا جزو ت  
بـه   (leishmaniosis)يـشمانيوزيس   ل. ليشمانيوزيس است 

. دارد مخاطي و احشايي وجود      -سه شكل جلدي، جلدي   
  ازيسـانيـا به ليشمـور دنيـكش 88ر در ـون نفـ ميلي12دود ـح

  
  :ghafarif@modares.ac.ir E-mail                        شكي، گروه انگل شناسي پزشكي دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پز:تهران -فاطمه غفاري فر  :مولف مسئول

  شناسي پزشكي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس ، گروه انگلي پزشكيانگل شناس دانشجوي دكتري تخصصي. 1
  دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرسشناسي پزشكي،  گروه انگل. 2
  شناسي، سازمان انتقال خون  گروه ويروس.3
  گروه ايمونولوژي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس. 4
  2/3/91 :               تاريخ تصويب        20/1/91:           تاريخ ارجاع جهت اصلاحات         17/11/90: تاريخ دريافت  
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                يحيي معروفي و همكاران                                   پژوهشي  
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نيـز   سالانه دو ميليـون مـورد جديـد بيمـاري            بوده و مبتلا  
 مـورد  30 در ايران سـالانه بـيش از    .)2 ،1(شود گزارش مي 

 ،ليشمانيوزيس جلدي در   .)3(دهد  رخ مي   نفر هزار درصد
آيد كه از چند ماه     وجود مي  در محل نيش پشه، زخمي به     

درمـان ليـشمانيوزيس بـا      . تا يك سال باقي خواهـد مانـد       
، شامل (Antimonial compounds)موآن  ت آنتيتركيبا

 و (Sodium stibogluconate)اسـتيبوگلوكونات سـديم   
نجـام   ا(Meglumine antimonate)آنتي موآن مگلومين 

احتمـال عـود    علاوه بـر عـوارض ايـن داروهـا،          . مي شود 
  .)2 ،1(وجود داردنيز بيماري 

  روبيكـت  توسط1810كانتاريدين اولين بار در سال      
(Robiquet) سوســك در Lytta vesicaoria شناســايي   

ــامو  ــد ن ــدين .)4(گــذاري گردي    از (Cantharidin) كانتاري
. معنــي سوســك اســت    بــهKantharos يونــاني كلمــه

ــدي   ــات ترپنوئي ــدين جــزو تركيب   در همولنــفوكانتاري
ــانواده  سوســـك ــاي خـ  Oedomeridae و Meloidaeهـ

ــود دارد ــي،وجـ ــي بـ ــي  تركيبـ ــه در رنـــگ و بـ ــو كـ    بـ
  نــام شـــيميايي آن  . شــود  هــاي آلــي حــل مــي     حــلال 

2,6-Dimethyl-4,10-dioxatricyclo-decane-3,5-dione. 
گراد و پايـدار      درجه سانتي  218دماي ذوب آن    . باشد مي

 بـه   كـه زا است    ايي تاول  كانتاريدين ماده . در محيط است  
زا هـم گفتـه      هـاي تـاول     سوسـك  ،هاي ميلوئيده  سوسك

 سال پـيش در چـين       2000ين حدود    كانتاريد .)5(شود مي
صـد سـال    گرفتـه و     مورد استفاده قـرار مـي     دارو  عنوان   به

 حكـيم   .)6(دش مي از آن براي درمان زگيل استفاده        ،پيش
) ذراريـح (زا   سوسك تاول چگونگي استفاده از    جرجاني  

را براي درمان زگيل، پيسي، ريـزش مـو، درمـان هـاري،             
 احـشام   .)7(سـت ورم شكم و سياه شدن ناخن شرح داده ا        

ــه       ــوده ب ــه آل ــوردن يونج ــق خ ــب از طري ــصوصاً اس خ
 ميكروگـرم در    45/0مقدار  . شوند كانتاريدين مسموم مي  

 .)5(هر كيلـوگرم كانتاريـدين بـراي اسـب كـشنده اسـت            
همچنــين مــواردي از مــسموميت انــسان در اثــر خــوردن  

ــاول ــدين .)8(زا گــزارش شــده اســت  سوســك ت    كانتاري
ــي و  ــيت دارويـ ــل خاصـ ــه دليـ ــسمويت بـ ــين مـ    همچنـ

   .)9(شــديد در احــشام اهميــت پزشــكي و اقتــصادي دارد 
  هــــا اثــــر  كانتاريــــدين از چنــــد طريــــق بــــر ســــلول

   2 و 1مهــــار پــــروتئين فــــسفاتاز   ) Iگــــذارد؛  مــــي
(protein phosphatase 1, 2: PP1A, PP2A)، پروتئين 

ــسفريلاسيون  ــق ف ــسفاتازها از طري ــسفريلاسيون در -ف  دف
ــلو  ــف س ــاي مختل ــدايت  عملكرده ــد و ه لي نقــش دارن

هاي وابسته به فـسفريلاسيون را بـر عهـده دارنـد،             سيگنال
از . همچنين محل اتصال بسياري از سموم طبيعـي هـستند         

طريق تعيين توالي اسيدهاي آمينه، پروتئين متصل شونده        
 ،(Cantharidin-binding protein: CBP)به كانتاريدين 

 كانتاريـدين   .)10(عنـوان پـروتئين فـسفاتاز معرفـي شـد          به
  دهـد  هاي تنظيمـي را افـزايش مـي        فسفريلاسيون پروتئين 

)4 ،13-11(. II ( ــه ــرگ برنام ــردن م ــال ك ــده  فع ــزي ش ري
ــلولي  ــزايش  ،(Apoptosis)سـ ــث افـ ــدين باعـ     كانتاريـ
ــپاز  ــ(Caspase 3) 3كاس ــان ده ش ــه Bcl 2 و همزم  ك
  ريـزي شـده سـلولي اسـت را          ضـد مـرگ برنامـه     پروتئين  

ــدين كاســپاز .)14 ،13(دهــد كــاهش مــي    را 9 و 8 كانتاري
ــزايش  ــز اف ــده  دادهني ــار كنن ــام مه ــپاز را  و تم ــاي كاس   ه
 STAT3مــانع فــسفريلاسيون همچنــين . كنــد بلوكــه مــي

)Signal transducer and activator of transcription 3 (
 را فعــــال bcl-xl رونويــــسي ژن STAT3شــــود،  مــــي
ــي ــد م ــشان  .)15(كن ــات ن ــي برخــي از مطالع ــدد م ــه ه  ك

ريـزي شـده      باعث مرگ برنامـه    p53كانتاريدين از مسير    
وقفـه در چرخـه سـلولي در        ) III .)16-19(شود سلولي مي 

هـاي    كانتاريدين از طريـق تـشكيل دوك       ،G2/Mمرحله  
هـا باعـث     غيرعادي تقسيم و تأخير در تشكيل كروموزوم      

ــر   ــال تكثيـ ــلول در حـ ــف سـ ــوز  ،توقـ ــه ميتـ  در مرحلـ
ريـزي شـده     مـرگ برنامـه   يـا   س  آپوپتوزي .)4،20(شود مي

ــدگي ســلول،  ســلول،  ــه چروكي ــي از جمل شــامل تغييرات
 و متلاشي شدن    DNAتراكم كروماتين، قطعه قطعه شدن      

جايي فسفاتيدل سـرين از سـطح داخلـي غـشاي            هسته، جابه 
  ســلول بــه ســطح خــارجي آن و همچنــين فعــال شــدن       

   هـدف از انجـام     .)20(نـام كاسـپازها اسـت      ههـايي ب ـ   پروتئين
  يـــن تحقيـــق بررســـي اثـــر كانتاريـــدين در ايجـــاد      ا
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ــه  ــرگ برنام ــلولي  م ــده س ــزي ش ــاژور  ري ــشمانيا م    در لي

(Leishmania major)  ــه ليــشمانيا ــوده ب ــاژ آل  و ماكروف
  .بودماژور 
  

  ها مواد و روش
 گـروه  .اسـت  تجربـي  پژوهش حاضـر يـك مطالعـه      

 مــاژور، ليــشمانيا هــاي پروماســتيگوت شــامل كنتــرل
 مـاژور  ليـشمانيا  بـه  آلوده ماكروفاژ و غيرآلوده ماكروفاژ
 هــاي گــروه شــامل تجربــي گــروه و كانتاريــدين بــدون

ــشمانيا پروماســتيگوت ــاژور، لي ــاژ م ــوده ماكروف  و غيرآل
 دوزهــاي بــه همــراه مــاژور ليــشمانيا بــه آلــوده ماكروفـاژ 
  .اند بوده كانتاريدين مختلف
  

  كشت انگل
ي  از مؤسسه راز(MRHO/IR/75/ER)ليشمانيا ماژور 

 درصد 10 به همراه RPMI 1640تهيه و در محيط كشت 
) انگلستان: Gibcoشركت (غيرفعال شده سرم جنين گاوي 

  .كشت داده شد درجه سانتي گراد 21در دماي 
  

  هاي كانتاريدين تهيه غلظت
 بـا   و خريـداري شـد      Sigmaكانتاريدين از شـركت     

سولفوكـسايد   ميلي ليتر دي متيـل       1 درصد در    20غلظت  
Dimethyl sulfoxide: DMSOبه صورت محلول استوك ، 

هـاي   غلظـت . بود كه قابل نگهداري در يخچال       ،تهيه شد 
از  ليتــر ميكروگــرم در ميلــي 50 و 20، 10، 5، 2، 1، 5/0

 تهيـه و  RPMI 1640استوك با استفاده از محيط كـشت  
  .)21(در يخچال نگهداري شد

  
   ها كشت ماكروفاژهاي صفاقي موش و آلوده كردن آن

 ليتر  ميلي 3براي جداسازي ماكروفاژهاي صفاق موش      
PBS (Phosphate Buffered Saline) استريل به صفاق 

 . تزريق شد و دوباره مايع صفاقي كشيده شـد         Balb/cموش  
 دقيقه سانتريفوژ   10 دور در دقيقه به مدت       1500سپس با   

ــا 2گرديــد و  ــار ب  .)22( ســرد شستــشو داده شــدندPBS ب

 ماكروفاژ در ميلي ليتر شـمارش شـد و در      105تعداد  سپس  
 RPMI 1640همراه محيط كشت  ايي به  خانه96پليت كشت 

 100سـيلين و    واحد به ازاي هر ميلي ليتر پنـي   100حاوي  
  استرپتومايسين و سرم جنين گـاوي      ليتر ميكروگرم در ميلي  

 گـراد   درجه سانتي  37 درصد كشت داده و در انكوباتور        10
ــد گذاشـ ـCO2 5و  ــد درص ــردن   . ته ش ــوده ك ــراي آل ب

 (Promastigote) پروماسـتيگوت    106ماكروفاژها تعـداد    
 شمارش) Stationary(ليتر در مرحله ايستايي      انگل در ميلي  

 6پــس از . و بــه چاهــك حــاوي ماكروفــاژ افــزوده شــد 
ساعت براي حذف ماكروفاژهاي نچسبيده به ته چاهـك         

 ــ ــاژ، م ــه درون ماكروف ــشده ب ايع و پروماســتيگوت وارد ن
رويي چاهك دور ريختـه و محـيط كـشت تـازه حـاوي              

  .ها اضافه گرديد  درصد به چاهك10سرم جنين گاوي 
  

  ها افزودن كانتاريدين به چاهك
ليتـر در     پروماسـتيگوت ليـشمانيا در ميلـي       106تعداد  

 توسط لام نئوبار شمارش گرديـد       ،مرحله لگاريتمي رشد  
كـشت  ايـي بـه همـراه محـيط           خانـه  24و در پليت كشت     

RPMI 1640 درصد كـشت داده  10 با سرم جنين گاوي 
، 5،  2،  1،  5/0 كانتاريـدين بـا غلظـت نهـايي          .)23 ،21(شد
هـاي    بـه چاهـك    ميكروگرم در ميلـي ليتـر      50 و   20،  10

ــت    ــا غلظ ــل و ب ــتيگوت انگ ــاوي پروماس  50 و 20، 5ح
ميكروگرم در ميلي ليتر به ماكروفاژهاي آلوده به انگل و          

هر نمونـه بـه صـورت       . آلوده اضافه شد  ماكروفاژهاي غير 
  .سه بار تكرار گذاشته شد

  

فلوســايتومتري بــراي بررســي مــرگ برنامــه ريــزي شــده 
  ها سلولي در نمونه

 Annexin V-FITCبراي انجام فلوسايتومتري از كيت 

Apoptosis Detection Kit. (BioVision; USA) استفاده 
ــه هــا پــس از شــد     ســاعت72 و 48، 24هــاي  زمــان و نمون

ماكروفاژهاي آلوده به انگل پس و هم چنين    جمع آوري   
ــراي .  ســاعت جمــع آوري شــدند 48 و 24از گذشــت    ب

 EDTA درصد با    1/0جمع آوري ماكروفاژها از ترپسين      
(Ethylene diamine tetra acetic acid) 2/0  درصـد 
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نمونه جمع آوري شده در ميكروتيوب،       .)22(استفاده شد 
 دقيقه سـانتريفوژ و     5ر دقيقه به مدت      دور د  3000با دور   

بر طبق دستورالعمل كيت، بـه      . مايع رويي دور ريخته شد    
   ،(Binding) ميكروليتر بـافر باينـدينگ       500رسوب حاصل   

ر ــروليتـــ ميك5 و (Annexin V) نــ ميكروليتر آنكسي5
 وه ـــ ـافـ اض(Propidium iodide)د ـدايـوم يــديـروپيـپ

 دقيقـه در    5 بـه مـدت      ومي تكان داده    ميكروتيوب به آرا  
 سپس با دسـتگاه  نگهداري و تاريكي و دماي اتاق انكوبه      

FACSCalibur ــدند ــي شـ ــرين   . بررسـ ــسفاتيديل سـ فـ
(phosphatidyl serine: PS)     بـر سـطح خـارجي غـشاي 

. سلول در حال مرگ برنامه ريزي شـده ظـاهر مـي شـود             
 اسـت،   Vفسفاتيديل سرين گيرنـده ايـي بـراي آنكـسين           

ريـزي شـدة اوليـه و        بنابراين سلول در مرحله مرگ برنامه     
پروپيـديوم يدايـد    . شوند تأخيري براي آنكسين مثبت مي    

(PI)   به DNA سلول متصل و چون قادر به ورود به سلول 
هـا   هايي كه غشاي آن    با غشاي سالم نيست، تنها در سلول      

 يا در حـال متلاشـي شـدن هـستند، مثبـت مـي               ومتلاشي  
 در سطح خارجي غـشاي خـود   PSنده فاقد سلول ز . شود

 هم قادر به عبور از غشا نيست، بنابراين سلول PIهستند و   
محـسوب   منفـي    PI  بـراي   هم براي آنكسين و هـم      ،زنده
  .شوند مي

  
  ها و نتايج فلوسايتومتري تجزيه و تحليل داده

هــاي فلوســايتومتري و  رســم تــصاوير مربــوط بــه داده
، يها به صورت درصد    مونهمحاسبه ميانگين مرگ سلولي ن    

  . صورت گرفتCellQuestبا استفاده از نرم افزار 
  

  ها يافته
نتايج فلوسايتومتري بـراي ماكروفاژهـاي غيرآلـوده        

ــدين     ــا كانتاري ــه ب ــس از مواج ــرم در  50و  5پ ميكروگ
 ســاعت بــه ترتيــب بــه 48 و گذشــت DMSO ليتــر ميلــي

 درصد  9/34صورت   به( درصد كشندگي    79/43صورت  
 درصـد نكـروز و      27/7ريزي شـده سـلولي،       برنامهمرگ  

 34/49و  ) ريزي شـده تـأخيري      درصد مرگ برنامه   61/1

ريـزي شـده    برنامـه  درصد مرگ 35/21(درصد كشندگي   
ريــزي شــده تــأخيري و   درصــد مــرگ برنامــه23/4ســلولي، 

  ).1  شمارهتصوير(بود )  درصد نكروز76/23
  

  
  

نتايج فلوسـايتومتري در ماكروفاژهـاي غيرآلـوده بـا           :1 شماره   تصوير
 سـاعت،   48نمونه كنترل پس از     ) 1؛  CellQuestاستفاده از نرم افزار     

 ميكروگـرم در ميلـي ليتـر    5ماكروفاژ مواجه شده بـا كانتاريـدين      ) 2
ــا) 3 ســاعت، 48پــس از  ــدين  ماكروف ــا كانتاري  50ژ مواجــه شــده ب

 مربــوط بــه x ســاعت، محــور 48 پــس از ميكروگــرم در ميلــي ليتــر
  . مربوط به پروپيديوم يدايد استy و محور vآنكسين 

UL (Upper Left) نكــروز( ناحيــه چــپ و بــالا( ،UR (Upper Right) 
ــأخيري (ناحيـــه راســـت و بـــالا    ، )مـــرگ برنامـــه ريـــزي شـــدة تـ

LL (Low Left)سـلول زنـده  ( چپ و پايين  ناحيه( ،LR (Low Right) 
  ).مرگ برنامه ريزي شده سلولي(ناحيه راست و پايين 

 )كنترل(ماكروفاژ ) 1

 ميلي ليتر/ ميكروگرم5كانتاريدين  +ماكروفاژ ) 2

 ميلي ليتر/م ميكروگر50 كانتاريدين +ماكروفاژ ) 3
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نتايج فلوسـايتومتري بـراي ماكروفاژهـاي آلـوده بـه         
ميكروگـرم در   5و  50انگل پس از مواجه با كانتاريـدين       

 سـاعت، بـه ترتيـب       48پس از گذشت     DMSO ليتر ميلي
ــد 81/61 ــه( درصـ ــورت  بـ ــ42/43صـ ــرگ  درصـ د مـ

ريـزي    درصد مرگ برنامه   27/1ريزي شده سلولي،     برنامه
 درصـد   44/44و  )  درصـد نكـروز    11/17شده تأخيري و    

ريزي شده سلولي،     درصد مرگ برنامه   05/31صورت   به(
ريـزي    درصد مـرگ برنامـه  31/3 درصد نكروز و   08/10

  ).2  شمارهتصوير (به دست آمد) شده تأخيري
هــاي  روماســتيگوتنتــايج فلوســايتومتري بــراي پ  

 5/0 و 50ليــشمانيا مــاژور پــس از مواجــه بــا كانتاريــدين 
 سـاعت، بـه     72 پـس از گذشـت       ليتـر  ميكروگرم در ميلي  

 درصـد   23/63صورت   به( درصد كشندگي    5/68ترتيب  
 درصــد مــرگ 27/5ريــزي شــده ســلولي،  مــرگ برنامــه

 29/14و  )  درصـد نكـروز    0ريزي شـده تـأخيري و        برنامه
ريـزي    مـرگ برنامـه  12/13صـورت   به(درصد كشندگي   

ريـزي شـده تـأخيري و         درصد مـرگ برنامـه     12/1شده،  
  ).3 تصوير شماره(را نشان داد )  درصد نكروز05/0

  
  
  
  

 

  
  
  
  

  
  

نتايج فلوسايتومتري براي ماكروفاژهاي آلوده بـه انگـل       : 2 شماره   تصوير
 48نمونـه كنتـرل پـس از        ) 1؛.CellQuest با استفاده از نرم افـزار        ماژور

ميكروگـرم در    5ماكروفاژ آلوده مواجه شده با كانتاريدين       ) 2ساعت،  
ــر ــا  ) 3 ســاعت، 48 پــس از ميلــي ليت ــوده مواجــه شــده ب ــاژ آل ماكروف

  . ساعت48 پس از ميكروگرم در ميلي ليتر 50كانتاريدين 
  

  

 كنترل) 1

 ميلي ليتر/م ميكروگر50 كانتاريدين +ماكروفاژ آلوده ) 3

 )كنترل(ليشمانيا ماژور ) 1

 ميلي ليتر/ ميكروگرم5/0 كانتاريدين +ليشمانيا ماژور  )2

 ميلي ليتر/ميكروگرم 5 كانتاريدين +ماكروفاژ آلوده ) 2
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هاي ليشمانيا ماژور  نتايج فلوسايتومتري براي پروماستيگوت    :3 شماره   تصوير
نمونـه  ) 1؛  CellQuestپس از مواجه با كانتاريدين بـا اسـتفاده از نـرم افـزار               

 5/0ريدين  پروماستيگوت مواجه شده با كانتا    ) 2 ساعت،   72كنترل، پس از    
پروماستيگوت، تيمار شده با    ) 3 ساعت،   72 پس از    ميكروگرم در ميلي ليتر   

  . ساعت72 پس از ميكروگرم در ميلي ليتر 50كانتاريدين 

  
  بحث

دهند كه بيـشترين غلظـت       نشان مي اين مطالعه   نتايج  
ــدين  ــي50(كانتاري ــر  ميكروگــرم در ميل در  DMSO) ليت

  ســاعت72س از هــاي ليــشمانيا مــاژور پــ پروماســتيگوت
 .دشو ميريزي شده سلولي      درصد مرگ برنامه   23/63 سبب

ريــزي شــده در ماكروفــاژ آلــوده و  مقــدار مــرگ برنامــه
ميكروگـرم در    50غيرآلوده پس از مواجه با كانتاريـدين        

 درصـد و    42/43 ساعت به ترتيب     48ليتر و گذشت     ميلي
ــد 35/21 ــي درصـ ــد مـ ــت   . باشـ ــا غلظـ ــدين بـ   كانتاريـ
ــر و گذشــت 50 ســاعت در  48  ميكروگــرم در ميلــي ليت

دهــد در   درصــد نكــروز مــي76/23ماكروفــاژ غيرآلــوده 
 درصـد   27/7 ميكروگرم در ميلي ليتر      5حالي كه غلظت    

 درصد مرگ برنامه ريزي شده سلولي مي        9/34نكروز و   
ــد ــده در    . ده ــزي ش ــه ري ــرگ برنام ــروز و م ــدار نك مق

 سـاعت   48پس از   ) رلعنوان كنت  به(ماكروفاژ بدون دارو    
بنابراين تنها غلظـت    .  درصد بود  06/19 و   97/1به ترتيب   

  پايين كانتاريدين در ماكروفاژهاي غيرآلوده باعث مرگ       
  

 هاي بالا باعث نكروز    برنامه ريزي شده مي شود و غلظت      
IC50 ،در يــك مطالعــه .شــوند مــي

ــراي پروماســتيگوت 1    ب
  ماكروفـــاژ  ميكروگـــرم در ميلـــي ليتـــر و بـــراي 2 ± 28/0

 .)22( ميكروگرم در ميلي ليتر محاسبه شده اسـت        7/7 ± 6/2
كانتاريدين باعث كاهش بقاي    همچنين در مطالعه حاضر     

ميزان و  شد (In vitro)ماكروفاژ در شرايط آزمايشگاهي 
ATP    بيشتر مطالعات كانتاريـدين    .)24 ،14( را نيز كاهش داد  

ه مـشخص شـد    وهـاي سـرطاني انـسان بـوده          بروي سلول 
هـاي   ، سـلول  )Hepatoma(هـاي هپاتومـا       در سـلول   است

هـاي   سـلول سرطاني كولون، كارسينوماي حفـره دهـان و         
ــهلوســمي باعــث  ــزي  مــرگ برنام ــيري ــ م  .)26 ،25 ،15(دوش

 عليـه   ماكروفاژها نقش مهمي در ايجاد پاسخ ايمني ميزبـان        
 . بر عهده دارد (Cytokines)ها   ها و ترشح سايتوكين    عفونت

  و ليشمانيا ماژور(Leishmania donovani) ونوانيليشمانيا د
  ها كنندگي كلوني مونوسيت ازطريق حذف فاكتور تحريك

 

(Macrophage colony-stimulating factor: M-CSF)   
  

  ريزي شده ماكروفاژ مي شـوند، ولـي         مانع از مرگ برنامه   
ــسي از ژن ــاي  رونوي -TNF-α (Tumor necrosis factorه

alpha)، GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor) و IL-6 (Interleukin 6)را افزايش  
همچنــين ليــشمانيا مــاژور مــانع از رهــا شــدن  . دهنــد مــي

شدن كاسـپاز     از ميتوكندري و در نتيجه فعال      cسيتوكروم  
ليشمانيا با اين عمـل بـه بقـاي         . شود  ماكروفاژ آلوده مي   3

   ميلتفوسـين .)28 ،27(كنـد  مك ميخود در داخل ميزبان ك  
(Miltefosine)   ــاهش ــا كــ ــواني بــ ــشمانيا دونــ  در ليــ

نفوذپذيري غشاي ميتوكندري باعث افـزايش رهـا شـدن          
ــاً القــاي مــرگ برنامــه ريــزي شــده  cســيتوكروم   و نهايت
مكانيـسم دقيـق القـاي مـرگ        هنـور    .)29(شود سلولي مي 

ريــزي شــده ســلولي توســط كانتاريــدين مــشخص  برنامــه
ــس ــا . تني ــه    ام ــت ك ــشان داده اس ــف ن ــات مختل مطالع

ــدين در ســلول ــشار    كانتاري ــزايش ف ــا اف ــاي ســرطاني ب ه
هــم   ســلول شــده و آنDNAاكــسيداتيو باعــث تخريــب 

را از مسير ميتوكنـدري بـا       سلولي  ريزي شده    مرگ برنامه 
                                                 
1. Inhibitory Concentration 

 ميلي ليتر/ ميكروگرم50 كانتاريدين+ليشمانيا ماژور  )3
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ليـشمانيا فاقـد     .)17 ،16(كند  القا مي  p53تحريك مولكول   
وتئين شبيه كاسـپازي بنـام      امام داراي پر  . كاسپازها هستند 

  ليشمانيا براي كنتـرل    .باشند  مي (Metacaspase) متاكاسپاز
 ،جمعيت خود در داخل روده پشه و در داخل ماكروفاژهـا          

ريـزي   مرگ برنامه . شود ريزي شده مي   دچار مرگ برنامه  
جـايي فـسفاتيدل     شده سلولي در ليـشمانيا از طريـق جابـه         

هاي ضـد ليـشمانيا     برخي از دارو  . گيرد صورت مي سرين  
مثل ميلتفوسـين باعـث القـاي مـرگ برنامـه ريـزي شـده               

 ظـــاهر شـــدن .)30 ،29(شـــوند ســـلولي در ليـــشمانيا مـــي
فسفاتيديل سرين در سطح خارجي غشاي پروماستيگوت       

ريزي شده است ولـي در     ايي از مرگ برنامه    ليشمانيا نشانه 
ســلولي ريــزي شــده  آماســتيگوت نــه تنهــا مــرگ برنامــه

 به ماكروفاژ چـسبيده  PSگيرد بلكه از طريق   صورت نمي 
  .)31(شود و وارد آن مي

 سـلولي ريزي شده    جا كه ليشمانيا از مرگ برنامه      از آن 
كند و كانتاريدين با قـدرت        جلوگيري مي  ،ماكروفاژ آلوده 

ريـزي شـده سـلولي در پروماسـتيگوت          القاي مـرگ برنامـه    
كمـك  ليشمانيا ماژور و ماكروفاژ آلوده، بـه حـذف انگـل            

توان مطالعات بيشتري را در شرايط درون بدني         كند، مي  مي
(In vivo)      انجـام داد و آن را بـه عنـوان دارويـي در درمـان 

  . قرار دادبررسيليشمانيوزيس جلدي مورد 
  

  اريزسپاسگ
 حمايت با و دانشجويي نامه پايان قالب در پروژه اين

 نويسندگان. است شده انجام مدرس تربيت مالي دانشگاه
را از معاونت    خود تشكر و تقدير وسيله مراتب  بدين مقاله

هاي  مين هزينه أبه خاطر ت   تربيت مدرس  دانشگاه پژوهشي
  .دارند مي طرح اعلام
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