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  روش زایموگرافی در مقایسه با افراد طبیعی ه در درماتیت نیکلی ب2-ارزیابی فعالیت ماتریکس متالوپروتئیناز
 

  ****دکتر پروین منصوری ***دکتر محمد پزشکی **زاده  دکتر محمد رضا خرمی*رضا فلک
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   دانشگاه علوم پزشکی تهران،ه بهداشتبیوتکنولوژی دانشکددانشیار **
   دانشگاه علوم پزشکی تهران، دانشیار ایمونولوژی دانشکده بهداشت***
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  کارشناس ارشد ایمونولوژی، دانشگاه علوم پزشکی ایران:  مسئولنویسنده

  09122753942: تلفن   گروه ایمونولوژی، دانشکده پزشکی،دانشگاه علوم پزشکی ایرانتقاطع بزرگراه شهید همت و شهید چمران، : آدرس 

  چکیده
  زمینه و هدف

ها در پوست  ها منبع اصلی تولید این آنزیم فیبروبلاست. ماتریکس متالوپروتئینازها در ترمیم زخم نقش اساسی دارند
های لایه درمال   در فیبروبلاست2-این مطالعه جهت بررسی تغییرات احتمالی فعالیت ماتریکس متالوپروتئیناز. هستند

  . اطراف ضایعات درماتیت مزمن نیکلی انجام گردید

  بررسیروش 
یه درمال اطراف ضایعات های لا  در درماتیت تماسی آلرژیک، فیبروبلاست2- برای مطالعه نقش ماتریکس متالوپروتئیناز

درماتیتی بیماران مبتلا به درماتیت نیکلی و افراد طبیعی کشت داده شد و فعالیت و کینتیک تولید ماتریکس 
و با استفاده از نرم افزار کامپیوتری گیری  روش زایموگرافی اندازه ی محیط کشت بهیرو  در مایع2-متالوپروتئیناز
برای بررسی و مقایسه تکثیر   MTTآزمونچنین از  هم. فتگرای قرار   کمّی مقایسهمورد ارزیابی) UVI(دانسیتومتری 

  . های افراد طبیعی استفاده شد های فیبروبلاست ضایعات درماتیت نیکلی در مقایسه با فیبروبلاست سلول

  ها یافته
ن درماتیت نیکلی در مقایسه با های بیمارا  سلول2-  بین فعالیت ماتریکس متالوپروتئینازداری معنیزایموگرافی اختلاف 

بر اساس واحد محاسبه شده نشان داد که خصوص در فاصله روزهای ششم الی هشتم پس از کشت  بههای طبیعی  سلول
 در مقابل )170±2/9(ترتیب  بههای طبیعی  های بیماران و سلول دانسیتومتری، میانگین و انحراف معیار در سلول

های بیماران  چنین بین روزهای ششم الی هشتم پس از کشت میزان تکثیر فیبروبلاست مه) P  >05/0 ( بود)9/5±3/134(
   ).>05/0P (داری بیشتر بود  معنیطور به) 270261±6527 (های طبیعی  در مقایسه با فیبروبلاست)2816±385938(

  گیری  نتیجه
 نشان داد که فعالیت ی این بررسیها یافته در تخریب بافت کلاژنی، 2-با توجه به نقش ماتریکس متالوپروتئیناز 

دهد که افزایش  مطالعات ما نشان می. یابد داری افزایش می طور معنی  بهنیکلیها در درماتیت  فیبروبلاستدژنراتیو 
 احتمالاً. ها نبوده و مستقل از آن است  وابسته به تعداد سلولنیکلیهای درماتیت  فعالیت ژلاتینازی فیبروبلاست

 به تحریکات نیکلیدرماتیت ناحیه های  اند و فیبروبلاست اخل سلولی یا بین سلولی نیز تغییر یافتههای د سیگنال
  .دهند میتوژنیک و فیبروژنیک پاسخ بیشتری می

  ، فیبروبلاست، زایموگرافی2 درماتیت، ماتریکس متالوپروتئیناز :هاکلید واژه

 19/12/86:    تاریخ پذیرش  :Falakr851@mums.ac.irEmail           18/10/86: تاریخ دریافت

 دانشگاه علوم پزشکی قممجله 
 86  زمستان –4  شماره –دوره اول 
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  مقدمه

های ناخواسته ولی   یکی از واکنش1درماتیت تماسی آلرژیک
های  واکنش. شایع سیستم ایمنی به عوامل غیرپاتوژن است

شدن و القا ایجاد  له حساستماسی آلرژیک طی دو مرح
شدن یک خاطره ایمونولوژیک  در مرحله حساس. شوند می

های ناحیه  که هاپتن با پروتئین طوری به. شود ایجاد می
های  اپیدرم کونژوگه شده و پس از برداشت توسط سلول

 Tهای  لانگرهانس در غدد لنفی منطقه به لنفوسیت
 ایجاد سبب در نهایتاین امر . شود اختصاصی عرضه می

مرحله القا  .شود یک پاسخ ایمنی سلولی اختصاصی می
باشد که باعث  ژن می همان مرحله مواجه مجدد با آنتی

ها به ناحیه   اختصاصی و مهاجرت آنTهای  تکثیر لنفوسیت
). 1( دهد تماس شده و پاسخ ایمنی سلولی ثانویه رخ می

های تماسی  ترین عوامل ایجادکننده درماتیت مهم
 دالتون هستند که 700ی با وزن مولکولی کمتر از یها نهاپت

سلولی  های غشا های محلول بدن یا پروتئین به پروتئین
 کمپلکس سازگاری های متصل شده و در کنار مولکول

های  چنین هاپتن هم. شوند  عرضه میIIلاس ک 2نسجی اصلی
کمپلکس های  طور مستقیم به مولکول مذکور ممکن است به

 متصل شده و باعث تغییر IIکلاس  جی اصلیسازگاری نس
 نوعی ازدیاد 3درماتیت نیکلی). 2( ها شوند ساختمان آن
خیری است که در اثر تماس مداوم پوست با أحساسیت ت

شیوع درماتیت نیکلی ). 3( شود آلیاژهای نیکلی ایجاد می
 درصد 10ها نسبت به آقایان بیشتر بوده و حدود  در خانم

 های گذشته شیوع آن افزایش یافته الباشد ولی طی س می
 در اثر رواج استفاده از جواهرآلات حاوی  که احتمالاًاست

عدم پیشگیری و درمان مناسب درماتیت . باشد نیکل می
نیکلی موجب تغییرات ساختمانی پوست و ایجاد ضایعات 

ی یمتالوپروتئینازها اندوپپتیدازها). 4( گردد مزمن می
شدن نقش   با شناخته1962 سال هستند که اولین بار در

این پروتئازها در . ها در تکامل نوزاد قورباغه مطرح شدند آن
بازسازی ماتریکس خارج سلولی نقش اساسی دارند و 

از . توانند باعث تجزیه بسیاری از اجزای آن شوند می
                                                      
1. Allergic contact dermatitis 
2. Major histocompatibility complex (MHC) 
3. Nickel dermatitis 

ی که اجزای ماتریکس خارج سلولی در فرآیندهای یجا آن
ولیفراسیون، تمایز و مختلف ایمونوبیولوژیک نظیر پر

ها روی  مهاجرت سلولی نقش دارند، تغییرات این آنزیم
ها  علاوه این آنزیم به. ثر استؤفرآیندهای ایمونولوژیک م

در فرآیندهای التهابی، ترمیم زخم، تولیدمثل، تکامل و 
متالوپروتئینازها توسط ). 5،6(  نیز اهمیت دارندزایی رگ

     ی نظیر ماکروفاژها، های سیستم ایمن بسیاری از سلول
 ساخته Tهای  ها و لنفوسیت ها، ائوزینوفیل نوتروفیل

و در عملکردهای فیزیولوژیک و پاتولوژیک  شوند می
 البته متالوپروتئینازهای مترشحه ).7( هستند ها دخیل آن

های سیستم ایمنی در ایجاد ساختمان طبیعی  از سلول
رند بلکه نقش فیزیولوژیک مستقیمی ندا بافت همبند

ها و سایر مدیاتورهای  ها، ایکوزانوئیدها، لوکوترین سایتوکاین
ها نقش تنظیمی در تولید  التهابی آزاد شده از آن
 ،4 فاکتور رشد توموری بتامتالوپروتئینازها دارند که

E2 پروستاگلاندین
B4  لوکوترین و5

ترین   از جمله مهم6
پروتئینازها به ثیر کلی متالوأت). 8 (آیند شمار می بهها  آن

ها بستگی دارد که خود بازتابی از  غلظت فرم فعال آن
علاوه  به. هاست های تولیدکننده و عوامل محرک آن سلول

ها نیز  های آن مهارکنندهمحل انتشار آنزیم و میزان غلظت 
  .ثر استؤها م در تنظیم فعالیت آن

ا، متالوپروتئینازها به چهار گروه عمده کلاژنازها، ژلاتینازه
 ).5( شوند ی تقسیم مییها و متالوپروتئینازهای غشا استرومیلیزین

ترین   یکی از مهمA یا ژلاتیناز 2- ماتریکس متالوپروتئیناز
 جمله ها از ژلاتینازها بوده و توسط بسیاری از سلول

های توموری تولید و  ها و سلول ها، لوکوسیت فیبروبلاست
ها  هم کنش سلول مختلفی از جمله برعوامل. شود ترشح می

ها با اجزای ماتریکس خارج  با یکدیگر و برهم کنش سلول
ها، فاکتورهای رشد و  چنین اثرات سایتوکاین سلولی و هم

میزان . ندهستثرؤها روی بیان متالوپروتئینازها م انکوژن
 اختلال در. باشد شدت تحت کنترل می هها ب فعالیت این آنزیم

ها  های آن ازها و مهارکنندهتعادل بین فعالیت متالوپروتئین
که افزایش  طوری شود به مشکلات پاتولوژیک میمنجر به 
های  ها باعث تخریب بافتی و افزایش مهارکننده فعالیت آن

                                                      
4. Tumor growth factor-beta (TGFβ) 
5 . Prostaglandin E2 (PDE2)  
6. Leukotrien B4 (LTB4) 
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در ناحیه درماتیت ). 5،9( گردد  فیبروز میموجبها  آن
های  های التهابی در اطراف سلول تماسی، ارتشاح سلول

مونولوژیک موضعی پوست تشکیل یک ناحیه فعال ای
های ایمونولوژیک فعال  رسد که سلول نظر میه دهند و ب می

های پیش التهابی موجب تغییر بیان  با تولید سایتوکاین
با توجه . شوند های این ناحیه می متالوپروتئینازها در سلول

 در مطالعه حاضر فعالیت ،های فوق ها و فرضیه به یافته
های فیبروبلاست که  لول در س2- ماتریکس متالوپروتئیناز

 در 2- های مولد ماتریکس متالوپروتئیناز ترین سلول مهم
در بیماران درماتیت تماسی نیکلی در مقایسه پوست هستند 
  .مورد بررسی قرار گرفتبا افراد طبیعی 

  
   بررسیروش 

های  سرم جنین گاوی و آنتی بیوتیک ، 1DMEMمحیط کشت 
 و ژلاتین Invitrogen 2تاسترپتومایسین از شرک/ سیلین پنی

A 3 و پودرMTT  از شرکتSigma 4  و وسایل کشت نظیر
تهیه  BD 5های استریل از شرکت ها و لوله ها و پلیت فلاسک

 40 الی 20بین سنین (شش بیمار مبتلا به درماتیت نیکلی  .شد
که توسط متخصص پوست تشخیص قطعی داده شده ) سال

که به بخش )  ساله35 و 25( طبیعی ظاهر بهبودند و دو فرد 
پوست بیمارستان امام خمینی دانشگاه تهران مراجعه کرده 

نامه در این پژوهش مورد بررسی قرار  بودند پس از اخذ رضایت
توسط متخصص پوست، از پوست ناحیه اطراف ضایعات . گرفتند

.  شد تهیهفعال و پوست نواحی مشابه در افراد طبیعی بیوپسی
 بر روی یخ خشک به DMEMشت ها در محیط ک بیوپسی

آزمایشگاه کشت سلولی دانشکده بهداشت دانشگاه تهران منتقل 
تکه شده و  ناحیه درم جدا شد و توسط دو اسکالپل تکه. گردید

ها  فلاسک. متر مربع کشت داده شد  سانتی25های  در فلاسک
 37 و رطوبت اشباع در دمای CO2 درصد 5در انکوباتور حاوی 

از نظر  روزانه ها فلاسک. اد قرار داده شدندگر درجه سانتی
ها مورد بررسی قرار گرفتند و در صورت  مهاجرت فیبروبلاست

مشاهده مهاجرت سلولی قطعات بافتی خارج شده و محیط 

                                                      
1. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
2  . Invitrogen life technologies, Burlington, Ontario, 
Canada 
3. MTT: 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide  
4. Sigma Inc., Germany 
5  . Becton Dickinson, USA   

 50-70ها به  بیشتری به فلاسک اضافه شد تا تراکم سلول
های جدید پاساژ داده  ها به فلاسک سپس سلول. درصد برسد
های پاساژ دوم و سوم در   از تکثیر فیبروبلاستشدند و پس

  . نیتروژن مایع فریز شدند
های پاساژ سوم دفریز شده و   سلول:آزمون زایموگرافی

پاساژ (های کشت داده شده  سلول.  کشت داده شدندمجدداً
آوری و شمارش شد و سوسپانسیونی با غلظت  جمع) چهارم

برای هر یک از . لیتر تهیه گردید یک میلیون سلول در میلی
 200 خانه انتخاب شد و 96ها یک پلیت کشت سلولی  نمونه

از سوسپانسون فوق در هر ) دویست هزار سلول(میکرولیتر 
ها در انکوباتور  پلیت. های آن کشت داده شد یک از چاهک

 درجه 37 و رطوبت اشباع در دمای CO2 درصد 5حاوی 
های  ف از سلولهر روز یک ردی. گراد قرار داده شدند سانتی

آوری و پس از  ی جمعیرو ها انتخاب شده و مایع تمام نمونه
روش  ه ب2- سانتریفوژ فعالیت ماتریکس متالوپروتئیناز

عنوان سوبسترای  به). 10( گیری شد زایموگرافی اندازه
 2 به مقدار 2- اختصاصی آنزیم ماتریکس متالوپروتئیناز

آکریلامید اضافه  ی به ژل پلAلیتر ژلاتین  گرم در میلی میلی
ها در غیاب مواد  ی محیط کشت سلولیرو مایع. شد

 ولت روی 80 ساعت با جریان الکتریکی 3مدت  احیاکننده به
ها دو   ژلSDS-PAGEپس از اتمام . این ژل الکتروفورز شد

 بر روی X-100 Triton درصد 5/2ساعت در محلول 
لول مح( دور در دقیقه شسته شدند 150سرعت روتاتور با 

 از SDSتا ) شستشو در این فاصله یک بار تعویض گردید
بار با آب مقطر شسته  ها یک در نهایت ژل. ها خارج گردد ژل

 مولار1/0اسیدکلریدریک–بافرتریس(یموگرافی شده و در بافر زا
مدت یک  هب) =4/7PHمول کلرید کلسیم با   میلی10حاوی 
ها  ژل. به شدندگراد انکو  درجه سانتی37روز در دمای   شبانه

آمیزی شده و   درصد رنگ5/0پس از شستشو با کوماسی آبی 
رنگ  توسط متانول و اسیداستیک رنگبری گردید و نواحی بی

دانسیتومتری شده و مساحت  UVI6 شده توسط سیستم
بر اساس معیار  7رنگی رنگ شده و شدت بی سطح بی

. گیری شد اندازه 9صورت واحدهای قراردادی  و به8مربوطه
 SDS-PAGEد هویت آنزیم وزن مولکولی آنزیم با أییبرای ت

                                                      
6. UVITec Limited, Cambridge, UK 
7. Mean area density 
8. Grey Scale 
9. Arbitrary units 

١،

٣
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 کیلودالتون بود و با وزن مولکولی 68بررسی شد که حدود 
علاوه  به. خوانی داشت  فعال هم2- ماتریکس متالوپروتئیناز

عنوان مهارکننده غیراختصاصی   بهEDTAثیر أت
که  طوری به. متالوپروتئیناز روی فعالیت آنزیم بررسی شد

 باعث مهار کامل فعالیت EDTAمول  زودن یک میلیاف
رویی   نتایج زایموگرافی مایع1  شمارهشکل. شد آنزیم می

های بیماران و افراد طبیعی را در روز چهارم و  کشت نمونه
رویی کشت یکی از   نتایج زایموگرافی مایع2  شمارهشکل
های طبیعی را در روزهای یکم الی دوازدهم پس از  نمونه

  . دهد شان میکشت ن

 
های بیماران و افراد  ی کشت نمونهیرو زایموگرافی مایع: 1  شمارهشکل

 طبیعی در روز چهارم پس از کشت

  

  
  

 
های طبیعی در  ی کشت یکی از نمونهیرو  زایموگرافی مایع:2  شمارهشکل

   پس از کشت12 - 1روزهای 
  

 برای بررسی :)سلولیتکثیر  (آزمون پرولیفراسیون
پس از .  استفاده شدMTT سلولی از آزمایش تکثیر
 تعداد سلول، برای هر یک از بیماران یک پلیت سازی بهینه

 خانه در نظر گرفته شد و در هر یک از 96کشت سلولی 
 میکرولیتر 200تعداد دویست هزار سلول در ه ها ب چاهک

ک بیوتی  و آنتیFCS درصد 5 حاوی DMEMمحیط کشت 
 میکروگرم 100سیلین و   واحد بین المللی پنی100(

 HEPES1مول   میلی10و ) لیتر  میلی هراسترپتومایسین در
 و CO2 درصد 5ها در انکوباتور حاوی  کشت داده شد و پلیت
. گراد قرار داده شدند  درجه سانتی37رطوبت اشباع و دمای 

 MTTها برای آزمون  های یک ردیف از چاهک هر روز سلول
                                                      
1. Hepes: N-2-hydroxy-ethylpiperazine-N'-2-
ethenesulfanic acid 

 محیط کشت چاهک مربوطه ،برای انجام آزمون. استفاده شد
گرم در   میلی5/0 میکرولیتر محیط حاوی 200به آرامی با 

ها پس از   جایگزین شده و پلیتMTTلیتر  میلی
 ساعت در 4مدت  هشدن با فویل آلومینیومی ب پوشانده

 درجه قرار داده 37 در دمای CO2 درصد 5انکوباتور حاوی 
 200ها با  به آرامی محیط کشت چاهکسپس . شدند

 میکرولیتر بافر 25 و 2 دی متیل سولفوکسایدمیکرولیتر
 مول کلرید سدیم 1/0 مول گلایسین و 1/0حاوی (شورنسن 

 تنظیم شده 5/10 آن با هیدروکسید سدیم روی PHکه 
های تترازولیوم در حلال فوق  جایگزین شد تا کریستال) بود

ها چند بار توسط   چاهکسپس محلول داخل. حل شوند
 10ها  پلیت. سمپلر کشیده و دوباره در پلیت برگردانده شد

دقیقه در دمای اتاق در تاریکی نگهداری شدند تا عمل 
سپس محلول هر یک از . طور کامل صورت پذیرد انحلال به

یزا ها پس از میکروفیوژ به یک چاهک خالی پلیت الا چاهک
 پلیت کشت سلولی با های مصرف شده منتقل شده و چاهک

 در نهایت جذب نوری .بافر فسفات استریل شسته شد
 نانومتر در 570ها توسط الایزا ریدر در طول موج  چاهک

کمک ه  شد و بخوانده نانومتر 630مقابل فیلتر رفرانس 
ها محاسبه گردید  های چاهک منحنی استاندارد تعداد سلول

 میزان فعالیت ها به فعالیت آنزیم و با تعیین نسبت سلول
برای رسم . ژلاتینازی به ازای هر سلول محاسبه گردید

های فیبروبلاست  ای از سلول منحنی استاندارد مقادیر فزاینده
طور پنتاپلیکیت در یک  به)  سلول1000000 تا 20000(

 مطابق MTT ساعت بعد آزمایش 6پلیت کشت داده شده و 
منحنی های فوق انجام شده و  روش معمول برای سلول

  . استاندارد رسم گردید
  

  ها یافته
 و MTTهای  برای تعیین اختلافات آماری بین نتایج آزمون

MMP2 بیماران با افراد طبیعی از آزمون T استفاده شد و 
05/0P<مقایسه نتایج . دار در نظر گرفته شد  معنی

های بیماران و افراد  زایموگرافی و پرولیفراسیون فیبروبلاست
 بین میانگین بیماران و گروه توجهی قابلف طبیعی اختلا

های درماتیت نیکلی  میانگین تکثیر نمونه. کنترل نشان داد

                                                      
2. DMSO: Dimethyl sulphoxide 
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 در مقابل 337922±58505 در مقایسه با گروه کنترل
و میانگین فعالیت  )3  شمارهشکل (21422±253013

های بیماران در مقایسه   در سلول2- ماتریکس متالوپروتئیناز
 در مقابل 1/142±1/29ترتیب  کنترل بههای گروه  با سلول

  .باشد می) 4شکل  (6/23±1/112
  

مقایسه میانگین نتایج زایموگرافی بیماران درماتیت نیکلی با افراد طبیعی
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میانگین نتایج افراد طبیعی   میانگین نتایج بیماران
  

 مقایسه میانگین نتایج زایموگرافی بیماران درماتیت :3  شمارهشکل
  نیکلی با افراد طبیعی

  

اختلاف این نتایج در روزهای ششم الی هشتم طور کلی  به
. )>05/0P (دار بود تر بوده و معنی پس از کشت محسوس

های درماتیت نیکلی در  میانگین تکثیر نمونهکه  یطور به
 در روزهای ششم الی هشتم پس از مقایسه با گروه کنترل

و  270261±6527 در مقابل 385938±2816کشت 
های   در سلول2- میانگین فعالیت ماتریکس متالوپروتئیناز

ترتیب  های گروه کنترل به بیماران در مقایسه با سلول
   .باشد می) 4شکل  (3/134±9/5 در مقابل 2/9±170

  

مقایسه نتایج آزمایش MTT بیماران درماتیت نیکلی با افراد طبیعی
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میانگین نتایج افراد طبیعی    ممیانگین نتایج بیماران 
  

 بیماران درماتیت نیکلی با MTT مقایسه نتایج میانگین آزمون :4شکل 
  افراد طبیعی

  
  بحث

های مختلفی از جمله بعضی از   متالوپروتئینازها توسط سلول
 و ماکروفاژها Tهای  های سیستم ایمنی نظیر لنفوسیت سلول

 ماتریکس خارج ها در بازسازی این آنزیم. شوند تولید می

سلولی و ایجاد التهاب نقش مهمی دارند ولی هنوز در رابطه 
های ایمنی اطلاعات  ها در پاسخ با عملکردهای این آنزیم

درماتیت نیکلی نوعی درماتیت تماسی . کافی وجود ندارد
های جوان در اثر استفاده از   در خانماًآلرژیک است که عمدت

ایجاد شده تمایل به مزمن شود و ضایعات  بدلیجات ایجاد می
با مطالعه روی میلادی  1999اولین بار در سال . شدن دارند

 ارتباط بین درماتیت تماسی ،1ه ژن شدتخریبهای  موش
مطالعات ). 11( آلرژیک با متالوپروتئینازها نشان داده شد

های آلرژیک  سازی درماتیت نشان داد که در مرحله حساس
 برای شروع پاسخ ایمنی 12حضور آنزیم استرومیلیزین 

شدن  ضروری است و در غیاب این آنزیم مرحله حساس
 ژلاتیناز از طرفی نشان داده شد که آنزیم. گیرد صورت نمی

B3 های درماتیت آلرژیک  برای فروکش و بهبودی واکنش
های التهابی تداوم  ضروری بوده و در غیاب این آنزیم واکنش

دلیل عدم تولید موضعی  هاین تداوم التهاب ب. بیشتری دارند
دهد که از عوامل لازم جهت کنترل و  رخ می 10اینترلوکین 

  ). 11،12( باشد های تماسی آلرژیک می فروکش واکنش
درماتیت تماسی آلرژیک افزایش فعالیت بعضی از در 

که های لانگرهانس اپیدرم  متالوپروتئینازها در سلول
 و نیز ژن پوست هستند کننده آنتی های عرضه سلول
 اختصاصی Tهای  که حاوی لنفوسیتهای طحالی  سلول

در درماتیت تماسی آلرژیک . نشان داده شده استهستند 
های لانگرهانس اپیدرم برداشت  ها توسط سلول ژن ابتدا آنتی

ها پس از مهاجرت در غدد لنفی منطقه  شده و این سلول
 اختصاصی عرضه Tهای  های خود را به لنفوسیت ژن آنتی
های لانگرهانس از  نقش ژلاتینازها در عبور سلول. کنند می

ی درماتیت یها در فاز القا غشا بازال و مهاجرت این سلول
ی یعلاوه در فاز القا به). 13(تماسی نشان داده شده است 

در ناحیه  B ژلاتیناز کننده های لانگرهانس بیان تعداد سلول
الیت چنین افزایش فع هم). 14( یابد درم افزایش می

هایی  های لانگرهانس پس از مالیدن هاپتن ژلاتینازی سلول
 بر روی 5 و تری نیتروکلروبنزن4نظیر دی نیتروکلروبنزن

ژلاتیناز بررسی کینتیک تولید . پوست نشان داده شده است

                                                      
1. Gen Knock out 
2. MMP3 
3. MMP9 
4. DNCB 
5. TNCB 



     86  زمستان –4  شماره –         دوره اول  دانشگاه علوم پزشکی قممجله
 

 

50 

Bدهد که شش ساعت پس از  ها نشان می  در این سلول
 24 الی 12  طی القا شده وBژلاتیناز مالیدن این مواد تولید 

به حداکثر میزان خود ها  ساعت فعالیت ژلاتینازی این سلول
 طبیعی میزان روز به 10 الی 7 طی سپس و رسد می

های متالوپروتئینازها  استفاده از مهارکننده). 15( گردد برمی
دنبال  های لانگرهانس به  از مهاجرت سلول1نظیر باتیماستات

اثرات ). 15(کند  ایجاد درماتیت نیکلی تجربی جلوگیری می
 این داروهای غیر استروئیدی توجه زیادی را به یضد التهاب

استفاده تحقیقات نشان داده است که . خود جلب کرده است
کردن یا تحریک مجدد موش با  از باتیماستات قبل از حساس

های درماتیت تماسی  کلرید پیکریل سبب مهار واکنش
 4 الی 4/0ی که تزریق داخل پریتوان طوری به. شود می

کردن موش باعث  گرم بر کیلوگرم آن قبل از حساس میلی
توان از  بنابراین می. شود های درماتیتی می عدم ظهور واکنش

های متالوپروتئینازها برای پیشگیری و التیام  مهارکننده
درماتیت تماسی آلرژیک و سایر تظاهرات پوستی 

های  سلول. )16- 17( های التهابی استفاده کرد بیماری
های   جدا شده از طحال موشTهای  طحالی و لنفوسیت

های طحالی و  شده با کلرید پیکریل نسبت به سلول حساس
 دست نخورده فعالیت ژلاتینازی بیشتری Tهای  لنفوسیت

های طحالی و   سلول ژلاتینازی مهار فعالیت.دارند
ها   کاهش مهاجرت لنفوسیتعثتواند با  میTهای  لنفوسیت

این امر .  نماید سرکوب راها فعالیت آنن ترتیب شده و بدی
 باعث کاهش التهاب ناشی از ازدیاد حساسیت تواند می

توانند باعث  موادی نظیر نیکل می). 18- 20( دوتماسی ش
لذا از ). 21( ها شوند افزایش بیان ژلاتینازها در کراتینوسیت

گر  عنوان یک نشان توان به تغییرات بیان متالوپروتئینازها می
بیولوژیک جهت تعیین میزان سمیت بعضی از مواد استفاده 

ی یرو  افزودن نیکل در مقادیر کمتر از حد سمی به مایع. کرد
 کروموزومی و 4Nهای  ها موجب افزایش سلول کراتینوسیت

ی یرو  گردد و حذف نیکل از مایع  میMMP2افزایش بیان 
  وطبیعی شده حد به MMP2کشت موجب کاهش بیان 

). 22(شود  ها می شدن سرعت تکثیر سلول  طبیعیموجب
دهد که میزان   نیز نشان میمطالعه حاضرنتایج حاصل از 

های درماتیت نیکلی که در   در فیبروبلاستMMP-2فعالیت 
 نسبت به اند معرض تماس طولانی با نیکل بوده

                                                      
1. Batimastat: BB-94 

که فعالیت  با این.  افزایش داردهای افراد طبیعی فیبروبلاست
MMP2 و MMP9 های ناحیه درماتیت تماسی  در سلول

این یابد، ولی چنین افزایشی در سرم  آلرژیک افزایش می
 MT1-MMP فعالیت چنین هم. بیماران مشاهده نشده است

 تغییری نشان باشد، نیز  میکننده ژلاتینازها که آنزیم فعال
های  توانند در مکانیسم لذا ژلاتینازهای موضعی می. دهد نمی

خصوص در تغییر   تماسی آلرژیک بهایجاد درماتیت
ساختمان پوست و پاتوژنز ضایعات درماتیتی نقش داشته 

 تکثیر باعث افزایش MMP2افزایش فعالیت ). 23(باشند 
موجب کاهش چسبندگی چنین  همو ) 22،24( سلولی شده

بر ثیر أعلاوه متالوپروتئینازها با ت  به).24( شود ها می سلول
ها در مهاجرت  زادسازی کموکاینماتریکس خارج سلولی و آ

 مطالعه حاضر. )25(  دارندعهده  بهها نیز نقش اساسی سلول
های ناحیه   فیبروبلاستتکثیردهد که میزان  نشان می

  تکثیراین افزایشعلت . یافته استدرماتیت نیکلی افزایش 
خصوص  تواند ناشی از افزایش فعالیت متالوپروتئینازها به می

دهد که   ما نشان می مطالعاتنتایجچنین  هم .ژلاتینازها باشد
ها نسبت به افزایش  میزان افزایش فعالیت ژلاتینازی سلول

تواند  این افزایش میعلت . ها بیشتر است  آنتکثیرقدرت 
ها،  ها، لوکوترین ناشی از اثرات موضعی سایتوکاین

های ناحیه   سلولبرهای التهابی  واسطهایکوزانوئیدها و سایر 
 مطالعات پیشین ما روی بیماران درماتیت .تی باشددرماتی

تماسی آلرژیک ناشی از کروم، نیکل و چرم نیز نتایج 
  ). 27(مشابهی نشان داده بود 

 درماتیت تماسی آلرژیک  بیمارانکلاژن جدا شده از پوست
خصوصیات متفاوتی دارای مزمن نسبت به پوست طبیعی 

تری بوده و ژل  بیشIII حاوی کلاژن تیپ  مثلاً.باشد می
 در MMP2تواند باعث افزایش بیان  شده از آن می تهیه

ده و قدرت تجزیه گردیهای اندوتلیال  ها و سلول فیبروبلاست
بنابراین . ها افزایش دهد کلاژن را در این فیبروبلاست

ی و عملکردی کلاژن بافت درماتیت یخصوصیات بیوشیمیا
های پوستی  بیماریتواند در پاتوژنز  مزمن متفاوت بوده و می

یکی از دلایل احتمالی افزایش ). 26(  باشدنقش داشتهمزمن 
تواند مربوط به  فعالیت ژلاتینازی در درماتیت نیکلی می

مزمن بودن ضایعات باشد که باعث تغییراتی در ساختمان 
پوست شده و موجب افزایش تولید متالوپروتئینازها در اثر 

 بافت درماتیتی شده های ناحیه با برهم کنش بین سلول
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 فعال فقط در مرحله مزمن بیماری MMP2. است
شدن موش فقط  مشاهده است و در مرحله حساس قابل

MMP2 غیر فعال و MMP9هر . گیری هستند اندازه  قابل
دهد که در ضایعات   نشان مینتایج مطالعه حاضرچند 
دلیل   ژلاتینازی بیشتر است ولی بهفعالیتتر میزان  مزمن
ها قادر به محاسبه نسبت افزایش فعالیت  نبودن نمونهکافی 

 آزمایشات ما. طول دوره ایجاد ضایعات نبودیم ژلاتینازی به
اولین مطالعه در رابطه با افزایش فعالیت ژلاتینازی 

چنین  هم. ها در درماتیت تماسی آلرژیک است فیبروبلاست
 مطالعات انجام شده در رابطه با درماتیت تماسی اغلب
ها و  ژیک و متالوپروتئینازها روی بافت گوش موشآلر
های تجربی مثل دی و تری نیتروکلروبنزن  کمک آلرژن هب

های  ای روی سلول  است و تاکنون مطالعهصورت گرفته
 تا کنون مطالعات انجام ،طور کلی به. انجام نشده استانسانی 
های   افزایش فعالیت ژلاتینازی در سلولحاکی ازشده 

های طحالی اختصاصی درماتیت   پوست و سلوللانگرهانس
 و مطالعات ما افزایش فعالیت این آنزیم را در اند هتماسی بود
 و) 27( آلرژیک مختلف های ناحیه درماتیت فیبروبلاست

 که در حقیقت )مطالعه حاضر (نیکلی آلرژیک درماتیت
 نشان  ها در پوست هستند ترین منبع تولید این آنزیم مهم
تواند یکی از  ن افزایش فعالیت ژلاتینازی میای. دده می
 ریکسـزای ماتـتمان پوست و اجـثر در تغییر ساخؤل مـعوام

 
 
 

ها نشان  این یافته. خارج سلولی در درماتیت نیکلی باشد
 داروهای مهارکننده متالوپروتئینازها استعمال دهند که می

درماتیت یم تر علا ند در بهبودی سریعنبتواممکن است 
  . مؤثر واقع شوندسی تما
  

  گیری نتیجه
دهد که فعالیت ژلاتینازی  نشان میاین تحقیق های   یافته

داری  طور معنی ها در درماتیت نیکلی به فیبروبلاست
این افزایش ممکن است دلایل متعددی . یابد افزایش می
که نیکل اثرات سمی دارد و شاید  از جمله این. داشته باشد

    با نیکل موجود در بدلیجات تماس طولانی مدت پوست
         . و غیره موجب افزایش بیان ژلاتینازها شده باشد

 تکثیرد که میزان نده  ما نشان مینتایج مطالعات
یابد  می افزایش  نیزهای ناحیه درماتیت نیکلی فیبروبلاست

 ناشی از افزایش فعالیت متالوپروتئینازها تواند که می
 ما چنین نتایج مطالعات هم. خصوص ژلاتینازها باشد به

ها  دهد که میزان افزایش فعالیت ژلاتینازی سلول نشان می
 که ممکن ها بیشتر است  آنتکثیرنسبت به افزایش قدرت 

 .باشد  ناشی از اثرات موضعی مدیاتورهای التهابیاست
طورکلی، شاید در آینده بتوان به کمک داروهای  به

ودی علایم درماتیت بهبژلاتینازها  فعالیت کنندهمهار
  .تماسی آلرژیک را تسریع نمود
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Evaluation of Matrix Metaloproteinase 2 (MMP2) Activity in Contact Nickel Dermatitis 

Using Zymoanalysis in Comparison to Normal Individuals. 
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Background and objective 
Matrix Metaloproteinases (MMPs), produced mainly by fibroblasts, play a major role in 
wound healing processes. This study aimed to investigate the MMP2 activity in dermal 
fibroblasts found in chronic contact nickel dermatitis lesions.  
 
 Methods 
In order to study the role of MMP2 in contact nickel dermatitis, fibroblast from patients and 
healthy individuals were cultured based on ex-plantation of skin. MMP2 activity was 
measured in fibroblast culture media using zymoanalysis. Zymograms were then analyzed by 
quantitative densitometry. MTT assay was also used to evaluate and compare proliferation 
capacity of fibroblasts in both cell cultures. 
 
Results 
The mean MMP2 activity 6-8 days after ex-plantation was significantly higher in patients 
fibroblasts than in normal individuals( 170±9.2 and 134.3±5.9 in patients and normals, 
respectively (p<0.05)). The proliferation capacity of patients' fibroblasts was significantly 
higher than that of normal cases (385938±2816 and 270261±6527 respectively, p<0.05) in the 
same days. 
 
Conclusion 
Our study shows a significant increase in degenerative activity of fibroblasts in nickel 
dermatitis lesions. It was also seen that the MMP2 activity per cell was significantly higher in 
patients' fibroblasts compared to healthy individuals and that gelatinolytic activity of MMP2 
is independent of cell number. Therefore, intra- and inter-cellular signals may be altered in 
fibroblasts of nickel dermatitis lesions which lead to promotion of fibroblast response to 
mitogenic and fibrogenic stimulations. 
 
Keywords: Nickel dermatitis, Matrix Metaloproteinase 2 (MMP2), Fibroblast, Zymoanalysis.  
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