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كروفاژهاي تيمار شده با فسفات دهيدروژناز در ما -6- ارتباط مهار آنزيم گلوكز:مينه و هدفز
آمينونيكوتين آميد با ميزان توليد نيتريك اكسايد و نيز مقاومت ماكروفاژهاي آلوده به -6مهار كننده 

 .انگل ليشمانيا ماژور بررسي شد
 25/1 و 5/2 و 5  و10 و با غلظت هاي BALB/cماكروفاژهاي صفاقي موش  :روش بررسي
 ساعت انكوباسيون درصد 24بعد از . كوتين آميد تيمار شدندآمينوني- 6 مهار كننده ميلي مولار از

-  بررسي و ميزان كاهش فعاليت آنزيم گلوكزMTTتستسايتوتوكسيسيتي ماكروفاژها با استفاده از 
و  شمانيا ماژور آلوده نموديم ماكروفاژها را با انگل لي. تعيين شد(G6PD)فسفات دهيدروژناز -6

 (Gries)سنجي گريس  نگ  ساعت با استفاده از روش ر18از  بعد (NO)توليد نيتريك اكسايد 
كثير انگل در ماكروفاژها از روز  ميلي مولار براي بررسي تاثير بر ميزان ت از غلظت پنجسنجيده و

  . استفاده شديك تا روز هفت
سيتي ماكروفاژها افزايش و ـكوتين آميد درصد سايتوتوكسيـآمينوني–6ت ـبا افزايش غلظ :ها يافته
 اژها با افزايش غلـظتـ توسط ماكروفNOزان توليد ـمي.  كاهش يافتG6PD يت آنزيمـفعال

داد كه ميزان تكثير بررسي انگل در ماكروفاژها نشان . آمينونيكوتين آميد نسبت معكوس داشت-6
  ).>05/0P( بررسي نسبت به گروه كنترل افزايش چشمگيري دارد انگل از روز يك تا روز هفت

. آمينونيكوتين آميد كاهش مي يابد–6 با استفاده از مهار كننده G6PDفعاليت آنزيم  :گيري نتيجه
 و افزايش درصد سايتوتوكسيسيتي ماكروفاژها همراه NO با كاهش توليد G6PDفعاليت آنزيم 

 نقش اصلي را در فعاليت ليشمانيا كشي ماكروفاژها به عهده دارد با مهار NO از آنجايي كه .است
  .يابد ليشمانيا كشي ماكروفاژها كاهش مي فعاليت G6PDم آنزي

  
 ،MTT تـست  ، نيتريـك اكـسايد   ،فسفات دهيـدروژناز   -6-ليشمانيا ماژور، گلوكز   :كلمات كليدي 

  .آمينونيكوتين آميد-6
 

 
  10-18، 1385  آذر،  9 ، شماره 64 پزشكي تهران، دوره مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم
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    و همكارانشهرزاد زماني   

 

 
   1385 ، آذر9 ، شماره 64مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

 
ل مهاي ايمني هستند كه در دفاع عليه عوا                ماكروفاژها سلول

كشي  بوهاي ميكر مكانيسم. كنند عفوني نقش مهمي ايفا مي
هاي فعال اكسيژن و   شامل توليد راديكال˝ماكروفاژها عمدتا

يكي پنتوز  مسير متابول1.باشد  مي(NO) توليد نيتريك اكسايد
ها وجود دارد مهمترين منبع توليد  در اكثر سلول  فسفات كه

 توليد NADPH .باشد ها مي  در داخل سلولNADPHكننده 
هاي مهم از جمله   كوآنزيم فعاليت بسياري از آنزيمشده

 در داخل (NOS)كمپلكس آنزيمي نيتريك اكسايد سنتاز 
فسفات دهيدروژناز  -6- آنزيم گلوكز2.ماكروفاژها است

(G6PD)ن  آنزيم محدود كننده سرعت و مهمترين آنزيم اي
د ميزان  مهار آن منجر به كاهش شديمسير متابوليكي است و

NADPHآمينونيكوتين آميد -6 3-5.شود  داخل سلولي مي
هاي مختلف   است و بررسيG6PDكننده رقابتي آنزيم   مهار
هاي مختلف توسط اين ماده منجر  اند كه تيمار سلول  دادهنشان

 6-8.شود  داخل سلولي ميNADPHبه كاهش چشمگير ميزان 
آنزيم كه دچار نقص در    در افراديمشخص شدهچنين هم

G6PDهاي مختلف از جمله  باشند ميزان ابتلا به عفونت  مي
 نيز شدت  ريكتزيا و هليكوباكتر پيلوري و،توكسوپلاسما

 در اين مطالعه اثر مهار 9-11.يابد بيماري حاصله افزايش مي
G6PDكشي ماكروفاژها از انگل ليشمانيا  بو در فعاليت ميكر

را انگل ليشمانيا ماژور زي. ماژور به عنوان يك مدل استفاده شد
هاي مختلف   ليشمانيوزيس است كه هنوز در شهرعامل ايجاد

كن كردن آن همچنان  ران وجود داشته و تلاش براي ريشهاي
هايي هستند  مچنين ماكروفاژها مهمترين سلول ه8و9.ادامه دارد

شوند يعني در واقع مخزن  ها آلوده مي كه توسط اين انگل
ترين مكانيسم ليشمانياكشي آنها توليد ستند و مهمليشمانيا ه

 NOشد توليد باشد و همانطور كه ذكر  مي(NO) اكسايد نيتريك
 به مقدار كافي در NADPHدسترس بودن كوآنزيم  به در
  2و12- 17.ها بستگي دارد لسلو

  
براي جداسازي ) اي هفته 8-9(ماده  BALB/cهاي  موش

در ابتدا به صفاق موش . د استفاده قرار گرفتندماكروفاژها مور
RPMI موش تحت شرايط  تزريق شد و سپس مايع صفاقي

 سوسپانسيون سلولي آسپيره شده را دوبار با .استريل آسپيره شد
PBSها با دور  شو داده و بعد از سانتريفوژ سلول شستg300 به 

 لوله  ريخته و توده سلولي ته مايع رويي را دور، دقيقهدهمدت 
 به حالت FCS 10%حاوي  RPMI ليتر  ميليدر يك

سوسپانسيون درآورده شد سپس ماكروفاژها را شمارش كرده و 
از  .رسانده و درصد زنده بودن آنها تعيين شد 106به تعداد 

 آلوده به انگل ليشمانيا ماژور به عنوان BALB/c هاي موش
 در ابتدا موش را كشته و طحال آن را. مخزن استفاده شد

 قرار NNNشرايط استريل جدا كرده و در داخل محيط كشت 
گراد قرار داده   درجه سانتي25 محيط مذكور را در دماي. داديم

براي رشد . ساعت رشد انگل بررسي كرديم 48-72 و پس از
 بدون سرم RPMI 1640 ابتدا انگل را به محيط كشت ،بيشتر

ا به محيط  آن ر، بعد از رشد اوليه انگل(FCS)جنين گاو 
غير فعال  سرم جنين گاو RPMI 1640 20-10%كشت حاوي 

موسمان به توضيح  1980 در اوايل دهه ١٨.شده انتقال داديم
 اي خانه 96  ميكروپليت در هر چاهك19.اين روش پرداخت

ه از صفاق دست آمد هسوسپانسيون سلولي بليتر از  ميكرو 100
هاي  زا با غلظت مجهاي ها در گروه موش اضافه كرده و سلول

 و 5/2 و 5 و 10 (آمينونيكوتين آميد-6كننده  مختلف از مهار
 24 سپس ميكروپليت به مدت. تيمار شدند) مولار   ميلي25/1

بعد .  قرار گرفتCO2 5%درجه سانتي گراد و  37 ساعت در
       ها توسط ين مدت درصد سايتوتوكسيسيتي سلولاز ا

-MTT،{Methyl-2,5diphenil Tetrazolium bromide3تست 

(4,5-Tetrazolium)} محلول حاوي . تعيين شدMTT  با
 ميكروليتر از 25ليتر تهيه شد و  گرم در ميلي  ميليپنجغلظت 

اعت انكوباسيون  سبعد از چهار. هك اضافه شدآن به هر چا

  بررسيروشمقدمه
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 ميكروليتر دي متيل سولفوكسايد 100گراد   درجه سانتي37در 
(DMSO) مخلوط شد ˝افه شد و كاملاها اض به تمام چاهك 

 سپس پليت .تا تمام بلورهاي آبي تشكيل شده حل شوند
 در طول موج Multiscan MS ELISA Reader دستگاهتوسط 

ش غلظت نيتريك ـسنج براي . نانومتر قرائت گرديد570
روفاژ تيمار شده  يكي ماك،از دو گروه ماكروفاژ (NO) اكسايد
ي آلوده شده با انگل ليشمانيا كننده و يكي ماكروفاژها با مهار

از ماكروفاژهاي . دكه با مهار كننده تيمار شده بودند استفاده ش
كننده مسير توليد نيتريك   تقويتكه SNAPتيمار شده با 

 و SNAP +IFN-γ  ،اكسايد است همراه با انگل ليشمانيا ماژور
LPS + IFN-γ  به عنوان كنترل مثبت استفاده شد زيرا نشان

 توسط ماكروفاژها را NOه است كه اين مواد توليد داده شد
 نيز در ماكروفاژهاي آلوده به NMMAاز . كنند تحريك مي

  هارـليشمانيا به عنوان كنترل منفي استفاده شد زيرا اين ماده م
 به عنوان شاخص NO2 ميزان تجمع  .باشد  ميNOكننده توليد 

 ،ه شدههاي كشت داد  در مايع رويي سلولNOميزان توليد 
 از منحني استاندارد توسط روش رنگ سنجي گريس و استفاده

  ميكروليتر از مايع رويي ماكروفاژ50.  تعيين شدنيتريت سديم

نفتيل  وليتر از محلول حاوي ميكر50هاي كشت داده شده با 
 سولفانيل آميد ،)mg/ml 1/0(اتيلن آميد دي هيدروكلرايد 

)mg/ml 1(، 5 %دقيقه طر به مدت دهسيد فسفوريك و آب مقا 
 نانومتر 540ها در  در دماي اتاق انكوبه شد سپس جذب نمونه

فعاليت ويژه بر حسب  (G6PDفعاليت آنزيم  .قرائت گرديد
u/mg (در عصاره سلولي ماكروفاژهاي ليز شده تعيين شد .

براي انجام اين تست نيز همانند تست سنجش ميزان توليد 
NOماكروفاژ همراه با : ه شد از دو گروه ماكروفاژ استفاد

 كننده آلوده به ليشمانيا همراه با مهاركننده و ماكروفاژ  هارـم
مدت  به g200( ي صفاقي جدا شده سانتريفوژ شدهماكروفاژها

  به حالتPBSسپس در ) گراد درجه سانتي ده دقيقه در چهار
درآورده و براي ليز تحت  )Cells/ml105×5(سوسپانسيون 
 (times,10-s burst with 1-min intervals 6)سونيكاسيون 

 20دت ـجش به مـ قبل از سن يعصاره سلول. قرار داده شدند
گراد  تي درجه سان با دماي چهارg12000  دقيقه با دور

. خ نگهداري شدـجش روي يـسانتريفوژ شده و قبل از سن
تر از لي ميلي  75/0ز عصاره سلولي با يتر ا ميكرول200
 مولار ميلي  سهمولار حاوي كلريدريك پنج اسيد -تريس بافر

MgCl2   (pH 7.8)، 257/4فسفات -6- ميكروليتر از گلوكز 
 مولار مخلوط شده و افزايش جذب NADPH 8/7مولار و 
NADPHر طول  درجه د37 دقيقه انكوباسيون در  بعد از پنج

ماكروفاژهاي صفافي موش  . نانومتر قرائت شد339موج 
BALB/cيط كشت  همراه با محRPMI 1640 حاوي FBS 

اي   خانه16 حرارت به داخل پليت هاي غير فعال شده با% 10
هاي ليشمانيا ماژور   ساعت آماستيگوت24بعد از .  شدندريخته

 چهار. اضافه شدند) تيگوت به ماكروفاژآماس (1:20نسبت به 
ساعت بعد به محيط رويي محيط حاوي آماستيگوت هاي آزاد 

رويي با محيط كشت تازه  محيط كشت ،عدروز ب. اضافه شد
ليت ـميكروپ. كننده تعويض شد هاي مختلف مهار حاوي غلظت

از روز . وبه شدـ انكCO2 5%گراد و حضور  درجه سانتي 37در
 ماكروفاژهاي هر چاهك از ته پليت جدا يك تا روز هفت

نول اـ روي اسلايد قرار داده و بعد از فيكس كردن با مت،شده
آميزي شد و تعداد ماكروفاژهاي   از رنگ گيمسا رنگبا استفاده

آلوده به غير آلوده و نيز تعداد آماستيگوت هاي موجود در هر 
ماكروفاژ به صورت درصد با استفاده از بررسي در زير 

ها با استفاده از  نتايج حاصل از تست. وپ تعيين شدـميكروسك
متريك  آنالـيز آماري غير پاراهاي  و روشSPSS نرم افزار

Mann-Witney  وANOVA يل قرار گرفت تجزيه و تحلمورد.  
 

  
 نتايج ، مشخص شده است1شمارهطور كه در جدول  همان

 بر روي ماكروفاژهايي كه با MTTحاصل از انجام تست 
 و 5 و 10( آميد آمينونيكوتين-6كننده  هاي مختلف مهار غلظت

 ، ساعت تيمار شده بودند18به مدت ) رمولا  ميلي25/1 و 5/2

 هايافته
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وتوكسيسيتي كننده درصد سايت با افزايش غلظت مهار داد كه  نشان
 همچنين آزمون >p)001/0(يابد داري مي ماكروفاژها كاهش معني

 نشان داد كه بين ميزان سايتوتوكسيسيتي ANOVAآماري 
ايجاد شده توسط غلظت هاي مختلف از مهار كننده با هم نيز 

نتايج حاصل از  . وجود داشت>p)001/0(اوت قابل توجهي تف
 ساعت 18سنجش ميزان نيتريك اكسايد توليد شده بعد از 

هاي مختلف مهار  ط ماكروفاژهاي تيمار شده با غلظتتوس
 ميلي 25/1 و 5/2 و 5 و 10(آمينونيكوتين آميد  -6كننده 
كه تيمار  نشان داد ، آمده2شمارهكه در جدول ) مولار
كننده ميزان توليد نيتريك اكسايد توسط  وفاژها با اين مهارماكر

ماكروفاژها را كاهش قابل توجهي مي دهد و اين كاهش با 
 توليد NOميزان . افزايش غلظت مهار كننده رابطه مستقيم دارد

مختلف از ظت هاي ـشده توسط ماكروفاژهاي تيمار شده با غل
وفاژهاي گروه به ماكر توجهي نسبت كننده كاهش قابل مهار

 توليد شده NOهمچنين بين ميزان .  داشت>p)001/0(كنترل 
هاي مختلف با يكديگر نيز تفاوت قابل معني  توسط گروه

 Mann-Witneyآزمون آماري  .>p)001/0(داري وجود داشت 
 كه نشان داد كه در گروه ماكروفاژهاي آلوده به انگل ليشمانيا

  زان ـده بودند ميـمار شـ تيكننده ارـتلف از مهـهاي مخ با غلظت

نسبت به  نسبت به گروه فاقد انگل ليشمانيا و نيز NOتوليد 
 داري نشان نداد ش معني كاههاي همان گروه ساير غلظت

)001/0>(p.  با سنجش فعاليت آنزيمG6PDعصاره حاصل  در 

كننده  هاي مختلف مهار ز ماكروفاژهاي تيمار شده با غلظتاز لي
 )مولار  ميلي25/1 و 5/2 و 5 و 10(آميدآمينونيكوتين -6

كننده منجر به كاهش معني  اده از اين مهارمشخص شد كه استف
شود و هر چه   در ماكروفاژها ميG6PDداري در فعاليت آنزيم 

نيز افزايش نده بيشتر باشد درصد مهار آنزيم غلظت مهار كن
است   مشخص شده1شمارهنمودار  همانطور كه در. يابد مي

 G6PDكننده از نظر ميزان مهار آنزيم  هاي مختلف مهار غلظت
  >p)001/0(داري  نترل و نيز با يكديگر تفاوت معنيبا گروه ك

 ANOVAهمچنين تجزيه و تحليل با آزمون آماري . داشتند
تواند منجر به افزايش معني  نشان داد كه انگل ليشمانيا نمي

      وده شود در ماكروفاژهاي آلG6PDداري در فعاليت آنزيم 
) 05/0(p >  

ا بعد از بررسي ماكروفاژهاي رنگ آميزي شده توسط گيمس
و نيز ميانگين تعداد  هآلود نسبت ماكروفاژهاي آلوده به غير

ها در ماكروفاژهاي آلوده بعد از بررسي توسط  آماستيگوت
 3شمارهو همانطور كه در جدول  ميكروسكوپ تعيين شد
ر ها د  آماستيگوت ميانگين تعداد،مشخص شده است

غلظت پنج ميلي مولار از مهار كننده  ماكروفاژهاي آلوده كه با
ز روز آمينونيكوتين آميد تيمار شده بودند با افزايش زمان ا-6

نسبت به گروه كنترل در تجزيه و تحليل با  يك تا روز هفت
اكثر دهد   نشان ميداري ، افزايش معنيANOVA آزمون آماري

  .تخريب شده بودند  توسط انگل ليشمانياماكروفاژهاي آلوده
  
  

  اژهابر ماكروف) آمينونيكوتين آميد-G6PD) 6 ساعت توسط مهاركننده آنزيم 18 بعد از MTTجام تست نتايج حاصل از ان-1جدول
  ( mean ± S.D ) درصد سايتوتوكسيسيتي در ماكروفاژهاي صفاقي موش  گروه ها مواد و سلول اضافه شده                 

  12/2 ± 06/0   ميلي مولار10 با غلظت AN-6+ ماكروفاژ  ١
  99/1 ± 1/0   ميلي مولار5با غلظت  AN-6+ ماكروفاژ  ٢

  86/1 ± 07/0  ميلي مولار5/2 با غلظت AN-6+ ماكروفاژ  ٢

  73/1 ± 09/0  ميلي مولار25/1 با غلظت AN-6+ ماكروفاژ  ۴
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هاي  ا غلظتانكوباسيون ب ساعت 18پس از  BALB/cهاي صفاقي موش  ماكروفاژتوسط)  ميكرومولاربر حسب(يت توليد شده  غلظت نيتر-2جدول
  ).آمينونيكوتين آميد -G6PD) 6كننده آنزيم  مختلف مهار

  )ميكرومولار( غلظت نيتريت  گروه ها  اضافه شدهمواد و سلول
  33 / 34 ± 0 / 89  ماكروفاژ ١
  33 / 96 ± 0 / 90  انگل ليشمانيا ماژور+ ماكروفاژ  ٢
  SNAP     62 / 3 ± 55 / 262+ انگل ليشمانيا ماژور+ ماكروفاژ  ٣
  NMMA   37 / 0 ± 30 / 27+ انگل ليشمانيا ماژور+ ماكروفاژ  ۴
  SNAP + IFN-γ    43 / 1 ± 87 / 269 +ماكروفاژ  ۵
  LPS  +IFN-γ  87 / 0 ± 34 / 40+ ماكروفاژ  ۶
  14 / 14 ±0 / 33  يلي مولار م10 با غلظت AN-6+ ماكروفاژ  ٧
  15 / 09 ±0 / 29   ميلي مولار  5  با غلظت AN-6+ ماكروفاژ  ٨
  15 / 57 ±0 / 23  ميلي مولار 2/ 5 با غلظت AN-6+ ماكروفاژ  ٩
  16 / 66 ±0 / 13  ميلي مولار1/ 25 با غلظت AN-6+ ماكروفاژ  ١٠
  14 / 16 ±0 / 22  مولار ميلي 10 با غلظت AN-6+ انگل ليشمانيا + ماكروفاژ  ١١
  15 / 10 ±0 / 29   ميلي مولار5  با غلظت AN-6+ انگل ليشمانيا + ماكروفاژ  ١٢
  15 / 58 ±0 / 22  ميلي مولار2/ 5 با غلظت AN-6+ انگل ليشمانيا + ماكروفاژ  ١٣
  16 / 68 ±0 / 13  ميلي مولار1/ 25 با غلظت AN-6+ انگل ليشمانيا + ماكروفاژ  ١۴

SNAP: S-Nitroso-Acethyl-Penicillamide                NMMA: N-Methyl-L-Arginine                   6-AN: 6-Aminonicotinamide  
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  G6PD كننده آنزيم  هاي مختلف مهار ا غلظت در ماكروفاژهاي دو گروه بعد از انكوباسيون بG6PDميزان فعاليت آنزيم . 1نمودار
 ميلي مولار؛ گروه 5 با غلظت AN-6+ ، ماكروفاژ 3 ميلي مولار؛ گروه 10 با غلظت AN-6+ ، ماكروفاژ2؛ گروه ، ماكروفاژ1 گروه ).آمينونيكوتين آميد-6(
  .ميلي مولار25/1 با غلظت AN-6+ ، ماكروفاژ 5لار؛ گروه ميلي مو 5/2 با غلظت AN-6+ ماكروفاژ ، 4
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    و همكارانشهرزاد زماني   

 

 
   1385 ، آذر9 ، شماره 64مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

  آن  ماكروفاژهاي صفاقي آلوده به ماژورليشمانيا سلوليبر تكثير داخل ) وتين آميدآمينونيك-6توسط  (G6PDاثر مهار آنزيم  -3جدول
  شش تا روز  از روز صفز ماكروفاژ200 انگل در ميانگين تعداد  ±خطاي معيار  نوع ماده اضافه شده

  0  1  2  3  4  5  6  
  5 /11  انگل ليشمانيا + ماكروفاژ 

1/ 0±  
41/ 6  

5/0±  
92/ 7  
3/0±  

63/9  
4/0±  

59 /11  
1/ 0±  

09 /14  
4/0±  a  

 mM 5  29 /5 با غلظت AN-6+ انگل ليشمانيا + ماكروفاژ 

3/0± 

19 /7 

4/0± 

59 /9 

5/0± 

65 /12 

1/ 0±  
a  

  −  −  

a6                                                                                                                                                      از ماكروفاژها ليز شده اند % 50، بيش از-AN: 6-Aminonicotinamide  

  

  

  
 به عنـوان يـك پديـده    وزه بيماري ليشمانيوز در كشور ما     امر

از . و درمـاني كـشور اسـت       مهم مورد توجه مراكـز بهداشـتي      
 انگـل ليـشمانيا     هاي اصلي مخـزن    كه ماكروفاژها سلول   آنجايي

فـزايش و يـا     عوامل موثر بـر ا     بنابراين شناخت  18-20.باشند مي
توانـد مـا را در       مـي  انگـل اين  ها به    كاهش مقاومت اين سلول   

كاري جديد براي جلوگيري از پيشرفت و گسترش و          يافتن راه 
 از اين رو در اين تحقيـق    .بيماري ياري كند  اين  يا حتي درمان    

كـاهش فعاليـت مـسير پنتـوز        كه اثـر    تلاش بر اين بوده است      
 6-بـه ويـژه آنـزيم گلـوكز       ) NADPH ميـزان توليـد   (فسفات  

تــرل كننــده ايــن مــسير فــسفات دهيــدروژناز را كــه آنــزيم كن
باشد، در ماكروفاژهاي آلوده بـه انگـل ليـشمانيا           متابوليكي مي 

با توجه بـه شـيوع ليـشمانيوز و اهميـت           . ماژور بررسي نمايد  
ب آن در منـاطق آلـوده، مـا از انگـل            تشخيص و درمان مناس ـ   

ليشمانيا ماژور به عنوان يك مدل بـراي بررسـي اثـرات مهـار              
ــزيم گلــوكزشــدن آ ــدروژناز -6 -ن  در فعاليــت فــسفات دهي

مسير پنتوز فـسفات،    . كشي ماكروفاژها استفاده كرديم    بوميكر
 خارج ميتوكندريايي در    NADPHمسير متابوليكي اصلي توليد     

شود و آنـزيم اصـلي در ايـن مـسير كـه              ها محسوب مي    سلول
ــد   ــه تولي ــر ب ــوكز NADPHمنج ــود گل ــي ش ــسفات -6 م  ف

 منجـر بـه   G6PD مي باشد بنابراين مهار   (G6PD)دهيدروژناز  

 در  21. در سـلول هـا مـي شـود         NADPHكاهش شديد توليـد     
د ابـتلا    در افزايش استعدا   G6PDهاي قبلي، تاثير نقص      بررسي

عفـوني مختلـف ازجملـه      هـاي    و نيز افزايش شـدت بيمـاري      
 عفونــت  22،پنومــوني ناشــي از آســينتوباكتر   10،ريكتزياهــا

در بيماران بـه   11نت هليكوباكتر پيلوري     و عفو  9 توكسوپلاسما
همچنين ثابت شده است كه لكوسيت هاي . اثبات رسيده است

اين افراد داراي اختلال در فرايند كشتن عوامل عفوني بـوده و            
ژن در آنها كمتر    ي فعال اكسيژن و نيترو    ميزان توليد راديكال ها   
ــاره 23-28.باشــد از ســطح طبيعــي مــي  مطالعــات مختلفــي درب

 ماكروفاژهـا صـورت     هاي كشتن انگل ليشمانيا توسط     يسممكان
 نشان دادنـد    1994 سال  در 29گرفته است، اسروي و همكاران      

كه كشتن انگل ليشمانيا ماژور توسط ماكروفاژهاي فعال شـده          
هـاي    و تا حد كمتري به توليـد راديكـال         NOوليد   به ت  ˝عمدتا

  .فعال اكسيژن از جمله سوپراكسيد وابسته است
 (AN-6)آمينو نيكـوتين آميـد    -6در اين تحقيق از مهار كننده       

كننـده مـسير پنتـوز        استفاده كرديم كه از جمله موثرترين مهـار       
 تيمـار  بعـد از . كند  را مهار ميG6PDباشد و آنزيم     فسفات مي 

، ميـزان    MTTهـا را از نظـر تـست          ها با اين ماده سلول    سلول  
 مـورد    G6PDتوليد نيتريك اكـسايد و ميـزان فعاليـت آنـزيم            

بعد از تعيين دوز اپتيمم اين مهار كننده بـا          . بررسي قرار داديم  
،  G6PD و نيز تعيين ميزان فعاليت آنزيم        MTTتوجه به تست    

لوده به انگل   از اين دوز جهت بررسي مقاومت ماكروفاژهاي آ       

بحث
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با استفاده از اين مهار كننـده مـشاهده         . ليشمانيا استفاده كرديم  
، G6PD، فعاليـت آنـزيم       توليـد شـده    NADPHشد كه ميزان    

. يابد توليد شده در ماكروفاژها كاهش مي     ميزان نيتريك اكسايد    
كه توسط محققـين مختلـف      بنابراين آزمايشات ما با تحقيقاتي      

 توليد شده، كوآنزيم    NADPH 9-11.كند ياند تطبيق م   انجام داده 
هاي توليـد كننـده راديكـال هـاي فعـال اكـسيژن و               مهم آنزيم 

اژهـا  نيتروژن از جمله سوپراكسيد و نيتريك اكسايد در ماكروف        
باشد كه در دفاع ماكروفاژهاي آلوده به انگل ليشمانيا نقـش       مي

ش انتظـار مـي رود كـه بـا كـاه          بنابراين  . كنند اصلي را ايفا مي   
 در  NADPH و در نتيجه كـاهش ميـزان         G6PDفعاليت آنزيم   

. ها، مقاومت ماكروفاژها به انگـل ليـشمانيا كـاهش يابـد       سلول
 بـر   AN-6 با استفاده از مهاركننده      MTTنتايج حاصل از تست     

 نشان دادند كـه بـا       BALB/cروي ماكروفاژهاي صفاقي موش     
وفاژهـا  وتوكسيسيتي ماكر افزايش غلظت مهاركننده درصد سايت    

 تفـاوت  mM 10 مـشاهده شـد كـه غلظـت    . يابـد  افزايش مي
 25/1 و   5/2،  5داري با گروه كنترل و نيـز غلظـت هـاي             معني

و ايــن غلظــت بيــشترين ميــزان  ≥P)05/0( ميلــي مــولار دارد
هـاي   طـور كلـي غلظـت       هب ≥P)05/0(مهاركنندگي را داراست    

mM 10ــا   25/1، 5/2، 5 و ــز ب ــرل و ني ــروه كنت ــه گ ــسبت ب  ن
 ـ ـديگر تفاوت معني داري از نظر ميزان م       يك  دـهاركنندگي دارن

)05/0(P≤             و اين ميـزان بـا افـزايش غلظـت از mM 25/1  تـا   
mM 10  ما براي بررسي غلظت نيتريت توليد      . يابد  افزايش مي

شده در مايع رويي كشت ماكروفاژهـا از روش رنـگ سـنجي             
يد نتايج حاصل از سنجش نيتريك اكسا     . گريس استفاده كرديم  

ريت توليـدي كـه شـاخص     ـنشان دادند كه بالاترين مقدار نيت ـ     
هـاي سـوم      در گـروه   SNAPاورت  ـ اسـت در مج ـ    NOتوليد  

ـــماك( ــ+ اژ ـروفـ ـــو پ) SNAP+ يا ـشمانــــل ليـانگـ م ـنجـ
نترل ـسه با گـروه ك ـ    ـدر مقاي ) IFN-γ + SNAP+ روفاژ  ـماك(
)05/0(P≤    توانـد   علـت آن مـي    . ها توليد شـد     و نيز ساير گروه
 در توليد آن در مقايسه با سـاير عوامـل           NOوثر بودن دهنده    م

اصـل از تيمـار ماكروفاژهـا بـا         نتـايج ح  . محرك سلول باشـد   
كننـده تـا       مهار ، نشان دادند كه استفاده از اين      AN-6كننده   مهار

 توليد شـده و فعاليـت آنـزيم        NADPHداري غلظت    حد معني 
G6PD   غلظـت   ميـزان مهـار بـا افـزايش          دهـد و    را كاهش مي
 نتايج حاصل از بررسـي  .≥P)05/0( شود ها بيشتر مي  كننده  مهار

 روز  روفاژهاي آلوده با انگل ليشمانيا در طـي هفـت         تعداد ماك 
نشان دادند كه با افزايش غلظت مهاركننده تعداد ماكروفاژهاي         

 موجـود در هـر      هـاي  ه به انگـل ليـشمانيا و تعـداد انگـل          آلود
 اين افزايش بـا افـزايش        و ≥P)05/0( يابد ماكروفاژ افزايش مي  

 .≥P)05/0( كننده نسبت مستقيم دارد غلظت مهار

كننـده   رسيديم كه استفاده از مهار در اين تحقيق به اين نتيجه       
شود  سبب مي  G6PD فعاليت آنزيم    هاركار رفته براي م    ههاي ب 

، غلظت نيتريك اكسايد توليـد شـده،   NADPHكه ميزان توليد    
اژها و مقاومت ماكروفاژهاي آلوده بـه       ميزان زنده بودن ماكروف   

بنـابراين، كـاهش    . يابـد  داري مـي    انگل ليشمانيا كـاهش معنـي     
 در نتيجه نقص ژنتيكي يـا       NADPH و غلظت    G6PDفعاليت  

كننـده منجـر بـه كـاهش         از طريق استفاده از مهار    بيماري و يا    
شـود   و ميزان زنده بودن ماكروفاژها مـي      توليد نيتريك اكسايد    

تن انگـل در ماكروفاژهـاي آلـوده        مـل مـوثر در كـش      كه از عوا  
بنـابراين  . شـوند   اشند، پس سبب افزايش رشـد انگـل مـي         ب مي

 كشي ماكروفاژهاي آلوده به انگل ليشمانيا كـه        توانايي ميكروب 
 .يابد اند، كاهش مي با مهار كننده تيمار شده
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Background: The objective of this study was to investigate the relationship 
between glucose-6-phosphate dehydrogenase inhibition in macrophages 
treated with 6-Aminonicotinamide, the amount of nitric oxide (NO) production 
and the resistance of infected macrophages against Leishmania major 
infection. 
Methods: Peritoneal macrophages of BALB/c mice were isolated and treated 
with different concentrations (1.25, 2.5, 5, 10 mM) of 6-aminonicotinamide. 
After 24 hours, the viability of treated macrophages was measured by MTT 
assay at 540 nm. G6PD activity was measured in the cell extracts 24 hours 
later. Macrophages were then infected with leishmanial amastigotes and after 
18 hours NO production was determined using Griess-reagent. In order to 
study the inhibition of macrophage activity, 5 mM concentration of 6-AN was 
used and number of leishmanial amastigotes was recorded in these cells from 
day 1 to7. 
Results: Different concentrations of 6-AN were shown to cause a significant 
increase in cell death and decrease in G6PD activity and NO production in 
macrophages. Also, the number of amastigotes in macrophages was increased 
significantly (p < 0.05). 
Conclusion: The concentration of 6-aminonicotinamide and G6PD activity 
affect the viability of BALB/c mice peritoneal macrophages through 
production of NO. Inhibition of G6PD activity leads to decreased leishmani-
cidal activity of mouse peritoneal macrophages. 
 

Keywords: Leishmania major, G6PD, nitric oxide, MTT assay, 6-Aminonicot-
inamide 
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