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زمینه و هدف:
تاکنون دلایل واضحی برای عدم وجود پاسخ موثر ضد ویروسی در بیماران آلوده به شکل مزمن هپاتیت HCV )1  C ( وجود ندارد. گرچه به نظر می رسد 
 IL-10 که ناهنجاریهای متعددی در ایمنی ذاتی و اکتسابی باعث مزمن شدن این ویروس می شود، اما تولید سیتوکین های اختصاصی این ویروس همانند
 )Tregs(  که فعالیت تنظیمی دارند T توسط جمعیتی از سلول های IL-10 ممکن است در پیشرفت بیماری به سمت فاز مزمن موثر باشد. تولید
می تواند یکی از راهکارهای ویروس جهت منحرف کردن پاسخ ضد ویروسی باشد. در این مطالعه برای اولین بار شبیه سازی از شرایط فیزیولوژیک افراد 

بیمار صورت گرفته است تا بدین ترتیب نقش آنتی ژن core در افزایش فرکانس تولید IL-10 در Tregs بررسی شود.
روش بررسی:

 HCV 16 بیمار که به شکل مزمن )PBMCs( سلول های تک هسته ای خون محیطی ، IL-10 بر روی تولید HCV-core جهت بررسی اثر
آلوده بودند و نیز 6 نفر به عنوان کنترل مورد بررسی قرار گرفت. برای این منظور PBMCs از گروه های مختلف جدا شد و در محیط کشت 
توسط آنتی ژن core و در کنار آنتي بادي هاي کمک محرك تحریک شد. سپس با استفاده از روش فلوسایتومتری سه رنگی دستی، فرکانس 

سلولهای +CD4+,CD25 مولد  IL-10 ارزیابی شد.
یافته ها: 

تنظیمی   T های  سلول  جمعیت   ،HCV-core ژن  آنتی  با   PBMCs انکوباسیون  دنبال  به  که  است  شده  داده  نشان  مطالعه  این  در 
+CD4+,CD25+,IL-10  در افراد آلوده به HCV افزایش داشته است اما در گروه کنترل افزایش مشاهده نشده است. 

نتیجه گیری:
 نتایج این مطالعه از این فرضیه که در هنگام عفونت HCV، سلول های T تنظیمی اختصاصی +CD4+,CD25+,IL-10  می توانند موجب 
 IL-10 نباید از اپی توپهائی که تولید HCV تحمل پاسخ ایمنی شوند، حمایت می کند. به نظر می رسد که در طراحی کاندیدهای واکسن علیه

را باعث می شوند، استفاده کرد.
 core آنتی ژن ،C تنظیمی ، عفونت ویروس هپاتیت T کلید واژه: سلول های
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تولید اختصاصی اینترلوکین IL-10 توسط سلولهای T تنظیمی 
HCV در بیماران آلوده به فرم مزمن CD4+,CD25+
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زمینه و هدف:  
ویروس هپاتیت Hepatitis C virus,HCV ) C ( از جمله مهم ترین 
و  کبد  درگیري  است.)1(  انسان  در  عفوني کبدي  بیماري هاي  عوامل 
و  حاد  هپاتیت  مختلف چون  به صور  ویروس  این  از  حاصل  اختلالات 
 HCV مزمن بروز مي نماید.)2و3( مکانیسمي که منجر به مزمن شدن
می شود هنوز شناخته نشده است. تصور مي شود که پاسخ ایمني ایجاد 
شده بر ضد HCV ، به قدري ضعیف باشد که قادر به پاکسازي تمامی 
سلول هاي کبدی آلوده نباشد. در تعدادی از گزارش ها آمده است که 
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از جمله عوامل مزمن شدن این عفونت، می تواند عدم وجود تحریک کافي 
براي شروع پاسخ ایمني باشد که ممکن است به دلایل مختلفی چون کافی 
و مناسب نبودن میزان آنتي ژن و سیگنال هاي کمک محرك، نوع سلول 
APC و پروفایل سیتوکیني سلول هاي T در فاز حاد عفونت باشد .)4( 
بر خلاف سیتوکین های وابسته به Th1، تعدادی از سیتوکین ها مانع از 
ریشه کنی HCV می شوند که از جمله این سیتوکین ها می توان به

IL-10  اشاره کرد.)5( به طور کلی IL-10  یک سیتوکین تنظیم کننده 
سیستم ایمنی است که در موش و انسان توسط سلول های مختلفی از 
 T CD8 و T CD4+ سلولهای ،B جمله منوسیت ها، ماکروفاژها، سلولهای
تولید می شود .)8-6( نشان داده شده است که IL-10  می تواند به طور 
مستقیم از تولید سیتوکین توسط سلول های T در vitro جلوگیری کند.

)9( علاوه بر این که می تواند مانع از بلوغ سلول های دندریتیک شود ، 
 APC توسط  ها  و سایر سلول   T های  فعال کردن سلول  ترتیب  بدین 
بلوکه  موجب  سیتوکین  این  چنین  هم  گیرد.  نمی  موثر صورت  طور  به 
شدن تولید سیتوکین های پیش التهابی )Pro-inflammatory(، کمک 
محرك ها، بیان MHC II و نیز تولید کموکین می شود.)10( در تعدادی 
از مطالعات، افزایش سیستماتیک IL-10 در افراد آلوده به HCV گزارش 
شده است.)11و12( در مطالعات مختلفی تولید IL-10 توسط سلول های 
تک هسته ای خون محیطی )PBMCs( در افراده آلوده به HCV بررسی 
شده است که در اکثر آنها افزایش تولید IL-10 اتفاق افتاده است.)14و13( 
به طور کلی در عفونت HCV ، یکی از آنتی ژن هایی که موجب تولید 
IL-10 می شود پروتئین core است.)15و16(. در مطالعه ای مشخص 
شده است که تولید IL-10 بدنبال تحریک PBMCs توسط core در 
افرادی که در فاز مزمن هستند نسبت به افرادی که ریشه کنی ویروس 
بنابراین  بوده است.)17(  آنها خود به خود صورت گرفته است بیشتر  در 
احتمال می رود که پروتئین core ، موجب خاموش شدن پاسخ ایمني 
میزبان شود. براي مثال نشان داده شده است که بیان پروتئین core در 
حین عفونت همزمان HCV و واکسینیا، باعث سرکوب پاسخ سلول هاي 
T سیتوتوکسیک اختصاصي واکسینیا نیز شده است.)18( هم چنین این 
پروتئین از تولید اینترفرون گاما )IFN-γ( جلوگیری کرده است.)19-22( 
بر پایه این نتایج می توان پیشنهاد کرد که احتمالا HCV-core به عنوان 
یک تنظیم کننده ایمنی به نحوی عمل می کند تا عفونت HCV به سمت 
فاز مزمن پیش رود.)23و24( اما نتیجه تحقیقات در این زمینه هنوز به 
قطعیت نرسیده است.)26و25( در پژوهشی نشان داده شده است که میزان 
قابل توجهی از IL-10 در هنگام عفونت تولید می شود که می تواند با 
شکل گیری گروه های خاصی از سلول های سرکوب کننده مرتبط باشد.

)11( هم چنین در مطالعات اخیر نشان داده شده است که در مزمن شدن 
عفونت HCV جمعیتي از سلول هاي T CD4 با نام سلولهاي T تنظیمي 
)Regulatory T Cells, Tregs( نقش ایفا می کنند. یکی از زیر گروه 
 )Induced Tregs,iTregs( تنظیمی القائی T سلول های ،Tregs های

است.)27( گزارش شده است که سلول های T تنظیمی در خون محیطی 
افراد آلوده به HCV به میزان زیادی IL-10 تولید می کنند و در مزمن 
شدن عفونت HCV نقش دارند.)28و29( به طور کلی جهت بکار گیری و 
جهت دهی های احتمالی Tregs برای اهداف بالینی نیاز است که مطالعات 
با توجه  را  این سلول ها  تکثیر  و  فعالیت  بتوان  تا  بیشتری صورت گیرد 
پروتئین  منظور شناخت  برای همین  برد.)30(  پیش  نظر  مورد  به هدف 
تواند  می  شود،    Tregs تکثیر  یا  القا  باعث  بتواند  که   HCV از  هایی 
به کنترل بیماری و پیشگیری از مزمن شدن آن کمک نماید. بر خلاف 
ناشناخته  انجام است، هنوز  این زمینه در حال  تحقیقات وسیعي که در 
هاي زیادي در زمینه هاي مختلف  Tregs از جمله عملکرد آن، مارکرها 
و روش هاي مطالعه این سلول وجود دارد. از آنجا که هنوز نقش آنتی ژن 
core در عفونت HCV کاملا مشخص نشده است، در این مطالعه تحریک 
PBMCs توسط پروتئین کامل core انجام و نقش این پروتئین در تولید 
اختصاصی IL-10 از طریق سلول های +T CD4+,CD25 بررسی شده 
است. در این مطالعه برای تشخیص جمعیتی از سلول های T تنظیمی از 
روش فلوسایتومتری سه رنگی و با استفاده از مارکرهاي CD25، CD4 و 
IL-10 )35- 28( در میان جمعیت PBMCs استفاده شد تا بدین ترتیب 
 HCV بتوان به نتایج نزدیک تری به بر هم کنش شرایط طبیعی بدن با

دست یافت.

روش بررسی: 
بیماران

 HCV بیماری  مزمن  شکل  به  آلوده  بیمار   16 روی  بر  مطالعه  این 
مراجعه کننده به مرکز تحقیقات گوارش و کبد بیمارستان شریعتی دانشگاه 
علوم پزشکی تهران و نیز 6 نفر به عنوان گروه کنترل انجام شد. بیماران 
مراجعه کننده به این مرکز از جهت آنتی بادی علیه HIV و HBV توسط 
کیت های تجاری الیزا "ارگانم" ساخت بلژیک مورد بررسی قرار گرفتند و 
سابقه این عفونت در آنها مشاهده نشد. نمونه های کنترل افرادی بودند که 
سابقه مواجهه با این ویروس را نداشته و از سازمان انتقال خون ایران گرفته 

شدند. 

آنتي بادي هاي مورد استفاده در فلوسایتومتري
نیز  و  نیاز  مورد  های  بادی  آنتی  فلوسایتومتری،  تکنیک  انجام  برای 

ایزوتایپ های مرتبط از شرکت BD آمریکا خریداری شد )جدول 1(.

جداسازي سلول هاي تک هسته اي خون محیطي 
 EDTA )Ethylenediamine حاوي  هاي  لوله  در  خونگیري 
tetraacetic acid ( از افراد تحت آزمایش صورت گرفت. به دنبال آن 
طور  به  شد.  انجام  فایکلول  گرادیان  روش  توسط   PBMCs جداسازي 
    Phosphate Buffered( PBS خلاصه نمونه هاي خوني به میزان 1:1 با
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Saline( مخلوط و بر روي فایکول )لیمفوپرب، آکسیس( با نسبت برابر برده 
و به مدت 30 دقیقه در g 19 در دماي اتاق سانتریفوژ شدند. بعد از دور 
ریختن فاز روئي )پلاسما(، لایه PBMCs جدا و در PBS ریخته و براي 
مدت 10 دقیقه در g 17 شسته شدند. در نهایت سلول ها در محیط کشت 
کامل RPMI-1640  )گیبکو( حاوي گلوتامین )mM 2(، سرم جنین 
 µg/ml( و استرپتومایسین )50 U/ml( پني سیلین )گاوي )10%( )گیبکو
50( نگهداري شدند. میزان زنده بودن سلول ها به وسیله تریپان بلو بیشتر 

از 90% بدست آمد.

بهینه سازی تشخیص  سلول های CD4+,CD25+,IL-10+ T توسط 
تکنیک فلوسایتومتری سه رنگی 

 Anti-CD4-FITC در مرحله اول این مطالعه میزان آنتی بادی های
Anti-CD25-PE-Cy-7 و Anti-IL-10-PE در آزمایش  های مکرر بهینه 
سازی و سپس نحوه انجام رنگ آمیزی همزمان نشانگر داخل سلولی و خارج 
 ،PBMCs سلولی مورد ارزیابی قرار گرفت. به طور کلی بعد از جداسازی
تعداد105 ×2 سلول را در لوله های فلوسایتومتری قرار داده، توسط بافر 
شستشوی سرد )PBS حاوی10% سرم و ETDA 1mM( سلول ها را 
شسته و با استفاده از پارافرمالدئید 4% )سیگما( به مدت 30 دقیقه بر روی 
یخ مرحله فیکساسیون انجام شد. بعد از شستشوی سلول ها، با استفاده از 
نفوذپذیری  )سیگما(   )Triton X-100( ایکس 100  تریتون  رقت01/%  
سلول ها صورت گرفت. مرحله بعد بلاکینگ توسط سرم خرگوشی %10 
برای مدت 15 دقیقه بر روی یخ انجام شد. این مرحله انتخابی است. در 
ادامه سلول ها با رقت مناسب از آنتی بادی ضد IL-10 به مدت 45 دقیقه 
در تاریکی و بر روی یخ انکوبه شدند. بعد از انجام مرحله شستشو، بلاکینگ 
توسط سرم موشی 10% برای مدت 15 دقیقه بر روی یخ انجام شد. این 
مرحله نیز انتخابی است. در ادامه سلول ها با رقت مناسب از آنتی بادی 
های سطحی ضد CD4 و CD25 برای مدت 30 دقیقه بر روی یخ و در 
تاریکی انکوبه و سپس شسته شدند و در نهایت نمونه ها در پارافرمالدهید 
2% سوسپانسیون و سریعا جهت آنالیز به پژوهشکده رویان ارسال شدند. 
ایزوتایپ های متناسب با آنتی بادی های سطحی و داخل سلولی جهت 

ارزیابی و حذف باندهای غیر اختصاصی و جلوگیری از نتایج کاذب استفاده 
شد. فلوسایتومتری با استفاده از دستگاه فلوسایتومتری )بکتون دیکنسون( 
و توسط نرم افزارCellQuest software انجام شد. برای هر آنالیز، ده 

هزار سلول شمارش شد.

PBMCs تحریک اختصاصي
 CD4، مارکرهای  از  تنظیمی   T های  سلول  شناسائی  جهت 
های       سلول  درصد  مطالعه  این  در  شد.  استفاده   IL-10 و   CD25
اندازه  بیمار  و  سالم  افراد  محیطی  خون   CD4+,CD25+,IL-10+ T
گیری شد و همزمان با آن، جهت بررسی تکثیر اختصاصی سلول های این 
جمعیت سلولی در عفونت HCV، تعداد lµ 5/200 10×2 از PBMCs به 
چاهک های 96 خانه )بی دی، فارمینژن( اضافه شد. در چاهک هائی که 
  )1gµ /mL)CD49d بررسی می شد، آنتی بادی ضد HCV-core اثر
)ای بایوساینس(، آنتی بادی ضد 1gµ /mL)CD28(  )ای بایوساینس( و 
آنتی ژن 10gµ /mL) core( اضافه شد. آنتی ژن core به صورت هدیه از 
دکتر ژان پیر )فرانسه( دریافت شد. در چاهک های کنترل منفی برای افراد 
بیمار و سالم، سلول ها در کنار محیط کشت در انکوباتور قرار گرفتند.  به 
چاهک هائی که  به عنوان کنترل مثبت در نظر گرفته شده بود همان تعداد 
PBMCs و نیز اینومایسین )500ng /mL()Ionomycin,IO( و پی 
إم إی )20ng /mL()Phorbol myristate acetate,PMA( اضافه 
شد. استفاده از آنتی بادی های کمک محرك، تحریک بهینه را برای سلول 
های T فراهم می کند.)36( به تمامی چاهک ها بعد از گذشت مدت زمان 
2 ساعت، برفلدین Brefeldin A,BFA ) A ( به میزان 1gµ /mL اضافه 
شد. تمامی پلیت های کشت در انکوباتور 37 درجه سانتی گراد و CO2 دار 
)5%( به مدت 16 ساعت قرار داده شد. به دنبال آن فلوسایتومتری بر روی 

سلول ها صورت گرفت. 

بررسي آماري
آزمون  انجام  طریق  از  ها  داده  بودن  نرمال  آزمونی  هر  انجام  از  قبل 
از  بودند  نرمال  ها  داده  و چون  Kolmogorov-Smirnov تست شد 
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جدول 1: مشخصات آنتي بادي هاي به کار رفته براي تشخیص سلول های T تنظیمی

نام ترکیبشماره کاتالوگنوع کونژووگهتهیه شده از

BD PharMigen, CA, USAFITC555346Anti-Human-CD4 antibody

BD PharMigen, CA, USAFITC555748Mouse IgG1 isotyoe control antibody

BD PharMigen, CA, USAPE-Cy7335824Anti-Human CD25 antibody

BD PharMigen, CA, USAPE-Cy7557646Mouse IgG1 isotyoe control antibody

BD PharMigen, CA, USAPE559337Anti-Human IL-10 antibody

BD PharMigen, CA, USAPE559318Rabbit IgG1 isotyoe control antibody
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آزمون های پارامتریک استفاده شد. براي مقایسه داده های قبل و بعد در 
هر گروه از آزمون t زوج استفاده شد و پس از آن برای مقایسه گروه های 
بعد از One way ANOVA استفاده شد و برای مقایسه دو به دو از آزمون  

Tukey Post-hoc استفاده شد.

یافته  ها  :  
CD4+,CD25+,IL-10+ T تشخیص سلول های 

سلول های T تنظیمی، جمعیت های مختلفی را شامل می شوند که 
دسته ای از آنها، لنفوسیت های CD4 مثبت هستند که مارکرهای CD25 و 
IL-10 را بیان می کنند.)28و35-30(. بدنبال جداسازی PBMCs از نمونه 
خونی افراد سالم، تشخیص سلولهای Tr1 بهینه شد. برای این منظور در ابتدا 
رقت بهینه آنتی بادی های مختلف سطحی CD25 و CD4، توسط آزمایش 
 1µl ,CD25 های تیتراسیون مشخص شد. میزان مناسب آنتی بادی ضد
از استوك )Stock( آنتی بادی بود و برای آنتی بادی ضد 1µl ,CD4 از 
استوك آنتی بادی به حجم µl 20 رسانده شد و سپس به سلول ها اضافه شد. 
درصد متوسط سلول های CD4 مثبت و CD25 به ترتیب 50 و 2-1 بود. در 
 CD4 نهایت با انجام رنگ آمیزی سه رنگی با استفاده از آنتي بادي هاي ضد
CD25 و IL-10، درصد سلول های T تنظیمی در افراد کنترل تشخیص 

داده شد )شکل 1(

افزایش فرکانس سلول هاي CD4+,CD25+,IL-10+ T در افراد آلوده 
core در پاسخ به آنتی ژن HCV به

به علت این که پروتئین نوکلئوکپسید یا HCV-core یک محرك ایمنی 
همورال و سلولی است )24و25(، بنابراین آنتی ژن core به عنوان محرك در 

این مطالعه استفاده شد. برای بررسی این که آیا آنتی ژن core می تواند باعث 
تولید اختصاصی IL-10  در محیط آزمایشگاه شود، PBMCs افراد آلوده 
و سالم به مدت 16 ساعت با آنتی ژن core در کنار آنتی بادی های کمک 
 CD4,CD25 مارکرهای  بیان همزمان  محرك، تحریک شدند و سپس 
و IL-10 توسط تکنیک فلوسایتومتری بر روی PBMCs بررسی شد. در 
PBMCs، درصد  تحریک  دنبال  به  که  است  داده شده  نشان   2 شکل 
منفی)±%0/02  کنترل  گروه  در   CD4+,CD25+,IL-10+ های  سلول 
0/48%( با مقدار قبل)0/01%±0/40%( از آن تفاوت معنی دار نداشته است 
که نشانگر آن است که محیط کشت بر تعداد این دسته از سلول ها، تاثیری 
نداشته است. اما در صد این سلول ها در گروه تست نسبت به قبل و کنترل 
 )%0/21±%0/10; paired t-test،p >0/001( منفی  افزایش معنی داری
را نشان می دهد که می توان نتیجه گرفت که پروتئین core به صورت 
اختصاصی موجب افزایش سلول های مذکور شده است. هم چنین مشاهده 
 ،Tukey:   p  >0/001( مثبت  کنترل  گروه  و  تست  گروه  میان  که  شد 
0/20%±2/45%( تفاوت معنی دار وجود داشته است که می توان به این نتجه 
رسید که اثر دو ماده IO و PMA بیشتر از اثر پروتئین core در افزایش 

سلول های +CD4+,CD25+,IL-10 بوده است. 
های  سلول  درصد  افزایش  که  بود  این  نشانگر  حاصل  نتیجه 
CD4+,CD25+,IL-10+ T تنها به دنبال تحریک با آنتی ژن core در افراد 
بیمار اتفاق افتاده است )شکل 2(. در صورتي که در کنترل منفي بیمار و نیز 

افراد سالم )0/01%±0/25%( افزایش سلول های این جمعیت سلولی معني 
دار نبوده است )نمودار 1(. بنابراین در عفونت HCV، آنتي ژن core باعث 

القا اختصاصي سلول های T تنظیمی مي شود.
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شکل 1 : استراتژي گیت کردن سلول هاي PBMCs براي تشخیص سلولهای T تنظیمی +CD4+,CD25+,IL-10: الف( در R1 جمعیتي از لنفوسیت ها بر اساس FSC و SCC گیت 
شده است که براي شناسائي سلولهاي +CD4 انتخاب شده اند. ب( R2 جمعیت لنفوستهاي +CD4 را نشان مي دهد که از جمعیت سلول هاي R1 گرفته شده است. ج( در R3 فرکانس 

سلولهاي +T CD4+,CD25+,IL-10 در افراد سالم نشان داده شده است.

الفبج

هاشمپور و همکاران
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بحث  : 
به طور کلی مبنای درمان های ضدویروسی اثر مستقیم بر روی تعداد سلول 
های T اختصاصی ویروس است. این روش گرچه برای ریشه کنی تعدادی از 
عفونت ها موثر بوده اما در اکثر موارد برای ریشه کنی عفونت های ویروسی 
مزم��ن موثر نبوده اس��ت. ویروس ها با اس��تفاده از راهکارهای مختلف از 
 ،T جمله سرکوب سیستم ایمنی به واسطه ایجاد نقصان در عملکرد سلول
مانع از شناس��ایي خود توسط سیستم ایمنی مي شوند علاوه بر این که با 
انحراف سیستم ایمني به سمت تولید سیتوکین هایي چون IL-10، منجر 
به تضعیف عملکرد سلول T می شوند. مشخص شده است که القاء تولید 
IL-10 یک راهکاری است که توسط ویروس های مختلف جهت سرکوب 
و فرار از سیس��تم ایمنی ضدویروس��ی اعمال می ش��ود. مشاهدات اخیر 
نش��ان داده است که خنثی کردن اثر IL-10، موجب بهبود عفونت مزمن 
ویروس��ی شده است، بنابراین درمان س��ایر عفونت های مزمن که با تیتر 

IL-  مرتبط اس��ت مي تواند با خنثي کردن موقتي عملکرد IL-10 بالای
10 ممکن شود که در این صورت چون افت فعالیت سیستم ایمني میزبان 
ب��ه صورت گذرا اتف��اق می افتد، بیماري هاي اتوایمی��ون در میزبان بروز 
نمي کند.)38و39( در مطالعه اي نش��ان داده شده است عفونت لیشمانیا 
 IL-10 را تولید نمی کردند یا در موش��هایي که IL-10 در موش��هایی که
در آنها بلوکه ش��ده، ریشه کن شده است.)40( در مطالعه دیگری گزارش 
شده است که IL-10 در پیشرفت عفونت در موش ها به سمت فاز مزمن 
نقش دارد.)41( در یک بررس��ی بالینی نش��ان داده ش��ده است که وقتی 
IL-10 به صورت اگزوژن به افرادی که در فاز مزمن عفونت هستند تزریق 
ش��ود از پاس��خ اختصاصی علیه HCV جلوگیری می کند.)39( علاوه بر 
nucleotide pol - )این مشخص شده اس��ت که وجود پلی مورفیسم 

morphism( در ناحیه IL-10، موجب پاك س��ازی طبیعی HCV در 
بعضی از جمعیت ها می ش��ود.)42( با انجام مطالعات بالینی مختلفی که 

الف ب

ج د
شکل 2 : کشت PBMCs افراد آلوده و کنترل الف( تحریک سلول هاي افراد سالم به عنوان کنترل منفي در کنار آنتي بادي هاي کمک محرک anti-CD28 ،  anti-Cd49d و آنتي ژن 
core که نتایج نشان دادافزایش سلولهای CD4+,CD25+,IL-10+ T معنادار نبوده است. ب( کشت سلول هاي افراد آلوده به عنوان کنترل منفي بدون حضور آنتي ژن core که نتایج 

نشان داد افزایش  این جمعیت سلولی معنادار نبوده است. ج( تست سلول هاي افراد آلوده که افزایش این سلول ها معني دار بوده است. د( کنترل مثبت

11
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در زمینه عفونت HCV صورت گرفته اس��ت این فرضیه که سیگنالینگ 
IL-10 ممکن اس��ت بر روی عفونت مزمن ویروس��ی و عوارض ثانویه اثر 
داشته باشد به تائید بیشتر رسیده است. در یک پژوهش با استفاده از آنتی 
بادی منوکلونال ضد IL-10 موفق شدند فعالیت سلول های T افرادی که 
در فاز مزمن هستند را دوباره احیا کنند.)43( به طور کلی دسته از سلول 
های T تنظیمی با تولید IL-10 موجب افزایش تولید IL-10 توسط سایر 
س��لول ها نیز مي شوند.)44و45( در پژوهش��ی نشان داده شده است که 
تولید IL-10 توس��ط Tregs می تواند منجر به تضعیف عملکرد ماکروفاژ 
جهت حذف انگل های داخل س��لولی ش��ود.)40( بر پایه مطالعاتی که بر 
 HCV روی شامپانزه انجام شده است به این نتیجه رسیده اند که عفونت
با القاء س��لولهای T فعال شده با نش��انگر -CD4+,CD25 منجر به تولید 
تعدادی از س��لول های Treg با نش��انگر +CD4+,CD25 می شود.)46( 
در مطالعه ای دیگرگزارش ش��ده اس��ت که Tregs به صورت اختصاصی 
علیه HCV، IL-10 تولید می کند که می تواند باعث پیش��رفت بیماری 
به س��مت فاز مزمن ش��ود.)41( به طور کلی گرچه درصدTregs  تولید 
کننده IL-10 کم اس��ت، اما همین درصد کم می تواند یکی از مکانیس��م 
های HCV برای فرار از سیس��تم ایمنی باش��د که این مس��اله می تواند 
در تولید واکس��ن کاربرد داشته باش��د.)30( با توجه به این که در پاتوژنز 
HCV جمعیت های مختلف Treg نقش ایفا می کنند اما در مورد نحوه 
الق��اء و عملکرد Treg و نیز نقش جمعیت های مختلف Treg در ارتباط 
با ایمنی اختصاصی HCV اطلاعات چندانی وجود ندارد، بنابراین با پاسخ 

به س��والات پایه، احتمال دستیابی به دیگر راه های درمان HCV ممکن 
می ش��ود.)46و47( به طور کلی در این مطالعه جهت شناس��ایی بیش��تر 
مکانیس��م های مزمن شدن HCV، به بررسی اثر آنتی ژن core بر روی 
PBMCs پرداخته ش��د. با اس��تفاده از روش دس��تی که برای شناسایی 
س��لول های CD4+,CD25+,IL-10+ T استفاده ش��د، درصد سلول های 
CD4 مثبت، س��لول های CD25 مثب��ت و +CD4+,CD25+,IL-10  در 
میان PBMCs افراد س��الم به ترتیب 50%، 1/45% و 0/4% ارزیابی ش��د 
ک��ه با گزارش های قبل مطابقت داش��ت.)30و49-48( نتایج این مطالعه 
 CD4+,CD25+,IL-10+ T نشان دهنده این است که جمعیت سلول های
به دنبال تحریک با آنتی ژن core در افراد آلوده به HCV در مقایس��ه 
با افراد س��الم افزایش می یابد. این نتایج در راس��تای مطالعه ای است که 
توس��ط کابریرا )Cabrera( انجام ش��د که در آن مطالعه فرکانس سلول 
های +CD4+,CD25+,IL-10 در افرادي که در فاز مزمن بیماري هستند 
در مقایسه با گروه کنترل، بعد ازتحریک T CD4 با core افزایش داشته 
اس��ت که نشان دهنده ارتباط آنتي  ژن core و سلول های T تنظیمی با 
Bola HCV اس��ت.)30( این نتیجه در مطالعه بلاچی )-  عفونت مزمن

 CD4 T نیز تکرار ش��ده اس��ت. در این مطالعات تحریک سلولهای )chi
توس��ط آنتی ژن های HCV، باعث القاء Tregs ش��ده است اما اثر این 
آنتی ژن ها بر روی PBMCs بررس��ی نشده است و به این دلیل در این 
مطالعه اثر آنتی ژن  core بر PBMCs  بررسی شده است.)29( به طور 
کلی نتایج این مطالعه نش��ان دهنده آن اس��ت که Tregs نسبت به آنتی 
ژن core اختصاصی��ت دارد و نی��ز این که احتم��ال می رود که آنتی ژن 
core با افزایش Tregs بتواند باعث مزمن ش��دن عفونت HCV ش��ود. 
 CD4 T در میان س��لول های Tregs بر خلاف مطالعات دیگر که رفتار
جدا س��ازی ش��ده از خون محیطی ارزیابی شده اس��ت، در این بررسی از 
PBMCs اس��تفاده شد تا مدل س��ازی دقیق تری از عفونت HCV مهیا 
شود. علاوه بر این با استفاده از روش مذکور، از خرید کیت های جداسازی 
CD4 T که بس��یار گران هس��تند و علاوه بر زمان بر بودن مراحل انجام 
آزمای��ش، به می��زان زیادی نمونه خونی هم نیاز دارد جلوگیری ش��د. در 
واقع طبیعت شناس��ایی آنتی ژن توس��ط Tregs در هنگام عفونت، یک 
 Tregs مرحله مقدماتی جهت طراحی اس��تراتژی های مرتبط با عملکرد
در هنگام عفونت اس��ت. به نظر می رس��د برای طراحی واکسن های ضد 
ویروسی، از اپی توپهایی که موجب تحریک شدید Tregs می شوند باید 

اجتناب کرد.)30( 

نتیجه گیری: 
ب��ا توجه به نتای��ج حاصل از ای��ن پژوهش، نتیجه گیري مي ش��ود که 
س��لول ه��ای CD4+,CD25+,IL-10+ T در عفونت HCV براي آنتي ژن 
اختصاصیت دارد و نیز این که یکي از مکانیس��م هاي مزمن ش��دن عفونت 
HCV، افزایش س��لول های T تنظیمی به واسطه HCV-core است که 

با  +CD4+,CD25+,IL-10  به دنبال تحریک  نمودار 1: مقایسه درصد سلول های 
آنتي ژن core در گروه های مختلف.

Before: درصد سلول های +CD4+,CD25+,IL-10  درخون محیطی افراد آلوده به 
 CD4+,CD25+,IL-10+ درصد سلول های :Neg Control  .قبل ازکشت HCV
های  سلول  درصد   :Test کشت.  محیط  در   PBMCs کشت  دنبال  به 
پروتئین  توسط  آن  تحریک  و   PBMCs دنبال کشت  به   CD4+,CD25+,IL-10+

 CD4+,CD25+,IL-10+ درصد سلول های :Pos Control .در محیط کشت core
به دنبال کشت PBMCs و تحریک آن توسط p >0/001 :*  PHA نشانگر اختلاف 

. paired t-test با استفاده از before معنی دار با گروه
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Background :   
The mechanism behind the apparent lack of effective antiviral immune response in patients with chronic hepatitis C 
virus (HCV) infection is poorly understood. Although multiple levels of abnormalities have been identified in innate and 
adaptive immunity, it is postulated that production of specific cytokines such as IL-10 may contribute to the induction 
and maintenance of HCV persistence. Production of IL-10 by CD4+,CD25+,IL-10+ regulatory T cells with regulatory 
capacity (Tregs) appears to be one of the viral mechanisms that alter the antiviral immune response. As the first report, 
that attempts to mimic physiological forces that can occur during HCV infection, in this study we evaluate the ability of 
HCV-core antigens in increasing the frequency of CD4+,CD25+,IL-10+ regulatory T cells.
Materials and Methods:    
We analyzed peripheral blood mononuclear cells )PBMCs) from chronic HCV-infected patients )n=19) and normal 
controls (n=6) to determine the effect of the HCV-core antigen in the frequency of HCV-specific IL-10 production. 
PBMCs of different groups were isolated, cultured and stimulated with core antigen. Then, an in-house triple-stain flow 
cytometric method was used to investigate the frequency of CD4+,CD25+,IL-10 producing cells. 
Results:    
Following incubation of PBMCs with HCV-core antigen, a population of CD4+,CD25+,IL-10+ cells )regulatory T cells) 
increased. However we observed no increase in Tregs in the negative controls.
Conclusion:   
The study supports the view that specific CD4+,CD25+,IL-10+ T cells may be implicated in host immune tolerance 
during an HCV infection. It is likely that HCV vaccine candidates avoid epitopes that lead to strong IL-10 production.
Keywords: Regulatory T cells; Hepatitis C virus infection; HCV-core antigen
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