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 انگل ليشمانيا اينفانتوممرگ سلولياثر ميلتوفوسين بر

3اورمزدي رمزده-2اخلاقيمعلا-2غروي حمد جوادم-1خادم وطنشهرام

8بخشايشمعصومه–7ساكي اسمج-6حديقي امتينر-5صمدي علي-4موسوي زاده اظمك

 چكيده
و ب:هدفزمينه شده شناسايي مكانيسم اثر داروهاي ه در درمان ليشمانيازيس احشايي در تأييد روش كارگرفته

بر،يكي از موارد ايجاد اثرات جانبي داروهاي رايج نظير گلوكانتيم. درماني نقش بسزايي دارد  اثر مستقيم دارو
و ايجاد نكروز سلولي مي باشد سلول ب در صورتي.ها جاي ايجاد نكروز انگل ليشمانيا را با القايه كه دارويي بتواند

مآ و.ثرتر مي باشدؤپوپتوز از بين ببرد ميتوان عنوان كرد كه آن دارو در اين مطالعه هدف بررسي اثر القايي آپوپتوزيس
.بودسويه استاندارد ايران هاي مرگ سلولي توسط داروي ميلتوفوسين بر عامل مولد ليشمانيوز احشايي مكانيسم
 مراحل.انجـام شد MTTي انگل توسط روشرو اثر سيتوتوكسيك ميلتوفوسين بر: تحقيقروش

شدفلوسيتومتري مختلف القاي آپوپتوزيس پروماسيتگوتها با استفاده از 1×105طور خلاصههب. بررسي
و سلول IC50پروماستيگوت ليشمانيا اينفانتوم مجاور شده با دوز  هاي كنترل به بافـر ميلتوفوسين

در دستگاه سلول. اضافه شد (PI)و پروپيديوم يديدVن انكسي- FITCبايندينگ همـراه با كنژوگه ها
از برنامه  و نتايج با استفاده هاي پروماستيگوت همچنين.آناليز شد Cellquestفلوسايتومتري بررسي

در زير ميكروسك موليشمانيا و اندازه بررسي گشتوپ از نظر . رفولوژي
از.دست آمدهبMTT،µmol 8-7 تست داروي ميلتوفوسين با استفاده ازIC50: يافته ها  پس

 ميلتوفوسين دچار مرگ آپوپتوتيك IC50هاي مواجه شده با دوزاز سلول%22 ساعت انكوباسيون 24
در گروه كنترل حالي شدند در  ساعت درصد سلولهاي دچار48پس از زمان. بود%2كه اين مقدار

در گروه كنترل مشاهده نشد%)80( افزايش يافت) مثبتAnexin-V FITC(آپوپتوزيس .اما تغييري
در.ابتدا تصور مي شد آپوپتوزيس فقط در جانوران پرسلولي انجام مي شود در: نتيجه گيري مطالعات اخير ثابت اما

 ارگانيسم هاي يوكاريوتيك تك سلولي نظير جنس ليشمانيا نيز انجام شده كه پروسه مرگ برنامه ريزي شده در
ومطالع. مي گيرد و مكانيسم القا و يا كه آيا ميلتوفوسين مستقيماً اينه مسير مرگ سلولي  بر ارگانيسم اثر مي گذارد

. بسيار مهم استثرمؤدر تعيين استراتژي درماني پوپتوزيس مي شودآموجب توليد واسطه هاي ايجاد
هاكليد  ميلتوفوسين؛مرگ سلولي؛ ليشمانيا اينفانتوم:واژه

اـل3؛ شماره15دوره( پزشكيو خدمات بهداشتي درماني گناباده دانشگاه علوم دانش؛ فصلنام افق ) 1388؛ پاييز س

 6/4/1388: پذيرش 16/2/1388: اصلاح نهايي 28/9/1387:دريافت

 اهواز دانشگاه علوم پزشكي جندي شاپور، دانشكده پزشكي، پارازيتولوژيگروه،استاديار انگل شناسيه مسؤول؛نويسند-1
 پارازيتولوژي گروه- دانشكده پزشكي- دانشگاه علوم پزشكي جندي شاپور- اهواز: آدرس
  khademvatan@ajums.ac.ir:پست الكترونيكي 0611-3332036: فاكس 0611- 3367543: تلفن

 دانشگاه علوم پزشكي ايران، دانشكده پزشكي پارازيتولوژيگروه، دانشيار انگل شناسي-2
 دانشگاه علوم پزشكي ايران، دانشكده پزشكي پارازيتولوژيگروه، استاد انگل شناسي-3
م، فارماكولوژي دانشيار-4 و  كي ايراندانشگاه علوم پزش، دانشكده پيراپزشكي، لكوليومركز تحقيقات سلولي
م، بيوتكنولوژي استاديار-5 و  دانشگاه علوم پزشكي ايران، دانشكده پيراپزشكي، لكوليومركز تحقيقات سلولي
پز، دانشكده پزشكي، استاديار انگل شناسي-6  شكي ايراندانشگاه علوم
شا، دانشكده پزشكي، پارازيتولوژيگروه، استاديار انگل شناسي-7  اهوازپور دانشگاه علوم پزشكي جندي
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 مقدمه
و مير در كشورهاي در ليشمانيازيس يكي از عوامل مرگ

و عقب افتاده  بي. جهان مي باشدي حال توسعه ماري عامل
وي انگل تك ياخته  داخل سلولي از خانواده كينتوپلاستيده

جنس ليشمانيا مي باشد كه ساليانه دوازده ميليون نفر از 
همچنين،).1( ساكنان مناطق اندميك را مبتلا مي كند

و پنجاه ميليون نفر در معرض خطر ابتلا به بيماري  سيصد
مخاطي جلديعلائم بيماري به سه صورت پوستي،. مي باشند

و احشايي تظاهر مي كند كه نوع احشايي آن از كشنده ترين 
.و شديد ترين انواع ليشمانيازيس محسوب مي شود

در كشور هاي فقير شيوع) كالازار(ليشمانيازيس احشايي
و گونه  ليشمانيا اينفانتوم در نواحي مديترانهي بيشتري دارد

و كشور ايران شايع است اسآبر. اي ت كه ساليانه ورد شده
و فرم پانصد هزار نفر به اين شكل از بيماري مبتلا مي شوند

 متداول در كشور ما بيشتر كودكان زير نه سال را مبتلا 
 موجب مرگ درصد90مي كند كه در صورت عدم درمان تا

داروهاي رايج در درمان اين بيماري).3,2(بيمار مي شود
هر يك داراي) ...وBآنتيموان پنج ظرفيتي، آمفوتريسين(

و محدوديت هاي خاص خود مي باشند به طور. اثرات جانبي
مثال داروهاي آنتيموان پنج ظرفيتي داراي اثرات سمي بسيار 
زياد، طولاني بودن مدت درمان، درد فراوان ناشي از تزريق در 

و  بنابراين، مطالعه در مورد يافتن.)2( مي باشند... محل
 درمان ليشمانيازيس احشايي از اهميت داروهاي جايگزين در

به. فراواني برخوردار است داروي ميلتوفوسين كه در ابتدا
عنوان يك ضد سرطان در موارد متاستاز سرطان سينه به 

كه،پوست استفاده مي شده است  از موارد نويد بخشي است
مطالعات زيادي در جهت جايگزيني اين دارو در درمان

و يا در حال انجام استليشمانيازيس احشايي  . انجام شده
و  مزاياي اين دارو در خوراكي بودن مصرف آن

و ايجاد مرگ هم چنين، اثر مستقيم دارو بر روي انگل
.)4-6( آپوپتوتيك مي باشد

آپوپتوزيس روندي است كه در آن سلول ها بدون ايجاد
و التهابي از بين مي روند شد. پاسخ ايمني در ابتدا تصور مي

 آپوپتوزيس فقط در جانداران پر سلولي اتفاقي كه پديده 

 اما مطالعات جديد نشان مي دهد كه در يوكاريوت هاي.مي افتد
.)7( تك ياخته اي نظير ليشمانيا اتفاق مي افتد

با اثبات مرگ آپوپتوتيك در تك ياخته هاي
 تركيبات كينتوپلاستيده مطالعات زيادي در جهت استفاده از

و,NO 1,DHBA2 نظيرروهاي مختلفداو ... استئاروسرپين
يمطالعه.)9,8( براي القاي اين نوع مرگ انجام شده است

ها در به كارگيري دارودقيق فرايند هاي مرگ سلولي ناشي از
داروهاي جديد جهت كنترل بيماري هاي انگلي بسيار مفيد 

م كه. ثر مي باشدؤو مطالعات چندي نشان داده است
موجب القاي نوع خاصي از مرگ بر ) HePC(توفوسين ميل

روي ليشمانيا دونوواني شده است كه اين كار را از طريق 
و قطعه قطعه كردن  و اثرات سيتوپلاسمي DNAفشرده كردن

و در نهايت با اثر بر روي خاص بر روي انگل انجام مي دهد
DNA6( باعث القاي مرگ آپوپتوزيس مي شود(.

و اثرات القايي مرگ بر روي مطالعات سايتو  توكسيسيتي
ما،سويه هاي مختلف ليشمانيا دونوواني انجام شده است  اما در كشور

IC50 جامع جهت يافتني تاكنون مطالعه
ي چنين، مطالعهو هم3

فرايند مرگ در اثر مصرف داروي ميلتوفوسين در سويه هاي ايراني
ر دوزيIC50.انجام نشده است را از سلول%50شد از داروست كه ها

و در بررسي اثر داروها استفاده   در مواجه با دارو متوقف مي كند
م،هدف از اين مطالعه.مي شود ثر دارو بر روي سويهؤ يافتن دوز

هماينفانتوماستاندارد ايراني ليشمانيا  تردي چنين، مطالعهو قيق
و نحوه مكانيسم مرگ در برابر دوز ي بر سويهاثر داروي هاي مختلف

ما رايج .ستادر كشور

 روش تحقيق
سويه هاي استاندارد انگل ليشمانيا اينفانتوم-

)MCAN/IR/96/LONDON 49 (ليشمانيا ماژورو
)MRHO/IR/75/ER ( از آزمايشگاه تك ياخته شناسي

بهداشت دانشگاه تهراني آقاي دكتر محبعلي از دانشكده 
 پروماستيگوتcell/ml 106×5/0 به طور خلاصه. تهيه شد
و FCS%10به همراه) سيگما(RPMI 1649در محيط

1- Nitric Oxide  
2- Pentacyclic Triterpenoid,Dihydrobetulinic Acid  
3- Inhibitory Concentration 50%  
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و پس از رسيدن C24◦آنتي بيوتيك در دماي  كشت داده شد
.انگل به فاز لگاريتمي از آن جهت مطالعات مختلف استفاده شد

و- ورشد  سيتوتوكسيسيته اثرات ضد سلولي پروليفراسيون سلولي
 - MTT[3-(4,5- Methyl Thiazol - 2 - yl ) دارو توسط تست

2,5 Diphenyltetrazolium Bromide] بررسي شد .
 از پليت هاي الايزا استفاده MTT براي اجراي تست

ازcell/ml  106×2تعداد. شد  پروماستيگوت به هر كدام
 با HePC خانه اي اضافه شد، سپس96چاهك هاي

هاµmol 100-1غلظت هاي مختلف از به هر يك از چاهك
 ساعت انكوبه شدند48 تا C25◦پليت ها در دماي. اضافه شد

 ميزان زنده بودنو پس از گذشت مدت زمان مذكور
پروماستيگوت هاي انگلي توسط آزمون كمي رنگ سنجي

MTTبررسي شد .
بهReagent  MTT  (ml/mg) 25/0 به طور خلاصه

.هر چاهك حاوي پروماستيگوت اضافه شد
 محلول C26◦ ساعت انكوباسيون در دماي4پس از

DMSOحل كردن كريستال ها شد براي ي فورمازان اضافه
شد15و پليت به مدت سپس. دقيقه در اتاق تاريك انكوبه

 در ELISA Readerجذب نوري پليت ها توسط دستگاه 
شدnm 540 طول موج تعداد نسبي سلول هاي زنده. بررسي

درصد. ارتباط مستقيمي با ميزان جذب نوري نمونه ها دارد
viabilityو سلول ها با سلول هاي كنترل ي مواجه شده

ب :دست آمده دارو با استفاده از اين فرمول
Viable Cells % = [(AT – AB) / (AC– AB)] × 100 

ATجذب نوري سلول هاي كنترل،AC:در اين فرمول

و AB جذب نوري سلول هاي درمان شده با ميلتوفوسين

 IC50در نهايت نتايج به صورت. جذب نوري بلانك مي باشد

مهبا غل  سلول ها بيان50%ار رشد ظتي از دارو كه موجب
. مي شود

و آپوپتوتيك پروماستيگوتبراي افتراق سلول هاي- هاي نكروتيك
 Annexin-V FITCمواجه شده با ميلتوفوسين از روش رنگ آميزي

. استفاده شدROCH)شركت(
 IC50به طور خلاصه سلول هاي مواجه شده با غلظت

و همچن ين سلول هاي كنترل دو بار توسط ميلتوفوسين

و در PBSمحلول   به مدتg1400 خنك شسته شدند
شد10 . دقيقه سانتريفيوژ

 λ100مطابق پروتوكل به سلول هاي ته نشين شده
 محلولλ100چنينو همAnnexin-V FITCمحلول

PI (Propidium Iodide)سوسپانسيون به مدت. اضافه شد
شدC26◦ك در دماي دقيقه در اتاق تاري15 شدت. انكوبه

 جذب شده به سلول ها توسط Annexin-V FITCرنگ 
و توسط نرم افزارFACSCaliborدستگاه  بررسي

Cellquestو تحليل شد . تجزيه
مي براي مشاهده-  رفولوژيك در پروماستيگوت هايوتغييرات

:عملشدميلتوفوسين بدين گونه IC50درمان شده يا درمان نشده با
و در g1000پايينرسلول ها در دو  سانتريفيوژ شدند

ها. به صورت سوسپانسيون در آمدندPBSمحلول سلول
. بررسي شدند100نمايي توسط ميكروسكوپ نوري با بزرگ

 زمينه ميكروسكوپي براي هر نمونه مورد مطالعه20حداقل
م. قرار گرفت پسوتغييرات  رفولوژيك در زمان هاي مختلف

پروماستيگوت ها با ميلتوفوسين در زيريههاز مواج
.ميكروسكوپ نوري بررسي شد

آناليز رگرسيون خطيو SPSS 15با استفاده از نرم افزار-
IC50 ب3ميانگين نتايج. دست آمدهب صورته تست مستقل

.نتيجه نهايي بيان شد

 يافته ها
وكسيك اثرات سايتوت:اثرات ضد ليشمانيايي ميلتوفوسين

و پروماستيگوت هاي ليشمانيا1ميزان زنده بودن ميلتوفوسين
به منظور يافتن ) MCAN/IR/96/LONDON 49(اينفانتوم 

IC50 توسط تستMTTتست. بررسي شدMTT يك آزمون 
رنگ سنجي است كه جهت بررسي پروليفراسيون سلول ها به كار

و نحوه عمل آن سنجش تبديل رنگ تترا زوليوم گرفته مي شود
)MTT ( به كريستال هاي فورمازان توسط سلول هاي زنده 

آني غلظت دوز كشنده.مي باشد داروي ميلتوفوسين كه در
 µmol22 سلول هاي ليشمانيا اينفانتوم از بين مي روند100%

.دست آمدهب

1- Viability 
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به منظور مقايسه اثرات ميلتوفوسين بر روي سويه هاي
و ليشمانيا ماژور اين تست استاندارد ايراني ليشمانيا اينف انتوم

بر روي پروماستيگوت هاي ليشمانيا ماژور نيز انجام شد كه 
.دست آمدهبµmol 32 دوز كشنده در ليشمانيا ماژور 

IC50باه سلول هاي ليشمانيا اينفانتوم در مواج ه
دستهبMTT،µmol8-7 ميلتوفوسين با استفاده از تست

.)1شكل(دست آمدهبµmol 23 ليشمانيا ماژور IC50. آمد

وميزان زنده ماندنمقايسه:1شكل ليشمانيا ليشمانيا اينفانتوم
 ماژور در حضور غلظت هاي مختلف ميلتوفوسين

م رفولوژيـك پروماسـتيگوت هـاي ليـشمانياوتغييرات
 شـده بـا سلول هـاي مواجـه:اينفانتوم در اثر ميلتوفوسين 

IC50)(µmol7و هــممي چنــين ســلول هــاي لتوفوســين
 با هـر گونـه دارو توسـط ميكروسـكوپهكنترل بدون مواجه 

 سـاعت مـورد48و4،18،24،36نوري در فواصـل زمـاني
.مطالعه قرار گرفتند

 سلول هاي پروماستيگوت ليشمانيا اينفانتوم در
و براي رسيدن به فاز پليت هاي الايزا كشت داده شد

د48لگاريتمي  شدC◦25ر دماي ساعت يههمواج. انكوبه
شد48دارو با پروماستيگوت ها پس از زمان . ساعت انجام
million/ml 2ه با داروهتعداد سلول ها در ابتداي مواج

به8بود كه پس از million/ml 5-4 ساعت انكوباسيون
از.رسيد  ساعت انكوباسيون تعداد سلول هاي16پس

.كاهش يافته بودصددر50پروماستيگوت زنده به

 تعداد سلول هاي زنده به ميزان48و24،36در ساعات
.بسيار كمتري كاهش يافت

تا) گروه كنترل( شده با داروهتعداد سلول هاي مواجه
به48پايان . رسيدmillion/ml 12-10 ساعت

48و4،12،24هاي مواجه شده با دارو بررسي سلول
ب ي نشان دهنده 100نمايي زرگساعت پس از درمان با

از. ايجاد تغييرات در سلول ها مي باشد  ساعت4اين تغييرات
و شامل چروكيدگيهپس از مواج ه با دارو آغاز مي گردد

و كوچك تر2، گرد شدن، متراكم شدن سيتوپلاسم1سلولي
هيچ گونه تغييري در سلول هاي.شدن سلول مي شود

.)3و2شكل(كنترل مشاهده نشد

فولوژي انگل ليشمانيا اينفانتوم سويه استاندارد تيمارورم:2شكل
و) ميكرومول7(شده با داروي ميلتوفوسين  48در سـاعت صـفر

و كوچـك تـر.پ نوريو ميكروسك 100در بزرگ نمايي گرد شدن
. مشهود است48ها در ساعت شدن سلول

1- Cell Shrinkage 
2- Cytoplasmic Condensation 

0 h

48 h
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ت:3شكل و كاهش و)●(ها در گـروه كنتـرل عداد سلول افزايش
 ساعت پس از كشت اوليه48ها سلول).▪( مواجه شده با دارو

تعداد پروماستيگوت هاي مواجه. شدند اجهدر پليت ها با دارو مو
هـاي يـك افـزايش اوليـه در سـاعت پـس از HePCشده با 

.ه با دارو كاهش نشان مي دهنده پس از مواج48و16،24،36

مرگ سلولي ليشمانيا اينفانتوم با استفاده از بررسي
و:فلوسايتومتري  درصد سلول هـاي زنـده، آپوپتوتيـك

در هم چنين دچار مرگ نكروز با استفاده از فلوسايتومتري
ــف  ــاي مختل ــان ه ــاعت48و4،12،18،24،36 زم س

در طي مراحل اوليه مرگ سلولي برنامه ريـزي.بررسي شد
. سلولي اتفاق مي افتديده در غشاشده چندين تغيير عم

يكي از اين تغييرات جا بـه جـايي فـسفاتيديل سـرين از
. سمت داخل غشا بـه سـمت خـارجي غـشا پلاسـمايي اسـت 

Annexin-V نــوعي پــروتئين متــصل شــونده فــسفوليپيدي 
وابسته به يـون كلـسيم اسـت كـه ميـل تركيبـي بـالايي بـه

 ــ طــور معمــول ب بــه و ســرين دارد تــشخيص فـسفاتيديل راي
 مراحل ابتدايي القاي مرگ آپوپتوتيـك در سـلول هـا بـه كـار 

.مي رود
ــا ــاليز پروماســتيگوت هــاي مواجــه شــده ب ــايج آن نت

Annexin-V-FLUOS از: نشان داد كه  ساعت18پس
 µmol22 انكوباسيون سلول هـاي ليـشمانيا اينفـانتوم بـا

 سلول ها دچار آپوپتوزيس شده بودند%7/11ميلتوفوسين،
و دچـار نكـروزيس PI)+(ها سلول%3در حالي كه تنها

ــده ــدش از. بودن ــس ــزان24پ ــاعت مي ــوزيس س در آپوپت
بههسلول هاي مواج . رسيد%6/22ه شده با ميلتوفوسين

از48مطالعات فلوسايتومتري نشان داد كه پس از  ساعت
ها%80مواجه با داروي ميلتوفوسين +) Annexin-V(سلول

%4دچار مرگ آپوپتوزيس شده بودند در حالي كه تنها 
.)4شكل(بودند+ Annexin-Vسلول هاي كنترل

Control (A) After 12h (B) After 18h (c) 

After 24h (D) After 36h (E) After 48h (F)

ميلتوفوسين موجب. هاي مختلف ميكرومول ميلتوفسين در زمان22گوت هاي تيمار شده با آناليز فلوسيتومتري پروماستي:4شكل
و درصد سلول در سلول) مثبتAnnexin V(القاي مرگ آپوپتوتيك  هاي دچار مرگ نكروتيك با پيشرفت زمان تغييري ها مي گردد

( مثبتPI(نمي كند  .(LR(منطقه سلولهاي آپوپتوتيك)(و) سينباند شده با انكUL(هاي دچار مرگ نكروزيس سلولي منطقه 
با( و پروپيديوم، منطقه سلول)PI،URباند شده ,Aهاي زنده سلولي منطقه)LL(هاي باند شده با هردو رنگ انكسين B, C, D, E, 

Fباه ساعت پس از مواج48و 36،24،18،12 به ترتيب نتايج آناليز فلوسيتومتري گروه كنترل . مي باشدكرومول ميلتوفوسينمي22ه
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 بحث
يدر اين مطالعه اثرات ميلتوفوسين بر روي سويه

و نوع القاي مرگ سلولي استاندارد انگل ليشمانيا اينفانتوم
ازي مطالعه. بررسي شد مكانيسم هاي القاي مرگ سلولي

م درمان. ثر در بررسي داروهاي جديد مي باشدؤروش هاي
و رايج ليشمانيوز احشايي  از ايده آل هاي يك درمان سريع

 كه تركيبات پنج ظرفيتي 1911 از سال:راحت به دور است
هم؛آنتيموان، توليد شده است چنان به عنوان اين دارو
و. استفاده مي شود،داروي خط اول در درمان اثرات جانبي

و هم چنين سيتوتوكسيك بسيار زياد، مقاومت هاي دارويي
كه،ن درمانطولاني بودن مدت زما  محققين را بر آن داشته

تركيبات بسيار زيادي.)3(به دنبال داروي جايگزين باشند
،Bآمفوتريسين(نظير آنتي بيوتيك هاي ضد قارچي 

و و،...) وريكونازول در درمان به كار ... پنتاميدين، آلوپورينول
 اما هيچ يك نتوانسته اند جايگزين مناسب،گرفته شده اند

.)10,2(تم باشندگلوكاني
از داروهاي جديدي) هگزاسيل فسفوكولين(ميلتوفوسين

. است كه اميد فراواني را جهت درمان ليشمانيا برانگيخته است
 اين دارو كه تنها دارويي است كه به صورت خوراكي تجويز

در،مي گردد  در اصل يك داروي ضد سرطان مي باشد كه
ه به پوست استفاده ابتدا جهت درمان متاستاز سرطان سين

 پلاسمايي موجبيميلتوفوسين با تجمع در غشا. شده است
و در نتيجه مرگ سلول مي شود .)4(تغيير در عملكرد

اثرات ضد انگلي دارو بر روي انتاموبا هيستوليتيكا،
و چنينهم. مطالعه شده است ... اكانتاموبا، تريپانوزوما

ا دونوواني كه در مطالعات فراواني بر روي انگل ليشماني
در)11-12( هندوستان اندميك مي باشد انجام گرفته و

و همكاران اين دارو را بر روي سويه استاندارد ايران محبعلي
در.)13(ليشمانيا ماژور بررسي كرده اند اما نياز به مطالعه

و همچنين IC50مورد اثرات سيتوتوكسيك دارو، دوز 
يا اينفانتوم كه در كشور ما مكانيسم مرگ القايي در ليشمان
 IC50در اين مطالعه دوز. اندميك است احساس مي شد

دستهبMTTميلتوفوسين با استفاده از تست رنگ سنجي
بر خلاف مطالعات قبلي انجام شده بر روي انگل ليشمانيا. آمد
سويه استاندارد ليشمانيا)14(و پاريس)6(ورما اني توسطودونو

و اينفانتوم نسبت  به ميلتوفوسين بسيار حساس تر مي باشد
.دست آمدهبµmol 8-7 آن در اين بررسي IC50دوز

وIC50يمقايسه پروماستيگوت هاي ليشمانيا اينفانتوم
 نشانگر حساسيت بالاي،ليشمانيا ماژور در اين مطالعه

 ليشمانيا ماژور IC50دوز. ليشمانيا اينفانتوم مي باشد
µmol22در. آمددستهب جهت بررسي اثرات اين دارو

شد) آماستيگوتي(شرايط داخل سلولي  مطالعات مشابه انجام
تكه نتايج تس يكي.ييد كردأت ها بر روي پروماستيگوت ها را

از محاسن داروي ميلتوفوسين بر خلاف داروهاي رايج كه
مي شوند، القاي با اثر مستقيم موجب كشته شدن انگلمعمولاً

.)14( يم مرگ به صورت آپوپتوزيس مي باشدغير مستق
 توسط 1972آپوپتوزيس براي اولين بار در سالي واژه

و در آن تغييرات كٍِرٍٍِِ و همكارانش به كار گرفته شد
رفولوژيك نظير فشردگي كروماتين، قطعه قطعه شدنوم

DNA و و چروكيدگي سلول  اتفاق ... ژنومي، گرد شدن
از. مي افتد كه(آپوپتوزيس بر خلاف نكروزيس مرگ ناشي

و خروج محتويات و در نهايت تركيدگي منجر به تورم سلول
عوارض كمتري) داخل سلول به محيط بين سلولي مي گردد

و مانع از ايجاد پاسخ هاي ايمني ثانويه مي شود در. داشته
ابتدا تصور مي شد كه آپوپتوزيس تنها در جانداران پر سلولي

دهنده اين در حالي كه مطالعات جديد نشان اتفاق مي افتد 
 ميليارد سال پيش در تك ياخته هاي2-1است كه اين روند از 

و اين يوكاريوتي نظير خانواده كينتوپلاستيدا نيز رخ مي دهد
موجودات از اين نوع مرگ در جهت كنترل جمعيت سلولي خود 

.)15( استفاده مي كنند
خي داروها موجب مطالعه ها نشان داده كه تجويز بر

در اثر القاي. القاي مرگ سلولي در انگل ليشمانيا مي شود
آپوپتوزيس تغييرات در سه سطح ديواره سلولي، سيتوپلاسم 

با)16,14,6(و هسته سلول اتفاق مي افتد  كه اين تغييرات
شدي هاي مختلف در مطالعه استفاده از روش .ما اثبات
يديل سرين از غشاي موجب خروج فسفاتIC50تجويز دوز

اين تغيير سمت فسفاتيديل. داخلي به خارجي سيتوپلاسم مي شود
 سرين يكي از نشانه هاي اوليه القاي مرگ به صورت آپوپتوزيس است

بيشترين ميزان. اثبات شدAnnexin كه توسط رنگ آميزي)14(
شده ساعت مواج48مرگ آپوپتوتيك پس از  از.ه با دارو مشاهده
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 توانايي افتراق بين Annexin-V FITCاي تشخيصي ديگر مزاي
، سلول نكروز)- PIو + Annexin-V(سلول هاي آپوپتوتيك

)Annexin- V +وPI (+ و سلول هاي زنده)Annexin-V -وPI -(
.مي باشد

كسپازها از آنزيم هايي هستند كه در روندي خانواده
 اين.آپوپتوزيس جانداران پر سلولي نقش اساسي دارند

هاي ها با عملكرد آبشاري خود موجب ايجاد واكنش آنزيم
و در نهايت مرگ سلول مي شود مطالعات جديد. آپوپتوزيس

ژنينشان دهنده  در انگل هاي Caspase اين است كه
 بلكه هومولوگ آن ژني به نام متاكسپاز،ليشمانيا وجود ندارد

لعات مورد نقش متاكسپاز در القاي مرگ سلولي در مطا. است
اثري از مواردي كه نشان دهنده. بررسي قرار گرفته است

و مراحل پاياني آپوپتوزيس مي باشد خرد شدن  كاسپازها
DNA17( به قطعات اليگونوكلئوزومي مي باشد(.

در اين بررسي با استفاده از تكنيك هاي مختلف القاي
ات آپوپتوزيس بر پروماستيگوت هاي ليشمانيا اينفانتوم اثب

وهم.شد چنين مطالعات بيشتر بر اشكال آماستيگوت انگل
ژن هم هاي مختلف دخيل در آپوپتوزيس انگل چنين بيان

از كه در سال نجاييآاز. در دست انجام است هاي اخير
 فهم بهتر،ميلتوفوسين در درمان ليشمانيوز استفاده شده

م مفيدثرؤمكانيسم مرگ سلولي در اتخاذ استراتژي درماني
.خواهد بود

و قدرداني  تشكر
بهداشتي دانشكده آزمايشگاه تك ياخته شناسي از

و تهيه سويه هاي استاندارد  دانشگاه تهران به جهت همكاري
چنين از مركز تحقيقاتهم. انگل ليشمانيا قدرداني مي شود

. لكولي دانشگاه علوم پزشكي ايران تشكر مي شودومو سلولي 
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Miltefosine Effect on Cell Death of Leishmania Infantum 

Shahram Khademvatan1, Mohammad J. Gharavi2, Lameh Akhlaghi2, Hormazd 
Oormazdi3, Kazem Mousavizadeh4, Ali Samadi5, Ramtin Hadighi6, Jasem Saki7,

and Masoumeh Bakhshayesh8

Abstract 
Background and Aim: Discovering the drug mechanisms in visceral leishmaniasis is very important 
to confirm treatment methods. The direct effect on the cell membrane and induction of necrosis are the 
causes of side-effects in conventional drugs like Glucantime. Therefore, if a drug induces apoptosis 
but not necrosis in leishmania, we could conclude that the drug is more effective. The aim of this study 
was the assessment of miltefosine on cell death mechanisms and the apoptosis of standard strain of 
lishmania infantum in Iran. 

Materials and Methods: The cytotoxic effect of miltefosine was studied with colorimetric assay 
(MTT) and the promastigotes apoptosis was studied with flow cytometry. In summary, 105 leishmania 
infantum promastigotes treated with IC50 dose of miltefosine, and control cells were added to binding 
buffer with FITC conjugate, annexin V and propidum iodide (PI). The cells were studied with 
flowcytometry and the results were analyzed with cell quest program. Morphology and cell size of 
promastigote were studied.  

Results: IC50 of Miltefosine were calculated 7-8 µmol. After a 24-hour incubation of treated cells with 
miltefosine, 22% were annexin-V FITC positive but only 2% of control cells were annexin-V FITC 
positive. After 48 hours the percent of apoptotic cells increased (80% annexin-V FITC) whereas no 
change was detected in control group.  

Conclusion: Initially, it was assumed that apoptosis emerged with metazoan. Recently, several studies 
have demonstrated that a process of apoptosis also operates in eukaryotic organisms including various 
species of leishmania. Studying the precise mechanism of cell death pathway and induction of death in 
leishmania treated with miltefosine is very important for planning effective treatment strategies. 
Keywords: Leishmania infantum, apoptosis, miltefosine 
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