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  چکیده

 با تولید کارسازوباشند، این  در صورت فعال شدن ماکروفاژها قابل فاگوسیت شدن می، هاي لیشمانیا انگل :زمینه و هدف

 ،این مطالعهدر. گیرد می صورت ها اکساید قابل انجام است، که از طریق ایمونومدولاتور نیتریکي فعال اکسیژن و ها رادیکال

مورد بررسی قرار  IFNγوiNOSي ها بیان ژن  ور آلوده به انگل لیشمانیا ماژوJ774ي ها سیر بر سلولآبی  عصاره تأثیر

  .گرفته است

 ي انگل لیشمانیا ماژورها  با پروماستیگوتJ774ي ها سلولآزمایشگاهی مطالعه در این  :ها مواد و روش

(MRHO/IR/75/ER)25/9،5/18،37 ،غلظت 5 در  عصاره سیر،ي آلوده شدهها سلولبه  ، ساعت72پس از .  مجاور شدند،

 ساعت از 72پس از . بررسی شد MTT آزمونپرولیفراسیون سلولی با سپس  ،اضافه شدلیتر  میلیگرم بر  میلی 148  و74

 استخراج و ها  توتال این سلولRNA .شدآوري  جمع سوپ سلولی ، سیرIC50  آلوده به انگل باJ774ي ها مجاورت سلول

Reverseتوسط آزمایش  transcription polymerase chain reaction ي ها ژن بیانIFNγوiNOS از نمونه .گردید بررسی 

تجزیه و  t-student مرحله با آزمون آماري 3تمامی نتایج طی  .صاره سیر به عنوان کنترل استفاده شدع تیمار نشده با

  .ند شدتحلیل

 نشان داد RT-PCR با روش iNOSوIFNγي ها بیان ژن. بودلیتر  میلیگرم بر  میلی 37  عصاره سیرIC50 غلظت :ها یافته

  . شود می آلوده به لیشمانیا ماژور J774ي ها  در سلولIFNγوiNOS هاي موجب افزایش بیان ژن IC50عصاره سیر با

توجه بهباوسلولیایمنیيها پاسخایجادوتوسعهدرسلولیایمنیيها سایتوکایناهمیتبهتوجه با:گیري نتیجه

iNOSژنشدنفعالو INFγ  افزایش سیتوکاینازناشیسلولیایمنیبرسیراثراحتمالاًکهفرضیهاین، فوقيها یافته

  .شود مییید أاست، ت

J774، رده سلولی ، لیشمانیا ماژورIFNγوiNOS يها ژن ،عصاره آبی سیر : کلیديهاي واژه
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  مقدمه

ي اجباري درون ها ي جنس لیشمانیا انگلها تک یاخته

سلولی هستند که بسته به محل ایجاد ضایعه در بدن 

مخاطی و احشایی  - ي لیشمانیوز پوستی، جلديها بیماري

  ].1[کنند  را ایجاد می

 میلیون 12 ،سازمان جهانی بهداشتاساس گزارش  بر

نفر از ساکنین کره زمین درگیر بیماري هستند و سالیانه 

انواع مختلف این بیماري مبتلا  میلیون نفر نیز به 2

 نفر نیز در ن میلیو350 که شود میتخمین زده . شوند می

  ].1[ اري باشند بیمن به ایءمعرض ابتلا

باشند و  ي ماکروفاژ میزبان اختصاصی انگل میها سلول

نقش اصلی و کلیدي در ایجاد عفونت به لیشمانیا دارند از 

 نقش اصلی در از ، ماکروفاژها در صورت فعال شدن،طرفی

فعال شدن ماکروفاژها و . کنند ایفا میبین بردن انگل 

سط سیتوکاین تو) ثرؤم(ي افکتور ها تبدیل آنها به سلول

IFNγکن شدن   اصلی ریشهساز و کارگیرد و   صورت می

هاي فعال  ي افکتور با تولید رادیکالها سلولانگل در 

  ].2-3[ باشد می  نیتریک اکسیداکسیژن و تولید

Nitric)اکسید  نیتریک oxide) یک مولکول با عمر 

بسیار کوتاه در حد چند ثانیه است که توسط آنزیم 

Nitric) نیتریک اکسید سنتازمعروفی به نام Oxide

Synthase=NOS)  آرژنین را ها این آنزیم .شود میتولید 

هم NOیندآر این فرکنند که د به سیترولین تبدیل می

  . شود می تولید

NADPH(Nicotinamide  واکسیژن Adenine

Dinucleotide Phosphate) لازم  به عنوان کوفاکتور

اساس فعالیت  وجود دارد که برNOSسه ایزوفرم .هستند

اند  آنها یا نوع بافتی که اولین بار در آن کشف شده

  ي عصبیها NOS شوند و عبارتند از گذاري می نام

= nNOS)(Neron Nitric Oxide Synthase،NOS ي ها

endothelial) اندوتلیالی Nitric Oxide Synthase

=eNOS inducible)ي القاییها NOSو( Nitric Oxide

Synthase =iNOS) ]4[ دو آنزیمnNOSوeNOS ًاساسا

درNO  ودنشو میي پستانداران بیان ها در سلول را

واکنش به افزایش سطوح کلسیم داخل سلولی سنتز 

 مثل ،کنند اما در بعضی شرایط در واکنش به تحریک می

shear)کننده تنش پاره stress) توانند   میها این آنزیم

را افزایش NO  تولید،بستگی به سطوح کلسیمبدون وا

نسبت به دیگر iNOSتوسط NOتولید.]4- 5[ دهند

ي بالاتري ازها برد و غلظت می زمان بیشتري ها ایزوفرم

NOتولید .]6[کند  در سلول تولید میNOتوسطiNOS

 ها در اکثر سلول. برداري کنترل شود تواند در نسخه می

اما ین و ناشناخته است یسیار پابiNOSسطوح پروتئینی

 یا فاکتورهاي رشد ها  با سایتوکاینها تحریک این سلول

 و متعاقباiNOSًيها برداري ژن  افزایش نسخهمنجر به

 50در بیش از .]6[ شود می No تولید غلظت بالایی از

 ظرفیتی در 5 داروهاي شیمیایی آنتیموان ،سال گذشته

 که وجود اند کار رفتهه بدرمان انواع مختلف لیشمانیوز 

 گاهی تا ،اثرات جانبی فراوان و همچنین مقاوت دارویی

 موجب شده تا محققین در پی استفاده از داروهاي ،80%

پارامومایسین و میلتوفوسین  ،Bجایگزین نظیر آمفوتریسین

خاصیت ایمونومدولاتوري عصاره گیاهان  از. ]7- 8[باشند 

 و] 9- 11[یر تانن ترکیبات پلی فنلیک  نظ دارویی و

در مطالعات درمانی لیشمانیوز استفاده ] 12[اسیدگالیک 

)Alliaceae(سیر از گیاهان خانواده آلیاسه  .شده است

Allium و نام علمی آن باشد می sativumدر .  است

 نظیر ها در درمان بسیاري از بیماريپزشکی سنتی سیر
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ان و و درم] 13[باکتریایی، قارچی  ي انگلی،ها عفونت

ي ها ، کولیت و سنگ عروقی-قلبیي ها پیشگیري بیماري

در مطالعات اخیر نیز از ]. 14[کلیوي استفاده شده است 

ي بدخیم استفاده شده که ها عصاره سیر در درمان بیماري

 استفاده از خاصیت ایمونومدولاتوري ها اساس این بررسی

 سازهدف این مطالعه بررسی  ].15[ باشد میترکیبات سیر 

 آلوده به J774ي ها  ملکولی اثر عصاره سیر بر سلولو کار

  . بودIFNγوiNOSي ها انگل لیشمانیا ماژور و بیان ژن

  ها مواد و روش

در مرکز تحقیقات سلولی کارآزمایی تجربی مطالعه این 

هاي  و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی تهران در سال

  . انجام شد1389-1388

 گرم سیر به 200دار  مق:سیرآبی تهیه عصاره -1

 با آب شستشو، پس از گردید وخرد قطعات ریز و کوچک 

درجه  37 ساعت بر روي شیکر و دماي 48مقطر به مدت 

ده، برداشت شمایع رویی  سپس .داده شدگراد قرار  سانتی

.]16[ گردیدنگهداري درون لیوفلیزاتور در 

ي پروماستیگوت و رده سلولی ها کشت سلول-2

J774: شناسی  یاخته مانیا ماژور از آزمایشگاه تکانگل لیش

تعداد  و  گردیدده بهداشت دانشگاه تهران تهیهدانشک

-يها سلول پروماستیگوت لیشمانیا ماژور در محیط 5×105

NNN (Novy-MacNeal-Nicolle)وRoswell Park

Memorial Institute medium(RPMI1640 تا رسیدن به

ي شبه ماکروفاژ رده ها لولس. فاز لگاریتمی پاساژ داده شد

تهران تهیه  پاستور بانک سلولی انستیتو  ازJ774سلولی 

)RPMI1640)SIGMA در محیط کشت ها سلول. ندشد

FCS(Fetal% 10 بهمراه Calf Serum)يها بیوتیک و آنتی 

کشت ) SROCHکارخانه ( استرپتومایسین - سیلین پنی

 رجه و فشار د37 تا زمان رشد کامل در دماي وداده شدند 

5%CO2 روز در شرایط استریل 3- 4 انکوباتور در مدت 

].17[ نگهداري شدند

 با J774ي ها  آلوده کردن سلول-3

 به ازاي هر سلول: ي لیشمانیا ماژورها پروماستیگوت

J774، 5اضافه شدها  سلول پروماستیگوت به چاهک  .

 انکوباتور در CO2 %5 درجه و فشار 37 در دماي ها پلیت

براي اطمینان از آلوده .  ساعت نگهداري شدند72مدت 

 و سپس  شد اسمیر تهیهها  از سلول، به انگلها شدن سلول

پ نوري بررسی و شده با میکروسک)گیمسا(آمیزي  رنگ

].17[ گردیدند

آزمون پرولیفراسیون سلولی توسط تست رنگ -4

سنجی است که در   یک آزمون رنگMTT:MTTسنجی 

ي میتوکندریایی به ها د توسط آنزیمآن رنگ تترازولیوم زر

یابد و تعداد نسبی  رنگ ارغوانی فورمازان تغییر می

. ي زنده ارتباط مستقیم با میزان جذب نوري داردها سلول

ي ها  در چاهکJ744 سلول 5000 تعداد ،طور خلاصهه ب

 ساعت 2 و پس از  شداي الایزا ریخته  خانه96پلیت 

 1 به 5ز لگاریتمی به نسبت ي لیشمانیا ماژور در فاها انگل

 ساعت انکوباسیون 72پس از  .به هر خانه افزوده شد

 عصاره سیر ،CO2 %5 درجه و فشار 37 در دماي ها پلیت

 148 و 74 ،37 ،5/18 ،25/9  متفاوت، غلظت5 در

پس از .  اضافه شدها به سلوللیتر  میلیگرم بر  میلی

لیتر  میلیگرم بر  میلی25/0 ،72و  48، 24 ،18ي ها ساعت

پس از  ، گردید اضافهها به سلول) MTT)SIGMAمحلول 

DMSO درجه محلول37 ساعت انکوباسیون در دماي 4

(Dimethyl sulfoxide) افزوده و پلیت به ها به چاهک 

جذب نوري .  دقیقه در اتاق تاریک انکوبه شد15مدت 

بررسی نانومتر  540 توسط الیزا ریدر در طول موج ها پلیت
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) 1جدول ( بیان شد IC50  نهایت نتایج به صورتو در

]18.[

 الوده به J774يها  از سلولRNAاستخراج -5

J774سلول  106 تعداد:cDNAلیشمانیا ماژور و ساخت

 عصاره IC50مقدارآلوده به لیشمانیا ماژور تیمار شده با 

 1 )ژن فراوان (RNAfastاز کیت  گردید، آوري جمعسیر 

به شد و افزوده به آن  RNAتخراج لیتر محلول اس میلی

 200مقدار  .گردیدشدت ورتکس ه  دقیقه ب1مدت 

به محلول رویی . کلروفرم به محلول اضافه شدمیکرولیتر 

 در 12000ها با دور  ویال. ایزوپروپانل افزوده و مخلوط شد

RNA،20 و به رسوب ندد گردی سانتریفوژدقیقه

 آب مقطر استریل حاوي میکرولیتر

)(DiethylpyrocarbonateDEPCدرها  و ویال شد اضافه  

براي ساخت . نگهداري شدندگراد  درجه سانتی - 20دماي 

cDNA از کیت )RT.premixَAccupower ( شرکت تکاپو

RNAاز  میکروگرم 1 ،طور خلاصهه ب. زیست استفاده شد

 5مخلوط حاصل .  مخلوط شدReversپرایمر  pmol30با 

 به سرعت س سپ وگراد  سانتیجه در70  دمايدقیقه در

این مخلوط در .  دقیقه بر روي یخ قرار گرفت10مدت ه ب

 20 به حجمDEPC و با  شدي لیوفلیزه کیت ریختهها ویال

. رسیدمیکرولیتر 

:iNOSوIFNγي ها ژن بیان RT-PCRزمایش  آ-6

افزار  م با استفاده از نرiNOsوIFNγي ها ي ژنها پرایمر

Gen runnerندحی و ساخته شد طرا:  

iNOS (798 bp):

sense 5'-CAT GGC TTG CCCCTG GAA GTT

TCT CTT CAA AG-3';

antisense 5'-GCA GCA TCC CCT CTG ATG GTG

CCA TCG-3'

IFNγ (405 bp)  

sense 50-TAC TGC CAC GGC ACA GTC ATT

GAA- 3'

antisense 5'-GCA GCG ACT CCT TTT CCG

CTTCCT-3'

Tagآنزیم از RT-PCR آزمونم براي انجا polymeras

 و پرایمرهاي  میکرولیترcDNA5 ، میکرولیتر5/2 سیناژن

dNTP200، مخلوط pmol30پیشرو و پسرو هرکدام 

Tag5/2 بافر آنزیم ،مول  میلی2 کلراید  منیزیم،میکرومول

 2/0مواد یاد شده در ویال .  استفاده شدمیکرولیتر

 با حجم کل . شدندخته ریPCRمخصوص لیتر  میلی

و در دستگاه  ده شدان رسمیکرولیتر 25 افزودن آب به

PCR به منظور اطمینان از . گرفتقرار  در دماهاي مختلف

houseي کنترل ها  از ژنآزمونانجام  keeping استفاده 

. شوند طور همیشگی در سلول بیان میه  بها  این ژن.شد

 ساعت  2 به مدت% 5/1 روي ژل آگاروز PCRمحصولات 

. دگردیآمیزي   سپس با اتیدیوم بروماید رنگ،شدقرار داده 

دست آمده توسط دستگاه ترانس لومیناتور ه ي بها از باند

  .برداري شد عکس

IFNγي ها براي نرمال کردن بیان ژن هریک از ژن-7

ژنiNOSو   . استفاده شدβactinاز

ر عصاره سی از نمونه تیمار نشده با به منظور کنترل کار

در ضمن تمامی نتایج حاصله  .به عنوان کنترل استفاده شد

 استفاده از  و باt-student مرحله با آزمون آماري 3طی 

دار در   معنی>05/0p .انجام شد 16 نسخه SPSSافزار  نرم

  .نظر گرفته شد

  نتایج

گرم  میلی 37  عصاره سیرIC50نتایج نشان داد غلظت 

 در زیر مشاهده MTTنتیجه تست. بودلیتر  میلیبر 

  .)1نمودار( شود می
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MTT غلظت عصاره سیر در آزمون رنگ سنجی -1نمودار

 نشان داد RT-PCRمده با روش آدست ه نتایج ب

وiNOS موجب افزایش بیان ژن IC50 مقدارعصاره سیر با 

IFNγي ها  در سلولJ774شود میماژور   آلوده به لیشمانیا .

 آلوده به انگل که بایر غJ774ي ها  در سلول،در مقابل

mRNA افزایش سطح ، سیر تیمار شدندIC50 مقدار

ي گروه ها  در سلولiNOsوIFNγبیان ژن . مشاهده نشد

 و کنترل در ساعات مختلف نشان داد که بهترین آزمون

ه  با عصاره سیر بها  ساعت پس از تیمار سلول48نتیجه در 

  .)1 نمودار( آید دست می

iNOSوIFNγي ها بیان ژندر  RT-PCR نتایج -2 نمودار

bp1000 تا bp 100دهنده وزن مولکولی از  مارکر نشان :ستون اول

لیشمانیا  با ي آلوده شدهها  در سلولiNOSعدم بیان : ستون دوم

  بدون اثر عصاره سیر

 لیشمانیا هآلوده بغیر ي ها در سلولiNOSبیانعدم : ستون سوم

   اثر عصاره سیربدون

ي آلوده شده با لیشمانیا ها  در سلولIFNγعدم بیان  :مستون چهار

  سیربدون اثر عصاره 

ي آلوده شده با لیشمانیا تحت ها  در سلولiNOSبیان : ستون پنجم

.bp)798 سیراثر عصاره (

تحت ي آلوده شده با لیشمانیا ها  در سلولIFNγبیان : ستون ششم

).bp)405 سیراثر عصاره

 لیشمانیا هآلوده بغیري ها  در سلولIFNγن عدم بیا: ستون هفتم

   اثر عصاره سیربدون

  .به عنوان کنترل استفاده شد538bpباند  :ستون هشتم

 در غلظت هاي مختلف عصاره آبی سیر در ماکروفاژهاMTTارزیابی -1جدول

  148  74  27  5/18  25/9  لیتر گرم بر میلی غلظت عصاره سیر میلی

λOD065/2995/1118/1723/0150/0میانگین 

  بحث

محققینتوسط، سیردرایمونومدالاتورموادوجود

د کهنده مینشانها یافته.استشدهگزارشمتعددي

تحریکراسلولیایمنیيها پاسخاستقادرسیرعصاره

NKيها سلول وماکروفاژهاشدنفعالباعث ونموده

(Natural killer)17-19[  شود[.  

درسلولیایمنیيها سایتوکایناهمیتبهتوجهبا

توجه بهباوسلولیایمنیيها پاسخایجادوتوسعه

ایمنیبرسیراثراحتمالاًکهفرضیهاین، فوقيها یافته

ژنشدنفعال وIFNγ  افزایش سیتوکاینازناشیسلولی

iNOS شود مییید أاست، ت.  

ي گیر زه نظیر انداعملکردي هاي آزمونجا که  از آن

No اسخ  ملکولی تنظیم پسازوکار قادر به مشخص ساختن

 بررسی  حاضر، در مطالعهندایمنی توسط عصاره سیر نبود

ررسی ب. ه شد مد نظر قرار دادIFNγوiNOSي ها بیان ژن

 18که  نشان داد ،RT-PCR با تکنیک IFNγبیان ژن 
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 روند با عصاره سیر J774ي ها ساعت پس از تیمار سلول

افتد در صورتی که در   اتفاق میها  ژنافزایش بیان

  .]12[ ي شاهد هیچ باندي مشاهده نشدها سلول

فعال شدن ماکروفاژها و تقویت آن در اثر بیان و 

تواند دلیل احتمالی اثر عصاره سیر در   میIFNγافزایش 

فعال شدن ماکروفاژها . درمان عفونت لیشمانیوز باشد

اکروفاژ و چه صورت اتوکرین توسط مبه  چه IFNγتوسط 

 براي کنترل ،Tي ها به صورت پاراکرین توسط سلول

.]2[ عفونت داخل سلولی و پیشرفت بیماري ضروري است

د کهنده نشان می invivoوinvitro مطالعات متعدد

IFNγه نقش بسیار اساسی در فعال سازي ماکروفاژها ب  

ي ها  و گیرنده آن در موشINFي ها اگر ژن. عهده دارد

 ها وم به لیشمانیا ماژور تخلیه و مهار شوند در این موشمقا

مطالعات ]. 20[آید  عفونت به صورت کشنده در می

invitro نشان داده است که اضافه شدن IFNγ به 

م ي مقاوها ماژور که از موش ماکروفاژهاي آلوده به لیشمانیا

  درها سازي این سلول اند باعث فعال یا حساس جدا شده

  ].21[شود   انگل میکشتن و حذف

J774ي ها  در سلولiNOSي ها در بررسی بیان ژن

آلوده به لیشمانیا ماژور تیمار شده با عصاره سیر نیز 

 با عصاره ها ساعت پس از تیمار سلول18مشخص شد که 

افتد در صورتی که   اتفاق میها  افزایش  بیان ژنروندسیر 

ل شدن فعا. ي شاهد هیچ باندي مشاهده نشدها در سلول

 منتهی NOنهایت به تولید   ماکروفاژها درiNOSژن

ترین بازوهاي  عنوان یکی از مهمه  بNO. شود می

عنوان افکتور اصلی در تخریب انگل و ه کننده و یا ب عمل

شود   باعث میNOکند، مهار تولید  حذف آن نقش ایفا می

کار ه  ب.که ماکروفاژها نتوانند از تکثیر انگل جلوگیري کنند

ي مقاوم باعث عدم ها  در موشNOهاي  ردن مهارکنندهب

با . شود توانایی آنها در کنترل عفونت لیشمانیا ماژور می

رود که افزایش بیان ژن  توجه به این یافته احتمال می

iNOSي اثر عصاره سیر در حذف ها  یکی از مکانیسم

 تحقیق حاضر این RT-PCRعفونت لیشمانیا باشد که 

انیاي ماژور ي ماکروفاژ آلوده به لیشمها لنتیجه را در سلو

 القاي آپوپتوزیس در انگل درون سلولی .داند صادق می

تواند یکی از اثرات بالقوه این ترکیب  لیشمانیا نیز می

ریزي شده   القاي مرگ برنامه، مطالعاتزیرا گیاهی باشد

توسط داروهایی نظیر میلتوفوسین را در لیشمانیا ثابت 

  ].22[اند  کرده

Ghazanfari و همکاران اثر عصاره سیر بر رشد انگل 

 مطالعه و گزارش نمودند که لیشمانیا و بهبود زخم را

ي مترشح ها م آن از طریق افزایش سایتوکاینسمکانی

 در این مطالعه .صورت گرفته است Th1يها توسط سلول

 و سوییچ سیستم Th1ازIFNγاثر عصاره سیر با افزایش 

]. 23[منی سلولی نشان داده شد ایمنی به سمت ای

Kolodziej و همکاران با اثر tanninsي آلوده ها  بر سلول

ي درگیر در ها به لیشمانیاي ماژور به بررسی ژن سایتوکاین

یید أ را تGhazanfariنتایج  سیستم ایمنی پرداختند که

  .]10[نمودند 

سیر داراي فعالیت ضد انگلی قوي است، گزارشاتی 

 ژیاردیا و تأثیر درمانی عصاره آبی سیر بر هیمنولیپس نانا

 رشد  از دیگر اثرات عصاره سیر مهار.]24 [دهد را نشان می

ي ها  غلظتGhazanfariدر بررسی  .لیشمانیاي ماژور است

لیتر از   بر میلیگرم میلی 250 و 200، 100، 50، 20

یشمانیاي ماژور اثر داده  سیر در محیط کشت روي لعصاره

دهد کمترین غلظت  دست آمده نشان میه نتایج بشده که 

مورد استفاده در این مطالعه توانسته رشد انگل را در 

محیط مهار نماید و منحنی رشد انگل را به صفر برساند 
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]23[.Nikoo  و همکاران نشان دادند که که فراکشنR10

اصیت ایمنومدولاتوري و یک گلیکوپروتین با سیر داراي خ

ي ها  کیلو دالتون است که در درمان زخم14وزن مولکولی 

  ].25[ ثر استؤناشی از سالک م

 نشان داد حاضر در مطالعه MTTنتایج حاصل از تست 

با ها  سلول تیمار شدن  از ساعت48پس از  گذشت  که

از عصاره سیر که نیمی  بهترین غلظت از ،عصاره سیر

گرم بر  میلی 37، ت کشته شده بودندظآن غل در ها سلول

  . لیتر بود میلی

 اند اثرات ایمونومدولاتوري سیر  نشان دادهها این بررسی

ي سلولی و افزایش ازدیاد حساسیت ها شامل تقویت پاسخ

،TH1ي سایتوکاینی به سمت ها شیفت پاسخ خیري،أت

Spiderافزایش  Solitaire.ink ي کشنده ها فعالیت سلول

افزایش فعالیت ماکروفاژ و تقویت  ،طبیعی در مقابل تومور

  ]. 23[ل لیشمانیا ماژور است گبلع و هضم ان

  گیري نتیجه

دهد که سیر داراي خاصیت  مطالعه نشان میاین نتایج 

باشد ماکروفاژها را  ایمونومدولاتوري است که قادر می

IFNγو  گردد IFNγ باعث تولید  وتحریک و فعال نماید

. برد نیز  سیستم ایمنی را به سمت ایمنی سلولی پیش می

بیوتیکی  ل مطالعات متعددي وجود مواد آنتیحا با این

 را در سیر AllicinوAjoenنظیر ترکیبات ارگانوسولفوره 

تواند دلیل دیگري بر اثربخشی  اند که خود می نشان داده

ه ب.  باشدي آلوده به لیشمانیاها این گیاه طبیعی بر سلول

عنوان یک ه سیر باین مطالعه  نتایج  بر اساسطور خلاصه

کاندید مناسب جهت مطالعات بیشتر براي فرموله کردن 

ثرتر لیشمانیوز پوستی ؤدرمان مدر  در یک ترکیب دارویی

  .گردد پیشنهاد می

  تشکر و قدردانی

سسه مطالعات تاریخ ؤاین مطالعه با حمایت مالی مرکز م

  پزشکی تهرانممی و مکمل دانشگاه علوپزشکی، طب اسلا

بدین وسیله از همکاري این . مده است آبه اجرا در) ایران سابق(

.یدآ اتب قدردانی و تشکر به عمل میسسه مرؤم
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The Effect of Garlic Extract on Expression of IFN-γ and iNOS Genes in 
Macrophages Infected with Leishmania Major
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Background and Objectives: The protozoa of leishmania lead to cutaneus and visceral leishmaniasis.

Activation macrophages phagocyte parasites and this mechanism can be done with production of active radicals

oxygen and nitric oxide, That is done through immunomodulator, as a basic process for production of the new

drug. In this study, the effect of garlic extract as an immunomodulator on J774 cells infected with Leishmania

major and iNOS gene expression and IFNγ has been investigated. 

Materials and Methods: Leishmania major promastigotes (MRHO/IR/75/ER) were added to the in-vitro

cultured macrophages (J774 cells) and these cells were incubated for 72 hours.Various concentrations of garlic

extract( 9.25-18.5-37-74-148 mg/ml) were added to the infected cells . MTT assay was applied for cellular

prolifration. After 72 hours of incubation, supernatants were collected and total RNA was extracted from the

infected cells. The expression of IFNγ and INOS genes were studied by RT-PCR method. Untreated sample with 

garlic was used as control. All the experiments were repeated at least three times, and representative results were

analyzed. Statistical significance (P < 0.05) was analyzed by Student’s t-test using SPSS version16.

Results: The result of this study, using MTT method showed that, the IC50 concentration of garlic extract was

37 mg/ml. Also the expression of IFNγ and iNOS genes by RT-PCR indicated that garlic extract lead to rise of 

expression of these genes in the J774 cells infected with L.major.

Conclusion: Based on the findings and importance of the cellular immunity cytokines in developing and

importance of the responses, the hypothesis that the effect of AGE in cellular immunity is due to rising the IFNγ 

cytokines and expression of iNOS genes is confirmed.

Key words: Aqueous Garlic Extract (AGE), IFNγ and iNOS genes, Leishmania major, J774 cell line
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