
  مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران
  15 -23 ، صفحات1388 زمستان  4 شماره  3سال 

      
  وELISAهاي  به روش IFN-γ وTNF-αبررسي سطح سرمي و پلي مورفيسم 

PCR-RFLP سل ريوي و مقايسه آن با افراد سالم بيماران مبتلا به در    
 

،2 سيد مهران مرعشيان ،2صابر انوشه ،2ارنيفسا پري،  1 پرويز پاکزاد ،1 جميله نوروزƽ، *1مهديه بيات  

     2، علي اکبر ولايتي2، محمد رضا مسجد2ƽ مهدƽ کاظم پور،2محمد ورهرام
 

١(ƽواحد تهران شمال،دانشگاه آزاد اسلامي، گروه ميکروبيولوژ      
٢(ƽمرکز تحقيقات مايکوباکتريولوژ)MRC(ƽپژوهشکده سل و بيمار ،ƽريو ƽها )NRITLD(دار،بيم ،ƽباد، تهرانآارستان مسيح دانشور 

      واحد تهران شمال،دانشگاه آزاد اسلامي،  گروه ميکروبيولوژƽ،مهديه بيات: نويسنده رابط
 kavoshgroup597@yahoo.com                     ۰۹۱۲۲۸۳۸۲۵۵: همراه

    
  ۱۸/۱۲/۸۸:        تاريخ پذيرش مقاله ۲۸/۴/۸۸: ه تاريخ دريافت مقال 

  :  چكيده
، که فعال کننده Tهاƽ مقاومت يا ايمني سلولي در برابر عفونت توبرکولوز، بستگي به عملکرد لمفوسيت: زمينه و اهداف

اƽ از فاکتورهاƽ محلول  شبکه از طريق ترشحTهاƽ لمفوسيت. اند، داردهاƽ داخل سلوليماکروفاژهاƽ از بين برنده مايکوباکتريوم

اولين رخداد عفونت در . اند مورد مطالعه قرار گرفتهطور گستردهاند و طي سه دهه اخير بهها، مسئول اين روابط سلوليسايتوکاين

اين  هدف از .باشد مي IFN-γ وTNF-αهايي همچون ميزبان با يک پاتوژن، پاسخ ايمني ذاتي است که شامل عملکرد سايتوکاين

 و اندازه گيرƽ سطح سرمي اين دو سايتوکاين PCR-RFLP به روش  IFN-γ و  TNF-αهاƽ ژنمطالعه، تعيين فراواني موتاسيون

  .   و ارتباط آنها با بيمارƽ سل ريوƽ بود ELISAدر دو گروه شاهد و بيمار به روش 

 بيمار مبتلا به سـل ريـوƽ بـا اسـمير مثبـت از بيمارسـتان مـسيح        case-control( ۹۳(شاهدƽ - مطالعه مورد  در اين  :روش بررسي 

 و يـک    TNF-αژنوتيپ پنج ناحيـه از      .  فرد سالم، بدون هيچ سابقه به توبرکولوز بود        ۱۰۳گرده شاهد شامل    . دانشورƽ انتخاب شدند  

اين بـا اسـتفاده از روش   ميـزان سـطح سـرمي ايـن دو سـايتوک     . شـد  شناسـايي  PCR-RFLP با استفاده از روش IFN-γ ناحيه از 

ELISAاطلاعات روش .  بررسي شدELISA آزمون  باMann-Withney U  يافتن نقطه حـد نـصاب   . ست آمدبد ƽبرا)cut off( از

ROC curve داده. دش استفادهƽروش ها PCR-RFLPبا آزمون دقيق فيشر، تجزيه وتحليل شد .   
از نظر فراواني موتاسيون ميان دو گروه TNF-857 و TNF-308 و منطقه، تفاوت معني دارƽ در دPCR-RFLPبا روش : يافته ها

 وجود IFN-γ  باره در مورد تفاوت معني دارƽ ميان دو گروه شاهد و ELISA در روش (P < 0.05). مشاهده شد موردشاهد و 

 ODتر توبرکولوز ميان نقاط به عنوان مارکر سرولوژيک براƽ بررسي سريع) cut off( يک نقطه حد نصاب . (P < 0.05)داشت 

 .بود/. IFN-γ ، mg/dl۱۹ براcut off ƽاين نقطه . مثبت و منفي به دست آمد

ايـن تفـاوت در هـيچ يـک از نقـاط ديگـر              .  به طور معني دار ديده شـد       TNF-α  - ۳۰۸ و -۸۵۷موتاسيون در دو نقطه      : نتيجه گيري 

TNF-α   و IFN-γ  نتايج روش . دش مشاهده نELISA مايکوباکتريايي به توليد سـايتوکاين پاتوژن نشان داد ƽهـايي نظيـر   هاIFN-γ 

کنـد تـا در   ، به بيماران کمک مـي cut off ( IFN-γ ( هاƽ سرولوژيک، با توجه به نقطه حد نصابتست. وابسته هستند طور فراوانبه

   .افراد توبرکولوز مثبت، نتايج سريع تر مورد شناسايي قرار گيرند
 IFN-γ  ،  TNF-α،PCR-RFLP،   ELISAوبرکولوز، ت: كليد واژه ها



  ...IFN-γ  وTNF-αبررسي سطح سرمي و پلي مورفيسم / ۱۶

 

  :مقدمه

 درون سـلولي    باسـيل اƽ از عفونت با نـوعي       بيمارƽ سل، نمونه  

 كه در آن، ايمني حفاظتي و ازدياد حـساسيت پـاتولوژيكي    تاس

طور عمده در اثـر      ضايعات بافتي نيز به    .همراه با هم وجود دارند    

 ـ  .شـود اد مـي ـ ميزبان ايجهاƽ ايمنولوژيکپاسخ وده ـبعـد از آل

 ، بـدن بـا ترشـح       يوم توبركولـوزيس  مايكوباكتربه    ميزبان  شدن  

 بـه عنـوان     ارگانيسمهايي از خود در مقابل اين ميكرو      سايتوكاين

 تــرين ايــن مهـم  از جملــه.کنـد مــييـك آنتــي ژن، محافظـت   

  ). ۲و۱( اشاره كرد  IFN-γ و TNF-α توان به  مي،هاسايتوكاين

           ƽسل، همچنان يکي از مشکلات بزرگ بهداشـتي بـسيار ƽبيمار

 ميليـون از    ۳مرگ و مير ساليانه بيش از       . ƽ جهان است  کشورهااز

هـا   ميليون مسلول در جهان و مـسلول شـدن ميليـون       ۲۵مجموع  

انسان در هر سال، برگ سياهي در تاريخ تمـدن بـشرƽ در قـرن               

در حال حاضر، يکي از مـشکلات موجـود در          . يکم است وبيست

ير در  برنامه سل، حتي در برخي از کشورهاƽ توسعه يافتـه، تـاخ           

 حساسيت به اين بيمـارƽ در ميـان افـراد           ).۲(باشدتشخيص مي 

توانـد ناشـي از عوامـل       ها مي  اين تفاوت  .استمختلف، متفاوت   

 ).٣(ويژه حساسيت ژنتيكي افراد  به اين بيمارƽ باشد        ميزباني و به  

 هاƽ ايمني ذاتي و   هاƽ ترشح شده از سلول    ها، پروتئين سايتوكاين

هـا  تند كه بسيارƽ از اعمال اين سلول      هس ) (adaptiveسازشي  

خ بـه   ـ كـه در پاس ـ    ييهـا سايتوكاين. )۴(كنندگرƽ مي را ميانجي 

شـوند، در ايجـاد     ها توليـد مـي    ارگانيسمها و ساير ميكرو   ژنآنتي

 IFN-γ و TNF-α در واقـع،  .)۵(التهاب و ايمني دخالت دارند

يـايي  هـاƽ مايكوباكتر در فرايند دفاع ميزبـاني در برابـر عفونـت      

  ).۶و۲(باشندداراƽ نقش محورƽ مي

 وTNF-α  چنين ژنوتايپينگـح سرمي و همـبا اندازه گيرƽ سط

IFN-γ     ƽبـا روش هـاELISA و PCR- RFLP  در تـلاش 

 به طور قطع حـضور و       يمهاƽ انجام شده بتوان   هستيم تا با بررسي   

هـا را در افـراد بيمـار و         چشمگير اين سايتوکاين   يا عدم حضور  

  سـطح    تعيـين هدف از ايـن مطالعـه،       لذا،  . خيص دهيم تشسالم  

 ارتباط عيينت و همچنين IFN-γ و TNF-αنسرمي دو سايتوكاي

هــاƽ مختلــف از نظــر ايجــاد پلــي مورفيــسم آنهــا در جايگــاه

 تـا بـر ايـن اسـاس، نقـش ايـن             . هاƽ ايجاد شده بود   موتاسيون

 هـاƽ ايمنـي در برابـر      يي و قابليـت پاسـخ     آها بر كار  سايتوكاين

 ، به عنوان عامل تشخيـصي     مايكو باكتريوم توبركولوزيس  عفونت  

 .شناسايي گردد

 :هامواد و روش
در بيمـاران    TNF-αو   IFN-γهـاƽ   براƽ ارزيـابي سـايتوکاين    

و  PCR-RFLPمسلول و مقايسه آنها با افراد شاهد از دو روش           

ELISA  مـورد    طرح حاضـر در قالـب     .  استفاده شد -   ƽشـاهد 

)Case-Control( ۹۳ .ورت گرفت ص       ƽبيمار مبتلا به سل ريـو 

 ۱۰۳ .با اسمير مثبت از بيمارستان مسيح دانشورƽ انتخاب شـدند         

گروه شـاهد را   بيمارƽ سل اƽ از سالم بدون هيچ سابقهنفر شاهد

 و  سـال ۵۰ سن متوسط بيماران مبتلا به سل ريوƽ .تشکيل دادند

بـا   ELISAاطلاعات حاصل از روش      . بود  سال ۳۹د شاهد   افرا

ƽروش آمار Mann-Withney Uيـافتن   .  به دست آمد ƽبـرا

. اسـتفاده گرديـد    ROC منحنـي از ) cut off(نقطه حد نصاب 

 با اسـتفاده از     PCR-RFLPهمچنين اطلاعات حاصل از روش      

  . شدتجزيه و تحليل فيشر، دقيق  و آزمون SPSSنرم افزار 

  :به شرح ذيل بود  PCR-RFLP به طور خلاصه مراحل کار

. آورƽ شـد  ليتر نمونه خون افراد مورد مطالعـه جمـع        ميلي۱۰ -۱

شـامل نـام و نـام       ( پرسـشنامه   اطلاعات بيماران با اسـتفاده از         

خانوادگي، جنسيت، سن، مليت، شهرستان محل سکونت، آدرس        

 سـل در     بيمـارƽ  و شماره تلفن محل سکونت، سـابقه ابـتلا بـه          

قه بـسترƽ و   خانواده و نزديکان، زمـان تـشخيص بيمـارƽ، سـاب          

 . گرديدآورƽ جمع) درمان و مشخصات پزشک معالج

  λ۲۰۰  به لوله فالكون حـاوƽ     ميلي ليتر از نمونه خون     ۵تا   ۳ -۲

EDTA ۵ %  اين نمونه    .شدمنتقل   ƽگـراد   درجه سانتي  ۲۳در دما

بعـد از    .شـد  ژ     سانتريفو rpm ۱۳۰۰  دقيقه و در دور    ۱۰به مدت   

ƽجهت انجام تـست      ، پلاسما جداساز    ƽسـرولوژ)ELISA ( در

  ƽدرجه سـانتي گـراد       -۲۰دما ƽمانـده  باقي  از . گرديـد  نگهـدار 

       ، بـا اسـتفاده از روش        DNAهـا بـراƽ اسـتخراج       ƽ لوله امحتو

 .شداستفاده کلروفرم ايزو آميل الکل، -فنل

 :  که شامل مراحلPCR-RFLPانجام  -۳

 PCR در روش Master mix محاسبه مقادير براƽ تهيـه  -الف

  . گرديدPCR Product که منجر به تهيه PCRو انجام 

 و گراديان دمايي براƽ تنظـيم هـر         MgCl2 انجام گراديان    –ب  

  .PCRپرايمر در دستگاه 

 الکتروفورز، مشاهده و آناليز بانـدهاƽ حاصـل از محـصول            -ج

PCR.  

  .PCR هضم آنزيمي محصولات -د



 ۱۷/  همكاران و                                                            مهديه بيات )     ۱۳۸۸زمستان  ۴ شماره۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 
  

 

هــضم  الکتروفــورز ، مــشاهده و آنــاليز بانــدهاƽ حاصــل از -ه

  .آنزيمي

   .ELISAانجام روش   -۴

   IFN-γ-179 براPCR-RFLP  ƽروش 

به  -۱۷۹ پرايمر    براMgCl2 ƽدر ابتدا گراديان دمايي و گراديان       

  .گرديد  تنظيمPCRصورت جداگانه در دستگاه 

 ، ابتدا   -۱۷۹، براƽ بررسي پلي مورفيسم ناحيه        IFN-γدر مورد   

PCR  هابا استفاده از جفت پرايمر ƽ 

5'-ATCAAT GTG CTT TGT GAA TGAA-3′  و   

3′  5'-CCG AGA GAA TTA AGC CAA AGA -  

  bp ۴۶۱، انجام شد و قطعه تکثير يافتـه کـه طـولي در حـدود                

 . قرار گرفت AvaІΙداشت تحت تاثير آنزيم 

ابتدا  -۳۰۸ ، براƽ بررسي پلي مورفيسم ناحيه        TNF-αدر مورد   

 با استفاده از جفت پرايمر 
5′-AGG CAA TAG GTT TTG AGG GCC AT-3′ 

 TCC TCC CTG CTC CGA TTC CG-3′ ، PCR-′5و

 107bpانجام گرديد و قطعه تکثير يافته کـه طـولي در حـدود              

قـرار   ) Bsp 19 Iبا نام تجارNco I )  ƽتحت اثر آنزيم  داشت

 .گرفت

  با   -۲۴۴ و   -۲۳۸همچنين براƽ بررسي پلي مورفيسم در نواحي        

   پرايمر استفاده از جفت

5'-CCT CAA GGA CTC AGC TTT CTG -3' 5 و'-

ACA CTC CCC ATC CTC CCA GATC-3'  ناحيـه 

 قطعه بدسـت آمـده کـه در حـدود           .دـ ش ير داده ـمورد نظر تکث  

bp۲۳۰ برش  تحت اثر آنزيم   ،باشدمي ƽدهنـده قـرار گرفـت     ها. 

 از آنـزيم  -۲۴۴ و براƽ ناحيه Bgl II از آنزيم -۲۳۸براƽ ناحيه 

Bsaj I شد استفاده.   

مورد بررسي قـرار     -۸۶۳و   -۸۵۷در ادامه پلي مورفيسم نواحي      

   با استفاده از جفت پرايمرهاPCR ƽ به ترتيب،.گرفتند

 TCT GAG GAA TGG GTT AC-3' 5'-GGCو       

3' 5'-CCT CTA CAT GGC CCT GTC TAC-  
5'-GGC TCT GAG GAA TGG GTT AC-3'    و        

5'-CTA CAT GGC CCT GTC TTC GTT ACG-3' 
 قطعات تکثير يافته بـه ترتيـب داراƽ طـولي در            .، انجام گرفت   

 Tai I  تحـت اثـر آنـزيم     بودند که bp ۱۰۵و  bp ۱۲۷  حدود

  شد  استفاده bp۱۰۰ مارکرها از   براƽ تمام ژل  : نکته. (قرار گرفتند 

هـا   و براƽ بررسي اثر آنزيم و مشاهده الگوƽ برش،  همه نمونـه            

البتـه ذکـر ايـن نکتـه        ). روƽ ژل آگاروز الکتروفـروز شـدند      بر  

ضرورƽ است که در همـه نـواحي مـورد بررسـي واجـد پلـي                

مورفيسم، الگوƽ حاصل از هضم آنزيمي ممکن است به صورت          

    .هتروزيگوت يا هموزيگوت ظاهر شوند 

 IFN-γ  و TNF-α براƽ سنجش سطح سـرمي ELISAروش 

هـاƽ  از کيـت   ا بـا افـراد شـاهد      در بيماران مسلول و مقايسه آنه     

محـصول کمپـاني   ) human kits IFN-γ & TNF-α( مربوطه

Bender med systems) استفاده گرديد) استراليا ،.  

   :ELISAمراحل کار 

بر روƽ پلاسماƽ خون گروه مورد و شـاهد ،  مراحـل ذيـل بـه           

  :ترتيب انجام گرفت 

و بار  هاƽ کوچک با محلول شستشو د      نوارهاƽ حاوƽ چاهک   -۱

  .مورد شستشو قرار گرفت

  . محلول استاندارد طبق دستور العمل آماده گرديد-۲

۳- lµ۱۰۰  ازsample diluents رديـف    به تمام چاهـک ƽهـا

  .مخصوص استاندارد اضافه شد

۴- lµ۱۰۰    از محلول استاندارد به اولين چاهک استاندارد اضـافه 

ين چاهـک    از اول  lµ۱۰۰سپس با روش تيتراسيون به ترتيب       . شد

. به دومين چاهک و به همين ترتيب تا آخرين چاهک اضافه شـد            

lµ۱۰۰آخرين چاهک خارج گرديد .  

۵- lµ۱۰۰  از sample diluentsبه چاهک بلانک اضافه شد .  

۶- lµ۵۰ از sample diluentsنمونه به چاهک ƽهـا اضـافه   ها

  .گرديد

۷- lµ۵۰نمونه ƽسرم به چاهک ها ƽشدها اضافه از نمونه ها .  

آماده ) به عنوان آنزيم کونژوگه   ( Biotin-conjugate محلول -۸

  ..ها اضافه گرديد به همه چاهکlµ۵۰شد و به اندازه 

 ۲ روƽ نوارها با فيلم مخصوص پوشـانده شـد، و بـه مـدت      -۹

 درجـه سـانتي   ۲۵ تـا  ۱۸دار در دماƽ   ساعت در انکوباتور شيکر   

  .گراد قرار داده شد

 ٱها خالي شد، و سه مرتبـه مجـدد        اهکهاƽ درون چ   محلول -۱۰

  .شستشو داده شد

آمـاده  ) به عنوان آنزيم دوم      (streptavidin-HRPمحلول   -۱۱

  .ها اضافه شد به همه چاهکlµ۱۰۰گرديد و به ميزان 

ها با فيلم مخصوص پوشانده شـد و بـه مـدت            روƽ چاهک  -۱۲

 درجـه   ۲۵ تـا    ۱۸دار در دمـاƽ     يک ساعت در انکوباتور شـيکر     

  .نتي گراد قرار داده شدسا
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ها خالي شد و مانند مرحله قبـل،         محلول هاƽ درون چاهک    -۱۳

  .سه مرتبه شستشو داده شد

۱۴- lµ۱۰۰    ƽاز سوبسترا TMB)     بـه همـه    ) به عنـوان رنگـزا

  .ها اضافه گرديدچاهک

اين مرحلـه   ( دقيقه در انکوبه شيکردار      ۱۰ نوارها براƽ مدت     -۱۵

  .رƽ شدنگهدا) در تاريکي انجام شد

۱۶-  lµ۱۰۰از محلول متوقف کننده (Stop solution)  به همه 

  .ها اضافه گرديدچاهک

 قـرار داده    ELISA-readerبلافاصله پليت را در دسـتگاه        -۱۷

  .ها قرائت شدندOD نانومتر، ۴۵۰شد و در طول موج 

  

  :هايافته

  PCRنتايج مربوط به 

ƽ نوکلئوتيـد   دارا -۱۷۹، در صورتي که ناحيـه       IFN-γدر مورد   

G       و در صـورتي کـه در ايـن         خوردمي باشد در سه ناحيه برش

 . مستقر باشد در دو ناحيه برش خواهد خوردTناحيه، نوکلئوتيد 

 نـوع بانـد   AvaІΙ ، ۴ بـا آنـزيم   PCRپس از هضم محـصول  

اگـر  .  )bp ۶۰  وbp ۴۰۱, bp۲۴۲ ، bp ۱۵۹ : (مشاهده گرديد

 ƽباندهاbp ۲۴۲، bp ۱۵۹و bp ۶۰جـاد شـود نـشان دهنـده      اي

 نـشان  شود ايجاد bp۶۰و  bp ۴۰۱هاƽ  و اگر باندGموتاسيون 

 اbp ƽ ۲۴۲ و ۱۵۹ و   ۶۰ايجاد سه بانـد     .  است Tدهنده موتاسيون 

 براƽ مثال، يکـي از اشـکال        .باشد   مي Gنشان دهنده موتاسيون    

 روƽ هر دو نـوع ژل آگـاروز و          IFN-γحاصل از هضم آنزيمي     

 ـ ـپلي آک  هـضم آنزيمـي    . ده اسـت  ـان داده ش ـ  ـيد نـش  ـريل آم

 روƽ ژل پلـي آکريـل آميـد     IFN-γ-۱۷۹ ژن PCRمحـصول  

          نـشان )  ب-۱شـکل  (  %۳وروƽ ژل آگـاروز  )  الف-۱شکل (

  تـر و  دهد که مشاهده باندها روƽ ژل پلي آکريل آميـد دقيـق           مي

  .         تر استواضح

            

  
 

                                                                                                                                       

 )ب                                                                                                  )الف

 پس از دهد کهنشان مي% ٣همين هضم را روƽ ژل آگاروز ) ب . ريل آميد روƽ ژل پلي آک  -١٧٩  ناحيه INF-γهضم ) الف: ۱شکل

       GG اين باندها گوياƽ ژنوتيپ هموزيگوت .است  کرده٢٤٢ bpو  ١٥٩ و ٦٠ هاƽروƽ مکان ، ايجاد سه باند AvaІΙ هضم با آنزيم

  . استbp۱۰۰باند اول نشان دهنده مارکر . باشندمي

  

                                                                                                                                               

 در صـورتي کـه ايـن ناحيـه          TNF-αاز   -۳۰۸يه   در مورد ناح  

 وجـود در صـورت    ، اما   خورد باشد برش مي   Gواجد نوکلئوتيد   

تي که قطعه مورد نظر در صور .برش نخواهد خورد Aنوکلئوتيد 

 قابـل مـشاهده     bp ۸۷ و   bp ۲۰برش خـورده باشـد دو قطعـه         

  .خواهند شد

 باشـند   G واجـد نوکلئوتيـد      -۲۳۸ و -۲۴۴ در صورتي که ناحيه   

 باشـد بـرش    Aبرش خورده و در صورتي که داراƽ نوکلئوتيد 

  . نخواهد خورد

، در صورتي که نوکلئوتيد TNF-α از  -۸۵۷ اما در مورد ناحيه 

C        نوکلئوتيـد    وجـود     مستقر باشد برش خورده و در صـورتT 
 C نوکلئوتيد -۸۶۳در صورتي که در ناحيه . برش نخواهد خورد

بـرش   وجود داشته باشد A  موجود باشد برش نخورده ولي اگر 

  . خوردمي

، همه  -۱۷۹در ناحيه  IFN-γ در آناليز ژنوتايپينگ پلي مورفيسم

 هـيچ گونـه     ، بنـابراين  .اندمدهها به صورت هموزيگوت در آ     لآل

تـوان بـه عنـوان       و نمي  ،موتاسيوني در اين ناحيه رخ نداده است      

در مـورد    .عامل تشخيـصي روƽ ايـن نـوع پرايمـر كـار كـرد             

  ƽپرايمرهـاTNF-α ƽارزش  -۸۵۷ و -۳۰۸ ، پرايمرهـا ƽدارا

داراƽ  -۲۳۸ و -۸۶۳ پرايمرهــاp<0.05(. ƽ(بودنــدتشخيــصي 

از  -۲۴۴در مــورد پرايمــر). p>0.05(نبودنــدارزش تشخيــصي 

TNF-α             بودنـد  نيز به دليل اينكه همـه پرايمرهـا  هموزيگـوت  

  ).۱جدول (استفاده کردبه عنوان عامل تشخيصي از آن توان نمي
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  ELISAنتايج مربوط به 

با  شدهاƽ ذكرهيناگيرƽ سطح غلظت سايتوكپس از اندازه

ها را روƽ محور غلظت عمود کرده ODاستفاده از منحني ذيل، 

پيکو گرم بر ميلي  (pg/mlبر حسب  ODو غلظت مربوط به هر 

  . به دست آمد) ليتر

  

 هيچ TNF-α در مورد ،پلاسماƽ مورد آزمايشهاƽ نمونهدر 

 IFN-γدر . شت وجود ندامورد و  شاهدهمبستگي بين دو گروه

 )۲جدول (  مشاهده گرديد همبستگيمورد و شاهدبين دو گروه 

  .)الف - ۱نمودار (و

 مورد و شاهدهاƽ دارƽ که در بين گروهبا توجه به اختلاف معني

 cut( حد نصاب  مشاهده شد يک نقطهIFN-γدر سايتوکين 

off( تا بتوان از آن به عنوان يک عامل ،در آن بررسي شد 

 استفاده کردسرولوژيک براƽ تشخيص سريع بيمارƽ سل 

  ). ب-۱نمودار (

  

  

  

 PCR-RFLPبا روش    IFN-γ و TNF-αهاƽ  ژنوتايپينگ مناطق مختلف ژنتوزيع فراواني : ۱جدول 

  N:۱۰۳شاهد N:۹۳مورد
 

ژنوتيپ 

 سايتوکاين
  درصد  تعداد درصد  تعداد

P Value 

IFNγ-179 
GG/TT 

GG ۹۳ ۱۰۰  ۱۰۳ ۱۰۰ P>0.05 

TNFα-308 

AA/GG  

GA 
GG 

۹ 

۸۴ 

۷/۹ 

۳/۹۰ 

۱۶ 

۸۷ 

۵/۱۵ 

۵/۸۴ 

P<0.05 

TNFα-238 

AA/AG 

GG 
 

AG 
 

AA 

۶۸ 

۷ 

۱۸ 

۱/۷۳ 

۵/۷ 

۴/۱۹ 

۹۸ 

۵ 

۰ 

۱/۹۵ 

۹/۴ 

۰ 

P>0.05 

TNFα-244 
GG/AA 

GG ۹۳ ۱۰۰ ۱۰۳ ۱۰۰ …….. 

TNFα-863  

AC/AA 

AA  
 
CA 
 
CC 

۳ 

۲۱  

۶۹ 

۲/۳ 

۶/۲۲ 

۲/۷۴ 

۰ 

۲۹ 

۷۴ 

۰ 

۲/۲۸ 

۸/۷۱ 

 
P>0.05 

TNFα-857 

CC/TT 

CC 
 
TC 
 
TT 

۵۱  

۴۱ 

۰ 

۸/۵۴  

۱/۴۴ 

۰ 

۸۳  

۱۸ 

۲ 

۶/۸۰  

۵/۱۷  

۹/۱ 

P<0.05 

-TNF از -۸۵۷ و -۳۰۸قه   ، تنها در منطIFN-γ و TNF-αهاƽ مناطق مختلف در  با توجه به ميزان فراواني ايجاد موتاسيون در ژنوتايپ

αاز نظر ايجاد موتاسيون وجود دارد ƽسل حائز بنابراين، اين دو منطقه مي.  ، تفاوت معني دار ƽتوانند از نظر بالا بردن قابليت ابتلا به بيمار

 درصـد فراوانـي آن    يا موتاسيون رخ نداده و ياTNF-α در ژن -۸۶۳ ، -۲۴۴ ، -۲۳۸ و نواحي  IFN-γ ژن   -۱۷۹در ناحيه   . اهميت باشند 

  .توانند حائز اهميت باشندبه همين دليل اين دو منطقه در بالا بردن قابليت ابتلا به بيمارƽ سل نمي. کم و بي معني است
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   در بيماران مبتلا به سل ريوƽ و گروه شاهدTNF-αو IFN-γ  ميانگين سطح سرمي :۲جدول

 case  control 

  MeanMaximumMedianMinimum
Standard 
Deviation MeanMaximumMedianMinimum

Standard 
Deviation 

TNF-α 
cytokine 

level ۰/۲ ۰/۷ ۰/۱ ۱/۰ ۰/۲ ۹/۱ ۸/۶ ۲/۱ ۱/۰ ۱/۲ 

IFN- γ 
cytokine 

level ۶/۱ ۴/۷ ۴/۰ ۱/۰ ۰/۲ ۶/۰ ۴/۶ ۱/۰ ۰ ۹/۰ 
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  ب

  

 TNF-α وجود دارد، در مورد IFN-γهمبستگي در  .  در دو گروه شاهد  و بيمارTNF-α و IFN-γ ميزان همبستگي )الف  :۱نمودار 

  IFN-γ  -۱۷۹ناحيه در  )cut off(  نقطه حد نصاب)ب  .مشاهده نمي شود
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  : بحث

اند تا با استفاده از لاشـقين زيادƽ در تـمحق يرـهاƽ اخدر سال

هاƽ مختلف سرولوژƽ و مولکولي ارتباطي را ميان سطح روش

 مايکوباکتريوم توبرکولوزيسرک ـهاƽ محوکاينـايتـرمي سـس

)IL-10 ،IL-12 ،IFN-γ ،(TNF-αسل پيدا کنند ƽو بيمار  .

زاƽ ه جستجوƽ مناطق موتاسيونهاƽ ژنوتيپي بهمچنين با بررسي

ت ـز به دسـاƽ نيدهـتايج عمـد و نـانهـي پرداختـحرک ژنـم

  ).۲(اند آورده

 روPing An ƽبه وسيله  ، مطالعاتي در شيکاگو۲۰۰۲در سال 

TNF-αرا بطهـ راباما،. تـورت گرفـ ص ƽطقه ژني ـين منـا

 شاهد و موردهاƽ ن گروهـزا و قابليت ابتلا به سل بيموتاسيون

  .)۷(نيافتند 

 از نظـر پلــي  -۱۷۹ در منطقـه  ، IFN-γ، در  حاضـر  مطالعـه رد

 ارزش تشخيـصي     که )GG(هستندمورفيسم همگي هموزيگوت    

از نظـر سـطح   IFN-γ همـين طـور   . رددر اين مورد وجود نـدا 

مشاهده ،   TNF-αبر خلاف   . سرمي نيز مورد بررسي قرار گرفت     

 تفـاوت  شـاهد  و مورد در دو گروه IFN-γ  که سطح سرميشد

   . دارددارمعني

 ،  Dolores Lopes-Mderuelo ، در اســپانيا۲۰۰۳در ســال 

 G/Aناحيــه  IL -۱۰، ژن + T/A ۸۷۴ ناحيــه IFN-γروƽ ژن 

 در بيماران مبتلا به سل -A۳۰۸  ناحيه   TNF-α ژن و  -۱۰۸۲

  ƽنشان داد که فقط در مورد        او. مطالعه نمود ريو IFN-γ   ناحيـه 

T/A ۸۷۴+ ،   وجـود دارد         رابطه معني ƽبا عفونت سل ريو ƽدار

)۰۰۰۰۸/۰p= (.  ــورد ــي دار در م ــاط معن ــن ارتب  و IL -۱۰ اي

TNF-α  ايـن مطالعـه حـاکي از آن          يافته.  مشاهده نگرديد ƽهـا

اƽ  داراƽ اهميت ويـژه    ، +T/A ۸۷۴ ناحيه   IFN-γاست که ژن    

  سـل محـسوب      بيمـارƽ  به عنوان عامل ژنتيکي براƽ مقاومت به      

 در افـراد    IFN-γبنـابراين،  نقـص ژنتيکـي در توليـد           . شودمي

تواند موجب افزايش  مي A۸۷۴+ IFN-γ هموزيگوت براƽ آلل 

 پيـشنهاد شـد چنانچـه       .خطر آن در پيشرفت بيمارƽ سـل شـود        

هايي روƽ اين ژن انجام دهند بعيد نيـست         ها و دستکارƽ  طراحي

بيمـارƽ   عليـه  که بتوان از اين ناحيه ژني، در ساخت واکسن بـر  

  ). ۸(سل استفاده نمود 

  و Awomoyi توســـط ۲۰۰۳ســـال مطالعـــه ديگـــرƽ در  

Newport  ـ در   IFN-γ ۱پلـي مورفيـسم گيرنـده    روƽ  اگامبي

 بـراƽ دفـاع و      IFN-γ به اين نتيجه رسيدند کـه        آنها. انجام شد 

ها به ويژه بـر عليـه       ايمني ميزبان بر عليه طيف وسيعي از پاتوژن       

کودکاني که فاقـد    . باشد ضرورƽ مي  ومييکوباکتريهاƽ ما پاتوژن

 استعداد بالاترƽ براƽ ابتلا     ، هستند IFN-γ ۱ هاƽ گيرنده    هزنجير

 ƽمايکوباکتري به بيمار ƽبنـابراين ايجـاد    . دارنـد سل   مثل   وميها

منجـر  ) IFN-γ) IFN-γ R1 از ۱موتاسيون بر روƽ ژن گيرنده 

باکتريـايي از جملـه     هاƽ مايکو به افزايش قابليت ابتلا به عفونت     

  ).۹(گردد سل در افراد مي

 ميـر سـعيدƽ و      در ايـران، توسـط       ۲۰۰۵ سال   مطالعه ديگرƽ در  

 و  IFN-γ ۱هاƽ گيرنـده    ارتباط ميان پلي مورفيسم    روƽ   طبرسي

  ƽبيمار ƽبـه  ء نتايج نشان داد که ميان ابتلا      .گرفت انجام   سل ريو 

وجـود   ط ارتبـا  IFN-γ ۱ از گيرنده    ۳۹۵ و لوکوس    بيمارƽ سل 

 ۵۰ ميزان پلي مورفيسم هتروزيگوت در ايـن لوکـوس از            .ندارد

دارƽ  که رقـم معنـي     ،گزارش گرديد % ۲فرد مورد آزمايش فقط     

  ).۱۰(  و در بقيه افراد هيچ موتاسيوني ديده نشدنبود

 Martha Maria توسط  برزيل در۲۰۰۴ سال مطالعه ديگرƽ در

ــاطق  ــت صــورت گ TNF-α از ژن-۳۰۸ و -۲۳۸روƽ من  .رف

 در  A۲۳۸-TNF-α و  G۳۰۸- TNF-α  آلـل مشاهده شد کـه 

بنابراين  ).  =۰۰۰۰۲/۰p (باشند ارتباط با افزايش ابتلا به سل مي

 يک عامـل حفـاظتي بـر    ، A۳۰۸- TNF-α   و-G۲۳۸لل آدو 

ه  نتيجه گرفت  .روندبه شمار مي  مايکوباکتريوم توبرکولوزيس   عليه  

اکثر مطالعات داراƽ ارزش     در اين مناطق در      آلل که اين دو     شد

  .)۱۱(هستند تشخيصي 

 در مـورد  ،شـود مشاهده ميحاضر  نتايج مطالعههمان طور که از  

موتاسيون به ،  – ۸۵۷ و-۲۳۸، يعني  TNF-αدو منطقه روƽ ژن

 ايـن   .شودمشاهده مي مورد و شاهد    دارƽ در دو گروه     طور معني 

با توجه بـه    اما  . ند داراƽ ارزش تشخيصي باشد    نتوادو منطقه مي  

د آن را   نباشاينکه اين دو منطقه از نظر پلي مورفيسم ارزشمند مي         

 تـا   . نيز مورد بررسـي قـرار داديـم        ELISAبا استفاده از روش     

مـورد و   دار بـين دو گـروه       ارزيابي شود که آيا اين تفاوت معني      

؟ در ايـن    شود يا خيـر   در سطح سرمي آنها نيز مشاهده مي      شاهد  

مـورد  معني دارƽ در سطح سرمي دو گروه         هيچ تفاوت    مورد هم 

  . مشاهده نشد TNF-αدر و شاهد 

از نظر پلي مورفيسم همگي  -۱۷۹ که در منطقه IFN-γدر مورد 

وجود ن مورد ـصي در ايـد و ارزش تشخيـهموزيگوت بودن

 در اين . نيز از نظر سطح سرمي مورد بررسي قرار گرفت،نداشت

د که سطح سرمي در دو مشاهده گردي،  TNF-αمورد بر خلاف 

 در روش .باشددارƽ ميداراƽ تفاوت معنيمورد و شاهد گروه 
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ELISAطح غلظت سرمي ـ در اين مطالعه که مقايسه بين س

ل ـلا به سـراد مبتـدر بين افTNF-α و IFN-γهاƽ سايتوکاين

ريوƽ با اسمير مثبت و افراد سالم صورت گرفته است، تاکنون 

  .و يا مکتوب نشده استاƽ صورت نگرفته مطالعه

  و IFN-γد  ـث ذکر شده مشاهده ش    ـه به مباح  ـتها با توج  ـدر ان 

 TNF-αدر ايجاد التهاب در اثر آلـودگي         سايتوکاين ƽکليد ƽها

 بـا مطالعـات     .شوند محسوب مي  مايکوباکتريوم توبرکولوزيس با  

زا در افراد مبتلا    تر و با شناسايي مناطق حساس موتاسيون      گسترده

هاƽ تشخيصي مولکولي در مـدت زمـان         علاوه بر روش   توانمي

   .هاƽ درماني مناسبي را نيز در اين جهت بررسي کردراه، ترکوتاه

  

  :گيرƽنتيجه

 بـر  -۸۵۷ و   -۳۰۸قابليت ابتلا بـه توبرکولـوزيس در دو منطقـه           

مطالعــه پلــي .  قابــل بررســي و بحــث اســتTNF-αروƽ ژن 

 بـراIFN-γ  ƽژن  نسبت بـه منـاطق    TNF-αمورفيسم روƽ ژن    

  .دهدبيمارƽ سل ريوƽ تفاوت معني دارƽ را نشان مي

شد، به دليل اينکه نتـايجي       مشاهده    حاضر هاƽ مطالعه طبق يافته  

 PCR-RFLPکه در روش بررسي پلي مورفيسم با اسـتفاده از             

 منطبـق و هماهنـگ      ELISAهـاƽ روش    به دست آمد، با يافتـه     

 .راستا و يک جهت نيـستند     در يک   بنابراين اين دو روش      نبودند،

توان با انجام يکي از اين روش ها و بـه دسـت آوردن يـک                نمي

لذا، موارد زيـر نيـز      .  داد نتيجه آن را براƽ روش ديگر نيز تعميم       

  :گرددپيشنهاد مي

 و ي و جنـس سـني  هاƽ   گروه هاƽ بيشتر در  گيرƽ نمونه ه کار ب -۱

  .مختلف مورد نياز استƽ حتي در نژادها

 مناطق هاƽ مختلفو با طراحي پرايمرPCR-RFLP شبا رو -۲

 و TNF-αهــاƽ  تــرƽ را در ژنزاƽ بيــشتر و متنــوعموتاســيون

IFN-γ  منطقه. بررسي نمود  ƽاختلاف معني دار در حـد بـالا   باا 

  . کرد شناسايي مورد و شاهد هاƽبين گروه

۳-ƽژنتيکي و همچنين مطالعات گسترده با دستکار ƽها ƽتر رو

 توليد واکسن بر عليه نظيرهاƽ درماني طق حتي به روشاين منا

  .بيمارƽ نيز نائل گرديد

  

  :تقدير وتشکر

ح ـتان مسيـترم بيمارسـاران محـهمک اتيد وـ اس ازنوسيلهـدي ب

ƽکه در انجام اين تحقيق کمک نمودند تشکر و قدرداني  دانشور

 .شودمي
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