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  چكيده
ايكوباكتريومي در انسان اين بيماري پس از سل و جذام، سومين عفونت شايع م. مايكوباكتريوم اولسرانس عامل زخم برولي است :مقدمه

مايكوباكتريوم اولسرانس، . شناسد در حال حاضر، سازمان بهداشت جهاني بيماري برولي را بعنوان يك عفونت مهم مي.شودسوب ميمح
مايكولاكتون مي تواند منجر به تخريب بافت گردد و همچنين  .سمي بنام مايكولاكتون توليد مي كند كه در بيماريزايي نقش مهمي دارد

  . را سركوب نمايدپاسخ هاي ايمني ميزبان
اي خون سه نفر از افرادي كه سابقه ابتلا به بيماري برولي را  تحليلي، از سلولهاي تك هسته- توصيفييدر اين مطالعه : بررسيروش

 و در حضور مايكولاكتون و زمانهاي  LPS اين سلولها پس از تحريك باTNF و IL-6ميزان توليد سايتوكاين هاي . نداشتند استفاده شد
  . تعيين شدELISAمختلف پيش انكوباسيون، با كيت هاي 

. نمايد را مهار ميIL-6 و TNFاين مطالعه نشان مي دهد كه وجود توكسين مايكولاكتون تا حدود زيادي توليد سايتوكاين هاي  :نتايج
در حاليكه، . يابد و سپس كاهش مي ساعت به حداكثر مقدار خود رسيده4در مدت ) LPSحاوي (هاي شاهد  در لولهTNFميزان سايتوكاين 

  .رسد ساعت به حداقل مقدار مي16بيشترين مقدار را داراست و تا ) زمان صفر(هاي تازه هاي حاوي سلول در لولهIL-6توليد 
وسـيله ايـن    ه  ب ـ TNFتوان تصور كرد كه كاهش توليد        مي ، از سايتوكينهاي التهابي مهم ايمني هستند      IL-6 و   TNFكه   از آنجايي  :گيرينتيجه

بنابراين مايكوباكتريوم اولسرانس، از يك طرف سبب نابودي سلولهاي ماكروفـاژي و از طـرف               . باكتري در تضعيف پاسخهاي التهابي نقش دارد      
  .كندگردد و به نوعي، نقش اين سلولها را در عفونت حذف مي به وسيله مهمترين سلول ايمني ذاتي ميTNFديگر جلوگيري از توليد 

  
 TNF ،IL-6- PBMC - مايكولاكتون:كليديهاي ژهوا

                                                 
  p_mohajeri@yahoo.com: ،  پست الكترونيكي831- 4274618 -21:؛ تلفن)نويسنده مسئول(*
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 مقدمه

سومين بعد از سل و جذام  (BU: Buruli Uleer)اولسر برولي 
عامل  .)1(شود محسوب مي  انساني ييبيماري فراوان مايكوباكتريا  

 اين باكتري   .مايكوباكتريوم اولسرانس است   ،محيطياين بيماري   
 هـاي در زخـم  راليايي   توسط محققين اسـت    1948اولين بار در سال     

تريوم كعفونــت بــا مايكوبــا   .كــشف شــد پوســتي غيرمعمــول  
بـد شـكل      يهـا  زخـم  بعضي مواقـع  اولسرانس كشنده نيست ولي     

ه هـا ب ـ  معمـولاً زخـم    . پرهزينـه اسـت     كه درمان آن   كندايجاد مي 
نودول زير جلدي است كه به      همراه با   صورت تك، بدون درد و      

 كشور جهان ايـن    30 بيش از    تاكنون در  .)2(شودمرور بزرگ مي  
بيماري گزارش شده است و سـازمان بهداشـت جهـاني آن را در              

. )3(مند به توجه فوري معرفي كـرده اسـت         بيماريهاي نياز  يزمره
خوشبختانه تاكنون مـورد مـستندي از بيمـاري در ايـران گـزارش       

  .نشده است
واسطه توليد يـك اگزوتوكـسين      ه  بتريوم اولسرانس   كمايكوبا

 نكروتيك بنام مـايكولاكتون از سـاير مايكوبـاكتريوم هـا            ليپيدي
. در بيمــاريزايي بـاكتري نقــش دارد مـايكولاكتون  . متمـايز اســت 

توكـسين  ايـن    كد كننده  pMUMنام  ه  پلاسميد حلقوي بزرگي ب   
ــت ــرات     .)4(اس ــايكولاكتون اث ــه م ــد ك ــشان داده ان ــات ن مطالع

تـي ژن   ايـن آن   .پاسخهاي ايمنـي را دارد    بروي  سركوب كنندگي   
كند و  جلوگيري ميTوسيله لنفوسيتهاي ه  ب IL-2ليپيدي از توليد    

بــا آپوپتــوزيس در ايــن پاســخي را همــراه نــوعي تــولرانس و بــي
 يكـه عـصاره    تحقيقـات نـشان داده انـد         .)5(كند مي سلولها القاء 

ــسرانس    ــاكتريوم اول ــاكتري مايكوب ــشتق از ب ــرولين م ــراد ب   در اف
ــاكتري   ــه ايــن ب ــوده ب ــد ماننــد تركيبــات پروتئينــي از  تومــيآل ان

خيري ايمنـي را    أپاسخهاي ت  (PPD) مايكوباكتريوم توبركلوزيس 
ها به علت تشابه آنتي ژني بين برولين        شايد اين پاسخ  . ايجاد نمايد 

هـايي  وانند از طريق گيرنـده    تيژنهاي ليپيدي م   آنتي . باشد PPDو  
ــد ــد گيرن ــال  پاســخهاي ايمنــي ذاتــي را  Tollهــاي شــبه همانن فع

  .)6(دننماي
توانـد  مايكوبـاكترم اولـسرانس مـي     ،  هـاي اخيـر   بر اساس يافته  

 امــا ،د و بيمــاريزايي داشــته باشــدايــپاســخهاي ايمنــي را مهــار نم
در ايـن  . سازوكارهاي اين سركوب كنندگي مشخص نشده است  

ژني مهم باكتري يعنـي     ثير يك جزء آنتي   أ ت يمرمطالعه ما قصد دا   
ــلو  ــر سـ ــايكولاكتون را بـ ــيتي لمـ ــاي منوسـ ــاژي و /هـ   ماكروفـ

بررسـي  در خـون محيطـي        از اين سلولها را    IL-6 و TNF-αتوليد  
ژن در بيماريزايي بـاكتري بهتـر مـشخص         نقش اين آنتي   تا   نماييم
  . گردد

  بررسيروش 
مـرد بـا     سـالم  داوطلـب  3  توصـيفي تحليلـي،    يدر اين مطالعه  

 25هـا  از آنبا كسب رضـايت    .انتخاب شدند  سال   30 ميانگين سن 
اي از  ايـن افـراد سـابقه     .ليتر خون هپارينه از هر فردگرفته شد      ميلي

با استفاده از شيب    . نداشتندعفونت با مايكوباكتريوم اولسرانس را      
 (PBMC)اي خون محيطـي   هاي تك هسته  سلول ،غلظتي فايكول 

  بـا مقـدار     كامـل هـر فـرد       ابتدا خون  بدين منظور . شدجدا سازي   
 نصف حجم نهايي خون     سپس. شدرقيق   استريل   PBSاز  مساوي  

 ديگري ريخته و    در لوله ) Pharmaciaشركت  (، فايكول    PBSو  
به مـدت    گرديد و تخليه   مي روي فايكول  ا به آر  ،خون رقيق شده  

بـا   PBMCلايـه   . شـد سانتريفوژ   دور بر دقيقه     2400در   دقيقه   25
 شستـشو  اسـتريل    PBSبـا   سـه بـار     و  پيپت استريل پلاستيكي جدا     

 دور در   1500 دقيقـه در     10مـدت   ه   ب ـ  پـس از سـانتريفوژ     .گرديد
 RPMI-1640 ميلي ليتر محـيط كـشت        2دقيقه، رسوب حاصل با     

  لاممخلوط شد و براي شمارش سـلول هـاي زنـده از              FCS%5با  
ا افـزودن   ب. استفاده شد(SIGMA 21k2376) تريپان بلو نئوبار و 

 يـون سـلول   يك ميل مقادير كافي محيط كشت به لوله فوق تراكم         
PBMCشدتهيه ميلي ليتر   در.  

ــايكولاكتون PBMC تحريــك ــا م دكتــر  ازمــايكولاكتون  :ب
Grant Jenkin      100 از دانشگاه مونـاش اسـتراليا بـا غلظـت اوليـه 

جهـت انجـام آزمايـشات       .تهيـه گرديـد   ليتـر   ميكروگرم در ميلـي   
 اســتري هــاي اســتريل پلــيســايتوكاين از لولــهمربــوط بــه توليــد 
ليتـــر از يـــك ميلـــي .ســـايتومتري اســـتفاده شـــدمخـــصوص فلو

 بـا   ليتـر  يك ميليون سلول در ميلـي      تراكم با   PBMCسوسپانسيون  
ــايي    ــت نه ــايكولاكتون در غلظ ــي 1000م ــانوگرم در ميل ــر ن  ليت

 درجـه   37انكوبـاتور    در   نمـودن پس از مخلوط    تحريك شدند و    
از يك روتاتور براي مخلـوط      . انكوبه شد  C02 5%با  گراد  سانتي
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 .گرديـد  انكوباسـيون اسـتفاده      ها در طول مدت   ردن دائم سلول  ك

ــاي  ــاعت 16 و 8، 4، 2، 0در زمانهـ ــيون و   سـ ــس از انكوباسـ پـ
د و غلظــت شــ مــايع رويــي ســلولها برداشــت  ،تحريــك ســلولها

از . يـزا تعيـين گرديـد     بـه روش الا    و   IL-6 و   TNFهـاي سايتوكين
LPS E.coli O55:B5 CalBiochem B34179) ( بــا غلظــت 

بـه عنـوان يـك تحريـك كننـده           ليتر نانوگرم در ميلي   100هايي  ن
 و يك لوله بدون هـيچ آنتـي ژنـي بـه عنـوان                كنترل مثبت  وقوي  

 سـاعت   6 لولـه كنتـرل مثبـت پـس از        . كنترل منفـي اسـتفاده شـد      
  .از نظر ميزان سايتوكين بررسي شدانكوبه 
    هـر يـك از     بـراي ، چهـار لولـه       هـر فـرد    بـه ازاي  كلي  طور  ه  ب
 ). لوله براي هر نفر    20كلاً  (ه شد    در نظر گرفت   هاي ذكر شده  زمان
 ، سوسپانسيون سـلولي تنها حاوي عنوان كنترل منفيه  اول ب  يلوله
بـا مـايكولاكتون بـا غلظـت        سلولهاي تـك هـسته اي         دوم يلوله

مـايكولاكتون بـا    داراي   سـوم لولـه   و   تـر لي نانوگرم در ميلي   1000
لولـه   و LPS نـانوگرم  100 و تـر  لي  نانوگرم در ميلـي    1000غلظت  
 100 بـا غلظـت      LPSكـه فقـط بـا        سلولهايي بودند حاوي   چهارم

 ساعت انكوباسيون، مايع رويـي      6پس از    .نانوگرم تحريك شدند  
از نظـر   تحريـك شـده بودنـد        LPSكه بـا    و چهارم    سوم   هايلوله

 دور 1500 دقيقه در5ه مدت   ب هالوله. ميزان سايتوكين بررسي شد   
 مايعاين  .گرديدآوري جمعشده و مايع رويي   انتريفوژ  س بر دقيقه 
 رتعيـين مقـدا    تـا زمـان    -20  با دماي   فريزر ي در آورجمعپس از   

  .هداري شدها نگسايتوكاين
 : اليزا ده از ا با استف  IL-6 و   TNFهاي  گيري سايتوكاين اندازه

ــت ــتفاده و     از دو كي ــزا اس ــام الي ــت انج ــر جه ــستراي زي    و سوب
  

  .ها عمل شد كارخانه سازنده كيتلالعمرطبق دستو
Human IL-6 ELISA Set (BD 555220) 

Human TNF ELISA Set (BD 555212) 

TMB microwell peroxidase substrate (KPL 060736) 

ــايج الا ــزا نت ــاي  450 و درBio-Rad Microplate Reader ب
 .نانومتر قرائت شد

  ايجنت
يزان سـايتوكاين   شود م  مشاهده مي  )1(جدول  همانطور كه در    

TNF  حـاوي   (هـاي شـاهد      در لولهLPS(     سـاعت بـه     4 در مـدت
و ) ليتـر  ميكروگـرم در ميلـي     2266(حداكثر مقدار خـود رسـيده       

 در  IL-6توليد  ،  )2(طبق جدول   در حاليكه   . يابدسپس كاهش مي  
ر را  ابيـشترين مقـد   ) زمـان صـفر   (هاي تـازه    هاي حاوي سلول  لوله

 و به مـرور از مقـدار آن         )ليتريليم در م  رگ ميكرو 4848 (داراست
 رسـد مقـدار مـي    ساعت به حـداقل      16شود تا اينكه در     كاسته مي 

  .) ميكروگرم در ميلي ليتر879(
هـاي  دهنده نـسبت ميـزان توليـد سـايتوكاين     ، نشان)3(جدول  

TNF و IL-6هـــاي حـــاوي  در لولـــهLPS و مـــايكولاكتون بـــه   
 همـانطور كـه در ايـن        . هستند LPSهايي است كه تنها داراي      لوله

 سـاعت اول    4هـاي فـوق در      شود سـايتوكاين  جداول مشاهده مي  
 0209/0هـاي   به ترتيب نسبت  ( يابند  پيش انكوباسيون كاهش مي   

و پــس از يــك ) IL-6 و TNFهــاي  بــراي ســايتوكاين0277/0و 
 سـاعت بـه     16هـا پـس از      افزايش نسبي، مجدداً ميزان سايتوكاين    

  .رسدترين مقدار خود ميپايين

هاي مختلف پيش انكوباسيون با هاي خون محيطي در زمان توليد شده از مونوسيتTNF ميانگين تغييرات غلظت -1جدول 
  مايكولاكتون

LPS M1000+LPS M 1000 C-ve  لوله  
      زمان

8/769±1168 4/54±3/41 8/7  6/28±33  0 
4/722±1927 9/67±7/56 8/7  8/19±7/31 2  
3/1054±2266 9/54±3/47 2/7±7/12  9/30±7/38 4  

809±1842  5/51±7/52  5/1±7/8  6/16±30 8  
2/386±852 13±4/20 4/2±2/9  7/114±7/122  16 
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 توليد شده از مونوسيت هاي خون محيطي در زمان هاي مختلف پيش انكوباسيون با IL-6 ميانگين تغييرات غلظت -2جدول 

  مايكولاكتون

LPS M1000+LPS M 1000 C-ve لوله  

      زمان
5/4848 ±3411 6/156 ± 9/204  8/8 ± 1/7  5/80±7/65  0  

7/4237 ± 7/2373  3/130 ± 4/126  1/7 ± 2/4  4/54±3/53  2  
7/2698 ± 2/858  9/74 ± 7/78  1/23 ± 5/23  3/69 ±     6/68    4 

1361± 9/398  8/103 ±47 8/9 ± 6/7  2/80 ± 8/70   8 
8/878 ± 5/256  3/9 ± 8/5  7/4      12± 6/4  18 

  
هاي خون محيطي در  توليد شده از مونوسيتIL-6و TNFهاي  براي سايتوكاينLPS به M1000+LPS تغييرات نسبت -3جدول 

 هاي مختلف پيش انكوباسيون با مايكولاكتونزمان

IL-6 TNF     زمان  
0323/0  0354/0 0 
0307/0  0294/0  2  
0277/0  0209/0  4  
0762/0  0286/0  8  
0106/0  0239/0  16  

  
  بحث

اي خـون محيطـي در افـراد        در اين مطالعه سلولهاي تك هسته     
 و TNFهـاي  سـايتوكاين سالم با مايكولاكتون تحريـك و سـطح       

IL-6 اسـاس مـشخص گرديـد كـه        اين   كه بر    ند،گيري شد  اندازه
هـاي تـك     از توليد اين دو سايتوكين توسط سلول       ،مايكولاكتون

انـد  ن داده مطالعات نـشا   .كنداي خون محيطي جلوگيري مي    هسته
وسـيله  ه   التهابي اسـت كـه ب ـ      هاي از مهمترين سايتوكين   TNFكه  

اين سايتوكين نقـش   .گرددذاتي توليد ميسلولهاي سيستم ايمني 
ثير روي  أدارد و با ت ـ   اكتسابي   هاي ايمني ذاتي و   ميانجي بين پاسخ  

 سبب جذب و    ،هاي خون هاي آندوتليال عروق و لكوسيت    سلول
پاسـخهاي   .گـردد مني به موضع التهاب ميهاي ايفراخواني سلول

ن اختـصاصي  هـاي ايم ـ  پاسـخ  يكليد ايجاد و توسعه    ،ايمني ذاتي 
  .)7(هستند

 و همكاران مشخص شد كـه در شـرايط      George يدر مطالعه 
Invitro      مايكوباكتريوم اولسرانس از توليد TNF   توسط منوسيتها 

مـشابه   كنـد كـه نتـايج ايـن مطالعـه         وگيري مـي  و ماكروفاژها جل ـ  
تحقيقات ديگر مشخص شـد كـه بـاكتري         در   .)7( است مامطالعه  

سبب القاء آپوپتوزيس در سلولهاي     نيز  مايكوباكتريوم اولسرانس   
ــي ــاژي مـ ــرددماكروفـ ــه  .)8(گـ ــافتيمدر ايـــن مطالعـ ــه دريـ  كـ

اي  از سلولهاي تك هسته    TNFمايكولاكتون سبب كاهش توليد     
 ماننـد مطالعـه   امـا برخـي مطالعـات ديگـر    . شـود خون محيطي مي 

Torrado     كـه كـاهش توليـد        دهـد ميو همكاران نشان TNF ه  ب ـ
ــست  ــايكولاكتون نيـ ــت مـ ــر  از .)9(علـ ــوي ديگـ  Gooding سـ

ــه خــود در وهمكــاران  ــشان دامطالع ــن  و TH1د كــه ســلولهاي ن
هاي ايمني مـصونيت بخـش بـه        در ايجاد پاسخ   -γ IFNسايتوكين

 و  -γIFNجاييكه  از آن  .)10(مايكوباكتريوم اولسرانس نقش دارند   
TNF         ن تـصور   اتـو مـي  از سايتوكينهاي التهابي مهم ايمني هـستند

 در تـضعيف    ، اين باكتري   سم  بوسيله TNFكرد كه كاهش توليد     
 كـه   اسـت مطالعات اخير نـشان داده       .نقش دارد التهابي  پاسخهاي  
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 سلول هدف مايكوبـاكتريوم     ،هاي مايكوباكتريوم مانند ساير گونه  

از  باكتري مذكور    ،ن بنابراي .اكروفاژي است لهاي م واولسرانس سل 
يك طرف سبب نابودي سلولهاي ماكروفـاژي و از طـرف ديگـر     

تـرين سـلول ايمنـي ذاتـي        موسـيله مه  ه  ب TNFجلوگيري از توليد    
  گــردد و بــه نــوعي نقــش ايــن ســلولها را در عفونــت حــذف مــي
 تحـت   IL-6 مشخص شد كه توليد      يدر تحقيقات ديگر   .كندمي

 يــك دتوانــ مــيIL-6 بنــابراين كــاهش توليـد  ،ســت اTNFثير أت ـ
  .)12،11( باشدTNF ناشي از كاهش توليد ييند ثانويهآفر

تـوان نتيجـه گرفـت كـه        ساير مطالعات مـي     و حاضراز مطالعه   
ن سـلولهاي منوسـيتي   د با هدف قرار دا    ، اولسرانس ممايكوباكتريو

د ي ـنماهاي ايمني ذاتي جلوگيري مـي     سخاز بروز پا  و ماكروفاژي   
 سبب كاهش توليد  صژن ليپيدي مايكولاكتون بطور مشخ     آنتي و

TNF مكانـسيم كـاهش    . گـردد  سلولهاي تـك هـسته مـي       توسط
ــا TNF توليــد ايــن آنتــي ژن   در ماكروفاژهــاي تحريــك شــده ب

بررسي دقيق فاكتورهاي رونويـسي از ژن       . ليپيدي مشخص نيست  
TNF   هـاي  نـده هاي آنتي ژنهاي ليپيـدي ماننـد گير       بيان گيرنده  و
تر  بر سطح سلولهاي ماكروفاژي و منوسيتي براي روشن        Tollشبه  
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