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  چكيده

و از معضلات مهم مناطق انـدميك از جملـه           ترين عوامل ميرايي و ناخوشي در چندين كشور         ليشمانيوز يكي از مهم    :هدف
باقي نگذاشتن اثري از جوشـگاه        و همواره اهدافي همچون به حداقل رساندن دوره بيماري       در درمان ليشمانيوز     .ايران است 

يكـي از   . اسـت تـرين داروهـاي ضـد مالاريـايي           آرتميزينين و مشتقات آن از مهـم       .استدر محل ايجاد زخم مد نظر بوده        
 ـ    عليـه انگـل    اين باورند كه عمل قدرتمند آرتمتر      دانشمندان بر . استمشتقات آرتميزينين، آرتمتر     دليـل حـضور پـل      ه  هـا ب

هاي درماني ليشمانيوز در اين تحقيق اثـر داروي آرتمتـر در درمـان ليـشمانيا      با توجه به مشكلات روش  . اندوپراكسيد است 
 .شد مطالعه آزمايشگاهيماژور در شرايط 

د و تكثيـر   ميـزان كـشندگي و توقـف رش ـ    RPMI و   NNN پـس از تكثيـر انگـل در محـيط اختـصاصي              :ها مواد و روش  
 همچنـين  وليتـر     ميكروگرم بر ميلي   100 و   50 و   25 و   10 و   5هاي مختلف    ها توسط داروي آرتمتر با غلظت      پروماستيگوت
 .شدارزيابي  DNA Ladderها به وسيله فلوسايتومتري و   سلولريزي شده مرگ برنامه

مـرگ  ميـزان   . ليتـر شـد     ميكروگـرم بـر ميلـي      IC50(  ،25 (دست آمده، غلظت مهاركننـدگي آرتمتـر       نتايج به  براساس :نتايج
 28/42فلوسـايتومتري  با روش ليتر آرتمتر   ميكروگرم بر ميلي25 پروماستيگوت به وسيله استفاده از غلظت ريزي شده  برنامه
هاي پروماستيگوت انگل ليشمانيا ماژور در مواجـه بـا آرتمتـر نـشان داد كـه                  سلول DNA  تكه تكه شدن   نتايج.  شد درصد
 .شود  ميDNA موجب قطعه قطعه شدن ليتر  ميكروگرم در ميلي25ها با غلظت   پروماستيگوتمواجه
 اثر داروي آرتمتـر بـر مـرگ سـلولي سـويه      DNA Ladder هاي مختلف فلوسايتومتري و وريابا استفاده از فن :گيري نتيجه

 .ايراني ليشمانيا ماژور اثبات شد
  

   فلوسايتومتريريزي شده سلولي، گ برنامهمر ،آرتمتر،  ليشمانيا ماژور:واژگانكليد
  

  

  مقدمه
تـرين عوامـل      يكـي از مهـم     )Leishmaniasis (ليشمانيوز

   تخمـين زده شـده      .اسـت ميرايي و ناخوشي در چندين كـشور        
  

  
  
  

 ميليون نفر در سراسر جهان مورد تهديـد         350است كه بيش از     
اين بيماري در سـه شـكل كلـي         . ]1[ گيرند اين بيماري قرار مي   

]. 2[ دشــو احــشايي مــشاهده مــي  مخــاطي و-جلــدي جلـدي، 
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 مـوآن  آنتـي [درمان ليشمانيوز از داروهاي شيميايي       برايمعمولاً  
)Antimonate( 3   لوكانتيم شامل گ  ] ظرفيتي 5 و) Glucantime( ،

 و همچنين از )Allopurinol (، آلوپورينول)Pentostam (پنتوستام
ــسين   ــاي آمفوتري ــال ) B )Amphotericin Bداروه و ليپوزوم

اســـتفاده ) B )Liposomal Amphotericin Bآمفوتريـــسين 
البته بـدين منظـور از داروهـاي موضـعي نظيـر سـولفات              . شود مي

ــرين ــاكرين)Berberine Sulphate (بربـ ، )Mepacrine (، مپـ
 ، پارامومايـسين )Emetine Hydrochloride (هيدروكلرايد اميتين

)Paromomycin(    همراه با جنتامايـسين ) Gentamicin(    و تـري 
هـاي   از روش  و)Tricholor-Acetic Acid ( اسـيد كلر استيك

، گرمـا درمـاني، اشـعه       )سرما درمـاني  (فيزيكي مانند يخ خشك     
 در  ].10-3،  1 [شـود  وهاي محلي نيز استفاده مي    ايكس و يا دار   

هاي درماني مشكلاتي از قبيل عود بيماري،        استفاده از اين روش   
مقاومت به داروها، عوارض جانبي داروها، ايجاد عفونت ثانوية         

محققـين    گروهـي از   ؛ بنابراين باكتريايي و هزينه بالا وجود دارد     
انـد كـه     سـتفاده كـرده   درمان ليشمانيوز ا   براياز گياهان دارويي    

، پـسچيرا  )Peschiera australis( پـسچيرا آسـتراليس   شـامل 
  Altharea(، آلتـرا روزا  )Peschiera vanherokii(وانهروكي 

rosa( آلترا افيسيناليس ،)Altharea officinalis( لگومينـوزا ، 

، )Malvacaea( مالواسـه  (Leguminosa fabaceae)فاباسـه  
، آلكانا )Nigella sativa(ژلا ساتيوا ، ني)Lythracaea(ليتراسه 

  Pegamum(، پگاموم هارمالا )Alkanna tinctoria(تينكتوريا 
harmala( افوربيا ميزينيتس ،)Euphorbia mysinites (است 

بنـابراين مطالعـه در پـي    ]. 14-11 [ندا ه بوديداراي نتايج مثبت و
 از وزيـافتن داروهـاي مناسـب و جـايگزين در درمـان ليـشماني      

 مشتق متيل   )Artemether (آرتمتر. هاي ضروري است   اولويت
ــزينين  ــي آرتميـ ــول در چربـ ــري و محلـ ) Artemisinin (اتـ

 )Artemisia (هــاي گيـاه آرتميزيــا  آرتميـزينين خــود از بـرگ  (
 و وزن   C16H26O5 داراي فرمول ساختاري      و )كشف شده است  

سـاختار شـيميايي آرتمتـر      1در شـكل    . اسـت  4/298 مولكولي
آرتميزينين و مشتقات آن از جمله آرتمتر،  . داده شده است  نشان  

 با )Sesquiterpene Lactone (تركيبات سزكويي ترپن لاكتون
بـسيار   كه در ساختارشان يك پل اندوپراكسيد   است گياهي   أمنش

ها در درمان مالاريا كاربرد      اين مواد سال  . ]15[ فعال وجود دارد  
 قـرار   ها مورد پـژوهش    ضد سرطاني آن   آثار  و اخيراً  ]16[ داشته
چه آرتميـزينين   اگركه لازم به ذكر است . ]18، 17[ است  گرفته

هـايي    ولي به دليـل محـدوديت      استخود دارويي فعال و مؤثر      
 مـشتقات نيمـه     ،مـر كوتـاه در بـدن      عچون حلاليت كم و نيمه      

بهبود حلاليـت آن      فعاليت زيستي و   با هدف افزايش  آن   صنعتي
جـا كـه سـاختار       از آن . ]15[ سـت ا در آب يا چربي ساخته شده     

آرتمتر بسيار به تركيـب مـادر خـود آرتميـزينين شـباهت دارد،            
 در ايـن    .شـود   مي مكانيسم عمل مشابهي براي آن در نظر گرفته       

ارتباط دو فرضيه پيشنهاد شده است كه پل اندوپراكسيد و حضور           
 فرضـيه اول ايـن كـه پيونـد          ؛آهن در هـر دو نقـش كليـدي دارد         

 تواند در حضور آهن دو ظرفيتي شكست كاهشي        اندوپراكسيد مي 

 .هاي آزاد با مركزيت كربن تشكيل شود پيدا كند و راديكال

تواند با پروتونـه     اي آرتمتر مي   حلقهفرضيه دوم اين كه ساختار    
 يا تشكيل كمپلكس بـا يـون فلـزي آهـن بـاز شـود و                 )+H (شدن

هـاي   راديكـال . دشـو هاي آزاد با مركزيت اكسيژن تشكيل        راديكال
آزاد كربني و اكسيژني ايجاد شـده كـه از نظـر سـاختاري بـا هـم                  

ف هاي مختل متفاوت هستند، در مرحله بعد به طور انتخابي پروتئين
توكـسيك بـه جـا       آثـار كنـد و     سلول را آلكيله و هيدروكسيله مـي      

  .]19[ گذارد مي
  

  
 

   ساختار شيميايي آرتمتر1شكل 
  

 اينـد فر يـك    )Apoptosis (ريزي شده سـلولي    مرگ برنامه 
) Homeostasis(فيزيولوژيكي حياتي براي حفـظ هموسـتازي        

زماني كه سلول تحت تأثير عوامـل مختلـف محيطـي يـا             . است
ايجـاد كننـده    حتي دروني همانند اشعه هاي يونيزان، داروهـاي         
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، DNA محتويات آن از جملـه       ،گيرد قرار مي  ... و سميت سلولي 
ات آن منجر    حي هشود كه در صورت ادام     دستخوش تغييراتي مي  

هـايي شـديدي از جملـه سـرطاني شـدن سـلول              به ناهنجـاري  
 زاي بيمـاري هـاي    عوامل ديگري نظيـر برخـي بـاكتري       . شود مي

زايي خود   ها نيز در خلال عفونت     ويروس و انگل   داخل سلولي، 
با تغيير در برخـي مـسيرهاي متـابوليكي و بيوشـيميايي داخـل              

اين نوع خـاص از     توانند، در هدايت سلول به سمت        سلولي مي 
مـرگ  شـد كـه پديـدة         در ابتـدا تـصور مـي       .مرگ دخيل باشند  

 فقـط در جانـداران پـر سـلولي اتفـاق            ريزي شده سلولي   برنامه
هـاي   دهد كه در يوكـاريوت     افتد اما مطالعات جديد نشان مي      مي

يكـي  امروزه  . ]20[افتد   اي نظير ليشمانيا نيز اتفاق مي      تك ياخته 
ريزي شـده در     هاي متداول تشخيص وقوع مرگ برنامه      از روش 
 استخراج شده روي ژل آگـارز بـراي         DNAالكتروفورز   سلول،

 به تازگي فلوسـايتومتري .  استDNA Ladder بررسي حضور
)Flow Cytometry(ســريع بــراي   بــه عنــوان روش دقيــق و

ريزي شده سلولي در طيف وسيعي از        بررسي روش مرگ برنامه   
ــا اســتفاده مــي لولســ ــتچــه موجــب  آن. شــود ه  روش اهمي

تـوان   آن است كه با كمك اين روش مـي       دشو فلوسايتومتري مي 
. در يك جمعيت سـلولي بررسـي نمـود         پارامترهاي مختلفي را  

 القايي مرگ روي ليشمانيا مـاژور  آثار و سميت سلولي مطالعات  
)Leishmania major(  توســط داروهــاي مختلــف صــورت 

كنون در كـشور مـا مطالعـه فرآينـد مـرگ در اثـر                 تا گرفته ولي 
و حتـي   (مصرف داروي آرتمتر در سويه ايراني ليشمانيا مـاژور          

هدف از ايـن    . انجام نشده است  ) هاي ليشمانيا ماژور   ديگر سويه 
هـاي   پروماسـتيگوت  آرتمتـر بـر      يمطالعه يافتن دوز مؤثر دارو    

  . سويه رايج در كشور استليشمانيا ماژور
  

  ها  روشمواد و
  سازي داروي آرتمتر آماده

 )آمريكـا  (.Exim pharm COداروي آرتمتـر از شـركت   
 محلول استوك آرتمتر به صورت تازه بـا نـسبت           .خريداري شد 
   اتـانول و آب مقطـر اسـتريل         )حجمـي /حجمـي (يك بـه يـك      

از  ليتـر   ميلـي  5/0 از آرتمتـر در      گـرم   ميلـي  1 در ابتدا . تهيه شد 
از آب مقطـر   ليتـر   ميلـي 5/0آرامـي  اتانول حل شد و سپس بـه       

 براي بهتـر حـل شـدن دارو، از حجـم      .استريل به آن اضافه شد    
ــانول و 100 ــر ات ــر آب مقطــر اســتريل 100 ميكروليت  ميكروليت

   .دست آيد بهليتر   ميلي1تا در نهايت حجم  شداستفاده 
  

  ها نحوه شمارش پروماستيگوت
 بـدين   شـد؛  ها ابتدا شمارش انجام    براي كشت پروماستيگوت  

ناحيه شـمارش    و در ) neobar(ترتيب كه با استفاده از لام نئوبار        
 ضـرب شـد تـا       104هاي سفيد تعداد انگل شـمارش و در          گلبول

تعداد انگل پس از شـمارش      . دست آيد  ليتر به  تعداد انگل در ميلي   
  . رسانده شد106به 

  
  ها روش انجام آزمون ممانعت از رشد پروماستيگوت

چاهكي آماده و استريل در زير هود با شرايط          24هاي   پليت
 اول مقـدار    چاهـك  و سپس به سـه        شد  استريل قرار داده   كاملاً
 .شـد اضافه  ) 106 (ميكروليتر از انگل حاوي پروماستيگوت     100

 درصـد   RPMI1640+ 20 ميكروليتر از محـيط      100 پس از آن  
FCS) Fetal Calf Serum ( بـه  چاهـك  اين شد؛به آن اضافه 

مقـدار   .استگونه دارويي     فاقد هيچ  و استكنترل آزمون   عنوان  
 و  50 و   20 و   10هـاي     از محلول حاوي غلظـت     ميكروليتر 100
ــته و 200 و 100 ــر دارو را برداش ــرم در ميكروليت ــه   ميكروگ ب

ميكروليتر از انگـل حـاوي       100 با    سپس و شدها اضافه    چاهك
ه ندرسـا  ميكروليتـر    200حجم نهـايي بـه      ) 106 (پروماستيگوت

 بـه صـورت سـه       ها لازم به ذكر است كه تمام اين آزمايش        .شد
 ساعت، پليـت دوم بـه       24تايي انجام شد و يك پليت به مدت         

 ساعت در انكوبـاتور  72  ساعت و پليت سوم به مدت      48 مدت
همچنين در هـر پليـت      .داده شد گراد قرار     درجه سانتي  25 -22

فاقـد   يط و مح ـ ها فقـط داراي پروماسـتيگوت و       چاهكيكي از   
 كه اين چاهك به عنـوان كنتـرل آزمـون           است گونه دارويي  هيچ
هـا توسـط لام نئوبـار        پس از ايـن مـدت پروماسـتيگوت       . است

  .تكرار شد مرتبههمچنين آزمايش سه . شمارش شد
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 بررسي مرگ سلولي به وسيله فلوسايتومتري
فلوسايتومتري بر اين اصل استوار است كه اشعه نـور ليـزر            

 .شـود   به يك جمعيـت سـلول دچـار شكـست مـي            تابيده شده 
تواند اطلاعـاتي    بررسي تفرق نور حاصل در جهات مختلف مي       

 بـراي افتـراق     .دهـد ه  يارادر مورد اندازه شكل و ساختار سلول        
 دچـار مـرگ برنامـه ريـزي شـده          و    دچـار نكـروز    هـاي  سلول

هاي مواجه شده با دوزهـاي مختلـف آرتمتـر از            پروماستيگوت
 . استفاده شد)V )Annexin-V آنكسين آميزي روش رنگ

  پروپيديوم آيوديـد   آميزي توان از رنگ    مي آزمونبراي انجام   
)Propidium Iodide: PI ( و آنكسين جداگانه استفاده كرد كه

 )آلمان (Roche در اين مطالعه براي دقت بيشتر از كيت شركت        
  .استفاده شد
 هـاي مختلـف آرتمتـر و       هاي مواجه شده بـا غلظـت       سلول

  PBS) Phosphateهاي كنترل توسـط محلـول        همچنين سلول 
Buffered Saline( ــك در ــدت  g 1400 خن ــه م ــه 1 ب  دقيق

 نشين شده  هاي ته   به سلول  برنامهمطابق   .سانتريفوژ و شسته شد   
 اضـافه   PIمحلـول    لانـدا    100و   V آنكـسين     محلول  لاندا 100
تـاق و تـاريكي      دقيقه در دمـاي ا     15سوسپانسيون به مدت    . شد

هـا    جـذب شـده بـه سـلول        V آنكسين   شدت رنگ  .انكوبه شد 
نتــايج توســط  .بررســي شــد FACSCaliberتوســط دســتگاه 

 همچنين آزمايش بـه  . تجزيه و تحليل شدWin MDIافزار  نرم
 .تعداد دو بار تكرار شد

  

  خرد شده  DNAارزيابي سلول براساس محتوي     
)DNA Fragmentation(  

هاي مواجه شده با دارو توسـط         سلول DNAآرتمتر بر    آثار
براي انجـام   . بررسي شد   خرد شده  DNA آزمون ژل الكترفورز  

ــار از  ــركت Apoptotic DNA Ladder Kitك  Roche ش
هـاي كـشت داده       از سلول  DNAتخليص  . استفاده شد ) آلمان(

 ميكروگـرم در    10 و 25 و 50( هاي مختلف دارو   شده با غلظت  
ميكروليتـر   5ها بـا    لاندا از نمونه 5 سپسانجام شد،   ) ليتر ميلي

در داخـــل   مخلـــوط و)Loading Buffer(بـــافر انتقـــال 
 دقيقـه در  40بـه مـدت   پس از آن   . شد هاي ژل ريخته   چاهك
هـا از    عـلاوه بـر نمونـه     . انجـام شـد   الكترفورز   ولت   80ولتاژ  
نتيجـه ژل   .  به عنوان كنترل استفاده شد     بازي  جفت 100 رنشانگ

مرتبـه  آزمـايش دو  و بررسي  (Gel Doc)ل داك با استفاده از ژ
 .تكرار شد

  

  آماريتجزيه و تحليل 
تجزيـه و   آزمـون آمـاري     از   ،هـا  دادهبراي مقايسه ميـانگين     

بـا سـطح   ) Oneway ANOVA ( واريانس يـك طرفـه  تحليل
وسـيله   به) Mann Whitney(ويتني   منو) P> 05/0 (اطمينان

  . استفاده شد16 نسخه SPSSافزار  نرم
  

 نتايج

ــد   ــت از رش ــون ممانع ــايج حاصــل از آزم نت
 ها پروماستيگوت

هـاي   هـا بـا غلظـت      بعد از مجـاور نمـودن پروماسـتيگوت       
 ميكروگــرم بــر 100 و 50 ،25 ،10 ،5 بــه ميــزان مختلــف دارو

ها  ليتر در سه پليت جداگانه ميزان مهار رشد پروماستيگوت         ميلي
)IC50(      نتايج . شد دهخوان ساعت   72 و   48،  24 به ترتيب بعد از
 ليـشمانيا   IC50 .نشان داده شـده اسـت      1در جدول    دست آمده  به

ماژور در مواجهه با آرتمتر با استفاده از آزمـون ممانعـت از رشـد         
 .دست آمد ليتر به ميلي  ميكروگرم بر25ها  پروماستيگوت

  

ريـزي شـده     مرگ برنامه بررسي مرگ سلولي و     
  متريليشمانيا ماژور با استفاده از فلوسايتو

 و  دچـار مـرگ برنامـه ريـزي شـده         هاي زنـده،     درصد سلول 
  همچنين دچار مرگ نكروز با اسـتفاده از فلوسـايتومتري در زمـان             

هـاي    پروماسـتيگوت  تجزيه و تحليل  نتايج  .  ساعت بررسي شد   72
   نـشان داد كـه پـس از    Annexin V- FLUOSمواجـه شـده بـا    

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

  و همكارانصدر پريسا ابراهيمي
  

 6  1391 تابستان، 2، شماره 15، دوره  آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس  6

  بــا غلظــت هــاي ليــشمانيا مــاژور   ســاعت انكوباســيون ســلول72
ها دچـار     سلول  درصد 28/42 از آرتمتر،    ليتر  ميكروگرم در ميلي   25

 مثبت  PIها    سلول درصد 05/0 شده بودند و تنها      ريزي مرگ برنامه 
  درصد 44/2در حالي كه تنها     ). دچار نكروزيس شده بودند   ( بودند
ريـزي شـده     برنامهدچار مرگ   ( مثبت   Vآنكسين  هاي كنترل    سلول

ريـزي   با افزايش دوز دارو ميزان مـرگ برنامـه        . دشده بودن ) سلولي
 بدين ترتيب كه در گروه كنترل و        ؛شده سلولي نيز افزايش پيدا كرد     

 95/71 و 28/42، 65/27، 44/2 به ترتيب 50 و 25، 10هاي  غلظت
، نكروز  ريزي شده  مرگ برنامه هاي دچار     درصد سلول  1 شكل   .بود

  .دهد  نشان مي راهاي زنده و سلول
  

  )106×( ساعت 72 و 48، 24 براساس ميانگين و انحراف معيار شمارش با لام نئوبار در زمان ها  نتايج حاصل از آزمون ممانعت از رشد پروماستيگوت1 لجدو
  

  كنترل  غلظت آرتمتر
5  
 ليتر ميلي/ميكروگرم

10  
 ليتر ميلي/ميكروگرم

25  
 ليتر ميلي/ميكروگرم

50  
 ليتر ميلي/ميكروگرم

100  
 ليتر ليمي/ميكروگرم

 هاي زنده شمارش پروماستيگوت

  بعد از
            

 22/0 ± 02/0 34/0 ± 04/0 57/0 ± 07/0 66/0 ± 09/0 79/0 ± 1/0 3/1 ± 12/0  ساعت24

 19/0 ± 01/0 31/0 ± 02/0 51/0 ±  03/0 63/0 ± 07/0 76/0 ±  11/0 7/1 ±18/0 ت ساع48

 18/0 ± 02/0 29/0 ± 02/0 49/0 ± 06/0 61/0 ± 12/0 74/0 ± 15/0 9/1 ± 2/0  ساعت72

طرفه  هاي كنترل از لحاظ آماري با آزمون آناليز واريانس يك اند با گروه هاي مختلف دارو را گرفته     هايي كه غلظت   اختلاف بين گروه  . است بار تكرار    3نتايج فوق ميانگين    
  ).P>05/0 (استدار  معني

  

        
  

        
  

 .؛ سـاعت  72ليتر و گروه كنترل بدون دارو پس از           ميكروگرم در ميلي   50 و   25،  10هاي   ها در حضور داروي آرتمتر با غلظت       ي پروماستيگوت نتايج فلوسايتومتر  1شكل  
  . استPI مربوط به y و محور V مربوط به آنكسين xمحور 

UL (Upper Left) نكروز( ناحيه چپ و بالا( ،UR (Upper Right) ناحيه راست و بالا )ريزي شدة تأخيري رنامهمرگ ب( ،LL (Low Left) ناحيه چپ و پايين ) سلول
  )ريزي شده سلولي مرگ برنامه( ناحيه راست و پايين LR (Low Right)، )زنده
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هاي تيمار شـده      سلول  خرد شدة  DNAآزمايش  
  با آرتمتر

 در  ريـزي شـده سـلولي      مـرگ برنامـه   هـاي    يكي از ويژگي  
ژنــومي بــه قطعــات  DNAجانـداران پــر ســلولي خــرد شـدن   

هـاي   اين اتفاق يكي از نشانه    . تر اليگونوكلئوزومي است   كوچك
 .  سلول استريزي شده مرگ برنامهمهم 

مـرگ  هنگام تماس سلول بـا غلظـت كـشنده دارو و ايجـاد              
 ژنوميـك بـه قطعـات       DNA، قطعه قطعه شـدن      ريزي شده  برنامه

ز ژل آگـار   ورزالكتروف ـ در   Ladderاليگونوكلئوزومي به صـورت     
نتـايج  . هاي كنترل قابل مـشاهده نيـست       شود و در سلول    ديده مي 

DNA  هاي پروماستيگوت انگل ليـشمانيا مـاژور         سلول  خرد شدة
 ها با غلظت   در مواجه با آرتمتر نشان داد كه مواجه پروماستيگوت        

 در  DNA موجب قطعـه قطعـه شـدن         ليتر  ميكروگرم در ميلي   25
شـود در     مي بازي  جفت 1050 و   900،  800،  300،  120هاي اندازه

 در  DNAهاي كنترل هيچ نـوع خـرد شـدن           حالي كه در سلول   
  ).2 شكل( آزمون ژل الكتروفورز مشاهده نشد

  

 
 

هـاي درمـان     پروماسـتيگوت   شـده  خرد DNA ز ژل آگارز  ر الكتروفو 2شكل  
 سـاعت   24 بعـد از     ليتـر   ميكروگرم در ميلـي    10  و 25،  50 هاي شده با غلظت  

هـاي دچـار مـرگ       سـلول  Ladder )4خـط   (، كنتـرل    )3-1خط(انكوباسيون  
  .)6خط ( رنشانگ DNA ،)5خط(  استانداردريزي شدة برنامه

  

  بحث
مقاومت  آميز ليشمانيوز، از دلايل اصلي شكست درمان موفقيت 

تغييــر پاســخ بــاليني بــه گلوكــانتيم و پنتوســتام از . اســتدارويــي 
بـوده  گذشته   سال   50مشكلات هميشگي درمان ليشمانيا ماژور در       

جـانبي بـر     آثـار ي مؤثر در كوتاه مدت كه فاقد        ي تاكنون دارو  .است
آرتمتر از داروهـاي جديـدي      . دست نيامده است    باشد به   نيز بيمار

 ايـن دارو در     .رود در درمان ليشمانيا مؤثر باشد      است كه انتظار مي   
 ،)Schistosoma (هاي انگلي از جمله شيـستوزوما      درمان بيماري 

ــيولا ــوركيس ]Fasciola (]21 (فاس  ،]Clonorchis (]22(، كلون
ــا ــ ]Malaria (]16 (مالاري ــت ثرؤم ــستوزوما   .اس ــورد شي در م

صورت گرفته كه طبـق نتيجـه ايـن         ) Xiao( ژياو   تحقيقي توسط 
ــق ــي تحقي ــر م ــستوزوميازيس  آرتمت ــشندگي شي ــر ك ــد از اث  توان

)Schistosomiasis(  دهـد كـه     مطالعات نشان مي   . جلوگيري كند
اثـر   مرحله لاروي انگل     برآرتمتر در مورد شيستوزوميازيس بيشتر      

  .]23[ دارد
 ،)Schistosoma japonicum (شيستوزوما ژاپونيكـوم درمان 

 شيـستوزوما و  )Schistosoma mansoni (شيستوزوما مانـسوني 
وسيله آرتمتـر  ه  ب)Schistosoma haematobium (هماتوبيوم

بـا  . ]25-23 [ هفته زمـان نيـاز دارد      4 و   3،  2 مدتترتيب به   به  
دهنـد كـه     ر آرتمتر بر مرحله لاروي انگل احتمال مي       توجه به اث  
. ثر باشـد  ؤ نيز م ـ  )Trematode (تواند بر ساير ترماتودها    آرتمتر مي 
) Triclabendazole(بنـدازول  لا آرتمتر و تريك  باره آثار تحقيقي در 

 شـرايط   بـالغ در )Fasciola gigantica (بر فاسيولا ژيگانتيكاي
 صـورت  )Shalaby(بي  شـالا  توسـط )In vitro( آزمايشگاهي
 ـ   آرتمتر بـر فلـوك   در اين مطالعه اثر .گرفته است ه هـاي بـالغ ب

د محققـان   . ه اسـت  شـد وسيله ميكروسكوپ الكتروني ارزيابي     
در مــورد فاســيولا هپاتيكــا را فعاليــت فاســيولا كــشي آرتمتــر 

)Fasciola hepatica ( بــدني  شــرايط دروندر)In vivo (و 
ترماتودهـا درسـت     .]26[انـد    كرده بررسيشرايط آزمايشگاهي   

مثل انگل مالاريا براي تغذيه خود بايـد هموگلـوبين ميزبـان را             
 ـ ه تواند ب  كه آرتمتر ميرسد نظر مي بهبنابراين  . ندببلع م وسـيله هِ

يا تركيبـات آهنـي ديگـر بـا توليـد كـردن تركيبـات سـمي يـا                   
  .]27[هاي آهن آزاد فعال شود  راديكال

ــه دوز  ــن مطالع ــا اســتفاده ازIC50در اي ــر ب ــون  آرتمت  آزم
ــتيگوت  ــد پروماس ــت از رش ــا ممانع ــد ازه ــاعت72 بع  25 ، س

بررسي ليـشمانيا مـاژور بـا       . دست آمد  ليتر به  ميكروگرم در ميلي  
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 كه بيشترين ميـزان مـرگ       داداستفاده از فلوسايتومتري نيز نشان      
اتفـاق  و   سـاعت مواجهـه بـا دار       72ريـزي شـده پـس از         برنامه
ــي ــد م ــهافت ــه پــس از   ب  درصــد 28/42 ســاعت، 72طــوري ك

ــتيگوت ــا غلظــت   پروماس ــه ب ــا در مواجه ــرم در 25ه  ميكروگ
از ديگـر   . ريـزي شـدند    ليتر از آرتمتر دچـار مـرگ برنامـه         ميلي

هـاي    توانـايي افتـراق بـين سـلول        Vمزاياي تشخيصي آنكسين    
هـاي دچـار نكـروز و        ريـزي شـده، سـلول      برنامـه دچار مـرگ    

مـرگ   موارد نشان دهنده اثر آرتمتر بر         از .استهاي زنده    لولس
 بـه صـورت قطعـه    DNA خرد شـدن     ،ريزي شده سلولي   برنامه
 خـرد شـده نـشان داد كـه مواجهـه            DNAنتـايج    .اسـت قطعه  

ليتـر موجـب      ميكروگرم در ميلـي    25ها با غلظت     پروماستيگوت
ريـزي شـده      مـرگ برنامـه     در .شود  مي DNAقطعه قطعه شدن    

  چندي نظير فشردگي كروماتين،    شناختي ريخت تغييرات   ليسلو
چروكيدگي سلول   گرد شدن و    ژنومي، DNAقطعه قطعه شدن    

هـاي    در انگـل   ريـزي شـده سـلولي      مـرگ برنامـه    .افتـد  تفاق مي ا
توانــد در پاســخ بــه   مــي)Trypanosomatid (ماتيــدهاوتريپانوز

جـاد  اشـعه اي   تحريكي گوناگون نظير داروهـا و      حالات استرس و  
هـاي    در انگـل   ريـزي شـده سـلولي      مـرگ برنامـه   بنـابراين    .شود 

 شـــامل ليــــشمانيا و  )Trypanosomatidae (تريپانوزماتيـــده 
  وجود آورد   ممكن است راهي را به)Trypanosoma (تريپانوزم

  .]28[ شود بقاي گونه انجام  كه به وسيله آن حفظ و
 ــ  ــتفاده از فن ــا اس ــي ب ــن بررس ــف   رياودر اي ــاي مختل ه

 اثـر داروي آرتمتـر بـر مـرگ     DNA Ladderفلوسايتومتري و 
سـويه ايرانـي ليـشمانيا مـاژور در         هـاي     پروماسـتيگوت  سلولي
دسـت آمـده      بنابراين با نتايج بـه     . اثبات شد   آزمايشگاهي شرايط
 از داروي آرتمتــر در درمــان ادامــه تحقيقــات بــراي تــوان مــي

  در شـــرايط روي حيوانـــات آزمايـــشگاهييـــشمانيا مـــاژورل
با توجه بـه مقاومـت دارويـي ليـشمانيا           . بهره جست  بدني درون
كـه بـا اسـتاندارد كـردن         ندكن پيشنهاد مي   محققان حاضر  ماژور،

روش مؤثرتري  داروي آرتمتر و ارزيابي بهتر نتايج در اين زمينه          
  .حاصل شوددرمان براي 

 اسـت ده از اين دارو گران بودن آن        هاي استفا  از محدوديت 
و در صورتي كه بتوان اين دارو را در داخـل كـشور تهيـه كـرد        

  .توان بر اين محدوديت نيز غلبه كرد مي
  

  تشكر و قدرداني
ــدرداني خــود را از  ــه مراتــب تــشكر و ق ــسندگان مقال  نوي

معاونت پژوهشي دانشگاه تربيت مدرس بابت حمايت مـالي از          
  .دندار  مي اعلامرااين تحقيق 
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