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چکیده
زمينه و هدف: مقاومت میزبان به انگل لیشمانیا به طور عمده توسط پاسخ ایمنی سلولی که منجر به فعال شدن ماکروفاژها می‌شود انجام می‌گیرد. اینترلویکن IL-18( 18( به 
عنوان عامل القاء کننده تولید اینترفرون γ شناخته شده و با تحریک سلول‌های T منجر به تولید IFN-γ می‌شود. با توجه به نقش مهم IL-18 در دفاع در برابر لیشمانیوز احشایی 
)VL( و نقش شناخته شده پلی‌مورفیسم‌های ژن IL18 در تولید این سایتوکاین، هدف از این مطالعه بررسی ارتباط احتمالی بین پلی‌مورفیسم‌های ژن IL18 و استعداد 

ابتلا به VL در بیماران ایرانی است.

مواد و روش‌ها: گروه‌هـــای مــورد مطـالعــه شــامـل 118 کــودک مبتـلا به VL و 156 کــودک ســـالـم غیــر وابستــه از منطقــه بـومــی بیمـــاران بــودند. 
در هـــر دو گــــروه مــورد مطـالعـه پلــی‌مـــورفیسـم‌هـــای ژن IL18 در مــوقعـیت‌هــای )G/C( ، -656)G/T(137- و )A/C(105+ بــا استفـــاده از روش

)PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length Polymorphism مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. 

نتایج: نتیجه این تحقیق نشان داد که فراوانی آلل T در موقعیت 656- در گروه شاهد به طور معنی‌داری در مقایسه با بیماران مبتلا به کالاآزار بالاتر است )P=0.047(. اما 
در هیچی‌ک از ژنوتیپ‌های IL-18 بین بیماران و گروه شاهد تفاوت معنی‌داری وجود نداشت. علاوه بر این، فراوانی هاپلوتیپ ATG و هاپلوژنوتیپ AGG/ATG  به میزان 
قابل توجهی در گروه شاهد در مقایسه با بیماران مبتلا به VL بالاتر بود )P=0.043 و P=0.044(. به علاوه، مشخص شد که حرکت ترجیحی قوی بین پلی‌مورفیسم‌های 

.)P<0.001( 105+ وجود دارد)A/C( 137- و)G/C( ،-656)G/T( در موقعیت‌های IL18 ژن

نتیجه‌گیری: نتایج این مطالعه نشان داد که فراوانی آلل T در موقعیت 656- و فراوانی هاپلوتیپ ATG و هاپلوژنوتیپAGG/ATG  )موقعیت‌های 137-، 656- و 
105+( به طور معنی‌داری در گروه کنترل بیشتر است. بر اساس اطلاعات ما تاکنون مطالعه‌ای در مورد ارتباط پلی‌مورفیسم‌های ژن IL18 و بیماری VL در ایران و 
در کشورهای دیگر انجام نشده است، بنابراین امکان مقایسه نتایج به دست آمده با مطالعات دیگر وجود نداشت و به نظر می‌رسد که تحقیقات بیشتر در این زمینه در 

سایر جمعیت‌ها ارزشمند خواهد بود.

کلمات کلیدی:  اینترلوکین 18، پلی‌مورفیسم ژنی، لیشمانیوز احشایی، ایران

مقدمه
لیشمانیوز احشایی )VL(، یک بیماری عفونی سیستمیک ناشی از 
تک یاخته درون سلولی به نام لیشمانیا دونووانی است. این بیماری از 
نظر بالینی با علایمی مثل تب طولانی مدت، کاهش وزن، بزرگ شدن 
کبد و طحال و هایپرگاماگلوبولینمی مشخص می‌شود که در صورت 
عدم درمان، ممکن است عواقب کشنده داشته باشد. تعداد موارد ابتلا 
بیش  با  جهان  سراسر  در  سال  هر  در  نفر   500000 حدود   VL به 
از 50000 مورد مرگ تخمین زده می‌شود )1(. لیشمانیا می‌تواند با 
تعدیل فعالیت‌های ضد مکیروبی و هم‌چنین با افزایش سیالیت غشای 

سلول‌های میزبان، در ماکروفاژها بقا و تکثیر پیدا کند )2(.
مقاومت میزبان در برابر انگل لیشمانیا توسط پاسخ ایمنی سلولی 
ضد  ایمنی  می‌گیرد.  انجام  ذاتی  ایمنی  پاسخ  توسط  حدودی  تا  و 
لیشمانیا در پاسخ ایمنی تطبیقی با واسطه فعال‌سازی مؤثر ماکروفاژها 
و سلول‌های دندریتیک توسط سلول‌های +T-CD4 و +T-CD8 انجام 
می‌شود )3(. سلول‌های +T-CD4 مسئول تولید سایتوکاین‌های حیاتی 

برای فعال شدن ماکروفاژها و پاک‌سازی مؤثر انگل است.
اعضای خانواده سایتوکاین  از  )IL-18(، که کیی  اینترلویکن 18 
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)موقعیت‌های G/C ،-656 G/T 137- و A/C 105+( و بیماری کالاآزار ارتباط بین پلی‌مورفیسم‌های ژن اینترلوکین 18 

پاسخ  مهم  تنظیمک‌ننده  یک  عنوان  به  حاضر  حال  در  است،   IL-1
ایمنی ذاتی و اکتسابی شناخته می‌شود. IL-18 به عنوان عامل القای 
γ شناخته شده است و موجب تحریک سلول‌های اینترفرون  تولید 
+T-CD4 و تولید IFN-γ توسط این سلول‌ها می‌شود )6-4(. اگرچه 
IL-8 در اصل به عنوان یک عامل قادر به القای تولید IFN-γ توسط 
 IL-18 مؤثر  نقش  شناخت  اما  است،  شده  مشخص   T سلول‌های 
IL- به سرعت در حال گسترش است.  ایمنی  فعالیت‌های  در سایر 
و  اکسیژن  آزاد  رادکیال‌های  تولید  نوتروفیل،  فعال شدن  باعث   18
آزادسازی سایتویکن‌ها می‌شود )7-8(. مطالعات اخیر نشان می‌دهد 
و  ICAM-1 چسبان  مولکول‌های  بیان  در  مهمی  نقش   IL-18 که 

VCAM-1 بر روی سلول‌های اندوتلیال دارد )9(. نقش مهم IL-8 در 
مصونیت در مقابل VL به خوبی شناخته شده است. مشخص شده 
لیشمانیا،  مختلف  گونه‌های  با  سلول‌ها  عفونت  هنگام  در  که  است 
ترشح IL-18 افزایش میی‌ابد )10(. علاوه بر آن ثابت شده است که 
موش‌های دارای نقص در تولید IL-18 که آلوده به لیشمانیا هستند 
تولید IFN-γ در آن‌ها به طور قابل توجهی پایین‌تر است و هم‌چنین 
سطح سرمی IL-12 در آن‌ها پایین است که این موارد خود نشان 

دهنده کاهش پاسخ Th1 در این موش‌هاست )11(.
تحقیقات نشان می‌دهد که افراد مختلف به مکیروب‌های مشابه 
نشان  متعدد  مطالعات  می‌دهند.  نشان  متفاوتی  ایمنی  پاسخ‌های 
بسزایی  تأثیر  سایتویکن‌ها  بیان  بر  ژن‌ها  پلی‌مورفیسم  که  داده‌اند 
دارند، بنابراین پلی‌مورفیسم‌های ژنی نقش مهمی در استعداد افراد 
به  با توجه  ایفا میک‌نند )12-15(.  بیماری‌های عفونی  به  گوناگون 
اثر پلی‌مورفیسم‌های ژن  VL و  برابر  نقش مهم IL-18 در دفاع در 
IL18 در تولید آن، هدف از این مطالعه بررسی ارتباط احتمالی بین 

پلی‌مورفیسم ژن IL18 و استعداد ابتلا به VL بود.

مواد و روش‌ها
جمع‌آوری نمونه و استخراج DNA: گروه مورد مطالعه شامل
118 کودک مبتلا به لیشمانیوز احشایی و 156 کودک غیر وابسته 
سالم از منطقه بومی بیماران بود. تمام بیماران با تشخیص VL بر 
اساس تظاهرات بالینی کالاآزار مثل کم‌خونی، بزرگی کبد و طحال 
و تب، اسمیر مثبت مغز استخوان و تست آنتی‌بادی فلورسنت غیر 
اطفال  عفونی  بیماری‌های  بخش  در   1:128  ≥  )IFA( مستقیم 
بیمارستان نمازی شیراز بستری شده بودند. از تمام بیماران و گروه 

 DNA و  گرفته   EDTA انعقاد  ضد  حاوی  خون  میلی‌لیتر   8 شاهد 
نمونه‌ها با استفاده از روش Salting out استخراج شد )32(. این مطالعه 
و  پزشکی  علوم  دانشگاه  پژوهش  در  اخلاق  کمیته  نظارت  تحت 
خدمات بهداشتی درمانی شیراز انجام شد و نمونه خون پس از اخذ 

رضایت‌نامه از پدر و مادر کودکان گرفته شد.
واکنش زنجیره‌ای پلیمراز– پلی‌مورفیسم محدود به طول 
 PCR-RFLP توسط IL18 پلی‌مورفیسم ژن :)PCR-RFLP( قطعه
RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Frag-

ment Length Polymorphism( مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. 
پــرایمر  از سه جفت  با استفاده   PCR برای هر نمونه، سه واکنش 
اختصــاصی بــرای نقــاط پلـی‌مورفیک G/C ،-656 G/T 137- و 
 PCR انجــام شد. هـر واکنش IL18 105+ )کدون 3/35( ژن A/C
شــامـل 250 نــانوگــــرم از DNA ژنــومی X PCR 1 بافر، 0/5 
 0/5 ایتـــالیــا(،   ،Primm( اختصاصی  پـــرایمــر  میــکرومولار 
از  )همه   dNTPs مخلوط  میلی‌لیتر   0/2 پلیمراز،   DNA واحــد 
بـود.   )1 )جدول   MgCl2 اختصاصی  غلظت  و  ایران(،   ،CinnaGen
PCR (Thermocycler 5530 Mastercylcler دستگــاه  بـرنـامـه 

Eppendorf، آلمان( عبارت بود از دناتوراسیون به مدت 3 دقیقه در 
94 درجه سانتی‌گراد و سپس 30 سکیل به ترتیب 45 ثانیه در 94 
درجه سانتی‌گراد، 45 ثانیه در دماهای خاص اتصال پرایمر )جدول 
1(، 45 ثانیه در 72 درجه سانتی‌گراد و نهایتاً 72 درجه سانتی‌گراد 
انجام PCR، محصولات توسط آنزیم‌های  از  به مدت 3 دقیقه. پس 
محدودالاثر )Fermentas، لیتوانی( هضم شدند. در نهایت محصولات 
هضم شده در ژل آگارز 3٪ الکتروفورز شد و توسط اتیدیوم بروماید 
)CinnaGen، ایران( رنگ‌آمیزی گردید. سپس ژل‌ها در زیر دستگاه 
توالی پرایمرها،  UV transilluminator  مورد مطالعه قرار گرفتند. 
دماهای اتصال پرایمر، غلظت MgCl2، آنزیم‌های محدودالاثر و اندازه 

محصول DNA پس از هضم در جدول 1 نشان داده شده‌اند.
روش  به  ژنوتیپ‌ها  و  آلل‌ها  میزان  آماری:  تحلیل  و  تجزیه 
کای  مجذور  آزمون  از  استفاده  با  و  شد  محاسبه  مستقیم  شمارش 
 13 نسخه   SPSS نرم‌افزار  توسط   0/05 از  کمتر  اهمیت  سطح  با 
نرم‌افزار  از  گرفت.  قرار  تحلیل  و  تجزیه  مورد   EPI INFO 2000 و 
Arlequin به منظور برآورد میزان هاپلوتیپ و هاپلوژنوتیپ و تعادل 
هاردی وینبرگ استفاده شد. علاوه بر این، حرکت ترجیحی )LD( با 

برنامه LD2SNPing برآورد شد.
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نتایج
در این مطالعه سه نقطه پلی‌مورفیک مهم از ژن IL18  با استفاده 
از تکنیک PCR-RFLP مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. نتایج فراوانی 
آلل و ژنوتیپ پلی‌مورفیسم ژن IL18 در گروه بیمار و شاهد در جدول 
2 نشان داده شده است. همان‌طور که در این جدول نشان داده شده 
است، میزان آلل T در موقعیت 656- در گروه شاهد در مقایسه با 
بالاتر   )P=0.047 VL )63/4% در مقابل %55/0،  به  بیماران مبتلا 
بود. در هیچی‌ک از ژنوتیپ‌های IL-18 ارتباط معنی‌داری بین بیماران 

و گروه شاهد وجود نداشت.
به   ATG هاپلوتیپ  توزیع  که  داد  نشان  هاپلوتیپ‌ها  مقایسه 
 VL طور قابل توجهی در گروه شاهد در مقایسه با بیماران مبتلا به

)58/6%، در مقابل P=0.043 ،%50/0( بالاتر بود )جدول 3(.
توزیع  مطالعه مشاهده شد.  مورد  دو گروه  در  هاپلوژنوتیپ   34

 VL به طور قابل توجهی در بیماران مبتلا به  AGG/ATG هاپلوژنوتیپ
در مقایسه با گروه شاهد )12/7% در مقابل P=0.044 ،%5/7( بالاتر بود. 

نتایج مهم‌ترین هاپلوژنوتیپ‌ها در جدول 3 نشان داده شده است.
علاوه بر این همان‌طور که در شکل‌های 1 و 2 نشان داده شده 
پلی‌مورفیک  نقاط  بین   )P>0.001( قوی  ترجیحی  حرکت  است، 

607-، 137- و کدون 3/35 تشخیص داده شد.

بحث
عفونت  برابر  در  مقاومت  سلولی،  داخل  انگل‌های  سایر  با  مشابه 
لیشمانیا نیاز به فعال شدن پاسخ سیستم ایمنی از مسیر Th1 و تولید 
IFN-γ و فعال شدن ماکروفاژها دارد و از طرف دیگر تولید IL-10 در 
تشدید بیماری تأثیرگذار است. به این ترتیب، توازن میان پاسخ‌های 
Th1 و Th2 در کنترل مقاومت یا استعداد ابتلا به عفونت لیشمانیا 
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اهمیت بسزایی دارد )IL-18 .)16-18 یک سایتوکاین چندکاره است 
که می‌تواند هر دو بازوی سیستم ایمنی طبیعی و اکتسابی را تنظیم 
 IFN-γ تولید  IL-18 کند )10-7(. شناخته ‌شده‌ترین فعالیت بیولوژیک
در حضور IL-12 است )7(. در واقع IL-18 و IL-12 به طور سینرژیسم 
 NK و سلول‌های B سلول‌های ،Th1 توسط سلول‌های IFN-γ در تولید
عمل میک‌نند )19(. با این حال تحت شرایط خاصی، IL-18 هم‌چنین 
می‌تواند پاسخ‌های Th2 را با تنظیم تولید سایتوکاین‌های IL-4 ،IL-13 و
 ،IFN-γ علاوه بر تأثیر بر تولید IL-18 .)20-22( کنترل نماید IL-10
با تحریک تولید سایتوکاین‌های TNF-α ،IL-1β ،IL-6 و IL-8 اثرات 

مستقیم پیش التهابی نیز دارد )23(.
با توجه به نقش کلیدی IL-18 در پاتوژنز بیماری لیشمانیوز، ژن این 
سایتوکاین می‌تواند کاندیدای مهم در تعیین نتیجه این بیماری باشد. 
مطالعات ژنتکیی اخیر نشان داده است که برخی از پلی‌مورفیسم‌های 
تک نوکلئوتیدی در ژن IL18 انسان می‌تواند میزان رونویسی از این 
سایتوکاین را تحت تأثیر قرار دهد )27-24(. با توجه به درگیری این 

دو پلی‌مورفیسم در تغییر سطح IL-18 و نقش مهم این سایتوکاین در 
دفاع در برابر VL، مطالعه حاضر با هدف بررسی ارتباط بین حساسیت 
به VL و پلی‌مورفیسم ژن IL18 انجام پذیرفت. در مطالعه قبلی ما )28( 
)R2=1 ،P >0.0001( بسیار قوی )LD( مشخص شد که حرکت ترجیحی

برای دو پلی‌مورفیسم در موقعیت 656- و 607- هم‌چنین برای سه 
)R2=1 ،P >0.0001( و 127  موقعیت 137-، 113  در  پلی‌مورفیسم 

وجود دارد. بنابراین، در مطالعه حاضر یک نقطه پلی‌مورفیک از هر گروه 
برای تجزیه و تحلیل انتخاب شد. 

مطالعات قبلی نشان داده است که حضور نوکلئوتید G در موقعیت 
137- و A در موقعیت 105 )کدون 3/35( )27-24( با افزایش تولید 
IL-18 همراه است، بنابراین ما پیش‌بینی میک‌ردیم که فراوانی این 
این سایتوکاین همراه است در گروه شاهد  بالاتر  تولید  با  آلل‌ها که 
نسبت به بیماران VL بیشتر باشد. با این حال در نتیجه ما هیچ تفاوت 
معنی‌داری در به ارث بردن این آلل در میان دو گروه بیمار و شاهد 
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 T مشاهده نشد. هم‌چنین بر خلاف انتظار، نتایج نشان داد که فراوانی آلل
در موقعیت 656- و هاپلوتیپ ATG و هاپلوژنوتیپ AGG/ATG در گروه 
 P=0.043 ،P=0.047( بالاتر بود VL شاهد در مقایسه با بیماران مبتلا به
و P=0.044، به ترتیب(، بنابراین شاید بتوان نتیجه گرفت افرادی که 
این آلل، هاپلوتیپ و هاپلوژنوتیپ را به ارث می‌برند تولید IL-18 در 
آن‌ها بالاتر است و بنابراین در برابر VL مقاوم‌ترند. البته ما نتوانستیم 
مقاله‌ای پیدا کنیم که رابطه بین این آلل، هاپلوتیپ و هاپلوژنوتیپ و 

میزان بیان  IL-18 را نشان دهد.
تحقیقات متعددی در رابطه با پلی‌مورفیسم ژن IL18 و استعداد 
ابتلا به انواع بیماری‌های عفونی و غیر عفونی در میان جمعیت ایرانی 
و دیگر جمعیت‌ها وجود دارد، اما بر اساس اطلاعات ما، هیچ مطالعه‌ای 
بر روی پلی مورفیسم ژن IL18 و استعداد ابتلا به VL در ایران و یا در 
کشورهای دیگر انجام نشده است. در مطالعه قبلی ما نشان داده شد که 
فراوانی آلل، ژنوتیپ، هاپلوتیپ و هاپلوژنوتیپ‌های ژن IL18 که با تولید 
بیشتر IL-18 همراه است در گروه شاهد بیشتر از گروه بیماران است و 
مشخص شد که ممکن است از عوامل مؤثر در حفاظت در برابر عفونت 
بروسلا باشد )25(. در یک مقاله، ژانگ و همکارانش پیشنهاد کردند 

 HBV در موقعیت 137- در برابر عفونت C که مردم چینی حامل آلل
محافظت می‌شوند )29(. قادری و همکارانش ارتباط پلی‌مورفیسم ژن 
IL18 با استعداد ابتلا به سرطان معده و روده بزرگ در جمعیت ایرانی 
بررسی کردند ولی نتوانستند هیچ گونه تفاوت معنی‌داری بین افراد 

مبتلا به این سرطان‌ها و جمعیت طبیعی پیدا کنند )30(.

نتیجه‌گیری
در مجموع این مطالعه نشان داد که فراوانی آلل T در موقعیت 
656- و هاپلوتیپ ATG و هاپلوژنوتیپ AGG/ATG )موقعیت 3/35، 
656- و 137-( به طور معنی‌داری در گروه شاهد بالاتر از گروه بیماران 
است. بر اساس اطلاعات ما، مطالعه پلی‌مورفیسم ژن IL18 و VL در 
ایران و در کشورهای دیگر انجام نشده است، در نتیجه امکان مقایسه 
نتایج حاصل از این تحقیق با سایر مطالعات وجود نداشت، بنابراین 
به نظر می‌رسد که تحقیقات بیشتر در این زمینه در سایر جمعیت‌ها 

ضروری باشد.
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Abstract

Background & Objective: Host resistance to Leishmania infection is mediated by cellular immune responses leading to 
macrophage activation and parasite killing. IL-18 known as interferon-γ inducing factor, stimulate IFN-γ production by 
T-cells. According to the important role of IL-18 in defense against VL and known effect of IL-18 gene polymorphisms 
on its production, the aim of this study was to investigate the probable relation between IL-18 gene polymorphisms and 
susceptibility to VL in Iranian patients.

Materials & Methods: The study groups included 118 pediatric patients suffered from VL and 156 non-relative healthy 
persons from the same endemic area as the patients. In both study groups IL-18 gene polymorphisms at positions -656 G/T, 
-137 G/C and +105A/C (codon 35/3) were analyzed by PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment 
Length Polymorphism).

Results: The result showed that the frequency of T allele at position -656 was significantly higher in the controls compared 
to that in the patients (P=0.047). But in none of the genotypes of IL-18 there was significant difference between patients 
and controls. In addition, the distribution of ATG haplotype and AGG/ATG haplo-genotype were significantly higher in the 
controls compared to that in patients with VL (P=0.043and P=0.044, respectively). Furthermore a strong LDs (P<0.001) 
were detected between the -607, -137 and codon 35/3 SNPs. 

Conclusion: In conclusion, this study showed that the frequency of T allele at position -656 and ATG haplotype and AGG/
ATG haplogenotype (positions +105, -656 and -137) were significantly higher in the controls. To the best of our know-
ledge no study has been conducted on IL-18 gene polymorphisms and VL in other countries, therefore, we were not able 
to compare our results with other investigations, so it seems that more researches in this field on other populations will be 
worthy.

Keywords:  IL-18, Genetic polymorphisms, Visceral leishmaniasis, Iran 
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