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  چكيده
كنترل تكثير ويروس به سيستم .  يكي از عوامل شايع ايجاد عفونت مزمن در انسان استC ويروس هپاتيت :هدف

هاي متعددي در ارتباط با اختلال در پاسخ مؤثر سيستم ايمني بيان شده است كـه   مكانيسم. ته استايمني فرد وابس  
در اين مطالعه براي اولين بار بـه بررسـي         . هاي جديد است    تنظيمي يكي از فرضيه    Tهاي   مكانيسم مرتبط با سلول   

 تنظيمي طبيعي در    Tهاي   سلول در افزايش فركانس     C (HCV-core)نقش پروتئين نوكلئوكپسيد ويروس هپاتيت      
  .اي خون محيطي پرداخته شد هاي تك هسته ميان جمعيت پيچيده سلول

 تنظيمـي طبيعـي     Tهـاي    بـر فركـانس سـلول      C براي بررسي اثر نوكلئوكپسيد ويروس هپاتيـت         :ها مواد و روش  
من ويـروس   بيمار كه بـه شـكل مـز   19اي خون محيطي  هاي تك هسته  روي سلول Cاختصاصي ويروس هپاتيت    

اي خـون    هـاي تـك هـسته      براي اين منظـور سـلول     . عنوان كنترل مطالعه شد     نفر به  6 آلوده بودند و نيز      Cهپاتيت  
سـپس بـا روش فلوسـايتومتري    . ژن نوكلئوكپـسيد تحريـك شـد    هاي مختلف جدا و توسط آنتـي       محيطي از گروه  

  . تنظيمي طبيعي ارزيابي شدTهاي  رنگي دستي، فركانس سلول سه
 ژن اي خـون محيطـي بـا آنتـي         هاي تـك هـسته     دنبال انكوباسيون سلول   نتايج بررسي حاضر نشان داد كه به       :يجنتا

 نسبت  C تنظيمي طبيعي در افراد آلوده به ويروس هپاتيت          Tهاي   ، جمعيت سلول  Cنوكلئوكپسيد ويروس هپاتيت    
  .به كنترل منفي افزايش داشته است

ژن ويـروس    تواند اختصاصاً به آنتي     تنظيمي طبيعي مي   Tهاي   ن نظريه كه سلول   نتايج اين مطالعه از اي     :گيري نتيجه
 C تنظيمـي طبيعـي اختـصاصي ويـروس هپاتيـت            Tهـاي    كند؛ بنابراين سـلول     پاسخ دهد، حمايت مي    Cهپاتيت  

  نيز تحمل   و   Cتواند يكي از دلايل پاسخ ضعيف سيستم ايمني باشد كه منجر به عفونت مزمن ويروس هپاتيت                  مي
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شود در هنگام طراحي واكسن براي ويروس هپاتيـت    پيشنهاد مي .  شود C هنگام عفونت ويروس هپاتيت      ايمني در 
Cهاي  هايي كه تكثير شديد سلول توپ  از اپيTشوند استفاده نشود  تنظيمي طبيعي را موجب مي.  
  

هاي  ، سلول Cد ويروس هپاتيت     نوكلئوكپسي ژن ، آنتي Cبيماران آلوده به شكل مزمن ويروس هپاتيت         :كليدواژگان
Tتنظيمي، فركانس   
  

   مقدمه-1
معنـاي التهـاب      يـك واژه كلـي و بـه        (Hepatitis) هپاتيت

تواند بـه دلايـل مختلـف از جملـه مـصرف             كبدي است كه مي   
هــاي خــودايمن  الكــل، اســتفاده از داروهــاي خــاص، بيمــاري

(Autoimmune)  هاي ويروسي اتفاق افتد كه در اين         و عفونت
ــتم ــان عفون ــروس هپاتيــت   ي ــه وي  Cهــاي ويروســي از جمل

(Hepatitis C Virus: HCV) علت اصلي التهاب كبد در دنيا 
اي  دار تـك رشـته     RNAهـاي     جزء ويروس  HCV. ]1 [هستند

 و  (Flaviviridae)ويريـده    مثبت است كه در خـانواده فـلاوي       
]. 2[گيــرد  قــرار مــي (Hepacivirus)ويــروس  جــنس هپاســي

شوند بـه سـمت عفونـت         آلوده مي  HCVادي كه به    اكثريت افر 
 در درصـدي از ايـن بيمـاران نقـص در            ورونـد    مزمن پيش مي  

طور كلي   به. ]3 [شود عملكرد كبد، سيروز و سرطان مشاهده مي      
مزمن شدن اين ويروس مرتبط با پاسخ ضعيف سيـستم ايمنـي            
است؛ اما هنوز علت پاسخ ضعيف سيستم ايمني مشخص نشده          

 سـلول   اكتورهاي متفاوتي از جمله نقص عملكردي     است ولي ف  
، Tهاي  تحمل سلول ،]4 [(Denderitic Cell: DC)دندريتيك 

ــشاح ســلول T CD8هــاي  ارت
ــه ســيتوكين + ــد ك ــه كب  هــاي  ب

(Cytokines)      اينترلوكين   سركوب كننده سيستم ايمني از جمله 
10 (Interleukin 10: IL-10)و نيـز عـدم   ] 5[كننـد    توليد مي

 خـون محيطـي   در T CD4هاي   سلولتوسط IL-2ي توليد تواناي
اخيـراً نـشان داده شـده       ]. 6[ زمينه نقش دارنـد      افراد آلوده در اين   

 Tهـاي    جمعيتي از سلولHCVاست كه در مزمن شدن عفونت 

CD4هـاي   نـام سـلول    بهT تنظيمـي  (Regulatory T Cells: 

Tregs)   هاي يكي از زيرگروه  ]. 9-7 [كنند نقش ايفا مي Tregs ،
   است (Natural Tregs: nTregs) تنظيمي طبيعي Tهاي  سلول

  
ــشانگرهاي  ــان FoxP3 و CD4 ،CD25 (Markers)كــه ن  را بي

 يك مهـار كننـده رونويـسي        FoxP3نشانگر  ]. 11،  10[كند   مي
 كـه نقـش تنظيمـي       Tهاي   و اختصاصاً توسط سلول    ]12[است  

 هـايي  سـلول ،  Tregs ديگـر از   دسـته ]. 13[شود   دارند، بيان مي  
 كه در نتيجـه عفونـت   iTregs (Induced Tregs) نام به هستند

 قـسمتي از ايمنـي اكتـسابي اسـت كـه            iTregs. شـوند  القا مـي  
زاها را شناسـايي     هاي بيماري  ژن صورت اختصاصي آنتي   تواند به  مي

ها  كند و بدين ترتيب توليد سيتوكين به ميزان زياد توسط اين سلول
گيـرد كـه     كننـد، صـورت مـي      ژن برخورد مـي    يدر محلي كه با آنت    

. ]14[هـا باشـد      تواند يكي از آثار جانبي سـركوبي ايـن سـلول           مي
 در هنگـــام بلـــوغ (Thymus)  در تيمـــوسnTregsزيرگـــروه 

و بعد از خروج از تيموس، ] 11، 10[آيند  وجود مي  بهTهاي  سلول
 تكثيـر  (Homeostasis Signals)در پاسخ به علايم هموسـتازي  

ــ ــد  يم ــشانگرهاي   ] 15[ياب ــا ن ــه ب CD4ك
+ ،CD25 ،FoxP3 

هـاي   ، سلولTregsزيرگروه ديگر ]. 11، 10[شوند   شناسايي مي 
T     ژن مثلاً از طريـق      دنبال ورود آنتي    تنظيمي القايي هستند كه به

، يـا در حـضور   ]16 [(T-helper cell type 3: TH3)دهـان  
هـا   ژن نتـي  يا برخي از آ    IL-10شرايط خاص ايمونولوژيك مثل     

كـه از  . ( Regulatory T cells Tyepe 1:Tr1)شـوند   القا مي
ــصاصي آن   ــشانگرهاي اخت ــه ن ــه  جمل ــا ب ــب  ه  TGF-βترتي

(Transforming Growth Factor-beta) و IL-10 17[ است[.  
 در پيـشبرد    Tregsهـاي متعـددي مبنـي بـر نقـش            گزارش

ــت ــق    عفون ــزمن از طري ــه م ــه ســمت مرحل ــاي ويروســي ب ه
 ويـژه  T CD8هـاي   هاي متعددي مثل سركوب سـلول  مكانيسم
ها وجود دارد كـه بـدين ترتيـب موجـب پـيش رفـتن                ويروس
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بـرخلاف  ]. 18[شـود   ها بـه سـمت مرحلـه مـزمن مـي          ويروس
 در حال انجام است، دلايل      Tregsاي كه روي     مطالعات گسترده 

ها در شرايط فيزيولوژيك     درصد بسيار كم اين سلول    مانند  متعددي  
ــاً[  اي خــون محيطــي هــاي تــك هــسته ســلول درصــد از 1 تقريب

(Peripheral Blood Mononuclear Cells: PBMCs)[ ،
ها در شـرايط آزمايـشگاه و فقـدان وجـود            قابليت تكثير پايين آن   

هـا باعـث شـده       نشانگرهاي مشخص براي تشخيص ايـن سـلول       
 مـشخص   HCV در عفونـت مـزمن       Tregsاست تا نقش دقيـق      

 را در خـون     Tregsهـاي مختلفـي درصـد        گـروه . ]19،  8[نشود  
 در  كـه ] 22-20 [انـد   ارزيـابي كـرده    HCVمحيطي افراد آلوده به     

 افـزايش   HCVها در افراد آلـوده بـه         ها، درصد اين سلول    اكثر آن 
توانـد نـشان دهنـده        و ايـن افـزايش مـي       ]21،  20،  8 [يافته است 

]. 18[ باشــد HCV اختــصاصي Tهــاي  تــضعيف پاســخ ســلول
هايي از ويروس كه بتواند باعـث القـا يـا تكثيـر              ئينشناخت پروت 

تواند به كنترل بيمـاري و پيـشگيري از     مي،شود  Tregهاي سلول
 اخيراً در يك گزارش نشان داده شـده         .مزمن شدن آن كمك نمايد    

 افـراد آلـوده بـه    T CD4هـاي   لنفوسـيت  است كه در اثر تحريـك 
HCV    هـاي  تـوپ  اپيهاي ويروس از جمله      توپ  با تعدادي از اپي 
ها به سمت القا يـا تكثيـر         ، اين سلول  (Core) ژن نوكلئوكپسيد  آنتي

Tregs  جا كه هنوز عملكرد       از آن  .]24[روند    پيش ميnTregs  در 
 مشخص نيست و از سوي ديگر، تاكنون اثـر          HCVعفونت مزمن   

 بـر   C (HCV-Core)نوكلئوكپسيد ويروس هپاتيت     ژن كامل  آنتي
nTregs   سـت، در ايـن پـژوهش بـراي اولـين بـار              مطالعه نشده ا

نتـايج   انجـام شـد تـا بـه          HCV-core توسـط    PBMCsتحريك  
  .  دست يابيمHCVكنش شرايط طبيعي بدن با  تري به بر هم نزديك
  

  ها  مواد و روش-2
   بيماران-2-1

 مـزمن   HCV بيمار آلوده بـه بيمـاري        19اين مطالعه روي    
د بيمارسـتان   مراجعه كننده بـه مركـز تحقيقـات گـوارش و كب ـ           

عنوان گـروه     نفر به  6شريعتي دانشگاه علوم پزشكي تهران و نيز        
كننـد از    بيماراني كه به اين مركز مراجعـه مـي        . كنترل انجام شد  

بادي عليه ويـروس نقـص ايمنـي اكتـسابي در انـسان              نظر آنتي 
(Human Immunodeficiency Virus: HIV)  و ويـروس 

هـاي    توسـط كيـت  B (Hepatitis B Virus: HBV)هپاتيـت  
و   ساخت بلژيك بررسي شـدند     ELISA (Organom)تجاري  

هـاي كنتـرل     نمونـه . هـا مـشاهده نـشد      سابقه اين عفونت در آن    
افرادي بودند كه سابقه برخورد با اين ويـروس را نداشـتند و از      

  .سازمان انتقال خون ايران دريافت شدند
  

ي هاي مورد استفاده در فلوسايتومتر     بادي  آنتي -2-2
(Flowcytometry) 

هـاي مـورد نيـاز و نيـز          بـادي  براي انجام فلوسايتومتري، آنتـي    
 BD (Becton Dickenson)هــاي مــرتبط از شــركت  ايزوتايــپ

  .)1جدول (آمريكا خريداري شد 
  

  nTregsكار رفته براي تشخيص  هاي به بادي  مشخصات آنتي1 جدول
  

  تهيه شده از  نوع كونژوگه  شماره كاتالوگ  نام
  CD4 555346  FITC  BD PharMingen, CA, USAبادي انساني ضد  نتيآ

  IgG1.  555748  FITC  BD PharMingen, CA, USAبادي كنترل ايزوتايپ موشي  آنتي
  CD25  335824  PE-Cy7  BD PharMingen, CA, USAبادي انساني ضد آنتي

  IgG1  557646 PE-Cy7  BD PharMingen, CA, USAبادي كنترل ايزوتايپ موشي  آنتي
  FoxP3  560046  PE  BD PharMingen, CA, USAبادي انساني ضد  آنتي

  IgG1.  555749  PE  BD PharMingen, CA, USAبادي كنترل ايزوتايپ موشي  آنتي
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اي خـون    هاي تك هسته    جداسازي سلول  -2-3
  محيطي

 EDTA (Ethylenediamineهاي حاوي  خونگيري در لوله

Tetraacetic acid)دنبال  به. اد تحت آزمايش صورت گرفت از افر
ــازي  ــايكول  PBMCsآن جداس ــيب غلظــت ف ــط روش ش  توس

(Ficol)  با  1:1هاي خوني به ميزان      طور خلاصه نمونه   به. انجام شد 
PBS (Phosphate Buffered Saline)  مخلوط و روي فـايكول 

(Lymphopreb, Axis)رده و بهدقيقه 30مدت   با نسبت برابر ب 
بعد از دور ريختن بخش     .  دماي اتاق سانتريفوژ شد     در g 19در  

 ريخته و بـراي     PBS جدا و در     PBMCs، لايه   )پلاسما(رويي  
هـا در    در نهايـت سـلول    .  شـسته شـد    g 17 دقيقه در    10مدت  

گلوتـامين    حـاوي RPMI-1640  (Gibco)محيط كشت كامل
ــي2( ــول  ميل ــاوي  )م ــين گ ــرم جن ــد10(، س  (Gibco))  درص

ــي ــيلين  پن ــي 50 ((Penicillin)س ــر ميل ــد در ه ــر  واح و ) ليت
) ليتـر   ميكروگرم در ميلي   50 ((Streptomycin) استرپتومايسين
 وسـيله تريپـان بلـو      ها بـه   ميزان زنده بودن سلول   . نگهداري شد 

(Trypan Blue) دست آمد  درصد به90 بيشتر از.  
  

 توســط nTregsســازي تــشخيص   بهينــه-2-4
  رنگي روش فلوسايتومتري سه

  هــاي  بــادي لــه اول ايــن پــروژه، ميــزان آنتــي    در مرح
Anti- CD4- FITC، Anti- CD25- PE-Cy-7 و Anti-FoxP3- 

PE  سازي شد و سپس نحـوه انجـام         هاي مكرر بهينه   در آزمايش
آميزي همزمـان نـشانگر داخـل سـلولي و خـارج سـلولي               رنگ

ــد  ــي ش ــه. بررس ــازي    ب ــد از جداس ــي بع ــور كل ، PBMCsط
هاي فلوسايتومتري قـرار داده شـد و         ه سلول در لول   2×105تعداد

  درصد سـرم 10 حاوي PBS(سپس توسط بافر شستشوي سرد  
 شسته شد و با استفاده از پارافرمالدئيـد         )ETDAمول    ميلي 1و  
 دقيقه روي يـخ، مرحلـه تثبيـت         30مدت    به (Sigma) درصد   4

(Fixation)  ها، با اسـتفاده از      بعد از شستشوي سلول   .  انجام شد
 100X (Triton X-100) (Sigma)درصد تريتـون   01/0رقت 

مرحله بعد بلاكينگ توسط    . ها صورت گرفت   نفوذپذيري سلول 
.  دقيقه روي يخ انجام شد     15 درصد براي مدت     10سرم موشي   

ها بـا رقـت مناسـب از          در ادامه نمونه  . اين مرحله انتخابي است   
 دقيقه در تاريكي و روي يـخ  45مدت    به FoxP3بادي ضد    آنتي

هـا بـا رقـت       بعد از انجام مرحله شستشو، سـلول      . انكوبه شدند 
 براي مدت   CD25 و   CD4هاي سطحي ضد     بادي مناسب از آنتي  

 دقيقه روي يخ و در تاريكي انكوبه و سپس شسته شد و در              30
 درصد سوسپانسيون و سريعاً     2ها در پارافرمالدهيد     نهايت نمونه 

ــان ا  ــه پژوهــشكده روي ــه و تحليــل ب ــراي تجزي . رســال شــدب
هاي سـطحي و داخـل سـلولي         بادي هاي متناسب با آنتي    ايزوتايپ

براي ارزيابي و حـذف بانـدهاي غيراختـصاصي و جلـوگيري از             
دسـتگاه   فلوسـايتومتري بـا اسـتفاده از      . نتايج كاذب اسـتفاده شـد     

 CellQuestافـزار    و توسـط نـرم    ) BD از شركت (فلوسايتومتري  
  . ، ده هزار سلول شمارش شدبراي هر تجزيه و تحليل. انجام شد

  
  PBMCs تحريك اختصاصي -2-5

ــايي   ــراي شناس ــشانگرهاي nTregsب  و CD4 ،CD25 از ن
FoxP3ــر  .  اســتفاده شــد ــراي بررســي تكثي در ايــن مطالعــه ب

 PBMCs 2×105، تعداد   HCV در عفونت    nTregsاختصاصي  
 خانـه   96هـاي     ميكروليتر محيط كشت كامل، به چاهك      200در  

(BD Pharmingen)هــايي كــه اثــر  در چاهــك.  اضــافه شــد
HCV-core ــي ــي م ــي   بررس ــد، آنت ــد   ش ــادي ض    CD49dب

بادي ضد    ، آنتي  (Ebioscience)) ليتر  ميكروگرم در هر ميلي    1(
CD28) 1 ــي ــر ميل ــرم در ه ــر  ميكروگ  و (Ebioscience)) ليت
. اضافه شد ) ليتر  ميكروگرم در هر ميلي    10(ژن نوكلئوكپسيد    آنتي

ــي ــه ژن نوك آنت ــسيد ب ــر    لئوكپ ــر ژان پي ــه از دكت ــورت هدي   ص
(Jeen Pear)) هـاي كنتـرل    در چاهـك . دريافـت شـد  ) فرانسه

هـايي   چاهـك . ها در كنار محيط كشت قرار گرفت       منفي، سلول 
بادي  عنوان كنترل مثبت در نظر گرفته شده بود توسط آنتي          كه به 

ــد  ــه آن   CD-3 (Ebioscience)ض ــپس ب ــد؛ س ــانده ش  پوش
 CD28بـادي ضـد     و نيز آنتي PBMCsمان تعداد   ها به ه   چاهك

  اســـتفاده . اضــافه شــد  ) ليتــر   ميكروگــرم در هــر ميلــي   1(
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هاي  هاي كمك محرك، تحريك بهينه را براي سلول        بادي آنتياز  
T  هاي كنترل منفي بـه دو صـورت         چاهك]. 25[كند    فراهم مي

در نظر گرفته شد؛ در كنتـرل منفـي گـروه بيمـار كليـه اجـزاي                 
ه استثناي پروتئين و در كنترل منفي سالم كليـه اجـزاي            آزمون ب 

هـا در    تمامي كشت . آزمون روي نمونه افراد سالم قرار داده شد       
مـدت   بـه )  درصد 5(دار   CO2گراد و     درجه سانتي  37انكوباتور  

هـا   دنبال آن فلوسايتومتري روي سـلول      به.  ساعت انجام شد   12
  .صورت گرفت

  

   بررسي آماري-2-6
 t هاي مختلف آماري اعم از آزمـون  لعه از آزموندر اين مطا  

زوج براي مقايسه ميانگين قبل و بعد از تحريك يا در دو گروه             
 tمساوي باشـند و از آزمـون      شبيه به هم كه از لحاظ تعداد بايد       

بـا  . براي مقايسه ميانگين يك پارامتر در دو گروه اسـتفاده شـد            
 ميـانگين  (ANOVA)استفاده از تجزيه و تحليل واريانس آنـوا      

گروه آزمون بيمار با كنترل منفي بيمار و نيز كنترل منفـي افـراد              
 SPSSافـزار    هـا در نـرم     تجزيه و تحليـل داده    . سالم مقايسه شد  

 مقـدار . شود تغييرات در دو گروه يا بيشتر استفاده مي       . شدانجام  
P-valueدار تلقي شد درصد معني 5  كمتر از.  

  

   نتايج-3
  nTregs تشخيص -3-1

nTregs هـــاي  لنفوســـيتT CD4 مثبـــت هـــستند كـــه 
دنبال  به]. 11،  10[كنند    را بيان مي   FoxP3 و   CD25نشانگرهاي  
 از نمونـه خـوني افـراد كنتـرل، تـشخيص            PBMCsجداسازي  

nTregsبــراي ايــن منظــور در ابتــدا رقــت بهينــه .  بهينــه شــد
ــي ــادي آنت ــف  ب ــاي مختل ــطحيه ــط CD4 و CD25  س ، توس

بـادي   ميزان مناسـب آنتـي    . سيون مشخص شد  هاي تيترا  آزمايش
  بـادي بـود      آنتـي  (Stock) از اسـتوك      ميكروليتـر  CD25  ،1ضد  

  بـادي بـه    از استوك آنتي  ميكروليترCD4 ،1بادي ضد  و براي آنتي
  

. ها اضافه شـد     رسانده شد و سپس به سلول       ميكروليتر 20حجم  
 و  50ترتيـب     بـه  CD25 مثبت و    CD4هاي   درصد متوسط سلول  

دو رنگــي بــا اســتفاده از  آميــزي دنبــال آن رنــگ بــه.  بــود1-2
هــاي  درصــد ســلول.  انجــام شــدFoxP3 و CD4نــشانگرهاي 

CD4
+FoxP3+ در ميــان جمعيــت PBMCs 4/0-6/0  درصــد

رنگـي، درصـد    آميـزي سـه   در نهايت با انجام رنگ    . دست آمد  به
nTregs      83/0 درصـد و     26/0ترتيب    در افراد كنترل و بيمار به 
  .)1شكل  (تشخيص داده شددرصد 
  

 در افراد آلـوده     nTregs افزايش فركانس    -3-2
 ژن نوكلئوكپسيد  در پاسخ به آنتيHCVبه 

 يـك   HCV-coreكه پروتئين نوكلئوكپسيد يـا       به علت اين  
، بنــابراين ]29 -26[محــرك ايمنــي همــورال و ســلولي اســت 

.  شد عنوان محرك در اين مطالعه استفاده      به ژن نوكلئوكپسيد  آنتي
توانـد باعـث     ژن نوكلئوكپـسيد مـي     كه آيا آنتـي    براي بررسي اين  

 PBMCs در محيط آزمايشگاه شود،      nTregsتكثير اختصاصي   
در  ژن نوكلئوكپسيد   ساعت با آنتي   12مدت   افراد آلوده و سالم به    

هاي كمك محرك، تحريك شدند و سـپس بيـان           بادي كنار آنتي 
روش وسـيله    بـه FoxP3 و CD4 ،CD25همزمـان نـشانگرهاي   

 نـشان   2در شـكل    .  بررسي شـد   PBMCsفلوسايتومتري روي   
هاي  ، درصد سلول  PBMCsدنبال تحريك    داده شده است كه به    

CD4
+CD25

+FoxP3+           در افراد آلوده در مقايسه با افـراد سـالم 
نتيجـه حاصــل  ). =001/0P( اسـت  داشـته داري  افـزايش معنـي  

دنبـال تحريـك بـا        تنهـا بـه    nTregsنشانگر اين بود كه تكثيـر       
ــي ــسيدژن  آنت ــت  نوكلئوكپ ــاده اس ــاق افت ــار اتف ــراد بيم   در اف

)001/0=P ،57/2±56/10در صــورتي كــه در كنتــرل )  درصــد
و نيـز افـراد سـالم       )  درصد P  ،95/0±19/3=001/0(منفي بيمار   

)001/0=P  ،84/0±42/1 افزايش   ) درصد nTreg دار نبوده    معني
ژن  نتـــي، آHCV بنـــابراين در عفونـــت). 1نمـــودار (اســـت 

  .شود  ميnTregs باعث تكثير اختصاصي نوكلئوكپسيد
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ــراي PBMCsهــاي   ســلول(Gateing) اســتراتژي گيــت كــردن 1شــكل   ب
 و  FSCهـا براسـاس       جمعيتـي از لنفوسـيت     R1 در   )الف؛  nTregsتشخيص  

SCC       هاي    گيت شده است كه براي شناسايي سلولCD4
. انـد   انتخاب شـده   +

CD4هــاي  ت لنفوســيت جمعيــR2 )ب
دهــد كــه از جمعيــت   را نــشان مــي+

 nTregsهـاي    فركـانس سـلول  R3 در )ج.  گرفته شـده اسـت  R1هاي   سلول
CD4هاي   سلول(

+CD25
+FoxP3+ (     در افراد آلوده بهHCV)    سـمت راسـت (

 .نشان داده شده است) چپ(در مقايسه با گروه كنترل 

  

  

  

 
  

هاي افـراد     تحريك سلول  )الفل؛   افراد آلوده و كنتر    PBMCs كشت   2شكل  
 و anti-CD28هاي كمـك محـرك    بادي عنوان كنترل منفي در كنار آنتي   سالم به 

anti-CD49d  دار نبـوده   ژن نوكلئوكپسيد كه افـزايش معنـي    بدون حضور آنتي
عنـوان كنتـرل منفـي در كنـار          هـاي افـراد آلـوده بـه        تحريك سلول ) ب. است
 بــدون حــضور anti-CD49d و anti-CD28هــاي كمــك محــرك  بــادي آنتــي
هـاي    آزمـون سـلول    )ج. دار نبوده است   ژن نوكلئوكپسيد كه افزايش معني     آنتي

   كنترل مثبت)د. دار بوده است افراد آلوده كه افزايش معني
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ژن نوكلئوكپـسيد؛   دنبـال تحريـك بـا آنتـي     به nTregsتكثير  بررسي 1نمودار 
 نتايج  2دهد و در ستون       نشان مي   در كنترل مثبت را    nTregs افزايش   1ستون  

ــك   ــل از تحري ــي   PBMCsحاص ــا آنت ــوده ب ــراد آل ــسيد و   اف ژن نوكلئوكپ
دهـد كـه افـزايش آن نـسبت بـه            هاي كمـك محـرك را نـشان مـي          بادي آنتي
ترتيب كنترل منفي گروه بيمـار و كنتـرل منفـي گـروه               كه به  4 و   3هاي   ستون

  )معيارانحراف . (*: دار بوده است سالم هستند، معني
  

   بحث-4
هاي ويروسي منجر به سـركوب بعـضي از          بسياري از عفونت  

 نيـز از    HCV]. 31،  29،  2[شـود    عملكردهاي سيستم ايمنـي مـي     
 NS3/4aهايي مثـل     هاي متعددي مانند استفاده از پروتئين      مكانيسم

هــاي ضــد ويروســي ســلولي، ايجــاد  بــراي جلــوگيري از پاســخ
ــش ــي  جه ــراري در اپ ــاي ف ــوپ ه ــاي لن ت ــيته ــاي  فوس  و Bه
 :Cytotoxic T Lymphocyte) سيتوتوكـسيك  Tهاي  لنفوسيت

CTL)] 31 [   اسپيشز و نيز توليد كواسي (Quasispecies)  براي 
از طرفي با محـدود     ]. 32[كند   فرار از سيستم ايمني، استفاده مي     

 Tregs و فعـال شـدن       Tهـاي    هـاي كـارآي سـلول      شدن پاسخ 
ايجـاد شـود و بـدين       ممكن است كه در سيستم ايمنـي نقـص          

از طرفـي  . هاي ويروسي ممكـن نـشود    كني عفونت  ترتيب ريشه 
هـاي وارده بـه بافـت         سبب محدود شدن آسيب    Tregsفعاليت  

  .]]33[شود  هاي ضد ويروسي سيستم ايمني مي دنبال پاسخ به
در مقابل در مطالعات ديگر گزارش شده است كه فركـانس           

Tregs كبـدي ارتبـاط   صورت معكوس بـا وضـعيت التهـاب      به 
توانـد موجـب      مـي  Tregsدهـد كـه      اين نتيجه نشان مـي    . دارد

در ]. 8[ شـود    Tهـاي    واسـطه سـلول    زايـي بـه    سركوب بيماري 
 هـستند، نـشان داده      HCVبيماراني كه در مرحله عفونت مزمن       

 در  Tregsشده است كه در مقايسه با گروه كنترل سالم، درصد           

 حاصل از يك پژوهش     نتايج]. 36-34[خون محيطي بيشتر است     
ــشان مــي  حــذف (Vitro)دهــد كــه در سيــستم آزمايــشگاهي  ن

CD4هاي   سلول
+CD25

 از خون محيطي منجر به افـزايش توليـد          +
اختـصاصي   (Interferon gamma: IFN-γ)اينترفـرون گامـاي   

HCV] 8 [   ها در محيط كشت باعـث سـركوب    و وجود اين سلول
ژن  تـصاصيت آنتـي   ويژگـي اخ  ]. 38،  37[سيستم ايمني شده است     

در تعدادي  . صورت قطع مشخص نشده است      هنوز به  Tregsبراي  
 نه تنها پاسـخ ايمنـي       nTregsاز مطالعات نشان داده شده است كه        

دهــد بلكــه پاســخ  ژن را تحــت تــأثير قــرار مــي اختــصاصي آنتــي
   ].39[كند  هاي خارجي را نيز سركوب مي ژن اختصاصي عليه آنتي

 Tهـاي    ارانش نشان دادند كه سـلول      و همك  (Cabrera)كابرا  
 كـه در    HCV در افراد آلـوده بـه        HCV-coreتنظيمي تحت تأثير    

مرحله مزمن هستند، نسبت به افراد بهبود يافته يا سالم بيشتر توليد            
 و همكارانش (Bolacchi)كه اين نتيجه توسط بلاچي ] 8[شود  مي

 مطالعـات اثـر     كدام از اين   اما در هيچ  ]. 9[نيز به تأييد رسيده است      
 ].40، 8[ بررسي نشده است PBMCsها بر  ژن اين آنتي

 در مزمن شدن   HCV-coreتمامي اين نتايج منطبق با نقش       
 پـروتئين  بيـان مـشخص شـده اسـت كـه     . ايـن عفونـت اسـت   

ــسيد  ــين درنوكلئوكپ ــت ح ــان عفون ــسينيا و HCV همزم  واك
(Vaccinia)،    هـاي  سلولباعث سركوب پاسخ T  سيتوتوكـسيك 

 از  HCV-coreهمچنـين   ]. 41[شـود     نيز مي  واكسينيا اصياختص
بـر پايـه ايـن      ]. 45-42[ نيز جلوگيري كرده اسـت       IFN-γتوليد  

عنـوان يـك      به HCV-coreتوان پيشنهاد كرد كه احتمالاً       نتايج مي 
 بـه   HCVكنـد تـا عفونـت        تنظيم كننده ايمني به نحوي عمل مي      

ه تحقيقـات در    امـا نتيج ـ  ]. 47،  46[سمت مرحله مزمن پيش رود      
در همچنـين   ]. 49،  48[اين زمينه هنوز به قطعيت نرسـيده اسـت          

به اين نتيجه    و همكارانش انجام شد      (Li) اي كه توسط لي    مطالعه
 را تحريـك    Tregsتوانـد     مـي  HCV-core كه پپتيدهاي    رسيدند

 ـتوا اي مـي   هـاي ويـژه    تـوپ  كه در يك فرد اپـي       ضمن اين  ؛كند د ن
Tregs   بدين ترتيب براي اولين بار وجود      وند  تحريك ك بيشتر   را  

 Tregs (Dominant Treg Epitopes)هـاي غالـب    تـوپ  اپـي 
  ].24[گزارش شد 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

6-
12

 ]
 

                             7 / 12

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-4681-en.html


  همكاران و پور طيبه هاشم  HCV تنظيمي در عفونت Tهاي  افزايش سلول
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

90  

هـاي    در ميان سلول   Tregsبرخلاف مطالعات ديگر كه رفتار      
T CD4       ارزيابي شـده اسـت، در      جداسازي شده از خون محيطي

 تري از  سازي دقيق   استفاده شد تا مدل    PBMCsبررسي حاضر از    
عـلاوه بـر ايـن؛ بـا اسـتفاده از روش      .  مهيـا شـود  HCVعفونت  

كـه بـسيار گـران       T CD4هاي جداسـازي     مذكور، از خريد كيت   
بر بودن مراحل انجام آزمـايش، بـه ميـزان           هستند و علاوه بر زمان    

  .زيادي نمونه خوني هم نياز دارد جلوگيري شد
 در  nTregsبا استفاده از روش دستي كـه بـراي شناسـايي            

 مثبــت، CD4هــاي  ن مطالعــه اســتفاده شــد، درصــد ســلولايــ
ترتيـب    به PBMCs در ميان    nTregs مثبت و    CD25هاي   سلول

 درصـد ارزيـابي شـد كـه بـا           26/0 درصـد و     45/1 درصد،   50
 ].51، 50، 24[هاي قبل مطابقت داشت  گزارش

دنبـال    بـه nTregsدهد كه جمعيت  نتايج اين مطالعه نشان مي   
 در  HCV در افـراد آلـوده بـه         وكلئوكپـسيد نژن   تحريك بـا آنتـي    

ژن   براي آنتي  Tregsيابد؛ بنابراين    مقايسه با افراد سالم افزايش مي     
رود  همچنين احتمال مي  .  دارد (Antigen-specific)اختصاصيت  

تواند باعث مـزمن      مي nTregsژن نوكلئوكپسيد با افزايش      كه آنتي 
ننده ايمنـي    يك تنظيم ك   Tregs شود چرا كه     HCVشدن عفونت   

است و بدين ترتيب احتمالاً پروتئين نوكلئوكپسيد با افزايش ايـن           
توانـد سيـستم      كه مي  HCVهاي   ژن عنوان يكي از آنتي    ها به  سلول

  ].47، 46[كند  ايمني را هدايت كند، عمل مي

 در nTregsژن توســط  در واقــع طبيعــت شناســايي آنتــي
ــي      ــراي طراح ــدماتي ب ــه مق ــك مرحل ــت، ي ــام عفون  هنگ

 در هنگـام عفونـت      Tregsهاي مرتبط بـا عملكـرد        استراتژي
هـاي ضـد     رسـد كـه بـراي طراحـي واكـسن          نظر مي  به. است

 Tregsهايي كه موجب تحريـك شـديد         توپ ويروسي، از اپي  
كــارگيري و  بــراي بــه ].24، 8[شــود بايــد اجتنــاب كــرد  مــي

 براي اهداف باليني نياز اسـت       Tregsهاي احتمالي    دهي جهت
عات زيادي صورت گيرد تا بتوان فعاليت و تكثير اين          كه مطال 
  .ها را با توجه به هدف مورد نظر پيش برد سلول
  

  تشكر و قدرداني-5
ــان  ــه حاصــل بخــشي از پاي ــري رشــته  ايــن مقال ــه دكت نام

شناسي پزشكي است كه با حمايت مالي دانشگاه تربيت          ويروس
شـكي  مدرس و مركز تحقيقات كبد و گوارش دانشگاه علوم پز         

نويسندگان اين مقاله مراتب تـشكر      . تهران به انجام رسيده است    
و قدرداني خود را از دكتر آلبرتو برگاميني، دكتر ژان پير و دكتر             

همچنين از پرسـنل بيمارسـتان      . دارند شهرام كوردستي اعلام مي   
شريعتي تهران و سازمان انتقال خون تهـران و نيـز از همكـاري              

 اماني مشاور آماري صـميمانه تـشكر    صميمانه جناب آقاي دكتر   
  .نمايند و سپاسگزاري مي
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