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چکيده
زمينه و هدف: سلول‌هاي پاريتال نقش مهمي‌در توليد اسيد و عملکرد بافت معده دارند. کلونيزه شدن هليکوباکترپيلوري در معده مي‌تواند بر عملکرد اين سلول‌ها‌ مؤثر باشد. هدف از اين مطالعه بررسي تأثير کلونيزاسيون هليکوباکترپيلوري بر تغييرات سلول‌ها‌ي پاريتال در معده موش صحرايي بود.

روش‌بررسي: در اين مطالعه تجربي 10 سر موش صحرايي به صورت تصادفي در 2 گروه مساوي آزمايش و کنترل قرار گرفتند. به مدت 20 هفته گروه آزمايش و کنترل به ترتيب؛ هليکوباکترپيلوري و PBS را از طريق گاواژ دريافت کردند. پس از اين زمان، کلونيزاسيون باکتري و تغييرات سلول‌ها‌ي پاريتال بافت معده با روش‌هاي مختلف رنگ‌آميزي و هم‌چنين آپوپتوزيس اين سلول‌ها‌ با روش TUNEL بررسي شد.

يافته‌ها: نتايج نشان داد که طي 20 هفته پس از گاواژ کلونيزاسيون هليکوباکتر پيلوري صورت گرفت. کلونيزاسيون هليکوباکتر پيلوري سبب ايجاد تغييرات تخريبي و ساختاري در سلول‌ها‌ي پاريتال معده ‌شد. تغييرات تخريبي سلول‌ها‌ي پاريتال و الگوي                          DNA Laddering  سلول‌ها‌ي پاريتال تأييد شدند.
نتيجه‌گيري: هليکوباکتر پيلوري  در طي بيست هفته سبب ايجاد تغييرات ساختاري و تخريبي در سلول‌ها‌ي پاريتال معده موش صحرايي ‌شده است و نوع مرگ سلولي ايجاد شده مي تواند آپوپتوزيس ‌باشد.
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مقدمه

سرطان معده از عوامل مرگ و مير در سراسر جهان محسوب شده و يکي از شايع‌ترين سرطان‌ها در جهان مي‌باشد(2و1). گزارش‌ها نشان داده است که سرطان معده در ايران نسبت به کشور هاي غربي چند برابر بيشتر است(1)، عوامل بسياري در سرطان معده نقش دارند که يکي از مهم‌ترين اين عوامل نقش هليکوباکتر پيلوري در ايجاد سرطان معده             مي‌باشد(4ـ1). هليکوباکتر پيلوري يک باسيل مارپيچي شکل گرم منفي و ميکروآئروفيليک است که در معده اکثر افراد جامعه وجود دارد. اين باکتري بيشتر از نصف جمعيت دنيا را آلوده نموده و عامل بيماري‌هاي گوارشي هم چون زخم معده، التهاب مزمن معده و سوء هاضمه است که در ۱۰ درصد جمعيت آلوده به اين باکتري رخ مي‌دهد(1). در طول بيست سال اخير شواهدي مبني بر نقش اين باکتري در ايجاد سرطان معده به دست آمده است، به همين دليل در سال ۱۹۹۴ سازمان جهاني بهداشت هليکوباکتر پيلوري را در رديف اول عوامل سرطان‌زا معرفي کرد و گزارش شد که بيش از ۶۳ درصد از سرطان‌هاي معده و در حدود  80 درصد زخم هاي دئودنوم و زخم معده به وسيلة  اين باکتري ايجاد مي‌شود(5). در کشورهاي در حال توسعه مانند ايران ميزان عفونت به اين باکتري بسيار بالا مي‌باشد، چنان که در بعضي از مناطق9۰ درصد جمعيت بالغ را در بر مي‌گيرد(8ـ5). از طرفي ديگــــر  هليکوباکتر پيلوري باعث تغييرات تخريبي بافت معده مي‌شود(10 و9).  
بر اساس مطالعه‌هاي انجام شده کلونيزاسيون باکتري در محيط اسيدي معده انجام نمي‌گيرد و از سوي ديگر سلول‌هاي پاريتال توليد کننده اسيد معده هستند. عملکرد صحيح سلول‌هاي پاريتال مانع از کلونيزاسيون اين باکتري و عوارض  ناشي از آن مي‌شود(12 و11). بنابراين بررسي زماني که در طي آن سلول‌هاي پاريتال معده دچار تغييرات تخريبي مي‌شوند، اهميت زيادي در مطالعه‌هاي مربوط به سرطان معده و زخم‌هاي معده  دارد. هدف اين مطالعه  بررسي تأثير کلونيزاسيون هليکوباکتر پيلوري بر تغييرات سلول‌ها‌ي پاريتال در معده موش صحرايي بود.

روش بررسي
در اين مطالعه تجربي تعداد 10 سر موش صحرايي ماده بالغ نژاد اسپراگ‌ـ دوالي 8ـ6 هفتـــه‌اي در محدوده وزني250ـ200 گرم از مؤسسه رازي خريداري شدند و در شرايط استاندارد 12 ساعت تاريکي 12 ساعت روشنايي و با شرايط دمايي 25 درجه سانتي گراد در حيوان خانه دانشگاه علوم پزشکي كردستان تا زمان آزمايش نگهداري شدند. موش‌ها به طور تصادفي به دو گروه مساوي کنترل و آزمايش تقسيم شدند و در قفس‌هاي کوچک حاوي آب و مواد غذايي اتوکلاو شده نگهداري شدند.

پروتكل اين تحقيق بر اساس قوانين بين‌المللي در مورد حيوانات آزمايشگاهي انجام شد و در كميته اخلاق دانشگاه علوم پزشكي كردستان به تصويب رسيد. 
 سويه هليکوباکتر پيلوري داراي CagA و VacA مثبت از مرکز انستيتو پاستور تهران تهيه شد. سويه هليکوباکتر پيلوري مورد نظر را روي پليت‌هاي بروسلا آگار حاوي 7ـ5 درصد خون گوسفندي و آنتي‌بيوتيک‌هاي مربوطه کشت داده و تحت شرايط ميکروآئروفيل در 37 درجه سانتي‌گراد به مدت 7ـ5 روز انكوبه شدند(13).
از کشت تازه هليکوباکتر پيلوري رشد نموده بر روي محيط بروسلا آگار داراي 5 درصد خون گوسفندي براي تهيه ي سوسپانسيوني به ميزان CFU(1) 109×1 در بافر PBS(2) استفاده گرديد. 1/0 ميلي‌ليتر از اين سوسپانسيون براي گاواژ به معده موش صحرايي در نظر گرفته شد(14 و13).
به موش‌هاي صحرايي گروه آزمايش، 1/0 ميلي‌ليتر از سوسپانسيون هليکوباکتر پيلوري سه بار در روز، يک روز در ميان براي مدت 20 هفته گاواژ شد. گروه کنترل نيز با همين روش با محلول PBS گاواژ شدند(14 و13). بعد از بيست هفته از انجام آزمايش، موش‌ها با استفاده از اتر بيهوش شدند و  سپس تحت شرايط بي‌هوشي از معده موش‌هاي صحرايي کنترل و آزمايش براي انجام آزمايش‌هاي بعدي نمونه‌برداري شد.

براي تأييد عفونت موش‌هاي گروه آزمايش با هليکوباکتر پيلوري، حدود 3 ميلي‌متر مكعب از انحناي بزرگ‌تر معده برداشته شد و با استفاده از1/0 مول بر ليتر بافر فسفات استريل، هموژنيزه شد. بخشي از نمونه يکنواخت شده بر روي محيط بروسلا آگار با 5 درصد خون گوسفندي داراي آنتي‌بيوتيک‌هاي وانكومايسين20 ميلي‌گرم بر ميلي‌ليتر،  ناليديكسيك اسيد10 ميلي‌گرم بر ميلي‌ليتر، باكتريوسين 30 ميلي‌گرم بر ميلي‌ليتر و آمفوتريسين B 2 ميلي‌گرم بر ميلي‌ليتر كشت داده شد و به مدت 5 روز در شرايط کم هوازي انکوبه شدند. براي تشخيص هليکوباکترپيلوري از رنگ‌آميزي گرم استفاده شد. هم‌چنين جهت تأييد بيشتر، فعاليت اوره‌آزي، فعاليت كاتالازي، فعاليت اكسيدازي، مقاومت در برابر ناليديكسيك اسيد، عدم توليد SH2 و تست اندول بررسي شدند(14 و13). .
براي مطالعه‌هاي بافت‌شناسي يک برش طولي از معده در امتداد خم بزرگ معده از مري تا دوازدهه زده شد و نمونه‌ها در فرمالين10 درصد تثبيت شدند. در نهايت نمونه‌ها در برش‌هاي 6 ميکرومتري جهت مطالعات بافت‌شناسي تهيه شدند. اسلايدها با رنگ‌هاي هماتوکسيلين‌ـ ائوزين و گيمسا جهت مطالعه التهاب و وجود باکتري رنگ‌آميزي شدند(15 و13). 

نمونه‌هاي معده سريعاً با 1 درصد گلوتار آلدئيد و 4درصد پارافرمالدئيد به مدت بيش از  شش ساعت در 4 درجه سانتي‌گراد فيکس شدند. سپس در بافر کاکوديلات 1/0 مولار يک شبانه روز قرار داده شدند. سپس بافت‌ها در محلول 1 درصد                 تترا اکسيداسميوم قرار داده شدند و در                رزيـن‌ـ اپـــون ذخيره شدند. سپس با کمک دستگاه الترا ميکروتوم قطعات نيمه نازک تهيه شده و پس از انجام مرحله برش‌گيري با رنگ‌هاي ليدسيترات و اورانيل استات رنگ‌آميزي صورت گرفته و سپس برش‌ها با ميکروسکوپ الکتروني بررسي شدند(11).
در روش TUNEL(1) نمونه‌ها در فرمالين فيکس و بعد از انکوباسيون در پروتئينازK وPBS ، بافر را دور ريخته و محلول کارTdT (2) به برش اضافه گرديده و سپس در محلولDigoxigemin peroxidase conjugated انکوبه نموده و برش‌ها با ميکروسکوپ نوري  بررسي شدند(10).
يافته‌ها 
پس از 20 هفته از شروع آزمايش نمونه‌هاي آنتروم معده هر دو گروه در کيت سريع اوره آز در دماي اتاق به مدت 6 ساعت قرار داده شد. در گروه آزمايش تست اوره آز مثبت شد، ولي در گروه کنترل هيچ تغييري در رنگ کيت اوره آز مشاهده نشد. فعاليت اکسيدازي و کاتالازي کلني‌هاي حاصل از کشت معده گروه آزمايش مثبت بودند، هم‌چنين بررسي مورفولوژي باکتري‌ها، رنگ‌آميزي گرم و عدم توليد SH2 و تست اندول منفي دليل بر وجود هليکوباکترپيلوري در گروه آزمايش  بود، اما در گروه کنترل موارد فوق الذکر مشاهده نشد. .
در گروه آزمايش، كلونيزاسيون هليكوباكترپيلوري در مخاط معده به وسيله رنگ‌آميزي گيمسا مشاهد شد. در رنگ‌آميزي هماتوکسيلين‌ـ ائوزين شواهدي از پرخونـــي لايـــــه مخاطي معده، ديس ارگانيزاسيون اپي تليومي، واکوئليزاسيون اپي‌تليومي، تكثير سلول‌ها‌ي گلاندولار، ريزش سلول‌ها‌ي اپي تليومي‌ در فضاي معده، بي‌نظمي ‌در مرز بين لامينا پروپريا و اپي‌تليوم معده و تهاجم سلول‌ها‌ي غددي به ويژه در قسمت قاعده‌اي به لامينا پروپريا و لايه عضله مخاطي در مقايسه با گروه کنترل مشاهده شد. در اين بررسي‌ها هم‌چنين ارتشاح لكوسيت‌هاي تك هسته‌اي و چند هسته‌اي در لايه مخاطي مشاهده شد. هم‌چنين در گروه آزمايشي سلول‌ها‌ي پاريتال تغييرات تخريبي را نشان مي‌دهند که اين تغييرات شامل افزايش دانسيته سيتوپلاسم و هم‌چنين تکه تکه شدن هسته و ويژگي شبيه به اجسام آپوپتيک را نشان مي‌دهند. به علاوه نتايج بيانگر اين است که سلول‌ها‌ي پاريتال ويژگي يک سلول آتروفي شده را نيز نشان مي‌دهند. در نمونه‌هاي بررسي شده از موش‌هاي صحرايي گروه كنترل هيچ كدام از علايم فوق‌ مشاهد نشدند و اپي تليوم نماي طبيعي داشت. سلول‌ها‌ي پاريتال در گروه‌هاي کنترل سيتوپلاسم اسيدوفيل و هسته مرکزي داشتند(‌تصوير1). 
نتايج بررسي‌ها به وسيله ميکروسکوپ الکتروني نشان داد که در گروه آزمايش تغييرات تخريبي در سلول‌ها‌ي پاريتال ايجاد شد. اين تغييرات تخريبي در سيتوپلاسم سلول با واکوئليزاسيون سلول مشاهده شد و ارگانل‌هاي سلول تخريب شده بود. اين تغييرات با ميکروسکوپ الکتروني قابل مشاهده است(تصوير2). نتيجه استفاده از روش TUNEL در بررسي بافت معده ي گروه آزمايش در تصوير 3 نشان داده شده است. 
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    تصوير 1): الف؛ نماي بافت معده ناحيه  گروه آزمايش، کلونيزاسيون هليکوباکتر پيلوري(فلش تيره) از لايه سطحي مخاط ديده مي‌شود. حضور سلول‌ها‌ي مهاجر(به رنگ ارغواني)، در زير مخاط نشان داده شده است، ب؛ نماي هيستولوژيک ناحيه معده گروه آزمايش. واکوئليزاسيون و ديس ارگانيزاسيون اپي تليومي‌در لايه مخاطي ديده مي‌شود، ج؛ نمونه بافت معده گروه کنترل. شکل طبيعي بافت معده مشخص مي‌باشد(رنگ‌آميزي هماتوكسيلين ـ ائوزين، ميكروسكوپ نوري، بزرگنمايي 40)
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تصوير 2): الف؛ فتوميکروگراف سلول پاريتال معدي در حال تخريب در گروه آزمايش. سيتوپلاسم سلول پاريتال نماي واکوئله دارند و ارگاتل‌ها قابل تشخيص نيستند ب؛ فتوميکروگراف سلول پاريتال گروه آزمايش، افزايش هتروکروماتيني هسته و واکوئله شدن ارگانل‌ها مشاهده مي‌شود(رنگ‌آميزي اورانيل استات ليد سيترات، ميكروسكوپ الكتروني، بزرگنمايي 5800). 
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تصوير 3): معده گروه آزمايش را نشان مي‌دهد. سلول‌ها‌ي TUNEL مثبت به رنگ قهوه اي مشاهده مي‌شود. در اين گروه تعداد سلول‌ها‌ي TUNEL با پيکان مشاهده مي‌شود(رنگ آميزي ايمونوهسيتوشيميايي TUNEL ميكروسكوپ نوري، بزرگنمايي40).
بحث 

با توجه به تأثير كلونيزاسيون ميكروب هليكوباكترپيلوري بر عملكرد سلول‌هاي پاريتال معده(12و11)، هدف از اين مطالعه  بررسي تأثير کلونيزاسيون هليکوباکتر پيلوري بر تغييرات سلول‌ها‌ي پاريتال در معده موش صحرايي بود.

نتايج نشان داد كه در مدل موش صحرايي، عفونت هليكوباكتر پيلوري پس از بيست هفته سبب ايجاد تغييراتي تخريبي در سلول‌ها‌ي پاريتال معده مي‌شود. مطالعه‌ها نشان دادند که هليکوباکتر پيلوري نقش مهمي ‌در تغييرات تخريبي سلول‌ها‌ي اپيتليال معده و تشکيل ضايعات، در دراز مدت دارد(16و15). 
نکته مهم در اين مطالعه تعيين ماهيت تغييرات تخريبي سلول‌ها‌ي پاريتال است. مطالعات فراساختاري انجام شده شامل؛ بررسي واکوئله شدن ارگانل هايي مانند ميتوکندري، شبکه اندوپلاسمي ‌خشن و افزايش هتروکروماتيني هسته سلول‌ها‌ي پاريتال است که اين يافته‌ها نشان دهنده پيش‌روي سلول‌ها‌ به سمت آپوپتوزيس مي‌باشد. تكنيك TUNEL جهت تشخيص الگوي تکه تکه شدن DNA به وسيله آنزيم اندونوکلئاز به کار مي‌رود. در سلول‌ها‌ي  TUNELمثبت الگوي تکه تکه شدن DNA نردباني است، اين تکنيک به عنوان روش پذيرفته شده‌اي  جهت تشخيص  مرگ سلولي به کار مي‌رود(17و12) . .
هليکوباکترپيلوري باعث پيشروي سلول‌ها‌ به سمت مرگ سلولي مي‌شود. در نتيجه به دليل  تخريب سلول‌ها‌ي پاريتال محيط معده، شرايط اسيدي خود را از دست مي‌دهد. در مطالعه‌اي كه به وسيله فوكس و همكاران(1)(1999) انجام شد، تأثير نمک و کلونيزاسيون هليکوباکترپيلوري بر سلول‌ها‌ي پاريتال در معدة موش مدل C57BL/5 بررسي شدند. نتايج نشان داد که کلونيزاسيون هليکوباکترپيلوري باعث آسيب ديدن سلول‌ها‌ي پاريتال معده شده است. در مطالعة حاضر نيز مشخص شد که کلونيزاسيون هليکوباکتر پيلوري در معده باعث تخريب سلول‌ها‌ي پاريتال و در نتيجه کاهش اسيد معده و ايجاد فرصت براي کلونيزاسيون بيشتر شده است. اين محققين به ماهيت تغييرات تخريبي و نوع مرگ سلولي اشاره نکرده‌اند(18). در مطالعة ديگري که به وسيله بوك و همكاران(1) صورت گرفت، تأثير تخريبي سويه‌هاي هليكوباكتر فليس وهليكو باكتر بيزوزروني و رژيم غذايي با نمک بالا بر سلول‌ها‌ي پاريتال خوکچه بررسي شد. نتايج اين مطالعه ثابت كرد، اين دو سويه هليکوباکتر، 3 هفته پس از تلقيح به خوکچه هندي باعث تخريب سلول‌ها‌ي پاريتال، در سلول‌ها‌ي معده شده‌اند(19)، اما به نوع و روند تغييرات تخريبي سلول‌ها‌ي پاريتال اشاره‌اي نشد. در مطالعه حاضر نتايج نشان داد که تغييرات تخريبي سلول‌ها‌ي پاريتال بدون وجود نمک که در مطالعه فوق به آن اشاره شده است، نيز روي مي‌دهد و تا کنون در اين خصوص گزارشي وجود ندارد. در مطالعه ديگري که به وسيله نئو و همكاران(2)(2002) انجام شده است، تأثير هليکوباکترپيلوري بر تحريک آپوپتوزيس سلول‌ها‌ي پاريتال موش صحرايي در شرايط آزمايشگاهي بررسي شده است. در اين مطالعه سلول‌ها‌ي پاريتال از معده موش صحرايي جدا سازي شده و پس از کشت در شرايط آزمايشگاهي در مواجهه با هليکوباکترپيلوري قرار گرفتند. آپوپتوزيس سلول‌ها‌ي پاريتال با استفاده از روش TUNEL و ميکروسکوپ الکتروني مورد بررسي قرار گرفت. نتايج اين مطالعه نشان داد که سلول‌ها‌ي پاريتال 4 ساعت پس از مواجهه با هليکوباکتر پيلوري در شرايط آزمايشگاهي دچار آپوپتوزيس شده اند. مطالعات فراساختاري سلول‌هاي پاريتال متراکم شدن هسته سلول‌هاي پاريتال را تأييد کرد(12). در مطالعة حاضر نشان داده شد که الگوي مرگ سلولي، سلول‌ها‌ي پاريتال از نوع آپوپتوزيس است اما به دليل اين که مطالعه فوق در محيط کشت و مطالعه حاضر در بدن موجود زنده صورت گرفته است، زمان‌هاي گزارش شده براي تغييرات تخريبي  سلول‌هاي پاريتال متفاوت است .
نتيجه‌گيري

در مجموع اين مطالعه نشان داد، سلول‌ها‌ي پاريتال در هفتة بيستم پس از گاواژ                    هليکوباکتر پيلوري دچار تغييرات تخريبي و مرگ سلولس شدند و نوع مرگ سلولي آپوپتوز است.. پيشنهاد مي‌شود که مطالعه‌هاي بعدي بر روي شناسايي مکانيسم‌هاي درگير در روند مرگ سلولي سلول‌هاي پاريتال انجام شود و هم‌چنين عوامل مؤثر در روند مهار مرگ سلولي پس از کلونيزاسيون       هليکوباکتر پيلوري در معده مورد توجه قرار گيرد.
تقدير وتشکر 
اين مطالعه در قالب طرح تحقيقاتي مصوب و با حمايت معاونت پژوهشي، گروه آناتومي، ميکروب‌شناسي و ايمني‌شناسي دانشگاه علوم پزشکي کردستان انجام شد.
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Abstract

Background & Aim: Parietal cells have an important role in the production of stomach acid and function. Helicobacter pylori colonization in the stomach may affect the function of these cells. The aim of this study was to evaluate the effect of Helicobacter pylori colonization of rat stomach parietal cells.

Methods: In this study, 10 rats in two experimental and control groups were divided. Animals were fed by Helicobacter pylori or PBS in the experimental and control groups respectively for 20 weeks. Afterwards, bacterial colonization and parietal cells alterations were evaluated in the stomach tissue, using different staining methods. Furthermore, apoptosis in these cells were evaluated by TUNEL method. 

Results: Helicobacter pylori colonization in rat stomach was confirmed. In addition, degradation and ultra-structural changes of parietal cells in the experimental group was determined after 20 weeks. TUNEL staining results were indicative of parietal cells apoptosis in the experimental group.

Conclusion: This study confirmed that Helicobacter pylori in 20 weeks duration causes degradation and structural changes in rat stomach parietal cells and cell death could be through apoptosis.
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1-Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labeling(TUNEL) 
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