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مقدمه

تالاسمي به بيان ساده نوعي كم خوني ارثي مي باشد؛ اما در حقيقت تالاسمي يك بيماري منحصر به فرد نيست؛ بلكه گروهي هتروژن از اختلالات ارثي تك ژني1 هستند كه تحت عنوان كلي سندروم هاي تالاسمي ناميده مي شوند. اين سندروم ها ناشي از بروز موتاسيون هايي در ساختمان ژن هاي آلفا وبتاگلوبين هستند كه سنتز زنجيره هاي آلفا يا بتا را در ساختمان هموگلوبين بالغين (Hb.A) مختل نموده و باعث مي شوند كه زنجيره مبتلا يا خيلي كم ساخته شود (كمتر از ميزان نرمال) و يا اصلا ساخته نشود (1، 2، 3). به منظور ارزيابي سيستم ايمني اين بيماران، مطالعات متعددي روي سيستم ايمني سلولي (اختصاصي و غير اختصاصي) و هومورال بعمل آمده است، بطوري كه اختلالات زير در مورد لنفوسيتهاي اين بيماران گزارش شده است:

1- كاهش نسبت TH/TS2 (4، 5)
2- كاهش تعداد و نقص در عملكرد سلولهاي كشنده طبيعي3 (5)

3- كاهش تعداد سلولهاي غير محدود به MHC4 (5) 

4 - اثر سركوب كنندگي فريتين روي پاسخ T-cell به ميتوژن در In vitro، كه در گيرندگان مكرر خون ديده مي شود 
(6، 7). بعلاوه جوليا5 و همكاران از آرژانتين در بيمارستان Ninos بوئنوس آيرس، عملكرد كشتن و بلع. نسيل6 و همكاران در دانشگاه Ege در تركيه كموتاكسي و مهاجرت تصادفي را در نوتروفيل هاي اين بيماران مورد مطالعه قراردادند (8، 9). روي ايمني هومورال اين بيماران نيز مطالعاتي صورت گرفته كه ظاهرا اختلالي گزارش نشده است (4،5،6).

نوتروفيل مهم ترين سلول بيگانه خوار محيطي است كه نقش بسيار مهمي را در مقابله با عوامل مهاجم (باكتري ها و قارچ ها) بر عهده دارد. بعلاوه به سرعت به كانون هاي عفونت مهاجرت مي كند و ميكروارگانيسم هاي مهاجم را نابود 
مي سازد، لذا آغازگر فرآيند التهاب مي باشند. اين مهاجرت تحت تاثير عوامل جاذب شيميايي (Chemoattractant) آندوژن (مثل LTB4-IL-8–C5a–PAF) و اگزوژن (مثل: nfmlp رها شده از باكتري ها) صورت مي گيرد (10، 11، 12، 13، 14، 15).

 در اين مطالعه به منظور بررسي عملكرد نوتروفيل، از تست هاي زير استفاده شده است: بلع (فاگوسيتوز)، اپسونيزاسيون، كشتن، احيا NBT7، كموتاكسي روش Boyden )در سه تست اول از كانديدا آلبيكنس، استفاده شده است.)
مواد و روشها 
اين مطالعه به روش مورد ـ شاهدي روي 30 بيمار مبتلا به تالاسمي ماژور (با ميانگين سني 04/5 ± 58 /13 
 3/ 63 درصد پسر و7/36 درصد دختر) مراجعه كننده به آزمايشگاههاي سازمان انتقال خون استان لرستان انجام شده است و تعداد 30 فرد سالم (7/56% پسر و3/43 % دختر) با ميانگين سني 9/4 ± 4/21 نيز به عنوان كنترل انتخاب شده اند و افراد گروه كنترل حتي الامكان فاقد سابقه خانوادگي بيماري بوده و نيز داروي خاصي و ياسيگار مصرف نمي نموده اند. ازهرفرد حدودml10 خون كامل در ضدانعقاد هپارين (u/ml15)و يك نمونه حاوي EDTA8 جهت شمارش مطلق نوتروفيل (ANC)9 گرفته شده است:
1- جداسازي نوتروفيل: 

براي اين منظور از دكستران 6% در سرم فيزيولوژي (Pharmacia) استفاده شد. به منظور راسب سازي نوتروفيل ها، از سانتريفيوژ يخچال دار مجهز به تايمر و سرعت سنج دقيق و نيز از PBS ويا RPMI1640 جهت تهيه سوسپانسيون نوتروفيلي با غلظتml/106 ×5 /2استفاده مي شود.

2- تستNBT 

 در اين تست انفجار اكسيداتيو سنجيده مي شود؛ به طوري كه نوتروفيل ها با يك عامل محرك مناسب مثل اندوتوكسين باكتري E.coli (LPS)1 و يا PMA2 (سيگما) محلول mg/ml 1 درDMSO3 و محلول زرد رنگ NBT (سيگما) انكوبه مي شوند. روي يك لام مقداري خون بيمار (و كنترل) ريخته مي شود و پس از انكوباسيون در 37 درجه سانتي گراد نوتروفيل ها به شيشه چسبيده كه توسط PBS لخته پاك مي شود. روي نوتروفيل ها PMA و NBT اضافه مي شود و مجددا انكوبه مي شوند. محلول زرد رنگNBT توسط نوتروفيل متعاقب توليد راديكالهاي سوپر اكسايد (- O2) به فورمازان آبي نامحلول احيا شده، درون گرانولها رسوب مي كند كه زير ميكروسكوپ مشاهده مي شوند. (محدوده نرمال90%)

3- تست كموتاكسي:

به منظور بررسي آزمايشگاهي حركت جهت دار نوتروفيل ازتست كموتاكسي با تكنيكboydem استفاده شده است. در اين تحقيق عامل جاذب شيميايي بكاررفته نيزnFMLP (كه به صورت تجارتي دردسترس بوده و درغلظml 109- 8- 10 در حضور آلبومين انساني يا گاوي استفاده مي شود) مي باشد. در اين روش از دو اطاقك استفاده مي شود كه اطاقك هاي boydenناميده مي شوند. سوسپانسيون نوتروفيلي (/ml 106 × 5/2) در اطاقك بالايي و ماده جاذب شيميايي در اطاقك پاييني ريخته شده و بين اين دو يك فيلتر micropore از جنس نيترات سلولز (5-3ميكرون) قرار داده مي شود. در طول زمان انكوباسيون مشخص، نوتروفيل ها به سمت عامل كموتاكتيك جذب مي شوند، وارد فيلتر شده و درون آن متوقف مي گردند. در اين تكنيك اندازه گيري حركت نوتروفيل درون فيلتر بر اساس Leading Front مي باشد و مساحت بين منشا و ميداني كه در آن دو سلول (سريعترين سلولها) قرار دارند با استفاده ازپيچ تتظيم ميكرومتري ميكروسكوپ اندازه گيري ميشود. (محدوده نرمال 120-60 ميكرون).
4- تست اپسونيزاسيون: 1
يك ذره (ميكروب) براي اينكه توسط نوتروفيل بهتر بلع گردد، بايستي ابتدا اپسونيزه شود؛ يعني توسط مواد اپسونين موجود در سرم (مثلC3bو (IgG پوشيده شود. دراين بررسي ازسرم بيماربعنوان منبع اپسونين براي پوشاندن بلاستو سپور هاي كانديدا استفاده شده است. بدين صورت كه ابتدا سرم بيمار با نوتروفيل هاي نرمال و مخمر فوق در37درجه سانتي گراد انكوبه مي شوند. مخمر از راه آلتر ناتيو كمپلمان را فعال مي كند كه منجر به توليدC3b مي گردد (كه سطح آن را پوشانده) و نوتروفيل نيز براي C3b رسپتور دارد(CR1) كه آن را بلع مي نمايد. 

از اين محلول انكوبه يك لام تهيه شده (Wet film) با متيلن بلو 1 % رنگ آميزي مي گردد و درصد نوتروفيل هائي كه عمل بلع را انجام داده اند گزارش مي شود. (محدوده نرمال: 85-50 %)

5- تست بلع (فاگوسيتوز): 
نوتروفيل هاي بيمار در سرم خودش و سرم نرمال به همراه بلاستو سپورهاي كانديدا انكوبه مي شوند كه مخمر اپسونيزه شده توسط نوتروفيل ها بلعيده خواهند شد. پس از تهيه لام و رنگ آميزي با گيمسا تعداد پلاستوسپور ها ي موجود در 100 نوتروفيل شمارش مي شوند. (محدوده نرمال : pmn 100/350-100)

6- تست كشتن (Killing):

 نوتروفيل هاي بيمار در سرم نرمال به همراه كانديدا آلبيكنس به مدت 60 دقيقه انكوبه مي شود كه منجر به كشته شدن كانديدا توسط نوتروفيل مي گردد. 

سپس نوترو فيل ها توسط سديم دزوكسي كولات 5/2 % ليز مي شوند تا بلاستوسپورها آزاد گردند. با استفاده از متيلن بلو 1/0% مخمر هاي مرده به رنگ آبي ديده مي شوند و 
مخمر هاي زنده رنگ نخواهند گرفت. در حقيقت اساس اين تست Vital Dye Exclusion مي باشد با قرار دادن مقداري از محلول فوق و قرار دادن آ ن روي لام نئوبار، 200 بلاستوسپور كانت مي گردد و درصد بلاستوسپورهاي مرده (آبي رنگ) گزارش مي گردد. (محدوده نرمال 40 –20 %)

به منظور تهيه سوسپانسيون كانديدا، ابتدا كلني هاي آن را از روي محيط 24 ساعتهB.A1 و يا S.D.A2 برداشت نموده سپس كشت با RPMI 1640 و يا Tc.medium199 شستشو داده از آن سوسپانسيون باغلظت/ml 105×5 تهيه 
مي شود كه براي سه تست 3و4 و 5 بكار مي رود.

لازم به ذكر است كه كليه مراحل فوق روي نمونه هاي كنترل نيز صورت گرفته است.
يافته ها

براي تحليل داده ها از آزمون X2 و t استيودنت استفاده شد. مقايسه تستهاي شمارش مطلق نوتروفيل و تست بلع در بيماران و گروه كنترل (سالم) با استفاده از آزمون t نشان داد كه تفاوت معني داري بين انها وجود ندارد. اما بين نتايج تست كموتاكسي دو گروه، تفاوت معني دار وجود داشت (001/0p<) (جدول شماره 1).

جدول شماره 1ـ مقايسه نتايج تست در گروه بيماران و گروه كنترل

	سطح معني دار
(p)
	سالم
	بيمار
	گروه
تست

	
	انحراف معيار
	ميانگين
	انحراف معيار
	ميانگين
	

	NS
	66/854
	60/2987
	86/707
	70/3400
	شمارش مطلق نوتروفيل (ANC)

	NS
	87/48
	93/285
	07/52
	93/261
	بلع

	001/0<
	65/1
	64/98
	05/11
	24/83
	كموتاكسي


همچنين بين نتايج تست كشتن در دو گروه (بيمار و سالم) تفاوت معني دار وجود داشت (0001/0P<)؛ اما بين نتايج تست اسپونيزاسيون و نتايج تست احياء دو گروه تفاوت معني دار وجود نداشت (جدول شماره 2).

بين نتايج تست كموتاكسي با طحال برداري و همچنين تست ANC با طحال برداري ارتباط معني دار وجود اشت 
(05/0p<)؛ اما بين طحال برداري با ساير تست ها ارتباط معني داري وجود نداشت. همچنين بين سن و عملكرد نوتروفيل ها (تست هاي مذكور) ارتباط معني دار وجود نداشت. 

جدول شماره 2ـ مقايسه نتايج تست در گروه بيماران و گروه كنترل

	سطح معني دار (p)
	سالم
	بيمار
	گروه
تست

	
	انحراف معيار
	ميانگين
	انحراف معيار
	ميانگين
	

	001/0<
	46/3
	53/24
	89/2
	6/21
	كشتن

	NS
	8
	13/75
	85/7
	23/73
	اپسونيزاسيون

	NS
	40/1
	50/98
	31/1
	62/98
	احياء (NBT)


بحث 1
عموما عقيده بر اين است كه مبتلايان به تالاسمي ماژور، به ويژه پس از طحال برداري، مستعد ابتلا به عفونت هاي مختلف مي باشند كه به عوامل گوناگون از جمله نقص در فعاليت كمپلمان, نقص در عملكرد ماكروفاژها و نقص ايمني سلولي نسبت داده شده است (4، 5، 6، 9، 10). لذادر اين مطالعه مبادرت به بررسي فعاليت نوتروفيل ها به عنوان سلول 
اصلي ايمني سلولي غير اختصاصي نموده ايم. مراحل عملكرد نوتروفيل ها در داخل بدن براي از بين بردن يك عامل مهاجم شامل: دياپد ز- كمو تاكسي – اتصال به سلول هدف – فاگو سيتوز (بلع) – و كشتن مي باشند (6، 12، 13، 14، 16، 17، 18). 

اين اعمال نوتروفيل در تحقيق حاضر با تست هاي زير برسي شده اند: 1-كمو تاكسي 2- اپسونيزاسيون 3- بلع 
4- BT N 5- كشتن. 

نتايج مطالعه ما نشان مي دهد كه نوتروفيل هاي بيماران مبتلا به تااسمي ماژور از نظر تعداد – فعاليت هاي بيگانه خواري (بلع) – اپسونيزاسيون و يا NBT مشابه گروه كنترل مي باشند و به نظر مي رسد كه از نظر اتصال به عوامل اپسونيزه شده و بلع آنها و توليد برخي متابوليت هاي اكسيژن در مسير انفجار تنفسي واحد قدرت طبيعي مي باشند؛ در حالي كه از نظر قدرت كموتاكسي و كشتن كانديديا نسبت به گروه كنترل فعاليت كمتري را نشان مي دهند. نوتروفيلهاي انسان قادرند كانديديا رادرمسير وابسته به ميلوپراكسيداز (MPX) تخريب نمايند (مسير اكسيداتيو) و در صورت نقص در فعاليت اين آنزيم نيز قادر به نابودي عوامل عفوني ميباشند (مسير اكسيداتيو مستقل از (MPX (12، 14، 18، 19، 20).

نتايج بررسي انجام شده توسط هامپتون1 در سال 1996 نشان ميدهد كه مسير اكسيداتيو در صورت فعال بودن MPX سريعتر انجام مي شود، ولي عدم حضور آن به معناي ناتواني در بيگانه خواري نمي باشد (20، 21) لذا به نظر مي رسد كه در بيماران مورد مطالعه نقص آنزيمMPX وجود دارد، به طوري كه احتمالا در نوتروفيلهاي آنها توليد متابوليتهاي سمي هيپوهاليد در ادامه مسير انفجار تنفسي (وابسته به (MPX مختل مي باشد. با توجه به اينكه در برخي مطالعات، افزايش فعاليتNBT به علت افزايش توليد آنيون سوپراكسايد (كه به افزايش سطح فريتين سرم و تزريقات مكرر نسبت داده شده است.)، در نوتروفيل هاي بيماران تالاسمي ماژور گزارش شده است (6)
نتايج مطالعه ما بيانگر طبيعي بودن احياءNBT بوده كه
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ارتباطي نيز با سطح فريتين سرم و تعداد دفعات تزريق خون نداشته است. نتايج بررسي قدرت اپسونيزاسيون در گروه بيماران مشابه گروه كنترل بود و با توجه به استفاده از سرم بعنوان منبع مواد اپسونين (مثلC3b وIgG)، مي توان مطرح نمود كه سرم بيماران تحت بررسي از نظر حضور مواد اپسونين دچار نقصان نمي باشد. لازم به ذكر است كه برخي قارچها (از جمله كانديدا) قادرند سيستم كمپلمان را از مسير آلترناتيو (مستقل از آنتي بادي) فعال نموده توليد اپسونين (C3b) نمايند كه نوتروفيلها نيز براي آن رسپتور دارند (CR1) 
(22، 23). در اين مطالعه مشخص شده كه از لحاظ آماري فعاليت كموتاكسي در گروه بيماران كمتر از گروه كنترل 
مي باشد. اما با توجه به محدوده طبيعي آن (120- 60 ميكرون) نشان داده شده كه فعاليت كموتاكسي كليه بيماران نيز در محدوده طبيعي ميباشد. به علاوه نشان داده شده كه فعاليت تحت بررسي نوتروفيلها با سن و جنس (در گروه كنترل و بيمار) نيز ارتباطي ندارد.
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چكيده


مقدمه: تالاسمي شايعترين اختلال خوني در جهان است. اين كم خوني ارثي كه ناشي از يك دگرگوني بنيادي در تعادل زنجيره هاي آلفا و بتا در ساختمان هموگلوبين بالغين (Hb.A) است, در فرم ماژور خود داراي عوارض جدي و تهديد كننده حيات (توام با هموليز و تغييرات استخواني) است, در تحقيق حاضر عملكرد سلولهاي ايمني غير اختصاصي (نوتروفيل ها) اين بيماران مورد بررسي قرار گرفته است, همچنين ارتباط بين عملكرد نوتروفيل ها با سطح فرتينين سرم, طحال برداري, تزريق دسفرال و تعداد دفعات تزريق خون نيز مورد مطالعه قرار گرفته است.


مواد و روشها: مطالعه به روش مورد ـ شاهدي روي 30 بيمار مبتلا به بتا ـ تالاسمي ماژور و 30 فرد سالم به عنوان گروه كنترل انجام شده است. براي نوتروفيلها از خون كامل حاوي ضد انعقاد هپارين (u/ml15) در حضور دكستران 6% و به كمك سانتريفوژ يخچالدار، براي جداسازي كانديدا آلبيكنس از كلني هاي قارچ روي محيط SDA و به منظور تهيه سوسپانسيونهاي نوتروفيل و قارچ از محيط 1640RPMI و بافر PBS استفاده شده است. عملكرد نوتروفيلها (پس از تعيين تعداد مطلق)، با تستهاي احياء NBT، كموتاكسي، بلع، اپسونيزاسيون و كشتن داخل سلولي بررسي شد. اطلاعات حاصله به كمك آزمون هاي آماري t-student و X2 مورد تجزيه و تحليل قرار گرفته اند.


يافته ها: نتايج اين بررسي نشان مي دهدكه نوتروفيلهاي بيماران مبتلا به تالاسمي ماژور از نظر تعداد و فعاليتهاي بيگانه خواري (بلع)واتصال به ميكروارگانيزم (اپسونيزاسيون )واحياء NBTمشابه گروه كنترل مي باشند؛ درحاليكه ازنظر قدرت حركت هدفدار بسوي ارگانيسم (كموتاكسي )وكشتن ارگانيسم نسبت به گروه كنترل فعاليت كمتري نشان مي دهند.


نتيجه گيري: با انجام اين تحقيق مشخص شد كه بيماران مبتلا به تالاسمي ماژوردر مقايسه با گروه كنترل (سالم) حساسيت بيشتري نسبت به عفونت نشان مي دهند.�
�
 واژه هاي كليدي: تالاسمي، تزريق خون، دسفرال، فاگوسيتوز، كشتن�
�
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