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مقاله
تحقيقاتي

اثر بيوشيميايى داروى ال- آرژنين (L- Arg) به عنوان پيش ساز نايتريك اكسايد و تاثير 
مهاركنندگى ايندومتاسين (INDO) بر پروستاگلاندين (PG) در فيزيوپاتولوژى 

موش هاى حساس Balb/c آلوده به ليشمانيا ماژور
*فاطمه قاسمى1، حسين نهروانيان2

چكيد ه
سابقه و هدف: ليشمانيوز به انواع احشايى، جلدى وجلدى- مخاطى قابل تفكيك است. ليشمانيا ماژوريكى از عوامل ليشمانيوز 
 Balb/c جلدى مى باشد. اين مطالعه جهت بررسى اثر بيوشيميايى داروى ال- آرژنين به عنوان پيش ساز اكسيد نيتريك در موش هاى

آلوده به ليشمانيا ماژور و تاثير مهار كنندگى ايندومتاسين بر پروستاگلاندين صورت گرفته است.
مواد و روش ها: اين مطالعه بر روى موش هاى Balb/c و انگل ليشمانيا ماژور صورت گرفت. در اين مطالعه 48سر موش Balb/c در6 
گروه هشت تايى مورد استفاده قرار گرفت.1- گروه كنترل سالم كه شامل موش هاى سالم2 – گروه كنترل آلوده، شامل موش هاى 
آلوده به ليشمانيا ماژور، تحت درمان با اتانول 3 – گروه آزمون، شامل موش هاى آلوده به ليشمانيا ماژور، تحت درمان با ايندومتاسين 
4 – گروه كنترل آلوده، شامل موش هاى آلوده به ليشمانيا ماژور، تحت درمان با آب مقطر5- گروه آزمون شامل: موش هاى آلوده 
به ليشمانيا ماژور، تحت درمان با ال- آرژنين 6- گروه شاهد شامل موش هاى آلوده به ليشمانيا ماژور، تحت درمان با ايندومتاسين 
و ال- آرژنين انجام شد. ميزان غلظت نايتريك اكسايد بوسيله سنجش گرايس، اندازه گيرى شد. و با استفاده از آزمون هاى آمارى 

ANOVA One Way وStudent›s t-test  مورد آناليز قرار گرفت. اين مقاله برگفته از پايان نامه دانشجويى مى باشد.

يافته ها: غلظت نايتريك اكسايد در گروهμM/ml 4 22/37±157/2، در صورتى كه در گروه درمانى ال- آرژنين، ايندومتاسين يعنى 
گروه 6 اين ميزان به μM/ml 13/88±62/06 كاهش يافت. آناليز داده ها بيانگر اختلاف معنى دار در ميزان نايتريك اكسايد سرم خون 
مربوط به گروه شاهد و آزمون در اثر درمان با ال- آرژنين، ايندومتاسين مى باشد. قطر زخم ها در گروه شاهد 1/25±6/51 ميلى متر 

بوده در حالى كه در گروه تحت درمان به وسيله ايندومتاسين، اين ميزان به 0/95±4/29 ميلى متر كاهش يافت.
بحث ونتيجه گيرى: نتايج نشان داد كه بكارگيرى ايندومتاسين و ال- آرژنين موجب تغيير ميزان پروستاگلاندين ونايتريك اكسايد در 
ميزبان وآشكار شدن نقش تعاملى آنها در فيزيوپاتولوژى موش هاى آلوده به ليشمانيا شد كه شامل طول دوره بيمارى، خصوصيات 

ماكروسكوپى واندازه زخم ليشمانيايى واسپلنومگالى مى باشد.
كلمات كليدى: ليشمانيا ماژور، نايتريك اكسايد، ال-آرژينين، ايندومتاسين
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مقدمه
ليشمانيوز پوستى يك عفونت مزمن و بيمارى گرانولوماتوز است 

كه به وسيله انگل ليشمانيا ايجاد مى شود. بر طبق گزارش سازمان 
بهداشت جهانى، در 88 كشورآلوده به اين انگل، حدود 12 ميليون 

تاريخ اعلام قبولى مقاله: 1391/9/15 تاريخ اعلام وصول: 1391/7/4   
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انسان آلوده وجود دارد و حدود 350 ميليون انسان را خطر ابتلا 
به اين بيمارى تهديد مى كند (1). على رغم تمام تلاش هاى انجام 
شده هنوزيكى ازمشكلات بهداشتى جهان ومنطقه مى باشد (2). 
انگل ليشمانيا يك پاتوژن داخل سلولى است كه مى تواند باعث 
طيف وسيعى از بيمارى هاى انسانى از يك زخم پوستى تا عفونتهاى 
احشايى را سبب شود (3). كه با گزش پشه خاكى آلوده به ميزبان 

پستانداراز جمله انسان منتقل مى شود.
چرخه زندگى تمام گونه هاى ليشمانيا شامل دو مرحله است: يكى 
مرحله تاژك دار و به عبارتى پروماستيگوت هاى متحرك كه قادرند 
در بيرون سلول هاى معده پشه خاكى زندگى كنند و مرحله بعد هم 
در سلول هاى پستانداران كه پروماستيگوت ها درون ماكروفاژهاى 

ميزبان مهره دار به فرم آماستيگوت تبديل مى شوند (4).
حساسيت ومقاومت به عفونت ليشمانيايى هستندكه به خصوص 
در بيمارى هاى حاصل ازليشمانيا ماژور (L. major) بسيار مورد توجه 
 L. major آلوده به  C57BL/6،CBA قرار گرفته اند. سويه موش هاى
زخم هاى پوستى كه به طور خودبه خودى بهبود مى يابند را ايجاد 
مى كنند، در حالى كه موش هاى DBA/2،BALB/c  زخم هاى پوستى 

اوليه ناعلاج را ايجاد كرده وبسيار حساس هستند (5، 6).
مقاومت وحساسيت نسبتا به پيشرفت پاسخ هاى سلول هاى T از 
نوع Th1 وTh2 مرتبط هستند. در موش هاى گونهC57BL/6  پاسخ 
ايمنى Th1 افزايش مى يابد كه مانع از رشد بيشتر انگل وموجب 
بروز فنوتيپ خود درمانى مى شود. در حالى كه در موش هاى گونه 
BALB/c پاسخ هاى Th2 افزايش مى يابد كه سبب ايجاد زخم هاى 

ناعلاج وپيشرفت بيمارى مى شود (7) سلول هاى موش هاى مقاوم، 
IFN-γ, IL-10 ونيتريك اكسايد (NO) بيشترى توليد مى كنند از طرفى 

 (PGE2) سلول هاى موش هاى حساس اينترلوكين، پروستاگلاندين
و TGF-B بيشترى توليد مى كنند (8)، در نتيجه الگوى متغيرى را 

در اين دو ميزبان متفاوت نمايان مى سازد.
 TNF-α, ،فعال شده CD4

+ Th1 سلولهاى II القاى نيتريك اكسايد سنتتاز
IFN-γ را القا كرده كه سبب فعال سازى ماكروفاژها والقا نايتريك 

 NO و كشته شدن انگل از طريق توليد (NOSII) IIاكسايد سنتتاز
بودن  دارا  با  مستعد   BALB/C موش  گونه  كه  حالى  در  مى شود، 
پاسخ Th2 اوليه، زخم هايى دارد كه به طور خودبخود درمان نشده و 
بنابراين در اين گونه پيشرفت مى كند NO .(9) مى تواند از اسيد آمينه 

ال – آرژنين (L- Arg) به وسيله آنزيم نايتريك اكسايد (NOS) سنتتاز 
توليد شود (10). كه در اين واكنش ال – آرژنين به ال – سيترولين 
تبديل مى شود. شواهدى مبنى بر اينكه NO در فعاليت ضدميكروبى 
ماكروفاژها بر عليه تعدادى از پاتوژن هاى درون سلولى دخالت 
 NO مى كند، وجود دارد آن پيشنهادكننده اينست كه افزايش سطح

در زخم هاى ليشمانيايى سبب كاهش تعداد انگل مى شود (11).
متابوليسم   (Cox: Cyclooxygenase) سيكلواكسيژناز  مسير 
مى شود.  پروستاگلاندين ها  توليد  به  منجر  آراشيدونيك،  اسيد 
زنجيره  در  كربنه  پنج  حلقه  يك  حاوى   (PG) پروستاگلاندين ها 
 (Cox-2 , Cox-1) اسيد آراشيدونيك مى باشند. با كشف ايزوزوم هاى
مشخص گرديد كه اين ايزوفرم ها تنظيمات وعملكردهاى متفاوتى 
را نشان مى دهند. Cox-1 نقش هومئوستاتيك داشته، وبه طور قابل 
ملاحظه اى در تعدادى از انواع سلول ها بيان مى شود. در حالى كه 
Cox-2 يك پاسخ ژنى اوليه است كه در تعداد كمى از بافت ها مثل 

كليه ونخاع يافت مى شود (12).
فعاليت ضد التهابى، داروهاى ضد التهابى غير استروئيدى NSAIDها 
عمدتا به واسطه مهار بيوسنتزپروستاگلاندين ها اعمال مى گردد. مهار 
كننده هاى COX-2  شامل: سلكوكسيب، روفكوكسيب ووالدكوكسيب، 
ومهاركننده هاى COX-1شامل آسپيرين، ايندومتاسين، پيروكسيكام 
وسولينداك مى باشند در حالى كه ايبوپروفن ومكلوفنامات، هردو 

ايزوآنزيم را به يك نسبت مهار مى كنند (13).
ايندومتاسين در سال 1963 معرفى شد. اين دارو يك مهار كننده 
قوى COX است. با كاهش آنزيم هاى لازم، سنتز پروستاگلاندين 
اثرات  پروستاگلاندين ها  سنتز  مهار  وسيله  به  و  كرده  مهار  را 
تسكينى وضد التهابى و ضد تب ايجاد مى كند (14، 15). مطالعه 
حاضر، نخستين طرح در خصوص بررسى گونه ايرانى ليشمانيا 
ماژور سويه MRHO/ IR/ 75/ ER و ارزيابى اثرات ضد ليشمانيايى، 
عنوان  بيوشيميايى L- Arg به  پارازيتولوژيك، پاتوفيزيولوژيك و 
داروى پيش سازنيتريك اكسايد و ايندومتاسين به عنوان مهار كننده 

PG، در يك مطالعه واحد مى باشد.

مواد و روش ها
حيوان آزمايشگاهى استفاده شده

موش Balb/c (inbred) نر (تهيه شده توسط واحد حيوانات آزمايشگاه 
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فاطمه قاسمى و حسين نهروانيان 3اثر بيوشيميايى داروى ال- آرژنين به عنوان پيش ساز نايتريك اكسايد و تاثير مهار كنندگى ايندومتاسين بر ...

انستيتو پاستور كرج) در اين مطالعه مورد استفاده قرار گرفت. وزن 
 (SEM) 1/3±18/2 ميانگين ± خطاى استاندارد ميانگين g اوليه بدن
بوده وموش ها درون اتاقى با درجه حرارت (C° 23 – 20) و چرخه 
12 ساعت روشنايى و 12 ساعت تاريكى و با دسترسى نامحدود 
به آب و غذا نگهدارى شدند. آزمايش ها روى حيوانات بر طبق 
استانداردهاى اخلاقى بيانيه Helsinki انجام شد و روش هايى براى 

حفاظت حيوانات از درد و ناراحتى مورد استفاده قرار گرفت.

انگل استفاده شده
انگل استفاده شده در اين مطالعه Leishmania major گونه استاندارد 
ايران (MRHO/IR/75/ER) است. كه در بخش انگل شناسى انستيتو 
پاستور ايران نگهدارى مى شود. براى كشت اين فرم انگل از محيط 
 Balb/c براى جداسازى اوليه انگل از زخم موش NNN دو فازى
 RPMI 1640 + 10% FCS استفاده شد وسپس كشت انگل در محيط
عارى از سلول انجام گرفت. قابليت عفونت زايى انگل ها به وسيله 
پاساژ منظم در موش Balb/c مستعد حفظ شده و انگل ها در محيط 
نگه دارنده PRMI 1640 كشت داده شده اند. تحت چنين شرايط 

كشتى، فاز ايستايى رشد انگل در روز ششم به دست آمده است.

كشت انگل L. major و آلوده سازى حيوانات با انگل
در اين مطالعه به موش هاى Balb/C پروماستيگوت L. major در 
RPMI بدون FCS به صورت زير جلدى (.s.c) در قاعده دم حيوان 

تزريق گردد كه به زخم نسبتا بزرگى تبديل شد كه سپس متاستاز 
يافته و حيوان را كاملاً آلوده كرد. بعد از بالا آمدن زخم، به هر يك 
از گروههاى آزمون غلظت مطلوب از داروى مورد نظربر حسب 

((mg/Kg/BW را تجويز كرديم.

گروه ها و آزمايش ها
تعداد كل حيواناتى كه در اين مطالعه استفاده شد، 48سر موش 
Balb/c در6 گروه (در هر گروه 8 سرموش) كه بجز گروه 1 بقيه 

گروه ها را با تزريق انگل L. major آلوده كرديم.
گروه كنترل سالم (Naïve)، كه شامل موش هاى Balb/c سالم،  1 ـ

جهت مقايسه با گروه آلوده بوده است.
كنترل آلوده، شامل موش هاى Balb/c آلوده به L. major، كه تحت  2 ـ

درمان با اتانول 0/4%، به صورت خوراكى در هفته هفتم پس از 
تلقيح انگل، به مدت دو هقته به جاى آب آشاميدنى استفاده شد.
گروه آزمون شامل موش هاى آلوده به L. major، كه تحت درمان  3 ـ
با دوزهاى g 0/08، 0/04 ايندومتاسين، در هفته هفتم پس از 
تلقيح انگل، به مدت دو هقته به جاى آب آشاميدنى استفاده 

شد.
كنترل آلوده، شامل موش هاى Balb/c آلوده به L. major، كه  4 ـ
تحت درمان با آب مقطر، به صورت در هفته هفتم به جاى 

آب آشاميدنى استفاده شد.
گروه آزمون شامل موش هاى آلوده به L. major، كه تحت درمان  5 ـ
با دوزهاىg 0/1، 0/2ال- آرژنين، به صورت خوراكى در هفته 
هفتم پس از تلقيح انگل، به مدت دو هقته به جاى آب آشاميدنى 

انجام شد.
گروه شاهد شامل موش هاى آلوده به L. major، كه تحت درمان  6 ـ
 0/2 ،0/1 g 0/08، 0/04 ايندومتاسين و دوزهاى g با دوزهاى
ال- آرژنين در هفته هفتم پس از تلقيح انگل، به مدت دو هقته 

به جاى آب آشاميدنى انجام شد.

اندازه گيرى وزن بدن
وزن بدن برحسب گرم پس از تلقيح انگل هر هفته، با استفاده از 

يك ترازوى كفه بالا اندازه گيرى شد.

ارزيابى ميزان هپاتواسپلنومگالى
پس از كشتن موش ها به وسيله دى اتيل اتر، در شرايط سترون طحال 
وكبد از بدن خارج و درون ميكروتيوپ قرار گرفته و وزن تر ارگان 
به وسيله ترازوى ديجيتال اندازه گيرى شد و به عنوان شاخص ميزان 
هپاتومگالى و اسپلنومگالى با گروه شاهد (L. major) با استفاده از 
آزمون هاى آمارى ANOVA One Way و Student›s t-test مورد آناليز 

قرار گرفتند (17).

اندازه گيرى ميزان بقا
Survival rate بيانگر درصد بقاى موش هاى آزمايش درهرهفته بعد 

 Graph Pad Prism از تزريق است كه تفاوت ها به وسيله نرم افزار
رسم ومورد مقايسه قرار گرفت.
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اندازه گيرى زخم
اندازه زخم به صورت هر هفته بعد از ظهور زخم به وسيله كوليس 
مدرج ديجيتال برحسب ميلى متر (mm) و در دو بعد افقى و عمودى 
 S= (D+d) /2 بر طبق فرمول (mm) اندازه گيرى شد و اندازه (D,d)

تعيين گرديد (17). كه اين عمل هر هفته پس ازظاهر شدن زخم ها 
به مدت 6 هفته متوالى صورت گرفت. نتايج با استفاده از نرم افزار 
 ANOVA رسم و با استفاده از آزمون هاى آمارى Graph Pad Prism

One Wayو Student›s t-test مورد آناليز قرار گرفتند.

آماده سازى سرم و سوسپانسيون بافتى
جهت جداسازى سرم موش هاى هر شش گروه را به طريقه بيهوشى 
منجر به مرگ كشته و از قلب آنها به وسيله سرنگ انسولين، در 
حدود ml 1 خونگيرى كرديم. نمونه خون را به مدت 5 دقيقه با 
دور 6000 در دستگاه ميكروفيوژ قرار داده و سپس به وسيله سمپلر 
محلول رويى آن را جدا كرديم، بدين ترتيب سرم خون حاصل شد.

به منظور تهيه سوسپانسيون از نمونه هاى بافتى به دست آمده (كبدو 
طحال) ميزان gr 0/1 از بافت طحال و gr 0/2 از بافت كبد را بوسيله 
تيغ و ترازوى ديجيتال جدا كرده و با استفاده از دستگاه هموژنايزر 
درون ميكروتيوپ كاملا هموژنيزه كرده، پس از افزودن cc 1 آب 
مقطر استريل (DW) به آن، در نهايت سوسپانسيون حاصله را درون 
Shaker قرار داده تا كاملا يكنواخت شود. براى اندازه گيرى ميزان 

RNI در يك گرم (μM/g Wet Weight of Liver/Spleen) از بافت كبد 

و طحال نتايج آزمايش را به ترتيب براى كبد و طحال 5 و 10 
برابر كرديم. و با استفاده از آزمون هاى آمارى ANOVA One Way و 

Student›s t-test مورد آناليز قرار گرفتند.

Griess Micro Assay (GMA)

واكنش گرايس همراه با تغييراتى از روشى كه توسط نهروانيان و 
همكاران در سال 2007 براى سنجش نيتريت بكار رفته، اقتباس 
شده است. نيتريت (NaNO2) به طور مستقيم بوسيله سنجش گرايس، 

با استفاده از محلول گرايس و TCAA، اندازه گيرى شد (17).

رسم منحنى استاندارد و روش انجام واكنش گرايس
به منظور تعيين اثر داروى ال- آرژنين و ايندومتاسين بر غلظت 

واسطه هاى نيتروژن فعال (RNI) در سرم خون و سوسپانسيون هاى 
كبد و طحال مربوط به هر يك از گروه هاى آزمون و شاهد، ابتدا 
محلولهايى استاندارد را با 10 غلظت مختلف NaNO2 تهيه و منحنى 
استاندارد آنرا رسم كرديم، بدين طريق كه ابتدا درون 10 اپندروف 
(1/5 ميلى ليتر) ميزانL μ 200 آب مقطر استريل ريخته و سپس 200 
ميكروليتر محلول NaNO2 يك ميلى مولاربه اپندورف اول اضافه 
كرده و از آن پس، هر بار200 ميكروليتر از محلول اول را جايگزين 
همين مقدار محلول در اپندورف هاى بعدى كرديم و در نهايت از 
لوله آخر 200 ميكروليتر از محلول را بدور ريختيم. غلظت هاى نهايى 
حاصل براى NaNO2 به ترتيب و 500، 250، 125، 62/5، 31/25، 
15/6، 7/8، 3/9، 1/95 و μM 0/9 در هر يك از 10 لوله استاندارد 
مى باشد. سپس به هر يك از لوله ها، 200 ميكروليتر محلول گرايس 
(اسيد فسفريك 5 %، سولفانيليك اسيد 1 % و N (1 – نفتيل – 1) 
اتيلن دى آمين دى هيدروكلرايد، (NED اضافه كرديم و به مدت 
5 دقيقه درون Shaker قرار داديم تا بخوبى مخلوط شد. محلول 
نهايى حاصل را به مدت 5 دقيقه و RCF 1300 درون سانتريفيوژ 
قرار داده و از مايع رويى لوله ها، 150 ميكروليتر برداشته و به وسيله 
سمپلر 200، به درون چاهك هاى ته صاف ميكروپليت 96 خانه اى 
در يك رديف منتقل كرديم. جذب محلول هاى استاندارد را در 
 (micro plate 520 با استفاده از دستگاه قرائت گر ميكروپليت nm

(reader خوانديم و در نهايت منحنى استاندارد محلول نيتريت سديم 

(NaNO2) كه در غلظت هاى مشخص داراى جذب معينى مى باشد، 

رسم گرديد. بدين ترتيب، در نمونه هاى سرم و سوسپانسيون هاى 
كبد و طحال با RNI نامشخص، جهت تعيين مقدار نيتريت ميتوان 

از اين منحنى استاندارد استفاده كرد.
در مرحله بعدى، به منظور تعيين مقادير RNI در نمونه هاى مجهول 
بيماران، 50 ميكروليتر از نمونه سرم خون موش هاى آلوده گروه هاى 
T و C را با 50 ميكروليتر واكنشگر گرايس مخلوط كرده و پس از 
قرار دادن درون Shaker و انكوبه كردن به مدت 5 دقيقه در دماى 
(TCAA) ترى  ميكروليتر   50 كردن  اضافه  با  آن  پروتئينهاى  اتاق، 
كلرواستيك 10% ته نشين شد. محلول حاصله مانندمرحله توليد 
محلول استاندارد، به مدت 5 دقيقه در 1300 دور سانتريفيوژ قرار 
درون  و  برداشته  ميكروليتر  آن 150  رويى  محلول  از  و  گرفت 
ميكروپليت وارد كرديم و پس از اندازه گيرى جذب نورى نمونه ها 
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در nm 540 با استفاده از منحنى استاندارد به دست آمده، ميزان 
به  نتايج   ،RNI غلظت  تعيين  از  پس  گرديد.  تعيين   RNI غلظت 
وسيله نرم افزار Graph Pad Prism رسم واطلاعات خام حاصله با 
روش هاى آمارى t-test student’s و One Way ANOVA مورد تجزيه 

و تحليل قرارگرفت.
پروستاگلاندين:  ميزان  گيرى  اندازه  جهت   Enzymatic روش 
 (High ايمونواسى  آنزيماتيك  روش  اساس  بر  پروستاگلاندين 
مورد   Sensitivity Prostaglandin E2 Enzyme Immunoassay Kit)

استفاده  سوبسترا  و  آنزيم  از  روش  اين  در  گرفت  قرار  ارزيابى 
موج  طول  در  نمونه ها   Optical Density روش  انتهاى  در  و  شد 
590 نانومتر با دستگاه اكسپكتروفوتومتر خوانده شدند. نتايج با 
روش هاى آمارى t-test student’s و One Way ANOVA مورد تجزيه 

و تحليل قرارگرفتند (18).

يافته ها
و  L -آرژنين  داروى  ليشمانيايى  ضد  و  موثر  غلظت  به  باتوجه 
ايندومتاسين با درنظر گرفتن ظرفيت تحمل حيوان زنده و عوارض 
جانبى احتمالى دارو، از دو غلظت دارويى شامل g 0/1 در هفته 
اول و g 0/2 در هفته دوم مطالعات براى ال-آرژنين وهمچنين از 
ايندومتاسين هم با دو غلظت دارويى شامل g 0/04 در هفته اول و 

g 0/08در هفته دوم مطالعات استفاده شد.
ازعلايم  شاهد:  و  آزمون  گروه هاى  در  اسپلنومگالى  ارزيابى 
پاتوفيزيولوژيكى اسپلنومگالى است كه در همه گروه هاى شاهد 
وزنى  ميانگين  (شكل 1)  گرفت.  قرار  ارزيابى  مورد  وآزمون 

بافت طحال، در گروه 2به عنوان گروه شاهد از 0/227±0/020 
به 0/017±0/128، در گروه آزمون يعنى گروه 3 كاهش يافت يعنى 
ايندومتاسين در اين غلظت، تاثير پاتوفيزيولوژيك معنى دارى بر 
طحال موش هاى گروه آزمون با گروه شاهد داشت. L-آرژنين در 
گروه 4به عنوان گروه شاهد از 0/006±0/149 به 0/262±0/028، 
در گروه آزمون يعنى گروه 5 افزايش يافت. كه افزايش معنى دارى 
در مقايسه با گروه شاهد داشت. و همچنين تركيب دارويى L-آرژنين 
و ايندومتاسين در گروه 6 به عنوان گروه آزمون از 0/149±0/006 
در گروه 4 و 0/020 ±0/227 در گروه 2، به عنوان گروه هاى شاهد، 
به0/051 ±0/259 در گروه آزمون يعنى گروه 6 افزايش يافت. كه 
افزايش معنى دارى در مقايسه با گروه هاى شاهد داشت. (شكل 1) 
 Student’ s t-test و ANOVA آناليز آمارى داده ها با استفاده از آزمون
تفاوت معنى دارى در ميزان اسپلنومگالى بين دو گروه شاهد و آزمون 
نشان داد. اختلاف معنى دارى(P<0/001***)  بين گروه هاى شاهد و 

آزمون آلوده به ليشمانيا ماژور مشاهده شد.

گروه هاى  در   (Lesion Size) زخم  اندازه  مقايسه اى  بررسى 
آزمون و شاهد

پس از اندازه گيرى قطر زخم ها در دو بعد، ميانگين قطر زخم ها در 
گروه شاهد 1/25±6/51 ميلى متر بوده در حالى كه در گروه آزمون 
تحت درمان به وسيله ايندومتاسين، اين ميزان به 0/95±4/29 ميلى 
متر كاهش يافته است. تفاوت معنى دارى در مقايسه قطر زخم هاى 
گروه درمانى ايندومتاسين و همچنين گروه شاهد پس از درمان 
مشاهده شد. واختلاف معنى دارى (P<0/001***) از طريق تست
 Student’ s t-test به دست آمد. (شكل 2) همچنين ميانگين قطر 

زخم ها در گروه 4 به عنوان شاهد در روز هفته يازدهم پس از تلقيح 
0/95±4/96 ميلى متر بود در حالى كه در گروه 5 به عنوان آزمون 
درمان شده به وسيله L-آرژنين، اين ميزان به 0/97±9/16 ميلى متر 

افزايش يافت. (شكل 2)

سنجش RNI در نمونه هاى سرم خون گروه هاى آزمون و شاهد 
(GMA) به روش ميكروگرايس

 μM/ml 2 در گروه RNI در اندازه گيرى هاى انجام شده ميانگين غلظت
18/41 ± 127/11، ودر گروه μM/ml 4 22/37 ± 157/2، به عنوان 

شكل 1- بررسى عوارض پاتوفيزيولوژيك (اسپلنو مگالى) در گروه هاى 
آزمون و شاهد

گروه 1 (Naive)، گروه 2 (اتانول L. major + %0/4)، گروه 3 (L. major + INDO)، گروه 4 (آب 
(L. major + L- Arg + INDO) 6 گروه ،(L. major + L- Arg) 5 گروه ،(L. major + مقطر
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گروههاى شاهد بوده در صورتى كه در گروه درمانى ايندومتاسين، 
L- Arg يعنى گروه 6 (آزمون) اين ميزان به 13/88±62/06 ميكرومول 

بر ميلى ليتر كاهش يافت آناليز آمارى داده ها بيانگر اختلاف معنى دار 
در ميزان RNI سرم خون مربوط به گروه شاهد و آزمون در اثر درمان با 
ايندومتاسين، L-آرژنين بود. (شكل3) آناليز آمارى داده ها نشان دهنده 
اختلاف معنى دار در غلظت RNI سرم با P*< 0/05 بين موش هاى 

گروه شاهد و آزمون پس از درمان ايندومتاسين،L -آرژنين بود.

سنجش RNI در نمونه هاى سوسپانسيون بافتى كبد به روش 
(GMA) ميكروگرايس

در مطالعات صورت گرفته با داروى ايندومتاسين، ميانگين غلظت 
RNI در گروه 2 شاهد7/9±56/40 بوده در صورتى كه در گروه 3 

(آزمون) اين ميزان به 5/6±89 /27 ميكرومول بر گرم كاهش يافت. 
آناليز آمارى داده ها اختلاف معنى دارى در ميزان RNI سوسپانسيون 
بافتى كبد، مربوط به اين دارو بين گروه هاى شاهد و آزمون در اثر 
درمان با ايندومتاسين نشان داد. (شكل4) آناليز آمارى داده ها اختلاف 
 P*< 0/05 سوسپانسيون بافتى كبد، با RNI معنى دارى در ميزان
مربوط به داروى ايندومتاسين بين گروه هاى شاهد و آزمون نشان 
داد. آناليز آمارى با استفاده از نرم افزار Graph Pad Prism و آزمون 

Student’s t-test انجام شد.

سنجش RNI در نمونه هاى سوسپانسيون بافتى طحال به روش 
(GMA) ميكروگرايس

ميانگين غلظت RNI در گروه 2 به عنوان شاهد3/11±34/59 بوده در 

شكل 2- پيشرفت اندازه زخم هاى ليشمانيوز پوستى در گروه هاى آزمون و شاهد
(L. major + L- Arg + INDO) 6 گروه ،(L. major + L- Arg) 5 گروه ،(L. major + آب مقطر) گروه 4 ،(L. major + INDO) 3 گروه ،(L. major + %0/4 اتانول) گروه 2 ،(Naive) 1 گروه

شكل 3- سنجش RNI در نمونه هاى سرم خون موش هاى Balb/c در گروه هاى 
آزمون و شاهد

گروه 1 (Naive)، گروه 2 (اتانول L. major + %0/4)، گروه 3 (L. major + INDO)، گروه 4 (آب 
(L. major + L- Arg + INDO) 6 گروه ،(L. major + L- Arg) 5 گروه ،(L. major + مقطر
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صورتى كه در گروه 3 به عنوان آزمون اين ميزان به 54/31±8/68 
ميكرومول بر گرم افزايش يافت. كه آناليز آمارى داده ها اختلاف 
معنى دارى در ميزان RNI سوسپانسيون بافتى طحال، مربوط به اين 
دارو با P*< 0/05، بين گروه هاى شاهد و آزمون در اثر درمان با 
ايندومتاسين نشان داد. همچنين در مطالعه بر روى داروى L-آرژنين، 
ميانگين غلظت RNI در گروه 4 به عنوان شاهد5/93±46/01 بوده در 
صورتى كه در گروه 5 به عنوان آزمون اين ميزان به 75/41±10/79 
ميكرومول بر گرم افزايش يافت. كه آناليز آمارى داده ها اختلاف 
معنى دارى در ميزان RNI سوسپانسيون بافتى طحال، مربوط به اين 
دارو با P*< 0/05، بين گروه هاى شاهد و آزمون در اثر درمان با 

L-آرژنين نشان داد. (شكل5)

تركيب دارويى ايندومتاسين، L-آرژنين ميانگين غلظت RNI در 
گروه هاى شاهد 8/68 ±54/31 و 5/93±46/01 بوده در صورتى 
كه در گروه6 درمانى با ايندومتاسين، L-آرژنين به عنوان آزمون اين 

ميزان به 13/3±48/29 ميكرومول بر گرم افزايش يافت. (شكل5)
آناليز آمارى داده ها اختلاف معنى دارى در ميزان RNI سوسپانسيون 
بافتى طحال، مربوط به اين داروها بين گروه هاى شاهد و آزمون 
در اثر درمان با ايندومتاسين، L-آرژنين نشان داد. آناليز آمارى با 
استفاده از نرم افزارGraph Pad Prism  و آزمون Student’s t-test انجام 

شد. 
 

ميزان  بر   ،INDO ايندومتاسين  دارويى  تاثير  بررسى 
به  مربوط  خون  سرم  نمونه هاى  در   (PG)  پروستاگلاندين

گروه هاى آزمون و شاهد به روش الايزا
ميزان غلظت PG در گروه 2 به عنوان شاهد آلوده به L. major نسبت 
به گروه 3 به عنوان آزمون آلوده به L. major به وسيله آناليز آمارى 
داده ها تفاوت معنى دارى را در اين مورد نشان نمى داد. به طورى 
كه آناليز آمارى نتايج با استفاده از آزمون آمارى Student’s t-test و 
برنامه كامپيوترى Graph pad prism نشان دهنده تفاوت معنى دارى 
در اين خصوص نبود. در بررسى هاى انجام شده، ميانگين ميزان 
PG در سرم خون مربوط به گروه هاى شاهد و آزمون به ترتيب 

0/002±0 0/07 و 0/001 ± 0/066 بود. (شكل 6)
غلظت PG در هر يك از نمونه ها براساس منحنى جذب و برحسب 
پيكوگرم بر ميلى ليتر (pg/ml) بيان شد. آناليز آمارى داده ها نشان دهنده 
تاثير قابل ملاحظه ايندومتاسين بر ميزان PG در نمونه سرم گروه 
آزمون در مقايسه با گروه شاهد نبود. اين در حالى است كه آلودگى 
به L. major نيز سبب بالا بردن ميزان PG در گروه بيمار بدون درمان 

شكل 5- سنجش RNI در نمونه هاى سوسپانسيون بافتى طحال موش هاى 
(GMA) به روش Balb/c

گروه 1 (Naive)، گروه 2 (اتانول L. major + %0/4)، گروه 3 (L. major + INDO)، گروه 4 (آب 
(L. major + L- Arg + INDO) 6 گروه ،(L. major + L- Arg) 5 گروه ،(L. major + مقطر

شكل6- ميزان PG نمونه هاى سرم خون موش هاى Balb/c، گروه هاى آزمون 
و شاهد به روش الايزا

گروه 1 (Naive)، گروه 2 (اتانول L. major + %0/4)، گروه 3 (L. major + INDO)، گروه 4 (آب 
(L. major + L- Arg + INDO) 6 گروه ،(L. major + L- Arg) 5 گروه ،(L. major + مقطر

 Balb/c در نمونه هاى سوسپانسيون بافتى كبد موش هاى RNI شكل4- سنجش
(GMA) در گروه هاى آزمون و شاهد به روش ميكروگرايس

گروه 1 (Naive)، گروه 2 (اتانول L. major + %0/4)، گروه 3 (L. major + INDO)، گروه 4 (آب 
(L. major + L- Arg + INDO) 6 گروه ،(L. major + L- Arg) 5 گروه ،(L. major + مقطر
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(شاهد) در مقايسه با موش هاى سالم شد. آناليز آمارى با استفاده از 
نرم افزار Graph Pad Prism و آزمون Student’s t-test انجام گرفت.

نتايج و بحث
در بررسى اسپلنومگالى كاهش معنى دار (P<0/001***) بين گروه هاى 
شاهد و آزمون آلوده به ليشمانيا ماژور (شكل1) نشان دهنده آن است 
كه ايندومتاسين در اين غلظت، تاثير پاتوفيزيولوژيك معنى دارى 
بر طحال موش هاى گروه آزمون در مقايسه با گروه شاهد داشته 
است. اين امر مى تواند نشانگر تأثيرضد ليشمانيايى بسزا و مشخص 
ايندومتاسين در درمان بيمارى و بازگشت به وضعيت نرمال كه نشان 
دهنده عوارض جانبى كم، ومهار انگل توسط اين دارو بوده است. 
و از اين نظر موجب كاهش اسپلنومگالى گرديده است. ونتيجه اى 
كه ارائه شده است با كنترل گروه 4 (آب مقطر بعنوان حلال دارويى 

به آنها داده شده است) تقريبا يكسان مى باشد.

INDOو L- Arg بررسى اثر ضد ليشمانيايى
با درنظر گرفتن اين موضوع، مشاهده شد كه در گروه 3 ايندومتاسين 
پس از 2 هفته درمان سبب بيشترين كاهش قطر زخم ناشى از 
L. major در موشهاى مستعد شد. اين امر مى تواند نشانگر تأثير 

مثبت ايندومتاسين در مهار پروستاگلاندين، و در درمان بيمارى و 
بازگشت به وضعيت نرمال باشد. ولى احتمالا تاثير NO به صورت 

نرمال مى باشد. (شكل 2)
در اين مطالعه ما از موش هاى Inbred (همخون) Balb/c استفاده 
نموده ايم كه عدم تناقض در مستعد بودن به ليشمانيا و فنوتيپ 
غير خود محدود شونده آنها در مقالات متعدد به خوبى نشان داده 
شده است (8، 18). سيستم Th2 در غياب Th1  مسئول حساسيت 
سيستم ايمنى بوده و در موش هاى Balb/c مستعد سبب متاستاز 
انگل به درون بدن و در نهايت مرگ جاندار مى شود. در حالى كه 
در گونه هاى مقاوم شاهد ايمنى ليشمانيا طى يك پاسخ Th1 عمده 
منجر به فعال شدن ماكروفاژها و حذف انگل درون سلول از طريق 

القا (NOS II) و توليد NO مى شود (20).
تغييرات مربوط به القاى NO در بافت كبد با روش GMA حاكى از 
كاهش سطح اين واسطه ايمنى در گروه هاى آزمون پس از درمان 
با INDO (شكل 4) در مقايسه با گروه شاهد مى باشد. اگرچه كه 

اين كاهش به صورت معنى دارى (P*< 0/05) تنها در سطح NO كبد 
مربوط به INDO ديده مى شود. باتوجه به نتايج به نظر مى رسد كه 
كبد RNI را متابوليتى دفعى درنظر گرفته و با دفع آن سبب كاهش 

سطح آن گرديده است.
ولى الگوى تاثير گذارى بر روند توليد NO به نظر مى رسد كه در 
كبد و طحال با يكديگر متفاوت باشد. به طورى كه INDO در كبد 
نقش بازدارنده توليد NO را بازى مى كند. و L- Arg موجب افزايش 
ميزان NO اما نه به شكل معنى دارشده است. در حالى كه در طحال 
INDO و L- Arg باعث افزايش معنى دار ميزان NO شده است. در 

گروه 6 در طحال تركيب درمانى توام موجب افزايش NO نسبت 
به گروه هاى كنترل مربوطه شده است.

 (P*< 0/05) در طحال (شكل5) به شكل معنى دارى INDO داروى
باعث افزايش ميزان NO شده است. كه نشان دهنده تاثير مثبت اين 
دارو در درمان عفونت با L. major است. در حالى كه L- Arg در كبد 
بدون تغييردر ميزان NO (شكل4)، ولى در طحال باعث افزايش 
معنى دارى NO با (P*< 0/05) مى باشد. كه نشان دهنده تاثير مثبت 

اين دارو در درمان از طريق افزايش ميزان NO مى باشد.

(NO) از نظر آزاد كنندگى نايتريك اكسايد L- Arg بررسى اثر
در مقايسه دو گروه آزمون و شاهد از نظر سطح NO سرم، به عنوان 
مهم ترين واسطه سيستم ايمنى در حذف انگل L. major، انتظار 
داريم كه L- Arg به سبب القا كنندگى NO اگزوژنوس در گروه 
آزمون موجب افزايش ميزان NO در مقايسه با موش هاى آلوده در 

گروه شاهد گردد.
 NO (شكل 3)، درسطح L- Arg در بررسى سرم پس از درمان با
تغييرمعنى دارى مشاهده نگرديده است. اين مطلب مى تواند بيانگر 
كاهش سيستميك توليد والقاى NO توسط ماكروفاژها مى باشدكه 
به دلايل مختلف صورت مى گيرد يكى از دلايل سركوب پروسه 
توليد NO توسط مكانيسم هاى انگل ليشمانيا مى باشد كه انگل توسط 
سيستم پس خورى توليد NO را قطع يا ضعيف مى كند كه بنا به 
افزايش تعداد ماكروفاژهاى آلوده ومتلاشى شدن آنها عملا تعداد 
زيادى از سلول هاى توليد كننده NO از پروسه سيستم ايمنى حذف 
مى شوند و با توجه به اينكه در كبد وطحال كمتر است بنابراين 
ماكروفاژها نقش بيشترى را در افزايش يا كاهش NO دارند. علاوه 
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بر NO توليد شده توسط ماكروفاژها، گونه هاى ليشمانيا خودشان 
نيز قادر به توليد NO هستند (22، 21). به نظر مى رسد كه انگل 
داراى مكانيسم هاى ذاتى براى مقاومت نسبت به NO به منظور 
ممانعت توكسيسيتى از NO اندوژن هستند (23). مطالعات نشان 
داده كه آنزيم هاى سطح آماستيگوت از توليد NO جلوگيرى و 
 INDO فعاليت ضدليشمانيايى را كاهش مى دهند (24)، در حالى كه
(شكل 3) كه با بهبود بيمارى همراه بوده است، سطح NO در سرم 
را در گروه آزمون افزايش داده است. در نمونه هاى سرم تركيب 
دو داروى INDO و L- Arg باعث كاهش معنى دارى (P*< 0/05) در 

ميزان NO شده است. (شكل 3)
تركيب دارويى توام INDO و L- Arg درگروه 6 موجب مهار PG و

 INDO گشته است. و اين نشان دهنده اين است كه بكارگيرى NO

كه براى مهار PG بكار مى رود موجب كاهش PG و تاثير گذارى در 
مسير (COX) كه باعث پس خوران منفى در مسير توليد NO توسط 

ماكروفاژها و اسپلنوسيت ها مى باشد.

بررسى اثر INDO بر ميزان PG سرم خون
به منظور بررسى بيوشيميايى دارو، تاثير INDO بر PG در سرم مورد 
ارزيابى قرار گرفت. تغييرات در متابوليسم PG كه قسمتى از پاسخ 
ايمنى در موش هاى حساس است مى تواند باعث بهبودى يا افزايش 

عفونت شود. پيش تيمار ماكروفاژها با ايندومتاسين عفونت را از 
طريق مهار PG كاهش مى دهد.مكانيسم سمى براى ماكروفاژها 
تشكيل NO را مهار مى كنند. NO توليد شده در ماكروفاژها از طريق 

PG آزاد شده مهار مى شود (25).

استفاده از ممانعت INDO موجب كاهش مختصر توليد PG در گروه 
3 شده است (شكل 6). ولى اين كاهش به شكل معنى دار نبوده 
است. و احتمالا از دلايل عمده آن پايين بودن غلظت موثر، استفاده 
از روش خوراكى به جاى روش تزريقى و بدمزه شدن آب خوراكى 
در اثر افزودن INDO كه موجب كاهش استفاده از آب در حيوانات 
مورد مطالعه شده است. كه به نظر مى رسد به كارگيرى روش هاى 
ديگر تجويز دارو شبيه استفاده از روش هاى تزريق مى تواند موجب 
كاهش خطاى اين مطالعه گردد. وهمچنين تاثير دارو سريع السير و 
حداكثر تا 3-4 ساعت بعد از تجويز دارو مى باشد.اين نتايج نشانگر 
آن است كه چون در موش هاى مستعد Balb/c ما بعد دو هفته درمان 
با ايندومتاسين موش ها را كشته و سرم آنها را جدا كرديم. بنابراين 

در اين مدت زمان PGE2 سرم مى تواند متابوليزه شود.
باتوجه به مهار PG توسط ايندومتاسين در روند درمان بيمارى و 
ايجاد شرايطى مشابه با سيستم ايمنى در فنوتيپ مقاوم، اين افزايش 
سطح PG سرم با مقاومت حيوان حساس مورد آزمايش نسبت به 

L. major متناسب بوده است.
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Abstract

Background: Leishmaniasis is one of the health problems in. This study is designed to inhibit PG 

production by Indomethacin and induce NO by L- Arginine precursor in L. major infected Balb/c mice.

Materials and methods: This was an experimental study. Animals, Male inbred Balb/c mice were used in 

this study. The total number of animals used in this experiment was 48 Balb/c mice, divided into 6 groups (n =8 

mice/group) including Group 1 (naive), Group 2 (L. major + 0.4% Ethanol), Group 3 (L. major + Indomethacin), 

Group 4 (L. major + DW), Group 5 (L. major + L- Arginine) and Group 6 (L. major + Indomethacin + L- 

Arginine). In addition to serum, liver and spleen suspensions were investigated for NO induction by using 

Griess microassay. The data was analyzed by Analysis of Variances (ANOVA) and Student’s t-test using 

Graph Pad Prism Software.

Results: The results indicated that production of NO was inhibited in infected Balb/c mice by L. major as 

compared with naive animals (Group 1). INDO as inhibitor PG (Group 2) showed their ability to elevate RNI 

levels in infect animals. INDO showed anti-leishmanial activity, as these compounds reduced the lesion sizes 

(P<0.001). INDO as inhibitor PG (Group 3) showed ability to decrease PG levels in infect animals.

Conclusion: Our data may indicate a possible role for L-Arg and INDO as novel drug targets for the 

treatment of cutaneous leishmaniasis in mouse model.
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