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Abstract 
Objective: In this study the effects of met-enkephalin on tumor infiltrating lymphocytes for 
cancer treatment in fibrosarcoma bearing mice has been evaluated.
Materials and Methods: Initially, splenocytes were cultured with several doses of met-
enkephalin to obtain the most effective dose and treating time on (for?)(for?) the induction 
of CD25. Flow cytometry was used to evaluate CD25 expression. The best dose and 
treating time were used to stimulate Tumor Infiltrating Lymphocytes (TILs). TILs were 
taken from tumors by enzymatic tissue disaggregation and purified by magnet bead cell 
separation in order to obtain pure CD4+ and CD8+ cells. After TILs stimulation they were 
re-injected into three groups of other fibrosarcoma bearing mice. The first group received 
only CD4+ TILs, whereas the second group received only CD8+ TILs, and the third group 
received both CD4+ and CD8+ TILs. A fourth group that served as the control group re-
ceived PBSPBS. The effect of this treatment on tumor volume, mice survival, effector cells, 
regulatory T cells and Bcl-2 levels (?)(?) were evaluated. One way ANOVA followed by the 
Tukey test was used to analyze data in both the experimental and control groups. P value 
below 0.05 was considered significant.
Results: Treatment with met-enkephalin at a dose of (?)(?) 10-10M/6 hours (I don’t under-(I don’t under-
stand this part about “hours”?)stand this part about “hours”?) was most effective in CD25 induction on the splenocytes 
of Balb/C mice. There was a significant decrease in tumor growth in both the CD8+ and 
CD4+ activated TILs injected groups (p=0.044 and p=0.017, respectively). The result 
of the CD4+ plus CD8+ activated TILs injected group (group three?)(group three?) was not significant 
(p=0.661). There was an improvement in survival amongst the mice in all treated groups 
(p<0.001 for all three groups). FoxP3 levels in all groups were significantly low (p<0.001, 
p=0.002 and p<0.001 for the CD4+, CD8+ and CD4+ plus CD8+ activated TILs injected 
groups, respectively). CD25 and Bcl-2 expressions were higher in the treated groups, but 
only the CD4+ activated TILs injected group was significant (p=0.002 for CD25, p<0.001 
for Bcl-2).
Conclusion: Met-Enk could be a potential new factor for activating lymphocytes in vitro.
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مقدمه
از قرن ها پيش، اپيوم براي كنترل درد، اسهال، سرفه و ايجاد نشاط 
مورد استفاده قرار گرفته است. اپيوم حاوي بيش از 20 نوع آلكالوييد 
مختلف است. مورفين زودتر از بقيه كشف شد. اپيوييدهاي درون زاد، 
و  مي شوند  توليد  بدن  در  كه  هستند  پپتيدي  ساختمان  با  تركيباتي 
نقش  تركيبات  اين  مي باشند.  اپيوييدي  پذيرنده هاي  طبيعي  ليگاند 
به  محققي  سال 1975  در  دارد.  اپيوم  فراورده هاي  از  برخي  با  مشابهي 
نام هوگس، يك فاكتور درون زاد را با خواص اپيوييدي كشف كرد 
خانواده  دو  آن  از  پس   .(1) ناميد   (Enkephalin) انكفالين  را  آن  و 
ديگر يعني اندروفين ها و دينورفين ها نيز شناسايي شدند(2). هر يك از 
سه خانواده اپيوييدي درون زاد، از يك پيش ساز مجزا منشا مي گيرند. 
انكفالين ها (Methionin-Enkephalin و Leucine-Enkephalin) از

 Proopiomelanocortin از (اندروفين-β) اندروفين ها ،Prepro-enkephalin
ساز  پيش  هر  مي شوند.  مشتق   Preprodynorphin از  دي نورفين ها  و 
براي  كلاسيك  پذيرنده  نوع  سه  مي شود.  كد  مجزا  ژن  يك  وسيله  به 
اپيوئيدها شناسايي شده كه به ترتيب δ ،μ و К ناميده مي شوند (3) و 

بررسي ايمونوتراپى با لنفوسيت هاي ارتشاحي در تومور فعال شده به همراه 
مت- انكفالين در موش هاي Balb/C مبتلا به فيبروساركوما 
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چكيده 
* هدف: تعيين اثر فعال سازي لنفوسيت هاي ارتشاحي در تومور با مت- انكفالين به صورت in vitro و اثر آن بر رشد تومور 

تجربي
* مواد و روش ها: اين تحقيق روي موش Balb/C ماده انجام شد. موش هاي توموري به طور توام، لنفوسيت هاي ارتشاحي در 
تومور خالص شده را بعد از فعال شدن با مت- انكفالين، در سه حالت +CD8+ ،CD4 و +CD4++CD8 دريافت كردند. روند رشد 

تومور، بقاي موش ها، سطح سلول هاي تنظيمي و سلول هاي عامل و سطح Bcl-2 براي هر گروه بعد از درمان اندازه گيري شد.
* يافته ها: مت- انكفالين باعث افزايش بيان CD25 در سطح سلول هاي طحالي موش ها با دوز 10-10 ميكرون در 6 ساعت 
به   CD8+ و   CD4+ هاي   (Tumor Infiltrating Lymphocytes; TIL) كننده دريافت  گروه هاي  در  تومور  رشد  سرعت  گرديد. 
شدت كاهش يافت (در هر گروه 12 سر موش قرار داشت كه 6 سر براي تعيين روند رشد تومور و بقا و 6 سر ديگر براي انجام 
تست هاي زير مورد استفاده قرار گرفتند). همه گروه ها افزايش بقاي معني داري نشان دادند. سطح ماركر FoxP3 در سلول هاي 
طحالي همه گروه ها به طور معني داري كمتر بود (p=0/002 ،p<0/001 و p<0/001 به ترتيب براي گروه هاي دريافت كننده 
+TIL CD8+ ،TIL CD4 و +TIL CD4++CD8). سطح Bcl-2 در گروه هاي +TIL CD4 و +TIL CD4++CD8 به طور معني داري 

بالاتر از گروه كنترل بود (به ترتيب p<0/001 و
نتايج با  .(p=0/002) به طور معني داري بالاتر از گروه كنترل بود TIL CD4+ فقط در گروه CD25 سطح ماركر .(p= 0/017

One Way ANOVA و آزمون Tukey آناليز شده اند. p<0/05 به عنوان نتيجه معني دار در نظر گرفته شده است.
به  بالقوه  تومور  ضد  عامل  يك  عنوان  به  را  انكفالين  مت-  مي توان  كه  برمي آيد  چنين  فوق  نتايج  از  نتيجه گيري:   *

آورد. حساب 

Treg ،Bcl-2 ،كليدواژگان: مت- انكفالين، فيبروساركوما، لنفوسيت ارتشاحي در تومور *
فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 4، زمستان 88، صفحات: 408-417

مقاله اصيل

 op3(μ) و   op1(δ) ، op2(К) يا   DOR و   MOR ،KOR صورت  به 
متصل  پروتيين هاي  خانواده  به  پذيرنده  سه  هر  مي  شوند.  داده  نشان  نيز 
سيستم  بر  اپيوييدها  اثرات  دارند.  تعلق   (G-Protein) GTP به شونده 
ايمني اولين بار توسط ويبران در سال 1979 مورد مطالعه قرار گرفت. 
وي دريافت كه مورفين، توانايي سلول هاي T را در تشكيل Roset با 
نالوكسان اين اثر را خنثي  گلبول هاي قرمز گوسفند كاهش مي دهد و 
ايمني،  سيستم  بر  اپيوييدها  تاثير  بر  علاوه  مطالعه  اين  در   .(4) مي كند 
تاييد  مورد  نيز  ايمني  سلول هاي  سطح  بر  اپيوييدي  پذيرنده هاي  وجود 
مختلف  اعمال  بر  كه  تعديلي  نقش  واسطه  به  اپيوييدها  گرفت.  قرار 
جمله  از  مختلف  بيماري هاي  در  مي كنند  اعمال  ايمني  سلول هاي 
 - مي كند  ايفا  را  مراقبت  نقش  ايمني  سيستم  آنها  در  كه   - سرطان ها 
دارند.  ضدسرطاني  خواص  اپيوييدها  از  برخي  دارند.  ويژه اي  اهميت 
و  انسان  پانكراس  تومور  رشد  كشت،  محيط  در  انكفالين   - مت 
سلول هاي نوروبلاستوماي انسان را مهار مي كند (5، 6). مت - انكفالين 
افزايش  سبب  و  مغزي  تومور  رشد  مانع  نيز  تنى  درون  آزمايشات  در 
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فعاليت  يا  سطح  تغيير  متعددي  مطالعات  مي شود(7).  حيوان  عمر  طول 
اساس  بر  داده اند.  نشان  سرطان ها  از  انواعي  در  را  اندوژن  اپيوييدهاي 
سطح  پانكراس  سرطان  به  مبتلايان  در  همكاران،  و  اسميت  گزارش 
تومورهاي  در   .(8) مي يابد  افزايش  نرمال  برابر   7 تا  انكفالين   - مت 
افزايش  نيز  آن  به  وابسته  كيستي  مايعات  طور  همين  و  انسان  مغزي 
سطح  بر  علاوه  است(9).  شده  گزارش  اندوژن  اپيوييدي  پپتيدهاي 
مي شود  تغيير  سبب  سرطان ها  در  نيز  تركيبات  اين  فعاليت  اپيوييدها، 
از  دارند.  ضدتومور  بر  ايمني  در  كليدي  نقش   T لنفوسيت هاي   .(10)
مي كنند.  فراهم  سرطان  ايمونوتراپي  براي  را  مناسبي  ابزار  آنها  رو  اين 
به  ضدتوموري  عملكرد  با   T لنفوسيت هاي  غيرفعال،  ايمونوتراپي  در 
 T ميزبان حامل تومور انتقال داده مي شوند. درمان موفق به نوع سلول
فعال شده به بيمار انتقال مي يابد. عملكرد و توانايي آنها در رسيدن به 
مكان تومور و توانايي اين سلول ها در غلبه بر هر نوع تحمل يا سركوب 
دهه هاي  ميان  در  كه  بررسى هايى  دارد (11).  بستگي  ميزبان  در  ايمني 
گذشته انجام شده نشان داده اند كه ايمني بر اساس سلول T ممكن است 
پيشرفت تومور را محدود كند و حتي باعث عدم پيشرفت تومور گردد. 
 T در مدل هاي حيواني نشان داده شده است كه ارتشاح لنفوسيت هاي
كه عليه تومور واكنش نشان مي دهند، براي عدم رشد موثر تومور مورد 
استفاده  مورد  ايمونوتراپي  در  كه   T سلول هاي  نوع   .(12) است   نياز 
پاسخ هاي  آن  دنبال  به  و  ايمني  پاسخ هاي  است  ممكن  مي گيرند  قرار 
اثر  قبلي  مطالعات  در  اينكه  به  توجه  با  نمايند.  تقويت  توموري را  ضد 
مت - انكفالين به صورت in vivo بررسي شده و مطالعات بسياري اثر 
هم  و  سرطاني (13-16)  سلول هاي  روي  بر  هم  را  اپيوييد  اين  مستقيم 
بر روي لنفوسيت ها اثبات نموده اند؛ در مطالعه حاضر سعي شده است 
لنفوسيت ها به صورت in vitro با مت - انكفالين فعال شوند تا بدون 
با  شده  فعال  لنفوسيت هاي  توانايي  تومور،  رشد  طبيعي  سير  با  تداخل 

مت - انكفالين در مقابله با تومور به صورت in vivo نشان داده شود.

مواد و روش ها 
موش

موش هاي Balb/C ماده با سن 8-6 هفته اي از انستيتو پاستور ايران 
مطالعه  رسيدند،  هفته اي   12-14 سن  به  موش ها  وقتي  شد.  خريداري 

آغاز شد.

تومور
شد.  خريداري  ايران  پاستور  انستيتو  از   Wehi-164 سلولي  رده 
براي ايجاد تومور به هر موش  cell/100μlcell/100μl 106*2 به صورت زير جلدي 
به پهلوي راست تزريق شد. بعد از مرحله درمان (كه 9 روز بعد انجام 
و   (L) قطر بيشترين  يا  طول  شد.  شروع  تومور  ابعاد  اندازه گيري  شد)، 
عرض يا كمترين قطر (W) تومور با كوليس به صورت يك روز در 
ميان اندازه گيري شد. براي نشان دادن روند رشد تومور از حجم تومور 
استفاده به عمل آمد. حجم تومور طبق فرمول TV=(L×W2)/2 محاسبه 

گرديد(17).

هضم تومور
لنفوسيت هاي  بايد  كه  موش هايي  كردن  توموري  از  بعد  روز   30
 1 تومورها  اكثر  قطر  كه  شرايطي  در  مي شد،  تهيه  آنها  از  ارتشاحي 
خارج  موش ها  از  استريل  شرايط  در  تومورها  بود،  سانتي  متر   1/5 تا 
 2 مدت  به  و  گرديده  خرد  كوچك  قطعات  به  اسكالپل  با  شده، 

ساعت در محلولي حاوي كلاژناز نوع يك (0/025درصد)، نوع چهار 
(0/025درصد)، و DNase I (0/002درصد) (هر سه از Sigma)، در 
به  سلول هاي  شدند.  داده  قرار  درصد   5  CO2 و  سانتي گراد  درجه   37
مش از  و  شده  داده  شست و شو   RPMI-1640 با  بار  دو  آمده  دست 

40 ميكرومتر عبور داده شدند. در اين مرحله درصد زنده بودن سلول ها 
با تريپان بلو تعيين شد كه در حدود 85 درصد بود.

مگنت بيد
و   CD4+ لنفوسيت هاي  خالص سازي  براي   Macs شركت  بيد  از 
كيفيت  تعيين  براي  آمد.  عمل  به  استفاده  تومور  در  ارتشاحي   CD8+

تزريق  با  شد.  استفاده  طحال  لنفوسيت هاي  از   ،Macs كيت  كاركرد 
قرمز  گلبول هاي  و  گشته  آزاد  سلول ها  طحال،  درون  به  كشت  محيط 
شدند.  تخليص  بيد  با  لنفوسيت ها  و  شده  ليز  كلرورآمونيوم  كمك  به 
درصد لنفوسيت هاي CD4 و CD8 قبل و بعد از جداسازي به كمك 

فلوسايتومتر تعيين شد كه بالاي 95 درصد بود (شكل 1). 
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درصد سلول هاي CD4 و CD8 قبل از خالص سازي با بيد

درصد سلول هاي CD4 و CD8 بعد از جداسازي با بيد

شكل 1: براي تعيين كيفيت كاركرد كيت Macs، خلوص سلول هاي CD4 و 
CD8 طحال قبل و بعد از جداسازي مورد ارزيابي قرار گرفت. لنفوسيت ها 
به كمك آنتي بادي هاي منوكلونال براي ماركرهاي CD4 و CD8 نشان دار 
از  بعد  و  قبل  فوق  سلول هاي  از  يك  هر  درصد  فلوسايتومتر  با  شدند. 

جداسازي تعيين شد (مشاهده نمونه رنگي تصاوير در انتهاي مقالات).

مت- انكفالين
از مت - انكفالين توليد شده توسط شركت Sigma استفاده شد.
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تيمار با مت- انكفالين
براي به دست آوردن دوز و زمان بهينه تيمار با مت - انكفالين از 
بيان CD25 روي لنفوسيت هاي طحال استفاده به عمل آمد. سوسپانسيون 
سلولي طحال بعد از ليز شدن گلبول هاي قرمز به كمك كلرورآمونيوم، 
دوزهاي  حضور  در  درصد)،   5   CO2 و  درجه   37) كشت  محيط  در 
5-10 تا 11-10 مول مت - انكفالين به طور جداگانه كشت داده شدند. 

در زمان هاي قبل از تيمار، 12-1، 18، 24، 48، 72، 96 و 120 ساعت 
تيمار، از هر كدام تعدادي سلول (در حدود 105 سلول) برداشته و براي 
CD25 رنگ آميزي شده و با فلوسايتومتر آناليز گرديد. بالاترين سطح 
بعد  و  گرديد  ايجاد  مول   10-10 با  تيمار  ساعت   6 از  بعد   CD25 بيان 
به  مذكور  بهينه  دوز  و  زمان  مدت  گرفت.  خود  به  نزولي  روند  آن  از 

لنفوسيت هاي ارتشاحي در تومور تعميم داده شد.

درمان موش ها
براي هر گروه 12 سر موش در نظر گرفته شد. 9 روز بعد از توموري 
كردن موش ها در شرايطي كه تومورها قطري در حدود 9-4/5 ميلي متر 
براي  شد.  آغاز  ارتشاحي  لنفوسيت هاي  با  موش ها  درمان  مرحله  داشتند، 
اين منظور لنفوسيت هاي ارتشاحي در تومور +CD4 و +CD8 بعد از هضم 
 CD8+ و CD4+ هاي خالصTIL تومور به كمك بيد تخليص شده و سپس
جداگانه كشت داده شده، دو بار با RPMI-1640 شست وشو داده شده و 
در RPMI-1640 با غلظت cell/mlcell/ml 106*5 به حالت سوسپانسيون درآورده و 
به هر موش cell/200μlcell/200μl 106 به صورت زيرجلدي به پهلوي راست به ناحيه 
اطراف تومور تزريق شد؛ يك گروه فقط TILهاي +CD4، يك گروه فقط 
TILهاي +CD8 و گروه سوم به طور هم زمان TILهاي +CD4 و +CD8 را 
دريافت كرد. البته به گروهي كه TILهاي +CD4 و +CD8 را به طور هم زمان 
دريافت مي كرد، از هر كدام از سلول ها 106 سلول و در كل 106×2 سلول 

تزريق شد. گروه كنترل هم 200 ميكروليتر، PBSPBS دريافت كرد.

رنگ آميزي ماركرهاي سطحي سلول
Anti-mouse: CD4-FITC (eBioscience), CD25- PE (eBioscience)

فلوسايتومتري، همه گروه ها 10 روز بعد از تيمار  براي آناليزهاي 
سر   6 گروه  هر  از  و  تقسيم  قسمت  دو  به  ارتشاحي،  لنفوسيت هاي  با 
سوسپانسيون  گرفتند.  قرار  استفاده  مورد  بررسي  براي  و  خارج  موش 
تيمار  قسمت  در  شده  گفته  روش  همانند  موش ها  طحالي  سلول هاي 
 105 طحالي،  سوسپانسيون  سلول هاي  از  شد.  تهيه  انكفالين   - مت  با 
درآورده  سوسپانسيون  حالت  به  محلول  ميكروليتر   100 در  سلول 
نيم  مدت  به  و  افزوده  آنها  به  معين  مقدار  به  فوق  رنگ هاي  از  و 
فلوسايتومتر با  و  داده  شد  شست وشو  سپس  و  انكوبه  سرما  در  ساعت 

(Becton Dickinson) به صورت دو رنگ آناليز گرديد. 

 رنگ آميزي ماركرهاي درون سلولي
(eBioscience) موشي Treg الف. كيت

 (FITC CD4, PE-Cy5 FoxP3) طبق پروتوكل،  ابتدا ماركر سطحي 
CD4 رنگ آميزي شد. سپس غشاي سلول ها با بافر تراوا كننده براي ورود 
آنتي بادي هاي FoxP3 به درون سلول، تراوا و تثبيت گرديد. سپس ماركر 
حجم  در  اضافي،  رنگ  شست وشوي  از  بعد  شد.  رنگ آميزي   FoxP3
مناسب از بافر رنگ آميزى فلوسايتومترى، به حالت سوسپانسيون درآورده و 

با فلوسايتومتر(Becton Dickinson) به صورت دو رنگ آناليز شد. 
(eBioscience) FITC Bcl-2 ب. پروتيين ضد آپوپتوز

مدل  اين  در  ولي  شد،  عمل   FoxP3 رنگ آميزي  روش  همانند 
 Bcl-2 ماركر ،FoxP3 ماركر سطح سلولي رنگ آميزي نشد و به جاي
براي  فقط  و  رنگ  تك  صورت  به  ماركر  اين  گرديد.  رنگ آميزي 

Bcl-2 رنگ آميزي شده و با دستگاه Becton Dickinson آناليز شد.
اين طرح در كميته اخلاق دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي 

تهران تصويب شده است.

آناليز آماري
از winMDI2.9 و SPSS براي آناليز داده ها استفاده شد. جهت مقايسه 
از  همچنين   و   Tukey آزمون  و   One Way ANOVA از  گروه ها  بين 
Chi-Square Tests استفاده گرديد. تعدادي از نمودارها با Excel طراحي 

گرديد. نتايج با p< 0/05 به عنوان نتايج معني دار تلقي شده اند.

يافته ها 
اندازه گيري تومور 

مطابق نمودار 1، گروه دريافت كننده TILهاي +CD4 فعال شده با 
مت - انكفالين و گروه دريافت كننده TILهاي +CD8 فعال شده رشد 
TIهاي  كننده  دريافت  گروه  و  كنترل  گروه  به  نسبت  كمتري  تومور 

+CD4++CD8 فعال شده به طور هم زمان، داشتند. 
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تومور  رشد  روي  انكفالين  مت-  با  شده  فعال  TILهاي  تاثير   :1 نمودار 
فيبروساركوما. در هر گروه 6 سر موش Balb/C قرار داشت كه به صورت 
زير جلدي با 106×2 سلول Wehi-164 توموري شده (روز صفر) و در روز 
9 به صورت زير جلدي با TILهاي فعال شده با مت- انكفالين درمان شدند. 
گروه اول CD4+ TILs  106 فعال شده ، گروه دوم CD8+ TILs 106 فعال 
شده، گروه سوم TILs  CD4+ 106 به همراه TILs  CD8+ 106 (روي هم 
رفته TILs 2×106) فعال شده با مت- انكفالين و گروه چهارم PBS دريافت 
كرد. رشد تومور از روز 9 تا 53 اندازه گيري شد كه در نمودار تا روز 41 
براي  را  تومور  حجم  تغييرات  متوسط  نمودار  است.  شده  داده  نشان 
گروه هاي مختلف نشان مي دهد كه با فرمول 2/(L × W2) محاسبه شده است 

(مشاهده نمونه رنگي نمودار در انتهاي مقالات).

كننده دريافت  گروه  و   CD4+ TILهاي  كننده  دريافت  گروه 
رشد  معني داري  طور  به  انكفالين   - مت  با  شده  فعال   CD8+ TILهاي 
 p=0/017 تومور كمتري را در مقايسه با گروه كنترل داشتند (به ترتيب
از  داشت،  كمتري  تومور  رشد  اول  گروه  اينكه  خلاف  بر   .(p=0/044 و
گروه   .(p=0/970) نداشت  دوم  گروه  با  چنداني  اختلاف  آماري  نظر 
دريافت كننده TILهاي +CD4 فعال شده با اينكه سرعت رشد آن نسبت 
به گروه +CD4++CD8 به طور قابل توجهي كمتر بود، ولي معني دار نبود 
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 CD4++CD8+ هايTIL كننده دريافت  گروه  آنكه  جالب   .(p=0/170)
فعال شده با اينكه رشد تومور آن نسبت به گروه كنترل كاهش داشت، ولي 
برخلاف انتظار كاهش رشد تومور كمتر از از دو گروه درمان شده ديگر 
بود و كاهش رشد تومور آن معني دار نبود (p=0/661). در كل اختلاف 
بين گروه هاي درمان شده، معني دار بود (p=0/012). در ضمن در هر سه 

گروه درمان شده فوق، 1 سر موش تحليل كامل تومور را نشان دادند.

اثر درمان اعمال شده بر بقاى حيوانات مبتلا به تومور
با توجه به اينكه مدل تومورى به كار رفته ازنوع كشنده نبود، براي 
قراردادى  طور  به  مختلف،  گروه هاى  در  موش ها  بقاي  مدت  ارزيابي 
نظر  در  مرگ  زمان  عنوان  به  مربع  ميلي متر  به 400  تومور  قطر  رسيدن 

گرفته شد و در اين زمان حيوان معدوم گرديد. 
 CD4+ هايTIL بيشترين زمان بقا مربوط به گروه دريافت كننده
 CD8+ TILهاي  كننده  دريافت  گروه  و  انكفالين   - مت  با  شده  فعال 
فعال شده بود، گروه دريافت كننده TILهاي +CD4++CD8 فعال شده 

بقاي كمتري نسبت به دو گروه اول داشتند (نمودار2).
آخرين  مرگ  روز  كه  موش ها  كردن  توموري  از  بعد  روز   40
موش گروه كنترل (بدون درمان) بود، در گروه درمان شده با TIهاي 

با  شده  درمان  گروه  در  و  موش ها (100درصد)  همه   CD8+ و   CD4+

به  نسبت  گروه  سه  هر  (براي  بودند  زنده  (67درصد)   CD4++CD8+

گروه كنترل، p> 0/001 بود).
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گروه ها  همه  (براي  مختلف  گروه هاي  در  موش ها  بقاي   :2 نمودار 
TILهاي  كننده  دريافت  گروه هاي  تومورزايي،  از  بعد  روز   45  .(n=6
+CD4 فعال شده با مت- انكفالين و TILهاي +CD8 فعال شده با مت- 

دريافت  گروه  كه  حالي  در  داشتند  100درصد  بقاي  ميزان  انكفالين 
 73 داشت.  67درصد  بقاي  شده  فعال   CD4++CD8+ TILهاي  كننده 
در  كه  بود  100درصد  هم چنان  بقا  ميزان  اول  گروه  دو  در  بعد،  روز 
تومور   اندازه  با  موشي  بود.  يافته  كاهش  33درصد  به  سوم  گروه 
رنگي  نمونه  (مشاهده  است  شده  گرفته  نظر  در  مرده   ،400 mm2

مقالات). انتهاي  در  نمودار 

شكل  2: نتايج فلوسايتومتري ميزان سلول هاي تنظيمي در طحال موش هاي مورد مطالعه، سلول هاي +CD4+FoxP3 سلول هاي تنظيمي 
هستند. نمونه ها در گيت لنفوسيت در FSC و SSC آناليز شده اند. براي هر نمونه 105 سلول توسط فلوسايتومتر آناليز شده است.
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ميزان سلول هاي Treg در موش هاي مورد مطالعه
تومور  بقاي  در  مهمي  نقش  تنظيمي  سلول هاي  اينكه  به  توجه  با 
مطالعه  مورد  گروه هاي  در   CD4+FoxP3+ سلول هاي  ميزان  دارند، 
كننده دريافت  گروه هاي   ،3 نمودار  و   1 جدول  مطابق  شد.  بررسي 

TILهاي +CD4 فعال شده و TILهاي +CD4++CD8 فعال شده پايين ترين 
و 6/6درصد   ±  0/29 ترتيب  (به  داشتند  را   FoxP3 فاكتور  سطح 

0/23 ± 6/59). در كل همه گروه هاي درمان شده به طور معني داري 
گروه  ( براي  داشتند  كنترل  گروه  به  نسبت  كمتري   FoxP3 سطح 

P-value در گروه هاي مختلف به همراه انحراف معيار و Bcl-2 و FoxP3 ،CD25 جدول 1: درصد
FoxP3CD25Bcl-2گروه ها

FoxP3 درصد
± انحراف معيار

P. ValueCD25 درصد
± انحراف معيار

P. ValueBcl-2 درصد
± انحراف معيار

P. Value

CD4+ هايTIL 0/29 ± 6/60گروه دريافت كنندهp<0/00129/92 ± 1/82p<0/00248/87 ± 6/71p<0/001
CD8+ هايTIL 0/32 ± 6/89گروه دريافت كنندهp<0/00227/52 ± 1/33p<0/17538/97 ± 4/14p<0/952

CD8++CD4+هايTIL 0/23 ± 6/59گروه دريافت كنندهp<0/00126/64 ± 0/57p<0/55445/57 ± 1/92p<0/017
0/01p<1/00025/19 ± 2/96p<1/00037/73 ± 0/85p<1/000 ± 7/49گروه كنترل
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شكل 3: نمودار هيستوگرام سطح Bcl-2 در گروه هاي مختلف. كنترل منفي 1 درصد در نظر گرفته شده است. 
نمونه ها در گيت لنفوسيت در FSC و SSC آناليز شده اند. براي هر نمونه 104 سلول طحالي به صورت تك 

رنگ توسط فلوسايتومتر آناليز شده است.



 CD4++CD8+ گروه  و   p=0/002  CD8+ گروه   ،CD4+  p<0/001
p<0/001)، ولي بين سه گروه درمان شده اختلاف معني داري وجود 

نداشت. كنترل منفي تست فوق 0/29درصد بود.
در شكل  2 از هر يك از گروه ها، يك نمونه از دات پلات تست 
 Y و محور CD4-FITC مربوط به X فوق نشان داده شده است. محور

مربوط به FoxP3-PE-Cy5 مي باشد.
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 (n=6 براي همه گروه ها) CD4+ در سلول هاي طحالي FoxP3 نمودار 3: سطح

CD25 ماركر
TILهاي  كننده  دريافت  گروه  در  فقط   CD25 ماركر  سطح 
بود  كنترل  گروه  از  بالاتر  معني داري  طور  به  فعال شده   CD4+

ساير  از  فوق  گروه  در  ماركر  اين  سطح   .(1 (جدول   (p=0/002)
گروه هاي درماني نيز بالاتر بود(1/82 ± 29/92 در مقايسه با 1/33 
TILهاي +CD8 فعال شده و 0/57 ± 26/64 گروه  گروه   27/52 ±
گروه  به  نسبت  اختلاف  اين  و  شده)  فعال   CD4++CD8+ TILهاي 
در   .(p=0/029) بود  معني دار  شده  فعال   CD4++CD8+ TILهاي 
 CD4++CD8+ هايTIL و CD8+ هايTIL گروه هاي دريافت كننده
ترتيب  (به  نبود  معني دار  فوق  ماركر  افزايش  ميزان  شده،  فعال 

p=0/0175 و p=0/554)(نمودار4). 
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نمودار 4: سطح +CD4+CD25 در سلول هاي طحالي گروه هاي مورد 
(n=6 براي همه گروه ها) مطالعه
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نمودار 5: سطح Bcl-2 در سلول هاي طحالي گروه هاي مورد مطالعه 
(n=6 براي همه گروه ها)

Bcl-2 ماركر
مورد  گروه هاي  طحالي  سلول هاي  از   ،Bcl-2 سطح  تعيين  براي 
دريافت  گروه  به  مربوط   Bcl-2 سطح  بالاترين  شد.  استفاده  مطالعه 
كننده TILهاي +CD4 فعال شده (6/71 ± 48/87درصد) و پايين ترين 
آن مربوط به گروه دريافت كننده TILهاي +CD8 فعال شده (4/14 ± 
38/97درصد) بود. مطابق نمودار 5 و جدول 1 سطح فاكتور مزبور در 
 CD4++CD8+ فعال شده و CD4+ هايTIL گروه هاي دريافت كننده
فعال شده به طور معني داري بالاتر از گروه كنترل بود (p<0/001 براي 

 .(CD4++CD8+ براي گروه p=0/017 و CD4+ گروه
سطح فاكتور مزبور در گروه دريافت كننده TILهاي +CD8 فعال 
اختلاف   .(p=0/952) نداشت  كنترل  گروه  با  معني داري  تفاوت  شده 
نيز  شده  فعال   CD8+ TILهاي  كننده  دريافت  گروه  با  فوق  گروه  دو 
معني دار بود (به ترتيب p=0/002 و p=0/050). در شكل 3، از هر يك 

از گروه ها يك نمونه به صورت هيستوگرام آورده شده است.

بحث
ضدتوموري  پاسخ  در  عامل  سلول هاي  مهم ترين   T لنفوسيت هاي 
جهت  كه  تلاش هايي  عمده  قسمت  واقع  در  مي شوند.  محسوب 
اين  كارايي  و  توانايي  افزايش  براي  مي گيرد،  انجام  ايمونوتراپي 
سلول ها براي مقابله با سلول هاي توموري مي باشد. از جمله روش هايي 
كه براي افزايش كارايي اين سلول ها مورد استفاده قرار گرفته است، 
مي توان به استفاده از تركيبات گوناگون مانند سايتوكاين هاي مختلف، 
 T همراهي با شيمي درماني، پرتو درماني و مهندسي ژنتيك سلولهاي
نام  به  درون زاد،  اپيوييد  يك  از  مطالعه  اين  در  كرد(23-18).  اشاره 

مت- انكفالين براي افزايش توانايي سلول هاي T استفاده شد.
برابر  در  غالب  اختصاصي  ايمني  پاسخ  كه  جايي  آن  از 
ميكروارگانيسم هاي داخل سلولي و سرطان ها با واسطه لنفوسيت هاي 
 ،(23) مي پذيرد  صورت  سايتوتوكسيك   T سلول هاي  و   TH1
پذيرنده گرفتند.  قرار  استفاده  مورد  و  تخليص  سلول ها  اين 

اكثر  در   TIL سلول هاي  از  كمي  درصد  روي  كه   (CD25)  IL-2
تحريك  نتيجه  عنوان  به   ،(24-26) مي شود  بيان  تومورها  انواع 
توجه  با  رو  اين  از   .(28 مي شود (27،   گرفته  نظر  در  اخير  آنتي ژني 
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 ،(29  ،3) ايمني  سيستم  كردن  فعال  در  انكفالين   - مت  توانايي  به 
لنفوسيت ها  شدن  فعال  ارزيابي  براي  ماركري  عنوان  به   CD25 از 
مطالعه  اين  در  آمد.  عمل  به  استفاده  انكفالين   - مت  با  تيمار  از  بعد 
موجب  انكفالين   - مت  با   T لنفوسيت هاي  تيمار  كه  شد  داده  نشان 
توموري  سلول هاي  مي گردد.  سلول ها  اين  در   CD25 بيان  افزايش 
ترشح  و  توليد  با  و  مي گذارند  تاثير  ايمني  سيستم  فعاليت  روي  نيز 
يكي  مي كنند.  مقاومت  ايمني  سيستم  مقابل  در  فاكتورها  انواع 
در  آپاپتوز  القاي  ايمني،  سيستم  به  تومور  حمله  مكانيسم هاي  از 
نشان  اينكه  به  توجه  با   .(30-35) مي باشد  ارتشاحي  لنفوسيت هاي 
براي  كه  لنفوسيت هايي  در   Bcl-2 سطح  بودن  بالا  كه  شده  داده 
سطح  دارد،  بهتري  نتايج  مي گيرند  قرار  استفاده  مورد  ايمونوتراپي 
ماركر فوق به عنوان عاملي كه نتيجه برايند نيروهاي تقويتي و مهاري 
گروه  در   Bcl-2 سطح  بالاترين  شد.  اندازه گيري  مي دهد،  نشان  را 
دريافت كننده TILهاي +CD4 فعال شده با مت - انكفالين بوده كه 
با بالا بودن سطح CD25 تطابق داشت. اين امر نشان مي داد احتمالا 
وظايف  اعمال  در  بيشتر  توانايي  بر  علاوه  فوق  گروه  لنفوسيت هاي 
وقتي  فوق  يافته  هاي  هستند.  مقاوم  نيز  آپاپتوز  مقابل  در  عملكردي، 
شوند،  تحليل  شده  درمان  گروه هاي  در  تومور  رشد  روند  كنار  در 
نتيجه به دست آمده بيشتر جلب توجه مي كند. گروه دريافت كننده 
 Bcl-2 سطح  اينكه  خلاف  بر  شده  فعال   CD4++CD8+ TILهاي 
درمان  گروه هاي  بين  در  را   CD25 سطح  پايين ترين  داشت،  بالايي 
سلول هاي  تعداد  احتمالا  كه  است  نكته  اين  بيانگر  داد.  نشان  شده 
كارايي  شده  موجب  بنابراين  مي باشد،  پايين  گروه  اين  در  عامل 

باشد.  ضعيف تر  گروه ها  ساير  به  نسبت  تومور  تحليل  در  سلول ها 
و   T ،HLA-DR سلول هاي  فعاليت  ماركرهاي  ميان  در  ظاهر  به 
CD69 با شرايط واقعي فعال بودن TILها هم خواني ندارند (25، 26) 
كه ممكن است به اين دليل باشد كه اين ماركرها بعد از فعال شدن 
جمعيت  روي  كه   CD25 مقابل  در  مي شوند.  بيان  طولاني  مدت  به 
عنوان  به  مي شود،  بيان  تومورها  انواع  بيشتر  در  TILها  از  كوچكي 
نتيجه تحريك اخير در نظر گرفته مي شود و هم زمان نقش مهمي در 
تنظيم تكثير سلول هاي T و عملكرد آنها ايفا مي كند كه براي ارزيابي 
اثرات پروتوكل هاي ايمونوتراپي مورد استفاده قرار گرفته است (27، 
28). در همين زمينه Andrea LadányiAndrea Ladányi و همكاران نشان داده اند كه 
 OX40(CD134) و   CD25 همانند   T سلول  فعاليت  ماركرهاي  بيان 
تاثير  انسان،  در  بدخيم  ملانوماي  در  ارتشاحي  لنفوييد  سلول هاي  در 

چشم گيري بر بقاي بيماران دارد (36).
نقش   ،(Treg) CD4+ CD25+ FOXP3+ تنظيمى   T سلول هاى 
 Treg سلول هاى  دارد.  ايمنى  سيستم  هوموستاز  و  تنظيم  در  مهمى 
را   CD4+CD25 و   T CD8+ سلول هاى  تكثير  و  عملكرد  شدت  به 
سلول  هاى  عملكرد  در  درگير  مكانيسم هاي   .(37) مى كنند  سركوب 
سايتوكاين هاى  ترشح  مى رود  گمان  ولى  مانده اند،  ناشناخته  تنظيمى 
سركوب كننده ايمنى از قبيل TGF-β و IL-10 در ايجاد اثرات اين 
نوع سلول ها دخيل باشند (38). در نتيجه با توجه به نقش بسيار مهم اين 
 CD4+FoxP3+ سلول ها در تنظيم سيستم ايمني، درصد لنفوسيت هاي
در گروه هاي مورد مطالعه اندازه گيري شد. گروه هاي دريافت كننده 
ميزان  هم زمان،   طور  به  شده  فعال   CD4++CD8+ و   CD4+ TILهاي 
گروه  در  ماركر  اين  ميزان  دادند.  نشان  را  فوق  ماركر  از  پايين تري 
آنكه  توجه  جالب  بود.  بالاتر  اندكي   CD8+ TILهاي  كننده  دريافت 
  FoxP3 از  بالاتري  سطح  نكرد  دريافت  درماني  هيچ  كه  گروهي 

 Treg سلول هاي  ساكاگوشي،  يافته هاي  اساس  بر  است.  داشته 
+CD4+CD25 در انسان آنرژيك بوده، IL-2 توليد نمي كنند و به طور 

ذاتي تكثير سلول هاي +T CD4 را مهار مي كنند (39). موضوع جالب 
صورت  به  كه   Treg CD4+CD25+ سلول هاي  كه  است  اين  توجه 
در  حتي  را  خود  سركوب گري  توانايي  يافته اند،  گسترش  برون تني 
كه  مشاهده  اين  مي كنند.  حفظ  شده  فعال  خاطره   T سلول هاي  مقابل 
سلول هاي Treg مي توانند در خارج از بدن گسترش يابند و پاسخ هاي 
براي  زيادي  باليني  كاربردهاي  كنند،  تنظيم  را  خاطره   T سلول هاي 
استفاده از اين سلول ها براي درمان بيماري هايي كه در آنها سلول هاي 
عليه  تولرانس  القاي  همچنين  مي كند،  ايجاد  بوده  بيماري  مسبب   T
بافت هاي پيوندي نيز از موارد عمده كاربرد اين نوع سلول ها در آينده 
خواهد بود. نشان داده شده كه سطح FoxP3 در گيرندگان پيوند كه 
بيش  برابر   100 تقريب  طور  به  داشتند،  تحمل  شده  پيوند  بافت  براي 
ممكن  وجود،  اين  با   .(40) كرده اند  رد  را  پيوند  كه  است  افرادي  از 
است اين سلول ها از موانع اصلي عدم واكنش اصلي سيستم ايمني عليه 
داده اند  نشان  همكاران  و  پينگ يو  چنانكه  باشند؛  توموري  سلول هاي 
تنظيمي  سلول هاي  عمدتا  (كه   CD4+ سلول هاي  از  تومور  تخليه  كه 
و  نهايي  مراحل  در  حتي  پيوند  دفع  باعث  افكتور،  مرحله  در  هستند) 
داده اند  نشان  همكاران  و  ساتو  ايچي   .(41) مي گردد  تومور  پيشرفته 
كه نسبت بالاي سلول هاي +CD8 به سلول هاي تنظيمي، با پيش آگهي 
بهتري در سرطان تخمدان همراه بوده و باعث افزايش طول عمر بيمار 

نيز مي گردد (42). 
دريافت  گروه  در  حيوانات  عمر  طول  و  تومور  رشد  سرعت 
TIL كننده  دريافت  گروه  مشابه  شده  فعال   CD4+ TILهاي  كننده 

 CD4++CD8+ گروه  بعد،  درجه  و  بوده  شده  فعال   CD8+ هاي 
TIL كننده  دريافت  گروه  عمر  طول  انتظار،  برخلاف  داشت.  قرار 

تعداد  اينكه  به  توجه  با  بود.  كمتر  شده  فعال   CD4++CD8+ هاي 
بوده،  ديگر  گروه هاي  برابر  دو  گروه  اين  به  شده  تزريق  سلول هاي 
كه  گرديده  هوموستازيس  مكانيسم هاي  شدن  فعال  سبب  امر  همين 
احتمال  به  است.  شده  درمان  نتيجه  كاهش  و  سلول ها  آپاپتوز  باعث 
اين  طحالي  سلول هاي  در   CD25+ سلول هاي  تعداد  بودن  كم  زياد 
بيشتري  بررسي هاي  نيازمند  البته  كه  مي باشد  راستا  اين  در  گروه 

مي باشد.

نتيجه گيرى
مي توان  كه  گرفت  نتيجه  مي توان  حاضر  مطالعه  از  درمجموع 
در  ايمني  سيستم  بالقوه  فعال كننده  يك  عنوان  به  را  انكفالين   - مت 
عوامل  گرفت.  كار  به  درمان ها  نوع  اين  در  و  كرد  تلقي  ايمونوتراپي 
مي گيرند  قرار  استفاده  مورد  ايمني  سيستم  كردن  فعال  براي  مختلفي 
كه انتخاب يك گزينه از بين ساير گزينه ها، مي تواند بر نتيجه درمان 
تاثيربگذارد. در مطالعه حاضر براي اولين بار از يك اپيوييد آندوژن 
در  شد.  استفاده  لنفوسيت ها  كردن  فعال  براي  برون تني  صورت  به 
باعث  انكفالين    - مت  پايين  دوزهاي  آمده  دست  به  نتايج  راستاي 
نشان  قبلي  مطالعات  برخلاف  ولي  مي شود،  لنفوسيت ها  شدن  فعال 
ايمني  باعث مهار سيستم  كوتاه تيمار،  بودند كه مدت زمان هاي  داده 
و زمان هاي طولاني تيمار باعث تقويت سيستم ايمني مي شود. در اين 
انكفالين   - مت  با  تيمار  طولاني  زمان هاي  كه  شد  داده  نشان  مطالعه 
فعال  مهم  فاكتورهاي  از  يكي  عنوان  به   CD25 افزايش  باعث  تنها  نه 
حالت  به  نسبت  آن  كاهش  باعث  بلكه  نمي شود،  لنفوسيت ها  شدن 
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فاكتور  القاي  تحريك  در  كوتاه  زمان هاي  مي گردد.  تيمار  از  قبل 
TIL فوق موثرتر طي نتايج متفاوتي كه در گروه هاي دريافت كننده 

هاي +CD4 و TILهاي +CD8 فعال شده با مت - انكفالين به دست 
آمده، بايد در نحوه و ميزان اثر مت - انكفالين روي زير مجموعه هاي 

شود. جستجو  لنفوسيتي 

تقدير و تشكر
اين طرح با گرانت دانشگاه علوم پزشكي تهران به شماره هاي 3340 
و 5988 انجام شده است. نويسندگان مراتب تقدير و تشكر خود را از 
طاهره  خانم  و  مهدوي  مهدي  حسن،  زهير  دكتر  آقايان  مساعدت هاي 

ابوفاضلي بيان مي دارند. 
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