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  مقاله پژوهشي

  

 TNF-α سير روي فعاليت حياتي و توليد سايتوكاين R10اثر ايمونومدولاتوري فراكشن 

CD8در سلولهاي 
+
 Tدر شرايط آزمايشگاه   

    

  **** پگاه عليجاني ، *** شهره جلايي دكتر ، ** حسين رشيدي ،* طوبي غضنفريدكتر 

  

             7/8/92 :  ،  پذيرش    12/5/92  :دريافت 
  

  :چكيده

قـبلا  . ايمني در پاسخهاي ضد توموري هـستند   مهمترين سلولهاي سيستمCD8+ T خصوصا لنفوسيتهاي Tسلولهاي  :مقدمه و هدف
در ايـن  . اسـت   و ايمني سلولي گزارش شـده  Th1سير بعنوان ايمونومدولاتور تحريك كننده پاسخهاي  آبي  عصارهR10فراكشن 
 در شـرايط  CD8+ T سـلولهاي  TNF-αفعاليـت حيـاتي و توليـد سـايتوكاين      سـير بـر   R10ي فراكـشن  اثر ايمونومدولاتور مطالعه

 . مورد بررسي قرار گرفتآزمايشگاه

 با استفاده از آنتي باديهاي منوكلونال متصل بـه مگنـت بيـد بوسـيله سـتونهاي      CD8+ Tدر اين مطالعه تجربي سلولهاي  :روش كار
براسـاس وزن    فيلتراسـيون  لتـرا و بـه روش ا    R10فراكـشن   .  جـدا شـدند    Balb/C موشـهاي    جداساز به روش مگنت بيد از طحـال       

 در TNF-αميـزان سـايتوكاين   . براي ارزيابي فعاليت حياتي سلولي اسـتفاده شـد   MTT Testآزمون كالريمتري . تهيه شد مولكولي

آزمـون   از اسـتفاده  بـا  آمـده  دسـت ب هـاي  داده. گيـري شـد   انـدازه ELIZA بوسيله روش CD8+ Tسلولهاي  سوپرناتانت كشت
Nonparametric Test و آزمونهاي Keraskel & Wanny's Test و بررسي قرار گرفتند مقايسه  مورد. 

 را در مقايسه با گـروه كنتـرل منفـي    CD8+ T ، فعاليت حياتي سلولهاي R10دهند كه تمام رقتهاي فراكشن ها نشان مييافته: نتايج

 را در مقايسه با ميتوژن CD8+ T   فعاليت حياتي سلولهايR10 فراكشن 1 :50 ، رقت ConAور ميتوژن افزايش مي دهند و در حض

ConAترشح سايتوكاين . دهد افزايش ميTNF-αاي بوسيله تمام رقتهاي فراكشن ملاحظه  بطور قابلR10افزايش مي يابد . 

تواند بعنوان يـك داروي ايمونومـدولاتور بـراي القـاي     بي سير ميآ  عصارهR10كنند كه فراكشن ها پيشنهاد مييافته: نهايينتيجه 
  . تومور تراپي استفاده گردددرايمني سلولي 

  

  فعاليت حياتي / R10فراكشن / سير / سيتوكاين ها  /  CD8+ Tسلولهاي  :كليد واژه ها

  

  :مقدمه 

اهميـت   از سـرطان  درمان در دارويي گياهان از استفاده    
 سـير از جملـه ايـن گياهـان     .است رخوردارب ايالعاده فوق

ــي دو دهــه گذشــته اثــرات        ــي اســت كــه در ط داروي
ايمونومدولاتوري آن بر سلولهاي سيـستم ايمنـي از جملـه         

 NK Natural سلولهاي، )2( نوتروفيل ها ، )1(ماكروفاژها 

Killer Cell)( )3 (و پاســخ افــزايش حــساسيت تــاخيري 

(DTH) )4 (طــي ايــن . اســتمــورد بررســي قــرار گرفتــه 

است كه اثرات ايمونومـدولاتوري آن   مطالعات مشخص شده  
   كيلـو دالتـوني    14بيشتر مربـوط بـه پروتئينهـاي حـدود          

  

  

  

 >30 و <10كــه وزن مولكــولي R10 موجــود در فراكــشن

 خـصوصا  T هـاي  از طرفـي لنفوسـيت  . دالتون دارد، است

 ضدتومور بر نقش كليدي در ايمني CD8+ T لنفوسيتهاي

+CD8لنفوسيتهاي .)5(دارند
 T بوسـيله  را تومـوري  سلولهاي 

خصوصيت سايتوتوكسيتي خود با يكي از سه مسير زيـر از           
  بــا  Fas و گيرنــده Fas  اتــصال ليگانــد-1: برنــدبــين مــي

 بواســطه -2ر كلاســيك آبــشار كاســپازي يانــدازي مــسراه
 پپتيد و آزادسـازي   /MHC و كمپلكس  TCRتماس گيرنده   

ــورين و گرانزيم ــلولي    پرف ــين س ــضاي ب ــل ف ــه داخ ــا ب   ه

  )TNF-α) 6 و IFN-γ هـايي ماننـد    بواسطه سـايتوكاين   -3

  

  

  

  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

   تهرانشاهددانشگاه سخ هاي ايمني مركز تحقيقات تنظيم پا ايمونولوژي داستا *

  )hosein_rashidi79@yahoo.com(  تهرانايمونولوژي دانشگاه شاهدكارشناسي ارشد  **

  تهران دانشگاه توانبخشيدانشكده حياتي  آماراستاديار گروه  ***

   دانشگاه علوم پزشكي همدانكارشناسي ارشد ميكروبيولوژي ****
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+CD8سلولهاي بنابراين
 T ايمونـوتراپي   بـراي  را مناسـبي  ابزار

قبلي  مطالعات در اينكه به توجه  باو كنند مي فراهم سرطان
مـورد بررسـي    CD8+ Tسلولهاي بر آن فراكشنهاي و اثر سير

اثـرات ايـن فراكـشن      در مطالعـه حاضـر      بـود،   قرار نگرفته   
  .ايمونومدولاتور بر اين سلولها مورد ارزيابي قرار گرفت

  :روش كار

  از اسـتفاده  سـير بـا   آبـي  عـصاره  : سـير  عـصاره  تهيـه      

شـده   اسـتفاده  روش بهو  همدان منطقه تازه سير هايحبه
 كه صورت اين به شد،  تهيه)1(غضنفري و همكاران  توسط

 شب يك از بعد كنده و پوست را سير خشك هايحبهابتدا 

 مخلـوطي  كـن،  مخلوط دستگاه بوسيله فريزر، در نگهداري

 بـه  .گرديـد  تهيـه  مقطر اسـتريل  آب داخل آن از يكنواخت

 از كـردن  مخلـوط  هنگام ، عصاره دوز بودن مشخص منظور

 نحـوي  بـه  شد، استفاده مقطر آب و يك سير به يك نسبت

 ميلـي  يـك  در سير عصاره گرم يك يحاو نهايي عصاره كه

 مخلـوط  . بود )ليتر ميلي در گرم 1  غلظت(مقطر  ليتر آب

 فيلتـر  از يـك بـار   و اسـتريل  پارچه ميان از بار چند حاصله

 بـه  rpm 4000  دور شد و با صاف و شده داده واتمن عبور

 ميلي فيلتر بوسيله شد و سپس سانتريفيوژ دقيقه 20 مدت

  .گرديد نگهداري يخچال داخل و شداستريل  µm 02/0پور 

 از گيـري فراكـشن  بـراي  :  از عصاره سـير R10تهيه فراكشن 

غـضنفري و   توسـط  شـده  اسـتفاده  روش از سـير  عـصاره 
 آميكـون  اولترافيلتراسـيون  سيـستم   يعنـي )4،7(همكاران 

 آبي عصاره كه بدين صورت .شد استفاده) ميلي پور، ايرلند(

  10 و 30، 50، 100 هـاي  از چندين فيلتـر بـا انـدازه    سير

 در بـالاتر  وزن بـا  مولكولهـاي .  شـد داده عبـور  كيلودالتوني

 را آنهـا  كـه  نـشدند  رد فيلتـر  از و مانـده  بـاقي  فيلتـر  بالاي
 )F( و مــايع عبــور كــرده از فيلتــر، فيلتــره )R( باقيمانــده

، R100  ،R50 ناميده شـدند و بـه ترتيـب فراكـشن هـاي           
R30 ، R10 ،F10 فراكـشن . دبه دست مي آين ـR10    كـه

 دالتــون دارد در ايــن مطالعــه >30 و <10وزن مولكــولي 
  .فتمورد استفاده قرار گر

بوسيله كيت مگنت بيـد   CD8+ Tپروتوكل جداسازي سلولهاي 
ماده بـا    Balb/C سر موش4ابتدا   :Miltenyi Biotec)آلمان ،(

ايران با اتر  پاستور  هفته خريداري شده از انستيو6-8سن 
(Lab scan- Ireland) طحالهاي آنها خارج . شدندهوش بي

 RPMI 1640 (GIBCO)محيط با تزريق و سلولهاي طحالي

پس از سـانتريفيوژ    . و خرد كردن بافت طحالي جدا شدند       
  زودن ــــاي قرمز با افـــه و دور ريختن مايع روي، گلبول

  

محلول كلريـد آمونيـوم     ( ليتر محلول لايزينگ بافر     ميلي 2
 )1 به 9به ترتيب با نسبت  % 206/0محلول تريس  و% 83/0

ــدند  ــذف ش ــد از . ح ــه، 2بع ــي2 دقيق ــر از ميل  FBSليت

(Fetal bovine serum)) اضـافه و بلافاصـله   ) شركت زيگما
سـپس بـه    .  دقيقه مانند قبل سانتريفيوژ شـدند      10بمدت  

 FBS % 10 داري RPMI 1640ليتـر محـيط     ميلي2آنها 

بعـد  .ها با لام نئوبار شمارش شدند       سپس سلول . اضافه شد   
 10براي  g 300از شمارش دوباره سوسپانسيون سلولي در 

بـه ازاي هـر   . دقيقه سانتريفيوژ و مايع روي دور ريخته شد    
10( ميليــون 10

7
 محلــول(  ميكروليتــر بــافر 90ســلول) 

phosphate-buffered saline (PBS) با PH=7.2  محتـوي 
5% bovine serum albumin (BSA)  و EDTA 2mM (  و

 در حجم كل سلولي CD8+ T ميليون سلول 10به ازاي هر 
 بادي متصل به مگنت بيد اضـافه       ميكروليتر آنتي  10حدود  

سـپس  . انكوبـه شـدند   C °8-4 دقيقـه در دمـاي  15و  شد
  (MS column)سوسپانسيون سلولي داخل ستون جداسـاز 

هاي ستون سه بار با بافر شستـشو شـد و سـلول   . منتقل شد 
CD8+ Tبافر   مانده در ستون با اضافه كردن يك ميلي ليتر

مخـصوص از سـتون خـارج و جمـع آوري          بوسيله پيستون   
 سـانتريفيوژ   g 300آوري شده با دور      جمع سلولهاي. شدند

ليتـر محـيط     ميلي 2 و مايع رويي دور ريخته شد و به آنها        
RPMI1640   داراي FBS 10 % و ميـزان    تعـداد . اضافه شد

 با رنگ تريپان بلو و به كمك CD8+ T بودن سلولهاي زنده
 .)8(سلولها زنده بودند% 98تعيين  شد كه حدود  لام نئوبار

در اين  :MTT به روش CD8+ Tبررسي فعاليت حياتي سلولهاي 
 جهت بررسـي فعاليـت حيـاتي بـر روي سـلولهاي             مطالعه

CD8+ T از MTT ]3-) 4 تيازوليـل 2- 1 دي متيـل  5 و  (

با ) شركت سيگما  (] تترازوليوم بروميد  -2 دي فنيل    5 و   2
 ميكروليتـر   20ليتر بـه مقـدار        گرم در ميلي     ميلي 5غلظت  

 كه در آن )9( ساعت استفاده شد 48 پس از گذشت زمان
تحت تاثير دهيدروژناز ميتوكندريها اين ماده كه زرد رنـگ          

باشد به كريستالهاي فورومـازان كـه تركيبـي           و محلول مي  
آبي رنگ و نامحلول است تبديل مي شود، بـا حـل كـردن              
اين كريستالها در ايزوپروپانول اسـيد، مقـدار جـذب نـوري      

  .شود اين ماده در دستگاه اليزا ارزيابي مي

كريـستالهاي   تركيب آبـي رنـگ نـامحلول بـه صـورت               
تـوان از طريـق       بنفش رنگ به كف ظـرف چـسبيده و مـي          

  بررسي ميزان اين كريستالها مقدار سلول زنده در هر خانه 

  رلـــو ميزان فعاليت حياتي دارو را درمقايسه با گروه كنت
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بدست آورد زيرا تنها سلولهاي زنـده قـادر بـه انجـام ايـن               
باشند و بنابراين از ايـن روش مـي تـوان جهـت              تبديل مي 

  .بررسي قابليت زنده ماندن سلولها استفاده كرد

      MTT      مـورد نيـاز بـا غلظـت مناسـب )mgr/ml5 ( در
 درجـه سـانتيگراد     70منهـاي آزمايشگاه تهيـه و در فريـزر        

 سلول 200،000 به تعداد CD8+ Tسلولهاي . نگهداري شد

اي كشت   خانه 96ر پليتهاي   هاي كنترل و تستها د    در خانه 
   R10ســــپس رقتهــــاي مختلــــف فراكــــشن . شــــدند

ــه  ) 500/1، 200/1، 100/1، 50/1، 10/1، 2/1( ــه و ب تهي
بعـد از ايـن     . هاي مورد نظر داراي سلول اضافه شـدند       خانه

  بــه ميــزانConA (Concanavalin A)مرحلــه ميتــوژن 

µl/ml25  هاي مورد نظر اضافه شـد و پليـت بـراي            به خانه
بعد . رطوبت انكوبه شد  % 90 و   C  37 ساعت در دماي   48

 دقيقـه در    15-20 را كه مدت   MTTاز اين مرحله، محلول     
 20 بـود بـه مقـدار      محيط آزمايشگاه از قبل قرار داده شده      

سپس پليت در انكوبـاتور     . ميكروليتر به هر خانه اضافه شد     
 ساعت پليت خارج شـد و       4قرار داده شد و پس از گذشت        

هاي پليـت    اقدام به تخليه محيط كشت خانه      200ربا سمپل 
  هـا، ايزوپروپـانول اسـيدي     ، پس از تخليه تمام خانـه      گرديد

(0.04 N HCl) اضافه  ميكروليتر به هر خانه 100 به مقدار
اين تركيب باعث حل شدن كريستالهاي بنفش رنـگ         . شد

هـاي  سپس مـاده حـل شـده از خانـه      . شود  ها مي كف خانه 
مخصوص الايزا انتقال    پليت هايخانه ه داخل ب خانه 96پليت
پليت مخصوص الايزا در دسـتگاه خواننـده الايـزا    .  شد داده

 نانومتر تنظيم شده    540كه مقدار جذب نوري آن روي لنز      
 شد و پاسخ حاصله نشان دهنده مقدار جذب         بود، قرار داده  

باشد كه نمادي از تعداد سـلولهاي زنـده           نوري هر خانه مي   
كنترل  گروه هدف با در انه بوده و مقايسه مقدار آن    خ در هر 

  .باشد نشان دهنده مقدار فعاليت حياتي در آن خانه مي

 با TNFگيري براي اندازه  :TNF روش اندازه گيري سايتوكاين   

 استفاده (Invitrogen, USA)اينويتروژن  از كيتروش اليزا 
  over nightاي ته صاف به صـورت  خانه96پليت  .)9(شد 

.  كـوت شـد  TNF- موشـي ضـد   باديهـاي  با آنتيºC 4در

 assay  (Invitrogen, USA)سپس پليت شستشو و با بـافر 

سـه بـار بـا بـافر        . ها بلوك شـدند   به مدت يك ساعت خانه    
(0.05% Tween 20 in PBS)هـاي  نمونـه .  شستشو شدند
   استاندار به خانه ها اضافه وسوپرناتانت و رقتهاي مختلف

بادي  آنتي و شستشو  بار 5 .شد اتاق انكوبه  دماي در  ساعت 2
  د ازــانكوبه شد بع  دقيقه در دماي اتاق30ثانويه اضافه و 

  

ــدين  ــل بنزي ــرا متي ــسترا تت ــشو، سوب  tetra methylشست

benzidine (TMB) (Invitrogen, USA)   30و گرديـد  اضـافه 

 بـا محلـول   . در دماي اتاق انكوبه شد    دقيقه در جاي تاريك     

غلظــت  و متوقـف   واكــنش(1.8N H2SO4)كننـده  متوقـف 
   .شد تعيين نانومتر 450ريدر در با اليزا ها خانه در سايتوكاينها

 با 19 نسخه Spssافزار  نرم با حاصله هايداده:  آماري آناليز

ــون  از اســتفاده ــاي Nonparametric Testآزم  و آزمونه
Keraskel & Wanny's Test ندشد  بررسي.  

  :نتايج

   تيمـار شـده بـا    CD8+ Tسـلولهاي  نتيجه فعاليـت حيـاتي       

ــت ــشن   رق ــف فراك ــاي مختل ــدت R10ه ــاعت 48 در م    س

دهند نشان مي ) 1 شكل (نتايجهمانگونه كه    ):MTTآزمون  (
ــاء    ــل از احي ــوري حاص ــذب ن ــانگين ج ــط MTTمي  توس

رقتهـاي بـا    مجاورت داده شده در تمام CD8+ Tسلولهاي 
 بـه طـور معنـاداري در        R10يا بدون ميتـوژن از فراكـشن        

 در  1 :50 رقـت . انـد مقايسه با كنترل منفي افزايش داشته     
حضور ميتوژن حتي نسبت به ميتوژن افزايش معناداري در 

بقيـه رقتهـا در   .  فعاليت حياتي سلولها را باعث شده است       
حريكـي  حضور ميتوژن يا تفـاوت معنـاداري ندارنـد و يـا ت            

تيترهـاي  (مقايسه هرگروه   . اندكمتر از ميتوژن بجا گذاشته    
دهد كـه   در حضور و عدم حضور ميتوژن نشان مي       ) يكسان

در تمام دوزهـاي بكـار رفتـه در حـضور ميتـوژن فعاليـت               
  .  استحياتي بيشتر بوده
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 متعاقب MTT محلول اءياح از يناش ينور جذب نيانگيم: 1 شكل

ي سلولها بر سير آبيعصاره  R10 راكشنف مختلف يرقتها اثر
CD8+ T توژنيم حضور عدم و حضور در ساعت 48 از بعد 

بدون ( منفي بودن تفاوتها با گروه كنترل دارنشان دهنده معني: *علامت 
  )P≤0.05 (باشد مي)ميتوژن

با ( مثبت بودن تفاوتها با گروه كنترل دارنشان دهنده معني: **علامت 
  )P≤0.05 (باشد مي)ميتوژن

) تيترهاي يكسان   ( ها   بين گروه  بودن تفاوتها  دار معني نشان دهنده : $علامت  

  )P≤0.05( در حضور و عدم حضور ميتوژن
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 از سـلولهاي   آمده   دست به   TNF-α سايتوكاين   ميزاننتايج       

CD8
+
  T فراكشن مختلف رقتها با  تيمار شدهR10   در مـدت 

 ):اليـزا بـا روش  يـري سـايتوكاين   گ اندازهآزمون ( ساعت 48

  دهــد مقدارســايتوكاين  نــشان مــي2شــكلهمانگونــه كــه 

TNF-α توليد شده توسط سلولهاي CD8+ T تيمار شده با 
 بــدون در تمــام رقتهــاي R10رقتهــاي مختلــف فراكــشن 

ميتوژن بطور معناداري در مقايسه با كنترل منفي افـزايش          
بجزء ) ميتوژن(مثبت و در مقايسه با كنترل دهندنشان مي
 500/1 همــراه بــا ميتــوزن و رقــت 500/1 و 2/1رقتهـاي  

بدون ميتوژن بقيه رقتها چه با ميتوژن و چه بدون ميتوژن           
مقايـسه ميـزان ترشـح      . دهنـد داري نشان مي  تفاوت معني 
در حضور  ) تيترهاي يكسان   (  هر گروه    TNF-αسايتوكاين  

م دوزهـاي   دهد كه در تمـا    و عدم حضور ميتوژن نشان مي     
  .است بيشتر بوده TNF-αبكار رفته در حضور ميتوژن  

  

  
  

 يسلولها توسط شده ديتول TNF-α نيتوكايسا مقدار  :2 شكل
CD8+ T واحد حسب بر Pgr/ml مختلف  يرقتها اثر متعاقب  

   حضور در ساعت 48 از بعد سير آبيعصاره   R10 فراكشن

 توژنيم حضور عدم و

 منفي دار بودن تفاوتها با گروه كنترلمعنينشان دهنده : *علامت 
  )P≤0.05 (باشد مي)بدون ميتوژن(

 مثبت دار بودن تفاوتها با گروه كنترلنشان دهنده معني: **علامت 
  )P≤0.05 (باشد مي )با ميتوژن(

تيترهاي (ها  بين گروهدار بودن تفاوتها معنينشان دهنده: $علامت 
 )P≤0.05( وژندر حضور و عدم حضور ميت) يكسان

  

  :بحث

  نقـش مهمـي در مراقبـت و رد تومـور ايفـاء       T سلولهاي   

 نقـش  CD8+ Tسـلولهاي   ،Tازميـان سـلولهاي    .كننـد مي
هـا هـم در مطالعـات       حياتي در دفاع ميزبان عليه بدخيمي     
  واقـــــع و در) 10(انساني و هم در مطالعات حيواني دارند

  

   انجـام  پيجهـت ايمونـوترا   كـه  تلاشـهايي  عمـده  قـسمت 

 بـراي  سـلولها  ايـن  كارايي و توانايي افزايش براي گيرد،مي

 كـه  آنجايي  از،بنابراين .باشدمي توموري سلولهاي با مقابله

 با سرطانها برابر تومورها و در غالب اختصاصي ايمني پاسخ

 T ، سلولهاي )11( صورت مي پذيردTلنفوسيتهاي  واسطه

   .گرفتند قرار استفاده مورد و سايتوتوكسيك تخليص

سير از محصولات طبيعي موثر است و گزارش شده كه               
كننده سيـستم ايمنـي     اثرات ضدتوموري مستقيم و تقويت    

ابـزار مفيـدي بـراي ايمونـوتراپي تبـديل       ارد كه آن را بهد
ايمني بوسـيله   شده پاسخهايدستكاري كنترل . استكرده

باليني براي شناختي هدف اصلي متخصصان  ابزارهاي دارو
بيمـاران سـرطاني و بيمـاران بـا نقـايص ايمنـي و        درمـان 

مـوراد تنظـيم پاسـخهاي     اين در عفوني است و بيماريهاي
توانـد از ايـن نظـر    مـي  سير ارزش باشد و تواند باايمني مي

مطالعــه، فعاليــت  ايــن در بنــابراين. )4(گــرددمفيــد واقــع 
سـير   ولاتور تحت تاثير فراكشن ايمونومدCD8+ Tسلولهاي

(R10) گرفت مورد ارزيابي قرار.   

كـه تمـام تيترهـاي     دهدمي  نشانمطالعه حاضرنتايج      
 را در CD8+ T فعاليــت حيــاتي ســلولهاي R10فراكــشن 

دهد، اثـر اپتـيمم     مقايسه با گروه كنترل منفي افزايش مي      
 در CD8+ T بر روي فعاليت حياتي سلولهاي R10فراكشن 

 ConAغايب ميتوژن    و در  اكشن در حضور   اين فر  50/1تيتر

 R10 كه اثرات تحريكي   دهدنتايج نشان مي   اين. بدست آمد 

دهـد  نتايج نشان مي  همچنين  . بصورت وابسته به دوز است    
 CD8+ T بوسـيله سـلولهاي   TNF-αكه توليد سـايتوكاين  

 خصوصا  R10متعاقب مواجهه با تيترهاي مختلف فراكشن       

  . يابدغايب ميتوژن افزايش مي  در حضور و50/1تيتر 

 عصاره سير و    در تحقيقات قبلي ما نشان داده شده كه            
 باعـث القـاي شـيفت       (R10) كيلودالتـوني آن     14پروتئين  

 T بـه سـمت سـلولهاي    (IFN-γ, IL-2)الگوي سـايتوكاين  

و تكثيــر  ) Balb/C )7كمكــي نــوع يــك در موشــهاي    
ارتقاء ازدياد حساسيت نوع تاخيري   و)T )12لنفوسيتهاي 

 و تقويت فعاليت فاگوسيتي ماكروفاژها عليه ليـشمانيا          )4(
هـاي سـاير همكـاران      همچنين بررسـي  . شود مي )1(ماژور  

 فعاليـت حيـاتي و سايتوتوكسيـسيته         R10نشان داده كـه     
ــزايش مــي NKســلولهاي  ــور را اف ــه توم  در. )3(دهــد علي

دهـد كـه   نشان مي هاي قبلي، اين مطالعه نيزراستاي يافته
 TNF-αاين  فعاليت حياتي و توليـد سـايتوك   R10فراكشن

  لـــــافزايش قاب .دهد را افزايش ميCD8+ Tدر سلولهاي 
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 R10 در سلولهاي تيمار شـده بـا         TNF-αتوجه سايتوكاين   

اسـت  ) 13( و همكـاران    گو در اين مطالعه موافق با مطالعه     
اي توليـد   سير بطـور قابـل ملاحظـه       كه نشان دادند، قرص   
ابـسته   را به صورت و    IL-2 و   TNF-αسرمي سايتوكاينهاي   

  شـده بـا قـرص سـير افـزايش           به دوز در موشـهاي درمـان      

در مطالعات زيادي اثرات ساير تركيبات سير مورد        . دهدمي
كـه  اسـت    نشان داده    )14( كيس.  است بررسي قرار گرفته  

 IL-2 و TNF-αمهاري روي توليد سايتوكاينهاي      اثر آليسين

الي كه تكثير سلولهاي طح است نشان داده   )15( پاتيا .ندارد
و سلولهاي منونوكلئور خـون انـساني و سايتوتوكسيـسيته          

ــزايش  ســلولهاي منونوكلئورخــون  ــسين اف ــا آلي ــساني ب   ان

كه اثرات ضدتوموري    استگزارش كرده   ) 16( موتو. يابدمي
 بواسطه B16شده با ملانوما  تلقيح موشهاي در ايتوجه قابل

كـرده   نيـز گـزارش      )17( تاكي يامـا   .گرددآليسين القاء مي  
كه آمينواسيدهاي حاوي سولفور مشتق از عصاره سير  است

تكثير رده سلولي ملانومايي را بصورت وابسته به دوز مهـار           
اسـاس روش   با اين وجود در اين مطالعه چـون بـر         . كندمي

جداسازي ، تركيبات با وزن مولكولي خيلـي پـايين ماننـد            
اند ه جدا شد  R10آليسين و تركيبات سولفوردار از فراكشن       

آمده به آليسين و تركيبات  به نظرمي رسد كه نتايج بدست
 ارگانوسولفور مربوط نيست و ساير تركيبات موجود در سير

(R10)          نيز از طريق افزايش فعاليت حياتي و افزايش توليد
 اثـرات تقويـت   CD8+ T در سـلولهاي  TNF-αسـايتوكاين  

 و وني  مطالعـه . دهـد كننده بر سيستم ايمني نـشان مـي       
از پروتئينهـاي   % 96 نشان داد كه     1995در سال   همكاران  

شـامل   14 وKD 45سير را دو پروتئين عمده بـا وزنهـاي   
 و در مطالعه    )18(دهند  آليناز و لكتينهاي سير تشكيل مي     

 KD11 ديگر وزن مولكولي لكتـين سـير بـصورت مونـومر    

اسـت    مطالعات قبلي ما نيز نـشان داده          )19(محاسبه شد 
 R10كه در فراكشن    ) 7( كيلودالتوني سير    14 كه پروتئين 

. )20(باشد مي آن ايمونومدولاتوري خواص علت است، موجود

 نيـز   R10با در نظر گرفتن مطالب فوق، احتمـالا فراكـشن           
حاوي پروتئينهاي لكتـين بـوده و ممكـن اسـت از طريـق              
تحريك پلي كلونال سلولهاي ايمني آنها را فعـال نمـوده و            

  . ايمونومدولاتوري گرددباعث ايجاد خواص

 كمكـي و    T روي سـلولهاي     R10اثبات اثر   با توجه به          
) 3(  (NK Cell) و اثر بر ايمني ذاتـي )7(هايش سايتوكاين

ــي   ــر م ــه نظ ــي ، ب ــات قبل ــر  در مطالع ــن اث ــه اي ــد ك رس
  ارــــــ در كن CD8+ T بر سلولهايR10ايمونومدولاتوري 

  

 قـويتر و مـوثرتر   In vivoسلولها و سايتوكاينهاي فـوق در  
.  كـرد  كن خواهد تحريك و تومور را بطور كارآمدتري ريشه      

اش يك كانديد مناسب براي و اجزاء پروتئينيR10 بنابراين
هـاي   ايمونوتراپي جهت مطالعات كلينيكي روي بـدخيمي      

 روي R10در ضمن قـدرت تقويـت كننـده     . انساني هستند 
مونــوتراپي توانــد ابزارخــوبي جهــت اي مــيCTLســلولهاي 

  .سلولي در سرطانهاي مختلف باشد

  :نتيجه نهايي

    جـدا شـده از سـير   R10توان فراكشن  مي در مجموع    

   ايمنـي  سيـستم  بـالقوه  كننـده  فعـال  يـك  عنـوان  بـه  را

 كـار  بـه  هـا درمـان  نـوع  اين در و كرد تلقي در ايمونوتراپي

  سيــستم كــردن فعــال بــراي عوامــل مختلفــي .گرفــت

 از گزينه يك انتخاب گيرند كه مي قرار دهاستفا مورد ايمني

  درمـان تاثيرگـذار    نتيجـه  بـر  توانـد  مي ها،گزينه ساير بين

  .باشد

  :سپاسگزاري

پايـان نامـه كارشناسـي ارشــد    برگرفتـه از   مقالـه ايـن       
. در دانشكده پزشكي دانشگاه شاهد مـي باشـد        ايمونولوژي  

ــدين  ــالي    ب ــاي داود جم ــاب آق ــاري جن ــيله، از همك وس
ارشناس گروه ايمونولـوژي دانـشگاه شـاهد كـه مـا را در              ك
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Abstract 

 
Introduction & Objective: -cells, especially CD8+

 T lymphocytes are the most important cells in 
anti-tumor response. Previously R10 fraction of garlic extract was reported as an immuno-
modulator which induced an effective cellular immunity and Th1 responses. In this study the 
in vitro immunomodulatory effect of R10 on CD8+

 T cells viability and production of TNF-α 
were evaluated. 
Materials & Methods: In this experimental study, using monoclonal antibodies attached to 
magnetic beads with isolating columns by magnetic bead method, CD8+

 T cells from spleen
cells of Balb/C mice were isolated. R10 fraction based on molecular weight was prepared 
using Ultra filtration. MTT assay was used to evaluate cell viability. TNF-α level was meas-
ured in the supernatant of culture of CD8+

 T cells by ELISA. Obtained data was compared 
and analyzed using Nonparametric Test and Keraskel & Wanny's Test tests.. 
Results: The findings indicate that all dilutions of R10 fraction increased cell viability of 
CD8+

 T cells in comparison with the negative control group and in the presence of ConA with 
dilution of 1:50 of R10 fraction significantly increased cell viability of CD8+

 T Cells com-
pared to ConA alone. Secretion of TNF-α significantly increased by all dilutions of R10 frac-
tion. 
Conclusion: These findings suggest that R10 fraction of garlic can be used as an Immuno-
modulator drug candidate for induction of cellular Immunity in tumor therapy. 
 
(Sci J Hamadan Univ Med Sci 2014; 20 (4):273-279) 
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