
 
 
 
 
 

  34

Effects of Shark Cartilage Oral Treatment on T Regulatory Cells 
Frequency and Activity in Patients with Gastric Cancer 

 
 

Razieh Zarei
1
, 

 Mohammad Zoheyr Hasan Sarraf
2
, 

 Abolghasem Ajami
3
, 

 Daryoush Moslemi
4
, 

 Amrollah Mostafazadeh
4 

 
1 PhD Student in Immunology, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran 

2 Tarbiat Modares University, Tehran, Iran 
3 Department of Immunology, Molecular and Cell Biology Research Center, Faculty of Medicine, Mazandaran University of 

Medical Sciences, Sari, Iran 
4 Molecular and Cell Biology Research Center, Faculty of Medicine, Babol University of Medical Sciences, Babol, Iran 

 
 

(Received October 29, 2013 ; Accepted March 13, 2013)
 

 
Abstract 
 

Background and purpose: Gastric cancer is the third most common cancer in Iran and the 

second leading cause cancer-related death worldwide. Shark cartilage prevents angiogenesis in vivo and 

in vitro, however, its role on angiogenesis or anti-tumor responses in human is not clear yet. We studied 

the effects of oral treatment of shark cartilage on peripheral Treg frequency and TGF-β as suppressor 

activity and Treg cells inducer associated with TH1/TH2 cytokines pattern in patients with gastric cancer. 

Materials and methods: This study included 23 patients suffering from intestinal gastric cancer 

who were assigned into intervention (n=14) and control group (n=9). A month after conventional 

treatment the patients in intervention group were given three tablets (150mg) of shark cartilage daily for 

20 days. Then flow cytometry was employed to determine whether the peripheral blood mononuclear 

cells such as CD4+CD25+Foxp3highT regulatory cells in patients with gastric cancer were changed 

correspondingly. 

Results: The results demonstrated that γ-IFN increased and IL-4 decreased in the intervention 

group. But, no changes were seen in Treg cells frequency and amounts of TGF-β. The evaluations for 

control group showed no significant difference.  

Conclusion: Shark cartilage amplified anti-tumor responses in patients with gastric cancer by 

increase in γ-IFN (TH1 immunity) and decrease in IL-4 (TH2 immunity). 
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 غضروف كوسه ماهي بر تعداد و فعاليت خوراكي مصرف ثيرأت
  بيماران مبتلا به سرطان معده  درTهاي تنظيم كننده  سلول

  
        1راضيه زارعي

        2محمد زهير حسن صراف
        3ابوالقاسم عجمي
        4داريوش مسلمي
  4امراله مصطفي زاده

  چكيده
كشنده در سراسر    و چهارمين سرطان شايع و دومين سرطان      سرطان معده سومين سرطان شايع در ايران         :سابقه و هدف  

هـاي حيـواني     را در شرايط آزمايشگاهي و مدل     ) رگ زايي ( غضروف كوسه ماهي، پروتئيني دارد كه آنژيوژنز      . جهان است 
 هـدف از ايـن    . هاي ايمني ضـد تومـوري انـسان معلـوم نـشده اسـت              اما نقش آن درمهار آنژيوژنزو يا پاسخ      . سازد متوقف مي 

 TGF-β  گـردش خـون محيطـي همـراه بـا پاسـخ سـايتوكايني              Tregهاي   ثيرخوراكي اين دارو بر روي تعداد سلول      أمطالعه ت 
 TH1هـاي    مهاركننده و همراه با آن تغييـر در تـوازن بـين الگـوي سـايتوكايني سـلول                Tهاي   معرف فعاليت مهاري لنفوسيت   

  .در بيماران مبتلا به سرطان معده استTH2و
 انتخـاب و بـه دو       Intestinalمبتلا به سـرطان معـده از نـوع           بيست وسه بيمار  در اين مطالعه مورد شاهدي       :ها شمواد و رو  

حـداقل يـك مـاه پـس از اتمـام درمـان             . انـد   تقسيم شده  )n= 9 ( و گروه كنترل   )n= 14 (گروه تحت درمان با غضروف شارك     
 روز تجـويز    20مدت  ه  گرمي غضروف كوسه ماهي روزي سه بار ب         ميلي 150 عدد قرص    60استاندارد، به بيماران گروه درماني،      

هـا در   هاي تك هسته اي گردش خون بيماران و كشت ايـن سـلول   با جداسازي سلول گرديده و يك هفته پس از مصرف دارو، 
 بـه   TGF-β،IFN-γ،IL-4هاي   سايتوكاين با فلوسايتومتري و  ) T) Tregهاي تنظيم كننده      سلول ،ژن مختص تومور   مجاورت آنتي 

 .عمـل آمـد  ه  ب ـMTTها در برابر آنتـي ژن مخـتص تومـور آزمـايش       جهت تعيين تكثير لنفوسيت    .روش اليزا اندازه گيري شدند    
  .سپس داده ها توسط آزمون هاي آماري توصيفي و استنباطي تجزيه و تحليل شدند

ــه ــا يافت ــر       :ه ــروه كنت ــا گ ــسه ب ــاهي در مقاي ــه م ــضروف كوس ــا غ ــان ب ــروه تحــت درم ــزان  در گ ــان مي ــد درم   ل بع
γ-IFN    افزايش و IL-4   05/0 (بودكاهش يافته< P(      هـاي    ، امـا تعـداد سـلولTreg     و ميـزان TGF-β    تفـاوت   . تغييـري نيافـت
 .)P <05/0 (دست نيامده بدر گروه كنترل ها  گيري داري در اندازه معني

هاي  ايمونيتي سلول  (IL-4 ن معده، با كاهش   غضروف كوسه ماهي در انسان هاي مبتلا به سرطا         اين دوز مصرفي از    :استنتاج
TH2(  و افزايش توليدIFN-γ) هاي  ايمونيتي سلولTH1 (شود هاي ايمني سلولي ضد توموري مي موجب تقويت پاسخ.  

  
  ، سرطان معدهTGF-β ،IFN-γ ،IL-4هاي  ، سايتوكاينTregهاي  غضروف كوسه ماهي، سلول :واژه هاي كليدي

  

  مقدمه
  ين ســـرطان شـــايع در ايـــران ســـوم ســـرطان معـــده

ــان و بهداشــت وزارت( ــران درم ــارمين ) 1391 -اي و چه
و دومين سرطان كـشنده در سراسـر جهـان           رطان شايع ـس

  اي  روه رودهــ را همچنين به دو گدهـرطان معـس .)1(است
  
   E-mail: a.ajami@mazums.ac.ir           ، دانشكده پزشكيملكولي مركز بيولوژي سلولي و ،مازندراندانشگاه علوم پزشكي : ساري -ابوالقاسم عجمي  :مسئوللف ؤم
  ، تهران، ايران دانشگاه تربيت مدرس،دانشجوي دكتري تخصصي .1
  ، تهران، ايراندانشگاه تربيت مدرس. 2
  ، ساري، ايرانمازندراندانشگاه علوم پزشكي دانشكده پزشكي،  ، بيولوژي سلولي و ملكولي تحقيقاتمركز گروه ايمني شناسي،دانشيار، . 3
  ، بابل، ايراندانشگاه علوم پزشكي بابلدانشكده پزشكي،  ، بيولوژي سلولي و ملكولي تحقيقاتمركز. 4
  24/12/1391 :   تاريخ تصويب        5/10/1391:   تاريخ ارجاع جهت اصلاحات         8/8/1391 :تاريخ دريافت  
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(Intestinal–type)    و منتشره (Diffuse–type)   نيز تقسيم 
اي در ناحيـه كـارپوس       تومورهاي نـوع روده   . )2(كنند مي

(Corpus)ــ گاســتريت آيــد كــه بــه  وجــود مــيه  معــده ب
كه  در حالي . اند اي تغيير يافته    و متاپلازي روده   آتروفيك

در تومورهاي منتـشره، گاسـتريت در تمـام معـده وجـود             
ــار آتروفـــي شـــده باشـــند  دارد بـــدون آن  .)3(كـــه دچـ

 در نــواحي جغرافيــائي  اي غالبــاً هــاي نــوع روده تومور
شوند و از شيوع بالايي برخوردارنـد، در         خاصي ديده مي  

كه نوع منتشره  به يك شكل در سراسر جهان ديده            حالي
 افـراد در سراسـر جهـان         درصـد  50بـالغ بـر   . )4(شـوند  مي

 افراد آلوده  درصد10-15اما، .  هستندH.pyloriآلوده به 
 اين افراد بعدا مبـتلا بـه         درصد 1-3ند،  گير زخم معده مي  

  .)5(شوند  ميمعده سرطان
شامل ايمني ذاتي و     سرطان معده هاي ايمني در   پاسخ

 ,Tهـاي   پاسخ ايمني حاوي فعاليت سلول. اكتسابي است

Bهاســـت  ، دنـــدريتيك ســـل، ماكروفـــاژ و نوتروفيـــل. 
 در چندين بدخيمي از جمله در سـرطان         Tregهاي   سلول

 در  احتمــالاTregًهــاي  ســلول)6(يابــد مــيمعــده افــزايش 
هـاي ايمنـي در      ها مهار پاسخ   تيموس توليد و عملكرد آن    

 در تيظيم پاسـخ  Tregهاي  هاي محيطي است، سلول   اندام
، )7(ايمني، حفظ تولرانس و هموستاز ايمني دخالت دارد       

، پس نقش   )8(كند  سرطان را كنترل مي    ءاتوايمونيتي و بقا  
عفونت و القا تولرانس در      آلرژي، ،مهمي در اتوايمونيتي  

 ،CD25++CD4هـاي    سلول .كنند برابر پيوند را بازي مي    
 گردش خـون محيطـي      CD4+Tهاي    سلول  درصد 10-5

  .)10 ،9(دهند را تشكيل مي
 +CD4+CD25  فنوتيـپ  Tregهـاي    تـر سـلول    بيش

 را  CD4+Tهـاي     سـلول   درصـد  2-3هـا    اين سلول  .دارند
ــيش چــه، اگــر. )11(ســازند مــي ــرب ــاي   ســلولت ، Tregه

CD4+CD25+   هـاي   هستند، اما سلول CD25-Treg   نيـز 
 CD4+CD25+Tregهـــاي  ســـلول .)13 ،12(ارددوجـــود 
 . را دارنــدFoxp3نــام  ه پروتئينــي سيتوپلاســمي بــعمــدتاً

ــن،    ــر اي ــلاوه ب ــرين  CD103ع ــا اينتگ ــه  Eβ7α ي ــه ب    ك
E–   هـاي اپيتليـال متـصل و موجـب ابقـا             كادهرين سـلول

ايـن مـاركر در لانـه        .شود، دارند  ر بافت مي  ها د  لنفوسيت
 )14( در بافت ملتهب دخالت دارد     Tregگزيني و استقرار    

 در پوسـت    Tregعنوان ماركر زيرگروهـي از    ه  رو ب  از اين 
ــه،  .)15(باشـــد نيـــز مطـــرح مـــي  CD73 وCD39اگرچـ

 را بـه ادنـوزين تبـديل        ATPي كه   يغشا از اكتونوكلئوتيد
تـر    بـراي تـشخيص دقيـق      عنـوان ماركرهـايي    هكنند، ب  مي

CD4+CD25+Foxp3Tregهــاي   از ســاير ســلولT نيــز 
هـاي   در حـال حاضـر، سـلول       .)17،  16(مطرح شـده اسـت    

Tregهــاي ايمنــي را تنظــيم و در   بــا پــنج مكــانيزم پاســخ
  :كنند هموستاز ايمني دخالت مي

 Tregهاي   اختلال متابوليكي، در اين مسير سلول      -1
 ATPهـاي     خود ملكول  ييغشاوسيله اكتونوكلئوتيداز   ه  ب

هـاي تخريـب شـده در محـل          خارج سلولي كه از سـلول     
 ATP. كند شوند را به آدنوزين تبديل مي      التهاب آزاد مي  

آزاد شــده يــك ســيگنال خطــر اســت و كيمواتركتانــت  
هاي التهابي و القاكننده     كننده پاسخ  ، فعال )18(ها لنفوسيت

  .)19(درد موضعي است
ــوغ   -2 ــر بل ــلDCتغيي ــاي  ول، س ــق Tregه  از طري

 را مهـار   DCهـاي     سلول CTLA4/CD80CD86واكنش  
طريـق   شود و از ايـن      مي DCو موجب تولروژنيك شدن     
  ).21 ،20(كنند سلول هدفشان را تنظيم مي

ــ -3 ، در انــسان B وAواســطه گرآنــزيم  هســايتوليز ب
 و در موش با توليد      A با ترشح گرآنزيم     Tregهاي   سلول

 سلول هـدف بـه روش وابـسته          موجب مرگ  Bگرآنزيم  
  .)22(شود به پرفورين مي

 IL-10, TGF-βهاي مهاري نظير  توليد سايتوكاين -4
  .)IL-35 )4و 

5- Treg          موجب تنظيم تـولرانس محيطـي در برابـر 
  .شوند هاي خودي مي ژن آنتي

ــلول ــاي  ســـ ــنش  Tregهـــ ــر واكـــ ــلاوه بـــ  عـــ
CTLA4/CD80CD86از طريق  LAG-3 خود با ملكول 

MHC-IIــدريتيك واكــنش داده و از فعاليــت   ســلو ل دن
DCكند  جلوگيري مي.  

   B cells وDC, MQاي نظيـر    حرفهAPCهاي  سلول
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كننـد كـه      را توليـد مـي     CCL4ي نظير   يها كيمواتركتانت
   Treg. )23(شـود  ها به بافـت مـي      موجب جذب اين سلول   

  ، كاســپازها Bimبــا فعــال كــردن پــروتئين پروآپوپتتيــك 
هاي  ها از جمله سلول    پوپتز ساير سلول  را فعال و موجب آ    

T هـاي   در گاستريك كانسر، تعداد سـلول      .)24(شوند  مي
Tregيابد  افزايش مي.  

برخي مطالعات آزمايشگاهي و حيواني نشان دادنـد        
دهـد ولـي     كه غضروف رشد عروق خوني را كاهش مي       

مطالعات كمـي بـر     . در انسان هنوز به اثبات نرسيده است      
 طاني غضروف كوسه ماهي منتشر شده     روي فوايد ضد سر   

عقيده براين است كه غضروف كوسـه مـاهي و يـا             .است
ساير حيوانات نظير گاو و گوسفند و مرغ رشد سرطان را           

 غضروف كوسه ماهي، پروتئينـي    . كند كند و يا متوقف مي    
 تومورهـا . سازد را متوقف مي  ) زايي رگ( دارد كه آنژيوژنز  

 و رشـد نيازمندنـد،      ءابه شبكه از عـروق خـوني بـراي بق ـ         
 بنابراين با متوقف كردن خون رساني به آن، تومـور از بـين            

  ضدتوموري اگرچه،گزارشاتي در باره خاصيت    .)25(رود مي
هاي فعلـي فقـط      غضروف كوسه ماهي ارائه شده اما داده      

بر روي اثر غضروف كوسه ماهي بر روي كند يا متوقف           
 )26( كـشت  هاي حيواني و محيط    كردن آنژيوژنز در مدل   
 در TNF-α و IFN-γهــايي نظيــر  و يــا توليــد ســايتوكاين
  .)27(هاي انساني دلالت دارد محيط كشت لكوسيت

حتي در مطالعات معدود انجـام شـده، سـاير اثـرات            
كـه  ) غيـر از ضـد رگ زايـي       ه  ب ـ(غضروف كوسه ماهي    

تواند از پيشرفت تومور جلوگيري كنـد و يـا ريـسك             مي
عـلاوه،   بـه    )27(دهـد  ن نمـي  متاستاز را كاهش دهـد، نـشا      

ه مطالعاتي هم اثر ضد سرطاني غضروف كوسـه مـاهي ب ـ          
ه كننــد و آن را بــ ويــژه در ســرطان ريــه انــسان را رد مــي

 ــ   ــرطان مـ ــان سـ ــايگزين در درمـ ــوان داروي جـ ثر ؤعنـ
كـه تعقيـب مـسيرهاي سـلولي و          ضمن آن  .)28(دانند نمي

ه ب ـ كوسـه مـاهي   ملكولي ايمني تحت درمان با غضروف       
رو بـا    از ايـن  .ر بدن انـسان صـورت نگرفتـه اسـت         ويژه د 

اثرات ضد سرطاني غـضروف كوسـه        توجه به تناقض در   
ماهي و همچنين نقش كم شناخته شده غـضروف كوسـه        

هاي ايمني افراد تومورال در مطالعاتي       ماهي برروي پاسخ  
كه معتقد به اثربخشي اين دارو دارند ما را برآن داشته تـا             

 گردش خون   Tregهاي   عداد سلول اثر اين دارو بر روي ت     
  معـرف فعاليـت    TGF-β محيطي همراه با پاسخ سايتوكايني    

 مهار كننده و همـراه بـا آن تغييـر         Tهاي   مهاري لنفوسيت 
 TH2 و TH1هاي   در توازن بين الگوي سايتوكايني سلول     

  معـرف  IFN-γگيري غلظت سايتوكاين سـرمي       يعني اندازه 
هاي  فعاليت سلول  معرف   IL-4 و   TH1هاي   فعاليت سلول 

TH2              در بيماران مبتلا به سـرطان معـده را مـورد بررسـي 
  .قرار دهيم

  

  ها  روشمواد و
زن 6(بيست سـه بيمـار   شاهدي  -در اين مطالعه مورد   

ه ب ـ  از نوع روده اي    مبتلا به سرطان معده تماماً     )مرد 17و  
طــور تــصادفي از يــك جمعيــت ايرانــي در شــمال ايــران 

 سـال بـوده     51ني ايـن بيمـاران      ميانگين س . انتخاب شدند 
بيماراني كه حداقل يك ماه از شيمي درماني و يـا           . است

ــوتراپي آن7 ــه     روز از رادي ــازي ب ــته باشــد و ني ــا گذش ه
علاوه متاسـتاز مغـزي،   ه داروي استروئيدي هم نداشته و ب  

 ، بارداري، بيماري قلبي و عروقي، فشار        HIVآلودگي با   
هـاي   سكته قلبي، زخم  خون بالا در طي يك سال، سابقه        

ــداري     ــومي پاي ــعيت عم ــته و از وض ــه، نداش ــود نيافت بهب
چـه   همچنـين چنـان    .برخوردار بودند، انتخـاب گرديدنـد     

 عـدم  :بيماراني كه با مصرف دارو دچار حمله بيماري نظيـر         
تحمل دارو، آلرژي و حتي انصراف بيمار از ادامه درمان          

انه، خوشــبخت. گرديدنــد شــدند از مطالعــه خــارج مــي مــي
 تنها مـشكل  . مشكلات فوق در طي مطالعه روي نداده است       

 .اين بيماران  كم خوني به دليل گاستركتومي بوده است

بيماران مبتلا بـه سـرطان معـده ازميـان مراجعـان بـه              
مركز شيمي درماني شهيد رجايي بابلـسر انتخـاب شـدند           

 تومور بـدخيم، بعـد      Stage1-3اين بيماران از مبتلايان به      
بــرداري و اولــين جراحــي، و البتــه بــا  بــا نمونــهتــشخيص 

رضايت و اطـلاع كامـل خـود بيمـاران بـه مـشاركت در               
كميتـه اخـلاق پزشـكي دانـشگاه        درمان و مطابق مـصوبه      
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 10/7/90 تـاريخ ه  و ب  57327/52 تربيت مدرس به شماره   
   شـاهدي،   -مـوردي   مطالعـه  اسـاس  بر انتخاب گرديده و  

  : گروه تقسيم شدند2به 
 mg150 عدد كپـسول     60 فقط   )n=14 (ول گروه ا  -

 20مـدت   ه  سـه بـار در روز ب ـ      (غضروف كوسه مـاهي را      
  .دريافت كردند) روز

 هيچ دارويي دريافت نكردنـد و       )n=9 ( گروه دوم  -
  .گرديدندعنوان گروه شاهد انتخاب ه ب

ــه، ســلول  ــن مطالع ــاي  در اي  گــردش خــون Tregه
  :هاي محيطي با فلوسايتومتري و سايتوكاين

TGF-β, IL-4, IFN-γ    خون محيطي بـه روش اليـزا
 سـي سـي خـونگيري از وريـد          دهبـا   . گيري شـدند   اندازه

قــدامي آرنــج بيمــاران قبــل و بعــد درمــان و پــس از       
 بيمـاران   اي گردش خون   هاي تك هسته   سلولجداسازي  

ها بـا اسـتفاده      با استفاده از فايكول و تعيين زنده بودن آن        
ــار، در هــا  از تريپــان بلــو و شــمارش آن بــر روي لام نئوب

 چــاهكي در مجــاورت آنتــي ژن مخــتص 24هــاي  پليــت
كـــــشت داده CEA-MIF(ANASPEC,UK)تومـــــور 

جهـت تعيـين تكثيرلنفوسـيت هـا در مجـاورت            .انـد  شده
  .عمل آمده  بMTTژن، آزمايش  آنتي

MTT     ءهـاي زنـده احيـا       زرد در ميتوكندري سـلول 
بـديل   بـنفش رنـگ ت     (Formazan)شود و به فرمازان      مي
هـاي تـك     سـلول د ميكروليتر ازسوسپانسيون     ض .شود مي

هـا و    به يكـي از چاهـك      هر بيمار  ايي گردش خون   هسته
 غلظـت متفـاوت   4براي رسم منحني استاندارد به ترتيـب    

ــه  10،20،50،100  ميكروليتــر از ســرم يكــي از بيمــاران ب
ــرده و چــون    چاهــك ــزا اضــافه ك ــت الي ــاي ميكروپلي ه
 پـنج اي شناور هستند همـان روز       ه  سلول Tهاي   لنفوسيت

سـاعت بعـد     24ها افزوده و     ژن به چاهك   ميكروليتر آنتي 
 و  MTT(5mg/ml)ميكروليتـر محلـول     بيـست   با افـزودن    

گراد و در    درجه سانتي  37دمايقراردادن ميكروپليت در    
مـدت  ه  ب ـ درصـد  5مجاورت دي اكسيد كربن با غلظت       

ــداكثر  ــاعت 4ح ــر س ــاه ميكروليت ــدو پنج ــ، ص ل دي متي
 را بـه هـر      MTTعنوان حـلال    ه   ب (DMSO)سولفاكسايد  

ها افزوده و بعد از تكان دادن ميكروپليت         يك از چاهك  
 590 جذب نوري محلـول را در        (shaker) بر روي شيكر  

. گيـري كـرديم    نانومتر اندازه  620نانومتر و فيلتر رفرانس     
ژن مخـتص تومـور قـادر بـه تكثيـر            در تمام نمونهها آنتي   

 هـا  براي انـدازه گيـري سـايتوكاين      .  بوده اند  Tهاي   سلول
(eBioscience,UK)،   ميكروليتر از سوسپانسيون   دويست

 2×-105 حـاوي (  ايي خون محيطي   هاي تك هسته   سلول
 24هـاي پليـت      هر يـك ازبيمـاران را در چاهـك        ) سلول

 حجـم آن را بـه   RPMI 1640تايي ريختـه و بـا محلـول    
روليتـر آنتـي ژن    ميكپـنج ليتر رسـانده و سـپس      ميلي يك

زمـان   .ها افزوده شـد    مختص تومور به هر يك از چاهك      
 سـاعت و بـراي      IFN-γ 72 و   IL-4كشت مطلوب بـراي     

TGF-β ،96ــوده اســت ــا ســانتريفيوژ، . ســاعت ب   ســپس ب
ــول مــوج       ــزا در ط ــه روش الي ــدا و ب ــي را ج ــه روي   ماي

ــانومتر انــدازه گيــري شــدند 450   بــراي انــدازه گيــري . ن
از كيـــت فلوســـايتومتري   Tregهـــاي  كمـــي ســـلول 

CD4+CD25+Foxp3Tregulatory cell خريداري شده 
ــت  (eBioscience,UK)از  ــده اس ــتفاده ش ــست.  اس  دوي

اي گردش خون را با      ميكروليتر ازسوسپانسيون تك هسته   
RPMI 1640   به حجم يك ميلي ليتررسـانده و در يكـي 

 / تايي همراه بـا پـنج ميكروگـرم        24هاي پليت    از چاهك 
ــي  ــيميلـ ــر آنتـ ــاتور   ليتـ ــور در انكوبـ ــتص تومـ   ژن مخـ

   كـربن   گـراد ودر مجـاورت دي اكـسيد        درجه سـانتي   37
ــا غلظـــت     ســـاعت كـــشت داده 24صـــد بـــراي  در5بـ

ــم ــگ . داديـ ــد از رنـ ــشا  بعـ ــاي غـ ــزي ماركرهـ   ي يآميـ
   هـــــا را بـــــا  ســــلول (CD4,CD25)لنفوســــيت هـــــا  

Fixation /permeabilization buffer    مطـابق پروتكـل
سـپس قبـل از     . نده ثابت و نفوذپـذير شـدند      كارخانه ساز 
ه بـادي كونژگـه فلوروسـانس ب ـ       هـا بـا آنتـي      آناليز سـلول  

در  .دقيقـه در دمـاي اتـاق رنـگ آميـزي شـدند             30مدت
هـاي مـرده خـارج از        هاي رنـگ شـده، سـلول       تمام نمونه 

هـاي زنـده گيـت زده و تـا           گيت قرار داشتند و لنفوسيت    
  ا در هــــ همــــه داده.  ســــلول شــــمارش شــــدند10000

BD FACScalibur,USAآوري شده و با اسـتفاده    جمع 
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  . آناليز شدندCell Quest programاز نرم افزار 
  

  ها يافته
 Tregهـاي    با استفاده از فلوسايتومتري ميـزان سـلول       

طـرز  ه  بيماران درمان شـده بـا غـضروف كوسـه مـاهي ب ـ            
اين كاهش در دات پـلات   .داري كاهش يافته است   معني

  .م زير نشان داده شده استو هيستوگرا
ميـانگين، پراكنـدگي و     وابستهtآزمون با استفاده از   

ــان  معنــي ــا ضــريب اطمين  )p > 05/0( درصــد 95داري ب
فـرض  ( Levene's آزمـون  و بـا     گروهـي  تغييرات داخـل  

فــرض عــدم برابــري    (tو آزمــون ) برابــري واريــانس 
 بــين گــروه درمــاني بــا گــروه كنتــرل مقايــسه) واريــانس
  انجام و ملاحظه شد كه در گروه درماني بعـد از           گروهي

طـور  ه ب ـ( Foxp3 Tregهـاي   مصرف دارو تعـداد سـلول  
ــانگين از ــه   339/1 مي ــان ب ــان812/0قبــل درم  ) بعــد درم

طـور  ه  ب ـ( خون محيطي TGF-β، ميزان   )1تصوير شماره   (
 بعــد pg/ml 299قبــل درمــان بــه  pg/ml335 ميــانگين از

قبل درمـان   pg/ml119 از   طور ميانگين ه  ب( IL-4،  )درمان
خون  γ-IFNكاهش ولي ميزان    ) بعد درمان  pg/ml 92به  

 pg/ml 141بـه    pg/ml 107طـور ميـانگين از    ه  ب(محيطي  
اين تغييرات  ).3 تصوير شماره ( افزايش يافت ) بعد درمان 

در .  معني دار بوده است    p >05/0 داخل گروه با توجه به    
  نـــشد داري ايجـــاد  معنـــي  تغييـــرگـــروه كنتـــرل هـــيچ

  .)4 و 2تصاوير شماره (
 و  Tهـاي    اما در مقايسه بين گروهي براساس آزمون      

Levene's      معلوم شد فقط افزايش γ-IFN     و كـاهش IL-

دوز داروي مصرف شـده، روي       ثيرأدار و تحت ت     معني 4
 TGF-β و Foxp3 Tregهـاي   كـاهش سـلول  . داده است

رسـد تحـت     نظـر نمـي   ه  ب ـ در گروه درماني روي داده اما     
  .ثير غضروف كوسه ماهي بوده باشدأت

  

  
  

 

  نمودار دات پلات و هيستوگرام بيماران قبل از درمان با غضروف كوسه ماهي :1تصوير شماره 
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  نمودار دات پلات و هيستوگرام بيماران بعد درمان با غضروف كوسه ماهي :2تصوير شماره 
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 تغييـرات سـايتوكايني قبـل وبعـد درمـان در            رنمـودا  :3تصوير شماره   

  بيماران درمان شده با غضروف كوسه ماهي
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ي به فاصله يك ماه در نمودار تغييرات سايتوكاين :4تصوير شماره 
 گروه كنترل

  

  بحث
مطالعــات و گزارشــاتي مبنــي بــر اثــر ضــد ســرطاني 

گاهي و غـــضروف كوســـه مـــاهي در شـــرايط آزمايـــش
حالات فوق نشان    در. هاي حيواني مطرح شده است     مدل

داده شده كه، غضروف كوسه ماهي با كاهش آنژيـوژنز          
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يوژنز فرآيند پيچيده   ژآن.كند از رشد تومور جلوگيري مي    
و چند مرحله شامل ناپايداري عروق از قبل تشكيل شده،          

هـا و    هـاي انـدوتليال، مهـاجرت ايـن سـلول          تكثير سـلول  
آنژيوژنز نقـش مهمـي     . وق خوني جديد است   تشكيل عر 

رشـد و   . در رشد، تهاجم و متاستاز تومورهاي جامد دارد       
متاستاز تومور هر دو به آنژيوژنز بافـت تومـوري بـستگي           

-VEGFرشد تومور با بلوكه كـردن مـسير         . )29-33(دارد

VEGFR-2 در اين مسير با اتـصال  . شود  مهار ميVEGF 
خه بـرداري سيتوپلاسـمي     اش، فاكتورهـاي نـس     به گيرنده 
ERK1/2 .تــره اونــين كينــاز   –ســرين AKT فــسفريله 

هاي به هسته سلول مهاجرت و بـه         اين پروتئين . گردند مي
 سلول توموري متصل    HIF1α و   CXCR4پروموتورهاي  

  .)35،34(شوند مي
HIF1α        زيرواحدي از فاكتور نسخه بـرداري HIF1 

هيپوكـسي  هاي ايمني اكتسابي ضد      است كه نه تنها پاسخ    
(hypoxia)   ــسي ــت نورماك ــلولي تح ــرد س ــه عملك   بلك

(normaxia)   كند  را تنظيم مي. HIF1α     با تجمـع VEGF 
تاكنون در   .)36(شود موجب بقا سلول و تمايز عروقي مي      

ــوژنز در بافــت   ــا كنــد شــدن آنژي ــسان، مهــار و ي هــاي  ان
وسيله غضروف كوسه مـاهي گـزارش نـشده         ه  توموري ب 

ايشگاهي ديده شده كه با كشت      اما در شرايط آزم    است،
ــلول  ــصاصي س ــك غيراخت ــسته  و تحري ــك ه ــاي ت اي  ه

گــردش خــون افــراد ســالم كــه غــضروف كوســه مــاهي 
ه  بــIL‐8 و TNF-α ، γ‐IFNمــصرف كــرده انــد، ميــزان 

و بسيار بيـشتر از مقـدار طبيعـي و بـرعكس             سرعت توليد 
IL‐4           سـاعت هـم بـسيار       96 توليد نـشده و حتـي پـس از
ر طبيعـــي گـــردش خـــون بـــوده    تـــر از مقـــدا  كـــم
ثير غـضروف   أاگرچه گزارشاتي مبني بر عدم ت     .)27(است

كوسه ماهي در ممانعت از رشد تومور در افراد مبـتلا بـه             
  . نيز وجود دارد)28(سرطان ريه
هاي ايمني ضد توموري حـول چنـدين محـور           پاسخ
 TGF-β/Foxp3 Tregشـوند كـه مـسيرهاي     بررسي مي

cellايمــــونيتي   وTh1/Th2در  .هاســــت ز جملــــه آن ا
 رود بـا كـاهش مـسير       هاي ضـدتوموري انتظـار مـي       پاسخ

TGF-β/Treg     بالانس ايمنـي Th1/Th2       بـه نفـع الگـوي 
 و كاهش الگـوي سـايتوكايني    Th1(γ-IFN)سايتوكايني  
Th2(IL-4)  طور كه در مقدمه گفته شـد        همان . تغيير يابد

 TGF-β  بــا توليــد ســايتوكاين مهــاريTregهــاي  ســلول
 را كاسته و    Th1هاي   هاي ايمني ضدتوموري سلول    پاسخ

عـلاوه تقويـت    ه  ب ـ .شود موجب رشد و متاستاز تومور مي     
 نيـز  Tregهـاي    واسطه اثر مهاري سـلول    ه  كه ب Th2ايمني  

دهــد موجــب كــاهش فعاليــت ضــد تومــوري   روي مــي
  .)5-24(كند  شده و به رشد تومور كمك ميTh1هاي  سلول

غـضروف كوسـه     ،دسـت آمـده   ه  با توجه به نتايج ب ـ    
 CD4+CD25+Foxp3hiTregهـاي    ماهي با كاهش سلول   

طـور كـه در      همـان . در گروه درماني همـراه بـوده اسـت        
ــسم  ــه شــده، يكــي ازمكاني ــه گفت هــاي عملكــردي  مقدم

هــاي مهــاري نظيــر  ، توليــد ســايتوكاينTregهــاي  ســلول
TGF-β ،IL-10و IL-35ــاهش  .  اســـت ــا كـ ــابراين بـ بنـ
ــرين   مهــمTGF-βرفــت   انتظــار مــيTregهــاي  ســلول ت

 نيـز   Tهـاي    سايتوكاين ترشحي اين زيرگروه از لنفوسيت     
، علامــت Treg-TGFβكــاهش محــور  . كــاهش يابــد 

هـاي ايمنـي سـلولي و        مناسبي براي حذف اثر مهار پاسخ     
از . هاي ايمنـي ضـد تومـور اسـت         در نتيجه تقويت پاسخ   

ــن ــايتوكايني   اي ــا الگــوي س  TH2و ) TH1) IFN-γرو م
)IL-4(نــدازه گــرفتيم و مــشاهده شــد كــه بــا كــاهش را ا

TGF-β   ميزان ،IFN-γ     منبـع اصـلي     . افزايش يافتـه اسـت
IFN-γــلول ــاي   س ــلول TH1ه ــين س ــاي   و همچن  NKه
اي گـردش    هاي تـك هـسته      سلول  درصد 50-60. هستند

ــلول ــاي  خــون را س ــر از   و كــمTHه را   آن درصــد10ت
-TGFبنابراين، كـاهش    . دهند  تشكيل مي  NKهاي   سلول

β  توان يكـي از عوامـل افـزايش      را ميIFN-γ   يـا الگـوي 
ثير غــضروف كوســه مــاهي أ تحــت تــTH1ســايتوكايني 

توانـد معـرف     افـزايش ايـن سـايتوكاين مـي        .مطرح نمود 
هــاي ترشــح كننــده آن در  فعاليــت ضــد تومــوري ســلول

  .بيماران مبتلا به سرطان معده باشد
 در بعـضي مـوارد      TGF-βترشح كننده   Tهاي   سلول

IL-10   و IL-4    دو هماننـد    كننـد، كـه هـر       را نيز توليد مي
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TGF-β            خاصيت مهار ايمني سلولي را دارنـد و از توليـد
IFN-γهـــاي   و تمـــايز ســـلولTهـــاي   بـــه ســـلولTH1 

 را تقويت   TH2هاي   جلوگيري كرده، ولي تمايز و پاسخ     
هـاي   رفـت بـا كـاهش سـلول       بنابراين انتظار مـي   . كنند مي

Treg  هاي   ، توليد سايتوكاينTGF-β   وIL-4    نيز كـاهش 
 .خوبي در داخـل گـروه مـشاهده گرديـد         ه  اين اثر ب  . يابد

شــود، غــضروف كوســه مــاهي در  بنـابراين، پيــشنهاد مــي 
 هـاي  همراه با كاهش سلول    ،ههاي مبتلا به سرطان معد     انسان

  موجب كاهش ميـزان    TGF-β و سايتوكاين  Tregمهاري  
IL-4  و افــزايش توليــد IFN-γتقويــت زمينــه  شــده و 
  .ولي ضد توموري را فراهم مي سازدهاي ايمني سل پاسخ

ــا بررســي بــيش  ــرات  در خاتمــه لازم اســت، ب ــر اث ت
غضروف كوسه ماهي بر روي ساير ابعاد ايمني اكتـسابي          

تري بـراي اثبـات خاصـيت       در افراد تومرال مدارك بيش    
كـه اثـر ايـن       ضـمن آن  . ضد توموري اين ماده ارائه شـود      

ژنز، رشد و بقا، تهاجم و متاستاز تومور        ماده برروي آنژيو  
  .در افراد انساني هنوز مورد مطالعه قرار نگرفته است

  

  سپاسگزاري
زحمات بي دريغ و رهنمودهاي      از نويسندگان مقاله 

اساتيد و همكاراني كه در انجـام ايـن طـرح مـا را يـاري                
  .نمودند تشكر وقدرداني مي نمايند
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