
  طاهره موسوي و همكاراندكتر                                                                              حاوي سيتوزين ـ گوانين مطالعه نقش اليگونوكلئوتيدهاي 

165     مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران                                                                                                1387 تابستان/ 59شماره / دهمپانزدوره 

  

 ـ گوانين در توليد اينترفرون گاما و نمطالعه نقش اليگونوكلئوتيدهاي حاوي سيتوزي
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  مقدمه
در حال حاضر ايمونوتراپي يكـي از روشـهاي متـداول در                

  شود ولي از آنجا كـه       هاي آلرژيك محسوب مي     درمان بيماري 
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

  
  
  

محققـين تـلاش    باشـند،     اين روشها بـا مخـاطراتي همـراه مـي         
   كمترين اثرات  هاي مطمئن و مناسبي را كه با        كنند تا روش    مي

  
  
  
  

 چكيده
تـرين مـشكلات       مهـم  هاي آلرژيـك در جوامـع مختلـف، يكـي از            در حال حاضر افزايش شيوع بيماري     : زمينه و هدف      

بهداشتي جهان است و تحقيقات بسيار زيادي در سراسر دنيا جهت دستيابي به روشهاي مطمئن پيشگيري و درمان اين        
-CpG( ـ گـوانين  نيكي از اين روشها، استفاده از رديفهاي نوكلئوتيدي حاوي سيتوزي. باشد ها در حال انجام مي بيماري
ODNs (   هاي ايمني و تغيير الگـوي سـايتوكايني در سيـستم ايمنـي            د منجر به تعديل پاسخ    هاي متعد   است كه با مكانيسم

   . شود مي
نقش تركيبات حاوي بازهاي سـيتوزين ـ گـوانين    ) experimental(اي ر اين مطالعه تجربي يا مداخلهد: رسير    روش ب

ده گياه كنوپوديوم آلبـوم مـورد مطالعـه    هاي ايران يعني گر ترين آلرژن  نسبت به يكي از شايع     ايمني هاي  در تعديل پاسخ  
هـاي نوكلئوتيـدي حـاوي        زاي گـرده گيـاه فـوق، تهيـه و بـه همـراه رديـف                 براي اينكار عصاره آلرژي   . قرار گرفته است  

به منظور ارزيابي آثار اين نوكلئوتيـدها،  .  به عنوان مدل حيواني آسم آزمايش شدBalb/Cسيتوزين ـ گوانين در موش  
ــدادي از پارام ــا   تعـ ــرون گامـ ــزان اينترفـ ــامل ميـ ــي شـ ــاي ايمنـ ــولين ـ    ) IFN-γ=Interferon-γ(ترهـ و ايمونوگلبـ

 سلولهاي طحالي و بافت ريـه موشـها و همچنـين ايمونوگلوبـولين ـ اي      در مايع كشت) IgE=Immunoglobulin E(اي
لي و تجمع سلولهاي    از قبيل ائوزينوفي  شناسي    از طرف ديگر برخي خصوصيات بافت     . سرمي مورد آزمايش قرار گرفتند    

هـاي مـورد مطالعـه بـا تـست            ها در گروه    در خاتمه، نتايج حاصل از اين آزمون      . التهابي نيز در ريه حيوانات مطالعه شد      
ANOVAمورد ارزيابي قرار گرفت  .   

د ميـزان  توانن ـ نتايج اين مطالعه نشان داد كه هر چند رديفهاي نوكلئوتيـدي حـاوي سـيتوزين ـ گـوانين نمـي      : ها يافته    
بـادي   از ميـزان سـرمي ايـن آنتـي    % 80ايمونوگلوبولين ـ اي را تا حد طبيعي كاهش دهند ولي در مقايسه بـا آلـرژن، تـا     

توانند باعث افـزايش شـديد مقـدار اينترفـرون      علاوه بر اين رديفهاي نوكلئوتيدي حاوي سيتوزين ـ گوانين مي . كاهند مي
   ). >01/0P(اكنشهاي التهابي ريه را كاهش دهندگاماي سيستميك و موضعي شده و تظاهرات و

هـا و كـاهش    با توجه به نقش تركيبـات حـاوي سـيتوزين ـ گـوانين در تغييـر جهـت پاسـخ سـايتوكاين         : گيري     نتيجه
هاي   رسد بتوان از اين تركيبات در تعديل پاسخ          التهابي ريه در مورد آلرژن شايع كنوپوديوم آلبوم، به نظر مي           هاي  پاسخ

    . ها نيز استفاده كرده و مقدمات كاربرد آنها را در انسان فراهم نمود هابي نسبت به ساير آلرژنالت
             

  كنوپوديوم آلبوم – 3      اليگونوكلئوتيدهاي حاوي گوانين و سيتوزين– 2    آسم – 1:    ها كليدواژه
  ترفرون گاما اين– 5 ايمونوگلوبولين ـ اي     – 4                      

                 

I (   ،تهـران، ايـران  دانشيار و متخصص ايمونولوژي، دانشكده پزشكي، تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايـران)*  مؤلـف
  ).مسؤول

II (استاد و متخصص ايمونولوژي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايران.  
III (كارشناس ارشد ايمونولوژي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايران.  
IV (ه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايرانشناسي، دانشگا استاديار و متخصص آسيب.  
V (كارشناس آزمايشگاه، مؤسسه رازي، تهران، ايران.  
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از آنجـا   . معرفي نماينـد   جانبي مفيد براي بيمار همراه باشند،       
هـاي   هـاي ايمـن در بيمـاران آلرژيـك از نـوع پاسـخ             كه پاسخ 

كمكي ـ دو است، لذا يكـي از روشـهاي     Tوابسته به لنفوسيت 
درماني مفيد، استفاده از موادي است كـه باعـث تغييـر جهـت              

 كمكي ـ دو بـه سـمت    T لنفوسيت هاي سيستم ايمني از پاسخ
  )1(.گردد  كمكي ـ يك ميTلنفوسيت 

    اليگونوكلئوتيدهاي حاوي رديفهاي سيتوزين ـ گوانين كـه در   
هـا وجـود دارنـد، يكـي از مـوثرترين           بـاكتري  DNAهـاي     توالي

 Tهـاي وابـسته بـه لنفوسـيت           موادي هستند كه با القـاي پاسـخ       
ر اخـتلالات اتوپيـك را   هاي سلولي موجـود د  كمكي ـ يك، پاسخ 

هـاي متعـددي را در نقـش           بطور كلـي مكانيـسم     )1(.كنند  مهار مي 
تـرين   دانند كـه مهـم   ايمني رديفهاي سيتوزين ـ گوانين دخيل مي 

آنها، تحريك و تقويت سيستم ايمني ذاتي، فعال كردن سـلولهاي           
ــا و    ــه ترشــح اينترفــرون گام ــا ب ــدريتيك و وادار كــردن آنه دن

بادي از ايمونوگلوبـولين ـ اي    ، تغيير كلاس آنتي12اينترلوكين ـ  
 تنظـيم كننـده و   Tبه ايمونوگلبولين ـ جي، فعال كردن سـلولهاي   

   )2و 1(.باشند  كمكي ـ دو ميTمهار سلولهاي 
هـاي ايمنـي    نقش رديفهاي سيتوزين ـ گوانين در تعديل پاسخ     

 توجه ايمني شناسان قرار    بطور جدي مورد     1980از اواخر دهه    
هاي بسياري بـراي اسـتفاده از         در سالهاي اخير كوشش   . گرفت

اين مواد به عنوان ادجون در تحقيقات پزشكي انجام شده اسـت            
هاي  تواند پاسخ دهند كه استفاده از آنها مي ها نشان مي و گزارش

هـا را در مـوش        ناشي از آسم يـا آلـرژي بـه بعـضي از آلـرژن             
 ايـن اثـر بـه دليـل         )3-5(.آزمايشگاهي تا حدود زيادي كاهش دهد     

توانــايي رديفهــاي ســيتوزين ـ گــوانين در افــزايش توليــد        
طـور فعـال     كمكي ـ يك و پيش التهابي و همين Tهاي  سايتوكاين

  . باشد ژن مي كردن سلولهاي عرضه كننده آنتي
تـرين        گرده گياه كنوپوديوم آلبوم يا سلمه تره، يكي از شـايع          

مطالعاتي كـه راجـع   . شود ب ميزا در ايران محسو  عوامل آلرژي 
زا در نواحي مختلف ايران صـورت         به فراواني عوامل حساسيت   

دهد كه اين گياه در برخي مناطق مثـل تهـران و              گرفته، نشان مي  
 مطالعات قبلـي    )6(.ترين اين عوامل قرار دارد      كرج در رديف شايع   

تره نشان داد كه با اسـتفاده   ما نيز در خصوص گرده گياه سلمه  
هاي   ، واكنش Balb/Cتوان در موش      عصاره گرده اين گياه مي    از  

مربوط بـه آسـم را ايجـاد كـرده و از آن بـه عنـوان يـك مـدل                     
آزمايشگاهي در تحقيقات مربـوط بـه آسـم و آلـرژي اسـتفاده               

 اسـتفاده از رديفهـاي سـيتوزين ـ گـوانين در تعـديل       )8و 7(.كـرد 

ز محققـين   هاي التهابي انـسان نيـز اخيـراً توسـط برخـي ا              پاسخ
 در رابطـه بـا نحـوه اسـتفاده از ايـن             )10و  9(.گزارش شـده اسـت    

تركيبات، روشهاي متفاوتي توسط پژوهشگران مختلف گزارش       
شده است كه از جمله آنهـا تجـويز تـوام رديفهـاي سـيتوزين ـ       

ژن،   ژن، كاربرد فرم كونژوگـه شـده آن بـا آنتـي             گوانين با آنتي  
ــه     ــوانين ب ــاي ســيتوزين ـ گ ــصرف رديفه ــويز م ــايي، تج  تنه

-15(.باشد  سيستميك و تجويز از طريق مخاط گوارش يا بيني مي         

 علاوه بـر ايـن در برخـي مطالعـات از ايـن مـواد بـه عنـوان                    )11
هـاي    پيشگيري كننده و در تعدادي ديگر، در ايمونوتراپي واكنش        

 در اين مطالعه نقش     )17و  16(.آلرژيك و التهابي استفاده شده است     
 در تعديل ژن يفهاي سيتوزين ـ گوانين و آنتي تجويز همزمان رد

زاي گيـاه      بـه عـصاره آلـرژي      Balb/Cهاي آلرژيك موش      پاسخ
زاي   به عنوان يكي از گياهان آلرژي     ) سلمه تره (كنوپوديوم آلبوم 

        . ايران بررسي شده است
  

  روش بررسي
 در  Balb/C مـوش مـاده و سـالم         24    در اين مطالعه تعداد     

.  از موسـسه پاسـتور ايـران خريـداري شـد            ماهگي 4-6سن  
يك گروه تـست و     ( تايي 6 گروه   4موشها به طور تصادفي در      

  .قرار داده شدند) سه گروه كنترل
زاي مورد استفاده از ايـن طـرح مطـابق بـا                  عصاره آلرژي 

پروتئين عصاره با روش    .  تهيه شد  )7(روش گزارش شده قبلي   
ســتريل بــراي گيــري شــده و ســپس عــصاره ا لــوري انــدازه

 -80بنـدي و در دمـاي    مصارف بعدي در مقـادير كـم تقـسيم     
  .گراد نگهداري شد درجه سانتي

 نوكلئوتيدهاي حاوي رديفهـاي سـيتوزين ـ گـوانين و كنتـرل         
 ODN( خريـداري شـدند،   USA ،in vivo Genمنفي از شـركت  

1826(CPG ODN  ــكانس ــاوي سـ ــاي  حـ ــرل CpGهـ  و كنتـ
رديـف  . باشد ها مي اقد اين سكانسف) ODN, 826 Control(منفي

  :باشد نوكلئوتيدي اين دو ماده به ترتيب به شرح زير مي
5'-tcc atg acg ttc etg acg tt-3' 
5' tcc atg agc ttc etg agc tt-3' 

اي به منظـور بررسـي نقـش          مداخلهمطالعه تجربي       در اين   
يري كننده رديفهاي سيتوزين ـ گوانين، از تزريق داخـل   پيشگ

بـراي مرحلـه حـساس كـردن        ) 7 و   1روزهاي  (صفاقي آلرژن 
  .استفاده شد

ــول 50    جهــت حــساس كــردن موشــها    ميكروگــرم از محل
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  ژني موشهاي مورد آزمايش برنامه حساس كردن و چالش آنتي -1جدول شماره 

تزريق داخل (ماده مورد استفاده براي حساس كردن   گروه  شماره
  )7 و 1صفاقي در روزهاي 

ماده مورد استفاده براي چالش 
  )24 و 21استنشاق در روزهاي (

  ژن محلول آنتي CpG+Ag  تست  1
 PBS PBS  كنترل منفي  2
  ژن محلول آنتي Ag  ژن كنترف آنتي  3
  ژن محلول آنتي CpG ODN + Agكنترل   4

 

 بار بصورت داخل صفاقي و بـه فاصـله يـك هفتـه              2ژن    آنتي
ژن   ، همراه با آنتي   )تست(در موشهاي گروه يك   . تزريق گرديد 

و در موشـــهاي گـــروه  CpG ODN ميكروگـــرم 5مقـــدار 
 ميكروگـرم اليگونوكلئوتيـد فاقـد       5،  )منفـي  CpGنترل  ك(چهار
CpG تزريق شد .  

 دو  24 و   21پس از حـساس كـردن موشـها، در روزهـاي                
در گـروه   . ژن انجـام گرفـت      ژني بـا محلـول آنتـي        چالش آنتي 

ژن در تمـام مراحـل از بـافر فـسفات             كنترل منفي بجاي آنتـي    
بـراي  ). PBS=phosphate buffered saline(نمكي استفاده شد

ژن در آب مقطـر، تهيـه و در           آنتي% 1ژني، محلول     چالش آنتي 
اي كــه موشــها در آن قــرار داده شــده بودنــد،  فــضاي بــسته
 بار و هر بار بـه مـدت         2بدين ترتيب حيوانات    . اسپري گرديد 

سـپس  . ژن قرار گرفتنـد     نيم ساعت در معرض استنشاق آنتي     
خون، طحال و ريه گيري از     ، نمونه 27در تمام موشها در روز      

  . انجام گرفت
    برنامه كامل تزريقـات جهـت حـساس كـردن و چـالش بـا               

 1هاي مورد آزمايش در جدول شماره         ژن در تمام گروه     آنتي
  . خلاصه شده است

بيهوش  Co2 آزمايش، تمام موشها توسط گاز       27در روز       
از سـلولهاي   . شدند و سپس طحـال و ريـه آنهـا جـدا گرديـد             

ــس   ــالي پ ــلولي   طح ــسيون س ــشو، سوسپان  5×106از شست
اي كـشت داده       خانـه  24هـاي     ليتر، تهيه و در ميكروپليـت       ميلي
جهـت كـشت سـلولي از محـيط       ).  در هر حفـره    5000000(شد

RPML 1640ــامين ــي2(، گلوتـ ــول  ميلـ ــين )مـ ــرم جنـ ، سـ
 واحـد   100(سـيلين   ، پنـي  )مول   ميلي 25(، بافر هپس  %)10(گاوي

) ليتـر    ميكروگرم در ميلي   100(ينو استرپتومايس ) ليتر  در ميلي 
ژنـي نيـز بـه هـر يـك از             به منظور تحريك آنتـي    . استفاده شد 

ژن اضـافه      ميكروگـرم آنتـي    50هـاي ميكروپليـت مقـدار         خانه

هـاي    پليت). هاي مربوط به گروه كنترل منفي       منهاي حفره (شد
 سـاعت در انكوبـاتور      72حاوي سلولهاي كشت شده به مدت       

 قـرار داده    Co2فـشار   % 5گـراد بـا       ي درجه سانت  37در دماي   
بافت ريه نيز پس از شستشو به دو قسمت تقسيم شـد            . شدند

 ميليمتر خرد شد و در      1×1و يك قسمت آن به قطعات كوچك        
شرايط كـشت مـشابه     (هاي جداگانه كشت داده شد      ميكروپليت

   ).با سلولهاي طحالي بود
مايع  ساعت كشت سلولهاي طحالي و بافت ريه،         72پس از       

آوري و پــس از ســانتريفوژ در  رويــي حفــرات مــشابه، جمــع
هاي بعدي در دمـاي     هاي كوچك، تقسيم و جهت آزمايش       ويال

هاي سـرمي نيـز       نمونه. گراد قرار داده شد     ه سانتي ـ درج -80
ه قبل از بيهوشي از حيوانات گرفته شده بود، جدا          ـاز خوني ك  

جــه   در-80شــده و در مقــادير كــم، تقــسيم و در دمــاي     
قـسمت دوم بافـت ريـه نيـز جهـت           . گراد نگهداري شـد     سانتي
فـيكس شـده و بـه آزمايـشگاه         % 4شناسـي در فرمـالين        بافت

در آزمايشگاه، بافت ريه به قطعـات        .پاتولـوژي ارسال گرديد  
آميـزي بـا       ميكرومتر بريده شده و پس از رنـگ        3با ضخامت   

لهاي هماتوكسيلن و ائوزين از نظر وجود ائوزينوفيلي و سـلو         
  .التهابي مورد مطالعه قرار گرفت

هاي سرمي و مايع رويـي       ايمونوگلوبولين ـ اي در نمونه 
در ايـن    .گيـري شـد     كشت بافت ريه بـا روش الايـزا انـدازه         

بادي منوكلونال ضد ايمونوگلوبـولين ـ اي     آزمايش از آنتي
بـادي كونژوگـه بـا        موشي جهت پوشاندن پليـت و از آنتـي        

كليـه مـواد لازم     . ابي نمونـه اسـتفاده شـد      بيوتين جهت ردي  
خريداري  USA ،BD Bioscienceبراي اين تست از شركت 

ل انجــام آزمــايش مطــابق بــا دســتورالعمل  ـ و مراحــشـــد
بـه منظـور   . ده كيت صورت گرفـت ـپيشنهادي شركت سازن 

 موش طبيعي مخلوط شده و      15كنترل كيفي آزمايش، سرم     
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هـاي الايـزا      ام آزمـايش  از آن سرم نرمال تهيه شد و در تم        
  .بكار رفت

هـاي مـورد آزمـايش بـا روش             اينترفرون گاما در تمام نمونه    
 BDبراي اين آزمـايش از كيـت الايـزاي    . گيري شد الايزا اندازه

OPTEIA)BD Bioscience (   استفاده شد و تمام مراحـل انجـام
   .آزمايش مطابق با دستورالعمل شركت سازنده صورت گرفت

ــادي     ــدازه مقـ ــل از انـ ــايتوكاين  ر حاصـ ــري سـ ــا و  گيـ هـ
ايمونوگلوبولين ـ اي در موشهاي هر گروه براسـاس فرمـول    

mean±SEM           محاسبه شده و با اسـتفاده از تـست ANOVA 
  .مورد ارزيابي قرار گرفت

  
  ها يافته

 رويـي    گيري اينترفرون گاما در مايع          نتايج حاصل از اندازه   
زمـايش نـشان داد كـه       كشت سلولهاي طحال موشهاي تحت آ     

ــي ــوانين     تزريــق همزمــان آنت ژن و رديفهــاي ســيتوزين ـ گ
تواند توليد اين سايتوكاين را در مقايسه بـا گـروه كنتـرل               مي

 برابـر افـزايش     40منفي به شدت بالا برده و آن را تـا حـدود             
ژن بـه     البته توليد ايـن سـايتوكاين در اثـر تزريـق آنتـي            . دهد

وكلئوتيــدي فاقــد ســيتوزين ـ   تنهــايي و همچنــين رديفهــاي ن
رود ولـي ميـزان آن        نيـز بـالا مـي     )  منفـي  CpGكنترل  (گوانين

بـر خـلاف    ). ≥05/0P(باشـد   بسيار كمتـر از گـروه تـست مـي         
ــين     ــه ب ــت ري ــي كــشت باف ــايع روي ــالي، در م ســلولهاي طح

اي در    هاي مختلف تحت آزمايش، تفـاوت قابـل ملاحظـه           گروه
در جــدول ). ≥05/0P(مقــدار اينترفــرون گامــا مــشاهده نــشد 

هاي مورد آزمـايش       مقادير اين سايتوكاين در گروه     2شماره  
  .آورده شده است

  
هاي ترشح  گيري سايتوكاين نتايج حاصل از اندازه -2جدول شماره 

شده در محيط كشت سلولهاي طحالي و بافت ريه موشهاي تحت آزمايش 
  روش الايزابا 

  )ليتر ر ميليپيكوگرم د(غلظت اينترفرون گاما

اره
شم

  

  
  كشت سلولهاي طحال  گروه

)mean±SD(  
كشت بافت ريه 

)mean±SD(  
  58/11 ± 66/1  5092 ± 33/202  تست  1
  33/7 ± 93/0  17/124 ± 68/10  كنترل منفي  2
  25/8 ± 19/2  33/198 ± 17/20  ژن كنترل آنتي  3
  8 ± 1/1  67/2486 ± 94/182   منفيCpGكنترل   4
  

ولين ـ اي سرم حيوانـات مـورد    گيري ايمونوگلب اندازه     
آزمايش با روش الايزا نشان داد كه هـر چنـد مقـدار ايـن               

بــادي در خــون موشــهاي دريافــت كننــده رديفهــاي  آنتــي
سيتوزين ـ گوانين نسبت به موشهاي گروه كنتـرل منفـي،    

اي داشـته اسـت ولـي ايـن افـزايش             افزايش قابـل ملاحظـه    
نيـز مـشاهده    هاي ديگـر      دار در موشهاي تمام گروه      معني
نكتـه قابـل توجـه ايـن اسـت كـه مقايـسه بـين               .گـردد   مي

ژن نشان دهنده تفاوت قابل       هاي تست و كنترل آنتي      گروه
مقـدار   ). ≥01/0P(باشـد   ملاحظه بـين دو گـروه فـوق مـي         

ايمونوگلوبولين ـ اي تام ترشح شده در محيط كشت بافت  
ريه نيز در موشهاي تحت درمان با رديفهـاي سـيتوزين ـ    

داري  وانين در مقايسه با گروه كنترل منفي افزايش معني        گ
بــادي ســرمي كمتــر از  ولــي هماننــد آنتــي). ≥05/0P(دارد

نتايج حاصل از مقادير ايـن  . باشد ژن مي  گروه كنترل آنتي  
رويي كشت بافت ريه موشـهاي        بادي در سرم و مايع      آنتي

  . آورده شده است3تحت آزمايش در جدول شماره 
  

 در سرم IgEبادي  گيري آنتي نتايج حاصل از اندازه -3جدول شماره 
  و كشت بافت ريه موشهاي تحت آزمايش با روش الايزا

  )µg/mL( تامIgEغلظت 

اره
شم

  

  
  سرم  گروه

)mean±SD(  
  ريه 

)mean±SD(  
  1/13 ± 4/1  3/2633 ± 3/136  تست  1
  8 ± 8/0  610 ± 9/28  كنترل منفي  2
  8/24 ± 4/2  4033 ± 3/250  ژن كنترل آنتي  3
  ODN  2/308 ± 4350  4/1 ± 15كنترل   4

  
  

س شـده   ــ ـت فيك ـآميزي باف ـ   ري و رنگ  ــگي  س از مقطع  ــ    پ
ريـــه موشـــهاي تحـــت آزمـــايش، مقـــاطع بـــافتي توســـط  

ــد   ــرار گرفتن ــه ق ــورد مطالع ــوري م ــن . ميكروســكوپ ن در اي
 ميـدان ميكروسـكوپي بـا       10هـا در      آزمايش تعداد ائوزينوفيل  

و همچنـين نمـاي كلـي بافـت،     ) high power field(قدرت بـالا 
 نتـايج حاصـل از      4در جدول شـماره     . مشاهده و گزارش شد   

علاوه بـر ايـن، تـصوير       . تست هيستولوژي آورده شده است    
اي از مقـاطع بـافتي گـروه تـست نيـز در               ميكروسكوپي نمونه 

  .شود  مشاهده مي1شكل شماره 
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آميزي   برش بافت ريه رنگتصوير ميكروسكوپي -1شكل شماره 
شده با ائوزينوفيل ـ هماتوكسيلن در موش حساس شده با رديفهاي 

  ژن آنتي/سيتوزين ـ گوانين
  

شناسي ريه موشهاي  نتايج حاصل از مطالعات بافت -4جدول شماره 
 ميدان ميكروسكوپي با قدرت 10ها در  تعداد ائوزينوفيل. تحت آزمايش

  .بالا گزارش شده است

اره
شم

  

 10تعداد ائوزينوفيل در   روهگ
  ميدان ميكروسكوپي

  شماي كلي بافت

  طبيعي  0 ± 0  تست  1
  طبيعي  17/0±41/0  كنترل منفي  2
انفيلتراسيون   5/1 ±05/1  ژن كنترل آنتي  3

  لنفوپلاسما سيتيك
  طبيعي  ODN  0 ± 0كنترل   4

  
  
  
  

  بحث
دهنـد كـه      هـاي مختلـف نـشان مـي             روي هم رفته گـزارش    

 تركيبــات حــاوي رديفهــاي ســيتوزين ـ گــوانين    اســتفاده از
ــي ــديل پاســخ   م ــددي در تع ــار متع ــد آث ــابي و  توان ــاي الته ه

 كمكي ـ دو  Tبخصوص تغيير الگوي سايتوكايني از لنفوسيت 
 كمكي ـ يك داشته باشد كه تمـامي آنهـا    Tبه سمت لنفوسيت 

هـاي    تاييد كننده آثـار مثبـت ايـن تركيبـات در كـاهش پاسـخ              
ژيـــك در حيوانـــات آزمايـــشگاهي و انـــسان التهـــابي و آلر

در حال حاضر اين تركيبات به عنـوان يكـي          ) 18و  4،  1(.باشند  مي
هاي ضد آسـم و    از كانديداهاي مورد استفاده در تهيه واكسن      

آلرژي مطرح بوده و در برخي مطالعات باليني تحت بررسـي           
  )19و 13(.باشند مي

 يـا درمــان      از آنجـا كـه تـاثير مثبـت ايــن مـواد در كـاهش      
هـايي مثـل آلبـومين و         ژن  هاي التهـابي ناشـي از آنتـي         واكنش

هاي شايع مثـل رگ ويـد قـبلا تائيـد             همينطور برخي از آلرژن   
، در اين مطالعه نقش تعديل كنندگي آن در كنتـرل    )1(شده است 

تره  زاي گياه سلمه    هاي التهابي ناشي از عصاره آلرژي       واكنش
براي ايـن كـار روش      . ددر مدل آزمايشگاهي آسم بررسي ش     

ژن از  تزريـق همزمـان رديفهـاي سـيتوزين ـ گـوانين و آنتـي       
موشهاي تحت آزمايش پـس     . طريق داخل صفاقي انتخاب شد    

، مخلـوط  )ژن گـروه كنتـرل آنتـي     (ژن  از حساس شدن با آنتـي     
ــي ــوانين     آنت ــيتوزين ـ گ ــاي س ــست (ژن و رديفه ــروه ت ، )گ
اقـد رديفهـاي    و يـا نوكلئوتيـدهاي ف     ) گروه كنتـرل منفـي    (بافر

 بـار تزريـق   2كـه بـا   )  منفـي CpGكنتـرل  (سيتوزين ـ گوانين 
داخل صفاقي به فاصله يك هفته صـورت گرفـت، در معـرض             

  .ژن بصورت استنشاقي قرار گرفتند برخورد با آنتي
    به منظور بررسي نتايج آزمايش نيز تعدادي از پارامترهاي 

كمكــي  Tايمونولوژيــك كــه نــشان دهنــده فعاليــت لنفوســيت 
براي اين كار مقدار اينترفرون گاماي      . باشند، انتخاب شدند    مي

 كمكي ـ يـك   Tسيستميك به عنوان شاخص فعاليت لنفوسيت 
و مقـدار ايمونوگلبـولين ـ اي سـرمي و ميـزان انفيلتراسـيون       
سلولهاي ائوزينوفيـل و التهـابي در ريـه بـه عنـوان شـاخص               

  . ندگيري شد  كمكي ـ دو اندازهTفعاليت لنفوسيت 
هــايي كــه اخيــراً در      از طــرف ديگــر بــا توجــه بــه گــزارش

هـا    هاي التهابي موضعي و توليـد سـايتوكاين         خصوص پاسخ 
ــه     ــاطي اراي ــت مخ ــود در باف ــي موج ــلولهاي ايمن توســط س

گيــري ميــزان  ، در ايــن مطالعـه عــلاوه بــر انـدازه  )20(انــد شـده 
دار ها و مقدار ايمونوگلوبولين ـ اي سيستميك، مق ـ  سايتوكاين

اين مواد در محيط كشت بافت ريه موشـهاي تحـت آزمـايش             
  .نيز مورد مطالعه قرار گرفتند

    همان طور كه نتايج حاصل از پارامترهاي فوق در جـداول           
ــماره  ــي 2-4شـ ــشان مـ ــي    نـ ــر مـ ــه نظـ ــد، بـ ــد  دهنـ رسـ

ــوانين       ــيتوزين ـ گ ــاي س ــاوي رديفه ــدهاي ح اليگونوكلئوتي
روز آسم توسط گيـاه     توانند يك نقش پيشگيري كننده در ب        مي

ايـن نتـايج مـشابه      زاي سـلمه تـره داشـته باشـند كـه              آلرژي
 مطالعـه حاضـر     )14(.باشـند   هاي برخي مطالعات ديگر مي      يافته

نشان داد كه هر چند ميزان توليد سيستميك گامـا اينترفـرون            
ژن در مقايسه با گـروه        در موشهاي گروه دريافت كننده آنتي     

افزايش داشـته   ) فر فسفات نمكي  تحت درمان با با   (كنترل منفي 
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ــده      ــت كننـ ــروه دريافـ ــزايش در گـ ــن افـ ــي ايـ ــت، ولـ اسـ
اليگونوكلئوتيدها، بخـصوص گـروه دريافـت كننـده رديفهـاي           

 برابر بـوده  40تر و در حدود  سيتوزين ـ گوانين، بسيار بيش 
، نتـايج   )22و  21(هـا آمـده     همانطور كه در برخـي گـزارش      . است

كه رديفهاي فاقد سيتوزين حاصل از مطالعه حاضر نشان داد     
تواننـد داراي     هاي متفاوتي مي    ـ گوانين نيز احتمالاً با مكانيسم     

آثار مثبت ضدالتهابي و تعـديل كننـدگي باشـند، بطـوري كـه              
ــد،   ــايج حاصــل از دو گــروه تــست و كنتــرل اليگونوكلئوتي نت

  .ها به يكديگر نزديك است تر از ساير گروه بيش
ها در خصوص غلظت      ير گزارش     علاوه بر اين همانند سا    

ــام ســرمي    ــولين ـ اي ت ــدار ايمونوگلوب ــه )22و 15(مق ، مطالع
ژن موجـب افـزايش         حاضر نيز نشان داد كه تماس با آنتـي        

ولـي تجـويز    )  برابر 7بيش از   (گردد  بادي مي   شديد اين آنتي  
توام آن با اليگونوكلئوتيدهاي حاوي رديفهـاي سـيتوزين ـ    

روي هـم  . دهد كاهش مي% 80زان  گوانين اين مقدار را به مي     
هاي متفاوتي كه در خـصوص ايـن          رفته با توجه به گزارش    

گيري اين    رسد كه اندازه    اند، به نظر مي     بادي ارايه شده    آنتي
هاي ايمني  ماركر در ارزيابي نقش سي ـ پي ـ جي در پاسخ  

در . دهـد   چندان مناسب نبوده و نتـايج يكدسـتي ارائـه نمـي           
 بجاي بررسي مقدار ايمونوگلبولين     شود  ض پيشنهاد مي  عو

فـت  ـ اي تام سرمي به تنهايي، از مطالعات هيـستولوژيك با          
ها و سلولهاي التهـابي موضـعي         ريه و شمارش ائوزينوفيل   

ــق  ــابي دقي ــت ارزي ــز جه ــديل    ني ــابي و تع ــرايط الته ــر ش ت
در اين مطالعـه، بررسـي   . هاي ايمني كمك گرفته شود     پاسخ

بافت شناسي ريه موشـهاي تحـت آزمـايش نـشان داد هـر              
چند ميزان ايمونوگلبولين ـ اي سرم در گروه دريافت كننده  

كلئوتيــدهاي حــاوي رديفهــاي ســيتوزين ـ گــوانين   اليگونو
 نهمچنان بالاتر از گروه كنترل منفي بود، ولي آثار مثبت اي          

هاي التهابي موضعي     تركيبات در جلوگيري از بروز واكنش     
در بافت ريه كاملاً مشهود است، بطوريكه هـيچ گونـه آثـار             
. ائوزينوفيلي و التهابي در ريـه ايـن موشـها ملاحظـه نـشد             

دهنـد كـه      هاي حاصل از اين مطالعه نشان مي        اين يافته بنابر
استفاده از اليگونوكلئوتيدهاي حاوي رديفهـاي سـيتوزين ـ    

هـاي التهـابي      تواند در جلوگيري از بروز واكنش       گوانين مي 
هاي ايـران يعنـي       ترين آلرژن   و آسم نسبت به يكي از شايع      

  . گرده گياه سلمه تره موثر باشد
ن گفت كه هر چند اين مطالعـه در مـدل           توا      بطور كلي مي  

ــي       ــد برخ ــي همانن ــت ول ــده اس ــام ش ــم انج ــواني آس حي
رسـد تجربـه آن در انـسان       هاي ديگر، بـه نظـر مـي         گزارش

توانـــد يـــك روش   توســـط متخصـــصين بـــاليني مـــي   
ايمونومدولاتوري مفيد در پيشگيري از بروز علائم آسـم و          

 محدوديت   با اين حال   )1(.همچنين درمان آن را معرفي نمايد     
اين مطالعه در اين بود كه فقـط مقـدار ايمونوگلبـولين ـ اي     
مــورد مطالعــه قــرار گرفتــه اســت در صــورتي كــه برخــي 

هـاي ـ جـي و زيـر      بـادي  دهند كه آنتـي  ها نشان مي گزارش
هاي آن در ارزيابي پاسخهاي التهـابي مـوش اهميـت             كلاس
ي ايـن   گيـر   رسد كه اندازه    ؛ به نظر مي   )24و  23(تري دارند   بيش

هــا بــه همــراه مقــدار ايمونوگلوبــولين ـ اي در    زيــر كــلاس
تري داشته باشد، لـذا       توانست نتايج دقيق    مطالعه حاضر مي  

  .شود انجام آن در مطالعات بعدي پيشنهاد مي
  

  گيري نتيجه
هاي انجام شده بر روي مـدل آزمايـشگاهي آسـم                 آزمايش

ي ايمني التهابي   ها  توانند پاسخ   نشان دادند كه اين تركيبات مي     
يري كننـده در    گرا بخصوص در ريه تعديل كرده و نقش پيـش         

بروز علائم آسم آلرژيك ايفا نمايند، لـذا بـا توجـه بـه اهميـت       
زايــي جمعيــت ايرانــي، پيــشنهاد  نقــش گيــاه فــوق در آلــرژي

شود كاربرد اين تركيبات در بيماران نيز توسط همكـاران            مي
رد و در صورتي كـه      متخصص آلرژي مورد بررسي قرار بگي     

مانند برخي از تحقيقـات گـزارش شـده نتـايج مفيـد آن تائيـد                
گرديد، بتـوان از ايـن مـواد در پيـشگيري و درمـان بيمـاران                

  .آلرژيك استفاده نمود
  

  تقدير و تشكر
    ايــن تحقيــق بــا اســتفاده از حمايــت مــالي دانــشگاه علــوم 
 پزشكي و خـدمات بهداشـتي ـ درمـاني ايـران در قالـب طـرح       

انجـام گرديـده اسـت كـه بـدين        ) 577: شـماره ثبـت   (تحقيقاتي
وسيله نويسندگان مقالـه، مراتـب تقـدير و تـشكر خـود را از               
مسؤولين آن مركـز و سـركار خـانم دكتـر حـسيني مـشاور               
محترم آماري، دكتر سهيلا اژدري به جهت در اختيار گذاشتن    
برخي مواد آزمايشگاهي، خانم ثريـا رفيعـي بـه جهـت امـور              

پ و هماهنگي و خـانم پريـوش دانـش بـه جهـت كمـك در                 تاي
  . دارند اجراي امور آزمايشگاهي، ابراز مي
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Study of the Effects of CpG Oligonucleotides on IFN- γ and IgE 
Responses to Chenopodium Album Allergen in Murine Model of Asthma 
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Abstract 
    Background & Aim: Worldwide increasing number of allergic disorders is one of the most important health challenges, 
and achieving safe prophylactic and therapeutic procedures is the main aim of the investigators. CpG 
oligodeoxynucleotides (CpG ODN) which modulate the immune responses and change the cytokine patterns by several 
mechanisms are among these procedures. 
    Material and Method: In this experimental study we investigated the effects of CpG motif on immune responses to 
Chenopodium album (CH.a), a common allergenic plant in Iran, in a murine model of asthma. We used CH. a pollen 
extract with CpG to sensitize the mice and compared a number of immunologic parameters such as interferon gamma 
(IFN- γ) and IgE levels between case and control groups. To do this, IFN-γ and IgE levels were measured in splenocyte and 
lung culture supernatants. Histological studies were also conducted to identify inflammatory cells in lung airways. ANOVA 
test was used to analyze the data. 
    Results: The study showed although CpG ODN cannot  reduce IgE levels to the normal range, they can lower IgE levels 
by 80% and have a potent influence to augment both systemic and local levels of IFN- γ as a Th1 activity marker (P<0.01) 
    Conclusion: The results of the study have consistency with other reports and confirm the benefits of CpG motifs in 
reducing lung inflammatory responses. Since CpG components have potency to shift immune activity from Th2 to Th1 
responses, it seems that co-administration of CpG/antigen can modulate inflammatory responses to different allergenic 
antigens. 
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