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چکيده
زمينه و هدف: بيماري آسپرژیلوس مهاجم یک عفونت کشنده در افراد داراي سيستم ایمني ضعيف محسوب مي شود. هدف از این مطالعه ارزیابي اثرات متقابل عفونت 

ناشي از آسپرژیلوس و تومور بر روي پاسخ هاي ایمني و شبکه سایتوکایني موش های مبتلا به سرطان آلوده به آسپرژیلوس بود. 

مواد و روش ها: قطعات استریل تومور پستان به موش هاي تحت آزمایش پيوند زده شدند و سپس گروه هاي مورد نظر به وسيله تجویز درون وریدي به کونيدي هاي 
آسپرژیلوس فوميگاتوس آلوده شدند. در گروه هاي کنترل تنها تجویز کونيدي آسپرژیلوس و یا پيوند تومور انجام شد. هفت روز بعد از ایجاد عفونت آسپرژیلوزیس، 
الایزا  روش  وسيله  به  آن ها  توسط  توليد شده   IFN-γ و   IL-10 ،IL-4 ،TNF-α سایتوکاین هاي  ميزان  و  استخراج شدند  آزمایش  تحت  موش هاي  سلول هاي طحالي 

اندازه گيري گردید.

نتايج: موش هاي توموري که با کونيدي آسپرژیلوس فوميگاتوس آلوده شده بودند، افزایش قابل توجهي در ميزان IL-4 در مقایسه با دو گروه کنترل نشان دادند، در 
حالی که ميزان IFN-γ و IL-10 آن ها کاهش و TNF-α در آن ها افزایش مختصري داشت. 

اکتسابی در موش های دارای تومور  ایمنی  +CD4 و  T کمکی  توليد سایتوکاین های سلول های  تغيير در  باعث  بيماري آسپرژیلوزیس مهاجم  نتيجه گيري: احتمالاً 
مي شود. این نکته مي تواند در مدیریت بهتر بيماران سرطانی مبتلا به عفونت آسپرژیلوس مد نظر قرار گيرد.

کلمات کليدی:  آسپرژيلوزيس، موش های توموردار، Th2 ،Th1، سايتوکاين

مقدمه
آسپرژیلوس فوميگاتوس یکي از فراوان ترین قارچ هاي کپکي ساپروفيتي 
است که به ميزان زیادي در محيط دیده مي شود )1 و 2(. این قارچ در بيماراني 
که داراي نقص سيستم ایمني مي باشند باعث ایجاد بيماري آسپرژیلوزیس 
مهاجم مي شود که به عنوان یک بيماري خطرناک کشنده محسوب مي شود 
)2 و 3(. به دليل شيوع ویروس نقص سيستم ایمني )HIV(، گسترش 
ميزان پيوند اعضا و افزایش مصرف داروهاي سرکوب کننده سيستم ایمني 
در بيماران مبتلا به خودایمني و بدخيمي، بيماري آسپرژیلوس مهاجم در 

سال هاي اخير با گسترش بي رویه اي همراه بوده است )3-5(.
از  ناشي  سایتوکاین هاي  که  داده اند  نشان  گذشته  مطالعات 
لنفوسيت هاي T یاریگر )T-helper( در دفاع ميزبان در مقابل آسپرژیلوس 
فوميگاتوس شرکت مي کنند )6 و 7(. کشت سلول هاي فاگوسيتيک در 
فعاليت  افزایش  باعث   )IFN-γ همانند(  Th1 سایتوکاین هاي مجاورت 
 Th2 قارچ کشي این سلول ها مي شود در حالی که افزودن سایتوکاین هاي

)شامل IL-4 و IL-10( در محيط کشت سلول هاي فوق، باعث اثر متضاد 
مي شود )7-9(.

مطالعات انجام شده در مدل موشي نشان داده است که مقاومت به 
عفونت تجربي آسپرژیلوس فوميگاتوس با القاء سایتوکاین هاي تومور نکروز 
TNF(α،            و IFN-γ و حساسيت به عفونت با توليد  فاکتور آلفا )

IL-4 و یا  IL-10 در ارتباط است )8-10(.
مستقيم  نقش  نشان دهنده  شده  انجام  مطالعات  اکثر  اگرچه 
سایتوکاین هاي Th1 در دفاع با واسطه سلولي )لوکوسيت ها( در مقابل 
عفونت هاي آسپرژیلوس فوميگاتوس مي باشد اما تا کنون گزارشي در مورد 
نقش سایتوکاین ها در مدل موش سرطاني مبتلا به آسپرژیلوزیس ارایه نشده 
است. به همين منظور در مطالعه حاضر، پس از ایجاد مدل موشي مبتلا به 
سرطان و آلوده نمودن این حيوانات با سویه هاي بيماري زاي آسپرژیلوس 

فوميگاتوس، ميزان توليد سایتوکاین هاي مختلف ارزیابي و بررسي شدند.

نوشين سهرابي و همكاران
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مواد و روش ها
حيوانات: تعداد 40 عدد موش 10-8 هفته اي نژاد BALB/c تهيه 
اول  تقسيم شدند. گروه  به چهار گروه  ایران،  پاستور  انستيتو  از  شده 
)A( به عنوان موش هاي توموري مبتلا به آسپرژیلوزیس مهاجم شامل 
حيواناتي بودند که بافت توموري به آن ها پيوند زده شدند و سپس کونيدي 
آسپرژیلوس فوميگاتوس به آن ها تزریق گردید. موش هاي گروه )B( با 
تومور پيوند زده شدند و سرم فيزیولوژي به آن ها تزریق گردید و به عنوان 
موش هاي توموري سالم در نظر گرفته شدند. در گروه )C( به موش ها 
کونيدي آسپرژیلوس فوميگاتوس تزریق شد و موش هاي گروه )D( تنها 

سرم فيزیولوژي دریافت کردند.
شرايط کشت و القاي عفونت آسپرژيلوس فوميگاتوس: سویه 
انتخابي آسپرژیلوس فوميگاتوس بر روي محيط سابورودکستروز آگار حاوي 
کلرامفنيکل به مدت 4 روز کشت داده شد. سپس کونيدي هاي قارچي به 
وسيله شستشوي سطحي محيط کشت با 5 ميلي ليتر توئين 20 )0/05 
درصد( استخراج و در درون لوله مخروطي پلاستيکي جمع آوري شدند. 

پس از شستشو و شمارش کونيدي، غلظت مناسب از آن تهيه شد.
براي ایجاد عفونت تجربي در موش هاي انتخابي، ميزان 106×5 کنيدي 
در حجم 0/5 ميلي ليتر سرم فيزیولوژي به صورت داخل عروقي و از طریق 
رگ دمي، تزریق گردید. با تهيه نمونه هاي بافتي از موش هاي عفوني شده، 

وجود آلودگي آسپرژیلوزیس در آن ها تأیيد شد.
مدل توموري: قطعات استریل و کوچک تومور از یک مدل موش 
مبتلا به spontaneous breast cancer به صورت زیر جلدی در داخل 
لایه چربي پستان موش هاي مورد آزمایش تلقيح شدند. پس از 7-5 روز 
که اندازه توده تومور به 6-4 ميلي متر رسيد، تزریق کونيدي آسپرژیلوس 
فوميگاتوس یا نرمال سالين در گروه هاي مورد نظر انجام شد. ميزان رشد 
تومور به صورت روزانه اندازه گيري و ثبت شد. براي سنجش زمان بقا، 
گروهي از موش هاي تحت آزمایش به مدت 60-45 روز مورد بررسي 

قرار گرفتند.
تزریق  از  بعد  روز   14 طحال:  سلول هاي  کشت  و  جداسازي 
کونيدي یا سرم فيزیولوژي، موش ها کشته و سلول هاي طحالي آن ها 
ليز  به وسيله محلول  قرمز  از حذف گلبول هاي  استخراج شدند. پس 
کننده، سوسپانسيون سلول هاي طحالي بر مبناي 106× 0/5 سلول در 
ميلي ليتر تهيه و در پليت هاي 24 حفره اي و در مجاورت محيط غني  
شده RPMI  کشت داده شدند. سپس به ميزان 2 ميکروگرم در ميلي ليتر 
فيتوهماگلوتينين به محيط کشت فوق افزوده و به مدت 72 ساعت در 
دماي 37 درجه سانتي گراد در انکوباتور حاوي 5 درصد دي اکسيد  کربن 
انکوبه شد. پس از این مدت محلول رویی جمع آوري و در 70- درجه 

سانتي گراد ذخيره گردید.
IL-4  و IFN-γ سنجش سايتوکاين ها: ميزان توليد سایتوکاین هاي

و  IL-10 و  TNF-α در سوپ رویی کشت سلول هاي طحالي به روش الایزا 
اندازه گيري شدند. محدوده اندازه گيري براي IL-4 و IL-10 کمتر از 3 و 

براي IFN-γ کمتر از 10 پيکوگرم در هر سي سي بود.
آناليز آماري: داده ها با استفاده از نرم افزار SPSS v.15 بررسي شدند. 
نتایج بين گروه ها با آناليز واریانس مقایسه گردید و اختلاف P<0.05 به 

عنوان مثبت در نظر گرفته شدند.

نتايج
به منظور ارزیابي اثرات هم زمان عفونت آسپرژیلوس و تومور بر روي 
پاسخ هاي ایمني، ميزان سایتوکاین هاي توليد شده در سوپ رویی کشت 
سلول هاي طحالي گروه هاي مختلف اندازه گيري شد. بر اساس نتایجي 
که در نمودار شماره 1 نشان داده شده است، ميزان IL-10 در موش هاي 
توموري آلوده به عفونت آسپرژیلوزیس در مقایسه با گروه هاي مبتلا به 
آسپرژیلوزیس و توموري غير آلوده کاهش غير معني دار پيدا کرده بود 

.)P>0.05(
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مقادیر توليد شده از IFN-γ در گروه هاي مختلف موش هاي تحت 
آزمایش در نمودار 2 نشان داده شده است. بر اساس این نتایج موش هاي 
توموري که به عفونت آسپرژیلوزیس مبتلا شده اند کاهش غير معني داري 
به  مبتلا  توموري  غير  موش هاي  با  مقایسه  در   IFN-γ سطح  در  را 

.)P>0.05( آسپرژیلوزیس و موش هاي توموري غير آلوده نشان دادند
نمودار 3 دیده مي شود عفونت آسپرژیلوزیس  همان طور که در 
باعث افزایش چشم گير ميزان توليد سایتوکاین IL-4 در موش هاي 

.)P>0.05( توموري، در مقایسه با سایر گروه ها شده است

ميزان توليد TNF-α در سلول هاي طحالي موش هاي توموري و 
غير توموری مبتلا به آسپرژیلوزیس و هم چنين موش هاي توموري 
غير آلوده، در مقایسه با گروه کنترل افزایش غير معنی داری را نشان 

داده است )نمودار 4(.

بحث
شایع  مشکلات  از  یکي  عنوان  به  مهاجم  ریوي  آسپرژیلوزیس 
و   13( مي باشد  مطرح  ایمني  سيستم  نقص  به  مبتلا  بيماران  در 
توجهي  قابل  نتایج  بيماران  این  رایج  درمان هاي  که  آنجا  از   .)14
ایمني  پاسخ هاي  مکانيسم  شناخت  لذا  است،  نداشته  همراه  به  را 
نوین  روش هاي  طراحي  در  مي تواند  فوميگاتوس  آسپرژیلوس  عليه 
به همين   .)15( باشد  مفيد  عفونت  این  از  پيش گيري  یا  و  درماني 
منظور در این مطالعه الگوي پاسخ سایتوکاین ميزبان را بعد از ابتلا 
بررسي  توموري  و  سالم  حيواني  مدل  در  مهاجم  آسپرژیلوزیس  به 

نمودیم.
همان طور که در مطالعات قبلي گزارش شده است، سایتوکاین ها 
نقش مهمي را در مقاومت و یا حساسيت نسبت به عفونت آسپرژیلوس 
فوميگاتوس به عهده دارند )7، 16 و 17(. اکثر این مطالعات نشان 
داده اند که سلول هاي Th1 در القاي پاسخ هاي محافظتي در مقابل 
عفونت آسپرژیلوزیس مهاجم نقش اصلي را به عهده دارند در حالی 
محافظتي  غير  پاسخ هاي  و  بيماري  پيشرفت  با   Th2 پاسخ هاي  که 

همراه خواهند بود )7، 8 و 16(. 
و  حفاظتي  پاسخ هاي  القاي  در  سایتوکاین ها  مهم ترین  از  یکي 
 )IFN-γ( گاما  اینترفرون  مهاجم،  آسپرژیلوزیس  عفونت  به  مقاومت 
خواهد  همراه  بيماري  شدت  با  آن  ترشح  از  جلوگيري  که  است 
دسته  از  که   ،)IL-10(  10 اینترلوکين  مقابل،  در   .)18 و   11( شد 
با تشدید شانس تهاجم  سایتوکاین هاي تنظيمي محسوب مي شود، 
)19و20(.  مي باشد  همراه  آسپرژیلوزیس  عفونت  بد  آگهی  پيش  و 
مشابه این امر در مورد اینترلوکين IL-4( 4( نيز دیده شده است. به 
طوری که مهار این سایتوکاین در اوایل عفونت آسپرژیلوزیس تا حد 

زیادي مي تواند باعث مهار عفونت گردد )8 و10(.
مطالعات قبلي نشان داده اند که اگر دوز بالایي از قارچ به موش هاي 
تحت آزمایش تلقيح شود، ميزان بيشتري از IL-4 توليد خواهد شد 
در حالی که تزریق مقادیر کمتر از ذرات قارچي باعث القاي توليد 
IFN-γ خواهد شد )9، 11 و 20(. مطالعه قبلي ما نيز نشان داد که 
عفونت آسپرژیلوزیس مي تواند ماتریکس سلولي را تغيير داده و باعث 
باعث  مي توانند  این سلول ها  که  تنظيمي شود   T تکثير سلول هاي 

توليد مقادیر بيشتري از سایتوکاین هایي نظير IL-10 گردند )21(.

نتيجه گيری
تخریب و  تغيير  نمایان گر  مطالعه  این  در  آمده  دست  به  نتایج 

پاسخ هاي ایمني محافظتي در مدل موشي توموري آلوده به آسپرژیلوس 
فوميگاتوس مي باشد. به گونه ای که پاسخ هاي سایتوکایني ناشي از 
البته کاهش مختصر  داد  نشان  افزایش   IL-4 نظير  Th2 سلول هاي 
ميزان IFN-γ در این حيوانات مي تواند نشان دهنده مهار پاسخ هاي 

ناشي از سلول هاي Th1 باشد.

مجلـه دانشگـاه علـوم پـزشکـی فسـا l سـال دوم l شمـاره l 1 بهار 1391
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در  آسپرژیلوسي  عفونت  که  فرض  این  با  مي تواند  فوق  نتایج 
ایمني  پاسخ هاي  در  به هم ریختگي  نوعي  باعث  توموري  موش هاي 
مي شود، تطبيق داشته باشد. در نتيجه این امر پيش آگهی عفونت 
بدتر خواهد شد که در نهایت با مرگ زودرس حيوانات فوق همراه 

خواهد شد.
زمينه  در  شده  انجام  مطالعه  تنها  عنوان  به  که  فوق  گزارش 
پاسخ هاي سایتوکایني در مدل موش توموري آلوده به آسپرژیلوس 

پيش  در  سایتوکایني  پاسخ هاي  اهميت  مؤید  مي شود،  محسوب 
آگهی بيماران مشابه مي باشد که این امر نيازمند بررسي هاي بيشتر 
سایتوکاین هاي  و  سلول ها  خصوص  به  ایمني،  پاسخ هاي  زمينه  در 
این  از  آمده  دست  به  نتایج  مي باشد.   ،IL-17 نظير  دیگر  تنظيمي 
بيماران  در  درماني  نوین  راهکارهاي  تعيين  در  مي تواند  مطالعه 
آسپرژیلوس  جمله  از  قارچي،  مهاجم  عفونت های  به  مبتلا  توموري 

مهاجم، راه گشا باشد.
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Abstract

Background & Objective: Invasive aspergillosis is a fatal infection in immunocompromised patients. The aim of this 
study was to evaluate the interaction of infectious with aspergillus and tumor on immune response and cytokine network in 
Aspergillus infected tumor-bearing mice.

Materials & Methods: Mice were implanted by sterile pieces of mouse mammary tumor and then infected by Aspergillus 
fungi conidia by IV injection. Control groups mice were infected with Aspergillus conidia or implanted by sterile funga 
pieces of mouse mammary tumor. Seven days after Aspergillus infection, cytokine production of extracted splenocytes was 
analyzed by ELISA method.

Results: Tumor bearing mice which were infected with Aspergillus conidia showed remarkable increase in IL-4 produc-
tion. Conversely, the levels of IFN-γ and IL-10 were decreased and TNF-α was increased moderately.  

Conclusion: Probably, Aspergillus infection could change cytokine production from CD4+ T helper cells and acquired 
immunity of tumor bearing mice. This point may be considered for better management of Aspergillus-infected patients 
suffering from cancer.

Keywords: Aspergillosis, Tumor bearing mice, Th1, Th2, Cytokines
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